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要 約

であるトロンピンは，前駆体であるプロ

トロンビンとその受容体の両者が中枢神経系において

発現していることが確認され，神経系の分化やアポトー

シス，可塑性への関与が在日されている O 実際にラッ

ト脳におけるトロンビン機能的受容体 (Protease-

activated Receptor-1， PAR-1)の発現が，神経グリ

ア細胞の増殖・遊定時期(分化前段階)である出生~

日齢15において豊簡であること在確認し

位体への履聞として，幼若ラットの脳窓内へPAR-

lの人工リガンドペプチドである ThrombinReceptor 

Activating Peptide (TRAP)を注入後，低酸素虚血

負荷をかけ，負荷後 7日日に組織障害評価を行った。

CA1神経細胞の残存率(平均士SD)は，

66.7士12.8%，TRAP少盤投与群 (0.5μg)98‘4土3.6%，

TRAP大震投与群 (50μg)60.7土27.8%であり，

TRAP少最投与ではほぼ完壌に細胞死在阻止したが，

TRAP大韓投与では細胞防護効果は認、められなかっ

た。アポトーシスの解析では，生食群と TRAP大量

投与群でのみ，海馬組織 DNAの解析にて明瞭な

DN A ladder bandsが認められ，アポ卜…シス

こした細胞に有意に認められる抗 single制 stranded

DNA抗体に対する染色性を示した。 PAR-1の宝過な

活性化が低酸素虚血障害による海馬神経細胞死を抑制

することが認められ， PAR-1の活性化により神経細

胞の障害への関値が上昇することが示唆された。

緒 雷

中枢神経系における の発現が次々と

れ，これらセリンプロテアーゼとそのインヒピ

ターの相互作用が注目されている O 両者のバランスは

厳密に制御されており， シナプス形成や髄鞘化，アポ

トーシスなどへの関与が解明されつつある 1)。中でも

トロンビンは，前駆体であるプロ卜ロンビンとその機

能的受容体の両者が中枢神経系において発現している

ことが確認され，注目されている 41。トロンピン機

能的受容体 (Protease剛 activatedReceptor-1， PAR-1) 

は， 卜ロンピンにより N末のセリン残基部位で、切断

され，新たに N末断端となった日身の 6側のアミノ

酸配列 (SFLLRN)が，受容体自身の細胞膜外ドメイ

ンに作用し，自己活性化をおこすユニーク

ある 8)。このことは， 6個のアミノ酸配列

工ペプチドを外国的に作用させて， リガンドとし

容体を活性化できることを意味している 9.ω。また，

この人工リガンドペプチドを使用することで，多岐に

わたるトロンビンの生物学的活性を除外した実験系を

作成することができる。

In vitro において， PAR崎 1活性化は神経グリア細

胞の分化札形態的にも分子生物学的にも一過性に抑

制し，様々 る闘値与を上昇させることが報

告されている 10-14)。その一方で， PAR-1の過剰な活性

化がネクローシス 15.ωやアポトーシス 10.1日1)を誘導し，

結果的に細胞障害を惹起することも報告されている。

この 2間性の影響は，幼若脳の分化発達に大きな役割

していると考えられる 10，16，ヘまた，中枢神経

系の蹄害時lこPAR-1やプロトロンビン

キーワード:トロンビン機能的受容体， protease剛 activatedreceptor-1 (PAR-1)，低酸素性虚血性脳症，アポトー

シス，新生仔ラット
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されることも報告されている 4，14，mo生体の脳におけ

