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マ ウ ス 末梢軸索損傷後 の
一 次感覚神経にお ける 上皮型 カ ド ヘ リ ン と

カ ド ヘ リ ン 関連細胞質因子 αN カ テ ニ ン の

発現変化とそ の 意義の 検討

金沢大学医学部医学科脳神経外 科学教 室 ( 主任 : 山下純宏教授)

瀬 戸 陽

上 皮型 カ ドヘ リ ン (E - カ ドヘ リ ン) は
, 脊髄内で は R e x e d 第Ⅲ層 に 限局 して 発現 し

,

一 部の 一 次感覚神経 中枢枝 の 選択

的軸索 束形成 に重要 な役割 を果た す. 本研究 の 目的は
,

一 次感覚神経 の 末梢側軸素描傷が 脊髄内の E - カ ドヘ リ ン と カ ドヘ リ

ン 関連 細胞質因子 αN カ テ ニ ン の 発現 に 及ぼ す影響を検討 し
,

こ れ ら の 分子の 神経構築 に果 たす役割な ら び に発現制御機構

を明ら か に する こ と で ある . 成熟 マ ウス 坐骨神経 の 完全変性群 (血 管挟 子 に よ る挫滅) と部分 的再生群 (10 -0 縫 合糸に よ る結

紫) におい て
, 脊髄, 後根,

後根神軽 節,
坐骨神経 にお ける E - カ ドヘ リ ン お よ び αN カテ ニ ン の 発現を免疫組織化学的な ら び

に生 化学的手法を用 い て観察 した . R e x e d 第II 層 に局在 する E - カ ド ヘ リ ン の 発現 は
, 末梢軸索損傷 後l 週に 減少 し

, 損傷 後

5 過まで 回複 は み ら れ な か っ た . 損傷後 9 週 に お い て
, 完全変性群で は発現低下 の まま だ っ た の に対 し

, 部分的再生群で は 第

II 層に 再発硯 が み ら れ た .

一

方
,

α N カ テ ニ ン は 正 常脊髄で は灰自 賛全体に び まん性 に発現 し
, 特に 中心 管と R e x e d 第Ⅱ 層 に

強く発現 した .
こ の 第 Ⅱ層 で の 発現 は 末梢軸索損傷後1 週で 第Ⅲ層以 外 の 脊髄灰白質と 同 じ レベ ル まで低下し

,
損傷後 5 週ま

で 低下 した ままで あ っ た . 損傷後9 週 に お い て
, 完 全変性群 で は こ の 第 Ⅱ層 に お ける発現 は低下 したま まだ っ た の に対 し

,
部

分的再生 群で は 回復 し た . 神経 伝達物質で あるサ ブ ス タ ン ス P は
! .

正 常脊髄 の R e x e d 第Ⅰ
,

Ⅱ層 に限局 して発現 し, 末梢側

軸索損 傷後に 発現は低 下 した が
, 神経 成長因子 (n e rv e g r O W th f a c to r

,
N G F) を損傷部 に持揖的 に投 与す る こ と に よ り こ の 変化

は抑制 され た .

一

方 ,
E - カ ドヘ リ ン

,
α N カ テ ニ ン の 発現 の 低下 は N G F 投 与に より抑 制さ れなか っ た . 以上 の 結果 より, 第

Ⅲ 層 にお い て ｡ N カテ ニ ン が E - カ ド ヘ 1) ン の 細胞内領域 に結合 して そ の 接 着性を制御 し, さら に N G F と は 異なる 末梢か ら の

シ グ ナ ル が E - カ ド ヘ リ ン と αN カ テ ニ ン の 発現維持に 関与 して い る と考え ら れ た . こ の こ と は
, 末梢側軸索損傷後 にお こ る

脊髄第Ⅱ 層で の 知覚神経終末の 可塑性の 一 端 を E - カ ドヘ リ ン ー

α N カ テ ニ ン 複合体 が担 っ て い る可能性 を示唆する もの と お も

われ た .

K e y w o rd s α N - C at e n in
,
E - C ad h e ri n , m O u S e S e n S O ry n e u r O n , n e rv e g r O W th f a c t o r

, p e ri p h e r al n e rv e

lnJ u r y

痛覚は
, 侵 害受容器 に よ っ て 情報化 さ れ

,
こ れ に 分布する▲･

一

次感覚神経 に よ っ て 脊髄後角 に入 る . そ の の ち
, 脊髄 視床路を

上行 し
, 視床 を経 て大脳 皮質 の

一 次 体性 感 覚野 に至 る
1)

. 侵 害

受容器 に分布す る-
･ 次感覚神経 の 末梢側軸索 は 大部分が 無髄 あ

る い は 細い 有髄線経 で あ り
,

そ の 細胞体 は小 型 の ク ラ ス に 属

し
2)3)

, 中枢側の 軸索 は 後根 を通っ て Li s s a u e r の 背外側束 に入 り,

大部分が 脊髄後 角浅層 に終 止する
`l)5 )

. R e x e d の 第Ⅱ層
-i)7 )

は
, 脊

髄後角浅層内の 細胞密度 の 特 に高 い 水平 な 領域で あり, 侵害受

容器に分布す る
一 次感覚神経 の 中枢側 の 軸索 の 多くが こ の 細胞

密度の 特 に高 い 領域 に終止 する . こ こ で樹状 突起や 軸索 に取り

囲まれ
, 脊髄視床路 の ニ ュ

ー ロ ン の 樹状 突起や 介在 ニ ュ
ー ロ ン

と シナ プ ス を 形成 し て い る
8)t l O】

. 免疫組織 化学 的観察 に よ り
,

第Ⅱ層 に は種 々 の 神経伝達 物質の 存 在す る こ とが 明 らか とな っ

てい る
. すな わ ち

,
グ ル タ ミ ン 酸

11)

,
ア ス バ ル ギ ン 酸

11)

,
エ ン

ケ フ ァ リ ン
12)1 3)

,
サ ブ ス タ ン ス P

1 4) 1 5 )

,
カ ル シ ト ニ ン 遺伝子関連

33

ペ プ チ ド ( c al cit o n i n g e n e
-

r el at e d p e p ti d e
,

C G R P )
= 刷

,
ソ マ ト

ス タ チ ン1 粧 21)

,
ガ ラ ニ ン

22)2ニー)

, γ
- ア ミ ノ ブ ナ ル 酸

1= 闇 ) 2 7-

,
グリ シ

ン 冊

,
ニ ュ

ー

ロ テ ン シ ン 甥

,
デ イ ノ ル フ ィ ン 叫 等が ラ ッ トの 脊

髄 後角に 存在し
,

こ れ ら物 質の うち の い く つ か は
, 第Ⅲ層l勺の

興奮性 ま た は 抑制性の 介在 ニ ュ
ー ロ ン を 介し た感覚情 鞭の 制御

に 関与 し て い る . た と え ば
,

グ ル タ ミ ン 酸,
サ ブ ス タ ン ス P

,

C G R P 等 は 痛覚刺激を増 強する 作用を持ち,
エ ン ケ フ ァ リ ン

,

ソ マ トス タ チ ン
,

デ イ ノ ル フ ィ ン等 は痛覚刺激を抑制す る作用

を持 つ
‖

. 末梢側 の 軸索の 損傷 に よ っ て
, 腎髄後角 浅層 にお け

る こ れ らの 神経 伝達物 質の 党規 が 変化 す る こ と が 知 ら れ て い

る . た とえば
,

ガ ラ ニ ン の 発現 は増加 し
31)

,
サ ブ ス タ ン ス P や

C G R P の 発現 は 減少する
32)3 3)

. 末樹 の 標的器官 か ら 後根神経節

細胞 へ 輸送さ れ る神経成長因子 (n e rv e g r O W 也 f a c to r
,

N G F) 等

の 神経栄養因子の 減少が こ れ ら の 反応 に 関与する の で はな い か

と 推測 さ れ て い る
:i4)

