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学位論文内容の要旨

  新生児期の吸畷運動は、ロ唇付近への触覚刺激により惹起される感覚運動反射で、

哺乳類の吸乳による栄養摂取とそれによる個体の生存と成長に不可欠である。マウス

など齧歯類において、顔面の触覚毛（洞毛）や口唇からの知覚入カは、三叉神経核を

経由し、視床、大脳皮質体性感覚野へと伝達される。齧歯類の三叉神経核には、洞毛

の配列と相同なバレレヅトと呼ばれるモジュール構造が存在する。この構造は、生後

まもなく形成される中枢シナプスの構築形態であり、その形成には末梢の感覚神経活

動が大きく関与している。グルタミン酸は体性感覚シナプスでの神経伝達物質で、グ

ルタミン酸受容体の遺伝子ノックアウトマウスの解析から、グルタミン酸シナプス伝

達機構がパレレットの形成に不可欠であることが明らかにされている。細胞膜型グル

タミン酸トランスポーターは、シナプス間隙や細胞外のグルタミン酸濃度を低く保ち、

シナプスにおけるグルタミン酸受容体の活性化を終結させたり，グルタミン酸による興

奮毒性から神経を保護する機能分子である。遺伝子ク口ーニングの研究から、これま

で5つのサブタイプ(GLAST、GLT1、EAAC1、EAAT4、EAAT5)が同定されている。

そのうちGLASTとGLT1は成体ではいずれもグリア細胞に特異的に発現し、GLAST

は発達から成熟まで一貫してグリア細胞に特異的に発現するのに対して、GLT1は胎生

期の成長軸索に一過性に発現後、アスト口グリアヘ発現がスイッチすることが明らか

にされている。しかし、三叉神経核において、どのような発達段階に軸索からグリア

ヘスイッチするかについては、未だ不明である。本研究では、GLT1の細胞発現スイッ

チとパレレット形成との時期的関連性について、酵素組織化学法、免疫組織化学法に

より検討した。

  胎生11日から生後7日までのC57BLマウスを用い、固定後、脳幹三叉神経核

を含む冠状断切片を作製した。バレレットの検出を目的としてチトク口ームオキシダ



ーゼ酵素組織化学を行った。また、同じグルア型グルタミン酸トランスポーターであ

るGLT1とGLASTの発現を比較するため、それぞれの特異抗体を用いて、3，3‐

diaminobenzidine (DAB)で可視化し、光学顕微鏡で観察した。GLT1の細胞発現を調べる

ため、螢光抗体法によりGLT1抗体と他のマーカー抗体(GLAST、GAP43、二ユー口

フィラメント160、MAP2、シナプトフィジン）との二重染色を行い、共焦点レーザー

顕 微 鏡 で観 察 し た 。 この 他 、 免 疫 電 顕に よ り GLT1の局 在 を 調 べ た。

    成熟段階でグリア細胞膜型グルタミン酸トランスポーターとして知られるGLT1と

GLASTの三叉神経脊髄路核における発現を、ぞれぞれの特異抗体を用いて比較検討す

ると、胎生15日においてGLT1陽性反応は脳幹の長軸方向に走る線維束に検出され、

冠状断切片では斑点状の横断面が三叉神経核内に配列していた。対照的に、放射状グ

リアに発現することがわかっているGLAST陽性反応は、冠状断切片の脳室面から軟膜

面に向かう放射状線維に検出された。この所見から、GLT1とGLASTは、この時期に

は異なる構造体に発現していることが明らかとなった。生後1日になると、斑点状の

GLT1陽性反応も放射状のGLAST陽性反応も減弱化し、どちらも核内にびまん性の陽

性反応が新たに出現してきた。生後7日になると、どちらもびまん性の反応となり、

この陽性反応がバレレットの配列に似たパッチ状パターンを示すようになった。

  次にGLT1の細胞発現と陽性構造を、共焦点レーザー顕微鏡を用いた螢光二重染色法

