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第1節Gracile　Axonal　Dystrophy（GAD）マウス

　　Gracile　Axonal　Dystrophy（GAD）マウスは、1984年に名古屋大

学農学部において発見された神経軸索変性を主病変とするミュータントマウ

スである（116）。その由来は、CBA／NgaとRFM／Ngaとの交配実験中

にそのF1同士の交配から得られたマウスにおいて、行動異常を示す個体が

発見されたことに始まる。現在、由来する系統において21代以上兄妹交配

を繰り返し近交系を育成した系統と、B6の近交系にもどし交配を繰り返し、

congenic系を育成した系統の2種類が実験に供されている。この2系統間

に、臨床症状や病理組織学的変化に差は認められない。本ミュータントの遺

伝形式は常染色体劣性遺伝であることが明らかになり、またその遺伝子座は

第5染色体に存在することが判明している（115）。生後4週齢頃までは、

その発育状態や行動によりGADマウスと正常マウスを区別することはでき

ない。生後4週齢以降になると、感覚性失調の姿勢により（17）、その両者

の区別が可能になる。すなわちマウスの尾を持ち、吊り下げた時に、正常マ

ウスは後肢をただ側方に伸展させるのみであるが、GADマウスは後肢を腹

部前方で交差させ、抱き込む姿勢をとる。しかし歩行時には、その歩様や姿

勢に異常は認めない。運動性失調は生後12週齢頃より出現する。それは、

歩行時に後肢足底を上方に向けたまま、後肢を引きずる症状として確認でき

る（Fig．1）。生後16週齢前後からは筋肉の萎縮に伴って後躯の削痩が顕著
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になり、振戦や歩行時によろめくなどの症状も現れる。GADマウスの体重

は、生後10週齢頃から徐々に減少し、生後15週齢では正常マウスの体重の

7割前後まで減少する（98）。その後、症状はゆっくりと進行し、多くのG

ADマウスは生後24週齢前後で衰弱死に至る（116）。GADマウスでは、

1年以上の生存例はない。以上の病勢は、臨床的に大きく4期に分けられる

（113）。それは生後4週齢から始まる初期、生後9週齢から始まる進行期、

生後18週齢から始まる臨界期、生後32週齢から始まる終末期である。

　　病理組織学的には、腰髄レベルの脊髄神経節に存在する一次知覚神経細

胞の中枢ならびに末梢端で変性が生じる。この神経細胞は、軸索を中枢端で

ある延髄薄束核へ伸ばし、樹状突起を末梢端である後肢義心における筋紡錘

内のらせん終末まで伸ばしている。延髄薄束核では、生後4週齢前後から軸

索に変性が生じる。その変性は、軸索が異常に腫大した好酸性球状構造物

（Spheroid）の出現，星状膠細胞の増生（gliosis），脱髄などを主病変と

する（Fig．2，3）。Sphe　roidの電顕観察では、その内部にミトコンドリア

やelectron　dense　body，フィラメント構造物，大小様々な膜様構造物

などが充満していることがわかる（43，67）　（Fig．4）。Sphe　roidの出現

頻度を経時的に計測すると、生後4週齢で薄束核に多数のSphe　roidを認め、

その後・出現頻度の高い部位が加齢に伴って頚髄，胸髄，腰髄の順に薄束を

下行していくことがわかる（43）　（Fig．5）。このことから軸索終末部が変

性を起こしながら細胞本体に近づいていく、いわゆるDying－Backタイ
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プの逆行性軸索変性であると（9）、推測されている。それを裏付けるよう

に、生後32週齢のGADマウスにおける薄束核では星状膠細胞の増生は認め

られるが、Sphe　roidはほとんど存在せず、癒痕化している。末梢側では、

生後20日齢過ぎより後肢渦中の筋紡錘内において、らせん終末に変性が生

じる（71）。ここでは樹状突起終末部の激しい再生機転が見られるが、そ

れは一時的なもので、ついには変性に陥る。以上のようにGADマウスでは、

薄束核から細胞体へ向かっての軸索における変性と、筋紡錘内でのらせん終

末から細胞体へ向かっての樹状突起における変性が同時進行する。このよう

な変性過程はcentral　and　peripheral　distal　axonopathyと呼ばれる

（96）。加齢の進んだ個体におけるSphe　roidの分布を調べると、軸索変

性部位は、後脊髄小脳路や錐体路，三叉脊髄神経路，三叉神経路核など広範

囲に及んでいることがわかる（43，111，113）。また腰髄前角に存在する運

動神経細胞の軸索終末部である運動終板においても、変性が生じる（65）。

一次知覚神経細胞本体は生後18週齢前後より若干の萎縮を示すのみである。

薄束核内の二次知覚神経細胞には、形態異常は認めない（43）。

　　本ミュータントの特徴である延髄薄束核におけるSphe　roidの出現は、

ヒトを含む様々な動物で加齢現象の一つとして知られている（5，14）。ま

た、Sphe　roidの出現を認めるヒトの遺伝病としては、　infantile

neuroaxonal　dystrophyやHallervorden－Spats病が知られている

（13，85）。常染色体劣性遺伝に従う脊髄小脳変性症の一つである
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Friedreich失調症は、　Spheroidは出現しないものの、その変性部位は薄

束，後脊髄小脳路，錐体路であり、GADマウスの軸索変性が生じる部位と

類似している（76）。これまで本ミュータントの原因に関しては、明らか

になっていない。しかし、GADマウスにおける軸索変性は加齢現象の一側

面を反映していると同時に、いくつかのヒトの疾患と類似した点を有してお

り、神経系の加齢ならびにヒトの遺伝性神経変性症の発生機序解明に貴重な

動物モデルになりうると考えられる。
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第2節　Alzheimer病の病理組織学的特徴と関連蛋白

　　本研究の対象になるアミロイド関連蛋白は、Alzhe　ime　r病と密接な関

係を有する蛋白質である。ここでは、そのAlzhe　imer病の病理組織学的特

徴と関連蛋白について説明する。

　Alzhe　ime　r病の病理変化は、1906年忌ドイツの精神科医であるAlois

Alzheimerが、初めて痴呆と関連づけ文献に記載した（103）。それは56

才の痴呆症状を示し死亡した女性の脳組織標本に、Bielschowsky鍍銀染

色を施し、観察した結果であった。それまで同様の病理変化については知ら

れていたが、それらを痴呆と関連づけ記載したのはAlzheimerが初めて

であった。それ以来、Alzhe　ime　r病の病理像は免疫組織化学的手法の発達

と共に詳しく解明され、蛋白レベルでの関連物質の解明も進んでいる。その

病理組織学的特徴は、細胞外における老人斑の形成と神経細胞内での神経原

線維変化、ならびに神経細胞の脱落である（103）。神経細胞の脱落は、老

人斑の形成と神経原線維変化がおよぼす結末であると考えられている。ここ

では、老人斑と神経原線維変化の病理組織学的特徴ならびにこの2つの病変

に関連する物質について説明する。
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　i．老人斑

　老人斑は、Bielschowsky鍍銀染色標本の光顕観察において、直径が

数10μmの円形を呈する嗜銀性構造物として観察される。その老人斑の中

心にはアミロイド線維の塊であるアミロイド核が存在し、腫大神経突起が老

人斑周囲を花弁のように取り囲む。老人斑の電顕観察では、アミロイド核の

周囲に小膠細胞や反応性星状膠細胞を認め、腫大神経突起内には多数のミト

コンドリアや膜様構造物，electron　dense　bodyなどが存在している

（48）。1984年にGle　nne　rらが脳血管アミロイドよりAmyloidβ一

Prote　in（AβP）を抽出し、そのアミノ酸配列を解明したことから（27）、

老人斑に関する研究は急激な進歩をしている。Glennerらが得たAβPに対

する抗体が作製され、この抗体を用いた免疫染色において老人斑が染色され

ることがわかり、老人斑の成分がAβPであることが判明した。またその結

果より、Bie　lschowsky鍍銀染色で観察できるアミロイド核を伴う老人斑

（核化老人斑）の他に、アミロイド核を伴わない老人斑（びまん性老人斑）

や腫大神経突起に乏しくアミロイド核のみからなる老人斑など、様々な形態

を呈する老人斑の存在が明らかになった。このような老人斑が、時系列的に

どのような順序で生じるのかということが論議の対象になったが、今ではび

まん性老人班は核化老人班の初期像であると考えられている（109，110）。

　分子生物学的研究から、AβPはアミノ酸695個から成る大きな蛋白質

の一部であることが判明し、この蛋白質はAmyloid　Precursor　Protein
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（AP　P）　（アミロイド前駆体蛋白質）と名付けられた（40）。その後の研

究により、APPには選択的スプライシングにより、いくつかのアイソフォー

ムが存在することが判明した（44）。アミノ酸695個からなるAPP695，

アミノ酸751個からなるAPP751，同様にAPP770，　APP714などである。

このうちAPP695は神経組織，特に神経細胞で特異的に発現しているのに

対して、APP751やAPP770は体内の様々な組織の細胞で発現しており、

神経組織では主にダリア系の細胞に存在する（2）。APP751とAPP770は、

そのアミノ酸配列中にkunitz型プロテアーゼインヒビターの領域を有して

いるため、老人斑形成時におけるAβPの沈着に大きな役割をしているので

はないかと考えられている。

　APPは、そのアミノ酸配列のN末を細胞外に、　C末を細胞内にもつ膜貫

通蛋白である。APPのアミノ酸配列中において、　AβPは膜貫通領域を含む

部分に相当する（40）。AβPは分子量約4kDの蛋白質で、アミノ台数が

40ないし43個で構成される。AβPの全長が体内に存在するためには、　Aβ

Pのアミノ酸配列の両末端でAPPより切断されることが必要である。当初

APPは、その代謝過程でAβPのアミノ酸配列の内部で切断されるとされ、

AβPの全長を有するものは、正常な細胞では存在しないと考えられていた。

しかしその後の研究で、全長からなるAβPが培養細胞や正常なヒトの脳脊

髄液にも存在することが明らかになり（31，90，91）、正常な生理状態にお

いても分泌されていることが判明した。その分泌過程は、エンドソーム／ラ
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イソソーム系の代謝経路により分泌されている説が有力視されている。しか

しその過程において、どのような酵素が関与しているかは明らかになってい

ない。Alzhe　ime　r病における病理変化の最も初期のものが、老人斑形成に

先立つAβPの沈着と考えられている。したがってAβPの分泌ならびに沈着

の機序を解明することが、Alzhe　ime　r病の原因を知る上で非常に重要な事

であると考えられる。また近年、老人斑のその他の構成成分として、

non－amyloid　component　（NAC），　α一1－antichymotrypsin，

apolipoprotein　E，トランスサイレチンなどが同定され

（28，59，79，104，）、これらの物質がAβPの沈着にどのように関与してい

るかが、大きな関心を呼んでいる。

　ii．神経原線維変化

　神経原線維変化は、Bielschowsky鍍銀染色標本において、神経細胞

体に嗜銀鼠線維状構造物の塊が出現するものとして観察される。その構造は

特徴的で、電子顕微鏡観察では多数の線維が平行に走って束をなしているこ

とがわかる。個々の線維は、太さ10nmの2本のフィラメントが80nmの周

期でよりあった形態をしており、Paired　Helical　Filaments（PHF）と

呼ばれる（103）。PHFは様々な溶媒や界面活性剤に難溶性であり、この

ことが細胞内に蓄積する理由であると考えられている。PHFを構成する主

成分は異常なリン酸化をしたタウ蛋白質（PHFタウ）であることがわかっ
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た（35，47，56）。また、その他の成分としてユビキチンがこれまで同定さ

れている（66）。PHFの抗体を用いた免疫組織化学的研究により、神経細

胞体以外にもPHFを有する構造物が確認された（3）。それはneuropil

threadまたはcurly　fiberと呼ばれ、神経原線維変化では細胞体内に

PHFが蓄積するのに対して、　neuropil　threadはPHFが神経突起内に生

じるものである。

　　タウ蛋白質は微小管結合蛋白の一つで、微小管の重合促進と安定化に働

く蛋白質である。またユビキチンは細胞内の異常蛋白に結合し、非リソソー

ム系蛋白分解の酵素群に対して標識となる物質である。これらが構成成分と

して、PHFが蓄積する機序としては、次のように考えられている。それは、

まずタウが異常なリン酸化を受けPHFタウとして細胞内に蓄積した後、そ

れを分解するために生じるユビキチン化や、一部のプロテアーゼ等の働きに

より、その構造が変化し不溶性のPHFが形成されるというものである。

　神経原線維変化は、アミロイド沈着に起因する変化であると考えられて

いる。その理由は、神経原線維変化の認められる脳では必ず老人斑が存在す

る，痴呆症状を示さない老人の脳において、老人斑は存在するのに神経原線

維変化は伴わない所見が多数存在する，アミロイド塊を形成したAβPがタ

ウのリン酸化を促進するなどの報告があるからである。Alzhe　ime　r病では

大脳皮質の第3層と第5層に神経細胞の変性，脱落が顕著であるが、これら

の部位は神経原線維変化やcurly　fiberの分布と一致する。このことは、
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、

神経原線維変化が神経細胞死と密接に関連していることを示している。
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第3節　薄束路

