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リ ー ラ ー

マ ウ ス 小脳中心 白質部細胞集団プ ル キ ン エ 細胞 に お け る

プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C ( r) の 特異的発現 に 関 して

-

コ ン ピ ュ
ー タ ー 画像解析法 に よ る定量報告 -

金沢大学 医学部解剖学第 二 幕座 ( 主 任: 田中重徳教授)

守 屋 円

リ
ー

ラ
ー マ ウ ス に お い て

･ 異常位置を 示 す小脳 プ ル キ ン エ 細胞 が異常な シ ナ プ ス を形成 する こ とが 報告 され て きた . 本
研究に お い て は , 異常な求心 性入 力をも つ 中心 白質都祁胞 集団の 中の プ ル キ ン エ 細胞 と 正常位置(す なわ ち 分子層) に 位 置す る

プ ル キ ン エ 細 胞の 間で タ イ プ1 (T) プ ロ テ イ ン キ ナ
ー ゼ C (t y p e l (T) p r o t ei n ki n a s e C

･
P K C) の 発現 に 差異が ある か否 か を

,

免疫組織化学 の 手 法に コ ン ピ
ュ

ー

タ ー 画像解析を 応用 する こ と に よ り検索 した t そ の 結果
,

正 常位置の 細胞集団 と比較 して
,

中心 自質部に ある 異常位置プ ル キ ン エ 細胞集団 の P K C の 発現 が 著 明 に 高 い と い う 興 味深 い 結 果が 得 られ た .
こ の 結 果は

P K C が プル キ ン エ 細胞に おける 異常な シ ナ プ ス 形成 に も積極的な 関与を して い る可 能性を強く 示唆す るも の で あ る .

K e y w o r d s r e el e r m o u s e
,

C e r e b e ll u m , t y P e l ( T) p r ot ei n ki n a s e C
,

C O m p u t e r i m a g e a n aly si s
,

S y n a p t O g e n e Sis

リ ー ラ ー マ ウ ス ほ 小脳失調性疾患の モ デ ル 動物 の
一

つ と して

知 られて きた
II

. そ の 形態学的な変化 と し て
, 肉眼 的 に は 小 脳

小葉 の 萎縮が
, 顕微鏡 的に ほ小脳の 層構造の 消失が 報告 され て

い る
2)

･ 分子層 も顆粒層 も薄く な り , 正 常 な らば分 子 層 に 位 置

す るは ずの プ ル キ ン エ 細胞ほ 極く僅か で ある の に 対 し
, 中心 白

質部は 肥厚 し
,
8 5 % 以上 の プル キ ン エ 細胞 は細胞移動障害の 結

果 ,
こ の 中心 白質部 に 留 ま っ て い る

3)
. リ ー ラ ー マ ウ ス の プ ル

キ ン エ 細胞 は , 小脳皮質表面に ある正 常位置(分子層) に ある も

の
, 顆粒細胞層内 に あ るもの

, 中心 自質部 に ある も の ( c e n t r al

m a s s) , 深部小脳核 と混在 して 存在す るもの
,

に わ け られ , それ

ぞれ 異な る細胞環境に お か れて い る
4}

. 中で も顆 粒細胞 層 内 に

ある もの
, 中心 白質 動 こある もの ( c e n t r al m a s s) , 深部小 脳核

と混在 して存在する もの
,

に 関 して は細胞環境の 違 い に 起困す

る様々 な異常な シ ナ プ ス (異所性 シ ナ プ ス) を 形成 す る こ と が

報告 され て い るが , 特 に 中心 自質部 に 存在す る異常位置 プ ル キ

ン エ 細胞 で は異常 な シ ナ プ ス 形成が 顕著で あ っ て
,

こ こ で ほ 苔

状線経 と プル キ ン エ 細胞 間の 異所性 シ ナ プ ス 形成や プ ル キ ン エ

細胞 へ 向か う登上 線稚 が多数残存す る等 の 異 常が み られ る
4)

.

