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Delayed phosphorylation of p38 mitogen-activated protein kinase in the ATIaknock-out

   mouse striatal neurons during middle cerebral artery occlusion and reperfusion.

(ATlaノ ック アウ トマ ウス線 条体 ニュ ー ロンにお け る中大脳 動脈 閉塞 再 灌流 時 のp38MAPKリ ン酸 化 の遅 延)

服 部 英 典

内容の要旨

 臨 床 の場 で は 血 栓 溶 解 療 法 な ど 一度 閉塞 した 脳 血 管 の 再 開 通 を 目

指 す 治 療 が 広 が りつ つ あ る 。 一 方 、 脳 虚血 再 灌 流 に み られ る遅 発 性

神 経 細 胞 死 の メ カニ ズ ム の 解 明 が 治 療 の 面 か ら も求 め ら れ て い る 。

脳 虚 血 再 灌 流 後 に活 性 化(リ ン酸 化)さ れ るmitogen activated protein

kinase(MAPK)フ ァ ミ リ ー はextracellular signa1-regulated kinase

(ERK)-1/2、 c-Jun N-tern〕inal kinase(JNK)、 p38MAPK(p38)の3

つ が 知 られ て い る。特 にp38の リ ン酸 化 阻 害 薬 の 投 与 で 虚 血 領 域 の 縮

小 き たす とい う報 告 も あ り、 そ の リ ン酸 化 の 上 流 シ グ ナ ル の 解 明 は

治 療法 開発 に 貢献 す る と考 え られ る 。

 従 来 、 脳 虚 血 再 灌 流 時 に はN-methyl-D-aspartate(NMDA)レ セ プ

ター か らSrc、 proline-rich/Ca(2+)-activated tyrosine kinase(Pyk-2)

