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軸索切断後の迷走神経核および舌下神経核の神経細胞と

グリア細胞におけるp38MAPkinaseの発現
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Abst7ut：Mitogen－aCtivated protein（MAP）kinase cascades are activatedin

response to various extracellular stimuli．p38MAP kinaseis one of the MAP kinase

family andis activatedin response to various　eXtraCellular stimuli such as

proinflammatorycytokinesandenvironmentalstresses．Toobtaininformationaboutthe

role of the p38MAP kinasein the neurons and the glial cells after axotomy，We

investigatedchangesofp38MAPkinaseexpressioninthedorsalmotornucleus（DMN）

Ofthevagusnerveandthehypoglossalnucleusafteraxotomylnadultratsusinginsitu

hybridization andimmunohistochemical techniques．Expression of p38MAP kinase

mRNA was observedin the cytoplasms of the neuronsin controlrats，and showed no

marked changes after axotomy．Three days after axotomy，however，eXpreSSion ofp38

MAPkinasemRNAwas observedin the cytoplasms ofperineuronalmicrogliasin both

nuclei．Immunohistochemical analysis revealed expression of p38MAP kinasein the

CytOplasmsandnucleiofneuronsinbothnucleiincontrolrats．Thestrongerexpression

Ofactivated p38MAPkinasewas observedin the DMN ofthe vagus nerve thanin the

hypoglossal nucleus．After axotomy，the expression of p38MAP kinase，inactive and

active，WaSreducedinthenucleiofneuronsinbothnuclei，Whileperineuronalmicroglias

Showedincreasedexpressionintheircytoplasmsandnuclei．Thesefindingsindicatethat

the reduction of the expression of p38MAP kinase，inactive and active，influences the

transcription factors，and plays animportant rolein retrograde neuronal reactions．

Moreover，theincreased expression of p38MAP kinasein the perineuronalmicroglias

mayberelatedtomicroglialcellreactions andretrogradeneuronalreactions．

Key words：axotomy，p38mitogen－aCtivated protein kinase，VaguS nerVe，hypoglossal

nerve，insituhybridization
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緒　　　　　言

