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研究成果の概要（和文）： 

低酸素・脳虚血負荷時のヒアルロン酸 4 糖(HA4 糖)投与による神経細胞保護効果を検討した。
術後24時間で海馬錐体細胞層の神経細胞は HA4糖投与群において対照群と比較して死細胞が有
意に減少していた。HA4 糖投与群では、術後早期炎症性サイトカイン IL1-の発現上昇が認め
られず、上流の転写因子である NF-Bも抑制されていた。これらは、HA4糖が Toll様受容体 2
に対して拮抗的に作用することに起因した。 
研究成果の概要（英文）： 
I found that hyaluronan tetrasaccharide (HA4)-treated mice rescued the hippocampal 
pyramidal neurons 24hours after H-I injury, and that the protective effect of neurons 
by HA4 reduced expression of inflammatory cytokines related to the inactivation of NFB. 
Both in vivo and in vitro data suggested that the reduced expression of inflammatory 
cytokines was due to the agonistic effect of HA4 against the Toll-like receptor 2. 
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１．研究開始当初の背景 
申請者の研究室では、以前、神経細胞株を用
いてヒアルロン酸(HA)の分子サイズに依存
した生理活性の差異を検討した。その結果、
低分子のヒアルロン酸 4 糖（HA4 糖）に外傷
性神経保護作用、神経細胞賦活化作用、神経
突起伸展作用、炎症性サイトカインの抑制作
用、ストレス蛋白質発現増強作用などが認め
られた（Xu et al., 2002 J Biol Chem.）。
さらに、血清除去と共に誘導される細胞死へ
の影響を検討したところ、細胞死を著明に抑
制することが確認された（Xu et al., 2002 J 
Biol Chem） 
 
 

２．研究の目的 
そこで、本研究課題では、低酸素障害時にお
ける HA4糖の作用機序の解明を目的として研
究を遂行した。 
申請者らは現在までに、K562 細胞に対する
hyperthermia の系、PC12 細胞における飢餓
ストレスの系（Xu et al., 2002 J Biol Chem.）、
新生仔マウスの低酸素脳虚血障害の系
（Sunabori et al., unpublished data）に
おいて、HA4 糖の細胞保護効果を明らかにし
てきた。しかしながら、各々のモデル系にお
いて HA4糖が同様の機構を介して作用してい
るのかは不明である。そこで、最も詳細な解
析が進んでいる PC12 細胞で明らかにされた
作用機序（Xu et al., 2002 J Biol Chem.）
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が他の実験系にも当てはまるか検討した。ま
た、予測された機構と相違がある場合は、細
胞死に関連する分子群の発現を中心に改め
て解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
i). HA4糖は低酸素脳虚血負荷に対して抵抗
性を示すか 
 生後 7日齢のマウスに HA4糖を腹腔投与後、
総頸動脈を結紮して、25分間酸素濃度 8%の
チャンバーに供した。24時間後、海馬錐体細
胞の神経細胞死を TUNEL法により定量した。 
ii). 神経細胞死が一過性のものであるかの
検討 
 低酸素脳虚血負荷後の神経細胞死は、遅発
的に起こる場合もあるとの報告に基づいて、
術後 7日の海馬の萎縮を観察した。 
iii). 術後の早期炎症性サイトカインの発
現に関する考察 
 HA4糖投与群と、対照群における、早期炎
症性サイトカインの発現とその上流因子と
して知られる NF-Bの活性化を探索した。 
iv). HA4糖の標的として Toll様受容体 2/4
に着目し、遺伝子欠損マウスを用いて、低酸
素脳虚血負荷後の神経細胞死を検討した。 
 
４．研究成果 
i). HA4 糖は低酸素脳虚血負荷に対して抵抗
性を示すか 
 HA4糖は生後６日齢のマウスに術前 12時間
前と手術直前の２回腹腔より投与した。術後
24時間後に TUNEL染色を指標として海馬錐体
細胞層の細胞死を検討したところ HA4糖投与
群では、生理食塩水を投与した対照群と比較
して死細胞数が有意に減少していることが
確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ii). 神経細胞死が一過性のものであるかの
検討 

 HA4 の効果が一時的に細胞死を遅延させ
た可能性を検討するため、術後７日の海馬の
萎縮を定量化したが、こちらにおいても HA4

投与群では対照群と比較して萎縮が著明に
減少していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
iii). 術後の早期炎症性サイトカインの発
現に関する考察 
 HA4 糖投与による神経細胞保護効果の分
子機序を明らかにするために早期炎症性の
サイトカインである IL1-の発現を確認した
ところ、対照群で術後上昇する IL1-の発現
がHA4糖投与群では有意に抑制されていた。
また、 IL1-の転写に重要な役割をもつ
NF-B 複合体の活性化も対照群と比較して
HA4 糖投与群では抑制されていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
iv). HA4 糖の標的として Toll 様受容体 2/4
に着目し、遺伝子欠損マウスを用いて、低酸

 

 

 



 

 

素脳虚血負荷後の神経細胞死を検討した。 
 NF-B 複合体の上流であり、かつ HA の受
容体として知られているToll様受容体 2また
は 4 の遺伝子欠損マウスに対して低酸素/脳
虚血負荷を与えたところ、Toll 様受容体 2 遺
伝子欠損マウスにおいて HA4 糖投与と同様
の神経細胞保護効果を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果より、HA4が Toll様受容体 2に対
して拮抗的に働くことで低酸素/脳虚血負荷
における神経細胞の保護効果示すことが強
く示唆された。 
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