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論文内容要旨

 【目的】

 胸部大動脈瘤術後の対麻痺は重篤な合併症で,その発生頻度はLO～15%と報告されている。

 対麻痺の原因は大動脈遮断時の脊髄虚血であり,脊髄前角motorneuronが最も虚血に対して脆

 弱であるとされている。近年脳虚血モデルにおけるdelayedneuronaldeathはapoptotic

 changeであり,apoptoticchangeはFas誘導が関連しているという報告と,Peroxynitriteに

 よるNitrotyrosine(NO2-Tyr)が誘導されるという報告が散見されるようになった。今回我々

 は家兎を用いた脊髄虚血モデルを作成し,脊髄虚血における選択的mo七〇rneurondeathと

 Apoptosis,NO2-Tyrの関連について検討したので報告する。

 【方法】

 2～3kgの家兎を用い腎動脈下腹部大動脈遮断を行い脊髄虚血モデルを作成した。家兎は2

 群(contro1,15分間虚血)に分割し,血流再開後,8時間,1日,2日,7日に脊髄を取り出

 し,電気泳動法でDNAladderの発現を観察した。核内のDNA断片化はTUNEL染色により観

 察し,NO2-Tyrの発現はHPLC法で観察した。また,免疫組織化学染色法によりFas,NO2-Tyr

 の発現の局在とHE染色による前角部位のmotorneuronの変化についても観察した。

 【結果】

 DNAladderはcontrol群では認められなかったが,15分虚血群では,再灌流後2日に観察

 された。核内のDNA断片化はcontro1群で観察されなかったが,15分虚血群では,再灌流後

 2日にmotorneuronにDNA断片化が観察された。

 NO2-Tyrはcontro1群ではいずれの時間でも発現しなかったが,15分虚血群で,再潅流後8

 時間に誘導された。免疫組織化学染色ではFasはcontrol群のmotorneuronに免疫反応が認め

 られなかったが,15間虚血群の再灌流後8時間から2日で免疫反応を示した。NO2-Tyrはcon-

 tro1群のいずれの時間においてもmotorneuronに免疫反応が認められなかったが,15分虚血

 群の再灌流後8時間でmotorneuronに免疫反応を示した。HE染色では15分虚血群のmotor

 neuron数はcontro1群に対し有意に減少していた。

 【結論】

 15分間脊髄虚血群では再灌流後8時間から2日までFas抗原の免疫組織反応が認められ,再
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 灌流後2日にDNAladder,TUNEL陽性motorneuronがみられた。

 この結果より,虚血性motorneuron死はApoptosisが関与することが示され脳虚血モデル

 におけるdelayedneurollaldeath声同様のメカニズムの存在が示唆された。

 また,脊髄虚血における選択的motorneuron死はPeroxynitriteによるNitrotyrosine誘導

 が関連していることが明らかになり,筋萎縮性側索硬化症における選択的motorneuron死と同

 様のメカニズムの存在が示唆された。
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 審査結果の要旨

 胸腹部大動脈瘤術後の対麻痺は重篤な合併症で,これまで,低体温法,部分バイパス法などの

 予防策がとられてきたが,未だ完全予防策はなく,また,脊髄運動ニューロンがなぜ虚血に対し

 て選択的脆弱性を持つのかは,未だ詳しく解明されていない。対麻痺の原因は大動脈遮断時の脊

 髄虚血であり,脊髄前角運動ニューロンが最も虚血に対して脆弱であるとされている。本研究で

 は家兎を用いた脊髄虚血モデルを作成し,脊髄虚血における選択的運動ニューロン死とApopto-

 sis,NOの関連について検討した。

 実験は2-3㎏の家兎を用い腎動脈下腹部大動脈遮断を行い脊髄虚血モデルを作成し,神経学

 的組織学的検討は血流再開後,8時間,1日,2日,7日で行った。選択的運動ニューロン死は

 15分間虚血群で再灌流後2日以降発生することが明らかとなった。神経学的所見も同様に再灌

 流後2日以降変化することが明らかとなった。

 続いて電気泳動法でDNAladderの発現を観察した。核内のDNA断片化はTUNEL染色に

 より観察し,Nitrotyrosine(NO2-Tyr)の発現はHPLC法で観察した。また,免疫組織化学染

 色法によりFas,NO2-Tyrの発現の局在についても観察した。

 DNAladderはcontro1群では認められなかったが,15分虚血群では,再灌流後2日に観察

 された。核内のDNA断片化はcontro1群で観察されなかったが,15分虚血群では,再灌流後2

 日に運動ニューロン核にDNA断片化が観察された。NO2-Tyrはcontrol群ではいずれの時間で

 も発現しなかったが,15分虚血群で,再灌流後8時間に誘導された。免疫組織化学染色ではFas

 はcontro1群の運動ニューロンに免疫反応が認められなかったが,15間虚血群の再灌流後8時

 間から2日で免疫反応を示した。NO2-Tyrはcontro1群のいずれの時間においても運動ニュー

 ロンに免疫反応が認められなかったが,15分虚血群の再灌流後8時間で運動ニューロンに免疫

 反応を示した。以上の結果より脊髄虚血における選択的運動ニューロン死はapoptoticchange

 であり,この変化は,選択的運動ニューロン死が発生する前に運動ニューロンに誘導されるFas

 とPeroxynitriteによるNO2-Tyr誘導が関連していることが示唆された。

 今まで虚血性脊髄運動ニューロン死のメカニズムは虚血性脳神経細胞死のメカニズムに比べほ

 とんど研究されておらず明らかにされていない。本論文は虚血性脳神経細胞死研究の手法を踏襲

 し虚血性脊髄運動ニューロン死のメカニズムを明らかにした。本論文により今後,虚血性脊髄障

 害予防法の開発に大きく貢献すると考えられ,学位として価値のある論文と考えられた。
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