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要 旨

脊髄巡勤ニューロンはその発生時にIIIII索先端を隙的である筋原基に向かってIIII長し，ほどな

く標的筋と接触し初期のシナプスを形成する． この初期シナプス形成の後で巡動ニューロンは

｢プログラムされた細胞死」を起こし，その約半数が失われる． この時期にアセチルコリン受容

体の阻害剤であるcurareなどのd-tuboCul･ariI1eの投与.によって神経筋間の活動を遮断すると

プログラムされたニューロン死が回避され，そのメカニズムについては長く不明であるが，何

らかの運動ニューロンの保識作川が知られている．

ポリグルタミン (polyQ)病は，過伝性の神経変性疾忠の一種であり，各遺伝子II!にあるグル

タミンをコードするCAG反復配列のIIII長によって引き起こされることが知られている．神経

澁性を引き起こす機序については不明な点も多いが，一部にプログラムされた細胞死とII1様の

分子メカニズムが作用することが指摘されている．そこで神経筋活動の遮断が異常伸農polyQ

タンパク断片による運動ニューロン|"flfに形禅を及ぼし得るか否かを検討するために，神経亦

性が知られるpolyQタンパク断片を導入し，その効果が神経筋活動の遮断により影響を受ける

のかを検討した．

解剖学的及び実験発生学的に解析に有利な点が多いニワトリ胚の縫工筋とその支配ニューロ

別刷請求先：〒951-8510新潟市中央区旭町通1-757

新潟大学大学院医歯学総合研究科肉眼解剖学分1!i

安戸方ハリ

RcI)rinlrequesIsto:MasakuniYAsuI)o

DivisionofGrossAnatomyand

MomhogenesisNiigataUniversity

GradualeSchoolofMedicalandDentalSciences,

1-757Asahimachi-dori,Chuo-ku,

Niigata951-8510,Japan.



