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実 験 的 脳 梗 塞 に お け る 脳 蛋 白 質 の 変 化 と プ ロ テ ア ー ゼ

インヒビターの効果に関する研究

犬 塚 貴

Degradation of Cerebral Proteins and Effects of Protease

Inhibitor in Experimental Cerebral Infarction
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Usinganimmunoblottingtechnique,Iinvestigatedchangesint･heconcentrationsof

rnicrotubule-associatedprotein2(MAP2).200kD neurofilament.tubulin,myelin-asso-

ciated glycoprot･ein(hlrlAG)and2′:3'-cyclicnucleotide 3I--phosphodiesteraseint･he

ratsbrainsrollo＼vingocclusionort-Ilelert･ll.ユiddlecerebralarteryorsllanlOperation.

Comparedwiththose4 hoursaftersurgery,concentrationsorallproteinsdecreased

.-::.::J･.;･."J!小 1.日H.･(;一･:こt･-.::､直･I.L･:'･･恒･･日･Lt-ltlr州l･iT･･r.I l･tt.::! '＼ト､･!..;:･Jl･Hl!･::こヾH

ciatedprotein2wast.he1110StSusceptibletoischemia. DegradationproductsorMAP

2andil,;IAG weredetectedontheblots.Furthermore,inthecontralateralhim isphere,

concentrationsoftheset･Woproteinsdecreasedcomparing withthosein concurrent

sham-operatedcontrols3daysaftersurgery.Changesintheconcentrationsorcerebral

proteins in thecontralat･eralhemisphere are important for underst･anding clinical

symptomsnotattributablesolelytotheipsilat･erallesionfollowingafocalcerebral

stroke. Since～.lIAP2isoneoft･hesubstrateofcalpain,El64C,asyntheticcalpain

inhibitor,wasadministeredat･adoseor400mg/kgtwiceadayfor3days,withthe

firstdosebeinggiventxtforetheproductionofischemia. ThedepletionofMAP 2
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calpainispartiallyinvolvedinthedegradationofMAP2,andt･hattheuseofcalpain

inhibitorscant治ausefulclinicalapproachtocerebralischemia.

Keywords:focalcerebralischemia,protein,calpainE-64C,microtubule-associated

protein2
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1. は じ め に

局所的持続性脳虚血は,臨床的には脳梗塞でよくムi､)

れる病態であり,再発等により脳血管障害捜痴呆をこ陥る

こともある.脳梗塞の組織障害において,どのような構

造蛋白がプロテア-ゼの標的基質となるのか,またプロ

テア-ゼ阻害剤の生体内投与によって構造蛋白の分解に

どのような効果を与えるかについてはまだ明かではない.

本研究では記憶学習障害を屋する左中大脳動脈 (MCA)

閉塞ラットを作製し且),局所的持続性脳虚血による巌織

障害で虚血の中心のみならず左右各単球全般をこおける構

造蛋白の変化を免疫ブt-,卜法をもちいて経時的に観察

した.またカルシウム依存性中性プロテア-ゼ (calpain)

阻害剤の生体内投与~-による構造蛋白の分解制御の可能性

に-)いて検討した.

2.実 験 方 法

l) 実 験 動 物

Spraque-1)awleyrat(male340-440glを200′＼rT

セソ麻酔下で手術用巌倣鏡を用いて田村らの方法ま)をこよ

り,側頭骨底部を電気 ドリルで穿孔後,硬膜を切開して

左 MCA 本幹を電気凝固した後切断 した.対照動物は

側頭骨を穿孔後,硬膜切開LMCA の露.Lil.の品行一･,た.

ラットは外頚動脈系との吻合が少なくヒトの血管構築と

額根性が高く,またこのモデルではそしゃく機能が保た

れることから長期の経過を観察できる利点がある,

2)MCA閉塞後の脳構造蛋白の半定量

術後4時間. 1日.3札 7[二Iの各時点転に閉塞動物

と対照動物を各々5匹ずつ断頭して左右各半球を摘出し

計量後直ちに-70tlに凍結保存した.蛋白分解酵素阻害

剤を含む水冷 Tris-buffez･で半球をホモごネI-卜にして

凍結乾燥 した.5.%または1lOosDSポりIr'ケl)JL･I,'ミ

ドイ ′Llを電気泳動 した後.ニトロセルロー-一ス膜iこ電気

的に7■し】-′卜した-i).ゲルの一部はクてシー一一ブJL･一･一で蛋

白染色した.泳動した総蛋白量は予め検量線をひき,各々

の奈良の変化をこついて適正な免疫染色が得られるようをこ

設定 した.免疫染色のムラやブl二-′卜間の較差を少なく

するために閉塞動物と対照動物の同一最の総蛋白を隣接

い-1ンi･こベIJ'として泳動し,ABC法にて免疫染色後デ

ンシトメト1)---を行なった.各時点群で隣接 し･---ンiこ泳

動した5ペアの閉塞動物〆対照動物の百分率を得て,各

群間の有意差検定を Wilcoxon-Utestによって求めた.

