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はじめに

緒一

近年、ヒトをはじめとする成体噛乳動物中枢神経系において、神経系幹・前駆細胞

(neuralstem/progenitorceⅡS:NPCS)が存在し、新たにニューロンが生み出されること

が明らかとなった。その代表的な音剛立が但明畄室下帯(subventricularzone:SVZ)および

海馬歯状回(dentate部rus:DG)である。海馬は、大脳辺縁系の一部であり、 CAI、 CA2、

CA3およびDG領域から構成される、また、 DGは内側から歯状回門(亙IUS)、穎粒細胞

層下帯(sub牙ranularzone: SGZ)を含む穎粒細胞層(granuleceⅡlayer: GCL)および

分子層(molecularlayer: ML)から構成される(F喰.1)。
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成体啼乳動物のNPCSは、SGZとSVGに存在し、成熟度により3~4種類に分類さ

れている(Fi客.2)。

GCL@"
邸婦

趣癖.ー、鵜^愈琴戯
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Fi牙Ure2.成体マウスDG穎粒細胞層および穎粒細胞層下帯におけるNPCSと発現

する分子マーカー
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すなわち、 1ype'1(stem ce11division)、 1ype'2a/2b (transit amplifyin宮 Ce11division)

およびlype'3(pr0曾enitorceⅡdivision)の異なる 4つの段階がある(1-3)。その NPCS

は、最終的に穎粒細胞へと分化しGCLへと組み込まれる。成体海馬のニューロンはラ

ジアルグリア様細胞である Type・1細胞を起源とし、 Type・2 細胞や lype・3 細胞など

様々な中間細胞を経て、約 30日かけて成熟ニューロンへと分化する(4・6)。 1ype・2

細胞はグリア様の表現型である圧ype・2a 細胞と早期ニューロン系の特徴を持つ

Iype・2b細胞に分けられる。 1ype・3細胞は細胞周期を終えて最終的に顯粒細胞へと分

化する細胞を生み出す(3,フ,8)。
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NPCS は、自己増殖を繰り返し中枢神経系のニューロン、アストロサイトおよびオ

リゴデンドロサイトの 3種類の細胞に分化する多分化能をもつ未分化な前駆細胞と定

義されている(Fi牙.3)。

Neural

Stem/progenitor ce11

Self・renewal oooo

(proliferati0川 0゜%、゜
Di什erentiauon

1 ＼
＼ム

Astroces J'

Fi客Ure3.NPCSは増殖能および多分化能を有する

この多分化能をもつNPCSが近年胎生期のみならず、成体からも分離培養、増殖す

ることができるようになり、中枢神経系の再生、再構築への治療につながる可育自性が

あると注目されるようになってきた。近年の再生医学の発展により1丕性幹細胞や胎児

脳から得られた細胞を用いた脳内移植療法が注目されているが、腫傷発生、免疫拒絶、

生着率などの問題点を抱えている。一方、成体噛乳類の中枢神経系に自己複製能と多

分化能を有したNPCSが存在することが明らかとなってから(9,10)、とれらの内在性

NPCSを殖活して損傷を受けた中枢神経組織を修復する試みがなされ始めた(11)。移

植治療に比較して上記の欠点はないが、部位依存性や分化能などで不明な点が多く解

決されなければならない課題を抱えている。そのため、以上の手法を用いて、種々の

神経変性疾患に対応した移植医療の実現が期待される。

Oligodendrocytes

DG は脳の記憶中枢である海馬への信号入力における入口であり、この領域でニュ

ーロン新生が活発に起きているということは、ニューロン新生が記憶や学習などの高

次脳機能に何らかの役割を果たしていることが予想される。その他、虚血に対して非

・ 3 ・
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常に脆弱であることや、アルツハイマー病における最初の病変音剛立としても知られて

いる。アノレツハイマー病などの神経変性疾患、は、特定音剛立のニューロンの減少やニュ

ーロンの内外に頻繁に発現する繊維状物質の蓄積を特徴としている。細胞内封入体の

形成は、異常なタンパク質・タンパク質相互作用やタンパク質フォールディング、ある

いは細胞の主要なタンパク質分解機構であるユビキチン・プロテアソームシステム

(UPS)の機能不全、すなわち UPS の異常調節によりおこるタンパク質の凝集に起

因するといわれている。このような症状は'proteinopathyと呼ばれ、現在ではアノレツ

ハイマー病、パーキンソン病、ハンチントン病、筋萎縮性側索硬化症など複数の神経

変性疾患(12,13)の特徴となっている神経死や機能不全の主な要因と考えられており、

根本的に完治する治療法は報告されていない。現時点では、進行を遅らせ、一過性に

改善するものの、その薬の副作用および併発する病気と闘うことが現状である。さら

に、これらの疾患は直接的に死に至らないという特徴を持っており、日本人口の 5%

にも満たないこれらの疾患は、脳が正常に機能しないがゆえに、生活の質(qualityof

1ぜe:QOL)が保てないことは言うまでもない。異常をきたした脳細胞や脱落した脳細

胞を正常に戻す、あるいは移植後の細胞自身が機能を果たすことによって、 QOLを向

上できる可能性が考えられる。以上の可能性につなげられるように、現在様々な視点

から研究が盛んに行われている。

ニューロン新生が一生涯継続するためには、 NPCS の増殖・分化・維持が厳密にコ

ントロールされている必要があるが、そのような分子メカニズムはまだまだ不明な点

が多い。神経障害後のニューロン新生については、活性化ミクログリア、およびアス

トロサイトから放出される炎症誘発性因子、グノレタミン酸、および reactive

0町宮e,vnitr0今enspecieS のような多数の内因性因子によって調節されていることが報

告されている(Tablel)(14) 0

・ 4 ・



Tablel.NPCSの増殖、分化および移動に及ぽす内因性因子および酵素の影響

(文献 14 より改変)

Endogenous

fadors/enzymes
トー凡、. C寸 t、0旦 JI 、〆

・・,、、・,、1',、、企"・・.,〕,、',゛"・'・y心0,',' 1↑L".、、,・、・,,,,,、↓を.じ瓢
,ー,,司

,', t y 、"・'"、" { 1,
、气"『人・、'ニ「、 ::

↑or↓ ↑or↓ 个TNFa

'Ⅱ一1βい,・Y 'ー'ー.、、.'、、、""*".余.or11■,,、■,'、、ゞ・、'・、,,、ー、、'ゞ,ー、・・、、&","、・,、、""'●,ル、、ー*心',・'ー、、
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脳障害時において、上記因子によるニューロン新生の調節メカニズムを解析するこ

とは、将来の神経変性疾患の治療薬開発に貢献する可能性がある。

Di什erentiation

神経変性疾患と同様に、中枢神経系に大きな損傷を与える疾患に、脳卒中が挙げら

れる。平成27年の日本人の脳血管疾患による死亡者数は、約Ⅱ万人であり、悪性新

生物、心疾患、肺炎に次ぐ死亡原因第4位である。しかし、脳卒中は寝たきりになる

疾患の第1位であることが知られ、心筋梗塞の発症率と比べても脳卒中の発症率は3

~10 倍であることから(15,16)、我が国において、脳卒中の予防および治療が重要

であることは疑いの余地がない。

脳卒中のうち、死亡の印%以上は脳梗塞である。脳梗塞は原因や病変部位によって、

アテローム血キ全陛脳梗塞、心原性脳梗塞、ラクナ梗塞およびその他に大別され、入院

時の重症度や転帰は、脳梗塞のタイプにより大きな違いがある。また、脳梗塞は再発

しやすく、日本人一般住民を対象とした前向きコホート研究において、10年間の累積

再発率は、アテローム血栓性脳梗塞46.9%、心原性脳梗塞 75.2%、ラクナ梗塞46.8%

と報告されている(17)。脳梗塞発症後は、再発予防に向け、抗凝固薬や抗血小板薬

などの脳梗塞再発予防薬を投与司、るとともに、早期の activitiesofdailylivin客(ADL)

向上と社会復帰を図るため、積極的なりハビリテーションを行うことが推奨されてい
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る。特に、発症早期のりハビリテーションの開始は、廃用症候群予防のみならず、そ

の後の機能予後についても良い傾向があるとされる(18) 0

一方、脳梗塞発症48時間以内に aspirinおよびCilostaz01などの血液凝固阻止剤を

開始すると、死亡率とともに要介護患者を有意に減少させることが認められており

(19,20)、脳梗塞発症後の脳梗塞再発予防薬の早期開始は、機能予後の改善に有用で

ある可能性がある。高次機能の改善が認められていることから、脳損傷部位付近での

ニューロン新生が活発になり、脳梗塞再発予防薬がその増殖活性および生存の維持に

関与している可育計生が示唆された。

以上のことから、本研究では、脳内ニューロン新生に対する脳梗塞再発予防薬への

影響を明らかにするため、抗凝圖薬のターゲットである thrombin に着目し、 NPCS

対する作用について解析した。また、脳梗塞再発予防薬として繁用される Cilostaz01

について、 NPCS に及ぽす影響とともに、ニューロン障害後の機能予後について検討

した。
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略語

本稿に使用した略語は以下の通りである。

ADL: activities ofdaily living

A豆BSF:4・(2'AminoethyD benzenesulfonylfluoride hydrochloride

AP: PAR'1 a今onist peptide

bFGF: basic flbroblast 今rowth factor

BLBP: brain lipid binding protein

Brdu:5'・bromo・2" deoxyuridine

CAMP:cyclic adenosine monophosphate

CdC42: ce11 division cycle42

CR豆B: cyclicAMp response element bindingprotein

DCX: doublecortin

DEPC: diethylpyrocarbonate

DG: dentate 曾yrus

DIV: day in vitro

EGF: epiderma1今rowth factor

ELISA: enzyme、1inked immunosorbent assay

ERK: P44/42 mit0今en'activated protein kinase

GAP: GTpase activatin曾 Protein

GAPDH:曾lyceraldehyde'3'phosphate dehydr0客enase

GCL:今ranule ce111ayer

GFAP:牙lialfibri11ary acidic protein

GTP:曾Uanosine triphosphate

HRP: horseradish peroxidase

LD王1:1actate dehydr0宮enase

八IAP2: microtubule'associated protein 2

11APK: mit0曾en'activated protein kinase

ML: molecularlayer

MTT:(4,5'Dimethylthiaz01-2'yD '2,5・diphenyl・2H・tetrazoliumbromide

NeuN: neuronalnuclei

Iqpcs: neural stem/pr0客e11itor ce11S

PAR: protease activated receptor

PBS: phosphate buffered saline

PFA: paraformaldehyde

フ・



Proxl: prospero'related homeobox l

PVDF: polyV血ylidene diauoride

Rho: ras hom010牙OUS

Rac: ras'related C3 botulinum toxin substrate

RTPCR: reverse transcription polymerase chain reaction

SDS: sodium dodecylsulfate

SGZ: subgranular zone

SVZ: subventricular zone

TB:1Yis buffer

TBST:1X刃'een 20 in lYis・bU丑'ered saline

TMT: trimethyltin chloride
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第1章 成体マウスDG由来NPCSの増殖にお

ける Protease activated receptor'1 の

役割

1.1.背景・目的

Thrombinは、prothrombinの切断によって産生されるセリンプロテアーゼであり、

血液凝固カスケードにおける重要な因子である。 Thrombin は、出血性脳血管疾患や

虚血性脳血管疾患などの病態時においてニューロンのアポトーシスを誘導するなど、

神経障害の原因因子であることが知られている。しかし一方で、thrombinは脳内でも

合成されていることが知られており、正常脳においてthrombinはthrombin受容体で

ある Protease'activatedreceptors (PARS)を介し、ニニューロンの分イヒや土曽殖の調整

など生理的役割を演じている可育計生が示唆されている。

PARS は、 G蛋白共役 7 回膜貫通型の受容体であり、現在までに PAR・1, PAR・2,

PAR・3, PAR・4 の四つのファミリーメンバーがクローニングされている(21)。活性

化の第一段階として、thrombin、 plasm血、trypsin などのプロテアーゼにより糸瑚包外

のアミノ酸配列が切断されると、新たに露出した受容体活性化配列が、自身の第2ル

ープに結合することで、シグナルが入力される。切断後に露出するアミノ酸と同じ配

列を有する合成ぺプチド(アゴニストペプチド)の曝露によってもシグナルを入力す

ることが可能である(F喰.4)。

Thrombin 》1<

イ、
NH2

＼、(亘^COOH

NH2

DP
H2N

Ag

Fig吐e 4. PAR・1 シグナノレ.
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PAR のサブタイプのうち、 PAR・1、 PAR・3、 PAR・4 は thrombin によって活性化さ

れ、PAR・2 はtrypsinによって活性化されるととが知られている。 PARS と共役する G

タンパク質はG12n3、 Gq/Ⅱ、 Giなど複数存在し、それぞれのシグナノレ伝達カスケー

ドと関連していることが報告されている(22)。また、 thrombin はグリアホ剛包内で合

成され、神経成長因子の分泌を高めること、 PAR・1の活性化を介してアストロサイト

の増殖を刺激することが知られている(23)。しかし、現在までに DG 由来 NPCS の

増殖におけるPARSの関与については全く報告が無い。

そこで本章では、成体啼乳動物中枢神経系における NPCS の増殖活性に対する

PAR・1の役割について評価することを目的とし、成体マウス DG由来NPCSの増殖に

及ぽすthrombin、およびPAR・1関連ぺプチドの影響について検討した(24)(Fi今.5)。

Neural

Stem/progenitor ce11

Self・renewal oooo

(proliferati0川 0゜%1,゜

Fi套Ure5.PARシグナノレはNPCSの増殖を制御するのか?
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1.2.方法

1.2.1.動物飼育

実験動物の取り扱いは、全て日本薬理学会動物実験指針にのっとり、摂南大学薬学

部動物委員会規約に基づいて行った。5週齢のddY系雄性マウス(std・ddY)(24-35宮)

を、自由摂取および摂水下、気温25 士1゜Cおよび湿度55 士2%で、 7時から 19時まで

の明期および19時から翌朝7時までの暗期をもつ明暗サイクル下で飼育した。

1.2.2.培養 dish の作成

培養 dish の各 WeⅡに Coatin牙液(5 曾/mL lam血血e、 15 曾/mL ornithine)を加え、

5%C02/95% air、 C02 インキュベーターに少なくとも 2時間静置した。その後、

Neurobasal Amedium で置換し、 5% C02/95% air、 C02インキュベーターに 4時

間以上静置した。

1.2.3.成体マウス DG 由来 NPCS の培養

1.2.3.1.初代培養

5週齢のddY系雄性マウスから、DGを単禹隹し、NeurobasalAmedium内で破砕し、

1,10orpm、 5分間遠心、した。上清を吸引後、 NeurobasalAmedium を基本とした酵

素処理液(2 宮/mLpapain、 50o g/mLDNase、 180 宮/mLneutralprotease) 37゜C、 4

分間激しく振動させながらインキュベートし、細胞間の結合を緩和した。これらの組

織小片について、1000μLのピペットマンにより50回ピペッティングし、酵素処理液

と同量の NeurobasalAmedium を加え、再度分散し 1,10orpm、 5分間遠心した。上

清を吸引後、 perc0Ⅱ密度勾配遠心法を行うため、 NeurobasalA medium を基本とし

た Perc011溶液(22% VOvvol perc0Ⅱ、 2.2% VOVV01 10x phosphate buffered saline

(PBS))を加え、 40O G、 15分間遠心した。上清を吸引後 NeurobasalAmedium を

加え、再度分散し20O G、 3分間遠心し、細胞を洗浄した。洗浄は 3回繰り返した。

上清を吸引後、 Neurobasal A medium を基本とした今rowth medium (2 mM

Glutamax、 20 n晉/mL EGF、 20 n曾/mL bFGF、 B・27 Supplement、 10O U/mL

Peniscyline、 100 創mL streptomycin)を加え、懸濁した。これらのホ醐包について、

培養dishに播種し、宮rowth medium 中で単層培養を行った。これらの細胞は、実験

に用いるまで5%C02/95%air、 C02インキュベーター内に静置し、培養した。また、

medium 交換は 24時間静置後に全量を交換し、その後は 2日置きに 75%を新しい

今rowthmedium と交換した。ホ朋包は、曾rowthmedium 中で 14'20日間(80% confluent)

