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論文内容の要旨

神経栄養因子とは一般に標的細胞から供給され，発生期のニューロンの分化促進と生理的細胞死を抑制することで，

生体内の神経ネットワーク構築を制御する分子群であると位置づけられている。脳由来神経栄養因子 (BDNF) ，

ニューロトロフィン -3 (NT-3) , NT-4/5 は神経成長因子 (NGF) と高い相同性のある神経栄養因子群

であり，ニューロトロフィンと総称されている。レセプター型チロシンキナーゼである trk 遺伝子ファミリーは，こ

れらニューロトロフィンの機能的レセプターであり ， trk A , trk B , trk C がそれぞれNGF ， BDNF (およびN

T-4/5) , NT-3 のレセプターである。末梢神経系におけるニューロトロフィンと trk 遺伝子ファミリーの発

現分布や機能などの研究は古くから精力的に進められ，詳細な知見が得られつつあるO 一方，中枢神経系においても

ニューロトロフィンと trk 遺伝子ファミリーの存在がわかり，特にBDNF と NT-3 は成熟後に高発現が見られる

と同時にそれらのレセプターである trk B , trk C も広範囲に発現していることが明らかとなってきた。ところが，

末梢ニューロンとは対照的に，中枢ニューロンにおけるニューロトロフィンの機能，特にNGF以外の因子について

の解析は始まったばかりである。私はニューロトロフィン，特にBDNF と NT-3 の中枢ニューロンにおける機能

に興味を持ち，以下のような解析を行なった。

1.前脳基底野コリン作動性ニューロンはそのNGF と BDNF依存性から 3 種類に分けられる

前脳基底野コリン作動性ニューロンは仇 vitro および仇 vivo において， NGF と BDNF の両方に応答すること

が知られている中枢ニューロン群であるO 我々は生後ラットからの中枢ニューロンの初代培養系を確立し， NGF と

BDNF の機能がともにコリン作動性ニューロンのシナプス形成の前後で，分化促進型から生存維持型へとシフトす

ることを見いだした。このように複数のニューロトロフィンが同様に作用するコリン作動性ニューロンにおいて， N

GF と BDNFが全く同一のニューロンに働くのか，それとも別々のニューロン群に作用するのかといった，空間的

にみた詳細な役割の相違について検証した。実験では，シナプス形成終了期である生後 2 週齢ラットからの培養ニュー

ロンを用いた。その結果前脳基底野コリン作動性ニューロンはNGF や BDNF の他に NT-4/5 によっても生

存の促進がみられたが， NT-3 は何の効果も観察されなかった。培養ニューロンからNGF を除去することで生じ

る細胞死がBDNF処理によって防がれ，逆にBDNF除去がNGF添加で補いうることがわかった。この結果は N

GF と BDNF に応答するニューロンは同一であることを示唆する。一方， NGF と BDNF の同時処理により，そ

れぞれ単独に添加したときと比べて わずかではあるが明らかにコリン作動性ニューロン数の増加がみられた。これ
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らの結果から，コリン作動性ニューロンにはNGF と BDNF の両方に応答しうる多数の細胞群と，各々単独にのみ

応答する少数の細胞群が存在し， NT-3 応答性のものは存在しないことが示唆される。同一のニューロンが複数の

ニューロトロフィンにその生存を依存しているという結果は，神経栄養因子とその依存細胞群が明確に 1 対 1 に対応

しているという末梢ニューロンでの知見と対照的である。中枢ニューロンはその栄養因子依存の冗長性が特徴的であ

り，神経機能構築のための補償となっていると思われる。

2. 前脳基底野，海馬ニューロンにおいてNT-3 は最初期遺伝子 c-fos を誘導しても生存維持作用は示さない

もう一つのニューロトロフィンである NT-3 は，その中枢での機能はいまだ明らかではない。そこで， NT-3 

の中枢ニューロンに対する栄養因子効果を探る手がかりとして，前脳基底野ニューロンに対する応答を最初期遺伝子

c-fos の誘導を指標に調べた。抗 Fos タンパク質抗体を用いた免疫染色から， BDNF によって約20%のニューロン

に応答がみられたことと対応して，顕著なMA P 2 (microtubule-associated protein-2 )陽性ニューロンの生存促

進が観察された。しかし， NT-3 によって約10%のニューロンが応答したにもかかわらず生存促進は全く見られ

なった。それぞれBDNF ， NT-3 の高親和性レセプターである trk B , trk C を共に高発現している海馬ニュー

ロンについて同様の実験を行ったところ， BDNF , NT-3 により多くのニューロンが Fos誘導を起こしたにもか

かわらず，生存維持効果を全く示さなかった。この結果は，ニューロトロフィンの成熟中枢ニューロンにおける生物

応答は，これまで考えられていた生存維持作用とは異なる何らかの応答があるものと考えられる。

3. 小脳頼粒細胞を用いた， BDNF と NT-3 の細胞内シグナル伝達経路の解析

BDNF と NT-3 の細胞内シグナル伝達系の解析のため，大量に均一のニューロンを調製できる生後 9 日齢ラッ

ト小脳頼粒細胞系を利用した。この時期の小脳頼粒細胞の生存はBDNF によってなされているが， NT-3 は影響

を与えなかった。しかし，免疫沈降法と抗ホスホチロシン抗体によるイムノプロットからそれぞれBDNF. NT-

3 に伴う Trk B , Trk C の自己リン酸化及びその下流に位置する分子群である SHC ， MAP キナーゼ (mitogen-

activated protein kinase) のリン酸化は確認された。即ち， MAP キナーゼ系の活性化のみでは生存維持作用は説

明できないと考えられるo そこで PLCγ(phospholipaseC r) 抗体による免疫沈降を行ったところ， BDNF で

のみ PLCr のリン酸化が起こっていた。これまでの結果より， BDNF による生存維持効果にはMAP キナーゼ系

と PLCγ系の両方が必要であることが示唆されるo 一方， NT-3 はMAP キナーゼ系を介した，既知の生存維持

作用以外の生理活性が想像される。

論文審査の結果の要旨

本研究は，ニューロトロフィンの培養中枢ニューロンにおける役割について行ったものであり，前脳基底野コリン

作動性ニューロンの生存維持に対する NGF と BDNF (あるいはNT-4/5) 依存性を明らかにした。また， N

T-3 の海馬および小脳頼粒ニューロンへの新しい作用も見いだした。

以上のように，ニューロトロフィンの培養中枢ニューロンにおける役割について，新しい知見を得ており，博士

(理学)の学位論文として充分価値のあるものと認める。
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