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脳虚血に対する成長因子プログラニュリンの

神経保護メカニズムの検討
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要 旨

【序文】プログラニュリン (PGRN)は神経栄j職IF性をｲiする成踵IJ<I子である． ITRN辿伝r･

変異は，核張|全ITARDNA結合蛍|&I-43 (TDP-43)が神経細胞内に帯枕する前頭|!!ll頭型変性症

を引き起こすことが知られている．脳朧Ⅲlに関しても， ラットⅢl栓塞栓モデルにて，血栓溶解薬

*II識プラスミノーゲンアクティベーター (t-PA)と組み替えPGRN蛋白の併用投与は，脳梗

塞体il'iの減少，出血li(の減少をもたらし,PGRNが神経糺ll胞を含む多mi的な脳保謹作用をｲiす

ることがlﾘlらかになった． しかしPGRNによる神経制ll胞保泌作111の機序と,TDP-43への影禅

については十分にはIﾘlらかにされていない．今lul,PGRNがTDP-43の限定分解および細胞間

Iﾉj異常局在を抑制することで，畷Ⅲ1件神経紺l胞障宵に対し保護作用を示すという仮説を立て，

検証を行った．

【材料と方法】R7RjVノックアウトマウスと，野生型マウスの一過性脳唯lilモデルにおいて，

虚血24時|ﾊl後のTI)P-43の制ll胞内吋在を免疫染色にて比校した．次にラット IIL栓塞栓モデル

にて，脹血41ifl川後に, lⅢ栓溶解雛(t-PA) と糺lみ換えマウスPGtNないし対照蛍白(IgG)

の静注を行い, I,lflll24時Iﾊl後に免疫プロットにて活性'Ⅲカスパーゼ-3,余瞳咽および切断され

たTDP-43の発現の比較を行った． さらに種の災なる，細lみ換えヒトPGRN投与による脳梗塞
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抑llill効果について， ラッ l､Ⅲl栓塞栓モデルを川いて検討を行った．

【結果】 JY7RNノ･ｿクアウトマウスでは, I!r生型と比鮫して，朧IⅢ後のTDP-43の細胞I'i災備

局在を認める神経細胞の頻度が多かった (P<0.001)． またⅢl総塞栓モデルでは,PGRNIMIj.

群は対照群と比して，全災型TDP-43の唯lil後の減少は抑ilillされ(P<0.05), さらに活性型カ

スパーゼー3発現が抑制された (P<0.05).ラット lll瞼堆帷モデルにおいて， ヒト糺lみ換え

PGRN投与は，対照群と比‘陵して，脳|遡i§体械を縮小した (P<0.05).

