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学位論文名 Expression of the Metabotropic Glutamate Receptor mGluRla and 
the lonotropic Glutamate Receptor GluR 1 in the 8rain during the 
Postnatal Development of Normal Mouse and in the Cerebellum 
from Mutant Mice. 
(マウス脳の各発育段階とミュータントマウス小脳における
グルタミン酸受容体 mGluRla および GluR 1 の脳内分布)

論文審査委員 (主査)
教授遠山正禰

(副査)
教授塩谷弥兵衛 教授三木直正

論文内容の要旨

[目的]

グルタミン酸は中枢神経における興奮性の神経伝達物質のひとつであり，シナプスの可塑性において重要な役割を

はたし，また種々の病態にも関与している。薬理学的研究からグルタミン酸受容体は代謝型とイオンチャネル型に大

別され，後者はさらに NMDA 型， non-NMDA 型に分類される。筆者は代謝型 type1 (mGluRla) および non

NMDA 型 type1 (GluR1) に対するポリクローナル抗体を作製し，発達過程及び小脳失調ミュータントマウスにお

ける受容体の脳内局在について解析した。

[実験方法]

1.抗体の作製

抗原として mGluRla の C 末端 15 アミノ酸， GluR1 の C 末端 14 アミノ酸に相当する合成ペプチドを用いた。これ

らを BSA に結合して家兎に免疫した。精製して得られた IgG は mGluRla に反応するものを M1 ， GluR1 に反応する

ものを A1 と名づけた。

2. 免疫組織化学

生後 (PND) 0, 3, 7, 12, 21 日および、成熟正常マウス(ICR) と小脳失調ミュータントマウス (ωeαver， Purkinjeｭ

cell-degenerαtion (pcd)) の脳の新鮮凍結切片(18μm) を作製し， Bouin 液で固定した。また Bouin 液で海流固定

し作製したパラフィン切片(10μm) も用いた。切片は Ml ， A1 ， あるいは抗 IP3 受容体 type1 モノクローナル抗体と

反応させた後に biotin-抗ウサギ IgG 抗体と，次いで avidin-HRP と反応させ， DAB/H202 で染色した。

[結果と考察]

1 )正常成熟マウス脳での発現

成熟 ICR マウス脳において M1 抗体は嘆糸球層，視床，小脳分子層等と強く反応し，中程度の反応は線条体，淡蒼

球，側坐核，海馬，乳頭体，下オリーブ核，大脳皮質等に認められた。また A1 抗体は嘆糸球層，中隔核，海馬，歯状

回，小脳分子層等と強く反応し，中程度の反応は線条体，側坐核，手鋼核，扇桃核，大脳皮質等に認められた。

小脳において M1 抗体は分子層および Purkinje 細胞層に強く反応したが， A1抗体は分子層にのみ強く反応した。

海馬において M1 抗体は CA1 領域および歯状回の hilus とは中程度に反応するものの， CA2-CA3 領域との反応は

かなり弱い。また A1 抗体は CA1 および歯状回領域と強く， CA2-CA3 領域とはやや弱く反応する。海馬における受
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容体蛋白質と mRNA の局在を比較すると mGluRla の発現パターン (CAl>CA2-CA3) はその mRNA の発現パター

ン (CAl<CA2-CA3) とは異なっており CAl 錐体細胞の樹状突起のみならず CA3 からの CAl への入力線維(交連ー

連合線維， Schaffer 側枝)の末端に mGluRla が発現する可能性が示唆される。一方， GluRl の発現パターンは fl-o

p 型 GluRl mRNA の発現パターンによく対応していた。

また IP3 受容体 typel の発現を認めない喚糸球層や視床において mGluRla が発現していることから，これらの部

位では mGluRla は IP 3 受容体 typel 以外の系(ジアシルグリセロール/C キナーゼ系等)と共役する可能性が考え

られる。

2 )マウス脳の生後発達過程に伴う変化

出生時において Ml ， Al 抗体との反応は微弱ながらも成熟マウス脳で反応の認められる部位に観察され，その反

応性はほぼ直線的に増加していた。

小脳で、は， Ml 抗体との反応が PND3 以降で Purkinje 細胞体と樹状突起に認められた。 Al 抗体との反応は Berg

mann グリアと推定される部位に加えて， Purkinje 細胞の樹状突起と推定される部位にも観察された。

海馬では，形態学的，電気生理学的に認め得るシナプス形成の経過に若干先行して両受容体の発現領域の拡大が観

察された。

3) 小脳失調ミュータントマウスを用いた解析

頼粒細胞が変性脱落する為に平行線維入力を欠く ωeαver では，正常マウスに比べると劣るものの，小脳分子層に

両抗体との反応性を認めた。従って平行線維入力は両受容体の発現の維持に不可欠ではないと考えられるO

Purkinje 細胞が変性脱落する pcd の小脳分子層では， Ml 抗体との微弱な反応が観察された。これは mGuRla が P

urkinje 細胞以外の細胞(ゴルジ細胞，頼粒細胞，星状細胞)にも若干発現していることを示唆する。また pcd の小

脳分子層では Al 抗体に対する反応の著減も観察された。この原因として， Bergmann グリア自体の絶対数の減少や，

あるいは環境要因 (Purkinje 細胞の変性脱落)に影響された GluRl 発現の抑制が考えられる O

論文審査の結果の要旨

本研究は，代謝型 typela (mGluRla) 及び non-NMDA 型 typel (GluRl)グルタミン酸受容体に対するポリクロー

ナル抗体を作製し，発達過程及び小脳失調ミュータン卜マウスにおける受容体の脳内局在について解析したものであ

る。グルタミン酸は中枢神経系のシナプスの可塑性に重要な役割を果たし，また種々の病態にも関与することから昨

今注目されており，その受容体の脳内局在の解析はグルタミン酸を介した情報伝達系の分子生物学的研究に重要なデー

タを提供するものである。のみならず，本研究においては以下の興味深い知見が得られている O

1) mGluRla と IP3 受容体の局在を比較し mGluRla の応答が IP3/Ca 2 + 系以外の系と共役する可能性を示唆した。

2) 海馬及び小脳における受容体の発現パターンが発達過程に伴って著明に変化する事を明らかにし，受容体の発現

とシナプス形成との関連性を示唆した。

3) 小脳失調マウス (ωv ， pcd) の小脳での受容体発現の解析により，平行線維入力は mGluRla 及び GluRl の発現

維持に必須とされない可能性や，パーグマングリア細胞における GluRl の発現には Neuron-Glia Interaction が関

与する可能性などを示唆した。

以上のことから，本研究は学位論文に値するものと評価されるO
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