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Various studies have demonstrated increased synthesis of heat shock protein 70 (HSP70) in brain 

following transient ischemia, and a protective role for HSP70 against ischemic insult has been hypothesiz-

ed. In this study, we determined the time course ofHSP70 mRNA and HSP70 induction in rat hippocam-

pus following ischemia using Pulsinelli’s four-vessel occlusion model, and suggested a protective role for 

HSP70 induction in limiting ischemic damage to neurons and delayed neuronal death. In Northern blot-

ting analysis using human HSP70 DNA (pH 2.3) as a probe, the accumulation ofHSP70 mRNA became 

evident at 4 h, and continued until 16 h, after 5 min ischemia, while it appeared at 2 h, and continued 

above control level until 24 h, after 30 min ischemia. In immunoblot analysis using anti-HSP70 an-

tibody, induction ofHSP70 appeared 24 hand reached a maximum level 48 h after 5 min ischemia. In im-

munohistochemical analysis using anti-HSP70 antibody, no staining was detected until 16 h after 5 min 

ischemia but staining in CAl gradually increased from 1 day after ischemia and reached a maximum level 

2 days after ischemia. Similar time profiles in staining pattern of HSP70 were observed in CA3 and CA4 

neuronal cells following 30 min ischemia. Rats pretreated with 5 min ischemia (nonlethal for CAl 

pyramidal neurons) were exposed to a 30 min, lethal period of ischemia, 2 days after pretreatment, at 

which time considerable staining of HSP70 was present. Pretreated rats had much neuronal damage in 

the CAl sector less than did rats subjected to lethal, 30 min ischemia alone. These results suggest that 

neurons in rat hippocampus become tolerant to lethal treatment due to expression of the HSP70 gene and 

HSP70 protein synthesis induced by mild ischemic pretreatment. 
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はじめに

Drosophila busckiiの唾液腺を用いて温度を 25°Cか

ら30°Cに30分間保っと染色体に特異な pu伍ngpat-

ternが見られることが F Ritossaによって報告され

て日）以来，熱ゾコ yクのみならず低酸素，エタノー

ノレ，アミノ酸誘導体，様々な重金属， ヒ素， ミトコン

ドリア機能の抑制物質などにより誘導される蛋白質が

あることがわかり，熱シ司ツタ蛋白質あるいはストレ

ス蛋白質と呼ばれるようになった31），通常の蛋白質の

合成はこの蛋白質が誘導される以前に抑制される．こ

の誘導はこれまで細菌，大豆，とうもろこし，タパ

コ，酵母，又しょうじよう蝿，線虫からラノト．マウ

ス，人に至る有核細胞の多くにみられている．それら

の分子量は 8,28, 32, 47' 58, 72, 73, 75, 80, 90, 100, 

l!OkDaのものが知られている．これらの持つ生理学

的意義は未だ充分には解明されていない．正常の成

長，分化，また疾病とのかかわり合いがあることが示

唆されている.HSP70関連物質は DNA複製34,46），グ

ラスリン小胞の被覆化の抑制5），細網内皮系に於ける

蛋白質の取り込み33），膜を介しての蛋白質輸送9）など

に関与している．

細胞が予め非致死的な熱にさらされることにより熱

シヨノク蛋白質が作られ，次に与えられる致死的な熱

障害に対しての抵抗性を獲得すると言われている．ラ

ット網膜細胞に前もって軽度の熱を負荷することによ

り，次に与えられる高度の光刺激による障害がある程

度抑制されることが報告されている3).

