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第１章

§　１
１

序論

イノシトールリン脂質情報伝達系に関する従来の研究

［Ａ］小脳プルキンエ細胞内のイノシトールリン肥前情報伝達系

　脳には１ ０ １ｏ個とも言われる膨大な数の神経細胞が存在している

これらの神経細胞は，最初は一本の神経管の上皮細胞から発生し，

様々な形態と機能を持った神経細胞へと分化する．そして個々の神

経細胞は，ある特定の神経細胞とシナプスを形成して行くことによ

り神経回路網を形成し，脳を形造ってゆく．このようにして出来上

がった脳の細胞構築は大変複雑であるために，その神経細胞の機能

に関する分子レベルでの解析は困難であるとされて来た．

　しかし，運動の協調と学習の一部を司る小脳については，神経回

路網の発生やその構成が中枢神経系の中でも特に良く解明されてい

る．それは，小脳が個体の誕生後に発生するために，発生の各段階

において分化する神経細胞が特定出来たことによる．図１－１に示

したように，小脳皮質はプルキンエ細胞，頚粒細胞，バスケット細

胞，星状細胞，ゴルジ細胞及びルガロ細胞の６種類の神経細胞から

構成されており，それらが規則正しく配列することによって，小脳

皮質は分子層，プルキンエ細胞層，類粒細胞眉から或る３層構造を

形成する．１）また，小脳発生に伴うこれらの神経細胞の分化や，そ

れらの細胞間におけるシナプス結合が，形態学的および電気生理学

的に明らかにされている その代表的なものは

小脳発生における神経回路網の構築を形態学的に

のである（図１－

細胞は既に分化し

２） ２）
これによ ると

１９７２年にＡｌｔｍａｎが

詳細に解析したも

生後３日目にプルキンエ

小脳皮質に配列し始める また 生後７日目に

なると，プルキンエ細胞は樹状突起を伸ばし出し，かつ外征層中で

増殖・分化した粒粒細胞は内粒粒層に移勤し始め，その過程で粒粒

細胞の軸索である平行線維とプルキンエ細胞の樹状突起との間にシ

１
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ナプスが形成される

- ユ
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兜に生後ｔ２～に5目目になると

ロンであるバスケ ト細胞及び星状細胞が

ンエ細胞の細胞体と樹状突起にシナプスを形成し

ス結合 部位以

抑制性の介ｲ'i

それ

-f
て

ぞれブルキ

れらのシナブ

外のプルキンエ細胞の表面をダリア細抱か覆い始める

そして生後２１日目で

年には

ト脳の神経回路網はほぽ完成する

Ｓｈｌｌｏｎｏ　らにより

六ま ６７９１

ト脳発生における各陣経細胞間のシナ

プス結合が電気生理学的に調べられた（図１

こ: 生後３日□には

３）
ｌ】

心 れによる

プルキンエ細胞と延髄の下オリーブ核からの

登上線維とのシナプス結合が既に形成されており

のシナブス結合は

ゆ く

また平行線維と

生後７日目から２１日目にかけて順次形成されて

生後１０日目には 脳幹や脊髄の様々な小脳前核からの苔状線

維が頴粒細胞に人力すると同時に

ク回路が形成される

ゴルジ細胞によりフィードバッ

更に生後１２日目からは

ルキンエ細胞の細胞体と

起と

バスケット細胞がプ

また星状細胞はプルキンエ細胞の樹状突

それぞれシナプス結合する そして生後２！日目で

経細胞間のシナプス結合はほぼ完成する

小脳の神

　小脳の神経細胞の中でも，プルキンエ細胞は形態的には中枢神経

系の中でも最も大きく，図１－４に示したようにサジタール方向に

水平に大きく広がった樹状突起をもつ細胞である．また機能的には

小脳皮質への各種入力に対する情報処理を行なう中心的な細胞であ

り，小脳皮質からの唯一の出力細胞でもある．この特徴的な神経細

胞の分化や機能における分子機構の研究が，現在盛んに行なわれて

いる．その結果，プルキンエ知日包に特異的な物質や，特に多く発現

している物質が多数発見され

あることが分かってきた

この細胞が脳の中でも特殊な細胞

プルキンエ細胞に特異的に発現してし

ペプチ　ド｀としてはｃｅｒｃｂｃｌｈｎｏ ＰＥＰ－１９５ ｓｐｏｔ３５（　等があり

プルキンエ細胞に特異的な柏タンパク質にはＰぺｏ７゛があ

Ｌ９　とｓｐｏし３５　はそれぞれＥＦ ｈ皿ｄ　八ｒｕｃＬｕｒｃ　をもつＣａ釘

ク冒である．゛．

シトール　Ｉ．４．５

１２
ま た［≒，ｏは

で
　
る

る．ＰＥＰ－

‘ｉ合タンパ

釧脳内Ｃａストアーに存在するイノ

リン酸（目）いの受容休であり

｜

同時にＣａ　ナャネル
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小脳発生に伴う神経細胞間のシナプス結合の構築

（文献３）より）

３図　１
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図１－４．アダルトラッ1、小脳におけるプルキンエ細胞の顕微鏡

　　　　写真　ぐブルキンエ細胞に特異的なＰ４ｏ、に対する抗体を

　　　　用いて得られた染色像：Ｂａｒ＝５０μΓＯ
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でもあることが明らかになった．ｇ：　更に，プルキンエ細胞に多く発

現しているタンパク貿としては，ｃＧＵ依存性プロテインキナーゼ

１０）

穴ま

や，　ビタミ　ンＤ依存性Ｃａ　結合タンパク貿であるｃａ１♭ｌｎｄｉｎｌｊ）

リン脂質

報告されている

Ｃａ２゛依存性プロテインキナーゼＣ（ＰＫＣ）に）などが

　プルキンエ細胞に特異的なこれらの物質が，どの

ようにこの細胞の発生や分化に関与し

関係しているの力’

これ

あり

　
　
　
　
一

る
　
ト

らず

更に情報処理能力の獲得に

この問題は未だに良く分かっていなし しかし

らの分子の多くは，その活性がＣａ２゛によって調節されるもので

　またイノシトールリン脂質情報伝達系に関与する分子でもあ

従って

ル

細胞内Ｃａ¨　濃度とＰＫＣ活性とを同時に制御するイノシ

リン脂質情報伝達系が，プルキンエ細胞の発生や分化のみな

情報処理能力の獲得においても重要な役目を果たしているも

のと考えられる

［Ｂ
『
－
Ｊ イノシトールリン脂質情報伝達系に関する従来の研究

　神経伝達物質やホルモンを始めとする様々な細胞間伝達物質が細

胞に作用すると，細胞膜表面の特異的な受容体を介してそれらの情

報は細胞内へと伝達される．近年，ｃＡＭＰ，ｃＧＭＰ，Ｃａ２゛，更にはＩＰａや

ジアシルグリセロール（ＤＧ）などのセカンドメッセンジャーによって

調節される細胎内情報伝達経路が，次々と明らかにされてきた．そ

の中の一つにイノシトールリン脂質情報伝達系がある（図１－５）．

この情報伝達系では，種々の伝達物質が受容体に結合することによ

り，　Ｇタンパク質を介してホスホリパーゼＣ（ＰＬＣ）が活性化される．

この酵素により，細胞膜を構成するリン脂質の一つであるホスファ

チジルイノシトール　４，５ 一一ニリン酸（ＰＩＰ２）が加水分解され，ＩＰ３とＤＧ

という二つのセカンドメッセンジャーが同時に産生される．１ １; ＩＰＩ

は細胞内Ｃａ　ストアー（滑面小胞体）に存在する特異的な受容体に結

合し，廠胞内にＣａ２‘　を動員する．細胞内Ｃａ¨　濃度の増加は，種々

のＣａ２４　依存性酵素や，Ｃａ２’‘／カルモデュリン依存性キナーゼ，ホス

７
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ホリパーゼＡ２などを活性化させる
一 方，　ＤＧ　はＣａ

ジルセリ　ン（ＰＳ）の存在下でＰＫＣ　を活性化させるン４）

れた様々なプロテインキナーゼは，

チャネルなどの機能性タンパク質や

ンパク質などをリン酸化することに

応答を細胞に引き起こす．こうして

達系は

数多くの酵素

とホスファチ

--

-- で活性化さ

受容休

細胞骨格系タンパク質

より
りぶ

不

イオン

　核夕

激に応じたある特定の

イノシトールリン脂質情報伝

分泌 収縮現象などの一過性の早い応答に関する情報伝

のみならず，遺伝子の発現の制御や，学習・記憶，

にはガン化などの持続的な生理作用の情報伝達にも

と考えられている．

イノシトールリン脂質と細胞機能との関連性は

のア ゛
ｙ

－
フ

一

増殖 化分

関与してし

達
　
更
　
る

ﾉ｀、　　卜肺臓切片で

ゼ分泌とイノシトールリン脂質代謝九進との相関が
Ｍ

Ｒ．Ｈｏｋｉｎ　とＬ．Ｅ．Ｈｏｋｉｎ　によって１９５３年に示されたことに始まる．１５’

その後１９７５年に，ホスファチジルイノシトールの代謝回転は細胞内

へのＣａ２゛の流人を促進するという仮説がＭｉｃｈｅ１　によって提唱され

１６）
また１Ｈ３年には Ｓｔｒｅｂ　らがインスリン産生細胞について

ＰＩＰ２がＰＬＣ　によって加水分解されたときに生じたＩＰ３により 小胞体

からのＣａ２゛放出が促進されることを，初めて見出した．１７）そして

１９８９年になると Ｍｉｋｏｓｈｉｂａ　らにより小脳プルキンエ細胞に存在す

るＩＰ３受容体（Ｃａ　チャネル）が同定され，イノシトールリン脂質情

報伝達系におけるCa2゛動員仮説が実証された．現在，このＩＰ３受容

体はクローニングされ，ｏ　その構造や生理的機能が明らかにされて

いる／８）更に，特異的モノクロ一ン抗体を用いて，細胞内局在や各

組織における分布も調べられている．１９）

一 方，日７７年にＮｉｓｈｉｚｕｋａ　らにより

て活性化されるセリンノスレオニン

２０ ２１）
その後

，ＰＫＣ　はＣａに　及びＰＳ　によっ

Ｊン酸化酵素として発見された

膜の微量成分でありＰＩＰ２の代謝物であるＤＧ　が

ＰＫＣ　の活性化に必要なＣａに　濃度を引き下げることにより，生理的な

細胞内Ｃａ２峰　濃度においてもＰＫＣ　が活性化されることから，２ｏ　細胞

８
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刺激時のイノシトールリン脂U･代謝回転によるＰＫＣの活性化が示さ

れてきた．また．これとは別に、発ガンフロモーターのｰ･種である

ホルボールエステルが、ＤＧ　と1･jl様の機構により］ＩＫＣ　を活性化するこ

とも分かった
９

～
３：

ョンばかりでなく

その後 ホルボールエステルは発ガンプロモーシ

細胞の増殖 分化の促進 分泌作川の調節

伝子の発現誘導などの多彩な生理機能を持つことが示された

ことによ り ＰＫＣ　のこれら生理機能への関与

遺

こ　の

吏にはＰＫＣ活性を制

御するイノシトールリン脂質情報伝達系のこれら機能への関与ｶヽ

示唆されるようになった

たＰＫＣ　は

η ∂

また，単一一の分子であると考えられてな

少なくとも１０種類の分子種［α．βＩ，βＩ］，７，δ，ε，ζ

λ）をもったファミ　リーであることが

これら分子種の酵素学的性質や

特異的な抗体を用いた組織内

でいる
２５）

分かった．２“　現在

生理機能への関与 更には分子種

細胞内局在についての検討が 進ん

このように，イノシトールリン脂質情報伝達系における情報の受

け手ともいえるＩＰ３受容体やＰＫＣ　については それらがタンパク質で

あることから分子生物学的手法によりクローニングされ，特異的モ

ノクローン抗体の作製が行なわれて来た．しかし，ここで注意しな

ければならないことは，これらの機能性タンパク質において，その

存在と機能発現（活性化）とは必ずしも等価ではない，ということ

である．特にイノシトールリン脂質情報伝達系では，その情報伝達

様式が脂質とタンパク質との相互作用の上に成り立っていることか

ら，細胞が刺激に対して応答するには，これら分子間の相互作用が

完全に行なわれている必要がある．従って，この情報伝達系を解明

するためには，機能性タンパク質を個々に調べるばかりではなく，

情報伝達系の流れの中での位置を医院に踏まえて，そこに関与する

脂冒の作用を考えて行かなければならない．

　しかし，生体腔を構成するリン脂質の１つであり，

リン脂質情報伝達系のｋｅｙ　ｍ(１ｌｃｃｕｌｅ　ともいえるＰ１１≒は

イノシトール

その存在

が極微服であり しかも死後分解が極めていいこともあって

１０

その
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機能がはっきりと解明されていない物1肖である．　図　１　　６ Ｓ