成熟神経細胞は軸素が損傷されると，その中枢側では

逆行性反応もしくは軸索反応といわれる変化がおこる1・

18）．このとき神経細胞の代謝にも様々な変化がおこって

おり，ラットの神経細胞では軸索切断後にproteinki－

nasec（PKC）isozymeの免疫反応の増強29）や，細胞膜

のphosphotyrosineの免疫反応の増強が認められる13・28）

Mitogen－aCtivatedprotein（MAP）kinaseは様々な細

胞外刺激によって活性化されるセリン／スレオニンキナ

ーゼで，細胞内シグナル伝達の中枢を担っている．この

MAPkinasefamilyの一つであるERKlのmRNAとタ

ンパクは軸索切断後の神経細胞で発現の増強が認められ

ることから，軸索切断後の神経細胞の逆行性反応におけ

る細胞内シグナル伝達に関与していると考えられている

19）．さらに，MAPkinasefamilyによって活性化される

種々の核内転写因子も，軸索切断後様々な発現の変化を

おこすことが報告されている9－10・11▼12・14）．しかし，軸索

切断後の神経細胞における逆行性反応に関しては未だ不

明な点が多い．

p38MAPkinaseは，MAPkinasefamilyの一つであ

り，サイトカインやストレスなどの外界からの刺激によ

って活性化される21）．細胞内ではMAPkinasekinase

（MKK）3，MKK622・25）やMKK4によって6・8）特異的に活性

化　さ　れ，次　い　でactivatingtranscriptionfactor－2

（ATF－2）などの核内転写因子を活性化することが知ら

れている21，22・24）．軸索切断後の神経細胞において，ATIL

2の発現が減弱することが報告されているが12・23），これ

までにATF－2の活性化因子であるp38MAPkinaseに

関して，神経細胞における局在や軸索切断後の逆行性反

応における経時的変化を調べた報告は少ない．

今回我々は，軸索切断後の神経核におけるp38MAP

kinaseの関与および局在を調べるために，軸索切断後

degenerativeな変化を起こす迷走神経背側運動核213116・26・

27）と，regenerativeな変化を起こす舌下神経核2・3・27）にお

けるp38MAPkinaseのmRNAとタンパクの発現を，

それぞれinsituhybridization法と免疫染色法を用いて

検索した．

対象と方法

1．RNAprobeの合成

Acid guanidinium thiocyanate－phenol－Chloroform

（AGPC）法によてラット脳から細胞内の全RNAを抽出

した．さらに，01igotexTM－dT30（Roche，Japan）を用い

てmRNAを単離し，このmRNAからfirststrand
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cDNA synthesis kit（Amersham，InternationalPIc・，

England）を用いてfirststrandcDNAを合成した．この

cDNAをテンプレートとして，pOlymeraSeChain reac－

tion（PCR）法によってp38MAPkinasecDNAの535番

目から890番目のヌクレオチドに相補的なp38MAPki－

nasecDNA断片を増幅し，次いでこれをpcDNAⅡTM

vector（InvitrogenCorporation，USA）に挿入してさら

にp38MAPkinasecDNA断片を増幅した．DIGRNA

labeling kit（SP6／T7）（Boehringer Mannheim Corp・，

USA）を用いてinvitrotranscription法を行い，p38

MAPkinasecDNA断片からmRNAを転写し，非ラジ

オアイソトープ標識薬であるDigoxigeninで標識した

p38MAPkinasesenseRNAprobeとantisenseRNA

probeを合成した15）．

2．手術手技

成熟Wistarratを，エーテル麻酔のもと，頚部で左迷

走神経と右舌下神経を切断したか）．迷走神経および舌下

神経を切断した後1，3，5，7，14，28日後（各3匹）およ

び1，3，5，7，14日後（各3匹）に，前者ではinsituhybridi－

zation，後者では免疫染色を行った．

3．Insituhybridization

Pentobarbitalによる麻酔を行い，各グループ3匹の

動物を用いた．左心室から0．1Mphosphatebuffer

（PB，pH7．2）で希釈した4％parafomaldehydeで港流

固定を行った後，脳幹を摘出し翌日まで4℃，4％para－

formaldehydeに入れて固定し，脱水，パラフィン包埋

した．迷走神経背側運動核と舌下神経核とを含むように

厚さ6FLmで薄切を行い，3－aminopropyトtrimethox－

ysilaneコートしたスライドにのせ，翌日まで43℃に保

温してパラフィン標本を作成した．標本のパラフィンを

除去し，PBで再水和し，0．2NHClで処理した後，10

mg／mlproteinaseK（Sigma，St．Louis，MO，USA）で20

分間，37℃で処理し，4％paraformaldehydeで10分

間固定した．

0．1Mtriethanolamine（pH8．0）で希釈した0．25％

aceticanhydrideに10分間入れた後，プレハイプリグイ

ゼーシヨン溶液で3時間，50℃でインキュベートしてか

ら，プレハイブリダイゼーシヨン溶液にdigoxigeninで

標識した250ngのRNAprobeと10％Dextransulfate

を加えた溶液で翌日まで50℃でインキュベートした．

このようにRNAprobeをハイプリグイゼーシヨンさせ

た後，切片を2×SSCで希釈した50％formaldehyde

で30分間，55℃で処理し，次いで結合していないRNA
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probeを分解するため0．5MNaCl，10mMTris（pH8．0），

