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Microspheres infused into the intemal carotid artery induce small w'idespread embolisms, thereby leading to 

multiple infarct areas in the brain_ The pathogenesis of microsphere embolisrn (ME)-induced brain damage 

resembles clinical fe~tures ofhuman territorial stroke or brain vascular dementia. ME-induced ischemic injury is 

included by many pathological events such ~~s release of excitatory amino acids and deprivation of oxy~:~gen/glucose_ 

These events then tngger Ca" mflux mto neurons and subsequent]y actlvate Ca" and/or Ca2'/calmodulin 

(CaM)-dependent enzymes such as calpains, protein kinases/phosphatases, endonucleases, and phospho]ipases, 

thereby leading to neuronal cell death. ~n the present study, ~ address question whether a novel CaM antagonist. 

DY-9760e has ne~iroprotective and vasoprotective effects on the ME mode], and assess precise mechanisms 

underlying neuroprotective and vasoprotective effects of DY-9760e in the ME-induced brain damage (Fig. I ). 
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Fig. ~ The ehemic~~l str~~ct~~re of DY-97~~e 

3-[2-[4-(3-chior0-2-meth~_ 'lpheny~)-1 -piper~zi~v_ ~1 ethy~] -5~~-~~methoxy-~ -~~.-~mid~~:oky. ~methy~~-~ ~~-~~ 

dazo~e dihydrochio~ride 3.5 hydrate. 

In the brain ischemia, synergistic activation of calpain ~nd caspase-3 Iikely mediates apoptosis in neurons. 

However, the precise mechanism underlying the synergistic activation in situ remains unclear. I first defined 

mechanism of cross-talk between ca]pain and caspase-3 in ME-induced bra{n ischemia. As sho~vn in Fig 

2. DY-9760e significantly reduced the infarct area following ME-induced ischemia. Western biotting and 

immunohistochemical analyses using brain extracts revealed that calpastatin, an endogenous calpain inhibitor, is 

markedly down-regulated 12-24 hours after ME induction. Ca]pain activation in a late phase of ME is likely due 

to the decreased calpastatin level. The calpastatin degradation para]1eled with caspase-3 activation. In viti'o studies 

also dernonstrated that calpastatin is degraded by caspase-3 in a Ca2'/CaM-dependent manner. Since the calpastatin 

degradation was dependent on Ca2./CaM, we tested whether a novel CaM antagonist, DY-9760e, inhibits 

caspase-3-induced ca]pastatin degr~dation in vii;v and in vivo. Consistent with the. idea, DY-9760e treatme~t (25 or 

50 mg/kg} inhibited in vivo the degradation of calpastatin in a dose-dependent manner. 
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Vehicle DY-976~e 

Fig' 2 Neu~oprotective effect ofDY-9760e o~~ ME-~E~d~need cerebra~ ischemia i~~ rats. 

Cerebral ischemia 
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F~g. 3 T~e ~echa~isms ~!I~~der~v_ ~ng ~e~ar~~protective ~~iid v~soprctective effects of 
DY-976~e ~n the brai~~ embo~c eo~tcxt. 
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I next found that ME causes persistent eievation of nitric oxide (NO) and protein tyrosine nitration in the 

brain. ~n contrast to transient ischemia, ME-induced cerebral ischemia showed more pranounced ~nd pro]onged 

increase in protein tyrosine nitration. Coincident with the increased NO and protein tyrosine nitration, I found all 

up-regu]ation of endothelial nitric oxide synthase (eNOS) in the endotheiia! cells ofbrain microvessels 2-48 hours 

afi:er ischemia. The eNOS induction preceded disruption of the blood-brain barrier (BBB) in rat brain. I specu]ated 

that ME-induced eNOS expression is causative event for the BBB disruption following ME. Furtherrnore, 

colocalization of eNOS and nitrotyrosine in microvessels suggested that eNOS expression in the endothelial cells 

was associated with increased protein tyrosine nitration, and like]y mediate the disruption of BBB in ME model. 

