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はじめに

　我々は、麻酔臨床においてしばしば脳障害に繋がる

病態を経験する。一過性の脳虚血は時として脳神経細

胞死を誘発し重篤な後遺症を残すことがあり軽視で

きない。現在、この病態の形成を阻止する有効な治療

法の確立はなされていない。そのため、脳障害に関与

する基礎的メカニズムの解明が急務となる。近年、

我々の研究結果から、虚血性神経細胞死形成に対して

免疫抑制剤の抗虚血作用を有するカルシニューリン・

イムノフィリン情報伝達系が深く関与することが判

明した1）。本稿では、虚血性神経細胞死におけるCa2＋

の役割、ミトコンドリア機能不全誘発におけるカルシ

ニューリン・イムノフィリン情報伝達系の役割と脳保

護における重要性を概説する。

1．臨床の現場で経験する脳虚血を

　　引き起こす病態について

脳虚血を引き起こす病態は大別すると①可逆性

虚血性神経障害：短時間の脳虚血で神経細胞死を伴

わない（短時間の脳虚血＝TIA　（Transient　Ischemic

Attack）および心停止）。②ある一定の時間以上の心

停止（麻酔機の故障、薬物の影響、大量出血、患者の

全身状態等を含む様々な要因によって引き起こされ

るもの）によって起こる全脳虚血（global　ischemia）2）。

③妊婦など血液の凝固能が充進している患者、脳神

経外科手術に伴う一時的な脳動脈の閉塞後に起こる

脳梗塞（focal　ischemia）3）。④頭部外傷による直接損

傷、血腫や脳浮腫に伴う脳の圧迫4）5）、ICP（Intra　Cra－

nial　Pressure）充進、脳血管攣縮による二次的な循環障

害6）。⑤低酸素性脳障害や脳血管の攣平等による脳

への酸素供給の低下によってひきおこされる脳組織

障害7）。⑥ウイルス、細菌、寄生虫、真菌、スピロヘー

タなどによる脳炎、髄膜炎があり、脳炎は脳実質障害

を伴う感染症で、主としてウイルスが原因となる8）。

⑦痙攣発作（原因として頭部外傷、脳腫瘍、脳血管障

害、頭蓋内感染、代謝異常）9）などが考えられる。しか

しながら、虚血性脳障害を引き起こすメカニズムの詳
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細はいまだに明らかではなくその基礎的メカニズム