　　本研究は、GADマウスの中枢神経系における軸索変性とアミロイド関

連蛋白の関係を調べることを目的としている。GADマウスの軸索変性は中

枢神経系において広範囲にわたり生じるが、本研究では特に薄束路に注目し

た。

　i．薄束路

　　薄束路は、後肢における固有深部感覚を上位中枢神経系まで伝える神経

路である。この神経路は、第7胸髄レベルより尾側の脊髄神経節内に存在す

る一一次知覚神経細胞の軸索により構成される。この細胞の樹状突起は後肢筋

中の筋紡錘内で、らせん終末を形成する。軸索は脊髄内に入り、さまざまな

経路をたどる。その主な経路は、一一次知覚神経細胞からの軸索が脊髄に入り、

①薄束を延髄薄束核まで上行するもの（薄束路）、②後脊髄小脳路の起始核

である胸髄クラーク核まで上行した後、クラーク核の二次知覚神経細胞とシ

ナプス結合を形成し、小脳へ知覚情報を伝える経路（後脊髄小脳路）③脊髄

前角で運動神経細胞とシナプス結合するもの（反射弓を形成）などである。

薄束路を形成する軸索は脊髄薄束を腰髄，胸髄，頚髄と経た後、延髄の薄束

核に至り・ここで二次知覚神経細胞とシナプス結合する。薄束核からは内側

毛帯、視床を経て大脳皮質感覚野へ知覚情報を伝える。
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　ii．一次知覚神経細胞

　　一次知覚神経細胞は、光顕観察により形態学的に大きく2種類に分類さ

れる。HE染色標本の観察において、大きく明調な細胞と小さく暗調な細胞

である（Fig．6）。電顕観察では、細胞小器官の分布様式により、研究者に

より様々に細かく分類されている（16，38，95）。一般的には、光顕で明調

に観察される細胞をA群としてさらにA1，A2，A3の3つに分類し、また暗調

な細胞をB1，B2，Cの3つに分類し、計6種類に分類されている（95）。また

様々なニューロペプチドの局在や軸索における逆行性色素を用いた実験結果

から、薄束路を上行する軸索は、大きく明調な細胞すなわちA群の細胞の軸

索であると考えられている（24，106）。

血．脊髄薄束

　脊髄薄束は、脊髄背側を背正中溝を挟む形で存在し、くさび形を呈する。

この部位を走行する線維は、より尾側の脊髄節から進入した軸索ほど、薄束

の内側すなわち背面中溝寄りを走行する特徴がある。また頚髄に入ると薄束

の両外側に、襖状束が明らかになる。襖状束には、前肢からの固有深部感覚

を伝える軸索が走行する（Fig．7）。

iv．延髄薄束核

脊髄を上行してきた薄束は、延髄に入ると最後野を挟む形で頭方に向か
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い左右に別れながら隆起し、薄束結節を形成する（Fig．7）。同様に、上行

してきた襖状束は、薄束結節の外側やや頭方に襖状束結節を形成する。薄束

結節内に薄束核が、また油状束結節内に歯状束核が存在する。その横断面観

察では、薄束は延髄に入ると薄束核になり、左右に別れながら背側に限局し

て大きくなる（Fig．8）。その両外側には襖状束が存在する。薄束核が頭方

になるにつれ小さくなるのと同時に、襖油画が渦状束核へと移行する。襖状

束核も薄束核同様に背側に限局して大きくなり、徐々に左右に別れていく。

　　薄束を上行してきた軸索は、薄束核に入ると小さな束を形成して、背側

から腹側へ下行する（Fig．9）。そして二次知覚神経細胞とシナプス結合す

る。シナプス結合は軸索と樹状突起問もしくは軸索と細胞体間において形成

されるが、薄束核には1つの軸索終末部と複数の樹状突起がシナプス結合す

るシナプス複合体　（multiple　synapses）または糸球体構造

（glomerulus）とも呼ばれる特殊な構造が存在する。シナプス複合体は

薄束核のほかにも外側膝状体や脊髄後角などで知られている構造である

（72）。薄束核では、一次知覚神経細胞の軸索のほかにも、脊髄後角から上

行してくる二次知覚神経細胞の軸索，錐体路の側副枝，薄束核に存在する二

次知覚神経細胞の軸索の側副枝などが、二次知覚神経細胞とシナプス結合す

るために終止する。そのなかでも脊髄薄束を上行してきた一次知覚神経細胞

の軸索の終末部がシナプス複合体を形成すると考えられている。

　二次知覚神経細胞の核は、その核膜がしばしば深い陥入を示す。またそ
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の細胞質には、発達したゴルジ体が核を取り囲むように存在する。二次知覚

神経細胞の軸索は、内弓状線維と呼ばれ反対側に入り、内側毛帯を形成した

のち視床の後外側腹側核において三次知覚神経細胞に知覚情報を伝える。・

一15一



第4節　本研究の目的

　　GADマウスは、軸索変性を呈するミュータントマウスである。その軸

索変性は部位特異的であり、かつその経時的な変化も上行性知覚神経路であ

る薄束路を中心に詳しく解明されている。従って軸索変性に伴う様々な病態

変化を探る上で、その有用性は大きい。

　　現在、Alzhe　ime　r病の病態は、蛋白レベルで徐々に解明されつつある

が、いまだ残されている問題も多い。その理由の一つは、適当な実験動物が

存在しないことが挙げられる。ヒトと同様な病理変化が見られる動物の報告

は多いが、それらは野生動物やイヌ，サル類等であり（26，61，89）、一般

的な研究者にとってその扱いは難しい。また、これらの動物は寿命が長く、

その変化は加齢の進んだ個体で認められるもので、その最も初期の変化を探

るのは困難である。そこで広く実験動物として用いられており、研究者も扱

いやすく、変化を短期間に観察できる醤歯類における実験系が広く望まれて

いる。ヒトや上述の動物でみられるAβP沈着では、その沈着部位周辺に変

性した軸索を伴うことがあり、これらの軸索とAβP沈着との関連性を示す

報告がなされている（54，82）。また加齢やAlzhe　ime　r病を始めとした神

経変性症にみられる軸索変性においてAPPやユビキチンの蓄積が生じるこ

とが報告されている（11，42，73，74）。従って、GADマウスの軸索変性に

際しても、同様の変化が生じている事が予想される。
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　　変性軸索は、微細構造学的に　Reactive，　Regenerative，

Degenerative，　Dystrophicの4型に分類されることが報告されている

（53）。GADマウスで生じる変性軸索は、　Dystrophic型に類似しており、

これがGADマウスの名称の由来にもなっている（70）。また老人斑周囲に

出現する変性軸索も、Dystrophic型に類似していることが報告されてい

る（48）。このように変性軸索に関する形態学的側面からも、GADマウス

に生じる軸索変性に伴い、APPやユビキチンの蓄積、およびAβP沈着と類

似した変化が生じている可能性が示唆される。もしGADマウスで生じる軸

索変性に際して、同様の変化が生じているのなら、軸索変性とこれらの物質

との関係について、その初期の変化を観察することが可能である。本研究の

目的は、GADマウスの軸索変性と、　APP，　AβPならびにユピキチンのアミ

ロイド関連蛋白との関連性を調べるものである。
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Fig．1　生後12週齢GADマウス

　　　歩行時には、後肢足底を上方に向け後肢を引きずる。

Fig．2　生後9週齢GADマウス薄束核のHE染色所見

　　　大小様々な変性軸索（Spheroid）　（矢印）が存在する。

　　　　bar＝30μm

Fig．3　a生後32週齢正常マウス頚髄のクリューラー・バレラ髄鞘染色

　　　　　所見

　　　　　薄束（矢頭）は、ほとんどが有髄線維で占められているため

　　　　　染色され、暗調である。

　　　　b生後32週齢GADマウス頚髄のクリューラー・バレラ髄鞘染色

　　　　　所見

　　　　　薄束（矢頭）は脱髄により、明調である。

　　　　　bar富100μm（Fig3a，Fig3b共通）
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Fig．4　生後18週齢GADマウス薄束核のSpheroid電顕像

　　　　腫大したSpheroid内にミトコンドリアやelectron　dense

　　　　bodyなどが集積している。周辺には正常な軸索がみられる。

　　　　bar＝24μm

Fig．5　GADマウスの薄束路における退行性軸索変性の経時的変化（図）

　　　　破線部は、退行していく軸索ならびに樹状突起の終末部を表す。
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Fig．6　生後9週齢正常マウス脊髄神経節のHE染色所見

　　　脊髄神経節内に存在する一次知覚神経細胞は、大きく明調な細胞

　　　　（矢印）と小さく暗調な細胞（矢頭）に大別される。

　　　　bar冨60μm
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Fig．7　頚一延髄の背面図

Fig．8　頚一延髄横断面における後索核の位置的関係図

　　　　Gr：薄束核，　Cu：襖状束核，　gr：薄束，　cu：襖状束

　　　　CS：皮質脊髄路（錐体路），CC：中心管

一24一



oo

墜
謹
密
廻
卓
e
攣
懸
鰹
ゆ
む
鵜
9
回
塾
墨
ハ
認
園
－
麟

　
O
O
O

　
δ
ω
謂

コ
O

δ
　
　
δ

コ
O

コ
O

コ
O

。
ゆ
’
2
》
’
ノ
趣
ひ
爵
桶
｝
謬
÷
。
魑
紅
e
認
劉
－
麟

卜

　
漏
纒
朕
鞭

糧
纒
朕
巽
継

エ炉
M騒

桜
萎
攣

朕
鞭

塞
盗
’
マ

　
　
　
　
．
軍

’　　．，凱
ム　　　…ミ

　嵐

繍
灘
曙

　　　　　　　　　　｝　　一　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　一　　　　　一　『　　　　　一　　　　『　　　　　　一　　　一
　一　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　一一　　　｝

、
亀

’

25



Fig．9　生後9週齢GADマウス薄束核縦断面のBodian鍍銀染色所見

　　　背側を走行する軸索が、小さな束をなして背側から腹側に走行す

　　　る（矢印）。　写真の右側が吻側方向に相当する。

　　　　bar＝50μm
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章2第
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第1節 緒　言

　Amyloid　Precursor　Protein（APP）は、　Alzhe　imer病において出

現する老人斑の主成分であるAmyloidβ一Protein（AβP）の前駆体蛋白

質として知られている・この蛋白質は神経系のみならず様々な組織の細胞に

おいて発現しているが（2）、その機能や代謝経路は明らかになっていない。

またAPPは、　Alzhe　ime　r病を始めとして様々な動物の加齢現象や神経変性

症，実験動物に対するイポテン酸の注入実験等に際して出現する変性軸索内

に蓄積することが知られている（11，42，55，68，73，74）。さらにAPPの蓄

積は、実験動物の脳に針を刺し、障害を与えた際に生じる変性の極めて早い

時期から反応性星状膠細胞に生じる事が報告されている（77，94）。このよ

うな神経細胞ならびに反応性星状膠細胞に生じるAPP蓄積の機序は、不明

である。本章では、このミュータントの生後早期から長期間にわたって軸索

変性が進行する薄束路に注目し、APP蓄積の経時的変化を免疫組織化学的

に調べる。
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第2節 材料と方法

　本実験では・2種類の抗APP抗体を用いた免疫組織化学染色とAPPの輸

送に関与するクラスリン被覆小胞を確認するための抗クラスリン抗体を用い

た免疫組織化学染色・GADマウスの変性の程度を確認するためのHE染色、

ならびに抗Glial　Fibrillary　Acidic　Protein（GFAP）抗体を用いた免疫

組織化学染色を行った。

　1．抗APP抗体ならびに抗GFAP抗体を用いた免疫組織化学染色とHE染

色に関する材料と方法

1．供試動物

　　供試動物には、国立精神・神経センターモデル動物開発部もしくはエー

ザイ株式会社筑波研究所実験動物施設において、SPF条件下で飼育された生

後4，9，18および32週齢のGADマウス（gad／gad）ならびに対照正常マウ

ス（鯉／＋もしくは＋／＋）各雌3個体を用いた。これらのマウスは、不断

給餌ならびに不断給水，温度23±4℃，湿度55±5％，午前8時点灯午後8時

消灯の明暗サイクルで飼育された。
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　2．固定法，採材ならびに保存法

　　マウスを抱水クロラール（1．29／kg　B．W．）麻酔下で、　Zamboni液

（4％paraformaldehyde十〇．3％picric　acid／0．1M　PBS；4℃，

pH7・4）を・左心室より灌流固定した。灌流後、マウスから実体顕微鏡下

で、脳，脊髄および腰髄レベルの脊髄神経節を採刑した。これらの組織を同

固定液で一晩浸漬固定した後、マウスの脳脊髄アトラスに従い（93）、延

髄，第4ないし5頚髄，第5ないし6胸髄，第2ないし3腰髄に相当する部位を

切り出した。これらの組織ならびに脊髄神経節は、　4℃下において5％

Sucrose／0．01M　PBS中に18時間浸漬した。続いて組織を10％Sucrose

／0．01M　PBS、15％Sucrose／0．01M　PBS、20％Sucrose／0．01M

PBSの順序で各12時間浸漬した後、防腐剤として0．01％の割合でアジ化ナ

トリウムを添加した20％Sucrose／0．01M　PBSにおいて、実験に供する

まで4℃下で保存した。

3．切片の作製法

　本実験では、凍結浮遊切片ならびにパラフィン切片を用いた。以下にそ

の作製方法を記す。

　　（1）凍結浮遊切片の作製法：保存した組織を、アルミホイルで作製し

たカップ内の0．C！r．　Compound（Miles社Cat．　No．4583）に埋め、液
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体窒素中で十分に冷却されたイソペンタン中で、急速凍結した。凍結包埋さ

