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論文内容の要旨

私は， PC12細胞の亜株である PC12h-R 細胞が， EGF に応答してNGF の時と同様に神経突起の伸展，細胞増

殖能の低下，チロシン水酸化酵素の発現上昇およびアセチルコリンエステラーゼの活性上昇を示し，神経細胞様に分

化することを見いだした。続いて私は， PC12h-R 細胞における EGF応答の原因を探る目的で， EGF による細胞

内シグナルの解析を， PC12h-R 細胞の親株で EGF に対して分化応答を示さないPC12h 細胞と比較することによ

り行った。その結果， PC12h-R 細胞では， EGF による EGF レセプターのチロシンリン酸化およびMAP キナー

ゼの活性化が PC12h 細胞と比べ顕著に持続していることを見いだした。また， PC12h -R 細胞では， EG F 添加に

ともなう EGF レセプター量の減少速度が低下していることを観察した。 EGF レセプターは， EGF の結合にとも

ない細胞内に取り込まれリソソームで分解を受けることにより down-regulation されることが知られており，

PC12h-R 細胞では，その EGF レセプターの down -regulation 能が低下しているものと思われる。 PC12h-R 細

胞では， EGF レセプターの down-regula tion 能が低下しているため， EGF レセプターの活性化が持続し， その

結果， EGF に対し分化応答を示すのではなし、かと考えられる o

私は，胎生20日齢ラット大脳皮質ニューロンを高酸素濃度 (50%02) 下で培養した際に起こる細胞死を， EGF 

が抑制することを見いだした。この高酸素負荷による神経細胞死は， RNA合成阻害剤であるアクチノマイシンD お

よび蛋白質合成阻害剤であるシクロヘキシミドにより抑えられることを観察した。さらに，高酸素濃度下で培養した

大脳皮質ニューロンにおいてクロマチンの凝集が観察されることから， この神経細胞死がアポートシスの性質を示す

ことがわかった。 EGF は，この神経細胞死を濃度依存的に抑制し，その EC50 値は0.3ng/mlであり， EGF レセ

プターの Kd 値とほぼ同様の値を示した。また，培養大脳皮質ニューロン中に，抗EGF レセプター抗体によって染

色されるニューロンおよびEGF に応答して抗 c-Fos 抗体によって染色されるニューロンを観察した。培養は，細

胞分裂阻害剤であるシ卜シンアラビノシド存在下で行っており， しかも抗グリア繊維性酸性蛋白質抗体で染色される

細胞数の割合は，抗微小管関連蛋白質 2 抗体によって染色されるニューロン数の0.5%以下であった。以上のことか

ら，培養大脳皮質ニューロンに対する EGF の効果は，グリア細胞を介した二次的なものではなく，ニューロンへの

直接作用によって発揮されていると考えられる。次に私は，細胞内シグナルの持続性に注目し，培養大脳皮質ニュー

ロンにおける EGF による EGF レセプターのチロシンリン酸化およびMAP キナーゼ活性化の経時変化を調べた。

その結果，培養大脳皮質ニューロンでは， PC12h-R 細胞の場合と同様， EGF による EGF レセプターのチロシン
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リン酸化が顕著に持続していた。また， MAP キナーゼの活性化においても持続傾向があることを観察した。これら

のことから， EGF は，大脳皮質ニューロンにおいて，その細胞内シグナルを持続させることによって，神経栄養因

子作用を発揮していると考えられる D

論文審査の結果の要旨

本研究は，細胞の増殖にかかわる成長因子である上皮成長因子のニューロンに対する栄養因子作用を新たにクロー

ン化された PC12h-R 細胞や中枢神経細胞の初代培養系を用いて解析したものであり，上皮成長因子の新たな神経

栄養因子としての役割を明らかにしたものである。

以上のように，本論文はニューロンへの上皮成長因子の作用について新しい知見を得ており，博士(理学)の学位

論文として十分価値のあるものと認める o
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