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前川昌平1， 2，3、中村俊 3

('東大・院・理・生化、 2京都工繊大・応用生物(現)、 3国立精セ・神経研診断)

43. アルコール依存症におけるアセトアルデヒド代謝酵素の遺伝子型の影響 ・H ・H ・.....・ H ・.....・ H ・..… 120

岩橋和彦、宮武良輔、洲脇寛、中村和彦、市川佳幸1、松尾義員IJl、早原敏之2、

帝国111 清 3
(香川医科大学精神神経科、 1生化学、 3同・付属病院、 2国立療養所・南岡山病院臨床研究部)

44. PCR法による RamsayHunt症候群患者からの水痘、帯状痘疹ウイルス DNAの検出...・H ・..122 

村上信五、中城有喜 1、溝淵睦彦 1、羽藤直人、柳原尚明

(愛媛大学医学部耳鼻咽喉科学教室、 1愛媛大学医学部神経精神医学教室)

45. Fisher症候群患者から分離された Campylobαcterjξjuniのリポ多糖と GQlbガングリオシ

ドの分子相向性 …'"・ H ・H ・H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・H ・H ・.....・ H ・H ・H ・.，…...・ H ・..124 

瀧孝雄、結城伸泰、飯田静夫、田井直 1

(東京医歯大・分子医化、 1都臨床研・腫虜免疫)

46. ニーマンピック病神経型と非神経型における遺伝子変異の検討 ...・ H ・H ・H ・..…...・ H ・..…...・ H ・..… 126

井田博幸、衛藤義勝

(東京慈恵会医科大学小児科)

47. ゴーシェ病の中枢神経障害の病因に関する研究:CBEを用いての実験的ゴーシェ病...・ H ・H ・H ・..128 

衛藤義勝、山本敏晴、川目 裕、上原恵子、大橋十也、井田博幸

(東京慈恵会医科大学小児科)

48. Adrenoleukod)叫 rophyの分子遺伝学的研究 …・・・ H ・H ・-…...・ H ・..…...・ H ・.，.・ H ・..… H ・H ・.....・ H ・-… 130

小林卓郎、安武多恵子、新納信江、山田 猛、古谷博和

(九州大学医学部脳研神経内科)
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49.歯状核赤核淡蒼球ルイ体萎縮症 (DRPLA)における CAG繰り返し配列の somaticmosai-

clsmについて ...・ H ・......・ H ・..…...・ H ・.....・ H ・H ・H ・..…...・ H ・.....・ H ・..…...・ H ・.....・ H ・H ・H ・..…'"・ H ・..132 

上野修一、小牟曜段、久野貞子 l、小谷泰教、近藤哲次、佐野輝

(愛媛大・医・神経精神医学、 1国立宇多野病院・神経内科)

50. ミエリン形成期前段階におけるシュワン細胞の細胞死 …'"・ H ・.....・ H ・.....・ H ・..………...・ H ・..…… 134

中尾純治、村上善紀、植村慶一

(慶慮義塾大学医学部・生理学教室)

51.低分子量ストレス蛋白質に高いホモロジーをもっ 20-kDa蛋白質 (p20):ラット後肢筋における

発達、座骨神経切除、臆切断に伴う変化について ・H ・H ・H ・H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・..136 

稲熊裕、長谷川かおり、伊東秀記、加藤兼房

(愛知県コロニ一発達障害研究所・生化学)

52.培養セロトニン産生細胞におけるトリプトファン水酸化酵素レベルの決定要因としての酵素タン

パク分解について …...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・..…'"・ H ・.....・ H ・..…'"・ H ・.....・ H ・..…'"・ H ・..138 

長谷川宏幸、大黒一哉

(西東京科大・バイオサイエンス)

53. ホルボールエステルによるヒスタミンH，受容体遺伝子転写活性増加と受容体アップレギュレー

ション・ H ・H ・......・ H ・...…・…・ H ・H ・...・ H ・.....・ H ・.......・ H ・..… H ・H ・-… H ・H ・......・ H ・.....・ H ・...・ H ・....・ H ・.140 

福井裕行

(大阪大学医学部・第二薬理学)

54. ヒスタミンH，受容体のリガンド認識機構について・ H ・H ・..…...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・..…...・ H ・..…・・・… 142

大田和美、林秀行、鏡山博行、福井裕行l

(大阪医大・医化学、 1大阪大学医学部・第二薬理)

55. ATP誘発内向き電流およびドパミン放出に対するアデノシンの両方向性制御…...・H ・..…'"・H ・..144 

井上和秀、小泉修一

(国立衛生試験所・薬理部)

56.ー酸化窒素 (NO)誘発性 acetylcholine放出における peroxynitri teの役割…'"・H ・.....・H ・..… 146

大熊誠太郎、陳大志、桂昌司、長谷川武史¥栗山欣弥

(京都府立医科大学・薬理、 1同・放射性同位元素研究室)

57. セロトニンによるラット前頭葉アセチルコリン分泌の制御機構(1):セロトニン分泌促進剤

Fenfluramineの効果 …...・ H ・..…...・ H ・.......・ H ・.....・ H ・.....・ H ・..…...・ H ・..，・ H ・...・ H ・H ・H ・....~ ....・ H ・-… 148

平野均、山田通夫、 H.C. Fibiger' 

(山口大学医学部神経精神科、 1ブリティシュ・コロンビア大学医学部精神科)
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58.開口放出の PrimingStepに対する Mastoparanの抑制作用 H ・H ・...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.， 150 

御園生裕明、今泉美佳、池田 顕、熊倉鴻之助

(上智大学・生命研・神経化学)

59. 自傷行為モデルラットのドーパミン神経系と受容体

IV ドーパミンD1、D2受容体作動薬および括抗薬の脳内微量注入による自傷行為の誘発お

よび抑制・ H ・H ・..…...・ H ・..…・ H ・H ・.....・ H ・.....・ H ・..…...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・H ・H ・..…...・ H ・.， 152 

岡村均、村上剛¥中村亨ヘ井端泰彦

(京都府立医科大学・第二解剖、 1麻酔、 2歯科)

60. シナプス活動、グルココルチコイドによって調節される脳の誘導型プロスタグランジン合成酵
素...........................................................................................................................154 

山形要人

(大阪大学医学部第一薬理)

61.マウス胎生期の脳における 2'，3' -Cyclic-Nucleotide 3' -Phosphodiesterase遺伝子の発現...・H ・.， 156 

笠間弘美、栗原正

(創価大・生命研・神経化学)

62. ミエリンプロテオリピッド蛋白質遺伝子ファミリー

ミエリン形成脊椎動物での普遍的存在・ H ・H ・H ・......・ H ・......・ H ・..…...・ H ・...・ H ・H ・...・ H ・....158 

北川一夫 1、松本昌泰口、柳原武彦九鎌田武信 1、DavidR. Colman 3 

e大阪大学医学部第一内科、 2神経内科、 3米国マウントサイナイ医科大学)

63. ミエリン塩基性蛋白質3'非翻訳部位 RNAの遺伝子発現における影響について ...・ H ・.....・ H ・.， 160 

上野修一、近藤哲次、小谷泰教、佐野輝、柿本泰男、 A.T.カンパニオーニ l

(愛媛大学・医・神経精神医学、 'UCLAMedical School Psychiatry) 

64. 1本鎖 CRE結合蛋白質 (ssCRE-BP)の遺伝子発現と性質 ...・ H ・H ・H ・.....・ H ・....・ H ・...・ H ・...・ H ・.162 

大杉武、青木義矢、谷口直子、中野浩一、田中秀和、三木直正

(大阪大・医・第一薬理)

65. ラット C6グリオーマ細胞における細胞質型ホスホリバーゼA2のIL-1βによる誘導とその遺

伝子上流解析 ....・H ・....................................................................................................164 

森井博史1.3、尾崎美和子に RajesQvist 3、渡辺恭良2.3

('新技術事業団さきがけ研究21細胞と情報、 2バイオ認識プロジェクト、

3大阪バイオサイエンス研究所)

66. リポ多糖によってラット脳内に誘導型 NO合成酵素が発現する...・ H ・.....・ H ・H ・H ・..…...・ H ・..…… 166

鈴木映二1.2、新谷太1.2、永田清 l、山添康 1、中木敏夫 1、神庭重信 2、加藤隆一¥

浅井国弘 2

(慶麿義塾大学医学部・ 2精神神経科学教室、 1同薬理学教室)



8 

67.中枢神経系における IL-lOの産生とその作用について '"・H ・H ・H ・..…・H ・H ・.....・H ・.....・H ・.....・H ・..168 

水野哲也、錫村明生¥津田誠九丸野内様 2

(名古屋大学神経内科、藤田保健衛生大学・ 1神経内科、 2応用細胞)

68. ラット視床下部における拘束ストレスによるモノアミン代謝の克進ならびに血築 ACTHの増加
におけるインターロイキンー 1の関与 …...・H ・.....・H ・.....・H ・H ・H ・.....・H ・.....・H ・H ・H ・.....・H ・..…… 170

新谷太1.2、中木敏夫九佐藤耕一¥神庭重信 I、加藤隆ーに浅井国弘 1

(慶慮義塾大学医学部・ 2精神神経科学教室、 2薬理学教室)

69. HNK-1関連抗原に対する抗体とサイトメガロウイルス感染……H ・H ・...・H ・H ・H ・....・H ・......・H ・..172 

窪田和興、黒谷篤之、後藤希代子、阿部敏明

(帝京大学医学部小児科)

70.抗 HCNP抗体によるラット末梢神経系の免疫組織化学的検討 ...・H ・...・H ・...・H ・.....・H ・...・H ・"… 174

片田栄一、三竹重久、松川則之、岩瀬環、大塚泰史、継泰城、小鹿幸生、藤森修 1

(名市大・医・第二内科、 1名市大・医・第二解音1])

71.脳内の NF-ATlike DNA-binding protein ...・H ・H ・H ・.....・H ・.....・H ・.....・H ・H ・H ・.....・H ・H ・H ・..…… 176

浅沼幹人、西林佐紀子、近藤洋一、岩田恵美、小川紀雄、森 昭胤

(岡山大医・分子細胞医学研・神経情報学部門)

72.酸性線維芽細胞成長因子の内分泌系および交感神経系に対する作用 …..，・H ・..…・H ・H ・..…...・H ・..178 

大村裕、松本逸郎、佐々木和男、新島姐

(日本臓器・生物活性研、長崎大学・医学部、富山大学・工学部、新潟大学・医学部)

73.肝細胞成長因子 (HGF)の神経栄養活性….....・H ・-…....・H ・.....・H ・....・H ・...・H ・-…......・H ・-…...・H ・.180 

浜之上誠、竹本なぎさ、松本邦夫 1、中村敏一¥中嶋一行、高坂新一

(国立精神・神経センター神経研究所・代謝研究部、 1大阪大学医学部バイオメディカル

教育研究センター腫蕩生化学研究部)

74.神経成長因子で誘導される転写因子 NDF1の cDNAクローニング…...・H ・.....・H ・H ・H ・.....・H ・..182 

樋口宗史、李柄生、三木直正

(大阪大・医・第一薬理)

75.成長抑制因子 (GIF)による β-amyloidtoxicityの減弱 …...・H ・.....・H ・H ・H ・.....・H ・.....・H ・..… 184

内田洋子、増水章季¥井原康夫2

(都老人研神経病理、 1日本電子 ESR応用研究室、 2東大脳研病理)

76.マウス胎児期におけるニューロトロフィンー3遺伝子の発現 …...・H ・..…'"・H ・.....・H ・H ・H ・..…… 186

東候英明、高見健治 1、改正善彦、中田貫、阿部敏男 2、志甫理九五十嵐貢ー

(武田薬品開拓第二研究所、 1薬剤安全性研究所、 2実験動物管理室、 'ROR研究部)
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77.プロサポシンの海馬錐体細胞保護作用 ...・H ・.....・H ・..…'"・H ・.....・H ・H ・H ・..……H ・H ・...・H ・H ・H ・..… 188

佐野輝、松田正司 1、温同春 3、小谷泰教、近藤啓次、上野修一、柿本泰男、

吉村裕之 2、阪中雅広 1

(愛媛大・医・神経精神、 l第2解剖、 2実験実習機器センター)

78.プロサポシンの坐骨神経再生促進作用 ........................................................................... 190 

小谷泰教、佐野輝、松田正司 1、近藤啓次、上野修一、柿本泰男、阪中雅広 2

(愛媛大・医・神経精神、 l第2解音1))

79.生後ラット脳から培養した種々のコリン作動性ニューロンとその生存維持 …・H ・H ・.....・H ・...・H ・.192 

阿比留康弘、野々村健、西尾チカ、畠中寛

(大阪大学・蛋白質研究所・生合成)

80. アストロサイトによる赤血球分化増殖因子エリスロポエチンの生合成 ・H ・H ・..…'"・H ・..…...・H ・..194 

増田誠司、永尾雅哉、佐々木隆造

(京都大学農学部食品工学科)

81.ラット組織におけるニューロトロフィン-3の濃度 …...・H ・..…...・H ・.....・H ・.....・H ・.....・H ・..…… 196

仙波りつ子、新谷麻江 1、加藤兼房

(愛知県コロニー・研究所、 1武田薬品(掬・開拓第二研究所)

82.マウス脳内 NT-3量の加齢による変化・H ・H ・H ・H ・.....・H ・.，…...・H ・.....・H ・.....・H ・H ・H ・..….，.・H ・..198 

改正善彦、新谷麻江、西田真由美、福元宏明 1、五十嵐貫一

(武田薬品工業側・開拓第2研究所、 I創薬第1研究所)

83.神経系細胞上のエリスロポエチン受容体 '"・H ・.....・H ・H ・H ・.....・H ・H ・H ・.....・H ・.....・H ・H ・H ・.....・H ・..200 

永尾雅哉、増田誠司、安田佳子 1、佐々木隆造

(京都大学農学部食品工学、 l近畿大学医学部第1解剖)

84.プロテオグリカン型チロシンホスファターゼの同定と性質 ...・H ・.....・H ・.....・H ・H ・H ・.....・H ・H ・H ・..202 

前田信明、浜中裕喜、野田昌晴

(岡崎国立共同研究機構・基生研)

85. ビデオマイクロスコープを用いた細胞動態リアルタイム解析

-RBL-2 H 3細胞における開口放出とプロテインキナーゼCの動態解析を中心に一….，.・H ・..204 

小津光一郎、升島努

(広島大・医・総合薬・薬品分析化学)

86. CaM-キナーゼIVのカルシウム/カルモデュリンによる不活性化とマグネシウムイオンによる再

活性化 ・・H ・H ・...・H ・-・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 206 

木谷隆子、奥野幸子、藤津仁

(旭川医大・第一生化学)
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87. C 6細胞における hsp27および αBクリスタリンのストレス応答のアラキドン酸カスケード阻

害剤による修飾 ...・H ・..…...・H ・.....・H ・.....・H ・.....・H ・H ・H ・.....・H ・....・H ・...・H ・H ・H ・.....・H ・H ・H ・....・H ・208

伊東秀記、稲熊裕、長谷川かおり、小津修、加藤兼房

(愛知県コロニー・研・生化)

88. GAPill、新しい GTPase-activatingproteinファミリーメンバー ...・H ・.....・H ・..…...・H ・..…… 210

馬場広子、 BabbetFuss， Joseph B. Watson， and Wendy B. Macklin 

CMental Retardation Reseach Center， UCLA， U.S.A.) 

89. コレシストキニンーB受容体を介する細胞内シグナル伝達とその細胞生物学的意義についての検

討 H ・H ・...・H ・.....・H ・....・H ・...・H ・H ・H ・.....・H ・.....・H ・..…...・H ・..…...・H ・..…...・H ・.....・H ・..…...・H ・..… 212

松井利充、谷口泰造、伊藤光宏、村山 徹、岩田暢子、千原和夫

(神戸大学医学部・第3内科)

90.神経幹細胞に対する APPの作用・H ・H ・H ・H ・...・H ・.....・H ・..…...・H ・..…...・H ・..…・H ・H ・.....・H ・H ・H ・.214 

林要喜知、柏木久美子、中島光業、太田 淳、川島拓司、吉川和明 1

(森永乳業・生科研、 1大阪大学・蛋白研)

91. トランスグルタミナーゼにより架橋されたアルツハイマー β/A4アミロイドペプチドの神経
細胞毒性 .................................................................................................................. 216 

佐々木隆造、増田誠司、品川理佳、伊倉宏司 1、高畑京也 2

(京都大学農学部、 1京都工芸繊維大学物質工学科、 2岡山大学農学部)

92. アルツハイマー病脳変性神経細胞におけるニューロフィラメントの異常 ...・H ・.....・H ・..…...・H ・..218 

中村祐1.2、武田雅俊¥新川久義に服部英幸¥播口之朗¥西村健 l

(1大阪大・医・神経、 2小坂病院、 3狭山病院、 4美原病院)

93.軽微な頭部衝撃の繰り返しにより惹起される細胞骨格蛋白の変化 ...・H ・H ・H ・.....・H ・..…...・H ・..… 220

金山巌、武田雅俊、新川久義、西村健

(大阪大学医学部精神医学教室)

94. アルツハイマー病脳に特徴的な遺伝子の同定:カルボキシメチルトランスフエラーゼ ・H ・H ・..… 222

山本明広、北村大介¥渡辺武¥白沢卓二 2、近藤威史、森 啓

(都精神研・分子、 1九大・生医研・感染防御、 2都老人研・分子病理)

95.老人脳における apolipoproteinEのgenotypeとアルツハイマー病病変ならびに関連遺伝子発

現制御 ....・H ・....・H ・....・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 224 

小山文隆、井原康夫

(東京大学医学部脳研脳病理)

96.βアミロイド過剰発現下における神経細胞代謝の変化 ・H ・H ・......・H ・..…...・H ・.....・H ・.....・H ・...・H ・226

国下龍英、池田幸弥、荒木豆、田平武

(国立精神・神経センター神経研究所疾病研究第6部)
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97. Alzheimer病および Down症脳分画における Aβ 免疫反応性の生化学的検討・ H ・H ・H ・H ・...・ H ・.228 

柳津勝彦、新海泰久、井原康夫、尾高麻乃¥鈴木伸宏¥嶋田裕之 2

(東京大学・医・脳研・脳病理、 l武田薬品・開拓一研、 2東京医大・病理)

98.頭蓋内外血管可溶性画分における3アミロイド蛋白の定量…...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・..……… 230

新海泰久、柳津勝彦、井原康夫、尾高麻乃¥鈴木伸宏¥吉村正博 2

(東京大・医・脳研・脳病理、 1武田薬品工業・開拓ー研、 2東京都監察医務院・病理)

99. アミロイド βタンパクのC末端特異的酵素免疫測定法...・ H ・.....・ H ・H ・H ・...・ H ・...・ H ・...・ H ・H ・H ・-….232 

尾高麻乃、石橋祥弘、菊池崇、北田千恵子、鈴木伸宏

(武田薬品工業側・開拓第一研究所)

100. 特異抗体による髄液中 HCNPの測定法の検討とその応用 …...・ H ・.....・ H ・H ・H ・..…...・ H ・..…… 234

継泰城、小鹿幸生、松川則之、岩瀬環、大塚泰史、三竹重久、片田栄一

(名古屋市立大学第二内科)

101. D-Ser含有 β-amyloidによるコハク酸脱水素酵素の特異的低下作用および海馬神経細胞変性
作用について・ H ・H ・.....・ H ・..…・ H ・H ・.....・ H ・..…...・ H ・..…...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・H ・H ・..236 

山田紀子、桜庭祐子、熊谷善弘、金子勲

(三共株式会社・神経科学研究所、第一生物研究所)

102. sアミロイドA4ペプチドのイムノアッセイ系と髄液および脳抽出液中で検出される免疫活
↑生について …H ・H ・...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・..…...・ H ・.....・ H ・..…...・ H ・..…...・ H ・.....・ H ・H ・H ・..… 238

加藤兼房、長谷川かおり、伊東秀記、稲熊裕、大野紘宇 l、山本良平 2

(愛知県コロニー・研・生化、 1(株)カイノス、 2クラボウ技研)

103. PHFタウの異常リン酸化部位の同定...・ H ・..…...・ H ・-…...・ H ・-… H ・H ・...・ H ・......・ H ・-…...・ H ・....・ H ・240

長谷川成人、森島真帆、瀧尾横士¥鈴木政美 2、吉田裕孝、千谷晃ーに井原康夫

(東京大学脳研病理、 1理化学研究所生体分子解析、 2藤田保健衛生大学総医研)

104. アルツハイマー病脳の異常リン酸化タウのリン酸化部位について ・H ・H ・.....・ H ・H ・H ・.....・ H ・..… 242

以倉康充、工藤喬、 Ing巴 Grundke-Iqbal¥KhalidIqbal1、武田雅俊、西村健

(大阪大・医・精神医学、 1New York Institute for Basic Research) 

105. タウプロテインキナーゼII(TPKII)の活性調節サブユニット (p23) ..，・ H ・.....・ H ・..…...・ H ・..244 

内田庫子、石黒幸一、大沼 純、米倉小百合、高松自子、今掘和友

(三菱化成生命科学研究所)

106. タウプロテインキナーゼIのラット胎仔神経系における分布 …...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・..…...・ H ・..246 

藤田 忍、高橋美帆、長谷川準子、今掘和友

(三菱化成生命科学研究所・プロジェクト 2) 
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107. グルタミン酸応答における c-fos，zザ/268誘導に対する細胞外カルシウム流入の優性的効果 248 

津田正明

(岡山大学・薬学部・微生物)

108. クールタミン酸の神経系株化培養細胞、 (PCI2)毒性に対する抗酸化性薬剤 probucolの効果… 250

内藤通孝、梅垣宏行、井口昭久

(名古屋大学医学部老年科学)

109. アミノ酸交換輸送系を介するグルタミン酸神経細胞死の成因と防御 H ・H ・...・H ・.....・H ・....・H ・....252 

馬渡一浩、杉谷加代、安井裕子 1、加藤聖 1

(金沢大・医療短大・衛生技術、 1金沢大・医・神経情報研伝達)

110. ラット海馬神経細胞初代培養系における non-NMDA受容体を介する神経細胞死に対する
YM90Kの作用...・H ・..…...・H ・.....・H ・.....・H ・.....・H ・.....・H ・.....・H ・H ・H ・.....・H ・.....・H ・.....・H ・..… 254

大野和茂、岡田正路、小原厚行、山口時男

(山之内製薬株式会社・第一創薬研究所)

111. 砂ネズミ脳虚血における脳内 Ca2+誘発性Ca2+放出チャンネルの変化に関する研究 …...・H ・..256 

野崎博之、福内靖男、田中耕太郎、五味慎太郎 1、美原盤2、野川茂、永田栄一郎、

近藤太郎

(慶臆義塾大学神経内科、 l大田原赤十字病院神経内科、 2脳血管研究所美原記念病院)

112. 大脳皮質障害に伴い発現上昇する遺伝子の検索

-Ser/Thr protein kinase遺伝子 sgkの傷害脳における発現・H ・..…...・H ・.....・H ・..… 258

今泉和目1]'.3、津田学1.3、和中明生に遠山正晴 2、高木勉 1

(大阪大学医学部・ 1分子脳機構(田辺)寄付講座、 2解剖学第二講座、 3田辺製薬生化研)

113. ラット局所脳虚血中及び血流再開後の脳内 NO産生増大とその由来 -NO電極装置を用いた

in vivo直接定量・H ・...・H ・H ・H ・.....・H ・H ・H ・...・H ・.....・H ・H ・H ・..…・H ・H ・...・H ・.....・H ・......・H ・..260 

長藤寿昭、杉山昌一、松居徹1

(中外製薬欄・創薬第四研究所、 1埼玉医大総合医療センター脳外)

114. 一過性脳虚血後の ATP・ユビキチン依存性蛋白質分解系の変化...・H ・.....・H ・.....・H ・....・H ・...… 262

上久保毅 1.2、林 敬 1、野賀正史L3、大川清 1

(東京慈恵会医科大学・ 1医化学、 Z脳神経外科、 3精神神経科)

115. 培養神経細胞を用いた invitro脳虚血モデルに於けるグルタミン酸の遊離と細胞傷害に対す

るグルタミン酸受容体措抗剤及びカルシウムチャンネル阻害剤の作用 …...・H ・.....・H ・H ・H ・..… 264

木村真奈美、宮川武彦、片山幸一、西沢幸夫

(エーザイ株式会社・筑波研究所)

116. Fas抗体によるグリオーマ細胞のアポトーシス誘導とスフィンゴミエリン情報伝達系 ...・H ・..266 

白石哲也、中川摂子、戸田啓介、木原俊を、鞠 硯、田淵和雄

(佐賀医科大学・脳神経外科)
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117. 脳内在性 Catechol-isoq uinolinesによるパーキンソン病ラットモデルの作成.，.・H ・.....・H ・..… 268

丸山和佳子、直井信 1

(名古屋大・医・神経内科、 1名工大)

118. ラット大脳皮質微小管重合に対する慢性ストレスの影響 ...・H ・H ・H ・.....・H ・..…..，・H ・.....・H ・..… 270

貴家康男、朝倉幹雄、宮本聖也、長田賢一、今福淳

(聖マリアンナ医科大学神経精神科学教室)

119. 脱髄疾患モテソレ、ミエリンプロテオリピド蛋白質 (PLP)トランスジェニックマウスの
解析 …・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 272 

鹿川哲史、井上芳郎 1、御子柴克彦 2、池中一裕

(国立生理研・神経情報、 1北大・医・第一解剖、 2東大・医科研・化学)

120. 顔面神経麻捧モデルマウスにおける単純へルぺスウイルス DNA検出…...・H ・.....・H ・H ・H ・..… 274

村上信五、土居孝至¥溝淵睦彦¥羽藤直人、柳原尚明

(愛媛大学医学部耳鼻咽喉科学教室、 1愛媛大学医学部神経精神医学教室)

121. ラットの眼組織および網膜内におけるs-抗原分布の定量的解析 ...・H ・.....・H ・......・H ・H ・H ・..… 276
加藤尚彦、木島正哉 1

(横浜市立大医・第一生化、 1眼科)

122. インターフェロン投与による脳内セロトニンの減少・H ・H ・H ・H ・.....・H ・.....・H ・.....・H ・.....・H ・..… 278

横谷昇口、勝元栄一 1、尾崎宜洋 1、高治義 1、切池信夫 1、山上柴 1

('大阪市大・神経精神、 2万根山結核研究所)

123. ELマウスにおけるアロプリノール急性投与後の脳内 SODアイソザイム活性の変化とその抗
産撃作用発現機序・….....・H ・....・H ・...............................................................................280 

村島善也、多田博史¥篠崎たき子、諸問啓ーに鈴木二郎 3

(東京都精神研、 1国立療養所千石荘病院、 2東邦大・医・第一小児、 3精神神経)

124. 上頚神経節細胞の脱分極による生存と神経成長因子によるLタイプ Ca2+チャンネル発現量の
増加との相関 ...・H ・.....・H ・H ・H ・..…...・H ・.....・H ・.....・H ・..…...・H ・.....・H ・H ・H ・.....・H ・..…...・H ・.....282 

田中秀逸、小池達郎l

(佐賀医大・化学、 1北大・院理学研究科・行動知能)

125. Estrogenが肩桃核培養神経細胞の生存率に与える効果...・H ・H ・H ・.....・H ・..…...・H ・.....・H ・..…… 284

鬼頭昭三、仙波純一、三好理絵 1、金津美穂

(放送大学、 'RoyalFree Hospital School of Medicine， London) 

126. 新規神経細胞保護物質問rquinostatinAの海馬神経細胞および樹立神経系細胞株におけるグ
ルタ ミン酸毒性抑制効果 ....・H ・-…・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 286 

新家一男

(東京大学・分生研)
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127. グルタミン酸により引き起こされる培養神経細胞死における ATP量変化の時間経過...・H ・..288 

中村洋一¥辻浩司ヘ片岡喜由 1

(愛媛大学医学部・ 1生理学、 2整形外科)

128. MK-801の虚血ニューロン死保護作用:脳湿自動制御システムによる検討...・ H ・....・ H ・'"・ H ・..290 

柳瀬尚人、章 龍、三谷章、片岡喜由

(愛媛大学医学部・第一生理)

129. 中枢ニューロンのアポトーシスに関与する遺伝子探索の試み …...・ H ・..…...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・..292 

米増知子、岡哲志、西尾チカ、榎戸靖、畠中寛

(大阪大学・蛋白質研究所・生合成)

130. 高酸素負荷による培養中枢ニューロン死へのリン酸化酵素阻害剤の生存維持効果 ・・H ・H ・..…..294 

榎戸靖、久保武一、岡哲志、畠中寛

(大阪大学・蛋白質研究所・生合成)

131. エトポシド (etoposide)により誘発される培養大脳皮質神経細胞死・…・・ H ・H ・...・ H ・.......・ H ・...296 

中島光業、村瀬真一¥古川昭栄 2、柏木久美子、太田 淳、川島拓司、林要喜知

(森永乳業・生科研、 1慶臆大学・医・解剖、 2岐阜薬科大学・分子生物)

132. グルタミン酸神経細胞毒性における血小板活性化因子の関与の検討 ...・ H ・-…....・ H ・.....・ H ・-…・ 298

野上予人、平島豊、高久晃

(富山医科薬科大学・医・脳神経外科)

133. シ夕、、マ受容体に作用する脳内内在性物質 …...・ H ・.....・ H ・-・…・ H ・H ・..…… H ・H ・...・ H ・.....・ H ・..…… 300

富樫俊二、小林徹、細木俊宏、伊藤陽

(新潟大学医学部精神医学教室)

134. ボツリヌスB型神経毒素受容体としてのシナプトタグミン・ガングリオシド複合体 ...・H ・..… 302

西木禎一、根本康夫 1、吉田 明2、高橋正身、小崎俊司 3

(三菱化成生命研、 1大阪大学・医、 2早大・人総研、 3大阪府大・農)

135. ヒトグルタミン酸トランスポーターのクローニング、発現およびその染色体部位の決定 …… 304 

川上秀史、田中光一¥中山隆安、井上健、高井節夫 2、山田清美 2、中村重信

(広島大学医学部第3内科、 1国立精神神経センター神経研究所疾病研究4部、

2国立国際医療センター研究所遺伝研究室)

136. PC12細胞における高 KCI，ATPによる['HJノルアドレナリン放出とG蛋白質(Go)…… 306

小田温子、村山俊彦、野村靖幸

(北大薬学部・薬効学)
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137. グルタミン酸受容体刺激による培養海馬神経細胞の MAPキナーゼ活性化機構….，.・H ・-・…… 308

栗野雅仁川、福永浩司¥生塩之敬 2、宮本英七 1

('熊本大・医・第一薬理、 2熊本大・医・脳神経外科)

138. [3 HJ-YM-09151-2は強力な a2受容体リガンドである...・ H ・....・ H ・H ・H ・..，・ H ・....・ H ・H ・H ・...…… 310

氏家寛、石原武士、坂井研一¥秋山一文、黒田重利

(岡山大学医学部神経精神医学教室、 1神経内科教室)

139. スルピリドによる線条体ドパミン放出に対する ATP感受性K+チャネルオープナーの影響… 312

田中隆彦、吉田真美、横尾秀康、溝口克弘、田中正敏

(久留米大・医・薬理)

140. ラット大脳皮質 NMDA受容体イオンチャンネル複合体への [3HJTCPと[吋JMK801 

結合の比較 ....・ H ・....・ H ・...・ H ・.....・ H ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 314 

山本敏文1.2、山本秀子¥諸治隆嗣 l

('東京都精神医学総合研究所・精神薬理、 Z横浜市大大学院総合理学研究科・分子認識)

141. 一酸化炭素の合成阻害薬 ZnPPはシナプトニューロソームからのグルタミン酸の放出を抑制

する …'"・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・H ・H ・.....・ H ・.....・ H ・H ・H ・.....・ H ・H ・H ・..…...・ H ・.....・ H ・H ・H ・..…… 316

篠村徹太郎、中尾慎一、村川雅洋、森健次郎

(京都大学附属病院麻酔科)

142. 老人斑アミロイド生成機序に関する研究 ...・H ・..............................................................318 

池田幸弥、国下龍英、荒木豆、高橋慶吉、田平武

(国立精神・神経センター神経研究所疾病研究第6部)

143. 髄液中 tau測定によるアルツハイマー病診断の試み・ H ・H ・.....・ H ・..…...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・H ・H ・.， 320 

降矢芳子、平井俊策¥細田健治 2、佐原成彦、宇佐美美穂子、森 啓

(東京都精神医学総合研究所・分子生物、 1群馬大学神経内科、 2帝人株式会社診断医療研究所)

144. βーアミロイド蛋白脳室内持続投与によるアルツハイマー型痴呆モテ。ル動物の作製

一加齢および神経成長因子との関係一 …・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 322 

新田淳美、鍋島俊隆

(名古屋大学医学部医療薬学・附属病院薬剤部)

145. アルツハイマー病アミロイドの Aβ 蛋白以外の構成成分 NACの前駆体蛋白質の組織依存的

a1ternative splicing ...・ H ・H ・H ・.....・ H ・..…...・ H ・.....・ H ・..…...・ H ・.....・ H ・H ・H ・.....・ H ・H ・H ・.....・ H ・.， 324 

上田健治、森 啓

(東京都精神医学総、合研究所・分子生物学研究部門)
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146. 大脳白質に存在するアミロイド β蛋白前駆体およびそのC端断片の解析・H ・H ・H ・H ・.....・H ・.'… 326

徳田隆彦、亀谷富由樹、田中喜久子、池田修-'

(東京都精神医学総合研究所・分子生物、 1信州大学・第三内科)

147. アルツハイマー病・病態モデル:レセルピン投与ラット海馬におけるアミロイド前駆体蛋白

代謝 ・…・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 328 

小町裕志、柳津勝彦 I、白崎康文2、宮武正3

(東京医科歯科大学・医・神経内科、 1東京大学・医・脳研・脳病理、

2第一製薬探索二研、 3都臨床研)

148. アミロイド前駆体蛋白の糖鎖構造に関する検討 ...・H ・H ・H ・.....・H ・H ・H ・.....・H ・H ・H ・.....・H ・-・…… 330

斉藤史明、柳津勝彦¥谷昭義 2、宮武正3

(東京医科歯科大学・医・神経内科、 1東京大学・医・脳研・脳病理、

2武田薬品開拓第1研究所、 3東京都臨床研)

149. ヒト眼組織における蛋白カルボキシメチル化酵素の遺伝子発現 …...・H ・.....・H ・..….，.・H ・..…… 332

児玉俊夫、鳥飼治彦¥武田良平 2、溝湖睦彦 2、四宮博人 3、大橋裕一

(愛媛大学眼科学、 1愛媛労災病院眼科、 2愛媛大学精神神経医学、 3愛媛大学細菌学)

150. メタンフェタミン慢性投与ラットにおけるチロシン水酸化酵素 mRNAレベルの検討...・H ・..334 

石丸目彦、橋本隆紀¥小幡邦彦九深間内文彦

(東京医科歯科大学難治疾患研・フ。ロジェクト研究室、 1清瀬病院、

2生理学研究所・神経化学)

151. ラット脳における IsoaspartylProtein Carboxyl Methy1transferaseの遺伝子発現“insitu 

ハイブリダイゼーション法を用いて" …'"・H ・.....・H ・H ・H ・.....・H ・....・H ・...・H ・H ・H ・.....・H ・..…… 336

武田良平、溝淵睦彦、怖本泰男

(愛媛大学医学部精神神経医学教室)

152. A-172細胞におけるアルドース還元酵素の発現調節 …...・H ・..…...・H ・.....・H ・H ・H ・..……H ・H ・...338 

西村千尋、桂 全

(国立小児病院・小児医療研究センター・小児薬理)

153. Artifactを利用した CompetitivePCR“脳下垂体の蛋白メチル化酵素 mRNAの定量化.. 340 

佐藤誠、溝淵睦彦 1、武田良平 1、村尾孝児、高原二郎

(香川医科大学第一内科、 1愛媛大学神経精神医学)

154. トランスジェニックマウスにおける CCK遺伝子の発現解析…...・H ・.....・H ・H ・H ・.....・H ・H ・H ・..342 

伊藤康宏 M、石橋晃¥花岡和則 3、桑野良三 2

('新潟大・農・畜産、 2同・遺伝子実験施設、 3北里大・理・生物)
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155. 蛋白リン酸化酵素阻害薬の培養神経細胞移動に及ぼす影響・ H ・H ・....・ H ・.....・ H ・'"・ H ・......・ H ・....344 

小林聡 M、林謙介¥伊佐かおる 1、井上洋九大江千虞 2、白尾智明 1

(1群馬大学医学部行動分析学、 2同脳神経外科学)

156. ジーントラップ法により同定された遺伝子 GT1のマウス脳における発現...・ H ・.....・ H ・H ・H ・-・… 346

今井裕二 l、鈴木豊1.3、松井崇裕に和中明生 2、遠山正捕に高木勉 1

(大阪大学医学部・ 1分子脳機構(田辺)寄付講座、 2第二解剖、 3田辺製薬生化研)

157. ラット胎仔の神経系におけるニューロカンの分布と発達に伴う変化…...・ H ・.....・ H ・-・…...・H ・..… 348

仙波りつ子、渡辺英治、大平敦彦

(愛知県コロニー・研究所)

158. 筋由来神経突起伸長促進因子の同定・ H ・H ・..…...・ H ・.....・ H ・H ・H ・..…'"・ H ・...・H ・...・ H ・.....・ H ・...… 350

西宗裕史、田口隆久 1

(大阪大学・基礎工学・生物工学、 1通産省大阪工業技術研究所・生体分子工学)

159. 小脳プルキンエ細胞におけるスフィンゴ脂質の存在意義
ーセラミド合成阻害斉IJFumonisin B1による解析・ H ・.....・ H ・H ・H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・..352 

古屋茂樹、小野謙一九平林義雄

(理化学研究所国際フロンティア研究システム糖細胞情報研究チーム、

1へキスト医薬総合研究所)

160. エイ脳のガングリオシド:新しいハイブリッド型ポリシアロガングリオシドの同定 ...・H ・..… 354

中村和生、小嶋久子、玉井洋一

(北里大学・医学部・生化学)

161. PC 12細胞の神経突起形成に関与するシアル酸転移酵素とその限害剤 KI・8110の影響....・H ・.356 

小嶋久子、中村和生、玉井洋一

(北里大学・医学部・生化学)

162. Neuro 2 a細胞への GD3合成酵素遺伝子の導入と細胞分化..，・ H ・...・ H ・.....・ H ・....・ H ・-… H ・H ・-… 358

小島直世、黒津信幸、西達也¥花井陳雄1、辻崇ー

(理研・国際フロンティア・糖遺伝情報、 1協和発酵側・東京研究所)

163. αーヒドロキシ脂肪酸含有スルファチドに親和性の高いモノクローナル抗体の作成と神経化学
への応用 ...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・H ・..…..，・ H ・.....・ H ・H ・H ・..…..，・ H ・.....・ H ・.....・H ・.....・ H ・.....・ H ・..360 

崖永喜、岩森正男

(東京大学医学部・生化学〉

164. シナプシン Iは生体内で SPキナーゼの基質である ・H ・H ・H ・H ・.....・ H ・H ・H ・.....・ H ・H ・H ・.....・H ・..362 

谷口寿章、楠畑雅、鈴木政美、千谷晃一

(藤田保健衛生大学・総合医科学研究所・医高分子部門)
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165. ストレス蛋白質 hsp27の細胞内存在様式の変動とその生理的意義……H ・H ・......・H ・..…...・H ・..364 

長谷川かおり、稲熊裕、伊東秀記、加藤兼房

(愛知県コロニー・研・生化)

166. Cキナーゼの主要基質タンパク質MARCKS(myristoylated alanine-rich C-kinase substrate) 

の MAPキナーゼによるリン酸化...・H ・.....・H ・.....・H ・.....・H ・..…...・H ・.....・H ・H ・H ・.....・H ・..…… 366

楠畑雅、古橋潔、鈴木政美、千谷晃一、谷口寿章

(藤田保健衛生大学・総合医科学研究所・医高分子部門)

167. PNP 14ファミリータンパク質の精製と一次構造の解析....・H ・H ・H ・.....・H ・.....・H ・.....・H ・.....・H ・.368 

中条茂男、中谷ー泰

(昭和大・薬・生物化学)

168. PC 12細胞での Ca2+/カルモテ。ュリン依存性プロテインキナーゼEの強制発現による神経突

起伸展の抑制 ...・H ・H ・H ・..・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 370 

田島和周、山本秀幸、小野常彦、 Sodering.T. R. 1、宮本英七

(熊本大・医・第一薬理、 1オレゴン医科大)

169. ラット大脳 CaMキナーゼIVの酵素化学的性質…...・H ・..…...・H ・..…...・H ・.....・H ・H ・H ・.....・H ・..372 

亀下勇、藤津仁

(旭川医大・第一生化学)

170. 遺伝的運動障害ラットの小脳形成不全とグルタミン酸代謝調節系 ・H ・H ・...・H ・H ・.....・H ・.....・H ・.374 

園井修一 1.4、田丸政男 2、Dekker-Ohno京子 3、藤田公和 4、安藤正人 4、永田 豊 4

(1椙山女学園大学、 2鈴鹿医科技大学、 3名古屋大学環医研、 4藤田保衛大・医・生理)

171. 発作感受性 Elマウス脳における発作後の AP-1DNA結合能について...・H ・....・H ・...・H ・..… 376

勝元栄一、尾崎宜洋、横谷昇¥山上柴

(大阪市立大学医学部神経精神医学教室、 1大阪市立大学医学部附属万根山結核研究所)

172. Elマウス脳におけるポリ (A)結合蛋白質について・H ・H ・......・H ・H ・H ・.....・H ・..…...・H ・.....・H ・..378 

木岡哲郎、山上策

(大阪市立大学医学部神経精神科)

173. Elマウス脳 mRNAの翻訳活性におよぼす poly(A)鎖の影響...・H ・..…...・H ・.....・H ・.....・H ・..380 

中西亜紀、撫井弘二、木岡哲郎、黒田陽子、山上柴

(大阪市大・医・神経精神)

174. ラット脳内モノアミン濃度およびアセチルコリン濃度におよぼすイサチン(内因性モノアミ

ンオキシダーゼ活性阻害物質)の影響 ...・H ・H ・H ・..…...・H ・..…...・H ・.....・H ・.....・H ・.....・H ・..… 382

浜上尚也、遠藤泰、平藤雅彦、南 勝

(北海道医療大学薬学部薬理学教室)
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175. ラット脳における神経特異的ビジニン類似カルシウム結合タンパク質 (NVP)mRNAの発現

に対するフェンサイクリジンの急J性および遅延性の効果 …...・ H ・.....・ H ・.，…….，.・ H ・..…...・ H ・..384 

梶本康雄、白井豊、村上直也、楊常青、北村登、白111 治、西野直樹
(神戸大学医学部精神神経科)

176. Methamphetamineの急性および亜慢性投与による AP-1結合タンパク質の変化...・ H ・...・ H ・.386 

石原武士、柏原健一¥氏家寛、清水義雄、秋山一文

(岡山大学医学部神経精神医学教室、 1神経内科学教室)

177. ハロセン麻酔による低体温ラットの髄液中神経化学物質濃度の検討 ...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・..…… 388

和田博夫、井藤英喜 1、折茂肇、佐藤昭夫 2

(東京大・老年病、 l都老人医療センター、 2都老人総合研究所)

178. 脳内 diazepambinding inhibitor (DBI) mRNA発現に及ぼす ethanolの影響について… 390

桂昌司、大熊誠太郎、辻村敦¥栗山欣弥

(京都府立医大・薬理、 1脳・血管老化センター)

179. ミュータントマウス小脳における NO/cGMP系の検討…...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・..392 

池田正行、松井京子 2、石原好弘に湯浅龍彦 1、室田誠逸

(東京医科歯科大学・大学院細胞機能制御学、 1医学部神経内科、

2国立精神神経センター神経研4部、 3都神経研神経病理)

180. 脳血管d性痴呆モテソレとしての脳血流慢性低潅流ラットの基礎的検討 …...・ H ・-…...・ H ・...・ H ・-…・ 394

田中健一、小川紀雄、堀耕治 1、野村正彦 l、近藤洋一、浅沼幹人、森昭胤

(岡山大学医学部神経情報学、 i埼玉医科大学第一生理)

181. 学習課題遂行ラットにおける中隔ー海馬コリン作動性神経の調節:in vivo microdialysis法に

よる検討 .，.・ H ・.....・ H ・.....・ H ・..…・ H ・H ・.....・ H ・H ・H ・.....・ H ・..…...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・..396 

山室裕、堀耕治、岩野仁¥田中淳一九野村正彦

(埼玉医科大学第一生理・ 1精神医学、 2鳴門教育大学人間形成基礎講座)

182. 摂取不飽和脂肪酸とラットの明暗弁別学習能

一行動、シナプス形態、膜表面構造変化及びシアル酸分布との関連 …...・H ・.....・H ・..…… 398

吉田敏、宮崎真理 1、竹下正純 1、奥山治美 2

(大分医科大学・実験実習機器センタ一、 l生化学、 2名古屋市立大学薬学部)

183. 老年痴呆症治療薬としての新規 Proly1 endopeptidase阻害剤、 JTP-4819の生化学的性質及

び薬理活性・ H ・H ・H ・H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・H ・H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・H ・H ・.....・ H ・..…・ H ・H ・..…… 400

砥出勝雄、岩本陽子、藤原教子

(日本たばこ産業(掬医薬総合研究所)
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184. 大脳皮質体性感覚野における LTPに伴うシナプトフィジンおよびシナプシンの消長 ・H ・H ・..402 

山口知子、川上順子 1

(東女医大・生化、 2第二生理)

185. 脳発育障害ラットにおける脳内物質変化と八方向放射状迷路学習機能 …...・ H ・.....・ H ・'"・ H ・...404 

田丸政男、清水遵 1、平田ゆかりに松谷天星丸2、永田豊 2

(鈴鹿医療大・医用工学、 1愛知淑徳大、 2藤田保健衛生大・医)

186. ラットの時間制限給餌による reboundhyperphagiaに閉所条件を加えた時の摂餌行動と前頭

葉ドパミン代謝 ・...・ H ・...・ H ・....・ H ・....・ H ・.....・ H ・....・ H ・....・ H ・....・ H ・....・ H ・....・ H ・・…...・ H ・.....・ H ・..406 

藤寄泰手IJ1、切池信夫 1、井上幸紀 t、奥野正景川、伊藤英樹川、栗岡政典 1、

吉村敬一川、山上柴 1

('大阪市立大・医・神経精神医学教室、 2三国ケ丘病院、 3宝塚三回病院、 a浅香山病院)

187. アンギオテンシン作動性入力による正中視索前核領域のモノアミン代謝の促進 ...・ H ・....・ H ・...408 

田中淳一、牛込彰彦、山室裕 1、仮屋勝秀 1、堀耕治 1、野村正彦 t

(鳴門教育大・人間形成基礎、 1埼玉医大・第一生理)

188. 老齢ラットに対するアマンタジンの行動薬理作用 ・H ・H ・H ・H ・.....・ H ・..…'"・ H ・.....・ H ・......・ H ・..… 410

溝沸j睦彦、堀口淳、柿本泰男

(愛媛大学医学部神経精神医学教室)

189. ラットの時間制限給餌による reboundhyperphagiaに対する飼料内容と fluvoxamineの効

果 ...・ H ・.........・ H ・-…....・ H ・....・ H ・....・ H ・-…...・ H ・-・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 412 

井上幸紀¥切池信夫 1、藤寄泰手IJ1、栗岡政典 1、伊藤英樹1.2、奥野正景1.3、

吉村敬ーヘ山上柴 1

('大阪市立大学・医・神経精神医学教室、 2宝塚三田病院、 3三国ケ丘病院、 4浅香山病院)

190. コカイン反復投与による産聖堂感受性の経時変化と NMDA受容体および脳内ポリアミンとの

関係・ H ・H ・....・H ・.....・ H ・-…....・ H ・....・ H ・....・ H ・...・ H ・-….....・ H ・....・ H ・-…・・ H ・H ・....・ H ・....・ H ・....・ H ・.414 

霜里和朗

(川崎医科大学・薬理)

191. ラット1出トランスグルタミナーゼ ・H ・H ・H ・H ・.....・ H ・H ・H ・.....・ H ・.....・ H ・..….，.・ H ・.....・ H ・H ・H ・..… 416

大橋博、竹内裕

(寓有製薬つくば研・生物工学)

192. 脳内のピリドキサルリン酸の変動に伴うピリドキサルキナーゼ (PLK)・活't生の変化について … 418 

朝倉正、平河多恵、大川清、日比望 2

(慈恵医大・医化学、 ISRL.研)
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193. ヒト血築中および尿中のモノアミンおよびその代謝物質の多項目同時測定 ...・ H ・.....・ H ・..…… 420

藤田興、坂本秀生、JlI井薫¥石田松雄九伊藤哲彦九葛谷博磁
(藤田保健衛生大学・総医研、 1短期大学・生化、 2桶狭間病院・精神科、 3医学部・精神科)
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(新潟大学脳研究所神経内科、 1新潟薬科大学衛生化学)

249. アミロイド小体 (CorporaAmylacea)の生理学的あるいは病理学的機能について・ H ・H ・...・ H ・.532 

徳武哲

(都精神研・分子生物)

250. Post Synaptic Density (PSD)におけるアミロイド前駆体蛋白 (APP)の局在に関する検討 534

下川雅丈口、鈴木龍雄九柳津勝彦¥石浦章ーに宮武正5

(，東京医科歯科大神経内科、 z東大・分子細胞生物学研、 3名古屋市大・医・生化、

4東大・脳研・病理、 5都臨床研)
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251. 脳卒中自然発症高血圧ラットにおける脳内エンドセリンの関与 ・H ・H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・..… 536

山下康子、山下樹三裕、丹羽正美、片岡泰文、谷山紘太郎

(長崎大学・医学部・第2薬理)

252. アストログリアからの低酸素暴露による OxygenRegulated Proteins (ORPs)と再酸素化

による HSP72の誘導とそのメカニズム …...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・..…...・ H ・..538 

桑原敬介¥松本昌泰 1.2、前田裕輔 1、堀 修¥上回周一九小川智 1、

柳原武彦九鎌田武信 1

('大阪大学医学部・第一内科、 2同・神経内科)

253. 低酸素暴露によるアストログリアの GlucoseRegulated Proteins (GRPs)の発現とその虚

血下における役割・ H ・H ・..…...・ H ・..…...・ H ・.....・ H ・H ・H ・.....・ H ・..…...・ H ・.....・ H ・..………...・ H ・..… 540

小川智 1、松本島泰 1.2、前田裕輔 1、堀 {I~ 1、上田周ーに桑原敬介 1、

柳原武彦九鎌田武信 1

('大阪大学医学部・第一内科、 2同・神経内科)

254. ラット局所脳虚血モデルにおける HSP27の誘導と HSP70との相違 ・H ・H ・.....・ H ・.....・ H ・..… 542

加藤宏之、劉暁宏、糸山泰人、小暮久也¥加藤兼房 2

(東北大学医学部神経内科、 1神経病理研究所、 2愛知県コロニ一生化学)

255. 一過性脳虚血後海馬 CA1野に発生するグルタミン酸受容の変化 ....・ H ・...・ H ・......・ H ・...・ H ・....544 

三谷章、柳瀬尚人、片岡喜由

(愛媛大学医学部・第一生理)

256. ラット大脳皮質可溶性分画中に認められるー酸化窒素合成酵素活性に対する各種阻害剤の作

用比較 ・…....・ H ・....・ H ・....・ H ・-…....・ H ・....・ H ・...・ H ・.....・ H ・....・ H ・・・ H ・H ・...・ H ・....・ H ・...・ H ・-…...・ H ・.546 

杉山昌一、長藤寿昭、内藤成孝

(中外製薬(械創薬第四研究所)

257. MARCKSのホスファチジルセリン結合部位

一大腸菌発現系での解析一 …・ H ・H ・.....・ H ・H ・H ・.....・ H ・..…...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・H ・H ・..… 548

中岡隆志、小島直也1、辻崇_1

(東大医学部第4内科、 l理研・国際フロンティア・糖遺伝情報)

258. エタノール慢性投与はイノシトール三リン酸受容体数をラット小脳で減少させる ・H ・H ・..…… 550

斉藤浩 1.2、西田朗¥福田裕恭1.2、清水雅美 l、内富庸介 2、本橋伸高 2、

山脇成人 2

('国立呉病院臨床研究部、 2広島大神経精神)

259. エタノールによるホスホリパーゼC活性の抑制 ……...・ H ・..…...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・..…… 552

西田朗 l、斉藤浩1.2、福田裕恭1.2、清水雅美 1、内富庸介 2、本橋伸高 2、

山脇成人 2

('国立呉病院臨床研究部、 2広島大神経精神)
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260. チュープリンーGs関連によるアデニル酸シクラーゼ¥活性の調節:ラット線条体での老化に伴っ

た変化 ……・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 554 

八田憤一、粛藤利和¥大鹿英世

(札幌医科大学医学部薬理学講座、 1神経精神医学講座)

261. ヒト・ヒポカルシン遺伝子のクローニング・ H ・H ・..…...・ H ・..…・ H ・H ・..…'"・ H ・..…...・ H ・.....・H ・" 556 

小林正明、高松研、藤城正敏、斉藤茂治、野口鉄也

(東邦大学・医学部・第二生理)

262. ムスカリン受容体のGタンパク質共役受容体キナーゼによるリン酸化:m 1， m2サブタイプ

特異性 ....・ H ・-…....・ H ・....・H ・......................................................................................558 

芳賀和子、亀山仁彦、芳賀達也

(東京大学医学部脳研究施設生化学部門)

263. セロトニン受容体を介するアデニル酸シクラーゼ活性におよぼす抗うつ薬慢性処置の効果 … 560 

清水雅美¥西田朗¥福田裕恭 1.2、斎藤浩1.2、山脇成人 2

(1国立呉病院臨床研究部、 2広島大神経精神)

264. 神経系に特異的分布を示すカルシウム結合蛋白質、ニューロカルシン (Neurocalcin)標的蛋

白質について H ・H ・...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・H ・..…...・ H ・.....・ H ・..…...・ H ・..…...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・" 562 

岡崎勝男、井上繁雄、日高弘義

(名古屋大学医学部薬理学講鹿)

265. カルパコール刺激依存性の白鼠上頭部交感神経節内トランスクツレタミナーゼ活性化におよぼ

すー酸化窒素合成酵素阻害剤の抑制効果 ・・H ・H ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 564 

安藤正人、立恋廷族、楠戸正子、永田豊

(藤田保健衛生大・医・生理)

266. ラット脈絡叢、脳室上衣における src，H-ras細胞'性癌遺伝子産物の発現について…・H ・H ・..… 566

菅谷慶三、塩田清二に竹田二美代z、中井康光¥竹田 稔 2

(都立神経病院・神経内科、昭和大・ 1第一解割、 2第一生化)

267. 脳腫虜における VEGF(Vascular endothelial growth f actor )の免疫組織化学的検討…" 568 

下川尚子、白石哲也、戸田啓介、鞠 硯、回調j和雄

(佐賀医科大学・脳神経外科)

268. 熱ショック蛋白質 HSP65を発現するラット・シュワン細胞株 ...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・..… 570

遠藤真澄、由村健夫 1

(国立多摩研究所・生体防御部、九州大学医学部脳研、 1神経内科)
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269. ウシ脳の神経・アストログリア細胞に局在する新しい Serpinに関する研究 ...・H ・.....・H ・..… 572

西堀正洋、近井高志、JlI端昌弘、佐伯清美
(岡山大学医学部薬理)

270. コンドロイチン硫酸プロテオグリカンの遅発性神経細胞死防止機能 ・H ・H ・......・ H ・..…...・ H ・-… 574

岡本基、森秀治

(岡山大学・医療短大・衛生技術)

271. シナプス後神儲醐制見落後残存シナプス前神経終末の機能的意義:虚血性グルタミン酸放出 … 576 

三谷章、松田正司¥阪中雅広¥片岡喜由

(愛媛大学医学部・第一生理、 1第二解音1])

272. 脳虚血後のラット脳のアセチルコリンの変化 ...・ H ・H ・H ・..…...・ H ・..…...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・H ・H ・..578 

金光秀晃、中込忠好、久保田勝、岩崎克典 1、藤原道弘 1、田村晃

(帝京大学・医・脳神経外科、 1福岡大学・薬学部・応用薬理)

273. ラット大脳皮質修復過程における神経ペプチド発現の動態 ...・ H ・.....・ H ・..…...・ H ・.....・ H ・H ・H ・..580 

重吉康史、岡村均¥阿部蹟己、井端泰彦 l、千原和夫

(神戸大学第三内科、 1京都府立医大第二解剖)

274. ラット大脳皮質における局所脳虚血再潅流後の蛋白質の質的量的変化 ...・ H ・H ・H ・..…...・ H ・..… 582

北原功雄、萩原民雄 1、水島秀勝、松本清、竹田稔 1

(昭和大学・脳神経外科、 1第一生化学)

275. 慢'性脳血、流低下モデル動物に特徴的な白質障害の形成機序について …...・ H ・.....・ H ・..…...・ H ・..584 

車谷隆宏、武田雅俊、工藤喬、播口之朗、西村健

(大阪大学・精神医学教室)

276. PC 12細胞死における蛋白質リン酸化ープロテインフォスファターゼの検討 ...・ H ・H ・H ・..…… 586

小野寺宏、岩本竜明、武田 篤、望月るり子、糸山泰人、小林孝安1、田村真理1

(東北大学医学部神経内科、 1東北大学加齢研遺伝子情報)

277. 小脳形成期に特有なタンパク質の検索と同定 ・H ・H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・H ・H ・...・ H ・...・ H ・.....・ H ・588

内田和久口、中山洋¥篠田友孝¥磯辺俊明 1

('東京都立大学・理学部、 2協和発行・東京研究所)

278. 胎児期の脳に特異的に発現するタンパク質の解析 …H ・H ・...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・H ・H ・..…… 590

萩原民雄、竹田二美代、竹田稔

(昭和大・医・第一生化学)

279. 抗 MAG抗体を用いたミエリン特異的タンパク質遺伝子の発現制御機構の解析...・ H ・.....・ H ・..592 

松田義宏、小糸寿美、山元弘

(国立精神・神経センター神経研究所・免疫研究部)
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280. 発達分化するラット小脳各層のー酸化窒素合成酵素 (NOS)活性・H ・H ・.....・H ・H ・H ・.....・H ・.....594 

王 現、井上順雄、中山孝、加藤尚彦、石井嘗男 1

(横浜市立大・医・第一生化、 1第二内科)

281. マウス神経芽腫細胞の神経突起伸展に対するプロテインキナーゼ、カルモジュリン阻害剤の効

果 ....・H ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 596 

上村敬一、武富保

(信州大・医・脂質生化)

282. 匹性腫虜細胞の神経系分化におけるプロテインホスファターゼの発現変動 ・H ・H ・..…...・H ・..… 598

笠原洋二、小林孝安、田村民理

(東北大学・加齢研・遺伝子情報)

283. ストレプトゾトシン誘発糖尿病ラットにおける坐骨知覚神経の再生に対するシロスタゾールの

作用 …...・H ・..…...・H ・..…・...・H ・.....・H ・H ・H ・.....・H ・.....・H ・...・H ・..…...・H ・......・H ・..…...・H ・..…… 600

山本恵史、保田好信

(大塚製薬株式会社徳島研究所)

284. 微小管関連蛋白質 MAP1Bの細胞外ドメインのリン酸化と培養大脳皮質ニューロン聞のシナ

プス形成への関与 …...・H ・-…...・H ・...・H ・..・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 602 

村本和世ヘ谷口寿章 3、川原正博 1、小林和夫 1、諏訪牧子¥美宅成樹 4、

黒田洋一郎 1

('東京都神経研・神経生化、 2東京大・医・薬理、 3藤田保健衛生大・総医研・医高分子、

4東京農工大・工)

285. 成長円錐におけるシナプス前終末関連蛋白の局在 …...・H ・.....・H ・..……...・H ・.....・H ・.....・H ・..… 604

五十嵐道弘、小宮義理

(群馬大・医・分子病態学)

286. サイトカインによる培養グリア細胞の分化調節 ...・H ・.....・H ・.....・H ・H ・H ・....・H ・...・H ・H ・....・H ・...606 

伊藤康宏、津田誠、錫村明生¥丸野内棟

(藤田保健衛生大学総医研応用細胞、 1神経内科)

287. CMT， m叩 P患者線維芽細胞における PMP-22遺伝子の発現 H ・H ・...・H ・H ・H ・...・H ・....・H ・..608 

由村健夫、佐田正一郎、後藤幾生

(九州大学医学部脳研神経内科)

288. cAMP specific phosphodiesterase阻害剤投与による脳内転写制御因子 CREBの DNA結

合活性の変化 ...・H ・.....・H ・.....・H ・.....・H ・..…...・H ・.....・H ・H ・H ・.....・H ・H ・H ・.....・H ・.....・H ・.....・H ・..610 

西林佐紀子、浅沼幹人、近藤洋一、岩田恵美、小川紀雄、森昭胤

(岡山大医・分子細胞研・神経情報学部門)
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289. マウス小脳頼粒細胞初代培養系における核内 CREおよび AP-1結合活性に対する r-ヒドロ
キシ酪酸の効果 ...・ H ・..…...・ H ・..……...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・..……...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・H ・H ・..612 

石毛久美子、伊藤芳久、福田英臣

(日本大・薬・薬理)

290. 培養アストロサイトにおけるグルタミン酸受容体刺激による C/EBPβ のリン酸化反応と発

現調節 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 614 

矢野茂敏は、福永浩司¥滝口正樹九生塩之敬 2、森正敬 3、宮本英七 1

(熊本大・医・ 1第一薬理、 2脳神経外科、 3分子遺伝)

291. ラット海馬の長期増強 (LTP)に関連して発現する遺伝子の検索の試み ……...・ H ・H ・H ・...・ H ・.616

丸山 敬、葛目博子、川村勇樹、漫田英穂、関野祐子 1、小幡邦彦

(国立生理学研究所・神経化学、 1新技術さきがけ)

292. ヒトグリオーマ細胞株 KG-1-C細胞における β1およびβ2アドレナリン受容体の発現調節:

副腎皮質ホルモン、甲状腺ホルモン、およびレチノイン酸の効果 …...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・..…… 618

佐藤厚子、西崎結、伊野美幸、足立淳、長谷川浩、朝倉幹雄、松井宏晃

(聖マリアンナ医科大学神経精神科学教室、 1誠心会・神奈川第二病院)

293. 脊髄の分化過程におけるグリシン受容体α1・α2サブユニット mRNAの分布の変化…… 620

渡辺えり 1.2、赤木宏行1

(1群馬大学医学部薬理学教室、 2麻酔・蘇生学教室)

294. A Simple Protocol for Amplification of cDNA Ends (SPACE)法“ヒト脳の蛋白カル

ボキシメチル化酵素の cDNA配列決定・ H ・.....・ H ・..…...・ H ・..…...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・..622 

溝湖l睦彦、四宮博人 1、佐藤誠九武田良平

(愛媛大学神経精神医学教室、 l細菌学教室、 2香川医科大学第一内科)

295. Haloperidol， (-)-Sulpirideおよび SCH23390腹腔内投与によるマウス脳の c-fosと c-Jun

mRNA発現 …・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 624 

尾崎宜洋、勝元栄一、横谷昇¥山上柴

(大阪市立大学医学部神経精神医学教室、 1大阪市立大学医学部付属万根山結核研究所)

296. アルツハイマー病脳における神経原線維変化に関与するタウ因子の燐酸化と脱燐酸化反応 … 626 

小野常彦1.2、山本秀幸1、田島和周1、久永真市 3、岸本健雄九宮川太平2、宮本英七1

(熊本大・医・ 1第一薬理、 2神経精神医学、 3東工大生命理工)

297. アルツハイマー病脳におけるイオンチャンネルの変化 …...・ H ・.....・ H ・..…...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・..628 

池田正行、 DeborahDewar 1， James McCulloch 1 

(東京医科歯科大学・大学院細胞機能制御学、 1Wellcome Surgical Institute， 

University of Glasgow) 
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298. 加齢に伴う学習障害とイノシトールリン酸受容応答の変化 …...・H ・.....・H ・.....・H ・..…...・H ・..… 630
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〔要約〕
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茨木京子1、堀川 洋1、森田貧雄2、森 寿2、崎村建司2、三品昌美人阿部輝雄1

(新潟大学脳研究所 神経化学人神経薬理学2)

syntaxinは細胞内の膜輸送に関与する一群の蛋白質である。これまでに1A、1B、 2-5の6種

が知られている。 syntaxin1BのcDNAをプロープとして用いて、マウス脳cDNAiibraryから、

4種のsyntaxin3のisoforrnをクローニングし、 syntaxin3A、3B、3C、3Dと命名した。 3Aは既

に報告されているラットのsyntaxin3とアミノ酸ー残基のみが異なっていた。 3Bは3AとN末

端から226残基が同ーであるが、膜貫通部位を含む C末端部位がかなり異なる。 3CではN末端

付近の34残基に代わり、新たな16残基の配列が存在し、他は3Bの配列と同じである。 3Dでは

86アミノ酸で終了する。これらのisoformのmRNAは脳を含めて多くの組織に存在するが、特lこ

腎臓に多い。

syntaxinは小胞体、ゴルジ装置、シナプス小胞等の膜輸送に関与する一群の蛋白質であり、

これまでにlA、1B、2-5の6種類が知られている(l)。われわれはすでに脳N型 Caチャネル分

子を免疫沈降させる単クローン抗体を用いて、神経終末のsyntaxin1Aおよび1BがSNAP-25、

VAMP/synaptobrevin-2およひ=rab3Aと複合体を形成していることを報告した (2)0 syntaxinの

種類と量比は組織によって異なり、各組織の膜輸送の状況を反映するものと思われる。 synt

axin 1Aと1Bは神経系およびパラニューロンに特異的であるが(3)、他のsyntaxinは多くの組

織に存在する(1)。今回、われわれは脳におけるsyntaxin3のisoformを同定したので報告す

る。

[実験方法]

syntaxin 1Bをコードするウシ脳のcDNAクローン (plasmidpCR42のEcoRI断片)(4)をプロー

ブとして用い、マウス脳のλgt10cDNA libraryをlowstringency条件下にスクリーニンクーし

た。得られた多数のcDNAクローンのうちの一つ (M-14)をプロープとして、 highstringency条

件下にスクリーニングして、更に3個のクローンを得た。これらのcDNAクローンのヌクレオチ

ド配列をSangerらの方法(5)によって決定した。また、 Northernblot は各組織のpolyA+RNA 

をブロットしたナイロン膜を32pで標識した各cDNA{全体あるいは一部)とインキュベートする

ことにより{子った。

[結果と考察]

pCR42のcDNAinsertをプローブとして、マウス脳cDNAlibraryをスクリーニングした結果

多くのクローンが得られたが、その大部分はsyntaxin1A、1Bに対するものであった。しかし

一つのクローン(M-14)はlA、1Bとは明らかに異なり、 3によく似た蛋白質をコードしていた。



N末端から226残基はsyntaxin3のアミノ酸配列と完全に一致したが、膜貫通部位を含むC末

端部位ではアミノ酸配列の一致が46%であった。 syntaxin3はsyntaxin3Aとしてデータ・ベ

ースに登録されているので、この新しい蛋白質をsyntaxin3Bと命名した。

次にM-14をプローブとして、 3個のcDNAクローン (15A1、26B1、32)が得られた。 15A1はラッ

ト脳syntaxin3Aとl残基のみが異なっていた。この違いはマウスとラットの種属差によるも

のと考えられるので、 15A1がコードする蛋白質をsyntaxin3Aと結論した。 26B1のコードする

蛋白質(syntaxin3Cと命名)は3Bと似た一次構造を持つが、目、 3BのN末端に近い34残基が新

たな16残基によって置換されている。クローン32ではN末端から72残基はsyntaxin3A、3Bと

同じであるが、それに続いて14残基の新たな配列があり、 87番目のアミノ酸残基にス卜 yプ

.コドンが存在した。クローン32と全く同ーのコーディング部分を含む、別のクローンも得

られたので、この短縮型に対するmRNAは実際lこ脳に存在するものと思われる O クローン32の

コードする蛋白質(syntaxin3D)は膜貫通部位を欠き、全体として疎水度が低いので、それ自

身では可溶性と予想、される。図lにsyntaxin3A-3Dの一次構造を模式的に示す。異なったアミ

ノ酸配列が生じる位置が共通であり、アミノ酸配列が同じ部分はヌクレオチド配列も完全に

一致する。したがって、 syntaxin3のこれらのisoformはsyntaxin3遺伝子のmRNA前駆体での

選択的スプライシンクーによって生じたものと思われる。これらのsyntaxinisoformの組織分

布を調べるため、上記のcDNAクローンの全体あるいは一部を用いてNorthernblotを行った。

syntaxin 3B、3C、3DをコードするmRNAは腎臓に特に高濃度に存在するが、脳や肺など他の組

織にも検出された。 syntaxin3AのmRNAは肺にも腎臓に匹敵する濃度が見いだされた。

l 38 72 226 

SYN3A 

38 72 226 

SYN3B 

38 54 208 

| 圏週・・・・・・・・・E聾鱒額調 SYN3C 

SYN3D 

図1syntaxin 3 isoformの構造

横棒の上の数字はアミノ酸残基の番号を示す。

[文献]
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(1993) FEBS Lett. 330. 236-240. (3) H. Saisu et al. (1991) Biochem. Biophys. Res. 

Commun. 181. 59-66. (4) T. Morita et al. (1992) Biomed. Res. 13. 357-364. 

(5) F. Sanger et al. (1977) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74. 5463-5467. 
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〔要約〕

α2・Adrenoceptorによる似JJ坐核dopamine遊離調節機構;

GABAA/benzodiazepine receptor関与の可能性

富山勝則，村井為教へ越川憲明，小林雅文

(日本大学歯学部・薬理*日本大学歯学部・麻酔)

脳微小透析法を用いて側坐核dopamine(DA)遊離におけるα2・adren∞eptor，GABAAlbenzodiazepine 

(BZ) receptor complexの役割について検討した。 α2・adrenoceptoragonistのc¥onidine(l， 5μダkgi.v.) 

の投与により側坐核DA遊離は減少したが，その効果はantgonistのidazoxan(l0μg/kg i.v.)によって抑

制された。また， c¥onidineによる側坐核DA遊離抑制効果はBZreceptor agonistのmidazolam(0.075 

mダkgi.v.)により促進され， inverse agonistのs-CCEによって逆に抑制されたが，antagonistの

flumazenilによっては影響を受けなかった。以上の結果はα2・adren∞eptodこよる側坐核DA遊離調節

機構にGABAAIBZreceptorが関与することを示唆するものである。

α2・Adrenoceptoragonistのc¥onidineは海馬において3，4・dihydro可phenyla∞ticacid (DOPAC)を減少

させることが報告され，中枢DA遊離機構に対するα2・adrenoceptorの関与が示唆されているlそこ

で本研究では，まず，中脳辺縁系DA神経系の主要な終末部位である側坐核のDA遊離に及ぼす

c10nidineの効果について検討した。演者らはすでに側坐核のDA遊離はBZrωeptor agonistの

midazolamによって抑制されるが，inverseagonistのs-CCEでは逆に促進され，さらにそれらの効果は

共にantagomstのflumazenilによって打ち消されることを報告している(1)。そこで，α2・adrenoceptorを

介した側坐核のDA遊離調節機構におけるGABAAlbenzodiazepinere∞ptorの関与についてさらに

midazolam， s・CCE，flumazenilをそれぞれc¥onidineと併用投与して検討した。

〔方法] SD系雄性ラット(約300g)を用い，ペントパルヒ'タール(50mg/kg i.p.)麻酔下で，Paxinos

& Watsonのアトラスに従いガイドカニューレを片側の側坐核(A:1O.6mm，L:1.5 mm，V:4.0 mm from 

interauralline)に挿入固定した。手術7日後に直管型プロープ(エイコム社製;透析膜長 2mm，カット

オフ分子量 50，000)をガイドカニューレに装着固定した。 Ringer液(NaCI147.0mM，KCl 4.0 

mM，CaCi2 1.2 mM，MgCI2 l.l mM，pH 6.0)を2.0μJlllinの流速で、4時間以上濯流し，回収されるDAの量

が安定した後，薬物をあらかじめ片側の総頚静脈に留置しておいたカテーテルより投与した。また

s-CCEは懸濁液であるため腹腔より投与した。回収した潅流液は25分毎にオートインジェクター

を用いてHPLCに注入し，EcmこよりDAを定量した。Ringer液で潅流し安定した時点の3回分の平均

値を100%として各時点の値を示した。有意差の検定はMatthewsら(2)のsumlllaryIII伺 sure法に従い，

薬物投与後250分間の変化の総和についてNewlllann-Keuls検定を用いて行った。

〔結果および考察〕 図lに示すようにc¥onidine(Sμ同cgi.v.)の投与によって側坐核DA遊離の

減少が認められた(P<O.OI)。この効果はα2・adrenoceptorantagonistであるidazoxan(lOμダkgi.v.)の併

用によって完全に抑制(Pく0.01)されるが，id但.oxan単独では側坐核DA遊離に変化は認められなかっ

た。

Midazolamとc10nidineの併用投与の実験には，DA遊離に大きな変化を与えないc1011idilleの1μダkg

とIllid位。lamの0.075mglkg( 1)を用いた。その結果，側坐核DA遊離は両薬物の併用により相乗的に減



少(Pく0.05)することが示された(図 1)。

Clonidineが如何なる機構で側坐核のDA遊離を抑制するのかについては，今日までの知見か

ら，c1onidineによってまずGABAが遊離され，それによってDA遊離が抑制された可能性が推察され

る。事実，脳内のGABA機構はα2・adrenoceptorによって制御されることが線条体や海馬のシナプト

ゾームを用いた実験から明らかにされており(3)，また脳内DA遊離は脳内のGABAによって抑制的

に調節されていることが知られている(4)。そうだとすれば，clonidineのDA遊離抑制効果はBZ

receptor agonist のmidazolamでGABAの作用を高めることによって促進され，逆にinverseagonistの0・

CCEによって抑制されるはずである。本実験の結果は，c1onidineの側坐核DA遊離抑制効果が

midazolamによって促進され(図 2)，s・CCEの併用により抑制(Pく0.01)されることを示している(図

3)。従って， c10nidineの側坐核DA遊離抑制作用は， c10nidineがまずGABA遊離を充進し，その結果

二次的に発現したものであることが示唆された。さらに，この効果はtlumazeiHこよって影響されな

いので(図 3)，少なくともclonidineはBZreceptor に直接働いてDA遊離を抑制するのではないことが

示されたロ

〔文献) (1)富山勝則他(1993)神経化学，32，218・219.(2)M凶 hews，J.N.S.，etal.(1990) 

Br.Mcd.J.，300，230・235.(3) Maura，G.，ct al.(1988) Eur.J.Pharmacol.，157，23-29. (4) Rcid，M.S.ct al.(1988) 

Eur.J.PharmacoI.l47.411-420. 
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(所属〕

〔要約〕

シンタキシンのN型Caチャンネルとの結合部位の構造

高橋正身，根本康夫，関口真理子

(三菱化成生命科学研究所)

シンタキシンは神経伝達物質の遊離を制御しているN型Caチャンネルと複合体を形成する.シンタキ

シンの異なるエピト プを認識するモノクローナル抗体を用い この複合体形成にシンタキシン分子のど

の部域が関与しているかを調べた.脳に特異的に発現するシンタキシンのアイソフオームとしてシンタキ

シン lAおよびlBが知られているが，両者のアミノ酸配列は84%相同である. 1 0 H 5抗体はシンタ

キシン lAと1Bの両者を認識するのに対し， 9 H 1抗体および6H 1抗体は，それぞれシンタキシン 1

Aおよび 1Bとのみ特異的に反応した.これら 3種の抗体はいずれもシンタキシン分子を免疫沈降するが

10H5抗体は可溶化したラット脳のN型Caチャンネルを約7割以上免疫沈降するのに対し， 9 H 1お

よび6Hl抗体では 1割以下が免疫沈降されるのみであった.以上の結果はシンタキシン lAと1B間で

構造が異なる部域がCaチャンネルとの複合体形成に関与していることを示唆している.この部位を特定

するため大腸菌で発現したシンタキシン lAおよびlBをプローテアーゼで部分分解し， 6 H 1および9

Hl抗体と反応するペプチドのアミノ酸配列の決定を行った.

シンタキシンはシナプス前膜にに多く発現している分子量約35，000の蛋白質である(1-4) . 

シンタキシンは神経伝達物質の遊離を抑制するC型ボツリヌス毒素で特異的に切断されること (5)，細

胞内膜輸送に必須な細胞質因子であるNSF/SNAPの脳での受容体であること (6)抗シンタキシン

抗体によって神経伝達物質の遊離が抑えられること (7)などから，関口放出による神経伝達物質の遊離

に重要な役割を果たしていると考えられている.シンタキシンは神経伝達物質の遊離を制御しているN型

Caチャンネルや，シナプス小胞膜蛋白質であるシナプトタグミンと結合し;複合体を形成することから，

アクテイプゾーンへのシナプス小胞のドッキングにも関与している可能性が示唆されている.もしもこの

可能性が正しければCaチャンネルとシンタキシン/シナプトタグミンとの結合様式を変化させることに

よってシナプス伝達の効率を犬きく変化させることが出来ると考えられ，それらの相互作用の性質を明ら

かにすることはシナプスの可塑性の分子機構を知る上で重要であると考えられる.今回異なるエピトープ

を認識する抗モノクローナJレ抗体を用い， C aチャンネルとの複合体形成に関わるシンタキシン分子の構

造を調べた.

(方法)

モノクローナル抗体10 H 5および6H 1抗体は先に報告した方法を用いて調製した(1). 9Hl抗

体は 10 H 5抗体カラムを用いて精製したラット脳のシンタキシンで免疫したマウスの牌臓細胞を用いて

作成した.N型Caチャンネル (ωーコノトキシンGVIA受容体)はラット脳のP2膜からCHAPS

で可溶化し免疫沈降に用いた(1).リコンビナントのシンタキシン 1Aおよび 1BはpET-3aベク

ターを用いて大腸菌で発現させ， 1 0 H 5抗体カラムを用いて精製した.

(結呆および考察)
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すでに 10 H 5抗体はシンタキシン 1Aおよび 1Bを， 6 H J抗体は 1Bと反応することを報告してい

る (8) .今回新たに作成したモノクローナル抗体をリコンビナントのシンタキシン JAおよび 1B用い

たイムノプロット法でスクリーニングを行い，シンタキシン 1八と特異的に反応する 9H 1抗体を得た.

これら 3種類の抗体はCHAPSで可溶化したシンタキシン 1Aあるいは 1Bをほぼ同じ効率で免疫沈降

した. しかしながら図 lに示すように，シンタキシン 1A， 1 Bの両者と反応性を持つ 10 H 5抗体は可

溶化したN型Caチャンネル (ωーコノトキシンGVIA受容体)を 8割以上免疫沈降するのに対し，ア

イソフオームに特異的な 6H1，9H1抗体は 1割以下を免疫沈降するに過ぎなかった.シンタキシン 1

Aと1Bのアミノ酸配列は84%が同一であるが，膜貫通部分とアミノ末端に近い部位では l次構造が大

きく異なっている.このアミノ末端位に近い部位は蛋白質/蛋白質問の結合に関与するモチーフである

heptad repeat構造を含んでいる.今回得られた結果はこの部域がCaチャンネルとの複合体形成に関

与しており，シンタキシンがCaチャンネルと結合すると 9H 1や6H 1抗体のエピトープが隠され，抗

体が結合できなくなることを強〈示唆している.この部域を特定するためリコンビナントのシンタキシン

1Aおよび 1BのトリプシンやV8プロテアーゼによる部分分解を行い，抗体と反応性を持つペプチドの

単離とアミノ駿配列の決定を行っている.
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図1.抗シンタキシン抗体によるN

型Caチャンネルの免疫沈降.ラッ

ト脳のN型Caチャンネルを ωコノ

トキシンGVIAで標識しCHAP

Sで可溶化した後，さまざまな量の

抗シンタキシン抗体と反応させ免疫

沈降させた. 6 H 1抗体はシンタキ

シン 1Bと9H 1抗体はシンタキシ

ン1Aとのみ反応する. 1 0 H 5抗

体は両者を共に認識する.

l.B巴nneUet al. (1992) Science 257，255・259.

2. Yoshida et al. (1992) J. Biol. Chem. 267，24925-24928. 

3. Morita et al. (1992) Biomed. Res. 13，357・364.

4.Inoue et al. (1992) J. Biol. Chem. 267， 10613・10619.

5. BJasi et al. (1993) EMBOJ.12，4821・4828.

6. Sollner et al. (1993) Nature 362，318・324.

7. Bennelt et al. (1993) CeIl 74， 863・873.

8.根本，伊藤，笠井，西木，小崎，高橋(1993)神経化学 32，196-197 
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4 ドパミンニューロンの除神経に伴う
ヒスタミン H3受容体の増加

[著者〕

〔所属〕

〔要約〕

柳鐙薫，谷内一彦，渡遁建彦

(東北大・医・第一薬理)

ヒスタミンb受容体は大脳皮質，線条体，側座核，黒質などに多く分布している。

またドパミン受容体も線条体，黒質に分布しているので，二つの受容体の相互作用が予想

される。前回我々は NMDA受容体のアゴニストであるキノリン酸の投与による障害モデルラ

ットを用いて. ヒスタミン 113受容体とドパミン受容体との分布の相関関係を 3H， 1 1 C標

識リガンドによる多重標識受容体オートラジオグラフィーにより検討し，ヒスタミン H3受

容体とドパミンD1受容体は線条体一黒質ニューロン上に共存して分布していることを明ら

かにした (2 )。今回我々は泉質一線条体系のドパミン神経を 6ーヒドロキシドパミンを

用いて破壊した後 3週日にヒスタミン H3受容体をオートラジオグラフィーを用いて調べた

結果，線条体と黒質においてそれぞれ約20%と70%増加したことを確認した。以上の結果か

ら線条体・黒質ニューロン上のヒスタミン H3受容体はドパミン神経に対して後シナプス性

に存在し，またドパミン神経より強〈影響を受けることが明らかになった。

くはじめに>

線条体には多種の神経系が存在し，運動.記憶などに関連している。またヒスタミンIh受

容体がヒスタミンだけではなく.いろんな神経伝達物質の遊離に関与しているヘテロレセ

プターという報告がある。 しかし線条体ー黒質系においてヒスタミン神経系の役割はほと

んどわかっていない。今回我々は黒質一線条体系のドパミン神経をドパミン神経の特異的

な神経毒である 6ーヒドロキシドパミン(6ーoHD A)を用いてドパミン神経を破壊し
た後 3週日にヒスタミンL受容体の結合変化をイメージングプレート(富士写真フィルム

BAS 3000) を用いたオートラジオグラフィ一法で調べたので報告する。

〈実験方法>

1。実験動物作製

雄官istar ラット (270-320g)をネンブタール (50mg/kg)麻酔下で脳定位固定装置を用いて，

片側の泉質(AP: 一5.3皿m; ML: 2.5 mm; DV: 7.8 m皿)に 6ーOHDA(8μg /4μ1 )を局
所注入した。投与後 2週日にドパミン作動薬投与による回転運動を調べ， 7回転/10分
以上のラットを以下の実験に用いた。投与後3週日に断頭後脳を取り出し凍結し，切片
( 20μm) を作製した。

2。オートラジオグラフィ一法を用いた結合実験

数段階の渡度の異なる[3HJ(R)一α-methylhistamine(ド旧αMeHA) を含む 50 田MNa-K リ

ン酸緩衝液に切片をインキュベートし，オートラジオグラフィーを行なった。 室温で60分

間インキュベートした後 5分間緩衝液にて洗い，氷冷した蒸留水で数秒間洗い乾燥させ

た。切片をイメージングプレート (TR-IP) と7日接触させて 3Hで標識されたも受容体の画

像を得た。非特異結合は 10μMの Thioperamide存在下の結合室とした。

3。画像解析

TR-IPを用いた受容体オートラジオグラムはバイオイメージングアナライザ-BAS3000 (富

士写真フィルム)を用いて解析した。

<結果>

ヒスタミン H3受容体に選択性が高い [3HJαMeHAで標識されたヒスタミン払受容体は大脳皮

質，線条体，泉質などに多く分布していた。ドパミン神経の特異的な神経毒である 6-0



HDAを用いてドパミン神経を破壊したラットでは，破媛後 3週目にヒスタミン113受容体
の顕著な摺加がドパミン神経が多く分布している線条休と黒質においてのみ認められた

(図 1)。飽和実験の結果，各身の部位においてヒスタミンIh受容体の結合は約20%と70
%増加していた。この塘加は最大結合畳(B max)の別加で，結合解離定数(K d)は変化

しないことを確認した(表 1)。

<考察>

中枢神経においてヒスタミンH3受容体の存在が報告されて以来さまざまな而において注目
を集めているが，その役害11. シナプスにおける存在位置などに関してはまだよく分かって
いない(1 )。前回我々はキノリン酸の投与による障害モデルラットを用いて， 多重標識

受容体オートラジオグラフィ一法によりヒスタミン 113受容体とドパミン受容体との分布
の相関関係を検討した結果，ヒスタミンH3受容体とドパミンD1受容体は線条体ー黒質ニュ

ロン上に共存して分布していることを明らかにした (2 )。今回我々は黒質一線条体系

のドパミン神経を 6-0HDAを用いて破域した後 3週日にヒスタミン113受容体の結合を
オートラジオグラフィーを用いて調べた結果，線条体と黒質においてそれぞれ約20%と70
%増加したことを認めた。以上の結果からヒスタミンIh受容体はドパミン神経に対して後
シナプスに存在し， ドパミン神経より強く影響を受けることが考えられる。現在この病態

モデルを用いてヒスタミンH3受容体のUp-regulationのメカニズムをドパミンD1作動薬並

びにドパミンD2作動薬，ヒスタミン合成酵素阻害剤を用いて検討を進めている。

Mf  

d・f

t描審点、.，司、

. 

母 鴇眠 プ司句炉、 常勝轍ぜ令

図 1 片側泉質への 6-0 H D A投与によるヒスタミンH3受容体オートラジオグラフィ一。
[3HJαMeHAで標識されるヒスタミンH3受容体が同側の線条体と黒質において大きく増加し
ている。矢印は6-0H D Aを投与した側を示している。

表 1。黒質への 6-0HDA投与によるヒスタミンH3受容体結合能分析:飽和実験。

Region 

Striatum (DM) 
Striatum (DL) 
Substantia nigra 

Contralateral 
B皿ax(f皿011皿g) Kd (nM) 

17.91士1.45 
17.62士1.43 
19.55::1::3.68 

1.60::1::0.18 
1.60::1::0.27 
1.49::1::0.22 

Ipsilateral 
Bmax (f皿011皿g) Kd (nM) 

22.49::1::1.79刻

20.21::1::1.68車

33.19士5.49‘事

1.79士0.27
1. 87士0.39
1. 75士0.67

(DM dorsomedial， DL dorsolateral， *pく0.05;**p<O.OI compared with the 
contralateral side by the Mann-Whitney test) 

く文献>

1. Pollard H， Moreau J， Arrang JM and Schwartz JC. Neuroscience 52・ 169-189
(1993) 
2.宜yuJH， Yanai K， lwata R， Ido T and Wat.anabe T. NeuroReport 5:621-624(1994). 

43 



44 

5 
新規抗精神病薬OPC-14597のラット脳線条体ドパミン受容体に

及ぼす影響

三木新也*・井上敦子*・菊池哲朗日・森田誠治村・値田弘師***三須良実*村・{中田義啓*

(*広島大・医・総合薬・薬解、日大塚製薬・徳島新薬三研、**本横浜市大・医・薬理)

〔要約〕

新規抗精神病薬OPC-14597(OPC)は、ラット脳線条体膜において、リガンド結合実験よりDl様受容

体より D2様受容体に1∞倍の親和性を有しており、またD2アゴニストであるquinpirole誘発高親和性

GTPase活性を抑制した。 Haloperidol(HAL lmg!kg)およびOPC(12mg/kg、 1∞mg/kg)慢性投与ラッ

トにおいては3H-spiperone最大結合数の増加が観察されたが、 OPC12mg/kg投与ラットにおける増加は

有意なものではなかった。 OPC1∞mg/kg投与ラットにおいてはqui即 irole誘発G1Pase活性の増加も観察

された。 D2受容体mRNA量変化をRNaseプロテクションアッセイにて検討した結果、 D2L型受容体

mRNA量には薬物投与による有意な変化は観察されなかった。これらの結果より、慢性投与後、 OPC

はHAL同様D2様受容体機能増強作用を有するが、その程度は小さく、その増強はD2L型受容体の転写

促進によるものではないことが示唆された。

[序l

OPC-14597 (OPC)は錐体外路系副作用の少ない抗精神病薬として開発が進められている。 OPC

(l2mg/kg)あるいはhaloperidol(HAL1mg/kg) 3週間慢性経口投与後、両薬物ともに投与終了後3臼に

~omαphineによる常同行動の増強作用を示したが、 OPCめ効果はHALIこ比し、弱くかっ持続時間も短

かった。この効果の神経化学的作用機序を解明する目的でOPCあるいはHALl慢性投与ラットを用いて

D2受容体結合活性、高親和性GTPase活性を測定し、またD2受容体mRNAの定量を行った。

I方法1

1.薬物慢性投与

OPC (l2mg/kg、 1∞mg/kg)とHAL(lmg/kg)は0.5%アラビアゴム生理食塩水に懸濁させ、 5ml/kg1こな

るように調製した。薬物は、 Wistar系雄性ラット(6週令)に1日1回 (10:∞-12 :∞IAM) 3週間、経口投

与した。 OPC12mg/kgとHAL1mg/kgはapomorphineによる常同行動の抑制のED50値の2倍量である。ま

た、 OPCl∞mg/kgは投与ラットの759るにカタレプシーを惹起させた高用量である。

2.D2様受容体結合実験

ラット線条体膜捺本を120mMNaCl、5mMKCl、2mMCaCI2. 1mM MgCl2を合む50mMTris-HCl 、
(pH7.4) buffer中、 3H-spiperone (19Ci/mmol、NEN)と37"C15分インキュベートした後、 BF分離し、

GF氾フィルターにトラップされた放射能活性を結合量とした。特異的結合量は2μM(+)ーbutaclamolに

より決定した。

3.GTPas氾活性

線条体膜擦本を25mMTris-HCl(pH7.4)、 0.1mMEDTA、2.5mMDTT、100mMNaCl、 6mMMgCI2、

1mM ATP、0.5mMApp(NH)p、lOmMPhosphocreatine、5u/1∞μ1Creatine phosphokina旬、 lmM
Ouabain、0.1μMあるいは50μMGTPを合む反応液中で、 7x104叩 m/tubeの[y _32p]GTP(20Ci/mmol， 

NEN)と37"C15分間インキュベートし、遊離した匁Piの放射能活性を測定した。低濃度GτP(O.lμM)存在

下での遊離32Pi量から高濃度GTP(50μM)存在下での遊離量を差し引いて高親和性GTPase活性とした。
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4.02受容体mRNAのRNaseプロテクションアッセイ

ラット脳線条体より Chomczynskiらの方法(1)に従ってtotalRNAを抽出した。ラット脳線条体 totalRNA 

より逆転写PCR法によりラット02受容体とs-actinのcONAfragmentを作成した。これらを鋳型にして

in vitro transcriptionにより 32p_UTPを合むアンチセンスcRNAプロープを作成し、ラット脳線条体ωtal

RNAと45"Cで12時間ハイブリダイズさせた。続いてRNase処理し、 PAGE電気泳動後、バイオイメージ

ングアナライザーBAS2∞O(FJIX)により解析した。
I結果および考察l

ラット線条体において、 OPCli3H-spiperone結合に対し、 5.6x10<!M、3H・SCH233<.X)結合に対し5.1xlO<iM

の阻値を有し(図1)、quinpirole誘発GTPas巴活性を抑制した(図2).，従って、 OPCは02様受容体に高い親

和性を有することが示された。 Haloperidol(HAL lmg!kg)およびOPC(12mg!kg、1∞mg!kg)慢性投与
ラットにおいては3H-spiperone最大結合数の増加が観察されたが、 OPC12mg!kg投与ラットにおける増

加は有意なものではなかった(表1)，OPCl∞mgjkg投与ラヅトにおいてはquinpirol巴誘発GTPase活性の
噌加も観察された。 D2受容体m日>l'A量変化をRNas巴プロテクションアッセイにて検討した結果、 02L型

受容体mRNA量には薬物投与による有意な変化は観察されなかった。これらの結果より、慢性投与後、

OPCは、 HAL同様D2様受容体機能増強作用を有するが、同程度に02受容体を抑制する用量で比較する

と、 OPCのOZ様受容体増強作用は小さいことが示された。この増強作用は歳大結合数すなわち受容体

数の増加によるが、 02L型受容体の転写促進によるものではないことが示唆された。

[文献1

1) Chomczynski， P. and Sacchi， N. (1987) Anal.Biochem. 162， 156-159 
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6 
PC12細胞におけるNMDA依存性CI電流

吉田明、高木博、吉岡亨、工藤佳久*

(早稲田大学・分子神経生物学、*三菱化成生命研)

〔要約〕

ホールセルクランプしたPC12細胞をNMDAにより刺激すると、比較的ゆっくりと

した内向き電流が観察きれたn この応答はグルタミン酸受容体のアンタゴ二ストで

あるAPV友びAP7(こより遮断されたO しかしながらこの内向き電流は外液のCa2+濃

度を2mMから1mMtこ下げた場合の方が顕著に観察され、また、細胞内外の[Cnの差

に応じた大きさの電流が観察された O 以上の結果は、すでに数多く報告されている

型のNMDA受容体を介する応答とは異なる、 CIーを流すようなNMDA応答カf存在する

ことを示している。

グルタミン酸受容体チャンネルのうちNMDA型はCa2+に対する透過性が高くー、シ

ナプス可塑性や種々の神経細胞死に関与していると考えられているのこの型のグル

タミン酸受容体はク口一二ングもされ、その構造と機能については詳細に検討され

ている。これに対し、通常とは異なる応答を示すグルタミン酸受容体について昨年

報告があった(1 ) 0 この報告によると、プレシナプスに存在する蛋白質であるシ

ンタキシン 1B のcRNAをXenopusoocyteに注入した後、 NMDA依存性の内向き電

流が観察された。この結果から彼らはシンタキシンカずプレシナプスでのグルタミン

酸受容体チャンネルではないかと主張している。本研究ではこの結果の妥当性を検

討するため、シンタキシン 1Bが細胞膜に発現しているPC12細胞を用いてNMDA依

存性電流について検討を行なったハ

[実験方法]

1 )細胞培養電気生理及び細胞内Ca測定に用いたPC12細胞は、測定の 2日前に

poly-Lysine coat したcove凶 Ip上に培義した。 2)重宝生皇ホールセルパッチク

ランプ法によりイオン電流を測定した。細胞外液は、 130mMNaCI， 5.4mM KCI， 

5.5mM D-glucose， 10mM HEPES-NaOH (pH7.3)， 1 mM  CaCI2， 1 O[.lM glycine 、細目包

内液は、 122.5mMK-gluconate， 17.5mM KCI， 1 OmM HEPES-KOH (pH7.3)， 9mf¥11 

NaCI， 1 mM  MgCI2， O.2mM EGTAc細胞の膜電位を-60mVに保持し膜電流を記録し

たn 時折細胞の膜抵抗をはかるために-80mVから+20mVまで変化するランプパルス

を与えたコ NMDAやその回害剤は、細胞外より潅流投与法により細胞に与えたり

[結果]

標準細胞外液中で、 whole-cellvoltage-clampi去により 100'lMNMDAに対する電

流応答を記録すると、 NMDA投与中(1分間)から内向き電流カf観察され、その後

数分間にわたり内向き電流が増大した(図 1) C' この電流の反転電位は約-40mVで‘
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あったり NMDA 10pM以上の濃度でこの内向き電流は観察されたが、 3μMでは測定

きれなかったη100p.MNMDA刺激により見られる応答は、 100，Lr¥!lAPVあるいは
100μM AP7により完全に抑制されたわ

通常のNMDA受容体チャンネルを介する応答では、細胞内 Ca 濃度の上昇が観察

される。しかしながら、 Furaそを用いた細胞内Ca測定の結果、 100山1NMDA存在

下でPC12細胞内Ca濃度の変動は観察されなかった。反転電位が-40mV付近で、ある

ことから、このとき流れるイオンの候補としてCI-を考え、電極内液の[Cnを変化さ

せNMDA依存性電流の反転電位を検討した。その結果、電極内の[Cnを増加させる

に従い反転電位が脱分極側に移動したO この移動の程度は、 NMDA依存性に流れる

イオンがCIーであるとしたときに計算される大きさとよく一致した(図2) n したカず

って今回PC12細胞で見いだされたNMDA依存性電流がCI-電流である可能性カf高い

ことが分かったη

[考察]

PC12細胞でNMDA依存性に内向き電流が流れることを見いだし、それが、Ca電所し

ではなく CI-電流であることが.示されたわそれ故このCIー電流カf今まで報告きれている

Caを通すNMDA受容体チャンネルを通るとは考えにくし¥，今回見いだされたNMDA

依存性電流の性質は、昨年報告のあった、 Xenopusoocyteにシンタキシンを発現き

せた場合に見られたNMDA依存性電流によく似ている。しかしながら、その場合に

観察きれた電流は細胞外の[CIー]には依存せず今回の結果とは異なる。今回PC12細胞

で見いだされたNMDA依存性電流にシンタキシンが関与しているのかどうかについ

ては未だ不明であり、現在シンタキシン欠損株等を用いての解析を検討している什

u........・・・ NERNST 
-ーベコー- NMDA 

1000 100 

[Cijl(mM) 
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10 図 PC12細胞のNMDA依存性内向き電流H
PC12細胞を-60mV¥こ膜電位固定しNMDA
(100mM)を1分間投与したときの電気的応答。

図2 NMDA依存性電流の逆転電位。実線は、
細胞内[CI]を変化させたときの実測値、破線は、
Nernstの式による計算値り

[文献]

1. Smirnova， T， Stinnakre， J. and Mallet， J. (1993) Science主主2430-433
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〔要約〕

NMDAシグナルによる海馬 Activatorprotein 1の誘導

東泰孝、表団喜代一、米国幸雄

(摂南大・薬・薬理)

Nーメチル-D一アスパラギン酸(NMDA)シグナルを介した脳内転写制御因子の特異的変化を解明する目的

で、 NMDAあるいはPentylenetetrazol巴(町Z)投与による脳内転写制御因子のDNA結合能の変動を解析した。

NMDA投与2時間後のActivatorprotein 1 (AP1)結合能は、小脳およひや中脳を除くすべての脳内部位で有意な

増強が見られたが、中でも海馬が最も顕著であった。 NMDAによる海馬のAPl結合能の増強は投与8時間後で完

全に消失したが、 12-16時間後に再び増強が認められた。一方、 PTZ投与2時間後のAPl結合能は大脳皮質、海

馬、線条体、視床下部および中脳で有意な増強が認められた。しかしながら、 PTZ投与の場合にはNMDA投与

の場合とは異なり大脳皮質での増強が最大であった。さらに、 PTZ投与の場合には遅発性 (12-16時間)のAPl

結合能の増強も認められなかった。以上の結果より、 NMDA投与によるAPl結合能の増強はけいれん発作によ

る場合とは明らかに異なることが示唆される。

興奮性アミノ酸レセプターのサプタイプの一つであるNMDAレセプターは、学習や記憶などの中枢神経系の

可塑性形成プロセスなどの長期的神経機能変動や、脳虚血や低酸素などによる遅発性神経細胞壊死ばかりでな

く、てんかん、パーキンソン病あるいはアルツハイマー病などの神経変性疾患の発症メカニズムにも深く関与す

る可能性が示されているο.}ONMDAレセプター活性化により細胞内流入したea2+は、細胞内リン酸化カスケー
ド反応の活性化を介して各種核内転写制御因子を誘導する可能性が示される(1)。しかしながら、このような転

写制御因子の誘導はPTZなどのけいれん薬の投与や電撃けいれんなどによっても惹起されることから、 NMDA

シグナルを介した転淳制御因子の特異的誘導現象が存在するか否かについては不明である。したがって、本研究

では、 NMDAシグナルによる脳内転写制御因子の特異的変化を解明する目的で、 NMDA投与動物と町Z投与動

物における脳内転写制御因子のDNA結合能を比較検討した。

〔実験方法〕

歪盟主主:Std-dd)'系雄性マウス(お-35g) !こNMDA(1∞-150 mダkg)あるいはPTZσ5mg!kg)を腹腔
内投与した。また、対照動物には生理食塩水を腹腔内投与した。 DNAプローブ:APlの放射性プローブは、 TPA

response eJement配列を含む2本鎖オリゴヌクレオチド (宏一GATCCGGC盟会CTCATCACTAG-3') を、

dATP[α_32p] (111 TBq/mmol)とDNAポリメラーゼIのKlenow企agmentを用いたエンドラベリング法によ

り調製した。ゲル移動度シフトアッセイ:マウス脳内各部位から調製した核抽出液(5μg蛋白質)、 1μgpoly

(dI-dC)、放射性プローブ(却 fmol、1-2XHYcpm)、加omMKα、10mM MgCl2、lmMEDTA、lmM
EGTA、lmMDTT、10%グリセロールおよび各種蛋白質分解酵素阻害剤を含む50mMトリス塩酸緩衝液

(pH 7.5)の全量20μlを室温で30分間反応させたのち、 DNN蛋白質複合体と遊離プロープをポリアクリルア

ミドゲル電気泳動法 (8Omv定電圧、 2.C、1.5時間)により分離した。泳動後にゲルを乾燥し、ゲル中の放射能

をオートラジオグラフィ一法により検出した(3)。

〔実験結果〕

NMDA投与2時間後における脳内各部位のAPlを測定したところ、大脳皮質、海馬、線条体、視床下部および

橋・延髄において対照群と比べて有意に増加していた。中でも海馬での増強が約6倍と最も高いことが判明した

(表1)。一方、中脳およひ'小脳では著変は見られなかった。また、 cAMP-responseelement結合蛋白質 (CREB)



のDNA結合能は、海馬においてのみ有意な増強が観察された。一方、 Myc結合能はL、ずれの脳内部位において

も著変は認められなかった。 NMDA投与による海馬のAP1結合能の増強は投与2時間後で最大となり、 8時間後

で完全に消失した。しかしながら、 NMDA投与12-16時間後に再びAP1結合能の増強が観察された。 PTZ投与

2時間後では、大脳皮質、海馬、線条体、中脳および視床下部において有意なAP1結合能の増大が見られたが、

NMDAの場合とは異なり大脳皮質で約4倍と最も高い増強が観察された(表1)。一方、 CREB結合能はいずれの

脳内部位においても打Z投与に伴う変動を示さなかった。また、 PTZ投与14時間後では海馬でのAP1結合能の増

強は観察されなかった。

表1 NMDA投与およびPTZ投与による脳内AP1結合能の変化

AP1 binding (% of control) 

Salin巴 NMDA Saline PTZ 

Cerebral cortex 100.0:t 5.8 146.7:t10.9事* 100.0:t 7.1 427.7:t142.8本車

Hippocampus 100.0:t 7.9 印6.1土44.8** 100.0:t 4.2 271.8:t 30.6ネ$

Striatum 100.0:t21.8 191.0土19.9事 100.0土17.6 269.2:t 55.8*事

Hypothalamus 100.0:t 8.8 177.2土10.5** 100.0:t 13.2 238.9:t 37.1・ホ

Midbrain 100.0:t 7.6 88.1土13.7 100.0:t15.3 235.1:t 40.8旗本

CerebelIum 100.0:t20.0 108.1:t 4.1 100.0:t 11.4 107.0:t 15.2 

MedulIa-Pons 100.0:t 8.9 154.5:t14.7*事 100.0:t 11.3 128.9土 20.0

NMDA (150 mglkg， i/p.， 2 hr)， PTZ (75 mダkg，i/p.， 2 hr)，叩<0.05，**P<O.Ol， 

significantIy differ巴ntfrom control value obtained泊 an泊lalsinjected with saline. 

〔考察〕

NMDA投与により海馬のAP1結合能が選択的に誘導されることが判明した。一方、けいれん薬であるPTZの

投与によるAP1結合能の増強は、 NMDA投与θ場合とは異なり大脳皮質で最も顕著であった。これらの事実は、

NMDAシグナルによる海馬でのAP1結合能の増強がNMDA投与によるけし、れんに起因するのではないことを示

唆するものである。また、 NMDA投与により観察された遅発性のAP1結合能の増強はPTZ投与の場合には見ら

れないことも両薬物によるAP1結合能の変化が明らかに異なることを意味するものである。今後、 NMDAシグ

ナルに特異的な遅発性のAP1結合能の増強について詳細なる解析を進めていきたい。

〔謝辞〕

本研究の一部は文部省科学研究費補助金(06672215)の援助の下に行われた。

〔文献〕
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2.米田幸雄、荻田喜代一 (1991)薬学雑誌 111，329-344 

3. Yoneda， Y.， Ogita， K.， Kabuto， H. and Mori， A. (1993) Neurosci. Lett. 161， 161-164 
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〔要約〕

NMDAレセプターポリアミンドメインの新規アンタゴニスト

荻回喜代一、米田幸雄

(摂南大・薬・薬理〉

N-メチルーDーアスパラギン酸(NMDA)レセプターの選択的ポリアミン(PA)アンタゴニストの開発を目的

として、 NMDAレセプター複合体上の各ドメイン結合に対する各種合成PAの効果を検討した。 [3司令)-5-

methyl-10，11-dihydro-5H-dibenzo[a，d]cyclohepten-5，1O-imine (MK-801)結合に対する各種PAの影響をス

ペルミジン(SPD)添加時および非添加時で検討したところ、用いたPAの中でbis(3-aminopropyl)non組 ediamine

σE393)のみがSPD非添加時の結合を阻害することなく、 SPD添加時の結合を著明に阻害することが判明した。

TE393は[3H]MK-801結合に対するSPDの増強を競合的に抑制するばかりでなく、グルタミン駿(Glu)の結合増

強作用を有意に増大させた。またTE393は、 NMDAドメインへの[3H]D，L一(E)-2-amino-4-propyl-5-

phosphono-3-pentenoic acid (C刃P39653)結合を著明に増強させ、グリシン(Gly) ドメインへの[3H]5，7-

dichlorokynurenic acid (DCKA)結合を有意に匝害した。以上の結果より、 TE393はNMDAレセプター複合体

上のPAドメインの新規アンタゴニストである可能性が示唆される。

興奮性アミノ酸レセプターのサプタイプの一つであるNMDAレセプターは、イオンチャネルドメイン、

NMDAドメイン、 GlyドメインおよびPAドメインから構成されるレセプターイオノフォア複合体である(乃。近

年、 NMDAドメインおよひ(Glyドメインのアンタゴニストが活発に開発され、多くの選択的アンタゴニストが

見出されている (3)。一方、 PAアンタゴニストとしてはifenprodil(1)およびdiethylenetnamine(DET)(6)お

よびar伺加cσ)などが見出されているが、それらの化合物はその特異性などに問題があると考えられる (2)。

したがって本研究では、選択的PAアンタゴニストの開発を目的として、各種合成PAのNMDAレセプター結合

に対する効果を検討した。

〔実験方法〕

ラット全脳より調製したシナプス膜標品を、遠心分離操作により1回洗浄した膜標品を非洗浄膜標品とした。

また3回洗浄したのち、 0.32M震糠水溶液に懸濁状態で-80"Cで凍結保存した膜標品を結合実験当日lこ0.08%

Triton X-1∞と2"Cで30分間前処理した膜標品をトリトン処理膜標品とした。[也]MK-801結合はいずれかの膜

標品を50mMトリス酢酸緩衝液(pH7.4)中で、 5nM [3H]MK-801と30"Cで30分間反応させて測定した。

他のリガンド結合実験は、トリトン膜標品とそれぞれの放射性リガンド、を2"Cで反応させて行った。反応停止は、

すべてWha加 anGF!Bグラスフィルターを用いた急速吸引漣過法により行った。

〔実験結果〕

非洗浄膜標品への[3H]MK-801結合はGluおよびGly添加による影響を受けなかったが、 SPD添加は同標品への

結合を約2倍に増大させた。 SPD添加および非添加条件下で、 [3H]MK-801結合に対する種々のPA化合物(10-3

M)の添加効果を検討したところ、 1，1O-diaminodecane (DAlO)、 D町、 N-(3-aminopropyl)octanediamine

(TE38)、agmatineおよびarcaineなどがSPD非添加および添加の雨条件下で著明な結合阻害作用を発揮すること

が明らかとなった(表1)。一方TE3931ま、 SPD非添加時の結合を姐害することなく、 SPD添加時の結合のみを阻

害した(表1)。次にトリトン処理膜への[3H]MK-801結合に対するPA化合物の効果を解析したところ、 DAlOお

よびarcaineはGlu/Gly/SPD共存下の結合ばかりでなく、 Glu単独存在下およびGlu/Gly共存下の結合も完全に阻

害することが判明した。一方TE393I土、 Glu!GlylSPD共存下の結合を濃度依存的に阻害したが、 Glu単独存在下



およひiGlu/Gly共存下の結合に対しては有意な増強作用を示した。さらに、 TE393はGluの増強作用を有意に増

大させるが、G1u/Gly共存下におけるSPDの増強作用に対しては競合的な阻害作用を発揮することが判明した

(図1)0TE393は[3H]CGP39653結合をlO-SM以上の謹度で著明に増強したが、 fH]Glu結合に対しては10-3M 

の濃度でのみ有意な回害作用を発揮した。またTE393は、 [3H]DCKA結合を10-4M以上の濃度で有意に阻害し

たが、 [3H]Gly結合には著変を与えなかった。一方、 [3H]カイニン酸結合および[3H]α-amino-3-hydroxy-5-

methylisoxazole-4-propionic acid結合に対してTE393は著変を与えなかった。

表1.[3H]MK-80l結合に対する各種PAの効果 図1.SPDの結合増強作用に対するTE393の効果

i伊一

PA [3H]MK-801 (% of∞ntrol) 

(10-3 M) None 10-3 M SPD ( ーロ【
~ 
O L0. • 

None 100:t3 211 :t7 
TE393 127:t4 126土7 主
TE38 88:t4 114:t7 
DAlO 。 81 :t5 

E 400 
DET 65:t1 152:t5 《ロ

Arcaine 17:t3 54:t1 認
F司司

Agmatine 43:t2 120:t5 
O 凶00 

1E393 (M) 
~ 。。
国 • 10-4 • 10-3 。

1. 

-6 -5 -4 -3 -2 

〔考察〕 SPD (M) 

TE393がPA非添加時の[3H]MK-801結合を阻害することなく、 [3H]MK-801結合のSPDの増強作用に対して

措抗するという本研究成績は、本化合物が従来報告されているPAアンタゴニストとは異なる選択的PAアンタゴ

ニストである可能性を示すものである。しかしながら、 TE393はSPD非添加時の[3H]MK-801結合を有意に増強

することから本化合物がアゴニスト作用を有する部分アンタゴニストである可能性も示唆される。さらに、

TE393のNMDAアンタゴニスト結合に対する増強作用およびG1yアンタゴニスト結合に対する阻害作用は、い

ずれもSPDなどのPAアゴニストの効果 (4，8)と類似している。これらの事実は、本化合物が従来のPAアンタゴ

ニストとは異なった新しいタイプのアンタゴニストであること支持するものである。
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9 P C 1 2細砲における、車鈴イオンによるATP応答の増強作用

小泉修一、池田真、井上和秀
(国立衛生試験所・薬理部)

〔要約〕
PC12細胞における様々なATP応答に対する亜鉛イオン (Zn2+) の影響を検討した

Zn2'" (3 -300μM)は、 ATP(30μM)刺激により惹起される内向き電流、細胞内Ca2'"濃度

([Ca2+] i n)上昇及びドパミン (DA)放出を濃度依存的に増大させた。 Zn2+によるATP誘発

性内向き電流増大作用の電位依存性は認められなかった。またZn2'"の作用は、 ATPの最大反

応には影響を与えず、低濃度ATPの作用を増大した。高濃度KCl(40 mM)により惹起される

DA放出はZn2+ (1 -300μM) による影響を受けなかった。 ATP応答は、 Zn2'"の有無に関わら

ず、外液Ca2+除去または競合的措抗薬suraminの添加により完全に消失した。以上の結果よ

り、 Zn2'"はPC12組胞においてATP受容体/チャネルを活性化し、 Ca2'"の細胞内流入を増大さ

せ、 DA放出を増強することが明らかとなった。このZn2+によるATP応答の増強作用は、様々

な神経細胞におけるATP応答の生理的意味を考察する上で非常に興味深い知見である。

[目的] 亜鉛は必須希少元素として生体内に存在しているが、そのほとんどは亜鉛結合

タンパク質と強固な結合をしており、様々な酵素反応において重要な役割を担っている。

しかし近年神経終末のシナプス小胞に亜鉛を含む、いわゆる亜鉛含有神経の存在が確認さ

れ、神経の興奮iこより、 Zn2+としてシナプス間隙に放出されていることが明らかとなった。

Zn2'"は電位依存性カルシウム、ナトリウム、カリウムチャネル及び‘N-methyl-D-aspartate

受容体/チャネルさらにNa!CaATPaseを抑制する(1)。しかし最近、上顎及び腹腔神経節細

胞を用いた電気生理的実験により、 Zn2+がATP誘発電流を増強させることが報告された(2. 

3)。また亜鉛は海馬や扇桃体iこ高濃度に存在しており、我々はATPが海馬で神経伝達を担っ

ていることを報告している (3)。そこでまず、今までATP応答を様々な角度から検討してき

たPC12細胞を用い(5.6)、ATP応答に対するZn2+の影響について詳細に検討した。特にチャ

ネルレベルでの変化が、 DA放出といった細胞の機能的応答にまで影響を与え得るのか否か

について調べることを目的とした。

[実験方法] PC12細胞の培養法(7)、パッチクランプ法による内向き電流の測定(8)、

DA放出量の定量 (9)及び[Ca2+]i n測定(10)は既報に従った。

[結果]Zn2+ (10μM)はATP(30μM) により惹起される内向き電流を約 2倍に増強した。

しかしATP(300μM)の電流に対しては約30%増強させただけであった。 Zn2'"のこの増強作

用には電位依存性は認められなかった。 Zn2+ (3-300JlM)はATPにより惹起される DA放出

を用量依存的に増強した (Fig. 1)。またZn2やはATP-DA放出用量依存曲線を最大反応に影

響を与えること無しに、左方へシフトさせた。外液Ca2+除去により ATP(30μM)による応

答はZn2'"の有無に関わらず消失した。 Suramin(10μM)はATP(30μM)応答をZn2+の有無に関

わらず消失させたが、さらに高濃度のATP(100μM)応答に対しする抑制は部分的であった

Zn2"'(1-30μM)はATPにより惹起される [Ca2+]i n上昇を増大させた (Fig. 2)。高濃度KCl

(40 mM)により惹起される応答はZn2+の影響を受けなかった。さらに、高濃度のMg2+(6mM 

)存在条件下でも Zn2+によるATP応答の増大作用は認められた。
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[考察] Zn2+はATP受容体/チャネルの活性化、 Ca2+流入を促進させ、 ATPによる DA放出

の増大を引き起こすことが明らかとなった。 Zn2+のこの増強作用は、①最大反応iこ影響を

与えないこと、②低濃度のP2受容体競合的括抗薬suraminによっても完全に消失することか

ら、機能的な P2受容体数の増加によるものではなく、 ATP受容体/チャネル活性化の効率の

が増大したことによると考えられる。またZn2+はATP分子のMg2+結合部位にMg2+と競合的に

結合する。 Zn2+のターゲットがATP分子である可能性も否定できないが、過剰のMg2+存在下

でも Zn2+はATP応答を増大させることから、 Zn2+はATP受容体/チャネルに作用して、上述

の増大作用を呈すものと考えられる。 Zn2+の増強作用がATP応答に特異的であること並びに

Zn2+含有神経の脳内局在性を考えると、本実験結果は非常に興味深い知見である O

[文献] lPrederickson C.J.， lnternational Rev.Pharmacol.， 31. 14ト 238，1989. 

2Cloues et al.， Pflugers Arch.， 424， 152-158， 1993. 3Li et al.， Proc. Natl. Acad. 

Sci. U. S. A.， 90， 8264-8267， 1993. 4lnoue et al.， Neurosci. Lett.， 134， 215-218， 

1992. 5lnoue K. and Nakazawa K.， News in Physiol. Sci.， 7， 56-59，1992. 6Nakazawa. K 

and lnoue K.， 1. Neurophysiol.， 68， 2026-2032， 1992. 7lnoue K. and Kenimer J. G.， J. 

Biol. Chem. 263，8157-8161.1988. 8Nakazawa et al.， J. Physiol (Lond.). 428， 257-272， 

1990.90hara-Imaizumi M.， et al.， 1. Pharmacol. Exp. Ther.， 259，484-489， 1992.10Gryn-

kiewicz G.， et al.， J. Biol. Chem. 260，3440-3450， 1985. 
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10 チロシンキナーゼ阻害剤による中枢神経細胞のアポトーシスに
お吋るAP-lの関与。

〔著者〕 武井延之、 村上章* 遠藤泰久

〔所属京都工織大 応用生物、本高分子)

〔要約〕
チロシンキナーゼ阻害剤であるgeni託ainの初代培養大脳皮質神経細胞に対する細胞毒性について検

討した。 geni託羽nによる神経細胞死はRNA合成阻害薬及び蛋白合成問害薬によって阻害される積極的

な細胞死であり、微細構造の変化やDNAの断片化も観察された。 以上のことからgerustamによる神

経細胞死はアボトーシスであると考えられた。またこの神経細胞死に先立ち.転写因子であるAP-Iが

増加していることが明らかとなった。 さらにc-fos，c-junのアンチセンスによりこの神経細胞死は抑

制された。 以上のことからこの神経細胞死はAP-Iを介した転写調節を必要としている可能性が強く

示唆された。

神経細胞のアポトーシスの実験系としては、末梢上頚神経節神経細胞のNGF除去による死が良く知

られている。 このように神経細胞の生存維持には神経栄養因子が重要な(あるいは必須の)役割を

果たしている。 中枢の神経細胞ではCaイオノフォア(1)、 Pアミロイド(2)、高酸素環境(3)などによ
るアボトーシスが報告されているが、神経栄養因子除去といったいわゆる"生理的"な実験系はない

中継神経細胞は多様性に富むため、その生存維持に必要な神経栄養因子もまた多様で(しかも未知

のものも含まれており)抗体を用いることは難しいからである。 ところで多くの成長因子の受容体

はチロシンキナーゼであり、 Rぉ IMAPキナーゼカスケードなどの活性化を介して成長因子の機能を

核内に伝達していると考えられている。そこでこれらの情報伝達系をチロシンキナーゼ団害剤で抑制

したときに細胞死が起こるか否か、またその細胞死はアボトーシス様の積極的なものかを検討したロ

さらにこの神経細胞死における新たな転写調節の可能性についてまずAP-lに注目しゲルシフト法

およびアンチセンスを用いて検討した。

[方法]

初代培養神経細胞はラット 17日匪大脳皮質より既報(1， 4)に従って調製した。細胞毒性の検定は位

相差顕微鏡写真をとり生存神経細胞数を計数した。 電子顕微鏡観察、 DNAの電気泳動も既報(1)

に従ったG 核抽出液はSchreibぽらの方法(5)に従って調製し、 AP-lconsensus oligo (5'-CGCTTG ATG 

AGT CAG CCG GAA-3' 3'-GCG AAC TAC TC A GTC GGC C口一5')をプローブとしてゲルシフトアッ

セイをおこなった。 アンチセンスオリゴヌクレオチドはホスホチオエート型のものをDNA合成機

(ABI)で合成した。各シークェンスはじfossense; 5二TTCTCG GGT TTC AAC GCG-3¥c-fos antisense; 

5・CGCGTT GAA ACC CGA GAA-3'， c-jun sense; 5' -ACT GCA AAG ATG GAA ACG-3'， c-jun antisense; 

5'-CGT TTC CAT CIT TGC AGT-3'を用いた。

[結果と考察]

genestemを培地に添加して生細胞数を計数すると、 30μMの濃度で顕著な細胞毒性が観察された(

Fig. 1)。また時間経過にともなう生存率の変化を調べると 8時間から 16時間の間で急激な神経細胞

死がおっこっていることがわかった (Fig.2)。 またこの神経細胞死はRNA合成阻害1初であるアクチ
ノマイシンDおよび蛋白合成阻害剤であるサイクロヘキサミドによって抑制されることから新たな

転写や翻訳を必要とする積極的な細胞死であると考えられた。 さらに微細構造の電子顕微鏡観察の

結果、核の濃縮、クロマチンの凝集、細胞質内での空胞の形成などが認められた。さらにDNAの断片

化なども観察され、 gerustemによる神経細胞死はアボトーシスであると考えられた。
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このような積極的な細胞死における転写調節を調べる目的て¥代表的な転写因子であるAP-Iの関与

について、ゲルシフトアッセイとアンチセンスオリゴを用いた実験をおこなった。 genistein(30μM) 

を添加して 2時間後に核抽出液を調製し、 AP-Iconsensus oligoをプローブとしてゲルシフトアッセイ

を行なうと、顕著なAP-Ibindinngの増加がみられた。 さらにc.fosおよび、c-Junアンチセンスオリゴ

ヌクレオチド(1μM)はgeruste1sによる神経細胞死を部分的に抑制したが‘センスオリゴヌクレオチド

は作用がなつかた(Fig.3)。 以上の結果から、 geruste1sによる神経細胞死はAPIを介した転写調節を

必要とする、遺伝的にプログラムされたものであることが強く示峻された。
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11 
NMDA神経毒性に対するDiphenyliodoniumの効果

辻浩司ぺ 中村洋-' 片岡喜由1

(愛媛大学医学部・ 3第一生理学整形外科)

〔要約〕

NMDAによる培養脊髄神経細胞の細胞死の機構を明らかにするために.NO合成酵素(NOS)

阻害剤とされるdiphenyIiodonium(DI) [4]およびロlmodulin阻害剤であるW7の，神経細胞死抑制

作用と細胞質内へのCa2+流入に対する効果を検討した。 DIとW7はともにNMDAによる神経

細胞死をほぼ完全に抑制した。Ca2+流入はW7によって匝害されないことから流入。おの標的

機構がcalmodulinであることが示唆される。しかしながらNOS阻害剤であるとされるDIはCa
2
+

流入を阻害した。これらの結果はSnyder等が提唱するCa2+流入→Ca/calmodulin-NOS→NO 

→細胞障害，という活性化経路[1]が少なくとも我々の培養脊髄神経細胞ではあてはまらず，

流入したCa2+の標的は伺lmodulinであるにしても，その次には→NOS→NO→以外の主要経路

があることを示唆する。

[目的]

フラビン酵素匝害剤とされるDiphenyleniodonium(DIP)が，大脳皮質の培養神経細胞における

NMDA神経毒性を抑制するという報告[1]があり. DIP はNOSを抑制することにより，毒性抑

制効果が発現すると考えられている。そこで，我々は脊髄神経細胞を用いて. DIPの類似物質

で同様のNOS抑制効果があるといわれているdiphenyliodonium(DI)[4]およびcalmodulin限害剤

であるW7を用いて.NMDA神経毒性に対する抑制効果を検討した。また.NMDAによる細胞

質内α戸濃度の上昇に対するDIおよびW7の作用を調べた。
[方法]

(神経毒性の評価)妊娠14日目ラット胎児の脊髄より単離した神経細胞をポリエチレンイ

ミンσ日)でコートしたプラスチックカバースリップ上で無血清培地にて12日間培養し用いた。
[2]神経細胞をHepes-bufferedKrebs Ringer solution (HKR)で30分間前処理した後. 15分間300

凶1NMDAIこ暴露し，その後無血清培地に換え24時間後に変性した神経細胞より遊離した乳

酸脱水素酵素(LDH)活性を測定することにより，神経毒性の程度を評価した。 DIはNMDA暴

露時のみ添加し.W7は前処理およびNMDA暴露時に添加した。

(細胞内Ca2+測定)同様に脊髄より単離した神経細胞をPEIでコートしたガラスカパースリッ

プ上で無血清培地にて10日間培養し用いた。細胞内臼h 濃度変化は. Fura-2を用いた顕微蛍光

画像解析法により測定した[3]。

[結果]

NMDA(300凶の暴露により障害された神経細胞からのLDH放出の程度は10凶1DIを暴露中

に添加しておくことによりほぼ完全に抑えられた。また. calmodulinの阻害剤であるW7も30

分間の前処理中およびNMDA暴露中に添加しておくことによりNMDA神経毒性に対して抑制

効果を認めた。またDIおよびW7は，それ自体には神経毒性を認めなかった(図 1)。

NMDA(100 ~による細胞内臼h の上昇は.1O ~DI と同時に添加した場合ほほ完全に抑制

された。 W7は. NMDAの添加数分前から加えても.抑制効果は見られなかった(図 2)。



[考察]

Snyderらは， NMDAによる神経細胞死がNOSを介して生じると提唱している。その一つの

根拠として， NOSのフラピン結合部位での阻害剤である DPIによる防御効果を挙げている。

我々の培養脊髄神経細胞においても確かに， NMDAによる神経細胞死は， DPIと同様の作用を

持つDIによりほぼ完全に抑制された。しかしながら，我々の脊髄神経細胞では， nirtoprusside 

を添加して発生する NOに暴露しでも神経細胞死は誘発されないし， NMDAによる神経細胞

死に対してNOS阻害剤である ni仕oarginineは抑制効果がなかった(データ略)。我々はDIが

NMDAによる細胞質内臼h濃度の上昇を抑制することをみいだした。この細胞質内臼2+濃度

上昇抑制作用がどのような機構で起こるのかは明らかでないが， NMDAによる神経細胞死に

対するDIの防御効果は， DIがNOS活性のみを抑制しているのではなくて， DIがNMDA受容体

に直接作用して細胞質内へのCa
2
+流入を抑え神経細胞死を防いでいる可能性がある。

一方， calmodulin阻害剤である W7もNMDAによる神経細胞死をほぼ完全に抑制した。興

味深いことにW7の場合はDIと異なりNMDAによる細胞内臼h濃度の上昇をほとんど抑制し

なかった。このことはW7が細胞内へのCa2+流入以降のステップを阻害して細胞死を抑制し

ていることを示し， caImodulinが重要な次の標的機構であることを示唆している。 Snyder等は

DPIがNOS阻害剤であるとみなしまたN岱がCa'caImodulinにより活性化されることから，

NMDAチャネル→Ca2+流入→Ca/caImodulin→NOS→NO →細胞障害，とL、う活性化経路を

提唱している。しかしながら，少なくとも我々の培養脊髄神経細胞では，流入したCa
2
+の標

的はωlmodulinであるにしても，その次の活性化経路として→NOS→NO →以外の主要経路

があることが示唆される。 800
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12 
低酸素耐性モデルの開発と耐性獲得におけるbFGFの役割

榊孝之、山田平IlAft、大槻秀夫、湯口貴導、今泉和Rf、津田学、高木勉、
和中明生件、遠山正禰叫、早川 徹(大阪大学脳神経外科、事分子脳機構、判第2解剖)

〔要約〕

低酸素耐性現象をラット神経細胞培養系において検討し、耐性獲得の機構および耐性関連因子

について検討した。培養神経細胞にあらかじめ細胞傷害のない短時間低酸素負荷を加えると、そ

の後の長時間低酸素負荷に対する耐性を獲得することがわかり、さらに特定の遺伝子の発現や円

滑な蛋白への転写が耐性に密接に関与していることが示された。この耐性関連因子の lっとして

塩基性線維芽成長因子(bFGF)が重要であることが示唆された。

[目的]

あらかじめ致死的でない脳虚血負荷を与えると、その後の致死的な脳虚血負荷に対して耐性を

獲得することが、虚血耐性現象として報告された(1，2)。この耐性獲得には、特定の遺伝子、蛋

白の発現が不可欠と考えられ、その 1つの候補としてheatshock proteinが挙げられている

(1，2)。 この耐性獲得機構の解明、および耐性関連遺伝子の検索のため、神経細胞初代培養系を

用い、低酸素性神経細胞傷害に対する耐性獲得モデルを作成した。本研究では耐性獲得への

bFGFの関与に注目し、 bFGFmRNAおよび蛋白の発現を耐性獲得との関連において経時的に解

析した。

[方法1
18日齢のWistarラット胎仔を用い、大脳皮質細胞の高密度初代培養を行った(3)010%血清

培地で24時間培養し、その後24-72時間無血清培地で培養した後、低酸素負荷を加えた(4)。低

酸素負荷は培地中の酸素分圧が対照群の1/ 4以下になるように密閉されたチャンバーを95%N~、

5%C~に置換しておこなった。実験群を 1)対照、群2) 短時間(4 時間)低酸素負荷群3) 短時間低酸

素+長時間(24時間)低酸素負荷群4)長時間低酸素負荷群の4群に分けた。細胞傷害は培地中に傷

害細胞より遊離されるLDHを定量し、判定した。また耐性獲得機構について、低酸素負荷前後

におけるbFGFmRNAおよび蛋白の発現を Northernblotと Westernblotで経時的に検討

し、解析した。なお本培養系ではbFGFを培地に添加すると低酸素性細胞死カ情意に減少するこ

とを確認している。

[成績]

細胞傷害をLDHの定量により経時的に検討したところ、短時間の低酸素負荷では対照群と比

較して有意な細胞傷害を認めなかった。一方、長時間の低酸素負荷を加えると神経細胞の膨化、

神経突起の消失を認め、有意に細胞傷害を認めた。しかし、あらかじめ短時間の低酸素負荷を加

えておくと、その後の長時間低酸素に対する細胞傷害が有意に軽減し、低酸素に対する耐性が獲

得された(図1)。

ついで、低酸素負荷前後におけるbFGF発現の経時的変化を検討したところ、短時間の低酸素

負荷を加えることにより、 24時間後よりbFGFmRNAの発現を認め、また、 24時間後には蛋白

の発現も認めた。一方長時間低酸素負荷では、 bFGFmRNAは48時間後まで遅延して発現し、蛋

白の合成も3日後まで抑制された。これに対し、短時間の低酸素を負荷して、 48時間後に長時間

の低酸素負荷をかけると、最初の短時間低酸素負荷後より bFGF 蛋白が持続的に発現しており、
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細胞傷害も軽減された(図2，3)。

[考察]

ラット胎仔大脳皮質初代培養系においてあらかじめ軽度の低酸素負荷を加えることにより、低

酸素性神経細胞傷害に対する耐性を獲得することが明らかとなった。本実験系においては、培地

に添加したbFGFが低酸素性傷害に対する保護作用を示すこと、また私どもが報告したように脳

虚血後には、 bFGFmRNA，蛋白とも発現が認められることから(5)、bFGFが耐性関連遺伝子の

lつである可能性が示唆された。そこで耐性獲得の機構として、遺伝子、蛋白の発現について経

時的に検討したところ、あらかじめ軽度の低酸素を負荷することにより、その後の低酸素負荷で

も蛋白の合成が抑制されず、あらかじめbFGF蛋白が誘導されることにより神経細胞が低酸素に

対して耐性を獲得したものと判断された。これ以外にも未知の耐性関連因子の存在が強く示唆さ

れ、今後培養系において低酸素耐性関連遺伝子の検索が必要である。

[文献]

1) Kitagawa，K et al. (1990) Brain R巴s528，21-24 

2) Kirino， Tet al. (1991) Cereb Blood Flow Metab 11，299-307 

3) Otsuki， H et al. (1994) C巴rebBlood Flow Metab 14，150-155 

4) Kinoshita， A et al. (1989) Exp C巴IIBiol 57，310-314 

5) Otsuki，H et al. (1993) 神経化学 32，(1)80-81 
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13 一過性脳虚血伴う神経細胞死と迷走神経刺激お
よび遮断の効果
板野俊文、政田哲也1、松井秀樹、徳田雅明、岡田泰士2、根木哲朗ヨ、村上哲英人長尾省吾1、

畠瀬修
香川医科元学、生理学、脳神経科学1、生物学2、基礎スポーツ医学3

〔要約〕

一過性脳虚血に伴う遅延性神経細胞死とコリン作動性神経である迷走神経の関係について明らかに
した。迷走神経の電気的直接刺激は神経細胞死を明らかに抑制した。一方アトロビンによる迷走神経
の遮断は用量依存性に神経細胞死を増悪させた。この現象を説明することが可能な作用機序について
考察した。

(目的〉

一過性の脳虚血に伴いおこる神経細胞死は虚血・血流再開より 48-72時間遅れて起こり、海馬
CAl領域に特異的に起こる遅延牲鍾体神経細胞死 (Delayed Neuronal Death: DND)としてよく知
られた現象である(3 )。この現象は臨床的には順行性の健忘を伴う。その死に至る過程は不明で・あ
るが、種々の神経伝達物質(グルタミン酸等)の関与や、細胞内情報伝達系 (Protein Kinase Cや
カルモデユリン依存性キナーゼ11)の関与が報告されている(1)。一方この反応を修飾する系とし
てコリン作動性ニユーロンの可能性が報告されているが (2)、詳細な機序は明かではない。この解
析を行う目的で、今回は迷走神経に焦点を当て、 DNDとの関連を明らかにする。迷走神経の刺激系とし
ては直接電気刺激を、抑制系としてはアトロビンを用いて実験を行った。

くフヲ宇去〉

常法に従い80gの砂ネズミの両側性の頚動脈を剥離し、クリッピングを3-5分行う (3)。こ
のとき同時に頚動脈に平行して走っている迷走神経も剥離する。刺激は京巾と平行して行う。刺激装
置は日本電気三栄の電気刺激装置 (SEN-3001)を用い、 5直刺激としてはO.2mA， lms 
ec，25msecのインターパルで3分間刺激を行った。弱刺激O.lmAの強度て唱は強刺激と
同様であった。アトロビンはO.02 mg!kgから 20mgjkgまで各量を虚血前に腹腔内投与した。 1週
間後にペントパルピタルで深麻酔後、脳を摘出しフォルマリン固定した。ビブラトームで30μmの切
片を作成し、クレジル バイオレツトで染色した。 CAl領域の神経細胞を顕微鏡写真で撮影し、単
位面積あたりの生存細胞数をカウントした。統計解析はStudent-tTestを用いた。

(子会吉長畏〉

1 .迷走神経電気刺激の効果
図lに示すように虚血時における迷走神経の強刺激はほぼ完全に海馬CAl領域のDNDを抑制した。

一方弱刺激は虚血のみの群と同様で、刺激効果は認められなかった。同様の細胞死の解析を大脳皮質
の錘体細胞で行ったところシャム群と比較して全ての群で30-40%の細胞死を認めたが、迷走神
経刺激群と非刺激群では統計的に差がなかった。以上より迷走神経刺激は条件により海馬では有効で
あったが、大脳皮質て"は無効であった。この刺激効果は虚血前・後の処理では無効であった。

2.アトロビンのDND増悪効果
図2に示すようにアトロビンの虚血前投与は明らかにDNDを用量依存性 (0.02-20mg/k
g)に増悪させた。また0.02mgを前投与し、虚血後20mgを投与した場合は0.02mg単
独よりもより増悪したが、 20mg前投与ほどの効果は認められなかった。

(二号室主~)

迷走神経とDNDが密接に関係する事を2種の実験系を用いて示した。今回の実験より迷走神経系の賦



活はDNDを抑制し、遮断はDNDを増悪する。
迷走神経の電気刺激法は薬物耐性の多焦点性のてんかん患者のけいれん発作を抑制するため開発さ
れ、欧米で、はすでt臨床応用が始まっている (4)。迷走神経は弧束核を介して中枢神経系と連絡し
ており、この核より中枢神経系の各部位に投射している eただし大脳皮質への直接の投射がない事よ
り、今回の大脳皮質での効果が少なく、海馬では顕著な効果が認められたことは説明できる。また海
馬CAlでのDNDと大脳皮質でのDNDはその誘導機序が異なる可能性もあり、刺激の有効性に差がある
ことは矛盾しない。
アトロビンは脳外科領域においては汎用される迷走神経遮断薬である。今回明かな毒性を示した2
umg/kgは通常投与量からすれば明らかに大多量であるが、用量依存性があることを考慮すれば、
手術前投与は充分に注意をされるべきであろう。
次に迷走神経がDNDに及ぼす作用機序であるが、次の2つの可能性が考えられる。
1 .虚血にともなう大量のグルタミン酸の遊離が神経毒性を発揮すると考えられているが、コリン作
動ニユーロンはこの遊離を抑制する。
2.コリン作動性神経に共存するVIPが脳血管系に拡張に働き、、虚血に措抗する。
というものである。現在のところいずれの機序であるかは不明であるが、今回の研究でコリン作動性
神経系の活性化とDNDの抑制は密接に関係していることが明かとなった。
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図1.迷走神経電気刺激がDNDに及ぼす効果 図2.アトロビン投与がDNDに及ぼす効果
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14 BDNFは小脳穎粒細胞のアポトーシスによるニューロン
死を抑制する

〔著者〕 久保武一、野々村健、小島正己、岡哲志、板戸靖、畠中寛

[所属(大阪大学・蛋白質研究所・生合成)

〔要約〕
生後 7-9日齢のラット小脳穎粒細胞は、 IIIvItroにおいて高カリウム培地 ο6mM)で 4-5

日培養後、細胞外液を通常のカリウム濃度 (5mM)に変えると大量の細胞死が起こることが知られており、

最近この細胞死はアポトーシスの形態を示すことが報告された (1)。しかし、この系に働く神経栄養因子に

ついてはあまりよく分かっていない。そこで我々は、この小脳穎粒細胞で見られるアポトーシスに対する

種々の neurotrophinsの細胞死抑制効果を検討した。その結果、脳由来神経栄養因子 (BDNF，50 ng!ml) 

を添加することにより細胞の生存率が上昇し、顕著な細胞死抑制効果を観察した。ニューロトロフィン-4/5

例T-4/5)でも同様の効果が観察された。 NGF(1∞ng!ml)には細胞死抑制効果は見られなかった。 NT-3
は僅かであるが有意な作用を示し、既報と一致した (1)。さらに抗 Fos抗体を用いた細胞免疫染色法により

neurotrophinsの添加にともなう Fosの誘導を調べたところ、 BDNFの添加により穎粒細胞が染色された。

以上の結果から BDNFは小脳の頼粒細胞に直接作用して細胞死抑制効果を示すものと考えられる。

近年アポトーシスと呼ばれる細胞死の形態が注目されており、神経系においても神経栄養因子の除去に

ともなう交感神経節ニューロンの細胞死。)などいくつかのアポトーシスの系が知られている。なかでも

小脳穎粒細胞で見られる細胞死は、その細胞の均一性、量の豊富さなどから中枢神経系におけるアポトー

シスを解析するのに優れたモデル系として注目されている。生後 8日齢のラットから分離した小脳穎粒細

胞は、高カリウム培地中で 6-7日培養後、通常のカリウム濃度 σmM)の培地に変えるとアポトーシス

を起こす (1)。この細胞死は高カリウムによる脱分極刺激で抑えられ、また actinomycinD、cyc10heximidt

などで阻止されることから新しい RNA及び蛋白質の合成を必要とする。さらに細胞死にともない DNA

の断片化も観察されている。したがってこの細胞死の系はアポトーシスを誘導する機構及びそれを抑制し

生存を維持する機構を解析するのに適しているものと考えられる。現在までにこの細胞死に対してインシュ

リン様成長因子-Iが抑制効果を示すことが報告されているが、 neurotrophinsの顕著な効果は報告されて

いない。また未成熟な小脳頼粒細胞においては BDNFが生存維持を促進することが報告されているが

(3)、より成熟した小脳穎粒細胞に対する neurotrophinsの効果は明らかでない。そこで今回このより成熟

した小脳頼粒細胞で見られる細胞死における neurotrophinsの効果を検討することにした。

実験方法

生後 8-9日齢ラットからの小脳頼粒細胞は既報に従って培養したが、一部改良した (4)(5)。細断した

組織を papainで消化し、得られた生細胞を 5X 105 cells/cm2の密度で、 polyethyleneimineコートした

48-wellプレート(培養面積 0.65 cm2)にまいた。翌日 5%非働化馬血清及び 1μMの

1-s -D-Arabinofuranosylcytosine を含む高カリウム培地 (26mM)に交換し、 4-5日間培養した。そ

の後、無血清培地 (MEM)に交換し、種々の添加物を加え培養を続けた。高カリウム培地は MEMの

NaHC03 を KHC03 に置き換えてカリウム濃度が 26mMになるように調製した。生細胞は MITアッ

セイ法で測定した (6)0NGF は雄マウス顎下腺から精製した。 BDNF~ NT-4β は Regeneron社、 NT-3

は武田薬品捌より頂いたヒト組換え型のものを使用した。抗 FOS抗体は OncogeneScience社より購入

した。
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結果と考察

高カリウム培地で 4~5 日間培養を行った後、細胞外液を通常のカリウム濃度 (5 mM)に置換すると、

時間経過にともなう細胞死が観察された(図1)。低カリウム培地への交換と同時に BDNF(50 nglml) 

を添加しておくとこの細胞死はかなり抑制された。 NGF(100 nglml)は無効であったが、さらに種々の

neurotrophinsの効果を図 2で調べた。低カリウム培地で 2日間培養した結果を示す。低カリウム培地

(5 mM)で 2日間培養すると、高カリウム培地 (26mM)で培養したコントロール群に対して、約 30

%の細胞の生存しか観察されないが、この培地に BDNF及び NT-3 (l、ずれも 50nglml)を添加して

おくとそれぞれ 62%、469も の細胞の生存が観察され、細胞死抑制効果が見られた。一方 NGF(100 

nglml)は 33%の生存率しか示さず、この値は無添加の場合とほぼ同程度であった。この系においても

cycloheximide (300 nM)によって細胞死抑制効果がみられることを確認した。この細胞死には新たな蛋

白質の合成が必要である。細胞死を抑制した BDNFの効果が直接ニューロンに作用したのかどうかを明ら

かにする目的で、さらに抗 Fos抗体を用いた細胞免疫染色を行なった。その結果、 BDNFの添加により

頼粒細胞が染色されたが、無添加及び NGFの添加では染色される細胞はほとんど見られなかった。以上

の結果、 BDNFは小脳穎粒細胞に直接作用し、細胞死抑制効果を発現するものと思われる。今回得られた

結果は成熟した小脳頼粒細胞の neurotrophin依存性に一つの示唆を与えるものと考えられる。

文献

1) D'M巴110，S. R. et al.(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 90， 10989-10993 
2) Martin， D. P.巴tal.(1988) .1. Cell Biol. 106， 829-844 
3) Segal， R. A. et al.(1992) Neuroll 9， 1041-1052 
4) Hatanaka， H.巴tal.(1988) Dev. Braill Res. 39， 85-95 
5) Lasher， R. S. et al.(1972) Brain Res. 41， 482-488 
6) Hansen， M. B. et a1.(1989)よ Immullol.Methods 119， 203-210 
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15 NOのニュー口ン死惹起機構:NADのGlyceraldehydeふ phosphate

[要約]

dehydrogenaseとの反応促進の関与の可能性

中津美奈子、上原孝、野村靖幸
(北海道大学薬学部薬効学講座)

ラット大脳皮質、海馬、小脳のシナプス膜および可溶性画分において、 NOdonor であるSNPは、 37

kDaの蛋白質に対する[詑P]NADの反応性を増大させた。また、 PC12細胞において、 SNPはlactate

dehydrogenase(LDH)漏出を引き起こしたが、これはN0
2
.産生量と並行していた。次に、 SNP，SNAP， 

N02ーは、精製ウサギ筋 glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenase (GAPDH)標品の[
32
p]NAD との反

応を促進するとともに、その醇素活性を抑制した。一方、 GAPDH(こ対し、コレラ毒素(CTX)、百日咳毒

素(DTX)、ボツリヌス毒素(BTX-C
3
)、ジフテリア毒素(DTX)は、 ADPリボシル化を引き起こさず、活性に

も影響を及ぼさなかった。以上より、 NOは、何らかのニュー口ン内基質 (GAPDHもその 1つ)とNAD

との反応を促進させることが、 NOのニューロン死惹起作用に関与すると示峻された。

[緒言]

脳組織において、 Ca2+Jカルモジュリン依存的に活性化されるこユーロン内の構成型NO合成酵素(cNOS)

ならびにLPSやサイトカインによって誘導されるグリア由来誘導型(iNOS)の存在が知られ、またNOSに

より生成されるNOの神経生理学的、病態生理学的役割が示唆されている九今回NOのニューロン死惹起

機序を明らかにするためラット脳組織、およびPC12細胞を使用し、 NO(こよりNADとの反応(ADP1)ボシ

ル化など)が促進される蛋白質のニューロン死への関与の可能性を検討した。解糖経路で最初の酸化還元

反応 (ATP産生反応)を司る酵素であるglyceraldehydeふ phosphate-dehydrogenase(GAPDH) に対し、

NO donor であるSNP，SNAPを用いてNADとの反応 (ADPリボシル化など)や活性への影響を検討し、

以下に示す新知見を得た。

[方法]

PC12細胞にお't~LDHL回陥ge: 0.1 % polyethylenimine でコーテイングした24ウェルプレートにコン

フル工ントになるまで培養し、 SNP，SNAP をmedium中に添加して24時間培養した。その後、細胞上清

および0.1%Tr託on-X100勉墨細胞についてそれぞれのLD同舌性を、 NADHからNADへの変化 (OD
340
の変イヒ)

を測定した。 LDH漏出を(LDHLeakage)= 上清のOD訓の変化)J(上清のOD340の変化+可溶化した細胞の

OD340の変イヒ)x 100として評価した。

ADP-ribosylation : SNP， SNAP(1mM)， CTX， BTX， PTX， DTX(10 μgJml)をそれぞれ、 10ドCi[
32
p]NAD(800 

CiJmmol)，精製ウサギ筋GAPDH(25 μg) と37oC，1 hrインキュベー卜したのち、 SDS-PAGE(9-12 % 

Acrylamide gel) を行い、 6~24 時間 X線フィルムに露出させた。

GAPDH活佐測定:あらかじめ薬物とGAPDHを37oC. 1 hrインキュベー卜した反応液に反応開始 buffer

(45 mMピロリン酸ナトリウム、 0.5mM NAD， 0.5 mM glycelaldehyde-3・phosphate，10 mMヒ酸二ナトリ

ウム)を加えてOD
340
における吸光度の変化を測定した2)。

[結果及び考察]

ラット大脳皮質、海馬、小脳より膜及び可溶性画分を調製し、 SNP(1mM)、[
32
p]NADとともに1hr， 

37"Cでインキュベー卜すると、 37kDaの蛋白質においてr2p]NADとの反応が増大した。この蛋白質は未
知蛋白質の可能性もあるがGAPDHである可能性が高い。また、 PC12細胞においてSNPを24 hバ午周させ

たところ、放出されるNOの量に依存してLDHの leakageが起こった(Fig.1)。このことより、 NOはなんら
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かの作用により細胞障害を起こすことが示峻された。 NOはGAPDHのNADとの反応を促進することから、

GAPDHの選択的阻害薬である koningicacid 3) (1 0 ~)を作用させたところLDH leakageカず見られた。 NO

のGAPDHへの作用を調べるために、精製ウサギ筋 GAPDHを用いて、 SNP，SNAPを作用させたところ、

用量依存的iこNADとの反応が検出された(Fig.2)。一方、 ADPリボシル化を起こすbacteriatoxin (CTX， 

PTX， BTX-C3， DTX各10μg/ml)を同条件でGAPDHに作用させたところ、 NADとの反応 (ADPリボシル

化反応)を示さなかった。さらに、 GAPDHの活性に対する作用を検討したところ、 SNP，SNAPでは用量

依存的にGAPDHの活性を抑制した(Fig.3)が、 bacterialtoxinでは抑制はみられなかった。この結果より、

SNPから放出されたNOは、 GAPDHを化学修飾し、その活性を抑制することが示峻された。現在、 NOに

よるGAPDH活性抑制の、細胞死との関連をさらに検討中である。

[参考文献]

1) Nomura， Y. and Kitamura， Y. (1993) Neurosci. Lett.， 18， 103・107
2) Suzuki， K. and Imahori， K. (1973) J. Biochem.， 73， 97・102
3) Sakai， K. ， Hasumi， K. and Endo. A. (1988) Biochem. Biophys. Acta. 952， 297・303
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16 ヒトニューロプラストーマSH-SY5Y細胞におけるBcl-2蛋白質の発現融機構

【要約]

板野菊A野村靖幸
{北大、薬、薬効)

Bcl-2蛋白質はアポト←シスを抑制する活性を有することで注目を集めている。 Bcl-2蛋白質を内在的に
発現しているヒトニューロプラストーマSH-SY5Y細胞をTPAおよてYcarbachol(C C h )で処置したとき、

Bcl-2の発現量はコントロールに比べて増加した。 また、この作用はstauros卯rineによって抑制された。

一方、 dibutyrylc削P(diBu-c剖P)で処置した場合にはBc1-2の発現量はコントロール以下に減少し、こ

の作用はAキナーゼ (PKA)阻害薬であるH-回で抑制された。以上の結果より、 SH-SY5Y細胞において

Bcl-2蛋白質の発現をCキナーゼ (PKC)は正に、 PKAは負に調節していることが示唆された。

【緒言]

Bcl-2は分子量26kDa<の膜蛋白質(核、小胞体およびミトコンドリア)であり、細胞死のー形態であるア

ポトーシスを抑制することで知られるい Z¥ アポトーシスは生体内で広く認められる現象であり、とく
に神経系と免疫系の組織においてその恒常性の草創寺に関与していると考えられている。 しかしながら、ア

ポトーシスの抑制という機能面での知見に比較して、その発現の調節機構に関する知見は殆ど得られてい

ない。本研究では、 Bcl-2蛋白質を内在的に発現しているヒトニユーロプラストーマSH毛布Y細胞を用いて

Bcl-2蛋白質の発現調節機構について検討した。

[実験方法】

組飽重蓋
SH-SY5Y細胞はDMEMJ:音地、 10%FCS存在下て鴨培養した。
葦惣処置

SH-SY5Y細胞 (5~ 10 X 105 cells/35 凹 dish) に薬物を加え、培養条件下でO~7 日間培養した。

ウエスタンプロット

薬物処置後の細胞を回収し超音波破砕した後、 10，000x gで15分間遠心して得られた膜画分をサンプル
として用い、 15% SDSーポリアクリルアミドに電気泳動し (5μgprotein/lane)、抗ヒトBcl-2モノクロ
ーナル抗体 (DAK同士)を用いウエスタンプロットを行った。

{結果および考察】

SH-SY5Y細胞をTPA(1 ~ 100 nM)で1週間処置したとき、 Bcl-2の発現量はコントロールに比べて増

加した(図1)。一方、 diBu-cAMP(1 mM)で処置した場合にはその発現量は逆に減少した(図1)。

SH-SY5Y細胞はTPA処置によって分化(増殖停止、突起伸展など)する性質を有するが、プロテインキ
ナーゼ、阻害薬であるstaurosporineによってもTPAと同様の分化が引き起こされることが示されている 3)。

そこで、 stauros卯rine(10 nM)の効果を検討したが、 3日間処置でBcl-2の発現量はコントロール以下に

減少した(図2)。 そのうえ、 TPAによる発現量の増加もstauros卯rine前処置によって抑制された

(図2)。以上の結果から、 PKCの活性化がBc1-2の発現量の増加を引き起こすことが示唆された。
そこで受容体を介してPKCを活性化する薬物の効果を検討した。 ムスカリン受容体 (M3)はSH-SY5Y細

胞においてIP3産生と一過性の細臨内Ca2+濃度の上昇を引き起こすことが知られている唯一の受容体である

がU 、carbachol(C C h， 1 mM)で3日間処置した場合にもBcl-2の発現量が増加した。 また、 TPAと

同様にCChの効果もstaurosporine前処置によって抑制された。

diBu-cAMPと同様にPKAを活性化(細胞内c蛸P濃度を上昇させる)forskolin (10μM)およびコレラ

毒素(1μg!ml)で処置した場合、 diBu-cAMPと比較すると弱いながらも発現量の減少が認められた。 次

に、 Bc1-2発現に対するPKA阻害薬であるH-89の効果を検討した。 H-89(20μM)で3日間処置したと

きBcl-2の発現量はコントロールよりも増加した〈図3)。 また、 diBu-c凶Pによる発現量の減少はH-89前

処置によって抑制された(図3)。



本研究により、 SH-SY5Y細胞においてBcl-2の発現はPKCの活性化により増加し、逆にPKAの活性化
により語読量、すること、すなわちBcl-2の発現に対してPKCは正の、 PKAは負のモデュレーターであるこ
とが示唆された。現在、アポトーシス、 DN峨庁片化5)およびBcl-2発現の相関性についてさらに検討中であ

る。

[参考文献1
1) Hockenbery， D. et al. (1990) Nature 348， 334→336 
2) Garcia， 1. et al. (1992) Science 258， 302-304 

3) Jalava， A. et al. (1992) FEBS Lett. 300， 11ψ118 
4) Ogino， Y.釦dCosta， T. (1992) J. Neurochem. 58， 46-56 

5)板野泰弘、野村靖幸(1994)細胞工学 印刷中
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図1 Bcl-2発現に対するTPAおよびdiBu一cAMPの効果(1週間処置)
lane 1. Control (0.1% DMSO) 

2. TPA (1出)

3. TPA (10 nM) 

4. TPA (100 nM) 

5. Control (no addition) 
6. diBu-cAMP (1け1)

2 3 4 

-
図2 Bcl-2発現に対するstaurosporineの効果 (3日間処置)

staurosporineはTPAを加える3時間前に添加した。

lane 1. Control 

2. staurosfむrine(10 nM) 
3. TPA (10 nM) 
4. TPA (10 nM) + staurosporine (印刷)

2 3 4 

- -・・・圃-

図3 Bcl-2発現に対するH-89の効果 (3日間処置)

H-89はdiBu-cAMPを加える3時間前に添加した。
lane 1. Control 
2. H-89 (20μM) 

3. diBu-c刷P(1 mM) 

4. diBu-c必1P(1 mM) + H-89 (20μM) 
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17 培養神経細胞の細胞死機構におけるpp60c-srcの役割

〔著者〕 小田毅，小池達郎(北大大学院理学研究科行動知能学)

〔所属)

〔要約〕
脱分極作用は幼若な神経細胞の生存を促進し，細胞死を阻止するが，その主要な機構は翻訳後

修飾によると考えられる。その標的候補として，Ca"-カルモジュリン系の関与をふくむ選択的

チロシンリン酸化特にppc，()ι:-STCの役割が重要であると結論された。この役割を神経細胞死過

程と結び付ける為にその時間経過が厳密に制御できる上顎神経節細胞を用い他の系と比較した。

その結果，細胞死へのコミットメント時間にほぼ平行してPpc，OC-STCの消失が起こることが示唆
された。

高 K培地処理による脱分極作用は細胞内Ca'ふレベルの上昇によって幼若な神経細胞生存を

促進し，細胞死を阻止する 3)。中枢cortical neuronでは脱分極はCa"依存的にBDNFの発現を促

進することによって生存を促進する為とされる2)が，ラット上頚神経節細胞などではその証拠

はな ~'o 脱分極作用はcycloheximide感受性部位より下流で神経細胞死を阻止できることから

その効果は翻訳後修飾によるものと考えた7)。 発生過程で起こる神経細胞死の末梢神経(分化

させたPC12細胞)及び中枢神経(小脳頼粒細胞)invitroモデル系共に，標的候補として， Ca'--ヵ

ルモジュリン系の関与をふくむ選択的チロシンリン酸化(特にppC，()c-src)の役割が重要てeあると

結論された4，分。一方，この役割を神経細胞死過程と結び付けるには細胞死の時間経過がより

詳細に記載されている上頚神経節細胞系2，7)で調べる必要があり，他の系と比較を行なった。

[実験方法]
神経綿附焼事差法:ラット上頚神経節細胞の培養は既報3，8)により、細胞はコラーゲン塗布した

351111ll dish又は 48wellplateにまき、 10%牛胎児血清(非働化)、 50ng I 1111 NGF を含む ~IP\'l
培地で1・7日培養して実験に供した。小脳頼、粒細胞は 7日目のラット小脳から disparse処理に

より解離してポリリシン塗布したプレートにまき、 10%牛胎児血清を含むMEM培地で培養し

て実験に供した4，5)。共にnon-neuronalC ell sの除去のため FUdR処理をした。

紐H知事fのアッセイ注:上頚交感神経節細胞の場合は培地中にマウス 2.5おNGFに対する抗体
を加え、 NGFを中和することにより細胞死実験を開始した。抗体添加後経時的に培地中及び

細胞内のAK(Adenylate Kinase) 活性を測定するか7)、又は(特に小脳頼粒細胞の場合は)トリ

パンブルー染色によって生細胞数を数えた。
アンチセンスオ 1)ゴ:ラット ppC，()c-srcのヌクレオチド配列川(又は他の配列)から翻訳開始Met

をふくむ配列に対応する5センス及びアンチセンスオリゴヌクレオチド(15・mer)を合成し，図2

に示されている濃度及び処理日数でassayした。
祈休ブロット法:細胞をRIPA緩衝液で可溶化し、遠心後上清を回収したo Bradford法による蛋

白定量後一定量をc・5RCに対する抗体(1:100)を加え，少なくとも2時間反応後，結合物を
Prolein A-agaroscにより回収した。熱処理によって遊離させた後， 10%5D5・PAGEで分離し，

ゲルをPVDF膜にブロットした O ブロット膜を抗ホスホチロシン抗体で処理後， HRP標識

Prolcin Aにより ECL(Amasham)法で検出した。

[結果!
発生過程で起こる神経細胞死を阻止する機構として脱分極作用の分子機構を特にチロシンリン酸化と

の関係で詞ベた，即ち，高K'培地による上頚神経節細胞の生存促進はチロシンキナーゼの阻害剤である

ハーピマイシンAによって阻害された(IC5(戸l3u:¥1)。これはPC12細胞や小脳頼粒細胞における高K'培

地効果に対するハーピマイシンA回害と同程度であったimoすでにPCI2細胞や小脳頼粒細胞ではチロ

シンリン酸化と高Iぐ培地による神経細胞の生存とは良い相関が得られている，-+，5)。更に図 1に示すよう

にアンチセンスオリゴヌクレオチドを用いι羽目うかrc，ycs， fyn， fcs， fgr， c1kについて調べた)から，これら
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のリン酸化ではpp60ωrじが関与していることが示唆された。この結果l命的oじ町じによるチロシンリン酸

化が脱分極作用による細胞死阻止に重要な役割を果たしている事を支持する。文、アンチセンスオリゴ

の効果はNGF存在下ではみられないことから，NGFはpp60じがrcの活性低下を阻止するか又は:by-pathによ

り神経細胞の生存を維持していると考えられる。 pp州じがrcの活性低下とNGF欠乏による上頚神経節細胞

死との関係を調べるために，細胞死の時間経過をとって抗体ブロットを行なったO 細胞死にコミットメ

ン卜する昨聞はlラ・18時間とされている2，8)。高 K培地による細胞死阻止のコミットメント時間は20昨

間である8)0 図2に示すように， pp60じ川じのバンドは18時間で減少し、 24時間では激減する O 死細胞数
は24時間で15%1(;t5%，)， 3()時間で35%1(ヰ4'%)となり， 41¥時間後には町%，(;j; 5';'1>)に達するのこの結果は上頚神

経節細胞死に先行し，細胞死へのコミソトメント時間にほぼ平行して pp60じ町の活性低下が起こること

が示唆している現在更にこの点を確認するために他の蛋白質との関連及び定量的解析を行なっている。
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〔要約〕

砂ネズミ海馬における遅発性神経細胞死のDNA断片化と
プロペントフイリンの保護作用
戸田啓介、木原俊壱、白石哲也、鞠硯、中川摂子、田淵和雄

(佐賀医科大学脳神経外科)

砂ネズミの一過性前脳虚血負荷にて海馬CAl領域は遅発性神経細胞死を生じるが、その

機序はまだ明らかではない。我々はinsitu DNA strand brcaks stai凶ng法を用い、遅発性神経

細胞死をきたしている細胞核にapoptosisに特徴的なDNA断片化を組織上で証明した。これ

により遅発性神経細胞死にはapoptosisが関与している可能性が示唆された。また虚血解除

後の再潅流時にプロペントフイリンを腹腔内投与したところ、 DNA断片化の抑制が認めら

れた。プロペントフイリンの脳神経細胞保護作用によるapoptosisの抑制は、脳虚血急性期

の治療の一助となるものと考えられる。

[目的]砂ネズミの5分間前脳虚血モデルにおいて、海馬CAl領域の錐体細胞が選択的か

つほとんど同ーの経過で遅発的に死んでいく現象は遅発性神経細胞死としてよく知られて

いる1)が、その機序は十分には解明されていない。その緩徐で炎症を伴わない細胞死は

apoptosisの概念2)に類似しているが未だ確証は得られていない。我々はGavrieliら3)の

TUNEL法を改良したinsitu DNA strand breaks stai凶ng法を用いて、砂ネズミ一過性前脳虚血

後の海馬神経細胞のDNA断片化を組織上で証明し、形態学的変化との関係を経時的に観察

した。さらにキサンチン誘導体であるプロペントフイリンの腹腔内投与により、海馬神経

細胞のDNA断片化がどのような影響を受けるかも併せて検討した。

[方法]10週齢、雄、 70g以上の砂ネズミを用いた。ハロセン麻酔下に両側総頚動脈を露

出し、脳動脈癌用クリップにて5分間血流遮断し前脳虚血モデルを作製した。この間体温

は37"Cに維持した。再i韮流後3、5、7日目にホルマリンにて潅流固定し脳を摘出した。一

方両側総頚動脈再潅流時に20mg!kgのプロペントフイリン(ヘキストジャパン株式会社よ

り供与)を腹腔内投与し、 5日目に脳を摘出した。生理食塩水を腹腔内投与したものを対

照群とした。 6μmのパラフィン切片を作成し、 proteinaseKにて前処理後、 terminal

dcoxynucleotidyl transfcrase (TdT)を添加し、 DNAのターOH断端をジゴキシゲニン化dUTPで

標識した。さらにベルオキシダーゼ標識抗ジゴキシゲニン抗体を反応させ、

diaminobenzidincで発色させた。高倍率下で観察できる海馬CAl領域において、陽性染色核

の全核数に対する割合 (apoptoticindex) を算出した。

[結果]虚血3日後では海馬CAl領域に限局して少数の濃縮した核が染色された (Fig.1， 

apoptotic index ; 2.0)。虚血5、7日目では陽性染色核が増加し、 apoptoticindcxはそれぞれ

58.1，62.3を示した (Fig.2，3)。陽性核の大部分は提結し紡錐形を呈していた。またプロペ



ントフイリン投与群では対照群と比べてapoptoticindexは低値(8.9)を示した。

[考察]遅発性神経細胞死とapoptosisとの関連性については議論の分かれるところであ

り、形態学的変化はapoptosisに類似していないとする報告があるの。一方、海馬より

DNAを抽出し、電気泳動上DNAladder pattemを認めたとする報告も散見されるの。今回

我々の結果より一過性前脳虚血後の海馬CAl領域の遅発性神経細胞死を来している神経細

胞核に、 apoptosisに特徴的なDNA断片化を認めたことにより、遅発性神経細胞死に

apoptosisが関与している可能性が強く示唆された。またプロペントフィリンは遅発性神経

細胞死に対して保護作用が認められている6)。我々の実験ではプロペントフイリンによっ

て海馬CAl領域のDNA断片化が抑制されたが、その機序は未だ不明であり今後の検討が必

要と考えている。

[文献1(1)阻rinoT.， et札(1982)8rain Res. 239，57-69. (2)WylJie A.H.， et aI. (1980) 
Int. Rev. Cytol. 68，251・306.(3)Gavrieli Y.，巴tal. (1992) 1. CelJ. 8iol. 119，493・501.
(4)Deshpande J.， et al. (1992) Exp. 8rain Res. (Genn加 y)88，91-105. (5)Okamoto M.， 
et al. (1993) 8BRC 196， 1356・1362.(6)D巴LeoJ.， et al. (1988) Stroke 19， 1535-1539 

Fig.l 百1r~edays after ischemia， positively 
stained nuclei a陀 occasionallyobserved in CA 1. 

Fig. 2 Five days after ischemia， positive staining 
is marked and highly restrlcted to CA 1. 

Fig. 3 After 7 days， a widespread 
I芯gressivechange developed in CAl. 
Cell debris of the pyramidal neuron had 
been 陀movedby phagocytotic cells. 

71 



72 

19 

〔要約〕

神経分化とNMDA受容体チャネルサブユニットの
発現変化

渡辺雅彦、井上芳郎

(北海道大学医学部・解剖)

4種のEサブユニット遺伝子発現の空間的配置からみると、成熟マウス神経系におけるNMDA受容体

チャネルサブユニットの発現様式は、 1) E1とe2サブユニットの特異的発現を特徴とする海馬・大脳皮

質型、 2)E1とE3サブユニットの特異的発現を特徴とする小脳穎粒細胞型、 3)101サブユニット発現が

支配的な脳幹・脊筒型、 4)Eサブユニットの多様な組み合わせ発現を特徴とする視床型、 5)Eサブユ

ニットの発現が観察されないプルキンエ細胞・末梢神経型に大別される。また、痛覚、視覚、平衡覚、

聴覚などの感覚性一次中継核では、e2もしくはl:3サブユニットによる特異的な発現も認められる。このE

サブユニット遺伝子発現の空間的異質性は、生後2週間に終始するダイナミックな時間的発現変動を経

て形成される。この事実{ま、神経系の分化と特殊化に伴い、 NMDA受容体チャネルのサブユニット構成

に再編成が起こり、その結果、この受容体に空間的異質性と機能的多様性が生じることを強く示唆する‘

仲 methyt-D-aspartate(NMDA)受容体チャネルは、興奮性神経伝達に中心的役割を果たしているグ

ルタミン酸受容体の主要なサブタイプのひとつである。このチャネルは、記憶や学習の基盤である活動

依存性のシナプス可塑性に重要な役割を果たしており、一方、発達期の脳では、神経細胞の移動やシナ

プス形成・経験依存性のシナプス可塑性を通して、脳の形態的および機能的発達にも深く箆与している

NMDA受容体チャネルの薬理学的・電気生理学的特性は、神経領緩や細胞種により異なり、伺一神経細

胞でも発達過程に応じて変化することから、従来よりこのチャネルの機能的多機性が指織されてきた。

本研究では、多様な生理的役割と機能特性をしめすNMDA受容体チャネルの分子解剖学的な検討を行う

目的で、このチャネルを構成する5種のサブユニット遺伝子の時間的・空間的発現を検索した。

材料と方法;材料は、胎生13日より生後56日に至るまでのC57Bしマウス脳、脊髄、網膜、知覚神経節、

富l腎を用いた。 35S標識の45塩基長アンチセンスオリゴヌクレオチドプローブを用いて、 insituハイブ

リダイゼーションj去により、 d-E4およびと1サブユニットmRNAの特異的検出を行った。

室呈;成熟マウス神経系における4穫のEサブユニットmRNAの空間的配置は、その分子種により大き

く異なる。 dサブユニットmRNAは中枢神経系に広く発現し、特に海馬・大脳皮質等の終脳領域と小脳

穎粒細胞層で顕著な発現が認められる。E2サブユニットmRNAの発現は、前脳領域(終脳、視床、網膜)

に限局して観察されるが、一部、脳幹・脊髄の感覚性中継核{娼牛神経背側核、三文神経尾側亜核、管

髄後角)にも特異的な発現が認められる。E3サブユニットmRNAの強い発現シグナル(j:、小脳穎粒細胞

層に観察される。これに加え、嘆球、視交文上核、鍋牛神経核、前庭神経内側核にも限局した発現が認

められる。1:4サブユニットmRNA(j:、嘆E求糸球体層、視床、脳幹に分布しているが、その発現レベルは

極めて低い。一方、と1サブユニットmRNAは、検索した中枢および末梢神経系の灰白質領域において、

広範な発現を示す。このεサブユニット遺伝子の異なる空間的発現パターンから、神経系の各領域がそ

れぞれ特徴的な発現様式を有していることがわかる(表1)。
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胎児期における発現様式を検索すると、中枢神経系の諸領域は、外套漏の形成時期に一致してe2， 1>4 

およびと1サブユニットの遺伝子発現を開始するが、この時期、発現するサブユニット分子種の空間的配

置に関する領域差{ま乏しい。末梢神経系では、早期よりと1サブユニット遺伝子の発現が認められるが、

Eサブユニット遺伝子の発現は検出されない。

生後、 Eサブユニット遺伝子の発現機式は中枢神経系の諸領織で大きく変動する。 dサブユニット

mRNAは、海馬CA1領域に発現を開始し、やがてその分布は中枢神経系金体に拡大する。これとは対照

的に、胎児期に広範な発現を示していたE2サブユニットmRNAは、視床下部・脳幹・脊髄の大部分で発

現を停止する。1::3サブユニットmRNAは、小脳の生後発達とともに頼粒細胞に発現する。1::4サブユニッ

トmRNAは、胎生期に見られた強い発現レベルを著しく低下させる。このEサブユニット遺伝子群の劇

的な発現変動を経て、生後14日までにNMDA受容体チャネルサプユニットの発現パターンは前述の成熟

型へと移行する。この間、ロサブユニット遺伝子発現の空間的配置は不変で、その発現レベルの増強を

認めるのみである。

主室;以上の所見は、 Eサブユニットの分子配置が神経分化の時間軸の中で変容する結果として、

NMDA受容体チャネルのサブユニットの空間的配置に異質性が生ずることを示している。この発現変動

が起こる生後2週間に、 NMDA受容体チャネルの薬理学的特性や電気生理学的特性が変化することを示

しかも、特定の機能特性の変化や差異が、そこに発現変化するサブユニットす報告は数多い(表2)。

この過程

の分子特性と強い相関性を示している事実は興味深い。

笹葺;神経分化に伴い、 NMDA受容体チャネル複合体のサブユニット構成に再編成が起こり，

を経て、 このチャネルの機能的多機性が作り出されていることが推察される。

表2表 1
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20 5'_プロモーター領域/lacn融合遺伝子を導入した
トランスジ、エニツクマウスを用いたIP3受容体type1遺伝子発現の解析

古玉大介1，2)下田耕治3) 古川真悟1)宮脇敦史I)古市貞一1)御子柴 s8~1)
1)東京大学医不断化判形割5，2)大阪医大第一内科 3)俊民主婚さ製品，，"-'f:医学部実験まりJ物センター

〔要約〕

イノシトール3リン酸受容体 type1 (IP 3Rllの組織特異的発現の調印機構、および時間的/空間的発現分

布を解析するためにマウスIP3Rlの5¥フ。ロモーター領域/lacZ融合迫伝子を導入したトランスジエニック

マウスを作製した。 IP3R1転写開始部位を含む・528~+169または-4187~+169まで、の領域の下流にレポータ

ー遺伝子lacZをつないだDNA断片を導入し、各7系統、 4潟充の独立したトランスジェニツクマウスを得た。

それぞれ 1 系統(-528~+169 : 1NM13系統，・4187~+169: 4NM2系統)のトランスジェニックマウス成獣脳

および末梢組織におけるβーガラクトシターゼの発現パターンは、ともにこれまで‘免疫組織化学またはin

situ hybridization法にて報告された野生型マウス成獣におけるIP3Rlの分布にほぼ一致した。今回の結果は

・528~+169の領域がIP3R1発現の組織特異性に関与していることを示唆している。

緒言

イノシトール3リン駁受容体(IP3R)は、神経伝達物質・ホルモン・成長因子などの刺激で産生される細

胞内セカンドメッセンジャーで‘あるIP3の結合により、細胞内Ca
2
+ストア(小胞体など)からCa2+を放出し、

一過性のcl+シグPナJレを産み出すイオンチャンネyレ型受容体である3)0 IP3R typel0P3Rllは小脳プJレキンエ
細胞に豊富に存在する蛋白質としてそのcDNAがクローニングされたが、その後の免疫組織化学法5)およ

びinsi tu hybridization法2)による解析の結果、小脳以外の各細胞における分布も明らかになり、また、小脳

発生および発達過程においてその発現パターンが変化してゆくこともmられている。今回、我々は、発生
過程や各種刺激による発現パターンの変化を時間的/空間的に解析することを目的に、レポーター遺伝子

としてlacZ(大腸菌β-ガラクトシダーゼ)をIP
3
Rlの5・ープロモーター領域につなぎ、トランスジ、エニックマら

ウスを作製した。 βーガラクトシダーゼ‘活性をX-ga1染色により組織化学的に観察することで、 IP3Rl遺伝子

発現のダイナミクスを視覚的に解析した。

方法

(1)トランスジェニツクマウスの作製

マウスIP3Rlの転写開始部位を含む-528~+169または-4187~+169までの領域(吉川ら、未発表)をグソレ

ココルチコイド受容体由来の核移行シクpナ1レを含むlacZ発現ベクタ_6)に挿入し、インサート部分を精製

して導入遺伝子とした。

C3HJHe x C57BUωのFlマウス同士を交配した雌マウスより受精卵を集め、受精卵の雄前核へ約5~10X

102コピーの遺伝子を注入し、トランスジエニックマウスを作製した4)。以後の解析はfounderマウスと

C3H/He x C57BU6JのFlマウスを交配して生まれたhem位ygoteマウスて・行った。導入遺伝子の有無はlacZ領

域をプロープとしたSoulhemblot法、または同領域にプライマーを設定したPCR法により確認した。

(2)導入遺伝子発現の検出

マウス成獣組織の凍結切片を 19もglutaraldehyde/PBSで、10分1m回定後、 0.5μg!mlの5-bnomo-4-chloroふ
indolyl-B-D-galaclopyranoside (X-gal. Takaralを含むPBS(pH 7._1)11'で30分、または一晩染色した1)。

結果

IP 3Rlの-528~+169または-4187~+169までの領域を含む迫{i;í-導入により、それぞれ7系統、 4系統の独

立したトランスジェニックマウスを得た。各系統の組織I1J片を X-gal~こより染色し、導入遺伝子の発現を
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解析したところ、それぞれ 1 系統(-528~+169: lNM13系統.-4187~+169 ・ 4NM2系統)で、これまで免疫組

織化学法および:insitu hybodizationl去を用いて報告されている野生型マウスにおける発現パターンとほぼ同

じ発現分布が見られた(Fig.l)。すなわち、脳においては小脳プルキンエ制胞にもっとも強し>3e現が見られ、

ついて寸'flH~で、の発現が強かった。短時間 (30分)のインキユベーション(染色)ではこれらの細胞のみが染

色されたが(Fig.2)、一晩染色すると大脳皮質、線条休など!よく発現が見られた。岐球てマコ発現は弱かった。

脳以外の組織では、輸精管で最も強い発現が観察され、そのほか、卵細胞、了-17(、腎などにも発現が見ら

れた。

考察

IP3Rlのクープロモーター領域-528~+169 または-4187~+169 と lacZを合む遺伝子将入により、 lacZの発現

パターンがIP3Rl遺伝子と同じ組織特異性をもっトランスジェニックマウスを行1製した。 Jnいた5¥プロモ
ーター領域のいずれでもほぼ問機な結*を得た。この結果は、 IP3R1の組織特民的発別には少なくとも

-528~+169の領域が関与していることを示唆する。これらのマウスを使うことにより、これまで技術的な

理由、あるいは抗体の特異性などの問題で解析が難しかった、発生段|析や各相4i1Ji放に対するIP3Rlの発現

の変化を比較的容易に解析できるものとWH与される。
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21 GFAP遺伝子導入によるアストロサイトーマC6細胞の
増殖抑制

戸田正博1，ヘ三浦正幸¥阿相自告晃¥戸谷重雄ヘ植村慶一1

(慶臆大・医生理、 2脳神経外科)

〔要約〕

アス卜ロサイトに特異的な中間系フィラメントであるGFAPと細胞増調査との関係を明らかにする

目的で、マウス GFAPcDNAをラットアストロサイトーマC6細胞にtransfectionした。 GFAP導入細胞

(GFC6-5， GFC6-6)では、コントロールであるvectorのみ導入した細胞(NeoC6)およびC6と比較して、形
態および細胞増殖に著明な変化が見られた。 GFC6-5，GFC6-6は、共lこGFAP陽性の細胞突起を形成し、

培地中での細胞増殖およびBrdU取込みに著明な抑制効果が認められた。 Westernblot解析上、 GFC6-5，

GFC6-6では、 NeoC6およびnativeC6と比較してGFAP発現量に著明な増加が見られたが、一方、

vimentin発現量には変化を認めなかった。以上の結果より、細胞骨格蛋白質であるGFAPの発現による、

アストロサイトーマの増殖抑制が示峻された。

[はじめに]
腫蕩細胞は正常細胞と著しく異なった特性をもち、増殖能の克進、転移、浸潤性の増大、基質接着性

の減少など、腫蕩細胞を特徴づけるこれらの性質と、細胞骨格蛋白質との関連性が指摘されている(1，2)ζ

GFAP はアストロサイトに特異的な中間系フィラメン卜であり(3)、その高い細胞特異性から、細胞の分

化との関連が示唆されている。一方アストロサイトーマの悪性化に伴って、 GFAPの発現量が滅少する

ことが報告されており(4)、今回我々は細胞骨格蛋白質であるGFAPと細胞矯殖との関係を明らかにする

目的で、アストロサイトーマC6細胞にGFAPcDNAをtransfectionし、解析を行った。

〔方法〕
導入する細胞は、 GFAP発現量の少ないC6celllineを選択した。マウスGFAPcDNA全長をヒトーMTプ

ロモーターによりdriveされるexpressionvectorlこ車Eみ込み、 C6celHこ燐酸カルシウム法により

transfectionした。遺伝子導入後3日目よりG418(600μg/ml)にてselectionを行い、生存した細胞をクロ

ーニングした。得られた細胞は抗GFAP抗体を用いたWesternblot解析および免疫染色により、 GFAPの

発現を確認した。 BrdUの取込みの測定により、細胞の分裂合成能に友ぼす影響を検討し、また24時間

毎に生細胞数を計測し、液体培地中での細胞増殖を評価した。

〔結果および考察〕
2度transfectionを行い、それぞれ別個に、 stabletransfectant(GFC6-5， GFC6-6)を得た。 GFC6-5，

GFC6-6は、 Westernblot解析上GFAP発現量は同程度に著明に増加しており、共lこGFAP陽性の細胞突

起を形成していた(FIG.1)。コントロールとしてvectorのみを導入した細胞(NeoC6)では、 C6cellと比較

して、その円い細胞の形態およびGFAP発現量に変化は認められなかった。細胞増殖に関して細胞数の

測定を行った結果、 FIG.2に示した様にGFC6-5，GFC6-6では、ともに著明な増殖抑制効果が認められた〈
さらにBrdUの取込みの測定においても、コントロールと比較して、 GFC6δ，GFC6-6では同程度の滅少

が見られた(FIG.3)。

vimentinはGFAPと非常に似た構造をもっ中間系フィラメントであり、アストロサイ卜では未分化な

時に豊富に発現しているが、分化にともなって滅少することが知られている(5)。今回の実験では、

Western blot解析上、 GFAP導入によるvimentin発現量に変化は認められなかった(datanot shown)。

GFAPとvimentinは一次構造を比較して、 centralrod domainが高し、homologyを示しているのに対して、

head region tこ遣いが認められる。今回の結果から一つの可能性として、 specificityの高L、headregion 

が細胞増殖に関係しているのではないかと推察されるが、さらに詳細な検討が必要とされる。

GFAP導入細胞では著明な題蕩増殖抑制効果が認められ、細胞骨格蛋白質であるGFAPが、 tumor

suppressorと成り得る可能性が示された。
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(FIG. 1) Morphology of control C6 cells transfected only with the neomycin gene (N巴oC6)(A and C) or C6 cells 

transfected with GFAP cDNA (GFC6-6) (B and D). which were visualized with a polyclonal antibody against 

GFAP. Calibration bar = 28.7μm. 