1mMEDTAで20FLg／mlとしたRNaseAで30分間，

37℃で処理し，2×SSCで1回，0．2×SSCで2回各20

分間，55℃で洗浄した．標本をTris－bufferedsaline

（0．1MTrisHCl，pH7．5，0．15MNaCl）に入れて，alka－

linephosphataseで標識したdigoxigenin抗体（Boehrin－

gerMannheim）を500倍に希釈して1時間，37℃でイン

キュベートした．Tris」）ufferで洗浄し，nitrobluetetra－

zolium（NBT，BoehringerMannheim）と5－brom0－4－

chlor0－3－indoylphosphateをlMTris－bufferに加えた

ものを発色液として加えて，2－4時間後0．01MTris－HCl

（pH8．0）にEDTAを加えたもので5分間標本を洗浄し反

応を停止させた．標本を乾燥させCrystal／Mount（Bi0－

meda，CA，USA）に封入した．対照として，手術を行っ

たが軸素を切断していない動物2匹を用いて行った．

4．免疫染色法

Pentobarbital麻酔のもと，各グループ3匹ずつ左心

室から0．1Mphosphatebuffer（PB，pH7．4）で希釈した

4％paraformaldehydeで港流固定を行った．脳幹を摘

出し，6時間，4℃で同じ4％paraformaldehydeで固

定を行った．組織は20％sucroseを加えたPBSに48時

間入れた後，液体窒素で凍結させ，CryOStatで20FLmの

厚さに薄切して切片を作成した．次いでp38MAPki－

nase（1：4000，SantaCruZBiotech．Inc．CA，USA）に対

するウサギの抗体でインキュベー下した．活性化型p38

MAPkinaseの免疫染色はウサギのポリクローナル抗体

（1：500，NewEnglandBiolabs，Inc．MA，USA）を用い

た．一次抗体はフリーフローテイング法で4℃，2日間行

い，biotin化した二次抗体とhorseradishperoxidaseを

結合させたstreptavidin（DAKOLSAB2Kitforuseon

Ratspecimens，DAKOCorp．CA，USA）で室温にてイン

キュベー下した．最後に3，3㌧diaminobenzidineを用い

て発色させた．対照として，手術を行ったが軸素を切断

していない動物2匹を用いて行った．

結　　　　　果

1．Insituhybridization

Insituhybridizationの結果，対照ラットにおいて迷

走神経核と舌下神経核の両方で，神経細胞の胞体に陽性

シグナルを認めた．これらの陽性シグナルは，軸索切断

28日目まで両神経核とも経時的変化を認めなかった

（Fig．1－a）．

また，軸索切断3日後，神経細胞周囲に集族するミク

ログリアに陽性シグナルを認めた（Fig．トb，C）．これら
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の陽性シグナルは軸索切断後7日目まで強く保たれたが，

