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喚覚路 に おける神 経 栄養 因子受 容体発現の 発達加齢

お よび喚糸切断に ともなう変化

-

t rk グ ル
ー プ に よ る高親和性結合を利用 した免疫阻織化学的研究

-

金沢大学医学部耳鼻咽喉科学講座 (主 任 : 古川 伎教授)

堀 川 勲

喚覚伝導路 に おけ る神経栄養因子 を 特定す る目的で ,
神経 栄養因子受容体発現の 発達加齢お よ び喚神経切断 に ともな う

変化 を み る た 軌 高親和性受容体 であ る タ イ
P シ ソ プ ロ テ ィ ソ カ イ ネ

ー ス の t r k グ ル
ー プに 対す る抗休3 種類 を 用 い て免疫組

織化学的に 検索 した . 本研究 でほ マ ウ ス の 嗅上 皮 と喚球 を観察対象 に し, 胎生 ,
新 生児, 成熱 お よび 老年期に お よ ぶ各発達段

階で の 変化を調 べ , さらに 成熟 マ ウ ス に お い て嗅神経切断後の 変化も経時的 に 調
べ た ･ そ の 結果 ,

tr k グ ル
ー プ に 対する 抗体 3

種類 (tr k , tr k B , t rk C) の うち , 胎生14 日か ら老年期 ま で の 全期間を通 じて発現 を認 め た の ほ , 神経 成長因子 ( n e r v e g r o w th

f a c t o r
,
N G F) 高親和性受容体に 相当す る tr k で あ っ た ･ 胎生期 と 出生直後 で は 嘆細胞 の 細胞体 とそ の 軸索 とに tr k の 発現が 見

られ ,
成熟す る に つ れて 細胞体で の 発現 は低下 し , 軸索だ 桝 こみ られ る よ うに な っ た ･ 老年期 に は tr k の 発現ほ 減少 した ･ 嗅

糸切断例で は 切断後 7 日 目か ら14 日 目 に 喚細胞 に tr k の 発現
の 増加 が認 め られ た ･ さ ら に コ ル ヒ チ ン 処理を 施 した正 常成熟 マ

ウス で は , 嗅細胞の 紳胞体や喚球 の 傍糸球体細胞 に tr k の 蓄積が 認め られ た ･ 以上 の 結果か ら , N G F 高親和性受容体ほ喚細胞

と傍糸球体細胞で産生 され, 喚覚伝導路の 発乱 成熟 生存維持 と神経障害時
の 伝導路 の 再建等 に 関与 して い る と考 え られ

る .
した が っ て喚覚伝導路 に お ける神経栄養因子 と して は ,

N G F が 最も重要な役割を演 じて い る と 推察さ れた ･

K e y w o r d s N G F f a m ily , t r k g r o u p , i m m
u n o his t o c h e m ist o r y ･ Olf a c t o r y b ulb ･ 01f a ct o r y

e pit h eliu m

神 経 成長田子 ( n e r v e g r o w th f a c t o r , N G F) は 1 9 5 4 年 ,

c ｡ h e n ら に よ っ て 発見 され
"

, 交 感神経節細胞や後根神経節細

胞 の 分化 , 発 乱 生存維持に 重要 な役割を果た して い る こ と が

明 らか に な っ た
Z}a}

. さらに ,
こ の N G F ほ脳 内の 嗅軌 海馬, 新

皮質に も存在 し
川 前脳基底部の コ リ ソ 作動性 ニ ュ

ー

ロ ン 群で

ある対角帯 (水平乱 垂直部) , 中隔野,
マ イ ネ ル ト基 底核 の 生

存維持 に 必須で ある こ とが 明 らか に な っ た ･ と こ ろ で 咲球に は

N G F 蛋白 の み な らず m R N A も豊富 に存在す る こ と が 判明 し

て お り
仰 ト 9)

, 喚球 に おけ る N G F 蛋白の 存在意義 と して , 前脳

基底部の 対角帯水平部の コ リ ソ 作動性
ニ

ュ

ー ロ ン の 生存 に 関与

して い るもの と 考 え られ て い る
1 0)

. しか し著者は 予備実験 と し

て ラ ッ トで 嘆球除去 を行 い ,
対角 帯水平部 の コ リ ソ 作 動性

ニ ュ
ー

ロ ン に ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ
ー ゼ染色を 行 っ て 詳細に

検討 した結果 ,
1 ヶ 月後 に お い て も同部の コ リ ソ 作動性 ニ ュ

ー

ロ ン の 減少 を認 め なか っ た (未発表) .
こ れに 対 して海馬 へ 投射

線維 を送 っ て い る対角帯垂直部 の コ リ ソ 作動性
ニ

ュ
ー ロ ン は l

そ の 伝導路で ある脳弓の 破壊に よ っ て 90 % の
ニ
ュ

ー

ロ ン が細

胞死を起 こす こ と は よく知 られ て い る . そ こ で 嗅球で 合成 され

る N G F は こ れま で 推定 され て い る対角帯水平部 の
コ リ ン 作動

性 ニ ュ ー ロ ン の 生存 に 関与す る の で は なく , 喚細胞 の 生存 に 関

与す る の で は な い か との 想定 の も と に , 喚細胞 が神経成長因子

平成 6 年1 2月1 6 日受付 ,
平成 7 年 2 月1 6 日受理

A b b r e vi atio n s : B D N F , b r a in
- d e ri v ed n e u r ot r o p hic

N G F
,
n e r V e g r O W t h f a c t or ; N G F R , n e r V e g r O

W t h

受容体( n e r v e g r o w th f a c t o r r e c e p t o r , N G F R) を発現 して い る

か どうか を 調べ る た め に 本研究 を計画 した ･

喚細胞ほ 日常的に 変性 と再生(新性) を繰 り返 し, 障害 に よ り

変性 に 陥 っ た 後も再生す ると い う特徴 を持 つ 神経細胞である
こ

と か ら ,
N G F と何 らか の 関係を 持 つ 可能性 が ある と考え られ ,

喚細胞に お ける N G F R の 発現 に 関す る研究 が行わ れ
て きた ･

これ ま で 行わ れ て きた喚党系 に おけ る N G F R の 研究 ほ t 低親

和性 N G F R に 対する抗体を 用 い た免疫組織化学法に よ る も
の

や , 低親和性 N G F R の m R N A を 用い た分子 生物学的手法
に よ

るも の が ほ と ん ど で あ っ た . し か し , 低 親 和性 N G F R は

N G F 以外 の 栄養因子 , す な わ ち 脳由来神経栄養因子 (b r ai nA

d e ri v e d n e u r o t r o p hi c f a c t o r , B D N F ) や ニ
ュ

ー ロ ト ロ ピ ンー3

( n e u r o tr o p hi n-3 , N T-3) に 対す る受容体と して 共通 の も の
で あ

る こ とが R o d ri g u e z
- T 6 b a r ら

=)1 2 )
お よび H e m p s t e a d ら

13)
に より

判明 し, 低親和性 N G F R の 発現の み で は どの 栄養因子が関与

して い る の か 決定 で き なか っ た .

最近 , 高親 和性 N G F R の
一 部 を コ ー ド して い る遺 伝子 が ,

1 9 8 6 年 に M a r ti n - Z a n c a らに よ っ て報告 され た 結腸癌由来
の オ

ン コ ジ ー ン で ある 打点 の カ ル ポ キ シ ル 基末端側半分の チ
ロ シ ソ

キ ナ ー ゼ ドメ イ ン を 含む領域 に 対応す る プ ロ ト オ ン コ ジ
ー ン で

ある こ と が判 明 した
14 ト 18)

･ さ らに こ の け烏 プ ロ ト オ ン
コ ジ

ー

ン

f a c t o r ; E P L , e X t e r n al p le xif o r m l a y e r ; G L , g
lo m e r uli;

f a ct o r r e c e p t o r ; N T
- 3 , n e u r O t r O p hin

- 3 ; O E , ■olf a c t o ry

e pit h eli u m ; O N L , 01f a ct o r y n e r v e l
a y e r ; P B S , P h o s p h at e

- b u ff e r e d s ali n e ; P F A ･ p ar af o r m al d e h y d e
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喚覚路に おけ る N G F フ ァ ミ リ ー

高親和性受容体の 分布

に 極め て相同性の 高い け烏B , 汁烏C 遺伝子が 発見 され ,
打点( A)

遺伝子産物( p1 40
L ' u

) は N G F と
,
t rk B 遺伝子産物(p1 45

け AB

) は

B D N F と ,
t rk C 遺伝 子産物( p1 45

L ,k C

) は N T -3 と結合す る こ と

が判明 した
18 ト 21 )

. 現 在は従来か ら知 られ て い た 低親和性 N G F R

(p 7 5) と p 1 4 0
t
,
A ^

が結合 して 高親和性 N G F R を 形成 し, p 7 5 と

p1 4 5
け撼

が 結 合 し て 高 親 和性脳 由来神経 栄養 田子受 容体

(b r ai n
-d e ri v e d n e u r o tr o p h ic f a c t o r r e c e pt o r , B D N F R) が形成 さ

れ ると考 え られ て い る
8)13)

. 最近 こ の け烏( A) , f r鳥B , 打点C 遺伝子

産物に 対す る抗体が開発 された . そ こ で今 回著者は ,
こ れ らの

抗体を用 い て 神経栄養因子の 高親和性受容体 が マ ウ ス 喚覚伝導

路の 発達 , 成熟 , 老化に お い て 経時的に どの ように 発現す るか

を免疫阻織学的手法に よ り観察 ▲ 検討 した . さ らに 嗅球 が喚上

皮 へ の 栄養国子供給源で あると の 仮定 に 基づ き嗅糸切断後 の 喚

細胞の 再生過程匿 お ける受容体の 発現に つ い ても検討 した .