• C6 
回 NeoC6
園 GFC6-5

図 GFC6-6

% 

100 

80 

40 

20 

60 
ω』
aSR出
回
「
】
唱
』
国

-D' J
h
v
'
 

，
 
z
 

，
，
 
，
，
 

，
，
d
 

'

f

F

 

'

l

'

 

'

F

'

 

'

J

 

，

，

 

，
 
，
 

，

，

 

j

ロ
一
，
・

，i

，
 

ー

'

'

，

，

，

 

，
 

'

'

d

 

，

，

 

，
 
，

，

 

，
，
，
 

，

，

 

，
 
d
 
'
戸U

 

_.-ロ.- C6 
--;・-NeoC6 
---ー GFC6・5
一寸かー GFC6-6

200 

180 

160 

140 

120 

100 

80 

40 

20 

60 

(
マ
号
阿
凶
)
出
凶
国
甲

t
門
戸

Z
4
J
M同
hv

。100 80 60 40 20 

0 

0 

12 

(FIG. 3) Comparison of BrdU uptake of C6， NeoC6， 

GFC6-5， and GFC6-6 cells. Cultured cells reac飽d

with BrdU in 6 or 12 h and visuaJized with a mono-

clonal antibody against BrdU. All samples were in 

duplicate， and SEM was within 15% of mean vaJue. 
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(FIG. 2) Cell growth of native C6， control N巴oC6，

GFC6-5，加dGFC6-6 cells. Trypan blue exclusion 

was used to assess viable cells， which were counted 

at 24 h intervals over a period of 4 days 
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22 海馬NF-ATlike DNA-Binding ProteinおよびAP-l発現

への免疫抑制剤CyclosporinA投与の影響
近藤洋一，浅沼幹人，西林佐紀子，岩田恵美，小JII紀雄，森昭胤
(岡山大医・分子細胞医学研・神経情報学部門)

〔要約) Pcntylcnetetrazol (PTZ)で刺激したラットの海馬において， intcrlcukin-2遺伝子の

promoter領域に結合する転写制御因子NF-ATおよびAP-lの結合活性の変化と，それに与える

免疫抑制斉IJcyclosponnA(CsA)の影響をclcctrophorcticmobility shift assayにて検討した。 PTZ刺

激により，海馬NF-ATlik.c DNA結合活性および''rRE結合活性の増加が認められ，これらは

CsAの前投与ーによって抑制された。また CsAIlii投与-はPTZで誘発されるけいれん発作の重

症度を軽減した。脳内でlL-2の発現に関連した転写制御因子活性の調節が存在すること，

さらにこれがけいれん発作の重症化に関与していることが示唆された。

[目的I近年，神経変性疾患， )J日移植，てんかん等，種々の中枢神経系の疾患において免疫

反応の関与が注目されている。われわれは，免疫抑制剤であるcyclosporinA (CsA)の投与が

-J!i1t羽目虚血後の海馬に起こるムスカリン性アセチルコリンレセプターの減少を阻止する
ことを見いだしている(1)0 CsA は末梢のTcellに作用して， T cellのintcr¥cukin-2(lL-2)産生を

抑制することでその免疫抑制機能を発揮する(2)0T cell内では抗原刺激を受けて活性化され

たcalcincunnにより転写制御因子NF-ATは脱リン酸化され，核内に移行， IL-2遺伝子上流域

の結合elcmcnt(NF-AT siぬ)に結合し m町-.fAへの転写が惹起されIL-2が産生される。一方，

CsAはレセプター蛋白cyclophilin(CyP)に結合し∞mplcxを形成し，これが印刷ncunnに結合し

脱リン酸化活性が阻害されNF-ATが核内に移行できなくなりIL-2産生が抑制される O 今回，

CsAの中枢神経系での作用機序を明らかにするために， pentylenetetrazol (PTZ)刺激後の海馬

での転写制御因子NF-ATのDNA結合活性の変化と，それに与えるCsAの影響をelectrophorctic

mobility shift assay (EMSA)にて検討し，さらにIL-2遺伝子上流域のTRE結合蛋白であるAP-l

についても同様の検討を行った。

[方法]Animal expcnm巴nt:7週齢雄性SDラットを用い， αA(5 mglk.g)またはvchicleの皮下投

与2時間後にPTZ(75 mglk.g)または生理的食塩水を腹腔内投与し，誘発されたけいれん発作

の重症度を10分， 50分後に評価した。

核抽出液の調製:ネンブタール麻酔下で脳血管内の血球成分を除くために左心室より冷却

生理的食塩水で潅流し， I析頭後脳から海15を取り出した。 Schreiberらの方法β)に従い海馬
組識より核抽出液を調整した。符られた核抽出液は蛋白定量後，使用時まで-80'Cで凍結保

存した。

日ectrophoreticmobility shift assay (EMSA) : murine IL-2のpromotcr領域のNF-ATsite (-290~ 

-276)を含む合成ヌクレオチド鎖，あるいはコンセンサスなTREを含む合成ヌクレオチド鎖

(5'-GATTCGTGACTCAGCACAGG-3')をannealさせ2本鎖DNAプロープとした。 5'末端を突出

させたプロープは3'末端を[日_32pjdCTPとDNApolymcrasc 1を用いてラベルした。核抽出液(4

μg)， 20 mM  HEPES-NaOH (pH7.9)， 2 mM  Tris-HCl， lmM DTT， 0.4 mM  EDTA， 0.2 mM  EGTA， 80 

rnM NaCl， 2μg Poly (dI-dC)， 10% glycerol， 0.2 mM  PMSF， DNAプロープ(200pg)のrnlxtureをお

℃で15分間インキュベート後，ポリアクリルアミドゲルで電気泳動(lIV/cm，4'C， 2.5H剖HJ)

した。泳動後ゲルを乾燥し，オートラジオグラフィーを行った。
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[結果1CsAの前投与は円Z投与により誘発されたけいれん発作の重症度を明らかに軽減し
た。 murinc1し2のNF-ATに対するプロープを用いたEMSAでは 海馬核拙Wi在から2つの
bandが得られ， )Jヰ3臓の核t!ll出l'fiで、みられる2つのbandと|五時長の移動度であり，さらに100倍
量の非標識プロープの添加により消去された。このDNA結合NF-ATlike proteinはPTZの刺激

によって発現が増加したが， CsAの前投与により抑制された(Fig.l)oTRE結合活性もPTZ

投与により著明に増加したが， CsAの前投与によってほぼ完全に抑制された(Fig.2)。

[考察1PTZ刺激によって海馬でNF-ATlike proteinおよびAP-IのDNA結合活性が誘導された
ことは，脳内でIL-2の発現に関連した転写制御因子活性の調節が行われていることを示唆

している。 CsA前投与による町Z誘発TRE結合活性の発現に対する抑制効果は， CsA前投与局

がcjosmRNAの発現には影響しないことから， AP-I自身への作用によると考えられる。一

方， NF-AT like proteinの結合活性がCsA前投与によって抑制されたことは， CsAの既知の作

用機序であるcyclophilin-CsA-calcineurincomplcx の形成を介した， NF-AT like proteinの脱1)ン

酸化阻害によると考えられるoJainらはTcellからの核抽出液を用い， TRE結合蛋白である

AP-lがIL-2遺伝子上流域のNF-ATsiteに結合するnuclearNF-ATの構成成分であることを報告

しており(4)，本実験でのNF-ATsite結合蛋白のupperbandは同様のものである可能性がある。

CsAのNF-ATsite結合活性の抑制効果は，一部にはAP-lのT悶結合活性への作用による二次

的なものである可能性もあるが， pre-existing NF-ATと考えられるlowerbandもCsAにより抑

制されていたことから， CsA投与はNF-AT，AP-Iそれぞれ別々に作用していると考えられ

る。以上のことから， CsAのがj投与によるPTZ誘発けいれん発作の軽減は， CsAのNF-ATへ

の作用を介したいわゆる免疫反応の抑制のみならず， TRE結合活性の抑制のように他の転

写制御因子への作用も関与している可能性も示唆された。
[文献11. Ogawa， N et al. Nellrosci Lett 152: 173-6 (1993) 

2. Fミmmel，EA et al. Science 2斗o:1617-20 (1989) 

3， Schreiber， E el al. NlIcleic Aciu Res 17: 6419 (1989) 

4. Jain， J et al. t-;ature 356: 801-4 (1992) 
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23 
神経分化特異的蛋白質ネクジンの遺伝子構造と発現調節

植月太一、杉浦弘子、河野朋子、吉川和明*

都神経科学研・分子神経生物部門、キ現大阪大学蛋白研-蛋白質機能制御部門)

〔要約〕

ネクジンは匹性ガン細胞 (P19細胞)をレチノイン酸によって神経分化させた際に
特異的に誘導される遺伝子産物として見いだされた O その発現調節を解析する目的
でマウスネクジン染色体遺伝子を単離した O 得られた遺伝子はイントロンを持たな
かった。単離されたクローンは構造遺伝子の他5'上流域を約lkb、3'領域を6kb含んで
いた。プロモーター領域 (5'上流域)の下流にレポーターとして戸ガラクトシダー
ゼ遺伝子を結合したプラスミドを作製し、 P19細胞に導入した。 P19細胞をレチノイ
ン酸により分化させたところ、ニューロンに分化した細胞において戸ガラクトシダ
ーゼによる発色が見られたO 従って得られたネクジン遺伝子のプロモーター領域に
は神経分化を制御するcisエレメントが含まれる可能性が示唆されたO

(序文)

細胞の分化に関する研究は、種々の細胞を用いて行われてきたが、ニューロンの
分化に関する分子生物学的な研究は、現在結論を見るまでには至っていない。我々
はニューロン分化機構を解析する目的で伍性ガン細胞P19を培養系で神経分化を再現
する系として着目してきたO この細胞系から生ずるニューロンは分裂終止細胞であ
り、生体内でのニューロンと極めて似た性質と発生様式を示す。 P19細胞が神経分化
する際に特異的に発現するmRNAを解析し、我々は既知の遺伝子との相同性を示さ
ないcDNAを単離してネクジンと名付けた(1)。ネクジンはinvivo においても分化した
ニューロンに存在する核蛋白質であった(2)0in situハイブリダイゼーション法によっ
て発現の特異性を検討した結果、ネクジンはニューロン特異的に発現されること、
また、分化を終了して細胞分裂を停止した細胞において強い発現がみられることが
明らかになった(3)。これらの知見からネクジンはニューロンの分化のマーカーとし
て極めて優れていることが示された。ニューロン分化の分子生物学的解析を行うに
はまずその手がかりが重要であるがネクジンはその目的に合致している。従ってそ
の遺伝子発現の調節機構を研究することはニューロンの発生分化の分子機構を知る
上で重要な知見を与えてくれるものと期待される。そこで今回、我々はネクジンの
プロモーターの構造と機能の解析を試みた。

(方法)

最初にマウス細胞より作製されたラムダファージを用いた染色体遺伝子ライブラ
リーをネクジンcDNAをプロープとして検索した。単離された遺伝子はプラスミドに
リクローニングした後に塩基配列を決定し、ネクジン遺伝子の全構造を解析した。
得られた遺伝子のプロモーター領域(約1キロベースの5'上流域)の下流にレポー
ター遺伝子(戸ガラクトシダーゼ、ルシフエラーゼ等)を結合したプラスミドを作
製した。次にネクジンのプロモーター活性を解析する目的でこのプラスミドをP19細
胞への導入を試みた。 P19細胞を 3~4 日間0.5μMのレチノイン酸を含むメデイウム
中で培養した後、カチオン性脂質(リポフェクタミン)を用いてP19細胞に遺伝子導
入した。さらに3日間培養しニュー口ンに分化させた後、レポータ一遺伝子の活性を
測定してプロモーターの機能を解析した。



(結果と考察)

マウス細胞より作製した染色体遺伝子ライブラリーをネクジンcDNAをプローブと

して検索してネクジン染色体遺伝子を単離し、その構造を明らかにした。単離され
たクローンは構造遺伝子の他5'上流域を約lkb、3'領域を6kb含んでおり、得られた遺
伝子はイントロンを持たなかったO コード領域の全塩基配列を決定したところlアミ

ノ酸の置換をもたらす 1bpの変異を除いてcDNAと一致した。サザンハイブリダイゼ
ーションによってネクジン遺伝子はハプロイド当たりI1~と考えられること、このク
ローンはポリAを3'末端に持たないことなどからプロセスされた偽遺伝子ではないと

考えられる O 次にプロモーター領域 (5'上流域)の下流に戸ガラクトシダーゼ遺伝

子を結合したプラスミドを作製し、レチノイン酸処理後のPl9細胞に導入した。この
際、組織特異性を持たないヒトペプチド鎖延長因子 (EFlα)のプロモーターに戸ガ

ラクトシダーゼを結合したレポーター遺伝子もコントロールとして導入した。導入

3日後、 Fガラクトシダーゼの活性を発色により検討した結果、主としてニューロ
ンに分化した細胞において発色が見られた(図1) 0 一方、 EFlα のプロモーターを
持つレポーター遺伝子を導入したものではニューロンの他グリア様細胞、線維芽様

細胞も強く発色した(図2) 0 この結果、得られたプロモーターが転写活性を持って
おり、ニューロンに特異性が高いことが示された。さらにFガラクトシダーゼの替
わりにルシフエラーゼ遺伝子をレポーターとして神経分化特異的発現を調節する cis
エレメントを同定する試みを行っている O

(参考文献)
I 

2.Ai包zawa工，Ma訂ruy戸ama，K.，Ko叩ndo，H礼.，a加nd YoωshikawaJく.， Dev.Brain Res.68:265-274(1992) 

3高城啓 a、古川和明神経化学 32(1):154-155(1993) 

図1 ネクジンプロモーターによるFガラ
クトシダーゼの発現

レチノイン酸処理によってニューロンに

分化したP19細胞にpガ、ラクトシダーゼによ
る発色が見られる。

。

F 
-百一

図2 EFlα プロモーターによる pガラクト
シダーゼの発現

レチノイン酸処理によってニューロンに

分化したP19細胞の他、グリア様や線対ur様
のP19細胞にもpガラクトシダーゼによる発
色が見られる。
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〔要約〕

神経細胞の核特異的タンパク質 5E5のcDNAクローニングと

そのタンパク質機能解キ斤

鈴木恵理香 1) 、ノj、申書邦彦" 、赤川公朗"

(総合研究大学院大学生命科学科 ヘ 生理学研究所神経化学:へ
杏林大学医学部第二生理 引)

神経系は多種の細胞からなりそれぞれ独特な形態や性質を持っている。この神経系の特殊性は

神経細胞の核内の特異的な調節因子によって調節されていると考えられている。そこで我々は神

経細胞の特殊な校内調節因子を探索するため1'111経細胞の核を認識するモノクローナル抗体を作成

し、神経細胞の核特異的抗体を得ている。今回我々はそのcDNAの塩基配列を決定した。その結果、

核タンパク5E5は塩基性アミノ自主であるアルギニンに富み、 C末端側にプロリンに富む構造を持ち、

トランスロケーションシグナルを持った分子量約90KDaのタンパク質であると推定した。このクロ

ーニングしたcDNAを発現させたタンパク質に対するモノクローナル抗体はラットの脳の切片で神

経細胞の核を認識した。ラットの脳の核分画を調整し、 DNA-セルロースカラムにかけ、 DNA結合

タンパク質分画を Western blotting したところ、 DNA結合タンパク質分画の約100KDaのタンパ

ク買がこの抗体により認識された。また、全翻訳領域を含む約3.6KbのcDNAを真核細胞の発現ベ

クターに組み込み、 COS-l細胞にトランスフェクションしその細胞内局在性を調べたところ、核に

局在していることがわかったO 以上の結果より5E5は新しいDNA結合タンパク買であることがわか

った。

<実験方法>

ギニアピッグの脳から既述の方法により核分画を調整した。この核分画をEDTAバッファーでホ

モジナイズし、遠心、後のペレットを0.35MNaClバッファーに懸濁し、遠心しペレットを得た。こ

のペレットを尿素バッファーに懸濁して遠心した後の上清を非ヒストンタンパク質分画とした。

この非ヒストンタンパク質分画を抗原としてモノクローナル抗体5E5を作成した (1)。ラット海

馬の Agtll cDNAライブラリーより (i -ガラクトシダーゼ/5E5の融合タンパク質をmAb5E5で

認識させることにより約l.7KbのcDNAを単離した。さらにラット脳の，;gtlO cDNAライブラリー

より約1.7KbのcDNAのN末端側180bpをプロープとしてこの1.7Kb全てを含む3.6KbのcDNAを単離し、

塩基配列を決定した。また1.7KbのcDNAをpMAL発現ベクターに組み込みこのl.7Kbの発現タンパ

ク質についてモノクローナル抗体を作成したO ラットの脳よりDignam法により脳の核抽出物分画

を調整し、 DNA-セルロースカラムにかけて、カラムバッファーに2MKClを添加することにより

溶出してきた分画をDNA結合タンパク質分函とした。約3.6Kbの全翻訳、領域を含むcDNAを真核細

胞の発現ベクターであるpRc!RSVに組み込み、 DEAE-デキストラン法にてCOS-l細胞にトランス

フェクションした。

<結果及び考察>

得られたラット脳の5E5cDNAは、 3.6Kbで825アミノ酸からなる分子量約90KDaのタンパク質を

コードしていると考えらたO この5E5はDNA結合タンパク買によく見られるように塩基性アミノ酸

であるアルギニンに富んでいた。 C末端側に酸性アミノ自主であるプロリンとグリシンが多く含まれ

ていた。 5E51立N末端miJから430アミノ酸付近にタンパク買の核内への移行を示唆するトランスロケ
ーションシグナルを持っていた。この5E5には一般的にDNA結合ドメインのモチーフとされている

Znフィンガー構造、ヘリックスーターンーヘリックス構造やロイシンジッパー構造は見られなか



ったわ mAb5E5で、ラットの月iiiの切片を間接蛍光抗体法で染色すると神経細胞の核がHf:点以;に染まる

ことも考え合わせると、 5E5は細胞質で飢訳された後、校内にとりこまれDNAに$1¥1{jするものと

考えられたυSWISSPROTデータベースで怜索したところ5E5は全く未知lのタンパク賀であること

がオつかっfこ。

5E5のタンパク 1'l1投能を l制べるため、 1.7KbcDNAを光明させたタンパク 'fIにx，Jしてモノク口ーナ

ル抗体を作成したいこのモノクローナルJA体はラットの脳の切!十で神経科11胞の牧を認識した ま

たDignamiLにより訓幣したラットのIJi五の核11111L¥物分jlllJで約100KDaのタンパク立をIL21殺した.'， ;1iに、

このラットの脳の核JIIIII'，物分画をDNA-セルロースカラムにかけたところ、 DNA*ii合タンパク質
分間である2MKClを合んだカラムバッファーによる溶，'L'，分jilijのlOOKDaのタンパク貨がこの抗体

で認識された(図1)ο この結果から5E5は見抜0')又は11:]般的なDNA手llf7タンパク日であると考え

られた。 5E5の全翻訳領域を合む3.6KbcDNAを災核細胞の'iCJ}~ベクターに組み込み、 COS → Hflll也に

トランスフェクションしたれこれをI1¥Jj妥:Ut光抗体法でfiI:iJべるとCOS-lの判11)也イ互に5ESが先JJLしてい

ることがわかった(図2)..これはトランスロケーションングサルが1双山しており、 +[lllj包1:']でつく

られたタンノfクfiがトランスロケーションシグブルにしたがって十点、|人lに12行するものがノド11立された

以上の結果より 5E5はキ1111旧民で介!ぶされた後、以内に移行し、なんらかの 11~仰を受けてDNAに結

合している新しい核タンパク買であると考えられた

a b c 

lOOKDa-

80KDa-

50KDa-. 

Fig.1 DNA結合タンパク質中にみられる

抗ft，、陽性ノfンド

DNA-セルロースカラムに核分間をかけて得られた

DNA結合タンノfク貿53'函の100KDaのタンノfク質カf

抗体で認識された。

a:DNA結合タンパク質分画

b:DNA-セルロースカラム非吸着分画

C:ラット脳の核till出物分画

文献

Fig.2 5E5発現タンパク12のCOS-1科目胞での

細胞内局在

小三角は枚、大三戸jは細胞質を示す。 COS-1の核

に発現させた5E5の強いシグナルがみられた。

(1) Yoshimura.K. et aL (1990) Brain Res. 509: 161-164 
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25 ニワトリ gicerin cDNAを導入した zebrafish の神経特異発現

〔要約〕

金哲照、平英一、郭哲輝、 岡本仁*、中平健祐**、 i也中一裕**、樋口宗史、
三木直正
(大阪大・医・第一薬理、*慶応大・医・生理、**生理研・神経情報)

神経突起伸展因子(NOF)の受容体として見い出されたニワトリgi印 mは、イムノ
グロプリンスーパーファミリーに属する新しい細胞接着因子であり、発生初期の神経系
形成において重要な役割を果たしていると推測されている o Zebrafishは、脊椎動物の中
でも単純な構造の神経系を持つので、神経系形成過程を研究するために適した材料であ

る。そこで、ニワトリ gicerinの神経系形成における機能解析の一環として、 zebrafish卵へ

遺伝子導入を試みた。マウスneurofilamentプロモーターを結合したニワトリgicerin cDNA 
発現ベクター(pNFP-gicerin)を、 zebrafish受精卵に導入、 紅組sient紅却sgeniczebrafishを作
製し、 gicerinの発現と共に、 zebrafish神経系形成への影響を調べた。導入gicerin cDNAの
発現はほぼ神経細胞に限られ、神経特異発現が認められた。Zebrafish神経特異発現系を
利用して、 gicerinの生理機能の解析が可能であることが示唆される。

私達はニワトリ怪毛様体神経節ニューロンの突起伸展を引き起こす因子として
NOF(neurite outgrowth factor)を単離精製している(1)0GicerinはこのNOFの受容体として見
い出された新しい細胞接着因子であり、発生初期の神経系や網膜に発現し、シナプス形
成や細胞移動に深く関与していると考えられる(2)0Zebrafishは毎朝数百の受精卵が採取
可能であり、匹発生が透明で24時間で神経系が形成され、脊椎動物の初期神経系形成
機構を研究するために適した実験材料である(3)。そこで私達はニワトリgicerinの初期神
経系形成においての役割を明らかにするためにzebrafishへの遺伝子導入を試みた。

[方法]
1) Zebrafish (Brachydanio rerio、基礎生物学研究所より供与)より受精卵を採取、マニプ
レーターを使って細胞質へのDNA導入を行った。導入DNAは濃度25μg/mlになるように
0.05% phenol red、0.05MKCI溶液にて調整したO
2 )発現ベクターは基本的にヒトcytomegalovirus(CMV)プロモーターを持つpcDNAlベク

ターを使い、 s-galac tos idase(LacZ)、マウスneurofilamentフ。ロモーター(NFP)、ニワトリ

gicerin cDNAを発現ベクターに組み込んだ。
3 )ホールマウント染色は、 zebrafish匹をpronase処理で卵殻膜を除去、パラフォルムア
ミド固定、 X-gal染色を行ったO 免疫組織化学の場合はさらに、 a印 tone処理の後、抗ニワ

トリ gicerin抗体、 β-galactos id as e抗体、 HNK-l抗体などを用いてABC法より行った O

HNK-l抗体はzebrafish初期臨の神経系の中でも神経突起をもっ神経細胞と反応すること
が知られているO

[結果と考察]
1) Zebrsfis hを用いたニワトリ gicerinの初期神経系形成における機能解析のためには、
神経特異的な発現系が必要である o pCMV-LacZ発現ベクターを導入したzebrafish佐をX-
gal染色で調べると、発現がモザイクであるが、数十匹のzebrafish~f を合わせて検討した
ところ、その発現が全身的であることが認められたO これに対し、 pNFP-LacZベクター

を導入したおbrafish妊の場合は、ホールマウントX-gal染色、抗s-galactosidase抗体、又は

X-galとHNK-l抗体の二重染色した結果、その発現は限局され、部分的に神経特異的で
あることが認められたO マウスneurofilamentフ。ロモーターはinvitro系において神経特異



性がないと報告されているが(4)、transgemcmouseの場合は神経特異発現が認められてい
る(5)。特に、今回、 zebrafishを用いたpNFP-LacZのプロモーター活性は部分的に神経特
異性が認められ、今後マウスとzebrafish間のneurofilament遺伝子プロモーター領域の保存

性についても検討が必要である O
2) Zebrafishより得た受精卵、約 15 0個にNFPを用いたgicerin発現ベクター(pNFP-
gicerin)を導入し、 28時間目のzebrafish旺約 130匹が得られた。これらのzebrafish妊に
抗gicerin抗体を用いたホールマウント染色を行い、約 80匹がニワトリ gicerincDNAを発
現するtransienttransgenic zebrafishで、あると認められた。このtransienttransgenic zebrafishは
モザイク様の発現に加えて神経特異発現が認められ、 zebrafish匹当り一つから数十個の
gicerin発現細胞が見られたO その中、 77 匹の zebrafish~f においてgicerinを発現する細胞
ゐほとんどが神経軸索を持つ神経細胞であることが認められた。他に、ごく一部の筋肉

細胞などが発現しているのが見られた。このように、 pNFP沼lcermベクターはほぼ神経
細胞に限られ発現していたが、中でも 1次感覚神経細胞である三叉神経節、体表の触覚

を脊髄に伝えるRo伯ho叩n.白町-B

現在、この 77匹のpNFP-gicerin導入transienttr如 sgeniczebrafishに対し、 gicerinを発現す
る神経細胞の種類や神経形成への影響などについて具体的に検討中である。ニワトリ

gicerin cDNAを発現させたtransienttrancgenic zebrafish匹をFig.1 に示した。
今後は、ニワトリgicerincDNAを導入したstable汀叩sgeniczebra白shを作製し、 zebrafish神
経系形成への影響及び行動異常などの検索を進めると共に、 zebrafishのgicerin様分子を同
定し、初期神経系形成におけるgicerinの役割を明らかにしたい。

[文献]
(1) Hayashi Y. and M氷iN. (1985) J.BioI.Chem.， 260， 14269-14278. 
(2) Taira E.， Takaha N.， Taniura H.， Kim C-H.，加dMiki N. (1994) Neuron， 12，861-872. 

(3)岡本仁(1992)細胞工学， 11 (8)， 600-604. 
(4) Nakahira K.， Ikenaka K.， Wada K.， Tamura T.， Furuichi T.，却dMikoshiba K. (1990) 

J.BioI.Chem.， 265，19786-19791. 

(5) Begemann M.， Tan S-S.， Cunningham B.A.， and Edelman G.M. (1990) 

Proc.NatI.Acad.Sci.USA.， 87，9042-9046. 

Fig. 1. A representative of transient汀ansgeniczebrafish embryo introduced with pNFP-gicerin. 
Anti-gicerin antibody stained several回gemina1ganglion cells and Rohon-Beard neurons (arrows) 

including axons and growth cones. C， cerebellum; E， eye; Y， yolk. Sca1e bar， 200μm. 
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26 PC12D細胞におけるムスカリン性アセチルコリン受容体アゴニストによる
MAPKの活性化について ;PKC、カルシウムとRaf-lの関連

限原英子、海老原達彦、三枝理liJ]， David Saffen 

(東京大学・医学部・脳研・生化学部門)

〔要約〕

PC12D細胞を、ムスカリン性アセチルコリンレセブター(mAChR)のアゴニストである

カルパコール(Carb)、またはオキソトレモリン(Oxo)で刺激すると、 MAPKinase 

(MAPK)が活性化されることが見いだされた。また、細胞をホルポールエステル

(PDA)で一日前処理するとmAChRアゴニストの刺激によるMAPKの活性化が抑制され

たが、 NGF刺激によるMAPKの活性化は抑制されなかった。以上よりmAChRから

MAPKへの経路はPKCを介するが、 NGFの場合はPKCを介さないことが示唆された。さ

らに、 MAPKの活性化はSDS-PAGEにおけるバンドの移動度の変化と相関性があるが、

EGTA存在下でMAPKの活性化が抑制されたがNGFの場合は影響を受けないので、

mAChRアゴニスト刺激によるMAPKの活性化にはCaZ+が必要であることが示された。

また、 NGF刺激， Carb刺激どちらに対しでもMAPKの移動度の変化はRaf-1の移動度の

変化に先行したので、 PC12D細胞では、 Raf-1はMAPKの上流で機能していない可能性
が示唆された。

「緒言j

PC12D細胞はPC12細胞の亜株で、 NGF刺激後数時間以内に神経突起を伸長させる 1)。

PC12D細胞をNGFで刺激するとMAPKの活性化が起こることが報告されており 2)、それ

が細胞のNGFによる分化に必須であると考えられている。我々は以前、 PC12D細胞が

mAChRのm1とm4のサブタイプを発現していることや、 PC12D細胞をmAChRアゴ

ニストで刺激するとPIturn overが起こることを報告した3)0PI turn overが起こる

とPKCが活性化し、細胞内Ca2+の濃度が上昇すると考えられる。他の細胞株では、 PKC

の活性化や細胞内Ca2+の上昇によりMAPKが活性化することが知られているので、 PC1

2D細胞において、 mAChRの刺激によるMAPKの活性化へのPKCとCaZ+の関与につい

て検討した。また他の細胞株では、成長因子の刺激後、 MAPKの上流にRaf-1

がMAPKKKとして機能していると報告されているので、 NGFまたはCarbの刺激による

MAPKの活性化とRaf-1の関連を調べた。

「方法J
PC12D細胞は、 5%FCS / 5% Horse Serumを含むDMEM培地で、 3rc、5%COz下
で培養し、 80-90% confluentになったものを用いた。 MAPKのinvitro kinase法

は、 Mye1inBasic Proteinを基質として既報(4)に従って行った。 ingel法は、既報(
5)に従った。また、 SDS-PAGE上の移動度の変化は、抗MAPK及び、抗Raf-1抗体を用い

てイムノプロッテイングを行し叶食出した。抗MAPK及び、抗Raf-1抗体は、 Santa Cruz 

Biotechnology， Inc(USA)のものを使用した。

「結果と考察j

PC12D細胞をNGFまたはCarbで刺激し、 MAPKが1分以内に活性化することをingel 

法やinvitro kinase法により確認した。 MAPKの活性化のPKCに対する依存性を検討

するために、細胞をPDAで一日処理してNGF，Carb， Oxoで刺激し、 MAPKの活性化を



調べた(図1)0NGFの刺激によるMAPKの活性化はPDAの影響を殆ど受けなかったのに

対し、 CarbとOxoによるMAPKの活性化はPDA前処理により抑制された。次に、細胞内

Ca2+濃度を上昇させるthapsigargin(0.1μM)を加えところ、 MAPKの移動度の変化が

見られた。細胞をEGTAで前処理するとMAPKのCarb刺激による移動度の変化は抑制さ

れたが、 NGF刺激によるMAPKの移動度の変化は抑制されなかった。以上のことから、

mAChR刺激によるMAPKの活性化には、 PKCとCa2+が関与していることが示唆され

た。最後に、 Raf-1とMAPKの移動度の変化のタイムコースを調べたところ、 NGF刺激，

Carb刺激共にRaf-1の移動度の変化はMAPKの移動度の変化よりも遅れることがわかっ

た(図2)。
以上の結果より、

(1) PC12D細胞をmAChRアゴニストで刺激するとMAPKが速やかに活性化される、

(2)その活性化は、 PKCとCa2+に依存する経路を介して起こる、

(3)PC12D細胞では、 Raf-1はMAPKの上流で機能していない、
ことが、示唆された。

「文献J
1) Katoh-Semba R.， Kitajima S.， Yamazaki Y.， and Sano M. (1987) 

1. Neurosci. Res. 17.36-44. 

2) Sano， M. (1992) 1. Neurochem. 59. 1263-1272. 
3)海老原達彦、伊藤和光、 SaffenD. (1993)生化学 65(8)， 1000. 

4) Clark-Lewis 1.， Sanghera j. S.， and Pelech S. L. (1991) 
I. Biol. Chem. 26Q，15180-15184. 
5)伊藤文詔、後藤由季子、西田栄介(1992)実験医学 11(3)， 392-396. 

図1

図2

Down-requlation of PKC largely blocks activatlon 
of MAtK followinq stimulation of muscarinic 

acetylcholine receptors 

PC12D cells 
pretrealed with 

q<n"'PI""o.p 
10'jM POA (18hrs) 

25000 

20000 

15000 

10000 

5000 

田崎静...--=ーー p47

Time course of shift-up of MAPK and raf-1 following 
stimulation of PC12D cells with NGF or carbachol 
+ NGF (10 ng/ml) +Ca巾achol(1 mM) 

4-raf-l 

MAPKAAK-l 
+-v怜匂
・ー凶2MAPK.疋RK-2

o 25 57.510153060 02.5 57.5101530 60min 

87 



88 

27 
初代培養前脳基底野ニューロンにおけるNGFレセプター
mRNAの発現に対する神経栄養因子の効果

〔要約〕

小島正己、池内俊彦、畠中寛

(大阪大学蛋白質研究所・生合成)

神経成長因子 (NGF)の生理作用発現に不可欠な高親和性 NGFレセプタ- trkA遺伝子の発

現調節の研究を胎生 17日齢ラット前脳基底野コリン作動性ニューロンの培養系を!日L、て進めた。こ

の時期のコリン作動性ニューロンに対して分化促進作用を行う NGFが trkAmRNAの発現を強く誘

導することは既に報告した。今回は、 NGF以外の神経栄養因子を同様に添加する実験を行った。脳由

来神経栄養因子 (BDNF)、ニューロトロフィンー3(NT-3)、塩基性繊維芽細胞増殖因子 (bFGF)

は、 NGFと同様にアセチルコリン合成酵素 (ChAT)活性を上昇させたが、 trkAmRNAの発現を誘

導しなかった。高 K+培地による脱分極刺激及び、毛様体神経栄養因子 CCNTF)は、 ChAT活性の

上昇も trkAの発現誘導も起こさなかった。しかし、K252b存在下で NT-3を添加した時 (この条

件下で NT-3は TrkAレセプターを NGFと同様に活性化することが知られている)、 ChAT活性

の上昇と trkAmRNAの発現の誘導が NGFを添加した時と同様に観察された。以上の結果から、培

養下の前脳基底野コリン作動性ニューロンの trkAm肘~A の発現は、 NGF という特異的リガンドに

よって調節されており、コリン作動性ニューロンに対する神経栄養因子作用は直接的には関係がない

ことが示唆された。

NGFの作用起点である NGFレセプターは、チロシンキナーゼを持つ高親和性レセプタ- TrkA 

とその機能発現を補う低親和性レセプタ-p75から構成されることが最近明らかになった (1)。我々

は、 NGFレセプターの遺伝子の発現調節の研究を NGFの作用が知られる中枢前脳基底野コリン作動

性ニューロンの培養系を用いて進めており、 NGFの添加によって p75とtrkAの発現が up一

regulationされることを既に報告した (2，3)。この研究は、ニューロンがし、っ、どのような状況で

NGFに応答するのかという問題に答えるための重要な研究と考えている。

【実験方法】

胎生 17日齢ラット前脳基底野ニューロンの培養は既報に従った (4)。細胞は polyethyleneimine

コートしたプレートにまき、 14時間後に各神経栄養因子を添加した。 trkAmRNAの定量は、イン

ターナルコントロールを用いた RT(Reverse Transcription)-PCR法により行った。 PCRプライマー

は、 trkAmRNAからの PCR産物が 441bpになるように設定した。インターナルコントロールに

は、この 441bpのシークエンスの途中の約 100bpを欠失した trkAcDNAを含むプラスミドか

らの I1zvitro転写産物を用いた。 trkAの定量は、培養細胞から抽出したトータル RNAとインター

ナルコントロールを混合した後 RT-PCR反応を行い、各反応産物の量比をとることによって行った。

ChAT活性の測定も既報に従った (4)。

【結果と考察】

胎生178齢ラット前脳基底野ニューロンの培養系において、コリン作動性ニューロンに対して分化

促進作用を行う NGFが trkAmRNAの発現を強く誘導した(図r) (3)。この結果は、培養前脳

基底野コリン作動性ニューロンの trkAmRNAの発現には NGFの分化促進作用が関与していること
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を示唆する。前脳基底野組織における trkAmRNAの発現上昇のタイミングは、コリン作動'性ニュー

ロンが海馬に投射を開始する時期と投射先の海馬において NGFの生合成が始まる時期にほぼ一致し

ている (4)。この意味からも、 Invivoでは trkAの発現に NGFが重要な役割を果たしている可能

性が考えられる。表 1は、 ChAT活性及び trkAmRNAの発現に対する代表的な神経栄養因子の

効果を添加 36時間後について調べたものである。 BDNF，NT-3、bFGFは、 NGFと同様に ChAT

活性を上昇させたが、 trkAmRNAの発現にはl齢、効果を持たなかった。高 K+培地による脱分極刺

激及び、 CNTFについては、 ChAT活性の上昇にも trkAmRNAの発現にも効果はなかった。とこ

ろが、プロテインカイネースインヒビターであるK252b存在下で NT-3を添加した時、 ChAT活

性の上昇に加えて trkAmRNAの発現誘導が NGFを添加した時と同様に観察された(図

2) 0 K252b存在下での NT-3は TrkAレセプターを NGFと同様に活性化することが知られてい

る (5)。以上の結果から、培養下のコリン作動性ニューロンの trkA遺伝子の発現は、神経栄養因子

による分化促進作用ではなく、 TrkAレセプターを活性化する特異的リガンド NGFによってより直

接的に調節されている可能性が示唆された。

(1)小島正己、池内俊彦、畠中寛 (1992) 実験医学 10， 1487-1493. 
(2) Kojima， M.， et al. (1992) Mol. Brain Res.， 16， 267-273. 
(3) Kojima， M.， et al. (1994) Neurosci. Lett.， 169， 47-50. 
(4) Hatanaka， H.， et al. (1988) Dev. Braill Res.， 39， 85-95. 
(5) KnuseJ， B.， et al. (1992)よ Neurochem・， 59， 715-722. 
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図 1 初代培養ラット前脳基底野ニューロンにおける trkAmRNAの発現に文付る NGFの効果
胎生 17日齢ラットの初代培養前脳基底野ニューロンに 100ng/mlの NGFを添加し、 36時間後と
4日後について、 trkAの発現及び ChAT活性を調べた。

図2 初代培養ラット前脳基底野ニューロンにおける trkAmRNAの発現に対するK252b有在
下における NT-3の効果 培養ニューロンに対するK252b処理の方法は既報に従った (5)。
表 1 t刷 mRNAの発現に文付る各神経栄養因子と NGFの効果の比較
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28 L e u c i n e R i c h R e p e a t s (L R R s)構造を有する
マウス脳出来遺伝子のクローニング

谷口弘樹、高木勉、遠山正弥¥平日中明生事

(大阪大学 医学部分子脳機構(田辺)寄付講座、解剖学第2講座つ

〔要約〕

Leuc ne Rich Repeats (LRRs)構造はタンパク質ータンパク質問の相互

作用を担う構造として考えられており、この構造を有するタンパク質は 1つのファミリーを形成して

いる。 Mar k D. Adamsらによって得られたHuman脳 cDNAライブラリー由来のLR

Rsを有するフラグメント(1)をプロープとしてマウス脳cDNAライブラリーをスクリーニング

し、全アミノ酸配列のコード領域と思われる部分を含むcDNAを単離し、その塩基配列を決定したα

塩基配列から予想されるアミノ酸配列から、このタンパク質はN末端にシグナルペプチドを有し、疎

水性アミノ酸からなる膜貫通領域を持つ膜貫通型タンパクであることが予想されたo また、細胞外領

域と思われる部分にはLRRsが9回存在し、さらにLRRsファミリ一間で保存されたアミノ酸配

列がN末端側、 C末端側にそれぞれ存在する事がわかった。また、得られたcDNAをプロープとし

てNorthern blotを行ったところ約4. 2 k bのバンドが発生期から成体に至るまで一

様に認められた。また、組織ごとの解析では、脳lこ特に強く発現していることがわかった。

神経系の構築には、ニューロン・グリアの分化、神経軸索の伸長、シナプス形成、細胞死といった

ような様々な局面が存在し、各段階において未知の分子を含め、種々の分子がその機能を担っている ο

LRRs構造を持つタンパク質は、 βシート構造を形成し、タンパク質ータンパク質問の相互作用に

関わる分子として考えられており、 1つのファミリーを形成している。神経系においては、主にDr 

osoph laから、 s1 t 、connect n (2)、t0 1 1 :など、神経発生に関与して

いると考えられる分子が単離されており、マウスなど暗乳類においても同様な分子が存在する可能性

がある。そこで、我々は、マウスの脳においてLRRs構造を持ち、細胞問、細胞ー細胞外マトリッ

クス閣で働いているような分子を同定することを目的とし、 human脳 cDNAライブラリーから

得られたLRRs構造を有するフラグメントをプローブとして生直マウス脳cDNAライブラリーを

スクリーニングし、全アミノ酸配列を決定した。その結果、 LRRs構造を有する新しい分子である

ことがわかったので、現在進行中の in situハイブリダイゼーションの結果と共に報告する予

定である。

[方法]

(1) cDNAクローニング

P 1マウス『必cDNAライブラリーをスクリーニンクーした。プローブは、 humaniji五cDNAライ

ブラリーから得られたLRRs構造を有するフラグメントを用いた。

(2)Northern blot 

常法に従った。 1レーンにつき 20μgのtotalRNAをアプライした。

(3) in situハイブリダイゼーション

A d u 1 tマウス脳組織の凍結切片を作製し、 cDNAを鋳型とした cRNAをプローブとして、

i n s i t uハイブリダイゼーションを行った。

[結果と考察]

LRRs構造を有する human脳 cDNAフラグメントをプローブとして生直マウス脳cDNA



ライブラリーをスクリーニングしたところ、数個の陽性プラークが得られた。そのうち、最も長いク

ローン(約3.4Kb)の塩基配列の全てを決定した。このクローンは全長3368 b Pで、 lつの

オープンリーデイングフレームを持ち、 3'末端に poly (A)を持っていた O 塩基配列から予想

されるアミノ酸配列から、 707個のアミノ酸をコードしていることがわかった。このタンパク質は、

N末端にシグナルペプチドを有し、疎水性アミノ酸からなる膜貫通領域を持つ膜貫通型タンパク質で

あることが予想された。細胞外領域と思われる部分iこは、 LRRsが9回存在し、また、 LRRsフ

ァミリー聞で保存されている N末端側と C末端側のアミノ酸配列も存在した O ホモロジー検索の結果、

この分子は、既知の分子とは核酸レベル、アミノ酸レベルでいずれも高い相同性は示さなかった O

発生過程を追った脳のN0 r t h e r n b 1 0 t解析では、胎生期から成体までほぼ一様に約4.

2 k bのシグナルが検出された。また、成体の組織ごとの解析では、脳に特に強い発現を認め、その

ほかの組織では、肺に発現が認められた。

以上の結果から、このタンパク質は、 LRRs構造を有する晴乳類の新規タンパク質であり、また、

発生過程を通じて発現がみられることから、神経系の形態、及び機能の維持に関与している可能性が

考えられる。しかしながら、発生初期のこの分子の発現は検討していないので、さらなる検討が必要

である。

今後、免疫組織化学により脳組織におけるこのタンパク質の局在を調べ、さらには、接着性の有無

を調べるために ad h e s 0 n a s s a yを行い、機能面での検討を試みてL、く予定である。
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29 不死化細胞株を用いた多能性神経幹細胞の増殖と分化の
分子機構の解析

中福雅人吋、中川康史*s、貝淵弘三昇、中村俊*

(*国立精神神経センタ一千Ijl経研、書奈良先端大バイオ、 s京大医科研)

[要約]
ラット胎児脳の神経上皮組織より多能性神経幹細胞由来と考えられる培養細胞株を樹立し、その増殖

および分化の機構について解析した。ラットE12神経上皮細胞の初代培養にヒト c-mycとエストロゲン

受容体との融合タンパク質遺伝子 (mycer)を導入し、多数の細胞株を符た。これらの細胞株では、培地

にエストロゲンを添加することによって条件的に細胞内のひmyc活性を上昇させることが可能であるo

解析の結来、補乳動物の中枢神経系を構成する 3種類の主要な細胞系列、ニューロン、アストロサイト、

オリゴデンドロサイトのいずれにも分化しうる細切包株が複数種得られた。その中の一つ MNS-57細胞は、

ネスチン、ビメンチン、 RCl等の抗原マーカーを発現しており、また bFGF，EGFによってその増殖が

促進されるなど、神経上皮細胞の性質をよく反映した表現型をもっていた。さらに、 mycerの活性化を

引き起こすエストロゲンと bFGFを同時に培地に添加すると、 MNS-57細胞の増殖が協調的に促進され

るとともに、ニューロン、アストロサイト、オリゴデンドロサイトの発生が誘導された。このことは、

神経幹細胞の増殖あるいは分化の誘導に増殖因子からのシグナルとともに、細胞内での c-mycの活性化

が重要な役割を果たしていることを示唆している O

[目的] 崎乳動物の中枢神経系を構成する 3種類の主要な細胞系列、ニューロン、アストロサイト、オ

リゴデンドロサイトはいずれも、胎児脳の神経上皮に存在する多分化能を有した!神経幹細胞jより発

生すると考えられている 1.2)。この神経幹細胞についてはこれまで形態学的には詳細な解析が行われてき

たが1)、細胞レベルあるいは遺伝子レベルでの解析は未だほとんど進んでいないのが現状である。そこ

で我々は中枢神経系の発生と分化の分子基盤を明らかにしていく手がかりとして、ラット胎児神経上皮

より不死化細胞株 MNS・57細胞を樹立し、その性質の解析を行った。

[方法1 MNS-57細胞は、ラット胎児 (E12)終脳および中脳部分の神経上皮組織の初代培養にヒト

c-mycとエストロゲン受容体との融合タンパク質遺伝子 (myccr)3)をレトロウイルスベクターを用いて導

入することによって得られた。導入遺伝子のゲノムへの挿入位置のサザンブロット解析により、この細

胞株が単一細胞由来であることをf確認した。 MNS-57細胞の表現型および m VJlroで分化した細胞の同

定は、細胞桂特異的な抗原を認識する種々の抗体を月3いた蛍光免疫染色法によって行った。

[結果と考察] 単層培養下の MNS-57細胞は胎児神経上皮細胞の抗原マーカーとして知られているネス

チン4)、ピメンチン、 RC15)等を発現しており、未分化の神経幹細胞として継代可能であった。 mjαf

の活性化を引き起こすエストロゲン、および塩基性線維芽細胞増殖因子 (bFG町， J一皮細胞増殖因子

(EGF)などの増殖因子は、それぞれ単独でMNS-57細胞の増殖を促進するが、エストロゲンと増殖因子

の両者で同時に細胞を刺激すると、さらに協調的な強い増殖促進効果が認められた(図 1A) 0 このエ

ストロゲンによる効果が myccrの活↑生化によるものであり内在性のエスト口ゲン受容体を介するもの

でないことは、抗エストロゲンヂ'rJllをゐーする合成化合物 ICI163.384をIIJl、てイ{官認した(悶 1B)。次
に MNS-57細胞の invilroにおける分化能を、浮遊培養下で‘の凝集塊形成Y去をmいて検討したc
MNS-57細胞をエストロゲンと bFGFの存在下に非接着性の培養器中で、浮遊培養すると、細胞の増殖が

著しく促進されるとともに、多数の細胞よりなる凝集沈が形成された。この細胞凝集塊を接着性の培養

器上で再培養すると、 MAP2+川SE+ニューロン、 GFAP'アストロサイト、 04+/GaICオリゴデンドロ

サイトの発生が誘導されることが明かとなった(図 2) 0 さらに、これらの細胞の分化の効率的な誘導
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には、エストロゲンによる c-mycの活性化と bFGFからの刺激がItJIl寺に存在することが必要であった

(表 1)。このことは、神経幹細胞の増殖あるいは分化の誘導に増殖凶子からのシグナルとともに、細

胞内でのひmycの活性化が重要な役割を果たしていることを示唆しているものと考えられる O 現在、こ

の多能性神経幹細胞株 MNS-57細胞の増殖と分化の分子メカ二ズムについて、 I口 Vltroでの解析をさら

に進めるとともに、 'I:.Wラット!Ji'i*fli織への*IIIIYcM;j;の移H!i・flJ導入のnLそJlJし、たイ1，'Hf(invivo)レベルでの
幹細胞の分化の解析への)，[::，)fJを計制している。

l料i~ f:fl 多能性tl\l~f幹刻IIJYi'l山米の崎公創IIIYt'!株を JIJ いて、 II!l ì :fL~U)'仰の 'I'{ド tll l粁系を州jぷする 3 松支ii の主!具!
な細胞系列、ニューロン、アストロサイト、オリゴデンド口サイトが発生する過税を mVltroで再構成

する系を確立した。

[参考文献]

1) Fujita， S. (1964) 1. Comp. Neurol. 120， 37-42. 

2) McKay， R. D. G. (1989) Cell 58，815-821. 

3) Eilers， M. et a1. (1989) Nature 340， 66-68. 

4) Lendahl， U巴ta1. (1990) Ce1l60， 585-595 

5) Edward， M. A. ct a1. (1990) Ncurosci. 36， 12ト144.

Figure 2. Generation 01 neurons. oligodendrocytes， 
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Figure 1. Mitogenic effects 01 oDstrogen and growth factors 
on MNS-57 cells 
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夏盆

NGI08-15細胞および関連細胞における

新規因子 TA20の神経分化機能
東田千尋、長井忍布、野村靖幸
(北海道大学、薬学部、薬効学)

NGI08-15細胞において、 diBu-cAMP単独72時間処理よりもこれに TPAを添加し
た方が神経分化が促進されることから、両処理問で発現量の異なる因子が存在す
ると推定し、 diff<巴r巴ntial screening法による cDNAクローニングを行った。単離され
た新規因子 TA20cDNAのNGI08-15細胞および親細胞であるニューロプラストーマ
N18TG-2細胞へのトランスフェクションにより、著しい神経突起の伸展と細胞増
殖停止が認められたことより、 TA20が神経分化に関与する因子であることが示唆
された。

緒言

我々は、ニューロンモデル NG108-15細胞において、 Cキナーゼ活性化薬 TPAを、
Aキナーゼ活性化薬 diBu-cAMP と同時に長時間処理させることにより各薬物単独処
理と比較して、強い突起伸展、伸展した突起の維持、細胞増殖抑制などが認めら
れることを報告してきた (1、 2)。この長時間の薬物処理を要する現象には、 TPAと
diBu-cAMP の同時処理に特異的な遺伝子レベルでの変化が関与すると考え、
differential screening法により新規因子 TA20を単離した (3)。各種細胞へのトラン
スフェクションの結果より、 TA20がニューロンにおいて分化作用を有する因子で
あることが示唆されたので報告する。

実験方法

担血宜主:NG108-15細胞は 2%ウシ胎児血清含有 DMEM-HATで培養した。 並盆
嬰走己伸展および細胞数の計iDI :2 mmグリッド付 60mm径dish中、細胞を培養した。
培養前に lつの dishあたり任意の 4ヵ所に印をつけたグリッド中の細胞について、
その数と有する突起の長さを計測した。 cDNAクローニング 1mM diBu-cAMP 
あるいは 100nM TPAと1mM diBu-cAMP で72時間処理した NG108-15細胞より
mRNAを抽出し、各mRNAを鋳型として singI巴 strand cDNAプロープを合成した。

TP A / diBu-cAMP処理n削 Aから泥沼IIにて cDNAライブラリーを作製し、上記

2種のプロープでスクリーニングし、 TPA+diBu-cAMP 処理mRNAよりのプロープ
で強くハイブリダイズしたクローンを単離した。 TA20mRNAの定量:1∞m 
dish'中で培養した細胞の ω凶 RNAをグアニジウム/CsCI法により抽出し、 TA20 
の 5・領IJ 657 bp断片をプロープとして No吋1em blotting を行った。 TA20cDNA 
のトランスフェクション : TA20 cDNA全長を、発現ベクター pREP9あるいは誘導
型発現ベクタ-pMAM-neoに挿入しリン酸カルシウム法により細胞へトランスフェ
クションした。 G418 による選別を 2~3 週間行い各トランスフェクタントを得た。

実験結果および考察

NGl08-15細胞を TPAとdiBu-cAMP 処理した場合、各薬物単独処理と異なり、神
経突起の強い伸展が認められ、また処理後 72時間以降、特に長い突起伸展の割合
が高まった (Fig，l)。そこで differential screening 法により NGl08-15細胞において
lmM diBu-cAMPの72時間処理よりも 100nM TPA /1 mM diBu-cAMP の72時間処
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理により強く発現している囚子、 TA20をlit.附した。 TA20はその 1次構造より未知!

の蛋白質へ翻訳されることが予知され、また数カ所の被リン酸化部位の存在以外

は、何らかの機能を予測させるような既知!のドメインとの相同性は見られなかっ

た。そこで、 TA20 cDNAをNG108-15細胞へトランスフェクションし、持続した発
現を示すトランスフェクタントを複数得、それらの TA20 mRNA発現量を North巴m

blotting により検討した (Fig.2)。トランスフェクタントの薬物非存在下での形態を

観察したところ、 TA20-S1 において突起{rII展 (Fig.3)と増殖抑制効果 (Fig.4)が認め

られた。また dexamethasonc 処引による誘導型の発現ベクターをmいて TA20 cDNA 
をNG108-15細胞にトランスフェクションしたところ、 d巴xam巴thason巴 処理に依存
して著しい突起のイql展が認められた (データ米提示)。また、ニューロプラストーマ
N18TG-2細胞へのトランスフェクションにより、 NGI08-15 */11胞の場合と同様に分

化が引き起こされたが、グリオーマ C6Bu-l細胞へのトランスフェクションによっ

ては何の形態変化も見られなかった (データ未提示)。以上の結果より、 TPAと

diBu-cAMP 処理により特異的に増加する因子として見い出された TA20は、神経細

胞において分化因子として機能することが示唆された。
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31 細胞接着因子 gicerinのサブタイプの構造と機能

平英一、薙野智子、高羽夏樹、三木直正

大阪大学医学部第一薬理

〔要約〕

細胞接着因子 gicerinはイムノグロプリンスーパーファミリーに属する新たな膜タン
パク質である。そのサブタイプがmRNA レベルで存在していることが示されており、
今回、実際に蛋白質として発現していることをサブタイプに特異的な抗体を作成す
ることにより確認した。 gicerinは従来 82kDaと90kDaのダブレットノfンドとして存在
しているが(1)、新しいサブタイプ (I-gicerin)は 90kDaのバンドに相当する分子で
あることが明らかになった。またこれらの cDNA を晴乳類細胞に発現させ、その性

質について検討した。

[目的]

gicerin はイムノグロプリンスーパーファミリーに属する新しい膜タンパク質である
(2、3)。細胞外領域には Ig様ループ構造を 5個持ち、 SCl，MAG， Ll， NCAM等
と類似した構造を持っている。このような gicerinの cDNAクローニングを行った際
に2種類のmRNA が存在することが明らかになった。塩基配列の解析より、 2種類
のクローンのうち、片方のクローンは他方のクローンの一部に挿入配列を含んだも
のであることが明らかになった。すでに単離していた短い C末を持つクローンは細
胞内ドメインが21アミノ残基より構成されているが、新たに得られたクローンは
3 '側の細胞内ドメインコード領域に 11 8塩基対の挿入配列を持つために、フレ
ームシフトを含めて、細胞内ドメインは60アミノ残基より構成されていることカ
明らかになった。今回、この 2種類のタンパク質 (s-gi印 rin，I-gi白血1)が実際に存在す
ることを確かめるとともに、その性質を検討する。

[方法]

1 新たに見い出されたサブタイプ(l-gicerin)に特異的なアミノ酸配列に相当する合
成アミノ酸を作成した。さらに MAP (多抗原性ペプチド)法によりこのペプチ
ドに特異的な抗体を作成した。

2 抗 gicerin抗体及び抗l-gicerin特異抗体を用いてウエスタンブロットを行った。
3 これらの抗体による免疫沈降を行い、さらに抗ホスホチロシン抗体によるウエ
スタンプロットを行った。
4 マウス線維芽細胞L929のs-gicerin及びI-gicerin恒常発現細胞株を作成した。
5 これらの発現細胞の細胞凝集能を検討した。

[結果]

I-gicerin に特異的細胞内領域のアミノ酸配列のうち 2ヵ所を特異的抗体作成のための
抗原とした。 MAP (多抗原性ペプチド)法によりこの 2種類のペプチドを抗原とし
てウサギ抗体を作成した。このl-gicerin特異抗体を用いてニワトリ砂嚢平滑筋のウエ
スタンプロットを1Tうと、 gicerinの 82kDa，90kDaのダブレットノfンドのうち 90kDa
のバンドのみが反応した(図 1)。さらにこの 90kDaのバンドが gi白血1であること
を確認才=-2>-t~~gi∞m抗体及:1J主主-l-girerin坑体主馬込t~免疫比降物五訊五IDJJt
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体によりウエスタンブロットを行った。その結果、 I-gicerin特異抗体が認識するのは

90kDaの gicerinであることが確認できた。さらに、 I-gicerin特異抗体により免疫沈降
されるのは 90kDaの分子だけであることから、筋肉においては s-s結合などの強固
な結合によるダイマーは形成していないと思われるO また塩基配列から推定されるト

gicerinは細胞内領域にチロシン残基を持つが、免疫沈降された gicerinは抗ホスホチ
ロシン抗体と反応することから、このチロシン残基はリン酸化されていると思われ
るo I-gicerin， s-gicerin発現細胞を用いて細胞凝集能について検討したところ、 1時間
内では有為な差は認められなかった(図 2)。

[考察]

glcennには細胞内ドメインの異なる 2種類のサブタイプが蛋白質レベルで存在するこ

とが明らかになった。さらにこの 2種類の gicerin トgicerin，s-gicerin) はそれぞれ
90kDa， 82kDa の分子量に相当するものであることが明らかになったO この 2種類の
サブタイプは細胞外領域は同一であり、細胞凝集能には有為な差は認められなかっ
た。同じイムノグロプリンスーパーファミリーに属する膜蛋白質でグリア細胞に発

現している MAG(myelin assosiated glycoprotein)はgicerinと同様に細胞内領域の異なる
2種類のサブタイプが存在している。 I-MAGはリン酸化チロシンを持ち、最近非受
容体型チロシンキナーゼと関係することが示されている。 gicerinは神経細胞で発現し
ており、特に l包icerinは細胞内情報伝達機構に深く関与していることが推察される。
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レヲ二ノイン雇駿による字申系圭系田H包タテイヒ <T:>
32 分子機構

桃井隆，束真木子.小高亜矢子，武笠毅，中村俊*

(国立精神神経セ神経研究所疾病5部*診断研究部 ) 

〔要約J P 1 9細胞の神経細胞分化の過程をレチノイン酸処理と細胞凝集の二つの過程に
わけ，それぞれの 分子機構の解析をおこなった.レチノイン酸処理により神経特異的b
HLH遺伝子であるMASH.NSCLなどの遺伝子が発現するが，レチノイン敵単独で
は神経上皮細胞マーカーであるネスチン陽性であるが，ニューロフィラメントやMAP-
2陽性の成熟神経細胞には分化しない.細胞凝集による細胞間接触の過程によりレチノイ
ン酸処理したP19細胞はニューロフィラメントおよびMAP-2陽性の成熟神経細胞へ
と分化するが，活性化ra sを発現させると細胞凝集の過程なしにレチノイン酸処理した
P19細胞を成熟神経細胞へと分化させることが可能であった.一方， c-junの発現
はネスチン陽性の神経上皮細胞への分化に必要であるが， c-j unの過剰発現はMAS
H， NSCLの発現を抑制し，細胞凝集や活性化ra sの導入でも神経細胞へと分化する
ことはなかった.

[目的]
我々はレチノイン酸受容体 (RAR) 細胞内レチノイン酸結合タンパク (CRABP)
がマウス9.5-10.5日腔の神経系にすでに発現しており，神経系形成に伴い著明な発現と分
布の変化を示すこと，またステージ9のツメガエル旺外佐葉ではCRABP，RARが発
現していることから，レチノイン酸 (RA)が神経系形成に深く関与していることを明ら
かにしてきた.P 1 9細胞はレチノイン酸存在下に凝集状態で培養することにより神経細
胞へと分化することから，レチノイン酸による神経細胞分化の機構を研究する上ですぐれ

たモデル系である.しかし，非凝集状態ではレチノイン酸単独で、は神経細胞へと分化しな

いことから，神経細胞分化における凝集過程が重要であるにもかかわらず，その解析が十

分でないことが，神経細胞分化の分子機構の解析を困難にしている.われわれはP19神
経細胞分化の過程をレチノイン酸処理と凝集過程の二つの過程分離することにより，それ

ぞれの過程における分子機構を解析することを可能にした.本研究ではレチノイン酸処理
により特異的に発現する bHLH遺伝子産物 ホメオボックス遺伝子産物， J unと神経
細胞分化および細胞凝集による ra s活性化と神経細胞分化との関連について解析をおこ
なった.

[方法]

P19神経細胞分化
0.5uMレチノイン酸でP19細胞を2日間処理した後，レチノイン酸非存在下での凝集状態
で 2日間培養し，神経細胞へと分化させた.神経細胞への分化はネスチン，ニューロフィ
ラメント (20 0 k D a) ， MA  P -2の抗体を用いて免疫染色法にて調べた.無処理の
P19細胞.レチノイン酸処理2日の細胞，神経細胞へと分化させた細胞を 4%パラホル
ムアルデヒドで固定した後，各種抗体を用いて免疫染色した.反応の検出はアピジン・ピ

オチン法を用いておこない，パーオキシダーゼの活性をDABを基質として検出した.
ノーザンプロット解析

未分化，レチノイン酸処理したP19細胞，神経細胞へと分化した細胞より，グアニジン
チオシアネート法を用いてRNAを抽出したのち， 20ugRNAをホルマリンアガロー
スゲルにて電気泳動後，ニトロセルロースフィルターに転写後 32Pラベルした各種プ
ロープをもちいて，ハイブリダイズし，シグナルを検出した.
[成績]
P19細胞をレチノイン酸 (0.5uM)と培養すると時間経過とともに神経細胞分化の転写調
節に必要とされるMASH，NSCL，MEBなどのB-HLH遺伝子が発現した(図1)。



組織非特異的B-HLH遺伝子であるMEBはRA未処理でも発現していたが、マウス初
期神経系に発現するMASHはlnMレチノイン酸、 6時間以内に発現が見られ、 NSCLは
0.1 uMレチノイン酸、 48時間で発現が観察された.しかし，レチノイン階処理48時間で
は，成熟神経細胞のマーカーであるニューロフィラメント、 MAP-2は発現しておらず、
むしろ神経前駆体細胞(神経上皮細胞)のマーカーであるネスチンが発現していた。この

レチノイン酸処理した細胞を凝集により，細胞間接触を促進させると 48時間以内に成熟
神経細胞へと分化し、ニューロフィラメント、 MAP-2，などの神経細胞マーカーが発

現した(区12)。一方， J u n遺伝子をPID細胞に発現させたC2C5創!I胞は形態はP
1 9細胞と著しく異なっており すでにネスチン|陽性の細胞へと分化していた.しかし，
P 1 9細胞と異なり，神経細胞分化を誘導する条件下でもニユーロフィラメント， MAP 

-2陽性の成熟神経細胞へと分化することはなかった.C 2C 5細胞ではレチノイン酸処
理により MASHやNSCLの発現は誘導されなかった.
次に，細胞凝集の分子機構について解析をおこなった.細胞凝集させると ra sの活性化
がおこることから，神経細胞分化における ra sと細胞凝集との関係について検討した.
レチノイン酸処理したP19細胞に活性化 ra sを発現させるか， r a sを発現する P1 
9細胞をレチノイン酸処理すると 凝集させた場合と同様 ニューロフィラメントおよび
MAP-2陽性の成熟神経細胞へと分化することが明かとなった.しかし， C 2 C 5細抱
にra sを発現させても成熟神経細胞へと分化することはなかった.
[考察]

P 1 9細胞は凝集状態でレチノイン酸とともに培養すると神経細胞へと分化するが，レチ
ノイン酸単独，および凝集だけで、は神経細胞へは分化しない.本研究ではレチノイン酸処

理により神経特異的bHLHの発現が誘導され，ネスチン陽性の細胞に分化するが，レチ
ノイン酸単独ではニューロフィラメントやMAP-2陽性の成熟神経細胞へは分化せず，
成熟神経細胞への分化にはレチノイン酸処理の他.細胞間接触からの情報が必須であるこ

とが明かとなった.また 活性化ra sは細胞凝集の過程を経ずしてレチノイン酸処理し
たP19細胞を神経細胞へと分化させることが可能であることから，凝集による細胞間接
触は ra sの活性化あるいは ra sの下流を活性化することにより，レチノイン酸処理し
たP19細胞を神経細胞へと分化させることが明かとなった.また， c-junを過剰発
現する C2C5細胞はネスチン陽性であることから， c -j u nの発現はネスチン陽性の
神経上皮細胞への分化に必要なものの，その過剰発現はMASH，NSCLなど神経特異
的bHLH遺伝子の発現を抑制することにより，成熟神経細胞への発現が抑制されている
可能性が示唆された.

位]1 P 1 9およびC2 C :) ~[II胞に兇 IJIする [さI?レヲノイン的に.J:ふl'1 'l.¥IIIJy"'u;I<I'，n制IIJY.'!への

s-HしHj1'l伝子 分化とマー)J の先JJI

MEB NestinM8p-2 NF A2B5 HNK-l 

P19 RA2D 

N 

C2C5 RA2D 

N 

口陰性

園陽性

ーレチノイン酸未処理

RA2D レチノイン酸処理 2日

N 神経細胞

99 



100 

33 

〔要約〕

ロイシンリッチリピート蛋白ファミリーの同定と発

生過程神経系における発現
田口明彦、和中明生、森徹自、松本和政、今井祐二*、高木勉*、遠山正捕

(大阪大学医学部 第二解剖、分子脳機構(田辺)寄付講座*)

ショウジョウパエでは神経系形成時に接着因子の一つであるロイシンリッチリピート蛋白 (LRR)スー

パーファミリーが重要な働きをしていることが知られているが、町Ii乳類ーなど高等動物においてはLRRス

ーパーファミリーが神経発生の過程で発現しているかどうかは不明であった。我々は今回ヒトLRR部分

cDNAをプローブとしマウス脳cDNAライブラリーをスクリーニングした結果、このファミリーに属する

二つの新規なクローンを得、またそれらの発現パターンを検討するために insitu hybridization、Northem

blottingを行い、その分布を検討した。このうち一種類は胎生期の神経系、軟骨組織などに強発現しその

後徐々に発現が低下する傾向であったが、他方はほぼ神経系に発現が限局していた。以上の結果よりマ

ウスの神経系の発生過程においてもLRR蛋白スーパーファミリーに属する蛋白群が発現し機能している

ことが示唆された。

神経団路網形成時の細胞認識に関しては細胞接着因子が重要な役割を持っている。胎生期における神経

団路網形成は、おもにショウジョウパエやバッタで研究がなされているが、ロイシンリッチリピート蛋

白 (LRR蛋白)スーパーファミリーに属する接着因子 (connectin，slit.chaopun等)のmutationの検討により

それらの細胞接着因子が胎生期における形態形成において必須であることが示されている。 LRR蛋白ス

ーノTーファミリーとはアミノ酸配列上ロイシンがある一定の周期をもって出現する蛋白であるが、酵母

からヒトにいたるまで多く生物種で主に細胞外に存在しており、主に細胞一細胞相互作用に関係してい

ると考えられている。本研究では神経回路網形成における基本的な機構は、種を越えて保存されている

と考え、マウスにおけるLRR蛋白ファミリーの同定及びその発現に関して検討した。

方法

クローニングの方法として胎生 15日のマウスbraincDNA libraryをスクリーニングした。プロープとし

ては、アメリカN田のヒトbraincDNA library sequencing project (1)で報告された、 LRR蛋白スーパーファ

ミリーに属するSLITと、 50%のホモロジーを持つクローン(EST06184)をプロープとし緩徐な条件下でプ

ラークハイプリゼイションにて一次及び二次スクリーニングを行った。

得られた部分cDNAを鋳型としcRNAフ。ロープを合成、 B台生13，15，17，19日のマウス胎児および、adultbrain 
にてmRNAの分布をRIin situ hybridizationで検討した。

また、成熟マウスの脳、心臓、姉、肝臓、小腸よりmRNAを抽出し、定法に従いNorthemblottingを行
った。

結果

プラークハイプリゼイションの結果2つの独立したクローンA，Bが得られ塩基配列を決定したところそ
れぞれLRR構造を持つことが確認された。既知のものとのホモロジーがA，B共に核酸レベルで40%程度で

あった。クローンAはLRRスーパーファミリーに特徴的なcarboxyflanking regionとaminoflanking regionを

持つことが確認された。また、 insitu hybridizationによる発現の検討では2つのクローンとも主に胎生期

の神経系(脳、脊髄、 dorsalroot ganglion)および軟骨組織などにねニ異的に発現しており、クローンAは

胎生13日に最も強く発現し、その発現量および発現部位は徐々に縮小しadultbrainでは海馬を中心に発現

が見られるのみである。また、クローンBにおいては胎生13，15，17，19臼で脳、脊髄にその発現が同じ程

度見られ、 adultbrainでは海馬を中心に発現が見られた。

クローンAをプロープとしたadult臓*81JのNorthemblotungでは約4Kbの位置に単一のバンドが認められ、
脳に強く発現しその他の臓器では肺と腎臓に弱いシグナルを認めるのみであった。



考察
本研究ではLRR構造を有するこ:種の新規のcDNAを得たが、それぞれJJHEまでに報告されているものと
はホモロジーが低く、また、これらはたがいにホモロジーが高いことより、これらのLRRを持つ蛋白が
ファミリーを形成しているものと考えられる。我々はこの2穏とは別にEST06238クローンをプロープと
してもう一種類の別のLRR蛍白も同定しており(本学会、谷口ら参Hのこのクローンも含めるとこのフ
ァミリーが多数のメンバーを持つことが考えられる。また、これらのLRR蛋白スーパーファミリーに属
する蛋白がマウスの神経発生過程に発現することが確認されたことにより、晴乳類の神経系形成過程に

おいてもショウジョウパエと同じく LRR蛍，'，が重要な役割を来たしている可能tt:をノj~1唆している。

機能に関してはadhesionassay等を行っていないため不明であるが、今までに報?:されている、 LRRを
持つ蛋白がほとんど細胞接着作用に関係していること、しかもinsitu hybridizationにて胎生期神経系に強
く発現していること等により、神経系の発生に何らかの関与をしていることが期待される。現在クロー

ンAに関しては全長cDNAを取得しその全塩基配列を解析中であり今後細胞接着機能を含めこのファミリ
ーの機能解析をおこなっていく予定であるO

文献
(1)Adams.M.D. et al， (1993) Nature Genetics 4・373-380
(2)Adams.M.D. et al， (1993) Nature Genetics 4:256-267 
(3)Al1an L.et al (1988) Science 242:700・708
(4)Dhang B. et al (1993) Developmen凶 Biology160:315・322
(5)Hasimoto C. et al (1988) Cell 52・269・279
(6)Hickey M.J. et al (1989) Proc.NatI.Acad.Sci. USA 86:6773・6777
(7)Nose A. et al， (1992) Cell 70 :553・567
(8)Rothberg M.J. et al (1990) Genes and Development 4:2169・2187

マウス胎生15日におけるRIin situ hybridization 
B:脳 CA:軟骨 DRG:後根神経節 SC:脊髄

図l クローンA

脳、後根神経節、脊髄、軟骨などにmRNAの
発現が見られる。

図2 クローンB

脳、脊髄などほぼ神経特異的にmRNAの発現
が見られる。
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34 LIMfhomeodomain蛋白ファミリーに属する新規遺伝子のクロー
ニングとその神経系における遺伝子発現
松本和政、和中明生、森徹白、田口明彦、遠山正調

(大阪大学医学部第二解剖)

〔要約〕 我々はLIM/homeodomain蛋白ファミリーに属する新規遺伝子である口をRT-PCR法を用い

て単離した。L3mRNAは胎生中期においてはmedialganglionic eminenceと第一鰐弓由来の上顎および下

顎に限局して発現が見られ、これらの領域の分化ならびに細胞系譜の規定に深く関与することが示唆さ

れた。胎生野!神経系、特に前脳においては既知のファミリーメンバーとの問に相補的な発現が観察され、

しかもそれぞれの発現部位が近年提唱されている前脳の分節構造と一致することから、このファミリー

が各々の分節構造の分化に深く関わるものと考えられる。

<緒言>

LIM/homeodomain蛋白(以下LH蛋白)ファミリーは、転写活性能を有するホメオドメインと、自身の転

写活性能を調節する機能ドメインである 2つのLIMモチーフから成る転写調節因子群である。ホメオド

メインとは別に機能ドメインを有する転写調節因子ファミリーには、 Pax遺伝子群、 POU遺伝子群が挙げ

られるが、これらの遺伝子群の機能ドメインは自身の転写活性能をポジティブに調節するのに対し、

LIMモチーフはネガテイプに調節することが示唆されており、他のファミリーとは異なるユニークな転

写調節メカニズムを有する。また、このファミリーは、線虫やショウジョウパエにおいて部位特異的な

発現がみられ、細胞系譜の規定に関与することが報告されており、しかもメンバーの多くは神経系に発

現していることから、神経系領域特異的な分化及び細胞系譜の規定に関与していることが予想される。

現在までにクローニングされたこのファミリーに属する遺伝子は9種で、動物種も線虫からマウスに至

るまで多岐に渡っており、 Pax，POUファミリーのようにその遺伝子発現部位がお互いに相補的なのか、

あるいはoverlapがあるのかも明らかではない。我々はマウスにおいてRT-PCR法を用いてLH蛋白のファ

ミリーメンバーの単離を試みたところ、新規遺伝子を含む数種のファミリーメンバーの単離に成功した

ので、 insitu hybridization法による胎生期神経系における遺伝子発現部位の結果とあわせてこれを報告す

る。

<方法>

新たなファミリーメンバーの単離方法としては、 RT・PCR法を用いた。既知のファミリーメンバーで相

向性の高い 2番目のLIMモチーフ及びホメオドメインの塩基配列を基に変性プライマーを作製し、胎生

14日齢マウス脳cDNAをテンプレートとしてPCRを行なったところ、およそ400bp，600bp付近を中心に数

本のバンドが認められたので、これらをサブクローニングしたのち、シークエンスを行なった。単離し

たファミリーメンバーのうち、新規の遺伝子と考えられるものについては、そのPCR産物のcDNAプロー

プを作製し、生直マウス脳cDNAライブラリーをスクリーニングすることにより、 cDNAの全長を得るこ

とを試みた。また、 PCR法により得られた数種のファミリーメンバーについては、 PCR産物を基にcRNA

プロープを作製し、 insitu hybridization法により発生過程神経系におけるそれぞれの遺伝子発現部位を検

討した。

<結果と考察>

PCR法により得られた 5つのクローンは、塩基配列よりその全てがLIMモチーフにおいて特異的に保存

されているシステインやヒスチジン、およびホメオドメインのコンセンサス配列を有しておりこのファ

ミリーのメンバー遺伝子であると考えられた。また、これらのクローンと既知のファミリー遺伝子の塩

基配列を比較検討したところ、この5つのクローンは、既知のLH-2，isl-l，およびXlim-lのものが2種(こ
こではMXH-l， 2と名付けた)の計4種のマウスホモログと、既知のものとは相同性の低い新規遺伝子と

考えられるもの 1つから成ると考えられた(図 1)。このうち、新規遺伝子については、その全長を得
るために生直マウス脳cDNAライブラリーをスクリーニングし、 codingregionの塩基配列を既知遺伝子と

比較したところ、 LIMモチーフ及びホメオドメインでは相向性が高いものの、それ以外の領域ではホモ

ロジーが低いことが明らかとなった。我々はこの遺伝子をL3と名付けたが、L3の構造上の特徴としては、

ホメオドメインとLIMモチーフの間の領域が他のメンバーに比して短いこと、およびホメオドメインの

3・側の領域にセリン、プロリンが豊富なこと、の2点が挙げられる。
次に我々は発生段階の発現の変動を検討する目的でNorthemblotを行なったところ、L3mRNAの全長

は約4kbで、胎生中期には既に強く発現しているもののその後発現が徐々に滅弱することが示された。
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胎生期神経系におけるL3の発現部位を検討するために、発現が強い胎生 10 [1 rJのマウス胎児を用いて
in situ hybridization法を行なったところ、L3の遺伝子発現部位は極めて限局されており、神経系では

medial ganglionic eminence (MGE)の一部にのみ、それ以外では第一惣、弓由来の構造のー音Eであると顎と
下顎に限局して発現が認められた(図 2)。他にMGEと第一健、弓に発現が認められるホメオボックス遺

伝子としてはDlx-I，2が挙げられるが、Dlx-I，2はMGEだけではなくその周辺の領域にも発現しており、

また臨弓に関しても l番目だけではなく、 2、3、4番目の鯨弓にも発現しており、L3の発現部位は
Dlx-1，2と比較してもより限局したユニークなものであった。生直後および、adultのマウス脳においても、

発現は減弱しているものの、対角帯核、マイネルト核などコリナージックニューロンが豊官な部{立に引

続き限局して発現しており、L3がこれらの部位の分化ならび、に細胞系譜の維持に深く関与することが示

唆された。

次に各ファミリーメンバーの遺伝子発現部位を比較したところ、概してLH-2は終脳胞を中心とする前

脳に、 MXH-I，2は後脳、脊髄にその発現がみられた。さらに詳細に検討すると、問脳では、 MXH-Iの発

現がepithalamus，ventral thalamus， hypothalamusに認められるものの、 dorsalthalamus には発現がないのに対

し、 LH-2の発現はそのdorsalthalamus にのみ認められた。同様のことは中脳、 MGEでも観察され、中脳で

は表層にLHム捌膏にMXH-Iが、またMGEでは表層にLH・2が、それ以外の領域ではL3が発現しており、

お互いに境界を接した極めて相補的な発現が明らかとなった。これらの発現部位は近年提唱されている

前脳の分節構造とよく一致しており、これらのクローンが各々の前脳の分節構造の分化ならびにその細

胞系譜の維持に深く関与していることが示唆された。

<文献>
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図 l 既知のLH蛋白(上段7種)及び今回PCR法で得られた
5種のクローン(下段)の2番目のLIMモチーフにおけるアミ
ノ酸アライメント。中段にコンセンサス配列を示す。

図2 胎生10日齢マウスにおけるL3の遺伝子発現部位。
L3の発現部位はMGE(arrow)と仁顎、下顎(arrowheads)に

限局していた。
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35 ephサブファミリーに属する新規リセプターチロシンキナーゼの遺伝子
クローニングと神経系における発現
森徹自、和中明生、田口明彦、松本和政、遠山正禰

(大阪大学医学部第二解剖)

〔要約) ephサプファミリーに属するRTKは、神経系に比較的多く発現することが
Northem blottingにより知られ、神経系の発生に関与することが示唆されている。 cDNAライブラリーの

スクリーニングの結果、既知の遺伝子であるsek，elk，eckの3種類と新たな遺伝子esk(eph-relatedsensory 

neuron kinase)が得られた。発生過程のマウス組織においてinsitu hybridiationを行って、遺伝子発現局在

を比較したところ、この4クローンは非常に異なる発現パターンを示すことがわかった。 eckを除く 3者

はいずれも神経系に広く発現していた。特にeskは感覚神経系(三叉神経節、内耳の感覚上皮、嘆上皮、

後根神経節)に特異的に発現していた。発生中期以降の大脳皮質におけるsek，elk，eskの発現パターンの経

時的変化を比較すると、この3者はelk，sek，eskの順により早期に分化したニューロンに発現し、機能して
いることが示唆された。 eckは発生初期に神経系に発現ピークが見られるが、それ以降は腕、顎下線、消
化管上皮、腎臓などの神経系以外に発現が見られた。以上のことから、これらのRTKは構造上の類似と
いう点で同じサブファミリーに分類されているが、神経系の形態形成に対して何らかの機能的役割分担

があることが示唆された。

<臼的>

細胞の増殖分化に重要とされているレセプターチロシンキナーゼ(RTK)は現在までに多数クローニング
され、いくつかのサブファミリーに分類されている。その中の一つに巴phサブファミリーがあり、 PCR法

などにより 10数種類の遺伝子が存在していることが知られている (2-6)。これらはいわゆるorphan

r巴αptorであり，リガンドも，生理的機能も明らかではないが，現在までにNorthemblottingの解析によっ

て発生過程の神経系に比較的強く発現していることが知られている.このことから，このサプファミリ

ーメンバーは神経系の発生に重要な役割を担うことが考えられ，しかも生体内で最も複雑な神経系の発

生にはもっと多くの未知なRTKが関与している可能性がある.そこで我々はこのサプファミリーに属す
る新規の遺伝子を同定するためにマウスcDNAライブラリーのスクリーニングをおこなった.また，得

られた遺伝子の機能を採る目的で，組織における遺伝子発現の局在をinsitu hybridization法により検討し

た.

<方法>

スクリーニングのプロープとして，このサブファミリーに特異的に保存されているアミノ酸配列をもと

に， 48merの変性オリヌクレオチドプロープを合成した.ラムダgtlOに組み込まれた胎生10.5日のマウス

cDNAライプラリーを言言い条件下でスクリーニングした.得られたcDNAフラグメントをもとにcRNAプ

ローブを合成し，マウス胎児 (E13.5，15.5，I7.5)および生後7日 (p7)とadultとして生後6週齢(6W) 

の目首においてinsitu hybridizationを千子った.

<結果と考察>

スクリーニングの結果，既知のelk，eckに対するマウスホモローグとsek，そして既知のRTKとはアミノ
酸レベルで約50%という低い相向性しか示さない Iつの新規のクローンの合計4種類を得た.次に神経
発生に対するこれらRTKの機能を探るためにマウス胎児(胎生中期以降)，および生後7日， 6週齢
のマウス脳における遺伝子発現局在を検討した.その結果， 4種のRTKは非常に異なった発現パターン
を示すことがわかった.特に今回得られた新規のクローンについては他の3種では発現が観察されなか
った末梢感覚神経系の組織(三叉神経節.後根神経節，内耳の感覚上皮，喫上皮)に特異的に発現が観

察され，感覚神経系の発生に深く関与していると考えられる.よって 我々はこのクローンに対して

esk( eph-related sensory neuron kinase)と一時的に命名した.中枢神経系における発現の推移としてはsek，esk

は全段階で強く発現していたのに対し， elk，eckはそれぞれ胎生後期 中期jに発現ピークが認められたと

いう違いがあった.このうち sek，eIk.eskはE15.5から P7までの大脳皮質内における発現パターンは非
常に対照的であった. E 15.5では脳室周囲の未分化細胞層にはsekが，それに対してより表層の外套部分

にはelkが比較的強く発現しているが， E17.5になるとsekの方がelkに対してより表層に発現の中心が移動

していることが明らかになった.P7においてもこのような傾向は引き続きみられる.esk'isek，elkの両者

に対して?吉に中間層に発現が強い.大脳皮質内の神経細胞はまず脳室周囲で分化した後，皮質表層へと

移動し，層構造を形成することがよく知られている.この事実を考慮した場合，この 3者は， elk.esk.sek 



のj順に早く分化した細胞に発現していることがわかり，神経細胞分化の時期の調節に関与している可能

性がある.また小脳においてもsek，eskはPurkinje細胞層， elkは毅粒細胞層と，同一組織内でも全く異な

る細胞集団に発現局在がある.eskが他と特に異なっている点は，胎生期に 4過性に現れるsubplateに発

現が認められたことであり，大脳皮質ニューロンと 視床などのド位のニューロンとのシナプス結合の

調節に対して機能していることが予想される.

eckはE17.5以降になると神経系よりも肺，顎下腺，腎臓，消化管i二皮に発現が強くみられる.eckはもと
もとepithelialcell kinaseとして，上皮組織に多く発現するRTKとして報告された.神経組織も， 上皮組織

も共に発生学的には外佐葉由来である.発生初期の神経系にeckの発現が観察されたことに対する考察の

4つとして考えられることは，この時期の神経組織は分化が不完全で， L皮組織の性格を若干命残してい
るのではないかということである.

以上のことから， 4種類のRTKは，その一次構造上おなじサプファミリーに分類されてはいるが，各々

の遺伝子発現部位には明らかな局在があるため 何らかの機能的分担があると思われる.ごく最近、 eck

に対するリガンドとしてB61が報告された(1)0ephサブファミリーメンバーの細胞外ドメインにおいてシ

ステイン残基がよく保存されていること、また、 B61がsekなどにも非常に弱いながらも結合能力がある

ことから、リガンドもまたlつのファミリーを形成している可能性がある。いずれにせよephサブファミ

リ-RTKは神経系の発生，分化に深く関与していることは本研究の結果から明らかであり，そのリガン

ドも含めてこのサブファミリーは神経系の形態形成を研究する上で非常に重要であると考えられる.

<文献>
1) Bartley， T.D. Nature 368 (1994) 558δ60. 

2) Hirai， H. et al. Science 238 (1987) 1717-1720 
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esk mRNAのinsitu hybridization 

E13.5， El15.5、E17.5，P7，及びP7の小脳と大脳皮質

105 



106 

36 ミクログリアのサブタイプの同定とその性質

津田誠、錫村明生、田中正彦、丸野内禄
(藤田保健衛生大学・総医研・応用細胞、医学部・神経内科)

〔要約〕

マクロファージコロニー刺激因子を欠損するop/opマウスと正常マウスを比べてミク
ログリアの分析を行い、ミクログリアには少なくとも 2つのサブタイプが存在するこ
とを見いだした。サブタイプのうち一方はM-CSFにより数が増大するのに対し、他方
のグループはGM-CSF依存的に数が増大する事がわかった。 op/opマウスでは前者が非
常に少なく、培養系でM-CSFを補っても回復しなかった。免疫組織化学的検討から
op/opマウス脳に存在するミクログリアは骨髄細胞特異抗体で染色されることがわかり、
ミクログリアは他の臓器で見られる組織特異的マクロファージに比べ未分化な状態に
あることが推定できる。今回の成績はミクログリアの起源やその脳内での役割の多様
性の解明の糸口になるかもしれない。

ミクログリアは中枢神経系サイトカインネットワークの中心的な細胞であるばかり
でなく、マクロファージ様の性質を持つことから中枢神経系では炎産反応やウイルス
感染において免疫担当細胞として働いたり、変性した細胞を取り除く貧食細胞として
働くと考えられている。ミクログリアの増殖や分化はいくつかのコロニー刺激因子に
より調節されることなどから、その起源はマクロファージと同様に間葉由来の単球系
の細胞であると推定されているが、他の組織マクロファージとの起源や性質の違いな
ど詳しくは判っていない。我々は、大理石病モデルマウスのうちop/opの遺伝子型を持
つものがマクロファージコロニー刺激因子 (M-CSF)を欠損するために成熟した単球ーマ
クロファージを持たないことに着目し、脳内でのミクログリアの存在の有無やその性
質を調べた。

[方法]
B6C3Fe-a/a-opの交配でえられる新生+/+， +/op， op/opの脳を用いて各個体での混合グ
リア培養によるミクログリアの性質の検討と分化に伴った脳内ミクログリアの免疫染
色による検討を行った。各個体の遺伝子型はPCR-制限酵素切断法で同定した。混合グ
リア培養では無刺激、ミクログリアの増殖や活性化に関与することが判っているコロ
ニー刺激因子類やインターロイキン類による刺激を行い色素法(CV法)や細胞数計測で
調べた。また貧食細胞蛍光染色法でミクログリアを特異的に染色してFACSにより分析
した。ミクログリアの免疫染色ではF4/80や骨髄細胞特異抗体を用いて染色した。

[結果]
op/op由来の混合グリア培養では正常動物で培養後10日から15日で見られるphase-
bright round cell (PBRC)が全く見られなかった(図 1)。しかしグリア細胞をトリプシ
ンーEDTAで分解し非処理プラスチック培養皿への特異的接着で、回収されるミクログリ
アは正常動物のものと変わらなかった。正常および、op/op由来の混合グリア培養を各種
サイトカインで処理すると、 IL2+LPSやIL4による増殖は両者で見られたものの、 GM
CSF処理では増殖はするがPBRCの形態が異なり、またM-CSF処理で、はop/opのPBRCが
非常に少なかった。 M-CSFにたいする応答性の減少はαf法でも確認できた。一方、
FACSによる分析では正常動物においてfowordVS. light scatter (応酬90LS)の2次元展開で
2つのグループに分類できることがわかった。このときop/op由来のミクログリアはそ
のうち一方が著しく減少していた(図 2)。さらに 1ワのグループはM-CSFにより数



が増大するのに対し、他方のグループはGM-CSF依存的に数が増大した。免疫組織化
学的検討ではop/opマウス脳に存在するミクログ 1)アは骨髄細胞特異抗体で染色される
ことカfわかった。

[結論]

今回の結果から脳内のミクログリアは少なくとも 2つのサブタイプが存在すること
が明らかになった。その内の一方はGM-CSFにより増殖し、また骨髄細胞特異抗体で
染色されることから、他の臓器で見られる組織特異的マクロファージに比べ未分化な

状態にあることが推定できる。したがってミクログリアは、他の組織特異的マクロフ
ァージが骨髄で分化してから血流により各臓器へ移動するのとは異なり、さらに前の

分化段階に、おそらくは個体発生の早い段階で造血系幹細胞が骨髄に移動するのと同

時期に脳に移動したものではないかと考えられるO ミクログリアに2つのサブタイプ
が存在することの生物学的意義はまだわからないが、何らかの役割分担があると考え、
現在サブタイプのそれぞれを精製して性質を比較したり、切片培養による解析で脳の

中での役割を検討している。ところで前述のような多岐にわたるミクログリアの性質

は、これまでのところ複数の性質を持つ異なる活性化状態があり、活性化因子の違い
や活性化を受けるときのミクログリアの状態によって多種類の機能を発現すると考え
てきた。これは単離精製したミクログリアが培養下で生体内で見られる形態や推定さ
れる性質をとることからも示唆されていた。しかし今回の成績によりサブタイフ。の存
在が明らかになったため、ミクログリアの多様性について今までとは違った説明でき
るかもしれない。

[謝百字] ミクログリアのFACS分析では藤田保健衛生大学総医研細谷弘美博士に、 PCR・
制限酵素切断法の分析では加藤景子さんにご協力いただきました。感謝いたします。
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37 ラット脳のMAPlキナーゼ活性について

[要旨l

藤井敏弘、渡辺正知、中村品、近藤慶之

(信州大学機能高分子)

ラット脳の微小管よりボリ Lアスパラギン酸 (PLAA)法で得られたMAP1画分中にMAP1を基

質とするリン酸化酵素活性を見出した.このキナーゼ、活性はMAP1のSel・残基を、塩基性ポリベプ

チドの存在下で活性化された場合はThrも1)ン酸化した.ホスフォセルロースカラムクロマトグラ

フィーにおいて 3つのピークに分かれた.基質特異性，薬物感受性などから 2つはカゼインキ
ナーゼ1， n様であった.他のひとつはMAP1と共に溶出され、ホトアフイニティーラベルにおい
てSDS-PAGE上65kDaのATP結合ボリペプチドが認められた.

【目的!
?数小管付随タンパク質 MAP2はAキナーゼ， CaMキナーゼ， Cキナーゼなどの多くのキナーゼ、

によりリン酸化を受け、 MAP2が持つ多種の生体高分子，細胞内オルガネラと相互作用のいくつか

はリン酸化反応により調節を受ける.また、タウにおいてもそのリン酸化はチュープリン重合促

進能や 1)ン酸化タウがPHF主成分であることからその解明が進んできている(1).一方、 MAP1

(lA， lB)はMAP2と同量近く脳微小管標品中に含まれており、 heavychainに加え 2~ 3本の light
chainsから構成される複雑な分子であるが、機能に関する知見は以外と少ない (2).本研究におい

て、我々が開発したMAP1の分離方法で得られた画分にMAP1をリン酸化するキナーゼ活性を見出
したので、これについて検討した.

{方法}

粗MAP1画分はラット脳からt砿 01とPLAAを組み合わせた方法で得た (3). MAP1及びキナーゼ

の部分精製はPLAA-Sepharose， phosphocell ulo~吃カラムクロマトグラフィーで行った.キナーゼ、活
性は5mM Mg(CH3COO)2， 1μ.g/ml pep5証atin，6μMないし 30μM [y-32PIATPを含む50mM Mes 
buffer (pH 7)中で反応させた.リン酸化反応はP-81フィルターを用いた国体支持法とSDS-PAGEと
オートラジオグラフイーで測定した.

[結果と考察】

微小管，粗MAP1，粗MAP2画分を10μMcAMPの有無の条件で内因性のキナーゼ活性を測定し
た σig.1) .微小管と粗MAP2画分においてはcAMPにより活性化されるキナーゼが含まれている

のに対して、粗MAP1画分にはcAMPに依存性がなく、 MAP1を基質とするキナーゼ活性が含まれ

ていた. 6M尿素を含む5%ゲルで分析したところ、 MAPIA. lBともにリン酸化を受けていた.

そこで、このキナーゼをMAPlキナーゼと名付けた.徴小管標品中にはAキナーゼがMAP2と結合
していることが以前より知られており、 MAP1キナーゼ活性がAキナーゼ活性により隠蔽されてい

たものと考えられる.MAP1キナーゼ活性は cGMP.Ca'+ カルモデュリン， PSにより影響を受け

ず、 Mg'+(10 mM)， NaCl (100 mM) により 50~100%程度の活性化が見られた. MAP1以外に
MAP2， phosvitinをよい基質にし、 MAP1のリン酸化は塩基性のタンパク質により活性化された.

PLAA -Sephamseを用いてMAPlの精製を行ったところ、キナーゼ活性はMAPlと一致して溶出し
た.また、ゲルろ過における洛出においてもMAPlとほぼ一致したことから、このキナーゼ、は

MAPlと結合していることが考えられた.PLAA-S吃pharose溶出後のMAPlキナーゼを含むMAPlは

phosphocelluloseカラムクロマトグラフイーで 3つのピークに分かれた (Fig.2). それぞれのピー

ク活性をP-l，P-2， P3とし、各々のキナーゼの性質を検討した.PlはMAPlの溶出とほぼ一致
し、 phosvitinよりもMAPlをよい基質とした.この活性はpoly-L-lysine， poly-L-arginine， pmtamine， 

histonesにより 5~ 1 0倍活性化され、へパリン感受性は低かった. P2は phosvitinよりもcasein
をよい基質として、 histonesを全くリン酸化しなかった. 10問 Iml以上のpolyL-lysineの添加では

むしろ限害を受け、また、 50問 Imlのheparinで80%程度、 25μMCKI7で50%以上の阻害を

受けることからカゼインキナーゼ I様であった. P-3はcaselnよりもphosvitinをよい基質として、
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histonesを全く 1)ン酸化しなかった. Poly L Iysineで、 2~3 倍活性化を受け、 S ng/ml以上のheparin
で 80%以上の阻害作用が示され高い heparin感受性が示唆された.また、合成基質

侭RREEETEE) をリン酸化したことなどからカゼインキナーゼ日様であった.

lα ，"P]8.Azido' ATPをPl.P2，P3と混合しUV(254nm)照射後、 SDSPAGEとオートラジオグラ

フィーでATP結合タンパク質を分析したところ、 Plにおいてのみに 65kDaのボリペプチドの
ラベル化が観察された.

MAPlをリン酸化するキナーゼとしてカゼインキナーゼが知られており、微小管と結合してい

る可能性も報告されている (4). MAP1BがPDPKstこよりリン酸化を受けることも示唆されてきて

いる (5).本キナーゼの同定と 1)ン酸化がMAPl機能に与える影響の検討が必要であり、さらに脳

の発達過程でMAP1含量が著しく変動するため、 MAPlキナーゼとの関係が注目される.

[丈献1
1藤井敏弘 (1994)薬学雑誌 111，43S 447 

2. Langkopf， A.， Hammarback. J.A.， Muller， R.， Vallee， R.B. and Gamer， C.c. (1992)]. Biol. Chem.， 
267.1656116566 

3. Fujii， T.， Nakamura， A.， Ogoma， Y.， Kondo， Y. and Arai， T. (1990) Anal. Biochem.， 184，268273 

4. Diaz.Nido，].. Serrano， L.， Mendez， E. and Avila， J. (1988)J. Cell Biol.， 106，20572065 
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38 タウのリン酸化・脱リン酸化と脳cd c 2 

様キナーゼ/cd k 5 

クにオく二主主E可ヲ、 局三オヌ伝主宏監 (J;巨二Eコに、 主主-$王里二仁〉

[要約]

タウ蛋自のinvivo におけるリン酸化について調べるため以下の二種の実験を行った。(1)ブタ脳

粗抽出液中におけるタウの cd k 5によるリン酸化、 (2)ラット脳培養神経細胞におけるタウのリン

酸化。これらの実験から次のことが示唆された。 cd k 5によるタウのリン酸化部位の一つはSe 

r 2 3 5であるが、この部位は胎児と成熟ラットでリン酸化状態が異なっていた。脳抽出液中では

オカダ酸感受性と非感受性のプロティンフォスファターゼ (PPase)がこの部位を脱リン酸化

した。培養神経細胞をオカダ酸処理するとタウの電気泳動度が減少し、タウ 1との反応性が失われ

た。 Caイオノフォアで処理すると電気泳動度は増加したが、 Se r 235の脱リン酸化は見られ

なかった。 Invivoでのタウのリン酸化はリン酸化部位毎に異なるキナーゼ・ PPaseが働き複雑

に制御されているようである。

[目的]

タウは神経軸索に主に存在する熱安定性の微小管結合蛋白である。タウの異常リン酸化はアルツ

ハイマー病患者脳内のPHF形成と関連し、多くの関心を集めている。また、タウのリン酸化は微

小管重合能とも関連した重要な問題でもある。近年、タウを基質とする多くのプロテインキナーゼ

(P K)やプロティンフォスファターゼ (PPase)が報告されている ω 。しかし、 invivo に

おけるタウのリン酸化状態やそれに関わる PKやPP a s eについては解っていないことが多い。

昨年度、我々はニューロフィラメント蛋白をリン酸化するキナーゼを精製し、それが脳cd c 2様

キナーゼ/cdk5であること、及び、プタ脳粗抽出液中の主要なタウキナーゼであることを述べ

た印、u 。本大会ではよりinvivo に近い条件でのタウのリン酸化・脱リン酸化について検討を加え

たのでその結果について報告する。

[方法]

c d k 5はプタ脳より脱リン酸化したニューロフィラメント蛋白を基質にして精製したω。タウ

は1q b a 1等の方法に従って、微小管蛋白を低pHで熱処理することにより単離した H】。タウの

脱リン酸化は670 Cでアルカリフォスファターゼ処理により行った。タウのりン酸化は 32Pの取

り込み、または、リン酸化状態を識別する抗体によるプロッティングで調べた。抗体は主にタウ 1

(ヒトタウの最も長いアイソタイプのSer199とSer202の脱リン酸化型を認識する)と

S M 1 3 3 (脱リン酸化型Ser235を認識する)を用いた川。

[結果]

プタ脳粗抽出液中のタウのリン酸化の大部分はcd k 5によることが、 cd k 5の阻害剤である

ブチロラクトン Iを用いた実験より示されている。しかし、粗抽出液中のタウをcd k 5でリン酸

化しでも、 cd k 5のリン酸化部位である Ser235のリン酸化は観察されなかった。プロティ

ンフォスファターゼ 1(PPl)と2A(PP2A)の阻害剤であるオカダ酸存在下では、一時的



にリン酸化されるようになることから(図 1)、脳抽出液中にはSe r 2 3 5を脱リン酸化できる

オカダ酸感受性と非感受性のPP a s eが存在すると思われた。

ラット胎児脳タウのSer235はSM 1 3 3とは反応せず、リン酸化状態にあることが示され

た。胎児脳神経培養細胞をオカダ酸処理するとタウの電気泳動度が減少し、タウ l抗体と反応しな

くなった(図2A)。また、 Caイオノフォアで処理すると電気泳動度が増加した(図2B)。サ

イクロスポリンでこの移動度の変化が阻害されることから、カルシニューリン (PP2B)の関与

が考えられた。しかし、いずれの処理でも SM 1 33との反応性は現れなかった。

[考察]

In vivoにおけるタウのリン酸化はリン酸化部位により異なったPKとPP a s eにより制御され

ている複雑な系である。タウ 1の認識する Se r 1 9 9とSer202はオカダ酸感受性のプロテ

インフォスファターゼにより通常は脱リン酸化状態に保たれている。タウ 1との反応性の消失には

c d k 5は直接は関与していないようであった。 SM 1 3 3で識別される Se r 2 3 5はラットの

週令によりリン酸化状態が異なっていた。ラット胎児脳初代神経培養細胞内ではこの部位はオカダ

酸感受性のPP a s eによっても、 PP2Bによっても脱リン酸化されないようであった。ただし、

PP2Bはタウの電気泳動度に影響を与える別のリン酸化部位の脱リン酸化に関わっているようで

あった。

[参考文献]
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osoi. T.. et al.. submi tted. (4) Grundke-Iqbal， 1.. et al.. (1986) J. Biol. Chem. 261. 6081 
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図1 ブタ脳粗抽出液中でのタウ Ser235のリン酸化に対するオカダ酸の影響。プタ脳粗抽出

液を lOuMオカダ酸存在下 (B)、非存在下 (A)で1mMATPを加え、 37
0 Cでインキュ

ベートした。タウの Se r 235のリン酸化状態は SMI33を用いたプロッテイングで調べた。

図2 ラット胎児脳培養神経細胞内でのタウのリン酸化におよぼすオカダ酸と Caイオノフォアの

影響。 (A)、10 0 n Mオカダ酸、未処理(1、 4)、30分 (2、4)、60分(3、6)処

理。 (B) 5uMA23187、未処理(1、 3)と30分処理 (2、4)。但し、レーン4はサ

イクロスポリン存在下。 (A)の1-3はヒトタウ抗体、 (A)の4-6と (B)はタウ 1による

プロッティング。

111 



112 

39 

〔要約〕

プロリン指向性蛋白質燐酸化酵素による MARCKS燐酸化反応

山本秀幸、荒金 太、久永真市*、福永浩司、岸本位雄*、宮本英七

(熊本大学医学部・第一薬理、*東京工業大学・生命理工)

cdc2キナーゼと tauprotein kinase 11 (TPKII)は未成熟脳に多く、神経細胞の細胞質にも存在することが

知られている。今回、細胞質内における cdc2キナーゼと TPKIIの生理機能を明らかにする目的で基質

蛋白質の同定を試みた。生後1日目のラット脳細胞上清分画と cdc2キナーゼあるいは TPKIIで燐般化

反応を行なうと SDS-PAGEで分子量約8万 (80K蛋白質)と約 4.6万(46K蛋白質)の二種類の蛋白質が強

く燐酸化を受けた。 80K蛋白質は熱安定性であり、プロテインキナーゼC (PKC)でも燐酸化を受け、

Myristoylated Alanine-Rich C Kinase Substrate (MARCKS)であることが示唆された。ラット脳より精製し

たMARCKSは80K蛋白質と同ーの分子量を示し、 cdc2キナーゼにより MARCKS1モル当たり約5モ

ル、 TPKIIにより約3モルの燐酸が取り込まれた。 cdc2キナーゼと TPKIIによる燐酸化部位は PKCに

よる燐酸化部位とは異なっていた。さらに、 PKCによる MARCKSの燐酸化反応は MARCKSとカルモ

デュリンとの結合を阻害し、 cdc2キナーゼと TPKIIによる燐酸化反応は本結合を増強した。これらの結

果は神経細胞内の細胞質の cdc2キナーゼと TPKIIの主要な生理機能の一つがMARCKSの機能の調節で

あることを示唆している。

cdc2キナーゼは未成熟脳の神経細胞の細胞質と核内に存在することが知られている(1)。また、 cdc2

キナーゼの類似酵素である TPKIIは成熟脳の細胞質より分離精製されたが、未成熟脳で、より多く発現

していることが報告された (2)。今回、両酵素の細胞質内での生理機能を明らかにする目的で、未成熟

脳の細胞質に多く存在する基質蛋白質の同定を試みた。

〔方法〕

ラット脳より、 MARCKS(3)、 Ca2+/カルモデユリン依存性プロテインキナーゼII(CaMキナーゼII)

(4)、cAMP依存性プロテインキナーゼ (5)、PKC(6)、蛋白質脱燐酸化酵素 2Aのホロ酵素 (2Ah)(7)、カ

ルシニューリン (8)、牛脳より蛋白質脱燐酸化酵素2Aの触媒サブユニット (2Ac)(7)、豚脳より TPKII

(9)、ヒトデ卵母細胞より cdc2キナーゼ (9)を精製した。燐酸化反応(10)、脱燐酸化反応 (8)は既報の方

法、国I-カルモデユリンとの架橋実験は Graffらの方法 (11)によりおこなった。

〔結果及び考察〕

細胞卜清介画中の蒸留者向皆の同宗:生後一日目と成熟ラット脳をホモジナイズ後、 100，000gで 20

分間遠心して細胞上清分画を分離した。細胞上清分画を 60'Cで 5分間処理した後、各種燐酸化酵素で

の燐酸化反応を検討した。 cdc2キナーゼにより数種類の蛋白質の燐酸化が認められた。これらの中で、

分子量約 8万(80K蛋白質)と約 4.6万 (46K蛋白質)のみが成熟脳に比べて、一日日の脳に、より多量に

存在した。 PKCとTPKIIによっては、 80K蛋白質と 46K蛋白質のみが強く燐酸化された。 CaMキナー

ゼHとcA孔1p依存性プロテインキナーゼでは両蛋白質は燐酸化されなかった。細胞上清分画を 100'Cで

3分間処理後、遠心し、熱安定性蛋白質を分離した。両蛋白質は上清に回収された。ラット脳より

MARCKSを精製し、 cdc2キナーゼと TPKIIによる燐酸化反応を 80K蛋白質と比較した。 a)MARCKS 

は 80K蛋白質と同ーの分子量を示した。 b)MARCKSと80K蛋白質は PKCによりセリン残基が、 cdc2
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キナーゼと TPKIIによりセリンとスレオニンの両残基が燐酸化された。 c)各種酵素での;燐酸化後の V8

プロテアーゼによる一次元ペプチドマップでは MARCKSと80K蛋白質のペプチドマップが一致した。

さらにいずれの酵素によるペプチドマップもほぼ同様のパターンを示した。これらの結果より 80K蛋白

質がMARCKSであることが明らかとなった。

MARCKSの cdc2キナーゼと TPKIIによる燐酸化反抗 :PKC、cdc2キナーゼ、 TPKIIによる 30分間の

燐酸化反応により、 MARCKS1モル当たりそれぞれ、 5.7、4.9、3.4モルの燐酸が取り込まれた。 cdc2

キナーゼと TPKIIによる MARCKS燐酸化反応と PKCによる燐酸化反応とでは以下の点で異なってい

た。 a) トリプシン処理後の二次元ペプチドマップは異なったパターンを示した。 b)PKCによる

MARCKS燐酸化反応は過剰のカルモデュリンにより約 70%が抑制された。 cdc2キナーゼと TPKIIによ

るMARCKS燐酸化反応は約 30%しか抑制されなかった。 c)PKCにより燐酸化された MARCKSは2Ah

と2Acで強く脱燐酸化された。 cdc2キナーゼと TPKIIにより燐酸化された MARCKSは 2Ahでのみわ

ずかに脱燐酸化された。カルシニューリンは MARCKSを脱燐酸化しなかった。 d)MARCKSとカルモ

デユリンの結合を架橋実験により検討した(図1)。

PKCによる燐酸化により結合はコントロールの約

11%に抑制された。 cdc2キナーゼと TPKIIによる

燐酸化により結合は約 130%に増強された。

これらの結果より MARCKSが cdc2キナーゼと

rPKIIの良好な基質であり、両酵素と同様に未成熟

摘の細胞質分画に多いことが示された。 V8プロテ

アーゼによる一次元ペプチドマップが PKCとほと

んど変わらないことから ははキナーゼと TPKII

による燐酸化部位もカルモデュリンやアクチンとの

結合部位の近傍にあると考えられる。実際に本部位

の近傍にはセリン、プロリン配列とスレオニン、プ

ロリン配列が存在する。これらの結果は cdc2キナ

ーゼと TPKIIが MARCKSの燐酸化を介してカルモ

デュリンやアクチンの機能を変化させ神経細胞の発

達に関与していることを示唆している。
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図 1.MARCKS燐酸化反応のカルモデユリンとの

結合に対する影響
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〔要約〕

海馬長期増強における Ca2+ /カルモデュリン依存性プロテイン

キナーゼEの内在性基質

福永浩司， D. Mulier*，宮本英七

熊本大・医学部・第一薬理*ジュネーブ大・医学部・薬理

あらかじめ 32p_燐酸でインキュベートして細胞内 ATPプールをラベルした海馬切片を用いて， LTP誘

発後の CAl領域におけるCaMキナーゼ Eの自己燐酸化反応と内在性基質の燐酸化反応について検討し

た.CAl錐体細胞への入力線維を両側性に高頻度刺激すると LTPが発現する.LTP誘発後1時間にお

いて CaMキナーゼEのαとpサブユニットへの燐酸の取り込みはコントロール(低頻度刺激)の 125

~135% に上昇した.同様の条件で，前シナプスでの本酵素の基質である synapsin 1への32p_燐酸の取り

込みは 131%に上昇した.一方，後シナプスでの基質である Microtubule-associatedprotein 2 (MAP2)の燐

酸化反応は 115%に上昇した.NMDA受容体阻害剤である AP5でLTPの発現を阻害すると CaMキナ

ーゼn，synapsin 1および MAP2の insituでの燐酸化反応の充進は完全に消失した.これらの結果は
C品4キナーゼEはLTP誘発に伴ってシナプス前，後の両部位において活性化され，シナプス可塑性の

発現に関与することを示している.

[目的1

海馬のシナプス長期増強発現，維持にはシナプス前部，後部においてプロテインキナーゼが重要な役

割を果たしている.なかでも CaMキナーゼ n(l)とプロテインキナーゼC(2)のci+非依存'性活性が

LTP誘発に伴って，上昇することが知られている.しかしながら，これらのプロテインキナーゼの標的

分子は不明であり， LTP発現の分子機構は解明されていない.本研究では 3乍燐酸でラベルした海馬切

片を用いて， in situでの燐酸化反応を解析することにより， CaMキナーゼEの標的分子ならびにそれ

らの燐酸化反応のシナプス可塑性との関わりについて検討した.

[実験方法]

海馬切片標本の作成と LTP誘発の刺激条件はDunwiddieとLynchの方法 (3)に従った.海鳥切片をあ

らかじめ 32p_燐酸とインキュベート後 32p_燐酸存在下で CAlを両側性に高頻度刺激(HFS)あるいは低

頻度刺激(Control)した.刺激後 1時間でCAl錐体細胞層をパンチアウトして，液体窒素にて凍結した.

Triton X-I00，プロテインホスファターゼおよびプロテアーゼ阻害剤を含む緩衝液にてホモジナイズ後，

細胞抽出液を得た.抽出液の一部を用いて，蛋白定量，および全蛋白質への 32p_燐酸の取り込み量を測

定した.等量の蛋白質を含む細胞抽出液から， CaMキナーゼn，synapsin 1， MAP2の特異的抗体を用
いて 32p_CaMキナーゼn，32P-synapsin 1， 32p_MAP2を免疫沈降させ，それぞれの蛋白質への 32p_燐酸

の取り込み量をバイオイメージアナライザーにて定量した(4).結果はコントロール刺激の切片から得ら

れた値を 100%として割合併)で表わした.

[実験結果と考察I

CaMキナーゼEはN末端より 286番目のスレオニン残基の自己燐酸化反応により Ca2+非依存性に変わ

る.私達は海馬 CAlの LTP誘発に伴ってこのci+非依存性活性と Ca2+/カルモデュリン依存性活性

(全活性)が上昇することを報告した(1).最初にclφ非依存性活性の上昇が自己燐酸化反応を介して起こ
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図1、海馬長期増強 (LTP)に伴う CaMキナーゼ IIの臼己燐酸化反応(A)およびSynapsin!， MAP2の
燐酸化反応 (B)の充進。凶の()内は例数を示す。*，pく 0.05;帥，p<0.01 

ることを確認するために msItuでの CaMキナーゼEへの 32p_燐酸の取り込みを調べた. コントロール

群，高頻度刺激群で全蛋白質への 32p_燐酸の取り込み量には差は見られなかった. しかしながら， CaM 

キナーゼEのαと9サブユニットへの 32p_;燐酸の取り込み量は各々， 128%， 134%と有意に増加してい

た(図 lA).

synapsin 1はシナプス前部に局在する蛋白質で神経伝達物質の放出を調節している.一方， MAP2は樹

上突起，スパインなどのシナプス後部に主に存在している.両者は invitroでは CaMキナーゼEの良い

基質である.そこでLTP誘発後に CAlにおけるこれらの基質の insituでの燐酸化反応を調べた. CaM 

キナーゼEの自己燐酸化反応と同様に， LTP誘発に伴って， synapsin 1， MAP2への 32p_燐酸の取り込み

はそれぞれ， 131%， 115%と有意に増加していた(図1B).さらに， synapsin 1に関して一次元のペプチ

ドマップを行ない， CaMキナーゼEの燐酸化部位である site2のへの 32p_燐酸の取り込みが上昇してい

ることを確認した.NMDA受容体阻害剤である AP5で海馬切片を処理すると LTPの発現は完全に阻害

された.同時に CaMキナーゼII，synapsin 1， MAP2への insituでの燐酸化反応の克進も完全に消失し

た.このことはこれらの燐酸化反応の充進が LTP発現に伴って起こる特異的な反応であることを示して

いる.

本研究では， synapsin 1の燐酸化反応をモニターすることによって，シナプス前部において CaMキナ

ーゼEの活性がLTP誘発に伴って上昇していることを明らかにした.特に，この synapsin1の燐酸化反

応の充進がNMDA受容体阻害剤で完全に阻害されることから， CaMキナーゼEのシナプス前部での活

性化反応に逆行性伝達物質が関与する可能性が示された.この synapsin1はシナプス可塑性発現におけ

るCaMキナーゼEの標的分子のひとつであると考えられる.さらに シナプス後部において MAP2の

燐酸化反応が充進することを合わせて考えると，シナプス前，後の両部位において高頻度刺激に伴って

CaMキナーゼEは活性化され シナプス可塑性の発現に関与していると考えられる.

{文献]

1) Fukunaga， K.， Stoppini， L.. Miyamoto， E. & MuJler， D. (1993)よBiol.Chem. 268， 7863-7867. 

2) Klann， E.， Chen， S. J. & Sweatt， J. D. (1991)よ Biol.Chem. 266， 24253-24256. 

3) Dunwiddie， T. & Lynch， G. (1978) J. Physiol. 276，353・367.

4) Fukunaga， K.， Soderling， T. R. & Miyamoto， E. (1992)よBiol.Chem. 267， 22527-22533. 
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41 

〔要約〕

ea2+ /ca1modulin-dependent protein kinase Vにおける燐酸化反応と
その活性調節機構

太田英正、杉田竜太郎、伊藤直史、望月秀雄、 日高弘義

(名古屋大学・医・薬理)

Ca2+/calmodu1in-dependent protein kinase (以下CaMkinase)は、記憶、神経伝

達物質の放出や遺伝子発現への関与が示唆されている。我々は、新しいCaM

kinaseで、あるCaMkinaseVを発見しその酵素学的性質を研究してきた。CaMkinase 

Vは、 brainex回 ctの多くの蛋白質を燐酸化することによりCaMkinase 11やCaM

kinase N と同様に多機能性のCaMkinaseであると考えられている。 CaMkinase 

vには、分子間反応によりca勺ca1modu1in依存性の自己燐酸化反応を受けながら
その酵素活性を上昇させる独特な活性制御機構を認める。また臼M kinase Vをそ

の自己燐酸化部位にて燐酸化し活性化させる新しいCaMkinaseによる活性調節

機構も存在することが示唆された。

く方法>

酵素活性測定は合成ペプチドである syntide-2の燐酸化反応により測定した。ま

た自己燐酸化反応はsyntide-2を加えずSDS-PAGEにて分離した後 autoradiogram

(F吋ixBAS 2000 system)にて測定した。

く結果及び考察>

CaM恒naseVの自己燐酸化と酵素活性の変化を経時的に測定した (Fig.1)。

自己燐酸化と酵素活性は同様な曲線を示すことによりその酵素活性は分子間反応

に依存していると考えられる。またCa2

昇も見られず、自己燐酸化させた御GTAを加えると酵素活性は見られなくなる。

即ちCaMkinase VはCa2+/ calmodulin非存在下で自己燐酸化活性を持たず、その

点で臼M kinぉeII及びCaMkinase N とは異なる。またCaMkinase Vの精製の

過程にて発見されたその活性を上昇させるactivationfactor (以下activator)の効果

を示す (Fig.2)。そのactivatorにより酵素活性は約20倍に上昇した。 activatorによ

るCaMkinase Vの燐酸化反応を autoradiogramにて示す (Fig.3)oCaM kinase Vの

自己燐酸化のバンドが同定しえない条件下においてactivatorを加えると41印 aと

64ゆ aに燐酸化バンドを認めた。 64kDaのバンドは activatorのみでも認められ、そ

れは activatorの自己燐酸化に由来すると考えられる。またαMkinase Vをあらか

じめ放射活性のないATPにて十分に自己燐酸化させた後activatorを加えた時にはそ

れ以上の燐酸化をうけない。以上のことから activatorはCa2+存在下でCaMkinase 

Vをその自己燐酸化部位にて燐酸化し、その活性を上昇させる新たなCaMkinase 

であると考える。また activatorはCaMkinase IVの活性も上昇させるため、新し

いCaMkinase kinaseであることが示唆された。
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Fig.l CaM kinase Vのj古性及び自己

燐酸化反応の経時的変化
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42 字申姦歪キ寺豆毛歪藍自室霊 N 〆~P-22 <D 角苧布子

前川昌平1.2‘3、中村俊百

( 1東大・院・理・生化、 2京都工繊大・応用生物(現)、 3国立精セ・神経研診断)

「要約J NAP-22は神経細胞の膜分画に多く存在する分子量 22，000の酸性蛋白質であり
GAP-43(neuro圃odulin)や MARCKS(MyristoYlatedAlanine Rich C-Kinase Substrate)と
よく似た物理化学的性質を持つ。今回 invitroの実験により NAP-22が Cーキナーゼ
(PKC)の基質になること、このリン酸化がカルモジュリン (CaM)の存在によって阻害さ
れること、リン酸化によりカルモジュリンとの結合が姐害されること等を見いだした。ま

たシナプス部に存在することが知られているシンタキシン、シナプトタグミン、 VAMP-2等
の蛋白質に対する特異抗体を用いた免疫沈降物中に NAP-22が存在することを抗体を用い
て確認した。これらの知見は NAP-22がシナプス部位において神経伝達に関与しているこ
とを示唆している。

脳組織より単離された NAP-22はシナプス部位に局在することが免疫組織化学的に明ら
かにされている。 NAP-22の細胞内機能を知る目的でこの蛋白質の invitroリン酸化と
CaM結合能について GAP-43の場合と比較しつつ検討した。また免疫学的手法により細胞
内での結合蛋白質の解析を試みた。

「方法J 1.蛋白質の調製 CaMはウシ脳より、 PKCはウサギ脳より各々調製した(3，6)。
1モル当り1.1モルのダンシル基が結合したダンシル化カルモジュリン(DN-CaM)は
Johnson & Whitenauer(l)の方法により作成した。 NAP-22は以前の報告に従い(4)、GAP-
43はラット脳の膜画分の TritonX-100 による可溶化後カラムワークにより精製した(5)。
Gーキナーゼはウシ肺より調製したものをプロメガ社より購入し プタ精巣由来カゼイン

キナーゼEは宮田愛彦博士(都臨床研)より供与された。

2. リン酸化反応 PKC によるリン酸化は 20凶 Tris-HCI， pH 7.5， 10皿MMgCI2， 
0.2 mM EGTA， 0.5 mM CaCI2， 0.05田g/mlphosphatidylserine， 0.02圃M[i-S2P]ATP， 
0.25皿MNaSV04，の条件下 300Cで行った。他のキナーゼ反応は各々の至適条件下で行っ
た。

3.カルモジュリンと NAP-22との結合 両者の結合は CaM affinityカラム及びDN-CaM
の蛍光変化により測定した。蛍光測定は300C，10阻MMes-KOH， pH 6.7， 75皿MNaC 1， 
0.2 mM EGTA， 1 mM CaCI2，の条件下 励起波長 340nm，測定波長 490n皿で行った。
4.免疫洗降 ラット脳のP2画分を 1%Tr i ton X-100， 10 mM Hepes-KOH， pH 7.4， 
100皿MNaCI， 0.2酬 EGTA，1田MPMSF，の液でホモゲナイズ後 2万g、10分間の遠心
上清を材料とした。抗体は CNBr-activatedSepharose 4Bに直接カップリングしたものを
用いた。

「結果J 1 リン酸化及びリン酸化匝害物質の解析 アミノ酸配列より NAP-22は PKC、
Gーキナーゼ、カゼインキナーゼEの基質となりうることが推測されたのでこれらのキナ

ーゼ類でリン酸化を試みたところ PKCのみによりリン酸化された。一方組精製画分中の
NAP-22はリン酸化されなかったのでこの画分中にリン酸化組害因子の存在が考えられた。
そこでこの阻害因子の精製を試みこれを CaMと同定した。 CaMによるリン酸化の阻害は
GAP-43のリン酸化阻害の場合よりはるかに強いので CaMは NAP-22により強く結合する
と考えられた(図1)。蛍光測定の結果は DN-CaMと NAP-22の解離定数として 1.2nM 



が得られ GAト43と CaMのそれ(0.2μM-3μM)とは大きな差があることがわかった。また

このリン酸化は NAP-22と CaMの結合を阻害することが CaMaffinityカラムを用いた実

験より明らかになった(5)。

2 免疫枕降実験 NAP-22がシナプス部位に局在することよりこの部位に存在する蛋白質

との相互作用が考えられ シンタキシン、シナプトタグミン、 VAMP-2等に対する抗体を用

いて得られた免疫沈降物中での NAP-22の存在を検討しその存在を確認した(図 2)。ま

た抗 NAP-22抗体の免疫沈降物中にもこれらの蛋白質を検出した。

NAP.22 GAP-43 NAP.22 + GAP..t3 

-・ー -・“・・・・・・-....-
o 1 10 66 o 1 10 66 o 1 10 66 

CaM added (moVmol) 

図 1NAP-22とGAP-43のPKCによる

リン酸化に対する CaMの効果

-ー. .. 
図2各種抗体を用いた免疫沈降物中
の NAP-22の存在

「考察J NAP-22が強い CaM結合能をもちこの活性がリン酸化により阻害されることと

NAP-22がシナプス部に周在していることから NAP-22はこの部位にあって CaMの動員に

関与しこれを PKCが調節するというスキームが考え得る。実際 NAP-22の神経細胞内漉

度は 20-40μMと計算されるがその局在よりシナプス部ではより高濃度で存在すると考え

られる。神経系における CaMの濃度は 60μMといわれているのでこれらはよい対応を示

す(2，5)0NAP-22がシナプス部位に同在する諸蛋白質と共に免疫沈降法により回収される

ことはこの蛋白質が神経系における刺激一分泌連関に関与している可能性を示していると

考えている。

本実験に用いた PKCは室伏擁博士(東大・院・理系)より、抗シンタキシン抗体、

抗 VAMP-2抗体は阿部輝雄博士(新大・脳研)より、抗シンタキシン抗体、抗シナプトタ

グミン抗体、抗 SNAP-25抗体、抗 VAMP-2抗体は高橋正身博士(三菱化成生命研)より各

々供与されたものであり本実験はこれらの方々との共同研究であることを付記いたします。

「文献」
1. Johnson， J.D.， and Whittenauer， L.A. (1983) Bioche皿. J. 211 473-479 

2. Klee， C.B.， and Vanaman， T.C. (1982) Adv. Prot. Chem. 35 213-321 

3. Maekawa， S.， and Abe， T. (1980) Bioche皿. Biophys. Res. Co園田un.97 621-627 

4. Maekawa， S.， Maekawa， M.， Hattori， S.， and Naka皿ura，S. (1993) J. Biol. Che皿.

268 1501-1504 

5. Maekawa， S.， Murofushi， H.. and Nakamura. S. (1994) J. Biol. Che皿 inpress 

6. Mori. A.. Aizawa. H.. Saido， T.C.. Kawasaki. H.. Mizuno. K.. Murofushi. H.. 

Suzuki， K.. and Sakai， H. (1991) Bioche皿istry30 9340-9346 
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43 1ルコール依存症におけるアセトアルデヒド代謝辞素の遺伝子型の影響

岩橋和彦， 宮武良車!1i， 洲脇寛， 中村和彦， キ市川佳幸、宇松尾義則， 付早原敏之，

**牢細川清.香川医科大学精神戸jl経科， 宇生化学，キ宇宇同附属病院，村国立療養所

南岡山病院臨床研究部

[はじめに] 飲酒時のフラッシング反応の有無やアルコールの大量飲酒にはア

ルコールを代謝するアルコール脱水素醇素(1¥DII)ではなくむしろアルコールの

代謝産物で毒性の強いアセトアルデヒドを代謝するアセトアルデヒド脱水素酵

素 (ALDII2)が関与するとの報告が多い. また一方で我々は，アルコールとアセ

トアルデヒドの両方を代謝し しかもアルコールによって誘導される肝酵素で M

EOS(rnicrosornal ethanol oxidizing systern)の一つでもある CYP2Elがアルコー

ル飲酒(消費)量の後天性の増加に関与している事を発見した (Table 1). そこ

で今回はこの CYP2E1の酵素活性がより高いと予測されるしという対立遺伝子に

ついて ALDH2川遺伝子と同様にアルコール依存症と相関があるかを調べ検討し

Tこ.

[対象と方法]

1 • 対象 DSM-]]]-Rでアルコール依存と診断された男性 49名と健常者の男性

41名を対象とした.

2. 方法:これらの対象者の血液を同意の上で採取し， DNAを精製し ALDH2と

CYP2E1の遺伝子多型 (ALDII2牢1. ALDII2キ2，および C1・C2 )と遺伝頻度について P

CR(Polyrnerase Chain Reaction)法や RFLP(Restriction Fragrnent Length Pol 

yrnorphysrn)法にて調べた【 1)なおプライマーについては ALDII2とCYP2E1の遺

伝子配列から考案した PCR (940C lrnin， 510C 2rnin， 720C 2rnin， extention 

tirne 5sec， 30 cycle) は終量 50μlとし DNA 100ng， MgC12 1. 25mM， dNTP 200 

μM， プライマ 5prnol を力日えた (1) 

[結果]

ALDII2とCYP2E1の遺伝子頻度を示す (Table 2， 3). AHDII2叫についてはアルコ

ール依存症群ではその遺伝子頻度が有意に高く逆に ALDH2キ2の遺伝子頻度は有

意に低かったが C1，しについては遺伝子頻度に両群で差はなかった。

[考察]

従来から言われているように先天的なアルコール耐性に関与している ALDII2本

1遺伝子はアルコール依存症発症に強い相関があることが認められる一方 CYP

2E1の少なくともし遺伝子についてはアルコール依存症への発展との関連は見

つからなかった。 現段階では後天的な飲酒量増加より先天的なアルコール耐

性がアルコール依存への発展の要因の一つである可能性が強いo



Table 1. Alcohol consumptions of persons whose genotypes of ALDH2 are 

ALDH2宇1/ALDH2*2(heterozygote). 

CYP2E1 genotype 

Nurnber of subjects 

(age) 

Max alcohol consurnption 

キP<0.05

(MEAN土 S.D. ) 

C1/C1 C2/C2 or C1/C2 

11 8 

3 7. 6土 8.1 38. 5こ|二 4.5 

18. 8土 8.7 本97.8士41.0 

Table 2. ALDH2 genotype freQuency and allele freQuency in alcoholic 

and non-alcoholic Japanese. 

Alcoholics 

Non-alcoholics 

キ，キキ PくO.05 

Genotype frequency 

ALDH2キ1/1 ALDH2キ1/2 ALDH2宇2/2

45 

37 32 

。
Allele frequency 

ALDH2宇1 ALDH2宇2

宇.94 

. 71 

本宇.06 

. 29 

Table 3. CYP2E1 genotype frequency and allele frequency in alcoholic 

and non-alcoholic Japanese. 

Genotype frequency Allele frequency 

Alcoholics 

Non-alcoholics 

C1/C1 

36 

51 

C1/C2 

11 

18 

C2/C2 

4 

6 

C1 

. 80 

. 81 

C2 

. 20 

. 19 

[文献] (1) アルコール依存症におけるアルデヒド代謝酵素の遺伝子型.

岩橋和彦、中村和彦、洲脇寛、宮武良輔、松尾義則、市J11佳幸.

アルコール研究と薬物依存、 2 9、 5 9 - 5 8、 1 9 9 4. 

121 



122 

44 PCR法によるRamsayHunt症候群患者からの水痘，帯状抱疹ウイルスDNAの検出

〔著者〕 村上信五、中城有喜*、溝淵睦彦¥羽藤直人、柳原尚明

(所屍(愛媛大学医学部耳鼻咽喉科学教室 *愛媛大学医学部神経精神医学教室)

〔要約〕

RamsayHunt症候群が水痘・帯状抱疹ウイルス(VZV)の感染により生じることは血清抗

体価の上昇、あるいは耳介水抱中からVZVが検出されることによって証明されている。

しかし、口腔内水抱や神経、筋組織からVZVが検出、同定された報告はなく、顔面神経

麻捧が出現する機序についてはいまだ解明されていない。今回われわれは RamsayHunt 

症候群患者から耳介、口腔水抱、神経内液、神経鞘、後耳介筋、鼓室粘膜、髄液を採取

した。材食体から DNAを抽出し、 PCRを用いてウイルスDNAを増幅し、高頻度にVZV

DNAを検出することに成功した。

[はじめに]

RamsayHunt症候群は顔面神経麻痔、舷量、難聴、耳介の水抱により特徴づけられる症

候群である。この急性期、あるいは回復期に水痘・帯状抱疹ウイルス(VZV)の抗体価が

上昇すること、また耳介水抱からウイルスが検出されることよりVZV感染がこの疾患の

原因であることが証明されている[1]0Ramsay Hunt症候群についての剖検や側頭骨の研

究は多いが、本症候群の主症状が顔面神経であるにもかかわらず、神経組織から VZV抗

原の検出、同定はいまだ報告がない[2]。顔面神経からウイルスを検出することは、顔面

神経麻痔の病因、病態を解明するために不可欠である。今回われわれは、 RamsayHunt 

症候群患者の顔面神経の神経梢および神経内液、後耳介筋、鼓室粘膜、髄液よりPCRを

用いてVZVDNAを検:出した。

[方法]

症例は12症例で、年齢は20から59歳。高度顔面神経麻癖、神経麻棒を呈した 7症例に

おいては発症より 12日から32日後に神経減圧術を施行した。残りの症例では麻捧は軽度

で保存的に治療した。 RamsayHunt症候群は上記の臨床症状と血清v7)./抗体価の上昇を

指標に診断した。また外傷、腫蕩による顔面神経麻棒患者7例を対照とした。すべての

患者に説明と同意を得て、検体を採取した。標準とするv7)./DNA株は弱毒性水痘ウイル

ス(岡株)から製剤された弱毒性水痘ワクチン(ピケン)を使用した。検体は使用するまで

-80Cで保存した。検体をプロテアーゼKで処理した後、フェノール/クロロホルムで

除蛋白し、ウイルスDNAをプラスミドDNAと共沈殿させた。 PCR溶液や増幅条件は既報

の方法に従った[3]0用いたプライマーの塩基配列はセンスプライマー;5'-TACGGGTC 

TTGCCGGAGCTGGTAT-3¥アンチセンス;5'-AATGCCGTGACCACCAAGTATA AT-3' 

である[4]0PCR産物をゲル電気泳動後、エチジウムブロマイド染色し、さらにサザンプ

ロット分析を行った。用いたVZVgene29に特異的なオリゴヌクレオチドプロープ(5'-ACT

CACTACCAGTCA:πTCT♂)は32pで末端標識した。

[結果と考察]



PCR産物をゲル電気泳動後、エチジウムブロマイド染色し、サザンブロット分析を行っ

た[図 1]。また各組織におけるVZVDNAの検出結果を表 1にまとめた。既に報告がされ

ているように、耳介水抱のすべてからウイルス DNAが検111，された。また RamsayHunt症

候群の主症状である顔面神経麻障に直接関与する顔面神経のや11経内液、ネ111経鞘からはそ

れぞれ4例/6例、 3例/5例と高頻度に VZVDNAが検出された[図 1(a)]。また顔面神

経支配筋である後耳介筋や鼓室粘膜からも 4 例/6 例、 2 例/3 例検11'，された r~ 1 (b)]o 

さらに髄液からも 2例/10例検出することができたl閑 1(c)Jo発杭後、数週間経過し、

水癌が消退しているにもかかわらず、今回の方法で水抱以外の組織からVZVDNAを高率

に検出することができた。なお対照検体からはウイルス DNAは検出されなかった。現

在原因が不明とされているBell麻痔(水癒を伴わない顔面神経麻時)においても本法によ

り原因ウイルスを同定、検出できる可能性が示唆された。

[文献]

1)池田稔ら(1981)耳鼻と臨床 27;223-227 

2) Zajtchuk， J. T. et al (1972) Ann. Otol. Rhinol. Laryngol. 81; 331・338

3) Gilden， D. H. et al (1992) Journal of infectious disease. 166; s30-s34 

4) Mizobuchi， M. et al. (1991) Mol. Endocrino1. 5; 476-484 

図 1 PCR産物をゲル電気泳動後エチジウムブロマイド染色しサザンブロット分析を

行ったもの。 pは水痘ワクチンを用いt..::positivecontrolo 

神経内液神経鎖 的後耳介筋および鼓室粘膜

a)神経内液 Case P亡てて:or770
および神経鞘

b~ 

272 bp 
柵響機←

表1 各組織におけるVZVDNAの検出

Case 耳介氷i口腔内水泡 神経内液 神経車両 後耳介前 E査室粘膜 髄液 血液

11SM NA NA X O O X X X 
21HI O NA NA NA NA NA × X 
31KI O NA NA NA NA NA O X 
41TI NA O O NA O NA X X 
51HI O NA NA NA NA NA × X 
61YO NA NA O O X O X × 
71AH NA NA X × NA O X X 
81NS NA NA O X O NA X X 
91TN O O NA NA NA NA O X 
10lSY NA 。 O O × NA X X 
11lEK O NA NA NA NA NA NA X 
121KC NA NA NA NA O NA NA × 

NA; not available 

後3事介筋 薮室粘膜

「一一一一一一I rー「
Case P 1 4 6 8 10 12 1 6 7 

272 bp 
噂酔機構 4 ー

c)髄液

Case P 3 1 4 5 9 2 6 7 8 

272 bc 

272 bp 
総参ら

123 
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45 Fisher症候群患者から分離されたCampylobacterjejuniの

リポ多糖とGQlbガングリオシドの分子相向性

瀧孝雄、結城伸泰、飯田静夫、田井直*

東京医歯大・分子医化、*都臨床研・腫濠免疫

要約

我々は昨年の本会でGBS患者から分離されたPEN19型c.jりuni'のリポ多糖がGM1様構造を有することを

発表した。本年は、感染後神経疾患の発症機序において病原体と神経成分の分子相向性が普遍的に存

在するかを別の疾患で検討した。モノクローナル抗GQ1b抗体を用いて、 Fisher症候群(FS)患者から分離

されたC.jejuniのリポ多糖がGQlb様構造を有するかを検討した。免疫化学的にGQlb様構造の存在を示

し、 FSにおいても病原体と神経成分の分子相向性の存在を証明した。

目的:我々 はこれまでに、(l)C.jejuni腸炎後Guillain-Barre症候群(GBS)患者の急性期に血清抗GMlガ

ングリオシド抗体価が上昇すること、 (2帰BS患者から分離されたPEN19型C.jejuniのリポ多糖がGM1

様構造を有することを明らかにしてきた。本研究では、感染後神経疾患の発症機序において病原体と

神経成分の分子相向性が普遍的に存在するかを、 GBSの亜型として捉えられているFisher症候群(FS:

急性に発症する外眼筋麻簿、小脳性失調、深部臆反射消失を3徴とする)から分離された病原体で検討

する。

方法 :(1)c， jejun幼f分離されたFS患者2例の血清抗ガングリオシド抗体を検索した。

(2)モノクローナル抗GQlbガングリオシド抗体を用いて、分離されたPEN2型C.jejuniのリポ多糖が

GQlb様構造を有するかを検討した。

結果:(1) 2例とも抗GQ1b抗体が陽性であり(図1)、抗体価は経過とともに低下していった。

(2)FS患者から分離されたC.jejuni2株のリポ多糖がGQlbエピトープを有することが免疫化学的に示さ

れた{図2)。

A s c 

• 
4品山~~.~側誠- 網"
官 2341234 唱 2 3 4 

1 234  567  

図1 図2
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図l 仁jり山i感染後FS、GBS患者血清、モノクローナル抗GQlb抗体とヒト小脳ガングリオシドの結合

レーン1:レゾルシノール試薬による化学発色。レーン2，3:仁jejuni感染御S患者血清、レーン4: 

仁jejuni感染後GBS患者血清、レーン5:正常対照血清、レーン6，7:モノクローナル抗GQlb抗体

GMR13、7F5を用いた免疫染色。

c.}り・uni，感染後FS患者血清中の抗体、モノクローナル抗GQlb抗体がGQlbと結合している。C.jejuni・

感染後GBS患者血清中には、 GMl，GDlbと結合する抗体を有するG 正常対照血清中にはガングリオシ

ドに反応する抗体を認めない。

図2 モノクローナル抗GQ1b抗体とFS患者から分離されたC.jejuni (PEN 2型)リポ多糖の結合

パネルA:オルシノール試薬による化学発色。パネルB，C:モノクローナル抗GQlb抗体GMR13、

7F5を用いた免疫染色。レーン1，2:FS患者から分離された仁jejuni(PEN 2型)リポ多糖。レーン3:腸

炎患者から分離されたC.jejuni (PEN 2型)リポ多糖。レーン4:GBS患者から分離されたC.jejuni (PEN 

19型)リポ多糖。

モノクローナlレ抗GQ1b抗体は、 FS患者から分離された仁jejuni(PEN 2型)リポ多糖、腸炎患者から

分離された仁jejuni(PEN 2型)リポ多糖と結合するが、 GBS患者から分離されたc.tり叩i(PEN19型)リ

ポ多糖とは結合しない。

結論:FS患者から分離されたC.jejuniのリポ多糖がGQ1b様構造を有することがわかり、 GBS以外の

疾患においても病原体と神経構成成分の分子相向性の存在が証明され、その普遍性が示唆された。

考察:(1)GQ1 bはラットの小脳糸球やヒトの動眼、滑車、外転神経の髄外部分の傍絞輪部に豊富に

局在することが免疫組織化学的に示されている。 σ対克GQ1b抗体の存在は、小脳性失調、外眼筋麻痔

と相関する。 (3)ポツリヌス中毒では外眼筋麻痔を呈するが、興味深いことにボツリヌス毒素はGQ1b

に結合することが知られている。 (4)おtGQ1b抗体は細胞傷害活性を有する。また、本研究により、

σ)FS患者から分離されたCampylobacterjejuniのリポ多糖がGQ1b様構造を有することが明らかにされ

た。これらの事実から抗GQ1b抗体がFSの発症に関与していることが強く示唆される。

FSの発症機序として、 GQ1b様構造を有する病原体に感染し、免疫寛容の破綻をきたすような免疫

遺伝学的背景但LAがその一因であろう)を有する患者において抗GQ1b抗体が産生され、小脳糸球や

動眼、滑車、外転神経の傍絞輪部に抗GQ1b抗体が結合し、小脳性失調や外眼筋麻療が生じるものと

われわれは考えている。

文献 1)Yuki N， et al. A bacterium lipopo1ysaccharide that elicits Gui11ain-Barre syndrome has a GMl 

gang1ioside-like structure. J Exp Med 178: 1771・1775，1993. 2) Yuki N， et al.: Frequent presence of 

anti-GQ1b antibody in Fisher's syndrome. Neuro1ogy 43:414-417， 1993. 3)Yuki N， et al.: Mo1ecu1ar 

mimicry between GQlb ganglioside and lipopo1ysaccharides of Campylobacter jejuni iso1ated from patients with 

Fisher's syndrome. Ann Neurol (泊press) 4) Yuki N， et al. Beneficial effect of plasmapheresis on Fisher's 

syndrome. Musc1e Nerve 16:1267・1268，1993. 
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46 ニーマンピック病神経型と非神経型における遺伝子変異の検討

井田博幸、衛藤義勝

(東京慈恵会医科大学小児科)

〔要約〕
ヒトニーマンピック病 (NPD)は酸性スフィンゴミエリナーゼ (ASM)欠損によっ

て生じる脂質蓄積症であるが、本症は神経症状を呈するA型と呈さないB型が存在する。本

症におけるgenotype!phenotypeの相関を検討するため、 PCR法にてASM遺伝子を 8分割して

増幅し、各フラグメントをサブクローニングし、塩基配列を決定した。その結果、 A型に

おいて 1237G→T (E258却のナンセンス変異が homoallelicに、 B型において

1201-1202 CG→ GC(E245Q)と14bpの挿入(fsP626)が heteroallelicに認められた。 E258X

とE245Qの変異を ASMcDNAに導入し発現させたところ、前者ではほとんど酵素活性の上

昇を認めなかったのに対し、後者ではコントロールの絢 30%の酵素活性の上昇を認めた。

以上より酵素活性を上昇させない遺伝子変異は重症型のA型を、ある程度酵素活性を上昇さ

せる遺伝子変異はB型を引き起こすことが推察された。

[目的]酵素欠損によって生じる種々の脂質蓄積症において、genotype/phenotypeの相関が

近年明らかにされている (1，2)。しかしながらASMの欠損によって生じる NPDについては

明らかにされていない。そこで我々は日本人NPDA型 1例とB型 1例について遺伝子解析

を行ったので報告する。

[方法] 1塩基配列の決定:培養皮膚線維芽細胞から genomicDNAを分離し、 9組のプ

ライマーを用いて PCR法にてASM遺伝子の全エクソンを増幅した。 PCR産物について

SSCP分析を行った。異常な泳動度を示したものを、 TAクローニングキットを用いてサブク

ローニングし、 Sanger法にて塩基配列を決定した。 2 ドットプロットハイブリダイゼーシ

ヨン:塩基配列に異常のあったPCR産物について AlleleSp回 ificOligonucleotide (ASO)ハ

イブリダイゼーションを行った。 3.変異導入及び変異DNAの発現:全長 ASM cDNA 

(hPSM-55-463T)に上記変異を Kunkel法を用いて導入した後、変異DNAをpCDEベクター

に組み込み、これら∞nstructsをリポフェクチンを用いて COS-7細胞にtransfectionした。

72時間後に細胞を掻きとり、 ASM活性を[メチルー 14C]スフィンゴミエリンを基質として

測定した。

[成績]1変異の同定 SSCP分析の結果、 A患者ではエクソン 2に、 B患者ではエクソン

2とヱクソン 6に異常が認められた。塩基配列決定の結果、 A型患者ではエクソン 2にお

いて1237G→Tの変異が同定された。この変異はコドシイ258のグルタミン酸をストップコド

ンに変化させるナンセンス変異であった(E258X)。さらにASOハイブリダイゼーションの

結果、患者はこの変異を homoallelicにもっていた。 B型患者ではエクソン 2において
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1201-1202 CG→ GCの変異が同定された。この変異はコドン245のグ、ルタミン酸をグルタ

ミンに変化させていた(E245Q)。またエクソン 6においては 14bpの挿入が認められ、この

変異はフレームシフトをおこし、本来のストップコドンより 3'側に新しいストップコドン

を生じさせていた(fsP626)0E245Qの変異をASOハイブリダイゼーシヨンで検討したところ、

患者は heteroallelicであった。また [sP626はmulticloneの塩基配列の結果、 hcteroall cl ic 

であった。以上より B型患者は、E245QとfsP626の compoundheterozygoteで、あった。

2 発現実験 :A型患者で同定された変異を導入したconstruct(pcDιASM-1237T)を発現

させたが、 ASM活性は12.4nmol!hr/mg protemとその上昇はほとんど認められなかった。こ

れに対し、 B型患者で同定された変異を導入したconstructs(pcDE-ASM-1201GC)の場合、

30.6 nmol!hr/mg protemとコントロールの約30%の上昇が認められた。

[考察]現在までNPDの欠損酵素である ASMの遺伝子変異はユダヤ人を中心に10例報告

されているが、今回我々の報告した E258X、E245Q、fsP626は今までに報告のない新しい

変異であった。 NPDにおける変異を図 1のようにまとめると、 13変異のうち10はエクソン

2とエクソン 6に集中していた。このことからエクソン 2とエクソン 6は ASM活性発現

に重要な部分であることが示唆された。さらにエクソン 2またはエクソン6にミスセンス変

異またはナンセンス変異がhomoall巴licに生じるとA型になるという genotype/phenotypeの

関係が存在した。

立区A
fsL 178 2』 n)

*L261 Xt302P M3821 *R496L *G5778 
一丁一一丁工二 一 一一 一丁一 一I
2 卜一一寸 3ト寸 4門 5r-一一1 6 

*E258X 

TAG 

卜一

加工
2

一

.o.R608 TAG 
-「ー|

6 卜一

E245Q 
Schematic illusration of the ASM mutations (14bpinsertion) 
The location of the thirteen mutations in the ASM gen巴 causing
Type A and B NPD are indicated. Open boxes lndlcate ASM exons and 
straight lines indicate introns. Mutations w1th 後 arehomo-
allelic， and wi thout 券 are heteroallellc. 1、1utations wri tten in 
bold letters are ldentifled 1n present studY. 

図 1

fsP626 
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47 ゴ シェ病の中枢神経障害の病因に関する研究:CBEを用いて

の実験的ゴーシェ病

〔要約〕

O衛藤義勝、山本敏晴、川目裕、上原恵子、大橋十也、井田博幸

(東京慈、恵会医科大学小児科)

ゴーシェ病はタイプ I，IIに分類され，タイプIIでは中枢神経障害が強〈、生後 1-2歳で死亡する。

遺伝子型では日本人ゴーシェ病では 14 4 8 C変異が最も多く 40%を占め、次いで754A変異が多

いが、遺伝子型からではゴーシェ病の神経障害の病因は明らかでない。今回conduritolB epoxide (CBE) 

を 10ug/mlの濃度でhumanoligodendroglioma(HOG)とhumanneuroblastoma(HNB)の細胞に添加すると著明

なbeta-glucosidaseの酵素活'性の阻害がみられ、同時にHOG細胞では明らかなglucocerebrosideの蓄積が見

られた。しかし神経細胞由来のHNB細胞ではその蓄積は明らかでなくHOG細胞に著明な封入体像が見ら

れHOG細胞に特異的であった。またFla-2による細胞内カルシウム濃度はCBE添加に伴いHNB細胞と

HOG細胞とでは明らかな異なりを示し、 HOG細胞では持続的な細胞内カルシウム濃度の上昇が見られた

以上の点からゴーシェ病で、は神経細胞でのグルコセレプロオシドの蓄積は軽度と考えられ、細胞の種類

により蓄積のheterogeneityがあることが証明された。またゴーシェ病の神経障害の要因として蓄積物質

による細抱内カルシウム濃度が上昇し神経伝達機構での障害が示唆された。

目的:ゴーシェ病はリソソキーム酵素のbeta-glucosidaseの酵素欠損により肝、牌臓などの網内系組織に

gl ucocerebrosideが蓄積する疾患で、臨床的には発症年齢によりタイプ I，n， IIIに分類されている。タイ
プ II， IIIでは中枢神経症状をきたすが、その病因に関しては明らかでない。我々は日本人ゴーシェ病患

者32例の遺伝子解析ではタイプI.IIでの明らかな遺伝子型での差異は見い出されず、より詳細な解析
が必要と思われた。本研究ではゴーシェ病の中枢神経障害の病因を明らかにするため、 beta-glucosidase

の特異的阻害剤であるconduritolB epoxide(CBE)をHOG，HNB細胞に添加し、その蓄積効果ならびに細胞

内カルシウム代謝を検討したので報告する。

方法:

1)変異遺伝子の同定:患者白血球、皮膚線維芽細胞よりDNAを抽出し、 PCR法、 SSCP法，ASO法など

を用いてゴーシェ病患者の変異遺伝子を同定した。詳細はKawame等1-2)、Ida等3)の方法に準じた。

2) beta-glucosidaseのmu定:4MU-beta-glucopyranosideを基質としてOhashi等4)の方法に準じて測定したc
3) HOG， HNB細胞はCalifornia大学Dr.Campagnoniより提供をうけた。 CBEの添加効果はCBEを10ug/ml

mediumの濃度で添加後時間をchaseし、 beta-glucosidaseの活性を測定，又、薄層クロマトによる

glucocerebrosideの蓄積を検討すると同時にグルタールアJレデヒドで国定後細胞内蓄積を電顕にて検

討した。

4 )細胞内カルシウムICa+21iの測定はMorita等の方法5) によるfura21AM法により測定した.

結果:

1 )神経型、非神経型ゴーシェ病の遺伝子解析:表lに示す如く 15例あまりの日本人ゴーシェ病患者

の神経型、非神経型の変異遺伝子の分布を示した。約40%を14 4 8 C(Leu444Pro)の変異が占めその

ほか日本人に多い 75 4 A (Phe213ILeu)が20%程度認められユダヤ人に多い1226Gは全てのアリルで

認められなかった。神経型、非神経型では明らかな差異は認められなかった。

2) CBE添加後のbeta-glucosidase1舌性とglucosylceramideの蓄積 HOG，HNB細胞両者で

lOug/mlのCBE添加後 10分でほぼ99%の活性の恒害が見られ(図 1)、 HOGでは24時間後では著

明なglucocerebrosideの蓄積が見られた。 HNB細胞では同様な条件では明らかなglucocerebrosideの蓄積は

見られなかった。
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表l。日本人ゴーシェ病の遺伝子変異の分布
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3) CBE添加後の形態的観察:電子顕微鏡による観察ではHOG細胞ではミエリン状或いは頼粒状の封入

体が多数みられたが、 HNB細胞では明らかなMCB(membraneous cytoplasmic inclusion)は認められなかっ

た。
4)細胞内カルシウム濃度:CBE添加後細胞内に著明な蓄積を認めたHOG細胞と蓄積が見られないHNB

細胞でのfura-2による細胞内カルシウム濃度を測定するとHOG細胞では添加後 10秒で著明な細胞内カ

ルシウム濃度は上昇が見られたがHNB細胞では上昇は見られなかった(図 2) 0 

考察:
ゴーシェ病での神経障害の病因を明らかにするため、日本人ゴーシェ患者のglucocerebrosid呂田遺伝子の

解析を検討したところ 14 4 8 Cの変異が最っとも多く、次いで754Aの変異が多い。神経型と非神

経型との遺伝子変異の差異は明確ではない。全アリ Jレの 40%はまだ同定していないことより今後の研

究において明らかにされることも考えられる。ゴーシェ病の神経障害の病因を検討するため実験的ゴ}

シェ病モデルをオリゴデンドログリア細胞由来のHOG細胞並びに神経細胞由来のHNB細胞に

glucocerebrosidaseの特異的阻害剤のCBEを添加glucocerebrosideの蓄積の効果を検討するとHNB細胞では

その蓄積は軽微であったことからゴーシェ病の神経細胞ではglucocerebrosideの蓄積がほとんど見られな

いことと何らかの関連していることが示唆された。 Rnちglucocerebrosideの蓄積は細胞により異なること

を示しており、糖脂質代謝動態の活発な細胞ではより酵素阻害効果が大きく組織障害が強いことを示し

ている。 HOG細胞ではCBE添加に伴う細胞内カルシウムのINFLUXが大きく細胞内カルシウムの放出

が少ないことは細胞内情報伝達機構の障害が示唆された。又リピドーシスの脳障害の病因として本研究

の成果は重要な貢献をするものと考える。

文献:

1) Kawame H. and Eto Y.: Amer.J. Human Genet. 49: 13781380， 1991. 

2) Kawame H.， Hasegawa Y.， Eto Y. Human Genetics 90: 294-296， 1992. 

3) Ida H.， Eto Y. et al: Human Genetics， submitted， 1994. 

4) Ohashi T.， Eto Y.: J. Inherited Metab. Dis. 16: 881-885， 1993 

5) Yamamoto T.， Tokoro T. an Eto Y.: Biochem. Biophys. Res. Commun. 198・438444，

1994. 

100 lQQC 

Time ( sec ) 
10 

024 

1印刷15c 



130 

48 

〔老手f〕

〔所伝〕

〔要約〕

Adrenoleukodystrophyの分子遺伝学的研究

小林卓郎、安武多恵子、新納信江、山田猛、古谷博和

(九州大学医学部脳研神経内科)

Adrenoleukodystrophy (ALD)は性染色体劣性の脱髄性疾患である.最近その原因遺伝子が単離さ

れ、それを元に我々は患者における本遺伝子異常を検討した.患者由来の細胞におけるSouthem

blot解析では明らかな欠失は見られなかったが、培養線維芽細胞のNorthemblotでは一例において

まったく mRNAが検出されなかった.他の患者のmRNAの塩基配列を検討するとミスセンス変異

が見られ、それらは進化的に保存されているアミノ酸であるため蛋白質機能に異常をきたしてい

る可能性がある.一方、本遺伝子より推定されるアミノ酸配列よりペプチドを作成しその抗体を

作成した.その抗体が認識する蛋白質は約80kDaの膜蛋白であり、免疫蛍光染色では正常細胞の

細胞質内に頼粒状に染まった. しかし、 mRNAの発現のない患者細胞ではそれらの蛋白質は検出

されなかった.

Adrenol巴ukodystrophy(ALD)あるいはadrenomyeloneuropathy(AMN)は性染色体劣性遺伝形式をと

り、 5-15歳の男児あるいは成人男子に発症する疾患である。本症の病理は中枢、末梢神経の脱髄

であり、本症の生化学的特徴として、組織、血液中の VLCFAの増加があるが、この現象が脱髄

にどのように関与しているかは不明である。 1993年Mosserらがその原因と思われる遺伝子を単

離した。そこで我々はその遺伝子の性質と、それがコードする蛋白質の生理的な機能およびALD，

AMNにおける遺伝子異常を検討するために以下の実験を行ったので報告する。

材料および方法

本研究では全ての材料は培養膚線維芽細胞を用いた。患者症例は ALD1例(#29)、M制 5例

(#163、170、225、240、249)である。 DNA，RNAの抽出は従来の方法に従った。プロープとし

て用いるALD遺伝子の cDNAはHela細胞よりRNAを抽出し、逆転写酵素-PCR法により得た。塩

基配列の決定はRNAより逆転写酵素で処理した cDNAを6カ所に分け、 PCRを行った後、サプク

ローニングし、 dideoxy法にて行った。一方、 cDNAより推定されるアミノ酸配列 C末より適当な

ペプチドを合成した。それぞれをへモシアニンに結合させた後ウサギに免疫し、 4-6週後に抗血

清を得た。

結果および考察

1. ALD遺伝子の発現分布

Mosserらはその遺伝子が筋肉、姉、心臓に多く発現し、大脳や副腎には少ないと報告している

が、我々のNothemblotの結果は彼らと異なり、ヒトにおいては全ての組織に約4.2kbのバンドが

みられ、その量は各組織問に著明な差はみられなかった。このことはAlDが神経系の疾患であり、

筋肉、肺、心臓のみの疾患でないことをむしろ支持する。同時に行なった培養線維芽細胞はその

うちでも一番多く発現がみられたため、今後の実験はそれを用いて行なった。同様にマウスにお

いても約4.2kbのバンドが各組織にみられた。



2. ALD患者における遺伝子解析

6名のALD患者にSouthernblotを行なったが、大きい欠失は明らかでなかった。 No巾 emblotで

は#163の患者では全くバンドが見られなかったが、他の 5名の患者では量、大きさとも正常と差

が見られなかった(図 1)。そこで、それぞれのcDNAの塩基配列を決定したところ、 #240の患

者では塩基番号1920のG→A変異が見られた。この変異は512番目のグリシンよりセリンのアミノ

酸置換を伴っていた。この変異は新しく PstIという制限酵素切断部位を作るため、 PCR産物を消

化したところ#240の患者のみ切断され、正常人20名においては全く切断されなかった。 512グ

リシンはいわゆるATP結合蛋白群の発生学的に保存されたATP結合部位の中に存在し、また、マ

ウスの且D蛋白でも保存されているため、セリンへの変異はおそらく蛋白質の機能的変化を生じ

ているものと考えられる。同様に、 #249の患者はC→Tの変異があり、やはり発生上保存されてい

る部位にあたる660アルギニン→トリプトファンへのアミノ酸置換が認められた。さらに#170の

患者でも場所は異なるがミスセンス変異が見られた。すでに欧米ではいくつかの変異がALD患者

において報告されており、今後それらの相違を確かめていく必要がある。

3.ALD蛋白の性質

C末部ペプチド認識する抗体を用いてwest巴mblotを行なうと、正常細胞において、約80kDaの

バンドがみられた。しかし、 #163の細胞ではそのバンドが見られなかった。 #163細胞はALD遺伝

子の発現が見られていないことより、この約80kDaバンドが且D遺伝子の産物であると考えられ

た。さらに、このことを確かめるためにcDNAをpCAGGS(βactinpromoterを持つ発現ベクター)に

組み込ませ、 293T細胞(ヒト腎細胞ライン)に発現させたところ、やはり約80印 aのバンドが見

られた(図 2)。次に、本抗体を用いて、細胞内局在を免疫蛍光染色で検討したところ、正常細

胞では細胞内に頼粒状に蛋白が染色され、細胞分画では膜分画に存在した。今後、本蛋白がどの

ような生理機能を持つのかを検討していく予定である。

図1Northem blot analysis of ALD protein 

mRNA in cultured fibroblasts 
29 163 170 225 240 249 263 
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(著者〕

[所属〕

〔要約〕

歯状核赤核淡蒼球ルイ体萎縮症 (DRPLA)における CAG繰り返し配列の
somatic mosaicismについて

上野修一、小牟曜修養、久野貞子袋、

小奇泰教、近藤啓次、佐野輝

(愛媛大・医・神経精神医学、長国立宇多里子病院・神経内科)

歯状核赤核淡蒼球ルイ体萎縮症 (DRPLA)は常染色体優性遺伝性の神経変性疾患で、最近 12 

番染色体短腕に存在する遺伝子の CAG-triplet繰り返し配列の伸張が病因であることが明らかにされた。

今回我々は、 DRPLA患者の種々の剖検組織からの genomicDNAと特異なプライマーを用いた PCRを行

なって CAG-tripletの繰り返し数を検討した。その結果、組織・部位により繰り返し配列の伸張度が異な

ることを明らかにした (somaticmosaicism)。また、疾患の病変部位である中枢神経系では CAG-triplet

の繰り返し数が他の組織に比し増加しているという結果を得た。中でも変性の中心の場である歯状核や淡

蒼球では繰り返し数の広がりが認められ、 somaticmosaicismの程度が大きいことが推察された。精巣上

体でも繰り返し数の広がりが認められ、本疾患の遺伝特性との相聞が考えられた。

[緒言] 遺伝性歯状核赤核淡蒼球ルイ体萎縮症 (Dentatorubralpallidoluysian atrophy: DRPLA) I正常

染色体優性遺伝性の神経変性疾患で、遺伝の背景には「世代を経るに従い症状が重篤化し発症年齢が若年

化するjという表現促進効果 (anticipation)が特に男性経由の際に存在する 1) 0 Anticipationの認められ

る遺伝性疾患では当該遺伝子のtriplet伸張が病因となることが明らかになってきたが、本年に入り

DRPLAの病因遺伝子は第 12番染色体短腕に存在し、同染色体に存在するある種の遺伝子のCAG-triplet

繰り返し配列の伸張が病因であることが解明された 2) 3) 0 DRPLAの病因遺伝子は CAG-triplet繰り返し

配列を蛋白質翻訳部位内に含み、この種の遺伝子異常は Huntington病 (HD)、Kennedy病、脊髄小脳

失調症1型に見られる。 HDでは当該遺伝子産物は種々の組織で豊富に発現していることが知られ、なぜ

神経系の中でも特異な部位の変性を引き起こすかは未だ不明である。 HDではCAG-triplet繰り返し配列の

somatic mosaicismが特異な部位変性の原因に関与すると最近報告されたが川、今回我々は DRPLA患者

の剖検組織で DRPLA遺伝子のCAG-triplet繰り返し配列somaticmosaicismの検討をした。

[実験方法 1DRPLA患者の剖検組織は、患者の死後8時間以内に取りだし、 -80度Cで実験に使用

するまで保存した。遺伝子の検討については患者の家系構成員の方々に十分説明を行ない、同意を得た。

GenomicDNAの精製は Wangらの方法5)で行なった。 PCRIま既報2)Iこ基づき 32p_dCTPを使用して行

い、 6%denatured polyacrylamide gelで電気泳動の後、乾燥させての0度Cで1夜感光し現像した。

[結果と考察] 図 1に示された患者は 42歳時に小脳症状で発症した成人発症型 DRPLA患者で 5

9歳で死亡した。白血球の genomicDNAでの CAG-tripletの繰り返し数は両対立遺伝子で各々 60固と

1 8回であった。中枢神経系では前頭葉、頭頂葉、側頭葉、後頭葉、尾状核、被穀、淡蒼球外節、淡蒼

球内節、視床、小脳皮質、歯状核、橋のそれぞれの部位を椴討し、また末梢組織では、肺、心筋、肝臓、
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食道、小腸、牌臓、腎臓、骨格筋、精巣上体、精巣で検討を行なった。中枢神経系においては

CAG-tripletの繰り返し数が他の組織に比し増加しているという結果を得た。中でも変性の中心の場であ

る歯状核や淡蒼球では繰り返し数の広がりが.認められ、 somaticmosaicismの程度が大きいことが推察さ

れた。小脳皮質では明らかに CAG-tripletの繰り返しが短かった。各臓器では、ほとんどの臓器で

CAG-tripletの繰り返し数はほぼ同様であり中枢神経系に比べてやや少ない傾向があった。精巣上体にお

いては繰り返し数の広がりが認められた。症例 2 (図 2)は 37歳時に不随意運動で発症した成人発症

型で DRPLA患者で 54歳で死亡した。白血球の genomicDNAでの CAG-tripletの繰り返し数は雨対立

遺伝子で各々 58固と 24回であった。症例 1で認められた歯状核や淡蒼球での繰り返し数の広がりと

小脳皮質で・の明らかな CAG-tripletの繰り返しの短かさか‘全く再現された。

以上の結果から、 DRPLAでは組織・部位により病因遺伝子の CAG-tripletの繰り返し配列の伸張度が

異なること (somaticmosaicism) 、疾患の病変部位である中枢神経系では CAG-tripletの繰り返し数が

他の組織に比し増加しており、中でも歯状核や淡蒼球では繰り返し数の広がりが認められ、 somatic

mosaicismの程度が大きいことが明らかとなった。精巣上体でも繰り返し数の広がりが認められ、本疾

患の遺伝特性との相聞が考えられた。
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50 ミエリン形成期前段階におけるシュワン細胞の細胞死

中尾純治、村上善紀、植村慶一

(慶藤義塾大学医学部・生理学教室)

〔要約〕末梢神経系のミエリン形成の前段階に、ンユワン細胞が神経軸索を認識し正確に一対ーに対応

して接着することが知られている。この現象のメカニズム解明のために、抗Thy1抗体を用いた

immunopanning法により新生児期のラットの坐骨神経から直接シュワン細胞のみを分離・培養する方法

を確立し、ミエリン形成前の増殖期にあるシュワン細胞の性質を検討した。このようにして倍養したシ

ユワン細胞は、従来の方法に従って数日かけて得たシュワン細胞と著しく性質が異なっており、その多

くは、培養開始後に漸次細胞死をおこした。しかもこの細胞死は核染色像や核DNAのゲル電気泳動のパ

ターンから判断してアポトーシスによるものであり、フイプロネクチンのコートによりシュワン細胞と

培養皿の接着を増強することや、不死化したシュワン細胞株の培養上清に含まれる液牲因子によって部

分的に回避できることが明らかとなった。このことから増殖期のシュワン細胞のうち神経軸索に接着で

きないものは細胞死を起こしてゆき、生き残ったシュワン細胞と軸索が一対ーの対応関係になるという

可能性が考えられた。

[緒言] 晴乳動物の末梢神経系のミエリンは、シュワン細胞が神経細胞からの情報に従って、そ

の性質を多様に変化させながら増殖・分化していくことによって形成される。シュワン細胞はまず神経

軸索束を取り囲みながら急速に増殖し、次に成長した太い軸索束と一対ーに対応しその周囲を取り囲ん

だ後に増殖を停止し、最後にミエリン形成を開始する。このように末梢神経系の正常なミエリン形成が

おこなわれるためには、シュワン細胞と神経軸索が正確に一対ーに対応することが前提となると考えら

れるが、このメカニズムは知られていない。このメカニズム解明のためにミエリン形成前の増殖期に特

有なシュワン細胞の性質を検討する目的で、抗Thyl抗体を用いたimmunopanning法により新生児期のラ

ットのシュワン細胞のみを迅速かつ効果的に分離・培養する方法を確立し、この方法で観察されたシュ

ワン細胞の性質がミエリン形成前にシュワン細胞と神経軸索が一対ーに対応するメカニズムとどのよう

に関与するか解明を試みた。

[方法]

1. 従来の方、法によるシュワン細胞の培養 Brokesらの方法1)を若干改良して用いた。生後 12時間

以内のラットの坐骨神経を無菌的に採取し、 1%コラゲナーゼを含むdefinedmedium(DM) 2 )に浸し、
C02incubator内で1時間酵素処理をおこなった。さらにpipettingにより細胞を分散させフイブロネクチン

をコートした培養皿上でDMEM/IO%FCSを用いて培養を開始した。 24時間後に有糸分裂阻害剤である

cytosine arabinoside(lO-5M)を加えて2日間培養を継続し、混在する線維芽細胞を選択的に除去することに

よってシュワン細胞を得た。 2. immunopanning法によるシュワン細胞の培養: 線維芽細胞は細胞
表面に百ylを発現しているがシュワン細胞は発現していないことを利用してimmunopanningをおこなっ

た。まず培養皿を 4"Cで一晩、抗マウスIgG抗体(50mMTris . HC1， pH 9に溶解)でコートした。コートし

た培養皿はPBSで洗海後、 PBSに溶解した抗百ly1抗体を1時間反応させた後に、 2mg/mlのBSA溶液でフ'

ロッキングしさらにDMで洗浄した。この培養皿に、上記の方法にて坐骨神経の細胞を分散させたもの

をDM~こ再浮遊させて加え、 C02incubator内で20分間インキュベイトした。この条件下ではThy1 を発現し
ている線J維芽細胞は選択的に培養皿に付着するが、シュワン細胞は付着できず浮遊しているのでこれを

回収し、 DMEM/lO%FCSを用いて培養した。 3 核DNAのゲル電気泳動: 核DNAのゲル電気泳動
法はWhiteらの方法3)によった。

[結果と考察]

immunopanning法によって生後 12時間以内のラットの坐骨神経から得られたシュワン細胞を

DT.伍M!10%FCSを用いて培養したところ、 12時間以内に多くのシュワン細胞が細胞死をおこすことが観

察された(Fig.2-a)ので、この現象について詳細な検討を加えた。まず、 immunopanning1t.;によって待た

シュワン細胞をテラサキプレートを用いて培養し、細胞数の経時的変化を検討した。培養開始後シュワ
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ン細胞の細胞数は、漸減していき12時間後に43.7%になった(Fig.1)。このシュワン細胞の細胞死は、細

胞外マトリックスであるフイブロネクチンをコートしたテラサキプレートを片jいて塙養すると、部分的

に回避された(Fig.1)。さらに、コレラ毒素をmいて増殖させて継代を繰り返す過程で不死化したシュワ
ン細胞株の培養日青を加えて培養することによっても部分的な細胞死の回避が見られた(Fig.1)。しかし

ながら、従来の培養方法によって数日間培養して得たシュワン細胞を剥離し、再びテラサキプレート上

に培養したときはほとんど細胞死をおこさなかった。

つぎにJ-.記のシュワン細胞の細胞死の形態について検討した。 pannmg法によりNH起した後に細胞死を
おこしたシュワン細胞の核をょう化プロピジウムで染色したところ、アボトーシスをぷ唆する所長Lであ

る濃縮像や断片化像が認められた(Fig.2-b)。細胞死がアポトーシスによるものであることをより確かに

するために、このシュワン細胞の核のDNAを抽出しゲル電気泳動にかけ、ラダーの形成を確認した。

P加 nmg法により神経軸索から分離して培養したのちのシュワン細胞の増殖を検討するため、増殖の指

標としてこのシユワン細胞の核へのbromodeoxyuridine(BrdU)の取り込みを調べた。その結果BrdUを取り

込みつつ生存している細胞やBrdUを取り込んだのちに細胞死をおこした像が多数観察された。このこと

から、数日間培養したシュワン細胞と違って、増殖期に神経軸索から分離した直後のシュワン細胞はm

vltroでもしばらくは増殖を続けており、この増殖が細胞死に関与する可能性が示唆された。

以上の結果は増殖期にあるシュワン細胞が神経軸索から離れると細胞死を起こりやすい状態になるこ

とを示唆している。神経軸索と接着できなかったシュワン細胞が細胞死をおこすことで、ミエリン形成

前にシュワン細胞が神経軸索と一対ーの対応になると考えられた。現在、このようなことが、 invivoで

実際におこっているか否か検討している。

[文献] 1)Brockes，J.P. et心(1979)Brain Res. 165， 105-118. 2) Bottenstein， J. E. and Sato， G. H. (1979) 

針。c.NatJ. Aωd. Sci. U.S.A. 76，514-517. 3) White，E. at al. (1984)よ Virol.52， 410・419.
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51 低分子量ストレス蛋白質に高いホモロジーをもっ20-kDa蛋白質

〔要約〕

(P20) :ラット後肢筋における発達、坐骨神経切除、腿切断に伴

う変化について

稲熊裕、長谷川かおり、伊東秀記、加藤兼房

(愛知県コロニ一発達障害研究所、生化学)

低分子量ストレス蛋白質(sHSP)に類似したp20は、これまで知られているsHSP(1αBクリスタリンお

よび11SP27)と同様、筋組織に多く存在する。 p20がラット後肢筋において、筋組織の発達、ある

いは神経支配によってどのような発現の制御を受けるかを調べて以下の結果を得た。

(1)ヒラメ筋のp20は2週齢から 4週齢にかけて急速に増加し、 αBクリスタリンに似た発現を示し

た。長肢仲筋と大腿直筋では、 2週齢以降に著明な変化はなかった。

(2)舌、横隔膜、心筋においても生後から 4週齢にかけて急速に増加したc

(3)坐骨神経切除あるいは健切断によって、ヒラメ筋句20はαBクリスタリンおよぴlISP27と同様

に減少した。一方、長肢伸筋では神経切除のときsHSPが増加したのに対し、 p20の濃度に変化

は認められなかった。また、健切断した場合には、 p20、sHSPのいずれも変化しなかった。

ラット骨格筋から低分子量ストレス蛋白質(αBクリスタ 1)ンおよびHSP27)を精製する過程で得ら

れた分子量約20-ゆ aの蛋白質(P20)は、そのアミノ酸の一次構造が低分子量ストレス蛋白質に高い

ホモロジーをもっ未知の蛋白質であったσig.1)[1]。また、 p20は筋組織中で分子量70kDa以下の

解離型と200-300 ゆ aの重合体として存在した[1]0p20の組織分布を調べたところ、 αBクリスタ

リンおよびHSP27と同様にヒラメ筋、心筋、横隔膜に高濃度で存在した[1，2]。一方、我々は、筋

組織のsHSPの発現が神経支配の影響を受けていることをこれまでに報告している[3]。今回、 p20

が筋組織の発達過程でどのように発現するのか、また坐骨神経切除や躍切断によってどのように

影響されるかを調べた。

[方法I
Wister/訂ラット(Slのを用いた。 I週齢から 4週齢のヒラメ筋、長肢仲筋、大腿直筋および生後O

目、 3日、 6日、 8日、 2週、 3週、 4週齢の舌、横隔膜、心筋の各筋組織を採取し、発達に伴
うp20の変化を観察した。坐骨神経切除および健切断には10週齢のラットを用い、片側を手術し、

対側をコントロールとし、術後10日目に組織を採取した。各組織中のp20[1:hαBクリスタリン巳]
およびHSP27[3]は、組織重量の10倍量の緩衝液(50rnM Tris-HCl， pH 7.5， 5mM EDTA)ホモジェネ

ートの遠心(125，000rpm， 40 min)上清をサンドイツチ型イムノアッセイ法によって測定した。

[結果]

l週齢から 4週齢のラットのヒラメ筋で、はp20は1週齢で99:t17 ng/mg proteinであったのが2週

齢から 4週齢にかけて急速に増加し、 8.86:t1.10I-lg/mg proteinとなり、ほぽ成獣のレベルに達し

たσig.2)。これはHSP27よりもむしろαBクリスタリンのパターンに類似していた。長肢伸筋では

l週齢で176土15ng/mg protein、2週齢以降で約700-900ng/mg protein、また、大腿直筋でも、

l週齢で185:t85 ng/mg protein、2週齢以降は約300-500ng/mg proteinと2週齢以降に著明な変

化はなかった(Fig. 2)。その他の筋組織として舌、横隔膜、心筋のp20を調べたところ、これらの

組織においても成長に伴って増加した(datanot shown)。坐骨神経切除あるいは臆切断するとヒラ

メ筋で、はαBクリスタリンやHSP27と同様に減少した(Fig.3)。一方、長肢伸筋では神経切除によっ

てαBクリスタリンやHSP27が増加したのに対し、 p20に変化は認められなかった(Fig.3)。

[考察]
p20は蛋白質として、 (1)生体内でsHSPと重合体を形成する。 (2)熱ストレスに対する応答として

可溶性分画から不溶性分画に移行する。 (3)熱ストレスによって重合型から解離型に変化する。と
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いう低分子量ストレス蛋白質に共通した性質をもつことから、 p20がストレス蛋白質の J 員であ

る可能性が示唆された [lJoしかし、ラット組織のp20は熱ストレスによヮて誘導を受けない点で

αBクリスタリンおよびlISP27と異なっていた[lJ0 p20の筋組織発達に伴う変化はαBクリスタリン

に似ていたが、筋組織内での発現の制御に関してはαBクリスタリンおよびHSP27[31といくつかの

点で異なることが明らかとなった。

[参考文献1
[1J Ka1<】， K.， Goto， s.， Inaguma， Y.， Hasegawa， K.， Morishita， R.， and Asano， T. (1994) 1. bioJ. Chem. 

269，15302-15309 

[羽Kato，K.， Shinohara， H.， Kurobe， N.， Inaguma， Y.， Shin廿zu，K.， and Ohshima， K (1 991) Biochim. 

Biophys‘Acta 1074， 201-208 

[3] Inaguma， Y.， Goto， S.， Shinohara， H.， Hasegawa， K， Ohshima， K. and Kato， K. (1993) 1. Biochem. 

114，378-384 

Fig.1 ラットαBクリスタリン、ヒトp20およびラットp20のアミノ酸配列の比較

Fig.2 ラット後肢筋(ヒラメ筋、長肢伸筋、大腿直筋)に含まれるp20の発達に伴う変化

Fig.3 坐骨神経切除あるいは臆切断を行ったときのヒラメ筋および長肢伸筋におけるp20の変化
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52 培養セロトニン産生細胞におけるトリプトファン水酸化酵素
レベルの決定要因としての酵素タンパク分解について

長谷川宏幸，大黒一哉

(西東京科大・バイオサイエンス)

〔要約〕

RBL2H3細胞(ラット， b出 ophilicleukemia cellline)のトリプトファン水酸化酵素は酵素タンパク質のターンオーパーが著しく

速いことが示された。培養下の細胞にシクロヘキシミド (CHX)を与えて，タンパク質合成を阻害すると，細胞の持つトリプ

トファン水酸化酵素活性は急激に消失し，その半減時間は，約20分であった。また， CHXを洗浄して除くと，いったん消失し

た静素活性は急速に回復した。本実験では，1)生細胞内での基質の代謝回転の測定によってはかられるトリプトファン水酸

化酵素の細胞内活性の測定， 2)細胞を凍結融解してから笑施した非細胞系での酵素活性測定，および， 3) ("S)メチオニ

ンによるパルスラベルーチェイスとそれに引き続く特異抗体を用いた電気泳動実験によって， トリプトファン水酸化酵素の分

解を観察した。その結果，単層培養下のRBL2H3細胞内において本酵素はタンパク質分解と，それに等しい速度での酵素の新生

という著しく速い代謝回転によって酵素量を細胞レベルで維持していることが強く示唆された。

はじめに

ラγ トRBL2田細胞は，自らセロトニンを合成して分砲、穎粒に蓄える。培養下のこの細胞は人為的な抗原物質とそれに対する特

異抗体(lgE)に応答して穎粒放出を行うなど好塩基球および肥満細胞に固有の細胞特性のいくつかを残している樹立総胞株で

ある。我々は，この細胞を末梢性のセロトニン合成/分泌細胞のモデルとして用い，セロトニン生合成経路の律速酵素である

トリプトファン水酸化酵素の細胞内における活性調節機構を研究してきた。本細胞は多量のセロトニンを蓄積するが， トリプ

トファン水酸化酵素の活性は微弱である。一方.マウス由来の肥満細胞腫， P-815，はトリプトファン水酸化酵素を多量にもち，

本酵素精製の出発材料として多用されてきた。ところで， トリプトファン水酸化酵素に対する特異抗体を用いたマウス諸臓器

に対する免疫組織化学的検索によれば，末楠のセロトニン産生細胞は，細胞あたりのトリプトファン水酸化酵素量の分布に著

しい多様性を示している(1)。すなわち，それぞれの細胞の置かれた部位と.生理的な状況に応じて，細胞レベルで酵素量

が調節されているものと思われる。われわれは細胞レベルでの酵素量を規定する調節機構を解明する目的で，まず，酵素タン

パク質のターンオーバーについて検討した。トリプトファン水酸化酵素タンパク質のターンオーバーに関しては，これまでの

報告では，ラットの脳において，半減期は 2-3日 (2)，また，松果体では75分 (3)という値が推定されている。本実験で

はRBL2H3細胞内におけるトリプトファン水酸化酵素のきわめて速いターンオーバー(半減時間， 20分)を観察した。この結果

は文献的にもっとも速いと言われるいくつかタンパク質と比較できるものであった。

材料司方法

培養細胞:RBL2H3細胞は，国立衛生試験場内細胞パンクより，提供された。細胞は， 10%ウシ胎児血清を含むDulbecco・s

M叫 fiedEagle's Mediumで培養した。抗トリプトファン水酸化酵素抗体:マウス肥満細胞より精製したトリプトファン水酸化

酵素を抗原としてウサギを免疫し，抗血清を得た。免疫沈降実験には，このウサギ抗体を一次抗体とし，沈降にはパンソルピ

ン (Calbiochem)を用いた。酵素活性の測定 1)5HTP蓄積による生細胞内トリプトファン水酸化酵素活性の測定は，

Nagatsuの方法 (4)を96穴プレート上のRBL2H3細胞に適用した。培養下の細胞に芳香族しアミノ酸脱炭政酵素に対する阻害

剤 (NSD・1015，4∞μM)を与え (30min) 5HTPの蓄積量をもって細胞内にて実際に稼働した酵素活性とした。 2)活性醇素現
存量は，培養下の細胞をPBS(ー)で洗浄し，凍結融解により細胞を破捜した後， Fe'+ (50μM) とDπ (15mM)による活性化処

理を行い，至適条件をあたえる基質溶液を加えて醇素反応を行わせた。パルスラベルーチェイス実験:培養下のRBL2H3細胞

(106田 11/35mm-dish)をメチオニンを含まない法地中に60分間おいたのち( "S)メチオニン (2∞μCi/m1，TranおS-labe1，
ICN)を含む培地にて10分間ラベルした。また，チェイスは，ラベル後.速やかに非標識メチオニンを含む培地に置換し，所

定の時間，経過せしめた。この標識実験ののち，細胞を 1% NP-40/50 mM Tris-HCI (PH 7.8)にて溶解し.抗トリプトファン水

酸化酵素特異抗体にて免疫沈降を行い， 10%ポリアクリルアミド・SDS-電気泳動の後，フルオログラフィーを行った。タンパク

質バンドへの詰S取り込みの定量はデンシトメトリーで行った。



実験結果

1 )単層培養下のRBL2l-13細胞の細胞内における5HTPへの転換速度を芳香族ーしアミノ酸脱炭酸酵素存在下に蓄積する5l-1TPの

定量によって求めた。この方法では，細胞は生理的な活動に近い代謝を行っていると仮定できる o 0.01から30μMのCIIX存

在下にl時間培養し，細胞内活性を測定したところCl-IXの1凶i以上では5l-1TP蓄積は認められなかった。同様の方法で，活性

消失の時間経過を観察した結果，半減時間は約20分であった。

2 )非細胞系において，細胞拍出液にトリプトファン水被化酵素反応の至適条件を与えて，活性を持つ酵素のtf!存量を計測し

た。この方法でも， CIIX処理によるトリプトファン水両変化的素の消失が鋭然きれた(凶 1)。稲村の半減時111)は，約20分で

あった。また， CHXを洗浄で除くといったん消失した酵素活性は急速に回復することが観祭された。

3) ("sJメチオニン存在下でのトリプトファン水酸化醇素タンパクへのおSの取り込みを，本酵素に対する特異抗体を用いて
検討した。本酵素のサプユニットと恩われる分子量53kのバンドへのおSの取り込みが観察され，チェイス実験ではこのパン

ドの減衰が観察された。このバンドはより長時間の取り込み実験によってもさらに濃くなることはなかった。このバンドの

減衰速度をデンシトメーターによって数値化した結果，その半減時間は約20分であった(図 2)。一方，より小さな分子量

(20，000以下)の免疫陽性の波厚なバンドが観察された。このバンドについては今のところ抗トリプトファン水酸化酵素抗

体に対して陽性であること以外の情報はない。

4 )マウス由来の肥満細胞腫， P-815は細胞内に多量のトリプトファン水酸化醇素を持つ。この細胞の抽出液を阻L2H3細胞抽

出液と混合することによって，悶3L2H3細胞抽出液中にトリプト 77ン水R変化酵素を分解する活性を検出することができた。
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関l シクロヘキシミド処理に伴うRBL2H3細胞内トリプトファン
水酸化酵素現存量の変化;
非細胞系での酵素活性は， CHX(1μg/ml)処理により完全に消失し
たc洗浄を行うと酵素活性は急速に回復した。
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図2 パルスラベJレーチェイス実験によるR日L21!3細胞内トリプト
ファン水酸化酵素のタンパク質分解の解析:
I"SIメチオニンで10分間ラベル後，図に示した時間チェイスし
た。細胞溶解液を免疫沈降にかけ.SDS-PAGE， ヌルオログラ
フイーを行った。 aフルオログラム。 b:53kのバンドのデンシト
メトリー。

細胞内酵素レベルは新規生合成速度とその分解除去速度の平衡で決まる o それぞれの速度を決定する囚子が何であるにせよ，

定常状態では合成速度と分解速度とは等しいo RBL2H3細胞においてセロトニン産生の律速酵素である， トリプトファン水酸化

酵素が，細胞自身の持つ除去機構によってきわめて迅速に除去されていることが示された。これは単層楕養下に生理的に進行

するプロセスであり，細胞レベルでの酵素量の調節機構を構成するものと考えられる o半減時聞から推定される，タンパク質

分解速度は，今日までに報告されている細胞内酵素タンパク質の分解の例と比較しでもきわめて速いものである。 CHXによ

るタンパク合成阻害下で観察された分解速度は定常状態での本酵素の生合成速度と等しいと考えられるo したがって，本実験

が観察したトリプトファン水酸化酵素のきわめて急速な分解速度は，本細胞の定常状態での比較的低い酵素活性が生合成量の

抑制によってではなく，活性醇素の積極的な分解除去により達成されていることを示している o RBL2113細胞を末梢性のセロト

ニン合成細胞のモデルとして考えるならば，本実験は，セロトニン産生細胞における主要細胞機能を決定するトリプトファン

水酸化酵素の現存量の調節がタンパク質分解によって達成されていることを強く示唆した。
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53 

〔要約〕

ホルボールエステルによるヒスタミン Hl受容体遺伝子転

写活性増加と受容体アップレギュレーション

福井裕行

(大阪大学医学部・第二薬理学)

ヒト子宮癌由来培養細胞(HeLa細胞)に発現するヒスタミンHl受容体はホノレボールエス

テルによりアップレギュレーションが引き起こされ、 Hl受容体密度は約2倍になった。こ

のアップレギュレーションには蛋日キナーゼCの関与が示唆された。アップレギュレー

ションの引き起こされたHeLa細胞はヒスタミン受容体シグナルが約3倍増加した。この

受容体アップレギユレーションは蛋白合成過程の転写および翻訳阻害薬によって抑制され

た。アップレギュレーションに先行してHl受容体mRNAレベルは上昇した。ヒトヒス

タミンHl受容体遺伝子のプロモーター領域にはホルボールエステルに反応する転写活性

調節因子結合部位が見いだされた。ホルボールエステノレはHl受容体遺伝子プロモーター

活性を約2.5倍増加させた。

〔実験方法〕

HeLa細胞は 10%ウシ胎児血清を合むイーグルMEM培地で培養した。ヒスタミンHl

受容体の測定は[3H]メピラミン結合試験によりおこなった。イノシトールリン酸の測定は

[3H]myo-イノシトールでラベルしたHeLa細胞を一定時間インンキュベーションし、生成

した[3H]イノシトールリン般をアニオン交換カラム (AG1)で精製し、放射能を測定する

ことによりおこなった。プロモーター活性の測定はヒトヒスタミンHl受容体遺伝子の 3'-

非翻訳領域(2，160bp)をルシフエラーゼ遺伝子をもっPicaGenebasic vectorにサプクロー

ニングし、 HeLa細胞にトランスフェクションし、一定時間インキュベーションし、ルミ

ノメトリーによるルシフエラーゼ活性の測定によりおこなった。

〔成績〕

1.ホルボールエステル(phorbol12-myristate 13-acetate， PMA)はHeLa細胞のHl受容体

のアップレギュレーションを引き起こし、受容体密度を約2倍増加させた(表 1)。この増

加は20時間後にピークに達した。 PMAのECsoは11nMであった。 PMAによる Hl受容

体アップレギュレーションは5種類の蛋白キナーゼC阻害薬のいずれによっても抑制され

た。受容体アップレギュレーションの引き起こされたHeLa細胞はヒスタミン刺激により

イノシトールリン般の蓄積が約3倍増加した。



表 1.PMA刺激および無刺激の HeLa細胞における [3H]メピラミン市古代試験

コントロール

PMA(1μM) 

*p < 0.001 

Kd (nM) 

2.7士0.2

1.7土 O.ド

Bmax (fmol!mg蛋['1) 

106.4 ::t 0.9 

191.2 ::t 2.0* 

2. PMAによる Hl受容体アップレギュレーションはアクチノマイシン D、シクロヘキシ

ミドにより抑制された。 PMAにより Hl受容体mRNAレベルは L昇し、 6時間後にピー

クに達した。

3.ヒトヒスタミン Hl受容体遺伝子プロモーター領域に AP】1部位が見いだされた。ル

シフエラーゼアッセイによるプロモーター活性の測定により、ヒト Hl受容体遺伝子プロ

モータ一活性はPMAにより約2.5倍増加した(表2)。

表2.Hl受容体遺伝子プロモーター活性

〔考察〕

コントロール

PMA(1μM) 

*pく 0.001

ルシフエラーゼ、活性(%)

100土7

250土 39*

ホルボールエステルはヒスタミン Hl受容体遺伝子プロモーターの転写活性を噌加させ、

Hl受容体のアップレギュレーシヨンを引き起こす。この Hl受容体アップレギュレーショ

ンには蛋白キナーゼCの関与が示唆される。ヒトヒスタミン Hl受容体遺伝子プロモータ

ー領域(1)にはAP-1部位が存在するが、 Hl受容体アップレギュレーシヨンに関与するこ

とが示唆される。 Hl受容体アップレギユレーションに対応して Hl受容体シグナルは増加

する。 Hl受容体アップレギユレーションは積々のヒスタミンの関与する生月!および病理

機能において重要な意義を有すると考えられる。

〔文献〕

1. Fukui， H.， Fujimoto， K.， Mizuguchi， H.， Sakamoto， K.， Horio， Y.， Takai， S.， 
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54 ヒスタミンHl受容体のリガンド認識機構について

[要約]

大田和美、林秀行、鏡山博行、福井裕行*

(大阪医大・医化学、*大阪大学医学部・第二薬理)

ヒスタミンHl受容体は、各種組織の平滑筋、副腎髄質、心臓、血管内皮締胞、および脳に分布し、脳

においてはニューロン、グリアおよび血管内皮細胞にその発現が確認されており、これら受容体の中枢神経

系における機能には輿味がもたれる。 Hl受容体は、イノシトールリン酸ー細胞内Ca 2+を介し、情報伝達

を行うが、リガンド認識のメカニズムについては不明であった。今回、我々はクローン化したヒト Hl受容

体を用いて、 Hl受容体と他の活性アミン受容体関のホモロジーより推察されるリガンド認識部位に、部位

特異的変異導入法を用いて変異受容体を作製し、機能解析を行った。その結果、アゴニストの結合および受

容体の活性化には、 Asp聞とAsn聞の二つのアミノ酸残基が必要であり、アンタゴニストの結合にはAsp聞が必

須であることが示唆された。

[目的]

ヒスタミンHl受容体におけるリガンド認識緩解明

[方法]
クローン化したヒトヒスタミンHl受容体において、ヒスタミンのアミノ基認識部位と考えられる第3膜

貫通領域内のAsp閉およびイミダゾール基認識部位と考えられる第5膜貫通領域内の百官酬およびAsn隅の3個

のアミノ酸残基に部位特異的変異導入法を用いて、変異受容体を作製し、 CHO細胞に恒久的に発現させた。
受容体の発現はNortherblotsにより確認し、ほほ同じ程度の発現と考えられるクローンについてHl受容体詰

抗薬である[同メピラミンの結合およびヒスタミン刺激によるf同イノシトールリン酸の蓄積を測定した。
また、 Ki値は 5nMの[旬メピラミン存在下で測定された。

[結果]
Ala間変異受容体では['同メピラミンの結合およびヒスタミンの結合は完全に消失したのに対し (Table1)、

Asn
lO7
， Glu""変異受容体では[旬メピラミンおよびヒスタミンの親和性はwild勾peの約50倍程度まで低下し

た (Table1)。また、Ala剛変異受容体では['町メピラミンに対する親和性は軽度上昇したのに対し、ヒスタ

ミンの親和性はほとんど変化しなかった (Table1) 0 Ala醐変異受容体ではf町メピラミンに対する親和性は
変化しなかったのに対し、ヒスタミンの親和性は著明に減少した (Table1)。これらのことから Hl受容体

におけるアンタゴニストの結合にはAsp聞が不可欠であるが、 η官剛およびAsn隅は必要なく、アゴニストの結

合にはAsp間およびAsn酬が重要であることが示唆された。

ヒスタミン刺激による['H]イノシトールリン酸の蓄積はAla'/J1変異受容体では完全に消失したのに対し、

Asn'/J1， Glu叩およびAla'"変異受容体では有意な減少を認めたが、完全には消失せず、Ala削変異受容体では変

化は認められなかった (Fig.I)。また、 ヒスタミンの親和性とヒスタミン刺激による['H]イノシトールリ

ン酸の蓄積の関には正の相関が認められた。

[考察]

Hl受容体は7回膜貫通型のロドプシンタイプの受容体であり、他の活性アミン受容体 (α 2，s2， H2 

受容体)とのホモロジーおよびこれらの変異受容体の研究により、ヒスタミンのアミノ基およびイミダゾー

ル基はそれぞれ第3膜貫通領域内のASp'07および第5膜貫通領域内の百官酬およびAsn'"と相互作用していると

考えられ、これらの残基を別の残基に置換した変異受容体を作製し、機能解析を行った。
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AlalO7変異受容体ではメピラミン結合は完全に消失したのに対し、 Ala'"変異受容体およびA1a'"変異受容体

ではメピラミンに対する親和性は減少しなかったことより、アンタゴニストの結合にはASPmが不可欠であ

るが、百官出およびAsnl"は必要ないことが示唆された。さらに構造活性相関の研究からメピラミンを含むH

l受容体指抗薬の構造上の特徴として、二つの芳香族置換基を二つまたは三つの原子で結んだアミノ基構造

が上げられるが、このこととのASPm必要性を考慮すると、アンタゴニストの結合にはAsp聞を介するイオン

結合と百官剛およびAsn明近傍の疎水結合の関与が示唆された。

また、 Ala間変異受容体ではヒスタミンの結合は完全に消失したのに対し、 Ala酬変異受容体ではヒスタミ

ンの親和性はほとんど変化しなかったが、 Ala畑変異受容体ではヒスタミンの親和性は著明に減少したこと

から、 Hl受容体におけるアゴニストの結合にはAsp間およびAsn闘が重要であることが示唆されるが、アゴ

ニストの結合とアゴニストによる受容体の活性化の正の相関を考慮すると、 Asn'"は受容体の活性化にも必

須のようにに思えるが、 Asnl"はアゴニストの受容体への結合には関与するが受容体の直後の活性化には関

与していない可能性が考えられる。即ちアゴニストによる受容体の活性化に関与する、これら三つの残基と

別の残基の存在が考えられる。事実、 Al♂変異受容体ではヒスタミンの親和性は著明に減少したにもかか

わらず、ヒスタミン刺激による[旬イノシトールリン酸の蓄積は少ないながらも有意に上昇していた (Fig.t)。

以上のことより、 HI受容体におけるアゴニストの結合にはASPmおよびAsn閣が重要であること、

アンタゴニストの結合にはAsp聞が不可欠であるが、 η官剛およびAsnl"は必要ないことが示された。これらの

新しい知見は今後のリガンドの研究に役立つものと考える。尚、 HI受容体におけるより詳細なリガンド認

識機構の解明には、さらなる変異受容体およびそれらに対する各種リガンドの作用などの研究が必要であろ

っ。
HI問ceptor [3H]mepyramine histamine 

Kd(nM) Bmax (pmol/mg) Ki (μM) 

WiJd-type 1.04士0.01 1.54却 .26 16.9土0.1
A1alO7 n.d. n.d. n.d. 

