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    学位論文内容の要旨

  酸性アミノ酸のひとつであるグルタミン酸は、中枢神経系におぃて速い興奮性シナ

プス伝達をになう主要な神経伝達物質である。N-methyl-D-aspartate (NMDA)受容体

は、このシナプス伝達機構に関わるグルタミン酸受容体の主要なサブタイプのひとつ

であり、高いCa2十透過性と電位依存性Mg2十ブ口ックを特徴とし、シナプスの発達や活

動依存性のシナプス可塑性発現に重要な役割を果たしてぃる事が明らかにされてぃる。

NMDA受容体は、GluRく(NRL)サブュニッ卜とGluRe(NR2)サブユニッ卜からな

るヘテロメリックチャネルである。GluR~l (NRI）は前者を構成する唯一のサブュニ

ツ卜で、NMDA受容体の機能発現に必須なサブュニッ卜である。―方、後者は4種の

分子亜型を有する受容体機能特性を決定するサブュニッ卜群で、GluR£1（NR2A）、

GluR£2（M匕B）、GluR£3（NR2C）、GluR£4（NR2D）と命名されてぃる。中枢神経系

での遺伝子発現におぃて、GluRく1は発生段階から成熟段階に至るまで全てのニュ―ロ

ンに発現するが、4種のG1uR£は時間的にも空間的にも異なる調節を受けてぃる。

舌下神経核は、舌筋を支配する運動ニューロンが集まる延髄の脳神経核である。舌の

運動は、吸畷・摂食・構音・呼吸運動など、重要な生体機能に関与してぃる。例えば、

哺乳類の新生児期の吸啜運動は、ロ唇付近への触覚刺激により惹起される反射運動で

あり、吸乳による栄養摂取に不可欠である。新生児期を過ぎると吸啜運動は消失し、

舌筋の運動パターンは咀嚼運動へと次第に変化し、ヒ卜におぃては発語機能の獲得な

どにも重要となる。今回は、発達期の運動性神経核におけるNMDA受容体サブユニ

ットの発現変化を調べる目的で、舌下神経核を中心にinsituhybridization法と免疫組

織化学法により検討した。

  C57Bu6Jマウスの胎生13、15、18日、生後1、7、14、21日の新鮮脳をドライアイ

スにて急速凍結し、三叉神経運動核、顔面神経核、舌下神経核を含む脳幹を20ルmの

冠状断凍結切片にした。NMDA受容体サブユニッ卜mRNAsの検出は、各サブユニッ



卜に特異的なアンチセンスオリゴヌクレオチドを放射性同位元素S35で標識し、それ

らをプロ―ブとするin situ hybridization法により行った。また、C57BL/6Jマウスの生

後1日の舌下神経核を含む脳幹冠状断パラフィン切片を作成し、GluR£1抗体を1次

抗体として免疫螢光法を用いてGluRe1蛋白の検出を行った。さらに、MAP2、シナ

プトフアジン、GluRe2、GluRf1に対する抗体を用いて二重染色も行った。

  GluRclmRNAの強い発現シグナルは胎生15日の舌下神経核に観察され、生後14

日をピ―クとして以後減少傾向を示した。GluR£2及び弱いながらもGluRe4mRNA

も同様の発現傾向を示したが生後成熟過程におぃて消失した。これに対して、G1uRf

1mRNAの強い発現は胎生期から生後21日に至るまで観察された。クレシル紫による

対比染色を行うと、GluRe1、GluR£2、GluRe4、GluRflmRNAはクレシル紫陽性

の大型の細胞に発現してぃたことから舌下神経運動ニュ―口ンに発現してぃると考え

られた。他の運動性脳神経核（顔面神経核、三又神経運動核）におぃても、胎生期に

舌下神経核と同様のNMDA受容体mRNAsの発現パタ―ンが認められた。脳幹の運動

神経核では、他の脳幹領域と比べると、胎生期から新生児期におけるGluR£1の著明

な発現が運動神経核に特徴的であった。そこで、抗GluR£1抗体を用いて、舌下神経

核における蛋白局在を調べた。生後1日におぃて、舌下神経核内のニューロン細胞体

とニュ―ロピルにして免疫反応が検出され、ニュ―ロピルでは微細点状反応の構造物

として観察された。二ユ―口ンのマーカ―であるMAP2と二重染色を行うと、G1uRe

1の点状反応はMAP2陽性の樹状突起の表面に位置するように観察された。神経終末

のマ―カ―であるシナプ卜フアジンと二重染色を行うと、GluR£1の点状反応はシナ

プ卜フアジン陽性の神経終末と近接して存在していた。また、G1uR£1とG1uR£2、

GluRe2とG1uRf1の二重染色を行うと、これらのサブュニットは共存してぃた。こ

れらの事実は、舌下神経核ニューロンにはGluR£1が顕著に発現し、新生児期には既

にG1uR£1を含む機能的なNMDA受容体がシナプスに存在してぃることを示唆して

いる。

  胎生期から新生児期におぃて舌下神経核に発現してぃるNMDA受容体サブュこッ

卜の発現パタ―ンは成熟段階の海馬や大脳皮質に発現してぃるNMDA受容体サブユ

ニットの発現パターンとほば同じである。海馬や大脳におぃては、NMDA受容体は豊

富に発現しており、シナプスの発達や可塑性発現に重要な役割を果たしてぃると考え

られてぃる。また、胎生期から新生児期の運動ニュ―ロンに発現してぃるNMDA受

容体についてぃくつかの重要な研究がなされてぃる。灌流液中へのNMDA投与によ

り、舌下神経核に吸啜運動様のりズミカルな群発活動が誘発される、胎生期の運動神

経細胞死に関与してぃる、運動ニューロンの樹状突起の発達や運動二ユーロンの成熟