ように

７　０　％

し/、

IリＰ２はグリセロール１位の脂肪酸としてスケアリン酸を約

六ま ２位の脂肪酸としてア

有する）を５０～６５％含み

ラキl･ ン酸（４個の 屯結合を

３位の極性頭韻中の４位と５位に，　リン

リル
ー

トシノイたし合結が基酸

従来，ＰＩＰ２の定量的解析は放

またはホスファチジルイノシ

ン酸を有するリン脂賢である
ｂ

寸性同位元素を川いた手法による方

ト - ル　４ リ　ン酸（ＰＩＰ）キナーゼやホ

スファチジルイノシトール（ＰＩ）キナーゼなどの活性を測定する生化

学的な手法により行なわれるか，のいずれかであった．しかし，こ

れらの方法では，個々の細胞レペルでのＰＩＰ２の定量的な解析が不可

能であった しかも，生化学的測定は１ｎ ｖｉｔｒｏ で行なわなけれぱな
　　　　　　　　　　　一一

らないために，　ｌｎ

　　　　　　　－

抗

そこで

ｖｉｖｏでのＰＩＰ２の機能は推測の域を出なかった

この問題を解決するために ＰＩＰバこ対するボリクローン

体の作製がまず試みられた．しかし，ＰＩＰ２は生体内に存在してし

る物質であること

れに ―く ことが予

更にその分子量が小さいために，抗体が変生さ

想さ れ
･〃

心

免疫原性の高い物質により

ンパク質を担体として用い

そこで，生体内に存在しない，　しかも

生体の免疫レベルを高め，更にこのタ

ハプテンであるＰＩＰ２をこれに結合させ

ることにより，生体内に存在する分子量の小さな物質に対しても，

抗体を産生させようとする試みがなされた．Ｙｏｓｈｉｏｋａ　らは，メチル

化した牛血清アルブミン（ＢＳＡ）にＰＩＰ２を結合させ，これをウサギに免

疫することにより，ＰＩＰ２に対するポリクローン抗体を作製した.27j

更にこれを用いて，ラットの視細胞２゛　やそのレンズ２９≒　更に内茸

の有毛細胞３ｏ）におけるＰＩＰ２の局在，及びＰＨ）２量の時間的変化が免

疫組織化学的手法で測定された．しかし，この抗体はＰＩＰを含む他

の酸性リン脂質にも交差反応を示すことから，Ｐに≒に対する特異性

が高いとは訪えず，この抗体を川いた組織の染色性にも疑問が残っ

た．　そこで，Ｐ□≒に対して特異性の高いモノクローン抗体を作製す

る必要性が高まった

□
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ＰＩＰ２の構造式（文献

回

２６）より）
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§　１　－　２ 本研究の目的と意義

［Ａ］イノシトールリン脂質情報伝達系へのリン脂質関与の証明

これま

研究は

１

で述べてきたように，イノシトールリン画質情報伝達系の

主に生化学的な手法を用いて行なわれて来た．その結果，

ｎ ｖｌｔｒｏ　での機能は解明されて来たが

ー-

測されるのみであった 即ち

１

百

る
　
が
　
示

うものは

　また，

ｎ　ｖｉｖｏ　での状態は単に推
一

イノシト一ルリン脂質情報伝達系と

理論的に仮定されたものに過ぎない という
一

心 とであ

イノシトールリン脂質情報伝達系の名に冠してあるＰＩＰ２

本当にこの細胞内情報伝達に関与しているのが

した証拠は何もない

それを現実に

細胎内情報伝達系の実在を示し これを証

明するためには，ＰＩＰ２を始めとする諸情報伝達分子の抗体を作製レ

それらを研究に用いてゆく以外に方法はない．

　そこで本研究の第一の目的は，まずリン脂質に対する特異性の高

いモノクローン抗体を作製することである．次にこれを用いて，イ

ノシトールリン脂質情報伝達系におけるＰＩＰ２などのリン脂質の関与

を，現実に示すことである，そのために本研究では，イノシトール

リン脂質情報伝達系を，脂質とタンパク質との相互作用という観点

から，二つの系に分けて調べて行くことにした．一つはＰＩＰ２と細胞

内Ｃａ２４　動員との関係，　もう一つはＰＳ　とＰＫＣ活性との関係である．

　これらの目的を達成するために，本論文では以下の三つの章に分

けて研究を行なった．まず第２章では，イノシトールリン脂質情報

伝達系の要であるリン脂質ＰＩＰ２の定量的解析を，個々の細胞レベル

で行なえるようにするために，ＰＩＰ２に対して特異性の高いモノクロ

ーン抗体の作製を試みた．これまでのモノクローン抗体の作製では

タンパク質分子に対するものが主であったために，その免疫法や抗

体のスクリーニング法をそのまま利用してＰ目≒を始めとする渚リン

脂質の抗体を作製することが困難であった．そこで，免疫方法とし

ては糖脂質の抗体作製に対する以前の方法を改良して用い，さらに

13



　 ■ ㎜

㎜

-

に対して特異性の

脂質の抗体作製に

次に第３章では

学的に用いて

量的解析を試みた．

休を用いてＣａ２圭　勤

た．更にこれと平行して

よる細胞内Ｃａ２

証拠を示した

-

-

特1:

抗体のスクリーニングについては

セイを用いて行なうことにした．

新たに開発したリポソームアッ

そしてこれらの手法により

高いモノクローン抗体の作製に挑むと共に

対する免疫法の確立

ＰＩＰ２

リ　ン

及び生体膜中に存在する徽

量な抗原分子の抗体に対するスクリーニング法の確立を試みた

得られた抗ＰＩＰ２モノクローン抗体を免疫組織化

生後発生中の小脳における個々の細胞内のＰＩＰ２の定

またこれと同時に，ＩＰ３受容体（Ｐ４ｏｏ）に対する抗

員系の局在を調べることによ
り 発生段階を通し

て小脳のイノシトールリン脂質情報伝達系の構成状態を明らかにし

グルタ

動態を測定するこ

こ
Ｎ 　ン酸受容体のアゴニスト刺激に

とにより，発生段階におけるカル

シウムシグナリングの稼動状態を調べた こう して

員機構におけるＰＩＰ２の関与の直接的な証拠を示し

　細胞内Ｃａ２４　動

小脳発生におけ

るそれらの役割の解明を試みた．

　さらに第４章では，PS　とPKCに対するモノクローン抗体を用し

細胞内におけるｉｎ ｖｉｖｏ　でのＰＳ　とＰＫＣ　との相互作用について

　　　　　　　　　ー

その

こ研究に用いた小脳において ＰＫＣはその分子種

ごとに存在する神経細胞が異なっており，各々の神経細胞の機能に

関与していることが示唆される．また，小脳の発生におけるPKCの

活性及び組織における活性化部位を明らかにすることは，小脳の神

経細胞の分化を調べる上で重要である．本研究では，PKCが活性化

に伴い細胞質中をトランスロケートして細胞膜のPSに結合するとい

う性質を特に利用し，抗PS抗体と抗PKC抗体を用いることによって

生後の発生段階におけるラット小脳皮質中のＰＫＣの活性化部位を明

らかにすることを試みた．これは，生化学的な酵素活性の測定では

分からないｉｎ ｖｉｖｏにおける活性化ＰＫＣの局在部位を

学的に明らかにする新しい方法である

４１

免疫組織化



■ ㎜

　 ■ ㎜ ■

-

［Ｂ 脳・神経系の研究における発生段階中の小脳の有用性

　一般に，神経細胞の分化は，ある特定の時期にある特異的な物質

が発現するといったように，予め遺伝的にプログラムされた先天的

な要素と，外界からの人力刺激が細胎内情報伝達系を介して分化を

促進したりその方向付けを変えたりする

よって引き起こされるものと考えられる

の
　
は
　
り

可塑性と呼ばれている現象である

いる

現在

後天的な要素との両方に

特に後者の要素は，神経

　脳における学習と記憶

この神経の可塑的な性質によって営まれていると考えられてお

従ってこの可塑性は

　また，神経細胞に

力なアゴニスト

神経科学の領域で最大の関心事となって

可塑的現象を引き起こすために

アンタゴ
一

一 ス トを作用させたり

的に切断するなどの処置が行なわれている しかし

種々の強

人力線維を外科

このよ

とは自然の生理的条件下で絶対に起こり得ないことである

うな

六ま

-

心

そこで得られた結果に人工的な事象が混在する可能性も否定できず

よｎ ｖｌｖｏ　での実際の機能を反映していない恐れかおる

ー

そこで 生

理的に可塑的現象が起こっている系として考えられるのが，発生段

階にある神経細胞である．特に生後発生する小脳は，細胞レベルで

の形態学的・生理学的知識の蓄積という点からも，神経細胞の分化

並びに可塑性を研究する上で最も適した系であると考えられる．

　そこで，第二の目的として，生後の発生段階にある小脳の特にプ

ルキンエ細胞に着目し，その細胞の発生・分化におけるイノシトー

ルリン脂質情報伝達系の関与を明らかにしようと試みた．なおこれ

は，小脳の発生系をこれまでの単なる発生生物学の分野から一歩進

めて，生物の発生という自然現象を細胎内情報伝達系の研究に利用

することが，如何に多くの情報をもたらすかを示すものであり，今

後の神経科学研究に対するーつの実験方法を確立させるものでもあ

る．
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第２章

§　２　－　！

抗ＰＩＰ２モノクローン抗体

抗体の作製

［A 2｡　材料

ａ）詣質

　卵黄ホスファチジルコリン（ＰＣ）は

され

トグ

アル こ
へ ナカ ラムクロマトグラフ

ラフィーで精製された

出したＰＣ　をホスホリ パ 一

精製された

出され

卵黄よりＢｌｉｇｈ－Ｄｙｅｒ　法で抽fl

ィー及びケイ酸カラムクロマ

ホスファチジン酸（ＰＡ）は 卵黄より拍

ゼＤ（ＥＣ　３，１，４，４）で処理してから

ホスファチジルエタノールア
こ
へ

ケイ酸力 ラフィーにより精製された．ホス

大腸菌からＢｌｉｇｈ－Ｄｙｅｒ　法で抽出さ

ィーにより精製された．ｏ　ＰＳ　は，

ラムクロマトグラフ

ファチジルグリセロール（ＰＧ）は

牛脳白質より抽出され

ラフれ，ケイ酸カラムクロマトグ

ン（ＰＥ）は 卵黄より抽

分離

更にＦｏｌｃｈ法により溶媒分画されてｙ）ＣＭ

カルジオリ　ピン（ＣＬ）は

酵母をＴｒｅｖｅｌｙａｎ　らの方法により処理された後，４）Ｄｌｉｇｈ－Ｄｙｅｒ　法で

セファロースカラムクロマトグラフィーで精製されたフ）ＰＩ　は

抽出され

ロマトグ

精製された．５）ジ

更にイソプロパノールで分画された後

Ｎ
Ｓ
へ

ラフィーにより精製された

一

テロスフェイ　ト（ＤＣＰ）及びコレス

リストリルＰＣ（ＤＭＰＣ），ＰＩＰ２，ＰＩＰ，ダイセチルホ

トグラフィー及びＬ卜２０ゲルろ過カラムクロマトグラフィーにより

筋よりＦａｕｒｅ－Ｍａｒｅｃｈｅ１　の方法により抽出され

ルは

一

一－

１

ァターゼ

♭）薬品

　４－メチルウンベリフェリルホスフェイ　ト（ＵｍＰ），アルカリ性ホスフ

された

-

ＩＰ３ イノシト一ル　１，４

リン酸（Ｉ（１）ＰＩ）

Ｓｉｇｍａ社（Ｕ．Ｓ．Ａ．）から購入

ケイ酸カラムクロマ

牛心

ケイ酸カラムク

リン酸（ＩＰ２），イノシトール

イノシトール　２一一-リン酸（Ｉ（２）ＰＩ）
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－ス　１．６一二リ　ン酸（ＦＰ２），及びＯ－フェニレンジアミ　ンは，Ｓｌｇｍａ　社

から購入された．ウサギ抗マウスｌｇＧ及びｌｇＭ　抗体は，ｊａｃｋｓｏｎ

ｌｍｍｕｎｏ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　社から，またビオチニル化ヤギ抗マウスｌｇＧｌｌｇい

ｌｇＭ抗体及びペルオキシターゼストレプトアビジンは，Ｚｙｍｅｄ社か

ら購入された．

ｃ）補体

　体重約３００ｇの幼若モルモットの新鮮な血清を少量ずつ分注し

－８０°Ｃで保存したものを実験直前に解凍して川いた．

［Ｂ］抗ＰＩＰ２モノクローン抗体の作製法

　まず，凍結保存しておいたサルモネラ菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　Ｍｌｎｎｅｓｏｔａ：

Ｒ５９５）を解凍し，Ｇａｌａｎｏｓ　らの方法にならって，蒸留水で１回，アセ

トンで２回，ジエチルエーテルでｌ回洗浄し，室温で一晩放置した．

次に，１％酢酸で２回洗浄した後，再び１％酢酸を加え１ ００°Ｃで２時

間加熱した．これが十分冷えてから，

後に凍結乾燥させ，－２０°Ｃで保存した

それを蒸留水で２回洗浄した

６）
こうして処理したサルモネ

ラ菌２５０μｇ　を２５０μＩ　のリン酸緩衝液（ＰＢＳ）に懸濁し，かつ抗原脂質で

あるＰＩＰ２を２０μｇ採って５０μ１　のエタノールと混合し，これに２００μ１

のＰＢＳ　を加えた．ここで，サルモネラ菌とＰＩＰ２を混合して，４０°Ｃで

３０分間加熱した，その後，更に５００μ１　のＰＢＳ　を加えて－２０°Ｃで保存し

これをマウス１匹の１回の免疫について２００μ１　を尾静脈内に注射し

た．７）マウスについては生後８週令のＢＡＬＢ／ｃ　系の雌を使用した．初

回の免疫から８週間後に，マウスから牌臓を取り出し，Ｇａｌｆｒｅ　ら及

びＫｏｈｌｅｒ－Ｍｉｌｓｔｅｌｎ　の方法を用いて，　ミエローマ細胞（Ｐ３－Ｘ６３－Ａｇ．

６５３）と細胞融合させた．ａ〕．９）　　　融合細胞（ハイブリ　ドーマ）の培養上清

をとり，　リポソー‘ムアッセイを用いて，ＰＩＰ２には反応するがＰＩＰ　と

は反応しない細胞株（クローン）を選び出し，３回の限界希釈法を経

て，抗ＰＩＰ，抗体産生クローンを確立した，

19
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［Ｃ 抗体の反応特異性の検討法

ａ）リポソームアッセイ

　多重層リポソームの調整法の模式図１ｏ）を

まず ＤＭ ＣＰ コレステロール ＤＣＰ　及び 抗原脂

図２－１に示した

哲を０．５：０．６：０．１１

０．０１２１のモル比で含むクロロホルム溶液を試験管にとり

して薄い脂質フィルムを作った

のグルコースを含む溶液を加え

する ことによ

次に

ボル

これに２０ｍＭ

一
万　ッ クス

こ
ｙ

減圧蒸留

のＵｍＰ　と２４０ｍＭ

キサーで強く撹拝

って 多重層リポソームを作製した．ｌｏ　更にリポソー

ム内に取り込まれなかったマーカー（ＵｍＰ）を除去するために

ＫＣＩ　と７５ｍＭ　ＮａＣＩ　を含む水溶液中で３時間透析を行なし リ

　７５ｍＭ

ポソー

ムアッセイに使用するリポソームとした．図２－２は，補体依存性

リポソーム崩壊反応による抗原抗体反応の検出（リポソームアッセ

イ）について，その原理を示したものである，　リポソームアッセイ

では，　リポソーム内に取り込まれている全マーカー量を１ ００％，また

補体のみによるリポソーム崩壊によるマーカー流出量をｏ％として，

抗体が抗原に結合したことによるリポソーム崩壊時のマーカー流出

量の割合から，抗原抗体反応が求められる．リポソーム外液中に流

出したマーカーは，アルカリ性フォスファターゼによりウンペリフ

ェリル（Ｕｍ）とリン酸基（Ｐ）に分解される．抗原抗体反応は，ここで生

じたＵｍ　による蛍光を測定することによって，検出される．１２）測定

はマイクロタイタープレートを用いて行なわれた．反応溶液１００μ１

の組成は，リポソーム２０μ１，抗体２０μ１，補体として１０倍に希釈した

モルモット血清１０μ１　と０．３レｍ１　のアルカリ性ホスファターゼ，

０．１５ｍＭ　ＣａＣ≒　及び０．５０ｍＭ　ＭｇＣ≒を含むベローナル緩衝液　５０μ１　であ

る．抗原抗体反応の検出については，抗体を入れてから２４℃で３０分

間反応させた後，流出したマーカー量を蛍光マイクロプレートリー

ダー（ＭＴＰ－３２，ＣＯＲＯＮΛ）で測定した．

　また，可溶性パプテン（イノシトールリン酸）による抗原抗体反

応の抑制を利用して，可溶性ハプテンと抗ＰＩＰ２モノクローン抗体と

０２
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の反応性を，　リポソーム崩壊の抑制効果により検討した．まず，抗