AsnlO7 131士14 1.5仕紛.26 n.d. 

G1UI07 52士9 5.67土0.90 n.d. 

Alal94 0.33土0.01 1.89却.04 59.9:t3.8 
Alal98 1.18:ω14 0.32土0.01 131α法12∞

Table 1. Antagon1st blndlng properties of wlJd-type and mutant HI receptors 

expressed in CHO ce11s 
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Fig.l・Histamlne-indllcedIPs acclImlllatlon in transfected CHO celJs. Panel A. 
wild-type陀ceptor(0). ，AlaI07 mutant陀ceptor(・)， AsnJ07 mutant receptor (T)， GlulO7 

mutant陀ceptor(・)Panel B. wild-type receptor (0)， Alal94 mutant receptor (A)， Ala 19R 
mutant陀ceptor(ロ):The results are presented as fold increase in IPs above basal levels 
in the absence of histamine. 
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〔要約〕

ATP誘発内向き電流およびドパミン放出に対するアデノシン
の両方向性制御

井上和秀、小泉修一
(国立衛生試験所.薬理部)

ラット副腎髄質クロム親和性細胞由来PC12を用いて，アデノシンによる GTP結合蛋白を介した

ATP誘発内向き電流、細胞内Ca濃度上昇およびドパミン (DA)放出の制御について検討した.ア

デノシンは， GTP結合蛋白を介して， ATPにより惹起された内向き電流，ならびに細胞内Ca濃度

上昇を低用量では抑制し，高用量では増強した.すでに報告したDA (3，10)およびセロトニン (9)

によるポジティプフィードパックと共に， ATP受容体/チャネル活性はその代謝物アデノシンによっ

ても巧妙に制御されていることが明かとなった.

外液ATPがATP受容体を刺激し、非選択性のカチオンチャネルを活性化し、そこを介して流入し

たCaイオンにより神経缶達物質を放出することはすでに報告した (1，2，4-8，).またATP受容体/

チャネル活性はセロトニン (9)やDA (3，10)により促進的に制御されていることも明らかにした.

今回は、 ATPの生体内代謝物アデノシンによって促進・抑制の両方向性の制御について報告する.

[方法] P C 1 2は既報 (4)に従って培養した。すなわち、ダルベコーの改変イーグル培養液に 7%
牛胎仔血清， 7%馬血清および硫酸ゲンタマイシン (50μg/ml)を加えた培養液中、 37'C、lO%C02空

気中で無菌的に培養した。これをコラーゲンコートしたディッシュに播種、培養し、 2日目に実験に用

いた。電気生理実験は既報 (11)に従い、 wholecell re∞，rdingにより行った。 DA放出実験ならびに細

胞内Ca濃度測定実験は既報 (11)に従い行った。

[結果]アデノシンはlmMまで用量を高めても単独では内向き電流を惹起しないが， ATP(30μM)によ

りヨlき起こされた内向き電流を低濃度 (1μM)では抑制し，高濃度(10-1∞μM)では増強した
(Fig.I) .両作用とも可逆的であり，アデノシン適用後1分の洗浄で作用は消失した.百日ぜき毒素
(p1χ， 2ng/ml， 20時間)で細胞を処理した場合，あるいはGDPβS (5∞μM)で細胞内を環流した場
合には，抑制作用も増強作用も認められなくなった.このことは，両作用の発現にはGτ?結合蛋白が介

在していることを示唆している.一方，細胞内をタンパク質りん酸化酵素阻害剤 K252b (1μM)で
環流した場合，アデノシン低濃度での抑制作用のみが消失した.従って，これらの作用は互いに異なる

様式により発現するものと考えられる.アデノシンのATP誘発電流に対する作用と同様の作用がAT

Pによる細胞内Ca濃度上昇に対しでも認められた.アデノシン(1∞μM)はまたATPにより 51き
起こされたDA放出を増強した (Fig.2).この作用はA2受容体アゴニストでも誘発され、一方PTχあ

るいはA2受容体プロッカーで抑制された.

[考察]アデノシンは. GTP結合蛋白を介して， ATP誘発内向き電流を低用量では抑制し，高用量

では増強した.この結果から、次のことが予測される.すなわち、神経細胞終末からシナプス間際に放

出されたATPは，ポストシナプス細胞のATP受容体を刺激して内向き電流を惹起するが，一方でエ

クト ATP蹴等で急速に代謝されてアデノシンとなり， ATP誘発電流を制御する. ATPが低濃度

に放出される場合には生成されるアデノシンは少量であり，その作用は抑制的である.一方，高頻度刺

激で大量にATPが放出される場合にはATPそのものによって引き起こされる反応も大であるが，さ

らに生成されるアデノシンも大量，高濃度となり ATPの作用を増強することになる.このように，ア

デノシンはATP受容体の活性に対してきわめて特徴的な制御を行う可能性が出てきた.

[文献]1. K. In凶ou閃1児巴，K.N法犯aw陥a，M.O伽h紅制a-μ.-Im泊血z却umi，T.Ob訓 a丸，K.Fu吋jimo
BrJ.Pharma鉱cω01.， 102，581-584. 

2. K. Inoue， K.N法制wa，M.Ohara-Imaizumi， T.Obama， K.Fujimori， and A. Takanaka. (1991) BrJ.Pharmacol.， 
102，851-854. 

3. K.Inoue， K. N池辺awa，T. Wa凶 0，M. Ohara-Imaizumi， K. Fujimori，加dA.T:法anaka.(1992) 
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J.Pharma∞I.Exper.Thera.， 259， 484489. 

180 

15。

c. 

311μMATP -
'μM・0・n。副n・
圃園園田園田剛園田・・

3.μMATP -
γ二、

3。μMATP-
A. 

0

0

0

 

・2
0

.• 

，， 

宮島

E
Z
o
d
c
w
Eト
E
E
‘
2. 

4 

ー....I1.p.. 

10。

"TP(30μM) 

1<6・no.伽・tμM)
，。O 

control 

B. 

-.J'OPA 

Fig.l 百leeffectsof adenosineon恥 curr巴ntactivatedbyATP (3<l1M) in PC12 cells. 

Holding potential was ・60mV. Adenosine was present 30s bcforeand during aplication of ATP. A: Inhibition by 

lJlM adenosine. B: Enhancement by 1∞μM adenosine. C: Concentration-dependennnodulation by adenosine. 
Each bar represents mean :t SEM from 5 to 8 cells tested. 

Fig.2 Efti巴ctof adenosine on 

ATP-evoked dopamine r巴lease
via p1ヌーsensitivemechanism. 
Each bar represents mean :t 
SEM of 3 data. 

200 園 PTX2ng/ml， 20 hr 

100 

J
o
zト
Z
O
O
N比
O
J小

100.0 

ADENOSINE (μM) 

10.0 1.0 0.1 ATP (30μM) 



146 

56 一酸化窒素 (NO)誘発性acetylcholine放出における

peroxynitriteの役割

大熊誠太郎、陳 大志、桂

(京都府立医科大学・薬理、

〔要約〕

昌司、長谷川武史¥栗山欣弥

*同・放射性同位元素研究室)

一酸化窒素 (NO)により誘発されるacctylcholine(A01)放出における戸roxynitriteの機能的役

割について、初代培養大脳皮質神経細胞を用いて検討を加えた。 N-:M:thy1-D-as partate(NMDA)受

容体刺激およびNOdonor [sodium nitroprusside(SNP)およびS-nItroso-N-aretylJX!nicillarrine (SNAP)] 

によりの誘発されたAα1放出は、いず、れもhemoglobinの添加により消失した。また、これらの方

法により生成されたNOによるA白放出は、 sUJX!roxidescavengぽであるsuperoxidedismutaseおよび

reruloplas国nにより用量依存的に抑制された。さらに、合成した戸roxynitriteは用量依存的なAα

放出の促進をもたらした。以上の結果より、 NO誘発性A01放出はNOとsUJX!roxideとの反応によ

り生成されるJX!roxynitriteを介して生じる可能性が示唆される。

[目的]

NOは中枢神経系において神経伝達物質様作用を有しており、海馬における長期増強に関与し、

あるいは伊anylaecydaseを活性化することによりcGMPの生成を促進し、諸種の神経伝達物質放

出を生じさせるなど、多くの機能的役割を果たしていると考えられている。一方、 NOは

sU{:問。xideと容易に反応してJX!roxynitri teに変換されることが報告されている(2、5)。この

JX!roxynitriteは強い酸化能を持つとともに、容易にプロトン化されてN02ラジカルとヒドロキシ

ラジカルに分解されることが知られている (1、 4)。そこで、本研究ではNOにより誘発され

る神経伝達物質の放出におけるJX!roxynitriteの意義についてマウス大脳皮質より調製した初代培

養神経細胞を用い、内在性のa∞tylcholineの放出量を測定することにより検討した。

[実験方法]

胎齢15日目のマウス胎児新皮質を用いて、既報に従って神経細胞を単離したのちに初代培養

し(3 )、培養l3日目の神経細胞を実験に供した。 100μMのesenneを含有する胎ebs-Ringer

bicarbonate buffer(KRB: pH 7.4)中で37'(;、10分間のpreinω加uonののちに、 5分毎のin印加tion

37'(;)を行い、各会actionより得たbu釘erをHPLCに適用して加伽中に放出された内在性ACl1を測

定した。すべての薬物は第4企actionの泊四回tion開始時に添加し、薬物存在下において観察され

たA01放出量は、第3合actionで得られた放出量(凶salrelease)で除することにより算出された

百分率で表わした。 NMDA受容体刺激によるA白放出の検討には均.2+~含有しないKRBを用い

た。 Peroxynitriteの合成はB配 kmanらの方法に準じて行った(1)。

[結果及び考察]

NMDAは用量依存的に神経細胞からのA白放出を増大させた。このNMDA誘発性A白放出は、

NMDA受容体桔抗薬であるMK・801により用量依存的に阻害された。同様に、 SNPおよびSNAP

はいずれも用量依存的なA01放出の充進をもたらしたが、その促進効果の強さはSNAPのほうが
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SNPに比して約10倍強力であった。また、 NルIDA誘発性およびNOdonor誘発性ACh放ulは、

hemoglobinによって用量依存的に低減した。このことから、 NMDA誘発性およびNOdonor誘発

性ACh放出はNOを介して生じたものであると考えられる O

NOはsu戸roxideと容易に反応して強力な酸化能を有する戸roxy国凶teを生成することが知られ

ている(2、5)ことから、次にsuperoxideを反応系から除去した場合のNO誘発性ACh放出の変

化について、 su戸roxidedismutase(SOD)およびceruloplasmin(CP)を反応系に添加することにより検

討した。 NMDA誘発性Aα放出はSODによりJIJ量依存的に抑制され、同様の抑制効果がSNPお
よびSNAP誘発性ACh放出においても観察された(Fig.1)0 CPもSODの場合と同様に、 NO誘発

性Aα放出を低下させた。この結果から、 NOによるACh放出促進作用にはsup:!roxideの存在が必

須である可能性が強く示唆され、また戸roxynitri teの生成を介してNOによるA臼放出の誘発が発

現されるものと考えられる。そこで、 NOとsuperoxideとから生成されるperoxynitriteのACh放出に

及ぼす作用について合成したp:!ro xy ni tri teを用いて検討したところ、Fig.2に示すように、 A印は

p:!roxy凶triteにより用量依存的に放出されることが明らかとなった。以上の結果から、 NO誘発性

ACh放出はNOおよび、superoxideにより生成されるperoxynitriteを介して招来される可能性が示唆さ

れる。

[文献]

l.Beckman， J.S. et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87， 1620-1624. 2.Blough， N.V.加 d

Zafiriou， O.C. (1985) Inorg. Chem. 24， 3502-3504. 3.0hkuma， S. et al. (1990) Eur. 1. Pharmacol. 

189，277-285. 4.Radi， R. et al. (1991) J. Biol. Chem. 266，4244-4250. 5.Saran， M.， Michel， C. and 

Bors， W. (1990) Free Radica1s Res. Commun. 10，221-226. 

180 200 

n

v

n

v

n

u

A

U

 

6

4

2

o

 

t

-

-

-

(
g
g
Z
E苛
ω何
回

h
o
J
O
)

@
m
m
@

由。E
Z
0
4

____ NMDA (100 pM) 
一-0- SNP(削 μM)
'(j，:'. SNAP(5ぃM)

十、¥十、 H

i * '-.;ζ-4? 

0

0

0

0

 

8

6

4

2

 

1

t

1

1

 

(
2
2
-
@
E
-
s
z
ご
o

J

乙

mwω
旬

@
-
e
E
Z
υ
4

80 100 
30 

Fig. 2 Effect of Peroxynitrite on Acetylcholine 
(ACh) Release from Cerebral Cortical Neurons 

The basal release was 4.33 j: 0.26 pmoVmg protein/ 
fraction. 
'p<0.05 and "p<O.OI， compared with the basal value 
(Dunnett's test， N=4). 

0.3 10 
Concentration (μM) 

O~ 10 
500 00S6 (unitlml) 

Fig. 1 Effect of CU2+， znz+ 5uperoxide Oismutase 
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57 セロトニンによるラット前頭葉アセチルコリン分泌の制御機構(1 ) 
セロトニン分泌促進剤Fenfluramineの効果

平野均、 山田通夫、 H.C. Fibiger本

(山口大学医学部神経精神科、ブリティシュ・コロンヒ、ア大学医学部精神科キ)

L要約〕

セロトニン(5-町)による前頭葉アセチルコリン(ACh)分泌の制御機構を解明する目的で、脳徴
小透析法により経時的に前頭葉ACh分秘を測定した。 5-HT分泌促進剤のfenfluramineは容量依存
的(3.10略/kg:i. p. )に前頭葉ACh分泌を増加した。透析プローブ、を介したfenfluramineの前頭葉
への局所投与(100μM:60分間)によっても、 ACh分泌は著しく増加した。このおばluramineのACh
増加作用は、選択的5-HT再取り込み抑制薬のfluoxetineの前投与(10mg/kg:60分前)によって著
しく抑制された。以上から、中枢5-HT神経伝達の増加は前脳基底部一皮質問h神経系に促進的に
作用し前頭葉からのACh分諮を増加させること、このACh神経系の終末部が5一回'の作用部位の一つ
であることが示唆された。

[目的]
縫線核の5-HTニューロンは、前脳基底部一皮質ACh神経系の神経細胞体部および神経終末部に
投射していることが示されている(1.2)。また、 ACh神経系と5-町神経系を同時に破壊したり、あ
るいは抗コリン剤や抗5-HT剤を同時に投与すると、老齢ラットで認められるような重篤な認知・
学習機能の障害が生じるが(3.4)、個別の処置や単独の投与だけではそのようなレベルの障害は
おきないことが近年報告されるようになり、記憶・学習機能におけるAChとかHTとの関連が注目
されてきている。
一方、 5町神経系は前脳基底核一皮質ACh神経系に対して抑制的に作用していることがこれま
での研究から示唆されており(5.6)、上述の知的機能におけるか町とAChとの関連とは矛盾するよ
うに思われる。そこで、今回われわれは高速液体クロマトグラフィー電気化学検出器(即LC-ECD)
と一体化した脳徴小透析法を用いて、 5-町による前頭葉ACh分泌の制御機構を解明する目的で、
以下の実験を行った。
[方法]
体重250-350gのWistar系雄性ラットを使用し、 PaxinosとWatsonの脳図譜に従い(7)、pentobar
bital(40-60略/kg.i. p. )麻酔下で、前頭葉に透析プローブ、の留置手術を行った(AP:+2. 7醐.DV: 
一2.5mm).2日後、無麻酔・自由行動下のラットの前頭葉にNaCl(125mM).KCl(3.OmM).CaC12(1. 3m 
M).MgC12(1.0mM).NaHC03(23mM)を含む人工脳脊髄液を5μl/minで還流した。約2時間後から10分
間隔でACh分諮量の測定を開始し、分秘値は最初の薬物投与前の6連続検体を加算平均した値を10
0としその相対で表示した。また、 2要因分散分析の統計解析にはその値を用いた。 fenfluramin
e ~ fluoxetineは、 saline仁溶解し投与した。局所投与のfenfluramineは、人工脳脊髄液中に溶
解しpHを補正した後使用した。
{結果]
fenflur訓 ine(3略/kg.10mg/kg: i.p.)は容量依存性に前頭葉ACh分泌を増加させた(Pご0.001)。
また、両群のACh分泌値は対照群(saline.i. p. )と比較して有意に高値であった(P=0.020，Pく0.00
1:図1)。透析プローブを介して局所投与(60分)された100μMのおばluramineは前頭葉ACh分泌を
有意に増加させたが(P=0.048)、10μHでは増加は認められなかった(図2)。
fluoxetine(10昭/kg，i. p.)は、単剤で、はAChの基礎分泌値に著明な影響を与えなかった(図3)。
しかし、 fenfluramine(10mg/kg)によるACh分秘増加作用はfluoxetineの前投与(10mg/kg，60分前)
により著しく抑制され、 ACh分泌{直はsaline投与群と比較し有意の低値を示した(P=0.004:図 4)。
[考察]
fenfluramineの腹腔内投与、および局所投与によってラット前頭葉におけるACh分泌が著名に
増加した。 fenfluramineは5-HT神経終末から5一町分迎、を促進するため(8)、5一町神経伝達の増加
によってACh分泌の増加がもたらされたことが示唆された。これは、 5-HT再取り込み抑制薬のflu
oxetineの前投与によってfenfluramineのACh増加作用が著しく抑制されたことによっても支持さ
れた。すなわち、 fenfluramineのか町分泌充進作用はトランスポーターを介して5-HT神経終末に
取り込まれ後に発現すると推測されており(8)、この実験結果はfluoxetineがfenfluramineのかH
T神経終末への取り込みを阻害したためと考えられる。また、 5町神経は前脳基底部一皮質ACh神
経系の細胞体部および終末部へ投射していることが報告されている(1.2)。今回、 fenf
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予想に反して、 fluoxetineによっては前頭葉のACh分泌は増加しなかった。 fenfluramineおよ
びfluoxetineは共に5町ニューロンの細胞体上の自己受容体に働き、発火頻度と5-HT合成を低下
させるか、 fenfluramineが発火頻度に関わらず神経終末から5-HT分泌を促進し続けるのに対して、
fluoxetineの場合は発火頻度の低下にともない神経終末からのふ田'分泌が漸減していくためであ、
ろうと考えられる。
以上から、中枢5-HT神経伝達の増加は、前脳基底部一皮質ACh神経系に促進的に作用し前頭葉2らACh分泌を増加させること、またその神経終末部が作用部位のひとつであることが示唆され
[参考文献]

(1) Semba， K.， Reiner， P.8.， McGeer， E.G. and Fibiger， H.C. (1988) J. Comp. Neurol. '267: 
433-453. (2) Moore， R.Y.， Halaris， A.E. and Jones， B.E. (1978) J. Comp. Neurol. 180: 417明
438. (3) Richter-Levin， G. and Segal， M. (1989) 8rain Res. 477: 404-4O7. (4) RiekkiEen Jr.， 
P.， Sirvio， J. and Riekkinen， P. ((990) 8rain Res. 527: 342-345. (5) Barnes， J.お1.，Barnes， 
N.M.， Costall， 8.， Naylor， R.J. and Tyers， M.B. (1989) Nature 338: 76'2-763. (6) SiniscaJchi， 
A.， 8eani， L. and 8ianchi， C. (1990) Eur. J. Pharmacol. 175: '219-'223. (7) Paxinos， G. and 
Watson， C. (1986) 2nd ed， Academic Press， London. (8) Fuxe， K.， Farnebo， L.-O.， 
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58 関口放出のPrimingStepに対するMastoparanの
抑制作用

〔要約〕

御園生裕明、今泉美佳、池田顕、熊倉鴻之助

(上智大学・生命研・神経化学)

2+ 白

ウシ副腎髄質クロマフィン細胞におけるCa 依存性関口放出において、 3量体Gproteinの

一つGoが開口放出機構に対して抑制的調節因子として働いていることを我々は明らかにし

ている (1)0 Goの抑制的調節がツーステップ・モデル (2)において、プライミング・ス

テップと開口過程のどちらに対して働いているのかを明らかにする目的で、高透過性細胞

(Leaky細胞)でのCatecholamine (CA)放出に対するMastoparan(MP)の影響を調べた。

ATP依存性およびATP非依存性に対する MPの作用を検討した結果、 MPはMgATP非依存性CA

放出は抑制せず、 MgATP依存性CA放出だけを顕著に抑制した。さらにMPはdigitonin処理中

に加えたMgATPのpriming作用の結果と思われるCA放出の増大を完全に抑制した。以上から、

クロマフィン細胞の開口放出機構において、 Goはプライミング・ステップに対して抑制的

調節因子として働いていることが示唆される。

AunisらはGoとGiを直接活性化するハチ毒ペプチドMastoparanが同様の抑制作用を持ち、

その抑制がGo抗体によって打ち消されることを報告し、 Goが開口放出機構に対して抑制的

調節因子として働いているという我々の結果を支持している (3)。一方クロマフィン細胞

の開口放出機構は頼粒を放出可能な状態にするMgATP依存性プライミング・ステップと、

Ca
2
+依存性MgATP非依存性の開口過程からなるというツーステップ・モデルが提唱されて

2+ 
いる (2) 0 Digitonin処理により得られるLeaky細胞では、 10.0.μMCa 刺激によって2分以内

に終了するMgATP非依存性の速し、CA放出が引き起こされる。これは既にprimingされている

頼粒からの放出と考えられている。一方digitonin処理後にMgATP存在下でci+10.μMの刺激
を行うと、 2分以降12分まで持続するCA放出か起こる。この放出はMgATPprimingによる頼

粒の供給に裏打ちされている (Fig.1)。我々はGoの抑制的調節が上に述べたツーステップ・

モデルにおいて、プライミング・ステップと開口過程のどちらに対して働いているのかを

明らかにする目的で、高透過性細胞 (Leaky細胞)でのCatecholamine(CA)放出に対する

Mastoparan (MP)の影響を調べた。

[実験方法]

クロマフィン細胞はウシ副腎髄質から既報(1)に従って調製、 10.%ウシ胎児血清を含む

Dulbecco's Modified Eagles Medium中で単層培養し、培養4-10.日目の細胞を実験に用いた。

CA放出実験は、まず培養細胞をCa2+-freeLocke's液で洗浄し、その後digitoninbuffer (20μM 

digitonin、14o.mMNa-glutamate、5mMglucose、5mMEGTA、2o.mMPIPES、pH6.8)に置き換

え、 37
0

C、4分間incubationしてLeaky細胞を調製した。 ATPのpriming効果をみる場合は

digitonin buffer中に5mMMgATPを加えた。 ATP非依存性放出はea2+-EGTAbuffer A (14o.mM Na-
glutamate、5mMglucose、5mMEGTA、2o.mMPIPES、遊離ea2+濃度10.0μM..pH6.8)中での
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1目5分間の放出を測定した。 ATP依存性放出はCa2+モGTAbuffer B (Ca2+-EGTA buffer Aに5mM

MgATPを加えたもの、遊離Ca2+濃度10.μM)中での10.分までの放出を測定した。 Mastoparan

はdigitonin処理中あるL、はCa2明l激時に如Mから40.μMの濃度で加えた。 Buffer中に放出され

たCAと細胞含有CAはo..4M過塩素酸で抽出し、 HPLC法により定量を行った。

[結果及び考察]
2+ 

leaky細胞をMgATP非存在下、 Ca-'10.0.μMで1.5分間刺激することにより得られる、 MgATP

非依存性のCA放出は40.μMの濃度のMPでまったく抑制されなかった。一方leaky細胞を

MgATP存在下、 Ca
2
+10.μMで10.分間刺激して得られる MgATP依存性のCA放出はMPにより総

度依存的に抑制された。このMgATP依存性CA放出の抑制が、 ATPのpriming作用を抑制した

結果なのかを明らかにするために、 digitonin処理中にMgATPを加ることによりみられる

MgATP手間衣存性のCA放出の増大に対する MPの影響を調べると、 MPをMgATPと同時に作用さ

せることによって、 ATP前処理による放出の増大が完全に抑えられたのさらにleaky細胞を
2+ 

MgATP存在下、非存在下、 Ca-'10.μMで10.分間刺激した時のCA放出のタイム・コースをとる

と、 1分、 2分までの放出はMgATPの有無に関係しないが、それ以降はMgATP存在下でのみ

放出量が時間と共に増加した。ところがこの時MPを添加しておくとMgATP存在下でも2分以

降の放出が完全に抑えられた。 Aunisらの報告により、 MPの抑制作用はGoを活性化による

ことが示されている。従って今回の我々の実験結果から、 Goの抑制的調節はATP依存性フ。

ライミング機構に対して(郎、ていることが示唆された。
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59 自傷行為モデルラットのド-パミン神経系と

受容体

IV ドーパミン 01、02受容体作動薬および桔抗薬の脳内微量注入による自

傷行為の誘発および抑制

岡村均¥村上剛“、中村享*村、井端泰彦*

(京都府立医科大学 *第二解剖司“麻酔司***歯科)

[要約]新生仔期 6-hydoroxydopamine(6-0HDA)脳室内投与ラットの自傷行為 (self-mutilation

behabior: 5MB)モデルを用いて、我々は脳内ドーパミン(DA)系の部位特異的変動を探ってきた。今回
ドーパミン神経系のどの部位が、白傷行為発現関与しているのかを検討する目的で、 ドーパミン作動

薬友ぴ括抗薬の脳内微量注入を試みた。 L-DOPA腹腔内投与にて5MBを誘発したラットは、 01受容
体拾抗薬 SCH-23390(5mg/10μ1)を両側黒質に投与したときのみ 5MBが止まり、片倶Ij累質または両
側線条体に投与しても5MBは継続した。 02受容体括抗薬 YM-09151-2(1 mg/1 0μ1， 10mg/10 ml)は

どの部位に投与しでも 5MB抑制は出来なかった o 01受容体作動薬 SKF-38393(1 mg/1 0μ1)，02受容
体作動薬 LY-141865(1mg110μ1)を各々単独投与した時、両側黒賀、両側線条体，または黒質、線条体

の4カ所投与しても5MBは誘発されなかった。 SKF-38393.LY-141865の混合液を両側黒質に投与し
でも 5MBは誘発されなかったが、混合液を黒質、親条体の 4カ所に投与すると 5MBは誘発された。
この結果は自傷行為誘発には両側の線条体・黒質の 01とともに D2受容体の刺激が必要であるが、
白傷行為の抑制には黒質 01受容体の抑制が重要であることを示唆している。

[目的] 新生仔期 6-hydroxydopamine(6-0HDA)脳室内投与により脳内ドーパミンニュー口ン系
を高度に破壊したラットは、成熟後ドーパミン過感受性行動として激しい白傷行為 (self-mutilation 

behavior: 5MB)を示す1)。このラットを用いて我々はこれまでに、黒質一背側線条体友ぴ腹側被蓋野

のドーパミンニュー口ンの特異的脱落2)、黒質友ぴ腹側被蓋里子の 02自己容体の消失3)、黒質網様帯の

01受容体の増大4)が5MBを示すラットにのみ特異的に認められることを明らかにした。今回これら
のドーパミン神経系の異常をきたす部位が、自傷行為発現にどのように関与しているのかを検討する
目的で、ドーパミン作動薬友ぴ括抗薬の脳内微量注入を試みた。

[方法] 新生仔刻Wistar系ラット(1日齢亙ぴ3日齢)に desipramine前処置後、実験群にはら
OHDA(100μg/5μりを対照群には 6-0HDAを含まない vehicleを大槽内に投与した。 4-6週齢にて
末梢性AADC阻害剤であるRo-4-4602(50 mg/kg， ip)前処置後 L-DOPA(100 mg/kg， ip)を負荷し行
動評価を行い 5MB(+)群を選択した。 5MB判定は身体の岐傷を確認することにより行った o 8-12週
齢にて pentobarbital麻酔下に両側黒質、両側線条体、また両側の線条体と黒質の両方に、ガイド、
ダミーカニューラを挿入し.麻酔覚醒後 4-48時間の後に以下の実験を行った。 1)腹腔中に L-
DOPA (100 mg/kg)を投与し 5MBを発現させた後、黒質または線条体に 01受容体括抗薬(SCH-
23390， 5mg/1 0μ1)または 02受容体括抗薬 (YM-09151-2，1mg/10μ1，10mg/10μ1)を投与し 5MBの
消長をみる 2) 01受容体作動薬(SKF-38393，1 mg)、02受容体作動薬(しY-141865，1mg/10州、
または SKF-38393としY-141865の混合薬(各 1mg/10μ1) を黒質、線条体またはこの両方に注入す
るO 動物の行動の観察は薬投与後最低2時間行った。また、実験終了後脳を 4%パラボムアルデヒド
で固定し，脳切片を作成し司ガイドカニューラの刺入部位を確認した。

[結果 1)しDOPA腹腔内投与にて 5MBを誘発したラットは、 SCH-23390を両側黒質に投与し
たときのみ 5MBカf止まり、片側黒質または両側線条体に投与しても 5MBは縦続した。 YM-09151-2
はどの部位に投与しでも 5MB抑制は出来なかった。 2)SKF-38393， LY-141865を単独投与した時、
両側黒質、両側線条休，または黒質、線条体の4カ所投与しても 5MBは誘発されなかった o 3) 
SKF-38393， LY-141865の混合液を両側黒質に投与しでも 5MBは誘発されなかったが、混合液を黒
質、線条体の 4カ所に投与すると 5MBは誘発された。



[考察]Breeseら1)により発見されたヒトの自傷行為の実験モデルとしての新生仔期 6-
hydoroxydopamine (6“OHDA)脳室内投与ラットはドーパミン神経系が自傷行為に密接に関与してい
ることを示しでいる. しかし現在までのととろ解明きれでいるのは噌 ， )全身的なレDOPAやD1望号容
体作動薬の投与カf誘発すること司 2)01受容体措抗薬は抑制することであり句どの脳内部位がどのよ
うな機序をへて自傷行為にいたるのか‘または抑制するのかはいまだ不明である.我々はこれまで免

疫組織化学ー invitro receptor autoradiography， HPLC， in situ hybridizationなどを用いてこの新生
仔期 6-0HDA脳室内投与自傷行為ラットにおけるを用いてドーパミン神経系の異常部位を検索し、 1) 
黒質ー背側線条体系友ぴ腹側被蓋野一腹側線条体系のドーパミンニューロンの特異的脱落、 2)黒質及
び腹側被蓋野の 02自己受容体の消失、 3)黒質網様帯の 01受容体の増大が 5MBを示すラットにの

み特異的に認められることを明らかにした2)，3)，4)。今回の脳内微量注入法による解析はー自傷行為誘

発には，脳内で最も高密度に存在する線条体・黒質のドーパミン受容体 01.02の両受容体の刺激が
重要であることを示し.また前頭皮質のドーパミン神経系および受容体は一義的には関与しないこと

を示峻している， SCH-23390の微量注入の実験は司自傷行為の抑制には線条体 01，02受容体は直接
には関与せず司黒質 01受容体力f最も重要であることを示峻している。この結果は自傷という奇異な
行動様式そのものを説明するものでなくてもーその発現および抑制に司黒質ー線条休ドーパミン神経系

および黒質の 01受容体を発現する線条体ー黒質GABA神経系カf深く関与することを示している.

[文献]
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2)岡村均、横山ちひろ他神経化学 30，332唱333(1991) 
3)岡村均、横山ちひろ他神経化学 31，11 2 -11 3 (1 992) 
4)岡村均、横山ちひろ他神経化学 32，278-279 (1993) 

Table1. 脳内ドーパミン受容体括抗薬投与によりしDOPA(100 mg/kg， ip)負荷後出

現する 5MBを抑制する頻度 (抑制数/全施行数)

SCH-23390 YM-09151-2 

(5 mg/1 0μ1) (10 mg/10μ1) 

線条体片側 0/6 0/6 

線条体両側 0/5 0/5 

黒質片側 0/8 0/5 

黒質両側 10/10 0/5 

Table2 脳内ドーパミン受容体作動薬投与時の5MB発現頻度 (発現数/全施行数)

SKF-38393 L Y-141865 SKF-38393 + L Y -141865 

(5 mg/1 0μ1) (5 mg/1 0μ1) (5 mg/10μ1 + 5 mg/10μ1) 

線条体片側 0/6 0/4 0/5 

線条体両側 0/4 0/3 0/4 

黒質片側 0/4 0/4 0/6 

黒質両側 0/7 0/5 0/8 

線条体両側

+黒質両側 0/5 0/5 5/5 

153 



154 

60 三/τター τア二えま舌霊訪、 タアノレ二3 ごZ ノレ三ヂコ寸' ド bこ
よって7 言周宣告さオ1 る月尚 0::> 言秀主草雪~7~ ロエ之、タ

タプランジン壬注目立酉孝君者

UJ汗主 要吾/入、

(メζ 巨反メミ寺金臣三宅金音巳穿三一一事主王里〉

〔要約〕 シナプスの可塑性は、学習や記皆、などの脳の高次機能を考える上で非常に良いモ

デルである。特に可塑性の長期的保持には遺伝子発現が変化していると考えられる。そご

で、シナプス活動によって調節される遺伝子を明かにするために、ラットを電気ショック

後、急速に誘導される海馬のImmediateEarly Genes (IEGs)を単離した。その中の一つが

誘導型のプロスタグランジン合成酵素(シクロオキシゲナーゼ 2、COX-2)をコードしてお

り、脳のシナプス活動に影響を与える種々の処置(電気ショッ夕、テタヌス刺激、 NMDA受

容体の非競合的措抗iflJMK801など)によって、その発現量が変化した。また、 cox-2mRNA 

は、グルココルチコイドによって大脳皮質での発現が部分的に抑制された。以上のごとか

ら、 COX-2の発現が神経活動及びグルココルチコイドによって調節されることで、その生

成産物であるプロスタグランジンが脳の可塑性に重要な役割を果たしているととが示唆さ

れた。

海馬、小脳、大脳皮質などの脳内の神経細胞は、そのシナプス活動に応じて、可塑的に

変化する。己のシナプス活動依存性の神経の可塑性は、発達期におりる神経団路網の形成

だけでなく、記憶や学習など脳の高次機能の分子メカニズムを考える上で、非常に良いモ

デルである。このシナプスの可塑性は、伝達効率の変化だけでなく、シナプス結合の形態

学的変化を伴うと考えられる。特に、記憶、の長期的保持には伝達効率の変化ではなく、シ

ナプス結合の変化が生じていると考えられ、シナプス活動に応じて脳内の遺伝子発現が変

化する乙とが強く示唆される。そこで、本研究では脳、特に記憧の形成保持に重要と考え

られている海馬で、シナプス活動によって発現が変化する遺伝子を単離するために、ラッ

トを電気ショックした後、海馬のcDNAライブラリーを作製し、 Subtraction及びDifferen-

tial hybridization法を用いて、刺激後急速に誘導される海馬のImmediateEarly Genes 

(IEGs)をいくつか単離した(1-4)。今回は、そのうち一つのIEGが誘導型のプロスタグラ

ンジン合成酵素(シクロオキシゲナーゼ 2)をコードしていたので報告する。

[方法]

ラットに電気ショック (5) を与え、刺激前及び刺激後 4時閣の海馬からcDNAライブラリ

ーを作製した。ライブラリーの作製、 Subtraction及びDifferentialhybridizationは既

報通り (6)行い、 λZapIIをベクターとして用いた。 Northernhybridization. in situ 

hybridization法、 DNAシークエンスも既報の方法(7-8)に従った。

[結果と考察]

シナプス活動によって発現が変化する遺伝子を単離するために、ラットを電気ショック

し、刺激前及び刺激 4時間後の海馬からcDNAライブラリーを作製し、そのsubtractionラ

イブラリーを調整した後、 differentialhybridizationを行い、刺激後急速に誘導される

海馬のImmediateEarly Genes (IEGs)を多数単離した。そのうち一つのcDNAをシークエン

スしたところ、それが誘導型のプロスタグランジン合成酵素 (COX-2、シクロオキシゲナ

ーゼ 2)をコードするととがわかった。そこでほぼ完全長のラット cox-2cDNAを単離し、

その一次構造を決定した。ラットのCOX-2は604個のアミノ酸より成句、マウス(9)、ヒ

ト(10)及びニワトリ (ll)COX-2とそれぞれ96%、86%、81%の高い相向性が見られた。ま

た 2ヶ所のへム結合部位、活性チロシン残基、アスピリンでアセチル化されるセリン残基

はラット COX-2でも保存されていた。 COX-2は、誘導されないCOX-lとアミノ酸レベルで



64%の相向性があり、両者の最も大きな構造上の違いはCOX-2の C末端側に17個のアミノ

酸の挿入が見られることである。 Northernhybridizationで電気ショック後のcox-2mRNA 

の時間経過を調べたところ、海馬で刺激後30分以内に急速に誘導され、その増加は 8時簡

を経ても続いていた。これは他の転写因子をコードするIEGsの時間経過より明らかに遅く
cox-2の遺伝子発現の特徴のーっと言える。

次にinsitu hybridization法で、脳内のmRNAの

発現を調べたとごろ、痩筆刺激で海馬歯状回の頼粒

細胞層及び大脳皮質第 2層にcox-2mRNAの急速な誘

導が認められた(図)。また貫通線維をテタヌス刺

激し、海馬歯状回の頼粒細胞にLTP (Long-term 

potentiation) を誘導すると、 cox-2mRNAも誘導さ

れた(図)。そごでCOX-2蛋白質も誘導されるかど

うかを調べるために、 C末端償IJの挿入アミノ酸配列

に対する COX-2に特異的な抗体を用いて免疫組織化

学を行なうと、 COX-2が電気ショックによって、海

馬の歯状回頼粒細胞を中心に誘導されることがわか

った。次にcox-2遺伝子の生理的な神経活動による

調節を調べるために、 MK801を投与(3mg/kg) した

ととろ、大脳皮質第 2層を中心にcox-2mRNAが減少

し、さらに片側の眼球内にTTXを注射すると、対側

一次視覚野のcox-2mRNA量が減少した。また、神経

活動以外の調節因子として、グルココルチコイドが

cox-2 mRNAをdownregulateすることが知られている

ので、デキサメサゾン (4mg/kg)を投与し、電気ショ

ック前後でのcox-2mRNAの発現をinsitu hybridi-

zation法で調べたところ、海馬では大きな変化は見

られなかったが、大脳皮質を中心にcox-2mRNAの減

電気刺激、高頻度テタヌス刺激に

よるcox-2mRNAの誘導

LF:低頻度刺激

HF 高頻度刺激

c 対照
s 電気ショック

少が見られた。以上のことから、脳のCOX-2がシナプス活動及びグルココルチコイドによ

って調節されていることが明らかになった o これはごの酵素の生成産物であるプロスタグ

ランジン量が、脳の局所で、神経活動あるいはグルココルチコイドによって調節されてい

ることを示唆する。現在、プロスタグランジンは前シナプス性及び後シナプス性に中枢の

神経伝達を調節すると考えられており、特に興奮性アミノ酸による脱分極を克進する(12)

という報告もある。そごで、この酵素の限害剤である非ステロイド系抗炎症剤のシナプス

可塑性への影響を調べるととが次の課題になるであろう。
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61 マウス胎生期の脳における 2'，3 '-Cyclic-N ucleotide 
3' -Phosphodiesterase遺伝子の発現

笠間弘美， 栗原 J:E 

(創価大・生命研・神経化学)

〔要約〕脳の 2¥3'-Cyclic-Nucleotide3'-Phosphodiesterase (CNP)はオリゴデンドログリアの分化に伴って出

現し，ミエリン形成に連動して増加していく.CNPmRNAの発現はミエリン形成時にピークに達し，そ

の後は減少する.近年， RT-PCR法で，特定の mRNAをきわめて感度よく検出することができるように

なった.今回我々は， CNPがミエリン形成以前の早い時期の脳の分化にも関与している可能性を考え，

RT-PCR法によりマウス胎生期の脳で CNPmRNAの発現を検索した.その結果我々は， CNPのmRNA

が低レベルながらマウス胎生期を通して脳に存在し，発育に伴う変化では胎生16日付近にピークがあ

ることを見いだした.

脳のミエリン形成に連動して増加するタンパクには， Proteolipid Protein (PLP) ， Myelin Basic Protein 

(MBP) ，および2・，3'-Cyclic-Nuclωude3甲hosphodiesterase(CNP)が知られている.これらのタンパク

はいずれもオリゴデンドログリアで合成され， PLPとMBPは構造タンパクとしてミエリン膜を形成す

るのに対し， CNPはオリゴデンドログリアの細胞質内にとどまる.CNPはオリゴデンドログリアの突

起やミエリンの内舌・外舌に濃度が高く，ミエリンラメラ中では周期線の細胞質部分に存在するし 2)

CNPのC末端にはイソプレニル化のコンセンサス配列があり、実際に試験管内でCNPのイソプレニル

化が起こることが確認された 3)形質膜の内側に付着することがCNPの機能発現に必要と思われる.

CNPはミエリンの形成と維持に重要な役割を果たしていると考えられるが， CNPの機能はいまだに解

明されていない.CNP遺伝子には転写開始点が2箇所あり，これに選択スプライシングが伴い， mRNA 

が2つ (mRNA1とm町ぜA11)できる 4-6) 近年， RT-PCR法で，特定の mRNAをきわめて感度よく

検出することができるようになった.今回我々は， CNPがミエリン形成以前の早い時期の脳の分化に

も関与している可能性を考え， RT-PCR法によりマウス胎生期の脳で上述の 2つのCNPmRNAの発現

を検索した.

[実験方法]

マウスの脳を各発育段階で取り出して RNAを調製し，ランダムプライマーを用いてReverse

Transcriptase (RT)反応を行なった.次に，図 1に示すプライマーを用い，マウス CNPの mRNAIと

mRNA IIの配列を PCRで別々に増幅した.PCR は30サイクル反応させた.プライマー A(ターAGCATC

CACCA TTCAAGGGTGCTT -3')とプライマ-C(子TCGTGGTTGGTATCA TCAAGCACA-3')の組み合わ

せでは mRNAIの配列 532bpが， プライマ-B (ターACATAGTACCCGCAAAGGCGGTGA-3') とプライ

マー Cの組み合わせではmRNAIIの配列 421bpが増幅されると予想された.これらのPCR産物は 3・
端374bpがmRNAIとmRNAIIに共通の配列である. PCR反応は TotalRNA 10問から生じた RT産

物について行ない， PCR反応終了後反応液の 1/20をアガロースゲル電気泳動にかけた.このゲルから

DNAプロットを作り 32p標識cDNA (cDNA 1のHindIlI断片 691bp)とハイブリダイズさせた.

[実験結果および考察]

まず，生後8日のマウス脳RNAで， CNPのmRNAIとmRNA11の配列が増幅されるかどうかテス

トした.プライマ-Aとプライマー Cの組み合わせでは予想された 530bpのバンド (mRNA1の配列)

が，プライマ-Bとプライマー Cの組み合わせでは予想された420bpのバンド (mRNAIIの配列)が

ゲル上ではっきり認められた.PCR産物はいずれも CNPのcDNAプロープとハイブリダイズした. 検

出感度はノーザンハイプリダイゼイションにくらべて比較にならないほど高いことがわかった.

図2はマウスの各発育段階の脳 RNAから得た RT-PCR産物を示す.ノーザンハイブリダイゼイショ

ンで見られたように 8) mRNA 1とmRNAHはともにミエリン形成時にピークに達しその後減少した.



この減少は mRNAIで著しく，アダルトでは mRNAIIが主成分と思われた. RT-PCRでは新たに次の

ことが明らかになった. 1) CNPの mRNAは低レベルながらマウス胎生期を通して(少なくとも検索

した胎生 13日以降)脳に存在する. 2) 胎生期ではアダルトと同様に mRNAIIが主成分と思われる.

3 )マウス胎生期の脳で発育に伴う変化を見ると胎生 16日付近にピークがある.マウス胎生 16日は

ラジアルグリアが発達しニュー口ン前駆細胞の移動が活発に行われる時期で CNPはミエリン形成と

は別にこのような早い時期の脳の分化にも関与している可能性が示唆された.
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ンl内の矢印はスプライスアクセブターサイトを示す.mRNAIから 400アミノ酸の CNPIが，

m貯~A11から 420アミノ酸の CNPIIが翻訳される 4，7) (mRNAの黒塗り部分が翻訳領域) • 
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図2 マウスの各発育段階の脳悶叫Aから得た RT-PCR産物 (a)はプライマー Aとプライマー Cで

mRNAIの配列を， (b)はプライマー Bとプライマー CでmRNAIIの配列を増幅した. RT-PCR 

産物はアガロースゲルで電気泳動し，エチジウムブロマイドで染色してバンドを確認するとともに，

DNAプロットを作って 32p標識cDNAとハイブリダイズさせた. レーン 1，サイズマーカー;レー

ン2，E13;レーン 3，E14;レーン 4，E15;レーン 5，E16;レーン 6，EI7;レーン 7，E18; 

レーン 8，PO;レーン 9，P3;レーン 10， P7;レーン 11， P15;レーン 12， P22;レーン

1 3，アダルト;レーン 14および15，cDNAI(a)orcDNAII(b). EI3-18で胎生期の日齢を，
PO-22で生後の日齢を示す.
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62 ミエリンプロテオリピッド蛋白質遺伝子ファミリ
ーミエリン形民文脊椎動物での普.i.llil的手主主老Eー

~tJlI一夫\松本昌泰 1 .，、柳原武彦2、鎌田武{言1、DavidR. Colman' 

〈大阪大学医学部第一内科¥神経内科2、米国マウントサイナイ医科大学3)

〔要約〕
ミエリンプロテオリピ yド蛋白質(PLP)とDM-20は、一部の進化した魚類を除き凶肢動物のみに存在
する唯一の遺伝子からの産物とされてきた。我々は昨年PCR法を用いミエリンを形成する最も進化的に
古い魚類とされる軟骨魚類脳からDM-20に関連した遺伝子ファミリーを形成する 3種類の遺伝子(DMα 
，β. 7 )の存在と脊髄白質におけるDMα.7の発現を明らかにし.PLP /DMsの発生学的な起源がイオンチ
ャンネル蛋白質と同一である可能性を示唆してきた1)。本研究では今日最も豊富に存在する魚類であ

る硬骨魚類脳からDMファミリー (DMβ とDM7)をクローニングし、ミエリン形成脊椎動物におけるPL
P/DMsファミリーの普遍的な存在を示すとともに、軟骨魚類DMαiこ対する抗体をあらたに作成しDMα ポ
リペプチドが中枢ミエリンlこトグリコシル化された26kD蛋白質として存在することを明らかにした。

{はじめにミエリンプロテオリピ y ド蛋白質(PLPs=PLPand DM-20)は楠乳類中枢ミエリンの40%
以上を占める主要疎水性蛋白質で、ミエリン鞘形成に際しては"adhesivestruts"として働くものと
考えられている 2)。これらPLPsは穫を越えて高度に保存されており、膜質通領域及びその近傍でみら

れる数種の点変異がミエリン形成不全を含む重度の神経障害を引き起こすことが知られている幻。一

方、進化的に古い脊椎動物である魚類の中枢及び末梢ミエリンではPLPsとは生物学的lこ全く無関係の
PO蛋白質がミエリン鞘の接着に役割を果たしている 4'0 PO蛋白質は非グリア細胞にトランスフェクト
した実験から細胞接着蛋白質であることが証明されているが、四肢動物中枢ミエリンには存在せずそ

こではPLPsがPOに置き変わっている。しかしながらPLPsにPOと同様な細胞接着作用を示す実験結果が
今日まで得られていない事やPLPsの点変異によりミエリン形成不全のみならずオリゴデンドロサイト
の細胞死をきたすこと、さらにミエリン形成以前の神経発生過程におけるDM-20遺伝子の発現引などの
事実は、 PLPsがミエリン構成要素として以外にオリゴデンドロサイトの分化、生存といった重要な役
割を果たしている事を強く示唆している。我々は昨年PCR法を用い軟骨魚類脳から遺伝子ファミリー

を形成する3種類のDM-20Iこ関連したDMs(DMα.DMβ. DM 7 )をクローニングし、 PLP/DMsがミエリンを形
成する最古の脊椎動物にも、その遺伝子が発現されている事を示した 1)。興味深いことに軟骨魚類DM
sの部分アミノ酸配列が、同じ軟骨魚類ニコチン性アセチルコリンレセプターの膜貫通部分のアミノ

酸配列とホモロジーを示し、 PLP/DMsのミエリン構成要素として以外の役割が、膜を介した物質の輸送
を担うことにより発揮されている可能性が示唆された。本研究では軟骨魚類より進化的に新しいとさ

れる硬骨魚類脳からDMsファミリーをクローニングし、 PLP/DMsのミエリンを形成する脊椎動物におけ
る普遍約な存在を示すとともに、すでにクローニングされている軟骨魚類DMsの一種、 DMα の部分ペ
プチドに対する抗体を作成し、軟骨魚類脳ミエリンにおけるDMのポリペプチドとしての存在と、その
グリコシル化の有無を明らかにすることを目的とした。

{方法と結果}

1)硬骨魚類(Brachiodaniorerio)脳からのPLP/DM-20関連蛋白質DMsの分子クローニング
FCRクローニング:Brachidanio rerio脳からAGPC法により精製した削Aを用い逆転写酵素-PCRによ
るクローニングを行った。 PCRIこ用いる変性プライ 7 ーとしてラットPLP/DM-20の第一膜貫通領域に対
応した5・プライマー(PLPl)と第三および第四膜貫通領域に対応した3.プライマー (PLP3.PLP4)を作成
した。ラット脳RNAから生成したcDNAをPLP1. PLP3のプライマーの組合せで増幅した場合、 PLPは475b 
p、DM-20は370bpのPCR産物を生じ、 PLPl、PLP4の組合せで地偏した場合、 PLPは720旬、 DM-20は615bp
のDNAバンドを生ずる。 Brachiodaniorerio脳RNAから01igo(dT)プライマーを用い逆転写酵素により生
成したfirststrand cDNAをPCR反応の鋳型DNAとして用いた。 94"C1分、 45"C 2分、 72"C3分のPCR反
応を40サイクル行った後、 1';アガロースゲル電気泳動でPCR産物を調べたところ、 PLPl.PLP3のプライ
マーでは370旬、 PLP1.PLP4の組合せでは615bpと附乳類DM-20に一致したサイズのもののみが得られたo
それぞれのPCR産物を自infl.Haelll. Hphlの制限酵素で消化したところ各PCR産物に含まれる大部分の
DNAは均てなものであることが示唆された。各々のDNAバンドを低融点アガロースゲルにて分離後、プ
ラスミ yドpGEMlにサプクローニングし塩基配列を決定した。その結果PLP1. PLP3のプライマーの組合

せで得られたPCR産物からのクローンは軟骨魚類DMβ と89.5%の一致を、またPLPl.PLP4のプライマーか



ら得られたPCR産物からのクローンも軟骨魚類DMrと76.3%の一致を示すものであった。

盟主7'0ムム:Brachiodanio rerio脳から精製した10μgのtotalRNAをグリオキサールにて処理後l
zァガロースゲルにて分離しナイロン膜に転写した。プロープはPCRから得られた個々のクローンのイ
ンサートを32p-dATPにてrandomlabel ingし用いた。 DMβ から作られたプロープは 4.0kb、DMr!!4. 4k 

bのバンドを認識し各々のDMに対応したmRNAの存在が示された。

2)軟骨魚類(Torpedocalifornica)脳ミエリン分闘におけるDMα ポリペプチドの同定

すでにクローニングされているTorpedocalifornica DMα の綴水性領域のアミノ駿配列に一致した

合成ペプチド (AVKSVFGEFRTTMCGRCVSATF)に対するポリクロ一ナノレ抗体を家兎において作成し、イムノ

プロット法に供した。比較のため抗bovinePo抗体を用いたイムノプロット法も行った。 Torpedocal 

ifornica脳からの粗ミエリン画分の調製はショ糖密度勾配遠心法により行った。 ffiミエリン分画の脱

グリコシル化にはI%SDS存在下煮沸変性後、 O.I%SDS， I%NP-40存在下にpeptide-N-g!ycosidaseFを添
加し37"C 16時間静索反応を行った。 Torpedocalifornica脳粗ミエリン分画のクマージー染色では29

kD， 26kD， 16kDなどに蛋白質バンドを認め、そのうち 29kD，26kDの蛋白質は抗PO抗体で認識された。一

方、 DMα に対する抗体は脳ホモジネートよりも粗ミエリン分画ではるかに強く 26kD蛋白質を認識した。

また抗体の特異性は合成ベプチドそのものによる inh!bitionlこより確認された。組ミエリン分画を脱

グリコシル化したところDMα に対する抗体で認識される蛋白質は約3kD分子量が減少し、トグリコシル

化されていたことが明らかとなった。

(考察今回Brachiodaniorerio脳からのDMsファミリーのクローニングとTorpedocalifornica D 

Mα の部分アミノ酸配列に対し作成した抗体を用いたイムノプロ y トを行い、 DMsファミリーがミエリ

ンを形成する脊椎動物に普通的に存在し、少なくともその内の一種DMaは脳ミエリンにN-グリコシル
化された蛋白質として発現していることを明らかにした。 Brachidaniorerioffi 

TたこD聞Msフアミリ一 (DMβ， DMr)を軟骨魚類(Squalusacanthius)DMs、ラ y トDM-20と比較すると以下の

ような特徴があげられる。

①膜貫通領域及びその近傍でDMsファミリーのアミノ酸配列がよく保存されていること

②晴乳類でミエリン形成不全を引き起こすPLP/DM-20のアミノ酸置換が魚類DMsファぷリーに決して出

現しないこと

③親水性領域における荷電基が保存されていること

④第三番目と第四番目の膜貫通領媛の間にある親水性領域においてシステイン残基が、ラ y 卜、魚類

を通じてよく保存されていること

⑤同領域において魚類DMsではNーグリコンル化を受け得るアルギニン残忍が存在すること

①は膜貫通領峡がDMsの機能発現にとって重要な構成要因であること、②!!晴乳類PLP/DM-20、魚類

DMsを含む全てのDMファミリーが共通の機能を有し、その発現がミエリン形成不全を引き起こすアミノ

酸残基の置換で限害されうること、③は細胞内ドメインに存在する荷電基が他の細胞内構成要素(例

えliミエリン塩基性蛋白質)との相互作用に重要であること、④はシステイン残基がジスルフィド結

合やアシル化を通して蛋白質の三次元構造の形成に関与し、機能発現に必要なものであること、⑤は

DMsのN末端、 C末端が細胞内に存在する膜トポロジーを有すること、などを示すものと考えられる。

昨年から本年にかけて、晴乳類脳においてもPLP/DMsファミリーが存在しち¥個体発生段階における

PLP/DM-20の発現量がオリゴデンドロサイトの分化、生存に強く影響することがトランスジェニックマ

ウスを用いて示されるようになった?き o PLP/DMsファミリーの生体にとって必須な機能の発現には、

膜を介した物質輸送を伴う情報伝達が関与しているものと想定される。

{文献}
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5)lkenaka K et al.:1. Neurochem. 58:2248， 1992 
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63 ミエリン塩基性蛋白質 3'非翻訳部位RNAの遺伝子発現における影響について

〔要約〕

上野修一、近藤啓次、小奇泰教、佐野輝、柿本泰男、A.Tカンパニオ一二美

(愛媛大学医神経精神医学奨 UCLAMedical School Psychiatry) 

レポーター遺伝子であるク口ラムフェニコールアセチルトランスフエラーゼ (CAT)cDNAの3・側にミ

エリン塩基性蛋白質 (myelinbasic protein， MBP) cDNA の3・蛋白質非翻訳部位 (3・-untranslatedregion， 

3'-UTR) を結合した合成cDNAを真核細胞発現プラスミッドベクターpcDNA3tこ導入し、種々の晴乳類培

養細胞で発現させた。その結果、オリゴデンドロサイト由来の培差細胞では、他の培養細胞系に比べ

MBP3・-UTRを含んだCATを導入するとCAT活性が約2倍に上昇した。 mRNAの定量の結果では、オリゴ

デンドロサイト由来の培養細胞においてのみRNAの発現が十数倍に上昇していた。この結果から、

MBPcDNAの3・-UTRtこは細胞特異性のあるシス転写因子活性が含まれると推測された。

はじめに

MBPの発現は、発生の段階で非常に巧みに制御されており、その制御は遺伝子転写の段階のみならず、

転写後にも制御を受けていることがわかっている1)。先に我々は、種々の長さのUTRを持ったMBPcRNA

を人工合成し、 UTRが蛋白質翻訳効率を変化させることを、ウサギ網状赤血球と麦芽細胞抽出液を用いた

細胞外蛋白質翻訳系において検討した2)。その結果、 5・および3'-UTRの両方がMBPの蛋白質発環に重要で

あることを示した。今回、我々は培養晴乳類細胞にMBPの3・-UTRcDNAを含むレポーター遺伝子を発現さ

せ、 RNA量と酵素活性を指標lこMBPの非翻訳部位RNAの影響を調べた。

方法

プラスミドの作成 :CMVプロモーターを使って発現するpcDNA3プラスミド1こCATcDNAのみを含むも

の、 CATに加えてMBPの3・-UTRcDNAを含むものを作成した。また、トランスフェクションの効率を計る

ために、別にルシフエラーゼを含むpcDNA3を作成した。

培養細胞:NIH3T3細胞、 Tantigenを用いて不死化させたマウスオリゴデンドログリア細胞 (N20.1)、

COS-1細胞を用いた。

トランスフェクション:燐酸カルシウム共沈;去を用いた3)。トランスフェクションの効率を検定するた

めに、標準としてルシフエラーゼを含むpcDNA3を目的のpcDNA3プラスミッドと同時にトランスフェク

ションした。

酵素活性の測定:CAT活性の測定は、 SeedとSheenの方法4)、ルシフエラーゼ活性はWoodの方法に

従った5)。

RT-PCR: RNAをAPGC法に基づいて精製した後、逆転写醇素を用いてcDNAとし、木下と下遠野の方

法にしたがってβ-actinを指標に定量を行なった6)。

結果

各々の培養細胞中のCAT活性の結果を表1に示す。 MBPの3・-UTRの挿入は、オリゴデンドロサイト系

の細胞であるN20.1のみで酵素活性を上昇させた。この結果が、遺伝子転写によるものか又は蛋白質翻訳

によるものかを確認するために特異的RNA量を RT-PCR~去を用いて定量を行なった。定量性の確認内ため

に、 1)CATとβーactinのpnmerが干渉し合わないことと、 CAT遺伝子発現量の定量性が直線的であるこ

とを確認した。その上で、 CAT-mRNAの発現量をN20.1とNIH3T3で比較した。 NIH3T3では、ほぽ同量の

CAT-m RNAが発現しているのに対してN20.1においてはCAT-mRNAがMBPを含むプラスミッドをトラン

スフェクションしたもので十数倍増えていることが示された(図1)。
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考察

今回の実験系でMBP-3'UTRを含むCATcDNAがオリゴデンドロサイト系の細胞のみにおいて

CAT-mRNAの発現を増加させていた事実は、 MBPの3・-UTRcDNAの一部が、遺伝子発現においてシスに

働く遺伝子転写因子として活性を持っていることが示唆される。一般に、転写活性因子は、遺伝子の5側、

すなわち転写されるべき遺伝子の上流に存在するが、 MBPにおいてはRNAとして転写される部分自身が

転写活性に関与するという大変興味深い結果を得た。 MBP遺伝子は、より大きな遺伝子の一部であるこ

とがわかっており、その組織、細胞内発現は全く異なっている7)。転写因子活性が、 MBP遺伝子の3・傾IJに

ある今回の事実は、この異なった遺伝子発現と関係を示唆するものである。

オリゴデンド口サイト系の細胞であるN20.1では、転写活性のMBP-3・UTRによる増大は十数倍とCAT

活性の上昇に比べて高かった。このRNA量と量白質量とが'異なっている事実は、転写以後に何らかの阻

害がかかっていることを示唆する。 N20.1は、 SV40のガン抗原 (Tantigen)で不死化させた細胞であり、

MBP mRNAが確認されるにもかかわらず、 MBPの存在カず確認されていなし、8)0N20.1では、転写以後で

遺伝子発現を抑制する因子が存在するためではと考えられているが詳細は不明である。この因子が今回の

実験でもMBPの3・霊白質非翻訳部位に結合して、蛋白質への翻訳を押さえている可能性も考えられる。

表 1 培養細胞でのMBP3・UTRの効果一

培養細胞にCATまたはCAT+MBP3'UTRを含むpcDNA3を遺伝子導入し、 luciferasepcDNA3を標準とし

てCAT活性を調べた。

培養細胞 CAT活性/Iuciferase活性土標準偏差(N=6)

N20.1 

NIH3T3 

COS-1 

*:P<0.05 

209合

116 

113 

+一+一+一

図 RT-PCR法によるCATmRNAの定量一

遺伝子導入した培養細胞からAPGCi去を用いてRNAを抽

出し、木下と下遠野らの方法的によってRT-PCRによる

CAT-mRNAの定量を行なった。上方のバンドがβ-actinで、

下方のバンドがCAT。各々のレーン ~jPCR回数を変え増幅

したものである。 CATのプライマーを加えた後に12サイ

クル増幅し、 β-actinのプライマーを加えて左より、それ

ぞれ計21，24，27，30，33，36サイクル増幅した。各々のサ

ンプルは左から、 CATpcDNA3、CAT/MBP3'UTR

pcDNA3、CATpcDNA3、CAT/MBP3・UTRpcDNA3を
N20.1に遺伝子導入したものである。 β-aclinの発現は両

者でほぼ同様であるが、 CATの発現は、 3サイクル以上の

差があり、 MBP3・UTRを含むCATmRNAはCATのみに比べ

て十数倍高いと考えられる。

101 

58 

42 

-・ -・ -・・ a圃.
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64 1本頚CRE結否蜜白質ぐssCRE-BP)の遺伝十発現e:i荏賀

〔要約〕

大杉 武、青木義矢、谷口直子、中野浩一、田中秀和、三木直正

(大阪大医第一薬理)

モルヒネ慢性投与により変化する核蛋白質がマウス小脳に存在し、 1本鎖のcAMP

response element (CRE)を特異的に認識して結合するすることを見いだしているO 今回、こ

の蛋白質の機能を解析するために、マウス脳のssCRE-BPのcDNAをクローン化し、ノーザ

シブロット及びグルタチオンーS-トランスフエラーゼ(GST)との融合蛋白質を用いて、

ssCRE-BPの機能を検討した。ノーザンプロットではssCRE-BPは主に、脳において発現を

認めた。マウス小脳より精製したssCRE-BPのDNA結合能は、カゼインやDNAアフイニテ

何カラムのflowthrough分画を加えることにより、特異的に増大するが、 ssCRE-BPのGST

Fの融合蛋白質のDNA結合能もカゼイン依存性に増加した。従って、 GST融合蛋白質を
用いて、 ssCRE-BPの機能やssCRE-BPと相互作用し、 DNA結合活性を増加させる因子につ

いて解析できると考えられる。

[緒言]

マウスやラットにおいて、モルヒネを連続投与すると、薬物耐性、依存を生じること

が古くから知られているが、その機構に関しては不明な点が多い。我々は既に、ソマトス

タチン遺伝子のプロモーター領域のCREを含むオリゴDNAをプロープとしてゲルシフトア

Vセイを行ない、培養神経細胞やマウス小脳の核抽出液中にモルヒネの長期投与により変

化するDNA結合蛋白質が存在することを報告した(1、2)。この蛋白質は、 1本鎖の

CREに特異的に結合する。今回、この1本鎖CRE結合蛋白質(ssCRE-BP)のcDNAクローン

告用いて、 GSTとの融合蛋白質を作製し、 ssCRE-BPの機能について検討した。

[実験方法]

1)ノーザンプロット:マウスの各組織より、 to凶 RNAを抽出し、アガロースゲルに泳動

した後、ニトロセルロース膜に転写した。 32pでラベルしたDNAプロープとハイブリダイ

ゼーションし、オートラジオグラフィーを行二った。

2) GST-融合蛋白質の作製:ssCRE-BPのcDNAをpGEX-2T発現ベクターに挿入し、大腸

菌内でssCRE-BPとGSTとの融合蛋白質を産生した。このGST-融合蛋白質をグルタチオン

」セフアロースカラムによって、精製した。

3 )ゲルシフトアッセイ:既報に準じて行った(2 )。

[結果及び考察]

uマウスの脳、肝臓、肺、心臓などを用いて、ノーザンプロットにより、 ssCRE-BPの
組織発現を検討した。その結果、マウスの脳に高い発現を認めた(図 1)。このことから、

ssCRE-BPが、脳において重要な機能を持つことが示唆された。

2) ssCRE-BPをGSTとの融合蛋白質として、大腸菌内で大量に発現させ、 DNA結合能を

ゲルシフトアッセイによって、調べた。大腸菌で産生したssCRE-BPは、マウス小脳から
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精製七たssCR芭=BP<と一同様、 1 本鎖CRE~で結合じた。マウス小脳のssCRE.:Bl7は精製するに

ともない、この蛋白質のDNA結合活性が減少すること、また、カゼインやDNAアフィニ
/テイカラムのflowthrough分画を加えることにより、 DNA結合活性が回復することを見い

だしている(3) 0 ssCRE-BPのGST-融合蛋白質もカゼインにより、 DNA結合活性が増加

することがわかった(図 2)。このことから、 GST-融合蛋白質を用いて、 ssCRE-BPの

DNA結合活性を調節する因子について検討することができると思われる。 ssCRE-BPと蛋
白間相互作用する因子群を解析することにより、脳で重要な働きをしていると思われる

ssCRE-BPの機能について調べることができると考えられる o ssCRE-BPはN末端側にグリ
シンを多く含み、また、 C末端側にはグルタミン、グルタミン酸が多く存在する構造をし

ているO 現在、 ssCRE-BPのどの部分がl本鎖CREやカゼインと結合するのに重要なのか
検討を行っている。

[文献]
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矢印はDNA-蛋白質複合体を示す。

1.プロープのみ

2.マウス小脳の核抽出液

3.GST-ssCRE-BP-融合蛋白質
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図1.ノーザ、ンプロットによるssCRE-BP
の組織発現

上下の矢印はそれぞれ、

を示す。
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園面圃

2 8 s 、
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65 ラット C6グリオーマ細胞における細胞質型ホスホリパーゼA2の

〔要約〕

IL-1sによる誘導とその遺伝子上流解析

森井博史 1):n、尾崎美和子3)、RajcsQvist 3 )、渡辺恭1~2) :n 
(0新技術:事業団さきがけ研究21細胞と情報、 2)バイオ認識プロジェクト :n大阪バ
イオサイエンス研究所)

ラットC6グリオーマ細胞より細胞質函分と膜画分を調製し、ホスホリパ--l:A2(PLA2)活性を測定したo

PLA2活性は両面分に検出され、その活性はCa2+濃度依存性を示した。これらの活性は、 CGグリオ マ細

胞をインタ ロイキン 1s (IL lf¥)で長時間刺激することにより顕著仁増加した。このようなILlf¥の作用は、

35 U/rnl (70 pg/rnl)の低濃度で最大に達し、 IL-l受容体を介するものと考えられる。また、蛋白質合成阻害

剤であるシクロヘキシミドにより抑制されるため、 IL-lf¥によりPLA2遺伝子の発現が誘導されたと考えら

れる。そこで、 PLA2遺伝子の上流解析を試み、その転写調節領域にIL-lf¥により誘導されることが知られ

ている転写因子NF-IL6やNF註Bの結合部{立が存在していることを見出した。

細胞質型ホスホリパ ゼA2(PLA2)は刺激に応答して、末梢組織ばかりではなく中枢神経系においても多

彩な生理活性が報告されているブロスタグランジン (PGs)等の前駆体であるアラキドン酸を生成する重要

な酵素である。最近、ヒト単球系白血病綴胞であるU937細胞からその酵素が精製され，更にそのcDNAも

単離された(1-3)。この細胞質型PLA2は、遺伝子発現の実験等から細胞内情報伝達系にカップルして活性化

され、それに続くアラキドン酸カスケードを活性化していると考えられている。

アストロサイトにおいては、 IL-lf¥等のサイトカインによりPGsが産生されることが知られており、これら

PG類が神経細胞の興奮を調節し、あるいは脳損傷時においてアストロサイト自身の増殖を抑制したりする

ことが示唆されている。また、ヒト脳を用いた免疫組織化学の研究からも細胞質型PLA2がアストロサイト

に局在していることが報告されている(4)。本研究においては、アストロサイトの実験モデルとしてラット

脳出来のグリオーマ細胞であるC6細胞を用いて、 IL-1f¥による細胞質型PLA2遺伝子の誘導を見いだしたの

で報告する。また、その遺伝子の発現調節を探索するため、遺伝子の上流解析も行ったので併せて報告す

る。

[実験方法]

ラットC6グリオーマ細胞はDMEM培地/10%F岱で培養した。細胞は、ホモゲナイズ緩衝液 (0_25M 

Sucr田 e.lmMEGTA.I0 mMTris-HCI (pH7.4))で沈滞した後、破砕した。未破砕の細胞等を除くため、

3訓10gx3 0分間の遠心後、その上清を再度lOO.OOOgx1時間超遠心した。この上清を細胞質函分、沈澱

を膜薗分とした。 PLA2活性は、 2μMl-palmitoyJ-2-(114q arachidonyJ phosphatidyl choline. 4 mM CaC12. 1 

rng/rnl fatty acidfree BSA. 100 rnM TrisHCl (pH 9.0)の条件下で反応させ、遊離アラキドン酸をTeramotoet 

a1.(5}の方法により測定した。

細胞質型PLA2遺伝子のプロモ ターおよび転写調節領域は、報告されているヒトcDNAの5'非観訳領域



をブロ プとしてピトEMBL3ゲノミックライブヲリ よりスクリ ニンゲし、単縦した

{結果ならびに考察l

ラットC6グリオ~マ細胞から調製した細胞質同i分，iP.びに膜l由l分のJJfUJffij分においてPLA2i8作ーを見出した。凶j

者の活性にはCa2+が必須であった。また、還元剤であるジチオスレイトールによってもそれらの活性が阻

得きれないため分泌It~PLA2ではないと考えられゐハ|州市i分とも(ì() 1 O() pmoles / mg protein / 30 minの活

性が得られ、ヒト単球白血病細胞U937の 1/10符j交の低い備であったο

351.1 Iml hurnan recornbinant IL 113 (hr IL 113)でC6細胞を 72時間処理後、細胞質両分並びに膜極分において

PLA2活性は共に約3倍の増加を示した。この様なhrIL 1s効果は、 18時間以上の長期fllJの処理が必変で

あった。また、この効果は、 hrIL 1s濃度に依存したもので35U/mlで最大に達した。さらに、蛋白質

合成阻害剤であるシクロヘキシミドによりこの織な消}JlJは抑えられた。従って、 hrIL 1{3によるPLA2活性

の橋bUI土PLA2遺伝子の発現誘導によるものであると考えられる。実際、ノ ザンプロット解析でもhl・IL

lsによるPLA2遺伝子rnRNAの誘導が観察された。これら両面分の円，A2は分子挙動が非常に類似しており、

膜極j分における1'LA2は細胞質型酵素が膜仁結合したものと考えられるが、さらなる解析を現在行っている。

つぎに、 PLA2遺伝子の発現調節を探索するために遺伝子の上流解析を行った。ヒト1'LA2遺伝子cONAの5'

非翻訳領域をプロープとしてヒトEMBL3ゲノミックライブラリ をスクリ ニングし、 3種のクロ ンを

待た。そのうちの I稜がエクソン l、プロモ 夕 、松ぴに転写調節領域を含んでいた。他の2種にはそ

れぞれ、エクソン 2と3、ユクソン4が散右i:していた。現紅、 トー流約 1kbpまでの取茶園間lを決定し、

TA'1'Aboxの配列が2カ所、その上流にはNFIL6、NFkBの結合モチ フ、また、 AP1等の結合モチ フも

見出されている O 特にNFIL6やNFkBはILlにより誘導される転写因子であることが知られており、 PLA2

遺伝子の発現誘導には長期間の処理が必要であること、また、 C6細胞においてILlによりNFkBが誘導され

ることが報告されていること(引を考慮に入れると、 ILlが直接ではなく NFIL6やNFkB遺伝子の誘導を介

して1'LA2遺伝子の発現を誘導していることが示唆される。

(参考文献)

(1) Clark J.O.， Milona N.， and Knopf J.L. (1990) Proc. NatI. Acad. Sci. USA， 87， 77087712. 

(2) Clark J.O.， Lin しし， Kriz R.W.， Rarnesha C.S.， Sultzrnan L.A.， Lin A.Y.， Milona N.， and Knopf J.し(1991)

Cell， 65，1043-1051. 

(3) Sharp J.O.，明治iteO.L.， Chiou W.X.， Goodson '1'.， Gamboa G.C.， McClure 0.， Burgett S.， Hoskins A.， Skatmd 

P .L.， Sportsrnan J.RリBeckerG.w.， Kang L.H.， Roberts E.F.， and Krarner R.M. (1991) J.BioI. Chem.， 266， 

1485014853 

(1) Stephenson 0.'1'.， Manetta J.V.， White O.L.， Chiou X.G.， Cox L.， Gitter B_， May P.C.， Sharp J.O.， Kramer R.M.， 

and Clernents J.A. (1994) Brain Res.， 637， 97-105. 

(5) Teramot.o T吋 TojoH.， Yamano T.， and Okamoto M. (1983) J. Bi∞hern. (Tokyo)， 93，1353-1360. 
(6) Moynagh P .N.， Williams O.C.， and O'neiI1 L.AJ. (1993) Biochem. J.， 294， 343-347. 

165 



166 

66 1)ポ多糖によってラット脳内に誘導型NO合成酵素が発現する

〔要約〕

鈴木映二*/**、新谷太*/**、永田清*、山添康*、中木敏夫*、

神庭重信**、加藤隆一*、浅井昌弘**

慶感義塾大学医学部付精神神経科学教室、*同薬理学教室

ラットにリポ多糖を腹腔内投与し、脳内に誘導型の一酸化窒素合成酵素(iNOS)が発現されるかどう

かを調べたo Rcvcrsc Transcription-Polymcrase Chain Reaction法 (RT-PCR法)を用いてmRNAの発現を検

出した。その結果、海馬、祝床下部、前頭皮質、脳幹、小脳においてリポ多糖を投与したラットでは

iNOSmRNAが検出されたが、対照群では、確認されなかった。

[目的]

近年、一酸化窒素 (NO)が神経缶達物質の一つであることの証明が蓄積されてきている九 NOは生体

内においてしarginincからNO合成酵素 (NOS) を介して産生される。神経系における酵素としては、比騎

的一定量存在する神経型NOS(nNOS)の存在が知られている励。生体内神経系における、 iNOSについて

は詳しく知られていない。そこで今回の研究では、 iNOSがリポ多糖の全身投与によって1)脳内で発現

するか、 2)発現するとしたらどのような分布になっているか、 3)その発現はデキサメサゾンの前投

与によって抑制されるかを検討した。

[方法]

SD系雄ラットに、 15mg/kgのリポ多結 (LPS群)あるいは生理的食塩水(対照群)を腹腔内投与し

た。デキサメサゾンの前処置は、 0.5mg/kgを生食に均一に混濁して、リポ多糖を投与する30分前に腹腔

内投与した (LPS+DEXA群)。経時的変化をみるために各時間後に、また脳内あるいは体内分布をみる

ためにリポ多糖を投与した6時間後に、エーテル麻酔下で断頭し速やかに脳、肝臓、姉、副腎を取り出し

た。さらに脳を、海馬、視床下部、前頭皮質、脳幹、小脳に分けた。各組織よりグアニジンイソシアネ

ートー超遠心法により全RNAを抽出し、次にOligotexdt-30 super (TAKARA)を用いてmRNAに精製した。

されにこれを鋳型としてSuper-scriptIIを用いてcDNAを合成した。

PCRはNunokawaらの方法5)を若干改変して行った。変性、アニーリング、合成は各々94，60，720Cで1，

1，1.5分行った。内部標準としてはglycer百ldchyd巴ふphosphate(G3PD町をLuiらの方法に従って増幅した。

PCR産物は1.5%アガロースゲルにて分離し、エチジウムブロマイド染色後紫外線照射下にて写真撮影し

た。各バンドはレーザーデンシトメーターにて定量した。

[結果]

PCRによって塩基配列より予想される830bpの長さの産物が得られた。これはmRNAをcDNAに転写せ

ずそのまま鋳型に用いた場合出現しなかったことから、 genomicDNAの混入によるものではないと思わ

れた。

図laに全脳、図lbに肝臓のリポ多糖投与後の経時的変化を示した。同臓器においてともに3時間後か

らバンドが認められ、 24時間後にも濃度の低いバンドが確認された。

図2に示すようにすべての脳部位と肝臓、副腎において、対照群ではPCR産物を認めなかったが、肺

では濃度の低いバンドが見られた。リポ多結投与後はすべての部位でバンドが確認できた。

[考察]

神経系に存在するNOSとしてはnNOSが従来研究対象となり、脳内分布や小脳における長期抑圧および

海馬における長期増強などの機能にも関連して深く調べられてきた3)。生物活性を調べた研究からはCa弗

依存北一{誘導型)NOSl胡道自で奨現Lていないこと丘示唆主ιど}カヘf:o後底義細胞をJllIL、と実験によ



りiNOSが誘導されることが示された九

内毒素であるリポ多糖が全身臓器でiNOSを誘導することは知られていたが、今回はラットの神経系に

広く誘導されることが示された。さらに、 RT-PCR法による定量性には議論の余地があるものの、その誘

導がデキサメサゾンによって抑制される傾向があることも示された。一般的にはリポ多糖は血液脳関門

を通過しないと考えられているので、 iNOSの発現は何らかの因子を介して誘導されたと想像される。病

態生理学的には、敗JfJl性ショック時の意識障害などの精神症状とiNOSの誘導が関連しているかも知れな

い。しかし、今回の車内)1(ーは JJ前 I)~ の Jfllti;;V-m筋のiNOSが誘導された可能性も否定できないため、今後組織
化学的研究も含め検討中である。ところで神経系におけるiNOSの誘導は、 Koprowski(1993)らによってす

でに確認されている司が、彼らはウイルス性脳炎モデルにて示しており、細菌性内毒素の腹腔投与にて

山OSの誘導を示した今回の結果は、全身感染症での中枢神経系に対するNOSの効果という点で、病態生

理学的に異なった意義があると思われる。

[文献1 1) Galca E. ct al. (1994) J Ncurosci. Rcs. 37:406-414. 2) Koprowski H. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. 

90:3024-3027.3) 工藤雅治、?~~木克栄 (1993) 医学のあゆみ 166:158-160.4) Murphy S. et al. (1993) TINS 

16:323-328.5) Nunokawa Y. ct al. (1993) Biochcm. Biophys. R巴s.Commufl. 191:89・94.6)Ogura T. et al. (1993) 

Bi∞hem. Biophys. Res. Commun. 193・1014-1022.7)Salter M. et aJ. (1991) FEBS 291:145・149.
「諮問干j本研究の一部は平成6年度康雄義塾大学医学部研究奨励費によった。

a 全脳 o 1 3 6 9 12 24 (hour) b 肝臓 o 1 3 6 9 12 24 (hour) 

← 830bp → y-I 
図1 LPS腹腔内投与後のmRNAにおけるiNOS誘導の経時的変化
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脳各部位と全身臓器
におけるLPSによる
iNOSのmRNA発現の
誘導とデキサメサゾン
(DEXA)による抑制
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67 中枢神経系におけるlし10の産生とその作用について

水野哲也、錫村明生ヘ津田誠口、丸野内樟本*

(名古屋大学神経内科、藤田保健衛生大学*神経内科**応用細胞)

〔要約〕

マクロファージの機能を抑制し、抗炎症性に働くIL-10の中枢神経系での産生および

ミクログりアに対する効果を検討した。マウス混合グリア培養から分離したアストロサ

イト、ミクログリアはともにIL-10を産生し、これはRT-PCRによるIL-10mRNAの発

現と上清中のIL-l0活性により確認された。 IL-10は、用量依存的にミクログリアのサ

イトカイン産生能を抑制し、ミクログリアの酸フォスファターゼ活性も抑制した。 GM-

CSFのミクログリア増殖作用に対しては抑制効果は示さなかった。以上より、 IL-10は、

アストロサイト、ミクログリアから産生され、中枢神経系でのサイトカインネットワー

クにおいて抑制性の調節因子として作用していることが明らかになった。

(目的)抑制性サイトカインとして同定されたIL-10は、 Th2細胞、マクロファージ

などから産生され、マクロファージの機能を抑制し、抗炎症性に働くことが知られてい

る(1)。この抑制性サイトカインが、中枢神経系でも産生されるのか、また、マクロ

ファージに近似したミクログリアに対してどのような作用を持つのかを検討した。

(方法)A.アストロサイト、ミクログリアにおけるIL-10産生の検討

C3H/HeNマウス全脳初代混合培養からアストロサイト、ミクログリアを分離し、無刺

激、 LPS刺激下(O.l，O.Ol，O.OOlllg/ml)で24時間培養した。上清中のIL-10活性を
murine IL-l 0 ELlSA kit にて測定し、培養した細胞からtotalRNAを抽出し、

RT-PCR法によって、 IL-10のmRNA発現を既報のごとく(2)検討した。

B.IL-l0のミクログリアに対する作用の検討

1.ミクログリアのサイトカイン産生能に対する効果の検討:分離したミクログリアに

IL-10をそれぞれ1，1 0，1 OOU/ml加え、 24時間培養し、 RT-PCRによってIL-l/3， 

TNFα 、IL-6のmRNA発現が抑制されるか検討した。

乙ミクログリアの酸フォスファターゼ‘活性に対する効果の検討;ミクログリアを無刺

激、 LPS刺激下(O.lllg/ml)で培養し、これに、 IL-l0をし10，100U/ml加え、 3日間
培養し、酸フォスファターゼ活性を測定した。

3. GM-CSFのミクログリア増殖作用に対する効果の検討:GM-CSF存在下で、 IL-l0を

1，10，100U/ml加え、 3日間培養し、増殖能をMTIcolorimetric 法で測定した。
(結果)アストロサイト、ミクログリアともにiし10のmRNA発現を認め(図1.2.)，

ともにIL-l0活性を認めた(図3.)。ミクログリアのサイトカイン産生能に対しIL-l0は

IL-l、IL-6、官サFα 産生を用量依存的に抑制した。酸フォスファターゼ活性も抑制し

た(図4.)0GM-CSFのミクログリア増殖作用に対しては、抑制効果を示さなかった。
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(考察)中枢神経系においてグリア細胞や神経細胞は、脳内で独自のサイト力イン

ネットワークを形成している。 lし1やTNFαはアストロサイトの増殖に働き、GM-CSF

はミクログリアの増殖や活性化を引き起こす(3)0TGF-sのようにミクログリアの増殖
や活性化を抑制するサイトカインも知られるようになった(4)。マクロファージの機能

を抑制する|し10が、中枢神経系で産生されるかどうかは、これまで報告がなかった。

今回の検討でアストロサイト、ミクログリアともにIL-10を産生することが確かめられ

た。さらに、 IL-10はミクログリアのサイトカイン産生、酸フォスファターゼ活性を抑制

し、脳内のサイトカインネットワークにおいて抑制性の調節因子として作用しているこ

とがわかった。

(文献)

1. Howard，M.， O'Garra，A. and Ishida，ト1.， Biological properties of interleukin 

10. J.Clin.lmmunol.， 12:239.1992. 

2. Sawada，M.， Suzumura，A. and Marunouchi，T.， TNFαinduces IL-6 production 

by astrocytes but not by microglia， Brain Res.， 583:296. 1992. 
3. Suzumura，A.， Sawada，M. and Marunouchi，T.， Effects of colony stimulating 

factors on isolated microglia in vitro.， J. Neuroimmunol.， 30: 11 1 . 1990. 

4. Suzumura，A.， Sawada，M. and Marunouchi，T.， Transforming growth 

factor-s supresses activation and proliferation of microglia in 
vitro.， J.lmmunol.， 151 :2150. 1993. A 
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図3.A アストロサイトにおけるIL.10活性
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B.ミクログリアにおけるIL.10活後

ミクログリ7では上清ゅのIL.tO活性が測定で宮、LPS制撤 (0.1"9ノml)で活性が轡

強された.
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68 ラット視床下部における拘束ストレスによるモノアミン代謝の克進
ならびに血紫ACTHの増加におけるインタ一口イキン・1の関与

新谷太 L 2、中木敏夫人佐藤耕一 l、神庭重信 1、加藤隆一人浅井昌弘 l

慶慮義塾大学医学部 I精神神経科学教室、 2薬理学教室

〔要約〕生体がストレスを受けた際の視床下部における神経内分泌学的な機能変化に対するイン

ターロイキン-1 (IL-I)の関与について調べた。ストレスによる視床下部ー下垂体ー副腎皮質系
(HPAaxis)の活性化や視床下部でのモノアミンの放出促進がIL-lの作用であるかどうかを調べ

るために、ラット視床下部のIL-l受容体を阻害した状態で拘束ストレスをかけ、血紫ACTH濃度と

前視床下部で、のNE濃度を調べた。 IL-l受容体の阻害は、 IL-l受容体アンタゴニスト (IL-IRa) を

直接視床下部に投与することで行った。その結果、 IL-IRaの前処置が拘束ストレスによって引き

起こされる視床下部での阻の濃度の上昇、さらに、血禁中のACTH濃度の上昇を抑制することが

明かになった。これらの結果は、拘束ストレスが視床下部において生物学的活性を有したIL-lが

拘束ストレスによって引き起こされるモノアミンの放出の促進やHPAaxisの活'性化の調節に役割

を果していることを示唆する。

<目的> 最近、ストレスによって引き起こされるHPAaxisの充進やモノアミンの放出の上昇な

どの中枢神経系内における反応に対して、 IL-lがなんらかの役割を果している可能性が示唆され

ている (1-3)。拘束ストレスによって引き起こされる神経内分泌学的な変化に対する視床下部で

のIL-lの役割を調べるために、われわれはラットの視床下部へのIL-IRaの直接投与を行う実験を

デザインした。 IL-IRaはIL-lとほぼ同じ分子量を持ち、 I型IL-l受容体を括抗的に阻害することが

知られている (4，5)。すなわちわれわれは、拘束ストレスによるラット視床下部でのモノアミン

の上昇や血築ACTHの上昇がIL-IRaの投与によって抑制されるかどうかを調べた。

<方法>視床下部のモノアミン濃度の測定には、脳マイクロダイアリシス法と高速液体クロマト

グラフイーを使った。また、マイクロダイアリシスプロープを挿入した視床下部内に直接的に試

薬を投与するために、側管付きマイクロダイアリシスプロープを用いた。 Sprague-Dawl巴y雄性

ラット (7-8週齢)をベントバルピタール (30mg!kg)の腹腔内投与によって麻酔をかけ、ガイド

シャフトを定位的に左右の前視床下部に植え込んだ (bregma後方1.5mm、正中線より側方4.5

mm、頭蓋骨表下方7.0mm、垂直線に対してお度の傾斜、 Paxinos& Watsonのアトラスによる。
)。実験前日、マイクロダイアリシスプロープを視床下部に挿入した後、ハンクス溶液を3μl/min

の速度で潅流し、その透析液を20分間隔で、2時間以上にわたり回収した。拘束ストレスをかける60

分前に、 IL-IRaまたはその洛媒を各側の前視床下部に直接投与した。 IL駒lRaは、 0.1% BSAを含む

滅菌ハンクス溶液に1mg/truの濃度で溶かし、 2μIを投与した。拘束ストレスは前述のサンプル回

収を中断することなく行われ、 6時間続けられた。回収されたサンプルを直ちに高速液体クロマト

グラフイーシステムで分析した。血築ACTHの濃度の測定に関する実験では、以前報告した方法

を使って、ラットをベントパルピタール (30mg!kg)の腹腔内投与によって麻酔をかけ、頚静脈

内に血液を採取するためのポリエチレンチュープを装着するための手術を施した(1)。また、両

側の視床下部に直接薬物を投与するために、ポリエチレンチューフ守を設置する手術に引き続い

て、 26ゲージの針を両側の前視床下部に以前報告した方法によって挿入した(1)。実験当日、ま

ず、拘束ストレスを開始する60分前に、実験日の午後211寺から4時の聞にltruの血液をポリエチレ

ンチュープを通じて安静の状態に置かれたラットの頚静脈から採取した。血液は氷冷された

EDTA入りガラス管に移した。ガラス管に入った血液を静かに撹拝した後、遠心にかけ(lOOOOg，

10 min， 4 oC)、血援をプラスチック管に移し、 ACTH測定まで-200Cで保存した。 ACTHの測定は

以前報告された方法を用いて行った(1)。拘束ストレスをかける直前にも 1mlの採血を行い、

引き続き30、60、120、240、360分後にも lmlの採血を繰り返した。 IL-IRaはO.I%BSAを含む滅

菌ハンクス溶液に l一mg/trùまとi土lO mg/mlの濃度前容h~、ー 2μlを一投与↓た旬
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<結果と考察> 拘束ストレスによる視床下部でのNEの明大に付するIL-IRaO)効果をi調べる実験

では、まず溶媒を投与した場合は、 NEの濃度は増加し拘束ストレス開始後60分で、前1utiのが)311与

のピークにまで達した。一方拘束ストレスをかける60分前にIL-IRaを投与した場合は、拘束スト

レスによるNE濃度の上昇は;有意に抑制された (Fig.1 )。次に、拘束ストレスによる1([1張ACTH濃

度の増大に対するIL-IRaの効果を調べる実験では、両側の前視床下部に溶媒を直接投与した場合

は、投与後60分のIUl築ACTH濃度は、投与に必要な操作だけで僅かな増加を認めたが、拘束ストレ

ス開始後、血紫ACTH濃度は急速に上昇し、 30分後に約20惜のピークに注した。その後急速に減少

し、 360分後に前値に戻った。 2μgのIL-IRaを拘束ストレスの60分前に投与した場介は、拘束スト

レスによる血紫ACTH濃度の上昇は拘束ストレス後30分から120分にかけて有意に抑制された。 20

ugのIL-IRaを拘束ストレスの60分前に両側の前視床下部にl直接投与した時も、同様の抑制効果が

みられた (Fig.2 )。以上の結果から、拘束ストレスによって引き起こされた視床下部でのNEの

上昇と、血柴ACTH濃度の iニ#は、担LJ，t(ド苦15へのIL-IRaの[I{接投与によって有意に}f[1制されること
が分かった。これらの結果は、モノアミンと血柴ACTH濃度の上昇というストレス反応が視床下部

におけるIL-lを介するものであるという考えと一致する。
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Fig. 2 Effects of IL-l Ra on plasma levels of ACTH in r凶ponseto 
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〔要約〕

HNK-l関連抗原に対する抗体とサイトメガロウイルス感染

窪田和興黒谷篤之後藤希代子阿部敏明

帝京大学医学部小児科

サイトメガロウイルス (CM V)感染と HNK-l関連抗原に対する抗体との関連を CM

V抗体陽性群の血清及(fCMV抗体陰性群の血請を用いて検討した。 CMV陽性群は、 C

MV陰性群に比べsulfatedg1ucurony1 glycosphingo1ipids ( S G G L) に対する抗体が

有意に上昇していた。さらに、 CMV抗体価の上昇に伴い、抗 SGGL抗体価も上昇する

傾向がみられた。乙の抗 SGGL抗体は、 SGPGに比べ SGLPGに強く結合する特異

性の高い抗体であり、 PO蛋白質にも反応した。また、 EL 1 S A法により抗ヘパラン硫椴
( H S)抗体と CMV抗体価についても検討したが相聞を認めなかった。

/ 

(若者三言) 最近、脱髄性末梢神経障害であるGuillain-sarre症候群 (GB S) におい

て糖鎖に対する自己抗体が病態に深く関与している乙とが報告され注目されている。我々

はこれまで GBSの自己抗体の標的と考えられているヒト末梢神経ミエリンの糖鎖抗原の

解析を行ってきた(1、 2) 0 GBSの原因として、先行する呼吸器、消化器等の感染時

に生じた様々な抗体が、末梢神経ミエリンの糠鎖抗原と交差する可能性が考えられている

。サイトメガロウイルス (CMV) はGBSの先行感染として同定されるウイルスのなか

で頻度の高いもののひとつであるが(3 )これまで CMVと神経系の共通抗原の存在は明

らかではなかった。我々は CMVに感染したときに末梢神経系の糖鎖に対する抗体が産生

されるかどうか検索し、先天性 CMV感染症の患児血清中に末梢神経ミエリンに特徴的な

硫酸化糖脂質に対する高力価の抗体が検出されることをみいだした。一般に CMVによる

感染は不顕性感染となる場合が多く、健常人においても高い CMV抗体価を示す場合があ

る。今回、先天性 CMV感染症患児以外にも測定対象を広げ CMV感染との相関を検討し

た。

(キオヨド斗互支 ζ〆プJ i去) 尿中から CMVが分離された先天性 CMV感染症の新生
児を含む、対象血清 78例について CMV抗体価を ELISA法により求め、 CMV陽性

群(5 か月 ~28 才(1 0.9 ::!::9.5)、 58名)、 CMV陰性群(5 か月 ~53 才( 6.9 ::!:: 

7.4)、 20名)に分けた。抗原として用いた糖脂質 (SG G L 、 CS E) は既報(2 )に

より末梢神経より精製した。ヘパラン硫酸はウシ腎由来を使用した。 SGGL、CSE、

ヘパラン硫酸を抗原として被検血清の 1g G 、 IgM抗体価を EL 1 S A 法で測定した。

CMV  、HSV-IgG抗体価の測定は EL 1 S Aキット(エンザイグノスト、ベーリン

グベルゲ社)を用いて測定した。 PO蛋白質に対する抗体は末梢神経ミエリンを SDS-P
AGEにかけWesternblotting法により検討した。

(糸吉男さ) 1) C MV抗体と抗 SGGL抗体 抗 SGGL抗体価の検討では CMV陽性

群では、 1g G 、 IgM共に CMV陰性群に比べ有意に上昇していた(図 1) 0 C M V抗

体価10000孟 (CM V -high)群ではさらに高値となり、 CMV感染に伴い、抗 SGGL

抗体価が高値となる事がわかった(表 1)。抗 CSE抗体も CMV感染に伴い上昇ーする傾

向がみられたが、抗 SGGL抗体ほど顕著でなかった。 CMVと同じへルベス族の 1慢で

ある単純ヘルペスウイルスに対する抗体価と抗 SGGL抗休価との関連は認められなかっ

た。 HNK-l抗原としてしられる SGGLには構成糖として 5糖から成る SGPGと、

ラクトサミン構造が繰返した 7糖の SGLPGの 2種類が知られている(図 2) 0 C M V 

感染症の患者血清中の抗 SGGL抗体の特異性を TLC免疫染色法により更に検討すると



、特に SGLPGに対する親和性が非常に高かった。
2) PO蛋白質に対する抗体 末梢神経系の HNKー l糖3貨を合む概蛋白である r0に対し
て CMV感染症の患者血清中の抗体が結合するか調べた。 Western blolting法により検討

したとごろ、これらの患者血清中には抗PO抗体が検出された。

3)ヘパラン硫酸に対する抗体 SGGLに対する抗体が産生される機仰のひとつとして

へパラン硫酸などの硫酸化多楯に対する抗体が交差する可能性が考えられたので EL 1 S 

A法によりヘパラン硫酸に対する抗体価を測定した。 CMV陽性群で抗へパラン硫俄抗体

価は Ig G 、 IgM共に陰性群に比べ有意差を認めなかった(図 3)，0 

(云雪害要)以上の検討から、 CMV感染にともない抗SGGL抗体がm':tされる 111が示
された。この抗体は SGPGに比べ SGLPGに強く結合する、特異性の高い抗体であり
PO蛋白質にも反応した。との抗体の特異性はモノクローナル抗休日 NKー lのそれと 11:1;'; 
に近似しているがその詳細なエピトープは異なると考えられ、へパラン硫酸に対する抗休

とも異なると考えられた。 HN K - 1煽鎖を含んだ絡蛋白質または俊合開質が CMV感染

過程において何らかの役割;を担っているため ζのような抗体が特異的に;:I't':tされたとも考

えられる。今後乙のような点について更に検討を加える予定である。

表 CMV抗体価の上昇と抗CSE、抗SGGL杭体価の変化

CMY. CMY+ 0.' ，A.IgG 
A.lgM 

0.' . 
CMV-Iow CMV.high 0・ . . 

CMYtit町 640> 640孟 640-10000> 10000'五
0-20 n聞56 n-34 n-24 

htCSE抗体協

IgG 0.086土0.081 0.146土0.188 0.115土0.075 0.194土0.253. 
IgM 0.135土0.0官5 0.149土0.118 0.125土日開 0.187土0.1判

先SGGL抗体値
IgO O伺8土O郎6
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0.132土0.Jl8 0.120土0.127 0.152土0.155. . . . 
IBM 0.145土0.111 0.352土0.193 0.307土0.161 0.421士0.224

それぞれのCMV.との比較 ・P<0.05
• • P<O∞1 
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70 抗HCNP抗体によるうット嫡桝軒、の免醐織化学蛾討

片田栄一本三竹重久*松川則之本岩瀬環本大塚原史*継泰城*小鹿幸生忘藤森11$*本
本名市大(医)第二内科 料名市大〈匡〉第二解剖

〔要約〕
ラット培養中隔核のアセチルコリン産生を促進する海馬組織由来日ippocampal Chol inergic 
Neurostimulating Peptide(HCNP)を抗原として作成したボリクローナル抗体を用いて、 11日

齢および4週齢Wistar系ラット末梢神経系の免疫反応陽性部位を光学顕微鏡およひ、電子
顕微鏡を用いた免疫組織化学lこて検討した。その結果、脳幹;迷走神経背m~核の神経終末、脊
髄;後角の神経終末および一部神経細胞、 1RIJ柱の神経終末、脳脊髄神経節;後根神経節の神経
細胞内頼粒、三文神経節およびラセン神経節の一部神経細胞、交感神経節の一部神経細胞、末
梢神経;自律神経終末(十二指腸の筋間および粘膜下神経叢の神経細胞と神経線維、諸臓器の
血管壁における神経終末〉に抗日CNP抗体陽性産物を認めた cさらに免疫電顕にて、後角、

1~IJf主での神経終末の免疫陽性産物はシナプス前部に認められ、 1 1日齢では主としてシナプス
小胞に、 4週齢ではシナプス小胞とシナプス前部細胞質内に局在した。 11日齢の官小血管壁
での神経終末の免疫陽性産物はシナプス小胞として観察された。

[はじめに]
我々は、ラット培養中隔核の仁ho1 i ne acety 1 transferase産生を誘導してacety1 cho 1 i ne産自
を促進する 11個のアミノ酸から成るベプチドを同定し、 HippocampalChol inergic Neurost-

imulating Peptide(HCNP)と命名したく 1) (2)。昨年の本学会で我々は、抗HCNP抗体お
用いてラット神経系を免疫組織化学的に検討し、大脳皮質、海馬、線条体の神経細胞、視床の
一亜核、視床下部、迷走神経背側核、脊髄後角と側柱の神経終末、大脳、脳幹、脊髄の白質で
のグ1)ア細胞などを中心に免疫反応陽性を認めたことを報告した (3)。今回我々は 11日齢

および4週齢Wistar系ラット末梢神経系において抗日CNP抗体陽性部{立を光学および
電子顕微鏡を用いて検討を加えたので報告する。

[対象および方法]

1 )抗体の作製:合成HCNPをKLHに結合し家兎を免疫、抗血清を得た。得られた家兎
ボリクローナ}[.，抗体をCNBr-ActivatedSeドharose4B (Pharmacia)によりaffinity精製した。
2) ~Iestern b 1 ot法 11日齢の前脳、醇路、心筋、骨格筋、十二指腸の組織抽出液を 15%
ポリアクリルアミドゲルにて分離後、 Immobilon膜にブ‘ロットし免疫反応後ECL法にてHCN
P様免疫活性を持つ分子を可視化した。 3)免疫組織化学 :¥Vistar系ラット雄(11日
齢6匹、 4週齢6匹〉を対象とした。ネンブタールにて麻酔処理後、 11日齢、生週齢の各2
匹ずつブアン回定液で右心、気管、消化管を経て固定し、さらに4"C下でブアン国定液に 1週
間浸漬させ、全身固定したラットを数ア‘ロックに切断しパラフィン包埋し、頭部から尾部にかけ
中軸断で500μmこ;‘とに4μmの切片を作製した。さらに各自齢のラット 2匹ずつから脳お
よび脊髄を摘出しブアン固定液に室温で浸漬した。脳は24時間、脊髄は約 1週間圏定後、パ
ラフィン包埋し光学顕微鏡用に厚さ4μrnのJJ片を作製した。光顕および電顕標本ともに抗H
CNP抗体を用いて4T下で3昼夜反応させ、 Streptavidin-Biotin(SAB)法(ニチレイ〉で行
った。対照試験としてHCNPによる吸収試験および一次抗体のかわりに非免疫Rabbit血清を
使用した染色を実施し、また連続切片において一次抗体としてTyrosineHydroxylase(TH)およ
ひ下lyeI i n bas i c prote i n(門BP)に対する抗体による染色を施行し、光学顕微鏡下で比較した。
免疫電顕は 11日齢、 4週齢の各2匹ずつをネンブタール麻酔下で4%パラホムアルデヒドと
O. 1 %グルタールアルデヒド混合液で潅流固定し、脊髄、腎を 50~70 μrn(こ薄切、免疫
染色しDABで発色後、 1%オスミウムで再固定し脱水後エボン樹脂に包埋した。光顕下で免
疫反応陽性部{立を同定し、超薄切電顕試料を作成した。無染色、あるいは電子染色〈酢酸ウラ
ン、鉛)試料の観察を行った。
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[結果]

1) \~estclïl !Jlot法 11日齢の前脳、肝臓、心筋、骨格筋、卜二指腸で 2~) l¥ D dに抗HC
NP抗体陽性ハンドを認めた(図 1) 0 2)免疫組織所見 :jJIliCR;p抗体による免疫反応陽
性部位を以下に記載する。脳幹;迷走神経背!nIJ骸の神経終末、脊髄;i長角じ)神経終末および一
部神経細胞(図2)、(KIH主の神経終末、|悩脊髄神経節:i長根神経節rJ)神品目!日胞内頼位、三叉(ljl
経節およびラセン神経節の一部神経細胞、交感神経節の一部神経細胞(問 ~3 )、末梢神経;自
律神経終末(十二抱腸の筋問および粘膜下神経叢内の神経細胞およひ神経線維、諸臓器での血

管壁における神経終末〉。免疫電顕では後角、側柱での神経終末の免疫陽性産物はシナプス前

却に認められ、 11日齢では主としてシナプス小胞に、 1週齢ではシナプスIJ、胞とシナプス前
部細胞質内(図4)に存ιした。 11日齢の腎小血管壁での神経終末の免疫陽性産物はシナプ
ス小胞(図5)として観察された。いずれの陽性産物も対照試験では陰性であった。 3)抗H

CNP抗体と抗TH抗体による連続切片における交感神経節の免疫反応陽性部1立の比較では、
抗TI-I抗体陽性の神経細胞ω一部に抗日CNF'抗体でも陽性を認めた。また抗llCNP抗体と
抗日BP抗体による連続切片における末梢神経の免疫反応陽性部1立の比較では抗日Cl¥'P抗体
陽性神経線維はj/11¥18P 抗体では陰性で、逆に抗日BP抗!{;陽性神経協維はJ1[HC N P 抗体で
陰性であった。

2 3 4 5 図2，後角

イ
芯
ス
守
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97・i (光顕)
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45. 図 3.交感神経節

〔光頭)
30・:

図4.4週齢の後角
炉時、》部/制戸端韓器会 州 r 糸、、僻

20.; (電顕 x3 0 k) 

14. 
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図 1.Western blotting 

各レーンの蛋白量は40μg分子量は

kDaで表示. 1前脳 2隣臓 3心筋

4骨格筋 5十二街繍

(表 1) 

(運動神経系〉

部f立 f附索ー前角一前根一末梢神経

免疫反応、性 (-)一ー一〉

(知覚神経系〉

部位 後索一後角一後根…後根神経節 末梢神経

三叉およびラセン神経節

(+) 免疫反応性 (+) (+) (-) 

〈自律神経系)

昔日(立 個l民主 一前根ー交感神経節一内臓平j骨筋または

迷走神経背il'憾 後根

免疫反応性 (+)ー〉

[考案]

抗日CNP抗体による 11日齢および主週齢'vVi s tぬ 1・系うソト末開神経系における免疫
反応性の結果を表 1に示す。今回、抗IICNP抗体を用いて後角、{長根神経節、および交感神
経節、その節後線維と自律神経終末にも免疫反応陽性部{立を認め、 HC¥PおよびHCNP前
駆i本蛋白が末梢神経系(特に自律神経系および知党系〉の機能に介在す~可能性が示唆されたの
[文献](l)Ojika， 1¥.，叶 al.(1992)BrainRes.， 572. lGq-171 (2)CJJIは， k.， d a I . (l DD4 ) 
Dev.srain R同，，7D，HJ(3)三竹重久他.(jC)!J3)神経化学:32.1 G8-1li!l 

(ー)

5 
(+) 
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71 脳内のNF-ATlike DNA-binding protein 

浅沼幹人，西林佐紀子，近藤洋一，岩田恵美，小川紀雄，森昭j乱

(岡山大医・分子細胞医学研・神経情報学部門)

〔要約〕 末梢リンパ球においてinter1eukin-2(IL-2)遺伝子のpromotcr領域のNF-AT結合

element (NF-AT sit巴)に作用する転写制御因子NF-ATは， IL-2の産生さらにTccllの活性1tをも
たらし，免疫反応に涼く関与している。 NF-ATsitc結合蛋白の脳内での存在および分布につ

いて，マウスおよびラットの脳核抽出液を用いelcctrophoreticmobility shift assay (EMSA)で検

討した。脳内各部位の組織において牌臓のものと同様の移動度をもっNF-ATsite結合蛋白の

2つのbandが認められ，過剰の非標識プロープ添加により消去された。以上から，中枢神経

系においても末梢リンパ球でのNF-ATと同様のNF-ATlike DNA-binding proteinが存在するこ

とが示唆された。

[目的l末梢リンパ球において， NF-ATはinterleukin-2(IL-2)遺伝子のpromoter領域のNF-AT結
合e1巴mcnt(NF-AT si包)に作用し， 1し2の産生さらにTcellの活d性化をもたらす転写制御因子と

して，免疫反応に深く関与している(1)。さらに，免疫抑制剤cyclosporinA (CsA)の作用機構

でkeyfactorとなる転写制御因子としても注目されている(2)。すなわち，抗原， macrophage 

からのIL-lが1cellレセプターに結合するとtyrosinekinase， inositol triphosphatβ系，さらに

Ca/calmodulin依存性ph部 phatas巴のcalcineurinが活性化される。 calcineurinは転写制御因子NF-

ATの脱1)ン酸化をもたらし，その脱リン酸化されたNF-ATは核内に移行しIL-2遺伝子上流の

NF-AT siteに結合し，転写が惹起されIL-2が産生される。 CsAはレセプター蛋白cyclophilinと

complexを形成し， calcineurinの脱1)ン酸化活性を阻害し， NF-ATの核内移行を阻害すること

で， T田11でのIL-2産生を抑制し，その免疫抑制機能を発揮する。

近年，神経障害後に惹起される免疫反応に関する知見が報告され，末梢刺激に対して中

枢神経系でcytokineが発現し，中枢神経系でも免疫反応が発現していることが明らかになっ

ている。我々も， CsA末梢投与ーが一過'性脳虚血後の海馬でのレセプターの変化に，また

pentylenetetrawle誘発けいれん発作の重症度に影響を及ぼすことを見い出した(3，4)。

そこで， NF-AT site結合蛋白の脳内での存在および分布について検討する目的で，マウス

およびラットの脳核抽出液を用いclectrophorcticmobility shift assay (EMSA)にて検討した。

[方法]核抽出液の調製:7週齢雄性ICRマウスおよびSDラットを用い，ネンブターJレ(50

mg/kg， i.p.)麻酔下で脳血管内の血球成分を除くために左心室より冷却生理的食塩水で充分

に潅流し，断頭後脳から前頭皮質，海馬，前頭基底部，線条体，視床十中脳，菱脳， /J、脳
を，末梢からは牌臓の各組織を取り出した。 Schreibcrらの方法(5)に従い各組織より核抽出

液を調整した。核抽出液は蛋白定量後，使用時まで-80'Cで凍結保存した。

日巴ctrophorcticmobility shift assay (EMSA) : murinc 1し2のpromoter領域のNF-ATsitc (-290~-276) 

を含む合成オリゴヌクレオチドを5'末端を3，4塩基突出させalmealした2本鎖DNAプロープの

3'末端を[a-32P]dCTPとDNApolymcrase 1を用いてラベルした。核抽出液(4μg)，20mM

HEPES-NaOH (pH7.9)， 2 mM  Tris-HCI， 1 mM  Dγr， 0.4 mM  EDTA， 0.2 mM  EGTA， 80 mM  NaCl， 

2μg Poly (dI-dC)， 10% glyαrol， 0.2 mM  PMSF， DNAプロープ(200pg)のmlxtureを23'Cで15分間

インキユベート後， 4%ポリアクリ jレアミドゲJレにて電気泳動(11V/cm，4'C， 2.5時間)した。

泳動後ゲjレを乾燥し，オートラジオグラフイーを行った。
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[結果]ラット各組織からの核抽出液を用いたEMSAでは，牌臓だけでなく，弱いながらも

前頭皮質，海馬においても2つのbandが得られ，移動度も牌臓のものと同じであった(Fig.1: 

lane 1，3，5)。両bandともに1001音量の非標識プロープの添加により消去された(Fig.1: lane 

2，4，6)0 upper， lower bandよりも移動度の速いbandは過剰非標識フ。ローブの添加により影響さ

れず，非特異的結合蛋白と考えられた。マウス各脳部位の核fllll.l¥液をmいた日必SAで'I;:J:，視
床+中脳>菱脳=海馬>前頭皮質=小脳>前頭基底部=線条体の順に強い2つのbandが認め

られ(Fig.2: lane3-9)，過剰非標識プロープの添加により消去された(Fig.2: lane 2)。また，両

bandはラットでのband(Fig_2・lane1)と同様の移動度であった。

[考察]Jainらは近年， T ceIlからの核抽出液を用い，様々な刺激に対して早期lに誘導される
最初期遺伝子のc-fos，c-jun m貯.JAの令転写産物Fos，Jun蛋白の複合体AP-I(遺伝子上流のTREに

結合する)が， 1し2遺伝子上流域のNF-ATsiteに結合するNF-AT(NF-ATn)の構成成分で、あるこ

とを報告している(6)。すなわち， AP-l は核内でprc-existingNF-AT (NF-ATp)とtrIIηerを形成し

NF-AT sitcに結合するか，あるいはNF-ATsiteに近接するelcmcntに結合し蛋白ー蛋白聞の相互

作用により転写調節を行うと考えられる。本検討でも牌臓においてNF-ATpとAP-Iのtnmerと

考えられるupperbandと， NF-ATpのlowerbandの2つのNF-ATsite結合蛋白が認められた(Fig

1: lane 5)。一方，各脳部位の組織においても弱いながら牌臓のものと同様の移動度をもっ

NF-ATsitc結合蛋白のconstitutivcな2つのbandが認められ(Fig.2)，さらにこのNF-ATIikc DNA伊

binding proteinは薬物けいれん刺激において発現が増強した。また， upper bandは過剰の非標

識，TREプロープ添加により減弱することから， AP-lとの重合休を示している可能性が示唆

された。 rj1枢神経系においても，末梢リンパ球でのNF-ATと同様のNF-ATlike DNA同binding

proteinが存在することが明らかとなった。
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〔要約〕

酉変サ生系泉来佳芸事系田沼包E完主三UZ:ヨ弓子 a:> 戸ヨタヨトち必ヨ長オ'3.J二て~

~屍室長本申糸歪系にヌ寸するイ乍用

大村給、松本逸郎、佐々木和男、新島旭

(日本臓器・生物活性研、長崎大学・医学部、富山大学・工学部、新潟大学・医学部)

酸性線維芽細胞成長因子 (aFGF)の抗体を用いた免疫組織化学的研究によれば、内分泌系や交

感神経系と密接に関係する視床下部室傍核のニユーロンは免疫陽性である。そこで本研究ではaF

GFと内分泌系及び交感神経系との関係につき検討した。麻酔下ラットを用いてaFGFを第3脳室内

に投与すると血襲コルチコステロン値とエビネプリン値が用量一反応的に有意に増加した。この

血襲コルチコステロン値の上昇は抗CRF抗体の第3脳室内前投与によって有意に抑制されたが、

エビネプリン値の上昇には無効であった。一方、副腎受感神経の切除は血襲エビネフリン値の上

昇を有意に阻害したが、血祭コルチコステロン値の上昇には無効であった。 aFGFと交感神経系の

関係をさらに電気生理学的に調べるため、牌臓交感神経活動を記録しながらaFGFを第3脳室に投

与するとその活動は数時間にわたり上昇し、用量一反応的であった。血襲コルチコステロン値の

上昇や稗臓受感神経活動の上昇はaFGFの静脈内投与で、も認められた。以上の結果は、 aFGFが自己

免疫疾患に有効である可能性を示唆する。

[緒言]酸性線維芽細胞成長因子(aFGF)は脳室壁の上衣細胞によって産生される。上衣細胞は、

摂食やグルコースの腹腔内投与により脳脊髄液中lこ増加したグルコースに反応してaFGFを遊離す

る。遊離されたaFGFは摂食中枢ニユーロンに取り込まれて摂食を抑制し(1 )、一方海馬のニユ

ーロンに取り込まれて学習・記憶を促進する(3) 0 aFGFはまた内分泌系や交感神経系と密接に

関係する視床下部室傍核のニユーロンに取り込まれる(2 )。そこで本研究ではaFGFと内分泊系

及び交感神経系との関係につき検討した。

[方法]血襲コルチコステロンやエビネフリンの測定にはウィスター系雄性ラット (300-350g) 

を用いた。実験開始日より1週間前にネンブタール麻酔下で薬物投与用カニューレを第3脳室に、

採血用カテーテルを右心房内に慢性的に留置した。実験当日、第3脳室内留置カニューレを通し

て、生理食塩水に溶解したaFGFをネンブタール麻酔下の動物に10μ1投与した。投与前10分と投

与後20、40、60、90、120、150、180分に血液をカテーテルを介して採取し、直ちに血提成分を遠

心分離した。血球成分は再度生理食塩水に分散し、すみやかに動物に返した。採取した血援成分

は潤定するまで-300 Cで凍結保存し、 3週間以内に測定した。コルチコステロンはジクロルメタ

ンで抽出した後、 TLCで精製し、蛍光法で測定した。 aFGFは静脈内にも投与した。牌臓交感神

経活動のaFGFに対する応答はウレタン麻酔下のラットで調べた。開腹後、牌臓交感神経を末梢端

で切断し、その中枢側より双極電極で導出した。 aFGFは慢性的に留置したカニューレを通して第

3脳室に、あるいはカテーテルを通して静脈内に投与した。
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[結果]aFGFを第3脳室にlおよび10ng (0.06および0.6pmol)投与すると、投与1時間後には血

援コルチコステロン値は対照期の10μg/100mlからそれぞれ20および38μg/100mlに用量一反

応的に増加した(図 1)。血捜エビネプリン値も10ngのaFGFの投与で、対照期の250pg/mlから3時

間後には2ng/mlへと上昇した。抗CRF抗体の第3脳室への前投与は、血襲コルチコステロンの上昇

を有意に抑制したが(図2)、血援エビネフリン値の上昇に対しては無効であった。一方、副腎

~感神経の切除は血摂エビネプリンの上昇を阻害したが、血襲コルチコステロンの上昇には無効

であった。血襲コルチコステロン値はaFGFの静脈内投与 (10ng)によっても対照期の10μg/10

o mlから1時間後には20μg/100mlへと増加した。牌臓受感神経の活動もaFGFの第3脳室内投与
(50-200 ng/10μ1)や静脈内投与 (50ng/0.1 ml)で有意に増加し、その増加は数時間にわた

った。

[考察]本研究の結果、 aFGFは内分泌系および交感神経系に作用することが判明した。室傍核小

細胞部にはCRF含有ニユーロンが存在し、 CRFの遊離はACTHを介して副腎からコルチコステロンの

放出を促す。すなわち、 aFGFは視床下部 下垂体副腎系を介して血紫コルチコステロンを増加

した。このコルチコステロンは免疫担当細胞の活性を抑制することが知られている。 aFGFによる

血援エビネフリンの上昇は交感神経系による。交感神経活動の活動増加は牌臓交感神経で実際に

確認された。牌臓~感神経活動の増加は抗原認識を必要としないで腫湯細胞などを破壊するNK

(Natural Killer)細胞の活性を抑制する。以上の結果は、 aFGFが免疫抑制的に働き、自己免疫

疾患などに有効であることを示唆する。
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73 肝細胞成長因子 (HGF)の神経栄養活性

〔要約〕

浜之上誠1、竹本なぎさ¥松本邦夫2、中村敏一 2、中嶋 -1T'、高坂新一 1

1国立精神・神経センター神経研究所・代謝研究部、 2大阪大学医学部バイオメデイカル教育研

究センター腫療生化学研究部

我々はこれまでミクログリア由来プラスミノーゲンU'Gn)が中枢ニューロンに対し神経栄養活性

を有することを見いだし、その作用機序について検討を行ってきた。今回はアミノ酸配列かq>Gnと非常

に高い相向性を示す肝細胞成長因子 (HGF) に注目しその神経栄養活性について解析を行った。その結

果HGFはPGnと同様、突起伸展やドーパミンの取り込みの促進など中枢ニューロンに対し神経栄養活性

を示すことを明らかにした。

fはじめにj

ミクログリアの中枢神経系における機能については従来から貧食細胞として機能するとみられてき

た。しかし最近ミクログリアより様々なサイトカインが分泌されることやミクログリアの培養上清がニ

ューロンの生存維持に働くことが示されて以来(1)、ミクログリアは単に貧食細胞としてだけではなくよ

り積極的にニューロンに働きかけていることが示唆されている。我々はこれまでミクログリアの培養上

清中にセリンプロテアーゼの一つであるPGnが存在すること(2)、またこのPGnが大脳皮質組織片の突起

伸展活性(3)や中脳ドーパミン作動性ニューロンの生存維持、成熟活性を有することを報告ーしてきた。 (4)

今回はこのPGnと構造的に極めて類似しているHGFに注目し解析を行った。

f実験方法 J

大脳皮質組織片に対する栄養活性の検討: 胎性17日のラット胎仔より大脳皮質を切り出し機械的に

小片化した後コートしたディッシュに播種した。その後様々の因子を加え無血清MEM培地中にて 28

間培養し組織片の直径以上に突起を伸展している組織片の割合を測定した。

中脳細胞に対する栄養活性の検討: 胎性17日のラット胎仔より中脳を取り出し分散した後1x106/cm'

の密度でコートしたディッシュに播種し無血清DF培地にて培養した。 24時間後に因子を添加し 2日後

に官標識のドーパミンの取り込み能を測定した。

カゼインザイモグラフィー PGnあるいはHGFをSDS-PAGEにて分離した後、 2%カゼインと200単位

のウロキナーゼを含むゲルと重ね合わせ37・Cにてインキュベーションを行い、アミドブラックにて染

色した。

「結果j

HGFの神経栄養活性 大脳皮質組織片の突起伸展に対してHGFは濃度依存的に突起伸展活性がみ

られその最大活性を示す濃度は約30nMであった(図 1A)。 また中脳細胞に対する活性としてドー
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パミン取り込み能を測定したところHGFは濃度依存的にドーパミン取り込みを促進しその最大効果を

示す濃度は約 1nMであった(図 1B)。

HGFの構造とプロテアーゼ活性 PGnのザイモーゲン活性部位のうちHGFでは 2カ所でアミノ酸

の置換が起こっておりプロテアーゼ活性はないと推測されている。これを実際にカゼインとウロキ

ナーゼを用いたザイモグラフイーにより検討を加えたところ図 2のようにHGFにはプロテアーゼの活

性は認められなかった。

「考察J

HGFとPGnとのアミノ駿配列の相向性は約41%でありエクソン、イントロンの関係もよく保存された

蛋白である。 PGnは神経栄養活性を持っているが、これとよく似たHGFも中枢ニューロンに対し神経栄

養活性を持っていることが今回明らかとなった。 PGniまプロテアーゼ活性を持っておりこのことが神経

栄養活性に必須である可能性が考えられてきた。しかしながらカゼインザイモグラフィーの結果からも

明らかなようにプロテアーゼ活性のないHGFがPGnと同様の神経栄養活性を持っていることを考える

と、 PGnの神経栄養活性にはプロテアーゼ活性は直接関与していないと推測された。現在PGn及びHGFの

作用メカニズムについてレセプターレベルでの解析を続けている。

「文献J

1) Nagata，K.， T広巴i，N.， N紘ajima，K.，Saito，H. and Kohs乱ka，S.(1993) J. Neurosci. Res. 34，357-363 

2) Nak勾ima，K.，Tsuzaki，N.， Nagata，K.， Takemoto，N.加dKohsaka，S. FEBS L巴tt.(1992) 308， 2， 179・182

3) Nagata，K.， Nakajima，K.， Takemoto，N.， Saito，H. and Kohsaka，S. Int. J. 0巴v.Neurosci. (1993) 11， 227-237 

4) Naga凶，K.， Nakajima，K. and Kohsaka，S. Dev. Brain Re臼arch(1993) 75， 31-37 

(1989) Nature 342，440-443 

5) N必(amura，T.，Nishizawa，T.， Hagiya，M.， Seki，T.， Shimonishi，M.， Sugimura，A.， Tashiro，K. and Shimizu，S. 
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74 神経成長因子で誘導される転写因子 NDFlのcDNAクローニング

樋口宗史、李病生、三木直正
(大阪大・医・第一薬理)

〔要約〕 神経ペプチドNeuropeptideY (NPY)遺伝子プロモータ一部-8切-33の48bpには、
PC12細胞でのNGF刺激に反応して転写活性化を起こすcisエレメント(NGFRE)が存在するC

ζのNGFREのAPI-like(-74/-63)とSpl-Iike site( -62/-51)には 2つの 2本鎖DNA結合蛋白質

NDF 1，2が結合する(1)。このうちNDFIは脳及び肺に特異的に存在し、神経系由来の白日
lindこ豊富に発現する核蛋白質である(2)0 NGF刺激はNDFIの結合活性を特異的に増加さ
せるので、 NDFlはNGFによる神経遺伝子の転写誘導における重要な転写因子と考えられ

た。今回、我々はラットPC12田IIA gtllcDNAライブラリーからNDFlのクローニングを
武みた。 southwestem法を用いて、二本鎖オリゴ(-80/-51)プロープに結合する26kDaの核蛋
白質として単離、同定したo s -galactosidase-NDFl融合蛋白質はNGFREのAPl-1ikesi臼に特
異的に結合した。

旧的] NGFによる高親和性受容体(TrkA)のチロシンキナーゼ活性化は、 30分以内
広蛋白合成に依存しないMAPkinaseリン酸化カスケードを介して、転写制御因子をコー
ドするimmediateearly genesの発現誘導を引き起こす。このPC12細胞の神経分化の初期過
程は最近詳細に明らかになりつつある (3δ)。しかし、それに続いて起きる、数時間以降
ゐ、蛋白合成を介する神経特異遺伝子群 lategenesの転写誘導機構はまだ不明のままであ
る。これらの機構の解明はNGFによる交感神経の分化・生存維持を知る上で重要である。
交感神経に発現するNeuropeptideY(NPY)遺伝子はNGF刺激のl批 geneであり、蛋白合成
を介して著しいNPY遺伝子転写活性化が生じる(6)。この転写活性化はNPY遺伝子のプロ
モーター上48bpのNGF-responseelement (NGFRE)によってヲ!き起こされる。興味深いこと

に、 NGFREはの上流18bp(-80/-63)は、系統的に良く保存された28bpのパリンドロームの
一部を形成しており、やはり系統発生的に重要な転写因子が結合すると考えられた。私
達はこれまでNGFREの二本鎖、一本鎖塩基配列に特異的に結合するDNA結合蛋白質の存

在と神経系で、の発現を報告してきた(1み 二本鎖DNA結合蛋白質のうち、APl-1ikesi削・
74/-63)に結合するNDFlはNGFの刺激に伴いDNA結合活性が増加するので、 NGFによる
NPY遺伝子の転写誘導における重要な転写因子と考えられた。
そこで今回、 NGFによる NPY遺伝子のNGFREを介する転写活性化機構を明らかにする
自的で、ラット PC12cell cDNAライブラリーからNDFlのcDNAクローニングを行った。

[方法] 核抽出液の調整 PC12細胞及び、 Iversenらの方法で分画した脳各部位から
粗核分画を作成した後、 Di伊釧らの方法(7)で核抽出液を得た。
ゲルシフトアッセイ: ラットNPY遺伝子のNGFREの上流30bpオリゴヌクレオチド

NGFUdsを5'末端ラベルし， 2本鎖にアニーリングしてから、核蛋白質との結合を12mM
ijepes-KOH(pH7.9)， 60 mM  KCl， 12% glycerol存在下に、行なった(1，2)。
llJv クロスリンキング: ゲルシフト反応液中で"254nmUVをoOC、1-1.5時間照射し、
DNA-蛋白質複合体をSDS-PAGEにて解析した。
cDNAクローニング: ラットPC12cell及び脳 Agtl1 cDNAライブラリーをsouthwestem‘法

(8)でスクリーニングし、 Sanger法により塩基配列を決定した。さらに、得られた陽性ク
ローンから /3-galactosidase融合蛋白質を作成し、ゲルシフトアッセイで解析した。

[結果(1) PC12細胞及び脳には、 NGFRE上流30bp領域NGFUdsのAPl-likesite (-
74/-63)に結合し、 NGF処理で結合活性の増加する核蛋白質が特異的に存在する o UVクロ

スリンキングesoutt附山m解析Iこ工りこの蜜百質の芳子萱ほ26ゆ♂ゑ弄じ主主森際日た。



(2) NGFUdsによるsouthwestern法によるスクリーニングにより、ラットPC12cell cDNA 

library (2x 105 pfu)から 1種類から成る5個の陽性クローンを、ラット脳cDNAlibrary (9x 

105 pfu)から、 2種類からなる13個の陽性クリーンを得た。ラット脳からの 2種類のクロ

ーンのうち 1種類はPC12細胞由来のものと同ーの蛋白質をコードしていた。
( 3) PC12細胞と脳に共通なcDNAは26kDaの蛋白質(235アミノ酸残基、 705bp) のコー
ド領域を有し、その中に 2つの核移行シグナルを持った新しい蛋白質であった。
( 4 )この蛋白質が確かにNDFlであるかを確認するために、ラットPC12cell cDNA 

lib聞から得た陽性クローンから s-仰 ctosidase融合蛋白質を作成し、ゲルシフトア Yセ
イを行った。図 2に示すように融合蛋白質(sgalactosidase-NDF1(89・235))はNGFRE上流領
域に特異的に結合し、その結合はAPl-likesiteを含むNGFUdsとNGFDE1(-80/町63)で括抗さ
れることが解かった。

[考察] 以上のように、 NGF刺激後蛋白合成を介して誘導される転写因子NDFlをク
ロ}ニングした。現在、神経特異的なNDFl遺伝子の発現をNorthernblotで、解析している。

さらに今後、このcDNAを発現ベクターで発現させ、 NDFlの機能を追及していきたい。

図 l 塩基配列より推定されたNDFlcDNAの構造
1 29 734 

5' 3' 

AAUAAA 

明咽剛， 、.胸W 胃咽闘世 咽剛輔岬

Competitor +Spl +APl +Uds +DEl +mtDEl 
結合活性 100% 120% 100% 0% 25% 90% 

図2 融合蛋白質(s galactosidase-NDFl (89-235))のNGFUdsによるゲルシフト
ラベルしたNDFUdsに対して100倍量のオリゴの措抗をみた。 mtDElはmu伽 tAPl like-site 
を持つ。

文献
(l) Higuchi，H. et al. (1992) Biochem. Biophys. Res. Commun. 189， 1553-1560. 
(2)樋口宗史、金哲照、三木度正(1993) 神経化学、 32巻、 30“31頁。)Qui，M.-S. andGreen，S.H. (1992) Neuron9， 705-717. 
(4) Verdi， M.-S. etal. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91， 3949-3953. 
(5) Leevers， S.J. etal. (1994) Nature 369，411-414. 

('6) Sabol， S.L.如dHiguchi， H. (1990) Mol. Endocrinol. 4， 384-392. 
(7) Dignam， J.D. et al. (1983) Nucleic Acids Res. 11， 1475ぺ489.
(8) Singh， H.et aI. (1988) Cell， 52， 415-423. 
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75 成長抑制因子(GIF)によるs-amyloidtoxicity の滅弱

内田洋子1、増水章季人井原康夫3

(都老人研神経病理¥日本電子ESR応用研究室2、東大脳研病理3)

〔要約〕
成長抑制因子 (GIF)の発芽し終えたニューロンへの作用を培養大脳ニュー口ンを用

いて桔討した。胎性 17日ラットの大脳ニューロンを培養し、培養7日自にGIF(0.25--

1.0μM)を添加したところ、 GIFはニューロンの細胞死を引き起こさず、その生存を維持

した。また、 GIF(0.5μM)添加によってsl-42(2.5μM)の細胞毒性が滅弱された。 ESR-
スピントラッピング法によってフリーラジカル消去能を測定したところ、 GIFに・OH消

去能が認められたことから、 GIFの発芽し終えたニューロンへの保護作用はフリーラジ

カルの消去を介していると考えた。

成長抑制因子 (GIF) は神経栄養因子存在下で培養大脳ニューロンの生存と突起形成

を抑制するメタロチオネイン様の蛋白として正常老人脳より単離同定された(1 )。

GIFは当初、正常老人脳に存在するが、アルツハイマー病(AD)脳では減少しているとさ

れていたが、その後、 ADのみならず種々の変性疾患の病変部でニュー口ン死と相関し

て減少していることがわかった(2 )。しかし、 GIFの減少がニューロン死の原因なの

か、それとも結果なのかはわかっていなかった。そこで、今回は、 GIFの減少がニュー

ロン死の原因になりうるのかどうかを調べるために、 GIFの作用を再検討した。

[方法]ニューロンの培養と細胞生存率の測定:胎生17日令のラットより大脳を取りだ

し、 trypsin-DNase 1でdissociateして細胞を得た。 Gelatin-polyornithi neco atした

microplateに4.5x104個/wellの細胞をまき、 10%牛胎児血清含むMEMで培養した。培養

7日目に、無血清培地(MEMN2)に交換し、 GIFやs-amyloid(s 1・40，s1-42)を添加してさ

らに 3日間培養し、 MTT法で細胞生存率を測定した。

027之主立(Sb-)とOHラジカル(・ OH)消去能の測定:02ーはヒポキサンチン-キサンチン
オキシダーゼ系で発生させ、 DMPO'こトラップして、 DMPO・02-をESR-スピントラッピ

ング法で定量した。・ OHは、 DETAPACにキレートしたFe2+とH202
'

こより発生させ、

DMPO'こトラップして、 DMPO-OHをESR-スピントラッピング法で定量した。

[結果と考察] ( 1 ) GIFは発芽し終えたニュー口ンの生存を維持する

大脳ニュー口ンの播種時にGIFを加えると、 AD脳抽出液の存在にも関わらず、培養

ニューロンの生存や突起形成は間害される。しかし、大脳ニュー口ンの培養7日目に

GIFを加えると、 GIFは、細胞死を引き起こすのではなく、細胞の生存を維持した(図

1 )。この培養にはアストロサイトなども混入しているため、 MTT法で測定した細胞生

存率がニュー口ンの生存率を反映しているかどうかを、 ELlSAによるMAP2および

GFAPレベルの定量によって確かめた。その結果、 GIF添加によってMAP2レベルは増加

したが、 GFAPレベルは変わらなかったため、 GIFはニューロンの生存を維持している

と考えた。メタロチオネインには、ニュー口ンの生存を維持する作用はなく、むしろ生

存を阻害した(図 1)。以上の結果から、 GIFは発芽しようとするこユーロンの生存や



突起形成を抑制するが、発芽し終えたこユーロンに対してはニュー口ンの生存を維持す

ると考えた。

( 2) GIFはやamyloidproteinによるニュー口ン死を抑制する

大脳ニューロンの培養7日自に、 ageds1・40(0.625~5.0μM) 、 aged s1・42(0.625~5.0 

μM)をそれぞれ添加し、 3日後にMTT法で細胞生存率を測定したところ、どちらのペプ

チドにも細胞毒性が認められた(図 2)。対照としてagedamylin (1.25~5.0μM) を同
様に添加したが、細胞毒性は認められなかった。次に、培養ニュー口ンにβpeptide(2.5 

μM)を添加する直前に、 GIF0.125~1.0μM を添加したところ、 ß1 ・40の毒性は抑制され

なかったが、 0.5~1.0μMのGIFによって戸1 ・42の細胞毒性が滅弱された(図 2) 。
( 3) GIFにはOHラジカル消去能がある
ESR-スピントラッピング法により、 GIFにフリーラジカル消去能があるかどうかを調べ

た。 GIF(2~6μM)には、 O2-消去能は無いものの、 .OH消去能があることがわかった。

メタロチオネイン(2~6 μM)には、 O
2
-消去能も・OH消去能も無かった。以上の結果か

ら、 GIFの、発芽し終えたニュー口ンへの生存維持作用やs-peptide毒性の緩和は、フリー

ラジカルの消去を介していると考えた。

[文献](1) Uchida Y et al: Neuron， 7: 337・347(1991) 

(2)内田ら:神経化学， 32:40・41(1994) 

(3) Pike CJ et al: Brain Res， 563: 311・314(1991) 

(4)Manthorpe M et al: Dev Brain Res， 25: 191-198 (1986) 
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76 
マウス胎児期におけるニューロトロフインー3遺伝子の発現

東俊英明、高見健治*、改正善彦、中田貢、阿部敏男件、志甫翠***、五十嵐貢一

(武田薬品開拓第二研究所、*薬剤j安全性研究所、料実験動物管理室、 ***ROR:研究部)

〔要約〕

ジーンターゲッティング法により、染色体上のニューロトロフィンー3(NT・3)遺伝子を大腸菌由来

のβガラクトシダーゼ遺伝子(lacZ)で置換したマウスを作製した。 Nf-3(+/ー)およびW-3(ー/ー)マウスの

胎児におけるβガラクトシダーゼの発現は10日佐では中枢および下顎に観察された。 13・15日匹では

その発現箇所は末梢感覚神経、運動神経および交感神経の終末組織に広く観察された。特に、三叉神

経の終末組織に強い発現がみられた。また、三叉神経節、後根神経節および脊髄前角運動ニューロン

自体にもNT・3の発現がみられ、これらの細胞でNT-3がautocrineに作用していることが示唆された。

(緒言)我々は、神経栄養因子の生体内ににおける機能を明らかにするため、マウスES細胞を用い

てNT-3欠損マウスを作製した。 NT・3遺伝子を標的破壊する際、この遺伝子の発現パターンも同時に

容易に観察できるように、 lacZをNT-3蛋白質をコードする遺伝子領域と置換した。この変異をヘテロ

に持つマウス (NT-3(+/・)マウス)は、野性型マウスと比較して外見上変化が無かった。これに対し

ホモ変異マウス (NT・3(・/ー)マウス)は胎性中期より、末梢感覚神経節において細胞数減少および、

N下3の高親和性受容体であるtrkOの発現滅少がみられた。さらに、生後まもなく重篤な運動失調を呈

した。しかしながら、 NT・3が高発現している領域の一つである脊髄では異常が見られなかった。今

回、 NT・3(+/ー)およびW-3(イ・)マウスの胎児を用いて、 NT-3のinvivo での発現パターンをX-gal染色に

より観察した。

(方法) NT-3遺伝子はその蛋白質をコードする遺伝子領域の43番目のコドンから終止コドンまでを

相同組み換えによりinframe口'acZと置換した。 Wholeembryoは1%グルタルアルデヒド/pBSで固定後、

1mM X-gal， 3mMフェリシアンイヒカリウム，3mMフエロシアンイヒカリウム， 1mM塩化マグネシウム，

0.1% Triton X-100/pBSで染色した。組織切片は、粉末ドライアイス上で胎児を凍結後、クリオスタッ

トで薄切して作製し、上記の方法で固定、染色した。

(結果と考察) NT-3の発現は10自在(EI0)では、中脳、体節および下顎に観察された。 E13-17になる

と中枢での発現は相対的に滅少し、末梢感覚神経、運動神経および交感神経の終末組織聞ち、

Whisker-pad、虹彩、耳、外性器、骨格筋、内臓壁等に広〈認められた。尚、 lacZの発現パターンは

Homoz:ygoteとHeteroz:ygoteで差はなかった。これらの結果は、組織培養ニューロンに対するNT-3の活

性を示した報告(1・6)を支持する。また、従来報告されている、脊髄前角運動ニューロン、後板神経

節ニューロンのみならず(7，8)、三叉神経節のニューロンにも発現が見られ、 NT・3のautocrine様の作

用が広く存在する可能性が示唆された。
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Figurel. NT・3(-介)マウス(E14)におけるlacZの発現(Scalebar， 1 mm) 

Figure 2. NT・3(十)マウス(E17)の三叉神経節におけるlacZの発現(Scalebar， 100μm) 
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77 プ口サボシンの海馬錐体細胞保護作用
佐野輝人松田正司 2、温同春2、小谷泰教1、近藤啓次 1、

上野修一1、柿本泰男 1、吉村裕之3、阪中雅広2

(愛媛大・医・神経精神1、第2解剖2、実験実習機器センタ_3) 

〔要約) 4種のサポシン(スフインコ脂質活性化量白質)の前駆体量白質であるプロサポシンは中枢神

経系では特定の神経細胞および神経線維に豊富に含まれており、独自の機能を担っていることが推察され

てきた。今回我々はスナネズミを用いて虚血海馬 CA1領域の錐体細胞の遅発性細胞死モデルを作成し、

プロサポシン脳室内注入が神経保護作用を有するか否かを検討した。その結果、プロサボシンに著明な海

馬錐体細胞保護作用があることが判明した。すなわち、前脳虚血3時間前から 7日間プロサポシンを脳室

内に持続投与すると用量依存性に生存細胞数の増加ならびに学習行動改善が認められた。

[緒言] サポシンはスフィンゴ脂質の氷解酵素群を活性化する小蛋白質群であり、 4種のサポシン A、

B、C、Dは前駆体蛋白質プロサポシンの各ドメインに含まれる 1)、プロサポシンの量およびプロセッシ

ングのレベルは組織によりかなり異なることが実証されてきた 2)。すなわち異化作用の強い臓器である

肝臓、牌臓ではプロセスされたサポシンが豊富に存在し、興奮性組織の脳神経系や筋肉組織では前駆体型

であるプロサポシンが主要な型として認められる。さらにプロサポシンはサボシンの前駆体として存在す

るのみならず、プロセスされないそのままの形で細胞外液特に悩脊髄液に豊富に存在し、末梢組織におい

ても血小板から刺激に応じて機能性に放出される 3)。プロサポシンl封書巣で精子形成過程の特定の時期

にセルトリ細胞から精細管に分注されることが知られており、精子細胞の分化過程を制御する可能性が示

睦されている 4)。またプロサポシンは脳の成長発達の段階ではシナプス形成期に豊富に出現する 210 こ

れらの事実からプロサボシンは神経細胞の分化生存と密接に関係していることが考えられ、プロサポシン

が神経組織を維持栄養する可能性が示唆されてきた。

[実験方法] ハロセン麻酔下に 12週齢の雄スナネズミの背部皮下にミ二浸透圧ポンプを移植し、ポ

ンプの針チューブを左側脳室内に植え込んだ。虚血負荷3時間前からプロサポシン (100、240ng/day) 、

生理的食塩水又は 0.5%ウシ血清アルブミン含有リン酸緩衝生理的食塩水 (PBS/BSA) を7日間持続注

入した。前脳虚血モデルは直腸温および脳温を 37:1:0.2度に維持しながら両側総頚動脈を 3分間遮断す

ることにより作成した。偽手術群でも同様に生理的食塩水を脳室内に注入した。虚血7日後にステップダ

ウン型受動的回避学習装置を用いて訓練施行を実施し、翌日反応潜時を測定して学習能力の指標とした。

その後スナネズミ脳を濯流固定しパラフィン包埋した。さらに 5オmの切片をクレシルバイオレットで染

色し、海馬CA1領域の生存錐体細飽数をイメージアナライザーでカウントした。各群 (n= 6-8) の学習

実験および神経細胞数計測結果を Mann-WhitneyU-testを用いて有意差検定に供した。

[結果と考察 1Prosaposin 240 ng/dayを脳室内注入すると受動的回避学習実験の潜時が生理的食塩
水又IjPBS/BSA注入群に比して有意に延長し、学習能力は偽手術群に匹敵する程に改善した(図 1)。

海馬CA1領域の組織的検索でも、プロサポシン投与により生存神経細胞数が増加することが判明した

(図 2)。これを数値化すると、偽手術群では 247:1:3 cells/mm、生理的食塩水もしく IjPBS+BSAを

注入した虚血群では各々137士12，147:1:13 cellslmm、プロサポシン240ng/dayを注入した虚血群では

202:1: 11 cells/mmとなっていた(図 3)0 Medial septal nucleusにはプロサボシンを含む神経細胞が豊

富に存在し、その支配領域である海馬錐体細胞周辺にはプロサボシン含有神経線維が多数認められる 5) 

スナネズミ海馬CA1錐体細胞は一過性前脳虚血後遅発性細胞死を引き起こすことが知られている。今回

の研究で虚血後の学習行動障害ならびに遅発性神経細胞死に対してプロサポシンが保謹効果を発揮するこ



とが確認された。その作用機構については推測の域をでないが、プロサポシン自身には活性化蛋白質活性

や保護霊白質安定化作用がないことにより 6) 7) GM1をはじめとするガングリオシドとの相互作用引を介

して虚血神経細胞の機能維持・回復を促進する可能性が示唆される。
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図 2 3分虚血(:t)砂ネズミ海馬 CA1領域。 A: sham-operation + saline 

注入、 B:虚血負荷+saline 注入、 C:虚血負荷+prosaposin (100 ng/day) 

注入、 D:虚血負荷+prosaposin (240 ng/day)注入。 Bar= 100μm。

[文献 )1) O'Brien J. S. & Kishimoto Y.: FASEB J. 5: 301-308，1991 
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5) Kondoh K. et al.: J. Comp. Neurol. 334， 590-602， 1993 
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7) Itoh K. et al.: J. Biol. Chem. 268， 1180-1186， 1993 
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78 プ口サボシンの坐骨神経再生促進作用
小谷泰教¥佐野輝 1、松田正司 2、近藤啓次 l、

上野修一 l、柿本泰男 l、阪中雅広2

(愛媛大・医・神経精神 1、第2解剖 2) 

〔要約〕 プロサボシンは神経系に豊富に存在するが、その生理的機能は未だ不明である。今回我々はモ

ルモット坐骨神経切除後の再生に対するプロサボシンの効果を検討したところ、プロサボシンが強力な末

梢神経再金促進作用を持つことを見い出した。すなわち、プロサポシンは濃度依存性に再生神衛〉線維数、

断面積を増大させた。至適有効濃度 (20ng/ml)はこれまで報告された成長因子群より低濃度であった。

[緒言] 四種のスフィンゴ脂質活性化蛋白質であるサボシン A、B、C、Dは、同ーの前駆体であるプ

ロサボシンから生じる 1)。プロサポシンl.iサボシンの前駆体としてのみならず、神経系等の組織でプロ

セスされることなく機能していることが考えられている幻。またプロサボシンは精巣で精子形成過程の

特定の時期にセルトリ細胞から精細管に分泌されることが知られ、精子細胞の分化を制御している可能性

が示峻されている 3)プロサボシンは脳や筋肉組織に豊富に存在しプロセスされないそのままの形で細

胞外へ分泌されること叫や、成長の過程で脳のシナプス形成期に豊富に出現すること 2)等より神経細胞

の分化とも関係していることが考えられ、神経栄養因子としての役割を担う可能性が示峻されてきた。 In

situ hybridization の実験結果から、プロサボシンは後根神経節を中心とした末梢神経にも豊富に発現し

ていることが知られている幻故、今回我々は invivoでの末梢神経再生に対するプロサボシンの効果につ

いて検討した。

[実験方法] 200~250g の雄モルモッ卜を抱水クロラール麻酔後、両側坐骨神経を 2mm 切除し、

断端間カ'o{6mmとなるようにシリコンチューブで架橋した。片側にプロサボシンを最終濃度が 2、10、

20、40、200ng/mlとなるよう PBSに溶解してコラーゲン溶液と混和してゲル化し、対照側には同量の

PBSをコラーゲンと共にゲル化した。神経切除3週間後、動物を濯流固定し、両側のシリコンチューブに

覆われた再生神経を取り出し中央部を切断した。切除した神経および再生神経をエポン樹脂に包埋して落

切し、トルイジンブルー染色後、光学顕微鏡下で切除、神経の緯維数および再生神経線維数を数え、イメー

ジアナライザーによって切除神経の断面積および再生神経中央部の断面積を計測し、各々の割合を求めた。

各群5~7匹の結果の統計解析には Paired t-testを用いた。

[結果と考察] プ口サボシン 20ng/ml注入側と対照例の再生神経の機断面を図 1に示した。プロサ

ボシン注入群では線維数、断面積ともに対照に比較して増大していたが、強拡大写真(図 1C 、0)では

線維密度には有意な変化は認められなかった。切除神経の線維数および断面積に対する再生神経の線維数

および断面積の割合をプロサボシン注入群と対照群で比較し、数値化したものが図2および図3である。

プロサボシン濃度が 20ng/ml時に神経線維数および断面積が対照に比較し最も強く増加した。また、プ

口サボシンの濃度が 200ng/mlの時には逆に神経線維数および断面積の再生を抑制する傾向に働くとい

う結果が得られた。以上の事実からプロサポシンは 20ng/mlの至適濃度において坐骨神経の再生を促進

する結果が得られた。この濃度はすでに末梢神経再生促進作用が報告されている NGFよりも 102~105 

倍低<6) 7)、コラーゲンゲル法で報告されている aFGFよりも 20倍低い濃度である B)。今回の結果は

プロサボシンが末梢神経再生を促進することを示しており、プロサボシンが神経栄養因子として機能する

可能性を示唆するものである。ちなみにプロサボシン自身には活性化蛋白質活性や保護蛋白質安定化作用

はないが引 10)神経再生促進作用が確認されているGM1をはじめとしたガングリオシドに対して結合能

を有することが最近明らかにされている 11)故、このことがプロサボシンの作用機構の解明に何らかの鍵
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を与えるものと期待される。
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79 生後ラット脳から培養した種々のコリン作動性ニューロンとその生存誕儲

阿比留康弘、野々村健、西尾チカ、畠中寛

(大阪大学・蛋白質研究所・生合成)

〔要約〕シナプス形成の終了期である生後 2週齢のラットから培養した前脳基底野コリン作動性ニューロン

は、神経成長因子制GF)、脳由来神経栄養因子 (BDN町だけでなく、培地を高カリウムに変えることに

よる脱分極刺激や cAMP 誘導体の添加によっても、その生存が維持される。そこで、中枢神経系のその'";~

のコリン作動a性ニューロンへの生存維持作用を前脳基底野の場合と比較した。その結果、線条体のコリン

作動性ニューロンでは、 NGFと cAMP誘導体は前脳基底野の場合と同様に生存維持作用を示したが、

BDNFと高カリウム刺激は効果を示さなかった。以上の結果は、同じコリン作動性であっても、ニューロ

ンの生存維持機構に大きな違いがあることを示唆している。現在、中枢神経系の他の領域についても検討

中である。

前脳基底野コリン作動性ニューロンは海馬・新皮質に投射しており、このコリン作動性投射回路は記憶

・学習に重要な系として知られており、またこの破壊はアルツハイマー型痴呆症と深い関わりが指摘され

ている。既に、我々はシナプス形成終了期にあたる生後 2週齢ラット培養系において前脳基底野コリン作

動a性ニューロンが神経成長因子制G町や脳由来神経栄養因子 (BDN町依存性の生存維持が見られること

を明らかにしている (1)(2)。さらにこのニューロンは、培地を高カリウムに変えることにより引き起こさ

れる脱分極刺激や、 cAMP誘導体の添加によっても生存維持される (4)。そこで今回、中枢神経系の様々

な領域のコリン作動性ニューロンの生存維持機構を比較する目的で、まず線条体のニューロンに対する

NGF， BDNF、高カリウム刺激、 cAMP誘導体の効果を調べたので報告する。

〔方法〕

生後ラットからの中枢神経系ニューロンは既報に従って培養した (1)(3)。前脳基底野は、中隔野とフeロー

カ対角帯核垂直部を含んでいる。細断した組織を papain消化の後、得られた生細胞を 3-5X 105 cells 

/ cm2の割合で、 polyethyleneimineでコートした 48-wel1プレート(培養面積 0.65cm2)にまいた。ま

ず、血清を含む培地で培養の翌日、培地を無血清 TIP/DF培地に交換し種々の添加物を加え 3-6日間培

養した。 NGFは雄マウス顎下腺から調製し、 BDNFおよび毛様体制i経栄養因子 (CNTF)は Regeneron

社より戴いたヒ卜組換え型を使用したocAMP誘導体として、 8-(4一Chloropheny1thio )-cAMP を用いたハ

培養の後、アセチルコリン合成酵素 (ChA1)活性の測定を行う (1)と共に、アセチルコリンエステラーゼ

(AChE)活性染色、また抗 ChAT抗体および抗 MAP2抗体での免疫染色を行った (4)。

〔結果と考察〕

図 1は、生後 2週齢ラット前脳基底野コリン作動性ニューロンへの NGF，BDNF、高カリウム刺激、

cAMP誘導体の効果を調べたものである。また、図 2は、これら因子の効果を線条体コリン作動性ニュー

ロンを用いて調べたものである。前脳基底野においては既に報告した結果と同じく、これら因子は全て、

ChAT活性を有意に上昇させていた (1)(2)例。この活性の上昇が生存 ChAT陽性ニューロン数の違いに

よることは既に報告した通りである。一方、線条休の場合は、 NGFと cAMP誘導体の添加によって、

ChAT活性は有意な上昇を示しているが、 BDNFおよび高カリウム刺激は効果がなかった。線条{本におけ

る NGFによる ChAT活性の上昇が生存 ChAT陽性ニューロン数の也、によることを、表 1で示しむ
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興味深いことに、線条体におけるコリン作動性ニューロンの生存維持が高カリウム刺激によって影響され

なかったにもかかわらず、蛋白質合成阻害剤 cycloheximideはこのニューロン死を抑制する傾向を示したο

以上の結果は、非投射型のニューロンである線条体のコリン作動a性ニューロンは、投射型の前脳基底野

コリン作動性ニューロンとは異なり、 BDNFや高カリウム刺激には応答しなかったことを示している。こ

の違いがニューロンの非投射型と投射型の違いなのか、また投射するしないによってそのニューロンのシ

ナプス形成の時期やニューロンの成熟の時期が異なることが、応答性の違いとなっている可能性もある。

現在、さらに種々の領域、例えば脳幹部や脊髄のコリン作動性ニューロンを用いて検討中である。
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Factor(dose) ChAT + cells(cells/well) % control 

Control 19士8 (100) 

NGF(100ng/ml) 57土4 300 

表1:生後2迎齢ラット線条体のChAT陽性細胞数に対するNGFの効果。

〔文献〕

(1) Hatanaka，H.， Tsukui，H. and Nihonmatsu，I. (1988). Dev巴lopmentalchange in th巴 nervegrowth 
factor action from induction of choline acetyltransferase to promotion of cell survival in 
cultured basal forebrain cholinergic n巴uronsfrom postnatal rats. Dev. Brain Resリ 39，85-95. 

(2) Nonomura，T. and Hatanaka，H. (1992) Neurotrophic effect of brain-d巴rivedneurotrophic factor 
on basal forebrain cholinergic neurons in culture 合ompostnatal rats. Neurosci. Res.， 14， 226-
233. 

(3) Kushima，Y. and Hatanaka，H. (1992) Culture of neuronal cells from postnatal rat brain: 
Application to the study of neurotrophic factors. Prog. Neuro-Psychopharmacol. and Biol. 
Psychiatリ 5，617-633. 

(4) Nakamura，M.， Nishio，C.， Nonomura，T. and Hatanaka，H. (1994) High potassium and cyclic 
AMP analog promote neuronal survival of basal forebrain cholinergic neurons in culture from 
postnatal two-week-old rats. Dev. Brain Resリ inpress. 



194 

80 アストロサイトによる赤血球分化増殖因子

エリスロポエチンの生合成
〔著書)

〔所属〕
増田誠司、永尾雅哉、佐々木隆造

京都大学農学部食品工学科

〔要約〕

神経細胞にはエリスロポエチン (EPO)レセプターが発現していることを報告した (4)。今回我
々はラット胎仔大脳初代培養の上清中にEPO(脳EPO)が分泌されることを発見し、中枢神経系に
おけるEPOの生合成を示した (5)。脳EPO生合成は、酸素分圧により遺伝子発現レベルで調節さ
れていた。脳EPOのinvi troにおける生物活性は血清EPOより強かった。 EPO生合成細胞を同定す
るため、大脳初代培養系より EPO産生細胞を不死化したところ、アストロサイトがEPOを生合成
していた。以上より、 EPOは神経系ではアストロサイトが産生することが明らかとなり、神経
絡胞に対してパラクライン様式で作用していると考えられた。

[序] 赤血球分化増殖因子エリスロボエチン (EPO)は、赤血球の産生量を制御する糖タン
パク質ホルモンである (3)0 EPOは成体では腎臓、胎仔では肝臓で産生され、血流を介して骨髄
や牌臓中の赤血球前駆細胞に作用する仏7)。これまでEPOの作用は、赤血球系細胞に限定され
ると考えられてきたが、我々は神経細胞としての性格を持つPC12細胞や、コリン作動性神経
細胞株SN6に機能的なEPOレセプタ-(EPO-R)が発現していることを発見した (4)。さらにEPOが成
体マウスのコリン作動性神経の生存にも作用することが示され α)、EPOは神経栄養因子作用を
持っと考えられた。ここで問題となるのは、脳は出生前後に血液脳関門により血流から開絶

されるため (6)、血流中のEPOは中枢神経系に作用することは出来ないことである。したがって
EPOが中枢神経細胞に対して生理機能を持つならば、 EPO自身が脳内で生合成される必要がある。
そこで脳におけるEPOの生合成について大脳初代培養系を用いて検討した O

[方法] EPOの生合成制御ー胎齢19日のラット大脳を、 DMEM/10%FCSにて5%、21%0，で初代
培養した。培地の交換は 3日ごとに行い、上清のEPO活性をEIAにより測定した。 EPOmRNAの発
現量をRT-PCRにより比較した。 EPOの生物活性および分子量ー大脳初代培養系より分泌されて
くるEPOを、抗ヒト EPOMoAb R2により精製した。 EPOの生物活性は、 EPO依存性細胞株Ep-FDC-P2
によるMTT法、およびマウス胎仔肝臓細胞を用いたコロニー形成法により評価した。分子量は、
抗EPOPoAbを用いたWesternblottingにより決定した。 EPO生合成細胞の同定-SV40 large T 
抗原遺伝子を大脳初代培養細胞に導入し、 EPO生合成細胞株を得た。これらの細胞株について、
抗GFAP抗体で染色した。

[結果] EPOの生合成制御一日0，で培養した大脳初代培養系では、培養 12日日ごろより
脳EPOが検出され始め、産生量が徐々に増加した。一方大気圧21%0，では、脳EPOはほとんど産生
されなかった(図 1)。また酸素分圧が下がるとEPO産生量は増加し、酸素分圧依存性を示し
た。このときEPOmRNA量は、低酸素分圧下で顕著に誘導されており、低酸素状態でのEPO産生
の増加は、遺伝子発現レベルで調節されていることが明らかとなった(図 2) 0 EPOの生物活
性および分子量一脳EPOの生物活性は血清EPOよりも強かった。またEPO-Rの細胞外領域 (sEPO-R) 
によりこの作用は完全に阻害され、 EPOの特異的作用であることが判った(図 3) 0 次に脳
EPOの分子量を調べたところ33kDaであるのに対し、血清EPOは35kDaであった。両者をsialidas巴
処理すると共に31kDaになり、分子量の差はシアル酸含量の違いによることが判った。脳EPOの
活性が高かったのはシアル酸含量が少ないためと推測された。 EPO生合成細胞の同定-SV40 
1 arge T抗原を導入し不死化した細胞を、抗GFAP抗体で染色したところ、いずれも陽性であっ
た(図 4)。これより EPO産生細胞はアストロサイトであることが明らかになった。

[考察] EPOはこれまで赤血球産生にのみ作用すると考えられてきたが、我々はEPO・Rが神
経細胞に発現していることを見いだし、アストロサイトがEPOを生合成することを明らかにし
た。これはEPOが中枢神経細胞に対して何らかの生理機能を担っていることを強く示唆する o
今後EPOの中枢神経系での生理機能を明らかにする必要がある。
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81 ラット組織におけるニューロトロフィンー3の濃度

仙波りつ子、新谷麻江1、加藤兼房
(愛知県コロニー・研究所、 I武田薬品(株)・開拓第二研究所)

〔要約〕

私達は、組み換えヒトニューロトロフィンー3(r凶 T-3)に対するモノクローン抗体(MAb3W3)

およびNT-3のC-末端10個のペプチド抗体を調整し、酵素免疫測定系を確立した。この測定系で

は、 31港以上のNT-3の測定が可能であり、神経成長因子制GF)および脳由来神経栄養因子とは

まったく交差しなかった。生後一カ月齢のラット雄の脳のNT-3含量は、海馬がもっとも高く

(6.3 nglgi湿重量)、小脳、嘆脳および中隔野にも検出された。しかしながら、他の部位では検

出できなかった。一方、末梢組織では、脳に比べ比較的高い値が得られた。牌臓では、 892

nglg湿重量と海馬の約150倍のNT-3が検出された。その他、牌臓では牌臓の約1!7、胸腺、心

臓、肝臓、腎臓、横隔膜および副腎では約112か1/30であった。ペプチド抗体で海馬および牌臓

を免疫染色すると、前者ではCA3の錐体細胞が染色され、後者では外分泌細胞が染色された。

また、解臓におけるNT-3は分子量約12kDaと、 rhNT-3よりやや低分子であった。

ニューロトロフィンー3制下3)は、神経成長因子(NG町ファミリーに属する神経栄養因子であ

り、末梢神経系では、迷走神経細胞の生存を維持することが報告されているの。脳ではノルア

ドレナリン系の神経細胞の生存を維持するという報告がでてきている(功。 NT-3mRNAは、脳お

よび末梢組織に比較的広く存在することが知られているが、そのプロテイン濃度に関する報告

はまだない。今回、 NT-3のペプチド抗体およびモノクローン抗体を用いて酵素免疫測定系を確

立し、ラットの各組織のNT-3濃度を測定したので報告する。

[実験方法]酵素免疫測定系の確立:モノクローン抗俗W3(MAb3W3)は、 CHO-N1/N2細胞の

培養液から精製した組み換えヒトNT引州T-3)を抗原として常法に従って調整した(3)。

MAb3W3は、 pro包inG Sepharose 4 fastカラムで精製した。一方、ペプチド抗体は、 NT-3のカル

ボキシ末端の10個のペプチド(CALSRKIGRT)を合成し，へモシアニンに結合した後ウサギに免疫

し，その抗血清から調整した。 NT-3特異抗体はrhNT-3をカップリングさせたSepharose4Bカラム

で精製した。精製ペプチド、抗体を常法に従ってガラクトシダーゼで標識した(4)0NT-3のプロテ

インの含量は、 MAb3W3と標識したペプチド抗体を用いたサンドイツチ型酵素免疫測定法によ

り測定した。 NT-3の測定:組織を10vol.のbufferGHでホモゲナイズし、 28，0∞g、20分遠心し
た上清をNT-3の測定に供した。免疫組織化学:脳および.牌臓はSchmech巴熔液でー固定し、パラ

フィンで包埋後厚さ10μnの切片として使用した。切片をペプチド抗体と反応させABG.去で検出
した。 Westemblotting :騨臓をサンプルバッファーでホモゲナイズし、13.5%のゲルで分離し

た。ニトロセルロース膜に転写後、ペプチド抗体を用いて化学発光法により検出した。

[結果および考察]すでに報告したように、 MAb3W3はNT-3の生理活性を消失させた(3)。ま

た、精製したペプチド抗体はNT-3のみに反応し、 BDNFおよびNGFとはまったく交差しなかっ

た。図に確立したNT-3の酵素免疫測定系の標準曲線を示す。 3pg以上のNT-3を検出できたが、
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NGFおよびBDNFとは1∞ ngでもまったく交差しなかった。 NGFの酵素免疫測定系(>O，3pg)に比

べ1叫音ほど、感度が低かったが、モノクローン抗体およびペプチド抗体を使用していることか

ら、まずまずの感度と思われる。表に生後1カ月のラッ卜の脳内NT-3の分布を示す。脳では、

海馬の含量が最も高く、 6.3ng/gi湿重量であり、 NGF含量の約5倍であった。 NT-3mRNAの検出

される小脳および嘆球、また、中隔野でのNT-3含量は0，5-1.0ng/gであったが、その他の部位で

は検出できなかった。 NGFIこ比べNT-3の検出される部位は限られていることが明らかとなっ

た。これは、mRNAの結果(5)ともよく一致している。一方、末梢組織のNT-3含量は、脳に比べ

いずれも比較的高い値を示した。もっともNT-3含量の高い組織は牌臓であり、 892ng/g湿重量

であった。牌臓では、 133ng/gで-あり、心臓、腎臓、肝臓、副腎では40ng/g前後、胸腺、横隔

膜では20却 ng/gで・あった。牌臓のNGF含量も比較的高いがNT引ま約2∞倍ほど存在した。ま

た、前立腺のNGF含量は精巣にくらべ8倍高かったが(4)、NT引ま前立腺の方がやや低かった。

雄マウス顎下腺のNGF含量はきわめて高いが(5mg/g)、予備実験で、 NT-3含量はきわめて低い

ことを観察している。ペプチド抗体で脳の免疫染色をすると、海馬のCA3の錐体細胞が染色さ

れた。一方、騨臓は外分皆、細胞が染色されるようである。これもNGFの場合と同様であった。

NT-3のペプチド抗体が認識する牌臓の抗原は分子量約12k臥であり、 rhl'ぜT-3よりやや低分子で

あった。以上の結果、脳に比べ、 NT・3含量は迷走神経の標的組織をはじめ末梢組織に高いこと

がわかった。とくに、牌臓の含量は高く、その機能は興味あるところである。

[謝辞]本研究の一部は文部省科学研究費、重点領域研究「老年痴呆の分子機構Jの援助を受
けた。免疫組織化学に協力いただいた当研究所、長浜真人博士に感謝します。

[文献](1) Hohn A， Leibrock J.， Bailey K. and Brade Y.-A. (1990) Nature， 334， 339・341.(2) Arenas E.ωd 
Persson H. (1994) Nature， 367， 368・371.(3) Shintani A.， Watanabe T.， Kuroshima K.， lchimori Y.， Kurokawa T.， 

19雌 hiK.副知油R.(1993) Biochem. Biophys.知.Commun.， 194， 1500-1507. (4) Katoh-Semba R.， Semba 

R.， Kashiwamata S.組 dKato K. (1989) J. Neurochem.， 52， 1559・1565.σ)Katoh-Semba R.， Semba R.， Kato H.， 

Ueno M.， Arakawa Y. and Kato K. (1994) J. Neurochem. ，62，2141-2147. 
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〔要約〕

マウス脳内NT-3量の加齢による変化

改正善彦、新谷麻江、西田真由美、福元宏明*、五十嵐貢ー

(武田薬品工業(株)開拓第2研究所、*創薬第 1研究所)

我々は、ニューロトロフインー3(NT-3)に対する抗体(3W3抗体)をs-ガラクトシダーゼ
で標識したものを用いて、サンドイツチによるエンザイムイムノアッセイ(EIA)法を確立

した。さらに、我々はこのEIA法によりマウス脳内のNT-3含量を測定したので報告する。

組齢マウス脳各部位におけるNT-3含量は海馬と柑首で高く、皮質、線条体、中脳、間脳、

脳幹では低い値を示した。また、このことはRT-PCR法によるNT・3遺伝子発現量と一致し

た。次に、海馬と小脳での加齢による変化を調べたところ、海馬でのNT・3量はl週齢から

14週齢までは 23.2~30.4ng/g tissueであったが、 20週齢には 12.5ng/g tissueまで低下する
ことが明らかになった。これに対し、小脳におけるNT-3量は、 l週齢では高い値を示すが、
8週齢から20週齢の間は約 10ng/g tissueとなり、加齢による変動はみられなかった。

(目的)

ニューロトロフインー3(NT-3)は、神経成長因子 (NGF)、脳由来神経栄養因子

(BDN町、およびニューロトロフインー4/ 5 (NT -4/5)と高い相向性を持った神経栄養因子

である1.2.40 NT・3遺伝子は脳のみならず末梢組織においても発現がみられており、成体マ
ウスの脳では海馬および小脳での発現が高い 330 しかし、生体のNT・3タンパクの検出に

ついてはこれまで報告がほとんどない。一方、 NT・3に対する中和活性を有する抗体(3W3

抗体)が取得されており Horseradish peroxidaseで標識した3W3抗体を用いたサンドイツチ
によるEIA系も確立されている6。本発表ではこのEIA系をさらに改良して、 s-ガラクト
シダーゼで標識したものを 2次抗体としたEIA系により、はじめてマウス脳内のNT-3含量

を測定できたので報告する。

(方法)

C57BL/6マウスは日本クレアより購入し、脳を摘出した後、各部位に分けた。 EIA;各

部位を抽出溶液(50mM  Tris-HCl(pH7.5)， 0.1 % Triton X-l∞，0.01%出imerosal，2 % BSA，相O
mM  NaCl， 2 mM EDTA， 1 mM  PMSF， 40 KIU/m1 aprotinin)に懸濁し、ホモジネーターにより

破砕した。次に、 4'C、 12，0∞rpmにて遠心分離した後の上清をEIAに供する試量とした。
EIAはShintaniらの方法を改変して行った 6。即ち、 l次抗体として、 10μg/凶の抗NT-3

抗体(3W3抗体)のFabフラグメントを、 2次抗体として、 s-ガラクトシダーゼで標識した
3W3抗体(0.26μg/m1)を、さらに、蛍光基質としては 50μMの4-me出yl-umbelliferyl-s -
o-galactosideを用いた。 RT-PCR;各組織から ISOGEN(ニッポンジーン)によりRNAを調
製し、 Riversetranscriptaseにより frrststrand cDNAを合成したものを鋳型としてPCRを行っ
た。

(結果)
本EIA系は、 lウエル当り 0.4pg (4 pg/m1)のNT-3を測定することが可能であり、生体内
NT-3測定の有効な系であると考えられた。次に、脳内各部位におけるNT-3含量を測定し

た。 8週齢マウス脳各部位におけるNT-3含量は海馬と小脳で高く、皮質、線条体、中脳、

間脳、脳幹では低い値を示した(図 1)。また、このことはRT-PCR法によるNT・3遺伝子

発現量と一致した(図2)。次に、海馬と小脳での加齢による変化を調べたところ、海
馬でのNT-3量は l週齢から 14週齢までは 23.2~30.4ng/g tissueの値を示したが、 20週齢に



は 12.5ng/g tissueまで低下した(図3)。これに対し、小脳においては、 I週齢では 20

ng/g tissue以上とNT・3含量が多かったが、 8週齢から20週齢の聞は約 10ng/g tissueとなり、

加齢による大きな変動はみられなかった(図3)。

(考察)

成体マウス脳において、 NT・3含量の多い部位は海馬と小脳であり、これはNT-3遺伝子
発現量の多い部位と一致していた。即ち、 NT-3は標的組織由来で産生されて働く以外に

もオートクラインまたはパラクラインに作用しうることが示唆された。また、海馬にお

けるNT・3量が20週齢のマウスにおいて低下することから、海馬でのNT-3量の低下と老化

過程とが関連する可能性も示唆され、興味深い。

(文献)

(1) Hohn et al. NatUlち344，339-341 (1990). (2) Kaisho et al. FEBS Letters 266， 187-191 (1990). 

