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論文内容の要旨

【研究目的】

カルシウムは，細胞内のセカンドメッセンジャーとして知られており，細胞内のカルシウム濃度の調節は多くの機

構によって調節されている。カルシウム結合蛋白質のうち Calbindin D28k (CB) は，カルシウムイオンと結合する

ことにより，細胞内のカルシウム濃度の調節に関与することが明らかにされている o CB は生体組織に広く認められ，

味覚情報の伝達路にも分布することが，免疫組織化学的研究によって明らかにされている。このうち，味覚の末梢受

容器である味蓄においても，一部の味膏細胞に CB が存在することが既に報告されている。しかし，味膏細胞のどの

型の細胞に局在しているかについては明らかではなし」また，日甫乳類の味奮の発生，維持，再生には，神経支配が深

く関与することが報告されている D そこで本研究では，味蓄における CB の機能を形態学的に解析するため， (1)正常

ラットの口腔内味蓄における CB 様免疫活性を示す構造物の分布， (2)味奮の発生における CB の分布の動態， (3)支配

神経損傷後の昧奮の再生における CB の分布の動態， (4)味膏細胞の細胞周期と CB との関連'性について詳細に検索し

fこ。

【研究方法】

実験 1 )味覚上皮における CB の分布

体重180 ，....， 200 g のラットを濯流固定し，舌乳頭，切歯乳頭，口蓋粘膜を摘出し，凍結切片を作成後，抗 CB を用い

て ABC 法により免疫染色を行ない，光学顕微鏡で観察した。有郭乳頭については，免疫染色後，透過型電子顕微鏡

にて観察した。

実験 2 )有郭乳頭の昧奮の発生と CB との関係

胎生18日齢以降のラットを経目的に固定し，有郭乳頭の連続凍結切片を作成後，免疫染色を行い，光学顕微鏡にて

観察し，昧雷および CB 陽性味菅細胞の数の変化を調べた。

実験 3) 舌咽神経損傷による有郭乳頭での昧奮の変性，再生と CB との関係

体重180 ，....， 200 g のラットの両側の舌咽神経を剖出し， ピンセットにて圧迫損傷を加えた。術後動物を経目的に濯流

固定し，有郭乳頭の連続切片を作成して，免疫染色を施し，昧奮と CB 陽性味雷細胞の数の変化を調べた。

実験 4) 有郭乳頭での昧菅細胞の細胞周期と CB との関係

体重180"""200 g のラットの尾静脈に 5 七romo -2 t - deoxyuridine (BrdU; 60昭/kg ， b.w.) を注入後，動物を経

F
h
u
 



目的に濯流固定した。有郭乳頭の連続凍結切片に抗 CB 抗体と抗 BrdU 抗体を用いて二重染色を行い， CB 陽性味昔

細胞と BrdU 陽性I床奮細胞の関係を調べたD

【研究結果】

実験 1) CB 陽性神経線維は昧菅直下で神経叢を形成し，一部は昧菅内に進入していた。葉状乳頭と有郭乳頭では，

紡錘形を呈した昧奮細胞の一部が CB 陽性を示したが，他の部位の味蓄には CB 陽性細胞は認められなかった。葉状

乳頭においては，支配神経が異なるにもかかわらず，乳頭の前方部と後方部では CB 陽性味昔細胞の数に明らかな差

は認められなかった。免疫電子顕微鏡での所見では，昧奮内のCB陽性神経線維終末が CB 陽性味奮細胞とシナソプ

ス様の結合を示している像が見られた。

実験 2 )有郭乳頭では，胎生18日では既に固有層に CB 陽性神経線維が神経叢を形成していた。味孔をもった味奮は

生後 l 日で出現し，その後味奮の数は増加していった。 CB 陽性神経線維の昧奮内への進入は生後 5 日で観察された。

一方， CB 陽性味奮細胞の出現は生後10日で初めて認められ，生後35 日でほぼ成獣と同じになった。

実験 3) 舌咽神経の損傷実験で、は，損傷後 8 日目までに有郭乳頭の味膏および CB 陽性味奮細胞は完全に消失した。

再生味奮は，損傷後12 日目から認められ，損傷後40日目でほぼ健常な数に回復した。 CB 陽性神経線維は，損傷後 16

日目に認められ，再生昧奮での CB 陽性味奮細胞は損傷後20日目に出現し，その数は徐々に増加した。

実験 4) BrdU 注入後 4 時間では， BrdU 陽性反応は上皮の基底部の細胞の核に認められた。注入後 2 日では， BrdU 

陽性反応を示す細胞は味奮の基底部だけではなく，味奮内に広範に認められた。注入後 4 日で初めて少数の CB 陽性

味奮細胞の核が BrdU 陽性を示した。注入後 6 日後では， BrdU 陽性味奮細胞は減少していたが， CB と BrdU の両方

に陽性の細胞は注入後 4 日と同様にわずかに認められた。

【考察】

口腔内の味奮のうち，舌後方部に位置する葉状乳頭と有郭乳頭の一部の細胞が CB 陽性を示した。免疫電子顕微鏡

での所見で， これらの細胞は皿型細胞であることが分かった。一般に舌後方部の味奮は，苦み刺激に対して感受性が

高いとされ，苦み刺激が細胞内のカルシウム濃度を上昇させることが報告されている o 従って， CB は，苦み刺激に

おける E型細胞での細胞内カルシウム濃度の調節に関与している可能性がある o

さらに，昧奮の発生過程や神経損傷後の再生過程のいずれにおいても， CB 陽性味奮細胞は，味奮が形成されてか

ら約10 日後に出現した。ラットの味奮細胞の寿命が約10 日であることや， BrdU 取り込み 4 日後の味膏細胞に初めて

BrdU に標識された CB 陽性味膏細胞が認められることから， CB は成熟したE型細胞に発現することが分かった。さ

らに， CB は脳においてニューロンの変性を防ぐ作用があると言われているo 従って， CB は味奮細胞においても細

胞死と関わっている可能性が示唆される o

論文審査の結果の要旨

本研究は味奮における Calbindin D28k (CB) の機能を形態学的に解析したものである。

その結果，口腔内の味奮のうち，舌後方部に位置する葉状乳頭と有郭乳頭の一部の昧奮細胞が CB 陽性を示し，他

の部位の味奮には CB 陽性神経線維が味奮内に進入しているものの CB 陽性味奮細胞はみられなかった。免疫電子顕

微鏡での所見では， CB 陽性味奮細胞はE型細胞であり， CB 陽性神経終末とシナプス様結合をしていた。さらに味

奮の発生過程，再生過程いず、れにおいても CB 陽性味奮細胞は味奮が形成されてから約10 日後に出現し， ラットの昧

奮細胞の寿命が約10 日であることと， BrdU 取り込みの 4 日後に BrdU に標識された CB 陽性味菅細胞が出現するこ

とからも CB は分化した一部の E型細胞に発現することが明らかになった。

以上の研究結果は昧奮の発生，維持，再生に関して新たな知見を加えるものであり，博士(歯学)の学位を与える

に{直するものと i忍める。
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