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研究成果の概要（和文）：嗅覚一次中枢嗅球は感覚情報処理及び成体ニューロン新生のモデルとして注目されて
いる。嗅球構成ニューロンで重要な問題の一つはTH発現ニューロンであった。その一部は一時、興奮性tufted 
cellの一グループと考えられていたが、その後我々がGABAとの共存を示し、現在では介在ニューロンに属する
dopamine(DA)-GABAニューロンと考えられている。しかし、その詳細はいまだ不明であった。本研究ではマウス
嗅球DA-GABAニューロンの形態解析をして、初めて糸球体層のDA-GABAニューロンを大型傍糸球体細胞、小型傍糸
球体細胞、貫通細胞、被覆細胞及びその他に分類し、それぞれの形態的詳細を報告した。

研究成果の概要（英文）：The main olfactory bulbs (MOBs) are one of the most interesting parts of the
 brain; as an excellent model for understanding the neural mechanisms of sensory information 
processing and as one of the most prominent sites of the adult neurogenesis. Among the neurons in 
the MOBs TH expressing (DA-GABAergic) neurons might be most controversial. The structural features 
of DA-GABAergic neurons in the mouse MOBs were examined, using both wild type and transgenic TH-GFP 
mice. DA-GABAergic neurons were clustered in the glomerular layer (GL) but they also scattered in 
other layers. DA-GABAergic juxtaglomerular neurons, were classified into 5 groups based on their 
structural features and named as follows: 1) Large periglomerular cells. 2) Small periglomerular 
cells. 3) Transglomerular cells. 4) Incrusting cells. 5) Other various neurons not-yet classified. 
In the layers other than the GL various types of TH expressing neurons were scattered; some of them 
extended dendritic processes into the GL.

研究分野：神経解剖
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研究成果の学術的意義や社会的意義
嗅球は感覚情報処理及び成体ニューロン新生のモデルとして注目されている。TH発現ニューロンは糸球体間の抑
制に働き機能的に重視されている。また、糸球体層新生ニューロンの主グループとしても注目されている。しか
し、TH発現ニューロンが多様であることはほとんど考慮されていないのが現状である。我々のTH発現ニューロン
の多様性を示した研究は今後の機能・ニューロン新生を考える上で、重要になってくると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

近年、嗅覚一次中枢主嗅球は感覚情報処理のモデル及び成体ニューロン新生のモデルとして
広く解析されている。特に、情報処理の機能的単位と考えられている糸球体の周辺部に存在する
いわゆる糸球体近傍ニューロンは我々の研究や他の研究グループの解析によりその多様性が明
らかとなってきている。それに伴い、かっては単純だとされていた嗅球のニューロン構成はまだ
不明な点が多いのということが認識されてきた。特に現在ドーパミン‐GABA 糸球体近傍ニュ
ーロン(DA-GABA JG）と名付けたニューロン群はこれまで極めて特異な変遷を経てきている。
カテコールアミン蛍光及び tyrosine hydroxylase(TH)陽性ニューロンとして検出された糸球体周辺
の嗅球ドーパミンニューロンは当初大部分が興奮性の external tufted cell に属し、少数の小型
のニューロンがいわゆる傍糸球体細胞 periglomerular cell に属すると考えられた。しかもそれ
らは GABA 性糸球体細胞とは別のグループであると報告されていた。しかし、その後の我々の
解析により TH 陽性ニューロンが GABA ニューロンであることが明らかとなり、嗅球ドーパミ
ンニューロンはドーパミン‐GABA 糸球体近傍ニューロン(DA-GABA JG）とみなされるように
なった。我々はこのドーパミン‐GABA 糸球体近傍ニューロンの多様性に注目し、細胞体の大
きさから大型と中～小型の 2 グループに大きく分け他。トレーサー実験により大型のドーパミ
ン‐GABA 糸球体近傍ニューロンが糸球体間の結合を担っている主体であることを示した。更
に、ニューロン新生との関連で、中～小型の DA-GABA JG は成体でのニューロン新生している
グループの一部であるが、大型の DA-GABA JG は胎児期に発生しているのみで、成体でのニュ
ーロン新生はしていない可能性が高いことを示した。更に、我々は軸索突起のマーカー・形態の
検討から、大型の DA-GABA JG は明確な軸索を有し軸索突起を周辺に伸ばしているが、中～小
型の DA-GABA JG では軸索の存在が明確ではないことを示した。しかし、DA-GABA JG の樹
状突起の形態についてはこれまで不明であった。近年ある研究グループがこの DA-GABA JG ニ
ューロン群はいわゆる傍糸球体細胞 periglomerular cell ではなくこれまで報告されていない短
軸索ニューロンであると提唱した。しかし、その報告は軸索突起と樹状突起の区別を全くしてお
らず、また、これまでも観察されている DA-GABA JG でそのようなニューロン群と明らかに異
なる特徴を示すものも多数存在することから、このドーパミン‐GABA 糸球体近傍ニューロン
(DA-GABA JG）の形態的詳細はまだ明確には確立していないといえる。 