の解析は重要な課題となる。

　そこで、本稿では、極めて脆弱な組織である脳の虚

血性脳障害の成因を考えるために、基礎実験から得ら

れた結果を基に、脳の虚血に対する脆弱性や脳虚血と

脳循環、脳内のエネルギー代謝、蛋白代謝、遺伝子発

現、栄養因子、グルタミン酸とCa2＋の関係、虚血に

よって誘導される因子、ミトコンドリア機能とカルシ

ニューリン・イムノフィリン情報伝達三等に焦点を当

てて検討を加えることにする。

2．虚血に対する易障害性（動物実験の結果より）

　一過性動物モデルの実験結果より、脳虚血発作によ

り部位的に死にやすい神経細胞と死ににくい神経細

胞に対して異なる影響の起こることが明らかとなり、

死にやすい神経細胞を“選択的脆弱性”または“易傷

害性”を有すると呼んでいる。さらにこれらの神経細

胞死は虚血発作の数日後より現れる特徴を有し、遅発

性神経細胞死と定義されている。ラット総頚動脈結紮

による前脳虚血により、海馬CAl錐体細胞および線

条体細胞、大脳新皮質III、　V層細胞などが選択的に細

胞死を起こす10）。脳梗塞の虚血病巣では脳血流が再開

しても細胞死を起こすコアのある領域と血流再開に

よって機能回復を期待できる領域がある。回復が期待

できる部位をペナンブラと呼ぶ3）。ペナンブラは虚血

再灌流に対する治療戦略を行う上で重要である。

3．脳血流と脳虚血との関係（図1）

　a．脳内エネルギー代謝と脳血流の変化

　脳虚血時の脳内エネルギー代謝についてはSmith

等の実験結果がよく知られている10）。彼等は脳内のグ

リコーゲン、Phosphocreatinine（Pcr）、リン酸化化合物

（脳内（ATP＋0．5ADP）の脳内総エネルギー基質

（ATP＋ADP＋AMP）に対する変化率、脳内乳酸濃度

の変化を測定した。虚血の時間経過とともに脳内エネ

ルギー基質はすべて低下し、5分以内にグリコーゲン

とPcrはほぼゼロにとなり、脳内リン酸化化合物も極

めて低い状態となる（図IA）。これは、脳内での好気

性代謝が停止したことを示している。その一方で、脳

内乳酸の急激な上昇が誘発される。これは、脳内での

嫌気性代謝が充円していることを示している。この状

態は血流の回復とともに速やかに改善し、エネルギー

状態もほぼ元通りになる10）（図1A）。前脳虚血モデル

から得られた結果では脳血流は虚血時にはぼゼロと

なり、血流再開とともに一過性に増加した状態

（hyperemia）を呈するが時間経過とともに低下してい

く（hypoperfusion）。やがて、神経細胞死という病態が

訪れる。神経細胞機能が脳波上異常を来す閾値は、1分

A脳虚血に伴う脳内エネルギー基質と乳酸の変化

　　：

　　s

ぎ，
量

，，g

O．5

畦
2：

　　　Glyooge坦’Y
　　－reL　u－　，一w－At一

＼∵㎞蜘樋㌦

×
EATP］＋O．5［ADP］

　［ATP］＋［MP】＋［AMP】

　　　
＼？

　　Laetate

　：

／－

　〇　　　　　　　5　15
　　m　Duration　of　lscheinia

　CBF
O／o　ml／lOOg／min

100

80

60

40

20

　　　　　　　　　　　（文献10から引用し改変）

図1脳内エネルギー基質と乳酸の変化および脳血流の変化

B脳血流低下と生理的変化

（文献11か日引用し改変）
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図は、前脳虚血時の脳内のグリコーゲン、Phosphocreatinine、高リン酸化化合物の消費と乳酸の産生状況（A）および

脳血流の変化に伴う症状（B）を表している。
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問のCBF（脳血流量）が18～20　mL／100　g、　CPP