軸索切断後14日目，28日目に減弱傾向がみられた．p38

MAPkinaseに対するsenseRNAブローペを用いた場

合は，両神経核とも神経細胞およびグリア細胞に陽性シ

グナルを認めなかった．

2．免疫染色法

2．1p38MAPkinase

p38MAPkinaseに対する抗体を用いた免疫染色の結

果，対照ラットでは両神経核の神経細胞の胞体と核に弱

い陽性反応を認めた．軸索切断後，両神経細胞の核の陽

性反応は減弱，消失した（Fig．2Ta，b）．

軸索切断3日後，神経細胞周囲に集族するミクログリ

アに陽性反応が認められた．軸索切断後7日目，これら

のミクログリアの陽性反応は増強した（Fig．2－a，b）．

2．2　活性化型p38MAPkinase

p－p38MAPkinaseの抗体を用いると，対照ラットの

迷走神経核では神経細胞の核に強い陽性反応を認め，胞

体には弱い反応を認めた．また，舌下神経核では神経細

胞の核に弱い陽性反応を認めたが，胞体では陽性反応を

認めなかった．軸索切断後，神経細胞の陽性反応は軸索

切断5日目までは変化を認めなかったが，7日目以降核の

陽性反応が減弱傾向を示した（Fig．3－a）．

軸索切断3日後，両神経核とも神経細胞周囲のミクロ

グリアに陽性反応を認めた．これらの反応は主に胞体に

みられたが，一部のミクログリアの核にも弱い陽性反応

を認めた．軸索切断後7日目まではこれらの陽性反応に

変化はみられなかったが，軸索切断後14日目に胞体の

陽性反応は減弱した（Fig．3－b，C）．

以上の結果を各神経核における神経細胞とミクログリ

アについてTable1，2にまとめた．

考　　　　　察

Insituhybridizationの結果，対照ラットの迷走神経

核と舌下神経核において神経細胞の胞体に陽性シグナル

を認めた．これはp38MAPkinaseのmRNAが両神経

細胞の胞体で常時発現されていることを示している．免

疫染色の結果から，非活性化型p38MAPkinaseは両神

経核の神経細胞の胞体と核に陽性反応を認め，活性化型

p38MAPkinaseは迷走神経核では胞体と核に，舌下神

経核では核のみに陽性反応を認めた．これはp38MAP

kinaseのタンパクも常時発現され，その一部が活性化

されていることを示している．以上から，p38MAPki－

naseは両神経核の神経細胞において常時発現し，様々
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Fig．1．In situ hybridization of p38　MAP kinase

mRNA．

5days after axotomy，neurOnSin bothvagal

（Ⅹ）andhypoglossal（Ⅹ1Ⅰ）nucleishowintense

signalsintheircytoplasms（a）．3daysafter

axotomy，perineuronalmicrogliasin the sev－

eredsideofthehypoglossalnucleusalsoshow

hybridizationsignalS（b，Ⅹ；C，ⅩII）．Bar＝a，100

FLm；b，C，25FLm．

雄　他5名

Fig．2．Immunohistochemistry against p38MAP ki－

nase3and7daysafteraxotomy．

In both vagal（Ⅹ）and hypoglossal（ⅩII）nu－

clei，neurOnSShowweakreactivityintheirnu－

clei and cytoplasms．Immunoreactivityis

Observedinperineuronalmicrogliasinthesev－

ered side ofbothnuclei．Followingaxotomy，

theimmunoreactivity of neurons was gradu－

allyreducedinbothnuclei．However，inper－

ineuronal microglias theimmunoreactivity

wasintensifiedinbothnuclei7daysafterax－

otomy（a，3days；b，7days）．Bar＝100FLm．

な外界からの刺激に応じてシグナル伝達を行っていると

考えられた．

軸索切断後，insituhybridizationでは，両神経核の神

経細胞におけるこれらの陽性シグナルに変化を認めなか

ったが，免疫染色では，非活性化型および活性化型p38

MAPkinaseの陽性反応は両神経核の神経細胞の核で減

弱を示した．これは軸索切断後，p38MAPkinaseは

mRNAの発現の変化なしに，タンパクの発現，活性化

が減弱したことを示している．以上からp38MAPki－

naseの機能調節はmRNAの転写や分解などではなく，

リン酸化によるタンパクの活性化のレベルで行われてい

ると考えられた．

細胞内での局在に関しては，p38MAPkinaseは舌下
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Fig．3．Immunohistochemistry against activated p38

MAPkinase7daysafteraxotomy．

Nucleiofvagalneuronsshowintenseimmunore－

activity，and cytoplasms ofvagalneurons and

nucleiofhypoglossalneuronsshowweakimmu－

noreactivity（a）・IntensifiedimmunoでeaCtivity
is observedin the cytoplasms ofperlneurOnal

microgliasintheseveredsideofbothnuclei（Ⅹ：

b，XII：C）．Bar＝a，100FLm；b，C，25FLm．
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神経核の神経細胞では核に活性化型の発現を認め，胞体

