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脳虚血一再灌流モデルにおけるFas介在性

　　　　　　　　　アポトーシスの発現

城戸幹太＊，森　士朗＊＊，立浪康晴＊
　　　　　　猪狩俊郎＊，岩月尚文＊

　緒　　　言

　虚血による脳神経細胞死にアポトーシスの関与

が注目されるようになって久しいが1～3），未だそ

の機序に関して不明な点も多い．

　本研究においては，虚血性脳疾患におけるアポ

トーシスの発現のメカニズムとその意義を解明す

る手がかりの一つとして，アポトーシスを誘導す

るタンパクとして知られているFasおよびFas
ligand（Fas　L）が4、lo），虚血性脳疾患において関

与しているかどうかについて，機能的なFasの遺

伝子を欠損しているMRL／MpJ－lpndpr（㎜pr）

系マウス11）およびFas　Lを規定する遺伝子を欠損

しているMRL／MpTn－glaUgld（MRL／gld）系マウ

ス12・13）を用いて検討し，さらに，脳梗塞巣に浸潤

している好中球がアポトーシスを起こしているか

どうか，起こしているとすれば，Fas　LFas系を

介しているかどうかについて検討した．

材料および方法

1．実験動物

　Jackson　Laboratories　（Bar　Harbor，　Maine，　USA）

由来の2か月齢の雌雄マウス，㎜pJ一≠／≠

（MRL1十）（正常コントロールマウス），　MRLApr

（Fas欠損マウス），およびMR：Llgld（FasL欠損

マウス）を用い，東北大学医学部動物実験施設に

て同施設の実験指針に準じて飼育・実験を行っ
た13）．

＊東北大学歯学部附属病院歯科麻酔科
＊＊@　　同　　　第二口腔外科学講座

ll．実験法

　一過性局所脳虚血一再尊閣モデルの作製＝本研

究においては，Yangら14）の方法に準じて一過性

脳虚血一再灌流モデルを作成した．すなわち，ハ

ロタン3．5％で麻酔導入し，フェイスマスクを用

いてハロタン1．0～1．5％，笑気70％，酸素30％で

維持し，保温マットで直腸温を約37℃にコント

ロールした．消毒・局所麻酔の後，頸部中央に縦

切開を加え，右総頸動脈を剖出，同側外頸動脈を

結紮・切断し，そこから先端を丸めた5－Oナイロ

ン糸を，総頸動脈分岐部から中大脳動脈の起始を

閉鎖，遮断するまで内頸動脈に向けて11±0．5㎜

挿入し，これにより中大脳動脈を閉塞した．所定

時間の中大脳動脈閉塞後，ナイロン糸を除去する

事により早撃流を行った．コントロールマウスと

してナイロン糸を中大脳動脈を閉塞させるには短

い長さの8㎜挿入したモデルにも同様の操作を

行った（sham手術）．

1．虚血時間とアポトーシス発現の関連

　MRL／＋（雄12匹）を用いて，前述の一過性中大

脳動脈閉塞一再灌流モデルで虚血時間を30分，1

時間，および2時間の各群（nニ4）に設定した．

24時間再灌流後，ハロタン麻酔下で屠殺，直ちに

生理食塩水および10％中性緩衝ホルマリン液にて

尊志固定を行い大脳を摘出，24時間固定後，前交

連の部位にて前額愉し，通法に従ってパラフィン

包埋，6μmの切片を作製，Poly－L－lysine－coated　slides

を使用し，病理組織学的検討のためにヘマトキシ

リンーエオジン（HE）染色，アポトーシスの評

価のためにTUNEL染色を行った15一一18）．染色に

はTakara　in　sitU　Apoptosis　Detection　Kit（Takara社
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製）16～18）を用いた．