検索した蛋白の抗体は.microtubule-ass(yi(ltedprotei【1

2(MAP2)〈秋田東学豊島至発生より恵与されたモノク

glycoprot.eill(MAG)＼当研究室が作製したポりIJロ十一･-

･し抗体).tubulin(tub)＼Ad＼,こuleeCo.社製ボりケロ

十一一′し抗体＼.2′,3′-ヾyclienuelLIOtide31phosphodip -

sterこISe(CNl))く創価入学栗原た先生より恵与されたポ

リタロナ-ル抗体〉である.ビオチソ化抗ウサギまたは

マウス IgG 抗体とアビジソ-ビオチン法標準キットは

VectorLat).社よりもとめた.

3) Calpain阻害剤 (El姐C)3､の MAP2分解

抑制効果の検討

前述のように Spraque-I)awleyratの左 MĈ を閉

塞した動物を生食投与群 (5匹)と E-64C投与群 (5

匹)にわけた.El泊Cは 400mg::kgを閉塞直前か1､､'12

時間毎に腹腔内投与した.対照動物 (5匹)は前述しり偽

手術を行ない生食を授与した.術後3EIHiこ断頭し左入

脳半球を摘出し前述の方法iこよりて抗 MAP2抗休を用

いて免疫プロ･ソトを各群5検体に--:)いてデンニトメトり--I

を行った.対照群をこ対する百分率を凍めて,各群間の有

意差検定を student_-ttestによ一一)て求めた.

表 1 術後の各時点,各群における半球湿重最

Time HemispherLeft Right

0cclusion Sham or)cratio Oe(二lusion Sham operation

4hours 797±10 754±1二三 718士7 728±12

lday 817±14* 74:～±16 734±12 725±27

3days 779±27 748±30 731±28 736±7

Valuesaremean±SEM inmgforfi＼でt･とItSineachgroup.Lefthemispherewaso【貯rated

side.

*p<0.05differentfrom sham-opeI-atedbyWilcoxon'sIIOnParametrieI.;test.
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3.結 果

1)MCA閉塞後の脳構造蛋白の半定量

(A) 半球湿重量は右半球 (非手術側)では各時点で

対照動物との間に有意差はなかったが,左半球 (手術側)

では術後 lFHp_三!で対照動物に比 して閉塞動物の方が有意

に重 く (p<0.051術後 7円日では逆に軽かった (p<

0.()51(表 1).

(B) 術後 4時r~朴ぐをよ左∴右半球での各蛋白の変化は.

閉塞動物と対照動物J.I_の間で殆ど差はふらわなかった.

3Fl目で.いずIlの責付でも酬tf_総蛋白塵当り,対照動

物iこ比 して閉塞動物で有意に減少した.(全て p<0.01)

7｢二日']でも CNf･~'を除き有意に減少 した. (MAP2,

tubulin,200kdNl･-Tで p<O.()1,MAGで p<0.05)

調べた蛋白のなかでは h･･lAl'2 の減少が著明であった

(図 1).ゾr-′卜f-I.で MAP2上 MAG (∫)分解産物が

検出された (図 2).

(Dl 右半球 (非手術側)では術後4時間と比較する

と, 3[=1日では MAP2,MAG が対照動物に比 して閉

塞動物で有意く･こ減少した (MAP2p<0.01,MAGp<

㌔
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図 1 左半球における各蛋白質の経時的変化
閉塞動物/対照動物 ､100Lも)tS.E.M.

().05)(図 3).

i-:7.7FpHjに蛋白染色ゲ′L上に7′しブミンのバンドの増

強がみとめられたが線蛋白の8%以下であった.対照動
物では常をこ後%以下であった (図 4).

2) 冗-G4CのMAP2分解抑制 効 果の検討

t･:--64C投与群では55±25.7961と E-64Cによる有意な

(p<0.05)分解抑制効果を認めた (図 5,図 6).

MAP2ト

MAC ト

4 ll ld

O
SOSOSOS

図2左半球のMAP2とMAGの各時点におけ
る代表的免疫プロット

レーン0:閉塞動物.レーンS:
対照動物

十･･･一････.-1

MAP2 NAQ

図 3 右半球iこおける MAP2と MAG の経時
的変化

閉塞動物/対照動物×100(%)±S.E.M中
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図 4 左半球iこおける総矧jITIJL･電気泳動′ヾ'}-ン

各時点の代表泳動,矢印はアルブミン

レーン0 :閉塞動物.し-ンS:対照動物.