体と可溶性ハプテンを室温で１時間反応させてから，前述のリポソ

ーム，補体及びベローナル緩衝液をその反応系に加えて更に３０分間

反応させた後，マーカー流出量を測定した．

ｂ）ＥＬＩＳＡ　法

まず 抗原附言を３０μＭ　となるようにエタノールに溶解し

用マイクロプレート（ｌｍｍｕｌｏｎ　２）に５０μ１　ずつ入れて

置することにより溶媒を完全蒸発させた

トヘの抗体タン

ＥＬＩＳＡ

室温で一晩放

次に 非特異的なプレー

パ ク質の吸着を防ぐために，各ウェルに３％のＢＳＡ

２００μ１ずつ入れて，室温で２時間前処理を行なっを含むＰＢＳ溶液を200μ1ずつ入れて，室温で２時間前処理を行なっ

た．　ト　リス緩衝液（ＴＢＳ：１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ-ＨＣＩ．１５０ｍＭ　ＮａＣＩ，ｐＨ７．４）でプレー

トを洗浄した後，各ウェルに，　1％BSA　を含むトリス緩衝液（1％BSA

－TBS）で希釈した抗体を５０μ１　ずつ入れて，室温で２時間反応させた．

再びプレートをTBS　で洗浄した後，1%BSA-TBS　で希釈した２次抗体

を各ウェルに５０μ１ずつ入れて室温で２時間，さらにペルオキシター

ゼストレプトアビジンと１時間反応させた．ＴＢＳ　で洗浄後，０-フェ

一 レンジア
こ
へ ン１００μ１　で発色させ そこに４Ｎ　の硫酸を５０μ１　入れて

反応を停止させた．１３）吸光度（４９０ｎｍ）は

- （ＭＴＰ－３２，ＣＯＲＯＮＡ）を用いて測定された

23
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§　２ ２

抗体の反応性の解析

「Ａ：　リポソームアッセイによる反応特異性の解析

　ＰＩＰ２と反応するモノクローン抗体は，サルモネラ菌にコートした

PIP2をBALB/c　系マウスに免疫することによって得られた．これらの

抗体の反応特異性を，　リポソームアッセイ，ＥＬＩＳＡ法および可溶性

ハプテンによるリポソーム崩壊の抑制効果に基づいて調べた．抗

PIP2抗体は全部で12クローン得られたが，それらは大きく三つのタ

イプに分けられた．それらの三つのタイプの中から一つずつＡＭ－２

（ｌｇＭ，ｇ），ＡＭ－７（ｌｇＭ，ｇ）及びＡＭ－２１２（ｌｇＧｈｇ ）を選び，それぞれの詳

しい反応特異性を検討した．

　リポソームアッセイでは，抗原脂質がリポソーム膜を構成する脂

質の１ ｍｏｌ％となるように調整・作製されたリポソームを用いて，モ

ノクローン抗体と抗原脂質との反応性を検討した．その結果，すべ

ての抗体がPIP2に対して極めて特異的に反応し，PIPを含む他の酸

性リン詣質とは殆ど反応しなかった（図２－３）．

　ＡＭ－２１２　は抗体のサブクラスがlgGsであるために，ＡＭ-２１２　単独で

は補体の活性化能が低く，リポソームの崩壊を引き起こすことが出

来ない．そこで，補体の活性化能を増大させるために，２次抗体と

してウサギ抗マウスｌｇＧ抗体をその反応溶液中に加えた．その結果，

PIP2を含んだリポソームの崩壊率は非常に高くなったが，ＰＩＰ２以外

の酸性リン脂質を含むリポソームの崩壊率に変化はなく，低いまま

であった（図２－３ｃ）．また，AM-2　あるいはＡＭ－７　の反応溶液中

にウサギ抗マウスｌｇＧ及びｌｇＭ抗体を加えても，それらのリポソー

ム崩壊率には，何の変化も見られなかった．

　更に，得られたモノクローン抗体の交差反応性を検討するために，

PIP2以外の酸性リン詣質のリポソーム内含有量を１０ｍｏ１％に上げたが

AM－2，AM－7及びＡＭ-２１２　によるリポソーム崩壊は殆ど見られなかっ

た．
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ｔ

ま

で

Ｊ＿

／に
図　２

リ

ポソ

のである．

というＰＩＰ

１　は モ　ノ　ク　ロ ン抗休によるりポソーム崩壊
乙

･ つ

ム内の抗原リン脂首（Ｐ目≒）の濃度依存性を，凋べたも

い¶－２　及び，い17　は

２を充分に認識できる

具にリポヽノーム内の濃度が０．１ｍ()】％

こと，特にＡＦ２１２　は．　リポソーム内

ＰＩＰ２濃度が０．０５ｍｏ１％という大変低い濃度でも反ぷし得ることが分力

穴　
つ リポソーム内のＰＩＰ，の濃度を（）．０１ｍｏｌ％にまでドげると

らの抗体によるリポソーム崩壊が、全く見られなくなっ7、

［Ｂ］ＥＬＩＳＡ　法による抗体の反応特異性の解析

ＥＬＩＳＡ　法に代表される固相免疫測定法は

の反応特異性の検討によく用いられている

ｙセイにより得られた反応特異性と

異性とを比較してみた

近年，

そこで

これ

抗
リ ン脂悩･抗体

リポソームア

ＥＬＩＳＡ法から得られた反応特

リポソームアッセイで調べたものと同一の

様々な酸性リン脂質を抗原としてＥＬＩＳＡ用アッセイプレート上にコ

－

ＡＭ

性

ト

２

し，各抗体との反応性を調べたのが図２－ｊ

１２は極めて特異的にＰＩＰ２のみと反応するが

［
Ｄ

である ΛＭ ２ と

ＰＩＰなどの他の酸

リン脂質とは全く反応していないことが分かった この結果はリ

ポソームアッセイの結果（図２－３ａ，　ｃ）とよく一致している．

しかしΛＭ－７　の場合には，　リポソームアッセイではＰ目≒にのみ強く反

応していた（図２－３ｂ）にもかかわらず

に他の酸性リン唐竹と非特異的交差反応を

ＥＬＩＳＡ　法ではＰＩＰ　並び

示した（ 図２ ５　ｂ）

［Ｃ］可溶性パプテンと抗ＰＩＰ２モノクローン抗休との反応性の解析

モノクローン抗体とイノシトールリン脂質の可溶性極性斑1部また

は他の構造類似休との反応性を，リポソームアッセイにおけるリポ

ソーム崩壊率の抑;lil」効果で調べた．その結果，ＡＭ　２１２　だけが可溶･M･

ハプテンとの反応性を示した

対して

このい¶ ２回　によるリポソーム崩壊に

け≒の抑制効果が般も人きかった（図２

囲

６　） また，　11‰
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四‘

２　－　３

本研究では

特異性を

抗門|≒モノクロ一ン抗体の反応特異性

ＰＩＰバこ対するモノクローン抗体として

ローンを確立した まず始めｉ

全部 でに2ク

これらのモノクローン抗体の反比･

リポソームアッセイによりlり」らかにした 顧立されたす

べてのクローンは，ＰＩＰＪこのみ強く反応し，ＰＩＰ　を含む他の酸性リ

ン脂質との交差反応は，殆ど見られなかった．このことから，これ

らのモノクローン抗体はその抗原認識において，ＰＩＰ２の極性頭部に

あるイノシトール環の５位の位置または４位と５位の位置に置換さ

れた，　リン酸基と相互作用しているものと考えられる．また，ＰＩＰェ

の極性頭部上に示された何か特殊な形態的構造を，認識しているの

かもしれない．

　固相酵素免疫測定法であるＥＬＩＳＡ法は，タンパク質がプラスチッ

ク表面に強く結合する性質を利用して開発されたものであり，タン

パク質のみならずリン画質に対する抗体の特異性を検討する際にも，

これまで感度の良いしかも確かな方法として用いられて来た．ｉ４３　　　し

かし，ＥＬＩＳＡ法では，これまで報告されてきた酸性リン脂質の抗体

の大部分が，他の酸性リン画質とも交差反応を示した.j5;.1 6:･
.】73

本研究で確立されたモノクローン抗体の一つであるＡＭ－７　も，ＥＬＩＳＡ

上ではＰＥ　やＰＡ　といったＰ【Ｐ

交差反応を示した．このＡＭ－

２以
タiヽの他の酸性リン脂質と非特異的な

このＡＭで　はリポソ一ムアッセイにおいて

ＰＩＰバこのみ強く反応し ＥＬＩＳＡ法で見られた他の酸性リン脂質

（ＰＩＰ，ＰＥ，ＰＡ　など）との交差反応は，　リポソーム中の脂質の濃度

を１０ｍｏ１％に上げてアッセイを行なっても，検出されなかった．ＡＭ一一

７が交差反応性を示した中で払　P IS は特にコーンや分子であるため

その疎水的な炭化水素鎖が水相にさらされているような状態では，

図２　　７に示したへ午サゴナル11構造という昇二重層の形態をとる

傾向かおるツｏ　従って，門Sをポリピニルクロライド裂のマイクロ

プレートト．に直接コートした場合には，ljE　が疎水的なJI

を収ったことによって この抗体分子（Ｈ　７）と非特異的な相

伺

Ｒ治丿構造

りL作川
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１９）より）

－-
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＼ シリンダー型分子 コーン型分子
逆コーン型分子

（くさび型分子）

分
子
形
態 白二 ∧ ツ
分子

集
合
体

士ﾂﾞﾚ爪賢⑤ｿﾞﾌﾞ球状ミセル苦節　｀

　　　　　、こ-

脂
質

の例

ホスファチジルコン（〉CI,）

スフィンゴミエリン

ホスファチジルセリン

ホスファチジルグリセロール

カルジオリピン

ホスファチジン酸

ホスファチジルエタノールアミン

(コレステロール)

ホスフアチジルコリン(＜(詞

リソホスフアチジルコリン

ガｙグリオシド

コール酸ナＨウム

Tritonその他の界面活性剤

分

子

構

造

例

　　　　　らN(CH3)3

R,R'＞c13　
yM:

　　　　　　6

　　　　o＝yoe

　　　　　6

　　CH2-CH-とH2

　　0(!)

　　と=○(とこ○
　　瓦　か

　ホスファチジルコリン

　　　　　　ＯＨ

　　　　ｏ＝ｉ)-ｏＧ

　　　　　　６

ＣＨ２-ＣＨ-とＨ２

１　　１０　　０

(ｶ=ｏと＝○

１　　１
Ｒ　Ｒ'

ホスファチジン酸

　　　　　　(ＤＮ(ＣＨ３)３

　　　　　　　ＣＨ２

　　　　　　　ＣＨ２
　　　　　　　１　　　　　　　０

　　　　　ｏ＝トｏｅ

　　　　　　　６

　　ＣＨ２-ＣＨ-ＣＨ２

　　０　　０Ｈ

　　と＝ｏ

　　Ｒ

リソホスファチジルコリン

図２ ７ 脂質の形状とその集合体の構造（文献



を引き起こしたのではないか，と考えられる．あるいは，マイナス

電荷を持ったリン画質分子が非常に高い密度で固相上にjij在してい

るために，抗体と酸性リン画貿との非特異的な静電的相互作用を引

き起こしたのかもしれなし

異的な反応については

一 方 ＭＡ ２

今のところ ＥＬＩＳＡ　上でのＡＭ－７の非特

その機序を説明できなし

とＡＭ－２１２　モノクローン抗体は

を認識しているが

った

に，

ＥＬＩＳＡ　法では

ＥＬＩＳＡ　上でＰＩＰ ２のみ

その脂質抗原との反応性は非常に弱いものであ

その測定の過程で行なわれる洗浄作業のため

糖脂質に対する抗体の測定にはＥＬＩＳＡ　よりもリポソームアッセ

イの方が感度がよし という報告があるバｏ）また 精製されたＣＬ

は抗体とあまり反応せず，しかも最適な抗原抗体反応のためには

補助の脂質を必要とすることが知られている

ブロシド２い ＣＬ２２） またはス テアリル ア

プテンと

こ
ぺ

更に ガラク　トセレ

ン２３）等の様々な脂質ハ

それに対する抗体や血清因子との反応性は

テンの膜内での分布によって影響されることが

ＰＩＰ２を含むハプテンの物理的な性質は

けている可能性が考えられる

それらハプ

報告されている

それを囲む脂質の影響を受

しかし現時点では

ト上での酸性リン脂質の配列に関して

ていなし

は，

ＡＭ

マイクロプレー

有効な情報は何一つ得られ

モノクローン抗体とＰＩＰ２の水溶性極性頭部であるＩＰ３との相互作川

　リポソーム崩壊に対する抑制効果から検討された．その結果，

-212　だけがＩＰ３との反応性を示した．可溶性ハプテンと相互作用

する抗体の能力は ハプテンに対する抗体の親和性に依存している

ものと考えられる，ＩＰ３との反応性を示さなかったＡＭ－２　とＡＭ－７は，

抗原との安定した相互作用のために，ある程度のエピトープの密度

を必要としているのかもしれない．また，抗体分子の抗原認識部位

（抗ＰＩＰ，結合部位）と，抗原肥質のグリセロールなどの疎水的な卸

分との間における二次的な相互作用が

影響を及ぼしていることも考えられる

テンとの反応性の順序は 目悩

33

ＦＰ２

抗原抗体複合体の安定性に

ＡＭ→２１２　における可溶性ハプ

　ＩＰ２の順であり，１（１）ＰＩと
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７　７　　１･
，|………万17｀1771'|万|||:|

－

Ｉ（２）ＰＩではリポソーム崩壊に全く抑制が掛からなかｰった．ＡＭ－２１２　は

静電的な相互作用を通してＩＰ，のリン酸基と相互作川していることが

考えられ，またＦＰ２のリン酸基はＩＰ３によｰ，て表現されるある特.殊な

構造的特徴と似ているのかもしれない．これらの抗Ｐ目≒モノクロー

ン抗体によって認識される正確なエピトープの決定には，更に進ん

だ研究が必要であると思われる．

　最後に，これらのモノクローン抗体がリポソーム膜中に埋め込ま

れた極めて微量なＰＩＰ２（０．１ｍｏ１％）を認識できるということは，注目

すべきことである．実際の細胞膜中でのＰＩＰ２の含有量は，おおよそ

０．２５～０．５ｍｏｌ％である，と報告されている．２４１．２５）　　　従って，これら

のモノクローン抗体は，様々な組織におけるＰＩＰ２の分布の組織化学

的な解析や，細胞内情報伝達系を介した細胞機能の研究に対して，

一つの有効な手段となることが予想される．

　これまで，ＰＩＰ，に対する幾つかのポリクローン抗体２６）及びモノ

クローン抗体２７）．２１）　　　の作製が試みられて来た これらの抗体を用

いた各組織に対する免疫組織化学的研究の結果から

も生体内に

しかし，　ポ

これらの抗体

存在するＰＩＰ，を高い確率で認識していたと考えられる

リクローン抗体には 血清中のタンパク質を始めとして

様々な物質が含まれているために，それらの影響を無視できなＧ

一

方，モノクローン抗体は

示すなど

ＰＩＰ２と類似したＰＩＰにも交差反応性を

その反応特異性に問題があった．２７）．２１ｊ　一般に，抗体の

特異性の高さや 得られた抗体を大量に生産し精製する場合の容易

さなどを考えてみると

有している 特に

モノクローン抗体の方が多くの優れた点を

抗体のクラスがｌｇＧであるものは

Ａを利用したカラムクロマトグラフィーにより

にしかも完全に精製される

織化学的解析では

従って

プロテイ ノ

Ｉμ　に比べて簡易

第３章におけるＰＩＰ２の免疫組

抗体のクラスがｌｇＧ　であるＡＭ－２１２　を
　
－

１

17製した

後に使用することにした
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ｓ
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ｃｈｂｅｒｇ　ａｎｄ　Ｆ．Ｇｏｎｚａｌｅｚ－Ｓａｓｔｒｅ：Ｂｌｏ

Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ　２４８（１９７１）８７
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Ｔ．Ｙｏｓｈｉｏ

ｅｒｇ，Ａ．Ｊ
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（１９８４）８
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第３章

§ ３ １

ａ）方法

ド

の

-

ドー

倍に希釈したものと

ＴＢＳ　で洗浄後，３，３

発色させ

ｂ）結果

なかった

疫染色が認められ

核が明瞭に染色された

カルシウムシグナリング系の解析

ＰＩＰ２および□悩受容体の免疫組織化学

［Ａ］抗ＰＩＰ２モノクローン抗体による免疫染色

ラットをベンドバルビタールで麻酔し ３％パ ラホ ルムアルデヒ

１％グルタールアルデヒドを含む０．１Ｍ　リン酸緩衝液（ｐｌｌ７．４）を，

左心室より濯流して固定した 固定した脳を取り出し
ｄ　

Ｉ
Ｉ

じ固定液

に潰けた状態のまま，その後の操作をするまで4 °Cで保存した．小

脳を５％寒天を含んだ５０ｍＭ Ｔｒｉｓ－ＨＣ１（ｐＨ７．４）・１５０ｍＭ　ＮａＣ１（ＴＢＳ）中に

包埋し，マイクロスライサー（堂阪イーエム）を用いて厚さ５０μｍ　の

サジタール切片を作製した．これをＴＢＳで充分に洗浄した後，抗体

特異的な吸着を抑えるために１％牛血清アルブミンを含むＴＢＳ

（１%ＢＳＡ－ＴＢＳ）を用いて，室温で２時間前処理を行ない，抗ＰＩＰ２モノク

ローン抗体（ＡＭ－２１２；５μｇ／ｍｌ）を含む１％ＢＳＡ－ＴＢＳ　と4 °Cで２４時間以上イ

ンキュペートした．次いでＴＢＳで洗浄後，西洋ワサビペルオキシダ

ゼ標識のヤギ抗マウスｌｇＧ　抗体（ＴＡＧ０，Ｕ．Ｓ．Ａ．）を１％ＢＳＡ－ＴＢＳ　で１００

更に室温で２時間反応させた

ジア
こ
ｙ

これを再び

ノペンジジン　四塩酸塩（同仁化学）で

光学顕微鏡で観察した

　誕生直後のラット（生後Ｏ日目）の小脳切片では，外穎粒層にお

いてアストログリア等の線維状構造が濃く染色された．しかし，プ

ルキンエ細胞などの小脳皮質にある特定の細胞が染色されることは

生後３日目では 生後Ｏ日目と同様に 線維状構造に免

更にその下に配列途上にあるプルキンエ細胞の

また このプルキンエ細胞の下側にも外穎

７３
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粒層から移勤した順位細胞を含む何種類かの細胞の核が染色された．

この時期では，核が染色されたプルキンエ細胞等の細胞において，

細胞質の染色が認められなかった（図３－１ａ）．生後７日目にな

ると，プルキンエ細胞層に一列に配列したプルキンエ細胞で，核や

細胞体，樹状突起等が染色された．更に，形成され始めた分子層が

一様に染まり，その中にバスケット細胞および星状細胞の核とその

細胞質が強く染色された．一方，頚粒層では，外穎粒層から移勤し

終えた穎粒細胞と，その穎粒層に見られる大型の細胞でゴルジ細胞

と思われるものも，この時期に核と細胞質が染色された．しかし，

移動する前の外穎粒屑中の類粒細胞は染色されなかった（図３－１

ｂ）．生後15日目では，プルキンエ細胞の核は染色されたが，その

細胞体と樹状突起に免疫染色は認められなかった．これと対照的に

プルキンエ細胞の細胞体を取り囲むエピテリアルグリア細胞の細胞

質が強く染色されて来た．またこの時期に，分子層ではバーグマン

線維が染色されており，バスケット細胞及び星状細胞の核にも強い

免疫染色が認められた．一方，類粒層ではゴルジ細胞の核に強い免

疫染色が認められたが，頚粒細胞の核の染色性は他の神経細胞の核

に比べて低下していた（図３－１ｃ）．生後２１日目になると，穎粒

細胞，バスケット細胞及び星状細胞の核が強く染色され，同時にこ

れらの核の染色に比べてより低い免疫染色が，プルキンエ細胞の核

にも認められた．また，生後15日目には強く染色されていたエピテ

リアルグリア細胞に免疫染色は認められなくなったが，これとは遂

に，プルキンエ細胞では，その樹状突起の部分が再び強く染色され

て来た．しかし，プルキンエ細胞の細胞体における細胞質の免疫染

色は，依然として認められなかった（図３－１ｄ）．

　このモノクローン抗体を用いてアダルトラットの小脳切片を染色

すると，小脳の神経回路網を構築する細胞であるプルキンエ細胞，

穎粒細胞，バスケット細胞，星状細胞及びゴルジ細胞の核が染色さ

れた．また，バーグマングリア等のダリア細胞の核も染色された，

免疫染色を細胞レベルで観察すると，幾つかのプルキンエ細胞では

38
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図３－１ 小脳発生における抗ＰＩＰ２モノクローン抗体による染色像

39



-

.〃s゛

樹状突起が強く染色されたが

されていないちのがあった．

＝－
‐
‐Ｉ |』|||[jlll白|! lt

細胞休には染色されたものと 染色

プルキンエ細胞以外の陣経細，抱では

核以外の細胞質の部分に免疫染色が認められず，プルキンエ細胞の

軸索や穎粒細胞の平行線維といった神経線維にも，免疫染色は認め

られなかった（図３－２ａ）．表３－１は，以上に述べた小脳発生

に伴う抗ＰＩＰ，染色の変化を，まとめたものである．

　抗ＰＩＰ２モノクローン抗体によって免疫組織化学的に得られた染色

像が，果たしてＰＩＰ，の存在を示したものであるかどうかを確かめる

ために，特異的な免疫染色のパターンを分析した隣接切片において，

ＰＩＰ２の極性頭部ＩＰ３により予め吸収した抗体で染色を行なった．その

結果，図３－２ｂに示すように，特異的な免疫染色が全体的に非常

に薄くなった．しかし，ＰＩＰやＰＩ　の極性頭部であるＩＰ２及びll≒と，

予め抗体を反応させた場合には，免疫染色に何の影響もなかった．

また，この特異的な免疫染色の濃さは，抗ＰＩＰ２モノクローン抗体の

希釈度を増すと減少し

スｌｇＧ抗体だけでは，

さらに

小脳切片に

　以上のような結果から，こ

られた特異的な免疫染色は，

酵素標識抗体として用いた抗マウ

免疫染色が全く認められなかった

の抗ＰＩＰ２モノクローン抗体によって得

ＰＩＰ２の小脳組織内での局在を実際に反

映したものであると考えられる

［Ｂ］抗ＩＰ３受容体モノクローン抗体による免疫染色

ａ）方法

　ラットをペントバルビタールで麻酔し，４％パラホルムアルデヒ

ドを含む０．１Ｍ　リン酸緩衝液（ｐＨ７．４）を，左心室より淮流して固定し

た．固定した脳を取り出し

間4 °Cで保存した．更に， 氷

同じ固定液に漬けた状態でその後２４時

晶防止処置として、小脳を３０％涯糖を

含むＴＢＳ　中に数日間4 °Cで保存した

たのち ク リ

０．Ｃ．Ｔ．コンパウンドで包埋し

オスタット（Ｌｅｉｔｚ，Ｇｅｒｍａｎｙ）を川いて厚さ１３μｍのサジ

タール切片を作製し カバーガラスに張り付けた

40
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表３－１．生後発生中の小脳における抗ＰＩＩ≒モノクローン抗体に
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分に洗浄し，抗体の非特異的な吸着を抑えるためにＩＳ１１ＳＡ－ＴｌｌＳ及び

室温で２時間前処理を行なったのち，抗日≒受容体モノクロ一一ン抗体

（４Ｃ１１）１）と4 °Cで２４時間以上インキュベー　トした．次いで･「ＨＳ　で洗

浄後，ペクタステインＡＢＣ　キッ　ト（Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂ‥Ｕ．Ｓ．Ａ．）を川いて染

色し，光学顕微鏡で観察した．

ｂ）結果

　図３－３に示したように，抗IP3受容休染色は小脳の発生を辿して

プルキンエ細胞の核を除く細胞質全体に常に見られた．しかし，小

脳皮質の他の神経細胞には，その染色が全く見られなかった．これ

は以前に報告されたマウスの小脳での結果とよく一致している．白

特に，生後７日目からアダルトにかけて，プルキンエ細胞の樹状突

起の樹枝状分岐が非常にはっきりと抗ＩＰ３受容体染色によって示され

その染色は各発生段階における樹状突起の成長と形態を忠実に示し

ていた．生後２１日目になると，染色されていない外穎粒層中の細胞

が存在する点を除いて，アダルトの小脳とほぼ同様な染色パターン

を示した．プルキンエ細胞の軸索は生後７日目以降弱いながらも染

色されており，更にその逆行住側枝にも染色が見られた（図３－３

ｄ）．抗ＩＰ３受容体抗体によるプルキンエ細胞の細胞質の染色住は，

小脳の発生を通してほぼ同じ強さであった．また，小脳発生の早い

段階（生後Ｏ日目から７日目）には類粒層にも弱い染色が見られた

が，生後１０日目以降には見られなくなった．この類粒層の染色は非

特異的なものであると考えられるが，現時点ではその理由が分から

ない．

３４



ａ

!b゛

'ＦＩ

ｊ

／’

４

●

ａ

や

一

｀‘心･

W

鞠

｜‥

ヤ

＝

一一こTこ･?や、.、

jどａ

「

¬ls

‾●． Ｉ’

　　Ｑ

㎜ |仙｜＝５０ｊｌｍ

図３－３ 小脳発生における抗同列受容体抗体による染色ｲ象

４４



ｇ　３ ２

グルタミン酸受容体アゴニストによるカルシウムシグリー

リン･グ

［Ａ］細胞内Ｃａ２゛測定法

ラットをジエチルエーテルで麻酔して素早く小脳を取り出し

- 夕 リ 一

スライサーを用いて厚さ２００μｍ　のサジタールスライスを

□

作

製した．　このスライスを，蛍光Ｃａ２‘　指示薬であるｆｕｒａ－２．,．ｊ･ ＡＳＩ（１０μＭ

；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅ，Ｕ．Ｓ．Ａ．）を０２／Ｃ０２（９５％／５％）で通気した人工脳脊髄

液（ＡＣＳＦ； １１３ｍＭ　ＮａＣＩ

ＭｇＣ１２，２ｍＭ　ＣａＣ１２，

，３ｍＭ　ＫＣ１，

２５ｍＭ　ＮａＨＣＯｊ

゜Cで１時間色素を負荷した

１０ｍＭ　ｇｌｕｃｏｓｅ

０ 　
μ

４

１ｍＭ　ＮａＩＩ２Ｐ０４

Ｍ ｔｅｔｒｏｄｏｔｏｘｊｎ）に浸し

その後スライスを

ｍｉｎ）を濯流している記録用チャンバーに移し

夕

１ｍＭ

２３

ＡＣＳＦ（３２°Ｃ，２ｍ１／

測定に備えた グル

こ
ｘ

スハ?

ン酸受容体アゴニストであるキスカル酸（ＱＡ）及びＮ－メチルーＤ－ア

ラギ ン酸（ＮＭＤＡ）は Ｓｉｇｍａ社より購入された

のＱＡ及び回ＤＡが１ ００μＭとなるように調整し

に

ま
　
卜

１
１

２分間漂流投与して行なわれた

　ＡＣＳＦ　中からＭｇ２‘　を除去した

を連続投与するときには

応答の測定は

ただし

また，

実験は ＡＣＳＦ　Ｉ｡|

そのＡＣＳＦ　をス ライス

ＮＭＤＡを投与するときに

同じス ライ スにアゴニス

３０分以上間隔をおいて行なった

高感度ビデオカメラ（浜松ホトニクス

及び画像解析装置（浜松ホトニクス

Ｃ ００４２

Ｃａ２

り８

ＡＲＧＵＳ一１００）を装着した倒立落

射型蛍光顕微鏡（オリンパス

一

は

４は

ＩＭＴ－２）を用いて行なわれた．２’図３

この測定装置全体の概略を示したものである．３）蛍光画像

アゴニストを投与する前と後の３４０ｎｍ励起像の比をとって

（Ｆ３４０／Ｆ３４０法） 偽似カラ - で表示された．Ｇ． Ｈ． Ｈ

［Ｂ］小脳発生におけるＣが゛動態

小脳皮質におけるＣ� 応答画像を図３－５及び３－６に示した

生後３日目ではプルキンエ細抱か一列に配列しておらず

45

プルキン



〃＝｀

図３

送液システム

実体顕微鏡

蛍光顕微鏡

４ 細胞内Ｃａ２

画像処理装置

濃度測定装置の概念図（文献　３）より）

掴
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図３－６ 発生中の小脳スライスに
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プ