. 最 近
,
切 断した ラ ッ ト坐骨神経 の 中枢端

平成 8 年1 1 月2 9 日受付, 平成 9 年1 月 9 日受理

A b b r e v i ati o n s : A B C ; a Vidi n -b i o tin -

P e r O X id a s e c o m p l e x ; C G R P
,

C al cit o n i n g e n eJ r el a t e d p e ptid e; D A B , 3 , 3 -

dia m i n o b e n zidi n e; D R G , d o r s al r o o t g a n gli a; N G F , n e rv e g r O W th f a ct o r; T B S ,

′

拝is
-b u 鮎 r e d s al i n e
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恒 軋 ∴

~'ヽ
-

▲ -

Fi g ･ 1 ･ I m m u n o s t ai n i n g f o r E -

C a d h e ri n (a
,
e

,f) a n d α N -

C at e ni n O)
,
C

,
d

, g ,
h) o n th e a dj a c e n t tr a n s v e r s e s e cti o n s of th e n o r m al a d ult m o u s e

l u m b a r s pi n al c o rd (a
,
b) ,

th e s pi n al c o r d d o r s al h o r n (c) a n d th e d o r s al r o o t g a n gli a (D R G) (e
, もg ,

h ) . (a) E -

C a d h e ri n w a s e x p r e s s e d i n

th e d o r s al a n d v e n t r al r o o t s ( a r r o w h e a d s) a n d th e l a m i n a Ⅱ( a r r o w s) ･ O )) α N -

C at e n i n w a s e x p r e s s e d i n th e s pi n al c o rd g r a y m atte r
,

e s p e ci all y i n a n a r e a o f th e l am i n a II O a rg e a r r o w s) ,
a n d e p e n d ym al c ell s of th e c e n tr al c a n al (s m all ar r O W ) . T b e d o r s al an d v e n t r al r o ot s

di d n o t e x p r e s s αN -

C a t e n i n (a r r o wi 1 e a d s) ･ (c) D et ai l o f Fi g lb
, Sh o w i n g th e r e a cti o n p r o d u c t at th e d o r s al h o r n . (d) D et ail o f Fi g l b ,

S h o wi n g th a t e p e n d y m al c ell s of t h e c e n tr al c a n al st r o n gl y e x p r e s s e d thi s m ol e c ul e a t th ei r c ell -

C ell c o n t a c ts . ( e) T h e D R G s t ai n s

p o siti v el y f o r E -

C a d h e ri n ･ 翰 A h i gh e r m a g niA c ati o n o f th e D R G . T h e p e rik a ry a o f s m all si z e d n e u r o n al c ell b o di e s (a r r o w h e a d s) ,
a n d th e

$ u rf a c e o f th e n e u r o n al c ell b o di e s (a r rムw) s h o w th e r e a c ti o n p r o d u c t
. ( g) T h e D R G st ai n s p o siti v el y f o r α N -

C a t e ni n . (h ) A hi gh e r

m a g niB c a ti o n ･O f th e D R G ･

r

m e p e rik a r y a of s o m e of n e u r o n al c ell b o d i e s a n d th e s u rf a c e s h o w th e r
･
e a c ti o n p r o d u ct ･ a

,
b

,
× 3 6; C

,
× 1 8 0;

d
,
×7 2 0; e

, g ,
× 9 3; f ,

h
,
× 9 3 0 .



末梢神経損傷彼の B カ ド ヘ リ ン の 発現 変化

に N G F を持続的 に投与す る こ と に よ っ て
, 軸索損傷後 の 後角

浅層お よび 後根神経節細胞 に お ける サ ブ ス タ ン ス P の 発現の 減

少が 抑え ら れ る こ と が わ か り
,

こ の 仮 説が 確 か め ら れ た
35) 3 6)

一 方 ,
軸索 の 成 長 関 連 蛋白 の ナ つ で あ る 成 長 関連 蛋 白 43

鹿r o w 虹 a s s o ci at e d p r o tei n 4 3
,

G A P -4 3) は末梢軸索損傷後 に脊

髄後角にお い て 発現 が増加 し
,

中枢軸索 の 発芽能力 へ の 関与が

示唆さ れて い る
珊

.

上皮型 カ ドヘ リ ン (e pith eli al c a d h ri n
,

E - カ ドヘ リ ン) は カル

シ ウム 依存性接着分 子で あ る カ ドヘ リ ン フ ァ ミリ
ー

に 属する .

主と して上 皮細胞 に発現 し, 細胞 間の 接 着, 極性 の 形成, 形態

形成に 関与 する .
ま た

,
こ の 分子 の 発現の 減少あ る い は機能喪

失によ っ て細胞 間の 接着 能が 失わ れ る こ とが 痛細胞 の 浸潤, 転

移能 に関与す る と さ れ る
38)

. 神経系で は
, 後根神鰹 節,

三 叉 神

経節
,

後 根神経節内衛 星細胞 ,
シ ュ ワ ン細 胞 に存在 し

, 脊髄

R e x e d 第Ⅱ層 に も発現 し て い る こ と が 知 られ て い る
39)

. 脊髄後

角と 後根 の 詳細 な電 子顕微鏡的観察 に よ れ ば
,

こ の 分子 は
一

部

の 無髄線維一無 髄線維間に局 在 し軸索 束の 形成 に 関与す るが
,

神経細胞体 (二 次感覚神経細 胞) に は発 現 は み ら れ ず
,

シ ナ プ

ス 形成 に は関与 しない
40)

. 組織 内 ハ イ ブ リ ッ ド形成法 に よ る観

察で も脊髄内 に E - カ ドヘ リ ン の シ グ ナ ル は み られ ない
39)

. す な

わち
,

E - カ ドヘ リ ン は軸索形 成期 の 脊髄後角 内で は 一 次感 覚神

経の 中枢側軸索 に限局 し て存在 し,

一

次 入力線 維の サ ブ セ ッ ト

の 選択的な軸索束形成 に重要な役割を果 た す こと に よ り, 感覚

情報の 制御あ るい は中枢軸索 の 可塑性 に 関与 して い る と推 測さ

1 2 3 4 5 6 7 8

Fig ･ 2 . lm m u n ob l o t an al y si s of th e p e ri p h e r al n e rv e S O an e S l
,

2
,
3

,
4) ,

th e D R G s (l an e S 5
!
6) ,

a n d d o r $ al r o ot s O an e S 7
,
8)

wi th a n ti - E p

c a d h e ri n m o n o cl o n al a n tib o d y ,
E C C D -2 , L a n e l

,

th e i n t a ct s ci a ti c n e rv e S; 1 an e 2
,

a p O r ti o n of th e s ci a ti c n e rv e S

di s t al t o th e lig a t u r e; 1 a n e 3
,

a p O rti o n o f th e s ci a ti c n e rv e S

b e t w e e n th e d o u bl e li g at u r e s; 1 a n e 4
,

a P O rti o n o f th e s ci a ti c

n e rv e S P r O X i m al t o th e lig a t u r e; 1 a n e s 5 a n d 7
,
th e l u m b a r

D R G s an d th e d o r s al r o o ts o f i n t a ct mi c e; 1 a n e s 6 an d 8
,
D R G s

an d d o r s al r o ot s wi th th ei r s ci a也c n e rv e S li g a土e d 7 d a y s b e fo r e

h ar V e St . P o siti o n s o f m ol e c u l a r w ei gh t m a 血 e r s fo r 2 0 0
,
1 1 6

,

9 7
,
a n d 6 6 k a r e s h o w n ,

35

れ る . さ ら に
, 最近 , 末梢神経損傷後, 損 傷部位の 中枢側 お よ

び末梢側 に おい て細胞 円柱 を形成す る シ ュ ワ ン 細胞 - シ ュ ワ ン

細胞 間に E - カ ドヘ リ ンが発現する こ と が 明らか と なり
, 末梢の

ダ リ ア 構築 へ の 関与が 示唆され る
41)

. しか し
, 軸索損傷 時の 成

熟 マ ウ ス 脊髄内の E - カ ドヘ リ ン の発 現変化お よ びその 制御機構

は 不明の まま で ある . 本研究で は
,

免疫組織化学,
生化学的手

法 を用い て
,
軸索損傷後の 脊髄, 後根神経節, 末梢神経 にお け

る E - カ ド ヘ リ ン およ び カ ドヘ リ ン 関連細胞 内蛋白で ある αN

カテ ニ ン の 発現様式 を観察す る こ と に よ っ て
,

成熟 マ ウス 脊髄

後角 にお ける E - カ ドヘ リ ンの 発 現の 役割 お よ びそ の 制御機構を

検 討する こと を目的と した
.