培養した(Fi今.6)。

11 ・
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1.23.2.2 代目培養

1.23.1.に準じて 21・28日間オ川弌培養を行った後、dishに接着している細胞を 1000

μLのピペツトマンでのピペッティングにより遊航させ回収し、 1,10orpm、 5分間遠

心した。上清を吸引後、宮rowth medium を加え、懸濁した。これらの細胞について、

twpan blue染色を用いて生細胞を計数し、培養dish に 30,ooo ceⅡS/mLの濃度で細

胞を播種した。これらの細胞は、実験に用いるまで5% C02畑5% air、 C02インキュ

ベーター内に静置し、培養した。また、medium交換は24時間静置後に全量を交換し、

その後は 2日置きに 75%を新しい牙rowth medium と交換した。細胞は、 growth

medium 中で 6'8日間(80% C011fluent)培養した。
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1.23.3.3 代目培養

1.2.3.2.に準じて 5'7日間培養を行った後、 dish に接着している細胞を 1,000 μLの

ピペツトマンでのピペッティングにより遊雜させ回収し、1,10orpm、5分間遠心した。

上清を吸引後、宮rowthmedium を加え、懸濁した。これらの糸醐包にっいて、trypanblue
染色を用いて生細胞を計数し、各実験系に用いるために培養dishに細胞を播種し、実

験に用いるまで5% C02畑5%air、 C02インキュベーター内に静置し、培養した。

1



1.2.4.(4,5・Dimethylthiaz01-2・yl)'2,5'diphenyl-2H・tetrazolium
bromide (MTT)法

細胞増殖能の測定は、ミトコンドリア1舌性に伴う MTT 還元能を測定することによ

り行った。 1.2.3.3.に準じて調製した培養細胞について、各培養日数経過後に上清を吸

引後、 0.5m創mLMTT を 200μL/weⅡ添加し、 5% C02/95%air、 C02 インキュベー

ター内に2時間静置した。この間、生細胞によるMTTの還元およびMTT還元による

ホノレマザンの生成を誘引した。その後、当容量の 0.04 N Hcvisopropylalcoh01混合

溶液を加えて、10分間撹枠し、生細胞を溶解した。この細胞溶解液について、Mode1680

Microplate Reader (Bio・RadLaboratories)により、570 nm の吸収波長を測定した。

1.2.5. ELISA による 5'bromo・2'・deoxyuridine (Brdu)の取り込み能の
測定

細胞増殖の評価は、 ELISA法により BrdU の取り込みを測定することで判定した。

1.2.3.2.に準じて調製した培養ネ醐包を 30,oooceⅡS/mL の細胞密度に希釈し、培養 dish

に播種した。 24時間後にgrowth medium を全量交換し、薬物曝露直後に、 BrdU標

識溶液を 0.1μM になるように添加し、 5%C02/95%air、 C02インキュベーター内で

静置した。 12時間後、今rowth medium を吸引し、ヒーター式インキュベーター

MIR・162 (三洋電機バイオメデイカ株式会社)内で60゜C、 1時間乾燥させた。乾燥さ

せたネ醐包は、 ce11Proliferation ELISA, Brdu (Roche Diagnostics, Germany)の 200

μL/weⅡの FixDenat で、室温、 30分間ホ剛包を圖定させた。 FixDenat を除去後、 200

μL/weⅡの anti・Brdu・POD 反応液を添加し、室温で 1時間反応させた。

Anti・Brdu'POD反応液を除去後、 300μL/weⅡの洗浄用緩衝液で室温、 5分間の洗浄

を 3回行った。洗浄液を除去後、 200μL/we11の基質液を加えて、室温で 10分間反応

させた後に、 25 μL の反応停止液(H2S04)を添加し、 1分間撹押した。その後、 5

分以内に 96'weⅡプレートに 150 μL 移し、 enzyme・1inked immunosorbent assay

readerにより、 450nm の吸収波長を測定した。

1.2.6.分化誘導

1.2.32.に準じて 6'8日間培養を行った後、 dish に接着している細胞を 1,000 μLの

ピペツトマンでのピペッティングにより遊雜させ回収し、1,10orpm、5分間遠心した。

上清を吸引後、growthmedium を加え、懸濁した。これらのネ畍包にっいて、trypanblue

染色を用いて生細胞を計数し、 200,oooceⅡS/mLの細胞密度に希釈し、培養dishに播

種した。 24時間後に牙rowthmedium を吸引し、 NeurobasalAmedium を基本とした

medium (2mMGlutamax、 B'27Supplement、 10OU/mLpeniscyline、 100 μ今/mL

Streptomycin)で置換した。その後、 3日置きに medium の 75%量を同様の medium

で交換し、 15日間分化誘導を行った。
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1.2.フ. Lactate dehydr0今enase (LDH) 1舌性測定
細胞毒性は、培養液中に放出されたLDHの活性を2種類のキットを用いて測定し、

評価した。

1.2.フ.1. LDH cytotoxicity Detection Kit・WST による測定

1.2.32.に準じて継代した細胞を今rowthmediumで200,oooceⅡS/mLの細胞密度に

希釈し、培養 dish に播種した。 24時間後に宮rowth medium を全量交換し、その後

thrombinを IU/mL、またはAPを 100μMの濃度になるよう曝露し、5%C02/95%air、

C02 インキュベーター内に静置した。 24時間後、 LDH cytotoxicity Detection

Kit'WST (Dojindo MolecularTechn010gies,1nc., USA)の Lysis bU任er を 10 μL加

えC02インキュベーター内でインキュベーションした。30分後、各WeⅡから上清 100

μLを測定用 96穴プレートに移し取り、すべてのWeⅡにDyeMixture に適量のAssay

BU丘er を加えて溶解した Workingsolution lo0μL加え、遮光・室温で30分間呈色

反応を行った。その後、反応停止液を50μL加え、インフィニットF50R吸光プレー

トリーダー(和光純薬工業株式会社)により、 490nmの吸収波長を測定した。

1.2.フ.2. LDH cytotoxiC北y Detection Kit による測定

12.3.2.に準じて継代したホ醐包を今rowth mediumで 30,ooo ceⅡS/mL のホ剛包密度に

希釈し、培養 dish に播種した。 24時間後に growth medium を全量交換し、その後

thrombinを IU/mL、またはAPを 100μMの濃度になるよう曝露し、5%C02/95%air、

C02インキュベーター内に静置した。曝露後 1、 2、 3、 4日目、各WeⅡから上清 100

μL を測定用 96 穴プレートに移し取り、すべての WeⅡに LDHcytotoxicityDetection

Kit (Takara Bio lnc., Japan)の SolutionA: catalyst (青キャップ)と SolutionB

Dyesolution (赤キャップ)を 1'サンプルあたり 2.5μL:112.5μLで混合して作成し

たSolutionc:反応混合液を 100μL加えて、遮光・室温で30分間呈色反応を行った。

その後、インフィニット F50R 吸光プレートリーダー(和光純薬工業株式会社)によ

り、 490nm595nmの吸収波長を測定した。

1.2.8. mRNA の調製

1.2.8.1. NPCS の mRNA の調製

1.2.3.に準じて培養した継代直後の NPCS を回収し、 1,10orpm、 5分間遠心分籬し

た。また、コントロールとして上清を除去後、1Yiz01500μL を添加し、超音波破砕後、

室温で5分間静置させた。次に、 chloroform 200 μL加え、 15秒間撹枠し、室温で 3

分静置させた。その後、4゜C、15,ooorpm で 20分間遠心分禹隹を行い、上清を isopropan01

中に回収した。転倒混和後、室温で 10分間反応させた。続いて、 4゜C、 15,00OTpmで

30分間遠心分離し、上清を除去後、 70% ethan01で洗浄し、 4゜C、 15,ooo rpm で 10

分間遠心分離を行った。 70% ethan01 を完全に除去し、得られた沈査に

14 ・



diethylpyrocarbonate (DEPC) 15 μL を加え、これを totalRNA とした。この total

RNAは吸光度測定により濃度を決定した。

1.2.8.2.マウス肺の mRNA の調製

1.2.8.1.に準じてマウスの肺のmRNAの調製を行った。

1.2.9. Reverse transcriptionpolymerasechain reaction (RTPCR)法

1.2.8.に準じて得られたtotalRNA1μg相当量を65゜Cで10分間インキュベートし、

氷中に放置した。 Ready'TO・GOTMYOU・prime First'strand BeadS に totalRNA 1μg

相当量およびoli宮0 (dT)を加え、穏やかに撹排した後、 37゜Cで 1時間、逆転写反

応を行うことにより、CDNAの合成を行った。続いて、得られたCDNAをPCRbU任er、

dNTp mix、各種PrimerおよびTaq DNApolymerase と混合し、 PCR cycler により

増幅させた。 RT・PCRは、 95゜C、 4分間の熱変性から開始し、最後に 72゜C、 10分間の

伸長反応を行った。使用した各種Primer、および反応条件をTable2 に示す。いずれ

のPrimerにおいても、変性および伸長反応はそれぞれ95゜Cで30秒、および72゜Cで

1分行った。得られたPCR産物はGelRed を含む 1%(W/V)アガロースゲルで電気泳

動を行った。

Table2.RTPCR分析に用いたPr血erおよび反応条件(文献24より転載)

Cenes

PAR・1

Upstream (5'-3')

DO、Nnstream (5'-3')

PAR・2

ACCCACCCACAATCACACAC

TCCGACATGAACGCAGCAG

TCGCACCTATCAcccrrcrc

CCACCTrccccATCTAAATC

ACACAAcrcACCAAAGCCAAC

TAccccrcrGccrrrrcrrcT

ACCCCAACTcacACACAAC

CCAACTCCTAACCCACTCCT

PAR、3

PAR、4

1.2.10.免疫細胞化学法

1.2.10.1. Nestiwbrain lipid binding protein (BLBP)

1.2.3.に準じて培養した細胞を 1.2.2.に準じて作成した培養 dish に回収し、その 24

時間後の細胞を用いた。 4%paraformaldehyde (4%PFA)を用いて、 20分間、 4゜Cで

細胞を固定した後、 0.03%Neen20inlYis・bufferedsaline (TBST)で洗浄し、 TBST

で希釈した 5%ヤギ正常血清で室温 1時間のブロッキングを行った。続いて、 mouse

anti'BLBp monoclonalantibody (1 μ套/mL)、または rabbit anti・nestin polyclonal

PI'odud (b.P.)

206

330

AnneaⅡng temperatⅢ'e

Annealing time

243

60.1 0C

30 S

62.0 ゜C

30 S

57.0 OC

30 S

57.0 OC

30 S

303
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antibody (1 μ套/mL)を antibody diluent で希釈し、 4゜Cで一晩反応させた。 TBST

で洗浄後、 TBST で希釈した Nexa'Fluor 568'conjU今ated anti・mouse 1曾G (H+L)

antibody または Nexa'Fluor 488'conjugated anti・rabbitlgG (H+L) antibody を、

室温・遮光で2時間反応させた。続いて、 Hoechst33342 (5μg/mL)をTBSTで希

釈し、室温・遮光で20分間反応させた。その後、TBSTで2回洗浄し、VECTASHIELD⑧

mountingmedium (Hardset)を用いて圭寸入を行った。

1.2.10.2. prospero、related homeobox l (proxl)/microtubule・associated

Protein 2 (八IAP2)

1.2.3.に準じて培養したネ剛包を 1.2.2.に準じて作成した培養 dish に回収し、 1.2.6.に

準じて分化誘導を行った細胞を用いた。 4%paraformaldehyde (4%PFA)を用いて、

20分間、 4゜Cでホ剛包を固定した後、 0.03% Neen 20 in lYis・bU任ered saline (TBST)

で洗浄し、 TBSTで希釈した5%ヤギ正常血清で室温1時間のブロッキングを行った。

糸売いて、 rabbit anti'proxlpolyclonalantibody (1:500)、および mouse anti・入仏P2

monoclonalantibody (1:500)を混合して antibodydiluent で希釈し、 4゜Cで一晩反

応させた。TBST で洗浄後、TBST で希釈した Nexa'Fluor568・conjU曾atedanti・mouse

1牙G (H十L) antibody、およびNexa'Fluor488'conjU今ated anti'rabbit1今G (H十L)

antibody を混合し、室温・遮光で2時間反応させた。続いて、Hoechst3認42 (5μ創mL)

をTBSTで希釈し、室温・遮光で20分間反応させた。その後、 TBSTで2回洗浄し、

VECTASHIELD⑧mountin牙medium (Hardset)を用いて圭寸入を行った。

1.2.103. protease・activated receptor・1 (PAR・1)/nestin

1.2.3.に準じて培養した細胞を 1.2.2.に準じて作成した培養 dish に回収し、その 24

時間後の細胞を用いた。 4%paraformaldehyde (4%PFA)を用いて、 20分間、 4゜Cで

ネ剛包を固定した後、 0.03%Neen20innis・bufferedsaline (TBST)で洗浄し、 TBST

で希釈した 5%ヤギ正常血清で室温 1時間のブロッキングを行った。続いて、 rabbit

anti'PAR'1 Polyclonal antibody (1:100)、および mouse anti'nestin monoclonal

antibody (1:200)を混合して antibody diluent で希釈し、 4゜Cで一晩反応させた。

TBST で洗浄後、 TBST で希釈した Alexa'Fluor 568'conjU今ated anti・mouse lgG

(H十L) antibody、およびNexa'Fluor 488'conjU今ated anti'rabbit 1曾G (H+L)

antibodyを混合し、室温・遮光で2時間反応させた。続いて、Hoechst33342 (5μg/mL)

をTBSTで希釈し、室温・遮光で20分間反応させた。その後、 TBSTで2回洗浄し、

VECTASHIELD⑱ mounting medium (Hardset)を用いて封入を行った。

1.2.10.4. Glia16bri11a"y acidic protein (GFAP)/doublecortin (DCX)

12.3.に準じて培養した細胞を 1.2.2.に準じて作成した培養 dish に回収し、 その 24
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時間後の細胞を用いた。 4%paraformaldehyde (4%PFA)を用いて、 20分間、 4゜Cで

ホ瑚包を固定した後、 0.03%Neen20inlYis・bU任eredsaline (TBST)で洗浄し、 TBST

で希釈した 5%ヤギ正常血清で室温 1時間のブロッキングを行った。続いて、rabb北

anti'GFAp polyclonal antibody (1:200)、および mouse anti・Dcx monoclonal

antibody (1:200)を混合して antibody diluent で希釈し、 4゜Cで一晩反応させた。

TBST で洗浄後、 TBST で希釈した Alexa・Fluor 568'conjugated anti・mouse 1宮G

(H+L) antibody、およびNexa・Fluor 488'conjU宮ated anti・rabbit lgG (H十L)

antibodyを混合し、室温・遮光で2時間反応させた。続いて、Hoechst33342 (5μ創mL)

