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マ ウ ス に お ける2 5 k D a 熱 シ ョ ッ ク蛋白質 m R N A の 発現 と細胞局在

金沢大学医学部医学 科解剖 学第
一

講座 ( 主任 : 井関尚 一 教授)

若 山 友 彦

25k D a 熱 シ ョ ッ ク 蛋白質(25 k D a h e a t - S h o ck p r o t ei n
,
H sp 2 5) は

, 低分 子量熱 シ ョ ッ ク蛋白質 フ ァ ミ リ
ー の一一 員で ある が

,

そ の 機能 に つ い て は よくわ か っ て い な い . 本研究で は
,

マ ウス の 全身の 器官 ･ 組織 に つ い て
,

特異 的オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ロ

ー

ブを 用い た ノ
ー

ザ ン プ ロ ッ ト法 と遺伝子組織化学 法 を行い
,

生 理 的条件下
,

すな わち 非ス ト レ ス 下 にお ける マ ウ ス Ⅲs p2 5

m R N A の 発現 と 細胞 局在を検 討 した . 器官 ･ 組織 レベ ル で は
,

H s p 2 5 m R N A は 食道
,

皮膚
,

眼球, 胃
,
肺 , 膀胱 に お い て 高

度 に発現 し
,
心臓

, 骨格筋,
大動脈

,
副腎, 卵巣,

精巣 ,
子宮

,
大腸

,
胸腺 にお い て 中等 度に 発現 して い た . 細 胞 レ ベ ル で は

,

平滑筋
,

心筋お よ び骨格筋の 筋細胞 や
,
重層扁平上 皮, 移行上皮, 卵 管上皮 の 上皮細胞や , 副腎皮 質, 黄体の ス テ ロ イ ド内分

泌細胞 お よ び 精細 管の 精母細胞 に H s p 2 5 m R N A の 局在が 認め られ た
. 対照的 に, 神経組 織,

リ ン パ 系組織 , 消化管 の 円柱_
ヒ

皮 , 肝臓 , 膵臓 , 腎臓 の 実質細胞 に は
,

ほ と ん ど H s p 2 5 m R N A は発現 し て い な か っ た . これ ら の 結果 は
,

生 理的条件 下 の マ

ウ ス にお い て
,

Ⅱs p 2 5 が い く つ か の 重要な役割を果た す こ とを示唆 した .

K e y w o r d s h e at - S h o ck p r ot ei n
,
H s p 2 5 ,

m O u S e
,
N o r th e rn h y b ridiz ati o n

,
i n sit u h y b ridiz ati o n

原核生物 か ら ヒ トに い た る 多くの 生物 は
, 温度上 昇を は じめ

ア ル コ
ー ル

,
重金属 な ど によ る 種々 の 生 理 的ス ト レ ス に反応 し

て 熱 シ ョ ッ ク蛋白質 O l e a t q

S h o c k p r o tei n
,
H s p) を産生 す る . H s p

は種 を通 じ て 高度 に保存 され た 蛋白質で あり
,

い く つ か の フ ァ

ミリ
ー

に分類 さ れ る
. H s p の 主 な役割 は

,
こう し た ス ト レ ス に

よ っ て 引き起 こ さ れ る細胞 内の 蛋白質の 凝集を阻止す る こ と に

より細 胞を保護す る こ とで ある と 考え られ て い る
l 卜 :!)

. しか し

な が ら
,

た い て い の 熱 シ ョ ッ ク 蛋白質は
,

ス ト レ ス に 反応 して

増加す る だ けで なく
,

生 理 的条件下 に お い て も構成 的に発現 し

て い る
霊̀)

.
マ ウス H s p2 5 は

,
ヒ トや ラ ッ トで H s p2 7 ない し H s p 2 8

と呼 ばれ る 蛋白質 の ホ モ ロ グ で あり
, 低分子量 (20 ､ 30 k D a) 熟

シ ョ ッ ク 蛋白質 フ ァ ミ リ
ー の 一 員で ある

5)
. 本論 文に お い て は

,

各動物 種の ホ モ ロ グを総称 して B s p 2 5 とす る . H s p 2 5 は ヒ トの

乳 ガ ン 細胞の 細胞 質か ら分 子量2 万4 千の 蛋白質 と して 初 め て

発見 され た
6)7)

. H i c k e y ら
8)
に より初め て ヒ ト H s p 2 5 遺伝子 の 塩

基 配列 が報告さ れ
,

そ れ より遅れ て マ ウ ス B s p2 5 遺伝子 の 塩基

配 列も報告 さ れ た
… (1)

. 正 常 成獣動物 に お い て
,

ウ エ ス タ ン プ

ロ ッ ト法 や 免疫組織 化学法 に よ る研 究か ら
, 骨格筋, 心臓 , 大

動脈
,

胃
,

腸管
, 肺,

膀胱
,

眼球 を 含 む様 々 な 器官 ･ 組織 に

H s p 2 5 が存在 す る こ と が 報告 さ れ て い る
7) 11卜 Id )

.

一 方
,

生理 的

条件下 にお ける H s p 2 5 m R N A の 発現 と局在を報告 した もの は な

い . 本研究 にお い て
,

正常成獣 マ ウ ス の 全身の H s p 2 5 m R N A の

発現 と細胞局在 に つ い て
,

ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト法と 遺伝子 組織化

学法(i n sit u h y b ri di z ati o n
,
I S H ) に より解析 し報告す る .

材 料お よび方法

Ⅰ . 実験動物 お よ び組織の 調整

動 物は
,
8 週齢 の 体重約35 g の 雌 雄d d Y マ ウ ス (日本S L C

, 浜

松) を購 入 し, 通 常の 実験室条 件 下 で 固形 試料お よ び 水 を自由

に摂取 させ た . 各マ ウス に つ い て
,

5 0 m g /k g 体重の ベ ン ト パ ル

ビ タ
ー

ル を腹腔 内に 注射 し
, 麻酔下 に お い て 右心 房を切 開 し

,

左心室 よ り全身 に4 ℃ の 生 理食 塩水 を潅 流 し脱血 させ た . ノ
ー

ザ ン プ ロ ッ ト法 の た め に
, 脳 , 眼球, 皮膚 , 顎下 腺, 心臓, 大

動脈
,

肺
,

胸腺
,

食道
, 胃 ,

小腸, 大 腸, 肝臓 , 月畢臓 , 碑臓,

腎臓
,
副腎

,
膜耽

,
精 巣

, 骨格 筋を 5 匹の 雄 マ ウス よ り採取 し
,

卵巣 と 子宮 を5 匹 の 雌 マ ウ ス よ り採取 した . 採取 した2 2 種類の

器 官 ･ 組織 は
, 直ち に液体窒 素 に よ り凍結 し

,
R N A を抽 出す

る まで - 8 0 ℃ で 保存 し た . I S H の た め に , それ ぞ れ雌 雄5 匹 の

マ ウ ス を4 ℃の 生理 食塩水 で 港流後
,
4 ℃ の 4 % パ ラホ ル ム ア ル

デ ヒ ド/0 .1 M リ ン酸壊衝 液 b H 7 .2) で 港流固定 し た
.

ノ ー ザ ン

プ ロ ッ ト法の 場合 と 同 じ器官 ･ 組織を採 取後, さ ら に 4 % パ ラ

ホ ル ム ア ル デ ヒ ド/ 0 .1 M リ ン 酸緩衝 液 (p H 7 .2) に よ り4 ℃で 4

時間後潰固定 を追加 し た . 固定 後,
4 ℃で

一

晩30 % し ょ 糖を 含

ん だ0 .1 M リ ン 酸緩衝液 b H 7 .2) で 置換 した .

1t . プロ ー ブ

ノ ー

ザ ン プ ロ ッ ト法 とISIi の た め
,

合成 オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ド

プ ロ ー

ブ を用 い た
.

マ ウ ス H s p 2 5 c D N A
9)l (I )

に 相 補 的 な 異 な

る 2 カ 所 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合成 し
,

プ ロ ー ブ と し た

( 日 本 バ イ オ サ ー ビ ス
, 埼 玉) . そ れ ぞ れ の 塩 基 配 列 は

,

5
'

A A G A A G G G C A C G C G G C G C T C G G T C A T G T T C 3
,

(# 1 , 3 0 塩

基) と5
,

G T m C C G G G T G A A G C A C C G A G A G A T G T A G C C G A 3
,

揮2
,

3 5 塩基) と した . ま た対照実験 の た め
,

そ れ ぞ れ の プ ロ ー

プ と相補的な配列を合成 して セ ン ス プ ロ ー

ブと し た . 各オ リ ゴ

ヌ ク レ オチ ド プ ロ
ー

ブ は
,

タ
ー

ミ ナ ル デ オキ シ ヌ ク レ オ チ ド ト

ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ (B R L
,
G ai th e r sb u r g ,

U S A ) を用い た 3
'
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マ ウ ス 25 k D a 熱う ヨ ツ ク蛋 白質 m R N A