材料および方法

Ⅰ . 喚覚伝導路の発達 , 成熟 , 老化過程観察の た め の標本作

製

･ 実験材料は dd y
- コ ン ベ ン シ ョ ナ ル マ ウ ス (静 岡県実験動物農

業協同観合, 浜松) を 使用 した . な お 胎齢 は雌膣液に お ける 精

子発見日 を胎生 0 日と して , 生後日 齢ほ 出生日 を生後 0 日 と し

て 算定 した . 成熟 マ ウ ス は生後約10週 の 雄を用 い , 老化 マ ウ ス

は生後 2 年以上 経過 した 堆を用 い た .

標本採取の ため に 胎生14
,
1 6

,
1 8 日

,
生後 1 , 1 0 日 お よ び成

熟, 老化 マ ウ ス を各 3 匹 用 い た . な お ∴准流液に ほ 0 .0 1 M リ ソ

酸緩衝液(0 .01 M p h o s p h a t e -b uff e r e d s ali n e , P B S) , 固定液に ほ

4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド(4 % p a r af o r m ald e h y d e , P F A ) を使

用 した .

胎生1 4
,
1 6

,
1 8 日の 標 本採取ほ ,

そ れ ぞれ の 日数で の 妊娠 マ

ウス の 母 体に べ ソ トパ ル ビタ ー ル ( ネ ン ブ タ ー ル
R

一 ダイ ナ ポ ッ

ト
, 大阪) を腹腔内投与 し, 麻酔下 に 開胸 し経心的 に 湾流固定

後, 子宮内か ら胎児を取 り出 し頭部を摘出 して行 っ た .

生後 1 日 の 標 本採取 ほ 1 氷 塊上 で 低温麻酔後 一 閃 胸 し ,

4 % P F A 5 m l に て 港流固定後, 頭部を 摘出 して 行 っ た .

生後1 0 日 , お よ び成熟 , 老化 マ ウ ス の 標本採取 は ▲ ベ ン トパ

ル ビタ ー ル 腹腔 内投与に よ る麻酔後 , 開胸 し ト 経心 的に 濯流固

定後 , 鼻中隔面の 嘆粘膜と喚球 を摘出 して 行 っ た .

そ の 後 ,
4 % P F A に て 4 ～ 8 時間の 後固定を施行 し , 次い で

25 % シ ョ 糖加 リ ン 酸 緩 衝 食塩 水 に て 1 晩 浸透後 , 標本 を

O C T コ ン パ ウ ン ド(Ti s s u e- T e k , Elk h a rt , U . S . A ) に 包哩 し
,

-

20 度 で 凍結 した後 ,
ク ライ オ ス タ ッ トで 1 恥 m の 連続切片を

作製 した .

2 0 7

Ⅱ . コ ル ヒチ ン処理モデ ル の作製

コ ル ヒ チ ン が ラ ッ トの 交感神経 に お ける ア ミ ノ酸貯留顆粒の

軸索輸送 を遮断する こ と を D ah ls tr 6 m が 証明 して い る
22)

. ま た

Pi o r o ら は コ ル ヒ チ ン が成熟 ラ ッ † の 小脳 に お ける プ ル キ ン エ

繊 維の N G F R 免疫反応を増強 した こ と か ら , 中枢神経系に お

い て も軸索 の物質輸送を遮断する こ とを報告 して い る
23)

. そ こ

で 今回 , 高親和性受容体の 産生部位 を同定す るた 捌 こ , コ ル ヒ

チ ン を成熟 マ ウ ス に 投与 した .
コ ル ヒ チ ン 1 m g/ k g を 成熟雄 マ

ウ ス の 腹腔内に 注射 し, 2 4 時間後 に 前述と同様 の 方法で喚上皮

と喚球の 凍結切片を作製 した .

Ⅲ . 嗅糸切断マ ウ ス の作製

ベ ン ト パ ル ビタ ー ル 1 0 0 m g/ k g を成熟堆 マ ウ ス の 腹腔内に

注射 した後 , 補助麻酔と して 頭皮下 に 1 % 塩酸 リ ドカ イ ン ( キ

シ ロ カ イ ゾ) を約 0 .2 m l 注射 した . 頭部 に 正 中皮膚切開を 入

れ , 顕微鏡下に マ イ ク ロ ドリ ル を用 い て 前頭骨 の 最前方で関頭

し
, 両 側喚球の 上面全体を露出さ せ

,
そ の 前方 , 側方 , 下方に

沿 っ て 耳手術用の ピ ン を用 い て , 飾板か ら頭蓋内に 入 る喚糸を

切断 した . 切断後は皮膚を綿糸に て縫合 し術創 を閉鎖 L た . 嗅

糸切断後 1 , 3 , 7 , 1 4 , 2 1
,
28 日 冒に そ れ ぞれ 喚上 皮 と喚球

を採取 し, 前述の ご とく凍結切片を作製 した .

Ⅳ . 免疫組織化学的検討

免疫染色 は ア ピ ジ ン ー ビ オ チ ソ ー 複 合 体 (a v id i n bi o ti n

p e r o x id a s e c o m pl e x , A B C) 法に て ス ラ イ ドガ ラ ス 上 で行 っ た .

凍結切片 を 0 .3 % ト ラ イ ト ン Ⅹ 加 リ ン 酸緩衝食塩水 (P B S

wi t h O .3 % T rit o n - X l OO
,
0 .3 % P B S T) に 1 ～ 2 日 間 つ けた 後 ,

0 .3 % 過酸化水素水加メ タ ノ ー ル に て 10 分間内因子 ペ ル オ キ シ

ダ ー ゼ 活性 を阻止 した . 続 い て非 特異的反応 を阻止す る た め

2 % 正 常 ヤ ギ 血清 を30 分間反応させ た 後
,
1 次抗体を48 時 間反

応 させ た . 1 次抗体 に は 抗 tr k ( 76 3) 抗体 , 抗 tr k B (79 4) 抗

体 , 抗 tr k C (7 9 8) 抗 体 (S a n t a C r u z Bi ot e c h n olo g y , I n c . ,

C alif o r n i a , U S A ) を50 倍に 希釈 して 使用 した . 2 次抗体と して

ビ オ チ ン 化 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ Ig G 抗 体 (2 0 0 倍 希 釈 ,
T A G O

I M M U N O C H E M I C A L S
,
I n c .

,
C a m a rill o

,
C A

,
U S A ) を使用 し,

4 5 分間反応させ た 後, 3 , 3
,

ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン 四塩酸塩溶

液 (3 ,3- di a mi n o b e n zidi n e , D A B) に て 7 ～ 1 5 分間発色反応 を行 っ

た .

成 績

Ⅰ . 正 常発達過程にお け る観察

抗 tr k (7 6 3) , 抗 tr k B (7 9 4) , 抗 t r k C (7 9 8) 抗体 を用 い て免疫

染色を行 っ た結果 , 全期間を通 じて 強い 染色が 認め られ たの ほ

抗 tr k (76 3) 抗体 であ っ た . 抗 tr k B (7 94) と抗 tr k C (7 9 8) 抗体

T a bl e l . S u m m a r y of t h e tr k e x p r e s sio n i n d e v elo p l n g m O u S e Olf a c t o r y t r a c t

E x p r e s sio n of tr k i n

R e gi o n O bj e ct s E 1 4 E 1 6 E 1 8 P I P l O A d ult C oI c hi ci n e

tr e at e d

O lf a ct o r y e pith eli u m O lf a c t o r y c ell s

L a mi n a p r o p r l a A x o n al b u n dle s
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ほ 特定の 時期 , 特定 の 濁位に ごくわ ずか に 染色され る に す ぎな

か っ た .