には認めなかったが，迷走神経核の神経細胞では胞体と

核に発現を認めた．これまでの報告でもわれわれの結果

と同様に，P38MAPkinaseは培養細胞において胞体と

核の両方に局在が認められている4・17・21）．このように

p38MAPkinaseは神経細胞の胞体と核の両方に局在す

ることから，胞体と核の間を移行する何らかの機序が存

在すると考えられる．近年，Levyらは，MAP－kinaseac－

tivatedproteinkinase－2（MAPKAPkinase－2）はその

分子内に核内移行シグナルと核外移行シグナルが存在し

ており，p38MAPkinaseと複合体を形成することによ

って，非活性化の状態ではp38MAPkinaseを核内に移

行させ，活性化の状態ではp38MAPkinaseを核外に移

行させると報告している17）．迷走神経核および舌下神経

核において，p38MAPkinaseがどのようにして胞体と

核の間を移行しているのかは明らかではないが，p38

MAPkinaseは胞体でmRNAから合成された後，MAP－

KAPkinase－2との結合を介して胞体と核の間を移行し

ている可能性が考えられた．

迷走神経核と舌下神経核におけるp38MAPkinaseの

発現の強さに関しては，insituhybridizationでは，両神

経核の間でmRNAの発現に差は認めなかった．免疫染

色では，対照ラットにおいて，非活性化型p38MAPki－

naseは，両神経核の神経細胞に反応の差は認めなかっ

たが，活性化型p38MAPkinaseでは，迷走神経核で舌

下神経核よりも神経細胞の核に強い陽性反応を認め，ま

た迷走神経核では神経細胞の胞体に陽性反応を認めたが，

舌下神経核では胞体に陽性反応を認めなかった．両神経

核の神経細胞にこのような活性や局在の差が生じる理由

は明らかではないが，迷走神経核と舌下神経核の何らか

の代謝上の差に関連していると考えられた．また，この

ような差は軸索切断後に迷走神経がdegenerativeな変

化をし，舌下神経がregenerativeな変化を示すことに何

らかの影響を与えていると考えられた．

軸索切断後，非活性化型および活性化型p38MAPki－

naseは，迷走神経核および舌下神経核の神経細胞の核

で発現の減弱を示した．また，軸索切断後，神経細胞の

核で，核内転写因子ATfL2の発現が減弱するという報

告があるが1川23），ATF－2はp38MAPkinaseの基質で

あることから，迷走神経核と舌下神経核においても，軸

索切断後に神経細胞の核でATF－2の発現が減弱してい

る可能性が考えられた．以上から，軸索切断後の迷走神

経核と舌下神経核では，神経細胞の核でp38MAPki－

naseの発現，活性化が減弱し，ATF－2の発現に影響を

与えることによって逆行性反応に関与している可能性が
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Tablel．Resultsofinsituhybridizationandimmunohistochemistryofp38MAPkinasefollowingaxotomy

DMNofvagusnerve（X）

postoperativedays shamop．1　　　　3　　　　5　　　　7　　　　14　　　　28

insituhybridization

neuron　　　　　　　　＋／－

microかia none

＋／－　　　＋／－　　　＋／－　　　＋／－　　　＋／－　　　＋／一

一／－　　＋＋／－　　＋＋／－　　＋＋／－　　　＋／一　　　十／－

immunohistochemistry

p38MAPkinaSe

neuron　　　　　　　　＋／＋

microglia none

p－p38MAPkinase

neuron　　　　　　　　＋／＋＋

microglia none

＋／＋　　　＋／士　　　＋／士　　　＋／－　　　＋／一

一／一　　　十／＋　　　＋／＋　　＋＋／＋＋　＋＋／＋＋

＋／＋＋　　＋／＋＋　　＋／＋＋　　＋／＋　　　＋／＋

－／－　　＋＋／＋　　十十／＋　　＋＋／＋　　　十／＋

m
 
n

＋／－indicatestheexpreSSionlevelinthecytoplasmsaLndthenuclei・Thefbrmeriscytoplasmsl

andthelatteristhenuclei一S．

＋，pOSitive；士，Weaklypositive；－，negativeortheexpressionlevelisalmostequivalenttothe

backgroundlevel；n，nOteXamined；nOne，nOtObserved

Thenumberof＋indicatestheextentofexpression，eOmparedwiththebackgroundleveL

Table2．Resultsofinsituhybridizationandimmunohistochemistryofp38MAPkinasefollowingaxotomy