W il m i n g t o n
,
U S A ) で 標 識 し て ノ

ー

ザ ン プ ロ ッ ト法 に 円 い
,

ま た
, 【α -th i o -

こ15
s】d A T P (4 6 .3 T b q/ m m ol

,
D u P o n t

,
W il m i n g to n

,

U S A ) で 標 識 し てIS H に 用 い た . 各 プ ロ ー

ブ と も
,

2
､

3 ×

1 0
8
c p m / FL g の 特異的放射活性をも つ こ と確認 し た ･

1旺. ノ
ー ザン プロ ッ ト法

凍結 し た 各器官 ･ 組織サ ン プ ル か ら酸 性 グ ア ニ ジ ン/ フ ェ ノ

ー ル/ ク ロ ロ フ ォ ル ム 法
15)

に よ り総 R N A を摘 出 した . それ ぞ れ

20 /L g の 総 R N A は
,

T h o m a s の 方法
1tう)

に 従 っ て グ.
) オ キサ ー ル

に より 変性 し
,

1 00 n g/ m l の 濃度の 臭化 エ ナ ジ ウム を含ん だ1 %

ア ガ ロ ー ス ゲ ル に より電 気泳動 を行 っ た
. R N A マ

ー カ ー と し

て
,

R N A ラ ダ
ー

(B R L
,
G ai th e r sb u r g ,

U S A ) を用い た . 電気泳動

後,
U V イ ル ミネ 一

夕
一

に より各サ ン プ ル の r R N A の 位置 を確

認 し た . 引 き続 き R N A をア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら ナ イ ロ ン メ ン プ

レ ン( P all B i o S u p p o rt
,
N e w Y o rk

,
U S A) に一----

■

晩転写 し
,

U V ス ト

ラタ リ ン カ ー

1 8 0 0 (S tr a t ag e n e
,
C al if o mi a

,
U S A) を用 い て120 ミ

リ ジ ュ
ー ル の 波長254 n m の 紫外線 を照射 して メ ン プ レ ン に 固着

さ せ た .
こ の メ ン プ レ ン に つ い て

,
1 M 塩 化 ナ ト リ ウ ム

,

5 0 m M n i s - H C l 繚衝液 b H 7 .5) ,
1 0 × デ ン ハ ル ト溶液 (1 × デ ン

ハ ル ト溶 液 は
,

0 .0 2 % ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン
,

0 . 0 2 % フ ァ

イ コ
ー

ル
,

0 . 0 2 % ウ シ血 清 ア ル ブ ミ ン) ,
0 .1 % N - ラ ウ リ ル

サ ル コ シ ン 酸 ナ ト リ ウ ム
,

1 0 m M エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸

( eth yl e n e d i a m i n e t e tr a a c e ti c a cid
,
E D T A ) ,

2 5 0 i L g / m l 熱変性サ

ケ 精子 D N A か らな る プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 溶 液を用い

て
,

5 5 ℃ で2 時間の プ レ ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た . 続

い て
!

プ レ ハ イ プリ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶液 に 熱変性 した
:}2

p 標識

プ ロ ー

ブ を加え
,

5 5 ℃で 16 ～ 2 4 時間の ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ

ン を行 っ た .

ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン 後,
メ ン プ レ ン を 6 ×

SS C (1 ×S S C は0 .1 5 M 塩 化ナ トリ ウ ム
,

0 .0 1 5 M ク エ ン 醸 ナ ト

リ ウ ム) に よ り室温で10 分間2 回洗浄 し
,

つ い で
,
0 .1 % N - ラ ウ

リ ル サ ル コ シ ン 酸ナ ト リ ウ ム を含 む 6 × S S C に よ り55 ℃ で 15

分 間2 回洗浄 した . 洗浄後,
Ⅹ線 フ イ ル ム (K o d ak ,

N e w Y o rk
,

U S 朗 を 用い て- 80 ℃ で48 時間の 感光を行 っ た .

7 1 1

11l
.
I S H

=‡5
s 標識 し た オ り ゴ ヌ ク レ オチ ドプ ロ ー

ブを 用い て 組織切片

の ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン を行 っ た
17)

. 雌雄そ れ ぞ れ5 匹の マ

ウ ス より採取 した 組織片 をク リ オ ス タ ッ トに より14 〃 m の 厚さ

で 薄 切し
,

ゼ ラチ ンを塗布 した ス ラ イ ド グ ラ ス 上 に 貼付 した .

風乾 後の 切片 は
,

4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド/ 0 . 1 M リ ン 酸緩衝

液 b H 7 .2) で 15 分間の 後固定 を行 い
,
2 m g/ m l の グリ シ ン を含

ん だ リ ン酸横衛生理食塩水 b h o s ph a te b u ff e r e d s ali n e
,
P B S) で

洗 浄 し
,

0 .2 5 % 無水酢酸を 含ん だ 0 .1 M 四 エ タ ノ ー ル ア ミ ン で

ア セ テ ル 化 した 後
,

プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を室温で 2 時

間行 っ た . プ レ ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン 溶液 は
,

50 % 脱 イ オ ン

化ホ ル ム ア ミ ド
,

4 × S S C
,
0 .1 M リ ン 酸繚衝 液 b H 7 .2) ,

1 × デ

ン ハ ル ト 溶 液
,

2 % N 一 ラ ウ リ ル サ ル コ シ ン 酸 ナ ト リ ウ ム
,

2 0 m M 2 - メ ル カ プ ト エ タ ノ
ー

ル
,

2 5 0 〃 g/ m 臓 変性 サ ケ 精 子

D N A か らなる もの を用い た . プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン後
,

2 × S声C で 洗浄 し
,

エ タ ノ ー ル で 脱 水 して 風 乾 した ･ その 後 ･

ス ラ イ ド グラ ス 当 たり100
′
′∠1 の プレ ハ イプ り ダイ ゼ ー シ ョ ン溶

液 に1 .0 × 1 0
ti

c pI n の
3 5

s 標識 し た プ ロ ー ブを加 え て
,

ハ イプ リ

ダ イ ゼ
ー

シ ョ ン を行 っ た . ま た同時 に , 2 種 類の 陰性 対照実験

を 行 っ た . 1 つ は
,

セ ン ス プ ロ ー ブを標 識 して 同ヰ割こ ハ イ プリ

ダイ ゼ
ー シ ョ ン を行い

,
もう1 つ は

, 標識 した ア ン チ セ ン ス ブ

ロ ー プ に対 して 200 倍 の 未標識 ア ン チ セ ン ス プ ロ
ー

ブを加 える

こ と に よ り競合 阻害を させ て ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー

シ ョ ン を行 っ

た . 3 7 ℃で 16 時間反 応後,
ス ラ イ ドグ ラ ス を

,
0 .1 % N - ラ ウ リ

ル サ ル コ シ ン酸 ナ トリ ウ ム を含ん だ0 .3 × S S C に よ り37 ℃ で1

時間ず つ 3 回 , 合計3 時間洗浄 した . 洗浄後
,
0 .3 M 酢酸 ア ン モ

ニ ウム を含ん だ エ タ ノ
ー ル で 脱水

,
風乾 した .

ス ラ イ ド グラ ス

を風乾 した 後, 乳剤 N T B -2 ( E o d ak ) を切片 の 表面 に塗り,
4 ℃

で 2 週間の 感光を行 っ た . 感光後
,

現像液 D 19 ( K o d a k) で 現像

し
,

ヘ マ トキ シリ ン ･

エ オ ジ ン で 染色 し た . 標本の 観 察は
, 明

視野 と暗視野の 条件 で光学顕微鏡 BIi -2 ( オ リ ン パ ス
, 東京) に

より行 っ た .

A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 15 1 6 1 7 1 8 1 9 2 0 21 2 2

1 . 2 8 k b -

0 . 7 8 k b -

●紺

Fig . 1 . N o r th e r n bl o tti n g an aly si s of th e e x p r e s si o n o f H s p2 5 m R N A i n th e m o u s e o r g a n s ･ ㈱ T o t al R N A s am pl e s fr o m th e b r ai n O an e l) ･

e y e (2) ,
S ki n (3) ,

Sk el et al m u s cl e (4) ,
h e a r t (5) ,

a O rt a (6) ,
S pl e e n (7) ,

th y m u s (8) ,
1 u n g (9) ,

e S O p h ag u s (1 0) ,
S tO m a C h (11) ,

S m al1 i n t e sti n e

(1 2) ,
1 ar g e in t e sti n e (1 3) ,

1i v e r (14) , P a n C r e a S (1 5) ,
S u b m an dib ul ar gl an d (1 6) ,

t e Sti s (1 7) ,
0 V ar y ( 1 8) ,

u te ru S (19) ,
a d r e n al gl an d (20) ･

ki d n e y (2 1) ,
a n d u ri n ar y b l a d d e r (2 2) w e r e el e c tr o p h o r e s e d

,
bl o tt e d o n t o n yl o n m e n b r a n e an d h yb ridi z e d wi th

32

p ･1 ab el e d H s p 2 5 p r o b e # 1 ･

T Yl e St a n d ar d R N A si z e s (k b) an d th e p o siti o n s of 2 8 S an d 1 8S rib o s o m al R N A s a r e in di c at e d ･ O 3) Fl u o r e s c e n s e o f th e t o t al R N A s am pl e s

st ai n e d wi th e th idi u m b r o m id e . An al y si s w ith p r ob e # 2 p r o vi d e d e s s e n ti ally th e s am e r e S ult ･
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成 績

Ⅰ . ノ ー

ザ ン プロ ッ ト法

ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト 法 に よ る ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー

シ ョ ン に お い

て
,

32
P で 標識 した2 種類 の H s p 2 5 オリ ゴ ヌ ク レ オチ ド プ ロ ー ブ

甘1
,
# 2) は マ ウス R N A サ ン プル と 反応 し

,
と もに約900 塩基の

単
一 バ ン ドが 得 られ た (♯1 の 結果を図1 に示す) . こ れ は報 告さ

れ た マ ウ ス H s p 2 5 m R N A の 塩基長と d 致 し
,

実願 に用 い た2 種

類 の プ ロ ー プ の 特 異性 が 示 さ れ た . 実験に 用い た22 の 異 な っ

た器官 と親織 の うち で
,

食道 にH s p 2 5 m R N A が最 も高く発現 し

て い た . 比較的高い 発現 が
,

皮 鳳 眼球, 胃 , 肺 , 膀胱に 認め

られ た ･ 中等度 の m R M の 発現は
,

心臓
, 骨格筋, 大動脈 , 副

腎
,

卵巣, 精巣, 子宮 , 大腸 お よ び 胸腺に 認め ら れ た .

