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論文内容の要旨

【目的】

神経栄養因子は、発達期のニューロンの分化や突起の伸長、また、成熟後は、ある種のニューロンの生存・維持に、

重要な役割を果たしていると考えられているo しかるに、最近、神経栄養因子は、中枢神経及び末梢神経系において、

シナプス伝達効率を急速に変えるという会J性の作用をもつことが報告された。この神経栄養因子の中でも、特に、脳

由来神経栄養因子 CBrain-derived neurotrophic factor , BDNF) は、海馬や大脳皮質視覚野のスライス標本におけ

る急性実験で、シナプス長期増強Clong-term potentiation , LTP) の誘発に深く関わっていることが示唆されてい

る。大脳皮質視覚野の構造と機能は、生後発達期の視覚体験によって、経験依存的に、可塑的変化を来しうることが

知られているが、 LTP は、その現象の細胞レベルで、の素過程と考えられている o したがって、神経栄養因子のシナ

プス伝達への急性作用のメカニズムの解明は、発達脳の可塑性のメカニズムを明らかにする最初のステップとして、

重要であると思われるo

本研究では、新生仔ラットの大脳皮質視覚野から培養した孤立神経細胞標本を用いて、 BDNF が、シナプス伝達

効率の急性変化を引き起こすことが出来るのかどうかを、引き起こすとすれば、どのようなメカニズムによるのかを、

主に自発性の興奮性後シナプス電流 CExcitatory Postsynaptic Currents , EPSCs) の解析から、明らかにしようと

し Tこ。

【方法】

孤立神経細胞標本を作成するために、生後 0-3 日齢のSDラットの視覚野に相当する領域の大脳皮質をー塊とし

て切り出し、これを papain を用いて個別のニューロンに分離した。次に、前もって作成した glia island の上に、 1 

個のニューロンを培養し、孤立神経細胞標本を作成した。孤立神経細胞標本から記録される EPSCs は全て、その l

個の神経細胞に由来するシナプス (autapse とも云う)から生じるものであるから、細胞体を電位固定し、活動電位

が発生しない状況で自発的に発生する EPSC Cminiature EPSC. mEPSC) は、活動電位によって生じる誘発性

EPSC と起源が同じである。したがって、シナプス伝達効率の変化は、 mEPSC の変化に反映されることになる。電

気生理学的な実験は、 10-28日間の培養期間後に行った。

ホールセルパッチ電極法で、細胞体を一70mV に電位固定し、 patch-clamp amplifier CAxoclamp 2 B, Axon Inｭ

struments) を用いて、 mEPSCs を記録した。まずコントロールとして10-15分間、 mEPSCs を記録した後に、局所
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濯流システムを用いて、記録している細胞に、 BDNF を200ng/ml の濃度で20-30分間投与した。 Trk receptor Tyｭ

rosine kinase の特異的な阻害剤である K252a、及び抗 BDNF抗体は、それぞれ、濯流液の中に200nM、 5μg/ml

の濃度で溶解させた。

【成績】

ホールセルパッチ電極法を用いて、計43個の孤立神経細胞から mEPSCs を記録した。 BDNF 単独投与群 Cn=20)

においては、全てのニューロンにおいて、 BDNF投与開始後 5 分以内に、 mEPSC 出現頻度が増大し、約15-20分後

にプラ卜ーに達した。 BDNF 投与後、 5 、 10、 15、 20経過後の mEPSC 出現頻度は、コントロール期間と比較して、

それぞれ、 155.5 :t 1 1. 2、 185 .4:t11. 9、 199.3 :t 15 .4、 202 .4:t 15 .4、 207 .l:t22.8% Cmean:t S.E.M) であった。一方、

BDNF の受容体である Trk 受容体の機能を阻害する K252a (n = 12)、または、抗 BDNF 抗体 Cn= l1)を投与した

場合には、 BDNF による mEPSC 出現頻度の増加作用は、ほぼ完全に阻止された。 BDNF 投与後20分経過値は、そ

れぞれ、 92.9 :t 8.3 、 103 .1:t 5.9%であった。これらの結果から、 BDNF が TrkB receptor の活性化を通じて、

mEPSC 出現頻度を増加させていると、解釈することができた。一方、 mEPSCs の振幅には、有意な変化がみられな

かった。 BDNF単独投与実験では、投与前の振幅は28.6 :t 16.6pA であったが、投与後17 -20分経過値は 28.0 :t 16.5 

pA であった。このように、有意な変化が生じないことは、 K252a、抗 BDNF 抗体投与実験でも見られた。この件は、

mEPSCs の振幅分布を、累積確率のグラフになおし、 Kolmogorov-Smirnov test で統計学的検定を行うことで確認

し Tこ。

【総括】

以前、 BDNF は抑制性シナプスに直接的に作用し、興奮性シナプスへの作用は間接的なものであるとの報告があっ

たが、今回、抑制性シナプスが全く含まれていない興奮性孤立神経細胞標本を用いることにより、 BDNF が直接に、

興奮性シナプスに効果を及ぼしていることが示された。また、本研究によって、 BDNF は mEPSC の出現頻度を増加

させたが、その振幅には有意な変化を起こさないことが明らかになった。シナプス後部に何らかの変化が生じた場合、

mEPSCs の振幅に有意な変化が起こることが期待されるので、今回の実験結果は、 BDNF の作用部位はシナプス前

部であることを示している。

論文審査の結果の要旨

神経栄養因子は、特に脳由来神経栄養因子 CBrain-derived neurotrophic factor , BDNF) は、ニューロンの分化、

突起の伸長や、生存・維持に関与していると考えられていたが、最近になって、シナプスの伝達効率を変えるという

急性の作用をもつことが報告された。しかしながら、その急性作用のメカニズムは明らかではなかった。本研究では、

ラットの大脳皮質視覚野から培養した孤立神経細胞標本を用いて、 BDNF が、シナプス伝達効率の急性変化を引き

起こすことが出来るのかどうか、引き起こすとすれば、どのようなメカニズムによるのかを、主に自発性の興奮性後

シナプス電流 CExcitatory postsynaptic currents , EPSCs) の解析から、明らかにしようとした。

その結果、 BDNF は自発性 EPSC の出現頻度を増加させたが、その振幅には有意な変化を起こさなかった。また、

これらの作用は、シナプス前終末側の Trk receptor tyrosine kinase の活性化を介することが示唆された。さらに、

シナプス前部の脱分極によって発生する誘発性EPSCの振幅を、培養日数が15日以下では増大させるが、 16 日以上に

なると、増大させないことが明らかになった。両者のグループとも、自発性 EPSC の出現頻度は増加したので、以上

の結果は、シナプス前終末から自発的に神経伝達物質が放出されるメカニズムと、シナプス前終末の脱分極に応じて

放出されるメカニズムは、必ずしも同一ではないこと、及び、 BDNF の誘発性伝達物質放出増大作用は、ニューロ

ンの成熟につれて、消失することを示唆しているo

以上の結果は、脳由来神経栄養因子がシナプス伝達を促進するという急性作用のメカニズム解明に寄与するもので

あり、学位に値するものと考えられる o
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