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論文内容の要旨

【目的} 脳は虚血に対して極めて脆弱で、あるが，神経細胞，特に海馬 CA1細胞は最も脆弱で，短時間の虚血侵襲によ

って数日後に死に至る。虚血再濯流早期にグルタミン酸がシナプス間隙に過剰分泌され，受容体の過興奮に伴い細胞

内カルシウム濃度の異常上昇をきたし，何らかの細胞内情報伝達機構を介して再潅流後晩発性に細胞死に至ると言わ

れている。蛋白質チロシン残基リン酸化は，一般には細胞の増殖分化に関与し，外界刺激情報を細胞内へ伝達する役

割を担っている。本研究では，逆に虚血による遅発性神経細胞死へのシグナル伝達系として蛋白質のチロシンリン酸

化が関与しているか否か検討した。

【方法ならびに成績】 1 .虚血性神経細胞死 (1)成熟雄性砂ネズミを対象とした。虚血は両側総頚動脈を一過性に動

脈癌クリップで 2 分または 5 分間閉塞して作成した。再濯流後脳を摘出，アルコール酢酸固定，ニッスル染色に供し

た。 5 分虚血後 2 日までは海馬，大脳皮質とも神経細胞死を認めなかったが， 3 から 4 日後には海馬 CAl-2領域に限

局して神経細胞が死滅していた。 2 分虚血後，神経細胞死は海馬，大脳皮質とも認めなかった。 (2)虚血/再濯流後，海

馬及び大脳皮質を摘出，蛋白電気泳動後，抗リン酸化チロシン抗体を用い immunoblot に供した。 (2-i) 虚血時間に関

わらず再瀧流後 3 から 15分にかけて，一過性に分子量42kDa の蛋白質のチロシンリン酸化の充進が海馬および大脳皮

質とも普遍的に観察された。 (2-ii) 5 分虚血 3 から 24時間後に 5 種類の特定蛋白質(分子量各々 160 ， 115, 102, 92 , 

85kDa) のチロシン残基リン酸化が海馬においてのみ充進した。大脳皮質ではこの変化を認めなかった。またこの遅発

性のリン酸化充進は 2 分虚血後にはどの部位にも観察されなかった。 (3) 5 分虚血 6 時間後に，脳を Zamboni 液で濯流

固定，免疫組織化学法にてリン酸化チロシンの局在を検討した。リン酸化チロシンは全ての神経細胞に存在した。虚

血後海馬 CA1 と CA3 細胞に著明な染色性の増加を認めたが，他の細胞には染色性の変化を認めなかった。 (4) 5 分虚

血/再濯流 6 時間後，海馬および大脳皮質の tyrosine kinase 活性を po1y (GluNa , Tyr) (4 1 )のリン酸化能によ

って， tyrosine phosphatase 活性を o-phospho-L-tyrosine の脱リン酸化能によって測定した。虚血後 phosphatase 活

性は海馬，大脳皮質ともに増減を認めなかったが， kinase 活性は海馬においてのみ有意に増加した。 (5)脳の主要

tyrosine kinase の一つ pp60c-src を免疫沈降し，外因性に添加した Eno1ase のリン酸化力価を用いて pp60c-src の
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kinase 活性を検討した。虚血前後で pp60c-src 抗原量は変化しなかったが，虚血後海馬での kinase 活性は有意に増加

した。 (6) pp60c-src を含めた tyrosine kinase 活性を特異的に阻害する radicicol は全身投与後 3 から 8 時間にかけて

