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研究成果の概要 :喉頭神経調節の仕組みとその障害における現状での重要課題として考えられ

た、延髄における疑核異所性局在、喉頭神経系におけるアセチルコリン合成酵素の関与、喉頭

神経系における神経栄養因子の関与、脳幹運動神経細胞における軸索損傷時の TDP43の変化、

そして、喉頭における概 日リズムと時計遺伝子の関与について、現時点で考えうる手法を駆使

して解明した。
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1.研 究開始当初の背景

喉頭の神経調節機構に障害が生 じると、味

下、呼吸といつた生命の維持に関わる基本的

な機能が損なわれるばかりでなく、発声機能
の障害は社会生活を営む うえで多大な影響

を受ける。このことから、喉頭神経調節機構
の解明 とその障害時における対応に関する

研究は、紀元 2世紀の Calenosの時代から現

在に至るまで喉頭科学のメインテーマあ り、

多くの研究がなされてきた。研究代表者も喉

頭の自律神経支配を初めて系統的に解明 し

て以来、四半世紀の間、この問題に取り組ん

できたが、未だ多くの疑問点が残されている。

本研究の目的は、喉頭神経調節の仕組みとそ
の障害における現状での重要課題を、国内基

礎系研究機関の協力を適宜得るとともに、

種々の技法を駆使することによって、体系的

に解明することにある。

2.研 究の目的

(1)延髄における疑核異所性局在の解明

声帯運動を司る運動神経細胞は、疑核に存在



し、各内喉頭筋を支配する運動神経細胞の局

在 については我 々の報告等によ りほぼ確定

された。しか し、疑核はその名が示す とお り、

他の運動神経核に比 し、その局在がきわめて

曖味である。そこで、発生学的にいかに疑核

が形成 されるか、また、その形成異常によっ

てお こされ る障害を知 ることを目的 とす る。

(2)喉 頭神経系におけるアセチル コ リン合

成酵素の関与の解明

既存の cChAT、pChAT、そ して今回開発 された

cChATspを用いて、喉頭の副交感神経系支配
の詳細を明 らかに し、神経損傷時における各

種 ChATの 発現の変化を解析 し、神経損傷時
における喉頭の コ リン作動性神経の動態 を

明 らかにする。

(3)喉 頭神経系における神経栄養因子の関

与の解明

神経細胞の生存 ・維持に関わる神経栄養因子

を明らかにすることは、神経細胞死によって

発症す る神経変性疾患の病態解明 と治療法
の開発にとって不可欠である。 ところが、喉

頭神経系における神経栄養因子の局在 に関

する研究は現在のところ皆無である。そこで、
喉頭神経系における FCFlの 局在を同定 し、
機能的役割を解明するとともに、障害モデル

を作成 した うえで、神経障害によってどのよ

うな影響を受けるかを明 らかにする。

(4)脳 幹運動神経細胞 にお ける軸索損傷時
の TDP43の変化
TDP43は ALSの 病理マーカー として注目され
ている。TDP43の核外脱出は ALSの病理学的
特徴であるが、その分子病態は不明である。
そこで、延髄運動神経細胞における軸索損時
の TDP43の変化について検討 した。

(5)喉頭における概 日リズム と時計遺伝子の

関与の解明

地球上の多 くの生物 は地球の 自転周期であ
る 24時 間の環境変化に適応するため、体内
時計を有 している。喉頭炎やア レルギー性鼻
炎な ど様 々な疾病の症状の程度に昼夜差が

存在すること、また逆に昼夜逆転など不規則
な生活か らこのよ うな疾患が増悪す ること
を経験することが多い。このような気道疾患
の症状の増悪には 自律神経系特に副交感神
経系の関与が示唆 され る。そこで、喉頭にお
ける概 日リズム形成の仕組みを、特に自律神
経系に焦点を当て検討 した。

3.研 究の方法

(1)延 髄における疑核異所性局在の解明
SRKラ ッ トのヘテロ規を交配 し出生させ、生
後 17～ 21日 齢の離乳期直前の SRKラ ッ ト
を使用 した。この時に表現型 として sRKと

