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　The　lipid　droplet（LD ）is　an　 organelle 　with 　a　lipid　ester 　core

and 　 a　 surface 　phosphotipid 　mono 【ayer ．　The　 mechanism 　 of 　LD

biogcnesls　is　ngt 　well 　understood ，　The 　present　study 　aimed 　to

elucidato 　the　LD 　growth　process，　fbr　wh ｛ch 　wc 　developed　a　llew

electron 　 microscopic 　 method 　that　quantifies　the　proportion　 of

existing 　and 　 newly 　synthesized 　triglycerides　in　individual　LDs ．

Our　 method 　 takes　 advantage 　 of 　the　 reactlvity 　 of 　 unsaturated

fatty　acids 　and 　osmium 　tetrQxide，　which 　imparts　LDs 　an 　electron

density　that　renects 　fatty　 acid 　composition 、　With　this　 method ，
existing 　triglycerjde−rich　LDs 　in　3Yl　fibroblasts　were 　observed 　to

incorporate　 newly 　 synthesized 　trigiycerides　 at　a　highly　uniform

rate，　This　uniformity 　and 　its　persistence　even 　a丘er　microtubu ［es

were 　depolymerized　suggest 　 that　 triglyceridcs　ill　 fibroblasts

are 　synthesized 　in　the　local　 vicinity 　 of 　individual　LDs 　and 　then

incorporated．　In　 contrast ，　 LDs 　 in　3T3−Ll　 adipocytes 　 showed

heterc）geneity　in　the　rate　at　which 　lipid　esters 　were 　incorporated，
indicating　different　mechanisms 　of 　LD 　growth　in　fibroblasts　and

adipocytes ．

【目的 】細胞 質 封 入 体 stigmoid 　body（STB ）は 、HAPi （Huntingtin

associated 　protein　1）が 局 在 し、正 常脳 内に 多数 存在 し て い る。

STB は、ハ ン チ ン b ン 病 や 球 脊髄性筋萎縮症 を 抑制す る 神

経 細 胞 保 護 作 用 を 持 ち、ユ ビ キ チ ン を 含 ま な い aggresome

と は 異 な る 構 造 で あ る こ とが 明 らか と な っ て きた 。こ れ ま

で に 我 々 は 、電 子 顕 微 鏡解析 に よ り STB に 近接す る HAPl

免疫陽性 の 管腔状構 造 が 認 め られ る こ とを 示 した。本研究

で は 、STB と周囲に 観察 され た管腔状構造 の オ ル ガ ネ ラ起

源 を 明らか に す る。

【材料 と方法】1−leLa細胞及び 成 獣雄 wistar ラ ッ ト内側視索

前 野 の 神経細胞 を 対象 と し た 。各 オ ル ガ ネ ラ マ
ーカ ー蛋 白

質 を用 い た 蛍光免疫細胞組織化学 法 に よ る ス ク リ ーニ ン グ

を共 焦点 レ ーザ ー走査顕微鏡 （CLSM ）に よ り行 い 、免 疫 電

顕 法 お よ び電 顕 in　situ　hybridization（ISH）法 に よ る 超 微 形 態

学 的 解 析 を行 っ た。

【結 果 と考 察ユCLSM を用 い た 各 オ ル ガ ネ ラ マ
ー

カ
ーと

HAPI との 蛍光 二 重染色 に よ る ス ク リ
ーニン グ の 結 果、用

い た マ
ー

カ
ーの うち STB 全体に 局在す る もの は 認め られ な

か っ た 。 ER マ ーカーの うち、内腔 に 局在す る KDEL 抗体は 、

STB と重 な ら な か っ た が、　 ER 膜蛋白質 で あ る calnexin 、管

腔 状 ER 膜蛋 A 質 の nogo −A に お い て は、　 STB 外 層 の
一

部

が HAP1 と 重 な っ て お り、三 次 元 立 体 構 築 像 に お い て も

認 め られ た。免疫電顕 で は 、STB の 外 層 に
一・

部 calnexin や

nogo −A の 免疫陽性 反応 が 見 られ、特 に calnexin で は、　 STB

内部 に も免疫陽性 の 直径約 60−70nm の 管腔 状 構造 が観察 さ

れ た。一
方、電顕 ISH 法 に よ る HAP 　1−mRNA は、　 STB 外層

の
一

部や ER の 細胞質側 に 点在 し て い た 。

　 本研究 で は、STB 全体 に 局在す る オ ル ガ ネ ラ マ ーカ ーは

見い だ せ な か っ た が、STB 内部 に 見 られ る 大 型 の 管腔 状構

造、STB 外層や 近 接す る 管腔 状 構 造 は、　 ER 内腔 蛋 白質 が 脱

落 し、ER 膜蛋白質 か ら成 る 管腔 状 小 胞 体 起 源 で あ る こ と が

示 唆 さ れ た。
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