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論文内容の要旨

【目的】

一酸化窒素 (NO) はー酸化窒素合成酵素 (NOS) により、アルギニンから合成され、可溶性グアニル酸シクラー

ゼを強力に活性化し、目標細胞におけるサイクリック GMP のレベルを上げることで神経情報伝達をになう新しい物

質として注目されている。免疫組織学的検討で、 NOS 陽性細胞は中枢神経内に広く分布することが報告されたo

NO の胎生期における役割は不明であるが、シナプスの可塑性や神経細胞死を通じて神経細胞結合の生成に関与して

いることが示唆されている。我々は幼若期脳における NO のニューロン形成やシナプス形成における役割を解明す

る目的で、ニューロン形成の初期である胎生15日と、シナプス形成の活発な時期である胎生19日の胎仔を用い、免疫

組織化学による発生学的検討を行った。

【方法】

胎生15 日および19 日の SD ラット胎仔を用いた。胎生15 日の胎仔脳を0.5% グルタルアルテヒド、 4%パラフォル

ムアルデヒドおよび0.25% ピクリン酸を含む0.1% リン酸緩衝液 (pH7.4)に浸漬固定した。胎生19日脳は同液で濯流

固定した。いずれの脳も、グルタルアルデヒドを除く周波で 2 日間後固定後、 15% ショ糖溶液に浸潰した。これらの

脳は、ゼラチンに包埋した後、ビプラトームで50μmの厚さの切片を作製し、以後の免疫染色に用いた。 0.3%過酸

化水素水で切片を処理して内因性のペルオキシダーゼ活性を不活化した後に、抗 NOS 抗体( 1 万倍)と 4
0

Cで 7 日

間反応させた。ビオチン標識抗ウサギ IgG 抗休 (1000倍)と室温で 1 時間反応させ、次にアビジン・ビオチン複合

休 (3000倍、 ABC Kit. Vector Laboratories) と 1 時間反応させた後、 DAB 変法で NOS の検出を行い、光顕的に

観察し、陽性構造の分布を検討した。神経細胞の大きさは15μm以下を小型、 16-20μmを中型、 21μm以上を大型

に分類した。

【成績】

(胎生15日脳)視床下部と橋の 2 カ所に多数の NOS 陽性神経細胞の集団を認めた。第三脳室近傍の視床下部に小型

の濃染する陽性細胞が密集して存在し、この細胞群の腹側および腹外側にも少数の陽性神経細胞が散在していた。中

脳水道の腹側には突起をほとんど持たない小型の球形細胞からなる橋核の 2 つの細胞集団が認められた。

(胎生19 日脳) NOS 陽性神経細胞は著しく増加し、前脳から延髄にいたるまで、広く散在する多数の NOS 陽性神

経細胞集団が観察された。
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大脳皮質では皮質板下層に短い突起を持つ単極の神経細胞が少数認められるのみであった。梨状葉皮質には単極性

の小型の神経細胞を多数認めた。海馬には陽性細胞を認めなかった。線条体の腹外側 2/3 に非常に発達した突起を

持った中型の濃染する神経細胞が存在した。淡蒼球腹側部・無名質にも小型の単極性神経細胞が多数見られた。扇桃

体には突起を持った小型の神経細胞を認めた。

視床下部では視床下部室傍核に中型から大型の濃密な神経細胞の集団が見られた。視床下部背内側核および視床下

部外側野にも陽性細胞が見られたが、視索上核には認められなかった。視床では視床室傍核・束傍核に多数の濃染す

る神経細胞が見られ、少数の陽性細胞が外側膝状体核・視床下核に存在し、視床下核の小型神経細胞は内側へ向けて

短い突起を伸ばしていた。

脳幹で最も顕著な陽性神経細胞群は脚橋被蓋核および背外側被蓋核に認められた。脚橋被蓋核には小型の濃染する

神経細胞が密集して見られ、背内側方向への広がりを見せた。橋の背側部では中型で発達した突起を持つ濃染する神

経細胞が背外側被蓋核を形成していた。上丘・下丘の深層にも少数の神経細胞の分布が見られた。

延髄では NOS 陽性の細胞体や突起を持つ構造が舌下神経前置核・前庭神経脊髄核・孤束核・腹側巨大細胞性網様

体核・外側傍巨大細胞核などに豊富に見られた。

【総括】

胎生期の NOS 陽性神経細胞は、胎生15 日ラット胎仔の脳に既に発現し、それらは視床下部や橋を中心に認められ

た。一方胎生19日においては、 NOS 陽性細胞はその大きさや突起の発達も増し、線条体・視床下部・視床・橋・延

髄に広く分布していた。

今回の研究において我々は、成熟ラットの研究で NOS 陽性神経細胞の存在が示されている脳内の多くの構造に、

胎生19 日で既に多数の NOS 陽性神経細胞が認められ、その多くは発達した神経突起を伸ばしていることを、初めて

明らかにした。胎生期の神経接合の生成に関与することが示唆されている NOS 陽性神経細胞が、シナプス形成の活

発な胎生19日に、脳内の広範な領域に発現していることが示されたことは、その発達した神経突起を通して、この時

期のシナプス形成に NO が重要な役割を果たしている可能性が示唆された。

論文審査の結果の要旨

本研究は胎生15 日と、胎生19 日のラット胎仔脳について、 nNOS 抗体を用いた免疫組織化学により NOS 陽性神経

細胞の分布を検討したものである。

免疫染色の結果、胎生15 日で小型の NOS 陽性神経細胞が視床下部と橋を中心に既に発現している事が明らかにさ

れた。胎生19 日では線条体・橋・延髄の NOS 陽性神経細胞群には発達した神経突起が認められた。視床や視床下部

には大型の NOS 陽性神経細胞の濃密な集団を認めた。

胎生期に見られる NOS 陽性神経細胞の分布は、成熟動物との比較から、 1 )成熟動物と同様の分布を示す領域

(線条体・橋)、 2 )成熟動物で見られるが胎生19日で認められない領域(小脳・海馬・大脳皮質)、 3 )胎生19 日で

は神経細胞を認めるが成熟動物では減少する領域(視床束傍核・視床下部室傍核)や認められない領域(大脳皮質皮

質板下層)に分類された。特に視床束傍核や視床下部室傍核には濃密な神経細胞の集団を認め、胎生期の分布の特徴

であることが明らかにされた。

本研究は胎生期に一過性に存在する NOS 陽性神経細胞の存在を示し、その分布の特徴を明らかにした。よって

NO の神経細胞結合の生成への関与を解明する上で、本論文の意義は大きく、学位を授与されるに値する研究である。
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