る神経細胞とグリア細胞の相五作用の系においても，

PAR-1の活性化は陣密抵抗性を誘導するので

あろうか。あるいは，過剰な活性化は陣需を誘導する

のであろうか。我々は， ラットの発達期脳における低

酸素最血脳障害モデルにおいて， TRAPを用いた

PAR-1活性化による障害防護効巣とその単独活性化

がもっ生物学的意義を検討した。

方 法

①ラット脳組織のノザンプロット解析

日齢 0，5， 10， 15， 20， 25， 30，および成獣ラットの大

脳半球と小脳をグアニジンチオシアン酸溶液中にてホ

モジェナイズ後，域化セシウムをクッションに用いた

RNA分間告回収した。 PAR-1の核酸

配列 5)よりプライマー告作製し， RNA分耐を利用し

たRT剛 PCR法にて cDNAプロープをf辱た (nt.481--

1599， 1119-bp)o 20μgの全 RNAをアガロースゲル

にて電気泳動したものをナイロンメンブレン (Hybond軸

W， Amersham)に転ヰ後 32pにでラベルしたcDNA

プロ…ブとハイブリダイゼーション(日xpressHyb，

Clontech) 長作い， オートラジオグラフィーにで

mRNA発現最を半定量解析した。等量の RNAサン

プルによる検討である確認は，泳動後の ribosomal

RNAの濃淡， および同一メンブレンを用いたre-

probe法により，内因性コントロールの解糖系酵紫

glyceraldehyde-3幽phosphatedehydrogenase (GAPDH) 

より確認し

②ラット低酸素虚血障害モデル

日齢 7のSprague-Dawleyラットをエーテル吸入麻

酔にで鎮静し，保温下敷きブランケットにて直腸温を

36.0 oC前後に保持しながら処置を行った。ラット

し，微少がラス管省と定位的lこ右側脳室内

刺し， 5μlの生食水もしくは0.5or 50μg/5μlの

TRAP (Sigma)溶液を注入した。脳窓腔への正確な

ガラス管の挿入により，ガラス管内の住人予定溶液が

重力で自然落下することで，適所への出入を確認した。

また，黒インクの注入にてモデル実験をしたところ，

てインクの両側側脳塞腔への拡散を確認で

きた。脳窓胞への出入処麗後 2時間の回復時間苦?とっ

た後，左総頚動脈を結繋切離し，さらに 2時間の回復

時間を与えた後， 8%02による低酸素を 2時間負荷し，

その後母親ラットへ民して哨育させた。脳室穿刺のみ

で薬液を注入せず，かっ左総頚動脈を露出させただけ

で，低酸素負荷をかけていないものを sham

した。

③海馬組織評価

負荷後 7日日 lこエーテル麻酔下， 4%パラホルムア

ルデヒド祷液にて瀧流回定し，断頭して脳組織吾回収

した。海馬組織を含む冠状断切片を作製し， HE染色

にて組織学的検討を行った。海馬 CA1領域の連続す

る3撹野において，組織画像をコンビュータに取り込

んで残存神経細胞数告カウントし， sham 

する神経細胞残席率を算出した O 統計処理は，

Mann-Whitney U検定を用い， pく0.05にて有意とした。

④アポトーシスの検出

1) DNA ladderの検出

負荷後 7日目に麻酔下断頭し，海馬組織のみを線条

体と大脳皮質から分離回収した:。同じ処置群の 3匹分

の海馬組織を混合し，その DNA分闘を抽出回収し，

アガロースゲルにて電気泳動処理後，エチジウムブロ

マイドにて可視化して DNAladder bandの有無を

検討した。

2) single側strandedDNAの検出

7日目の海馬組織を合む冠状断切片を作製し，

100倍希釈のウサギ抗ラット single-strandedDNA 

抗体 (DAKO)にて l時間インキュベ…トした後，

DAB (3，3'-diaminobenzidine， tetrahydrochloride) 

を基質とした horseradishperoxidase法を用いて免

疫組織化学的に染色した。

結 県

①ラット脳における PAR同 lの発現

ラット大脳，小脳， ともに3.4kbの単一バンドを明

瞭に検出できた。大脳半球におけるPAR-1mRNAの

発現は， 日齢0--15にかけて非常に盤留であり，以後

漸減して成獣が日齢Oの54%と， もっとも

であった(図1A)。ラットリ¥脳におけるPAR-1mRNA 

の発現は， 日齢01こ非常に豊富であり，以後急激に減

少して日齢30，成獣が，それぞれ日齢Oの38%，46%と

少量であった(図lB)。

と

②低酸素性虚血性脳陣答lこ対する

1 )海馬神経細胞死の評価

生食群， TRAP群，共に処置後のラット生存率は約

90%と差はなかった。肉眼的には，生食群， TRAP大

量投与群 (50μg)の結紫側脳半球に軽度の萎縮を認

めるものの，饗胞形成はみられなかった。 HE弱拡大

(X40倍)では，明らかな組織の欠落や細胞構築の乱

( 22 ) 
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A B 

PAIミ欄1 PA疎酬ま

NB S 10 IS 2験2s30 AD ?ぜ蘇 10 2務 30 AD 

GAPD践 GAPD去を

NB S 10 IS 20 2S 30 AD NB 10 20 30 AD 

図 1ラット大脳，小脳におけるPAR-lの発現

各生後日数において， ラットの大脳半球と小脳から，超遠心法にで全日NA分幽を回収し，各レーン20μg

の全日NAを用いてノザンブロット告行なった。

A:大脳， B:小脳， NB; newborn， AD; 