【考察】 lliM虚血に対するPGRNの神経刑llll2保誰作川の機序としては，カスパーゼ-3活'|'|;化を

抑制し，全長型TDP-43の限定分解およびTDP-43の災術糾ll胞質内局征を抑制し,TDP-43

の機能を保つことがIMI与する可能性が示唆された．

キーワード：脳虚lil, 神: 経制ll胞保誠，

カスパーゼー3

プログラニュリン,TARDNA結合張白-43 (TDP-43),

に, II"|ﾉﾘ皮増殖|卦｣亀を介して血祷透過性を調節

していること，第二に抗炎症性サイトカインであ

るインターロイキン10を介して炎症を抑制する

こと，輔三にinvi"℃では核蛋白TARDNA結合

蛋ILI-43 (TDP-43)の細胞質内異常局在を抑制

することでの神経刑1l胞保池効果を有することを示

した．

PGRNとTDP-43のIA1連については, PGRN

遺伝子変異によりTDP-43の細胞蘭内帯枝と，

限定分解を伴う，前砿|!1ll蚊型変性症(FILD)が

生じ8)9)， このTDP-43の変化が神経州ll胞死と深

くIAIJj.すると考えられている． この限定分解には，

カスパーゼー3やカルシウム依存性システインプ

ロテアーゼであるカルバインで切|断される可能性

が報告されている'())-13）

我々は， ラットにて, lliM朧血によりTDP-43の

限定分解および細胞蘭内災術局在が生じることを

示した14). さらに, PGRNがmvib℃では低酸素

低柵刺激による神経制||胞の核蛋白TDP-43の細

胞Wilﾉﾘ災附局在を抑ilillすることを示した． しかし，

PGRNがi"vivoで核蛋FITDP-43の刑IIIIM'I内異

常局在や限定分解に影稗を与えるかどうかは検討

されていなかった．私は,PGRNの神経細胞保誰

作川は, PGRNがカスパーゼ-3もしくはカルパ

インを仰ilillしTDP-43の限定分解および制ll胞質

lﾉﾘ災術I'"I§を抑制することによるとする仮説を立

て、検証を行った．
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lliM血符障詳はILIIﾉﾘの死LL:原lklの9.0%,"4位

を占める疾忠であり （厚生労側尚の平成26年人

1 1動態統計（確定数）の概況より），要介謹の原

lX|疾患の21.7%,第1位を占め，脳梗塞後に救命

できたとしても，高度の後辿障害が生じる．その

ため，脳梗塞に対する有効な流旅法を見出すこと

が急務となっている．脳梗塞‘急性期の治療薬とし

て|通l際的に使川されているのは，血栓溶解薬(#ll

細プラスミノゲン・アクチベーター: t-PA)の

みである． しかしながら論療可能時|H1である4．5

時間を超えてt-PAを投与すると，遅延したll[流

『I}開に伴い，神経細胞障害, lll特破綻，炎症が生

じ，かえって予後が悪化することが知られている．

そのためt-PA治療の適応となる脳梗塞忠者数は

全脳梗塞症例のうち5％未ill'liと非常に少ないl).

t-PA治療の恩恵を受ける椛例を増やすために，

裡数の保融作川を有する薬剤の|淵発が喫緊の課題

である．

我々は，人のlll栓性脳梗塞に噸似したラット IIL

栓塞栓モデルにて，腫瘍噌生，血符新生，組織修

復，抗炎症に関わる多面的な成及因子であるプロ

グラニュリン (PGRN)2)-"')が神経細胞保謹作川

を含む多lli的な脳保誰作川をｲI.することを側fiiし

た5). pGRNは，神経栄礎活性を有し，神経制llll2

ﾀを抑制するとされていた6)7)．我々は， これに

加えて，虚血llの脳保護作川の機序として，節－．
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1m栓注入の4時IHI後に, 1-PA(10mg/kg, IH

辺三菱製漿）を静注して，再派流を行った． ラッ

ト右鼠従l'ili脈にカテーテルを抑人し, t-PAの全

投与liの10%をボーラス投与した後，引き続き

残り90％を30分かけて役l7･した． このモデルで

は，脳仙埖1時|H1後でのt-PAによる秤潅流に比

して, lliM仙塞4Ⅱ*|&l後でのt-PAによる再潅流で

はlil液脳IMll''lの破綻に伴い, !'lllill,tがfl意に墹加

することがlﾘlらかとなっている5)． また, t-PA

静注のII!|前に糸llみ換えPGRNを投与した．免疫染

色および免疫プロ､ソ |､による比校には組み換えマ

ウスPGRN(A(lil)oGen,AG-40A-0080) 100/(g

を静注し，脳梗塞体械の比I陵には細み換え上I、

PGRN(Adil)oGen,AG-40A-0068Y) 50'"gを肺

注した． コントロールとしてラビット抗IgG抗体

(R5G1()-()48, ()EMCollcel)Is,TomsRivel･,NJ,

USA) 100/(gを大腿静脈から,'ili注した．

材料と方法

本研究は,新潟大学助物'ﾉさ験倫理委員会の承認

を受け，新潟大学動物実験脂針およびARRIVE

(AnimalResearch:Rel)01･lingljIvivoExperimellls)

ガイドラインに従って実施した．

1 ．動物実験モデル

1－1 ． ．過性局所脳虚''1[モデル

IM122～289の野生型マウス (C57/BL(il) jij

よびPGRⅣノックアウトマウスを使川した15).