海馬に於ける前脳虚血に対する神経細胞の選択的脆

弱性いわゆる遅発性神経細胞壊死22）は未だ完全には

解明されていない．再潅流を用いた脳虚血モデルに於

いてストレス蛋白質の選択的遺伝子発現37），新たな蛋

白質合成の変化が報告されている20,35）.分子量70のス

トレス蛋白質グループ（HSP70ファミリー）は豊富

に存在しストレスにより高度に発現され，更にあらゆ

る種に於いて極めてよく保存されている 15）ため，高

l 、関＇l二が寄せられている．ラットの脳虚血再潅流モデ

ノレを用いて脳虚血再潅流後に於ける HSP70mRNA, 

HSP70の産生・蓄積の経時的な変化を検討し，更に

予め非致死的な虚血を与えることにより次に与えられ

る致死的な虚血による細胞障害の程度がどの様に変化

するかを検討した

対象と方法

＊動物モデル

180から250グラムのラ y ト（Wistarrat）を用い，処

置前後には飼育箱にて餌，水を自由に与えた．動物モ

デノレは基本的に Pulsinelliの方法制を用い，エーテノレ

麻酔下にて両側椎骨動脈を電気凝固し一日後に両側総

頚動脈閉塞を行った．頚部を正中切開し両側総頚動脈

を露出し動脈癒クリアプ．にて閉塞を行った．総頚動脈

の閉塞は一時的に5分間あるいは30分間行った．閉塞

の聞はラットの体温を保温板にて 36°Cから 37°Cに

保った．

虚血後の HSP70mRNAの発現の経時的な変化を見

るために， 5分間あるいは30分間の虚血後に総頚動脈

からクリップをはずし 0,2, 4, 8, 16, 24各時間，再潅

流を行った（n=2）・顕微鏡下で海馬だけを取り出し，

すばやく液体窒素にて凍結させた.AGPC (Acid 

guanidinium phenol chloroform）法を用いて mRNAを

取り出した明．人の HSP70DNA (pH 2.3）のプロープ

を用いて Northernblot法を行い， HSP70mRNAの経

時的変化をみた

HSP70の産生・蓄積を見るために5分間あるいは

30分間の虚血後に 0,8, 16, 24, 48, 72, 96各時間の再海

流を行った（n=2）・その後，潅流固定を行い抗

日SP70抗体（RPN1197, Amersham, Japan）を用いて

免疫組織学的に検討し又，脳組織を取り出しホモジ

ネート後 Westernblot法を行った．

虚血耐性を検討するために，まず非致死性の5分間

虚血を負荷後， 2日間再潅流を行った（n=4）・その

後，致死的な30分間の虚血を行い 7日聞の再濯流を行

った．潅流固定後，冠状断切片を作製し Cresylviolet 

染色を行った．虚血時間による遅発性神経細胞壊死の

効果を見るために5分間（n=5）あるいは30分間

(n=4）の虚血を行レ，再潅流を一週間行い， Cresyl

violet染色を行った．椎骨動脈凝固による血流遮断後

の側副血行路からの影響を検討するため，椎骨動脈の

凝固の3日後にはじめて30分間虚血を行い，神経細胞

障害の程度を見た（n=4).

＊蛋白の分離と電気泳動

断頭後，顕微鏡下で両側の海馬を取り出し10倍量の

lysis buffer (1% NP-40 (Nonidet P 40), 0.15 M NaCl, 

50 mM  Tris HCl pH 8.0, 5 mM  EDTA (Ethylene 

diamine acetic acid), 2 mM  NEM (N-ethylmaleimide), 2 

mM  PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride）にて氷冷し
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ながらPotterhomogenizerを用いてホモジ不一トした