れたブロックから・クリオスタット（BRIGHT社）を用い、厚さ20μmの

切片を作製し・その切片を0．01M　PBS中に浮遊させた。

　　（2）パラフィン切片の作製法：保存した組織を、真空自動固定包埋装

置（サクラ精機社）により、上昇系列エタノール，トルエン，パラフィンの

順序で浸透させた後、パラフィン包埋した。パラフィン包埋されたブロック

から滑走式ミクロトーム（大和工機社）を用い、厚さ6μmの切片を作製し、

これらの切片を2％3－Aminopropyltriethoxysilane／ace　ton

（Ald　ri　ch社Ca　t．　No．11，339－5）をコートしたスライドガラスに貼り付

けた。また反応産物の組織内局在性を調べる目的で、一・般染色に供するため、

連続切片を作製し同様に載物した。

4．免疫組織化学染色法

　　（1）浮遊切片の免疫組織化学染色法：切片を、内在性の膜蛋白を軽度

に変性させることにより、以後の反応液の浸透性を良くするため、4℃下で

0．3％TritonX－100／0．01M　PBSに一晩処理した。続いて切片を0．01M

PBSで洗浄し、3％H202／Methanolで5分間処理することにより内在性ペ

ルオキシダーゼを不活化した後、再び0．01M　PBSで洗浄した。その後、切
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片を一次抗体の非特異的結合を防止するため10％skim　milk（雪印乳業株

式会社）・25％Block　Ace／dH20（大日本製薬株式会社　　Cat．　No．

UK－B25）ならびに10％正常ヤギ血清に、室温で各1時間反応させた後、

一次抗体と4℃下で一晩反応させた。その後、切片を界面活性作用により十

分な洗浄を行うため0．05％Tween　20／0．01M　PBSならびに0．01M　PBS

で洗浄し、二次抗体の非特異的結合を防止する目的で10％Block　Ace／

dH20で30分処理した後、ビオチン標識抗ウサギIgG抗体と室温で1時間反

応させた。反応後、切片を0．01M　PBSで洗浄後、ペルオキシダーゼ標識ス

トレプトアビジンに室温で1時間反応させ、0．01M　PBSで洗浄した。引き

続いて、0．02％3，3Ldiaminobenzidine／0．05M　Tris－HCI（pH7．6）

（Sigma社Cat．　No．　D－5637）を用いて発色し、0．01M　PBSで洗浄し

た後、90％Glycerol／0．01M　PBSを用い封入した。10％正常ヤギ血清，

ピオチン標識抗ウサギIgG抗体ならびにペルオキシダーゼ標識ストレプトア

ビジンに関しては、ヒストファインSAB－PO（R）キット（株式会社ニチレイ，

Code　No．424031）を、使用した。

　　（2）パラフィン切片の免疫組織化学染色法：切片を脱パラフィンした

後、3％H202／Methanolを用い5分間処理し、内在性ペルオキシダーゼを

不活化した後、0．01M　PBSで洗浄した。続いて、内在性の膜蛋白を軽度に

変性させることにより、以後の反応液の浸透を良くする目的で　　0．3％
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TritonX－100／0・01M　PBSで5分間処理した。その後の発色までの染色過

程は・前項の浮遊切片の免疫組織化学染色方法と同様に行った。発色後は、

マイヤー●ヘマトキシリンによる核染色を行った後、アルコールで脱水後、

キシレンで透徹し、封入した。

（3）本研究で使用した一次抗体

a．抗APP抗体

　抗PN－n抗体：APP695のアミノ酸配列1から596の部分とそれ

　　　　　　　　に続くAβPのアミノ酸配列1から16の部分、計

　　　　　　　　アミノ酸612個からなる合成ペプチドを、抗原と

　　　　　　　　して家兎で作製されたポリクローナル抗体。

　　　　　　　　本抗体は1％Bovine　Serum　Albumin（BSA）

　　　　　　　　　／PBSにより、500倍に希釈して使用した。

　抗GID抗体：APP695のアミノ酸配列175から186の部分の合成

　　　　　　　ペプチドを抗原として家兎で作製されたポリクロー

　　　　　　　ナル抗体。本抗体は1％BSA／PBSにより、400倍

　　　　　　　に希釈して使用した。

b．抗GFAP抗体：Rabbit　anti－Human　Glial　Fibrillary　Acidic

　　　　　　Protein（ZYMED社Cat．　No．08－0063）
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本抗体は希釈を行わず、使用した。

（4）陰性対照：切片を一次抗体の代わりに正常家兎血清と反応させた。

5．HE染色法

　パラフィン切片を脱パラフィンした後、流水水洗し、dH20に5分間浸

漬した。続いて切片をマイヤー・ヘマトキシリン液で5分間染色した後、20

分間流水水洗し、エオジン・フロキシン液で1分間染色した。染色後、切片

をエタノールで脱水し、キシレンで透徹後、封入した。

6．観察法

　染色後の浮遊切片ならびにパラフィン切片は、光学顕微鏡（オリンパス

社BH2　DO－1）を用いて観察を行った。

皿．抗クラスリン抗体を用いた免疫組織化学染色に関する材料と方法

1．供試動物

　供試動物には、国立精神・神経センターモデル動物開発部において、

SPF条件下で飼育された生後20週齢のGADマウス（gad／gad）ならびに対
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照正常マウス（鯉／＋もしくは＋／＋）各雌3個体を用いた。これらのマウ

スは・不断給餌ならびに不断給水，温度23±4℃，湿度55±5％，午前8時

点灯午後8時消灯の明暗サイクルで飼育された。

2．固定法，心材ならびに保存法

　　マウスを抱水クロラール（1．2g／kgB．W．）麻酔下で、4％

paraformaldehyde／0．1M　PBS（4℃，　pH7．4）を、左心室より灌流固

定した。灌旧誼、マウスから実体顕微鏡下で、脊髄を採材した。組織を同固

定液で一晩浸漬固定した後、マウスの脳脊髄アトラスに従い（93）、第4な

いし5頚髄に相当する部位を切り出した。以後の保存までの処理は、本節1．

2．と同様に行った。

3．凍結切片の作製法

　　保存した組織を、アルミホイルで作製したカップ内の　　o．c！r．

Compound（Miles社Cat．　No．4583）に埋め、液体窒素中で十分に冷却

されたイソペンタン中で、急速凍結した。凍結包埋されたブロックから、ク

リオスタット（BRIGHT社）を用い、厚さ10μmの切片を作製し、2％

3－Aminopropyltrie　thoxysilane／ace　ton（Aldrich社Cat．

No．11，339－5）をコートしたスライドガラスに貼り付けた。
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4．免疫組織化学染色法

　　切片を・内在性の膜蛋白を軽度に変性させることにより、以後の反応液

の浸透性を良くするため、4℃下で0．3％TritonX－100／0．01M　PBSに10

分間処理した。続いて切片を0．01M　PBSで洗浄し、25％Block　Ace／

dH20（大日本製薬株式会社　Cat．　No．　UK－B25）ならびに10％正常家

兎血清に・室温で各1時間反応させた後、抗ウシクラスリンポリクローナル

ヤギ抗体（Sigma社Cat．　No．　C－8034）と4℃下で1晩反応させた。一次

抗体は1％BSA／PBSにて100倍に希釈して用いた。反応後、切片を界面活

性作用により十分な洗浄を行うため0．05％Tween20／0．01M　PBSなら

びに0．01M　PBSで洗浄し、2次抗体の非特異的結合を防止する目的で10％

Block　Ace／dH20で30分処理した後、　FITC標識抗ヤギIgG家兎抗体

（Zymed社Cat．　No．61－1611）で1時間反応させた。反応後の切片は

0．01M　PBSで洗浄し、90％glycerol／0．01M　PBSで封入した。

5．陰性対照

　切片を一次抗体の代わりに正常ヤギ血清と反応させた。

6．観察法

　染色後の切片は蛍光顕微鏡（オリンパス社　BHS－RFK）を用い、観察

した。
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第3節　　結　果

1．HE染色所見

　GADマウスの軸索変性は、一次知覚神経の中継核である薄束核で最も

早期に観察された。その変性は好酸性でエオジンに強染する腫大した軸索

（Sphe　roid）と・その周辺での顕著な星状膠細胞の増生（91iosis）の所見

で特徴づけられた。大小のSphe　roidは生後4週齢GADマウスの薄束核に多

数認められたが、これらのSphe　roidは一般に、均一にエオジンに強冒し、

球形をとることが多く、後にみられたようなcore（芯）を有するものや大型

瘤状の成熟した形態を示していなかった。薄束核でのSphe　roidの出現頻度

は生後18週齢まで増加したが、その後32週齢ではむしろ減少していた。

GADマウスの薄束核におけるダリア増生は、生後4週齢で既に軟膜直下に始

まっていたが、まだ薄束核内全域には及んでいなかった。生後9週齢以降、

星状膠細胞の増生は薄束核内全域に及び、大型の二次神経細胞の周辺に多数

の星状膠細胞の細胞を認めた。

　GADマウスにおけるSphe　roidの出現は病勢進展とともに脊髄へ移行

し、しかも、それは頚髄，胸髄，腰髄の順に移行した。従って、腰髄の変性

は最も軽度であり、また生後後期まで認められなかった。生後18週齢以降

からは、後脊髄小脳路や三叉神経路核，錐体路などでも同様な軸索変性を認

めたが、前述の薄束路に比べ軽度であった。正常マウスでは、生後32週齢

一38一



の薄束核でSpheroidを認めたのみであった。

　HE染色において・GADマウスもしくは正常マウスで得られた各々の結

果は・実験に供した両マウスの各週齢3個体全てに認められた。また対照正

常マウスとして用いた・遺伝子型が9廻／＋と＋／＋の個体間で、得られ

た結果に差は認められなかった。

　　2．抗GFAP免疫組織化学染色所見：生後4週齢GADマウスの薄束核は

正常マウスより強い免疫反応を示し、その反応は18週齢まで増加した。生

後4週齢での強い反応は軟膜直下で顕著であったが、加齢と共に、薄束核全

体に網目状に広がった。GADマウスで観察できた強い免疫反応を示す反応

性星状膠細胞は、太い突起を有していた。生後32週齢では18週齢とほぼ同

じ程度の反応を示した。またこの反応は加齢と共に、脊髄薄束を下行し、生

後32週齢では腰髄まで広がり、また脊髄薄束での反応は加齢と共に増した。

正常マウスでは、どの週齢においても薄束核背側辺縁に弱い反応を呈する星

状膠細胞が存在するのみであった。

　抗GFAP免疫組織化学染色において、　GADマウスもしくは正常マウス

で得られた各々の結果は、実験に供した両マウスの各週齢3個体全てに認め

られた。また対照正常マウスとして用いた、遺伝子型がgad／＋と＋／

＋の個体間で、得られた結果に差は認められなかった。
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　3・抗APP免疫組織化学染色所見：正常マウスでは、薄束核ならびに脊髄

薄束において・びまん性に弱い免疫反応を認めた（Fig10a，　Fig　lla）。抗

GID抗体ならびに抗PN一皿抗体の染色性は、正常マウスにおいては同様で

あった。GADマウスでは・生後4週齢の薄束核で既に正常マウスより強い

免疫反応を示した・その反応は変性部位に広がり、HE染色所見や抗GFAP

免疫染色所見から判断すると、形態的にその反応が変性軸索および反応性星

状膠細胞に存在していることがわかった（Fig　10b，11b）。変性軸索は様々

な染色性を有していたが、大きいSphe　roidほどその反応は強い傾向を示し

た。GADマウスでの変性部位においては、抗GID抗体が星状膠細胞をやや

強く染める傾向があったのに対し、抗PN一皿抗体は細胞体ならびに軸索を強

く染めた。以上のようなGADマウスの薄束核における反応は、生後18週齢

までは週齢が増すに連れ強くなったが、32週齢ではその反応は弱くなった。

脊髄では、生後9週齢の頚髄から薄束核と同様な反応を示し、以後この反応

は18週齢，32週齢と加齢とともに頚髄から下位の薄束を逆行性に広がって

いた（Fig．11bならびにTable．1）。GADマウスの脊髄神経節の一次知

覚神経細胞体では、生後4週齢から正常マウスより強い免疫反応を示し、ま

た週齢を重ねるごとにその反応性は増した。正常マウスの反応は、小型細胞

では強く、大型細胞では弱い傾向があったが、GADマウスでは小さな細胞

と大きな細胞の両者が共に強い反応を呈していた（Fig．10cならびに10d）。

生後18週齢以降のGADマウスでは、後脊髄小脳路や三叉神経路，脊髄後角
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においても・正常マウスと比べ強い反応が現れた。一次抗体に代わり、正常