(3) Kaisho et a1. Biochem. Biophys. Res. Commun. 174， 379-385 (1991). (4) Maisonpierre et a1. 
Science 247， 1446-1451 (1990). (5) Maisonpierre et al. Neuron 5， 501・509(1990). (6) Shintani et 

al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 194， 15∞-1507 (1993). 
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永尾雅哉、 増田誠司、 安田佳子手、 佐々木隆造

(京都大学農学部食品工学、・近畿大学医学部第 1解剖)

〔要約〕

エリスロポエチン CEPO)は赤芽球系の前駆細胞に特異的に作用してその増殖・分化を

促進することにより赤血球量を調節する糖蛋白質ホルモンである。しかし、我々はEPO受

容体が副腎髄質由来のクロム親和性細胞であるPC12やコリン作動性ニューロン株SN6上に

存在することを見いだした。 PC12細胞にEPOを添加すると増殖促進や神経突起の伸展は見

られないものの、一過的細胞内カルシウム濃度の上昇やモノアミン含量の上昇が見られる

ことより、 EPOは神経系で栄養因子的に作用しているのではないかと考えられた。

一方、免疫組織化学的手法によって、マウス匪・胎児神経系発生部位におけるEPO及び

EPO受容体の存在を見いだした。 EPOは神経系形成に重要な機能を果たしている可能性が

ある。

[目的]

EPOは赤芽球系細胞に特異的に作用すると考えられてきた。しかし、最近多くのサイト

カインが多様な生物活性を示し、そのうち脳において機能しうるものも多く知られるよう

になってきた。そこで我々はEPOが神経系でも作用しうるのではなL、かと考え、まずEPO

受容体が神経系に存在するかどうか検索し、次にその受容体を介してEPOが作用しうるか

について検討することにした。

[方法]

PC12、SN6細胞にEPO受容体が存在することを 1251標識したEPOとの結合実験により検

討した。次にPC12細胞上に存在するEPO受容体が赤芽球系に見られるEPO受容体とcDNA配

列上は同一であるか否かにつき、 RT-PCR法を用いてcDNAをクローニングし、塩基配列決定

を行った。またPC12細胞上のEPO受容体蛋白の存在について即日受容体のN末端配列に対

する抗体や架橋実験により検討した。またPC12細胞にEPOを添加した際の一過的な細胞内

カルシウム濃度上昇をfura-2を用いて測定した。さらにモノアミン含量の上昇をESA's Co 

ulometric-detector Array Gradient Systemを用いて検討した。

[結果]

I 25 I標識EPOを用いた結合実験につきScatchard解析を行ったところ、 PC12、SN6細胞

には解離定数Kd=16nM程度のー相性を示す(ラット赤芽球系細胞で、はKd=95pM，l. 9nM程度

の二相性)極めてEPOに対する親和性の低いEPO受容体が存在することがわかったυ(図

1 )。しかし町一PCR法によるcDNAクローニングの結果、赤芽球系と神経系のEPO受容体の

コード領域は全く同一であった。次lこEPO受容体のN末端配列に対する抗血清を用いたウ

エスタン解析の結果、神経系で発現しているEPO受容体は赤芽球系のものより少しサイズ

が小さかった(図 2)。恐らく EPO受容体のC末端側が欠失していると考えている。また

、標識EPOとの架橋実験では赤芽球系と異なる結果を得た(図 3)。赤芽球系で架橋され

る蛋白は既知のEPO受容体ではなく、未知の別のサブユニット 2】と考えられており、神経
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系では更に別のサブユニットが存在するのではなし、かと考えられた。

またPC12細胞にEPOを添加すると一過的な細胞内カルシウム濃度の上昇(図4)やモノ

アミン含量の上昇が見られることより、神経細胞上のEPO受容体は機能的なものであるこ

とがわかった。

一方マウス胎児の組織切片につき免疫組織化学的手法でEPO及びEPO受容体の存在部位

を解析した。その結果、胎生8日目の怪3)、および胎生10日目の神経上皮で両者の存在が

確認された。更に発生が進んだ胎児について現在解析を進めている。

[考察]

神経系でEPOが作用しうることを本研究で示した。しかし、 EPOは成体では腎臓で産生

され血流を介して牌臓に存在する赤芽球系の標的細胞にエンドクリン様式で作用する。脳

には血液脳関門が存在するため、このEPOは中枢神経系に到達することは出来ない。この

点については本大会で共同研究者の増田が発表するようにアストロサイトで即日産生が見

られることから4J、 EPOは脳でパラクリン様式で作用していると我々は考えている。

[文献]

1) Masuda， S.， ~ (1993) J. Bio1. Chem. 268， 11208-11216 

2) Nagao， M. ，~主___ 1. (1992) B100d 81， 2503-2510 

3) Yasuda， Y.， ~ (993) Dev巴1op.Growth & Differ. 35， 711-722 

4) Masuda， S.，旦3L(994) J. Biol. Chem. in press 
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84 フロテオグリカン型チロシンホスファターゼの

同定と性質
育行日ヨイ言句月、 手兵吋コ字谷喜喜、 里予日ヨEヨ日青
〈岡山奇巨ヨヱ乙会長同石汗多毛格差キ詩、 主主笠三石汗〉

〔要約}

蛋白質チロシンホスファターゼ(円Pase)は、細胞内蛋白質のチロシン燐酸化レベルの調節を通じて、
様々な棚包機能を制御していると考えられている。誌丘、極めて多様な、受容体様の構造をもっ円Paseの
存在が明らかになってきた(1.2)。 今回、我々は、ラット脳よりプロテオグリカン型の円"Paseの精製を
試みた。生後8日目のラット全脳より古車Zした P2+P3画分を 1%α弘PSで可溶化し、これを DEAE陰イオ
ン交換クロマトグラフィ一、及び CsCl密度勾配達J乙怯で分画することにより、膜結合型プロテオグリカン
画分を調製した。この画分には、四APS抽出物中の全町Pase活性の内、約2%が回収された。このプロテ
オグリカン画分をさらに亜鉛ー及びヘパリンーアフィニティークロマトグラフィーで分画することにより、

PTPase活性は、 PGPTP-IとPG円P-Il画分に分離した。 PGPTP-I画分は、 300kDaのコア蛋白質をもっコ
ンドロイチン硫酸プロテオグリカンから成り、 PGPTP-II画分は、 330.230. 140. 125 kDaのコア蛋白質を
もっコンドロイチンlif，'ill変プロテオグリカンから構成されていた。各画分の円Pase活性は、 vanadate、
molybdate、 亜鉛イオンにより強く阻害され、 NaFには非感受性であった。以上の結果は、脳の膜結合型プ
ロテオグリカンの一部は、受容体型 PTPaseとして細胞情報伝達に直接的に関与していることを示唆してい
る。

[はじめに]

近年、ほ乳類中枢神経系に、多くのプロテオグリカンが存在することが明らかにされつつあるが、その

機能的意義は充分に明確ではない(3)。一方、 PCR等の手法により、受容体様の概置を示す多様な円?部e
が同定されつつある(1.2)。受容体型 PTPaseは、細胞内のホスファターゼ領域、膜覧車領域、及ひ潤胞外
領域からなる膜蛋白質である。 ホスファターゼ領域は、各円Paseで著しい相向性を示すが、細胞外領域
は、 NCAM様の構造をもつもの、 carbonicanhydrase様の領域をもつものなど、非常に多様な構造を示す。
我々は、一部のプロテオグリカンの蛋白チロシン燐酸化レベル調節への直接的関与を想定し、ラット脳の膜

結合型プロテオグリカンの中に、 目?ぉe活性をもつものが存在する可能性を検討した。

[方法]

生後8日目のラット全脳より諜裂した P2+P3画分を 1%αlAPSで可溶化し、 D日E-Toyop田 rlカラム
で分画した。 0.25M NaC1でカラム洗浄後、 0.6M NaC1で溶出した蛋白質をさらに、 CsCl密度勾配達，U去
で分画した。密度1.4-1. 5 g/mlの画分に回収されたプロテオグリカンをさらに、亜鉛アフィニティークロ
マトグラフィ一、及びヘパリン アガロースにより分画した。 PTPase活性の測定は、チロシン燐酸化
Raytide (PTPase)及び、 p-nitrophenylphosphate (pNPPase)を用いて行った。

[結果]

図1は、 CsCl密度勾配遠心の結果を示す。プロテオグリカンは、寸全的に CsC1溶液中で比重が大き
くなるため、この手法でー椴蛋白質から分離できる。ほとんどの蛋白質は、遠心管上部の低密度領域に回収

されているのに対し、 PTPase活性の大剖3分は、密度1.3 g/ml以上の高密度領域に回収された。図lの横
棒で示した画分をさらに亜鉛ーアフィニティークロマトグラフィーで分画した(図2A) 0 PTPase活性の
一部は、カラムに吸着し 5mMイミダゾールで溶出された (PG町トI)。非吸着画分は、ヘパリンーアガロ
ース カラムで分画した (図2B)。円Pase活性の約7慨はカラムに吸着し、 NaC1濃度勾配により溶出し
た伊GPTP-II)。図3は、各画分の SDS-PAGEの結果を示す。コンドロイチナーゼ ABC未処理サンプルでは、
両画分共、プロテオグリカン特有の幅広いスメアが観察される。一方、酵素処理すると、 PGPTP-Iでは、
300ゆaのコア蛋白質のみが、 PGPTPーIIでは、 330.230. 140. 125凶aのコア蛋白質が出現した。 PG円子
I及び陀PTP-IIのチロシン燐酸化 R制 ideに対するKmと Vmaxは、各々 20pM. 12000卿l/min/I昭
及び.23pM. 2000 nmo1/min/mgであった。両面分共、 PTPaseの一般的な阻害剤である vanadate.
molybdate.亜鉛イオンにより強く阻害されたが、 NaFでは悶害されなかった。同PTP-Iは、 SDS-PAGEよで
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コア蛋白質バンドが一本しか見られないこと、及び、 Vmaxが既報の PTP田 eと同等であることから、ほぼ

純品であると考えられる。開門トIIについては、さらに糟製を進めると共に、 renaturation法により、ど

のコア蛋白質バンドが酵素活性を示すかを検討している。

[考察]
ほ乳類の脳には、多様なプロテオグリカンが存在し、様々な手四包外基質成分や成長因子群と結合する

'とにより、細胞間相互作用に多彩な調節効果を及ぼしていると考えられている。今回、我々は、脳のH鄭吉
会型コンドロイチンliffJ愛プロテオグ')カンの一部が、 PTPaseそのものであることを示した。このごとは、
脳のプロテオグリカンが種々のチロシンキナーゼと共に、細胞内チロシン燐酸化レベルの調節を通じて、細

胞情報伝達に直接的に関与していることを示している。
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[文献]
(1) Charbonneau et a1. (1992) Annu1. Rev. Cell Bio1. 8. 463-493. 
(2) Walton叩 dOixon (1993) Annul. Rev. Biochem. 62. 101-120. 
(3) Herndon and Lander (1990) Neuron 4. 949-961. 
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85 ビデオマイクロスコープを用いだ細胞動態リアルタイム解析

〔要約〕

-RBL・2H3細胞における関口放出とプロテインキナーゼCの動態解析を中山!乙

小津光一郎、升島努

〈広島大・医・総合薬・薬品分析化学〉

微小領域での細胞勤態の解析を細胞が生きだ状態でリアルタイムに解析することを目的とし

て、明視野微分子渉像と蛍光像力t同時に観察できるビデオマイクロスコープ (VM)を構築し、

rat basophilic leukemia (RBL・2H3)細胞におけるヒスタミンの関口放出現象の解析とプロテインキ

ナーゼC(PKC)の細胞内動態の解析を試みた結果、次の知見を得た。 1)関口政出のtime-course

の検討を行つ定結果、抗原抗体(DNP-BSA)刺激による関口放出は主にPKCの活性化に依容して

おり、カルシウムイオノフォアー仏23187)刺激による関口放出はPKCとホスホリバーゼDの両

者の活性化に依存している可能性が示唆された。 2)PKCを特異的に蛍光標識するfim-1を用い

た解析の結果、ホルポール工ステルあるいはDNP-BSA刺激により、 PKC力市田胞質から酸性分

泌穎粒および細胞膜に移行する様子が、リアルタイムで観察された。

近年の顕微鏡技術及びその周辺技術の進歩によって、これまではとても見えないと思われて

いた速い現象や暗い現象を映像化レ解析すること刀司能となった1)。その一つが、光学顕微鏡を

細胞の世界を覗く入口として用い、これにビデオ力メラ・画像解析装置を組み合わせたビデオマ

イクロスコープ(VM)法であり、細胞が生きた状態でミクロレベルでの動態解析を行うこと力可

能である。一方、我々は肥満細胞あるいは細胞内情報伝達機構解明のためのモデル細胞として

刺用されている凶basophilicleukemia (RBし2H3)細胞を用い、プロテインキナーゼC(PKC)各

アイソザイムが機能的に役割分担していることを報告した2. 3)。今回、 VM法を用いRBし2H3

細胞における分泌頼粒の関口放出現象の解析とPKCの細胞内動態の解析を試みた。

【実験方法】

①ビデオマイクロスコープ(VM):Zeis&社Axioveは135・W 型倒立顕微鏡を用い、微分干渉像を

CCD力メラで、同時に蛍光像をSIT力メラで捉え、画像解析装置により画像処理を行った。

②RBし2H3細胞の倍善:RBL-2H3細胞は滅菌力パーグラス上で培養し、実験に使用しだ。

③Fim・1による細駒内PKCの標識:細胞内PKCの標識はPKCを特異的に蛍光標識するfim-14) 

杏在下で、 RBL-2H3細胞をプレ・インキユベートすることにより行つ定。

【結果および警察】

①RBL・2H3細胞における酸性分池頼粒の関口政出現象の解析

VM法を用い疋RBし2H3細胞における分泌頴粒関口放出現象の観察結果を、図1に示す。

抗原抗体(DNP-BSA)刺激による個々の分煤買粒の関口放吐甥象は、おms回以下の反応であり、

その後約200msecで膜は元の状態に回復しだ。この穎粒は、 Quinacrineにより蛍光標識され、

刺激に応じ Quinacrine~蛍光お湘脂外A放出されたことお喝、ヒスタミンJをきむ酸性会泌穎粒主



あること 5)が示唆された(結果省略〉。

酸性分泌頼粒の関口放出現象のtime-courseを解

析レた結果、 DNP-BSA刺激の揚合Id:、 1つのピー

ク(peak1)のみが認められ(図2A， control)、力

ルシウムイオノフォアー (AZ3187)刺激の揚合は、

2つのピーク (peakII， III)が認められだ(図2B， 

controO 0 PKC阻害剤(Ro31・8425)及び

phosphatidate hydrolase阻害剤 (proranolol)を

用いた実験結果より(図2A，B)、DNP-BSA刺激に

よる関口放出(peak1)は主に PKCの活性化に依

存レており、 A23187刺激による関口放出はPKC

(peak II)とホスホリバーゼo(peak皿)の両者の
活性化に依存している可能性が示唆されだ。

②PKCの細胞内動態リアルタイム解析

Fim・1で細胞内PKCを特異的に蛍光標識した

後に、 RBL-2H3細胞をphorbol12-myristate 13副

ョcetate(PMA)刺激した結果、蛍光標識PKCが細胞

質から分泌頼粒および細胞膜に移行する像が観察

され(図3)、この移行はPKC阻害剤(calphostinC) 

により抑制されだ〈結果省略〉。さらに、 DNP-

BSA刺激によっても、同様な移

行が認められた(結果省略〉。

以上、 VM)去を用(パ、 RBし

2H3細胞でのヒスタミンの関口

放出における細胞内情報伝達機

構の解明を行った結果、各種刺

激に応じ、それぞれ異なる機構

が異なる時間軸に沿って働いて

いること、 PKCが分泌頼粒およ

び細胞膜に局在化すること、等

がリアルタイムで明らかになっ

た
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+ DNP-BSA (20 nglml) 

図1DNP-BSA刺激による分泌頼粒の開口放出

2 4 6 8 川 mln)
A23187(500nM) 

図2各種阻害剤のDNP-BSAあるいはA23187
刺激による開口政出への影響 (n= 7-9) 

。 20 sec 1 min 
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ゾ ア、~ーF祖J・
、' 

図3Fim・1標識PKCの細胞内動態リアルタイム解析

【文献】 1)Hayakawa， T. (1992) In川 lageAnalysis in Biology" (Haeder， D.-P. ed.)， pp.75-86. 2) Ozawa， K. et a1. 

(19兜)J. Biol. Chem. 268，1749-17.56. 3) Ozawa. K. et a1. (1993) J. Biol. Chem. 268. 22剖ー22田 4)Chen. C. -s姐 d

PO阻且ふι(19';氾)J. Bio1.乙hem_268..l.S812d5包2...~H血ka丘ヱム但おめßiochem.BÚlph)'.ム.ÄC1a939459必込
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CaM-キナーゼ町のカルシウム/カルモデユリンによる不活性化とマグネシ

ウムイオンによる再活性化

木谷隆子、奥野幸子、 j態様仁

(旭川医大・第一生化学)
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〔要約〕
ラット脳より精製したカルモデユリン依存性タンパク質リン酸化酵素N (CaMーキナーゼN)をカルシ

ウムイオン/カルモデユリン (Ca2+/CaM)存在ドでインキュベーションすると、温度依存性、時間依存

性に活性を失い、元の活性の30~40%程度の活性しか持たない不活性型に変化した。これにEGTAを加え

てCa2+をキーレートした後、 Mg2+を加えると酵素は温度依存性、時間依存性に再活性化され、元とほぼ

同じ活性をもっ状態に回復した。ミオシン軽鎖キナーゼ (ML C K)、カルモデユリン依存性タンパク

質リン酸化酵素II (CaM-キナーゼII)、カルシニューリンなども Ca2+/C必4によって活性を失うことが

報告されており、その生理的な意義は明らかではないが、活性の発現に Ca2+/CaMを必要とする幾つかの

カルモデュリン依存性酵素が、一方でCa2+/CaMによって不活性化する機構を持っていることは興味深く

思われる。

[目的]

最近、 CaMーキナーゼEがCa2+/CaMによって失活することが明らかになった(1)ので、 CaM-キナーゼ

Nについても検討した。

[方法]

CaM-キナーゼWはラットの小脳より宮野の方法 (2)の改良法で精製した。酵素のタンパク量は

Petersonの方法 (3)で測定した。 CaMはニワトリ脳の CaMのcDNAを大腸菌で発現し Gopalakrishnaの

方法(4)で精製した。 CaM量はA
280
(1 mg/ml) = 0.21 (5) を用いて測定した。 Ca2+/CaMによる CaM-キ

ナーゼWの不活性化は 50mM  Mops (pH 7) /2 mM  dithiothreitol / 10% ethylene glycol / 0.05% Tween 40 j 0.1 

mM  CaCl2 / 200 nM CaM中で、 Mg
2+による再活性化は 50mM  Mops (pH 7) / 2 mM  dithiothreitol / 10% 

ethylene glycol /0.05% Tween 40 / 0.1 mM  EGT A / 5 mM  Mg-acetate中で、 30度で行った。 CaM-キナーゼN

の活性は 50mM  Mops (pH 7) / 2 mM  dithiothreitol /0.1 mM  CaCI2 / 1μMCaMj40μM syntide-2 / 100μM [y-

32P]_ATP / 5 mM  Mg-acetate中で30度5分間のインキュベーション後、 32pのsyntide-2への取り込みを P-

セルロース法 (6)で測定した。

[成績と考察]

CaM-キナーゼWをCa2+/C必4存在下、 30度でインキュベーションすると、図lに示すように、酵素

は活性を失っていき 7分後には元の活性のほほ40%程度まで減少する。これに EGTAとMg2+両者を加

えると活性は上昇し、 5分後にはほぼ完全に元の活性に回復した。これに Ca2+を加えてインキュベー
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(置)をコントロールとした。
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ションを続けると再び活性は 40%まで減少した。この Ca2+jCaMによる CaM-キナーゼWの不活性化に対

する CaM濃度の影響を調べたところ、図2に示すように、両手当ヰ l分r当たり、 CaMほぽ l分Jで引き起
こされていることが明らかになり、恐らく酵素の活性化に関ヲーしている CaM結令部位に CaMが結合す

ると時間依存性に酵素を不活性型に変換するものと推定された。こうして不活'~/I 化された CaMーキナーゼ

図 2CaM-キナーゼWの不日'1司令化に及ぼす CaM

iJ主J.itのJ;i;料。
CaM-キナーゼN (50 nM) をいろいろな濃度の

CaMと30皮で20分!日jインキュベーションした

後、両手索活性を測定した。
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syntide之を点に示したような組み合わせで加え

て10分間インキュベーションした後、解索活性

を測定した。
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図 3不活性化反応、 (A)、再活性化反応 (B)の温

度依存性。

Ca2+jCめ4による活性化反応、 EGTA/Mg2+による再活

性化反応を、 O度(・)、 10度 (0)、20度(企)、
30度(ム)で行った。

E 

100 

A 

Nは EGTAとMg2+存在下でインキュベーションすると活性が元に回復する(関 1)が、表 lに示すよ
うに、再活性化反応は EGTAとMg2+の両者を必要とした。 syntide-2や ATPなどの基質は再活性化反応

に影響しなかった。図3に示すように、 Ca2+jCaMによる不活性化反応、 EGTA爪192+による再活性化反応

はともに温度依存性であったが、特に再活性化反応は強く温度に依存した。また、また酵素の反応速度論

的な解析からこれらの活性の変化は主として Vmaxの変化であると考えられた。
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〔要約〕

C6細胞におけるhsp27およびαBクリスタリンのストレス応答の

アラキドン酸カスケード阻害剤による修飾
伊東秀記、稲熊裕、長谷川かおり、小津修、加藤兼房

(愛知県コロニー・研・生化)

Confluent培養時のC6グリオーマ細胞では、 hsp27とαBクリスタリン(以下αB)

は殆ど発現していないが、熱ストレスあるいは亜枇酸ストレスを負荷すると両蛋白質の濃度は

著しし、増加を示す。ところがストレス負荷時に indometha<コin (IMC， cyclooxygenぉeの阻害剤)、

n ord ih yd ro 9 u iare ticおid(NDGA， lipoxygenaseの阻害剤)、あるいは melittin(MLT， phospho-

lipase A
2を活性化)を共存させると hsp27、αBの誘導はさらに促進された。一方、 qUln配 nne

(QNC， phospholip笛 eA
2
の限害剤)は上記のストレス誘導を阻害した。これらの結果より、低

分子量ストレス蛋白質であるhsp27およびαBのストレス誘導にはアラキドン酸カスケードが関

与し、細胞内遊離アラキドン酸濃度の上昇がストレス誘導を促進することが示唆された。

アラキドン酸あるいはその代謝産物であるプロスタグランジンがhsp70，hsp90の熱ストレス

応答を修飾することが報告されている(1-4)。また、 Heしa細胞を、 cyclooxygenaseの阻害剤で

あるサリチル酸ナトリウムに暴露するとHSFのDNA結合能が活性化され (3)細胞外よりアラ

キドン酸を加えるとHSF1の活性化をともなってhsp70、hsp90遺伝子の転写が促進されること

(4)が報告され、炎症反応におけるストレス蛋白質の関与が示唆されている。今回、我々は、

低分子量ストレス蛋白質、 hsp27とαB、のストレス応答がアラキドン酸カスケード阻害剤によ

ってどのように修飾されるか、ラットC6グリオーマ細胞を用いて解析した。

【実験方法】

C6細胞は10年 CSを含むDMEM液中但 ml/dish)で培養し、 confluent培養の細胞をそれぞれ

の薬剤に 1時間暴露した。熱ストレスは、薬剤添加して10-15分後に培養皿を42-44
0
Cで15分

間加熱負荷した。亜枇酸ストレスは、薬剤と同時期に50・200μM 亜枇酸ナトリウムを培地に加

えて行った。 1時間後に正常の培地に置換し、 37"Cで培養を継続し、 16時間後に細胞をPBSで

洗ってから、各dishは-200Cで保存した。各dishの細胞は0.3mlのPBSでsuspendし、 sonicate

後、遠心(150，000xg/20min)上清中のhsp27、αBおよび(hsp70)を分析した。

hsp27およびαBの濃度はイムノアッセイ法 (5、6)にて測定し、 ngor開 Imgproteinで表し

た。 hsp70は市販のそノクローナル抗体を用いてWestemblot法で解析した。

【結果】

confluent培養のC6中のhsp27は0.5ng/mg protein以下、 αBは数十ng/mgと低濃度であるが、

中程度の亜枇酸ストレス(100μM/1h)で， 16時間後にはhsp27は30毛ong/mg、αBは1附 Img前

後の濃度に増加した。この亜枇酸ストレス負荷を、アラキドン酸よりプロスタグランジンの産

生に関与するcyclooxygenase(Fig. 1)の阻害剤、 IMCの共存下で行うと、両蛋白質の誘導が促

進された(円g.2)0IMCの誘導促進作用は濃度依存的であった。 phospholipidよりアラキドン酸

遊離を触媒するphospholipaseAフ (Fig.1)の活性化剤であるMLTを共存させても両蛋白質の誘
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導は促進された(Fig.2)。アラキドン酸代謝に関与するもう一つの酵素， lipoxygenase (Fig.1)を

阻害するNDGAも亜枇酸ストレスによるhsp27、αBの誘導を促進した (Fig. 3)。 一方、 phos-

pholip母 eA
2
の阻害剤であるQCNは、両蛋白質の誘導を阻害した (Fig.3)。これらの薬剤処理中

に細胞外よりアラキドン酸 (100μM) を加えると、 NDGAによる促進作用はさらに増加し、

QCNによる抑制作用は回復する傾向が認められた (Fig.3)。また、同じ検体中のhsp70の応答

は、 hsp27およびαBと同じように修飾されていることがWestemblot分析で分かった o ijfi fI此酸

ストレス応答に対するこれらの薬剤の効果は、熱ストレス応答の場合も認められたが、効果は

亜枇酸ストレス応答の場合に比べて少なかった (Fig.4)。

【考察】

低分子量ストレス蛋白質のストレス応答もアラキドン酸カスケードと関連をもち、細胞質で

の遊離アラキドン酸濃度の上昇を通して、 hsp27，αBのストレス応答が促進されることが示唆

された。今後、これらの現象の生理的意義とストレス蛋白質の生理活性の解明を目指したい。

【文献】
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88 GAPIII、新しい GTPase-activatingproteinファミリーメンバー

〔要約〕

馬場広子，Babbet Fuss， Joseph B. Watson， and Wendy B. Macklin 

(MentalRetardation Reseach Center， UCLA， U.S.A.) 

rasGTPase-activating protein (GAP)はrasの内在住GTP出 eを活性化させることにより、

GTPに結合した活性愛rおからGDPIこ結合した不活性型rasへの変換を行なう調節蛋白であ

る(5)。 晴乳類ではこれまで仁 2種類のGAP、すなわちp120GAPと神経線維腫症ー型σ.JFl)
遺伝子産物であるNeurofibrominが知られている.我々はラ y トオリゴデンドロサイト

cDNAライプラリーそ用いてdifferentialscreeningを行ない、得られたクローンの一つが新し

いタイプのGAPをコードしていることを確認し、 GAPIIIと名付けた。 GAPIIIは、 rasGAPに

特徴的なGAP-relateddomain(GRD)の部分で既知のGAPとアミノ酸配列に明らかな類似性を

持つが、それ以外の部分でも、 Drosophilaで報告されたGapl(DmGapl)と類似性が認めら

れ、晴乳類におけるDmGaplのホモログであると思われた。 GAPIIIのmRNAは脳に多く発現

し、発達の過程で発現量も増加した。培養グリア細胞および脳切片のinsituハイプリダイゼー

ション仁おいて、 GAPIIIのmRNAはニューロンとオリゴデンドロサイトに特異的に発現して

いることを確認した。

{目的 rasU.様々な細胞において、活性型と不活性型の相互変換によって増殖あるいは分化

じおける分子スイッチの役割をはたしている。我々はrおの活性調節蛋白の一種である

GAPI二特徴的なアミノ酸配列含有する新しいcDNAをクローニングし、そのコードする蛋白

の構造上の特徴とmRNAの発現部位、脳仁おける局在について検討した。

[方法 1)cDNAライブラリースクリーニング;ラット培養オリゴデンドロサイトから作

成したcDNAライブラリーを用い、 braincDNAとlivercDNAをそれぞれプロープとして

differential screeningを行なった。脳特異的あるいは明らか仁脳で発現の多いクローンを選択

し、塩基配列を決め、 GenBankで既知の配列との類似性を検索した(2)0 l) GAPIIIの同定;

GRDを持つ蛋白をコードしたcDNAの全長を有するクローンは、ラットGAPIIIcDNAをプロ

ープとしてマウス脳cDNAライブラリーから分離した(3) 到 GAPIIlmRNAの昂存;ラット

の各臓器から抽出したpoly(A)+RNAを用いてノーザンプロットハイプリダイゼーションを行

なった。幼若ラット脳よりグPア細胞を培養し、 digoxigeninでラベルしたGAPIIIcDNAを用

いてAmur-Umarjeeらの方法(1)仁より insiωハイプリダイゼーションを行なった。又、生後

1 9日齢のマウス脳の凍結切片を用いてBartschらの方法(4)に従ってinsituハイプリダイゼー

ションを行なった。 digoxigeninラベルしたGAPIIIcRNAをプロープとして用いた。

{結果および考察 GAPIIIcDNAの全長(4，116bp)の塩基配列から、このcDNAI.t843のア

ミノ酸から構成される分子量96kDaの蛋白をコードしていた。図 1に既知の蛋白とのアミノ

酸配列の類似性をもとにしたGAPIII蛋白の構造上の特徴と他のGAPとの比較を示した g

GRD(IV)の部分ではすべての既知の GAPと明らかな類似性を示した。 GRD以外の部分での
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アミノ酸配列においても (I-VI)DmGapl (7)と類似性を示すことから、 GAPIIIが晴乳類におけ

るDmGaplのホモログである可能性が示された。 GAPIIII;l.GRDの他に Ca2+-dependent 

phospholipid -binding domain (C2) (6)、Pleckstrinhomology domain (PH) (8)などの情報伝達に

関連した蛋白に見られる機能ドメインと類似の配列を持つが、 p120GAPに認められる SH2，

SH3ドメインとの類似性は見られず、 rasを介した情報伝達系における他の蛋白(リセプター

を含む)とのかかわり方が、 GAPIIIとp120GAPでは異なっていることが予想された。次に、

この新しい GAPIIImRNAの発現の特徴を解析した結果、他の臓器に比して脳に発現が多〈

認められた(図 2)。このmRNAは少なくとも胎生16日齢の脳で認められ、発達に伴って発現

量は増加した。培養グリア細胞のinsituハイプリダイゼーシ aンでは、 GAPIIImRNAはオリ

ゴデンドロサイトには発現しているが、アストロサイトでは明らかな発現は認めなかった。

脳切片を用いたinsituハイプリダイゼーションでは、 GAPIIImRNAI;l.大脳皮質、海馬、小脳

のニューロンに局在し、白質の細胞でも少量ではあるが発現を認めた。このGAPIIIを含めた

晴乳類の細胞に認められる 3種のGAPの、 ras情報伝達系におけるそれぞれの役割を検索する

ことは、正常細胞の分化、増殖のメカニズムとともに、 NFlで見られるような臆蕩形成のメ

』
@
〉
一
」

七回

w
o
z
。cコ」
Cωω-aω 

hωC万一
v-

C
一
伺
』
凶

28S-

18S-

カニズムの理解のためにきわめて重要であると思われた。
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Figure 2. Northem blot analysis of 

GAPIII mRNA expression. 
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89 コレシストキニンーB受容体を介する細胞内シグナル伝達と

〔要約〕

その細胞生物学的意義についての検討

松井利充、谷口泰造、伊藤光宏、村山徹、岩田暢子、千原和夫

(神戸大学医学部・第3内科)

最近、私達はヒト大脳よりコレシストキニン(CCK)-B受容体cDN八をクローニングしその一

次構造を決定した。さらに受容体cDNAを真核細胞に導入・発現し受容体の生物学的・生化学

的機能の解析を進め‘その細胞増殖促進作用を報告した。今回、接着斑に局在しv-srcの楠拘蛋白

質であるP12 5FAK(focal adhesion kinase)がG蛋白羽交型ιXごCK-I受容体を介するシグナルによりチロ

シンリン酸化されるとともに、 CCK-B受容体cDf'品発現細胞において著明なストレスファイバーの形

成と弱い膜ラフリングを誘導することを見いだした。さらに、 CCKは血小板由来成長因子<PDGF)同

様c-srcそ抵分子量G蛋白のp21rasを活性化しTこ。すなわち、 CC芯B受容体は、チロシンキナーゼ型

成長国子受容体よりの細包内シグ、ナノレ伝圭系とクロストークするとともに、細胞増殖促進作用のみなら

ず、アクチン細胞骨格の再構築を介し神経細包のmoti1ityに関与している可能性が示唆された。

[目的]中枢神経系のCCKは大脳皮質、大脳辺緑系、線条体など動機付けや情動、記憶、学

習および認識プロセスに関与する領域に多量に存在し、種々の生理的役割を果たし疾病にも深

く関与していると考えられているがその詳細は明らかでない。最近私達は、世界で初めてカルチ

ノイド腫蕩よりガストリン受容体を(4)、さらにヒト大脳よりCCK-B受容体を、胃粘膜よりガス

トリン受容体をクローン化し、 両ペプチド受容体が単一のG蛋白共役型受容体で、 CCKが無

血清培地において本受容体発現細胞の生存および増殖を促進することを明らかにした(1，励。ま

た加 situハイプリダイゼーションにて、 CCK-B受容体mRNAは大脳皮質錐体細胞に最も強く発

現し、その他種々の領域にも特異的な発現が認められることを報告した(分。本研究において、

CCK-B受容体を介する細胞内情報伝達系を解析するとともに、その生物学的意義を検討した。

[方法] ヒトCCK-B受容体cDNA発現ベクターを、NlH3T3細胞に導入し、 CCK関連ペプチド

の生化学的・生物学的機能につき、 PDGFのそれと比較し検討した。 細胞増殖促進作用は[3H]

チミジンの取り込みおよび無血清培地における生存曲線にて検討した。増殖因子などによって

誘導される初期応答遺伝子発現は特異的cDNAを用いノーザンプロット法にて解析した。細胞

内012+はFura払 Mを用い測定した。 CCKに誘導される細胞内情報伝達におけるチロシンキナ

ーゼ系との連鎖経路を、抗リン酸化チロシン抗体や抗FAl慌体，抗Erk-CT1抗体を用い免疫沈降

法および免疫プロット法で検討した。 MAPキナーゼ活性はMonoQカラムにて可溶性細胞質画

分を分画後、ミエリン塩基性蛋白を基質として、またSRCキナーゼ、の活性はエノレースを基質

として抗Y-sro抗体を用いinvitroキナーゼアッセイ法にて測定した。 RASの活性化は抗Ras抗



体を用い薄層クロマトグラフィーにてGTPおよびGDP結合型RASの定量により測定した。ロ

ーダミン・フアロイジン染色にてアクチン細胞骨格の動態を検討した。

[成績] CCK・8は細胞のDNA合成および細胞増殖を促進させるとともにPDGF同様に、初期

応答遺伝子 (c-fos，c-mYG c-j・un)を誘導した。 また、イノシトールリン酸産生や細胞質内

ca2+を上昇させるのみならず、用量依存性にMAPキナーゼ、および、 p125FAKなど種々の細

胞質内蛋白のチロシンリン酸化を誘導した。チロシンリン酸化によりM八Pキナーゼ活性は著

明に上昇した。さらに、 p60
c-srcおよび‘p21rasもCCK刺激により活性化された。 p125FAKの

チロシンリン酸化や、 p60
c-
src
，および低分子量G蛋白活性化の生物学的意義を解明するため、

CC昭乙よるアクチン細胞骨格におよぼす影響を検討したが、 PDGFが5分以内に著明な膜ラフ

リングを、それに遅れて弱いストレスファイパーの形成を誘導したのに対して、 CCK-8は、 5

分以内に著明なストレスファイパーの形成と弱い膜ラフリングを誘導した。

[考察] CCKの、ングFナルは2種類の特異的膜受容体、 CCK-AC消化管型〉およびCCK-B<Il出型)

受容体を介し伝達される。 CCK-B受容体は、 CCKのみならずガストリンに対しでも高親和性を

有し、脳細胞、胃壁および腸管クロマフィン様細胞などに分布している。中枢神経系における

CCKの生理的意義の解明には、ヒト大脳および消化管よりCCK-Btf.i、ストリン受容体をクローン

化し、その構造および機能を解析することが大変重要である。 CCK-B受容体は、細胞増殖促進作用

のみならず、アクチン細胞骨格の再構築を介し神経細胞のmotilityにも関与している可官酎主が示唆さ

れた。また私たちはすでにP以JFがグリア細胞の分化制榔のみならず仇神経系の細胞に対し悶Fや

ffiFなどと同様にその生存・分化にも関与していることを報告してきたGλ 中枢神経系においてαXの

シグナルがこれらの成長因子からの情報伝達とクロストークし柑経細胞の生存・分化にも関与している

可能性も示唆される。
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90 神経幹細胞に対する A P P の作用

〔要約〕

林要喜知、柏木久美子、中島光業、太田淳、川島拓司、*吉川和明

(森永乳業・生科砂f，*大阪大学・蛋白研)

神経系の発生過程におけるヒト型アルツハイマー病β/A4アミロイド蛋白質前駆体(APP)の生理作用

を検討するため、 APPをラット線条体神経幹細胞の初代培養系に添加し、次の結果を得た。l)APPは塩

基性謀維芽細胞増殖因子(bFGF)と共に幹細胞のコロニー形成率を増加させた。 2)その作用はAPPの中で

もクニッツ型プロテアーゼ阻害領域をもっ分子穫が強かった。 3)APPとbFGFは相加的に作用した。この

作用はbFGFと他のクニッツ型組害剤の間でも認められた。 4)APP770の増加作用の少なくとも一部は、

プロテアーゼ限害領域が関与している可能性が示唆された。以上の結果から、 APP、特にプロテアーゼ

阻害領域をもっAPP751や770は分脳性の神経幹細胞増殖因子として働き得ることが示唆された。

[緒言]アJレツハイマー病s/A4アミロイド蛋白質前駆体(APP)の生理作用については不明の点が多
い。 APP遺伝子は神経系の形成時期の前後からニューロン、あるいはそれらの前駆体細胞で強く発現し

ており1kニューロンの発生分化に関与することが推定される。また、最近、 APPの細胞外領域にはい

くつかの機能領域が存在する報告がなされていることから幻ー引、 APPはニューロンの機能維持にも重

要な働きを有するものと考えられる。本研究では、中枢神経系由来の神経幹細胞の増殖制御に及ぼす

APPの生物効果を検討したので、その結果を報告する。

[方法]神経幹細胞の調製:ラット胎児(胎生14，15日)の脳から線条体を分離し、ピペット操作に

より細胞を単一細胞に分散させた後、ポリオルニチン塗布皿を用いて無血清培地にて一週間培養しfこ。

APPの調製:ヒトAPP695，770cDNAを発現フ@ラスミドに組み込み、∞S7細胞で一過性に強制発現させた。

その培養上清、あるいは他の細胞培養上清からAPPを部分精製、ないしは精製サンプルを調製した。ま

た、 APP分子の細胞外領域の部分を含む融合タンパク質を調製するため大腸菌発現ベクターpEZZ18(フ

ァルマシア)にAPPのPCR増幅DNA断片を組み込み、菌体抽出物よりアフィニティーカラムによって分離

・精製した。無血清培養液で透析後、神経幹細胞渚養系に添加した。

[結果および考察]ラット胎児脳より調製した線条体細胞懸濁液を培養皿に移し、インキュベート

するとニューロンは良く生存するが、全〈増殖しなかった(図1)。しかし、既に幹細胞増殖因子とし

て知られているbFGFを添加すると約0.1-0.4%の細胞が増殖コロニーを形成した。従って、線条体細胞

集団の一部は、未分化非増殖性神経前駆体細胞と考えられた。そこで、本培養系にAPP770、APP695あ

るいは両者を添加したところ、 bFGFの場合と同様に神経幹細胞によるコロニー形成が認められた。

APP770のコロニー形成作用はAPP695と比べ強い傾向にあった。この作用の少なくとも一部は、

APP770のもつクニッツ型プロテアーゼ阻害領域に起因する可能性がある。次に、幹細胞増殖作用にお

いてAPP770がbFGFなどの成長因子との相互作用を調べたところ(図2)、増殖作用に対する相加効果が

認められた。また、 APP以外のクニッツ型プロテアーゼ阻害剤(例えばアプロチニンやウリナスタチン)

もAPP770と同様な相加効果を示したカミフ.ロテアーゼ阻害剤単独では、それぞれ作用効果が異なった。

また、他種のプロテアーゼ阻害剤は全く増殖効果を示さなかったため、本増殖活性はプロテアーゼ阻

害活性とは対応していない可能性が考えられた。 APPの細胞外分皆、量は、細胞周期やリン酸化により影

響をうけ引ー引、生理的条件下で分泊されているs/A4蛋白質の量も変化すると推測される 7)-1 0)。従
って、幹細胞増殖因子作用をもっbFGFと同様に、 APP分子や他のいくつかの
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クニッツ型プロテアーゼインヒピターは、神経系の初期発生時において神経幹細胞の増殖調節を介し

て神経系の成熟分化に関わっていると考えられる。

C文献]I)Yoshikawa，K.et al.(1990)Bioche田i.Biophys.Res.Commun.17[，204-209.2)Mattson，M.P. 
et al.(1993)Neuron10，243-254. 3)Bush，A. I.et al.([993)J.Biol.Chemi.，268， 16109-[6[[2. 

4)Miyazak i， K. et a 1. (I993)Nature362， 839-841. 5)K ibbed1. C. ([993)Pl'oc. Nat l.Acad. Sc i. USA， 90，1 

0[50-10123. 6)Jacobsen，J.S.et al.(1994)J.Biol.Che皿i.，269，8376-8382.7)Hung，A.Y.et al.(1993) 

j.Biol.Chemi.，268，22959-22962. 8)Hung，A. Y.and Selkoe，0.J.(1994)EMBO J.B，534-542.7)Ha回s，C.

et al.(1992)Nature，359，322-325. 8)Seubert，P.et al.(1992)Nature，359，325-327. 9)Shoji，M.et a 

1. (1992)Science， 258， 126-129. 10)Busciglio，J.(1993)Proc.Natl.Acad.Sci.90，2092-2096. 

図1.ラット胎児線条体

細胞無血清培主主 Aは、

無血清培地のみで5日
間培養した。 B一Oi立、

bFGF(5ngJmJ)(B)、
APP695(30μgJ田J)(C)、
及びbFGF+ APP675(0) 
存在下で5日間培養し

た。その後、 (0)では

培地を無血清培地に変

え、更に10日間培養し

たものである。

図2.ラット胎児線条体
細胞の増殖に及ぼす

bFGFとAPP分子の相加

効果。可溶性APP分子
(30μg/mJ)及びbFGF

(5ng/mJ)の存在下、非

存在下で線条体細胞を

それぞれ1週間培養し、

それぞれの細胞数を算

出した。
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91 

〔要約〕

トランスグルタミナーゼにより架橋されたアルツハイマー

β/A 4アミロイドペプチドの神経細胞毒性

佐々木隆造、増田誠司、品川理佳、伊倉宏司¥高畑京也口

(京都大学農学部、本京都工芸繊維大学物質工学科、日岡山大学農学部)

トランスグルタミナ ゼはペプチド鎖中のGln残基と Lys残基聞のE:-(γ-Glu)Lys 

イソペプチド結合形成反応を触媒し、重合物を形成する。アルツハイマ 病発症の原因ではない

かと考えられている β/A4ペプチドがトランスグルタミナーゼで重合化する ζ とを発見した。

重合化β/A4ペプチドはPC 12細胞のNGFによる分化誘導を阻害し、細胞死を引き起乙した。

また胎生18日ラットの海馬および中隔野由来の神経細胞の神経突起の伸張を阻害し、細胞を死K

いたらしめた。重合化ペプチドは無処理のペプチドよりはるかに強い毒性を示した。

〔目的〕 アルツハイマ 病の代表的病理所見のーっとして、脳における老人斑の形成すなわち

アミロイドタンパク質の細胞外沈着がある。アルツハイマ 病発症の分子機構は未だ明確ではな

いが、本タンパク質の沈着が本疾病の要因の一つである ζ とを示唆する知見が報告されている。

アミロイドタンパク質沈着物は難溶性であり、その主成分はβ/A4ペプチド (β/A 4)と呼ば

れるもので、約40残基のアミノ酸からなり2個のLysと1個のGlnを含む。 β/A4は、約700

残基のアミノ酸からなる膜貫通型の前駆体タンパク質から派生する。本研究は、ペプチド鎖中の

Gln残基と Lys残基の間でE:-(γ-G 1 u) L y sイソペプチド結合を形成するトランスグル

タミナ ゼが、アルツハイマ一病における老人斑の形成K関与する可能性を究明する乙とを目的

としたものである。今回は、 β/A4がトランスグルタミナーゼにより架橋される ζ と、架橋さ

れたβ/A4が神経系細胞Kたいして分化抑制効果や生育毒性をもっ乙となどを示す結果Kつい

て報告する。

〔方法〕 トランスグルタミナ ゼは、モルモット肝抽出液から免疫アフィニティークロマトグ

ラフィ により精製した(1)。 β/A4は、合成した部分長(1-28)と完全長(1-40)のものを適

宜使用した。分子間架橋形成反応の進行は、反応生成物を SDS-PAGEにかけ分子サイズの

変化を見るととにより判定した。 PC 12細胞のNGFH::よる分化誘導は、 PLLコ トプレ ト

上で無血清培地を用いて行った。海馬および中隔野部位の神経細胞を胎生18日のラット胎児から

分離し、初代培養神経細胞系として用いた。

〔結果〕 β/ A 4 (1-28)とβ/A 4 (1-40)はともにトランスグルタミナーゼーにより架橋され

多量体化される ζ とが判った(2)。架橋反応により多量体化したβ/A4は、 PC 12細胞の分化誘

導時Kみられる神経突起の伸張を回害し、最終的Lζは細胞死を号iき起ζ した。海馬および中隔野

の神経細胞Kついても、多量体β/A4は神経突起の伸張を抑制し、細胞死を引き起ζ した。乙

れらの結果は、トランスグルタミナ ゼがアルツハイマ一病K見られる老人斑の形成に関与して

いる可能性を示唆するものである。
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トランスグルタミナーゼ M(右下).モノマー P.酵素なしで180骨反応.TG. 

non-cross linked 。/A4
0.4 

0.3 

cross-linked 
s/A4 

0.2 

0.1 

(
戸

E
白
白
川
町
)
砂
ハ

V
C
内

e
o
m
a〈

O 
O 60 40 20 

ド/A4peptide conc. (μM) 
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92 アルツハイマー病脳変性神経細胞における

ニュー口フィラメン卜の異常

中村祐川、武田雅俊司、新川久義3、服部英幸4、播口之朗人西村 健t

(1大阪・医・精神、 a小坂病院、 S狭山病院、‘美原病院)

〔要約〕アルツハイマー病海馬(凍結浮遊切片)において神経細胞骨格の主構成成分であるこユーロフィ

ラメントの病態における関与について種々のニューロフィラメントに対する抗体を用いて免疫組織化学

的に験討した。 200KDaニューロフィラメント (NF-H)のリン酸化及び非リン酸化エピ卜ープに対

する抗体は、多くの神経原線維変化様構造物、変性神経細胞浸ぴ変性神経突起を染色した。家族性アル

ツハイマー病脳海罵のみにおいて68KDaニューロフィラメント (NF一L)のC末端テイル領域に対す

る抗体が多くの変性神経細胞友ぴ変性神経突起を染色した。これらのことからアルツハイマー病の病態

にニューロフィラメン卜が関与している可能性が示唆された。

アルツハイマー病脳においてみられる神経原線維変化は r蛋白などの細胞骨格系がその構成成分で

あり、病態に密接に関与していると考えられている。ニュー口フィラメン卜は神経細胞の主要細胞骨格

のひとつであり、アルツハイマー病神経細胞において異常がある可能性が考えられ、詳しく験索するこ

とは細胞骨格系の変化を探る上で有用であると考えられる。

匿1m
1:NFーしに対する抗体 (a・TL)の作成:精製した牛NFーしをthrombinにて消化の後、 tail

断片 (18KDa)をDEAE-Sphacelにて精製した。 tail断片を兎に免疫し、 serumを採取の後、a

ffnity-purifyを行った[1] 0 

2:免疫組織化学染色法:家族性アルツハイマー病 1倒、 SDATl例、対照 1倒Alz-50

negativeな症例)のホルマリン面定した海馬をクリオスタットにて 15μmの浮遊切片を作成した。表に

示す抗体を用いて、 0.1%Triton X・1OO/Tris-buffered saline/ 10 % normal goat serumにで 4ocにて 2
日間反応させたのち、 Vectastainkitを用いて、 DABIこて発色させた。アルツハイマー病の病理的変化

の指標としてAlz・501こて染色を行った。

抗体名 抗原 希釈 由来

Alz-50 tau (phosphorylated) 5 x(medium) Davies P 

NR4 NF-L 300 x Amersham 

a-TL NF-L tail (18KDa) 1μg/ml [1] 

NE14 NF-H (phosphorylated epitope) 500 x Amersham 

SMI・31 NF-H (phosphorylated epitope) 300 x Sternberger-Mayer Inc. 

SMI-32 NF-H (non-phosphorylated epitope) 300 x Sternberger-Mayer Inc. 

SMI-34 NF-H (phosphorylated epitope) 300 x Sternberger-Mayer Inc. 

匿亙
1 : N Fーしに対する抗体による桟討

市販されている NF-Lに対するモノクローナル抗体制R4，Amersham)はフォルマリン固定の標

本を浮遊切片においても染色せず、今回、 NFーしのc末断片に対してポリクローナル抗体(a-TL) を

作成・精製した。対照脳海馬においては、 a-Tしは一部の神経細胞を弱く染色し、軸策を強く染色した。

家族性アルツハイマー病海馬においては、変性神経細胞の一部が強く染色され、また、一部の変性神経

突起も強く染色された。また、 SDAT海馬ではこのような変化11見られなかった。

2:NF-Hに対する抗体による検討

NF-Hに関しては市販の抗体数穫を用いて検討した。 1)ン酸化NF-H工ピトープに対する抗体

としてはNE14(ウエスタンブロットにて脱リン酸化処理にて染色性消拘忍びSMI-31/34抗体を用い、非
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リン酸化NF-Hヱピ卜ープに対する抗体SMI-32を用いた。対照脳ではNE14は軸策のみを染色し、

SMI・32は神経細胞体及び軸策・神経突起を染色した。両アルツハイマー病脳においてゆ~E14は一部の

変性神経細胞を染色し、 SMI・32はネ離原線維変イt強構造物、変性神経細胞忍び変性神経突起を染色した。

匡璽
従来よりニューロフィラメン卜について椴討されているのはそのサブユニットである NF-M/H

であり、 NFーしについての知見は乏しい。それは従来のサF-Lに対する抗体がフォルマリン標本を染色

しにくいためであり、今回作成した抗体 (α・TL)は浮遊切片では NFーしを強く染色する。今回、検討

した家族性アルツハイマー病海馬において変性神経細胞にNFーしが蓄積している所見が得られたが、

SDATではその様な所見はみられなかった。 しかし、 NF-Hに対する抗体による所見では大きな

差異は見られなかった。これらのことから、アルツハイマー病においてその病態にニューロフィラメン

トが関与することが示唆される。 NFーしに関しではアルツハイマー病の急性期に関与する可能性や家

族性アルツハイマー病のみに関与する可能性が考えられ、今後の検討を要する。

匿歪玄iJ[1] Nakamura Y、TakedaM、AimotoS、HariguchiS、KitajimaS and Nishimura T: 
Acceleration of bovine neurofilament L assembly by deprivation of acidic tail domain. Eur. J. 

Biochem. 212:565・571、1993.

ゼ
勺
何
気J

f

'

d

 

心
ず
立

ト神戸

L

J

ザ

静

穏

警伊

時て 議

d
J
ae事

A 
， 4際 / 

ノ
戸/私人マ

~;-Y 

);;; 

' 

:家族性アルツハイマー病脳海馬 (A、C、E、G)友び

対照脳海馬 (B、D、F、H)の比較

企ょ旦:Alz-50、♀ょ旦:α・Tl、 E、F: NE14、G 、H:SMト32
ホゲ訳、""""，f-，¥，<

イ子

/ 、

二九
へA

義 J 忠、

B17u 

図2:α・TL(A)友びSMI・32(B)により染色される変性神経細胞



220 

93 軽微な頭部衝撃の繰り返しにより惹起される細胞骨格蛋白の変化

O金IlJ 巌、武田雅俊、新川久義、西村位
大阪大学医学部精神医学教室

〔要約〕
軽微な衝撃が頭部に繰り返し作用した場合の影響をみるため、 fluidpercussion装置を用いてラット
脳に機械的傷害を加え、その脳組織の神経細胞および細胞骨格蛋白の変化について免疫組織化学的に検

討した。重度の機械的傷害がl回だけ作用した場合、衝撃部位の大脳皮質深層部で6時間後をピークに

急性期蛋白の発現がみられ、それと比較して軽度機械的傷害が1回だけ作用した場合には衝撃部位の大
脳皮質表層部で1時間後をピークにその発現がみられ、重度衝撃と軽度衝撃では急性期蛋自発現の時間
経過と局在部位に差異が認められた。そしてこの軽度衝撃が頭部に頻固に作用した場合には、衝撃部位

の大脳皮質における一部の神経細胞胞体内にリン酸化ニューロフィラメント、 IIAP2の異常な蓄積が認め
られた。それ自体でさほど傷害を来さない程度の衝撃が慢性に繰り返し作用することにより、特徴的な

細胞骨格蛋白の変化が惹起され、重度衝撃が及ぼす変化と異なることが示唆された。

(目的) アルツハイマ一病の患者は対照例と比較して頭部外傷の既往が有意に多いという疫学調査(1)

により、アルツハイマー病のriskfactorとして、年齢、女性、ダウン症の家族歴のほか頭部外傷があげ
られる。またボクサー経験者におこるDemenntiapugilisticaは頭部に繰り返し機械的傷害をうけた結果
であると考えられ、その剖検脳では大脳皮質の広範な領域で多数の老人斑、神経原線維変化が認められ
ている(2，3)。そこで我々はラット頭部に軽微な機械的傷害が繰り返された場合にアノレツハイマー病と類

似した病理過程が促進されるかについて検討した。

(方法) 雄ウィスター系ラット(300-350g)をケタミン麻酔下にて固定し、歯科用ドリルを用いて右頭
頂側頭部に硬膜を傷つけず直径4.8mmの骨窓をつくり、長さ5cmのテフロンチューフーをcyanoacrylateて‘周
辺部の頭蓋骨に装着した。テフロンチューブ内は生理食塩水で満たし、 fluidpercussion装置(4)にi呈結
した。金属製のおもりを日盛り盤の一定の日盛りから落下させて頭蓋内に一定の圧力がかかるようにし

た(1.Oatm-4. 3atm)o percussionを終了したラット、再度percussionを施行するまでのラット、 percuss
10nを施行しない対照群は、テフロンチューブの先端に栓をしてゲージに戻した。最終衝撃施行して一定

期間後にラットを濯流固定し、ホルマリン固定後、その脳組織についてH.E染色、 Nissl染色で悩障害の
程度を評価し、 ABC法による免疫染色を行なった。免疫染色についてはHSP72、ubiquitin、APP、MAP2、
GFAP、リン酸化ニューロフィラメント200K蛋白、脱リン酸化ニューロフィラメント200K蛋白に対する抗
体を使用した。

(結果〉 それぞれの目盛りからおもりを1回だけ落下させた場合、圧力の増加にともない衝撃部位に
おける神経細胞脱落も増加した。そこで軽度衝撃の特徴を明らかにするため軽度衝撃と重度衝撃が1団
だけ作用した場合の急性期蛋白の変動を比較検討した。重度の機械的傷害(4.0atm)がl回作用した場合、
衝撃部位にて神経細胞脱落が著しく認められ、傷害側の大脳皮質深層で衝撃後6時閣をピークにHSP72な
どの急J性期蛋白の染色性の充進がみられた。またそれから時間的に少し遅れて衝撃部位周辺において、

細胞体がリン酸化ニューロフィラメントで強陽性に染色されるニューロンが増加した。これに比較して

軽度の機械的傷害(1.Oatm)が1回作用した場合は神経細胞脱落はほとんど認められず、傷害側の大脳皮
質表層で衝撃後1時聞をピークにHSP72の染色牲の克進がみられた。そこでこの軽微な機械的傷害(1.Oa 
tm)が慢'性に加わった場合を検討するため、毎日連続して7回衝撃を施行したところ、 1週間後に衝撃部
位においてGFAPの増生、 MAP2の減少がみられ、一部の神経細胞胞体内はリン酸化ニューロフィラメント
(図 1)、 MAP2(図 2)で強陽性に染色された。しかし海馬などの遠隔領域においては対照と比較して
有意な差異は認められなかった【

(考察) 以上の結果より、重度衝撃の場合は障害が深層におよび、ニューロンを保護しようと急性期

蛋白が大量に発現するものの、著しく神経細胞が脱落し深層に残存している一部のニューロンで6時間
後をピークに染色牲がみられるが、軽度の場合は急性期蛋白は 1時間をピークに大脳皮質表層部分に発
現し、ニューロンに保護的に作用し、神経細胞はほとんど脱落しないと考えられる。そしてこの軽微な
機械的傷害が頭部に繰り返し作用することによって、特徴的な細胞骨格蛋自の変化が惹起され、重度の

機械的傷害によってもたらされる変化とは異なることが推定された。アルツハイマー病などの神経変性

疾患では軸索損傷によると考えられるニューロフィラメントの異常蓄積が報告され



このモデル動物はアルツハイマー病の病f'[!.i!¥'9，f'，1の解明に役以つものとx，えられるο

図 l 衝撃部位におけるリン般化ニューロフィラメン卜の局在の変化

図2 抗MAP2抗体による免疫染色
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94 アルツハイマー病脳に特徴的な遺伝子の同定:カルポキシメ
チルトランスフエラーゼ
山本明広、北村大介¥渡辺武¥白沢卓二#、近藤威史、森啓

(都精神研・分子、食九大・生医研・感染防御、#都老人研・分子病理)

〔要約〕 アルツハイマー病(AD)脳に特徴的な遺伝子を同定する目的で‘differential

hybridizationをおこない、その結果、 5つのクローンを得た。ここではその 1つであ

るカルボキシメチルトランスフエラーゼ(CMT)について4貧5すした。 AD~出における

CMT mRNAおよびタンパク量は正常脳より多く発現されていることが、ノーザンブ

ロットとウエスタンブロットの解析からわかった。抗CMT抗体は、 AD脳に特徴的な

異常構造物である神経原線維変化を染色した。共焦点レーザー顕微鏡観察によって、

CMTとユビキチン、タウがほぼ同ーの存在様式をとることがわかった。また、 CMT

の生物学的機能を知るため、 CMT遺伝子欠損マウスの作成を試みた。

目的

アルツハイマ一病脳に特徴的な遺伝子を同定することは、家族性アルツハイマー

病原因遺伝子の解明にも比肩する興味ある内容をもっ。これまでのdifferential

hybridization法によっては、 GFAPやチュープリンなどが同定されている。これはAD

脳が変性疾患であり、 2次的な反応であるグリオーシスを反映しているためと考えら

れる。われわれは、こうした知見からニュー口ンにのみ由来する遺伝子をク口一二ン

グするため、グリア細胞増殖前の胎生15日のラット脳からcDNAライブラリーをスク

リー二ングすることにした。そして、今回得られた遺伝子のCMTは、タンパク質中

の光学異性体のラセミ体アスパラギン酸、イソアスパラギン酸を修復・除去する機能

があると考えられるものである。こうした異常ラセミ体タンパク質は、 AD脳ば.かり

でなく、老化組織内でも蓄積していることが知られている。最近、 0-アスパラギン酸

を含む合成アミ口イドタンパクアナローグの重合能を、生化学的に調べた結果、正常

のものより重合能力f促進されていることがわかった。こうしたことより、ラセミ体や

その関連酵素のCMTに関する知見はAD脳の生化学にとって、重要な示唆を与えると

思われる。

方法

マウスのCMTゲノムは、 C57BLl6由来のラムダDashllあるいはEMBL3ライブラリ

ーより、ヒトCMTのBamHI/Sphl断片(250bp)およびマウスCMTのPCR断片(800bp)を

フローフにしてク口ーニングした。

ターゲテインクのDNAコンストラクトは、ネオマイシン耐性(neo)遺{云子とチミジ

ンキナーゼ(tk)遺伝子をもっフラスミド、 pPNTを利用して、エクソン 2-3を含む

14.6kbのマウスゲノムをneo遺伝子で‘置換して作成した。

結果と考察

図 1にノーザンとウエスタンブロット法によるCMTmRNAとタンパクの分析結果

を示す。これから明らかなように、正常脳よりAD脳におけるCMTの発現が冗進して

いる。さらに、これらの形態学的な分布を、 CMT相補鎖のリボプロープを用いたin
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situ hybridization法によって、特に錐体細胞に強く発現されていることが.わかったO
また、共焦点レーザー顕微鏡を用いた観察から、 CMTは細胞体と変性神経突起の神
経原線維変化において、タウやユビキチンとともに存在することが明らかになった。

一方、老人斑にはCMTが見出されなかったが、アミ口イドが神経原線維変化と異な
り、細胞外沈着であることを考えると、 CMTが老人斑に反応していないことが理解
できるO しかし、このことは、アミ口イドタンパクがラセミ体アミノ酸を含んでいな

いことを意昧しているわけではな ¥'¥0 実際、神経原線維変化だけでなく、老人斑アミ

ロイドタンパクにもD-アスパラギン酸が存在することが言iE明されている。

ジーンターゲティングのためのコンストラクト(図・2)は、 Notl)肖化により、直鎖
状としてES細胞(E14)に導入した。 5明Ijよりtk遺伝子、 10.4kbのロングアーム、 neo
遺伝子、 0.8kbのショートアームの構成とし、 tk遺伝子とneo遺伝子は逆方向とした。
25μgのコンストラク卜DNAを5X106のES細胞にトランスフェクトし、 G418および
ガンシク口ビルによるポジティブ・ネガティブ選択法を用いて、約200のクローンを
得た。なお、ガンシク口ビルによる濃縮率は約5倍であった。これらのクローンから、

ゲノムDNAを抽出し、 PCRスクリーニングをおこなった結果、 4つのクローンがさ
らに得られた。

また、 homologousrecombinationを確認するため、各領域における 5種類のプロ
ープを用いて、サザーンプロットをおこなった。図-3(b)に見られるように、 3 'í~1jプロ
ーブを用いたBamHI/EcoRI消イヒで、 #84のクローンが予期された11.4kbのバンドが見
られた。また、図-3(c)の5'側フロープで、BamHI/Xhol消化でも、 #84のクローンが期待
される8.9kbのバンドを示した。このクローンを、 38個のC57BL/6旺にに注入した。
さらに、これを疑似妊娠させた雌の子宮に戻したところ、雄 1匹、雌 2匹のキメラマ

ウスが得られた。
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〔要約〕

老人脳における apolipoproteinEの genotypeとアルツハ
イマー病病変ならぴに関連遺伝子発現制御

小山文隆，井原康夫
(東京大学医学部脳研脳病理)

我々は東京都老人医療センターの連続剖検例より得た老人脳についてapolipoprotein

E (ApoE) genotypeとその mRNAlevelを測定し，同時にアルツハイマー病 (AD)病変で

ある老人斑(SP)、神経原線維変化(NFf)、およびアミロイドアンギオパチー (CAA)

の形成の程度を免疫組織学的に、またpタンパク質前駆体(APP)とタウの発現制御

を生化学的に調べた。老人脳の genotypeはApoE2/3、3β、3/4、および4/4で、 3β が

最も多かった。 ApoE2/3脳では AD病変が認められなかったが、その他の genotypeで

は認められた。 ApoE3β脳では皮質の 55%、34%、24%にそれぞれSP、NFT、およ

びCAAが認められた。 Apo日/4脳ではこれらの病変の出現頻度は高かった。他方、

ApoE genotypeはApoE、APP、およびタウ mRNAレベルあるいは後者二つの

differential expressionに影響を与えなかった。これらの結果より ApoE4/4は老人脳に

おいてAD病変の形成を促進し、 ApoE2/3は抑制するが、それは APP、タウの遺伝子

発現の変化によるものでないことが分かった。

[目的]アルツハイマー病 (AD)は大脳皮質における多数の老人斑(SP)と神経原線維

変化(NFT)の存在で特徴づけられる。また AD脳ではアミロイドアンギオパチー

(CAA)を伴うことが稀ではない。最近apolipoprotein(Apo) Eのalleleε4がsporadic、

early-、およびlate-onsetfamilial ADσAD)のriskfactorであることが報告された。すな

わち、これらの ADでは、通常の人口に比べ、 ε4alleleの頻度が有意に高い1・5)。今

回我々 は、 ApoEgenotypeあるいは mRNAlevelが、 1)三つの AD病変形成に影響を

与えるか、 2)AD関連遺伝子である APPとタウの遺伝子発現に影響を与えるか、に

ついて老人脳で検討した。

[方法]老人脳は東京都老人医療センターの連続剖検38例を用いた6，7)0SP、NFT、

CAAの脳における蓄積程度は免疫組織学的に、 s(1-28)タ:ノパク質抗体、タウ抗体を

用いて解析した。老人脳よりグアニジンイソチオシアネート法で to凶 RNAを調製し

た。 ApoE の genotype は m貯~A を逆転写酵素で逆転写した ApoEcDNA をPCR で増幅

し、 HhaIで切断して決定した。 ApoE、APP、タウの遺伝子発現は nudeaseSl 

prot民tion法で解析した。



[結果]38の老人脳は ApoE2/3、3/3、3/4、および4/4にタイプ別され、 3/3が最も多

かった。 SP、NFr、およびCAAはApoE2/3脳では認められなかったが(SPのみ有意

差あり)、他の genotypeでは認められた。 ApoE3/3脳では皮質の 55%、34%、24%に

SP、NFr、およびCAAが認められた。 ApoE4/4脳ではこれらの病変の出現頻度が高

く、 genotypeの中では最も高かった(SPのみ有意差あり;Fig. 1)0 ApoE3/3、3/4の脳

では SPはCAAを必ずしも付随していなかったが、 ApoE4/4では付随していた。他

方、 ApoEgenotypeはApoE、APP、およびタウ mRNAレベルあるいは後者二つの

differential expressionに影響を与えなかった。

[結論]ApoE4/4は老人脳においてAD病変の形成を促進し、 ApoE2/3は抑制するが、

それは APP、タウの遺伝子発現の変化によるものでないことが分かった。

[文献]

1. Corder et al. Science 261， 921・923(1993). 
2. Rebeck et al. Neuron 11，575・580(1993). 
3. Saunders et al. Neurology 43，1467-1472 (1993). 
4. Strittmatteret al. Proc.Natl. Acad. Sci. USA 90，1977-1981 (1993). 
5. Van Duijin et al. Nature Genet. 7， 74-78 (1994). 
6. Oyama et al. J. Neuropathol. Exp. Nerol. 50， 560・578(1991). 
7. Oyama et al. J.Neurochem. 60， 1658-1664 (1993). 
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96 sアミロイド過剰発現下における神経細胞代謝の変化

国下龍英、池田幸弥、荒木豆、回平武

(国立精神・神経センター神経研究所疾病研究第 6部)

〔要約〕

アミロイド前駆体蛋白 (APP)遺伝子を導入をした新生マウス由来コリン作動性神経細胞株

で、ムスカリン系アセチ/レコリン受容体 (MuR)m 1の機能の低下と不活型PKCの増加が見いだ

された。この事からAPPの過剰発現が神経細胞体にシグナル伝達由来のカルシウム (Ca)代謝

異常を招き、細胞の生育不全を引き起こす可能性が示唆された。

[研究目的]

脳におけるアミロイド沈着はアルツハイマー病及びダウン症候群の病理学的指標の一つで

あり、その沈着部位は神経細胞の脱落部位と良く相関している。更に、 APP遺伝子に変異を

持つ家族性アルツハイマー病やダッチ型アミロイドーシス/遺伝性脳出血の発見は、アミロ

イドと神経細胞死の関連を強く示唆している。しかし、なぜAPP誘導体が分化した神経細胞

のみに毒性を持つのか、その時神経細胞内では何が起きているのか、ダウン症候群の様に

APPが過剰に産性された場合APP自体に神経毒性はないのか、など幾つかの点は現在不明で

ある。本研究はこれらの点を明らかにすることを目的に、 APPを過剰に産性する神経細胞株

のシグナル伝達に関連した代謝について検討した。

[研究方法1

1.細胞培養:新生マウス中隔里子由来コリン作動性神経細胞株SN49にマウスAPP695 cDNA 

を導入した細胞株SN49MA( 1 )と親株SN49及びベクターのみを導入したSN49PX株を 10%FCSI

DMEM培地で培養した。

2.細胞内Ca濃度測定:カバーガラス上に細胞を培養し、 Fura-2/AMを添加した後carba-

cholおよびMuRアンタゴニストで刺激した。 Ca濃度の変化は二波長蛍光光度計により測定し

た。毒素による前処理は測定18時間前に培地にそれを加えることにより行った。

3. PKC活性の測定:細胞を蛋自分解酵素阻害剤存在下細胞質画分と膜函分に分画した。膜

画分は更に界面活性剤で処理した後、細胞質画分と共に和田らの方法(3 )に従い活性の測

定に供した。

4.G蛋白の発現:細胞膜画分の蛋白を電気泳動後、 PVDF 膜に転写し、 Gq，Gi， Go， Gs各サ

ブクラスに対する抗体で免疫染色した。定量はデンシトメトリーで行った。

5，ジアシルグルセロール (DAG)濃度の測定:Preiss らの方法(2 )によった。

[研究結果]

MuRへの刺激に対し一過性に生じるCa流入はSN49MAのみで優位に減少していた(図 1)。

Ca流入に関るMuRサブタイプは、図 1に示す様にpirenzepine感受性mlと判明し、百日咳菌

及びgallamine感受性m2サブタイプには本質的変化は見られなかった。 MuR下流のG蛋白含
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量はGoのみMAで増加し、 m1サブタイプに関連するGq蛋白含量に変化はなかった。次に、 ml
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図1 カルパコール刺激によるCaの細胞内流入。 図2 細胞質商分におけるPKC活性。

サブタイプシグナル伝達で下流に存在するPKCの活性を調べた(図 2) 0 PKC活性はSN49MA

のみで細胞質由来活性が約 2倍に培加していた。しかし、膜結合型活性に変化は見られなか

った。また、 PKCの活性調節因子の一つであるDAG含量はSN49MAで親株の約70協に減少して

いたが、同様の変化はSN49PXでも見出された (SN49:2. 5:t0. 1 nmoles/mg)。

[考察]

コリン作動性神経細胞株SN49におけるAPP過剰生産の影響は、 MuRmlとその下流のCa制御

シグナル伝達系に現れていることが示された。これらの伝達系に関る酵素群や因子は神経伝

達物質の情報伝達だけでなく、細胞の一般代謝において重要な役割を担っている。したがっ

て、 APP過剰生産の影響は細胞代謝全体に現れるものと考えられ、最悪の場合は神経細胞が

死に至ると想像される。更に、神経細胞が他積の細胞に比べてアミロイドに対して脆弱であ

ることも、 APP過剰生産の影響が神経伝達物質の受容体に顕著に現れたことと関連している

と考えられる。ダウン症候群ではAPPmRNAが正常の1.5倍発現しており、アルツハイマー病

においても局所的にIL1 -sの増加とそれに伴う APP産性の昂進が報告されている。したがっ

て、本知見と同様の現象が脳内で生じている可能性が示唆された。
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97 Alzheimer病およ tfDown症脳分画におけるAs免疫反応性の
生化学的検討

柳津勝彦1、新海泰久1、井原康夫1、尾高麻乃z、鈴木仲宏2、嶋田裕之3
(東京大学・医・脳研・脳病理1.武田薬品・開拓ー研ち 東京医大・病理3) 

〔要官、
脳tyloid∞reを豊富にもつAlzheimer病(AD)脳と，広範なdiffuseplaqueを示しながらamyloidcoreを
示さないDown症 (DS)脳の大脳皮質をショ糖密度勾配達心法により分画し、抗戸ーアミロイド蛋白

(As)モノクローナル抗体を用いたWestemb)otおよびsandwichEIAにて生化学的に解析した.AD脳

においてはショ糖密度1.5β.OM界面に強いAs免疫反応性を認めた.DS脳においては1.0/1.2M、1.2/

I.5M界面に強い反応を認める一方、1.5β.OM界面における反応は僅かであった.AsのN末側および中

関部を認識するモノクローナJレ抗体の反応性は、 AD脳，DS脳とも軽函分においてAsのC末側を認識す

る抗体の反応性に比して弱かった.AsのC末側を特異的に認識するモノクローナル抗体を用いた

Westem blotおよびEIAより、脳内蓄積Asの主成分はAs
I
-42であることが示唆された.

(序論)
AD踏におけるAsの蓄積は、その前駆体であるamyloidprecursor protein (APP)の代謝異常に基づくと

考えられるが、詳細は不明である. また生理的にも産生されるA仰f不溶化しamyloid形成に至る機序

も不明である. 本研究においては，As沈着の早期変化と考えられる diffusep)aqu巴を広範に示した、

死亡時36歳のDS剖検脳を対象とし、 AD脳との比較のうえに、 Asの存在様式を生化学的に検討し

たさらに脳内蓄積Asの分子穫に関し、 AsのC末側を特異的に認識するそノクローナル抗体を用いて

検討を加えた.

(方法)
(1)ショ糖密度勾配達心 病理学的に診断の確定されたAD10例、 広範なdiffuseplaqueを示しなが

らamyloidcoreを示さないDSl例、さらに病理学的に異常を認めない対照加齢 10例を対象とした.

髄膜、血管、白質を除去した大脳皮質を4倍容量の蛋自分解酵素阻害剤含有Tris-salinebufferを用いて、

Daunce homogenizerによりホモジナイズし、 540，α)()g，15分遠心した.得られた沈澄を1.0Mショ糖でホ

モジナイズした後， 1.2/1.5β.OMショ糖の上に重畳し24，α)()g，2時間遠心し、不連続密度勾配を作成し

た.1.0/1.2M， 1.2/1.5M， 1.5/2.0M界面をそれぞれ採取し、生化学的に解析した.

(2)Wes附 nblot analysis ショ糖密度勾配遠心にて得られた画分25μgをa印 ωneにて脱脂後、 2%SDS，

8M urea含有Lぉmmlibufferに溶解し、 tricine-SDSpolyacrylamide gelにて電気泳動した.PVDF膜に転写

後、抗Asモノクローナル抗体 (BAN-50;抗Asト16，BA-27;抗AsI-40，BC-05;抗As35-43，6C6;抗A

sI-16，4G8;抗As17・24)を用いてenhan∞dchemiIuminescence system (Amersham)にて検出した.
(3)Sandwich EIA BAN-50を第一抗体として回相化し，HRP標識のBC・05あるいはBA・27を第二抗体と

したsandwichEIA sys加nを用いた各画分を 1∞%formic acidで処理し抽出されたAsを定量した
(結果および考察)
AD脳においてはショ糖密度1.5/2.0M界面に最も強いAs免疫反応性を認めた.一方、 DS脳におけるA

Fの免疫反応性は1.0/1.2Mおよび1.2/1.5M界面において認め、1.5β.OM界面においては明らかでなかっ
た (Fig.l).AD脳およびDS脳の両者において1.α1.2Mおよび1.2/1.5M界面におけるBAN-50および4G8

の反応性は、 BC-05の反応性に比して著しく弱かったσig.1，2). AD脳およびDS臓の両者においてBA-

27の反応性は明らかではなかった(Fig.2). AD脳1.5/2.0M界面およびDS脳1.0/1.2M界面における

sandwich EIAによるAs定量の結果、 As142はそれぞれ52および 17pmo)e/mg proteinであった一方、

AsHOは前者においては1.5pmo)e/mg proteinであったが、後者においては検出されなかったσig.3).

BA・27，BC-05はそれぞれAs
I40
，As142のC末端を特異的に認識することが報告されており(1，2)，今回の

実験結果から脳内に蓄積するAsは， ADの病期に関係な<As142が主体であることが示唆されたまた

ADの早期病変を示したDS脳に関する実験結果から， Asは初期において密度の低いpreamy)oidとして

蓄積し、次第に密度を増lamyloid∞mへと成長していくことが推察された.



229 

(文献)
1. Suzuki N. et al .Am J Pathol (in press) 
2. Suzuki N. et al. Science 264，1336・1340，1994

F3 

4・噛，
F2 SP Fl HO 

‘・，

F2 F3 

.. ・
Fl SP HO 

.ーBC・05

-
骨一-AD-ー+

..， 

骨一一DS一一+

BAN-50 

Fig.l 
Westem blot of the sucrose gradient fractions immunolabeled with 

BC・05or BAN-50. Ho: homogenate of the cerebral cortex， Sp: 

supernatant obtaind by the centrifugation， Fl， F2， F3: 1.O/l.2M， 

l.2/l.5M， l.5β.OM interfaces， respectively. 

AD: Alzh巴imer's dis回 se，DS: Down's syndrome 

-As42 
EコAs40

「

l
l
l
iト
l
l
!
l
l
l
1
1
1
1
1「
1
1

。
。

o

o

q

u

A

匂

内

J

q

'

L

(
5
2
0』
a
o
ε
¥的
ω
一OE
a
)
史
〈

2 

.圃・ーー・

2 2 2 

43ー
・固圃-
29-

18-

12-

5-
10 

.. 

-‘ 
.. 

2.6-

BAN50 BC05 BA27 4G8 6C6 

DS 

Fig.3 

Quantitation of As in AD l.5/2.0M and 

DS l.0/1.2M interfaces by sandwich EIA. 

(ND; not detected) 

AD 

Fig.2 

Western blot of山eproteins from DS 1.0/1.2M interface (1) 

and AD 1.5/2.0M interface (2).百leblots were immunolabeled 

with As monoclonal antib吋i臥



230 

98 

〔著者〕

〔所属〕

頭蓋内外血管可溶性画分における β アミロイド蛋白の定量

新海泰久 1、柳淳勝彦 1、井原康夫人尾高麻乃2、鈴木伸宏2、吉村正博 3

〈東京大・医・脳研・脳病理1、武田薬品工業・開拓ー研2、東京都監察

医務院・病理3)

〔要約〕 ヒト脳髄膜、頭蓋内外血管可溶性画分における βーアミロイド蛋白 (Aβ)、
Aβ ト 40およびAβ1-42、を t曹o-siteenzyme immunoassay(EIA)により定量し、以

下の結果を得た。

1 .頭蓋内血管、髄膜、脳底動脈および中大脳動脈においてAβ を検出した。 2.頭

蓋外血管、内頚動脈および大動脈における Aβ 量は検出感度以下ないしは、痕跡程

度であった。 3. Aβ ト 40，Aβ1-42の量はほぼ等しかった。今回の実験結果より、

Aβ は頭蓋内血管にのみ検出され、これはアミロイド・アンギオパチー (CAA)の選択
性の基礎である可能性が示唆された。

[序論]

Aβ の沈着はアルツハイマー病 (AD)の主要な病理学的特徴の一つであるが、生理
的にも産生される Aβ が蓄積され、アミロイドへ成長していく過程は不明である。

本研究においては、 Aβ 沈着の一つの様式である CAAに焦点をあて、頭蓋内外の血
管および髄膜を対象にAβ の定量的解析を行った。

[方法]
(1)実験対象 20歳代から 90歳代までの剖検により得られたヒト脳髄膜{後頭葉)、

脳底動脈、中大脳動脈、頭蓋外内頚動脈、大動脈を対象とした。
(2)試料調製:湿重量約50mgの各組織を9倍容量の 50mMTris-saline buffer 

(pH7.6; 1田MEGTA， 0.5聞MDIFP， 0.5mM PMSF， 1μg/m 1 TLCK， 1μg/ml antipain 
， O. 1μg/阻1pepstatin， 1μg/ml leupeptinを含む)を用いてTeflon/glass

homogenizerにてホモジナイズした。 100，OOOgで15分間遠心し、上清をbufferEC 
(20mM phosphate buffer， pH7.0， 0.4M NaCl， 2mM EDTA， 10% Block Ace， 0.2% 

bovine serum albumin， 0.05% NaN3， 0.075% CHAPS)にて 5倍希釈し EIAに供した。
(3)two-site EIA: Suzukiらの方法(1)に従い、抗Aβ モノクローナル抗体、

BAN-50 (抗Aβ1-16)、 BA-27(抗Aβ1-40)、 BC-05(抗Aβ35-43)を用いた。 BAN-50を
第一抗体としてマイクロプレート (Nunc社)に固相化し、試料あるいはスタンダー

ドを加えた後、 horseradishperoxidase標識のBA-27，BC-05を第二抗体として反応
させた。スタンダードとして、合成Aβ(Bachem社)を使用した。最後にTMB

microwell peroxidase system (Kirkegaard & Perry Labs.)で発色させ、 450nmの
吸光度を測定した。

[結果1
1 .頭蓋内血管および髄膜において、 Aβ を検出した (Fi g.ト 2)。

2.頭蓋外内頚動脈、大動脈における Aβ 量は検出感度以下 (<0.08pmol/gwet 
weight)ないしは、痕跡程度であった (Fig.3)。

3.Aβ ト 40， Aβ1-42の量はほぼ等しかった。
[考察]

CAAは頭蓋内髄膜、大脳皮質の主に小動脈に認められる病変である。今回の実験
結果はAβ の血管内蓄積が頭蓋内血管に選択的に生じていることを示唆した。頭蓋
内外の血管系における差異をもたらす理由は不明であるが、 Aβ 産生源や血管によ
るAβ の捕捉の観点から頭蓋内環境の特殊性を考慮する必要がある。最近Roherら
はAD脳髄膜血管においてAβ 1-42:Aβ1-40が 58:42であることを報告した(2)。本研

究においてもこれらのAβ 分子種の量はほぼ等しく、これまで報告された脳実質内
アミロイドのAβ1-42の優位性(3)と比較すると、血管内における Aβ 蓄積の特異性
が推察された。
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〔要約〕

アミロイドpタンパクのC末端特異的酵素免疫測定法

尾高麻乃、石橋祥弘、菊池祭、北田千恵子、鈴木仲宏

(武田薬品工業(株)・開拓第一研究所)

アミノ酸39-43残基からなるアミロイドpタンパク(As)の物理化学的性質や沈着様式は、 C末端側

アミノ酸数残基の長さの違いによって大きく呉なることが報告されている O われわれは、 Val40をC末

端とする短鎖型の分子種およびfAla42をC末端とする長鎖型の分子種がADにおいて果たす役割を明ら

かにすることを目的として、 APl刊および、APl-42(43)のC末端部をそれぞれ特異的に認識するモノクロ

ーナル抗体BA27および'BC05を樹立した。次いで、これらの抗体とAPのN末端を認識する抗体

BAN50とを組み合わせることにより、 Af31-40とAf3142(43)との分別定量が可能な高感度の酵素免疫測定

法(EUSA)を確立した。また、逆相HPLC、ELISAおよびMSを用いて、ヒト神経芽細胞腫I1低一32株の

培養上清中のAf3を分離同定した結果、 IMR32株は他の培養細胞に比べて大量のAf31刊を産生すると

ともに、わずかながらAPl-42をも産生していることがわかった。 Af3の産生制御機構および蓄積機構の

解明は、 ADの発症とAf3との関係を考える上で注目すべき重要な課題のひとつであり、われわれの確

立したAf3のC末端特異的ELISAはそのための有用なツールになると期待できる。

【目的1 Af3の物理化学的性質や沈着様式はC末端側アミノ酸数残基の長さの違いによって大きく異

なることが報告されている(1)。本研究では、 ADの発症とAPとの関係を探るべく、 Asl-40および

Asl-42(43)に特異的な酵素免疫測定法(EUSA)を構築した。さらに、これらを用いて培養細胞の産生す

るAf3について検討を行った。

{方法 Af31-16、Af31-40、Af335-43、およびAs25-35とウシサイログロプリンとの複合体を免疫原とし

て、マウスモノクローナル抗体BAN50、BA27、BC05、および'BS85をそれぞれ作製し、 ELISAIこ用

いた (3，4;図 1)。ヒト神経芽細胞燈IMR-32株はnon-essential amino aci ds (NEAA)および10%FCSを含

むEagle'sMEM培地を用いて、 37'C、 5%CO2存在下で培養した。培養上清中のAPを精製する目的で、

細胞をconfluendこまで培養したのち、 NEAAおよび、5%FCSを含むEagle'sMEM培地(lL)に置換後2

日間培養し、上清を採取した。この培養上清から、 BAN50を固定した抗体カラムを用いるaffinity

chr omatograp hyによりAsを部分精製し、さらにこれをTSKG3000PWカラム(東ソー)を用いるゲル

ろ過HPLCにより分画した o ELISAにより同定したゲルろ過のAs陽性画分をVydacC4カラム(The

Separations Group社)を用いる逆相HPLCにより分画し、得られた画分について、 ELISAおよび工SIMS

(li quid seconda ry ion mass spec甘ometry)測定(JEOL品1S-HX110HF)を行った。

[結果1 APのN末端部に対する抗体BAN50を一次抗体として96穴マイクロプレートに固定し、 Af3

のC末端認識抗体 BA27，BC05，および'8S85のそれぞれを西洋ワサピパーオキシダーゼ (HRP)で標

識したものを二次抗体として、互いに特異性の異なる 3種類の高感度なサンドイツチELISAを構築し

た(表 1) 0 BA27はAPl-42とL3%の交差反応性を示したがAsl-40にかなり特異性が高く、一方の
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NH2-[ 
amyloid 0 prot巴m

1 -COOH 

表 l サンドイツチELISAの特異性

R伺.ctivitiesfor syntheti.c As (%)* 
沙:抗体_.次抗体I1-38 1-39 1-40 1-42 

1-40 
1.7 
O 
100 

100 1.3 
o 100 
100 100 

[;x[ 1 ;¥ f)と作 JiL付、の~(~:)如!;:

* BI¥L7， 1以内日lごついては九¥31刊に対すゐ)丈)必竹を 1()()とし
たWd干の、 nc()らについては^¥31，1:>'にあjする以山'1"[を100
とした場合の交系反応性を示したυ

flCO fjは、 Af3142(43)に短めて特異的でAf3140とは交差Lなかっ

たわしたがって、これらの測定系を組み合わせることにより、

Af31411と/¥¥3142(43)との分別定量7カf可能であることがわかったl

次に、ヒト神経~:細胞腫[MR32株の rt'jする/\f3分 f待を!司;じ

するため、 A相HPLCl面j分rt
'
のAf3を日し[S/¥(こより定量:し([立]

2 )、それぞれの免疫活性雨分を濃縮してしSfMSを測定したり

その結果、 11/¥27活性仰i分からは主としてA¥3140を、 BC()日行

性i面l分からは微量ながらA¥3142を検11'，した。

[考察} われわれが催irした!¥(3の仁木端部に特異的な{;U!l密度

のELISAは、 A(314 ()とA(3112(，1:りとの分別定量が可能である

という点で、特徴的である υ また、これらの測定系を応!日する

ことにより、 [MR :~2株は本;分化の状態でも、大量の!\f3 1 40 

とともに、わずかながら!¥p1 42をも庄小することを確認した心

脳の免疫組織染色(2)や家族性アルツハイマー病関連遺伝子悔

のひとつであるAI'1'7171立の変異遺伝子導入細胞株の培養系

(3)において、われわれの抗体を用いた研究により、アミロイ

ド沈蒜やADの発注における長鎖担A(3の重安竹がさらにぷ峻

されている O したがって、 1mn or SpCCICSで、ある A(3112の産年

制御機構および沈器機構の解明は、 A(3と i¥])の発抗との関係

を探る上で注目すべき課題のひとつであると考えられ、本

ELISAはその課題解決のためのツールとして役立つものと期

待できる。

[参考文献1
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100 特異抗体による蹴中日CNPの測定法の検討とその応用

〔要約〕

続泰城、小鹿幸生、松川則之、岩瀬環、大塚康史、三竹重久、片田栄一

(名古屋市立大学第二内科)

ヒト髄液中のHippocampalcholinergic neurostimulating peptide(H倒的を、抗日CNP抗体にて

radioimmunoassay法により測定することが可能であった。各種の神経疾患仁おける髄液中HCNP量

は痴呆性疾患で非痴呆性疾患に比べ有意に高値を示した。

〔はじめに〕

中隔核一海馬系コリン作動性ニユ ロンは記憶関連経路として重要視されている。小鹿らは、

海馬からコリン作動性二ユーロンの分化・発育に作用する新規ペプチド (HCNP)を精製し、その

構造を決定した1)精製されたHCNPは、 N末端がアセチル化された11個のアミノ酸からなるペプ

チドで、ヒトHCNPのcDNA解析から23kDaの前駆体蛋自に由来する2】。抗日CNP抗体を用いて、ヒト

髄液中のHCNPをradioimmunoassay(RIA)法により測定し、さらに、痴呆性疾患との関連につい

て検討した。

〔対象および方法〕

(l)free-HCNP (synthesized de--acetylated HCNP)のヨウ素(125I)標識はBo!ton-Hunter法を用い

た。 Bolton-Hunter試薬(BHR)17.1pmolにfree-HCNP2.05nmo1/31μ]を加え、 4'(;で4時間反応

させた。その後、 glycine250μmol/500μlを加え、 4'Cで1時間ブロッキングした。 Sep-pack

C J 8 cartr i d..~eを用L \25%MeCN~0.05%TFAで未反応のB聞を分離除去後、 50%MeCN~0.05%TFAで

抽出した。 0.25%gelatinを含む緩衝液を加え、最終20mlとし4'Cで保存したの

(2)特異抗体はfree-HCNPをK印に結合し、家兎を免疫し得られた抗血清を用いた。 55'(;、30分間非

活性化した血清 2mlを、 free-HCNP結合 Sepharose4B columnで抗日CNP抗体(IgG)をaffinity精

製した。精製抗体はcentricon-50を用いて0.2mlにまで遠心護縮し、 PBS1. 8mlを加え、 -40で

で凍結保存した。

(3)R 1 A法:sample 100μ1、希釈(J25I)frce-HCNP50μl(主主3500cpm)および20倍希釈の抗HCNP

抗体 20μlを加え、 4'Cで反応させた。二次抗体には Amerlex-MIgG(Amer~ham) 0.4mlを用い

30で、 30分間反応させ、遠心上清を除去し、放射活性を測定した。

(a)RIA法における特異性の検討:各種濃度のfree-HCNPまたはHCNP(0.03pmol~250pmol/100μ 1)

とHCN時守駆体蛋白 (100p船 l、500pmol、3nmol/100μ1)をsampleとして用いた。

(b)髄液の前処理と反応条件の検討 (inlernalstanderd添加) 6.5%RSA 50μlを含む髄液

1300μlと、それにinternalstanderd (ISTD)としてfree-HCNP7.81pmolを添加した髄液を

凍結乾燥し、 0.25%BSAを含む緩衝液(50mMTr is-HCl ~ 1mM EDTA pH7. 8) ?fiOμlで再溶解し、

100，l1をS訓 pleに用いた(髄液は5倍仁濃縮、 ISTDは 3.12pmo 1/100 {! 1 )。また、一次抗体



との反応時間を24、48、72時間(hr)に変え検討した。

(c)測定の再現性の検討:同一髄液を3同測定した。

(4)各種神経疾患134例(痴呆性疾患21例平均年齢62.8~H l. 2歳、男11例王女10例、非痴呆性疾

患113例:平均年齢45.6士17.1歳、男61例と女52例)で髄液中HCNP量の定量を実施した。

〔結果・1

RTA法における[12勺)freeHCNPの股射話料:はfrceIlCNPにより、関lのように抑制されたが、 100

pmol、500pmol、3nmol/100μlの!lCNP前駆体蛋nでは87.1%、84.6%、93.1%(-:抑制を受けなかった
ととから、今岡用いたRIA法ではHCN時行駆体蛋lLlは測定できず、 HCNPが特異的に測定できること

が判明した。髄液2検体にBSAを添加、濃縮して測定した髄液中HCNP量は1.8pmoJ、2.lpmol/l00 

μlで、 ISTDとして3.12pmoJのfrec.HCNP添加した際の総HCNP望はそれぞれ5.6pmoJ、5.4pmoI!100

μ!と髄液濃縮処理AによるHCNPの喪失は少ないことが判明した。また、一次抗体添加後、反応産

物量は48hrまでは漸増傾向を、それ以卜の反応時間では減少を示した。時を嬰』こして測定した髄

液2検体の3阿の平均はそれぞれ0.47士0.06、0.41士0.02pmol/l00μ!と良好の再現性を示した。

以kより髄液中のHCNP量の測定lこは、在〉髄液にsSAを添加し、凍結乾燥操作により5倍に濃縮し、

①一次抗体添加後の反応時間は24時間とした。本法を用いて髄液中のHCNP置を多数例で測定して

みると、非痴呆性疾患のO.87JO. 24pmol/μiに比較し、痴呆性疾患では1.29十0.46pmoI!100μ!

と有意に (P<O.001 )高値を示した(図2)。
134例の神経疾患における髄j夜間NP値

HCNP standard curve 
100 

関1

出 50

0.03 O. 12 0.49 1. 95 7.81 31. 3 125 

25 

図220 

15 
~j 
数

10 

5 i 

o Ln~1 。

時E

rLJ.JIlI今，~
O. 5 1. 5 3 

free-HCNP (pmo I /0. 1ml) free-HCNP in CSF (pmol/0.1ml) 
〔考察〕

今回用いた抗HCNP抗体はWesternblotでHCN吋可駆体蛋白を認識するが幻、 RTA法では前駆休蛋白

は測定できず、 HCNPまたはfree，.HCNPと反応を示した。 RIA法によるヒト髄液中日CNP量の測定法を

確立し、各種神経疾患で検討したところ、荷呆性疾患の髄液中HCNP景は非痴呆性疾患に比べ高値

を示した。髄液中HCNP量と、記憶に関与する臨床症状との関連が示唆され、今後、さらに詳細に

検討する必要があると考えられた。

[文献)1) K.Ojjka，et a1.(1992) Brain Research，572;164-171 

2)東藤直樹他(1992)神経化学，31 ; 258-259 

3)三竹重久他(1992)神経化学，31;88-89 
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〔要約〕

D-Ser抑制loidによるコハク醐株購繍期低下作用および糊棚
変性作用:ついて
山由紀子、桜庭祐子、熊谷善弘、金子勲

(三共株式会社・椅軽科学噺実新、第一生物研宛折)

β1-40， β25-35及び[D-Ser26]β25-35は解糖系IlJl.f-Iこ依存するHeLa細胞に対しては細胞

毒性を発揮することなく電子荘韮系のKeyenzyn肥のsuccinatedehydrogenase(SDH)活性(MIT還元能)

を特異的に相I制し、 iトヨン刊T内のMITfonnazanの形成を阻害した。一方、これらのβamYloidは呼吸

系に依存する海馬村軽細胞には細胞毒性を発揮した。このことはβ-amYloidの作用点(primary

target)がミトヨンFIJ7のSDHの銅1制であることを支持する。 D型アミノ酸置換β犯ぴloidの中では、

[D-Ser26]β25-35が最もSDH相暗l脂性か強くOC50=I<r2QnM)、 [D-Asn27]β部一35及び[D-Asp2

7]β25-35等は弱かった。 β-a町 loidによるSDHの拍1制はcycloheximid，actinQmYcin D及V-'PTX

処理で阻害されず、 denovoのPンバク合成及びPη 感受世主タン1wはβー狙IYloidのSDH抑制のシグナ舟伝主に

は関与していないものと推定した。

[目的] 前回、我々はβ-aIn)'loidの各種培費細胞株及び海馬神経細胞に及ぽす影響を諦ぺた結果、

1)βa町 loidのprimarytargetはmitochondria電子伝達系のkeyenzy配であるsuccinate

dehydrogenase(SDH)の特異民抑制であり、 2)その揖1制活性発現にはβ1町 loidの高次構蓋(β織量)

カも~{頁である、 3)細胞の生死はそのエネルギー産生(解糖 or 呼吸J 系に依存する、 4)[D-Ser26]β 

25-おは脳内のプロテアーゼに樹元性があることを示唆しfこ1.210今回、 β1-40及びβ25缶のSDH

活経羽市IJのメカニズムについて研究すると共に、 D-Ser，D-Asp， D-Asn等を含むβamYloidを合成し、

それらのSDH活性抑制乍用、高次構造及びラット劃馬神経籍胞に対する影響につL、て諦てた。

{方法] 1)ペプチド合成:β羽II.Yloid及びその関連ペプチドはABI社の却oA Peptide 
synthesizerを用いてF四c法伺DBT/脚匂cle)で合成し、 O.1% TFA-CH3CN中で'C18逆相HPLCで単離・

精製した。 2)細胞培養:HeLa細包は10先非働化 FBSを含捌捌中で培養した。 PCl調査胞倒閣化10覧

馬血清・5%FBSを含も、捌問中で樹tし、アッセイ時に3%FBS/捌聞培地興、は10都IT/捌剖申由で部
/¥plateで培養しむラット胎仔海馬持経細胞はYanknerらの方法3)Iこ準じた。 3)組R自主主存度評価

蓋:MIT 還元高回IJ~主法及ひ'CeIl counting kit仰ST-l+ 1舵 thoxyPMS)(同仁科学)は常法iこ従ったc
ラット胎仔海朗報鞠瑚包の場合l訓A陀染色陽性の悔馬神経細讃支を計測した。各種β-a町loid類は特

に記載しない限り、超音度処理で培地にj容解後、希釈し細胞に糊口した。

[結果と考察]

1)β25-35によるSDH7i副主抑制問特徴 10%FBS/M酬で培費したHeLa細胞にβ25-35を添加し、その

SDlJ活性(附還元能)の変化を軽帰依諦てた結果、添加直後にはSDH括性は低下しなL、れ 6時間

後に有意な低下がみら才も、 24-48時!昔搬には最大の低下か認められた(細胞毒性なυ。このことは
β25あの作用発現には何らかの細胞の情報伝達カ澗与することを示唆する。そこで、 β25-あと同

時にcycloheximid及びActi nOmYci n Dを添加し、 24時儲&のSDH活世抑制午用を諦ぺたが， β25お

による胡I制作用を阻害することはなかった。また、百日咳毒素(円X)を前処理してもβ-a町loidによ

る作用に影響を与えなかった。従って、 denovoの蛋白質.RNA合成及ひ村X感受性のGタンパクは
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β一明loioによるSDH活f師陣併用のシグナル伝達には関与していないものと推定ぎれ走。 一方、

PC12細胞の場合、血清存在下(3~FBS) では β25-35 添力[般、 48-72 時間で最大の抑告fJf乍用がみられる

が、血清無添加ClO"GJT)では添加時間で折1制がみられるものの、その後抑1鮒軍用は経糊守に減弱し

た。 PCI滋回包が放出するプロテアーゼにより分解されるものと考えられる。

2)βa町 loidによるミトコンドリア内での不i樹蜘Tfonmzanの形成阻害:コントロ ルのHeLa細胞

にMfTを添加し、顕微鏡下で観察すると、還元されたイ対容tt:MfTforrmzanがミトコンドリア内に蓄積

したが、 β25-泊、 8IifO及びIDSer26] βZS 35存irトで、は、その書結カす認められなかった。この
ことはβall¥Yloidの作用部位がミトコンドリアのSDHの拐1制であることを支持する。

型宣世型7~J酸含有βa町 loidlι必SDHj!瞳~躍:ア J[;、ソノ、ィマー病患者切脳iこはD-Aspom

及びl)-Ser(6.2耳)が存在することか報告されてL喝。そこで、 D-Asn，D Asp及びl)-Ser等を含むβ

all¥YloidのSDH活性肺fji離をHeLa細胞を用いて誹てた。その結果、[D-Ser2618ZS-35はβ25-35

と同等もしくはそれ以上lこ強l¥SDH例市l陪性(IC回二1020nM)をもつが、 [D-Asn27]βZS35、[D

ASp23]β22-35 及びβ22-~号、 N 末のGly が欠けた β26 おは折1希fji甜空を殆と1寺たなかった。一方、

[D-Asp27]β25-35は弱いながら折1常l括性か留められた(]ιぅ0ご 10μM)o

4l五上位。一足35 亙lfJ白区2.61.Jl'1J!二~lJ;:J::.-?2_1 明任型j型弾哩慢性f恒 SDH榊脂
性の強い825-35、[D-Ser26]β25-35及びβ1--40をYanknerらの方法に準じて、ラット胎仔海馬神

経細目観音養系(00穴plat巴)1こ添加し、培葺後(24時間)、刷陀免疫染色を行い、生存海馬神事鵠E胞を

計測した結果、 L、ずれの8-a町 loidも濃度依硝切こ生存海馬神経細肱散を減少させ、別阻害濃度は

l∞-8∞nM程度であった。本条件下で、師Tを添力[Jするとコントロールの神様卦回目包にみられるミトコ

ンドリア内の不i割生fonmzanはβ-all¥Yloidを添加した榊卦醐包には殆ど観察されなかった。 以上の

ことは、 81-40、825缶のみならず脳内のプロテアーゼに樹九性のあるD-Ser置換β-afllY1oidが、

電子イ元主系(complex1])及びrCAcycleのKeyenzymeで=あるSDHの活性を柄1如fすることにより、脳神

経細胞を障害する可古田空を示唆する。
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[文献}

(1)亀之園正弘，他(1993)神経化学， 32， 108 (2)金子勲，他(1993)神経化学， 32， 148 

(3) Y釘水ner，B. A. et al. (1990) Scien∞，250，279 
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102 sアミロイドA4ペプチドのイムノアッセイ系と

〔要約〕

髄液および脳抽出液中で検出される免疫活性について
藤兼房、長谷川かおり、伊東秀記、稲熊 裕、大野紘宇I、山本良平2

(愛知県コロニー・研・生化、 1(株)カイノス、 2クラボウ技研)

βA4ペプチド(App597-636、AI-40)およびその前半 (AI-20)と後半 (A21-40)

部分に対する抗血清をウサギで作製し、 Al・40結合セフアロースカラムでそれぞれの特異

抗体を精製した。精製抗体はそれぞれ A1-40と反応したが、 β蛋白質前駆体(App)とは

反応しなかった。抗Al・40で脳切片を染色すると、 βA4が沈着していると思われる部分が

染色された。三種類の抗体を組み合わせてサンドイツチE1 A系を調製すると、抗AI-40
をポリスチレン球に不溶化させ、抗A21-40をガラクトシダーゼ標識した系が最も高感度

で、 100pg以上のβA4が検出測定でき、髄液(CSF)および脳抽出液中にはこの測定系に

反応する約50kDaの蛋白質が存在した。

アlレツハイマー病患者の脳に沈着する βアミロイドA4ペプチド(以下A4)が種々の細

胞株で産生され培地中に分必されること、また、ヒトの髄液や血中でも検出されることが

報告されている(1，2)。しかし、その生理的意義については不明である。上記の報告を

確認するために、 A4の特異抗体を用いた高感度測定系を確立した。 CSFおよび脳抽出液

で測定した結果と、この系で測定される抗原について検討した結果を報告する。

【方法と材料】

ペプチド抗原および抗体 :Aト40、A21-40、およびAI-20+Il e-Cys (図 1)を合成し、前

二者はグルタールアルデヒドで、後者はマレイミド結合試薬を用いて、それぞれへモシア

ニンとの結合物を作製し、免疫原とした。抗血清のIgG分画をAI-40結合セフアロースカ

ラムにかけ，カラムを1M NaClを含む緩衝液(pH7)で洗った後、カラムに結合している抗

体を溶出した。また、コントロールとして市販のウサギ抗A4抗体(ベーリンガー)も使

用した。

イムノア吋セイ系:ポリスチレン球を抗体不溶化固相に、ガラクトシダーゼ(大腸菌)を

抗体標識酵素として使うサンドイツチEIA系を作製した。

Western blotting: SDS-PAGE後に泳動蛋白質をニトロセルロース膜に転写し、 4%BSA溶

液でブロック後に一次抗体(3時間)ついでHRP標識二次抗体(2時間)と反応させ、ケ

ミルミネセンス法 (Runaissance，Dupon， NEN)で発色させた。

【結果】

図 2に三種類の抗体を組み合わせた(固相抗体/酵素標識抗体)測定系の標準曲線を示

した。固相に抗AI-40、標識抗体としてA21・40を使った系がもっとも高感度で、 100

pg/tube以上のA4が測定できた。この測定系に100ngのAl-21あるいはA21-40を共存させ

ると標準曲線の上昇が著しく抑えられ、測定系の特異性を確認できた。 CSFおよび脳抽出

液中のA4免疫活性は検体量に比例して増加測定され、体液、組織液中のA4が定量できる

ことが分かった。ヒトCSF中のA4活性は、 3ng/ml以上で、ほとんどが 10ng/ml以下で

あった。しかし、 100ng/mlを越える検体もあった。剖検時に得られた大脳灰白質の可溶
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性画分の凍結検体を測定した結果を図 3に示した。アルツハイマー患者(AD)および対照

患者(CN)の側頭葉(T巴rnp)および前頭葉(Front)の抽出液すべてで検出され、ほとんどが 5

ng/rng protein以下であった。しかし、 2-3の症例でAD、CNともには高い値を示した。脳

およびCSF中で測定される抗原を確かめるためにそれぞれのWesternblottingを行ったo

抗Al-40で染色した結果を図 4に示した。すべての検体で約50kDaのバンドが染色された。

他の 2種類の抗体および市販の抗A4抗体でも同じバンドが染色された。なお、抗Al-40を

用し、たAD患者脳切片の免疫組織化学染色ではアミロイド沈持部位が染色された。

【考察】

抗体あるいは測定系で認識されている50kDaの抗原はAppの断片である可能性が高いが、

これを確認するために、抗体カラムを使って脳抽出液よりこの蛋白質を精製し、そのアミ

ノ酸配列を解析することを検討している。しかし、今回の結果と既報の結果(1，2)との違

いに関しての理由は今のところ分からない。

本研究は橋詰良夫博士(愛知医大加齢研)の協力を得て行われた。

【文献】

1 Haass， C.， et al. (1992) Nature， 359，322-325 

2 Seubert， P.， et al. (1992) Nature， 359， 325・327
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103 P H F タウの異常リン酸化部位の同定

長毛~/M成人 1 、森島真帆\瀧尾擁士2、鈴木政美人吉田裕孝 1 、千谷晃一人井原康夫 1

1東〔京民学脳研病理、 2理化学研究所生体分子解析、 3藤田保健衛生大学総医研

〔要約〕

アルツハイマー病脳に出現する異常線維構造物 PHFは異常にリン酸化されたタウ(Pl!F 

タウ)を基本骨格としている 1>0 P HFタウのこれまで未同定であったtau1および C末端領域

の異常リン酸化部位をイオンスプレー質量分析とアミノ酸配列分析により同定した。その結

果、 Ser/Thr-Proモチーフをもっ 10個所、そうでない 9個所のセリン文はトレオニン残基

のりン酸化部位を確認した。リン酸化部位はSer262を除いて微小管結合領域をはさんだ両側

に位置していた。また、 19個所の内、 8個所は胎児型タウに検出されないリン酸化部位で

あった。これらの非胎児型のリン酸化がタウの不溶化に関係している可能性がある。

アルツハイマー病 (AD)では微小管結合蛋白の一種であるタウが異常にリン酸化された

かたちで PHFという線維構造をとり、神経細胞内に蓄積している。しかしながらその異常

リン酸化の意味、タウの不溶化のメカニズムは不明である。われわれは、 AD脳から PHF

の基本骨格をなすPHFタウを高度に精製し、正常のタウとの詳細な比較において 3箇所の異

常リン酸化部位 (Ser-262，Thr-231，Ser-235)と2箇所の異常リン酸化領域 (tau1およびC

末端領域)を同定した2)0 PHPタウのリン酸化が胎児型タウのリン酸化によく似ていること

から、生後 1日齢のラットタウを用いて胎児型タウのリン酸化部位を同定した(ヒトタウで、

Ser-198， -199， -202，ー235，-396， -400， -404，及びThr-181，ー217，-231に相当する部位〉

3) 0 PHFタウと胎児型タウはリン酸化依存性抗体との反応性という点でよく似ているが、微

小管重合促進活性等の性質は異なっている<4>。本研究ではこれまで分析困難であったPHFタ

ウのtaul領域と C末端領域を蛋白質化学的に解析し、 PHFタウに特異的なリン酸化部位を同

定することを試みた。

[方法]

PIIFタウは、 AD脳のサルコシル不溶性画分をグアニジン塩酸で抽出し、ゲル鴻過、逆相

l!PLCにより精製した。 tau1および C末端領域のペプチドは、 PIIFタウの ncllt・OIllOTactof

lyticU5 protease I(AP1)消化物より、逆相HPLCで分離した。精製ペプチドはさらに固定化

トリプシン、 Asp-Nを用いて小断片化し、逆相HPLCで分離した。この際、胎児型タウを同様

に処理し、逆相HPLCでのピークの溶出位置、形、大きさを比較して、 PIIFタウに特異的なペ

プチドを検出した。得られたすべてのペプチド画分について質量分析を行い、リン酸化ペプ

チドとリン酸基の数を同定すると共に、リン酸化ペプチドをアルカリ条件下でエタンチオー

日本初特化学会議文用紙 l



ル処理し、アミノ酸配列分析を行うことで、リン酸化部位を同定した。

[結果]

PHFタウのtau 1および C末端領域はトリプシン、キモトリプシン、 Y8等の各種のプロテア

ーゼに強い抵抗性を示したため、これまでこの領域の解析が困難であったが、固定化トリプ

シンとAsp-Nを高濃度に使用することにより、再現性よく小断片化することが可能となった。

tau 1領域の回定化トリプシン消化により約 12のHPLC回分が得られた。また、 C末端領域

からはAsp-Nに続く固定化トリプシン消化により約 20のIIPLCピークが分画された。 PlIFタウ

に特異的なピークに注目しながら、リン酸化部位の同定を行った結果、 tau1領坂ではSer-

198， -199， -202， Thr-205， Ser-208， -210， Thr-212， -217が、 C末端閉域ではScr-396， -400， Th 

r-403，Ser-404，-409，-412，ー413，-422がリン酸化部位として同定された。 PHFタウのリン酸化

部位の内、 Ser-198，一199，ー202，Thr-217，司231.Ser-235， -396， -400，ー404，-409， -413は胎児型

タウにも検出される部位であるが、 PHFタウでは胎児型タウより高度にリン酸化されていた。

残りのThr-205，Ser-208， -210， Thr-212， Ser-262， Thr-403， Ser-412，ー422はPHFタウに特異的な

部位と考えられた。

[文献]

1) Lec， Y.M.-Y.， et al. (1991) Science 251. 675-678. 

2) lIasegawa， M.， et al. (1992) J . Biol. Chem.267，17047-17054. 

3) Watanabe， A.， et al. (1993) J . Biol. Chem. 268， 25712-25717. 

4) Yoshida， H. and 1 hara， Y. (1993) 1 . Neurochem. 61. 1183-1186. 

MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRi①QGGYTMHQDQEGDTDAGLKESPLQTPTEDGSEEPGSETSDAKSTPTAEDVTAPLV 80 

DEGAPGKQAAAQPHTE工PEGTTAEEAGIGDTPSLEDEAAGHVTQARMVSKSF①GTGSDDK!くλKGADGKTK工ATPRGAAPP160 

** * * * * * * * * GQKGQANATR工PAKTPPAPKTPPSSGEPPKSGDRSGYSSPGSPGTPGSRSRTPSLPTPPTREPKKVAVVRTPPKSPSSAK240 
姐e

SRLQTAPVPMPDL悶怖くSK工GSTENL阻QPGG事VQIINKKWLSWQSKCGSKD旧日立旦車vQr円阻叩LSlを~ 320 

* * KCGSLGNIHHKPGGct2VEVKSEKLDFKDRf，rQSI<工GSWN工THVPGGφ叩く工ETHKI，TFRENAKAKTDHGAEIVYKSPWS400 

** * ** * GDTSPRHLSNVSSTGSIDMVDSPQLATLADEVSASLAKQGL 441 

図.PlIFタウのリン酸化部位 (PlIFタウの蛋白質化学的解析により同定されたリン酸化部位を

*で示した.) .枠内は微小管結合領域.
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104 アルツハイマー病脳の異常リン酸化タウのリン酸化部位について

〔要約〕

以倉康充，工藤喬， Inge Grundke-Iqbal咽， Khalid Iq凶円，武田雅俊，西村健

(大阪大・医・精神医学，咽NewYork Institute for Basic Research) 

アルツハイマー病(AD)脳における異常リン酸化タウのリン酸化部位の関与の程度を知る目的で、

AD脳ホモジネートを用いタウの異なるリン酸化部位を認識するモノクローナル抗体で-あるTau-Jおよ

びPHF-lと反応させ、それぞれの抗体が認識する異常リン酸化タウ量を検討した。その結果Tau-Jに

より検出される異常リン酸化タウ量は、 PHF-lによるそれと比べて多いことが示された。 Tau-l、

，PHF-lの認識部位はそれぞれタウのSer199・202、Ser396で・あることから、 Ser199およびSer202が異常 1)

ン酸化タウにおいてより重要な意味を持つことが示唆された。

j[目的]

ADに特徴的な神経病理学的変化として、老人斑と神経原線維変化(NFC)がある。 NFTsは更にpaired

he1ical filaments(PHF)と呼ばれる構造物からなるが、その主要構成成分は異常リン酸化された微

l小管関連蛋白質、タウであることがわかっており、近年その研究は異常リン酸化を起こすkinaseの

同定に焦点が絞られ、これまで多くの知見が得られている。これまで異常リン酸化タウには9ヶ所の

りン酸化部位が推定されているが、すべてのリン酸化部位がリン酸化されているとは考えにくく、

我々はリン酸化部位間でリン酸化の程度の違いが存在すると考えている。本研究ではタウの異常 1)

ン酸化部位のうちSer199・202、Ser396(Figure)について、いずれの部位が量的に有意にリン酸化され

ているかを検討し、 ADの病変形成においてより重要な異常リン酸化部位を明らかにすることを目的

とした。

;[方法]

11例のAD剖検脳、 3例の正常剖検脳 (NetherlandsBrain Bankより提供)の側頭葉灰白質より作製
したホモジネートをSampleBuffer (50mM Tris (pH7. 6) ， 200mM NaClCTris- bufferd 
Sa1ine(TBS)]， Protease InhibitorsClmM Phenylmethylsulfonyl Fluoride， 0.015μM Aprotinin， 
iμM Leupeptin， 111M Pepstatin)， Phosphatase InhibitorsClmM Na3V04， 5mM KF)にて総蛋白量
がlμg/5μ1となるよう調整し、幅lcm毎に格子状にマークしたnitrocellulose膜(pore:0.2μm)に
5μlす、つ吸着させた。

Tau-l反応用のnitrocellulose膜を室温で30分間乾燥後、 150mlの3児(wt/vol)BovineSerum 

Albumin(BSA)-TBS-O.l釧aN3'こて室温でl時間Blockingした。 100mlのTBSにて10分間、 2回洗浄した。

脱リン酸化のため 15mlのAlkalinePhosphatase ( 226uni ts/ml; Boehringer Mannheim )， 

Phosphatase Inhibitors， 100mM Tris (pH8.0)にて37"C、18時間incubateした。対照として同じ試

料を吸着させたnitrocellulose膜をAlkalinePhosphataseを加えないbufferでーincubateした。 PHF-J

反応用主Cは脱リン酸化を要しないのでこの過程は行わなかった。

100mlのTBSで'10分間、 3回洗浄の後200mlの5%BSA(wt/vol)-TBS-0.05出Tween-20(vol/vol)にて室温

で1時間Blockingし、 BlockingBufferで'1:25，000に希釈したTau-lと1:250に希釈したPHF-Jをそれぞ
れ加え、室温で16時間incu凶teした。

200mlのTBS-0.05先Tween-20で10分間、 4回洗浄後、 O.05μg/mlの125I標識抗マウス IgG抗体
(Amersham)を15mlapplyし、室温で2時間incubateした。十分な洗浄の後 (20ml; 1分>-2回、 200ml; 
30分>-3回、 200ml; 1時間>-3回)nitrocellulose膜をJcm角に切り、 GammaCounter(Packard)にて

radioactivityを測定した。

日本神経化学会論文用紙 l
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[結果]
Tablc. CPM ()( L()LaJ [au jr) ;1D af)d C()f)[mJ Jfrau) 

AD dptau-1 nondptau-1 PHF-1 
官H27 11m 日122 7~79 

HH 272 6018 2'1<17 70S 1 

89 154 1 ~~6~ ;)20:J 16<170 

89 1 H 1 699:; 28:;9 7702 

89 161i 211 '12 liS:JO 79:17 

89 19'1 9078 川9H 5:35:3 

89 10 192:J4 4926 9100 

88-325 22241 5777 9704 

89 260 870，1 :38:36 7H80 

91-:309 :l6HO 3138 6506 

89183 138，15 '1236 7267 

Average 12503 4324 8413 

Controls 
91-230 2512 2256 "，1<12 
92-001 :3096 2876 5001 

89 -294 3551 3444 4839 

Average 3053 2859 4761 

dp:dcphosphorylalcd non dp:not dcpho日phorylatcd

AD脳ホモジネー卜では脱リン酸化する事によりTau1で認識されるタウのCPMは脱リン酸化しない

場合に比べ増加したが、正常脳では変化は見られなかった。従ってScr199・202がリン酸化されている

タウがAD脳で増加していることが示された。またPHF1で認識されるタウのCPMは、 ADでは正常者よ

り増加しており、 Ser396がリン般化されているタウがAD脳で増加していることが示された。

[考察]

Tau-1はSer199・202が両方ともリン酸化されていない場合にこの部分を認識する抗体であり、 AD脳

では認識されない。またPHFlはScr396tJくリン酸化されている場合にこれを認識する抗体で、正常脳

では認識されない。したがって異常リン酸化タウの量は、脱リン酸化の前後で'Tau-lで検出されるタ

ウの量の差として測定できるO その結果、 AD脳は正常者に比べSer199・202では約2.6倍、 Ser396で‘は

約1.8倍の異常リン酸化タウが存在することが今回明らかにされた。従ってSer19g・202がSer3961こ比

しリン酸化を受けている程度が大きいと考えられた。これは直ちにSer199・202がより病態に関与する

ことを示すものではないが、異常リン酸化において部位的な有意性が存在するという事実は、種々

のリン酸化部位がそれぞれ均等に病理に関与するのではなく、 ADの病理変化を引き起こすのにあた

り、より特異的なリン酸化部位が存在する可能性を示唆するものと思われる。

tau 1 
↓↓  

PHFl 
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門司，
U
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105 タウプロテインキナーゼII(TPK II )の活性調節
サブユニット (p23)

〔要約〕

内田庸子、石黒幸一、大沼純、米倉小百合、高松昌子、今堀和友

(三菱化成生命科学研究所)

TPKIIは触媒サブユニット /cdk5と未知の活性調節サブユニット /p23の複合体である。 p23のcDNA

の配列決定をした結果、 p23は分子量34，000の新規蛋白質(pre-p23 )の 99番目のアミノ酸残基から

C-末端までに相当することがわかった。 Northern解析によると、 mRNAは一種であった。これらのこ

とから、 p23は前駆体pre-p23の切断により生ずると推定された。ラット脳におけるこの前駆体mRNA

の発現量は新生児期に多く、 TPKIIの活性変化とよく一致した。

[目的]
アルツハイマ一病患者の脳に蓄積している PHFは高度にリン酸化されたタウ蛋白質で構成されてい

る。我々は、このタウをPHF-タウに変換する酵素系としてτl'KII !TPK 1によるリン酸化システムを
提出した (1)。すなわち、百KIIによりあらかじめりン酸化されたタウは守K1によるリン酸化を受け

やすくなり、 PHFエピトープをもつようになる。また、このリン酸化システムは神経回路を形成する新

生児期の脳でも働いている (2)。

精製τl'KIIは、脳特異的 cdc2-relatedkinaseである cdk5と、 23kDaの蛋白質(p23)から構成されて
いた (3)c τl'K IIの活性の発現には、 cdk5に加えて p23の共存することが必要である (4)。通常、サイ
クリン依存性キナーゼはサイクリンと結合して活性化され、 cdk5の場合にはサイクリン D1と結合する

ことが知られているが、神経系に存在する cdk5の活性化機構を理解するには、活性調節サプユニット

p23の本体およびその性質を解析する必要がある。

[方法]

1.クローニングと塩基配列決定。 p23の部分配列に基づき、 guessmerを合成し、プロープとした。こ

れを用いて、牛大脳cDNAライブラリーから p23のcDNAのクローンを2ケ得た。 cDNAをベクタ-

pUC19のuniversallinker中のEcoRIsiteにつなぎ、 dideoxy法で配列決定した。

2.活性測定。合成ペプチド基質(pro-Src)を用いて、常法通り行った(3)。

3.Northern解析。 全RNAを各種発育段階のラット脳から AGPC法でえた。 mRNAを全RNAから

のnabeads-oligo(dT) 2 5で‘精製した。 Northern解析は Hybond-N+膜を用い、フォルムアミド法でー行った。
プロープ 1または 2(図 1)でハイブリダイズした。

[結果l
p23cDNAの塩基配列を決定した結果(図 1)、 189番目に最初のATGがあり、 その周辺配列は

Kozakのruleに合致し、開始コドンと推定された。この ATGに続いて 924ヌクレオチドの ORFが存在

した。それは分子量34，000の新規蛋白質をコードしており、その中の 99番目のAlaからのアミノ酸配

列がp23のNー末端配列 (p23-N)と一致した。

Norther解析により、 p23のプロープ1でも、 34kDa蛋白質の配列を含むプロープ2でも、同ーの

mR1ぜA(4.3kb)だけが検出された。この結果、 p23は34kDa蛋白質 (pre-p23)を前駆体とし、その分子中

のPhe-Ala結合の切断により生じると推定された。

p23のC末端配列 (p23-C)に対する抗体を結合させた proteinG-Sepharoseにより、牛新生児脳由来

の粗TPKII活性画分を免疫沈降した。この免疫沈降物をWesternblotすると、抗p23-N抗体で p23が検

出されるだけでなく、抗cdk5抗体でcdk5も見いだされた(図 2)。さらに、この沈降物は TPKII活性

を示したごこれは、官KII活性画分では cdk5と p23が複合体を形成していることを示してL唱。この

方法でラット脳抽出液のτl'KII活性を測定すると、新生児期に活性が高まっていた。
Northern解析により、各発育段階のラット脳で、 pre-p23のmRNAの発現量を調べた(図 3)。その

発現量は、生後 1週間以内に最大で、その後減少していき、 5週から 16週頃までが最低で、年齢が高く

なると少々増加してくる。その変動は官KII活性の変動とよく一致していた。 吋k5のmRNA(2.4kbと

l.3kb)は1-3週に最大となった後、同様に推移するが、その変動幅は極めて小さく、発現量は高レベル
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を保ったままであった。脳抽出液中に多量の不活性な cdk5monomerが見つかることからみても、

I1活性は p23に支配されていると考えられる。

[考察l
p23はサイクリンD1とは異なる蛋白質であるが、 cdk5と複合体を形成して、活性化する I活性化
因子 cdk5activator Jの機能を示す。 p23のC-末端側半分はサイクリン D1と弱いホモロジーをもつの
で、この部分がcdk5との結合に関わっていると推測した。 p23のN-末端側には種々のプロテインキナ

ーゼの認識部位が散在し、前駆体の 1-98領域は塩基性アミノ酸に富んでいる。それぞれ特殊な機能と

関連しているかもしれなL、。

生後 1週以内の pr巴-p23の発現と TPKI1活性の増大は、この時期に胎児型のタウのリン酸化が盛ん

に起こることと一致しており、 pre-p23の発現が新生児期での τ"'PKI1 / TPK 1系によるタウのリン酸

化を支配していると推測された。

[文献]

(1)Ishiguro， K. et al.， J.BioI.Chem.， 267， 10897-10901(1992). 

(2)Arioka， M. et al.， J. Neurochem.， 60， 461-468(1993). 

(3)Kobayashi， S. et a1.， FEBS Lett.， 335， 171-175(1993). 

(4)lshiguro， K. et al.， FEBS Lett.， 342， 203-208(1994). 
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106 タウプロテインキナーゼ Iのラット胎仔神経系における分布

藤田忍、高橋美帆、長谷川準子、今堀和友

(三菱化成生命科学研究所，プロジェクト 2)

〔要約〕アルツハイマー病脳に見られる PHFに特徴的なタウタンパクのリン酸化を行う酵素として
同定されたタウプロテインキナーゼ1 (TPKI)のラット胎仔の神経系での分布を免疫組織化学的

}こ調べた。胎生 10日 (E1 0)に匹全体に発現が見られたが、 E1 2以降胎生期をとおして分化し
忙中枢・末梢ニューロンにさらに強い反応が観察された。とくに若い神経繊維束が強染した。大型ニ

hーロン細胞体の染色パタンからTPKIは主として細胞質に存在すると考えられた。これらの結果
iより TPKIはニューロンの分化および神経繊維の伸長に関与していると予想される。

TPKIはタウタンパクのSer199，Ser396 (ヒト最長タウアイソフォームの残基番号)などPHF同
:軒設的なリン酸化部位をリン酸化する酵素として同定され(1、 2)、cDNAクローニングの結果グ1)1

hーグンシンターゼキナーゼ 3s(G S K 3s) と同じ酵素であることが知られた (3)。ラット海馬
初代培養ニューロンに対するアミロイドベータペプチドの毒性をTPKIアンチセンスオリゴヌクレ
除チドが抑制することから、ニューロンの細胞死にTPKIが関与すると考えられる (4)。一方本

酵素はラットで脳に多く、主としてニューロンに見いだされ、また生後幼若期の脳で特に多く発現し

トていることから、神経系の形成に何らかの生理的役割をもっと考えられる(5)。この生理的役割を

岡らかにすることは重要であるし、またそこからTPKIの病理的役割の理解への手がかりが得られ

!る可能性がある。本研究ではラット胎仔の神経系におけるTPKIの分布を調べた。

[方法] 誌隼抗TPKI/GSK3s抗体C-lおよび抗GSK3α抗体C-aはそれぞれラッ
ト酵素のC末合成ペプチドに対してウサギで作製しアフイニティ精製したもので、その特異性は既に

報告した (5)。モノクローナル抗体 (MAb)Tl，7はラット TPKIのC末29残基合成ペプチド収
対して免疫したBA回/cマウスとミエローマ653をもちい通常の方法により作製したもので、ラット脳ホ
iモジネートに対するイムノプロットで45ゅaのバンドを特異的に染める。神経マーカーとして抗p升
iユプリンIII(MAb SDL.3DlOぶgma)、抗タウ (MAbTAU 2，Sigma)を用いた。 イムノプロット
島齢の全脳ホモジネートを電気泳動・転写したものに、 MAbT1.7を用いクロロナフトールを基質とし

「てABC法により検出した。 号車持組織イk学 エーテル麻酔下にWistarラットよりとりだした胎仔は、

泳冷後4%パラホルムアルデヒド/O.IMl)ン酸経衝液中4tで一晩固定したものを20%薦糖/PBSに
伽、 OCTに包埋して13阿凍結切片を作製した。免疫染色はピオチニル化抗ウサギ抗体とFITC・スト

|レプトアピジン(Amersham)を用いる蛍光法、またはDABを基質としてABC法 (v，倒。r)によった。

[結果と考察] まずイムノプロットによりラット胎仔脳でのTPKI量の変化を調べた。 MAb

;rl.7により胎生12日 (EI2)で明瞭に検出されるバンドはE16にかけて強くなり、その後生後2週までほ
ぼ一定のレベルを維持するが、成熟ラットでは大きく滅弱していた(図 1)。この成熟脳での減少は
先の報告と一致する (5) 0 E12から E16は脳で分化したニューロンの割合が急速に増大する時期に
あたる。

免疫組織化学的にはMAbT1.7と抗体C-lは同じ染色パタンであったがC-lのほうが染色強度制

強かったので以下では後者を用いた。 E9庄では反応が弱かったがElOになると予定神経組織と予定弗
神経組織の両方において免疫活性の増強がみられた(図2A)。これは神経細胞の分化に先だってT

IP K 1が増加していることを示し、本酵素が細胞分化の決定などにも関与している可能性が考えられ
!る。さらに最初に分化したニューロン(坑神経特異的βチュプリン抗体陽性細胞)においてC-l免

疫活性が増強し、特に神経突起が強染した。 E12以降中枢・末梢の全域において分化したニューロン

がよく染まり、視神経・脊髄神経などの繊維束が最も強い反応を示した(図2B C)。これらの結果
片TPKIが神経軸索の伸長に関与していることを示唆する。事実TPKIがリン酸化する部位のい
くつかに対応すると考えられるリン酸化は幼若型タウにみいだされている (6)。

EJ.2頃弘隆企胎i子J三皇位主非主場経組織金基生i立卦盆組織』三比竺工盟主ñ~佐助ζk之孟』二5位1瓦
日本神経化学会論文用紙 l



応がみられた(図2C) 0 TPKI/GSK3s 

のアイソフオームである GSK3aに特異的な抗

体C-aの免疫活性の分布は胎仔期を通してTP

KIのそれに基本的に似ていたが、非神経組織に

おいて、より強い反応が観察され、また中枢神経

系においては脳室壁・脊髄中心管壁が特に強染し

た(図 2D)。大型のニューロンの細胞体ではC
-1は細胞質をよく染色し、 TPKIは主として

細胞質に存在すると考えられた(図2E)。
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本研究は佐藤一紀博士、および富沢香代子、加藤利佳両氏の協力によっておこなわれた。

[文献] (1) Ishiguro， K.， el al.， よBioche.瓜 104，319-321(1988). (2) Ishiguro， K.， el al.，よBiol.Chem. 

267，10897-10901 (1992). (3) Ishiguro， K.， el al.， FEBS Lell. 325，167-172 (1993). (4) Takashima， A.， el al.， 
斤侃 Nall.Acad. Sci. USA 90， 7789・7793(1993). (5) Takahashi， M.， el al.，よNeurochem.63，245-255 (1994). 

(6) Hasegawa， M.， el al.， 1. Neun即 hem.60， 2068・2077(1993). 
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107 グルタミン酸応答における c - :f O ~ 

【要約】

Z i L/268霊秀主宰占こ女寸マT る系田月包タネカノレ

シウム主荒^の信量f生白勺完f]男ミ
津田正明

(岡山大学・薬学部・微生物)

マウス小脳頼粒細胞において、 N-methyl-D-aspartate(NMDA)あるいはカイニン酸(KA)刺

激によって c一色~. z.立/268誘導が引き起こされるが、その時間経過は3-4時聞におよぶ長期

的なものだった。一方、グルタミン酸 (G1 u)によるものは、刺激後30分にピークを持つ短期

的なものであった。これは、 NMDAの場合は Ca~+流入が持続的に起こっているためと考えら

れた。そこで、 Glu刺激後2時間で再びNMDAなどで刺激を加えた所、 Ca2+流入とともにc一白

星.込工1268誘導が認められた。シクロヘキシミド投与でc一色豆.註1/268のスーパー誘導が

起こるので、 Glu投与2時間後には、これら遺伝子発現の抑制系が働いているものと考えら

れた。従って、組胞外Ca 2 + の細胞内流入は、 c一色~.豆工/268誘導を常に引き起こす優性的

効果を持つことが明らかとなった。

【目的】 神経細胞のシナプス可塑性には、グルタミン酸レセプター活性化に伴う Ca2+の

細胞内流入が重要な役割を果たしている。一方、脳虚血時における神経細胞死には、組胞

外クソレタミン酸濃度の異常上昇によって引き起こされる Ca~+の組胞内異常流入が関係して

いる可能性がある。従って、神経細胞のグルタミン酸応答性を理解する上で、細胞外Ca2+

の細胞内流入が重要な鍵を握っている。すでに、グルタミン酸レセプター活性化で、 c-fo

豆を始めとする最初期遺伝子(immediateearly genes)の発現誘導の起こることが知られて

いる。また、神経細胞死に伴って、 c-fosの長期的誘導の起こることが報告されている(1)。

これら一連の転写制御因子遺伝子の誘導は、シナプス可塑性あるいは神経細胞死iこ関わる

遺伝子の発現をさらにコントロールしている可能性がある。そこで、 Ca2+の細胞内流入が

c一色三および註1/268誘導に与える影響について、小脳頼粒細胞の初代培養系を用いて検討

した。特に、 NMDA刺激によって認められる長期的c-色豆誘導について解析を行った。

【方法】 出生後一週目マウス (ICR)の小脳より、頼粒細胞の初代培養系を調製した。培養

開始後5-7日自に培地をLocke's溶液(5mM HEPES[pH 7.41. 154 mM NaCl. 5.6 mM KCl. 3. 
6 mM NaHC03. 2.3 mM CaC12. 5.6 mM glucose)に交換し、 1時間後にグルタミン酸(Glu).

NMDA. カイニン酸(KA)を加えた。刺激後、適切な時間に細胞を集め、細胞質RNAを調製しノ

ザンハイブリダイゼーションを行った。また、核抽出液を調製し、 TRE(TPA-responsivee 

1 emen t)をプロープにゲルシフトアッセイを行った。細胞内へのCa2+流入は、 4:'Ca 2 +の細胞

内取り込みで測定した。

【結果】 すでに、 NMDA. KA刺激によるc-fos誘導は、細胞外Ca2+の細胞内流入によって引

金の引かれることを報告している (2)。また、 NMDA刺激の場合はNMDAレセプターチャンネル

を通じて、制刺激の場合は電位依存性Ca2+チャンネル(VGCC)を通じてCa2+が流入し、 c-fo

E誘導が引き起こされることを明らかにしている。

図に示したように州DA. KA(100fM)刺激の場合のc一色豆誘導の時間経過は、 3-4時間に渡

る長期的なものだった。一方、 50J' MのGlu刺激では、刺激後30分にピークを示す短期的な
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c-fos誘導が認められた。この傾向は、話工/268誘導にも認められた。刺激後の刊Ca2+の細

胞内取り込みを調べた所、 2および4時間後では、 Glu刺激に比べてNMDA刺激において高い取

り込みが認められた。また、 Glu. NMDA投与2時間後には、 Locke's溶液中に刺激有効濃度の

Gluが存在しないこと、一方、 NMDAは存在することが明らかとなった。

c-fos誘導には、誘導後、 c-fosmRNAの発現を抑制する自動制御系の働くことが知られて

いる。 Glu刺激後シクロヘキシミドを加えてc-f盟.互立/268mRNA発現を調べた所、スーパー

誘導が認められた。即ち、 Glu刺激後これら遺伝子発現の抑制系が働いていることが明らか

となった。そこで、 Glu刺激後2時間で再びNMDAあるいはVGCCアゴニスト BAYK8644を加えて

Ca2 +流入を引き起こした所、抑制系が働いているにも拘らずc-主主・話工/268の誘導が認め

られた。

各種薬剤刺激による c-fos.図1.

【考察】 c一色.e..弘工/268発現に対する抑制系が働いていても、 Ca2+の細胞内流入はこれ

ら遺伝子の発現誘導を起こすことが明らかとなった。即ち、細胞外Ca2+の細胞内流入は、

c一色.e..註1/268誘導に対して常に優性的な効果を持つことを示している。 NMDA刺激による

長期的なc-色豆誘導は、 Ca2+流入が持続的に起こってしまって、 Ca2+流入の優性的効果が長

期的に及んでいるためと考えられる。この培養系における現象は、脳虚血等で引き起こさ

れる神経細胞死の予想容れる状況や、神経細胞死に伴った長期的c-色豆誘導をもうまく説明

するものと思われる。このCa2+流入の優性的効果が過剰に作動して、 c-担旦等の一連の遺伝

子群の過剰発現が誘導されて、神経細胞死のスイッチが入ってしまうことが十分に考えら

れる。最近、一酸化窒素(NO)が、 NMDAレセプターからのCa2+流入を抑え、結果的にc-fos誘

導を抑制することを認めている。すなわち、 NOはCa2.流入による優性的効果に対して抑制

的に働き、神経細胞保護作用をもつことが予想sれた。
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108 グルタミン酸の神経系株化培養細胞 (PC12)毒性に対する
抗酸化'性薬剤probucolの効果
内藤通孝、栴垣宏行、井口昭久

(名古屋大学医学部老年科学)

〔要約〕

神経系株化培養細胞 (PC 1 2細胞)を用いて、 glutamateの神経細胞毒性に対する抗酸化

作用を合わせ持つ抗高脂血症薬であるprobucolおよび抗酸化性ピタミン (α 日ω∞pherol)の効

果を培養液中に放出される LDHを指標として検討した。 probucoHま5μM以上の濃度で細胞

障害をほぼ完全に抑制するとともに、 glutamate暴露による細胞内TBARSの増加を完全に抑制

した。 probucollまglutamate暴露前に前処理した場合にも有効であり、さらに、 glutamate暴露後

数時間してから添加した場合にも部分的に有効であった。 α-tocopherolもglutamateによる細胞

障害を抑制した。

[緒言]glutamate は中枢神経系における主要な興奮性神経伝達物質として数種類の受容体

を介して働いているが、過剰な濃度のglutamateはかえって神経細胞に対して障害性に作用

し、虚血性脳障害の他、 Huntington病、Alzheimer病などにおいても重要な役割を果たしている

可能性が示唆されている。今回、我々はラット副腎髄質褐色細胞腫由来の神経系株化培養細

胞PC12を用いて、 glutamateの神経細胞毒性に対する抗酸化性抗高脂血症薬probucolおよび

抗酸化性ピタミン αーtocopherolの効果を検討した。

{材料・方法]P C 1 2細胞はMEM+5%FBS+5%HSにて常法に従って培養し

た。単離浮遊したPC12細胞を約 1x 1 05個Iwellの密度で播程し、 24時間後に lOmM

glu凶nateを含む培養液に交換し、抗酸化性物質 (probu∞1、αーt∞opherol、BHT)の存在

下または非存在下でさらに 24時間培養し、培養液中に放出されたLDHおよび残存細胞L

DHを測定し、細胞障害の指標とした。細胞内過酸化脂質はOhkawaらの方法に準じて

出obarもiωric acid -reacting substances (T B A R S )を測定した。

{結果]probucolは1μM以上の濃度でglutamate(1 0 mM)による細胞障害を抑制し、 5

μM以上ではほぼ完全に抑制した。 α-tocopherol(5 0 μM) もglutamateによる障害を抑制

した。 BHT (1 0 μM)は部分的に細胞障害を抑制した。また、細胞をprobucolまたは α-

tocophcrolで24時間前処理することによってもglut訓 atcの毒性は抑制された。さらに、
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6時間後でを加えても、その障害性は 85%、glutamate暴露3時間後にprobucol(5 0 μM) 

1 2時間後の添加では抑制効果はなかった。しかし、も21%抑制された。

glutamate存在下で24時間培養することによって細胞内TBARSは有意に増加した。

probucoによる前処理または同時処理はTBARSの増加を完全に抑制した。

[考察}以上の結果より、臨床的に用いられている抗酸化性物質probucolおよび αー

tocopherolがglutamateのPC12細胞障害に対して防御的に働くことが明かとなったo

glutamateの神経細胞毒性は虚血性脳障害の進展に関与すると考えられており、 これらの抗酸

化性物質がその進展抑制に働く可能性が期待される。
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109 アミノ酸交換輸送系を介するグルタミン酸神経

細胞死の成因と防御

馬渡一浩杉谷加代人安井裕子2 加藤聖2

(l金沢大・医療短大・衛生技術 2金沢大・医・神経情報研伝達)

〔要約〕
我々は.retにC6グリオーマ細胞にグルタミン酸 (mMオーダー)を添加すると遅延型の

細胞死が招来されこの細胞死はアミノ酸交換輸送系の一つであるシスチン/グルタミン酸交換輸送

系 (xe系)を介したシスチン取り込みの阻害による細胞内グルタチオン (GSH)の枯渇にもとづく

ことを報告している。そこで今回. GSH枯渇以後の酸化的ストレス状況下における細胞内障害牲を

グルタミン酸添加後の細胞膜の脂質過酸化， 解糖系の中心酵素活性， 細胞内ATP濃度および核内

DNAの断片化を指標として検討した。またこの細胞死に対する活性酸素種 (R0 S)の関与や，細

胞死抑制物質も併せて検討し，その成因を究明した。その結果，グルタミン酸による組胞死と一致し

て脂質過酸化が約2倍増加した。また，細胞死に先立つてATP濃度は有意に低下，核内DNAの断

片化が観察され，さらに早期に細胞内ROSの増加が認められた。他方，カタラーゼ. TMPOの

添加により有意にこのグルタミン酸細胞死は抑えられた。以上の事実から，グルタミン酸添加により

細胞内GSH減少の結果，細胞内ROSの消去能力が低下し，細胞の膜，ミトコンドリアおよび核に

不可逆的な変化が生じたと考えられる。さらに抑制物質の検討から活性酸素種としてO2-，問O2およ

び・OHの関与が示唆された。

〔序〕 シスチン/グルタミン酸交換輪送系 (xe系)は. C 6グリオーマ細胞や網膜グリア細胞に

おいて細胞内GSHレベル維持機構として重要な役割を果たしている (3・5)。我々は，既に，細

胞外に過剰のグルタミン酸が存在すると，このxc系を介してシスチンの取り込みの阻害-GSHの枯

渇により遅延型細胞死が招来されることを報告した (5)。そこで今回. G SH枯渇以後の酸化的ス

トレス状況下における細胞内障害性について細胞膜脂質，酵素活性， ミトコンドリア機能，核DNA

に焦点を絞り生化学的に検討し，同時に抑制物質の探索により，この細胞死の成因を解明すべく本実

験を企画した。

〔方法) C 6グリオーマ細胞はDMEM培地 (5%牛胎児血清含有)で培養した。膜の脂質過酸化

や核内DNAの断片化については，既報に従った (6)。同時に.cめerhammerらの方法 (7)により
Hoechst 33258を用いて核染色を行い，蛍光顕微鏡下にて観察した。さらに解糖系の中心酵素であるグ

リセルアルデヒドふりン酸脱水酵素 (GA3PDH)活性をGiblinらの方法(2 )により測定した。次に

細胞内ATP濃度の経時的変化を生物発光法(8) (ルシフェリン・ルシフエラーゼ発光)により測

定した。さらに活性酸素の関与を調べるため 2，7-dichlorofIuoresceindia印刷e(DCFH-DA)を用いて

Bondyらの方法(1)により活性酸素種 (ROS)の産生を測定した。細胞死抑制j物質のスクリーニン

グには抗酸化剤やラジカルスカベンジャーとしてカタラーゼ.tetramethyl-pyrroline N-oxide (TMPO) 

をグルタミン酸と同時添加した。細胞死の判定は. LDH活性の測定にて行った。

〔結果) C 6グリオーマ細胞にしグルタミン酸を添加すると 14 -1 6時聞から徐々に細胞の変性
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がおこり， 24時間には大部分の細胞は死滅した(4)。これに伴って産生される膜の過酸化脂質は，添

加 14時間頃から増加傾向が認められ 24時間では対照に比して約2倍に増加した。また核DNA

の染色像では添加15 -1 6時間頃より核の凝集像や濃縮像が認められ，次第に異常細胞数が増加し

た。電気泳動上でも DNAの断片化が観察された。細胞内ATP濃度は，添加8時間より低下傾向が

認められ16時間以降では有意に低下した(図 1)。細胞内ROSの産生については，添加 5時間よ

カタラり増加傾向が認められ， 8 -1 6時間で有意に増加した。次に，

ーゼや Oz-のトラップ剤である TMPOを添加し培養したところ細胞死が有意に抑制された(図 2)。

グルタミン酸にビタミンE，

1)膜の過酸化脂質の増

4 )細胞内ROSの増加が認められた。

〔考察〕

C 6グリオーマ細胞におけるグルタミン酸添加後の遅延型細胞死において

加， 2)核内DNAの断片化， 3)細胞内ATP濃度の低下，

以上のことからグルタミン酸添加によりxc系を介したシスチン取り込みの阻害による細胞内GSH減

少の結果，細胞内ROSの消去能力が低下し，細胞の膜， ミトコンドリアおよび核に不可逆的な変化

が生じたと考えられる。さらにカタラーゼ， TMPOの添加により有意に細胞死が抑制されたことか

らO2.，HP2および・ OHの関与が示唆された。

図2.TMPOによる細胞死抑制j効果図1.細胞内A胃濃度の経時的変化
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110 ラット海馬神経細胞初代培養系におけるnon-NMDA受容体を介
する神経細胞死に対するYM90Kの作用

〔要約〕

大型iマIIJ定、 I，'I;J111 iI~路、小川(1予行、LlHl lI!t!JJ 

山之内製薬株式会社 第一IJIJ築研究所

ラ y ト海113神経細胞初代的必系を}IJいてnon-NMDA受容体を介する神経細胞死に対するYM90Kの保護

れ川を検討した。 non・NMDA受作休を介する神経細胞死として、カイニン椴神経細胞毒性単独及び

cycl 0 th i azi defJI: mによりJ1n~.ól した AMPAの Jパ生について実験を行った。 YM90Kはカイニン椴及び

cyclothiaziddこより噌強したAMPAのや11統制11胞毒性に対し抑制作用を示した。 YM90Kは、各薬物の用量作

JIj [Ul線に対する作用より、カイニン酸及びAMPAIこ対し競合的阻害、 cyclothiazideに対し非競合的阻害作

JtIを有することが示唆された。カイニン椴300μMに対するIC50は、 YM90Kが0.8μM、NBQXが0.4μM、

GYKI52466が9.4 μMで、あった。また、 30μMAMPA、30μMcyclothiazideの神経毒性に対するIC50は、

YM90Kが1.3μM、NBQXが0.9μM、GYKI52466が16.6μMであった。カイニン酸日暴露311寺間後にYM90Kを

添加した場合でも有意な1'111経細胞保護作Jjjを示した。以上のように、 YM90Kはnon-NMDA受容体を介す

る十IjJ経細胞死を強力かっ、曝11¥:31"311¥J後においても、抑制したことから、脳虚血の際神経細胞が過剰なグ

ルタミン酸に持続的にH暴露された後でも保譲作用を示す可能性が示唆された。

w的]
孜々は、 YM90KがAMPA受谷{付JifT実験で高親和性を有し、 AMPA誘発の細胞内カルシウム濃度上昇

を抑制すること、また局所及び全脳成Ullモデルにおいて神経細胞保護作用を示すことを報告してきた(1， 2， 

3， 4)。 今回ラット海15制改正制)J包初代培養系を用いてnon-NMDA受容体を介する神経細胞死に対する

YM90Kの作用を検討した。 non-NMDA受容体のアゴニストとしてAMPA及びカイニン酸が知られている

が、 I青養系においてカイニン阪は十Ij昨壬細胞死を誘発するがAMPAは神経細胞毒性が非常に弱いことが知ら

れている(5，6)。 最近になりcyclothiazideがAMPA受容体の脱感作を抑制し、 AMPAの神経細胞毒性を

明記1することが報告されている(6，7，日， 9， 10， 11)。そこで、カイニン酸及びcyclothiazideにより増強した

AMPAの毒性に対するYM90Kの作}jJを検討した。

[)j法]

(1) !!lqflli青条件におけるラット海均十111経細胞初代培養系

j抗生，18-20日のラット(Wister; Slc)より全脳を取り出し、実体顕微鏡下で海馬を摘出した。細胞を分散

させるためパパインとDNase1 により消化し、レンズフィルターを用い細胞沈を除き、 10%血清を含むM

EM'こて細胞浮遊il'iにした。分出世した十IjI経細胞を poly-I・Iysinecoating 48 well plate 上に4X 105/cm2の密度
で揃種し、 24時間後、無úlLì青j:f~:地( MEM， 20 mM  HEPES， 6 g/l glucose， 1 mM  sodium pyruvate， 1 mg/ml BSA， 
2 mM  L-glutamine， 25 fl g/ml transfelTin， 25 I' g/ml insulin， 25 ng!ml selenium， 100μM putrescine， 1 nM T3， 20 
11M progesterone， 20 ng!ml corticosterone， III M tocopherol acetate， 1μg!ml arachidonic acid， 0.5μg/ml 
正locosahexaenoic acid) !こ交換した。グルタミンは用時調製とした。培地交換は2回/週で行なった。以下

の実験には培養9日目以降の制!ll胞をilJいた。
(2)カイニン酸神経細胞毒性

l'.，{己の培養細胞を用いてカイニン般H暴露実験を行なった。薬物日暴露時には各種薬物を含む無luli青培地

に交換し (volume:0.3 ml)、2411JIIIJ前養後、培養上清を回収し、上清中のLDH活性を測定することによ

1) ~j!l胞死の判定を行なった(1 2)0 NMDA受容体を介する細胞死を除くため、 10μMのMK801を添加し実験
を行った。

カイニン酸曝露後のYM90KのやIJ粁剤1]1抱保議効果については、カイニン酸曝露O、l、3、7、9時間後に

YM90Kを添加し、カイニン般H暴露から24時間後、培養上清中のLDH活性を測定した。

(3)cyclothiazidelこより則強したAMPAi1J:'ll
薬物l爆露時には各種薬物をffむJ!lr:lfll治的l也に交換し (volume: 0.3 mI)、 24時間府養後、土者養L治を同
収し、 u背中のLDH活性を測定することにより細胞死の判定を行なった。 NMDA受存体を介する細胞死
を除くため、 10μMのMK801を添加し実験を行っ



I庁長 1'，Ìl'fIj 1 の LDHy~i'I;1 は、 11 I1 736)fjll 1'1 動分析装 I~~j: を片l いて、 rate assay訟により測定した。
i川ゾI，Wはintemationalunit日(I U)でぷし、 IIUは37 0C で lj}間に lμMのヒ。ルピン酸を 'I:， ltz させる防;f~ ij!であるc
なお、本実験にf山IJしたcyclothiazid巴、「岨QX及びGYKI52466は、令て‘li{i)f ':先所の坂本↑|事 らによって
介l北されたものをJIJし、た。 AMPAはToclice、カイニン般はSigma、MKROIはRBIより購入したものをIJjl、
たn

[私Ij;t!:]
(1 )カイニン酸神経細胞itiγ1:，
YM90Kはカイニン般利l帝王制11胞タビのJlJ:IdりIJIIII線をイi}Jシフトさせた。 300μMカイニン般に対するIC50
jll'iは、 YM90Kカ¥'O，XμM、NBQXカ¥'04μM、GYKI52466カ'"9.4μMであった。

300μMカイニン般I~t~õ-後に 10μM YM90Kを添加する'A験において、 31L'f間後までの立に十1I1経細11胞tij性
を1;1l咋した。

(2lcyclothiazideにより J~(/ ~fll したAMPAdパゾ|
YM90K はcyclothiazidelこより lV'J ~D1 した AMPAliJ:t! において、 AMPAの flj 号作JfJ1111線をイifjシフトさせた。

また、 cyclothiazideの用量作別 1111総に ~J しては最大反応、を抑制した。 30μMAMPA 、 30μM cyclothiazideの
1'111続存↑生に対するIC50備は、 YM90KがL3μM、NBQXが0，9μM、GYKI52466が16.6μMであった。
{考祭]
YM90Kはカイニン般の担"経細胞/1/!;!，及び、cyclothiazideにより増強したAMPAの神経細胞毒性に対し、神

経細胞保護作用を示した。 YM90KI土カイニン酸及びAMPAIこ対し競合的限害、 cyclothiazideに対し非競合

的阻得作用を有することが示唆された。カイニン酸曝露3時間後にYM90Kを添加した場合でも有意な神経

細胞保護作用を示したため、 YM90Kは脳虚lfllにおいて、神経細胞がグルタミン酸に曝露された後でも保

護作片jを示す可能性が示峻された。
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111 砂ネズミ脳虚血における脳内Ca2+誘発性Ca2+放出チャンネルの変化
に関する研究
野崎博之，福内靖男，田中耕太郎，五味慎太郎本，美原盤林，野川 茂，永田栄一郎，

近藤太郎

(慶臆義塾大学神経内科， 本大田原赤十字病院神経内科，料脳血管研究所美原記念病院)

〔要約〕砂ネズミー側総頚動脈結紫モデルにおいて局所脳血流量および脳組織Ryanodine受容体結合
能を経時的に測定し.Ca2+誘発性Ca2+放出チャンネル (CICR)の変化について検討したハロセン

麻酔下に右総頚動脈を結索，結紫後30分. 2時間 6時間の時点で覚醒状態下. [14C]Iodoantipyrine法

により局所脳血流量 (LCBF)を測定した摘出した脳を急速凍結し，クリオスタットにて連続脳切

片を作製し. [3H]-Ry阻吋meでラベルしてオートラジオグラムを作製し.Ryanodine特異的結合量を各

脳局所で測定した.Ryanodine受容体結合能は，重度虚血動物の海馬CAlのみで虚血後30分で低下傾

向を示し，虚血2時間および6時間後には有意な低下を示した.このような変化が虚血に対し選択的
脆弱性を示す海馬でのみ認められたことは.CICRの機能的異常が比較的早期より海馬の虚血性細胞

障害に密接に関係している可能性が示唆された.

【目的】近年脳虚血における細胞障害に細胞内遊離Ca2+濃度の上昇が重要な役割を果たすことが明ら

かになってきた.我々は既に報告したように，脳内s∞ond・messenger系のひとつであるInositol
仕isphosphate(IP3)受容体について検討し，脳虚血時に海馬CAl領域において特異的にIP3結合能が低下

することを明らかにした(1).一方細胞内Ca2+放出機構として植物アルカロイドのひとつである

ryan吋meと特異的に結合するCa2+誘発性Ca2+放出チャンネル(Ca2+-indu∞dCa2+release: CICR)の存在が
注目されている.我々は既に砂ネズミー側総頚動脈結繋モデルを用い. 6時間虚血負荷において，結
繋側海馬CAlで特異的にryan吋ine結合量が減少していることを報告した(2).そこで今回さらに虚血

早期におけるCICR動態について経時的に検討を行ったので報告する.

【方法】実験には体重60-100gの砂ネズ‘ミ38匹を用いた.ハロセン麻酔下に頚部正中切開し右総頚動

脈を結紫し，それぞれ30分. 2時間. 6時間後に覚醒状態下に[14C]Iodoantipyrine法により局所脳血流

量 (LCBF)を測定した(4).その後断頭し脳を摘出してフレオン22により急速凍結した. -20
o
Cに冷

却したクリオスタットにて厚さ20μmの連続脳切片を作製し，ゼラチンでコートしたスライドガラス

に固定した.脳切片はLCBF測定用.Ryanodine binding用，病理組織標本用に分けた

①脳血流測定用脳切片スライドは，そのまま[14C]標準緯源 CAmersham)とともにフィルム (SB・1
Kodak)に1週間感光し，オートラジオグラムを作製した.

② Ryanodine binding用脳切片標本は，室温のbufferA (20mM PIPES-KOHωH 8.0)， 1.0M KCI， 550μM 

ATP， 100μM CaCI2， 1.0mM PMSF)中で15分間2lliIpreincubationを行った.次lこbufferAIこ15nMの[3H]_
Ryanodine (spec正icactivity=67.2-87.0 Ci/mmol:NEN Reseach ProductslDu Pont)を加えた組成の溶液中

において. 25
0

Cで15分間incubateしたまた非特異的結合量の測定のため.buffer Aに15品4の[3H]-

Ryanodineならびに未標識の15μMのRyanodineを加えた溶液中でincubateした.その後. 4
0

CのbufferA 

中で5分間の洗浄を2回繰り返し，最後に40Cの精製水で洗浄し，直ちに冷風にて乾燥した.これら

の標本は. [3H]標準線源とともにUltrofilmに5週間感光し，オートラジオグラムを作成した(3).

③病理組織標本用のスライドは， トルイジンブルー染色を施行した.

④ [3H]-Ryanodine総結合量から非特異的結合量を減じて特異的結合量とした.また結紫側虚血中心部

の視床外側核LCBFが50凶/100g/分以上の動物を第1群とし. 50ml/l00 g/分未満の動物を第2群とし，
LCBFのデータと共に定量的検討を行った.
【結果】

(1)生理学的パラメーター

動脈血液ガス分析 (Pao2'Paco2' pH)及び平均動脈血圧 (MABP)仁ついては両群間でPao2以外で
は有意差を認めなかった(表1). 



表 1 生理学的パラメータ

Pao2(mmHg) Paco2(mmHg) 

30分 2時間 6時間 30分 2時間 6時間

第 1群 99.0::!:15.9 97.7::!:19.3 92.4::!:25.2 38.0::!:10.6 30.8::!: 8.8 37.7::!:16.1 

第 2群
判齢噂

-・ 29.4土11.5 28.6土13.3 30.3土17.1148.8土10.6124. 2::!:30. 0 119. 1::!:25. 8 

pH MABP(mmHg) 

30分 2時間 6時間 30分 2時間 6時間

第 1鮮 7.33::!:0.06 7.28士0.17 7.31士0.10 85. 5::!:18. 4 81.6土 7.5 89.2士18.1

第2群 7.40土0.22 7. 28::!:0. 18 7. 26::!:0. 21 73. 8::!:13. 9 74.4::!: 9.3 90. 7::!:16. 2 

(mean ::!:SD， ・ p<O.05， .. p<O.OI) 

(2 )局所脳血流量 (LCBF)

結紫側では第2群で第l群と比較して小脳を除くすべての領域で著明なLCBFの減少を認めた(表
2) . 
( 3) Ryanodine特異的結合量

Ryanodine特異的結合量は，結紫後2時間・ 6時間の時点、で第2群では第1群と比較して結紫側の
海馬CAl領域 (p<0.05)で有意な低下を認め，結葉後30分では低下傾向を認めた.その他の部位では

有意差を認めなかった(表3). 

表 2 :結穀側LCBF(ml/lOO g!min) 表3 :結紫側Ryanodine結合量 (fmol/mg)

30分 2時間 6時間 30分 2時間 6時間

(運大脳動領皮野質) 第第1 群群 70. 8::t41. 9 139.5 土37.4 ・121. 2::t35. 8 211f 1.8::t 1.1帥 3.0土 4.0**2.8::t 5.5榊 (運大脳動皮領質野)
第第1 君群事 9.53 土0.58 7. 47::t3. 24 13. 12::t3. 57 
211f 9.08土2.66 8. 15::t1.73 12.46::t6.69 

(感大覚脳領皮野質) 
第第1 群群 7 5 8 ± 4 7 . 8 1 3 1 . 5 ± 3 2 4 $ 1 1 7 6 ± 5 0 . 7 
211f o. 3::t O. 4柿1.8::t 2. 4'* O. 2::t O. 4柿 (感大脳覚領皮野質) 

第第1 群群 8. 58::t0. 46 7. 95::t3. 42 12. 68::t2. 55 
211f 9.37::t3.33 8. 41::t2.70 10.70::t4.58 

海馬CAl I 第第1群群 68. 3±26 03・86.6±25 65・94.8:t41.8 
211f 3.0土 3 事 5.2::t 5. 5** 8. o::t 8. 0柿 海馬CAl

第第1 群群 12. 19:t4. 13 10. 07::t3. 30 11. 81 ::t3. 14 
21fi¥ 7.81 ::to. 66 6. 42::t2. 12* 8. 09::t2. 25* 

海馬CA3 I 第第 1群群 67.8:t23.4 89.9土21.5 82.6土32.7
21fi¥ 1.8::t 1.8** 3.6::t 2.7柿 3.0:t4.4帥 海馬CA3

第第1 群群 12.25:t1.60 13.48::t3.83 17.90:t3.14 
21fi¥. 12. 94::t 1. 77 12. 05:t2. 94 13目95::t1. 96 

海馬歯状回|雲1霊79M7b97m71J9叩 7.5 海馬歯状回
211f 5.5:t 6. ホ 6.5:t7.0" 14. 5::t 13.5" 

第第1 群群 9. 49::t 1. 16 10. 50:t3. 77 14.10 土3.64 
2m; 10目31:t1.57 9.93:t3.4311.08::t3.94 

小脳半球 l震1喜111叩 0.3122. 5::t26. 8 124. 2::t24. 3 
211f 101.0::t50.9 90.1::t29.0 121.5士14.4 小脳半球 第第1 群群 7.20 土1.60 4.02::t2.10 5.26::t1.19 

2m; 5.47::t1.75 4.83::t1.90 6.52:t1.54 

(me叩:tSD，・ p<0.05， .. p<O.Ol) (me却土SD，‘p<0.05)

【考察】今回我々は砂ネズミー側頚動脈結紫モデルにおけるRyanodine受容体結合能の変化につき検

討した Ryanodine受容体結合能は，結紫後2時間・ 6時間の時点で虚血側海馬CAlにおいてのみ有
意に低下を示し，結紫後30分の時点で既に低下傾向を認めたことから，同部位のCICR動態に比較的

早期から大きな擾乱が生じている可能性が示唆された. CICRとcyclicAMP dependent protein kinaseの機
能的関連も指摘されており，我々の検討でも 2時間虚血において海馬CAlでのみcyclicAMP dependent 

protein kinaseの活性は低下していた(5).今後の更なる検討により脳内second-messenger系の各構成要

素の脳虚血における障害の進展過程が明らかとなるものと考えられた.
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〔要約〕

大脳皮質傷害iこ伴い発現上昇する遺伝子の検索
Ser/Thr protein kinase遺伝子sgkの傷害脳における発現

今泉和則， • .津田学 1・和中明生ぺ遠山正禰ぺ高木勉2

(大阪大学医学部・分子脳機構(田辺)寄付講座¥解剖学第二講座田辺製薬生化研')

脳傷害時に誘導される遺伝子を取得する目的で、ラット大脳皮質を片側性に破壊し、 3日後iこmR

NAを抽出してディファレンシャル・ディスプレイを行った。その結果、脳傷害時に発現レベルが上

昇する cDNAフラグメント 4穫を取得し、この中から病巣部周辺に強いシグナルが認められた sg 

k遺伝子について発現解析を行った。 sgk遺伝子は脳傷害後3日目から発現レベルが上昇し、少な

くとも14日聞は高い発現レベルを維持した。 insituハイブリダイゼーション解析から傷害部周辺の

強いシグナルはオリゴデンドロサイト由来のものであることが示唆された。また、ラット脳の発生過

程における発現様式の検討から、本遺伝子は生直後lこ一過性に誘導され、成熟脳では発現レベルは低

下していた。生直後に sg k遺伝子を強く発現する細胞は大脳皮質表層のニューロンや海馬の錐体細

胞などの特定のニューロン群であった。

〔緒言〕

中枢神経系に傷害を与えると、脳組織の変性および再生過程でグリア細胞の増殖、マクロファージ

φ浸潤あるいは神経突起の発芽等の変化がみられる。このような脳組織の再生過程でFGFやBDN

Fなどの神経栄養因子をはじめとして多くの分子の発現レベルが変化し、脳組織の再構築が行われる

(1， 2)。これまでに脳組織の再生過程における分子レベルの変化については、詳細に検討されておらずi、

また、再生に関連して発現パターンが変化する未知の遺伝子も数多く存在するものと思われる。そこ

で今回、ディファレンシャル・ディスプレイ法により傷害脳で発現レベルが上昇する遺伝子の取得を

試み、目的のクローンを4種取得した。この中で特に傷害部周辺に強いシグナルが観察された sg k 

遺伝子の発現解析を行った。なお、 sg K遺伝子はラット乳癌の細胞株からグルココルチコイドで誘

導される遺伝子としてクローニングされ、その塩基配列および予想されるアミノ酸配列からおr/Thr7'

日刊Y材ーゼ71ミリーに属することが示されている(3，4)。しかし、この遺伝子産物の酵素活性および基質あ

るいはinvivoでの発現様式および機能等については明らかにされていない。

〔材料および方法〕

ディファレンシャル・ディスプレイ 8週齢Wistar雄ラットの片側大脳皮質に外科用ナイフで傷をつ

け、 3日間飼育した後、対照側および破壊側の大脳皮質からそれぞれmRNAを抽出した。このmR

NAから12種のdT，，MN primerを用いて一本鎖DNAを合成したo ディファレンシャル・ディスプレイ

法は既報(5，6)の方法に準じた。なお、 arbitraryprimerには 1)5・-CTGCATAGGT-3'，2) 5・-AGGTC

ACTGA-3'の2種のprimerを用いたo

ノーザンブロッテイングおよびinsituハイブリダイゼーション:ノーザンブロ yテイングには、デ

ィファレンシャル・ディスプレイで取得した sg K遺伝子の cDNAフラグメント (3'側 608bp)

からランダムプライマ一法により作製した cDNAプロープを用いた。 insi tuハイブリダイゼーシ

ョンには上記cDNAを鋳型に作製したDIG標識cRNAプロープを用い、抗DIG抗体lこより可視化し

た。
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〔結果〕

1 )ディファレンシャル・ディスプレイにより脳傷害時に発現レベルが上昇する遺伝子4種を取得し、

傷害部周辺に特に強いシグナルがみられた sg k遺伝子について解析を進めた O

2) s g k遺伝子は脳傷害後3日目から発現レベルが上昇し、少なくとも14日間は高い発現レベルを

維持した(図 1)。

2 )脳傷害時に本遺伝子を強く発現する細胞は損傷部周辺のオリゴデンドロサイトであることが示唆

された(図2)。

3 )成熟ラット正常脳では sg k遺伝子は脳各部位に存在するオリゴデンドロサイトと海馬の CA2

およびCA3の錐体細胞に発現がみられた。

4) s g k遺伝子は生直後に特定のニューロン群に一過性に発現レベルが上昇し、加齢に伴って発現

レベルは低下した。

〔考察〕

s g k遺伝子は脳傷害時に損傷部周辺のオリゴデンドロサイトで発現誘導がみられたことから、脳

組織の再生、特にミエリンの再形成に関連した一連の再生現象に深く関与することが示唆された。ま

た、生直後に特定のニューロン群に一過性に強い発現がみられることから、これらニューロン群の発

生過程に重要な役割を果している可能性がある。
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113 ラット局所脳虚血中及び血流再開後の脳内 NO産生増大と
その由来-N 0電極装置を用いた in v i V 0直接定量・

長藤寿昭 1)、杉山昌一 1)、松居 徹 2) 

中外製薬(株)創薬第四研究所 1)、埼玉医大総合医療センター脳外 2) 

[要約]
ラット左中大脳動脈 (MCA)閉塞中に、恵、側大脳皮質表層部の一自主化窒素 (NO)産生は二相性の時

間経過をもって増大した。血流再開後の急性期に於いても、 NOの産生増大が観察された。一般化窒71;合

成酵素 (NOS)阻害斉IJの一つであるNG-nitro-L-arginine (L-NNAJ (1 mg/kg i.p.Jの投与によりこれら

NO産生の増大は明らかに抑制され、この時、浮艇の軽減と梗塞巣の縮小が観察された。 NO産生地大のl1J

来を明らかにする目的で、患側大脳半球から脳微小血管を単離しNOS活性の経時変化を調べたところ、比

較的急性期のNO産生増大期にはCa2+依存性恒久型NOS(cNOS)が、またそれ以降のNO産生増大期には

Ca2+非依存性誘導型NOS(iNOS)活性が有意に増加することが判明した。以上の実験成績は、脳微小血

管にはcNOSとiNOSの両者が存在し、脳虚血中あるいは血流再開後、これら異なるNOSアイソフォームが

異なる機構により活性化されることを示唆している。

[背景と目的]現在のところ、 NOS阻害弗jの局所脳虚血中あるいは血流再開後の病理組織学的変化に対す

る作用は、一定した結論が得られていない ( 1 )。我々は詳細な用量依存的検討から、 L-NNAは一時的

前脳虚血後の海馬CAl領域に発生する神経細胞嬢死と永久あるいは一時的局所脳虚血後に発生する脳浮腫

に対して、限られた比較的低用量域のみ改善作用を有することを報告してきた(3 -5 )。これら一連の

我々の実験成績は、上述したこれまでの矛盾する報告に一つの原因を提示すると共に、永久あるいは一時

的局所脳虚血後に脳内でNO産生が増大することを示唆するものである (2)。そこで今回我キは、脳虚

血中と血流再開後に於ける脳内NO産生をNO微小電極装置を用いてinvivoの条件で直接定量することを試

みた。さらに、脳微小血管内のcNOSとiNOS活性の経時変化も併せて検討した。

[;実験方法1SD系成熟雄性ラットを気管内挿管後、 30 %02， 7 0 %N20， 1.5 -2.0 %ハロセンの混合
ガスによる全身麻酔下に調節呼吸を行い、右大腿動脈から血圧をモニターした。虚血側大脳皮質表層部の

NO産生と血流量は、それぞれInterMedical社製のModelNOE-55とアドバンス社製のレーザー血流計を用

いて測定した。次いで、左MCA本幹のレンズ核線条体動脈起始部をミニクリップを用いて閉塞した(3、

4、 6)oL-NNA (Img/kgi.p.)は、 4時間永久閉塞モデルではMCA閉塞 5分前と 3時間後に、また

2時間閉塞後 2時悶再開通モデルではMCA閉塞 5分前と血流再開 1時間後に投与した。一定時間後、大

脳皮質の組織を用いて比重値を、またHE染色した大脳半球の冠状断脳連続切片を用いて梗塞巣を定量ーし

た(3、 5)。脳微小血管内のcNOSとiNOS活性は、以前我々が報告した様に [3H]-L-arginineから

[3H]ーしcitrull i neへの変換量を測定する方法で行った(6 )。

[:実験成績]ラットの左MCAを閉塞すると、 15・30分後に患lsij大脳皮質表層部のNO濃度は 2.4-4μM

増大し、その後一旦虚血前のレベルに戻ったが、 3-4時間後に再び約1.6μMの増大を示した(図 1A)。

一方、 2時間閉塞後 2時間血流を再開通するモデルでは、再開 1-2時間後に約 6μMのNO濃度上昇を認

めた。しNNA (1 mg/kg i.p.) を4時間永久閉塞モテ'ルではMCA閉塞 5分前と 3時間に、また 2時間閉

塞後 2時間再開通モデルではMCA閉塞 5分前と血流再開 1時間後に投与すると、上述した脳内NO産生の

増大は明らかに減少した(図 1B) 。同様な用量とタイミングで投与されたL-NNAは、 4時間永久間塞モ

デルと 2時間閉塞後 2時間再開通モデルの両者で、恵、制ij大脳皮質表層部の比重値の低下を抑制し、大脳皮

質領域の梗塞巣の面積を総小させた。またこの改善作用は、 f走者のモデルに於いて顕著であった。次に、

虚血中あるいは血流再開後に観察された脳内NO産生増大の由来を採るために、!悩微小l血管に着服し、

cNOSとiNOS活性の経時変化を調べた。その結果、永久閉塞モデルでは 15分後にcNOS活性がコントロ

ールの 906%に増大し、その後の 4時間後と 24時間後にはiNOS活性が 920%と92 2 %に増大し

ていた(図 2A)。一方 211寺開閉塞後 2時間再開通モデルでは、再開 15分後lこcNOS活性がコントロール

の5倍以上に地大することが明らかとなった(図 2B)。

[考察]今回の我今の実験成績は、脳虚血中、及び}脳虚血後に脳内のNOJlE生が階大することの直接的な証

拠を提出するものである。興味深いのは、虚血中のNO産生の経時変化は二つのピークを持つことである。
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得られた!悩微小血管中のNOS活性の経時変化は、虚血 15分後のNO産生増大にはcNOS活性上昇が、また

虚血 3-4 I時間後のNO産生増大にはiNOS活性上昇が、少なくとも部分的に寄与していることを示唆してい

る。同様な観点から、血流再開 15分後のNO産生増大には脳微小 lUl管中のcNOSの活性上昇が関与するも

のと考えられる。 NOS活性七昇の機序は不明であるが、じNOSの活性上昇には細胞内へのCa2+の流入が、

またiNOSの活性上昇には免疫担当細胞からのサイトカイン産生憎大が関与するものと推察される。これ

まで1Ji:今が報告してきたしNNAの虚血性脳浮服、脳梗塞巣の改善作用の作用機序を考察する上で、 4時間
永久閉塞モデルよりもJ負傷の程度が大きかった 2時間閉塞後 2時間血流再開するモデルに於いて、より顕
著なL-NNAによる改善作用が認められたことは注目に値する。 UjJち、 rfil流再開後様今な経路から大量に発

生する02ーと NOとの反応から述統的に発生する栂々の活it'1:般素材tが引き起こすIJl'i1'1過際化による透過性I村
大や、ミトコンドリア電子伝達系関連酵素や解糖系を構成する酵素阻害によるエネルギー枯渇をしNNAは

抑制するのではないかと想像される。
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114 一過性脳虚血後のATP・ユビキチン依存性蛋白質分解系の変化

上久保毅02>、林敬1)、野賀正史03)、大川清1)

東京慈恵会医科大学 1)医化学 2)脳神経外科 3)精神神経科

(要約)一過性脳虚血後の砂ネズミ脳における蛋白質ユピキチン化酵素及びATP依存性プロテアーゼの酵素活

性を測定した。 10分間の前脳虚血後、蛋白質ユピキチン化酵素の活性に変化は見られなかったが、再潅流30分後に一

過性に20Sプロテアーゼ活性の増加、 26Sプロテアーゼ活性の低下が認められた。一過性脳虚血後、 ATP・ユピキチ

ン依存性蛋白質分解系は不可逆的障害を受けていないが、再選流早期のユピキチン化蛋白質の増加には26Sプロテア

ーゼの活性低下が関与している可能性が示唆された。

(目的)ユピキチンは、変性蛋白質に複数の酵素の作用によりATP依存性に結合し、ユピキチン化蛋白質はATP

依存性の26Sプロテアーゼにより分解される(1， 7， 8， 11 )。神経細胞は他の組織と比べて、細胞内 ATP量が速や

かに枯渇することより、虚血時には ATP依存性蛋白質分解系が抑制されることが予想される。一方、脳虚血後にユ

ピキチンの免疫反応性が減弱し、細胞死をきたす部位ではユピキチンの免疫反応性が回復しないことから、脳虚血後

の神経細胞死に蛋白質ユピキチン化の障害及び、それに伴う変性蛋白質の蓄積が関与するという仮説が提示された

( 9 )。しかし我々の検討では、一過性前脳虚血後、再瀧流早期にむしろユピキチン化蛋白質は増加していた (2，3，

4，5)。今回、脳虚血のATP・ユピキチン依存性蛋白質分解系への影響を検討するために、蛋白質ユピキチン化酵素

及びATP依存性蛋白質分解酵素の活性を測定した。

(方法}ハロセン麻酔下に砂ネズミ ( 60-80g )の両側頚動脈を10分間閉塞した。再選流後経時的に海馬及び大

脳皮質 (n=10-12 )を摘出し、緩衝液(0.25M Sucrose， 1mM DTI， 0.5mM EDTA， 10μg/m11eupeptin， 

antipain， chymostatin， pepstatin A， 1rr訓 APMSF，20mM Tris-HCl， pH 7.5 )中でホモジェナイズ後、 100，0∞x
g 1時間遠心、上清を試料とした。海馬は4匹をまとめて1試料 (n=2-3)とした。 A.ユピキチン化酵素活性の測

定:熱変性125I_リゾチームと試料をATPr巴g巴n巴ratingsystem、h巴min存在下にインキュペート後、 4-20%

SDS-PAGEで分灘、オートラジオグラフィー後イメージアナライザ-BAS20∞(  FUJI )により分子量30KDa以上

のユピキチン化リゾチームの定量を行ない、ユピキチン化酵素活性とした。さらに、大脳皮質の試料からユピキチン

化酵素を部分精製し(6 )同様に活性を測定した。 B.ATP依存性プロテアーゼの活性測定:大脳皮質の各試料を

ATP regen巴ratingsyst巴mを含む緩衝液中で3アC1時間反応させた後、 15-35%グリセリン密度勾配遠心法で分画

し(10)、各画分の蛍光基質(Suc-LLVY-MCA )の分解活性を測定した。また、分画前の各試料中のプロテアー

ゼ含量をラット抗プロテアソーム抗体を用いたイムノプロット法で比較した。

(結果)A.虚血後、混馬、大脳皮質ともに蛋白質ユピキチン化酵素活性には変化は認められなかった(図 1)。

また、大脳皮質から部分精製した酵素活性にも変化は認められなかった(図 2).B. ATP存在下1:::試料を370C1 

時間反応させると、グリセリン密度勾配遠心法により26Sと20Sの各プロテアーゼに該当する二峰性のペプチダーゼ

活性が認められた(図 3).虚血後 26S及び20Sプロテアーゼ活性のピークの総和に明らかな差は見られなかった

が、再選流30分後において一過性の20Sフロテアーゼ活性の矯加、 26Sプロテアーゼ活性の低下を認めた(図 3、図

4). 26S及び20Sプロテアーゼの含量には明らかな差は認められなかった(図 5)。

(考察)神経細胞は抽出操作中においてもATPが枯渇しやすいため、あらかじめ ATPとインキュベー卜した場

合のみ26Sプロテアーゼ活性が確認できた。 20Sプロテアーゼは、 ATP存在下に26Sブロテアーゼに会合することが
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in vitroでその会合が一過性に抑制されたと考えられるが、その機序は知られているが、再灘流 30分後において、

不明でeある。今回の結果より脳虚血によりATP・ユピキチン依存性蛋白質分解系は障害を受けていないことが明らか

になったが、ユビキチン化蛋白質の増加に関しては、虚血再湛流によるユピキチン化される基質蛋白質の増加、さ

らに26Sプロテアーゼの一過性の活性低下も関与することが示唆された。
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115 培養神経細胞を用いたinvitro脳虚血モデルに於けるグルタミン酸の遊離と細胞傷害
に対するグルタミン酸受容体措抗剤及びカルシウムチャンネル阻害剤の作用

木村真奈美、宮川武彦、片山幸一、西沢幸夫

(エーザイ株式会社筑波研究所)

〔要約〕グルタミン酸受容体詰抗剤とカルシウムチャンネル阻害剤を用いて、培養神経細胞のinvitro虚血モ

デルにおけるグルタミン酸の遊離と細胞傷害に対する作用を検討した。虚血処置によるグルタミン酸の遊離

と細胞傷害は、 NMDA受容体括抗剤MK-801によってともに顕著に抑制され、グルタミン酸の遊離に比べ細

胞傷害に対しより強い抑制効果が認められた。一方、 non-NMDA受容体措抗剤は細胞傷害よりグルタミン般

の遊離に強い抑制効果を示した。 norトNMDA受容体措抗期IjNBQXは単独では細胞傷害を殆と寺抑制しないが、

MK-801と同時添加することによりMK・801に比べより顕著な抑制が観察された。また虚血処置によるグルタ

ミン酸遊離と細胞傷害は、 P-タイプカルシウムチャンネル匝害剤ω-Aga-TKによっても有意に抑制された。

N-タイプ阻害剤ω-conotoxinGVIAで細胞傷害に抑制傾向が見られたが、 L-タイプ回害剤nifedipinは有意な抑

制を示さなかった。以上の結果から、虚血によって引き起こされるグルタミン酸の細胞外への遊離には、グ

ルタミン酸受容体の活性化ならびにカルシウムチャンネルの活性化を伴うことが明らかとなった。

(目的) 虚血性神経細胞傷害の原因として細胞内カルシウムの異常な上昇と細胞外に遊離されるグルタミ

ン酸毒性の関与が疑われているが、カルシウムの流入経路、グルタミン酸の遊離のメカニズムについては未

だ十分に解明されていなし、。細胞内カルシウムの流入経路としては、グルタミン酸受容体と電位依存性カル

シウムチャンネルが主に働いていると考えられる。一方神経終末においては、 non-NMDA受容体(4)および

カルシウムチャンネルからのカルシウムの流入がグルタミン酸遊離を促進すると考えられている。 NMDA

受容体指抗剤は虚血による細胞傷害に抑制効果を示すことが報告されてきたが、 non-NMDA受容体詰抗剤は

in vivoにおける抑制効果は報告されているものの、 invitroでは抑制効果がないと報告されていた。また、中

枢神経系に於いては種々神経伝達物質の遊離にpおよび'N-タイプカルシウムチャンネルが関与していること

が明かとされてきたが、虚血時のカルシウムチャンネルの関与についてはNータイプ阻害剤ω-conotoxin

GV1Aが虚血時のドーパミンの遊離を抑制し(8)、虚血に於ける細胞傷害に効果があったことが報告されてい

る(9)もののほとんど報告がなされていなし、。そこで、培養神経細胞を虚血条件下に置いたときに見られる

グルタミン酸遊離の増大および引き続いて起こる細胞傷害に対する、グルタミン酸受容体措抗剤およびカル

シウムチャンネル祖害剤の作用について検討を行った。

(方法) 大脳皮質培養神経細胞はラット胎仔(EI7)より調製し、 5%牛胎仔血清を含むDulbecco'sModified 

Eagle Medium (DMEM)中で15-17日間培養後用いた。虚血処置は、 95%N2j5%C02で置換したチャンパー内で

神経細胞をグルコースを除いた緩衝液中(37'C)でインキュベーションして行った。グルタミン酸の定量は蛍

光検出器を用いHPLCで弘行った。虚血処置後の神経細胞はDMEMに戻し、 C02インキュベーター中で更に一

日培養した後に、細胞外LDHを測定し細胞傷害の程度を検討した。種々措抗剤および阻害剤は、緩衝液、

培養液ともに添加した。

(結果) 虚血処置によるグルタミン酸の遊離は、 NMDA受容体措抗剤MK-801によって抑制された。

MK-801はグルタミン酸の遊離抑制作用も示したが、細胞傷害をより強く抑制した。一方、 non-NMDA受容

体措抗剤NBQXは、グルタミン酸の遊離を有意に抑制するものの細胞傷害は抑制しなかった。 non-NMDA受
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容体指抗剤の中では、グルタミン酸遊離抑制の強い括抗剤は細胞傷害も抑制する傾向が見られたoNBQX単

独では細胞傷害を抑制しないが、 MK-801と同時添加することによりさらに顕著な抑制を示した。虚血処置

により引き起こされたグルタミン酸の遊離と細胞傷害は、 P-タイプカルシウムチャンネル阻害剤ω-Aga-TK

によって有意に抑制された。 P-タイプ阻害剤ω-Aga-IVAによっては、抑制傾向は見られたが有意差はなかっ

た。 N-タイプ阻害剤ω-conotoxinGVIAによって細胞傷害に抑制傾向が見られた。 L・タイプカルシウムチャ

ンネル阻害剤nifedipineによっては有意な抑制は見られなかった。またナトリウムチャンネル阻害剤TTXに

よってグルタミン酸遊離および細胞傷害に対し顕著な抑制が見られた。
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(図1)大脳皮質神経細胞の虚血処置により細胞外へ遊離されたグルタミン酸、 LDHに対する各種グルタミン酸受容体結抗剤(MK80l1OμM，NBQX

30μM，CNQX 1α)μM， DNQX 1α]μM， GYKI2∞μM)各種チャンネJレ阻害剤(ω-Aga.TK1 J1 M，ω.Aga.IVA 1戸M，ω-conotoxinGVIA 3μM， 

nifedipine 3μM，πXlμM)の抑制作用の相関を示した。薬剤を加えない場合のグjレデミン酸、 LDHの遊離をl∞%とした。叩<0瓜帥P<O.Ol，

帥・P <0.∞l 

(考察 invitro虚血実験において、 NMDA受容体は直接細胞傷害に関与しているだけでなく、グルタミン

酸の遊離を促進することによって間接的にも細胞傷害に関与することが示唆されている(3，7)0 in vivo虚血

では、 non-NMDA受容体措抗剤GYKIはグルタミン酸，GABAの遊離を抑制することが報告され(1，2)、NBQX

はグルタミン酸の遊離を阻害し神経傷害にも効果があることが報告された(5)0in vitro 虚血モデル実験にお

いて、 non-NMDA受容体の措抗剤は単独では細胞傷害抑制効果を示さないが、 NMDA受容体措抗剤存在下で

は抑制効果を増強することが報告されたが(6)、そのメカニズムは明かにされていなかった。今回の結果か

ら、グルタミン酸などの興奮性アミノ酸の遊離を抑制することにより細胞傷害を抑制することができるこ

と、またn叩】悶o叩n.羽MDA受容体括抗弗剤jは興奮，性アミノ酸遊離の抑制作用を持つことが明らかとなつた。また、 Jn

Vltro虚血モデルで見られるグルタミン酸遊離の少なくとも一部は、電位依存性カルシウムチャンネルの活性

化に依存していることが示唆された。高渡度KC1刺激によるグルタミン酸遊離では、 ω・Aga-IVAの方がω-

Aga-TKより強い阻害作用を示す。高濃度KCl刺激時、虚血時に見られる両カルシウムチャンネル阻害斉Ijの作

用の差異は、阻害するカルシウムチャンネルの分子種およびその局在性の違いを示唆している。

(参考文献)(1) Arvin， B.， Lekieffre， D.， Graham， J. L.， Monc油，c.， Chapman， A G.飢dMe胤Iffi， B. S. (1994)工

Neurochem. 62， 1458-1467 (2) Babak， A， C1audia， M.， Eli如巴，L.P.，Asuid，C. andBrian， S. M. (l992)NeuroReport， 3， 235-238 (3) 

Choi，D. W. andLobner，D.C. (1993) Neurology，43，A339 (4) Ferkany， J. W.，Zaczek， R.加dCoyle，J.T. (1982) Nature，298， 757・

759(5) Gas伊ry，H. L.， Simon， R. P.， Zarow， G. J.， Greenberg， D. A飢 dGraham， S. H. (1993) Neurosci. Abstr. p850 (6) K紘u，D.