をTBSTで希釈し、室温・遮光で20分間反応させた。その後、 TBSTで2回洗浄し、

VECTASHIELD⑧mountingmedium (Hardset)を用いて封入を行った。

1念.10.5. proxl/nestin

1.2.3.に準じて培養した*剛包を 1.2.2.に準じて作成した培養 dish に回収し、 1.2.6.に

準じて分化誘導を行った細胞を用いた。 4%paraformaldehyde(4%PFA)を用いて、

20分間、 4゜Cでホ朋包を固定した後、 0.03% Neen 20 in lYis・bU丑'ered saline (TBST)

で洗浄し、 TBSTで希釈した5%ヤギ正常血清で室温1時間のブロッキングを行った。

続いて、 rabbit anti'proxlpolyclonalantibody (1:500)、および mouse anti・nestin

monoclonalantibody (1:500)を混合して antibodydiluent で希釈し、 4゜Cで一晩反

応させた。TBSTで洗浄後、TBSTで希釈したNexa・Fluor568・conjU今atedanti・mouse

1客G (H十L) antibody、およびNexa'Fluor488'conjU牙ated anti・rabbitlgG (H+L)

antibodyを混合し、室温・遮光で2時間反応させた。続いて、Hoechst33342 (5μ創mL)

をTBSTで希釈し、室温・遮光で20分間反応させた。その後、 TBSTで2回洗浄し、

VECTASHIELD⑱mountin套medium (Hardset)を用いて封入を行った。

1.2.11.脳室内投与

マウスに抱水クロラール(50o mg小g)を腹腔内投与し、全身麻酔を施した。脳定

位固定装置を用いてマウスの頭部を固定し、頭部の剃毛を行った。消毒用エタノール

で清拭し、頭皮を切開、Bre今ma を水平とした。Bre宮maから後方0.2mm、イ則方 1.omm

の位置に電動ドリルを用いて頭蓋骨に穴を空け、深さ2.5 mmの位置にハミルトンシ

リンジと接続した 40 ゲージ針を留置した。マイクロシリンジポンプ(CX07200,1SIS

CO., Ltd., osaka)を用いて各薬物を 0.4μVminの速度で5分間投与した。投与後、

縫合糸を用いて縫合を行った。

1.2.12.組織の固定と包埋

薬物投与を行ったマウスに抱水クロラール(50o mg小創を腹腔内投与し、全身麻

酔を施した。動物を開胸し、右心耳を切開後に心尖やや左から左心室に挿入した中心
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針から、ぺりスタポンプを用いて生理食塩水を流速約8 muminで濯流させた。脱血

後、濯流液を 0.1 M sodium phosphate buffer (PH 7.4)で溶解した 4%

Paraformaldehyde (PFA)に交換し、濯流した。動物から全脳を摘出し、摘出脳を

再度4% PFAに浸し4゜Cで一晩浸し、脱脂処理を行った。組織標本を細切し、流水洗

浄を 1時間後行った後、アセトンに室温で一晩浸し、脱脂処理を行った。細切した組

織標本は、次いでエタノール脱水系列(70・100%)を通し、キシレンで透徹後、パラ

フィンを浸透させ包埋処理を行った。パラフィン包埋組織は大型滑走式ミクロトーム

を用い、3'5μmの厚さで薄切した。切片は、伸展後に親水性シランコーティングスラ

イドガラス(松浪硝子工業株式会社、大阪)に貼り付け、 40゜Cで一晩乾燥させた。

1.2.13.免疫組織化学法

1.2.13.1. BrdU田AR・1

1.2.12.に準じて作成した標本切片をキシレンにより脱パラフィン処理した後、エタ

ノール系列(100・50%)に順次浸して親水化させた。蒸留水で洗浄後、 10mMクェン

酸緩衝液(PH 7.0)中で、マイクロウェーブによる抗原賦活化処理を行った。室温ま

で冷却後、 0.03% Neen 20innis'bufferedsaline (TBST)で洗浄し、 TBSTで希

釈した 5%ヤギ正常血清で室温 1時間のブロッキングを行った。続いて、ratanti・Brdu

monoclonal antibody および rabbit anti・PAR'1 Polyclonal antibody を混合して

antibodydiluentで希釈し、 4゜Cで一晩反応させた。 TBSTで洗浄後、 TBSTで希釈し

た Nexa'Fluor 594・conjU宮ated anti'ratlgG (H十L) antibody およびNexa・Fluor

488'conjugated anti・rabbit lgG (H+L) antibody を混合し、室温・遮光で 2時間

反応させた。その後、 TBSTで 2回洗浄し、 VECTASHIELD⑧mountin宮medium を

用いて封入を行った。

1.2.13.2. NestilvpAR・1

1.2.12.に準じて作成した標本切片をキシレンにより脱パラフィン処理した後、エタ

ノール系列(100・50%)に順次浸して親水化させた。蒸留水で洗浄後、 10mMクェン

酸緩衝液(PH 7.0)中で、マイクロウェーブによる抗原賦活化処理を行った。室温ま

で冷却後、 0.03% Neen 20 血IYis・bufferedsaline (TBST)で洗浄し、 TBSTで希

釈した 5%ヤギ正常血清で室温 1時間のブロッキングを行った。続いて、 rabbit

anti'PAR、1Polyclonalantibodyおよびmouse anti'nestin monoclonalantibody を混

合して antibodydiluentで希釈し、 4゜Cで一晩反応させた。 TBSTで洗浄後、 TBSTで

希釈したNexa'Fluor 488・conjU牙ated anti・mouse lgG (H十L) antibody、および

Nexa'Fluor594'conjU曾ated anti'rabbit1牙G (H+L) antibody を混合し、室温・遮

光で2時間反応させた。その後、 TBSTで2回洗浄し、 VECTASHIE上D⑧ mounting
mediumを用いて封入を行った。
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1.2.133. GFAP/PAR・1

1.2.12.に準じて作成した標本切片をキシレンにより脱パラフィン処理した後、エタ、

ノール系列(100-50%)に順次浸して親水化させた。蒸留水で洗浄後、 10mMクエン

酸緩衝液(PH 7.0)中で、マイクロウェーブによる抗原賦活化処理を行った。室温ま

で冷却後、 0.03% Neen20innis・bU丘'ered saline (TBST)で洗浄し、 TBST で希

釈した 5%ヤギ正常血清で室温 1時間のブロッキングを行った。続いて、 rabbit

anけPAR'1Polyclonalantibodyおよびmouse anti・GFApmonoclonalantibody を混

合して antibodydiluentで希釈し、 4゜Cで一晩反応させた。 TBSTで洗浄後、 TBSTで

希釈したNexa'Fluor 488・conjugated anti'mouse 1宮G (H+L) antibody、および

Nexa'Fluor594'conjU宮ated anti・rabbit1套G (H+L) antibody を混合し、室温・遮

光で2時間反応させた。その後、 TBSTで2 回洗浄し、 VECTASHIELD⑧ mountin今

mediumを用いて封入を行った。

1.2.13.4. Fluoro Jade B 染色

1.2.12.に準じて作成した標本切片をキシレンにより脱パラフィン処理した後、エタ

ノール系列(100・50%)に1慎次浸して親水化させた。蒸留水で洗浄後、0.06%KMno

'で 10分間ブロッキングを行った。続いて、イオン交換水で洗浄後(2分間X1回)、

FluoroJadeB を 20分間反応させた。その後、イオン交換水で洗浄を行い(1分問X3

回)、 60゜Cの乾燥機に 5分間入れて水分を除去した。その後、キシレンに 1分間浸し

脱水した後、エンテランニューを用いて封入を行った。

1.2.14.成体マウス DG 由来NPCS のホモジネートの調製

1.2.3.に準じて継代した細胞を宮rowthmediumで200,oooceⅡS/mLの細胞密度に希

釈し、培養 dish に播種した。 24時間後に今rowth medium を全量交換し、その後、

thrombinをIU/mLまたはAPを100μMの濃度になるように曝露し、5%C02/95%air、

C02インキュベーター内に静置した。曝露 1時間後に、 growth medium を吸引後、

すべての We11に hom0宮enizin牙bufferlo0 μL を加え回収し、 4゜C、 15,ooorpm、 5分

間遠心した。上清を吸引後、hom0牙enizin今bufferlo0μL を加え超音波破砕を行った。

19 ・

1.2.15.タンパク質レベノレ測定

1.2.15.1.タンノぐク質定量法

ホモジネートは、proteinAssayRapidKitwako (和光純薬工業株式会社)を用い、

96 穴マイクロプレート中で Watanabe 法にて行った。吸光度測定はインフィニット

F50R吸光プレートリーダー(和光純薬工業株式会社)を用いて570nmの波長で行っ

た。この結果よりホモジネートのタンパク質濃度を算出した。



1.2.15.2. SDS 電気泳動

1.2.14.に準じて回収した細胞質画分タンパク質サンプルに、タンパク変性用試薬

(sodium dodecylsulfate (SDS)処理用緩衝:10% glycer01、 2% SDS、 0.01%

bromophenol blue および 2% 2'mercaptoethan01 を含む 50 mM IYis'HCL buffer

(PH 6.8)}を用量比 4:1で添加して 100゜C、 10分間煮沸した。このように、 SDS処

理を行った標品を、電気泳動槽中でポリアクリルアミドゲル(濃縮用ゲル4.5%、分雜

用ゲル 15%)を用いて、室温で電気泳動(15nwplate)を行った。

1.2.15.3. X入lestern blotting

SDS 電気泳動後のゲルを、あらかじめ 100% methan01 で1舌性化しておいた

Polyvinylidene di丑Uoride (PVDF)膜に、 90'100 111A、 10O Vで 45分間ブロッティ

ングした。ブロッティング終了後、同膜を、 0.05% 1加een 20 を含む0.05% TBSTで

洗浄した後、0.05%TBSTで溶解した5%スキムミルクで1時間ブロッキングを行った。

この PVDF膜を 1%スキムミノレクで各濃度に希釈した ras hom010宮OUS (Rho) A、

RhoB、 Rhoc、 ras'related C3 botulinum toxin substrate (Rac)、 ce11 division

Cycle42 (cdC42)および今lyceraldehyde'3'phosphate dehydr0宮enase (GAPDH)

に対する各抗体溶液を用いて、室温で2時間反応させた。 0.05% TBSTで洗浄(5分

間X3 回)した後、 polyclonal swine Anti' Rabb北 immun0宮10bulins/ horseradish

Peroxidase (HRP)を 1%スキムミルクで希釈した溶液を室温で 1時間反応させた。

その後 0.05% TBST で洗浄(10分間X3 回)し、 western Blot chemoluminescence

Rea牙entpluS による発光反応をX線フィノレムで検出した。

1.2.16.データ解析

結果は、全て平均値士標準誤差で表示し、統計学的有意差は両側 Stude址'st・test ,、

および BonferronvDunnett post hoctest を用いた一元酉己置分散分析(one・way

ANOVA)、または二元配置分散分析(two・wayANOVA)で判定した。
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1.3.結果

1.3.1.成体マウス DG 由来NPCS の培養

NPCS とは、自己複製能および多分化能を持つ未分化細胞として定義される(25)。

本章で用いた成体マウスDG由来NPCSについて、中間径フィラメントで神経系幹・

前駆細胞のマーカーである nestin、または脂肪酸結合タンパク質で同じく神経系幹・

前駆ホ剛包のマーカーである brainlipidbindingprotein (BLBP)の抗体による蛍光免

疫染色を行ったところ、両蛋白質ともに95%以上力那昜性であることを確認した(Fig.フ)。

NestinHoechst

Fi倉UTe7.成体マウスDG由来NPCSのnestinおよびBLBPの蛍光免疫染色

Scale bar = 50 μm.(文献 24 より転載)

Hoechst BLBP
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続いて増殖能について解析するため、 1.2.3.に準じて培養した細胞を、 30,000

CeⅡS/mL で播種し 24時間静置後の NPCS を 0日目とし、 1日後、 3日後、 5日後、フ

日後、 9日後、 11日後のMTT還元能を測定した。その結果、培養 7日月でC011丑Ue址

となり、その後 MTT還元能は低下した(Fi牙.8)。

1.4

1.2

0.8

0.6

0.4

0.2

DIV

FiguTe8.成体マウスDG由来NPCSの増殖曲線

値は平均士S.E

0

0

さらに、増殖後に分化誘導条件化で成熟細胞の特性を確認するために、成熟ニュー

ロンのマーカーである八仏P2および成熟穎粒細胞マーカーのProX1の発現を解析した

ところ、八IAP2ΦroX1両陽性細胞が多数確認できた(Fig.9)。また、分化誘導後の細

胞において、アストロサイトのマーカータンパク質であるGFAP抗体に陽性を示す細

胞についても確認できた。(Fi今.10)。したがって、本章で調製した細胞は、増殖能お

よびニューロン繰頁粒ホ醐包)やグリア細胞への多分化能をもっ神経系幹・前駆細胞で

あることが判明した。
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Proxl MAP2

Fi宮Ute9.NPCS分化誘導後のProX1および八仏P2の蛍光免疫染色

Scale bar= 50 μm.(文献 24 より転載)

Merge

Hoechst

MAP2

GFAP

Figarelo.NPCS分化誘導後のGFAPおよび入IAP2の蛍光免疫染色

Scale bar = 100 μm
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1.3.2.成体マウス DG由来NPCS のPARの発現解析

本章で用いた培養細胞における PAR サブユニットの発現を確認するため、 nestin

および PAR・1 の蛍光免疫二重染色を行ったところ、 nestin 陽性細胞の 90%以上に

PAR・1の発現が確認された(Fi曾.11)。

Hoechst

PAR・1

Fi弩Ure11.培養 NPCS における PAR・1の発現

Scale bar = 50 μm.(文献 24 より転載)

Nestin

Mer目e
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また、 RTPCRにおいて4つのサブタイプすべてのPARのmRNAを有することが

明らかになった(Fig.12)。以上より、本章で調製した NPCS には、すべてのサブタ

イプのPARが発現していることを示唆する。

DNA

Iadder

PAR・1

(206 b.P.)

(bp.)

300 ト
200ト

PC NPC

PAR・2

(330 b.P.)

PC NPC

Figure12.培養NPCSにおける PARSの遺伝子発現

(文献24 より改変)

PAR・3

(243 bp.)

PC: positive contr01(Lung)

PC NPC

1.3.3. NPCS の増殖能に対する thrombin の効果

NPCS の増殖に対する PAR・1の役割を評価するため、 1.2.3.に準じて培養した細胞

に thrombin (1 U/mL)を曝露し、その後 4日間培養を行った。また、対照として

thrombin非存在下(vehicle)に4日間培養を行い、増殖能をMTT還元能で解析し

た。その結果、顕微鏡画像において、thrombin曝露によってVehicle と比べ、細胞数

の明らかな減少功靖忍められた。また、 MTT還元能においてVehicleは、培養開始時と

比べて約4'5倍の上昇であったのに対し、thrombinを曝露すると約2倍程度の上昇に

とどまっており、有意な抑制が認められた(Fig.13)。

PAR・4

(303 bp.)