1 . t r k の 発現様式 (表1 )

1 ) 嗅上皮

tr k の 発現 は胎生14 日か ら生後10 日 ま で は 喚細胞 の 細胞体 と

嗅細胞の 軸索か ら な る粘膜固有層 の 喚神経線維束 に 認 め られ

た . 最も強く tr k の 発現を認 めた の は , 胎生16 日 で あ っ た ( 図

1 A) . 生後 1 日 で は鼻腔側 の 喚細胞 か ら t rk の 発現が 消失 し ,

基底膜側に 発現が偏 っ て い た (図1 B) . 生後10 日以降 t 喚細胞 の

細胞体で の t rk の 発現は 徐々 に減少 して い っ た . 成熟 喚上 皮で

は
, 染色 され る喚細胞数 が胎生後期や出生初期 に 比 べ 減少 し-

(図 1 C) t 老年 喚上 皮 で は成熟期よ り染色 され る喚細胞数は さら

に 減少 し , ま ば らに 認め られ るの み だ っ た(図1 D) . 重要な 所見

と して 粘膜固有層 で ほ 嘆神経線維束が全期間を通 じて 常に 強い

発 現を 示 した .

2 ) 喚球

tr k の 発現は胎生18 日か ら老年期ま で認め られ た . 喚 神経線

維層 と糸球体層 に 染色を認め た . 嗅神経線維層は全期間を通 じ

て
, 常に t r k の 発現を 示 した . 糸球 体層 は胎生18 日 で ほ ま だ 明

確 な 円形の 糸球体 は認められ な い が , 喚神経線維層と外叢状層

と の 間に わず か に 識 別でき る薄い 層状の 糸球体層 が存在 し, そ

の 部位に 一 致 して tr k が 発現 して い た (図 2 A) . 生後1 日 以降

は 糸球体層は厚 くな り , 明瞭に 識別 , 染色 され た (図 2B ) . 成熟

期は生後10 日 と同様で ある が
, 喚神経線維層 と , 大型 で 円形を

呈 する糸球体に 一 致 して tr k の 発現 が認め られ た( 図2 C) . 老年

期で は成熟期 に 比 べ ると 免疫染色性 は低下 して い た ( 図 2D) .

trk の 発現を 要約す る と胎生期か ら 出生直後に お い て は 喚細

胞の 細胞体 と l 嗅細胞の 軸索成分か らな る領域 (粘膜圃有層 の

嗅神経線維束 , 嗅球の 嗅神経線維層 お よ び糸球体層) の 両 者に

強く認め られ る の に 対 して , 成 熟期や 老年期 に お い て ほ細胞体

で は減弱 し, 喚細胞の 軸東成分 を含む領域 に 強 い 発現 を認め

た .

2 . tr k B の 発 現様式

1 ) 喚上 皮

全期間を通 じて 喚上 皮 と粘膜国有層 の 嗅神経線維束い ずれに

も tr k B の 発現 は認め られ な か っ た ( 図3 ) .

2 ) 嗅球

喚上 皮と 同様 に t r k B の 出現は 認め られ なか っ た .

3 . t rk C の 発現様式

1 ) 嗅上 皮

全期間を通 じて 嘆上 皮 と粘膜固有層の 嗅神経線維束 い ずれ に

も tr k C の 染色 は認め られ な か っ た ( 図 4 A) .

2 ) 喚球

胎生18 日か ら生後 3 日 に か けて 糸球体層 , 外叢状層 , 僧帽細

Fi g . 1 . P h o t o m i c r o g r a p h s of c o r o n al f r o z e n s e c ti o n s th r o u gh olf a c t or y e pith eli a , i m m u n o his t o c h e m ic a lly s t ai n e d f o r a n ti
-tr k

a n tib o d y i n E1 6 (A) , P l (B) , a d u lt (C) , a n d a g e d (D ) mi c e ･ O lf a c to r y e pith eli u m of E 1 6 m o u s e c o n t ai n s a l o t of olf a c t o ry

r e c e p t o r c ell s wi t h tr k i m m u n o r e a c ti vity (A ) . A r r o w s i n di c a t e a x o n al b u n dl e s ( A x) wi th tr k i m m u n o r e a c ti vi ty . N o t e th e

diff e r e n c e i n s t ai ni n g of i m m u n o r e a c ti v e olf a c t o r y r e c e p t o r c ells f r o m E 1 6 ( A ) t o a g e d ( D ) m o u s e . O E , Olf a c t o r y e pith eli u r n ･

B a r i n ( A ) i n d i c a t e s 5 0 p m f o r (A ) ～ (D) .
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F i g ･ 2 ･ P h o t o mi c r o g r a p h s of c o r o n al s e c ti o n s th r o u gh 01f a c t o r y b ulb s , i m m u n o hi s to c h e m i c a.
11y s t ai n e d f o r a n ti

- trk a n tib o d y i n E 1 8

( A ), P l O (B ) , a d ult (C ), a n d a g e d (D ) mi c e ･ N o t e th a t tr k i m m u n o r e a c ti vi ty of o lf a c t o r y n e r v e l ay e r a n d gl o m e r uli f r o m E 1 8 ( A)
t o a g e d m o u s e (D ) ･ O N L , Olf a c t o r y n e r v e l a y e r ; G L , gl o m e r uli ; E P L , e X t e r n al pt e xif o r m l a y e r . B a r i n ( A ) i n di c a t e s l O O Fl m f o r

( A) ～ (D ).

F ig ･ 3 ･ 0 1f a c t o r y e pith eli u m of a d ult m o u s e w ith tr k B

i m m u n o r e a c ti vi ty . N ot e th a t t rk B i m m u n o r e a c ti vity i n

Olf a c t o r y e pith e li u m w a s a b s e n t . A r r o w i n di c a t e s a x o n al

b u n dl e s wi th n o tr k B i m m u n o r e a c ti v it y . O E , 01f a c to r y

e pith eli u m . B a r i n d i c at e s 5 0 FL m .

胸層に 弱く染色を認めた 以外 は tr k C の 発現は認め られ な か っ

た (図 4B) . 嘆球最外層 の 嗅神経線椎層ほ い ずれ の 時期 に お い

ても陰性であ っ た .

Ⅰ . コ ル ヒ チ ン処理 マ ウ ス にお け る観察

1 . t r k

l ) 喚上皮

前述 した よ うに
,
成熟無処 置 マ ウ ス で は 喚細胞の 細胞体は 弱

い 染色性を示 すの み で あ っ たが
,
コ ル ヒ チ ン 処理 に よ っ て 喚細

胞の 細胞体 が明 瞭に 染色され るよ うに な っ た . また
, 粘膜固有

層の 嗅神経線維束の 染色性も増強 した ( 図 5 A) .

2 ) 喚球

成熟無処置 マ ウ ス と同様 に喚神経線維層と糸球体に tr k の 発

現が 認め られ た . 興味深い こ と に コ ル ヒ チ ン 処理 に よ っ て 新た

に 傍糸球体細胞が染色 され た (図 5B) .

2 . t r k B

l ) 喚上皮

成熟無処置 マ ウ ス で は 染色 されなか っ た 嘆神経線維束が コ ル

ヒ チ ン 処理 後 , 新た に 染色され た .

2 ) 喚球

成熟無処置 マ ウ ス では染色 され なか っ た 嗅神経線維層に新た

に tr k B の 発現を 認め た .

3 . t rk C

嗅上皮 , 嗅球共に ,
コ ル ヒ チ ン 処理後に trk C の 発現が 増強
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した 所見は認め られ な か っ た .

Ⅲ . 喚糸切断実験に お け る観察

1 . tr k (表 2)

1 ) 嗅上 皮

嗅糸切断後 3 日 目 に ほ 多く の 喚細胞が消失 し喚細胸層が 4 ,

5 層 に減少 した が ,
7 日 目か ら徐 々 に 回復 し始 め , 2 8 日 目に は

非切断群 と変わ らな い約 7 層 まで 嗅細胞層 が回復 した . t r k の

Fi g ･ 4 ･ P h o t o m i c r o g r a p h s of c o r o n a.1 s e c ti o n s th r o u g h
Olf a c t o r y e pith eli u m i n a d ult ( A ) a n d olf a c t o r y b ulb i n P 3

m o u s e ( B) , i m m u n o h is t c h e mi c ally s t ai n e d f o r a n tトt r k C

a n tib o d y ･ N o t e th a t tr k C i m m u n o r e a cti vi ty i n olf a c t o r y
e pith eli u m ( O E ) 0王 a d ult m o u s e w a s a b s e n t , b u t th a t tr k C

i m m u n o r e a c ti v iti e s i n gl o m e r uli , e X t e r n al pl e xif o r m l a y e r ,

a n d m itr al c e11 1 a y e r of E 1 8 (↑) w e r e p r e s e n t . A r r o w i n

( A ) i n di c a t e s a x o n al b u n dl e s wi th n o t rk C i m m u n o r e a c ti v -

ity ･ O N L , 01f a c t o r y n e r v e la y e r . B a r i n ( A ) i n di c a t e s 5 0

FL m a n d i n (B ) i n di c a t e s l O O p m .