て

一
ａ

ま

３

応

は

ソ

ル

５

３

細胞崩が形成されていないが／　この|ト】U］から多くの○［．線維が

ルキンエ細胞とシナプスを作ることが，j･む気生JJ11学的に，fjF Iﾘ］され

いる．゛　ＱΛ　によるＣａ２‘　応答はプルキンエ細胞の存在するところ

見られたが，その応答部位は．頴粒層にまで広がっていた（|ﾇ１３ 一一

ａ）．一方，いＩＤＡ　による応答部位はプルキンエ舶目】;1口f.’iから，粕粒j¶｀.’i

で広範囲におよび，その応答の程度も（いの現今より強かった（図

一６ａ）．また，外顕粒層では，（yx及び目印Ａの各々によるＣド゛

答が全く見られなかった．生後７日日になると，プルキンエ細胞

　その樹状突起の伸展と共に，頴粒細胞の軸索である平行線維と

ナプスを形成し始める.（I　このとき，ＱＡ　によるＣａ）　応答は，プ

キンエ細胞圈及び形成され始めた分子崩に強く現われた（図３－

ｂ）．またいIDΛ　では，類粒層と分子回に弱い応答が昆られた（図

一　６　ｂ）．

生後１５日目までには，バスケット細胞及び星状細胞といった抑制

性の介在ニューロンとプルキンエ細胞との聞に，シナプスも形成さ

れる／）従って，この時期までにプルキンエ細胞では，新たなタイ

プのシナプス形成や登上線維の退化といったすべての質的皮化かほ

ぽ完了し，樹状突起を更に伸展させて数多くのシナプスを作るとい

った量的変化が進行しているパ）こうした時期では，QA　または

ＮＭＤＡ刺激によるＣ�゛応答が，生後３日目や７日目と全く異なるパ

ターンを示した．即ち，QAによる応答は非常に弱くなり，その応答

部位は小脳皮質全体に渡って一様に分布し ていた（図３－５　ｃ）

一方，ＮＭＤＡ　によるＣａ２４　応答は，頴粒溜と，プルキンエ細胞の細胞

体の周辺に存在している幾つかの介在ニューロンとに周在していた

（図　３　－　６　ｃ）．

　生後２１日目の小脳皮質におけるＣａ２‘　応答は，これよりも早い発生

段階のものとは大きく異なっていた．ＱＡ　によるＣａ２‘　応答は分子旭j

に一様に見られたが，翔粒眉には殆ど応答が見られなかった（図３

－５　ｄ）．　一一一方，NSIDΛ　刺激では，顛粒JMに強いＣが‘　応答が見られ

たにも拘らず，分不同の応答は大変弱いものであった（図３　　６ｄ）．

詞
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また，

ＮＭＤＡ

　ブルキンエ細胞崩

の各々によるＣ�゛

（

プルキンエ細胞の細胞休）

応答が全く見られなかった

５０

には ＱＡ及び



こ
ｙ生後２１日目の時点で ノ酸

小脳皮質１その結果

プルキンエ細胞の樹状突起により構成されている分子層に部位は

５Ｌ

興奮性ア

によって刺激される領域が二つの部位に明確に分けられることが分

かった（図３－５ ｄ，図３一６ｄ）．また，ＱΛ　刺激により応答する

-

-

の一部を構成していることが証明

ルタ
こ
へ ン酸受容体の長期的な鋭感作に関与し

ｌｓｏｘａｚｏｌｅｐｒｏｐｌｏｎｌｃ　ａｃｉｄ（ＡＭＰＡ）に

は依然として不明のままであるが

た．１ｓ． １２）なお

を行なう

こ
へ ン酸受容体は

ことにより，

グルタ

トアーからのＣａ２・動員を引き起こす

ＰＩＰ２をＩＰ３とＤＧ　に加水分解する

ことが分かって来た．９〕，１０１　　　これらの受容体は（μ　またはＬｒａｎｓ同一

ａｍｉｎｏ－ｃｙｃｌｏｐｅｎｔａｎｅ－），３－ｄｌｃａｒｂｏｘｙｌ ｉｃ　ａｃｌｄ（Ｌｒａｎｓ－ＡＣＰＤ）と　い　う　ア

ゴニストによって活性化され，Ｇタンパク質の活性化を介して，

ン酸受容体については
゛
へク型のグルタ

ルリン脂質代謝と関連しているとされる

ジャー系との複雑な関係が明らかにされて来た

近年 神経細胞における神経伝達物質受容体とセカンドメッセン

ｇ ３ ３ ＰＩＰ２とカルシウムシグナリ　ング

そこで本研究では

α－ａｍｉｎｏ一３－ｈｙｄｒｏｘｙ－５－ｍｅｔｈｙ］－４

選択的なイオノトロピック型グ

--

･-　こ

　小脳皮質に存在しており，アゴニスト刺激

実際に細胞内にＣａ２４　を動員することが示され

　で示された細胞内Ｃａ２゛動員の機能的な役割

-

心 うしたメタボトロピック型

--

こ　ｰ 細胞内Ｃａ　スで生じたＩＰ３は

の多非常に研究が進み
く

し

わゆるメタボトロピッ

ｙに，　イノシトー

それを促進する機構

ことが証明された．ｌａ），１ ４１

メタボトロピック型グルタ

ノシトールリン脂質情報伝達系に注目して

性の解析を試みた そのために

ナリング系の生後発生を

定と

゛
Ｎ ン酸受容体とイ

両者の間の直接的関連

小脳皮質におけるカルシウムシグ

ＱＡ　刺激による細胞内Ｃａ２゛濃度変化の測

ＰＩＰ２とＩＰ３受容体の局在の免疫組織化学解析を

うことにより調べた

グルタ
゛
へ

また これと同時に

平行して行な

Ｃａ　チャネルに関連した

ン酸受容体のサプタイプを選択的に活性化するＮＭＤＡ　を用Ｃ

て，細胞内Ｃａ２゛濃度変化を同様に測定した

おけるＣａ２゛動態については



-

-

殆ど局在していた

局在していた，　こ

一 一

方，い11DII』激により応答する部位は･閤粒jμい

の結緊は 器官培養したスライス及びパッヂクう

ンプ記録法を用いた［Ｊａｎｏ　等のデ
- 夕と くよ 一致している．１５．．　　　却

ち，ＱＡ　受容体はプルキンエ細胞の細胞体以外の部分

し る というものである しかし これら
一

一

タ

ど俘在して

つの異なる応答

発生の初期の段階（生後３日目から１５日目）では

されなかった

ＱΛ刺激により応答した

色された部位と
－ｊ

部位は

剖口今は

はっきりと区別

坑口Ｐ２モノクロ一ン抗体により染

卜肪によく一致していた このＱＡ応答部位と抗

ＰＩＰ２免疫染色部位との一致は，生後３日目から２１日目までの小脳の

発生の聞，常に認められた．特に生後７日目では，プルキンエ細胞

の細胞体においてそれらの反応部位が完全に一致している．これら

のことから，ＱΛ受容体は細胞内にＣａに　を動員するのにＩＰ３系を利川

していることが推測される（図３－７）．これを証明するためには，

プルキンエ細胞中にＰＩＰバこ特異的なＰＬＣが存在すること１５）を示さ

なければならないが 他の研究グループによって提唱されている仮

説ともよく一致している．９）．１０），１７）　　　こ

り応答した部位は，生後３日目を除いて

により染色された部位とは異なっていた

れに対して 回ＤＡ刺激によ

抗ＰＩＰ２モノクローン抗体

生後３日目では

質が未成熟であるために，小脳の層構造が区別できない

ＮＭＤΛ　によるＣａ２４動員部位と抗ＰＩＰ２染色部位との関係を

　小脳皮

従･って，

この時期

において示唆することは困難である．生後７日目以降，ＮＭＤΛ　による

Ｃａ２'¨　動員部位と抗ＰＩＰ２抗体による染色部位との相関関係は，殆ど認

められなくなった こ　の
心 とから ＮＤΛ　刺激によるＣａに　応答は

ＩＰＩセカンドメッセンジャー系と関係ない可能性が，導かれる．また

□ＤＡ受容体はＣａチャネルと関連していることが示されており（図

３

－７）、　この

しかしながら

卜
日

石
乖 果はその説を反|庚したものであると考えられる．

これらの結果は注意深く解釈されなければならな

い．なぜならば，ＰＩＰ２分了･自身はパラホルムアルデヒド･やグルター

ルアルデヒドによって，組織内に固定され･ないからである．更に，
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図３一一７

IP3

１

Ca2‾¨

Ca2゛
　　　　NMDA
よ

ＱＡ　とＮＭＤΛ　による細胞内Ｃａご　応答の膜式図

引



抗ＰＩＰ２抗体の免疫反応性は，細胎内のＰＩＰ２量の変化を反映したもの

というよりも，むしろＰＩＰ２分子の抗体への近づき易さが変化するこ

とによる可能性の高いことが，視細胞において示されたレ８）Ｐ日当の

加水分解反応で重要な役割を果たすと考えられる様々なタンパク質

は細胞膜に結合することが知られており，視細胞ではこれらのタン

パク質がＰＩＰ，分子上の抗体との結合部位をブロックしている可能性

が示された／９）従って，小脳発生に伴う抗ＰＩＰ２染色パターンの変化

は，ＰＩＰ２とこれらのタンパク質との相互作用が小脳の発生に伴って

変化している可能性を，示唆しているのかもしれない．そしてこの

ことが，生後１５日目のプルキンエ細胞において観察された抗ＰＩＰ２免

疫染色の低下を，説明するものになるかもしれない．ただし，ＰＩＰ２

分子がプルキンエ細胞に存在する特異的なタンパク質と相互作用す

るかどうかは 現時点では不明である
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Ｓｃｉ ＵＳＡ ８６（日８９）４３１６

－

Ｄａｓ，Ｔ，Ｙｏｓｈｌｏｋａ，Ｄ．Ｓａｍｕｅｌｓｏｎ，Ｒ

Ｓｔｒｕｃｔ Ｆｕｎｃｔ リ（１ ８９ ７）
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日）Ｔ．Ｙｏｓｈｌｏ ｋａ，Ｈ．ｌｎｏｕｅ，Ｎ．Ｄ．Ｄａｓ　ａｎｄ　ｌｌ．Ｓｈｉｃｈｉ：１ｎｏｓｉＬ０,１　１

１ｎ　　Ｃｅ１１　Ｓｉｇｎａにｎｇ，Ｒ．ｌｌ．Ｍｌｃｈｅ１１，八．ｌｌ．Ｄｒｕｍｍｏｎｄ

Ｄｏｗｎｅｓ（Ｅ

ｊｐｉｄｓ

ａｎｄ　Ｃ．ｌｊ

ｄｓ．），Ａｃａｄｅｍｌｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　０９８９）
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第４章　活性化プロテインキナーゼＣの局在

§４－レ　ＰＳおよびＰＫＣの免疫組織化学

「Ａ：　抗ＰＳ　モノクローン抗体による免疫染色

ａ）方法

　ラットをペントバルビタールで麻酔し，　３％パラホルムアルデヒ

ド・　１％グルタールアルデヒドを含む０．１Ｍ　リン酸緩衝液（pll7.4）を，

左心室より濯流して固定した．固定した脳を取り出し，同じ固定液

に漬けた状態のまま，その後の操作をするまで4 °Cで保存した．小

脳を５％寒天を含むＴＢＳ中に包埋し，マイクロスライサーを用いて

厚さ５０μｍ　のサジタール切片を作製した．これをＴＢＳ　で充分に洗浄し

た後，抗体の非特異的な吸着を抑えるために，１％ＢＳＡ－ＴＢＳ及び室温

で２時間前処理を行ない，抗ＰＳ　モノクローン抗体（ＰＳ４Ａ７；ｌｇＭ）１）を

１％ＢＳＡ－ＴＢＳ　で３６μｇ／ｍｌ　に希釈して，　4 °Cで２４時間以上インキュベー

トした．次いでＴＢＳで洗浄後，西洋ワサビペルオキシダーゼ標識の

ウサキ抗マウスｌｇＭ　抗体（Ｚｙｍｅｄ，Ｕ．Ｓ．Ａ．）を１％ＢＳＡ－ＴＢＳ　でＨＯ倍に希釈

したものと，更に室温で２時間反応させた．これを再びＴＢＳ　で洗浄

後，３，３’ －ジアミノベンチジン　四塩酸塩で発色させ，光学顕微鏡で

観察した．

　また，抗ＰＳ抗体の吸収に使用した小径の単層ＰＳ－リポソームは，

多重層リポソームを超音波処理して作製された．即ち，２．５μｍｏｌ　の

ＰＳ　を含む詣質フィルムをＴＢＳ　中で振とうした後，　4 °Cで５分間，窒

素ガス下で超音波処理した．このリポソーム溶液を4 °Cで１０分間，

１万ｇで遠心し，その上清を実験に用いた．

ｂ）結果

　生後Ｏ日目の小脳切片では，抗ＰＳ　モノクローン抗休による染色が

外頚粒層を除く胚細胞に見られた．プルキンエ細胞が配列し始める
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生後３日目になると

れるようになった．

抗ＰＳ染色はプルキンエ細胞の細胞質にも見ら

生後５目目に

強い抗PS染色が現われた

｜

小脳の分子層にも見られた

このと

はプルキンエ細胞の細胞質と核に

　き同時に，弱い抗ＰＳ免疫反応が

また，外頴粒層にある増殖中の頼粒細

｜

胞には抗PS染色が全く見られなかったが 穎粒層の幾つかの細胞１

はその細胞質と核に強い免疫反応が見られた

生後７日目からは

細胞

抗ＰＳ免疫反応がプルキンエ細胞 バスケット

星状細胞および内類粒層に移勤し終えた類粒細胞でよく観察

された（図４－１ａ） 生後１０日目の抗ＰＳ抗体による免疫染色は

ほぼ生後７日目のものと同じパターンを示したが 顕粒細胞の免疫

反応性は極端に弱くなっていた．

　生後１４日目になると，プルキンエ細胞の樹状突起に比べて細胞体

｜

｜

｜

の染色が弱くなった（図４一１ｂ） 生後２１日目になると 更にそ

の染色が弱くなり，プルキンエ細胞の樹状突起の末端部がわずかに

染色されたが，細胞体には全く染色が見られなくなった（図４－１

ｃ）．ここで，アルデヒドで固定した各発生段階にある小脳切片か

ら，クロロホルム／メタノール溶液を用いて脂質の抽出を行なって

みたが，小脳の発生に伴うPS量の変化は見られなかった．

　アダルトラットの小脳では，細胞体を除いてプルキンエ細胞が再

び強く染色されるようなったが，顛粒細胞には染色が見られなかっ

た（図４－１ｄ）．このアダルトの小脳切片を用いて，抗PS免疫反

応が組織内のPS　と抗PS抗体との抗原抗体反応に基づいたものであ

るかを確かめるために，ＰＳ－リポソームで抗PS抗体を吸収した後に

染色を行なった．その結果，全く免疫染色が観察されなくなった

（図４－１　ｅ）．表４－１は，以上述べた小脳発生における抗PS免

疫反応を，まとめたものである．
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表４－１，　生後発生中の小脳における抗ＰＳ　モノクローン抗体による
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Ｂ 抗７ ＰＫＣ　モノクローン抗休による免疫染包

