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は し が き

N-CAM(N-celladhesionmolecule)は 細 胞 表 面 に あ る

糖 蛋 白 でimmunoglobulinfamilyに 属 す る 細 胞 接 着 因 子 の

一 つ で あ る。

近 年 、 細 胞 一細 胞 間 、 細 胞 一基 質 問 分 子 の 研 究 の 発 展 は

著 し く、N-CAMの 他 に も 数 多 く の 細 胞 接 着 分 子 が 発 見 さ れ 、

そ の 遺 伝 子 構 造 も 明 ら か に さ れ て き た。N-CAMは 細 胞 接 着

を 介 し て 、 発 生 、 分 化 、 形 態 形 成 に 大 き く 関 与 し て い る。

最 近N-CAMに は,isoformが 見 い だ さ れ 、 そ れ ぞ れ のiso-

formの 働 き に 大 き な 関 心 が よ せ ら れ て い る 。 し か し、N-

CAMと 神 経 筋 疾 患 患 者 の 筋 線 維 に つ い て は ほ と ん ど 解 明 さ

れ て な い。 本 研 究 で は、N-CAMが 神 経 筋 疾 患 に ど の よ う に

関 わ っ て い る の か 、 ま たN-CAMの 各isoformが 筋 や 脊 髄 の

発 生 分 化 に ど の よ う な 役 割 を は た し て い る の か 検 討 し た。

本 研 究 の 成 果 か ら、N-CAMは 筋 の 再 生 に 重 要 で あ り、 多

発 性 筋 炎 、 筋 緊 張 性 ジ ス ト ロ フ ィ ー 症 、 肢 帯 型 筋 ジ ィ ス

ト ロ フ ィ ー 症 で は、 再 生 筋 にN-CAMの 発 現 を 認 め た が 、 神

経 原 性 の 筋 萎 縮 側 索 硬 化 症 で は 認 め な か っ た 。 こ れ ら は

N-CAMが 再 生 筋 の マ ー カ ー と し て 有 用 で あ る こ と を 示 し た
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も の で あ る。

ま たinsituhybridyzationを 用 い たN-CAMのisoformの

検 討 か らtransmembraneform(brainandspinaldomain)

は 運 動 神 経 細 胞 が 発 生 す る 時 期 に 脊 髄 前 角 部 で 強 く 発 現

し,そ の 直 後 にMSDform(musclespecificdomain>が

myotubeに 認 め ら れ 、N-CAMがaxonalguidanceと し て の

働 き と 筋 細 胞 の 分 化 に 重 要 な 因 子 で あ る と 考 え た 。

ラ ッ ト 心 筋 で はN-CAMは 胎 生12日 目 よ り 出 現 し た。 ま た

そ の 出 現 は 時 間 的 、 空 間 的 に 変 化 し、 心 筋 の 形 態 発 生 に

大 き な 役 割 を は た し て い る こ と な ど が 得 ら れ た。
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研 究 成 果

1.研 究 目 的

N-CAMは 神 経 や 筋 に 存 在 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ

ァ ミ リ ー 分 子 の 仲 間 で 、 カ ル シ ウ ム 非 依 存 性 の 接 着 因 子

で あ る。N-CAMを コ ー ド す るmRNAは 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン

グ に よ っ て 少 な く て も4種 類 存 在 し,transmembraneform,

GPIlinkform,musclespecificform,secretedform

が あ る。 な か で もtransmembraneformは 中 枢 神 経(脊 髄 、

大 脳)に 、MSDformはmuscleに 特 異 的 で あ る。

N-CAMに つ い て 以 下 に 述 べ た 項 目 に つ い て 研 究 目 的 と し た。

(1)神 経 筋 疾 患 で 、 筋 の 再 生 にN-CAMが ど の よ う に 関 わ っ

て い る か

こ れ は、 ヒ ト 正 常 筋 と 各 神 経 筋 疾 患 者 の 筋 生 検 凍 結 切

片 を 用 い てN-CAMの 出 現 と そ の 分 布 に つ い て 検 討 し た。 神

経 筋 疾 患 の な か で 筋 疾 患 と 神 経 疾 患 で の 筋 線 維 にN-CAMの

活 性 に 違 い が あ る の か 、 あ る と す れ ば ど の よ う な 筋 線 維

に 認 め ら れ る の か 。 こ れ ら を 研 究 す る こ と で 、 神 経 筋 疾

患 で 細 胞 接 着 因 子 で あ るN-CAMの 働 き を 明 か に し、 神 経 筋

疾 患 患 者 の 予 後 や 治 療 効 果 判 定 の 指 標 の 一 っ と す る。 ま
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た 近 年 行 な わ れ っ っ あ る 筋 移 植 やmyoblastinjection治