ハロセン1．5％，酸素30％，笑気70％の況介気

l吸入で麻酔維持し，手術を‘だ施した．手術! '!，体

温は1111:II勝洲で37.0±0.5℃に維持した．手術川猟

微鏡の直視下に前頭部を1町'1切開後，左総弧肋

脈・外“動脈・内猟動脈を#WIIし，外頸肋脈を粘

紮し， ｜析端を切断した．その後，外頚動脈|析端を

切開し， ここより左外甑肋脈から左内頚動脈にナ

イロン糸(EEDナイロン，而径0.074mm)を柿

入し， ！'1人|脳動脈を閉塞した． 90分後にリ|き抜き，

lil流のl'ilﾙ|通を行ったl(;).

1－2．Ⅲ除窄栓モデル

｜脳仙堪作成は， 「1家llil帷で'l1A:lliM動脈をI1･11i略す

るOkuboらのモデル’7）を便川した．体砿250-

3009の雄性Sprague-Dawleyラットを川いて,ハ

ロセン1．5％，酸素30％,英文(70％の混合知I吸入

で麻酔維持し，手術をｿさ施した．手術111 ,体洲は

直IIMIIで37.0±0.5℃に維持した．手術11IW微鈍

の直視~ドに前頚部を正!|1切|州後，左総頚動脈・外

甑動脈・内頚動脈を露出し，外頚動脈を結紮し，

断端を切IWrした．その後，外頸肋脈断端を切|ﾙlし，

ここよりﾉ億外頚動脈からﾉiI内倣動脈にカテーテル

を挿入し, II[栓を注入してIIIM脳動脈を|11災した．

lⅢ帷はラット自家血200,41にトロンビン50/(1を
混合し, IIII:ff0.35mmのポリエチレンチューブカ

テーテル(PE-50,ベク|､ン・デイテインソン）

に注入し, 4｡Cで24～4811､↑|ﾊl保存し作成した．

作成したIII栓は長さ1mmに切断し, 1匹あたり

l511hlを().1%ウシ1m浦アルブミン含有のリン椴継

衝生理食埖水(PBS)に浮遊させ, 30秒縄哩で!|'

zAglliW助脈に注入した．

2．脳血流測定

脳IⅢ流は，脳梗塞術前にラッ |､砿恭骨を露出し，

Bregmaから5mm後方, 5mm外|!!llに血径2mm

のバーホールを作成し，手術|ﾙl始liiと脳虚lil導入

30分後に， レーザードップラーⅡ1流計･ (AFL21,

株式会社アドバンス）を川いて測定した．脳唯lil

後の血流が, 1fllil前Ⅱn流と比'陵して50%未満と

なったll/il体を実験に使川した．

3．免疫染色

一過'|'|;局1ﾘflliW虚血モデルマウスを，脳虚血24

時間後にハロセン過剰投与.で安楽死させた後，

4℃に冷j:llした生理食塩水で絲心|臓的に潅流した．

次に4℃に冷ﾉ11した4%バラフオルムアルデヒド

で液流した．派流した脳を収り,'llし, 4%パラフ

オルムアルデヒドと20％スクロースの混合液'l!

に一晩|!!il定した． メタノール処理後,パラフィン

に包哩した. 4/(m厚にて切りIIIIし，脱パラフィン

後, 10mMクエン酸ナトリウム綏術液に浸してオ

ートクレーブ（121℃， 10分|ﾊl)による抗原ﾘ活

を行った．その後， 1％ウシ胎児lll[滴にて30分IHI

ブロッキンク′し,TDP-43のC末端を認識する

ラビッ I、ポリクローナル抗TDP-43抗体
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(Proteintech,10782-2-AP,2,000倍希釈）およ

びマウスモノクローナル抗MAP2抗体(Sigma-

Aldrich,M9942, 250階希釈）を川いて． 4℃で一

晩反応させ，その後,AlexaFlour488抗ラビット

IgG抗体(1,000階希釈）およびAlexaFloul･594

抗マウスIgG抗体(1,000傭希釈）で染色した．

観察には共焦点レーザー顕微鏡(LSM510Mm､A;

CarlZeiss)を用い,MMAP2抗体の染色性のあ

る暇lil領域において, 630陪の強拡大にてlサン

プルにつき重複しない7視野を観察したl･1).