2．好中球の浸潤とアポトーシスの発現

MRL1十（n＝9），㎜pr（n＝12），および

MRL／gld（n＝6）を用いて，一過性脳虚血一再今

流モデルにおけるアポトーシスの発現を検討し

た．手術を行ったマウスは，再灌流24時間後大量

ハロセン麻酔により安楽死させ，直ちに脳および

脾臓を採取した．脾臓はTUNEL法および後述す

る免疫組織化学的染色の際にコントロー・ルとする

ため採取した．これらを0．C．T．　Compound（Miles

Inc．社製）に包埋，アセトン・ドライアイスにて

急速凍結した．作製した凍結組織標本は，切片作

製時まで一80℃で保存した．

　凍結組織切片は，クライオスタットを用いて前

交連の部位にて前額断し，厚さ4μmで作製，ス

ライドグラスにはPoly－L－lysine　coated　slidesを使

用し，TUNEL染色を行った15～18）．

　さらに梗塞に伴って浸潤する好中球の検討のた

め，前述した一過性脳虚血一再灌流モデルの検討

に用いたマウスのうちMR1ノ＋（n＝6），　MRLApr

（n＝5）について，好中球を特異的に検出する

抗マウスLy－6G（Gr－1）モノクローナル抗体

（PharMingen社，　USA）19’20）を用いてavidin－bio－

tin－peroxidase　complex（ABC）法免疫組織化学的

染色を行った21・　22）．

　また，Ly・・6G染色とTUNEL，染色との二重染色

法により好中球におけるアポトーシスの発現につ

いても検討した．

3．TUNEL陽性細胞数のカウント

光学顕微鏡を用いて，各実験群のTUNEL陽性

細胞を全てカウントした．アポトーシス小体は集

糊している一群をもって1個とした．

4．好中球浸潤の検討

　厚さ4μmの3枚の連続切片を作製，それぞれ

の切片に含まれる細胞数はほぼ同等であると考え

られることから，それぞれに上記の染色を行い次

のような関係式を用いて，TUNEL陽性の好中球

数について検討した．

①全TUNEL陽性冷塊（A）
　②Ly－6G抗体陽性細胞数（B）

　③二重染色によるTUNEL陽性細胞数と
　　Ly－6G陽性細胞数の和（c）

　④好中球以外のTUNEL陽性細胞数（D）＝

　　C－B

⑤好中球のTUNEL陽性細胞数（E）＝A－D

　以上の式より好中球のTUNEL陽性細胞数およ

び好中球以外のTUNEL陽性細胞数をそれぞれの

マウスについて算出した．

5．統計学的検討

　全ての測定した実測値は平均±標準偏差で表

し，群間の比較はstudent－t検定を行った．　p＜

0．05未満をもって有意差ありとした．

結果

1．虚血時問とアポトーシス発現の関連

　中大脳動脈を30分間閉塞し，24時間再興流した

MRL／＋の群においては，虚血側の中大脳動脈の

支配領域である視索前野および線条の領域に，比

較的限局して梗塞巣を認め，虚血時間が1時間，

2時間と長くなるのに従って，梗塞巣が拡大し，

2時間閉塞した群においては，大脳皮質におよぶ

梗塞巣を認めた（図1）．

　梗塞巣と正常組織との境界領域のいわゆるペナ

ンブラには，核が凝縮した細胞やアポトーシス小

体と思われる断片化した核の集籏がみられ，好中

球の浸潤を伴っていた．

　TUNEL陽性細胞の出現頻度は虚血時間が30分

から1時間にかけて有意に増加していた．虚血時

間2時間の群においては壊死した細胞が多く認め

られ，梗塞巣が広範囲に及んでいた．（写真1，

図2）．

2．㎜L陽性細胞数の検討

　MRL！＋において虚血時間の違いによるTUNEL

陽性細胞の発現を観察したところ，1時問虚血一

24時間再僧階モデルにおいて，最もよくアポトー

シスがみられた．従って，本研究においては，こ

の条件において，Fas欠損マウスとしてMRLApr，

Fas　L欠損マウスとしてMRL／gld，および正常コ

ントロールとしてMRL！＋の一過性脳虚血一再灌

30min lh 2h

図1　虚血時間と梗塞巣の広がり
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写真1　虚血時間とTUNEL陽性細胞の発現