PC NPC
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Figure13.培養NPCS の増殖能に対tる thrombin の効果

(a)培養開始時(ODIV),およびVehicle またはthrombin を曝露し 4日間培養後の

顕微鏡画像. scalebar= 50 μm.

(b)培養開始時(ODIV),およびVehicle またはthrombin を曝露し 4日間培養後の

MTT還元能.値は平均士S.E.*Pく0.05VsveMclealone.(文献24 から改変)
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1.3.4.Thrombin による NPCS の増殖ヨ断氏下に対する thrombin阻害剤の

効果

前述の結果、thrombinはNPCSの増殖能を低下させる可能性が明らかとなった。

そこで、本現象が thrombinの影響であることを裏付けるために、thrombin とともに

セリンプロテアーゼ阻害剤である 4'(2'A血noethyD benzenesulfonyl auoride

hydrochloride (AEBSF)、およびdabigatran を曝露し、 4日間培養後に MTTassay

を行い、その増殖能を評価した。使用したプロテアーゼ阻害剤と、その特徴をTable3

に示す。その結果、thrombin と AEBSF、またはthrombin と dabigatran の共曝露下

において、 thrombin による NPCS の増殖育謝氏下は、有意に抑制された(Fig.14)。こ

の結果より、少なくとも今回使用したセリンプロテアーゼ阻害剤の濃度下においては、

thrombinによる NPCSの増殖能低下を抑制できることが明らかとなった。

Table3.曝露したプロテアーゼ阻害剤の阻害対象・特徴

プロテアーゼ
阻害剤

AEBSF

Dabigatran

阻害対象

セリンプロテアーゼ

Thrombin

PMSF(phenylmethylsulfonyl fluoride)に類似
した阻害特性を持つ。PMSFよりも可溶性が高
く毒性が低い。非選択的thrombin阻害剤。

臨床において非弁膜症性心房細動患者におけ
る虚血性脳卒中及び全身性塞栓症の発症抑
制に用いられる、選択的thrombin阻害剤。

特徴

・ 27 ・



3.O× 104 Ce11S/mL

Seeding

(a)

・AEBSF (5 μM)
' Dabigatran (20 μM)

120

+

O DIV

Thrombin

(1 U/mL)

AEBSF

(5 μM)

#

4・day exposure 4・day exposure

Figure14.Thrombinによる培養NPCSの増殖能低下に対する tbrombin阻害剤の

効果

NPCS に Vehicle,AEBSF (a)または dabigatran (b)を 10分間インキュベートし,

その後 thrombin (1U/mL)を曝露し,4日間培養後のMTT還元能.値は平均士S.E

*P く 0.05 Vs vehicle alone.#P く 0.05 Vsthrombin alone.(文献 24 から改変)

(b)

+

120

1.3.5.Thrombin による NPCS の増殖能低下に対する PAR・1 アンタゴニ

ストの効果

前述の結果より、 thrombinによる NPCS の増殖能低下は、 thrombin を阻害するこ

とで抑制されることが明らかとなった。しかし、この現象がPARを介した影響である

かどうかは明らかではない。そこで、 PAR・1アンタゴニストを前処置したNPCSに対

する thrombinの影響について検討を行った。 PAR・1アンタゴニストは、thrombinの

酵素活性には影響を及ぼさず、thrombinおよびPAR・1アゴニストの作用を阻害する

ことが知られている。 PARのアンタゴニストは、これまでに非ぺプチド陛、あるいは

ペプチド性の PAR・1およびPAR・4アンタゴニストが報告されてぃる。 PAR・2 あるい

はPAR'3に対するアンタゴニストについては、現在のところ十分な効力を示す化合物

の報告は無い。 PAR・1アンタゴニストの一部をTable4に示す。
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Table4. PAR・1アンタゴニスト

非ぺプチド性

化合物

SCH79797

FR17113

ペプチド性

Thrombin (0.1・5U/mL)による

血小板凝集抑制作用

RWJ56110

RWJ58259

Thrombin とともに、 PAR・1選択的アンタゴニストである RWJ56110 を曝露し、 4

日間培養後に MTT assay を行い、その増殖能を評価した(F電.15)。その結果、

thrombin と RWJ56Ⅱ0 の共曝露下において、 thrombin による NPCS の増殖育断氏下

は有意に抑制された。この結果より、少なくとも今回使用したPAR・1選択的アンタゴ

ニストの濃度下においては、thrombin による NPCS の増殖能低下を抑制できること

が明らかとなった。この結果は、thrombinによる NPCSの増殖能低下はPAR・1を介

した作用であることを強く示唆するものと考える。

IC50=3 μM

IC50=350 μM

IC50=340 μM

IC50=370 μM

文献
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Figure 15. Thrombin による培養

NPCSの増殖能低下に対する PAR・1

アンタゴニストの効果

細胞に Vebicle またはRWJ56110 を

10分間曝露し,その後 thrombin (1

U/mL)を曝露し,4日間培養後の

MTT還元能.値は独立した 4 回の

実験値の平均士S.E.*P く 0.05 VS

Vehicle alone.#P く 0.05 VS

thrombin alone.

(文献24から改変)
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1.3.6. NPCS の増殖能1こ文寸する Protease'activated receptor'1 a今onist

P叩tide (AP)の効果
前述の結果より、thrombinによる NPCSの増殖能低下は、 PAR・1を介した作用で

ある可育自陛が示唆されたが、 thrombinは、 PAR・1以外にも PAR・3、 PAR・4 について

もアゴニスト作用を示すことが知られており、さらなる確認が必要であると考えた。

そこで、thrombinの変わりにAP (SFLLR・NH2)を曝露し、4日間培養後にMTTassay

を行い、NPCS の増殖能にっいて評価した。AP の対照として、 NCP (ne今ativecontr01

P叩tide,R上LFTNHS)を曝露し、同様の条件下で培養を行った。その結果、画像に

おいてAP (100μM)の曝露によって、 vehicleと比べて細胞数の明らかな減少が認め

られた。 MTT還元能においては、 APの濃度依存的にMTT還元能は低下し、 AP(100

μM)の曝露では、 vehicle と比べ有意に低下した(Fi宮.16aandb)。一方、 NCP の曝

露は、画像においても、 MTT還元能においても Vehicle と差を認めなかった(Fig.16a

andb)。続いて、細胞内への BrdU取り込み能を検討したところ、 AP (100μM)曝

露 12時間後の BrdU取り込み能は、 vehicle と比べて有意に低下した。一方、 NCP曝

露後の BrdU取り込み育凱才、 vehicle と差を認めなかった(F槍.16C)。

この結果より、 AP による PAR・1の活性化は、thrombin曝露時と同様にNPCSの

増殖能を低下させることが明らかとなった。
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Figure16.培養NPCSの増殖能に対するAPまたはNCPの効果

(a) 4日間培養後の顕微鏡画像.scalebar宗50 μm.

(b) vehicle,APまたはNCPを曝露し4日間培養後のMTT還元能.値は平均士S.E.

(C) APまたはNCP曝露 12時間後のBrdU取り込み能.*Pく0.05VsveMclealone.

(文献24から改変)
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13.フ.ThrombinおよびAPの培養NPCS に対する細胞障害性

前述までの結果より、 NPCS に thrombin または AP を曝露すると、少なくとも 4

日間における NPCSの増殖能は低下し、その作用はPAR・1を介したものである可ヨ断生

が明らかとなった。しかし、 MTT還元能、およびBrdUの取り込み能はいずれも細胞

死に依存して抑制される可能性も考えられる。そこで、thrombinおよびAPによって

細胞死が誘導されたかどうかを解析するために、 NPCS における培養液中に放出され

た LDH の1舌陛について解析した。その結果、二種類の測定キットを使用した検討に

おいて、thrombinおよびAPは、放出されたLDHの活性に影響を与えないことが確

認された(Fig.17aandb)。この結果より、 thrombinおよびAP は細胞死を誘発する

ことなく、 NPCSの増殖能を抑制したと推察される。

(a) (b)
020

0.15

0.10

0.05

0.00

Fi宮Ure17.培養液中の LDH活性

(a) vehicle,thrombin (1U/mL)または AP (100μM)曝露24時間後の培養液

中 LDΠ活性. LDH cytotoxicity Detection Kit・WST (Dojindo Molecular

Techn010gies,1nc., USA)を使用.値は平均士S.E. NS.,有意差なし VS

Vehicle alone.(文献24から転載)

(b) vehicle,thrombin 住 U/mL)またはAP (100μM)曝露後の培養液中LDH

1舌↑生の経日変イヒ. LDH cytotoxicity Detection Nt (Takara Bio lnc., Japan)
を使用.値は平均士S.E.

Vehicle

NS
NS

Thrombin
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1.3.8.ThrombinおよびAP の培養NPCS に対する分化誘導性

前述までの結果より、 NPCSにthrombinまたはAPを曝露すると、細胞死を誘発す

ることなく、 NPCSの増殖能を抑制することが確認された。しかし、thrombinおよび

APの曝露によって培養NPCSの分化が進行し、その結果、増殖能が低下した可育計生

も考えられる。そこで、thrombinまたはAPを曝露し4日間培養後の細胞と、その後
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に分化誘導を行った細胞について、中間径フィラメントで神経系幹・前駆細胞のマー

カーである nestin、成熟ニューロンのマーカーである八仏P2、成熟穎粒ネ閉包マーカー

のProX1の発現を蛍光免疫染色法にて解析した。その結果、thrombinまたはAPを曝

露し4日間培養後の細胞において、大部分の細胞がnestin陽性であることを確認した。

一方、入仏P2/proX1両陽性細胞は、認められなかった。続いてthrombinまたはAP

を曝露し、 4日間培養後に分化誘導を行った細胞においては、 nestin陽性の細胞は認

められず、 MAP2/proX1両陽性細胞が多数確認された(Fi今.18)。すなわち、培養NPCS

は、thrombinまたはAPの曝露後においても神経系幹・前駆細胞の分子マーカーを発

現していること、および分化誘導によって成熟ニューロンへ分化する分化能を有して

いることが確認された。この結果は、thrombinおよびAP曝露による増殖能の低下は、

NPCSの分化の進行によるものでは無いことを示唆するものと考える。
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Fi宮Ure18.培養NPCSのProX1および入仏P2 またはnestinの蛍光免疫染色

NPCS にthrombin (1U/mL)またはAP (100μM)を曝露し 4日間培養後,分化誘導

を行った. ThrombinまたはAP曝露後,4日後および 11日後にProX1および八IAP2

またはnestinの蛍光免疫二重染色を行った. scalebar= 100μm
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1.3.9.成体マウス DG における PAR・1の発現

次に、成体マウスDGにおいてPAR・1の刺激がNPCSの増殖能に影響を与えるか検

討するため、まず、成体マウスDGにおけるPAR・1の発現を免疫組織化学法により確

認した。未処置マウスにチミジン誘導体化合物のBrdu (50m創kg)を腹腔内に投与

し、その3日後に濯流固定を行った。パラフィン切片を作製し、それぞれBrdu/PAR・1、

nestilvpAR・1、神経車絲朋包およびアストロサイトのマーカータンパク質である

GFAP/PAR・1の蛍光免疫二重染色を行った。その結果、 Brdu/PAR・1両陽性細胞、

nestiwpAR'1両陽性細胞は確認されなかった。一方、 GFAP/PAR・1両陽性細胞が確認

された(Fi今.19)。この結果、成体マウスDG穎粒細胞層下帯にPAR・1を発現するGFAP

陽性細胞(1ype・1神経系幹細胞またはアストロサイト)の存在が確認された。

畢
陬、

Dayo

Brdu (50 mg/kg, i.P.)

(a) BrdU炉AR"1

■

(b) Nestin/PAR・1 (C) GFAP/PAR.1

,,

Figure19.成体マウス DGのBrdUΦAR・1, nestiwpAR・1およびGFAP/PAR・1の蛍光

免疫二重染色

(a) Brdu (red)/PAR・1 (曾reen)

(b) PAR・1 (red) mestin (green)

(C) PAR'1 (red)/GFAP (green)

Immunostaming

倉

■

Day3

■

・ 34 ・



1.3.10.AEBSFまたはAPの成体マウス DG顯粒細胞層下帯における

ニューロン新生に対する効果

前述までの結果より、成体マウスDG顯粒細胞層下帯にPAR・1の発現が確認された。

続いて、成体マウスDGにおいてPAR・1の刺激がNPCSの増殖能に影響を与えるか検

討するため、脳定位固定装置を用い、 AEBSFまたはAPを各々5nmoV2μLを脳室内

に投与した。対照群として溶媒である Sa1血eを投与した。投与直後にBrdu (50m創k今)

を腹腔内に投与した。脳室内投与から3日後に濯流固定し、パラフィン切片を作成し

た。得られたパラフィン切片についてBrdUの蛍光免疫染色を行い、細胞新生に対す

る薬物の影響を確認した。その結果、 AEBSFの脳室内投与によって、 DG穎粒細胞層

下帯のBrdU陽性細胞数は、有意に増加した。一方、 APの脳室内投与は、 DG穎粒細

胞層下帯のBrdU陽性細胞数に影響を与えなかった(Fig.20aandb)。

しかし、脳の障害は NPCS の増殖を一過性に促進することが知られており(30)、

脳室内投与そのものによる神経障害、もしくは、 AEBSFまたはAPによる神経障害が

惹起されていないかを確認するため、変性ニューロンを選択的に染色するフルオロジ

イエドBによる染色を行った。フルオロジェイドB染色のポジティブコントロールと

して、マウスの DG を選択的に障害する塩化トリメチルスズ(trimethyltinchloride、

TMT) 2.9m創k套をマウスの腹腔内に投与し(31)、作成したサンプルを用いた。フル

オロジェイドB染色を行った結果、 vehicle、 AEBSFおよびAPの投与による DGの

神経障害は認められなかった(Fig.20C)。これらの結果から、 DG におけるニューロ

ン新生は、生理的条件下においては、内因性の thrombin、もしくは PAR・1アゴニス

トによって、常に抑制を受けていること、そしてAEBSF は、成体マウス DG穎粒細

胞層下帯の神経変性を引き起こすことなく、細胞増殖を促進する作用を有することが

示唆された。
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Figure20.成体マウスDGの新生細胞に対するAEBSFおよびAPのインビボ実験で

の効果

(a) DG における BrdU陽性細胞(red)

(b) DG の BrdU陽性細胞数.値は平均士S.E.*Pく0.05Vsvehicle 処置マウス.

(C)フルオロジェイドB染色.ポジティブコントロール(PC): TMT (2.9 m宮小宮)

処置2日後の DGパラフィン切片(文献 31) scalebar= 100μm.