発現 は喚糸切断後 7 ～ 1 4 日 目 に か けて 著明 に 増加 し , 喚細胞層

が全層に わ た っ て 染色 され た (図 6 A , B ) . こ と に 再生嗅細胞の

細胞体 に tr k の 発現 が強く認め られた . 細胞体の 掛 ､ 発現 に 対

応 して粘膜固有層の 嗅神経線椎束も trk の 発現 が 増強 して い

た . そ の 後28 日 目 に か けて染色され る嗅細胞数は減少 し, 正 常

喚上 皮 とほ ぼ同程度に な っ た ( 図 6C) .

2 ) 喚球

Fi g ･ 5 ･ P h o t o r ni c r o g r a p h s of c o r o n al s e c ti o n s th r o u g h

Olf a c t o r y e pit h eli u m ( A ) a n d b ulb ( B) , i m m u n o h is t c h e m ic a-
11y s t ai n e d f o r a n ti-t r k a n tib o d y i n c o Ic h i ci n e- tr e a te d a d ult
m o u s e ･ N o t e th e in c r e a s e d t r k i m m u n o r e a cti vi t y i n

Olf a c t o r y r e c e p t o r c ell s a n d a x o n al b u n d l e s ( A r r o w

i n di c a t e s) , a n d th e n e w t rk i m m u n o r e a c ti vity i n p e rigl o m e-
r u l a r c e lls (A r r o w h e a d s i n d i c a t e) . O E , 01f a c t o r y e pith eli u

-

m ; O N L , Olf a c t o r y n e r v e l a y e r ; G L , G l o m e r u l u s . B a r i n

( A ) i n d i c a t e s 5 0 p m a n d i n ( B) i n di c a t e s l O O FL m .

T a b l e 2 ･ S u m m a r y of th e tr k e x p r e s si o n a ft e r olf a c to ry n e r v e tr a n s e c ti o n

D a y af t e r olf a c t o r y n e r v e tr a n s e c ti o rl

R e gi o n O bj e c ts 1 3 7 1 4 21 2 8

0 )f a c t o r y e pith eli u m
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O lf a c t o r y b ulb

0 1f a c t o r y c elIs
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嗅糸切断後14 日 目ま で 喚神経線維層は欠損 した ま まで , そ の

間糸球体 はほ とん ど染色 され な か っ た . 21 日 目 に は 薄い 再生 し

た喚神経線維束が認め られ る ように な り , こ の 層 と糸球体に 強

い tr k の 発現 を認め た . 傍 糸球体細胞も所 々 染色 され た ( 図

7 A) . 2 8 日 冒に ほ さ ら に 嘆神経線維層 が厚く な っ た が , 2 1 日 目

Fig ･ 6 ･ 01f a c t o r y e pith eli a of 7 ( A ) , 1 4 ( B) a n d 2 8 d a y s (C)
aft e r olf a c t o r y n e r v e tr a n s e c ti o n . N o t e th e i n c r e a s e d tr k
i m m u n o r e a c ti vit y in olf a c t o r y r e c e p t o r c e11s a n d a x o n al
b u n d l e s of 7 a n d 1 4 d a y s af t e r tr a n s e cti o n ･ O E

,
01f a c t o ry

e pith eli u m . B a r i n (A ) i n d ic a t e s 5 0 FL m .

2 1 1

に 比 べ 染色性は低下した . 糸球体も非喚糸切断 マ ウ ス と 同程度

の 染色性を 示 した ( 図 7 B) .

2 .
tr k B

l ) 喚上 皮

成熟無処置 マ ウ ス で は染色され なか っ た粘膜固有層 の 嗅神経

線維束が , 嗅糸切断後1 日 目 か ら21 日 目 ま で 新 た に 染色 され

た . 喚細胞 は染色 され なか っ た .

2 ) 嗅球

喚糸切断後21 日 目 に 薄い 喚神経線維層 に 新た な 染色を弱く認

め た 以外 ほ染色さ れ なか っ た . 糸球体ほ全期間を通 じて 染色 さ

れ な か っ た .

3 . tr k C

喚上 皮 , 喚球 ともに 喚糸切断後28 日 目 まで tr k C の 発現は 認

め られ な か っ た .

考 察

N G F が 中枢神経系に も存在す る こ と を T h o e n e n らが19 8 5 年
に 報告 して 以来

紬 25)

, 脳 和こお ける神経栄養因子 の 局在や役割

に つ い て の 研究が 数多くな さ れ て い る
4)T】8】28 卜 28 }

. そ の 結 果 ,

N G F ほ海馬 , 大脳皮質 , 嘆球に 豊富 に 存在 し, 前脳基底部の コ

リ ン 作動性 ニ ュ
ー ロ ン に 逆行輸送 され , そ の 生存椎持に 作用 し

Fi g ･ 7 ･ O If a c t o r y b ulb s of 21 ( A ) a n d 2 8 (B ) d a y s aft e r

Olf a c t o r y n e r v e tr a n s e c ti o n . N o te th e i n c r e a s e d tr k

i m m u n o r e a c ti vity i n olf a c t o r y n e r v e l a y e r a n d glo m e ru 1i of

2 1 d a y s af te r tr a n s e c ti o n , a n d th e n e w tr k i m m u n o T e a C ti vT
it y i n p e ri gl o m e ru 1 a r c ells o f 21 a n d 2 8 d a y s aft e r tr a n s e c

-

ti o n (A r r o w h e a d s i n di c a te) . O N L , Olf a ct o r y n e rv e l a y e r ;
G L

, G l o m e ru l u s . B a r in ( A ) a n d (B ) i n d ic a t e s l O O iL m .
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て い る こ と が 明らか に され て い る
4 ト 9)

. 喚球で 合成 され る N G F

ほ こ れ ま で前脳基底部の 対角帯水平部の コ リ ソ 作動性 ニ ュ
ー ロ

ン の 生存維持 に 関与する と 考え られ て い た
18)

.

一 方 , 低親和性 N G F R に 関 して は , 低親和性 N G F R に 対す

る抗体を用 い た 免疫覿織化学的研究 に よ る成果が198 0 年代か ら

次 々 と報告 され た . その うち喚上 皮 に関 して は
,
成熟動物の 喚

上 皮で は 発現 しな い とい う報告
2g 卜 紺

と , 喚細胞体, 樹状 突起 ,

軸索に 発現す る と い う報告
32)
に 分か れて い る . 粘膜 固有層 の 神

経線維束 に 関 して は 胎生期から生後初期 にか け て発現 し成熟期

には 発現 しな い と い う説
29)3 1)3 3)
と
, 成熟 ラ ッ ト に お い て 発 現を認

めた と い う説
a4)
に 二 分 され る . 喚球 に お け る 発現 に 関 して ,

p i o r o らは コ ル ヒ チ ン を ラ ッ ト 脳室に注入 した 後 , 僧 帽細胞 に

N G F R が 強く染色 された こ と か ら, 僧帽細胞が N G F R の 産生

細胞 であり , 糸球体 が染色 され る源 で ある と考察 し て い る
光)

.

その 他, 外叢状層 と房飾細胞 に N G F R 免疫反応があ り , こ れ ら

の 神経細胞 が糸球体 の 染色に貢献 して い る と の 報 告もある
36)

.

ま た
,
M i w a ら は マ ウ ス 喚糸切断後の 低親和性 N G F R の 発現 を

観察 し, 切 断後7 ～ 35 日 日に喚細胞 , 支持細胞そ して基底細胞

に 陽性所見 を認 め て い る
33)

.

こ の よ うに
,
こ れま で の 研究 は い ずれ も低親和性 N G F R に

対する抗体 を用 い た 免疫鼠織化学法に よ るもの の み で あ り, 高

親和性 N G F R の 発現を 調べ た研究ほ な か っ た . 先に 述 べ た 理

由から低親和性 N G F R の 発現 は必ず しも N G F と の 関 係 の み

を 示すもの で は ない . 著者の 今 回 の 実験忙 よ り , 初め て 喚上 皮

と喚球に高親和性 N G F R が 発現す る こ と が証明され た .

t工k は 胎生14 日か ら老年期ま で 全期間を通 じて 発現 が認 め ら

れ た が
, 特に 胎生16 日か ら生後1 0 日 に か けて喚細胞 の 細胞体 で

強く発現 した こ とか ら , 発 達期 で は 喚細胞 に お け る 高親和性

N G F R の 合成が増加 して い る と 推察 され た .

一 方 , 成熟期で ほ

喚細胞 の 細胞体 の 染色性は減弱 して い た が , デ
ル ヒ チ ソ 処理 を

行い , 軸索輸送を ブ ロ ッ ク す る こ と に よ り , 紳胞体の tr k 発現

が増強 され た こ とか ら, 成熟期 に お い て も高親和性 N G F R ほ

喚細胞 で 産生 され て い る こ とは 明らか で ある .