療 の 効 果 判 定 に も 貢 献 で き る と 思 わ れ る。 接 着 因 子 の 作

用 を 高 め る こ と で 、 こ れ がgrowthfactorと し て の 役 割 を

今 後 担 う 可 能 性 も あ る。

(2)筋 の 発 生 や 分 化 に お い てN-CAMが ど の よ う に 関 わ っ て

い る か 、 ま たaxonalguidanceの 意 義 に つ い て

リ ボ プ ロ ー ベ を 用 い たinsitQhybridyzation(ISH)の

方 法 で 、enbryomowseでN-CAMの 発 現 時 期 と 部 位 に っ い て

検 討 し た。 な か で もMSDformは 他 のisoformと ど の よ

う に 違 う の か 、 そ れ ら をmRNAの レ ベ ル か ら、 筋 の 再 生

能 と 分 化 能 に お け るN-CAMのisoformの 働 き を 明 ら か に す

る。 末 梢 神 経 のaxonalguidanceに お け るN-CAMの 働 き

に つ い て 、 胎 生 期 に 脊 髄 前 角 か ら 末 梢 にaxonを 出 す が 、

こ れ に ① 筋 因 子 の 存 在 が 必 要 な の か 、 ② そ の 存 在 はmyo

blastあ る い はmyotubeな の か 、 脊 髄 の 運 動 神 経 細 胞 や

末 梢 神 経 線 維 と 筋 因 子 と の 関 連 を 解 明 す る。

(3)心 筋 の 発 生 と 分 化 に お け るN-CAMの 働 き に っ い て

N-CAMが 心 筋 の 発 生 ち 分 化 に お け る 関 わ り を 免 疫 組 織 化
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学 的 に 検 討 し・ 細 胞 骨 格 蛋 白 の 一 つ で あ る デ ス ミ ン、 お

よ び 筋 細 胞 収 縮 蛋 白 の 一 つ で あ る ミ オ シ ン と 検 索 か ら
、

そ れ ぞ れ の 出 現 時 期 、 出 現 部 位 を 比 較 し た。

こ れ ら の 項 目 に つ い て 以 下 実 験 を お こ な っ た。
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2.神 経 筋 疾 患 で 、 筋 の 再 生 にN-CAMが ど の よ う に 関 わ っ

て い る か 。

(1)実 験 方 法

N-CAMと 特 異 的 に 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た。

こ の 抗 体(岡 山 大 学 医 学 部 、 小 野 克 彦 先 生 か ら 供 与)は

ヒ ト 小 脳 で はN-CAMの3つ のisoform(180kD,140kD,125kD)

を 認 識 し、 ヒ ト 神 経 筋 疾 患 筋 で は140kD,125kDの2っ が 認

め ら た 。 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て ヒ ト 正 常 筋 と

神 経 筋 疾 患 で あ る 筋 萎 縮 側 索 硬 化 症(ALS),Kugelberg-We

lander(K-W),肢 帯 型 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー 症(LG>,筋 緊 張 性 ジ

ス ト ロ フ ィ ー 症(MyD)多 発 性 筋 炎(PM)の 生 検 筋 凍 結 切

片 をABC法 で 染 色 し、 免 疫 組 織 化 学 的 な 検 索 を お こ な っ た 。

さ ら に デ ス ミ ン の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体(DAKO,D33>やacr

idineorangenucleicacidflurescence(AO)を も ち い て

N-CAMと の 関 連 を 検 討 し た 。

(2)結 果

正 常 筋 で は 筋 線 維 に 活 性 は な か っ た が,neuromuscular

junctionにN-CAMの 活 性 が 認 め ら れ 、 筋 内 神 経 線 維 に も 活

性 が あ っ た。 疾 患 筋 で は、 肢 帯 型 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー 症 、
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筋 緊 張 性 ジ ス ト ロ フ ィ ー 症 、 多 発 性 筋 炎 、K-WでN-CAMの

活 性 が あ り、 そ の 程 度 は、 多 発 性 筋 炎(Fig.1)で 強 く、 再

生 筋 に 認 め ら れ た 。 し か しdegenerativeな 変 化 が 強 い 筋

萎 縮 側 索 硬 化 症 で は 活 性 が な か っ た 。 デ ス ミ ン も そ の 程

度 は 弱 い がN-CAMと 同 じ 様 な 傾 向 が 示 さ れ た。AOは 多 発 性

筋 炎 で 強 く 認 め ら れ た。
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Fig.1多 発 性 筋 炎 に お け るN-CAM

