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蓄積症 モ デ ル 動物 と して の 運動神経変性 マ ウス

ー レ ク チ ン結合性 によ る蓄積物質に つ い て の 検討 -

金沢大 学医学 部医学科神経内科学講座 ( 主任: 高守正 治教授)
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運動神経変性 マ ウス ( m ot o r n e u r o n d e g e n e r ati o n m o u s e
,
M n d) は 筋萎縮性側索硬化症の モ デ ル と して 報告さ れ

,
最近 1

)

ポ フ ス チ ノ ー シ ス の モ デ ル で ある 可 能性 が示唆 さ れ て い る 常染色体優性 の 遺伝 形式を示す疾患動物 で ある . 本研究で は こ の

M n d を対 象に
,
組織 に お ける糖 鎖の 解析 に有用 と さ れ る標識 レ ク チ ン を用 い て

, 神経組織 にお ける 蓄積物質と そ の 糖鎖 に つ

い て の 解 析を行 っ た . こ の 結果 ,
M n d で は主 に中枢神経系内の マ ク ロ フ ァ

ー

ジと 神経矧臥 さ ら にIt o 細胞 と考え られ る肝臓

内洞周 囲非実 質細胞 に レ ク チ ン 陽性物質が 蓄積 して い た
.

こ の 陽性物 質 には 助 k 欄 仇 ね加 叩 ㍑ 別 凝集素 (5 ∂J α乃〟別 納 卯 ∫裾肌

a g g ul u ti n i n) ,
Vi ci a vill o s a 凝集素 (Vi ci a vill o s a a g g ul u ti n i n) ,

W h e a t g e r m 凝集素( w h e at g e r m a g g u l u ti ni n) の 各 レ ク チ ン が 結合

す る こ と か ら 2 な い し3 個 の 連続 し た ア セ ナ ル グ ル コ サ ミ ン が 存 在 し,
A 占γ〝5 ♪r g c αね γf 〟ざ 凝集 素 (A ∂γ〟ざ♪γg C αね rf 〟5

a g g ul u ti n i n) ,
Ri ci n u s c o m m u ni s 凝集素-I 伏i ci n u s c o m m u n is a g g ul u ti n i n

-Ⅰ) 陽性 で ある こ とか らラ ク ト
ー

ス と ガ ラク ト
ー ス も含

まれ る こ と が推測 さ れ た . さ ら に そ の 一 部 は モ ノ シ ア ロ ガ ン グリ オ シ ド ( m o n o si al o g a n gli o si d e
,
G M ) で ある G M 3 と グ ロ ボ シ

ド 短lo b o te t r a o s e
, gl o b o p e n t a o s e) を含 む糖脂質 で あ っ た . 本研 究結果 は

,
M n d が リ ボ フ ス チ ノ

ー

シス の モ デ ル で ある可能性

を支持せ ず,
むし ろ中枢神経 系と肝臓 に特徴 的な レ ク チ ン結合性を有する 糖脂 質を含む複合糖質が 蓄積す る未知の 蓄積症 モ デ

ル で ある こ と を示唆す る .

K e y w o r d s M n d m o u s e
,
l e cti n s

,
1i p o fu s ci n o si s

,
hi s to c h e m i s tr y , gl y c oli pi d s

運動神経変性 マ ウ ス ( m o t o r n e u r o n d e g e n e r a ti o n m o u s e
,

M n d) は C5 7 B l/ 6J 由来で 常染色体優性の 遺伝形式 を示す疾患動

物であり
,

本来
,

筋萎 縮性側 索硬化 症 ( a m y o t r o p hi c l a t e r al

S Cl e r o si s
,
A I ,S) の モ デ ル と して報告 さ れ た

1 卜 3)
. 症候 的に は 生

後6 か ら7 ケ月 頃後脚に 始まり徐々 に 前脚 にお よ ぶ 運動 機能障

害を主体 と し, 末期 に は 四肢屈 曲麻 痺と なり1 0 か ら12 ケ月 で

死亡する . 最近 こ の M n d は
, 視力障 害を伴 い 神経細胞 内に リ

ボ フ ス ナ ン 様 物 質 と ミ ト コ ン ド リ ア A T P 合 成 酵 素 ( A T P

Sy n th a s e
,
A T P a s e) の サ ブ ユ ニ ッ トC の 蓄積が 認 め ら れ る こ と

な どか ら
,

若 年型 神経 元 セ ロ イ ドリ ボ フ ス テ ン 症 U u v e n il e

n e u r o n al c e r oi d li p o fu s ci n o sis
, J N C り の 動物モ デ ル で ある と の

報告が相次 い で い る
4 卜 6)

. し か し
一 方 で糖脂 質の 蓄積症の 可 能

性も示唆 さ れ て お り
7)

, そ の 蓄積症 の 動物モ デ ル と し て の 意義

が注目 され つ つ ある .

神 経 元 セ ロ イ ド 1) ポ フ ス ナ ン 症 ( n e u r o n al c e r o i d

lip o fu s ci n o s ei s
,
N C I , S) は

, 病理学 的に神経系 や他臓器細胞内に

リボフ ス チ ン ない し はセ ロ イ ドと 呼ば れ る 蛍光物質の 蓄積 を認

めるこ とを特徴と し
,

少 なくと も4 つ の 臨床的亜 型が 知 られ て

い る 一 群の 疾患で ある
8 卜 1 0)

. 近年の 精力的な研究 に よ っ て
,

ド

1) コ
ー

ル や ミ ト コ ン ド1) ア A T P a s e サ ブ ユ ニ ッ トC の 蓄積 が 生

化学 的, 組織化学的 に特異的指標 となりう る と さ れ たが
1 1 卜 1 4)

,

そ の 疾患特 異性 に つ い て は否定的 な報告 もあ る
1 5) 1 6)

. い ずれ に

せ よ こ れ ら疾患群の 生 化学的な本態 は 未だ明 らか で なく
, 臨床

的 に もか つ ま た生 化学的
,

遺伝学 的にも 多塑 であ ると さ れ て い

る
9) 11〕)1 7)

標識 レ ク チ ン を用い た 組織化学 は組織 にお け る糖鎖の 解析に

有用 な情報 を提 供する 方法と して 知ら れ , 既 にJ N C L を 含む 多

く の 複合糖質蓄積嫡 に つ い て の 報 告が な さ れ て い る
Ⅰ7) 2 5)

. 本

研究 で は
,

ビオ ナ ン 化 レ ク チ ン を用 い M n d 組織 にお ける 蓄積

物 質と そ の 糖鎖 に つ い て の 解析 を試み た . こ の 結果 ,
M n d で

は主 に 中枢 神経系内の マ ク ロ フ ァ
ー

ジ と神経細胞
,

更に 肝臓l勺

非実 質細胞 に レ ク チ ン 陽性物 質が 蓄積 して い る こ と を確認 し
,

免疫組織 化学と生 化学的分析か ら 蓄積物 質の 惟質を解析す る こ

と を試み た . さ ら に こ の 検 討結 果と
.

N C L s で の 報告 を比較 し ,

M n d と N C L s の 蓄積物質に お ける糖鎖構造の 相違と 生 化学的な

背景 に つ い て検討 を行 っ た .

平成1 0 年1 月 6 日受付
, 平成1 0 年5 月2 2 日受理

A b b r e vi atio n s : A 1 5
,

am y O tr O P hi c lat e r al s cl e r o sis; A m
,
A b r u s p re c a to ri u s a g g lu ti nin ; A T P a s e
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A T P s y nt h a s e ; C er
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C O n C a n a V ali n A ; D A B
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3

,3
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,
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, gl o b o p e nt a o s e;
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, g l u c o s e ; G l u C e r
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,
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材料お よ び方法

Ⅰ . 実験動物

M n d (8 週齢か ら48 週 齢) と 正 常対照 マ ウス ( C5 7 B l/ 6J) は ジ

ャ ク ソ ン ラ ボ ラ トリ
ー

(B ar H a r b o r
,
U S A) か ら入 手 し

,
米国国

立衛 生 研究所 の 実験 動物 に 関す る 指針 に基 づ い て飼 育 管理 し

た .