ehyde聞 3叩 phosphatedehydrogenase 

PAR-l ; protease-activated receptor剛1， GAPD日;glycerald 

日齢 7の幼若ラット脳室内へ， PAR-lの人工リガンドであるTRAPを投与し，その 2時間後に左総額動脈

を結穀切離した。さらに 2時間の回復時聞を与えた後、 8%02によるRiceモデル低酸素虚血負荷を 2時間与え

た。負荷後 7日目に海馬組織告含む冠状断切片者作製し， HE染色 (X400倍)にて組織学的検討を行った。

A: sham処置群， B:生食群， C: TRAP 0.5μg投与群， D: TRAP 50μg投与群

れなど明らかではなかったが， TRAP小去最投与群 (0.5

μg)に比べて，生食群， TRAP大量投与群のCAl傾

域における神経細胞層の細胞密度の減少を認めた。海

( 23 ) 

馬CAl領域の強拡大 (X400倍)では，生食群では神

経細胞の崩壊像と配列の乱れ，細胞密度の減少告認め

た(図2B)oTRAP大量投与群では生食群同様に神経
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アポトーシス現象に対するPAR-1活性化の影響

負荷後 7日目に閉じ処置群 3匹分の海馬組織

を混合し，そのDNA分画を抽出回収し電気泳動

処理した。

M: marker (123bpの倍数のladder)，lane 1 : 

sham処置群， lane 2 :生食群， lane 3 : TRAP 

0.5μg投与群， lane 4 : TRAP 50μg投与群

図4

TRAP少量君事 TRAP大鋸群

(0.5μg) (SOJl.g) 

図 3 低酸素性虚血性脳障害に対するPAR-1活性化

の海馬神経細胞障害への影響

負荷後 7日目の組織にて海馬CA1領域の連続

する 3視野を選定し，残存神経細胞数をカウン

トして， sham処置群lこ対する神経細胞残存率を

算出した。各群 5匹のラットにて検討し棒グラ

フに平均::t1 SDを示す。
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たらすという特殊な・活性化機構をもっ受容体群が注目