5．脳梗塞体積の評価

脳朧111後24時間の時点で高濃度ハロセンI吸入

を行い,深麻酔下で経心l1縦的に4℃生理食埖水を

Ⅲいて派流後，脳を摘出した. 3mm厚で脳をス

ライスし, 2,3,5-triphenyltetrazoliumchloride

solulioll (#264310;BD,FranklinLakes)を溶解し

た生理食塩水で非梗塞部位を染色した．染色後，

スキャナー(CanoSca''er, Canon製）で搬彬し，

Swallso11らの方法19)に従い, ImageJを川いて

脳仙塞体被を測定し，大脳半球に占める割合で検

討した．以上の操作は実験荷と評価者の間で盲検

法にて'ﾉさ施した．‘1 ．免疫プロット

lil栓塞栓モデルラットを, In栓注入の24時|Al

後にハロセン過剰投Ij･で安楽死させた後, 4℃生

HI!食堀水で経心臓的に椛流処置を行い，脳を取り

出した．採取後の大脳皮r『サンプルは雌州'8)に

従い，採取した脳組織に，砿里の7倍{itの1%

TI･itonX-100を含む細|胞溶解バッファー (Cell

SignalingT℃ch)を加えて， ホモジナイズし, 10

分III114,000mmで速心処理した．試料に2-メル

カプトエタノールを加えて煮沸し,TI･is-glycine

SDS-PAGEにて?E気泳動した．その後,PVDFIIf

に転写し， 5％スキムミルクと0.1%'IWeell-20

でブロッキングした'8)．一次抗体はc末端を認

識するラビットポリクローナル抗'1､DP-43抗体

(Proteintech, 10782-2-AP, 2,000階希釈), ラビ

ットポリクローナル抗活性型カスパーゼー3抗体

(SantaCI･uz, sc-22171-R)．マウスモノクローナ

ル抗カルパイン1抗体(ThermonsherScienlilic,

2H2A7C2, 500陪希釈),マウスモノクローナル抗

カルパイン2抗体(Thermofishel･Scientific,

107-82, 500倍希釈）を川いて， 4℃で一晩反応

させた. PBSで洗浄後, hol･seradishperoxidase

(HRP)標識抗ラビット2次抗体を室洲で1時間

反応させ,ChemilumillescentHRP基蘭(Millip()1･e)

