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論文内容の要旨

〔目的〕

胸髄及び仙髄側角吉原或は，各々，交感神経及び副交感神経節前細胞の存在部位としてよく知られてい

る。近年乙れらの領域には， enkephal in を始めとするペプチド系終末や，カテコールアミン系終末など

が豊富に存在する乙とが知られ，生理薬理学的にも，これらの自律神経系細胞に影響を与えていることが

示唆されている。しがし，乙れらの自律神経系細胞とそれに入力する神経終末との関係は，形態学的には

明かにされていない。そ乙で今回，新しく光顕及び電顕レベノレで観察可能な免疫二重染色、法を開発し，そ

の方法を用い，胸髄交感神経節前細胞と仙髄副交感神経節前細胞への入力系に関して，どのような違いが

あるのかを明かlとする目的で実験を行なった。

〔方法〕

Wis tar 系雄ラット保守 100 g) を用い， 0.1 必 glu taraldehyde , 4労 paraf ormaldehyde 加

リン酸緩衝液 (pH 7.4 , 300ml) にて濯流固定後，胸髄 (Th 2 , 3) 及び仙髄 (S 1, 2) を取り出し，

Vibra tome にて，約25μm厚の切片を作成した。そして，交感及び副交感神経節前細胞は，それらの神

経伝達物質であるアセチルコリンの合成酵素 choline acetyltransferase (CAT) に対するモノク

ロ一ナノレ抗体 (ra t -mouse hybridoma より作成)を用い，アピジンビオチン法にで β-galact os iｭ

dase で標織した。そして， indolyl-β-galactoside (IbGa) を基質として呈色反応 (IbGa 反

応)を行ない， CAT 陽性細胞を描出した。一方終末の方は， rabbit で作成した抗 enkephalin (E N 

K) 抗体，抗 calcitonin gene-related peptide (CGRP) 抗体，抗phenylethanolamine-N 

-me thyl t ransf erase (PNMT，アドレナリン合成酵素)を用い PAP 法にて peroxidaseで=標識し
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た。そして diaminobenzidine (DAB) 反応にて呈色反応を行ない，同一切片上にて CAT陽性細胞と

ENK 陽性終末， CAT陽f掛田胞と CGRP 陽性終末， CAT 陽性細胞と PNMT 陽性終末とを各々免疫

二重染色した。そしてEpon樹脂包埋後，それらの関係について，光顕レベソレで、の観察を行ない，相関が

示唆されるものについて超薄切片を作成し，電顕レベルで、の観察を行なった。

〔成績〕

1)β-galac tosidase と peroxidase を用いた免疫二重染色法について

光顕レベルで=は， ß-galactosidase で標識され IbGa 反応にて描出されたCAT陽性細胞は青緑

色を呈しており， DAB 反応で褐色に描出されたENK ， CGRP ， PNMT陽性終末とは容易に区別され，

CAT 陽性細胞とそれらの終末との関係を同一切片上で観察することができた。

電顕レベルでは， CAT陽性細胞は， IbGa反応産物の沈着した細胞として認められた。 IbGa反応産

物は，大きな棒状や球形の反応産物として認められ， DAB反応の細かな反応産物とは容易に区別できた。

乙のような異なるこ種の反応産物を指標として，電顕レベルにおいても二重染色が可能であった。

2) 胸髄及び仙髄側角の CAT 陽f強固胞と， ENK , CGRP , PNMT陽性終末との相関について

ENK陽性終末は，光顕レベルでは胸髄側角，仙髄側角ともに CAT陽性細胞を取り囲んだり，樹状

突起~C沿って走行する線維が多数認められたが， CAT陽性細胞とは少し離れ CAT陽性細胞との相関が

考えにくい領域にも多数の終末が認められた。そして，電顕レベルでは胸髄側角，仙髄側角ともに CAT

陽性細胞に axo-dend ri t ic にシナプス結合していた。

CGRP 陽性終末は，光顕レベ‘ルで、は胸髄側角には殆ど認められなかったが，仙髄側角には，後角から

後角の最外側を通り側角へと侵入する多くの終末が認められた。そして，電顕レベソレでは仙髄側角におい

て， CAT陽性樹状突起に axo-dendri tic ~とシナプス結合する CGRP陽性終末が認められた。

PNMT 陽性終末は，光顕レベルで、は胸髄側角に多数認められ，仙髄側角においても胸髄に比べ少ない

ものの認められた。そして，胸髄側角，仙髄側角ともに， CAT陽性細胞を取り囲んだ、り，樹状突起に沿

って走行しており， CAT陽性細胞と離れて存在するような終末は殆ど認められなかった。そして，電顕

レベルでは胸髄側角，仙髄側角ともに，axo-soma tic , axo-dendriticにシナプス結合していた。

〔総括〕

1) β-galactosidase と peroxidase を用いた免疫二重染色法は，容易に光顕及び電顕観察が行

なえ，細部にわたり二重標識可能な免疫電顕二重染色法である。

2) 脊髄内在性細胞からの入力を示すと考えられる ENK陽性終末は，胸髄及び仙髄側角の CAT陽

性細胞存在領域内やその周囲に非常に多く認められ， CAT陽性細胞に直接シナプス結合していた。乙れ

は， ENK の脊髄自律神経系細胞に対する抑制性の作用が， presynapt ic inhibi tion によるものでは

なく， monosynaptic な作用であることを示唆する。

3) 知覚系の入力を示すと考えられる CGRP 陽性終末は，仙髄側角には後角からの線維が多数認め

られ，直接 CAT 陽性構遊にシナプス結合していた。しかし，胸髄側角には殆ど認められなかった。乙の

乙とは，仙髄副交感神経節前細胞は，知覚系からの直接の入力を多く受けるのに対し，胸髄交感神経節前

細胞は，知覚系からの直接の入力は殆ど受けない乙とを示している。
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4) 上脊髄性の入力を示すと考えられる PNMT 陽性終末は，胸髄及び仙髄側角の CAT 陽性細胞存

在領域内にのみ認められ， ENK 陽性終末の分布パターンとは異なっていた。乙れは，脊髄内在性の入力

と上脊髄性の入力の違いを示していると考えられる。又， PNMT 陽性終末は， CAT陽性細胞に直接シ

ナプス結合しており，胸髄交感神経節前細胞を介し血管内圧の維持などの作用や，仙髄副交感神経節前細

胞を介し骨髄臓器の調節作用などに関与する乙とが示唆される。

5) 以上より，胸髄交感神経節前細胞と仙髄副交感神経前細胞では，その受ける入力に大きな違いが

ある乙とが明かとなった。即ち，前者では上脊髄性の入力と脊髄内在性の入力を，後者ではそれらに加え，

知覚系からの入力をも受ける乙とが明かになった。

論文の審査結果の要旨

神経解剖学においては，形態学的に神経細胞間の相互関係を解析し，どのような機能的な意義を有して

いるかを明かlとする乙とが非常に重要である。本研究では，光顕レベルのみならず，電顕レベノレで=の解析

をも，容易に且つ精細に行なうことを可能にした免疫二重染色法の開発に成功し，その方法を用いて，脊

髄自律神経系細胞への入力系とその活性物質について観察を行なっている。そして，胸髄交感神経節前細

胞と，仙髄副交感神経節前細胞とでは，その受ける入力に大きな違いがある乙とを明かにした。これらの

研究は，学位論文としてふさわしいものと考えられる。

-104-




