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論文内容の要旨

【目的】

Growth Associated Protein GAP-43は神経特異的に分布するカルモジュリン結合蛋白で神経成長円錐に極めて

多く存在すること さらに発生の過程において発現量が多いことなどから神経突起の成長に関連した蛋白であると

考えられているO 今までに免疫組織化学を用いて脳内の GAP-43の分布が報告されているが この蛋白は主に軸索

突起に存在するため，脳内のどの神経細胞が GAP-43を合成しているか，その詳細は不明であった。我々はこの点を

明らかにするため，ラット中枢神経系において， in situ ハイブリダイゼーション法により GAP-43 mRNA の脳内分

布の検索を行った。また， GAP-43は神経突起の伸展に関与することから神経再生時にも重要な働きをしている可

能性があると考えられた。そこで，舌下神経に切断やクラッシュなどの損傷を与えた成熟ラットをモデルとして用い

神経再生過程における GAP-43 mRNA 発現の変化を検討した。さらに ステロイドなどが末梢神経の軸索再生を促

進するという報告が知られているので，舌下神経損傷後， glucocorticoid である Dexamethasone (DEX) の投与に

よる GAP-43 mRNA の発現量の変化とそれに伴う神経再生促進現象に関して検討を加えた。

【方法】

GAP-43 mRNA の検出には 38mer のオリゴデオキシヌクレオチドプローブを作成し これにアルカリフォスファ

テース l 分子を結合させたものをプロープとして用いた。約150 9 オスラット脳の新鮮凍結切片を作成し，オーバー

ナイトでハイブリダイゼーションを行い 1 xSSCにて洗浄後 NBT と BCIP を基質として アルカリフォスファテー

スの発色を行った。又，片側の舌下神経切断或いはクラッシュした成熟ラットを神経損傷モデルとして用い，術後経

時的に脳の新鮮凍結切片を作成し，同じく in situ ハイブリダイゼーションを行った。 DEX の投与に関しては，神経

切断の直後に神経の断端に約 3 週間一定濃度の DEX を放出するペレットを埋め，一定の時間経過後， in situ ハイブ

リダイゼーション或いは逆行性トレサー Fluorogold を舌に注入し， GAP-43 mRNA 発現量の変化と神経再生に要す

る時間の変化を検討した。

【結果】

1 )成熟ラット中枢神経系においても GAP-43 mRNA は多くの領域で発現しているが特に前脳において多く発現

し下位脳幹においてはあまり発現していなかった。前脳の中でも特に終脳には強いハイブリダイゼーションシグナ

ルを有するものが多く認められ，嘆球の僧帽細胞， Fron tal cortex や Cingulate cortex の第 5 層の錐体細胞，
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Pirif orm cortex に存在した。また中から低レベルのシグナルを有する細胞が高密度に分布する領域としては，視

床及び視床下部の正中に位置する核群があった。一方，下位脳幹における分布の特長は，ドーパミン細胞の存在す

る Al0やA9 ， ノルアドレナリン細胞の存在する青斑核，セロトニン細胞の分布する背側縫線核，ヒスタミン細胞

の存在する乳頭体に強い陽性細胞の発現を認めた。

2) 成熟ラットの舌下神経を切断後，強い GAP-43 mRNA シグナルが術側の舌下神経核に術後 1 日目から発現され，

約 1 週間で発現はピークレベルに達し，その後，神経再生に伴って陽性シグナルが弱くなり，術後53 日には正常レ

ベルに戻ることが認められた。一方，クラッシュでは，陽性シグナルは術後 5-9 日にピークレベルに達して，切断

モデルより 2 週間早く正常レベルに戻った。

3) DEX 投与に関しては，神経再生過程の後期において， DEX 投与後のラットはコントロールより GAP-43 mRNA 

陽性シグナルの増加を認めた。一方，迷走神経背側核では mRNA 発現の変化が認められなかった。逆行性トレサ

Fluorogold の注入によってDEX 投与による神経再生の促進が認められた。

【結論】

1 )成熟ラットにおいて， GAP-43 mRNA は脳内に広く発現しており，特に大脳皮質や海馬などの終脳に多く認めら

れた。このことから GAP-43が成熟脳内で高次機能を担っていると予想される大脳皮質や海馬において，‘何らかの

可塑性や学習に関与していると考えられた。さらに，モノアミン含有細胞に強い GAP-43 mRNA 陽性反応が認め

られた。これらの結果は GAP-43がアミン放出に関与するという報告を支持する o

2) 末梢運動神経再生時に一時的な GAP-43 mRNA の発現が認められ，この発現量は損傷の程度に比例し再生の

終了とともに発現が認められなくなった。このことから， GAP-43は神経再生時に重要な役割を果たしていると同

時に神経再生の良いマーカーとなることが明らかとなった。

3) 神経再生後期において DEX 投与により GAP-43 mRNA の発現量の増加が認められ，同時に神経再生の促進が

認められた。これは DEX により mRNA の安定性が増加したため GAP-43量が増加し，これが再生の促進へとつな

がったと考えられた。

論文審査の結果の要旨

本研究は，成熟ラット中枢神経系における GAP-43 mRNA の発現局在を in situ ハイブリダイゼーション法により

検出し，さらに末梢神経損傷後の発現変化及びグルココルチコイド投与後の mRNA の発現量の変化と，それに伴う

神経再生現象の促進に関する検討を行ったものであるo

成熟ラットにおいて GAP-43 mRNA は脳内に広く発現しており，特に大脳皮質や海馬などの終脳に多く認められ

た。また，末梢運動神経再生時の GAP-43 mRNA 発現の動態変化はGAP-43が神経再生時に重要な役割を果たしてい

ると同時に神経再生の良いマーカーとなることが明らかとなった。さらに，グルココルチコイド投与により神経再生

後期において GAP-43 mRNA の発現量の増加が認められ，同時に神経再生の促進が認められた。

本研究はグルココルチコイドが in vivo で GAP-43 mRNA レベルを増加させることを初めて証明し，その結果神

経再生促進が認められることも示したもので学位論文として充分価すると認められるo
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