新潟医学公雑誌第129巻第12号平成27年(2015) 12n720

ンをモデルとし, inovoelectrol)oration法により孵りII開始3HI=l胚の神経管にGFP発現プラス

ミドを導入した.GFPを発現する腰髄前角の巡動ニューロンを観察したところ，細胞体は細胞

死の後半の時期に当たる孵卵IWfi8II I1から10II I=lには大きくなることが'llﾘ,した. lnl様の方

法でMachad()-Josel)11病（介伽小脳尖ﾙﾘ症lll lM)からili離されたalaxin-3辿伝子のCAG配

列の77II'1繰り返し辿伝子断片を発ffmlllfに騨人し，ポリグルタミン蛍ILII断片を迎肋ニューロン

に発現させると孵り'11ﾙl"1101 1目～11日|言|のllfでは対照と比して細llu体が小さくなることが脱

察されるが， curm.eを投与したllfでも,耐,様に糺ll胞体の変性が脇められた．従って神経筋活肋の

遮断によってポリグルタミンによる神経雅性はl'il避されないことがIﾘ,らかになった． このこと

から，ポリグルタミンによる神経砿性と「プログラムされた細胞死」の神絲|;iK'I!fメカニズムは

異なっているものと考えられた．

キーワード：神経筋活助，ポリグルタミン病,巡勁ニューロン，細胞ﾀ ，発育潮llf

観察されるのが特徴である8)．従って神経筋活動

の遮断が， この時期の巡助ニューロンに対する強

い保護作用をfiすることが想定される．

ポリグルタミン (I)olyQ)病は，辿伝性の神経

変性疾心の一側であり，各辿伝子中にあるグルタ

ミンをコードするCAG反似配llのIIII良によって

引き起こされることが知られている’0)－'2)．連

助ニューロンが|蹴害される辿伝性の杵伽小脳失調

症(SCA)にはpolyQ瓶であるものも多く，

Machado-JosephlI)j (SCA3)をはじめ原lkl遺伝

子にCAG反復配列の災備IIII長(35～40以上）

が特徴とされる10).PolyQ病の発症機序について

は不Iﾘlな点も多いが． CasI)aseなどの細胞死関連

分子が関わっているとする報告も兄られ，一部プ

ログラムされた細胞死の機liうと共辿のメカニズム

が働くことも想定されているll)12).そこで本研

究において，巡勁ニューロンのシナプス形成期

(プログラムされた細胞死が起こる時期）に見ら

れる神経筋活助の遮断による巡動ニューロンへの

保批作川が，異術illik2polyQilfifl断片による神経

磁性にAII佃に作川するのかを検討することをi;1･lll'i

した．

今までの先行研究によってPolyQﾙ)jは原lklja

伝子の機能喪失ではなく，機能ﾘ鰯!｝によることが

強く示唆されている13).私の所偶する研究グル

ープでは発育憩胚の汀髄巡助ニューロンへ遺伝子

導入する技術を予てより開発・蜷備しており， こ

れらの技術は分子の機能批得による生理的・病理

緒
一
一
二
口

発生過程において，妓終分裂が終了した脊髄前

/(Iの運動ニューロンはその'lilll索を特災的且つ1I3雌

に標的（''1格筋）に向かってIIII長する．標的との

初期接触の後，逆助ニューロンの約半激は「プロ

グラムされた細ll@ﾀ」によって失われることが古

くから知られている')． この細ll2死は標的I11米の

栄養l大|子に依存することから｢標的依仔f|荊||胞死」

とも呼ばれる2)．巡助ニューロンの神経伝進物『'〔

はアセチルコリンであるが，初期の軸索はその標

的である筋線維上にその受容体（アセチルコリン

レセプター）を誘導し3)－5)， 「プログラムされた

細胞死」の時期に一致して巡助ニューロンと'igl･格

筋には初期のIml路が形成されていることは泄気生

理学的研究によってIﾘlらかになっている6)．興味

深いことにニコチン型アセチルコリンレセプター

の競合的阻害剤であるCurare (d-lubocurarine)

の投与によって神経筋活勤を遮断すると，①この

運動ニューロン死の抑制，②‘|'|'桁筋でのアセチル

コリンレセプターの発現誘導,CDIilll索分枝やシナプ

ス （神経筋接合部）のjW加，が認められる7)-())

この機序についてはIﾘlらかではないが, Curareに

よる神経糺ll胞死Iul避は, MII胞死抑伽ll分子である

BcI-2発現や細I抱死促進分子であるBaxのKO

マウスでみられるような結果として生ｲするのが

痩せ糺llつたニューロンで占められるのとは異な

り，健康的な巡動ニューロンが多く残存するのが
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心臓に注人後， ｜司溶液にて没油li'il定した．大腿部

の縫工筋を実体顕微鏡ドで(ll出し，縫工筋に逆行

性のトレーサーであるDil (Cal･boCyaninenuores-

centdyes, II1vitrogen)の結IIIIIIあるいはケルを安

'側， またはI､レーサー淋液を注入した． トレーサ

ーの安世・注入された位樅をlfl:祝あるいは蛍光実

体猟微鏡にて雌認し, llfを4%PFA!|!で37℃に

て10)ullllほど反応を行った．続いて脊髄をllﾉ州91'

~ト端のレベルから切り出し， リニアスライサー

(PRO7,堂坂EM)で厚さ300/xmの横断切片を

作成した．脊髄横|析切片はDAPI (4． ,6-diamidi-

no-2-phenylindole, Invitrogen)で核を染色した

後，共熊点レーザースキャン顕微鏡(LSM710

NLO,CarlZeiss)にて観察した．

的な変化を解析するのにはl･分応用IDI能であると

想定された1'l)15).そこで本li)I究においては,GFP

(GreenFluorescentProtein)と異常仲lipolyQ|析

片を発ff剛胚の脊髄巡肋ニューロンへ導入し，

GFP発現で迎勅ニューロンの淵ll胞体の大きさを

モニターし，神経筋活助の遮|折によってどのよう

に変化するか検討することとした．

材料と方法

1 ．鶏胚

研究には白色レグホン繩の熟llfを川い，その梛

卵は竹内孵りlljB(奈良県）より入手した．繩卵を

37.6℃に設定した孵卵器(showa孵1111器）にて培

遥し，孵卵開始3HI1 (E3)に注射針で卵白のみ

を約3ml抜き取った．その後，卵殼に眼科剪刀に

て卵黄を傷つけないよう穴を|冊lけ実体顕微鏡下で

llfを確認した．胚の発育ステージはHamburger

andHamilton (1951)の分Wiに従った16).