Ⅰ . 組織標 本の 作製法

十分な深麻酔下 で
,

0 .1 M リ ン 酸緩衝4 % パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ

ヒ ドで マ ウ ス 左心室 よ り潅流 した後 , 脳 , 脊髄,
坐 骨神経 , 骨

格筋, 肝臓
,

腎臓
,

脾臓
,

副腎を採取 し, 同じ 固定液 で後 固定

を 行 っ た .
パ ラ フ ィ ン 包埋 の 後 ミク ロ ト

ー

ム で 7 p m 厚 パ ラ フ

ィ ン 切片を作 成 し
,

H E 染色,
ル ク ソ

ー ル ･ フ ァ ス ト ブ ル ー

(1 u x ol f a s t bl u e
,
L F B ) 染色,

ナ イ ル ･ ブ ル ー

( nil e bl u e
,
N B ) 染

色, 過 ヨ ウ 素醸 シ ッ フ b e ri o di c a ci d S c hiff
,
P A S) 反応 に よ る病

T ab l e l . A n ti b o d ie s u s e d in t his s tu dy

井

理 組織 学的検索 と 免疫組織化学 な ら び に レ ク チ ン組織化学染色

に 供 した . また 肝臓 の
一

部 は新鮮凍結切 片用 に 潅流固定を行わ

ず液体窒素で 冷却 し たイ ソ ペ ン タ ン に よ っ て凍結 し
,
1 0 い m 厚

の 切片を作成 し免疫組織化 学な ら び に レ ク チ ン 組織化学染色に

用 い た .

Ⅱ . 免疫組織化学染色

免疫組 織化 学 と し て
,

ニ ュ
ー

ロ フ ィ ラ メ ン ト ( C b e m i c o n
,

T e m e c u l a
,
U S A ) ,

ユ ビキ チ ン (D A E O
,
C ar Pi n t e ri a

,
U S A ) ,

デス

ミ ン (S i g m a
,
S t . L o u i s

,
U S A ) ,

モ ノ シ ア ロ ガ ン グ 1) オ シ ド

( m o n o si al o g a n gl i o sid e
,
G M ) 1

,
G M 2

,
G M 3

,
グ ロ ボ シ ド玉穂

(gl ob o p e n t a o s e
,
G b 5) ,

グ ロ ボ シ ド四糖 kl o b o te t r a o s e
,
G b 4) .

シナ プ ト フ ィ ジ ン (C h e m i c o n ) に対 する抗体 を用い て 検討 した

(表 1) . なお G M l
,
G M 2

,
G M 3

,
G b 5

,
G b 4 に対す る抗 体は ヴァ

ー

ジ ニ ア医科大学 生化学教 室有 賀敏夫先生か ら提供 され た . 方

法 は切 片 を キ シ レ ン ー エ タ ノ ー ル 系列 に て 脱 パ ラ フ ィ ン の 後,

A n tib o d y t o D ilu ti o n K in d of a n t ib o d y S o u r c e

N e u r ofil a m e n t ( N F -6 8)

U biq uit in

D e s m in

S y n a p t o p h y si n

G M I

G M 2

G M 3

G b 4

G b 5

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

3

5

1

5

2

｣

2

1

1

1

1

1

1

1

1

1
⊥

l

P oly cl o n al

P o ly cl o Il al

M o n o c lo n al

M o n o c 10 n al

M o n o clo n al

M o n o cl o n al

M o n o cl o n al

M o n o cl o n al

M o n o cl o n al

C h e m i c o n

D a k o

S ig m a

C h e m i c o n

D r . A rig a
*

D r . A ri g a
*

D r . A ri g a
*

D r . A ri g a
*

D r . A ri g a
*

G M ,
m O n O Si alo g a n gli o sid e ; G b 4

, gl o b o t e tr a o s e ; G b 5 ･ gl o b o p e n t a o s e

* D e p a rt m e n t o f B i o ch e m i st ry ,
M e di c al C olle g e o f V ir gi ni a

,
V irg in i a C o m m o n w e alth U n iv e r s lty ･

T a bl e 2 . L e c ti n s u s ed in th is s tu d y

L e c tin ( a cr o n y m )
C o n c e n t r ati o n

( 〃 g/ m l)

A b r u s P r e c a to ri u s a g gl uti n in ( A P A )

C o n c a n a v alin A ( C o n A )

D oli c h o s biH o r u s a gg lu ti n i n ( D B A )

H eli x ♪o m a ti a a g glu ti ni n ( H P A )

L y c oP e r si c o n e s c 鉦I c llt u m ag gl u ti ni n ( L E A )

Li m u l u s P o W h e m u s a g glu ti ni n ( L P A )

P e a n u t a gg lu ti n i n (P N A)

R i ci u s c o m m u n i s a g gl uti ni n
- 1 ( R C A - 1)

S o y b e 皿 喝gl u tin i n (S B A )

S ol a n u m tu b e r o s u m a g gl u ti n in ( S T A )

Ul e x e u rpb a e u s a g gl u tin i n - 1 ( U E A - 1)

V i ci a vill o s a ag g lu ti ni n ( V V A )

Wh e a t g e r m a gg lu ti ni n ( W G A )

C a rb o h y d r a t e sp e cifi city

1 0

1 0

2 0

2 0

2 0

15

20

0

0

0

ハ

U

O

O

(

∠

つ
ん

つ
】

2

つ
】

つ
ん

L a c t o s e
, /?

- D- g al a c t o s e

α
- D -

m an n O S e
,

α
- D -

gl u c o s e

α- D - G al N A c

G al N A c

G Ic N A c
- β-

( ト4)
- G Ic N A c

N e u N A c

T e r m in al P -

g al a c t o s e

L a c to s e
,
G al a ct o s e

α - D - G al N A c
,

α- D -

g al a c t o s e

【P
-

( 1
,
4)

- G Ic N A c]1_ 3

α
- L - fu c o s e

α
- D - G al N A c

,

[ /9
-

( 1
,
4)

- G Ic N A c〕l . 4 ,
N e u N A c

G al N A c
,
N -

a C e tyl g al a ct o s a m i n e; N e u N A c
,
ル A c et yl n e u r a m i n ic a ci d ( si ali c a cid); G I c N A c

,
N I A c e tylglu c o s a m in e ･

1ip o fu s cin o sis; h c , 1a ct o s e; L E A
,
L y cpP er sic o n e s c u le n t u m a g g lu ti ni n; L F B

,
1 u x ol f a st bl u e; L P A , Li m ul u s

ag g lu ti n i n ; M a n , m an n O S e ; M n d , m O t O r n e u r O n d e g e n e r a ti o n m o u s e… N B
･

n il e b l u e; N C L s
,

n e u r O n al c e r oid

lip o fu s ci n o s eis; P A S
, p e ri o dic a cid S c hifE; P N A

, P e an u t a g gl u ti ni n; R C A :1
,
Ri ci u s c o m m u n is a g gl u ti nin - 1; S B A , S Oy b e a n

a g g lu tini n ; S m , S ol a n u m t u b e ro s u m a g gl u ti ni n; U E 肌 tH e x e u r qP a e u s a g g lu tini n - 1; ⅤV A , 靴よa villo s a a g glu ti ni n;

W G A ふ e at g e r m a g gl u ti nin



蓄積物質の レクチ ン に よ る検討

0 .3 % 過酸化水素水添加 メ タ ノ ー ル に よ っ て 内因性 ペ ル オ キ シ

ダ ー ゼを 阻止 し, 正 常ヤ ギ血 清 に よ る 非特 異的反応 を抑制後
,

60 分間
一 次抗体 と反応 させ た .

一

次抗 体と の 反 応後
,

二 次抗体

と して100 0 倍 に希 釈 した ビ オナ ン標識抗 マ ウ ス
ー

抗 ウ サ ギI g G

抗体 Ⅳe ct o r I . ab o r a t o ri e s
,
B u rli n g a m e

,
U S A) ,

つ い で ア ピジ ン

ー ビオテ ン ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 複合体 と 反応 さ せ た . 発色は ジ ア

ミノベ ン チ ジ ン (3 ,
3 -di am i n o b e n zid in e te t r a h y d r o c hl o ri d e

,
D A B )

により行い
,

ヘ マ ト キ シリ ン で 核染色 を行 っ た .

Ⅳ. レ ク チ ン 組織化学

表2 に示す ビ オチ ン 化 レク チ ン (E Y I , a b o r at o ri e s
,
S a n M at e o

,

U S A) を用い た . 免疫組織化学 染色 と 同様 に切片 を脱 パ ラ フ ィ

ン した後 , 内因性 ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ を 阻止 , 室温 で9 0 分 間 ビ

オチ ン 化 レ ク チ ン と反応 させ た .
ビオ ナ ン 化 レ クチ ン は2 価 陽

イ オ ン (C a
,

M g , M n) を各0 . 2 m E q/1 な い し2 m E q /1 含 む

0 .02 % トラ イ トン Ⅹ1 0 0 トリ ス 塩 酸緩衝液 b H 7 .5) に 最終濃度

2
,
5

,
1 0

,
2 0 いg/ m l と なる よ う溶解 して使用 した .