(文献24 より改変)
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1.3.11.PAR・1活性化による RhoAタンパク質の発現量に対する影響

PAR・1は様々な細胞において、 Rh0シグナル伝達経路を介することが知られている

(32)。 Rh0 シグナル伝達経路を構成する Rh0 ファミリー低分子量 guanoslne

triphosphate (GTP)結合タンパク質は、単量体で働く低分子量GTP結合タンパク

質(分子量約21kDa)であり、細胞形態の主な制御因子であることが報告されてい

る(33)。 Rh0 ファミリーは、 Rho、 Rac 、 cdC42 のサブファミリーからなる。さら

に、 Rh0 サブファミリー分子には、 RhoA、 RhoB、 RhoC などが存在し、 Rh0 キナー

ゼの活性化を介して細胞移動、接着、増殖、および分化などのプロセスを制御する分

子スイッチとして機能している(34)(Fig.21)。

0

CdC42 ^ Racl

Smooth muscle

Contraction

Figure21. PAR・1 シグナノレ経路

COOH

actlvatlon

NPCS における PAR・1 と Rh0 シグナル伝達経路の関連について検討するため、

thrombinまたはAP曝露後の Rh0 ファミリータンパク質の発現量について、 western

blottin今法を用いて解析した。その結果、 thrombin またはAP を曝露し、 1時間後の

NPCSにおいてtotalRhoAの発現量が有意に増加していることを確認した(Fi今.22a)。

一方、thrombin またはAP を曝露し、1時間後のNPCS における CdC42 の発現量は、

Vehicle と比べて差を認めなかった(F喰.22b)。また、 RaC1は、本実験条件下におい

て検出されなかった。この結果は、 thrombin またはAP による PAR・1のシグナノレの

下流に、 RhoAを介した伝達経路が関与する可能性を示唆するものである。

RhoA

Proliferation

Migration

actlvation

Rho・kinase

式 ;ゞ1、,証皿

Gene

expresslon

1蝿
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Fi宮Ure22.培養 NPCS における RhoA および CdC42 のタンパク質発現量に対する

thrombin またはAP の効果

NPCS に Vehicle,thrombin (1U/mL)またはAP (10011M)を曝露 1時間後の RhoA

(a)または CdC42 (b)のタンパク質発現量.値は平均士S.E.*Pく0.05,**Pく0.01

Vs vehicle alone. N.S.,有意差なし Vs vehicle alone.(文献 24 より改変)

(b)
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食

200
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j

1.3.12. ThTombinおよびAP曝露による培養NPCS の増殖能低下に対す

るRh0キナーゼ阻害剤の効果

前述の結果より、 PAR・1のシグナルにより RhoAタンパク質の発現量が増加するこ

とが確認された。 RhoA は、 Rh0 キナーゼを活陛化し、さらに下流にシグナルを伝え

ることが知られている。そこで、thrombinまたはAPによる NPCSの増殖能の低下作

用に対するRh0キナーゼ阻害薬の影響について検討を行った。使用したRh0キナーゼ

阻害剤とその特徴をTable5に示す。

AP

CdC42

GAPDH
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Table5.曝露したプロテアーゼ阻害剤の阻害対象・特徴

Rh0キナーゼ

阻害剤

Y27632

阻害対象

Fasudil

ROCK : Rho・associated coiled・coilformin号 kinase/Rh0糸吉合キナーゼ

ROCK

検討の結果、 Rh0 キナーゼ阻害剤である Y27632およびfasudi1は、 thrombinまた

はAPとの共曝露下において、thrombinおよびAPによる NPCSの増殖育謝氏下作用を

濃度依存的に抑制することが認められた(Fig.23aandb)。 Rh0キナーゼ阻害剤単独

では、NPCSの増殖能低下作用は認められなかった。この結果から、PAR・1によるNPCS

の増殖能の低下は、 Rh0 シグナル伝達経路を介したメカニズムにより起こることが明

らかとなった

選択的かつ強力なROCK阻害剤。ROCKのシグ

ナル伝達系による血管平滑筋の収縮、がん
細胞の浸潤や細胞分化制御を阻害する

ROCK

臨床において、くも膜下出血術後の脳血管挙
縮、およびこれに伴う脳虚血症状の改善に用
いられる。Rh0キナーゼの触媒活性音Ⅲ立に結
合して、酵素活性を阻害する。

特徴
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Figure23.培養NPCSのthromb血およびAPによる増殖能低下に対するRb0キナー

ゼ阻害剤の効果

NPCS に Vehicle, Y27632 (a)または fasudil (b)を 20分間インキュベートし,そ

の後thrombin (1U/mL)またはAP (100μM)を曝露し,4日間培養後のMTT還

元能.値は平均士S.E.*P く 0.05 Vs vehicle alone.#P く 0.05,桝P く 0.0I VS

thrombin alone.
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1.4.考察

本章での発見は、PAR・1を活陛化すると未処置の成体マウスDG由来のNPCSの増

殖を負に調節することである。これは、 thrombin と AP の両剤が PAR・1の発現が明

確に示されたDG由来の培養NPCSにおいて、細胞増殖を阻害する能力を有していた

ことが確認された血Vitr0実験の知見に由来する。また、本章における inviv0実験で

は、thrombin を含むセリンプロテアーゼ阻害剤が、成体海馬の NPCS が発生する場

である DG穎粒細胞層下帯において、 BrdU取り込み細胞で示された新生細胞を、劇

的に増加させることを明らかにした。これらの結果は、thrombinまたは他のセリンプ

ロテアーゼは、内因的に活性化しており、生理的条件下において海馬における NPCS

の増殖を抑制するという可お忌性を支持するものである。さらに、推測ではあるが、

PAR・1は生理的条件下で常に1舌性化されており、成体の海馬におけるニューロン新生

を負に調節している可能性が考えられる。これは、本章で得られたinviv0実験の結果

において、 AP による PAR・1の活性化が、 DG穎粒細胞層下帯における新生細胞数に

影響を与えなかったことからも示唆される。また、正常な生理的条件下において脳実

質内にはthrombin が存在し、 PAR・1は生理的条件下で、海馬におけるシナプスの可

塑性に対する閥値の調整(35)、 NMDA 受容体機能の増強(36)、神経突起の退縮を

刺激(37)、アストロサイトの増殖の刺激と、星状化の逆行(38)など、脳機能の重

要な役割に寄与しているとの報告が散見される。

さらに、 PAR・1はシナプスの形成(39)や、ニューロンの発達(40)に関与すると

の報告もある。これらの知見に加え、本章の結果は、生理的条件下の脳機能における

PAR'1の新規機能を仮定するものである。脳出血や脳梗塞など、脳の障害時に活性化

する反応性アストロサイトは、細胞形態変化や異常増殖によって特徴付けられる細胞

であるが、脳損傷時に脳実質内に流入する血液由来因子のうち、thrombin は PAR・1

を介してアストロサイトを1舌性化し(41)、アストロサイトの過度の増殖と形態変化に

最も重要な役割を果たしている(42)。さらに、これら PAR・1の活性化が脳損傷後の

アストログリオーシスのトリガーであることも報告されている(43)。 PAR・1 の活性

化は、 NPCS の増殖能低下を介してニューロン新生を減少させることを示すこれまで

の報告、および本章の結果から、脳損傷後のPAR・1の活性化は、アストログリオーシ

スのアップレギュレーション、およびニューロン新生のダウンレギュレーションを誘

導する可能性を示唆するものと考える。

しかしながら、障害を受けた海馬におけるニューロン新生は、穎粒細胞層下帯およ

び脳室下帯における NPCS の増殖を介して増強されることが知られている(29)。こ

れらの知見は、海馬のニューロン新生は生理的条件下において内因性 thrombin また

・41・



は他のPAR・1アゴニストで抑制されている一方、ニューロンが損傷した条件下では多

くの因子によりニューロン新生が増強されていることを示唆するものと考えられる。

ニューロン損傷後にPAR・1が不活性化されるという結果は得られていないものの、本

章では、 PAR・1の不活性化は、 DGにおける NPCS の増殖を増強することを示した。

今後、神経損傷後のニューロン新生のトリガーとしてのPAR・1の役割を解明する必要

があると考える。

反応性アストロサイトにおいて PAR・1 は、イノシトール三りン酸依存性の細胞内

Ca2+の放出、および細胞外 Ca2+の流入によって活性化された、 Gqn1共役タンパク

質のシグナルによる thrombin 起因の形態変化と、異常増殖に関与していると報告さ

れている(44)。さらにその後の研究で、アストロサイトにおける thrombin/ PAR・1

誘発性の反応は、 P44/42 mit0宮en'activatedproteinMnase (ERK)およびJunN末

端キナーゼを含む、 mitogen'activated protein kinase (入仏PK)を介することが示

された(41,45)。アストロサイトの反応に加えて、出血性脳障害時の神経障害は、

thrombin/ PAR・1を介した入仏PK経路(46)、およびERK と反応性ミクログリアの

P38 活性化によって引き起こされる thrombin誘発性神経毒性(47)によって引き起

こされることが報告されている。

しかし、本章の予備的検討では、 NPCS にthrombin を曝露し24時間後のERKお

よびAkt は、有意な1舌性上昇を認めないことから、成体海馬 NPCS における PAR・1

の細胞内シグナルは、アストロサイトおよびミクログリアの細胞内シグナルとは、全

く異なる可能性が示唆された。

一方、 PAR・1は様々な細胞において、 Rh0シグナノレ伝達経路を介することが知られ

ている(32)。さらに Rho、 Rac、 cdC42 を含むRh0 ファミリー低分子量G タンパク

質は、細胞移動、接着、増殖および分化のプロセスを制御する分子スイッチとしての

機能を有することが報告されている(34)。本章の結果から、 NPCS に thrombin (1U/

mL)またはAP (100μM)を曝露 1時間後、 RhoAの発現量が有意に上昇すること、

そしてCdC42の発現量には影響を与えないことが示された。さらに、 Rh0キナーゼ阻

害薬である Y27632およびfasudi1は、thrombinおよびAP による NPCS の細胞増殖

能の低下を抑制することを発見した。これらの知見は、 NPCSのPAR・1シグナルの下

流に、他の細胞と同様の RhoAシグナルの関与を示唆するものであるが、 NPCS の増

殖におけるRhoA依存性の調節メカニズムの解明は、今後の研究課題である。

Dab喰atranは、非弁膜症性心房細動患者における虚血性脳卒中および全身性塞栓症

の発症抑制の適応を有し、臨床において頻用される直接 thrombin 阻害薬である。近
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年の臨床研究において、 dabigatranの投与は、虚血性脳卒中発症後の重症度を減少さ

せることが報告されている(48)。中大脳動脈を結紫・閉塞し脳卒中を誘発させた成体

Spra今UeDawley ラットにおいて、虚血時にthrombin を動脈内に投与すると、血管破

壊と細胞障害を増加させることから(49)、thrombilvpAR・1は、虚血時における神経

障害に関連することが示唆される。このモデルにおいて、直接 thrombin 阻害作用を

有するアルガトロバンの投与によって、神経血管障害が軽減された(49)。

以上、本章の結果および上記知見から、神経障害および長期的な認知障害に

thrombin1舌性が臨床上有意に関連していること、そして脳梗塞を発症した患者におい

て、th如mbin阻害薬による早期治療が有用である可能性を示唆するものと老える。本

章の結果からAEBSFは、海馬NPCSの増殖活性の正の調節を介して、海馬における

ニューロン新生を増強させることから、 dab璃atran などのthrombin阻害薬による脳

梗塞治療が脳虚血予防のみならず、ニューロン新生の面からも有用であることを支持

するものと考える。
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第2章成体マウスDGニューロン障害後の

ユーロン新生におけるPAR・1の役割

2.1.背景・目的

第 1章の結果から、成体マウス DG 由来 NPCS において、 PAR・1の刺激は NPCS

の増殖を負に調節することが明らかとなった。海馬NPCSは、ニューロン障害後にー

過性に増殖が促進されるが(30)、ニューロン障害後のニューロン新生における PAR・1

の役割は不明である。脳梗塞治療などの臨床応用を想定するにあたり、ニューロン障

害後のNPCSにおけるPAR・1の役割を確認する必要がある。

有機スズ化合物の一種であるTMTは、ヒトおよびゲッ歯類において海馬や梨状葉、

新皮質、偏桃体、脳幹などの中枢神経系に神経変性を誘発することが知られている

(50,51)。当研究室では以前、マウスへのTMT処置により、 TMTシンドロームと呼

ばれる多動、振戦、尾の自傷および攻撃性の亢進などの行動変化が起こることを報告

した(52)。 TMTは、マウス DG を特異的に障害することが知られており、さらに、

DGにおいてTMT投与後にNPCSのマーカータンパク質であるnestinの陽性細胞が

増加し、 TMT投与後3日間に増殖した細胞が、2週間後に成熟ニューロンのマーカー

タンパク質である neuronalnuclei(NeuN)を発現することが報告されている伍3)。

マウスにおける TMT投与モデルは、他の海馬障害モデルとは異なり、 CA1領域がほ

とんど障害を受けないことから、海馬ニューロンの脆弱性の領域による差異や、 DG

の機能的役割を解析できる 1つの有用な動物モデルになることが示唆されている(54)。

本章では、DGニューロン損傷/修復のモデルであるTMT処置マウスを用い、DG障

害後成体マウス由来NPCSにおけるPAR・1の役割について解析を行った。
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2.2.方法

2.2.1.動物飼育

1.2.1.に準じて飼育を行った。

2.2.2.薬物投与

投与薬物であるTMTは2.8・3.om創k套の用量でマウスに投与した。使用当日にPBS

に溶解した後、体重 10套あたり 0.1mLの割合で腹腔内投与した。また、 BrdUは50

m今小gの用量でマウスに腹腔内投与した。

2.2.3.培養 dish の作成

1.2.2.に準じて培養 dish を作成した。

2.2.4. TMT 処置後の成体マウス DG 由来 NPCS の培養

2.2.2.に準じてTMTを投与したマウスについて、TMT投与3日後にDGを単高隹し、

1.2.3.に準じて初代培養、 2代目培養、 3代目培養を行った。

2.2.5. MTT 法

1.2.4.に準じて MTTassay を行った。

2.2.6. ELISA による BrdU の取り込み能の測定

1.2.5.に準じて ELISAによる BrdU の取り込み能の測定を行った。

2.2.フ.分化誘導

1.2.6.に準じて細胞の分化誘導を行った。

2.2.8. LDH 活性測定

1.2.フ.1.に準じて、培養液中に放出されたLDHの活性を測定し、評価した。

2.2.9. mRNA の調製

1.2.8.に準じて mRNA の調製を行った。

2.2.10. RT・PCR 法

1.2.9.に準じてCDNAの合成およびRTPCR を行った。使用した各種Primer、およ

び反応条件をTable6に示す。
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Table6.RTPCR分析に用いたPr血erおよび反応条件

Genes

PAR・1

Upstream (5'-3')
Dovvnstream (5'-3り

PAR・2

AGCCAGCCAGA1气TCAGAGAG

TCCGAGATCAACCGACCAG

TGGCAGGTATCAcccrrcrG

CCAGCTrGCCCATCTAAATC

ACACAAdcAGCAAAGCCAAC

IAGccacrcccrrrrCπCT

AGCCCAACTcacAGACAAG

GCAACIGCTAAGCCACTCGT

PAR・3

PAR・4

2.2.11.免疫細胞化学法

2.2.11.1. protease'activated receptor・1

1.2.10.3.に準じて染色、封入を行った。

Product (b.P.)