一

方 , 嗅糸切断実験 で は切断後7 日 か ら14 日 目 に 嗅細胞体 お

よ び喚神経線維 に tr k の 発現を 強く認め , 2 1 日 目 , 2 8 日 目と経

過する に つ れ て発現 は減弱 した . 三≡輪は 喚糸切断後 の 喚覚機能

の 回復 を著者 の 実験 と同種 の マ ウ ス を 用い て観察 し, 切 断後28

日 で 喚覚傲能 は回復した と報告 して い る
珊

. こ の 結果 か ら , 切

断後28 日 で は大部分の 嗅細胞ほ喚球 との シ ナ プ ス 結 合を完了す

るもの と 思わ れ る . 今回の 実験結果 に 当て は め て み る と , 再 生

が 完了 しな い 時期に , 喚細胞 に おけ る高親和性 N G F R の 合成

が増加 して い るもの と考え られ る .

発達期の 嗅上 皮と 再生過程 の嗅上皮に共通 して い る点は , 両

者 とも嗅球と シ ナ プ ス 結合を有 しな い 未熟な 嗅細胞 が多く存在

する と い う点 で あ る . 今回 の 研究 で ほ , 発達期 , 再生過程の 両

時期 に t rk の 発現 が増加 して い る こ と か ら , 未熟 な 嗅細胞 に

t rk の 発現が 増加 し, 喚球と の シ ナ プ ス 結合の 完成すなわ ち 喚

細胞 の 成熟 と共に ,
tr k の 発現 は減少す るも の と考えられ た .

こ れ ら の 現象 と似た ような 関係が , 末梢神経(坐骨神経) 切断

時の N G F R の 動態に も認められ る . 要約する と , 末梢神経を切

断す ると , 切 断 端 よ り 末梢側 の シ ュ ワ ン 細 胞 で N G F と ･

N G F R の 合成 が 高 まり , 中枢側 の 切断端で N G F R の 濃度が 高

ま る . 末梢 例 の N G F が 中枢側 の N G F R に 受 け渡 さ れ ,

N G F - N G F R 複合体の 形で 軸索 を細胞体 まで 逆行輸送 され る と

N G F の 作用 に よ り神経 の 再生が お こ る が , 神経 が 再生 し
, 髄

鞘 の 再生が 完了 す ると･ N G F と N G F R は 消失す る
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の 場合 , 傷害を 受けた喚細胞は変性か ら細胞死 に 陥 り , 新た な

嗅細胞 の 新生が活発化す る こ と に よ っ て 再 生が完了す る . こ の

時期 に N G F R の 発現が 増強 し , そ して再生の 完 了す な わ ち嗅

球と の シ ナ プ ス 結合に よ り N G F R の 発現 が低下 して い る こ と

か ら
,
こ の 時期 の N G F お よび N G F R ほ末梢神経 の 再生 と同様

に , 再生す る軸索 の 伸展ある い ほ そ の 方向付けに 関与 して い る

可能性 が考 え られ る .

嗅棟 内に N G F が 豊富に 存在 して い る こ と は 知 ら れて い る

が
, そ の 局在 に 関 して ほ 報告者に よ っ て 若干 の 違 い が み られ

る. ま た
, 嗅球 で合成 され る N G F の 役 割 に 関 して ほ

, 他 の

N G F 合成部位 で ある海鳥や大脳皮質が そ れ ぞれ 中隔野
,
マ イ

ネ ル ト基底核等 の コ リ ソ 作動系 ニ ュ ー ロ ン を 栄養す る の と同様

に
,
ブ ロ

ー

カ
ー 対角帯水平部 の 生存維持に関与する と考 え られ

て い る . しか し , 先に も述 べ た よう に , 予備実験に お い て ラ ッ

ト の 嗅球除去を行 っ て も対角帯 ニ ュ

ー

ロ ン の 変性 が 起 こ ら な

か っ た こ と か ら ,
こ れま で の 説 に は疑問が残 る . 喚球と シ ナ プ

ス を 持 つ 嗅細胞 が常に 変性 と再生 を繰 り返す と い う特殊 な神経

細胞であ る こ と , また 今回 の 実験 で 嗅細胞 に豊富 に 存在 した

tr k が
,
成熟とと もに 喚球 で 強く発現 した こ とか らも , 嗅細胞

の 再生 , 生存に 喚球の N G F が 関与 して い る可 能性が強く示唆

され た .

今回 の 実験で t rk B の 発現ほ コ ル ヒ チ ン 処理後及び喚糸切断

後 の 一 時 期 に 喚神経線椎束 に発現を認 め る の み で あ っ た .

D e c k n e r らほ 成熟 ラ ッ トを 用い て tr k B の 発現を 免疫覿織化学

的に 観察 し, 喚細胞 と嗅神経線維束に発現 を認め た と報告して

お り
42)

, 嗅細胞 に は tr k B も存在す るもの と 思わ れる . しか し
,

そ の 発現 の 強 さ お よび 量は 今回 の t r k と比較す ると少 なく , 嗅

細胞 の 再生に関与す る 可 能性 ほ低 い も の と推定 さ れ た .
tr k C

に 関 して ほ こ れ ま で 嗅上 皮 で は 証明 され て い な い . 前述 の

D e c k n e r らの 報告 で は敵織内固定細胞 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン

法に よ り t rk C m R N A が喚球の 僧帽細胞と房飾細胞 に 発現した

と 報告 さ れ て い る
42)

. 今 回 の 実験 でも発生段階 に お い て 喚球内

に tr k C の 発現 を認 め て お り , 喚球内に は tr k C は 存在す るもの

と 思われ る . 先 に も述 べ た ように ,
tr k B ほ B D N F と , tr k C ほ

N T -3 と そ れ ぞれ結合 し, そ の 機能を 発揮する こ と が 知 られ て

い る
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. した が っ て , 喚細胞の 再生に お い て N G F の 関与は

強い もの の ,
B D N F , N T - 3 の 関与は少 な い もの と思わ れ た .

し

か し
, 嗅細胞 の 再生ある い ほ生存維持が N G F の み に 依存する

もの な の か
,
ある い は N G F がそ れ ら に 不 可 欠な もの で あるか

と い っ た 点に 関 して は t 今回 の 免疫阻織化学的な手法の み で は

確定 で きず ,
さ らに 実 験が必要 で ある と思わ れ る .

さて
, 今回 の 実験で 先 に 述 べ た 点 と ほ 別 に 興味深か っ た 点

ほ
, 嘆細胞 と嗅球糸球体に お け る tr k の 発現 時期 の 違 い で あ

る . 発達過程に お い て も , 再生過程 に お い て も い ずれ もl 最初

に喚細胞 に お け る tr k の 発現が 増強 し , そ の 発現が 減弱すると

とも に糸球体 で の 発現が増強 して い た . こ れは , N G F R が 嗅細

胞 の 成熟 と共 に 嗅神経の 軸索末端側 に よ り多く分布する ように

なる こ とを 意味 して お り , N G F 合成部位 である喚球 に 近 い 轍

索成分に N G F R の 強 い 発現が 見 られ る と い う点で 興味深 い 現

象 である . 坂下 は発達期に お ける糸球体 の シ ナ タス 密度を電子

顕微鏡を用 い て 定量 した
43)

. そ の 結 軋 成熟ラ ッ ト
■
の シ ナ プス

密度 を 100 % と した場 合, 胎生19 日 で 6 % , 生後 0 日で 1 6 % そ



喚覚路に おけ る N G F フ ァ ミ リ ー 高親和性受容体の 分布

して 生後10 日で は 57 % で あり, 胎 生後期か ら生後初期 に か け

て急速 に シ ナ プ ス 密度 が増加する と報告 した . 今回 の 結果 でも

生後 1 日が 喚細胞 で の tr k の 発現と嗅球 で の 発現の 境界期 に あ

た り(表 1) , こ の 時期が シ ナ プ ス の 形成 に 重要な時期と考 え ら

れ た . また
, 嘆糸切断実験で ほ切断後21 日 冒に 嗅細胞 で の tr k

の 発現 の 減弱 お よ び 糸球体 で の 発現 の 増 強 を み た (表 2 ) .

G r a zi a d ei らの オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー

を用 い た 実験 で嗅細胞

の タ
ー

ン オ ー バ ー

の 周期ほ約30 日 と報告 され て い る
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. 今 回

の 実験で は切断後約21 日 目 に シ ナ プ ス 結合の ピ ー ク が あ り , 2 8

日 冒に は ほぼ 切断前の 状態 に 回復 して お り, 同様 の 結果で ある

もの と考 えた .

最後に , 今回 の 実験 に お い て ,
コ ル ヒ チ ン 処 理 を 行 っ た 動

軌 喚糸切断後21 日 目な らび に 生後1 0 日 目 に 喚球内の 傍糸球体

細胞 に tr k の 発 現 を 強く認 め た . 傍 糸球体細胞 に お け る

N G F R の 発現 ほ過去 に も報告 され て お り
36)

, 喚細 胞の 再生 に 何

らか の 関係を 持 つ も の と推察 され る .