　　　A，B：30分虚血一24時間再灌流　　　C，　D：60分虚血一24時間再灌流

　　　E，F：120分虚血一24時間再灌流

　　　　A，C，　E：いずれもH－E染色×132

　　　　B，D，　F：いずれもTUNEL染色×132
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流におけるアポトーシスの発現の検討を行った．

　MRL1＋，　MR：Lnpr，およびMRI／gldの3群の

全TUNEL陽性細胞数を比較したところ，MRL！＋

は519．2±196．5個，MRI／lprは241．3±87．2個，

MRLlgldでは318．3±105．1個となり，MR：Lノ＋と

MRLllpr間にp＜0．01，　MRL1十とMRLlgldの間

にp＜O．　05で有意差を認めた（図3）．MRL／lprと

MRLlgldの間には有意差は認めなかった．また，

sham手術を行ったマウス，および脳虚血再灌流

モデルの非虚血側にはTUNEL陽性細胞の発現は

認めなかった．

3．梗塞巣周辺領域における好中球浸潤とアポ

　トーシスの発現

　梗塞に伴って出現する好中球浸潤とアポトーシ

スの発現の検討のため，抗マウスLy－6Gモノク
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ローナル抗体を用いてABC法による免疫組織化

学的染色を行い，さらにLy－6G染色とTUNEL染

色との二重染色法により好中球におけるアポトー

シスの発現についても検討した．

　MRL／＋とMRL／lprの脳梗塞巣周辺領域に浸潤

するLy－6G陽性細胞数に有意な差は認めなかっ

た．前述の算定式により算出されたTUNEL陽性

Ly－6G陽性である細胞はMRLノ＋でユ09。5±83．1

個，MRLllprで96．2±65．4であり二群問に有意差

は認めなかった（図4）．Ly－6G陽性細胞を除いた

TUNEL陽性細胞数は，MRIノ＋が345．4±165．5，

MRMprが122．3±63．5であり，二酉間に有意差

を認めた（P＜0．01）（図5）．また，MRL1＋におい

て全TUNEL陽性細胞数に対するLy－6G陽性

TUNEL陽性の細胞数の割合は21．09％であった．

考 察

　脳虚血の開始とともに急速に始まるエネルギー

代謝障害によって進展する神経細胞の形態的変化

は，従来，典型的な壊死（ネクローシス）と考えら

れてきた．しかし，1993年のTominagaら1）の報告

以来，これまで虚血性神経細胞死の実験モデルと

して広く用いられてきた中大脳動脈閉塞モデルな

どで，脳虚血におけるアポトーシスの発現を示唆

する報告がなされるようになってきた1““3・23’一26）．

　Choppら25）は，一過性局所脳虚血モデルを用い

た詳細な検討により，TUNEL陽性の神経細胞が

梗塞巣と正常組織との境界領域に観察され，その

発現が虚血時間の延長とともに増加し，虚血後一

か月にわたり観察されることを報告している。ま
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図5　好中球以外の細胞におけるTUNEL陽性細胞数

た，局所脳虚血モデルにおいてもアポトーシス小

体が光顕1・23～27）・電顕レベル28）で観察されてお

り，本研究においても同様の結果が得られた．従っ

て，虚血性神経細胞死の一部にアポトーシスが関

与することはほぼ間違いないものと考えられる．

一方，アポトーシスを誘導するタンパクとして

Fas抗原がよく知られている．　FasはTumor・Nec－

rosis　Factor（TNF）ファミリー一に属す・型膜蛋白

質で4～7），同じくTNFファミリーに属する・型

膜蛋白質のFas・しが7～9），その受容体であるFasに

結合することにより細胞にアポトーシスを誘導す

る10）．Matsuyamaら29・30）は，一過性脳虚血一再灌
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流モデルを用いた実験から，虚血後の脳において