206

2.2.11.2. GFAP/Nestin

1.23.に準じて培養した細胞を 1念.2.に準じて作成した培養 dish に回収し、その 24

時間後の細胞を用いた。 4%paraformaldehyde (4%PFA)を用いて、 20分間、 4゜Cで

ネ剛包を固定した後、 0.03%Neen20inlYis・buffered saline (TBST)で洗浄し、 TBST

で希釈した 5%ヤギ正常血清で室温 1時間のブロッキングを行った。続いて、 rabbit

anti'GFAp polyclonal antibody (1:500)、および mouse anti'nestin monoclonal

antibody (1:500)を混合して antibody diluent で希釈し、 4゜Cで一晩反応させた。

TBST で洗浄後、 TBST で希釈した Nexa'Fluor 488'conjU今ated anti・mouse lgG

(H十L) antibody、およびNexa'Fluor 594・conjugated anti・rabbit lgG (H十L)

antibodyを混合し、室温・遮光で2時間反応させた。続いて、Hoechst認342 (5μ創mL)

をTBSTで希釈し、室温・遮光で20分問反応させた。その後、 TBSTで2回洗浄し、

VECTASHIELD⑧ mounting medium (Hard set)を用いて封入を行った。

330

Annealing tanperat山'e
Annealing time

243

60.1 0C

30 S

62.0 OC

30 S

57.0 ゜C

30 S

60.0 ゜C

30 S

303

(PAR・1)/Nestin

2.2.H.3. GFAP/Tuj・1

1.2.3.に準じて培養した細胞を 1.2.2.に準じて作成した培養 dish に回収し、その 24

時間後の細胞を用いた。 4%paraformaldehyde (4%PFA)を用いて、 20分間、 4゜Cで

ホ醐包を圖定した後、 0.03% 1加een20inlYis・bU丑'eredsaline (TBST)で洗浄し、 TBST

で希釈した 5%ヤギ正常血清で室温 1時間のブロッキングを行った。続いて、 rabbit

anti'GFAp polyclonal antibody (1:500)、および mouse anti・Tuj・1 monoclonal

antibody (1:500)を混合して antibody diluent で希釈し、 4゜Cで一晩反応させた。
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TBST で洗浄後、 TBST で希釈した Alexa・Fluor 488'conjugated anti・mouse 1曾G

(H+L) antibody、およびAlexa'Fluor 594'conjU宮ated anti'rabbit lgG (H+L)

antibodyを混合し、室温・遮光で2時間反応させた。続いて、Hoechst33342 (5μg/mL)

をTBSTで希釈し、室温・遮光で20分間反応させた。その後、 TBSTで2回洗浄し、

VECTASHIELD⑧mountin宮medium (Hardset)を用いて封入を行った。

2.2.12.組織の固定と包埋

1.2.12.に準じて組織圖定および包埋を行った。

2.2.13.免疫組織化学法

2.2.13.1. Brdu/PAR・1

1.2.13.1.に準じて作製した。

2.2.13.2. NestilvpAR・1

12.13.2.に準じて作製した。

2.2.133. GFAP/PAR・1

1.2.13.3.に準じて作製した。

2.2.14.ホモジネートの調製

マウスを頸椎脱臼により致死させた後、全脳を摘出した。これを直ちに

hom0曾enizin宮 buf企r 120 mM nis・HCIBuffer (PH 7.5),032 M sucrose,1 mM

EDTA,1 mM EGTA,1 mM dithiothreit01 (DTT) 10 mM sodium,

B'宮lycerophosphate (phosphatase inhib北or),1 mM Na3V04 111g/mL each of

Proteaseinhibitorsく(P'a血dinophenyl) methanesulfonylfluoride (APMSF),

benzamide,1eupeptin,andantipain>]で洗浄イ愛、マウス用ブレインスライサーを用し＼

て海馬を厚さ500μmにスライスした。この切片について、実態顕微鏡下で海馬のDG

を分画した。この分取したネ齢哉を homogenizingbuffer 中にてホモジナイズを行いこ

の全蛋白ホモジネートをサンプルとした。

2.2.15.タンパク質レベノW則定

1.2.15.に準じてタンパク質レベノレ測定を行った。

2.2.16.データ解析

1.2.16 に準じてデータ解析を行った。
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2.3.結果

2.3.1. TMT処置マウス DG 由来 NPCS の培養

本章で用いたTMT処置マウス DG由来NPCSにっいて、中間径フィラメントで神

経系幹・前駆ホ剛包のマーカーである nestin、または神経幹細胞およびアストロサイト

のマーカータンパク質である GFAP の抗体による蛍光免疫二重染色を行ったところ、

95%以上の細胞において nestin力部昜性であることを確認した(Fi宮.24)。

Nestin/GFAP/Hoechst

Fi牙Ure24.1MT処置マウス DG由来NPCSのnestinおよびGFAPの蛍光免疫染色

Scale bar = 50 μm
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続いて増殖能について解析するため、 2.2.2.に準じて培養した細胞を、 30,000

CeⅡS/mL で播種し 24時間静置後の NPCS を 0日目とし、 1日後、 3日後、 5日後、フ

日後、9日後のMTT還元能を測定した。その結果、第 1章で使用したTMT未処置マ

ウス DG 由来NPCS と同様に培養 7日目でCon丑Uent となることが認められた(Fi号

25)。

1.4

12

0β

0.6

0.4

02

DIV

Figure25.1MT処置マウスDG由来NPCSの増殖曲線

値は平均士S.E.

0

0

n=2-5

3 5 7 9
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さらに、増殖後に分化誘導条件下で成熟細胞の特性を確認するために、成熟ニュー

ロンのマーカーである Tuj・1の発現を蛍光免疫染色法により解析したところ、Tuj・1陽

性の細胞を確認できた(F喰.26)。また、分化誘導後の細胞において、アストロサイト

のマーカータンパク質であるGFAP抗体に陽性を示す細胞についても確認できた。し

たがって、本章で調製した細胞は、増殖能およびニューロン練頁粒ホ剛包)やグリア細

胞への多分化能をもつ神経系幹・前駆細胞であることが判明した。

Hoechst

GFAP

Figure26.NPCS分化誘導後のTuj・1およびGFAP の蛍光免疫染色

Scale bar = 100 μm

Tuj・1

Merge
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2.3.2.TMT処置マウス DG由来NPCS のPARの発現解析

本章で用いたTMT処置マウスDG由来NPCSにおけるPARサブユニットの発現を

確認するため、nestinおよびPAR・1の蛍光免疫二重染色を行ったところ、nestin陽性

細胞の 90%以上にPAR・1の発現が確認された(Fig.27)。

Hoechst

PAR・1

Nesun

Figure27.培養NPCS における PAR・1の発現

Scale bar = 50 μm

Merge
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また、 RTPCRにおいて4つのサブタイプすべてのPARのmRNAを有することが

明らかになった(F電.28)。以上より、本章で調製した NPCS には、すべてのサブタ

イプのPARが発現していることを示唆する。

DNA

Iadder pc NPC PC NPC PC NPC PC NPC

GAPDH

( b.P.)

(b.P.)
300、
200,・

PAR・1

(206 b.P.)

PAR・2

(330 b.P.)

PC: positive controKLung)

PAR・3

(243 b.P.)

DNA

Iadder pc NPC PC NPC

GAPDH

( bp.)

(b,P.)
300少
200今

PC: positive contr01(Lung)

Figure28.培養NPCSにおける PARSの遺伝子発現

PAR4

(303 bp.)
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2.3.3. TMT処置マウス DG 由来NPCS の増殖能に対する thrombinの

効果

TMT処置マウスDG由来NPCSの増殖に対するPAR・1の役割を評価するため、2.2.4

に準じて培養した細胞にthrombin (1U/mL)を曝露し、その後4日間培養を行った。

また、対照として thrombin非存在下(vehicle)に 4日間培養を行い、増殖能を MTT

還元能で解析した。その結果、画像上、thrombin曝露により Vehicle と比べて細胞数

の明らかな減少が認められた。また、 thrombin 曝露群は、 vehicle と比べて MTT還

元能が約40%から 50%程に低下した(F喰.29)。
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3.O× 104 Ce11S/mL

Seeding

Thrombin (1 U/mL)

畢

a)

O DIV

Vehicle

b)

Thrombin

MTr

倉

4・day exposure

4 DIV

120

100

80

60

40

20

0

、

4・day exposure

Fi套Ute29.培養NPCSの増殖能に対する thrombinの効果

(a) vehicle またはthrombin を曝露し 4日間培養後の顕微鏡画像.

(b) vehicle またはthrombinを曝露し4日間培養後のMTT還元能.値は平均士S.E.

榊P く 0.ol vs vehicle alone.

##

n=5

Vehicle Thrombin
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2.3.4.TMT処置マウス DG由来NPCSの増殖能に対するAPの効果

前述の結果より、 TMT処置マウスDG由来NPCSは、 nlT末処置マウスDG由来

NPCSと同様にthrombin曝露によって、その増殖能が低下することが確認された。

そこで、thrombin に代えてAP を曝露し、 4日間培養後にMTTassay を行い、 NPCS

の増殖能について評価した(Fig.30)。

a)
Vehicle AP (1 μM)

b)
120

100

80

60

40

20

0

AP (5 μM)

4・day exposure

C)

AP APAP
VehicleVehicle

(1μM)(5PM) (10 μM)

4・day exposure

Fi曾Ure30.培養NPCSの増殖能に対するAPの効果

(a) vehicle またはAP (1,5,10μM)曝露し 4日間培養後の顕微鏡画像

(b) vehicle またはAP を曝露し4日間培養後のMTT還元能.値は平均士S.E

#P く 0.05 Vs vehicle alone

(C) Thrombin またはAP曝露48時間後のBrdU取り込み能

#P く 0.05,祥P く 0.ol vs vehicle alone

AP (10 μM)

n=2-3

〒

Thrombin

(1 U/mL)

謝

AP

(10O UM)

工

謝
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その結果、画像においてAP (1,5,10μM)の曝露によって、 APの濃度依存的に

Vehicleと比べて細胞数の明らかな減少を認めた。また、 MTT還元能においては、 AP

の濃度依存的に低下し、AP (10μM)の曝露でMTT還元能の有意な低下を認めた(F珸

30aandb)。この結果は、 TMT処置マウス DG 由来NPCSの thrombin による増殖能

の低下は、 PAR・1を介した作用であることを示唆するものと考える。また、 TMT未処

置マウスDG由来NPCSは、 AP (100μM)の曝露時に細胞増殖能の有意な低下を認

めたのに対し、 TMT処置マウスDG由来NPCSは、そのν10の濃度である AP (10

μM)の曝露で細胞増殖能の有意な低下を認めた。この結果は、 TMT処置マウスDG

由来NPCSは、thrombinに対する感受性が高まっている可☆断生を示唆するものと考

える。

続いて、細胞内への BrdU取り込み能を検討したところ、 thrombin (1U/mL)ま

たは AP (100μM)の曝露48時間後の BrdU取り込み能は、 vehicle と比べて有意

に低下した(Fig.30C)。この結果より、 TMT処置マウス DG 由来NPCS における

thrombinまたはAPによる PAR・1の活性化は、 TMT未処置マウス DG由来NPCS

のPAR・1の1舌性化時と同様に、 NPCSの増殖能を低下させることが明らかとなった。

2.3.5.ThrombinおよびAP曝露による培養NPCS に対する細胞障害性

前述までの結果より、 TMT処置マウス DG由来NPCSにthrombinまたはAPを曝

露すると、少なくとも 4日間における NPCSの増殖能は低下し、その作用は、 PAR・1

を介したものである可能性が明らかとなった。しかし、 MTT還元能、およびBrdUの

取り込み能は、いずれも細胞死に依存して抑制される可能性も考えられる。そこで、

thrombinおよびAP によって細胞死が誘導されたかどうかを解析するために、 NPCS

における培養液中に放出された LDHの活陛について解析した。その結果、thrombin

およびAPは、放出されたLDHの活性に影響を与えないことが確認された(Fig.31)。

この結果より、 thrombinおよびAP は、細胞死を誘発することなく、 TMT処置マウ

スDG由来NPCSの増殖能を抑制したと推察される。
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Figure31.培養液中のLDH活性

Vehicle,thrombin (1U/mL)または

1舌性. LDH cytotoxicity Detection

Inc., USA)を使用.値は平均士S.E

0

n=6

N.S.

Vehicle

2.3.6. TMT処置成体マウス DGにおける PAR・1の発現

2.3.6.1.TMT処置マウスにおける PAR・1タンパク質の発現量の変化

前述までの結果より、 TMT処置マウス DG由来NPCSは、thrombinやAPの曝露

によって、細胞死が誘発されることなく、増殖能が抑制されることが示された。一方、

TMT未処置マウスDG由来NPCSと比べて、低濃度のAPの曝露で増殖能が抑制され

たことから、 PAR・1の反応性が増強している可育目性が示唆される。ラットにおいて、

脳血管障害後に PAR タンパク質の発現増加が引き起こされていることが報告されて

おり(55)、 TMT処置マウス DG では PAR の発現量が変化している可育断生が考えら

れた。そこで、マウスに TMT (3.o m牙小曾)の腹腔内投与し、 TMT投与 3、 5、 7 お

よび 14日後の DG における PAR'1の発現量を Westernblottin宮法により確認した。

その結果、 TMT 投与7日後においてContr01と比較してPAR・1タンパク質の発現量に有

意な増加が認められた(Fig.32)。

N.S

Thrombin

(1 WmL)

AP (100μM)曝露24時間後の培養液中LDH

Kit'WST (Dojindo Molecular Techn010gies,

NS.,有意差なし Vs vehicle alone

AP

(100 μM)
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TMT (3.o mg/k引
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Figure32.マウス脳障害後のPAR・1タンパク質の発現レベノレ

TMT (3.om創k宮,i.P.)処置 3,5,フ,14日後の PAR・1 タンパク質の発現量

Vs vehicle 列主^マウス

★

^iPAR.1

GAPDH

,
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n=5-6

2.3.6.2. TMT 処置マウス DG における PAR・1 の発現

前述までの結果から、 TMT処置マウスのDGにおいて、 PAR・1タンパク質の発現

量が有意に増加していることが示された。そこで、 PAR・1の発現を調べるために、マ

ウスにTMT (3.om創k今)の腹腔内投与を行い、その48、 60時間後にBrdUを腹腔

内投与し、各日数経過後に濯流固定を行い、パラフィン切片を作製した。得られた切

片について、 PAR・1の発現とともに、 Brdu、 nestinまたはGFAP の発現について解

析した。その結果、 BrdU と PAR・1の蛍光免疫二重染色において、 TMT処置、 3、 5、

7および 14日後において Brdu/PAR・1両陽性細胞が認められた(F喰.33a)。また、

nestinと PAR・1の蛍光免疫二重染色において、 TMT処置、 3、 5および7日後におい

て PAR・1mestin両陽性ホ醐包が認められた。しかしTMT処置、 14日後において

PAR'1/nestin両陽性細胞は認められなかった(F喰.33b)。 GFAP と PAR・1の蛍光免

疫二重染色においては、 TMT処置、 3、 5、 7および14日後においてPAR・VGFAP両

陽性細胞が認められた(Fi今.認C)。
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2.4.考察

本章では、 DGにおけるニューロン損傷/自己修復モデルとして、TMT処置マウスを

用いた。このモデノレは、 TMT処置後2日目にGCLにおけるニューロンの脱落後、 DG

において神経新生が起こり、ニューロン障害後のGCLを再生する。(56)。このモデ

ルを用いた組織学的評価では、ニューロンの修復段階でDGにおけるnestinまたは

DC刃BrdU両陽性細胞数が際舶勺に増加したことから、 TMT処置によってニューロン

障害後のGC上を修復する神経新生作用の増強が示された。実際、 TMT処置後30日

目に歯状回GCLにおいてBrdu/NeuN両陽性細胞が観察されたという知見は、 GCL

におけるニューロン障害後に新生された細胞が、ニューロンに分化する能力を有する

ことを示す。本章で用いたTMT処置マウス DG由来NPCSにおいても、血Ⅵtr0の分

化実験により、ニューロンに分化することを確認した。

TMT処置マウスDG由来NPCSにおける蛍光免疫二重染色、およびRTPCRによ

る PAR・1の発現解析では、未処置マウスと同様にNPCSにPAR・1が発現することを

確認した。また、thrombin の曝露により、 TMT未処置マウスと同様にNPCSの増殖

能が抑制されることを確認した。さらに、 APの曝露による検討では、thrombin曝露

時と同様に、 NPCSの増殖能が低下したことから、本現象はPAR・1を介した作用であ

る可能性が推察された。そこで、 APの曝露濃度を変化させ、検討を行ったところ、

TMT未処置マウスDG由来NPCSでは、増殖能に変化を認めなかったAP (10μM)