つ い で ア ビ ジ

A

20 5

ン
ー

ビ オ ナ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複合体 と 反応 させ
,

D A B に よ

る発色の 後,
ヘ マ トキ シ リ ン で 核染色 を行 っ た

.

Ⅴ . 組織糖脂質と糖蛋白分析

生 化学 的分析 に は
､ 採取直後 か ら分析ま で

-

7 5 ℃ で保 存 し

た脳 と肝臓 を用い た . 糖脂質分析は Y u ら
2 6)

によ る方法 に従い
,

1 0 倍容 の ク ロ ロ ホ ル ム
,

メ タ ノ ー ル
, (2 :1

,
1 :1

,
Ⅴ/可 と ク ロ ロ

ホ ル ム
,

メ タ ノ ー ル
,
蒸留水 (30 : 6 0 :8

,
Ⅴ/ 可 で 半定量的に 抽出

し た総脂質分画か ら ガ ン グリ オ シ ドな ど の 酸性脂質 と中性 脂質

を D E A E セ フ ァ デ ッ クス A 2 5 カ ラ ム に よ っ て分画 し た .
こ の 後

ク ロ ロ ホ ル ム
,

メ タ ノ
ー

ル
,

0 .2 % C a C l2 水 (6 0 :3 5 :8
,

Ⅴ/ v) を溶

媒と して 薄層ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

O li gh p e r fo r m a n c e th i n l a y e r

Ch r o m at o g r a p h y) 上 に展 開し
,

オル シ ノ
ー

ル また は レ ゾ ル シノ

ー ル 試薬 によ っ て発色 させ て既知の 成分と 比較検討 した .

また 蛋白成分は
, 凍結標本を10 惜春の 4 % S D S

,
5 % メ ル カ

プ ト エ タ ノ
ー

ル
,
5 0 m M トリ ス 緩衝液 b H 7 .5) に 可溶化 し

,
蛋

白濃度を調整 し た後,
S D S - P A G E を行な っ た

2 7)
. ゲ ル は ク マ シ

B

Fi g . 1 . Hi s to l o g y of m ot o r n e u r o n d e g e n e r ati o n m o u s e (M n d)
C e n tr al n e rv O u S S y S te m (C N S) . 仏) H E s tai n i n g o f 3 2 -

W e e k -

01d

M n d s pi n al c o rd . A u to幻u o r e s c e n t a n d p e ri o di c a ci d s c h iff

(P A S) -

p O Siti v e g r a n u l e s (a r r o w s) a r e w id el y di s trib u t e d i n th e

l a r g e m o t o r n e u r o n s of s pi n al c o rd a n d b r ai n s te m . (B ) H E

S t ai ni n g of 3 2 -

W e e k -

01 d M n d c e r e b ell u m . P u rki nj e c ell s a r e

r el ati v el y s p a r e d . N o a u t o fl u o r e s c e n t
,
1 u x ol f a st bl u e (L F B) -

p o si ti v e a n d P A S -

p O Sitiv e g r an ul e s a r e s e e n i n P u r ki nje c ell s .

(C ) H E s tai n i n g of 4 0 -

W e e k -

01 d M n d sp i n al c o r d . Alth o u gh
1 a r g e n e u r o n s a r e m ai nl y i n v oI v e d

,
n O a p p r e Ci a bl e s w elli n g o r

d ef o r m ity i s s e e n i n th e m o t o r n e u r o n s . N o o b vi o u s di 飴 r e n c e

i s d et e ct e d q u an tita ti v el y i n th e n e u r o n al p o p ul a ti o n b e t w e e n

M n d a n d c o n t r o l m i c e i n a n y a n at o m i c al l o c ati o n . O ri gi n al

m a g n i丘c ati o n s ar e X 2 8 0 f o r (朗 to ( C) a n d e a c h h o ri z o n t al b ar

i n di c at e 5 11 m .
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ー ブ ル ー で染色 , ある い ほ ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス 膜に転 写 し

2 8)
, 糖

蛋白と ピオ チ ン 化 レ ク チ ン と の 結 合を指標 に し て 比較 検討 し

た
2 9)

. さ ら に マ ウ ス 肝臓か ら非実質細胞を分離 した 後
3 0j

, 可溶

化 し同様 に 蛋白成分 の 比較 を行 っ た .

成 績

Ⅰ .

一 般組織化学

1 . M n d 中枢神経組織

H E で は 8 週齢 か ら16 週齢 まで コ ン ト ロ ー ル と の 差は 明 ら か

で なか っ た . 2 4 週 齢 か ら48 週齢で は
,

自 己蛍光
,

L F B 陽性 ,

P A S 陽性 ,
N B 陽性顆粒 が皮 質, 海馬, 基底核神経 網胞 と脳 幹

脊髄運動神経 に 認め ら れ (図1A) , 週齢と とも に増 加 した .
こ

れ ら の 変化は 主に 大型の 神経細胞に 見ら れ た が
,

プ ル キ ニ エ 細

胞は 比較的保 た れ (図1B) , 脊髄前角運動神経 に も著明な腫脹
,

変形 は認 め ら れ な か っ た (圃1 C) . 自己蛍光
,

L F B 陽性
,

P A S

陽性, N B 陽性顆粒 は 中枢神経 内の 貪食用胞 に最 も強く 認 め ら

れ
, 多く の 神経 網胞で は核周囲 に局在 し, 神経細胞 は膿張せず

数 にも変化が なか っ た .
コ ン トロ ー ル マ ウ ス で は こ の よう な変

化は 認め られ ず
,

コ ン トロ ー ル と 比較 して 神経細胞数の 減少も

認め られ なか っ た . また少 数の マ ク ロ フ ァ
ー

ジを除き ダリ ア の

増殖 は中枢神経内で 認め られ なか っ た .

2 .
M n d 腹 腔臓 器

H E 染色 で は 腎臓
,

副腎
,

脾臓
,

副腎お よ び骨 格筋 に正常対

照 と 異 な る 点は な か っ た (国2 A) . 肝臓 で は 中心 静脈の 周囲に

肝細胞 より や や 核が 小型で 細胞体 が淡 明な 円形の 細胞 の 集合が

認 め ら れ た (囲2B) .
こ れ らの 細 胞は L F B

,
N B お よ びP A S で染

色 され
,

週 齢が 増す と と も に増加 した (図2 C) . 対照肝臓 には

同様の 細胞の 集合 は認 め られ な か っ た . また 肝細胞 は対照と善

が なく, 線椎化も認め られ なか っ た .

Ⅰ . 免疫組織化学 お よび レ ク チ ン組織化学

1 . M n d 中枢神経 組織

ユ ビ キチ ン 陽性 顆粒は 主 に神経細胞周 囲に分布 し
, 細胞質内

Fi g . 2 . H i st ol o gy o f M n d vi s c e r al o r g a n s . ㈱ H E s tai ni n g or

4 0 ⊥
W e e k -

01d M n d k id n e y . R e n al i n v ol v e m e n t i s n o t r e m a r k abl e

e v e n i n th e a d v an C e d st a g e . O ri gi n al m a g niB c a ti o n s i s x 1 40 ･

h o ri z o n t al b a r i n di c at e 5 一皿 . (B ) H E s tai n i n g of 3 2 - W e ek - 01d

M n d li v e r . R o u ti n e H E s t ai n r e v e al s r o u n d a g g r e g a t e s Of

d e s m i n
-

P O Siti v e I to c ell s s c a tte r e d al o n g th e c e n tr al v ei n ･
T T le y

a r e s t a i n e d li g h t e r a n d c o n t ai n e d s m all e r n u cl ei th a n

h e p a to c y te s ･ N o I to c ell c an b e i d e n tiB e d i n th e c o n t r ol li v er s ･

N o si g n of fi b r o si s i s s e e n . (C ) P A S r e a cti o n s o n 3 2 -

W e e k -

01d

M n d li v e r s e cti o n . P o sitiv e P A S r e a c ti o n i s s e e n i n It o c ell ･

R e a c ti o n i s al s o p o sitiv e f o r I∬B stai n a s w ell a s nil e b l u e stai n
･

i n di c a ti n g li pi d n a t u r e o f s t o r a g e m a t e ri a l ･
O ri g i n al

m a g ni丘c ati o n s o f (B) a n d ( C) ar e X 2 8 0 an d e a c h h o ri z o n t al b ar

i n d i c at e 5 u m .



