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論文内容の要旨

一般に成熟した晴乳類において，中枢神経内に細胞体を持ち軸索を末梢組織に伸ばしている extrinsic neuron 

(EXN) は軸索を切断されても再生するが，軸索も中枢神経内に投射している intrinsic neuron (INN) は再生しない。

赤核脊髄路ニューロン (RSN) は INN の一つであるが，最近，軸索切断後に細胞骨格タンパクや growth-associated 

protein (G AP) -43 等の軸索再生に必要な遺伝子発現を増加させることが分かった。

カルシトニン遺伝子関連ペプチド (CGRP) はカルシトニン遺伝子由来のペプチドで，脊髄や脳の運動神経細胞

(MON) においてアセチルコリン (Ach) と共存し，神経筋接合部の Ach レセプターに対して Ach と相乗的に働いて

いる。 CGRP にはこれとは全く別の遺伝子由来のよく似たペプチドがあり，前者を α 心GRP，後者を β-CGRP と

呼ぶ。両者は脊髄や脳の MON における量的発現が異なっているが，これらの神経細胞の軸索を切断すると， β-CG 

RPmRNA は減少若しくは変化しないのに対し， α-CGRPmRNA は増加することから， α-CGRP は軸索再生に関与

している可能性が指摘されている。しかし，これまで軸索切断後の発現の変化が調べられたのは， EXN においてだ

けである。

そこで我々は軸索が再生しない INN である RSN において，軸索切断後の CGRP 発現の変化を免疫組織化学法及

び in situ hybridization (ISH) 法を用いて調べた。又， このニューロンは brain derived neurotrophic 

factor(BDNF) 投与によって GAP-43の発現を増加させることから， BDNF によって軸索再生が促される可能性が

あるo そこで BDNF 投与が CGRP の発現に変化を及ぼすかどうかについても調べた。

【方法】

雄性 SD 系ラットを使って，ペントパルビタール麻酔下に頚部脊髄を露出し， C2 レベルで片側の側索を切断して，

RSN の軸索を切断した。

免疫組織化学;側索切断14日後に 5 匹のラットを 4%パラホルムアルデヒドで経心臓的に濯流し，中脳を取り出し

てクライオスタットで30μmの浮遊切片を作り， anti-CGRP polyclonal 抗体を反応させた後 DAB 反応で発色させ

た。

ISH; 側索切断 4 ， 7 , 14, 28, 56 日後に各々 3 匹ず‘つ断頭し，脳を取り出してクライオスタットで16μm の切片
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を作成。 α ー又は ß-CGRPmRNA に対する oligonucleotide probe を 35 S でラベルしたものを使って

autoradiography で可視化した。

BDNF の影響;10匹のラッ卜で側索切断 7 日後に軸索を切断された側の赤核近傍に30G のカニューラを挿入し，

BDNF(500ng/ ml)若しくはコントロールとしてO.1M phosphate-buffered saline を 1μ1/h で 7 日間投与した後，

断頭した。その後は上記 ISH 法と同様に調べた。

【成績】

コントロール側の赤核では CGRP も α ， ﾟ -CGRP-mRNA も検出されなかった。軸索切断側の赤核ではニューロ

ンの萎縮のために一切片内に含まれるニューロンの数が時間と共に反対側の約60%に減少すると同時に免疫組織化学

上 CGRP の発現がみられた。 ISH では ß-CGRPmRNA が優位に発現しており， 4 日後で軸索を切断された側の約

18%の RSN に発現がみられ，その後ゆっくりと減少していった。 BDNF 投与は軸索切断後の RSN の萎縮を完全に

回復させたが， CGRPmRNA の発現には有意な変化を及ぼさなかった。

【総括】

今回の研究で軸索を切断された RSN において β-CGRP の発現が誘導されたことから， β-CGRP は障害を受けた

RSN において何らかの働きを持っていることが示唆された。軸索切断後に β-CGRP が優位に増加する例は今回の

RSN が最初の報告である。 RSN は軸索切断直後は軸索の発芽がみられ，一部は移植した末梢神経に連絡する等，軸

索再生の潜在的能力は有しているが，成熟ラットでは完全に再生することは無し」もし ， ﾟ -CGRP が α-CGRP に

比べて再生促進作用が弱いとすると， α ーCGRP 発現が充分誘導されないことが， RSN が軸索を再生できない理由の

ーっとして考えられる。しかし， α ーCGRP と 8 ・CGRP はいずれも37個のアミノ酸から成り， ラットではその内 1

つが異なっているだけで，両者の機能的違いについては殆ど報告が無い為， ß ・CGRP は α-CGRP の代替物質であ

る可能性もあるo これから他の INN や EXN での軸索切断後の CGRP 発現の変化を調べることで， この問題は解決

されるであろう。

今回の実験では BDNF の局所投与では CGRPmRNA の発現に有意な変化は見られなかった。最近， BDNF は胎生

ラットの脊髄運動ニューロンにおいては α-CGRP を増加させ， ß-CGRP を減少させるが，成熟ラットにおいては

効果はないことが報告された。今回の結果も，成熟に伴う BDNF 感受性の低下を反映しているのかもしれな L 、。

論文審査の結果の要旨

本研究は，運動神経細胞の軸索の再生に関連すると考えられているカルシ卜ニン遺伝子関連ペプチド (CGRP) が

中枢神経に内在し，完全な軸索の再生が起こらない赤核脊髄路ニョーロンにおいても発現誘導されることを免疫組織

化学法を用いて示し，更にそれが，これまで発現誘導が報告されている α タイプではなく ， ß タイプ優位であること

を insitu hybridization 法を用いて示した。更に brain derived neurotrophic factor を局所投与すると，軸索切断後

の赤核細胞の高度な萎縮は完全に抑えられても，その CGRP 発現には有意な変化が起こらないことを示した。

上記の研究結果は中枢神経に内在するニューロンの軸索切断後に神経ペプチドの発現が変化することを示した最初

の報告であると共に，構造的には CGRP を発現していない細胞で， ß タイプ優位な CGRP 発現誘導が起こることを

証明した最初の研究である。この研究結果はこれまで α-CGRP でしか行われてこなかったこのペプチドの神経機能

の解析に一石を投じるものであり，神経傷害後の軸索再生において β-CGRP の役割を検討する必要性を示唆するも

のであるo

以上のことから，本研究は学位の授与に値するものと考える o
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