こ れ に 対 して , 正常位 置に存在す る プル キ ン エ 細胞で は
,

こ れ

らの 異所性 シ ナ プ ス ほ 認め られ な い . こ の ように リ
ー

ラ
ー

マ ウ

ス で ほ
, 同 一 個体に見 られ る 4 種額の 異な る位置に ある プ ル キ

ン エ 細胞が
, そ れぞれ が おか れて い る位置に よ っ て

, 様 々 な シ

ナ プ ス を 形成 する の で ある
4)

. そ れ故
,

こ の ミ ュ
ー タ ン ト マ ウ

ス は シ ナ プ ス 形成 ( s y n a p t o g e n sis) を 決定も しくほ 修飾 す る条

件を 研究する の に格好 な モ デル 動物 で あると い え る . 更 に リ ー

ラ ー マ ウよに お い てほ
,

入 力 軋 出力系 とも特に異常 が なく ,

中枢神経系の 他の 場所で の 神経連 絡 ほ 小脳 を 除き 正 常 である

為
5､

よ
リ ー ラ ー

マ ウ ス で 認め られ る 異所性 シ ナ プ ス が 機能代償

的な意味を も つ 可 能性が ある . つ ま り異 所性 シ ナ プ ス が存在し

な けれ ば 神経 回路 網全体が完結せ ず ,
リ ー ラ ー マ ウ ス ほ こ の シ

ナ プ ス を 形成 する こ と に よ っ て
, 辛う じて 神経 回路 全体 の 連絡

を保 っ て い る と い う こ とが 考 え られ る . しか し
,

こ の 機能代償

的 な シ ナ プ ス 形成 に 対 しど の よ うな 物質的な磯序 が働くか に つ

い てほ 報告が なく
, 機能代償的 シ ナ プ ス 形成 に 対 し

, 神経細胞

シ ナ プス 間の 可塑 的変化が 果た す役割も 明 らか では な い
. そ こ

で
, 今回著者 は以上 の 疑問 に 答え る為の 最 初の 手が か りを得る

た め に
,

リ ー ラ ー マ ウ ス の 正 常位置プ ル キ ン エ 細胞及び と りわ

け異所性 シ ナ プ ス 形成が 著明 な 中心 自質 師 こ位置す る異常位置

プ ル キ ン セ 細胞の 間で
,

キ ー

と な る物 質の 発現量の 差 異を
,

コ

ン ピ ュ
ー タ ー

画 像解析に よ り明 らか に す る こ と を 意図 した . 本

研究でほ キ ー

と な る物質の 候補と して タ イ プ1 ( r) プ ロ テ イ ン

キ ナ ー ゼ C (t y p e l ( T) pr o t ei n ki n a s e C , P K C ) を 選ん だ . こ の

物 質は 小脳 に 豊富 に 存 在 し
飢 ､ 郎

イ オ ン チ ャ
ン ネ ル の コ ン ダ ク

シ ョ ン 制御
… )

神経伝達物質 の 放出の 増 強
1 111 2) 1 3 )

,
お よ び 神経細胞

の 可 塑 的変化 に 何 等か の 役割 を 果 た す こ と が 報告 さ れ て い

る
14)1 5)

. ま た , 発達 途上 の マ ウ ス で後天 的 シ ナ プ ス 形成 に 重要な

時期で ある 2 週齢 で特 異的 に 上 昇 し
,
P K C が シ ナ プ ス 形成に

積極的な 役割 を果 た して い る こ とが 報告 され て い る
‖)Ⅰ8)

材料お よび方法

Ⅰ . リ
ー

ラ
ー

マ ウス

リ ー ラ ー マ ウ ス (rl/ rl) は そ の ヘ テ ロ 型(r l/ + ) - ( 運動失調は

平成 5 年 9 月3 0 日受付, 平成 5 年1 0月2 6 日 受理
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リ ー ラ ー マ ウ ス 小脳プ ロ ティ ソ キ ナ ー ゼ C の 特異的発現

認め られ な い) を 交配 させ る こ と に よ り ホ モ 型 と して 得 られ

る .
こ の ヘ テ ロ 型 (rl/ + ) の ブ リ ー デ イ ン グ ペ ア (b r e e di n g

p air) を J a c k s o n L a b o r a t o r y (B a r H a r b o r
,
U S A ) よ り入 手 し

,

本学動物施設で系統維持 を お こ な っ た . 個 体数 8 例 の ホ モ 塑

ミ ュ
ー タ こ/ t マ ウ ス を経心 的に 4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ー

0 .1 M リ ン 酸 緩 衝 液 ( p H 7 A) (p h o s ph a t e b uff e r e d s ol u tio n
,

P fさS) に よ り湾流固定 した . 脳は 同液で 1 昼夜, 後固定 し
, 系列

アル コ ー ル で 脱水を した後 ,
パ ラ フ ィ ン に 包唾 した .

