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【緒言】

阻f14タンパク質はキネシンスーパーファミリ一分子に属し、細胞分裂に関与

する。その機能を阻害すると細胞分裂が障害されアポトーシスが誘導されるこ

とが知られている。一方、ラガード奇形マウス(以下ラガードとする)は、髄

輸の低形成と小脳性運動失調を特徴とする自然発症奇形マウスで、先行する研

究によりその原因遺伝子がKif14であることが判明した。この奇形マウスの脳

の特徴は、肉眼的には喚球と小脳のサイズが小さく、組織学的には大脳皮質や

海馬の層構造が乱れ、小脳の小葉形成やプノレキンエ細胞の位置異常が認められ

る。またミエリン塩基性タンパク質の抗体を用いた免疫組織化学と電子顕微鏡

観察により、中枢性髄輸の低形成が見られる。このラガードは、生後2週の終

わりにはおそらく小脳性運動失調のために死に、成体に至ることは無い。本研

究は、胎生後期と生後発育期におけるラガードマウスの嘆球の細胞構築の形態

を組織学的に検討したものである。

【材料と方法】

1.動物 ラガードヘテロマウス(Iag/+)の雌雄を交配し、ホモ個体 (Jag!1ag)

と対照マクス (Jag作 or+f吟を得た。臆桧を確認した日を胎生0日 (EO)齢、

出産を確認した日を生後O日 (PO)齢とした。全ての動物は神戸大学医学部附

属動物実験施設にて適正な環境の下に飼育された。また本研究に関わる動物実

験計画は、神戸大学動物実験委員会の審査を受けて承認された。また動物実験

は神戸大学動物実験規則に従い適正に行われた。

2. HE染色と免疫組織化学 実験動物の左心室よりパラホIレムアルデヒド

溶液で還流固定してサクリフアイスし、抜脳した。後固定後、脱水、透徹して

パラフィン包埋した。切片を作成し、 HE染色およびReelin抗体、チロシン水

酸化酵素 (TH)抗体、グリア細線維性酸性タンパク質 (GFAP)抗体、ミエリ

ン塩基性タンパク質 (MBP)抗体を用いてABC法により免疫染色した。

3. =霊細胞核を持つニューロン (結果の項で後述するが)僧帽細胞と傍

糸球体細胞は二重核をもつことがある。そこでReelin陽性の僧椙細胞と TH陽

性の傍糸球体細胞の中で細胞核の数を数え、ラガードと対照マウス閑で二重細

胞核を持つ細胞の割合が同じか否か統計的に比較した。

4. TUNEL法 Terminaldeoxynucleotidyl transferase dUTP nick end 

labeling (TUNEL)法に基づき、細胞死を起こすニューロンを標識した。

5. BrdU標際法妊娠マウス (E15.5)にBrdUを腹腔内投与し、 2時間後

にパラホ/レムアノレデヒド溶液の潅流固定lζよりサクリフアイスした。脳をパラ



ィン包埋し、薄切切片をBrdU抗体を用いて免疫染色した。

嘆神経の順行性標織 P10動物の嘆粘膜にWGA-HRPを注入し、翌日、

ノレターノレアノレデヒドとパラホルムアルデヒド混合液の潅流固定により動物を

クPフアイスした。喋球を取り出し、凍結切片を千何求し、 TMB法により順行

標議された嘆神経終末を観察した。

結果と考察】

P10ラガードと対照マウスの嘆球の細胞構築 P10のラガード嘆球は、

常に比較して小さく、また透明である。正常マウスでは側脳室脳室下層から

球中心部に至る吻側移動経路rostralmigratory stream (RMS)が明瞭であ

が、ラガードではRMSが確認できない。ラガード嘆球の細胞構築をHE染色

調べたところ、概ね正常であるが傍糸球体細胞と穎粒細胞の数は減少してい

3 またラガードの嘆糸球体は一列に整然と配列しない。また本来一列に配列

る僧帽細胞が多層を形成する。この細胞構築異常をマーカー抗体を用いてさ

に検討した。ラガードのTH抗体陽性傍糸球体細胞は、対照マウスに比較し

糸球体細胞層と外網状層のより広い領域に散布する。さらにTH免疫陽性の

糸球体細胞の中に多核(二重細胞核)の大型のニューロンが混在する。ラガ

ドのRee肱1免疫陽性の僧幅細胞の配列は乱れ、多重細胞核をもっ大型ニュー

ンが確認できる。

半定量的研究により、ラガードのTH免疫陽性傍糸球体細胞は減少するが、

唱lin免疫陽性の僧帽細胞の数は対照マウスのそれと変化が無いことが明らか

なった。またラガードではTH免疫陽性の傍糸球体細胞の中で二重細胞核の

合が増加する(対照0.5%に対しラガード12.7%)。同様にラガードでは二重

胞核をもっReelin免疫陽性僧帽細胞の割合が増加する(対照0%、ラガード

3%)。このような結果は、ラガードでは細胞分裂異常があることを示唆する。

MBP免疫染色の結果、対照マウスの嘆球の中心部にはMBP陽性の髄輸が散