家兎血清で処理した陰性対照には、特異的反応産物は存在しなかった。

　抗APP免疫組織化学染色において、　GADマウスもしくは正常マウスで

得られた各々の結果は・実験に供した両マウスの各週齢3個体全てに認めら

れた・しかし生後18週齢ならびに生後32週齢のGADマウスの腰髄薄束にお

ける反応の強さには、若干の個体差が認められた。また対照正常マウスとし

て用いた・遺伝子型が鯉／＋と＋／＋の個体間で、得られた結果に差は

認められなかった。

4．抗クラスリン免疫組織化学染色結果：抗クラスリン抗体に対する反応

において、生後20週齢の正常マウスとGADマウスの間に差は認められなかっ

た。頚髄薄束では、他の白質と同様に抗クラスリン反応がびまん性に広がっ

ており、頚髄前角の運動神経細胞や後角の小型の細胞の細胞質がやや強い反

応を示した。また脊髄前角の運動神経細胞の周囲にやや強い反応を認めた。

　　抗クラスリン免疫組織化学染色において、GADヤウスもしくは正常マ

ウスで得られた各々の結果は、実験に供した両マウスの各週齢3個体全てに

認められた。また対照正常マウスとして用いた、遺伝子型がgad／＋と

＋／＋の個体間で、得られた結果に差は認められなかった。
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第4節 考　察

　　本研究により、GADマウスに生じる軸索変性に伴い、変性軸索ならび

に星状膠細胞にAPPが蓄積していることが示された。その蓄積は、軸索変

性が生じている生後4週齢の薄束核から始まり、軸索変性が広がるのと同様

に・薄束核から脊髄薄束を頚髄や下位脊髄へと及んでいた。また加齢ととも

に軸索変性が生じていた後脊髄小脳路や三叉神経路などでも、その軸索変性

の出現と共にAPPが蓄積していた。この事はGADマウスにおけるAPPの蓄

積が、軸索変性と直接関連性があることを示している。

　変性軸索内に生じるAPP蓄積の機序は明らかでないが、　APPの機能もし

くは代謝の異常に大きく関わっているものと考えられる。最近では、APP

はシナプスに存在し、カルシウム濃度を調節することによりシナプス周囲の

グルコース濃度変化やグルタミン酸の毒性からシナプスを保護しているとい

うことが提唱されている（60，86，105，117）。さらにシナプスの変化が神

経細胞やダリア系の細胞におけるAPPの発現を増加させるという報告や

（53）、神経線維を挫滅させた後、細胞本体でのAPPの発現をmRNAレベ

ルで調べ、その発現レベルが上昇することを確認し、APP遺伝子発現の調

節においてneUrOn－target　interaCtiOnの重要性を説く報告がなされて

いる（87）。以上のことから、GADマウスでは、退行性の軸索変性の過程

の中でも、とくにシナプスの崩壊がAPP蓄積に大きく関与しているものと
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思われる。シナプスの崩壊からAPPの蓄積に至るその過程は、以下の様に

推測される・まず生後4週齢以前の薄束核において一次知覚神経細胞の軸索

終末部と二次知覚神経細胞との間のシナプス結合が崩壊する。その結果、

APPが正常な機能を果たせず、軸索終末部に軽度に蓄積を始める。その変

性初期には、APPが本来シナプスで機能していることを考えると蓄積した

APPが正常に代謝されることも考えられる。しかし変性が進行すると代謝

能力を上回る蓄積、または代謝機能の低下により、代謝されないAPPもし

くは異常な代謝を受けたAPPが蓄積を始める。今回の実験では、　GADマウ

スの一次知覚神経細胞体の免疫反応は早期より正常のものより強く、また加

齢と共にその反応は強くなっていた。GADマウスでは退行性軸索変性が起

きるため、変性軸索はその標的器官である二次知覚神経細胞と結合を保つこ

とは不可能になる。その結果APP遺伝子発現の調節に障害が生じ、一次知

覚神経細胞においてAPPを過剰に発現し蓄積が生じているのではないかと

考えられる。

　　APPは脊髄神経節内の一次知覚神経細胞体から速いタイプの軸索輸送に

より、順行性に運ばれていることが報告されている（19）。さらにAPPの

輸送には、クラスリン被覆冠胞やlate　endosomeが関与し、モーター蛋

白の1種であるキネシンにより細胞本体から軸索の終末部まで、軸索輸送さ

れていることが明らかにされている（21）。GADマウスは、その軸索変性

の原因として軸索輸送の障害が予想されており、これらの物質が関与してい
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る可能性も考えられる。しかしGADマウスでは、坐骨神経の結紮実験にお

いて・キネシンの機能異常は認めていない（98）。また本実験において60

日齢GADマウスと正常マウスの間に、抗クラスリン反応の差は認められなし

かった。だが・クラスリンの実験ではポリクローナル抗体を使用したため、

その遺伝子の点突然変異などの場合、機能に異常が生じていても免疫組織化

学的には差が現れないことも考えられる。またlate　endosomeに関しては

何も情報が得られていないため、これらの物質に関しては今後さらに検討を

加える必要がある。

　　星状膠細胞に関しては、神経系における変性時に反応性星状膠細胞に

APPが蓄積することが知られているが、その機序は未だ解明されていない。

しかし老人斑周囲には、反応性星状膠細胞ならびに活性化した小膠細胞が存

在しており、これらの細胞が、自らの細胞内もしくは老人斑周囲の変性軸索

内に蓄積したAPPの代謝に関係し、老人斑形成に大きく関与していると考

えられている。GADマウスにおいて、軸索変性に伴う星状膠細胞における

APPの増加が、星状膠細胞で発現されたものであるか否かはわからない。

GADマウスの変性軸索の電顕所見では、その周囲に星状膠細胞の突起がす

き間無く埋めていることがわかる。GADマウスのSphe　roidにおける抗

APP抗体に対する反応は、　Sphe　roidが大きいほど強い反応を示す傾向があっ

た。このことはAPPが比較的変性軸索の終末部近くにおいても蓄積してい

ることを示している。APPは軸索内を輸送する途中のシナプス前神経末端
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で代謝をうけるという報告があり（1）、もしGADマウスの変性軸索内に蓄

積したAPPが・シナプス前神経末端で正常な代謝もしくは異常な代謝によ

り・細胞外に分泌されるとすると、分泌されたAPPを変性軸索周囲を埋め

ている星状膠細胞が取り込み、蓄積に至っていることも考えられる。星状膠

細胞におけるAPPの発現の有無は、今後in　situ　hybridizationなどの分

子生物学的手法により解明することが必要である。

　GADマウスの薄束核での免疫反応は、生後32週齢では低下していた。

その理由の1つとしては、生後32週齢の薄束核では、変性軸索は頚髄薄束へ

下行したため、ほとんど存在しないことが挙げられる。つまり免疫反応を有

する変性軸索の数の減少が、反応の低下として現れたものと考えられる。ま

た星状膠細胞での反応も低下する。このことは、星状膠細胞におけるAPP

の蓄積が、変性軸索の存在と大きく関係があることを示唆している。

　本実験においては、抗GID抗体ならびに抗PN一皿抗体の二つの抗体を用

いた。これらの抗体の性質については既に報告されている（100，101）。

その両抗体の染色性は、正常マウスでは、違いはなくびまん性に弱い反応が

あった。正常な神経組織において抗APP抗体を用いた免疫組織化学染色の

結果には、神経細胞のみが反応陽性を示すものや、神経細胞と神経膠細胞の

両者が反応陽性を示すものなど様々な報告がある（8，41，63，69）。このよ

うな違いは、用いた抗体のAPPに対する認識部位の違いにあると考えられ

る。今回の研究では、びまん性にその反応が広がっていた。その反応は
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APPが・神経細胞・神経膠細胞の両者において発現していることや軸索内

を順行性に移動していることなどから、特異的反応陽性の染色所見であると

考えられる・また変性部位では抗GID抗体と抗PN一且抗体の反応性の違い

が生じていた・この両抗体ともAPP695のアミノ酸配列の合成ペプチドを抗

原として作製された抗体である。同じAPP695のアミノ酸配列の中でも、抗

体作製時に抗原とする部位で染色性が異なるのは、APPの代謝に関係があ

るものと思われる。

　　本ミュータントの軸索変性部位における、電顕観察や免疫組織化学的手

法を用いたこれまでの実験結果から、活性化した小膠細胞の存在などの小膠

細胞に関する変化は、認められていない。今回の実験においても、APPが

蓄積したのは軸索ならびに星状膠細胞であると考えられる。しかしAPPの

代謝については、小膠細胞が非常に大きな役割をはたしている可能性もある

ため、GADマウスにおけるAPP蓄積と小膠細胞の関係については今後検討

が必要な点であると思われる。

　今日までAPPの機能に関しては、その構造からレセプター説や接着因子

説が提唱され、また各細胞に普遍的に存在することから細胞増殖やカルシウ

ム代謝に関与する物質ではないかなどの説が考えられている。GADマウス

において生後早期より、その軸索変性部位にAPPが蓄積することは非常に

興味深いものであり、GADマウスは、　APPの生理的機能や蓄積のメカニズ

ムを知るうえで、非常に有用性が高いミュータントであると考えられる。
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第5節 小　括

　本研究では、GADマウスの薄束路における軸索変性と抗APP免疫反応

との関連性を経時的に調べた。APPの反応は既に生後4週齢での薄束核にお

いて認められた。その反応部位は変性軸索と星状膠細胞であった。また生後

4週齢以降、軸索変性部位の広がり方と一致して、その反応も薄束路を広範

囲に広がっていた。変性軸索が退行する生後32週齢の薄束核では、その反

応は減じていた。このことからGADマウスの軸索変性とAPP蓄積には強い

関連性があることが判明した。
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Fig・10　a　生後18週齢正常マウス薄束核の抗GID抗体免疫染色所見　　　　、

　　　　　　薄束核にびまん性に反応がある。

　　　　b　生後18週齢GADマウス薄束核の抗GID抗体免疫染色所見

　　　　　　薄束核の中でも、特に星状膠細胞の突起に強い反応が生じている。

　　　　c　生後9週齢正常マウス脊髄神経節の抗PN一皿抗体免疫染色所見

　　　　　　小さい細胞に強い反応がある。それに対して大きな細胞の反応は

　　　　　　弱い傾向がある。

　　　　d　生後9週齢GADマウス脊髄神経節の抗PN一皿抗体免疫染色所見

　　　　　　細胞の大きさに関らず、強い反応がある。

　　　　bar冨50μm（Fig．a，Fig．b，Fig．c，Fig．d共通）
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Fig・11　a生後32週齢正常マウス頚髄薄束の抗PN一皿抗体免疫染色所見

　　　　　薄束にびまん性に弱い反応がある。

　　　　b生後32週齢GADマウス頚髄薄束の抗PN－H抗体免疫染色所見

　　　　　薄束の背正中溝近くにおいて、びまん性に強い反応がある。

　　　　bar－80μm（Fig．a，Fig．b共通）
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第1節 緒　言

　　Amyloidβ一Protein（AβP）はAPPの内部に含まれる蛋白質で、

Alzhe　ime　r病患者や老齢者の脳にみられる老人斑における主成分である。

またAlzhe　ime　r病ではAβPの沈着、即ち老人斑の形成は、極めて初期の変

化であるとする説が有力視されている。つまり、AβPの沈着がAlzhe　imer

病の原因に最も近い変化であり、この疾患の発症機序を知るうえで重要な意

味を持つものである。しかしAPPからAβPが切断され、分泌される機序は

明らかでない。前章において、GADマウスの軸索変性に伴い、変性軸索な

らびに星状膠細胞にAPPが蓄積していることを明らかにした。特に、　GAD

マウスの薄束路においてはAPPの蓄積が長期にわたって観察されることよ

り、その蓄積に続いてAmyloidβ一Protein（AβP）の蓄積が生じてい

ることが予想される。GADマウスの中枢神経系の軸索変性とその周辺組織

でのAβP蓄積に何らかの関連性があるならば、GADマウスが、　APPからA

βPが産生される機序を明らかにするうえで、重要な役割を果たすことがで

きるかもしれない。

　本章では軸索変性に伴うAPP蓄積に続く、AβPの蓄積の有無を免疫組

織化学的に検討する。
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第2節 材料と方法

　本実験においては・2種類の抗AβP抗体を用いた免疫組織化学染色と、

アミロイドを染色し偏光の有無によりアミロイドの存在を確認するコンゴー

レッド染色ならびにチオフラビンS染色を行った。

1．供試動物

　第1章第2節1．1．と同様の動物を用いた。

2．固定法，採材ならびに保存法

　第1章第2節1．2．と同様に行った。

3．切片の作製法

　第1章第2節1．3．（2）と同様に行った。

4．免疫組織化学染色法

　パラフィン切片の免疫組織化学染色：切片を脱パラフィンした後、3％

H202／Methanolを用い5分間処理し、内在性ペルオキシダーゼを不活化し

た後、0．01M　PBSで洗浄した。以後の反応液の浸透を良くする目的で0．3

％TritonX－100／0．01M　PBSで5分間処理した。その後の染色過程は、第

　　　　　　　　　　　　　　　一55一



1章第2節1・4・（2）における10％skim　milk処理以降の染色過程と同様に

行った。また陽性対照の切片では脱パラフィン後、AβPの抗原性を賦活化

するために（45）・95％蟻酸／dH20（WAKO　Cat．　No．066－00466）

で10分間処理した後・内在性ペルオキシダーゼの不活化以降の染色過程を

行った。

（3）本研究で使用した一一次抗体

　affi－28：AβPのアミノ酸配列1－28の合成ペプチドを抗原とし

　　　　　て作製されたポリクローナル抗体（71）。使用時には1％

　　　　　BSA／PBSを用い700倍に希釈をして用いた。

　抗A／β4、．42ポリクローーナル抗体：AβPのアミノ酸配列1－42の合

　　　　　成ペプチドを抗原として作製されたポリクローナル抗

　　　　　体（Boehringer　Mannheim　Biochem．；Cat．　No．

　　　　　　1381431）。　使用時には1％BSA／PBSを用い、20倍

　　　　　に希釈をして用いた。

（4）陰性対照：切片を一次抗体の代わりに、吸収実験後の上清と反

　　　　　　　応させた。
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抗体の吸収実験方法：抗A／β41．42ポリクローナル抗体とそれに相補的な