2 一 触 m

の 厚み で 矢状断な い し前額断 し, 連続切片を 作成 した .

Ⅱ . 免疫組織化学

切片ほ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 ( M C-1 a)T P B S 溶 液 (最 終 濃度

2FLg/ m l I g G) で20 時間反 応 させ た . こ の M C -1 a は タ イ プ 1

(r) プ ロ テ ィ ソ キ ナ
ー ゼ C に 対す るモ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体で ある

(M B L
,
名古屋) . 免疫組織化学的染色方法ほ ジア ミ ノ ベ ン ジ ジ

ン (di a m i n o b e n zidi n e
,
D A B ) 反応を利 用す る ア ピ ジ ン ビ オチ ン

化ホ
ー

ス ラ デ ッ
シ ュ パ

ー

オ キ シ ダ
ー ゼ 複合体( a vid in bi o tyl at e d

h o r s e r a.di sh p e r o xid a s e c o m ple x , A B C) 法 ( V e c s tai n K it
,

V e c to r L a b o r a t o r y ,
B u rli n g a m e

,
U S A ) に 従 っ た .

Ⅲ . コ ン ピ ュ
ー

タ
ー 画像解析

免疫鼠織化学 の 結果を 定量的に 評価す る為 , 本研究 で ほ コ ン

ピ ュ
ー タ ー 画像解析 の 方法を導入 した .

ハ ー

ドウ ェ ア の シ ス テ

ム 構成図 ( ブ ロ ッ ク ダイ ア グラ ム) を 図 1 に 示す. D A B 呈 色反

応に よ る濃度は ア ナ ロ グ値 で ある が
, 定量計測の 為 に 画像 処理

の 技術 に よ-りデ ジタ ル 値 に 変換され る . 自然画像の 信号処理は

以下の 2 段階 で 処理 され る . まず , 光学顔徴鏡か らの 自然画像

は C C D - T V カ メ ラ を 通 じて コ ン ピ
ュ

ー

タ
ー

に 転送 され
,
各 々

ピ ク セ ル 毎の デ ジ タ ル 値 に 変換 され る . 各 ピ ク セ ル は 15 b it の

デ ジ タ ル 値 ( カ ラ
ー コ ー

ド) と して 表 され , 各 々 5bit の 線成

分,
5 bit の 赤成分 ,

5 bit の 育成分か らな る . 色 の 三 原則 に 従

い
,

ピ ク セ ル の 色は 各 々 線 , 赤 , 育成 分の 混合に よ り表現 され

る . 解像度ほ 512 ×5 1 2 ピ ク セ ル で ある(第 一

段 階) . 次に デ ジタ

ル 値 で あ る カ ラ
ー

コ
ー ド は 国 際 照 明 委 員 会 (C o m mi s si o n

I nt e r n a ti o n al d e L
'

E cl air a g e
,
C I E) 算出式に よ り白黒 の 濃 淡値

Fig . 1 . B l o c k di a g r a m of c o m p u t e r i m a g e a n aly sI S S y St e m

C O n S tr u C t e d f o r th e s e e x p e ri m e n t s . T h r o u gh a C C D T V

C a m e r a
,
th e n a t u r al i m a g e f r o m a li gh t m i c r o s c o p e i s s e n t

t o a c o m p u t e r a n d i s c o n v e r t e d in t o d igit al d a t a f o r

i n d ivi d u al pi x els . T h e r e s ol u ti o n m a g nit u d e is 51 2 ×5 1 2

Pi x el s i n thi s s y s t e m . S e e t e x t f o r d e t ail s ･

7 1 5

( g r a y v al u e) に変 換 され る (第 二 段階) . こ の 算出式 は カ ラ ー

T V 信号 を白黒 T V 信号に 変換す るた め に 汎用的に 使わ れ るも

の で あ っ て
, 以下の 如くで ある

柑)
.

