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研究の概要と成果

研究目的

脳組織における神経細胞自身の虚血耐性現象の存在が知られており、あらか

じめ軽度虚血や spreadingdeppressionを付加すると脳神経細胞がその後の虚血負

荷に対して耐性を獲得する O 当研究者も、レドックス制御について研究をすす

め、脳虚血における TRX/ADFの発現及び TRX/ADF過剰発現による虚血耐性

獲得を証明してきた(JCereb Blood Flow Metab 18: 206-214， 1998; Neurosci Lett 

251: 25-28，1998; Proc NatI Acad Sci (USA) 96: 4131-4136，1999) しかし脳虚血耐

性現象の細胞内機構は、今だ解明されていなし 10 最近、 MAPKsuperfamily 

核締胞のストレスならびにアポトーシスのシグナノレ伝達に重要な役割を果たし

いるとこが明らかとなり、当研究者も培養神経細胞のグ、ルタミン酸毒性によ

アポトーシスにおけるが8の関与を証明し(JBiol Chem 272: 18518-18521 

1997)、また、ジャーピ、ノレ海馬連発性神経細胞死モデルにおいて、 p38の活性化

が重要で、あることを証明してきた(JNeurosci 20: 4506-4514ラ2000)0 本研究では、

これまでの研究成果をさらに発展させ脳虚血における神経細胞の生死を制御す

を分子レベノレで、解明し、虚血耐性現象の責任因子を間定することを目的

とする。

虚血脳における神経細胞死においては、壊死とアポトーシス両方の関与が

唆されている Q この脳組織内における神経細胞死においてこれまでに オンコ

ジーン、ストレス蛮白、アポトーシス関連遺伝子の発現が報告されてきたが、

神経細胞の生死の機構はいまだ不明で、ある。また、虚血耐性現象では本来であ

れば致死的であるはずの虚血負荷でも神経細胞が保護されることから、従来研

究されていた虚血後の神経保護だけではなく、虚血前にあらかじめ神経保護作

用をもたらすことが可能となる。本実験では、虚血に対して耐性を獲得した神

経締胞内における情報伝達機構を検討し、各燐酸化酵素の相互関係を明らかに

することで、神経細胞の虚血耐性現象の解明の一助とし、さらに臨床における

虚血脳の新しい治療の開発の可能性を探るものである。

罰究方法



虚血耐性モデルとして、マウス・ジャーピノレ一過性前脳虚血モデル、ラット

ミトコンドリア神経毒モデル、マウス中大脳動脈閉塞 e再環流モデルを用いた。

これらのこそデ、ノレにおいて、虚血後に神経細胞死が起こり、さらに非致死的な虚

血負荷により虚血耐性を獲得することを確認した。さらに、耐性を獲得した神

経細胞において、 immnohistochemistry、Westernblottir刀法によりカスケード

の活性化を検討した。また各燐酸化酵素の阻害剤を用いて、神経細胞死と耐性

獲得の変化を検討した。

く虚血耐性モデルの確立〉

実験動物として、マウス、ジャーピルを用いた。マウス、ジャー

性前脳虚血は、同様に人工呼吸または自発呼吸のもと、一側、

動脈一時的遮断により作製した (NeurosciLett 206: 8ト84，1996; 1 20: 

4506目4514，2000)

< MAPK superfamilyの活性変化>
上記により作製した虚血耐性モデ、ノレにおいて、 MAPKsuperfamilyのうち、 ERK、

JNK、 p38 およびその活性型酵素の時間的、空間的発現変化を

immunohistochemistry， Western blottingにより検討し、虚血性神経細胞死、耐性

現象に関係する分子を検討した。

MAPKc設scadeの活性変化>

同様のモデ、/ルレにおいて、 MAPKの上流にイ位立寵する Ra出s.白崎崎R‘繍白

変化、 MAPKの下流に位置する転写因子、 caspase系、 caspase系を制御する Akt

系の活性変化を検討し、虚血性神経細胞死、耐性現象における MAPKcascade 

の関与を検討した。

MAPK阻害剤投与実験>

同様のモデルにおいて、各燐酸化酵素の阻害剤を全身または脳室内@組織内

投与し、神経細胞の生死、虚血耐性に対する効果を検討し、神経細胞内の MAPK

を介する、ングナノレ伝達機構との相関を検討した。

研究結果

脳虚血により MAPKcascadeが活性化されることを、ジャー

虚血モデルやラットミトコンドリア神経毒モデ、ノレ、マウス一過性前脳虚血ニモ

ノレにおいて確認した(JNeurosci 20:4506-4514，2000 Neurosci Lett2ア8:10下



104，2000 Neurosci民社 294:117帽 120，2000)。特にジャーピル一過性全脳虚血モ

デルにおいて、海馬 CA1の遅発性神経細胞死に MAPKfamilyの p38の関与が

大きいことを証明した。次に虚血耐性獲得における MAPKcascadeの活性化を

検討したところ、ジャーピノレ虚血耐性モデルにおいて p38が虚血耐性獲得時に

活性化されることと、さらに p38抑制剤により虚血耐性獲得が抑制され、虚血

後の神経細胞死が増加することを証明した。またジャーピ、ノレ一過性前脳虚血モ

デルの海馬において虚血耐性獲得により p38の活性化のパターンが変動してい

ることを証明した(第2γ回日本脳卒中学会、仙台、 2002年4月 25日)。

今後の展望

本研究により、脳虚血耐性獲得において MAPKカスケードが何らかの関わり

を持つことが証明された。これは MAPKが脳梗塞治療戦略のターゲットの一つ

になるばかりではなく、その発現が虚血負荷の程度や、個々の虚血抵抗性にも

関与している可能性を示唆している O 今後さらに MAPKfamily(ERK， JNK， p38) 

の上流や下流の分子や JA~心SγAT、 PI3 キナーゼ四Akt といった他のカスケード

との相互作用について検討を加えてし¥く予定である。


