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論文内容の要旨

脳の発生過程において神経細胞は過剰に生産され、適切なシナプス結合を作り、目的に適った入出力をなし得たも

のだけが生存する「選択」の過程を経る。この過程は「活動依存的生存」とも呼ばれ、今日の神経生物学おける重要

な探求課題の一つで、ある。この発生初期の選択の機構に関して議論されている 2 つの仮説、すなわちシナプス前細胞

からの入力が重要だとするものとシナプス後細胞からの影響が重要とするものについて、いまだ決着していない。

今回私は、シナプス前細胞からの入力が後細胞の生存に果たす役割を検討する目的で、小脳頼粒細胞 (CGN) を用

いて解析を進めた。この細胞は培地中の KCl 濃度を上げるなどして、細胞を脱分極させて初めて生存することから、

神経細胞の活動依存的生存の解析モデ、ル系として、最も頻繁に利用されている細胞である。ここで添加した KCl は、

シナプス活動を模擬するものと想定されているが、本当にシナプス活動を模擬しているかは疑わしい。 CGN がシナ

プス入力によって生存を保証されるかどうかは、別の実験によって検証されなければならないが、その解析はこれま

でなされてこなかった。

そこで CGN へのシナプス入力が CGN の生存に必要かっ十分で、あるかどうかを調べるため、まず生体内の CGN に

主要な興奮性入力を与えている橋の組織片を CGN と共培養する系を確立した。その結果、この共培養系で、 CGN の

生存率は KCl を添加せずとも有意に上昇することが確かめられた。この生存上昇は橋由来の突起との接触、神経活動、

グルタミン酸受容体の機能を必要としたことから、シナプス伝達を介していることわかった。一方、橋細胞と同様の

グルタミン酸作動性の神経細胞で、あっても、海馬や大脳皮質の組織との共存培養では CGN の生存上昇は見られなか

った。また、 CGN の細胞内カルシウムの測定や蛍光色素 FMl-43 の放出を指標としたシナプス活動活性の測定によ

り、 CGN の生存が保証されるのは、機能的なシナプス活動が成立している場合に限られることも解った。これらの

結果は CGN の系において、シナプス前細胞からの入力が後細胞の生存を規定していることを示している。

一方、その CGN は小脳内で、プルキンエ細胞 (PC) に対してシナプス結合を作る。もし神経細胞の生死を規定す

るのがシナプス前細胞であるならば、橋からの入力によって生存を支持された CGN が、 PC の生存も支持すると期待

される。そこで、 CGN と PC とを含む小脳の切片を、橋と共存させる培養を行ってこの予想を検討した。従来 PC の

生存には特定の栄養因子 (PDF ; Purkinje Differentiation Factors) の培地への添加が不可欠とされていたが、この

培養を行うと、 PDF 非存在下でも PC の生存が支持されたばかりか、 PC の樹状突起の形態や、小脳全体の層構造ま



でもよく保存された。これらの結果も、シナプス前細胞である CGN の入力がシナプス後細胞である PC の生存を支

持することを示している。前半の結果とあわせて考えると、シナプス前細胞入力による後細胞の生存維持という図式

が一般に成立することが強く示唆される。また、この分野の研究に、 KCl の添加あるいは PDF の投与などの人工的

な系を用いずとも、より生体条件に近い解析系が比較的容易に得られ、またそれが有効であることも示された。

論文審査の結果の要旨

森田大樹君は、神経細胞の選択現象(発生初期に過剰に生産され、その一部が残る形で神経系が出来上がること)

の機構研究のモデ、ルとして頻用される培養ラット小脳頼粒細胞 (CGN) の系で、従来の KCl 添加に代わり、 CGN へ

の入力源細胞である橋核細胞を含む組織片の並置によって長期生存が図れることを新たに発見した。この生存は、並

置する組織に特異性があり、橋と CGN との聞のシナプス活動に依存していた。また、 CGN の生存が向上するのと平

行して CGN の下流にあたるプルキンエ細胞の生存が向上することも見出した。これらの成果は、シナプス前細胞か

らの影響下にシナプス後細胞の生存が保証されることを示唆し、従来の通説に修正を迫るものである。本論文は、神

経系の発生研究に新たな視点を提供し、理学博士の学位論文として価値のあるものと認める。
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