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protein shock 脳虚血再選流モデルに於けるHeat題目1. 

70(HSP70)の誘導と細胞障害について
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よ論文

脳虚血再濯、流モデルに於ける He a t s h 0 c k 

te i n 70 (HSP70)の誘導と細胞障害について

西 正吾、

京都大学脳神経外科

〒 606 京都市左京区聖護院川原町 54 
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脳虚血

ストレス蛋白質 70 

ラット

虚血耐性

神経細胞障害
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はじめに

D r 0 S 0 p h i 1 a b u S c k i iの唾液腺を用いて温度

を 25 oc から 30 OC に 30分間保つと染色体に特異

な p u f f p a t t e r nが見られる 、.聞

にー と が F. Ri tos n g 

s aによって 熱ショックのみ報告されての以来

ならず低酸素、 エタ ノ jレ、 戸、、 ノ酸誘導体、ア

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 ーある

とがわかり、
、~

、ー 熱シ ヨ ック蛋白質あるいはス

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 、.. ..__ の蛋白質が誘導される

以前に抑制 される。 の誘導は
、~

..__ れま
、~..__ で細菌、

大豆、 つと も ろ し、
、~

にー タバコ、 酵母、 し又 よ

つじよう蝿、 線虫からラット 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. 与 8，72，73，75，80，90.1

00， 110KDa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 とが示唆されている。
、P..__ H S P 7 

っ，“



0関連物質は oN A複製 3 4 • 46 ク ン小 胞のラス リ

被覆化の抑制人 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きらきれること

によ り熱ショ ク蛋白質が作られ、 次に与えツ

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、 抑制きれることが報告されている 30

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 2 2 

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 2 o . 35 分子量 70のスト

レス蛋白質グル プ(H S P 7 0ブア リ )は豊富
司、.、、、、

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

q
t
u
 

いる 1 5 ため 高い関心が寄せられている。 -フ

、ソ トの脳虚血再滋流 いて脳虚血再モデルを用

濯 、流後に於ける HSP70 mRNA， HSP70の産 生、 畜

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 と によ
、~

」ー 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グラムのラット(W i s t a r r a t )を

用い、 処置前後には飼育箱にて餌、 水を自由

に与えた。 !動物モデルは基本的に Pulsinell j 

の方法 4 0 を用い、 エ テル麻酔にて両側椎骨

動脈を電気凝固し 日後に両側総額動脈閉塞

を行った。 頚部を正中切開し両側総頚動脈を

露出し動脈癌ク リ プにて閉塞を行った。 総、ソ

頚動脈の閉塞は 時的にち分間あるいは 30分間

』
U
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行ったロ 閉塞の間はラットの体温を保温板に

て 36 't:から 37 't:に保った。

虚血後の HS P 7 0 m R N A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

頚動脈からクリップをはずし 0，2，4，8，16，24各

時間、 再選流を行った(n二 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

きせたロ A G P C ( A c i d g u a n i d i n i u m p h e n 0 1 c h 1 

o r 0 f 0 r m )法を用いて mR N Aを取り出した 39 人

の HS P 7 0 0 N A ( p H 2 . 3 )のプロ ブを用いて N0 r t 

h e r n b 1 0 t法を行い、 H S P 7 0 m R N Aの経時的変化

をみた。

H S P 7 0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 o， 8 ， 16， 24， 4 8 ，72 ， 9 6各

時間の再潅流を行った(n二 2)ロ その後、 濯流国

定を行い抗 HS P 7 0抗体(R P N 1 197， A m e r s h a m ， 

J a p a n )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 ト後 We s t e r n b 1 

o t法を行った。

虚血耐性を検討するために、 まず非致死性
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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日間の再濯流を行った。 濯流固定後、 冠状断

切片を作製し Cr e s y 1 v i 0 1 e t染色を行ったロ 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

血を行い、 再潅流を 週間行い、 C r e s y 1 v i 0 

1 e t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 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

