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論文内容の要旨

緒言

成熟した中枢神経系の細胞が損傷を受けると、やがて死に至るが、成熟した運動ニューロンは、軸索の損傷に対し

耐性を示し、生存、再生する。この耐性のメカニズムを解明するために様々な研究が行われているが、樹状突起の形

態的変化を詳細に分析した研究は少な L、。そこで、本研究は、顔面神経運動ニューロンをモデルとし、神経切断が運

動ニューロンの樹状突起に及ぼす変化を定性的及び定量的に分析することを目的とした。

方法と結果

実験には体重1.7--4.5kgの成猫24匹を用い、全てネンプタール麻酔下で行った。このうち 10匹の動物では顔面神経

頬骨眼寓枝を完全切断し、 12--15週後に顔面神経運動ニューロンの細胞内染色を行い(切断群)、神経切断を行わな

かった動物から得られた結果(対照群)と比較した。

顔面神経頬骨眼寓枝、眼高下神経、下歯槽神経に刺激電極を装着した後、動物を脳定位装置に固定し人工呼吸を行っ

た。頭頂骨及び後頭骨の一部を除去した後、除小脳、除脳を行い、第 4 脳室底を明示した。気胸、 cisternal drainｭ

age を行った後、 pancroneum bromide (0.07mg/kg ，i.v.) を投与し脳幹の動きを抑制した。顔面神経頬骨眼寓枝の

電気刺激により顔面神経運動ニューロンを同定した後、逆行性活動電位や眼寓下神経、下歯槽神経の電気刺激による

細胞内電位を記録し、 3 % Neurobiotin により細胞内染色を行った。動物を 3 --5 時間生存させた後、 4%

paraf ormaldehyde を含む0.1M phosphate buffer で濯流固定した。直ちに脳幹を取り出し、同じ固定液で10--12時

間後固定を行い、厚さ 80μmの連続横断切片を作成した。 LSAB 法により Neurobiotin を可視化し、通法により標

本を作製した。顔面神経運動ニューロンの樹状突起の再構築には Neurolucida を用い、樹状突起の定量的分析には

N euroexplorer、 Excel、 Visual Basic for Application を用いた。

その結果、細胞内染色された24個の顔面神経運動ニューロンの細胞体は全て顔面神経核背側亜核に存在した。樹状

突起の三次元的構築像は、亜核内における細胞体の位置により、かなりの違いがみられたが、脊髄や三文神経の運動

ニューロンと類似する形態を示した。即ち、顔面神経運動ニューロンの樹状突起は規則的に分岐し、内外、背腹、吻

尾方向にその枝を伸ばし、全体として円形または卵円形を呈した。樹状突起の中には、内外方向および背腹方向で背

側亜核の境界を大きく越えるものもあったが、細胞体が亜核の境界に近いものではその反対方向に樹状突起が広がる

傾向を示し、ほほ亜核内に限局した。吻尾方向では亜核の境界を越えるものは認められなかった。また、樹状突起練
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は認められなかった。幹樹状突起の直径と dendritic length (y = 1180x -15、 r=0.61) 、 dendritic surface area (y= 

6425x-4467、 r=0.67) 、 dendritic volume (y = 3637x -4583、 r=0.73) 、 number of termination (y=2.41x-O.39、

r=0.55) などの樹状突起の大きさを表すパラメータは全て正の相関を示した。

これに対し、切断群顔面神経連動ニューロンは、形態的にも電気生理学的にも大きく異なった特徴を示した。その

樹状突起の形態は複雑性を増し、樹状突起の最遠位部には、複雑に絡み合った growth cone 様の構造が付加したも

のが出現した。また樹状突起の中にはほとんど分岐せず、大きな径のまま終止する軸索様のものも認められた。切断

群顔面神経運動ニューロンを定量的に分析すると、 total dendritic length (切断群 vs. 対照群: 68,346 :t3,551 vs. 

62，256 :t 8， 112μm(平均±標準偏差))、 total dendritic surface area (340,302 :t 113.362 vs. 285.469 :t99.394μuO 、

total dendritic volume (189.967:t 100.848 vs. 136,655 :t 70，302μnl)、 total number of termination (131:t 12 vs. 

122 :t 32) はそれぞれ、 10%、 19%、 39%、 8%増加した。樹状突起の total path distance で、表面積、体積は対照

群よりも大きな値を示した。 Branch point や termination の数は近位樹状突起ではほぼ同じなのに対し、中位およ

び遠位樹状突起で大きくなる傾向を示した。 8holl analysis でも同じ傾向を示した。また、 branch order が 3-4

次までは branch point や termination の数はほぼ同じであったがそれ以降では増加する傾向が認められた。これに

対し、近位樹状突起 (3 次まで)の直径、表面積、体積は増大したが、遠位樹状突起には変化がみられなかった。一

方、幹樹状突起の直径と樹状突起の大きさを示すパラメータは、全て正の相関を示した (dendritic length (y= 

1198x-185、 r=0.77) 、 dendritic surface area (y=7149x-7742、 r=0.77) 、 dendritic volume (y=4742x-8712、

r=0.73) 、 number of termination (y=2.45x-0.96、 r=0.66))。即ち、樹状突起の拡大には遠位樹状突起に見られ

た構造や径の太い軸索様の樹状突起は関与せず、近位樹状突起の径の拡大と中位および遠位で新たに加わった樹状突

起が関与しているものと思われる。また、逆行性活動電位は潜時が長くなり、 18 部が消失するという特徴を示した。

結論

本研究の結果から、(1)顔面神経連動ニューロンにおいても、頚髄運動ニューロンと同様に、神経切断後に樹状突起

の拡大が見られたこと; (2)樹状突起の拡大には、近位樹状突起ではその直径の拡大が、中位及び遠位樹状突起では新

たに生じた樹状突起が関与しているものと思われること; (3)幹樹状突起の直径と樹状突起の大きさを表すパラメータ

との相関は、神経切断後の顔面神経連動ニューロンにも認められたことなどが明らかとなった。

論文審査の結果の要旨

本研究は、顔面神経の切断が顔面神経運動ニューロンに与える影響を調べるため、細胞内染色により標識したニュー

ロンを Neurolucida を用い定量的に分析したものである。

神経切断は、顔面神経連動ニューロンの近位樹状突起直径の拡大および遠位樹状突起の新生を誘導し、樹状突起の

拡張とその体積を増大させることが明らかとなった。また、樹状突起の特徴を表す種々の要素は、軸索切断前後とも

に幹樹状突起の直径と正の相関を示し、その関係に有意差がみられないことも判明した。

以上より、神経損傷に対する運動ニューロンの耐性のメカニズムを解明する上で極めて重要な示唆を与えたもので

あり、博士(歯学)の学位を得る資格があるものと認める。
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