Fi g . 3 . El e c tr o n m i c r o s c op i c vi e w 血
･

o m t r an S V e r S e S e Cti o n s o f

th e s ci a ti c n e r v e s d i s t al t o th e l e si o n sit e 6 3 d a y s aft e r

a x o t o m y . (a) A p o rti o n a pp r o x i m a t el y 2 m m di st al t o th e

li g at u r e
,

Sh o wi n g m y eli n a te d an d u n m y el in at e d B b e r s . O)) A

p o rti o n a p p r o xi m a t el y 2 m m di s tal t o th e clip pi n g ,
S h o wi n g

O nl y c o n n e cti v e ti s s u e . B ar
,
2 iJ m .
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Fi g . 4 . I m m u n o st ai ni n g f o r E -

C a d h e ri n ( a
,

C
,

e
, g) an d α N -

C a te ni n O)
,
d

,
f

,
h) o n a dj a c e n t tr a n s v e r s e s e c ti o n s of th e d o r s al p ar t Of th e

l u m b ar S pi n al c o r d o n D a y 7( a
,
b) ,

D a y 3 5 ( c
,
d) ,

D a y 6 3 (e
, f) af te r li g at u r e o f th e s ci a ti c n e rv e

,
an d D a y 6 3 (g ,

h ) aft e r clip pi n g o f th e

S Ci a ti c n e rv e . (a) an d (c); E ;c a d h e ri n i mm u.n O r e a C ti vi t y i n a m e di al p a rt o f th e l am i n a II o n o p e r a te d si d e d i s a pp e ar e d b y D a y 7 (a
,

ar r O W
-

h e a d s) ,
an d did n o t r e c o v e r o v e r 也 e fo 1l o wi n g 2 8 d a y s (c

,
ar r? W h e a d s) ･ O )) an d (d); α N -

C a te n i n i m m u n o r e a c ti vi t y w a s di m i ni s h e d i n a

m e di al p a rt of th e l am i n a Ⅱ o n o p e r at e d sid e b y D a y 7 afte r n e rv e li g at u r e O)
,
ar r O wi 1 e a d s) ,

an d th i s d o wn r e g u l a ti o n w a s m ai n tai n e d fo r at

l e a st 2 8 d a y s (d ,
a r r O W h e a d s) . (e) a n d (8 ; A t I) a y 6 3

,
E - C a d h e ri n ( e) a n d α N l : a t e n i n ゆ in th e l a mi n a II al m o s t c o m pl e t el y r e c o v e r e d

fo n o wi n g s ci a ti c n e rv e li g a tu r e ( ar r O V
fh e a d s) . 鹿) an d (b); It r e m ai n e d d e c r e a s e d (a r r o w b e a d $) fo 1l o wi n g s ci a ti c n e rv e Cli p pi n g k ,

E -

C a d h e ri n ; h
,

α N -

C at e n i n) . ×5 0 .



末梢神経損傷彼の E - カ ドヘ リ ン の 発現変化

材料 お よび方法

Ⅰ. 動物お よ び手術 手技 , 標本 の作製

3 か ら 6 適齢の 雌の B A L B/ c マ ウ ス (日本 S L C
, ･ 静岡) 合計

52 匹を用 い た
. 手術お よ び標本摘 出は すべ て 5 % 抱水ク ロ ラ

ー

ル (0 .0 1 m l/ g 体重) の 腹腔 内投与 に よ る麻酔下に行 っ た .

1 . 坐骨神経損傷 の 作製

一 側 の 大腿部 で坐骨神経 を露出 し
, 約 3 m m の 間隔をお い て

2 箇所 を 10 - 0 ナ イ ロ ン糸で 結勢 , あ る い は 皮下 に留 置 した 血

管挟子 (閉鎖力 30 - 4 0 g ,
A e s c ul a p ,

れ1ttli n g e n
,

ドイ ツ) で 持続

的に挟 むこ と に よ っ て末梢神経損傷 を作 っ た . 反対側の 坐骨神

経は そ の まま に して おき対照 と した . 手術後2
,

3
,

7
,
1 4

,

2 1
,
3 5

,
6 3

,
7 0

,
7 7 日 に

,
1 m M の 塩 化 カ ル シ ウ ム を含有 した

0 . 0 5 M
, p H 7 . 4 の T ri s 塩 酸 綾 衝 液 (T ri s

-b u ff e r e d s ali n e

S u p Pl e m e n t e d w i th 1 m M C a C1 2
,

T B S - C a) に 4 % パ ラ フ ォ ル ム

アル デ ヒ ド (免疫組織化学用) ま た は2 .5 % グ ル タ
ー ル ア ル デ ヒ

ド (電子顕微鏡 的観察用) を溶解 した 固定液を左心室 より 40 m l

注入 し, 港流固定を行 っ た
, 直ち に手術 顕微 鏡下 に胸椎か ら仙

椎まで の 椎弓を切除 し
, 腰仙髄 , 後根 , 後根神経節

,
末梢神経

を 一

塊 と し て摘出 した .

イ ム ノ ブ ロ ッ ト解析用 と して
,

上記 と同様の
叫

側坐骨神経結

紫損傷後7 日 に腰仙髄 , 後根 , 後根神経 節, 末梢神経を 一

塊 と

して摘出 した ･(合計 8 匹) .

2 . 坐骨神経切断端 へ の N G F 持 続投 与

一 個 の 大腿部 で坐骨神経 を露 出 し切 断 した 後に
,

あ らか じめ

N G F (7 .O S
,
0 .5 m g / m l

,
C h e m i c o n I n t e r n a ti o n al

,
T e m e c ul a

,

U S A ) を満た し た浸透圧 ポ ン プ ( A k a C o r p o r a ti o n
,

P al o Al to
,

U S A) に接続 した ポ リ エ チ レ ン チ ュ
ー ブ 内に近位端を挿入 した .

こ の ポ ン プ は 皮 下 に 埋 め 込 ん だ
.

こ の 条件 下 で ポ ン プ は
,

0 .5 m l/ 時の 速度で14 日間 ポ ン プ内 の 薬 液を近位切断端に送 る よ

うに設計 さ れ て い た . 坐 骨神経切 断後12 日日 に, 上 述 と 同様の

方法 で海流 固定を行 っ た . 坐 骨神経切 断後同様 の 方法で 生理食

塩水を投与 し たも の を対照 と した .

Ⅰ . 免疫組織化学

1
. 光学顕微鏡的観察

摘出 した 標本 を Ti s s u e
- T e k O .C .T .

コ ン パ ウ ン ド ( M il e s
,

E l k h a r t , U S A ) に 包捜 し液体 窒 素 で 凍 結 し た 後 ,
C r y o s t a t

D 4il e s) に て 6 耳m の 厚さ の 切片 を作製 し
,

ポ 1) - L
J
) ジ ンを

塗 っ た ス ライ ドガ ラ ス に の せ た
. 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ活性

を阻止す る た め に
, 切片 を- 2 0 ℃で2 0 分 間3 % 過酸化水素水を

含有 した メ タ ノ ー ル に浸 けた . 非特異的抗体を 阻止す る た め に

0 .1 % 正 常兎血清を含 む T B S - C a と2 0 分 間室温 で 反応 させ た
.

一

次抗 体 と し て 抗 E - カ ド ヘ リ ン ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

E C C D -2
42)

,
抗 α N カ テ ニ ン ラ ッ トモ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 N C 瓜

2
43】

, 抗 サ ブ ス タ ン ス P ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 M A B 3 5 6

(C h e mi c o n I n te rn ad o n al) を用 い た .

一

次抗体 と室温で 1 時間反

応させ 洗 浄 した 後に
,

二 次抗体と して 兎 ビ オチ ン化抗 ラ ッ ト抗

体 O T e ct o r
,

B u di n g am e
,

U S A ) と室温で 1 時間反応させ た . ア

ピジ ン ー

ビ オ チ ン ー ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 複合 体 (a v id i n

- b i o ti n
-

p e r o x i d a s e c o m pl e x
,
A B C) 法 と ヂ ア ミ ノ ベ ン ヂ ジ ン (3 ,

3 -

di a m i n o b e n zid i n e
,
D A B ) 処理 に よ り免疫 反応 の 可視化 をお こな

っ た .