蓄積物質の レ ク チ ン に よ る検討

には ほと ん ど認め られ ず,
正 常対照で は 全く 認め ら れ なか っ た .

この エ ビキ チ ン 陽性顆粒 は シ ナ プ ス 関連 蛋白で あ る シ ナ プ ト フ

ィ ジン と は
一 致 しなか っ た . さ ら に レ ク チ ンで は神経細胞よ り

貪食細胞が 強く 染色さ れ ( 図3A
,
B) ,

こ れ らの 細胞は マ ク ロ フ

ァ
ー ジで ある と 判断 した . こ れ ら の マ ク ロ フ ァ

ー

ジ は g βJよ∬

b o m a 如 凝集素 ( H eli x p o m a ti a a g gl u ti n i n
,
H P A) , L y c oP e 作i c o n

e s c u le n tu m 凝集 素 (わ c oP e 和i c o n e s c ul e n t u m a g gl u ti n i n
,
L E A ) ,

Ri ci n u s c o m m u n i s 凝集 素 岬i ci n u s c o m m u n i s a g gl u tin i n
-1

,
R C A ,

1) ,
S ol a n u m t u b e r o s u m 凝 集素 (S ol a n u m tu b e r o s u m a g gl u ti ni n

,

ST A) ,
Vi ci a vill o s a 凝集薫 ( Vi ci a vill o s a a g g

･

1 u ti n i n
,
ⅤV A) ,

w h e a t g e rm 凝集素 匝b e a t g e r m a g gl u ti n i n
,
W G A ) に よ っ て染色

され たが (図3 C
,

3 D) ,
同様の 陽性染色は 主 に大脳皮 質と基底核

神経細胞の 核周 囲に軽度 陽性 と な るも の の
, 脊髄運動神経 に は

‥ 二
~
チ

;

さ
丁

素志
墨

∴

_

20 7

わずか で あ っ た .
コ ン カ ナ バ リ ン A (c o n c a n a v ali n A

,
C o n A) の

陽性染色 は こ れ らの 細胞質内蓄積物質 と マ ク ロ フ ァ
ー

ジ に は認

め ら れ な か っ た . 表 3 に レ クチ ン 組織 化学の 結果をまと め る .

こ れ ら レ クチ ン 陽性物質は 中枢神経 内の 貪食紳胞に最 も強く認

め ら れ
, 大脳皮質と 基底核 お よ び脊髄運動神経細胞に は腫張や

変形 は なく, 数に も変化が なか っ た
.

2 . M n d 腹腔臓器

肝細胞 と肝静脈周囲の 淡 明な胞体の 細胞 には エ ビキ チ ン 陽性

顆粒 は全く認 め られ なか っ た . 肝静脈周囲の 細胞は デ ス ミ ン 陽

性で
,
It o 細胞 と考えら れ た

3 1)
. 抗 G M 3

, 抗 G b 4
, 抗 Gb 5 抗体

で は
,

凍結 切片で の み こ れ らの 細胞 体に顆粒状 に染色 され た

(図4A) . 抗 G M l
,
抗 G M 2 抗体 で は

,
It o 細胞 は 染色さ れ なか

っ た . レ ク チ ン組織化学染色で は こ れ ら の 細胞体は W G A によ

Fi g . 3 . Le cti n h i s t o c h e m i s tr y of M n d C N S . (朗 Wh e at g e r m

a g gl u ti n i n (W G A ) st ai ni n g of b a s al g a n gl i a 丘
･

o m 3 2 -

W e e k -

0 1d

M n d b r ai n . T h e m i c r o gli a o r m a c r o p h a g e s a r e i n t e n s el y

S tai n e d b y W G A . (B) W G A s tai n i n g of s pi n al c o r d h
･

O m 4 0 -

W e e k -

01d M n d . S t o r a g e m a t e ri al i s b e st s e e n i n ph a g o c yti c

C ell s i n th e C N S . A f e w m i c r o gli a o r m a c r o p h a g e s a r e m o r e

i n t e n s el y s t ai n e d th a n s pi n al m o t o r n e u r o n s . (C ) H eli x

P o m a ti a a g gl u ti ni n (H P A) s t ai ni n g of s pi n al c o r d fr o m 4 0-
W e e k -

01d M n d . T b e p e ri n e u r o n al ar e a ar e m ai n ly i n v ol v e d
,

a S

i n d i c a t e d b y th e di s trib u ti o n o f H P A p o siti v e d e p o si ts an d

m a c r o p h a g e s i n n e u r o pil . ( D) S ol a n u m iu b e r os u m a g gl u ti n i n

(S T A) s t ai n i n g of s pi n al c o rd fr o m 4 0L W e e k -

Old M n d . S m c a n

al s o s t r o n gl y s t ai n th e s c a tt e r e d m a c r o p h a g e s . O ri gi n al

m a g ni丘c ati o n s o f e a c h pi ct u r e is x 2 8 0 a n d e a ch h o ri z o n t al b a r
･

i n di c a te 5 p m .
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蓄積物質の レ ク チ ン に よ る検討

っ て強く染 色 さ れ ( 図4 B) , さ ら に A みγ〟ぶ 少 βC αね γ才鋸5 凝 集素

ulb r u s P Yt7C a tO ri u s a g gl u ti ni n
,
A P A) ,

H P A
,

L E A , R C A -1
,
S T A

,

Ⅵ 仏 で も染色 さ れ た が (図4C) ,
C o II A

,
瓜 溢 血 桔 相 知 Ⅶ 凝集素

(D oli ch os biP o r u s a g gl u ti ni n
,
D B A) ,

Li m u l u s P o W h e m u s # 集素

(Li m ul u s P o 抽h e m u s a g gl u ti n i n
,
L P A ) ,

ピ
ー

ナ ッ ツ 凝 集素

(p e a n u t a g gl u ti n i n
,
P N A) ,

大豆凝集素 ( s o yb e a n a g gl u ti n i n
,

S B A) ,
Ul e x e u rpP a e u s 凝集素( Ule x e u r坤 a e u s a g gl u ti ni n

- 1
,
U E A -

1) で は染ま ら なか っ た (図4 D) .
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Fi g ･ 5 ･ G l y c oli pi d c o m p o siti o n of b r ai n s a n d li v e r s ･ G ly c olipid s

Of b r ai n s (1 ef t) a n d li v e r s (r i g h t) a r e a s s h o w n i n h i gh

p e rf o r m a n c e th i n l a y e r c h r o m at o g r a p h y pl a t e s . (A ) N e u tr al

gly c oli pi d c o m p o siti o n of b r ai n s a n d li v e r s f r o m M n d a n d

C O n tr ol m i c e ･ N e u tr al gl y c oli pid s b e a ri n g gl u c o s yl c e r a m id e

(G l u C e r) , g al a c to s yl c e r a m id e ( G al C e r) a n d l a c to s yl c e r a m id e

(L a c C e r) a r e th e m aj o r c o m p o n e n t s o f b r ai n . T h e

C O m p O Siti o n s of n e u tr al gl y c oli pi d s a r e e s s e n ti a11y si m il a r i n all

M n d a n d c o n tr ol b r ai n s . H o w e v e r
,
i n M n d li v e r s

,
b o th G l u C e r

a n d L a c C e r i n c r e a s e p r o g r e s s i v el y w it h a g e .

As i al o g a n gli o si d e 2 ( G A 2) , gl o b o t e t r a o s e ( G b 4) a n d

gl o b o p e n t a o s e ( G b 5) a r e n o t r e m a r k a b l e . (B ) A ci d i c

gly c oli pid c o m p o siti o n of b r ai n s a n d li v e r s f r o m M n d a n d

C O n tr Ol m i c e . T b e m 如O r C O m p O n e n t S Of a cidi c gl y c oli pid a r e

m o n o si al o g a n gli o sid e (G M ) 1
, di si al o g an gli o sid e ( G D) 1 a a n d

tri si al o g a n gli o sid e ( G T) 1 b . T h o s e a r e sli gh tl y d e c r e a s e d i n

th e M n d
.
b r ai n s

,
W hil e th e r e i s a sli gh t i n c r e a s e of G M 3 i n

S O m e M n d b r ai n s a n d li v e r s . L a n e l
,
1 6 -

W e e k -

01 d c o n t r ol

m o u s e; L an e 2
,
1 6 -

W e e k s
-

Ol d M n d ; L a n e 3
,
3 2 -

W e e k s - 01 d

C O n tr ol m o u s e; L an e 4
,
3 2 -

W e e k -

01d M n d m o u s e; L an e 5
,
4 0 -

W e e k -

01d M n d m o u s e .