A， Goldberg，M. P. andChoi，D. W. (1991)BrainR岱伺rch，554， 344-347 (7) Lobner， D. andLipωn，P.(1抑0)Neurosci. Lett. 177， 

169-174(8)白 boshi，H.， Sados加na， S.， Yao， H.， Nak油M九T.，Uchimura， H釦dFujis凶na，M. (1992)工Ne山町:hem.58，298-303 

(9) Yamada， K.， Teraoka， T.， Morita， S.， H俗egawa，T.加dNabeshima， T.υ994)Ne凶'Opharrn託:ology，3 3， 251-254 
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116 Fas抗体によるグリオーマ細胞のアポトーシス誘導とスフインゴ
ミエリン情報伝達系

〔要約〕

白石哲也、中川摂子、戸田啓介、木原俊壱、鞠硯、田淵和雄

(佐賀医科大学脳神経外科)

培養ヒトグリオーマ細胞(τ'98G)はFas抗原を高度に発現し、抗F鎚抗体を作用すると

apoptosisが誘導されることを報告してきた(1)。今回我々は抗Fas抗体結合後の細胞

内情報伝達の経路を明らかにするためにスフインゴミエリン情報伝達系に関して検

討した。 Fぉ抗体処理後30分以内にT98G細胞のスフインゴミエリン分画の減少が認

められた。スフィンゴミエリンの分解産物で膜透過性のあるC2ceramideを投与す

ると、 24時間後より生細胞数の減少、細胞核の凝集、電気泳動におけるDNAladder 

pattemの観察、加situnick end labeling染色による細胞核の染色等の所見が得られ、

apoptosisの誘導が確認された。抗Fas抗体により誘導されるT98Gのアポトーシスに

スフインゴミエリン代謝系の関与が示唆された。

[目的】我々は培養グリオーマ細胞(τ列 G)がFぉ抗原を発現し、抗Fぉ抗体がアポト

ーシスを誘導することを昨年の本会で報告した(1)0 Apoptosis は高度に制御された

機構と考えられているが、その細胞内シグナル伝達系に関する研究は少ない。最近

HL60およびU937において百.wαおよびIL-Is処理後誘導されるapoptosisにスフイン

ゴミエリン代謝系が関与していることが報告されている(2，3)。本研究はF出抗原に

よるアポトーシスの情報伝達系を解明する目的で、スフィンゴミエリン情報伝達系

に注目し、抗Fas抗体処理による変化を観察した。

{方法1T98G細胞に抗Fas抗体(50ng/ml; MBL社)を作用させ、 0ふ10，15，30分後に細
胞を回収し、 Folch液にて脂質を抽出し、イアトロスキャン分析にてリン脂質分画

を測定した(4)。スフインゴミエリンの分解産物で膜透過性のあるC2∞ramide(N-

Acetyl-sphingosine; Matreya)を培養液中に種々の濃度で添加し、光顕的に形態変化を

観察するとともに細胞増殖曲線を作製した。また細胞よりDNAを抽出し、 2%アガ

ロースゲルによる電気泳動を行った。さらにGavrieliら(5)の加situnick end labeling 

法を用いてDNA断片化をきたしている細胞核を染色し観察した。

[結果]抗Fas抗体作用30分後にスフィンゴミエリン分画が初期値に比し約30%減

少した。 C2ceramideにより時間ならびに濃度依存性に生細胞数は減少した

(Fig. 1)。処理後12時間より凝集したクロマチンを有する細胞が増加し(Fig.2)、電気

泳動ではapoptosisに特徴的なDNAladder pattemが認められた(Fig.3)。またnickend 

labeling染色にて、クロマチンの凝集がみられる細胞核が明瞭に検出された。
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【考察]最近FasligandがcytotoxicT cellから単離され(6)、Fas抗原の生理的な役割

が解明されつつあるが、その細胞内情報伝達系は不明である。最近HL60および

U937においてTNFαおよびIL-Is処理後誘導されるapoptosisにスフインゴミエリン

代謝系が関与していることが報告されている(2，3)0F出抗原はTNF受容体スーパー

ファミリーに属しており (7)、同様な細胞内情報伝達システムを利用している可能

性が高いと考えられる。今回の我々の実験よりスフィンゴミエリンの代謝産物で

あるceramideが実際にT98G細胞にapoptosisを誘導し、抗F部抗体処理によりスフイ

ンゴミエリンが代謝されることが確認された。以上の結果から抗Fas抗体により誘

導されるT98Gグリオーマ細胞のアポトーシスにはスフインゴミエリン代謝系が関

与していることが示唆された。今後他の情報伝達系とのクロストークやエンドヌ

クレアーゼとの関連などを解明する必要があると思われる。

【文献】(1)白石哲也他(1993)神経化学 32，100 (2) Obeid M， et al. (1993) Science 
259，1769 (3) Jarvis WD， et a1. (1994) Proc Natl Acad Sci USA 91，73 
(4)狩野元成他(1976)最新医学21，2002 (5) Gavrieli Y. et al. (1992) J Cell Biol 119， 
493 (6) Suda T. et al. (1993) Ce1l75， 1169 (7) Itoh N. et al. (1991) Cell蛍， 233

Fig. 1 Cytocidal effect of C2 ceramide in T98G 
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117 脳内在'性Catechol-isoquinolinesによるパーキンソン病

フットモデルの作成

丸山和佳子1)、直井信2) 

1)名古屋大、医、神経内科、 2)名工大

「要約 j

l-me血yl-4-phenyI-1ム3，6犯 trahydropyridine(MPTP)の発見以来パーキンソン病(PD)が内在性

神経毒により発症するとの仮説が提唱されている。我々は過去数年ドパミン(DA)よりヒト

脳で生成されるl-methyl-6，7-dihydroxy-lム3，4-te回 hydroisoquinoline(saIsolinoI， SaI)に着目し

研究してきた。 SaHま脳内でN-methyltransferaseにより 1，2-dimethyI-6，7 -dihydroxy-l ，2ム4-

tetrahydroisoquinoIine (NMSaりとなり 1)さらに酸化され1，2-dime白yI-6，7-dihydroxy-

isoquinolinium ion (DiMeDHIQ+)となることを証明した2)。今回我々はSaI誘導体であるこれ

らcatechoI-isoquinolineを用いたラットPDモデルを作成した。 caもechol品oquinolineをラット脳

内に注入し、行動と脳内モノアミンレベルの変化を検討した。 (R)-NMSaIとDiMeDHIQ+は

ラットに無動、筋硬直等のPD類似の神経症状を惹起し、同時に脳内DAを著明に低下させ

ることが示された。このPDモデルのDA細胞傷害の機序につき検討を行った。

「方法J
ラットの線条体に脳定位手術を行いKrebs-Ring町 soIution~こ溶解したca飽choI-isoquinolineを

注入した。 3ないし4日後ラットをpentobarbitalにて麻酔し断頭脳切片をrodentbrain ma釘ix

にて作成し生化学的分析に用いた。また脳を20%formaIdehydeで固定し病理的検討を行っ

た。神経伝達)物質の定量はHPLC・multiE∞system (NEUROCHEM)により 3)、SaI，NMSaI 
はHPLC-ECD，DiMeDHIQ+はHPLC-fluorimetricde附 ion(FD)にて測定!:J.=_o

B悶 in・11 Hrain-VlI 

「結果J [DOPAI ペア [DOPAj 

catechol-isoquinolineを脳内に注入し行動の J .T曲 I ，"1 ...品 | 
変化を観察した。 (R)-NMSal，DiMeDHIQ+~こ 」・圏 I ul 置土歯 | 
より、無動、不随意運動、回転、筋硬直 .1 圃闘 I .1 ・闘 | 

が認められた。一方(R)Salそのものや、脳

内で通常生成されない(S)SaI，(S)NMSaIに

よては行動の変化は認められなかった。

線条体に(R)-NMSal，DiMeDHIQ+を注入し

たラット脳で線条体と黒質の存在部位に

相当する切片におけるモノアミン量の変

化を示す(図1)。神経終末(線条体

1D~[j 1帆
hl~ 協[

Brain-II)、細胞体(黒質Brain-VII)ともにDA ...;… [HVAJ l コ?[HVAj・ 1 

が顕著に低下したが、セロトニンは変化 寸 闇|寸 「踊 i
しなかった。またNMSal.Di陥DHIQ+の定 叶畠z翻 IJ・翻|
量を行ったところ、 ，~圃 ，1 園田 l 

図lラット脳内ドパミンとその代謝物のcatechol-isoquinolineによる変化



図2に示す様にDiMeDHIQ+がより多く蓄積

され、また(R)帽NMSal注入の場合のみ黒質

に酸化体の蓄積が認められた。

この選択的な蓄積の機序を明らかにす

るためhumandopaminergic neuroblasωma 

SH-SY5Y細胞を用いこれらcatβchol-

isoquinolineの細胞内への取り込みを検討し

た。 (R)ー， (S)単NMSalのみがDAtransporter に

よりとりこまれ(Table1)、反応速度論解析

によりMichaelis-Mentenの式に従う取り込

みが認められたのは(R)-NMSalで、あり、

Km， Vmaxはそれぞれ102:!:37μM，66士3

pmoVrnin/mg proteinと得られた。

[After NM(R)SallnJ配 tlon]

braln reglons 

[After DIMeDHIQ+ I吋ectl叩 l

1・
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図2ラット脳内における叫巴chol-isoquinolineの蓄積

Table 1 

(R)-NMSal 

Uopamine 54.7 :t 6.5* 

'VIazindo1 51.0:t 7.5* 

Nomif，巴nsine 61.9:t 13.7* 

* p < 0.05 

「考察J

ラット脳は吻側より2mmの厚さで切られ、 IからVIII

の8枚のスライスに分けられた。

Relative uptake velocity (% Con町ひ1)

(R)-Sal (S)-NMSal 

193士46.5 50.4土 8.7*

244:t 19.3 48.2土15.0*

213:t 26.2 73.1 :t 3.3* 

(S)-Sal 

88.5 :t 5.9 

99.6士8.4

150:t 27.5 

1，2-DiMeDHlQ+ 

420土18.8

191士31.2

119土8.5

これらの結果はヒト脳内でDAから生成されたcatechol品oquinolineがN-メチル化と酸化反応

により DA細胞に対して選択性と細胞毒性を増すことを示している。すなわちDA細胞への

取り込みにはN-J<チル化された還元体、また細胞毒性と蓄積には酸化体であることが必

要となる。我々はDiMeDHIQ+がメラニンと結合し、 Fe(II)/Fe(III)の比が減少することによ

りその結合が減少することを最近報告した 4) 0 DiMeD田Q+が加齢によるFe(IlI)の増加によ

り細胞内に放出され、 ATP産生を阻害することによりより細胞死をもたらす可能性があ

る。

「文献j

1) W. Maruyama， et al. (1992) J. Neurochem. 59， 365-400. 2) W. M訂uyama，et al. (1993) 

Neurosci. L訓t.149，115-118. 3) M. Naoi， et al.， (1994) Alzheimer's and Parkinson's Diseases， 

Plenum Press， in press. 4) M. Naoi， et al.， (1994) Neurosci. Lett. 171，9-12 
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118 ラット大脳皮質微小管重合に対する

糧性ストレスの影響

貴家康男、朝倉幹雄、宮本聖也、長田賢一、今福淳

(聖マリアンナ医科大学神経精神科学教室)

〔要約〕慢性変動ストレス (chronkvar釘訓r吋-iぬab汁les坑tr代e凶s町s勾iCVS吋)と慢性単一ストレス(似CI

仁FS司)のラツト大脳皮質微小管重合に対する作用を比較し、生体防御機制における意義を考察した。

l急性単回拘束ストレス 1時間およびtail-pinch5分間施行後、微小管重合初速度は僧加した a
1フォスファターゼ阻害薬 (calyculinA， orthovanadateNa)存在下で試料を剥製した場合、拘束 CFS
3日間施行後は微小管重合初速度は増加するが 7日間施行後には回復した。しかしフォスファタ

ーゼ阻害薬非存在下で調製した場合、拘束 CFS7日間施行後も重合初速度は地加した。

1. cvs 3日間と 7日間施行5分後および8時間後のいずれも、フォスファターゼ阻害薬存在の有無
にかかわらず重合初速度が増加した。

4.微小管重合抑制は CFS後に起こり、 CVS後では見られないことからストレスに対する適応ある
いは防御機制を反映すると考えられる。

5. CFS 7日後の微小管重合初速度の回復(抑制)は、何らかのリン酸化反応に基づくと考えられ、
基質蛋白質として MAPs(MAP2/τ因子)のリン酸化による可能性が示唆された。

古UF〔晴結言〕ストレスに対する生体反応あるいは防御機制ぺ?して C町
リ御を受けたノルエピネフリンやセロトニンの代謝回転 更にこれらモノアミン受容体情報伝達系

わ調節機構が議論されているが，結果的lこ産生される各セカンドメッセンジャー固有のプロテインキ
サーゼによるリン酸化反応とその基質蛋白質の役割について知られていない。我々はcyclicAMP依

存性キナーゼ， Ca e+ /リン脂質依存性キナーゼおよびCaH /カルモジュリン依存性キナーゼEの

基質である微小管関連蛋白質II(MAP21τ因子)に焦点を当て，ストレスによって引き起こされる
化カンドメッセンジャー以降のリン酸化反応を知るために、チューブ1)ンの重合特性から MAPsの

機能を評価した。また、予測可能な単一ストレスの連続では慣れを生じるため、うつ病モデルとして

症状、構成概念および予測の妥当性が高いと評価されている慢性変動ストレス (CVS)1)を施行し、

慢性拘束ストレスおよび急性単回ストレスの結果と比較した。

I (方法〕ウィスター系雄性ラット (BW250-400 g)を用いた。 CVSはMuruaらの方法 2)に準じて、
金網による拘束， 4'C cold swimming， shaking， tail-pinchを無作為な!頓に施行した。また CFSとし

?て拘束ストレスを定時に 3，7日間施行した。動物は最終ストレス終了より 5分後と 8時間後に断頭
屠殺し大脳皮質を摘出した。脳組織は PIPESbuffer (EGTA， Mg 2¥フォスファターゼ阻害薬を含む)
仲でホモジナイズ後、脱重合のため氷中に 60分間静置後， 100刈)0g， 4' C， 1時間遠心分離し粗微
小管標品を調製した。チュープリン重合実験は 350nmにおける吸光度を経時的に測定した。

I (結果J< 1急性単回ストレスの大脳皮質チューブリン重合の時間経過に対する影響〉フォスフ
ケターゼ阻害薬(calyculin A， orthvanadate Na )存在下で試料を調製した場合、単回拘束ストレス

江時間施行し解除後 30分の結果、微小管重合初速度は増加したが最大重合は変わらない (Fig.IA)，

仁の重合初速度の増加は拘束ストレスを 3日間施行した後も認められた。またtail-pinchを1分間と

己分間施行し 5分後に断頭屠殺した結果， 1分間処置では対照と有意な差は認めないが、 5分間処置
rは著明に重合初速度を増加し、最大重合も若干培力flした (Fig.1 B)。
に2，拘束 CFSのチュープリン重合に対する作用>拘束ストレスを 7日間施行し最終処置から解放
己分後および8時間後に断頭した結果， calyculin A存在下で調製した場合、重合初速度は対照群と

伺じレベルまで回復した (Fig.2A)。しかし ωIvculinA 非存在下では5分後、 S時間後いずれも重合

初速度は増加した (Fig.2B)。
に3，CVSのチュープリン重合に対する作用>CVS 7日間施行し最終処置から解放5分後 Mg2~ の
みで調製した場合、重合初速度は増加したが (Fig.3A)、 ωIyculin Aで調製した場合重合初速度は増

加し 8時間後も増加は持続した (Fig.3B)。

! (考察〕大脳皮質微小管の重合特性は CFS後と CVS後で明かに'Nなる結果を示した。 CFS7臼間
後、重合初速度は calyιulinA非存在 Fで調整した場合は増加し日Iy仁ulinA存在下では回復している
とb三拍車から、 CFS7 131Ulでを|き起こされた何らかのリン般化によって重合が抑制されたと考え
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られ，基質の第一候補として MAP2/τ悶子が考えられあ。この CFS後の煮合初速度の正常化は、

Xトレスに対する適応変化や防御機制を反映すると考えられる。それに対して CVSでは 7日後も新

たなストレッサーに対して防御機制が作動しない可能性が示唆された。我々は抗うつ薬長期投与後、

子ュープリンの重合が抑制されることを見いだし、その機序としてリン般化された MAPsよる可能

性を報告した-1)。以上より抗うつ薬の長期投与は MAPsのリン酸化を促進して重合を抑制すること

iこよってストレスに対する生体の防御機制を促進あるいは惹起している可能性が考えられる。急性単
胆ストレス時の重合初速度の靖加の機序については、ノルエビネプリンやセロトニンの遊離に由来す

おか、または CRF の関与について、モノアミン合成両手素 I)~.存薬および CRF 1)1{待の効巣、さらに部
分約製したチュープリンと MAP2の円tf[合実験を現rr検討tjlであり当日報告すゐ。微小作は創IJJJ包骨
絡としてだけでなく『微小管輸送システム』として判lJ栄輸送と蛋白質の小胞輸送や遊隣など細胞内情

報伝達系としての重要な役割が注目されている。ストレスに対する防御機制や抗うつ薬の作用機序に

関して微小管重合のリン酸化と脱リン酸化による制御機構の生理的意義を考察する。

〔文献J(1) Ka匂at民z丸， R. J. & S釘ib恥M背問刈ぞ色d叫~I土I ， Mリ (1982) Pharma以ιωo叫》
q併taJ. (1990叫) Ph百a訂rm愉ma舵cω:0叶，J.B臥ioJ.Be叶eha肝、v.，35任:3お35広.， (3)宮本聖也，朝倉幹雄他(1993)神経化学 32:536. 
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119脱髄疾患モデ、ル、ミエリンプロテオリピド蛋白質
(P L p) トランスジェニックマウスの解析
鹿川哲史、井上芳郎ヘ御子柴克彦¥池中一裕

(国立生理研・神経情報、 '~t大・医・第一解音IJ、+東大・医科研・化学)

〔要約〕

我々はinvitroの解析でミエリンプロテオリピド蛋白質 (PLP)遺伝子にオリゴデンドロサイ
トの分化促進活性を見出した事を報告した。しかし、 トランスジ、エニックの系を用いてinvivoで
PLP遺伝子を過剰発現させるとミエリン形成不全や脱髄など、オリゴデンドロサイトの異常を
引き起こした。これは過剰産生されたPLP蛋白質がオリゴデンドロサイトのゴルジ、体や小胞体
に蓄積され、細胞内小器官の機能を障害していることが原因であると考えられた。

〔緒言〕
近年、ミエリンプロテオリピド蛋白質 (PL P)遺伝子は、進化的に非常に保存された遺伝子
であり、わずかlアミノ酸置換の点突然変異や、遺伝子重複変異により、重篤なミエリン形成障
害が引き起こされる事が報告された(ペリツェウス・メルツパッへル病) (1)。更に最近では、

伴性産性対麻簿 (SPG2)の原因もPLP遺伝子の lアミノ酸置換であることが示された (2)，。
これらのことはPLPが単なるミエリンの構造蛋白質でないことを示唆しており、病因の究明が
切望されている。我々は、 PLP遺伝子突然変異マウス、及び、我々が作製したPLP一トラン
スジェニックマウスを解析する事によって、 PLP遺伝子産物DM-20が細胞分化に機能して
いることを明らかにしてきた (3)。
昨年の本学会で、我々はオリゴデンドロサイトの分化誘導活性を測定するinvitroの実験系の
確立と、それを用いたPLP遺伝子産物の分化促進活性について報告した。我々が開発した強制
発現レトロウイルスベクターを用い、 PLP又はDM-20cDNAを非神経系の細胞であるN
IH3T3~こ導入したところ、その培養上清にオリゴデンドロサイト分化促進活性が検出されたd
PLPやDM-20蛋白質は強制発現細胞のコソレジ、体や粗面小胞体に局在していた。すなわち、
PLP遺伝子産物もしくはその修飾産物がオリゴデンドロサイトの分化を促進する液性因子の産
生又は放出を制御していることが示唆された (4)。
ところが、 PLP遺伝子過剰発現疾患モデルマウスである PLP トランスジェニックマウス
の同時期(生後5日)には、むしろ分化の抑制が観察された。今回はこのPLPートランスジ、エ
ニックマウスの病因について詳細に解析した。

〔方法〕
1.電子顕微鏡観察 マウスの各発生段階における小脳及び脊髄を2%オスミウム酸で固定し、
酢酸鉛で染色した。

2.免疫組織化学 生後20日令マウスを 4%パラホルムアルデヒドにより固定し、脊髄を厚さ
10μmの凍結切片とし、抗PLP抗体及び、オリゴデンドロサイトのマーカーである抗MBP
抗体、アストロサイトのマーカーである抗GFAP抗体、神経細胞のマーカーである抗MAP2
と2重染色した。
3.ウエスタンブロット法 マウス全脳の蛋白質をSDS-PAGEで分離し、ナイロンメンプ
ランへ転写し、抗PLP抗体及び抗MBP抗体で染色した。

〔結果〕
我々 は、 PLP遺伝子全長45Kbを用い、 2コピーの外来性遺伝子を有するトランスジェニ
ックマウスを作製し、保有している。導入PLP遺伝子のホモ接合体 (plp/plp)は企図震戦を恭
し、強直性痘翠を伴って生後1月前後で死亡した。生後20日齢の小脳白質部分は正常マウスで
は軸索のほとんどが有髄であるが、 PLPートランスジェニックホモ接合体マウス (plp/plp)を
電子顕微鏡を用いて観察すると、ほとんどの軸索にはミエリンが巻いておらず、オリゴデンドロ



サイトの細胞体にはゴルジ装置が変性したと考えられる異常な液胞が多数観察され、細胞自身が

変性していることが明うかとなった。 PLP-トランスジェニックマウスの組織を凍結切片法で
観察したところ、本来はその多くがミエリンに局在している PLPがオリコ。デンドロサイトの細
胞体近くに濃縮されており、細胞体が膨潤していた。このようなオリゴデンドロサイトは突起も

貧弱で、ミエリンも低形成であった。 invitroの系で、の結果から、 PLP遺伝子産物はゴルジ体
や祖面小胞体に産生され、ここでの分化因子放出に関する機能が示唆されていた。しかし、 PL
P遺伝子がオリゴデンドロサイトに過剰に発現したことで、その細胞内小器官の機能を障害し、
逆に細胞の異常や分化の遅延を招いたことが考えられた。

一方、ヘテロ接合体マウスは生後数カ月頃から軽度の痩撃と下肢の麻癖などホモ接合体とは異

なる症状を発症する。多発性硬化症及び痘性対麻痔との対応も考えられ、有益性が期待されるモ

デル動物である。電子顧微鏡により、このマウスには顕著な脱髄が観察され、脊髄の神経軸索の

変性像も観察された。このマウスの脱髄様式を検討するため、生後12カ月の脳を抗PLP抗体
及び抗MBP抗体を用いたウエスタンブロット解析を行った。 PLPは野生型とほぼ同量の検出
されたが、 MBPは著減していた。 PLPは細胞体で産生され、 MBPはmRNAが運ばれミエ
リン近くで翻訳されることから、ヘテロ接合体マウスのオリコやデ、ンドロサイトはミエリンを維持

できず脱髄を起こすが、その細胞体は変性せず残存していることが示唆された。

〔考察〕

最近、 DM-20はDM遺伝子ファミリーを形成しており、構造的にはシピレエイのアセチル
コリンレセプターやラットのグ、ルタミン酸受容体タイプ1型の膜貫通ドメインと相向性が高いこ
とから、イオンチャネル活性を持つことが示唆されている (5、6)。その中には神経細胞特異

的に発現し神経突起伸展に関する機能を有するものも含まれており、 DM遺伝子ファミリーは神
経系特異的なイオンチャネルを形成する事によって、神経系分化を制御する遺伝子群である可能

性もある。 PLPは進化の過程で新たなエクソンを獲得し、ミエリン蛋白質としても機能するよ
うになった事が示唆された。このようにPLP遺伝子は神経分化と密接に関係しているため、そ
の突然変異は様々な神経症状を引き起こすと考えられる。

図1.PLP-トランスジェニック
ホモ接合体マウス、脊髄灰白質の抗

PLP抗体染色偉
正常ではミエリンに移行するPLPの
多くがオリゴデンドロサイトの細胞体に

とどまっている。オリゴデンドロサイト

の突起は貧弱でほとんどミエリンを

巻いていない。

〔参考文献〕
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120 顔面神経麻痔モデルマウスにおける単純ヘルペスウイルスDNA検出

村上信五、土居孝至*、溝淵睦彦*、羽藤直人、柳原尚明

(愛媛大学医学部耳鼻咽喉科学教室、*愛媛大学医学部神経精神医学教室)

〔要約〕

単純ヘルペス 1型ウイルス耳介接種によるマウスの顔面神経麻痔モデルの神経組織、

髄液からPCR1:去を用いてウイルスを検出した。麻痔発症マウスでは、患側顔面ネ11I経や脳

幹、三叉神経節、髄液に高率にウイルスDNAが検出され、麻陣中には顔面神経と脳幹に

おいて全例検出可能であった。しかし、麻痔の発症しなかったマウスでは顔面神経や脳

幹からはウイルスは検出されなかった。麻痔回復後3か月経過しても、一部のマウスか

らはウイルスDNAがf食出された。

[はじめに]

ベル麻棒、いわゆる特発性顔面神経麻痔の病因は、ウイルス感染、虚血、自己免疫な

どの関与が挙げられている。なかでもウイルス、特に単純ヘルペスウイルス(HSV・1)

は、 1)神経組織に強い親和性がある、 2)ベル麻痔患者の一部で血清抗HSV抗体価が有

意に変動することなどからベル麻捧の病因として有力視されている。最近われわれは、

マウス耳介にHSV-lを接種し実験的に一過性の顔面神経麻痔の作成に成功した[4]。今回

本動物モデルにおいて顔面神経麻捧の病因を明らかにする目的でHSVDNAを神経組織、

髄液からPCR法を用いて検出したので報告する。

[方法]

動物は、生後4週の雌のBalb/cマウスを用いた。ペントパルピターJレ1mgを腹腔内に

投与した後、右側耳介後面を27G注射針で十分擦過した。この部位にHSV1型 (KOS株、

4.50x 106pfu/ml)を25μ1(1.13x105 pfu)、対照群には生理食塩水を25μl接種した。麻痔はウ

イルス接種後6から 9日の潜伏期間後約50%のマウスに発症し、 3から 7日間持続した

後に完全寛解する。図lに示すように、接種後3目、 10日、麻痔回復後12日目、麻痔回

復後3か月後にそれぞれ顔面神経、脳幹、三叉神経節、髄液、血液を採取した。ウイル

スDNA抽出は、組織をプロテアーゼKで処理した後、フェノール/クロロホルムで除蛋

白し、ウイルスDNAをプラスミドDNAと共沈殿させた。用いたプライマーの塩基配列は、

センスプライマ一;5'・CCACCGAGCGGCAGGTGATC-3'，アンチセンス;5'-GCCGACCGC 

CCTGCTCGTGCT・3'である[1]0PCR溶液や増幅条件は既報の方、法に従った[2]0PCR産

物をゲル電気泳動後エチジウムブロマイド染色し、さらにサザンプロット分析を行った。

プロープ作成とラベル方法は、溝淵らの方法[3]を用いた。

[結果と考察]

HSV-l接種と検体採取をした時期を図 1に示す。図2に麻再発症時期における代表的

なマウスの各組織のPCR増幅産物を電気泳動後、エチジウムブロマイド染色とサザンプ

ロット分析の結果を示した。表1は全結果をまとめたものである。接種後10日日の麻痔

発症マウスでは麻樟側の顔面神経に全例、非接種側にも高率にウイルスDNAが検出でき



た。麻庫回復後3ヶ月経過しても、数例で顔面神経、脳幹、三叉神経、髄液でウイルス

DNAが検出された。以上のことより、顔面神経麻揮の発症にはウイルスの顔面神経への

感染が不可欠であるが、感染が成立していても必ずしも麻痔が発症しないことが明らか

になった。また、麻揮回復後3ヶ月経過しても一部の組織からウイルスDNAが検出され

たことより本法が高感度でありウイルスDNAの検出には非常に優れていると考えられた。

[文献]

1. Dowbenko， D.J. and Lasky， L.A. (1984) J.Virol. 52: 154-163 

2. Mizobuchi， M.， Frohman， M.A. et al. (1991) Mol.Endocrinol. 5: 476-484. 

3. Mizobuchi， M. and L.A. Frohman. (1992) BioTechniques 12: 350-353. 

4. Sugita， T.， Mur必cami，S. et al. Annal. Otology. Rhinol. Laryngol.(in press) 

図1.HSV接種と検体採取時期

ウイルス接種後モデル

マウスの経過と検体採

取時を矢印で示した。
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図2.HSV接種後、麻時i中と非麻痔マウス

組織中のウイルスDNAのPCR検出。

エチジウムブロマイド染色と、サザンプロット法

を行なった。

(a):接種後10日、麻痔後3日目 O

(b):接種後10日、麻癖非発症。

M : Molecular Marker P: Positive control 

VII :顔面神経 BS:脳幹 TG:三叉神経節

L:髄液 B:血液

¥¥  
顔面神経 脳幹 三又神経節 髄液 血液

右左 右 左 右 左

コントロール 。/4。/4 0/4 0/4 。/4 0/4 
j葺種3日目 2/4 0/4 。/4。/4 1/4 。/4 2/4 。/4

4/4 3/4 4/4 4/4 2/4 。/4 4/4 0/4 I 
10日 。/4麻痩なし 0/4 0/4 。/4 1/4 1/4 1/4 0/4 I 
麻1車回復

1/4 。/4 1/4 2/4 0/4 0/4 1/4 0/4 12日巨
麻海回復

1/4 0/4 1/4 2/4 1/4 。/4 1/4 0/4 3ヶ月目

表1.モデルマウスの全経過中のDNA検出結果

各時期における 4匹のモデルマウス中DNA検出陽性

であったものを示した。
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121 ラットの眼組織および網膜内における
s-主元広言タミ子平有ロ〉交E重量白勺角率t斤

加藤尚彦，木島正哉*

(横浜市立大医・第一生化*眼科)

〔要約〕

S-抗原 (SAg，ret inal arrest in)は網膜の光受容機能を調節し，また動物に Experimental

Autoimmune Uveoretinitis (EAU)を誘発する.Lewis (SAg高感受性)及び:BrownNorway (BN， 

SAg低感受性)ラットの眼球から微小凍結乾燥組織片 (0.4-3.9μg)試料を調製した.ウシ網膜

から精製した SAgと試料を 0.4μlのSDS-緩衝液に溶解し， Micro-slab gel電気泳動法を工夫し

て，分離蛋白質を微量定量した.精製 SAgは singlespotを与え，標準曲線は 10ng/well まで

SAg量と比例した SAgは Lewisラットの角膜，光彩，水晶体，毛様体，強膜には見られず，脈絡

膜には低濃度で見い出された. SAgの網膜濃度は Lewisラットと BNラ y トで有意差は無かった.

Lewis網膜内では，粁・錐体層に高濃度の SAgが見いだされた.

網膜可溶性抗原 (S-抗原， SAg)は動物に注射すると， Experimental Autoimmune Uveoretin-

itis (EAU)を惹起する.またこの蛋白質は RetinalArrestinとも呼ばれ，燐酸化 Rhodopsinの

脱燐酸化を阻害し Phototransductionを調節する事が知られている(1， 2). EAUはExperiment-

al Autoimmune Encephalitis (EAE) と並んで，自己免疫性神経疾患の発症機序を研究する為の重
要な Modelである.眼組織や網膜内での SAgの濃度と分布を知る事はその機能や EAUの病態を

理解する上で必須な条件となるが，今まで組織化学的 (3，4)また半定量的 (5，6)な解析しかな

されていなかった.そこで我々は微少試料を分析する為のMicro-WesternBlot法を新たに開発し，

眼球組織内の SAg定量と分布の解析を試みた.

[凍結乾燥試料] ラット[オス， 6週齢， Lew i s系， SAg高感受性 Brown

主主庫負コ守主主 Norway (BN)系， ASg低感受性]を恒温恒湿点灯 7am 消灯 7pmの条
件下で飼育し，各 5匹を用いた.眼球を液体窒素に投入して凍結した眼球

から，厚さ 15μmの凍結切片を切り出して凍結乾燥した.乾燥切片から図2と4に示す眼組織小

片を，また網膜切片より図3に示す網膜内の各層を切り出し，秤量した後そのまま試料 (0.4-

3.9μE乾燥重量)とした(7). 

[S一抗原および抗体 S-抗原は牛網膜より Doreyら (8)に従って調製し，白色家兎に等量の

完全 adjuvantと共に注射して調製した.

[Micro一曹esternBlot法] 真鍋らの小型二次元電気泳動用の小 mold (40x40x1 mm;引を用
い， SAgと試料を 0.4μlのSDS-緩衝液に溶解し，濃縮 gel(17x37x1 mm)の上部に形成した

micro-well (0. 5xO. 5x7mm)に顕微鏡下で加え，分離 gel(20x37x1mm)の上部で 10mm電気泳動

した後，分離蛋白質を PVDF膜に転移させた. SAg抗体一125]-proteinAを SAg1こ結合させ，その

放射能を FujiBAS2000 Bio-]mage Analyzerを用いて定量した.

[Standard CurveJ 125]の比放射活性や Analyzerの感光板への

系吉身ミ!:Z乏 ζ〆三雪安芸 露出時間により{直が異なるので， 7回の測定での Curveの傾度を
1とし，全ての Plotを1つの図に表した(図 1) .よい直性が得

られ，下限測定値は O.38 ng S-抗原蛋白/wellであった.

[眼組織内の SAg分布J Choroidに有意な低濃度(0.261:t 0.073， :t SEM，試料数 9 単位は図
と同じ)のS-抗原が見られた(図 2).後述する様に粁・錐体層に高濃度に含まれる SAgが(図

3) ，外節の sheddingにより色素細胞に貧食され，色素細胞が外節から離れて Choroidに付着

して試料中に含まれるためと考えられる.網膜には Choroidの 20倍の濃度の SAgが含まれて

いた〈図4). 

[網膜内の SAg分布] 網膜内では SAgは粁・錐体層(23.8土3.6，11)に濃縮されており，外

頼粒層 (2.62:t 0.65， 10) と外網状層(1.86:t0.62，6)に低濃度に見い出された(図 3).それ
ぞれの層には光受容細胞の細胞体と軸索および synapseが含まれる事を示している.
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図2. Lewi s ラット眼組織内の S-抗原分布;
図3. Lewis ラット網膜内のS-抗原分布;図4. S-抗原高感受性 (Lewis)及び低感受性 (Brown
Norway) ラットの網膜 S-抗原濃度 各・は個々の測定値を，真中の・は平均値，上下の.は
土SMEを表す.

Brown Norway Lewis 

[SAg感受性と網膜内 SAg濃度 SAg高感受性の Lewis ラット (5.21:1:0.75，17)と低感受
性の BN ラット (6.71:1:1. 75， 16)の聞には，網膜の SAg濃度差は見い出されなかった(図4). 
EAUの誘導には，網膜内の SAg濃度は決定的な要因とはならないと考えられる.

ここに述べた Micro-WesternBlot による解析は， EAUの炎症の動態や SAgの粁・錐体層およ

び松果体内の日内変動等の解明に有力な手段となると思われる.
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122 インターフエロン投与による脳内セロトニンの減少

〔要約〕

横谷昇1、 2、勝元栄一 l、尾崎宜洋 1、高治義1、切池信夫 1、

山上築1

(大阪市大、神経精神1、万根山結核研究所)

インターフエロン (IF N)の長期投与が脳内のトリプトファン (Tr p)代謝に及
ぼす影響を調べるため、雄ddYマウスに IFNを投与し、脳内のTrpとその代謝産物
の量およびTrp代謝酵素の活性を測定した。 14日間連日投与終了後、インドールアミ
ンー2、3ージオキシゲネース(IDO)活性は45%上昇し、その産物であるキヌレニ
ン (KY N)は32%増加した。一方、 IDOの基質である Trpは24%減少し、
KYNと異なる Trp代謝経路に属するセロトニン (5HT)は44%減少した。この
I FNによる脳内 5HTの減少は IFN療法の際生じるうつ症状と関連する可能性がある。
[目的]

IFN療法の際しばしば精神症状の出現が問題となるが特にうつ症状の出現頻度が高い
とされている。 IFNが IDO活性を誘導することが知られているが、この酵素はTrp
を代謝してKYNを生合成するため、酵素誘導されるとTrp量の減少を来たすと考えら
れる。一方、うつ病と 5HTが関連することは知られているが、 5HTもTrp代謝産物
のひとつであり、 KYNと異なった経路に属するのでTrp量が減少すると 5HT量も減
少すると考えられる。もし IFNによって脳内の 5HT量が低下するなら、それがIFN
療法で生じるうつ症状と関連するのではないかと考えて、 IFN投与がマウス脳のTrp
代謝に対する影響を調べた。

[方法]

雄ddYマウスに1XIO 4単位の IF N (マウス IFN-a、ヒト IFN一 α、ラット
IFN-y) を連日投与し、脳内のTrp、KYN、5ーヒドロキシトリプトファン
(5HTP)、5HT、5ーヒドロキシインドールー3ー百字酸 (5HIAA)の量と、
IDO、トリブトファンヒドロキシレース (TPH)、芳香族アミノ酸デカルボキシレー
ス (AADC)、モノアミンオキシデースA (MAO A)の酵素活性を測定した。測定に
は常法に従い高速液体クロマト、分光光度計、蛍光光度計、電気化学検出器を用いて行っ

た(1ー 3)。

[結果]

マウス IFN一αとヒト IFN-aによるトリブトファン代謝に対する効果はほぼ同様
であった。 IFN一 αとIFN-yは3日目までは、いくつかの点で異なっていたが、 7
日目以降はほぼ同様の結果を示した。 IFN-aとIFN-yの異なる点は、 IFN-y
は1日目より IDOを誘導したが、 IFN-aでは7日目より誘導を示した(Fig.lC)o 1 4 
日日には、 IDOは45%誘導され(Fig.Al-K YN は32%増加した(Fig.B)o I D 0の基
質である Tr pは 24%減少し(Fig.C)、KYNと異なる Tr p代謝経路に属する
5HTP、5H T(Fig.D)、5HIAAはそれぞれ30%、44%、 17%減少した。
Trpより 5HTPを生合成するTPH活性は30%上昇し、 5HTPより 5HTを生合
成するAADCス活性は 20%上昇し、 5HTより 5HIAAを生合成するMAOA活性
は14%低下した。
[考察]

IFN一αとIFN-yとの IDOに対する誘導の時間的差異は、両 IFNの誘導機構
が異なるためと考える。 14日以上の連日投与の結果より、 1FNはIDOを誘導し、
KYN経路にむかう Trp消費が充進するために、 5HT経路にむかう Trpの欠乏を来
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Fig. The enzyme activities of indoleamine 2，3・dioxY'genaseand the concentratlons 
of L-kynurenine， L-tryptophan and serotonin in brains of control saline treated mice 
and interferon treated mice. 

Open bars， saline control; light stippled bars， rat interferon y; dark stippled bars， human 
interferon α; solid‘ bars， mouse interferon α. Values are expressed as mean土SEM.

* is indicated a significance (p<O.05) compared to control at the same time. 

たし 5HT生成量が減少すると考えられる。 5HTの減少とうつ症状との関連については

実験結果を有さないが、 Trpを減少させるとうつ状態を生じるという報告があることか

ら(4 )、 IFNによって生じる 5HTの減少がうつ症状の原因となる可能性を示唆する。

[文献]
1.Suzuki S. and Mori A. (1992) Neurochem. Res. 17， 693-698. 
2.Naqatsu T.(1991}J.chromatogr.566，287-307. 
3.Holmes E.W. (1988) Anal. Biochem. 172， 518-525. 
4. Young S ・N.，Smi七h S ・E.，pihl R.O.， and Ervin F・R・ (1985)
Psychopharmacology 87， 173-177. 
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123 E Lマウスにおけるアロプリノール急性投与後の脳内

SODアイソザイム活性の変化とその抗痘筆作用発現機序

キ寸差る毛重子t包， 多~田 f主宰 5と‘， 名楽曲奇アこきそ子， 答者 1司享年一一・¥ w令*二二良β..・

く芳芝克ヨE者広幸青宇申石汗， 信ヨ li努事害差重き克斤=子Z玉ヨ主ヲ育際主¥ 芳乏安広ブ王こ ・ 臣三

第苓一一ノJ、1尼牢牢， キ青キ申宇申系歪本牢串〉
[要約]

アロプリノールは一部の小児難治性てんかんに対して有効であり、特に、二次性全般化発作に優れた効果を発縛する。

その作用機序についてアロプリノールは0，産生を伴なう村，t，村シゲ寸'の阻害剤であることから、フリーラジカルとそ

の消去酵素であるSOD(superoxidedismutase)の関与が示唆されている。そこで逃伝性の二次性全般化てんかんそj-'"であ

るEL1以にアロプリノールを経口投与後、経時的に脳内SOD7イ1"イム活性の変化を見て、その作用機序について検討した。

EL1似のSOD活性は海馬で著しく低下しているが、これは Cu.Zn-SODが、 1110近くに低下しているためであった。頭頂

皮質では、むしろ高めであったが、これは Cu.Zn-SODが増大しているためで、 Mn-SODはむしろ低下していた。海馬では、

SOD活性はアロプリノール投与後6時間で約10倍にも上昇するが、この全てが、 Cu.Zn-SODであった。 48時間後でも頭頂

皮質、海馬ともに高値を示したが、これも Cu.Zn-SODによるものであった。以上の結果より、 EL7似におけるアロプリ

ノールの主主筆作用の発現には、海馬における 7'J- 'i~'ni¥<消去醇素であるSOD7イ汁eイムの中の Cu.Zn-SODが、海馬に部位特異
的に起こる醇素活性誘導によることが示唆された。

[目的]

アロプリノールは村;;t;;を尿酸に代謝するH;;t;;オキシゲ-1"の阻害剤であるため、臨床約には高尿酸血症を伴う痛風の治

療薬として用いられているが、 De-llarco. P.らIIやTada.H.ら幻は局在関連性、二次性全般化発作に対して有効と報告し

た。一方El1似は優れた遺伝性てんかん壬j-'"であり、局在関連性部分てんかんで、二次位全般化発作をおこす。その脳内

発作活動の起始には頭頂皮質が、また伝箔全般化機構には海馬が重要で、焦点複合体を形成している。そこでこのEL1

似を用いて、アロプリノール急性投与後におけるSOD7イけ'仏活性の局在と経時変化を明かにし、その抗窓態作用機序に

関わる7イ1'1'ィムの役割について明らかにしようとした。

[:hz去]
脳内領野試料の作製:生後5週齢より、ほうりあげ刺激を与え発作間値の十分低くなった30巡鈴EL:s]28匹を!1H、た。 75

mg!kgのアロプリノールを経口投与後発作が、コント口4 された6時間後(10~) と再び発{乍関値が回復し、金網の上にのせた

だけで発作を起こすようになった48時間後(9匹)を、頚推脱臼後断頭し、コー川'トム中にて氷上で脳をとりだした ;(j-/v;(

製の完封j刀の刃で 2聞冊間隔で喫脳側から尾-ffiIJへと前頭断切片を得、これより頭頂皮質(p c x )、i/lJ.O~ (H i p p)、の
2部位について、 8-20田gの試料を得、 8-12%の主計'，*-トとした。立、t!!({としては無処置の30週齢EL7似9匹と、その母系で

ある ddY7~;(を当研究所にて近交系とした30週齢 村;(10匹を苅いた。

total SOD活性の測定法:SODの発見者であるFridol'ichらの方i1，3)を改良し、目河内領野10J1 gi2，霊長で測定可能な系を
確立した。 iWJ定原理!は71リシト9ローム C酸化型(その際の550n冊の吸光度:(A，)が還元型となると550nmの特J/t1吸光(A，)を示す

ことを利用している。持;;t;;t トリ弘を基質としてド~;;f;;iキシゲ -1" を{動かせると 1:1 で0，ーを生じる。この 7 1) -7γ 仰が7ェリソけロ

ームcに対して還元fiiJとして働き550nmの吸光度が一定速度(V)で上昇していく。このときSODを含んだ試料が加えられる

と0，ーが消去されるためVは低下してくる。 SOD活性は、ん-A，=0.21absorbancc unitの条例ー下でv=0. 025 absorbance 
uni ts!冊目がv=0. 0125 absorbance uni ts!min に低下するときを 1Uni t( lU)と定義している z 今回のγサではiμE
~;;I\ Opあたりの SOD活性を l 田Unit / J1 g proteinとして表示している(図 1、2)。

各SODアイソザイム活性の測定法:SODには、 Cyanideに感受性のある Cu.Zn-SOD Extraccllular SOD (EC-SOD) 
と Cyanide に感受性の j!!~ い Mn-SOD. Fe-SOD等の7イゾγィムがある o H~' a-トを 800仁SOD.mlになるように Wing

suffcr" にて希釈し、最終浪j支 lm¥1NaCN共存下と非共存下で 37'C2時間イ;;f，ヘ'寸dする。 ¥In-SOIJは Cyanideによ

って全く阻害されないため、 ~aCN ~I' 共存下の SOD 活性から、 liaCN 共存下の SOD 活t'.Jを ili しう 1 L、たものが、 CU.Zn-S

OD活性となる。
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[結果]

アロプリノール投与後の頭頂皮質における totalS OD活性および各アイソザイム活性の経時的変化ー対照のddYと比

べると、投与前 ELでは、Ifn-SODがやや低く、逆に正常では弱い活性しか持たない CU，Zn-SOD活性が約71告に高くなっ

ていた。発作がコyトロ-11<されている、投与後6時間では、Ifn-SODはVロレヘ'ル近くまで低下していたが、 Cu，Zn-SOD活性はほ

とんど変化がなかった。再び発作関値が低くなってくる48時間後では、 IIn-SOD は失活していたが、 Cu，Zn-SOD活性は依

然高値を示していた (図 1)。

アロプリノール投与後の海馬における totalSOD活性および各アイソザイム活性の経時的変化・対照のddYと比べる

と、投与前 ELでは、 ~In-SOD が 1/4 程度に低下しており、 CU， Zn-SOD活性は実に 1/10近くまで低ドしていた。これ

にアロプリノールを投与すると、投与後6時間では、 IIn-SODはrロレヘ'Ifまで低下していたが、 Cu，Zn-SOD活性は20倍以上
に上昇していた。 48時間後では、 IIn-SOD は投与前と変わりがなくなっていたが、 CU，Zn-SOD活性は10倍近い高値を示し

ていた (図 2) 

[考察]

昨年我々は、本大会において、血中尿酸値がアロプリノール投与群と ~I，投与野で差がなかったことより、アロプリノ

ルの抗てんかん作用が村'11川村γ寸'阻害による全身作用によるものではないことを報告した。 Elマウスの発作発射に

ついて、海馬は特に二次性全般化に、最も重要な働きをする.，。そしていったん異常可塑性が成立すればてんかん原性

の核となるてんかん焦点複合引を情成する。アロプリノールのSOD酵素活性誘導能は、決して稀なものではなく腿蕩細胞

等ある病的状態が確立した系では、その俊製に応じてフリーラジカルを除去する方向へ SOD酵素活性誘導されていく

U ことが知られている。また、 SODの各7イソrイムの機能については、 11口一SOD，立腹筋化や呼吸器系の組織傷害と関連してい
る事が知られており打、 Cu，Zn-SODは、脳虚血の侵襲に対して強い抵抗性を発揮する事が知られている"0 ELマウス海馬で

は、単に totalSOD活性が低いだけでなく、 Cu，Zn-SODが1/10と極めて低くなっており、かっ、アロプリノール投与に

よって酵素誘導がおこるのも Cu，Zn-SODである事を考えると、アロプリノ ルによる海馬での Cll，Zn-SOD活性の特異

的誘導が中継神経系での抗組織傷害作用を持ち、本剤の抗てんかん作月j機j干の中心を成すものと思われる。
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124 上頚神経節細胞の脱分極による生存と神経成長因子による
LタイプCa2+チャンネル発現量の増加との相関。

田中秀逸、小池達郎*

(佐賀医大・化学、*北大・院理学研究科・行動知能)

〔要約〕

新生児ラットより単離直後の上頚神経節 (SCG)細胞は、高 r培地中では細胞死を起こすが、ベラトリ
ジンによる脱分極では培地中の Ca2+に依存して生存可能となった。 Fura・2を用いての細胞内 Ca2+濃度

([Ca2+]j)浪11定の結果、高K+処理後のsustained[Ca2+]jはこれらの若い神経細胞では91nMと低〈、神経成長

因子制G町存在下で 5-7日培養された SCG細胞では 238nMとなり、高 K+により生存可能となること

が判った。 RT-PCR法を用いてのLタイプCa2+チャンネルmRNAの定量によると、この転写物量は 3日間

のNGF処理で急激に増加し、 Day5で一定レベル (Day1の約百倍)に達することが判った。これらの結果

は、 LタイプCa2+チャンネルmRNAの発現は NGFによる正の制御を受けて上昇すること、この増加レベ

ルがinvitroでの高 K+によるステージ依存的な神経細胞生存と相関していることを示している。脱分極刺

激は NGFの効果を促進することが報告されていることから、ラット SCG神経細胞では節前節後の両シナ

プスからの刺激が、相互に増強し合いながら細胞の生存を制御していることを示唆するものである。

〔目的〕

発生過程におこる神経細胞死は、神経栄養因子の限定的供給による競合過程の結果であると考えられてい

る。最近種々の系においてこの細胞死が積極的な過程からなり、アポトーシス的な細胞死であることが示唆

された。ラット SCGから得られた神経細胞は、生存のために NGFを必要とし、培養液から NGFを除く

と新たな mRNA，蛋白質合成に依存した細胞死を起こし 2-3日で死ぬ (6)0 5 -7日培養後の SCG細胞

は、高K+培地によってLタイプCa2+チャンネルを介した [Ca2+]の増加レベルに相関して生存することが

判っている (4)。ところが、新生児ラットより単離直後の若いSCG細胞は、高K+培地による脱分極では生

存が維持されない (5)。若い SCG細胞は、 Ca2+に依存した機構では生存できないのか、あるいは生存する

には高 K+による Ca2+流入量が少ないのか調べた。その結果、高rによる生存応答には NGFによる Lタ
イプCa2+チャンネJレ量の増加が必要であることが判った。

〔実験方法〕

細胞は、生後1日のラットのSCGからコラーゲナーゼ処理により取り、コラーゲンコートしたプレート

にまき、 10%牛胎児血清、 50ng/ml NGFを含むH.伍M で培養した。 Non-ncuronalcellsはフルオロデオキ

シウリジンを培地に加えることにより除いた (4)0NGF除去は、 0.5%のマウス NGFに対する抗体を用い

て行なった。細胞の生死の~J別は、 0.2% トリパンブルー処理で染色される細胞を 4% パラホルムアルデヒ

ドで固定後、顕微鏡下で直接算出することにより行った。 [Ca2+)jはf町a-2を蛍光プロープとしてアlレガス

100 (浜松)を用いて測定した (4)0RT-PCRに用いたRNA(各4.0神経節/中35mmディッシュ)はグアニジン

チオシアネートを用いて抽出した。 LタイプCa2+チャンネlレのプライマーは、ラットで発現していること

が知られている LタイプCa2+チャンネルの遺伝子配列を基に約 1Kbpの産物が得られるような 20bp (5¥3守

側とも)を用いた。対照に用いたG3PDHについてはクローンテック社のキットを用いた。 PCR産物は、両

者ともサイクル数35凹までは指数関数的に増加することを 32pを用いた実験により確認した。

〔結果と考察〕

高K+による脱分極が千1¥1経細胞の生存を維持することは、程々の系で知られている。我々は、 5-7日培

養後のラット SCG細胞も高 K令培地によって生存し、その効果がLタイプCa2φ チャンネJレを介した[Ca2+)

の増加レベルに相関していることを報告した(4)。しかし、新生児ラットより単離直後の若いSCG細胞は、

高 K+培地中では細胞死を起こす(図 1)。この若い SCG細胞はベラトリジン (3μM)による脱分極では Na+



チャンネルからの Ca2+流入 (3)に依存して生存可能となることから、 Ca2+に応答した細胞内機構は機能し

うることが示唆された。そこで、 LタイプCa2+チャンネルの発達がステージ依存的に起こると考え、 Fura-

2を用いて高 K+処理後の [Ca2+]，を測定した。その結果、 SCG細胞の高 K+への応答性は NGF存在下での

培養時間に伴って高まること(図 2)、K+処理後のsustained[Ca2+]iは若い神経細胞では 91nMと低く、 NGF

存在下で 5-7日培養された SCG細胞では 238nMとなり、高 K+により生存可能となることが判った。

さらに、 RT司PCR法を用いてLタイプCa2+チャンネルmRNAの発現レベルの定量を行なった結果、この転

写物量は、培地中の NGFの濃度に依存して増加すること、 3日間の NGF処理で急激に増加しDay5で一

定レベル(細胞当たりで Day1の約百倍)に達すること(図 3)が判った。これらの結果は、 Lタイプ Ca2+

チャンネルmRNAの発現は NGFによる正の制御を受けて上昇すること、この増加レベルがinvitroでの高

K+によるステージ依存的な神経細胞生存と相関していることを示している。ラット SCGは発生段階でNGF

を受け取る以前に節前神経細胞の神経支配が完了する

こと (7)、さらには、脱分極刺激が細胞の NGF依存性

(2)や NGFの高親和性受容体 (gp140凶)の発現 (1)を高申 100 

めることが報告されている。これらの事実は、ラット 号ま
SCG神経細胞では、節前節後の両シナプスからの刺激〉τ
が、即ち脱分極刺激と NGFが、相互に増強し合って細 f E 
胞の生存を制御していることを示唆するものである。 z豆

E" 
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図 1培養 (NGF処理)日数に伴う SCG細胞の高

K+による生存率の上昇.0-7日の培養後NGFを

除去し、 40mM及び 5mMK+でさらに36時間培

養した後、細胞の生存率を求めた。 1視野当たり

400個以上の細胞を数えている (Mean土 SEM，n 
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125 Estrogenが扇桃核培養神経細胞の生存率に与える効果

0鬼頭昭三、仙波純一、三好理絵根・、金津美穂

(放送大学、 RoyalFree Hospital School of Medicine， LONDON‘) 

〔要約〕

ラット扇桃核培養神経細胞に各種の濃度の estradiolを加えた結果、 10-9M-1O-sMの範囲内で

遣度依存的に cytoprotectiveに働き、 10 -4M以上では protectiveな作用が抑えられ、むしろ cytotoxic

に働くことが知られた。また、培養神経細胞に 10 -5Mのestradiolを加えることによって、 10分以

上にわたるIong-tennのCa2+進度の上昇を認め、この上昇は、部分的に dihydropyridine系 Ca2+

channel blocker'こよって抑制された。

呂的 Baulieuらによるneurosteroidの発見以来、 steroidhorrnoneの脳内神経機備に対する影響が注

目されている。また、 estrogenが視床下部のβ-endo巾hin含有神経細胞に対して毒性を示すことが報

告されている。

本研究では、 steroidhorrnoneと神経細胞死に関する研究の一部として、 estorgenがラット罵桃核培

養神経細胞に及ぼす効果について培養神経細胞のパーセント生存率という立場から観察することを目的

とした。更にこの薦桃核培養神経細胞に対する e錦町enの作用のメカニズムを探るために、 fura-2

fluorornetryによる Ca2+imaging実験を行った。

方法: 神経細胞の生存率は LDHeffluxrnetryにより算出した。ラット胎府由来の肩桃核神経細胞を

1 0 %FBSを含むDMEM培地で7日間-10日間培糞し、実験に用いた。この神経細胞に 10 -9M-

1 0 -3Mの各種の濃度の estradiolを添加し、一晩培養した。その後、細胞を洗浄し、 TritonX-100で処

理し、 3000rpm、20分間遠心した。上清の LDH活性は、SigmaDiagnostic Kit 500を用いて測定し、

細胞生存率 (perce川 servival)を算出した。また、上記のラット扇桃核培養神経細胞を fura-2

fluorometryの対象として用いた。 fura-2'こ37.Cで60分間細胞を暴露させた。細胞を落射型倒立顕微鏡

下に置き、 1μMtetrodotoxinを含む BSSで濯流した。キセノンランプを光源とし、 340nmと36 

Onmの励起光による蛍光の強度の比を算出した。細胞から発する蛍光を高感度テレビカメラを通して

ブラウン管モニター上に写しだし、フォトダイオードを置いて輝度の測定を行った。また、更にArgus

100を用いて解析を行った。
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結果 Estradiolは濃度 10 -9 M-1 0 -5 Mの範囲内で、濃度依存的にして細胞生存率を上昇させた。

しかし 10-'4M以上の濃度では細胞保援作用が抑制され、細胞生存率が低下した(Figure 1)。ラット扇

桃核培養神経細胞に 10 -5Mのestradiolを加えて 30秒間作用させ、細胞内 Ca2+濃度の推移を観察し

た結果、古典的神経伝達物質や神経ペプチドによるCa2+濃度の上昇ではみられないような、 10分間以

上にわたるIong-termのCa2+濃度の上昇を認めた(Figure2)。このCa2+遣度の上昇は、 dihydropyridine

系Ca2+channel blockerである nifedipineによって部分的に抑制された。

考察: 情動の場である肩桃核では、 estrogen受容体が豊富に存在している。我々は steroidhormone 

と神経細胞死に関する研究の一部として glu∞∞同icoidがラット海馬培養神経細胞に対するカイニン酸
の毒性を用量依存的に増強することを認め、この地強をニコチンが抑制することを報告してきた。本実

験では、この一環としてestrogenの肩桃核培養神経細胞の細胞生存率に対する単独効果を観察した。

Estrogenは、低濃度では細胞保護的に働き、高濃度では細胞保護作用が消失し、逆に細胞障害の

方向に働くことを認めた。これらの作用のメカニズムを検討するために、 fura-2fluorometryにより細胞

内Ca2+の推移を観察したところlong-termのCa2+濃度の上昇を認めた。この上昇は部分的に

dihydropyridine系Ca2+channel blockerによって抑制されたので、 L型channelを返して Ca2+が流入し

ていることが考えられた。この long-term Ca2+濃度上昇は遺伝子を介する long-term effectと考えら

れ、 mRNA悶害剤の効果についてさらに検討を加えた。

参考文献

S.Kito， R. Miyoshi Effect of glu∞corticoid on hippocampal neurons in vivo and vitro studies. 
Neurochemical Research ， 18，832， 1993 

G.C. Desjardins， J. R. Brawer， and A. Beaidet : Estradiols selectively neurotoxic to hypothalamic 

β-endorphin neurons. Endocrinology，132，86・93，1993 

G.Jiang， P.A.Poole-Wilson， P. M. Sarrel， S. Mochizuki， P. Collins and K. T. Macleod : Effect of 17 

β-oestradiol on∞ntraction， Ca2+ curemt and intracellular free Ca2+ in guinea-pig isolated cardiac 
myocytes， Br. J. Pharmacology， 106， 739・745，1992
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126 新規神経細胞保護物質carquinostatinAの海馬神経細胞および樹立
神経系細胞株におけるグルタミン酸毒性抑制効果

新家一男

(東京大学・分生研)

〔要約〕

脳虚血疾患の治療薬としてグルタミン酸レセプターのアンタゴニストや鉄キレーターあるい

は抗酸化物質が注目されている。我々は、 Harvard大のJ.T. Coyle等によって作製された神経

系ハイブリドーマであるN18・RE-105細胞株におけるグルタミン酸毒性を指標として微生物よ

りグルタミン酸毒性抑制物質の探索を行い新規物質回rquinostatinAを発見した。

Carquinostatin Aは初代海馬神経細胞に対するグルタミン酸毒性を低濃度で抑制した。また、

ラット肝ミクロソームを用いた脂質過酸化抑制試験において回rquino~細川 AはピタミンE と同

等の抗酸化活性を示した。

{目的]脳虚血によって引き起こされる神経細胞壊死は、グルタミン酸による興奮毒性によ

るものであると言われている。グルタミン酸はNMDAレセプターやAMPA/KAレセプターを介

し、細胞内にCa2+を流入させ、様々な酵素を活性化し、細胞内にフリーラジカルを蓄積させ神

経細胞を死滅させる。また、グルタミン酸が細胞内グルタチオン濃度を減少させ、細胞内にフ

リーラジカルを蓄積させることも知られている。さらに筋萎縮性側索硬化症(ALS)がSODの

欠損によって引き起こされることが報告されたことから、これらの神経疾患に対する抗酸化物

質の効果が期待されている。しかしながら、抗酸化物質による神経細胞の保護効果は、未だ十

分に研究されていないのが現状である。そこで我々は抗酸化作用を有する新規化合物

carquinostatin Aの神経細胞保護効果について検討した。

{方法]ラット初代網膜細胞とマウス神経芽細胞腫とのハイプリドーマであるN18・RE-105

細胞を2X 103 cellslαn2となるようにプレーテイングした。これに10mMのしGluを添加し、 24

時間後に細胞の生死を判定する。初代海馬神経細胞の調製は既報の方法にしたがい (1，2)、妊

娠18日齢のラット胎児より5~ 10 X 104 cellslcm2となるように調製した。培養3日後、 11日後
にそれぞれ1mM (24 hr)および100μM(10，30 min)のL-G/uで処理し、 24時間後に細胞の生死

を判定した。細胞の生死は培養液中に遊離してくるしDH(乳酸脱水素酵素)の活性を測定するこ

とにより定量した。初代培養については抗68K-NF抗体にて染色し、神経細胞であることを確

認した。

抗酸化活性の評価は、ラット肝ミクロソームの過酸化反応により産生した過酸化脂質量をチ

オパルピツーJレ酸(TBA)により検出する方法(TBA法)により行った。

{結果1Carquinostatin Aは濃度依存的にN18-RE・105細胞におけるグルタミン酸毒性を抑制
した (Rg.1)。本細胞におけるグルタミン酸毒性はピタミンEや脳代謝賦活薬であるidebenone

によっても抑制されることが知られているため (3)、これらの薬剤との活性の比較を行った。

Carquinostatin A、ピタミンEおよび、idebenoneは共にN18・RE-105細胞におけるグルタミン酸

毒性を抑制したが、 carquino~ねtin Aはこれらの薬剤と比較してlO~lOO倍強い活性を示した

(Fig. 2)0 Carq凶nostatinAは培養初期 (3DIV)の初代海馬細胞に対するグルタミン酸毒性をほぼ

完全に抑制した。これに対し、 11日間 (11DIV)と比較的長期培養した海馬細胞に対しては0.4
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μMの擢度で 50~60%の活性であった(円g.3)。しかし、伺問団nostatìn A処理群とコントロール

群を抗68K-NF抗体で染色し比較したところ、神経細胞そのものは、 ほほ同等の生存率であっ

た。 N18・Rら105細胞においてピタミンEのような抗酸化物質が活性を示すことから、次に

印肉凶nostatinAの抗酸化活性を検討した。その結果、 ωrql.On凶 tatinAはピタミンEとほぼ同等の

抗酸化活性を示すことが判明した(Fig.4)。

以上の結果より新規化合物carquinostatinAは神経細胞保護作用を有することが明かとなり、

その作用機構の一部は抗酸化活性によるものであることが示唆された。今後は、より詳細に

carquinostatin Aの神経細胞保護作用について検討する予定である。

Fig.1. N18-RE-105細胞に対する

carquinostatin Aの細胞保護効果
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127 グルタミン酸により引き起こされる培養神経細胞死における
ATP量変化の時間経過

中村洋辻浩司1ぺ片岡喜由1

(愛媛大学医学部・ 1生理学整形外科)

〔要約〕

培養脊髄神経細胞を0.3mMグルタミン酸に15分間暴露し，その後通常の培地に戻すという

処理により，神経細胞は24時間後にはほとんど死誠する。この時のATPの細胞内含量の変化

を時間を追って測定した。培養細胞の全ATP量はグルタミン酸暴露開始直後から素早く減少

し， 3分後には60%になり，さらに徐々に減少を続け4時間後には30%にまで減少し，その

後は24時間後まで変化がなかった。しかしながら，障害細胞から培地中に放出される乳酸脱

水素酵素(LD町活性はグルタミン酸暴露後2時間程度遅れて12時間後までほぼ直線的に増加

した。これらの結果から，培養神経細胞のグルタミン酸暴露による細胞死は.血 vIvoで一過

性脳虚血後の海馬CA1錐体細胞にみられる遅延性神経細胞死とは似て非なる現象であると結

論しうる。

〔緒言〕

培養神経細胞を低濃度のグルタミン酸に暴露することにより遅延性の細胞死が起こること

はよく知られており(1)，in vivoにおける一過性脳虚血でみられる遅延性神経細胞死(勾のin

vitroモデル実験系としてしばしば利用されている。 invivoでは虚血再潅流後に減少したA官

量が-8回復し(3)，その後徐々に細胞が死んでいくことから正に遅延性の細胞死であるとい

える。我々はグルタミン酸暴露による培養神経細胞死が実際に遅延性に起こるのかどうかを

明らかにする目的で，その死に至る過程のAτ?量の変化を時間を追って測定した。

〔方法〕

神経細胞は胎生14日ラットの脊髄から単離し，ポリエチレンイミンでコートしたプラスチッ

クカパースリップ上に12日間培養した(4)。途中AraC処理すること及び無血清培地を用いる

ことにより，約70%以上の細胞がMAP2陽性の神経細胞であった。神経細胞をグルコースを

含むHepes緩衝Krebs-Ringer溶液(HKR)で30分前処理した後， グルタミン酸を含むHKRIこ15

分間暴露し，その後無血清培地に戻し24時間さらに培養した。適当な時間間隔で細胞の付い

たカパースリップを取り出し，その過塩素酸抽出液から蛋白量とATP含量，培地中のLDH活

性から細胞の障害度を測定した。 ATPはイオンペア逆相クロマトグラムによる HPLCシステ

ムにより.蛋白はBSAを標準とするBradford法により， LDH活性はピルビン酸を加えること

によるNADH消費速度の増加から定量した。

〔結果〕

培養神経細胞をO.3mMグルタミン酸に暴露すると， ATP量は直ちに減少し始め， 3分後に

は60%になった。 15分の時点で通常の培地に戻した後も徐々に減少を続け4時間後には30%

にまで減少した。その後24時間までA官量は低いままであり回復相はみられなかった。一方，

この実験に用いた同じ細胞から培地中へ放出されたLDHの活性は.グルタミン酸暴露後1--2

時間程度遅れて12時間後までほぼ直線的に増加し.その後おおよそ一定値であった。



289 

〔考察〕

培養神経細胞を高濃度のグルタミン酸に暴露した際には， Na+、流入とそれに引き続く n，
H20の流入による細胞の破裂を伴う急性の細胞死が起こる(1)。しかしながら比較的低濃度の

グルタミン酸ではNMDAチャネルからのCa2+流入が引き金となる遅延性の細胞死が起こると

されている(1)。一方 inyiyoにおいて，一過性脳虚血後に海馬CA1錐体細胞が虚血2-3日後か

ら脱落を始める現象が見いだされ(2)， r遅延性神経細胞死Jとよばれている。前述の低濃度
グルタミン酸による培養神経細胞死はこの「遅延性神経細胞死Jのinyitroモデル実験系とし
て利用されることが多い。必 yiyoでは虚血再潅流後に減少したATP量が-s.回復することが

明らかとなっており(3)，その後徐々に細胞が死んでいくことから正に遅延性の細胞死である

といえる。本研究では培養神経細胞を低濃度グルタミン酸に暴露した場合， ATP含量が直ち

にかっ素早く減少し，その後24時間の問回復することがないことが明らかとなった。このこ

とは培養神経細胞の遅延性の細胞死はお yiyoにおける「遅延性神経細胞死」とは似て非なる

現象であり invi仕0モデル実験系としての解釈には充分な注意が必要であることを喚起して

し、る。

Time course after glutamate exposure of the 

changes in ATP content (top) and in 

LDH-release (bottom)合omωlturedspinal 

n巴urons. 百lespinal neurons were exposed for 

15 min to 0.3 mM  gJutamate (0) in HKR，組d

then returned in SF-medium. ATP content in 

the neurons and the activity of LDH released 

into the post-incubation medium were銘sayedat 

the time points indiωted (mean :t S.E.M， n = 
3). Values of the control (・)indicate those 

obtained without gJutamate. Data are e却ifessed

in percentages of ATP content at 0 h. Both 

assays of ATP content and LDH-release were 

α凶edout using the identicaJ coverslips of the 

cells. 
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128 MK・801の虚血ニューロン死保護作用:脳温自動制御

〔要約〕

システムによる検討

柳瀬尚人，章龍，三谷章，片岡喜由

(愛媛大学医学部・第一生理〉

我々が独自に開発した脳温自動制御システムを用い，正常脳温維持下に NMDA型グルタミン酸受容

体のチャンネルブロッカーである MK-801の虚血ニューロン死保護作用について検討した。恒温器内に

小型テレメーターを装着したスナネズミをおき，自由行動下の脳温を連続モニターし， MK-801 (5 

mダkg，10 rng/kg)腹腔内投与30分後に臼andlerらの方法(1)により，無麻酔下に 5分間の前脳虚血を

負荷した。 MK・801投与による脳温低下を防ぐために (2)，温風ヒーターの on-offを自動制御し4日間

脳温を約 37
0

Cに維持した。脳虚血負荷7日後に海馬 CAl領域の虚血ニューロン死の程度を組織学的に

観察したところ， MK・80110 rng/kg投与群では明らかに虚血ニューロン死が防御された。以上の結果か

ら， MK-801は NMDA型グルタミン酸受容体への直接作用だけでも虚血ニューロン死を防御すること

が示唆された。

〔目的〕

これまでの虚血ニューロン死に関する研究で，脳虚血中の脳温がその後発生する神経障害に重要な影

響を及ぼすことが明らかにされている。たとえば，スナネズミ海馬CAl野においては，虚血中の脳温

が 2oC低温化しているだけで虚血ニューロン死は大幅に軽減される (3)。このように虚血ニューロン

死の発生過程において重要な因子となっている脳温を正確にモニターすることは，虚血負荷条件の安定

化あるいは各種薬剤の虚血ニューロン死保護作用の正確な評価のためにも必要であるが，スナネズミや

ラットなどの小動物の invivo脳温を容易に長時間にわたって測定記録する技術はこれまでのところ開

発されていなかった。そこで，我々は脳温自動制御システムを独自に開発し，このシステムを用いて

MK-801の脳温に対する影響及びその虚血ニューロン死保護作用について検討した。

〔方法〕

フローセン麻酔下にスナネズミの南側総頚動脈に絹糸をループ状にかけ，その絹糸の両先端を動物の

背側皮膚に固定したダブルルーメンカテーテル内を通して，体外に誘導した。そして，重ぢ約 1g，大

きさ 9x15 rnrnの脳温テレメーター (Mini-Mitter社製)をその直径 0.5rnrnの針状サーミスターの先端

部が海馬領域に位置するように頭蓋骨に固定した。脳温変動は，テレメーターによりパルス信号の発振

頻度の変化として送信され，そのパルス信号をチューナーを用いて受信し，データをコンビューターを

用いて数日間連続記録した。さらに，動物を 260Cの恒温器内に置き，コンビューターのフィードパッ

クによる温風ヒーターの印刷off応答により脳温を自動制御し， MK-801 (5 rnダkg，10 rng/kg)を虚血負

荷 30分前に腹腔内投与し脳温を 37"C前後に維持しながら，あらかじめ留置しておいた絹糸両先端部を

引くことにより無麻酔下で5分間脳虚血を負荷した (1)。その後4日間脳温を約 370Cに維持し，虚血

負荷7日後に海馬 CAl領域の虚血ニューロン死の程度を組織学的に観察した。

〔成績〕

MK・801投与による脳温変動:MK-801 (5 rng/kg， 10 rnダkg，i.p)投与直後，脳温は一時的に0.5から

1.5
0

C程度上昇したのち，降下し始めた。 5rng!kg投与した群では投与2時間後には脳温は 34.5-35.5



。Cになり， 10 mg/kg 投与した群では投与 2 時間後には脳温は 33.5~35ocになり，この低脳温化は約48
時間持続した(図 la)。

MK・801のニューロン死保護作用:MK・801(5mg/kg， 10mg/kg， i.p)投与 30分後に 5分間脳虚血を

行い，その後の脳温を 37
0

C前後に 4日間維持した(図 lb)。虚血負荷 7日後に組織学的に海馬 CAl

領域の虚血ニューロン死の有無を観察すると， M K -801 10 mg/kg投与群で明らかにニューロン死保護作

用が認められた(図 2)。

〔考察〕

以上の結果から，本システムは一過性脳虚血および薬物投与により発生する脳温変化を正確にモニタ

ーでき，さらには脳温コントロールも可能であり，脳機能に及ぼす脳温の影響に関する基礎的知見を得

るための有用なシステムであると考えられる。また，本システムを用L、MK-801は低脳温化作用を有する
ことが再確認されたが， 10 mg/kgの投与量では 4日間の脳温 370Cコントロール下でも虚血ニューロン

死保護作用があることが判明した。
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図 1.脳温制御システムによる脳温の記録(a)は脳温制御システムを解除し室温 26oC下
の MK-80110 mg/kg投与後の脳温変化， (b)は MK-80110 mg/kg投与後脳温制御シス
テム下の虚血後の脳温の変化
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図2. 海馬 CAl領域の組織像 (Hcmatoxylin-∞sin染色 (a) は5分間虚血のみ負荷した Control，
(b) はMK-80110 mg/kgを虚血 30分前に投与した動物より取ったスライス
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129 中枢ニューロンのアポトーシスに関与する遺伝子探索の試み

〔要約〕

米増知子、岡哲志、西尾チカ、榎戸錆、畠中寛

(大阪大学・蛋白質研究所・生合成)

中枢ニューロンのアポトーシスを研究する際のモデルとして、我々は以前よりラット胎仔からの初代培

養ニューロンを高酸素気相濃度 (50%oxygen atmosphere)下におき酸素負荷によって生じるニューロン

死の系を用いてきた。この系は、比較的多くのニューロンを短時間に一斉にアポトーシスにより、死にい

たらしめることができる点で、アポトーシスに伴う遺伝子群の解析には優れている。今回、この系にさら

に改良を加え、アポトーシスに伴って変動することが期待される遺伝子の解析を試みた。今回は、ラット

胎仔全脳からのニューロンを用いることで、量的な点の改善を図った。この系は 50%酸素気組下において

12時間後に半数程度のニューロンが死に、 24時間後ではほとんど全てのニューロンが死んだ。蛋白質合成

阻害剤 cycloheximideは、死を完全に抑制し、その commitmenttimeは 4時間であった。

ニューロンは発生段階のかなり早い時期に分裂能力を失う。ニューロンは非分裂細胞として各々が定め

られた時期に訪れる死を待つ運命にあるといえるのかもしれない。ニューロンの死は運命的選択を受ける

と考えられる発生初期の他にも、外界からストレスを受けた時、また生物価体に神経疾患や脳障害が生じ

た時など様々な場合に観察される。最近、主に発生過程に観察される死〈一般に programmedcell death 

と呼ばれる)について報告されていたアポトーシスという形態の死に方が、必ずしも生理的とはいえない

ような様々な死の場合においても観察されることが分かってきた。大半のアポトーシスによる細胞死には

RNAや蛋白質の新規合成が必要であることが示されており、細胞に内在する能動的なcelldeath program 

(すなわち自殺プログラム)の存在が示唆されている。脳神経系においても、アポトーシスは末梢神経系、

中枢神経系で古くから観察されているが、ニューロンのアポトーシスの分子機構を明らかにする解析は、

非常に遅れている。ニューロンをアポトーシスに導く遺伝子について解析するためには、死が短時間でか

つ向調的に生じるような優れた系が必要であり、また多くのニューロン数を確保する必要があった。我々

は、この目的に応じてラット胎仔全脳からの培養ニューロンのアポトーシス系を確立したのでここに報告

する。

〔実験方法〕

ラット胎仔(E20)からの中枢ニューロンの初代培養は既報に従った (1)。ラット胎仔の脳を摘出し、脳

膜を剥離させ、全脳を鋭利なメスで細断した。これらは L-15培地中に集め、パパイン処理によって消化

の後、 5%準胎仔牛血清、 5%馬血清を含む DF(DME:F12 = 1:1)培地中に懸濁し、ピペットにより分
散させた。遠心により、血清を含まないτlP/DF培地に交換した後、 6X 105 cells/cm2で6-wellplates 

(Costar社)にまいた。通常気相酸素濃度。0%oxygen atmospher巴)で 1日培養の後、 50%気相酸素

濃度のインキュベータに移した。

生細胞の計測には、へマトキシリン染色で総細胞数をカウントすると共に、抗MAP2抗体(東大・理、

室伏撞先生よりいただいた)による免疫組織化学的染色を行い、陽性細胞の数をカウントした。

〔結果〕

ラット全脳からの培養ニューロンは、 TIP/DF培地中では 50%酸素気相下において 12時間後に半数

程度のニューロンが死に、 24時間後ではほとんど全てのニューロンが死んだ。蛋白質合成阻害斉IJ

cycloheximidcは、 1μM添加により完全にニューロン死は抑制された(図 1) 0 cycloheximideの用量



依存性を調べたところ、 5μMでは少し細胞毒性を示した。図 1に見られるように、高酸素負荷で 24

時間後にみられるニューロン死は、 MAP2染色、およびヘマトキシリン染色によって、死んだニューロン

では、 neuriteが消失していることが観察された。

50%酸素負荷で誘導されるニューロン死は、 cycloheximideを、酸素負荷後3時間までに添加すると、

ほぼ完全に防止できた(図2)。しかし、 5時間後に添加しても全く効果がなかった。 4時間後はデータ

が大きくふれ、中間的時期であることを示していた。この結果は、アポ卜ーシスに関わる細胞内蛋白質は

駿京負荷開始 4時間で発現を始め、 5I時間後では発現が終了することを示している。死の commitmcnt

tJmeは 4時間であることを示している。この時間経過は、数回の実験でほとんど変わらず、実験毎の差

異がなかった。

そこで、我々は中枢ニューロンのアポトーシスに関わる遺伝子を単離する目的で、これら遺伝子発現が

高いことが期待される、 50%酸素負荷後3時間または5時間後のニューロンを用い、 RNAの解析を行っ

手いる。ライブラリーを作成し、ここから differentialhybridization法を用いて未知のアポトーシス関連

遺伝子を単離する試みをつづけている。また、既知のアポトーシス関連遺伝子 Cbcl-2など)や細胞周期

関連遺伝子(サイクリン Dなど)の発現変動についても検索した。
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〔文献〕

図1.高酸素負荷に誘導される中枢ニューロン死は蛋白
質合成を必要とする。 (A)， 20% 酸素濃度、.(B，C) 
50%酸素濃度で 24時間陪養した後、抗 MAP2抗体に
よる免疫染色を行った。 (C) には1 μM  の
cycloheximideを添加した。パーは 100μmである。

図 2. 高酸素負荷に誘導される中枢ニューロン死の
commitment time 0 50%酸素濃度で 24時間培養し
た後、生存MAP2一陽性細胞数を計測した。横軸の時間
は、細胞を 50% 酸素濃度においてから、 1 μM の
cvcloheximideを添加した時聞を示す。生存ニューロン
数は 50% 酸素濃度に移す直前のニューロン数を、
100% とした値である。
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130 高酸素負荷による培養中枢ニューロン死へのリン酸化酵素阻害
剤の生存維持効果

〔要約〕

榎戸靖、久保武一、岡哲志、畠中寛

(大阪大学蛋白質研究所・生合成部門)

高酸素負荷による神経細胞死の誘導が何らかの細胞内シグナル伝達経路を介したものであるかを知る

手がかりとして、リン酸化酵素阻害剤によるニューロンへの生存維持効果を検討した。その結果、酸素負荷

によるニューロン死は 30-100μMの H-7、H-8の添加により顕著に抑制された。一方、チロシンリン

酸化阻害剤である herbimycinAや genisteinでは逆に細胞死が促進される様子が観察された。さらに、生

理的ニューロン死との比較モデルとして小脳頼粒細胞の脱分極刺激除去にともなうニューロン死の系を用い

て同様の実験を行ったところ、 H-7でのみ生存は維持され、 H-8では細胞毒性がみられた。興味深いこと

に、酸素負荷によるニューロン死では poly(ADPィibose)polymeras巴の阻害剤である 3-aminobenzamide

によりニューロン死の遅延が観察された。以上の結果は、酸素毒性によるニューロン死では脱分極刺激除去

よる小脳穎粒細胞の死とは異なる経路を介して細胞死のシグナルが伝えらえることを示唆すると共に、その

一部が DNA障害と関連したものである可能性が考えられる。

細胞内の酸素代謝にともなって生じる酸素ストレスが、老化や疾患の原因となる遍在的な細胞障害を引き

起こすことが知られている。酸素ストレスへの防御機構の解明は、ニューロンの長期生存能力のみならず、

酸素ストレスに起因する多くの神経疾患や脳血管障害の治療を考える上でも特に重要な問題であると考えら

れる。しかしながら、こうした様々な障害によって生じるニューロン死の細胞内メカニズムについては現在

でも明らかでない点が多い。これまで我々は高酸素負荷によって誘導される PC12h細胞や中枢ニューロン

の死について、 (1)NGFや bFGFなどの神経栄養因子によってされるM、(2)ニューロン死は蛋白質および

RNA合成匝害剤によって阻止される、。)ニューロン死にともない核内 DNAの断片化、さらには (4)高

K+による生存維持効果が観察されることを報告してきた九今回、ニューロン死に関わる細胞内経路を知る

手掛かりとして蛋白質リン酸化酵素阻害剤による生存維持効果および細胞内蛋白質のリン酸化の変動につい

て、脱分極刺激を除いたときにみられる小脳頼粒細胞のニューロン死との比較検討を行なった。

【実験方法】

胎仔 20日目但20)のラット海馬ニューロンの初代培養は既報に従って行った1，2。胎仔ラット脳より切り

出した海馬部位を L-15培地中に集め、パパイン処理によって消化した後、 5%準胎仔牛血清、 5%馬血

清を含む DF培地(DME: F12 = 1:1)で分散した。翌日 5μMのシトシンアラビノシドを含む

TIP/DF完全合成無血清培地にかえ、気相酸素濃度を 20%および 50%に設定したインキュベータ内で最長

4日間培養をおこなった。小脳頼粒細胞の培養および脱分極刺激除去によるニューロン死の誘導は生後ラッ

トを用い、既法を修正した方法により行なった2七生後 9日自のラット小脳を酸素ノ〈ブールした L-15培地

に集め、上記の海馬と同様にカルチャープレートにまいた。翌日培地を 26mMカリウムと 1μMシトシ

ンアラピノシド、 5%馬血清を含む MEM培地に換え、 4日間培養した。その後、培地を通常濃度のカリ

ウム (5.4mM)を含む MEM培地に換え、ニューロン死を誘導した。高濃度カリウム (26mM)を含む

MEM培地は培地に加える NaHC03を KHC03に置き換えて調製した。生存細胞の割合は、抗 MAP2抗

体(新延、御子柴先生より供与)による免疫染色とニグロシンによる死細胞の染色による細胞数のカウント

および MTTassayを用いて評価した。リン酸化酵素阻害剤などの薬剤はプレートをインキュベータへ移す

前あるいは脱分極刺激を止めると同時に添加した。時間経過にともなう細胞内リン酸化蛋白質ノfターンの変

動は、リン酸化チロシンおよびリン酸化セリンに対するモノクローナル抗体を用いたウエスタンプロッティ

ングにより観察した。

【結果と考察】

E20海馬ニューロンを 50%気相酸素で培養すると、培養 1日目あたりからしだL、に細胞が死んでいく



様子が観察され、 3日後にはそのほとんどが死滅する。この時、キナーゼ.阻害剤である H-7、 H-8をそれ

ぞれ添加すると、ニューロン死は顕著に抑えられ、通常培養時で細胞毒性が見られ始める培養 3日目まで

半数近くのニューロンの形態および生存が維持された。同様の結果は H-89によっても観察されたが、その

構造類似化合物で阻害作用がほとんどない H-85では細胞死は全く抑えられなかった。また、 herbimycin

A や genisteinでは細胞死は促進された(図1)。さらに、生理的ニューロン死との比較モデルとして脱分極

刺激除去後にみられる小脳頼粒細胞死への阻害剤の効果を見たところ、 H-7によってのみニューロン死は抑

えられた。さらに、細胞死に DNAの障害が関与しているかどうかを知る手がかりとして、 poly(ADP-

ribose) polymeraseの阻害剤である 3-aminobenzamideを添加したところ酸素負荷によるニューロン死で

のみ細胞死の遅延が見られた。以上の結果は高酸素負荷によるニューロン死に小脳頼粒細胞でのニューロン

死とは異なる細胞内シグナル経路が関与すると同時に、その一部が DNA障害を介したものである可能性を

示唆している。現在、リン酸化チロシン、リン酸化セリンに対する抗体を用いたウエスタンフーロッテインクー

などにより、ニューロン死の過珪でリン酸化が促進される蛋白質の解析を行っている。

【文献】

1)榎戸靖、久保武一、市川真澄、畠中寛、 (1993)神経化学 32186-187. 2)Hatanaka， H. and Tsukui， H.， 
(1986) Deν. Brain Res.， 30 47-56.3)Enokido， Y. and Hatanaka， H.， (1990) Brain Res.， 536 23-29.4)EnokidQ， 
Y.， Akaneya， Y.， Niinobe， M.，巴tal.， (1992) Brain Res.， 599 261-271. 5)Enokido， Y. and Hatanaka， H.， 
(1993) Neuroscience.， 57 965-972. 6) Lasher， R.S and Zagon， l. S. (1972) Brain Res.， 41 482-488. 
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図1.50%気相酸素下でみられる培養海馬ニューロン死への蛋白質リン酸化酵素匝割lによる生存総効果
E20ラット海馬ニューロンをそれぞれの薬剤の共存下、 50%気相酸素で 48時間培養した時後の MAP2

陽性ニューロンの様子。 A)コントロール、 B)0.1μM herbimycin A、c)100 μM H-7、D)30μM H-
8、E)10μM H-89、F)30μM H-85。スケール 100μmo

国 2.50%気相酸素下で見られる培養海馬ニューロン死への細胞死抑制効果
E20ラット海馬ニューロンを50%気相酸素下、それぞれの濃度の 3-aminobenzamide とともに 36時間培養し
生存細胞数を MTTassayで定量したもの。
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131 エトポシド (etoposide)により誘発される培養大脳皮質神経細胞死

中島光業、*村瀬真一、村古川昭栄、柏木久美子、太田 淳、 JII島拓司、林要喜知

(森永乳業.生科研、*慶応大学.医.解剖、村岐阜薬科大学.分子生物)

〔要約〕 培養神経細胞に対するエトポシドの細胞死誘発効果を検討した。ラット胎児大脳皮質より調製した神経

細胞は、エトポシド(10μg/m 1)存在下 10時間以内に死滅した。死滅した細胞のDNAは断片化され、電気

泳動でラダー状のバンドが認められた。この細胞死は、転写阻害剤(アクチノマイシンD)及び翻訳阻害剤(シクロ

ヘキシミド)によって阻止され、またキナーゼ阻害剤 (1-(5-isoquinoliny Isu Ifony 1)・2-mcthyl-pipcrazinc:日一7)で

も阻止された。エトポシドで死滅した細胞のほとんどは、オJレガネラの膨張、細胞膜の破壊及び核朕の一部磁波等の

形態的変化を示した。しかし、培地にビタミンEを添加すると、死細胞の約 26%において、細胞膜の破壊がなくな

ると共に、核の凝縮が認められた。以上の結果より、エトポシドは培養大脳皮質神経細胞に対してシグナル伝達によ

って調節されるプログラム細胞死を誘発し、また、その細胞死に伴う形態変化は、神経細胞をとりまく微小環境によ

り大きく異なる可能性が示された。

[緒言]脊椎動物の神経細胞は、発生過程で生じたうちの約半数が成熟に至る過程で死滅する(2，8)。この細胞死

(プログラム細胞死;programmed cell death) の分子機構は明かではないが、自身を死滅させる機構が活性化される

ことで起こると考えられている(9，13)。プログラム神経細胞死のinvitroのモデル系としては、これまでに、末梢神経

系では発生過程の特定の時期の交感神経細胞、知覚神経細胞などを用いた培養系が知られており (5，11)、また、中

枢神経系のモデル系も最近報告されている (1人 10)。今回私たちは、抗がん剤であるエトポシドが中枢神経系の神

経細胞にプログラム細胞死を誘発することを見いだしたので、その結呆を報告する。

[方法]ラット胎児 (E1 9)大脳皮質事11経細胞の調製は既報に従った (6，7)。血清入り培地で懸濁した細胞を

ポリオルニチン塗布培養ウェルまたはデッシュに 1-5 x 1 0 4 cclls/cm'の密度でまいた。翌日、無血清培地(ヒト

トランスフェリン (5μg/ml)、ウシインシュリン (5μg/m!)、プログステロン (20nM)、ウシ血清アルブミン(

0.5%)を含む)に交換し、エトポシド、アクチノマイシンD、シクロヘキシミド、 H-7、ピタミンE等の試験試
薬を添加した。細胞死の判定は、いJバンプルーの排除能を指標に行った。細胞内DNAの抽出は、既報に従った(

14) 0 1.5%アガロースゲJレ電気泳動(3山Ilane)後、エチジウムプロマイドでDNAを染色した。電子顕微鏡観察

は、細胞をパラフォルムアルデヒドとグルタルアルデヒドで固定した後、エポン樹脂に包埋し、超薄切片を作製して

行った。

[結果]培養大脳皮質神経細胞にエトポシド (10同1m!)処理を施すと、 4時間後には細胞死が検出され、 10時

間までに80%以上の細胞が死滅した。次に、このエトポシド誘発神経細胞死に対するタンパク質合成阻害剤及びシ

グナル伝達調節剤の効果を検討した。シクロヘキシミド (0.12-3.3同 Iml) とアクチノマイシンD (12-333 ng/ml) 

は、いずれも細胞死を阻止した(図 1. (B)カラム 8)。また、キナーゼ阻害剤 (Hー7; 111-1000μM) もこの

細胞死を抑制した。

無血清条件下、 1x 1 0 5 cclls/cm'以下の細胞密度で培養すると、皮質神経細胞は 2-3日で自然に死滅するが、

この細胞死はビタミンEやKの添加により阻止される(図1. (B)カラム 2，3， 4) (6，7)。死細胞のDNA

を抽出し、1.5%アガロースゲル電気泳動で分析したところ、 DNAは全く分解されていなかった。一方、エトポシ

ド処理により死滅した神経細胞では、 DNAの分解が見られ、ラダー状のDNAフラグメントが検出された(図 1. 

(A) )。エトポシド処理による細胞死は、ピタミンEやKで阻止出来ず、 DNAの分解も同様に認められた。

細胞の形態を電子顕微鏡下で観察したところ、エトポシド存在下あるいは非存在下で死滅した細胞のほとんどで、

オルガネラの膨張、細胞膜の破段、また、核肢の一部破壊などの形態変化が観察された。一方、エトポシドと同時に

ビタミンEを培地に添加すると、死細胞の約26%において核の凝縮が認められた。また、オルガネラの膨張は見ら

れるものの、細胞膜の破壊もなくなった(図2)。

[考察]エトポシドによって誘発される培養大脳皮質神経細胞死は、蛋白質合成阻害1'i'Jで阻止され、ラダーを含む

DNAの分解も検出されることから、プログラム細胞死であると考えられる。また、この細胞死はキナーゼ阻害剣

(H -7)で阻止されることから、シグナJルレ伝達によつても司

でいろいろなキナ一ゼに対し阻害効泉を持つことが知られており (3幻)、本布村神t経細胞死抑制に関しては100μM以上で

イ作乍周が見られることから、 Cキナ一ゼ(inhi吋ibitio叩nconstant [K桁i]ト=6.0μM) や cAMP，cGMP依存性キナーゼ(そ
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れぞれ[Kil=3.0，5.8凶1)以外のキナーゼの関与も考えられる。

エトポシドは、免疫系細胞ぞその他稜hの株化車III胞に対してアポトーシスを誘発することが知られている (12)。

今回の培養大脳皮質神経細胞をmいた笑験では、エトポシド単独処理が、むしろ不クローシスに近い形態変化を引き
起こした。しかし、培地にビタミンEを加えることで、核の凝縮などアポトーシス様の特徴が観察された。この結果

は、プログラム神経細胞死の形態が、細胞をとりまく環境によって影響を受けることを示唆している。

[文献1(1) Enokido， Y. and Hatanaka， H. (1993) Ncuroscience 57， 965-972. (2) Franklin， 1. L. and Johnson， E. M. 
(l992)TINS 15，501-508. (3) Hidaka， H.et al. (1984) Biochcmistry 23， 5036・5041.(4) Kure， S. et al. (1991) Biochem. 

Biophys. Res. Commun. 179，39-45. (5) Martin， D.P. et al. (1988) J. Cell B】01.106，829-844. (6) Nakajima， M. ct al. 

(1991) Ncurosci. Lett. 133，49-52. (7) Nakajima， M. ct al. ( 1993) Dcv. Brain Rcs. 73， 17 -23. (8) Oppcnhcim， R. W. (1991) 

Annu. Rev. Neurosci. 14，453-501. (9) Raff M. C. (1992) Nature 356， 397-400. (10) Ratan， R. R. et al. (1994) 1. 

Neurochem. 62， 376-379. (11) Scott， S. A.， and Davies， A. M. (1990) J. Ncurobiol. 21，630-638. (12) Sen， S.田 dD'Inca1ci， 

M. (1992) FEBS Lett. 307，122-127. (13) Wyllic， A. H. ct al. (1980) Int. Rcv. Cytol. 68，251-305. (14) Yonish-Rouach， E. 

et al. (1991) Nature 352， 345 -347. 

B 7 6 5 4 
A 

B 

(JCKA--
一
玉
虫
〉

図 1.エトポシド存在下、非存在下で培養した神経

細胞のDNA分析、およびその生存数

(A)レーン培地交換時の神経細胞から抽出し
たDNA，レーン 2: 4 8時間培養， レーン 3:ビ

タミン E (10-1M)添加、 48時間培養， レーン

4・ビタミンK (1 0 -1M)添加、 48時間培養，

レーン 5:エトポシド(1 0 μg/m 1)添加、 10 

時間培養， レーン 6:エトポシドおよびビタミンE

添加、 1 0 時間培養， レーン 7:エトポシドおよび

ピタミンK添加、 1 0時間培養， レーン 8・エトポ

シドおよびシクロヘキシミド(lμg/m1)添加、

1 0時間培養，右端はマーカ -DNA

(B) DNA抽出時の生存細胞数(%)カラム番

号は、それぞれ (A)のレーン番号に対応する

8 7 6 5 4 3 2 

図2.エトポシド存在下、非存在下

で培養した神経細胞の電子顕微鏡写真

(A)エトポシド非存在下 12時間培養

(B)エトポシド非存在下72時間培養

(C)エトポシド(10μg/m 1) 

存在下12時間培養

(D)エトポシドおよびピタミンE

(1 0 -1M)存在下 12時間培養

B a r = 3μm. 
c 
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132 グルタミン酸神経細胞毒性における血小板活性化因子の関与の検討

野上予人、平島豊、高久晃

(富山医科薬科大学・医・脳神経外科)

〔脊~.~板活性化因子 (PAF )が虚血性脳障害に関与する可能性をラット培養大脳
皮質神経細胞を用いて検討した。家兎抗PAF免疫グロプリン (aPAF-IgG)や抗PAF剤
( BN52021、 CV6209， E5880) はグルタミン酸による大脳皮質神経細胞の細胞死を
抑制した。 さらに培地中に加えた PAFの神経細胞障害性を、培養細胞に一度取り
込まれたFura-2の漏出を指標に検討した。その結果、 10-811の低濃度のPAFでも対
照と比ベ、 Fura-2の漏出に差を認めた。培養神経細胞を用いた実験結果より、 グ
ルタミン酸による神経細胞死の機構に神経細胞より培地中に放出された PAFが関
与する可能性が示唆された。

[目的]
in vivo脳虚血モデルに対する抗PAF剤の有効性が報告され 2• 4)、最近では培養

神経細胞を用いた実験で、 グルタミン酸による神経細胞死に対してBN52021が抑
制効果を持つことが報告された 5)。一方、培養神経系細胞(NG108・15，PC12)に対
して、 eKogenousに加えた PAF(3.5-10μ11)がcytotoKiceffectをもっとする報告
がある 3)。しかし、その濃度はラット大脳で報告された産生濃度 7)より高濃度で、

病的状態で産生が克進したとしても、非生理的な高濃度と考えられる 6) 

本研究では aPAF-IgGや構造の異なった抗PAF剤についてもそのグルタミン酸神
経細胞毒性に対する抑制効果を検討した。さらに exogenousに加えられた、より
低濃度のPAFが神経細胞に対して障害を与えるか否かを検討した。
[方法]
E18のラット胎仔脳の大脳皮質から、酵素処理および機械的処理により細胞を
分散し、 5%PNCS/5%HS/DI1EMにて細胞浮遊液を作成した。 polyethylenimmineでコ
ートした 24同 11および48we11のマルチプレートに 4d05/cm2の密度で播種し、 24
時間後、無血清培地 (DMEI1，15mMHEPES，lmM sodium pyruvate，5μg/ml transfe-
rrin，5μg/ml insulin，6.3ng/ml progesterone，30nM selenium，100μ11 putres-
cine に交換した。 さらに6日間、 2回/週で培地交換し、実験に供した。
1 )グルタミン酸神経細胞毒性に対する抗PAF剤の抑制効果:培養7日自にグル
タミン酸lmMを含む上記無血清培地に60分間曝露した後、無血清培地で2回洗浄後
グルタミン酸不含無血清培地に戻して細胞死を誘発した。 24時間後、培養上清中
のLDH活性を翻定し細胞死の判定を行った。下記抗PAF剤はグルタミン酸曝露中と
その後判定までの 24時間培地中に添加した。 aPAF-IgGはポリクローナル抗体を用
い、蒸留水にて搭解した。 aPAF-IgG~こ対する対照として、 preimmune rabbit IgG 
を用いた。 BN52021、 CV6209， E5880はDMSOに溶解した。 Dl1S0最終濃度は0.1%にな
るようにし、対照やIgG群にも0.1%添加した。
2) PAFによる神経細胞樟害:培地中に加えられた PAF(10-9・10-41'1)の細胞障
害性を、 Abeらが培養血管内皮細胞障害の判定に用いたFura-2法 1)を応用し検討
した。神経細胞を、 Fura-2/AM(2μM) を含む無血清培地で370C、 30分間loading
し、 Fura-21州を細胞内に取り込ませた。 2回洗浄後、無血清培地に戻し、 120分
間のpreincubationを行った。次にPAFを含む無血清培地で60分間培養し、細胞膜
が傷害され、培地中に漏出したFura-2(Fura-2/AI1は細胞内acetylesteraseによ
り Fura-2となり、細胞外へ出れなくなる。)の蛍光を350nmの励起波長、 500nmの
蛍光披長で測定した。なお、全LDH量と全Fura-2量は0.05%TritonX-100を含む培
地で処理したものを測定した。
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[結果]

1 )グルタミン酸神経細胞毒性に対する抗PAF剤の抑制効果(図 1) preimmune 
IgGはグルタミン酸神経細胞毒性に影響を与えなかった。 aPAF-IgGは抑制効果を
示し、 その効果は濃度依存的であった。 BN52021は100μ月で抑制効果を示した。
CV6209は10n円、 100nMで効果を示した。 E5880は10州、 100 nM、 lμ 円で効果が認め
られた。 CV6209， E5880は10μ 円以上の濃度でその強い界面活性作用によると考え
られる細胞破壊が早期より認められた (Datanot shown.)。
2) PAFによる神経細胞障害(図.2) exogenousに培地中に加えた PAドは 108月の
濃度より濃度依存的に神経細胞よりのFura-2の漏出を生じさせた。
[考察]

in vivo脳虚血モデルに対する抗PAF剤の有効性が報告され、その効果が PAF
の脳血流低下作用、血液脳関門透過性克進作用、 血管収縮作用を抑制することに
よると考えられてきた 2. 4)。最近、培養神経細胞を用いて、 グルタミン酸による

神経細胞死に対して BN52021が抑制効果をもつことが報告され、上記の様な血管
や血流を介した細胞性および液性因子の関与の無い状態でも抗 PAF剤が直接神経
細胞に保護効果をもつことが示唆されたち)。 我々は、 aPAF-IgGや、 BN52021と構
造の異なる PAF受容体アンタゴニストである CV6209、 E5880も抑制効果をもつこと
を示した。 このことは PAFがグルタミン酸による神経細胞死の機構に何らかの形
で関わっている可能性をさらに強く支持するものと考えられた。
PAFは非常に微量 (pト1-n円order)で生理活性を示すメディエーターである。 μH 
orderでのPAFの作用はその界面活性作用により生じた細胞膜の変化による非生理
的な結巣の可能性がある6)。 細胞障害の判定法として広く利用されている LDH法
では 10μMPAFでも細胞障害を捉えられなかった。 Fura-2法は細胞障害の極めて
初期の変化や軽度の細胞障害を検知できるため 1)、我々はこれを利用した。 Fura
寸法での結果は低濃度の PAFが細胞障害を生じうることを示している。今後、 グ
ルタミン酸曝露による神経細胞中および培地中の PAFの産生増加の有無を検討す
る予定である。

liii I 

合 p<O.05vs. control group 
.. p<O.Ot 
(ANOVA followed by Fisher's LSD 
test) 
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133 シグマ受容体に作用する脳内
内主E-'生年金1霊童

富樫俊二・小林 徹・細木俊宏・伊藤|場

(新潟大学医学部精神医学教室〉

〔要約〕 シグマ受容体に作用する内在性物質がラット脳および牛脳から分離された。この内在性物

質は 1M酢酸、エーテルで抽出され、 Sep-PakC18や抗ハロペリドールモノクローナル抗体結合セフア

ロース 48によるアフィニティークロマトグラフィーおよびHPLCなどを用いて精製された。 [3H]

haloperidolや[3H]-DTGとラット脳膜標品のシグマ受容体との結合を阻害する内在性物質は、 950C、

1 5分間の熱処理に対して安定であり、トリプシン、キモトリプシンなどのプロテアーゼに対しても

安定である。この物質は大脳皮質、尾状核、脳幹、小脳など広範囲の脳から抽出され、また肝臓にも

存在している。ゲルろ過クロマトグラフィーから分子量は700以下と推測される。

[目的]

シグマ受容体にはN-allylnormetazocineCSKF 10047 )， pentazocine， cyclazocineなどの精神作用

のある薬物が作用する一方、ハロペリドールをはじめとする多くの抗精神病薬や最近開発されてきた

非定型抗精神病薬のいくつかも結合する。また分裂病患者死後脳においてシグマ受容体が変化してい

るという報告があることなどからシグマ受容体は精神分裂病の病因や治療作用に関与している可能性

がある。

しかしながら現在まで、シグマ受容体に作用する内在性物質は不明であり、そのためシグマ受容体

の生理作用も不明な点が多い。そこで今回私達は、抗ハロペリドールモノクローナル抗体を結合させ

たアフィニテークロマトグラフィーやHPLCを用いてシグマ受容体に作用する内在性物質を精製す

る実験を行った。

[方法]

エーテル麻酔下で摘出したラット全脳あるいは牛脳を出発材料とした。組織の10倍容の 1M酢酸中

でポリトロンホモジナイズした後、遠心分離C27， 000 x g， 30 min )した。上清に 2倍容のジエチル

エーテルを加え、エーテル相をロータリーエパポレー卜したのち凍結乾燥した。それを o. 1 %トリ
フルオロ酢酸に溶解し、 Sep-PakC 18C Waters )に吸着させ、 60%アセトニトリルで溶出した。溶出分

画を凍結乾燥した後、 Tris緩衝液C50 mM Tris-HCl， pH 7.5， 2 mM EDTA， 0.1 mM PMSF )に溶解し、

抗ノ、ロペリドールモノクローナル抗体結合セフアロース48カラムにかけた。 Tris緩衝液と蒸留水寸

洗浄したのち、 0.1M酢酸で溶出した。それをさらに逆相高速液体クロマ卜グラフィ一 CHPLC)で精

製した。

アッセイは[311]ーhaloperidolや[勺l]-DTGCdi-tolyl-guanidine )とラット脳膜標品との結合阻害実

験で行った。

[結果及び考察]

1.内在性物質はトリプシンCO. 1 mg， 1140 U )、 αーキモトリプシン(O. 1 mg )などの酵素を作用さ

せても活性があり、また950C、15分間の熱処理に対しても安定である。

2.透析膜を通過し、 SephadexG-I0および G-15によるゲルろ過クロマトグラフィーで分画されるこ

とから、内在性物質の分子量は 700以下と推測される。また陽イオン交換カラム(アクセルCM，

Waters)に吸着し、 0.1% TFA/waterで溶出されることから、正に荷電している O
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3.μ ポンダスフェアC18を用いた III'LCで、内干上性物質はアセトニトリルの Oおから 60%グラジエン

トで溶出され、三つのピークが認められた。

4.内在性物質は前頭葉、尾状核、脳幹、小脳など牛脳の広範聞に存在し、またラットJJl臓にも存在し

ている。

これまで内在性物質を明らかにしようとした試みはいくつかあり、分子量 4.000と10.000のペプ

チドであるという報告2と分子量700前後の低分子量の物質であるという報告 lがある。我々の研究

結果は後者と類似しているが、同ーのものであるかは明らかでなL、。

今回我々は内在性物質を精製するために、抗ノ、ロペリドールモノクローナル抗体を結合させたアフ

ィニテークロマトグラフィーを行った。この抗体はハロペリドールのフェニールピペリジニールリン

グを rll心とした在日分を認識していることが分かっている従って仰られたいJN~I 物質はそれに相応す

る立体構造をもっていると推測されるO

HPLCで三つの分画が[3H]-haloperidolとシクーマ受容体との結合を抑制し、このうち Fraction

19の活性が最も高かった (Fig.J) 0 今後これらの分画について gaschromatography -mass 

spectrometryなどを用いてさらに精製していきたい。

[謝辞]

本研究をご指導いただきました新潟大学脳研究所神経化学教授佐武
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134 ボツリヌスB型神経毒素受容体としてのシナプトタグミン・
ガングリオシド複合体

西木禎一¥根本康夫z、吉田 明3、高橋正身 1、小崎俊司4

e三菱化成生命研、 2大阪大学・医、 3早大・人総研、 4大阪府大・農)

〔要約〕
ボツリヌス毒素は神経終末からの伝達物質の遊離を臨書する。毒素作用の発現にはシナプス前膜上の

受容体への結合が必須である。これまでに、私たちはガングリオシドGnbあるいはGDlaの存在下でボツ

リヌスB型毒素と結合するタンパク質をラット脳から精製し、その性状からシナプトタグミンであるこ

とを示したI九今回、大腸菌で合成させたシナプトタグミンをガングリオシドとともにリン脂質膜に組

み込むと、 B型毒素が特異的に結合することがわかった。 B型毒素に対する親和性はアイソフォームに

より異なり、シナプトタグミン Iの解離定数は2.3nM、Eは0.23nMであった。また、毒素はシナプ

トタグミンE遺伝子を発現させた培養細胞に結合した。以上の成績から、シナプス前膜上でガングリオ

シドGf1b/G01aと複合体を形成したシナプトタグミンEがボツリヌスB型毒素受容体である可能性が示

唆された。

[序文]

ボツリヌス毒素 (A-G型)はコリン作動性神経終末に作用し、アセチルコリンの遊離を阻害するこ

とで弛緩性麻痔をひき起こす。毒素の作用発現過程は、①受容体への結合②細胞質内への侵入③神経伝

達物質の遊離阻害、の3段階に分けて考えられている。毒素は、受容体結合を担う重鎖と、毒素の作用

本態、であるプロテアーゼ活性を持つ軽鎖がS-S結合で結ぼれた2本鎖構造をしている。単離した軽鎖自

体は毒性を示さず、重鎮を介する受容体結合が毒素作用発現に必須であるが、受容体の分子レベルでの

解明はほとんど行われていない。既に報告したように、私たちはラット脳からB型毒素結合タンパク質

の精製に成功した向。このタンパク質はガングリオシド存在下でのみ毒素結合活性を発揮した。このタ

ンパク質の部分アミノ酸配列がシナプトタグミンの配列と一致したことから、 B型毒素受容体がシナプ

トタグミンとガングリオシドの複合体であることが示唆された。シナブトタグミンはシナプス小胞やシ

ナプス前膜に局在するタンパク質で、ラット脳では少なくとも 2種類のアイソフォーム IとEが発現し

ているへ今回、大腸菌あるいは培養細胞で発現させたシナプトタグミンを用いて、毒素受容体として

の性状を検討した。

[方法]

B型毒素はボツリヌスB型菌の培養液から精製し、クロラミンT法により [125I]で標識した。シナプ

トタグミン IのcDNAは既報の方法。)で、 EのcDNAはラット脳cDNAを鋳型としてPCR法で単離した。シ

ナプトタグミン遺伝子の発現プラスミドで大腸菌BL21(DE3 )pLysS株を形質転換した。発現させたシ

ナプトタグミンを部分精製し、ガングリオシドとともにリン脂質膜に再構成した後、 [1251]標識B型毒

素と反応させた。シナプトタグミンE発現チャイニーズハムスター卵巣由来 (0む)細胞は、真核細胞

での発現プラスミドをリン酸カルシウム法で導入することにより作製し、ガングリオシドで処理後、

[125{]標識毒素と反応させた。細胞の免疫染色は、固定せず膜の透過性も変化させずに、シナプトタグ

ミンEのN末端に対する抗体 (PAbStg2N)とFITC標識2次抗体を用いて既報の方法により行った判。
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[結果および考察]

C25I]標識B型毒素はシナプトタグミンと濃度依存性に結合した (Fig.1)。スキャッチヤード解析に
より算出した解離定数は Iが約2.3nM、Eが約0.23nMで、アイソフォーム問で毒素に対する親和性

Eは主に末梢に発現している12) Eの生体内分布と毒ラット神経系では Iは主に中枢に、

素に対する高親和性を考え合わせると、末梢神経終末部に対するボツリヌス毒素の特異性をうまく説明

することができ、シナプトタグミン HがB型毒素受容体タンパク質である可能性が高いと考えられる。

が異なった。

シナブトタグミンE発現CJD細胞をガングリオシドGrlbあるいはGD1aで、処理すると B型毒素の結合が

みられた (Fig.2)。細胞への[1251]標識毒素の結合は、未標識B型毒素およびその重鎖により阻害され、

軽鎖あるいはA型毒素では影響を受けなかった。細胞をPAbStg2Nを用いて免疫染色したところ細胞膜

上に特異的な蛍光が観察された。以上の結果より、 B型毒素が重鎖を介してシナプトタグミンのN末端

部分と結合することが示唆された。シナプトタグミンは分子内に lケ所膜貫通領域をもち、 N末端部分

をシナプス小胞内に向けている匹)。小胞の開口分泌、が起こる際、シナプトタグミンのN末端は細胞外に

したがって、シナプス前膜へ移行したシナプトタグミンがガングリオシドと会露出すると考えられる。

合するとすれば、この複合体を認識してB型毒素がシナプス前膜に結合すると予想される。
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図2. シナプトタグミンE発現CHO細胞に対する
112511標識B裂毒素の結合に及ぼすガングリオシド
の影響.
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図1.大腸菌で合成したシナプトタグミンに対する
11251)標識B型毒素の結合.飽和結合実験(挿入図)
のデ}タを、コンピュータプログラムSP123を用い
てスキャッチャ}ドプッロト解析した.
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135 ヒトグルタミン酸トランスポーターのク口ーニング、発現
およびその染色体部位の決定

川上秀史、田中光一帯、中山陸安、井上健、高井節夫・持張、山田清美保条、中村重信

(広島大学医学部第3内科、*国立精神神経センター神経研究所疾病研究4部、

持柴田立国際医療センター研究所遺伝研究室)

「要約j

ヒトグルタミン酸トランスポータ-hGluT-1のcDNAクローニングをおこなった。 cDNAより推定される

蛋白は、 542個のアミノ酸、 6回の膜通過ドメインからなり、ラットやマウスのhGluT-1と97%の相向

性を示した。卵母細胞に発現させたhGluT-1は、グルタミン酸に対して高い親和性 (Km=78.4μM)と、細

胞外液のNa+に依存性を示した。 hGluT-1mRNAの発現は、脳に最も多く、肺、心臓、筋肉、胎盤にも見

られた。 fluorescencein situ hybridization法によって、 hGluT-1遺伝子は、ヒ卜第5染色体p131こ局在する

事を明らかにした。

「目的J
グルタミン酸は、脳における主要な神経伝達物質であり、学習や記憶など複雑な生理機能に関わって

いる一方で、細胞外のグルタミン酸濃度の上昇は、虚血時の脳や変性疾患において神経細胞死を引き起

こすと考えられている。グルタミン酸トランスポーターは、細胞外のグルタミン酷濃度を調整する重要

な物質であり、 3つのサブタイプ、ラット GluT-1(GLAST)、ラットGLT・1、ウサギEACC1が知られてい

る(1，2)。我々は、神経変性疾患におけるグルタミン酸トランスポーターの役割を明らかにするため、ヒ

トグルタミン酸トランスポーター hGluT-1のcDNAクローニングを行い、その発現および染色体部位を決

定した(3)。

「方法j

1) cDNAクローニング

ルZAPIIベクターに組み込まれたヒト大脳 cDNAライブラリー(30万プラーク)をラットGluT-1cDNAを

プローブとしてスクリーニングし陽性クローンを得た。これらクローンを、プラスミドへ転換した後、

RNAを合成し、アフリカツメガヱル卵母細胞に注入し、グルタミン酸の取り込みを桟討した。取り込み

陽性クローンの 1つ(phGluT-1)の塩基配列を、 dideoxychain termination法により決定した。

2)ヒ卜GluT-1の卵母細胞による発現

phGluT-1を鋳型としてT3 RNA polymeraseによりRNAを合成し、アフリカツメガエルの卵母細胞に4-6

ingの合成RNAを含む40nlの水を注入した。注入 2-3日後に、グルタミン酸トランスポーターの活性

を測定した。取り込み実験は、 [ 3 H] glutamateを含む 50mlのND96(96mMNaCI， 2mM KCI， 1 mM 

MgCI2， 1.8mM CaCI2
， 5mM Hepes pH 7.5)溶液ヘ 1個の卵母細胞を移すことにより開始し、 60分後急速

に洗浄し、 1%S0 Sで可湾化後、液体シンチレーションカウンターで歓射活性を測定した。

3)ノザンブロッテング

Human Multiple Tissue Norhen 810t (polyA+) (CLONTECH)に対して、 phGluT-1から切り出した569塩

基対のEcoRI-BgIs断片をプローブとしておこなった。

4)染色体部位の決定

ニックトランスレーションでビオチンイtしたhGluT-1cDNA (3.9kbp)をプローブとして、 fluorescence

in situ hybridizationを行い、 Rバンド染色体上でRTCのシグナルの位置を分析した。
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「結果」

1) 31個のハイブリダイゼイションシグナル陽性クローンを単離し卵母細胞で発現させた。うち 3クロ

ーンがグルタミン酸取り込み活性を示し、そのうちの1クローンphGluT-1の塩基配列を決定した。塩基配

列から予想される蛋白は、 542備のアミノ酸からなる分子量59，569の蛋白でラット友ぴマウスのGluTぺ

に対して97%のアミノ酸配列が相向性を示し、 2箇所の糖鎖結合部位と 6回の膜通過部位が想定された。

2)卵母細胞に発現させたhGluT-1は、グルタミン酸に対して高い親和性 (Km=78.4μ川と細胞外液の

Na+に依存性を示した(Fig.1)。また0.1mMのL-glutamate， L-asparate， D-asparate， DL -Threo-b-

hydroxyasparate，しcysteinesulfateで抑制されたがD-glutamateおよびL-homocysteateでは、抑制されな

かった。また3mMのdihydrokainate，L-a-aminoadipateで抑制された。

3) hGluT-1のmRNAの発現は、ノザンブロッテングにより4.0kbのバンドとして脳に最も強く、さらに

肺、心臓、骨格筋、胎盤に認められた (Fig.2)。

4) hGluT-1遺伝子11，ヒト染色体5p13に位置した。

的
伺

ω』
υ
z
m
a

』
向
山
口
万
一

v-

。
古
田
コ

E
-
5
2世
話

ω

』
曲
〉
四
，
d

。Z2
J

開
制

F
M
O
U冊
一
色

zzw』
白

-
F

』
伺

O
Z

初

。

m

一

唱
'

H

U

-

-

z

h

官
主
ω
。。、吉
E
Z
@
凶
百
三
コ
皐
咽
E
m吉
-
O
叫
一
回

A

陥
一
川

-惨

Kb 

:J::す74

m

m

円
み

/

叩

川

込

/

十

m
m
取

/

一

河

川

の

γ

一
山
刊
酸

/

石

川

ン

/
/
・
一
5

G

タ

一

守

/
f」

'v

f
L
γ
g
h
E
2
1
0

グ

E
Z
2
0〉
@
王

g
a
コ
s
e
E
2
2
0

，l図

B 

図 2hGluT-1mRNAの組織分布

ヒトGluT-1は、ラット及びマウスGluT-1と高い相向性を示し、その機能の重要性を反映している。薬理

学的解析では、これまでラット脳等で報告されているものと異なる感受性を示し、グルタミン酸トラン

スポーターの多核性を反映していると思われる。現在ヒト染色体5p13に連鎖する遺伝性神経疾患は見出

されていないが、 GluT-1の機能を考慮すると今後この領域に注目して解析する必要がある。

「文献J

1) Kanai Y， Smith CP， Hediger MA; Trends Neurosci 16: 365・70(1993). 

2) Tanaka K; Expression cloning of a rat glutamate transpoパer.Neurosci Res 16・149-53(1993).

3) Kawakami H， Tanaka K， Nakayama T， Inoue K， Nakamura S; Biochem Biophy Res Commun 199:171・

176 (1994). 

「考察J
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136 PC12細胞における高KCI，ATPによる[3H]ノルアドレナリン
放出とG蛋白質(Go)

{要約)

小田温子、村山俊彦、野村靖幸

(北大薬学部、薬効学)

ラット褐色細胞腫由来陀12細胞は、 KCIによる脱分極刺激やATP受容体刺激により(l-!]ノルアドレ

ナリンを放出した。 NGF2日間処理や、Goα・プラスミドDNAのトランスフェクションによりGoαの

発現量を増加させてもこの放出作用は影響を受けなかった。また、問12細胞を百日骸毒素(PTX)で

処理しでも影響力ずなかった。コレラ毒素(CTX)で2日間処理するとGoα発現量11矯加したが、ノルア

ドレナリン放出は減少した。したがって、陀12細胞におけるノルアドレナリン放出にGoαは関与し

ないと考えられる。

(緒言}

G蛋白質の一種である白11、神経組織に高濃度存在することカf知られている。このGoの機能はま

だ+分には解明されていないが、神経細胞の分化に伴って上昇すること(1)や、 N型Ca2+チャネルの抑

制に関与すること(2)が明らかとなり神経機能との関わりが推定されている。そこで、ラット褐色細

胞腫由来陀12細胞を用い、ノルアドレナリン放出におけるGoの役割を検討した。 NGF2日間処理や、

GoαープラスミドDNAのトランスフェクションは、いずれもGoαの発現量を増加させたが、 KCIや

ATP刺激によるノルアドレナリン放出には何ら影響を与えなかった。陀12細胞を百日咳毒素(PTX)

で処理し内在性のGoをADPリボシル化しても影響力ずなかった。コレラ毒素(CTX)で1-2日間処理

するとGoα発現量11増加したにもかかわらず、ノルアドレナリン放出は減少した。これらのことより

PC12細胞におけるノルアドレナリン放出に、 G加は関与しないことが示峻された。

(実験方法)

盟盟重量;DMEM (+5% FCS、+5%HS)中、 10%CO
2
存在下で培養した。

蓋盟些塁;100 ng/ml NGF、1μg/ml コレラ毒素あるいは百日咳毒素を加え、 1-2日間、 DMEM 

(+O.5%FCS、+0.5%HS)中で培養した。

トランスフェクション;リン酸カルシウム法を用いた。

ノルアドレナリンの放出 PC12細胞を (3H]ノルアドレナリンで2時間ラベル後、洗浄し

反応時間10分で放出実験を行った。

Goα発現量の確認;抗Goα抗体を用いたWesternblotti旬、ならひ1こpertussis toxinによるnコ]ADP
リボシル化により行った。

{結果および考察)

陀 12細胞においては神経成長因子による突起伸長の際、Goの免疫活性が成長円錐に限局して存

在することが報告されている(3)。今回我々は100ng/ml NGFや1μg/mlCTXでPC12細胞を2日間処



理すると、形館変化、突起の伸長を認め、このとき同時にGOCl.量が増加していることを確関した

(Fig. 1)。鳩加の割合はどちらも、無処理細胞の2倍程度であった。また、 Go仕プラスミドDNAをリ

ン酸カルシウム法によりトランスフェクトするとGoα量カ，¥2倍程度鳩加した(Fig. 2)0 NGF処理やト

ランスフェクションにより臼α量を泊加させた場合には、 KCI、ATP刺激によるノルアドレナリン放

出に影響はなかった(Tab.1之)。またCTX処理の場合にはノルアドレナリンの放出はむしろ減少した

(Tab. 1)。また細胞を百日咳毒素処理し内在性のGo 、Gi蛋白質の90%以上をADPリボシル化した渇

合にもノルアドレナリン放出に影曹は見られなかった。これらのことより、陀12細胞におけるノル

アドレナリンの放出には、Goは積極的には関わっていなと推定した。今回、 CTXIこよりノルアドレ

ナリンの放出が減少したことから他のG蛋白質の関与も考えられ、さらに検肘中である。

(文献)

(1) Asano， T.， Morishita， R.， Sano， M. and Kato， K. J. Neurochem.， 53 :1195・1198，1989 

(2) Heschler， J.， Rosenthal， W.， Trautwein， W. and Schultz， G . : Nature，326 :445・447，1987 

(3) Strittmatter， S. M.， Valenzuela， D.， Kennedy， T. E.， Neer， E. J. and Fishman， M. C. :Nature， 

344:836・841，1990 

..・・・ -Goα
1 2 3 

Lane 1; None 

Lane 2 : 100 ng/ml NGF 

Lane 3: 1μ'ghnICTX 

Flg. 1 Immunoblot analysls 01 Go四 InNGF-
and CTX-treated PC12 cells 

Tab. 1 Effects 01 NGF-and CTX-treatment on 
[3H]NA releases 

[3H]NA released (%) 

None 100 ng/ml NGF 1μglml CTX 

None 100 109.3土 44.2 149.6:1: 24.9 

50 mM KCI 287.0企 38.8 259.3主 38.2 204.4企 24.3

300μM ATP 287.5土19.6 314.0:1:34.4 223.7ま 0.1

ー・ -Goα 
123 4 

Lane 1; Mωk 

Lane 2: 10μ9 pCMV5・Go四

凶ne3: 20四pCMV5-Go日

Lane 4目 30四同MV5・Goa

Flg目 2Immunoblot analysls 01 Go日 InPC12 cells 
translected wlth pCMV5・Goa

Tab.2 Effects 01 KCI and ATP in pCMV5-Go日ー
translected PC12 cells on [3H]NA releases 

None 

50 mM KCI 

300μM ATP 

[3H]NA released (%01ωtal) 

Mock (pCMV5) pCMV5-Goα 

6.1ま0.7

15.3:1: 2.1 

19.8主 3.4

7.3:1: 1.5 

14.4土 3.6

21.2土4.0
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137 グルタミン酸受容体刺激による培養海馬神経細胞の

MAPキナーゼ活性化機構
栗野雅仁J) 2)、福永浩司 J)、生塩之敬2)、宮本英七1)

J)熊本大・医・第一薬理、 2)熊本大・医・脳神経外科

〔要約〕

ラット海馬神経細胞の初代培養系を用いて、グルタミン酸受容体を介するMitogen-activatedprotein kinase 

(MAPキナーゼ)の活性化反応と細胞内カスケードについて検討した。ミエリン塩基性蛋白質を基質とし

た活性ゲル内燐酸化法にてMAPキナーゼの活性を測定すると、グルタミン援は、代謝型受容体と N 

methy!--{}-aspar tate (NMDA)受容体を刺激することによりMAPキナーゼを活性化した。この活性

化反応はプロテインキナーゼC(PKC)の阻害剤の前処置あるいは細胞内PKCのダウンレギュレーション

反応により有意に抑制された。さらに、あらかじめ 32P_燐酸でラベルした細胞を用いて調べると、グルタ

ミン酸刺激に伴うMAPキナーゼ活性の上昇は、 MAPキナーゼの分子内チロシン残基の燐酸化反応の上昇

と相関した。しかし、 Raf-1燐酸化反応の上昇は認められなかった。以上の結果より、海馬神経細胞

においてグルタミン酸は，代謝型およびNMDA受容体を介してMAPキナーゼを活性化すること、その活

性化反応に細胞内Ca 2+及びPKCの関与が示唆された。

[目的]

MAPキナーゼは種々の増殖因子刺激で活性化され、細胞の増殖、分化に関与している (4)0 MAPキ

ナーゼの活性化機構のひとつとして、受容体型チロシンキナーゼ、 Ra s 、Raf-1、MAPキナーゼキナ

ーゼ、 MAPキナーゼというカスケードが知られている (5)。近年、本酵素は神経細胞にも存在して、神

経伝達物質により活性化されることが報告されているが(1)、その機序及び生理的役割は不明である。

一方、グルタミン酸は興奮性神経伝達物質として、シナプス伝達、神経細胞死、シナプス可塑性に重要な役

割を果たしている。本研究では、培養神経細胞におけるグルタミン酸刺激に伴うMAPキナーゼの活性化機

構について検討した。

[実験方法]

生後24時間以内のラット脳より福永らの方法に従い培養海馬神経細胞を作成した (2)。培養神経細胞

を10 μMグルタミン酸にて一定時間処理した後、液体窒素にて凍結した。プロテインフォスファターゼ及び

プロテアーゼ阻害剤を含む緩衝液にてホモジナイズした後、細胞抽出液を得た。細胞抽出液中のMAPキナ

ーゼの活性をミエリン塩基性蛋白質を基質とした活性グル内燐酸化法 (3)によって測定した。酵素活性

は刺激を加えなかった培養細胞での活性を100%として割合(%)で表した。さらに、あらかじめ 32P_ 

燐酸でラベルした培養海馬神経細胞を、グルタミン酸及び塩基性線維芽細胞成長因子 (bFGF)で刺激し

た後、細胞抽出液中のMAPキナーゼ、 Ra f一1の燐酸化反応をそれぞれ抗ホスホチロシン抗体と抗Ra f 

-1抗体による免疫沈降法によって測定した。

[結果と考察]

最初に本研究で用いた培養海馬神経細胞におけるMAPキナーゼの存在をイムノプロッティング法によっ

て確認した。 MAPキナーゼは2つのアイソザイム、即ち44ー及び42-kDaのバンドとして認められた。

次にグルタミン酸の濃度及び活性化反応の時間経過について調べた。 MAPキナーゼはグルタミン酸10 μM 
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の濃度で最大に活性化された。酵素活性は、

約 l分後より有意に上昇し、 10分後に最大

に達した後、約30分後にコントロールレベル

に戻った。グルタミン酸受容体はイオンチャン

ネルを有するNMDA受容体と non-NMDA 

受符体、さらにG蛍じ!質と共役する代謝型受

容体に分類される。そこで、それぞれの受容

体に特異的なアコ・ニストの投与によるMAP

キナーゼの活性を測定した。 NMDA受容体

と代謝型受容体刺激によってMAPキナーゼ

の活性化反応が認められ、 non-NMDA受

容体刺激では活性化きれなかった。次に、グ

ルタミン酸受容体のアンタゴニストを用いて調

Control Glu +AP3 +AP5 +CNQX +CaI.C 

図1 グルタミン酸刺激に伴う MAPキナーゼの活性化

反応に対する各阻害膏jの効果

べると、 NMDA受容体と代謝型受容体の組害剤であるD-2-amino-5-phosphonov a 1 er a t e (A P 5)、

DL-2-amino-3-phosphonopropionate (AP 3)前処置によって、 MAPキナーゼの活性化反応は部分

的に抑制され両者の共存下で完全に抑制された。 non-NMDA受容体阻害斉IJである 6-cyano-7-nitro-

qu i noxa 1 i ne-2， 3一dione(CNQX)では抑制効果は認められなかった(図 1)。また、これらの反応

はPKC阻害剤であるカルフォスチンC (図 1; +CaI.C) やPKCのダウンレギュレーション処理により有意

に抑制された。一方、チロシンキナーゼの阻害剤であるゲニステイン処理では弱い抑制効果しか見られない

ことより、グルタミン酸刺激によるMAPキナーゼの活性化反応にはチロシンキナーゼはほとんど関与しない

と考えられた。 Ra f -1は、 MAPキナーゼと同様に、それ自身が燐酸化されることにより活性化される

プロテインキナーゼである。あらかじめ32p_燐酸でラベルされた培養神経細胞における、グルタミン酸及

びbFGF刺激後のMAPキナーゼと Raf-lの燐酸化反応を調べた。グルタミン酸及びbFGF刺激によっ

てMAPキナーゼのチロシン残基の燐酸化反応は上昇した。 Ra fーlの;燐酸化反応はbFGF処理によって

と昇したが、グルタミン酸処理では変化しなかった。このことより、神経細胞におけるグルタミン酸刺激に

よるMAPキナーゼの活性化機構に Raf-lは関与しないことが示唆された。以上の結果より、海馬神

経細胞において、グルタミン酸は、 NMDA及び代謝型受容体を介してMAPキナーゼを活性化し、その反

応における PKCの関与が示された。細胞外液のカルシウムイオンを除去すると MAPキナーゼのグルタミン

酸による活性化反応は大部分消失した。さらに、カルシウムイオノフォアであるイオノマイシン刺激によっ

てMAPキナーゼ活性が上昇し、この上昇はPKCダウンレギユレーション反応によっても消失しない。これら

の結果はPKCを介する活性化機構とは異なるカルシウムイオンを介するMAPキナーゼ活性化機構が存在

する可能性を示唆している。

{文献]

1) Bading， H.， & Greenberg， M.E. (1991) Science 253，912-914 

2) Fukunaga， K.， Soderling， T.R.， & Miyamoto， E. (1992) J.Biol.Chem. 267，22527-22533 

3) Geahlen， R.L.， Anostario， M.Jr.， Low， P.S.， & Harrison， M.L.(1986) Anal.Biovhem. 153， 151・158

4) Ray， L.B.， & Sturgill， T.W. (1987)丹'Oc.NatI.Acad.Sci.USA84， 1502-1506 

5) Wood，K.W.，Sarnecki， C.， Roberts， T.M. ，& Blenis， J. (1992) Ce1168， 1041-1050 
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138 (3H]-YM-09151-2は強力なσ2受容体リガンドである

氏家寛、石原武士、坂井研ーへ秋山一文、黒田重利

(岡山大学医学部神経精神医学教室、キ神経内科教室)

〔要約〕

σ受容体結合実験に用いられてきた従来の放射性リガンドには種々の問題があるため新しい方
法を確立した。 [3H}-YM-Q915ト2はD2/D3/D4のリガンドとして知られているが、これがNa+

free buffer中、 25nMspiperone存在下ではσ受容体に特異的にしかも高親和性lこ (Kd=1.48:t
0_31 nM、ラット全脳crudemembrane画分)結合することを見いだした。また、各U リガンド

の阻害Ki値のランクオーダーが[3H]-SKF 10047や[3H]一(+)-3-PPPIこ対するKi値と相関せず、

[3H}-BIMU-lやラット心臓での[3H}-DTGに対する同値に相関することから、 σ2サブタイプに

結合することが明らかとなった。これまで02受容体lこ選択性の高いリガンドは知られておらず、
また得られる放射活性も従来のσリガンドと比べではるかに強いことから、 σ受容体研究におい
て極めて有用な放射リガンドであると思われた。

【はじめに】 σ神経系は中枢神経系内で様々な生理作用に関与していることが推定されているが、その
正確な機能については不明な点が多い。これらを解明する手段の1っとして受容体結合実験があるが、こ
れまに報告されているσ受容体をラベルする放射性リガンドには共通した問題点を有している。すなわち
[3H]-SKF 1∞47、[3H]-DTG(1，3-di-o・toly-guanidin巴)、 eH]-(+)ふpppによるものがあるが、親和性が数十
nMと低く、そのため高濃度の放射性リガンドを使う必要があるので、非特異結合が高くなり、不安定と
なる。この問題は特に定量的rARGの際には大きな障害であった。そこで、より適した放射性σリガンドを
探す必要がある。本研究ではその候補として[3H]_YM・09151を使用した。 YM・09151之(nemonapride、cis-
N-(1-benzyl-2叩巴出yl-pyrrolidinふyl)ふchloro・2・methoxy-4-methylaminobenzamide)は強いD2/D3JD4のリガ
ンドとして知られるが、われわれは既にU受容体にも非常に強い親和性を有することを報告してきた九

【方法と結果】

1) bufferの組成およびmωbationの条件:D2受容体結合には1価陽イオン、特にNa+イオンの影響を受

けることが知られており、 Na+ freeでは親和性が1/8に低下することが報告されている。一方、 U受容体は
Na+イオン存在下では結合が阻害されるので、 McCann& Su2)の勧める5mMK+ phosphate bufferを使用し、
更に残存するD/5HT1~成分を除去するため25凶，f spiperoneを加えた。受容体標品にはラット全脳のcrude
membrane分画を用いた。

24
0

Cでは120分後にピークに達した。 OOCでは結合は1/3
に低下した。 bufferのpHでは7.2~8.0ではpH7.6で最もよ Fig. 1 Scatchard Analysis of (3H]ー
く結合した。 tissuelinearityでは1.1-30mgwet tissue/ YM・09151-2 BindinCl to Rat Brain 

加beまで直線状であった。非特異結合は10μMのDTG 1.0 

を用いた場合totalcountの約20%であった。 DTGの代わ四
りに10μMのhaloperidolを加えても非特異結合の割合は 官0.8
不変で、あった。 e
2) S叫 chard解析:CH]-YM..Q9151初0.2~60Mほし6
での16pointでScatchard解析した(Fig.l)。結合はonesite ξ 
でKd=1.49土0.32nM、 Bm邸=833.3土 100.5fmol/mg 1 _. 
proteinであり、高い親和性が得られた。 a 山
3) phenytoin添加による検討:300μMのphenytoin -; 

を加えると342~363%の結合の増加がみられ、他の(7 ，i 0.2 
リガンドでの受容体結合の場合と同じ結果であった。

0.0 

~ 

Kd = 1.49 :t 0.32 nM 
Bmax = 833.3 :t 100.5 

bou"，'防相剖'mg

20 ヨ3 ・ 50 ア。
[3H]・YM-09151-2 (nM) 



4)各σリガンドのKi値の検討:3nMの[3H]_YM_

09151-2結合に対し、 haloperidol、SKF司 10047、3-

PPP、butaclamol、pentawcineなど27種類の薬物

を9濃度に展開し、各阻害曲線を調べ、 Ki値を
算出した。各種σリガンドによるKi値 (Tabel

1)ではSR-31742Aが最も強く3.06nMで、以下

YM-09151・2、N・100、haloperidolの順であり、
b巴nzomorphan類の(+)-pentazocine、

dextromethorphan、(+)-SKF1∞47は弱かった。
これまで他の放射性リガンドに対するKi値と比
ベてみると、 σ1をラベルするラット脳での

eH]ー(+)・3-PPPや[3H]・(+)-SKFlO047に対するKi
値3)とは相関せず (Fig.2)、guineapigの海馬で
の[3H]-BIMU・1結合4)やラット心臓での[3H]_Dτロ
結合でのね値5)と相関を示すことから、 CH]-YM-

09151・2がσ2受容体サプタイプをラベルするこ

とがわかった。
5) [3H]-YM-09151-2を用いたラット脳での

ARG 
6 macroARGでは[3H]_YM・09151・2は小脳、大脳皮

質、海馬、赤核、運動神経核などに強く、従来報

告されている σ1受容体サプタイプの分布と共通する点もあったが、線条体、側坐核、黒質、外側中隔な
どでも強く分布しておりその分布様式は異なっていた。

Fig.2 Correlation of pKi in [3H]ーYM-09151-2
Assay withσ1 or σ2 Receptors 

" 3H-SKF 10047 vs 3H-YM 3H-( + )-3-PPP vs 3H-YM 

• 
• 
.・.
 

• . .. 
・，

5 

b 5 il 6 

E可3H-DTGin rat heart vs 3H-Y 3H-BIMU-l vs 3H-YM 

R=0.796 R=0.816 

4 !i マ 8φ  E 

ー

. 

7 
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【考察】 [3H]_YM・09151-2はこれまでD/D/D4受容体のリガンドとして知られていたが、今回の研究か

らNa'"free、低濃度K+phosphat巴buffer中では特異的にσ受容体に結合することが明らかとなった。この

結合はs叫pirideで全く姐害されないこと、 displacerをDTGの代わり lこhaloperidolにしても非特異結合の割

合は不変であったことからdopamine受容体成分はないことがわかった。 Scatchard解析からはonesiteであ

ること、そのKdは1.49nMと非常に高いことがわかり、有用な放射性σリガンドあることがわかった。更
に種々のσリガンドのKi値から[3H]_YM-09151-
2でラベルされる σ受容体がσ2受容体サプタ

イプであることが明らかとなった。現在σ2受

容体サプタイプをラベルする放射d性リガンドは

σ1/σ2をラベルするeH]-DTGと5HT3/σ2

をラベルするC珂-BIMU・1しか知られておらず、
σ2のみをラベルするものとしてはCH]-YM-
09151-2がはじめてである。しかも、前 2者は

通常のアッセイ条件では100Odpm/tube程度であ
るのに比ベ、 [3H]_YM-09151-2は10000 ~ 
6∞OOdpm/tubeと遥かに高い放射活性がえられ
た。 CH]-YM-09151・2はσ2受容体をラベルす
る放射性リガンドとして非常に有用性の高いも
のであることがわかった。

[文献]

1 )図子義文，ほか精神薬療基金年報，第22集。 255-

262，1990. 2 )McCann， D.J. and Su， T.P Neurosci Lettt， 

141: 239-242， 1992. 3 )Walker， J.M.， et a1. Phannacol 

Rev， 42: 355-402， 1990. 4 )Bonhaus， D.W.， et al. J 

Phannacol Exp Ther， 267: 961-970， 1993. 5 )Dumont， 

M. and Lemaire， S. Eur J Phannacol， 209: 245-8， 1991. 

Table 1. Affinities of Sigma ligands at [3H]・
YM-09151・2Bindinq Sites in Rat Brain 

Drug Pseudo Hill slope Kエ (nM)

SR-31742A 
YM-09151聞 2
N-100 
Haloperidol 
BMY 14802 
{ー}-Butaclamol
(土}-Pentazocine
(+)ーPentazocine
Dextromethorphan 
Spiperone 
(+}-3-PPP 
Rimcazole 
(+}-Butacl置nol
Phencyclidine 
(ー}-3-PPP
Remoxipride 
(+}-SKF 10047 
DTG 
{ー}-SKF10047 
Methamphetamエne
Clozapine 
SCH 23390 
cocaine 
Sulpiride 
MK-801 
Dopamine 
5-HT 

34.1 
12日.7
144.0 
161.7 
293.9 
390.5 
531. 2 
533.4 
540.4 
57日.7
678.2 
808.1 
1325 
1597 
1682 
1977 
2752 
2843 
5504 
7084 
> 10000 
> 10000 
> 10000 
> 10000 
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139 スルピリドによる線条体ドパミン放出に対す
る ATP厚手5呈-t生K+ヲ二ャえにノレヌ「ーーフ。ブ一一一σ〉景52毛塁手

田中隆彦・吉田真美・横尾秀康・溝口克弘・田中正敏

(久留米大・医・薬理)

〔要約〕

黒質・線条体dop訓 ine(DA)神経終末に存在するDAautoreceptorのDA放出調節機構におけるATP-

sensitive K+ channe1 (KATP)の役割を、脳内透析法を用いて検討した。 KATPopenerである

cromakalim (CRM)またはnicorandi1(NIC)を透析膜を介してラット線条体に投与すると、両薬物とも

に同部位よりのDA放出を用量依存性に抑制した。 su1piride(DA D2 receptor antagonist.10-5M. 

SLP)を同様にして線条体に投与すると、岡部位よりのDA放出は有意に増加した。 CRM(lO-"M)または

NIC (10-SM)を線条体に透析膜を介して 1時間投与し、 CRMまたはNIC存在下にSLP(lO-SM)をさらに同

部位に投与すると、 SLPによるDA放出培加は完全に抑制された。これらの結果は、線条体において

KATPの活性化がinvivoにおける内因性DA放出を抑制すること、さらに、線条体DA剖 toreceptorに

よるDA放出調節機構はKATPの活性化を介して生じていることを示唆している。

(緒言 ATP-sensitiveK+ channe1 ( KATP)は細胞内のATP濃度によりその開聞が調節されている

K+ channe1であるが、線条体におけるKATPの存在やdopamine(DA)神経機能との関係は十分に解明さ

れていない。 invitroの電気生理学的実験では黒質に存在するDAD2 receptor(somatodendritic DA 

autoreceptorlはK+ch加 ne1の活性化を介して、 DA発火頻度を抑制的に調節する (2) と報告されてい

たが、それを否定する報告もある(1)。今回の実験の目的は、 KATPopenerとDA D2 receptor 

antagonistを用いて、 KATPの線条体DAautoreceptorを介するDA放出調節機序におけるinvivoでの

役割について、脳内透析法により検討するととである。

(方法 Wistar系雄性ラット (250-310g)の右線条体 (A:+0.5.L:2.5. V:5.5 mm)に透析膜(U字型)

を植え込み、手術24-48時間後に脳内透析実験を施行した。実験はRinger液 (140mM NaC1. 1.26 

mM CaCI 2 • 3.35酬 KC1.1.15 mM MgC12・pH7.2)を2.5μ1/分で濯流し、 20分間隔で透析液を

automatic injecterを用いて、 HPLC-ECDに注入し、 DAを定量した。薬物はすべてRinger液に溶解し、

線条体に局所投与した。 KATPopenerであるcromaka1im(CRM)またはnicorandil(NIC)の線条体DA放

出に及ぼす影響を検討するために透析液中のDAレベルが安定してから、両薬物を10-5、10-4、1O-3Mと

低濃度から高濃度に各1時間、連続して線条体に投与した。 SLPの線条体DA放出に及ぼす影響を検討

するためにS印(10-5M)を線条体に 1時間投与した。日11の実験として、 CRMまたはNICのSLPによる線

条体DA放出増加に及ぼす影響を検討するために、 CRM(lO-4M)またはNIC(10-SM)を線条体に 1時間投

与後にCRMまたはNIC存在下に、 SLP(10-SM)をさらに 1時間投与した。

(結果と考察 CRMまたはNICの線条体投与により、同部位からのDA放出は、いずれの濃度におい

ても有意に減少し、用量依存性を認めた。 DA放出の最小値は、 CRM(10- 3M) では基礎値の42~NIC

(10-3M)では基礎値の52%であった(図 1)。著者らはKATPblockerで‘あるquinineを今回と同様の
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さらにこのquinine方法で線条体に局所投与し、その部位でのDA放出が用量依存性に増加する乙と、

によるDA放出増加がNICにより抑制されるごとを報告している (3.4)。このことは、線条体にKATPが

存在し、 KATPの活性化が同部位からの内因性DA放出を抑制し、 KATPの抑制が内因性DA放出を増加する

ことを示している。 SLPの線条体局所投与によるDA放出の増加は、線条体神経終末にあるDAauto-

receptorの競合的措抗により生じると考えられている (5)0 CRMやNICにより線条体のKATPが活性化

このことかこのSLPによるDAautoreceptor阻害によるDA放出増加は完全に抑制された。されると、

ら、 invivoにおいて黒質・線条体DA神経終末に存在するDAautoreceptorはKATPの活性化を介して

DA放出を抑制的に調節していることが示唆された。
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キ.**:p<0.05. pく0.01vs basa1 va1ues (one-way ANOVAと Newman-Keu1stest. 
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140 ラット大脳皮質NMDA受容体イオンチャンネル複合体へ
の[3HJTCPと[I25IJMK801結合の比較

山本敏文 1 2、山本秀子¥諸治隆嗣}

{東京椴吉神医学総合研究所・精神薬理、積浜市大大学院総合理学研究科・分子認識 2) 

〔要約〕ラット大脳皮質シナプトソーム膜を用い、 [3H]Thienyl-phencyclidine(TCP)と[125I]MK-

801結合の特性について調べた。 [3H]TCP結合は glutamate，glycine， Mgおよび spermineによ

り鞘虫で結合が増加した。一方、 [125I]MK-801結合は spermlne以外、単独での結合の増加は認め

られず、 glycine，Mgあるいは glutamateのいずれかが存在したときのみ、結合は増加した。 glu

tamateによる [125I]MK-801結合の増加は、 Mg(300μ阿)存在下で glycine(10μM)存在下の場合

よりも低濃度から現れたことから、 Mgには glycineより強い co-agonistとしての作用があるこ

とが示唆された。以上ι結果は TCPや Phencyclidine(PCP)は完全には聞いていないチャンネルに
結合している可能性を示しており、 MK-801とは異なるN-methyl-D-aspartate(NMDA)受容体イオンチ

ャンネル複合体の状態を認識していることを示略している。

NMDA受容体イオンチャンネル綾合体は、 gllltamate，glycineや spermineなどにより調節されて

おり、そのチャンネル機能はチャンネル内に結合部位を持つ (3H]TCPや [3H]トlK-801結合により調

べることが出来る(2)。これまで我々は、十分に内因性の影響物質を洗浄除去した大脳皮質膜標品を

用い、 [3H]TCP結合が gllltamate，glycineおよび Mgにより単独で‘増加する可能性を示唆してき

た(3)0 今回、[125I]MK-801を用いて、微量の内因性物質を含む膜タンパクの量を、その影響が見

られないまでに減らすことにより、 [3H]TCP結合と[125I]Mk-801結合を比較し、 [3H]TCPが完全

には聞いていない状態のチャンネルを認識していることを見いだしたので報告する。

【実験方法1
Wistar系雄性ラット (200-250g)の大脳皮質組シナプトソーム膜を、 50mM Tris-HCl buffer/ 

印刷印TA(pH 7.6)で繰り返し洗浄し、-800Cで保存した。実験当日、 5mM Tris-HEPES bllffer 

(pH 7.6)でさらに2回樹争した。 [3HjTCPおよび(125I]MK-801結合実験は、膜標品(5μgprotein/ 

tllbe)と 5n円[3H]TCP(1509.6GBq/m mol: NEN)あるいは 40pM [125I]MK-801(81.4 TBq/m mol: 

NEN)を 5mM Tris-HEPES bllffer(pH 7.6)中で、 250C2時間反応させた。反応は、セルハーベス

ターを用い迅速な吸引ろ過により停止し、グラスフィルター上の放射活性を測定した。非特異的結

合の測定には、 30μMPCPと 10μ河川一801を、それぞれ用いた。

{結果1
[125I]附-801結合は、 gllltamate，glycineあるいは間単独での有意な結合増加は認められず、

それぞれ glycine(10μ月)， Mg(300μM)あるいは gllltamate(10μM)の存在下で結合の増力肋1見ら

れた(Fig.l)ogllltamateの[125I]HK-801結合増加作用は、 glycine(10μM)よりも Mg(300μ円)

の存在下で強く、最大効果は同じであった。 glycineによる結合増加も glutamateの場合と同様、

Mg存在下の方が強いものの、最大効果は gllltamateより低かった。低濃度でで、の円Mgの結合増加作

用は、 g剖III川ta叩ma抗teぱ(1印0μ門的)あるいは g叫ly刊cine叫(1叩0μ門的)のいず、れかの存在で

gllltamateおよてひびfglycineによる最大効果と同程度までで、達した。一方、 sper悶lneでは単独の結合

増加が認められ、 gllltamateまたは glycineの添加によりさらに結合は増加した。 (Fig.1C)

同じ膜標品を使った [3HjTCP結合では、 [125I]MK-801結合とは異なり、 glllt訓 ate，glycine， 

Mg単独で、も濃度依存的に結合は増加した(Fig.2)。これらの単独作用は、それそごれgllltamate(10μ門)， 
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g lycine(10μ!のあるいは憎(300μ門)の添加により強くなり、最大効果も増強された。

【考察]

これまでトlK-801と PCPはNMDA受容体イオンチャンネル接合体のチャンネル内部に位置する同ー

の部位に結合すると考えられており(1)、結合は use-d巴pendentでチャンネルが聞いた時のみ結合

するため、 glutamate単独で、は結合せず、∞-agonistとして glycineが必要とされている(4)。今

回の実験結果は、[125I]ト1K-801結合がこれまでの報告と同様、 spermine以外で単独作用は認めら

ず、間-801はチャンネルが完全に聞いた状態で結合するものと考えられる。 .h'、[3H]TCP結合は

glutamate， glycineそして Mgの単独で活性化されることが明かとなった。同一膜標品を用いた結

合実験であるため、 [12511附-801結合実験で単独作用が見られないことから残存するアミノ酸類の

影響はないものと考えられる。したがって [3H1TCPは [125I1MK-801とは異なり、完全には聞いて

いない状態のチャンネルに結合できることが示唆された。

glutamateによる [12511MK-8ul結合の増加には、 glycinε (10μM)よりも陶(300μト1)の添加

がより強い作用を示しており、低濃度 Mgが co-agonistとしてチャンネルの openに作用してい

る可能性を示唆している。また spermineは単独で、の結合活性化作用を持つことから、低濃度 Mg

の作用部位は sp町田ineの部位とは異なり、アロステリックに NMDA部位と glycine部位に共役し

ているものと推測される。

[文献】
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141 一酸化炭素の合成阻害薬ZnPPはシナプトニューロソームからの
グルタミン酸の放出を抑制する

〔要約〕

篠村徹太郎、中尾慎一、村川耽洋、森健次郎

(京都大学的属病院麻酔科)

グルタミン酸放出機構における一酸化炭素(CO)の作用を、生体内CO産生酵素(heme-oxygenase)阻害薬

Zinc Protoporphyrin(ZnPP)を用いてシナプトニューロソームで調べた。 ZnPPはグルタミン酸の放出を抑

制した。 ZnPPと類似の構造を持つCopperProtoporphyrin(CuPP)にはCO産生の抑制作用はないが、グル

タミン酸の放出にも影響は認められなかった。 COはguanylylcyclaseの活性化を通して細胞内情報伝達

に関わると考えられているが、我々の系にdibutyryl・cGMP(dbcGMP)を投与してもZnPPによる抑制効果

は括抗されなかった。ZnPP.CuPPともにシナプトニューロソーム中のcGMP量は変えなかった。 ZnPPは

COの産生抑制を介してグルタミン酸放出を抑制すると考えられるが、その作用機序はシナプトニュー

ロソームにおいてはcGMPを介しているとは考えがたい。

[目的]

一酸化炭素 (CO)は、近年、神経伝達物質として・注目されている。 COの中枢神経系での作用とし

て、長期増強の消失、ならびに成立した長期増強の抑制が報告されている。グルタミン酸受容体が長期

増強の成立に関与していることが示唆されており、我々はグルタミン酸放出とCOとの関係に注目し

た。また、 COの標的として、 solubleguanylyl cyclaseの活性化を通した細胞内でのcGMPの増加が報告

されている(1)。本研究では、シナプトニューロソームにおいて、 CO産生の抑制物質であるZnPPがグル

タミン酸放出に及ぼす影響を調べ、 cGMPとの関連を検討した。

[方法]

1)シナプトニューロソームの調製。 Wistarラットの大脳皮質よりHollingsworthらの方法によってシナ

プトニューロソームを調整した(2)。タンパク質濃度は0.66mg/mlとし、調整後6時間以内に使用した。

2)グルタミン酸濃度の測定。 Nichollsらの方法によった(3)。シナプトニューロソームの懸濁液2mLに

NADP 1 mM， GIutamate Dehydrogenase 104 U，を加え、目立SpectrophotometerF・2000にて、 340

nm(excitation)， 460 nm(emission)の2波長をもちいて測定した。 KCl30mMによる脱分極によって放出さ

れたグルタミン酸を脱分極後300秒間定量した。カルシウムの存在下(カルシウム1.2mM)でのグルタミ

ン酸の放出量からカルシウム非存在下(EGTA 0.5 mM)でのグルタミン酸放出量をヲ|いたものをカルシウ

ム依存性のグルタミン酸放出とした。

3) cG弘1p量の測定。 AmershamのRIA測定キットを用いた。

[結果]

図Iで左よりコントロール、 10μMZnPP，1OμMCuPPによるグルタミン酸の濃度変化を示す。 Heme

Oxygenaseの臨害剤であるZnPP10μMの投与により、カルシウム依存性のグルタミン酸の放出量が抑

えられた。また、 10μMCuPPによってはグルタミン酸の放出量に変化はなかった。

10μMZnPPによるグルタミン酸放出の抑制は 100μMdbcGMPを加えることによって括抗されなかっ

た。(図2) 10μMZnPP，lOμMCuPPをそれぞれ加えたときのシナプトニューロソーム中のcGMP量

を測定したが、コントロールと比べて減少していなかった。(表1) 

{考察l

ZnPPは、シナプトニューロソームからのグルタミン酸放出を濃度依存的に抑える(4)0Heme 

Oxygenase活性を阻害せずCOの産生に関わらないCuPPによっては、グルタミン費支放出は影響を受けな

いことから、 COがグルタミン酸放出に関わると考えられる。 COはsolubIeguanylyl cyclaseを活性化して
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細胞内のcGMPi農度を上げると報告されている。しかし、本実験においてはdbcGMPを加えてcGMP濃度

を増加させてもZnPPによる抑制効果は括抗されなかった。実際にcGMPi農度は、 ZnPPによって減少して

いなかった。よって、シナプトニューロソームのグルタミン酸放出機構においては、 COからguanylyI

cyclaseの活性化によるcGMP濃度変化の関与はすくないと考えられるO

[文献]
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図 1 シナプトニューロソームからのグルタミン酸放出量の時間変化
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142 

盟約]

老人斑アミロイド生成機序に関する研究

池田幸弥、国下龍英、荒木豆、高橋鹿吉、田平武

(国立精神・神経センタ一 神経研究所疾病研究第6部)

アルツハイマー病(AD)における病理学的特徴である老人斑の主成分であるアミロイドpタン

パク質(As)は、 39-43個のアミノ酸より構成され、膜タンパクであるPアミロイド前駆体タン

パク質(sAPP)が酵素的な切断を受けて生成すると考えられている。 AD発症におけるAsの果た

す役割は未だ不明であるが、最近早期発症家族性アルツハイマー病(FAD)の数家系でsAPP遺

伝子内のAs領域近傍にいくつかの異なる突然変異が見い出され、 AD発症とAs即ち/3APPの代

謝との関連がより強く示唆された。

我々はCOS7細胞にsAPPω5(wild ty回)及び3種の変異sAPPω5(似PPω55田畑町叫-NL，叫Y-I，

61生・Q)を発現させ、 sAPPの代謝と変異との関連を検討した結果、ヒト培養細胞を用いた報告

と同様にFADSwedishの家系で発見された変異(sAPPω5別府KM-NL)を導入した時のみAsの

著しい分泌増加が認められた。

[目的]

アルツハイマー病は家族性及ひ、孤発性いずれの場合においても病因論的にはheterogeneous

な疾病である。しかしながらアルツハイマー病において大脳および、脳血管壁へ特徴的に沈着す

るアミロイドの主要構成成分であるアミロイドpタンパク質(As)の生成及び凝集・沈着は、発

症メカニズムの中心に位置するものと推定される。これを裏付けるように家族性アルツハイマ

ー病(FAD)やアミロイドーシスを伴った遺伝性脳出血(HCHWA-D)で見い出された戸アミロイ

ド前駆体タンパク質(sAPP)の変異がAsの分泌増大や凝集の促進を誘起することが最近の研究

により示された(1・3)。そこで我々は、 sAPPの代謝と変異との関連を検討するため、 human

sAPP遺伝子を培養細胞に強制発現させるinvitroモデルの作製を試みた。

[方法]

sAPPω5 (wild 附)及び変異sAPPω5cDNAをEFl-aプロモーターの制御下で発現させるベ

クターに組み込んだ。変異sAPPω5としてはFAD或いはHCHWA-Dで見い出されたjX)in t 

mutation即ちsAPPω55町拓郎1-NL， 6-t2Y_I， 618ιQの3種を用いた。各種。APPeθ5を組み込んだベ

クターをCOS7細胞にUjX)f ed: ion法にて導入し、 48-万時間後の細胞を解析に供した。導入

sAPPω5の発現と代謝の解析はNorthernblot法、 Westerntiot法及びC5S]methioni neで代謝的

に標識した細胞タンパク質の免疫沈降法で、行った。免疫沈降には抗As'_28(Afti 28)、抗As'-IQ

(SGY2133)及び抗sAPP695C末(Ac24)の各抗体を用いた。
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摘果・考察]

導入したsAPPω5(v"jldty回)の発現は、ベクターのみを導入したcontrolに較べRNAレベルで

約5倍の上昇が見られ、更にタンパク質レベルでもsAPPω5の過剰発現が確認された。そこで3

種の変異sAPP的5を加えてCOS細胞における発現と代謝を免疫沈降法で解析した結果、 sAPP

695の発現は標識時間の長短(30分或いは16時間)にかかわらずwildlypeと変興[:¥八PP695r日jで差異

は認められなかった(Fε.1)。しかしAsの分泌はFADSwedishの家系で発見されたAsN末直前

の2つのアミノ酸の変異(sAPPω5595S拓郎1-NL)を導入した時のみ著しい増加が認められた(F巴

2) 0 FAD Swedishの変異を持つsAPPをヒトの培養細胞に発現させた場合刈3の分泌が増加する

ことは既に報告されているが、今回サル由来の培養細胞においても同様の結果が得られsAPP

代謝の普遍性が示された。このようにCOS7細胞はAs生成に関わる代謝経路を解析するのに

極めて有効であり、現在本細胞におけるsAPP的5及び変異sAPPω5の代謝を詳細に検討してい

る。

[文献]
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143髄液中tau測定によるアルツハイマー病診断の試み

降矢芳子、平井俊策*、細田健治T、佐原成彦、宇佐美美穂子、森 啓
(東京都精神分子生物、*群馬大学神経内科、 T帝人株式会社診断医療研究所)

〔要約〕 アJレツハイマー病の臨床診断は問診とCT、MRI等の画像診断に負っている。

その客観的診断基準は確立しておらず、また確定診断は死後の剖検脳を用いた神経病理学検

索によってなされ、生前診断は困難である。アルツハイマー病と鑑別すべき疾患である脳血

管性痴呆は、動脈硬化を基礎に持つことが知られており、ある程度予防は可能である。現在
痴呆患者の増加は社会的問題となりつつあり、アルツハイマー病の早期診断は重要であると

考える。今回我々はアルツハイマー病患者の髄液中のタウが、正常者および他神経疾患患者

に比し有意に増加していることをみいだした。髄液中タウの測定は、数値としての客観的評

価となりえることから、アルツハイマー病の生前の確定診断に一助に成りうると考えた。

[材料および方法]1)ヒトタウの精製:ヒト脳よりタウ蛋白を硫安分画、ホスホセルロース、

逆層系HPLCを用いた方法1)によって高度に精製し、抗原およぴ定量測定系の標準物質とし
fて用いた。

2)抗体の作成:精製したタウをウサギあるいはマウスに免疫し、各々ポリクローナル、モ

ノクローナル抗体を得た。

3)抗ヒトタウ抗体のF(ab') 2H貯標識:抗ヒト抗体を精製後、ペプシン消化を行いMBS結合さ

せ、ゲル語、過HPLC(Toso3000SW)にて精製した。またO.lMリン酸pH6.5緩衝液に溶解した田Pを
アセチJレメルカプトサクシニルアンヒドリドと反応させ、ヒドロキシアミンで未反応基をブ

ロックしたのち両者を混合し、 HRP標識した抗ヒトタウ抗体のF(ab')2を得た。
4)サンドウイッチ法によるタウの定量:ポリスチレンに抗ヒトタウ抗体を吸着させたのち、

1日SAにてブロックを行い、 0-5ng/mlに希釈した標準物質のタウあるいはヒト髄液を4"Cで一

晩結合させた。タウをサンドウイッチしたHRP標識した抗ヒトタウ抗体のF(ab' ) 2をテトラメ
チルベンジジン発色させ、 O.lNH2S04にて反応停止後、 0D450を測定した。

5)髄液:症状およぴ各種検査により臨床的に診断された各種神経疾患患者および神経疾患

を除外された対照者から腰椎穿刺により髄液を採取し、測定まで-80'Cにて凍結保存した。

[結果]ヒトタウを抗原として得られたポリクローナjレ抗体のエピトープを図1に示す。こ

の部位はタウの最も壊れにくい部分であり、プロテアーゼ等の存在する髄液中のタウを測定

することに適している。 0-5ng/mlに希釈した標準物質のタウの測定により得られた標準直線
(図2) をもとにして髄液中のタウ濃度を求め、図3に示した。アルツハイマー病患者(以下

AD)では対照者および髄膜炎、パーキンソン病患者に比し髄液中タウが有意に増加している
ことが京された。 1例ではあるが一酸化炭素中毒患者では非常な高値を示した。

[考察]AD脳の病理学所見には大脳皮質の広汎な神経細胞脱落と萎縮があり、特徴的な異常

蓄積物質としてはPHFおよび戸アミロイド蛋白が認められる。この両者は正常老人脳を始め

として各種神経疾患において認められるが、 PHFは直接細胞死との関連を示すものと考えら
れている。 PHFの主要構成成分はタウであり、髄液中のタウを測定することは重要であると

考える。

タウは分子量45-55kDの神経細胞に特異的な微小管結合蛋白である。このため髄液中のタ
ウ値は神経細胞由来のものを測定していると考えてよい。これは血液脳関門が破壊されてい

る髄膜炎において特に高値を示さないことからも理解される。 AD患者髄液においてタウが高
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値を示したことは、広範な神経細胞死により神経細胞内のタウが髄液中に流出したためと考

えられる。同様にPHFを認める神経変性疾患であるパーキンソン病患者では対照群と大差な

い値を示したことはパーキンソン病の病巣が黒質、線状体等のごく狭い範囲に局在している

ためと考えられた。急性の広範な神経細胞障害をきたす一酸化炭素中毒患者で非常な高値を

示したことからも、タウが神経細胞死を反映すると考えられた。または慢性的に進行する疾

患であり、髄液中のタウが患者で高値を示すことは、 AD脳において神経細胞が'慢性進行的に

壊れ続けていることを示している。
現在、病的蛋白として，AD患者髄液中の可溶性異常リン酸化タウ (A68)やアミロイド戸蛋白
を測定するということも検討されている。 A68の場合は髄液中のホスファターゼやプロテア
ーゼの存在により、抗体のエピトープによっては異常リン酸化を認識するのは困難であるこ

とが報告されている 2)。アミロイドF蛋白に関しては、最近、早発AD性患者髄液中の可溶
性アミロイドFが対照者に比し増加しているということが発表された3) 。髄液中のタウは
神経細胞死を反映するものであり疾患特異性は高くないが、痴呆を呈する疾患の鑑別には、

各種検査による除外診断を行った上で、補助診断として有用であると考えた。髄液中タウの
絶対値を数値として客観化しえたことも、最近の知見2) とともに新たな展開になりうると

期待される。

また、髄液はアルブミンをはじめとする各種蛋白に富むため、微量蛋白は髄液を濃縮する

などの行程を経ねばならず臨床現場でのルーチン化は困難であった。今回我々はサンドウイ

ツチ法を用いることにより、微量である髄液中タウの定量を前処理なしに鋭敏かワ正確に、

しかも多くのサンプルを簡便に測定することができたことも、臨床現場における診断法とし

て有用であると考えた。
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144 ~ーアミロイド蛋白脳室内持続投与によるアルツハイマー型痴呆モデル動物の作製
一加齢および神経成長因子との関係ー

新田喜美、鍋島俊隆

(名古屋大学医学部医療薬学・附属病院薬剤部)

〔要約〕 アルツハイマー型痴呆患者脳には、 pーアミロイド蛋白の沈着が観察されている。我々
は、すでに、合成トアミロイド蛋白(1-40)をラット脳室内に持続的に注入することにより学習記

憶能力およびコリン作動性神経系に障害が観察されることを報告している。本研究では、同モ

デル動物を用いてPーアミロイド蛋白と加齢および神経成長因子との関係について検討した。。
ーアミロイド蛋白を 2週間注入後、 8週齢のラットでは、海馬のコリンアセチルトランスフエラ

ーゼ活性が減少し、前頭葉皮質の神経成長因子含量が増加した。一方、 20週齢および24カ月齢

のラットでは、脳各部位において両者とも変化がなかった。これらの実験結果から、 invivoでの

Pーアミロイド蛋白の障害作用は、加齢の影響を受け、神経成長因子の合成調節機構にも関与し
ていることが示唆された。

高齢化社会を迎え、老年期痴呆患者が急増し社会的に深刻な問題になりつつある。特に、ア

ルツハイマー型痴呆は、現在、発症の機序が不明で有効な治療法もなく、原因解明や治療法の

確立は緊急を要する重要課題の 1つとなっている。我々は、-ラットの脳室内へPーアミロイド蛋
白(1-40)を1週間持続注入後、水迷路学習および受動的回避反応試験法において学習記憶能力が

低下し、皮質および海馬のコリンアセチルトランスフエラーゼ活性が有意に減少すること、さ

らに注入後2週間目に海馬細胞が変性することを、すでに、報告している(5、7)。これら

の実験結果は、アルツハイマー型痴呆モデル動物の開発に結びつくと考えられる。一方、神経

成長因子は、脳内コリン作動性神経の栄養因子として知られているが、アルツハイマー型痴呆

の患者での機構については、よく分かつていない。そこで、本研究では、 Pーアミロイド蛋白の
コリン作動性神経系への障害作用が加齢によりどのように変化するのか、および、その際、脳

内神経成長因子含量が変化するのかどうかについて検討した。

[実験方法]実験には、 8週齢、 20週齢および24カ月齢の雄性ラットを用いた。 1群の動物は、

5匹とした。アミロイド蛋白(1-40:Bachem， Ca)を35%アセトニトリルおよび0.1%トリフJレオロ

酢酸に溶解し、 1日あたりの、注入量が3∞pmoleになるようにミニ浸透圧ポンプ(11.52:!:0.4 8μ1 
/day)を用いてラット脳室内に持続注入した(7)。ポンプ埋め込み手術時は、ペントパルピタ

ール麻酔下で行なった。 2週間の持続注入の後断頭し、脳分割後、コリンアセチJレトランスフム

ラーゼ (3)およびコリンエステラーゼ活性(1)、ならびに神経成長因子含量(4 )を測定

した。

{実験結果18週齢のラットではコリンアセチルトランスフエラーゼ活性が海馬で有意に減少
した(Fig.l)。しかし、 20週および24カ月齢のラット脳では変化がなかった。また、他の脳部位

(前頭および頭頂葉皮質、線条体)では、アミロイド注入群と溶媒注入群の聞に差は観察され

なかった。コリンエステラーゼ活性は、いずれの週齢群においても脳各部位でアミロイド蛋白

注入による変化は観察されなかった。一方、神経成長因子含量は、 8週齢のラットでは前頭葉

皮質において有意に増加したが、他の週齢では全ての脳部位において変化がなかった(Fig.2)。
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[考察!神経成長因子は中枢ではコリン作動性神経系の栄養因子として働いていることが知

られている。アルツハイマー型痴呆患者脳では、コリン作動性神経系に障害が観察されること

から、同症と神経成長因子の関連が注目されている。我々は、ラットの脳に損傷を与えること

により脳内神経成長因子含量が増加することを報告している(2、6)。本実験から、 Pーアミ
ロイド蛋白による揮害においても、神経成長因子含量が上昇することが明らかとなった。またN

神経成長因子含量が上昇する頭頂葉皮質ではアセチルコリントランスフエラーゼ活性が溶媒群

のレベルに保たれること、神経成長因子のレベルが増加しない海馬では、コリンアセチルトラ

ンスフエラーゼ活性が低下することが明らかとなった。

老化における脳機能の変化については、明らかにされていないことが多い。 Pーアミロイド蛋
白によるコリン作動性神経系の障害は、若齢ラットにおいてのみ発現することが明らかとなっ

た。この実験結果は、老齢ラット脳ではアミロイド蛋白の毒性に対して何らかの防御機構が存

在することが考えられるが、今後詳細な検討が必要と思われる。

[参考文献]

(1) Ellm加， G. L.， Courtney， K. D. Andres， Jr. V. A. and Featherstone， R.M. (1961) Biochem. Pharmacolユ2
88-95 

(2) Nitta， A.， Furukawa， Y.， Hayashi， K.， Hiramalsu， M.， Kameyama， T.， Hasegawa， T.and Nabeshima， T. 

(1992) Neurosci. Lett .-1主ι152・156
(3) Nitta， A.， Hayashi， K.， Hasegawa， T. and Nabeshima， T. (1993) J.NeuraJ Transm [G-sect.] 93， 37-46 

(4) Nitta， A.， Hasegawa， T. and Nabeshima， T. (1993) Neurosci. Lett.-1互1.219・222
(5)新田淳美、福田穏男、西村京子、伊東亜紀雄、長谷川高明、鍋島俊隆 (1994)第24回日本神経精神

薬理学会年会発表要旨集、印刷中

(6) Nitta， A.， Furukawa， Y.， Hayashi， K.， Hasegawa， T. and Nabeshima， T. (1994) Biol. Pharm. Bull.JL 34-38 

(7) Nitta， A.， ltoh， A.， Hasegawa， T. and Nabeshima， T. (1994) Neurosci. Lett. 170， 63-66 
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145 アルツハイマー病アミロイドのAs蛋白以外の構成成分

NACの前駆体蛋白質の組織依存的alternativesplicing 

上田健治、森 啓

東京都精神医学総合研究所・分子生物学研究部門

〔要約〕 最近アルツハイマー病(AD)アミロイドに未知の構成成分NACが存在することが示され、その

前駆体蛋白質(NACP)のcDNAがクローニングされた。今回、 alternativesplicingによって生じたと思われ

るアイソフォーム型NACPcDNAがクローニングされた。このcDNAは112アミノ酸をコードしており、

先にクローニングされたNAσcDNAの84ヌクレオチド (28アミノ酸)が欠損していた。 RT-PCRによる

解析から、この2種類のNACPmRNAは共に胎児脳と成人脳に存在するが、長鎖型の方が短鎖型よりも

多量に発現していた。 Nonhern blo1解析から、この 2種類のNACPアイソフォームは組織依存的に

al1erna1ive splicingされて発現していることが示唆された。

[緒言] 精製ADアミロイドから生化学的に分離同定され、免疫組織化学的にアミロイド繊維上に局

在が示されたNAC(Non-AsComponent)は、 cDNAクローニングにより 140アミノ酸をコードする前駆体蛋

白質(NACP)の存在が予測され、 19kDa蛋白質として検出された(1)。今回我々は、ヒト胎児)J必cDNA

libraryからal1erna1ive splicingにより生じたと思われる1096bpのNACPアイソフォームcDNAをクローニン

グし、その組織特異的発現様式を検討した。

[方法 cDNAクローニング:PCRにより NAσcDNAの一部を増幅しプロープとして用い、ヒト胎児

脳cDNA libr明をスクリーニングした(1)0 RT-PCR :ヒトpoly(A)+RNAはClon1echから購入した。胎児

脳(#6525-1，lot35301)、成人脳(#6516-1，lot35291)、胎児姉(#6528-1，10ρY086)、成人Jl市(#6524-1，(0134401)。

逆転写反応にはr加 domhexamersをprimerとして用い、 PCRprimersは2種類のNACPアイソフォームをそ

れぞれ特異的に増幅するようにデザインした(Fig.IB)o ~or1hern blot解析:ヒト Mul1ipl巴 Tissuc

Northem (MTN) blo1はClontechより購入した(#7760-1，lot32409)084-bp inscr1 cDNAのみをPCRにより増幅

し特異プロープとして用いた。

[結果と考察 NACPアイソフォームcDNA:ヒト胎児脳cDNAlibraryから得られたクローンHFBI-3は、

塩基配列決定の結果、先にクローニングされたNACPcDNAHBS6-1 (1)のnt#40と1214の二つのEcoRI部位

問に相当するが、 coding配列中の一部が欠損していることが判明した(Fig.IA)。欠損部位はnt#357から

440の84bpであり、その結果アミノ酸残基#102のK(AAG)はスプライス後も保存され、従って#103のNか

ら#130のEまでの28アミノ酸残基が欠損した短鎖型NAσアイソフォーム別ACPI12)が形成されることに

なる。 R工主CR:NAC恥DNAHFBI-3は胎児脳cDNAlibrヨryから得られたことから、このアイソフォー

ムNACP1l2は胎児特異型である可能性があり、この点をRT-PCRにより検討した。三つの組み合わせの

prime尽はそれぞれ一つのアイソフォームのみを増幅するようにデザインされた(Fig.lB)。即ち、 CI-Tは

ms巴r1のない場合にのみ働き306bpのcDNAを産成し、 CI-FNlはmscnのある場合にのみ370bpの産物を増幅

する(Fig.IC)。このことはcDNAクローンHBS6・I(刊日記れ)とHFBI-3(一inscrt)を用いて確かめられた(Fig.2，

lanes5，6&7，8)0 RT-PCRの結果、 -inscr1型は胎児と成人組織両方に検出された(Figムlancs1-3)。成人別jに

は検出されなかったが(Fig.2，lanc4)、検出レベル以下に発現している可能性はある。一方+mscn型も胎児

と成人両組織に検出され(Fig工lancs9-12)、明らかに+insen型の方が多量に発現していると忠われる。

Northern blot解析:84-bp insert cDNAを特異プロープとして、ヒト各来世議由来のNorthcrnblotを解析し

たところ、+Insert型は脳だけでなく、骨格筋にも比較的多量に発現していることが判明した(Fig.3.

lancs2&6)。又、新たに6.6kbの1ranscrip1が骨格筋と心臓に弱〈検出された(Fig.3.lancs 1&6)。これはもう一



つのalternativesplicingの可能性を示唆するが、このプローブと強い相同性を有する袋白質ファミリーと

のcross-hybridizationである可能性もある。何故ならばNAσはTorpedoとratより同定された神経特異蛋白

質synucleinのヒト型であるらしいことが最近報告され(2)、蛋白質ファミリーを形成することが見出され

たからである O

いずれにせよこの二つのNACPアイソフォームは脳で最も多量に発現しており、その機能とアミロイ

ド形成の関係は今後の検討課題である。

[謝辞]本研究のー在日は斉藤綱別博士(UCSD)とのj七f;iJ研究でわわれた。

[文献J1 Ueda， K.， et a/. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 90: 11282-11286 2. Jakes， R.， eta/.(1994) FEBS 
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146 大脳白質に存在するアミロイドβ蛋白前駆体およびそのC端断片の
解析

徳田隆彦、亀奇富由樹、田中喜久子、*池田修一、

東京都精神医学総合研究所・分子生物、合信州大学・第三内科

〔要約〕
ダウン症患者および正常対照者の大脳白質からアミロイド前駆体蛋白(APP)およ

びそれに由来する成分を系統的に分離精製して、化学分析を行い、ヒトの脳内におけ

るAPPの分解代謝過程を検討した。被検脳の大脳皮質および白質をTris緩衝液可溶画分

(TB)およびTrisrrriton緩衝液可溶画分σBrr)に分画した。 TB画分からは分子量93-123

kDaの分泌型APP、TB庁画分からは分子量12-16kDaのC端断片および110・140kDaの膜

結合型APPが得られた。大脳白質から分離精製した分泌型APPおよびC端断片には、大

脳皮質の場合と同様に、通常のα-secretaseによるプロセシングとは異なる部位で切断

されているisoformカf存在し、 APPの分泌経路においてアミ口イド原性のあるC端断片

が生じていることが示峻された。

<目的>

脳アミロイドの主な構成成分であるアミ口イドβ蛋白(Aβ)は、その前駆体蛋白(APP)

から生じるが、 APPの代謝過程およびAβの生成機序は不明のままである。我々はこの

生成機序の解明のために、大脳皮質に存在するAPPおよびそれに由来する成分の系統

的な分離精製、化学分析を行い、ヒトの脳内ではどのようなAPPの分解代謝が起こっ

ているのかを検討してきた。本年度は、大脳白質に存在する種々のAPPisoformおよび

C端断片の解析を行ったので報告する。

<方法>

ダウン症候群患者および正常対照者の大脳皮質および白質を9倍量の1OmM Tris/O.2M 

NaCI緩衝液で、homogenizeし、 47，000xgで・遠心した上清(TB画分)と、この沈殿を

1 OmM Tris/0.2M NaCI/0.5% Triton-X1 00緩衝液で‘homogenizeし、 47，000xgで遠心した

上清(TBrr可溶画分)とに分画した。それぞれの画分から、 Affigel-heparin、イオン交換

クロマトグラフィ一等によりAPPおよびそれに由来する成分を精製し、以下のAPPの

各部分に対する抗体(2)を用いたimmunoblotting、N末端アミノ酸配列分析等の解析を

行った。用いた抗体:抗T97抗体(APP-69518-38残基)、抗R98抗体(APP-770325-337)、

抗R36抗体(APP-695527・540)、抗Z31抗体(APP-695577・596、群大医、山口晴保博士

より供与していただいた)、抗757抗体(Aβ1・10)、抗R37抗体(APP-695681-695) 

<結果と考察>

被検脳の大脳白質から得たTBのへパリン結合画分からイオン交換ク口マトグラフィー

によって93・123kDaの分泌型APPを精製した(図1)0TB汀のヘパリン結合画分からはイ

オン交換クロマトグラフィーによって110-140kDaの膜結合型APPを、ヘパリン非結合

画分から逆相クロマトグラフィーにより 12-16kDaのC端断片を精製した(図2)。正常者、

アルツハイマー病患者およびダウン症候群患者の大脳皮質の解析で得られた結果(1，3，4)

と同様に、大脳白質に由来する分法型APPおよびC端断片の解析からは、一部のAPP
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(APP695由来)では、通常のα-secretaseによるプロセシングとは異なり、完全なAβ配

列を含むアミ口イド原性C端断片が生じていた(図1)。大脳白質にアミ口イド原性C端断

片が存在することは、ヒト脳でAPPが輸送され分泌される経路においてアミロイド原

性C末端およびAβが生じる可能性を示唆すると考えられた(5)。

<文献>

1. Allsop 0.， Kennedy H.E. & Kametani F目 (1993)Alzheimer's disease: Advances in 

clinical and basic research， pp.421-429 

2. Ishii T.， Kametani F.， Haga S. & Sato M. (1989) Neuropathol. Appl. Neurobiol. 15， 

135・147.

3. Kametani F.， Tanaka K.， Ishii T.， Ikeda S.， Kennedy H.E. & Allsop O. (1993) 

Biochem. Biophys. Res. Commun. 191， 392-398 

4. Kennedy H.， Kametani F. & Allsop O. (1992) Neurodegeration 1， 59-64 

5. Tokuda T.， Tanaka K.， Kametani F.， Ikeda S. & Yanagisawa N. Neurosci. Lett. (in 
press) 
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147 アルツハイマー病・病態モデル:レセルピン投与ラット海馬におけるアミ口イ
ド前駆体蛋白代謝

小町裕志司柳還勝彦¥白崎康文ぺ宮武正柑

(東京医科歯科大学・医・神経内科東京大学・医・脳研・脳病理，

梓第一製薬探索二研司時都臨床研)

〔要約〕 アルツハイマー病脳の海馬膜画分においてはPKC(s)の免疫反応性の低下が報告され，

また司アミロイド前駆体重白(APP)の代謝がPKCの活性化により影響を受けることが示されてい

る.さらに司アルツハイマー病脳においては.青斑核の神経細胞の脱落が知られている.すでに司

我々はレセルピン投与ラット脳海馬膜画分でのPKC(s)の減少を報告した.今回.レセルピン投

与ラット海馬可溶性画分での可溶性APPの減少を認めた.以上より.アルツハイマー病脳におけ

る上行性モノアミンの障害に起因する PKC細胞内局在の変化が. A PPの異常代謝を引き起こして

いる可能性が考えられる.

目的:プロテインキナーゼC (PKC) は脳に高濃度に存在し 1‘記憶形成との関連で注目される.

アルツハイマー病脳の海馬膜画分においてはPKC (s )の免疫反応牲の低下が報告されまた.ア

ミロイド前駆体霊白(APP)の代謝がPKCの活性化により影響を受けることが示されているすで

に、我々はレセルピン投与ラット脳海馬膜画分での PKC(s)の減少を報告した今回.レセルピ

ン投与ラット脳におけるAPPの変化について検討した.

方法:体重約200!l Wi star雄ラットを用いた.レセルピン腹腔内単回投与群は. 5m!l/k!lを腹腔

内投与しー 6時間後にハロセン麻酔下に断頭.海馬および線条体を摘出した.対照群には.

vehicleを腹腔内投与した.また司レセルピン経口投与群は.レセルピン100m!l/k!l含有する飼料

を4週間自由摂取させ.最終日に海馬を摘出した.それぞれの摘出試料の約40m!lを phosp hate 

buffered saline (pH7. 4)500μlでホモジナイズし. 100， 000!l. 30分間遠心しー可溶性APP(APPs)

を含む可溶性画分と膜函分とを得た.膜画分は. O. 5%Tri ton-X 100， phosphate buffered saline-

緩衝液(pH7.4)500μlで懸濁し喝同条件で再度.遠心分離してー fu11-1 en!lth のAPPを含む上清

を得た.それぞれの函分について. DEAE Sepharoseイオン交換カラムにて部分的に精製した後、

Western b 1 otを行い. APPのN末側およびC末側に対する抗体(東京大学脳研井原康夫教授提供)

を用いて免疫染色を施行し司デンシトメータにて定量的検討を行った.

結果:レセルピン腹腔内単回投与ラットの可溶性画分ではAPPs は対照ラットに比して減少傾向

を示し.また，膜函分ではfull-length APPは対照ラットに比して増加傾向を示した(図 1).可

溶性画分のAP P sの定量的解析結果では.レセルピン腹腔内単回投与で. AP P sの免疫反応性は.

海馬での有意な減少を認めたが司線条体では変化を認めなかった(図2A).レセルピン経口投与

においても宅 APPsの免疫反応性は.海馬の可溶性画分で有意な減少を示した(図28). 

考察 Masliahらはアルツハイマー病脳の海馬膜画分において. PKC(α)とPKC (s )の免疫反応性

の低下を報告したアルツハイマー病脳においては，青斑核の神経細胞の脱落が知られている

6. 7 我々は.既に，レセルピン投与ラットの海馬においてのみPKC(s)の免疫反応性が.その膜

画分では有意に減少し司細胞質商分では有意に増加することを報告した今回の実験で.レセ

ルピン投与によってPKC(s)の変動を認めた海馬において. A P Pの代謝が変化していることが明ら

かとなった.これらの結果から.アルツハイマー病脳における上行性モノアミンの障害に起因す

るPKC細胞内局在の変化ヵヘ APPの異常代謝を引き起こしている可能性が考えられる.