.l． Curare投与による神経筋活動の遮断

生理食jil水に対して5%淡度になる様にcurare

(D-Tubocul･arineChloridePentahydratc,Wako)

の滞液を作製， 4℃の冷蔵liiiに保櫛して随時使川

した． リ|､l殻に'1(科剪刀にて|ﾙ1けた穴から剛胚を傷

つけないように羊ll塊をスクラ､ソチした後, Curare

然液300/41 (1.5/4g) またはl'il戯の生理食jii水を
llf上に1日l li'lE6～E10の期|ﾊlにわたって滴下

した． curare投与群は投与前後に1分|H1ほど胚の

助きを計測し，神経筋活勤の遮断が十分な胚を以

後の解析に使川した．

2. InovoelCctropor&ltion

GFP発現ベクターは，発生迎動ニューロンに特

異性の商いislet-1遺伝子のエンハンサー髄城に

GFPを連結することで作成した．ポリグルタミン

断片の発現川には, ataxin-3辿伝子のCAG配ll

の77回及び10回繰り返し辿伝子断片(Q77及び

Q10)をそれぞれ強が性剛及び対照として川い17),

islet-1エンハンサー/プロモーターに連結したベ

クターを作製した．

発育鵡胚をE3の時点で，卵殼に眼科剪刀にて

開けた穴から発現プラスミドを実体猟微鏡|ざで神

経楢;に注入後，屯械を神経管のji,il!llに配i尚し， 〃】

ovoelectroporation法により辿伝子導入した．ポ

リグルタミン|析片の発現実験にはGFPとQ77あ

るいはQ10の発現ベクターを混合したものを郡

入した．導入後1UI=lに，洲随へのGFPの導入を

蛍光実体伽微鏡(SZX12,OLYMPUS)にて雌認

した．

5． イメージングと細胞体面積の測定

発育鵡llfをE6,E8,E10の各ステージで取り出

し, IIM部内蔵等を取り除き4%PFAにより一晩

没油固定(4｡C)を行った．続いてIIfを5%, 10%,

20％の各椰濃度のSuCroSeに順に4℃で没演し

た後，肋'|'i'下端のレベルから下部をTissu-tek

(Sakura) と20%Sucroseを1 : 2の削合で混ぜ

た溶液にて－80℃で包jil!した．凍結試料をクリ

オスタッ l、 (HM560,Microm)にて薄切し，脊

髄横|析而を含む凍結切片(1',jiさ101'm)を作成し

た．脊髄レベルを光学猟微鏡にて脊髄神経節

(DRG)を参考に決定し，第一腰髄節を含む切片

を－2()℃にて保ｲfした．

凍結切片はPBST(0.2MPBS, 0.1%Tween20)

3．逆行性標識

発育鶴胚をE10-E20で取り出し, 4%PFAを
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で5分間3回洗浄後,DAPIを含む封入剤(VEC-

TASHIELD, Vectol･)を滴下し切片を封入した．

横断切片は共焦点レーザースキャン顕微鏡(LSM

710NLO,CarlZeiss)にて観察・イメージングを

行った．

細胞体の而砿は，画像解析にて行った．共焦点

レーザースキャン顕微鏡で取入れた画像を画像処

理ソフトウエアImageJ (pubncdomain)を使用

し計測した.GFPにて脊髄前角の神経細胞体全体

を確認し,DAPIにて核を確認し，共に映ってい

る部位を取り囲み而枇を測定した．取り囲んだ部

位は核の存在と複数の刑l1胞体が亜なっていないか

再度確認した．

もって有意とした

結 果

1．発育鶏胚における腰髄運動ニューロン細胞

体の発達

腰髄の連動ニューロンはE6から「プログラム

された細胞死」を起こし，これはE10程度までで

収束することが知られている’)．私が最も表層の

大腿伸筋である縫工筋とその支配運動ニューロン

の形成を調べた際も，この時期に淵ll胞死が起こり，

維工筋にアセチルコリン受容体の発現が認めら

れ, リilll索先端がシナプスを形成する過程が確認さ

れた（安戸,修士論文)．この時期に巡動ニューロ

ンの細胞体がどのように発達するのかを明らかに

するために,GFPを発現するプラスミドをE3胚

の神経管に注入し, inovoelecixoporation法によ

6．統計学的処理

測定値は平均値と標準偏差で表現した．多群間

の比較は一元配置分散分析法で行い, P<0.05を
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BQ77とGFPを導入したE10胚で観察される運動ニューロン