1 2 3 4

3 1 ?∵ ∴ 磯粋

2 1 .5
-

1 2 3 4 5 6 7 8
k D a

=

1
も亀

■
l

■■ _ 6 6

t･■
■ ■-■

_ 4 5
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柵 2 1 . 5
-

1 4 . 5

Fi g . 6 . S D S - P A G E a n d L e c ti n b l o t o f b r ai n a n d li v e r

h o m o g e n a te . (刃 S D S -P A G E of b r a in a n d li v e r h o m o g e n a te .

I . a n e l
,
b r ai n o f 3 2 -

W e e k -

01 d c o n tr ol m o u s e; L a n e 2
,
b r ai n of

3 2 -

W e e k -

01 d c o n tr ol m o u s e;I , a n e 3
,
1i v e r o f 3 2 - W e e k- 01d c o n tr ol

m o u s e; L a n e 4
,
li v e r

･

o f 32 - W e e k- 01d M n d m o u s e . (B) Le c ti n

b l o t a n al y si s o n n i tr o c ell u l o s e m e m b r a n e of th e b r ai n

h o m o g e n a t e . L a n e l
,
H P A b l o t o f c o n t r ol b r a i n (3 6 w e e k s

Old); I ^ n e 2
,
H P A bl o t of M n d b r ai n (3 6 w e e k s old); L a n e 3

,

S T n bl o t of c o n tr ol b r ai n (3 6 w e e k s old); L a n e 4
,
S T A bl ot of

M n d b r ai n (3 6 w e e k s o ld ) . (C ) L e c ti n b l o t a n al y si s o n

n itr o c e11 ul o s e m e m b r a n e of th e li v e r h o m o g e n a te . L a n e l to 4
,

1 e cti n b l o t o f w h ol e li v e r h o m o g e n a te; l J a n e 5 t o 8
,
1 e c ti n bl o t of

liv e r st ell at e c ell f r a cti o n ; I . a n e l a n d 5
,
H P A bl ot of c o n t r ol (3 6

W e e k s ol d); I J a n e 2 an d 6
,
H P A bl o t o f M n d (3 6 w e e k s ol d);

L a n e 3 an d 7
,
S T A bl o t of c o n tr ol (3 6 w e e k s ol d); L an e 4 a n d 8

,

S T A bl o t o f M n d (3 6 w e e k s ol d) . S D S - P A G E a n d l e cti n bl o t

a n al y si s a r e n o t r e m a rk a bl e .
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Ⅱ . 糖脂質 分析

脳 か ら 得 ら れ た 中 性 糖 脂 質 で は グ ル コ シ ル セ ラ ミ ド

kl u c o s yl c e r am id e
,
Gl u C e r) ,

ガ ラ ク トシ ル セ ラ ミ ド k al a c to s yl

c e r a m i d e
,
G al C e r) ,

ラ ク リ シ ル セ ラ ミ ド (1 a c t o s yl c e r a m id e
,

L a c C e r) が 主成分だ っ た が
, 対照と M n d と の 間に 明ら か な 差は

なか っ た (図5A) . 肝臓 か ら得 られ た中性糖脂質で は 6 個 以 上 の

オリ ゴ糖を有 する 成分が 主だ っ た が
,

正確 な糖鎖 は 同定 で きな

か っ た . M n d で は Gl u C e r と L a c C e r の 増加が認 め られ
,

週齢が

増す と そ の 傾向は よ り明 らか と な っ た (図5A) ･ 酸性糖 脂質 で

は著 明な差 は なか っ た が
,

一 部 の脳 と肝で G M 3 の 増加 の 認 め

ら れ る こ とが あ っ た (図5 B) .

Ⅳ . 蛋白解析

S D S _P A G E で は脳
,
肝 と も に分離 パ タ

ー ン は 同
一

で (図6 A) ,

異常 バ ン ドの 出現 は 認 め ら れ なか っ た . S T A な ら び に H P A 結

合性 を指標 と し た検討 で は脳 , 肝臓
,

非実質細胞分画 と もに 明

ら か な変化は なか っ た (図6B
,
6 C) .

考 察

M n d は 本来A u の モ デ ル と して M e s s e r ら
1 卜 3 )

に よ り報告 さ

れ た . しか しC h o u ら
7)
は こ の M n d が 運動神程 だ けで な く ほ と

ん どの 神経 に糖脂質 が 蓄積す る
一

種 の蓄積病で あ る可 能性 を指

摘 した . さ ら に最近
,

M n d は視 力障害を伴 い
3 2)

, 神経 細胞内 に

リ ボ フ ス テ ン 横物 質 と ミ ト コ ン ドリ ア A T P a s e の サ ブ ユ ニ ッ ト

c の 蓄積が 認 め られ る こ とな どか ら
,
J N C L の モ デ ル で あ る可

能性が 示唆さ れ て い る
5) 6)8)

今 回の 検討 で は P ar d o ら
6)

,
C h o u ら

7)
の 報告 と同様

,
自 己蛍

光 陽性 ,
L F B 陽性 ,

P A S 陽性物 質が多くの 神経細 胞
,

グ リ ア

細 胞と マ ク ロ フ ァ
ー

ジ に集積 して い る こ と が確認 さ れ た ･ さ ら

にC b ｡ u ら
7)
が 指摘 した よう に肝臓内 のIt o 細胞 にも自 己蛍光陽

性,
L F B 陽性,

P A S 陽性物質が 蓄積 して い る こ と が 明 らか と な

っ た .
こ れ らか ら M n d は中枢神経 だ けで なく 全身 の 糖質 と脂

質を含む 物質 の 蓄 積 が 主 病 態 と 推 測 さ れ た ･ ま た M e s s e r

ら
l) 2)33)

,
C all a h a n ら

3 4)
の 報告 と は異 なり, 脊髄運動神経 は 比較

的保た れ
,

筋に も著明な萎縮は 認め ら れ な か っ た t また 形態学

的 に他の 中枢神経系神経細胞 にも腫脹, 変性,
グリ オ

ー シ ス は

ほ と ん ど なく,
A u 等の 系統変性 疾患と は 明ら か に異 な っ て い

た . さ ら に エ ビ キ チ ン 陽性 反応 も
, 神経細胞周囲 に む しろ多く

認 め ら れ た .
こ の 点 に つ い て 最近A u で 初期病変 と して 注目さ

れ てい る シ ナ プス の 病変
=15 ト 3 7)

を 疑 っ たが
,

シ ナ プ ス の 指 標と

な る シ ナ プ ト フ ィ ジ ン の 染色性 は コ ン ト ロ ー ル と 変化 な か っ

た . 同時 に シ ナ プ トフ ィ ジ ン の 免疫染色反応は ユ ビキ チ ン 陽性

部位 とも 一 致せ ず ,
シ ナ プ ス 関連 蛋白 の 神経網胞体周 囲で の 変

性は 明らか で なか っ た .

レク チ ン 組織化 学の 結果か ら
,

こ れ ら 蓄積物 質に は レ クチ ン

結合部位 が ある 事が 明 らか と な っ た . こ の 所見は 主に 中枢神経

内の マ ク ロ フ ァ
ー

ジ とIt o 細 胞 に見 ら れ
,

しか も臨床症 状の 現

れ る以前か ら認 め ら れ月齢 と とも に増加 した . この レ ク チ ン結

合部位 に は
,

W G A ,
S T A

,
L E A が 結合す る こ とか ら 2 な い し

4 偶の 連続 した ア セ チ)L/ グ ル コ サ ミ ン ( N l a c e t yl gl u c o s a m i n e
,

GI c N A c) の 存在す る こ とが考え られ た ･ さ ら に A P A
,

R C A -1 の

結 合 か ら は ,
ラ ク ト

ー ス (1 a c t o $ e
,
L a c) と ガ ラ ク ト ー ス

鹿al a ct o s e
,
G al) が含ま れ る こと が 推測さ れ た ･ しか しシ ァ ル酸

と マ ン ノ
ー

ス ( m a n n o s e
,
M 皿) は含まれな い か きわ め て 少量 で

ある と考 えられ た .

