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姶 文 内 容 の 要 旨

(目的)周産期の低酸素性虚血性脳症は,新生児期の神経疾患の中で最も重要な問題であり,その患児は後に脳性麻痔や精

神発達遅滞をしばしば来す｡低酸素性虚血は生化学的カスケードを活性化することにより脳障害を起こすO -軟化窒素

(NO)は一酸化窒素合成酵素 (NOS)により産生されるが,これには3つのアイソフォームがあるo神経型NOS(nNOS,

NOSI)と内皮型NOS(eNOS,NOSⅠlI)は間欠的に,つまり細胞内カルシウム濃度が上昇した時のみNOを産生する｡誘導

型NOS(iNOS,NOSII)はエンドトキシンやサイトカイン等の刺激により誘導され,カルシウムとは無関係であるため,拷

続的に多量のNOを産生する｡

我々はiNOSにより産生されているNOが新生児低酸素性虚血性脳症における神経障害の主要な部分を占めていると考

え,iNOSの選択的阻害剤であるAminoguanidine(AG)の虚血性脳障害に対する保護効果と,NOの経時的変化を新生児

ラットを用いて検討した｡

(方法)左頚動脈を二重結熟し低酸素 (8%酸素,2.5時間)負荷をかけることにより新生児低酸素性虚血性脳障害モデルを

作成した｡Aminoguanidinesulfate300mg/kgをリン酸バッファーに溶かし,低酸素負荷開始1時間前に腹腔内投与し,

以後同様に8時間毎に3日間,計9回授与した｡対照群には同様のスケジュールでリン酸バッファーのみ投与した｡

[実験日 脳障害の程度を低酸素負荷開始72h後に還流固定した脳にて組織学的に検討した｡Hematoxylin･Eosin染色し

た連続切片より,梗塞面積を大脳皮質は5断面において,線条体は2断面において測定した｡障害側の大脳皮垂,線条体の

全面積に対する梗塞面積の割合を算出したO検定はtwo-tailedMann-WhitneyU･testを用いた.

[実験2]低教案負荷開始直前 (Oh),低酸素負荷申 (1h),低酸素負荷修了直後 (2.5h),6,24,72h後にラットを断頭し

(各群,冬時間n-5-12),左右それぞれの大脳皮質を取り出し,バッファー (0,1M,pH7.5potassiumphosphate,20mM

EDTA)を加えホモジェナイズしたO上清液を遠沈にて得た後,フィルタ-によりヘモグロビンを除去したoNO2,N03が大

部分である漉過液中のNO代謝産物をNO-還元し,化学蛍光法を用いたNOアナライザー､にて測定したotwo･tailed

Student'si-testにて検定し,p<0.05を有意としたo

(結果)[実験1]全断面の梗塞の割合は,対照群 (a-13)では大脳皮質で62±4% (平均±SEM),線条体で66±7%で

あったO一方AG.投与群 (n-18)はそれぞれ,7±2%,7±3%であったO全ての断面において有意に梗塞が縮小していた

払<0.001).

[実験2]対照群では,二峰性のNO代謝産物の増加が頚動脈結紫側においてみられた｡一方は低敢素負荷中 (1h後)で,

他方は再酸素化期 (72h後)であった｡AG群でも同様に,頚動脈結紫側においてNO代謝産物の増加が低酸素負荷中にみら

れたが,再酸素化期にはNO代謝産物は増加せず,対照群と比較し有意に低値であった｡AGは,低酸素負荷率の脳内NO代
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謝産物上昇は抑制しなかったが,再酸素化期の長時間にわたるNO代謝産物上昇を持続的に抑制した.

(考察)iNOSの選択的阻害剤であるAGにより,新生児低酸素性虚血性脳障害が著明に軽減されることをラットモデルを

用いて,初めて明らかに.したoNO代謝産物の経時的変化から,AGによる神経保護効果は,再教案化期にiNOSによるNO

産生が抑制されたためであると考えられる｡ この結果から,低酸素負荷終了後からAG投与を開始しても脳障害を軽減でき

ること,さらに新生児低酸素性虚血性脳症治療への臨床応用の可能性が示唆される｡

論 文 辛 査 の 結 果 の 要 旨

申請者は誘導型一酸化窒素合成酵素 (iNOS)により産生される一酸化窒素 (NO)が,新生児低酸素性虚血性脳障害 (HIE)

における神経障害の主要な部分を占めていると考え,iNOS阻害剤であるAminoguanidine(AG)の効果を新生児ラットを

用いて検討した｡

左頚動脈を結熟し,2.5h低酸素負荷により新生児HIEモデルを作成した｡AG300mg/kgを低酸素負荷開始1h前に腹

腔内投与し,以後8h毎に3日間授与した｡

負荷開始72h後に還流固定し,H-E染色した連続切片にて,梗塞面積を大脳皮質は5断面,線条体は2断面において測定

した｡梗塞の割合はAG投与群では対照群に比べ,大脳皮質,線条体とも著明に縮小していた｡

低酸素負荷開始直前,負荷中 (1h),終了直後 (2.5h),6,24,72h後に,左右それぞれの大脳皮質を取り出し,バッファー

を加えホモジェナイズした｡上清液を遠沈にて得た後,渡過液中のNOを化学蛍光法を用いて測定した｡頚動脈結熱側にお

いて,対照群では,二峰性のNO増加がみられた (低酸素負荷中と再酸素化期)0AG群でのNO増加は,低敢来期のみで

あった｡

AGにより新生児HIEが,著明に軽減されることをラットモデルを用いて初めて明らかにした｡NOの経時的変化から,

AGによる保護効果は,再酸素化期にNO産生が抑制されたためと考えられるO

以上の研究はNO,特にiNOSにより産生されるNOの,新生児HIEに対する障害作用の解明に貢献し,iNOS阻害剤で

あるAGの有効性を初めて示したことによりその臨床応用に寄与するところが多いo

Lたがって,本論文は博士 (医学)の学位論文として価値あるものと認めるO

なお,本学位授与申請者は,平成11年 11月29冒実施の論文内容とそれに関連した試問を受け,合格と認められたもので

ある｡
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