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脂 質メ デ ィ ェ 一 夕 -

の 産生 プ ロ フ ァ イ リ ン グ

指導教員 清水孝雄 教授
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医学博士課程

分子細胞 生物学専攻

吉川 圭介

側頭 葉て ん か ん の 病態 で は
､ 脳 内に お け る グ ル タ ミ ン 酸濃度上昇 ､

グ ル タ ミ
ン 酸 受容 体 の 活性化 が 起 こ り神 経細胞 毒性 が 引き 起 こ され る こ とが 知 られ て い

る c グル タ ミ ン 酸受容 体はイ オ ン チ ャ ン ネ ル 型 と代謝調節型 の 2 つ の グ ル ー プ

に分類 され る ｡ イ オ ン チ ャ ン ネ ル 型 は さ らに 3 つ の グル ー プ に 分類され
､

それ
ぞれ カ イ ニ ン 酸型 ､

AM P A 型 ､
N M D A 型 に分 けられ る ｡ 興奮毒性 を引き起 こ す こと

が 知 られ て い る カイ ニ ン 酸 は動 物 に投与す る こ とに よ り ､ て ん か ん性 の け い れ
ん発 作を引き 起 こ し

､ 海馬 を中心と した神経細胞 死 を引き起 こ す こ とが 知 られ
て い る ｡

プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン (P G) や ロ イ コ トリ エ ン (L T) な ど の エ イ コ サ ノイ ドは 細胞
膜 よりホ ス ホ リ パ ー ゼ A

2 (P L A 2) な どに より 産生 され る ア ラ キ ドン酸 に 由来 し
､

ア ラ キ ドン 酸 は シ ク ロ オ キ シ ゲナ - ゼ (c o x) や 5 - リ ポキ シ ゲナ ー ゼ ( 5 - L O) な
ど の 酵素に より様 々 な p G や L T に 変換され ( ス キ ー ム 1 )

､
それ ぞれ特 異的な〔;

タ ン パ ク質共役型受容体に結合 し生理 活性 を発揮す る ｡ 晴乳類の C O X に は少 な
くとも 2 つ の ア イ ソ ザイ ム が報告され て お り ､ C O X - 1 は 多く の 細胞種 で恒 常的に

発現 して い るが
､

c o x - 2 は 通常で の 発 現 は弱く ､ 種 々 の 刺激で 誘導され る ｡ こ の

こ とよ り
､

一

般的に は C O X - 1 は構成型 酵素 ､
c o x - 2 は 誘導型酵素と考えられ て い

る o しか し
､ 近年誘 導型酵素 で ある C O X - 2 は神経系 にお い て は

､ 生理 的条件 に
お い て も発 現 して い る こ と か ら神経活動や脳 機能に お ける役割 が 示唆され て い

る .｡
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ス キ ー ム 1 ア ラ キ ド ン 酸カ ス ケ ー

ド

ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2 ( P L A 2) ､
シ ク ロ オ キ シ ゲナ - ゼ ( c o x) ､

リ ポキ シ ゲ

ナ ー ゼ ( L O ) ､
プ ロ ス タ グラ ン ジ ン (P G) ､

ロ イ コ トリ エ ン ( L T) ､
ヒ ド ロ キ シ

エ イ コ サテ トラ エ ン 酸 ( H E T E) ､ 血小板活 性化因 子 ( P A P )