図 5 左半球 MAP2の免疫プロット

S:対照動物生食投与群
0:閉塞動物生食投与欝
E:閉塞動物 E-64C投与群

4.考 察

これまで一過件脳虚血モデ,Lで MAl-'2,tubulinな

!-:神経細胞の構造蛋鉦T)派/i>カミ生化学的,組織化学的に

示さかてきたが小5､6㌧ こLI)局所的持続性脳虚血モデ JL

でも術後3ll日には同様に MAP2,tub.2(X)k.I)NF

図 6 左半球正常 h･:IAP2残存率

S:対照動物牛食投与群
0:閉塞動物生食投与群
E:閉塞動物 E-64C投与群
Sを100として +S.E.h･rI.
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が有意に減少 Lていた.九:1AG や CNr'なLJ･:の白質蛋

lJ~1LT)有意な滅'i'も観察され 神経細胞だけでなく白質の

障鴛ヰ)反映されたもL/T)と考え1.--わた.とくに MA112の

蜜化は著明-で虚lftlに対する感受性が高いとし､藷.ら.MCA

閉塞動物Ll)術後 1日[-_:iの左半球渥黍･臥',T)有意在増加は脳

浮腫L･')ため上思われる.L7!JLLf)蛋白染色でも-∫.'ノし~ゾミン

L71バンドC')増強が認AJ)Ll-'れ 血液脳関F【】L'')障害がおこ--,

ている十考えLT_'Jllる.~′'′L-L･fミンの増加は他のすべてCT)

盛自J)相対的低下を生Llるが.対象Li二Lた構造式自L71変

化はIPi-/し-/ミンLT)変化をこえるもLT)であー--､た.またjl~-∫

ト上に 九,-IAP2と h:IAG (.T)分解産物が認め{-一打 こ/ll

吊I')減少が主に分解によるものであると考えドっわた.

術後4時間ではいず,lt,i)蛋白も偽手術対照群に比して

有意な滅′机エムL､,れていない.これは半球全体をサンプ

･L･としているため. すぐには障害を受けにくい MCA

領域以外n部分を含むため上思われる.逆iこ術後3i:1H

の MAl-'1)LL')減少は MCA 領域LT)LZLの障書では考えL､)

I'}こいは王大きな蜜化である上思われる.半球全体を1ナ

ンノゾ′Liこする方法ではE･il一肌ハ MCA 簡域cJT)小さな変化

を観察するには限界があると思わ才1るが. いわり)ら

PL,numbrI.1を含む全体t')変化を捉えるには良いLl二思わ

れる.

7HFIL才)変化が3王_]t｣日■:主情腰 丈は軽度であるが.そ

と思わIJlる.7Fl目の左半球湿重畳が減少L~-こいるここ1二

かL■-も窺われる.しかし右半球では有意な湿轟騒が認.め

LT-つかないにもかかわiT･-ず,後に述べるように MAf)2と

MAG の減少が7t三日:1に回復しており再生の可能性も検

討する必要がある.

MCA を閉塞するとその領域のカ/LシrL7ム濃度が上昇

することが報告されていることかiT.17､Calpain が活性

化され h,IAP2,h,IAG,2COkD NF.tubのような基質

が分解されたものと思われる.E一端4Cは invivoで術

後3日目の左半球での hlAP2の減少を有意に抑制Lて

おり,少なくとも部分的には calpaillが作用している

ことが示された.しかし力JL･シrL)ムの流入や pH の低

下にともなって活性化されるプロテ7-ゼや虚血病巣に

浸潤する細胞かrl分泌されるプロテア-･-ゼの影響も考慮

されるべきである.

本研究で用いた実験的髄梗塞ラ･ソトでは非閉塞半球に

光顕上級繊学的に有意な変化は報告されていない8191

しかし本研究では術後3日目に MAP2と MAG の有

意な減少がみちI-1た.非閉塞半球では7′し7'ミンの増加

はなく,何らかの榛序によって calpainの活性化がお

こE)遠隔病変がおこ---､た可能性が示唆される.このモー1:

JLでは閉塞 した MCA の反対側大脳(′')血流蚤が低下す

るこ!二が報告さJlている10㌦ Lff た 浮 腫液は半球｢…･;~】連絡

線維に糾 -I,て反対側に広がるこ Ii-_が 知lL､打ている.鷹控

除脅 された細胞 を起源 とする半 球 閤 連絡線健莱端からの

卜うン-/くミtl,'J一･一の異常放出が お こるかもLItない.例

えばダル タメ- トは受容体依存 性 カ ルシウムイオソチャ

ン-いLrをひi▲-'くとし､われている11.二･')したいく∵-,か

LT)ことが反対側半球でtT)cdlpaillL')活性化iこ関係して

いるかもしれない.

局所的な虚血で生ずる臨床症候には,時に局所撒能解

剖学的をこ説明できないこともあり反対側半球での変化を

捉えることは臨床症族や病腰の理解の助けとなる可能性

があるやまた嵐梗塞の急性期に ea極a丘m阻害剤を応用

することをこよって組織障害を減少 させ,凝虚血をこよる血

縞を終えるにあたり,御指導,御校閲を勝りまし

た宮武lr:.教授に心かl◆-感謝し､た します..:tTた直接御

指導いただいたf･ろ:.藤修 ~:.i'離 乳 帝京大･ゝ銅闘摘草外科

tfJf､1 沌教授,桐野島llJl助教授に深く御礼申し:hl-ド

か卜 また研究 を進Lt恒:)に'i･付二り御助言,御協力い

ただきTfした柳沢勝樗先生.長沢連∫磯.八木由起

子壊.諸橋仁ト(.頓.投重た抗体を提供して卜さ･･-､

たf畑 l入学 鰹島 至講師.創価大学 栗原 止教

たしま す.
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