白黒濃淡値 =

0 .2 9 9 ×赤輝度値+ 0 .58 7 ×線輝度値+ 0 .1 1 4 ×青輝度値

( CI E 算出式)

白黒濃淡値の 強 さほ32 段階と る こ と に な る .
こ れ は本 シ ス テ

ム で 赤 , 線 , 青 ,
の 各成分が 5bit の 2 進数を と るか ら で ある

(2
5

= 3 2) .

プ ル キ ン エ 細胞 の 免疫陽性反応 を定量計測す るた め の 詳細な

処理 は 以下の 通 りで ある . まず, 計測対象と な るプ ル キ ン エ 細

胞 が ト レ ー

ス され , 通 し番号が つ けられ る . 次に ト レ
ー ス され

た プ ル キ ン エ 細胞に お い て
, そ の ト レ ー ス ライ ン 内 の 領域 (プ

ル キ ン エ 細胞 の 細胞体) に相 当する全 ての 場所 の ピ ク セ ル の カ

ラ
ー

コ
ー

ドの 億 が読み出 され ,
CI E 算出式に よ り白黒濃淡備に

変換さ れ る . こ の32段 階の うち ,
よ り低 い 値は呈 色反応の 色が

濃い こ とを 表す. こ れ は コ ン ピ
ュ

ー

タ ー C R T の 色彩表現 が 加

法混色を採用 して い るか らで ある
抑

. 最後に 白黒濃淡 値数 分布

ヒ ス トグ ラ ム が ト レ ー

ス され た プ ル キ ン エ 細胞の 1 個個々 に 対

しそ れ ぞれ 作 られ る . 各白黒濃淡値度数分布 ヒ ス ト グ ラ ム に は

そ の デ ー タ の もと と な っ た ( つ ま り ト レ ー ス さ れ た) プ ル キ ン

エ 細胞の 通 し番号と同 じ番号が付け られ た . 必要な コ ン ピ
ュ

ー

タ
ー

の ソ フ ト ウ ェ ア は , 著者が C 言 語 (C -

C O r n pil e r p r o 6 8 K
,

シ ャ
ー プ

, 東京) を用い て 本研究の 為に 独自に プ ロ グ ラ ム した

も の で ある .

成 績

コ ン ピ
ュ

ー タ ー 画像処理 に よる 解析 の 結果 ,
P K C 抗体 に 対

する免疫陽性反応 の 呈色の 強さは
▲

リ ー ラ ー マ ウ ス 小脳 に お い

て 中心 白質部細胞集団に 位置す る異常位置 プ ル キ ン エ 細胞の 方

が
,
分子層に ある正 常位置 プル キ ン エ 細胞に 比 べ て

, 著明に 強

い と い う興味深 い 結果が得 られた . こ の こ と は 中心 白質部異常

位置プ ル キ ン エ 細胞集団に お け る P K C の 発現が有意に 上 昇 し

て い る こと を 明瞭 に 物語 っ て い る . リ
ー

ラ
ー マ ウ ス 1 個体 の 例

Fi g . 2 . P h o t o g r a p h f r o m th e R e el e T m u t a n t m O u S e C e r e b eト

1 u m ir n m u n o s tai n ed f o r ty p e l (f) pr o t ei n ki n a s e C i n a

C O r O n al s e c ti o n . A rr o w h e a d s
,

th e P u r ki nj e c e11s i n th e

m ol e c tll a r c ell l a y e r ; a S te ri s k
,

th e P u r ki nj e c ells i n th e

C e n tr a l m a s s ; M L
,

m Ol e c u l a r l a y e r ; Gl
, g r a n ul a r l a y e r ;

C M , C e n tr al m a s s . B a r , 8 0 FL m .
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屋