2
. 免疫電子顕微鏡的観察

D ･ S . K マ イ ク ロ ス ラ イサ
ー

(堂阪イ ー

エ ム
, 大 阪) を用 い て

,

3 7

摘 出標 本よ り厚 さ 100 〃 m の 切片 を作 製 した
. 2 0 % シ ョ 糖を含

有 した T B S - C a 内に 4 ℃で 1 時間静 置 した後,
0 .1 % 正常兎血 清

を含 む T B S - C a と 4 ℃で 3 時 間反応させ た .

一 次抗 体と し て

E C C D - 2 と 4 ℃で
一

晩反応 させ
, 洗浄後二 次抗体で ある 兎 ビオ

チ ン 化抗 ラ ッ ト抗体と 4 ℃ で
一

晩 反応さ せ
, さら に A B C と

4 ℃で 6 時 間反応 させ た . 0 .1 % グ ル タ
ー

ル ア ル デ ヒ ドで再 固

定 を した 後,
0 .0 2 % D A B を含 む 0 . 0 5 M の T ri s 塩 酸緩衝液

血圧7
.6) に30 分 間

,
さ ら に0 .0 0 5 % 過酸化水素を加えた 反応液に

1 5 分 間静置 した . 2 % 四 酸化 オス ミ ウ ム で後 固定を行 っ た後,

エ タ ノ ー ル で脱水 し
,

エ ボ ン に包埋 した . L E B -2 1 8 8 型 ウ ル ト

ラ ト
ー ム (LI( B - P r o d u k t e r

,
B r o m m a

,
S w ed e n) に て超薄切片 を

作 製 し, 電子染色を行わ ずに H -6 0 0 型電子顕微鏡 (日 立
, 束京)

に て観 察 した .

肌 イ ム ノ ブロ ッ ト解析

2 か ら 4 匹 の 動物 よ り搾 取 し た 組織 を機械 的 に 分散 させ
,

S D S 綾衝液 に溶解 した後に
, 音波 処理 し

,
5 % の 2 - メ ル カ プ ト

エ タ ノ ー ル を含 む S D S 壊衝 液内で95 ℃で 3 分 間温浴さ せ た .

こ れ ら の 試料 を S D S - P A G E で分 離 し
,

ニ トロ セ ル ロ ー

ス 膜 に

転写 した .
この 膜を 5 % ス キ ム ミ ル クを含 む T B S - C a に1 5分 間

浸 透 させ た 後
t

E C C D -2 と 1 時間反応 させ た . ア ル カ リ ホ ス フ

ァ タ ー ゼ 結合 山羊 抗 ラ ッ ト I g G 抗体 (Z y m e d
,

C ali f o r n i a
,

U S A ) と ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ基 質キ ッ ト Ⅳe c t o r) に よ っ て

免疫反応の 可視 化をお こ な っ た
.

成 績

Ⅰ. 正 常脊髄, 後根, 後根神経 節, 末梢神経 に お け る E - カ

ドヘ リ ン
,

α N カテ ニ ンの 局在

脊髄 内で E - カ ド へ 1) ン は R e x e d の 第Ⅱ 層 に限局 して 存在 し

Fig . 5 . I m m u n o el e ct r o n mi c r o s c o pi c l o c ali z ati o n of E - C a d h e ri n

i n th e l a m i n a Ⅱ o f th e l u m b ar S Pi n al c o r d 2 d a y s a丑e r li g at u r e

Of th e s ci ati c n e rv e . O nl y a s u b p o p ul ati o n o f u n m y eli n at e d

a x o n s e x p r e s s e d E -

C a d h e ri n a t th ei r a x o n
-

a X O n C O n t a Ct S

( ar r O W ) ,
an d t h e s e E -

C a d h e ri n
-

P O Siti v e a x o n s w e r e cl u st e r e d

to g eth e r an d s e g r e g a te d 血
･

O m E ･

C ad h e ri n
-

n e g a也v e o n e s . B ar
,

1 /J m .



3 8

た .
こ れ は

,
以 前 の 報告

39) と同様で あ っ た (図1 れ 前根 , 後根,

後根神経節
,
末梢神 経 にお い て も光学顕微鏡 に よ る観察 で E - カ

ド ヘ リ ン の発現 がみ られ た (図 1 a
,

e
, 8 . 後根神経節 内で

, E -

カ ドヘ リ ン 陽性 の 領域 は
,
神経細胞体 の 周辺部 の 衛 星細胞 に相

当す る部位 と 径 10 m m 前後の サ イ ズ の 小さ い 細 胞体の 細 胞質

に限 られた (図 1 e , り.

α N カ テ ニ ン は 脊髄灰白質全体 に発現 し
,

R e x e d 第 Ⅱ層お よ

び中心管 の上 衣細胞 に 強陽性で あ っ た (図 1b) . 第 Ⅱ 層 にお い

て
,

α N カ テ ニ ン 陽性 の 領域 は E - カ ドヘ リ ン と同様の 点状 の 層

配列を示 した (図 1 c) . 中心管 にお い て
,

α N カテ ニ ン は隣接す

る 上 衣細胞 間 に 強く 発現 し
,

基 底面 で の 発 現 は 弱 か っ た (図

1d) . 前根 , 後根 には 発現 はみ られ なか っ た (図 1b) . 後根神経

節 にお い て
, 神経細胞体の 周辺部お よ び 細胞 質 に陽性 で あっ た

(図1g ,
b ) .

Ⅰ . 正常状態 お よ び末梢側 軸索損傷後 の 後根
,

後根 神経節
,

末梢神経 にお け る イ ム ノ ブロ ッ ト解析

末梢側軸索損傷 が
,
後根

,
後根神経節, 末梢神経 に お ける E -

カ ドヘ リ ン の 発現 に 影響を与える か どうか を調 べ る た め に
,

イ

ム ノ ブ ロ ッ ト解析 を行 っ た . 損傷後 7 日で は
, 損傷部 よ り遠位

の 末梢神経 にお い て正 常神経 に比 し E - カ ド ヘ リ ン の 発 現の 減少

が み ら れた が
, 後根 , 後根神経節 で は損傷側非損傷側 聞で 発現

量の 差 はみ ら れなか っ た (図2 ) .

Ⅱ . 神経損傷部 の観 察

結勢お よ び クリ ッ プに よ る神経 の 損傷と 回復 の程度 を調 べ る

た め に
,
坐 骨神経損傷部末梢 の 電子顕微鏡 的観察 を行 っ た . 損

戸

傷後9 週 に お い て
, 結紫 に よ る 損傷で は有髄 お よ び 無髄線維が

み ら れ た ( 図 3 a) . この 損傷 を与 えた 動物を部 分的再 生群と し

た . ク リ ッ プ に よ る損傷 で は 神経周膜 の み が残存 しそ の 中 に は

再生線 維は 全く み ら れ な か っ た (図 3b) .
こ の 損傷 を与えた 動

物を完全変性群 と した .

Ⅳ . 末梢側 軸索損 傷後 の脊 髄内 に お け る E - カ ドヘ リ ンの 発

現 の 変化

第Ⅱ層 に お ける B カ ド ヘ リ ン の 発現は
, 坐骨神経の 結紫後1

週 で 減少 し (図 4 a) , 末梢 側軸索損傷 後5 過 で 減少 した まま で

あ っ た (図 4 c) .
こ の 変化 は

, 坐骨 神経 か ら の 中枢枝 が 終止す

る 第Ⅱ 層内側 部
44)

で 最も あき らか で あっ た . 損傷 後9 過 にお い

て
, 部分的再生群で は第 Ⅱ層 内側部 に 8 カ ドヘ リ ン が再 出現 し

た (図 4 e) の に対 し
, 完全 変性 群で は 8 カ ドヘ リ ン の 再発硯 は

み られ なか っ た (図 4g) . 損傷 後 2 日 の 光学顕微 鏡に よ る観察

上まだ E カ ドヘ リ ン の 減少が み られ な い 時期 の
,

電子顕微鏡 に

よ る観察で は
,

こ の 分子 は後角 内の
一

部の 無髄神経線維 の 軸索

膜間 に局在 し て発現 して い た (図 5) .