一

方 ,

脳
,

小腸
, 腎臓 で は H s p 2 5 m R N A の 発現 は低く

, 脾臓, 肝臓 ,

膵臓, 顎■~F 腺に は ほ と ん ど発現 して い なか っ た .

∬ . I S H

ノ ー

ザ ン プ ロ ッ ト法の 場 合と同
一

の オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ドプ ロ

ー

ブを用い てIS H を行 っ た . 以 下 に記述す るよ うに , 様々 な マ

ウ ス の 器官 と組織 にお い て
, オ

ー

トラ ジ オ グラ フ イ ー の 銀粒子

と し て示 され る H s p 2 5 m R N A の シ グ ナ ル の 細胞 局在を検討 し

た ･ H s p 2 5 m R N A の 異な る2 カ所 に対 する プ ロ ー

ブ (# 1 と# 2)

に よ るIS H の 結果 は 同 一

で あ っ た . さ ら に
, 標識 した セ ン ス プ

ロ ー

ブ を用い た 陰性 対照 実験 と過剰量の 未標識 ア ン チ セ ン ス プ

篭
J･･

-

■

■
ロ

専

■

.

1

､

＼

_

ヽ

･＼
-

一

-

～
-

′
l

I

l

篭
l

蔓

､i

l
｣

･

＼

-

▲

■一

‥

l
ヽ

-
I

躯

1

1

▼

-

ヽ

C

l
I

′ l

l
■

′

.つ

-

一
′

ァ
外

勤 習

∈

ヌ
簡

′ I ＼

Fi g ･ 2 ･ M i c r o s c o pi c a u t o r a di o g r a m s i n b ri gh t B el d 仏 ,
C) an d

d a r k 丘eld ( B
,
D ) s h o w i n g in situ h y b ri di z ati o n of m d u s e h e a rt

wi t h
35

s ql a b el e d H s p 2 5 p r o b e # 1 i n th e a b s e n c e 仏 ,
B ) a n d

p r e s e n c e (C ,
I)) o f a 2 0 0 -f ol d e x c e s s of u n l ab el e d p r o b e . 軋

B) T h e sil v e r g r ai n s r e p r e s e n ti n g H s p2 5 m R N A si g n al a r e

d i s trib u t e d o v e r all h e a rt m u s cl e c ell s . (C ,
D) T h e c o n t r oI

S e C ti o n s h o w s a m a r k e dly r e d u c e d n u m b e r of sil v e r g r ai n s .

B a r
= 5 0 /ノ 皿

ロ ー

ブ を加えて 競合 阻害 さ せ た 陰性対照実験 の い ず れ に お い て

も反応 は 陰性 で あり,
2 種類 の ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ の 特 異性

が 確認 さ れ た . した が っ て
, 本論 文 に お い て は プ ロ ー ブ #1 に

よ るIS H の 結果 と過 剰量 の 未標識 プ ロ
ー

ブを 加えた 競合 阻害 の

対照 実験 の 結果 に つ い て報告 する
.
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F ig ･ 3 ･ E x p r e s si o n o f H s p 2 5 m R N A i n th e fo r e s t o m a c h s h o w n

i n b ri gh t 鮎1d 仏,
C) a n d d a rk B el d ( 取 乱 B) T h e si g n al f o r

H sp 2 5 m R N A i s l o c a te d i n th e st r atiA e d sq u a m o u s e pith eliu m

(E) a n d i n th e s m o o th m u s cl e l a y e r (M) ,
W h e r e a s th e c o n n e cti v e

ti s s u e c o m p o n e n t s (C) h a v e n o si g n al ･ B a r = 5 0 FL m . (C )
Hi g h e r m a g n iR c a ti o n of th e k e r a ti ni z e d s tr a ti 鮎d sq u a m o u s

e pi th e li um O f f o r e st o m a c h . T h e c ell s o f s pi n o u s (S) a n d

g r a n ul a r (G) 1 a y e r s sh o w a n i n t e n s e si g n al b u t th o s e i n th e

b a s al (B) a n d k e r a ti n i z e d (K) 1 a y e r s ar e 血
･

e e o f t h e sig n al . B a r

= 2 5 /∠ m ･
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1 . 心臓

=娼
S 標 識 H s p2 5 ア ン チ セ ン ス ブ ロ ー プ を用い た ハ イ プ リ グイゼ

ー シ ョ ン に より
, 心筋細胞全体 に わ た っ て 強い H s p 2 5 m R N A シ

グ ナ ル を 示す銀粒子 が認 め ら れ た (図2 A
,

B ) . 陰性対 照の 切片

で は
, 銀 粒子の 数が 著明 に減少 し

,
ス ラ イ ドグ ラ ス の ガ ラ ス 面

に非特 異的 に見 られ る銀粒子 と同程度 の 密度 と なり
,

バ ッ ク グ

ラ ン ドの シ グナ ル を 示すもの と み なさ れ た (囲2 C
,

D ) .

2 . 骨 格筋

r(-J 等 度の 強さ の H s p2 5 m R N A シ グナ ル が
,

骨格筋 に認め ら れ

た .
シ グ ナ ル は骨格筋 細胞全体 に均… 一

に分布 して い た . ま た
,

そ れ ぞ れ の 骨格筋細胞 間で の シ グ ナ ル の 強さ の 適い は 認め られ

な か っ た (写真は 示さ な い) .

3 . 食道 と胃

H s p2 5 m R N A の 強い シ グ ナ)L/ は
, 食道 の 骨格筋層 と重層扁平

上皮層 に認め ら れ た .

一

方, 粘膜層や 粘膜下層の 結 合組織成分に

は
,

バ ッ ク グラ ン ド以 上 の 強さの シ グナ ル は認め ら れなか っ た .

マ ウ ス の 胃 は
, 前胃部 , 胃休部 , 胃幽門部か ら な る . 前胃部

の
_
ヒ皮 は食道 の 上 皮 と同様 に

, 角化 し た 重層扁平__
ヒ皮 か ら なる .

前胃部 にお い て
,

H s p 2 5 m R N A シ グナ ル は 重層 扁平上 皮層の 中

で 有棟層 と 顆粒層 の 細胞 に見 られ
,

基底層 と角化層 の 細胞 に は

ほ と ん ど認 め ら れなか っ た (図3 A
,

B ) . 筋層で は シ グ ナ ル は 平

滑筋細胞 全体に 分布 して い た .

一

方 , 粘膜闇や 粘膜下 層 の 結合

組織成分 に は食道 と同様 に シ グ ナ ル は認 め ら れな か っ た . ま た
,

胃体部 と 胃幽門郡に お い て
,

H s p 2 5 m R N A シ グナ ル は 平滑筋闇

A

ご
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よ
･ ニ
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ヾ
J

_
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こ

･心

≠
蒜 †

ヽ

Fi g . 4 . E x p r e s si o n o f H s p 2 5 m R N A i n th e u ri n a r y b l a d d e r

S h o w n i n b ri gh t 負eld (郎 a n d d a r k 航eld (B ) . T h e si g n al i s

l o c ali z e d i n th e t r a n si ti o n al e p it h eli al c ell s th r o u gh o u t th e

thi c k n e s s o f e pi th eli u m (E) a s w ell a s i n th e s m o o th m u s cl e

C ell s (M ) ,
wi 1 e r e a S th e c o n n e cti v e ti s s u e c o m p o n e n t s (C) h a v e

littl e si g n al . B a r = 5 0 F L m .
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に 強く認め られ た が
,
- 一 方, 表層の 上 皮, 胃小筒の 上 皮, 臓 ヒ

皮 を含め て 円柱上 皮細胞 には ほ とん ど認 め られなか っ た .

4 . 皮膚

強い H sp 2 5 m R N A シ グ ナ ル が
, 表皮と毛 色の 重層扁平上 皮に

認 め ら れ た .

一

方 , 真皮層と皮下 組織 に は シ グ ナ ル は ほ と ん ど

認 め ら れなか っ た (写真は示 さ ない) .

5 . 膀胱

膀胱 の 粘膜 は移行上 皮 をも つ が
,

移行上皮細胞の す べ て に強

い H s p 2 5 m R N A の シ グナ ル が認 め ら れ た (図4) . また
,

平滑筋

細 胞 に も m R N A シ グ ナ ル が 見ら れた が , 結 合組 織 成分 に は

m R N A シ グナ ル は認め られ なか っ た .