に関与してぃる、胎生期の筋紡錘一運動ニュ―ロンのシナプスはNMDA受容体によ

って調節される、などの報告がある。現在のところ発達期運動二ユーロンに発現する



GluR£1を合むNMDA受容体がどのような生理的機能に関与してぃるかは不明である

が、本研究とこれらの実験的事実から、運動ニュ―ロンの生存やシナプス回路発達、

機能的な感覚運動反射弓の形成などに関わってぃる可能性が想定される。



学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

発達期運動ニューロンに特徴的な

NMDA受容体サブユニットの発達/ヾ 夕ーン：

マウス舌下神経核における解析

  審査は赤池、鈴木、渡辺および小口審査委員それぞれ個別に、学位申請者に
対して提出論文の内容とそれに関連する学科目について口頭試問の形式によっ
て 行 わ れ た 。以 下に 、提 出論 文 の要 旨と 審査 の 内容 を述 べる 。
  学位申請者は、胎生15、18日、生後1、14、21日のC57BL/6Jマウスを実
験動物として使用し、NMDA受容体サブユニットの発現を三叉神経運動核、
顔面神経核、舌下神経核を含む脳幹部について調べた。mRNAの検出には各
サブユニットに特異的なアンチセンスオリゴヌクレオチドを放射性同位元素
S35で標識し、それらをプローブとするin situ hybridization法により行った。
NMDA受容体サブユニット蛋白の検出としてはC57BL/6Jマウスの生後1日の
舌下神経核について、GluR£1抗体を1次抗体として免疫螢光法によってGluR
Elの検出を行った。さらに、MAP2、シナプトフィジンに対する抗体を用い
て二重染色も行った。
    以上の方法によって得られた結果は次のようである。GluRclmRNAの強
い発現シグナルは胎生15日の舌下神経核に観察され、生後14日をピークとし
て以後減少傾向を示した。GluRE2及ぴ弱いながらもGluRc4mRNAも同様
の発現傾向を示したが生後成熟過程において消失した。これに対して、GluR
ぎ1 mRNAの強い発現は胎生期から生後21日に至るまで観察された。クレシ
ル紫による対比染色を行うと、GluR£1、GluRE2、GluRc4、GluRflmRNA
はクレシル紫陽性の大型の細胞に発現していたことから舌下神経運動ニューロ
ンに発現していると考えられた。他の運動性脳神経核（顔面神経核、三叉神経
運動核）においても、胎生期に舌下神経核と同様のNMDA受容体mRNAsの
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発現パターンが認められた。脳幹の運動神経核では、他の脳幹領域と比べると、
胎生期から新生児期におけるGluRclの著明な発現が運動神経核に特徴的で
あった。そこで、抗GluR£1抗体を用いて、舌下神経核における蛋白局在を
調べた。生後1日において、舌下神経核内のニューロン細胞体とニューロピル
にして免疫反応が検出され、ニューロピルでは微細点状反応の構造物として観
察された。ニューロンのマーカーであるMAP2と二重染色を行うと、GluR£1
の点状反応はMAP2陽性の樹状突起の表面に位置するように観察された。神
経終末のマーカーであるシナプトフィジンと二重染色を行うと、GluRc1の点
状反応はシナプトフィジン陽性の神経終末と近接して存在していた。これらの
事実は、舌下神経核ニューロンにはGluRc1が顕著に発現し、新生児期には
既にGluR£1を含む機能的なNMDA受容体がシナプスに存在していることを
示唆している。NMDA受容体は、シナプス伝達機構に関わるグルタミン酸受
容体の主要なサブタイプのひとつであり、高いCa2゙ 透過性と電位依存性Mg2＋
ブロックを特徴としている。胎生期から新生児期において舌下神経核に発現し
ているNMDA受容体サブユニットの発現パターンは成熟段階の海馬や大脳皮
質に発現しているNMDA受容体サブユニットの発現パターンとほぼ同じであ
る。海馬や大脳においては、NMDA受容体は豊富に発現しており、シナプス
の発達や可塑性発現に重要な役割を果たしていると考えられている。また、胎
生期から新生児期の運動ニューロンに発現しているNMDA受容体についてい
くっかの重要な研究がなされている。灌流液中へのNMDA投与により、舌下
神経核に吸啜運動様のりズミカルな群発活動が誘発される、胎生期の運動神経
細胞死に関与している、運動ニューロンの樹状突起の発達や運動ニューロンの
成熟に関与している、胎生期の筋紡錘一運動ニューロンのシナプスはNMDA
受容体によって調節される、などの報告がある。現在のところ発達期運動ニュ
ーロンに発現するGluRe1を含むNMDA受容体がどのような生理的機能に関
与しているかは不明であるが、本研究とこれらの実験的事実から、運動ニュー
ロンの生存やシナプス回路発達、機能的な感覚運動反射弓の形成などに関わっ
ている可能性が想定される、としている。
  学位申請者に対して論文内容に関連する質問が行われたが、これらの質問に
対しそれぞれ適切な回答が得られ、また、本研究は脳幹の運動ニューロンの発
達に関与すると考えられる分子の局在について示したことが評価された。さら
に、学位申請者は電子顕微鏡を使った解析など、さらに詳細な解析の準備を進
めており、将来の展望についても評価された。
  したがって、学位申請者は博士（歯学）の学位授与に相応しい者と認められ
た。