ヘテロ、ワイル ドタイプ分けるのは困難なた

め、マ ウス・リー リンの遺伝子配列をもとに、

プライマーを作成 し、PCR法 にて SRKラ ッ ト

の genotypingを 行い分離 した。内喉頭筋で

ある輪状甲状筋、甲状披裂筋、後輪状披裂筋、

頚部食道、また腹部食道にそれぞれ HRPを 注

入 し、 2日 間の生存期間の延髄を含む全脳 を

摘出 し、延髄の凍結連続切片を作成 し組織化

学的手法を用いて、疑核へ投射する運動神経

細胞を同定 した。

(2)喉 頭神経系におけるアセチル コ リン合

成酵素の関与の解明

迷走神経切断モデルを作成、迷走神経背側核

における cChAT、pChATお よび cChATspの 変

化を免疫組織学的に解析 した。
一部は総 RNA

の抽出、Laser Capture Microdissectionを

用いて単一細胞 レベルの抽出を行い、迷走神

経背側核における ChATサ ブタイプの質的、

量的な遺伝子発現に関 して、定量的 RT PCR

法にて検討 した。

(3)喉 頭神経系における神経栄養因子の関

与の解明

神経栄養因子である FGFlの 喉頭神経系にお

ける局在、密度 を免疫組織学的に検討 した。
また、迷走神経背側核細胞をは じめとする副

交感神経細胞における FGFlの 局在を検討 し

た。

(4)脳 幹運動神経細胞 にお ける軸索損傷時
の TDP43の 変化

軸索損傷下の延髄運動神経細胞 にお ける核

輸送系の障害 と TDP43の核局在 との関係、神

経再生 との関連について検討 した。

(5)喉 頭 にお ける概 日リズム と時計遺伝子
の関与の解明

副交感神経系の神経受容体であるムスカ リ
ン性 アセチル コ リン受容体遺伝子発現の 日

内変動を mRNA、蛋白双方において解析 し、さ

らに喉頭上皮内の時計遺伝子による制御の

しくみの解明を試みた。また、喉頭の リズム

が時計中枢 である視交叉上核 よ りどの よ う
な経路 でシグナルの伝達 を受けているか を

検討 した。また、喉頭における時計遺伝子の

発現 と喉頭腺での粘液分泌の リズム発現に
ついて、wild―typeマ ウス、mCryl―/―mcry2-/
―ミュー タン トマ ウスおよび視交叉上核破壊
マ ウスを用い、免疫組織化学法、Northern

blot法 にて Perl、 Per2、 MUC5bの 発現につい

て解析 した。

4,研 究成果

(1)延 髄における疑核異所性局在の解明

標識細胞は、第 4脳 室か ら延髄の腹外側部に

散在 して分布す るのが観察され、延髄疑核の



運動神経細胞が、発生部位か ら疑核へ移動す
るにあたって、リー リン蛋白による誘導が不
可欠であることを意味すると考えられた。 こ
の結果は、発生過程における疑核運動神経細
胞群の構築 を考 える上で重要な もの と考 え
られ る。

(2)喉 頭神経系にお けるアセチル コ リン合
成酵素の関与の解明

迷走神経切断後、迷走神経背側核に pChATが
発現することを見出 した。非手術対照群の迷
走神経背側核では、cChAT陽 性の神経細胞が

認められたが、pChAT陽 性細胞は認めなかっ

た。迷走神経切断後 7日 目に cChAT陽性細胞
はほとん ど消失 したが、多数の pChAT陽性細
胞が出現 した。切断後 28日 目には、cChAT陽

性神経細胞数は再び増加 したが、pChAT陽 性

細胞数は減少 した。 こうした変化は、pChAT
が軸索切断後の神経変性の病態 に関与 して
いることを示唆 している。

(3)喉 頭神経系にお ける神経栄養因子の関
与の解明

迷走神経背側核細胞において、FGFlと ChAT

との共存率を調べた結果、8%に 共存を認め

るのみであつた。一方、唾液核では 13%、仙

骨副交感神経節では 18%の共存を認めた。 こ
のように、迷走神経背側核細胞で共存率の低
いことは、これ らの細胞の易傷症性の一つの

原因であると考えられた。

(4)脳 幹運動神経細胞 にお ける軸索損傷時
の TDP43の変化

軸索輸送障害で TDP43の 核局在が障害 され、
この背景に TDP43の軸索内蓄積 と Importin

系 を介 した核細胞質輸送機能異常が関与す

る可能性が示 された。TDP43の 異所性局在は

可逆性であ り、それ 自体が ALSの 運動ニュー

ロン死の原因ではなく、他の何 らかの機序の

関与が推察 された。

(5)喉 頭 にお ける概 日リズム と時計遺伝子
の関与の解明

上気道および下気道に末梢時計が存在 し、迷

走神経を介 して、視交叉上核によって制御 さ

れ ることを明 らかに した。 また、喉頭粘膜、

喉頭腺上皮細胞核に PERl、PER2タ ンパクの

時間特異的な発現 を認 めた。MUC5 b タンパ

クの発現にも概 日リズムを認め、喉頭腺分泌

は、喉頭の時計遺伝子 Perl、Per2に よつて

制御 されている可能性が示唆 された。 これ ら
の結果は、喉頭疾患の時間特異的な発症に関

与すると考えられ、今後の治療開発における

重要な情報源 とな りうるものである。
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