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論文内容の要旨

ニューロトロフィンは、脳神経系においてニューロンの分化や生存を制御する一群の蛋白質として知られる神経栄

養因子である o ニューロトロフィンのうち、特に脳由来神経栄養因子 (BDNF) は、学習・記憶のモデルである長期

増強現象 (LTP) を促進し、ニューロトロフィンがシナプス可塑性に重要な関与をしており、ニューロンの情報伝達

機能の制御にも関わってくるとされているo 私は、シナプス可塑性におけるニューロトロフィンの役割を分子レベル

で明らかにするために、以下の研究を行った。

BDNF による LTP 促進のメカニズムのーっとして、 BDNF がプレシナプス細胞からの神経伝達物質放出を調節し

ている可能性がある。そこで、中枢ニューロンでは特に重要な神経伝達物質であるグルタミン酸の培養ニューロンか

らの放出量を HPLC で測定する系を確立し、ニューロトロフィン添加後のグルタミン酸放出量を測定した。その結

果、大脳皮質、海馬、小脳頼粒細胞において、 BDNF添加後一分以内にグルタミン酸の放出が一過的に引き起こさ

れることを見いだした。特に小脳頼粒細胞においては、神経成長因子 (NGF) でもグルタミン酸の放出が観察され

た。また、培養細胞にカルシウム指示薬 Fluo- 3 を取り込ませ共焦点レーザー顕微鏡下で観察すると BDNF および

NGF が、ともに顕著な細胞内カルシウムの上昇を引き起こすことを確認した。

小脳頼粒細胞からの BDNF 及び NGF によるグルタミン酸の放出作用にはその細胞内シグナルに違いがみられた。

BDNF によるグルタミン酸放出は、 Trk レセプターの特異的阻害剤である K252a で抑制され、また、 TrkB-IgG によっ

ても完全に抑制された。このことは、 BDNF による放出がTrkBを介していることを示唆している。このグルタミン

酸放出作用はカルシウム依存性であるが、細胞外カルシウムには依存しなかった。一方で、 BAPTA-AM および

tha psig argin 添加で放出が抑えられることから細胞内ストアからのカルシウムに依存していると考えられる。また、

BDNF によるカルシウム上昇は IP 3 レセプター阻害剤、 heparin により完全に抑制され、この現象には IP 3 レセプ

ターの活性化が必須であると考えられる D また、 PLC・ 7 の阻害剤、 U-73122でもカルシウム応答は抑制されたO

BDNF のグルタミン酸放出作用に対しても heparin 、 U-73122 は同様な阻害効果を発揮した。すなわち BDNF は

TrkB 活性化の下流である PLC-r 経路の活性化による IP 3 産生を介して細胞内カルシウムの上昇を引き起こし、グ

ルタミン酸の放出を行っていると考えられる o

一方、 NGF では異なる結果が得られた。小脳頼粒細胞では NGF に特異的な TrkA の発現はほとんどみられない。

にもかかわらず、 NGF で顕著なグルタミン酸放出が観察された。また、 NGF によるグルタミン酸の放出は K252a
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で抑制されなかった。そこでニューロトロフィンの低親和性レセプタ -p75の関与の可能性を検討した。まず、培養

した小脳頼粒細胞にp75を過剰発現させ、その条件下での NGF によるグルタミン酸の放出を BDNF を用いた場合と

比較した。その結果、 NGF によるグルタミン酸放出作用のみが更に増強され、 BDNF ではみられなかった。また、

用量依存性の解析により NGF によるグルタミン酸放出作用には BDNF の場合と比較して高い濃度が必要であった。

もし、 NGF が p75を介しているとすればその下流の細胞内のシグナルとして Sphingomyelinase の活性化が伴うと

考えられる。そこでセラミドによる直接のグルタミン酸の放出がみられるかどうか解析した。その結果、セラミドの

アナログ、 C2 ・ceramide により一過的なグルタミン酸放出が起こることを見出した。また、 NGF はセラミドの産生

を介したシグナルによりグルタミン酸放出を引き起こしているのか、セラミド産生を抑制する ISP- 1 Cmynocine) 

の効果を調べてみると、 NGF によるグルタミン酸放出作用は ISP-l により顕著に抑制された。 C2 ・ceramide による

グルタミン酸放出も NGF の場合と同様、細胞内カルシウム依存性を示す。細胞内カルシウムシグナルの解析に

heparin および rutheni um red C リアノジンレセプター阻害剤)を用いた。グルタミン酸放出への影響、及び細胞内

カルシウムのレベル変化を測定したところ、 NGF、 C2 -ceramide は ruthenium red により細胞内カルシウム上昇が

顕著に阻害され、グルタミン酸放出作用も同様に抑制された。以上の結果は NGF がセラミド産生を介し、 リアノジ

ンレセプターからのカルシウム上昇を必要としたグルタミン酸放出作用を行っていることを示唆しているo

論文審査の結果の要旨

本研究は、最近注目されてきている、神経栄養因子によるシナプス可塑性の制御に関連し、ニューロトロフィンに

よる培養中枢ニューロンからの急速なグルタミン酸の放出を明らかにし、その分子機構についても解析し、その結果

興味ある知見を見いだしており、博士(理学)の学位論文として十分価値のあるものと認めるo
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