ａ）方法

　ラットをペントバルビタールで麻酔し，　４％パラホルムアルデヒ

ドを含む０．１Ｍ　リン酸緩･衝液（pll7.4）を左心室より濯流して固定した．

固定した脳を取り出し，同じ固定液に漬けた状態で，その後２４時間

4 °Cで保存した．更に，氷晶防止処置として，小脳を３０％薦糖を含

むＴＢＳ　中に数日間4 °Cで保存した．０．Ｃ．Ｔ．コンパウンドで包埋した

後，クリオスタットを用いて厚さ１３μｍ　のサジタール切片を作製し，

カバーガラスに張り付けた．これをＴＢＳ　で充分に洗浄し，更に抗体

の非特異的な吸着を抑えるために，１％ＢＳＡ－ＴＢＳ及び室温で２時間前

処理を行ない，抗７ ＰＫＣ　モノクローン抗体（ＣＫ１９７－５；ｌｇＧ）２）．ｓ）を.正

常血清（ＡＢＣ　キッ　ト）で２００倍に希釈したものと，　4 °Cで２４時間以上イ

ンキュベートした．次いでＴＢＳ　で洗浄後，ペクタステインＡＢＣキッ

トを用いて染色し，光学顕微鏡で観察した．

ｂ）結果

　抗αPKC及び抗βＰＫＣ抗体による免疫反応が，小脳のプルキンエ

細胞に殆ど見られないことから，４），５）．６ｊ．７）　　　抗7 PKC 抗体を用いた

免疫染色のみを行なうことにした．ここで得られた結果は，Ｎｌｓｈｉ－

ｚｕｋａ　らの研究室で得られたものとよく一致していた．３’抗７ ＰＫＣ抗

体の免疫反応は小脳ではプルキンエ細胞に特異的に存在し，その染

色パターンは生後３日目からアダルトに至るまで小脳の発生を通じ

て均一であった．また，生後14日目から２１日目にかけて，バスケッ

ト細胞及び星状細胞にも抗7 PKC 免疫染色が見られたが，アダルト

の小脳には見られなかった．生後７日目から２１日目にかけては，抗

7 PKC 抗体による免疫染色により，プルキンエ細胞の樹状突起の樹

枝状分岐がはっきりと観察できた（図４－２のａ～ｄ）．強い抗７

ＰＫＣ免疫反応が，生後７日目から14日目までにプルキンエ細胞の軸

索に見られたが，生後２１日目以降はその染色が殆ど見られなくなっ

61



-

-

　●

-

1.，

t
:A

ｂ
心

●

図４－２

笥。

‰

-

μ
］

　
　
ａ
４

。
‐
j
’

ゝ

ゝ●

ｊ
７
曹
ン
ヽ

　
S
s

。
1
　
’

禰゛’

ｘ
　
ｊ

　
　
７
１
’
Ｉ

　
　
　
Ｉ
Ｉ

　
　
｡
‐
j

・

１
ｙ

●

Bar

・

一 一 一 一

　 　 ㎜

ニ５０μｍ

抗７ ＰＫＣ 抗休による小胴の各発生段階の染色像

ｎ
／
］

６



W

一一

｢〃

心 また，プルキンエ細胞の核にも

３日目からアダルトまで見られた

伺い抗７ ＰＫＣ免疫反応が生後

牛後１０日目と１４［ｌ目には プル

キンエ細胞の軸索及びその軸索上にある小さなバリコシティーに，

抗７ ＰＫＣ染色が観察された．バスケット細胞における抗７ ＰＫＣ免疫

反応は，生後１４日目以降，常に星状細胞よりも強かった．これらの

細胞における抗７ ＰＫＣ抗体の免疫反応は，その核と細胞質の両方に

見られた．
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｀●・゛

-

ｇ

∧

１

方

２

汀

」

脳発生におけるＰＫＣ

ラッ　トをペントノ くル

活け

ビタールで麻酔し
-

１

」

をＯｙＣ０２（９５?,／５１ａ）を通気したＡＣＳＦ　に浸しながら

-

　
　
　
　
　
　
　
１

か
　
を
　
肩

１

で２００μｍ　のサジタール切片にした

脳を取り出jし 七４そ

イクロスライサ

実体顕微鏡ドで二の小脳閲川

ら分子層を切り集め，液体窒素中で凍結させた．この小脳分了･削

　緩衝液Ａ〔２０ｍＳ¶　Ｔｒ．ｉｓＪＣＩ，ｐｌ１７．２，１０ｍＭ　ＭｇＣ．１２，２ｍＭ　ＥＩ〕ＴＡ，１０

ＥＧＴＡ，５０μＭ　ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌ　ｆｌｕｏｒｉｄｃ（ＰＭＳＦ），５０μｇづ引

ｃｕｐｅｐｔｌｎ，２．５μｇ／ｍｌ　ｐｅｐｓｔａｔｌｎｅ）でホモジェナイズし

間 １０万ｇで遠心した 上清を取り除き

ｔｏｎｘ－１００　を含む緩衝液Λで再び懸濁した

（２ ｍｏ Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣＩ，ｐＨ７．４，　１０ｍＭ　ＭｇＣＩ

Ｘ－ＩＨ，５０μｇ　ｈｉｓｔｏｎｅ，　１０μＭ［３
り
Ｑ

２

０

２七万１特

残った沈澱を０．０６ Ｔｒｉ

ＰＫＣ活性は

５ｍＭ　ＣａＣ１
０

　反応液

【】Ｍ　Ｔｒｌｔｏｎ

Ｐ］ＡＴＰ，２０μｇ　ＰＳ，２μｇ　ｄｌｏｌｅｊ．ｎ）中で

１００μ１　の小脳の酵素サンプルを２ｙｃで１５分間反応させて，測定され

j9

心 Ｃａ２半　とＰＳ　に依存しない酵素の活性は

を除き

いては

Ｃａ２≒　ＰＳ及びｄｉｏｌｅｉｎ

かつ１ｍＭ ＥＧＴＡ　を加えた条件下で測定された 酵素反応につ

２５％　トリクロロ酢酸（ＴＣＡ）を１ ｍ１　加えることによ

を停止させた ここで生じた沈澱をフィルター上に集め

で３回洗浄した後 放射活性を測定した

り，それ

２５％ＴＣＡ

［Ｂ］結果

　小脳の発生に伴う抗ＰＳ免疫染色パターンの変化及び抗７ ＰＫＣ免疫

染色の結果を考察するために，特に小脳皮質中の分子層における

ＰＫＣ　の活性を，小脳の発生を追って調べた．その結果によると，

ＰＫＣ　活性は生後７日目，１４日|ﾖ|，2111［］と１週ごとに増加し生後２１

日目に最大に達したが，アダルトではその活性がかなり減少し，生

後１４日目のものよりも低くなｰ!，た（図４　－３）．この小脳の分子層

におけるＰＫＣ活性の変化のパターンは，抗ＰＳ抗休による免疫染色の

変化のパターンと完全に相反するものであった．
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Ａ］方法

｣ヽヽ脳細胞質タンパク質による抗体糾合の抑制

ａ）小脳細胞質タンパク質の調整

　ラットをペントバルビタールで麻酔後，左心室より生理食塩水を

約５０ｍ１　濯流して血液を洗い流した．小脳を取り出してブロック状1;

細切し，液体窒素中で凍結させた．これをトリス緩衝液（５０ｍＭ Ｔｒｉｓ

－ＨＣＩ，ｐｌｌ７．４，１ｍＭ　ＥＧＴＡ，２００ｍＭ　ＰＭＳＦ，０．３％　ｍｅｒｃａｐｔｏｅｔｈａｎｏｌ）でホ

モジェナイズし，2 °Cで１時間，１０万ｇで遠心してその上清を回収

し，細胞質タンパク質として以下の実験に用いた．

ｂ）ＥＬＩＳＡ　法８）

　ＰＳ　の１０μＭ　のエタノール溶液をマイクロプレートの各ウエルに５０

μ１ずつ入れて，室温で一晩放置することにより溶媒を完全蒸発させ

た．次に，抗体の非特異的な吸着を防ぐために，３％ＢＳＡ－ＴＢＳ　溶液及

び室温で２時間前処理を行なった後，　小脳の細胞質タンパク質１００

μ１　を加えて室温で反応させた．ＴＢＳ　でウエルを洗浄後，抗ＰＳ　モノ

クローン抗体と室温で２時間反応させた．再びプレートをＴＢＳで洗

浄後，１％ＢＳＡ－ＴＢＳ　で希釈した２次抗体及び室温で２時間，更にペル

オキシターゼストレプトアビジンで１時間反応させた．ＴＢＳ　で洗浄

後，最終的にｏ－フェニレンジアミンで発色させ，吸光度（４９０ｎｍ）を溌』

定した．

［Ｂ］結果

の

及

と

PK

PS

び

結

Ｃの活性化の条件は，細胞質中のＰＫＣがトランスロケートし膜

　と結合することである．従って，ＰＫＣの活性の高い生後14日目

２１日目の段階で抗PS　染色が弱くなるのは，ＰＫＣが細胞膜のPS

合したために抗PS抗体がPS　と結合できなくなって，染色性が
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低下したものと推測される．

　そこで，ＰＫＣを始めとする小脳の細胞質タンパク首が，ＰＳ　と抗

ＰＳ　抗体との結合に対して抑制効果を持つかどうか，それをＥＬＩＳＡ　氾．

で調べた．ＰＳ　と抗ＰＳ抗体との反応より前に祖胞質タンパク質を

ＥＬＴＳＡ　の反応系に入れると
Ｑ
り

Ｐ

と抗ＰＳ抗休との結合が細胞質タン

パク質の濃度に依存して抑制された．室温におけるこの反応系の最

適条件を見つけるために，細胞質タンパク質の反応時間を麦えて実

験を行なった．その結果，図４－４に示したように，１０分間の反応

時間で充分であることが分かった．細胞質タンパク質によるPS　と抗

PS抗体との結合の抑制は，生後７日目と２１日目の小脳の細胞質タン

パク質を用いて調べられた，その理由は，図４－３に示したように，

生後７日目と２１日目ではそのPKC活性に大きな差があることから，

組織中あたりのPKC量に差があると考えられるからである．その結

果，図４－５に示したように，ＰＫＣの存在量が多いと思われる生後

２１日目の小脳の細胞質タンパク質により，生後７日目のものよりも

強く抑制がかかることが分かった．このことから，小脳の細胞質タ

ンパク質に含まれるPS結合分子は，PS分子のエピトープをブロッ

ク出来ることが，分かった．更に，PKC　はPS　と抗PS抗体との結合

を抑制し得る第一の候補である，と推測された．
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§　４ ４ ＰＳ　とＰＫＣ　との相互作川

「Ａ」ＰＭＡ処理後の小脳における免疫染色

　ＰＳ　と抗ＰＳ抗体との結合を阻害しているものがＰＫＣ　であることを

確かめるために，アダルトラットをＰい（２００ｎＭ）を含む生理食塩水

で１０分間濯流した後に固定し，抗ＰＳ抗体と抗７ ＰＫＣ抗体を川いて免

疫染色を行なった．その結果，抗ＰＳ染色のパターンは著しく変化し

た（図４－６ａ）．図４－１ｄと図/1－6aとを比較すると，ＰＭΛ

処理後の小脳ではプルキンエ細胞の細胞体と順粒層に強い免疫反応

が見られ，またプルキンエ細胞の樹状突起の太い幹にもかなりの染

色が見られた．これらの部位は，ＰＭＡ未処理の小脳では染色がほと

んど見られなかった部位である．これに反して，抗７ ＰＫＣ抗体によ

る免疫反応は全体的にかなり減少しており（図４－６ｂ），特にプ

ルキンエ細胞の細胞体の部分の染色が著しく減少していた．しかし，

ＰＭＡ処理後でも，分子層中にはバスケット細胞及び星状網胞に相当

する細胞に 免疫染色が見られた これらのこ

をトランスロケートさせることにより

度を調節している と考えられる

［Ｂ］ＰＳ　とＰＫＣ　との相互作用

§４－３の図４ ４と４

とから ＰＭＡ　はＰＫＣ

PS　とＰＫＣ　との相互作用の程

５に示されたように，ＰＳ　と抗ＰＳ抗体

との結合は小脳細胞質タンパク質によって

が分かった この結果から

かなり抑制されること

図４－ＬではなぜＰＳ　がプルキンエ細胞

に局在しているように見えるのか
Ｊ
１
口
口

明説を由理のそ 来るかもしれ

ない．つまり，このPS染色の濃さは組織中のPS量を反映したもの

ではなく，むしろPS　とPS結合タンパク質との相互作川の程度を反

映したものである，と示唆される．

　これまで，多くの研究者によりPS結合タンパク質が同定されてお

０７
１
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〃

り
心 れらのＰＳ　結合タンパク貿がＰＳ　と抗ＰＳ　抗体との結合を111］制で

きる可能性が 示されて来7り
９

１０） ｌ ｌ ；

の最も明らかな第一の候補はＰＫＣである

に示した抗ＰＳ染色パターンは，

が小脳の発生段階により変化し六

即ち

また，　ＰＳ　結合タンパクja･

-

心
のことから 図　４

Ｌ

組織内でのＰＳ　とＰＫＣ　との相往往川

ことを示している

抗ＰＳ抗体により余り染色されなかった部位は

と考えられる．

ＰＫＣ　がトラン

スロケートして膜のPS　と結合しているために，PS　と抗PS抗休との

結合が抑制されたことを

こ　の こと

される．

応速度が

は

示し ている（図４ ７）

他の研究者によって得られた実験的証拠により支持

Ｎｅｗｔｏｎ　とＫｏｓｈｌａｎｄ　は 自己リン酸化と基質リン酸化の反

その反応系に含まれるPSの量によって特効的に調整され

ていることを 示したフ
２）

また Ｂａｚｚｉ　とＮｅｌｓｅｓｔｕｅｎ　は

PS　を含んだリン脂貧小胞にCa2゛依存的に結合することを

１３）
更に

Ｋ
Ｐ．Ｈｕａｎｇ　とＦ．Ｌ．Ｈｕａｎｇ　は

に選択的に結合し

た．１４）

また

ＰＫＣ　が

示した

ＰＳがＰＫＣの調節ドメイン

その結果ＰＫＣ　を活性化させることを，見い出し

この説明は図４－６の結果によっても強く支持される

ＰＭＡ　でアダルトラットの小脳を処理すると プルキンエ細胞の細胞

体とその周囲で，特にPKCの免疫染色が減少した（図４－６ｂ）．

これはＰＭＡ　によるPKCのダウンレギュレーションによって，細胞内

のPKCの量が減少したためである，１９　と思われる．一方このとき，

抗PS免疫染色はＰＫＣの免疫染色が減少した部位で特に強くなってい

る．ここで示したすべての結果は，抗PS抗体とＰＫＣがPS　分子上の

同じ領域を競合的に認識していることを，示唆している．また，

ＰＭＡ　処理後の小脳では，類粒細胞も抗PS　モノクローン抗体により染

色された．類粒細胞にはプルキンエ細胞と異なる分子種のＰＫＣが存

往していることが報告されていることが り
７） １６）

生後１４口口以降

の類粒細胞ではPS　とＰＫＣが結合し，PKCが活性化されている，と考

えられる．従って，抗PS抗体で染色されない部位の所在を訓べるこ

とにより，組織におけるＰＫＣの活性化部位を推定出来ることになる．

２７
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以上の結果から 抗ＰＳ抗休による兎疫染已の弱い所は，ド　と

