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ケラチ ン 、ニ ュ

ー
ロ フ ィ ラメ ン トとア クチ ン が 構成

す る偽単極 ニ ュ
ー

ロ ン の ゴ ル ジ装置周囲網工
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急速凍結 レ プリカ法を用 い た細胞膜ラフ ト分子 の 可視化
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【目的】発生初期 の 神経 節 の 感覚ニ ュ
ーロ ン の

一・．一・部

で ケ ラ チ ン の 発現 が報告 され て い る。ウサ ギ成獣 の

脊髄神経節で ケラチ ン を検出 した 結果、
一

部 の 感覚

ニ ュ
ーロ ン で ケラチ ン が 検出 された。本研究で は感

覚 ニ ュ
ー

ロ ン で の ケラチ ン の 局在 と機能、お よびケ

ラチ ン と他 の 細胞骨格要素 との 関連を明 らか にする。

【方法】成獣 ウサギ の 脊髄神経節で ケ ラ チ ン
ー5、 7、

8、14、17、18、20、ニ ュ
ーロ フ ィ ラ メ ン ト

ーH、 M、
　L、

ビ メ ン チ ン 、ペ リフ ェ リン 、 α チ ュ ブ リン とア クチ

ン を ABC 法に よ り免疫組織化学的お よび免疫電顕的

に検出 した。細胞骨格要素 の 共存は蛍光免疫 二 重染

色 に よ り確か め た。さらに 、中間径 フ ィ ラ メ ン トの

局在を透過電顕で確認 し た。

【結果】脊髄神経節 の 約 10％の 感覚 ニ ュ
ー

ロ ン で ケ

ラチ ン
ー8、ケ ラチ ン

ー14、ニ ュ
ー

ロ フ ィ ラ メ ン ト
ーM、

ニ ュ
ー

ロ フ ィ ラメ ン ト
ーL とア ク チ ン が 1× 1μ m の リ

ン グ構造か ら 1× 4μ m の 長楕円構造 と して 検出され

た。免疫電顕 法 に よ りこ の 構造は ゴ ル ジ装置 の 周囲

に形成された網 工 で ある こ と が確か め られ た 。 さら

に 蛍光免疫二 重染色 に よ り、 ゴ ル ジ 装置周 囲網 工 で

の ケ ラ チ ン
ー8、ケ ラ チ ン

ー14、ニ ュ
ー

ロ フ ィ ラメ ン ト

ーM、ニ ュ
ーロ フ ィ ラ メ ン ト

ーL とア クチ ン の 共存が 確

認 され た。

【結論】ウサ ギ脊髄神経節 の 約 10％ の 感覚ニ ュ
ー

ロ

ン で は ケ ラ チ ン
ー8 とケ ラチ ン

ー14で構 成 され るケ ラ

チ ン フ ィ ラ メ ン ト、
ニ ュ

ー
ロ フ ィ ラメ ン ト

ーM とニ ュ

ーロ フ ィ ラ メ ン ト
ーL で 構成 され る フ ィ ラ メ ン トと ア

クチ ン フ ィ ラ メ ン トが 共同 して ゴ ル ジ装置の 周囲 に

網 工 を形成 し、ゴ ル ジ装置の 支持 と形態維持に働 く。

【目的 】細胞膜 は
一

様なもの ではなく、脂質の 性質の 違

い に よっ て 形成 されるラフ トの 存在が仮定され 種 々 の 現

象に お い て機能ドメイン として の 役割を担うこ とが 示 唆さ

れ て い る．多くの 生化学的実験 で は ，ラフ トを構成する分

子 は 非イオ ン 性界面活性剤に難溶性 の 浮遊性膜画分と

等価 の もの として扱われてきた 厂 方，最近 の 生物物理学

的 手法 による結果 は 上 記 の 仮定に否定的で ある 。 また

化学的に固定した後 EM で観察する方法で は ，ラフ トを

構成する脂質を生きた細胞の 状態 で維持 で きない とい う

欠点がある。そ こで 我 々 は 細胞を急 速凍結し，
レ プ リカ

を作製することで ，物 理 的 に 脂質を固定し，
in　 situ の 脂質

分布 を超微 形態 レ ベ ル で観 察す る 方法 を試 み た．【方

法】金箔に培養した Mouse　embryo 　fibroblast（MEF ）細

胞を液体ヘ リウム で 冷却した銅ブ ロ ックに押し当て 急速

凍結した．−95℃ で細胞を割断した後，白金／炭素（Pt／C）

を蒸着することによりレプリカ を作製した．レ プリカを 2．5％

SDS 溶液 で処 置 し た の ち標識 に 用い た．標識 に は抗

GM1 抗体（AbGM1 ）とbiotin化 cholera 　toxin　B　 subunit

（b−CtxB）を 用 い ，金 コ ロ イ ド標 識 し た 二 次抗 体 と

streptoavidin に よっ て 可 視化した．【結果 と考察 】今 回 の

割断条件で は 多くの 場合，金箔側 で 細胞 膜の 外葉側（E

面）が観察できた．標識に適する Pt／C 蒸着条件を検討 し

たとこ ろ，通常用い られて い る条件 （Pt／C（2　 nm ）の 後

C （20nm ）を蒸着）で は どの プ ロ ーブ でも標識 はほとんど

みられず，C（20　nm ）の後に Pt／C（2　 nm ）を蒸着した レ プリ

カで多くの 標識が観察された．AbGM1 および GM1 に結

合するこ とが知られる b−CtxB に よる標識は細胞膜 の E

面だけにみ られ ，
P 面（細胞膜内葉）で は全く観察できな

か っ た。 またβ1，
4Ga1NAc 転移酵素遺伝子 欠 損マ ウス 由

来 MEF 細胞 の レ プ リカ で は GMI の 標識は みられ ず，外

来性 に GM1 を付加すると GM1 の 濃度 に依存 して

AbGM1 および b−CtxB の 標識が観察で きた．この こ とから

これ らの 標識は GMI に特異的で あり，細胞膜の GM1 の

量 を反 映して い ると言 える．さらに GM1 標識 の分布 を

Ripleyの K 関数 によっ て解析した ところ，半径約 20−−50

nm の クラス タ
ー

を形 成 し て い る こ とが わ か っ た ，

methyl
一
β
一
cyclodextrin で コ レ ス テ ロ ール を抽出した細胞

で は標識がラン ダムな分布を示す場所が増加 し，クラス タ

ーを示す部分が著しく減少 した．こ れ らの 結果よ り，細胞

膜の GMI がコ レ ス テ ロ ール 依存性 の クラス タ
ー

を形成し

て い るこ とが 示され た，
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