を集めている 8)。そのProtease-activatedReceptors 

(P ARs) familyの中で、も， トロンビンを間接的リガン

ドとするPAR-1は，血小板凝集を誘導したり，皮膚

の損傷修復を促進することが報告されている 9)0 In 

VIVOの神経系においても，損傷させた末梢神経におけ

るプロトロンビンとその桔抗物質であるネキシンーlの

発現増強が確認されたり 2九マウス前脳虚血モデルの

海馬組織におけるネキシンー1の遷延性発現増強が示さ

れたり汽ヒト脳においてトロンビンが生理的に漏出

してくる脳血管周囲にネキシンー1の発現が局在的に増

強しているお)などの報告がなされている。このように，

セリンプロテアーゼとそのインヒビターの相互バラン

ス，そしてそのターゲッ卜のひとつであるPAR-1の

重要性が確認されるようになり1)発達期の脳におい

ても， シナプス形成や髄鞘化，アポトーシスなど、への

関与が示唆されている lO，lW)0

実際にPAR-1の発達期ラット脳における発現をノ

ザンブロットにて解析したところ，大脳半球，小脳と

もに， 日齢0"""10が最も発現が豊富であり，その後日

齢20から成獣に向かつて減少した。この変化は，グリ

ア関連蛋白であるグリア線維性酸性蛋白 (GFAP)や

髄鞘関連蛋白であるプロテオリピッド蛋白 (PLP)，

ミエリン塩基性蛋白 (MBP)とは全く異なる傾向であっ

たお)。すなわち， PAR-1の発現ピークは，神経グリア

の分化時期よりも早期の，増殖あるいは遊走時期に合

細胞の崩壊像と配列の乱れ，組織の縮小，細胞密度の

減少を認めた。また，核が濃縮，濃染した細胞も多数

認めた(図2D)0TRAP小量投与群では， sham処置

群(図2A)に比し明らかな変化は認められなかった

(図2C)。

Sham処置群と比較した海馬CA1領域における神経

細胞の残存率(平均士 1SD， n=5)は，生食群66.7::t 

12.8% (p<0.02対sham処置群)， TRAP少量投与群98.4

::t 3.6%， TRAP大量投与群60.7士27.8%であった (p<

0.01対sham処置群)0TRAP少量投与群ではほぼ完壁

に細胞死を阻止したが (p<0.03対生食群)， TRAP大

量投与群では生食群と同等の細胞死を認め， TRAP少

量投与群との聞に有意差を認めた (Pく0.005対TRAP

少量投与群) (図3)。

2 )アポトーシスの検出

海馬組織中のDNAladderの確認で、は，

TRAP大量投与群では明瞭な複数のDNAladder bands 

が認められ，逆にTRAP少量投与群ではsham処置群

同様， DNA ladder は認められなかった(図4)。

抗single-strandedDNA抗体を用いた免疫染色で

は，生食群では小数の神経細胞に極弱く， TRAP大量

投与群では強く染色された神経細胞を多数海馬組織に

認めた。 sham処置群および TRAP少量投与群では，

有意な染色性は認められなかった(図5)。

生食群と

(24 ) 

察

近年，プロテアーゼが受容体のN末膜外ドメインを

修飾し，変化したN末部分が受容体自身の活性化をも

考
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図5 アポトーシス現象に対するPAR-l活性化の影響

負荷後 7日日の海馬組織に対して，抗single-strandedDNA抗体を用いた免疫組織化学染色を行なった

(X400倍)。

A: sham処置群， B:生食群， C: TRAP 0.5μg投与群， D: TRAP 50μg投与群

致していると思われる。

PAR-lの活性化が神経系細胞に及ぼす生理活性に

ついては，様々な報告がなされている 1)。それらをま

とめると， PAR-lの活性化は神経系細胞の形態的な

分化現象を阻害し 12.へ脱分化方向へ誘導し，障害へ

の関値を上昇させると考えられている 11)。培養神経細

胞において， PAR-l活性化は低血糖や過酸化物質，

s-アミロイドに対する障害抵抗性を向上させるヘ

しかし， この現象はリガンドである卜ロンビンや

TRAPのdoseに依存しており，より高濃度の投与実験

ではアポトーシスを誘導することによって，逆に細胞

障害性に作用することが報告されている 10，山九

我々の培養細胞を用いた研究から， PAR-lの活性

化がグリア前駆細胞のオリゴデンドログリア方向への

分化に強く影響を有することが示唆された(未発表)。

このことは，幼若脳への障害発生時には， PAR-lの

活性化により神経グリア細胞の障害関値が上昇する反

面，グリア前駆細胞の分化方向がよりアス卜ログリア

方向へ誘導され，結果的にオリゴデンドログリアへの

分化障害，すなわち白質発達障害を惹起する可能性が

考えられる。逆に， PAR-lの活性化抑制はグリア分

化現象を促進する可能性があり，結果として脳障害へ

の闇値を低下させることが示唆される。

( 25 ) 

生体の神経系への応用については，その投与経路と

投与量が問題となる o PAR-lは血管内皮細胞や血小

板に豊富に発現しているため，経静脈的投与は不適当

である。実験段階では，モデル動物の脳実質(海馬，

線条体)への直接注入，あるいは脳室系への注入がな

されている。 トロンビンをラット尾状核へ直接持続注

入した報告では， トロンビンは炎症反応を惹起し，反

応性グリオーシスを誘導したお)0 Xiらは，尾状核へ

の卜ロンビン直接注入による脳浮腫が，少量の卜ロン

ビン注入による前処置後に軽減することを報告してい

るへまた， トロンビンの前処置により，線条体の虚

血病巣が縮小することも報告しているヘ Striggow

らは， Mongolian gerbilsの虚血負荷前の脳室内へト

ロンビンを注入することで，海馬神経細胞障害を軽減

することが可能であるが，高濃度の卜ロンビンでは逆

に障害を助長することを示したへしかし，幼若動物

での検討やTRAPを脳室系へ注入した報告は末だなさ

れていな ~\o

そこで我々は， ラッ卜の発達期脳における低酸素虚

血脳障害モデルにおいて， TRAPを用いたPAR-l活

性化による障害防護効果につき検討した。 TRAP注入

による神経細胞防護の作用機序の検討のため，遅発性

神経細胞死の主要機序であるアポトーシス現象を，低
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酸素虚血負荷後 7日日(生後14日目)の脳組織を用い

