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学位論文内容の要旨

【緒言1  カルシニューリン(calcineurin；CN)は、カルシウム／カルモジュリン依存性セリン・スレオ

ニンプロテインホスファターゼであり、脳では高レベルに発現している。CNは、58～ 64kDaでカルモジ

ユリン結合を有する触媒サブユニットCalcineurinA(CNA)と、19kDaでCa2十結合部位を有する調節サ

ブユニットCalcineurinB (CNB)からなるへテロ二量体である。脳のCNはCNAa、CN‘Ap、CNB1のサブ

ユニットが発現している。活動依存的な脳機能発現とシナプス回路発達の基盤となる細胞メカニズムが、

シナプス可塑性であると現在考えられている。シナプス可塑性には、神経の活動頻度や活動パターンに

応じてシナプスの伝達効率が増強する長期増強と減弱する長期抑圧があり、NMDA型グルタミン酸受容

体を介するカル′シウムイオン流入がその引き金となる。CNは、このような細胞内カルシウムイオン濃度

上昇に際して活性し、1型タンパク脱リン酸化酵素（PP1）を活性化してCぬ依uの脱リン酸化を促進す

ることにより、シナプス上のAMPA型グルタミン酸受容体の数が減少して長期抑圧がおこると考えられ

ている。発達過程においても、NMDA受容体は、顔面の洞毛に対応する中枢バレルの構築に必須の役割

を果たしている。洞毛1本1本に由来する体性感覚神経は、その情報処理のためシナプスの集合形態と

してのモジュール構造をっくり、大脳皮質体性感覚野の第4層に形成される構造はバレルとよばれる。

NMDA受容体欠損マウスではこのバレル構造が形成されなぃことから、その形成過程にCNなどシナプ

ス可塑性を制御する分子が関与していることが想定されている。しかし、パレルにおけるCNの発現や

局在にっいてはほとんど不明である。今回の研究では、マウス大脳皮質バレル領域に韜けるCNサプユ

ニットを免疫組織化学的に検討した。

【材料と方法】  C57BL/6J野生型成マウスを使用し、抗体は〔；NAa、の峨p抗体、CNB1抗体、VGLUT1

抗体、VGLU1丶2抗体、VQ灯抗体、GLTl抗体、微小管関連タンパクMAP2抗体、GAD抗体を用いた。

免疫組織化学は以下の手順で行った。マウスは十分な麻酔下において灌流固定し、冠状断切片を作成し

た。蛍光抗体法においては、ー次抗体及び二次抗体で染色し共焦点レーザー顕微鏡にて画像の撮影を行

った。金コロイド銀増感免疫電顕法においては、一次抗体及ぴ金コロイド標識二次抗体と反応させた後、

超薄切片を作成した。画像はH－7100にて撮影した。

【結果】

共焦点レーザー頭微鏡を用いた光頭免疫組織化学：大脳皮質第4層バレル領域におけるCNの分布を

共焦点レーザー頭微鏡法を用いて検討した。CNの発現は、ほば同様の所見を示した。強い免疫反応は、

細胞体と樹状突起の内部およびシナプスが集積するニューロピルにおいて観察された。ニューロンの細
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胞体と樹状突起に選択的な中間径フィラメントMAP2との2重染色では、MAP2陽性の樹状突起の表面や

