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　　　　　　　　　　　　　　　　　論文内容の要旨

　Gracile　Axonal　Dystrophy（GAD）マウスは、薄束路における神経軸索変性を初期病変とするミュータント

マウスである，その軸索変性は、腰髄の脊髄神経節に存在する一次知覚神経細胞の中枢端である延髄薄束核

より生後4週齢前後から生じる、病理組織学的には、軸索が異常に腫大し、その内部に多数のミトコンドリア

やelectron　dense　body，大小の膜様構造物等を含む好酸性球状構造物（Spheroid）の出現、星状膠細胞の増生

（gliosis），脱髄などを主病変とする，このような病変は加齢に伴って薄束核から頸髄，胸髄，腰髄の順に薄束

を下行していく、つまりGADマウスの薄束路では、時期ならびに部位特異的に逆行性軸索変性が生じている。

　Alzheimer病や正常の加齢に際し出現する老人斑周囲には、変性軸索が存在していることが知られている．

老人斑はAmyloidβ一Proteln（AβP）が主成分として構成される，またこのAβPは、アミノ酸700個前後から

成るAmyloid　Precursor　Protein（APP）（アミロイド前駆体蛋白質）と呼ばれる大きな蛋白質の一部であるが、

APPからどのようにしてAβPが切断され、老人斑が形成されるのかは明らかにされていない、ユビキチンは

Aセheimer病の神経原線維変化にみられるPaired　Helica1　Filamen亡s（PHF）の構成成分として同定された物質

で、細胞内異常蛋白蓄積時における蛋白分解系に対する標識となる，PHFの形成は、’A，ヨPの沈着に起因する

変fヒであるとされている，現在、老人斑周囲に存在する変性軸索とAPPやA、3　P、ならびにユビキチンとの関

連性は明らかでない．

　本研究ではGADマウスの薄束路における一次知覚神経細胞の軸索変性と、APPAgPならびにユビキチンの

アミロイド関連蛋白との関連性を、主に生後4．9，18ならびに32週齢のZamboni固定組織切片を用いて、免疫組

織fヒ学および免疫電顕学的に検討を加えると共に、生後早期の軸索変性を微細構造学的に調べた、

　まず最初に、GADマウスの薄束路における軸索変性とAPP蓄積との関連性を検討した，その結果、抗APP

抗体に対する強い免疫反応は、既に生後4週齢の薄束核において認められた、その反応部位は、HE染色や抗

GFAP免疫染色の結果から変性軸索と星状膠細胞であった、また変性軸索における反応は、その腫大が大きい

程強い傾向を示した，生後4週齢以降、その反応は軸索変性部位の広がり方と一致して、薄束路を逆行性に反
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応の強さが増していた。一次知覚神経細胞体では生後4週齢より強い反応を認め、この反応は加齢とともに強

くなった。変性軸索が脊髄へ退行する生後32週齢の薄束核では、その反応は、むしろ減じていていた。

　次に、GADマウスの薄束路において、　APPの蓄積に統いてAβPの蓄積の有無を検討した。抗AβP抗体に対

する免疫反応は、生後9週齢より変性軸索とその周辺で増生する星状膠細胞で認められた。従ってGADマウ

スでみられる薄束路での反応は、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。また生後32週齢の薄束核における反応は、抗APP反応と同様に減じていた。脊髄

神経節の一次知覚神経細胞体では、どの時期においても反応は認められなかった。反応陽性部位は、コンゴ

赤染色やチオフラビンS染色において偏光を示さなかった。

　続いて、APPならびにAβPの蓄積が退行性の軸索変性と関連性があると考えられることより、GADマウス

の薄束核における軸索変性の初期的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よりも太い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。また以上

の変化は、老化現象でみられる軸索変性でも生じることが知られている、長い軸索の終末部で認められるシ

ナプス複合体で顕著であった。

　さらに、異常蛋白蓄積の指標となり特にフィラメント構造物の蓄積と関連性の深いユビキチンとGADマウ

スに生じる軸索変性との関連性を検討した。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（Dot　Uke　Structures；DS＞を認め、　DSが軸索にあることが判明した。しかし変性軸索終末

部のSpheroidは一般に反応陰性であった。変性軸索内の反応はしばしばフィラメント状を呈していた。また

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、これらの神経路内に

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、その分布は錐体路を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すと同時に、生後32週齢になるとDSは視床，上丘，大脳皮質

感覚野などの知覚系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、継シナプス的に広がる退行性の軸索変性が生じていることが明らかになった。

　以上の成績より、①軸索変性は、生後10日齢から20日齢の薄束核において、主にシナプス複合体を形成す

る軸索終末部で生じる。②軸索終末部の腫大が進と二次知覚神経細胞とのシナプス結合が崩壊し、それに伴，

い一次知覚神経細胞でのAPP産生が充進し、脊髄神経節内め細胞体でのAPPの蓄積が始まる。③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していると考えられる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。④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、

軸索終末部や二次知覚神経細胞を取り囲むと共に、星状膠細胞においてもAPPが蓄積を始める。⑤軸索終末

部ならびに皐状膠細胞では、APPから正常な代謝によりAβPが産生されるが、　APPの蓄積が軽度なためAβP

の蓄積には至らない。⑥生後4週齢から9週齢にかけて、変性軸索内ではニューロフィラメントや特殊なフィ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し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し、主に異常なフィラメント構造物に結．

合し、蓄積を始める。⑦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の蓄積がはじまる。⑧生後9週齢から18週齢にかけて、　APP，　AβPならびにユビ