にてⅡ的とする蛍白バンドをImageQualllLAS

4000 (GEHealthcal･e,LilESciences)で棚影した．

内部コントロールとしてβアクチンを使川し，

Imagel (National lnstitutesofHealth,Belhesda,

MD,USA) ソフl､を川いてβアクチンに対する

蛍白バンドの発現強度を半定鼠した．

6．統計学的処理

すべてのデータは平均±標準誤差で表記し， 2

群lHlの比絞にはt検定を川い， 3群間以上の比校

には分散分析を用いた．その後，ボンフェローニ

のボスl､ホック解析を行った．統計学的処理には

SPSS (ver.21;SPSSInc.) を用いた. P値が0.05

"lliliのものを統計学的fl.意とした．

結 果

1 ． PGRNノックマウスでは，虚血後,TDP-43

の核内減少と細胞質内異常局在が生じる

PGRNの有無により， 脳虚血後の核蛍|とI

TDP-43の細胞|ﾉ1局ｲl§に変化が生じるかを検証

するため，野生型マウスとPGRNノックアウI､マ

ウスを川いて，一過性局所脳脹血モデルを作成し

た． そして朧lil2411f間後の大脳皮漬に対して，

TDP-43のC末端を認識する抗TDP-43抗体お

よび抗MAP2抗体にて二砿染色を行った．野生型

マウスでは，虚血前には核籏白TDP-43の染色

性は核に限局し，細胞蘭には染色性を認めなかっ

た．朧|Ⅲ後,野生型マウスでは核蛋白TDP-43の

染色性はほぼ核内に保たれていた．一方,PGRN

ノックアウ|､マウスでは，朧血前にはTDP-43

は核内に限局し，細胞侭には染色性を認めなかっ

た. 1､Iflll後にTDP-43の核内における染色ﾔ|ﾐは

減燗していた． さらに神経細胞質を染色する

MAP2に液なり合うTI)P-43の染色がI認められ
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図l脹血24時IH1後における神経細胞のTDP-43MIII胞Iﾉ1吋6

F)、抗TDP-43抗体（赤）による ．砿染色. PGRNノック．A)抗MAP2抗体（絲), lXTDP-43抗体（赤）による ．砿染色. PGRNノックアウトマウスでは核内

TDP-43の染色性は減少した． さらにMAP2の染色に通なり，細胞礎にも吋在を認めた(*).スケール

バー: 10"m.

B)TDP-43の細胞賀内災附I寸在の域庇. '1,DP-43の紺|胞髄Iﾉ1巽常lij｡(I§をｲiする神経細胞の猟度は,野生剛

と比鮫して,PGRNノックアウ|､マウスで有意に多く1惚められた. ***:p<0.001.N=21.
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た（図1A)TDP-43の細胞質内異常局在の頻度

を比較すると，虚血後のPGRNノックアウトマ

ウスで増加していた（野ﾉk型: PGRNノックア

ウト＝7．8±2．5 ： 32．8±4.9 (%), p<0.001,

2． PGRNは脳梗塞急性期における全長型

TDP-43の限定分解を抑制する

次にPGRNが脳脹血後のTDP-43の限定分解

を抑制するかについて検証した．ラッl､血栓塞栓

モデルを用い，血栓注入411寺間後にt-PAと同時

にl･PGRN100"gを鮒注した.虚血2411'寺間後の大

図1B)
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図2 rPGRNによるTDP-43の|ﾘ《定分解の抑制

1i1栓塞栓モデルにおけるTDP-43の免疫プロット. lil栓注入4時|A) ラット血栓塞栓モデルにおけるTDP-43の免疫プロット．血樅注入4時IH1後にt-PAと同時に!･PGRN

または対照IgGを投ﾉﾗ･した．矢印:TDP-43の全長型43kDaおよび25kDaC末端断片を示す．

t－PA： Ussueplasminogenac廿vatoI．， IgG？ conh･olpl･otein, 1･PGRN 1･ecombinantl)1･ogranulill.

B) βアクチンに対する全催型TDP-4343kDal断片のデンシトメ1,リー．対.照群では全長型TDP-43は
sham腓と比絞して有愈に減少するが(*I)<0.05), '･PGRN投与により企僅剛TDP-43の減少が抑制

される(*p<0.05).N=4.

C)βアクチンに対するTDP-4325kDal祈片のデンシトメトリ－．対照群ではsham群と比較して25kDa
断片は墹加し(p=0.24),rPGRN投与により減少するが有意な変化ではなかった(p=0.31)N=4.
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脳皮質を用いた抗TDP-43抗体による免疫ブロ

ッ1,を行ない, rPGRNによる変化を検討した．脹

血後, IgG投与群では全長型TDP-43の発現量は

有意に減少するのに対して, 1･PGRN投与群では

その減少が抑制された(IgG投与ll'f : rPGRN投

与群＝48．5±12．6 ： 162.8±46.1 (sham術群に

対する%), p=0.035)．一方,TDP-43のC末端

25kDa断片の発現城には有意な変化はなかった

(対照群: 1･PGRN投与.群=164.3±77.4 :

60.3±13.5 (%), p=0.23,図2A,B, C).