により追求すると、胎生15日にGLT1と成長軸索のマーカーであるGAP43がほぼ一致

し、黄色の融合色を呈した。一方、グリアのマーカーであるGLASTとGLT1は全く重

ならず、これらの所見から胎生15日におけるGLT1の局在は成長軸索に特異的である

ことが明らかとなった。．同様の結果は胎生11日および13日でも得られた。

    生後1日においても、GLT1は軸索のマーカーであるニュー口フィラメントとよく

重なり、束状／線維状構造が融合色を呈した。これらの構造に加え、GLT1の陽性反応

は微細網状の構造にも検出されたが、これらはニューロフィラメント陰性であった。こ

の陰性網状部分は、GLASTとよく重なり、黄色の融合色を呈した。樹状突起のマーカ

ーであるMAP2や、神経終末部マーカーであるシナプトフィジンと二重染色を行って

みたところ、GLT1とは重ならないことから、GLT1のニュー口ン発現部位は、通過軸

索に限定されていることも明らかとなった。

    ` 生後7日になると、GLT1はニュー口フィラメントとの重なりを失い、グリアのマ

ーカーGLASTとほぼ完全に一致するようになった。生後7，日における免疫電顕より、

GLT1は神経終末と樹状突起には検出されず、シナプスを取り囲むアスト口グリアの薄

片状突起に局在することが確認できた。これらの所見は、GLT1の成長軸索からグリア

ヘ の 発 現 ス イ ッ チ が 生 後 7日 ま で に 完 了 す る こ と を 示 し て い る 。

  最後に、GLT1の細胞発現スイッチとバレレット構造出現について検討した。成長



軸索からグリア細胞へGLT1の発現スイッチが開始する生後1日では、バレレット構造

の形成予定領域でチトク口ームオキシダーゼ酵素組織化学による比較的高い染色性が

みられたが、洞毛に対応するバッチ状の染色バターンは未だ不鮮明であった。同様の

不鮮明なバターンがGLT1免疫染色でもみられた。グルア細胞へのGLT1の発現スイッ

チが完了する生後7日では、チトク口ームオキシダーゼ染色によるバレレット構造が

洞毛のーつーつに対応する明瞭なモジュール構造として認められた。GLT1免疫染色も、

同様のバレレット様モジュール構造を示した。すなわち，GLT1のグリアヘの発現スイ

ッチはバレレット形成時期に一致して起きていることが明らかとなった。

  これらのことから、三叉神経核におけるGLT1の軸索からアスト口グリアヘの発現ス

イッチは生後第1週に起こり、それは顔面の洞毛配列と相同なバレレットが形成され

る時期に一致していることが判明した。また、GLT1陽性構造はバレレットに一致した

空間的配置をとり、シナプスを閉鎖するグルア突起に分布していることが明らかとな

った。これらのことから、GLT1の発現スイッチは体性感覚系におけるシナプス回路発

達と連動して起こり、さらにバレレットの形成にグルタミン酸受容体の活性化が必須

である点を考慮すると、グリアヘのGLT1発現スイッチがグルタミン酸除去機能を介し

て，神経活動依存性のシナプス再構築に対して積極的な役割を演じている可能性が示唆

される。このような機能は新生児期の口腔や顎顔面における感覚運動反射や成長に伴

う 神 経 系 の 発 達 変 化 に 寄 与 し て い る の で は な い か と 思 わ れ る 。



学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

発達期マウス三叉神経核における

グルタミン酸トランスポーターGLT1の

細胞発現スイッチとバレレット形成

  審査は赤池、吉田、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11日から 生後 7日ま でのC57BLマ ウス を実験 動物 と