今回の 実験結果か ら喚上 皮と喚球 に 高親和性 N G F R が 発現

して い る こ と が判明 し, 嘆覚伝導路 の 発達 ! 成熟 仁 機能維持と

障害時の 修復過程 に N ･

G F が 関与 して い る可 能性 が高い こ と が

示酸 され た こ と よ り , N G F を 中心 とす る神経栄養因子 の 投与

が嗅覚障害 の 治療法に な りうる可 能性が 示 唆 され た . 高齢化社

会の 到来 に よ り , 老化に よ る喚覚低下の 問題 ほ生活 の 質の 向上

の 観点か らも重要な問題 であり , 将来的に神経栄養因子が喚覚

障害患者 へ 臨床応用 され る場合 , 今回 の 実験結果 は受容体の 発

現機転を通 じて 嗅覚伝導路 に おけ る神経栄養因子 の 基礎的研究

デ ー タ を提示 で きた もの と思わ れ る .

結 論

マ ウ ス 喚覚伝導路 に お け る N G F フ ァ ミ リ ー の 受容体 の 発現

を, 高親和性受容体を コ ー

ド して い る け烏 グ ル ー プ の 遺伝子産

物に 対する抗体 を用 い て 免疫範織学的 に 検討 し, 以下 の 結果を

得た .

1 ･ 全期間 を通 じて 染色を認め た の は t r k , t rk B , t rk C の う

ち
,
tr k で あ っ た . よ っ て

, 喚覚伝導路の 発達, 成熟 , 生存維持

に N G F が神経栄養国子 と して 関与 して
'

い る 可能性が ある こ と

が示 唆され た .

2 ･ tr k の 発現は胎生14 日か ら老年期ま で認め られ た . 喚上

皮でほ喚細胞の 細胞体 と粘膜固有層 の 喚神経線維束に , 喚球で

は喚神経線維層
, 糸球体 に 染色を認め た .

3 ･ 喚細胞で は胎生16 日に 最大 の tr k の 発現 を認め
,
以後生

後1 0 日 に か け て 減少 し, さ らに 成熟舅凱 老年期と加齢 に 従 っ て

発現嗅細胞数が減少 した . 糸球体で ほ胎生18 日か ら tr k の 発現

を認めた ,

4 ･ 嗅糸切断後 7 ～ 1 4 日 目 に , 再生喚細胞 の 細胞体 と喚神経

線維束に tr k の 発現の 増強を認め , 以後28 日 目ま で 減少 した .

糸球体で は喚糸切断後21 日 目 に 発現の 増強を認めた が , 28 日 目

にほ非切断 マ ウ ス と 変わ ら な い は ど染色性が低下 した .

5 ･ 成熟 マ ウ ス に つ い て コ ル ヒ チ ン 処 理 で軸索輸送を遮断し

た結果, 喚上 皮で ほ 嘆細胞 の 細胞体 と粘膜固有層の 嗅神経線維

束に tr k の 発現 の 増強が 認め られ , 喚球 で ほ 傍糸球体細胞 に 新
たな出現を認め た .

以上 の 結果よ り嗅覚伝導路の 発鼠 成熟 , 生存稚持 と神経障

賓時の 伝導路 の 再建 に ,
N G F が最も重要な役割を演 じて い る

と推察 され た .
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C h oJi n e r gic i n n e r v atio n . E M B O J . , 4 , 1 38 9-1 3 9 3 (1 9 8 5) .

8 ) W hit t e m o r e , S . R リ E b e n d al
,
T .

,
L a r k f o r s

,
L .
, 0 1s o n ,

L ･
,
S ei g e r , Å ･

,
S tr o m b e r g , Ⅰ. & P e r s s o n

,
H . : D e v el o p m e-

n t al a n d r e gi o n al e x p r e s si o n of β n e r v e g r o w th f a c t o r

m e s s e n g e r R N A a n d p r o t ei n i n th e r a t c e n tr aI n e r v o u s

S y S t e m r P r o c ･ N a tl . A c a d . S ci . U S A
ヮ
8 3

,
8 1 7-8 2 1 (1 9 86) .

9 ) M a n e s s , L ･ M ･
,
K a s ti n

,
A . J .

,
W e b e r

,
J . Y .

, B a n k s ,

W ･ A ･
･
B e c k m a n

,
B ･ S ･ & Z a di n a

,
J ･ E ･ : T h e n e u r o tr o p爪

hi n s a n d t h eir r e c e p t o r s ‥ S tr u c t u r e , f u n cti o n
,
a n d n e u r o p a th

-

0l o g y ･ N e u r o s c i ･ B i o b eh a v . R e v . , 18 , 1 43-1 5 9 (1 99 4) .

1 0) A lt e r , A . C . & B a k h it
,
C . : R e c e pt o rL m e di a te d

t r a n s p o rt of h u m a n r e c o m b i n a n t n e r v e g r o w th f a c to r f r o m

Olf a c t o r y b ulb to f o r e b r ain c h oli n e r gi c n u cl ei . B r ai n . R e s . ,

5 4 1
,
8 2-8 8 (1 9 91 ) .

11) R o d ri g u e z
- T e b a r

,
A .

,
D e c h a n t , G . & B a r d e

,
Y - A . :

B i n d in g of b r ai n-d e ri v e d n e u r o tr o p hi c f a c t o r t o th e n e r v e

g r o w th f a c t o r r e c e p to r ･ N e u r o n , 4 , 4 8 7
- 4 9 2 (1 9 9 0) .

1 2) R o d ri g u e z
- T 紬 a r

, A .
, D e c h a n t

,
G .
,
G o t z

,
R . &

B a r d e
,
Y - A . : B i n d i n g of n e u r o tr o ph i n

- 3 t o its n e u r o n a
.
1

r e c e p t o r s a n d i n t e r a cti o n s w ith n e r v e g r o w th f a c t o r a n d

b r ai n
-

d e ri v e d n e u r o tr o p hi c f a ct o r . E M B O . J リ 1 1 , 91 7 -9 2 2

(1 9 9 2) .
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1 3) H e m p s t e a d , B . L .
,
M a rti n - Z a n c a

,
I) .

,
K a p l a n , D . R .

,

P a r a d 8
,
L . F . & C h a o

,
M . V . : H i gh -

affi n t y N G F b i n d i n g

r e q u ir e s c o e x p r e s si o n of t r烏 p r o to
-

O n C O g e n e a n d th e

l o w - affin ity N G F r e c e p t o r . N a t u r e , 3 5 0 , 6 7 8
-6 8 3 (1 9 9 1) .

1 4) M a r ti n
- Z a n c a

,
D .

,
H u g h e s , S . H . & B a r b a cid

,
M . : A

h u r n a n o n c o g e n e f o r m e d b y th e f u si o n of tr u n c a te d

tr o p o m y o si n a n d p r o t ei n ty r o si n e k i n a s e s e q u e n c e s . N a t u r e ,

3 1 9
,
7 4 3 -7 4 8 (1 9 8 6) .

1 5) 池内俊彦 , 畠中 寛 : 神経成長国子フ ァ ミ リ ー と け烏遺伝

子産物 . 実験医学 ,
1 0

,
1 2 6 -1 31 (1 9 9 2) .

1 6) K a pl a n , D . R .
,
M a r ti n - Z a n c a

,
D . & P a r a d a

,
L . F . :

T y r o si n e ph o s p h o r yl a ti o n a n d t y r o si n e k i n a s e a c ti v ity of t rk

p r o t o
-

O n C O g e n e p r O d u c t i n d u c e d b y N G F . N a t u r e
,
3 5 0

,

1 5 8 -1 6 0 (1 9 9 1) .

1 7) K a pl a n , D . R .
,
H e m p st e a d , B .

,
M a r ti n p Z a n c a

,
D .

,

C h a o
,
M . & P a r a d a

,
L . F . : T h e t rk p r o t o

-

O n C O g e n e

p r o d u c t : a Sig n al tr a n s d u ci n g r e c e p t o r f o r n e r v e g r o w th

f a c t o r . S ci e n c e , 2 5 2 , 55 4 - 5 5 8 (1 9 91) .

1 8) K l ei n , R .
,
Ji n g , S .

,
N a n d u ri

,
V .

,
0
'

R o u r k e
,
E . &

B a r b a ci d
,
M . : T h e i rk p r o t o- O n C O g e n e e n C Od e s a r e c e p t o r

f o r n e r v e g r o w th f a c t o r . C e11
,
6 5

,
1 8 9 -1 9 7 (1 9 9 1) .

1 9) S o p p e t , D リ E s c a n d o n , E .
,
M a r a g o s , J .

,
M id dl e m a s

,

D . S .
,
R ei d

,
S . W .

,
B l ai r

,
J .
,
B u rt o n

,
L . E . , S t a n t o n , B .

R .
,
K A p l& n , D . R .

,
H u n t e r

,
T .

,
N ik oli c s , K . & P a r a d a , L .