キチン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脊髄薄束を下行する。⑨生後18週

齢から32週齢にかけての薄束核では、軸索終末部の殆どが脊髄薄束へ下行した結果、APPならびにAβPは全
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嬉

体的に減少する。

　現在、ヒトのAlzheimer病では、　AβPの沈着と共に変性軸索や反応性星状膠細胞が出現していることが知

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の1つとして、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ものと

考察されたが、ヒトにおけるAβP沈着の初期病変としても同様な現象が、生じているのかもしれない。

論文審査の結果の要旨
　Gracile　Axonal　Dystrophy（GAD）マウスは、薄束路における神経軸索変性を三三病変とするミュータント

マウヌで、その軸索変性は腰髄の脊髄神経節に存在する一次知覚神経細胞の中枢端である延髄薄束核より生

後4週齢前後から生じ、以後加齢に伴って薄束核から頸髄，胸髄，腰髄の順に薄束を下行していく。

Alzheimer病や正常の加齢に際して出現する老人斑の周囲では、変性軸索が存在することが知られている。

Amyloidβ一Protein　（AβP）は老人斑を構成する主成分であり、Amyloid　Precursor　Proteln　（APP）はAβP

の前駆体である。またユビキチンは異常蛋白蓄積の指標となる蛋白であり、AβP沈着に起因する神経原線維

変化で認められるPaired　Helica1　Filamentsの構成成分である。本研究はGADマウスの薄束路における一次知

覚神経細胞の軸索変性と、老人斑に関連するAPP，　AβPならびにユビキチンのアミロイド関連蛋白との関連性

について検討を加えると共に、生後早期の軸索変性がどのような形態学的変化を伴うのかを微細構造学的に

調べたものである。

1．GADマウスの薄束路における軸索変性とAPP蓄積との関連性を検討した結果、生後4週齢より変性軸索や

　その周囲に増生する星状膠細胞、ならびに脊髄神経節の一次知覚神経細胞本体に強い抗APP免疫反応が認

　められた。

2．GADマウスの薄束路において、　APPの蓄積に続くAβPの蓄積の有無を検討した。抗AβP免疫反応は、生

　後9週齢より変性軸索とその周辺で増生する星状膠細胞で認められた。一次知覚神経細胞には反応は認め

　られなかった。

aAPPならびにAβPの蓄積は退行性の軸索変性と関連性があると考えられたため、　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、ニューロフィラメントや微

　小管よりも太いフィラメント様構造物が出現し、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。これらの変化は、老化現象でみられる軸索変性でも生ずる

　ことが知られている、特にシナプス複合体で顕著であった。　　　　　　　　　　　・

4．異常蛋自蓄積の指標となり、特にフィラメント構造物の蓄積と関連性の深いユビキチンそしてGADマウ

　スに生ずる軸索変性との関連性を検討した。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（Dot　Like　Structures；DS）を認め、　DSは、腫大が軽度な変性軸索に存在することが

　判明した。変性軸索内の反応はしばしばフィラメント状を呈していた。また軸索変性が薄束路や後脊髄

　小脳路、さらに錐体路においても逆行性に進展するのと同様に、DSはこれらめ神経路を逆行性に広がり、
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生後32週齢になると上位中枢神経系に幅広く分布していた。これらよりGADマウスの中枢神経系では、

退行性の軸索変性が継シナプス的に広がることが明らかになった。

これらの所見から、GADマウスの薄束路における軸索変性に伴い、次のような変化が生じていると考察した。

①軸索変性は、生後10日齢から20日齢の薄束核において、主にシナプス複合体を形成する軸索終末部

　で生じる。

②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、それに伴い一次知覚神経

　細胞でのAPP産生が四温し、脊髄神経節内の細胞体でのAPPの蓄積が始まる。

③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していると考えられる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。

④シナプス結合の崩壊により生じた空間に、星状膠細胞の原形質突起が進入し、軸索終末部や二次知

　覚神経細胞を取り囲むと共に、星状膠細胞においてもAPPが蓄積を始める。

⑤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、　APPの蓄積

　が軽度なためAβPの蓄積には至らない。

⑥生後4週齢から9週齢にかけて、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様構造

　物の集積が顕著になることによりユビキチンが活性化し、主に異常なフィラメント構造物に結合し、

　蓄積を始める。

⑦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の蓄積が始まる。

⑧生後9週齢から18週齢にかけて、APP，　AβPならびにユビキチン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脊髄薄束を下行する。

⑨生後18週齢から32週齢にかけての薄束核では、軸索終末部の殆どが脊髄薄束：へ下行した結果、APP

　ならびにAβPは全体的に減少する。

　以上の如く本研究では、GADマウスを用いで軸索変性の初期病変とアミロイド関連蛋白蓄積との関連性を

明らかにした。現在、ヒトの1Uzhe1mer病では、　AβPの沈着と共に変性軸索や反応性星状膠細胞が出現して

いることが知られているが、その因果関係は必ずしも明らかでない。またAPPからどのような代謝を経て、　A

βP産生に至るのかも不明である。これら、が現在明らかにされないのは、ζトにおいては初期病変をとらえる

ことが、，大変困難である事が理由である。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の

蓄積することが示唆された。このことは、Alzheimer病や加齢に伴い認められる老人斑の形成初期の機序を類

推する一助となり、ミュ〕タントマウスの神経病理組織学的解析にも、資する所大であると考えられ、よっ

て牢研究は、博士（獣医学）の学位を授与するにふさわしいものと判定した。
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