329 

a b 

gγ..伊
gき

116K-肋慣 'APP
84K-

‘・・・‘

• 
C R C R 
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図2Quantitative analysis of immunoblots for APPs in the cytosolic fractions 
Rats were reserpinized by single intraperitoneal injection (A) or peroral administration 

for4 weeks (B). 
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148 アミロイド前駆体蛋白の糖鎖構造に関する検討

〔要約〕

斉藤史明、柳津勝彦・、谷昭義"、宮武正…

(東京医科歯科大学・医・神経内科、東京大学・医・脳研・脳病理に

武田薬品開缶第 l研究所"、東京都臨床研"つ

近年、糖蛋白のプロセッシングにおいてその糖鎖構造が重要な役割を担っているとの知

見が集積されつつある。そこで我々はアミロイド前駆体蛋白 (APP)の糖鎖構造を明らか

にすることを目的として、 APPに対するレクチン染色を施行し、そのN結合型糖鎖の構造

を検討した。 APP751遺伝子をtransfectしたC6ラットグリオーマ細胞の培養上清中の可溶性

APP (APPs) を精製し、 SDS-PAGEの後、 lectinblotを行った。 125kDに認められるAPPsの

bandはDSA、LCA、PHA-E4、RCA60、RCA120、SSA、UEA-Iの各レクチンに対して反応を示

した。一方、 Con-A、PHA-L4、MAMに対する反応は認められなかった。これらの結果から

APPsのN-結合型糖鎖はbisectin広GlcNAcを有する 3本鎖以上の分岐をもっ複合型糖鎖で、還

元末端のNアセチルグルコサミンにフコースがαl→ 6結合を、非還元末端にはpガラクトー
スにシアル酸がα2→ 6結合、あるいはフコースがα1→ 2結合する構造を有することが推

測された。

[目的]アルツハイマー病脳に沈着する戸アミロイドタンパク (As)はAPPからの切り出し

により生じるが、その詳細な機序に関しては未だ不明である。 APPのプロセッシングにはA

Pドメイン内で切断を受けて細胞外へ分泌されるsecretorypathwayと、一度細胞表面に発現
されたAPPが再び細胞内へ取り込まれlysosom巴へと運ばれるendosomal-lysosomalpathwayと

が知られている(1)。一方、 APPは2ヶ所のN-結合型糖鎖結合可能部位を持つ糖蛋白であり

位)、我々は本学会でAPPのN結合型糖鎖がAPPの細胞外への分泌に影響を及ぼす可能性があ

ることを報告した制。そこで今回我々はAPPの糖鎖構造を明らかにすることを目的として、

培養上清中のAPPsをglycanase処理の後Westernblotで検討するとともに、 APPsを精製し、

lectin blot により N結合型糖鎖の構造を検討した。

[方法]APP751遺伝子をtransfectしたC6グリオーマ細胞の培養上清をN-glycanase(Oxfor d 

glycosystem)、endo-s -N-acetylglucosaminidase H(Endo-H.Sigma)、neuraminidase(Sigma)および

Gε1 ycanas e( Genzym e)で処理した後、分子量の変化をAPPのN末端に対する抗体保京大学脳

研病理 井原康夫教授提供)を用いてWestern blodこより検討した。一方培養上清中のAPPs

をDEAESepharose FY、Superdex200問、 MonoQ、ProRPCおよび~SMART μRPC (以上

Pharmacia)の各カラムを順次用いて精製した。精製したAPPsはSDS-PAGEののちbiotin標識

レクチン、 concanavalinA(Con A)、lentillectin(LCA)、Daturastramonium agglutinin(DSA)、

phytohemagglutinin E4(PHA-E4h phytohemagglutinin L4(PHA-L4h Ulex europaeus a広広lutinin

I(UEA-I)、 Ricinus communis aεglutinin 60(RCA 60h Ricinus communis agglutinin 120 
(RCAI20 h Sambucus siebolldiana a昭 lutinin(SSA)、Maackia amurens lectin(MAM) (以上

Honen)によるlectin blotを行ない、 ECLにより検出した。また、 RC¥60、RCA120、SSA、

UEA-IについてはN-glycanas巴による処理の後に再度lectinblotを行なった。

[結果]C6グリオーマの培養上清中には125kDにAPPsのbandが認められた。このbandはN-

glycanase処理により約4kD、neuraminidase処理により約15kD、neuraminidase処理に引き続

くO-glyc anase処理により約 19k D5j~子量が減少したが、 Endo-Hで、は明らかな分子量の変化は

認められなかった(Fig.1)。一方、 APPsは精製後125kDに加えて98kD(こbandが認められるよ

うになったが、両bandともに吸収抗体で免疫反応性は消失したc 精製したAPPsの1ec ti n 

blotで、は、 DSA、LCA、PHA-E4、RCA60、RCA120、SSAおよびUEλ ーIに対する反応が認めら



れたが、 Con.A、PHA.L4、MAMに対する反応は認められなかった。また、 APPsをN.

glycanase処理後にRCA60' RCA120、SSA、UEA.!によるいはin blotを行なったところ、これ

らlectinに対する APPのS反応性は消失した(Fig.2)。

[考察]C6グリオーマの培養上清中のAPPsはヒト脳脊髄液中のAPPsと同様に刷、 N結合型

糖鎖、 0結合型糖鎖両者の糖鎖付加を受けていることが示された。また、 Endo'H処理後に

明らかな分子量の低下が認められないことから、 N.結子子刑糖鎖は夜合fr.~J*府鎖である可能件:

が示された。~}j'、 lectill blot.の結果からAPPsのN結合型糖鎖はbisectillgGlcNAcを有する

3本鎖以上の分岐をもヮ複合型糖鎖で、還元末端のNアセチルグルコサミンにフコースがα-

l→ 6結合を、非還元末端には戸ガラクトースにシアル酸がα2→ 6結合、あるいはフコー

スがαl→ 2結合している構造を有することが推測された。

[文献](1) Haass， c.， Koo， E. H.， Mellon， A.， Hung， A. Y. & Selkoe， D. J.， Nature， 357 (1992) 

500・503.(2) Pahlsson， P.， Shakin'Eshleman， S.，H.， & Spitalnic， S.， L.， Biochem. Biophys. Res 
Commun. 189 (1992) 1667.1673. (3) Saito， F.， Yanagisawa， K.， & Miyatake， T.， Mol. Brain 

Res.， 19 (1993) 171.174. (4)斉藤史明、柳津勝彦、谷昭義、宮武正、神経化学 32、

(1993)498'499. 
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149 ヒト眼組織における蛋白カルボキシメチル
イヒ語孝素の遺伝子発現

児玉俊夫、鳥飼治彦ヘ武田良平毒事、溝淵睦彦H 、四宮博人口事、大橋裕一

(愛媛大学眼科学、写愛媛労災病院眼科、 H 愛媛大学精神神経医学、奪事事愛媛大学細菌学)

〔要約〕

ヒト眼組織におけるIsoaspartylProtein Carboxyl Methyltransferase (以下PIMTと略す)の

分布および白内障化に伴う変化について11削Aの発現を指標として検討した。ヒト正常眼組織にお

いて、 RT-PCR(Reverse Transcribed-Polymerase Chain Reaction)法では水晶体上皮および網膜

に本酵素の遺伝子発現が認められ、 Southernblot法によりPIMTのcDNAの一部と確認した。各眼組

織におけるPIMTのmRNA量をNorthernblot法で分析したところ、水晶体上皮とわずかに網膜に検出

された。正常水晶体と白内障の耐NA量を比較すると、白内樟水晶体で耐NA量が有意に減少してい

た。老化蛋白修復機能を持っと考えられている目前の遺伝子発現量が白内障で減少していたこと

より、水晶体の透明性維持に本酵素が関与していることが推測される。

〔はじめに〕

細胞内の蛋白質は、老化にともなってL型アミノ酸が立体異性体、即ちD型アミノ酸を生じるラ

セミ化、脱アミド化およびs-アイソマー化などによって本来の機能を失う(1)。ヒト眼組織にお

いても、水晶体で加齢や白内障化によりDーアスパラギン酸が増加することが報告されている(2)。

カルボキシメチル化酵素は、これらの異常アミノ酸の処理機構に関与していると想定されている。

目前はDアスパラギンとL-イソアスパラギン酸残基のs-カルボキシル基をメチル化する酵素で、

メチル化された蛋白質は脱メチル化されて正常な蛋白質にもどる。そのため、本酵素は老化蛋白

質を修復するうえで重要である(1)。我々はヒト正常眼組織と白内障水晶体における目前の遺伝子

発現を調べ、本酵素の機能を検討した。

〔方法〕

すべての角膜提供者や家族に説明と同意を得た。摘出した眼球より分離した虹彩、毛様体、水

晶体、脈絡膜および網膜と、手術により得た白内障水晶体を試料とした。各試料より全問Aを

Chomczynskiらの方法(3)で抽出し、逆転写酵素を用いてcDNAを得て、 PCRを行った。 PCR産物の確

認としてSouthernblot法を行った。プロ ブに用いたcDNA部位(146bp)は報告されている配列(4)

をもとに、他のメチル化酵素と共通なドメイン部分を避けて選んだ。 PCRの条件、 Northernblot 

法やプロ ブラベリング法は既報に従った(5，6)0Northern blot法のオ トラジオグラフイーの

結果は、バイオイメージアナライザー(BAS1000)により解析した。

〔結果と考察〕

町一児R法で水晶体上皮と網膜でPI町のcDNMこ相当するサイズ560bpの増幅物を確認した(図1-A)。

Southern blot法でも町一同R法の結果と同様に、水晶体上皮と網膜にのみバンドが得られたので、

このPCR産物はPIMTのcDNAの一部と確認できた(図1-B)。各限組織のRNA量をNorthernblot法で

解析したところ、水晶体上皮とわずかに網膜に遺伝子の発現がみられた(図2)。白内障水晶体は

正常水晶体に比較するとPIMTのRNA量は有意に (Pく0.01)減少していた(図3)。以上より、白内

障や老人性黄斑変性症の病因とも考えられる老化蛋白質を修復する機能を水晶体と網膜が有して

いる可能性や、白内障で本遺伝子発現が減少していたことより、水晶体ではその透明性維持に本

酵素が関与している可能性が示唆された。
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(図1)ヒト眼組織におけるPIMTの遺伝子発現

bPA:PCR産物のアガロース電気泳動図

B : PCR施行後のSouthernb10t分析

間:Molecular阻 rker，1.Cornea， 2. Lens epithe1ium， 
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(図2)各眼組織におけるPIMTのNorthernblot分析

しRetina，2.Choroid， 3. Iris， 4.Ciliary body， 

5.Cornea， 6.Decapsu1ated lens(norma1)， 

7.Lens epithelium(cataract)，8. Lens epithelium(norma1) 
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(図3)正常水晶体と白内障水晶体

におけるRNAレベルの変化

グラフは平均±標準偏差を示す
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150 メタンフェタミン慢性投与ラットにおけるチロシン水酸化
酵素 mRNAレベルの検討

石丸昌彦、橋本隆紀¥小幡邦彦“、深間内文彦

(東京医科歯科大学難治疾患研・プロジェクト研究室、 *1青瀬病院、“生理学研究所・神経化学)

〔要約〕
MAP (5 mg/kg， i.p.)慢性投与ラットの脳組織におけるチロシン水酸化酵素 (TH)の転写レベルを、

in situ hybridizatio日および Northernblot analysisによって検討した。 insit口hybridizationの結果、 TH

mRNAシグナルは中脳領域に限局して認められ、 MAP投与群では生食対照群に比較して顕著な滅少傾

向が認められた。またNorthernblot analysisの結果、 MAP投与群の中脳サンプルにおけるTHmRNAは、

生食対照群に比較して約37%の滅少を示した (p=O.053)。以上の結果は、中等量MAPの慢性投与に

よってTHの転写が低下傾向を示すことを示唆しており、 MAPによる異常行動や逆耐性現象、神経毒

性などとの関連において興味深い所見である。

[序言]

メタンフェタミン (MAP) を始めとするアンフェタミン類の生体に対する効果は、用量に応じて異

なった様相を示す。すなわち、低用量では移所行動の増加や常同行動などの異常行動が見られ、かっ

MAP反復投与によって逐次増強する(逆耐性現象)。これらの異常行動および逆耐性現象はドーパミ

ン神経伝達の活性化によるものと考えられ、これを支持する所見としてカテコラミン代謝の律速段階

酵素であるチロシン水酸化酵素 (TH)の、辺縁系での活性上昇を示唆する報告がある (1) 0 一方、

高用量のアンフェタミン類を反復ないし持続投与すると黒質線条体ドーパミン・ニューロンに対する

毒性が顕著に現われ、線条体のTH活性は低下することが知られている (2，3)。そこでアンフェタミ

ン類、がTHに及ぼす影響をより詳しく検討するため、 MAP中等量 (5mg/kg)を慢性投与したラットの

脳組織を用い、白 situhybridizationおよびNorthernblot analysisによってTHmRNAレベルを測定した。

[方法]

生後7週齢のSprague.Dawley系雄性ラットを 1週間ハンドリングの後、 MAP(5 mg/kg/ml i.p.)また

は生理食塩水を14日間連日投与した。各回投与後に行動を観察し、 DoughertyとEllinwood(4) の異

常行動評価尺度に従って評価した。投与終了後、 1週間の休薬期間後に断頭屠殺。 insitu h}廿 idization

では、断頭後速やかに全脳を摘出しドライアイス粉末中で凍結、 -20
0

Cのクライオスタット内で12μ

m厚のI:)J片を作製。 THのcDNAを鋳型とする invitro transcription i:去によってジゴキシゲニン UTPを

取り込ませて作製した、非放射'性RT41プロープを用いてハイプリダイズさせ、抗ジゴキシゲニン抗体

アルカリフォスファターゼによる発色反応でシグナルを検出した。 Northernhybridization法(各 n=7)

では、断頭後速やかに中脳腹側を切り出しAGPC法(5)によってRNAを抽出、アガロース・ゲル電気泳

動で分離した後、ナイロン・フィルター上にキャピラリー・トランスファーし、 THのcDNAを鋳型と

するランダム・プライムJ去によって作製した"p標識DNAフ。ローブを用いてハイブリダイズさせ、 X線

フィルムに12週間感光させた。得られたシグナルをデンシトメーターで定量化した後、 t検定によっ

て統計学的比較を行った。
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[結果]

MAP投与群は各回投与後に常同行動を主体とする異常行動を示し、投与反復とともに異常行動は増

強した o 1刀 situhybridizationの結果、 THmRNAシグナルはドーパミン系の細胞体が局在する中脳の黒

質・腹側披蓋野に限局して認められ、 MAP投与群では生食対照群と比較して明らかな減少傾向を示し

(図lλb)。これを定量的に確認するため中脳腹側組織からRNAを抽出してNorthernblot analysis た

を行ったがUf!:、M八ド併のTlllIll<N八シグナルはり二食対照群と比l絞して約37%の低卜をぶしたが、統計
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学的に有意ではなかった (p=O.053，図 2)

a. 

b. 

O 

Saline MAP 

(n=7) (n=7) 

図2.Northern blot analysis 

(mean士SEM)

In situ hybridization (中脳水平断)

a.生食対照 b.MAP投与動物

図1. 

[考察]

本研究の用量域と投与スケジ、ュールでは通常MAPは逆耐性現象を惹起するものとされ、本実験でも

異常行動の逐次増強が認められた。同じ用量域のMAP反復投与 (MAP 6 mg/旬、 14日間)で、 Toru

(1)、逆耐性現象におけるドーパミン過活動の機序らは中脳辺縁系のTHのVmax増大を報告しており

しかしながら本研究の結果、 THのmRNAレベルは、 MAP反復投与としてTHの活性元進が想定される。

によってむしろ減少傾向を示した O 従って、逆耐性現象におけるTH活性の充進に関しては、 TH遺伝

子の転写促進以外の機序を考慮する必要がある。また近年、アンフェタミン類の低用量持続投与によ

って新線条体のドーパミン終末のほか、外側手綱核に起始を持つ反屈束の軸索でも変性の生ずること

が報告され (6)、逆耐性現象と神経毒性との関係が問題となっている O 本完験で見られた THmRNA 

ドーパミン系細胞に対するMAPの神経毒性の可能性を含めて検討する必要がある。

[謝辞]

THの cDNAは、 Colnell大学 Dr.Donald J. Reisから供与された。

の減少についても、
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151 ラット』自におけるIsoaspartylProtein Carboxyl Methyltransferase 
の遺伝子発現 "in situハイブリダイゼーション法を用いて"

武田良平、溝測睦彦、柿本泰男

(愛媛大学医学部精神神経医学教室)

〔要約〕

Isoaspa同ylProtein Carboxyl Methyltransferase(PIMT)は、広く晴乳類に存在し、脳、

宰丸と赤血球に酵素活性が高く、ノーザンプロット分析でも本酵素の遺伝子は、脳と皐

丸に強く発現している。そこで、 insituハイブリダイゼーション法を用いて、 PIMT遺

伝子発現のラット脳での局在性を分析した。脳と皐丸以外での組織では、反応はほとん

ど認められなかった。脳では、神経細胞に特異的に反応が認められた。海馬のCA1およ

びCA3領域の錐体細胞層に主に局在し、大脳皮質では各層に散在していた。しかし、被

殻尾状核には反応はほとんど認められなかった。

[はじめに]

細胞内の蛋白は、老朽化に伴いラセミ化やアイソマー化し、本来の機能および構造蛋

白の性質を失う。 PIMTは、蛋白のラセミ化やアイソマー化により生じたしイソアスパ

ラギン酸やアスパラギン酸残基のやカルボキシル基をメチル化させる酵素である。この

反応でメチル化を受けた蛋白は、自然に脱メチル化され元の正常蛋自にもどる。従って、

本酵素(PIMT)は老化蛋白を修復する作用があると推定されている。

われわれは、現在までラットの脳と皐丸で‘のcDNA構造の相遣、成長加齢に伴う酵素

活性やRNAレベルの変化を分析してきたい]。今回、脳における本酵素の遺伝子発現の局

在をinsituハイブリダイゼーション法を用いて検討した。

[方法]

動物は、生後5ヶ月のWistar系雄ラットを用い、摘出した各組織は凍結切片とした。

プローブは、既報のラット脳cDNA配列[1，2]をもとに、核酸や低分子のメチル化酵素と

共通なドメイン部分を避け、しかもalternativesplicingを受けないと推定される部位を

選んだ[3]。制限酵素部位を付加したプライマ一(senseprimer; 5'-GGAGAA TTCGGAA 

GATTGATATTGCC-3'， antisense primer; 5・-GGAGAGCTCTGGACCACTGCTTTTC-3')
を合成し、ラット脳からRT-PCR増幅した。ゲル精製したPCR産物を制限酵素で切断後、

Bluescript KSに挿入しプラスミド精製した。 digoxigenineラベルのセンスとアンチセン

スプロープ(146nt)は、それぞれT3，T7 polymeraseで‘合成した。ハイブリダイゼーショ

ン、抗体反応や発色反応は、既報の方法に従い行なった[4]。

[結果と考察]

脳と豊丸以外での組織では、反応はほとんど認められなかった。脳では、神経細胞に

特異的に反応が認められた。図1.に示しているように、海馬のCA1およびCA3領域の錐

体細胞層に主に局在し(1・A)、大脳皮質では各層に散在していた(1・C)。しかし、被殻尾



状核には反応、はほとんど認められなかった O この結果は、ノーザンブロット分析の分布

とほぼ一致している。さらに、 PIMTの推定されている機能である老朽化蛋白修復作用

との関連において、本酵素の遺伝子発現が神経細胞に特異的であることは興味深い。

[謝辞]

in situハイブリダイゼーション法を御指導して下さった、愛媛大学医学部第二解剖学

教室の先生方に深謝致します。
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152 A-172細胞におけるアルドース還元酵素の発現調節

西村千尋、桂全

(国立小児病院・小児医療研究センター・小児薬理)

〔要約〕

糖尿病合併症発症に関与するアルドース還元酵素の発現調節機構につき、ヒト

glioblastoma由来の細胞株A-172を用いて検討した。高濃度グルコース、インス

リン、種々の性ホルモン、 fibroblastgrowth factor等の存在下で本酵素蛋白の発

現は変化しなかったが、高濃度NaCI存在下では酵素蛋白の著明な発現上昇を認めた。

この変化は可逆的で細胞内 mRNAの変動に対応し、 NaClをsorbitol或いは

raffinoseに置き換えても認められた。

糖尿病合併症の発症機構の一つにアルドース還元酵素 (AR)を介するポリオール

の代謝異常が近年注目されている。本酵素はNADPHを補酵素としてグルコースから

ポリオール(sorbitol )を生成する酵素であるが、その生理的役割は腎臓髄質で尿濃

縮に関わるオスモライトとしてのポリオール生成(1)以外、未だ不明である。最近我々

は新しいイムノアッセイ法を用いた解析でヒト組織でのAR発現に個体差があり、糖

尿病患者で高値を示す例が多いことを見出した (2，3)。そこで今回糖尿病病態におけ

るARの個体内発現の変動の可能性につき培養神経系細胞にて検討を加えた。

五基
ウシ胎児血清(FCS) 0-10%添加DMEM培地にてA-I72を培養し、種々の生理

活性物質を添加して一定時間後細胞可溶酉分のAR蛋白量をイムノアッセイにて測定

した。また細胞よりtotalRNAを抽出し、ヒトAR及び glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase cDNAをプローブとしてノザンプロットによりARの

mRNA変化をイメージアナライザーにて定量的に解析した。

結果と考察

グルコース(30mM) 、インスリン (human recombinant，lμM) 

testosterone (200ng/ml)、 s-estradiol (1 Ong/ml) 、 progesterone (10 
ng/ml) 、FSH(porcine， 150ng/ml)、 LH(equine， 201. U .Iml)、 prolactin
(sheep， 1 OOng/ml)、fibroblastgrowth factor (acidic， human recombinant， 

10ng/ml)をそれぞれ添加して4時間から168時間培養し、 A-172細胞におけるAR

蛋白発現量を測定したが、いずれについても有意の変化を認めなかった。

一方150mMのNaClを含むDMEMに10% FCSを添加した培地ではA-I72の細

胞内AR量は24時間後より有意に増加し、 120・168時間後にほぼプラトーに達した



(図 1)。高濃度NaCl添加培地にて120時間培養した細胞を再び通常培地に戻すと

AR発現量は減少し、この発現の変化は可逆的であることが明らかとなった。

A・172におけるARの発現増加は添加NaCl濃度75mMでも認められ、また

NaClを 125・250mMの sorbitol或いは raffinoseに置き換えても認められたこ

とから、細胞外浸透圧の上昇によりもたらされることが示唆された。さらにこのAR

酵素量の変化を mRNAレベルで解析したところ、細胞内 ARmRNAは150mM 

NaCl存在下24時間で約10倍、 120時間で約42倍に上昇し、以後低下した(図2)。

A-I72に見出されたこのような浸透圧によるARの発現調節は、同じくARを発

現し神経系細胞由来とされるIMR・32には認められなかったが、肝臓由来の細胞株

Chang Liverでは認められた。糖尿病合併症発症に関わるARの合併症発症組織にお

ける酵素蛋白発現調節機構の解明は、今後の重要な検討課題と考えられる O

玄mk
1. Bagnasco，S.， Uchida，S.， Balaban，R.， Kador，P.， an d Burg，M. (1987) Proc. 

Natl. Acad. Sci. U.SA. 8 4， 1718・1720
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Tsubouchi，J.， Hotta，N.， Tanimoto，T.， and Urakami，T. Clin. Chem.， 
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1 53 Artifactを利用したCompetitivePCR 

〔要約〕

"脳下垂体の蛋白メチル化酵素mRNAの定量化"

佐藤誠溝淵睦彦* 武田良平*村尾孝児高原二郎

(香川医科大学第一内科、*愛媛大学神経精神医学)

PCRは、微量のDNAやRNAから目的の遺伝子を増幅することができるが、一般的

に定量性に乏しい。しかし、 CompetitivePCRの開発により、目的のDNAやRNAの定量

化が可能となっている。この方法は、同じプライマーで目的のDNAやRNAと長さが違

うか、あるいは同じ長さでも塩基配列が異なるPCR産物(Internalstandardまたは

Competitor)を同時に競合増幅させ定量する方法である。現在まで、 InternalStandard 

の作製方法は幾っか報告されているが、煩雑で長時間を要する。今回われわれは、 PCR

でArtifactの産物を作りInternafStandardとして利用する方法を確立し、脳下垂体の蛋白

カルボキシメチル化酵素(IsoaspartyfProtein Carboxyl Methyftransferase; PIMT)mRNA 

の定量化を試みた。

{はじめにl
PCRを遺伝子定量に応用する場合の問題点は、幾つかある。しかし、適切なDNA断

片の長さや至適サイクル数で、しかも同じプライマーを用いての競合増幅はかなりの定

量性を示す[1，2]。従って、目的遺伝子と同じプライマーで増幅可能であり、しかも適切

な長さのInternafStandardを作成する事が重要となる。現在まで、 InternafStandard の

作成方法は幾っか報告されているが、煩雑で長時間を要する[3，4]。今回われわれは、

PCRで‘人工的lこArtifactを作りInternalStandardとして弔問する方法を確立した。しかも、

用いたそれぞれのプライマーにrestrictionsiteを付加し、プラスミドに挿入しRNAを作

り(cRNA)、逆転写時の効率も一定にした。

{方法]

用いたプライマーは(senseprimer; 5'・GGAGAATTCGGAAGA TTGATA TTGCC-3'， 

antisense primer; 5・-GGAGAGCTCTGGACCACTGCTTTC・3')で、ラットの P1MTの
cDNA配列[5]から選び、それぞれにrestrictionsiteを付加した。 Artifactバンドの作成は、

ラットのgenomicDNAを鋳型にし、最初の10サイクルは37Cと低いアニーリング温度

で増幅した後、続いて51Cで30サイクル増幅した。 BluescriptKSに挿入後、制限酵素

で直線化し、T7RNA polymeraseで;cRNAを作成しDNase処理後、 Chomczynskiらの方

法[6]でRNA抽出した。ラット下垂体のtotalRNAも同様の方法[6]で抽出した。 cDNAは、

これらのRNAからランダムプライマーで逆転写し得た。サザンプロット分析のプロープ

はantisenseprimerを32pで、末端ラベルし、シグナルの強さは、 BAS1000で分析した。

[結果と考察]

図1・A)にプロトコールをまとめた。最も重要な点は、増幅されたArtifactが両方のプ

ライマーから増幅されている事である。確認のために、同じPCR条件で、一方のプライ



マーのみでPCRを行なった結果と比較した[図1-B);lane 1・3]。目的のArtifactと本来増幅

される遺伝子のバンドをゲル精製した[図1・B);lane 4&5]。このInternalStandardを用い

て、脳下垂体の PIMTmRNAのCompetitivePCRを行なった。図2tこ示されているように、

RNA濃度を変えても比較的うまく競合増幅している。

[文献1
1. Piatak， M.， Luk， K-C. et al. (1993) BioTechniques 14: 70・80.

2. Siebert， P.D. and Larrick， J.W. (1993) BioTechniques 14: 244・249.

3. Heuvel， J.P.V.， Tyson， F.しetal. (1993) BioTechniques 14: 395・398.

4. Forster， E. (1994) BioTechniques 16: 18-20. 
5. Mizobuchi， M.， Murao， K. et al. (1994) J. Neurochem. 62: 322・328
6. Chomczynski， P. and Sacchi， N. (1987) Anal. Biochem. 162: 156-159 
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図1、本実験のプ口トコール(A)と各ステップの電気泳動(B)

A)プ口トコールを簡単に説明した。
B) 1 ;プライマー1のみで増幅されたPCR産物

2.プライマ-2のみで増幅されたPCR産物

3;プライマー1と2を添加して増幅されたPCR産物

4;ゲル精製後のArtifactバンド

5;本来増幅されるべきバンド M;Molecular Marker 

2 3 4 5 M 

図2;時下垂体蛋白メチル化酵素mRNAのcompetitivePCR 
~~9.~μ9 total RNAから逆転写し、 1ng--10fgまでの cRNAを用いた (10倍希釈)
B)0.05μ9 total RNAから逆転写し、 1ng--1 Ofgまでの cRNAを用いた。

A) M 1 2 3 4 5 6 7 B) 1 2 3 4 5 6 7 
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154 トランスジェニックマウスにおけるcc陥童伝子の発現解析

伊藤康宏12、 石橋晃1、 花岡和則正 桑野良三2

(新潟大農畜産 1，同遺伝子実験施設2，北里大理生物3)

【要約】

生体内!こ於けるCholecystokinin(以下CCKと略)量の増減は、遺伝子からの転写段階で制御されている。

CCKの個体レベルで遺伝子発現を観察するためにトランスジェニックマウスの作出を試みた.CCK遺伝

子の組織特異的発現を規定すると思われる5'上流域を含むZ.4Kbp!こレポーター遺伝子としてβーガラ

クトシダーゼ遺伝子(1acZ)を用いた融合遺伝子を作製した。 lacZのN末端には内在性のガラクトシダー

ゼと区別するための核移行シグナル(NLS)，translation stop sequence ，動物細胞における翻訳開始の

consensus sequenceを挿入した.この融合遺伝子をB6C3HF1マウス受精卵の雄性前核に顕微注入し

た後、偽妊娠状態のICRマウスの卵管に移植してトランスジェニックマウスを作出した。今回、移植し

た1230個の受精卵より164匹が生まれ、その内の7匹が導入した遺伝子を含むトランスジェニックマウ

スであった。

【目的】

大脳皮質と上部小腸に局在するCCKぺプタイドの生理機能を解析するため、我々は今までにCCKcDNA

と遺伝子をクローニングしmRNAの脳内分布、発育に伴う変化、及び脳核抽出液を用いた無細胞転写

系による発現調節の研究を行なってきた2人5.6.本研究においてはマウスの発育に伴う脳・腸における

CCK遺伝子の発現時期、ならびに摂食行動に伴って中枢神経系と上部小腸に於けるCCIく遺伝子発現がど

のように対応しているかを観察できるマウスを作出し解析する。

【方法・結果】

導入遺伝子の作製 レポーター遺伝子としてβーガラクトシダーゼ遺伝子(IacZ)を用いた。 lacZの

8アミノ酸残基欠失しているpMC1871(Phannacia)のN末端に核移行シグナル(NLS)を挿入した。さら

に、 NLSlacZの5'端に人工合成したtranslationstopsequence，動物細胞における翻訳開始のconsensus

sequence (Kozak ) 3、を結合したベクターを試作した。

培養細胞への遺伝子導入 1 x105個のC6細胞を35mmdishに蒔き5%.37"Cで一晩培養し、 4μg

のプラスミドDNAをChen-岡山法1によるトランスフェクション後60時間培養後、 X-galを用いてlacZ活

性の染色を行った。 X-galで細胞核が染色され内在性のガラクトシダーゼ活性と区別できるNLSの効果が

確認された。プロモーターを持たないベクターのみでもlacZ，の発現が観察された。これはプロモーター

以外からの転写によるlac.乞の発現と恩われたのでSV40由来polyA addition sequenceをプロモーターの



上流に挿入した。これにより図11こ示す様にlacZlの発現が抑えられた(pNuLacZ)。このベクターを用いれ

ば解析したい遺伝子のプロモーター活性測定に効果的であることがわかった。 MMLVのプロモーター

(pNuMoLacZ)に比較して弱いがCCK上流2.4Kbp(pCCKNuLacZ)のプロモーター活性が認められたので

個体に導入した場合においても十分なプロモーター活性を示すものと恩われる。

トランスジヱニックマウスの作出 CCKプロモーターを挿入したベクターを直鎖状に制限酵素処

理し、 B6C3HF1マウス受精卵の雄性前核!こ顕微注入した後、偽妊娠状態のICRマウスの卵管に移植して

トランスジェニックマウスを作出した。移植した1230個の受精卵より 164匹が生まれ，Southern分析

の結果[図2]7匹が導入した遺伝子を含むトランスジェニックマウスであった。今回のトランスジェ

ニックマウスの出生率は他の報告と同程度であった。(得られた7系統に於て順次F1，F2を交配中)。

【考察】

CCKIこ対する抗体を用いた免疫組織化学実験では、体内に蓄積しているCCKにも反応する。 CCK

mRNAIこ対するinsitu hybridizationにおいても、検出感度などの要因により細かな細胞レベルでの観察

は難しい。今回、 トランスジヱニックマウス作出が成功したことにより、組織切片におけるCCK遺伝子

の発現の解像度が増し、摂食、外界からの刺激によって誘導されるCCK遺伝子を選択的に観察すること

が可能となる。

/一一 ぷ /2221101
図 Transientexpression of LacZ gene 

事.
脳会斡話通 図 2 PCR-Southern blot analysis 

pMoNuLacZ pCCKNuLacZ 01 mouse genomic DNA 
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155 蛋白リン酸化酵素阻害薬の培養神経細胞移動に及ぼす影響

〔要約〕

小林聡1，2、林謙介l、伊佐かおる l、井上洋2、大江千贋2、白尾智明l

(l群馬大学医学部行動分析学、 2同脳神経外科学)

小JJ巡目~i粒細胞の|与凝集塊を }IJ いた消長系において、十'1'絞細胞移動を再現し、これに対する蛍白リン酸

化酵素ml主薬の影響を解析した。蛍(1リン般化防素1;1[~;if-薬 K252aを培地に添加後、やl'経細胞移動は有

意に阻害され、頼粒細胞の形態が小型紡錘形から大111不整形へと敏速に変化した。免疫細胞化学的検

索により、頼粒細胞内のF-actinの局紅の変化が明らかとなった。以上の所見から、神経細胞移動にお

いて、マイクロフィラメント系の細胞骨格が重要な役割を果たしていることが示唆された。

[目的]11]枢神経系の発生過紅において、神経細胞の移動がみられる。孜々は、小脳頼粒細胞の再凝

集掠をmいた培養系において、細胞移動を再現し、細胞移動のメカニズムのIWIPlを試みてきた2)。今
回、我々はこの実験系において、宣言白リン般化酵素阻害薬の細胞移動に対する影響を解析した。

[方法]生後2日日のラット小脳より、単離小脳頼粒細胞を得、 これを約12時間指養し、再凝集塊

を形成させた1)。これを、ラミニン塗布カパーグラス上にて培養した。培地は、ホルモン添加無血清

培地を用い、これに蛋白リン酸化酵素阻害薬K252a(l・200nM)あるいはH引20司200μM)を添加し、 12時

間培養後、再凝集塊からの突起。11展と細胞移動の状態を位相差顕微鏡下に観察し、ホルマリン固定後、

免疫細胞化学的に検索した。

[結果] (l)これまで報告されてきたようにふ 4)、ラミニン塗布カバーグラス上では、再凝集塊

からの突起伸展とこれに伴う細胞移動が認められた。 (2)培地にH-7あるいはK252a添加11寺に、再凝

集塊からの細胞移動が阻害された。培地からK252司を除去すると、可逆性に突起付1展と細胞移動が再

開した。(3 )突起{，判長と細胞移動の関係を明らかにするために、我々は、突起の長さの半分を越え

て移動した細胞の割合を、 migrationindexと定義した。コントロールとH-7のanalogueであるHAI004で

は、このindexはほぼ一一定であり、このind巴xが突起{ll'l誌にj.fする細胞移動の状態をよくあらわしている

と考えられた。コントロールに比べ、 H-7あるいはK252a添加時では本指数が低下し、突起{中展に関わ

らず細胞移動が阻害されたことを示している(Fig.1 )。絡に、 K252a添加時に本指数が者IYJに低下した。

( 3 )免疫細胞化学的検索を行い、細胞の形態と細胞骨栴系の変化について検討した。コントロール

においては、小型紡ilRn~の細胞が大部分を /iめ、これらは突起上に存在していた。小担紡錐形の細胞

においては、 F-actinとdrebrinとは共に制胞膜近傍に局在していた。 K252aを添加すると、 1 ~ 2分間で、

新粒細胞の形態は大型化し、自lopodiatJの突起を多数持った扇、F不整形の細胞となった(Fig.2)。この

羽11胞では、 F-actinは細胞質内にstress白ber絡に線維状に存イEしており、また、 drebrinは細胞質内にび没

牲に存花していた。 Filopodia様突起にはF-actinが存在したが、 ~ebrinはその集部にのみ存花したo s 



tubulin， MAP2， neurofilament に刈するわ日l を)1 1 し 1 た免疫染色では、小!日!紡緋 JI;~1I 1胞から八 ベ格形細

胞への変化において、これらの~，III !JíI'I'J十九月三の変化はlifJらかでなかった。

[考古~J コントロールにおいて/:.ì"iI\分を Ili める小川紡$~[JI予の制Ii H包は、突I~I にイヂイlーしており、移動 rl'

の細胞と与えられた。 )J 、 K252辻を添加後にみられた大 !~IJ不終 JI予の細胞は、作 11-.している細胞と思

われた。これら大 11リの科111胞では、 F-actin と d.reblin とがfrJIfPi~f していたことから、 drebrinJlo *，，' i{";-Jfi~のアクチ

シソィ 7メントの11'，泌が制111胞移動のj.'/II.と関係あるのではないかと与えられた。

Conlrol 

HA 1004(80μM) 

HAI004(200μM) 

H-7(80f1M) 

H-7(200I1 M) 

K252a(80nM) 

K252a(200nM) 

回ト
岡田司

Fig.l O 5 10 IS 20 25 30 (%) 
Migration index(Jr，:去をIJtJ!lfiI2時間後、突起の長さの'1'.分以上移動した綱111泡数の令移動制111息数にあjする割合)

a b 

Fig.2細胞形態の変化(Rhodamine-phalloidin)
a:コントロール b: K252aiぷ})IIII.¥
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156 ジーントラップ法により同定された遺伝子

GTlのマウス脳における発現
今井祐二¥鈴木豊 1.3、松井崇裕¥和中明生ヘ遠山正調2、高木勉 1

(大阪大学医学部・分子脳機構(田辺)寄付講座¥第二解剖ヘ田辺製薬生化研勺

〔要約〕

マウス匹性腫蕩細胞P19は高濃度のレチノイン酸 (RA)で処理することによって神経系の細胞に分化

することが知られている。われわれは神経細胞の分化を制御する分子機構を研究する目的で、レポー

ター遺伝子 (βーガラクトシダーゼ;1 acZ)を含むジーントラップベクターをP19細胞に導入した。導

入した組胞を分離し、 RA誘導後のlacZの発現をモニターした。その結果、 RA誘導後lacZの発現量が変

化するクローンをいくつか見いだした。これらのクローンの一つ、 NO.1はRA誘導後lacZの発現が顕著

に上昇する。 NO.1クローンにおいてトラップされた遺伝子由来のcDNA(GT1 cDNA)をクローニングした。

GT1 cDNA は全長約9000bpで1840アミノ酸からなるオープンリーデイングフレームが存在した。ホモロ

ジー検索では既知遺伝子との相向性は認められなかった。 GT1タンパクにはシグナルペプチドはなく、

3ヶ所のN-グリコシレーション部位およびグリコサミノグリカン結合部位が1ヶ所存在した。マウス脳

でのmRNA発現部位をinsituハイブリダイゼーションで調べた結果、神経細胞特異的な発現が認めら

れた。また、ペプチド抗体を用いた免疫組織化学でも神経細胞特異的な発現が認められた。以上のこ

とから、脳でのGT1の発現は神経細胞特異的であることが示唆された。

〔緒言〕

神経細胞では、その分化や生存に関与する因子として神経成長因子 (NGF)などいくつかのものは

既に知られているが、これら既知の因子以外にも神経細胞の分化あるいは成長に関与する因子が数多

く存在することが予想されている。マウス匹性腫蕩 (EC)細胞P19は、制やジメチルスルホキシド (D

MSO)で処理すると様々な細胞に分化することが知られている(4，5)。たとえば、 P19組胞は高濃度(1

μM)のRAで処理すると神経系の細胞に分化する(1， 2) 0 EC細胞をモデルとして、神経系細胞の分化を

制御する分子機構を解明しようという試みが数多くなされている (5)。われわれは、神経細胞の分化モ

デルとしてP19細胞を用い、 RA誘導後発現量が変化する遺伝子をジーントラップ法で単離した。

今回、これらのうちRA誘導後一過性に発現誘導される遺伝子GT1を単離し、解析したので報告する。

〔方法〕

ジーントラップ法:レポーター遺伝子(lacZ)およびneoilif.f性遺伝子を含むジーントラップベクター

U2 (3)を制限酵素Xbalで線状化したのちエレクトロポレーション法でP19細胞に導入し、 neo耐性

クローンを選択した。得られたクローンをRA処理し、 lacZの発現をX-gal染色で調べた。

トラップ遺伝子の単離:トラップされた遺伝子の5・側染色体DNAをプラスミドレスキュー法で、また、

トラップされた遺伝子とlacZの融合転写産物から、トラップp遺伝子由来cDNAの一部をlacZをプ

ライマーとした5・-RACE法でそれぞれ回収した。

l n si tuハイブリダイゼーション:GT1 cDNAの一部(約500bp)をpBluescriptにサブクローニングし、

DIGラベルしたcRNAプロープを作製した。ハイブリダイゼーションシグナルの検出はアルカリフ

ォスファターゼ発色で行った。

免疫組織化学:GT1タンパクの676-690番目に相当するペプチドを合成し、これを用いてウサギを免疫
したo 得られた抗血清からペプチドを用いたアフィニティークロマトグラフィーでペプチド抗

体を精製した。免疫反応は一次抗体としてアフィニティー精製したペプチドを用い、 FITC標識
した二次抗体で検出した。



[結果と考察〕

ジーントラップ法で得られたクローンNo.1は、 RA処理により lacZの発現が顕著に上昇した。このク

ローンにおけるジーントラップベクター挿入先の染色体DNAおよびcDNAの一部をそれぞれプラスミドレ

スキュー法、 5'-RACE法で回収した。回収したトラソプ遺伝子の一部をプローブとして完全長のcDNAを

取得した。 GT1cDNA は全長約9000bpで1840アミノ酸からなるオープンリーディングフレームが存在し

たoGT1タンパクにはシグナルペプチドはなく、 N-グリコシレーション部位とグリコサミノグリカン結
合部位が存在した。このことから、 GT1タンパクはプロテオグリカンコアプロテインの一種である可能

性が示唆された O

マウス脳におけるGT1mRNAの発現部位をinsi tuハイブリダイゼーションで調べた結果、 GT1mRNAの

発現は神経細胞特異的であった(図1)。また、ペプチド抗体を用いた免疫組織化学でGT1タンパクの

発現部位を調べたところ、タンパクの発現も神経細胞特異的であった

ノーザンブロットにより、マウス臓器および脳の発生過程におけるGT1mRNAの発現を調べたところ、

調べた臓器では発現量に差はあるもののいずれにも発現が認められた。また、脳の発生過程での発現

は一定であった O

以上のことから、 GT1の発現は脳特異的ではないが、脳での発現は神経細胞特異的であることが判っ
fこ。

〔文献〕

(1). Jones-Yilleneuve.E.M. Y.. McBurney.M.W.. Rogers.K.A.. and Kalmins. Y.l. (1982) 

J. Cell Biol. 94. 253-262. 

(2). Jones-Yi lleneuve. E. M. Y.. Rudinicki. M. A.. Harris. J. F.. and McBurney. M. W. (1982) 

Mol. Cell Biol. 3. 2271-2279. 

(3). Niwa. H. et al. (1993) J. Biochem. 113. 343-349. 

(4). Rudinicki. M. A.. and McBurney. M. W. (1987) IRL Press 19-49 

(5). Sleigh.M.H. (1992) BioEssays 14. 769-775 

A 

B 

図1. In situハイブリダイゼーション

A. antisenseプロープ

B. senseフローフ
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〔要約〕

ラット胎仔の神経系におけるニューロカンの分布
と発達に伴う変化

仙波りつ子、渡辺英治、大平敦彦
(愛知県コロニー・研究所)

胎生10.5日齢から15.5日齢までのラット胎仔を用いて、ニューロカンの分布をモノクローン

抗体1G2を用いて調べた。さらに、知覚神経節の軸索形成とニューロカン出現との関連性につ

いても検討した。まず、胎生13.5臼齢のラットで1G2抗体による染色部位を検討した。その結

果、脳では、延髄の翼較、後脳、間脳および終脳外部に接したmarginallayerとの境界部分に、

脊髄では、 boundarycapおよびr∞fplatelこ染色が見られた。 bαmdarycapにおける染色は胎生12.5
日齢から観察され、13.5日齢でその反応性は最大となり以後減少した。 r∞fplateにおける染色
は、胎生13.5日齢から観察され胎生14.5日齢で強くなった。後根神経節は、胎生12.5日齢頃神

経節としての形態が観察されるようになり、求心性の軸索は13.5日齢までにboundarycap に達し

ていた。軸索とbαmdarycapの接点における 1G2抗体の染色性は、胎生13.5日齢以降いずれも低

く、軸索が脊髄内を伸張する14.5日齢頃には、 r∞fplateの1G2抗体による染色性が高くなった。
さらに、胎生13.5日齢の脊髄とboundarycapを含む組織のWestembbttingから、 1G2陽性物質

が、ニューロカンであることが立証された。以上の結果から、ニューロカンは、後根神経節の

軸索形成時期および部位に出現することがわかった。このようなニューロカンの時間的、空間

的出現およびPC12P細胞に対する突起形成阻害作用を考えあわせると、ニューロカンは後根神

経節の軸索伸長の障壁として作用し、軸索の方向性を決定している思われる。

私達は、ニューロカンを含む脳のコンドロイチン硫酸プロテオグリカンがPCD12細胞の突起

形成および細胞増殖を限害することをすでに明らかにした(1，功。 PC12細胞は知覚および交感神

経節のモデル細胞で・あるので、 PC12細胞に観察されたような現象が生体でみられるかどうかを

検討したところ、ニューロカンが後根神経節の軸索形成に関与することを示唆する結果を得た

(3)。そこで、今回、軸索形成の様子とニューロカンの出現時期および部位を加齢を追って

検討したので報告する。

[実験方法]胎生10.5日齢から15.5日齢のラット胎仔をブアン溶液あるいはパラホルムアルデ

ヒドで固定した。ブアン固定した胎仔は、パラフィン包埋後厚さ10!s11の切片にし、パラホル

ムアルデヒド固定した胎仔は、ピブラトームで厚さ50-100μnの切片にして使用した。日Iによ

って後根神経節の軸索をラベルした胎仔は30
0

Cで約一カ月incubat巴した後厚さ50!s11の切片にし

た。 Westembbtting :胎生13.5日齢のラット胎仔から脊髄およびboundarycapを含む部分を取り

出し、 PBSでホモゲナイズし、 27，0∞g、3句子遠心後、上清と沈査にわけた。それぞれの半量は
コンドロイチナーゼ処理をして、残りの半量は未処理のままSDS-PAGEfこ供した。 PVDF膜に転

写後、 1G耽体(4)と反応させ、 ABC法により検出した。

[結果および考察]まず、ニューロカンの抗体である1G2を用いて、胎生13.5日齢のラット胎

仔を免疫染色した。神経管内の染色を除くと、 1G2抗体の染色部位は非常に限られており、脳

では、延髄の翼板、後脳の翼板および基底根、間脳(将来の視床)および終脳(新皮質)外部
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Fig. DevelopmenlaI chang凶 inlhe appearanωof neurocan in lhe boun必ryωpand in lhe roof plale of spinaI∞rd 
of ral embryo. A， a conlrol section al embryonic day 13.5; B， C， D， E and F; sぽlionsslained with MAb lG2 al 
embryonic days 11.5， 12.5， 13.5， 14.5加 d15.5， respeclively. Bar， 200μlli. 

に接したmarginallayerとの境界部分にみられた。また、脊髄では、脊髄外部に接した部分

Cboundary cap)とr∞fplat巴lこ102抗体の染色が観察された。次に、脊髄周辺における102抗体
の染色部位を加齢を追って調べた。 boundarycapの染色は胎生12.5日齢以前には観察されなかっ

た。その後、 102抗体の染色性は胎生13.5日齢まで増加し、その後減少した。一方、グリアの

障壁の出現するr∞fplateで・は、胎生13.5日齢より 102抗体による染色が観察されはじめ、その染
色性は14.5日齢後ではboundarycapより強かった。後根神経節は胎生12.5日齢ごろその神経節と

しての形態が明らかになり、それ以前には観察されなかった。日Iで後根神経節の軸索をラベル

したところ、求心性の軸索は13.5日齢まで1こboundarycapに到達し、その後脊髄に侵入すること

がわかった。 102抗体は胎生12.5日齢のboundarycapをほぼ一様に染色したが、胎生13.5日齢以

降では、軸索の接する部分を染色しなかった。 Westemblottingにより、胎生13.5日齢のラットの

脊髄とboundarycapを含む部分のPBS可溶性画分にプロテオグリカンと思われる物質が検出され

た。コンドロイチナーゼ処理後、 2加および150klllのバンドが検出できることから、 boundary

capに局在する102染色性のプロテインはニューロカンであることがわかった。これらの結果

は、後根神経節の軸索形成時期に、ニューロカンがbound征ycapおよび、r∞fplat巴Iこ出現すること
を示している。ニューロカンが軸索形成の障壁になると考えると、ニューロカンの出現部位お

よび時期は、後根神経節の軸索形成とちょうど相応していることをが明らかとなった。

[謝辞]本研究の一部は文部省科学研究費の援助を受けた。組織切片作成に協力いただいた当

研究所、松田素子博士に感謝します。

[文献]1) Oohira A.， Malsui， F.銅 dKatoh-Semba R. (1991) J. Nωrosci.， 11， 822-827. 2) Kaloh-Semba R.加 d
Oohira A. (1993) J. C巴11.Physiol.， 156， 17-23. 3)仙波りつ子、大平敦彦 (1993)神経化学， 32，52・53. 4) 
Oohira A， Malsui F.， Watanabe E.， Kushima Y.ωd Maeda N. (1994) Neuroscience， 60， 145・157.
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158 筋由来神経突起伸長促進因子の同定

西宗裕史、田口隆久*

(大阪大学・基礎工学・生物工学、本通産省大阪工業技術研究所・生体分子工学)

〔要約〕 座骨神経を切断したニワトリの下腿部除神経筋の抽出液には.運動ニューロン

のみならず中枢神経系の終脳神経細胞特異的にin vitroで神経突起伸長を促進させる蛋白質

因子が含まれている。この因子の同定のため，この作用を抑制するモノクローナル抗体の作

成とそれを用いたcDNAのクローニングを試みた。 63ゆ蛋白質を特異的に認識するモノクロー

ナル抗体を用いてニワトリ脚下腿部除神経筋のc凶Aライプラリーから得られたcDNAクローン

を凶EX GeneFusion Systemを用いて大腸菌HB101で発現し，精製した。この精製蛋白質をニ

ワトリ臨終脳神経細胞の初代解離培養系に投与し.突起伸長促進活性を持つことを確認し

た。以上よりクローン化した遺伝子にコードされる蛋白質は，神経突起伸長を促進する活性

を有する。

[目的]

神経伝達を遮断された骨格筋では再神経支配を促すような様々な現象が起こる。そのーっ

として，運動ニューロン軸索末端発芽が促進されるcl， 2)。骨格筋は.運動ニューロンの軸
索を誘引することにより積極的に再神経支配を起こしている。この様な作用は，骨格筋によ

り合成される蛋白質因子の作用であることが報告されている。発生段階において運動神経細

胞死を抑制する働きのある様々な神経栄養因子が報告されるようになったが(3， 4)，再神経

支配時の軸索伸長に注目して因子の完全な同定を行った例はない。

また非常に興味深いことにこの因子は中枢神経系の終脳神経細胞に特異的に作用する

(5)。このことは脳神経系内部にも同様の. もしくは類似した因子が存在する可能性を示唆

している。学習獲得に脳内シナプスの形態変化を伴う可塑性が関与している可能性があり.

軸索終末での発芽現象を含む神経突起伸長は脳の高次機能の観点から重要性を増してきてい

る。中枢神経細胞の神経突起伸長を促進する蛋白質因子，特に領野特異的にその作用を持つ

因子の報告はまだない。本研究では，筋由来因子に関する研究成果を活用して中枢神経系内

の終脳神経細胞に特異的に作用する神経突起伸長促進因子の同定を試みる。

[実験方法]

5日齢ヒヨコの座骨神経を部分切除して除神経し，術後3日目に除神経下腿骨格筋を摘出
し(5)ホモゲナイズした。この筋抽出液をを抗原として，BALB/cマウスに腹腔内注射により

免疫した。牌細胞を摘出しミエローマ CPAI)と細胞融合し， ELISAによるスクリーニングで

モノクローン抗体産生細胞を調製した。

神経突起伸長促進活性測定は既報に従った(5)0 5日齢ニワトリ旺終脳神経細胞の初代解

離培養系に筋抽出液または精製蛋白質を投与し，培養開始24時間後に細胞体の2倍以上の
長さの神経突起を持つ細胞の割合を比較して神経突起伸長促進活性を検討した。抗体による

匝害実験は.蛋白質投与時点に抗体を同時投与し先と同様の培養系により効果を検討した。

前述と同様に除神経し，術後3日目に除神経下腿骨格筋よりmRNAを精製した。このmRNAを

鋳型として01igo-dT -prin妃r法により、 cDNAライプラリーを作成した。モノクローナル抗体

を用いたプラーク法によりこのcDNAライブラリーをスクリーニングした。得られたcDNAク

ローンをpGEXGeneFusion System(Pharmacia)を用いて大腸菌出101で発現し.グルタチオン
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結合セフアロースカラムを用いて精製した。この精製融合蛋白質を特異的プロテアーゼで切

断し，前述の初代解離培養系に投与し，突起伸長促進活性を検討した。

[結果及び考察]

除神経ニワトリ下腿部骨格筋の筋抽出液に存在する63kD蛋白を認識する 2つのモノクロー

ナル抗体， 4D2a， 3Alが得られた。 4D2a抗体は，筋抽出液に見られる神経突起伸長促進活性
を阻害する(図 1)。様々な条件検討にもかかわらず4D2a抗体を用いたアフィニティーカラ

ムの作成が成功しなかったため，同一抗原を認識することがドットプロットで確認されてい

る3Al抗体を用いてカラムを作成した。 3A1抗体イムノアフィニティーカラムを用いて除神経
筋抽出液より精製した63ゆ蛋白質は， 5日齢ニワトリ匪終脳神経細胞の初代解離培養系にお

いて神経突起伸長活性を示した。 63kD蛋白は下腿部骨格筋及び終脳において発生段階の進行
に伴い発現量が減少する方向の調節を受けていることがウエスタンプロットによる解析から

明らかになった。

除神経筋cDNAライブラリーから4D2a抗体を用いたスクリーニングにより得たクローンを大
腸菌HB101で発現した。精製した発現蛋白を前述の初代解離培養系に投与し検討したところ

濃度依存的な突起伸長を示した(図2)0 0.5μg/mlまでは確実にこの活性を示しているの
でこの蛋白は突起伸長活性を有するを判断した。

分子量・活性の観点から考えると.この因子は新規な物質である可能性が高く，また予備

的なcDNAクローンの解析もこのことを支持している。今後はこの因子の構造を完全に解析し
さらに，受容体.類似分子の解析へと研究を進めていく。

[謝辞]本研究を進めるに当たり，大石動，小柳智.植田淳子の各氏の研究協力を得たこと
をここに記して感謝する。
[文献 1.Henderson，C.E. ，et al. (1984) Dev.Biol.， 104，336-347 

2. Henderson，C.E.，et al. (1983) Nature， 302， 609-611 
3.0ppenheim.R. W.，et al. (1992) Nature， 360. 755-757 
4.Henderson，C.E.，et al.(1993) Nature， 363. 266-270 
5. Taguchi， T.，et al. (1987) Dev.Brain Res.，37， 125-132 

図l 筋抽出液の神経突起伸長活性に図2 cDNA発現蛋白の神経突起伸長促進活性
対するモノクローナル抗体4D2aの効果
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159 小脳プルキンエ細胞におけるスフィンゴ脂質の存在意義

ーセラミド合成阻害剤Fumonisin81による解析ー

古屋茂樹、小野謙一ヘ平林義雄

理化学研究所国際フロンティア研究システム糖細胞情報研究チーム

*へキスト医薬総合研究所

〔要約〕神経細飽におけるスフィンゴ脂質の存在意義を明らかにすることを目的に、セラミド合成阻害剤

Fumonisin Bl仰の、小脳神経細胞、特にプルキンエ細胞の生存と発達過程に与える影響を初代培養系に

おいて解析した。 FumonisinBlは全細胞の生存率にほとんど影響を与えない濃度で、 c町-gaIactose，
glu∞samineおよひ酔C4C)-sぽineの脂質画分への取り込みを阻害した。Leu-4抗体により免疫組織化学的にプ
ルキンエ細胞を同定し、細胞数と形態を調べるとFumonisin濃度依存的に細胞数が誠少し、樹状突起の形

成不全が顕著になっていた。これらのFuminisinの効果は培地に化学合成セラミドを添加することにより

消失することからスフィンゴ脂質類はプルキンエ細胞の生存と樹状突起形成過程に関与しているものと推

定された。

[緒言]ガングリオシド、スフィンゴミエリンなどのスフィンゴ脂質は神経細胞に圧倒的に多く発現して

いるにも関わらずその機能は今だ明らかではない。我々はこれまでに脳内微量ガングリオシド成分である

GD1a (4)が小脳においてはプルキンエ細胞に特異的に発現していることを免疫組織化学とミュータント

マウスの糖脂質分析により明らかにしてきたο)。また特異的モノクローナル抗体VJ-41σ)による免疫組
織化学によりプルキンエ細胞にスフィンゴミエリンが多く発現していることを観察した。以上の結果から

プルキンエ細胞はスフィンゴ脂質に富み、その組成は他の小脳神経細胞と著しく異なっていると考えられ

た。そこで我々は、スフィンゴ脂質類のプルキンエ細胞における機能の解析からこれらの脂質類の中枢神

経細胞における生理的意義を理解することを目的に、セラミド合成阻害剤IJFumonisin Blによるスフィン

ゴ脂質合成阻害のプルキンエ細胞に及ぼす影響を検討した。

[実験方法]

1 ， 初代培養 Fischer (1)の報告に準じ胎児(E20)ラット小脳をトリプシンで分散後無血清培養した。培地

は約5日毎に半量交換した。 FurnonisinBlは培養開始後6日目から添加した。培養細胞の生存率はMπ

アッセイキット(フナコシ)で調べた。[官]-galactose，glucosarnineおよび[HC)-serineによる標識はFurnonisin

添加後約10日後にそれぞれ10μCi/rnl，1.5μCi/rnlの濃度で行ない、 6日間培養後脂質を抽出しI工C，フルオロ

グラフィ一、フジイメージアナライザーBAS2000で分析した。

2、免疫細胞化学 Weber and Schachner (6)の方法でLeu-4抗体(6)により免疫化学染色を行った。Leu-4抗体染色

陽性のプルキンエ細胞を顕微鏡下で観察、計数した。ガングリオシドGDlαに対する特異的モノクロ一ナノレ

抗体KA-17による染色(2，4)、抗スフィンゴミエリンモノクローナル抗体VJ・41(7)による染色も同様に行った。

[結果と考察]小脳神経細胞初代培養系への FumonisinBlの添加は全細胞生存率に対し2μMの濃度では

ほとんど影響を与えなかった。そこで2μMFumonisin存在下でのスフィンゴ脂質合成を[3H]_gaIactose， 

gIu∞samineによる糖鎖へ、および [14C)_serineのセラミド部分への取り込みで調べるとそれぞれコントロ
ールの約57%，53%に低下していた。 TLCで脂質標識パターンを比較するとCH]-galactose， glucosamine標識

の場合ガングリオシドへの取り込みはほぼ均一に減少していたのに対し(Fig.1)、C4C)-serine標識ではスフィ
ンゴミエリンの合成が30%に低下しガングリオシドなどの糖脂質と比べると際だって阻害されていた。

Fumonisin濃度が増加するにつれ培養中のプルキンエ細胞数が減少していった(Fig.2)。その際樹状突起

の伸展、分岐が阻害されたプルキンエ細胞が多く見られるようになり σig.3)、それらの比率が

Fumonisin濃度に依存して増加していた(Fig.2)。免疫組織化学によりこのようなプルキンエ細胞では

GD1aやスフィンゴミエリンの著しい減少が確認された。興味深いことに樹状突起形成に比べ Fumonisin

処理によりプルキンエ細胞の軸索伸長はあまり影響を受けていなかった。 2μMの Fumonisinによるプル
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キンエ細胞の生存に対する影響は同濃度のNBD司ceramiaを加えることにより打ち消され、樹状突起形成も

ほぼ回復した。その際添加したNBD-ceramideはNBD-sphingomyelinに代謝されてLヴこo以上の結果より初代

培養系という条件下でスフィンゴ脂質がプルキンエ細胞の樹状突起形成、生存に不可欠であることが示さ

れた。
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160 エイ脳のガングリオシド:新しいハイブリッド型ポリ
シアロガングリオシドの同定

中村和生、 小嶋久子、 玉井洋一

(北里大学・医学部・生化学)

〔要約〕

軟骨魚類板鯨類に属するソコガンギエイの一種、ドブカスベの脳から、 1 1種のガングリ

オシドを精製単離した。主要成分はGM2、GD2であり、神経組織としては相対的に多量の

Fucosyl-GMlを含むことが特徴的であった。また5種類のハイブリッド型ガングリオシド

( a、bまたは C系列と α系列との構造を合わせ持つ分子種)を検出し、このうち2種類は

今までに報告のない新しいポリシアロガングリオシドであることが分かつた。

[緒言]脊椎動物の進化に伴う神経系ガングリオシドの変化に関する研究の一環として、

軟骨魚類について分析を行った結果、我々はアブラツノザメ(向田lusacanthi as)脳から従

来報告のなかった新しいガングリオシド (GTx) を発見し、その構造をNeuAcα2-3Gals 

1-3(NeuAc a 2-6)GalNAcs 1-4(NeuAc a 2-3)Gals 1-4Glc-Cerと決定した(1)。これは従来知

られている a系列と α系列とのハイブリッド型の構造である。その後Andoらによりウシ脳か

らGTxと同じ構造を持つガングリオシド (GTlaα)が同定され (2)、またHira bayashiら

により、 GTlaα にさらにシアル酸 l分子が結合したGQlbαが報告されている (3)。こ

れらのガングリオシドはコリン作動性ニューロン特異的抗体と反応する事が示されており

(2、3)、生理的役割が注目される。本研究ではサメと同じく板鯉類に属するドブカスベ

(Bathyraja smImovI)脳について分析を進め、 5つのハイブリッド型ガングリオシドを検出

し、上述の分子種以外にさらに2種類の新しい構造を推定した。

[方法] ドブカスベ脳より常法により脂質を抽出し、 DEAEトヨパールカラムクロマトグ

ラフィーによって酸性脂質画分を得た。これをイアトロビーズカラムによって精製し、ガン

グリオシドを単離した。ポリシアロガングリオシドはさらにHPLC(Aquasi 1カラム、 2ーブ

ロパノール/ヘキサン/KCl系)にて精製した。糖組成はメタノリシス後TMS誘導体として

GLCによって分析した。糖の結合位置はメチル化後、アルジトールアセテートとしてGC/MS

分析した。シアル酸の結合位はメチル化後、メタノリシスしてTMS誘導体として行った。コ

ア構造が同ーのポリシアロガングリオシドは、 α2，3・特異的シアリダーゼ(タカラ)と

5.6mMギ酸処理 (80.C、30分)を併用し、その分解生成物を分析することにより構造を推定

した。

[結果]図 1aに示すように、 BS苧1からBS-ll (それぞれ図の Iから 11に対応)の 11 

種のガングリオシドがTLC上単一バンドとして精製された。このうちBS-lからBS-7は分析の

結果既知の分子種であり、それぞれ、 GM2、Fucosyl-GMl、GD3，GD2、GT3、GTx、GT2と

同定された。 BS-8及びBS-9はテトラシアロ、 BS-lOはベンタシアロ、 BS-llは(おそらく)

ヘキサシアロであり、いずれもTLC上の移動度は既知物質とは一致しなかった(図 1b) 。

これらのガングリオシドのコア構造は、メチル化分析の結果全てガングリオテトラオシルセ
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ラミドであり、 GTxと同様に還元末端から 3残基の糖 (Gal-GaINAc-Gal) の全てに少なくと

もl残基のシアル酸が結合していることが判明した。 8S-8は。 2.3特異的シアリダーゼで水

解されなかった。このことは、 8S-8の還元末端のガラクトースには 2分子のシアル酸が結合

していることを示唆している。また弱隈分解により GTlaを生じ、 GDlbは生じないことから

その構造は図 2aの様に推定された。 BS-10はα2.3-特異的シアリダーゼで水解されることか

ら還元末端のガラクトースに結合しているシアル酸は 1分子だけであることが示唆された。

弱酸水解の結果を考えあわせて、その構造を図 2bのように推定した。 8S-9とBS-11につ

いては解析中である。
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 [考察]

軟骨魚類脳で発見されたハイブリッド型ガングリオシドは、晴乳類(ウシ)脳でも微量な

がら存在することが示され、その系統発生的な分布が興味深い。またコリン作動性ニューロ

ンに特異的な抗原である可能性が示唆されており、その生理活性に興味が持たれるが、我々

は現在神経系の培養細胞を用いて、一般的にガングリオシドが持つのと同様な神経突起の伸

長作用があるかどうかを検討している O

[文献]
(1) Nakamura， K.， Inagaki， F.. and Tamai， Y (1988) J. siol. Chem. 263，98969900 
(2) Ando，S.， Hirabayashi， Y.. KOI1， K.， Inagaki， F.， Tate S.， and Whittaker，V.P (1991) J. Biochem 
111，287290 
(3) Hirabayashi，Y.， Nakao， T.， Irie， F.， Whittaker， VP.. Kon， K.， and Ando， S. (1992.) J. sio1. Chem. 
267，1297312978 
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161 PC12細胞の神経突起形成に関与するシアル酸転移酵素とその
阻害剤 KI-8110の影響

小嶋久子、中村和生、玉井洋一

(北里大・医・生化学)

〔要約〕
糖ヌクレオシド KI-811Oはシアル酸転移酵素匝害剤である。 PC12細胞にKI-8110

を作用させて、神経成長因子(NG町による組胞分化時におけるCMP-シアル酸:ガングリオシ

ドα2→3シアJレ酸転移酵素 (ST)活性を測定した。 (1)NGFによるPC12細胞の分化時の各種

ガングリオシド合成STFの活性を測定した結果、 GM3からGD3を合成する。2→8STと、 GMlか

らGDlaを合成する α2→3ST活性が増加したことから、神経突起形成とSTが連動しているこ

とが示唆された。 (2)ST阻害剤の影響を検討するため培地にKI-811Oを添加すると、 10μM以

上ではGMlからGDlaを合成するST活性が40%以下に低下し、細胞増殖も抑えられた。(3 ) 

NGFの存在下にKI-811Oを添加すると、 ST活性は10μMで対照の72%程度であるが、突起の形

成率には影響がなかった。 (4)あらかじめ KI-811O存在下で培養した PC12細胞にNGFを添

加した時には、 ST活性は阻害されたが突起形成は NGFのみの添加時と変わらなかった。以上

の結果から、 KI-811Oは神経系細胞である PC12細胞の α2→3STの活性を阻害するが、 NGF

による突起形成には影響を与えないことが示唆された。

[緒言] ラットpheochromocytoma由来 PC12細胞は神経成長因子 (NG刊に応答して神経

突起を形成する。我々は先に神経突起形成の初期分化の際にガングリオシド等の糖脂質組成が

変化し、対応する各種糖脂質合成糖転移酵素の活性が変化することを報告した(1)。そこで、シ

アJレ酸転移酵素(ST)の活性を制御することによって、 NGFによって惹き起こされる神経突起形

成過程に変化があるか否かを調べることを目的として、 PC12細胞に対するST阻害剤 KI-811O

の影響を検討した。シアJレ酸ヌクレオシド複合体であるKI-811Oは、リンパ細胞やcolon

ad巴nocarcinoma細胞の表面複合糖質へのCMP-シアル酸の取り込みを抑えること、実験的な

colon cancer cellの転移を阻害することなどが報告されている(2-4)が、神経系細胞についての

検討は行われていない。

[方法] 細胞:配12細胞は10%四 S，5%hors巴serumを添加した RPMI-1640培地を使用し、

collag巴ncoated dishで培養した。試薬:KI-81 10はメクト株式会社から供与されたo NGF (タ

カラ)は50ng/mlの濃度で使用した。 ST活性の測定:基質のガングリオシド、 TritonCF-54、

Mg++の存在下で細胞ホモジネートによる14C-CMP-Sialicacidの取り込みを37
0

Cで行い、反応

産物をSep-PakC18カートリッジで精製した後に、液体シンチレーションカウンターで放射能

を測定した。

[結果と考察] (1)図 lにNGFによるPC12細胞の分化に伴う各種ガングリオシド合成ST活

性の変化を測定した結果を示す (NGF処理後24時間) 0 GD3とGDla合成酵素活性が突起形成

とともに 2~3 倍に増加するのが認められた。 (2) PC12細胞にKI-811Oを添加した時 (48時

間)のSTi舌J性をTable1に示したo KI-8110が10μMで27%、lμMでは40%とST活性が回害され、

この時には細胞増殖も抑えられたが、 100nM以下ではSTl活性も細胞増殖にも影響がなかった。

(3) PC12細胞にNGFを作用させると、 48時間で約90%の細胞に10μm以上の突起が観察され



た。 NGF共存下に KI-8110を作用させると、細胞の突起形成率はKI-8110が10μMでも90-100%

とNGFのみの時と変わらなかったが、 S1'活性は1'able2に示したように低下した。(4 )次に

あらかじめKI-8110を30時間作用させたPC12細胞に、 NGFを添加して培養後24時間のS1'i活性と

突起形成率を調べた。ガングリオシド合成は1'able2に示したように低下したが、突起形成は

NGFのみの時と違いがなかった。

以上の結果から、糖ヌクレオシド KI-8110は神経系細胞であるPCl2細胞に対しでも、ガング

リオシド合成の51'日刊:を間:ちするが、 NGFによる突起形成には影響を与えないことが示され

た。ここでは日2→3S1'についての結果を示したが、 α2→8STi活性 (GD3合成酵素) について

も検討したいと考えている。
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Table 1. Effect of KI-8110 on CMP-sialic acid: 
GM1 sialyltransferase a瓜:ivityof PC12田 lls.

Treatment 

Con位。l

KI-8110 10 !lM 

1μM 

100nM 

10 n恥4

Specific activitiy 
(pmollhl1()6 cells) 

253.0土 19.2

69.1 :!: 30.8 

102.8:!: 12.4 

242.0土 17.5

225.5:!: 20.2 

Table 2. Effect of KI-811O on GM1 sialyltransferase activity during cell 

differentiation induced by NGF. 

Tr田町lent Sp. act. (pmol/h/106 cells) 

Control 253.0:!: 19.2 

NGF 350.1 :!: 32.0 

NGF + KI-811O 10μM 182.6土 8.9

μ恥4 206.2:!: 13.7 

100 nM 207.8土30.4

Pretreatment with Kト811010μM 62.9ま30.8

μM 84.4土 13.9

100 nM 123.9:!: 30.3 

10 nM 23l.9:!: 9.5 

l小嶋ら(1993) 生化学(第66回生化学会抄録)65，706 

2.Kijima-Suda， 1.， et a1. (1985) Chem. Pharm. Bull‘ 33，730-739 

3.Kijima-Suda， 1.， et a1. (1988) Cancer Res. 48， 3728-3732 

4.Harvey， E.B. (1993) Biochem. Biophys. Res. Commun. 190， 571-575 
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162 Neuro 2a細胞へのGD3合成酵素遺伝子の導入と細胞分化

小島直也 1、黒津信幸 1、西達也2、花井陳雄2、辻崇

e朋f、国際フロンテイア、糖遺伝情報、 2協和発酵(株)、東京研究所)
〔要約〕

細胞表面の糖脂質は細胞の分化やガン化などの過程で顕著に変化することが知られているが、細胞の分

化やガン化に於ける糖脂質の役割については良くわかっていない。しかし、神経細胞においては特異的な

ガングリオシドの生合成とその発現が細胞の分化や神経突起の伸長と相関性があることが知られている。

またN∞ro2aを含むいくつかの神経細胞株では外からガングリオシドを加えることによって細胞が分化し
神経突起が伸張することが知られている。しかしながら、これら外因性のガングリオシドがどのようなメ

カニズムで神経突起の伸長を促進するのかということについては外国性ガングリオシドの物理化学的性質

が複雑であるのと、外国性ガングリオシドが分解されて多くの副生成物を生じるために、未だにはっきり

していない。これらの問題を克服する一つの方法は、ガングリオシドのdenovoの合成とその発現を変化

させることである。我々は最近、 GD3合成酵素のcDNAのクローニングに成功した(1)。この酵素は、

b-及びc-系列のガングリオシドの生合成の鍵を握る酵素である(図 1)0 Neuro 2a細胞はGM3やか系列の

ガングリオシドを殆ど発現しておらず、 a-系列ガングリオシド(GMl，GDla)を多く発現している (2)。

そこでガングリオシドのdenovoの合成系とその発現を変化させる目的で、 GD3合成酵素のcDNAをNeuro

h細胞に導入しGD3合成酵素を強制発現させた。その結果GD3合成酵素のcDNAを導入したNeuro2a細胞は

GD3及びb-系列ガングリオシドを発現するようになり、さらに神経突起を自発的に伸張するようになった。

実験方法

補乳動物細胞の発現ベクターであるpcD-SRαにGD3合成酵素のcDNAとblasticidin-S-d伺 minωeの遺伝子

を組み込みpSRb唱 D3を構築した。これをNeuro2a細胞に電気穿孔法で導入し、 5μ.g!mlblasticidin-S-塩酸

塩でセレクションした。およそ20クローンのblasticidin-S-塩酸塩耐性株が得られ、それぞれをサプクロ

ーニングした。ガングリオシドの発現は抗GM3、抗GD3、抗，GQlbモノクローナル抗体を用いてフローサイ

トメトリーあるいは蛍光顕微鏡で特異的なガングリオシドの発現を確認した。

結果及び考察

pSRb-GD3を導入し5μ.g!mlblasticidin-S-塩酸塩に対して抵抗性を示したNeuro2a細胞のコロニーはコン

トロールの細胞に比べて劇的な形態変化を示していた。即ち、 GD3合成酵素のcDNAを導入した細胞はコ

ロニーの周囲に多数の神経突起が伸張しているのが認められたが(図2A、B)、ベクターのみを導入し

た細胞ではそのような神経突起の伸長は見られなかった(図2C)。自発的な神経突起の伸長は各コロニ

ーからクローニングした細胞でも観察された。抗GD3モノクローナル抗体を用いてGD3の発現を調べたと

ころ、親株、ベクターのみを導入した細胞 (N2a-brゅではGD3が殆ど発現していないにも拘わらず、 GD3合

成酵素のcDNAを導入した細胞 (N2a-GD3)のみがGD3を発現するようになっていた(図 3)。さらに元来

殆ど発現していないb一系列ガングリオシドのひとつであるGQlbの発現もN2a-GD3では認められた。した

がってGD3合成酵素のcDNAを導入したしたことによって細胞のガングリオシドのdenovoの合成とその発

現が変化し、 b-系列ガングリオシドを合成、発現するようになったと考えられた。細胞が自発的に神経突

起を伸張することから、細胞が分化した可能性が考えられたので細胞の増殖とチミヂンの取り込みを調べ



たところ、 N2a回 brs及び親株に比べて両者とも著しく減少していた。さらにN2a-GD3はアセチルコリンエ

ステラーゼの染色で多くの細胞が染色された。従って細胞はGD3合成酵素のcDNAを導入したしたことに

よって分化したと考えられる。

以上の結果は、 GD3合成酵素のcDNAを導入したしたことによって細胞のガングリオシドのdenovoの合

成とその発現が変化し、 GD3あるいはGQlbを含むb一系列ガングリオシドが細胞上に限定的に発現したこ

とにより、細胞が分化し自発的に神経突起を伸張するようになったことを強く示唆している。

( 1) Sasaki， K.， Kurata， K.， Kojima， N.， Kurosawa， N.， Ohta， S.， Hanai， N.， Tsuji， S.， & Nishi， T. (1994) 

J. Biol. Chem. 269， 15950・15956.

( 2) Yamashita， T.， Ts吋i，S.， & Nagai， Y. (1991) Glycobiology， 1， 149-154. 
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〔要約〕

αーヒドロキシ脂肪酸含有スルファチドに親和性の高いモノクローナル抗体の作成

と神経化学への応用

産永喜、岩森正男

(東京大学医学部・生化学)

スルファチドの機能解明を目的に、ヒト脳より単離したスルファチドを抗原として

モノクローナル抗体を作成した。得られたモノクローナル抗体の特異性は既報のものとは性質が

異なり、 αヒドロキシ脂肪酸やフィトスフィンゴシンを疎水性鎖に含むスルファチドと強い反応

性を示した。また、反応性は少し低いがノンヒドロキシ脂肪酸含有スルファチド、セミノリピド

、ラクトシルスルファチドとも同程度に反応した。しかし、リゾセミノリピドとは全く反応しな

かった。スルファチドを含む胃癌組胞とも強い反応を示した。また、 TLCプレート上の抗原との

反応はプレートの種類によって大きく変化するととも認めた。さらに、マウス脳におけるスルフ

ァチドの発現を解析すると、小脳では胎生17日から急激に増加し、大脳では同濃度に達するのは

生後一日であった。

スルファチドはガラクトセレプロシドとともにミエリンの脂質性主要構成成分となっている。

ミエリンでの機能としてミエリン塩基性蛋白質の保持が予想され、また、腎においてはイオンチ

ャンネルとしての働き、血液中においては血液凝固因子との関係(1)、胃においてはHelico-

bacter py10riの受容体としての働き(2 )が調べられているが、その機能は十分に明らかにさ

れていない。スルファチドの機能解析において特異的プロープは不可欠であり、モノクローナル

抗体が威力を発揮するため、作成例と抗体の特異性、組織染色への応用が報告されている(3、

4)。我々も同様にスルファチドの機能解明を目的にモノクローナル抗体を作成したが、その特

異性は既報の抗体とは異なり、脳スルファチドの主要分子である αーヒドロキシ脂肪酸含有スル

ファチドと強い反応を示し、脳における機能解明に有用な性質を持っている乙とが明らかになっ

た。

方法

モノクローナル抗スルファチド抗体の作成:ヒト脳より精製したスルファチドをフロイント完全

アジュパントとともに免疫し (C57BL)、常法に従ってミエローマ (P3• X63 • AG8・653)と牌リンパ球

とをハイブリドーマとしモノクローナル抗体を作成した。

抗体の特異性:ELISAとTLC-immunostaining法により抗体の反応を解析した。抗原として用いた

Ga1Cerはヒト脳、 PS03-Ga1DG (セミノリピド)はブタ精巣、 13SOa-LacCerはヒト子宮内膜癌組

織より単離し、コレステロール硫酸は化学合成した。また、 Ga1DG，リゾセミノリピドはセミノ

リピドより調製した。

ウサギ各組織とマウス脳のスルファチド:各組織より常法に従って(5 )脂質を抽出し、 TLC-im

munostaining法による検出は抽出液をそのまま用い、化学的発色の場合は、酸性脂質に分離後、

TLC-densitometryによる分析を行った。

結果と考察

モノクローナル抗スルファチド抗体の性質:得られたモノクローナル抗体はIgMクラスであり、

抗原として用いたヒト脳スルファチド (α ーヒドロキシ脂肪酸とノンヒドロキシ脂肪酸の割合は



図 1 モノクローナル抗スルファチド抗体のTLC-Immunostaining

咽--

' 
... ・・‘

持閤島• 制.喝削除 • 
明聯

234  5 6 7 8 2 3 4 5 6 7 8 

1; PS03-GalCer 

2;GalCer 

3; PS03 -GalDG 

4;GalDG 

5; PS03-LacCer 

6; LacCer 

7; PS03-GalMG 

8;Cholesterol 

sulfate 

6: 4)と強い反応を示した。しかし、 TLC-immunostaining法で解析すると、プレートの種類によっ

て著しい反応性の違いが観察された。 MerckとMachery-Nagelはほとんど反応せず、 Schleicher

& Schuell (図 1)とSigmaは強く反応した。この反応性の違いは用いている結合補助剤の影響

であることが明らかになった。図 1に示すように、本抗体はヒト脳スルファチドのみならず、セ

ミノリピド、ラクトシルスルファチドとも反応するが、リゾセミノリピドとは全く反応しなかっ

た。また、スルファチドの分子種で反応性を比較すると、ヒト胎便より得たフィトスフィンゴシ

ン含有スルファチド、脳のαーヒドロキシ脂肪酸含有スルファチドがノンヒドロキシ脂肪酸含有

スルファチドよりも強く反応した。

ウサギ各組織の酸性脂質:細胞の種類によって分布の異なる酸性脂質には硫糖脂質、ガングリオ

シド、コレステロール硫酸があるが、硫糖脂質のウサギ各組織における分布を調べると、脳、腎

豊丸、消化管に特に高濃度に含まれ、組織分布には大きな特徴があるごとが改めて確認できた。

マウス脳スルファチドの発達に伴う濃度変化:TLC-immunostaining法により、脳の発達に伴うス

ルファチドの濃度変化を調べると、乾燥重量当たりの濃度が急激に増加するのは、小脳において

は胎生16日から17日にかけてであり、大脳では出生後 1日であることが明らかになった。オリゴ

デンドログリアやシュワン細胞のマーカーとして、またミエリンの主要成分としてスルファチド

はその硫酸基による酸性を細胞膜に付与するとともに、 3硫酸ガラクトースによる特異的構造を

も付与している。 TLCの種類によって抗体の反応が変化することからも予想されるように細胞膜

上の抗原性は膜の構成成分による影響を強く受ける性質を持っているようである。ちなみに、プ

レートの種類による反応性の違いは糖鎖の長い糖脂質では見られない。どのような因子がスルフ

ァチドの反応性に影響を与え、神経機能に関係しているのかを解析する上で本抗体は非常に有用

なプロープとなると思われる。

文献

し 原厚、上村敬一、岡野照、武富保 (1994)脂質生化学研究 36、297-301

2. Saitoh H， Natomi H， Zhao W， Okuzumi K， Sugano K， Iwamori M and Nagai Y (1991) 

FEBS Lett. 282，385-387 

3. Goujet-Zalc C， Guerci A， Dubois G and Zalc B (1986) J.Neurochem. 46， 435-434 

4. Fredman p， Mattsson L， Andersson K， Davidsson P， Ishizuka 1， Jeansson S， Mansson 

J-E and Svennerholm L (1988) Biochem.J. 251.17司 22
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164 シナプシン Iは生体内でSPキナーゼの基質である

谷口寿章、楠畑雅、鈴木政美、千谷晃一

(藤田保健衛生大学・総合医科学研究所・医高分子部門)

〔要約〕
シナプシンIは従来Aキナーゼ、 CaMキナーゼHによるリン酸化に応じてその生理機能、即

ちシナプス小胞膜、アクチン繊維との結合が可逆的に調節されていることが知られている。シナ

プシン Iの生体内におけるリン酸化を詳細に解析するために、本研究では、ウシ脳より精製した

シナプシン Iをトリプシンまたはリジルエンドプロテアーゼで分解し、キャピラリー高速液体ク

ロマトグラフ (HP L C)にエレクトロスプレー質量分析計を直結した、 LC/MS法を用いて

リン酸化ペプチドを検索した。その結果、既知のリン酸化部位以外に，未知のリン酸化部位を含

むペプチドが見い出された。エドマン分解による分析で残基553のセリン (Ser553)が

リン酸化されていることがわかった。このセリンは直後にプロリンが存在し、シナプシン Iが生

体内でMAPキナーゼや cd k 5などのいわゆる SPキナーゼの基質となっていることを示して

いる。

[目的]

シナプシン Iとシナプス小胞膜、アクチン繊維との相互作用は、 CaMキナーゼn，Aキナー

ゼによるリン酸化によって調節されている。従って生体内でのシナプシン Iの翻訳後修飾を詳細

に研究することはその生理機能を解明するために重要である。本研究ではinvivoでのリン酸化を

含む翻訳後修飾を、精製したシナプシン Iをプロテアーゼで処理し、得られたペプチドをLC/

MS法を用いて詳細に解析した。

[方法]

シナプシン Iはウシ脳膜函分より定法(1)により精製した。精製したシナプシン Iはリジル

エンドプロテアーゼまたはトリプシンで処理し、得られたペプチド混合物をキャピラリーHPL

Cをエレクトロスプレー質量分析計に直結したLC/MS法 (2)で解析したo 逆相HPLCカ

ラムで分離したペプチドは、質量分析計で直接その質量を測定し、 cDNAのシークエンスより

推定されるアミノ酸配列と比較することで同定した。リン酸化ペプチドはリン酸化されていない

ペプチドに比べ80Da大きい質量を示すはずである。リン酸化部位は、単離したリン酸化ペプ

チドを気相シークエンサーで分析し、ホスホセリンより生じるデヒドロアラニンの量比により同

定した。

[成績]

ウシ脳より単離したシナプシン Iのトリプシン消化物は、 2個のリン酸化ペプチドを含むこと

が見い出された (図1)。このうち l個のペプチド(T5 2)は既知のCaMキナーゼEによ



363 

るリン酸化部位 (Ser605) を含むもので、他は(T'17) C aMキナーゼHによるリン酸

化部位のN末側の (532-556)の未知のリン酸化部位に出来するものであった o N末端付

近に存在するAキナーゼによるリン酸化部位 (Ser9)、及びCaMキナーゼHによるリン酸

化部位のうちの lカ所 (Ser568) を合むペプチドはリン酸化されていなかった。リン酸化

ペプチドを逆相HPLCカラムで単離し、エドマン分解によりリン酸化部位を解析したところ，

S e r 553 がリン酸化されている引がよυ 、 11'.された。リン般化セリンのl!~1 後にプロリンが存在

する事から、シナプシン Iは生体内でMAPキナーゼや cd k 5等のいわゆる SPキナーゼの基

質であることが分かったo
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図 1. L C/M S法で見い出されたリン酸化ペプチドのマススペクトル。 CaMキナーゼHによ

るリン酸化部位を含むペプチド (T5 2) (左)と未知のリン酸化部位を含むペプチドT4 7 (右)

は、それぞれ80Da大きいリン酸化ペプチドを伴っていることが分かる。

[考察]

シナプシン Iは従来から CaMキナーゼII及びAキナーゼの主主質であることが知られていたが、

他のキナーゼによるリン酸化は、 invitroでプロリン特異的キナーゼによりリン酸化されると言う

報告 (3)があるのみである。本研究の成呆により、シナプシン Iがいわゆる SPキナーゼによ

り生体内でリン酸化されていることが明らかとなった。 invivoでリン酸化されているセリン (S

er553)は文献4に報告されているリン酸化部位 (Ser551) とは異なるので、別のキ

ナーゼによるものと考えられる。 PC 1 2細胞でNGFによりシナプシン Iが未知の部位のリン

酸化が促進されると言う報告 (4) と考えあわせると、生体内ではシナプシン Iの機能が未知の

SPキナーゼにより調節されていることが示唆される。

[文献]
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165 ストレス蛋白質hsp27の細胞内存在様式の変動と

〔要約〕

その生理的意義
長谷川かおり、稲熊 裕、伊東秀記、加藤兼房

(愛知県コロニー・研・生化)

1)ヒトグリオーマ細胞 U251MGの粗抽出液の50'?る硫安分画を[y_32p]ATPとマグネ

シウム存在下でインキュベートすると、重合型の加p27 (L-hsp27)がリン酸化され、解離し、

遊離型 hsp27(S-hsp27)に変換した。 2)細胞をホルボールエステル(pMめで前処理し、 L-hsp27

をS-hsp27に変換させると、細胞の熱耐性は著しく低下した。 3)ストレス誘導されたhsp27は、

大部分がしhsp27として増量し、それが再度のストレスに対して速やかに解離した。これらの

結果よりL-hsp27のリン酸化を伴う解離はストレスに対する緊急の応答機構であり、細胞内の

L-hsp量はそのストレス耐性と密接に関連していることが示唆された。

細胞を各種ストレスに暴露したり、ホルボールエステル、サイトカイン、あるいはオカダ

酸などを作用させるとhsp27のリン酸化が促進されることが知られている。我々は、 hsp27が細

胞内では300-500kDaのLセsp27と7kDa以下のS-hsp27として存在し、上記のhsp27のリン酸化が

促進される条件下では Lc恒p27が S-hsp27に変換することを見つけ報告してきた(1-3)0今回は、

cell-free系で、 L-hsp27が ATP!Mgお存在下で、内因性の proteinkinase (おそらく MAPKAP

kinase 2)によってリン酸化され、 S-hsp271こ変換することを証明し、さらにその変換機構の生

理的意義を検討したので報告する。

【方法】

細胞路義およびストレス色荷:∞nflu偲tIこ達したU251MGあるL、は U1l8MGグリオーマ細胞

(10防 FCSを含む培地、 4ml/60 mm dish)を用いた。各種薬剤は培地に添加して、 370Cで1時間

作用させた。誘導させる場合は新しい培地に換えてさらに十数時間培養を続けた。 hsp27の解

離を観察する実験では、直ちに細胞をP酪で洗って凍結保存した。熱ストレスは、培養皿をパ

ラフィルムでシールして、 450Cの恒温漕に15分間浮遊させて負荷した。凍結皿に0.3 mlのPBS

を加え、細胞を剥してから超音波処理し、 125，000x g， 40 minの遠心上清を分析に用いた。

Cell-free系でのリン酸化:8枚の150・mm皿で培養したU251MG細胞を集め、上記のように細

胞の可溶性分画を得た。これに硫安 σ0%飽和)を加え、塩析された分画を遠心して集め、 1ml 

の50mM  Tris-HCI， pH 7.5 (含5mM  EDTA， 10 mM  MgCI2， 0.1 M NaF， 1 mM PMSF，0.36 mM 

pepstatin A)に溶解し、これを同じ溶液に対してOOCで4時間透析した。不溶物を遠心除去後約

150μgの蛋白質を含む上清を、 25mM Tris-HCI， pH 7.5 (含7.5mM  MgC!z， 0.4 mM  CaCI2， 

1.25 mM DTT， 2μM okaaic acid， 0.1μM PMA， 0.1 mM [y32p]ATP (10μC/mmol)， 0.5 mM  

PMSF， 0.05 M NaF)に加え(finalvol. 60凶)， 300Cで20分間インキュベート後に氷冷の10mM 

EDTAを150μl加えて反応を止めた。この200凶を庶糖濃度勾配遠心した。

庶糖港民f勾配達心(SDG):検体200μlを3.5mlの10-40%sucrose上に乗せ130，000x g， 40Cで16時

間遠心し、チュープ底より 15分画した。各分画中のhsp27はEIA法(4)にて測定した。また、

32p・標識hsp27は、 EIAに使用している抗体結合ポリスチレン球でトラップし、液体シンチレー

ションカウンターで測定した。
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【結果と考察】

細胞抽出液中のhsp27とそのkinase活性は50%硫安飽和で塩析される。それでこの分画を調

整し、これを[y_32p]ATPとMgCl2存在下30
0Cで反応(白丸対照はOOCで放置〕させると、図 l

に示すようにしhsp27がS-hsp27に解離し、 32p_標識hsp27の大部分はS-hsp27分画に存在した。

この結果は、しhsp27がリン酸化を受けてS-hsp27に解離することを示す直接的な誼弧である。

O. 1μM PMAに1時間暴露することは細胞への侵襲性はほとんどなく、しかもこの間に大部分の

しhspが S-hsp27に解離する。この処理をした細胞に直ちに熱ストレス(460C/20min)を負荷し、

細胞の生存率を調べて見ると、対照細胞(inactive anal ogueである 4α-PMAに暴露、あるいは

無処理〉に比べ著しく低下していた(表1)。すなわち、 L-hspが減少している状態では熱ス

トレスに対する耐性が低いことが示唆された。一方、熱ストレス (45
0

C/15min)あるいは亜枇

酸ストレス(2∞μM/1h)負荷後16時間のU118MO細胞中のhsp27は 2倍以上に増加し、その大
部分はしhsp27として存在した(図 2)。この細胞に亜枇酸ストレスを再度負荷すると、直ち

にL-hsp27の大部分が S-hsp27に解離した(図 2)。以上の結果より、 L-hsp27のリン酸化を

伴う解離は、ストレスに対する緊急の応答機構であり、細胞内のしhsp量はそのストレス耐性

と密接に関連していることが推測された。

【文献】

1) 稲熊裕、長谷川かおり、後藤幸代、加藤兼房(1993)神経化学 32，248-249 

2) 加藤兼房、長谷川かおり、後藤幸代、稲熊 裕 (1993)神経化学 32，250-251

3) Kato， K， Hasegawa， K.， Ooto， S. & Inaguma， Y. (1994)よsioJ.Chem.， 269， 11274-11278 

4) Kato， K， Shinoha民民， Ooto，S.， Inagumみ Y.，Morishita， R. & Asano， T. (1992) 

J. sioJ. Chem.， 267，7718-7725 
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166 cキナーゼの主要基質タンパク質MAR C K S (myristoylated 

〔要約〕

alanine-rich C-kinase substrate)のMAPキナーゼによるリン酸化

楠畑雅、古橋潔、鈴木政美、千谷晃一、谷口寿章

(藤田保健衛生大学・総合医科学研究所・医高分子部門)

脳におけるCキナーゼの主要基質タンパク質であるMARCKSは、 Cキナーゼによるリン酸

化に応じてシナプス小胞膜、アクチン繊維と可逆的に結合することが知られている。ウシ脳より

単離、精製したMARCKSをエレクトロスプレー質量分析法で分析すると、 In V I V 0でリン酸

化された多くの分子種よりなることが観測された。高速液クロに質量分析計を直結した、 LC/

MS法を用い、 in V i V 0でのリン酸化部位の詳細な解析を行ったところ、既知のCキナーゼによ

るリン酸化部位以外に 6カ所の新しいリン酸化部位が見い出された。これらの部位は、いずれも

ホスホセリンの直後にプロリンが存在し、 MARCKSが生体内でMAPキナーゼなどのいわゆ

るSPキナーゼの基質となっていることがわかった。実際、ウシ脳より精製したMAPキナーゼ

は、 6カ所のリン酸化部位のうち、主要な3つのリン酸化部位をリン酸化した。以上の結果は、

Cキナーゼと共にMAPキナーゼが、 MARCKSのリン酸化を通じて、伝達物質の放出の制御

に重要な役割を果たしていることを示唆している。

旧的j

MARCKSとシナプス小胞膜との相互作用は、 Cキナーゼによるリン酸化、脱リン酸化、ミ

リスチル化、脱ミリスチル化など、ダイナミックな翻訳後修飾によって調節されている(l、 2)。

エレクトロスプレー質量分析法による分析は、その高精度(lD a以下)、高分解能(l0 D a 

程度)によって、これらの翻訳後修飾の直接観測を可能とする。実際、単離精製したMARCK

Sが、ミリスチル化型、非ミリスチル化型を含み、また、数種類のリン酸化型を含むことが既に

明らかにされている (3)。本研究では In V I V 0での修飾部位を詳細に解析する為に、精製した

MARCKSをプロテアーゼで分解し、得られたペプチドを高速液体クロマトグラフイーをエレ

クトロスプレー質量分析計に直結した LC/MS法で解析した。

{方法l

MARCKSはウシ脳膜画分よりカルモジュリンカラムを用いて精製した (3) 0 MAPキナ

ーゼはウシ脳より Drewesらの方法に準じて精製した(4 )。精製したMARCKSをリジン特異

的プロテアーゼ、トリプシンで処理し、キャピラリー高速液クロをエレクトロスプレー質量分析

計に直結したLC/MS法で解析した。逆相カラムで分離したペプチドは、質量分析計でその質

量を決め、 cDNAのシークエンスより推定されるアミノ酸配列と比較することで同定した。リ

ン酸化部位は、単離したリン酸化ペプチドを気相シークエンサーで分析し、ホスホセリンより生

じるデヒドロアラニンの量比により同定した。
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[成績l

脳より単離したMARCKSをリジン特異的プロテアーゼで処理すると、 6個のリン酸化ペプ

チドが見い出された。このうち 1個のペプチドのみが既知のCキナーゼによるリン酸化部位に由

来するもので、残りは全て一次構造仁分子の中央に位置する Cキナーゼのリン般化ドメインより

N末端側に由来し、全てリン酸化セリンの直後にプロリンが存在する(図 1)。リン酸化の程度

はSe r -1 1 6 (3 5 %) > S e r -9 9 (3 0 %) > S巴 r-2 6 (2 5 %)の}11fiに多く、

他は 10 %以下であった。ウシ脳より精製したMAPキナーゼは、 MARCKSをリン酸化した O

エレクトロスプレー質量分析法で分析すると、 2及び3個のリン酸が導入された分子種が観測さ

れた(図 2) 0 L C/M S法によりリン酸化部位を同定すると、 1n V 1 V 0での 3カ所の主要なリ

ン酸化部位が、同じ順でリン酸化されていた。
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図1.新しく見いだされたMARCKSの 図2. エレクトロスプレーイオン化法によるMAP

リン酸化部位とその周辺の一次構造 キナーゼでリン酸化したMARCKSの質量分析

[考察]

Cキナーゼの主要基質タンパク質として知られているMARCKSは、 Cキナーゼ以外のいわ

ゆる SPキナーゼにより生体内でリン酸化されていることが明らかとなった。脳より精製したM

APキナーゼが3カ所の主要なリン酸化部位でMARCKSをリン酸化することから、 MARC

KSが、生体内でMAPキナーゼの基質であることが推定される O このことは、 CキナーゼとM

APキナーゼが共通の基質タンパク質をもち、 MARCKSのリン酸化を通じて伝達物質放出の

制御に関わっていることを示唆する。

[文献1
1.Taniguchi， H. and Manenti， S. (1993) J. 8;01. Chem.2 68，9960-9963. 

2. Manenti， S.， Sorokine， 0.， Van Dorsselaer， A. and Taniguchi， H. 

(1993) J. 8;01. Chem. 2 68，6878-6881. 

3. Manenti， S.， Sorokine， 0.， Van Dorsselaer， A. and Taniguchi， H. 

(1992) J. 8;01. Chem. 267，22310-22315. 

4. Drewes， G.， et al. (1992) EM80 J.11 ，2131-2138. 
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167 p ~ P 1 4 ファミリータンパク質の精製と
一一ど欠キ帯主査 σ:::>角卒:t斤

中条茂男、中谷ー泰

(昭和大・薬・生物化学)

〔要約〕神経細胞特異的リン酸化タンパク質phosphoneuroprotein14 (PNP 14， Mw=14， 276))に
対する抗体と交差反応を示すタンパク質を牛大脳、および小脳に見い出した。組織ホモジネ

ートの上清をDE-52カラムを用いて分析すると、 PNP14は0.25M NaClで溶出されたが、 0.2
M NaCIで溶出された分画に抗PNP14抗体と反応するタンパク質を認めた。このタンパク質を

精製後、部分一次構造を決定し、ホモロジー検索を行ったたところ、 synuclein(SYN) 1と同
定された。 SYNlはラット脳cDNAライブラリーからクローニングされたアミノ酸140残基より構

成される分子量14，515の酸性タンパク質であった。その一次構造上のホモロジーはPNP14に
対して55.7覧であったが、 N末領域に共通のアミノ酸配列が認められた。 SYNlは脳に特異的な

タンパク質であり、大部分がシナプトソーム膜に結合して存在していると考えられている。

また、そのファミリーとしてSYN2、およびSYN3の存在が推定されており、 PNP14を含む脳特

異的タンパク質ファミリーを形成していると考えられる。以上の結果から、中枢神経系にお

いて、 PNP14は可溶性画分で、 SYNlはシナプトソーム膜と異なる部位で同様の生理機能を発

現している可能性が示唆される。

脳はその高次機能を発現するために他の組織には見られない特異的なタンパク質の発現が

認められる。 PNP14の組織内分布は精巣において、中枢神経系の約113の発現が認められる程
度で、{也の組織ではほとんど検出されない0，2)0PNP 14はこれまでに、 EGF受容体、 pp60V-
sroによりチロシン残基が、カルモデュリン依存性プロテインキナーゼ II(CaM-kinase II)に
よりセリン残基がリン酸化されること (3)、およびpp600 -s r 0やPI3ーキナーゼと複合体を形成

することから情報伝達系に重要な役割を演じていることが示唆されている (4)。本実験では、

牛脳を用いたPNP14精製過程において、抗PNP14抗体と反応するタンパク質を見い出したの
で、その一次構造を明らかにしPNP14と比較した。また、種々のタンパク質リン酸化酵素の
基質になるかどうかについても検討した。

{実験方法]

牛大脳、および小脳からPNP14とそのファミリータンパク質の精製は既報に従って行った
(1)。タンパク質の検出はSDS-PAGE後、クマシーブルー染色、およびイムノプロットにより行

った。一次構造の解析は精製標品をトリプシン、キモトリプシン消化し、得られたペプチド

を逆相HPLCで単離後、 ABI473A気相プロテインシーケンサーを用いて行った。

[実験結果・考察]

神経細胞特異的リン酸化タンパク質phosphoneuroprotein14 (PNP 14， Mw=14， 276))に対す

る抗体と交差反応を示すタンパク質を牛大脳、および小脳に見い出し、均質に精製した。そ

の存在量はいずれも全可溶性タンパク質の0.05%で、 PNP14の約112であった。精製標品のSD
S-PAGE/クマシーブルー染色、および抗PNP14抗体を用いたイムノプロットの結果を図lに示

した。精製標品を用いて部分一次構造を決定し、ホモロジー検索を行ったところ、ラット脳

cDNAライブラリーからクローニングされたアミノ酸140残基より情成されるSYN1(5)と同定さ

れた(図2LSYNlとPNP14における一次構造上のホモロジーは55.7%であったが、 N末傾11から6

2アミノ酸までのアミノ酸配列を比較すると僅か5アミノ酸に置換が認められるだけで、種の

遠いを考慮すると非常に高いホモロジーが認められた(図3)。また、 PNP14においてこの領域

に特徴的に保存されている繰り返し配列(KTKEGV)もSYNlに認められた。一方、 63番目のアミ
ノ酸からC末側までのホモロジーは低く、 C末端付近に僅かに認められる程度であった。ラッ

トPNP14 (6)とSYNlのcDNAを比較検討した結果、両者はそれぞれ独立した遺伝子から転写、翻
訳されていると考えられた。また、 SYNlがタンパク質リン酸化酵素の基質になるかどうかを
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検討した結果、 PNP 14同様EGF受容体、 pp60v-srcによりチロシン残基が、またCaM-kinase 1 

Iによってもリン酸化された。以上の結果とSYNlはシナプトソーム膜に結合して存在している

と考えられていることから、 rt根神経系において SYNlはシナプトソーム膜で、 PNP 14は可溶

性画分(1， 7)で同様の生理機能を発現し、その機能がリン酸化反応を介して調節されている可

能性が示唆される。

[文献]
(1) Nakajo， S.， Omata， K.， Aiuchi， T.， Shibayama， T.， Okahashi， 1.， Ochiai， 11.， 
Nakai， Y.， Nakay日， K.， and Nak江mura，Y. (1990) .J . Neurochem.， 55、2031-2038.

(2) Shibayama-Imazu， T.， Okahashi， 1.， Omata， K.， Nakajo， S.， Ochiai， 11.， Nakai， 
Y.， Hama， T.， Nakamura， Y.， and Nakaya， K. (1993) 8rain Res.， 622， 17-25. 

(3) Nakajo， S.， Tsukada， K.， Omata， K.， Nakamura， Y.， and Nakaya， K. (1993) Eur . 

.J. 8iochem.， 217， 1057-1063. 

(4) 中条茂男、塚田和彦、中谷一泰 (992) 神経化学、 31，518-519. 

(5) Maroteaux， L.， and Schel1er， R. H. (1991) Mol. 8rain Res.， 11， 335-343. 

(6) Tobe， T.， Nakajo， S.， Tanaka， A.， Mitoya， A.， Omata， K.， Nakaya， K.， Tomita， 
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168 PC12細胞でのCa2+Jカルモデュリン依存性プ口テインキナーゼ11の強制
発現による神経突起伸展の抑制

〔要約〕

田島和周、山本秀幸、小野常l妻、 Sodering，T. R人宮本英七

(熊本大・医・第一薬理、*オレゴン医科大)

ea2+/カルモデユリン依存性プロテインキナーゼII(C必4キナーゼ11)αサプユニットの cDNAを有す

る発現ベクターを作成した。これを PC12細胞に導入し、ネオマイシン耐性の複数の安定クローン細

胞を確立した。得られた安定クローン細胞では、 C必4キナーゼH活性は約l.2倍と約2.1倍に増加した。

ノーザンプロット法およびイムノプロット法で酵素活性に応じた酵素の発現が確認された。イオノマ

イシン刺激により強制発現したCaMキナーゼEは、内在性酵素と同様に活性化され、同時に微小管付

随蛋白質2(MAP2)の燐酸化が増強された。安定クローン細胞では、 lmMジプチリルcAMP刺激によ

り誘導される神経突起形成が酵素の発現量に応じて抑制された。これらの結果は、強制発現したCaM

キナーゼEが細胞内で機能し得ること、神経突起形成抑制に関与することを示唆している。

[目的]

ea2+/カルモデユリン依存性プロテインキナーゼIl(CaMキナーゼII)は、神経細胞に多量に存在し、

神経伝達物質の合成や分泌、長期増強に代表されるシナプス伝達の可塑性、細胞骨格蛋白質の調節な

ど、主要な神経機能の調節に関与することが報告されている(1)。我々は、 CaMキナーゼEの神経細胞

分化における役割を明らかにする目的で、本酵素の発現量の異なる安定クローン細胞を確立し、細胞

内での本酵素の活性化反応と神経突起形成に与える影響を検討した。

[方法]

マウス脳CaMキナーゼEαサブユニットのcDNA(オレゴン医科大学D.A.Bricky 博士より提供)ωを、

動物細胞の発現ベクターであるpCAGGSneo(東京大学宮崎純一博士より提供)に組み込んだ。ラット

副腎髄質褐色細胞腫由来のPC12細胞に、このプラスミドを電気パルス法で強制導入し、ネオマイシン

を含む培地で継代することで安定クローン細胞を得た。 CaMキナーゼH活性とcAMP依存性蛋白質燐酸

化酵素 (cA乱1pキナーゼ)活性は、 Hashimotoらの方法により測定した(3)。ノーザンプロットは、ラッ

ト脳C必4キナーゼ Hαサプユニットの会長cDNAをランダムプライマ一法でラベルしたプロープを用

いて行なった。細胞内でのCaMキナーゼEの活性化反応は、既法(4)により行った。 CaMキナーゼHの自

己燐酸化反応およびMAP2の燐酸化反応は、細胞を32p_正燐酸でラベルし、イオノマイシン 2μMで

5分間刺激した後、 0.1%トリトン・Xl∞を含むRIPA緩衝液でホモジナイズし、免疫沈降法にて検討し

た。 神経突起伸展は、細胞をコラーゲン塗布した35mmdishに5X103偲づっ細胞を撒き、 24時間後に

lmMdbcAMPを加え、さらにその24時間後に撮影して測定した。 150から300個の細胞を調べ、細胞体

の2倍以上の長さの突起を持つ細胞の割合を算出した。

[結果と考察]

CaMキナーゼH活性が、約1.2倍 (α5) と約2.1倍 (α10)に増加した安定クローン細胞を確立した。

(図1)安定クローン細胞では、ノーザンプロット法およびイムノプロット法により、 CaMキナーゼH
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活性に応じたCaMキナーゼHα サブユニットの発現が確認された。 wiJdtype細胞では、本法によって、

内夜作tCaMキナーゼIIがほとんど検出されず、 PCI2細胞の持つCaMキナーゼIIは、マウス脳のCaMキナ

ーゼIIα とは、その構造が異なることが示唆された。イオノマイシン2μMの5分間の刺激で分子量約

5.2万の内在性CaMキナーゼHとCaMキナーゼIIα の自己燐酸化反応が増強した。さらにいずれの細胞で

もCa2+jカルモデユリン非依存性活性が、イオノマイシン刺激で全活性の約4%から約15%にヒ昇した。

これらの結果から発現した酵素が、細胞外からの刺激で内在性のCaMキナーゼIIと同様に活性化され

ることが確認された。また安定クローン細胞では、 wi1dtype細胞に比べ、 MAP2の燐酸化反応が増加し

ていた。さらにイオノマイシン刺激によりその燐酸化反応は増強された.

つぎに安定クローン細胞を用いて、 dbcAMP刺激による神経突起伸展について検討した。いずれの細

胞もdbcAMPを加えないときは、神経突起の伸展はほとんどみられなかった。 ImMdbcAMP投与後24時

間にて、 wiJdtype細胞では、神経突起の伸展が認められた。 CaMキナーゼHα を導入した細胞では、神

経突起伸展の程度がwi1dtype細胞に比べて悪く、 α10がα5よりさらに減少していたo cAMPキナーゼ

活性はいずれの細胞においても著名な差を認めなかった。これらの結果は、強制発現したCaMキナー

ゼEが何らかの理由で神経突起伸展を抑制していることを示唆しているが、その機構については不明

である。現時点では、 dbcAMPによるPCI2細胞の神経突起伸展作用機構についての解明がなされてい

ない。 dbcA恥1pは、 cAMPキナーゼ活性化反応を介し作用していると考えられ、この反応に対するCa2+

のCaMキナーゼH活性化反応がどのように相互作用するかについてさらに解析することが必要であろ

つ。

15 

図1 イオノマイシン刺激による
CaMキナーゼHの活性化反応

イオノマイシン刺激後の細胞上清

分闘での酵素活性を示す。酵素活性

はCa2+jカルモデュリン非存在下

(盤国)あるいは存在下 (Cコ)で
測定した。

実験は、 6回繰り返し、再現性を

確認した。図には代表的一例を示す。
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169 ラット大脳CaMキナーゼIVの酵素化学的性質

重量主r !lii琴、 房審宇畢 イ二

〈力旦Jr r 12三コたこ・ 三高一一会主イヒ等主〉

〔要約〕
ラット大脳から従来の方法で得たCaMキナーゼNをDEAE-NPR.HPLCカラムに
かけたところ、顕著な酵素活性の低下がみられた。この酵素 (NPR-PKN)に、カラムで
分離した別の画分を添加すると、加えた量に依存して酵素の活性化がみられた。この酵素の活

性化反応にはCa2+/CaMとATPが必要であった。また、 NPR-PKNは以前の酵素に
比べると自己リン酸化反応がゆっくり進み、その反応は分子内反応であることがわかった。こ
れらの結果から以前のCaMキナーゼW標品中に共存するアクチベータは、 CaMキナーゼN
をリン酸化するCa2+/CaM依存性プロテインキナーゼであることが示唆された。

CaMキナーゼNは、脳ならびに胸腺に豊富に存在する多様能性プロテインキナーゼである
(1)。本酵素は、自己リン酸化(2、3)、Aーキナーゼ(4)ならびに内在性のプロテインキナーゼ
(5)によるリン酸化で活性調節を受けることが知られている。ラット大脳から従来の方法(3)で
精製したCaMキナーゼWをDEAE-NPR・HPLCカラムにかけたところ、酵素化学的
性質の異なる酵素が得られた。今回は、このNPRカラムで精製したCaMキナーゼWの酵素
化学的性質について検討を加えた。
[実験方法]

CaMキナーゼNはラット大脳より精製した標品(3)をさらにDEAE-NPR.HPLCカ
ラム(6)に通し精製した。酵素活性は、 32p-ATPから合成基質のsyntide-2あるいはpeptide

-rに取り込まれるリン酸の量を測定した。
[結果ならびに考察]
DEAE-NPR'HPLCにかける前の酵素 (PR-PKN)とカラム精製後の酵素 (N
P R-P KN)によるpeptide-rのリン酸化のタイムコースは図 lAに示したように全く異な
るパターンを示した。 PR-PKNは、反応中の活性化がみられるのに対し、 NPR-PKN
は活性も低く、ほぼ直線的なタイムコースを示した。この結果からNPRカラムにより酵素の
アクチベータが除かれた可能性が考えられたので、 NPRカラムで分離した別の画分のNPR
-PKNに対する添加効果を調べてみた。酵素より低塩濃度で溶出する画分にアクチベータ活
性が検出された。活性化は加えるアクチベータの量に依存し、また熱処理したアクチベータは
活性化効果を示さなかった(図 1B)。また、 Ca2+/CaM、ATP存在下にアクチベータ
とCaMキナーゼWをプレインキュベーションしておくと、酵素は活性化状態に変化した。こ
れに対し、 Ca 2+、CaMいずれを除いてもプレインキュベーションの効果は見られず、 AT

Pを除いたプレインキュベーションではむしろ酵素活性の低下がみられた(図 1C)。これら
の結果から、以前の酵素標品中に共存していたアクチベータはCaト /CaM依存性プロテイ
ンキナーゼであることが示唆された。 NPR-PKNはPR-PKNに比べ自己リン酸化反応
がゆっくり進行し、 90分後のリン酸の取り込みは酵素1モル当り0.71-0.78モルであった。酵
素濃度を変えて自己リン酸化反応を行った時の比活性が、図2のように濃度に関係なくほぼ一
定の比活性を示すことから反応は分子内反応と考えられた。 PR-PKNを用いた自己リン酸
化反応では分子問反応がみられたが(3)、これは共存するアクチベータによるCaMキナーゼN
のリン酸化によるものと考えられた。 NPR-PKNと自己リン酸化PKNのキネティックパ
ラメータを表1にまとめて示した。 NPR-PKNで、はpeptide-rに対するVmaxが特に低く、
またsyntide-21こ対するKmが非常に大きな値を示した。自己リン酸化酵素では、基質に対する
Kmの低下がみられるがsyntide-21こ対するVmaxの大きな変化は見られなかった。以前の精製酵素
でみられた酵素反応の特徴は、その標品中に微量に共存するアクチベータの影響を受けていた
ものと思われる。
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170 遺伝的運動障害??トの小脳形成不全と!川口酸代謝調節系

[要約]

国井修一1. 4・田丸政男 2 • Dekker-Ohno京子3・藤田公和4・安藤正人4 ・永田 豊4・錫村

明生(1椙山女学園大f鈴鹿医科技大メ名大環医研f藤田保衛大・医・生理メ神経内科)

遺伝的後弓反張様の運動障害をもっ'j，ト(Dilute-opisthotonusrat;Dop77ト)の小脳組織内遊離

7ミ/酸神経伝達物質代謝に関与する酵素のうち、9'1}7細胞中に局在しglutamate(Glu)からgluta-

mine(Gln)を合成する酵素のglutaminesynthetase(GS)、および神経終末に局在しGlnからGluを生

成するglutaminaseの活性を測定した。その結果、小脳組織中のGS活性は、 DOP7けと対照との間で

差異は見られなかったが、 glutaminase活性はDOP7けの小脳中で、有意に減少していた。組織切片染

色像では、 Dopうけ小脳小葉の発達が不良で頼粒細胞層が薄く、 Purkinje細胞の変性・脱落ととも

に分子層内ニrO;!も一部脱落し、反応性に小型のゲリ了株細胞が多数浸潤していた。また、 IPg抗体

を用いた免疫組織染色では、 Dopうけ小脳Purkinje細胞の樹状突起の形成不全が認められた。以上

の所見から、 DOP77トで発現する逐動失調の原因のーっとして、小脳の低形成に伴う神経終末部で

のグ附ミン酸代謝系の異常およひ下urkinje細胞の樹状突起の形成不全が示唆された。

Dopうけは生後12日齢頃より横転を繰り返すようになり、 3週齢では頚背部の後弓反張および尾

の跳ね上がり現象が顕著に出現して、自ら晴乳することが出来ずに死亡に到る遺伝性突然変異動

物である(1)。 我々は、 DOP77トの中枢神経系組織について興奮性神経伝達候補物質の了ミ/酸含量を

測定し、 Gluおよびその前駆物質であるGln含量がDOP77ト小脳組織中で減少していることを既に報

告した(2)。今回は、これらr附ミy酸作動性神経伝達物質の生成および分解に関する酵素系につい
て測定した。また、これら77トから小脳組織切片を作製し、これにH.E.染色、 Kluver-Barrera染

色およひ。IPs抗体を用いた免疫染色法をおこなって、小脳組織の形態像およびPurkinje細胞の樹状

突起形成状況などについて観察した。

[実強方法]

名古屋大学環境医学研究所で飼育・維持されているBN-dop系 (DOp77トの系統維持用近交系〉よ

り得られた運動障害の遺伝子をへ?ロで-持つ雌とM口C系(運動障害のない正常系統)との雄とをかけ

あわせ供試動物群とし、この両親から得られたれ同志の交配によって得られたじを実験に使用し

た。生後12日鈴でこのF2仔動物のうち、上述の運動障害(1)が観察された7匹をDopう汁群、症候を

示さない7匹を対照群とした。生後16日齢仔77トをエーテル麻酔下で断頭屠殺し、小脳を摘出して凍結

保存した。遊離7ミl酸含量は、小脳組織を磨細後、 ethanolで抽出した上層を7ミ/酸自動分析機によ

り測定した。組織中のglutaminase活性はGrahamand Aprisonの方法(2)で、 GS活性はPrusiner

and Milnerの方法(4)でそれぞれ定量した。
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[実験成績と考察]

①小脳組織中の了ミ/酸含量 DOP71トおよび対照71ト小脳内で興奮性神経伝達物質のTJ.，J¥。升守ン酸(Asp)

含量は、両動物群聞で有意な差異は見られなかった(図1)。しかし、 Gluおよびその前駆物質であ

るゲルタミン(Gln)含量は、 Dopうけ小脳で対照群よりも有意に低下しており既報(3)と一致していた。

他の了ミ/酸類の小脳内含量は、 DOP77トおよび対照う7トで差異は認められなかった。

②小脳内のGS活性およひ。glutaminase活性:Dopうけ群小脳内GS活性は対照群との聞に有意な差異は

見られなかったが、 glutaminase活a性はDopうけ群で対照群に比較して有意に低下(p<0.05)していた

(図2)0glutaminaseは神経終末部に局在することから、 DOP77ト群小脳組織内でこの酵素活性が低

下していたことは、形態組織学的に穎粒細胞層および~Purkinje細胞層の低形成との関連性が示唆

された。 GS活性は両群間で変化が見られなかったことから、ゲリ7細胞内でのGluからGlnへの代謝

系には特に異常が存在しない可能性が示唆された。

③小脳の組織学的検索:DOP77ト小脳では、小脳皮質溝の陥人形成が不充分であり、対照群に比較

して穎粒細胞層が薄く認められた。また、 Purkinje細胞体の脱落変性像がDOP77ト小脳では多数認

められた。さらに対照群に比較して、 DOP77ト小脳では外星状細胞や1¥'対叶細胞などの大型の神経

細胞消失がみられ、代償的に小型の楕円形の神経膝細胞体(ミクログリ7)が多数浸潤していた。 IP3

抗体を用いた免疫組識学的方法による染色像では、 Purkinje細胞の樹状突起形成がDOP77ト小脳で

極めて不良であることが確認された(当日発表展示)。以上のことから、 Dopうけで発現する運動失

調の原因の lっとして、遺伝的小脳低形成に伴う神経終末部内でのグ付ミン酸代謝系の異常、およ

p<0.05 

ひやPurkinje細胞の樹状突起の形成不全による神経伝達障害が推察された。
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171 発作感受性 EIマウス脳における発作後の AP-lDNA結合能
について

勝元栄一、尾崎宜洋、横谷昇¥山上条

(大阪市立大学医学部神経精神医学教室、*大阪市立大学医学部附属刀根山結核研究所)

〔要約〕

我々は既に EIマウスの放り上げ刺激による発作後において c-fosmRNA、Fos蛋白質の発現が日

およびddYマウスへの bemegrid巴投与による発作の場合より延長していることを報告した均、 3)、4)、勾 G

今回は転写制御因子である AP-lのDNA結合能について、けいれん後の変化を検討した。 EI[s]では

刺激を与える前より AP-l結合能は比較的高く、放り上げ刺激による発作後 90分で peakとなり、

その後も結合能は持続し、 96時間後に元の lev巴lに戻った。また、 EI群に b巴megrideによってけい

れんを誘発させた時よりも DNA結合能の上昇している時間は長かった。 ddYにおける AP-l結合能

はその上昇も持続時間も少なかった。このことは、 EI[s]が週一回の放り上げ刺激で発作を繰り返し、

Fos、Jun蛋白質が誘導されて AP-lが形成され、発作感受性を高める何らかの遺伝子を誘導してい

るのではないかと推測された。

(目的)Fos、およびJunfamilyはheteroまたは homodimerを形成し AP-lとなり、遺伝子転写制御

因子として機能するといわれている。今回は日マウスの発作後の AP-lの DNA結合能について検

討を加えたので報告する。

(方法)EI[s]に放り上げ刺激を加え、 EI[s]、EI[ns]、ddYに対して bemegride16 m訓cg体重を腹腔内

に注射し、発作を誘発させ、経時的に得た脳より Dignam らの方法川こより核抽出液を調製した。核

抽出液 (25μg蛋白質) と4μgのpoly(dI-dC)を 15分間室温で前処理を行った後、 [α_32p]_dATPと

DNA polymerase 1のK1enowfragmentで5'末端をラベルした Z本鎖 oligonucIeotide(5'-TGA TCCG 

GCrGA'口CATCA口AG♂)を添加し、 30分間室温で反応させた。反応、液を 4% polyacrylamide-gel 

電気泳動 (150V、100min.)で DNA-蛋白質複合体と fr切の DNA断片と分離した。 泳動後 gelを

il童紙に移し、乾燥させ、 autoradiographyを行った。

(結果)EI[s]では刺激を与える前より AP-l結合能は比較的高く、放り上げ刺激を加えて発作を起こ

すと、 90分後に peakとなり、その後も結合能は持続し、 96時間後に元の levelに戻った。 EI(s]に

bemegride を注射し、発作を起こさせたときもほぼ同様の経時的変化を示した。しかし、 48 時間後

には元のレベルに回復するが、 96 時間後にはそれよりも低下していた。 El[ns] の場合では、刺激前

のDNA結合能は EI[s]よりやや低かった。注射による発作後は 90分で peakとなり、 24時間後に

は注射前の levelになった。 ddYでは注射前の結合能は僅かに認められるのみであり、 bemegrideに

よる発作後も結合能の上昇は認められたが、 EIに比べその程度は少なかった。

(考察)ddY群では EIマウスと異なり AP-l結合能が発作誘発前で殆どみられず、 bemegride発作

後も僅かで、あった。このことは発作非感受性によると考えられる。また、 EI[s]で El[ns] より結合能

が持続していることはてんかんに相関する遺伝子を AI人1が制御し、週一回の放り上げ刺激によって

発作感受性が上昇することを示唆する結果であった。
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172 EIマウス脳におけるポリ(A)結合蛋白質について

木岡哲郎、山上策

(大阪市立大学医学部神経精神科)

〔要約〕

われわれは、既に EJ マウスの国有の痘筆発作によって、ポリ(A)ポリメラーゼの活性が低下し、

mRNAの翻訳活性も低下することを報告してきた。今回は、ポリ(A)ポリメラーゼの活性に影響を与

え、ポリ(A)鎖の保護の役割を持つポリ(A)結合蛋白質(PABP)についてfilter-bindingassayで検討した。

発作によって、核内の結合蛋白質の binding activityは60%に低下し、細胞質の結合蛋白質は90%に

低下した。これらのことから、発作によって、結合蛋白質が変化してポリ(A)鎖との結合力が低下し、

ポリ(A)鎖の安定性や、ポリ(A)+mRNA活性に影響を与えると推測した。

(目的)EIマウスの固有の盤聖堂発作によるポリ (A)結合蛋白質の変化を観察し、 Elマウス脳における

m悶 A翻訳に与える影響を明らかにする。

(方法)マウス脳より、細胞核画分と細胞質画分を調製し、その粗抽出液を用いてfilter-binding

蹴 ay喝を行った。反応混液は、 2ngのeH]-poly(A)、100開のpoly(C)、粗抽出液の蛋白質(0.1-0.3unit)を

含んだbufferA(0.1M NaCl， 30mM Tris-HCl (pH. 8.0)， 15mM 2-mercaptoethanol， 1mM EDTA， 1mM PMSF) 

合計100μIとなるように調製した。 25
0

Cで10分間インキュベートを行い、 lmlの氷冷したbuffer B 

(60mM KCl， 10mM Tris-HCl (pH. 8.0)， 1mM EDTA)を加え反応を停止した。混液を24mmnitroceJJuJose 

filter (HAMP， Millipore)に通した後、 filterは5mlのbufferBで洗浄し、乾燥し、カウントした。 lunitは

lngのpoly(A)と結合する蛋白質の単位とした。

(結果)poly(C)に変えて、ラベルしていなl'poJy(A)を反応液に加えたときのカウントを非特異的活

性としてpoJy(A)結合の活性より除いた。以上による細胞核内PABP活性は、 EIマウスの痘撃発作直後

で、発作間歌期の70%台に低下し、 120分後には元の値に回復した(Fig.l)。これに対し、細胞質の

PABP活性は僅かしか低下しなかったσig.2)c肝臓の細胞核の活性は、発作によって変化が見られな

かったσig.3)。発作間歌期における綿胞核のPABP活性を母系であるddYマウスとEJ(s)マウスで比較

したところ、 EJ(s)マウスが有意に高値を示したσabJe1)。

(考察)PABPはmRNAの3'末端のポリ(A)鎖と結合し、保護するとともにmRNAの安定化をはかる九

PABPを除去すると、 mRNAの半減期の減少がみられたとL、う報告2)がある。そのため、今回の実験で

得られた発作後のPABP活性の低下はm町~Aの不安定化を惹き起こすと考えられる o L況に報告したポ

リ(A)+mRNA翻訳活性の低下はポリ(A)鎖の変化によると予想していたが、このPABPの変化はポリ(A)

鎖の異常を惹き起こす誘因になると考えられる C 発作間歌JtJiにおけるPABP活性がElでddYより高値で

あったことは、頻回の発作によるリバウンドによる上昇の可能性が示唆される。細胞核のPABPは細

胞質に比較して痘鐙の影響が5郎、が、細胞核と細胞質のPABPでは分子量、構造に相違があるため 3)と

考えられる。活性の低下もPABPの持ついくつかのドメインが発作により損傷を受けたとも推測され

る。今後はElとddYのPABPの構造的な差異を検討する必要がある。
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Table 1目 Poly(A)ーbindingactivities(unit/μ9 protein) in both 

the brain and Iiver nuclei of interictal EI and ddY mice 
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Fig. 3， Alteration of PABP activity in Iiver nuclei by 
seizures of EI mice. 

1) Baer B.W. and Kornberg R.D. (1983) J.Ccl1. Bio1. 96717-721 

2) B巴rnsteinP. ， Peltz S.W. and Ross J. (1989) Mo1. C巴11.Bio1. 9 659-670 

3) Sachs A. 13.， 130nd M. W. and Kornberg R. D. (1986) Ce1l45 827-831 
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173 E Iマウス脳mRNAの翻訳活性
におよぼす poly(A)鎖の影響

中西亙紀、撫井弘二、木田哲朗、黒田陽子、山上栄

(大阪市大・医・神経精神)

〔要約〕
遺伝性痘霊素因を有する EIマウス脳の poly(A)+ mRNAの翻訳活性と戸ly(A)鎖の役割につい

て、兎網状赤血球ライセートを用いた invitroの系で検討し、 poly(A)鎖長について7M尿素一

pol)叩 rylamidegel電気泳動を用いて検討した。
我々は既に、痘筆履歴のある日[s]、履歴のない EI[ns]の翻訳活性は、発作非感受性の ddY

マウスより有意に低値を示すことを報告した (6)0 RNase Hにより poly(A)+ mRNAの poly(A)

鎖を除去すると、 3群マウスの翻訳活性の差はなくなり、翻訳産物の SDS-PAGEの結果でも質

的、量的差異は認められなくなった。 3群マウス mRNAのpoly(A)鎖長をゲル電気泳動で検討
したが、ここでも明かな差異は見い出せなかった。これらの結果より、 EIマウスでは transla-

tionの過程において、 poly(A)鎖の存在の有無によって異常が生ずることを示唆した。

[目的] mRrぜAの翻訳活性の調節には、 5'cap、5'非翻訳領域、 3'非翻訳領域及びpoly(A)鎖な
どが関与すると考えられている (9)0 ddYマウスに比べて EIマウス脳では、 poly(A)鎖を添加

・伸長する poly(A)ポリメラーゼ活性が生後14日頃より低下すること(1)や、 poly(A) + mRNA 

の翻訳活性が低進度の poly(A)添加で促進すること (3、4)から、 poly(A)鎖が遺伝的な翻訳活性

の障害に関与していると推測される。本研究では、 Elマウス脳 poly(A)+ mRNAの翻訳活性に

対する poly(A)鎖の影響を invitroの系で検討した。同時に poly(A)鎖長についても比較検討し

Tこ。
[方法]実験には、生後28日より週1回の放り上げ刺激を与え、生後75臼頃より強直間代窓筆を
起こした生後100日目の痘筆履歴のある EI[s]と、生後放り上げ刺激を与えなかった痘筆雇歴の

ない EI[ns]、発作非感受性の ddYマウスを用いた。マウス脳から既報 (5)に従い polysomalpoly 

(A) + mRNAを調製した。 mRNAを oligodTと結合させ、 RNaseHを用いて poly(A)鎖を切断し

た後、 phenoト chloroform 法で m貯~A を抽出した (2.7)0 mRNAを[3 5 S]-melhionineを含む rab
-bil reliculocyle lysaleの系に加え、 invilroで蛋白質を合成し、[35 S]-methionineの取り込みに

よって翻訳活性を比較した。その翻訳産物は、 SDS-PAGEを行った後 autoradiographで解析し

た。また、マウス脳より調製した polysomalpoly(A) + mRNAの3'末端を [32p]Cpで標識した後、
RNas巴Aを用いて mRNAを消化して poly(A)鎖を取り出し、 phenol-chloroformで処理した後、 7

M尿素ー12%polyacrylamidegelにて電気泳動を行い、 autoradiographにて解析した (8)。

[結果] poly(A)鎖除去後の mRNA5μglmlを用いた時の、[35 S]-methionineの蛋白質への取

り込みの結果を Tab.1に示す。 3群マウス間で、翻訳活性に有意差は認められなかった。 Fig.l

に翻訳産物の SDS-PAGEの autoradiographを示す。 20KDから67KDの聞に majorbandを認め、

質的・量的差異は認められなかった。 Fig.21こ7M尿素-12%polyacrylamidegel電気泳動の auto-

radiographを示す。 3群マウス聞で poly(A)鎖長に明かな差異は認められなかった。

[考察] El[s]、 EI[ns]およびddYマウスの poly(A)+ mRrぜAより RNaseH処理により poly(A)鎖

を除去し、 invitroの系で[3 5 S]-methionineの蛋白質への取り込みを比較検討した。その結果、

3群間で翻訳活性に差は認められなかった。また7M尿素 pol)叫 rylamide電気泳動の結果より、

poly(A)鎖長は3群間で明かな差異が認められなかった。これは、以前の3群マウスの poly(A)+ 
mRNAの翻訳活性を、 ddYを100%とすると El[s]で71.8%、 El[ns]で51.8%と両 EI群で著名
に低下していた結果的や、両日群では低濃度の poly(A)の添加で翻訳活性が促進した成績 (3.

4)などと考え合わせると、 Elマウス脳 mRNAでは translationの過程において、 poly(A)鎖の関
与する段階でなんらかの障害が存在するものと推測される。翻訳産物の SDS-PAGEの結果で

は、前回の poly(A)+ mRNAを用いたものでも、今回の poly(A)鎖除去後の mRNAを用いたもの

でも3群聞において質的差異は認められず、 EIマウスの translationの過程における異常は、特
異的な蛋白質をコードす
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Table 1. Effect of mRNA. which were diges1ed 
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174 ラット脳内モノアミン濃度およびアセチルコリン濃度におよぼす
イサチン(内因性モノアミンオキシダーゼ活性悶害物質)の影響

浜上尚也、遠藤泰、平藤雅彦、南 勝

(北海道医療大学薬学部薬理学教室)

〔要約〕 我々はこれまで脳卒中易発症高血圧自然発症ラット(SHRSP)の血援ノルエビネフリン

.(NE)濃度が正常血圧のウィスター京都ラット(WKY)に比較して有意に上昇し、同時に測定した

腎モノアミンオキシダーゼ(MAO)活性は有意に低値をとることを報告した(1)0SHRSPの血圧と腎

MAO活性は有意な負の相関関係を示した。ガスクロマトグラフィー・マススペクトロメトリー(GC-

MS)によりSHRSPの尿中ならびに脳内から抽出した内因性MAO活性限害物質(トリプリン)の一つが

イサチンであることを報告した(2)。最近、泊 vitro系においてイサチンはアセチルコリンエステラー

ゼ(AChE)活性阻害作用も有していることが報告された(3)。この内因性MAO活性阻害物質の役割を

検討すべくイサチン投与よるラット脳内モノアミン濃度とアセチルコリン(ACh)濃度の変動につ

いて検討した。イサチンをWKYに単回投与すると延髄、海馬、小脳、線条体および大脳皮質のNE濃

度が有意に上昇した。また脳内のセロトニン(5-HT)濃度も有意に上昇し、 5-hydroxyindoleacetic

acid (5-HIAA)/5-HTの値すなわち5-HTの代謝回転は有意に減少した。イサチンをWKYに投与する

と線条体のACh濃度は有意に上昇した。これらの結果よりイサチンはWKY脳内のNE、5-HTおよび

ACh濃度の調節に深く関与していることが示唆された。

〔目的 SHRSPの高血圧進展や脳卒中発症にMAO活性の低下が深く関与していることをすでに報

告した。 GC・MSを用いてSHRSPの尿中や脳内に内因性MAO活性阻害物質としてイサチンが存在する

ことも見出してきた。そこでイサチンをWKYに投与し脳内NEや5・HT濃度変化について検討した。さ

らに、近年イサチンはAChE活性を抑制すると報告されている(3)ことからイサチン投与による脳内

ACh濃度変化におよぼす影響についても検討した。

〔方法〕 正常血圧のWKYにイサチン(50ならびに 200mglkg)を単回腹腔内投与し2時間後に脳を摘

出し常法に従い7分割した。脳内モノアミン濃度はHPLC-ECDにより測定した。脳内ACh濃度の測定

にはマイクロウェーブを使用するのでモノアミン濃度測定とは別立てで‘行った。各部位のACh濃度は

固定化酵素カラムを接続したHPLC-ECDにより測定した。モノアミン濃度およびACh濃度はそれぞれ

Lowry法で得たタンパク量により補正し算出した。

〔結果1)イサチン腹腔内投与2時間後のラット脳内NE濃度は大脳皮質、海馬、小脳においてイサ

チンの用量に依存して上昇し、特に大脳皮質では無投与群の2.18:i:0.31(mean士SD)ng!mg proteinに比較

しイサチン (200mglkg)投与群で、は11.52士2.39ng!mg proteinと有意に上昇した。 2)脳内5-HT濃度はイサ

チン(200mglkg)投与により有意に上昇した。一方、 5-HTの代謝回転(5-HIAA/5-HT)は有意に低下し

た。 3)イサチン腹腔内投与2時間後のWKY脳内ACh濃度はイサチンの用量に依存して上昇する傾向を

示し、とくに線条体では無投与群の0.17土0.03nmol/mg proteinに比較しイサチン(200mglkg)投与群で



は0.2410.05nmol/mg proteinと有意に上昇した(Fig.l)。

〔考察〕 我々はすでにSHRSPの血圧とMAO活性が逆相関することを以前に報告している。さらに

SHRSPの脳や尿中には内因性MAO活性阻害物質がWKYに比較して多く存在し、その一つがイサチン

であることを見出した(4)。イサチンは組織MAO活性を用量依存的かつ競合的に桔抗する。しかしな

がら脳内のMAO活性に対する影響についてはいまだ明らかにされていない。今回はイサチン投与に

よる脳内モノアミン濃度への影響を検討した。また、イサチンはinvitro系で、脳のAChE活性を抑制す

るとの報告がある。そこで'invivoで、外国的にイサチンを投与後、脳を7分割し各部位のACh濃度変化

についても検討した。脳内のほとんどの部位でモノアミン濃度およびACh濃度は増加しとくに大脳皮

質、線条体で著明であった。これはMAO活性およびAChE活性が抑制された結果、モノアミン濃度お

よびACh濃度が上昇したものと考えられる。詳細な機序はさらに検討が必要であるがイサチンが生

体内においてモノアミン濃度およびACh濃度の調節に深く関与していることが示唆された。モノ

アミンと同時にACh濃度が上昇する薬物はほとんど見あたらず重大な発見と思われる。今後、生理的

意義を含めさらなる研究が必要である。

ACh in Striatum 

** ** p<O.Ol vs control 
mean士SD(n) 

，・も，ロ四ωd h回、 。
。』ZL 
EE E 

三)。E Z 副

(6) 。
Control Isatin Isatin 

50mg/kg (i.p.) 200mg/kg (i.p.) 

Fig. 1 Effect of isatin (i目p目)， an endogenous inhibitor of MAO， on the acetylcholine (ACh) 

concentration in striatum of WKY. 

〔文献)(1)Minami， M.， S叫0，M.， Togashi， H. et al. (1988) Biogenic Amines 5， 517-526. (2) Hamaue， N.， 

Minami， M.， Kanamaru， Y. et al. (1994) Biogenic Arnines 10，99-110. (3) Kumar， R.， Bansal， R. C. and 

Mahrnood， A. (1993) Biogenic Arnines 9， 28ト289.(4)Hamaue， N.， Minami， M.， Kanamaru， Y. et al. (1992) 

Biogeruc Amines 8， 401-412. 

383 



384 

175 ラット脳における神経特異的ビジニン類似カルシウム結合タンパク質 (NV P) 
mRNAの発現に対するフェンサイクリジンの急性および遅延性の効果

〔要約〕

梶本局i1it，白井 笠.村上直也，楊 常宵，北村 登，白JII 治.西野直樹

(神戸大学医学部精神1-111経科)

フェンサイクリジン (PC P)の乱用者では続神分裂病様の陽性症状のみならず陰性症状を伴う精
神病像がしばしば認められ、 PCPの投与をうけた動物はアンフェタミンモデルよりもより包括的な
分裂病モデルとしての可能性を指摘されている。カルシウム結合タンパク質はセカンドメッセンジャ

ーであるカルシウムイオンを介して生体内の情報伝達に関与している。近年分裂病における細胞内情

報伝逮系の異常の存在が明らかにされつつあるが、今回我与は、分裂病の病1!llにカルシウム結合タン

パク質が関与しているのではないかと考え、ラットに高用量のPCPを投与し、神経特異的ビジニン
類似カルシウム結合タンパク質 (NV P)の majorisoformである NVP-lmRNAの発現に対する PC
Pの急性(l時間後)および遅延性 (24時間後〉の効果をノーザンプロット法により調べた。その結
果、 NVP-l mRNAはPCP投与 1時間後では喫内皮質で統計学的に有意の減少を示し、 24時間後では
側坐核において有意の減少を示した。その他の部位では著明な変化を認めなかった。 PCPによる遅
延性の神経生化学的変化として NVP-lmRNAの発現が側坐核で減少してじたことから、 PCP精神病
の病懸さらには精神分裂病の病般におけるカルシウム結合タンパク質の異常の関与が示唆された。

【緒言】

アンフェタミンなどの覚醒剤やフェンサイクリジン (PC P)の乱用者が精神分裂病とよく似た病
像を呈することは知られているが、 PCP精神病では幻覚や妄想、に加えて情意鈍麻や自問などの陰性
症状のみられるのが特徴とされている。 PCPの投与をうけた動物は陰性症状発現のメカニズムを含
めた分裂病モデルとしての可能性を指摘されており、 PCP投与動物における神経生化学的変化を切
らかにすることは、分裂病の病惣を明らかにする糸口を与えるものと思われる。

近年、分裂病の生化学的異常として、ドパミン系の異常のみならず細弛内情報伝達系の異常の存在

が明らかにされつつある。

カルシウム結合タンパク質はセカンドメッセンジャーであるカルシウムイオンを介して生体内の情

報伝達に関与している。最近になって新しいカルシウム結合タンパク質が次々と見つかっているが、

その多くは機能的役割が明らかでない。今回我々は、新しい神経特異的カルシウム結合タンパク質で

ある神経特異的ビジニン類似カルシウム結合タンパク質 (NVP)(3， 4)に着目した。 NVPには複
数のアイソフォームが存在し、いずれも脳特異的に発現しているが、それぞれ異なる脳内分布を示し

ている [Table130 N V Pもまたその機能的役割については明らかで」まないが、 NVPと高い相向性
をもっ FreQueninがシナプスに多く存在し神経伝達物質の遊離を促進すること (5)、また Recoverin
が網膜の光情報伝達においてカルシウムセンサーとして働くこと(1)などがわかっており、 NVPも
またカルシウム濃度依存的な activatorあるいは inhibitorとして脳内で働いている可能性がある。
今回我々は、ラットに商用量のPCPを投与し、 NVPの majorisoformである NVP-l田RNAの発
現に対する PCPの急性(1時間後)および遅延性 (24時間後〉の効果をノーザンプロット法により
調べた。

【実験方法】

SD系雄性ラット〈体重300-350g)にPC P 8mg/kgを皮下投与し 1時間後および24時間後に断頭し
た。対照群には生理食塩水を向援に皮下投与した。取り出した脳から、分裂病に関係があると考えら

れている部位を中心に、内側前頭皮質、前帯状回皮質、併j坐核、海馬、視床、扇桃体、喫内皮質、小

脳の 8部位を厚さ1.5mmの切片から直径1.5mmのパンチで取り出し、 -80"Cで保存した。
PCP群，対照群ともにAGPC法により抗11出した totalRNA 1 5μgをアガロースゲル電気泳動
後ナイロンメンブレンにプロットしたのち、 NVP-lcDNAを"pで標識したものをプローフーとして用い
たノーザンプロット法によって解，析した。得られたオートラジオグラムはβアクチンとの比を用いて

バイオイメージングアナライザー (Bas-2000)で定量化した。また、各群の比較はStudent's t-t巴st
によった。

【結果】 [Fig. 1) 
PCP投与1時間後の NVP-lmRNAの発現量をみると、喫内皮質で39%と対照群に比べて統計学的
に有意の減少(P<O.01)を示した。その他の部位においては、側坐伎で25%の減少傾向を示した以外は
著明な変化を認めなかった。
PCP投与24時間後では、側坐核において 1時間後の減少傾向に絞き42%と統計学的に有意の減少
(P<0.05)を示した。その他の部位では著明な変化を認めなかった。
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【考察】

PCPは当初麻酔薬として開発されたが、麻酔後12-72時間、麻酔からの回復時に幻覚や興奮、思
考障害などがみられ臨床応用が断念された経緯がある。さらにラットにおける近年の研究により、 P
CPの異常行動発現作用は、遅延性でまたその血中漫皮がピークを越えた後まで続くと言われている。
また、ラットに今回の実験と同様高用量の PC P (8.6田g/kg)を皮下投与し脳内のグルコース利用率を
調べた実験では、投与後 3時間は一過性にグルコース代謝が増えるが、その後減少し、 24時間後にグ
ルコース代謝は最低となり、この減少は48時間後まで続くと報告されている (2)。
これらの事実は、 PCPの高用量投与の場合、急性効果すなわち投与後 1時間後よりむしろ遅延性
効果すなわち投与後24時間後における神経生化学的変化がPCPによる精神症状発現により重要であ
る可能性を示唆している。
今回我々の実験で、中断辺縁系のドノfミン神経の投射部位であり分裂病との関係が言われている側

坐主主において、 PCP投与24時間後に NYP-lmRNAの発現が減少していたことは、 PCPによる遅延
性の神経生化学的変化として興味深い結果であり、 PCP精神病の病態さらには精神分裂病の病惣に
おける責任病巣部位としての側坐核の重要性ならびにカルシウム結ー合タンパク質の異常の関与が示唆

された。

【謝辞】

PCPを御供与下さいました国立精神神経センター西川徹先生ならびに(槻山之内製薬に深謝致します。
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176 Methamphetamineの急性および亜慢性投与による
AP-1結合タンパク質の変化

石原武士、柏原健ーペ氏家寛、清水義雄、秋山一文

(岡山大学医学部神経精神医学教室、*神経内科学教室)

〔要約〕

ラット脳において、 methamphetamine(以下MAP)の急性および亜慢性投与によるAP-1

結合タンパク質の変化をゲルシフトアッセイによって検討した。検討部位としては、側

坐核 (shell)、帯状回皮質、線条体(背外側部)を選んだ。 MAP急性投与 (4 mg/kg， 

i_pJでは各部位でAP-1結合タンパク質は経時的に著明に増加し、 MAP投与後180分でピー

クに達し、その後は減少した。一方、連続14日間MAPを1日l回投与 (4mg/kg， i_p.) 

し、その最終投与から 4週間後の定常状態においては、各部位でAP-1結合タンパク質は

減少する傾向が認められた。また、 c-Fosやc-JunなどAP-1結合タンパク質を構成するタ

ンパク質に対する抗体を用いて、 MAP急性および亜慢性投与によるAP-1結合タンパク質

の質的な変化を検討した。 MAP急性投与では各部位でc-Fos、c-Junが増加していたが、

亜慢性投与後の定常状態で、は主にc-Jun以外のJun familyのタンパク質が認められ、 Fos

familyのタンパク質は検出できなかった。

【はじめに】

核内に存在するAP-1結合タンパク質は遺伝子の転写調節に深く関わっており、新たな

環境への暴露や様々な精神刺激薬の投与で増加することが知られている。従って、 AP-1

結合タンパク質の変化は、精神刺激薬によってもたらされる精神異常ゃいわゆる逆耐性

現象での一連の脳内機構の変化と関連していることが考えられる。今回、我々は、精神

刺激薬であるMAPを用いて、急性投与後および亜慢性投与後の定常状態でのAP-1結合タ

ンパク質の量的・質的変化を検討した。

【方法と結果】

(1)MAP急性投与 (Fig_L ) 

ハンドリングを行ったラット Fig_ 1_ 
にMAP(4 mg/kg， i_p_) または

生食をl回のみ投与し、 30、60、

90、120、180、300分後に断

頭した。側坐核、帯状回、線条一 ω

体から核タンパクをtlll出し、 32P2
でラベjレしたAP-1配列 (5・-5
TGACTCA -3') を含むオリゴご
ヌクレオチドと反応させ、ゲル。

シフトアッセイを行:いオートラ渓

ジオグラフィーによって結果を 10 

調べた。

MAP急性投与により、各部位

においてAP-1結合タンパク質は

経時的に著明に増加し、投与後 0 

180分でピークに達した。 (n=3)

N _ accumbens 

一---'・一一 MAP
-一-0-一一 Saline

ω120  180 240 300 (min) 

time 



(2)MAP亜慢性投与後の Fig.2. 
定常状態 (Fig.2.)

ハンドリングを行った

ラットにMAP(4 mg/kg， 

AP・1binding proteins at steady state 

after subch ro nic MAP injections 

i.p. )または生食を連続

14日間投与し、最終投与
から 4週間後の定常状態 E
において、 Ap.1結合タンEE 
パク質を調べた。 22 
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MAP亜慢性投与後の定孟ムー
常状態では、 Ap.1結合タミミ山

ンパク質は減少する傾向52
が認められた O 帯状回皮 o

質では有意に減少してい是 C

た。 (n=12~16) 。

一口N.accunbens 

図 Cingulatecortex ・Striatu m 

p=0.36 p=0.001 p=0.51 

(3)Ap.1結合タンパク質の Fig.3. N. accumbens 
質的変化 (Fig.3.)

抗c.Fos抗体(c-F) 、抗c.
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cc-Fos、FosB、Fra.1、Fra-g
2)抗体 (p.F) 、および抗邑

Jun family Cc-Jun、JunB、 E
JunD)抗体 (p-J)を用いて、 吉
MAP急性投与後 (aMAP)お云 5

よぴ亜慢性投与後の定常状態寸

(cMAP)でのAp.1結合タンミ

パク質の構成を調べた。 ち

MAP急性投与後では、 C-Z 
Fosおよびc.Junの増加が認め 2
られた o aSAL aMAP 

MAP亜慢性投与後の定常状

態では、主にc.Jun以外のJunfamilyのタンパク質が認められたが、

質は検出できなかった。

[まとめ]

cMAP 

図p-F& p-J 

園 c-F& p-J 

図 c-J

臼p-J

Fos familyのタンノtク

MAPの急性投与後および亜慢性投与後の定常状態でのAp.1結合タンパク質の変化を検

討した。 MAP急性投与ではAp.1結合タンパク質は増加し、 c.Fosおよび、c.Junも増加して

いた。 MAP亜慢性投与後の定常状態では、 Ap.1結合タンパク質は減少傾向にあり、主に

c-Jun以外のJunファミリ}のタンパク質が認められた。 Ap.1結合部位はダイノルフィン

やエンケファリンなどの神経伝達物質の前駆体をコ」ドする遺伝子の上流にあり、 Ap.1

結合タンパク質はそれらの転写を制御していることが知られている。 Ap.1結合タンパク

質の変化は、精神刺激薬による作用と関連していることが考えられるが、 MAP亜慢性投

与後の定常状態におけるAp.1結合タンパク質の質的および量的な変化は、 MAPによって

もたらされる逆耐性現象を構成するひとつのメカニズムを示しているのかもしれない。
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177 ハロセン麻酔による低{柑ラットの駒夜中

榊至イピ問頒溺支の擬す
和田博克井藤英喜折茂葺佐藤昭夫z

傍u?-:大・老弔元朝兎人医療センター割庖人総合研弼者2) 

〔要約〕
成熟ラット(体湿37

0

C)をハロセン麻酔し、約2時間後吃琳温が32
0

Cになった時点で採取した髄液中
の6種類湖特壬f岱物質細目，即位田A.TRP.町礼5-HIM)の鶴支を多種目催イ出向頒祖l民主撞(N巴uroch明
白A初を用いて祖1庭し九結果を体温を訂。Cに維持したラットから採取した髄液中併構{む判型質濃度と

上t較した。その結果、剛以外物質は低体温ラットでは常体温ラットに比べて有意こ低下(p<o.∞1)して
いむ以上の事実を前回の学会で報告しt~化ラットの髄液中併特百む判耀雪濃度と比較しハロセン廟酔
による低体温のラットの髄液吋環簿と加齢による景簿との関連を考察しむ

E目白勺〕
低体温は虚血中α脳輔輔副部こ対して保護的に作用することカ切られており、庁長血管障害倒邸科慰範劫〈
注目されつつある(2)。また直齢者では低体温的固に関係していることカ多川しかしながら、低体温の
生体内での機構ま充分にl胡現月されていなL、今回ハロセン麻酔』こよって低体温(32"C)となったラットの
髄液中の6種のアミン類個目，間IPAC，肝A.TRP.回礼5-HIM)の濃度を刑euroch佃 Jを用いて担I庭し、常
体温(幻OC)下で叩ラットの髄液中の各物質濃度と雌殻錯すし、ラット髄液中のアミン類。濃度訪〈どのよう
応変化するかを検討したので報官する。

亡元子主去ヨ
月齢4-6箇月のウィスター系雄性ラット 12匹(体重300-4 00 g)を僻科冨群(32OC) 6匹と常体
温群(幻 OC)6匹に分類し九各ラットlまハロセン閥幹 (2%)下に気管呪謂し人工叩吸器を装着した。
気管質事説あのハロセン濃度は1%とした。直腸温はサーモメーターで額碇した低体温ラットlまハロセン麻
酔』こよって体温を値下さ也常体温ラットはヒートパッドとヒートランプにて直腸温を37"Cに維持し九

右文盟副長から全身血圧をモニターほ。実験劉の温度胸6
0

Cに維持された実験は結果の日内装動を
考えて午後2時~4矧こ脳子された。
各ラットl機質問白書・皮下組織・飯膜鶴|離して脊髄蝶を露出した。 alGの注維持大橋こ束11入し
針吸引によって髄液c1時加 μDを迅速に採取し、 aαM岬撤で処理した後、制。'CIこ湯帯保存した。
髄液当日μlを週百クロマトカラム(CI8)に注入し、 fNeuroch咽 jを用いて髄液中の各種アミン類舗日，加
PAC，肌TRP.剛 5-H1M 図1参府の濃度を担I庭しむ担民主壊は平均直士標準誤差で表示し、新罰的有
意性併11:定にはt-:検定を使用しTこ。
成吉男毛〕

(1)低体温ラット群の実験中の直腸温併協は図2に示される。常体温ラット群の実験の府議描は低体温
ラット群とほ国司様である。

A:体温記録勝締〈担7
0

C) B:気管明書時(お，.90C) C:大腿翻僻僻寺(お2
0

C)
D:髄液採取時(泣rc) E:終了時(31.7 OC) 

(2)髄液中各撞アミン類割閣支(昭ImD(図3参照ぷ

MHPG DOPAC HVA TRP KYN 5-HIAA 

常体温群 21. 7::t2. 9 13. 3士2.4 30. 6:t4. 2 383 :t83 53. 7:t8. 5 lal士20

低体湿群 13. 1:t1. 8 3. 85:tO.泊 6.官士1.451ω :t14 50. 8:t5. 6 釘'.0:t5. 7 

両群調でKYN以外¢糊慣は低体温群で有意に低下していた(pくa∞1)。
(3) KYNとTRPの比 (KYN/TRP)は常体温群で0.1国土o.偲1.低体温群で 0.513士0.072であり、
編胸こ有意な差を認めた &0.∞1)(図4参照)。
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ハロセン麻酔による低体温ラットの髄液中カテコラミン系とインドールアミン系俳韓基侶学物質の濃度は

常体温ラットに比べて減少するも劫全多かった。体温謝首中枢は視床下部にあり、低体温ではセロトニン系
カ、関与し、高体温ではノルエビネフリン系カ澗与する(5)。またセロトニン受容体lAは低体温に関係し、セ

ロトニン受容体2は高体温に関係しているとの報告もある(3)。この実験では低体温にはセロトニシ係とカ

テコラミン系の両方カ鴨与していること的唆され九日irvonenらは外鵬、らイ邸本温ストレスをモルモッ

トにかけた実験で、髄液中のカテコラミ功笥支は上昇するとしている(4)。この要望食とは異なる結果となっ

たのはハロセン麻酔では内商効、ら低体温を誘導しているためと考えられる。この実験でl誕百N濃度は低体
温と常体温でほぼ両様となったことからは悶N代謝系が低体温ストレスに対して代償性に作用してし、る可
能世蛸唆される。実現<YNは更凶馴控抗作用を持つキヌレニン酸(町NA)と鵬雌樹怖をもっキノリニ

ン酸(QUIN)に分解されることカ切られている。また刷DA花翫3初である胤一朗11こは神藤掛甜包を虚血から保護す
る作用があり、そ叫顎体温カ、低下することも報告されている(I)。従って、低体温の神経イ出場甘幾欄こは刷

DA受容体ぬ澗与していることか示唆される。 KYNとTRPの比(肝N汀RP)科医体温で有意に上昇していたこと
は前因。学会で報告しTご老化ラットの髄液所見と類似している(6)。低体温でばrRPの低下減賭であり、
老化ラットでl割問の上昇減賭で、あったが:、低体温と老イ切端厳ヘの影響にlま似た耐〈あると考えられる。
日詰語命〕

ハロセン麻酪こよる低体温ラット崎臓中のカテコラミン系とインドルアミン系僻幡俗間頒濃度は

低下するものカザ台どであり、老イ院療磐と似た面もある。しかし、低体温の実験はそのモデ‘ルによって結果

カ哩ミなる可能性もあり、今後更に検討を要する(7)。

〔文葉町
CDCorbett， D. et al. c1蜘).Brain Res 51生30Cト却4
(2)Ginsberg， M. D. et al. (1蛾).Cerebrovasc. Brain Metab. Rev.生i飾郡.
(3)Gudelsky， G. A. et al. (1鋤). Neurophanæ.∞lo~1却17-1313.

(4)Hirvonen， J. et al. (郎9).Med. Sci.比.W，器l加 135.
(5) Hi ssa， R. (1蜘).Act Med Res畠 3-15.
(6)地札比巴tal. (1制).Biogenic畑ines1Q， 221-225. 
(7)腕札比 etal. (1田4).Biogenic Amines in press. 
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178 脳内diazepambinding inhibitor (D81) mRNA発現
!こ及ぼすethanolの影響について
桂昌司、大熊誠太郎、辻村敦¥栗山欣弥

(京都府立医大・薬理、.脳・血管老化センター)

〔要約〕

内在性ベンゾジアゼピン(BD)様物質として知られているdiazepambinding inhibitor (DBI)の、アルコール

依存の形成およびその成立過程における脳内での生合成変化とその調節機構について、マウス大脳皮質な

らびに初代培養大脳皮質神経細胞(培養細胞)を用い、 DBlmRNA発現量の面より検討した。政hanol(EtOH) 

の単回投与は、マウス大脳皮質内DBImRNA発現量に何ら影響を及ぼさなかったが、 EtOHの長期連用に

伴うアルコール依存ならびに禁断症状発現時には、マウス大脳皮質におけるDBlmRNA発現量に著明な増

加が認められた。また、持続的にEtOHを培養細胞に曝露した場合においても、 EtOHの添加濃度ならびに

処置時間に依存したDBImRNA発現量の増加が認められた。さらに、マウス大脳皮質および培養細胞にお

いて認められたEtOH処置に伴うDBImRNA発現量の増加は、 BD受容体のagonistであるflunitrazepamの前処

置によりEtOH非投与時のレベルにまで低下した。 なお、対照として用いたs-actin mRN Aの発現量は、い
づれの実験系においても何らの変化を認めなかった。以上の成績より、 EtOHはマウス大脳皮質および培

養細胞においてDBImRNAの発現量を増加させること、またEtOH投与に伴うDBI生成の増加にはBD受容体

が関与していることが示唆される。

[目的]

D聞がラット脳内においてGABA作動性神経のpresynapticvesicleにおいて、 GABAと共存する約l1kDaの

内因性生理活性物質であることが見いだされて以来(2)、その中枢神経機能における役割が注目されてい

る。これまでのGABAA受容体を中心とした受容体結合実験ならびに電気生理学的検討の結果、 DBIはpヵ

ルボリン類と同様BD受容体に対してinverseagonistとしての薬理活性を示すものと考えられている。近年、

DBIの単離とそれに続いてDBlcDNAの塩基配列が明らかとなり、脳内における分布や各種病態時における

DBIの変化についても検討されているが、脳内における生理的役割についてはなお不明の点も多い。我々

は、これまでに薬物依存の形成およびその成立過程における意義をみる一端として、 nicotine連続投与の

影響を検討し、 nicotineが脳内においてDBImRNA発現の増加を招来することを明らかにした(3)。そこで、

今回我々は他に薬物依存を起こすことが知られているアルコールに着目し、アルコール依存およびその禁

断症状発現時における脳内DBImRNA発現量の変化について検討した。

[実験方法]

アルコールの急性投与は、制Y系雄性マウス(体重30g)にEtOH(3 g/kg)を腹腔内に投与することにより行っ

た。アルコール依存動物の作製および禁断スコアの測定は、 Goldsteinの方法(1)に準じて行った。培養細胞

(4)へのEtOHの曝露は、 H加 ks液で希釈したものを培養皿中に直接添加することにより行い、 EtOH長時間

曝露の場合は、 12時間おきに初回添加量の半量を添加し、最終的に培養14日目に実験に用いた。 DBI

mRNA発現量の測定は、 FastTrack1MmRNA Isolation kit (lnvitrogen)を用いてpoly(MRNAを精製し、ノーザ

ンプロットによる解析を行った。 DBIのcDNA断片をランダムプライマーとe2pjdCTPによりラベルしたも
のをプロープとしてハイプリダイゼーションに用い、 DBImRNAをBAS!2000image analizerにより解析した。

[結果および考察]

BD誘導体は代表的な抗不安薬であるが、脳内にこの誘導体に対する特異的受容体の存在が明らかにな

り、抗不安作用の発現機序としてこのBD受容体を介した作用が重要であると考えられている。一方、 DBI

もこれらBD系薬物と同様にBD受容体に対して親和性を有する内在性生理活性物質として知られ、中枢神

経系に対しては不安を誘発する物質であると考えられている。しかし、その生成および調節機構に関して



は不明な点も少なくない。したがって、本研究では薬物依存を起こす薬物としてアルコールに着目し、脳

内DBImRNA発現量に及ぼす影響を検討した。

先ず、アルコールの単回投与に伴う急性効果について検討したところ、 EtOH(3 g/kg， i.p.)はマウス大脳

皮質内DBlmRNA発現量に何ら影響を及ぼさなかった。つぎに、アルコールの長期連用に伴うアルコール

依存ならびに禁断症状発現時のDBlm陪~A発現量の変化について検討した。マウス大脳皮質におけるDBI

mRNA発現量は、アルコール依存ならびに禁断症状発現時のいづれにおいても著明な増加を示した(図1)。

また、 EtOHを培養細胞に曝露した場合においても、 EtOHの添加濃度および処置時間のいづれにも依存し

たDBImRNA発現量の増加が認められ、培養液中からEtOHを除去した場合にはinvivoで得られた成績と同

様、 DBImRNA発現量はさらに一過性の上昇を示した(図2)。なお、対照として用いたs-actin mRNAの発
現量には、いづれの実験系においても何らの変化も認められなかった。

つぎに、アルコール禁断症状発現時に認められる痩摩発作は、 BD受容体のagonistlこより抑制されるこ

とが知られていることから、アルコール処置に伴う DBImRNAの発現量の増加がBD受容体を介するもの

かどうかについてさらに検討を加えた。マウス大脳皮質および培養細胞において認められたEtOH処置に

伴うDBlmRNA発現量の増加は、 flunitrazepamの前処置によりEtOH非添加時のレベルにまで低下した。し

たがって、 EtOH処置に伴うDBlmRNA発現量の増加は、 BD受容体を介して調節されている可能性が強く

示唆される。

以上の成績より、 EtOHはマウス大脳皮質および培養細胞のいづれにおいてもDBlmRNAの発現量を増

加させること、 EtOHによる脳内DBI生成の調節にはBD受容体が関与していること、さらにアルコール依

存の成立と禁断症状の発現にDBIの生成が関与している可能性が示唆される O さらに、このDBlmRNA発

現量の増加がnicotineによっても引き起こされることから(3)、EtOHに特異的というよりはむしろ、種々の

薬物依存の形成および成立過程にDBImRNAの発現が関与している可能性が考えられる。

[文献]

1) Goldstein， D.B.， J.Pharmacol.Exp.Ther. 180，203-215 (1972). 2) Guidotti， A. et al.， Nature 257，553・555

(1978). 3) Katsura， M. et al.， Neurosci. Lett. 168， 1-4 (1994). 4) Ohkuma， S. et al.， Int.J.Devl.Neuroscience 4， 

383-395 (1986). 
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179 ミュータントマウス小脳におけるNO/cGMP系の検討

〔要約〕

池田正行1)，松井京子3)，石原好弘4)，湯浅龍彦2)，室田誠逸1)

東京医科歯科大学 大学院細胞機能制御学1) 医学部神経内科2)
国立精神神経センター神経研4部3)，都神経研神経病理4)

小脳におけるー酸化窒素(NO)の神経伝達物質としての役割と意義を明らかに

するために，病理学的変化の異なるStaggerer(SG)， Wriggle Mouse Sagami何TMS)[l]の

2種のミュータント小脳で， NO合成酵素(NOS)活性とサイクリックGMP(cGMP)含
量を測定し，運動障害の指標と比較した.NOS活性はSGでは対照の5.8%に低下して

いたか可TMSでは有意な変化はなかった.cGMP含量はSGでは対照の3.3%，WMSで
は43%に低下していた.一方運動障害はWMSの方が著明だった.以上の結果はSG，

WMSでは異なるNO/cGMP系の異常が存在することを示す.このNO/cGMP系の異常

と，それぞれの系の運動障害の聞の解離は，何らかの代償機序か，あるいはNO以外

の神経伝達が運動障害を修飾していることを示唆する.

緒言:非定型的神経伝達物質であるNOを生成するnitricoxide synthase(NOS)は脳の各

部位の中でもとくに小脳に活性が高いので[2，3]， NOは小脳での神経伝達に重要な

役割を呆たしていると考えられる.本研究の目的は小脳機能におけるNOの意義を探

ることにある.その目的で，病理学的変化と運動障害の程度の異なる2種類のミュー

タントマウス小脳で， NOのマーカーであるNOS活性とcGMPを測定し，これらのマ

ーカーと運動障害の指標と比較した.

材料と方法:小脳ミュータントマウスは12-16週齢のStaggerer(SG)とWriggleMouse 

Sagami (WMS)を，対照としては無症状のlittermatesを用いた.NOS活性は既報のご

とくcitrulline産生を指標にHPLCを用いて測定した[2，3].cGMP含量はマイクロウェ

ープ照射(3.5kW， 1.3 sec)した小脳からトリクロ jレ酢酸で抽出後RIAにて測定した.

また70x70cmのopenfieldでのlocomotoractivityと5分間あたりの転倒回数を指標とし

て運動障害の評価も行なった.

結果:(Fig. 1-4)小脳あたりのNOS活性はSGで対照の5.8%に低下していたがWMSで

は有意な変化がなかった.cGMP含量はSGでは対照の3.3%に低下し， WMSでは43・

%に低下していた.一方運動障害はSGよりもWMSの方により強く， locomotor 

activityはSGでは対照と比較して有意な変化はなかったがrwMSでは対照の20%にま

で低下していた.転倒回数もSGでは5分間に11回に対しWMSでは5倍の55回だった.

考案 :SGでのNOS活性とcGMPの含量の低下は，頼粒細胞の消失，プルキンエ細胞

の著減といった病理学的変化にほぼ対応している.一方光顕レベルで病理学的変化

がほとんどない羽市1S小脳で， NOS活性が低下していなかったにもかかわらず，

cGMP含量が低下していた.このことから， NOSニユーロンである頼粒細胞とcGMP-

産生細胞であるプルキンエ細胞あるいはパーグマングリアの聞の情報伝達が障害さ
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れている可能性，あるいはNO以外にグアニル酸シクラーゼの活性化因子があり，

WMSはこの未知の因子が障害されている可能性のいずれかが考えられる.またSG，

WMSの運動異常がNO/cGMP系の異常と相関しなかったことは，何らかの代償機序

か，あるいはNO以外の神経伝達が運動障害を修飾していることを示唆する.
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Fig. 1. Cerebellar nitric oxide synthase (NOS) activity of Staggerer(SG) (n=6)， Wriggle 

Mouse Sagami (WMS) (n=6).and control mice (n=6 each). Values are expressed as % of 

con汀01value:tS.E.M.. *pく0.01in unpaired two-tailed Student's t-test. Fig. 2. Cerebellar 
cGMP content of SG， WMS and control mice. *pく0.05，**P<O.01. Fig. 3. Locomotion of 

SG， WMS and control mice.叩く0.05.Fig. 4. The number of falls of SG， WMS.叩くOβ1
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180 脳血管性痴呆モデルとしての脳血流慢性低潅流ラットの基礎的検討

〔要約〕

田中健一、小川紀雄、堀耕治1、野村正彦1、近藤洋一、浅沼幹人、森昭胤

(岡山大学医学部神経情報学、 1埼玉医科大学第一生理)

前脳の持続的血流低下による慢性的な脳血流低潅流状態が、明度弁別学習の慢性的な

障害を引き起こし、その障害にアセチルコリン系神経伝達機構の異常が関連している可
能性が示されたことから、両側総頚動脈結設による脳血流慢性低潅流ラットは脳血管性

痴呆モデルとしての有用性が示唆された。

[目的]
老年期痴呆に対する関心の高さから、近年、脳血管障害を主な原因とする脳血管性痴
呆に関しても、盛んに研究がなされている。しかし、脳血管性痴呆の病態モデルは一過
性脳虚血スナネズミや4動脈閉塞ー再潅流ラットなどの-過性の脳虚血モデルで代用さ
れており、しかも、そのほとんどは急性期における検討である。ところが、脳血管性痴
呆の臨床病態を考慮すると、起因となる脳血管障害が発症した後の慢性期における病態
が重要と考えられるようになってきた。特に、不完全な脳虚血が長期にわたり継続して
いる状態は脳血管性痴呆の病因として可能性が高いことが報告されている (5)。そこ
で、不完全な脳虚血状態である、両側総頚動脈結款による脳血流慢性低潅流ラットの脳
血管性痴呆モデルとしての可能性を検討した。初めに、両側総頚動脈結索6週後に前脳
皮質の脳血流量を測定した。明度弁別学習による学習記憶障害の評価は両側総頚動脈結
紫6週後より行なった。また、両側総頚動脈閉塞3，6，12週後に大脳皮質、海馬、線条体お
よび視床+中脳をそれぞれ取り出し、学習・記憶など知的機能に関連するアセチルコリ
ン (ACh)系神経伝達機構の慢性低潅流による影響をコリンアセチルトランスフエラー
ゼ (ChAT)活性とムスカリンレセプター(mACh-R)結合能を指標として検討するとと
もに、組織学的検討も行った。
[方法]
1.実験動物:9週齢の雄4性Wistar系ラット(日本クレア、東京)240-260gを用い、ぺ
ントパlレビ、タール (50mglkg)麻酔下、両側総頚動脈を露出して絹糸にて結殺した後、
皮膚を結合した(低潅流群)。偽手術群は、両側総頚動脈結索を除いて、低潅流群とす
べて同じ条件下で行なった。
2.局所脳血流量の測定:両側総頚動脈結繋6週後に前脳皮質における局所脳血流量
を水素クリアランス法にて測定した(1)。
3. ACh系における生化学的指標の測定:mACh-R結合とChAT活性は両側総頚動脈
結穀3，6，12週後に断頭屠殺して、測定に供した。mACh-R結合の測定は粗膜画分を用L¥ 
[3H]-QNBによるラジオレセプターアッセイを行なった (4)0 ChAT活性はHabaらの方
法にて測定した (2)。なお、蛋白定量はBio-radの測定キットを使用した。
4.組織学的測定:組織学的検討は3，6，12週後に4%パラホルムアルデヒドにて潅流固
定した後、脳を取り出し、マイクロスライサーにて冠状断切片を作成し、へマトキシリ
ン・エオジン、クリューバー・バレラ染色およびGFAP免疫染色を行なった。
5.オペラント型明度弁別学習:偽手術群と低潅流群の弁別学習行動の変化を観察し
た。実験期間中の体重は自由摂食時の85%を維持するよう給餌統制した。学習実験には
前面ノfネルの反応レバー直上に3個のランプを配置したオペラント箱を用い、餌ぺレッ
トを強化子(報酬)とした。レバー押し反応を形成した後、ランプの点灯を弁別刺激と
するmultVIEXTスケジュールによる継時弁別訓練を行なった (3)。正刺激 (S竹下の
反応はVI15-sスケジュールで間欠的に餌強化し、負刺激 (Sう下の反応は無強化とした。
1日の訓練はS+とSーをそれぞれ20回行ない、 1セッションとした。最初の30セッションは
点灯をS+、消灯をふとする原学習訓練を行ない、続いて消灯をS+、点灯をふとする逆転
学習訓練を行なった。
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[結果・考察]
両側総頚動脈結主主により、 6週後という慢性期においても、前脳皮質における局所血
流量が偽手術群に比べ、 51.8%低下していた (Fig.1)。また、両側総頚動脈結紫により、
3週後以降検討したすべての時点で、大脳皮質や線条体において、白質の組しょう化が
認められたことから、前脳を中心とした持続的血流低下に起因する可能性が示された。
一方、明度弁別学習において、弁別成績の指標である、正反応率(総反応数に占める正
解数の割合;Fig， 2)はORIGINAL、REVERSALともに低潅流群に比べ偽手術群のほうが、
総反応数がほぼ同程度であるにもかかわらず、全般的に高い値を示した。さらに、記憶
や学習といった知的機能との深い関連性が報告されている、アセチルコリン系神経伝達
機構の変化は、結紫3週後において学習/記憶に関係する前脳皮質でシナプス前部の指
標であるChAT活性が偽手術群に比べ、有意に低下したのに対し、シナプス後部の指標
であるmACh-R結合能は有意に増加した (Fig.3)。よって、明度弁別学習における学習
障害に、アセチルコリン系の機能低下が関与している可能性が示されたが、 6，12週後に
は少なくともこの2つの指標は正常化しているので (Fig.3)、他の要因も考慮する必要
がある。両側総頚動脈結紫に起因する慢性的な脳血流低潅流状態は3週後以降持続して、
脳白質部位の障害とアセチルコリン系神経伝達機構の機能低下があいまって、学習記憶
障害を示すものと考えられる。以上より、両側総頚動脈結紫による脳血流慢性低潅流ラ
ットは脳血管性痴呆の病態モデルとして有用であると思われる。
(謝辞 局所脳血流量測定にご協力いただいた岡山大学医学部脳神経外科の河内博士に深謝いたします。)
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181 学習課題遂行ラットにおける中隔-海馬コリン作動性神経
の調節:in vivo microdialysis法による検討

山室裕、Jf:l1耕j台、岩野仁1、!Hrj'淳一2、野村.iEi多
(埼玉医科大学第一生理 .1精神医学、 21l~門教育大学人間形成基礎講座)

[要約]

中隔から海馬へ投射しているコリン作動性神経は、記憶・学習に密、接な関係を持つと考えられている

(2，5，6，7)。また、脳幹から中隔へ導入される様々な神経系がこのコリン作動系を調節しているという神経

解剖学的な所見も認められる(1，4)が、学習課題遂行時にこの関係を調べた報告は殆ど見られない。今回

我々は、弁別学習課題遂行中のラットを用い、海馬においてアセチルコリン(Ach)を、中隔においては

ドーパミン(DA)とその代謝物(DOPAC、HVA)をinvivo microdialysis法により測定した。その結果、課題遂

行時に中隔DOPAC、HVAレベルが基底値から有意に上昇し、中隔へ入力するDA作動性神経が活性化す

る事が示された。また、課題遂行直後に中隔DAレベルの一過性の上昇も確認された。海馬Achレベルは

学習課題遂行時に有意な増加が観察され、 AchとDAの課題遂行開始後の相対的%に正の相関が認められ

た。この結果から、学習課題遂行時、海馬でのAch放出に中踊に入力するDA系の関与が示唆された。

学習行動に対する中隔一海馬コリン作動系の関与を調べる端緒として、学習課題遂行時のラット海馬

Ach放出と中隔においてこの作動系の調節に関わると考えられるDAおよびその代謝物を脳内微小透析(in

vivo microdia1ysis)法を用い定量、検討した。

[方法 11個体のFischer344系雄ラットを用い、実験期間中の体重は自由摂食時の85%に統制した。訓

練には前面パネルの反応レバー直上に3個のランプ(24V)を配置したオペラント箱(30X25X31cm)を用い、

45mg餌ペレットを強化子(報酬)とした。レバー押し反応を形成した後、ランプの点灯を弁別刺激とする

mu1t VIEXTスケジュールによる継時弁別訓練を行った(3)。ランプ点灯(S+)下の反応はVI15-sスケジュー

ルで間欠的に餌強化し、ランプ消灯(S-)下の反応は無強化とした。 1日の訓練は40試行(1試行は20s)とし、

半数の試行ではS+を、残り半数の試行ではSーを呈示した。 30セッション(30日間)の訓練後、さらにランプ

の消灯をS+、点灯をふとする逆転訓練を上記と同様に行った。 30セッションの逆転訓練の後、内側中隔

野領域ならびに海馬CAl領域にガイドカニューレを刺入した。刺入から2~3日後に直管型で透析膜長

lmmのプローブをガイドカニューレに挿入し、 Ringer液にて潅流した。 12日寺間以上の議流後、透析i夜を

20分毎に採取し基底値が安定した後、ラットをオペラント箱に入れ透析実験を行った。 20分間の透析液

をl試料とし、連続6試料採取した。最初の3試料は学習訓練下で採取し、後半の3試料は反応レバーや餌

血への接近を不可能にした状態で採取した。透析液中のDA、DOPAC、HVAならびにAchは、電気化学検

出器を備えた高速液体クロマトグラフを用い定量した。尚、透析プロープの刺入位置は、実験終了後ホ

ルマリン潅流を行い脳を摘出し、組織標本にて確認した。これにより内側中隔、海馬の両標的部位への

刺入が確認された8個体についてデータ解析した。

[結果および考察] 訓練過程における反応数の推移をFig.11こ示した。訓練の進行に伴い、 R+(S+下の

反応)とR-(S・下の反応)は原学習、逆転学習とも明瞭に分化した。訓練終了時の正反応率(S+下の反応数

(fota1反応数X100)はそれぞれ82.9:t2.2、83.0:t1.8%であった。 Fig.21こAch、DAおよびDOPAC、HVAの

継時的変化を課題遂行前3試料の平均を基底値とし、それに対する相対的な比率で示した。 Achは、訓練

セッション開始とともに急激な上昇が確認された[F(8，56)=12.079，PくO.OOIJoDAは、訓練開始直後に一過
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性の上昇が認められ、セッションの進行に伴い減少したIF(8，56)=4.180，p<O.OOllo DOPAC、HVAレベル

は訓練開始から噌加し、終了後徐々に減少した[DOPAC:F(8，56)=6.433， p<O.OOI， HVA: F(8，56)=12.492， 

p<O.OOlj。また、海馬Ach、中隔DAの両者とも測定が可能であった7個体について、訓練開始以降の相対

比率に有意な正の相関が確認された[F(l，6)=14.706， r=0.864， p<0.05]o以上の結果から、学習課題遂行によ

り中隔へ入力するDA作動性神経系が活性化すること、ならびに学習課題逆行時、海馬でのAch放出に中

隔でのDA欣tI:¥が関わっている可能ttが示唆された。
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182 摂取不飽和脂肪酸とラットの明暗弁別学習能
一行動、シナプス形態、膜表面構造変化及びシアル酸分布との関連ー

吉田 敏、宮崎真理¥竹下正純¥奥山治美・・

(大分医科大学・実験実習機器センタ一、・生化学、“名古屋市立大学薬学部)

〔要約〕
ラットにn-3系不飽和脂肪酸が豊富なシソ油を与えた群 (P群)と、 n-6系が多く n-3系が非常に

少ないサフラワ一泊群(s群)では、明暗弁別学習などの学習行動に差がでることが知られてい
る。そのメカニズムを明らかにするために、海馬CAl領域の前シナプスの構造を詳細に検討したと

ころ、学習行動後のシナプス小胞の数が、 P群の方がS群より有意に多かった。 しかし、学習前

のシナプスの構造には両群で有意な差は見られなかった。学習後で初めて両群に差の現れた現象

として、小胞体膜表面の水和構造、糖鎖の構造、およびシアル酸の分布の変化を検出した。その

結果、学習能のP群と S群との差は、シナプス小胞の代謝変化と関係があり、学習行動そのもの

と膜の脂肪酸の変化との共同作用により引き起こされた膜の酸性糖鎖の変化が、重要な要因のー

っと考えられた。

人を含めたいくつかの動物種で食餌性の不飽和脂肪酸、特iこn-3とn-6系の多不飽和脂肪酸のバ

ランスの変化で、学習能に影響を与えることが知られている。ラットの明暗弁別学習能の試験で

は、学習の開始初期ではあまり P群と S群とで学習能に有意な差は出ないで、 10セッション以

上試験を進めていかないと有意な差が現れないことから (1)単純に脳の脂肪酸組成が変わったと言

っても直ちに学習能を変えるのではないと考えられる。そこで、学習の前と後で調べて、学習前

にはPとS群とで差がないが、学習後に初めて荷群で差が出てくるような分子レベルでの変化を

調べることが重要になる。そこで、まず電子顕微鏡レベルでのシナプスの構造の変化、細胞内カ

ルシュウムイオン濃度調節に関与する小胞体の性質、小胞体膜のどこに変化が出るか全体的に観

測するための膜の赤外分析、そして膜のシアル酸の量の変化について検討した。

[方法〕

ラット(ドンリュウ)を用いた明暗弁別学習の試験のやり方、シナプスの電子顕微鏡での観測

の仕方はすでに報告している (1・21。小胞体からのカルシュウムの遊離の測定は、 Fura2を用いて

行った。小胞体膜の微量赤外分析の方法は総説を参照されたい印}。シアル酸の定量は、塩酸加水

分解、及びシアリダーゼ(C.perfringens)による分解(3 7.c )の方法で膜から最大遊離させ、蛍
光検出試薬(タカラ)を用いてHPLCにより行った。
〔結果と考察〕

明暗弁別学習能の試験は、報告されているようにP群と S群で 15セッション頃から有意な差

が出てくることを確認し、弁5JlJの条件を逆転させた方法でも学習能に差が出ることも確認した。

学習後のラットの海馬CAl領域 (stratumradiatu皿)を電子顕微鏡で観察し、シナプス小胞(SV)の

単位面積当たりの数を数えると、 P群の方がS群よりも有意に多いことがわかった。図 1に正反

応率(CRR)とsvの数との関係を示した。しかし、学習前のラットの同じ領域のsvの数には両群で有
意な差はなく、 S群では学習前も後もその数に余り変化がないことがわかった。これはsvの代謝
回転がn-3とn-6の脂肪酸のバランス及び学習行動によって影響されることを示している。

svの代謝回転或いは刺激依存性の神経機能の変調が細胞内のカルシュウム濃度によって影響さ
れる可能性を考え、学習後のPとS群から精製したミクロソーム(Ms)のCa2+取り込み能とIPa結合

能を検討したが、雨群で有意な差はなかった。また、そのMsの赤外吸収スペクトルを測定すると、

図2のA.Bに示したように、 1740cm-1付近に見られるリン脂質のsn-2脂肪酸エステル(C=O)と水と

の水素結合の状態が、学習後の両群で差が出ており、 P群の方がより水素結合が弱まっている事

を示し、 S群では学習前のものとあまり差がなかった。図2のCには、モデルとして豚脳のMsの場

合、シアリダーゼで加水分解するとBのような変化が起こることを示した。 1080cm-1付近の赤外政
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収にも学習後で初めてPとS群で差が出ること、脂肪酸組成自体は学習前後でほとんど変化しな

いこと、などから、酸性糖脂質糖鎖の変化が示唆された。そのMsのシアル敵の高感度測定を行っ

た。図3に示すように、全部のシアル酸量を測定できる塩酸による遊離法では、学習の前と後と
では有意に後の方がシアル酸が減っているのに対し、 PとS群の聞では差がなかった。しかし、

シアリダーゼで遊離するシアル酸量には学習後のPとS群で有意差があった。これはP群の方が

学習後にシアル酸の付き方に変化が生じたのに対し、 S群ではそのような変化がおこっていない

と考えられ、脂肪酸組成と学習行動(刺激)との協同的複合的な影響の重要性が指摘できる。

〔文献]1.Yamamoto N. et a!. (1987) J.Lipid.Res. 28，144-151. 2. Yoshida S. et a!.(1993) in Adv. 

Po!yunsaturated Fatty Acid Res. pp.265-268， eds. Yasugi et a!. 3.吉田 敏， (1994)膜学実験シリーズ

I、pp.291-297，共立出版.
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183 老年痴呆症治療薬を目指す新規 Prolylendopeptidase阻害剤、
汀 P-4819の生化学的性質及び薬理活性

砥出勝雄、岩本陽子、藤原教子

(日本たばこ産業(株)医薬総合研究所)

〔要約〕

新規Prolylendopeptiωse (PEP)阻害剤、 JTP-4819はラット脳 PEP活性に対し、強力かつ、特異的

な阻害作用 (IC5o: 0.8 nM)を示した。 Exvivoにおける PEP活性に対し、 JTP-4819(3 mg/kg， p・0.)は

投与3時間後においても強く、持続的な阻害作用を示した。 JTP-4819は精製 PEPによる Subs凶 ceP 

(SP)、Arg・vasopressin(A VP)、TRHの分解を抑制し、それぞれ 4.5、7.8、9.2nMの IC50値を示した。

さらに、 ITP-4819は前頭葉皮質及び海馬からの ACh遊離促進作用を示した。以上、 JTP-4819は

PEP阻害作用を介し、神経ペプチドの機能克進及び ACh神経伝達賦活作用を併せもつ老年痴呆症治

療薬としての開発が期待される化合物である。

老年痴呆症患者の脳において AChや神経ペプチドの伝達障害が報告されている(1， 2)oPEPは学習・

記憶機能に関与することが報告されている神経ペプチド AVP、SP、τRH等 (3，4)の C末端プロリン

のカJレボキシル側を選択的に切断するセリンプロテアーゼであるσ)。これらの背景をもとに、我々は

PEP阻害作用を介し神経ペプチドの賦活を作用機序とする老年痴呆症治療薬の開発に着手、その結果、

強力かつ特異的な PEP 阻害作用を有する (S)-2-[[ (S )-2-(hydroxyacetyl)-I-pyrrolidinyl]car加 nyl]-N-

(phenylmethyl)ーl-pyrrolidinecarboxarnide(ITP-4819)を見出したO 今回、 JTP-4819のPEP阻害作用の生化

学的性質及び薬理活性の指標として脳透析法を用い ACh遊離作用について検討したので報告する。

[方法] 実験には Wistar系及びFisher系雄性ラット (211g-381 g)を用いた。

1) PEP活性:ラット脳を 0.1M リン酸緩衝液でホモゲナイズし、 10，000rpmで 20分遠心後その上

清を酵素画分として用いた。基質として 200μM7-(Suc-Gly-Pro)-4-me出ylcoumarinamideを用い、反応

後生成する 7・amino-4-methylcoum紅inを蛍光光度計 (ex.370nm; em.460 nm)により測定した(6)。さら

に、ラット血援に JTP-4819を加え、 37tで 30分間インキュベート後に血禁中に存在する JTP-4819

の PEP阻害作用を検討した。 PEPの阻害様式はゲルろ過法により検討した。 Exvivoにおける PEP

阻害活性は薬物投与l及び3時間後、脳を摘出、大脳皮質、海馬、線条体、延髄、小脳及び中脳+祝

床下部に分割後、 invitroの際と同様の方法で PEP活性の測定を行なった。

2)酵素特異性:各種精製酵素及び基質を用い、 JTP-4819は最高 100μMの濃度まで検討した。

3)神経ペプチドの分解:精製 PEPを基質である SP、AVPあるいは TRHと反応後、残存する SP、

AVPあるいは TRHならびに生成したこれらの代謝物を HPLC/UVにて測定した。

4)脳透析:Pentobarbital (40 mg/kg， i.p.)麻酔下、前頭葉皮質 (A:+3.2，L:ー4.9，V:-3.5 mm)及び海馬 (A:・

6.5， L:-4ム V:-3.5)にガイドカニューレを植え込み、術後 26-48時間後に透析プロープを挿入、 ACh

量を HPLCACDにより測定したの。尚、 JTP-4819は注射用蒸留水に溶解し、還流開始約4時間後、

AChのbasallevelが安定した後投与した。
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JTP-4819は0.8nM (ICso)の低濃度で PEP阻害作用を示した(図 1)。生体内に[結果および考察]

は種々のプロリン特異的分解酵素が存在するが、 JTP-4819は各種酵素に対し阻害作用を示さず、 PEP

にのみ特異的な阻害作用を示した(表 1)。血紫とのインキュベート後も JTP-4819は強い PEP阻害作

用を示し、血中における本斉IJの安定性が示唆された。 Exvivoによる PEP阻害作用を脳内部位別に検

討したところ、 JTP-4819(3 mg/kg， p・0.)は投与 l及び3時間後も大脳皮質及び海馬を含め各脳部位と

も強い阻害作用を示した。さらに、 JTP-4819は SP、AVP及びTRHの PEPによる分解を低濃度で抑

制し(図2)、神経ペプチドの機能克進作用が推察された。 ー方、前頭葉皮質及び海馬からの ACh遊

離に対し、 JTP-4819(1及び3mg!kg， p.o.)は促進作用を示したことから、 ACh神経伝達の賦活作用を

有することも示唆された。

以上、本剤は PEP阻害作用を介し、 SP、AVP及び TRH等のブロリン含有神経ペプチドの分解を

抑制することにより、これらの機能を克進させ，かつ ACh神経伝達賦活作用を併せもつユニークな薬

剤として老年痴呆症に対し有効性を発慢するものと思われる。

[謝辞]

[文献]

各種精製酵素を供与頂いた長崎大学薬学部薬品製造工学、芳本忠教授に深謝します。

2) Ferrier I.N. et al. (1983) J. Neurol. Sci. 1) Bea1 M.F.加dMazurek M.F. (1987) Neurology 37， 1205-1209 

62， 159-170.3) Schlesinger K. et al. (1983) Biochem. Behav.19， 655-661. 4) Taira K. and Kaneto H. (1987) 

Folia pharmacol. japon. 89， 243-252. 5) Wa1ter R. et al. (1980) Mol. Cell. Biochem. 30， 111・127.