（Cerebral　Perfusion　Pressure）が50　mmHg以下、　PaO、

が30～35mmHg以下とされている。　CBFが10mL／

100g以下の虚血が長引くと、神経細胞が不可逆的な

損傷を受ける（図IB）。しかし、バルビツレートまたは

低体温により代謝が抑制されていれば、1分問の血流

が20mL／100　gでも虚血は起こらない。

　b．脳虚血時の脳内蛋白代謝の変動

　一過性の脳虚血により脳内の蛋白代謝は著しく障

害される。脳血流という閾値から考えると蛋白合成は

脳血流が正常時の50％以下になると障害されると考

えられており、ATPの低下やイオンホメオスターシ

スの破綻（脳血流が正常時の20％以下で出現と推測

される）に比して極めて高い。いずれにしても、細胞

の代謝、修復に必要な蛋白合成が回復しないことは神

経細胞にとっては危機的状況となる。

　c．脳虚血による遺伝子発現の変化

　脳虚血はこのような危機的状態で細胞死および生

存や修復に関わる遺伝子が発現する。内因性あるいは

外因性の刺激によって短時間で一過性に発現する即

時型遺伝子群（immediate　early　genes：IEGs）は、虚血

に曝された脳内での細胞内および細胞間情報伝達に

重な役割を担っている’2）。また、神経栄養因子や成長

因子やFasを介したdeath　pathwayやcaspaseを介し

たアポトーシス誘発など細胞死に関わるものがある。

　d．熱ショック蛋白とサイトカインと接着因子

　熱ショック蛋白（Heat　shock　protein：HSP）は種々

の外的ストレスが加わって他の蛋白質の合成が全体

に低下しているときに誘導される蛋白質であると多

くの研究報告13）からHSPと脳神経細胞の脆弱性との

関連が明らかとなった。Yenari等により脳虚血に対す

るHSP72の遺伝子導入による神経保護効果を証明さ

れた14）。

　虚血後に生じる遺伝子発現のthird　pahaseはサイト

カイン（TNFa，　ILIb，　IL6，　IL－8，　MCP－9，　CINC，　IFN

等）と接着因子（p－selectin，　IC　A　M－1，ELAM－1等）

によってなされる。サイトカインの産生は活性化ミク

ロダリアやアストロサイトを主体としてなされ、サイ

トカインの発現と前後してiNOS（inducible　Nitric

Oxide　syntahse）15）やcyclooxigenase－2（COX－2）など

が誘導され、活性酸素産生による脳神経障害に重要な

役割を担っていると思われる。

　e．神経栄養因子および成長因子

　神経栄養因子は神経細胞の分化、増殖に重要な役割

を果たしているのみならず、さまざまな神経障害から

神経を保護する作用を有している。我々の実験：結果か

ら、海馬の各部位の100mgあたりのBDNFの蛋白量

は、歯状回やCA3では88　ng、43　ngであるのに対し、

CAlでは8ngと極めて少ないことから、　CAlの脆弱

性とBDNFの発現量との関連が示唆された16）。

　阿部等は局所脳虚血モデルにおいてGDNFが脳虚

血障害早期に重要な役割を果たしていることを報告

している17）。また、脳梗塞後には他の神経栄養因子も

誘導されてくることが報告されており11）、組織修復過

程における血管新生、神経細胞間連絡の再構築などに

重要な役割を担うと考えられる。

　近年、PACAPと呼ばれる神経ペプチドのダリア細

胞刺激によるIL－6の分泌が遅発性神経細胞死抑制に

関与することも報告されている18）。

4　虚血性脳神経細胞死誘発のメカニズム（図2）

　（グルタミン酸一Ca2＋説に基づく神経細胞死）

　前に述べた脳虚血による好気的な反応の停止はエ

ネルギー基質の喪失反応を惹起し、嫌気的な反応を促

進させ細胞内の乳酸とH＋濃度を上昇させ、脳内アシ

ドーシスへと至る。さらにはATP依存性のion

homeostasisの喪失、細胞外K＋増加と細胞内Na＋増

加を生じ、細胞は脱分極を起こす。また、電位依存性

Ca2＋channel（VSCCs）を介したCa2＋の流入が起こ

り、シナプス二二部より細胞外腔への過剰なグルタミ

ン酸放出を誘発し、過剰なグルタミン酸は細胞膜上の

受容体（NMDA、　AMPAあるいは代謝型受容体）と

結合することで細胞内Ca2＋濃度（［Ca2＋］i）の上昇を

惹起してCa2＋依存性の酵素の活性化（NOS、　PLA2、