3.PGRNはカスパーゼ-3の活性化を阻害する

虚1m後のカスパーゼー3活性化に及ぼすl･PGRN

の効果について検討した．対照群と比して, 1･PGRN
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図3 1･PGRNによるカスバーゼ=3活性化のl111fif

A) ラッ1,血朧潅除モデルにおける活,i'|畑カスバーゼ-3の免疫プロット．血総注人411:判ﾊl後にt-PAとl'il

IIj;にl･PGRNまたは対!!(1 IgGを投与したt-PA : tissueplasminogenactivatol･, IgG ; conn･olprotein,

I･PGRN: 1･ecombinantpl･ogranulin.

B) !ツアクチンに対する活性型カスバーゼ-3のデンシトメトリ－．虚血により発現が誘導された活性狐カ
スパーゼー3は. rPGRN投与により,尚意に減少した(*I)<0.05)N=4.
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投与群では活性型カスバーゼー3の発現{Itは減少

した （対照群: rPGRN投与群=33837.0

11090 ： 5077.8±3855.9 (%), p=0.028,図

3A, B).

で，一過性脳朧1mに対する細み換えマウスPGRN

による神経細胞保謹効果を報告している'3)．将

来の|臨床応川を検討する上で,PGRNの神経刑ll胞

保泌作川が極を越えて認められるかを検証した．

このため，細み換えヒトPGRN蛋白を用いて， ラ

ッ I､Ⅲl栓塞栓モデルにおいて， ヒトrPGRN投与

群と対照腓を比較した．脳梗塞体械については，

上 1， I･PGRN投与腓34.56±6.3%,対照僻

51.3±2．6％で，前者において梗塞体被の有意な

縮小を認めた(P=0.045)(図6A,B).

《1 ． PGRNはカルパインの発現を阻害しない

C末端25kDa断片は， カルシウム依存性システ

インプロテアーゼであるカルパインで切|析される

nl能性が報告されていることから （図:l)'(')-'2)

|悩朧lll後のカルパインの発現凪を検討した．脳神

経系で主として機能しているカルパイン1および

カルパイン2について検討したが, 1･PGRN投与

にてこれらの発現』,tには変化を認めなかった（カ

ルバイン1では対照群: 1･PGRN投与群=67.8

16.5 ： 55．0±10.4 (%), p=0.541. カルパイン

2では対照群: l･PGRN投与群=244.5±79.0 :

164.9±55.4 (%), I)=0.554.図5A,B, C).

考 察

今IDIの検討で，一過性脳脹1m後, PGRNヅクア

ウトマウスでは,TDP-43の細|胞質における異常

局在がjWllした（図l). これは，虚IIL後の核蛍lLI

TDP-43の細胞質への秘肋をPGRNが抑制して

いる可能'|'|§を示唆する． さらに，私はrPGRNを

F椛流時にtPAとともに,'ii注することにより，全

長型TDP-43並の減少が仰ilillされ， カスパーゼー

5.PGRNは脳梗塞体積を減少させる

これまでのラッ |､ lll栓塞栓モデルを用いた検討

Full lengthofTDP-43

F三房壺雨悪忌1
219-220

(25kDa-C)
89-90

(33kDa-C)

↓ ↓ CterminalNterminal

A

甲
NuclearLocalizationSignal
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4141

B
▲▲▲ ▲

286－287 323－324

295-296 (~10kDa-C)

297-296

(34~37kDa-N)