6 . 腸管

小腸 と大腸を通 じて
, 平滑筋細胞 にの み H s p 2 5 m R N A の シ グ

ナ ル が 認め ら れ た .

一

方, 円柱上 皮と 結合組織 成分に は シ グナ

ル は認 め られ なか っ た (図5) .

7 . 副腎

H s p 2 5 m R N A シ グナ ル は
,

副腎皮 質と髄質の 両方に認 め られ

た が
,

よ り 皮 質の 方 に 強か っ た ( 図6) . 副腎 皮質 に お い て
,

m R N A シ グナ ル は球状層 よりも来状層と 網状層の 細胞 に 強く発

現 して い た . また , 副腎髄質で は
,

弱い なが ら も シグ ナ ル が び

まん 性 に認め ら れ た .

臥 卵巣と 卵管

H s p 2 5 m R N A シ グナ ル は
, 卵巣の 黄体の 細胞 に[1コ等皮の 強さ

で 認め られ た .

一

方 , 卵 胞の 顆粒膜 や卵胞膜の 細胞に は バ ッ ク
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Fi g . 5 . E x p r e s si o n o f H s p 2 5 m R N A i n th e l a rg e i n t e sti n e

s h o w n i n b ri g h t fi eld 仏) a n d d a r k fi eld ( B ) . T b e s m o o th

m u s cl e c e11 s ( M ) h a v e a h i g h l e v el o f H s p 2 5 e x p r e s si o n
,

w h e r e a s th e c ol u m n ar e Pi th eli al c ell s (E) an d c o n n e c也v e 也s s u e

c o m p o n e n t s (C) ar e fr e e o f th e si g n al . B a r = 1 0 0 i L m .
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グ ラ ン ド以 上 の シ グ ナ ル は認 め ら れ な か っ た (図7A と B) . 卵

管の 粘膜の 上 皮甜 胞に は
, 中等度の 強さ の H s p2 5 m R N A シ グナ

ル が認め られ た (図7 C と D) .

9 . 精巣

精細管 の 部分 に よ っ て H s p2 5 m R N A の 発 現量 に遠 い が あり ,

精子発生 の 特定の ス テ
ー

ジの 精細管 により 強い m R N A シ グナ ル

が認 め ら れ た ( 図8 A と B) . 精子原性細胞の 構成に もとづ い て
,

最 も強 い シ グナ ル の 認め られ る 精細 管は
,

マ ウ ス 精子発生 にお

ける ス テ ー ジトⅠⅠⅠと Ⅸ -ⅩⅠの 精細管で ある と 判定され た
l 机 9】

.
ス

テ
ー

ジⅠ一ⅠⅠⅠにお い て
,

シ グ ナ ル は パ キテ ン 早期 の 精母細胞 に強

く局在 し た (図8 C) .
ス テ

ー

ジ Ⅳ 一 Ⅴ にお い て
,

パ キ テ ン 中期 の

精母細胞の シ グナ ル は
,

パ キ テ ン 早期の 精母細胞 の シ グ ナ ル よ

りも減弱 し て い た (図8 D) .
ス テ

ー

ジⅤⅠ- ⅥⅠⅠにお い て
,

パ キ テ

ン 後期 の 精母細 胞の シ グ ナ ル は さ ら に 減弱 し て い た ( 図8 E) .

一

方 , 精祖細胞 か ら 分化 した プ レ レ プトテ ン期 の 精母細胞 には

バ ッ ク グ ラ ン ド レ ベ ル 以上 の シ グ ナ ル は認 め ら れ なか っ た が
,

ス テ
ー

ジ Ⅵ
■

ⅠⅠあ たり に な っ て
一

部の レ プ トテ ン 期 に入 っ た と思

わ れ る精母細胞で シ グ ナ ル が 強く な っ た (図8 軋 ス テ
ー

ジ Ⅸ -

ⅩⅠに お い て
,

レ プ トテ ン
,

ジ ゴテ ン期の 精母細胞 に強い m R N A
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Fi g . 6 . E x p r e s si o n of H s p2 5 m R N A i n th e a d r e n al gl a n d s h o wn

i n b ri gh t 鮎1d ( 郎 a n d d a r k 負el d (B) . T h e sig n al i n th e a d r e n al

C O r te X i s st r o n g e r th a n th at i n th e a d r e n al m e d u ll a ( M) . W i th i n

th e c o rt e x
,
th e si g n al i s di st rib u te d m o r e ab u n d a n tly i n th e

C ell s o f f a s ci c u l a r (F) a n d r e ti c ul ar (R) z o n e s th a n th o s e o f th e

gl o m e r ul a r (G) z o n e .
B a r 雲 2 5 FL m .

シ グ ナ ル が 存在す る
一

方 で
,

パ キ テ ン 後期 の 精母 細胞 には ほと

ん どシ グナ ル が 認め られ なか っ た (国8 G) .
ス テ

ー

ジⅩ1Ⅰにお い

て
, 強 い シ グナ ル は

,
ジ ゴ テ ン な い し パ キ テ ン早 期の 精母細胞

に優位 に認め られ た が
,
減数 分裂中の 細胞 に は ほ と ん ど シ グナ

ル が 見 られ なか っ た (固8 H) . 精子発生 の 各ス テ
ー

ジ を通 じて
,

精粗細胞
,

精子細 胞お よ びセ ル トリ 細胞 に は H s p 2 5 m R N A の シ

グ ナ ル は認め ら れ なか っ た . また ,
ライ デ イ ツ ヒ細胞 にも シ グ

ナ ル は認め られ なか っ た
.

以 上 の マ ウ ス 精子発生 ス テ
ー

ジ にお

け る各細胞で の H s p2 5 m R N A の 発現 の 結果を表1 に まと め た .

1 0 . その 他の 器官 ･ 組織

脳 ･ 脊髄を含 む神経組織 ,
リ ン パ 節 ･ 脾臓を 含むリ ン パ 性組

織, 肝臓 ･ 顎下肢 ･ 膵臓 ･ 腎臓 の よう な実質性 器官の 上 皮組織,

お よ び す べ て の 結合 組織 に は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド以上 の H s p 2 5

m R N A シ グ ナ ル は認 め ら れ なか っ た . 胸腺 で は弱 い シ グナ ル が
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Fig ･ 7 ･ E x p r e s si o n

,
O f H s p2 5 m R N A i n th e o v a r y 仏 ,

B ) a n d

O vi d u c t (C ,
I)) s h o wn i n b ri gh t fi el d 仏

,
C) a n d d ar k 五el d (B ,

D ) . 仏 ,
B ) T h e si g n al i s p r e s e n t i n th e c ell s o f c o r p o r a l u te a

(L) ,
W h e r e a s th e g r an u l o s a c ell s of o v a ri a n f olli cl e s (F) s h o w

n o sig n al st r o n g e r th a n th e b a c k g r o u n d . B a r ご 10 0 FL m . (C ,

D ) T h e e pith eli al c ell s c o v e ri n g th e m u c o s al s u rf a c e o f o vi d u ct

h a v e a m o d e r at e l e v el o f si g n al ･ B a r = 1 0 0 FL m ･
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Fi g . 8 . E x p r e s si o n o f H s p 2 5 m R N A i n th e t e s ti s sh o w n i n b ri gh t 鮎1d 仏 ,
C

,
D

,
E

,
F

,
G a n d H ) a n d d ar k 鮎1 d (B) ･ 仏,

B ) V a ri o u s l e v el s of

si g n al ar e d e m o n st r a te d i n th e s e m i nif e r o u s tu b u l e s . B a r = 1 5 0/ L m . (C ) I n th e t u b u l e at a p p r o xi m at e st a g e s I -ⅠII
,
th e e ar 1y p a c h yt e n e

s p e r m a to c yt e s ( e P) h a v e a str o n g sig n al . p ) I n th e tu b ul e at a p p r o xi m at e s ta g e s I V V
,
th e m id dl e p a c h y t e n e s p e r m at o cy t e s (m P) h a v e a

si g n al m u ch w e a k e r th a n th a t of th e e a rl y p a c h yt e n e s p e r m a t o c yt e s . OI) I n th e tu b ul e at a p p r o xi m a t e st a g e s Ⅵ｣ⅥI
,
th e l a te p a c h yt e n e

s p e r m a to c yt e s (IP) a s w ell a s s p e r m a to g o n i a (G ) ,
S p e r m a tid s (S t) a n d S e r toli c ell s (S e) s h o w n o ap p r e ci a bl e l e v el s of si g n al ･ T h e Le y di g

c ell s (L y) ar e al s o d e v o id o f th e si g n al . ( 円 I n th e t u b ul e at a p p r o xi m at e st a g e ⅥII
,
th e l e pt o t e n e s p e r m at o c yt e s (L) h a v e a m o d e r a te

si g n al . (G ) I n th e tu b ul e a t a p p r o xi m at e st a g e s Ⅸ ｢ 礼 th e l ep to t e n e / z y g o t e n e sp e r m at o c yt e s (L Z) h a v e a si g n al a s s tr o n g a s th at o f t h e

e a rl y p a c h y t e n e s p e r m at o c y te s
,

W h e r e a s th e

､
1 a t e p a c h yt e n e/ d i pl o t e n e s p e r m a t o c y t e s (P D) h a v e n o si g n al ･ (II) I n th e t u b ul e a t

a p p r o xi m a te s t a g e X II
,
th e z y g o t e n e / e ar 1y p a c h y t e n e s p e r m a t o c yt e s (Z P) h a v e a s tr o n g sig n al

,
W h e r e a s th e m ei o也c c ell s (M) h a v e n o

Si g n al . B ar = 2 5 FL m .
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T h e r el ati v e in t e n sity of th e sig n al fo r m o u s e H s p 2 5 m R N A in e a c h c e11 t y p e p r e s e n t i n e a c h s p e r m at o g e n ic

S ta g e is a rbitr a rily e x p r e s s e d: -

,
n e g ati v e ; +

,
W e a kly p o siti v e; ≠ ,

m O d e r a te ly p o siti v e; 冊 ,
St r O n gly

P O Sitiv e; n P ,
C e ll t y p e n o t p r e s e nt .