1 0倍量の 1y s i s b u f f e r ( 1 % N P -4 0 ( N 0 n i d e t P-

40) ，0. 15M N a C 1 ， 5 0 m M T r i s H C 1 p H 8 .0， 5 m M E 

o T A ( E t h y 1 e n e d i a m i n e a c e t i c a c i d ) 2 m M N 

E M ( N -e t h y 1 m a 1 e i m i d e )， 2 m M P M S F ( p h e n y 1 m e t 

h y 1 s u 1 f 0 n y 1 f 1 U 0 r i d e )にて氷冷しながら P0 t 

-6-



t e r h 0 m 0 g e n z e rを用いてホモジネ トした。
後 HS P 7 0は 1g Gマウス

ベクタステイン キッ

4 "C で 12 0 0 0 gの遠心を 20分間行い 上清を回収

トと反応後 Western blot検出用キットを用い

した。 蛋白質定量は Br a d f 0 r d法 4 にて行 つ た。
て発色さ せた。 A B C法にてはち分間虚血後の HS 

蛋白質の変性は Laemml iの SD S s a m p 1 e b u f f e r 

2 7 を 用いて行った。 Laemm 1 iの方法 2 7 を用いて

P 7 0の産生、
蓄積が検出できなかったため 更

に 2次抗体としてぺルオキシダ
ゼを結合させ

一次元電気泳動を行った。

た抗マウス 1g G抗体を用いて同様に検出を行つ

た

* Western b 1 0 t法と免疫染色

*免疫組織学的検討

前脳虚血に於ける海馬での HS P 7 0の蓄積量は

W e s t e r n b 1 0 t法で決めた。 125μgの蛋白を 10 

四ほ つ 酸ナ ト リ ウム 緩衝液中で ト ロセ ルロ

ラットは過剰j司量のエ
テルにて処理後、 開

先ポ リ ア ク リ ルア 戸、、 ド ゲルにて電気泳動 しら mM 
胸 しカ ユーレ を心尖部よ り 挿入 し上行大動

!JKに留置 した。 2 0 0 m 1の o . 9 %生食で潅流後、 4 

ス膜に転写後ち出スキムミルクにてブロッキ

定ホルマリン入り 0・ 1Mリン酸緩衝液を用いて濯

ングを行った。 プロ 、ソ キング後ラ 、、1 ト HS P 7 0に
流固定を した。 更に同 じ緩衝液にて 24時間、

対するマウスモノクロナール抗体あるいは正
後固定を行った。

その後 30%グリセロール 3 

常マウス 1g G血清とそれぞれ室温で 1時間反応

o ~サッカロース入り 0 ・ 1 Mリン酸塩緩衝液(p H 7 
させた。 抗体は 1%血清アルプ 、、、 ンにて 500倍に

3 )にて脱水〕 を 2日間行つ た。 マ イ ク ロ ト 一ム

希釈して用いた。 ビオチン化馬抗マウス 1g G抗
を用いて 50μmの連続切片を切った。

切片は組

体を 2次抗体として用い AB C法を行った。 その
織構築を検討するため免疫組織反応あるいは

-7-
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C r e s y v i 0 1 e t染色を施した。
W/V) sodium aurylsarcosine ， O.lM 2-merca 

1 0 %正常山羊血

清と o. 3 ~過酸化水素水入りリン酸塩緩衝液( p 
p t 0 e t h a n 0 と混ぜた。 更に 1/ 1 0量の 3M s 0 d 

H 7 . 3 )にてゆ ず〉 く り 嬬 ら しながら、 室温で 30分
u m acetate (pH4 

、
、、B
，J
A
H
V
 

2/1 0量の chloroform/is

間プロ 、、J キ ングを行 ザ〉 た 次に 200倍希釈の抗
o a m y alcohol (C A A ) ( 4 9 / 1)、 水飽和 ph e n 0 1を

