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論文内容の要旨

(目的)

プロスタグランデ、イン E ， (PGE，)は細胞表面の特異的レセプターを介し細胞内の adenylate cyclase を活性

化するとともに， c-fos や c-myc の mRNA 誘導や，神経突起伸展作用を有することが報告されているD 一方，脳

虚血により PGE ，などの eicosanoid が産生されることより，虚血性神経細胞傷害に対する PGE ，の関与が示唆され

ている。そこで，低酸素性神経細胞傷害に対する PGE，の保護作用とその作用機序を，ラット培養海馬細胞を用い

て検討した。

(方法)

胎生18日齢のウィスターラットから海馬神経細胞を採取し， 10%血清加 minimum essential medium (MEM) 

にて37
0

C ， 5 % CO 2 , 95%空気で24時間培養した。ついで無血清培地(Dulbecco's MEM/Ham's Nutrient Mixture 

に以下を添加したもの， NaHC031. 2g/1 , insulin 5 mg/l , transferrin 100mg/l , progesterone 6.3μg/l ， sodium 

selenite 5. 2μg/l ， kanamycin 100mg/l , Fungizone O. 25mg/1)で72時間培養した後，非負荷群(低酸素負荷なし)

と低酸素負荷群(低酸素負荷24B寺間)とに分け，負荷前後にそれぞれ10- 5 , 10-6 , 10- 7 , 10-8 ，あるいは1O- 9M の

PGE ，を添加した。 PGE，無添加対照群には PGE，を含まない同量の培地を追加した。低酸素負荷後さらに24時間 5

% CO 2 , 95%空気で培養した後，培地を分離し遊離した lactate dehydrogenase (LDH) 活性を定量した。細胞

成分は凍結後，無血清培地で融解，溶出した細胞内の LDH 活性を定量した。神経細胞傷害の程度は，細胞死により

培地に遊離した LDH 量の全細胞に含まれていた LDH 量(培地と細胞内 LDH 量の和〉に対する比率 (LDH 比)

により表わし， PGE，添加による効果を onかway ANOVA と Fisher's protected least square difference(PLSD) 

test により多群間検定しその保護作用を判定した。同様の実験を 2 代継代培養グリアを用いておこない，低酸素負

荷のグリア細胞への影響も検討した。また低酸素負荷， PGE 1 添加の神経細胞に対する影響をトリパンブルー染色(0.4

%, 5 分間)と 200kDa ニューロフィラメント免疫染色により形態的に観察した。さらに， PGE1 (1 0ーヘ1Q-
7 M)

添加による培養海馬細胞での c-Fos (添加 3 時間後)， Myc (添加 9 時間後)の発現をウエスタンブロットで検討し
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(結果)

24時間の低酸素負荷により培地の酸素分圧は20. 2 土1. 3mmHg まで低下した。低酸素負荷により， PGE 1 添加の

有無にかかわらず神経突起の消失などの細胞傷害が位相差顕微鏡により観察された。 LDH 比は非負荷群では変化し

なかったが，低酸素負荷群では， PGE 1 添加によりその濃度が10- 6 --10-9 M の範囲で PGE 1 無添加に比して LDH

比の上昇が少なく， PGE 1 が低酸素負荷に対して保護作用を示すことが明らかにされた。 PGE 1 を添加したものでは

低酸素負荷後もトリパンブルーで染色されない生存神経細胞が多くみられ，保護作用が示唆されたが，ニューロフィ

ラメント免疫染色により神経突起への傷害を観察すると ， PGE 1 添加，無添加とも同様に傷害されていた。継代培養

グリアでは，形態的にも LDH 比でも低酸素による細胞傷害はみられなかった。ウエスタンブロットの結果では，

1O- 7 M の PGE 1 添加したものは1O- 5 M 添加に比して， 62kDa c-Fos と 58， 60, 66kDa Myc の発現が増加していた。

PGE 1無添加ではいずれの核蛋白も発現していなかった。

(総括)

ラット培養海馬細胞における低酸素傷害に関する PGE 1 の保護作用を LDH 量を測定することにより検討した結

果， PGE 1 濃度が10- 6 から 1O- 9 M の範囲で有意な細胞保護効果を認めた。c-Fos ， Myc の発現も1O- 7 M で最も強かっ

た。 PGE 1 の細胞表面レセプターへの結合は容量依存性であり ， 1O- 7 M で飽和されると報告されている。本研究で

も1O- 7 M の PGE 1添加で LDH 比が最も改善されたことから， PGE 1 は海馬細胞のレセプターを介して作用するも

のと推定される。 PGE 1 の細胞内情報伝達系には， c-Fos , Myc 発現に促進的に作用する Ca2 + と cyclic AMP を介

した系と，抑制的な protein kinase C CPKC) を介した系が報告されており， PGE 110-6 から1O- 9M で Ca2 + と

cyclic AMP を介した系が， 1O- 5 M で PKC 系が作用するものと推察された。グリアには低酸素傷害が及んでいな

いことにより，本実験で示された耐性増加は核蛋白発現を介するニューロンに対する作用と考えられた。

論文審査の結果の要旨

脳虚血に際しアラキドン酸カスケードが活性化され PGE 1 などの eicosanoid が産生されるがその生理学的・薬理

的意義は明らかではなかった。本研究はラット胎仔海馬由来の培養細胞を用い，低酸素性神経細胞傷害に対する

PGE 1 の保護作用を検討したものである。すなわち， in vitro 低酸素負荷法を用い，培養液中に種々の濃度の PGE 1

を加えたところ ， 1O- 6 -- 1O- 9 M の範囲で保護作用が認められた。この濃度は脳組織内の生理的 PGE 1 濃度に近く，

脳虚血に対する PGE 1 の神経細胞保護作用が存在することが示唆された。次に， PGE 1 添加による培養海馬細胞の

myc , fos 蛋白の発現を検索した。その結果は保護作用がみられる1O- 7M 濃度では蛋白発現がみられたが，保護作用

がみられない10- 5 M や PGE 1 無添加ではほとんど蛋自発現がみられなかった。これらの結果と従来の報告を併せ考

えると，至適濃度の PGE 1 (10-7M) では細胞膜の PGE レセプターより cAMP およびカルシウムイオンを通して

核蛋白発現を促進し低酸素性細胞傷害に作用するのに対し高濃度の PGE j (10-5M) では核蛋自発現を抑制し

保護作用を示さないプロテインキナーゼ C が活性化されることを示唆するD 本研究により， PGE j の濃度依存性生

理作用が明らかにされただけでなく，脳虚血に対する PGE j の神経細胞保護作用が期待され，臨床応用の可能性を

示すものである。よって本研究は学位の授与に値すると判断される。