レ クチ ン 組織化学 は い く つ か の 複合糖質蓄積病 で診 断の ため

に特徴 的な 染色 パ タ
ー ン を示す こ と が 知 られ て い る

1 7卜 25)
. ガ

ン グリ オ シ ド
ー

シ ス で は C o n A
,

D B A
,

S B A
,

U E A -1 に よる陽

性 染色 が報 告さ れ
,

動物種 とサ ブ タ イ プに よ っ て 若干染色性が

異なる もの の
,

M n d と最 も異 なる点 は W G A の 陽性染色が なく
,

c ｡ n A 陽性物 質が ほ と ん ど 全て に認 め ら れ る点 に あ る
20) 2 1)

.
こ

の 他 に ヒ ト ある い は動物 の G M l ガ ン グリ オ シ ド
ー

シ ス
1 9)

, グ

ロ ポ イ ド細 胞 自 質 ジ ス ト ロ フ ィ
ー

( ク ラ ツ ベ 病)
19)

,
フ ァ ブ

リ 病
2 3)

,

ニ ー

マ ン ･ ピ ッ ク 病
2 3)

,

ニ ー

マ ン ･ ピ ッ ク 病C 型
24)

,

ゴ ー シ ェ 病
23)2 4)

,
｡

- マ ン ノ シ ド
ー シス

3 8)
,

ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン

脂質症
39)

,
成犬発症 ラ イ ソ ゾ

ー ム 蓄積症
4 0)

, βガ ラ ク ト シ ダ
ー

ゼ 欠損症
4 1)

,
α

- ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 欠損症
4 り

,
バ ル ブC マ ウス に

お ける 糖蛋白蓄積症
42) な どが 報告 され て い る . しか し ,

M n d と

同
一

の レ ク チ ン 陽性 パ タ ー ン を呈 した他 の 蓄 積病 の 報告は
, 調

べ 得 た範囲で は 全く な い . 動物種 に よ っ て 蓄積症の レク チ ン染

色 性 は異 な る 可 能性 が あ る と さ れ る が
20】

,
こ れ まで の ヒ トの

N C L や 動物 モ デ ル で の 検討 で は 共通 して C o n A 染色が 強く陽性

と され て い る
4 3) 44)

. N C L s の 亜 型で ある ク フ ス 病 に お ける 我々

の 検討 で も , 同様 に C o n A は強く 染色 さ れ る も の の W G A には

染ま らず,
こ れ ら の 報告 と 同 じ結 果で あ っ た

45)
･ 従 っ て ヒ トと

動物 の N C L s に 共通 して 認 め ら れ る べ きC o n A 陽性 染色 が ない

点 は
,

M n d に際 だ っ た 特 徴 と言 え る ･
こ れ ら の こ と か ら は

,

M n d がJ N C L や ガ ン グリ オ シ ド
ー

シ ス ある い は 既知 の 蓄積症モ

デ ル で ある 可能性 は極 め て低 い と思 わ れ た .

さ ら に W i si n i e w s ki ら
43)

はJ N C L 神経細 胞 に は S B A
,

P N A
,

u E A ,1 に結合す る 物質が 蓄積 し
,

こ れ ら の 陽性物 質は 正常 コ ン

トロ ー ル に は なく,
ま た 加齢 に よ っ て も こ の よ う な陽性物質は

出現 しない 辛 か らJ N C L に特異 的な染 色性で ある と報告 した ･

S B A は ア セ チ ル ガ ラ ク トサ ミ ン ( N- a C e t yl g a l a c t o s a m i n e
,

G al N A c) を
,

P N A は G al の 結合 し た G al N A c を ,
U E A -1 は フ コ

ー ス に最 も強く 結合す る と さ れ る が
23) 25)

,
M n d で は こ れ ら レク

チ ン に 陽性 と な る蓄積物 質は 認め ら れ な か っ た .
こ の こ とから

少 なく と も M n d 組織 に は こ れ ら の 糖 鎖 を有 す る 物 質の 蓄碩は

な い か
,

極 め て 少量 し か 存在 し な い と考 え ら れ
,

こ の 結果も

M n d がJ N C L の モ デ ル で あ る と0) 説を 支持 し なか っ た ･

こ れ まで の 報告 で N C L s に生 化学 的 に蓄積 し て い る こ とか証

明さ れ て い る A T P a s e サ ブ ユ ニ ッ トC は糖 鎖 をも た な い こ と が

知 ら れ て い る た め
1 2 酬

,
レ ク チ ン 結 合性 は な い と 考え J 止 る ･

同 じ よう に N C L s と M n d で 蓄積が 認め られ る オ リ ゴ糖鎖

した ドリ コ
ー ル は

,
ペ プ チ ドの N 型糖鎖形成 に 重要で あり,

樟

数の M a n と GI c N a c を含 む と さ れ て い る
n n 1 0)

･

･･ ) まり こ の よ
■

う

な ドリ コ
ー ル の 紙月包内幕積が み ら れ る 病態 で は

,
W G A

,
S 肌

L E A は GI c N A c に結 合 し
,

細胞 内に 陽性染色 と な っ て 醐 L 得る

と 思 わ れ る . し か し ド リ コ
ー ル に 含ま れ る M a n に貴い ノ

ては

c ｡ n A が 結 合す る た め
25プ

,
オ リ ゴ 糖鎖 の 結合 し た ドリ コ

ー ル の

蓄積が ある な ら ばC o n A 染色陽惟と な る ･ 事実,
こ れ まで トリ

コ
ー

ル の 蓄積 が 確認 さ れ て い る N C L s で の C o n A 陽性 染色は･

ドリ コ
ー

ル に結 合 した M a n が C o n A 結 合惟 を反映 して い ると理

解 され て い る
9) l 桝 側

. M n d で 生 化学的 に ドリ コ
ー ル の 増加が

報告 さ れ て い が に も関わ らず C o n A の 結 合性が 認 め ら れ なか

っ た こ と は
,

M a n を含 む物 質が 量 的 に 少 な い か
,

あ るい は

M n d で の 蓄積 の 過程 で レ ク チ ン 結合 能 を失 っ て い る 可能性が

ある と思 わ れ る .

I t o 細胞 は傍類洞星状細胞 b e ri si n u s oid al s tell at e c ell) ある い
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は脂肪蓄積細胞 (f at -

St O ri n g c ell) と も呼ば れ る 非実質細胞の
一

っ であり, 脂肪と レナ ノ ー ル 酸の 代謝
,

保存 に重要 な役割 を果

たし
,

コ ラ
ー

ゲ ン や 細胞外 マ ト ッ リ ッ ク ス の 産生 を行い
, 肝線

維化に 関わ っ て い る と さ れ る
47)

､

5 1)
. 肝実 質細胞 と非実 質細胞

の レク チ ン組織 化学に つ い て は
l 痛組織 と の 対比

5 2 卜 54)
や 正常

と薬物負荷 と の 比較
55)

,
あ るい は 細胞外 マ トリ ッ ク ス の 糖鎖

56)

などで報告 され て い る . こ れ らの 報告 に よ れ ば
, 肝実質細胞の

細胞質に は今回の 検討 に用 い た レ ク チ ン の 結合性 は観察 され る

こ とが なく ,
ク ッ プ フ ァ

ー 細胞 の 細胞 質 に W G A
,
S B A

,
P N A

陽性染色 が 観察 さ れ う る と さ れ る .
こ れ ま で 蓄積症 に お け る

Ito 細胞 の 増加 と 染色性 の 変化が 見出 さ れ た 報告 は なく , I t o 細

胞の 増殖 は M n d に 極め て特 異 的か つ 特 徴的 な所 見と い え る
.

Ito 細胞の 増殖 は レ テ ノ ー ル 酸 過剰状態 で 認め ら れ る と さ れ る

が
47)

,
レ チ ノ

ー

ル 酸は自 己蛍 光を発 し
57)

,
M n d に み ら れ る蓄積

した自 己蛍 光物質 の
一

部 を構成 して い る 可能性 は 否定 で き な

い
. さ ら に レ ナ ノ ー ル 酸 は神経細胞 の 分化 と増殖 に重要 な役割

を果た して い る こ と が 明ら か と な っ て きて い る が
5 8)

,
過剰状態

での 神経細胞 の 変化 に つ い て の レ クチ ン 組織化学 的検討 は検索

し得た範囲で 報告が ない た め
, M n d と の 異同は 不明で ある .

I to 細胞に は 免疫 組織学 的 にG M 3 と Gb 4
,

G b 5 の 存在が 確認

できた
.

こ れ ら の 糖 脂質 は セ ラ ミ ド ( c e r a m id e
,
C e r) に G al

,

G Ic ,
G al N A c が結合 して い る た め

,
レ クチ ン 陽性 の

一

部 は説 明

可能で ある . しか しM n d に特徴 的な W G A の 結合性 は説 明で き

ず,
こ れ ら糖脂 質の 存在 は 直ち に こ れ ら糖脂 質代 謝障害を示唆

するもの で は ない と考えた .