一方、我々は近年発見されたカルシウム結合蛋白 secretagogin (SCGN) を含有している糸球
体近傍ニューロンを解析し、その多様性を示した。特に、tuft 状の糸球体内樹状突起を有する典
型的な PG cell とともに複数の糸球体を貫くように樹状突起を伸ばしているニューロンがあり、
後者を我々は”transglomerular cell”と名付けた。しかし、transglomerular cell は SCGN ニューロン
だけかどうかまだ不明であり、嗅球ニューロン構成の解明にはその詳細の解明が必要であった。 

 

２．研究の目的 

 

我々はマウス嗅球において上記のドーパミン‐GABA 糸球体近傍ニューロンの多様性をより
明確に認識し、形態的詳細を明らかにすることが必要であると考えた。また、これまであまり注
目されてこなかった糸球体層以外の層すなわち外網状層～顆粒細胞層の tyrosine hydroxylae 

(TH) 発現ニューロンの形態学的詳細も嗅球ニューロン構成の理解には不可欠の所見であり、そ
れを明らかにする。更に、我々の嗅球・線条体・脳幹部の SCGN ニューロンの解析で SCGN が
他のカルシウム蛋白（parvalbumin PV, calretinin CR, calbindin CB）と同様にニューロンマー
カーとして興味深いとともに、種差がかなりあることが判明してきた。そこで、これまで嗅球の
構造が異なっていることを明らかにしたジャコウネズミをはじめとする数種の哺乳類嗅球の
SCGN ニューロン及びドーパミン‐GABA 糸球体近傍ニューロンの解析も進める。 

 

３．研究の方法 

野生型 C57BL/6J 系マウス及びカテコールアミンニューロンが蛍光色素 GFP を発現している
遺伝子改変マウス TH-GFP マウス（B6.B6D2-Tg(Th-EGFP)21-31Koba  RBRC02095 福島県立医
大 小林和人教授作成、理研バイオリソースセンターより提供）を主に用いて解析を進めた。更
に、type 1, type2 periglomerular cells 提唱の基盤となったラット及び嗅球の構造がラット・マ
ウスと異なっていることを我々が以前を示したジャコウネズミを含む数種の動物を比較しなが
ら解析を進めた。マウス嗅球は下記の 4 つの方法で解析を進めた。マウス以外の動物の脳は以
前我々が解析した時に保存していたパラフォルムアルデヒド固定脳からヴィブラトームで 50ミ
クロン厚の切片を作成し免疫組織化学染色に使用した。 

 

（１）ビオチン標識デキストラン BDA 標識 

糸球体近傍ニューロン特にその多様性の解明のために脳定位固定装置を用いてごく微量のト
レーサー（ビオチン標識デキストラン BDA）を電気泳動的に TH-GFP マウス或いは野生型マウ
スの嗅球糸球体層に注入し数日後に灌流固定し標識ニューロンを解析した。動物はリン酸緩衝



４％パラフォルム液で経心臓的に灌流固定し脳を取り出し、嗅球を寒天に包埋し、ヴィブラトー
ムで 50 ミクロン厚の水平断連続切片を作成した。BDA はパシフィック・ブルー標識ストレプ
トアビジンで染色し、多重蛍光免疫組織化学法により、標識ニューロンの化学的性質を同定した。
蛍光顕微鏡あるいは共焦点レーザー顕微鏡で観察した。一部は、その後、同一標本を ABC 法で
DAB 発色し、形態的詳細をカメラルシダ装置で 3 次元解析した。 

（２）片側鼻腔閉鎖による機能的入力除去 

機能的入力除去で TH 陽性要素が減少するので、少数の孤立して残存している個々の TH 陽性ニ
ューロンの形態が解析できる。鼻腔閉鎖後 4 週で灌流固定したマウスの嗅球で、TH 及びニュー
ロン軸索初節部（AIS）マーカーの Ankyrin G に対する抗体で多重蛍光免疫組織化学を行い、蛍
光顕微鏡で観察記録した後、TH を ABC 法で処理し、カメラルシダ装置でニューロン形態を解
析した。 