可逆的に脳蛋白質のチロシンリシ酸化および pp60c-src の tyrosine kinase 活性を有意に抑制できた。 5 分虚血再濯流

15分後に radicicol を 0 ， 2 , 5 , 10 mmg/kg 全身投与した。 radicicol は容量依存性に 5 分虚血後の遅発性チロシン

リン酸化増加を抑制し，かつ海馬 CA1領域の虚血性細胞死(生存神経細胞密度: radicicol 10 mg/kg 投与群143 ::t 20/

mm; 対照無投与群 8 ::t 3/mm) を有意に (p<0.05) 抑制した。 II. カイニン酸誘導性神経細胞死 (1)成熟雄性

Sprague-Dawley ラットに対し，グルタミン酸 ana10g のカイニン酸を全身投与 (12 mg/kg, i.p.) した。ニツスル染

色上，投与後16から 24時間後に海馬 CA1 および CA3 領域の細胞死が認められた。カイニン酸投与後 4 から 8 時間に海

馬において，虚血時に増加するリン酸化蛋白質と同じ分子量の 5 種類の蛋白質群 (160 ， 115, 102 , 92 , 85kDa) のチ

ロシン残基リン酸化が克進した。大脳皮質ではこの変化を認めなかった。 (2)カイニン酸投与45分後に radicicol(10 mg/ 

kg) を投与すると海馬のチロシンリン酸化充進およびカイニン酸誘導性神経細胞死(海馬 CA1 細胞死亡率: radicicol 

投与時50% ;対照非投与時90%) を有意に (p<0.05) 抑制した。

{総括】 (1)砂ネズミ一過性前脳虚血および、グルタミン酸 ana10g のカイニン酸投与により海馬に選択的にかつ遅発的

に神経細胞死が誘導された。 (2)海馬においてのみ特定蛋白質のチロシン残基リン酸化の充進が，虚血性およびカイニ

ン酸性細胞死に先立つて観察された。 (3)虚血後海馬において pp60c-src を含めた tyrosine kinase の活性化が認められ

た。 (4) リン酸化チロシンは神経細胞に局在し，虚血後海馬 CA1 および CA3 細胞にのみ増加を認めた。 (5)侵襲負荷後遅

発性に活性化された pp60c-src を含めた tyrosine kinase 群を阻害することにより，虚血性およびカイニン酸性海馬神

経細胞死が抑制された。 (6)以上，海馬における虚血性神経細胞死において，グルタミン酸受容体の過興奮を介した

tyrosine kinase 系活性化が“死へのシグナル伝達系"として働いていることが初めて示された。

論文審査の結果の要旨

ねたきりや老年期の痴呆の最も大きな原因疾患である脳卒中，その脳梗塞に代表される虚血性脳血管障害の本体は

脳血管の閉塞による脳虚血である。神経細胞は活発なエネルギー代謝を営むが，少ない予備エネルギー源しか有さな

いため，虚血に対して脆弱である。とりわけ海馬の CA1 神経細胞が最も脆弱な神経細胞であり，虚血侵襲後数日後に

細胞死に至る。この遅発性神経細胞死は，単にエネルギー不全による壊死とその後の修復応答で説明できるものでは

なく，虚血ストレスの多寡に応じた，神経細胞のダイナミックな応答現象が発現していると考えられている。本研究

はこの細胞応答としての細胞内情報伝達機構を検討し，その意義を解明せんとした。

本論文では，脳虚血/再濯流及びグルタミシ酸アナログ負荷による海馬神経細胞死に， pp60c-src を含むチロシンキ

ナーゼ系の活性化が伴い，特定蛋白質のチロシン残基リン酸化の充進が海馬に選択的な遅発性神経細胞死を誘導する

ことを報告している。

但し，虚血後活性化されるチロシンキナーゼ群，虚血後克進するチロシン残基リン酸化蛋白質群の精製同定を施行

していない。また今回観察された複数個のチロシン残基リン酸化蛋白すべてが細胞死を誘導するとは考えにくく，ど

のリン酸化蛋白質が細胞死に直接関与しているかは明確にはしていない。

しかしながら，本論文は海馬における虚血性神経細胞死において，チロシンキナーゼが“死へのシダナル伝達系"

として働いていることを成熟脳， in vivo 神経細胞で初めて示した。また，一般的には脳虚血超急性期に生じる病態を

阻止しえるグルタミン酸桔抗剤やカルシウム桔抗剤は，虚血'前'投与では脳組織障害に対して有効であっても，虚血'

後'投与では時既に遅く無効であり，実地臨床への適用は極めて困難である。しかし，虚血侵襲発症後であっても遅発

的に活性化される“死に至る情報伝達系"をチロシンキナーゼ阻害剤治療により中断することができれば，細胞死を

阻止できることを示した点で，脳卒中治療学上新たなる治療戦略の出現の可能性を強く示唆させる論文でもある。以

上，本論文は博士(医学)の学位授与に値ずるものと考えられる。

241 