4°Cで 12000gの遠心を20分間行い，上清を回収し

た．蛋白質定量はBradford法叫Uこて行った．蛋白質の

変性は LaemmliのSDSsample buffer27lを用いて行っ

た Laemmliの方法27）を用いて一次元電気泳動を行

った．

*Western blot j去と免疫染色

前脳虚血に於ける海馬での HSP70の蓄積量は

Western blot法で、定めた. 125 μgの蛋白を10%ポリア

グリルアミドゲ、ノレにて電気泳動し 5mM四ほう酸ナ

トリウム緩衝液中でニトロセルロース膜に転写後5%

スキムミルクにてフロッキングを行った．ブロッキン

グ後ラット HSP70に対するマウスモノクロナーノレ抗

体あるいは正常マウス IgG血清とそれぞれ室温で1

時間反応させた．抗体は1%血清アルブミンにて500倍

に希釈して用いた．ピオチン化馬抗マウス IgG抗体

を2次抗体として用い ABC法を行った．その後

HSP70は IgGマウスベクタステインキットと反応後

Western blot検出用キットを用いて発色させた.ABC 

法にては5分間虚血後の HSP70の産生・蓄積が検出

できなかったため，更に2次抗体としてベノレオキシ

ダーゼを結合させた抗マウス IgG抗体を用いて同様

に検出を行った．

＊免疫組織学的検討

ラットは過剰量のエーテルにて処理後，関胸しカニ

品ーレを心尖部より挿入し上行大動脈に留置した．

200 mlの0.9%生食で潅流後， 4%ホルマリン入り 0.1

M リン酸緩衝液を用いて潅流固定をした．更に同じ

緩衝液にて24時間，後固定を行った．その後30%グリ

セローノレ， 30%サッカロース入り 0.1M リン酸塩緩

衝液（pH7.3）にて脱水を2日間行った．マイクロ

トームを用いて厚さ 50μmの連続切片を切った．切

片は組織構築を検討するため免疫組織染色あるいは

Cresyl violet染色を施した.10%正常山羊血清と0.3%

過酸化水素水入りリン酸塩緩衝液（pH7.3）にてゆっ

くり揺らしながら，室温で＇＇ 30分間フロッキングを行っ

た．次に200倍希釈の抗 HSP70抗体と0.3%Triton X-

100の入ったリン酸塩緩衝液で室温にて一昼夜反応さ

せた． リン酸塩緩衝液にて洗浄後， 1000倍希釈のビオ

チン化馬抗マウス IgG抗体で2時間，室温にて反応

させた．リン酸塩緩衝液にて洗浄後，ベクタステイン

キットにて ABCcomplexを結合させた.40mg DAB 

(3,3＇一diaminobendizinetetrahydrochloride）と0.03%過

酸化水素水入りのトリス緩衝液（pH7.6）にて発色を

行った．

*RNAの取り出し

海馬の全 RNA量は AGPC法39）にて抽出した．液

体窒素にて凍結していた標本を擦り鉢にて砕き， GIT

buffer (4 M guanidinium isothiocyanate, 0.025 M 

sodium citrate (pH 7.0), 0.5% (W/V) sodium laurylsar-

cosine, 0.1 M 2-mercaptoethanol）と混ぜた．更に 1/10

量の 3M sodium acetate (pH 4.0) , 2/10 量の

chloroform/isoamyl alcohol (CIAA) (49/1），水飽和

phenolを加え vortexで撹枠後 4°Cで 10000gの遠心

を15分間行った．遠心後 RNAを含む上清を取り出し

2倍量の ethanolを加え－80°Cで20分間保ち 12000g 

で 4°C15分間遠心を行った沈澱物を少量の 0.3M

sodium acetate と phenol/CIAAに溶かし2倍量の

ethanolを加え－80°Cで保存した．

*Northern blot 法

10 μgの全RNAをformaldehydeを含む 1%agarose 

gelにて電気泳動を行いナイロン膜（GeneScreen Plus) 

に転写した.50% deionized formamide, Denhardt液

(lX Denhardt, 0.02% polyvinyl pyrolidone, 0.02% BSA 

(Bovine serum albumin), 0.02% Ficoll), 1%SDS 

(Sodium dodeが sulfate),100 μg/ml sonicated denatured 

salmon sperm DNAを含む SSC(sodium citrate) (lX 

SSC, 0.15 M NaCl, 0.15 mM  sodium citrate, pH 7.0）で

prehybridizationを行った.HSP70に対する人 DNA

プロープ（pH2.3）を multi-primelabelling法によって

32P dCTPを用いてラベルした．「ントローノレとして

の fl-actinも同様にラベノレした 50% deionized for 

mamide, lX Denhardt, 1% SDS, 200 μg/ml sonicated 

denatured salmon sperm DNAを含む SSCと32pラベ

ル DNA(1.85 mBeq）を用いて 42°C で16時間

hybridizationを行った．室温にて2XSSCで3回洗浄，

65°Cにて0.5%SDSを含む 2XSSCで2回洗浄，室

温にて O.lXSSCで1回洗浄した．フシ RXO-Hフィ

ノレムにて感光を行った．

結 果

＊脳虚血再濯流モデルに於ける HSP70mRNAの経時

的変化

ラット総頚動脈に5分間あるいは30分間の閉塞を施

し，各時間再潅流を行った．その後 RNAを取り出し

た.pH 2.3のプロープは HSP70に関する 2種類の

mRNAを認識する．ひとつは 2.3KbのHSC70と呼

ばれる通常でも発現される蛋白質である（Fig.1の小
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Fig. 1 Detection of HSP70 mRNA in rat hippocampus. 