Fas　mRNAが虚血後6時間をピークに誘導され，

24時間後には消失するという結果を示し，虚血後

の脳においてはFas介在性アポトーシスが，再灌

頂後24時間以内に始まることを推測している．し

かし，Matsuyamaら29・30）の報告においては，脳虚

血におけるFasの発現動態は示されてはいるが，

アポトーシスの発現動態を直接示す結果は提示さ

れていない．アポトーシスの誘導には，Fasの他

にp53やbcl－2を含めた様々なアポトーシス関連

遺伝子の発現が関与している．従って，Fasの発

現が，即アポトーシスの誘導を意味するものでは

なく，Fasの発現とアポトーシスの誘導を同時に

検討して，はじめて虚血性脳疾患におけるFas介

在性アポトーシスの関与を論ずることができるか

と思われる．

　本研究においては，機能的なFasの遺伝子を欠

損しているMRLApr，さらにFas　Lを規定する遺

伝子を欠損しているMRLlgldを使用し，虚血性

脳疾患におけるFas介在性のアポトーシスの関与

についてTUNEL法を用いて検討した．その結果，

コントロールマウスであるMRL1＋のアポトーシ

ス発現頻度に比べ，MRLZIpr，　MRLlgldのアポトー

シス発現頻度が有意に少なく，脳の梗塞性病変部

におけるアポトーシスの発現にFasおよびFas　し

が関与することが示された．

　本研究の結果から考えると，FasあるいはFas

：しの発現の調節を介した虚血性脳疾患の治療法も

可能かと考えられる．

　一方，好中球より放出されるフリーラジカルや

プロテアーゼが，アポトーシスの引き金となって

いると考えられることから，白血球接着因子

（CD　11）に対する抗体を投与し，脳虚血時の脳

組織中への好中球の動員を抑制し，脳組織におけ

るアポトーシスを間接的に抑制する試みもなされ

ている31）．この報告では，抗CD　11抗体の投与に

より，アポトーシスを示す神経細胞数の減少とと

もに，梗塞巣の縮小が示されている．虚血性脳疾

患病変部の病理組織学上の経時的変化として，虚

血状態成立後約24時間で好中球浸潤を認める．

従って，この好中球の浸潤を抑制できれば，前述

したように，脳組織におけるアポトーシスをある

程度抑制できる可能性がある．しかし，生体にお

いては，約48時間後には好中球浸潤が消退するこ
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とが知られており，また，一般に脳梗塞巣におい

ては膿瘍すなわちネクローシスに陥った好中球の

集三面が形成されないことも周知のことである．

好中球がネクローシスに陥った場合，好中球の細

胞質内に含有しているフリーラジカルやプロテ

アーゼなどが散乱し，周囲組織を破壊することが

考えられることから31・32），脳梗塞巣に浸潤する好

中球がアポトーシスを起こすとすれば，好中球で

のアポトーシス発現は，組織破壊の拡大を防止す

るメカニズムの一つと考えられる．しかし，脳梗

塞巣における好中球のアポトーシスについての報

告は少ない33）．虚血性脳疾患におけるアポトーシ

スの発現のピークは虚血後24時間から48時間であ

ることが知られており30），この期間は好中球が脳

組織に浸潤している期間でもある．従って，本研

究においては，脳梗塞巣における好中球のアポ

トーシスの発現についても検討した．その結果，

梗塞性病変部で認められるアポトーシスに陥って

いる細胞の約20％が好中球である可能性が示唆さ

れた．しかし好中球のアポトーシスの発現がFas

介在性であるかどうかについては不明であった．

また，好中球以外の細胞におけるアポトーシスで

は各群で有意差が認められたが，これらの細胞に

は主に神経細胞やダリア細胞，血管内皮細胞また

他の炎症性細胞などが含まれる可能性がある33）．

今後，これらの細胞にアポトーシスの発現に関し

て詳細な検討が望まれる．

　これまで，虚血性脳疾患におけるアポトーシス

は，生体にとってネガティブな細胞応答として捉

えられてきており，アポトーシスの抑制法などを

提唱する報告もなされている31）．しかし，脳組織

の障害は，たとえそれが極めて小範囲なもので

あっても，生体にとっては致命的である場合があ

る．従って，虚血性脳疾患におけるアポトーシス

の発現の意義についての評価は慎重であるべきで

ある．今後，好中球を含めた虚血性脳疾患の病変

部に出現する様々な細胞の細胞死のメカニズムに

関してのさらなる検討が必要である．
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