び まん性 に存在 し たが
, 特定の 細胞 へ の 局在 は判定で きな か っ

た . 眼の 水 晶体で は対照実験 にお い て も非特異的なプ ロ ー

ブ の

吸 着 が著 しく
,

シグ ナ ル の 有無を判定 で きなか っ た .

考 察

H s p は大きく3 つ の グル ー プ
, すな わち H s p 90 (8 0 -9 0 k D a) ,

H s p 7 0 (68 -7 5 k D a) ,
お よ び低分子量H sp (20 -3 0 k D a) に分け られ

る
"

. 晴 乳類の 低 分子量 H s p フ ァ ミ リ
ー

の 中で 主要 なも の は
,

H s p2 5 と 0
, B - ク リ ス タリ ン で あ る . H s p 9 0 と H s p 7 0 フ ァ ミ 1)

-

の 分-j
二機能 に つ い て は比較的よ く理 解 さ れ て い る . そ れ らは 細

胞性 ス ト レ ス に応答 して 発現が 誘導され る だ けで なく
, 多くの

非 ス トレ ス 状態の 細胞 にお い て も発現し て い て
,

様々 なペ プチ

ドお よ び蛋白質 に
一

時的 に蘇合 して 蛋白 質の 会合お よ び 脱会合

を仲 介 し細胞内輸送 に関与す る
,

い わ ゆ る, 分子 シ ャ ペ ロ ン と

し て 機能する と考え られ る
2【り

. た と えば
,

H s p 7 0 は新規 に翻訳

さ れ た 蛋白 質と 複 合体 を形 成 し
,

その 立 体構造を 変化 さ せ
,

札面 小胞体 や ミト コ ン ドリ ア の よう な 細胞内小器 官 に移 行 さ

せ る
21)2 2 )

. ま た
,

H s p 9 0 は ス テ ロ イ ドホ ル モ ン 受容体 と 校合体

を形成 し
,

そ の 核 へ の 移行を 阻害す る
23)

.

一

九 低 分子 量 H s p

の 機 能に つ い て は
, 現 在の と こ ろ あまり よくわ か っ て い な い

.

試験 管内 にお い て
,

H s p 2 5 と α B - ク リ ス タ リ ン も分子 シ ャ ペ ロ

ン と し て機 能する こ と が報 告 され た
24)2 5)

. 培養細胞 を用い た 実

験 系 にお い て
,

こ れ ら の 低分子量H s p も熱 シ ョ ッ ク に対 して 反

応 し党規が 誘導さ れ る
28)2 7 )

. また
, 非ス ト レ ス 下 の 組織 にお け

る 低 分 子 量 H s p の 構 成 的 発 現 は
,

シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ

(β和 ざβ♪カグJ α 椚 βJ 伽 呼αぶねわ に お い て は よく知 ら れて い る
28)

. -
一

方
,

哺乳 類 にお い て は
,

遺 伝子 レ ベ ル の 発現 の 報告 は な い が
,

ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法 と 免疫組織化学法 に より
,

マ ウ ス と ラ ッ

トの 非ス ト レ ス 下 の 組織 に お ける H s p 2 5 と αB - クリ ス タ リ ン の

分布 に つ い て い く つ か の 研 究が 報告され て い る . す なわ ち
,

マ

ウス の 発生に お い て
,

H s p 2 5 と α B - ク リ ス タリ ン は発達過程 の

神経系組織や目艮球 の ほ か
,

骨格筋, 心筋, 平滑筋の 筋細胞 に 多

く存在 する
12)

. 成 獣 マ ウス に お い て
,

H s p 2 5 と α B - ク リ ス タ リ

ン は
, 眼球 と心臓 に とも に多 く存在す る . H s p 2 5 は α B - ク リ ス

タ リ ン より も広 範な臓器 ･ 組織 に 分布 し て い る . 多く 存在す る

臓 器は
】
冒

,
大腸

, 肺 ,
膀胱で あり

,
中等度 に存在する 臓器 は

,

皮 膚,
小腸

,
精巣

,
卵 巣

,
子宮 で あ る

11)

. ラ ッ ト にお け る 研究

で は
,

H sp 2 5 の 免疫 反応は
,

心筋や 骨 格筋 の 他 に血 管 や 管腔臓

器の 平滑筋に局 在する
1`l)

.

本研 究は
, 非 ス ト レ ス 下 にお ける成獣 マ ウ ス の H s p2 5 m R N A

の 発現 と 細胞 局在を全 身 に お い て 検討 した 初め て の 研究 で あ

る . こ の うち筋組織 にお ける H s p2 5 m R N A の 発現 に つ い て は
,

こ れ まで 報告 され た免 疫組織化学 の 結果 と
一

致する . し か し な

が ら本研究 に より
, 骨 格筋,

心筋, 平滑 筋の 筋細 胞の 他 に
,

こ

れ ま で 報告さ れ て い な い 細 胞種,
すな わ ち重 層扁平 上 皮細胞,

移行 l二度細胞
,

副 腎皮 質細胞
, 卵巣 の 黄 体細 胞

,
卵管 の 上 皮細

胞
,

精巣 の 精母細 胞 に H s p 2 5 m R N A が 高 度な い し中等度 の 発現

をす る こ とが 明 らか と な っ た .

筋組織 に お い て
,
心 筋細胞 と 平滑筋細 胞 には 骨格筋細胞 よ り

Ⅲs p 2 5 m R N A が 多く 局在 して い る .
ノ ー

ザ ン プ ロ ッ ト解 析で 見

ら れ る
, 大動脈 や 肺の よ う な血 管豊富 な 器官お よ び腸管 や j

'

･ 宮

の よう な管腔器官 で の H s p 2 5 m R N A の 発現 は
, 平滑 筋に お け る

発 現 と 考え ら れ る . 筋細 胞 に お け る H s p 2 5 の 役 割 に 関 し て
,

E s p 2 5 が ア ク チ ン の 重 合に 影響 を与 え る と い う報告が ある . た

と えば
,

七 面鳥の 平滑筋 か ら分 離摘 出 され た H s p 2 5 は
, 試験 管

内に お い て アク チ ン の 重合を 阻害す る
期

.

一

方 ,
H s p 2 5 遺 伝子

を過 剰発現 させ た チ ャ イ ニ
ー ズ ハ ム ス タ

ー

線維芽細胞 で は
, 細

胞 膜直下 の 重 合型 (F) - ア ク チ ン が増加す る
3 0)

. さ ら に
,

Ⅲs p 2 5

は C キ ナ
ー ゼを 介する 平滑筋 の 収縮 に お い て 主 と して リ ン 酸化

され る蛋白 質の 1 つ と して 同定 さ れ て い る
31)

. 以 上 か ら推 定す

る と
,

H s p 2 5 は ア ク チ ン 線維 の 構造を調節す る こ と に よ り
,

生

理 的な筋組織 の 機能に 関与す るも の と考え ら れ る .

本研 究の 注目す べ き結果 と して
, 重層扁平上 皮 と 移行 上 皮の

細 胞 に R s p 2 5 m R N A が多く局在す る こ と が 明 らか と な っ た . ノ

ー

ザ ン プ ロ ッ ト解析 に お い て 皮膚, 食 道, 胃や 勝胱 に H s p 2 5

m R N A が強く発現 して い る の は
,

こ れ ら の 器官 が 平滑筋細胞の
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ほか に孟層 扁平上 皮や 移行上 皮 をも つ た め で あろう . こ れ ら の

上皮 に お ける B s p 2 5 の 生 理 的 な役割 は
, 現 在の と こ ろイ

く明で あ

る .

一

つ の 可能性 と して
, 低分 子量 B s p は

, 細胞 の 分化が 終了

した 状 態や 最終分 化が 始 ま っ た 時に 発 現す る と い う 報告 が あ

る
.