左 上:HE,右 上:AO,左 下:抗N-CAM,右 下:抗desmin

(3)考 案

N-CAMは 神 経 筋 疾 患 で は、 筋 の 再 生 が 認 め ら れ、 筋 疾 患
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に 強 く 発 現 し た 。 こ の 理 由 と し て 、 筋 が 再 生 す る と き、

筋 の 発 生 分 化 と 同 じ 経 過 を た ど っ て 再 生 が 生 じ た と 推 測

し た。InvitroのC2mousemusclece111ineで はN-CA

Mはmyoblastか らmyotubeの 時 期 に 発 現 す る か ら、 疾 患 筋

でN-CAMの 発 現 を 見 た の も こ の 時 期 に 一 致 す る。 タ イ プ 染

色 で の 検 討 を 行 な っ て い な い が 、 再 生 線 維 は タ イ プ2Cが

多 く、 お そ ら くN-CAMにactivityを 持 つ も の の 中 に、 こ の

線 維 が あ る と 推 測 す る が 、 本 実 験 で は こ れ を 確 認 し て い

な い。 こ の 点 は 大 変 興 味 あ る と こ ろ な の で 、 今 後 検 索 が

必 要 で あ る。 多 発 性 筋 炎 で はAOが 、 再 生 筋 に 強 く 活 性 が

あ っ た が 、 こ れ はmRNAの 増 加 を 示 す も の で あ る。 神 経 疾

患 の な か でK-Wは 、ALSと 違 いN-CAMの 発 現 が 認 め ら れ た が、

degenerativeの な か に 再 生 のfactorが あ り、ALSと の 予

後 の 違 い を 示 唆 す る。N-CAMの 発 現 は 筋 再 生 を 示 す も の で

あ り、 再 生 筋 の マ ー カ ー に な る と 考 え た 。

(4)結 論

N-CAMは 神 経 筋 疾 患 の 再 生 筋 に 認 め ら れ た。 と く に 筋 原

性 疾 患 で は そ の 活 性 が あ り、 そ の 中 で も 多 発 性 筋 炎 で は

強 か っ た。N-CAMは 再 生 筋 の マ ー カ に な る と 思 わ れ た。
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3.筋 の 発 生 と 分 化 にN-CAMが ど の よ う に 関 わ っ て い る か 、

ま たaxonalguidanceの 意 義 に つ い て

(1)実 験 方 法

Insituhybridizationの た め のprobe作 製 は ①embryo

mouseのbud,spinalcord.cerebra1を 摘 出 し、 こ れ ら ・

か らtotalRNAを 抽 出 、 ②01igoprimerと 逆 転 写 酵 素

を 用 い てtemplateDNAを 作 製 、 ③PCRを 使 用 し てcDNA

を 増 幅 、 ④RNApolymeraseでN-CAMの 各 イ ソ フ ォ ー

ム のsbSRNAprobeを 作 り、 そ の 長 さ は 平 均100bpに し

た 。probestrengthは105CPM/μ1のriboprobeをin

sitUhybridyzationに も ち い た 。cDNAのcoding部 位

は い ず れexon内 で 、intron部 位 を 含 ま な い よ う に 作

製 し た 。

胎 生8日 以 後 か らnewbornま で の 各 胎 生 日 齢embryo

mouseを 作 製 す る 。 い ず れ のembryomiceを4%para-

formaldehydo一 リ ン 酸 緩 衝 液 で 固 定 し た 。 脱 水 後 パ ラ フ

ィ ン 包 埋 し、 脊 髄 レ ベ ル で8μ 接 片 を 作 製 し、(1>で 作 っ

た35Sriboprobeを 用 い てWilkinsonの 方 法 に 基 ず い て

insituhybridizationを 行 い 、emolsionはK-5(11ford),

expousertimeは 平 均8日 、 各isoformのN-CAMでmANAの
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出 現 部 位 と 時 期 を 決 め た。

(2)研 究 結 果

insituhybridizationを 用 い た 方 法 で 、 ラ ッ ト の 胎

生 に つ い て 検 討 し、Transmembaneform(180,140)は 胎 生

10日 目,脊 髄 の 前 角 部 、gannglionに 発 現 し 始 め た 。 以

後newbornに な る ま で 前 角 部 か ら 脊 髄 全 体 に び 慢 性 に 発

現 が 認 め た が,発 現 の 程 度 は 弱 く な っ て い き,downregu-

lationが 認 め ら れ た 。MSDformは 胎 生12日 目 か らmyo

tomeに 存 在 し、 以 後newbornま で 認 め ら れ た(Fig.2,3,

4,5)。GPI-1inkform、secretedformは 脳 、 脊 髄 、 末

梢 神 経 、 筋 肉 に 発 現 を 認 め な か っ た 。
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(3>考 案