6) Kato T. et a1. (980) J. Neurochem. 35， 527・535.7)Toide K. et al. (1993) Eur. J. Phamacol. 233， 21-28. 

Table 1 Inhibitory effect of JTP・4819on PEP and the related enzyme activities 
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184 大脳皮質体性感覚野におけるLTPに伴うシナプトフィジン
およびシナプシンの消長
山口知子川上順子2

(東女医大・生化1、第二生理2)

〔要約〕

ネコの視床後外側腹側核(VPL)にテタヌス刺激を与えて大脳二次体性感覚野(S町のFieldPotentialσP) 

で刺激側にLτP(llO%ー170%の増大で90分-5時間持続)を記録した。一次感覚野でのLτ?誘導率は低

かった。 SIIの幸昨哉を口PlO分後と ω分後に摘出し、ただちに液体窒素で凍結した組織についてシ

ナプトソ.ム小胞膜マーカータンパクであるシナプトフィジンおよびそのリン酸化・脱リン酸化に

よって神経伝達物質の放出を調節しているシナプシンの変化を検索したところ、シナプトフィジン

はLTP10分後で対照幸跡畿の2.5倍に増加しており、 60分後には非LTP対照レベルに復する群と増加

レベルを保っている群とに別れた。これは、われわれがすでに発表しているPKC活性の消長(1)

でも観察された現象で興味がもたれる。またシナプシン抗体陽性バンドは細胞質および膜分画で

LTP 10分後に著しい増加が認められ、可溶函分では60分後では非LTP.対照レベルへの復帰が観察さ

れたが膜画分では増加が維持されていた。

LTPは記憶モデルとして、特に海馬でよく研究され、その成立および維持に関する分子機構に様々

なキナーゼの関与が示唆されている。また， 大脳感覚中枢野においても、視床のVPLにおけるテタ

ヌス刺激で特にネコでは大脳二次体性感覚野(SII)においてはLTPの成立が1∞%認められ(一次体性

感覚野(Sりでは 6例中2例)感覚記憶のよいモデル系と思われる (2)。我々は、昨年の本大会に

おいCamKIIによる内在;騨のリン酸化の上昇が分子機構の一端組っていることを報告した (5)。

このリン酸化基質としてはシナプシンおよびCam阻 αおよびpサプユニットがリン酸化のターゲツ

トとなっていると思われる。多くのキナーゼの複雑な関与と共に最近、海馬の歯状回において、

LTPに伴うシナップス小胞タンパクの増加がLTP後期の3時間後に観察されたが45分では認めら

れなかったという報告が発表されたが (3)、彼らの主張するこれらシナップス小胞タンパクの誘

導発現とは異なり、われわれの系においてはむしろLTPの初期に著しい増加が認められたことは、

タンパクの誘導発現とは違う、機能タンパクへのプロセッシングの過程がテタヌス刺激で誘導され

ているものと思われる。

[方法]

LTP刺激および記録:ネコにケタミン筋中麻酔後、大腿静脈にケタミンとドロペリドールの点滴

麻酔下にて関頭し、視床後外側腹側核 (VPL) にテスト刺激としてO.1Hzの電気刺激を与え

S∞on白rysomatosensory∞rtex(SrnよりFieldPotentialσP)を記録した。 VPLに2∞HZ，20pulseを10秒間

隔でテタヌス刺激を与えるとFPは刺激前の110-130%に増大した。このFPの増大は90分から 5時間

維持された (2)。テタヌス刺激側及び対側のSIIの大脳皮質(約50mg)を10分後および60分後に



切除し、液体窒素で凍結したのち-80oCで保存した凍結組織を2mMEGTA，10mMロイペプチン，

lOnMオカダ酸，lmMPMSF，20 mM  Tris-HC(pH7.2)溶液中で15%(w/v)ホモジネートをポリトロンホ

モジナイザーおよび超音波処理し、 105，000g 60分遠心上清を細胞質画分とし、沈溢を50mM

ズおよび超音波処理し、

Tris-HCl(pH7.2)， 2mM EDTA，2mM EGTA，ロイベプチン(10ml!ml)，O.I% Triton X-lQO中でホモジナイ

4 OCで60分放置後再び105，000g 60分遠心した上清を膜画分とした。

シナプトフィジンおよびシナプシンのウエスターンプロットによる同定:試料を10-20%グラジエン

一次抗体はミラノ、

Dipartimento di Ricerca Biologica e TecnologicaのDr.J.Meldolesi 

トグルにてSDS-PAGE分離後、 PVDF膜にセミドライ法でプロットし、

(抗シナプトフィジン)および

F. Valtorta (抗シナプシン) から供与されたものを用い、ウエスターンプロットの検出にはProt巴m

ンドの定量化を実施した。

Aを用いたECl検出システム法(アマーシャム)により、デンシトメトリーによって免疫染色のパ

[結 呆・考 察]

シナプシン抗体はシナプシンIa，Ibおよび IIa ，II bに反応し

ているがCamKIIによってリン酸化されるのはシナプシンIで

あることが知られている。一方シナプシンIIはPKCよてリン酸

化されるが(4)、LTPI0分後、可溶画分および、膜画分での著し

い免疫陽性バンドの増加はこれらキナーゼの基質の著しい増加

がLTPによって起こっている。またシナプス膜に局在するシナ

プトフィジンもLTPlO分後で対照の250%の増加が認められ、

60分後ではこれらシナプス関連タンパクの増加は対照レベルに

稜する場合と、依然として増加を保っている場合が観察されて

いることは、 われわれがすでに発表しているように(1)、キナ

ーゼの消長とも一致する興味ある現象と思われる。 Lτ?の成立

とその維持に関わる分子機構として、プレおよびポストシナプ

スでの複雑な分子関与が提唱されているが、最近、 Lynchら(3)

によって報告されているように、海馬におけるLτ?の後期にの

みシナプス関連タンパクの増加が認められたという結果が、わ

れわれの感覚中枢野におけるLTPの成立機構とどう関わるか輿

味ある知見と思われる。

[丈 献]

副将
5

d
帽鍵-a守

.
ぞ

2 3 4 6 

[図 1)LTPによるSIIにおける

シナブシンの変動。

レーン:1 -3 (可溶画分)

レーン:4 -6 (膜画分)

1、4 対照(低頻度刺敬)

2、5: LTP 1 0分後

4、6: LTP 6 0分後

[図勾 LTPによるSII膜画分に

おけるシナプトフィジンの変動。

レーン 1: LTP 1 0分後

レーン 2-4 : LTP 6 0分後

レーン 5:対照(低頻度刺激)

Y.加 dAshida H.(1993) Brain Res. 605，147-154. (3) 

Kaw法制iY.，Miyata M.加 dYamaguchi T.(1994) J.Neurosci.投稿中 (2) Kaw紘aml)
 
'・A(
 

Lynch M.A.，Voss K.L.，Rodoriguez J. and Bliss 

7195-7198. (5) 

T.V.P. (1994) N巴urosci.60， 1・5.(4) Valωrta F.，Benfenati F. and Greengard P.(1992) J.Biol.Chem. 267(11)， 

山口知子、宮田真理子、川上順子(1993)神経化学 32(1)，328-329. 
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185 脳発育障害ラットにおける脳内物質変化と
八方向放射状迷路学習機能

田丸政男，清水遵平田ゆかり2 松谷天星丸2 永田豊2

(鈴鹿医療大・医用工学愛知淑徳大 2藤田保健衛生大・医)

【要 約】 妊娠11-13日の母ラットにmethylazoxymeth組 ol(MAM)を15mg!kg連続腹腔内投与し、出生後の

成熟仔ラットの大脳皮質及び海馬内のノルアドレナリン例A)、セロトニン(5Hη量及びアセチルコリン合
成酵素(ChA:η活性を測定した。また八方向放射状迷路学習テストを試行して、空間記憶の機能も検討し
た。 MAMラットの大脳皮質及び海馬重量は、何れも対照の約20%の有意な低下を示し、小頭症であるこ

とが認められた。大脳半球及び海馬当りにおけるNA及び5町量の低下は見られなかったが、 ChAT活性は、

両部位共に対照の約20%の有意な低下を示した。 MAMラットの八方向放射状迷路学習成績は，対照ラッ

トに比較して多少劣ったが、 15試行で学習基準に達し、通常手続きの放射状迷路学習が可能であること

が示された。 MAMラットでは、遅延選択テストにおいて遅延15分以上で急激な成績の低下を示し、作業

記憶の障害が示唆された。以上のことから、 MAM小頭症ラットの大脳半球及び海馬におけるコリン作動

性神経系の脱落が、作業記憶の障害に何等かの影響を及ぼしたことが示唆された。

【目的】

胎生期における種々の環境因子の障害によって、成長後に出現する中枢神経系の異常は、各組織の発

育課程が異なるために、その障害の時期に大きく影響される。アルキル化剤のMAMを妊娠15日目の母ラ

ットに一回腹腔内投与すると、その仔動物に著しい小頭症が発現する(1)。私共は、胎生の11又は13日日

のMAM-回投与ラットが、 15日投与より小頭症が軽度にもかかわらず、オペラント明度弁別学習成績が

劣ることを既に報告した(2)。そこで本実験では、妊娠11-13日目のMAM連続投与ラットを用いて、モノア

ミン量の定量、及び学習や記憶に関与するとされるコリン作動性神経系φ7)の指標酵素の活性を測定し、

酵素活性と空間識別能力との関係を検索した。空間識別能力には、 Oltonの八方向放射状迷路学習テスト

を試行した。この学習課題は、迷路外の視覚的手掛かりの空間的関係の記憶(参照記憶)と、その試行

内での選択または未選択の記憶(作業記憶)を必要とし、空間記憶の検討には好都合の課題である。

【実験方法】

動物はWistar-lmamichi系の白鼠を用い、雌雄を交配した翌日を妊娠 1日日とし、妊娠11日から 3日間、

MAM-aαtateを15mg/kg腹腔内に連続投与した。自然分娩で出生した仔ラットを、実験開始の3ヶ月齢まで

飼育した。八方向放射状迷路学習には、実験群及び対照群共に雄ラット 9匹を用い、既報(3)の方法に従

って行った。 1試行はラットが8走路全てのぺレットを獲得するか、あるいは10分経過した時点で終了
し、 1日1試行で学習基準(最初の8選択のうち7選択以上の正選択が2日以上続く)に到達するまで
行なった。習得訓練試行終了の翌日より 3日聞は、各ラットの作業記憶の正確さを検討するための、遅
延選択テストを行なった。テスト第一日目に、ラットが8走路のうち最初の4走路を選択し終えると、
ラットを直ちに迷路から取り出し、ホームケージに移す。 5分後に再びラットを迷路内に戻し、残りの

4走路の選択テストを試行させた。同様の方法で2日目は 15分の遅延で、 3日目には30分の遅延で
選択テストを行なった。遅延選択テスト終了後、各ラットは飽食状態にして2週間飼育した。各ラット

をエーテル麻酔下で断頭屠殺し、摘出脳を大脳皮質及び海馬に分け、 Rossierら(4)の方法に従ってアセチ

ルコリン合成酵素のcholineacetyltransferase (，αAT)活性を脳懸濁液について測定した。またNE及び5HT量

は、 HPLCで分離しECD検出した。

【結果と考察】
MAM群の全脳重量は、対照の約15%の有意(P<0.05)な低下を示し、また部位別にみても大脳皮質及び海

馬の重量も何れも対照の約80%の有意(P<0.05)の低値が見られ、小頭症であることが認められた(データ

示さず)。大脳皮質及び海馬のホモジェネイ卜におけるChAT活性は、 MAM群の両部位で脳あたりで、

対照の約20%の有意の低下を示し、コリン作動性神経系の脱落が示唆された。しかし、蛋白当りの比活性

は両部位共に対照、との聞には大きな差は認められなつかた(図1)。一方、 MAMラットの大脳皮質及び

海馬における脳あたりのNE及び5HT量は、対照に比し大きな変化はなかった(図2)。

八方向放射状迷路学習成績は、 15試行を5ブロックに分けた場合の各ブロックごとの平均誤反応が、

MAMラット群及び対照群共に、訓練の経過に伴って誤反応数は漸次減少し学習効果が見られた
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[F( 4，64)=9.59， P<O.Oljが、各ブロックにおける両群の聞には有意な差はなかった(図3)0 また両群の遅

延後の最初の4選択における正反応数の平均は、ラットが遅延前の4選択全てを記憶している場合、遅延

後の最初の4選択でランダムに走行して館を獲得できる期待値は2.73である。対照群は30分の遅延におい

ても、ほぽ同じ正反応数を維持し、期待値 2.73を上回ったが、 MAM群では15分以上の遅延で正反応数が

減少し期待値2.73を下回り、 30分の遅延おいては両群聞に有意差σ<0.05)が認められた(データ示さず)。

また、誤反応数は遅延前に選択した走路を遅延後に再び選択した回数の合計で、 MAM群では30分の遅延

において、有意(P<0.05)に誤反応数の増加が認められ(図的、作業記憶および記憶の固定に何等かの障

害があることが示唆された。

大脳皮質や海馬におけるコリン作動性ニューロンが、空間認識能力に重要な役割を演ずることは、多

くの脳損傷実験や薬理学的研究によって示唆されているσ-7)。本実験で示された、 MAM小頭症ラットの

大脳皮質及び海馬でモノアミン作動性ニューロンの脱落は示されず、一方、コリン作動性ニューロンの

脱落が著しく、このことがMAMラットの空間記憶障害の要因の一つになった可能性が示唆された。
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186 ラットの時間制限給餌による reboundhyperphagiaに閉所条件を
加えた時の摂餌行動と前頭葉ドパミン代謝

〔要約〕

藤寄泰利1¥切池信夫1)、井上幸紀1)、奥野正景1)治、伊藤英樹1)3)、

栗岡政典1)、吉村敬一1)4)、山上策1)

1)大阪市立大・医・神経精神医学教室 2)三国丘病院 3)宝塚三田病院

4)浅香山病院

ラットlこ1B2時間の時間制限給餌を7日間施行後、自由摂餌に戻したときに生じる rebound

hyperphagiaに、閉所条件を加えたときの摂餌行動と前頭葉dopamin(DA)代謝の変化について検討を加

えた。ラットの時間制限給餌により生じるreboundhyperphagiaの2時間の摂餌量は、 22時間絶食後の

2時間の自由摂餌に比べ、約153%まで増加した。そして、これに閉所条件を加えると摂餌量はさらに

約176%まで増加した。 reboundhyperphagiaに閉所条件を加えたときの前頭前皮質 (PFC)の細胞外

液中DA濃度は、閉所条件を加えないものおよび絶食後の自由摂餌群に比し有意な変化を示さなかった。

しかし、 DOPACおよびHVA濃度は摂餌時に有意に増加しており、前頭前皮質 (PFC)のDA代謝が主進し

ていることが示竣された。今回の結果よりreboundhyperphagiaに閉所条件を加えた時さらに摂餌量が

増加することにPFCのDA代謝の元進が関与している可能性が示唆された。

旦旦金1三 我々は本学会においてラットに1臼2時間の時間制限給餌を7日間繰り返した後、自由摂
鱈を再開すると reboundhyperphagiaとなること、そして、これに閉所条件を加えるとさらに

rebound hyperphagiaが増強されることを報告してきた九一方、摂餌行動やストレス条件下でPFCの

DA代謝が元進することが報告されているほ)。そこで今回我々は、この reboundhyperphagia及び、こ

れにストレスとして閉所条件を加えたときのPFCにおけるDA代謝についてマイクロダイアリシス法にて

検討を加えた。

方法 実験動物およびマイクロダイアリシス;去における外科的処置は前報と同様である3)。すなわち、

Wistar系雌性ラット (12週齢、 180-210g)に chloralhydrate麻酔下で Paxinosand Watsonの図譜

5) (こ従い guidecannulaを前頭前皮質 (AP+2.7mm、L+0.5mm、V-1.5mm from Bregma and dura 

surface)に婦人し、固定した。ラットを8時-20時を陪惣とする明暗恒常条件下で個別の飼育用アクリル

ケージ (300x300x350mm)で飼育し、術後7日以上の回復期間の後、ラットを3群に分けた (n= 3)。

そのうち2群には、 1日のうち11時から13時の2時間に摂餌させる時間制限給餌を7日間にわたって施行

した。 8日目の測定日の9時に膜長3mmの l字型透析プローブを婦人し、 10時から11時までのDA、3、4

-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC)、および homovanillicacid (HVA)濃度をそれぞれの基礎値として

測定した。時間制限給餌をおこなった2群のうち1群は、 11時に前報4)の100x150x100mmのステン

レスグリッドのケージに移し閉所条件を加えてから、 11時から13時まで餌はあるが摂取することができ

ない見せ餌刺激を行い、 13時から自由に禦餌をさせた(A群)。他の1群は、閉所条件を加えずに同様に

見せ餌刺激2時間を加え、その後自由に摂餌をさせた(開平)。残りの1群は対照群として測定目前日の

13時に餌を取り除き、 22時間絶食させた後、閉所条件を加えないで、見せ餌刺激の後自由に疾餌をさせ

た (C群)。実験期間中、水分摂取は自由に行わせた。

細胞外j夜中DA，DOPAC，HVA濃度変化の統計学的解析には、実験条件と時間とを2因子とする 2元配置

分散分析を行い、有意な差を認めた場合、各時間において1元配置分散分析を行った後、 2群の比較に

Scheffe's testを用いた。摂餌量の検定には t-test (paired)を用いた。

結果および考察 制限給餌を施行する前の3日間の一日当りの摂餌量すなわち自由摂餌量は3群聞

に統計学的有意差を認めなかった。自由摂餌開始後の 2時間の摂餌量の平均値はA群10.8:1:0.4g，B群

9.4:t1.7g，C群6.1:t1.1gであり、 A群、 B群ともC群に比べ有意に増加しており reboundhyperphagia 
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が観察された。さらに、 A群はB群よりも増加する傾向にあり reboundhyperphagiaが閉所条件により

さらに増強されることが示唆された。 reboundhyperphagiaに閉所条件を加えたときのPFCにおけるDA

代謝をマイクロダイアリシス法にて測定した結果、 DA濃度は標準偏差が大きかったため、閉所条件を加

えないものおよび22時間絶食後の自由摂餌群と比べて、統計的有意差を見いだせなかったが、 DOPAC、

HVA濃度は他の2群に比し有意に増加していた(Fig.l)oPFCのDA系は、摂餌行動やストレスにより代謝

が充進するという報告げ)もあり、今回の結果から、 reboundhyperphagiaに閉所条件を加えた時さらに

摂餌量が増加することにPFCのDA代謝の充進が関与している可能性が示唆された。

DA 
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(参考文献)

1) Abercrombie，ED. et al (1989) J. Neurochem. 52， 1655-1658 2) Hernandez，L. et al 
(1990) BRAIN RES BULL 25(6)， 975・9793)井上幸紀他 (1990)神経化学 29、256四 257
4)奥野正景他 (1992)神経化学 31、442・443 5) Paxinos，G. and Watson，C.(1982) The Rat 

Brain，Academic Press. 
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187 アンギオテンシン作動性入力による正中視索前核領域のモノアミ
ン代謝の促進

(要約〕

国中淳一、牛込彰彦、山室裕¥仮屋勝秀¥堀耕治¥野村正彦・

(鳴門教育大・人間形成基磁、吋奇玉医大・第一生理)

正中視索前核.(MnPO)1こおけるアンギオテンシン(ANG)作動性およびモノアミン作動性神経の統

合的役割を検討した。 MnPOは脳弓下器官(SFO)由来のANG作動性入力を受けていることから、 SFO

の電気刺激がMnPO領域のモノアミン代謝に友ぽす影響についてマイクロダイアリシス法により調べ

た。 SFO刺激によりMnPO領域のノルアドレナリン(NA)、ドーパミン (DA)、DAの代謝産物である

3，4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC)およびhomovanillicacid (HVA)濃度は有意に上昇した。

次に、 ANG11のアンタゴニストであるSaralasin伊ar)を第三脳室内に投与した。Sar投与により、

MnPO領域のNA、DOPACおよび HVA濃度は減少した。これらの結果より、 SFOからのANG作動性

入力はMnPO領域のモノアミン代謝に対し促進的に働くことが考えられた。

第三脳室前腹部に位置するMnPOIム飲水行動の誘起、血圧調節やバゾプレッシン分泌調節に

関与していることが知られている (1，3) 0 MnPOIム SFOからのANG作動性 (2，5)および脳幹由

来のモノアミン作動性 (4)ニューロンの神経支配を受けている。先に、我々は、 MnPOIこはSFOと

脳幹 (A1NA細胞群)の両方かの神経入力を受けているニュー口ンが存在すること (6)、ANG変換

酵素阻害剤の脳室内投与がMnPO領域のモノアミン代謝を抑制すること (7) を確認している。これ

らの知見から、 SFOからのANG作動性入力がMnPO領域でのモノアミン代謝に何らかの影響を与え

ていることが考えられる。そこで、本研究では、 SFOの電気刺激あるいはANGIIアンタゴニストであ

るSarの脳室内投与がMnPO領域のモノアミン代謝におよぽす影響についてマイクロダイアリシス法

を用いて検討した。

[方法]

ネンブタール麻酔下のWistar系雄ラット(240-320g)のMnPOへステンレス製ガイドカニューレ

を入れ、 SFOへ同心型ステンレス製刺激電極を刺入あるいは第三脳室にステンレス製カニューレを刺

入た後、デンタルセメントで固定した。手術後 3日自に直管型で透析藤長lmmのプローブをガイド

カニューレを介してMnPOヘ刺入し、 1)ンゲル液で6時間以上潅流した。 SFOの電気刺激 (0.6mA， 

5-20 Hz， 0.2 ms duration)は30分間行った。第三脳室へは生理食塩水に溶解したSar(5μg，1μ112 

hr)または生理食塩水(1μ1)を注入した。透析は流速いl/minで行った。透析液中のNA、DA、DOPAC

およびHVAは電気化学検出器を備えた高速液体クロマトグラフにより定量した。透析プローブ、刺

激電極ならびにカニューレの刺入部位は、実験終了後脳組織標本を作成し確認した。

[結果と考察]

SFOの電気刺激より、 MnPO領域のNA、DA、DOPACおよびHVA量は増加し、刺激頻度の上昇

iこ伴った増加が観察された (Fig.1)。第三脳室へのSar投与により、 MnPO領域のNA、DOPACお

よびHVA量は有意な減少を示したが、 DA量の変化は見られなかった (Fig.2)。一方、生理食塩水

投与による影響は観察されなかった (Fig.2)。以上の結果より、 SFOからのANG作動性神経路は

MnPO領域のモノアミン代謝を促進する働きがあることが示峻された。 MnPOニューロンの一部は

SFOと脳幹からの神経性入力を受けているという電気生理学的所見 (6)より、 SFOからのANGニュ

ーロンI;l:MnPO領域のモノアミンニューロンの軸索終末にシナプスを形成しており、モノアミンニュ

ーロンの神経伝達を調節していることが推察される。
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188 老齢ラットに対するアマンタジンの行動薬理作用

溝淵睦彦、堀口 淳、柿本泰男

(愛媛大学医学部神経精神医学教室)

〔要約〕

アマンタジンは、抗パーキンソン作用のみならず、脳血管障害による老人性痴呆や

意識障害患者の意欲と自発性減退を改善させる。そこで、本薬物を老齢ラットに投与

し、オープンフィールド法により自発活動量と8方向放射状迷路による迷路学習を行なっ

た。オープンフィールド法でのLocomotionは、アマンタジン投与1日目から2日目で著

明に増加し、維持された。この結果は、 100mg/kg投与群でもっとも著明であった。

rearingは、やや減少傾向を示したが、 groomingは、 100mg/kg投与群のみ著明に減少

した。 8方向放射状迷路学習では100mg/kg投与群がもっとも学習能力が低く、次に

20mg/kg投与群で、対照群が誤選択が、最も少なかった。迷路実験中の運動量は、

100mg/均投与群は、老齢ラットに対しては著明に減少し、ーケ所にとどまっていた。

!以上より、アマンタジンは、迷路学習能を低下させ、運動量ではオープンフィールド

と迷路で相異なる結果を示した。

[はじめに]

アマンタジンは、抗パーキンソン病薬として用いられ、この効果は、主に中枢ドパ

ミン神経活動の克進作用による。すなわち、ドパミン生合成促進、神経終末からの放

出促進および同レセプターの直接刺激などが考えられる。一方、アマンタジンは、抗

パーキンソン作用のみならず、脳機能賦活作用を持ち、脳血管障害による老人性痴呆

症や意識障害患者の意欲と自発性減退を改善する効果が知られている[1]。われわれも、

失外套症候群や脳梗塞患者に対してアマンタジンが著明な臨床効果を発揮することを

報告した[3、4]。そこで、本薬物を老齢ラットに投与し、自発活動量と迷路学習を指標

に、行動薬理学的検討を行った。

{方法]

(A)動物および薬物投与法;ラットは、生後24ヶ月の老齢ウイスター系雄ラット、

体重450~560g を用いた。ラットは、アマンタジン20mg/旬、 100mg/kg投与群と蒸留

水2ml投与の対照群の3群に分け、各群8匹用いた。

(8) 自発活動量の測定;自発活動量は、オープンフィールド装置を用いた。投与前

10日間、投与中10日間、中止後5日間、毎日各3分間、連続25日間観察し、

Locomotion、rearing、groomingの各項目について、頻度と継続時間を計測した。

(C)迷路学習;迷路はOltonらの8方向放射状迷路を用いた。各アームの先端には、

径2cmの給餌用カップに、糖水1mlを入れた。実験前10日から給餌制限を行ない、実験

期間中は体重を約80%に維持した。 1日間2方向、 3日間4方向の迷路学習を行わせた後

に、本実験を1日1試行、連続10日間行った。選択したアームの位置と、 8っすべての

アームの餌を取り終わるまでに要した時間を記録した。ラッ卜がすべてのアームの餌

を取り終わるか、 15分間経過した時点で中止し、これを1試行とした。測定の検定には、

分散分析を行った後に、 studentt testを用いた。



[結果と考察]

オープンフィーjレド法で・のLocomotionは、アマンタジン投与1日目から2日目で著明

に増加し、維持された。この結果は、 100mg/kg投与群で‘もっとも著明であった。

rearingは、やや減少傾向を示したが、 groomingは、 100mg/kg投与群のみ著明に減少

した。 Fig.1は、ラットが放射状迷路実験中に各アームに何分とどまっていたかを示し

たものである。 20mg/kg投与群は対照群とほぼ同じで、特に4日目以後は約15秒と一定

している。 100mg/kg投与群で‘は初日6分、以後次第に短くなっているが、 10日目でも

50秒で他の2群より著明に長い。 100mg/kg投与ラットは、アームの出口から中央のプ

ラットホームに出ることを恐がり、ーケ所にじっと止まっている事が多く、時にアー

ム内を往復したり、出口で‘sniffingを繰り返すことがあった。したがって、オープンフィ

ールドでは、アマンタジンによLocomotionは著明に増加したが、迷路実験においては、

逆に極端に低下した。迷路学習能は、最初の8選択中の正反応数 (Fig.2) と各試行毎

の誤選択数 (Fig.3)で評価した。最初の8選択中の正反応数では、対照群と20mg/kg投

与群は、 1日目から10日目までほとんど変動がなく、約6回の正反応を示している。

100mg/kg投与群は、多少変動するが正反応は約4回と他の2群に比較して有意に低い。

100mg/kg投与群は、最初の3日間1ケ所にとどまることが多いため、誤選択数は少なく、

逆に7日目以後は極端に増加する。したがって、正しく学習能を誤選択数から評価する

ことは出来ない。対照群では、初日から3日間は一試行中平均7.5回誤選択があったが、

4日目から次第に低下し、 9日目、 10日目には約3.5tこ減少した。一方20mg/kg投与群で

は、 1日目、 2日目で8.5回、以後変動はあるものの最終の10日目でも6.5回とかなり誤

選択が多い。学習能に関する研究は少ないが、 Davies等は条件回避反応を上げると報

告している[2]。しかし、本実験では老齢ラットに対して、アマンタジンは、学習能を

低下させる作用を持つと考えられる。

[文献1
1.C割勾ro，P.cnd Lep也'le，D. (1974)Larouvelヨ問錦rre'dta.3.16回・1回4

2.α開s，JA.，J剖<9JI1，B.eta(1974)地UlOpham:m句y.13. 199-204 

3.堀口 j享，滞雌践，柿本泰男臨床脳波.(1叩6)28.35-38

4堀口淳，溝牒跨，柿本泰男精神医学.(1986)28.907-915
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189 ラットの時間制限給餌による reboundhyperphagiaに対する
飼料内容と fluvoxamineの効果

井上幸紀1)、切池信夫1)、藤お泰平1]')、架|詰l政9141)、伊藤英抄l'・ 2)、奥野正J5f-3)、
吉村ldx-'..)、山上祭1)

1)大阪市立大学(医)神経精神医学教室 2)宝塚三回病院 3)三国ヶ丘病院 4)浅香山病院

〔要約〕 ラットに1日2時間の時間制限給餌を7日間施行後自由摂餌に戻したときに生じる re加und

hyperphagiaに対する飼料内容の影響およびこれらに対する fluvoxamineの効果について検討を加えた。

さらに、 invivo microdialysis法を用い、 fluvoxamine腹腔内投与時の視床下部内側部におけるセロトニン

放出に及ぼす影響についても検討を行った。 Reboundhyperphagiaにおける摂餌量は、高炭水化物および

高脂肪含有飼料において標準飼料と異ならなかったが、高蛋白質含有飼料ては減少した。 Fluvoxamine

は高炭水化物および高脂肪含有飼料において民boundhyp巴rphagiaにおける摂餌量を有意に減少させ、高

蛋白質含有飼料ては減少させなかった。また、 fluvoxamineの腹腔内投与により視床下部内側部でふ町

放出の増加、 5-HIAA濃度の減少というセロトニンの再取り込み匝害作用を示す結果を認めた。以上の

ことから、時間制限給餌から開放したときにみられる reboundhyperphagiaに対して fluvoxamineは抑制効

果を有し、この効果は高炭水化物及ひ'高脂肪含有飼料において顕著に認められ、 reboundhyperphagiaに

おいてセロトニン系神経の機能低下が示唆されたc

旦主主1三 我々は摂食障害の生物学的な基盤を解明するために、ラットに 1日2時間の制限給餌
を繰り返すと脳内セロトニン代謝が克進し、自由摂餌を再開すると reboundhyperphagia状態となり、そ

のとき脳内セロトニン代謝が低下することを報告してきたお。そしてこれを摂食障害において生じる過

食のひとつの modelと考え、過食の脳内機序を明らかにするために種々の検討を加えてきたりわ。今回

我々は、この reboundhyperphagiaに対する飼料内容の影響およびこれに対するセロトニンの選択的再取

り込み阻害薬である fluvoxamineの効果について検討を加えた。さらに、 invivo microdialysis法を用い、

fluvoxamine n期空内投与時の視床下部内側部におけるセロトニン放出におよぼす影響についても検討を行っ
fこ。

五#i; Wistar系雌性ラット(12週齢、 180-220g)を8時から却時を暗期とする明暗恒温条件下で
1週間飼育し実験に供した。飼料は表1に示した異なる組成の飼料を用いた。飲料水は水道水で、実験

期間中自由に飲用させた。

<実験1> 標準飼料による1日Z時間 (11:00-13:00)の時間制限給餌を 7日間にわたり加えた後ラッ

トを 4群に分け、各々に標準飼料、高炭水化物含有飼料、高蛋白質含有飼料、高脂肪含有飼料を与え、

さらに各群をfluvoxamine30 mg!河川11投与(i.p.)群と同量の生理食塩水投与群の 2群に分け、 8日目か

ら14日日まで自由に摂餌させ、この間における摂餌量の変化を観察したc 摂餌量の測定は自由摂餌期

間の薬物投与後1， 2，311寺間および 24時間後に測定した。最終的に各群が 8匹となるようにしたc

<実験2> ラットを抱水クロラール(400mg!kg i.p. )で麻酔し、ガイドカニューレを Paxinosand 

Watsonの図譜.)(こ従い視床下部内側部(冠状縫合部より後方に 2.5mm，左側方に 0.5mm，深さ 7.5mm ) 

に挿入し、セメン卜固定した。そして10日以上の回復期間の後、 fluvoぼamine30 mgikg Imlを腹腔内投

与し invivo microdialysis法により細胞外液を 30分毎に 3時間回収し、 5-h)合oxytryptamine(5-ff乃，

5-hydroxyindoleace¥ic acid (5-HIAA)濃度を HPLC-ECDにて測定した。

統計学的解析として、時間と飼料内容又は薬物を2因子として繰り返しのある二元配置分散分析を行っ

た。有意な差異を認めた場合、各時間において一元配置分散分析を行った後、 2群の比較に Scheffe・5
T凶 1を行った。

結果および考察 Rebound hyperphagia状態における高炭水化物含有飼料、高脂肪含有飼料、高蛋

白質含有飼料の摂餌量におよぽす影響について Fig.l.に示した Rcboundhyperphagia 1日目の 1，2， 3時

間および 24時間における摂餌量は高炭水化物および高脂肪含有飼料て♂は標準飼料と異ならなかったが、

高蛋白質含有飼料では減少した。これらの傾向は4日日まで続いた。 Fig.2，3，4.に各飼料による
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rebound hyperphagiaの状態におけるf1uvoxamineの摂餌量に対する効果を示した。 Fluvoxamineは高炭水

化物およひ高脂肪含有飼料における reboundhyperphagiaの摂餌量を有意に減少させたが、高蛋白質含有

飼料では減少させなかった。

Fluvoxamine 30 mg/kgを腹腔内投与したとき、 5-町濃度は有意に上昇し投与3時間後で基礎放出値に

比し約 332%増加し、 5-HIAA濃度は投与 311寺間後で約 38%減少した。

本研究において、時間制限給餌から開放後に見られる reboundhyperphagiaにおいて、主に炭水化物な

らびに脂肪の照餌景が増加し、これがf1uvoxaminc投与により抑lti1jされることがlリjらかになった。

Rcbound hyperphagiaの状態においては脳内セロ卜ニン代謝が低下しており 2)、l1uvoxamincは5-HTの再

取り込みを阻害し、 rcboundhyperphagiaにおける炭水化物ならびに脂肪の照餌量を抑制したことから、

H寺間制限給餌後に見られる reboundhyp巴rphagiaの状態においては脳内セロトニン系神経の機能低下が関

与しているものと考えられた。

Table.l. Food contents 
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190 コカイン反復投与による痘撃感受性の経時変化とNMDA受容体
および脳内ポリアミンとの関係

霜里和朗

(川崎医科大学・薬理)

〔要約〕

コカイン反復投与が引き起こす痘筆感受性の経時変化に対するMK-801の効果と、コカイン処理が脳

内ポリアミン濃度に及ぼす影響について、 ddY系雄マウスを用いて調べた。コカイン50mg!kgの反復投

与により、はじめは痘筆感受性の充進が認められたが、後に耐性が生じた。 MK-801は用量依存的に痘

筆の感受性充進を抑制した。 SCH23390は感受性克進の獲得をやや遅延させたが、スルピリドは影響

を与えなかった。コカイン処理は、 3 日目と 6 日目のプトレシンを生理食塩水処理に比ベて 3~6 倍

に増加させ、また6日目における線条体と海馬のスペルミジン、および3日目における小脳のスペル

ミンを増加させた。以上の結果は、コカイン反復投与による産筆の感受性充進には、 NMDA受容体と

そのモデュレーターであるポリアミンが関与する可能性を示唆する。

【緒言】コカインは近年、わが国でも乱用の兆しが認められる依存性薬物であるが、産雪量誘発作用

が大きいことが知られている (2)。コカインの中枢作用はシナプスにおけるドーパミン (DA)の再取

り込み阻害効果により引き起こされる。一方、痘撃にはN-メチルーD-アスパラギン酸 (NMDA)受容体

が関与すると言われている (3)。これらの事実に基づき、私たちはコカイン反復投与による産聖堂感受性

の経時変化に対する、 DAおよびNMDA受容体措抗薬の影響をマウスを用いて調ベた。さらにポリア

ミンの脳室内投与がマウスの痘筆活性に影響を与えることから(1，4)、コカイン処理によって脳内ポリ

アミンが増加し、それが痘聖堂誘発活性に影響を与える可能性が考えられる。そこで本研究では、脳内

ポリアミン濃度に対するコカイン処理の影響についても検討した。

{方法】本研究にはddY系雄マウスを用いた。対照溶液、またはSCH23390 (0.1-0.5 mg/kg)、スルヒ。

リド(10-50mgfkg)、あるいはMK-801(0.1・O.4mgfkg)でマウスを前処理し、その30分後にコカイン60

mg!kgを投与した。この前処理とコカイン投与を 1日1回、 6日間反復し、コカイン投与による痘掌感

受性の経時変化に対する前処理の影響を調ベた。さらに生理食塩水またはコカイン 50mgfkg反復投与

マウスの脳について、 3日目と 6日目の投与前、および最終投与終了3日後に、皮質、線条体、海馬、

間脳、中脳、および小脳に分割し、各部位のプトレシン、スペルミジン、スペルミン、カダベリンを

液体クロマトグラフィー (5)により測定して、ポリアミンに対するコカイン処理の影響を調べた。

臨果}コカイン50mgfkg初回投与は産筆誘発効果をほとんど示さなかった。その反復投与により、

痘聖堂感受性は、はじめの3、4臼聞は段階的に充進したが、 5， 6日目には耐性に転じた。コカイン

反復投与による痘寧の感受性充進は、 MK-801により用量依存的に抑制され(Fig.1)、SCH23390によ

り遅延された。しかしスルピリドはそれには影響を与えなかった。コカイン反復処理は、 3日目にお

ける線条体、海馬、小脳のプトレシンを対照の 240~390%に、また 6 臼自における全ての部位

の濃度を 300~610%に有意に増加させた (Fig.2)。スペルミジンは、コカイン反復処理によって、

6日目の線条体と海馬において、対照の 126および 135%に有意に増加した。スペルミンは、 3

日目の小脳で有意な培加が認められた以外は、コカイン処理によって影響を受けなかった。

[考察】種々の薬剤による痘聖堂、扇桃核キンドリング、 LTPなどはNMDA受容体の括抗薬により抑

制される(3)。コカイン誘発産管もMK-801により抑制されたことから、コカインによって移引き起こさ

れる癌筆には、 NMDA受容体が関与することが示唆される。コカインの精神的・身体的興番手作用は中
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枢DA系が重要な役割を果たしているが、 D2受容体阻害はこの現象に影響を与えなかった。しかしな

がら、 SCH23390はコカイン反復投与による癌筆感受性の充進を遅延させた。これらの結果は、コカイ

ン誘発痘挙にはD2受容体は関与しないが、D1受容体はその感受性充進に補助的に作用することを示し

ている。 NMDA受容体の機能はポリアミンにより調節されることが明らかにされている (6)。さらにポ

リアミンの脳室内投与がマウスの癌筆活性に影響を与えることが報告されている(1，4)。本研究により、

コカイン処理が脳内ポリアミン濃度を増加させることが観察された。これらの事実は、コカイン反復

投与による痘聖堂感受性の経時変化に、少なくともその一部は、ポリアミンが関わっている可能性があ

ることを示唆するものと、思われる。

【謝辞】本研究は渡辺悟博士(川崎医科大学・薬理)との共同研究により行われた。信頼性の高い

ポリアミン測定を行った渡辺博土・に感謝する。
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191 ラット脳トランスグルタミナーゼ

大橋博、竹内裕

(高有製薬つくば研・生物工学)

〔要約〕

トランスグルタミナーゼ (TGase)は、ペプチド鎖中グルタミン残基のカルポキシアミド基をア

シル供与体とし、一級アミンのアミノ基をアシル受容体として、タンパク質に対するアミンの共有

結合的導入や、タンパク質問の架橋形成を触媒する。本酵素は楠乳動物の諸組織や体液中に広く分

布し、多様な分子形態をとる。脳においても本酵素の存在が知られており、神経伝達物質の放出、

長期増強(記憶)等への関与が示唆されている。そこで、私達は本酵素の中枢神経系での機能を明

らかにするために、まずラット脳からのTGaseの精製とその性質を調べた。ラット脳ホモジェネー

トの遠心上清から、 DEAEion exchange、heparinaffinity、caseinagarose affnity chromatography tこより、

脳TGaseを単一にまで精製した。標品はSDS-PAGE上で75kDaの分子量を示し、 Ca2+依存性であっ

た。Putrescineとdimethylcaseinに対するKm値は、 O.3mMと0.05mMで、あった。 GTPが、本酵素を

ATPtこ比べ約百倍強く阻害した。モノヨード酢酸による阻害から、 cysteine残基が活性に関与して

いると思われた。また、本酵素は既知のTGaseに対する抗体でほとんど認識されなかった。

[実験方法]TGase活性は、 dimethylcasein への [1，4_'4C]-pu民 scineの取り込みを測定すること

でおこなった(1)。蛋白定量は、 BSAを指標としてBrac笠α司法で行なった (2)0SDS-PAGEは、パジ、エ

ルNPU・lOL(lO%acryl訓 idegel)を用い製造者(アトー株式会社)の説明書に従って行なった。ゲル

の銀染色は、第一化学薬品の2D-銀染色試薬11を用いて行なった。 Westemblot分析は、蛋白をBio-Ra

dトランスプロットSDセルを用いたセミドライ方式で、HybondCex回膜(Amersham)へ移し、種々の

1Gaseに対する抗体で、反応させた後、検出をAmershamのECLWestem blotting detecti∞systemで行なっ
た。ラット脳からの精製に用いた緩衝液は、 40mMTris-HCI (pH7.5)， ImM EDTA， ImM EGTA， 1m 

MDTTであり、必要に応じて0.25mMPMSF， 5mM benzamidine， lOug/ml leupeptin， 50ug/ml peps凶 in

A， lOug/ml naf:制 ostatmesilate (Fus組)， 12.8ug/ml aprotinin等のproteaseinhibitorを添加した。

[成績]ラット脳(40匹、約80g湿重量)からのTGase精製過程をTableIに示す。脳ホモジェネート

の遠心上清(蛋白3.36g)から、 DEAE-SepharoseCL・6Bcolumn chromatography (Fig. 1，約O.3MNaCIで、

活性溶出)、 Heparin・5PWHPLC (Fig.2，約0.25MNaCIで活性溶出)、及び、caseinagarose column chromat 

ography (Fig. 3)により、 SDS-PAGE(Fig. 4)上で75kDaの単ーなノfンドを示す8.45ugのラット脳TGぉe

(収率2.88%，精製度1l，400倍、比活性11，000nmol/hr/mg)を得た。この精製標品は、組織型であるモ

ルモット肝TGaseに対する抗体(Cub74， KYLE)，ヒト表皮型TG蹴に対する抗体、ヒト血祭型TGa犯に

対する抗体、ヒト血液凝固第13因子に対する抗体では認識されなかった。ラット脳TGaseは、活性

発現にCa2<(EC5o=0.4mM)を必要とし、 Ml<では阻害をうけないが、 Zn2¥Cu
2<，AI3<では活性が抑制

された。 pH8-9.5で最大活性を示し、 pu町escineとdimethylcaseinに対するKm値は、各々0.3と0.05mM

であった。 TGase活性は、 ATP (IC50=lmM)よりGTP(lCso=IOuM)で、より強〈阻害をうけた。ラット

脳TG蹴は、モノヨード酢酸で完全に活性を阻害され、活性発現にcysteine残基が必要と思われた。
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Table 1. Summary of purification of rat brain TGase 

Step Volume Total protein Total activity 

(ml) (mg) (nmol/hr) 

Supernatant 666.7 3，360 3，240 

DEAE~Sepharose 27.3 301.6 860 

Heparin-5PW 5.85 60.3 381 

<::，asein-agarose 4.9 0.00845 93.2 

Specific activity Purification Yield 

(nmol/hr/mg) (n-fold) (%) 

0.964 100 

2.85 

6.32 

11，000 
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6.56 
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[考察]ラット脳TGaseは、比活性、 Ca2+依存性、 GTPによる阻害、基質に対する親和性等で、

組織型TGaseに似ているが、 SDS-PAGE上でモルモット肝TGaseと分子量が異なり、既知のTGaseに

対する抗体で認識されなかった事から、ラット脳苧Gaseは、新しいタイプのTGaseの可能性があり、

本酵素の中枢神経系での機能を明らかにするためにさらなる研究が望まれる。

[文献]

(1). Lorand， L.， CampbelトWilkes，L.K.，飢dCooperstein， L. (1972) Anal. Biochem. 50， 623-631. 

(2). Bradford， M. (1976) Anal. Biochem. 72， 248-254 
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192 脳内のピリドキサルリン酸の変動に伴うピリドキサル
キナーゼ(PLK)活性の変化について
朝倉正、平河多恵、大川清、日比望*

(慈恵医大・医化学、 *SRL.研)

〔要約〕

脳内のピリドキサルリン酸(PLP)の変動に伴うピリドキサルキナーゼ(PLK)
活性の変化について調べた。 PLPの合成阻害剤であるデオキシピリドキシンを腹
腔内投与すると、脳内PLP量は63%に減少したが、 PLK活性には有意な変化は
なかった。一方、カテコールアミンの遊離促進、貯蔵阻害が知られているレセル

ピンの投与では、 PLPは95-103%とその変動は少なく、 PLK活性にも有意な変
化は全くなかった。また、これらの薬物投与によるPLKのタンパク質レベルで
の量的変化を我々の作製した抗PLK抗体を用いて測定すると、やはりどの条件
下においても変化はなかった。このことから、脳内PLP量の調節はPLKの発現
とは無関係であり、単に PLKに対する productinhibitionによるととが示唆
された。

PLPはアミノ酸脱炭酸酵素の補酵素の1つであり、脳内では特にドーパミン、
セロトニン、了一アミノ酪酸などの神経伝達物質の産生に関与している。そのた

め、補酵素PLPの脳内含有量は一定に調節されている。一方、脳内PLP量を減
少させると、 PLK活性は上昇(発現)するという報告(1)や、 PLPを補酵素とす
る酵素の反応産物であるドーパミンやセロトニン等の減少により、脳内PLK活
性が上昇するという報告がある (2)。我々は、 PLKをウシ脳より精製し抗体を作
製した(3)ので、このPLKの変化を酵素活性のみならずタンパク質量の変化とし
て解析することを試みた。

[実験方法]

ハムスター(10w，♀，140g) に 5-5 Omg /kgレセルピン、あるいは 100
mg/kgテ.オキシピリドキシンを腹腔内投与し、 6，24時間後に断頭により脳を摘
出、 10mMKPBでホモゲナイズし、 100，000g上清を得る。この上清中のPLK
活性(ヒドラジンによる発色)、内在性PLP量 (HPLCによる蛍光検出)、内在性
ドーパミン、セロトニン量 (HPLCによる電気化学検出)をそれぞれ測定した。
また、 PLKタンパク質量の変動は抗PLK抗体を用いた各群上清のSDS-PAGE、
ウエスタンプロットによるシグナルから求めた。

[結果]

1.レセルピンおよびデオキシピリドキシンの効果

レセルピン投与による脳内PLK活性、 PLP量には有意な変化は認められなかっ
た(図1)。しかし、 ドーパミン、セロトニン量は5-12%と有意に減少しており、
レセルピンの効果は十分に現われていた。

デオキシピリドキシンの投与によっては、脳内PLP量は24時間で63%に減
少していたが、 PLK活性には有意な変動は認められなかった(図1)。
調製した酵素液には投与したレセルピンやデオキシビリドキシンが共存して

いる可能性があり、 PLK活性測定に影響を及ぼすことも考えられる。そこで、



419 

これらの薬物の活性測定への効果について調べた。レセルピンはPLK活性測定

に対して0.05mMまでの範囲で何ら影響は認められなかったが、デオキシピリ

ドキシンは0.1、1.0mMでそれぞれ50、92%阻害した。

2.免疫反応性タンパク質としてのPLK

上記のPLK活性の測定では、各投与薬物による限害(特にデオキシピリドキ

シン)が考えられ、 PLKの活性値とタンパク質量が一致しない可能性も考えら

れるので、抗PLK抗体によるPLKタンパク質量をウエスタンプロットのシグナ

ルより求めた。図2で示すように、レセルピン、デオキシピリドキシン投与に対

していずれもPLKの量的変化は認められなかった。
150 

• PLK 
l1lI PLP 
ロD叩Bmine
図Serotonln

100 

-。』腎h
。ω-o 
ポ 50

。
5mglkg 10mglkg 50mglkg 100mglkg 
Res目 Res. Res. DPN 

図1.5-50mg/kgレセルピン(Res)および100mg/kg
デオキシピリドキシン(DPN)投与後 (6，24時間)のハム

スター脳内PLK，PLP，ドーパミン，セロトニンの変化

[考察]

Ebadiら(1，2)は、レセルピン投与により脳内カテコールアミンが減少する

と、それを補償するために補酵素PLPを増加させるために PLK活性が上昇する

と報告しており、さらに、脳内 PLP量を減少させた場合もやはり PLP量を回復

するためにPLKが誘導されてくると報告している。しかし、我々の結呆では、

デオキシピリドキシンでハムスター脳内のPLP量を減少させても、 PLKは活性

の上昇もタンパク質の発現増加もなかった。彼らはPLKの変化を活性の測定の

みでみているが、タンパク質の変動としては捉えていない。我々は、抗PLK抗

体を作製することにより PLKの変動を酵素活性のみならずタンパク質の量的変

動として捉えた。レセルピン投与においても同様にドーパミン、セロトニンの減

少は明確に認められるものの、 PLK活性、タンパク質量共に変化はなかった。

また、この結果を確認するためマウスにレセルピンおよびデオキシピリドキシン

を投与しでも、ハムスターの結果と全く同様に PLK活性には変化が認められな

かった。さらに、抗ビタミンB6剤であるセミカルパジドをマウスに投与して脳

内PLP量を減少させても、 PLK活性には何ら影響はなかった。

以上のととから、脳内PLP量の調節にはPLKの誘導とは無関係に、 PLP自

身による productinhibitionによりその量が調節されているように思われる。

[文献]

1. Ebad!，M.S. et al. (1968) J. Neurochem.， 15:659-665. 

2. Ebad!，M.S. et al. (1970) J. Neurochem.， 17:941-948. 

3. Ohkawa，K. et al. (1994) Neurochem. Res.， ln press. 

1 2 3 4 5 6 

図2.ウエスタンプロットによるPLK量の変動.1，5， 
コントロール 2，5mg/kg R白.;3， lOmg/kg 
Res. ; 4， 50mg/kg Res.; 6， 100mg/kg DPN. 
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193 ヒト血援中および尿中のモノアミンおよびその代謝物質
の多項目同時測定

藤岡興、坂本秀生、川井薫本、石[II訟雄日、伊藤哲彦件、葛谷博磁

(藤田保健衛生大学総医研、*短期大学生化、村桶狭間病院 精神科、村本医学部精神科)

〔要約〕

血祭中及び尿中モノアミン性神経神経伝達物質およびその代謝物質を、血策では弱J5時と午後13時

の2回、尿では24時間尿について多項目にわたり同時分析した。同時に前駆アミノ酸の匂rosine(Tyr)

と廿yptophane(Trp)、および日内変動が知られている血液ドーパミンか水酸化酵素(DBH)活性も測

定した。一般的には13時の方に高値を示す物質が多かった(特にEN、NE、DBH)が、 HVA、VMA、

5HIAAでは13時の方が低債を示す傾向にあった。 MHPGでは13時の方が高値を示した。 5HTでは変

動の傾向は認められなかった。尿中への排植については、 HVA、VMA、5HIAA、Tyr、Trpでは、い

ずれも同じような割合で排離され個体差も小さかったが、 NE、EN、5HTでは個体差が大きかった。

[目的] カテコールアミン、セロトニンなどのモノアミンおよびそれらの代謝物質の測定は、基

礎的にも臨床的にも重要な位置にある。本研究は、近年開発されたモノアミンおよびその代謝物賀の

多項目同時分析機器(HPLOmulti-eledtrodedetdetection system ;Neurochem，米国ESA)を使用し、ヒトの

同一個体の血築中及び尿中の13種の物質を同時測定し、神経機能解析のためのより豊富な情報を得る

事を目的とした。また、カテコールアミンの分泌と共に放出され、神経機能との関連が考えらる血液

ド‘ーパミンβー水酸化酵素 (DBH)活性は、日内変動し、朝5時に最低値を、午後13時に最高値を示(1)

ので、血援については DBH活性も測定した。

[方法] 血液DBH活性が最低値を示す朝5時と最高値を示す(1)午後日時の2回採血し、尿は

24時間尿を過塩素酸存在下に蓄尿した。対象者は、健常志願者の男性21~36才までの 10名および女性

21~22才までの 5 名で、全員が同じ条件で食事および睡眠をとった。採血はEDTA・2Na入り真空採血

管で採血し、 30分以内に遠心分離 (4"C，I，500Xg，lO分)し、得られた血祭および尿は測定時まで・80"C

で保存した。1.モノアミンおよびその代謝物質の測定 血疑 1mlに対し70%過塩素酸を43μl

加え、混和後遠心分離 (4"C，1O，000g， 10分)して除タンパクを行い、尿は O.IN過塩素酸で1/10に希釈し

た後、それぞれの検体をニューロケムで測定した。 2. カテコールアミンの測定 血祭600μiに

6%過塩素酸300μlを添加後2分間混和、 I.5M酢酸ナトリウムを120μ1加え30秒間混和、遠心分離 (4

"C，lO，∞Og，lO分)除タンパクをした。尿は1/200に希釈した。それぞれの検体を全自動カテコールアミ

ン分析装置HLCー725CA(東ソー)で測定した。 3. DBH活性の測定 血祭50ulを用いて測定し

た(1)。基質にチラミンを用い、生成したオクトパミンをHPLCで分離して、自然蛍光(励起波長

270nm、蛍光波長300nm)を測定した(1) 0 4. クレアチニンの測定 クレアチニナーゼ-

TOOS法により測定した。

[成績および考察 1.血祭ではTyr、30MD(3-0.methyl-DOPA)、HVA(homovanillic acid)、

NE (norepinephrine)、EN(epinephrine)、VMA(vanillylmandelic acid)、MHPG(3-methoxy-4-

hydroxyphenyl glycol、Trp、5HT(serotonin)、5HIAA (5-hydroxyindolcacetic acid)が、尿ではTyr、

DOP A(3，4-dihydroxy-phenylalanine)、DOPAC(3，4-dihydroxyphenylaceticacid)、HVA、[)八(dopamine)、

NE、EN、VMA、Trp、5HT、5H1AAが測定可能であった。血策中の5HTは大部分血小板rtl来と考会
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たイ間体差については図 1

大きいのはEN、5HT、DBHであった。 f同体差は13時示す。血紫でイ国体差が小さいのはTyrとTrpで、

の血策の方が大きかった(データは示されていない) 0 J7J<では一般的に血祭より桐人差が大きく、特

しかし5tHとDOPAでは、 DOPAでの例外的と思われる l例をにNEとENでバラツキが大であった。

除けば個人差は小さかった。

5時の値に対する13時の比を図 3に示す。変動が小さいもの

はTyrとTrpで、 30MDも1例を除けば小さかった。変動が大きいものはEN、

小さいものは僧体差も小さく、変動が大きいものは個体差も大であった。 ー般的には13待の方に高値

を示す物質が多かったが、 HVA、VMA、5HlAAでは 13時の方に低値を示す個体が多かった。 MHPG

NE、DBHで、変動が

3. 血援についての日内変動について、

では 13時の方が高債を示した。

4. 尿中への排池割合(尿中mg/gcreatinin植に対する血祭5時のng/ml値の比を便宜的に計算。 f直が高

い程排池割合が小さい)を図 4に示す。 HVA、VMA、5HIAA、TYR、TRPについては、同一個体

2例を除けば個体差が小さく、また夫々同じような債を示した。 NE、EN、5HTではf固体差が大きか

った。各種物質の佃体別尿中排池割合をみてみると図 5に示すように、排地割合の小さい個体は、ど

Ohtani，M.， Matdui，R.， Ito，T.， 

の物質についても排被害j合が小さい傾向にある(個体5，6)。
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194 [1-13CJD-glucoseを用いた invitro 13C-MRSによる
脳内アミノ酸代謝コンパートメントの研究

金松知幸、高原ひろみ、塚田裕三

(創価大学生命科学研究所)

[要約]

脳内アミノ酸、特にグルタミン酸 (Glu)、グルタミン(Gln)の代謝がコンパートメント化されて

いることは古くから主張されてきたえ今回、我々はロCを用いた実験から代謝コンパートメントの実

体と機能的意義を明らかにするため、 [1-13C]D-glu∞seからの 13Cのアミノ酸への組込み量を調べる
ことにより検討した。ラットの尾静脈より ¥3C-glucoseを投与した後、 7.5、15、30、60、120分後に

脳組織よりアミノ酸分画を抽出し、 NMRで分析した。 13C-glu∞se投与後、 7.5分ではGluの4位(
C-4)の炭素への 13C組込み量は最も高く、 C-4に対する 2位 (C-2)及び3位(C-3)の組込み量の

割合はそれぞれ、 17%，18%であり、 Glnのその割合は40%，24%であった。これは、 Glnの C-2へ

の組込はC-3位への組込の1.7倍であることを示しており、この現象は Gluでは認められなかった。

GlnのC-2/C-3は、ロC-glu∞se投与後、 15分後で最も高く(1.8倍)その後減少してゆき、 120

分後には1.2倍となった。これらの結果は、脳内でglucoseから Glu及びGlnが生成される経路には

代謝速度の異なる、少なくとも二つの代謝プールが存在することを示しており、ピルビン酸カルポキシ

ラーゼ(anaplerotic pathway )とグルタミン合成酵素の局在がグリアであることを考え合わせると、

代謝コンパートメントはニューロンとアストログリアであることが強く示唆された。

[はじめに]

我々はすでに本学会において、ラットで腹腔に投与された 13C-glu∞seからの 13Cが遊離アミノ酸
へ組込まれるパターンが、脳では他の組織と比べ特異的で 2)、脳のパターンは発育過程に伴って著しく

変化することを報告し 3)、また、神経組織由来の実験腫療(グリオーマ)でも異なることを見いだして

いる竺今回、我々は 13C-glu∞seを用い、脳特異的にみられるアミノ酸の代謝パターンが形成される
背景について検討を行い、 Glu，Glnの代謝コンパートメントの実体を明らかにしたので報告する。

[方法]

Wistar系の生後6週令の雄ラットの尾静脈から体重 1kg当たり 19の[1-13C]D-glucoseを投与し

た後、 7.5、15、30、60、120分後にそれぞれ頭部にマイクロウエーブ(東芝製、 TMW-6402型)を、

4.8 KW， 1.2秒照射し瞬時に脳を固定した後、脳組織よりアミノ酸分間を抽出した。アミノ酸分画を乾

固した後、 Dpで作成したリン酸 buffer( pH 7.4 )で溶解し、 sodiumtrimethylsilyl propionate ( 

TSP)を外部標準とし、 JEOLEX-400で分析 (pulsewidth 450 ，spectral width 30， 120Hz， 

acquisition time 1.088sec， 64，000 time-domain points， 8-s pulse interval， 3，000 scans )し， TSP 

のピーク高に対する各アミノ酸各位のピーク高(サテライトピークを含む)を求め、それをもとに脳組

織300mgまたは蛋白量30mg当たりの相対ピークを求めた。

[結果および考察]

[1-13C]D-glucose ( g/kg )を静注すると脳内 13C-glu∞seは経時的に急速に減少する(Fig. 1 )。

一方、 Gluの C-4への 13Cの組込は速やかに増加し 30分後に最高値を示し、その後減少した。 Glu

のC-2，C-3への組込はほぼ同率で進行するが C-4に比べると遅れて培加し始め、 60分後まで培加し、

その後減少し、 120分後には C-4より高値を示した。これは、 αーケトグルタル酸(α一I匂)からアミ
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ノ基転移酵素による Glu生成系の代謝速度が速いという脳ミトコンドリアの特性によるものと思われ

る。 Glnの場合も C-4に最も高い 13Cの組込がみられ 60分後に最高値を示した。 GlnのC-2，C-3に

も組込まれるが、 C-4に対する比率は 13C-glucose投与後 7.5分では Gluのものより高く、また、

C-2への組込は常に C-3より高値を示し 13C-glu∞se投与後 15分で最高値(1.8 )となり、その後減

少した。 Glnが Gluから同ーの代謝プール内で生成されるとするととの現象は説明されず、特定の代

謝コンパートメントを考えなければならない。すなわち、ピルビン酸(ロC-3)→アセチルCoA→ α

一Kg(13C-4)→ Glu (13C-4)を経由する代謝プールの大きいコンパートメントがニューロンにあり、

一方、ピルビン酸カルボキシラーゼ(anaplerotic pathway :ピルビン酸に CO2 を固定する経路)と

Gln合成酵素がアストログリヤに局在することら，引を考え合わせると、ピルビン酸(13C-3 )→オキザ

ロ酢酸(13C-3)→ α一Kg(13C-2)→ Glu ( 13C-2)→Gln (13C-2)の経路を含む代謝速度の速い、

プールの小さいコンパートメントがアストロ

グリアに存在することを強く示唆している。

GABAへの組込みは C-2に最も高
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また、

いが(Table 1 )、 C-4/C-3( anaplerotic 

pathwayによる 13C組込みは C-4)は遅れ

て、 60分後に1.45を、 120分後には1.2

を示しており、 Glu脱炭酸酵素 (GAD)が

シナプス部に局在する事 7)を考え合わせる

と、アストログリアで生成された Glnはシ
1.2 

1.0 

0.8 

ナプス部に取り込まれ、脱アミド化された後、

GADで GABAが生成される経路が考えら

れる。これらのことから、シナプス部にもコ

ンパートメントが存在する事が示唆された。
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30事
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1.68士0.18

1.09 
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The values were indi田 t伺 inrelative enrichments 
τhe values indi団 ted事 means:!: SD of three rats田 d**m田nsof two阻ts.

[文献] 1)S.Ber! etal. (1961)J. Neurochem.L 186--197. 2)金松知幸、高原ひろみ、平野修助、

塚田裕三 (1992)神経化学:31. 576-5770 3)金松知幸、塚田裕三、平野修助 (1991)神経化学:主立、

74-750 4) T. Kanamatsu & Y. Tsul母da(1994) Neurochem. Res. : Th 603-612. 5) R. P. Shank 
et al. (1985) Brain R白.: 329. 364-367. 6) M. D. Norenberg & A. Martine;;ヶHemand包(1979)

Brain Res. : 161. 303-310. 7) L P. Miller &D. L Martin (1973) Ufe Sci g 1023-1032. 
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195 高等動物の脳におけるリゾ型イノシトールリン脂質を介した新規
のP1 代謝について

小林哲幸、奥山治美

(名古屋市立大学・薬学部)

〔要約〕 ラパ、 lj日の wえ 1 ， 11/うH~ {jイ1:する l} ゾ刷イノシトールリン脂質にね州l怜ホスホリバーゼC (tysoPI 

PLC)についてW(析した 本抑止ミは、従米H;'~I;.のあるイノシトールリン!月附l防行 1抗t刊1灼;Y民，SI'一'1'的'10内q ホスホリパ一ゼC (p刊Iι-PLC)

とは分副縦}して l叶lリJi裕f存3バ{化ヒき1れlJ:た」 この 11吋jリJ;抗t存ト化門昨下仁.，{主{

f刊t守や F矢免(色~j佼長う交ど叉↑'1 が ~I，児'1ヰ，~なつてお iりj 、 l竹yトおS(刊、札正叫o一)汁}汁P円〉刊Iι日一ιPLCiは土」析:liJ脱見σの)PLCであることががされた。 また、 2 アシル I\~ リゾホス

ファチジルイノシトー Jレは、 IアシルII;'Jと1，刊{I文にlysoPI-PLCのnいJ.vnとなった。孜々はほに、ラットlIi司の
"fì制全面i分にPIを選択的に )JII水分附する Ca2+~I:依存的なホスホリバーゼAI (PI-PLAI)が存在することを見い出

しており、以上のがi~~ から、 C‘t 2 +JIHçイが的に PIから'}ゾ il;'!円が'j:Jぷし、さらにモノアシルグリセロールとイノ

シトールリン酸へと変換されるiUJ粁路のIJi<iにおける1iイ1:が，j;1I変された。

[はじめに] 各科ホルモンや十iJiWぶ述物feによる細胞の段能jMLにおいてイノシトールリン)J日立 (pI)代謝ー
のíTi:~'tJl:が明らかにされている c そのIj'心的な役'glJ を出じているとされる Ca2 +依イ{J'J0 な PI対〉略的ホスホリバー

ゼC (PI-PLC)について側先が.;ffiみ件純アイソザイムがliiJi.i::されている (1)。しかし、アラキドン般の放11'，機

構をはじめ脳内PIの代謝制御にl対して不IljJの}.¥も多く、他の何千五本の|対tjーが子怨される。

lysoPI-PLCは、'}ゾ刷PIを川県1'10に加水分jげLてそノアシルグリセロール (MG) とイノシトールリン般を生

成する百草案;であるo rli:々は、ラットlIì<íのシナプス }f三 njl~'こ lysoPI-PLCi，fj刊ーが存作ーすることを見い n'，した (2) 。

今['!j、従来報告のあるPI-PLCとの¥"11.;Jをlリjらかにするためにラ yトJli<iJl史Ilflj分からの'IJiff化燃1111を行い、 PLClill

'，$;:ペプ干ド感受伯や免疫交え刊を比較検討した。さらに、孜々は日正にラットやウシ脳の"f溶性1IIIj分にPIを選択

的に加水分解するCa2+)1 iM{(10なホスホリパーゼAI(PI-PLAI) がイiイ1:することを報計している (3，4)。

lysoPI-PLC と PI-PLAI の代湖上の関係についても.J:/~1 した。

[ }Ji去]

ラyト)J日の分[ilij:ラyトIJ併を緩iflif'i(20mMTris-HCI pH7.4 -ImM EDTA -100μM PMSF一1.'，g/mlleupeptin) l~l 

でホモジナイズ後、 1，000宮、 5分の U，';'を IOJJg 111.¥'11せの遠心分自IiにかけuJ浴料:.1面l分 (S2)および脱1
'
可分(p

2 )を得た。 P2を1MJi，t化ナトリウムを合む殺衝i伐でホモジナイズし、膜炎ゐ:1'1タンパク買のiIf消化を行い、

10万g、1時間遠心I-.i，'iをS3として1~ Jた。この沈殿 (P3) を1%コール椴ナトリウムを合む緩衝液でホモ i
ジナイズした後、 IOJJgで 111.¥Hリ法心分出Iiし卜JJJをS4として似た。沈殿は 1%コール殿、あるいは 1MJ~~化

ナトリウムを合む級衡法でi先行干後、 0.5%デオキシコール般ナトリウムと0.25MJ包化ナトリウムを合む緩衝液で

ホモジナイズしてさらにIIJ消化をわい、 IOJJg、 1 II.¥IIIJのj宝心分自Iiにより 1'.治 (S5) を作た。

P LC 泊nの測定 12 ミ HIグリセロ←ル t~I{1訟の l アシル}I;~1)ゾホスブアチジルイノシトール (lysoPtcflns) ま

たはPtcflnsをfJi貨として、門下klえ!ムーにより午一成するドH[rs!，識のMGまたはジアシルグリセロール (DG) をDoleの

ぷ柴をJlJ いてìHk~~分 Il lJ j し、 i伐1l シン干レーションカウンターでi!!1仏~してPLCÎ，fjj.t を求めた。 lysoPI-PLCÎおれは

!(X)." M lysoPtdlns -XOmM TriぉHCIpHX.2 -0.3m¥1 CaCI2-0.lmM EDTA、PI-PLCI，fjYIはu二300μMPtdlnぉ-
50mM Hepes pH7.0-3mM CaCI2ー ImMEDTA-Img:/mlデオキシコール椴Naを標準ア yセイ系としてJIJいた。

{結果と考察]

ラット 11前の朕ドhjj)-\ ニイIイ1:する lysoPI-PLCおよびPI-PLC を IIJ 浴化によって分1IIIj した。日~に綴(it のあるように、

PI-PLCは 1M厄化ナトリウムおよび 1%コール椴ナトリウムによってuf浴化され、ほとんどのI，月十|ーがS3とS

4にI"J収された。 .}j、その際IyぉoPI-PLCì ，f，'t'1 の);， ;;1，分は Ij~ に伐り、 0.5% デオキシコール椴ナトリウム 0.25 

MJι化ナトリウムによりこのNit'1の大部分は S5:二IIJ治化された (Fig.1) 0 

y I\'!のPI-PLCtこはPI.PLCのアイソザイム J 、 y 、 δ のいずれのÎ，f，れをも[:11'.与する PLc j，fi'~1 ド1I'，ï::領域 (pcl f;n
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域)がイfイ1:し (5) 、それらに )1，.iùl な X 、 Yí;(!!!'x で JI~)ぶされる j川'L'i'{、に)1'(1主1'1:)りすると J5- えられている。今

1111、PCIIjfi域Ij'の8与え J，~のアミノ阪からなる IWh川十!をのするペプチド (YRKMRLRy) (5) を介成し、

lysoPI-PLCとPI-PLCが|ベ日Ijされるかを検"，)したど まず、ラソトIJ所のIJ民 (P2)および"fifH'I:llllj分 (S2)の

PLciri'I'1に対するPCIペブチト‘の効*をI州べ1:'1"';~~、 PI-PLCi，行 '1'1 は P 2、S2ともにペプチドによってドIl~与さ

れた (Fig，2)0 lysoPI-PLC 川'1'1:は、 S2で、はPI-PLCi川ノ|と l'i)Hの1¥1['，1;を'1けたが、 P211hi分ではほとんど問答

きれなかッた。 S2のIyωPI-PLC川↑ノ!は、この II ll i 分に多 lj!にイfイiうする PI-PLCの lysoPI分flHi ，~ ↑t であり、これが

ペプチドによって1;1['，1;:されたと与えられた S3、S4、S5にιIしては、 I'Jii千(じしたPLciri'l"1についても PI-

PLCは1¥1['，1;:を受けゐことがfr{(，i:!，きれ、 ))、 Iy刊 PI-PLCはほとんど1>11'，1;きれなかった (Fig.3)。

JAラットPI-PLCO 1ウサギIflLil';をわ'cx、Y符!.h主のJ/LWとして干I)JI)I~ て Immunoblotting をわーった。その私li* 、 PI-

PLCi，fi'ltの強い P2、S3、S4にはPI-PLCo、tf、 (あるいは γ)が検11'，された。しかし、 lyωPI-PLCのiJi!k
*i(iされたS5には、強いパンドは怜山きれなかったの

以上の結果からlysoPI-PLCはPI-PLCのうでてのアイソザイムにイ{(r:するX、Y領域と高い相liiH'I:をもたない新

民のPLCであり、既知!のPI-PLC 夕、 y 、 ò) とは ~I(.なる併ぷであると与えら üた。

ところで、政々はl沈に、ラ yトベコウンJJi"iにPIをJ主.j1(1下Jに分j1i(するCぷソ111<イ'(I'I'JなPI-PLAIがイ[ーイ1:.することをJt

L 、f1'，している (3，4)，イ0:.1，川'1のがf~~/i:.)点する 2 アシル 1('JlysoPt dInおも l アシル 11リと l'村円えに lysoPI-PLC でづ}f併さ

れることが示され、 {UJ1リシクしている I'J能'1"1カ;./5-えられる。このリゾ I(~PI を介する代謝系の十111料機能にお

ける役割については今後の 1vz ，!，J"県立Jであるが、従米のPI-PLC とは別のPI村拠(10代謝経路として興味iA~い。

，iqj昨:貴重な抗体をこf!t'j卜さり、イd，白なこWJ，í をいただきました本 11 \j ~H!11 ・(点ょ;C.(fli必人総介石i)f) に感謝

j立します。
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196 ラットにおけるiminodipropionitrile誘発ジ、スキネジア
に対する免疫抑制斉Ijcyclosporin Aの影響
岩田忠美、浅沼幹人、西林佐紀子、近藤洋一、小川紀雄、森昭J~L

(岡山大医・分子細胞研・神経情報学部門)

〔要約〕免疫抑制剤cyclosporinA (CsA)を用いて，ラットIDPN誘発ジスキネジアへの免

疫反応の関与について検討した. CsAとIDPNの同時投与により頚部ジスキネジアは著

しく増悪した.IDPNとCsAを連日投与した群では線条体，側坐核，前頭皮質において

DA含量はIDPN単独投与群に比して有意に増加していた.また， elec釘ophoreticmobility 

shift assay の結果， cAMP日sponseelement (CRE)結合活性は， IDPN+CsA投与・により

IDPN単独投与群に比してさらに増加した.これらの結果より， CsAはCRE結合の活性

化を介してジスキネジアを増悪させること，ならびに免疫反応がジスキネジア発症に関

与している可能性が示唆された.

{目的 Iminodipropioni位ile(IDPN)投与によって惹起されるラットのジスキネジアは，

ひとたび発症すれば永続し，ストレスで増悪し，睡眠中にはみられないなど，ヒトの特

発性ジスキネジアに極めて類似したすぐれた動物モデルである(1). すなわち，正常の

ラットでは見られない，水平.Jf~直方向の頚部ジスキネジア 回旋運動，易興奮性など

の永続的な運動行動異常が見られる.また， IDPN誘発ジスキネジアモデル動物は多面

的な神経伝達物質系の機能異常を伴うことが報告されている(2).

近年，中枢神経系において免疫ネットワークの存在が示唆されており，我々も，一

過性脳虚血やけいれん発作における脳機能障害過程に，免疫抑制剤cyc1osporinA (CsA) 

が影響を及ぽすことを明らかにした (3，4).

今回，我々はIDPN誘発ジスキネジアへの免疫反応の関与の有無を明らかにするため

に，ラット IDPN誘発ジスキネジアモデルを用いて CsA併用投与の影響を異常運動行

動，カテコールアミン含量の変化 転写制御因子の DNA結合活性に注目して検討した.

{実験方法 7週齢雄性SD系ラット(体重230勘250g)にIDPN(100 mg/kg)を1日1回， 7日

間腹腔内投与した.CsA (5 mg/kg)は毎回 IDPN投与の1時間前に腹腔内投与した.IDPN， 

CsAの対照として生食，溶媒をそれぞれ同様に投与した.最終投与より3週間後に，カ

テコールアミンおよびその代謝産物測定ならびにelec仕ophoreticmobility shift assay 

(EMSA)による転写制御因子の DNA結合活性の解析を行った.脳内NA，DA， DOPAC， 

HVA濃度はマイクロウェープ照射後部位分けした脳組織より，既報に従い高速液体ク

ロマトグラフィ一法で測定した(2). EMSAでは断頭屠殺後取り出した脳各部位より核:t[11

出液を調整した.2本鎖DNAプロープ;CRE (5'-GATTCGTGACGTCAGCACAGG-3')およ

びTRE(S'-GA TTCGTGACTCAGCACAGG-3・)の3'-末端を，大腸菌ポリメラーゼIを用い

[α-32p]dCTPてや標識した.核抽出液と放射性プロープを反応させた後，ポリアクリルア

ミドゲル電気泳動により特異的DNA-蛋白質複合体を分離し，ゲjレを固定，乾燥してオー

トラジオグラフィーを行った.得られたバンドはイメージスキャナー (EpsonGT-6500) 

で読みとり， optical densityをImage1.44で定量した.

{結果および考察] CsAのIDPNとの同時投与によりIDPN誘発頚部ジスキネジア (head

twitching)の発現時期が早まり， しかもその頻度および重症度は著しく増悪した(表 1).

IDPNとCsAを連日投与した群では線条体，側坐核，前頭皮質においてDA含量はIDPN-

単独投与群に比して有意に増加していた.また DOPACはIDPN単独投与群に比して

線条体において有意に増加した. EMSAによる解析の結果， CRE結合活性は， IDPN単
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区j1 IDPN誘発ジスキネジアラットにおける CsA投与のCR日吉合活性への影響

口溶媒+生食を連日投与， 回、溶媒+IDPNを連日投与
国 CsA+生食を連日投， 圃 CsA+ IDPNを速日投与

独投与により対照群に比して前頭皮質，側坐核において有意に増加し，海馬，視床+中

脳においても同様の増加傾向を認めた.逆に線条休，菱脳では減少する傾向が認められ

た.また， IDPNとCsAを連日投与した群では線条体において， CRE結合活性はIDPN単

独投与群によじしてさらに有意に増加していた.このCsAによる増加傾向はその他の脳部
位においても認められた(図 1).これらの成績は， IDPN+CsA投与により直接，あるい

は二次的にCRE-bindingprotein(CREB)のリン酸化の増大や核内への移行の促進がもたら
され， CRE結合能が増強されたと考えられる.さらに，カテコールアミン合成酵素

tyrosine hydroxylaseσH)の遺伝子の上流領域にCREが存在することから， IDPN+CsA投
与による脳内 DA含量の増加は，一部はこの CREBのCRE結合活性の増加に基づくもの
であると考えられる.以上のように， CsAはCRE結合の活'性化を介してジスキネジアを
増悪させること，ならびに免疫反応がジスキネジア発症に関与している可能性が示唆さ

れた.

{文献1. Ogawa， N. et al. (1991) Brain Res.， 556:271-279 
2. Ogawa， N. et al. (1990) Eur. Neurol.， 30(supp 1):31 
3. Ogawa， N. et al. (1993) Net汀osci.Lett.，152:173-176 
4. Asanuma， M. et al. (in press) Jpn. J. Psychiat. Neurol. 
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197 末梢神経障害と小脳失調を呈する症例に

〔要約〕

耳鼻ら才、アこ Gal(β1-3)GalNAc~基を云言忍言哉 τT る IgM 1¥征歪萱巨ヨ

楠 進、等誠司、千葉厚郎、田井直*、金淳一郎

(東京大学医学部・神経内科、*都臨床研・腫痕免疫)

感覚障害優位の末梢神経障害、小脳失調と口蓋ミオクローヌスを示した症例にみられた IgM

M蛋白の結合特異性を検討したところ、糖脂質GM1.GD1b. GA1に特異的に結合し、これらの糖脂

質の末端に存在するGal(β1-3)GalNAc基を認識することがわかった。このIgMM蛋白の抗体活性

は髄液中にも検出された。この患者血清および精製IgMによる免疫組織染色では、小脳頼粒組胞

層、歯状核、下オリープ核および脊髄の灰白質が染色された。 GD1blこmonospecificなモノクロ

ーナル抗体(GGR12)も同様の染色パターンを示したことから、患者血中IgMM蛋自による免疫組

織染色は同M蛋白のGD1bに対する抗体活性を反映していると考えられた。免疫組織染色でみられ

たIgMM蛋白の中枢神経組織への結合は、本症例の小脳失調と口蓋ミオクローヌスの発症機序に

関与している可能性が考えられた。

糖脂質GM1.GD1b. GA1の糖鎖末端に共通に存在するgalactosylβ1-3NAcetylgalactosaminyl

[Gal (β1-3)GalNAc]基を認識する IgMM蛋白は、 lowermotor neuron diseaselこ伴うことが最初

に報告された (2)。その後運動障害優位型あるいは感覚運動障害型の末梢神経障害にもみられる

ことが報告されている (3)。一方IgMparaproteinemiaを伴う末梢神経障害に小脳失調などの中

枢神経障害が合併するものがあることは知られているが、そうした例のIgMM蛋自の反応特異性

の検討は調べ得た限りではまだない。今回われわれは末梢神経障害と小脳失調を呈し IgMM蛋白

を伴った症例を経験したので、そのM蛋自の反応特異性につき解析し、それを用いて免疫組織化

学的に検討して、 M蛋白の病態への関与の可能性について考察した。

[方法] 症例は79歳男性。約3年の経過の歩行時のふらつきを主訴として当科受診。神経学的診

察では小脳障害と両膝以下の温痛覚および振動覚の低下をみとめ、四肢深部反射は消失してい

た。筋力低下はみられなかった。また口蓋ミオクローヌスと立位をとらせたときなどの四肢の

ミオクローヌスがみられた。血清IgMが939mg/dlと高値であり、 IgMA型のM蛋白がみられた。

血中抗糖脂質抗体をELISA法で検討した。用いた抗原はGM1.GM2.GM3.GD1a.GD1b.GD3.GT1b.

GQ1b. galactocerebroside.GA1.CDH.CTH.paragloboside. fucosyl GM1. LM1. Forssman. globoside 

とSGPGの18種類である。また抗体活性は薄層クロマトグラム (TLC)免疫染色でも検討した。さら

に髄液中の抗体活性もELISA法で検討した。またGM1を結合したOctylSepharoseカラムを用いて

血清中のGM1に結合する抗体を精製した。

神経疾患のない剖検例の延髄・小脳・脊髄・後根神経節・前根および後根の凍結切片をアセ

トン処理し、患者血清(1:500)、GM1カラムを用いた精製抗体(1:50)、正常ヒト血清(1:250)と

4"C overnightで反応させ、ベルオキシダーゼ傍、識二次抗体とdiaminobenzidineを用いて免疫染



色した。同時に抗GD1bモノクローナル抗体(GGR12)と抗GM1モノクローナル抗体(GMR16)による染

色についても検討した。

[結果] 患者血清中にはGMl， GD1 b. GA 1に対する高力価のIgMλ 型抗体活性(1:32000)がみられ

た。この抗体活性はTLC免疫染色でも確認された。 GM1カラムを用いて精製した抗体分画は血中

IgM M蛋白と同様の位置に泳動された。この分画はGM1以外lこGD1b.GA1とも同程度の反応性を示

し、同じ抗体(1gM M蛋白)がこれら三種の抗原の糖鎖末端に共通に存在するGal(β1-3)GalNAc基

を認識すると考えられた。また髄液中にも同様の抗体活性が認められた(抗体価1:80)。

免疫組織化学的検討では、患者血清と精製IgMM蛋白は小脳穎粒細胞層、歯状核、下オリーブ

核、脊髄灰白質を染色した。しかし末梢神経系では特異的な染色はみられなかった。正常ヒト

血清では染色はみられなかった。抗GD1bモノクローナル抗体は患者IgMM蛋白と同様の部位を免

疫染色した。同時に末梢神経系では既報告のように後根神経節細胞や脊髄前・後根の傍絞輪部

を特異的に染色した(1)。抗GM1モノクローナル抗体によっては同様の染色はみられなかった。

[考察] Gal(β1-3)GaINAc基を認識する IgMM蛋白が感覚障害優位の末梢神経障害に伴ってみら

れることはまれである。また IgMparaproteinerniaを伴う末梢神経障害に小脳失調を伴う症例で

IgM M蛋白の反応特異性を検討した報告はこれがはじめてである。本例のIgMM蛋白は免疫組織

化学的に小脳頼粒細胞や歯状核および下オリーブ核と結合したが、これは小脳失調や口蓋ミオ

クローヌスの発症機序に IgMM蛋白が関与している可能性を示唆している。抗GD1bモノクローナ

ル抗体が同様の染色性を示すことから、このIgMM蛋白の神経組織への結合性は、 M蛋白のGD1b

との反応性を反映していると考えられる。また今回の免疫組織染色の条件ではM蛋白の末梢神経

組織への結合はみられなかったが、後根神経節締胞や傍絞輪部に存在するGD1b抗原(1)にIgMM 

蛋白が結合して感覚障害型末梢神経障害をきたしている可能性があり、今後染色の条件等を変

えてさらに検討する必要がある。

文献

1. Kusunoki. S.. et al. (1993) Muscle Nerve 16. 752-756 

2. Latov. N.. et al. (1988) Neurology 38. 763-768 

3. Sadiq. S. A.. et al. (1990) Neurology 40. 1067-1072 

図患者血中IgMM蛋白

によるヒト小脳歯状

核の免疫染色

Bar=O. 5rnrn 
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198 ラット小脳皮質の発達過程における

ガングリオシドの局在分布
小奇政晴、寺島俊雄*、田井直

(都臨床研・腫蕩免疫、*都神経研・解剖)

{要約】 ラット小脳の発達過程におけるガングリオシド (GM1，GD1a， GD1b， GT1b， GQ1b， GM3， 

GD3， GD2およびO-Ac-disialoganglioside)の発現分布を特異的なモノクローナル抗体を用いて句免疫

組織化学的に解析した。各ガングリオシドは、発達過程において細胞および層に特徴的な分布変化を示

した。例えば、 GM11ムその発達過程において主にパーグマングリアに分布し、発達が進むにしたがっ

て減少していく傾向が認められた。このことは.TLCおよび TLC-immunostainingにおける解析にお

いても確認された。 O-Ac-disialogangliosideは.生後 1日目と 5日目の小脳では外頼粒層に発現して

いた。ところが.生後10日目以降ではプルキン工細胞層にもその発現が認められ、発達か進むにした

がって分子層にも明瞭に観察された。 TLC-immunostaining の結果から.生後 1日目から 10日目ま

では主にひAc-GD3 カヘ生後20日目から 30日目ではO-Ac-LD1ヵヘそれぞれ発現していることが

示唆された。

昨年の本大会において.成熟ラット中枢神経組織(小脳.大脳皮質，海馬および脊髄)における主要

ガングリオシド (GM1.GD1a， GD1b， GT1bおよびGQ1b)の免疫組織化学的局在分布について報告

した(3)。また.幾つかの微量ガングリオシドも主要ガングリオシドと同様に細胞および層構築に特異的

に分布していることを観察している。これまで.ラット脳ガングリオシドは.その発達過程において質

的量的に変化することが報告されている(6)。このことから.ガングリオシドは脳の形態形成に関与する

分子と予測されてきた。しかし、ラット脳の発達過程におけるガングリオシドの局在分布の変化につい

て、特異的なモノクローナル抗体(MAb)を用いて免疫組織化学的に解析した報告は極めて少ない。そこ

で、ラット小脳皮質の形成過程における種々のガングリオシド (GM1，GD1a. GD1b， GT1b， GQ1b， 

GM3. GD3 ‘ GD2 およひ~O-Ac-disialogangl i oside)ならひ1こGalCerとSulfatideの局在分布について

免疫組織化学染色法により解析し、その発現の時期ならびにその染色パターンから機能的役割を考察し

たo

【方法】 ①組織:生後 1，5， 1 0司 20および30日目のWistarratの小脳を用いた。②MAbs:

本実験に使用したMAbは.表 1に示した。③免疫組織染色:凍結組織切片を作製した後、冷アセトンで

固定し、その後l正常法に従って間接蛍光抗体法にて行った。④各組織からのガングリオシドの抽出:

Svennerholm and Fredmanの方法に従って行った(4)。⑤TLCおよびTLC-immunostaining: Taiら

の方法に従って行った(5)。

【結果および考察】

生後の各時期のラット小脳から抽出したガングリオシドの生化学的解析の結果を図1-Aに示した。主

要ガングリオシドでは、 GD1a、GD1bおよびGQ1bは発達に伴って増加する傾向カf認められたが、

GM1は減少傾向を示した。 GT1bは有意な量的変化を認めなかった。さらに、各ガングリオシドに特異



【文献】

(1) Altman， J. (1972) J. Comp. Neur.， 145， 399・464.

(2) Denise， K. H. e1 al. (1990) J. Neurochem.， 54，1598・
1607. 

(3) Ko1ani，M. e1 al. (1993) Glycobiology， 3，137・146.

(4)Svennerholm，L.and Fredman，P. (1980) Biochem. Bio-

phys. Acta， 617，97-109. 

(5) Tai， T. e1 al. (1987) J. Biol. Chem.， 262， 6803・6807. 1 2 3 4 5 
(6) 'ttJ， R.K. e1 al. (1988) J. Neurochem.， 50，1825-1829.図1. MAbsによるラット小脳発達過程における

ガングリオシドの TLC-immunostaining・(A)1 
日目(レーン1)、5日目(レーン2)、10日目(レーン
旬、 20日目(レーン4)、30日目(レーン5) から抽
出したガングリオシド画分の TLCo(B)同様の
猷涛ヰの MAbによる TLC-immunostainingoa; 
anti-GM1， b; anti-GQ1b， c; anti-O-Ac-
disialoganglioside. 

的なMAbを用いたTLC-immunostainingによって主要お

よび微量ガングリオシドの量的変化の検討を行った(図1-

B)。抗GM1 MAbの反応性は、 TLCでの結果と同様に発

達に伴って減少した(図1-B-a)。抗GQ1bMAbは、生後1

日自のガングリオシド薗分には全く反応しなかったが、

生後 10日目以降では顕著な反応を示した(図1-B-b)。抗

O-Ac-disialoganglioside MAbは、 TLC上でのRf値から

0-Ac-GD3と0-Ac-LD1に反応していると考えられた1図

1-B-c )(2)。次に、特異的なMAbを用いて免疫組織染色を

行った。各ガングリオシドは、発達過程において細胞お

よび層に特徴的な分布変化を示した。例えば、 GM1は、

発達過程を通じてパーグマングリアに発現していた。し

かし、その発現量は発達に伴って減少していることが観

察された。パーグマングリアは、外頼粒細胞置の細胞が

内頼粒細胞眉への移行をガイドすると考えられている(1)。

また、この移行時期は、生後約3週間で終了する。 GM1

のパーグマングリアでの発現パターンから、 GM1はガイ

ド分子の 1つとしての可能性が示唆された。また、抗0-

Ac-disialoganglioside MAbは、生後 1日目から 10日

固までは主に外頼粒膚と分子層を染色したが、これは0-

Ac-GD3'こ反応していると考えられた。生後 10日目以

降では、プルキン工細胞層と分子膚を染色し、これは0-

Ac-LD1との反応によるものと考えられた。分子層におけ

る発現は、その染色パターンからプルキンエ細胞の樹状

突起であろうと思われた。O-Ac-LD1は、プルキンエ細

胞の成熟に伴って発現してくる分子の 1つであることが

示唆された。しかし、その機能的役割ついては現在のと

ころ不明であり、今後検討していく予定である。
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表1. ガングリオシドに対する特異的 MAb。

G anglioside MAb Isolype 
GMl GMB16 IgM(，，) 
GDla GMR17 IgM (κ) 
GDlb GGR12 IgG3 (κ) 
GTlb GMR5 IgM(，，) 
GQlb GMR13 IgM (κ) 
GM3 GMR6 IgM (，，) 
GD3 GMR19 IgM (κ) 
GD2 GMR7 IgM (，，) 
O-Ac-disialo- GMR2 IgM (，，) 
ganglioside 
Gal Cer AMR20 IgM (，，) 
Sulfatide AMR43 IgG3 (κ) 
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199 ガングリオシド投与によるタイラm脳脊髄炎ウイルス(TMEV)による脱髄
民患の抑制

井上敦，高昌星，武富保安

(信州大学第3内科*信州大学脂質生化学)

〔要約)T悶 Vはピコルナウイルスに属し感受性マウスに脳内接種すると接種40日目乙ろより慢性進行

性の脱髄疾患を発症する.との病因は免疫機序によるとされその類似性よりヒトの多発硬化症

(MS)の動物実験モデルとされる.一方復合糖脂質であるガングリオシドはマイトジェンや抗原

によるτ澗胞の反応性を抑制し，免疫系、に種々の態管を与えることが知られている.またガングリ
オシドは実験的自己免疫性脳脊髄炎(FAE)や実験的自己免疫性神経炎(EAN)を抑制するととが

知られており，その自己免疫疾患に対する有用性が注目されている.今回われわれはTMlNにより

話導される免疫性脱髄民母、にガングリオシドを投与し民也、にどのような影響を与えるかについ

て免疫学的に種々の方法を用いて検討した.その結果effector期にガングリオシド投与した群で

は臨床症状の発現は著しく抑制された.組織学にもガングリオシド投与群では変化は軽微であっ

た.炎症性サイトカインであるIL-1，TNFα活性も症状，組織所見に一致して低下していた.免疫学

的にはウイルス抗原に対するτ澗胞増殖反応，遅延性過敏反応はガングリオシド投与群で低下が
認められた.これに対してウイルス抗体価はPBS投与群とガングリオシド投与群で差が認められ

ずガングリオシドによる抑制機序l幻澗胞の抑制による可能性が示唆された

(実験方法)動物:近交系SJVJマウスはジャクソンラボより鴎入した.ウイルス:TMEVIの

BeAn8386株をBHK之1細胞内で増殖させ，精製した.マウスへのTMEVの接種:1.3X106pfuの
TMlNを3印1をメトキシフルレンでの麻酔下にて右大脳半球内に注入した.ガングリオシド:混合

牛ガングリオシド(GM1-1明'6， GD1a-40%， GD1b-16%， GT1b-19% average MW1756， 

Rdia Research Lab)を使用した.マウスを各1使EのABCDの4群に分けた.A群は脳内接種前

7日(d-7)から7日後(d7)までガングリオシド100mg/kgを連日皮下注射した.B群はPBSを同様

にして投与した.C群は脳内接種後14日目(d14)から28日日(d28)までガングリオシド

lOOmglkgを連日皮下注射した.D群ではPBSを同様にして投与した.臨床症状を連日観察し，

40日目にマウスの耳の皮内に京外線で不活化したTMEVを注射しその腫脹を計測することによ

り遅延性過敏反応を測定した.潤定後エーテル麻酔下にて採血したのちPBSIこて濯流した.乙ののち

脊髄と牌臓を無菌的に取り出した.脊髄の一部は組織学的に検察した.又脊髄および牌臓よりリン

パ球を分離し，短期間培養しその培養上清中の炎症性サイトカイン(TNFa，ILl)をEIJSAにて測

定した.又個々のリンパ球のTNExの産生能について， EIJSPOT法にて検討した.また牌臓のリン

パ球についてはウイルス， PI弘， ConAに対するT刺胞増殖反応を，ガングリオシド存在下，非存在

下にてトリチウムチミヂンの取りとみにより測定した.採取した血清中のS訂MEV抗体は

EllSA法にて測定した.

(結果)臨床経過:ガングリオシド投与群では， A群では脳内接種40日目までに80%発症した.

C群では40日固までの発症は1ωもであり，明らかに発症は抑制された.PBS投与群であるB群，

D群では40日目までには1∞%発症した(Fig.l).抗Tl¥伍V抗体:t1汀MEV抗体は4ID'とも上昇を認

めた.抗体価は4詳問で有意な差異は認められなかった(Fig.2).組織所見:神経症状を呈したマウス



はすべて血管周囲の単核細胞浸潤，脱髄の所見を認めた.C群未発症のマウスでは上記の所見はほ

とんEみられず，あっても軽度であった.遅延性過敏反応:抗原を注射した耳の腫脹による検索では

C群にて低下しており，臨床症状と相関した.他の3群はいずれも遅延性過敏反応の克進を認めたが

，3群問では差異はみられなかった(Fig.3).T細胞増殖反応:ウイルス及びPHA， ConAに対する

τ澗胞増殖反応はA， B， D!l干ともに冗進していた.これに対しC群では遅延性過敏反応と同様C群で
は低下していた(Fig.4).炎症性サイトカイン:培養上消，及び血清中のTNFα，1l..1ともにへB，D群

にて高値を呈した.ごれに対しC群では低値であり，臨床症状と相関した.且JSPOT法による個々

の細胞のTNfuの産生能も同様な結果でありA，B，D群に比べC群では脊髄浸潤細胞，牌細胞ともに

個々の細胞のTNfuの産生能は低下していた.
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(考察)TMEVにより誘導される脱髄疾患はMSの動物実験モデルであり，MSの発症機序の解明

及び治療法の研究に重要である.一方ガングリオシドは細胞の形質膜の構成分であり，細胞聞の接

着，認識，細胞の分化，増殖に重要な役割を果たしているととが知られている(2).またガングリオ

シドを投与するととにより1澗胞の増殖が抑制されるごとが知られている(3).;:のためT細胞が

病因となる実験的自己免疫性神経炎や突眼的自己免疫性脳脊髄炎におけるガングリオシドの効果

が検討され，その氏患を抑制効果が指摘されてきた(4，5).TMI:Vにより誘導される脱髄性脳脊髄

炎もその発症機序はウイルス直接の細胞破壊ではなく，免疫機序によるものでI澗胞が重要な役割

を果たしていることが知られる(1).今回の我々の研究でもこれまでの報告と同様にI澗胞を中心

とする免疫細胞が局所で組織破壊を行ういわゆる efffector期のガングリオシド投与により疾

患が抑制され，1澗胞の抑制が種々のデ田タより示された.また炎症性サイトカインも抑制されてお

り，τ澗胞抑制に引き続く2次的なものと考えられた.これに対しB細胞への影響はみられなかった
よれらの研究はMSの新たな治療法を考えるうえで重要と考える.

(文献)

(1 )Gerety SJ， Karpus WJ・(1994)J Immunol 152:拘 8-918.(2)Hakomori S.(1990) J 

Biol Chem 265，18713-18716. (3)Robb町 (1986)]Immunol136，971-97.6 

(4)Shimada K， Koh C-S(1994).Cell Immunol154:231-239・(5)Ziela記kJ，Jung S， 

(1994)] Neuroimmuno143，103-112. 
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200 サル末梢神経ミエリンP2蛋白の一次構造解析について

坂本安、北村邦男、東山智子、野村恭ーへ植村慶一件、野村正彦

(埼玉医科大学・第 1生理、*神経内科、村慶応大学・医学部・生理)

〔要約〕
1)精製サ/レ末梢神経 P2蛋白のリジルエンドベプチダーゼとStaphylococcusAureus 

(V8)プロテアーゼ消化物、ブロムシアン分解物を逆相系 HPLCを用いて単離し、そのアミノ酸配列分析

と質量分析結果から N-末端側の一部を除く一次構造を推定した。

2) ウシ、ヒト、ウサギ P21 - 3) とサルにおけるアミノ酸の置換部位を比較すると、比較的種が近
いヒト、サル聞のアミノの置換は、 6箇所であると考えられた。置換部位は、 Arg(39)ー>Thr，

Ala (80)一>Thr，Asn (98)ー>Asp，Asn(100)ー>Lys，Asp (110)ー>Asn，Val (115)一>Alaであり、ウシ P2にお

いて実験的アレルギー性神経炎(EAN )の抗原活性の認められる 60-80残基付近は、 conservative

でありアミノ酸の置換は存在せず各種聞において保存性の高い領域であった。また、これらの置き換り

は Thr->Argを除き遺伝子コードの 1塩基置換で説明可能で、あった。

〔はじめに〕

末梢神経ミエリンの塩基性蛋白質として阻Pと P2蛋白質が存在する。これらの蛋白は、ミエリン細胞膜

の内側に存在する極めて塩基性の蛋白で、内膜同士の接着に関与すると考えられている。 P2蛋自の存在量

は動物種に依存してかなりの相違があり、 阻Pと P2の存在量が反比例することが知られている。例えば、

モルモットおよびラットにおける P2の存在量は、極めて少量であり神経系の進化を探る上で興味深い蛋白

の一つである。

〔実験方法〕

1)サノレ P2蛋白の精製と各消化ペプチドは次の様な HPLCシステムにより分離した。

システム (カラムソルベント A) ソノレベント B)

{逆相系}

A Tosoh叩S2PW 4.6圃1.D. X 15白血

B Tosoh ODS-TX 4.6皿1.D. X 150nm 

C Shim Pack CLC ODS 4.6岨1.D. X 150nm 

D Shim Pack CLC∞S 4.白血1.D. X 15白田
{ゲル議過系}

0.1% TFA* /也0
0.1% TFA /抱0

O. 1% TFA /位。

0.1% HFB** /胞O

O. 1% TFA /α13倒

O. 1% TFA / CH3CN 

0.1覧TFA/ CH3CN 
O.川市B/α{3CN 

E Tosoh G300SW XL 8皿1.D. X 30畑 0.1% TFA;35'覧C出町/版。

*トリフノレオロ酢酸、 林へプタフルオロ酪酸

2) ミエリン酸抽出物の調製は、 Kitamura等の方法に従った 4)。

3)酸抽出物からの P2蛋白の単離は、システム Aを用いて行った。

4)リジルエンドベプチダーゼ消化ペプチド・
無修飾で 37

0

C、 24時間消化後システム Bで分離精製し (Fig. 1)、 comigration画分を、システム Cを

用いて単離精製した。

5) S. aureus (V8)プロテアーゼ消化ベプチド:

精製 P2蛋白をピリジノレエチル化後、システム Dを用いて脱湿した。 37"C、 48時間の消化を行った後、

システム Bで分画し(Fig.2)、C叩 igration画分をシステム C又は Dで単離精製した。

6)ブロムシアン分解ペプチド:

室温にて4時間分解後、システム Aを用いて分画し、再分画のためにシステム Cを用いた。

7)アミノ酸配列分析は、 ABI気相シーケンサー(470A)を用いて行ったo

8)液体クロマトグラフィー 質量分析(正晴)は、]EOL]MS-AX505H質量分析装置にファルマシアスマー

トシステムを接続し、野村化学αお引Gカラム(0.3剛1.D. X 15伽Is)を用いて行った。
〔結果と考察〕

一次構造解析結果を Fig.3に示した。精製されたサル P2蛋白は、その N一末端アミノ酸配列分析が進ま

ないことから、他の P2蛋白と同様に N一末端がアシル化を受けてブロックされていることが示唆された。

ブロックの種類と N 末端側3残基の配列分析は現在検討中である。また、 V8ベプチダーゼ消化物より精製

された V8ペプチドにおけるアミノ酸配列分析では 10ステップ目の Trp(97)で反応が劇的に止まり、この

後にウシ P2同様にAsn-Cly結合が存在しAsn98カリペプチド型に転移するためエドマン反応が進まなく成るも

のと思われた。そのため、 V8ペプチドをトリプシン消化後、液体クロマトグラフィ一一質量分析装置
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(しC-MS)を用いて検討した結果、 V8T2ペプチドは、質量数 628を有しておりトリプ卜ファン以後のアミノ隊

配列はウシ P2 と等しいと推定されたが更に詳細な解析を遂行中である。また、 V8ベプチダーゼ消化に関し

て Gly(6) ， Gln (87) も Cー末端側で非特異的切断を受けたが、消化時間が 48 時間と比較的長かった事に起

因するものと思われた。未修飾サル P2 のブロムシアン分解ペプチド CB3 ， CB4フラグメントを含むフラク

ションは、これらのペプチドの疎水性度が大きく異なっているにもかかわらず、 2種類の異なった即日シ
ステム A，D上で 1つのピークを示し、 PTH アミノ酸がほぼ等量検出されたため Cys(117) ， Cys (124) 聞に

S-S結合が存在することが確認された。

現在までに報告されている各種聞のアミノ酸置換を Fig.4 に示したが、サル P2 は、ヒトと比較した場

合、 6 箇所の置換が見られ Thr(39)ー>Arg以外はコドンの l 底基置換で説明することが可能であった。また、

我々は、ウシ P2蛋自の Leu(66) ~ Arg (78) の領域lこ5齢、 EAN抗原活性が存在することを報告しているが、
今回のサノレ P2蛋自に関しでもこの領域付近は conservati ve である。従ってアミノ酸の置換が見られないこ

の領域の立体構造の保存性は高いと予想され、 3次構造と抗原性との関係にも興味が持たれる。

[文献] 1)Kitamura et. aJ.， Biomed Res.， 2， 347-369 (1981) 2)Suzuki 此 aJ.，J ルeurochem.， 39， 
1959-1762 (1982) 3)Ishaqueθt. a1.， J B. c.， 257， 592-595 4) Ki tamura et. at.， B. B. A.， 379， 582-591， 
(1975) 
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201 末梢神経系におけるPASII/PMP-22およびconnexin32の分布

宮崎唯雄、武田泰生、川野仁¥嶋津孝¥戸谷重雄一、植村慶一

1度慮義塾大学医学部生理学、解剖学¥脳神経外科目、愛媛大学医学部医化学第一“)

〔要約〕最近、種々の遺伝性ニューロパチーの原因遺伝子の研究が進展し、 PASII/pMP-22、POおよび

connexin 32の発現異常がその原因となることが示された刊。しかしこれら蛋白質のミエリンにおける役

割は未だ明らかにされていないb今回、 PASII/PMP-22蛋白質の C末端ペプチドに対する特異ポリクロー

ナル抗体およびconnexin32に対するモノクローナル抗体を用いてそれぞれの蛋白質の分布を検討した。

その結果、 1)晴乳動物の末梢ミエリン画分に抗 PASII/PMP・22抗体に陽性の 20・24kDのバンドが認めら

れた。一方、ラットの gapjunction画分では connexin32抗体によって肝臓では 30kD、末梢ミエリンでは

60kD部分に主要なバンドが検出された。 2)PASII/pMP-22はPOと同様に末梢ミエリン鞘の層構造部分にw

connexin 32はランヴイエ絞輪付近に限局して発現が見られた。 3)初代培養系において未成熟シュワン細

胞では PASII/PMP-22の発現は認められないが、神経軸索を取り巻く成熟シュワン細胞には強い発現が認

められた。以上の結果よりPASII/PMP-22及び、connexin32が末梢神経系の異った部位に発現しており、更

に異った機能を持つことが示唆された。

[目的]

幼若なシュワン細胞は分裂増殖の後、神経軸索を重層し、周期線および周期間線同志の相互接着によ

り強固なコンパクトミエリンを形成する。ミエリン構成蛋白質の正常な発現と特異的な機能がミエリン

の形成と形態維持に重要な役割を果している。 Charcot-Marie-Tooth(CMT)病は末梢神経系において脱髄、

オニオンパルプの形成、再ミエリン化を主徴とする疾患であるが、これはミエリンの形成及び維持機構

に異常があり脱髄と再生を繰返した結果である。最近、 CMT病に関する原因遺伝子が解析されtype1A 

では PASII/PMP・222)、type1Bでは PO、typeXでは connexin323)の異常が報告された。我々はこれまでに

PO蛋白質の構造と機能に関する研究を行い、 PO蛋白質がホモフィリツクな結合によるコンパクトミエリ

ンの形成に関与することを明らかにした。今回、他の CMT病関連遺伝子である PASII/PMP-22および

connexin 32に着目し、抗体を用いた免疫染色法によりこれら蛋白質の組織内分布に関して検討を行った

ので報告する。

[方法1
1. PASII/PMP-22ポリクローナル抗体の作製:PASII/PMP-22のC末端部分 12個のアミノ酸配列に相当

するペプチドを合成し、逆相 HPLCにて分離精製した。これを抗原として家兎に免疫し作製した。

Connexin 32のモノクローナル抗体 (6-3Gll)は愛媛大・医・医化学第一教室において作製された。

2.ウエスタンプロッテイング:PASII/PMP-22の検出に関しては検体として Wigginsらの方法に従いラッ

ト、マウスおよびヒトの坐骨神経から、また Nortonらの方法に従いコイの脳から、それぞれミエリン画

分を調製した。一方、 connexin32の検出に関してはラットの肝臓、心臓、脳および末梢ミエリン画分を

それぞれ調製した。調製した検体をそれぞれの抗体 (x100希釈)を用いて免疫染色を行った。

3.免疫組織染色:成熟ラット坐骨神経の厚さ 3μmの凍結切片を作製し、各切片を抗体に反応させた後

peroxy'ぬse法を用いて DAB発色させ、それぞれ免疫反応の組織分布を比較検討した。

4.免疫細胞染色:出生直後のマウスから脊髄後根神経節を採取し、 poly-L-lysineをコートしたカバーグラ

ス上でそれぞれ7日および40臼間培養した。 39もパラホルムーPBS溶液で固定した後、 PASII/pMP-22抗

体を用いて免疫反応させ、 FITCラベjレ化 2次抗体にて蛍光発色させた。

[結果]

(1)ウエスタンプロットによる解析 PASII/PMP-22抗体の免疫染色の結果、マウスおよびラットの末

梢ミエリン分画では分子量約 20kD部分に、ヒトのミエリン分画では約 24kD部分に主要なバンドが検出

された。コイの脳には楠乳動物の末梢神経系の PO様蛋白質が存在するが、 PASII/pMP-22抗体に反応す

るバンドは検出されなかった。一方、ラットの各組織を用いたウエスタンプロッテイングにおける

connexin 32の発現は肝臓では分子量約 30kD部分に、末梢ミエリン画分では約 60kD部分にそれぞれ単一

のバンドが検出された。 (2)免疫組織染色による検討:成熟ラットの坐骨神経を用いて抗 PASII/PMP-

22抗体で免疫染色した結果、 POと同様にミエリン鞘に強い発現が認められた。抗 connexin32抗体で免



疫染色すると、ミエリン鞘のランヴィエ絞輪付近に娘局して陽性反応が観察された。ミエリン鞘におけ

るconnexin32の詳細な分布は現夜免疫電顕を用いて解析中である。 (3)ミエリン形成期における発現:

新生仔マウスの脊髄後根神経節細胞の初代橋養において、塙養開始後 7日の未成熟シュワン細胞には

PASII/PMP-22 の発現は認められなかった。Jt~.養 40 日後のシュワン細胞は神経軸索の周囲に接着してお

り、 PASII/PMP-22の強い発現が認められた。 Connexin32の発現様式に関しては現;(f検討中である。

[考察l
PASII/PMP-22蛍白質は 4つの膜貫通部位をもっ疎ノt.tjのJJ英蛍['1質である O この蛋1'1質は米相ミエリン
の PASII蛍 [~j質として孜々のグループによってYt!. II'，され川、その後マウスの線維ff細胞において cell­
前 estに伴って発現してくる蛍['1質、またラットの坐骨神経において拍傷に伴って発現量が低下する蛋白

質として同定され PMP-22と命名された。方、 connexin32は肝臓をはじめ各種の組織に存在するが、

末梢神経系における存在は不明であった。最近、 connexin32が CMT病typeXの原因遺伝子として同定
され、 connexin32が末梢神経系ランヴイエ絞輪周辺部位に発現する可能性が示された九今回の実験でラ

ット、マウス、ヒトの末梢ミエリンにおいて PASII/PMP-22はコンパクトミエリンの膜構造部分に、

connexin 32はランヴィエ絞輪付近に発現していることが確認され、さらに PASIl!PMP-22に関してはシ

ュワン細胞が神経細胞に接触しミエリンが形成される時期に発現してくることが明らかとなった。

PASII/PMP-22の時間的あるいは空間的な発現様式は POのそれとほぼ同じであり、この結果は

PASII/PMP・22がGAS蛋白質のように細胞増殖停止と分化誘導因子としての機能を有することを示唆す

ると共に、 POと同様にミエリンの形成と維持に関与している可能性を示すものである。一方、ランヴ

イエ絞輸はシュワン細胞の細胞質が存在している部位であり、 connexin32がミエリン鞘を形成したシュ

ワン細胞に必要な各種イオンや栄養源をギ、ヤツプ結合によって輸送し、コンパクトミエリンの形態維持

に関わっている可能性が考えられる。
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(図 1)各晴乳動物末梢ミエリン画分における PASII/pMP-22のウエスタンプロット解析

(図 2)成熟ラット坐骨神経における connexin32の発現
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202 末梢神経ミエリンPAS-IIjPMP22蛋白質糖鎖の構造とHNK-l抗原性

耳ヒ村 JIIYJ 、出 11 11 1 1• ú'J 、 10辺真紀、坂本安、凶Jる樹 íf(牢、渋谷伝子、 fJ村手t1 it、子~，川Ji:-、野村正彦

~t;lÍ玉医大・第百生活!、*第三内科)

〔要約〕末精神経ミエリンに存在する糖蛋白質であるPAS-II/PMP22蛋白質の主要な糖鎖(FLMI)の構造は

sulfated-GlcA s GaI s GlcNAc (J 2Manα6(GlcNAc /14 )(GIcNAc /f 2M加((3)Man s 4GlcNAc /f 4(Fucα6)GlcNAcで、

あると決定した。 endcトs-gaIactosidase消化によって符られたsulfated-GIcA-GaIとリン脂質との共有結合物の

HNK-ltit体との反応性の検討の結果、 sulfated-GIcA-GaI糖鎖のHNK-l抗原性は極めて弱いが明かな反応性を

認めた。従って、 PASII/PMP22蛋白質は神経系の細胞接着蛋白質の l穫であることが示唆された。又、同

時にHNK-l抗原性は硫酸化グルクロン酸が結合している糖鎖構造にも依存していると考えられた。

神経系の細胞接着糖蛋白質の多くは硫酸化グルクロン酸を含む糖鎖を含有しており、硫酸化グルクロン

酸の細胞接着機能への関与が注目されている。我々は以前ウシ末梢神経ミエリンに存在する 2種の糖蛋白

質の内PO糖蛋白質の主要な糖鎖(GP5)もまた硫酸化グルクロン酸(sulfated-GlcA)を含む糖鎖構造を有するこ

とを報告した(1)。今回末梢神経ミエリンに存在するもう 1つの糖蛋白質であるPAS-II/PMP22蛋白質の主要

な糖鎖σLMl)の構造を解析し、 HNK・l抗体反応性を有する硫酸化グルクロン酸を含有することを明かにし

たので報告する。

[実験方法]糖ペプチドの精製と蛍光標識:既報に従いウシ末梢神経ミエリンより部分精製したPAS-IIj

PMP2没落蛋白質由来の糖ペプチド画分をdithio出向iωIにて還元後Nふ (2-pyridylamino)ethyl]maIeimide (和光純

薬)にてシステイン残基のチオール基を蛍光標識した(1，2)。蛍光標識糖ペプチドはODS-HPLCにて精製したの

ピリジルアミノイヒ糖の精製:糖ペプチドはglycopeptidaseA消化(3)後、ピリジルアミノ(PA)化した(4)。

PA化オリゴ糖は順相系 (TSK-Amido-80あるいはWakosiI5NH2)及び逆相系(Shimpak-CLC-O DS )HPLCにて

精製した。

構成糖の分析:試料は凍結乾燥の後、 4NTrifluoroacetic acid-2N HClを使用した気相加水分解を行なった。

単糖分析はWaters625型HPLC(me凶合ee)にCarboPacP A 1カラムとpulsedamp訂om居凶c検出器(Dionex)を接

続して行なった。

neo!!lvcolioidの作製とHNK-l抗原件の検討:endo型酵素消化により遊離されたオリゴ糖の還元末端を

Mizuochiらの方法(5)に従いphosphatidylethanolaminedipalmitoylと共有結合させneoglycolipidを作製した。各

neoglycolipidはthinlayer chromatography (和光純薬 Silicagel70 FM plate) を行なった後、一次抗体として

200倍希釈の冊-lK-1抗体(Becton-Dickinson)、二次抗体として500倍希釈peroxidas氾-conjuga凶 goat司初任mous巴ー

IgMσago)を使用し、 diaminobenzidine発色した。その他の方法は既報に従った(1)。

{結果と考察1FLMlの糖組成分析、 fast-atombomberdment質量分析、 lH-NMRの結果からFLMlは
Man3，Gall， Fucl， GlcNAc5， GIcAl及び硫酸lモルからなることが明かとなった。 endcトj1-galaιtosi幽se消化産

物はy-globulinのtypeM糖鎖 [GIcNAcβ2Man(( 6(GlcNAc ，14)(GIcNAcβ2Manα3)M組 β4GlcNAcj14(Fucα 
6)GIcNAc-PA] と二次元HPLC上で一致した。又、 N-acetylhexosaminidase処理により非還元末端の2モルの

GIcNAcを除去した糖鎖を更に釘叫Eト/3-gaIacωsidase消化し得られた~物はGlcNAc/J2M加 α6(Manα3)Manj1 

4GlcNAcβ4(Fucα6)GIcNAc-PAに一致した(図1)。従って、硫酸化グルクロン般はMan(( 1-6Man j111閉鎖に結

合していることが明かとなった。FLMIはbisectingGIcNAcを有することから赤インゲンマメ赤胤球凝集素

(PHA-E4)に結合すると考えられたのでPHA-E4-agaroseを使用したaffinitychromatographyを行なった結果、

PO-GP5は全く結合しないもののFLMI糠鎖の場合には明かな結合が認められた(図2)0tえって、 FLMIに
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bis芯山ngGJcNAcが存在することが確かめられた。以上の結呆からFLMIの構造は図3に示したものであるこ

とが判明した。 PO蛋1:'1質の主要な糖鎖の 1つであるGP5の場合は硫酸化グルクロン酸はManα1-3Mans側
鎖に結合している(図3)ことと照らしあわせると、両者の生合成経路の観点から極めて興味深い結果である c

FLMI は硫酸化グルクロン酸を含有することからHNK-I抗体に対する反応性を有すると考えられたが、水

i溶容性性今オリゴ1糖稽を固定化することが不可能であつたため脂質と共干布5写奇結合させる(何neo勾glyc∞01均I申pidω)ことによりその

HNK-IυJ抗瓦!原E京、γlY性「

そのn附1陀eoglyμc∞Oωli中pl凶dのH叩N、可~K-I川J:/，応u以j』μ;1止引l'け，↑性|

いずれも f作乍用しなかつたので、 endcトグ -galactosida~eで遊離させたs叫伽.ed-GJcA-Galの neoglycolipidを作製し、

そのHNKぺ抗原性を検討した(図4-1組，e6)。その結果、 sulfated-GJcA-Gal，土極めて弱い反応性ではあるがHNK・

1抗体と反応することが明かとなり、 PAS-II!PMP22糖蛋白質もまた神経系の細胞接着蛋白質の lつである

ことが示唆された。又、 PO-GP5より endか s-galactωidぉeで遊離させたsulfa民d-GJcA-Galの場合も同様に極め

て弱いHNK-I抗原性を示したことから、 HNK・1抗原性は硫酸化グルクロン般が結合している糖鎖構造にも

依存していると考えられた。
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203 ラット脳のダリア細胞における 1型グルコーストランスポーター
(GLUTl )の発現

〔要約〕

Yu Shun，遠山育夫， Ding Wei Guangヘ木村宏

(滋賀医科大学.分子神経研、*第二生理)

1型グルコーストランスポーター (GLUT1)の部分ペプチドを人工合成しポリグルタミン酸に結合さ

せた後、それをハプテン抗原として家兎に免疫し抗血清を得た。得られた抗血清はウエスタンプロット

でGLUT1の分子量に相当する約46kDaの単一バンドを明瞭に検出した。この抗血清を用いてラット脳

を染色したところ、毛細血管に加え多数のグリア細胞を観察した。 GLUT1とアストロサイトのマーカ-

GFAPないしミクログリアのマーカーOX42との免疫二重染色法では、 GLUT1陽性グリアはOX42陰性で

ミクログリアではないと考えられた。 GLUT1陽性グリアの一部は:GFAP陽性でアス卜ロサイトと恩われ

たが、ほとんどのGLUT1陽性グリアはGFAP、OX42ともに陰性でオリゴデンドロサイトと推測された。

f結言J

1型グルコーストランスポーター (GLUT1)は、はじめ赤血球から抽出されたが、その後脳を含む体

内の多くの組織でmRNAが発現していることが明らかとなった。脳では主として血管内皮細胞に局在し、

血液・脳関門を介する血中グルコースの脳内取り込みに重要な役割を果たしているものと推測されている

( 1 )。しかしいくつかの免疫幸田議化学的研究では、 GLUT1は血管内皮細胞のみならず、夕、りア細胞を

はじめとする神経外妊葉由来の細胞にも存在する可能性が指摘されている(2，3)。今回われわれは、

GLUT1の部分合成ペプチドに対する抗体を作製し、免疫組織化学的にラット脳内を検索したところ、多

数のグリア細胞を明瞭に検出できた。そこで本研究では、アストロサイトのマーカーであるGFAPおよ

びミクログリアのマーカーであるOX42との免疫二重染色法でどの種のグリアがGLUT1を含有している

のか検討したので報告する。

『方法』

抗体の作禦:GLUT1のアミノ酸配列からラットおよびヒトに共通する領織を選択し、その部分ペプ

チド<DEIASGFRQGGASQSDIくTPE; 461・480)を人工合成した。このペプチドを水溶性カルボ

ジイミドでポリグルタミン酸に結合させてハプテン抗原を作製し、家兎に免疫して抗血清を得た。

抗体の特異性はウエスタンプロットおよび吸収テストで検定した。

クエスタンプロット:ラット脳を1mg/mlの口イペプテン，ぺプスタチン， 100mg/mlのPMSFを
含むトリス緩衝液でホモジネートし、遠心分離後その上清を疎細胞質分画として分取した。沈殿は1%

のTriton-Xl00を含むトリス緩衝液にて可溶化し、遠心分離後その上清を集め、疎膜分函として用いた。

電気泳動後、 PVDF膜!こ電気的!こ転写してGLUT1抗体と反応させた。合成ペプチドには2カ所のトリ

プシン消化部位が存在することから、各分画の一部を2mg/mlのトリプシンで3rcで20分間反応させ、
ウエスタンプロットに供した。

免疫組語化学 Wistar系雄ラットを用い、 2-4%パラホルムアルデヒドを含む固定液で潅流国定後、

脳を摘出し、後固定した。 15%夜糖液で数回洗浄した後、クリオスタットで20 μmの連続切片を作製

し、免疫組織化学に供した。一万倍に希釈したGLUT1抗体と4"Cで3日間反応させ、 ABC法で免疫染色

した。切片の一部は、ウエスタンプロットと同様にトリプシンと反応させた後に、 GLUT1抗体で免疫染

色した。免疫二重染色は、まずニッケル加ジアミノベンチジン (DAB)でGLUT1を青色に呈色した後、

グリアマーカーに対する抗体と反応させ、 DABで茶色に染色した。グリアマーカーとしては、アストロ

サイトの検出にグリア繊維性酸性蛋白 (GFAP)抗体を、マイクログリアの検出にはOX42抗体を用いた。

『結果』

ウエスタンプロットでは膜分画および細胞質分画ともに46kDaの単一バンドを検出したが、トリプシ



ン消化したサンプルでは、陽性バンドは全く検出されなかった(Fig.1)。免疫組織化学では、脳内毛細

血管が染色されるとともに強陽性のグリア細胞を多数観察した (Fig.2A) 0 GLUT1陽性グリアの一部は

血管に突起を伸ばしアストロサイト様の形態を示した (Fig.2A)。ウエスタンプロットの結果と同様に、

トリプシン消化した切片では陽性グリアはほとんど観察されなかった (Fig.28， C)。吸収血清では、陽

性グリアは染色されなかった (Fig.2 D)。免疫二重染色の結果、 GLUT1陽性グリアの一部はGFAP陽性

を示したが、ほとんどのGLUT1陽性グリアはGFAP、OX42ともに陰性であった (Fig.2E )。
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Fig. 2 GLUfl immunostainings in白erat rnidbrain (A) and dentate gyrus但，C，D)，組dpons (E). A: GLUfl-

positi ve cells (arrowhωds)組 dωpiIlaries(arrows). B， C， D: Nearby sections stained wi出theGLUr 1 antiserum 
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a glial cell shows GLUfl-positive somata wi出GFAP-positiveprocesses (arrow). Bars = 5 0 μm 

『考察』

初期の免疫組織化学的研究では、脳内ではGLUT1は毛細血管にのみ存在すると報告されている (1)。

しかしながら、最近では毛細血管にのみならずグリア細胞にも陽性反応を検出するという報告が多くみ

られ (2，3)、本研究の結果もそうした最近の報告に一致する。グリアマーカーとの免疫二重染色の結果
では、ミクログリアではGLUT1を発現していないこと、アストロサイトの一部がGLUT1を発現している

ことが明らかとなった。しかしながら、 GLUTl陽性アストロサイトは少数で、多くのGLUT1陽性グリア

はGFAP、OX42ともに陰性であったことから、オリゴデンド口サイトであると考えられた。
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〔要約〕

マウス発育に伴う脳内ドーパミン局在性の変化

一免疫組織染色によるヒポキサンチングアニンホスホリボシルトランスフエ

ラーゼの局在性との比較一

深谷健司¥池田和正z、佐藤嘉兵戸、中川滋木3

(日本大学農獣医学部 獣医第二病理¥応用生物科学三医学部 生化学3)

マウスの生後0、2、4、7、14、28、35日目の脳を取りだし、ドーパミンの局在性の変化を免疫組織染

色により検討した o さらにマウスのヒポキサンチングアニンホスホリボシルトランスフエラーゼ

(HGPRT)に対する特異抗体を用い、ドーパミン抗体と共に免疫二重染色を行い、両者の局在性の変化

を比較検討した。ドーパミンは生後O目白から大脳皮質、小脳、海馬に局在した。一方、 HGPRTは生後4

日目までは海馬穎粒層にはほとんど認められなかったが、 7日目からはドーパミン陽性細胞の一部に出現

し、 28日日以降は海馬穎粒層全体にわたってドーパミンと同時局在した。海馬及び大脳皮質では初期発

育段階においてドーパミンはHGPRTIこ先行して存在し、発育が進行するに従い、同一細胞内に両物質の

存在が認められるようになった。この事はマウス脳の発育段階においてHGPRTとドーパミンが重要な機

能上の関連性を持つことを示唆している。

旧的]

Lesch-Nyhan症候群では、自吹症で代表される重篤な神経症状が小児期に発症することが知られている

日。本症はHGPRTの遺伝的完全欠損を有しており、蔀j検患者の脳内でドーパミンが極端に減少している

勾ことが神経症状の直接的な原因と考えられている。しかし、 HGPRTとドーパミンの機能上の関連性に

ついては全く知られていない。過去に我々はマウス脳を用い、発育段階でHGPRTが海馬に急激に増加す

ることを示した')。本研究では、発育段階におけるマウス脳内のドーパミンの局在性の変化を調べ、

HGPRTの局在性と比較することにより両物質の脳における関連性について検討することを目的とした。

[方法]

妊娠後期制Yマウスより誕生した子マウス、生後0、2、4、7、14日B、及び別に入手した3、4、5週齢

ωYマウスを用いた。エーテル麻酔下で断頭し、氷上で脳を摘出後直ちに4%パラフォルムアルデヒドで

固定した。それぞれ5μmの脳矢状断組織切片を作成し、抗ドーパミン血清 (SFRI)を一次抗体として用

い、 SAB法により免疫染色を行った。発色はDABIこより行った。さらに各切片は抗ドーパミン血清と抗

HGPRT血清を用い、 HISTOSTA町-DSKIT (ZYMED Lab. Inc.)により免疫二重染色を行った。

[結果]

ドーノfミンは生後O日目から大脳皮質、小脳、海馬に局在が認められた。海鳥では生後7日目に穎粒層

より伸びる樹状突起にドーパミンを認めたが、以後、この局在は消失した。小脳ではプルキンエ細胞の

細胞質に存在し、生後日数による大きな変化は認められなかった。線条体には7日目からドーパミンの局

在が認められたが、生後4日目まではむしろ染色性l訂正かった。一方、 HGPRTは生後4日目までは海馬頼

粒層にはほとんど認められなかったが、 7目白からはドーパミン陽性細胞の一部に出現し、 21日日以降は

海馬穎粒層全体にわたってドーパミンと同時局在した。海1ち及び大脳皮質では初期発育段階において

ドーパミンはHGPRTに先行して存在し、発育が進行するに従い、ドーノfミン局在細胞にIIGPWIが発現す

る事が示された。



[考察]

ド、ーパミンはHGPRT発現に先行してマウス脳の発育段階初期においてHGPRT陽性細胞にかなりの割合

で含まれている事が見い出された。マウスHGPRTは発育初期の生後4日目までは脳内のレベルが低く、

生後7日目から急激に増加することが報告されており 3)、発育初期においてはドーパミンがHGPRTの発現

に必要な凶子である可能性のあることを示唆している。 HGPRTを完全に欠倒しているLcsch-Nyhan肢の忠

者の脳ではドーパミンの極端な減少のあることが報告されているの 本研究ではマウス脳の発育段階にお

いてHGPRTとドーパミンの1mに機能上の|剥述性のある事が示されたが、ヒトにおいてti'iJ織の現象が発育

段階で起こるとすればLesch-Nyhan症では発育に伴い発現する重篤な神経症状が脳内の同一神経細胞中に

存在するHGPRTとドーパミンに係る代謝異常により起こる可能性も考えられる。

A B C D 

E F G H 

図1. ドーパミン抗体による免疫組織染色

A-'大脳皮質生後2日目 B:大脳皮質生後21日目 C 海馬生後7日目 D 海馬生後21日目

E'小脳生後2日目 F'小脳生後14日目 G'線条体生後2日目 H:線条体生後21日目

A B C D 

図2. HGPRT及びドーパミン抗体による免疫二重染色

A 大脳皮質生後14日日 B:海馬生後4日目 c.海馬生後21日目 D'小脳生後14日目
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205 上皮増殖因子 (EGF)の PC12h-R細胞および大脳皮質ニューロンに対する
栄養因子作用
山田雅司、榎戸靖、池内俊彦、畠中寛

(大阪大学・蛋白質研究所・生合成)

〔要約〕上皮増殖因子(EG町の大脳皮質ニューロンに対する神経栄養因子作用を、ラット中枢ニュー

ロンの培養系を用いて検討した。昨年度本大会で、 EGFが PC12細胞の亜株である PC12h-R細胞

の神経様細胞への分化誘導を引き起こすことを報告した。今回、大脳皮質ニューロンおよび PC12h-R

細胞に対する EGFの栄養因子作用の比較を試みたので報告する。 EGFは、胎仔期のラット(E20)脳

の大脳皮質ニューロンを50%気相酸素濃度下で培養した際に見られる細胞死を防ぐことがわかった。この

EGFの作用は濃度依存的であり10ng!mlで最大効果を示した。一方、 PC12h-R細胞に対する EGF

の作用も濃度依存的であり1ng!mlで最大効果を示した。これらの系を用いた EGF作用の解析は、 EGF

の神経栄養因子作用の機構解明につながるものと考えられる。

上皮増殖因子(EG町は、様々な細胞に対し細胞増殖促進作用を示すことが知られている。 EGFは、

副腎髄質クロム親和性細胞腫由来の PC12細胞に対しても細胞増殖促進の作用を示す。昨年度、 PC12

細胞の亜株で、速いNGF応答を示す PC12h-R細胞が EGFに応答して神経細胞様に分化することを発

見し報告した (1)0PC12h-R細胞は、 EGFにより神経細胞様に分化することが初めて示された株細胞

である。一方、初代堵養系においては、 EGFが大脳皮質のニューロンに対して神経栄養因子として作用

することが報告されている (2)。

以前我々は、培養中枢ニューロンが高酸素負荷により細胞死を起こすことを報告した。培養海馬ニュー

ロンにおけるこの細胞死を詳細に調べた結果、この細胞死はアポトーシスの形態をとり、塩基性繊維芽

細胞成長因子(bFGF)により抑えられることが分かつた (3，4)。今回我々は、培養大脳皮質ニューロン

の高酸素負荷による細胞死を EGFが抑えることを明らかにした。また、大脳皮質ニューロンと

PC12h-R細胞に対する EGFの栄養因子作用の比較を試みたので報告する。

【実験方法】

胎仔ラット中枢ニューロンの初代培養は既報に従って行った (5)。胎仔ラット脳より切り出した大脳皮

質部位を L-15培地中に集め、パパイン処理により消化した後、 5%準胎仔牛血清、 5%馬血清を含む

DF培地 (DME:F12= 1:1)で分散し、ポリエチレンイミンコートした 24穴プレートに 5X1ぴ細胞

/cm2の密度でまいた。翌日 1μMAraCを含む τlPルfEMに換え、気相酸素濃度を 20および 50%

に設定したインキュベータ内で 2.5日間培養を行った。生細胞は、 MIT法により定量化を行った。

PC12h-R細胞の培養は既報通り行ったが)。細胞はコラーゲンコートした 6穴プレートにまき、

EGFあるいは NGF存在、非存在下で 2日間培養をした後、細胞の直径の 2倍以上の長さの突起を

持つ細胞の数を測定した。

【結果と考察】

図1に示すように PC12h-R細胞は、 EGFにより濃度依存的に突起仲展を示すことが分かつた。この

時の最大効果濃度は 1nダ'ml、EDsoの値は 0.03ng!mlとなった。ここには示さないが、 EGFによる

PC12h-R細胞でのアセチルコリンエステラーゼ活性の上昇においてもほぼ同諜の濃度依存曲掠が得ら

れた。図 2に示すように EGFは濃度依存的に高酸素負荷にともなう培養大脳皮質ニューロンの細胞死
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を抑えることが分かつた。この時の最大効果濃度は 10ng!ml、EDsoの値は 0.3ng!mlとなり、 PC12h-

R細胞の場合と比べ 1ケタ高濃度側にずれた濃度依存山線が得られた。培養大脳皮質ニューロンに対す

るEGFの作用を考えるときに問題になることとしてアストロサイトの関与が考えられる。そこで、 20%

気相酸素濃度で 2日目の GFAP陽性細胞数を測定したところ、 50ng!ml EGF添加および無添加群に

おいてそれそaれ全ニューロン数の0.08%と0.4%であった。この様に今回の培養系においてはアストロサ

イトの混在の割合は非常に少なく、しかも EGFの存在によりその混在の割合はさらに低くなることか

ら、この EGFの神経栄養因子作用はアストロサイトを介したものではないと考えられる。

今後、培養大脳皮質ニューロンおよび PC12h-R細胞に対する EGF作用の詳細な解析や比較は、 EGF

の神経栄養因子としての作用機序の解明につながると考えられる。また、 PC12h-R細胞は、 EGFの

ニューロンに対する栄養因子作用を研究する上でのよいモデルとなるのではなし、かと我々は考えている。
図1.80 I _--=..:.~=..:c'..~~~~7)，図2. I 
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図1.EGFによる PC12h-R細胞の突起{t't展。 PC12h-R細胞を100ng!mlNGF添加(白丸、 0)、
および EGF濃度を変えて(黒丸、・)2日間培養した後、細胞の直径の2倍以上の長さの突起を持つ細

胞の割合を測定した。

悶2.高酸素負荷による大脳皮質ニューロンの細胞死に対する EGFの抑制効果。 大脳皮質ニューロンを

EGFの濃度を変えて20%(白丸、。)および50%(黒丸、・)気相酸素下で2.5日間培養した後、 M廿

法により生細胞を定量化した。
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206 ラット JJ合仔JJ日ニューロン前駆車/1日抱のソーテイングのj食言す

111之端万里、 1語(川桁三
(訓告lIi大学・生命制学fiJl究所)

〔事蹟jマリーカルチャーに供するこユー口ン前駆網IIJ泡 (N陀と時称)は神経管の組織を構成する主要細
胞の一つであり、種々のタンパク性凶子によってi(17I{[:Jt化し、発生初期のや11経細胞の増殖分化の研究に適

している。しかし、フィブロブラスト等の剥11胞からなるべく fit-く分取することが研究条件には望ましい。

そこで我々は、フローサイトメトリーがNPC分取法としてイj効かどうかを検討した。その結果、短時間に

フイプロプラストを含まない高純度のNPCがソーティングできることが示唆された。

[はじめに]

晴乳動物の神経細胞、ニューロンの起源はJJfi仔の初JVJの神経符から、管の内腔の一層を構成する分裂能

を持つ細胞が増殖、肥厚して I~衣!日を形成し、さらに外{Wj に移動してニューロンに分化する。胎f子脳の

プライマリーカルチャーではlmltIの煤んなNPCをiji縦後府在する初々の方法1) があるが、神経管形成時
(E12)の胎仔脳では'ilili股の剥離が飢しく、よ者5をするとフイブ口プラストの混入を認める。またNPCはフイ
プロプラストと容易に接若して形態変化することから液↑生囚子のNPCに対する作用を反映させるには、

NPCを短時間で純粋にIjI.離することが重要であり、これが満たされれば増殖分化の研究に寄与できる。

今回、フローサイトメーター(以下FCMと略称)を川いてトリプシン処理後の細胞懸濁液からNPCの

みをソーティングし、プライマリーカルチャーを試みた。

[実験方法]

1 )細胞懸濁液の調教:ラット胎仔 (EI2) の干tll~を符の後JJ日と髄JJ日の境界を実体顕微鏡下で切断しへ前脳

を含む胎仔舶を待た。そのJJfi1子JJ日を0.59もトリプシン、 0.04%DNascと共にインキュベートした後、 洗浄し、

1 0 %FBSを含むDF借地rj'でピペッティングして細胞懸ぷj液とした。

2 )フローサイトメトリー:FCM (EPICS)はアルゴンレザーの488nm(15mW出力)により、 100μm

のポアサイズのフローセルを川いた。シース液は予め滅ruろ過したPBSとした。細胞懸濁液中の細胞の解

析は個々の細胞がレザーに照射された時に生ずる散乱光の強度をパラメーターとするLightScatter Ana1ysis 

によった。この方法ではレザーに照射された細胞の散乱光の 0")j向 (Fowardscat町、 FSと略称)と 90
0

方向 (Sides悶 tter、SSと略称)を検出し、 ij!IJ定結果はワークステーシヨンの回而上にFSとSSの2パラメ

ーターとして細胞の分布と密度からなるサイトグラムをディスプレイできる。 lつのドットは個々の細胞!

を表わし、その分布は細胞の大きさと刻11胞質fi~迭の追いを反映している。目的の細胞はサイトグラムの細

胞の分布から推定できれば倒的iLで領域を指定してソーティングできる。 FCMの感度と分解能の至適条

件の設定は蛍光標識のビーズ (DNAchcck)によった。

3 )細胞培養:無関的に分取した細胞は 1%のコンデションメデイウムを含む無血清培地2)(lnsulin， 

Transferrin，Putrescinc，Progcstcron/ DF) '1'で、予めポリエチルイミンをコートしたチェンパースライドに
て37"C、 5%C02で培養した。桁地交換は 2-31]ごとに行った。

[結果]

細胞懸濁液中のNPCの!司定:ラットJJ{iイf-JJ訴からトリプシン処J1Hで符た細胞懸濁液をFCMIこ適応する

と、 FSとSSのパラメーターにより Fig.laに示すような利11自分布がDl1ilTiiJ'.にディスプレイされた。目的の

細胞集団を同定するために、 Murphyら3)及びKilaniら4)の方法(れ義法)を咋処して得た3つの細胞集団

のそれぞれと比較検討した()l{'J;.義法では刻111胞の持1¥¥'1"1の泣いにより、 Homophilicaggregationを惹起して細

胞塊を形成するNPC、WII;'/IIリにプラスティクへ終泊するフイブ口プラスト等、また扱着せずに浮遊したま

まの細胞の 3粧に分かれた。これらを別々に集め、 NPC及びフイブ口プラストについてはトリプシン処理

で再度、納U抱?品i~~i夜とし、 FCMによるj!f({lrを行った。そのキ/i来をFig.1b (NPC)、Fig.1c(フイブロプラスト)、
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Fig.1d (浮遊細胞)に示した。

胎仔脳からトリプシン処理11で得た細胞懸樹液 (Fig.1a: Wholc cclls) とよff益法で調推したNPC(Fig.1b) 
を比較すると、 Fig.2a(Wholc cclls)の桁FIJJ巴のマークの牧市に相当する刻IlJ抱集団が目的のNPCであるこ

とが同定できた.

ソーティング及び府養:Fig.2aで、 +{'jIリj巴のマークの1¥/:ii"{:の創11胞をソーテイングした後、再度FCMに

適応して解析した結果をFig.2bに示す。またソーテイング後の細胞は府蓋したo .t吉義直後をFig.3aに示し、

2 日後にはニューロン止まの~起を認めた (Fig.3 b)。

[考察]

胎仔脳のプライマリーカルチャーではフィブ口プラストなどNPC以外の細胞の混在が認められる.既法

では細胞接着の差や選択府地などの方法をJl1いてNPCを自主似支に分離している。しかし、このような条件

でも、 NPCの分離の過程でフィプロプラストとの接触を伴う。そのため一夜も培養すると既に分化の形態

が観察される。それゆえ、発生初期のNPCのt({fYili分化の研究にはまずNPC分離法が問題である。 今回、

神経管から酵素処理した細胞懸溺液を直ちにFCMに適応し、知il1!J問に高純度のフイブロプラストを除外

したNPCが分離される可能性が示唆された。現イf:、この系で如何なる分化因子が関与しうるかについて検

討をしている。

Fig.l 

(a) 

Fig.2 

(a) 

Fig.3 
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207 リン酸化ペプチドによる NGFシグナル伝達経路の解析

下家浩二、山田雅司、池内俊彦、相本三郎1、田中真人2、畠中寛

(大阪大学・蛋白質研究所・生合成、 1蛋白質工学基礎研究センタ一、 2三菱化成生命研)

〔要約〕

細胞膜上に存在する膜貫通型チロシンキナーゼTrkAは神経成長因子 (NGF) と結合することにより細

胞質側に存在するチロシン残基が自己リン酸化される。このリン酸化が NGFシグ'ナルの細胞内への伝達の引き

金となっている。そこで、 TrkAの細胞質側に存在する 10ヶ所のチロシン残基を含むチロシンリン酸化ペプチド

を合成し、シグナル伝達に必須なチロシン残基の同定を試みた。まず、これら 1)ン酸化ペプチドおよびコントロー

ルの非リン酸化ペプチドをマイクロインジェクション法により PC12h-R細胞に取り込ませ、 TrkAの特定チロシ

ンリン酸化部位に結合するシグナル伝達タンパク質がりン酸化ペプチドによってTrkAへの結合阻害がかかると

考えられる系を構築した。これにより突起伸長をもたらすシグナル伝達経路が遮断されるか否かを調べた。

神経成長因子(NGF)のレセプターである TrkAは細胞膜上に存在する膜貫通型チロシンキナーゼで、 NGFが

結合することで自己リン酸化し、細胞質側のチロシン残基がリン酸化される。リン酸化したチロシン残基の近傍に

おいて、 Shc、PI-3'kinas巴の p85 subunit、PLC-yなどのシグナル伝達タンパク質が結合することが知られて

いる(1， 2， 4 )。このメカニズムによって特定のチロシン残基からのリン酸化シグナル伝達経路が活性化し、遺

伝子発現を伴う細胞の分化、生存へと導かれる。そこで、特定チロシン残基からのシグナル伝達の存在を明らかに

することを目的として TrkAの特定リン酸化チロシン残基を含むリン酸化ペプチドを合成し、マイクロインジェ

クション法により PC12細胞中に取り込ませることにした。用いた細胞はPC12h-R締胞で、この細胞は、 PC12hi

細胞よりサブクローン化されたもので、 NGFによる応答が早く、 1-2日後に十分な突起伸長を見ることのできる

細胞である。我々は、この細胞を用いることでリン酸化シグナルに関する以下の解析を行った。

これらのペプチドにより、通常 TrkAに結合するシグナル伝達タンパク質は結合阻害を受け、結果として

PC12h-R細胞は突起伸長を阻害されることが期待される。今回、 Shc、PI-3'kinaseのp85subunit、PLC-yのそ

れぞれが結合するドメインのリン酸化ペプチド‘のマイクロインジェクションを試み、突起伸長を指標にした解析を

行ったので報告する。

[実験方法]

リン酸化ペプチドの合成・ペプチドは Fmocアミノ酸を用いる固相合成法により合成した。保護ペプチド樹脂を

1 M trimethylsilyl bromide • thioanisole / trifluoroacetic acidで処理し、得られた粗生成物を逆相液体クロマトグ

ラフィーで精製した。精製したペプチドを質量分析およびアミノ酸分析により確認した。 PC12h-R細胞の培養:

PC12h-R細胞の培養は既報通りおこなった(3 )。細胞はポリエチレンイミンならびにコラーゲンコートしたカ

ノ〈ースリップ上にまいた。マイクロインジェクション後の細胞は、 36時間培養した。 蛍光抗体染色:各種ぺプチ

ド.のマイクロインジェクションは、緑膿菌ぺリプラズムのタンパク質BraCに核移行シグナルを融合させた

P4K4BraCσ)と混合して行った。抗 BraC抗体による間接蛍光抗体法で特異的に核が染色される細胞をマイクロ

インジェクションの陽性細胞とした。



[結果と考察]

Fmoc固相合成法に従って、表lに示す 10種のペプチドを合成した。このうちサンプル番号Y499の位置に

Shc、Y760dの位置に PI-3'kinasep85 subunit、Y794の位置に PLC-yがそれぞれ結合することが報告され

ている(2、4)。今回、 Y499と Y760dから開始すると考えられるシグナル伝達経路を遮断することによる

効果を見るために、 Y499と Y760dを同時にインジェク卜した。また、インジェクトした細胞は、 NGF存在下

と非存在下に分けて培養した。コントロールとして、非リン酸化ペプチドをインジェク卜したが解析するに至って

いない。そこで、 Y499と Y760dを同時にインジェクションした細胞とインジェクションされていない周辺の細

胞について比較検討した。 NGF存在下では、 Y499と Y760dを同時にインジェクションしたにもかかわらず、

有意な差は見られなかった。 NGF非存在下でも差がみられなかった(表2)。このことは、 TrkAの Y499と

Y760のチロシンリン酸化部位はシグナル伝達には必ずしも必須なものではなく、他のチロシンリン酸化部位を経

由してシグナルが伝達されていることが考えられる。現在、 Y794など他のリン酸化ペプチドについてもマイクロ

インジェクションによる解析を進めている。

[文献]

(1) Obermeier， A.， et al.(1993)よ Biol.Chem. 268， 22963-22966. (2) Loeb， M. D.， et al.(1994)よ

Biol.Chem. 269， 8901-8910. (3)畠中寛神経生化学マニュアル，羊土社， (1990) 106-110. (4) Stephens， 

M. R.， et al.(1994) Neuron 12， 691-705. 

表1
SAMPLE SEQUENCE SAMPLE SEQUENCE 

Y499MMEVNFPEQY* YM* FF SDTCVH Y684YSTDY?RVGGRTM 
Y594 MVFEYMRHGDLN Y704 PESIし'YRKFSTES
Y643 AAGMV'YLASLHFV 

YY772606d WEFPDTv?G?AKlQMPRWG YQ 
Y679 MSRD lY* STDYYRV 
Y683 IYSTD.yYRVGGRT Y794 LAQAPPS'YLDVLG 

表2
INJECTED CELL NEURITE BEARING SAMPLE 
NUMBER CELL NUMBER (%) 

Y499&Y760d+NGF 23 1 cx 43.5 ) 
NO SAMPLE +NGF 27 10( 37.0 ) 
Y499&Y760d-NGF 26 1 ( 3.8 ) 

NO SAMPLE -NGF 20 o ( 0.0 ) 

表1 リン酸化チロシン残基を含む合成ペプチドのアミノ酸配列
TrkAの細胞質側に存在するチロシン残基の周辺のアミノ酸配列に相当するリン酸化ペプチドを合成

した。本はリン酸化チロシン残基を示す。

表2 マイクロインジェクトした合成ペプチドの突起伸長阻害効果
マイクロインジェクション後、 36時間で細胞の突起伸長を測定した。インジェク卜された細胞(蛍

光ラベルされた細胞)(1行目と 3行自)とインジェク卜されなかった周辺の細胞(2行日と 4

行自)における結果を示す。細胞体の 1倍以上の長さの突起を持つ細胞数を計測した。

449 



450 

208 PC12D細胞における MAPキナーゼ(ERKl&2)の

活性化および細胞内移動

佐野護、岩永採

(愛知県コロニー研究所、形態学部)

〔要約〕
l、PC12D細胞は、 NGF，dbcAMP，Staurosporine(SS)により、数時間で村経細胞線形態分化が誘導される。

ERK1，ERK2の活性化は、 NGF、FGF処理した細胞で顕著に認められたが、 dbcAMP，PMAで、は、わ

ずかに、またおでは認められなかった。

2、NGFによって活性化されたERK1およびERK2は、 10分後に核への移行現象が観察されたが、同検

の形態変化を誘導するdbcAMP，SSでは、その様な変化は観察されなかった。

3、MAPキナーゼの活性化と細胞分化の密接な関連性を考える仮説があるが、少なくとも、 dbcAMP，SS

によるPC12D細胞の分化誘導過程は、 MAPキナーゼの活性化を経由しないと考えられる O

[目的]MAPキナーゼ(MAPK=ERK)カスケードは、細胞外からの信号を細胞内に伝達する普遍的な機

構として認識されつつある。 PC12細胞では、 NGFによって、迅速且つ持続的なMAPKの活性化が引き起

こされ、交感神経様細胞分化が誘導される事実から、 MAPKjJスウードが神経分化誘導に介在する可能tl
が示唆されている (13)0PC12細胞に一定の分化誘導を示すcAMP上昇薬やPMAIこもMAPK活性化能が認

められている(3，4)0EGF， [{+，カルパコールによるMAPK活性化は持続性がない点で、分化誘導能を示さな

い事と関連付けて解釈出来る(1，4，5)0MAPKは免疫蛍光による観察から、活性化されると核への移行が報

告され、遺伝子制御にかかわる可能性が示唆されている(6，7)。著者らの用いているPC12D細胞は、 NGF

やdbcAMP処理により、新たな遺伝子発現を経ず、数分で形態、変化が生じ、数時間内に神経突起が誘導さ

れる(2，8，9)。 またPC12D細胞では、極低濃度のスタウロスポリン(SS)が、 NGF同様に神経突起を誘導す

る(10)0PQ2D細胞に於いて、 MAPK(ERK1&2)抗体を用いて、酵素活性の測定やその局在変化を調べ、

細胞形態分化と本酵素の関係について検討した。

[実験方法](1)細胞抽出 細胞をHEPES~Hanksで 3 回洗i争後、同液中でNGF， dbcAMPなどを加え、 37

度で培養された細胞の0~1%SDS抽出液を得、免疫沈降やウヱスターンプロットの試料として供した。 (2)

ウエスタンプロット SDSPAGE(13%)で分離後、ニトロセルロースにプロットし、抗ERK1、抗ERK2

(UBI社製)を用い、 ABC法で染色した。 (3)!vfAPK活性の測定抗ERK抗体結合ProteinA-Agaroseと沈降した
酵素分画と 32p~ATP ，MBP(Myelin Basic Protein)を反応、 SDSPAGE(13%)を行い、 MBPへの燐酸の取り込

みを調べた。 (4)皇室主主PolyLysコートしたカパースリップ上に培養したPC12D細胞を用いた。培養液
lこNGFなどを添加し、インキュベーション後、パラフォルムアJレデヒド溶液(3.7%)で固定、 0.1%トリト

ンX100で処理し、 ABci去、最後にストレプトアピジンフローレツセインで蛍光染色したc
[結果と考察]NGF， bFGF処理された細胞抽出液中のMAPK活性を調べた結果、対照に比べ明確な活

性上昇が認められた。 dbcAMP、PMAにも一定の活性化が見られたが、 ssによる活性上昇は見られなかっ
た(図 1)。抗ERK1，抗ERK2抗体それぞれによる細胞抽出液のウエスターンプロットのバンドは、 44K

および42K付近に認められた(図 2)0 ERK1は NGFにより活性化されると、高分子側のシフトバンドが

厚くなる変化が認められたが、 SS，dt】cAMPなど処理後の細胞抽出液には見られなかった(図 2)。 これ

は、燐酸化により活性化されたERK1d手素蛋白と解釈されている。 PC12D細胞では、 dbcAMP，SSによっ

て、 NGFの場合と同様の神経突起誘導が起こる。これらの事実から、全ての神経突起誘塁手がMAPKの活'性

化を介して起こるとの仮説は否定されると思われる。 ERK1.ERK2抗体に反応する抗原、の免疫蛍光法に

よる細胞内局在を調べたところ、いずれも細胞質に微慢性の広がりを見せたが、 NGF処理後、 10分で既

に，ERK1，ERK2いずれも核への移行が認められた(図 3)、しかし，dbcAMP、ssの場合には、類似の変化



を認める事が出来なかった(図省略) 0 ConventionalなPC12細胞では、細胞分化は一般に数日を要し、

新たなRNA合成が必要とされる。 ConventionalなPC12細胞を用いて， NGF処理後 3090分で、 ERK1の核

への移行を認めたTraverseらは、核へ移行したMAPキナーゼが、 RNA合成制御を介して、その後に起こ

る細胞分化を誘導すると解釈している(6)。しかし、 PC12D細胞では、 MAPKの核移行と同時期に、既に

細胞形態の劇的な変化が進行する(9)。 しかも、形態分化誘導に必ずしも新たなRNA合成が必要とされ

ない事実も既に報告した(8)。 従って、 NGFによって生じる敏速なMAPKの核移行は、細胞分化誘導の全

体に関わるプロセスとは考えられない。 PC12D細胞で得られた、 MAPIくの活性化および綴移行現象の観

察は、本酵素がNGFシグナルを細胞の分化誘導に導く lプロセスとして、どのように位置付けられるかに

ついて、新たな示峻を提供すると思われる。 MAPKの中期多行については、 NGFによる形態分化の際のみに、

観察された点で、信頼度が高く、今後この現象の解析に、有効な系と思われる。

図 l、免疫沈降MAPKによるMBPの燐酸化 図 2、 LERK1、抗ERK2によるイムノプロット

のオートラジオグラフィー (1)対照、 (2SS， (3) NGF10分処理細胞

細胞を 10分問、無添加 (1)，SS(2)， PMA (3)， 

dbcAMP(4)， FGF(5)， NGド(6)で処理した。 ERK1 ERK2 

47K 
t.-

%弘 畿圏静
端機正 常勝機 w機静静

塁審 織や 端臨機 33K 
-.-1 2 3 2 3 

2 3 4 5 6 

図 3、NGFによる ERK1，ERK2の核移行を示す免疫蛍光写真

ERKl ERK2 

Control NGF 10mIn Control NGF 10mIn 

[文献](1) Gotoh et a1.(1990) Eur.J. Biochem. 193， 661. (2) Sano et a1.(1990) J. Neuro' chem.5 5， 427. 

(3) Lloyd and Wooten (1992) J.Neurochem.5 9，1099. (4) Frodin eL alω (1994) J. Biol. Chcm. 269，6207. (5) 

Constance et a1.(1990) J. Cell Biol.l 10， 731. (6) Traverse et a1. (1992) Biochem.J. 288， 351. (7) Nguyen et al 

(1993) J.siol.Chem. 268， 9803. (8) Sano and Kitajima (1992) J.Ncurochcm.5 8，837. (9) Sano and [wanaga 

(1992)白 lJStr.Func.9， 341. (10) Sano巴tal.(1994) srain Rcs. 639， 115 
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209 PC12細胞におけるInterleukin-6の細胞死抑制作用

〔要約〕

栴垣宏行1) 山田清文壇 内藤通孝1) 亀山勉3) 井口昭久。 鍋島俊隆2)

(名古屋大学・医・老年科。 名古屋大学・医・医療薬学・病院薬剤部2)
名城大学・薬・薬品作用 3)) 

IlIedeukin-6 (U.r6)はNGFと同様にPC12細胞を神経細胞様に分化させることが

報告されている。今回我々はPC12の細胞死に対するII.r6の作用を検討した。血清除去により

PC12は細胞死をおこすが、 Iし6は有意にその細胞死を抑制した。しかし、 IL-lα ，Il.rls 'お

よびII.r2はPC12細胞の細胞死に対しておからl∞ng/mlの濃度範囲では影響をおよぼさなかっ

た。 IL-6の細胞死抑制作用は血清除去の前後に添加すると血清除去と同時に添加した場合と比

較して有意に増強された。また Caイオノフォア(A23187)添加によるPC12の細胞死に対し

でもIL-6は抑制作用を示した。以上の結果よりIL-6はPC12の細胞死に対して抑制的な作用を有

することが示唆された。

〈緒言〉 近年アJレツハイマー病脳に，免疫系サイトカインであるIL-6が存在することが証

明され同病の病理にIL・6が関与しているという仮説(1)が提唱されるなど中枢神経系と免疫系

との相関が注目されている。 IL-6はPC12を神経細胞様に分化させること (2)、およびラットの

培養神経細胞の生存を延長させること (3)(4)が報告されており、神経栄養因子としての作用を

有することが示唆されている。今回我々はPC12を用いてIL-6の細胞死に対する作用を検討し

た。

〈方法> PC12細胞は 5%馬血清、 10%牛胎児血清ペニシリンG (50U/凶)、硫酸スト

レプトマイシン(I∞μg/凶)を含むダルベッコ変法イーグル培地 (DMEM(+) )にて培養

した。 IL・6は0.1%のBSAを加えたPBSに溶解した。

血清除去の実験では細胞をPBSと無血清のDMEM(DMEM (・))にて洗治したのちコラーゲ

ンコートしたプレートに1~ 1.5 X 104田i/cm2の密度でDMEM(-)にて培養した。

A23187はDMSOに溶解し、 DMSOの最終濃度が0.1%となるようにDMEM(ー)で希釈した。

生存細胞数の定量は、血清除去では48hr後、 Caイオノフォア添加では24hr後にM汀法(5)、もし

くはLDHの培地中への漏出量を測定することにより行った。

〈結果と考察〉血清の除去により生存細胞数は経時的に減少し、血清除去の48hr後には約

30%に減少した。 PC12細胞の血清除去による細胞死に対してII.r6は有意な抑制作用を示した

がIL-la ，IL-l ß 、 I I.r 2は25~1∞昭Irrùの濃度範囲では抑制作用を示さなかった。(図 1) DM  

EM  (+)での培養ではIL-6は今回用いた護度範囲でPC12の生存に影響を与えなかった。

血清除去によるPC12の細胞死に対する江・6の抑制作用は抗IL-6抗体によって措抗された。

これらの実験では血清除去と同時にIL-6を添加したが、次に50ngl凶のII.r6を血清除去の20hr前

より処置したところその作用は有意に増強された。(図 2)

また，A23187(1μM)の添加によってもPC12の細胞死が誘発されたが、 IL-6はこのCaイオノ

フォア誘発性の細胞死に対しても抑制的に働いた。(図3) 
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lL-6はNGFと同様にPC12細胞を神経細胞様に分化させることが報告されているが、今回の結

果より、細胞死に対する保護作用も有することが明らかになった。

血清除去あるいはCaイオノフォア添加によるPC12の細胞死はアポトーシスによるとの報告が

あり、 IL-6の細胞死抑制の機序の解明はアポトーシスの解明にも繋がりうるものとして興味

深い課題である。

謝辞:IL-6を提供して頂いた大日本製薬株式会社、 IL-laとIL-lsを提供して頂いた大塚製

薬株式会社、 IL-2を提供して頂いた武田薬品工業株式会社に感謝いたします。

文献:1) Vandemaeele，P.et al(1991) Immunol.Tωay12，217・219

2) Satoh， T . et a1. (1988) Mol. Cell. Biol. 8 ，3546-3549 

3) Hama，T.et a1(1989) Neurosci， Lett， 1似 340・344

4) Hama，T.et al (1991) Neuroscicnce，40，453-464 

勾Mosmann，T .(1983) J.Immunol Me出ods，55-の

C(+) C(ー)

C(+) : control (DMEM(+)) 

C(-) : control (DMEM(-)) 
P:血清除去20hr前にIL-6 50ng/ml滋加し、血清除去後はIL-6添加せず

s:血清除去と岡崎にIL-650ng/mlを添加

P+s:血清除去20hr前より IL-650ng/mlを混加し、血清除去時に再度

IL-6 50ng/ml壷逐加

図2. 血清除去によるPC12の細胞死に対するIL-6の作用
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210 DibutyポcyclicAMPにより分化誘導されたアストロサイトのNGF産生と

〔要約〕

神経栄養効果

左合正周、吉田一成、上口裕之、稲葉真、大谷光弘、戸谷重雄

(慶陸義塾大学医学部脳神経外科)

アストロサイトは種々の神経栄養効果を有すると考えられ、今までに、培養アストロサイトの

NGF産生がサイトカインの刺激により協調的に増強されるとともに、 NGFを介さない神経栄養効

果の増強もみられることを明らかにしてきた。一方、培養アストロサイトはdibutyrylcyclic AMP 

(db-cAMP)により細胞分化に影響を受けることが知られている。今回は、アストロサイトの神経

栄養効果に対するめ-cAMP前処置とサイトカインの刺激の影響について検討を行った。正-1s-
百I/F-aの刺激によるNGF産生能増強はめ明cA恥1p未処置のアストロサイトの方が強く認められ、中

隔野ニューロンとアストロサイトの佐印ltu陀系におけるIL-Is-1NF-αのアストロサイトを介する
中隔野ニューロンのCA甘舌性増強効果は、dJ~Pにより前処置された方が強く認められた。以

上より、dJ-cAMPによる分化誘導により、アストロサイトのサイトカインによる神経栄養効果調

節が変化することが示された。

[目的]

これまで、培養アストロサイトのNGF産生、およびnon-NGFtype cholinergic neurotrophic activi-

tyが、 acidicおよびbasicfibroblast grow出factor(FGF)、 inlerleukin1・s(IL-I向、 tumornecrosis faclor -

ασNF-α)などのサイトカインの刺激により協調的に増強されること、サイトカインはアストロ

サイトを介し中隔野コリン作動性ニューロンのcholinea印刷transferase(CA T)活性を上昇させるこ

とを明かにしてきた問。一方、培養アストロサイトはめ-c.品作により分化誘導を受けることが知

られている40 今回は、品-cAMP前処置より分化誘導を受けたアストロサイトの神経栄養効果に対

するサイトカインの影響について検討を行った。

[方法]

1.アストロサイトのNGF産生調節

ラット新生仔海馬及び大脳皮質組織片をlO%FCS添加DMEM/F-12にて初代培養を行い、酵素処

理により継代したアストロサイトを24-wellcullur巴plaleにて2.0x 10'/wellの細胞密度で培養を開始

した。培養開始24時間後よりdb-cAMP(l mM) を48時間作用させPBSで洗浄後、無添加、及びL

1 s (50units/ml) +TNF-α (l∞ng/ml)を添加した培養液にて12時間培養後、培養液中のNGFを2-sile

ELISAにて定量した。また、各w巴11の細胞数をトリプシン処理後Coultcr∞unlerにて測定した。

2. 中隔聖子ニューロンとアストロサイトのω剖 Ilur巴系における検討

同様にアストロサイトの培養を行い、その上にラット胎生16日中隔里子由来細胞をトリプシン処

理し、 I%BSA添加N2にて∞司cullUrcを行った。24時間後より Iし1s (50 unils/ml) + TNF-α (l∞ng/ml) 
を添加し、 4日間培養後CAT活性を測定した。
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[結果]

cb-cAMP未処理のアストロサイトのほうが、 IL-Is+TNF-aの刺激により NGF産生量は増強され

た。また、 cb圃cAMP処理によりアストロサイトは上皮様から、星状に形態が変化するとともに、

増殖は抑制されたσig.l)。中隔野コ 1)ン作動性ニューロンのCA甘古性は、 E・ls+TNF-aを添加し
ない場合では、d>-cAMP処理による変化は認められなかったが、 IL-Is+TNF-aの刺激によるCAT
活性の上昇は、d>-cAMP処理されたアストロサイトのほうが、未処理のものより強く認められた

(Fig.2)。

[結論]

d>帽cAMPにより分化誘導を受けたアストロサイトの中隔野コリン作動性ニューロンに対する神

そのメカニズムは、分化誘導前と比し変化し経栄養効果はサイトカインにより活性化されるが、

ている可能性が示唆された。
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211 培養脳軟膜細胞はIGF・1I/IGFBP-2とβ-traceproteinを産生する

石川巧一、大江良秀、壁奇建志、普篠田元扶、立元一彦

群馬大学・内分泌研究所・生理学、骨医学部・動物実験施設

〔要約〕 脳軟膜 (piamaterとarachnoid)の生理機能を追究する為に、脳軟膜細胞の培

養系を確立し、得られた条件培養液中に存在する主要霊白質の単離・同定を行なった。

SDS-PAGE'こより、 5個 (7kD， 16 kD， 18 kD， 27 kDと32kD)の主バンドが確認され

た。精製した蛋白それぞれのN末端アミノ酸配列を解析し、 7kD蛋白のアミノ酸配列は

IGF-IHこ、 16kD， 18 kD並びに32kD蛋白はIGFBP-2のアミノ酸配列に一致することが判

明した。また、 27kD蛋白を酵素分解して得られたペプチドのアミノ酸配列はβ-trace

protein (プロスタグランヂンー0-合成酵素)のそれと一致していた。これらの実験成績

は脳軟膜が脳/髄液関門や血液循環の調節に関与する以外に、脳実質細胞の生存や機能

維持等に関しでも重要な役割を果たしている可能性を示峻している。

[緒言] 脳軟膜が脳/髄液関門や血液循環に関わっていることは従来から知られてお

り、詳細に検討されている。最近、私達は視床下部一下垂体系において、下垂体摘除

(終末切離)により再生されてくるvasopressin神経線維が軟膜の移植片に多量に侵入

することを見い出した。この事実は脳軟膜が神経線維の伸展や生存維持にも関与してい

る可能性を示唆している。事実、培養脳軟膜細胞の条件培養液の添加により視床下部神

経のinvitroにおける生存率が著しく上昇した。そこで、今回、軟膜の生理作用の一端を

更に明らかにする目的で、軟膜細胞の培養系を確立し産生・分泌される主要歪白を単離・

精製し化学的同定を目指した。また、その神経細胞に与える影響も神経培養系を用いて

解析した。

[方法] 実験は全てWistar系のラットを用いた。脳軟膜は生後 1-2日目の動物から

採取した。得られた軟膜は氷冷した10%FCS含有Hepesbuffered-DMEM中で細切(

<1 mm2)し、 37
0

C、5%C02下に 1週間培養した。混入してくる神経細胞やmicrogliaを

取り除いた後、再度 1週間培養した後にFCSを含まないDMEMに交換し 3-4日間培養

したものを条件培養液として採集した。生理活性の検討に用いた神経細胞の培養は既に

報告した方法1)で行なった。

条件培養液 (1000mJ)を濃縮したのち、一部をSDS-PAGEにかけ、 5個の主要バン

ドが確認された。予備実験により神経細胞の生存率を上昇させる因子はヘパリンカラム

に親和性のあることが確認されたので、同カラムにより 4個の分画 (flowthrough， 

0.6 M NaCI， 0.8 M NaCIと2M NaCI)を得た。 27kD蛋白はflowthrough分画から、 7kD， 

16 kD， 18 kD並びに32kD蛋白は0.6M NaCI分画から、 SDS-PAGE，HPLCなどにより

単離・精製した。得られたそれぞれの蛋白のN末端アミノ酸配列を解析した。



[結果] 1、条件培養液の神経細胞生存促進活性はへパリンカラム0.6M NaCI分画に

溶出される。生存促進作用は大脳皮質、視床下部、並びに小脳の神経細胞に対しでも発

現する。 2、精製蛋白のアミノ酸配列分析の結果は表 1にまとめである。 0.6M NaCI分

画に溶出されてくる7kD蛋白のN末端アミノ酸配列はIGF-IIの部分配列と一致した。ま

た、 16kD， 18 kD並びに32kD蛋白のN末端アミノ酸配列はIGFBP-2の部分と一致した。

3、27kD蛋白のN末端アミノ酸配列は決定できなかった。ブロックされているものと

考えられる。そこで、精製した27kD蛋白を酵素分解し、得られた 2個のペプチドのア

ミノ酸配列解析を行なった。 2個のペプチドのアミノ酸配列はいずれもβ-trace

protein(プ口スタグランヂンー D一合成酵素)のそれと同ーであった。

[考察] 本研究により、条件培養液に含まれる神経細胞の生存促進作用は広範な細胞

に対して認められること並びに活性が認められるへパリンカラ.L>.0.6M NaCI分画には

IGF-IIが多量に存在することが明らかとなった。生存促進国子はIGF・11と考えられるO

IGF-川ま脳内に多量に存在し、脳脊髄液中ではIGFBP-2との複合体として存在している

ことが知られている。 mRNAの分布様式2)と今回の実験成績を考え合わせると、脳軟膜

が脳内のIGF-II/IGFBP-2の主たる産生部位である可能性が示唆される。また、脳脊髄液

中に多量に存在する β-traceprotein (=プ口スタグランヂン心ー合成酵素)も脳軟膜で

産生していると考えるのが妥当である。プ口スタグランヂンーDは旧来から強い中枢作用

を有していること。殊に、睡眠との関わりが指摘されてきたことは、軟膜の生理的役割

を考える上で興味深い。いずれにしても、脳軟膜の新しい機能ー脳実質細胞の機能や生

存維持に関与する可能性ーが示峻されるO

7 k D-1 : 

7kD ・2:

1 6 k D : 

1 8 k D : 

3 2 k D : 

Ala-Tyr-Arg幽 Pro-Ser-Glu-Thr-Leu-

Tyr -Arg-Pro-Ser-Glu-Thr-Leu-(Cys )-G Iy-

Met-Gly-Lys-Gly-Ala-Lys-His-Leu-Ser-Leu-

Glu-Val・Leu-Phe-Arg幽(Cys)-Pro-Pro-(Cys)-Thr-

Glu司Val-Leu-Phe-Arg-(Cys)-Pro-Pro-(CysトThr-

2 7 k D peptide-1 : 

peptide-2 : 

Phe-lIe-Thr-Phe-SeトLys-

Glu-Leu-Leu-Phe-Met-(Cys)・Glu-Thr-Val・Val-Ala-Pro-

Ser-Thr-Glu-

表1 脳軟膜培養細胞から精製された蛋白質のN末端アミノ酸配列

[参考文献]

1) Ishikawa， K.， Ohe， Y.， Okutomi， Y.， Takeuchi， T.， Suzuki， M. (1992) 

Neuroendocrinology 55，193-198. 

2) Bondy， C.A.， Werner， H.， Roberts， C.T. Jr.， LeRoith， D. (1990) Mol. Endocrinol. 4， 
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212 ウシ脳細胞外マトリックス糖タンパク質と移動型
免疫グロプリンスーパーファミリィ分子sGP74

石岡憲昭、佐藤淳子

(東京慈恵会医科大学医科研、生化学)

〔要約〕

神経系培養細胞の突起伸長作用を示す移動型分子sGP74の化学構造を解析した結果、膜結

合型の免疫グロプリン(Igs)超遺伝子ファミリィ系タンパク質の一つであるアンキリン結

合タンパク質 (ABGP18θ の細胞外Igs部位と同ーであることを明らかにした。一方、ウシ

脳細胞外マトリックス糖タンパク質の分離分析を小麦匹芽レクチン (WGA)に対する結合

性を指標におこない、主要な糖タンパク質<mGP80と命名)として、分子量 (MW)80kDa、

等電点 (pI)4.0・5.0の酸性タンパク質を精製した。こ似nGP80は、コンカナパリンA (ωn 

A)に対しても結合性を有していた。またmGP80をリガンドとしたアフィニティカラムに

sGP74画分を作用させたところ、移動型分子宮GP74と相互作用する可能性を示唆する結果が

得られた。

《はじめに》中枢神経系のタンパク質をConAに対する結合性を指標に、移動型Igsスーパ

ーファミリィタンパク質の検索をおこない、神経突起伸長作用を示す糖タンパク質sGP74

の存在を明らかにしてきた(1，2)0 我々 は、 sGP74を合む移動型神経細胞調節因子と相互作用

するタンパク質が細胞外マトリックスに存在する可能性を考え、ウシ脳細胞外マトリックス

糖タンパク質の分離分析をおこなった。

《実験方法)) 1) WGA結合住細胞外マトグックス喜子タンパク質の調整:ウシ脳不溶

性画分抽出液をWGA・アフイニティカラムに作用させ、 N-アセチルーD-グルコサミン溶出に

より得た画分をWGA結合性細胞外マトリックス糖タンパク質標品とした。 2)二次元電

気泳動:二次元電気泳動 (2DE) は、既報(3，4)の方法に従い、染色は、 WGA-及びConA-

パーオキシダーゼ法(4)を用いた。 3)mGP80の分離 :WGA結合性細胞外マトリックス糖

タンパク質画分のイオン交換HPLCによる分離後、ゲル櫨過カラムを用いたHPLCにより最

終的にmGP80を分離精製した。 4)mGP80-アブイニテイ:精製mGP80をアフィゲル10

に結合させたアフイニティゲルにsGP74を合むConA結合性糖タンパク質画分を作用させ、

チオシアン酸ナトリウムで溶出した。

《結果)) 1) WGA結合住細胞外マトクックス掛-タンパク質詳の分析:2DE分析の結

果を図1に示した。 p13.5-6、MW60-2∞kDaの比較的酸性、高分子領域にWGA結合性細胞外

マトリックス糖タンパク質群が特徴的に検出された。特にWGAに対して比較的弱い結合性

を示すがクマシー染色で検出される主要タンパク質としてp14.0ふO、MW80kDaの位置に

mGP却を同定した(図1の↓) 0 2) mGP80の分離精製:イオン交換HPLCにより得た

mGP80画分をゲル鴻過HPLOこ添加し、最終的にmGP80を精製した。図2の矢印で示したよ

うにmGP80は、ほぼ単一ピークとして分離溶出され、 SDS電気泳動のクマシー染色及び

WGA染色は単一バンドを与えた(図3) 0 3) mGP80-アブイニティ:mGP80-アフイニ

ティにより得たチオシアン酸ナトリウム溶出固分のSDS電気泳動の結果、 sGP74との親和性



が示された(図4)。さらにsGP74以外にもMW約120kDaのタンパク質に対する親和性も明

らかになった。

《考察))sGP74を合む移動型神経細胞調節因子と相互作用するタンパク質が細胞外マトリ

ックスに存在する可能'性を考え、ウシ脳細胞外マトリックス糖タンパク質の分離分析をおこ

ない糖タンパク質mGP80を得ることができた。 mGP80-アフイニティの結果、特異性等につ

いては、今後の課題としても、移動型免疫グロプリンスーパーファミリィ分子sGP74と相互

作用する可能性が示唆された。

E =ニ pl

叶 10 3.5 

200 

60 

図1、WGA結合'性細胞外マトリックス
糖タンパク質の2DE分析

mGP80 

¥ 

国 s a

図2、ゲル櫨過HPLCによるmGP80の
精製

4・-120kDa 
4・-sGP74 

図3、精製mGP80のSDS電気泳動像 図4、mGP80・アフイニテイ
a:クマシー染色

b:WGA-パーオキシダーゼ染色

《文献))(1)石岡憲昭、佐藤淳子、中村純太、大久保辰雄、粟岡 晋.神経化学.32: 406・

407(1993). (2) Ishioka，N.， Sato，J.， and Kurioka，S. Biochem. Biophys. Res. Commun. 

199(3):1174-1180(1994). (3) Ishioka，N.， Oda，T.， Natake，Y. and Kurioka，S. Neurochemical 

Research， 15:475-481(1990). (4) Ishioka，N.， and Kurioka，S. Neurochemical Research， 

17:1011-1014(1992). 
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213 トリプシン処理したヒドラに誘起されるグルタチオン応答を利則した

生理活性物質の検出

花井一光

(滋賀医科大学分子神経生物学研究センター・神経化学)

腔腸動物ヒドラの還元型グルタチオンで誘発される持続時間の長い触手球形成応答は超微量の様々の

生理活性物質で修飾を受けるという興味深い性質を示す (1，3)。一方この反応、はヒドラの飼育場所に依

存し、大津で飼育するとそのままではこの反応は発現しない。しかし、餌のアルテミアをふ化させる条

件に注意し、ヒドラをトリプシンで処理してやるとこの反応が発現し、生理活性物質感受性も示すよう

になることがわかった。生きているヒドラをトリプシン処理(0.3μg/ml)してやると、グルタチオン結合

蛋白が顕著に増加した。従って、トリプシン処理を行うことによってより多くのグルタチオン結合部位

が露出するものと考えられる。

[序]

ヒドラの触手球形成応答は様々な生理活性物質に敏感に修飾される。演者はこれを福岡の実験室で見

出したが、大津では、同じ株のヒドラを同じように飼育しているにもかかわらず、この反応を示さな

い。しかし大津で飼育したヒドラでもトリプシンで処理してやるとこの反応を示し (2)、適当な活性化

条件下では生理活性物質による修飾も起こることがわかったのでこれを報告したい。

[実験方法]

行動応答の調べ方:実験室で飼育しているヒドラを1mMNaHCO，/lmM CaCIz (BC液)に移す。この液に

3 0分以上つけてからトリプシンを加える。規定の時間後新しいBC液に換え応答を調べるまでこのまま

にしておく。応答を調べる際には 10匹のヒドラをシャーレにとり液を 2ml， 1 mM PIPES/ 1 mM CaCIzに

換えた。場合によってはこの時、 1pgの酸性型線維芽細胞成長因子 (aFGF)を加えた。 5分静置後、刺激

液を加える。刺激液として2mM S.methylglutathioneを10μi加えた(最終濃度10μM)。応答は刺激後 1

分ごとに反応しているヒドラをカウントし、 6分から 10分までの応答をすべて加算して定量化した。

ヒドラのグルタチオン結合蛋白;トリプシン処理したヒドラ、あるいはトリプシン処理していないヒ

ドラ数万匹をホモジェナイズし、 50%Ji糖液の重層して、遠心後底にに沈む分画を集めた。これを 2

%オクチルグルコシド液で可溶化した。この可溶化液をグルタチオンを固定化したトヨパールのカラム

に乗せ、 0.5%Np.40を含むほう酸緩衝液でよく洗った後、吸着した蛋白質を7MUrea/0.05M K，CO，/0.5% 

Np.40で溶出した。これをN.Hydroxysucciimidylbiotinを利用してピオチン化し、 SDS電気泳動 (5%ゲ

ル)にかけ、 PVDF膜に転写した後アルカリフォスターゼ化ストレプトアピジンを利用して蛋白を検出し
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[結果と考察}

トリプシン処理ーによる触手球形成応答の活性化:大津で飼育したヒドラもトリプシンで処理してやる

とグルタチオン刺激に伴って強い(持続時間の長い)触手球形成応答を示した。この活性化は数分とい

う短時間で起こった (2)。トリプシンの濃度は 10fg/mlから 1μg/mIまで有効であったのキモトリプ

シン、パパイン、トロンピンでも制喫されたが、プロテアーゼ Kでははられなかった υ いずれにしても

トリプシンは調べたブロテアーゼの中では最も強く応答を活性化した。

生理活性物質に対する感受性の発達:次にこうして活性化した応答が生浬活性物質による修飾を受け

るかどうか調べてみた。本実験では、 aFGFの存イ王ドで応答を観察した。すると!之、特の活性化に応じて、

且FGFによる応答の修飾が観察された(関 1) 0 10pg/mlトリプシンで応答を活性化した場合には処理

後6時間で応答を有意に抑制した。 100pg/mlトリプシンで活性化した場合には、処理後 30分ですでに

応答は抑制されていた。 1ng/mlの場合には処理直後には応答は抑制されたが、 3時間後には抑制は見ら

れなくなった。これから、 aFGF感受性を示すためには最適なトリプシン処理条件があることがわかる O

山
b 図 l グルタチオン応答の aFGF感受性の発達

ヒドラを 5分間トリプシンで処理してからグラフ

で示された時開放置後、 0，5pg/ml aFGF存在下で

の応答を測定したの白)、 10pg/ml ; 0)、100

pg/rnl ; ̂)、 1 ng/ml トリプシンで処理。黒印

は aFGF非存在 Fのものより有意に(p<0，01)抑制

された応答を示す。
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トリブシン処理によるグルタチオン結合蛋白の増加:グルタチオン結合蛋白をグルタチオントヨパー

ルに結合する蛋白として分離した。ヒドラを生きている状態でトリプシン処理 (0，3μg/ml)してからグル

タチオン結合蛋白を分離すると、顕著に強いバンドが検出された。従って、トリブシン処理を行うこと

によってより多くのグルタチオン結合部位が露出することが考えられる。

[文献]

(1) Hanai. K.. Kato. H.. Matsuhashi. S.. Morita. H.. Raines. E.. Ross. R. (1987) J. CeIl Biol. 104， 16751681 

(2) Hanai. K.. MatsllOka. Y. (1994) Olfaction and Taste XI. in press 

(3) Hanai， K.， Oomura. Y.， Kai， Y.， Nishikawa， K.. Morita， H.， Shimizu， N.. Plata.Salam且nC-R.. (1989) Amer.J. 