CaMKinase等）を介した情報伝達系を賦活化する。ま

た、導燈成成分の脂質の障害（lipolysis）、遺伝子発現、

蛋白リン酸化、蛋白分解、微小管構造の分解、活性酸

素種（Reactive　Oxygen　Species：ROS：02’一（酸素ラ

ジカル）、一〇H（ハイドロキシラジカル）、H202）や活

性窒素種（Reactive　Nitrogen　Species：RNS））等のブ

リーラジカル産生、サイトカイン産生が誘発される。

結果として下流にあるカスケードである細胞膜機能

不全、Ca2＋cyclingの増加、　suicideprogramの発動、軸

索輸送障害、Ca2＋overload、微小血管障害に伴う、接

着因子マクロファージ活性化、血小板凝集が引き起こ

され細胞死へと至る（図2）。

　従来、脳虚血は、ミトコンドリア呼吸鎖の傷害と

ATP産生不全という過程を引き起こし、これらが引
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　　脳虚血を呈する病態では、細胞は脱分極を起こす。シナプス前部より細胞外腔への過剰なグルタミン酸放出を誘発し、

　　細胞膜上の受容体（NMDA、　AMPAあるいは代謝型受容体）と結合して細胞内への持続的なCa2＋流入を惹起する。さ
　　らには、細胞内Ca2＋濃度（［Ca2＋］i）の上昇はCa2＋依存性の酵素の活性化（NOS、　PLA2、　CaMKinase等）を介した情

　　報伝達系を賦活化し、膜構成成分の脂質の障害、ROSの産生、ミトコンドリア呼吸鎖の傷害とATP産生産生不全とい
　　う過程が引き金となって急性あるいは遅発性の神経細胞死が誘発されると考えられてきた。
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Macrophage　activation
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き金となって急性あるいは遅発性の神経細胞死が誘

発されると考えるグルタミン二一Ca2＋説が支持され

てきた3）。しかし、近年、心臓や肝臓を用いた再灌流傷

害誘発機構の解析結果から19）20）、脳神経細胞死におい

ても虚血再灌流に伴う持続的な［Ca2＋］i増加による

MPT（Mitochondrial　Permeability　Transition：ミトコ

ンドリア内膜透過性：充進：後述）誘発によるミトコ

ンドリア機能不全と神経細胞死の可能性が強く示唆

され、脚光を浴びはじめている21）22）。

5脳虚血下の低酸素によって誘導される反応

　前述したように脳組織の中でも神経細胞は虚血や

低酸素の敏感で、低酸素ストレスに曝されると即時型

反応のみならず低酸素誘導因子（Hypoxic　Inducible

Factor－1：HIF－1）に代表される酸素センサーを介し

た多くの遺伝子発現により細胞機能を環境に適応さ

せようとする。

　Nowak等が虚血後蛋白合成が抑制されるにもかか

わらずストレス蛋白の一種である熱ストレス蛋白

（heat　shock　protein：HSP）70の発現が海馬錐体細胞

に見られることを初めて報告した23）。Sharp等は蛋白

変性、低酸素、拡延性脱分極（Spreading　Depression）

などにより遺伝子発現が変動する領域を分子ペナン

ブラ（Molecular　Penumbra）と呼んだ24）。

　また、Iadecolaは虚血後の遺伝子発現を時間的経過

に沿って3相に分類している25）。第一・相は、即時型遺

伝子の発現、第二相はHSPなどのストレス蛋白、第三

相は炎症反応に関与する各種サイトカイン、細胞接着

因子、炎症関連酵素、神経栄養因子、アポトーシス関

連遺伝子などである。将来的には、これらの遺伝子発

現に対するインターペンションが可能となれば、脳梗

塞の患者でtPA（tissue　plasminogen　activator）の適応

外である3－6時間以降の患者に対しても神経損傷軽

減のための治療法を模索することに繋がるため遺伝

子解析は重要な課題となる26）。

　また、脳虚血後に転写因子は標的遺伝子に結合して

（4）
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効果を発揮するが、その発現量、低酸素負荷後のリン