H S P 7 0抗体

1
1
'
ζ
 
O.3%Triton x -1 0 0の入 ザフ た リ ン酸

力日 、ぇ v 0 r t e xで撹持後 4oc で 1 0 0 0 0 gの遠心 を

塩緩衝液で室温にて 昼夜反応させた。
ち分間行った。 遠心後 RN Aを含む上清を取り出

リン

酸塩緩衝液にて洗浄後、 1 0 0 0倍希釈のビオチ

ン化馬抗マウス 1g G抗体で 2時間、

し 2倍量の et h a n 0 1を加え -8 0 oc で 20分間保ち l

室温にて反
200 0 gで 4oC 1ち分間遠心を行った。 沈澱物を少

応させた。 リン酸塩緩衝液にて洗浄後、
量の 0.3M sodium acetate と phenol/CIAAに溶

Iく、 ク

、、I ト
1J~ し 2倍 量 の e t h a n 0 を 力日 え -8 0 oC で 保 存 し た。

タ ス ア イ ン キ て A B C C 0 m p e xを 結 ぷ当、
I=t 

さ せた。 4 0 m g D A -B ( 3 ， 3 ' -d a m n 0 b e n d i z n e t e 

t r a h y d r 0 C h 1 0 r i d e )と o. 0 3 %過酸化水素水入り
* Northern b10t法

の ト リ ス緩衝液 ( p H 7 . 6 にて 発色を行 つ た。

1 0μgの全 RN Aを f0 r m a 1 d e h y d eを含む 1% a g a 

* R N Aの取り出し r 0 s e g e 1にて電気泳動を行いナイロン膜 G e n 

e S c r e e n P 1 u s )に転写した。 ち 0% deionized 

海馬の全 RN A量は AG P C法 3 9 にて抽出した。
f 0 r m a m i de 、 D e n h a r d t液(1 X D e n h a r d t o . 0 2 % 

液

体窒素にて凍結していた模本を擦り鉢にて砕
po1yviny p y r 0 d 0 n e 0.02% BSA(Bovine 

き、 GIT buffer (4M g u a n d n 1 U m S 0 t h o C Y a 
S e r u m a 1.. . b u m i n 。02% F C 0 1 1)、 1 % S D S S 0 d 

n a t e ， o . 0 25M sodi um c i trate (pH7. 0) ， 0.5% 
u m d 0 d e s y 1 s u 1 f a t e)、 100 μg  / m 1 S 0 n i c a t 

-10-
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e d d e n a t u r e d s a 1 m 0 n s p e r m D N Aを含む SS C ( s ラット総』頚動脈に 5分間あるいは 30分間の閉

odium citrate) (lX SSC O.15M NaC o . 15m 塞を施し、 各時間再潅流を行った。 その後 RN 

M sodium citrate， pH 7.0) で pr e h y b r i d i z a t Aを取り出した。 p H 2 . 3のプロ プは HS P 7 0に関