C iili棚の比絞(E10) *P<0.05

って遺伝子導入した.E6, E8, E10の各ステージ

における胚の脊髄横断切片の蛍光観察から，脊髄

前角部分の蛍光画像を取得し,GFP発現の細胞体

の面積を測定した．その結果，連動ニューロンの

細胞体はE8からE10にかけて良く発達すること

が明らかになった（図1)．

とが明らかになった

3． Curareによる神経筋活動の遮断

続いて同時期にcurareを胚に連日投与し，初期

の神経筋活動を遮断する系での運動ニューロンの

細胞体発達を検討した．縫工筋に逆行性のトレー

サーであるDilを注入し，脊髄を観察したところ，

DⅡで標識される脊髄前角はcurare投与群で対照

に比して著しく広範囲であり，これは神経筋活動

の遮断によって運動ニューロン死を免れた事実と

一致した（図3)GFPを発現するプラスミドを

inovoelectroporationによって導入し運動ニュー

ロンを標識すると, curare投与群でGFPを発現

する運動ニューロンは増加するものの，細胞体の

形態には対照と比して違いは認められなかった

(図3)．従って神経筋活動の遮断によって縫工筋

を支配する運動ニューロンは細胞死を免れ，細胞

数が増えるものの，細胞体の形態には大きな速い

が認められないことが明らかになった．

2．異常伸長polyQ断片の導入による細胞毒性

次に異常伸長polyQ断片をこの時期の運動ニ

ューロンへ発現させた場合の細胞体発達を検討し

た．異常伸長polyQ(77回繰り返し:Q77)を有

するヒトataxin-3遺伝子から単離された細胞毒

性が強い断片17）をGFP発現プラスミドと共に

導入したところ，対照である10回繰り返し

polyQ断片(Q10)を導入した場合と比して,E10

胚において明らかにGFPを発現する細胞体が小

さいことが確認された（図2)．従って発生時の鶏

胚脊髄運動ニューロンにおいても,Q77による何

らかの細胞源性により細胞体発達が障害されるこ
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図4神経筋活伽遮断によるポリグルタミン毒性への彫瀞
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とその強拡大(D),Q77 (ポリグルタミン）導入での低倍率像(C) とその強拡大(E)
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4.神経筋活動遮断によるポリグルタミン毒性

への影響

神経筋活動の遮断が巡助ニューロン細胞体に対・

する赤性にどのような影糾Iをlj･えるのかを検証す

るために,Q771析片あるいはQ10IWr片を導入した

後, curareを連I｣投与したllfで運勁ニューロンの

細胞体発達を検討した.Q771析片が禅人されたIIf

は対照群であるQ101祈片が導入された胚と|耐l様

に, Curare投与群でGFPを発現する細胞が多く

見られたが，小さく丸い刑''''@体のものが多く認め

られた（図4)．従って神維筋活動の遮|析によって

もポリグルタミンが性はIml避できないことが示唆

された．

2．異常伸長polyQ断片の発育鶏胚における細

胞毒性

ポリグルタミン病の原|kl辿伝子は様々である

が，いずれにおいてもCAG反復配llの災術IIIIji

が原IAI辿伝-j'LIﾉﾘに認められるため，コードする本

来のタンパクにポリグルタミン鎖（35～40以'二）

が付加された産物の機能推得性変災により神経澁

性が迩起される’1)'2)．疾忠においては悩性的な

経過を取ることが多いが，反復配'lが長いほど神

経澁性が強いことも指燗されており．原IXI辿伝子

を欠失させ峰鎖のCAG反復配llのみにすると赤

性が強まることが知られている17).本研究では，

Macha(10-.Ioseph病(SCA3)の原lkl辿伝子であ

るatfⅨin-3週伝子から異常IIIIRpolyQ(77Inl繰

り返し）部分のみを切り出した断片を導入し，発

ﾉlillfの汁い巡助ニューロヘの影禅を検討したが，

このQ77断片はシナプス形成期の連動ニューロ

ンの細胞体の発達をll害した.Q77断片を導入し

た巡肋ニューロンでは,Q77断ll･が核内や細胞質

|ﾉ､lで凝雌体を形成し，ユビキチンなどとの此局在

も認められたため，発ff鶏胚のrr髄巡勁ニューロ

ンにおいても他のモデル肋物などと同様の挙肋を

取っていることが示唆された（役摘唯llli !II).