合成ペプチド50倍量（Research　Biochemical社Cat．　No．　A－189）を

4℃下で12時間反応させた。続いてその反応液を冷却超遠心器を用い、

51000rpmの回転数で4℃下で1時間遠心し、上清を陰性対照の反応液とし

た。

5．コンゴーレッド染色法ならびに観察法

　　切片を脱パラフィンならびに十分な流水水洗後、1％コンゴーレッド水

溶液と1時間反応させた。続いて、切片を水酸化カリウムアルコール溶液で

処理した後、80％エタノールで分別した。分別後、流水水洗し、アルコーー

ルで脱水後、キシレンで透徹し封入した。観察は、偏光装置（オリンパス社

AH2－KPO，　AH2－AN45）を用い行った。

6．チオフラピンS染色法ならびに観察法

　切片を脱パラフィンならびに十分な流水水洗に続いて、1％チオフラビ

ンS水溶液と30分間反応させた。流水水洗後、切片を1％酢酸水で分別した。

その後、切片を流水水洗し、アルコールで脱水後、キシレンで透徹し封入し

た。観察は、偏光装置（オリンパス社AH　2－KP　O，　AH　2－AN　45）を用い

行った。
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7．陽性対照

　Alzhe　ime　r病患者の大脳皮質（年齢・性別不詳）のパラフィン切片を

用い・2種類の抗AβP抗体を用いた免疫組織化学染色，コンゴーレッド染色

ならびにチオフラピンS染色における陽性対照とした。
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第3節　結　果

　　薄束路でのAβPの免疫反応は、GADマウスのみに認めた。その陽性反

応は、生後9週齢以降の薄束核ならびに頚髄の薄束で観察された。HE染色

所見や抗GFAP免疫染色所見から判断すると、反応を呈する構造物は、形態

的にSphe　roid（変性軸索）ならびに星状膠細胞であった。　Sphe　roidでの

反応性は様々であったが・大きい軸索ほど強い傾向を示していた。薄束核に

おける反応は、生後9画面より18週齢にかけて強くなったが、生後32週齢で

は逆に弱くなった。薄束核と同様の反応は、加齢に伴い薄束を頚髄や下位脊

髄へと広がっていき、また加齢とともに強くなった。この傾向は軸索変性の

進行やAPPの染色性とよく一致していた。脊髄神経節の一次知覚神経細胞

は、どの時期においても、免疫反応を認めなかった。同一抗体を用いた

Alzhe　ime　r病患者脳の陽性対照では、直径50μm前後の大きさで、中心に

強い反応を示す凝集したアミロイド核をもつ核化老人斑や、核化老人斑より

も大きくアミロイド核を有さないびまん性老人斑が、大脳皮質全体に混在し

ていた（Fig．12d）。核化老人斑の多くは大脳皮質深層に分布していた。本

実験で用いた2つの抗AβP抗体の反応性に差はなく、一一次抗体を除去した陰

性対照では、陽性反応は認められなかった。

　GADマウスのAβPは、コンゴーレッド染色ならびにチオフラビンS染

色において、偏光を呈さなかった。Alzhe　ime　r病患者脳で同一染色を施し
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た切片では・核化老人斑のアミロイド核は円形の強い偏光を示したのに対し

て・びまん性老人斑の多くは、偏光を呈さなかった。GADマウスの薄束核

にみられたAβP反応もびまん性に広がり、コンゴーレッド染色とチオフラ

ビンS染色で偏光を呈さない結果と一一致していた。GADマウスならびに正

常マウスの脊髄後角の第1から皿層と三叉神経路核に極めて弱いAβP反応

が認められた。

　抗AβP免疫組織化学染色、コンゴーレッド染色ならびにチオフラビンS

染色においてGADマウスもしくは正常マウスで得られた各々の結果は、実

験に供した両マウスの各週齢3個体全てに認められた。しかし生後18週齢な

らびに生後32週齢のGADマウスの腰髄薄束における反応の強さには、若干

の個体差が認められた。また対照正常マウスとして用いた、遺伝子型が

魍／＋と＋／＋の個体間で、得られた結果に差は認められなかった。
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第4節　考　察

　GADマウスの薄束路において、　APPの蓄積に続いてAβPの蓄積が確認

された。GADマウスの薄束核では、　APPの蓄積は生後4週齢から生じてい

たが・AβPの蓄積は生後9週齢から認められた。このようにAPPの蓄積に

続いて・時を前後してAβPの蓄積が始まっていた。またAβPの分布は、

APPの分布と同様に加齢と共に、薄束核から脊髄薄束を頚髄，胸髄へと逆

行性に広がっていた。その蓄積部位はAPPの場合と同様に、変性軸索なら

びに星状膠細胞であった。これらの事はAβPの蓄積が、軸索変性に伴い蓄

積したAPPが代謝された結果として生じたことを示している。現在、　APP

からAβPが産生される代謝経路に関しては2説ある。即ち、一度細胞膜上に

発現したAPPが再度クラスリン被覆小胞内に取り込まれ、細胞内で代謝さ

れることが知られているが、その経路において、取り込まれたAPPがライ

ソソームで代謝された結果AβPが生じるか（12，29）、もしくはライソソー

ムに至る前のlate　endosomeの段階で生じるもののいずれかとされてい

る（6，30，31，89）。APPは、クラスリン被覆小胞もしくは　late

endosomeの形態で、軸索輸送により軸索終末部まで運ばれ、シナプスで

何らかの機能を果たすとされている（60，90，105）。また老人斑に沈着す

るAβPは、変性した軸索終末部から分泌されたAβPによるものではないか

という報告がある（61，62，82）。これらの事から、AβPがAPPの何らか
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の異常により・変性軸索内で産生されることが示唆される。以上のことから

GADマウスにおけるSphe　roid（変性軸索）内でのAβP蓄積の機序として

は次のような事が推測できる・まずシナプスの崩壊に始まる軸索変性が生じ

る。その結果、本来軸索終末部まで輸送され、シナプスで何らかの機能を果

たすAPPが、その変性軸索の終末部に蓄積する。さらに軸索変性が長期に

わたるため、APPの異常な蓄積に伴い、その代謝に異常を来たし、その変

性軸索内においてAβPの産生に至る。GADマウスの変性軸索内においてA

βPが産生されることは、薄束核でAβPの蓄積がみられる生後9，18および

32週齢のいずれの週齢においても、脊髄神経節内の一次知覚神経細胞でAβ

Pの免疫反応がみられないことからも裏付けられる。

　　星状膠細胞におけるAβPの蓄積も同様に、APPの蓄積や異常な代謝に

起因するものと思われる。軸索変性に伴い、その周囲で増生する反応性星状

膠細胞においてAPPが多量に蓄積する。本来は正常な代謝を受けるべき

APPが、星状膠細胞のAPPの代謝能力を上回る蓄積により分解し切れず、

異常な代謝によりAβPの産生に陥ったのではないかと考えられる。また星

状膠細胞に関して興味深いのは、ニューロペプチドであるサブスタンスP

（Substance　P）が、　AβPの細胞毒性から細胞を保護する作用を有してい

るという報告である（49）。GADマウスの軸索変性部位では、変性軸索を

取り囲むように存在している星状膠細胞が、サブスタンスPを産生してい

る（112）。このことは星状膠細胞が軸索変性に際し、星状膠細胞自身が四
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索の変性に及ぼすAβPの作用を軽減し、何らかの防衛反応を示しているこ

とが考えられる。

　　GADマウスの薄束路では、生後32週齢になると上位の薄束核における

AβPの反応が低下し・AβPが蓄積しているSphe　roidが頚髄より下位の脊

髄へと移動した・薄束核で反応が低下した理由としては、AβPが蓄積して

いる変性軸索が退行したこと、星状膠細胞における反応が軸索の退行消失と

並行して低下することや、星状膠細胞に蓄積していたAβPが分解された等

が考えられる。AβPは正常な細胞においても産生されていることから

（90，91）、本来細胞自体にAβPを代謝，分解する経路を有している可能

性があり、GADマウスの反応性星状膠細胞に蓄積したAβPは、分解された

ことが考えられる。AβPの分解経路に関しては不明な点が多く、現在、　A

βPを分解する酵素として、インシュリン分解酵素（50），ゼラチナ凸面A

（107）などが候補に挙がっている。GADマウスの軸索変性に伴うAβPの

蓄積に関して、これらの酵素が関与しているのか否かは、今後解明しなけれ

ばならない重要な点である。

　AβPの沈着による老人斑は、ヒトを始めとしてサル類，イヌ，クマ，

ネコなどで形成されるが（26，89，97）、これらの老人斑はコンゴーレッド

染色ならびにチオフラビン染色において偏光を呈する。コンゴーレッド染色

ならびにチオフラビン染色は、β一sheet構造にこれらの色素が結合するこ

とにより、陽性を呈する染色である。またこの染色は、AβPが線維状を呈
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し・さらにその線維が凝集すると、非常に強い偏光を呈するようになる。こ

れらの現象は老人斑において・AβPの線維化ならびに凝集の程度が低いび

まん性老人斑はコンゴーレッド染色に際し弱い偏光を示すかもしくは偏光を

示さないが・核化老人斑はコンゴーレッド染色に際し強い偏光を示すことか

らも裏付けられる。本実験において、GADマウスのAβPは、コンゴーレッ

ド染色ならびにチオフラビンS染色において偏光を示さなかった。これらの

染色において老人斑とGADマウスにおけるAβPの偏光の有無は、　AβPの

アミノ酸の一次構造の違いに由来すると思われる。偏光を示す老人斑が形成

される動物のAβPのアミノ酸の一次構造は、ヒトのものと全く同じであり

（39，40，87）、アミノ酸配列中2カ所にβ一sheet構造を有する。しかしマ

ウスのAβPのアミノ酸配列は、N末から5，10，13番目のアミノ酸が、これ

らの動物の配列とは異なっており（108）、ヒトなどで2カ所存在するβ

一sheet構造のうち、1つがα一helix構造となる。　AβPが凝集する程度は、

β一sheet構造によるところが大きく、ヒトなどの　AβPでは2カ所のβ

一sheet構造を有する事により、高次構造にも影響を与え、非常に凝集しや

すくなっている。実際に、1つのβ一sheet構造しか有さないマウスのAβP

は、in　vitroにおいて凝集能は極めて低いことが示されている（18）。

このようなことから、GADマウスのAβPは、アミノ酸の一次構造の違いが

さらに高次構造に影響をし、AβPの凝集が行なわれず、コンゴーレッド反

応やチオフラピン反応が陰性を示すものと考えられる。
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　　Alzhe　ime　r病においては、　AβPの沈着（老人斑の形成）が一連の変化

をもたらし・最終的に神経細胞死を引き起こすという考えが主流である

（33，88）。GADマウスでは長期にわたり変性軸索や星状膠細胞にAβPが

蓄積するにもかかわらず、一次知覚神経細胞や星状膠細胞に細胞死は認めら

れない。AβPの毒性に関しては、凝集していないAβPと、凝集しているA

βPの細胞に対する毒性を比較し、凝集をしているAβPのほうが毒性が強

いという報告がなされている（7）。GADマウスでは、蓄積するAβPがコ

ンゴーレッド染色陰性である事に加え、変性軸索の電顕観察においてアミロ

イド線維ならびにその凝集像を確認していない。従ってGADマウスの薄束

核に生じるAβP蓄積は、線維構造を形成していないpreamyloidの状態で

あると考えられる。即ち、　GADマウスでは、　AβPが蓄積しても、β

一sheet構造の少ない一次構造により効果的にAβP線維化せず、また老人斑

でみられるような凝集も起こさなかったものと考えられる。

　　これまでマウスの中枢神経系においてAβPの蓄積が確認されたのは、

senescence－accelerated　mouse　（SAMマウス；加齢促進マウス）に

おける報告のみである（102）。この報告ではAβPの蓄積は、大脳皮質や

海馬，小脳など広範囲にわたり、小型穎粒状構造物として分布している。

GADマウスでは、変性軸索および星状膠細胞の分布と深い関連性をもって

AβPの蓄積を認めた。このような反応性の違いは、SAMマウスでは顕著な

軸索変性を認めず、AβPの蓄積部位やその蛋白質としての構造がGADマウ
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スとは本質的に異なっているためと考えられる。しかし、後にSAMマウス