Total RNA was isolated using AGPC-protocol39, separated on 1% agarose gel containing formaldehyde, 

transferred onto nylon membrane filters, and hybridi悶 dwith 32P-labeled DNAs encoding HSP70 (arrowhead 

in the upper panel) or B-actin (arrowhead in the lower panel) as described in Materials and Methods. 

Horizontal bars indicate the positions of 28S and 18S ribosomal RNAs. As controls, RNAs were prepared 

from COL0320 DM  cells derived from human colon cancer, with (lane 1) or without (lane 2) heat shock at 

42°C for 60 min. RNAs from rat hippocampus were prepared as follows: lane 3, control without any stress, 

lane 4, mock treatment with coagulation of VAs; lane 5, immediately after 5 min ischemia, and lane 10, im-

mediately after 30 min ischemia. RNAs from rat hippocampus were also prepared following recirculation 

periods of 4 h (lane 6), 8 h (lane 7), 16 h (lane 8), or 24 h (lane 9) after 5 min ischemia, and of 2 h (lane 11), 4 h 

(lane 12), 8 h (lane 13), 16 h (lane 14), or 24 h (lane 15) after 30 min ischemia. Northern blot analysis reveals 

increase of HSP70 mRNA from 4 h until 16 h after 5 min ischemia, and from 2 h until 24 h after 30 min 

ischemia. 

矢印の頭で示される）．もうひとつは熱誘導性の 2.9 (Fig. 1のlane15で示される．）．コントロールとして

Kbの HSP70である（大矢印の頭で示される）．未処 のかactinのmRNA量は5分間虚血でも30分間虚血で

置のラノトの海馬に於ける mRNAはほとんど検出て も変化は見られず一定であった．

きなかった（Fig.1のlane3でCoと示されている）． ＊脳虚血後に於ける HSP70の産生・蓄積の免疫生化

椎骨動脈の凝固血流遮断は mRNAの誘導に影響を及 学的検討

ほ．さなかった (lane4で Cl と示されている．）． 虚血に伴う海馬での HSP70の蓄積はHSP70に対す

HSC70 mRNAの発現の程度は Co,Clに於いては非 るモノクロナーノレ抗体を用いた免疫抗体法にて評価し

常に低い.HSP70, HSC70のmRNAの誘導は5分間 た.30分間虚血に於いては Fig.2, A下段の矢印の頭

虚血では4時聞から見られ， 8時間で、最高値に達し16 で示されるように虚血後24,48時間で明瞭な産生・蓄

時間まで有意に見られた（lane6-8）・ 30分間虚血にて 積が見られた.5分間虚血ではFig.2, A上段で示され

mRNAの発現はFig.Iのlane10で見られるように直 るように HSP70の発現は全く検出できなかった

後でも寸ントローノレより高値を示した.30分間虚血の ABC法では HSP70の蓄積量が少ないために検出でき

HSP70とHSC70の各 mRNA発現のレベルは5分に なかったものと考えられた.5分間虚血後に HSP70

比べて高値であった．更にこれらの mRNAの変化は の産生・蓄積が見られないのはFig.1での5分間虚血

30分間虚血ては5分間虚血時に比べ長く続いた.30分 後の HSP70mRNAの発現の程度が30分間虚血に比し

間虚血後24時間でも双方の mRNAは高値を示した てかなり低いのと一致している．ここで2次抗体とし
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てベノレオキシダーゼを結合したヤギ抗マウス IgG抗

体を用いて免疫抗体法を行うと 5分間虚血では24時間

後より HSP70の産生・蓄積が見られ48時間で最高と

なり以降減少している（Fig.2, B）・ 30分間虚血でも同

様の変化を示している（データーは示していない．）．

この様にラザト脳虚血再潅流モデノレにおいて HSP70

mRNA, HSP70の産生蓄積が虚血2日後に最高となる

経時的変化が明瞭に示された．

5min .• .. 