酸化、酸化還元状態に基づくDNA結合活性の変化の

変化が重要な役割を果たすと考えられ、AP－1結合能

のみが1－24時間まで虚血巣周囲で増加し、CREBや

NFkB活性は5日目に虚血巣周囲で増加し、細胞の適

応過程に関係すると考えられる27）。特に、CREBは虚

血後の細胞内Ca2＋濃度上昇によるCa／CaMkinaseに

よってリン酸化され、bcl－2、　BDNF、　NGF、　IL－628）な

どの神経栄養因子を発現しリン酸化CREBは神経細

胞生存に関与する可能性がある。

6．NH｛Bを介した炎症関連遺伝子の発現

　脳梗塞では、虚血後6－24時間は血流の低下した虚

血中心部で各種サイトカイン、細胞接着因子、炎症関

連酵素などが発現してくる。血管内皮上での白血球の

rolligに関連するP一セレクチンなどの細胞接着因子

の発現は、虚血早期からみられ、12時間後にピークと

なる29）。腫瘍壊死因子（tumor　necrosis　factor一α：

TNF一α）の発現は虚血後3時間において認められ30）、

IkBのリン酸化を介してNFkBを活性化し、　NFkB結

合部位を有するインターロイキンー1β（IL－1β）、マト

リックス李下ロプロテアーゼ（MMPs）iNOS（in－

duced　NO　synthase）、シク目下キシゲナーゼー2（COX－

2）など多くの遺伝子を発現する。

　一方、脳虚血後にNFkBは神経細胞を傷害するとの

報告も見られるが31）、逆にNFkBを介したSODの発

現を促進することで神経保護作用を発揮していると

の報告もあり32）、デコイ療法33）による単純なNFkBの

抑制には批判的な見解もある。

7．低酸素負荷後の遺伝子発現を調節するHIF－1

　HIF－1は1992年にSemenza等によって発見された

転写因子で、もともと低酸素血症下での腎でのエリス

ロポイエチン（EPO）産生を誘導する因子として同定

された34）。その後、この転写因子の低酸素エレメント

（Hypoxia　Response　Element：HRE）がEPOのみなら

ず嫌気性解糖系酵素、グルコーストランスポーター、

vEGF、　iNos、　Ho－1、チロシン水酸化酵素などにも

存在することが明らかとなり、遺伝子発現を介して低

酸素刺激に対する多くの生体応答を制御していると

考えられるようになった35）。すなわち、HIF－1は、虚

血を含む低酸素状態を感知し、エネルギー代謝経路の

変化、組織循環の改善、血管構築の改変を通じて細胞

と生体の機能を適応させてゆく役割を果たしている

と考えられる36）。

　HIF－1蛋白はα／βヘテロ測量体であり、各々の蛋

白は別の遺伝子上にコードされているが、いずれも哺

乳類のアリル炭化水素レセプター（AHR）のホモロ

グであり、とくにHIF－1βは多くの細胞で発現してい

る核蛋白AHR　nuclear　translocator（ARNT）ファミ

リーに属する37）。虚血下の低酸素状態で細胞内の

Redox　State（NAD＋／NADHやNADP＋／NADPHの

比率から酸化還元状態のバランスを表すこと）が変

化するとHIF－1αが安定化し38）、核内へ移行して

HIF－1βとCBP／p300と複合体を形成してHREに結

合する39）。再酸素化により、HIF－1αはvon　Hipple－

Lindau　tumor　suppressor　protein（VHL）によりユビ

キチン化され、プロテアゾームによりすみやかに分解

されるので40）、その半減期は数分とされる。最近、HIF－

2α、HIF－3αが同定された。

　HIF－1αとHIF－1βの発現は、仔ラットでは大脳皮

質と海馬の神経細胞に限局しているが、成熟ラットで

は脳内すべての領域でみられ、低酸素下ではアストロ

サイト脳室上衣細胞、血管内皮にもHIF－1αの発現が

見られる41）。局所脳虚血モデルでの虚血巣周囲での

HIF－1αとGLU－1、アルドラーゼー1、乳酸脱水素酵

素の誘導42）や全脳虚血モデルでの海馬CAlや大脳皮

質のHIF－1αとVEGF発現が報告されている43）。

　また、HIF－1複合体のDNA結合能は低酸素＋無グ

ルコース負荷で速やかな上昇を認め44）、局所脳虚血モ

デルではHIF－1のHRE結合能が3時間後から上昇

し、24時間をピークとして3日後まで持続する45）。以

上から、低酸素負荷に対する早い生体応答は、HIF－1

の速やかなDNA結合能変化によってもたられる可

能性が考えられる。

　脳虚血におけるHIF－1発現の意義は、エネルギー

代謝の活性化、血管新生、神経再生に関与している可

能性があり、EPOは神経細胞やアストロサイトに発現

し、虚血後には虚血巣周囲の活性化アストロサイト、

ミクロダリア、血管内皮にも発現し46）、細胞分化、増

殖、抗アポトーシス作用を有すると考えられ、局所脳

虚血モデルではEPOが海馬神経細胞の保護作用を持

つことが報告され47）、仔ラット脳虚血モデルへのりコ

ンビナントヒトEPO投与による脳損傷の軽減が報告

されている48）。また、HIPlは虚血耐性の誘導に関与

する48）ことも指摘されている。

　その一方で、HIF－1の発現が神経細胞死に関与する

というエビデンスもある。低酸素負荷によるHIF－1α

（5）
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の発現は癌抑制蛋白のp53を安定化させ、アポトーシ