で は
, 分子層( 正常位置) で 5 個 プ ル キ ン エ 細胞(通 し番号0 _

4 ) を サ ン プ ル リ ン グ し
, 中心 自質部細胞集 団で11 個 の プ ル キ

ン エ 細胞(通 し番 号5
-

1 5) を サ ン プ リ ン グ した ･ そ の 中で通し

番号 5 - 1 0 を サ ン プ リ ン グ した 例を しめ す( 図 3 a , b) ･ こ の 場

合
′ 分子層 の プ ル キ ン エ 細胞の サ ン プル 数が 少な い の ほ移動障

害に よ り
, も と もと こ の 位置に ある プ ル キ ン エ 細胞が

, 中心白

質部に ある異常位置 プル キ ン エ 細胞 よ りも大幅 に 減少 してい る

た め で ある ･ 白黒濃淡値度数分布 ヒ ス ト グ ラ ム ほ ト レ ー

ス され

た プ ル キ ン エ 細胞 の 白黒濃淡値 に 由来 して い る (図4 ) . よ り低
い 白黒濃淡値は よ り暗い 輝度を示 す ･ 中心 白質 掛 こ位置する異

常位置 プ ル キ ン エ 細胞の 平均 白黒濃淡値ほ 17 ･9 ±0 ･9 5 で あり
,

分子層 に 位置する 細胞 の それ ほ 23 ･6 ±1 ･4 8 で あ っ た t 中心白質

部 に位置す る異常位 置プ ル キ ン エ 細胞 (通 し番 号 5 - 1 5 ) の 免

疫豊 色反応の 色の 輝度 は分子 層 に 位置す る正常位置 プ ル キ ン エ

細胞(通 し番号 0 -

4 ) の 輝度よ りも強か っ た . 白黒濃淡値度数

分布 ヒ ス ト グラ ム をす べ て あわ せ た 平均 ヒ ス ト グ ラ ム を 図5 で

示 す ･ T 検定 の 結 敷 こ の 二 つ の 細 胞の 集 団(分子層 と 中心 自

質部) の 呈色反応 の 色濃度 に は 有意の 差異が あ っ た (t o
= 4 .3芦, p

(t o) < 0 ･0 0 5) . 以上 の 結果 よ り
, 中心 白質部異常位置 プル キ ン エ

F ig . 3 . I m m u n o p o siti v e P u r ki nj e c e11 s i n th e w hit e m a tt er

( c e n tr al m a s s) of R e el e r m u t a n t m Q u S e C e r e b ell u m f o r th e

C O m p u t e r i m a g e a n al y sis . ( a) P u r k i nj e c ell s ( a r r o w h e a d)
l o c a t e d i n th e c e n t r al m a s s of R e el e r m u t a n t m o u s e . (b)
T h e 6 tr a c e d ( e n cir cl e d) P u r ki nj e c ells (t r a c i n g n u m b e r s

5 - 1 0) f o r i m a g e a n aly si s a t th e s a m e a r e a a s i n F ig . 3 a .

B a r , 8 0 p m t E l e v e n P u r k inj e c ells (tr a ci n g n u m b e r s

5
-

1 5) w e r e s a m p le d i n th e c e n tr al m a s s . ( s e e F i g s . 4 -5) ,

二二 二 二 ∴ニ ニ ± 二
‖___

二 三

二 ± ÷ 二 ± 二

董=

_二≒ ≒ 二三 ≒ 〒二
｢

二 ≒二 三
_
二_ ≒ 〒0 16 32 0 1 6 3 2 0 16 3 2 0 1 6

G r ay v al u e

F i g ･ 4 ･ F r e q u e n c y d is trib u ti o n hi st o g r a m s of g r a y v al u e c alc ul a t e d
′
f r o r n th e i m m u n o p o siti v e d e n sity of th e tr a c e d P u r ki nj e c ells

in th e
"

c o r t e x

' '

(s a m pl e n u m b e r s . 0 - 4) a n d
LL

c e n tr al m a s s
''

(s a m pl e
･

n u m b e r . 5 q 1 5) of R e el e r m u t a n t m o u s e . T h e h o riz o n tal

li n e s h o w s th e 3 2 - d e g r e e cl a s s o f g r a y v al u e l T h e v e r tic al li n e s h o w s th e n u m b e r of pi x el s . T h e v e rti c al s c al e t o th e l ef t

in di c a t e s l O % of th e t ot al n u r n b e r of pix els th a t w e r e s u r r o u n d e d b y th e tr a e li n e .