の濃度において、vehicleと比べて、ネ醐包増殖能の有意な低下を認めたことから、 TMT

処置マウス由来NPCSでは、 PAR・1の感受性が増強している可能性が示唆された。ラ

ツトにおいては、脳血管障害後のPARタンパク質の発現増加が報告されている(55)。

そこで、 westernblotting法により PAR・1タンパク質の発現量を解析したところ、予

測どおり TMT処置後3日目以降より PAR・1タンパク質の発現量の増加を認めた。ま

た、蛍光免疫二重染色による解析では、 Brdu/PAR・1両陽性細胞数、 nestin/PAR・1両

陽性細胞数が、 TMT処置3、5日目に著明に増加しており、 TMT処置後にDGに出現

する新生細胞は、PAR・1陽性のNPCSであることが確認された。これまでの結果より、

TMT処置マウス由来NPCSはPAR・1の発現量が増加しており、thrombinに対する感

受性が増強している可能性が考えられる。

本章の結果および前述の知見から、神経障害および長期的な認灸部章害に thrombin

活性が臨床上有意に関連していること、そして神経障害後の患者では、 PAR・1の発現

量が増加しており、thrombin に対する感受性の増強および細胞新生に PAR・1が強く

関与する可能性が推察された。本章では、 dabigatran による thrombin阻害剤の検討

は、行えなかったが、将来の研究で、dab槍atran力明畄梗塞再発予防のみならず、 NPCS
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の増殖能低下の抑制、および機能再生治療への有用性について、解明される可能性が

ある。 PAR・1の神経新生への関与について詳細に解析することによって、脳血管障害

における機能再生治療に役立つことを期待する。
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第3章 成体マウスDGニューロン障害後の

ニューロン新生に対する Cilostaz01の

効果

3.1.背景・目的

Cilostaz01は、 cyclicadenosine monophosphate (CAMP)の分角孕を抑制し、 CAMP

に依存する細胞内シグナルを活性化する選択的ホスホジエステラーゼ3阻害剤である

(57)。 cilostaz01は、抗血小板剤として作用し、臨床的において閉塞性動脈硬化症の

治療や、アテローム性脳梗塞およびラクナ脳梗塞に対する脳梗塞再発予防のために投

与される(58)。また、cilostaz01は、抗アポトーシスシグナノレ伝達経路の活性化(59)、

そして脳虚血時に脳内の血管新生を誘導する(60)。さらに、中大脳動脈の閉塞によっ

て誘発された脳卒中において Cilostaz01は、SVZ 中のNPCSの発生を増強する(61)。

しかし、DGにおける神経障害後に一過性に増加するニューロン新生に対し、cilostaz01

の影響は不明である。

本章では、 DG のニューロン損傷/修復のモデノレである TMT処置マウスにおいて、

DGにおける神経障害後のニューロン新生における Cilostaz01の影響を解析した(62)。
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3.2.方法

3.2.1.動物飼育

1.2.1.に準じて負司育を行った。

3.2.2.薬物投与

概要を Fi曾.34に示した。実験 1では、 PBS またはTMT (2.9 m創k今)をマウスに

腹腔内投与し、その 48時間後に Vehicle (0.5% carboxymethylceⅡUlose)または

CⅡOstaz01(10 m創k創を腹腔内投与した。また、 Brdu (50 m創kg)を 12時間ごと

に2回腹腔内投与した。実験2では、 PBSまたはTMT (2.9m創k今)をマウスに腹腔

内投与し、その48時間後から Vehicle(0.5% carboxymethylce11Ulose)またはCilostaz01

(10m創kg)を 24時間ごとに 14日間連続投与した。また、 Brdu (50m今小g)を 12

時間ごとに2回腹腔内投与した。全ての薬物は、体重 10今あたり0.1mLの割合で腹

腔内投与した。

EXP.1 (acute treatment)

Cilostaz01(10 m8/kg, i.P.)
Or vehicle

↓
0 2 3(day)

↑
PBsorTMT

(2.9 m8/k8,ip.)

Fi宮Ure34.実験1および実験2のスケジューノレ概要

実験1および実験2の薬物投与およびサンプリングスケジュール

(文献62 より転載)

EXP.2 (chronic treatment)

Cilostaz01(10 mB/k8, i.P.)
Or vehicle

[一一★一一「
0 2 153 30 (day)

↓ ↓
Decapitation
Behaviortest

(小↓
Brdu Decapitation

(50 mg/kg,i.P.)
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3.2.3.組織の固定と包埋

1.2.12.に準じて組織の固定と包埋を行った。

3.2.4.培養 dish の作成

1.2念.に準じて培養 dish を作成した。

3.2.5.成体マウス DG 由来 NPCS の培養

1.2.3.に準じて NPCS の培養を行った。

3.2.6. MTT 法

1.2.4.に準じて MTTassay を行った。

3.2.フ.免疫組織化学法

3.2.フ.1. NeuN/Brdu

1.2.12.に準じて作製した標本切片を Xylene により脱パラフィン処理した後、

ethan01系列(100・50%)に順次浸して親水化させた。蒸留水で洗浄後、 10mM クエ

ン酸緩衝液(PH 7.0)中で、マイクロウェーブによる抗原賦活化処理を行った。室温

まで冷却したのちに TBSTで洗浄後、 TBSTで希釈した 5%ヤギ正常血清で室温 1時

間のブロッキングを1丁い、 mouse anti'NeuN monoclonal antibody および rat

anti'Brdu monoclonal antibody を混合して antibody diluent で希釈し、 4゜C で一晩

反応させた。 TBST で洗浄後、 Nexa Fluor⑧ 488 ConjU宮ated 容oat anti'mouse lgG

(H+L) antibody およびNexa Fluor⑧ 594 Conjugated goat anti・rat 1曾G (H+L)

antibody を混合してTBSTで希釈し、室温で2時間反応させた。その後、 TBSTおよ

びTBで洗浄し、 VECTASHIELDmountingmedium を用いて封入を行った。

3.2.フ.2.NestilvBrdu

1.2.12.に準じて作製した標本切片を Xylene により脱パラフィン処理した後、

ethan01系列(100・50%)に1恒次浸して親水化させた。蒸留水で洗浄後、 10mM クェ

ン酸ホ劉商液(PH 7.0)中で、マイクロウェーブによる抗原賦活化処理を行った。室温

まで冷却したのちにTBSTで洗浄後、 TBSTで希釈した 5%ヤギ正常血清で室温 1時

間のブロッキングを1テい、 mouse anti'nestin monoclonal antibody および rat

anti'Brdu monoclonal antibody を混合して antibody diluent で希釈し、 4゜C で一晩

反応させた。 TBST で洗浄後、 Nexa Fluor⑧ 488 Conjugated 牙oat anti・mouse lgG

(H+L) antibody およびNexa Fluor⑱ 594 ConjU今ated 曾oat anti・rat 1宮G (H十L)

antibody を混合してTBSTで希釈し、室温で2時間反応させた。その後、 TBSTおよ

びTBで洗浄し、 VECTASHIELDmountingmedium を用いて封入を行った。

64 ・



3.2.フ.3. DCX/Brdu

1.2.12.に準じて作製した標本切片を Xylene により脱パラフィン処理した後、

ethan01系列(100'50%)に順次浸して親水化させた。蒸留水で洗浄後、 10mM クェ

ン酸緩衝液(PH 7.0)中で、マイクロウェーブによる抗原賦活化処理を行った。室温

まで冷却したのちにTBSTで洗浄後、 TBSTで希釈した5%ヤギ正常血清で室温20分

間のブロツキングを行い、今oatanti'Dcxmonoclonalantibody およびratanti・Brdu

monoclonalantibody を混合して antibodydiluent で希釈し、4゜C で一晩反応させた。

TBST で洗浄後、 Nexa Fluor⑱488ConjU牙ated 套oat anti'mouselgG(H+L)antibody

およびAlexa Fluor⑱ 594 ConjU客ated 宮oat anti・ratlgG (H十L) antibody を混合して

TBST で希釈し、室温で 2時間反応させた。その後、 TBST および TB で洗浄し、

VECTASHIELD mountin套medium を用いて封入を行った。

3.2.8.免疫細胞化学法

1.2.10.1.に準じて作製した。

3.2.9.成体マウス DG由来NPCS のホモジネートの調製

1.2.14.に準じて調製した。

3.2.10.タンパク質レベノW則定

3.2.10.1. SDS 電気泳動

1.2.14.に準じて回収した細胞質画分タンパク質サンプルに、タンパク変性用試薬

(sodium dodecylsulfate (SDS)処理用緩衝:10%宮lycer01、 2% SDS、 0.01%

bromophenol blue および 2% 2"mercaptoethan01 を含む 50 mM IYis・HCL buffer

(PH 6.8)}を用量比 4:1で添加して 100゜C、 10分間煮沸した。このように、 SDS処

理を行った標品を、電気泳動槽中でポリアクリルアミドゲル(濃縮用ゲル4.5%、分雛

用ゲル 10%)を用いて、室温で電気泳動(151nA/plate)を行った。

3.2.10.2. western blottin今

SDS 電気泳動後のゲルを、あらかじめ 100% methan01 で1舌性化しておいた

Polyvinylidene di丑Uoride (PVDF)膜に、 90・10o nlA、 10O Vで 45分間ブロッティ

ングした。ブロッティング終了後、同膜を、 0.05% 1加een20 を含む0.05% TBSTで

洗浄した後、0.05%TBSTで溶解した5%スキムミルクで1時間ブロッキングを行った。

このPVDF膜を 1%スキムミルクで各濃度に希釈したPCREBおよびGAPDHに対す

る各抗体溶液を用いて、室温で2時間反応させた。0.05%TBSTで洗浄(5分間X3回)

した後、 polyclonalswineA11ti・ Rabbitimmunoglobulins/HRP を 1%スキムミルクで

希釈した溶液を室温で 1時間反応させた。その後0.05%TBSTで洗浄(10分間X3回)
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し、 westernBlot chemoluminescence Rea牙entpluS による発光反応を X線フィノレム

で検出した。

3.2.11.強御bk泳試験法

TPX ビーカー(18×26 Cm; sanplatec、 osaka、 Japan)に深さ 18Cmの淡水を張

り、 25゜Cに維持した状態で、マウスを個々に泳がせた。マウスがもがいたり、泳いだ

りして逃避する行動をあきらめた状態を無動と見なし、 5分間の試験中における、全

無動時間を記録した。個々のマウスを薬物で処理した後の無動時間の変化を測定した。

3.2.12.データ解析

1.2.16.に準じてデータ解析を行った。
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3.3.結果

3.3.1.成体マウス DGニューロン障害後急性期における nestin/Brdu

両陽性細胞の新生に対する Cilostaz01の効果

当研究室では以前、マウスの腹腔内にTMT (2.8・2.9mg小g)を投与した2日後に、

DG 穎粒細胞層においてニューロンが選択的に障害され、認知障害を生じることを報

告した(56)。 DG において TMT誘発ニューロン障害後、 BrdU陽性細胞および神経

発生関連マーカーである nestin、 NeuroD、またはDCX陽性細胞数が顕著に増加する

様子が観察される。この神経系の損傷伯己修復モデルを用いて、ニューロン障害後の

神経修復に対する Cilostaz01の効果を評価した。ニューロン障害後急性期のマウス DG

における nestilvBrdU両陽性細胞の新生に対するCilostaz01の効果を評価するために、

TMT処置後2日目にCilostaz01(10m創kg)およびBrdUを腹腔内投与した(Fi牙.35)。

その結果、 TMT未処置マウスと比べて、 TMT 処置マウスでは、 GCL/SGZ 領域、

分子層、および歯状回門を含むDG全体において、 nestin/BrdU 両陽性細胞数が像舶勺

に増加した。これらの中でGCL/SGZ領域は、 TMT処置マウスにおいてnestin旧rdu

両陽性細胞の割合が最も多かった。 cilostaz01の投与は、 TMT未処置マウス、または

TMT 処置マウスにおいて、少なくとも本領域における nestin/BrdU 両陽性細胞の新

生数に有意な変化を与えなかった。
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(a)

Na'fve/vehicle

Nestin and Brdu staining

Naive/cilostaz01

Im aired/vehicle

(b)

Im aired/cilostaz01

500

400

300

200

100

0
Na'ive Impaired

Fi牙Ure35.成体マウスDGニューロン障害後急性期におけるnestiwBrdU両陽性細胞

の新生に対する Cilostaz01の効果(実験 1)

(a) NaiveⅣehicle, Naive/cilostaz01,1mpairedⅣehicle,1mpaired/cilostaz01の

各群のDGにおける nestin (green)および Brdu (red)の蛍光顕微鏡写真.

(b)各群の GCL/SGZ 領域における nestin/BrdU 両陽性細胞数.値は平均士S.E.

Scalebar =100 μm.(文献 62 より転載)

[::コ Vehicle
^ Cilostaz01
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BrdU陽性細胞のン障害後に新生された3.3.2.成体マウス DG ニユーロ
生存に対する Cilostaz01の効果

DGニュ_ロン障害後に、新生されたNPCSの生存および神経刀'ー
_ロン変性に伴うニューロン再生に重要である0そこで、TM I-'こ
を14日間連続投与し、DGニューロン障害後におけるBrd 険"'己こ'
ブカ果を解析した。 TMT処置後 30日目にDGの 3つのよ、、こ
陽性細胞を計数することによって、細胞生存竿を評価した電'゜ 1泊'
陽性細胞数は、TMT処置マウスの分子層および歯状回門と、"、こ
おいて最も多かった。また、TMT処置マウスにCilostazo "川'
h.1と比べて分子層およびGCL/SGZ領域におけるBr ""゜'」

加した。歯状回門では、 BrdU陽性細胞数に有,冒、差は誕められよっこ゜
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(a) Brdu staining

Impaired/cilostaz01Impaired/vehicle

(b)
400

[:ニヨ 1mpaired/vehicle
^ Impaired/cilostaz01

300

200

ML GCL+SGZ Hilus

Fi宮Ure36.成体マウスDGニューロン障害後に新生されたBrdU陽性細胞の生存に

対する Cilostaz01の効果(実験2)

(a) TMT処置マウスDGにおけるBrdU陽性細胞の蛍光顕微鏡画像

(b) vehicle または Cilostaz01 を投与した TMT 処置マウスの分子層(ML), GCL/SGZ

および歯状回門(hilus)領域における BrdU 陽性細胞数.値は平均士S.E.