カイ ニ ン 酸誘発 て ん か ん モ デ ル にお い て ､ 脳 に お ける エ イ コ サ ノ イ ド の 産 生

増加や C O X - 2 など関連 酵素の 発現 上昇が報 告 され て い る ｡ ま た c o x 阻害剤 に つ

い て は
､

一 方 で は C O X 阻 害剤が カイ ニ ン 酸誘発 け い れ ん発 作を抑制す る こ と ､

ま た他方 で は C O X 阻害剤 が けいれ ん発 作を増悪 さ せ る こ とが報告 され て い る c

さらに は C O X 阻害が 神経細胞 死 ､ また そ れと は反 対 に神経細胞保護 に関 わる 可

能性 もそれ ぞれ報 告 され て い る ｡ こ の よ う に本 モ デ ル に お ける エ イ コ サ ノ イ ド

の 機能 に つ い て は矛 盾す る報告が 多 い
｡ そ の ため カ イ ニ ン 酸誘発 て ん か ん モ デ

ル に お け る エ イ コ サ ノ イ ド の 生理機能 を明 らか に す る た め に
､ 本研 究 で は エ イ

コ サ ノイ ド産 生や 関連す る酵素の プ ロ フ ァ イ リ ン グと ､ また それ らの 役割 を担

う細胞 の 同定 を目的と した ｡

本 モ デ ル に お け る 時間経過 も含 め た 網羅 的 な プ ロ フ ァ イ リ ン グの た め に
､

L C - E S トM S/ M S (l i q u i d c h r o m a t o g r a p h y - e l e c t r o s p r a y i o n i z a t i o n - t a n d e m m a s s

s p e c t r o m e t r y) の 手法 を用 い た ｡ こ の 手法 に より 1 つ の サ ン プ ル ( 組織 ､ 細胞)

か ら十数種 の エ イ コ サ ノ イ ドを 一 斉定量す る こ と が 可能 で あり
､ それ ぞれ の エ

イ コ サ ノ イ ドの 絶対的 な産生 量 の 測定が で き る だ け で は なく ､ 相対的な比 較が

可能と な っ た ｡ さ らに本研究 で は
､

C O X - 1
､

C o 東- 2 の 2 つ の ア イ ソザイ ム の カイ

ニ ン 酸誘発 エ イ コ サ ノ イ ド産生 にお ける役割 を明 らか に す る こ と も目的と し
､

2 つ の ア イ ソザイ ム の 各 p G 産 生に お ける寄与 を評価 した
｡ また

､ 海馬 に お ける

エ イ コ サ ノ イ ド産 生 の 責任 細胞 を同定す る た めLこ
､ 海馬 ニ ュ

ー

ロ ン や ア ス ト ロ

サイ トの 初代培養 系に お ける エ イ コ サ ノ イ ド産 生 も評価 した
r:

カイ ニ ン 酸 を腹腔 内投与 した ラ ッ ト海 馬 に お ける エ イ コ サ ノ イ ド産 生 は 二相
性 を示 し た o そ れ らは 投与後 1 時間以 内 に急激 に海馬 にお い て 産生 され る初期

相と そ の 後 2 4 時間 あた り ま で 低い レ ベ ル で持続する後期相に よ り構成 され た
｡

産生 され る エ イ コ サ ノイ ドは P G F 2 α ､
PG D

2 ､
P G E 2 ､ T x B

2 ､
6 - k e t o I P G F l α

の順番 に 多
く ､

L T は 産生量 が少 な か っ た た め 以後は P G 類に着目 し て 研究 を進 め た ｡)

