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論文内容の要旨

【目的】

あらかじめ軽度の脳虚血負荷を与えることにより，神経細胞がその後の致死的な負荷に対して抵抗性を獲得するこ

とが，虚血耐性現象として報告された。この耐性現象には，特定の遺伝子，蛋白の発現が不可欠と考えられているo

耐性獲得機構の解明，および耐性関連遺伝子の検索のため，神経細胞初代培養系を用い，低酸素性神経細胞傷害に対

する耐性獲得モデルを作成した。このモデルを用いて神経栄養因子の 1 つである塩基性線維芽細胞成長因子

(bFGF) の mRNA および蛋白の発現を耐性獲得との関連において経時的に解析した。

【方法ならびに成績】

18日齢の Wistar ラット胎仔を用い，大脳皮質細胞の高密度初代培養を行った。 10%血清培地で24時間培養した後

24-72時間無血清培地で維持し，低酸素負荷を加えた。低酸素負荷は，密閉されたチャンパー内を95% N0 2 , 5 % 

C02 に置換し培地中の酸素分圧を対照群の 1/4 以下とすることにより作成した。実験群を 1 )対照群 2 )短時

間 (4 時間)低酸素負荷群 3) 短時間低酸素+長時間 (24時間)低酸素負荷群 4) 長時間低酸素負荷群の 4 群に分け

た。細胞傷害は培地中に傷害を受けた細胞より遊離された LDH を定量し判定した。また，低酸素負荷前後における

bFGF mRNA および蛋白の発現をそれぞれ Northern blot と Western blot で解析した。

細胞傷害を LDH の定量により経時的に検討したところ，短時間の低酸素負荷では対照群と比較して有意な細胞傷

害を認めなかった。一方，長時間の低酸素負荷を加えると神経細胞の膨化，神経突起の消失，有意な LDH の増加を

認め神経細胞傷害が生じた。しかし，あらかじめ短時間の低酸素負荷を加えておくと，その後に長時間低酸素負荷を

加えても LDH の増加は認めず，耐性が獲得されたと考えられた。次いで，低酸素負荷前後における bFGF発現の変

化を検討したところ，短時間の低酸素負荷を加えることにより， 24時間後には bFGF mRNA，蛋白の発現を認めた。

一方，長時間低酸素負荷では， bFGF mRNA は48時間後まで遅延して発現していたが， bFGF 蛋白の合成は72時間

後まで検出されなかった。これに対し，短時間の低酸素を負荷し，その48時間後にさらに長時間の低酸素負荷を加え

ると，最初の短時間の低酸素負荷後から bFGF 蛋白が持続的に発現していた。さらに，本培養系に， bFGF を外部よ

り添加すると低酸素性細胞死が有意に減少することを確認した。

【総括】

低酸素耐性現象をラット神経細胞培養系において検討し，耐性獲得の機構および耐性関連因子について考察した。
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培養神経細胞にあらかじめ細胞傷害をきたさない程度の短時間低酸素負荷を加えると，その後の長時間低酸素負荷に

対する耐性が確立されることが示された。またbFGFが重要な関連因子であることが示唆された。

論文審査の結果の要旨

本研究は，脳虚血耐性獲得機構の解明，および耐性関連遺伝子の検索のため，神経細胞初代培養系を用い，低酸素

性神経細胞傷害に対する耐性獲得モデルを作成した。また， このモデルを用いて神経栄養因子の 1 つである塩基性線

維芽細胞成長因子 (bFGF) の蛋白および mRNA の発現を Northern blot および Western blot 法を用いて耐性獲得

との関連において経時的に解析した。さらに，本培養系に， bFGF を外部より添加すると有意に低酸素性細胞傷害が

減少することを確認した。細胞傷害の認められない短時間の低酸素負荷では， bFGF 蛋白が24時間後に発現するのに

対し，有意に細胞傷害の認められる長時間低酸素負荷では低酸素負荷24時間後より bFGF mRNA の発現が認められ

るにもかかわらず， bFGF 蛋白発現は低酸素負荷72時間後となり，遅延が認められた。一方，あらかじめ短時間低酸

素負荷により蛋白発現を誘導しておくことにより，低酸素性細胞傷害に対する耐性を獲得することが明らかとなった。

このことは， bFGF が本現象についての重要な関連因子であることを示唆するものである。本研究は脳虚血耐性の機

構解明に寄与するものであり，学位に値するものと評価される。
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