するが、ラガード嘆球には陽性産物はない。ラガード嘆球には有髄線維が無

ため、肉眼的に透明性が高いと考えられる。 GFAP免疫陽性のアストログリ
についてはラガードと対照マウス聞に差を認めない。

WGA-HRPの喚粘膜注入により、ラガード嘆球の填神経終末が証明できるこ

より、ラガードの嘆覚入力系は正常に保たれている。しかしWGA-HRP陽性

実糸球体のニューロピノレの配列は乱れていた。

出生前および出生後のラガード嘆球の細胞構築変化 出生前の喚球の

イズはラガードと正常で変化が無い。 E15.5日令のラガードのRMSと嘆球中

心部の脳室(嘆脳室)は正常と変わらないが、 E17.5日令の対照マウスの嘆脳室

は閉鎖しているが、ラガードではP3日令に至るまで開放している。出生後、対

照マウスの嘆球は次第にそのサイズを増すが、ラガードの喋球のサイズは一定

で、 PlO日令では明らかにそのサイズが対照マウスの嘆球に比較して小さい。

対照マウスのRMSはP3日令で明瞭に認められるが、同日令のラガードRMS

は対照マウスに比べて細い。また対照マウスのRMSはP3からP1Q日令震で変

化がないが、ラガードのRMSは次第に細くなり、 PlO日令で完壁に消失する。

出生前のラガードの嘆球の細胞構築は、HE染色で観察するかぎり多層を示す

僧幅細胞層を除いて、対照マウス嘆球の細胞構築と大きな差を認められなかっ

た。一方TH免疫組織化学によると、 E15.5日齢から生後1週令まではラガード

嘆球のTH陽性傍糸球体細胞の分布は対照マウスのそれと大きな差はなかった

が、 P7からP10日令では、より広い範囲に分布し、しかもその細胞停のサイズ

が大きく、多核の細胞が認められた。またReelin免疫陽性の僧帽細胞の分布も

多層であり、単層の対照マウス僧帽細胞と著しく異なっている。またP7から

P10日令のラガードのReelin陽性の僧帽細胞に多核の細胞が認められた。

3. TUNEL法と BrdUアッセイ ラガード嘆球のサイズが小さい理由は、細胞

死が増加している可能性と細胞増殖が阻害されている可能性があり、それぞれ

の可能性をTUNEL法と BrdUアッセイで検討した。 TUNEL法により E17.5

日令のラガード側脳室上衣下層にアポトーシスを示す細胞が増加していた。こ

のようなTUNEL陽性のアポトーシスを示す細胞は嘆球の中心部でも確認でき

た。しかしP5以降は、ラガードと対照マウス聞に差は認められなかった。L 方、

BrdUアッセイでは両者に大きな差を認めなかった。

【結語】

1.ラガード嘆球の細胞構築は異常である。ことに傍糸球体細胞と僧帽細胞の分

布が対照マウスに比較して広く散在する。

2.ラガードの傍糸球体細胞と穎粒細胞は数が減少している。このこおとがラガ

ード嘆球のサイズが小さい理由である。これらの細胞が減少する理由は不明

であるが、ラガードのRMSが生後の早期にi闘言傾向となることがその一因
であろう。

3.ラガード喋球では、一部の傍糸球体細胞や僧帽細胞の細胞体のサイズが大き

く、多核であることがある。

4. このようなラガード嘆球の細胞構築異常は、 citron-Kヌルマウスのそれに類

似しており、Kifl4とci仕'on-K分子聞に何らかの相互作用があることを示唆

する。
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【はじめに】
ラガード奇形マウス(以下ラガードとする)は、髄鞘の低形成と小脳性運動失調を特徴

とする自然発症奇形マウスで、その原因遺伝子はキネシンスーパーファミリーに属する
K沼4である。この奇形マウスの脳の特徴は、喚球と小脳のサイズが小さく、組織学的に
は大脳皮質や海馬の層構造が乱れ、小脳の小葉形成やプルキンエ細胞の位置異常が認めら

れる。また中枢性髄鞘の低形成が見られる。このラガードは、生後2週の終わりまでに死

亡する。本研究は胎生期と生後発育期のラガード嘆球の細胞構築の形態を組織学的に検討

したものである。

【材料と方法】
ラガードヘテロマウスの雌雄を交配し、ホモ個体と対照マウスを得た。パラホルムアル

デヒド溶液固定した脳をパラフィン包埋し、連続切片を作成した。 HE染色およびReelin
抗体、チロシン水酸化酵素 (TH)抗体、グリア細線維性酸性タンパク質 (GFAP)抗体、
ミエリン塩基性タンパク質 (MBP)抗体を用いた免疫組織化学法を行った。またTUNEL
法により細胞死を起こすこユーロンを標識した。さらに妊娠マウス(胎生但)15.5)にBrdU
を腹腔内投与し、 2時間後にパラホルムアルデヒドにて固定し、薄切切片を BrdU抗体を
用いて免疫染色した。生後10日 (PlO)令の動物の嘆粘膜にWGA-HRPを注入し、主目、
動物をサクリフアイスした。嘆球を取り出し、凍結切片を作成し、τ'MB法により順行性標
識嘆神経終末を観察した。