Leakage of serum proteins from microvessels was also evident around protein tyrosine nitration-immunoreactive 

microvessels. Since DY-9760e is knowD to inhibit eNOS actlvity, I tested whether DY-9760e treatment inhibits 

protein tyrosine nitration in microvascular endothelial ce]Is, thereby ameliorating BBB disruption following ME. 

Concomitant with inhibition of protein tyrosine nitration by DY-9760e in the vascular endothelial cells, the drug 

significantly inhibited BBB disruption as assessed by Evans blue extravasation. 

In the present study, I demonstrated that Ca2'/CaM-dependent degradation of calpastatin underlies cross-talk 

between calpain and caspase-3. The neuroprotective effect of DY-9760e is in part due to inhibition of the 

synergistic activation of calpain/caspase-3 pathways folJowin*' ME(Fig. 3). FurtherTnore, DY-9760e also has 

vasoprotecitve eff;ect on eNOS-induced microvesse] injury, thereby inhibitin__" BBB disrupt;on. Taken to_~ether, the 

neuroprotective and vasoprotective actions of DY-9760e strongly support its clinical benefit as a novel therapeutic 

drug for neurodegenerative disorders. 
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 審査結果の要旨

 生活習慣病の予防医学と高血圧治療法の発達に伴って,脳出血と脳梗塞による死亡率は低下している。

 さらに,脳虚血再灌流障害に対する急性期治療薬としてラジカルスカベンジャーが登場し,ラジカルス

 トレス障害に対する脳保護治療が可能になった。しかしながら,脳梗塞,糖尿病,動脈硬化による脳血

 管障害に有効な薬剤は未だ開発されていない。特に,脳毛細血管内皮細胞障害による脳血管と血液脳関

 門障害を抑制する薬剤の開発が望まれている。韓峰氏は脳毛細血管を永久閉塞するマイクロスフェア

 脳塞栓症モデルを用いて,神経細胞および脳血管障害の新しいメカニズムについて追究した。さらに,

 脳塞栓症による神経細胞と脳血管障害を抑制する新規化合物について明らかにした。

 本論文では初めに,マイクロスフェア脳塞栓症ラット脳において,神経細胞死のカスケードである

 カルパインとカスパーゼー3の脳虚血に伴う活性化反応にクロストークがあることを明らかにした。

 即ち,脳虚血後の神経細胞ではカルパイン阻害蛋白質であるカルパスタチンがカスパーゼ弓によって

 分解され,カルパインの過剰な活性化を引き起こすことを示した。新規カルモデュリン阻害剤である

 DY-9760eはカルパスタチンの分解を抑制することによりカルパインの異常な活性化を抑制した。次に,

 脳虚血に伴う血液脳関門の破綻に脳毛細血管内皮細胞における内皮型一酸化窒素合成酵素(eNOS)の過

 剰な発現が関与することを明らかにした.即ち,eNOSの脳血管内皮細胞での過剰な活性化反応は蛋白質

 ニトロチロシン化反応を起こして内皮細胞を障害し,脳毛細血管内皮細胞の血液脳関門として機能を傷

 害することを示した。新規カルモデュリン阻害剤であるDY-9760eはカルモデュリン依存性酵素である

 eN()Sの活性を抑制することにより蛋白質ニトロチロシン化反応を抑制して,血管内皮細胞を保護する

 ことを示した。DY母760eによる脳毛細血管内皮細胞の保護作用は最終的に,脳浮腫を抑制する効果に関

 連することを見出した.

 本研究は脳虚血による神経細胞死にカスパーゼー3/カルパインのクロストークが関与すること,血液

 脳関門の障害に脳毛細血管内皮細胞におけるeNOSの発現が関与すること,さらに新規カルモデュリン

 阻害剤であるDYつ760eがこれらの障害を抑制し,神経細胞と脳血管を保護することを明らかにした。

 これらの知見は脳虚血に対する新しい作用機序を有する脳保護薬開発の可能性を示唆するものであり,

 重要でかつ新規性に富む研究である。

 よって,本論文は博士(薬学)の学位論文として合格と認める。
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