考 察

1 .運動ニューロンの細胞体の発達

運動ニューロンとその筋支配の神経II'1路が形成

される時期には， 「プログラムされた糺ll胞死」が

起こり，約半数が細胞死により除かれ、残りの約

半数が生存・成熟した巡肋ニューロンとして発述

するl).解剖学的にニューロンとその筋支配は棚

めて正確なものであるため， この形成を調べるに

は特定の骨格筋とその支配神経を解析するのが理

想的である．私は過去にh&も表届の大腿伸筋であ

る縫工筋に着IIし，縫工筋の形成，その支配巡肋

ニューロンの軸索伸長，分岐，筋への進入につい

て調査した（安戸，修士I論文)． この!'!では刑||胞体

の発達については報告が少なく，本liﾙ究において

GFPを運動ニューロンへ導入することで，個別の

細胞体の大きさを検討することに成｣ｿﾉし，脊髄巡

動ニューロンの細胞体はE8からE10にかけて良

く発達することがIﾘlらかになった．巡動ニューロ

ン死はシナプス形成期の前半であるE7～E8に

かけてピークであり8)9)， 剥||胞体発達はそれと入

れ替わるようにして細胞除去によってスペースの

できた存髄前角|ﾉﾘに後半のE8～E10に顕著とな

ること考えられる．

3. Curill．cによる神経筋活動の遮断

Curareなどの薬剤や|皇1発巡助が欠落したモデ

ル肋物で神経筋活動の遮断によってシナプス形成

期の巡肋ニューロン死がlul避された結果，巡肋ニ

ューロンは正端状態に比してほぼ2倍となる．二

・ソスル染色などではこれらの迎肋ニューロンに明

らかな不均・性は認められない'8)． そこでこれ

らの巡肋ニューロンの糺||胞体の形態に#1述が認め

られるのか否かをさらに詳細に確かめるために，

本lill究ではGFPを発現させてllll別のニューロン

のIAi械や形態を解析することを試みた. I"ovo

eleclroporali()11による発現ブラスミド導入では，

cuI･are投与ll#などのように細胞ﾀを免れることに

よりGFP発現細胞がjW加した状態でも, IIM別の

ニューロンの細胞体を比較することが1II能であっ

た（図3)．従って将来GFPを刑ll胞II塊にターゲッ

|､させるなどの工夫により，樹状突起の形態など
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4．神経筋活動遮断によるポリグルタミン毒性

への影響

細胞死|AI連分子の遺伝子改変などにより糺ll胞死

を免れた場合，迎肋ニューロンは生きてはいるが

非常に痩せ細った脆弱な形態を呈する． これに対

して神経筋活動の遮断によって細胞死が剛避され

た迩助ニューロンは，辿術のものと|両lじような大

咽でしっかりとしたα巡助ニューロンの形態をと

る8)18).従って神経筋活肋の遮断がこの時期の巡

動ニューロンに対しては何らかの神経保誠作川を

有することが琴えられる．本研究で,Q77断片を

導入し運jリノニューロンに対するポリグルタミン磁

性が回避・改蕃され得るか検討したが，ポリグル

タミン赤性はl''l避できなかった．ポリグルタミン

による毒性は一部でCaSpaSeなどの糺ll胞死lfl連分

子が作用することも指揃されておりll)12),今Inl

の結果は少なくとも訓ll胞死関述分子が作川するよ

り上流においてポリグルタミンによる准性と，

｢プログラムされた細胞死」の分子機序が災なっ

ており, curareによる神経筋活動の遮|析はその上

流に作用していることを示唆していると考えられ

る．一方でQ77断片を発現する運動ニューロンは

神経筋活肋を遮断しない場合と比して前fflに多く

観察され，すなわち「プログラムされた刑ll ll世死」

はポリグルタミン断片が導入されてもlnI避された

と考えられる． この点からもIIj者の機序が異なっ

ており，ポリグルタミンによる神経糾ll胞に対する

毒性は細胞ﾀのそれとは異なることが示唆され

た．
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