220
414

25kDafragmentofTDP-43

図4I TDP-43におけるカスバーゼとカルハインの切断認識部位

A)全瞳型TDP-43にはカスバーゼの切断認識部位がｲ〃する （矢印).25kDaCイミ端断片は

核局在シク・ナルを有さない．

B) 25kDaCイミ端断片には，繊放のカルパインの切|析認識部位がｲ〃lそする （欠蚊)．

一
一



鳥谷部：脳朧血に対する成長因子プログラニュリンの神経保謹メカニズムの検討 687

A
sham control rPGRN

p

’
…』

両7両
1ー

』

』
ｒ
両
一

雨

calpainl 海替瑚

calpain2

－－－6-actin

emboli

t-PA

IgG
rPGRN

＋
＋
十
一

＋
＋
一
十

＋

ー

B C
calpainl calpain2

35090

０
０
０
０
０
０
０
０
０

８
７
６
５
４
３
２
１

（
誤
）
の
①
潭
里
む
つ
の
乞
里
２

、
釦
叩
印
”
釦
０

３
２
２
１
１

（
ま
）
的
の
窪
２
面
で
①
屋
冨
一
色

T

'二亘
三■三 一 I

’ I

sham lgG rPGRN sham lgG rPGRN

図5 1il膣塞栓モデルにおけるカルパイン発現の比較

A) ラット1m栓塞栓モデルにおけるカルパイン1およびカルパイン2の免疫プロット．血栓注入

4時間後に1-PAと同時にI･PGRNまたは対照IgGを投与した. l-PA息 ussueplasminogel1

activatol･, IgG: controlprotein, rPGRN; l･ecombinantl)1･ogranulin.

B) βアクチンに対するカルパイン1のデンシトメI､リー. l･PGRN投与はカルパイン1の噌加
を抑制しない(p=0.54).N=4.

C) βアクチンに対.するカルパイン2のデンシトメトリ一J･PGRN投与はカルパイン2の瑚加
を抑制しない(1)=0.55)N=4.

られた. rPGRNによる'rDP-43の限定分解の抑

制はmvitI℃では報告がなされているが，その機

序については不明である’1)．今後, rPGRNがカ

スパーゼー3の活性化を抑制する機序に関して検

討する必要がある．

l･PGRNが脳虚血後,TDP-43の25kDal折片の

生成を抑制しなかった理由の一つとして，蛋白分

解群衆カルパインによってTDP-25kDal折片が

さらに切|析された可能性がある （図4)10)-12）

3の活性化が抑制されることを示した（図2， 3)．

これまでの検討で，脳虚lil後に細胞透過性カス

パーゼー3阻害薬を脳室投与すると,TDP-43の

限定分解が抑制されることが報告されている14).

TDP-43にはカスパーゼ-3の認識部位が少なく

とも2ヶ所あることが知られているが'0)'1）

rPGRNが脳虚血後のカスパーゼ-3活性化を阻害

することにより,TDP-43の限定分解を抑制し，

全長型TDP-43の機能が保持されるものと考え
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li1帷塞朧モデルにおける1･PGRNの効果

01iumchlol･ide)染色によるll剛拠雅の比'lif

図6

A)TrC(2,3,5-h･iphenyltell･azo1iumchlol･ide)染色によるll剛拠雅の比'lif. conU･ol ;EI家1m血栓

注入411#llll後にIgG100/zgを脈注し，その直後にt-PAをIW注したII ． rPGRNi臼家ⅢlⅢ栓

注入4時間後にヒトl･PGRN50/4gを肺注し，その直後にt-PAを締注した群．
B)血栓塞栓モデルにおける脳|幽雅休職の比較. rPGRN投与により脳梗塑休職が減少した

(*p<0.05)N=7.

一方, TDP-43はALS¥FILDでは,TDP-43

の異常リン酸化や不溶化，凝集体形成を介して，

toxicgainoffilnctionによる神経細胞|蹴害をもた

らすことが知られている20)．特に異常リン酸化

は，オリゴマー形成を促進し，神経刑11胞赤性を発

揮する可能性もあるが21)，これまでの検討で,脳

虚血後にTDP-43の異常リン酸化や不溶化は認

められないことが確認されている'2)．本研究の

結果では， ラッ ｜､血栓塞栓モデルにおいて

TDP-4325kDa断片が有意には増加しなかった

ことから，脳朧血においては，神経変性疾患にて

考えられているtoxicgainofiilnctionの機序では

なく,TDP-43のIossofiimctionであり, PGRN

はその仰lliﾘに作用する可能性が考えられた．

岐後に,*lilf究では，ラット血栓塞栓モデルに

おいて，上l､PGRNを投与し，盲検にてその効果を

評mliしたヒトPGRNは593アミノ酸から成り

ラットPGRNに対して84%は相同性がある20）
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(Epithelin/GI･anulinPI･ecursor).DevBiol.217:

406-418,200().