のAβPの蓄積部位には・AβPがAPPから切り出される際にそのC末端を切

断する酵素として考えられているプロリルエンドペプチターゼも共存してい

ることが報告され（25）・同様の酵素がGADマウスでも活性を有するか否

かは今後検討する必要がある。

。66一



第5節 小　括

　GADマウスの薄束路において、　APPの蓄積に続いてAβPの蓄積が生じ

ていることを免疫組織化学的に明らかにした。　AβPの免疫反応は

Sphe　roidとその周辺で増生する星状膠細胞で強陽性であった。従って

GADマウスでみられる薄束路でのAβPの蓄積は、その軸索変性の進行と並

行して生じており・薄束核で始まって次第に下位の脊髄薄束に及んでいた。

GADマウスで蓄積するAβPは、コンゴーレッド染色やチオフラビンS染色

において偏光を示さず、凝集していなかった。

一67一



Fig・12　a　生後32週齢GADマウス頚髄薄束のHE染色所見

　　　　b　生後32週齢GADマウス頚髄薄束の抗AβP抗体染色所見

　　　　　　薄束にびまん性に反応がある。また星状膠細胞の突起に反応が

　　　　　　ある（矢頭）。

　　　　c　生後32週齢GADマウス頚髄薄束の抗AβP抗体染色陰性対照

　　　　　　所見

　　　　　　免疫反応は認めない。

　　　　d　ヒトAlzheimer病患者の大脳皮質の抗AβP抗体染色所見

　　　　　　核化老人斑（矢印）とびまん性老人斑（矢頭）に反応がある。

　　　　bar＝50μm（Fig．a，Fig．b，Fig．c，Fig．d共通）
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第1節 序　論

　　GADマウスの薄束路において、軸索変性に伴いAPPならびにAβPが蓄

積することが判明した。またその蓄積の過程において、シナプスの崩壊が重

要な意味を持つことが示された。しかし、これまでのGADマウスにおける

変性軸索の観察は主に成齢の個体を用いたものであるため、シナプスの崩壊

から始まる軸索変性が、どのような形態変化を経てSphe　roid形成に至る

かは明らかにされていない。本章では、生後早期の軸索変性について微細構

造学的に検討する。
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第2節 材料と方法

1．供試動物

　　供試動物は、国立精神・神経センターモデル動物開発部またはエーザイ

株式会社筑波研究所実験動物施設において、SPF条件下で飼育された生後

10，20，30，35，40日齢のGADマウス（gad／gad）ならびに対照正常マ

ウス（鯉／＋もしくは＋／＋）の各雌3個体を用いた。これらのマウスは、

不断給餌ならびに不断給水，温度23±4℃，湿度55±5％，午前8時点灯午

後8時消灯の明暗サイクルで飼育された。またGADマウスと正常マウスとの

判別は、GADマウスが感覚性失調の姿勢を示し始める生後30日齢以前には

不可能である。従って本ミュータントの遺伝形式が劣性遺伝であることを踏

まえ、実験に供したGADマウスのうち生後10日齢ならびに20日齢の個体に

ついては、遺伝子型がホモタイプ（gad／gad）同士の個体による交配で得

られたマウスを用いた。

2．固定法，採譜ならびに保存法

　マウスをエーテル麻酔下で懸口死させ、実体顕微鏡下で延髄を取り出し

た。採取した組織は、3％Glutaraldehyde／0．1M　PBS（4℃，　pH7．4）

で4時間浸漬固定し、PBSで洗浄後、包埋可能な大きさに切り出した。この

際、35日齢の個体については薄束核の長軸方向に切断し縦断面観察用に、
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またそれ以外の日齢の個体については横断面観察用に切り出した。その後、

組織は0・1MPBSにおいて・実験に供するまで4℃下で保存した。

3．超薄切片の作製法

　保存した組織を、1％オスミウム酸水溶液で2時間後固定し、アルコー

ル脱水に続き常法通りEpon包埋した。包埋されたブロックから厚さ1μm

の厚切り切片を作製し、その切片をトルイジンブルー・アズール皿染色した

後、光顕観察した。光顕観察後、ブロックからウルトラミクロトーム

（ULTRACUT　E；Reichert－Jung社）を用い超薄切片を作製した。

4．染色法

　得られた超薄切片を0．5％酢酸ウラン／70％エタノールで20分間染色し

た後、dH20を用い洗浄した。続いて0．1％クエン酸鉛／dH20で10分間染

色し、dH20を用い洗浄後、観察に供した。

5．観察法

　染色後の切片は、H－7000型透過型電子顕微鏡（日立製作所）を用いて、

加速電圧100kVの条件で観察した。
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第3節 結　果

　1．光顕観察

　　正常マウス：生後10日齢の薄束核では、有髄線維は僅かに認められる程

度であり、二次知覚神経細胞は小さく未発達で、突起を伸展させているもの

を認めなかった・また薄束核内全体に明調な部位が、モザイク状に分布して

いた。生後20日齢になると有髄線維は増加したが、未だ成齢と比べるとそ

の出現頻度は低かった。二次知覚神経細胞は次第に大型となり、突起も認め

られた。またモザイク状に分布する明調な部位は10日齢に比べると、やや

その出現頻度は減少した。生後30日齢以降になると、有髄線維の出現頻度

は、ほぼ成齢のものと同程度になり、薄束核内全域に分布するようになり

（Fig．13a）、二次知覚神経細胞は、成獣の薄束核におけるものと、同程度

に発達していた。また明調な部位は、薄束核背縁近くに観察できるのみになっ

た。

　GADマウス：GADマウスの薄束核では正常マウスでの組織構造に加え、

20日齢の個体よりSphe　roid（変性軸索）が観察された（Fig．13b）。厚

切り切片のトルイジンブルー・アズール皿染色では、変性軸索は濃青色から

淡青色の様々な染色性を示し、その形は大小様々な類円形で、その細胞質に

黒い穎粒を有していた。その黒い穎粒の数は、数個から10数個まで様々で

あったが、Sphe　roidが大型である程増える傾向を示した。生後20日齢の
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GADマウスでみられたこれらの軸索は、成心でみられる均一無構造もしく

は芯を有するSphe　roidとは、多数の穎粒を持つという点で異なっていた。

穎粒を持たず青色で均一一に染色される、いわゆる成熟したSphe　roidは生後

40日齢の個体から観察された・GADマウスにみられるSphe　roidは、週齢

を追うごとにその出現頻度を増していた（Fig．13c）。またこれら変性軸

索の分布様式に、薄束核内における位置的特異性や二次知覚神経細胞ならび

に血管との特別な関連性はなかった。

　光顕観察において、GADマウスもしくは正常マウスで得られた各々の

結果は、実験に供した両マウスの各日齢3個体全てに認められた。また対照

正常マウスとして用いた、遺伝子型が魍／＋と＋／＋の個体間で、得ら

れた結果に差は認められなかった。

2．電顕観察

　　正常マウス：生後10日齢の薄束核は殆ど無髄線維で占められ、有髄線維

に乏しかった。二次知覚神経細胞の核は陥凹に乏しく、類円形を呈していた。

シナプス結合は多くは認められず、神経線維間は神経膠細線維で確認できる

星状膠細胞の突起で占められていた。このことより光顕で観察した明調な部

位は、星状膠細胞の細胞突起で占められた部分であることがわかった。生後

20日齢になると、有髄線維が急増し、シナプスも多数認められた。また薄
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束核の特徴である・1つの軸索終末部が複数の樹状突起とシナプス結合する

シナプス複合体（multiple　synapses）も、この日毎より観察できるよう

になった。二次知覚神経細胞の核は、複雑な陥凹を示すようになっていた。

星状膠細胞は生後10日齢のものほど顕著ではないが、その細胞突起が薄束

核内をモザイク状に占めていた。生後30日豊以降になると、有髄線維は成

齢のものと同程度に分布し、二次知覚神経細胞は、しばしば太い軸索丘を形

成し、その核は深い陥入を示した。またシナプスも顕著になり、多数のシナ

プス小胞を有する多くの軸索終末部を認めた。星状膠細胞の細胞突起は、生

後20日齢以前の薄束核に比べ、それほど顕著には存在せず、また核が円形

で、明るい細胞質を有する星状膠細胞の細胞体が、しばしば軟膜直下に確認

できた。

　　GADマウス：正常マウスと同様な基本的組織形態に加え、生後20日齢

の個体より多数の腫大した変性軸索を認めた。光顕観察でみられた

Sphe　roid（変性軸索）に加え、実際には様々な程度に腫大したSphe　roid

を観察できた。この構造物が軸索であるということは、シナプス結合を有す

るか、もしくは髄鞘を有していることから確認できた（Fig．14，15）。シ

ナプス結合を有し腫大の程度が軽度な軸索終末部では、electron　dense

bodyが出現し，ミトコンドリアが集積していた。このような形態を示す軸

索終末部はシナプス複合体にしばしば認められた（Fig．14）。腫大が進ん

だものではミトコンドリアやelectron　dense　bodyに加え、ニューロフィ
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ラメントや太さ40nm前後の特殊なフィラメント様構造物の存在が顕著であっ

た（Fig・16a）・このフィラメント様構造物は、電子密度の高い部位と低い

部位とが交互に現れる所見をしばしば示した。さらに腫大の進んだ軸索では、

以上の変化に加えて・内部に不定形の電子密度の低い物質を有する空胞やフィ

ラメント構造物の集積を認め、全体の電子密度が増し、軸索内は暗調となっ

ていた（Fig・17）・変性軸索におけるシナプス結合は、腫大が軽度のもの

には認められたが、進行に伴いその出現頻度は減少した。しかし稀に、シナ

プス結合を保ったまま、腫大が著しく進んだ変性軸索も存在していた

（Fig．18a）。electron　dense　bodyは、その形態が一様ではなく、明

らかに周囲に一層の膜に包まれているものやその周縁が不明瞭なもの，層状

を呈しているもの等があり、またその色調も濃淡様々で、個々の同定は難し

い。Sphe　roid内のミトコンドリアは、正常のものと比べてやや小型である

傾向があったが、特に形態異常を認めなかった。また一部では、ミトコンド

リア様の形態を示すelectron　dense　bodyや膨化や空胞化を示すミトコ

ンドリア様の構造物等も認められた。フィラメント構造物は、その走行に方

向性はなく複雑に走行し、分枝するものも存在していた（Fig．16b）。星状

膠細胞の細胞突起が、しばしば腫大の進んだ変性軸索を取り囲む所見が、生

後30日齢よりしばしば観察された（Fig．18b）。二次知覚神経細胞や星状

膠細胞，血管内皮細胞の細胞質ならびにその突起に、変性軸索で観察できた

ようなミトコンドリアの蓄積やelectron　dense　body、フィラメント構
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造物の出現は認められなかった。

　電顕観察においてGADマウスもしくは正常マウスで得られた各々の結

果は・実験に供した両マウスの各日齢3個体全てに認められた。また対照正

常マウスとして用いた・遺伝子型が9廻／＋と＋／＋の個体間で、得られ

た結果に差は認められなかった。
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第4節 考　察

　　今回の実験の結果からGADマウスの軸索変性は生後20日齢より生じて

いることが判明した。その変性は、生後　20日齢において既に多数の

Sphe　roid（変性軸索）を認めたことより、生後10日齢から20日齢にかけ

て急に生じるものと思われた。本研究の結果より、GADマウスの変性初期

の形態変化は次のように大きく3期に分類できる。第1期：軸索終末部は軽

度に腫大し、シナプス結合を有し、その内部にはelectron　dense　body

やミトコンドリアが集積する。第2期：腫大が進み、シナプス結合は維持で

きない。変性軸索内には、electron　dense　bodyやミトコンドリアに加

え、フィラメント状構造物が集積を始める。第3期：さらに腫大が進み、こ

れまでの構造物に加え、不定形の物質を含む空胞が存在しているのが多く観

察され、また全体の電子密度が増す。以上のような変化を経て、これまで観

察されている成熟したSphe　roidの形成に至るものと考えられる。また本実

験では以上のような軸索変性の過程が明らかになったことに加え、変性した

軸索終末部の多くがシナプス複合体を形成する軸索終末部に多いことを明ら

かにした。この構造は小脳の苔状線維や外側膝状体、脊髄後角などでも知ら

れている構造であり　（20，32，83，84）、薄束核においては腰髄の脊髄神経

節から直接至る一次知覚神経細胞の軸索がこの複合体を形成することが知ら

れている（24）。シナプス複合体は1つの軸索終末部が複数の樹状突起とシ
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ナプス結合を形成するもので、長い軸索を有する知覚神経細胞の軸索終末部

に多くみられる構造である。シナプス複合体で変性が生じやすいことは、長

い軸索において、軸索輸送に際して大きな負担がかかることと関係があると

考えられる。

　　正常な動物においても、薄束核は加齢に伴い軸索変性が生じることが様々

な動物で多数報告されている（14，22，23，36，52，78）。なぜこの部位に軸

索変性が生じるのかは、明らかではない。しかし、その変性はシナプス複合

体を形成する軸索終末部に多くみられることより、加齢にともない軸索輸送

の機序に異常をきたし、変性に至るという説が広く受けいられている。特に

腰髄の脊髄神経節に存在する一次知覚神経細胞は、延髄までの長い軸索を有

しており、その軸索輸送に際しては相当な負担がかかるものと考えられる。

また同時にこの細胞は、牽梢側へも非常に長い樹状突起を出している。この

ように両末端に向け、長い神経突起を出すため軸索輸送の異常が顕著に現れ

るものと考えられる。加齢に伴う軸索変性についてはラットの薄束核におい

て詳しく報告されている（23，24）。それによると、老齢ラットでもシナプ

ス複合体を形成する軸索終末部における腫大，その内部におけるミトコンド

リアや膜に包まれた電子密度の高い物質の出現など認めている。これらの変

化は今回得られたGADマウスの変性過程の一連の変化と類似している。ま

た薄束核における軸索の変性は、VitaminE欠乏によって引き起こされるこ

とが知られている（52）。しかしGADマウスにおいては、α
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一tocophe　nolの濃度を、血中，脳脊髄，肝臓について調べたが、有意差は