F . : T h e n e u r o tr o p hi c f a c t o r s b r ai n
- d e ri v e d n e u r o tr o p hi c

f a c t o r a n d n e u r o tr o p h i n
- 3 a r e li g a n d s f o r th e tr k B ty r o si n e

k in a s e r e c e p t o r . C e 11 , 6 5 , 8 9 5
- 9 0 3 (1 9 91) .

2 0) K l ei n , R .
,
N a n d u ri

,
V .

,
Ji n g , S .

,
L a m b a ll e

,
F .

,

T a pl e y , P .
,
B r y a n t , S .

,
C o rd o n - C a r d o

,
C .

,
J o n e s

,
K . R .

,

R ei c h a r d t
,
L . F . & B a rb a ci d ,

.
M . : T h e tr k B t y r o sin e

p r o t ei n k i n a s e i s a r e c e p t o r f o r b r ai n
-d e ri v e d n e u r o t r o p hi c

f a c t o r a n d n e u r o t r o p h in-3 . C eIl
,
6 6

,
3 9 5 -4 0 3 (1 9 9 1) .

2 1) L a m b 且Il e , F .
,
K l e i n

,
R . & B a r b a ci d

,
M . : t r k C

,
a n e W

r n e m r n b e r of th e t r k f a m ily of t y r o si n e p r ot ei n ki n a s e s , is a

r e c e p t o r f o r n e u r o tT O P hi n
- 3 , C ell

,
6 6

,
9 6 7 - 9 7 9 (1 9 9 1) .

2 2) D a h ls t r 6 m , A . : E ff e c t of c oIc h i ci n e
'

o n tr a n s e p O rt O f

a m i n e s t o r a g e g r a n u l e s i n s y m p a th e tic n e r v e s of r a t . E u r . J ,

P h a r m a c .
,
5
,
1 1 1 -1 1 2 (1 9 6 8) .

2 3) P i o r o , E . P . & C u ell o , A . C . : P u r ki nj e c ell s of a d u lt

r a t ~ c e r e b e11 u m e x p r e s s n e r v e g r o w th f a c t o r r e c e p t o r

i m m u n o r e a c ti vi ty : li gh t m i c r o s c o pi c o b s e r v a ti o n . B r ai n R e s .
,

4 5 5
,
1 8 2 -1 8 6 (1 9 8 軋

24) T h o e n e n , H .
,
B a n d tl o w

,
C . & H e u m a n n , R . : T h e

ph y si ol o gi c al f u n c ti o n of n e r v e g r o w th f a c t o r i n th e c e n tr al

n e r v o u s s y s t e m : C o r n p a ri s o n wi th th e p e ri p h e r y ･ R e v ･

P h y si ol . B i o c h e m . P h a t m a c ol
リ
1 0 9

,
1 4 5 -1 7 8 (1 9 8 8) ･

2 5) 畠中 寛 : 脳の 神経栄養困子 . 神経栄養因子もの が た り ,

第1 版 ,
8 0 -1 0 8 頁 , 羊土社! 東京 ,

1 9 9 2 .

2 6) A y e r - L eli e v r e , C .
,
O I s o n

,
L .

,
E b e n d a l

,
T .

,
S ei g e r , Å.

& P e r s s o n
,
H . : E x p r e s si o n of th e β一 n e r V e g r O W th f a c t o r

g e n e in hi p p o c a m p al n e u r o n s . S ci e n c e , 2 40 , 1 3 3 9
-1 3 41 (1 9 8 8) ･

27) H of e r , M .
,
P a glilisi , S . R .

,
H o h n

,
A .

,
L eib r o c k

,
L ･

& B a r d e , Y - A . : R e gio n al d is trib u ti o n of b r ai n
-d e ri v e d

n e u r o t r o p hi c f a c t o r m R N A in th e a d ult m o u s e b r ai n ･ E M B O

J リ 9 , 2 4 5 9 - 2 4 6 4 (1 9 9 0) ,

2 8) M ai s o n pi e r r e , P ･ C ･
,
B ell u s c i o

,
L ･

,
F r i e d m a n

,
B .
,

A l d e r s o n , R ･ F ･
,
W i e g a n d , S ･ J ･

,
F u r t h

,
M ･ E ･

,
L in d s a y ,

R . M . & Y a n c o p o ul o s , G . D . : N T -3
,
B D N F

,
a n d N G F in

th e d e v e lo pi n g r a t n e rv O u S S y S t e m : P a r all el a s w ell a s

r e c ip r o c al p a tt e r n s o壬 e x p r e s si o n ･ N e u r o n , 5 , 5 0 ト5 0 9 (1 9 9 0).

2 9) Y a n , 0 . Y . & j o h n s o n , J r - E . M . : A n i m m u n o his to -

C h e m i c al s t u d y of th e n e r v e g r o w th f a c t o r r e c e p t o r i n

d e v el o pi n g r a t s . J . N e u r o s ci . , 8 , 3 4 8 ト34 9 8 (1 9 8 8) .

3 0) V ic kl a n d , H . , K o tt
,
J . N .

,
B o t h w ell

,
M . A . &

W e s t r u r n
,
L . E . : N e r v e g r o w th f a c t o r r e c e p t o r an d th e

t r a n s pl a n t e d r a t olf a c t o r y b u lb . E x p . N e u r ol . , 1 1 5 , 1 3 7
-1 4 1

(1 99 2) .

3 1) V i c k l a n d , H .
,
W e s t r u m

,
L . E .

,
K o tt

,
J . N .

,
P a tt e r s o n

,

S . L . & B o t h w ell
,
M . A . : N e r v e g r o w th f a c t o r r e c e p t or

e x p r e s si o n i n th e y o u n g a n d a d ul t r a t oIf a c t o r y s y st e m .

B r ai n . R e s . , 5 6 5
,
2 6 9 -2 7 9 (1 9 9 1) .

3 2) A ib & , T .
,
M o ri

,
J . & N a k ai

,
Y . : N e r v e g r o w th f a c t o r

( N G F) a n d its r e c e p t o r i n r a t olf a c t o r y e pith eli u m . A c t a

O t ola r y n g o l (S t o c k h) り 5 0 6 , 3 7 - 40 (1 9 9 3) .

3 3) M i w a , T .
,
M o rii 2; u m i

,
T .

,
S a k a s h it a

,
H .

,
K i m u r a

,
Y
り

D o n j y o , T . & F u r u k a w a
,
M . : T r a n s e c ti o n of th e olf a c to r y

n e r v e s in d u c e s e x p r e s si o n of n e r v e g r o w th f a. c t o r r e c e pt o r in

m o u s e olf a c t o r y e pith e li u m . N e u r o s ci . L e tt . , 1 5 5 , 9 8
-9 8

(1 99 3) .

3 4) T a y ri e n , M . W .
,
K o h

,
S .
,
S p ri n g e r , J . E . & L o y ,

R . : I m m u n o c yt o c h e mi c al l o c ali z a tio n of n e r v e g r o w th f a c to r

( N G F ) a n d N G F r e c e p t o r i n th e r a t olf a c t o r y b ulb . A n at .

R e c . , 2 1 4
,
1 3 3 A (1 9 86) .

3 5) P i o r o , E . P . & C u ell o
,
A . C . : Di s trib u ti o n of n e r v e

g r o w th f a c t o r r e c e p t o rTlik e i m m u n o r e a c ti v it y i n th e a d ult r at

c e n t r al n e r v o u s s y s t e m . eff e c t of c oI c h ic i n e a n d c o r r el a tio n

wi th th e c h oli n e r g l C S y S t e m
- Ⅰ . f o r e b r ai n . N e u r o s ci . , 3 4 , 5 7-8 7

(1 9 9 0) .

3 6) G o m e z
- P i n ill a , F .

,
C o t m a n

,
C . W . & N i e t o -

S a m p e d r o , M . : N G F r e c e p t o r i m m u n o r e a c ti vi ty i n r a
t

b r ai n : t O P O g r a p hi c di st rib u ti o n a n d r e s p o n s e t o e n t o r
hi n al

a b l ati o n . N e u r o s ci . L e tt
"
8 2

,
2 6 0 - 2 66 (1 9 87) .

37) 三 輪高書 : マ ウ ス 喚糸切断後 の 行動学的な らび に 組織学

的変化 に 関す る研究 . 十全医会誌 ,
9 8

,
3 9 1- 41 4 (1 9 8 9) .

38) H e u r n a n n , R .
,
L i n d h o l m

,
D .

,
B a n d tl o w

,
C .

,
M e y e r ,

M .
,
R a d e k e , M . J .

,
M i s k o

,
T . P .

,
S h o o t e r , E ･ &

T h o e n e n
,
H . : D iff e r e n tial r e g u l a tio n of m R N A e n c o r di ng

n e r v e g r o w th f a c t o r a n d it s r e c e p t o r i n r a t s ci a tic n er
v e

d u rin g d e v el o p m e n t , d e g e n e r a ti o n , a n d r e g ul a ti o n- R ol e of

m a c r o p h a g e ･ P r o c ･ N a tl ･ A c a d ･ S ci ･ U S A ･
,
8 4

,
87 3 5

-8 73g

(1 9 8 7) .