スを誘導する49）ことやHIF－1αをKOしたES細胞

では低酸素に対するアポトーシスが誘導されないと

いう報告もあり、脳虚血におけるHIF－1の作用は虚

血の強さ、持続時間、部位、細胞の種類などにより異

なり神経保護あるいは細胞死誘導にはたらくと考え

られる。今後の研究により新しい知見の得られること

に期待したい。

8．虚血再灌流に伴う脳内Ca2＋の変動と

　　　　ミトコンドリア機能不全

　虚血に陥った臓器に血流が再開された状況を再灌

流（reperfUsion）と呼ぶ。遅発性神経細胞死やno－

reflow現象の誘発に関与すると考えられている。虚血

再潅流に伴う酸素供給は同時に活性酸素種や活性窒

素種（前述）の発生を生じ、ミトコンドリア呼吸鎖に

特異的なリン脂質であるCardiolipinを傷害する可能

性も示唆されている50）。神経細胞が虚血により細胞死

に陥る過程においては、細胞内カルシウムイオン濃度

［Ca2＋］iの上昇（Ca2＋overload）が深く関わると考え

られる51）。［Ca2＋］i増加によりPLA2やFree　radicalが

受容体やイオンチャンネルの構成蛋白やリン脂質の

機能を障害して透過性の変化を誘発し、持続的な

［Ca2＋］i増加を作り出すのではないかという説もあ

る51）。前述したように、持続的な［Ca2＋］i増加はミト

コンドリア膜電位（△Ψm）の低下およびATP産生低

下を来し、ミトコンドリア機能不全を誘発する。ミト

コンドリアのCa2＋の取り込みは、内膜上に存在する

uniporterを通してミトコンドリアの膜電位（△Ψm）

をdriving　f（）rceとして用いることで行われ52）、　Ca2＋の

放出はNa＋／H＋交換系と連動したNa＋／Ca2＋antipor－

terによって行われる。生理的な条件下では、［Ca2＋］i

はミトコンドリア内より10－50倍も低い濃度である

ため、ミトコンドリアはCa2＋を取り込み緩衝してい

く役割を担わず、主にミトコンドリア内Ca2＋依存性

酵素のpyruvate　dehydrogenase、α一〇xyglutarate－dehy－

drogenaseおよびisocitarate　dehydrogenaseの制御を

行っている。

　uniporterを介したCa2＋の取り込みは高容量である

が、過剰なCa2＋の取り込みはミトコンドリア膜電位

（△Ψm）の低下を招く。これはミトコンドリアにおけ

るuniporterを介したCa2＋の取り込みが呼吸鎖にお

けるATP産生と競合するためと考えられる52）。さら

に、ミトコンドリアからのカルシウム放出は、低容量

のNa＋／Ca2＋antiporterを介しているため時間を要す

るという特徴もある。通常ミトコンドリア内の総Ca2＋

含有量は1－3nmol／mg　of　proteinであるが脳虚血に伴

う再潅流24時間後には6－9nmol／mg　of　proteinへと

増加することが報告されている53）。これは、脳虚血再

潅流後の“Ca2＋overload”においてミトコンドリアが

細胞内Ca2＋緩衝作用を発揮して［Ca2＋］i上昇に伴う

細胞内情報伝達系の過剰な活性化とそれに連動した

細胞死の誘発から細胞を保護しようとすることを示

唆しているものであると考えられる54）。ミトコンドリ

ア機能不全とCa2＋依存性酵素活性化による二次的な

細胞障害により神経細胞死へと至ると考えられてい

る。特に近年、神経細胞死はミトコンドリア内膜に対

する様々な刺激（Ca2＋過剰負荷、酸化的ストレス）を

誘因とする非特異的なporeの形成に伴うMPT
（Mitochondrial　Peumeability　Transition：ミトコンドリ

ア内膜透過性充進）が誘発されて、アポトーシス誘発

因子を放出し、アポトーシスおよびネクローシスに至

る可能性が指摘された3）55）。

　MPT　poreは1．5　kd以下の物質の通過が可能な蛋

白複合体であり、これまでに外膜のPorin／VDAC、内

膜のANT、マトリックスのCypDが構成蛋白の一部

を成すのではないかと考えられている。さらに、アポ

トーシス誘発時にはMPT　poreはMega　poreを形成

またはそれ自体の形態の変化を起こしてアポトーシ

ス誘発因子を放出する可能性が指摘されたが、正確な

構造は今だ不明である。

　近年、植田等は細胞内のATPレベルが維持されて

いる時はアポトーシスが誘発され、ATPレベルの低

下に伴ってネクローシスに変化していくことを報告

しているが、その一方で、細胞内のグルコースレベル

が重要な鍵を握っている可能性も指摘している56）。

9．MPTpore開孔における仮説

　現在、MPTの起こる機序として4つのパターンが

提唱されている。まずは、ANT、　vDAc、　cypDなど

が複合体となってMPTporeを構成してMPTが誘発

されるが、MPTpore構i築に関与する蛋白質は必ずし

もANTでなくてもよく他のまだ同定されていない蛋

白質に置き換えることも可能である57）。2つ目の説は

ミトコンドリア膜の問を動いて物質を輸送するTom／

TimまたはSAM50と呼ばれる輸送蛋白質システムに

よりMPTが誘発されるという説58）3つ目と4つ目の

説は誤って折りたたまれた蛋白質（misfold　protein）

（6）
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によってMPTが誘発されるという説と蛋白質同士が