（３）遺伝子改変マウス TH-GFP マウス嗅球の固定したスライスでの蛍光色素標識 

灌流固定した TH-GFP マウス嗅球から 150m 厚の水平断スライスを作成、ステージ固定式蛍光
顕微鏡で直視下に GFP 陽性細胞に蛍光色素 lucifer yellow (LY)を電気泳動的に細胞内注入し標
識した。標識ニューロンを含むスライスは TH 抗体－rhodamine 標識 2 次抗体及び DAPI 等で
染色し、Neurolucida システムの蛍光顕微鏡で画像スタックを取得し、解析した。 

（４）遺伝子改変マウス TH-GFP マウス嗅球スライスでのスライスパッチ法 

蛍光顕微鏡直視下で TH-GFP マウス嗅球の 350 m 厚のスライスでバイオサイチンの電気泳動
的単一ニューロン標識を行い、標識ニューロンの 3 次元構造解析を行った（イタリア Ferrara 大
の Drs. O. Belluzzi & A. Pignatelli との共同研究）。 

 
４．研究成果 
嗅球では TH 発現ニューロンは糸球体層に集中していたが、他
の層にも散在していた（図 1）。 
 
1） 糸球体近傍 DA-GABA ニューロン（JG  DA-GABA ニュー

ロン） 

 

１-１GAD65 & GAD67 
JG DA-GABA ニューロンにおける GAD の 2 つのアイソフォー
ム GAD65と GAD67 の局在を多重蛍光免疫での蛍光強度解析
で検討した。全ての GAD65 陽性ニューロンは GAD67 であっ
た。小型―中型の JG DA-GABA ニューロンの多くは GAD65

と GAD67 ともに陽性であったが、大型の JG DA-GABA ニュ
ーロンは GAD67 であるが GAD65 はほとんど陰性或いは弱
陽性であった（図 2、3）。 

 

1-2  JG DA-GABA ニューロン細胞体のサ
イズと AIS マーカー 

図 4 は JG DA-GABA ニューロンの細胞体の
サイズと AIS マーカーで示された軸索の存在
の関係を示す。大型の JG DA-GABA ニューロ
ンが明確な軸索を有していた。しかし小型－中
型 JG DA-GABA ニューロンのごく一部は AIS

マーカーが陽性ではないがより感度の高い染
色である ABC 法で形態的に軸索と考えられる
突起を有していた。 



 

1-3 ニューロンタイプ 

 4 つの方法で解析した結果少なくとも 4 タイプの JG DA-GABA ニューロンが同定できたが、
分類できない第 5 のその他も見られた。 

第 1 は大型傍糸球体細胞(large periglomerular cell LPG cell)で樹状突起を 1～数個の糸球体内
にタフト様に分岐し、軸索を側方に伸ばし、更に糸球体内へと伸ばしている。逆行性トレーサー
実験で抑制性糸球体近傍連合ニューロン(inhibitory juxtaglomerular association neuron)と名付けた
ニューロンに対応する。このニューロン群では複数の軸索を有するものもかなり高い頻度で見
られたことも特徴的である（図 5，6）。 

第 2 は小型傍糸球体細胞(small periglomerular cell SPG cell)。重要なことは軸索を有する細胞
と無軸索の小型傍糸球体細胞、両者の存在が確認できた（図 7）。 

 

第 3 は糸球体貫通細胞(transglomerular cell TG cell)で側方に長い樹状突起を伸ばし、複数の糸
球体を貫いている（図 8）。 

第 4 は被覆細胞(incrusting cell IC cell)で主に糸球体表層部に突起を伸ばしており、小型傍糸球
体細胞の 1 サブタイプとも考えられる（図 9）。しかし、これら 4 タイプに当てはまらないニュ
ーロン（第 5 その他）も多く、どれかのサブタイプと考えてよいのか別のニューロンタイプとす
べきか更に検討の必要がある。  

SPG cell, TG cell, IC cell は以前解析した secretagogin 含有ニューロンでも観察されたことか
ら異なった化学的性質を有したものが存在していることが示唆された。 



 

2） 外網状層～顆粒細胞層の TH 発現細胞 

糸球体層以外の層にも形態的に多様な TH 発現ニューロンが散在していた（図 10，11）。 

 

これまでの我々の解析を中心に嗅球局所回路のスキームを図 12 に示す。 
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