3 9) J o h n s o n , E . M . J r .
,
T a n i u c hi

,
M . & D i s t e f a n o , P ･

S . : E x p r e s si o n a.
n d p o s sibl e f u n c ti o n of n e r v e g r o w th f a

c to r

r e c e pt o r s o n s c h w a n n c e11 s ･ T r e n d s N e u r o s ci ･ , 11 , 2
3 9-30 4

(1 98 8) .

4 0) J o h n s o n , E . M . J r .
,
T a n i u c h i

,
M ･･ & D i s t

L

ef a n o , P ･

S . : E x p r e s si o n a n d p o s sibl e f u n c tio n of n e r v e g r o w
th f a c to r

r e c e p t o r s o n S c h w a n n c e u s . TI N S l l l , 2 9 9 (1 9 8 8) ･
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41) 古川美子 , 林 恭三 : 神経系 の 成長栄養因子 . 神経進歩 ,

34 , 51 5-5 2 5 (1 9 90) .

42) D e c k n e r , M
- L ･

,
F r is れ J ･ , V e r g e , V . M . k .

,
H 6 k f el t

,

T ･ & R i sli n g ･ M ･ : L o c aliz a ti o n of n e u r o t r o p h in r e c e pt o r s i n

Olf a c t o r y e pith eli u m a n d b u lb ■ N e u r o r e p o r t . , 5 , 3 0 ト3 0 4

(1 99 3).

43) 坂下 英雄 : 喚覚伝導路 の 発達 . 十全 医会誌 ,
1 0 2

, 1 5 4 -1 71

(1 99 3) .

44) G r a zi a d ei , P ･ P . C . & M o n ti G r a zi a d e i
,
G . A . : T h e

Olf a c t o r y s y s t e m s : A m o d el f o r th e s t u d y of n e u r o g e n e sis

a n d a x o n r e g e n e r a ti o n i n m a m m al s ･ I n W . C o t m a n ( e d .) ,

N e u r o n al P l a s ti sit y , 1 s t e d リ p 1 3 1
-1 5 3

,
R a v e n P r e s s , N e w

Y o rk
,
1 9 7 8 .

4 5) G r a zi a d ei , P ･ P . C . & M o n ti G r a zi a d ei
,
G . A . :

C o n ti n u o u s n e r v e c ell r e n e w al i n th e olf a c to r y s y st e m . I n M .

2 1 5

J a c o b s o n ( e d ･) , H a n d b o o k of S e n s o ry P h y si ol o g y リ V oI 9 , 1 s t

e d ･
･ p 55

- 8 3
･
S p ri n g e r - V e rl a g , B e rli n , = e u d elb e r g , N e w Y o r k ,

1 9 7 8 .

4 6) M o n ti G r a zi a d ei
,
G ■ A ･ & G r a mi d ei

,
P

. P . C . :

N e u r o g e n e sis a n d n e u r o n r e g e n e r a ti o n in th e olf a c to r y s y s t e m

Of m a m m als ･ Ⅱ ･ D e g e n e r a ti o n a n d r e c o n s tit u ti o n of th e

Olf a c t o ry s e n s o r y n e u r o n s aft e r a x o t o r n y ･ J ･ N e u r o c y t ol. , 8 ,

1 9 7- 21 3 (1 9 7 9).

4 7) M o n ti G r a zi a d ei
,
G . A . & G r a zi a d ei

,
P . P . C . :

S t u di e s o n n e u r o n al pl a sti sity a n d r e g e n e r a tio n i n th e

Olf a c t o r y s y s s t e m ‥ M ol ph olo gic a n d f u n cti o n al c h a r a c t e ri sti c s

Of th e olf a c t o r y s e n s o r y n e u r o n . J n E . M ei s a
,
mi & M . A . B .

B r a zi e r ( e d s ･) . N e u r al G r o w th a n d D iff e r e n tia ti o n
,
1 s t e d . .

P 2 72
- 2 9 6

,
R a v e n P r e s s , N e w Y o r k

,
1 97 9 .

T o p o g r a p h i c al E x p r e ssi o n of t h e N e r v e G r o w t h F a c t o r R e c e p t o r s i n t h e O lfh ct o r y P at h w a y s of D e v el o p i n g o r
A x ot o mi z e d M i c e: An I m m u n o h is t o c h e mi c a) S t u d y U si n g th e Ⅱig h ･ a m n it y B i n d i n g o f T y r o si n e P r ot ei n E in a $ eS
I s a o H ori k a w a

,
D ep ar t m e nt Of O t orh in 01 ar y n g Ol o g y , S ch o ol of M e di cin e , K an a Z a W a U mi v er sity , K an a Z a W a 9 2 0

-

J . J u z e n

M ed S ∝ .
,
1 0 4

,
2 06

-

2 1 5 ( 1 99 5)

K e y w o r d s N G F f am il y , tr k g r o up , lrn n un O h i st ∝ h e m i stry , 01fh ct o r y b ulb , 01fa ct or y e pi th eli un

T q p og r ap hi c al e xp r e ssi o n of th e n e rv e tr OPhic fa ct or r e c ept o rs in th e olf a ct o ry epith eli um an d th e o 胸 ･Ct Ory b ulb w a s

St u di ed i n th e m o u se i m m un Ohist o ch e m i c al ly ･ u S in g th e hig h
- a 伍mi ty bi nd in g of th e trk g r o up of ty r o si n e pr ot ein k i n a se s .

W e u s ed th r e e p ol y cl o n al an ti b odi es ag ai n s t trk , t rk B an d 血 C , th a t s p e ci点c ally r e c o g ni z e d th e n er v e g r o w th fh ct o r ( N G F)
re c ept o r ･ th e b r ai n -d eri v e d n e u r otr op hi c fa c to r ( B D N F) r e c e p t or an d th e n e u r o tr op hi n - 3 ( N T - 3) r e c e p to r , r e S pe C tiv ely . h th e

丘rst s e ri e s of e x pe ri m e nts , th e n o r m al d e v el op m e n t al c h an g e S W e re S u b s eq u e n d y e x am i n e d in e m b ry o mi c ( e m b ry o mi c d ay ( E)
1 4 , E 1 6

,
E 1 8) , n e O n at al (p o s t n at al d a y ( P) 1 , P l O) , a d ult a n d a g e d m i c e . A m o n g th e th r e e a n ti b o di e s u s ed , t rk

i m m u n o r e a cti v lty W a S th e m o s t p r o m i n e n t d u ri n g a11 th e d e v el op m e n t al st a g e s fr o m 1 4 to th e el d e st ･ I n th e olf a c to ry
e
p i th eli u m ･ th e tr k iⅡ 皿 un O r e a C ti vi ty pe a k e d at E 1 6 a n d g r a d u ally d e c r e a s e d p o st n at al ly ･ I n th e s e c o n d s e ri es o f e x p e ri m e n ts ,

p os si bl e r e g e n er ati v e o r d e g e n e r ati v e efft ct s o f a x ot o m y w er e d e te c te d i n a d u lt m ic e w h o s e ol f a ct o r y n el V e h a d b e e n c u t an d

W h o h a d s w vi v e d fb r l - 2 8 d a y s ･ I n th es e m i c e , th e 血 i m m un Or e a C d vi ty in r e g e n e r a ti n g c e11s an d n e rv e Of th e olfa c to ry
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d a y s af te r a x ot o m y ･ b th e th i rd s e ri e s o f e x pe r 皿 e n tS , S O m e a d u l t m i c e w e r e p re b
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e a te d w i th in tr ap e n t o n e al i q e c d o n o f

C OIchi c in e t o bl o ck th e a x o n al tr an SP O rt S O 也at th e r e c e pt or p r o d u cin g site s c o ul d b e d ete rm in ed . h 血es e c oI c hici n e -tr e ate d

mi c e
,
th e p r o m in e nt tr k i m m un O r e a C ti vit y w as s e e n i n th e olf a c t ory c e11 s an d th e p e ri gl o m e ru 1 ar C ell s ･ T ak e n t og e th e r w i th

th e p r e s e n t r e s ul ts , i t i s s u g g e st e d th at a h i gh
- af fi ni ty N G F r e c ep t o r i s p r o d u c e d i n th e o lf ac t o ry c ell s a n d i n t h e

p e ri gl o m e ru 1 ar c ells a n d dis 扇b ut ed to th e w h ol e st ru C tu r eS f o r di ff t r e n ti ati o n
, gr O W th , m ain tai n an d r e g e n er a ti o n of th e

O lf h c t ory sy st e m ･ Am o n g th e th r e e n e u r o to p hic f ac t or s , i ･e ･ N G F , B D N F , an d N T -3
,
N G F m ay th u s pl a y th e m o st i m p or ta n t

r ol e in ol fa ct o ry p a th w ay s ･


