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脳グリア細胞のアポトーシスとその制御
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Astrocytes, the most abundant glial cell type in the brain, are considered to have physiological and pathological roles
in neuronal activities. We found that reperfusion of cultured astrocytes after Ca2＋ depletion causes Ca2＋ overload fol-
lowed by delayed cell death and the Na＋-Ca2＋ exchanger in the reverse mode is responsible for this Ca2＋-mediated cell
injury (Ca2＋ paradox injury). The Ca2＋ paradox injury of cultured astrocytes is considered to be an in vitro model of
ischemia/reperfusion injury, since a similar paradoxical change in extracellular Ca2＋ concentration is reported in ischem-
ic brain tissue. This review summarizes the mechanisms underlying the Ca2＋-mediated injury of astrocytes and the pro-
tective eŠects of drugs against Ca2＋ reperfusion injury. This study shows that Ca2＋ reperfusion injury of astrocytes is
accompanied by apoptosis as evidenced by DNA fragmentation and nuclear condensation. Calpain, reactive oxygen spe-
cies, calcineurin, caspase-3, and NF-kB are involved in Ca2＋ reperfusion-induced delayed apoptosis of astrocytes. Sever-
al drugs including CV-2619, T-588 and ibudilast protect astrocytes against the delayed apoptosis. CV-2619 prevents as-
trocytes from the delayed apoptosis by production of nerve growth factor, resulting in an activation of mitogen-acti-
vated protein (MAP)/extracellular signal-regulated kinase (ERK) and phosphatidylinositol-3 (PI3) kinase signal path-
ways. The protective eŠect of T-588 is mainly mediated by an activation of MAP/ERK signal cascade. Moreover,
ibudilast prevents the Ca2＋ reperfusion-induced delayed apoptosis of astrocytes via cyclic GMP signaling pathway. Fur-
ther studies in this system will contribute to the development of new drugs that attenuate ischemia/reperfusion injury via
modulation of astrocytes.
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1. はじめに

脳グリア細胞の中で最も多いアストロサイトは，

種々の神経栄養因子，神経生存因子を産生し，かつ

多くの神経伝達物質・調節物質の受容体を発現して

いる．本細胞は，神経細胞の支持細胞としてだけで

なく，神経細胞との積極的な相互作用を通して神経

細胞の生存・維持に関わっており，脳虚血，脳傷害

時には本細胞が反応性アストロサイトとなり，病態

の発現・修復に重要な役割を演じていると考えられ

ている．1,2)筆者らは，本細胞に Na＋-Ca2＋ 交換系

（NCX）が存在することを明らかにし，その病態的

意義に関する研究において，Ca2＋ パラドックス負

荷によりアポトーシスを伴う遅発性細胞死が発現す

ることを示した．3―7) Ca2＋ パラドックスと同様の細

胞外 Ca2＋ 濃度変化が脳虚血―再灌流時に見られる

ことより，8―10)アストロサイトの本障害は，虚血―

再灌流障害のメカニズムを追及するうえで有用なモ

デル系であると考えられる．本稿では，アストロサ

イトの Ca2＋ パラドックス負荷によるアポトーシス

に関する筆者らの成績を紹介し，そのシグナル制御

機構について脳機能改善薬の標的分子としての観点

より考察する．

2. アストロサイトの Ca2＋ パラドックス障害

生体の組織はすべて，血液より供給される酸素及

びグルコースを用いてエネルギー代謝を行ってお

り，血液供給がなくなると急速に機能障害に陥る．

したがって，脳虚血，心虚血など虚血性疾患の治療

は発症後，可及的早期に血流を再灌流させることが

重要であると考えられている．一方で，一定以上虚

血状態が持続すると，再灌流によりかえって障害が
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増強されるいわゆるパラドックス障害が認められ