4)HeZandBatcmanA:Progranulin (granulin-

el)ithelinprecursor,PC-cell-derivedgl･()wlh

iactor,acrogl･anin)mediatestissuerepairand

tumorigenesis.JM()IMe(le.81:600-612,2()()3.

5)KanazawaM,Kawamul･aK,Takahashi 'I､,Miura

M,TanakaY,K()yamaM,ToriyabeM,Igal･ashi

H,Nakada'l､,NishiharaM,NiShizawaMall(I

ShimohataT:Mullil)letherapellticeffectsofI)l･0-

granulinonexperimenlalacuteischaemicstl･()ke.

BI･ain・ 138: 1932-1948,2015.
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VanackerP,BogaerIE,vanSwietenJ,Carmcliel

P,Van l)enBoschLandRobberechtW:

Prograllulilliilnclionsasaneurotrophiciact()1･to

regulatencurite()utgrowthandenhanceneu-

rollalsurvival.JCellBi().181:37-41,2008.

7) Lair(IAS,VanH()eckeA,DeMuynckL,Timmers

M,Vanl)ellBoscllL,VanDammel)and

R()bberechtW:Pr()granulinisneurotroI)hicill

vivoandpr()lectsagaillstamutantTDP-43

induCe(lax()n()palhy.PIoSOne.5:el3368,201().

8)MackenzielR,BakerM,Pickering-BrowllS,

HsiungGY,Lin(1h()ImC,DwoshE,GassJ,

CanlIoIIA, Ra(lemakel･sA,Hutlo11Man(I

FeldmanHH:Theneul･01)athologyoffi･ont()tem-

p()1･al lobal･degenel･aliollcausedbymlltati()11sill

thepl･ogranulingcne・BI･aill. 129:3081-3090,

2()()6．

9) CrutsM,Gijselinckl,vanderZeeJ,EI1gelbol･ghs

S,WilsH,Pirici l),RademakersRVandenberghe

R,Dermau(B,Mal･linJJ,vanDuijnC,Peelel･sK,

Sci()tR,Sanl(JIIsP, I)(jP()()Iel･T,Mattheijssens

M,VandeI1BI･()eckM,Cuij! I,VeImekensK, I)e

I)eynPP,Kumal･-SinghSandVanBrocckll()ven

C:Nullmulali()IIsill l)rogl･anulincauseubiquitin-

I)()silivefi･ontoteml)oraldementialinkedI()chl･0-

mosomel7q21・Nallll･e､442:920-924,2()()6.

1()) ZhangYJ,XuYF, I)ickcyCA,BurattiE,Bal･alle

F,BaileyR,Pickel･ing-Bl･ownS,DiCks()11 1) flll(1

PetrucelliL:Pr()gl･anulinmedialescasl)ase

(Icl)endelllcleavage()ITARDNAbiI1(lingl)I･()-

leill-43.JNeul･osCi.27: 10530-10534,2()()7.

今lul,対!!<!と比較して梗塞体枇のｲ1.意な減少を認

めたことから，プログラニュリンは，繩を越えて，

神経剤ll胞保泌作川を示すことが|職2された．今後，

臨床応川をI1指す必要がある．

結
垂
輌

脳虚llilに対するPGRNの神絲糺ll胞保護作川の

機序としては,TDP-43のIossoffUnCtionの抑

制，すなわちカスバーゼー3のi,W'性化を阻害し，核

"FITI)P-43の限定分解を仰ilillすることにより，

全艮咽TDP-43を核Iﾉ1に保腓-ﾘｰることで， その

機能を保つことが頑要であるものと琴えられた．
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