得ていない（114）。

　　GADマウスにおけるSphe　roidの周囲にはしばしば星状膠細胞の突起

がその周囲を取り囲むように分布している。中枢神経で実験的薬物投与によ

り生じた軸索変性において、軸索終末部では再生の機序が働くが、軸索終末

部の周囲を取り囲むように伸びてくる星状膠細胞の突起に阻まれ再生が効果

的に行なわれず、その結果Sphe　roidの形成に至るのではないかという報

告がなされている（4）。GADマウスの軸索変性においても同様の現象が起

きていることが推測される。しかし本ミュータントの軸索変性に伴って増生

する星状膠細胞には、サブスタンスPの発現やAPP，　AβPの蓄積が生じて

いることを考慮すると、単なるダリア痘痕ではなく、さらに重要な他の働き

をしているものと考えられる。

　GADマウスの軸索変性が生じる過程において、特徴的な所見として

electron　dense　bodyならびに特殊なフィラメント構造物の出現が挙げ

られる。electron　dense　bodyは様々な形態を示し、それらの同定は難

しいが・一一層の膜に包まれている点や内部に空胞を有する点や、層状を呈す

る場合があるなどの構造を総合すると、ライソソームであると考えられる

（51，72）。ライソソームと類似するelectron　dense　bodyの一部には、

ミトコンドリア様の構造を示すものが存在する。これがライソソームがミト

コンドリアを処理している所見なのか、もしくはミトコンドリア自身が変性
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していく過程なのかは、明らかでない。今後、electron　dense　bodyに

関しては、ライソソームに存在する酵素を対象をした免疫電顕等の手法を用

い、厳密な同定が必要である。

　　今回得られた結果の中で、もう1つの特徴的な構造物としてGADマウス

の変性軸索内でみられた特殊なフィラメント様構造物が挙げられる。この構

造物は、正常マウスの軸索内で観察されるニューロフィラメントや微小管よ

りも太く、正常な構造物とは異なることがわかる。変性軸索内に観察された

フィラメント構造物が、微小管やニューロフィラメントの構造に異常が生じ

た物なのか、微小管やニューロフィラメントに他の蛋白質などが修飾したも

のなのか、また正常でみられる構造物とは全く無関係なものなのかは明らか

でない。また電子密度の高い部位と低い部位とが交互に現れる所見より、複

数の微小管やニューロフィラメントなどの正常な構造物がより合わさって構

成されていることも考えられる。この構造物の詳しい微細構造学的検討は今

後の課題である。またAlzhe　ime　r病においてフィラメント状構造物として

観察されるPHFは、タウ蛋白質が異常にリン酸化されフィラメント状を示

す構造物である。その形成過程において、凝集したAβPがタウ蛋白質に異

常なリン酸化を引き起こすとの報告もある（34）．GADマウスにおいて蓄

積するAβPは凝集していないものと考えられたが、この点についても今後

検討を加える必要があるであろう。
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第5節 小　括

　　GADマウスの薄束核における軸索変性初期の変化を微細構造学的に検

討した。最も初期の変化は、軸索終末部の腫大と共に始まるライソソームな

らびにミトコンドリアの集積であった。腫大が進むと、ライソソームやミト

コンドリアの集積と同時に、ニューロフィラメントや微小管とも異なる特殊

なフィラメント構造物が出現していた。さらに腫大が進むと、これらの変性

軸索内の構造物の出現頻度が増し、また電子密度も増加した。GADマウス

ではこれらの変化を経てSphe　roidの形成に至る。また以上の変化は、老化

現象でも変性が生じることが知られている、長い軸索の終末部であるシナプ

ス複合体で顕著であった。
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Fig．13　a　生後30日齢正常マウス厚切り標本観察横断像所見

　　　　b　生後30日齢GADマウス厚切り標本観察横断像所見

　　　　　　黒い穎粒を有する変性軸索が観察できる（矢印）。

　　　　bar冨100μm（Fig．a，Fig．b共通）

c光顕観察における変性軸索の出現頻度（グラフ）
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Fig．14生後30日齢GADマウス電顕観察横断像所見

　　　　2つの軸索終末部が観察できる（星印）。これらの軸索終末部は

　　　　複数の樹状突起とシナプス結合（矢頭）をしており、シナプス複

　　　　合体を形成している。またその内部にはelectron　dense　body

　　　　（矢印）が存在している。

　　　　bar＝1μm
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Fig．15生後30日齢GADマウス電顕観察横断像所見

　　　　内部にミトコンドリアやelectron　dense　bodyを有し、ミエリ

　　　　ン（矢頭）に包まれた変性軸索。

　　　　bar＝2μm

Fig．16　a生後30日齢GADマウス電顕観察横断像所見

　　　　　たくさんのフィラメン状構造物を有する変性軸索。

　　　　bar＝2μm

bFig．16aの一部拡大

　錯走するフィラメント状構造物（矢頭）が存在する。

bar＝1μm
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Fig．17生後40日齢GADマウス電顕観察横断像所見

　　　　electron　dense　bodyの出現頻度が増し、また変性軸索全体の

　　　　電子密度が増加している。また内部に不定形の電子密度を有する

　　　　構造物が存在している（矢印）。

　　　　bar＝1μm

Fig．18　a生後35日齢GADマウス電顕観察縦断像所見

　　　　　シナプス結合（矢頭）を維持しながら、顕著に腫大している

　　　　　変性軸索。

　　　　bar＝2μm

b生後35日齢GADマウス電顕観察縦断像所見

　変性軸索の周囲に星状膠細胞の突起（星印）が取り囲むように

　存在している。

bar寓2μm
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第1節 序　論

　　ユビキチンは、Alzheimer病におけるPaired　Helical　Filaments

（PHF）の構成成分として同定された76個のアミノ酸からなる蛋白質で、

そのアミノ酸配列は種を越えて高く保存されている（35，75）。ユビキチン

は・細胞内のATP依存性非ライソソーム蛋白分解系において異常蛋白質と

結合し、以後の反応に際してこれらの蛋白質の標識となる（10，37）。この

ことから免疫組織化学の分野において異常蛋白蓄積の指標として広く用いら

れている。神経系においては、PHFのみならず、パーキンソン病やピック

病でみられる封入体，アレキサンダー病のローゼンタール線維，運動ニュー

ロン病の脊髄前角の運動神経細胞内の線維性封入体におけるフィラメント状

細胞内成分がユビキチンと結合していることが、免疫組織化学的に明らかに

されている（57，58）。前章まで、GADマウスの軸索変性初期から、変性軸

索内にライソソームや異常なフィラメント構造物が存在していることを明ら

かにした。また変性初期の変性軸索内のライソソームの出現頻度は、これま

で報告されている成歯でみられるSphe　roidのものよりも高い。これらのこ

とより、加齢の進んだ変性軸索においては、ライソソーム系による分解系に

代わる別の分解系が働いていることが考えられる。そこで本実験は、ユビキ

チンに注目し、GADマウスの軸索変性においてユピキチンがどのように関

与しているかを免疫組織化学的手法により明らかにするものである。
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第2節　　材料と方法

　本実験では、パラフィン切片を用いた光顕観察用免疫組織化学染色と電

顕観察用免疫組織化学染色（免疫電顕染色）を行った。

　1．光顕観察用免疫組織化学染色に関する材料と方法

1．供試動物

　第1章第2節1．1．と同様の動物を用いた。

2．光顕用材料の固定法，採材ならびに保存法

　第1章第2節1．2．と同様に行った。

3．パラフィン切片の作製法

　第1章第2節1．3．（2）と同様に行った。

4．パラフィン切片の免疫組織化学染色法

　第1章第2節し4．（2）と同様に行った。
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　5．本研究で使用した一次抗体

　　　　抗ウシユピキチン・ウサギポリクローナル抗体（DAKO社

　　　　　Cat．　No．　ZO458）

　　　　抗ウシユビキチン・ウサギポリク姥口ナル抗体（Biomeda社

　　　　　Cat．　No．221M）

　　両抗体とも使用時には1％BSA／PBSで1000倍に希釈して使用した。

6．陰性対照：切片を一次抗体の代わりに正常家兎血清と反応させた。

　H．電顕観察用免疫組織化学染色に関する材料と方法

　1．供試動物

　　供試動物には、国立精神・神経センターモデル動物開発部もしくはエー

ザイ株式会社筑波研究所実験動物施設において、SPF条件下で飼育された生

後20週齢のGADマウス（gad／gad）ならびに対照正常マウス（gad／＋も

しくは＋／＋）各雌2個体を用いた。これらのマウスは、不断給餌ならびに不

断給水，温度23±4℃，湿度55±5％，午前8時点灯午後8時消灯の明暗サイ

クルで飼育された。
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2．固定法，採材ならびに保存法

　第1章第2節し2．と同様に行った。

3．切片の作製法

　　固定後の組織よりPL1000型Vibratome（盟和商事株式会社）を用

い、厚さ40μmの浮遊切片を作製し、得られた切片をPBS中に浮遊させた。

切片は薄束核ならびに脊髄薄束の縦断面観察用と横断面観察用の2種類を作

製した。

4．染色法

　第1譜第2節1．4．（1）と同様に行った。一・次抗体は抗ウシユビキチン・

ウサギポリクローナル抗体（DAKO社Cat．　No．　ZO458）を、1％BSA／

PBSで1000倍に希釈したものを使用した。

5．包埋法

　発色後の切片を、1％オスミウム酸／dH20で1時間、後固定した後、エ

タノールで脱水，プロピレンオキサイドで置換し、トルエンで40％に希釈

したシリコン（信越化学工業株式会社KE－106，　CAT－RG）をコートし

たスライドグラスならびにカバーグラスを用い、Epon樹脂で封入した。封

入後、切片を36℃で一・晩、続いて60℃で二晩、硬化させた。
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6．超薄切片作製法ならびに染色法

　硬化した切片を光顕観察後、スライドグラスならびにカバーグラスから

剥離し・電顕観察部位を切り出し、超薄切片を作製した。得られた超薄切片

は・無染色もしくは0・1％クエン酸鉛／dH20による単染色を施し、観察に

供した。

7．観察法

　　H－7000型透過型電子顕微鏡（日立製作所）を用いて、加速電圧

100kVの条件で観察した。
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第3節　　結　果

　1．光顕観察所見

　　正常マウスでは、神経細胞ならびに神経膠細胞の細胞質や核が抗ユビキ

チン抗体に対し免疫反応陽性を示したが、主に軸索で構成される白質に反応

産物は認められなかった。生後4週齢GADマウスの薄束核は、既に変性軸索

が生じていたのにかかわらずそれらの軸索は反応陰性であり、正常マウスと

同様な染色結果を示した。生後9週齢以降のGADマウスでは、薄束核や脊髄

薄束の軸索変性部位に多数のユビキチン陽性の点状構造物（Dot　Like

Structures；DS）が存在していた（Fig．19b）。DSの大きさは、直径が

2～5μmと様々であった。生後9週齢におけるDSは、延髄薄束核，小脳前

葉の第1～3小葉と後葉の第8小葉の白質および下小脳脚，延髄の脊髄小脳

路，脊髄の後脊髄小脳路，胸髄核（Clark　e核）へ至る後脊髄小脳路に分布

していた。生後18週齢になると、これらの部位のDSの出現頻度が増すと同

時に、その出現部位を広げていた。薄束路でのDSの分布は、薄束路を薄束

核から腰髄薄束まで下行しており、脊髄薄束におけるDSの出現頻度は頚髄，

胸髄，腰髄の順序で増していた。さらにDSは、脊髄前角の運動神経細胞周

囲から脊髄と延髄にかけての錐体路，中脳の大脳脚へ至る錐体路ならびに胸

髄核にも分布していた（Fig．20bおよびTable．3）。生後32週齢ではその

分布はさらに広範囲に広がり、外側嗅索，外側・内側膝状体，上丘，視床，

　　　　　　　　　　　　　　　一100一



海馬采および大脳皮質の上位感覚神経路でもDSが観察された。変性軸索は

必ずしもユビキチン陽性ではなく、殆どの大型の変性軸索（Sphe　roid）は

一般に免疫反応を認めないことが多かった。小型のSpheroidは、しばしば

反応産物が芯（core）を形成していた。　DSは、正常マウスにおいてはわず

かに生後18週齢以降の薄束核ならびに小脳核において認められた。GADマ

ウスと正常マウスの間に、薄束核における二次知覚神経細胞や星状膠細胞の

核や細胞質での反応性に差は認められなかった。

　光顕観察において、GADマウスもしくは正常マウスで得られた各々の

結果は、実験に供した両マウスの各週齢3個体全てに認められた。また対照

正常マウスとして用いた、遺伝子型がgad／＋と＋／＋の個体間で、得ら

れた結果に差は認められなかった。

　ii．免疫電顕観察所見

　　免疫電顕観察により、光顕で観察されるDSがミエリンに囲まれた軸索

に存在することがわかった（Fig．22a）。反応陽性を示した軸索は、周囲

の正常な軸索と比べ径を増し、腫大をしていた。ユビキチン反応は、軸索内

においてしばしばフィラメント状を呈していたが（Fig．22b）、フィラメ

ント状の反応産物の走行に一定の方向性はなかった。縦断切片では、その反

応は比較的腫大の程度が軽い部位から徐々に腫大部へ移行する部位で強く

（Fig．22c）、この反応はさらに軸索終末部に近づくと弱くなった（Fig．
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22d）・正常ならびにGADマウスの神経細胞や神経膠細胞の核にびまん性