o nを行った。 H S P 7 0に対する人 DN Aプロ プ する 2種類の mR N Aを認識する。 ひとつは 2. 3 K b 

p H 2 . 3 )を multi-prime labelling法によって
の HS C 7 0と呼ばれる通常でも発現される蛋白質

2 P d C T Pを用いてラベルした。 コントロ lレと である F i g. 1の小矢印の頭で示される)。 も

しての β-a c t i nも同様にラベルした。 ちo% d e うひとつは熱誘導性の 2. 9 K bの HS P 7 0である

o n i z e d f 0 r m a i de、 1 X D e n h a r dt、 1 % S DS 2 大矢印の頭で示される)。 未処置のラットの

o 0μg  / m sonicated denatured salmon sper 海馬に於ける mR N Aはほとんど検出できなかつ

m D N Aを含む SS Cと 3 2 Pラベル DNA(1.85 mBeq) を た F i g . 1の 1a n e 3で C0と示されている。

用いて 42 oc で 16時間 hybridizationを行った。 椎骨動脈の凝固血流遮断は mR N Aの誘導に影響

室温にて 2X S S Cで 3回洗浄、 6 5 oc にて o. 5 % S D を及ぼさなかった 1 a n e 4で C1と示されてい

Sを含む 2X S S Cで 2回涜浄、 室温にて O. lX SSC る。 H S C 7 0 m R N Aの発現の程度は C0 ， C 1に於

で 1回洗浄した。 フジ R X 0 -Hフィルムにて感 いては非常に低い。 HSP70， HSC70の mR N Aの誘導

〆ヘl

光を行った。

結果

はち分間虚血では 4時間から見られ、 8時間で最

高値に達し 6時間まで有意に見られた a n e 

6 -8 )。 3 0分間虚血にて mR N Aの発現は Fi g . 1の

*脳虚血再潅流モデルに於ける HS P 7 0 m R N Aの 1 a n e 0で見られるように直後でもコントロ

経時的変化 ルより高値を示した。 3 0分間虚血の HS P 7 0 と H

S C 7 0の各 ER Y A発現のレベルはち分に比べて高値

唱
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であった白 更にこれらの mR N Aの変化は 30分間

虚血では 5分間虚血時に比ベ長く緩いたロ 3 0分

間虚血後 24時間でも双方の mR N Aは高値を示し

た(F i g . 1の lane 15で示される。 コント

ロールとしての s -actinの m R N A量は 5分間虚

血でも 30分間虚血でも変化は見られず一定で

あったロ

*脳虚血後に於ける HS P 7 0の産生、 蓄積の免疫

生化学的検討

虚血に伴う海馬での HS P 7 0の蓄積は HS P 7 0に

対するモノクロナール抗体を用いた免疫抗体

法にて評価した。 3 0分間虚血に於いては Fi g . 

fヘ 2， A下段の矢印の頭で示きれるように虚血後 2

4 ， 4 8時間で明瞭な産生、 蓄積が見られた。 5分

間虚血では Fi g .2， A上段で示されるように HS P 

7 0の発現は全く検出できなかった。 A B C法では

H S P 7 0の蓄積量が少ないために検出できなかっ

たものと考えられた。 5分間虚血後に HS P 7 0の

ー13-

産生、 蓄積が見られないのは Fi g . 1でのち分間

虚血後の HS P 7 0 m R N Aの発現の程度が 30分間虚血

に比してか』なり低いのと一致している。 、~、~

、ー司 、ーー

で 2次抗体としてべルオキシダ
ゼを結合した

抗マウス 1 g G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 HS P 7 0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(F i g . 2， B)。 3 0分間虚血でも同様の変化

を示している(デ ターは示していない。

この様にラ 、ソ
ト脳虚血再濯流モデルにおいて

H S P 7 0 m R N A ， H S P 7 0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。

*脳虚血後に於ける HS P 7 0の産生、
蓄積の免疫

組織学的検討

脳虚血後の HS P 7 0の産生、
蓄積の経時的な変

化を抗 HS P 7 0モノクロナ
ル抗体を用いて免疫

組織学的に検討した。
ち分間虚血に於いては

日後に海馬 CA 1領域に微かな染色牲を認めた

一14-



Fig. 3， A)。 日後には CA 1領域の錐体細胞が の神経細胞は破域され 殆と消 失 していた(f i g 

高度に染色され、 四日後には染色牲が低下し
4 ， C)。 椎骨動脈凝固 による 血流遮断 3日 後に

た (F i g . 3 ， B ， C)。 方、 3 0分間虚血では虚血後 3 0分間虚血を与える も神 経 細胞 障害は中 等度

日で既に CA 1領域でなく CA 3 ， C A 4領域の神経 であった (Table 1)。 予 め 5分間虚血を 与える

細胞の染色性が認められた。 C A 1領域の染色性
、炉

、ーー とによ り 30分間虚血による神経細胞障害が

は再滋流四日間を通じて CA 3 ， C A 4領域と比して どのように変化するかを見るために、 まず非

僅かであった(F i g. 3 ， D -F)。 CA3 ， CA4領域での 致死的な与分間の両側総額動脈の閉塞を行い 2

/六 染色性は '虚 二血 二 日後で高度になり四日後には
! 