一一 般 に ラ ッ ト で はmyoblastのfusiQnに よ りmyotubeの 出

現 は 胎 生12日 目 か ら と い わ れ て お り,N-CAMのMSDのfo

rmが こ の 時 期 か ら 発 現 し た の は 、N-CAMが 接 着 因 子 と し て

の 働 き だ け で な く、 細 胞 の 分 化 をintegrateし て い る も の

と 思 わ れ た 。 ま た 胎 生10日 目 にmytomeで 発 現 す る ま え

にtransmembraneformは 脊 髄 前 角 部 に、 お そ ら く こ こ で

前 角 細 胞 が 形 成 さ れ 、 こ の 細 胞 か ら 運 動 神 経 が 出 現 し,末

梢 の 筋 細 胞 に 向 か っ て 伸 展 す る。 こ の 時 の 筋 細 胞 は 皿yo-

blstで あ る が 、 神 経 細 胞 がaxonを 伸 ば し て、 筋 細 胞 に 到

達 す る 時 期 にmyotubeに 変 化 し て い く。N-CAMがmyoblast

か らmyotubeにswitchonさ せ る 働 き が あ る だ け で な く、

myotubeが あ る と こ ろ に 、axonが 伸 展 し て い き、axonal

guidanceに も 働 い て い る と 考 え た 。

transmembraneform(brainandspinaldomain)は 運 動

神 経 細 胞 が 発 生 す る 時 期 に 脊 髄 前 角 部 で 強 く 発 現 し,そ の

直 後 にMSDform(musclespecificdomain)がmyotubeに 認

め ら れ 、N-CAMがaxonalguidanceと し て の 働 き と 筋 細 胞

の 分 化 に 重 要 な 因 子 で あ る と 思 わ れ た 。

今 回 の 問 題 点 と し て 、GPIやsecretformは 発 現 が 認 め

一16一



「

ら れ な か っ た 。

め と 考 え た。

お そ ら く 脊 髄 や 筋 は 量 的 に は 少 な い と た

(4)結 論

N-CAMの 各isoformの な か で 、MSDformはmyotube,trans

formは 脊 髄 前 角 部 に 発 現 が 認 め ら れ 、N-CAMは 筋 の 分 化 と

axonalguidanceに 関 与 し て い る と 思 わ れ た 。

一17一
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一
3.心 筋 の 発 生 と 分 化 に お け るN-CAMの 働 き に っ い て

(1)方 法

胎 生10,11,12,13,14,18,日 、生 後2日 お よ び 成 熟 ラ ッ ト

(Sprague-dawley系)を 用 い た.実 験 動 物 は20-24℃ の 室 温

下 に 水 道 水 と 市 販 の 固 形 飼 料(日 本 ク レ ア・CE-2)を 自.

由 に 与 え て 飼 育 し た 。 ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル ナ ト リ ウ ム

(20mg/ml)で 腹 腔 内 麻 酔 後 、胎 生11～14日 は 胎 児 の ま ま 、

胎 生18日 ～ 成 熟 ラ ッ ト は 心 臓 を 摘 出 し・ 液 体 窒 素 で 冷 や

し た イ ソ ペ ン タ ン で 瞬 間 凍 結 さ せ た。Cryostatを 用 い ・

8μmの 心 筋 凍 結 切 片 を 作 製 し た 。N-CAMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 と、 デ ス ミ ン 抗 体(Dako社 製)・ ミ オ シ ン 重 鎖(slow)