を介 してp38の リ ン酸 化 を 来 た す と考 え られ て い た が 、 心 筋 細 胞 ・尿

細 管 細 胞 な ど で は ア ン ギ オ テ ン シ ンIIの レセ プ タ ー で あ るATIaか ら

Srcな ど を介 してp38の リ ン酸 化 を 来 た す と い う報 告 が 多 数 あ る。 そ

こで 脳 虚血 再 灌 流 時 に もATlaを 介 してp38の リ ン酸 化 が 起 こ るか を

検 討 した 。

 まず 、ATIaノ ック ア ウ トマ ウ ス(ATlaKO)とC57/B6マ ウ ス

(C57/B6)を 用 い て 中 大 脳 動 脈 閉 塞 再 灌流 モ デ ル を作 成 し、両 群 線

条 体 に お け るp38お よ びそ の 上 下 流 の 経 時 的 変 化 を ウエ ス タ ン ブ ロ ッ

ト(WB)及 び免 疫染 色 法 を用 い て比 較 検 討 した 。

 リ ン酸 化Pyk-2は 偽 手 術 も含 め て 再 灌 流 後71時 間 ま でWBに よ り検

出 され マ ウス 間 で違 い は な か った 。 一 方 、 リン酸 化p38はATIaKOで

は 再 灌 流 後5時 間 、C57/B6で は 同2時 間 にの み 検 出 され た 。 免 疫 組

織 学 的 検 討 で も リン酸 化P38はC57/B6で 再 灌 流2時 間 後 の虚 血 側 線

条 体 神 経 細 胞 で 陽 性 とな り、 同 時期 のATIaKOで は 陽 性 細 胞 は ほ と

ん ど認 め な か った 。 一 方 、 両 マ ウ スで 再 灌流71時 間後 を ピー ク に リ

ン酸 化p38陽 性 の グ リ ア様細 胞 が 出 現 し、 レ クチ ン との 二 重 染 色 、 お

よびBrd-U腹 腔 内 投 与 マ ウ ス に お け るBrd-Uと の 二 重 染 色 に よ り、 こ

の 細 胞 が ミ ク ロ グ リ ア で あ り、 か つ 増 殖 して い る こ とを 確 認 した 。

ま た、 直 接 遅発 性 神 経 細 胞 死 に か か わ るcaspase-9の 活 性 化 の 時 間 的

経 過 お よ び、 再 灌 流23時 間 ・71時 間後 のTUNEL陽 性 細 胞 数 は 両 マ ウ

ス に相 違 を認 め な か っ た 。

 以 上 よ りATlaKOで は脳 虚血 再 灌 流 時 のp38リ ン酸 化 が 遅 延 す る こ

と、 両 マ ウス 虚 血 線 条 体 に 再 灌 流71時 間後 、 リ ン酸 化p38陽 性 の 増 殖

中 の ミ ク ロ グ リアが 出現 す る こ と、ATIaKOに お け るp38リ ン酸 化 の

遅 延 は そ の 下 流 のcaspase-9の 活 性 化 、 遅 発 性 神 経 細 胞 死 の 時 間 的 進

行 に は 影 響 を与 え な い こ とが 明 らか に な った 。 今 後 、ATlaKOに お

け るp38リ ン酸 化 の機 構 の解 明 を更 に進 め る こ とが 、 脳 虚 血 再 灌 流 時

の 遅 発 性 神 経 細 胞 死 の 阻止 に む け て 重 要 な情 報 を提 供 す る と考 え ら

れ た 。

論文審査の要旨

 ラクナ脳梗塞の数 とATlの 一遺伝子多型(All66C)の 間 には相関

関係があることが知られているが、そのメカニズムについては明 ら

かではない。本研究では虚血再灌流時の遅発性神経細胞死の上流シ

グナルであるp38リ ン酸化の経時的変化を中心にATIaノ ックアウト

マウスとC57BL/6マ ウスでウエスタンブロットおよび免疫染色によ

り比較検討 した。その結果、C57BL/6マ ウスに比べてATIaノ ックア

ウ トマウスではp38リ ン酸化のピークが3時 間遅延することが判明し

たが、遅発性神経細胞死については遅延を認めなかった。また、再

灌流後71時 間に出現するリン酸化p38陽 性細胞がミクログリアであ

り、細胞分裂 していることが判明した。

 審査では、まずリン酸化p38陽 性の神経細胞が存在する部位につい

て質問がなされた。再灌流モデルでは虚血障害部位が小 さくなるが

それでも常に虚血側線条体は傷害されリン酸化p38陽 性神経細胞も線

条体にあると回答 された。また、リン酸化p38陽 性細胞の同定には形

態のみではな く他の染色などによっても確認する必要のあること、

免疫染色のデータについてのより定量的測定や、共焦点顕微鏡によ

る検討の必要性が指摘された。ノックアウ トマウスの系統、脳血管

異常や低血圧による虚血への影響の程度の違いについて質問がなさ

れた。ATlaノ ックアウトマウスではC57BL/6マ ウスに比較 して約

20mmHg血 圧が低いが、明らかな血管奇形は報告されていないこと、

全例 レーザー ドップラー血流計にて同程度の血流低下と再灌流後の

血流の増大をある程度定量的に確認しているといえると回答された。

また、虚血程度の違いはリン酸化p38の 量に影響を与える可能性があ

るが、時間的な遅延には影響は少ないと考えられると回答 された。

ミクログリアに注目した理由とその意義について質問が なされた。

本研究はATlaがp38リ ン酸化に与える影響を調べることが目的であ

ったが、今回得 られたp38リ ン酸化を起 こすミクログリアの知見につ

いてもATIaノ ックアウ トマウス と比較する意義があると回答 され

た。また、ミクログリアは再灌流後71時 間にのみ出現 しその前後に

は見 られず、細胞分裂を起こしていることから貧食細胞としての役

割が予想 されると回答 された。また、レクチンに染まる細胞をすべ

てミクログリアとすることには問題があること、抗Brd-U抗 体で染色

する際に塩酸で核のピス トンを処理すべ きであったことが指摘 され

た。

 以 上より、本研究は虚血性細胞死のメカニズムについて新 しい知

見を加えたものと評価 された。
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