リ
ー ラ ー マ ウ ス 小脳 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C の 特異的発現

細胞集団に 属 し異所性 シ ナ プ ス を よ く形成する プ ル キ ン エ 細胞

に お い て
,
P K C の 発現 の 上 昇が 明 らか に な っ た . 表1 は 他の 2

匹の ミ ュ

ー タ ン ト マ ウ ス の デ ー タ を 含む平均白黒濃淡値を ま と

めて 表示 した もの で あ る . T 検定 の 結果
,
全て の 例 で 二 つ の 細

胞集団間に 有意 な差が 認め られ た ･

考 察

本研究 で 用い た 一 次抗体は マ ウ ス の Ig G で ある為
, 偽陽性反

応の 可能性が あり う るが
,

こ の こ とは 以下に 示 す理 由に よ りそ

の 可能性が 極め て少な い もの と 考え られ る . まず P K C モ ノ ク

ロ
ー ナ ル 抗体の 正常 マ ウ ス ( rl/ + + / + ) に お ける染色結 果が

従来報告 され て きた所見
Ig)20 )

と
一 致 して い る こ と ･ す なわ ち

t

P K C は プル キ ン エ 細胞 で の み 陽性 で あり
, 顆粒細胞 , 小脳核細

胞を は じめ
, 他の 細胞 に 関 して は 陰性 で あ っ た こ と は 染色技術

0

の

旬
×

る

ち
心

00

望
じ

ひ

U
｣

む
d

1 6 3 2

G r a y v a I u e

F ig . 5 . T h e a v e r a g ed h is t o g r a m c o m p a ri n g th e i m m u n o p o s-
iti v e d e n sit y b e t w e e n P u r ki nj e c ells i n th e c o r t e x a n d th e

c e n tr al m a s s . T h e w hit e h is t o g r a m c al c ul a t e d f r o m th e

gr a y v al u e hi st o g r a m ( n u m b e r s O - 4) a n d th e c r o s s- h a t c h e d

o n e f r o m t h a t ( n u m b e r s 5 - 1 5) i n F ig . 4
,

r e S P e C ti v el y . A

Sl g nifi c a n t d iff e r e n c e s b e t w e e n t h e w hit e his t o g r a m a n d

c r o s s
- h a t c h e d h is t o g r a m is cl e a rly o b t ai n e d w h e n th e t- t e S t

i s a p pli e d (t o ; 4 .3 2 ; P (t o) < 0 .0 0 5) . ( S e e T a bl e l .) T h e

p e a k v al u e of th e c r o s s-h a t c h e d hi s t o g r a m is s hif t e d t o th e

l ef t c o m p a r e d w it h th at of th e w h it e hi s t o g r a m . B e c a u s e

th e l o w e r g r a y cl a s s i n di c at ed a hi g h e r d e n sity ,
a S h ift t o

th e l eft m e a n s th a t th e i m m u n o p o siti v e d e n sit y of

P u r ki nj e c ell s i n t h e c e n tr al m a s s ( tr a ci n g n u m b e r s 5 - 1 5)

is hig h e r th a n th a t i n t h e c o r t e x (tr a ci n g n u m b e r s O - 4) .

T h e p ri n ci pl e i s th e s a m e a s i n F ig . 4 .