ＰＫＣ　との相互作用が強い所を示し

所は

一

一

ＰＳ　とＰＫＣ　との椙

う　して

征作用

抗ＰＳ抗休による免疫染色の弘ド

が弱い所を示している 結と

Ｐ

論される

ＫＣ　の活性を抗ＰＫＣ　抗体ではなく抗ＰＳ　抗体の染色の強さ

で推定出来ることが分かった

　そこで，図４－１及び表４

ＰＫＣ　活性を推定してみると

は

１

の結果から 発生中の小脳皮質’の

プルキンエ細胞の初枕突起のＰＫＣ活性

生後１４日目以降に活性化され

ルトになると減少する しかし

生後２１日日に殼人となり

プルキンエ細胞の細胞体では

後１４日目からアダルトまで増加している

染色が発生に伴い徐々に減少している

増加していると考えられる．
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また類粒細胞では

ことから

アダ

　生

抗ＰＳ
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第５章 本論文の要旨と結論

運動の協調と学習の一部を司る小脳は 神経回路網の発生やぞの

構成が中枢神経系の中でも最も良く解明されている器官である

れは 小脳皮質を構成する神経細胞が６種類に限られていること

更に小脳が個体の誕生後に発生するために

分化する神経細胞を特定出来たことによる

も

ヽ一

心

発生の各段階において

小脳の神経細胞の中で

プルキンエ細胞は小脳皮質への各種入力に対して情報処理を行

なう中心的な細胞であり

は

唯一の出力細胞でもある 六ま 形態的に

中枢神経系における最も大きな神経細胞である．今日まで

の特徴的な細胞の発生

盛んに行なわれて来た

分化及び機能に関わる分子機構の研究が

-

心

その結果，プルキンエ細胞に特異的に発現

しているタンパク質やペプチドには

とが分かった またプルキンエ細胞に

Ｃａ結合性を示すものの多いニ

は，細胞内Ｃａ　ストアーに存在

するＣａチャネルを始めとして，ＰＫＣやＰＬＣ　といった，イノシトール

リ ン脂質情報伝達系に関与する分子が特に多く存在することも示さ

れて来た 従って 細胞内Ｃａ２＋　濃度とＰＫＣ　活性を同時に制御するイ

ノシトールリン脂質情報伝達系が，プルキンエ細胞の発生や分化に

関与するのみならず，情報処理能力の獲得にも関係していることが

十分予想される．

　神経伝達物質やホルモンを始めとする様々な細胞間伝達物質が細

胞に作用すると，それらの情報は細胞膜表面の特異的な受容体を介

して細胎内へと伝達される．この細胞内情報伝達の経路の一つとし

て，イノシトールリン画質情報伝達系がある．この伝達経路では，

種々の伝達物質が特異的な受容体に結合すると，その刺激はＧタン

パク質を介してＰＬＣを活性化し，細胞膜を構成するリン画質の一つ

であるＰＩＰ２　を加水分解する．その結果，二つのセカンドメッセンジ

ヤ　ー 即ちＩＰ３　とＤＧが同時に衆生される．水溶性のＩＰ３は細胞質中

に遊離し 細胞内Ｃａ　ストアー上のＩＰ３　受容体上に結合してＣａ２‘　を

細胎内に動員し 細胞内のＣ� 濃度の上昇により種々のＣａ依存性

７７
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酵素が活性化させる．一方，ＤＧ　はＣ�゛とＰＳ　の存在下でＰＫＣ　を活‥PI=.

化させる．こうして活性化された酵素の作用により，細胞は刺激に

応じた様々な応答を示すのである．

　このようなイノシトールリン画質情報伝達系について，これまで

次のような研究が行なわれて来た．例えば，分子生物学的手法の発

達によって，タンパク質の一次構造や分子種の存在が明らかにされ

ており，ＰＬＣには少なくとも４種類の分子種が存在すること，また

それらの組織内分布が異なることが示された．また，Ｍｉｋｏｓｈｉｂａ　ら

により，プルキンエ細胞から，ＩＰ３受容体でありＣａチャネルでもあ

るタンパク質Ｐ。，が分離・精製された．そして，このＰ。，が筋細胞

に存在するライアノジン受容体とは異なること，また脳内の他の領

域にも存在することが示された．更に，Ｎｌｓｌｌｉｚｕｋａ　らを始めとする

多くのグループにより，ＰＫＣは１０種類の分子種から成るファミリー

であること，また各分子種の組織内分布が異なることが示された．

一方，イノシトールリン画質情報伝達系のｋｅｙ ｌｌｏｌｅｃｕｌｅ　とも言える

ＰＩＰ２は，その存在量が極微量であり，しかも死後分解が極めて早い

こともあって，その機能が未だにはっきりと解明されていない．イ

ノシトールリン画質情報伝達系が細胞膜に存在していること，更に

その情報伝達機構が脂質とタン パ ク質との相互作用の上に成り立っ

ていることから，タンパク質の解析と平行して，脂質を主体にした

情報伝達系の研究を行なう必要がある．従来，PIP2の定量的解析は

放射性同位元素の使用や，ＰＩＰ，合成に関わる酵素の活性を測定する

等の生化学的手法によって行なわれて来た．しかしこれらの方法で

は，個々の細胞レベルにおけるＰＩＰ２の定量的解析が不可能であった．

しかも，生化学的測定はｉｎ ｖｉｔｒｏで行なわなければならないために．
　　　　　　　　　一一

ｉｎ ｖｉｖｏ　でのＰＩＰ２の機能は，単に推測されるのみであった．これら

の問題を解決するためには

学的手法による解析が

り

ＰＩＰ２に対する抗体を用いた免疫組織化

大変有効である そこで

ＰＩＰ２に対するポリクローン抗体が作製され

ｙｏｓｈｌｏｋａ　らによ

これを用いて免疫

組織化学的に，ＰＩＰ２の局在及びＰＩＰ２量の時間的麦化か測定された

78



｀゜●゛

｜

｜

ｉ

ｌ

ｉ

｜

｜

｜

１

１

' |

-

しかしこの抗体は

性を示すなど ＰＩＰ
り
』

ＰＩＰやＰＡ　などの他の酸性リンJ計’nlにも交

｜

対する反応特呉性が高いとは

染色性にも疑問が残っていた

そこで本論文では

抗体の作製を試みた

まずＰ目）

ＰＩ 　
り
″

Ｐ

は

えず

反比･

抗体の

バこ対して特異性の高いモノクローン

その分子量が小さいことや，それが

実際に生体内に存在する物質であること などから 抗原性が低く

抗体が非常に変生され難い．そこで，免疫方法としては，従来糖Jj

質の抗体の作製に用いられて来た抗豚脂質をサルモネラ菌にコー

して マウス尾静脈に注射するという方法を刑いた．更に，ハイ

し
日
　
ト

フ

リドーマのスクリーニング及び抗体の反応性の検討には，袖体依存

リ ポソーム崩壊反応を利用したリポソームアッセイを確立し，そ

れを用いた

一

その結果 ＰＩＰ２に対して極めて特異性の高いモノクロ

ン抗体（１２クローン）を作製することに成功した

ネラ菌を利用した免疫方法の抗原性が非常に 高
く

これは，サルモ

被免疫マウスの

免疫反応性を効果的に高めることが出来たことによる，と考えられ

る．更に，スクリーニングに用いたリポソームアッセイが，抗涼で

ある脂質を生体内に存在する時と同じ脂質二重層に組み込み，リン

脂質のエピトープである極性頭部を確実に抗体に提示することが出

来たために，抗体の反応特異性の検討を厳密に行なうことが出来た

ことによる，と考えられる．

　次に，得られた抗体を用いて，イノシトールリン脂質情報伝達系

におけるＰＩＰ２と，細胞内Ｃａ２゛動員系との関連性を証明することを試

みた，まず，得られた抗ＰＩＰ２抗体と，細胞内Ｃａストアーに存在する

ＩＰ３受容体でありＣａチャネルでもあるＰ，ｏｏの抗体を用いて，発生段

階にある小脳切片を免疫染色した．これと同時に，イノシトールリ

ン脂質情報伝達系を介した細胞内Ｃ�゛動員部位を調べ，ＰＩＰ，と細胞

内Ｃａ２４　動員との直接的関連性を検討した．その紡果，抗Ｐ日当抗体に

よって染色された部位と，Ｇタンパク質共役聖グルタミン酸受容休

アゴニストであるＱＡ　による細胞内Ｃａ２゛動員部位とが非常に良く一

致すること，また抗ＰＩＰ２染色が低下していた生後１５日目の小脳では，

９７
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細胞内Ｃａ２ 動員も減少している二とが分かっ六

ルであるＰ４ｏｏの染色性には

これらのことから

方，Ｃａ　チャネ

ト脳発生に伴う麦化か見

細胞内のＣａに　動員は細胞内Ｃａ　ス

り
　
ト

するＣａチャネルではなく

れなか一った

アー-に存リ1｛

ＰＩＰ２量に依存していることが示され

ＰＩＰ２と細胞内Ｃａ２゛動員との直接的関連性が証明された

ときＣａ　チャネル共役型グルタ
゛
へ

また，　この

ン受容体アゴニストであるＮＭ１)Λ　に

よる細胞内Ｃａ２峰　応答を調べたところ

その応答部位が穎粒層に集約して行く

生後２１日目の小脳皮質では

れぞれ分子層と類粒層に

た．

小脳の発生の進行に伴って

ことが分かった．その結果，

ＱＡ　とＮＭＤＡ　によるＣａ２゛応答部位が

完全に分かれていることが 明らかになっ

そ

更に，イノシトールリン脂質情報伝達系におけるもう一方の情報

の受け手であるＰＫＣ　について

それらに特異的なモノクロー

ＰＳ　との相互作用及びその活性化を

ン抗体を用いて検討した

脳における抗７ ＰＫＣ抗体による染色性は

在し

発生中の小

常にプルキンエ細胞に存

小脳発生における変化は見られなかった．一方，プルキンエ

細胞における抗ＰＳ染色は，生後７日目から生後２１日目にかけて減少

し
　
た
　
す

その後アダルトになると再び染色性が上昇するパターンとなっ

　　ま

ると

や

ら 発生中の小脳の分子層における膜画分のＰＫＣ活性を測定

それは生後７日目から上昇して生後２１日目に最大となり

アダルトでは再び減少するという，抗PS抗体による染色性と完全に

相反的なパターンを示した．更に，PS　とＰＫＣ　との相互作用を明らか

にするために，小脳をPMA　で処理することにより，細胞内に存在す

るＰＫＣ　をダウンレギュレーションさせた後に，PKC　とPSの抗体を用

いて染色を行なった．その結果，抗PKC染色が全体的に減少したの

と対照的に，抗PS　染色の染色性が上昇し，PMA　未処理の小脳では見

られなかった部位にも 抗ＰＳ染色が見られるようになった

ＰＫＣ　が活性化されている所では 膜に ト

これは

ランスロケー　トしたＰＫＣ　が

ＰＳ　と結合しているために，抗ＰＳ抗体がＰＳ　と結合できず

性が低下したことによる と考えられる

80
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抗休による染色性の程度を観察することによって
じ１一

一
｀

囮
口

占、
ソ
！ ＰＫＣのJ･J

在を明らかにすることが出来た．

　以上に述べたように，本論文では，出資とタンパク質との相自:作

用の解析における免疫組織化学の有用性が示され，かつイノシトー

ルリン脂質情報伝達系における出質の重要な役割が明らかにされた

訳である．

　これらの実験結果については，注目しておくべき点がある．それ

は，抗体による免疫反応性とこれに関連した細胞応答との関係が，

PIP2とPS　とでは全く巡の関係にある，ということである．本研究で

は，小脳のプルキンエ細胞の発生段階において，抗ＰＩＰ２染色と細胞

内Ｃａ２゛動員機構が同調関係にあるが，抗PS染色とＰＫＣの活性化は

相反関係にあることが示された．これは，ＰＩＰｙＣａ２゛動員の関係と

PS－PKC活性化の関係が，それぞれ異なることによるのかもしれない．

ここで忘れていけないのは，脂質がタンパク質の固定剤であるアル

デヒドによって固定されないことである．従って，組織中に留まっ

ている脂質は，その脂質と相互作用する周囲のタンパク質に依存し

ており，免疫染色性の変化は脂質とタンパク質との相互作用の程度

を反映したものである．そこで，このような視点から，ＰＩＰ２-Ｃａ２゛

動員の関係とＰＳ－ＰＫＣ　活性化の関係を考えてみると，ＰＩＰ２と相互作川

する第一の候補はＰＬＣ　と考えられる．ＰＬＣ　はPIP2に作用して，細胎

内にCa2半　を動員させるＩＰ３を産生させる．従って，ＰＩＰ２とＰＬＣ　との

相互作用が強いとき，即ちＰＩＰ２が組織に留まり，抗PIP2染色が見ら

れるときには，細胞内にＣａ２４　を動員することが可能になる，と考え

られる．これは実験結果とも良く一致している．一方，PS　と相互作

用する最も有力な候補はＰＫＣ　である．ＰＫＣ　は細胎内をトランスロケ

ートし，PS　と結合することによって活性化される．従って，PIP2

の場合と同様に考えるならば，ＰＫＣが活性化されている部位では組

織中にPSが留まり，抗PS　染色が見られる筈である．　しかし，実験

結果は全く異なり，抗PS染色の見られる所では，逆にPKCの活性化

レベルが低く，更にPKCがPS　に結合していると，抗PS抗体がPS　に

－８
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結合出来ないことも分かっ六
－

- のことは ＰＳ　と相互作川するタン

パク質がＰＫＣ　以外にも存在していることを，不してい

結合タンパク質と呼ばれるものが，現在までに多く同

る．　実際，　1j S

定されており，

それらはＡｎｒｌｅｘｉｎ（Ｉ～ＶⅢ）として一群のファミ　リーを成している

（表５－Ｌ）
１）

またＡｎｎｃｘｌｎ以外にも
ト ランス

ヽ
｀
Ｘ ツター放出核

構に係わるＳｙｎａｐｓｉｎ ｌ ２：　　　や，血液の凝固因子第Ⅷ因子゛　などのＰＳ

結合タンパク質は 生体内で重要な生理機能を担っていることが予

想される．

　こうした脂質に関する免疫組織化学的問題点を解決するために，

脂質を直接固定しようとする試みが，他の研究室で行なわれている．

Ｙａｍａｓｈｉｍａ　らは，タンニン酸を含むアルデヒド溶液により，直接脂

質を固定出来ることを示している．４），５）　　　また，　ｖａｎ　Ｍｅｅｒ　らは，　ア

ルデヒド溶液で固定した組織を－80°C前後の超低温で樹脂に包理する

凍結置換法と低温包埋剤とを組み合わせ，超低温のまま薄切するこ

とにより脂質を組織中に留めておくことに成功した．そして，これ

にポストエンペッティング法を適用することにより，電子顕微鏡で

脂質の局在を明らかに出来ることを示したパ）事実，本研究で作製

されたＰＩＰ２に対するモノクローン抗体を用いてＭＤＣＫ細胞が染色され

細胎内におけるPTP2の局在が電子顕微鏡で明らかにされているフ）

今後，これらの方法を用いて脂質の局在を直接観察することにより，

細胞の生理機能や情報伝達における脂質の関与を，更に詳しく解析

することが出来るであろう．

　また，免疫組織化学における最大のｗｅａｋ　ｐｏｌｎｔ　は，生きた組織や

細胞における物質の局在を観察できない所にある．筆者は第４章に

おいて，抗PS抗体を用いた免疫染色により，活性化ＰＫＣの局在を細

胞レベルで推定出来ることを示した．しかし，この活性化ＰＫＣの局

在は，動物を固定した時点でのものである．従ってこれでは，細胞

外からの刺激受容時における応答を，第３章における細胞内Ｃａ２‘　濃

度測定のようにリアルタイムで測定出来ないので，情報伝達系のよ

うなダイナミックな細胎内応答を調べる研究には不十分である，と

２８
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表５－１ いｎｅパｎ　の分類（文献士　） より）

一 一 一 一

1V

VIII

Annexin

Previous

terminology

Annexin

Previous

terminology

一

－

ｌ

Calciし皿/phospholipid-bindin肘)roteins

li

Lipocortjnl

p35

Calpactin jl

Chromobindin 9

GIF

Ｖ

PAP-|

IBC

Lipocortinv

35K Calelectrin

Endonexin ll

PP4

VAC-a

35-y Calcimedin

Calphobindinl

Anchorin Cll

Calpactinl

Lipocortinll

p36
Chromobindin 8

Protejnl

PAP-IV

VI

p68,p70,73K

67K Calelectrin

Ljpocortinvl

Proteinlll

Chromobindin20

67K Calcimedin

Calphobindjn ll

田

Lipocorti�||

PAP一国

35-cy Calcimedin

　　VII

Synexin

Endonexinl

Proteinll

32,5K Calelectrin

Ljpocortinlv

Chromobindin 4

PAP一目

PP4-X

35-βCalcimedin

VAC-β
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思われる．これを.解決するためには，生きた細胞におけるＰＫＣの活

