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論文内容の要旨

【目的】

虚血海馬では遅発性神経細胞死に関連した遺伝子、神経細胞生存に関わる遺伝子発現など様々な遺伝子発現を伴う

ストレス応答が知られているo さらに、虚血耐性現象に関連し神経細胞に保護的に働く遺伝子発現も知られている。

しかしながら、虚血性神経細胞死や虚血耐性現象に関わる分子メカニズムについて十分には理解されていな L、。これ

らの機構を解明する手係りとして虚血に応答する遺伝子を検索することは重要である。今回、マウス一過性前脳虚血

モデルと Differential Display 法を用い、虚血に関連した遺伝子として hsp40を同定した。 HSP40はストレス環境下

で HSC70と結合することにより、 HSC70の分子シャペロンとしての機能を約 7 倍にまで増強することからコ・シャ

ペロンと呼ばれている。本研究では脳虚血病態における HSP40の遺伝子・蛋白質の発現、挙動を HSC70と共に検討

し、神経細胞の選択的脆弱性、虚血耐性現象への HSP40の関与を明らかにすることを目的とした。

【方法】

1 )動物モデル:海馬 CA4に神経細胞死、 CA1の一部に遅発性神経細胞死を再現性よく作成できるマウス両側総頚

動脈一過性閉塞モデルを用いた。雄性 C57BL/6マウス (25--30g) をハロセン麻酔下に両側総額動脈を15分間クリッ

プした後再濯流させた。虚血負荷中、負荷後 1 時間は直腸温を37
0

Cに保ち、翌日まで加温箱にて37
0

Cで保温した。

2 )差異遺伝子の検索:非虚血・ 15分虚血負荷後 4 時間、 24時間の海馬由来の cDNA に対し non-RI Differential 

Display 法により差異遺伝子を検索し、虚血・再潅流により誘導される候補遺伝子断片を得た。これをプロープとし

てマウス脳 cDNA ライブラリーをスクリーニングし、全長121lbp の cDNA を単離した。この遺伝子は mouse hsp40 

であった。

3 )マウス虚血脳における遺伝子・蛋白発現:遺伝子発現を経時的に観察するため、 hsp40をプロープとして用いた

N orthern blot で検討し、組織での発現は非虚血及び虚血再濯流 4 時間後の新鮮凍結切片を用いた insitu hybridizaｭ

tion で観察した。 HSP40蛋白発現はマウス虚血海馬ホモジネートを用いた Western blot で特異抗体を用いて解析し

た。組織での蛋白発現は非虚血及び虚血再濯流後 2 日後の切片を用いた免疫組織化学で検討した。さらに、 HSC70

蛋白との共存について細胞レベルで検討するために、共焦点レーザー顕微鏡を用いた検討を加えた。

4 )砂ネズミ脳虚血耐性モデルでの検討:砂ネズミの両側総頚動脈を 5 分間閉塞すると海馬 CA1領域に遅発性神経
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細胞死を生じるが、 5 分虚血の 4 日前にあらかじめ 2 分間の軽度の虚血を加えると、 CAl領域の神経細胞は虚血耐性

を獲得し、神経細胞死を免れる。この砂ネズミの前脳虚血モデルを用いて HSP40 と HSC70の蛋白発現を虚血耐性現

象との関連で検討した。

【成績】

i )マウス虚血海馬における h平40 遺伝子発現: N orthern blot による検討では、 moωeh伊40 は非虚血時では殆ど

発現は見られず、虚血再濯流 4 時間後に強L 、発現のピークを観察し、以後漸減し感度以下に復した。 mouse h伊40 遺

伝子をプロープとして用いた in situ hybridization による検討では、虚血再瀧流 4 時間後の海馬において hsp40 は海

馬 CAl--3、歯状回の神経細胞で発現の増強が観察された。

ü) マウス虚血海馬における HSP40 ・ HSC70蛋白発現:抗 HSP40抗体を用いた Western blot による検討では、非

虚血海馬においても HSP40はわずかながら発現を認めた。しかしながら、虚血再濯流 1 日後より HSP40は増加し、

2 日後から 7 日後まで非虚血群と比較し有意な発現の増加を認め、以後漸減した。また、同時相での HSC70蛋白発

現を、抗 HSC70抗体を用いて検討し HSP40蛋白発現と比較した。 HSC70は非虚血群と比較し、虚血負荷後 1 日後か

ら 4 日後まで有意な増加がみられ、 HSP40と同様の傾向が観察された。マウス虚血海馬切片を用いた免疫組織化学

の検討では、 HSP40は虚血 2 日後の海馬で他の部位と比較して CA3に強い発現を認め、 HSC70 も同様の組織分布を

示した。 HSP40 ・ HSC70は共に虚血海馬の神経細胞に発現し、共焦点レーザー顕微鏡を用いた検討においても、同

一神経細胞での発現が観察された。

出)砂ネズミ虚血耐性海馬における HSP40 ・ HSC70蛋白発現:海馬の選択的脆弱性部位での HSP40蛋白発現を検討

するために、砂ネズミの 5 分間の両側総頚動脈閉塞による前脳虚血モデルを用いた検討を加えた。 Western Blot を

用いた解析では、 HSP40 ・ HSC70は共に虚血再潅流 1 日 --2 日後に虚血海馬での発現誘導を認めた。免疫組織化学

では HSP40 ・ HSC70は共に 2 分もしくは 5 分虚血負荷 1 日後の海馬 CA3に発現し、虚血に脆弱な CAUこは発現は見

られなかった。さらに 5 分虚血負荷の 4 日前にあらかじめ 2 分間の軽度の虚血を加えた群では、虚血耐性を獲得した

CAl神経細胞に HSP40 ・ HSC70蛋白発現が認められた。

【総括】

1 )マウス虚血海馬で HSP40の蛋白・遺伝子発現を初めて観察した。

2) HSP40は虚血海馬で HSC70と協調して発現し、特に虚血耐性を獲得した神経細胞での発現が明らかとなった。

3) HSP40は虚血ストレス下で、 HSC70の分子シャペロンとしての機能を増強し、神経細胞生存に関与することが

示唆された。

論文審査の結果の要旨

本研究では脳虚血病態における神経細胞の選択的脆弱性、虚血耐性現象へのストレス蛋白の関与を明らかにするこ

とを目的とし、ストレス蛋白の中でも HSP40の遺伝子・蛋白質発現、挙動を HSC70と共に詳細に検討したものであ

る。その結果、 HSP40は虚血海馬で HSC70と協調して発現し、特に虚血耐性を獲得した神経細胞での発現が明らか

となった。すなわち、 HSP40は虚血ストレス下で、 HSC70の分子シャペロンとしての機能を増強し、神経細胞生存

に関与する可能性が示唆された。

以上、本研究では虚血海馬組織で HSP40の蛋白・遺伝子発現を HSC70の発現と共に初めて詳細に解析した独創的

かっ重要な研究で、学位の授与に値するものと考えられた。
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