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論文内容の要旨

【目的】

損傷を受けた末梢運動神経は，軸索を伸展させ標的器官に達し再生を行うことが出来る。成熟した神経細胞でこの

ようなダイナミックな現象が作動するには，傷害神経細胞内で様々な分子群の再構築が行われているはずである。し

かし神経再生の分野では分子レベルでの研究は極めて少なくその報告も限られている。そこで，我々は再生過程に

おける末梢運動神経細胞内で発現が変動している遺伝子群を一挙に検出し，そこから得られた情報をもとに神経再生

の分子メカニズムを明らかとすることを目指した。

【方法ならびに成績】

損傷運動神経細胞内での既知あるいは未知分子の転写レベルで、の変動を効率よく同定するために differential disｭ

play 法を行った。本方法は異なる細胞集団の mRNA を RT-PCR にて増幅しその産物をゲル上に展開することによ

り，各集団間での mRNA 発現量の相違を可視化するシステムである。我々は100匹程度の片側舌下神経損傷ラット

を作成し，神経損傷後 7 日目に断頭，健常側と傷害側の舌下神経核を回収した。それぞれのサンプルより抽出した

total RNA を逆転写し，何種類ものプライマーセットによる PCR を行った。その後ゲル上に展開した PCR 産物の

パターンを比較することにより神経再生時に発現上昇する遺伝子断片を検出することができた。また並行して，得ら

れた遺伝子断片をプロープとした in situ hybridization 法を行うことにより効率よく擬陽性クローンを排除した。そ

の結果いくつもの候補クローンを得ることができ，そのうち 1 クローンについて rat brain cDNA library をスクリー

ニングしたところ約 3.7Kb のクローンを単離する事ができた。塩基配列決定後， ホモロジー検索したところ本遺伝

子は rabbit より単離された電位依存神経細胞型グルタミン酸トランスポーター， EAAC 1 と高い相同性を示す事が

明らかとなった。グルタミン酸トランスポーターは細胞外のグルタミン酸を濃度勾配に逆らって細胞内に取り込むと

いう働きを担うことから，本分子は神経損傷後細胞外の過剰なグルタミン酸による毒性から脆弱な神経細胞を守って

いる可能性が示唆された。加えて，末梢神経切断後再生することができず死へと至る幼若ラットの傷害運動神経細胞

においては，本分子の発現上昇は観察されないことも明らかとなった。また，別の differential display により得ら

れた遺伝子断片はグルタミンシンセテース (GS) と一致し，通常グリア細胞に存在する GS が，神経障害後には運

動ニューロンにも発現することが明らかとなった。さらに HEK 細胞に GS を発現させるとグルタミン酸の取り込み
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が上昇した。

【総括】

末梢神経再生過程における分子メカニズムを明らかにするため differential display による神経再生関連遺伝子の

検出を行った。それらの分子の一つについてさらに解析を進めたところ，神経細胞型グルタミン酸トランスポーター

であることが明らかとなった。

グ jレタミン酸は神経伝達物質であると同時に細胞毒性をもっ分子である。それ故:ttl1経細胞は細胞外で毒性の高いグ

ルタミン酸を細胞内に取り込む機構を発達させており，通常細胞内と細胞外のグルタミン酸は大きな濃度勾配が保た

れている。このような輸送システムを担う分子である EAACl が末梢神経国傷後顕著な転写促進を受けていることが

本研究により初めて明らかとなった。さらに元来グリア細胞に存在し細胞外から取り込まれたグルタミン酸を毒性の

ないグルタミンに変換する酵素であるグルタミンシンセテースが神経細胞内で新たに発現することから， EAACl に

よる細胞外グルタミン酸の取り込み効率を上昇させていると考えられる。従って，これらの分子が神経障害後新たに

神経細胞内で発現上昇するということは， グルタミン酸毒性を低下させるためのいわば神経細胞死防御機構が作動し

ていると考えられ， これによって末梢神経細胞は損傷に対する耐性を獲得していると考えられる O

論文審査の結果の要旨

成熟した神経細胞はダメージを受けると死にいたり，それにとって代わる新たな神経細胞は発現しない。しかし，

神経系の中でも末梢神経系は例外的に損傷を受けても細胞死にいたらず再生することが知られている。このような末

梢神経再生現象を遺伝子発現調節の面から検討することにより，神経再生メカニズムを解明しようとする試みが本論

文で行われている。

本論文では differential display 法という分子生物学的手法を用いることによって，新たな神経再生関連遺伝子と

してニューロン型グルタミン酸トランスポーターのクローニングを行っている。グルタミン酸は神経伝達物質である

と同時に神経細胞毒性をもっ分子として知られており，神経系の細胞丘グルタミン酸トランスポーターにより細胞外

のグルタミン酸を細胞内に積極的に取り込む機構を発達させている。このような分子が末梢神経損傷後新たに発現上

昇することが本論文により初めて証明された。また元来グリア細胞に発現しているグルタミンシンセテースが傷害後

神経細胞内にも新たに発現上昇することも明らかにした。本研究により，グルタミン酸毒性を低下させるためのメカ

ニズムが神経損傷後に作動していることが明らかになり，神経細胞死の研究領域において重要な役割を果たしたと考

えられる。以上のことから，申請者の論文は学位論文として十分な価値があると認められる o
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