抗 体(NovocastraLaboratories社 製)を 用 い て ・ABC法 で

免 疫 組 織 化 学 的 に 染 色 を 行 い 、 光 学 顕 微 鏡 に て 観 察 し た 。

ま た 、 心 疾 患 を 有 さ な い ヒ ト 剖 検 心 に つ い て もN-CAMの

発 現 に 関 し て 検 討 し た 。

{

(2)結 果

N_CAMは 胎 生10,11日 に は 認 め ら れ ず 、 胎 生12日 よ り 出

現 し た 。 出 現 部 位 で は 、12日 目 に は 心 外 膜 に の み 認 め ら

れ 、13日 目 に 心 筋 の 最 外 側 部 、 次 い で14日 目 に 心 室 中 隔

一18一

」



上 部 、 肉 柱 に 強 く 出 現 し た 。18日 目 に は、 ほ ぼ 心 室 全 体

に 染 色 性 が 認 め ら れ た 。 成 熟 ラ ッ ト で は、 胎 生 期 に 比 べ

染 色 性 は 低 下 し て い た 。 ま た 、 成 熟 ラ ッ ト で は 筋 細 胞 接

合 部 に 強 く 認 め ら れ た が 、Z帯 に は 認 め ら れ な か っ た 。

デ ス ミ ン は す で に 胎 生10日 で 発 現 し て い た 。 そ の 染 色

性 は 、 発 現 早 期 よ り 強 く、 成 熟 す る に つ れ 徐 々 に 低 下 し

て き た 。 成 熟 ラ ッ ト で は 、N-CAMと 違 い 、Z帯 に 強 く 認 め

ら れ た 。

ミ ォ シ ン 重 鎖(slow)も 胎 生10日 で す で に 出 現 し て い

た 。 し か し、 デ ス ミ ン と 異 な り、 そ の 染 色 性 は 成 熟 し て

も 低 下 し な か っ た。

ま た 、 心 疾 患 を 有 さ な い ヒ ト 剖 検 心 に お い て も、N-CA

Mは 介 在 板 に 発 現 し て い た。

(3)考 案

今 回 の 実 験 で は、 ラ ッ ト 心 筋 に もN-CAMが 存 在 し、 そ の

出 現 時 期 が 胎 生12日 目 で あ る こ と が 確 認 さ れ た。 ま た、

出 現 す る 部 位 も 特 定 の 部 位 か ら 徐 々 に 全 体 に 広 が り、 染

色 性 も 増 強 し て い く こ と が わ か っ た。 し か し、 成 熟 ラ ッ

ト で は 染 色 性 は 低 下 し て お り、 出 生 後 は ダ ウ ン レ ギ ュ レ

一19一



一 シ ョ ン を 受 け て い る も の と 思 わ れ た。

心 筋 組 織 に お け るN-CAM出 現 が、 時 間 的 空 間 的 に 変 化 す

る 理 由 に つ い て は、 今 回 の 実 験 だ け か ら は 確 認 で き な い。

し か し、 心 筋 組 織 が 形 態 的 に 成 熟 す る 時 期 に 一 致 し てN-

CAMは 出 現 、 増 強 し て お り、 出 生 後 に 減 少 す る こ と か ら 心

筋 組 織 の 形 態 発 生 に 関 わ っ て い る 可 能 性 が 考 え ら れ た・

ま た、N-CAMが 神 経 組 織 に 親 和 性 が 強 い こ と を 考 え る と、

心 臓 の 神 経 支 配 の 発 達 に 先 駆 的 な 役 割 を 果 た し て い る 可

能 性 も 考 え ら れ た。N-CAMは 収 縮 蛋 白 や 骨 格 筋 蛋 白 が 筋 線

維 形 態 を 形 成 し た あ と に 作 用 す る も の と 思 わ れ る。

心 筋 の 骨 格 タ ン パ ク で あ る デ ス ミ ン と、 収 縮 タ ン パ ク

で あ る ミ オ シ ン 重 鎖(slowtype)は 、N-CAMが 出 現 す る

前 の、 胎 生10日 目 で 既 に 強 く 出 現 し て お り、N-CAMは 心 筋

で の デ ス ミ ン、 ミ オ シ ン 重 鎖 の 発 現 に は、 直 接 関 与 し て

い な い も の と 考 え ら れ た。

さ ら に、 ラ ッ ト の み な ら ず、 ヒ ト 心 筋 に もN-CAMが 介 在

板 に 発 現 さ れ 、 心 筋 線 維 を っ な ぐ 働 き を し て お り、 接 着

に 強 く 関 与 し て い る と 思 わ れ る。 し か し、 そ の 意 義 に か

ん し て は 明 ら か で な く、 今 後 の 検 討 課 題 で あ る。
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(4>結 論

細 胞 接 着 分 子 の 一 つ で あ るN-CAMが 、 ラ ッ ト 心 筋 の 発

生 に お い て ど の よ う な 役 割 を 果 た し て い る か を 調 べ る た

め、 免 疫 組 織 化 学 的 手 法 を 用 い て 検 討 し た。N-CAMは 胎 生

12日 目 よ り 出 現 し た。 ま た そ の 染 色 性 は 時 間 的、 空 間 的

に 変 化 し、 心 筋 の 形 態 発 生 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る

も の と 考 え ら れ た。
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