内部においてCNの点状反応が観察され、MAP2との共存を示す黄色の融合色を呈した。皮質由来の興奮

性シナプス前終末のマーカーであるVGLUT1との2重染色では、CN陽性の強い点状反応はVGLUT1陽

性の終末の内部ではなく、むしろその近傍や境界領域に観察された。一方、視床からの興奮性シナプス

前終末のマーカーであるVGLUT2との2重染色では、CN陽性の点状反応とVGLUT2陽性の点状反応と

は重ならなかった。抑制性ニューロンのマーカーであるGADとの2重染色では、GAD陽性の樹状突起

の表面において、微弱なCN陽性の反応が観察された。抑制性神経終末のマーカーであるVGATとの2

重染色では、VGAT陽性の軸索終末にはCNの反応はほとんど検出されなかった。アストログリアのマ

ーカーであるGLT1との2重染色では、CN陽性の点状反応は、GLT1陽性のアストログリアには観察さ

れなかった。

免疫電子顕微鏡法：CNの局在を示す金コロイドはシナプス後部となる樹状突起に多かった。樹状突起

は、スパインを有する樹状突起を興奮性ニューロンの樹状突起、スパインに乏しく樹状突起幹に非対称

性のシナプスを形成するものを抑制性ニューロンの樹状突起と判断した。いずれの分子も興奮性ニュー

ロンの樹状突起とスパインに豊富であった。抑制性ニューロンの樹状突起では、興奮性ニューロンのそ

れに比べ、半数程度のレベルであった。弱いながら、終末にも分布していた。いずれの分子も、軸索や

グリアにはほとんど発現がみられなかった。これらの所見は、バレル領域に発現するCNが種貴の神経

要素に分布することを示すと同時に、興奮性ニューロンのシナプス後部要素に特に豊富であることを示

している。

時察】今回、バレル領域の体性感覚ニューロンにおけるCNの発現を解析する目的で、マウス大脳皮質

1次体性感覚野第4層を免疫組織化学法により検討した。その結果CNは広範囲な細胞発現と細胞内分

布を示すとともに、興奮性ニューロンのシナプス後部要素に豊富であることが明らかとなった。シナプ

ス後部の役割は、シナプス前部から放出される神経伝達物質と結合しそのシグナルをポスト側に伝える

ことである。シナプス後部の細胞膜上には神経伝達物質をりガンドとする受容体を発現している。これ

まで、CNは受容体、特にグルタミン酸受容体であるNMDA受容体やAMPA受容体の機能制御に重要な

役割を果たしていることが報告されている。CNは、NMDA受容体チャネルの開口時間を短くしたり、

NMDA受容体の脱感作を高めることが知られている。NMDA受容体はシナプス伝達効率の長期増強や長

期抑圧として知られるシナプス可塑性においても重要な役割を果たしており、CNの存在は長期抑圧の発

現を促進する。さらにNMDA受容体の活性化にはAMPA受容体の開口による強い脱分極が必要であり、

NMDA受容体を介するCaイオン流入はCNの酵素活性制御に関わっている。以上の事実を考え合わせる

と、興奮性ニューロンのシナプス後部に豊富なCNは、NMDA受容体やAMPA受容体ナょどのグルタミン

酸受容体と相互作用することにより、シナプス伝達やシナプス可塑性に重要な役割を果たしているもの

と解釈することができる。今回の観察結果は、上述のように、シナプス後部のCNがNMDA受容体やAMPA

受容体などのグルタミン酸受容体の反応性制御に、シナプス前部のCNが伝達物質の放出機能制御に関

わるとするこれまでの報告に対して分子解剖学的基盤を与えるものである。また、バレル形成における

神経活動依存的なシナプス回路発達においてもシナプス後部のNMDA受容体が必須の役割を果たしてい

ることを考え合わせると、興奮性ニューロンの樹状突起やスパインに豊富なCNがその発達的役割も演

じている可能性を示唆する。
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  審査は2回に分けて行われた。まずハ若、鈴木、舩橋審査担当委員の3名同席により実施し、

その後渡辺審査委員による審査が行われた。どちらも、学位申請者に対して提出論文の内容及

び関連する学科目について口頭試問により行われた。

  以下に提出論文の要旨と審査の内容を記す。

  学位申請者は、体性感覚野ニューロンにおけるカリシニューリン(CN)の発現を明らかに

する目的で、マウス大脳皮質バレル領域を免疫組織化学的に検討した。まず、大脳皮質第4層

におけるCNの分布を螢光抗体法および共焦点レーザー頭微鏡法を用いて検討した。CNAa、

CNAb、CNB1の発現はほば同様の所見を示し、その免疫反応は細胞体や樹状突起の内部とシ

ナプスが集積するニューロピルで観察された。ニューロンの細胞体と樹状突起に特異的な中間

径フィラメントMAP2との2重染色では、MAP2陽性の樹状突起の表面においてCNAa、CNAb、

CNB1の点状反応が観察された。皮質由来の興奮性シナプス前終末のマーカーであるVGLUT1

との2重染色では、CNAa、CNAb、CNB1陽性の反応は、VGLUT1陽性の反応と近接して隣

り合い、その境界領域が黄色の融合色を示した。これらの所見は、バレル領域に発現するCN

が、主に樹状突起などのシナプス後部で、しかも神経終末に近接した部位に発現していること

を示唆した。次に、包埋前免疫電子顕微鏡法を行った。CNAa、CNAb、CNB1のいずれも、

その局在を示す金コロイドはシナプス後部となる樹状突起に多かった。特に、興奮性ニューロ

ンの樹状突起に最も豊富に観察され、スパイン内部にも豊富であった。一方、抑制性ニューロ

ンの樹状突起では、興奮性のそれに比ベ少なかった。また、神経終末にもわずかに観察された
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が軸索やグリアにはほとんど発現がみられなかった。今回の解析から、CNが主にシナプス後

部に豊富であることが明らかとなった。シナプス可塑性の多くが、シナプス後部のグルタミン

酸受容体の活性化を引き金として起こることを考慮すれば、CNがその下流の細胞内過程に関

与していることを強く示唆する。また、記憶や学習などの素過程としてのシナプス可塑性や、

バレル形成などの活動依存的なシナプス回路改築において、主に興奮性ニューロンに起こる現

象であることを考慮すれば、興奮性ニューロンの樹状突起やスパインに豊富なCNがその重要

な役割を果たしていることが示唆された。

  学位申請者に対しての口頭試問では、本論文の内容とそれに関連した学問分野にっいて質疑

応答がなされた。主な質問内容を以下に記す。

  1．シナプス可塑性におけるNMDA受容体の役割について

  2.長期抑圧におけるNMDA受容体とAMPA受容体の役割にっいて

  3.2量 体 で あ る カ ル シ ニ ュ ー リ ン の CNAと CNBの 関 係 と 役 割 に つ い て

  4.バ レ ル 構 造 の 特 徴 と 形 成 お よ び 各 バ レル 間 のinteractionにっ いて

  5.バレル形成へのカルシニューリンの関与について

    6．  Lateral inhibitionにつぃヽて

  7.ヒゲの感受性の発達（1対1対応）における変化の過程にっいて

  8.免 疫電 顕における金 コロイド粒子の 分布と量的計 測の可能性に ついて

  9.カルシニューリンが興奮性ニューロンに多く存在したことの意義について

  10.全身に韜けるカルシニューリンの分布と役割について（今後の展望として）

など多岐にわたる内容であった。これらの質問に対し、申請者からいずれの質問に対してもそ

れぞれ適切な回答が得られた。回答の過程で、実験手技を含めた詳細な内容についても熟知し

ていることが示され、申請者が関連する分野について幅広い知識を有しており、研究の立案と

進行、結果の解析について十分な能カを有していることが明らかになった。さらに本研究の発

展を 見 据え た今 後の展望につ いての具体的 な提示が申請者 から示された 。

    一

  本研究は、体性感覚野バレル領域におけるカルシニューリンの分子局在を明らかにした点が

評価された。

  以上のことから、審査担当者全員が、本研究が学位論文に十分に値し、申請者は博士（歯学）

の学位授与に十分な学識・資質を有しているものと認めた。
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