**Pく0.ol vs vehicle 牙roup. scale bar = 100 μm.(文献 62 より転載)
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(a)

NeuN and Brdu staining

Na'fve/vehicle Impaired/vehicle

NaⅣe/cilostaz01

(C)

(b)

Impaired/cilostaz01

Dcx and Brdu staining

Impaired/vehicle
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FiguTe37.成体マウスDGニューロン障害後に新生されたBrdU陽性細胞の

ニューロン分化に対する Cilostaz01の効果(実験2)
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(a) 4 群(NaiveⅣehicle, Naive/cilostaz01,1mpaired/vehicle,1mpaired/cilostaz01)

のDGにおける NeuN (green)またはBrdu (red)陽性細胞および両陽性

細胞(yeⅡOW)の蛍光顕微鏡画像

(b) 4 群の GCL/SGZ 領域における NeuN母rdU 両陽性細胞数.値は平均士S.E

史史Pく0.olvs naive マウス.##Pく0.olvs vehicle 処置マウス

(C) vehicle またはCilostaz01投与を行ったTMT処置マウス DGにおける Brdu (red)

およびDCX (宮reen)陽性細胞の蛍光顕微鏡画像

(d) vehicle または Cilostaz01投与を行った TMT処置マウス DG の GCUSGZ, ML

およびhiluS領域における両陽性ネ朋包数.値は平均士S.E."Pく0.olvsvehicle

処置マウス.(文献62 より転載)

3.3.4.成体マウス DG における PCREB の発現量に対する Cilostaz01の
効果

Cilostaz01 は、 CAMP の分解を抑制し、 CAMP 依存性細胞内シグナル伝達として

CREB を活性化する(57)。またPCREBは、神経保護分子を発現し、新生細胞の増殖、

分化、および生存に重要な役割を果たすことが知られている(63,64)。そこで、

Cilostaz01 による CAMP 依存性細胞内シグナル伝達の活性化を確認するために、

Cilostaz01投与がDGにおけるPCREBの発現量に影響を及ぽすかどうか検討を行った。

その結果、 cilostaz01は、 CⅡOstaz01投与 3~24時間の DG における PCREB発現量を

上昇させた(Fig.38)。

PCREB

Vehicle

Fi宮Ure38.成体マウス DG における PCR豆B の発現量に対する Cilostaz01の効果

(文献62 より転載)
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3h 6h

'

24 h
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3.3.5.成体マウス DG ニューロン障害後のうつ病様行動に対する

Cilostaz01 の効果

当研究室では以前、 TMTを2.9m創k牙で投与されたすべてのマウスが24時間後に

後肢運動麻癒を伴う全身性振戦を発症し、この症状は、TMT処置後3日間持続するこ

とを報告した。また、 TMT処置されたすべてのマウスは、実験中、攻撃的な挙動を示

した。しかし、 TMT処置で誘発されたこれらの行動変化は、 TMT処置後4日目に消

失した(65-67)。これらの行動異常に加えて、 TMT処置後4日目に視覚認識の記憶障

害が観察され、14日目以降に改善された(56)。そこで別の異常行動として、 TMT処

置マウスのうつ病様行動に注目した。その結果、強制水泳試験において、 vehicle群で

は、 TMT処置後 30日目の無動時間が著しく延長した。一方、 cilostaz01投与群では、

TMT処置後30日目の無動時間の延長が有意に軽減された(Fig.39)。

^ Vehicle

^ Cilostaz01
300

250

200

Naive lmpaired

Figure39.成体マウス DGニューロン障害後のうっ病様行動に対する Cilostaz01の

効果(実験2)

値は平均士S.E."Pく0.0IVS TMT処置Vehicle投与マウス.(文献62 より転載)
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3.3.6. TMT処置マウス DG 由来NPCS の増殖1舌性およびPCREB の
発現量に対する Cilostaz01の効果

NPCSの増殖に対する Cilostaz01の直接曝露の効果を評価するために、 TMT処置マ

ウス DG 由来NPCS を調製した(Fig.40)。

Fi今.40b は、 DG における NPCS の Type・1または lype・2aホ醐包のマーカータンパ

ク質である nestinおよびBLBPの蛍光免疫染色の結果を示す住・3)。その結果、95%

以上の細胞がnestinまたはBLBPの陽性細胞であった。

培養NPCSに対し、 cilostaz01 (0.1・1μM)の曝露によって、ネ剛包増殖能が有意に

上昇することを確認した(Fig.40C)。

また、同様の実験条件下で、cilostaz01曝露による培養NPCS 中のPCREB発現量に

及ぽす影響を検討したところ、 CⅡOstaz01 (0.1μM)の曝露によって、細胞内PCREB

の発現量が上昇することを確認した(Fi牙.40d)。
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(a)

(b)
Hoechst 33342

■■■
Nestin

200

150

100

BLBP

0 0.01 0.1 1

Cilostaz01(μM)

Fi曾Ure40.1MT処置マウスDG由来NPCSの増殖活性およびPCREB発現量に

対する Cilostaz01の効果

(a) cilostaz01非存在下で培養した細胞の顕微鏡画像

(b) Hoechstで対比染色したnestinおよびBLBP にっいて蛍光免疫染色を行った

細胞の蛍光顕微鏡画像

(C) vehicle または Cilostaz01のいずれかの存在下で,各々の Cilostaz01濃度で

4日間培養後の MTT還元能."Pく0.olvsvehiclealone

(d) vehicle またはCilostaz01 (0.1 μM)のいずれかの存在下で培養後 CeⅡ lysates
を調製し,immunoblot を施行.(文献62 より転載)
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3.4.考察

本章では、ホスホジエステラーゼ 3阻害剤である Cilostaz01が、 DGのニューロン障

害後に生成されたNPCSの生存および分化を促進することによって、神経再生に有益

な効果を有することを示した。凍結損傷(68)、アブレーション損傷(69)、または定

量的脳損傷モデル(70)では、損傷大脳皮質周囲のNPCSが増加することが示されて

いる。本章では、前述のとおり、 DGにおけるニューロン損傷/自己修復モデルとして、

TMT処置マウスを用いた。このモデルは、 TMT処置後 2日目に GCL におけるニュ

ーロン脱落後、DGにおいて神経新生が起こり、神経障害後のGCLを再生する。(56)。

このモデルを用いた組織学的評価では、修復段階でnestinまたはDCX陽性BrdU陽

性細胞のDGにおける数が像舶勺に増加し、 TMT処置によるニューロン障害後のGCL

を修復する神経新生の増強が示された。実際、 TMT処置後 30日目に歯状回 GCL に

おいてBrdu/NeuN両陽性細胞が観察されたという知見は、 GCLにおけるニューロン

障害後に新生された細胞がニューロンに分化する能力を有することを示す。このモデ

ルの行動評価では、ニューロンの修復を伴う変性段階の間にマウスに認よn障害が観察

されるが(56,67)、うつ病様行動は TMT治療後 30日目にも観察可能であった(71,72)。

本章の結果は、cilostaz01の連続投与が、このモデルにおけるうつ病様行動を改善し、

Cilost能01がDGにおけるニューロン障害後の機能的ニューロン修復の増強により、お

そらく神経変性症状を改善することができることを示唆している。海馬における成体

の神経新生過程は、少なくとも3つの段階、すなわちNPCSの増殖、移動、および生

存・分化に分けられる。そこで、海馬の神経新生過程に対する Cilostaz01 の効果を調

べるために、実験1および実験2の2つの実験スケジュールにより検討を行った。実

験 1では、 DG におけるニューロン障害後の NPCS の増殖に対する Cilostaz01の効果

を調べるために、 TMT処置後 2日目にBrdU を投与し、 cilostaz01の 1回投与による

影響を検討した。実験2では、 DGにおけるニューロン障害後30日目における、新生

細胞の生存または分化を検討するため、 NeuN/BrdUまたはDC刃BrdU両陽性細胞に

対する Cilostaz01の連続投与の影響を検討した。実験 2 の条件下における本章の結果

は、cilostaz01の連続投与が、 TMT処置マウスにおける DGにおける新生細胞のニュ

ーロン分化を増強したことを示している。

成体海馬における神経新生の過程において、DGのGCLには、前述のとおりType・1、

2a、 2b およびlype・3 の異なる 4つの段階がある(1・3)。 1ype・1細胞は、放射状グリ

ア様細胞に分類され、まれに細胞周期に入る(SIOW・cyclin今 CelD。 1ype・2a 細胞は、

ampli今ing 前駆細胞であり、 1ype・1 から誘導されることが知られ、頻繁に細胞周期

に入る(fast・cycling ce11)。 1ype'2b 細胞を介し、 1ype・3細胞は増殖活性のない神経
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芽細胞になり、 GCL に移行する成熟ニューロンに分化する。 TMT未処置マウスおよ

びTMT処置マウスのDGから調製したNPCSによる exviv0実験では、 TMT未処置

マウスにおける lype'1細胞数は、 Type・2細胞数より約 3倍多いが、 TMT処置マウス

の神経修復の初期段階においては、圧ype・2a細胞数がlype・1細胞数より 1.5倍に増え

た(73)。これらの知見は、 TMT処置マウスのDGにおけるニューロン修復の初期段

階において、 1ype・1 細胞数よりも Type・2a 細胞数が多いことを示唆しているが、

Iype'1 および lype・2a 細胞の両方が DG において増加した。実験 1 の条件下で、

CⅡOstaz01の単回投与が GCL/SGZにおける新生細胞田rdU取り込みホ醐包)の数に有

意な変化をもたらさなかったことを示すデータは、 DG におけるニューロン障害後の

修復の初期段階では、 cilostaz01が lype・1細胞および Type・2 細胞の増殖に有益な効

果を示さないことを示している。しかしながら、 TMT処置マウス DG 由来 NPCS を

増殖因子存在下で培養した invitr0実験では、cilostaz01の 4日間曝露によって、NPCS

の増殖能は有意に増強された。この知見は、 cilostaz01 の連続曝露が、 nestin および

BLBPで標識されたlype・ν2a細胞である NPCSの増殖能を増強するのに有効である

ことを示唆する。

さらに本章では、 cilostaz01の連続曝露が、 TMT処置後 30日目までの、 GCL 中で

新たに生成されたNeuN陽性細胞、およびDCX陽性細胞の数を劇的に増加させるこ

とを示した。これらの新生ニューロンは、分子層および歯状回門ではなく、 GCLに主、

に位置していた。これらのデータは、cilostaz01が、新生ネ剛包をニューロンに分化させ

ることができることを示唆し、ニューロンは GCL に移行する。 cilostaz01が TMT未

処置マウスのGCLにおいて、新生ニューロンに対し、有意な影響を及ぼさなかったと

いう知見は、cilostaz01による海馬神経発生の増強は、ニューロン障害後のDGのみに

選択的であることを示唆する。これらの知見と一致して、 cilostaz01によってTMT誘

発のうつ病様行動は改善された。 DG のニューロン障害後の海馬における神経新生の

増強は、チ部章害時の DG における機構とは異なるメカニズムによって調節されてぃる

可能性が最も高い。この興味深い可能性は、 DG におけるニューロンの損傷培己修復

を観察できる本モデルマウスを用いることによって評価することができる。

ニューロン障害後のDGにおける神経新生の増強に対し、cilostaz01はどのように関

与しているのか。1つの可能性は、CAMP 依存性シグナル伝達経路への関与である。

一過性中大脳動脈閉塞モデノレマウスを用いた研究において、cilostaz01が、脳室下帯で

新生したBrdu/DCX両陽性ホ醐包の密度を、虚血処置が行われていないVehicle群と比

較して有意に増加させることが示された(61)。このモデルにおいて、 cilostaz01は、

脳室下帯における DCX陽性PCREB発現NPCSの数を増加させることが示された。

これらの結果は、 cilostaz01が、局所虚血後の CAMP 依存性シグナノレ伝達経路を介し
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て脳室下帯における NPCSの増殖を増強することを示唆している。PCREBは、 NPCS

の増殖および生存に寄与することが知られている(74)。さらに、 PCREBは、脳室下

帯から喨球へと吻側に移行する新生細胞から分化する神経芽細胞においてアップレギ

ユレートされる(64)。上記の研究に加えて、現在のデータは、cilostaz01の処置がDG

における血Vivo、およびinvitr0である培養NPCSにおいてPCREB発現量を上昇さ

せること、そしてCilostaz01が CAMP依存性シグナル伝達経路の1舌性化を介して神経

新生を促進することを示した。CⅡOstaz01による他の作用メカニズムとして、cilostaz01

によるホスホジエステラーゼ3の阻害によって活性化される、CGMP/プロテインキナ

ーゼGシグナノレ伝達への関与である。実際に、CGMP/プロテインキナーゼGシグナノレ

伝達は、胎生マウス新皮質由来のNPCSの生存・増殖に必須であることが知られてぃ

る(75)。

本章では、DGにおけるニューロン障害後に発生した海馬NPCS において、cilostaz01

が CGMP/プロテインキナーゼ G シグナル伝達を増強するかどうかは調べることがで

きなかった。また、マウス胎児におけるPCREBについて、活性化状態のRh0を不活

性化状態に戻すGTpase activatin曾 Protein (GAP)欠損マウスでは、 PCREB発現

量が減少し、一方、 Y27632の前処理によって、PCREB発現量が増加することが報告

されており(76)、 PAR・1 シグナルと共通の経路を介する可ヨ断生も示唆されるが、検討

を行うことはできなかった。今後、SVZおよびDGにおける NPCSの増殖および生存・

分化における CGMP/プロテインキナーゼ G シグナル伝達の関与を評価する将来の研

究によって、cilostaz01によって引き起こされる神経新生の増強メカニズムが解明され

る可能性がある。

本章では、cilostaz01は、inviv0 における TMT処置後に誘発されるニューロン障害

後の生存、神経分化または新生細胞の増殖を促進する作用を有することを確認した。

そして、 NPCS に対する Cilostaz01 のこれらの作用機序は、 CAMP 依存性シグナノレ伝

達の活性化が関与していることが推察された。以上より、 cilostaz01 は、成体動物の

DGにおけるニューロン障害後に神経新生を促進する可能性があると言える。

・ 79 ・



おわりに

結語

近年、脳血管障害後の機能再生治療法として、ipS 細胞や ES 細胞を生体外で神経

幹細胞へ分化誘導させ、ニューロンの脱落音剛立に移植する方法が注目されている。こ

のような方法はきわめて有用であると考えられるが、その反面、移植時の拒絶反応な

どの様々な問題を抱える。一方、内在性のNPCSの増殖およびニューロン新生を促進

することができれば、移植治療と比べはるかに安全性の高い治療方法になり得る。本

研究では、(1) thrombin が NPCS の増殖能を抑制すること、(2)それらは臨床に

おいて脳梗塞の一次予防・二次予防に用いる dabigatranによって改善し得ること、(3)

脳梗塞発症後の再発予防に用いる Cilostaz01 がニューロン障害後に一過性に増加する

NPCS の生存を維持し、さらにそれらの細胞の、ニューロンへの分化を促進している

可育断生が示された。したがって、脳梗塞再発予防薬がNPCS増殖能改善作用、ニュー

ロン新生促進作用を介して脳血管障害後の機能再生治療に有効である可能性は高い。

今後、臨床現場で適応されている脳梗塞予防薬・治療薬についての本研究と同様な

解析を推し進めることが、脳血管障害後の治療における予後の大きな改善にっながる

と確信する。加えて、同薬物のニューロン新生促進メカニズムを更に詳細に解析する

ことにより、脳梗塞再発予防薬・治療薬の脳血管障害後におけるニューロン脱落後の

ニューロン新生促進作用が期待される医薬品の開発を期待したい。
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