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Activation of ERK l/2 is associated with Neuronal Survival

after Focal Cerebral Ischemia in the Rat.

(ERK1/2活 性化はラッ ト局所脳虚血後 の神経細胞生存に関与す る)

内容の要旨

小 堺

 脳 虚 血 に お け るextracellular signal-regulated kinase(ERK)signal

cascadeの役割 は未 だ議論 のある ところである。今回 ラッ トー過性(90

分間)中 大脳 動脈 閉塞モデルを用いて リン酸化ERK発 現の経時的変化

とTUNEL染 色 の二重 染色 に よる検討 を行 った。 sham群 の リン酸化

ERK陽 性 細胞は極少数 で染色強度 も弱 く、TUNEL陽 性細 胞は認 めな

かった。虚血 中心部では再灌流開始後30分 か ら35時 間の間、神経細胞

に リン酸化ERKの 発現 を認 めた。虚血周辺部 で は再灌流 開始後3.5時

間か ら24時 間の間、生存 してい る神 経細胞に持続的 に リン酸化ERKの

発現 が認め られ た。 再灌流開始24時 間後 の二重染色 にお ける検討で

は、虚 血 周 辺 部 の リン酸 化ERK陽 性 の神 経 細 胞 は虚 血 中心 部 の

TUNEL陽 性 細胞の分布領域 と隣接 した領 域に存在 し、これ らリン酸

化ERK陽 性神経細胞 はBcl-2陽1生で あった。以上の結果 よ り、ERKリ ン

酸化 を介 した情報伝達 は、梗塞周 辺部で神 経保護的に作用 してい る可

能性 がある。

論文審査の要旨

 本研 究 で は、脳 虚 血 にお け るextracelllular signal-regulated kinase

(ERK)signal cascadeの 役割 につ き、ラ ッ トー過性(90分)中 大脳

動 脈 閉塞モ デル を用 い て、 リン酸化ERK発 現 の経 時的 変化 とアポ

トーシスの進展 の経 過 を検討 した。 ラッ トを コン トロール群(sham

手術 群)と 虚 血 ・再灌 流群 に分 け、再灌流群 では右 中大脳動脈 を血

管 内栓 子で90分 閉塞 、その後30分 、35時 間、12時 間、24時 間、お よ

び48時 間 に再灌 流 を行 った群 に分 けて検討 した。 灌流 固定後、凍結

切 片を作成 し、抗 リン酸化ERKI/2抗 体 を用 いて免疫染色 を行 った。

さらに、連 続切 片 を用い てTUNEL染 色 お よびcresyl violet染色 を行

い、虚血 中心部 と周 辺部領域 におい て検 討 した。24時 間後再灌 流群

では抗 リン酸化ERKI/2抗 体 とTUNEL染 色、抗 リン酸化ERK1/2抗 体

と抗Bc1-2抗 体 に よる2重 染色 を施行 し、 同領域組 織 にお いて コン ト

ロール群 と虚 血24時 間後再灌 流群 にお いてWestem blotを行 った。そ

の結果 、虚血 周辺部皮質 の神 経細胞 は、再灌流 後3.5時間 か ら24時 間

にかけて リン酸化ERKI/2陽 性 であ り、 これ らの細胞 は形態 が正常に

保 たれてお り、かつTUNEL陰 性 で あった。 一方 、虚血 中心部 皮質で

は リン酸化ERKI!2陽 性 の細 胞は再灌流後30分 か ら12時 間 にかけて存

在 し、TUNEL陽 性 細胞 は再灌 流24時 間以後 の初めて 出現 した。24時

間再灌流群 におけるWestern blot解析 では、 ERK l/2のリン酸化は虚血

中心部皮質 にお いて コン トロール群 に比 して減弱 してい るのに対 し

て、虚血周辺 部皮質 において は コン トロール 群 に比 して増加 してい

た。再灌 流開始24時 間後 にお いては,虚 血周 辺部 の虚 血 中心部 に隣

接 した部位 では、 リン酸化ERKI/2陽 性 の神経細 胞に抗ア ポ トーシス

作 用 の あ るBcl-2が 陽 性 で あ っ た。以 上、 ERKI/2の リ ン酸 化 と

有 史

TUNEL染 色の経時 的 ・分布 的相異 か ら、 ERKI/2を 介す るシ グナ

ル はア ポ トー シスの誘導 に関与せ ず、 さらに虚 血周 辺部皮 質に

おい ては神経保護 的に作用 している可能性 が示唆 された。

 審 査で は、まず リン酸化ERKI!2の 発現 部位 は神 経細胞 に特異

的 であ るのか ど うかが質 問 され た。 これ に対 して本研 究お よび

他 の関連研 究か ら神 経細胞 のみで はな く星 状膠細胞 な どにおい

て も発現す る可 能性 があ るこ とが説 明 され た。また、 リン酸化

ERKI/2の 発現部位 の分析 に関 しての質問 がな され たが、詳細 な

分析 で はない ものの大脳皮 質第5-6層 中心 に観 察 され た現象

であ るこ とが説 明 された。 さ らに、 リン酸化ERK1/2の 発現 の低

下 は脳 虚血 の原 因で あるのか結果 で あるのか につい て、す なわ

ち神 経細胞 あた りの蛋 白量が減少 した のか、あ るいは神経細 胞

が死 滅 したた めに全 体 と して減少 したの かが重要 では ないか と

の質 問が な され た。 これにつ いて は本研 究 単独 で は この現象 の

全貌 の解 明は困難 で あるが、ERK阻 害 実験 に よ り明 らか にな り

うる可能 性 が あ り、次 の研 究課 題 と したい との 回答 が な され

た。 また、ERKI/2の リン酸化 は神 経保護 作用 であ るのか、神 経

毒性 作用 であ るかの解釈 につ いての質 問がな され た が、虚血 後

再灌 流の時 間経過 お よび部位 によ り解 釈 が一定 しない可能性 が

あるが、本研 究にお いて設定 された条 件下 と関心領域 で は神 経

保護 的 に作 用す る と考 え られ る との回答 が な された。 さ らに、

ERKの カスケー ドの上流 にあ るRasの 活性化 お よびAKTの 活性 化

を伴 って いるか どうか が質 問 され たが、本研 究で は確 認す る こ

とはで きず 次 の課 題 としたい との回答 が な され た。 また、組 織

化学 的検討 には定 量化 の概 念 を導 入す る ことが必 要 であ り、同

一細 胞 内での発現 の検証 には共焦 点顕微鏡 での詳 細な検討 に よ

る確 認が必 要で ある ことが指摘 され た。 また、ERKとBc1・2の 関

係 につい ての質問 がな され たが、Bcl-2の 発現 にはカス ケー ド下

流 のCREBの リン酸化 が関 与 してい る可能性 が 高い と回答 され

た。

 以 上の よ うに、本研 究は さ らな る検討 あるいは改 善すべ き点

をい くつ か残 してい るが、脳虚 血後再灌 流 に よる神経 細胞障 害

機 序 を、ラ ッ トー過 性 中大脳 動 脈 閉塞 モ デル に よ りリン酸 化

ERKI/2の 発現の経 時的変化 とアポ トーシスの進展 を検討 した も

の であ り、脳虚 血の病 態解 明に向 けて意義 のあ る研 究 と評価 さ

れた。
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