Ⅴ . 末梢 側軸索 損傷後 の 脊髄 内に お け る αN カ テ ニ ン の発

現の 変化

第Ⅱ層 に お ける α N カテニ ン の発現 は
,
結紫 に よ る 坐骨神経

の 損傷後1 退 か ら (図 4b) 5 週 まで (図 4d) 減少 したま まで あ

っ た
.

こ の 変 化は
,

坐骨神経 か らの 中枢枝が 終止 する 第Ⅱ層 内

側部
44)

で最 もあき ら か で あ っ た . 損傷後 9 週 に お い て
, 部 分的

再生群 で は 第Ⅱ層 内側部 に α N カ テ ニ ン が 再出現 した (図 4f)

の に対 し
, 完全 変性群で は α N カ テ ニ ン が 減少 した ままで あ っ

一

重
肇 一票‡

Fig . 6 . I m m u n o s tai n i n g fo r E -

C a d h e ri n ( a
,
b) ,

α N -

C at e n i n (C
,
d) ,

a n d s u b st an C S P ( e
, D o n a胡a c e n t t r a n s v e r s e s e cti o n s of th e d o r s al p a r ts

of th e l u m b a r s pi n al c o r d s 血
･

O m S ali n e -t r e a te d (a
,

C
,

e) ,
an d N G F -t r e a t e d (b ,

d
, f) a ni m al $ fo r 1 2 d a y s a胱e r a x o to rrrY . I n s al i n e

-t r e a te d

p r e p ar ati o n s , th e i m m u n o r e a c ti vi ty of all of th e s e s u b st a n c e s w a s d i m i ni s h e d i n th e m e di al p ar t Of th e l a mi n a Ⅱ o n th e t r e a te d si d e a s

C O m p ar e d wi 血 th o s e o n t h e u n t r e at e d c o n tr oI sid e ( a
,
C

,
an d e

,
a r r O W h e ad s) . I n c o n t r a s t

,
b o th E ,

C a d h e ri n an d α N -

C at e ni n d e c r e a s e d i n

th e l am i n a Ⅱ o n th e t r e a te d sid e (b a n d d
, 町r O W b e a d s) ,

W h e r e a s s u b s t an C e P di d n o t d e c r e a s e i n th e s u p e rA ci al d o r s al h o rn O n th e

t r e a te d sid e i n N G F Ltr e at e d p r ep ar ati o n s 仏 ar r O W h e a d s) . × 50 .



末梢神経損傷後 の E - カ ドヘ リ ン の 発現変化

た(図4b) .

軋 N G F 投与

生理食塩水を投与 し た コ ン トロ ー

ル 群 で は
, 神経切断後12 日

にお い て 脊髄後角浅層 内の E -

カ ドヘ リ ン
,

α N カ テ ニ ン
,

サ ブ

ス タ ン ス P の 発現 は減少 し た (図 6 a
,

C
,

e) . N G F を投与 し た

群で は
,

神経切断後12 日 に お い て 脊髄後角浅層内 の サ ブ ス タ ン

ス P の 減少は抑 えら れ た が (図 6f) ,
B カ ドヘ リ ン

,
α N カ テ ニ

ンの 発現 は減少 した ままで あ っ た (図 6b
,
d) .

考 察

本研究 に お い て
,

脊髄神経 節細 胞の 末梢枝 の 集合 で ある坐骨

神経に損傷を与える と 中枢枝 の 終 わる 脊髄後角表層 で カ ル シ ウ

ム 依存性接着分子 E - カ ド ヘ リ ン の 発現 が 変化する こと を初め て

報告 した . S h i m am u r a ら
39)

は
, 腰仙髄 の 後根 を切 断 し

,
そ の14

日後に R e x e d 第Ⅲ 層 に お ける E - カ ドヘ リ ン の 発現が 著 明に減

少する こ と より , 後角内 の E - カ ドヘ リ ン 陽性神経線維が
一

次感

覚線経由来で あ る と し た . こ の 現象は
,

E - カ ド ヘ リ ン を発硯 す

る損傷部以降の 中枢 枝が ワ
ー

ラ
ー

変性 に より消 失 した結 果と推

測され る .

一

方 , 末梢側軸索の 損傷もま た 第Ⅲ層 に お ける こ の

分子 の 減 少を誘導す る こ と は
,

ま っ た く異 な っ た 現象 で ある .

こ れまで にも ー

次感覚神軽 の 末梢側軸索 の 損傷 の 後に 脊髄後角

の 種 々 の 神経伝達物質お よ び神経伝達物 質受容 体の 発現が 変化

する こと が 報告 され て い る . た と えば
,

ラ ッ ト腰髄後角の サ ブ

ス タ ン ス P の 発現 は
,

坐骨神経を損傷す る と 1 過後まで に減少

し
,

こ の 蛋白 の 減少 は 2 か月持続 する
:i2】

. ま た
,

サ ブ ス タ ン ス

P 受容体 は坐骨神経損傷 ある い は坐骨神 経の 分布領域で あ る後

肢に慢性炎症 の 負荷を か ける と発現 が増 加 し
,

こ の 現象は持続

的痔痛下 で の 中枢性 の 痛 覚刺激 の 増 強効 果 に関与す る と推測 さ

れて い る
45)

. 最 近 にな っ て 脊髄後 角内 の ニ ュ
ー

ロ ン に お い て
,

前初期遺伝子 (i m m e di a t e
-

e a rl y g e n e) の
一

つ で ある c カs が 標的

器官の 炎症 , 痛覚刺激
, 侵 害

一 次 入力線維 の 電気的あ る い は化

学的刺激 の 後 に増 加する こと が 明 らか と なり
,

こ の 現象が
,

脊

髄後角 に お ける痛 覚刺 激増強の 細 胞内機構 に 関与す る可能性が

示唆さ れ て い る
4 6)

. 本研究 の 結 果は
,

上 記物 質の み な らず接着

分子 E - カ ド ヘ リ ン もまた 末梢神経損傷 後の 痛 覚の 変調 に 関与す

る こ と を示唆す る .

E - カ ド ヘ リ ン の 発現変化 にま っ たく 同調 して α N カ テ ニ ンが

低下 ･ 再出現 した . カ ドヘ リ ン の 接着機能 の 維持 に は カ ド ヘ リ

ンの 細胞内領域と 細胞骨格お よび ア クチ ン フ ィ ラ メ ン トと の 結

合が 必要で
3 8)

,
α

, β , γ の 3 種類 の カ テ ニ ン が カ ド ヘ リ ン と

細胞骨格と を繋 ぐ役割を担 っ てい る こ と が最 近の 治験 で 明ら か

とな っ て い る
47)一49)

. カ ド ヘ リ ン 関連細胞 内蛋白 の ひ と つ で ある

α カテ ニ ン は
,

カ ドヘ リ ン の 細胞 内領域 と細胞 骨格蛋白の 結合

に介在 して カ ド ヘ リ ン の 機能 を制御 し
47) 用 )

,
α E カ テ ニ ン

5(-) 5 1 )
と

α N カ テ ニ ン
4:-)

の 2 つ の サ ブ タ イ プが 同定さ れ て い る . 試験 管

内の 観察 によ れ ば
,
各々 の サ ブ タ イ プ は E - カ ドヘ リ ン と 神経型

カ ドヘ リ ン (n e u r al c a d h e ri n
,

N - カ ド ヘ リ ン) の 両者の 細胞内領

域と の 結合 が 可能で あ る
46】

. 本研究 に お い て
, 脊髄 第Ⅱ層 にお

ける E - カ ドヘ リ ン と α N カテ ニ ン の 正 常組織 に お ける 局在お

よ び末梢軸索損傷後の 発現の 変化は
一

致 して い た .