初期相が海馬 に 特徴的か どうか を調 べ る た め ､ 大脳皮 質と比 較 した 結果 ､ 海

馬 で 見 られ た 初期相は 大脳皮 質 で は 見 られ なか っ た ｡ カ イ ニ ン 酸 受容 体は脳 の

特 に海馬 に発 現が 多 い た め
､

P G 産生 の 初期相は海馬 に特徴的 で あると考えられ

た ｡ また ､ カイ ニ ン 酸受容体 の ア ン タ ゴ ニ ス トの 脳 室内投与 実験の 結果 ､ ア ン

タ ゴ ニ ス トに よ り海馬 で の P G 産生 が抑制 され た ため
､ 海馬 にお ける P G 産生 は

カイ ニ ン 酸受容体 を介 したもの で ある と考えられ た ｡

ア ラ キ ド ン 酸代謝に 関わ る酵素の 発現 プ ロ フ ァ イ リ ン グの 結果
､

c o 東- 2 m RN A

の 一

過性 な発 現上昇が ノ ザ ン プ ロ ッ ト解析に お い て 見 られ た ｡ ま た ウ ェ ス タ ン

プ ロ ッ ト解析 に よ り C O X -2 タ ン パ ク質は カイ ニ ン 酸投与後 3 時間以降増加 した ⊂

初期相 ､ 及 び 後期相の P G 産 生 にお ける C O X ア イ ソザイ ム の 寄与 の 違 い を調 べ



る た め に
､
C O X 阻害剤 を用 い た検討 を行 っ た ｡ 用 い た 阻害剤 は N S3 9 8 とイ ン ドメ

タ シ ン で あり ､
これ らはそれ ぞれ C O X - 2 特異的 な阻害剤及び C O X - 1

,
-2 を両方阻

害す る阻害剤で ある ｡ 初期相は NS 3 9 8 に よ っ て 6 - k e t o - P G F
l α

､
P G F

2 α
､

P G E
2 が ､

ほ ぼ完全に 阻害され たが ､
P G D

2 と T x B 2 に つ い て は部分的な阻害 しか 見 られ なか

っ た ｡

一

方イ ン ドメ タ シ ン8 こよ っ て 5 種類 の PG はす べ て完全 に 阻害され た ｡ こ

れ らの こ と よ り
､ 初期相にお ける 6 - k e t o I P G F

l α
､

P G F
2 ｡

､
P G E

2 産生 は ､
ほ とん ど

が C O X -2 に依存 して い る こ と ､ ま た P G D 2 と T x B ｡ に つ い て は C O X - 1
,
C O X -2 の 両方

の 寄与が あ ると考えられ た ｡ ま た後期相 に つ い て は
､ 初期相よ り も C O X- 2 の 寄

与 の 増加 ､ も しく は ､ 初期相に お け る C O X ア イ ソ フ ォ
ー ム の 寄与 をわず か に残

す こ とが 示 唆され た ｡

海馬 に お ける P G 産生 を行う細胞 を同定する た め に ､ 海馬 ニ ュ
ー

ロ ン とア ス ト

ロ サイ ト の 初代培養 を行 っ た ｡ 海馬 ニ ュ
ー

ロ ン と ア ス ト ロ サイ ト どち ら も ､

A 2 3 1 8 7 ( カ ル シ ウムイ オ ノ フ ォ ア) に より T x B 2 ､
P G D

2 ､
P G E

2
の 産生増加 が 見 られ

た o しか し 1

'

n v l

'

v o の ラ ッ ト海馬 にお い て 産生が も っ とも高か っ た P G F
2 Q

に つ い

て は 産生増加 は 見 られ なか っ た｡ ま た どち ら の 細 胞 にお い て も ､
カイ ニ ン 酸添

加 に より P G 産 生 の 増加 は見 られ なか っ た ｡

これ ら の 検討 に よ り本研 究で は
､

カイ ニ ン 酸誘導け い れ ん 刺激時 の ラ ッ ト海

馬 に お い て 二相性 の P G 産生が 見 られ る こ と ､ ま た そ の初期相 にお ける C O X ア イ

ソ ザイ ム の 異な る寄与 を明 らか に した ｡ 急激 な産 生 で ある初期相と数時 間か ら

十数時 間以上 も持続する後期相 か ら構成され る 二相性 の PG 産 生は本研究 に お い

て 新規 な概念と し て 提唱す るも の で あり
､

カイ ニ ン 酸投与 に より 海馬 に お い て

急激 に P G 類が 産生 され ､ そ れ らが 時間依存的 な制御 を受けて 変化 して い る こ と

が 示 された ( 図 1 ) ｡
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図 1 カ イ ニ ン 酸刺激に よ る 二相性 p G 産 生 モ デ ル

A 二相性 の P G 産生 と c o x -2 の 発現 レ ベ ル

B 初期相 の 産生メ カ ニ ズ ム

C 後期相 の 産生メ カ ニ ズ ム
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初期相 は C O X - 2 m R N A の 発現上昇 より も早 い 時間 で 起 こ るた め
､