に弱い反応産物を認め、星状膠細胞の細胞質には斑点状の陽性反応を認めた。

　　電顕観察においてGADマウスもしくは正常マウスで得られた各々の結

果は、実験に供した両マウスの各2個体全てに認められた。また対照正常マ

ウスとして用いた、遺伝子型がg廻／＋と＋／＋の個体間で、得られた結

果に差は認められなかった。
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第4節　　考　察

　　本実験により、GADマウスの軸索変性部位はユビキチン反応陽性とな

り、光顕観察では点状構造物（DS）として、感覚系神経路のみならず運動

系神経路にも広く分布することが明らかになった。GADマウスの薄束核で

は、DSは既に変性軸索が生じている生後4週齢では存在せず、生後9週齢か

ら出現していた。このことは、軸索変性初期の薄束核における変性軸索は、

ユビキチン化されないか、もしくは免疫組織化学では検出できないほど軽微

な程度のユビキチン化をしていることを示唆している。前章において、生後

20日齢のGADマウスの薄束核における変性軸索終末部に、既に多数のライ

ソソームが出現していることを観察した。以上のことから、GADマウスに

おける軸索変性の初期では、異常蛋白の蓄積が予想されるが、それらに対し

ては、ライソソームによる蛋白分解系が主体となって働いていると思われる。

　　ユビキチンは、しばしばフィラメント状細胞内成分と結合していること

が、免疫組織化学的に明らかにされている。GADマウスの軸索変性におい

てニューロフィラメントや他のフィラメント構造物の集積は、腫大が進むに

連れ顕著になった。これらのフィラメント成分の蓄積とライソソームの出現

の関係より、ユビキチン化が何故生後9週齢以降から、GADマウスの変性軸

索に生ずるかを考察すると次のようになる。生後4週齢のGADマウス薄束核

には多数の大小の変性軸索（Sphe　roid）を認め、初期の形態変化ではこれ
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らの腫大部に多数のフィラメント構造物とライソソームを含んでいた。変性

初期の段階では腫大部に異常なフィラメント成分が蓄積し、直ちにユピキチ

ン化されても多数のライソソームに取り込まれすみやかに分解されるため、

ユビキチン化したフィラメントの蓄積として観察されなかったのであろう。

生後9週期以降の変性進行に伴いライソソームの分解能力を上回るフィラメ

ント成分の蓄積、もしくは変性進行によりうイソソーム分解系が不活化し、

フィラメント成分の集積が促進し、ユビキチン化した異常蛋白として蓄積し

てくるものと考えられる。このようにライソソームによる蛋白分解系の異常

により、ユピキチン化された異常なニューロフィラメントの蓄積が促進され

るという報告がある（64，80）。GADマウスではユビキチン化されているフィ

ラメント成分が何であるかは、明らかでないが、異常蛋白のユビキチン化の

機序を探るうえで非常に興味深い結果である。

　　ユビキチン反応は変性軸索内の比較的腫大が軽度な部位で認められ、腫

大した終末部であるSphe　roidはその殆どがユピキチン反応陰性であった。

ユビキチン反応が腫大が軽度な部位に生じていたことは、腫大が顕著な

Sphe　roidと比較して、この部位におけるユビキチンの活性が強いか、もし

くはユビキチン化を受けやすいフィラメント成分や他の異常蛋白質が蓄積し

ていたと考えられる。

　今回の実験でGADマウスの中枢神経系においてユビキチン陽性のDSが、

かなり広範囲に分布していた。薄束路，後脊髄小脳路および錐体路における
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分布は、これまで明らかにされているGADマウスの軸索変性部位と一致し

ている。さらにDSは、これらの軸索変性部位において病勢の進展に伴い進

行性に蓄積することより、DSの出現頻度が軸索変性の程度を表しているこ

とがわかる。薄束路におけるDSの分布は、一一・次知覚神経細胞の終末部が存

在する薄束核から細胞本体へ向かい脊髄薄束を広がった。また後脊髄小脳路

では、胸髄核にある二次知覚神経細胞の軸索が脊髄，延髄を通り小脳へ至る

が、DSの分布は小脳から始まり延髄，脊髄へと、この神経路を逆行性に広

がった。運動畑田経路である錐体路では、大脳皮質の一次運動神経細胞から

伸びる軸索が、中脱延髄，脊髄後索を通り、脊髄前角の運動神経細胞まで

達する。この神経路におけるDSの分布は、末梢端である脊髄前角の運動神

経細胞周囲より始まり、以後細胞本体に向かい錐体路を逆行性に及んでいっ

た。週齢を重ねると、これらの神経路でのDSの出現頻度が増すと同時に、

その分布は感覚系の視床，大脳皮質感覚野，嗅覚・視覚・聴覚の聴神経路な

どにも広がった。以上のことより、GADマウスの中枢神経系では、このミュー

タントの特徴であるDying　Backタイプの軸索変性が運動海神経路である

錐体路でも生じているのと同時に、一次知覚神経細胞の変性が、二次さらに

は三次感覚神経細胞にまで広がっていくことがわかる。すなわちGADマウ

スでは、感覚神経系と運動神経系において軸索遠位端より起こる継シナプス

的に広がる退行性軸索変性（transneuronal　degeneration）の過程が

進行している。自然発症により、短期間にこのように広範囲かつ選択的に変
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性が広がっていく実験系についてはこれまで報告はなく、継シナプス的に変

性が広がる機序を探るうえで非常に興味深いものである。またヒトの正常な

老化に際しても大脳皮質や海馬において同様のユピキチン陽性の点状構造物

が存在し、それが軸索であることが確認されている（15）。このことはヒ

トの加齢現象として、薄束核だけでなく広い範囲で軸索変性が生じている可

能性を示しており、GADマウスの病理変化が神経系における老化現象の一

面を反映していることを裏付けるものである。
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第5節 小　括

　GADマウスの軸索変性部位において、生後9週齢よりユビキチン陽性点

状構造物（DS）を認め、それが軸索であることが判明した。しかし変性軸

索終末部のSphe　roidは反応陰性であった。　DSの分布は、軸索変性が薄束

路，後脊髄小脳路において逆行性に進展するのと同様に、これらの神経路を

広がっていた。また運動系神経路である錐体路でもDSが出現し、その分布

は逆行性に広がっていた。これらのDSの出現頻度は週齢を重ねるごとに増

していたと同時に、生後32週齢になるとDSは視床，上丘，大脳皮質感覚野

および聴覚，視覚，嗅覚神経路など知覚明神経路や海馬采など幅広く分布し

ていた。これらよりGADマウスの運動神経系ならびに感覚神経系では、継

シナプス的に退行性軸索変性が広がっていることが明らかとなった。
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Fig．19　a生後18週齢正常マウス薄束核の抗ユビキチン抗体染色所見

　　　　　神経細胞や神経膠細胞の細胞質や核が陽性反応を示す。

　　　　　この週齢では軟膜下にわずかにユビキチン陽性点状構造物

　　　　　　（矢頭）を認める。

　　　　b生後18週齢GADマウス薄束核の抗ユビキチン抗体染色所見

　　　　　左右の薄束核にユビキチン陽性点状構造物（DS）　（矢印）が

　　　　　多数存在する。

　　　　bar呂25μm（Fig．a，Fig．b共通）
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Fig．20　a生後32週齢正常マウス錐体路の抗ユビキチン抗体染色所見

　　　　　神経細胞や神経膠細胞の細胞質や核が陽性反応を示すがユピ

　　　　　キチン陽性点状構造物はない。

　　　　b生後32週齢GADマウス錐体路の抗ユピキチン抗体染色所見

　　　　　錐体路白質にユビキチン陽性点状構造物（DS）　（矢印）が

　　　　　多数存在する。

　　　　bar325μm（Fig．a，Fig．b共通）
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Fig．22　a生後20週齢GADマウス頚髄薄束の抗ユビキチン抗体免疫

　　　　　電顕所見

　　　　　髄鞘（my）に囲まれた反応陽性を示す変性軸索。周囲の

　　　　　軸索と比べて腫大している。

　　　　bar＝5μm

　　　　b生後20週齢GADマウス頚髄薄束の抗ユビキチン抗体免疫

　　　　　　電顕所見

　　　　　　ユビキチン化したフィラメントが走行する（矢頭）。

　　　　　bar＝0．5μm

　　　　c生後20週齢GADマウス頚髄薄束の抗ユビキチン抗体免疫

　　　　　電顕所見

　　　　　軸索が腫大するに伴い、反応陽性を示す。右側が尾側に相当。

　　　　　bar＝5μm

　　　　d生後20週齢GADマウス薄束核の抗ユビキチン抗体免疫電顕

　　　　　　所見

　　　　　　Spheroid（sp）は、陽性反応を示さない。

　　　　　bar雷1μm
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　　本研究の結果より、GADマウスの薄束路における軸索変性は以下のよ

うな変化を伴っていることが明らかになった。軸索変性は、生後10日齢か

ら20日齢にかけて一次知覚神経細胞の軸索終末部が存在する薄束核より生

じる。シナプス複合体を形成する軸索終末部が腫大を始め、多数のライソソ

ームの出現とミトコンドリアの集積がみられる。軸索終末部では、異常蛋白

の蓄積が予想されるが、それらは主にライソソームによる分解を受ける。さ

らに軸索終末部の腫大が進むと二次知覚神経細胞とのシナプス結合が崩壊し、

ニューロフィラメントや特殊なフィラメント構造物が蓄積を始める。シナプ

ス結合の崩壊に伴い、一次知覚神経細胞でのAPP産生が充進し、脊髄神経

節内の細胞体でのAPPの蓄積が始まり、また軸索終末部においてシナプス

を介して二次知覚神経細胞に作用するAPPが、その機能を果たせず徐々に

軸索終末部に蓄積を始める。またシナプス結合の崩壊により生じた空間に、

星状膠細胞の細胞突起が進入し、軸索の終末部や二次知覚神経細胞を取り囲

む。星状膠細胞においてもAPPが蓄積するが、そのAPPが星状膠細胞自身

が産生したものなのか、または、取り込んだものなのかは明らかでない。軸

索終末部ならびに星状膠細胞では、APPから正常な代謝によりAβPが産生

されるが、蓄積が軽度なためAβPの蓄積には至らない。生後4週齢から9週

齢にかけて、軸索終末部はさらに腫大を増し、薄束路を薄束核から脊髄薄束

へ向かい下行し始める。変性軸索内ではニューロフィラメントや特殊なフィ

ラメント構造物の集積が顕著になることによりユビキチンが活性化する。月

一116一



性化したユビキチンは、主に異常なニューロフィラメントや特殊なフィラメ

ント構造物に結合し、蓄積を始める。また軸索終末部や星状膠細胞では

APPの蓄積が進み、その結果ライソソームでのAPPの代謝に異常をきたし、

AβPが蓄積し始まる。生後9週齢から18週齢にかけて、APP，　AβP，ユビ

キチン等のいわゆるアミロイド関連蛋白の蓄積が顕著になると同時に、その

蓄積を伴いながら軸索終末部はさらに脊髄薄束を下行する。また一次知覚神

経細胞でのAPPの蓄積はさらに進行する。生後18週齢から32週齢にかけて

の薄束核は、アミロイド関連蛋白を蓄積した変性軸索の殆どが脊髄薄束へ下

行したため変性軸索は存在せず、変性軸索が退行消失した後を星状膠細胞の

細胞突起が占めている。その結果、薄束核のAPPならびにAβPは全体的に

減少する。以上のような変化、特にAPPならびにAβPの蓄積は、シナプス

の変化が神経細胞やダリア系の細胞におけるAPPの発現を増加させるとい

う報告や（53）、APP遺伝子発現の調節においてneuron－target

interactionの重要性を説く報告（87）がなされているのに加え、本実験

において生後早期よりシナプスの崩壊に続く、退行性の軸索変性が生じる薄

束路でのみに認められたことより、軸索変性に起因する変化であると考えら

れる。

　本研究では、GADマウスを用いて軸索変性の初期病変とアミロイド関

連蛋白蓄積の関連性を明らかにした。現在ヒトのAlzhe　ime　r病に代表され

る神経変性症では・AβPの沈着と共に変性軸索や星状膠細胞の増生が生じ
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ていることが知られているが、その因果関係は明らかでない。またAPPか

らどのような代謝を経て、AβP産生に至るのかも不明である。これらが明

らかにされない理由として、ヒトにおいては初期病変をとらえることが、困

難であることがあげられる。GADマウスでは、軸索変性が生じた結果、ア

ミロイド関連蛋白が蓄積することが示された。同様の現象が、ヒトにおける

AβP沈着の初期病変として生じていることが考察される。今後は、GADマ

ウスを用い、APPやAβPの蓄積と変性軸索周囲に増生する星状膠細胞との

関連性や、APPからAβPが産生される機序等の不明な点について、解明し

ていきたい。
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