生化学 的に脳
,
肝臓 で は 明ら か な レ ク チ ン結 合蛋白の 増 加は

認め られ ず, 糖脂 質定量 で は肝臓 で
一

部 中性糖脂 質の 増加 が認

められ た が , 脳 で こ の よう な 変化 は なく , 対照と の 差は検 出 し

得なか っ た . また肝臓 で増 加 して い た糖脂 質で は 組織 学的な レ

クチ ン結 合部位 を 説明する こ と が で きず
l 他の 微 量糖脂 質成分

も検討 す る 必 要が あ る と 思 わ れ た . さ ら に 今 回 の 検討 で は

SD S -P A G E と レ クチ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グで レ ク チ ン 結合蛋白の 異

常が明ら か で は なか っ た .
こ れ は 蛋白と して の 蓄積物質の 単位

組織重量あた りの 総量が 少 ない か
,
効 果的に 抽出さ れ な か っ た

可能性, 選択 した ゲ ル で は 分離が 得ら れ なか っ た 町能性 な どが

考えられ た .

I to 細胞 の 増殖 と蓄積物 質 の 性 質と レ ク チ ン 組織化学 の 結 果

から
, 肝I t o 細胞 分画や 中枢 神経 由来 マ ク ロ フ ァ

ー

ジ を対 象と

して
, 細胞内の 脂質代謝と 細胞外 マ トリ ッ ク ス な どの 関係 をよ

り詳細 に検 討すべ きで は な い か と思わ れ る .

結 論

AI ,S の モ デ ル と して 報告 さ れ
,

N C L s の モ デ ル で ある 可 能性

が示唆さ れ て い る M n d を対象 に
, 組 織 に お け る糖鎖 の角牢析 に

有用と され る標識 レク チ ン を用 い て
, 神経組織 にお け る蓄積物

質とその 糖鎖 に つ い て の 解析 を行 い
,

以 下 の 結果を得た .

1 . M n d で は 主 に中枢神経系 内の マ ク ロ フ ァ
ー

ジと 神経細胞
,

さら にデ ス ミ ン 陽性 の It o 細 胞と 考 えら れ る肝臓 内洞 周囲非実

質細胞 に レク チ ン
,

すな わ ちH P A
,

L E A
,

R C A l
,
S T A

,
Ⅵ 仏

,

W G A 陽性物 質が 蓄積 して い た
.

こ れ ら の レ ク チ ン 陽性 物質 に

は2 ない し4 個 の 連続 した GI c N A c
,

L a c と G al が 含ま れ る こ と

が推測され た

2 .I t o 細胞 に は G M 3
,

G b 4
,

G b 5 が 免疫 組織 学的に証 明され
,

レクチ ン 陽性物質の
一

部は糖脂 質で ある と考 えら れ た .

3 . レ ク チ ン を 指標 と し た脳 お よ び 肝 由来糖 蛋白解析 で は
,

M n d と対照と の 間に は明 らか な差 は検 出 し得 なか っ た .

4 . 組織化学的 に M n d に認め られ た レ ク チ ン結合性 は N C lぷ と

は 全く 異な っ て おり
,

少 なくと も蓄積物質の 糖鎖構造の 点 か ら

は
, N C L s と は別の 代謝異常の 存在を示唆する もの と思 われ た .
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n e u r o n d i s e a s e . J N e u r o p a th oI E x p N e u r o1 5 4 : 6 7 3 -6 7 9
,
1 99 5

3 8) C a s t a g n a r o M . L e c ti n h i st o c h e m i s t r y o f th e c e n tr al

n e rv O u S S y S te m i n a c a s e o f f eli n e α
-

m a n n O Sid o si s . R e s V et S ci

4 9 : 3 7 5 -3 7 7
,
19 9 0

3 9) K a m iy a S
,
Y a m a g a m i T

,
U m e d a M

,
S u gi y a m a M

,
D aig o M ･

Le c ti n hi s t o c h e m i s tr y o f f o a m y c ell s i n n o n - n e r V O u S ti s s u e s of

f eli n e s p h i n g o m y eli n o si s . J C o m p P ath ol l O 5 : 2 4 1 -2 4 5
,
1 9 91

4 0) K l O W l e s K
,
A l r o y J ,

C a st a g n a r o M
,
R a gh a v a n S S

, J a k o w s ki

R M
,
F r e d e n G O . A d u lt -

O n S e t l y s o s o m al s t o r a g e d i s e a s e i n a

S c hi p p e r k e d o g : Cli n i c al
,

m O r p h ol o gi c al a n d b i o c h e m i c al stu die s ･

A ct a N e u r o p a th ol (B e rl) 8 6: 3 0 6 -3 1 2
,
1 9 9 3

4 1) M u r n a n e R D , A h e r n R i n d ell A J ,
P ri e u r D J .

L e cti n

h i s t o c h e mi st r y of a n o v i n e l y s o s o m a l s t o r a g e di s e a s e w ith

d e 鮎i e n ci e s o f i?
-

g al a ct o sid a s e a n d al p h a - n e u r a m i n id a s e . A m J

P a th ol 1 3 5 : 62 3 -6 3 0
,
1 98 9

4 2) W ei n t r a u b H
,
A k o y J ,

D e G a s p e ri R
,
G o y al Ⅴ

,
S k u tel sk y E ,

P e n t c h e v P G
,
W ar r e n C D ･ S to r a g e o f gl y c o p r o t ei n i n N C T R

･

B alb / C m o u s e . Le cti n h i s to c h e m i str y ,
an d bi o ch e m i c al stu di e s ･

V ir c h o w s A r c h B C e11 P ath ol I n cI M oI P a th 01 6 2 : 3 4 7 -3 5 2 ,
1 9 9 2

4 3) W i s n i e w s k i K E
,
M a sli n sk a D . L e c ti n h i s t o c h e m i s tr y i n
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br ai n s w ith j u v e nil e f o r m o f n e u r o n al c e r oi d -1i p o f u s ci n o si s

(B a tte n di s e a s e) ･ A ct a N e u r o p a th 01 (B e rl) 8 0 : 27 4 -2 79
,
1 9 9 0

44) E ll e d e r M ･ Le c ti n hi s t o ch e m i c al s tu d y of li p o pi g m e n t s w ith

s p e ci al r e g a r d t o n e u r o n al c e r oi d -1i p o fu s ci n o si s ･ R e s ul ts w ith

c o n c an a V ali n A . H i st o c h e mi st r y 9 3 : 1 9 7 -2 0 5
,
1 9 8 9

45) K o m ai K
,
M ak i fu c h i T

,
S a k aji -

ri K
,
T a k a m o ri M ･ Le c ti n

hi st o c h e m i s tr y i n K u f s
l
d i s e a s e . B r ai n P a th I

O1 7 : 1 0 9 7
,
1 9 9 7

(a b s t .)

46) P al m e r D N
,
F e a r nl e y I M

,
M e d d S M

,
W alk e r J E

,
M a rti n u s

R D
,
B a yli s s S L

,
H all N A

,
L a k e B D

,
W o lf e L S

,
J o 11 y R D .

L u s o s o m al st o r a g e of th e D C C D r e a c tiv e p r o t e oli pi d s u b u nit of

m it o c h o n d ri al A T P s y n t h a s e i n h u m a n a n d o vi n e c e r o i d

lip o fu s ci n o s e s ･ A d v E x p M e d B i o1 2 6 6 : 2 1 1 -2 2
,
1 9 8 9

47) D a vi s B H
,
P r a tt B M

,
M a d ri J A . R e ti n ol a n d e x tr a c ell u l a r

c oll a g e n m at ri c e s m o d ul at e h e p a ti c I to c ell c oll a g e n p h e n o ty p e

a n d c ell u l a r r eti n ol bi n d i n g p r o t ei n l e v el s . J B i oI C h e m 2 6 2 :

1 0 28 0 -1 0 2 8 6 ,
1 9 87

48) B l o m h off R
,
W a k e K . P e ri si n u s oid al st ell at e c ell s o f th e

li v e r: i m p o rta n t r ol e s i n r e ti n ol m et a b oli s m a n d fib r o si s . F A S E B

J 5 : 2 71 -2 7 7
,
1 9 9 1

49) B o u w e n s L
,
D e B l e s e r P

,
V a n d e rk e r k e n K

,
G e e r ts B

,
W i s s e

E . Li v e r c ell h et e r o g e n eity : fu n cti o n s o f n o n
-

P a r e n C h y m al c ell s .