＊脳虚血後に於ける HSP70の産生・蓄積の免疫組織

学的検討

脳虚血後の HSP70の産生・蓄積の経時的な変化を

抗 HSP70モノクロナーノレ抗体を用いて免疫組織学的

に検討した.5分間虚血に於いては一日後に海馬 CAl

領域に徴かな染色性を認めた（Fig.3, A）・二日後には

CA！領域の錐体細胞が高度に染色され，四日後には

染色性が低下した（Fig.3, B, C）.一方， 30分間虚血で

-94 

Co C1 0 8 16 24 48花 hrs.Co 24 48 

-94 

30min .....田園！”－－司7
123  4 56  78  9 10 11 

Fig. 2 A 

5min. 禽7

Co C1_Q 
1 2 3 

8 16 24 48η96 hrs. 
4 5 6 7 8 9 
Fig. 2-B 

Fig. 2 Immunoblot analysis of the induction of HSP70おllowingischemia. 

Cell lysates were prepared as described in Materials and Methods, electrophoresed, blotted onto a 

nitrocellulose membrane, and detected using monoclonal antibody against HSP70. Hippocampus was remov-

ed from rat immediately after ischemia (lane 3), or 8 h (lane 4), 16 h (lane 5), 24 h (lane 6 and 10), 48 h (lanes 

7 and 11 ), or 72 h (lane 8) after ischemia. Western blot analysis was done using biotinylated horse anti-mouse 

IgG antibody (A) or peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG antibody (B) as the second antibody. Dura 

tion of ischemic treatment w出 5min (A upper panel, B) or 30 min (A lower panel). Lanes 1 and 9 

(designated as Co) were controls without treatment (A), and lane 2 (designated as Cl) was a mock operated 

control, the V As of which were coagulated without subsequent ischemic treatment. Lanes 9 to 11 are stained 

with preimmune mouse serum (A). A heavy stained non叩 ecificband was seen just above the HSP band 

(A). Lane 9 was 96 h after 5 min ischemia (B). Arrowhead (A) or arrow (B) indicates the HSP70 band. 

Molecular size markers indicated are phospholypase b (94 kDa) and bovine serum albumin (67 kDa) 
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は虚血後一日で既に CAl領域でなく CA3,CA4領域

の神経細胞の染色性が認められた CAl領域の染色

性は再潅流四日聞を通じて CA3,CA4領域と比して僅

かであった（Fig.3, D-F）・ CA3,CA4領域での染色性

は虚血二日後で高度になり四日後にはかなり低下した

(Fig. 3, E, F）・

＊予め非致死的な5分間虚血を負荷し，その後に30分

間虚血を与え遅発性神経細胞壊死の程度がどの様に

変化するかを検討

5分間虚血を与え一週間の再潅流をした後の細胞障

／ 

Fig. 3 lmmunohistochemical staining of HSP70 

lmmunohistochemical staining of rat hippocampus using monoclonal antibody against rat HSP70. Secuons 

of rat hippocampus were prepared and stained with anti-HSP70 antibody as described in Materials and 

Methods. Tissues were obtained and fixed and stained 1 day (A), 2 days (B) or 4 days (C) after 5 min 

ischemia, or 1 day (0), 2 days (E) or 4 days (F) after 30 min ischemia 

Fig. 4 Cresyl violet staining of rat h1ppocampus 

Tissue sections were prepared from normal rat (A), rat 7 days after 5 min悶hemia(B), and rat 7 days after 30 

min ischemia (C). In order to test for acquisition of ischemic tolerance, rats were pretreated with 5 min 

ischemia, recovered for 2 days, and then subjected to 30 min ischemia. The hippocampus was fixed and stain-

ed 7 days after 30 min ischemia (D). 
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Table 1 Incidence of samples of various histological grade24 in control and cerebral ischemia groups 

histological 
grading&& 

group 

control (n = 5) 

5 min ischemia (n=5) 

30 min ischemia 

1 day after V As coagulation (n = 4) 

3 days after V As coagulation (n二 4)

5 min-2 days 30 min-(n=4) 

＆＆ 
grade 0 (normal) : no cell necrosis 

。

5 

5 

1 2 3 

4 

1 (mild) : scattered single cell necrosis 

scattered small cell group necrosis 

2 (moderate) : scattered cell group necrosis 

3 (severe) : almost complete necrosis in the CAl area 

Animals were decapitated 7 days after last treatment of 5 min or 

30 min ischemia and were histologically graded from 0 (no cell 

necrosis) to 3 (almost complete necrosis) using Kitagawa’s his-

tological grading scheme2' A statistically significant difference 

(P<0.05, Mann-Whittney U test) is indicated by asterisks(*, **). 
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害の程度は Cresylviolet染色で検討するとコントロー