日間置いて致死的な 30分間虚血を 与 え 一 週間

かなり低下した(F i g . 3. E， F)。 の再潅流を行った。 C r e s y 1 v i 0 1 e t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

*予め非致死的な 5分間虚血を負荷し、 その後 とによって次に与えられる神経細胞障害は見

に 30分間虚血を与え遅発性神経細胞壊死の程 られなかった(F i g . 4 . D)。 海馬 CA 1領域に於い

度がどの様に変化するかを検討。 て神経細胞障害は殆ど見 ら れなか っ た(T a b 1 e 

1)0 5分間虚血と 30分間虚血との間の 2日間の

5分間虚血を与え一週間の再潅流をした後の 滋流時間は HS P 7 0の産生、 蓄積に必要な期間と

細胞障害の程度は Cr e s y 1 v i 0 1 e t染色で検討す 考えられた。

るとコントロール群に比してさほど変化を不

さななかった(F i g . 4 • A • B)。 しかしながら、 3 
考察

0分間虚血後、 週間の再濯流をした後では C

A 1領媛での細胞障害は高度であった。 C A 1領域 熱や他の生理学的ストレスに対してすべて

p
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の細胞や器官が非常によく保っている反応は

し、 く
この反応

つかの特徴を備 えて いる 8 32 

の主な特徴は熱シ ク蛋白質あるいはスヨ 、ソ
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き

せる様々 なス ト レスや障害によ つ 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 H S P 7 

0が発現されると考えられている 38 

H S P 7 0フ・ L

ミ‘、
市

川

!

リ ーのよ 、っ に誘導される トス レ

ス蛋白質はスト、レスにより障害を受けた細胞

の f0 1 d i n gや会合を助けた り 2 I 53 
蛋白質の

膜透過を助ける と ~) う分子シャペロンの働き

9 ・ 5 "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

耐牲を獲得させる働きがある

レス蛋白質が変性蛋白質を再生して

I 3 と 日われて し、

る。 スト

いる 、~

、ーー と は細菌の Dn a Kと Gr 0 E L / G r 0 E S蛋白質を

用いて 実験的 に示さ れて いる 2 8 . "7 晴乳動物

に於いて HSP70， HSP27をコー
ドする DN Aを誘発

マt
1
i
 

す る 、.
」ー と によ

り熱耐性が獲得出来る
が直

、・，
丸一 と

接示きれている。
更に哨乳動物の細胞に抗 HS 

P 7 0抗体を導入 した り熱シ 、ソ
ク因子結合に関ヨ

与する HS P 7 0プロモータ
と競合する HS P 7 0遺

伝子のプロモータ
の入 っ たベクターをトラ

ンスフェ ク iトする
り HS P 7 0の発現を抑

、.
、一 と によ

、ぇ
熱に対する脆弱化を誘導する

が出来
、ー
にー・ と

る。
今回の実験では虚血によりラットの海馬

では HS P 7 0 m R N A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。 3 0分間虚血に よ て HS P 7 0 m R N Aはよつ
り 早

期に誘導され
更に長時間高値であった

H S 

P 7 0 m R N A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
、、、、、、
の 10分間の一過性虚

血に於いては HS P 7 O' m R N A はち倍から 10倍に増加

し再港流 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 

ペ ルオキシダーゼを結合

させた抗マウス Ig G抗体を用いた Western
b 1 0 

t法に於いて 5分間虚血では虚血一日後よ
り HS 

P 7 0が 出現 し二日後に最高と
した。

な り 以降減少

-18-



3 0分間虚血でも同様であ た。 と
、~

I._ ろ がビオつ

チンを結合させた抗マウス 1g G抗体を用いると

5分間虚血では検出できず、 3 0分間虚血では虚

血後 目、 日後に出現した。 抗 HS P 7 0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、
虚血ー