Hypoglossalnucleus（ⅩⅠⅠ）

postoperadvedays shamop．1　　　　3　　　　5　　　　7　　　14　　　　28

insituhybridization

neuron　　　　　　　＋／－　　　＋／－　　　＋／－　　　＋／－　　　＋／－　　　＋／－　　　＋／－

microglia none　　　－／－　　＋＋／－　　＋＋／－　　＋＋／－　　　＋／一　　　十／－

immunohistochemistry

p38MApkinaSe

neuTOn　　　　　　　　＋／＋

mi印画ia none

p－p38MAPklna＄e

neuron　　　　　　　　－／＋

micr喝lk none

＋／＋　　　＋／士　　　＋／士　　　＋／－　　　＋／一

一／－　　　＋／＋　　　＋／＋　　＋＋／＋＋　＋＋／十十

一／＋　　　－／＋　　　－／＋　　　－／士　　　－／士

－／一　　＋＋／＋　　＋＋／＋　　＋＋／＋　　　＋／＋

n
 
n

n
 
n

＋／－indlcatestheexpressionlevelinthecytophsmsandthenuclei・Thefbrmeri＄CytOplasms’

arldthelatteristhenucleiIs．

＋，pOSitive；士，Weaklypositive；－，negativeortheexpressionleveliSalmostequivalenttothe

bad唱rOundlevel；n，nOteXamined；nOne，nOtObserved

Thenumberof＋indicatestheextentofexpression，COmpa陀dwiththebaCkgroundlevel・
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考えられた．

一方，ミクログリアに関しては，insituhybridization

と免疫染色の結果から，軸索切断後，両神経核における

神経細胞周囲に集族するミクログリアにおいて，p38

MAPkinaseのmRNAの発現とそのタンパクの発現，

活性化を認めた．このようなp38MAPkinaseの発現，

活性化は軸索切断後3日目より認め，その後増強を示し

た．神経細胞の軸索損傷によってミクログリアの増殖，

活性化が起こり，神経細胞周囲に集族するようになる

5，7）ことが知られているが，われわれの結果では，この

ようなミクログリアでp38MAPkinaseの発現，活性化

の増強を認めた．また，p38MAPkinaseは，ラットの

脊髄後根損傷後のLissauer帯，後素，前角，前素にお

けるミクログリアにおいても活性の増強が認められるこ

とから20），p38MAPkinaseはミクログリアの増殖，活性

化における細胞内シグナル伝達において重要なはたらき

をしていると考えられた．以上から，p38MAPkinase

は軸索切断後，迷走神経核および舌下神経核におけるミ

クログリアの増殖，活性化に関与し，軸索切断後の逆行

性反応に何らかの影響を与えていると考えられた．

結　　　　　論

1．ラットの迷走神経運動背側核と舌下神経核における

軸索切断後のp38MAPkinaseの発現を，insituhy－

bridization法と免疫染色法を用いて検討した．

2．p38MAPkinasemRNAは両神経核の神経細胞の胞

体に常時発現しており，軸索切断後もその発現は変化し

なかった．

3．p38MAPkinaseのタンパクは，両神経核の神経細

胞の胞体と核に発現しており，活性化型p38MAPki－

naseは胞体よりも核に強く発現し，迷走神経核の方が

発現は強かった．軸索切断後は両神経核の神経細胞の核

の非活性化型および活性化型p38MAPkinaseの発現は

減弱した．

4．ミクログリアは軸索切断後に神経細胞周囲に集族し，

ミクログリアの胞体と核で非活性化型および活性化型

p38MAPkinaseが発現し，増強した．

5．軸索切断後の逆行性反応では，神経細胞のp38

MAPkinaseの減弱が核内転写因子に影響を与え，また

ミクログリアのp38MAPkinaseの増強も何らかの関与

をしているものと考えられた．

（43）
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