た と えば
,

E s p 2 5 は ヒ ト B リ ン パ 球 の 最終分化 の 直前 に ,

細胞 の 増殖 の 停 止と
一 致 して

一 過性 に 発現する こ と が 報告 され

て い る
=う2)

. 本研 究 にお い て
,

H s p 2 5 m R N A の 発現は
,

重層扁平

ヒ皮 の 基底層 よ り上 の 細胞 に強 い が
,

基底細 胞 に は認 め られ

ない . こ の こ と は
,

H s p 2 5 が ケ ラチ ノ サ イ トの 分化と 関連が あ

る こ と を 示唆す る か も し れ な い
. しか し なが ら

, 腸管._L 皮 に

H s p2 5 m R N A が 陰性 で ある こ と か ら , 細胞 の 増 殖と 分化 だ けで

は 重層扁平 上皮 の H s p 2 5 m R N A の 発現 を説明で きな い
. もう-u

一

つ の 吋 能性 と して
,

重層扁平上 皮の 基底層 よ り 上 の 細胞 は 基底

膜か ら 経れ て 存在 して い る の で
, 酸素や 栄養 の 供給 が 基底細胞

に比 べ て 徐々 に減少 して しまう . そ こ で 細胞 内の 蛋白質成分が

細胞死 を防 ぐた め に H s p 2 5 の 分~j
'

･

シ ャ ペ ロ ン と して の 機能を必

要 と す る こ と が 考 え ら れ る . さ ら に 有プJ なl]J
`

能性 と し て
,

H s p2 5 が 重層扁平 上皮細 胞の 細胞骨格 に作 周す る こ と も考え ら

れ る . ケ ラチ ノ サ イ トの 最終分化に お い て
,

ケラ チ ン フ ィ ラ メ

ン トだ けで なく , 微小管 ヤ ア ク ナ ン フ ィ ラ メ ン トの よ うな細胞

骨格成分 の 発現 量や 分布 に 大きな 変化が 生 じ ると 考え られ てい

る
=lニー)

. した が っ て
,

筋細胞 で議論 した よ う に
,

E s p2 5 は ケ ラチ

ノ サ イ トの 分化過 程に お い て 細胞骨格の 再構成 に関 わ っ て い る

可能性 が ある . 次 に
,

移行上 皮は
,

基底細胞層 , 中 間層お よ び

表層 の 細 胞か ら なる
. 重層扁平1二度 と異 なり

,
移行 ヒ皮 に お い

て は
,

基底層の 細胞だ けで なく中間層 と表層 の 細 臥 ある い は

少 なく と も中 間層 の 細胞 が 基底股 と直接接 触 して い る
:-4)

. 本研

究 に お い て
,

H s p2 5 m R N A は 移行 上皮の 全層 にわ た っ て 認め ら

れ る . そ れ ゆえ
,

こ の 上 皮 に お け る H s p2 5 の 発現は
, 酸素と 栄

養の 供給 と の 関連 より む し ろ
,

た とえ ば 捌光の 膨張と 収縮に と

もな っ て 生 じ る ような
,

上 皮細胞 の 形態, 張力お よ び 細胞間接

着の 著 し い 変化 に関連 して 党規 して い る~‖J
`

能性が あ る .
つ ま り

,

ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト は移子J
:

1二皮に も多 量に 認め ら れ
コこI)

,
細胞

の 形態
,
張ノ｣ や接 羞の 調節 に重要な 役割 をも つ と考え らj■L て い

る
=i`i)

. 今I口l の 結 果は H s p2 5 の 機能 と 移行上 皮の 細胞骨格 と の 関

連 で 説 明で きる か もし れ な い .

本棚 究に お い て
,

H s p2 5 I n R N A が 副腎皮質 に局在する こ と が

初め て ホ され た . 副腎皮質の う ち
,

m R N A が 多く 発現 して い る

の は 球状固よ りも む し ろ 束状層と 網状層 で あり
,

こ の 層の 細胞

は 副腎皮質刺激ホ ル モ ン (a d r e n o c o rti c o tr o pi c h o rn 1 0 n e
,
A C T H )

の 調節 を受 ける . 拘 束に よ る ス ト レ ス が 副腎 の H s p 7 0 と H s p2 5

の 党規 を誘導す る こ と
,

こ の 発現 が A C T H を介 して 生 じ る こ と

が 報告 さ れ て い る
‥i7)

. 本研 究の 結果 は
, 非 ス ト レ ス トにお い て

も副腎皮 質の H s p2 5 が A C T H に 依存 して 機能 し て い る こ と を示

唆す る . 一
一 ノj

,
卵巣 の 黄体 に も中等度 の H s p 2 5 m R N A の 発現が

み ら れ る こ と は
,

u S p 2 5 が ,
ゴ ナ ド ト ロ ピ ン によ り調節 さ れ る

卵巣 の 機 能に 関与し て い る こ とを示唆 して い る .

H s p2 5 は エ ス トロ ゲ ン で刺激 さ れ た ヒ ト の 乳癌細胞株 か ら最

初 に単 離 され , 続い て エ ス ト ロ ゲ ン お よ び プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受容

体 を発現 す る細 胞 に発現 す る こ と が 報告 さ れ た
7 榊

.
グ ル コ コ

ル チ コ イ ド受容 体 と 複 合 体 を 形 成 す る H s p 9 0
2=】)

の よ う に
,

H s p 2 5 は性 ホ ル モ ン 受容体と 複合体を形成す る ら しい ･ こ の 考

え方 と
一

致す る本研究 の 結果と して
,

エ ス ト ロ ゲ ン 依存性と 考

え られ て い る卵管 の 上 皮細胞 に
,

あまり強く な い H s p 2 5 m R N A

7 1 7

の 発現が 認 め られ る .

韓後 に
,

本研究 に より精巣の 精細管 にお い て
, 精子発生 の ス

テ ー ジに依存し た様 々 の 強さ の H s p 2 5 m R N A が 発現す る こ と が

明ら か に な っ た . 細胞 レ ベ ル に お い て
,

H s p 2 5 m R N A は レプ ト

テ ン 期か らパ キ テ ン 期に か けて の 精 母細胞 に局在 して お り
,

減

数分裂と の 関連が 示唆さ れ る .
マ ウ ス や ラ ッ トの 精巣 にお ける

H s p 2 5 の 局在 に つ い て は
,

過去 に免疫組織化学を 剛 ､ た 少数の

相反す る報告が あ る . ある 報告で は
,

H s p 2 5 の 免疫反応は 精巣

の 血 管 に の み 存在 して精珊管 に は認 め られ な い と さ れ
- `l)

, また

他の 報 告で は
,

光学顕微鏡 レ ベ ル で の 局在 の 記述 はなく, 電子

顕微鏡 に よ る検討か らセ ル トリ細胞
,
精栂細胞, 梢母細胞お よ

び精子細胞 の 細胞 質に 局在 して い る と さ れ た
=川

. 過去の 報告と

本研究 の 結果の 不
一

致の 理由は 明確 で は ない が
, 免疫組織化学

法 と 遺伝子組織化学法 の 検出感度の 違 い と
,

精子発生 に お け る

E s p 2 5 の 転 写と 翻訳の ピ
ー

ク の 時 間的ず れ に よ り 説明で きるか

も しれな い .

非 ス ト レス 状態の マ ウ ス 精巣 にお い て
,

P 7 0 と呼 ば れ る 精巣

特 異的 な H s p 7 0 フ ァ ミ リ
ー の 蛋 白質 が あり

…

, その 道 伝 子

H sp 7 0 -2 は 精 馴上l柑包に仝時期を通 じて 多く発現 し
, 精子 細胞 で

そ の 発現が 減少する
11) 凋

. また
, H s c7 0 t と呼 ば れ る他 の H s p7 0

フ ァ ミリ
ー 蛋白質の マ ウス 遺伝子が ク ロ

ー

ニ ン グ され
,

精子細

胞 に強く 発現す る こ と が 鞭告 され た
用

. さ ら に
,
1 1 s p9 0 m R N A

と そ の 蛋白質 は,
マ ウス と ラ ッ トの 精巣 の 精祖細胞 と精 母細胞

に発現 して い る
L15 = 7〉

. こ れ ら の 結果 と
,

H s p2 5 m R N A が比較的

早期 の 精 母細 胞 に 発現す る と い う本研 究 の 結 果 は対照 的で あ

る . 潜 歯墳の 精 巣にお い て
,

異な る 種類の Ⅲs p の 発現 の 仕 方に

差 が み ら
1
れ る こ と は

,
こ れ らの H s p が 精f ･ 発生 に お い て 明らか

に異 な る作川 をも つ こ と を 示唆 し て い る .

本研 究に お い て
,
非 ス ト レ ス l

､

一

で の マ ウ ス の 様 々 な組 織の 特

定 の 細 胞に H s p 2 5 m R N A の 発現と細 胞局fJ三が 認め られ た ･
こ の

結 果は , 生 矧1勺条件 卜に お ける H s p 2 5 の 機能 を 考え るⅠ二で 示唆

を
J

ゴー える もの と思 わ れ る .

結 論

生 理朗 条作 卜,
す なわ ち非ス ト レ ス トに お け る マ ウ ス の 全身

の 器1
`

r
･ 組織 に つ い て

,
マ ウ ス H s p 2 5 の 特 則l勺オ り ゴ ヌ ク レ オ

チ ドブ ロ
ー

プ を川 い た ノ ー

ザ ン プ ロ ッ ト法と 遺有= 『‖
.織 化乍法

に よ り マ ウ ス H s p 2 5 . m R N A の 発現 と細川包J [ 15 在 をヰ鮎 ､｣̀ し
,

以 卜の

結論を 得た .

1 . 掛宮
･ 組織 レ ベ ル で は

,
H s p 2 5 111 R N A は 氏道

,
皮膚,

煉
, 軋 批 l傍胱に お い て 高比 に発現 し

,
心 臓 骨格肪, 人動

脈, 洲守, 卵 巣, 橋渡, J
′

･

H ,
大腸,

胸月如こお い て 中等度に 発

現 して い た .