ノレ群に比してさほど変化を示さなかった（Fig.4, A, 

B）・しかしながら， 30分間虚血後，一週間の再潅流を

した後では CAl領域での細胞障害は高度であった．

CAl領域の神経細胞は破壊され殆ど消失していた

(Fig, 4, C）・椎骨動脈凝固による血流遮断3日後に，

れなかった（Table1）・ 5分間虚血と30分間虚血との聞

の2日間の潅流時聞は HSP70の産生・蓄積に必要な

期間と考えられた．

30分間虚血を与えるも神経細胞障害は中等度であった

(Table 1）・予め5分間虚血を与えることにより30分間

虚血による神経細胞障害がどのように変化するかを見

るために，まず非致死的な5分間の両側総頚動脈の閉

塞を行い2日聞置いて致死的な30分間虚血を与え一週

間の再海流を行った.Cresyl violet染色による組織学

的検討では短時間の虚血を予め与えることによって次

に与えられる神経細胞障害は見られなかった（Fig.4, 

D）・海馬 CAl領域に於いて神経細胞障害は殆ど見ら

考 察

熱や他の生理学的ストレスに対してすべての細胞や

器官が非常によく保っている反応はいくつかの特徴を

備えている8,32）.この反応の主な特徴は熱ゾョック蛋

白質あるいはストレス蛋白質と呼ばれるいくつかの蛋

白質群の早い発現である32). これらは蛋白質を変性さ

せる様々なストレスや障害によって発現される．蛋白

質を変性させたり異常な蛋白質構造を持つ蛋白質が産

生される過程において HSP70が発現されると考えら

れている1,38).