7 1 7

に 問題の な い こ とを 支持す る . 次に 計測を すべ て 同 一 切片上 で

行 っ た こ と で ある . 即ち位 置 の 異 な る プ ル キ ン エ 細 胞に つ い

て
,

そ れ ぞれ免疫組織化学 で 得られ た D A B 免疫反応産物の 濃

度 を比較する と い う方法をと っ た . こ の 方法の 長所 は
一 同

一 切

片 上 に 載 っ て い る細胞で あ る な ら ば 染色 条件 が 同
一

で あ り ,

バ
ッ ク グ ラ ウ ン ドとな る輝度条件 を全 て同

一

に 保 つ こ とが で き

る こ と に ある . そ れ ゆ え
,

た と え バ
ッ ク グ ラ ウ ン ドの 染色反応

が ノイ ズ と して 存在 し , 細胞に 重な っ てきた と しても , 実験群

の 細胞 の 濃度か ら コ ン ト ロ ー ル 群 の 細胞 の 濃 度を コ ン ピ ュ

ー

タ ー

画像処理 の 手法を 利用 して 差 し引 桝 ぎ
,

こ の よ うな ノ イ ズ

を 殆 ど相 殺す る こ と が で きる . 偽陽性反応の 可能性 ほ上 記の 理

由に よ り
,

可 能性 が極め て少な い もの と考え られ る . 異な る位

置 に ある プ ル キ ン エ 細胞 間で も発現 量に 変化 の な い ミ エ リ ン

ベ ー

シ ッ ク プ ロ テ イ ン とは 異な り本研 究の 定量計測 に よ り
, 細

胞 内情報伝達物質 P K C は リ ー ラ
ー

マ ウ ス 小脳の 中心 自質細胞

集団に 位置す る異常位 置の プ ル キ ン エ 細胞 で著明 に 上昇 して い

る こ とが 明らか に され た . それ で ほ 何が P K C の 発現の 上昇を

ひき お こ すか が問題と な るが
,

こ の 疑問に 対 して ほ 現在 の と こ

ろ 以下に 述べ る解答が 考え られ る . ま ず, 移動障害を お こ した

異常位置 プ ル キ ン エ 細胞そ の もの に 内在す る異 常が こ の P K C

の 発現を ひ きお こすと い う考え で あ るが
,

こ の 考え は 妥当で は

な い
. そ の 理 由ほ キ メ ラ マ ウ ス を用 い た こ れ ま での 研究に よれ

ば , 異常位置の 一 次的な原田ほ リ ー ラ ー マ ウ ス の プ ル キ ン エ 細

胞 の 異常は グ リ ア 細胞を含む 細胞 間の 相互 作用 の 異常に 起 因す

る 可能性が 高く プ ル キ ン エ 細胞そ の も の に ある の では な い こと

が既 に 示 酸 され て い る か ら で ある
2I)

. 次 に あげ られ る理 由は ,

プ ル キ ン エ 細胞 へ の 求心性の 入 力に 原因が ある と い うもの で あ

る . 中心 白質部細胞集団に 位置する 異常位置プ ル キ ン エ 細胞を

例に とれ ば
, 苔状線経と プ ル キ ン エ 細胞間 の 直接の シ ナ プ ス 形

成 (h e t e r ol o g o u s s y n a p s e) 及 び未熟な シ ナ プ ス 形成 ( プ ル キ ン

エ 細胞 へ 向か う 多数の 壁 上線維の 残存) 等 の 求心性 の 人 力 と の

異常な シ ナ プ ス を 形成 が報告 され て きて い る . しか し
,

こ れ に

対 して 分 子層に 位 置す る正常位置 プル キ ン エ 細胞で は こ の よ う

な シ ナ プ ス 形成は
一

切 認め られ な い
4)

. そ れ 故 , 異常 位置 プ ル

キ ン エ 細胞 へ の 異 所性 シ ナ プ ス 形成 こ そ が P K C の 発現に 関宮･

す る可能 性が 高 い . 近年の 報告に よ れ ば , 生後14 日 に P K C の

小脳 シ ナ プ ト ソ ー

ム に おけ る 発現が ピ ー ク に 達す る .
こ の 生後

14 日ほ 発達途上 の 過渡 的な シ ナ プ ス の 選択が お こ なわ れ , 神経

回 路網が 形成 され て い く と 考 え ら れ て い る決定 的 な 時期 で あ

T a b l e l . C o m p a ris o n of t h e e x p r e s si o n o f P K C
-)
b e t w e e n P u r ki nj e c e11s i n th e c o rt e x a n d i n

t h e c e n tr al m a s s i n 3 R e e l e r m u t a n t m i c e

E x p r e s si o n ( m e a n s 士S E M
,
% )

b)
of P K C i n

M o u s e n u m b e r

e x a m i n e d M ol e c ul a r l a y e r of C e n t r al m a s s t - t e S t
d)

C O r t e X t O

2 3 . 6 士1 . 亜 ( 5 )
亡)

2 4 .8 ±0 . 5 9 (1 1)

2 3 . 9 士0 . 91 ( 9 )

1 7 . 9 士0 . 95 (1 1) 4 . 3 2 (P (.｡ ) < 0 .0 05)

2 1 . 0 士0 . 4 9 (1 3) 9 . 1 0 (P 仙 < 0 .0 0 5)

1 8 . 9 士0 . 3 3 (2 8) 9 . 4 2 (P (b ) < 0 .0 0 5)

a) T y p e l (T) p r o t ei n k i n a s e C .

b) D a t a d e ri v e d f r o m a v e r a g e d
"

g T a y V al u e

"

( s e e Fi g . 5) w a s e x p r e s s e d a s p e r c e n t a g e to t o t al

p l X els .