2 . 心筋,

､

円胴乱 骨格筋の 筋糾1胞 に H s p 2 5 m R N A が 党規 し
,

骨格筋細胞よ り 心筋お よ び平滑筋細 胞に多く局在 して い た .

3 . 重層届け と伎 と 移行 上皮に H s p 2 5 m R N A が 多く発規 して

い た . 重層扁 平上 皮層 で は m m Aヾ は有柿層と 粗描憫 の 細胞 に局

在 し
,

基底層 と角 化層 の 細胞 に は ほ と ん ど 認め ら れ な か っ た .

移行上 皮 で はす べ て の 層の 細胞 に m R N A が 局在 して い た .

4 . 副腎皮質に H s p 2 5 m R N A が 発現 し て い た .
こ の うち

,
球

状層 より も束状層 と網状層 の 馴包に
,

より多くの m R N A が局在

して い た .

5 . 卵 巣 の 黄体 細 胞 お よ び 卵 管 の 上 皮 細 胞 に , 中 等度 の

H s p2 5 m R N A の 発現が 認め られ た .
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6 . 精巣 の 精細管 に お い て
, 精子発生 の ス テ

ー

ジ に 依存 し た

様 々 の 強さ の H s p 2 5 m R N A が 発硯 する こと が わ か っ た . 細胞 レ

ベ ル にお い て
,

H s p2 5 m R N A は レ プ トテ ン 期か ら パ キテ ン 期 に

か け て の 精母細胞 に局在 して い た .
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1 4) W il k i n s o n J M a n d R o 11 a r d I . I m m u n o h i s t o c h e m i c al

l o c ali z ati o n o f th e 2 5 k D a h e at s h o c k p r o t ei n i n u n s tr e s s e d r a t s:

P o s sib l e fu n cti o n al i m pli c a ti o n s . An at R e c 2 3 7 : 4 5 3 -4 5 7
,
1 9 9 5

1 5) C h o m c z y n s ki P
,
S a c c h i N . S i n gl e - S t e p m e th o d of R N A

i s o l a ti o n b y a ci d g u a ni di ni u m th i o c y a n a t e -

Ph e n ol - C h l o r of o r m

e x t r a cti o n . An al Bi o c h e m 1 6 2 :1 5 6 - 1 59
,
1 98 7

1 6) T h o m a s P S . H y b rid i z a ti o n o f d e n a t u r e d R N A a n d s m all

D N A fr a g m e n t s t r an Sfb r r e d t o n it r o c ell ul o s e . P r o c N atl A c a d S ci

U S A 77 : 5 20 1 -5 2 0 5
,
19 80

1 7) W a k a y a m a T
,
M i z u s h i m a S

,
H i r o s e J ,

I s e k i S . U ri n a r y

tr Y p Si n i n hib it o r: P r o d u c ti o n i n th e li v e r a n d r e a b s o r p ti o n i n th e

ld d n e y o f th e r a t . A ct a H i st o c h e m C yt o c h e m 2 9 : 2 2 7 -2 3 6
,
1 9 9 6

1 8) O a k b e r g E F . A d e s c ri p ti o n o f s p e r m i o g e n e si s i n th e m o u s e

a n d i t s u s e i n a n al y si s o f th e c ell c y cl e o f th e s e m i nif e r o u s

e pith eli u m a n d g e r m c ell r e n e w al . Am J An a t 9 9 : 3 91 -4 0 9
,
1 9 5 6

1 9) N u m a ta N
,
O n o T

,
I s e k i S . Ⅰ奴p r e s si o n a n d l o c ali z a ti o n of

th e m R N A f o r D N A ( c y t o si n e
- 5) -

m e th yl tr a n sf e r a s e i n m o u s e

S e m i n ife r o u s tu b u l e s .J H i s to c h e m C yt o c h e m 4 2 : 1 2 7 1 - 1 2 7 6
,
1 9 9 4

2 0) G e th i n g M J a n d S a m b r o o k J . P r o t ei n f old i n g i n th e c ell .

N at u r e 3 5 5 : 3 3 - 4 5
,
1 9 9 2

2 1) C h i ri c o W
,
W a t e r s M

,
Bl o b el G . 7 0 K h e a t -

S h o c k r el a t e d

p r o t ei n s s ti m t ll at e d p r o t ei n t r a n sl o c a ti o n i n t o m i c r o s o m e s .

N at u r e 33 2 : 8 0 5 -8 10
,
1 9 8 8

2 2) D a s h ai e s R
,
K o c h B

,
W e r n e r - W a s h b u r n e M

,
C r ai g ,

S c h e k m a n R . A s u b f a m il y o f s t r e s s p r o t e i n s f a cili t a t e s

t r a n sl o c a ti o n o f s e c r e t o r y a n d m it o c h o n d ri a l p r e c u r s o r

p ol y p e ptid e s . N a tu r e 3 3 2 : 8 0 0 - 80 5
,
1 9 8 8

2 3) C at elli M G
,
B i n a r亡 N

,J u n g T e s t a s I
,
R e n oir J M

,
B a u li e u E E

,

F e r a m i s c o J R . T h e c o m m o n 9 0 -k d p r o t ei n c o m p o n e n t of n o n
-

tr a n sf o r m e d
"

8 S
"

s t e r oi d r e c e p t o r s i s a h e at -

S h o c k p r o t e i n .

E M B O J 4 : 3 1 3 1 -3 1 3 5
,
1 9 8 5

2 4) J ak o b U
,
G a e s tel M

,
E n g el K B u ch n e r J . S m all h e at s h o c k

p r o t ei n s a r e m ol e c ul a r c h a p e r o n e s . J B i oI C h e m 2 6 8 :1 5 1 7 -1 5 2 0
,

1 9 9 3

2 5) M e r ck K B
,
G r o e n e n PJ ,

V o o rte r C E
,
d e H a a r d - H o e k m a n

W A
,
H o r w itz J ,

B l o e m e n d al H
,
d e J o n g W W . S t r u c t u r al a n d

fu n c ti o n al si m il ar iti e s of b o vi n e al p h a
-

C r y S talli n a n d m o u s e s m a11

h e at - S h o c k p r o tei n . A f a m il y o f c h a p e r o n e s . J B i oI C h e m 2 6 8 :

1 0 4 6 -10 5 2
,
1 9 9 3

2 6) L a n d r y J , C h r6 ti e n P
,
L a m b e rt H

,
H i ck e y E

,
W e b e r L A .

H e a t sh o ck r e si s t a n c e c o n f e r r e d b y e x p r e s si o n o f th e h u m a n

H s p 2 7 g e n e i n r o d e n t c ell g . J C ell B i ol o g y l O 9 : 7 -1 5
,
1 9 8 9

2 7) L a v oi e J N
,
G i n g r a s q B r e t o n G

,
T a n g u a y R M

,
L a n d ry J .

I n d u c ti o n of C h i n e s e h am S t e r H s p2 7 g e n e e x p r e s si o n i n m o u s e

C ell s c o n f e r s r e si st a n c e t o h e at s h o c k . J B i oI C h e m 2 6 8 : 3 4 2 0 -

34 2 9
,
1 9 9 3
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2 8) P a u li D , T o n k a C H
,
T i s siさr e s A

,
A r ri g o A P . T i s s u e s p e ciB c

e x p r e s si o n o f th e s m a ll h e a t s h o c k p r o t e i n h s p 2 7 d u ri n g

D n s oP hil a m el a n og a s te r d e v el o p m e n t . J C ell B i ol l l l : 8 1 7 - 82 8
,

1 9 9 0

2 9) M i r o n T
,
V a n c o m p e r n o ll e K

,
V a n d e k e r c k h o v e J , W il c h e k

M
,
G ei g e r B . A 2 5 -k D i n h ibit o r o f a c ti n p ol y m e ri z a ti o n i s a l o w

m ol e c ul a r m a s s h e at sh o c k p r o t ei n . J C ell B i ol o g y l 1 4 : 2 5 5 -2 6 1
,

1 9 9 1

3 0) h v oi e J N
,
H i ck e y E

,
W e b e r I A

,
I . a n d r y J . M o d u l a ti o n o f

a c ti n m i c r ofil a m e n t d y n a m i c s a n d fl u i d p h a s e pi n o c y t o si s b y

ph o s ph o r yl a ti o n of h e a t sh o c k p r o t ei n 2 7 . J B i oI C h e m 2 6 8 :

2 4 2 1 0 -2 4 2 1 4
,
1 9 9 3

3 1) B it ar K H
,
K a m i n s ki M S

,
H ail a t N

,
C e a s e K B

,
S tr a h l e r J R .