一

方 , 前根,

後根で は E - カ ドヘ リ ン の 発現が み ら れ た が
,

α N カ テ ニ ン の 発

現はま っ たく み ら れ なか っ た . すなわ ち
,

生体内で は第 Ⅱ層内

の E - カ ドヘ リ ン 陽性 中枢枝 は E ･ カ ドヘ リ ン ー

α N カ テ ニ ン 複合

体を形成 し
, 神経根 内で は E 一 カ ドヘ リ ン ー

α E カ テ ニ ン複合体

39

を形成す ると想像 され る .

神経が 損傷 ･ 切断 され た と い う情報は少なくと も以】F の 3 要

素 の 内の い ずれ か あ る い は複数の 機構に より神経細胞体まで伝

わ る と さ れ る . すなわ ち
,

1 ) 末梢側 の 終 末か ら逆行性 軸索 輸

送 に より 運ば れ る ある種の 分子 の 途 絶,
2) 正常状態 で あれ ば

終末まで 運ばれ る はずの ある種の 物質あ る い は この 二 次産物が

中途 の 損 傷部位 で 逆行 して 後根神経節 に戻 る
,

3 ) 損傷 部位の

細胞 外腔 か ら あ る 種の 物質 が 軸索へ 流人 し神経細胞 へ 逆 行す

る
. 神経細胞 は こ れ ら の 情報 に反応 し

,
種々 の 物質の 産生低下

ある い は 克進が 誘導 され ると 想像 され るが
,

上 記 3 要素 の 中で

逆行性軸索輸送 によ り運ばれ る物 質の代 表と して N G F があげ

ら れ る . 実際, 坐骨神経切 断後, 中枢倒切 断端 に N G F を持続

的に投与 する こ と に より脊髄後角 に お けるサ ブス タ ン ス P の 発

現 の 減少が 阻止 さ れ る こ と
:- 5)

,
ビ ン プ ラ ス ナ ン等 の軸 索輸送阻

害物 質を坐骨神経 に局所投与す る こ と に より神経損傷後と 同様

に後 角内サ ブ ス タ ン ス P の 発現が 減少する こと
52)

な どか ら
, 末

梢 の 標的器官か ら細胞体 へ 逆行輸送 され る N G F 等の 神経栄養

因子が 後角内で の 神経伝 達物質の 発現 の 維持 に 関与す る と推測

さ れ る . しか しなが ら本実験 で , N G F の 投与 に よ り脊髄後角

に お ける サ ブ ス タ ン ス P の 発現低下 は 阻止され た が
,

E - カ ドヘ

リ ン と α N カ テ ニ ン の 発現消失を阻止 で きな か っ た . すなわち,

N G F 投与 が 脊髄後角 なら び に後根 神経節 内の サ ブ ス タ ン ス P

の 発現低下を阻止で きる
一

方で
, 細胞 骨格 蛋白チ エ プ リ ン の 発

現変化 は阻止で きな い 事実
洞
は

,
N G F はサ ブ ス タ ン ス P な どの

神経伝達物質の 発現の 制御に は 関与する が
,

チ ュ プ リ ン
,

ア ク

チ ン 等 の 細胞の 成長 ･ 骨格に は 関与が 少な い こ と を示唆する も

の と思 われ る .

第 Ⅱ層 に お ける E - カ ドヘ リ ン と α N カ テ ニ ン の 発現 は
,

部

分的な軸索の 再生が み られ た 評で は ほ ぼ 回復 した の に 対 し, 末

梢軸索が 変性 した 群で は消失 した ままで あ っ た . この 結果か ら
,

第 Ⅱ層 にお ける こ の 分子の 発現と 末梢側の 軸索の 再生 と が強く

関連 する こ と は明 ら か で ある . ラ ッ ト坐骨神経 を切断す る と
,

腰仙髄 第Ⅱ層 に お い て
, 損傷後3 日 よ り シナ プス 小 胞,

シ ナ プ

ス 接触 の 減少,
ダ リ ア要素の 増加, 続い て

山 次人 力線経由来の

終末 の 完 全消失 が お こ り
,

こ の 変化は 少なくと も60 日 間持続す

る こ と が 知 ら れ て い る
5こり54)

. 形態 上 の 変 化,
時間経過 とも に ワ

ー

ラ
ー

変 性 と は 異 な る こ と か ら
,

経 神 経 節 変 性 性 萎 縮

(tr a n s g a n gli o ni c d e g e n e r a ti v e at r o ph y) と 呼ば れ て い る
5こ一)

. 現時

点 で は
,

こ の 環境 下 で中枢側軸索の 再生 が 起 こ る の か どう か は

結論 が 出て い な い が
,

末梢神経をあ る長さ にわ た り 切除 し再生

が起 こ ら な い よう に し た系で は
, 脊髄後角内の

,

一

次人力線維

終 末が 変性 に陥 っ た 領域 へ の 近接領域か らの 神経線維の 側枝 発

芽 は 全く 見ら れ な い の に 対 し
55 卜 5 乃

, 末梢神経 を切断また は糸 で

結 紫する こ と に より損傷 し
, 損傷後末梢側軸索が 再生 する系 で

は
, 脊髄後角内の

,

一

次 入力線維終末が 変性 に陥 っ た 領域 へ の

近接 領域か ら の 神経線維の 側杖発 芽が 見ら れ る
57)5 捌

. すなわち
,

本研 究に お ける E - カ ドヘ リ ン の 再発現 は
,

E - カ ドヘ リ ン を発現

する 中枢側軸索 の 側 枝発 芽の 結果 と して 起 こ っ てい る 可 能性 が

ある .

S h i m a m u r a ら に よ る と
,

培養後根神経節細胞の うち小型細

胞 の み が E - カ ドヘ リ ン 陽性 で あっ だ
9)

. 本研究 にお け る生体 内

の 観察で も
,
後根神経節の 中で

,
小型 の 神経細胞体が E - カ ドヘ

リ ン 陽性で あり, 培養系で の 観察結果 に
一

致 した. 痛覚情報 を

伝 達す る
一

次感覚神経の細胞体は小型 の クラ ス に属す る こと が



4 0

知 ら れ て おり
2)3)

,
本研究の 結果 は E - カ ドヘ リ ン が痛 覚情報を伝

達 する → 次 感覚神経 の細胞体に局在 して い る と する 可能性を さ

らに指示す る もの で あ る .

イム ノ ブ ロ ッ ト解析 に よ る観察で は
,
後根 お よ び 後根神経節

に お ける E - カ ドヘ リ ンの 発現量 へ の 末梢軸索損 傷の 与え る影響

を検出で きなか っ た . こ れ は
, 後根神経節 お よ び後根 に E - カ ド

ヘ リ ン 陽性 の 衛 星細胞 お よ び シ ュ ワ ン 細胞 が 混在 す る
40)

た め
,

蛋白量の 変化 が わ ずか で ある た め だ と思 わ れ る
. しか し なが ら

,

末梢側軸索損傷 が後根神経節 に お ける E - カ ド ヘ リ ン の 産生を抑

制する
,

ある い は 後根 内で の 軸索輸送を遅延 させ て い る可能性

は 否定で きず
, 組織内 ハ イ ブ リ ッ ド形成法 ある い は 逆転写 ポ リ

メ ラ
ー ゼ 連鎖 反応 (r e v e r s e tr a n s c ri p ti o n p ol y m e r a s e c h ai n

r e a c ti o n
,

R T I P C R) 法 に よ る検索が 必要と思わ れ る .

中心管 の 上衣細胞
, 脊髄灰 白質, 前 角内の細胞体 で αN カ テ

ニ ン の 発現 がみ られ た . 中心管 に お い て は
,

α N カ テ ニ ン は隣

接 する上衣細胞 間 に強く発現 した が
,

E - カ ドヘ リ ン の 発現 はま

っ たくみ ら れ な か っ た . すなわち
,

第Ⅱ層 にお い て αN カ テ ニ

ン は E - カ ド ヘ リ ン の 細胞内領域に 結合 して おり
,

中心管 の 上 衣

細胞 お よ び 第Ⅱ層 を除く脊髄灰白質
,

前角 内の 細胞体 にお い て

α N カテ ニ ン は E - カ ドヘ リ ン 以外 の カ ドヘ リ ン の 細 胞内領域 に

結合 して い る可 籠性 を示唆す る . 成熟 ラ ッ トお よ び マ ウス にお

い て
,

中心管に 発現す る接着分子 と して ポリ シ ア ル 酸 結合神経

細胞接着分子 が知 られ て い る
59卜 61)

が
, 本結果 より,

マ ウス の 中

心管 に は神経細胞接 着分子だけで なく カ ル シ ウ ム 依存性 接着分

子 カ ドヘ リ ン が存在 し
,

上 衣細胞 間の 接着 に関与 して い る と 思

わ れ る
. 実際

,
鶏胎 仔 の 神経管形成期 に

, 神経管 の 管腔 に画す

る神経上皮層 に N - カ ドヘ リ ン が 強く 発現 して お り
62)

,
成熟動物

に お い て も, 中心管 の上衣細胞 間に N - カ ドヘ リ ン が存在 し α N

カ テ ニ ン と複合体 を形成 し, 上衣細胞 間の 接着 に関与 して い る

可能性が 示唆 さ れ る .