性化レベル及び活性化部位を観察できる新しい方法を，開発する必

要がある．ＫｕＯ　らは，　ダンシル化したＰＳ　のぶた強攻が，llKC　との1,'，

合によって増加することを 報告したパ 一 のダンシル化－ＰＳ　と１

う新しいプローブが開発されたことにより，生細胞における|琢Ｃ　の

活性化をリアルタイムで測定することが可能になるかもしれない．

　現在，ＰＫＣの分子種は１０種類ほど報告されているが，今後も新し

い分子種が発見されて行く可能性が大いにある．またＰＫＣの分子種

は，その構造と性質から，三つのグループに分類することができ，

その中にはＣ�＋及びＰＳ　との結合部位が欠失しているものもあるこ

とが分かった（図５－１）パ）更に，ＰＫＣ　の活性化因子であるＤＧ　が

ＰＩＰ２　由来のものばかりではなく，細胞の増殖や分化といった長期的

な細胞応答には むしろＰＣ　由来のＤＧのほうが多いことが

れている（図５－２）．９） こ　う たし ＰＫＣ　の分子種の多様性が

報告さ

　身体

のあらゆる組織に存在して紬胎内の殆どの生理作用に関与するＰＫＣ

の研究を，なお一層復雑なものにしている．ＰＫＣに対する今後の研

究は，各組織・毎分子種ごとに細分化されて，行なわれるようにな

るであろう．

　また，細胞の刺激受容時の応答（短期的応答）と長期的応答にお

けるＰＫＣの活性化機構については，それらが互いに異なる可能性が

示されているが，一般的にも細胞の応答には短期的応答と長期的応

答の２種類があると考えられている．短期的応答は，様々な細胎内

情報伝達系により活性化されたキナーゼが，チャネルタンパク質な

どの機能タンパク質をリン酸化することによって引き起こされる，

と考えられる．一

報が核に伝達され

方 長期的応答は 細胞膜において変換された情

ｍＲいｶﾍﾞ見境して新たな機能タンパク質の介成を

り｜き起こした紡果てある と考えられる 細胞の刺激受容からその

応答までを解析する細胞内情報伝達系の研究は，最終的には情報の

最終伝達先である機能タンパク質のリン酸化，吏には新たなタンパ

ク質の合成にまで，そのgF究範囲を拡大して行くものと予想される

㈲
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▲
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皆副朧朧皆皆朧
▲　▲

システインの多い部分

▲

ATP結合部位

開言言言但州
　　　　　　　１

システインの多い部分

ＰＫＣ分子種の共通構造模式図

脂

▲

ATP結合部位

（

文献９） より）
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現在，ＰＫＣ　を始めとするある種のキナーゼにより特異的にリン酸化

される，標的タンパク質の同定か進んでいる．また，遺伝子発現と

の関係では，イノシトールリン脂質情報伝達系がｃ－ｍｙｃ遺伝子の発

現と関与している，との報告がある．･一つは，１９８５年にＭａｃａｒａ　らに

よって，ｆｒｌｅｎｄ　ｃｅ目　をホルボールエステルで分化させたとき，ＰＩ

ｔｕｒｎｏｖｅｒ　の抑制に引き続いてｃ－ｍｙｃ　発現の減少が起こることが，報

告された
１０） また １Ｈ７年にはＫｕｂｏｔａ　らにより

ているヒトの腎ガンの細胞株では

な蓄積が認められ

１１）

ｃ－ｍｙｃを発現し

Ｐｌ　ｔｕｒｎｏｖｅｒ　内のＣＤＰ－ＤＧ　の過剰

Ｐｌ　ｔｕｎｏｖｅｒ　が抑制されている
ｉｔと

そもそもｃ－ｍｙｃ　は

隨告された

１９８３年に，にわとりの骨髄紬胞胚ウイルス

の持つガン遺伝子Ｖ－ｍｙｃ　のｃｅｌｌｕｌａｒ－ｏｎｃｏｇｅｎｅ　として，単離された

１２） その後，中枢神経系にも発現していることが分かり，１３）更にこ

の遺伝子の産物であるＭＹＣ　タンパク質がＤＮＡ結合活性を有し，１４１．

１

５）

化

他の遺伝子の転写を制御している可能性が示唆され，細胞の分

増殖に関与していると考えられている.1 6j　今後，イノシトール

リン脂質情報伝達系と遺伝子の発現との関係，並びに新たに合成さ

れて来る機能タンパク質との関係が明らかにされることにより，短

期的応答から長期的応答までを含む細胎内情報伝達系の全体像が，

明らかにされることであろう．

　最後に，本論文の概要を記して結びとする．本論文は五つの章か

ら構成されている，第１章では，イノシトールリン脂質情報伝達系

を解明する上で，ラット小脳のプルキンエ細胞に着目すること，し

かもその発生を追って調べることが，如何に重要であるかを述べた

まず§１ １　では イノシトールリン脂質情報伝達系に関する従来

の研究について概説し

した 次に§１－２では

本研究を行なうに至った経緯について解説

抗体作製の重要性を述べた

ク質との相互作用を

ＰＩＰ２に対して特異性の高いモノクローン

　更に，情報伝達における脂貿とタンパ

抗リン脂質抗体を川いて免疫組織化学的に解

析する本研究の斬新性について述べ

かにした
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第２章では，Ｐ目≒に対するモノクローン抗体の作製法と，得られ

抗体の反応特異性について述べた．まず§２－１では，抗体作製

について詳しく述べた．また，　リポソームアッセイ及びＥＬＩＳＡ法

いう，抗体の反応特異性の検討法についても解説した．次に!ｉ２

２では，ＰＩＰ２と反応する三つのモノクローン抗体（ＡＭ－２，ＡＦ･７，Ｕ

－２１２）について，それぞれの反応特異性をリポソームアッセイ及び

ＥＬＩＳＡ　法で検討した．また，可溶性ハプテンとＡＭ－２回　との反応性に

ついては，　リポソームアッセイの抑制効果により検討した．そして

§２－３では，抗体の特異性及びその検討法について，その妥当性

を考察した．

　第３章では，小脳発生におけるカルシウムシグナリング系の動態

について述べた．まず§３－１では，小脳発生の各段階における

ＰＩＰ２及びＩＰ３受容体の局在を，免疫組織化学的に調べた．次に§３－

２では，小脳発生におけるグルタミン酸アゴニスト｛ＱＡ（キスカル酸）

とＮＭＤＡ（Ｎ－メチル　Ｄ－アスパラギン酸）｝によるカルシウムシグナリン

グについて調べ，各発生段階におけるＱＡ応答及びＮＭＤＡ応答の応答

部位の変動について解説した．そして§３－３では，ＱＡ　による

Ｃａ２４動員部位は小脳の発生段階全体を通して抗ＰＩＰ２染色部位と一致

するが，ＮＭＤＡ　によるＣａ２４　動員部位は抗ＰＩＰ２染色部位と関連がない

ことを示し，ＰＩＰ２とグルタミン酸受容体アゴニストとの関連性を指

摘した．

　第４章では，小脳発生における活性化ＰＫＣの局在について述べた．

まず§４－１では，小脳発生の各段階におけるＰＳ及びＰＫＣの局在を

免疫組織化学的に調べた．次に§４－２では，小脳発生における

ＰＫＣ活性の変化について述べ，そのパターンが抗ＰＳ抗体による免疫

染色の変化のパターンと全く相反するものであることを示した．更

に§４－３では，ＰＫＣ活性に違いのある生後了目口と２１日日の二つの

小脳細胞質タンパク質を用い，抗体結合に及ぼす抑制効果の違いに

ついて調べ，ＰＫＣ活性の高い細胞質タンパク質がより強くＰＳ　と抗

ＰＳ抗体との結合を抑制することを示した．そして§４－４では，

８８



ＰＳ　と抗ＰＳ　抗体との結合を抑制するものがＰＫＣ　であることを俑かめ，

活性化ＰＫＣ　の局在を，抗ＰＫＣ　抗体ではなく抗ＰＳ　抗体による染色／旺カ

ら，推定出来ることを示した．

　最後に第５章では，第１章から第４章までの内容が要約され，本

論文の結論がまとめられた．また，細胞内情報伝達系の研究におい

て，モノクローン抗体を川いた免疫組織化学的手法が果たす大きな

役割について指摘し，今後の研究の問題点とその解決方法について

議論した．
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　梅田真如

　井上圭三

T.Horikoshl

K.Yanagisawa

T.Yoshioka

M.Umeda

K.lnoue

　堀越哲郎

　柳沢慧二

　吉岡　亨

　梅田真如

　井上圭三

　堀越哲郎

　柳沢慧二

　吉岡　亨

　梅田真郷

　井上圭三

引



研　究　業　績

種類別 題　　　　　　　名 ；卜リ 発表・発行
掲載誌名

連名者

Developmerlta1 Changes of PIPz-lmmuno一

staining and Glutamate-Response in The

Rat Cerebellar Slice

ラット小脳の発生にともなったPIP2局在の

変化

ラット小脳プルキンエ細胞の発生段階におけ

るイノシトールリン脂質情報伝達系の発現

ラット小脳発生に伴うPSとPKC-Iの免疫組織

化学的局在の変化

ラット小脳の発生に伴うグルタミン酸受容体

アゴニストに対するCa応答部位の変遷及び

PIP2局在の変化

小脳プルキンエ細胞におけるIP3情報伝達系の

発生生物学的研究

1990.　2

1990.　4

1990.　7

1990.　9

1990.　9

1990.10

The 25th NIBB Con･

ference on lnosito1

Phosphates and Ca

Signaiing

　　生理学会

　第67回年会

　脂質生化学研究会

　第32回研究集会

　　生化学会

　第63回年会

　　生化学会

　第63回年会

　生物物理学会

　　第28回年会

T.Horikoshi

K.Yanagisawa

E.lto

T.Yoshioka

T.Nakamura

Y.Kudo

　堀越哲郎

　柳沢慧二

　吉岡　亨

　吉岡　亨

　堀越哲郎

　柳沢慧二

　梅田真郷

　南　景秀

　井上圭三

　御子柴克彦

　岸本　明

　吉岡　亨

　堀越哲郎

　柳沢慧二

　梅田真郷

　五十嵐浩二

　井上圭三

　伊藤悦朗

　吉岡　亨

　堀越哲郎

　柳沢慧二

　中村　健

　工藤佳久

　吉岡　亨

　堀越哲郎

　柳沢慧二

　五十嵐浩二

　梅田真郷

引



研　究　業　績

種類別 題　　　　　　　名 ；仁に 発表・発行
掲載法名

連名者

ラット小脳の発生に伴うIP3情報伝達系の発現

ラット小脳発生に伴うPIレスポンス駆動型

グルタミン酸受容体によるCa2゛応答部位の

変化

Selective Ca Response of Purkinje and

Granule Cells to N-Methyl-D-Aspartate

and Quisqualate in Developing Rat

Cerebellum

ラット小脳プルキンエ細胞におけるホスファ

チジルセリンとＣキナーゼの相互作用

抗ホスファチジルセリン抗体を用いた活性化

プロテインキナーゼＣの可視化の試み

lmmunohistochemica1 Analysis of Signa1

Transduction System in Developing Rat

Purkinje Ce11 by using Antibodies for

Signaling Molecules

1990.12

199(〕.12

1991.　8

1991.10

1992.10

1993.　1

神経科学学術集会

　　第14回集会

神経科学学術集会

　　第14回集会

Third IBRO World

Congress of Neuro-

Sclence

　　生化学会

　第64回年会

　神経化学会

　第35回年会

The New York

Academy of

Sclences

　吉岡　亨

　堀越哲郎

　柳沢慧二

　五十嵐浩二

　梅田真郷

　井上圭三

　御子柴克彦

　伊藤悦朗

　高木　博

　吉岡　亨

　堀越哲郎

　柳沢慧二

　中村　健

　工藤佳久

E.lto

H.Takagi

T.Yoshioka

y.kudo

M.Umeda

K.lnoue

　井上宏子

　吉岡　亨

　梅田真郷

　五十嵐浩二

　井上圭三

　吉岡　亨

M.Takahashi

T.11orikoshi

T.Yoshioka

95



研　究　業　績

種類別 題　　　　　　　名 ；卜リ 発表・発行
掲載誌名

連名者

3.その他

(講演) Ara-C，MAM処理ラット小脳のグルタミン酸

受容体の局在

ウミウシ感覚情報処理系におけるＣキナーゼ

の局在

小脳発生に伴う酸性リン脂質局在とc-myc発現

の変化

ラット小脳プルキンエ細胞のt-ACPD刺激に対

する応答

NG108-15細胞の分化誘導に伴うc-MYCタンパク

質の変化

発生段階のラットプルキンエ細胞における

c-MYCの発現とイノシトールリン脂質の関係

ブラジキニン刺激により誘起されるNG108-15

細胞における形態変化に対する分化の効果

1991.　9

1991.12

1991.12

1992.　4

1992.H

1992.12

1992.12

生物物理学会

　第29回年会

神経科学学会

　第15回年会

神経科学学会

　第15回年会

　生理学会

第69回年会

生物物理学会

　第30回年会

神経科学学会

　第16回年会

神経科学学会

　第16回年会

伊藤悦朗

吉岡　亨

工藤佳久

御子柴克彦

井上宏子

吉岡　亨

D.L.Alkon

高橋　恵

吉岡　亨

高木　博

吉岡　亨

J.de Barry

工藤佳久

竹下智子

瀧水英行

吉岡　亨

高橋　恵

吉岡　亨

瀧水英行

竹下智子

高木　博

吉岡　亨
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