日後より海馬 CA 1領域に次第に染色牲が見られ

日後には最大となった。 H S P 7 0の染色牲に於

いて 30分間虚血後に海馬の CA 3 ， C A 4領域に同様

の時間的経過が見られたが、 C A 1領域には殆ど

見られなかった。
低血圧と両仮u頚動脈の閉塞

を行ったラ"ツ トの 時的前脳虚血モデルに於

いて与分間虚血では海馬 CA 1領域に、 3 0分間虚

血では CA 3領域に高い染色牲が見られ虚血時間

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
蛋白質合成阻害や神経細

胞障害を起こさない程度のち分間の短時間虚血

に於いては脆弱な CA 1領域に選択的に HS P 7 0の

蓄積が見られたと述べられている 46

2分間 2 3 あるいは 10分間 5 2虚血を行った砂ネ

-19-

ズ 、、、 に於いては HS P 7 0に対 し ての染色性がそれ

ぞれ海馬 CA 1あるいは CA 3領域に虚血後 48時間

で最高に見られた。 1 0分間虚血を行った砂ネ

ズ に於いて 3 5 S 、、、、 m e t h i 0 0 i n e ~:よ る HS P 7 0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、 2 4時間後でも認められ

る 35
H S P 7，I 0の免疫組織学的な染色性は HS P 7 0 

m R N Aの発現が見られなくなってから起こると

10 SltU， hybridizatioo法を用いた実験で検討

されている 36 この事から HS P 7 0 m R N A発現と H

S P 7 0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ーというのは砂ネズミ 2 2 や

ラット 4 1に於いて虚血再潅流後 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 CA 1領域に於いてポリリボゾームの

離開 2 6 や蛋白合成の回復の遅れ 2 ・ 4 8 が見られ

ると言われている。 C A 1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回

-20-



に渡って行われる虚血閣の時間によるところ
隔で 3回以上繰り返し与えると高度な神経細胞

が大きい tQ 

障害を起こすと言われている 24 神経細胞へ

今回ラットの再濯流モデルに於ける遅発性 の保護作用を誘発するためには、 はじめの非

神経細胞壊死の起こりかたから致死的な虚血

蓄積が最高となる 日後に 30分間虚血を与え

致死的な 2分間虚血と後の致死的な 5分間虚血

に対する非致死的な虚血処置の及ぼす効果を との聞には一日以上の時間が必要である 18

検討した。 5分間虚血をまず施し HS P 7 0の産生 2分間虚血の前処置を行い 1. 2 . 4 . 7日間の各々

の期間再濯涜を行った後に致死的な 3分間虚血

た。 致死的な 30分間虚血だけを与えられたラ を与えても 、細胞障害は起こらなかった事より
fヘ、

ツトに於いては海馬 CA 1の神経細胞は殆ど破壊 保護作用が誘導されたものと考えられた。 軽

された。 椎骨動脈凝固遮断の 3日後に 30分間虚 微な一過性前脳虚血の 日後あるいは二日後

血を与えると中等度から高度の神経細胞障害
での HS P 7 0の遺伝・子発現や蛋白質合成の変化に

が生じ側面j 血行路の影響はあまりないものと
より細胞保護作用が生ずるものと思われた 24

考えられた。，1 前もって与分間虚血を与え二日後
ラットや砂ネズミの虚血モデルに於いて軽度

に 30分間虚血を与えたラ 、ソ トに於いては CA 1領 の熱によ る前処置を施すこ とによ り、 その後

域の神経細胞の変化はあまり見られなかった
の高度の虚血の処置によって海馬 CA1. CA2領域

ラットに於いて、
はじめの非致死的なち分間虚 に起こる神経細胞障害に対して明確な保護作

血による HS P 7 0の誘導によって虚血耐性が誘導 用を示した 6 25 こ の事はストレス蛋白によ

されたものと思われた。
って虚血耐性が生じたものと考えられた。

砂ネズミの脳虚血モデルに於いて、 たとえ 今回、 ラット脳虚血再濯涜モデルの実験に

短時間で非致死的な 2分間虚血でも一時間の間 於いて軽度の脳虚血を予め与える 、個固

‘、- とによ り

噌
BE--

今
J

“
今

'U園
内
J

“



次の致死的な脳虚血に対して虚血耐性を獲得

し、 更には HS P 7 0の誘発がこの耐性獲得に関与

している可能性を示し

他の報 丘三
仁3 と 同様 フ ツ

た。

ト の

砂ネズ
唱、
‘、、、

1 n V 1 V 0 の

を使った

実験 於

いて HS P 7 0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 HS P 7 0と虚血耐性獲得

の関係を直接、 iJ¥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

遺伝子をトランスブエクトしその細胞を虚血

条件下 置 し、 て 細 胞の 生存

れるかを見ることが有用で、

考えられる。

-23-
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(Legend to Figures) 

Figure I. Detection of HSP70 mRNA in rat hippocampus. 