【結果と考察】

l.PlOラガード嘆球の細胞構築異常
正常 PI0マウスでは側脳室脳室下層から嘆球中心部に至る吻側移動経路 rostral
migratory stream (RMS)が明瞭であるが、同日齢のラガードではRMSが確認できない。
ラガード嘆球の細胞構築を HE染色で調べると、概ね正常であるが、傍糸球体細胞と頼粒
細胞の数は減少していた。またラガードの嘆糸球体はー列に配列しない。また僧帽細胞は

多層を形成する。乙の細胞構築異常を免疫組織化学法により検討したところ、ラガードTH
抗体陽性傍糸球体細胞は、対照マウスに比較して糸球体細胞層と外網状層のより広い領域

に散布する。さらに TH免疫陽性の傍糸球体細胞の中に多核(二重細胞核)の大型のニュ
ーロンが混在する。ラガードのReelin免疫陽性僧帽細胞の配列は乱れ、多重細胞核をもっ
大型ニューロンが確認できる。半定量的研究により、ラガードの TH免疫陽性傍糸球体細
胞は減少する。またラガードではTH免疫陽性の傍糸球体細胞およびReelin免疫陽性の僧
帽細胞中、二重核細胞の割合が増加する。このような結果はラガードでは細胞分裂異常が

あることを示唆する。
一方、 WGA・HRPの喚粘膜注入により、ラガード嘆球の嘆神経終末が証明できることよ

り、ラガードの嘆覚入力系は正常に保たれている。



2. 出生前および出生後のラガード嘆球の細胞構築変化
b 胎生期ラガードのRMSは正常と変わらないが、出生後、対照マウスの嘆球は次第にそ
のサイズを増すが、ラガードの嘆球のサイ丈は一定で、 PI0日令では明らかにそのサイズ
が正常マウスと比較して小さい。対照マウスのRMSはP3日令で明瞭に認められるが、同
日令のラガードRMSは対照マウスに比べて細い。また対照マウスのRMSはP3からPI0
日令まで変化がないが、ラガードの.RMSは次第に細くなり、 PI0日令で完壁に消失する。
出生前のラガード嘆球の細胞構築は、 TH免疫組織化学によると、 E15.5日齢から生後
1週令までは大きな差はないが、 P7から PI0日令では、より広い範囲に分布し、しかも
その細胞体のサイズが大きく、多核の細胞が認められた。またReelin免疫陽性の僧帽細胞
の分布も多層であり、単層の対照マウス僧帽細胞と著しく異なっている。またP7からPI0
日令のラガードのReelin陽性の僧帽細胞に多核の細胞が認められた。
ラガード嘆球のサイズが小さい理由は、細胞死が増加している可能性と細胞増殖が阻害

されている可能性があり、それぞれの可能性をTUNEL法とBrdUアッセイで検討した。
TUNEL法により E17.5日令のラガード側脳室上衣下層にアポトーシスを示す細胞が増加
していた。このようなTUNEL陽性のアポトーシスを示す細胞は嘆球の中心部でも確認で
きた。しかしP5以降は、ラガードと対照マウス間に差は認められなかった。一方、 BrdU
アッセイでは両者に大きな差を認めなかった。

【結語】

ラガード嘆球の細胞構築は異常である。ことに傍糸球体細胞と僧帽細胞の分布が対照マ
ウスに比較して広く散在する。またラガードの傍糸球体細胞と頼粒細胞は数が減少してい

る。その結果、ラガード嘆球のサイズは小さい。上記の細胞種が減少する理由は不明であ

るが、ラカコードの側脳室上衣下層にアポトーシスが増える結果、 RMSが生後の早期に退縮
傾向示すことがその一因であろう。ラガード嘆球では、一部の傍糸球体細胞や僧帽細胞の

細胞体のサイズが大きく、多核であることより、細胞分裂のメカニズムに異常があると考

えられる。このようなラガード嘆球の細胞構築異常は、 citron-K欠損マウスのそれに類似
しており、回f14とcitron-K分子聞に何らかの相E作用があることを示唆する。

以上、本研究はKifl4タンパク質を欠損する自然発症マウス・ラガードの嘆球の細胞構

築を胎生後期から生後発達期にかけて、HE染色、免疫組織化学法、BrdUによるbirthdate 
ラベリング、 TUNNEL法、 WGA.HRPによる順行性標識法により研究したものである。
その結果、ラガードの嘆球の細胞構築異常を明らかにした。また傍糸球体細胞と頼粒細胞
が減少する。脳室上衣下層におけるアポトーシスが増加して RMSは早期に消縫し、多核
のニューロンが増加する。乙の所見はKifl4タンパク質が脳室上衣下層や嘆球における細
胞増殖に関与することを示したものであり、価値ある業績と認める。よって、本研究者は、

博士(医学)の学位を得る資格があると認める。