結 論

末梢側軸索損傷 後 にお こ る脊髄内お よび
一

次感覚神経 に お け

る カ ル シ ル ム依存性細胞接着分子 E - カ ドヘ リ ン と カ ドヘ リ ン 関

連細胞内蛋白 α N カテ ニ ン の 発現 変化 を免疫組織化 学お よ び生

化学的 に検討 し
,

これ らの 分子 の 発現制御機構な ら びに 成熟 マ

ウ ス 神経構築 に果 た す役割 を検討 した .

1 . 脊髄 R e x e d 第II 層 に 局在 す る E - カ ド ヘ T) ン の 発現 は
,

末梢軸索損傷後 1 週 に消失 し
,

損傷後 5 週まで 回復 は み られ な

か っ た .

2 . 損傷後9 週 に お い て
, 末梢枝 の 変性群で は E - カ ド ヘ リ ン

の 発現が 消失 したまま だ っ た の に対 し, 再生群で は E - カ ドヘ リ

ン の 発現 は 回復 した .

3 . α N カ テ ニ ン は 脊髄灰 自質 に びまん 性 に発現 し, 特 に中

心管と脊髄後角浅層 に強く発現 した .

4 . 脊髄第 Ⅱ層で の α N カ テ ニ ン の 発現 は末梢軸索損 傷後 1

過 に他 の 脊髄灰自質と同 じレベ ル まで 低下 した . 損傷後 5 週ま

で こ の発現低下 は続 き
, 損傷 後9 週 にお い て

, 完全変性 群で は

α N カ テ ニ ン の 発現 が減少した ままだ っ た の に対 し
, 部分 的再

生群で は発現 が 回復 した . すな わち
,

第 Ⅱ層で の α N カテ ニ ン

の 経時的変化 は E - カ ドヘ リ ン に全く 同調 して い た .

5 . 第Ⅱ層 を含 む後角浅層の神経伝達物質サ ブ ス タ ン ス P は
,

末梢枝損傷をこより 発現 が低 下 した が
,

N G F 投与 に より こ の 発

現低下 を 阻止 で きた . しか しな が ら
,

E - カ ドヘ リ ン
,

α N カ テ

戸

ニ ン の 発現低 下 は 阻止で き なか っ た .

以上 の 結 果 より
,

E - カ ドヘ リ ン と α N カ テ ニ ン の 発現が 同調

して 変化す る こ とか ら
, 第Ⅱ 層 に お い て α N カ テ ニ ン が E - カ

ド ヘ リ ン の細 胞 内領域 に結合 して そ の 接 着性 を制御 し て お り
,

さら に末梢 か らの N G F 以外 の シ グ ナ ル が E - カ ドヘ 1) ン と αN

カ テ ニ ン の 発現を維持 して い る と考え ら れ た . こ の こと は
, 末

梢側軸索損 傷後 に お こ る 脊髄 第Ⅱ 層で の 知覚神経終 末の 可塑性

の
一

端を E - カ ド ヘ リ ン ー

α N カ テ ニ ン複 合体が担 っ て い る可能

性 を示唆 する もの で あ る .
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m lb a M A A c ti vi t㌢d e p e n d e n t n e u r o n al pl a sti ci ty

f oll o wi n g ti s s u e i nj u r y an d i n fl a m m a ti o n . Tr e n d N e u r o s ci 1 5 : 9 6 -

1 0 3
,
1 9 9 2

4 7) O z a w a M
,
R i n g w ald M

,
K e mi e r R . U v o m o r u li n

･

C a t e n i n

C O m p l e x f o r m a ti o n i s r e g ul a t e d b y a s p e cifi c d o m ai n i n th e

C yt O pl a s m i c r e gi o n o f th e c ell a d h e si o n m ol e c ul e . P r o c N atl A c a d

S ci U S A 8 7 : 4 2 4 6 -4 2 5 0
,
1 9 9 0

4 8) K n u d s e n K A
,
S o l e r A P

, J o h n s o n K R
,
W h e e l o c k M J .

I n t e r a cti o n o f al p h a
-

a C ti n i n w ith th e c a d h e ri n / c at e n i n c ell -

C e ll

a d h e si o n c o m pl e x vi a alp h a
･

C at e ni n .J C ell B i ol 1 3 0 : 6 7 J7 7
,
1 9 9 5

4 9) O z a w a M
,
B a ri b a ult H

,
K e m l e r R . T h e c yt o pl a s m i c d o m ai n

o f th e c ell a d h e si o n m ol e c ul e u v o m o ru 1i n a s s o ci a t e s w i th th r e e

i n d e p e n d e n t p r o t ei n s s tr u c t u r ally r el a t e d i n d iff e r e n t sp e ci e s .

E m b o J 8 : 1 7 1 1 - 17 17
,
1 98 9

5 0) H e r r e n kn e c h t K
,
O z a w a M

,
E c k e r sk o r n C

,
L o tts p ei c h F

,

Le n t e r M
,
K e mi e r R . T h e u v o m o r oli n

-

a n C h o r a g e p r o tei n al p h a

C a t e ni n i s a vi n c uli n h o m ol o g u e . P r o c N atl A c a d S ci U S A 8 8 :

9 1 5 & 9 1 6 0
,
1 9 9 1

5 1) N a g a fu c hi A
,
T a k ei ch i M

,
T s u kit a S . T h e l O 2 k d c a d h e ri n

-

Jコ

a s s o ci at e d p r o t ei n : Si m il a ri ty t o vi n c u li n a n d p o s tt r a n s c ri p ti o n al

r e g u l ati o n of e x p r e s si o n ,
C el1 6 5 : 8 4 9 -8 5 7

,
1 9 9 1

5 2) F it z g e r a l d M
,
W o ol f C J , G i b s o n SJ ,

M all a b u r n P S .

A lt e r ati o n s i n th e st ru Ct u r e
,
fu n c ti o n an d c h e m i s try of C A b e r s

fo 1l o wi n g l o c al a p pli c ati o n o f vi n bl a s tin e t o th e s ci ati c n e rv e O f th e

r at .J N e u r o s ci 4 : 4 3 0 q4 4 1
,
1 9 8 4

5 3) K n y h A r E
,
C sillik B . E ff e ct o f p e rip h e r al a x ot o m y o n th e

fi n e s t r u c t u r e a n d h i s t o c h e m i s t r y o f R ol a n d o s u b s t a n c e :

d e g e n e r ati v e a t r o p h y o f c e n tr al p r o c e s s e s of p s e u d o u n i p ol a r

C e11 s . E x p B r ai n R e s 2 6 : 7 3 q8 7
,
1 9 7 6

5 4) C a s t r o
- L o p e s J M

,
C o i m b r a A

,
G r a n t G

,
A r v i d s s o n J .