HSP70ファミリーのように誘導されるストレス蛋



78 日外宝第62巻第2号（平成5年3月）

白質はストレスにより障害を受けた細胞の foldingや

会合を助けたり 21,53），蛋白質の膜透過を助けるという

分子シャベロンの働き9,54）や熱ショック．虚血，重金

属等による様々な致死的なストレスから細胞を守ると

いう耐性を獲得させる働きがある13）と言われている．

ストレス蛋白質が変性蛋白質を再生していることは細

菌の DnaKとGroEL/GroES蛋白質を用いて実験的に

示されている見町．日甫乳動物に於いて HSP70,HSP27 

をコードする DNAを誘発することにより熱耐性が獲

得出来ることが直接示されている．更に晴乳動物の細

胞に抗 HSP70抗体を導入したり熱シ＝ック因子結合

に関与する HSP70プロモーターと競合する HSP70遺

伝子のプロモーターの入ったベクターをトランスフェ

クトすることにより HSP70の発現を抑え，熱に対す

る脆弱性を誘導することが出来る．今回の実験では虚

血によりラットの海馬では HSP70mRNAが虚血後2

時間から 4時間で発現し16時間から24時間にかけても

高値を示していた.30分間虚血によって

HSP70mRNAはより早期に誘導され，更に長時間高

値であった.HSP70mRNAの発現の程度は5分間虚

血に比べより高度であった．砂ネズミの10分間の一過

性虚血に於いては HSP70mRNAは5倍から10倍に増

加し再潅流6時間で最大となり24時間を過ぎても高い

状態である37）.ベノレオキシダーゼを結合させたヤギ抗

マウス IgG抗体を用いたWesternblot法に於いて 5分

間虚血では虚血一日後より HSP70が出現し二日後に

最高となり以降減少した.30分間虚血でも同様であっ

た．ところがビオチンを結合させた抗マウス IgG抗

体を用いると 5分間虚血では検出できず， 30分間虚血

では虚血後一日，二日後に出現した．抗 HSP70抗体

を用いて行った免疫組織学的検討では5分間虚血後16

時間までは染色性は見られず，虚血一日後より海馬

CAI領域に次第に染色性が見られ二日後には最大と

なった HSP70の染色性に於いて30分間虚血後に海

馬のCA3,CA4領域に同様の時間的臨邑が見られたが，

CAI領域には殆ど見られなかった．低血圧と両側頚

動脈の閉塞を行ったラ y トの一時的前脳虚血モデノレに

於いて 5分間虚血では海馬 CAI領域に， 30分間虚血

では CA3領域に高い染色性が見られ虚血時間により

解剖学的に異なった場所が染色されたとの報告があ

る11) 蛋白質合成問害や神経細胞障害を起こさない

程度の5分間の短時間虚血に於いては脆弱な CAI領

域に選択的に HSP70の蓄積が見られたと述べられて

し、る柑）．

2分間23）あるいは10分間52）虚血を行った砂ネズミ

に於いては HSP70に対しての染色性がそれぞれ海馬

CAIあるいは CA3領域に虚血後48時間で最高に見ら

れた. 10分間虚血を行った砂ネスミに於いて 1sg

methionineによる HSP70の蛋白質合成は虚血再潅流

2時間後より見られ， 8時間後で最高となり， 24時間

後でも認められる35l. HSP70の免疫組織学的な染色

性は HSP70mRNAの発現が見られなくなってから起

こると insitu, hybridization法を用いた実験で、検討さ

れている36），この事から HSP70mRNA発現と HSP70

の産生・蓄積との時期に時間的差異が生じるものと考

えられた．

遅発性神経細胞壊死というのは砂ネズミ 22）やラ吻

ト刊に於いて虚血再濯流後24時間以上経てからはじ

めて神経細胞障害が組織学的に見られるという現象で

ある．非致死的な虚血によって海馬 CAI領域に於い

てポリリボゾームの離開26）や蛋白合成の回復の

遅れ2月）が見られると言われている.CAI領域に於け

る遅発性神経細胞壊死の進行程度は虚血の持続時間と

2固に渡って行われる虚血聞の時間によるところが

大きし，19).

今回ラットの再潅流モデノレに於ける遅発性神経細胞

壊死の起こりかたから致死的な虚血に対する非致死的

な虚血処置の及ぼす効果を検討した.5分間虚血をま

ず施し HSP70の産生蓄積が最高となる二日後に30分

間虚血を与えた．致死的な30分間虚血だけを与えられ

たラ y トに於いては海馬 CAIの神経細胞は殆ど破壊

された 椎骨動脈凝固遮断の3日後に30分間虚血を与

えると中等度から高度の神経細胞障害が生じ側副血行

路の影響はあまりないものと考えられた．前もって5

分間虚血を与え二日後に30分間虚血を与えたラットに

於いては CAI領域の神経細胞の変化はあまり見られ

なかった．ラットに於いて，はじめの非致死的な5分

間虚血による HSP70の誘導によって虚血耐性が誘導

されたものと思われた．

砂ネズミの脳虚血モデノレに於いて，たとえ短時間で

非致死的な 2分間虚血でも一時間の間隔で3回以上繰

り返し与えると高度な神経細胞障害を起こすと言われ

ている叫．神経細胞への保護作用を誘発するために

は，はじめの非致死的な2分間虚血と後の致死的な5

分間虚血との聞には一日以上の時聞が必要である1町．

2分間虚血の前処置を行L、1' 2' 4' 7日間の各々の

期間再潅流を行った後に致死的な 3分間虚血を与えて

も細胞障害は起こらなかった事より保護作用が誘導さ
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れたものと考えられた 軽微な一過性前脳虚血の一日

後あるいは二日後での HSP70の遺伝子発現や蛋白質

合成の変化により細胞保護作用が生ずるものと思われ

た24）.ラットや砂ネズミの虚血モデルに於いて軽度の

熱による前処置を施すことにより，その後の高度の虚

血の処置によって海馬CAl,CA2領域に起こる神経細

胞障害に対して明確な保護作用を示した6,25）.この事

はストレス蛋自によって虚血耐性が生じたものと考え

られた．

今回，ラット脳虚血再潅流モデノレの実験に於いて軽

度の脳虚血を予め与えることにより次の致死的な脳虚

血に対して虚血耐性を獲得し，更には HSP70の誘発

がこの耐性獲得に関与している可能性を示した．砂ネ

ズミを使った他の報告と同様にラットのmvivoの実
験に於いて HSP70の誘導と虚血耐性の獲得とを関連

づけるものである．厳密に HSP70と虚血耐性獲得の

関係を直接示すには更に実験が必要である．たとえば

神経培養細胞にストレス蛋白の遺伝子をトランスフェ

クトしその細胞を虚血条件下に置いて細胞の生存がど

の様に影響されるかを見ることが有用で，直接的な方

法と考えられる．
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