て解析した。また， TRAPの脳室内投与量を， TRAP 

少量投与群 (0.5μg)とTRAP大量投与群 (50μg)

の2種類試行して，その効果を比較した。その結果，

海馬CA1神経細胞の残存率では， TRAP少量投与群

ではほぼ完撃に細胞死を閉止したが， TRAP大量投与

群では生食群と同等の細胞死を誘導した。また，中等

量のTRAP5.0μgの脳室内投与も試行したが，結果

のばらつきが大きく，検討から除外した。

海馬組織中のDNA1adderの解析で、は，生食群と

TRAP大量投与群では明瞭なDNA1adder bandsが認

められ，一方TRAP少量投与群ではsham処置群同様，

DNA 1adder は認められなかった。また，アポトーシ

スにより出現してくるsing1e-strandedDNAに対す

る免疫染色によっても，生食群とTRAP大量投与群で

は明瞭な染色性を海馬領域に認めたが， TRAP少量投

与群とsham処置群で、は認めなかった。

これらの結果より， TRAP少量投与による適切な

PAR-1活性化は，アポ卜ーシス現象を抑制すること

で遅発性神経細胞死を減少させ，脳保護的に作用する

ことが示唆された。また， TRAP大量投与による不適

切に過剰なPAR-1活性化は，逆にアポ卜ーシス現象

を誘導して遅発性神経細胞死を増加させることが明ら

かとなった。この投与量の違いによる 2面性の効果は，

培養細胞を用いた研究10.21)やラッ卜脳室内投与の研

究附でも報告されており，興味深いところである。最

近ではこの 2面性の説明として， PAR-1の持続的活

性化による時間的な差異，あるいは受容体活性化後の

細胞質内secondsigna1系が全く異なっているという

報告もある 1九また，この神経防護作用は， in vitro 

の研究で明らかとなったように，神経細胞の分化を一

時的に抑制することで，障害への闘値を上昇させてい

るものと考えられる。従って，生後のどの時期におい

ても観察される効果ではないであろう。ラットの日齢

7はヒトにおける満期 (40週)に相当することから，

発達期神経系のアポトーシス現象を体外からのTRAP

投与により調節する試みは，新生児の低酸素性虚血性

脳障害の治療戦略において， therapeutic windowを

得ることを可能にするものと期待される O
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ABSTRACT 
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Protease-acti va ted receptor-l (P AR-l) is a key structure in the ba1ance between serine 

proteases and its inhibitors， and p1ays an important ro1e in deve10pment and p1asticity of the 

deve10ping brain. A unique artificia1 peptide， TRAP (thrombin receptor activating peptide)， 

which has an amino acid sequence of SFLLRN， can direct1y activate PAR-1. In vitro TRAP 

transient1y depressed the neurona1 and glia1 cell differentiation， and raised the thresho1ds 

against the various insu1ts. We investigated the usefu1ness of TRAP to prevent neurona1 

cells from the hypoxic-ischemic (HI) insu1t in the deve10ping rats. 

7 -day old (P7) Sprague-Da w 1ey ra ts were in trod uced to the HI loading by the com bina tion 

of 1eft common carotid artery ligation and the exposure to 8% O2 for 2 hrs. Low dose 

TRAP (0.5μg) administration intracerebro-ventricu1arly at 2 hours before HI insu1t rescued 

the CAl hippocampa1 nerve cells significant1y at P14. High dose TRAP (50μg) did not 

rescue but worsened the viability of CAl nerve cells in contrast. Both the saline and TRA 

P-50μg groups showed clear DNA 1adder formation and positive immunostaining against 

single-stranded DNA in their hippocampal tissue， suggesting the significant presence of 

apoptotic nerve cell death. 

Adequate activation of PAR-l using TRAP can inhibit the nerve cell 10ss against the HI 

insu1t in the deve10ping rat brain. This effect is in part dependent on anti-apoptotic function 

of PAR-l activation. 
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