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論文内容の要旨

【目的】

高度な神経機能である記憶、・学習については従来より多数の研究が成されてきたが，未だ明確な機序は明らかで、な

L 、。痴呆症，特にアルツハイマー型痴呆症では大脳皮質におけるアセチルコリン (ACh) の低下が知られ， ACh と記

憶・学習機能との関連が注目されてきた。実際に動物実験において大脳皮質へのコリン性線維の起始核である大細胞

性基底核 (BMN) を破壊(電気破壊や興奮性神経毒による破壊)すると，記憶・学習機能の低下を引き起こすこと

も知られている。しかし このようなモデル動物においては BMN のコリン性ニューロン以外のニューロンや通過線

維の破壊も認められ， BMN のコリン性ニューロンが記憶・学習行動に直接的に関与しているかは明確にされていな

い。そこで BMN コリン性ニューロンを特異的に破壊する動物モデルを作製し，コリン性ニューロンと記憶・学習機

能との関連を明らかにすることが本実験の目的であるO

【方法ならびに成績】

BMN のコリン性ニューロンはほとんどすべてが神経成長因子 (NGF) 受容体を含有し， NGF によって維持され

る細胞群である o NGF に毒素を結合させ，大脳皮質に注入すると， NGF受容体を介して BMN コリン性神経終末か

ら取り込まれ，逆行性に軸索輸送され細胞体を破壊することが予想される。そこで以下のような方法でNGF- トキ

シン結合物を調製し， BMN コリン性ニューロンを特異的に破壊するモデル動物を作製した。

1) NGF- ジフテリアトキシン (DT) 結合物 (NGDT) の調製

10mM-pyridine-HCI 緩衝液中で NGF と DT をモル比2 : 1で混ぜ，架橋剤としてカルボジイミドを加えて4
0

C ， 12 

時間反応させた。透析後，電気泳動を行い，目的とする架橋物が得られたことを確認した。

2) NGDT のラット大脳皮質内注入

Wistar 系雄ラットの大脳皮質に片側性に3カ所， NGDT を各 lμl ず、つ、注入した。

3) 免疫組織化学によるコリン性ニューロン脱落の確認

手術後3日目に動物を4%パラホルムアルデヒド固定液で濯流固定後，コリン性ニューロンのマーカーとしてコリン
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アセチルトランスフエラーゼ (ChAT) の免疫染色を行った。その結果， BMN における ChAT 免疫陽性細胞数は

約20%減少し，かっ残存する陽性細胞の免疫反応性は著しく低下していた。一方，大脳皮質に投射する背外側被蓋

核のコリン性ニューロンやコリン性ニューロン以外のもので大脳皮質に投射するノルアドレナリン性ニューロンの

起始核である青斑核に対しては何ら影響はみられなかった。

4) 培養細胞を用いたバイオアッセイ系における NGDT の作用

胎生期ラットの前脳部を初代培養し，その培養液中に NGDT を添加して細胞毒性を検討した。その結果， NGF 

受容体陽d性細胞数は20ng/ml添加した群で約45% ， ChAT 陽性細胞数は約25%有意に減少した。一方，ニューロン

特異的エノラーゼあるいはチロシンハイドロキシレース陽性細胞数には変化は認められなかった。

5) NGDT 注入動物の受動的回避試験

NGDT をマウスの両側大脳皮質に計6カ所 lμl ずつ注入し， step-through 型の試験箱を用いて受動的回避試験

を行った。その結果， NGDT投与群は学習の獲得および保持ともに対照群に比し有意に低下していた。

【総括】

以上のように NGF と DT の結合物を大脳皮質に注入することにより， BMN コリン性ニューロンを選択的に破壊

させ得ることが明らかとなった。また，この動物で記憶・学習能力の低下がみられたことから，痴呆モデルとしての

有用性を示すとともに，マイネルト基底核から大脳皮質に至る多数の上昇線維のうちコリン性ニューロンのみが直接

的に記憶・学習機能に関与することを明らかとした。

論文審査の結果の要旨

本研究では神経成長因子 (NGF) がマイネルト基底核コリン性ニューロンの生存因子であることから， NGF とジ

フテリアトキシンとの結合物を作製することにより特異的に同核を m VIVO において破壊する方法を確立した。さら

にこの方法を用いてマイネルト核のコリン性ニューロンを破壊した動物モデルにおいて，記憶学習能力が低下するこ

とを証明した。このことからマイネルト核のコリン性ニューロンのみが記憶学習機能に深く関与していることを明ら

かにするとともに，本モデル動物がアルツハイマー病の病態モデルとして有用であることを示した。従って，本研究

は脳神経研究に寄与するところ大であり，博士論文として値すると認められる。
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