る．この原因の 1つとして細胞内外の Ca2＋ 濃度変

化が提唱されており，組織あるいは細胞を低 Ca2＋

溶液に短時間曝露後 Ca2＋ を含む溶液でインキュ

ベートすると細胞内 Ca2＋ 濃度の増加，乳酸脱水素

酵素の遊離，ATP含量の低下等の障害が起こるこ

とが知られている．この現象は一般に Ca2＋ パラド

ックス障害と呼ばれており，心筋，平滑筋細胞にお

いて詳細な研究が行われている．11,12)中枢神経系に

おいても同様の現象が報告されているが，その細胞

由来など詳細については不明であった．筆者らは，

本現象が中枢神経系においてはアストロサイトに選

択的であることを示した．すなわち，培養ラットア

ストロサイトでは低 Ca2＋ 溶液に短時間曝露後

Ca2＋ を含む溶液でインキュベートすると細胞死が

認められるが，培養ラット大脳皮質神経細胞では細

胞死は見られない．この Ca2＋ パラドックス障害の

細胞特異性は株化細胞での研究においても認められ

ている．13)また筆者らは，NCX 阻害薬，アンチセ

ンスを用いた実験より，NCXの逆モードを介する

Ca2＋ 過流入が本障害のトリガーになっていること

を，細胞内 Ca2＋ を動員させるタプシガルギンも同

様の障害を発現することを示した．これらのこと

は，本障害が細胞内 Ca2＋ 濃度の増加に伴う Ca2＋

依存性の反応によって引き起こされることを示す．

虚血―再灌流モデル動物や培養神経細胞でのグル

タミン酸毒性などにおいて活性酸素の産生が報告さ

れ，虚血障害発現における活性酸素の重要性が考え

られている．14―18)筆者らは，Ca2＋ パラドックス負

荷によりアストロサイトで活性酸素の 1つである過

酸化水素の産生が増加することを認めた．実際，ア

ストロサイトを過酸化水素に短時間曝露後正常溶液

でインキュベートすると，Ca2＋ パラドックス負荷

の場合と同様の遅発性細胞死が見られる．Ca2＋ パ

ラドックス負荷による過酸化水素の産生並びに細胞

障害は，NCX 阻害薬，細胞内 Ca2＋ キレーター

BAPTA-AM，カルパイン阻害薬，キサンチンオキ

シダーゼ阻害薬，グルタチオン，カタラーゼにより

抑制されるが，逆にキサンチンや細胞内グルタチオ

ンを減少させる薬物により増大する．すなわち，細

胞内 Ca2＋ 濃度の増加により Ca2＋ 依存性プロテ

アーゼであるカルパインが活性化とそれに引き続く

キサンチンオキシダーゼの活性化が引き起こされ，

過酸化水素の産生増加と遅発性細胞死が起こると推

測される．他の細胞系において，細胞内で病理的に

生じた過酸化水素は，スーパーオキシドアニオンあ

るいは鉄イオンの触媒のもとヒドロキシルラジカル

に変換され，障害発現に寄与することが報告されて

いる．19)筆者らは，Ca2＋ パラドックス負荷あるい

は過酸化水素曝露による遅発性細胞死が，鉄イオン

キレーターである 1,10―フェナントロリン及びデ

フェロキサミンにより抑制されることを認めた．こ

れらの成績は，障害発現におけるカルパイン，活性

酸素，鉄イオンの重要性を支持する．20―22)

活性酸素の下流シグナルとして NF-kBの活性化

が考えられる．23)筆者らは，Ca2＋ パラドックス負

荷あるいは過酸化水素曝露がアストロサイトの NF-

kBの活性化を引き起こすこと，この NF-kBの活性

化が NF-kB阻害薬ピロリジンカルボジチオ酸及び

1,10-フェナントロリンにより抑制されることを認

めた．近年 NF-kBは，細胞死シグナルとして24―28)

あるいは生存シグナルとして29―31)機能するという

相反する役割が報告されているが，アストロサイト

の Ca2＋ パラドックス障害発現においては NF-kB

活性化は細胞死シグナルとして重要な役割を演じて

いると考えられる．さらに，過酸化水素曝露による

NF-kBの活性化並びに遅発性細胞死は，Ca2＋依存

性蛋白脱リン酸化酵素カルシニューリンの阻害薬

FK506 及び熱ショック蛋白によっても抑制され，

NF-kB 活性化制御におけるこれらの因子の薬理学

的重要性が考えられる．

3. アストロサイトのアポトーシス

アポトーシスの定義は，細胞の縮小，クロマチン

の凝縮，核の断片化などの形態学的変化と生化学的

な特徴であるクロマチン DNAのヌクレオソーム単

位での断片化とされている．32―34)この DNAの断片

化が，アポトーシスの形態学的特徴であるクロマチ

ンの凝縮と核の断片化のトリガーになっていると考

えられている．DNA の断片化は，まず 50～200

kbpの巨大断片に切断された後，ヌクレオソーム単

位での切断が起こるという 2段階で進行する．35,36)

