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論文内容の要旨

〔目的〕

estrogen が記憶・学習促進作用をもち、傷害された神経細胞に対しては修復系として働くことから、アルツハイマ

ー病などの神経疾患に対して発症抑制、症状緩和などを目的とした応用が検討されている。 nicotine も記憶・認知機

能促進作用があることが知られている。一方、喫煙女性では非喫煙女性に比して閉経が有意に早期であることも知ら

れ、このことは nicotine が estrogen 作用に対して抑制的に働くことが理由として考えられるが、その機構は明らか

ではない。

従来の実験より、ラットに nicotine を全身投与すると、海馬・大脳皮質で AP-1 および CREB 結合能が上昇し、 IGF-1

mRNA が誘導され、さらにこれらの反応は nifedipine の併用投与によって抑制されることを確認している。また、

ラット海馬培養神経細胞に nicotine を加えると細胞内 Ca ion 濃度の一過性上昇が見られることをも認めている。こ

のような Ca ion 濃度の上昇、 AP-1 および CREB 結合能の上昇、 IGF-1 mRNA 発現の誘導は、 17 ゚  estradiol の投

与によっても確認しており、その反応程度は nicotine によるものよりも大きかった。即ち、 nicotine と estradiol は

神経細胞に対して同方向に働き、 IGF-1 の誘導を介して有利に働くと考えられる。しかし、 nicotine と estradiol を

同時投与すると、その結果は相加的なものではなく、抑制されたもので、あった。

本論文では、 nicotine が estrogen の神経細胞に対する作用を抑制するという機構を検討することを目的とした。

〔方法ならびに成績〕

方法

・核タンパク抽出

Wistar 系雄性ラット (6 週齢)に nicotine 1 mglkg を腹腔内投与し、 10、 30、 45 、 60、 90、 120 分、 24 時間後に

sacrifice した。 Nicotine 投与に先立ち、 mecamylamine 3 mg/kg 或いは nifedipine 64 mg/kg を投与した動物も併せ

て作製した。 sacrifice 後、海馬と大脳皮質から核タンパクを抽出した。

• gel shift assay 

核タンパク (5μg) を estrogenresponse element (ERE) の consensussequence を含む FITC 標識 oligonucleotide

probe と共に、 250Cで 30.5 分間反応させた。その後、 PAGE によって分離し、 DNA-タンパク結合を検出した。



得られた結果は平均値と標準偏差をもって表し、 student t -test により検定を行った。

盛鐘

nicotine を全身投与したラットの海馬において、 ERE 結合能は 10 分以内に原値の約 50%に低下し、これは 120

分に至っても持続した。大脳皮質においてもほぼ同程度の低下が見られた。この nicotine による低下は、予めの

mecamylamine 或いは nifedipine の投与により、完全に解除された。

〔総括〕

ラットに nicotine を全身投与した後、海馬・大脳皮質における ERE 結合能を gel shift assay によって経時的に観

察した。 nicotine は、この結合能を即時的且つ著明に抑制し、その抑制は 120 分に至るまで継続し、 24 時間後には原

値に復していた。 nicotine によるこの低下は、予めの mecamylamine 或いは nifedipine の投与によって解除された。

海馬、大脳皮質における nicotine によるこのような ERE 結合能低下の詳細な機構は、今後の検討課題である。そ

の後の継続実験で、 nicotine 投与により Raf-1、リン酸化 Raf-1、リン酸化 Erk1l2 発現の一過性の上昇に続き、 hsp90

の上昇を確認している。また、 nicotine 投与に先立ち、 hsp90 inhibitor の geldanamycin を前投与した場合にも

nicotine による ERE 結合能低下の抑制を認めている。このことから、 nicotine が Caion の流入を介して MAPkinase

cascade を克進させ、結果として hsp90 を up-regulate し、この hsp90 が estrogen 受容体と DNA の結合に影響を与

える可能性が考えられる。また、 nicotine が estrogen 受容体のリガンド結合能に影響を与えたり、 estrogen 受容体

の発現そのものに作用することも考えられる。

神経細胞に対して nicotine は、単独では estrogen と同方向の作用を示しながらも、同時投与では estrogen の作用

を抑制する。この機構の少なくとも一部は、 nicotine が ERE 結合能を抑えることによって estrogen の作用に対し

negative に働く結果である。

論文審査の結果の要旨

申請者は、エストロゲンがラット海馬において IGF-1m RNA を誘導することによって神経保護作用を発揮する、

この作用がニコチンによって抑制されるとする自らの実験結果を基にして、そのメカニズムを明らかにするための研

究を行った。その結果、次のような成績を得た。1.ラットにニコチンを投与すると、海馬で、 ERE 結合活性が迅速

に、かっ著明に低下し、 120 分後に至っても持続していた。この ERE 結合活性はメカミラミンあるいはニフェヂピ

ンによって解除された。 2. この実験条件下で海馬細胞質内 hsp90 は 30 分後にピークを持つ増加を示した。 3. この

ニコチンによって誘導された hsp90 には estrogen 受容体が結合していることを確認した。

申請者は、これらの結果からニコチンが ERE 結合活性を低下させるのは、ニコチンによって up-regulate された

hsp90 が、 estrogen 受容体と ERE との結合を阻害するためとしている。この論文について審査を行った結果、論文

審査担当者は本論文が博士(医学)の学位授与に値すると判断した。
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