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論 文 内 容 の 要 旨

生物が生命活動を続ける過程で外界からのさまざまなストレスに適切に応答していくことは,絶えず変化する環境の中で

自己を守り,生存していくために必須の反応であるO虚血は熱負荷,ウイルス感染などと並んで生体のもっともこうむりや

すいストレスの一種であり,虚血ストレスに対する分子シャペロンの誘導は虚血耐性現象の分子メカニズムの解明とも絡ん

だ興味深い研究領域となってきている｡

Apg-1とApg-2はHsp110ファミリーに属する熱ショック蛋白質である｡マウス細胞では,Apg-1とHsplO5/110の

発現は摂氏32℃から39oCへの熱ストレスで誘導されるが, AP菖-2は誘導されない｡一方, CIRP(cold･inducibleRNA-

binclingprotein)は,軽い低温 (32℃)で誘導される噛乳類で初めての低温ショック蛋白質で,培養線維芽細胞に32℃で

発現が誘導される｡CIRPは体細胞では増殖抑制効果を示す｡一過性前脳虚血では熱ショック蛋白質Hsp70ファミリーの発

現冗進がよく知られている.そこで,一過性前脳虚血のラット脳でbHspllOファミリーとCIRPの発現変化について研究

した｡

Pulsinelli等の方法によりラット前脳を20分虚血させ,再潅流開始後時間を追って, Northernblotting(場合によりin

situhybridization)を用いてApg-1, Apg-2,HspllO及びHsp70のmRNAレベルを解析した結果, Apg-1mRNA

紘,大脳皮質の神経細胞において虚血3時間後から発現先進 し ,12時間をピークとして減少したO海馬では,3時間後から

克進し,高値は24時間持続した｡HspllOのmRNAレベルはApg-1と同様の変動をしたoAP者-2のmRNAも発現が克

進したが,そのキネティックスはApg-i,HspllOとHsp70と異なったO以上の結果から,脳虚血一再潅流後に ,HspllO

ファミ!)-のメンバーが異なるメカニズムで脳内に発現していたことがわかり,Apg-1は虚血,熱ショック及び正常神経細

胞に重要な役割を果たしていることが示唆されたO

同じモデルで,低温で誘導されるストレス蛋白CIRPmRNAのレベルをNortherablottingで調べた結果, CIRPの発現

は多数の組織で認められ,大脳海馬の神経細胞において虚血終了3時間から6時間後に減少した｡大脳皮質における発現の

変化は著明でなかった｡なお,insituhybridization組織化学法によって,正常ラット脳のいろいろな部位における神経細

胞でCIRPの恒常的発現を認めた｡一万,32℃での培養によりPC12pheochromocytoma細胞のCIRPmRNAレベルは増

加したが,培養液にH202を加えるとCⅠRPの誘導,発現は濃度依存的に抑制され,脳虚血によるCIRP発現の変化は活性酸

素の産生による可能性が示唆された｡今後脳障害に対する低体温療法における熱ショック蛋白と低温ショック蛋白の役割の

究明が必要である｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

ストレスへの曝露は,細胞を保護し恒常性を再構築するように機能する種々のストレス応答性遺伝子の発現を変化させ

る｡本論文ではPulsinelli等の方法によりラット前脳を20分間虚血させ,再激流開始後の時間を追って,Northernblott-

ing(場合によりinsituhybridization)を用いてHspllOファミリーのメンバーであるApg-1,Apg-2, HspllO及び
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Hsp70のmRNAレベルを解析した｡脳虚血一再潅流後に,脳内でこれらの遺伝子が果なる動態で発現誘導されることがわ

かった｡

同じモデルで,低温で誘導されるストレス蛋白CIRI'のmRNAレベルをNorthermblottingで調べたところ,大脳海馬

の神経細胞において虚血終了3時間から･6時間後に減少した.なお,insituhybridization法によって,正常ラット脳のい

ろいろな部位における神経細胞でCIRPの恒常的な発現を認めた.一方,ラット神経系細胞pC12でCIRPmRNAのレベル

紘,32℃での培養により増加した｡このCIRPの発現はH202により濃度依存的に抑制され,脳虚血によるCIRP発現の変化

は活性酸素の産生による可能性が考えられた｡すなわち,これらの温度ストレス蛋白質は虚血及び正常神経細胞に重要な役

割を果たしていることが示唆された｡

以上の研究は虚血ストレスによる脳神経障害機序の解明に貢献し,ストレス応答の制御による新たな治療,予防法の開発

に寄与するところが多い｡

したがって,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｡

なお,本学位授与申請者は,平成12年1月25日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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