橋かけ結合した状態となってMPTを誘発するという

説がある59）。しかしながら、その分子生物学的特徴の

詳細はあきらかとなっていない。

10．MPTにおけるプロテオミックスを用いた解析

　MPTは複数のたんぱく質が複合体となって

MPTporeを形勢することで誘発されると考えられて

いる。MPTporeを構成する蛋白複合体は内膜と外膜

が接する部位（そこはマトリックス、内膜と外膜の膜

間腔と細胞質問の代謝調節を行う場所であると考え

られている）に存在すると考えられている60）。精力的

な解析がなされてきたにも拘らず、正確な分子機構は

依然として明らかとなっていない。MPTpore形成に

関与する蛋白には外膜に存在するVDAC（Voltage

dependent　anion　channel）またはporin、末梢性のベン

ゾジアゼピン受容体のPBR（Peripheral　benzodiaze－

pine　receptor）、内膜のANT（Adenine　Nucleotide

Translocase）、マトリックスのCyclophilin　D（CypD）

があるとの仮説が一般的に支持されている61）。これま

でに、vDAc、　ANT、　cypDなどを標的とした薬理学

的解析がin　vitroおよびin　vivoで行われて、MPTpore

にこれらの分子が関与するという仮説が支持されて

きた62）63）。

　内膜と外膜が接する部位（contact　site）にはVDAC

やANTなどの分子が豊富に存在し、他の蛋白との反

応を介してMPTを誘発すると信じられてきた61）。脳

のミトコンドリアを用いたcontact　siteに関わる蛋白

質の解析結果からはVDAC、　ANT、　Hexokinase、　CypD

が見出されている64）。リボゾームや人工膜を用いた再

構築実験からは、MPTporeと似たチャンネル形成が

可能であったと報告されている64）。その一方で、

VDAC、　ANTが含まれなくてもMPTporeに似た構造

体の形成が可能であることが明らかとなった64）。この

実験結果は、ANT、　CypDを遺伝子改変した動物の実

験結果によってさらに支持され、MPTporeの構…成に

はA：NTやCypDは必要不可欠ではないが修飾因子

として重要であるとの結論に至った。さらに、VDAC

isoform遺伝子を有する動物を用いた解析結果も結論

を出すまでには至らなかった。そのため、MPTを形成

する分子は病的な状況において複：合体を形成するも

のと考えられている。実際に、糖尿病のモデルラット

で腎障害とMPTの関係が報告されている65）。

11．MPTとネクローシスおよび

　アポトーシスの連関（図3）

　このMPT　poreはアポトーシスやネクローシスの

形成に重要な役割を果たしていることがわかってき

たが、その機序として以下の可能性が考えられてい

る22）。

　①ミトコンドリアにおけるROS（Reactive　Oxy－

　gen　Species）の産生やCa2＋の取り込みが閾値を越

　えることによってMPT　poreの開孔が惹起され、さ

　らに細胞質のCa2＋の増加、ミトコンドリアの膨化、

　ATP合成の低下、ミトコンドリア膜電位の低下等

　が加わりミトコンドリア機能不全へと至る。この際

　MPTporeを通してアポトーシスまたはネクローシ

　スを誘発する因子としてAIF（apotosis　inducing

　factor）やチトクロームCがミトコンドリアから細

　胞質へ放出される66）。これらの因子はさらに

　CaspaseやCADの活性化をもたらしアポトーシス

　やネクローシスを引き起こすことがすでに報告さ

　れている22）。

　②ミトコンドリア膜電位の低下が長く続く場合

　には、ミトコンドリアの持続的な脱分極と電子伝達

　系のuncouplingが引き起こされ、ミトコンドリア

　は膨化し、外膜の破綻を来すことに加え、大量の

　ROSの産生とATPの産生停止がさらに加わり細

　胞はネクローシスへと至る3）。MPTが細胞をネク

　ローシスに至らしめる過程におけるATP産生の低

　下にはPARP（Poly（ADP－ribose）polymerase）が深

　く関わると考えられる。PARPは核内に存在する酵

　素であり、DNAの修復や細胞の分化に対してその

　役割を担っている。虚血後の再海流時にPARPが過

　剰に活性化されるNAD＋の消費を介したADP－

　ribosyl－eEF－2を形成が蛋白合成の抑制および

　NAD＋の消失を招くためATPの産生が停止し細胞

　はネクローシスに至る。

　③一方、ミトコンドリアの脱分極が一過性で可逆

　的である場合にもAIF（apotosis　inducing　factor）

　やチトクロームCの放出は起こりうる。すなわち、

　細胞死を誘発する因子（Bax、　Badなど）の作用によ

　りMPTporeが開孔してAIFやチトクロームCを

　放出し、Caspase9活性化とそれに引き続くcaspase3

　活性化を誘発してアポトーシスを経てネクローシ

　スへと至る場合である。この場合にはMPTを伴わ

　ないか伴ってもわずかであると考えられている。

（7）
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図3　ミトコンドリアにおけるエネルギー産生とMPT、　MPT誘発とアポトーシスおよびネクローシスの連関
　　ミトコンドリアにさまざまなストレスが加わり非特異的な孔が開く。これがMitochondrial　Pearmeability　Transition