して使 用し 、グル タミ ン酸トランスポーターGLT1の細胞発現スイッチとバ

レレット形成との時期的関連性について発達三叉神経核で調べた。固定後、脳

幹三叉神経核を含む冠状断切片を作製し、バレレッ卜の検出を目的としてチト

ク口ームオキシダーゼ酵素組織化学を行った。また、同じグリア型グルタミン

酸トラ ンス ポータ ーで あるGLT1と GLASTの発現 を比 較するため、それぞれ

の特異抗体を用いて、3， 3́ －diaminobenzidine (DAB)で可視化し、光学顕微鏡

で観察 した 。GLT1の細 胞発現を調べるため、螢光抗体法によりGLT1抗体と

他のマ ーカ ー抗体 （GLAST、 GAP43、ニュ ーロ フィラ ヌント160、MAP2、シ

ナプ卜フィジン）との二重染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。こ

の他、免疫電顕によりGLT1の局在を調べた。

  以上の方法によって得られた結果は次のとおりである。成熟段階でグリア細

胞膜型 グル タミン 酸ト ランス ポー ターと して 知られ るGLT1とGLASTの三叉

神経脊 髄路 核にお ける 発現は、胎生15日においてGLT1陽性反応が脳幹の長

軸方向に走る線維束に、GLAST陽性反応が脳室面から軟膜面に向かう放射状
線維に検出され、両者は異なる構造体に発現していたが、生後7日までに両者

ともびまん性の反応となり、この反応がバレレットの配列に似たバッチ状バタ

ーンを 示す ように なっ た。次にGLT1の細胞発現と陽性構造を、共焦点レー

ザー顕微鏡を用いた螢光二重染色法により追求すると、胎生期にGLT1は成長
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軸索に特異的に発現することが明らかとなった。生後1日にGLT1は軸索とグ
リアの両方に発現するが、樹状突起や神経終末部に発現しなかったことから、
GLT1のニュー口ン発現部位は、通過軸索に限定されていることも明らかとな
った。生後7日になると、GLT1はグリアにのみ発現するようになった。この
時期の免疫電顕から、GLT1陽性反応はシナプスを取り囲むアスト口グリアの
薄片状突起に局在することが確認できた。これらの所見は、GLT1の成長軸索
からグリアヘの発現スイッチが生後7日までに完了することを示している。最
後に、GLT1の細胞発現スイッチとバレレット構造出現について検討すると｀、
グリアヘの発現スイッチが開始する生後1日では、バレレット構造の形成予定
領域でチトク□ームオキシダーゼ酵素組織化学による比較的高い染色性がみら
れたが、洞毛に対応するパッチ状の染色バターンは未だ不鮮明でGLT1免疫染
色でも不鮮明なバターンがみられた。グ1jアヘの発現スイッチが完了する生後
7日では、チトク□ームオキシダーゼ染包によるバレレット構造が洞毛のーつ
ーつに対応する明瞭なモジュール構造として認められ、GLT1免疫染色も同様
のバレレット様構造を示した。すなわち、GLT1のグリアヘの発現スイッチは
バレレット形成時期に二致して起きていることが明らかとなった。これらの事
実から、三叉神経核におけるGLT1の軸索からアスト口グリアヘの発現スイッ
チは生後第1週に起こり、それは顔面の洞毛配列と相同なバレレットが形成さ
れる時期に一致していることが判明した。また、GLT1陽性構造はバレレッ卜
に一致した空間的配置をとり、シナプスを閉鎖するグリア突起に分布している
ことが明らかとなった。これらのことから、GLT1の発現スイッチが体性感覚
系におけるシナプス回路発達と連動して起こり、さらにバレレットの形成にグ
ルタミン酸受容体の活性化が必須である点を考慮すると、グリアヘのGLT1発
現スイッチがグルタミン酸除去機能を介して，神経活動依存性のシナプス再構
築に対して積極的な役割を演じている可能性が示唆される。このような機能は
新生児期の口腔や顎顔面における感覚運動反射や成長に、伴う神経系の発達変化
に寄与しているのではないかと思われる、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、本研究は口腔領域体性感覚の生後発
達に関与すると考えられる分子の発現スイッチの時期を初めて明瞭にした点に
ついて示したことが評価された。さらに、学位申請者は視床や大脳皮質体性感
覚野でのGLT1の発現スイッチとバレル形成との関連性や臨界期との関わり
についても追求し、さらにノックアウトマウスを用いたGLT1とバレル構造
発達との関連性についての機能的な解析など、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。