U ltr a s tr u c tu r al c h a n g e s of th e c e n tr al s c all o p e d ( C l) p ri m a r y

a ff e r e n t e n d i n g s o f s y n a p ti c gl o m e r u li i n t h e s u b s t a n ti a

g e r a ti n o s a R o l a n di o f th e r a t a ft e r p e ri p h e r al n e u r o t o m y . J

N e u r o c yt ol 1 9 : 3 2 9 -3 3 7
,
1 9 9 0

5 5) D e v o r M
,
C l a m a n D . M a p pi n g a n d pl a s ti c it y o f a ci d

ph o s p h at a s e a fE e r e n ts i n th e r at d o r s al h o r n . B r ai n R e s 19 0 : 17 -

2 8
,
1 9 8 0

5 6) S el tz e r Z
,
D e v o r M . E ff e ct o f n e rv e S e C ti o n o n th e s pi n al

di st rib u ti o n o f n ei gh b o ri n g n e rv e S . B r ai n R e s 30 6 : 3 1 -3 7
,
19 8 4

5 7) M ol an d e r C E
,
K l n n m a n E

,
Al d s k o gi u s H . E x p a n si o n of

S pi n al c o r d p ri m a r y s e n s o r y a ff e r
･

e n t P r Oj e c ti o n f oll o w i n g

C O m b i n e d s ci a ti c n e rv e r e S e C ti o n an d s a p h e n o u s n e rv e C ru Sh . J

C o m p N e u r o1 2 7 6 : 4 3 6 -4 4 1
,
19 8 8

5 8) R i c h a r d s o n P M
,
I s s a V M . P e ri p h e r al i nj u r y e n h a n c e s

C e n t r al r e g e n e r a ti o n o f p ri m a r y s e n s o r y n e u r o n s . N a t u r e 3 0 9 :

7 9 1 -7 93 ,
1 9 8 4

5 9) B o n f a n ti L
, 0 1i v e S

,
P o u l ai n D A

,
T h e o d o si s D T . M a p pi n g of

th e d i st rib u ti o n o f p ol y si al yl at e d n e u r al c ell a d h e si o n m ol e c u l e

th r o u gh o u t th e c e n t r al n e rv O u S S y St e m O f th e a d ul t r a t: a n

i m m u n o hi s to c h e m i c al st u d y . N e u r o s ci e n c e 4 9 : 4 1 9 -4 3 6
,
1 9 9 2

6 0) S e k i T
,
A r ai Y . H i gh 1y p ol y si al yl a te d N C A M e x p r e s si o n i n

th e d e v el o pi n g a n d a d ul t r a t s pi n al c o r d . D e v B r ai n R e s 7 3 : 1 4 1 -

1 4 5
,
1 9 9 3

6 1) O u m e s m a r B N
,
V i g n ai s L

,
D u h a m e l C E

,
A v ell a n a A V

,

R o u g o n G
,
B a r o n V E A .

E x p r e s si o n o f th e hi gh 1 y p ol y si al yl a t e d

n e u r al c e11 a d h e si o n m ol e c ul e d u ri n g p o s tn a tal m y eli n a ti o n a n d

f oll o w i n g c h e m i c all y i n d u c e d d e m y eli n a ti o n o f th e a d u lt m o u s e

Spi n al c o r d . E u r J N e u r o s ci 7 : 4 8 0 -4 9 1
,
1 9 9 5

6 2) H at t a K
,
T a k ei c h i M . E x p r e s si o n of N -

C a d h e ri n a d h e si o n

m ol e c u l e s a s s o ci a t e d wi th e a rl y m o r p h o g e n e ti t e v e n ts i n c hi c k

d e v el o p m e n t . N a tu r e 3 2 0 : 4 4 7 -4 4 9
,
1 9 8 6
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T h e S ig nifi c a n c e of E - C a d h e ri n a n d i ts A s s o c i a t e d C y t o p l a s m i c P r ot ei n α N q c a t e ni n i n A d ult M o u s e P ri m a ry

S e n s o r y N e u r o n s F oll o w l n g P e ri
p h e r al A x o t o m y A ki r a S e t o

,
D e p a rt m e n t o f N e u r o s u r g e ry ,

K a n a z a w a U ni v e r s lty

S ch o ol o f M e d i c i n e
,
K a n a z a w a 9 2 0

-

J . J u z e n M e d S o c .
,
1 0 6 , 3 3

-

4 3 ( 1 9 9 7)

K e y w o r d s α N -

C at e n i n
,
E - C ad h e ri n

, m O u S e S e n S O ry n e u r O n
,
n e r V e g r O W th f a c to r

, P e rip h e r al n e r v e l nj u r y

A b s t r a ct

T h e e ff e ct s o f p e ri p h e r al a x ot o m y o n th e e x p r e s si o n of E -

C a d h e ri n a n d a c ad h e ri n - a S S O Ci a te d c
y
t o pl a s m i c

p
r o tei n α N -

c a te ni n i n th e s pi n al c o rd w e r e e x a m i n e d ･ E -

C a d h e ri n i s k n o w n t o h a v e a n e x cl u si v el y l o c ali z e d e x p r e s si o n i n th e l a m i n a Il of

R e x e d i n th e s p l n al c o rd d o rs al h o rn . T hi s e x p r e s si o n d i s ap p e a r e d b y D ay 7 aft e r a x ot o m y ,
a n d di d n ot r e c o v e r u n til D a y 3 5 .

O n D ay 6 3
,
E -

C a d h e ri n r e a p p e a r e d f o ll o w i n g n e r v e li g at u re (P ar ti al a x o n al r e g e n e r ati o n m o d el) ,
W h e r e a s it r e m ai n ed b el o w

th e l e v el o f d e te c ti o n f o ll o w i n g n e r v e cli p p i n g ( C O m P l et e d e g e n e r ati o n m o d el) ･ A I p h a N - C at e n i n w a s diffu s el y e xp r e s s e d i n

th e g r a y m a tt e r
,

W i th e n h a n c e d i m m u n o r e a c ti v l ty l n th e c e n tr al c a n al a n d i n th e s u p e rfi ci al d o r s al h o rn ･ T h e l o c ali z e d

e x p r e s si o n of α N N

C at e n i n i n th e s u p e rfi ci al d o r s al h o rn h a d f all e n t o th e s a m e l e v el a s o th e r p a rt of th e g r ay m atter b y D a y 7

a ft e r a x ot o m y ･ T h i s r e d u c e d e x p r e s si o n i n th e s u p e rfi ci al d o r s al h o r n h ad r e c o v e r e d b y D a y 6 3 f o1l o w l n g n e rv e li g a tu r e
,

W h e r e a s i t r e m ai n e d at th e r e d u c e d l e v el f o ll o w l n g n e r V e C lip p l n g . T h e te m p o r al p r o fil e o f al t e r a ti o n o f α N - C at e ni n

i m m u n o r e a c ti v lty W a S C O n Si st e n t w ith th at o f E -

C ad h e ri n . I m m u n o b l o t a n aly si s f o r E -

C ad h e ri n s h o w e d n o r e d u cti o n ei th e r i n

d o r s al r o o ts o r i n D R G h o m o g e n a t e s f o1l o w l n g p e ri p h e r al a x ot o m y . A d m i n i str ati o n of N G F r e s c u ed th e i m rn u n O r e a C ti vi ty o f

n e u r o tr a n s m i tt e r s u b s t a n c e P w h i c h i s k n o w n t o d i s a p p e a r a f t e r p e ri p h e r al a 又 O t O m y ,
b u t di d n o t i n fl u e n c e th e

i m m u n o r e a c ti v lty Of b o th E - C a d h e ri n o r α N - C at e n i n i n th e s u p e rfi ci al d o r s a l h o r n af ter p e ri p h e r al a x ot o m y . T h e s e r e s u lts

Cl e arly s h o w e d th a t p e rip h e r al a x o t o m y si m u l ta n e o u sl y al t e rs th e i m m u n o r e a c ti v l ty O f E - C ad h e ri n a n d αN - C at e n i n i n th e

SP l n al c o rd
,

S u g g e S tl n g a C O r r e l a ti o n i n th e e x p r e s si o n o f b o th E -

C a d h e ri n a n d α N -

C a t e n i n i n vi v o . S o m e s l g n al s fr o m th e

P erip h e r y o th e r t h a n N G F w o u l d b e i n d i s p e n s ab l e f o r th e e 又P r e S Si o n o f th e b o th m ol e c u l e s . E - C a dh e ri n a n d α N .

c a t e n i n

C O m P l e x p r o b a b l y p l ay s a n i m p o rta n t r ol e i n p l a s ti c ity of th e sp l n al c o rd d o r s al h o rn aft e r p e ri p h er al a x o t o m y .