H s p 2 7 i s a m e di a t o r o f s u s t ai n e d s m o o th m u s cl e c o n tr a cti o n i n

r e s p o n s e t o b o m b e si n . B i o c h e m B i o p h y s R e s C o m m u n 1 8 1 :

1 1 9 2 -1 2 0 0
,
19 9 1

3 2) S p e c t o r N L
,
S am S O n W

,
R y a n C

,
G rib b e n J ,

U rb a W
,
W el ch

W J ,
N a d l e r L M . G r o w th a r r e s t o f h u m a n B l y m p h o c yt e s i s

a c c o m p a n i e d b y i n d u c ti o n o f th e l o w m ol e c u l a r w e i g h t

m a m m ali a n h e at s h o ck p r o tei n (H s p 2 8) . J I m m u n ol 1 4 8 : 1 6 6 8 -

1 6 7 3
,
1 9 9 2

33) K u bl e r M D
,
J o r d a n P W

,
0

'

N eill C H
,
W a tt F M . C h an g e S i n

th e a b u n d a n c e a n d di str
･

ib u ti o n of a c ti n a n d a s s o ci at e d p r o tei n s

d u ri n g t e r m i n al d if f e r e n ti a ti o n o f h u m a n e p id e r m al

k e r a ti n o c yt e s . J C ell S ci l OO : 1 5 3 -1 6 5
,
1 9 9 1

34) P e tr y G
,

Am o n H . L i ch t -

u n d El e k t r o n e n
- M ik r o sk o pi s c h e

St u di e n tib e r S tr u k tu r u n d D y n a m ik d e s U b e r g a n g s e pith el s . Z

Z ellf o r s c h 6 9 : 5 8 7 -6 1 2
,
1 9 6 6

3 5) H i c k s R M . T h e 丘n e st ru C tu r e Of th e t r a diti o n al e pith eli u m

Of r at u r et e r . J C ell B i o1 2 6 : 2 5 -48
,
1 9 65

3 6) K a b s c h W
,
V a n d e k e r c k h o v e J . S t r u c tu r e a n d f u n cti o n o f

a cti n
.
An n u R e v Bi o p h y s B i o m oI S t ru C t 2 1 : 4 9- 7 6

,
1 99 2

3 7) Bl a k e M J ,
U d el s m a n R

,
F e ul n e r G T

,
N o rt o n D D

,
H olb r o o k

NJ . S tr e s s -i n d u c e d h e a t sh o c k p r o tei n 7 0 e x p r e s si o n i n a d r e n al

C O rt e X . P r o c N a th A c a d S ci U S A 8 8 : 9 8 7 3 -9 8 7 7
,
1 9 9 1

3 8) F u q u a S A W
,
B l u m

- S ali n g a r o s M
,
M c G u ir e W L . I n d u cti o n

7 1 9

O f th e e s tr o g e n
-

r e g ul at e d
"

2 4 K
"

p r o t ei n b y h e a t sh o c k . C a n c e r

R e s 4 9 : 4 1 2 6 -4 1 2 9
,
1 9 8 9

3 9) B i g gi o g e r a M
,
T a n g u a y R M

,
M a r in R

,
W u Y

,
M a rti n T E

,

F a k a n S . b c ali z a ti o n o f h e at sh o c k p r o t ei n s i n m o u s e m al e g e r m

C ell s : a n i m m u n o el e c tr o n m i c r o s c o p i c al st u d y . E x p C ell R e s 22 9 :

7 7 -8 5
,
1 9 9 6

4 0) A11 e n R L
,
0

'

B ri e n D A
,
E d d y E M . A n o v el h sp 7 0

-1ik e p r o t ei n

(P 7 0) is p r e s e n t i n m o u s e s p e r m a to g e ni c c ell s . M oI C ell Bi o1 8:

8 28 -8 3 2
,
1 9 8 8

41) Z a k e ri Z F
,
W o lg e m u th DJ ,

H u n t C R . I d e n tifi c a ti o n a n d

S e q u e n C e a n al y si s of a n e w m e m b e r of th e m o u s e H s p 7 0 g e n e

f a m il y a n d c h a r a c t e ri z a ti o n o f it s u n i q u e c e ll u l a r a n d

d e v el o p m e n t al p a tte r n o f e x p r e s si o n i n th e m al e g e rm 1i n e . M oI

C ell B i o1 8 : 2 9 2 5ゼ932
,
1 9 8 8

4 2) R o s ar i o M O
,
P e r ki n s S L

,
0

'

B ri e n D A
,
A 11 e n R L

,
E d d y E M .

I d e n tiB c a ti o n
o f th e g e n e f o r th e d e v el o p m e n tal 1y e x p r e s s e d 7 0

k D a h e a t - Sh o c k p r o t ein (p7 0) of m o u s e s p e r m at o g e n i c c ell s . D e v

Bi o l 1 5 0 : 1 -1 1
,
1 9 9 2

4 3) D i x D J ,
R o s a ri o

- H e l
･

rl e M
,
G o t o h H

,
M o ri C

,
G o ul di n g E H

,

B a r r ett C V
,
E d d y E M . D e v el o p m e n tally r e g u l at e d e x p r e s si o n of

H s p 7 0
-2 a n d H s p7 0

-2 /1 a cZ tr a n s g e n e d u ri n g s p e r m a t o g e n e si s .

D e v B io l 1 7 4 : 3 1 0 -3 2 1
,
1 9 9 6

4 4) M at u m o to M
,
F uji m ot o H . Cl o ni n g of a h s p 7 0

-

r el at e d g e n e

e x p r e s s e d i n m o u s e s p e r m a tid s . Bi o c h e m Bi o p h y s R e s C o m m u n

1 6 6 : 4 3 -4 9
,
1 9 9 0

4 5) Le e SJ . E x p r e s si o n of H s p 8 6 i n m al e g e r m c ell s . M oI C e11

B i o1 1 0 : 3 2 3 9 -3 2 42
,
1 9 9 0

4 6) G r u p pi C M
,
Z ak e ri Z F

,
W ol g e m u th D J . S t a g e a n d li n e a g e-

r e g u l at e d e x p r e s si o n of t w o H s p9 0 tr a n s c ri p ts d u ri n g m o u s e

g e r m c ell diffe r e n ti ati o n a n d e m b r y o g e n e si s . M oI R e p r o d D e v 2 8:

2 0 9 -2 1 7
,
1 9 9 1

4 7) O h s a k a S
,
B u n i c k D

,
H a y a s h i Y . I r n m u n o c y t o c h e m i c al

O b s e r v a ti o n of th e 9 0 K D h e a t s h o c k p r o t ei n ( H s p 9 0) : H i g h

e x p r e s si o n i n p ri rn O r di al a n d p r e - m ei o ti c g e r m c ell s of m al e a n d

f e m al e r at g o n ad s . J H i s to c h e m C yt o c h e m 4 3 : 67 - 76
,
1 9 9 5
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E x p r e s si o n a n d C e11 u l a r L o c ali z a ti o n o f t h e m R N A f o r 2 5 k D a H e at - S h o c k P r ot ei n i n t h e M o u s e T o m o h i k o

W a k a y a m a
,
D e p ar t m e n t O f A n at o m y ,

S c h o ol o f M e di ci n e
,
K a n a z a w a U ni v e r s lty ,

K a n a z a w a 9 2 0 - 8 6 4 0 - J ･ J u z e n M e d S o c
･

,

1 伽i, 7 1 0 -

7 2 0 ( 1 9 97)

K e y w o r d s h e a t - S h o c k p r o t ei n
,
H sp 2 5

,
m O u S e

,
N o rth e r n h y b rid i z ati o n

,
i n sit u h y b ri d i z a ti o n

A b st r a ct

T h e 2 5 k D a h e a トS h o c k
p

r o t ei n ( H sp 2 5) is a m e m b e r o f th e s m all h e a t s h o c k p r ot ei n f a m ily b u t i ts f u n c ti o n r e rn ai n s l a r g el y

u n k n o w n ･ I n t h e p r e s e n t st u d y w e e x a m i n e d th e e x p r e s si o n a n d c ell u l ar l o c ali z a ti o n o f H s p 2 5 m R N A i n th e m i c e u n d e r

P h y si o l o g l C al
,

u n St r e S S e d c o n di ti o n s u s l n g N o r th e r n b l o t a n d i n sit u h y b ri d i z a ti o n a n al y
s e s w ith s p e ci fi c o li g o n u cl e o ti d e

P r O b e s . A t th e o r g a n l e v e l
,
h igh a m o u n t s o f H s p 2 5 m R N A w e r e d e t e c t e d i n th e e s o p h ag u s

,
S k i n

,
e y e

,
S tO m a C h

,
1 u n g a n d

u ri n ar y b l a d d e r
,

a n d m o d e r a te a m o u n t s i n th e h e a rt
,

S k e let al m u s cl e
,
a O r ta

,
a d r e n al g l a n d

,
O V a r y ,

te S ti s
,

u t e r u S
,
l a rg e i n t e sti n e

a n d th y m u s
. A t th e c e 11 u l a r l e v el

,
i n t e n s e to m o d e r a t e s lg n al s f o r H s p 2 5 m R N A w e r e l o c ali z e d i n th e m u s cl e c e11 s o f s m o o th

,

h e art a n d s k el e tal ty p e s
,
i n th e e p

ith eli al c ell s o f s tr atifi e d s q u a m o u s a n d t r a n siti o n al ty p e s a n d o f th e o v i d u c t
,
i n th e st e r o i d

e n d o c ri n e c ell s o f a d r e n al c o rte x a n d c o rp u s l u t e u m
,

a S W ell a s i n th e sp e r m a t o c y t e s o f t e stis . I n c o n tr a s t
,
th e s l g n al w as

S C a r C el y d e t e c t ab l e i n th e n e r v o u s ti s s u e s
,
ly m p h a tic ti s s u e s

,
C Ol u m n a r e p it h eli al c ell s o f di g e sti v e tr a c t

,
O r P a r e n C h y m al c e11 s
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