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Effect　 of　 infra-ischemic　 hypothermia　 on　 the　 expression　 of　c-Fos　 and　 c-Jun,　 and　 DNA

　　　　　　 binding　 activity　 ofAP-1　 after　focal　 cerebral　 ischemia　 in　rat　brain.

　　　　　　　　　　　　　(ラ ッ ト局所脳虚血モデル を用いた虚血中低脳温における

　　　　　　　　　　　　　　　　c-Fos、　c・Jun発現 とAP-I　DNA結 合能の検討)

内容の要旨

赤　路

(目的)即 初期遺 伝子の発現 と、これ らの遺伝子産物AP。1が 一過性

脳虚血 後の神経細胞 死に どの よ うに閥わ っているかは 明 らかではな

い。我 々は、轍 局所一過性脳 虚血におけるc-FosとC一」unの発現、その

2伝 体 であ る転写因子AP・1のDNA箱 合活性 を測定 し、 さらに神経細

胞保護的 に働 く低脳 温 を加 えるこ とによ%.こ れ らの遺伝子発現、

転写活性 に どのよ うな変化が生 じるかを検討 し、その役 割を明 らか

にす る。

(方法)雄 性Wistar　R皿(体$300-3208)をh田othan¢ 浅麻酔 下に非

動{ヒし、Koinmii-Congaのsuture　 methodに て右中大脳動 脈閉塞を行 っ

た。閉 塞は1時 間 とし、その後 再漏流を行 った。虚 血中、21度 の 部

屋 に覚醒 下 で放置 した群(常 湛群)と1度 のcold　roomに 放置 した群

(低脳imp)と を比較検討 した。 再濯流3.　 s,24時 間後に潅流 固

定 を行い、線 条体、海 馬のlevelで切片を作製 し,　c-Fos、　c-Jun抗体を

用 いて免疫 組繊化学 染色 を行 った。 河濯 流2日 後に断頭 し、Trc染

色にて梗 塞体積の測 定を行った。 また、再潅 流3、72時 間後 に断頭

し.皮 質の組織 を採取 し、転写因 子AP-1のDNA結 合活性 をEMSA法

にて検mし た。

(結果)脳 温(左 後頭葉 に埋 め込 んN_telemeuic　pmbeに より測定)は

常渇群 では.40度 以上 に上昇、低脳沮騨で は30度 に低 下 した。 梗塞

体積は.線 条体では差 はない もの の、低脳 温群で、皮質 にお いて有

意に緕小 していた(Pくo.ooU。C・F㏄ 発$113,皮 質にお いて、再湘

流3時 間 後で、低脳温群で強 くazめ た。　c一,w発現は、両騨間 で、差

を紹め なかった。nr-iのDNA結 合活性は 、皮 質にお いて、再潅流3

時 聞後で、低脳温群で増強 していた(P〈o.oU。

(結輪)低 脳 温によ り、梗塞周囲巣で、c・Fos発現 と転写因子AP・邑の

DNA結 合活性 が虚血 後早期 に増加 し、梗塞 体積が縮 小 した。神経細

胞生存 の原因 か結 果かは明 らかではないが 、局所脳虚 血 にお いて 、

低脳温 に よ り保護 され た組織 で、転写の 変化が 重要 な役割 を袴つ こ

とが、本結 果によ り示唆 され た。

和　則

誘文審査の要旨

　c-Fos、　c-Junな どの即初期遺伝子(lEGJの 発現は、一過性脳虚 血後

に神糧 細胞が生存す るか否 かに深 く関 わってい る。c-FosとC一,wの2

母体であるAP・1は転 写制御 璽白であ り、特定のDNAに 結合 し、標的遺

伝子の転写を促す。IEG発 現 とそれ に伴 う遺伝子制御が、有 益か不利

益かは明 らかではない。また、虚血中低脳温の神経 細胞 保謹 作用は広

く受 け入れ られてい る。本研 究では、 ラッ ト局所 一過性脳 虚血で、c・

Fos、　c-Junの発現 とAP-1のDNA結 合活性 に対す る低臆 温の効果を検討

し、IEGとAP・ 】の役割を明 らかにする ことを 目的 と した。　TTC染 色の

結果 よ り.虚 血周囲巣、いわゆる 「ischemic　penwnbmJで あ る皮質で

13,低 脳温 は梗塞体積 を著明に縮小 させ た。免疫組繊化学染色によ り、

低脳i且群 では、再潅流3時 間後 に皮 質全体でc-Fosの 強い発現 を認 め

た。EMSAに よn,低 脳温群では、皮質のAP-1のDNA結 合活性 の増加

をasめ た。以上 よn,C・Fos発 里 とAP・i結合活性の増加が、低脳 温の神

経細胞保謹に直接関与 してい るのか 、虚血周囲領域での神経細胞生存

の緒果 を反映 してい るの かは断定で きな いが 、少 なくともこれ らの遺

伝子 、転写活性 の変化が、神経組織の 生死に重 嬰な働 きを してい るこ

とが 明 らかに なった。

　審 査では 、まず、免疫組 織化学染色 で,C・Fosが発現 している細胞に

つ いて質問 され た。拡大写真 を提示 し、神経細胞 である との回答がな

され た。これに対 し、神 経細 胞で発現 してい る ことを証明す るために

はマーカー との二重染 色が必 要との指摘がな され た,次 に、低脳 混で

のc・Fo6駈白増加の機序 につ いての説明が求め られ た。過去の文献でC

・ro5のmRNA発 現が低脳 温に より減 少 している ことよ り、 蛋白合成障

害が改 善 した ためにc・F6嘔蛋白が増加 した可能性が ある と回答が なさ

れ た。これ に対 し、過去の文献は全 く同 じ実験 条件ではないため、本

研究 にお いて蛋 白だけでは な くmRNAの 検 肘 も必要 であ るとの指摘

がな された。 また、転写因子AP・1の標的遺伝 子につ いて質問 され た。

NGF、　BDNF、 　bFGFや 蛋 白チ ロシンキナーゼ受容体鳳Bな どの、神経

栄義特性 を持 ったい くつかの遣伝子 産物の可能性 があ る との回答 が

な された。これ に対 し、これ らの下流の メカニ ズムの検討が重蟹であ

るとの指簡がな された。さらに、他のFos/Jmフ ァ ミリー遺伝子の検肘、

C-Fo5駈臼の定量的評価 も重要である との助言がな され た。

　 以 上の ように本研 究は今後なお 検討 され るべ き躁題 を残 している

もの の、局所脳虚 血モデル でC-Fos発現 とnr-i結 合活性 の増加 が神経

細胞 生存と関連 してい るこ とを示 した点で、有意嚢 な研究 と評価 され

た。
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