E n 町 m e 4 6 : 1 5 5 - 16 8
,
1 9 9 2

50) Pi n z a n i M . N o v el i n si gh ts i n to th e b i ol o g y a n d p h y si ol o g y

Of th e It o c ell . P h ar m a C OI T h e r 6 6 : 3 8 7 -4 1 2
,
1 9 9 5

51) W is s e E
,
B r a et F

,
L u o D

,
D e Z a n g e r R

, J a n s D
,
C r a b b e E

,

V e r m o e s e n A . S t ru C t u r e an d fu n c ti o n of si n u s oi d al li ni n g c ell s i n

2 1 3

th e li v e r . T o xi c oI P a th o1 2 4 : 1 00 -1 1 1
,
1 9 9 6

5 2) Z h a n g S M
,
W u M C

,
C h e n H

,
Z h a n g X Z . E x p r e s si o n o f

gl y c o c o nju g at e s i n i n t r a h e p a ti c c h ol a n gi o c ell u l a r c a r ci n o m a .

V i r c h o w s A r c h A P a th 01 An at H i st o p a th o1 4 1 5: 3 9 5 -4 0 1
,
1 9 8 9

5 3) Z h a n g S M
,
W u M

,
C h e n H

,
Z h a n g X . C h a n g e s o f

gl y c o c o nj u g a t e s i n h u m a n h e p a t o c ell u l a r c a r ci n o m a .

H i st o c h e m i s tr y 9 2 : 1 7 1 - 1 7 5
,
1 9 8 9

5 4) M u r a k a m i I
, S a rk e r A B

,
H a y a s h i K

,
A k a gi T . L e c ti n

bi n d i n g p a tt e r n s i n n o r m al li v e r
,

Ch r o ni c a c ti v e h e p atiti s
,
1i v e r

Ci r r h o si s
,

a n d h e p a t o c e11 ul a r c a r ci n o m a . A n

i m m u n o hi st o c h e m i c al a n d i m m u n o el e ct r o n m i c r o s c o pi c st u d y .

A ct a P ath oIJ p n 4 2 : 5 6 6 - 5 7 2
,
1 9 9 2

5 5) W itt M
,
Kl e s s e n C . L e c ti n b i n d i n g sit e s i n n o r m al a n d

p h e n o b a rb it al e / h al o th a n e t r e a t e d r a t li v e r . A hi st o c h e m i c al

St u d y . H i s t o ch e m i str y 9 0: 3 9 1 -3 9 7
,
1 9 89

5 6) I c h i d a T
,
S u gi t a n i S

,
S a t o h T

,
M a ts u d a Y

,
S u gi y a m a M

,

Y o n e k u r a K
,
I s hik a w a T

,
A s ak u r a H . I , O C ali z a ti o n of h y alu r o n a n

i n h u m a n li v e r si n u s o id s : a h i s t o c h e m i c a l s t u d y u si n g

h y al u r o n a n
-bi n di n g p r ot ei n . Li v e r 1 6: 3 65 -3 7 1

,
19 9 6

5 7) W olf e I .S
,
氾 n N M

,
B a k e r R R

,
C a r p e n t e r S

,
An d e r m a n n F .

I d e n tifi c a ti o n o f r e ti n o yl c o m pl e x e s a s th e a u t o fl u o r e s c e n t

C O m P O n e n t Of th e n e u r o n al st o r a g e m at e ri al i n B a tt e n di s e a s e .

S ci e n c e 1 9 5 : 1 3 6 0 - 1 36 2
,
1 9 7 7

5 8) M a d e n M
,
H ol d e r N . T h e i n v oI v e m e n t of r e ti n oi c a ci d i n

th e d e v el o p m e n t o f th e v e rt e b r a t e c e n t r al n e r v o u s s y s t e m .

D e v el o p m e n t 2 (s u p pl) : 8 7 - 94
,
1 9 9 1

M ot o r n e u r o n d e g e n e r a ti o n m o u s e a s a M o d el o f S t o r a g e D is e a s e ･

-

H ist o c h e m i c al a n d B i o c h e m i c al A n al y si s U si n g

Le cti n s - K iy o n o b u K o m ai
,
D e p a r t m e n t o f N e u r o l o g y ,

S c h o o l o f M e d i ci n e
,
K a n a z a w a U n i v e r s l ty ,

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 0 7 , 2 0 3

-

2 1 3 (1 9 9 8)

K e y w o r d s M n d m o u s e
,
1 e cti n s

,
1ip o f u s ci n o si s

,
h i s t o c h e mi s t ry , g ly c o lip i d s

A b st r a tt

T h e a u t o s o m al - d o mi n a n t m o t o r n e u r o n d e g e n e r a ti o n m o u s e ( M n d ) w a s o rig i n a11 y
r e p

o l
-

t e d a s a n a n i m al m o d el l
ご

o r

a m y o t r op h i c l a te r al s cl e r o si s ( A L S ) ･ R e c e n t s t u d i e s s u g g e s te d
,
h o w e v e r

,
th a t M n d m ig h t b e a m o d e l o f j u v e n il e n e u r o n al

C e r Oid li p o f u s ci n o si s (J N C L) ･ W e a p p li e d b i o ti n y l a te d l e c ti n s t o M n d ti s s u e to r e v e al th e o lig o s a c c h a ri d e r e si d u e s i n s t o r a g e

m at e ri a l s ･ B i o c h e m i c al a n aly s I S W a S al s o p e rtb r m e d t o f u rth e r c h a r a c te ri z e th e g l y c olip i d a n d g ly c o p l
･

o t ei n c o m p o n e n ts i n th e

li v e rs a n d c e n tr al n e r v o u s sy s te m s ( C N S ) o f M n d c o m p a r e d to a c o n tr o l g r o u p ･ T h e a c c u m u l a ti o n o f l u x o l f a s t b l u e (L F B )

a n d
p e ri o d i c a ci d S c h i ff ( P A S) p o si ti v e m a t e ri al s

,
m O Stl y i n th e n e u r o n s

, gli al c ell s a n d m a c r o p h a g e s w a s c o n fi r m e d i n th e

M n d m i c e ･ A I s o
,

W e f o u n d c h a r a c t e ri s ti c c h a n g e s i n li v e r I t o c e 11 s c o n t a i n i n g L F B a n d P A S p
-

o s iti v e m a t e ri al s a n d

a u to fl u o r e s c e n t i n tr a c y to p l a s m i c s t o r a g e m a te ri al
,

W h il e n o It o c e ll s w e r e id e n ti fi e d i n th e n o r m al c o n tr ol li v e r s . l m m u n o
-

a n d

le c ti n h i s to c h e m i s tr y cl e a rly id e n tifi e d th at g ly c o lip i d s a n d l e c ti n p o si ti v e g r a n u l e s a c c u m u l a te m ai n ly l n m a C r OP h a g e s i n th e

C N S a n d I t o c e ll s o f li v e r c ol o c ali z e d w i th L F B / P A S p o siti v e m a te ri a l s . A bi o c h e m i c al s tu d y s h o w e d th at b o th gl u c o sy l

C e r a mi d e a n d l a c t o s y l c e r a m i d e c o n te n ts i n th e li v e r i n c r e a s e d p r o g r e s si v e ly w i th a g e ･ It is s u g g e s te d th e s u g a r c o m p o n e n t o f

StO r a
g e m a t e ri al c o n t ai n s g l u c o s a m i n e i n o li g o m e r s a s s e e n b y p o si ti v e s tai n l n g W ith W h e a t g e r m a g g l u ti n i n

,
S o l a f u I m

tu b e r o s u m a g gl u ti ni n a n d L y c q p e r si c o n e s c u l e n t u m ag g l u ti n i n . I t m i gh t al s o c o n t ai n l a c t o s e a n d g al a ct o s e r e sid u e a s s h o w n

b y b i n d i n g w i th A b r u s p r e c a t o ri u s a g g l u ti ni n
,
R i ci u s c o m m u n i s a g gl u ti n i n

- 1 a n d V i ci a vill o s a a g g l u ti n i n ･ O u r l e c ti n

histo c h e m i s tr y d i d n o t s u p p o rt th e fb a s ab ili ty o f u si n g M n d a s a m o d e l o f J N C L ･ W e c o n cl u d e i n st e a d t h a t th e M n d c a r ri e s a

C O m pl e x st o r a g e di s e a s e o f g ly c olip i d s a n d oli g o s a c c h a ri
､

d e c o ru u g a te s of y e t u n d e n n e d n a tu r e i n t h e C N S a nd li v e r .