これ らは脳 で

は定常 的に発 現 して い る と考えられ て い る C O X - 2 及 び c o x - 1 に よ ると考え られ

る ｡ C O X 1 2 m R N A は 3 - 6 時 間 で 一 過 性 の 発現 上昇が 見 られ ､ そ の 後 c ox 1 2 タ ン パ

ク 質の 増加 が お こ る o これ らの C O X - 2 m R N A ､ タ ン パ ク 質の 増加 が後期相に 寄与

して い ると 考えられ る ( 図 1A) 0

さら に
､ 初期相に お い て は P G の 種類 に より ､

C o 東- 1 と C O X - 2 の それ ぞれ の 寄
与が あ る こ と を見出 した c 6 - k e t o - P G F

l α ､ P G F
2 α ､ P G E

2
は C O X - 2 に依存 した 産生

で あり
､

P G D
2
と T x B 2 に つ い て は C O X - 1 , C O X -2 の 両方 の 寄与が 見 られ る o こ れま

で 生理 的 にも病的 に も脳 にお い て は C O X - 2 が 主要 な働き をお り
､
〔O X - 1 の 寄与は

少な い と考えられ て い た が
､ 今回 C O X - 1 の 脳 に お ける役割 が新た に示 され た ｡

カイ ニ ン酸 シ グナ ル に より
､

P G 産生 細胞 の 細胞 内カ ル シ ウム 濃度 を上昇 ､ それ

に よ り P L A
2 が活性 化 して ア ラキ ドン 酸 の 産生増加 に伴 い

､
C o 東- 1 , C o 東-2 に よ り

種 々 の P G 産生 が 起こ る と考え られ る ｡ ま た後期相 にお い て は カイ ニ ン 酸 ､ カ イ
ニ ン 酸 受容体を介 した p G 産 生 の 活性化 の 寄与は 不 明 で あ るが

､
主 と して 増加 し

た c o x - 2 に よ り P G 産生 が特徴付 けられ る と考 えられ る ｡

海馬 ニ ュ
ー

ロ ン と ア ス ト ロ サイ トを用 い た初代細胞 実験系に お い て
､

A 2 3 1 8 7

に よ り P G 産 生 は増加 した が
､

カ イ ニ ン 酸 に よ る反 応は 見 られな か っ た ｡ これ ら
に つ い て は初代培養 の 細胞 で は カイ ニ ン 酸 受容体 の 発現 が 低く な っ て い る可能
性 が考 えられ る｡ ま た 1

'

D V ]
･

v o の 海馬組 織にお い て 最も産 生 の 高か っ た p G F
2 ( 1

に
つ い て は

､
カ イ ニ ン 酸 ､ A2 3 1 8 7 どち らに お い て も産 生増加 が 見 られ なか っ た ｡



これ に つ い て は
､

エ イ コ サ ノイ ド産生 の 中間化合物 で あ る PG H
2 ､

LT A
｡ な どは細

胞 間を移 動 し
､ 異 な る細胞 間 の 働き に よ る産 生が 報告 され て お り ､ 海馬 に お い

て もミ ク ロ グリア
､

血管内皮細胞 な どの 細胞 の 協力 に よ り産生 され て い る と い

う こ とも考えられ る ｡

脳 は 脂質の 宝庫と い われ て い る が
､ 脂質の 脳 に お ける役割 な どは未解 明 の 部

分が 多い
o 脂質メ デ ィ ェ

一

夕
-

の 詳 細なプ ロ フ ァ イ ル に よ り ､
カイ ニ ン 酸誘発

て ん かん モ デ ル や
､

さら に は脳 に お ける脂質メ デ ィ ェ
一

夕
-

の 役割 を明 らか に

して ゆく こ とが で き る と考えられ る ｡ ま た各種酵素や受容 体の 脳 内局在
､ 遺伝

子改変マ ウ ス に お ける病態像の 違 い な どが今後 の 課題 で あ る ｡.