　　（MPT）である。ミトコンドリアは通常H＋勾配を利用してATP産生を行っているが（A）、　MPTが誘発されるとATP

　　を消費してH＋がミトコンドリアから放出されるため（B）、膜電位が維持できなくなりミトコンドリアからチトク

　　ロームCやAIFが放出され、　APOPTOSISまたはNecrosisが誘発される。膜電位が著しいと細胞はネクローシスとな

　　ると考えられている。中川等の実験よりcypDを介したMPTはAPoPToslsに関与しないということが明らかと
　　なった。

　また、TN　FαによってFasを介してcaspase8が活性

化され、Bidのミトコンドリアへのtranslocationが引

き起こされ、MPTへと至るという考えもあり、　MPT

を誘発する経路は多岐に亘ると思われる。中川等は

CypD　knockoutマウスを作成してすべての組織に

亘って詳細にその特徴を調べた結果、CypDはアポ

トーシスには全く影響を与えないことが判明した。そ

のため、MPTからアポトーシスという仮説モデルは

姿を消すことになった。その一方で、CypDの欠損し

た細胞は、活性酸素やカルシウムイオノフォアによっ

て誘導されるネクローシスに対しては有意に耐性と

なっていることより、CypDはカルシウムや活性酸素

が深く関与する虚血再灌流障害においてMPT形成に

重要な役割を担うことが判明した67）。

12．カルシニューリンと細胞死

　カルシニューリンはCalmodulin（CaM）dependent

cyclic　phosphodiesteraseのinhibitorとしてWang等に

よって1976年に発見された68）。その後、この酵素が注

目を浴びた他の理由としては、この酵素が免疫抑制剤

のひとつであるサイクロスポリンA（CsA）および

FK506のターゲットであることが報告され1）、　T細胞

活性化に伴う免疫機構制御に不可欠な酵素としてそ

の役割が重要視されてきたためである。カルシニュー

リンは牛脳より単離され、クローニングされたセリ

ン／スレオニンホスファターゼであり、活性基をもつ

カルシニューリンA（CnA：MW　61KD）、と機能サブ

ユニットであるカルシニューリンB（CnB：MW
lgKD）のヘテロ2量体である。現在までに、Aサブユ

ニットに関してはCnAα、　CnAβ、　CnAγ、　CnBサブ

ユニットに関してはCnBα、　CnBβが存在し、脳では特

にCnAαが全体の70－80％を占め、残りがCnAβと考

えられている。脳内の分布は海馬、線条体、大脳皮質

に多く、細胞内の局在を見るとシナプス後膜の肥厚部

およびシナプス前部の神経終末に多く分布している。

　カルシニューリンが免疫抑制剤であるCsAや

FK506の標的分子となる事実はLiu等により報告さ

れたが69）、この過程にはCsAやFK506と結合するイ

ムノフィリンと呼ばれる結合タンパクが重要な役割

を担う。イムノフィリンはprolyl　cis／trans　isomerase

活性を持ち、CsAやFK506はそれぞれのイムノフィ

リンと複合体を形成して、カルシニューリンの触媒部

（8）
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位の立体障害を起こし、活性阻害を生じるものと考え

られている。カルシニューリンは生理的な条件下では

NMDA受容体、　IP3受容体やリアノジン受容体を脱

リン酸化してCa2＋の流入を抑制する。森岡等70）はカ

ルシニューリンはCa2＋buffering　proteinの役割を有す

るとの考えを示している。脳虚血後にNFkBを介した

SOD（superoxide　dismutase）の発現を促進することで

神経保護作用を発揮しているとの報告71）もある。

　一方、芝崎等72）はBcl－2がカルシニューリの活性抑

制を起こす事実を見い出している。また、カルシ

ニューリン／Badを介する系が神経細胞におけるアポ

トーシス誘導に対して重要な経路となることを報告

している。我々の実験結果からは前脳虚血後の海馬体

（歯状回、CA3、　CAl）のカルシニューリン活性上昇と

Badを介する細胞死誘導情報伝達系の活性化とチト

クロームCの流出と遅発性神経細胞死との関係が明

らかとなった73）。遅発1生神経細胞死誘発におけるカル

シニューリンの重要性に加えてミトコンドリア内の

イムノフィリンが重要な鍵を握ることも明らかと

なった1）。しかしながら、カルシニューリンとMPTの

関係は不明な点が多い。

13．免疫抑制剤の抗虚血作用からみた虚血性

神経細胞死のメカニズム（カルシニューリン／

イムノフィリン情報伝達系の細胞死への関与）

　免疫抑制剤の抗虚血作用が注目されはじめたのは

Sharky等が1994年にFK506の梗塞縮小作用を報告

したことに端を発する74）。著者は翌年にCsAの前脳虚

血に対する抗虚血作用を報告した75）。これらの実験結

果から、虚血後の脳内においてはカルシニューリンの

Badを介した情報伝達系とイムノフィリン（Cyclo－

philinD）という全く異なる機能活性を持つ分子作用

が複雑に絡み合ってMPTを誘発し、ミトコンドリア

膜電位、ATP産生低下、ミトコンドリア内活性酸素種

［Ca2＋］i　T
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図4　ミトコンドリア機能不全誘発とカルシニューリン／イムノフィリン情報伝達系の関係

　　虚血、低酸素、頭部外傷などのストレスにより細胞内Ca2＋の増加が起こり細胞内脱リン酸化酵素のカルシニューリン

　　の活性化、ミトコンドリア機能不全が誘発される。カルシニューリンは、免疫抑制剤であるCSAとFK506の共通の標
　　的分子で、ミトコンドリア機能不全はANT、　VDAC、　Cyclophilin　D（CypD）を介してMPTが誘発されて起こり、膜

　　電位の低下とROS（活性酸素種）の発生、さそれに続くチトクロームCおよびAIFの流出により、アポトーシスやネ
　　クv一シスが誘発される。サイクロスポリンA（CsA）やFK506はBadの脱リン酸化を抑制する。しかし、　CsAはミ
　　　トコンドリアに特異的なイムノフィリン（CypD）を制御してMPTを抑制することで細胞保護作用を発揮すると考え

　　られる。
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過剰産生から最終的にはミトコンドリア機能不全と

なる。一方、MPTに伴うCytochrome　cやAIFの放出

からアポトーシスやネクローシスに至るためカルシ

ニューリンとイムノフィリン情報伝達系はアポトー

シスやネクローシス制御に重要な役割を果たすこと

が明らかとなった。今後は脳虚血後のアポトーシスお

よびネクローシスの制御機構解明にはカルシニュー

リン／イムノフィリン情報伝達系として総括的に捉え

ていくことが必要であると考えられる（Mitochon－

drial　Central　Theory）（図4）。
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