C) N u m b e r of s a m pli n g c e11 s .

d) T h e トt e st c o nfi r m e d th e si g nifi c a n t diff e r e n c e s i n th e e x p･r e S Si o n of- P K C b e t w e e n
.
2 c ellr

g r o u p s i n a n y c a s e s of al1 3 R e el e r m u t a n t m ic e .

*
D a t a i n m o u s e nlu m b e r l w e r e u s e d i n th e m i c r o p h o t o Br a p h s (s e e F i g . 3

,
a

,
b) a n d

h is t o g r a m s (s e c F ig . 4
. 5) .



71 8

る . こ の こ とを あわ せ 考え る と ,
シ ナ プ ス 形成 に お い て異所性

シ ナ プ ス 形成 に 関 して 積極的な役割を は た して い る こ と が考 え

られ る . こ こ で P K C は 過渡的な シ ナ プ ス の 選択 ,
シ ナ プ ス 形

成に どの ような 役割を は た して い る で あろうか と い う疑 問が提

起 され る の で あるが
,
現在の 所, 著者 は 以下に の べ る仮説 を考

えて い る ( 図6 ) . P K C が D N A の 翻訳を 開始 す る調 節 蛋白質

(r e g ul a t o r y p r o t ein ) を燐酸化 し
, 活性化 ( a c ti v at e) す る と

, 可

塑的変化に よ っ て強 化され る後 シ ナ プ ス 側 ( p o s t s y n a p tic sit e)

に 発現す る レ セ プ タ
ー

蛋 白 の m R N A が 転 写 さ れ る .
こ の

m R N A は ゴ ル ジ装置で 蛋白と な り
,
強化(s t a b ili zi n g) され る べ

き後 シ ナ プ ス 側に 運ばれ, そ の 膜上 で発 現す る . こ の こ と に よ

り過渡的に シ ナ プ ス の 選択が お こ る . 著者ほ近年正 常 マ ウ ス の

S t a b iIiz i n g s y n a p ti c

†o r m a li o n

､
､

＼芋J 鐙

Fig . 6 . T h e h y p o th e si s of th e r ol e ty p e l (T) p r o t e in k i n a s e

C f o r s y n a p t o g e n e si s . T y p e l (r) p r ot ei n ki n a s e C

a c tiv a t e s r e g ul a t o r p r o t ei n b y p h o s p h o ri z a ti o n . T hi s

r e g u la t o r p r o t ei n r e g u l a te s D N A 甲 n th e si s of s p e cifi c

r e c e p t o r w hi c h m u s t b e st a b ilz e d . p s ; r e g u la t o r p r o t ei n ;

Ⅹ; S p e Cific r e c e pt 8 r a t ■ r20 SよS y n 阜p ti c site =
･

星

発達途上 の 小脳 に お い て
,
P K C の m R N A レ ベ ル の 発現量が

,

蛋白の 場合 と同様 ,
1 4 日 で 最大 に な る こ と を 観察 した . そ の

際 , 発現 して い る場所ほ細 胞体の ほ か に
, 樹状突起近位部で も

認め られ る こ とを 観察 した (投稿 準備 中) . こ の こ と か ら , 樹状

突起近位 部に 局在す る P K C m R N A の 量の 調整を通 じて
,

シ ナ

プ ス 形成を よ り細か く制御す る機構が 存在す る可 能性が 考えら

れ る .

結 論

本研究で は , 画像処理 に よ る定量測定に よ り, 異常 な求心性

入 力を も つ リ ー ラ ー マ ウ ス 小脳 プ ル キ ン エ 細胞 に お い て P KC

が 特異 的かこ発 現 して い る こ と を 明 らか に し た . こ の こ と ほ

P K C が後 シ ナ プ ス 側 の レ セ プ タ ー の 発現 を行 う こ と に よ り
,

異所性 シ ナ プ ス の 形成に 積 極的 に 関与 す る可 能性 を 示 して い

る .
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