Total RNA was isolated using AGPC-protocot 39 , separated on I% 

onto nylon agarose gel containing formaldehyde, transferred 

membrane filters, and hybridized with 32 P-labeled DNAs encoding 

HSP70 (arrowhead in the upper panel) orB-actin (arrowhead in the 

lower panel) as described in Materials and Methods. Horizontal 

bars indicate the positions of 28S and ISS ribosomal RNAs. As 

controls, RNAs were prepared from COL0320 OM cells derived from 

human colon cancer, with Clane 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, immediately after 30 min ischemia. 

RNAs from rat hippocampus were also prepared following 

recirculation periods of 4 h Clane 6), 8 h (lane 7), 16 h (lane 

8), or 24h (lane 9) after 5 min ischemia, and of 2 h (lane 11), 

4 h <lane I2), 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. 

Figure 2. Immunoblot analysis of the induction of HSP70 following 

ischemia. 

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 removed from rat immediately after ischemia (lane 3), or 8 

(lane 4), 16 h (lane 5), 24 h <lane 6 and 10), 48 h (lanes 7 

31 

h 

and 

li), 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. Duration of ischemic treatment was 5 min CA 

upper panel, B) or 30 min CA lower panel). Lanes 1 and 9 

(designated as Co) were controls without treatment (A), and lane 

2 (designated as CI) was a mock operated control, the VAs of 

which were coagulated without subsequent ischemic treatment. 

Lanes 9 to II are stained with preimmune mouse serum (A). A heavy 

stained non-specific band was seen just above the HSP band CA). 

Lane 9 was 96 h after 5 min ischemia CB). Arrowhead (A) or arrow 

CB) indicates the HSP70 band. Molecular size markers indicated 

are phospholypase b (94 kDa) and bovine serum albumin (67 kDa). 

Figure 3 Immunohistochemical staining of HSP70 

Immunohistochemical staining of rat hippocampus using 

monoclonal antibody against rat HSP70. Sections 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 (8) or 4 days (C) after 5 min 

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

ischemia. 

Figure 4 Cresyl violet staining of rat hippocampus 

Tissue sections were prepared from normal rat (A), rat 7 days 

after 5 min ischemia <B>, and rat 7 days after 30 min ischemia 

(c) • 

were 

In order to test for acquisition of ischemic tolerance, rats 

pretreated with 5 min ischemia, recovered for 2 days, and 

then subjected to 30 min ischemia. The hippocampus was fixed 

stained 7 days after 30 min ischemia CD). 

and 
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Table I 
Incidence of samples of various histological grade24 

in control and cerebral ischemia groups 

~ grading&& 
group 

0 2 3 1 

control(n=5) 5 

5 min ischemia(n=5) 5 

30 min ischemia 

1 day after VAs coagulation(n=4) 4--------

3 days after VAs coagulation(n=4) 2 

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

88 
grade O(normal):no cell necrosis 

l(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 

histological grading scheme24 . A statistically significant 

difference <P<0.05, Mann-Whittney U test) is indicated by 

asterisks(*, **). 
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Abstract 

Various studies have demonstrated increased synthesis of heat 

shock protein 70 CHSP70) in brain following transient ischemia, 

and a protective role for HSP70 against ischemic insult has been 

hypothesized. In this study, we determined the time course of 

HSP70 mRNA and HSP70 induction in rat hippocampus 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 blotting analysis using human HSP70 DNA CpH2.3) as a 

probe, the accumulation of HSP70 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 antibody, 

induction of HSP70 appeared 24 h and reached a maximum level 48 h 

after 5 min ischemia. In immunohistochemical 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 
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of the HSP70 gene and HSP70 protein synthesis induced by mild 

ischemic pretreatment. 
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