過酸化水素に短時間曝露後正常溶液でインキュベー

トしたアストロサイトの DNAをアガロース電気泳

動及びバイアス正弦電場ゲル電気泳動で解析する

と，過酸化水素曝露 36時間後に約 50 kbpの巨大断

片が，3日目以降に約 180 bpピッチの DNAラダー
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Fig. 1. Signal Cascade of Ca2＋ Paradox-Induced Apoptosis in Cultured Rat Astrocytes
XOD: xanthine oxidase, H2O2: hydrogen peroxide, HSPs: heat shock proteins, Pro-casp 3: pro-caspase 3, NF-kB: nuclear factor kB, APDC: ammonium pyr-

rolidinedithiocarbamate, Ac-DMQD-CHO: acetyl-L-aspartyl-L-methionyl-L-glutaminyl-L-aspart-1-aldehyde.
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が見られる．また，ヘキスト 33342染色による形態

解析においてクロマチンの凝縮が観察される．

Ca2＋ パラドックス負荷においても同様の生化学的

及び形態学的変化が認められる．これらの成績は，

Ca2＋ パラドックス負荷によるアストロサイトの細

胞死にアポトーシスが関与することを示す．

アポトーシスの実行過程において，カスパーゼフ

ァミリーと総称される一群のシステインプロテアー

ゼの連鎖的な活性化が重要な役割を演じていること

が知られており，ヒト，マウスでは現在までに 14

種類のカスパーゼが報告されている．37,38)筆者ら

は，過酸化水素に短時間曝露後正常溶液でインキュ

ベートしたアストロサイトにおいてカスパーゼ 3活

性が増加すること，カスパーゼ 3阻害薬が Ca2＋ パ

ラドックス負荷あるいは過酸化水素曝露による

DNA 断片化を用量依存的に抑制することを認め

た．このカスパーゼ活性化に先行してミトコンドリ

アからのチトクロム c遊離が観察されることより，

活性酸素の産生増大によりアストロサイトがアポ

トーシスに至る経路においては，チトクロム c遊離

を介するカスパーゼ 3の活性化が特に重要な役割を

演じていることが考えられる．Figure 1は，我々の

成績よりまとめたアストロサイトの Ca2＋ パラドッ

クス障害におけるアポトーシス発現メカニズムに関

する仮説を示す．

4. アストロサイトのアポトーシスの制御

アストロサイト Ca2＋ パラドックス障害における

アポトーシス誘導のシグナルカスケードは，障害保

護の標的となりうる．上述のように，実際，

NCX，カルパイン，カルシニューリン，カタラー

ゼ，NF-kB，カスパーゼ等の阻害薬は保護作用を示

す．4,7,39―41)また，本障害は熱ショック蛋白質（HSP）

の発現により抑制される．42)さらに，本障害は神経

成長因子（NGF）あるいは種々の脳機能改善薬

（CV-2619, T-588，イブジラスト，インデロキサジ

ン，メクロフェノキサート，ビフェメラン，ネブラ

セタム）によっても保護される．43―45)本障害の発

現がいくつかの過程より成っていることより，これ

らの薬物の作用機序は多様であると思われる．

一方，神経細胞において，アポトーシスが細胞死

シグナル系と生存シグナル系との伝達バランスによ

って決定されることが報告されている．46―49)アス

トロサイト Ca2＋ パラドックス障害においても同様

の機構が存在することが考えられるが，その詳細に
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Fig. 2. Possible Mechanisms of the EŠects of CV-2619 and T-588 in Cultured Rat Astrocytes
NCX: Na＋-Ca2＋ exchanger, ROS: reactive oxygen species, NGF: nerve growth factor, MAPK: mitogen-activated protein kinase, ERK: extracellular signal-

regulated kinase, MEK: MAPK/ERK kinase, PI3K: phosphatidylinositol 3-kinase.
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ついては不明である．筆者らは，生存シグナル系の

