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論文内容の要旨

〔目的〕

アストログリア細胞は虚血に対して抵抗性を示すことが知られている。本研究では、虚血の主要因子である低酸素

環境下における培養ラットアストログリア細胞のエネルギ一代謝の変化を調べた。

〔方法ならびに成績〕

新生ラット由来アストログリア細胞を低酸素チャンバー内に移すことにより 48時間の低酸素負荷を与え、その後正

常酸素環境下で48時間培養した。培養上清中の遊離 LDH 活性測定、 trypan blue 染色及び形態学的観察から、アス

トログリア細胞の生存は低酸素負荷・再酸素化の過程を通じて維持されていた。低酸素暴露48時間後における蛋白合

成能を3H-leucine の蛋白質への取り込みを指標として調べると、正常酸素環境下の約70%に低下していた。また細胞

内 ATP 量を逆相 HPLC にて調べると約70%に低下していた。

続いて、アストログリア細胞の細胞外グルコースの取り込みを 3H -2-deoxyglucose の取り込みを指標として経時的

に調べると、取り込み速度は低酸素暴露12時間後から上昇し、 48時間後から再酸素化 8 時間後まで正常酸素環境下の

約1.7倍であった。しかし再酸素化48時間後には元のレベルに戻った。低酸素暴露48時間後における取り込み速度と

濃度の関係を Lineweaver-Burk プロットにて解析すると、 Km値は正常酸素環境下と同等であったが、 Vmaxは約1.5

倍であった。続いて、細胞内グルコース量を hexokinase II/G・6-P dehydrogenase 法にて経時的に調べると、低酸

素暴露12時間後から顕著に減少し始め、 24時間後から再酸素化 8 時間後までの問、正常酸素環境下の約40%であった。

しかし、再酸素化48時間後には元のレベルにまで回復した。細胞内グリコーゲン量も低酸素暴露24時間後から顕著に

低下し再酸素化 8 時間後には正常酸素環境下の約30%であった。しかし、再酸素化48時間後には元のレベルにまで回

復した。これらの結果から、低酸素環境下のアストログリア細胞では、細胞外グルコースの取り込み速度が上昇して

いる一方で、細胞内グルコース及びグリコーゲン量は徐々に減少していくことが明らかになった。このことから、低

酸素環境下のアストログリア細胞のエネルギ一代謝は、細胞内グリコーゲン分解による嫌気的解糖系に依存している

ことが示唆された。

このことをさらに確かめるために、幾つかの代謝阻害剤処置による細胞内 ATP 量の変化を調べた。低酸素暴露24

時間後の培養アストログリア細胞に、嫌気的解糖阻害剤 2 -deoxyglucose (20mM) あるいはグリコーゲン分解阻害

剤 gluconolactone (5mM) を処置すると、急激な ATP レベルの低下と細胞死が起こった。一方、グルコーストラ
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ンスポーター阻害剤 cytochalasin B (10μM) あるいは無グルコース培養液処置では細胞内 ATP レベルに顕著な

影響は及ぼさなかった。これらの結果から、低酸素環境下のアストログリア細胞は、細胞外グルコースの利用よりも

むしろ細胞内グリコーゲン分解による嫌気的解糖系に強く依存していることが示唆された。

次に、低酸素環境下のアストログリア細胞の生存に蛋白新生が必須であるか調べるため、蛋白合成阻害剤である

cycloheximide (2μg/ml)を処置し、低酸素負荷を与えた。その結果、低酸素暴露12-24時間後にかけて著しい細

胞死が観察された。このことから低酸素環境下のアストログリア細胞の生存には蛋白新生が必須であることが示唆さ

れた。そこで differential display 法により低酸素暴露24時間後に発現上昇している遺伝子を解析してみると嫌気的

解糖系酵素の aldolase A. hexokinase II. triosephosphate isomerase が同定された。これらの遺伝子の誘導は

N orthern blot 法によっても確認された。一方、 TCA 回路酵素の NAD (+) -isocitrate dehydrogenase の発現は幾

分抑制されていた。これらの結果から、低酸素環境下のアストログリア細胞では嫌気的解糖系関連酵素が誘導されて

いることが明らかになった。

〔総括〕

低酸素環境下のアストログリア細胞では細胞外グルコースの取り込みの上昇がみられるが、エネルギー代謝及び細

胞生存能は細胞内グリコーゲンの分解による嫌気的解糖系に強く依存していた。同時に嫌気的解糖系関連酵素も誘導

されていた。これらの事実は、アストログリア細胞が虚血に強いことの理論的裏付けのひとつになり得るものと考え

られた。

論文審査の結果の要旨

アストログリア細胞は脳虚血などの侵襲に対して神経細胞と比べ抵抗性を示すことが知られているが、エネルギ一

代謝の面からそれを裏付けする明確な実験的根拠はあまり知られていな L 、。

本研究は培養ラットアストログリア細胞を用いて、低酸素環境下におけるエネルギ一代謝の変化を嫌気的解糖系を

中心に調べた。アストログリア細胞は低酸素環境下では細胞外グルコースの取り込み速度が約1.7倍上昇しているに

もかかわらず、細胞内グルコース量及びグリコーゲン量は約30%に減少していた。

また、細胞内 ATP 含量はグルコースの取り込みを阻害しても変化しなかったのに対して、グリコーゲン分解を阻

害すると、急激に減少し、細胞死が引き起こされた。さらに、低酸素環境下では嫌気的解糖系酵素遺伝子の発現が上

昇していたことから、グリコーゲン分解に引き続く嫌気的解糖系が活性化していることが示唆された。

本研究は、アストログリア細胞が低酸素環境下に強いことを理解するためのひとつの理論的根拠を与えたものとし

て、博士論文に値するものと考えられるo
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