促進という観点より，CV-2619, T-588 及びイブジ

ラストの作用機序について検討を行った．Figure 2

は，我々の成績よりまとめた CV-2619 及び T-588

の作用メカニズムに関する仮説を示す．CV-2619

の作用は一般に抗酸化作用が重要と考えられている

が，アストロサイトにおいてはその保護作用が

NGF抗体により抑制されることから，NGF産生増

加による NGF受容体及びその下流シグナルである

mitogen-activated protein (MAP)/extracellular sig-

nal-regulated kinase (ERK）キナーゼ系及び phos-

phatidylinositol-3(PI3）キナーゼ系の増強が重要な

役割を演じていると考えられる．実際，NGFはア

ストロサイト障害に対して保護作用を示し，この作

用には MAP/ERKキナーゼ系シグナル及び PI3キ

ナーゼ系シグナルが関わっている．一方，T-588の

障害保護作用は PI3 キナーゼ阻害薬ウォルトマン

ニンでは影響を受けず，MEK 阻害薬 PD98059 に

より抑制されることから，NGF 受容体を介さず

ERK を活性化するシグナル系の増強が関わってい

るものと考えられる．Figure 3は，イブジラストの

作用メカニズムに関する仮説を示す．イブジラスト

は，プロスタサイクリン増強作用を介した血管拡張

作用及び血小板凝集抑制作用により脳血流を改善し

脳機能改善作用を発現すると考えられている．一

方，アストロサイトにおいてイブジラストはチトク

ロム c遊離抑制作用並びにカスパーゼ 3活性化抑制

作用を示し，本保護作用は，ロイコトリエン D4拮

抗薬及び cAMP拮抗薬の影響を受けず，G キナー

ゼ阻害薬により抑制される．他の cGMP-ホスホジ

エステラーゼ（PDE）阻害薬ジピリダモール，ザ

プリナスト及び cGMPアナログによっても同様の

障害保護効果が見られることから，イブジラストの

アポトーシス抑制作用に cGMP-PDE 阻害による

cGMP産生増加及びその下流シグナルである Gキ

ナーゼ系の増強が重要な役割を演じていると考えら

れる．これらの知見は，CV-2619, T-588 及びイブ

ジラストが，生存シグナル系の増強によりアストロ

サイトの障害発現を抑制することを示す．すなわ

ち，アストロサイトにおいても，アポトーシスの発

現とその保護は，細胞死シグナル系と生存シグナル

系との伝達バランスにより決定されると考えられる．

5. おわりに

近年，脳虚血，アルツハイマー病及びパーキンソ

ン病などの神経脱落疾患においてアポトーシスが関

与することが見いだされ，病態機構の解明並びに新
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Fig. 3. Possible Mechanisms of the EŠect of Ibudilast in Cultured Rat Astrocytes
NCX: Na＋-Ca2＋ exchanger, H2O2: hydrogen peroxide, ROS: reactive oxygen species, Pro-casp 3: pro-caspase 3, PDE: phosphodiesterase, cGMP: guanosine-

3′,5′-cyclic monophosphate, 5′-GMP: guanosine-5′-monophosphate, PKG: protein kinase G.
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しい治療法を開発するうえで，中枢神経系のアポ

トーシスの役割並びにその制御の解明が重要な課題

と考えられている．このような背景の中，神経細胞

のアポトーシスに関しては既に多くの研究がある

が，グリア細胞に関する研究は少ない．筆者らは，

脳の主要グリア細胞であるアストロサイトにおいて，

in vivo脳虚血―再灌流時に見られる Ca2＋ パラドッ

クス負荷により遅発性アポトーシスが発現すること

を認めた．また，本障害は NCXの逆モードによる

Ca2＋ 過流入をトリガーとし，カルパイン，活性酸

素，カルシニューリン，NF-kB，カスパーゼなどが

下流シグナルとして障害発現に関与することを示し

た．さらに，神経成長因子や脳機能改善薬の多くが

本細胞障害に対して保護作用を示すことを認めてい

る．したがって，本障害モデルは，アストロサイト

のアポトーシス発現制御機構を明らかにするだけで

なく，脳虚血―再灌流障害の in vitroモデル系並び

にアストロサイトを標的とする新規脳機能改善薬の

in vitroスクリーニング系としても評価される．今

後，神経細胞との相互作用を含めたアストロサイト

アポトーシスの分子機構の解明が必要であり，これ

らの研究から，脳虚血障害をはじめアルツハイマー

病，パーキンソン病等の神経変性疾患に対する新し

い治療薬の開発が期待される．
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