Physiol. 256: R217R223 
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214 HCNP pro-proteinのシナプス内局在

〔要約〕

三竹重久矢鈴木龍雄、野路久仁子、片田栄一本、藤森修件、小鹿幸生*

(名市大・第一生化学、本第2内科、“第二解剖)

ラット中隔核のアセチルコリン産生を促進する HippocampalCholinergic Neurostimulating peptide 

(HCNP)を抗原として作成したポリクローナル抗体を用いて、ラット脳内のHCNP緩免疫活性をWestern

blottingおよび光学顕微鏡、電子顕微鏡を用いた免痴蹄釘じ学にて解析した。 Westemblottingにて、ラッ

ト前脳から調製したSoluble.P 2.シナプトソーム画分，ミエリン標品中に分子量23kDaのHCNPpro-

proteinの強い免疫活性を、民画分には中等度の、シナプス膜画分、ミトコンドリア標品中には弱い免疫

活性を認めた。シナプス後肥厚部画分にはバンドは認められなかった。 HCNPpro-proteinは、前脳、脳

幹、大脳皮質、海馬、小脳から調製したシナプトソーム画分のいずれにも認められた。前脳シナプトソー

ム襟晶を浸透圧にてパンクさせた後、低速遠心(10.∞Og.5分)あるいは高速遠心(100.0oog.60分)でそれ
ぞれ上清と沈さに分けwesternblottingにて調べたところ、 HCNPpro-proteinはシナプトソームの可溶性

画分およびシナプス小胞内に分布すると考えられた。さらに免疫電顕法にてシナプス内局在を調べたとこ

ろ、 HCNP免疫活性はシナプス前側のみに局在しており、神経終末の細胞質およびシナプス小胞内への局

在が観察された。以上の結果、 HCNPのpro-proteinが神経終末内に局在し、何らかのシナプス機能の調節

に関与していることが示唆された。

停論]

我々は、中隔核培養細胞の分化を促進する因子として11個のアミノ酸から成るペプチドを同定し、

Hippocampal Cholinergic Neurostimulating peptide (HCNP)と命名した(1)。昨年の本学会で我々は、

抗 HCN町主体を用いてラット脳を組織学的に検索し、視床、視床下部などに神経終末様の点状に染色され

る部位があることを報告した (2)。今回は免疫電顕法と脳の細胞下分画の Westernblottingにより

HCNPの免疫活性の神経終末内局在を確認した。

防法l

a隼: 合成 HCNPをヘモシアニンに結合させたものを抗原として家兎を免疫し、得られた血清から抗
HCNP抗体を affinitypurifyした。細胞下分画は Suzukiand Siekevitzの方法 (3)に従った。一部のシナ

プトソームは低張パッフアー中にてパンクさせた後、 10.000g. 5分 (Iowspeed)ないし100.0∞g.60分
(high speed)の遠心lこより上湾と沈さに分画した。タンパクを15%ポリアクリルアミドゲルにて分離低

Immobilon膜にプロットし、免疫反応後ECL法にてHCNP様免疫活性を持つ分子を可視イじした。

急車重量:Wistar rat (11日齢、 1ヶ月齢、雄)をネンブタール麻酔下で 40/0パラホルムアルデヒドと0.10/0

グルタールアルデヒド混合液で潅流し、視床下部を 50μmに薄切した。そのあと0.1%Triton X-100で処理

してから免疫染色を行った。 2次抗体は SABキット(ニチレイ)を用いた。 DABで発色後、竹らオスミウ

ムで再固定し脱水後エポン樹脂に封入した。光顕で視床下部傍室核を同定し、超薄切電顕試料を作成した。



無染色、あるいは電子染色(酢酸ウラン、鉛)した試料の観察を行った。

結果l

Western bolttingにて、ラット前脳から調製した Soluble，P 2'シナプトソーム画分，およびミエリン標品

中に分子量23kDaのHCNPpro-proteinの強い免疫活性、夙薗分には中等度の、シナプス膜圏分、ミトコ

ンドリア標品中には弱い免疫染色性を認めた。シナプス後肥厚部画分にはバンドは認められなかった。

HCNP pro-proteinは、前脳、脳幹、大脳皮質、海馬、小脳から調製したシナプトソーム圏分のいずれにも

検出された。前脳シナプトソーム標品を低張にてパンクさせた後、低速遠心(10，000g，5分)あるいは高

速遠心(1OO，OOOg， 60分)でそれぞれ上清と沈さに分けたところ、 HCNPpro-proteinの分布はシナプトフィ

シンの分布とは明らかに異なっていた。さらに免疫電顧法にてシナプス内局在を調べたところ、 HCNP免

疫活性はシナプス前側のみに局在しており、シナプス後部側には観察されなかった。シナプス前側では細

胞質およびシナプス小胞内への局在が観察された。

踊論]

HCNP自身、あるいはHCNPpro-proteinが神経終末内の細胞質あるいはシナプス小胞内に局在している

ことが明らかになった。このことは HCNPあるいは HCNPpro-proteinが神経伝達のモジユレーターとし

て働いている可能性を考えさせる。

図1.抗HCN町克体を用いた免疫電顕

神経終末内の細胞質とシナプス小胞が染まっている。

bt献1(1). Ojika， K. et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81，2567・2571.(2).三竹重久他

(1993)神経化学32，168・169.(3). Suzuki and Siekevitz (1989) J. Neurochem.， 53， 1751・1762
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215 肝性脳症モデルラットの脳内S-HT2受容体に関する研究

〔要約〕

兼子幸一1、車地暁生1、山田佐登留2、藤代博1、渡辺明子1、融道男1

(1東京医科歯科大学神経精神医学教室、 2東京都立梅ヶ丘病院)

肝憲性物質的ioacetamide(TAA)をラットに授与して作成した肝性脳症モデル動物を用いて、脳内セロトニン代謝産物

の測定および脳内セロトニン5-HT，受容体結合実験を行った。セロトニン5-HT，受容体数は、(:t)ー1-(2，5-dimethoxy

-4-(1251) iodophenyl)-2-aminopropane( (1251) DOI)をリガンドとする定量的オートラジオグラフィ一法による m

Vltroレセプター結合実験で解析した。セロトニンの代謝産物である5-hydroxyindoleaceticacid(5-HIAA)1手、今回測

定した内側前頭皮質、線条体の何れの部位においても、従来の報告通り、対照群に比べて肝性脳症群で有意な泊加を示し

た.また、前頭皮質を、内側(FC-1)、背側(FC・2)、背外側(FC・3)、腹外側(FC-4)、腹側(FC-5)の5部位に分けて (12 

51) DOI特異的結合の測定を行ったが、肝性脳症群は対照群に比べてFC-1.FC-2、FC-3で有意な減少を、 FC-4、FC-5

で減少傾向をそれぞれ示した.以上の、 5-HIAAの増加およびセロトニン5-HT，受容体数の減少から、 TAA設与による肝

性脳症モデルラットの前頭皮質ではセロトニン系ニューロンの活動性冗進が生じていることが考えられ、意議緯蓄の病態

へのセロトニン系ニュー口ンの関与の可能性が示唆された。

〔目的〕

肝性脳症では、神経系に対して活性あるいは毒性を示す物質が肝による代謝を受けずに全身循環中に摺加することが病

因に関与すると考えられている.アンモニアの増加など後々な仮説が提唱されているが、その他多くの因子が病態に関与

していると推定されている.セロトニン系に闘しでも、セロトニン(5帽HT)およびその代謝産物 5-HIAAの泊加が、肝性

脳症死後脳、患者の脳脊髄液、肝性脳症モデル動物の脳で報告されている(1，3).これらの物質の繕加は、肝不全で5-HT

の前駆物質tryptophanの血中浪度が増加していること、 tryptophanlこ対する血波脳関門の透過性冗進が想定されている

ことに基づいているが、セロトニン系ニューロンの活動性との関係については十分わかっていない.本研究では、脳内セ

ロトニン系代謝産物の増加とセロトニン系ニューロンの活動性の関連を検討するため、ヒトの急性肝不全に伴う肝性脳症

に類似の病態を呈する実験動物モデルである肝毒性物質thioacetamide(TAA)投与ラットを用いて、脳内セロトニン代謝

産物の測定およびセロトニン5-HT，受容体アゴニスト 001の結合実験を行った.

〔対象と方法〕

1)肝性脳症モデルラットの作成(2): Sprague-Dawley系雄性ラット(体重250g前後)1こthioacetamide(TAA) 600mg/ 

kgを連続3日間、腹腔内に投与し、これを肝性脳症群とし、対照群にはsalineを腹腔内に投与した。低血灘、電解質異

常による意議障害を避けるため、 TAAの初回投与12時間後から、 5%glucose、0.45%saline、10mEq/1 KCIからな

る補液10mlを12時間毎に両群に皮下役与した。意議障害の程度は7項目の神経学的反射を評価することで判定した。典

型的な意識障害の進展では、初回投与から約40時間経過した頃から意議障害が生じ、約55時間で痛覚刺激に対する反射

が消失する深昏錘 (stage4)に至る.実験には‘ TAAの初回投与後48時間以上生存し、深昏睡に達した個体のみを用い

た.深昏睡に達した段階で断頭した後に脳を取り出し、 (1251) DOI結合実験を行う場合はisopentane(-43"C)で凍結

した。 2)セロトニン代謝産物の測定:内側官官顕皮質、線条体、の2部位からO.lN過塩素酸で抽出した組織を超音波処理

した後、 CHCI3で洗浄してから10，000回転、 10分間の遠心操作を行い、上清中の5-HIAA含量をHPLC-ECD (EICOM) 

を用いて測定した.3)レセプター結合実験の鼠料とinvltroレセプター結合実験;クライオスタット(約-23"C)で厚さ2

O μmの冠状断の凍結脳切片を作成し、ゼラチンコートしたしたスライドガラスにマウントし、以下の結合実験に用い

たo 50mM Tris HCI(pH 7.40)、0.5mMEDTA、10mMMgS04、0.1% ascorbic acid、0.1%BSA、10μM par-

gylineからなるアッセイバッファーを使用し、 (1251) DOI(約2200CiI mmole)濃度は200pMとした.この反応溶液

を脳スライスに適当量滴下し、室温で90分間インキュベートし、アッセイバッファーで10分間、 2図、蒸留水で1回の洗

浄の後に室温で風乾させた。ディスプレーサーとしては1μMの5-HT，受容体アンタゴニス卜 ketanserinを用いた.

4)オートラジオグラフィー像の作



ng/mg protein)、線条体(対照群8.38:t0.89、肝性脳症群24.77土1.10)の何れの部位においても、セロトニン(5-HT)

代謝産物である5-HIAAI立、肝性脳症群で有意な増加を示した(何れもp<O.Ol)。

2) (1251) DOI結合実験

i)前頭皮質:前頭皮質を、内側(FC-1)、背側(FC-2)、背外側(FC-3)、腹外側(FC-4)、腹側(FC-5)の5部位に分け、セ

ロトニン5-HT，受容体が密に分布する皮質第 4 層を ;jlJ~ したが、肝性脳症群は対照群に比べて、 FC-1 、 FC-2 、 FC-3で

(1251) DOI特異的結合の有意な減少を(FC-1、FC-2の危険率は0.02、FC-3の危険率は0.01)、 FC-4、FC-5で減少傾

向をそれぞれ示した.これに対して、大脳皮質の他の部位では2群間に差はなかった。

ii)皮質下被:{即j坐核、線条体(背僻l)、前障の3部位で測定を行なったが、2lI草聞に差はなかった.

〔考察〕

セロトニン代謝産物である5-HIAAI立、測定した2部位で肝性脳症務が有意な増加を示し、肝性脳症死後脳及び肝性脳

症動物実験モデルの脳、脳脊髄液で報告されている5-HIAAの樽加が確認された。一方、 (1251) DOI結合実験の結果か

らは、セロ卜ニン5-HT，受容体数の減少が、肝性脳症群の前頭皮質で生じていることが示された.受容体数の減少は、神

経終末からのセロトニン放出の増加による見かけ上の減少または受容体数の down-regulationの何れか、あるいは両方

の現象に基づくと考えられるが、肝性脳症でのセロトニン受容体機能に関する報告は少なく、意識障害の病態への関与は

明らかでない.しかし、前頭皮質での5-HIAAの増加と(1251)DOI特異的結合の減少という実験結果を併せて考える

と、前頭皮質ではセロトニン系ニュー口ンの活動性冗進が生じていることが考えられ、 TAA投与による肝性脳症モデル

ラットでは意識障害の病態にセロトニン系ニューロンが関与している可能性が示唆される.

〔文献〕

(1) Borg， J. et al. (1982) J. Neurol. Sci. 57， 343-356 

(2) Gammal， S. etal. (1990) Hepatology. 11，371-378. 

(3) Yurdaydin， C. et al. (1990) Hepatology. 12，695・700.
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216 新規セロトニンlA受容体作用薬，MKC-242の

〔要約〕

マウス強制水泳に対する作用

プラ二一・ソンブンタム，松田敏夫，鈴木 民，浅野省一，

田熊一敵，馬場明道

(大阪大学・薬学部・薬理)

新規セロトニンlA(5-IITlA)受容体アゴニスト5-[3-{(2s)一(1.4-benzodioxan-2-ylmethyl)

iamino}propoxy]ー1.3-benzodioxolhydrochloride(MKC-242)の抗うつ作用について、マウス

強制水泳法により検討した。 MKC-242は用量依存的にマウス強制水泳不動時間を有意に短縮

した。 MKC-242の不動時間短縮作用は5-HTlA受容体アンタゴニストWAYl00135、β受容体/5 

HTlA受容体アンタゴニストpropranolol前処置により消失した。 5-IIT合成阻害薬p-chlorophe

nylalanine(PCPA)前処置マウス、 5-!lT神経毒5.7-dihydroxytryptamine(5.7-DIIT)処置マウス

においても、 MKC-242の有意な不動時間短縮作用が認められた。これらの成績は、 MKC-242が

ポストシナプス5-HTlA受容体の活性化を介して抗うつ作用を発現していることを示唆してい

る。

【目的】

中枢5-HT受容体には多くのサブタイプが存在していることが薬理学的、分子生物学的研究

により明らかになっている。その中の5-IITlA受容体は、早くよりその選択的アゴニスト(8-

OH-DPAT)が開発されたこと、またその受容体に親和性を持つbuspirone等のazapirone化合物

に抗不安作用、抗うつ作用が認められたことより、最も研究されているサプタイプの一つで

ある。 MKC-242は新規5-IITlA受容体アゴニストであり 0.2)、ラットにおいて抗不安作用、抗

うつ作用を有することが明らかにされている(3)。本研究においては、 MKC-242の抗うつ作用

発現機構を追求する目的で、マウス強制水泳の不動時間に対する作用を解析した。

【方法】

実験にはddY系雄性マウスを用い、強制水泳はPorsoltら(4)の方法に準じて行った。マウ

スに5分間の強制水泳(水温250Cのシリンダ一内)を5日間行い、 6日目に6分間の強制水泳を行

い不動時閣をiJ!IJ定した。薬物は、テスト前30分に腹腔内投与した。脳内アミン含量はIIPLC-

ECD法(5)により測定した。 α1受容体反応を検討する目的で、培養アストロサイトのCa2 +レ

スポンスを既報の方法(6)に従って測定した。

【結果】

マウス強制水泳テストにおいて、 MKC-242は腹腔内投与、経口投与いずれにおいてもマウ

スの不動時間を短縮させた〈図1)。一方、 MKC-242にはマウスの自発運動量増加作用は認めら

れなかった。¥lKC-242の不動時間短縮作用は5-IITl A受容体アンタコeニストにより詰抗された o

PCPA(400 mg/kg. i. p.. 5臼. 3日.1目前)、 5.7-DIIT05μg/4μ 1. i.c.v.. 14目前)投与より

脳内5-IlT含量は約35%、15別こ低下した。これらのマウスにおいて、 ¥fKC-242は強制水泳の不
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動時間短縮作用を示した(図2)0MKC-242はinvitro結合実験にいて α1受容体に親和性を示

し、培養グリア細胞の系でノルアドレナリンによる細胞内Ca2 +の増加を抑制した。 αl受容

体アンタゴニスト prazosin、WB4101も不動時間短縮作用を示したが、 MKC-242は不動時間短

縮作用を示す用量で眼険下垂を引き起こさなかった。

【考察】

本研究において5-HT1 A受容体アンタゴニストを用いることにより、制KC-242が5-HT1 A受容

体を介して抗うつ作用を発現していることが示された。 8-0Il-DPATの抗うつ作用機械に関し

て、 PCPA或いは5.7-DHTを用いた実験でポストシナプス5-HT1 A受容体を介した作用であると

の成績と、プレシナプス5-HT1A受容体を介した作用であるとの成績が報告されている。両薬

物を用いた本研究では、いずれの場合も、 MKC-242の抗うつ作用発現にポストシナプス5-

HT1A受容体が関与していることが示唆された。又、 MKC-242がαl受容体アンタゴニスト作用

を有していることが示されたが、この作用は本薬物の抗うつ作用に寄与していないと考えら

れた。
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【文献】

(1)吉川 崇，松田敏夫，田熊一倣，鈴木 員，江川三生，戸部昭広，馬場明道 (993)神
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217拘束ストレスに対する情動的適応能の加齢変化と大脳辺縁系内
モノアミン動態との関連

〔要約〕

李践偉1)、武田弘志1)、高田香1)、馬場剛1)、松宮輝彦1，2)、渋谷健1)

1)東京医科大学薬理学教室 2)東海大学医学部薬理学教室

ストレス適応の形成機構における脳内モノアミン作働性神経系の役割を考究する一環

として、加齢に伴う急性拘束ストレスに対する情動的適応能の変化と大脳辺縁系内

sero伯nin(5・町)，norepinephrine(NE)および'dopamine(DA)f乍働'性神経系動態との関連につい

て神経化学的に検討した。拘束ストレス負荷により、若齢および老齢ラット共に

struggling， vocalizationなどの情動的ストレス反応を著明に発現した。また、若齢ラット

でのこれらストレス反応の発現はストレス負荷時間に依存して著明に減少したが、老齢

ラットでは負荷時間中維持されるか、あるいは軽度に減少した。拘束ストレス負荷によ

り、若齢ラットの扇桃体において、 5-HTの合成および代謝回転の促進、また、海馬、

中隔野での5-HT代謝回転の促進が認められたが、老齢ラットでは変化は生じなかったd

若齢ラットの扇桃体、海馬、中隔野においてNE代謝回転の促進が認められた。さらにも

老齢ラットの扇桃体、中隔野でもNE代謝回転の促進が生じたが、海馬では観察されな

かった。拘束ストレス負荷により、若齢およぴ老齢ラットの中隔野においてDAの合成

l促進が認められた。以上の成績から、急性拘束ストレスに対する情動的適応能は、加齢

に伴い低下することが明らかとなった。また、この適応能の低下には、大脳辺縁系内5-

IHT作働性神経系および海馬におけるNE作働性神経系の拘束ストレッサーに対する応答

の減弱が関連するものと思われる。

【目的】ストレスに対する適応の形成は、重要な生体防御機構の1つである。しかしな

がら、ストレス適応の形成機構に関する神経化学的報告(1-4)は少なく、その詳細につい

てはなお研究すべき点が多い。我々は、先に反復拘束ストレッサーに対する脳内応答系

(認識・処理・対処の機構)の一部に5・HT作働性神経系が関与し、この神経系の拘束スト

レッサーに対する応答機能の維持あるいは増強がストレス適応の形成要因の1つである

ことを報告した(3，4)。本研究では、ストレス適応の形成機構をさらに、詳細に考究する

目的で、急性拘束ストレスに対する情動的適応能の加齢変化と大脳辺縁系内5・HT，NEお

よびbA作働性神経系動態との関連について神経化学的に検討した。

【実験方法】1.拘束ストレス負荷と情動的ストレス反応の評価:実験には10週齢(若齢)

および110週齢(老齢)のSprague-Dawly系雄性ラットを用いた。ストレスは室温(23士lOC)

で、 1時間の問、背臥位に強制拘束し負荷した。拘束ストレス負荷による情動反応の経

|時的変化は、 struggling数(もがき数)およびvocalization数(鳴き声数)を指標として評価した。

さらに負荷後に、 radioimmunoassay法(1251CORTICOSTERONE KIT， ICN)による血清

Icorticosterone濃度の測定を行った。 2脳内5・HT，NE， DAおよびその関連代謝物の測定:

拘束ストレス負荷後、脳を摘出し、扇桃体、海馬、中隔野を分離して、サンプルとした。

!また、酸化還元スクリーン検出モードを導入した多重クーロメトリーHPLC(5)を)l1い、
i各脳部位における5・HT，N巳DAおよび!具Jjili代謝物[5-hydroxy-indolc-3・aωticacid(5-HIAA)， 

!ふhydroxy-3-methoxyphenylglycol(MHPG)， 3，4-dihydroxy-phel1ylacetic acid(DOP~Ç)]量を同



時測定した。さらに、測定した各物質量から5-HIAA/5-HT.MHPG/NEおよびDOPAODA

の値を算出し、 5-町， NEおよびDA代謝回転を解析評価した。

【実験結果】 Lストレス反応:拘束ストレスが誘発するstrugglingの発現数は、若齢ラ

ットでは、経時的に減少したが、老齢ラットではストレス負荷時間に依存した推移は認

められなかった。また、 vocalizationの発現数は、若齢および老齢ラット共に負荷時間に

依存して減少したが、その減少率は、若齢ラットの方がより著明であった。さらに拘束

ストレス負荷により、両ラットの血清corticosteronei農度は有意に増加(p<O.OOl)した。 2.

脳内モノアミン動態(1)モノアミン含量:拘束ストレス負荷により、若齢ラットの扇桃

体、海馬、中隔野において5-HlAA含量の増加が認められた。また、 5-HT含量は、扇桃

体で増加、中隔野で減少が観察された。一方、老齢ラットでは、いずれの脳部位におい

ても5-HTおよび5・HlAA含量に変化が生じなかった。若齢および老齢ラットの扇桃体、

中隔野において恥引PG含量の増加が認められた O また、若齢ラットの海馬でも同様に、

h任IPG含量が増加したが、老齢ラットの海馬では変化が生じなかった O さらに、若齢お

よび老齢ラットの中隔野においてDA含量、∞PAC含量が増加したが、扇桃体、海馬で

は特記すべき変化は認められなかった。 (2)モノアミン代謝回転(Fig.l):拘束ストレス負

荷により、若齢ラットの扇桃体、海馬、中隔野のいずれの脳部位においても5-HlAA/5-

HT値は有意に増加(p<O.05)したのに対して、老齢ラットでは、変化は認められなかった。

また、若齢ラットの扇桃体、海馬および中隔野内MHPG/NE値の有意な増加(p<O.OOl)が

生じた。老齢ラットの扇桃

体および中隔野においても

MHPG/NE値の増加が観察

されたが、海馬では認めら

れなかった。一方、拘束ス

トレスは、若齢および老齢

ラットの扇桃体、海馬、中

隔野におけるDOPAC/DA値

には影響を及ぼさなかった。

RAT 【考察】以上の成績から、

急性拘束ストレスに対する
Fig.l Ch 叫 es 1担nNE民¥D凶A加川d打5一H町Tt凶u町i汀Irn口rno日1C叩川〔口〕
Eι.. 仁伽0∞nt刷r削01a川n吋d図 Rest記b刷凶E凶凶帥削S乱仙山tl凶ra川a創加川川If川川n川]礼ts伽[同附印悶Sお5可州仙刷(け川州l凶Ihl川[け) 

Ea氏吋仙ch∞叫叫lumπm日l口叫;町悶I…l山he児emca 
つた O この適応能の加齢変

化は、脳内応答系に入力されるストレス情報に対する認識能の差によるものではなく、

情報に対する処理および冒す処能の衰退に起因することが推察される。さらに、加齢によ

る情動的適応能の低下には大脳辺縁系内5・HT作働性神経系および海馬におけるNE作働

性神経系のストレッサーに対する応答の減弱が関与するものと思われる O

【文献1(1) Cohen，R.M.， Cohen，M.R. and McLellm、C.A.(l986)Pharmacol.Biochem.Behav. 
払 1587・1592 (2) Kennett，G.A.， Diclonson，S.L. and Curzpna，G. (1986) Brain Res. 330，253・

263 (3)増田幹生、武田弘志、渋谷健(1993)日薬理誌旦1187-196 ( 4 )武田弘志、松宮

輝彦、増田幹生、渡辺美由紀、渋谷 健(1992)ストレス科学2，90-96 (5) Takeda，H.， 
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218活副主ヌ下U天子誘発す羽話再生理活哲ア芝てジ頭i態変千ロコ
神経化学的意義

武田弘志1)、泉津恵1)、高田香1)、李践偉1)、馬場剛1)、松宮輝彦1，2)、渋谷健1)

1)東京医科大学薬理学教室 2)東海大学医学部薬理学教室

(要約〕
悶動性ストレスが誘発するストレス反応の発現機序を考究する目的で、ストレス反応発

問時の脳内serotonin(5・町)，no問問ephrine(N町，dopamin咲DA)およびcholine(Ch)作働性神経

係の動態変化、さらにはこれら神経系動態の相互関連について神経化学的に検討した。

胎動性ストレス負荷モデルラットは、ストレス反応の発現形式および強度の相違から

type 1およcl'type2に層別可能であった。また、 type1モデルは、 type2モデルに比較して
より重篤なストレス反応を発現する特徴が認められた。 Typc1およびtypc2モデルに共通

して、脳内5-HT作働性神経系では5-HT合成あるいは代謝回転の抑制、 Ch作働性神経系

でのCh取り込みあるいはacctylcholinc(ACh)合成の抑制およびNE作働性神経系における

NE代謝回転の促進などの神経化学的変化が認められたが、その発現脳部位には相違が

観察された。また、 typc1モデルのDA作1f1J性神経系ではDA合成あるいは代謝回転が促進

したが、 typc2モデルでは生じなかった。以上の成績から、活動性ストレスが惹起する

ストレス反応の発現には、脳内5・HTおよびCh作働性神経系の活性低下とNEおよびDA作

働性神経系の活性充進が関与することが示唆された。さらにストレス反応の発現強度は、

神経化学的変化が引き起こされる脳部位の違いに基づくものと思われる。

【目的】活動性ストレスは、摂食障害と運動過多が密接に関連し、多様なストレス反応

を惹起することが知られている。しかしながら、活動性ストレスが誘発するストレス反

応の発現機序に関する神経化学的報告(1，3，4)は少なく、その詳細についてさらに検討を

要する。本研究では、活動性ストレスの反復負荷過程におけるストレス反応の推移と特

徴を吟味すると共に、ストレス反応発現時の脳内5・HT.NE.DAおよびCh作働性神経系の

動態特性、さらにはこれら神経系動態の相互関連について神経化学的に検討した。

【実験方法]1.活動性ストレス負荷:実験には体重180・1909の健常なSpraguc-Dawly系

雄性ラットを用いた。活動性ストレスは、回転能付き個別ケージ内で、 1日1時間(午前

10・11時)の制限給餌条件下で7日間飼育することにより反復負荷した(1)02.脳内生理活

性物質の測定:活動性ストレスの反復負荷後、直ちに脳を摘出した。さらに、脳組織よ

り、大脳皮質前頭部、扇桃体、中隔野、海馬、視床下部、中脳、延髄ー橋、線条体およ

び小脳の9部位を分離しサンプルとしたO 各脳部位における5HT，NE，DAおよび関連代謝

物[5・hydroxyindolc-3・aceticacid(5・HIAA)，4-hydroxy-3 -mcthoxyphcn yl gl ycol (MHPG)， 3，4-

dihydroxyphcnylacctic acid (DOPAC)]量の高感度同時測定には、酸化還元スクリーン検

出モードを導入した多重クーロメトリーHPLC(2)を用いた。また、 AChおよびCh量は、

熱分解GC/MS(1)を用いて測定した。

I実験結果] 1.ストレス反応の変化:活動性ストレスの7日間反復負荷により、回転数
(走行運動量)の著明な増加が誘発され、さらにこの回転数の増加パタ)ンには、①活

動性ストレス負荷初日より著明な回転数の増加が惹起きれ、 5日目前後にピークに達し、

その後徐々に減少するパターン(Typc1)と②活動性ストレス負荷初日より実験期間を通
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219 運動ニューロン疾忠脊髄における細胞質ダイニンの変動

豊島至、小松員史、長谷川一子*、正宗併

(秋田大学医学部第一内科、吋ヒ里大学東病院神経内科)

〔要約〕

細胞質ダイニンの運動ニューロン疾患 (MND)脊髄内における変動を検討する目的で、新たに

抗細胞質ダイニンモノクロナル抗体を作成した。ウシ脊髄細胞質ダイニンを精製し5個のモノクロ

ナル抗体を得た。いずれも70kDa中間鎖抗体であった。各組織の細胞質ダイニンの濃度をウサギ

とニワトリで検討した。ウサギでは肺に最も多く、ニワトリでは脳、肺、心筋、筋胃でほぼ同等

に多く見られた。脊髄凍結切片をABC法で染色すると、対照ヒト脊髄で抗細胞質ダイニンモノク

ロナル抗体は、細胞体、樹状突起、軸索を染めた。 MND脊髄では軸索腫大を強く染めた。これは、

MNDにおける速い軸索内輸送の障害を示唆している。

[はじめに]

運動ニューロン疾患 (MND)脊髄において、軸索腫大に高燐酸ニューロフィラメント蛋白質、

微小管関連蛋白質、キネシンが蓄積することを報告した(J)。また、速い軸索内輸送をになうモ

ーター蛋白質であるキネシンと細胞質ダイニンの定量的検討から、 MND脊髄で両者が減少してい

ることをみた (2)。今回は、軸索腫大における速い逆行性の軸索内輸送について検討する目的で、

細胞質ダイニンの抗体を作成しMND脊髄の免疫染色をしたO

[方法]

ウシ脊髄の細胞質ダイニンの精製は、抗鶏匹脳ダイニン中間鎖モノクロナル抗体である 70.1(3) 

によるイムノアフイニティーカラムを用いた。細胞質ダイニンは、重鎖(520ゆ a)中閉鎖(70 

kDa)軽鎖 (50kDa)からなっていた。これをBalb/cマウスに免疫して653ミエローマと融合させ、

5個のモノクロナル抗体を得た(BDIC1， BDIC2， BDIC3， BDIC4， BDIC7 )。いずれも70kDa中閉鎖抗体

であった。 BDIC1，BDIC4， Bmσがよい種間交差性を示し、ヒト、ウサギ、ニワトリで特異的に反

応した。

MND5例と対照非神経筋疾患3例の脊髄を剖検によって得、液体窒素あるいはドライアイス・

アセトンで急速凍結し保存したものをABC法で免疫染色した。

[結果]

各組織の超遠心上清の細胞質ダイニンの濃度を、ウサギとニワトリで、キネシンの濃度と比較

検討した(図1)。細胞質ダイニン検出には BDIC7、70.1、キネシンにはCKHC3(4)を用いた。キ

ネシンが、ウサギとニワトリで脳にのみ多いのに対し、細胞質ダイニンは、ウサギでは肺に最も

多く、ニワトリでは脳、肺、心筋、筋胃でほぼ同等の高濃度であった。腎では両者は極めて少量

であったが、イムノアフイニティーカラムでは相当量が回収された。また、ニワトリ骨格筋で相

当量の細胞質ダイニンがみられ、ウサギでも少量が検出された。



脊髄凍結切片の免疫染色では、対照ヒト脊髄で細胞質ダイニンモノクロナル抗体は、灰白質の

細胞体、樹状突起、軸索を染めた。白質、神経根内の軸索も染色された。 MND脊髄では、連続切

片を高燐酸化ニューロフィラメント蛋白質抗体で染色して軸索腫大を同定した。抗細胞質ダイニ

ン抗体で軸索腫大は他の部分より強く染まる傾向を示した(図 2)。

[考察]

各組織における細胞質ダイニンの濃度はキネシンと顕著に異なっており、キネシンが脳に特異

的に多いことは、脳にのみ発達したプラス端方向性の微小管依存性輸送系が存在することを示唆

している。脳に特異的なキネシンがあること (1)と関係しているかもしれない。細胞質ダイニン

の濃度の差は、小胞輸送系の密度を反映していると考えられるが、今回は中閉鎖のみの検討であ

るので重鎖の測定も必要である。

MNDの腫大軸索内には、キネシンに加え逆行性運動蛋白質である細胞質ダイニンが蓄積するこ

とが明らかになった。これは、 MNDにおける両方行性の速い軸索内輸送の障害を示唆している。

[謝辞] MND脊髄を分与下さいました秋田赤十字病院 康田紘一先生に深謝致します.

[文献] 1)豊島至他、神経化学31:562-3， 1992. 2)重量島至他、神経化学32:74・5，1993. 
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図lモーター蛋白質濃度の組織による差異
a-c ウサギ、 d-f :ニワトリ
a，d: Bmσ抗細胞質ダイニン中閉鎖抗体
b， e : 70.1抗細胞質ダイニン中間鎖抗体

c， f : CKHC3抗キネシン重鎖抗体
ウサギは左から 脳，腎，肺，肝，心筋，胃，骨格筋

ニワトリは左から 脳，肺

図2 MND脊髄の免疫染色

a: BDIC4 

b:高燐酸化NFP-H抗体
矢頭:軸索腫大パー:1∞μm 
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〔要約〕

ン→ナイクリジン (PCP)  CDラ・y ト絹ミ言宗主イ本

GABAニューロン訂雪盟J，こ主主乙 5ぎサー景;;宅語

本藤久雄、中村薫、中原辰雄¥米海裕次、堤哲之、橋本喜次郎、松本孝、

平野誠、内村英幸

国立肥前療養所・情動行動隊害センター・臨床研究部・生化学研究室

九州大学・理・化学教室・

フェンサイクリジン (PCP)のラット線条体におけるGABAニューロン活動におよぼす影響について脳内透析訟

により調べた。 PCP7，5mg/kg版腔内投与またはlmMの局所投与は100mMの高カリウム (Kつ刺激誘発性のGABA遊

離に対して有意な抑制効果を示した。 NMDA型興奮性アミノ酸受容体の非競合的阻害剤であるMK-801100μM 

の局所投与によっても同械な結果が得られた。これらのPCP及びMK-801の効果はNMDAlmMを同時に投与する

ことにより搭抗された。以上から. PCP は線条体におけるGABAニ品ーロン系に対して抑制的に作用し，その

作用の少なくとも一部はNMDA受容体限害作用によるものと考えられた。

[目的]

フェンサイヲリジン (PCP)は，精神分裂病に近似した精神症状を惹起することから，最近注目されている

乱用薬物であり，我々もこれまでPCPについて一連の行動薬理学的・神経化学的研究を行ってきた。

印刷は脳内における代表的な抑制性神経伝達物質であるが. PCPが実験動物に惹起する異常行動を

GABAergicな薬物が抑制するとの報告3，5，引があり.PCPの作用に脳内のGABAニューロン系が関与している可

能性がある。そこで今回我々はPCPのGABAニ品ーロン系への影響を脳内微小透析法を用いて検討した。 PCPは

多様な薬理作用を有することが知られているが，特にNMDA型興奮性アミノ酸受容体限害作用について精神分

裂病のグルタミン酸仮説に関連して注目されている。そこでPCPによるGABAニューロン系へのNMDA受容体阻

害作用の関与について検討するため，より選択的な同作用を有するMKサ 01のGABAニューロン系に及ぼす影響

についても併せて調べPCPと比較した。

[方法]

¥Vistar系雄性ラットを用い，抱水クロラール(400mg/kg)麻酔下に脳定位的に線条体にプローベを装着し

た。手術翌日，自由行動下lこ人工脳脊髄液を潜流し，試料を20分毎に採取し. o-phthaldialdehyde(OPA)誘

導体化したのち蛍光検出器付き高速液体クロ 7 トグラフィーに注入し，細胞外GABA濃度を測定した。

滋流開始後，細胞外GABA濃度の基礎値及び100mMの高カリウム (Kつ刺激誘発性のGABA遊離に及ぼすPCP及び

MK-801の影響を検討した。薬物の効果は腹腔内投与の場合は時間経過で表示し，局所への滋流投与の場合は

40分間(2collec t ion)分のGABA濃度の合計(薬物投与前のGABA濃度に対する百分率で表示〉を対照と比較す

ることにより表示した。

[結果]

PCP7，5mg/kgの腹腔内投与は透析液中のGABAの基礎値には有意な変化を及ぼさなかったが，高r刺激によ
るGABA遊離には有意な抑制効果を示した (Fig.1)。腹腔内投与の場合と同様lこPCP(lmM)の濯流によっても高

r刺激によるGABAの増加は抑制lされた。 PCPと同様にMK-801(100tLM)の濯流によっても高r刺激による
GABAの増加は抑ljjIJされた。 PCP及びMK-801の効果はNMDAlmMを共に瀦流することにより措抗された(Fi g. 2)。

[考察]

脳内透析法を用いて得られた透析液中のGABAの意義については，果してそれがneuronalactivityを反映

しているかどうかについてなお論議1.7 . 9)がある。一般に透析液中の神経伝達物質が神経活動を反映してい

ることの基準としてその物質がCa2・依存性やTTX感受性を示すこと等があげられている。今回の我々の予備

的検討では，基礎値についてはCa2+依存性及びTTX感受性を示さなかった。他方，高r刺激による透析液中
のGABAの増加は，約50%がCa2・依存性及びTTX感受性を示した。このことから，高r刺激誘発性のGABAの増加
は少なくとも一部は神経細胞からのvesicularなGABAの遊離によるものと恩われる 2)。従って今回示された

PCPによる高r刺激誘発性の印刷遊離に対する効果が.よりGABAニューロン系のneuronalactivityの変化を
反映したものではないかと考えられる。

PCPは多械な薬埋作用を持っているが，その最も基本的なものはNMDA受容体の非競合的阻害作用といわれ

ている。今回. PCPIこ比しより選択的なNMDA受容体の非競合的限害剤であるMK-801によっても. PCPと問機に

高r刺激によるGABAの増加は有意に抑制され，これらPCP及びMK-801の作用はNMDAにより括抗されたことか
ら. PCPの作用の少なくとも一部はNMDA受容体阻害を介したものと考えられる。既に線条体においてNMDAが

GABAを放出させる事が指摘されて来ており 4・6，1自¥その性格についてはなお一定の見解は得られていない

が，今回我々の報告したPCPの効果は，このようなGABAニューロンに対するNMDA受容体の作用を介したもの
である可能性がある。
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221 単純ヘルペス1ft~! および2型ウイルスDNAのPCRを利用しての

〔要約〕

同時型別診断とCompetitivePCRを用いてのウイルスDNAの定最化

土居孝至、構削除彦、中城有喜、武LH良平、十ili本泰リj

(愛媛大学医学部神経精神医学教室)

単純ヘルペス(HSV)脳炎は、主にHSV-H日により引き起こされる劇症致~~脳炎である。

一方、 HSV-2型は性器、産道感染から新生児脳炎を惹起する。従って本脳炎の迅速鑑別

診断の確立は、臨床上非常に重要となる。今回われわれは、 HSV-l と HSV-2ll~DNAに特

異的かつ共通なDNA配列部位で、しかも増幅産物の長さが異なる様にプライマーを選択

した。本プライマーを用いてPCRを行ない、それぞれの株程のDNAから578bp (HSV-1) 

と621bp (HSV-2)のPCR産物を増幅することで、一度にHSVの型別診断法を確立した。

さらに、このPCR産物の長さの違いを利用してCompetitivePCRを行ない、ヘルペス脳炎

患者髄液中のHSV-lDNAの定量化を行った。

[はじめにl

HSV-l型脳炎は、疫学的に非流行性であり、小児では初感染直後まれに脳炎を発症

することがある o しかし、多くは知覚神経節などに潜伏感染していたHSV-lが、再活性

化され脳実質に侵入し、中枢ネ111経組織を破壊し劇症壊死性脳炎を引き起こす。 ー方

HSV-2型は、稀に産道感染から新生児脳炎を起こし致死的となる O しかし、多くの

HSV・2型脳炎は成人例で髄膜炎、脊髄炎が多く、最近脊髄炎や髄膜脳炎の日和見感染や

慢性再発が注目されている[1]。従って、本脳炎の迅速型別診断の確立は、臨床上非常に

重要となっている。

今回われわれは、 HSV-lとHSV-2型DNAを同時に区別できる様にプライマーを選択

し、 PCRを用いて迅速に鑑別する方法を確立した。さらに、この長さの違いを利用して

Competitive PCRを行ない、へlレペス脳炎患者髄液中のウイルスDNAの定量化も試みたの

で報告する。

[方法]

標準とするHSV・1とHSV-2株の DNAは北海道大学歯学部坂岡博先生より頂いた。ヘ

lレペス脳炎患者から脳脊髄液を採取し、使用するまで -80Cで保存した。 PCR増幅に用

いたプライマーは、図 1に示した様に、 HSV-lとHSV-2に共通であるがHSVに特異的な

部位で、しかもプライマ一間のDNAのHSV-lに43bpの欠損が存在する。 PCR溶液や増幅

条件は既報の方法 [4]に従った。それぞれ 25P molのプライマー 1(5にCCA

CCGAGCGGCAGGTGA TC-3')とプライマー2(5'-GCCGACCGCCTGCTCGTGCT-3')を用

い[2，3]、35サイクル(95C; 90 sec， 60 C; 80 sec， 73 C; 60 sec)増幅した。髄液は50μlPCR

溶液中に5μl添加した。 PCR産物5μlをゲル電気泳動後エチジウムブロマイド染色し、

さらにサザンブロット分析を行った。サザンブロット後のシグナjレの強さは、 BASl∞o
を用いて解析した。尚、プロープ作成とラベル方法は、溝淵らの方法を用いたf5]0

[結果と考察]



図2に各種HSV株DNAをPCR増幅し、電気泳動後エチジウムブロマイド染色した結果

を示した。各DNAはPCRチューブ(50μ1)当たり、それぞれ10四12g入れ35サイクル増幅し

た。 HSV-lの4朱種はlane1-3までNSH-668，39-3-2と8916-YLで、 HSV-2はlane4-6でそれぞ
れTKM・899，B-335とB-336である。尚、標準DNA増幅の感度は、1O-14gまでエチジウム

ブロマイド染色で、1O-15gまでサザンプロット法で検出可能であった。

次に、この長さの相違を利用してHSV-lDNAを定量するためにCompetitivePCRを行

なった。 HSV-1DNAを一定量(10-13g)加え、標準HSV-2DNAを10-10gから連続10倍希釈し

PCRを行なった(図3)。比較的濃度依存性に競合して、各DNAが増幅されている。さらに、

ヘルベス(HSV-l)脳炎患者髄液5μl添加lCompetitive PCRを行なった(図4)。サザンプロッ

ト後BASl∞0で分析した結果(図4-b)、HSV-lDNAは約1O-14g/5μl存在している。
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図1.ウイルスDNAと

プライマーの説明図
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図2.各種HSV株のPCR増幅
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加えた。

恥生 MolecularMarker 

図3.標準DNAを用いての

competitive PCR 

HSV-l DNAは全て1O-13g、

HSV-2DNAは1るまでそれ

ぞれ10-10，10-11，10-12，10-13，

1O-14，1O-15gtJOえた。
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図4.HSV-l脳炎患者

髄液のcompetitivePCR 

HSV-l DNAは髄液5μl、

半票準HSV-2DNAは1・4

までそれぞれ10-12，

10-13， 10-14， 1O-15g力日えた。
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[要約] ALSで死亡した患者から摘出した脊髄と、非神経疾患患者から死後摘出した脊髄中の組織トラ
ンスグノレタミナーゼ(TG)活性を測定した結果、 A凶患者の胸髄と腰髄部の横断面全ての部位で、非患者の
活性値と比べて著明な低値を認めた。そこで、脊髄中のTG活性値が患者の血清中の酵素活性値にどのよ
うに反映されるかを検証するため、 ALS患者から採血した血清中のTG活性を測定して、臨床症状(運動麻
療の進行状態)との対応を検討した。臨床症状の悪化度を数値化した尺度(本多のALSscale)は、 ALS
患者の運動麻療の進行程度に対応してOから500点までと規定した。運動麻療が比較的軽度の発病初期と
考えられる scale値が100点前後のA凶患者から得た血清中のTG活性値は、健常者の値 09.88pmol/ 1 00μ 
l/h. )と比べてむしろ高くなる傾向が認められた (35pmol)。しかし、臨床症状がさらに悪化して、
scale値が300点以上になると、 ALS患者血清のTG活性値は極めて低下していた (5-10pmol)。このこと
は、 A凶患者脊髄中で進行するニュ ロン変性に伴って、初期には血清中に漏出する変性指標酵素のTG活

性値が増加し、神経細胞が変性・脱落すると、漏出する酵素活性値も低下している可能性を示唆してい

る。したがって、血清中のTG活性値の変動は、 ALS患者の臨床症状の悪化の程度を示唆する生化学的指標
のーっとなり得る可能性が強く示唆される。しかし今後、 A凶以外の種々の神経変性疾患についても同様

の結果が認められるかどうか、さらに詳細に検討する必要があろう。

[目的] 神経細胞質内に局在するトランスグルタミナーゼ (transglutaminase;EC 2.3.2. 13:TG)は
異なるポリペプチド鎖聞の cross-linkageを増大させるために、それらのグルタミン残基へのポリアミ

ンの付加反応を触媒して、細胞内タンパクの流動性ないし細胞構造の生理的な統合性を失わせるように

働いていることが明らかとなっている。そのため、組織内のTG活性の変動は、神経細胞の退行・変性過
程を生化学的に検知する上で有用な指標となりうることが考えられる(1.4)。我々はA凶患者脊髄組織内
で、 TG活性値が非神経疾患患者脊髄と比較して減少傾向にあることを昨年の本学会で報告した(3)。今回
の実験では、さらに測定症例数を増やして患者脊髄内のTG活性値の変動について調べるとともに、臨床

的lこA凶と診断された患者血清中のTG活性値と、種々な病期で実施した採血と同時に判定された本多の
ALS scale 値(全身的な臨床症状を一定の基準に従って数値化し、症状が悪化するほど数値が高くなる)
(5)との関連性について調べた。その結果から、血清TG活性値が神経変性疾患の早期診断のための生化学

的指標となり得るかどうかについて検討した。

[実験材料および方法] A凶患者 (4例〉およびA凶患者とほぼ同年令の非ALS患者 (8例)の脊髄組織は、
遺族の承諾を得て死後3-19時間経過で摘出し、生化学的分析まで-800Cで凍結保存した。また、血清は

A凶と診断された患者(14例〉およびALS患者とほぼ同年令で神経疾患のない正常男女 01例)から採取
した。また肝臓障害(肝炎、肝硬変〉の患者(11例)から得られた血清についてもTG活性値を測定した。
摘出された胸髄と腰髄は厚さ約3mmに横断し、横断面をさらに前角(前索を含む)、側索、後角および後
索の4部分に細分割した。 TG活性の測定は0.32Msucroseと1mMEDTAを含む10mMTris-HCl緩衝液中で磨
刺した脊髄標本および血清を酵素試料として、 N，N'-dimethylcaseinタンパク分画に取り込まれた (3I1J
putrescine(1110GBq/mmol)の放射活性から算出するLorandの方法(6)に準じて行った。

[躍謀および考察]凶患者の死後摘出した胸髄と腰髄のTG活性値は、組織学的に特徴的な神経変性が

認められる前角(前索)と側索部のみならず、病変が少ない後角と後索部でも非神経病患者脊髄の25%

-62%の範囲にまで著明に減少しているのが観察された(図1)。したがって、神経変性が進行して、
死亡に至ったALS患者脊髄では、組織中のTG活性値は大部分消失しているため、このような著明な酵素活
性値の低下が示されたと考えられる。次に、 A凶の種々の病期の患者から採血した血清中のTG活性値と、
本多の提唱するALSscale値との関連性について検討した。このscaleは77の評価項目からなり、手引き

書に従って、全身的な神経学的臨床症状を一定の基準で点数化することによって、疾病の進行状態を客



観的に評価しようとするものである。 A凶患者とほぼ同年齢で健康な11名の男女から得られた血清中の
TG活性値は19.88土4.04pmol/l 00μlIh.であったが、このscale値が50-150点の範囲で、麻療や筋萎縮の
程度が比較的軽度のA凶患者血清中のTG活性値は、 35pmol程度にまで増加していた。しかし、 scale値の

増加に伴って活性値は次第に減少し、 scale値が250前後以上から416までの患者では、 TG活性値は5-10
pmol程度で、あった(図2)。組織内TG活性値は組織傷害後、変性開始初期に著明な増加を示し、変性過
程が進行するに従って徐々に低下していくことが認められている。したがって、 ALSscale値の低い脊髄
ニューロンの変性初期には、組織中から血清中に漏出するTG酵素も多いが、病末期で脊髄内組織変性が

進行すると、組織内TG活性も低下し、血液中に漏出するTG活性値も低値になると推測された。しかし、
脊髄以外の他の臓器からの血液中へのTG酵素活'性漏出も当然考慮する必要がある。肝臓は生体内で最も
高いTG活性値を示すため、種々肝障害(肝炎、肝硬変など〉患者から採取した血清中のTG活性値を測定
した。その結果、それらの平均値は14.81土5.35pmolと、正常者よりもやや低値であった。 D'Argeniora 
らCl989)は、小腸の炎症性疾患患者の血清中のTG活性が正常者の値と比べて有意に低値を示したことか
ら、 TG活性値の変動は腸管の炎症による機能形態学的変化と関連していて、病状の生化学的指標となり
うることを述べている(2)。今回示されたALS患者血清とその臨床症状との関連性は、さらに脊髄組織周
囲を循環している脳脊髄液内TG活性値を調べることによって、より直接的に確かめられると考えられる。
また、 ALS以外の神経系組織の変性疾患(パ キンソン病など〉の血清で今回と同様のTG活性値の変動が
認められるかなど、さらに詳細に検討を行う必要があろう。しかし、 ALSのような神経変性疾患患者の臨
床症状の悪化と、血清内TG活性値との関連性が明らかにされるならば、臨床症状からばかりではなく、
この血清の生化学的指標を調べることによって、病気の予後や治療効果などを判断する一助になりうる

可能性が示唆されることになる。

[謝辞]本研究の一部は、平成6年度文部省科学研究費(重点領域、 NO，06272235)の援助を受けて行わ
れた。

[支就](l)Ando et al. (991)J. Neurochem. 57.1848-1854. (2)D' Argenio et alCl989)Gut. 30. 950-954. 
(3)藤田ら(993)神経化学.32.520-521.(4)Gilad et al. Cl985)J. Neurochem. 44.1385-1390. (5)本多099

2)神経治療学.9.271-278.(6)Lorand et al(1972)Ana1. Biochem. 50. 623-631. 
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対照者(CONT)のうち・はA凶患者とほぼ同年齢の健康な
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223 運動ニューロン病の基底核病変(2 ) 
一組織化学的検討

長谷川一子

(北里大学東病院神経内科)

〔要約〕
基底核病変を伴う運動ニューロン病 (MN D)において神経病理学的に

は病変を認めるのに関わらず臨床的には錐体外路症候が認められない点に

注目し，前回 MNDの基底核における神経伝達物質等の変動を抗メト・エン

ケファリン抗体，抗サブスタンス p抗体を用いて検討した 1) 今回は抗カル

パンジン D2 8 K抗体を用いて免疫組織学的に検討し，抗カ lレパンジン D28K

抗体で染色される神経線維は MND黒質障害群で増加，黒質-淡蒼球.ルイ体

障害群で減少を認めた.抗 GFAP抗体による染色結果から黒質障害群と黒

質ー淡蒼球ールイ体障害群とは連続した病態である可能性が示唆されてお

り，抗カルパンジン D 2 8 K抗体による染色結果は denervat on 

supersensitiv ityや sprout，および細胞脱落による染色性低下との関連

が推定された.カルパンジン D28 Kと錐体外路系症状の発現との関係は明

かではないが， MND基底核障害群で神経伝達物質の変動が認められた.

く緒言〉

神経病理学的に恭底核病変を伴う非典型!的 MNDの存在に注目し報告

してきている 2) 3) 基底核病変を有する MND群では黒質のみならず淡蒼

球，ルイ体も障害されるが，錐体外路症候を呈さない.この点に注目し，神経

伝達物質の変動の側面から同部位に免疫組織学的検討を加え，神経伝達物

質からみた MNDにおける基底核病変について検討した.

<対象および方法>

対象:対象は臨床的および電気生理学的に MNDと診断した 20剖検例で，病
型は全例とも狭義の筋萎縮性側索硬化症とした.なお，今回対象とした

MND症例には錐体外路症状や痴呆を伴う非典型的な臨床像を呈した症例

は含まれず，死因の多くは呼吸不全，感染症であった.

対照は神経学的所見を認めなかった 3剖検脳とした.

方法:神経病理学的な MNDの診断は常法に従った.黒質，淡蒼球，ルイ体病

変の有無は同部の神経細胞の変性脱落，グリオーシスの有無により判定し

た これらの病変の有無により，黒質病変群，黒質ー淡蒼球，ルイ体病変群，基

底核病変なし群の 3群に分類した.

免疫組織学的検討はパラフィン包埋切片について， 1次抗体を前回に引

き続き抗メト・エンケファリン抗体(和光純薬)，抗サブスタンス P抗体(ア

マシャム)，抗 GFAP抗体(ニチレイ)，今回から抗カルパンジン D 28 K抗体

(シグマ)を加えて行った.染色は前回同様， AB  C法により染色した.免疫染

色後， 1次抗体に陽性に染色される黒質，淡蒼球，ルイ体の神経細胞および神

経線維について検討した.



<結果>

1 . M N 0における基底核病変の頻度

神経病理学的検討から今回対象とした自験 M N 020症例は基底核病変

群 5症例 (25%)，基底核病変なし群 15症例 (75% )に分類できた.基底核病変

群の詳細は黒質病変群 3症例 (15%)，黒質ー淡蒼球ールイ体病変群 2症例

( 1 0 %)であった.

')基底核の免疫染色結果

1 )抗メト・エンケファリン抗体，抗サブスタンス P抗体での染色結呆

前回同様，正常対照群および基底核病変なし群と基底核病変群の間で

'まメト・エンケファリン，サブスタンス P含有細胞の明らかな量的な変動

は認められなかったが，基底核病変群で神経線維径の増大を認めた.

'2 )抗カルパンジン D 28 K抗体による染色結果

抗カルパンジン D28 K抗体による免疫染色では正常対照群で，淡蒼球

黒質は淡染する.抗カルパンジン D28K抗体による染色は剖検時の条件に

より変動が大きいとされているため，染色時には本抗体により強染色され

る小脳プルキンエ細胞を対照として染色した.染色結果は表 1に示す.基底

核病変を有する MNDではエンケファリン，サプスタンス P含有神経細胞の

減少は明かではなかったが，黒質ー淡蒼球ールイ体病変を有する MND群で G

A B A系と存在をほぼ同ーとするカルパンジン D含有細胞の減少が示唆され

た.また，病変群では triosome構造が明らかで無くなる傾向を認めた.

表 1.抗カルパンジン D28K抗体による染色結果

淡蒼球外節淡蒼球内節黒質

基底核病変なしALS群 nc(l3/15) nc(13/15) nc( 9/15) 

↑( 2/15) ↑( 2/15) ↓( 6/15) 

黒質障害群 ↑( 3/ 3) ↑( 3/ 3) ↑( 2/ 3) 

↓( 1/ 3) 

N-P-L障害群

<考案>

nc(2/ 2) nC( 2/ 2) ↓(212L nc:no change， NヂーL:nigro-p喝llido-Luysian 

自験 MND例の検討から， M N Dの基底核病変で脱落変性する神経細胞は

エンケファリン，サプスタンス P含有細胞ではなく， G A B A系の神経細胞で

ある可能性が示唆された.しかし，エンケファリン，サブスタンス P含有細胞の

神経線維径の増大は何らかの神経細胞体の異常を示唆しているも考えられ，基

底核病変を有する MNDでは，神経伝達物質等の含有神経細胞および神経線維

全般に何らかの変化が生じている可能'性も推定された.

参考文献

1 )長谷川一子:運動ニューロン病の基底核病変ー組織化学的検討一.神経化学32:538-539，1993.

2)K.Hasegawa， H.Kowa， S. Yagi shi ta:Extrapyramidal involvement in Motor Nueron Disease. J 

Neurol Sci 108・137，1992.

3)古和久幸，長谷川一子ら.運動ニューロン病の基底核病変について.厚生省神経変性疾患平成 3

年度報告書.1992.
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224 グルココルチコイドはアンプエタミンにより惹起される初代
培養神経細胞の[3H]TCPINTACT CELL BINDINGの変化を増強する

山本秀子、山本敏文*、鷺直樹、楊献紅、諸治隆嗣

(東京都精神研・精神薬理、横浜市大・総合理・分子認識*)

〔要約〕 ラット初代培養大脳神経細胞をグルココルチコイド(GC)でsubchronicに処理す

ると5nMの(lI]TCP存在下でのINTACTCELL BINDINGは用量依存性に増加した。しかし、

ミネラルコルチコイドではその作用は見られなかった。一方、 subchronicにアンフェタ

ミン(AMP)処理した培養神経細胞の(lI]TCPINTACT CELL BINDINGの増加はこのGCによ

る[11]TCPINT ACT CELL BINDINGの増加と相加的であった。 GC処理細胞を用いた[11]TCP

INT ACT CELL BINDINGのScatchard解析から、 [11]TCP結合の親和性の増加と結合量の減少

が明かとなった。 InVivoではストレス負荷またはGC投与がAMPによるbehavioral

sensitizationを増強することを考慮すると、今回得られた結果はInVitroでのsubchronicな

AMPまたはGC処理がN恥1DA受容体/イオンチャンネルのDownregulationという共通の作

用を引き起こすことを示唆している。

[目的] 前回、我々はラット培養神経細胞への[11]TCPINT ACT CELL BINDINGが

subchronicなA恥1p処理により顕著に増加することと細胞及び細胞由来膜画分を用いた

Scatchard解析から[11]TCP結合のSensitizationとDownregulationが生じていることを報告

した(1、 2)。ラットへのA恥F連続投与による逆耐性形成はNMDA受容体/イオンチャンネ

ルの競合的・非競合的阻害剤の投与により抑制されることが報告されており、 AMPによ

る逆耐性形成にNMDA受容体/イオンチャンネルがなんらかの役割を果たしていることが

示唆されている(3・7)。一方、血中のステロイド特にGCはストレス負荷により上昇する

が、連続ストレス負荷またはGC投与を受けたラットはAMP連続投与により引き起こさ

れる行動異常をより強く示すことが報告されており (8、9)、ストレスにより上昇するGC

が神経細胞に及ぼす作用はAMPによる逆耐性形成機構と接点を有するのではないかと考

えられる。従って、本研究ではGC処理によるラット培養神経細胞の[出]TCPINTACT 

CELL BINDINGに及ぼす影響を検討し、 AMP処理により惹起される変化と比較することに

よって、 AMPとGCに共通する機構の手がかりを得ることを目的としている。

[方法]文献2と同様に行なった。

[結果及び考察] コルチコステロン(CORT)により6日間処理した初代培養神経細胞を

用いて5nMの[11]TCP存在下で[11]TCPINTACT CELL BINDINGを測定すると、濃度依存性

の増加が見られた(図1)。しかし、デオキシコルチコステロンによる処理では変化は見ら

れず、また、デキサメタゾンを用いても濃度依存性の[11]TCP結合増加が見られたので、

CORTはGC受容体を介してNMDA受容体/イオンチャンネルに影響しているものと考えら

れる。 CORT10μMの8日間処理が[11]TCPINTACT CELL BINDINGに及ぼす影響をScatchard

解析すると、無処理培養細胞へのeH]TCP結合と比較して、 Kd及び~Bmax値の低下が見ら

れ、この変化はAMPによる変化と類似していた(図2、表1)0AMPlOμM、CORT3μMま

たは両方の薬物によってsubchronicに7日間処理すると、 AMPとCORTで共に処理した細

胞では(lI]TCPINTACT CELL BINDINGが単独で処理した細胞への結合よりも増大し、 Aお1p

とCORTの[11]TCP結合に及ぼす作用には相加性が認められた(図3)。この結果は初代培養神
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経細胞を用いたInVitroの実験系で、はA恥1pにより誘導されたN孔1DA受容体/イオンチャン

ネルの変化がGCにより増強されることを示しており、 AMPによる逆耐性形成にNMDA

受容体/イオンチャンネルが関与していることを考えると、 InVivoでのGCまたはストレ
ス負荷によるAMP逆耐性形成助長はAMP及びGCがNMDA受容体/イオンチャンネルとい
う共通の機構を介している可能性がある。[文献](1)山本秀子等、神経化学、 30巻230-231，
表 (2)山本秀子等、神経化学、 31巻590-591，
まマ;zi出CZ11:?;:むよ;ur;?;;73RJ222:12ロ:~~ (3)Karler et al.， (1989)LiたSci.，45， 599-606. 

(4)Karler et al.， (1990) Brain Res.， 537， 76-82(1990) 
(5)Wolf et al.， (1991)Brain Res.， 562，164-168. 
(6)大森哲郎等、神経化学、 32巻486-487，
(7)St巴wartet al.， (1993) Psychopharmacol.， 110， 125・132.
(8)Herman et al.， (1984)Psychopharmacol.， 84， 431・435.
(9)Dcroche et al.， (1992)Brain Res.， 584， 309-313. 

INTACT CELL BINDING Kd Bmax 
In川 [pmoVmg protein] 

CONTROL 34.2 i 3.9 (3) 2.72土0.04(3) 

CORTICOSTERONE 17.9土1.4(3)・ 1.93土0.05(3)"・
(10μM. 8 days) 

CONTROL 24.6土3.9(7) 5.93土0.63(7) 

AMPHETAMINE 12.1土1.7(4)' 2.84土0.51(4)" 
(おμM.8 days) 図3

.; p<O.05，・・;p<O.01，・・・;p<O.OO1. EII田 tOf Subchronlc Treatment f1 Days) Of Amph・tamlneAnd/Or 
CortJcosterone On [3H]TCP '"tsct Cell Blndlng 

Rat Prlmary Cultured Neuronal Cells Exposed To 
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225 ラットアストロサイトのグリアフィラメントによるマイクロフィラメント
重合促進

伊藤仁一、磯部真理

(名市大・医・生化 1) 

〔要約〕

培養ラットアストロサイトより脱重合抽出されたグリアフィラメント薗分 (GF)はαーシアロシルコ

レステロール (SC)存在下において、同アストロサイトより脱重合抽出されたマイクロフィラメント薗

分 (MF)の重合を著しく促進した。 GFのMF重合促進作用は 7目 5-15μMのSC存在下において特

に強く、 5μg/200μlGFは7.5μg/200μiのMFの重合を8倍促進した。しかしながら、あらかじめ

GFを重合させるとMF重合促進作用は非重合型GFに比べ 1/2以下に減少した。またGFは重合した

MF (再構成マイクロフィラメント様フィラメント、 MFフィラメント)に対する SCの脱重合作用を強

く抑制した。 SC存在下におけるウサギ骨格筋アクチン重合をウシレンズピメンチンが促進したことから

SC存在アにおけるMFとGFの相互作用がアクチン・ピメンチンの相互作用を介したものであることが

示唆された。

αーシアロシルコレステロール (SC)はアストロサイトを成熟型アストロサイトへと形態を変化させ、
またコントロール細胞においてマイクロフィラメントが形成するストレスファイパー構造を消失させ、グ

リアフィラメントによって形成されるネットワークも崩壊させるし 21。わたしたちは再構成系においてS

CがMFおよびGFの重合を dose-dependentに抑制し、重合したMFおよびGF(MFフィラメントおよ

びGFフィラメント)の脱重合を促進することを示し、これはSCがこれらフィラメントの主要構成タン

パク質であるアクチンあるいはピメンチン(未分化アストロサイトにおいてはピメンチンがグリアフィラ

メントの主要構成タンパク質)に直接作用した結果であることを明らかにしたム41。さらにわたしたちは
SCでMF重合の臨界濃度を上昇させる再構成系を用いて、 MFの重合に対するGFの作用を検討した結

果、 SC存在下においてMFがGF重合を促進することを見いだし、アクチンによるビメンチン重合促進

がその要因の lつであることを示した。今回SC存在下の再構成系においてMFの重合に対するGFの作

用を新たに検討したので報告する。

(実験方法)

1. ラットアストロサイトの培養:胎性16日目のラット胎児大脳より鎚膜を除去し、 O. 1%トリプシ

ンで処理した後、これを日目 FCS/DMEM にて 1週間の一次培養および二次培養を経てアストロサイトと

して実験に供した。

2白 マイクロフィラメントの脱重合抽出と再構成:アストロサイトを Tris-HCl/salir日、 pH7. 5、で洗

浄後、 0.15%Triton HOO/PHEM パッファーで2分間処理し、 16、000x g、20皿inの遠心で沈殿画分(粗

細胞骨格函分)を得た。これよりアクチン抽出パッファーでマイクロフィラメントをO.C1時間脱重合抽

出し、 100、000x gで、 1時間の遠心上清を脱重合型マイクロフィラメント画分 (MF)とした。またMF
に 150mM KClと10mM MgCl 2を添加し、 37・C1時間重合させることにより最大重合量に達した再

構成マイクロフィラメント様フィラメント (MFフィラメント)を 100、000x g、1時間の遠心で沈殿函

分として回収したり。

3. グリアフィラメントの脱重合抽出と再構成:粗細胞骨格画分よりファロイジンを含むGFパッフア

ーでグリアフィラメントを脱重合抽出した。得られた遠心上清を脱重合型グリアフィラメント画分 (GF) 
とし、 100血M NaClと10酬 MgCl 2を添加し、 MFフィラメントの場合と同様に37・C1時間インキユ
ベートしてグリアフィラメント様フィラメント (GFフィラメント)を得た 3)。
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(実験結果および考察)

1 5μM S C存在下においてGFはMFの重合を濃度依存的に促進し、等量のMF自身を添加したと
きに比べ約2倍のMF重合促進作用を示した。 また 7.5 -15μMのSC存在下でGFのMF重合促進作

用は最も強く、 4μzのGFは 150mM NaCl、10mM MgCl 2および 15μM S C存在下で 7.5μg/2 0 0 

μlのMFの重合を8倍促進した。昨年報告したように、 MFはSC存在下においてGFの重合を促進す

ることから、 MFとGFは相互に重合を促進しあうことが示唆された。またMFによるGF重合促進の場

合と同様に、重合型のGF(GFフィラメント)は脱重合型であるGFに比べて大きく MFの重合促進作

用が低下した。すなわち 7.5μM S C存在下において、 10μg/200μlのMFの重合を 5μzのGFは4

倍促進したにもかかわらず、重合型のGFは1.5倍促進したにとどまった(図1) Q G Fは4.CではMF
の重合を3倍促進したのみであったが重合温度の上昇と共にその促進作用も上昇した。

SC はMFフィラメントの脱重合を促進することが既にわかっているが、 GFはこれを著しく抑制し

た。すなわち、 1μg/200μlのMFを37.Cで1時間インキユベートして再構成されたMFフィラメン
トを 30μM S Cと37・C2時間インキユベートすると 100、000x 遠心で沈殿されたMFフィラメント
は1/3に低下し、特にMFフィラメントに含まれるアクチン量は30%以下に減少した。しかしながら

SCと同時に 4μgGFを共存させると遠心沈殿されたMFフィラメント中に含有されるアクチン量は6

5%に上昇した。さらにMFをGF共存下で前重合させると SCとのインキユベーション後においても 8

0%のアクチンがMFフィラメント中に回収された。

ウサギ骨格筋アクチン (5μg/200μ1)は 11.3μM S C存在下でウシレンズビメンチン (2μg)により重

合が2倍促進された(図2)。このことから SC存在下におけるGFによるMF重合促進はグリアフィラ

メントの主要構成タンパク質であるピメンチンによるマイクロフィラメントの主要構成タンパク質である

アクチンの重合促進に強く関わることが示唆された。
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226 エンドセリンによる培養アストロサイト
S t r e s s F b e r JT~ 見定 Eこ文寸 τT る C 3 醇孝ヨミー CD巨且主写

小山 豊、馬場明道

(大阪大・薬・薬理)

〔要約〕エンドセリンCET)によるstressfiber形成における、低分子量GTP結合タンパクrhoの
関与を検討した。無l血清培地中でのdibutyrylcAMPCDBcAMP)による培養アストロサイトの処
置は、 stressfiberのだi失を起こした。 ET-3ClnM)は、 DBcAMP処置された細胞にstress
fiberの再形成を起こした。 DBcAMP処置されたアストロサイトの細胞質へのC3酵素C20/1g/ 
ml)の注入は、 ET-3によるstressfiber形成を完全に抑制した。 ET-3(50nM)によるアストロ

サイトの細胞内Ca2+増加は、 C3酵素により影響されなかった。 ET-3によるアストロサイトの
stress fiber形成は、1I-7C30μM)の存在下では認められなかった。これらのことは、 ETは

rhoタンパクを介してアストロサイトのstressfiber形成を起こすことを示唆する。

アストロサイトは、中枢におけるエンドセリン(ET)の標的細胞である。脳内エンドセリン

の産生は、傷害時に高まり、脳傷害に対する病態生理的な反応を担うと考えられている。し

かし、 ET受容体の活性化が、アストロサイトの機能へ及ぼす影響は明かではない。我々は、
ETのアストロサイトの機能に対する作用を検討し、 ET-3がcAMPアナログによる培養アストロ
サイトの形態分化を抑制すること(2)、そしてこのETの作用がアストロサイトの細胞骨格ア
クチンの重合、特にstressfiberの形成を伴うものであること(3)を示している。最近、細
胞増殖因子によるstressfiber形成にras-like低分子量GTP結合タンパクである"rho"が関与

することが示された(4)。そこで、今回はETによるアストロサイトのstressfiber形成にお

けるrhoの関与を、リボシル化によりこの働きを特異的に阻害するボツリヌス菌由来C3酵素
を用いて検討した。

【実験方法1
1 .応益アストロサイトの調製:アストロサイトは 1-2 [J齢のWis ta r系ラット大脳より、既
報の方法で調製した(2)。

2. 培養アストロサイトへのマイクロインジェクション:培養アストロサイトを、 20mM 
lIEPES緩衝液を含んだ無血清培地中で、 0.25mM dibutyryl cAMP CDBcAMP)で120分処置し、
stress fiberの消失を起こした。ボツリヌス菌由来C3-リボシルトランスフエラーゼ(C3酵素

;和光純薬)は、 injectionbuffcrC10 mM Tris/HCl pH 7.4. 120 mM KCl.)で 20μg/mlとし、
マーカーとしてのマウスIgG(0.5mg/ml)と共に、先尖したガラスキャピラリーにて、形態変
化した培養アストロサイトの細胞質に注入した。

3. F-アクチンの観察:薬物による処置後、細胞を抗ノfラホルムアルデヒド、 O.1克Triton
X-IOOで固定し、ローダミンーファロイジン染色を行い蛍光顕微鏡下F-アクチンの観察を行っ
た。マイクロインジェクションされた細胞の場合、 FITC-抗マウスIgG抗体を染色時に加え、
細胞質中に強いFITC蛍光を有する細胞のみF-アクチンを観察した。

【結果】

無血清培地中での 0.25mM DBcAMPによる 120分の処置は、培養アストロサイトに細胞質の
退行を伴う形態変化を起こした。この形態変化に伴いアストロサイトのstressfiber は消失
した(図1B) 0 DBcAMP処置に続く 1nM ET-3の60分の処置は、アストロサイトに stress 
fibcrの再形成を起こした(図lC) 0 ET-l、sarafotoxinS6b、ETb受容体アゴニストである
[Ala 1. 3. 11. 15 ]-ET-l もET-3と同じ強さで、 DBcAMPで-処置された細胞にstressfiber形成を

起こした。サイトカラシンBC5μM)、ト7C20/1M)およひ。myosin-lightchain kinase阻害薬
であるML-9(50μM)による培養アストロサイトの処置もstressfiberを消失させたが、 1nM 
ET-3は、これらの細胞にもstressfiberを形成させた。一方、 ET-3は、 proteinkinase C 



(PKC)阻害薬である11-7(30μM)存在下では、 DBcAMP処置された培養アストロサイトにstress

fiberの形成を起こさなかった(図1D)0 DBcAMP処置されたアストロサイトへのマウスIgG
(0. 5mg/ml)のみの注入は、 ET-3によるstressfiber形成に影響しなかったが、 C3酵素(20
μg/ml)の注入は、 stressfiber形成を完全に抑制した(図2)0ET-3(50μM)によるアストロ
サイトの細胞内Ca2 +の増加は、 C3酵素の注入で影響されなかった。

【考察】

C3酵素の細胞内注入は、 ET-3による培養アストロサイトのstressfiber形成を抑制した。

C3酵素は、低分子量GTP結合タンパクであるrhoをリボシル化しその活性をなくす(1)。よっ
て、今回の結果は、 ETによるアストロサイトのstressfiber形成にrhoタンパクが関与しす
ることを示唆する。血小板、リンパ球において、 rhoはPKCにより促進的調節を受けることが

示されている(5)0ET-3の作用が十7により阻害されたことは、アストロサイトにおいても

rhoは、 PKCの下流で機能する事を示す。

図 1. ET-3によるstressfiber形成に対する[1-7の阻害:O. 5 mM DBcAMPて'の120分間処置後、
培養アストロサイトを、 1nM ET-3および30μM11-7で更に60分間処置し、 F-アクチンを観察
した。 (A):薬物非処置、 (B) :DBcAMP処置後、(c ) : ET -3添加60分後、 (D):ET-3およびIト7
添加60分後 Bar=25μm 

【引用文献】

図2. C3酵素によるstress
fiber形成の阻害:培養アスト
ロサイトを、 0.5mM DBcAMPで

120分間処置した後、 C3酵素を

細胞質中へ注入した。 1nM ET 
-3を加え、 60分後にF-アクチン
を観察した。 (A):FITC蛍光

像、 C3酵素を注入された細胞の
み観察される。 (B):F司アクチ

ン染色像、 FITC蛍光を示す細胞

には、 stressfiberの形成が認
められない。 Bar=25μm
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227ラット大脳シナプス後部におけるドレプリンーアクチン複合体

林謙介、石川良樹¥何暁玲、白尾智明

(群馬大学医学部 行動分析、*薬理)

〔要約) 神経細胞に豊富なアクチン結合蛋白ドレプリンは成体では adulttype (ドレプリンA)が発現

しており、シナプス後部に局在する。ラット脳内のドレプリンAの局在を調べたところ襖球、大脳皮質に

特に多く存在していた。大脳皮質よりシナプトソームを調製し、ドレブリン抗体との反応を電子顕微鏡で

みるとドレプリンはシナプス後部の細胞骨格に結合していた。アフィニティーカラムによりドレプリンー

アクチン複合体を分離すると、 220K、190K、130K、901くの蛋白が付随してきた。それぞれミオシン 11，

V司 l、ゲルゾリンと思われた。そこでドレプリンの、アクチンとミオシンとの相互作用に対する影響を調

べてみると、ドレプリンは画定したミオシン上のアクチンの滑りを阻害した。ドレブリンは大脳皮質にお

いてシナプス後部のアクトミオシン系の動態に影響を与え、形態変化に基づいた神経の可塑的機能に一役

を担っているのではないかと考えている。

(導入)発生過程に脳で一過性に現われる蛋白として同定されたドレプリンは、主に次の3つの理由から

神経細胞の形態の変化に重要と考えられる (4、5) 0 1、神経発生過程で遊走中の神経細胞や樹状突起

形成中の樹状突起に、つまり形態変化の激しい時期と場所で強く発現している。 2、Fーアクチンと強〈

結合し、 卜ロポミオシン、 aーアクチニンと競合する。 3、非神経細胞への強制発現は細胞骨格の動態に

大きく影響し、樹状突起織の形態が形成される。

ところで、ドレプリンは alternativesplicingによって embryo型から adult型への isoform変換を起こ丸

adult型は神経細胞特異的と考えられシナプス後部に強く局在している。今回は成体の脳におけるドレブ

リンAの機能を探ることを目的に、ラットドレプリンAの脳内分布、及び他蛋白との相互作用について調

べた。

(材料と方法)シナプトソームは蕉糖密度勾配により調製しアガロースゲルに包埋した後、抗ドレプリン

抗体、 HRP標識二次抗体、 DABで染色し電子顕微鏡で観察した。アフィニティーゲルは proteinA-

Sepharoseにモノクロン抗体を dimethylpimelimidateで架橋したものを用いたO 組織の可溶化には

5mMTris、150mMNaCI、1%NP-4 0 、O.5mMDT 丁、 Proteinaseinhibitorsを基本として用い、 10，000

x 9上清を出発材料とした。 motilitya岱 ayは、カバーグラス上に宙定したミオシンの上をローダミンファ

口イジンで標識した F-アクチンを滑らせ、平均速度を精製ドレプリン存在下、非存在下で測定した。

(結果)

1 )ドレプリンAは眼球と大脳皮質に多く存在し、他の部域、特に小脳皮質では少なかった(図 1) 0 大

脳皮質の免疫組織化学では抗ドレプリン抗体による染色は抗SVP38抗体による染色と極めて類似し、

シナプスの分布を思わせる頼粒状を呈する O そこで大脳皮質よりシナプ卜ソームを調裂し、ドレプリンの

局在を調べたところ、ドレプリンはシナプス後部の細胞骨格に結合していることがわかった(図2)。

2 ) ドレプリンの結合している細胞骨格の構成成分を知るために、大脳皮質の 1%NP-40抽出物より

抗ドレプリン抗体ーアガロースゲルに結合する蛋白を銀染色で検出すると、ドレプリン、アクチンの他に

220K、190K、130K、90Kのバンドカず見られた(図 3)。前者3本はATPにより溶出されることと分



子量とからそれぞれ、ミオシン 11，ミオシンV喝ミオシン|であると考えられる(図 4) 0 90fくのバンド

は抗ゲルゾリンーモノク口ン抗体によってゲルゾリンであると同定された(図 5)。フォドリン、()(-ア

クチニン、 トロボミオシンは、 immunoblotによっても検出されなかった。

3 ) ドレプリンのアクトミオシンへの影響を調べるために、 motilityassayをおこなった。ドレプリンの

過剰量存在下では Fーアクチンのミオシンに対する滑り速度は減少した(図 6)。

(考察)シナプス伝達の可塑的変化に伴い spine(2) や postsynapticdensity (') (こ形態変化が起こ

ることが報告されており、また splne中にはアクチンとミオシンカf豊富に存在することがわかっている

( 3) 0 ドレプリンは spine中のアクトミオシンの性質に影響し、シナプス矯造の形態変化に基づいた

神経の可塑的機能に関わっているのではないかと考えている O

(謝辞)免疫電顕観察に関して、群馬大学内分泌研究所、高田邦昭教授のご指導に感謝いたします。

(文献)(1 )Desmond.N.L.and Wiliam B.L.(1986)J. Comp. NeuroI.253，476-482 (2)Fifkova，E.(1985)Cell. 

Mol. Neurobiol. 5，47-63 (3)Morales，M. and Fifkova，E.(1989)J. Comp.Neurol. 279，666-674 (4)Shirao，T.， 

et al.(1990)Neurosci. Res.SuppI.13，S1 06-S111 (5)Shirao，T，et al.(1992)NeuroReport 3， 109寸 12
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(図 1)各神経組織中のドレプリン。 |πlmunobloto (1) 
ウサギ嘆球、 (2 )ウサギ大脳皮質、 (3 )ラット大脳皮

質、 (4 )ラット小脳皮質、 (5 )ラット脳幹部、 (6 ) 
ラット脊髄、 (A) adult type、 ( E) embryo type 
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(図2)シナプトソームにおけるドレプリンの局在。

(1) (2) (3) (1) (2) (3) 

一一旬炉_.~ 国圃H・F 190 

'"-宇『
~ 130 _ ... 叫 4

drebrin 

叫 90

"a-4Zn判
ー合唱，z…--slJ
図3 図4

(1)(2) 

.... 

図5

(図 3)Immuno affinity gel に結合する蛋白。銀染色。 (1) 
( 2) ドレプリンの異なる epltopeに対するモノクロン抗

イ本(それぞれM2F6、M2 H 1) を使用。 (3) S V P 
3 8に対するモノクロン抗体を使用。
(図 4)抗ドレフリン抗体ーゲルへの結合物。 (1) A T P 溶出

前、 (2) A T P 溶出後、 (3) A T P 溶出物

(図 5)抗ゲルゾリン抗f本による immunobloto (1)ウサギ脳
粗抽出物、 (2 )抗ドレフリン抗体ゲルへの結合物
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(図 6)Motility assay (A) ドレプリン非
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倍のドレプリン存在下
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〔要約〕

シナプシン Iとカルスペクチンとの結合解析
伊賀正英、乾誠、祖父江憲治

(大阪大学医学部・神経生化学)

神経伝達物質放出における細胞膜骨格蛋白質の関与を明かにすることを目的として、シナプス小胞蛋白

壁シナプシン Iと細胞膜骨格蛋白質カルスペクチンとの結合の解析を行った。シナプシン Iとカルスペク

チンとの結合は Kdが6.72nMと高い親和性を示した。この結合は、イオン強度依存性であった。シナ

プシンIはcAMPキナーゼおよびカルモデユリン (CaM)キナーゼIIによりそれぞれ異なった部位が
舜酸化されることが知られているが、これら両キナーゼによるシナプシン I燐酸化によりシナプシン Iと

カルスペクチンとの結合量は約50%の阻害を受けた。また、シナプシンI、カルスペクチンは共にCa

u結合能を有するが、 CaMは両蛋白質の結合へ影響を与えなかった。さらに、カルスペクチンのシナプ
シンIへの結合部位をシナプシンIのNTCBフラグメントを用いて解析した。その結果、シナプシンI
ηミドル領域にカルスペクチンが結合することが明かとなった。以上の結果は、細胞膜骨格蛋白質カルス

ペクチンが神経伝達物質放出に関与する可能性を示唆する。

随三
シナプシンIは神経終末においてアクチンと結合し、シナプス小胞のアクチンネットワークへの貯留に

重要な役割を果たしている(1)。カルスペクチンは細胞膜骨格を形成する主要蛋白質であるが、シナプ

ス前部では、電顕上カルスペクチンと思われるフィラメントが細胞膜より細胞質側に突き出している像が

報告されている (3)。また、卸vitroにおいてシナプシン Iがカルスペクチンに結合することが既に報告

されている (4)。今回、我々は神経伝達物質放出における細胞膜骨格蛋白質の関与を明かにすることを

目的として、シナプシン Iとカルスペクチンとの結合の詳細な解析を行った。

主主
l.シナプシン Iとカルスペクチンとの結合の定量:ウシ脳より単離したシナプシン IをTween20存在下

にドット状にニトロセルロース膜上にのせ、 BSAでブロックした後、 .251で標識したカルスペクチンと
室温で4時間インキュベートした。カルスペクチンの結合量は、ニトロセルロース膜上の放射性活性から

定量した。

2.カルスペクチンのシナプシンIへの結合

部位の同定:シナプシン IをNTCB(2-
nitro・5・血i∞yanobe田oic)で分解しNTCBフ
ラグメントを得た。これらのフラグメント

をSDS電気泳動で分離後、ニトロセル
ロース膜に転写し、 12'1で標識したカルス

ペクチンと室温3時間インキユベートし

た。ニトロセルロース膜は洗浄後、オート

ラジオグラフィーで解析した。

結果と考察

c合
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カルスペクチンのシナプシンIへの結合

60 

シナプシン IとカJレスペクチンとの結合の性質を明かにするため、単離シナプシン I及びカJレスペクチ
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ンを用いて結合実験を行った。図1にシナプシン Iのカルスペクチンへの結合のカルスペクチン濃度依存

を示す。両者の結合は、 Kdが約10nMと非常に高い親和性を示した.この結合はイオン濃度依存性で、

100mMKC 1では50mMKC1に比しBmaxが約50%減少した.また、この結合はCaZ+非依存性で

あった。シナプシン Iおよびカルスペクチンは共にCaM結合能を有することが知られているが、 CaM

は両蛋白質の結合にはCaZ+潤支のいかんにかかわらず影響を与えなかった。シナプシン IはcAMPキ

ナーゼおよびCaMキナーゼIIによりそれぞれシナプシン Iの頭部および尾部が燐酸化される。これら燐

酸化のカルスペクチン結合への効果を調べた結果、図2に示す様にいずれの燐酸化によっても約50%の

阻害を受けた。さらに、カJレスペクチンのシナプシン Iへの結合部位をシナプシン IのNTCBフ

ラグメントを用いて解析した。カlレスペク

チンは、 78k、76k、54k、51 

k、40k、16 k、15kのフラグメン

トと結合し、 35k、36kの尾部フラグ

メントには結合しなかった。カJレスペクチ

ンの結合したフラグメントは、いずれも 1

6k、 15 kのミドル領域を含んでおり、

カルスペクチンがシナプシン Iのミドル領

域に結合することが明かとなった。しかし

ながら、 29kの頭部フラグメントにも弱

い結合が見られることから、頭部にも親和

性の弱い結合部位が存在することは否定で

きない。現在、電顕で両者の結合を確認中

である。

シナプシン Iは、シナプス前部におけるシナプス小胞のアクチンネットワークへの貯留、またCaZ+依

存性のアクチンネットワークからのシナプス小胞の遊離に重要な役割を果たすと考えられている (4)。

今回の結合解析結果から、シナプシン IとカJレスペクチンが非常に高い親和性を有することが示され、神

経伝達物質放出機構に細胞膜骨格蛋白質が積極的に関与する可能性が示唆された。シナプシン Iとカlレス

ペクチンとの結合の生理的意義は現時点では不明であるが、シナプス小胞のシナプス前膜への誘導、結合

やシナプス小胞のリサイクリングなどに関与する可能性が考えられる。

control 

シナプシンI迫撃酸化のカノレスペクチン
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229 ラット胎仔ドレプリンの精製と解析

石川良樹、佐々木洋、林謙介¥白尾智明¥小浜一弘

(群馬大学医学部・薬理、・向・行動分析)

〔要約〕ラット胎仔脳からドレプリンの精製に成功した。精製したドレプリンの生化学的

解析を行ったところ、アクチン繊維と解離定数l.2X 10-7 M 、アクチンとのモル比1:5で
結合することがわかった。またドレプリンはトロポミオシンのアクチン結合を強く阻害

した。大過剰のトロポミオシンがドレプリンのアクチン結合を阻害することから、ドレ

プリンはトロポミオシンと括抗的にアクチンに結合していると考えられる。ドレプリン

遺伝子を導入したCHO細胞を蛍光抗体法で調べたところ、アクチン繊維が良く発達して
いるにもかかわらずトロポミオシンがアクチンから遊離していた。そのような細胞では

アクチン繊維にドレプリンが結合していた。以上の結果から、神経突起伸長過程におし、

て、ドレプリンがアクチン繊維に結合してトロポミオシンを遊離させることにより、ア

クチン繊維をダイナミックな状態に保つ役割をしていると考えられる。

[目的] ドレプリンは神経発生特異的に発現する蛋白質で、既に抗体が作成され、遺伝

子もクローニングされている。この遺伝子を培養細胞に導入すると神経突起様構造をと

ることから、ドレプリンが突起形成に関与していると示唆されている。また蛍光抗体誌

により、アクチン繊維上に存在することがわかっている。しかしこの蛋白質の精製が期

しかったせいで、その蛋白化学的解析は全く成されていなかった。そこで今回、ドレプ

リンの精製と解析を試みた。

[方法]ドレプリンの精製:ラット18日距脳を生理的塩濃度でホモジェナイズし、超遠，(

後の上清を3分間ボイルする。遠心後、上清の0・20g/dl硫安画分をDEAE-toyopearlにカ
ける O ドレプリン画分をSuperose6でゲル浦過し、精製ドレプリンを得た。

アクチン結合実験:ドレプリンにアクチン繊維を混ぜ、 30分間インキュベーションし丈

のちエアフュージで超遠心する。実験によってはさらにトロポミオシンを混ぜる。上jF
と沈殿をSDS電気泳動にかけ、デンシトメーターでそれぞれの蛋白量を決定する。

遺伝子導入:アクチンプロモーターとドレプリンA遺伝子をMIW-DAベクターに組み辺

み、リン酸カルシウム法でCHO-K1細胞に導入する。細胞を固定後、抗ドレプリンぢ
体、抗トロポミオシン抗体、ローダミンファロイジンで蛍光染色する。

t結果]ドレプリンのアクチン結合能:ドレプリンの濃度を増やしていくと、アクチンt
共沈するドレプリン量も増えていく (図 1)。ドレプリン単独では沈殿しないことカ

ら、精製したドレプリンはアクチン結合能があることが示された。アクチン:ドレプ 1)

ンが5:1のところで結合は飽和した。解離定数(結合飽和の1/2の遊離ドレプリン濃度)

は1.2x 10-7 Mであった。
トロポミオシンのアクチン結合の阻害:様々な濃度のドレプリン存在下でトロポミオ3
ンのアクチン結合を調べた(図2A)。ウシ脳トロポミオシン(黒丸)、ニワトリ平洋

筋トロポミオシン(白丸)とも、ドレプリンにより強く結合が阻害された。次に大過乗

のトロポミオシン存在下でドレプリンのアクチン結合を調べたところ(図2B)、ドL
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プリンの結合が阻害された。このことは、 ドレプリンとトロポミオシンが措抗的にアク

チン繊維と結合している事を示唆している。

ドレプリン遺伝子を導入したCHO細胞の蛍光抗体染色(図3 ドレプリン遺伝子を導

入した細胞(白矢印)ではアクチン繊維が良く発達している (A)が、トロポミオシン

は染色されない (B、D)。このことは、細胞内においてもドレプリンがトロポミオシ

ンのアクチン結合を回害していることを示唆している。

[考察] トロポミオシンは、ゲルゾリン、 ADF、ピリンなどのアクチン繊維切断・脱重

合因子からアクチン繊維を守って安定化する働きが知られている。細胞内局在をみて

も、ストレスファイパーに多く存在し、ラッフリング・メンブレンやマイクロスパイク

などダイナミックに動いているアクチン繊維上にはあまり存在していない。我々は今回

の結果から、ドレプリンがアクチン繊維からトロポミオシンを追い出すことによって、

アクチン繊維をよりダイナミックな状態にし、突起形成をおこしやすくしているのでは

ないかと考えている。 ( 
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230軸索に存在する微小管結合蛋白タウの特性

田代朋子、 孫小燕*、 小宮義理

(群馬大学医学部・分子病態、 *リハビリテーション医学研究施設〉

〔要約〕

軸索微小管の安定化に対する徴小管結合蛋白(HAPs)の関与を調べる目的で、軸索の主要HAPで

あるタウ蛋自について、軸索内における存在様式、分子種、軸索内輸送を解析した。

1.二種類の抗タウ抗体を用いて検索したところ、軸索では分子量 56K~67Kの4本の主バンドが

検出された。これらは、過塩素酸処理、加熱処理、二次元電気泳動によりタウと確認された。

2.軸索タウの約75%は、ニューロフィラメント (NF)蛋白や安定重合型チュープリンとともに、低

温Triton不溶性画分に回収された.これを更に0.85H薦桔中で遠心沈殿して細胞骨格成分を精

製した場合もタウは沈殿に濃縮される。タウは遅い軸索内輸送で運ばれており、最も遅い成分

SCa (slow co皿ponenta)に多く合まれる。

3.二次元電気泳動により比較すると、脳可溶性画分より調製した微小管に合まれるタウは多数の

分子種から成るが、軸索タウは分子種が少なく、塩基性の弱いものに限定されている。

神経突起内の微小管は、他の細胞質徴小管に比べて高度に安定化されており、突起の形成と維

持に重要な役割を果たすと考えられている。我々はこれまで、軸索内輸送系を利用して、このよ

うな軸索微小管の性質を明らかにするとともに1)、成長、再生などに伴う安定性の変化について

検討してきた2，3 )。微小管の安定性を制御する機構として、(1)HAPs の結合、 (2)他のフィラ

メント系、特に NFとの相互作用、 (3)チュープリン自体の化学修飾、などが主として候補に挙

げられている。このうち(2)については、坐骨神経の系では安定化に対する寄与は40%程度と考

えられる結果を得的、昨年の本学会でも報告した5)。今回はHAPsの関与を調べるために、軸索の

主要MAPであるタウ蛋白について、その存在様式、分子種、軸索内輸送などを解析した。

く方法>軸索細胞骨格蛋白の分画 :7週齢ラット前根を出発材料として、 1%Tritonを合む溶液

で抽出し、 100，OOOg、1時間の遠心で可溶性画分と不溶性画分に分別した。不溶性画分は 0.85M

薦糖を合む溶液に懸燭し、浮遊両分と枕殿に遠心分離した。沈殿は更に、 8H尿素を合む溶液でホ

モジェナイズし、上清と沈殿に遠心分離した。各画分をSDSゲル電気泳動または二次元電気泳動

(NEPHGE)した後、イムノプロット法によりチュープリン、アクチン、タウ蛋白を検出した。

軸索内輸送による細胞骨格蒼白の標識:7週齢ラットの脊髄前角L3-L5 に L-(3 5S]メチオニン50

uCi(O.2ulx2)を柱入し、 2週間後に坐骨神経と前根を摘出して、 6回皿の連続切片にした。各切片

を凍結破砕後、上記の方法で Tri ton可溶性画分と不溶性画分に分別した。各画分を更に加熱処

理し、タウ蛋白を分別した。標識蛋白は電気泳動後、 FujixBAS2000により検出、定量した。

く結果と考察> 二種類の抗タウ抗体〈抗ニワトリ・タウ;Sig腕、抗ヒト・タウ;東大・井原



先生より供与)を用いて検宗したところ、軸索では両抗体と反応する分子量 56K~67K の 4 本の

バンドが検出された(図1)。これらは、 2.5%過塩素酸処理あるいは加熱処理後も可溶性を示す

こと及びその二次元電気泳動ノそターン(図 2参照〕より、タウ蛋白であることが確認された。

軸索タウの約75%は低温Tr i ton不溶性画分に回収された(図la)。この画分l士、主に遅い軸索

内輸送のSCaで運ばれる安定重合型細胞骨格に相当し、 NF蛋白および軸索に特徴的な不溶性チュ

ープリン(全チュープリンの約 50%)が主成分である1-3 )。タウ蜜白は、やや速いSCbにも存在

するが、 SCaに合まれるもののJjが多い。更に、 0.85M薦糖中で遠心沈殿して残存する膜成分や

ミエリン成分を除去し、細胞骨格成分を精製すると、タウ蛋白もこの沈殿に濃縮される。一方、

81'1尿素によりNF蛋白を溶出した場合には、タウ蛋白はほとんど可溶化されない(図1)。

タウ蛋白は、スプライシングによって 6種の分子種を生じる上に、リン殿化などの翻訳後修飾

を受けて更に多数の分子種に分かれることが知られている6)。脳微小管では、塩基性が強くみか

けの分子量が小さいものから、 t担基性が弱く分子量の大きいものまで多数の分子種が検出される

(図2a)。軸索タウは、微小管タウに比べて分子種が少なく、塩基性の弱いものに限定されてい

る(図 2b)。低温Triton可溶性画分では56Kの分子種が、不溶性画分では65Kの分子種が主成分

であり、何れも電荷の異る数個のスポットから成る(図2c、2d)。

以上のように、軸索タウ』こは不溶性画分に合まれるものが多く、脳微小管のタウとは分子組成

も大きく具るなど、軸索国有の安定重合型チュープリンの形成に関与する可能性が示唆された。
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図.1 :軸索の.ft両分に含まれるタウ

童自
(1)脳微小管 (2)低温Tri ton可溶性
画分 (3)低温Tri ton不溶性副分
(4) 0.851'1薦糖沈殿 (5)0.851'1燕糖
浮遊画分 (6) 81'1尿素抗;殿 (7) 81'1 

尿素抽出画分。

各面i分(15ug蛋白)を SDSゲル電気
泳動後、抗タウ抗体(Sigma)でイム
ノプロッ卜した。

a 場輔縦軸恥

ミ器
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b d 

伊噂協h 埼場融動
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凶.2:脳微小管タウと軸索タウの二次元電気泳動による比較
一次j己目にNEPHGE、二次元自に SOSゲル電知永動を行い、抗タウ
抗体(Sigma)でイムノプロッ卜した。 (a)脳微小管 (b)軸索タウ
(c)軸索の低温Tri ton可溶'性両分 (d)低温Triton不溶性画分から
得られた 81'1尿素沈殿.(b)は (c)と (d)を等量出合したもの。
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小宮義感(1993)神経化学， 32， 360-361 (6) Goedert M.， Crawther R. A.， Ga;nér~c'.C~' '(1'99'{)' YINS'， 
14， 193-199 
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231 T 9 8ヒトグリオーマ細砲の灼 1)ンの u p t a k e 1:及ぼすプロテインキ
ナーゼCとcycl ic AMP の関与
中村博彦、黄縄好¥高倉公朋事

(都立駒込病院脳神経外科、*東京女子医大脳神経センタ 脳神経外科)

〔要約〕

T98 ヒトグリオ マ細胞を用いて、タウリンの uptake に及ぼすプロテインキナ

ゼ、Cと cyclic AMPの関与について検討した。 T98細胞のタウリンの uptake は

Na' dependent で high-affinity system(Km 27.0士3.2μM， Vm 

10.7~2.5 pmolej3 min per mg protein) が存在しており、タウリン投与 90

分後には細胞内濃度が細胞外の約 1000倍に達した。 PDBu(100 n川)を投与するとタ

ウリンの uptake は 30分後より減少し、 60 分後にはコントロ ルの 68% まで減

少した。 H-7 (100 nM) はタウリンの uptakeには影響を与えないが、 PDBuの 30

分前に投与すると、タウリンの uptakeの減少効果の EC50が 41 n刊から 83 nM 

に上昇した。また isoproterenol(lμ 阿)によっても 15分後には 73%に減少し

た。これらの結果により、タウリンの uptake についても A. Cキナ ゼの系が関与し

ていることが明らかになった。

タウリン (taurine) はクルタミン酸とともに脳内に豊富に存在する SH基を含む分子

量 125のアミノ酸であり、膜の安定化など種々の生理学的な役割が想定されている。グ

リオーマ細胞におけるタウリンの生理的な機能は不明であるが、悪性グリオーマには正常

脳に比して高濃度のタウリンを含んでいることが知られており(1 )、 T9 8細胞を用い

てヒトグリオーマ細胞のタウリン摂取の特徴と、プロテインキナーゼC及び cyclicAMP 

の関与について検討した。

l.材料と方法

T98細胞を 10%FCSを含む Eagle'sminimum essential medium (MEM) 

で 35mm の culture dish (NuncjAS， Denmark) に培養し、飽和状態に達し

た後冷 PBS で2回洗浄し 1.5ml の Krebs-Hepes (PH 7.4) 液で 30 分間

培養した。その後 phorbor-12，13-dibutyla te (PDBu). H-7 . isoproterenol 

(ISP) などの薬剤を含む Krebs-Hepes 培養液に交換し、一定時間後 37 kBqjml 

の 3H-Taurine (10 μ阿)を含む Krebs-Hepes液に交換し、 3分間に細胞内に

摂取された (3H)-Taurineを測定した。

2. 結果

T98 細胞のタウリンの uptake は Na + -dependen t で high affinity 

system( Km 27.0::1: 3.2μM， Vm 10.7::1:2.5 pmolej3 minjmg 
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protein)が存在した (Fig.1)0 PDBu(100 nM)を投与するとタウリンの uptake

は 30 分後より減少し、 60分後にはコントロールの 68%まで減少した。 H-7 (100 

nM) はタウリンの uptake に影響を与えなかったが、 PDBu の 30分前に投与すると

タウリンの uptake の減少効果の EC50 が 41 nはから 83 nM に上昇した (Fig

2 )。また、 T98 細胞は isoproterenol(lμ阿) により 15 分後には細胞内の

cyclic AMP が約 50 倍に増加するが、 uptake は逆に 73% に減少し

propranolol(5μM)によって効果が抑制された。

3 .考察

タウリンは脳内に多量に存在し、グリオーマ組織に更に大量に含まれるアミノ酸である

が、ヒトグリオ マ細胞におけるタウリンの動態はほとんど知られていない。 T98培養細

胞を用いてヒトグリオーマ細胞のタウリンの uptake について検討すると、ラットグリ

アやグリオ マ細胞と同様に、 Na+-dependent で high-affinity system を

有していた。タウリンの release については、 C6 細胞でホルボールエステルや

isoproterenol により増加することを報告しているが(2 )、 uptake は T98 

細胞でも C6 細胞同様(unpublished data) 逆に減少した。これらの結果はヒトグ

リオーマについても、ラットのグリアやグリオーマと同様なタウリンの transport 

systemが存在し、 AおよびCキナ ゼの系によりコントロールされていることが明らか

になった。したがって、タウリンに関してヒトグリオ マ細胞で得られた研究結果が、ヒ

トグリアにおけるタウリンの動態をある程度反映していると考えられる。

4.文献

1.Remy，C.， Aru， C.， Ziegler， A.， Sam Lai， E.，ト1oreno，A.， Le 

Fur， Y.， and Decorps， M.(1994) J. Neurochem. 62， 166-179 

2.Nakamura， H.， Huang S.H.， Takakura， K.: Neurochem Res (1993) 
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232 培養小脳頼粒細胞のNaポンプアイソフォーム

〔要約〕

井上順雄，曽我智子，中山孝，加藤尚彦

(横浜市立大学，医学部，第一生化学)

初代培養小脳穎粒細胞には， 3種類のNaポンプ (α1型， α2型， α3型)が存在し，各α鎮の存在

量は培養とともに増加した.培養前は，普遍型(α1型)Na，K-ATPase活性が全体の 74%であったが 1

3日間培養して細胞が分化すると，普遍型活性が約3倍，脳型(α2型と α3型)活性が約9倍増加し，両

活性がほぼ等しくなった.この時，全体のNa，K-ATPase活性は約5倍に増加した. 1 3日間培養した細胞

において，実際にイオンを輸送するNaポンプの約 90%は普通型Na~ ンプであった. しかし，グルタミン

酸で細胞を刺激すると，脳型と普遍型Naポンプがほぼ同等にイオンを輸送した.

神経細胞が正常に機能するためには， Naポンプ (Na，K-ATPase)が維持する細胞内外のイオン濃度勾

配が必須である.これまで我々は，ラット大脳由来の初代培養成熟神経細胞に，すべての組織に普遍的な

普遍型 (αI型)Na;J，ンプと，脳などの限られた組織に特徴的な脳型 (α2型と α3型)Naポンプが存在

することを報告した(1，2).そして，これらのNaポンプアイソフォームが，細胞の興奮後や細胞内エネル

ギー欠乏時に，異なった活性調節を受けることも明らかにした(3，4).今回は，ラット小脳由来の初代培-養

頼粒細胞を用いて， Naポンプアイソフォームを解析した.

[実験方法]

小脳頼粒細胞の培養は， τb加 gn切onらの方法(5)を基本にして若干の変更を行なった.生後8日目のSD

ラットの小脳から，大脳神経細胞の培養法と同様に単離細胞を得，ポリエチレンイミンコートしたloomm

ディッシュまたは24マルチウエJレ上にまき(1)，5 %準胎児牛血清と 5%馬血清を含むBME(25 mM KCI存

在)中(5)で2週間後まで培養した.細胞の不溶性分画を調製し， Western blot解析とNa，K・ATPase活性測定

を行った.West巴rnblotには 3種類のα鎖に特異的な抗体 (UBI社)を用い，アイソフォームを解析した.

Na，K-ATPase活性測定は， 100 mM NaCI， 10 mM  KCI. 4 mM  MgCI2， 1 mM  EDTA， 2 mM  ATP， 50 mM  

Imidazole-HCI緩衝液 (pH7.4)中， 37'Cで10分間行い， 10 mM  Strophanthidinによって阻害される活性を

Na，K-AτPase活性とした(1).細胞へのP の取り込み測定は， 130mM NaCI， 2 mM  KCI (42KCIを含む)，0.8 

mM MgCI2， 1.8 mM CaCI2， 5 mM  glucose， 25 mM  Hepes-imidazole緩衝液(pH7.3)中， 37'Cで12分間行い， 1 

mMOuabainによって阻害される活性をNaポンプ活性とした.アイソフォームのNa，K-AτPase活性およびNa

ポンプ活性は，ジギタリス阻害に対する感受性の相違によって，阻害を受けやすい脳型と限害を受けにく

い普遍型に分けた.

[実験結果と考寮]

初代培養小脳穎粒細胞には， 3種類の α鎖 (αI鎖， α2鎖， α3鎖)が存在し，各α鎖の存在量は

培養により細胞が分化するとともに増加した(図 1).細胞の分化に伴う Naポンプ存在量の増加は，
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(図 2).培養 13日間に脳型活性 (α2型と α3型活Na，K-ATPase活性の増加によって定量的に示される

性の和;Strophanthidinに対するKi-1μM) は約3倍，普遍型 (α1型 ;Ki-1mM)活性は約9倍増加し，

その結果，

れは大脳由来の初代培養神経細胞と同様に(1，2)，穎粒細胞にも 3種類のNaポンプが存在し，細胞の分化と

、，
'-1 3日間に脳型活性の割合は26%から 48%に増加した.全体の活性は約5倍増加した.

1 1 -1 3日間培養し分化した穎粒細胞のNaポンプ(細胞内ともに脳型Naポンプが発現することを示す.

普遍型(Ouabainに対するKi-O.lμM)活性と脳型 (Ouabainに対するへのK+取り込み)活性においても，

(図 3).無刺激時では，脳型活性の割合は 12%であったが， 100μMグKi-JO.μM)活性が区別できる

43%になった.ルタミン酸で刺激した後では，

鞠:同ムーい
謡主主主

F、寸一一;
図l.ラット小脳頼粒細胞のNaポンプα鎖の
Western blotによる解析

小脳穎粒細胞(培養日数) : 1 (0日)，

4 3 2 l 
これはグルタミン酸刺激により，脳型活性が 4.3

倍増加するのに対して普遍型活性は 23%減少する
a 1鎖

ためである.このとき，全体の活性は 20%鳩加し

このような細胞興奮後に起こるNaポンプアイソた.
α2i員

すでに報告した培フォームに特徴的な活性変化は，

α3i員養大脳神経細胞の結果(3)と基本的に一致するもので

これは「神経細胞に存在するるNaポンプアイある.

ソフォームの生理的機能が異なり脳型Naポンプが輿

奮後のイオン環境の修復に重要である」という我々

の仮説(3，4)を裏付けるものと考えられる.

。
。

o

o

G》

4
4

内

4

(E
。“。、且
P
ヒ三一
E
¥
O
E
C
}
o
t
s
a
コ+
V
A

金活性

底割活性

普遍担括性

ー-<>-

ーー也F一
一-{トー

z 。
0 
!5. 0.3 
0> 
E 
E 
E 

102 
斜
時E

301 
t 
ト
〈

￥ 
d 
z 0.0 

0 

0.4 

5 

培養日数
7 6 5 4 
・10g(0岨 .bain濃度)

図3.グルタミン酸刺激による小脳穎粒細胞(培養
1 1 -1 3日間)のNaポンプ活性変化
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図2.小脳頼粒細胞の培養に伴うNa，K・ATPase
活性変化
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233 ヒトグルタミン酸トランスポーターに対する
2・・(carboxycyclopropyl)glycineの作用
山下拓史張玉祥川上秀史中村重信

(広島大学医学部第三内科)

〔要約〕

ヒトグルタミン酸トランスポーターのcDNAであるhGluT-1の遺伝子導入を行なったCOS7細胞を用い

て、 meta加 licglutamate receptorの選択的なアゴニストである2・(carboxycyclopropyl)glycine(CCG)を始

め各種薬物がグルタミン酸取り込みに与える影響を検討した。この細胞のKmは21μMで、高親和性であ

ることが示唆された。 CCGの(2R，1・R，2'R)isomerであるD-CCG-I、(2S，1・S，2'S)isomerであるL-GCG-Iは弱
いグルタミン酸取り込み阻害作用を認め、 (2S，1・S，2'R)isomerであるL-GCG-IIIおよび(2S，1'R，2'S)isomer
であるLCCG・IVは強いグルタミン酸取り込み阻害作用を認めた。また、ドーパミンD2アゴニストである

bromocriptineと、高親和性コ 1)ン取り込み促進作用を持つMKC-23111グルタミン酸取り込みに対し影響

を与えなかった。

〔目的〕

グルタミン殴系ニューロンにおいては、シナプス間隙からグルタミン酸を取り除くことは神経伝達に

おける基本的な過程である。この過程は、高親和性グルタミン酸トランスポーターによって行われる。

最近、 EACC1、GluT-1(GLASη、GLT・1の3種類のグルタミン酸トランスポーターのcDNAがクローニン

グされ、神経疾患の治療への応用が期待されている。今回我々は、ヒトグルタミン酸トランスポーター

のcDNAであるhGluT-1(1)の遺伝子導入を行なったCOS7細胞を用いて、薬理学的特性について検討した。

〔方法〕

1)遺伝子導入:hGluT-1をexpressinvector pcDNA31こ組み込み、 pcDNA3hGluT-1を作製した。 1x1 07の

COS7細胞をPBSIこ分散させ、 pcDNA3hGluT-1(20μg)を加え、 electroporationを行った。 DMEMIこ

10%(v/v)牛胎児血清を加えた培地で3日間培養した後、実験に供した。

2)グルタミン酸取り込みの薬理学的解析:hGluT-1の遺伝子導入を行ったCOS7細胞をし['H]glutamic

acid(50nM、1mCi!ml)と伴lこPBS中で、 37
0

Cで15分間incubateし、細胞に取り込まれたL-['H]glutamic 

acid の放射活性を測定した。 Nafree PBSを用いて同様の実験を行ない、差を実際の取り込みとした。

Eadie-Hofstee plotlこ基づく Michaelis定数(Km)と最大速度(Vmax)を求めた。また、 L-glutamate、L-

aspa同ate、D-aspartateおよUDL・threo-β-hydroxyaspartate(THA)、dihydrokainate(DH問、 L-a-

aminoadipate(AAD)のグルタミン殴取り込み阻害作用を調べた。

3) 2-(ca巾oxycyclopropyl)glycine(CCG)のグルタミン酸取り込みに対する作用:グルタミン酸のアナログ

CCGの(2R，1・R，2・R)isomerであるD-GCG-I、(2S，1・S，2・S)isomerであるL・CCG-I、(2S，1・S，2・R)isomerである
L-GCG-IIIおよび(2S，1・R，2'S)isomerであるLCCG-IVのグルタミン酸取り込みに対する影響を検討した。ま
た、 bromocriptineと2・(2・oxopyrrolidin・1-yl)-n-(2，3-dimethyl-5，6，7，8-tetrahydrofuro [2，3-b]quinolin-4-

yl)acetoamide (MKC-231)のグルタミン酸取り込みに対する影響検討した。

〔結果〕

1) hGluT-1の遺伝子導入を行なったCOS7細胞のKml121μM、Vmax11228pmol/mg protein/minであった

(図1)0THA1180%以上の強い取り込み阻害作用を認め、 AADでは弱い取り込み阻害作用を認めた(図2)。

2) D-CCG-IとL-GCG・11110μMの濃度で程度のグルタミン酸取り込み阻害作用を認めた。しCCG-IIIおよび

LCCG-IVI110 μMで強いグルタミン酸取り込み阻害作用を認めた(表1)。

3) bromocriptineは10.~1 04Mの濃度でグルタミン滋取り込みに対する作用は認めなかった(表1)。

4) MKC・231は1O.~1 O"Mの濃度でグルタミン殴取り込みに対する作用は認めなかった(表1)。
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表1.2・(carboxycyclopropyl}glycine(CCG)、bromocriptine、MKC・231

のグルタミン酸取り込みに対する影響

L・CCG-III

L-CCG-IV 

〔考察〕

今回我々は、 hGluT-1を発現させたCOS7細胞を用いて、 CCGsを始め各種薬物がグルタミン酸取り込

みに与える影響を検討した。この細胞におけるKmは21μMで、 Xenopusoocytes(こ発現させたhGluT-1

のKm(78.4μM)(1}と比べて小さいことから、より親和性が高いことが示唆された。

CCGsは、グルタミン酸のアナログであり(2)、8種類のisomerが存在する(3}0CCGsのうちL・CCG・|とし

CCG-II はmetabolicglutamate receptor(mGluR)の選択的なアゴニストで、 mGluRを介して作用することが

知られている(4)0L・CCG-1I1およびL・CCG-IVはNMOAレセプターを介した脱分極作用を持ち、 L・CCG-IIIは

脱分極を介して強力なグルタミン酸取り込み阻害作用を示すことが報告されている(2)。今回我々はCCGs

のグルタミン酸取り込みに対する影響を検討したところ、 O-CCG-IとL-CCG-Iの取り込み阻害作用は弱く、

L・CCG-IIIおよびLCCG-IVの取り込み阻害作用は強かった。この結果はラット小脳のシナプトソームを用い

た結果(5)と一致していた。 bromocriptineはdopamine02アゴニストとしての作用の他に、シナプス小胞

へのグルタミン酸取り込みを促進することが知られている(6)。今回我々はbromocriptineのグルタミン酸

取り込みに対する作用を検討したが、 10"-1 O~Mの濃度でグルタミン酸取り込みに対する促進作用や抑

制作用は認められなかった。 MKC・231はラット海馬シナプトソームにおいて高親和性コリン取り込み促

進作用を持つが、 10"-10~Mの濃度でグルタミン殴取り込みに対する有意な作用は認められなかった。

文献 1) Kawakami， H.， et al.， (1994) Biochem. Biophys. Res. Comm. 199， 171-176. 

2) Shinozaki， H.， et al.， (1989) Br. J. Pharmacol. 98，1213-1224. 
3) Shimamoto， K.， et al.，: (1991) J. Org. Chem. 56， 4167-4176. 
4) IShida， M.， et al.，: (1990) Brain Res. 537， 311-314. 
5) Robinson， M. B.， et al.，: (1993) J. Neurochem. 60， 167-179. 
6) Carlson， M. D.， et al.，: (1989) J. Neurochem. 53， 1889-1894. 
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234 うット海J馬における7・アミノ臓によるグ)げミン搬出調節機構

〔要約〕

土田晃敬、田中佐知子、木内祐二¥小口勝司¥吉田武美

(昭和大・薬・毒物学、*医・第一薬理学)

ラット海馬におけるグルタミン酸 (Glu)作動性神経のシナプス終末からの Glu放出調節に

およぼす 7一アミノ酪酸 (GABA)神経系の関与について invivoブレインマイクロダイアリシス法

を用いて検討を行った。 100mM KClの濯流は透析回収液中の Glu濃度を基礎濃度の約 3.5倍に増加

させた。 1mM GABAおよび GABAB受容体の特異的 agonistである加clofen(1 mM)の前処置はこの

高カリウム刺激による Glu濃度増加を有意に減少させた。以上の結果からラット海馬における Glu

放出には GABA神経系の調節機構が存在し、特に GABAB受容体の関与が示唆された。

【目的】 Gluは、中枢神経系において主要な興奮性神経伝達物質であり、海馬において記憶や学習に

関与していると考えられている LTP(長期増強)を誘発することが知られており、また虚血性神経細

胞死や窪筆発作などの一因としても注目されている。一方、印刷は抑制性神経伝達物質であり、その

受容体はクロライドイオンチャンネルと複合体を形成している GABAA 受容体と、 GTP結合蛋白質と共

役してカリウム及びカルシウムイオンチャンネルに作用する GABAB受容体の 2つのサブタイプが存

在する。 GABA受容体はシナプス後膜だけでなくシナプス終末部にも存在し、オートレセプターとして

機能するとともに他の神経伝達物質の放出調節も行うことがラット脳海馬細胞ω 、小脳頼事卦回臨 (2)

および大脳皮質シナプトソーム (3)を用いた invitroの系で報告されている。しかしながらinvivo 

の系での印刷と他の神経終末聞の相互作用についての検討は少ないそこで本研究では、 invivoブ

レインマイクロダイアリシス法を用いてラット脳海馬における Glu作動性神経からの Glu放出に対

する印刷による調節機構について検討を行った。

【実験方法】実験動物には Wistar系雄性ラット(体重 200-250g)を用いぺントパjレピタール麻酔下

頭蓋骨を固定し歯科用ドリルで穴を開け、海馬内 CBregmaより A4.5. L 4.7. V 4.7皿)にガイド

カニュ レを挿入固定した。手術 3日後、透析プロープ(膜長 2阻 Eicom社製)を挿入し、その

翌日に無麻酔無拘束下に濯流実験を行った。 リンゲル液を 2μl/minの流速であらかじめ 2時間

以上濯流した後、 20分毎に透析液を回収した。基礎濃度測定のために 100分間サンプリングした後、

薬物を溶解させたリンゲル液を 20分間、次に 100mM KClを含むリンゲル液を 20分間濯流した。

透析回収液中のアミノ酸謹度は o-phthalaldehydeで誘導体化し HPLC-蛍光検出器を用いて測定した

【結果および考察】ラット海馬透析回収液中の Glu護度は、高カリウム刺激により基礎濃度の約 3.5 

倍に増加し脱分極刺激により Gluの放出増加が生じることが示された。 1mM GABA前処置は高カリウ

ム刺激による Glu濃度増加を有意に抑制したCFig.1)。この GABAによる Glu放出調節機構が GABAA

および GABAB受容体のいずれのサプタイプの関与によるものかを明かにするため、 GABAA 受容体

agonistの muscimolおよび GABAB受容体 agonistの baclofenを用いて更に検討を行った。高カ

リウム刺激前に 1mM凶clofenを処置したところ、高カリウム刺激による Glu放出増加を完全に阻
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害し、更に、 Glu濃度を基礎謹度の閲覧まで減少させた (Fig.2)。これは baclofenによる神経終

末部の電位依存性カルシウムチャンネルの抑制により Gluの基礎放出の減少が生じたものと考えられ

る。一方 1mMmuscimol前処置では基礎謹度を一過性に減少させたが高カリウム刺激による Glu放出

噌加が生じた(Fig.2)。この結果から、脱分極刺激による Glu放出増加に対する GABAの抑制作用

に GABAA 受容体か直接関与している可能性は低L、と考えられる。以上の結果から、ラット脳海馬にお

いては印刷による Glu放出調節機構が存在し、特に GABAB受容体がその放出調節に関与している

ことが示唆された。またデータには示さなかったがナトリウムチャンネル賦活剤である veratridine

の Glu放出に対する効果を検討したところ、 o.05 mM veratridineは Glu放出を増加させ、この増
加は 1mM GABA前処置により抑制された。 この結果も、 GABA受容体を介した Glu放出調節機構が

働いている可能性を示唆している。現在更に veratridine刺激による Glu放出に対する GABA受容

体各サブタイプの agonistの作用を検討中である。
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(1) Scanziani.M. et al (1992) Neuron. 9. 919-927 

(2) Travagli.R. A. et al (1991) J. Pharmacol. Exp. Ther. 258. 903-909 

(3) Pen~ M. et al (1993) Brain Res. 604. 325-330 
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NMDA誘発細胞外タウリンとドーパミン濃度増加機構

紘一

の相違

菅原恵、芝軒信次、石川

(日本大学・医学部・薬理)
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〔要約〕

興奮性アミノ酸の細胞外神経伝達物質(アミノ酸およびドーパミン:DA)濃度におよほす影響を

脳内微小透析法により調べた。 N-メチル・0・アスパラギン酸 (NMDA)の脳内局所投与 (0.03・10mM  

10 min)により、アミノ酸(アスパラギン酸:ASP 、グルタミン酸:GLUおよびタウリン TAU)

および DA濃度は用量依存的に上昇した。 TAUは低濃度のNMDA(0.03 mM)適用においても有意な

増加が認められたが、 ASP、GLUあるいは DAは高濃度の NMDA(1 mM以上}適用によってのみ有

意な増加が観察された。 NMDA(1α3  mM)の持続適用により、上記アミノ酸および DAの持続的

な遊離増加が認められた。 NMDA持続適用 1時間以降において脱感作反応が DA遊離において強く

観察された。 NMDA(1 mM)持続適用によるアミノ酸および DA地加作用は作用は、 APる (1mM] 

の存在下で措抗された。一方、 DNQX(0.1 mM)の存在下において DA矯加作用は強く抑制されたが

TAU増加作用は全く影響されなかった。以上の結果より、 TAU濃度は NMDA投与に対し、 DAに

比し高感受性を示すことカ巾月らかになった。また、高濃度 NMDAによる DA遊離促進が内因性σ:
GLU酸遊離増加を伴い、非 NMDA受容体の活性化を介して引き起こされる可能性が示唆されたo

脳内細胞外アミノ酸(とくに TAU)およびドーパミン濃度が、外国性興奮性アミノ酸 (NMDA)の

脳内局所投与により増加することカf知られている(1，3，4)。ラット線条体細胞外タウリン濃度は

NMDAの全身投与 (10mg/kg， i.p.)により、 NMDA受容体の活性化を介して有意に増加する (1)。

しかしながら、線条体 DA濃度は NMDAの全身投与(10・印 mg/kg，i.p.)より著明な変動を認めなか

った。これらの事実は、 NMDA投与によるタウリンとドーパミン遊離増加機序あるいは NMDAに

対する反応性(感受性)が異なることを示唆する。このことを明かにするために、用量-反応相関お

よび NMDAの作用機構を検討した。
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[実験方法]

実験には Wistar系雄性ラット(体重 300-

350 g) を用いた。ベン卜パルビタール麻酔下、

Paxinos & Watson (2)の脳図譜に従って、透析

プローブ用ガイドカニューレ (Eicom)を線条体

に植え込んだ。術後 72時間以上経過後、透析

用プローγ(Eicom) を挿入、装着した。無麻

酔・無拘束下、リンゲル液 (147mM  NaCI， 4.0 

mM  KCI & 2.4 mM  CaCI2)により、プローブを

2μI/minの速度で濃流した。アミノ酸濃度はプ

ローブから得られた潅流液を 20分毎に採取し、

0・フタルアルデヒドと縮合反応させた後、電気

化学検出器付き高速液体クロマトグラフィー

(HPLC-ECD)により測定した。 ドーパミン関連

物質は淫流液をオートインジ.エクターのサンプ

ルループ内に直接採取し、 20分毎に HPLC-
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1000 ECDによりドーパミン関連物質 (DA.DOPAC 

およびHVA)を測定した。 TAU 
800 
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10 

図-2 グルタミン酸受容体遮断薬 (AP-5;.あるい
は DNQX;企)存在下あるいは非存在下 (e)におけ
るNMDA持続適用による細胞外アミノ酸および DA
の変動
NMDA (1 mM)は 41li'自のフラクシヨンより、プ
ロープを介して持続適用した。 AP-5(1 mM)および
DNQX (0.1 mM)は NMDA適用 60分前より i産流液中
に加えた。
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[実験結果および考察]

細臨外 TAU濃度の増加を引き起こす NMDA

(10・印 mglkg.i.p.)の全身投与を行ったところ、

DA濃度は著明な影響を受けなかった。しかし

ながら、 NMDA(0.0与10mM)の脳内局所投与

(10分間)により、用量依存的に細胞外アミノ酸

および DA濃度の上昇が認められた。 TAUに

おいては、低濃度の NMDA(>0.03 mM)によ

り有意な増加が観察されたが他のアミノ酸であ

るASPや GLU、あるいは DA濃度の有意な増

加は、高濃度の NMDA(>1 mM)適用の場合の

み認められた(図一1)。一方、 DAの代謝産物

である DOPACおよび HVAは用量依存的に減

少した。これらの結果は、 TAUとASP、GLU

あるいは DAの外国性 NMDA受容体興奮薬に

対する反応性(感受性)が異なることを示峻す

る。 NMDA(1 or 3 mM)の持続適用により、

ASP、GLU、TAUおよび DAの持続的増加が

認められたが、適用 1時間以降において DAの

増加作用に明らかな脱感作反応が認められた。

これらの NMDAによる増加作用は、 NMDA受

容体遮断薬である AP-5(1 mM)の存在下におい

て強く抑制された。一方、非 NMDA受容体遮

断薬である DNQX(0.1 mM)存在下においても

NMDAによる DA増加作用は、強く抑制が認

められたが、 TAUに対する NMDAの作用は全

く影響を受けなかった(図-2)。これらの結果

は、 NMDAによるアミノ百費(とくに TAU) と

DA の増加作用機構に差異が認められること、

および NMDAによるDAの増加機構に内因性

グルタミン酸遊離増加 (2)を介して引き起こさ

れる非 NMDA受容体の活性化が関与している

可能性が示唆された。

[引用文献]

1) Morari， M.， O'Connor， W.T.， Ungerstedt. U. and Fuxe， K. (1993) J. Neurochem. 60，1884-1893 
2) Paxinos， G. and Watson， C. (1982) The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates. Academic Press， 

New York 

3) Shibanoki， S.， Kogure， M.， Sugahara， M. and Ishikawa， K. (1993) J. Neurochem. 61， 1698・1704
4) Young， A. M. J. and Bradford H. F. (1991) J. Neurochem. 56， 1667-1683 



506 

236 ラット海馬におけるNMDA投与後のNO濃度の上昇

-NOマイクロセンサ一法を用いて一

横山秀克、平松緑、土橋宣昭*、森則夫*

山形県テクノポリス財団生物ラジカル研究所、福島県立医科大学*

〔要約〕

Malinskiらの原法に基づいて、 NOマイクロセンサーを製作した。ゐ:e¥t、て、ペントパルピタール麻酔 l'
で、ラットの右側海馬背似IJ音1¥1こNOマイクロセンサーを悦置した。術後2-4日後にNMDA20mg/kg(5m1/kg)

を腹腔内に投与し、 NO濃度を無麻酔知拘米ドで測定したところ、 NO濃度が若IYJに上昇した。しかし、

このNoiJ農度の上昇はNO合成酵素阻害剤であるN-monomethyl-L-arginineのiiii処置(30mg/kg，i.p.)により阻
止された。本研究から、 NMDAレセプター刺激により脳内のNO濃度が上昇すること、 NOマイクロセン

サーが脳内のNOの挙動を探るうえで有効な手段であること、が示唆された。

はじめに
一帯買ではNMDAレセプターが高創立に存在し(4)、U':JVJ!持強効*やてんかん現象に派く関与・している
(1)。近年、これらのNMDAレセプターの作川の一部がNOを介するものであることが|則らかにされた。
すなわち、 NMDAレセプターが興復すると、細胞内にカルシウムが流入し、 NO合成醇素(NOSlが活性化
される。そして、 NOSはアルギニンからシトルリンとNOを産生し、このNOが十111経伝達物質として脳の
機能を修飾したり制御していることが想定される(1)。

しかし、 NOの代謝は非常'に速く、その濃度変化を捉えることは極めて|羽銚である。この目的にかな
うものとして、わずかに化学発光法とl以光光!立法が主uられているが、 NOと共lこN02をも測定してしま
い、その選択性に問題があり(3刷、また感度も低い0 ・方、十分な!~度でNOを測定できるものに、ダ
ブルパルスアンペロメトリー法がある。これはNOの酸化電iilt1lfiを計測するものである。しかし、 NOと
N02・の酸化電位が近接しているため、この方法もNOとNOzを区別できない(5)。しかし、最近Malinskiら
(5)は!酌必部分にポルフィリンをi'!tWU[i{i-し、その衣Wiをナフイオンでコーティングした、 NOのみに選
択的に応答する電極を考-案した。本研究では、彼らが考案した方法に基づいてNOマイクロセンサーを
作製し、~麻酔~拘束下でNMDA投与後のラット海馬におけるNO濃度の変化を計測した。

五韮
Ma1inskiら(5)の原法に改良を加えてNOマイクロセンサーを作成した。まず、カーボンファイパー
(O 10μm)をテフロン溶液を用いて絶縁した。続いてエボキシ樹脂をmいて絶縁したカーボンファイパー
10本をガラス管(世 Imm)l1-]に N入し、その先端断而をM}f~ した(カーボンファイパー屯械)。そのカーボ
ンファイハー電極をO目lN NaOHを含むImMのNickelTetrakis (3・methoxy-4-hydroxy-phenyl) Porphyrin 
(Ni-TMHPP)溶液中においてサイクリックスキャンし、 Ni-TMHPPをカーボンファイパー電艇の断凶に般

化電解重合した。 Ni・TMHPPを fllfT した~ü.'W を 5%111級アルコールを合むナフイオン治ìr?iに泣Ìj'(し、)!Íi~I:吃
の後、 NOマイクロセンサーの作川極として使JIJした。 NOマイクロセンサーの刈似には白金総を、参!!((

極には~J{j塩化銀電極を HJ いた。
NOをリン酸緩衝液(pH7.4)に溶解し、この溶液にNOマイクロセンサーを反抗した。ダフ'ルパルスアン

ペロメトリー法(650mV 1600msec， 690m V 1200msec)により、各種NO濃度に対!必した触媒酸化電流値の検
量線を得た。以後、この検量線をもとに検出電流値よりNO波!立を算出した。
実験動物としてWistar系雄性ラット(200・250g)を用いた。ペントパルピタール麻酔f'(25mg/kg，i.p.)で、

定位的に右側海馬背側部に作用極を留置し、対極と参照極を対~!IJ半球の硬Jl良外に留置した。これらの動
物をA群(n=5)とB群(n=4)の2群に分けた。さて、 NOIはまけいれんに伴つて上昇する}可リ

て、 NMDAそのものの作用をみるためにsubconvulsivedoseのNMDAをmいる必要がある。そこで、予備
実験として、 NMDA20，40， 80mg/kgをラットの腹腔内に投与した。 NMDAは生坦!食塩水に溶解した。
20mglkgでは行動 Uこは仰の変化も観察されなかったが、 40mg/kg以上ではミオクローヌス、疾走発作13;
のてんかん症状が観察された。そこで、本研究では20mg/kgのNMDAをJIJいた。術後2向4日後に、 Attr，に
は生理食温水を5m11kg腹腔内に投与し、その30分後にNMDA20m同制5m11kg)をJJ皇陛内に投与した。また、
B群にはNOSの阻害斉IJであるN-monomethy 1-L-arginine(レNMMA)30mg/kg(5ml/kg)を投与-し、 30分後に
NMDA20mg/kg 

時迎食塩水、凶MMA、NM附ずかの薬物の-tx:.!c]Jがこもl問、な棚上の劣化はみら山ツfニ。



AL'lのいずれのラットでも、生阿武山木を投 Ij. した|時にはNoiA~J立には変化はみられなかった。しかし、
NMDAを投与すると約5分後より NO濃度が仁舛し始め、約20分後にはピークに述した(Fig.1A)。その後、
NO法度は次第lニド降し約50分後には投り.iIijのレベルにiべった。ピークI!;jのNOU知立はNMDA投与・iIijのレ

ベルより約1/1M.t..芥していた。.)j、BHYのラットでは、しNMMA投与後のNO地}Stには変化がみられ
ず、また、この処ittにより NMDM止なーによるNO決J止の 1:灯が令例て、jfiJfIiリされた(Fig.lB)。

考察
ー研究では、 Malinskiらの方法に準じてNOマイクロセンサーを作製した。そして、このマイクロセン

サーを用い、 subconvulsivedoseのNMDA投与後にラットの海馬でNOが上昇すること、また、このNoil波1農是

度の上昇.1は立NOSの|凶祖?害与剤であるLし-1

NMDA レセフプ.夕一の刺;激放により NOSカがf匂Y[i世性:.1イ化ヒされ、 NOがjlj'A二されるという~t:.化学:的事実(1)と一致する。
さて、本研究でJiJいたNOマイクロセンサーの特徴はN02の影響を除外してNOのみに選択的に)，l)答す

ることである(5)0L-NMMAの!日j処置により、 NMDA投Ij_後のNO上昇が完全に抑制されたという事実は、

このようなNOマイクロセンサーの特異性を}j.(1映しているものとJ号えられる。もし、 NOマイクロセンサ}

がNO以外の物質にも応答するなら、このような完全jfiJililJが起こることは考えられない。 NOマイクロセ

ンサーのもうひとつの特徴は、その向い!岱}Stにある。屯気化学的手法で、NOu:Mtを表。』するからである。

事実、本研究ではsubconvulsive doseのNMDAにト分)，必才干した。いずれにしても、本iiJf究の結果から、

NOマイクロセンサーは脳内のNOの挙動を里I1解する上で優れた手法であることが示された。そして、本

センサーにより NMDAがNOの産生を促すという直抜|切なRIIJ処がれ;られた。
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~ごうき表を承認された会員外共同研究者、 lLI JI~\ri~ テクノポリスJli 凶・古村哲彦氏、東北大工学部・内問
勇氏、末永智一氏、 Mf!百奈保子氏、|五j薬学部・小林長夫氏に!感謝します。
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237 培養ウシ副腎クロム親和細胞からの一酸化

窒素刺激によるカテコールアミン遊離
李憲、竹内宏

(岐阜大・医・第一生理)

〔要約〕副腎髄質クロム親和細胞におけるカテコールアミン遊離機構に対する一酸化窒素 (NO)の影

響を明らかにするために、培養ウシ劃腎クロム親和細胞からのカテコールアミン遊離および細胞内カル

シウム濃度に対するNOの影響を検討した。種々の濃度のニトロプルシッド (SNP)およびL-Arginine

刺激により著明なカテコールアミン遊離が生じた。一方、 Arginine誘導体で細胞を刺激しても、カテ

コールアミン遊離は生じなかった。しかしながら、 L-Arginine刺激により誘発されたカテコールアミン

遊離は、これらのArginine誘導体により、著明に抑制された。また、 SNPあるし、はしArginine刺激に対

して細胞内カルシウム濃度は変化しなかった。これらの結果から、 L・Arginineを基質として生成される

NOにより劃腎クロム親和細胞からカテコールアミン遊離が生じること、また、このカテコールアミン

遊離の調節には細胞内カルシウム誠節機構は関与していないことが示唆された。すなわち、副腎クロム

親和細胞はNOの標的細胞であり、 NO刺激によりカテコールアミン遊離が生じることが明らかとなった。

[目的]最近、生体内において、 NOが神経伝達物質として作用する可能性が示唆されている。一方、

免疫組織学的にNO合成酵素 (ConstitutiveNO synthase， CNOS)は神経組織、および、血管内皮にの

み存在することが証明されており、神経組織においては、中枢のみならず、末梢神経系、特に、富IJ腎髄

質に多量に存在することが報告されている1)。しかしながら、副腎髄質におけるNOの機能、特に、直IJ

腎クロム親和細胞との関連については明らかにされていない。そこで、本研究においては、冨IJ腎クロム

親和細胞におけるカテコールアミン遊離機構に対するNOの影響を明らかにするために、培養ウシ副腎

クロム親和細胞を用いて、カテコールアミン遊離および細胞内カルシウム濃度に対するNOの影響を検

討した。

[方法] 培養副腎髄質クロム親和細砲の調整:定j去に従って、ウシ副腎髄質より髄質細胞を単

離した後、 3・8日培養した。カテコールアミン遊離の測定には単層培養細胞を、また、細胞内カルシウ

ム測定には浮遊培養細胞を用いた。

カテコールアミン遊離.カテコールアミン遊離実験を行う際、細胞を含むプレートを取り出し、培養

液を取り除いた後、プレートlこKrebs-HEPES液を加え、 10分間プレインキュベーションを行った。そ

の後、溶液中に種々の濃度のSNP、または、しArginineを加えて細胞を刺激した。 Krebs-HEPES液中

および細胞内のカテコールアミン量は、高速液体クロマトグラフおよび電気化学検出器を用いて測定し

た。カテコールアミン遊離量は、刺激前に存在したカテコールアミン含有量に対する割合で表わした。

細胞内カルシウム濃度:細胞内カルシウム濃度の測定を行う際は、浮遊クロム親和細胞に、カルシウ

ム指示薬であるfura・2を負荷した。その後、 Krebs-HEPES液に細胞を再浮遊させた後、蛍光光度計を

用いて測定した。

[結果および考察] 本研究において、種々の濃度のSNP刺激により著明なカテコールアミン遊離が

生じ、 30μM、10分間でプラトーに達した(図1) 0 SNPは、溶液中において、自発的にNOを遊離する

物質として知られているので、これらの結果は、 NO刺激により副腎クロム親和細胞からカテコールア

ミン遊離が生じることを示唆している。さらに、しArginine刺激に対する副腎クロム親和細胞の反応を

検討したところ、種々の濃度のL・Arginine刺激によっても、著明なカテコールアミン遊離が生じ、 100

μM、10分間で最太値に達した(図2)。一方、 Arginine誘導体であるしMonomethyl-arginine(L・

NMMA)やしNitro・arginine-methylester(NAME)で細胞を刺激しでも、カテコールアミン遊離は生
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じなかった(図2)。しかしながら、しArginine刺激により誘発されたカテコールアミン遊離は、これ

らのArginine誘導体により、著明に抑制された(図3)。近年、 Moncadaらのグループは、血管内皮や

神経組織において、 L-ArginineがしCitrullinelこ変換する際iこ、 NOSの触媒によりNOが生成されること

を琵明した2)，3)。このことから、本研究における、 L-Arginine刺激により誘発されるカテコールアミン
遊離は、 L-Arginineを基質として培養組胞中のNOSIこより生成されるNO刺激により生じていることが

明らかとなった。

本研究において、 SNPまたはしArginine刺激による細胞内カルシウム濃度の変化は見られなかった

(図4)。一般に、副腎クロム親和細胞に対するアゴニストとして知られる物質(アセチルコリン、ニコ

チン、高カリウム、ブラジキニン等)の刺激による細胞からのカテコールアミン遊離は、細胞内カルシ

ウム濃度の調節によることが知られている。しかしながら、現在の結果は、 NO刺激によるカテコール

アミン遊離には、細胞内カルシウム濃度調節機構は関与していないことを示唆している。現在このNO

刺激によるカテコールアミン遊離が、如何なる機構に依存するのかを検討中である。

以上、副腎クロム親和細胞は、 NOの標的細胞であり、 NO刺激によりカテコールアミン遊離が生じる

ことが明らかとなった。
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238 一酸化窒素による神経伝達物質遊離における

〔要約〕

Na+-Caz+交換系の関与
浅野省一，松田敏夫，田熊一般，馬場明道

(大阪大学・薬学部・薬理)

一酸化窒素(NO)産生薬であるsodiumnitroprusside(SNP)、cGMPの股透過性アナログであ

る8-Bromo-cGMPのラット脳切片、シナプトゾームNa+依存性Ca2+取り込みに対する作用を検

討した。 SNP、8-bromo-cGMPにより Ca2+取り込みの有意な促進が見られた。又、ラット線状

体invivo microdialysisの実験において、 SNP局所投与により細胞外セロトニン(5-IIT)量が

増大することが示された。この5-IIT遊離作用はNa+ーCa2+交換系の阻害薬3.4-dichlorobenza-

milの存在により抑制lされた。これらの成紡はNOによる神経伝達物質の遊離にNa+-Ca2+交換

系が関与していることを示唆する。

【目的】

NOは神経伝達物質としてLTP、LDPに関与していることが知られている(1.2)。また、脳切)，、

in vivo microdialysisiまでの検討でNOが神経伝達物質を遊離させるという報告(3.4)がある。-，

方Na+ーCa2+交換系は細胞内外のNa+濃度勾配によりCa2+を輸送し、細胞内Ca2 +濃度調節に関与す

;る重要な膜蛋白である。本研究ではNOの神経伝達物質遊離作用におけるNa+ーCa2+交換系の関与を

|明らかにするため、 NOのt111経標品Na+ーCa2+交換系に対する作用と、 NOの5-IIT遊離作用に対する

iNa+-Ca2+交換系阻害薬の作用について検討した。

【方法】

実験にはWistar系雄性ラット (100-350g)を用い、 Na+一Ca2+交換活性は既報の方法(5)に従

って測定した。すなわち、脳切片、シナプトゾームにおいてはモネンシン存在下の“Ca2+取

り込みを、シナプス膜小胞においては160mMNa+て'平衡化した小胞へのNa+一free条件下での

45Ca2+取り込みを検討することで行った。 Invivo microdialysisは抱水クロラール麻酔下

でガイドカニューラを埋め込み、 1日後に透析プロープを線条休に差し込み、無拘束無麻酔

下でリンゲル液を潅流し、濯流液中の5-IIT量をIIPLC-ECDにて測定した。薬物はリンゲル液に

溶解して濯流することで投与した。

【結果及び考察】

脳切片、シナプトゾームにおいてNO産生薬であるSNPはNa+イオノフォアであるモネンシン

非存在下のCa2+流入に影響を与えなかったが、モネンシン存在下のCa2+流入を著明に増加さ

せた。またこの作用はSNPの用量に依存的であり、 10μM以上で有意に増加していた(図1)。

このSNPの作用はNOをトラップして不活性化するヘモグロビン50μMによって消失した。 SNP

はNOを産生するが、そのNOのターゲットのーっとして細胞内可溶性グアニル酸シクラーゼが

考えられる。 Na+依存性のCa2+取り込みは8-sr-cGMPによっても榊加したが、 SNPのcarricr
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シナプトゾームでみらcompoundて‘あるフェリシアンイオンによっては影響を受けなかった。

れるSNPによるCa2+取り込みの増加の詳細な機構を解明するため細胞質分画を除去したシナ

シナプス膜小胞において8-Br-cGMPはNa+依存性Ca2 +流入

を増加させたがSNPは作用しなかった(図2)。以上のことより NOがcGMPを介してNa+ーCa2 +交換

プス膜小胞を用いた検討を行った。

系を活性化することが示された。阻害薬を用いた実験からシナプス膜小胞でのcGMPの作用に

はcGMP依存性蛋白燐酸化酵素は関与していないことが考えられた。図3はinvivo microdia-

v 

、ーlysisの成績を示している。 SNPClOOμM)局所投与により細胞外5-IIT濃度の上昇がみられ、

の作用はNa+一Ca2 +交換系の阻害薬である3，4-dichlorobenzamilにより抑制された。以上の成

績は、 NOによる神経伝達物質の遊離にNa + -Ca 2 +交換系が関与していることを示唆している。
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安藤正人・立芸廷族・楠戸正子・永田 豊 (藤田保健衛生大・医・生理)

[要約]交感神経節(SCG)を白鼠上頚部より摘出して生理溶液中で好気的条件下でインキュベーションを行
い、組織内一酸化窒素(NO)発生に依存した環状GMP(cGMP)生成系におよぼすムスカリン性受容体アゴニス
ト(カルパコール:Carb)刺激の効果を検索した。①cGMPの分解を抑制するIBMXを溶液中に添加した条件で、
Carb(100μM)を作用させると、著明なSCG内cGMP生成の増大(109.8pmoles/mg protein;8. 7倍)が示された。
この節内cGMP生成の最大効果は、 Carb添加後2分から5分迄の極めて短時間以内に認められた。次に、 NO合
成酵素 (NOS) を特異的に阻害する~・monomethyl-L-arginine(L-NMMA ， 50μM)をCarbと共に溶液中に添加
(5分間)すると、 CarbによるSCG内cGMP生成の増大効果は約1/4以下に抑制された。このことは、 SCGニュー
ロン膜上のムスカリン性受容体をCarb刺激することで、明かにSCG内のL-arginineを前駆物質として発生
した NOが guanylatecyclaseを活性化する結果、 cGMP生成の増大が引き起こされたものと理解された。
②Carb(100μM)刺激依存性にSCG組織内で発生するNOを、 hemoglobin(20μM)を添加して、組織間隙中で
特異的に捕捉・無効化すると、このcGMP生成促進効果は l分以内に速やかに消失した。従って、 NO伝達体
の大部分はその発生部位から--~細胞外液に拡散した後、再び同一あるいは隣接ニューロン内ヘ移行して、
cGMP生成系を元進している可能性が推測された。 ③Carb刺激て。増大した節内cGMPレベルは、 superoxide
dismutase (30 U/ml)を共存させても有意な変動は見られなかった。しかし、 NOS酵素の活性発現部位のリ
ン酸化を促進するCa2+依存'性リン酸化酵素の活性化剤(フォルボールエステル、 lμM)の存在下では、 cGMP
生成量は約60克に迄低下した。④非手術神経節標本で認められる Carb刺激によるNO依存性cGMP生成促進効
果は、予め節前神経切断後1週間経過したSCG標本でも保持されていた。しかし、節後軸索切断手術を施し
て(1週間)ニューロンの逆行性変性・脱落とグリア細胞の増殖を来たした標本では、 Carb刺激による cGMP
レベルの上昇効果は完全に失われた。従って、 Carb刺激に応答してSCG内で NO依存性にcGMP生成系を促進
する一連の反応過程は、グリア細胞群ではなく交感性ニューロンに限局した現象であることが明確となっ
た。

[序]白鼠上頭部交感神経節(SCG)標本は、 コリン作動性の節前神経末端と節後交感性ニューロンとがシナ
プス結合し、その周囲をグリア細胞が豊富に取り囲む比較的単純な組織である。節前神経末端に電気刺激
(10 Hz)を与えると、節後神経細胞内で環状GMP(cGMP)量が急速(数分以内)かつ著明に増大(約4.4倍)する
ことを認めている。この促進効果はムスカリン'性桔抗剤のatropineの添加で有意に抑制されることから、
SCG内のコリン作動性神経伝達過程ではムスカリン性受容体と共役した cGMP生成系の存在が明かとなって
いる(1)。 一方、神経芽細胞腫の培養系で、レarginine(L-Arg)を前駆物質としてー酸化窒素(NO)合成酵
素 (NOS)の触媒作用で発生する聞が、可溶性guanylatecyclase(GC)を活性化して細胞内cGMPの生成量を促
進する知見が報告されている (3)。そこで今回は、ムスカリン性アゴニストのカルパコール(Carb)を添加
した生理溶液中でSCGを好気的にインキュベーションして、組織内で生成されるcGMP生成量から、 NO依存
性のcGMP生成系を検討した。 さらに、 SCG標本の節前神経切断手術を行い節前神経末端の変性を生じさせ
た標本、あるいは節後神経軸索の切断手術により逆行性に SCG内ニューロンの変性・脱落とグリア細胞の
反応性増殖を来たした標本を用いて同様に比較実験を行い、 Carb刺激によるNO依存性cGMP生成系が神経細
胞体あるいはグリア細胞の何れの細胞成分で発現しているのか検証した。

[実験方法]① Wistar系成熟白鼠を用い、 pentobarbital麻酔下に、既報(1)に従いー側のSCGの節前神経
を切断(denervation)し、反対側神経節の節後神経軸索を頭蓋内に入る直前で切断(axotomy)した。術後 1
週間経過した白鼠より、 urethane麻酔下に両側のSCGを摘出し、以下のインキュベーション実験に供した。
②生理溶液中に薬剤を添加した条件下でインキュベートしたSCG標本内cGMP生成量は、 Honmaら(2)の高感
度RIA法により定量した。

[実験成績と考察]①也生劉盤巳よ豆~çG内NO依存性cGMf生盛丞 cGMPの分解を抑制する 3-isobutyl-1 ・met­
hy lxanthine (IBMX， 0.5 mM)を含む生理溶液中にCarbを種々の濃度で添加し、好気的条件下(37"C)でイン
キュベーション (5分間)を行うと10μMから濃度依存性にSCG内cGMP生成の増大が見られ、 100μM 濃度で
109.8 pmoles/mg protein(約8.7倍)の最大値に達した。さらに、 Carb添加濃度を上昇 (~lmM) させると節
内cGMP生成量は逆に減少した。次に、 NOSを特異的に阻害するNG-monomethyl-L-arginine(L-NMMA，50μM) 
をCarbと共に溶液中に添加すると、 CarbによるSCG内cGMP生成の著明な増大効果は約1/4以下に抑制された。
このことから、 SCGニューロン膜上のムスカリン性受容体をCarb刺激することにより、 SCG内の内因性 L-
Arg基質から NOSの触媒反応で発生した聞がGCを活性化する結果、 cGMP生成の増大が引き起こされたもの



と理解された。②Carb刺激で神経細胞内で発生するNOの組織内伝達経路とその調節: 図lに示すように、
生理溶液中ヘCarb(100μM) を添加してインキュベー卜すると、添加後15秒以降からSCG内cGMP量の増加が
見られ、この上昇は2~5分で最大レベルに達した。 Hemoglobin(Hb)のヘム部分は細胞膜を通過することは
出来ないが、細胞外間隙に拡散するNOを捕捉・無効化する作用が知られている (5)。そこで、 Hb(20μM)を
溶液中に添加すると、 Carb刺激による節内cGMP生成促進効果は 30秒~1分以内に急速に消失するのが示さ
れた。この結果から、細胞内で発生したNOの大部分はその発生部位から~B細胞外液に拡散した後、再び
隣接した同種ニューロン内ヘ速やかに移行して、そこでGCを活性化してcGMP生成系を克進している可能性
が推測された。一般に、生体組織中で発生するNOは活性酸素と反応して活性型N02に代謝されるが、この

時superoxid巴 dismutase(SOD)のscavenger作用を受ける可能性が指摘されている。そこで、溶液中ヘ SOD
(30U/ml)を添加すると、 Carb刺激で増大するcGMPレベルはやや低下する傾向が示されたが有意な変動では
なかった。このように、神経伝達刺激によって神経細胞内で発生したNOが活性酸素消去系によって積極的
な調節を受けている可能性は否定的であった。培養した鼠神経芽細胞腫のニューロン内では、 Ca2+依存性
リン酸化酵素(PKC)がNOS酵素の活性発現部位をリン酸化してNOSの失活をもたらす結果、 NO発生量が減少
することが報告されている(4)。今回、 PKCの活性化剤であるフォルボールエステル (TPA、lμM)を Carbと
共にSCG'こ作用させると、 cGMP生成の上昇効果は約60克に迄抑制された。 一方、溶液中にトリフルオペラ
ジン (TFP、10μg/ml)を添加してcalmodulinの作用を阻害した条件では、 Carbによる節内cGMP生成の促
進効果には殆ど影響が見られなかった。 つまり、 PKCがCarb刺激に依存した間発生量を抑制的に制御して
いる可能性が推定された。 ③白出現雌ιよ盈担E白血盤亙:佳ε盟里生成系の細胞局在:図2に示すように、
Carb刺激によるc側P生成促進の効果は、 予めdenervationを行い神経末端のワーラ一変性を生じさせた標
本では、約1/2以下に低下するのが認められた。 さらに、 L-NMMAあるいはHbをCarbと共に作用させた時に
は、 Carb刺激により増大したSCG内cGMPレベルは何れも有意に抑制(約1/6)された。 一方、 axoto町を施し
て交感性神経細胞の逆行性変性・脱落とグリア細胞の増殖を来たした SCG標本にCarbを添加して刺激しで
も、 節内cGMP生成量の有意な上昇効果は認められなかった。また、 CarbとレNMMAあるいはHbを同時に添
加しても、 axotomizedSCG標本のcGMP生成への変動効果は全く見られなかった。この成績から、 SCG内に

はムスカリン性コリン作動性受容体を介して細胞内で発生した NOが、 容易に細胞間隙に拡散し再び向ー
のあるいは近接する同種細胞内に移行して、速やかにcGMP生成系を充進する一連の過程が存在するが、こ
の機能代謝系は神経節内節前神経末端やグリア細胞で発現するのではなく、明かに交感性ニューロンに限
局していることが明確に示された。以上の検討から、 NOは神経細胞内あるいは神経細胞間での情報伝達体
として、生理的シナブpス伝達の過程で機能的な修飾作用を担っている可能性が強く推定された。
[謝辞]本研究の一部は、平成5年度文部省科学研究費(一般研究 05680685)の援助を受けて行われた。
[文献1(1) Ando et al. (1983) srrJl・nI?e.ぷ 267:313-321 (2) Honma et al. (1977) sjoc!Je.I8. 11M. 18:257 
-273 (3) Hu et al. (1993) J. Ne.uroc!Jel8. 61: 578-585 (4) Kanba et al. (1986) Eur. J. P!JarmacoJ. (5) Martin 
et al. (1985) J. P!Jarl8acoJ. Exp. T!Je.lて 232:708-716.

図1. Carb刺激によるSCG内cGMP生成の
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240 ラットシナプス画分のMAPキナーゼカスケード

〔要約〕

鈴木龍雄，野路久仁子

(名市大・第一生化学)

ラヅト脳から種々のシナプス画分を調製し、内在するMAPキナーゼ(MAPK)カスケードのコンポーネ

ントを調べた。 Westernblottingでは、すべての画分にMAPKおよびMAPKキナーゼ(MAPKK)が存在して

いた。シナプス後肥厚部(PSD)圏分以外では抗MAPK抗体に反応する2本のバンドがみられた。ぞれらは、

Extral叩lIularsignal-regulated kinase 1，2 (ERK1とERK2)と考えられた。 PSD圏分にはERK2のみが検出

された。 2種のRafタンパク質(Raf・1，B-Raf)及びRasタンパク質もシナプス画分に見いだされた。調べた

すべての圏分にMAPKの基質が存在していた。また、 seastar MAPK (p44mapk)はsoluble画分とP1画分

の基質を強くリン酸イじしたのに対して XenopusMAPK (ERK2タイプ)はPSD画分の基質を特に強くリン

酸化した。以上の結果を総合して考えると、 (1)シナプス、特にシナプス後側にも非神経細胞と同様な

MAPKカスケードが存在する。 (2)シナプス後側にはMAPKのうちERK2が存在し、シナプス特異的基質

のリン酸化を介して何らかのシナプス機能に関与していることが示唆された。

陣論l

MAPKは、種々の増殖刺激で活性イじさn.細胞の成長、分他、 トランスフォーメーシヨンや T細晦の活

性也、卵のfertilizationなどに中心的な役割lを果たしている。最近、脳にも、特に神経細胞の樹状突起に

MAPKが存在していること(1)，グルタミン酸刺激や電気刺激によるMAPKの活性化が報告されている(2)。

さらに、 MAPKカスケードを構成すると考えられている Rafキナーゼの存在も免疫電顧法によりシナプス

後部に局在すること(3)、長期増強の発現に伴う Raf免疫原性の増加(4)が報告されている。以上の報告は、

MAPKカスケードが1細胞増殖のシグナル伝達系以外にも、シナプスにおいて、神経伝達のモデユレーショ

ンに関係した機能を担っていることを示唆する。今回、我々はーシナプスにおける MAPKカスケードコン

ポーネント(Ras，Raf， MAPKK， MAPK)の局在を調べ、シナプス内のMAPIく基質の検索を行なった。

防法l

MAPKの精製〉シナプス間分の調製:活性型 Xenopus∞C~バeMAPKは西田栄介博士(京大)から供与を

受けた。 p44mapk( Sea Star )は UBIから購入した。 Soluble厨分、 P1， P2，シナプトソーム，シナプス膜

(SPM)， PSD画分は、 Wistarラットから既報(5)に従って調製した。

畠隼:抗MAPK抗体抗 MAPKKモノクローナル抗体は西田栄介博士(京大)から供与を受けた。抗

Raf-1抗体抗B-Raf抗体はUBIから、抗Ras(pan)抗体は Boehringer社から購入した。

MAPK基管の検索:各画分は6O"Cで20-30分間処理して内在性のキナーゼ活性を失活させた。いずれか

の MAPKと[y-32P1ATPを添加して25。広 60分間リン酸化反応を行なった後、 SDS-PAGEIオートラジオ

グラフィーによって基質を検出した。

蹄果]



Western blottingでは、調べたすべての画分にMAPKおよびMAPKKのバンドが検出された。 PSD画分

以外では抗MAPK抗体に反応する2本のバンドがみられた。ぞれらは、 ERK1とERK2(6)と考えられた。

PSD画分にはERK2のみが検出された。 Ralタンパク質は2種(Ral・1，B-Ral)ともPSD画分に見いだされ

た。 R酪蛋白質(2種)はシナプトソーム、 SPM画分に検出されたが， PSD画分中には検出されなかった。

PSD画分中では、 MAPKKとERK2は生後1週ではひじように少ないが生後3週に急速に増加しアダルト

のレベルに達した。シナプトソーム画分ではMAPKKとERK2はPSD函分と似た発育変イじを示すが、

ERK1は生後3週目以降減少した。それぞれの画分に精製したMAPKを加えて行った基質検索では、 sea

star MAPK (p44mapk)がsoluble画分とP1画分の基質を強くリン酸化したのに対して XenopusMAPK 

(ERK2とアミノ酸配列で97%のホモロジーを持つ)はPSD画分の基質を特に強くりン酸イじした。

陪論]

シナプスにおいても、細胞増殖のシグナル伝達系と同様の MAPKカスケード(ただしMAPKはERK2)が

存在し、シナプス特異的基質のリン酸イじを介して、何らかの神経伝達の修飾を行なっている可能性が示唆

された。
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PSD 画分のWesternblot 
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241 ラット脳ー酸化窒素合成酵素に対するアルカインの阻害作用

加太英明，横井功，浅原弘嗣ぺ森昭胤

(岡山大学・医・分子・神経情報*整形外科)

〔要約〕

海産の軟体動物や環形動物に含まれるグアニジノイじ合物であるアルカインの，ラット脳内ー酸佑

窒素合成酵素(NOS)活性に対する効果について検討した.その結果，アルカインは措抗型と非

措抗型の混合型で可逆的に NOS活性を阻害した.そのKi値は， 18.68 /1 Mであり，よく知られ

ている NOS阻害剤の Nω-monomethyl-L-arginineよりもやや弱い阻害効果を示した.従来報告

されている NOS活性阻害剤は，すべてArg分子中のグアニジノ基が修飾された構造を持つのに

対し，アルカインは，川立のグアニジノ基は修飾されていない.従ってアルカインは NOSのArg

結合部位の他学的性質及びー酸化窒素産生機構を調べるための有用な薬物であると考えられる.

生体内においてー酸化窒素(NO)はグアニジノ佑合物の 1つであるアルギニン(Arg)か

ら一酸佑窒素合成酵素 (NOS)により合成されるが，近年神経系におけるシグナルメッセンジャ

ーとして働き，シナプスの可塑性，神経細胞死に関与していることが報告されている (2). NO 

合成機構を解明する上で， NOSとArgの結合様式を決定する事は重要であり，そのためには様

々な構造をもっ阻害剤の開発が必要である.しかしながら従来開発された NOS阻害剤はすべて

Argのグアニジノ基が修飾された構造をしている (1).すでに我々は，グアニジノ基の修飾され

ていない化合物22種について NOS活性阻害作用を調べた結果， a-グアニジノグルタル酸およ

びアルカインがNOS活性阻害効果を持つことを報告している.そこで今回アルカインについて，

さらに詳しくその阻害様式を検討しKi値を求めた.

[実験方法]

ラットを断頭後直ちに脳を取り出し， 3倍量の緩衝液(pH.7.4， 20mM Tris-HC1， 2mM 

EDTA)でホモゲナイズした後， 21，0∞xgにて 20分間遠心分離しその上清を陽イオン交換カラム
(Dowex 50Wx8， Na + form)を通すことによりArgを除いた溶液を素酵素溶液とした.この素酵

素溶液60/11にCaCl2， NADPHはそれぞれ750/1Mおよび 1mM，アルカインは 20または 40/1

M， Argは 40/1M となるように加え， 37 'cにて 15分間インキユベイトし，生成した NO2-

+NO 3-を測定して NOS活性を求めた.

[結果]

今回用いた方法により測定したラット脳 NOS活性のKmおよび Vmaxはそれぞれ4.08:t 

0.18/1 M， 257:t 7.4pmol (NO 2 -+NO 3 -) formation /mg protein加血 (mean:tSEM， n=13)であっ

た.アルカインの阻害様式は措抗型と非括抗型の混合型で可逆的に NOS活性を阻害した.その
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Ki値は， 18.伺士2.0311Mであり日 -factorは3.86:!: 0.77(mean:!: SEM， n=13)であった.

[考察]

NOSは， Argのイミノ窒素を酸イじすることにより NOを生成すると報告されている.従来

報告されている NOS活性阻害剤は，すべてArg分子中のグアニジノ基が修飾された構造を持っ

ており，そのほとんどが NOS活性を括抗的に阻害することが報告されている (1).一方アルカ

インは，ブタンの両側にグアニジノ基の結合した構造をしており(Fig.1)，従ってω位のグアニジ

ノ基を残した構造をしている.その阻害様式は措抗型と非措抗型の混合型であり，可逆的に

NOS活性を阻害した (Fig.2).今回測定されたアルカインのKi値は 18.68:!: 2.03 J1. Mであり，こ

の阻害効果はよく知られている NOS阻害剤の Nω-monomethyl-L-argi泊neよりもやや弱い.

これら構造的特徴および阻害様式より，アルカインは NOSのArg結合部位の化学的性質及び

NO産生機構を調べるための有用な薬物であると考えられる.他方， Reynoldsは，アルカインは

シナプスにおける NMDA受容体におけるポリアミン結合部位の措抗阻害剤であると報告してい

る(3). NOSはNMDA受容体を介した Ca2+の流入により活性イじされ，それにより生成した NO

は神経細胞内外でシグナルメッセンジャーとして働き，シナプスの可塑性にも関与していると考

えられている (2).従って，アルカインは N加白A受容体に対しても， NOSに対しても阻害剤と

して働き，両者の構造的関連を示す物質としても興味深い.

HzN-C-NH-(CHz)4-NH-C-NHz 
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(1) Knowles RG.， Palacious M.， Palmer RMJ.， and Moncada S. (1990) Biochem J. 269， 207-210. 

(2)ぬ白血 C.(1992) FASEB J. 6， 3051-3064. 

(3) Reynolds IJ. (1990) Eur. J. Pharmacol. 177， 215-216. 
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242 老齢う 'j ト大脳踏にお~:tQ民-7ドレナiJン受容体刺激11
イノシトJ日Jン酸産生の変化

宮本 篤、木村永一、大鹿英世

(札幌医大・医・薬理)

〔要約〕

ラット大脳皮質における α アドレナリン受容体情報伝達機備の加齢に伴なう変化を検討した。

本研究では、 3 (若齢) . 6 (成熟)および 24 (老齢)か月齢の雄'性Wistar系ラットを使用し

た。大脳皮質スライス標本において非刺激下でのイノシトール三リン酸(1 P :3)量は、加齢に

伴ない上昇している傾向が認められた。ノルエピネフリン (NE)刺激による 1P:3産生は、 3

と6か月齢との間に変化は認められなかったが、 24か月齢での受容体刺激による産生量は 3な

いし 6か月齢との比較において有意に増加していた o 各月齢の大脳皮質より調製した膜標品にお

いて加齢に伴なう G蛋白質サブユニット (Giα. G 0 αGqα およびGs)量の変化を検討
したが、有意な差は認められなかった。大脳皮質膜標品において、 NE刺激による GTPase

活性は加齢に伴ない有意に上昇し、これらの活性上昇はプラゾシンの併用によりほぼ完全に阻止

された。このことから、老齢大脳皮質における αfアドレナリン受容体刺激性 1P:3産生量の増

加には、受容体-G蛋白質問の共役機構変化が関与している可能性が示唆された。
[緒言]

近年、細胞情報の受容と伝達の仕組みが精力的に研究され、これらの成果を基礎として神経伝

達機構が分子レベルで明らかにされつつあり、 N広義の老化H などは細胞情報受容伝達異常とし

て捉えうることが明らかになってきた(1 -9 )。標的細胞の受容情報伝達機構は、個体のホメ

オスタシスの維持に重要な因子である。神経系の中でも、カテコールアミンごとにノルエビネプ

リン (NE)作動系は、古くから覚醒・学習・記憶などに関与しており、アルツハイマー病の痛

態と関連していることを示唆する報告も多い。今回我々は、脳受容情報伝達機構の老化に伴なラ

変化をさらに検索する目的で、 αfアドレナリン受容体情報伝達系の共役機構について検討した。

[実験方法〕

実験には、若齢(3か月齢) .成熟(6か月齢)および老齢(2 4か月齢)雄'性Wistarラット

を使用した。ラットを断頭屠殺後すみやかに脳を摘出し、大脳皮質を氷上で分割した。直ちに既

報の方法(2 )でスライス標本および粗膜分画を調製した。スライス標本における 1P:3量の測
定は、既報の方法(4 )でかmyo-inositol1.4.5-trisphosphate [3slassay system (AmershamJ 

を用いて行なった。粗膜標品における G蛋白質サブユニット量の検討は、既報の方法(8 )で抗

G蛋白質抗体 (AS/7. GC/2. QL and SW/l)を用いWesternblot法で行なった。粗膜標品における

G蛋白質GTPase活性の測定は、既報の方法(4 )で [r守 92plGTPを用いて行なった。蛋白は、
BSAを標準としてLowry法で定量した。フィルムに転写したWesternblot法の結果は、 SoftLas~ 

Scanning Densitometerで解析した。

[実験結果および考察]

若齢，成熟および老齢ラット大脳皮質スライス標本における非刺激下およびNE刺激下(1分
間)での 1P:3産生の変化をFig. 11こ示す。 50μM  N E刺激による 1P:3産生は、若齢およ

び成熟(3および6か月齢)大脳皮質での産生量と比較し、老齢 (24か月齢)大脳皮質で有意

(pく0.05)に増加していた。しかし、非刺激下における 1P:3産生量は加齢に伴ない増加している

傾向は認められたものの有意な増加ではなかった。この結果は、大脳皮質αγアドレナリン受容

体情報伝達機構に老化変化が生じていることを示すと共に、我々のごれ迄の報告(門ninosito1 
ラベルによる [~linositol phosphates産生の老化による増加)と一致した。そこで、 Fig. 2で

は加齢に伴なう大脳皮質G蛋白質サブユニット量の変化を検討した。しかし、いずれの月齢にお

いても、 Giα(40/41 kDa). G 0 α(39 kDa). G qα(42 kDa)およびGs (35/36 kDa)サブユニ

ット量に有意な加齢変化は見出せなかった。ごれらの結果は、老化耳下腺細胞 (4)や老化心室
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筋 (8)での成績とー致しており、ホスホリバーゼC活性化の情報変換・増幅因子としてのG蛋

白質量は正常老化では変化しないことを示唆している。そこでFig. 3では、 αγ受容体-G蛋白

質問の共役機構を検討すべく、受容体刺激性の GTPase活性を検討した。 50 μM  N E 刺

激による GTPase活性化は、加齢に伴ない上昇していることが認められ、若齢での活性化と

比較し老齢大脳皮質で有意 (pく0.05)に上昇していた。以上の成績から、大脳皮質αfアドレナリ

ン受容体刺激性 1P :3産生の老化に伴なう増加は、 G蛋白質量の変化によるものではなく、その

受容体-G蛋白質問の共役機構変化が一部関与している可能性が示唆された。
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243コリン作動性神経終末におけるアセチルコリン放出の加齢変化

田中康一、安藤進

(東京都老人総合研究所・生体膜部門)

〔要約〕

中枢神経終末(シナプス)におけるコリンアセチル転移酵素(ChAT)活性とアセチルコリン(ACh)

合成及び放出の加齢変化について大脳皮質より調整したシナプトソームを用いて検討した。マウ

ス、ラットともChAT活性並びにACh合成量に加齢変化は認められなかった。一方、高カリウム刺

激によるACh放出はラット、マウスともに老齢で有意に低下していた。シナプトソーム内のACh

レベルに加齢変化はなく、放出されるAChの全AChに対する割合(%release)が低下していること

が明かとなった。これらの結果から、コリン作動性前シナプス機能力f低下するのはACh放出の低

下によるものと考えられた。

脳機能の加齢低下の要因としてコリン作動性神経系の機能低下が考えられている(3，7)。ヒト並

びにラットやマウスなどの実験動物を用いてコリン作動性神経機能の種々のパラメータ(コリン

作重加企ニュー口ン数、コリン取り込み、 ChAT活性、 ACh合成、 ACh放出、 ACh受容体)の加齢変

化について数多くの報告がなされている。しかしながら、それらの結果には一定の傾向が示され

ているとはいい難く脳機能の加齢低下の要因は未だに明かとなっていなし、。演者らは、脳機能の

加齢低下の原因はシナプスにあるとする「シナプス老化J(1)の観点から、シナプス機能の加齢変
化について神経化学的に検討している(2，7，8)。本研究ではラットとマウスという異なる穫の動物

から得た大脳皮質シナプス標品を用いてシナプスにおけるACh合成活性と放出について検討した。

実験方法

シナプトソームの調製:生後6か月齢と30か月齢のFischer344ラットおよび8か月齢と30か月齢

C57Bし/6マウスの大脳皮質部より Ficoll密度勾配遠心法(4)によりシナプトソームを調製した。

ChAT活性の測定:シナプトソームをTritonX-100を含む25mMリン酸緩衝(pH7.4)に懸濁し酵素液

とした。基質液 (2mM 塩化コリン、 0.2mM アセチルCoA、0.3M NaCI、20mM リン酸緩衝

液)を加え、 37"Cで30分間インキュベートした。過塩素酸を添加し反応を停止後、エチルホモコ

リン (EHC) を加え遠心した。遠心上清を固定化酵素カラムを接続した電気化学検出器付きの高

速液体ク口マ卜グラフ (HPLC-ECDシステム)に導入しACh量を測定した。

ACh合成量の測定:工ゼリンを含むKrebs-Ringer液にシナプ卜ソームを懸濁し、 37"Cで30分間イ

ンキュベートした。反応を過塩素酸添加によって停止し、既知量のEHCを加え遠心し、その上清

を試料とした。試料中のACh量をHPしC-ECDシステムで定量した。

ACh放出量の測定:シナプ卜ソームを37"C、30分間インキュベート後、氷冷し反応を停止した O

Kreb s-R in ger液でシナプ卜ソームを洗浄した後、再び同緩衝液に懸濁した。高濃度カリウムを含

むKrebs-同nger液を加え最終カリウム濃度を50mM(こ調整し、 37
0

C、5分間のインキュベーション

中に上清に放出されたACh量をHPLCモCDシステムにて測定した。

結果と考察

図1に示すように成熟と老齢動物のシナプトソームにおけるChAT活性には差が認められなかっ

た。図2にはシナプトソームにおけるACh合成量の加齢変化を示す。既に、神経終末におけるACh

合成量には加齢変化を認めないことを報告しているが、今回の実験においてラットのシナプトソ

ームにおいてもACh合成には加齢変化がないことか確かめられた。このようにChAT活性にもACh
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合成にも加齢変化はないことから、シナプス単位でみた場合はACh合成系は加齢による影響は受

けないものと考えられる。

50mMカリウム刺激によるシナプトソ ムからのACh放出の加齢変化を表に示す。高カリウム

刺激によるACh放出量は、マウスおよびラットともに老齢では成熟時に比べ約25%低下していた。

また、老齢においてシナプトソームに存在するACh量は減少していないにもかかわらず、シナプ

トソーム内の総ACh(こ対する高カリウム刺激で放出されるAChの割合 (%releae)が有意に低下し

ていることが明かとなった(表) 0 GibsonとPeterson(6)は、マウス脳切片を用いた実験において

ACh合成活性が老齢で著しく低下しており、老齢でのACh放出の低下はその合成活性が低下した

ためと結論づけている。しかしながら、本研究でACh合成活性および神経終末内のAChレベルに

は加齢変化が認められなかったことから、 ACh放出の低下は放出されるべきACh量の減少による

のではなく、放出機構そのもの障害によることが示唆された。以上の結果から、シナプスからの

ACh放出の低下が老齢におけるシナプス機能の低下の主たる要因であることが考えられた。
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におけるChAT活性

n % release 
ACh released 
with 50mM K 

Total ACh in 
synaptosomes 

(句pmoVmgp戸roωt.βmin)(pmol/mg prot.) 

3 17.5+0.1 34.5 + 1.0 197.5 + 5.9 Adult C57BL/6 

3 13.3 + 1.5** 24.9 + 4.2* 187.2 + 12.1 Aged mouse 

6 19.2+1.3 47.6 + 8.8 249.3 + 49.1 Adult Fischer 344 

6 

表

15.2 + 1.3** 

ACh放出マウスおよびラット脳シナプトソームからの高カリウム刺激による

¥p<O.05・**，p<O.03(two-tailed student t-test) 

35.2 + 4.0* 231.5 + 16.3 Aged rat 
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244 老齢ラット脳における一酸化窒素合成酵素含有

〔要約〕

神経細胞の減少

山田清文、野田幸裕、鍋島俊隆

(名古屋大学・医-医療薬学・薬剤部)

老化に伴う脳内の一酸化窒素合成酵素 (N0 S)含有神経細胞の変化につい
て検討するために、老齢および若齢ラット脳のNADPH-diaphorase(NADPH-d)染色およ

び脳内NOS活性の測定を行った。若齢ラットに比較して、老齢ラットのNADPH-d陽

性神経細胞数は線条体では約30%、大脳皮質では約 50%減少していた。画像解析

の結果、このNADPH-d陽性神経細胞数の減少は比較的大きな細胞の消失によることが

明らかとなった。老齢ラットの脳内NOS活性は、若齢ラットに比較して小脳におい

ては有意に低下していたが、大脳皮質、線条体および海馬では差は認められなかった。

以上の結果より、老齢ラットでは脳内におけるNOの産生能が変化していることが示

唆された。

〔緒言〕老化により学習記憶などの高次中粧機能が低下することはよく知られている。

加齢に伴う記憶障害にコリン作動性神経系の機能低下が関与していることが示唆され

ているが、老年期の記憶障害をこのコリン仮説のみで説明することは困難である。一

方、 NOはlong北 rmpotentiation、学習記憶あるいはグルタミン酸の神経毒性などに関与

する新しい情報伝達物質として注目されている(l、 2)。本研究では、加齢に伴う

高次中枢機能の低下にNOが関与しているかどうかを明らかにするために、老齢ラッ

ト脳のNOS含有利1経細胞の変化について検討した。

〔実験方法〕実験には、 Wistar系雄性老齢ラット (30ヵ月齢)および若齢ラット (3ヵ

月齢)を使用したo NADPH-d染色:脳を4%paraformaldehyde/PBSで固定後、 20μmの

凍結切片を作製し、これをs-NADPH(1 mg/ml)， nitro blue tetrazolium (0.5 mg/m1)， Triton 

X-100 (0.3%)を含む0.1M phosphate buffer (pH 7.2)中で2時間反応させた。 NADPH-d陽

性神経細胞数および細胞体の面積の測定は画像解析装置 (C.IMAGING SYSτEMS， 

Compix Inc.)を用いて行った。 NOS活性:脳をホモジナイズした後、 20，OOOxgで45分

間遠心分離し、その上清を粗酵素標品とした。 NOS活性の測定は、 L-[3H]arginineを

基質として産生される[3H]ci凶IIine量を定量することにより行った。

〔結果および考察〕大脳皮質および線条体にNADPH-dl'場性村'$母国胞は散在していたが、

海馬ではその数は非常に少なかった。若的ラットに比較して、老齢ラットのNADPH-d

陽性神経細胞数は線条体では約 30%、大脳皮質では約 50%減少していた。 Nissl染

色では若齢ラットと老齢ラットとのII'dに差はii忍められなかった(Table1)。画像解析の結

果、老齢ラットでは比較的大きなNADPH-d 防↑~U:III胞(> 50μm2)が減少していることが

明らかとなった(Fig.1)0 NADPH-d陽性神経細胞数の減少にもかかわらず、老齢ラット

の大脳皮質、線条体および海馬ではNOS活性に変化は認められなかったが、小脳で



は若齢ラットに比較してNOSi古性が有志に低下していた(Fig.2)。以上の結果より、

老齢ラットでは脳内のNOS含有利l経細胞が選択的に減少し、 NO産生能が変化して

いることが示唆された。

〔謝辞JNO S活性の測定にご協力していただきました名城大学薬学部微生物学教室
の杉原久義教授ならびに小森由美子助手に深謝いたします。
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(2) Chapman， P.F.， Atkins， C.M.， AlJen， M.T.， Haley， J.E. and Steinmetz， J.E. (1992) 

NeuroReport 3， 567-570. 
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245 s・アミロイドによる神経細胞死におけるアミロイド前駆体蛋白質
(A P P)の役割

高島明彦、 *LU口晴保、石黒幸¥佐藤一ー紀、星野歳三、野口かおり、今現11

和友(三菱化成生命研、*群馬大学医療短大)

一〔要約〕
フツド海馬初代培養細胞に0アミロイドを投与すると 24時間後に神経細胞死が観察される。この神経細

胞死は蛋白合成阻害剤、 RNA合成限害斉1)で阻止されることから能動的な細胞死であることが|珂らかになっ

た。仔アミロイド投与に対応して増大する議自質を抗体を用いて検索したところ、アミロイド IÌ柑r~イ'{，蛍 n

憤(APP)の顕著な増大が観察された。これはTPK1のアンチセンスオリゴヌクレオチド前処理によって完全

に抑制された。アミロイド前駆体議白質のアンチセンスオリゴヌクレオチドで前処理した栴養細胞系では

β アミロイドによる神経細胞死を一部阻止することができた。このことから、日アミロイド投与によるア

ミロイド前駅体議 f~J質の顕著なWI大はTPK 1の下流にあり、。アミロイドによる神経細胞死機構に|刻 Fj-す

ることが示唆された。

H;l1i命

アルツハイマ一病の病;Pj[学的特徴は主に日アミロイドの千存続による老人腕、リン椴化タウの蓄積であゐ神

経Jf，(繊維定化、と神経細胞死が上げられる。アミロイド似説(1)ではのーアミロイドが政娘、神経細II}J~1ヒと

タウのリン般化に関与すると考えられている O 神経の初代培養系でLis-アミロイドにより神経毒性と神経

原繊維変化に特有のエピトープが出現することが報告され(2，3，4)、この仮説を支持している O 我々 は、

この神経細胞死系を用いて、この神経細胞死にタウのリン際化酵素であるT山 lが関与-することをゆ1らか

にしてきた (5)。今回我々は0・アミロイドによる神経細胞死機構を更に明らかにする日的でのーアミロイド

投ワーに対J，ιして駒大する蛍['j質を検i，t{し、 TPK1との|刻述を検討した。

方法

ラット 18 IJ Jl1;から i幹離した海馬初代将f英知|胞をJIJいて'支験を行った。細胞は 5%.U，)Jfll泊、反5%'I:JJti児

~ni育を合むDulbecco's Modified Eagle's MediumrjJで、37Cで培養し、実験には培養5fJ[lの細胞を月]い

た。細胞死活性のある0アミロイドの部分ペプチドAs(25 -:~5) (GSNKGA 1 1 GLM)を合成し川いた。合成され

たAs(25-35) は純水で2皿Mに調製され、 20μMになるように溶養液に添加し実験を行った。日ーアミロイド処~1j!

した細胞はPsSで、洗ったあとプロテアーゼインヒピターを合むMESバッファー (pJl6.8)rドでホモゲナイズ

され、遠心後の細胞抽出液はSDS.PAGE電気泳動で分離後抗APP抗体 (22cl 1) をJiJいたウエスタンプロ

ヅトで解析した。細胞毒性の検定は栴養細胞の位相差顕微鏡写真を撮り神経細胞数を計数し、コントロー

ルの析養細胞中に生存している神経細胞数に対する割合で、表わした。

結果と考察

海l.t&桁養細胞をのアミロイド処用後各時点で細胞を集めその細胞t1111l¥液の，';エスタンプロットをわ凶'1'抗

体 (22cll) をJlJいて行うと、細胞内AIやは日アミロイド処矧後嗣表二なt科大を示し、 1 211.'ftHHをには日一
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この観察された1¥1'1'は大きさが約100kDでAIやの(¥立J1 ) アミロイド*処.f1H細胞の約9併に別大していた

Kl1n i 1 z dりm日Inを認識する抗体とは反応しなかったい H¥Jち、日アミロイド処.tl]!によッてト111粁細胞の/¥1'1'695

のl\~ 大が引き起こされることがノJ~I俊されたの Aドドアンチセンスオリゴヌクレオチド前処J:W し、そこにβ ーア

未処fll!J:えびセンスオリゴヌクレ jチr-"で処この11与、このAI】l'のW/JJI1はlfrH!ilJされた!ミロイドをJJ[Jえると、

.f1~したものでは日アミロイドにより生作する神経細胞の数は 2 4 hr後にコシトロー jレのがJ3 0 %に減少す

るのに必lしアンチセンスオリゴヌクレオチドfiij処.f1Uしたものは約 60%の付l約半lI¥lJ包が，¥:uしよ. (\:~j 2) 

このことは、 sアミロイドによる神経細胞死に細胞内の/¥I'I'T;VJ[Jが関与することをボ峻している f

TI'KI は日アミロイドによる神経卒¥l¥JJ包死い|勾りすあいそのアンチセシスオ') ~J‘ヌクレオチド lìíj処即

ではβ アミロイド処;f1t124 hd創こおいてもこJントロールの約 80%の十1¥1粁*11¥胞の')ミイfをづ、したいこのl時制

ゾiI¥I)¥，アシチセンスオリゴJJ包|人jの/¥1'1'はほぼ日一アミロイド未処理の細胞と ¥Ii]じレベルであった(L;<¥3 ) 

ヌクレオチドはTI'引に対して影響をJj-えなかったれl![Jち、。ァミロイドによる十lt絞細)抱9[;のカスウードに

おいて細胞内のAI'I'橋加はTPKIのド流に位向することがノy，峻された
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246 s-アミロイド蛋白脳室内持続投与ラットにおけるコリン作動性および
ドパミン作動性神経系の機能障害-invivo microdialysisによる検討一

伊東亜紀雄、新田淳美、西村京子、鍋島俊隆

名古屋大学医学部医療薬学・附属病院薬剤部

〔要約〕

アルツハイマー型痴呆は重篤な認知障害を引き起こす神経変性性の疾患であるが、その治療

法は確立されていない。その背景には、同症を的確に反映するモデル動物が存在しないことが

挙げられる。このことから、同症モデル動物の開発は、治療法の確立に重要であると思われる。

本研究では、アルツハイマー型痴呆患者脳に沈着が認められる s-アミロイド蛋白を脳室内に

持続注入したラットのアセチルコリンおよびドパミンの遊離をinvivo brain-microdialysis法

により検討した。その結果、 s-アミロイド注入により、ニコチン刺激によるアセチルコリン
およびドパミンの遊離は有意に低下していた。また、 highK刺激によるドパミンの遊離が有意

に低下していた。これらの実験結果は、 s-アミロイド蛋白の沈着がinvivoにおいて神経機能
を低下させることを示唆するものであり、また β-アミロイド注入動物がアルツハイマー型痴

呆モデル動物として有用であると考えられる。

アルツハイマー型痴呆 (AD) は、発症機序は明らかではないが、前脳基底核から皮質へ投

射するコリン作動性神経が変性脱落し、重篤な認知障害を示す神経変性性の疾患である。しか

し、その治療方法は確立されておらず、人々の高齢化とともに発症率が増加し、深刻な社会問

題となっている。現在の治療薬の開発においては、化学的、物理的な脳の損傷あるいは薬物投

与による学習・記憶障害モデル動物が利用されているが、これらモデルでは老人斑や神経原線

維変化といった病理学的変化を伴っていない。このような病理学的変化と行動障害の両者を的

確に示す、より病態に近いモデル動物が存在しないことが、治療法開発の遅れの一つの原因と

して考えられる。

一方、 AD患者脳に見られる老人斑の主要構成成分である β-アミロイド蛋白の培養条件下で

の生化学的性質については研究がなされており、その神経毒性などが報告されている(1 )。

このことから、 s-アミロイド蛋白の異常な沈着が神経変性を引き起こすことが考えられる。

しかし、生体全体に対する影響などの研究・報告はあまりなされていない。最近我々は、 P
-アミロイド蛋白(1・40) をラット脳室内に持続注入することにより、 s-アミロイド蛋白の沈

着が起こり、学習・記憶能およびコリンアセチルトランスフエラーゼ(ChAT)活性が減少す

ることを見い出した (2)。これらのことから、 s-アミロイド蛋白持続注入動物は、 ADの病
態を反映したモデル動物として有用であることが示唆される。今回我々は、この s-アミロイ
ド蛋白(1-40)持続注入が、脳内で神経機能にどのような影響をおよぼすのか invivo 

brai n -microdialysis法を用いて検討した。

[実験方法]実験には、 Wistar系雄性ラット (s -ァミロイド蛋白持続注入開始時に体重
280・330g) を用いた o s-アミロイド蛋白持続注入方法は、 Nittaet al. (1994)の報告に従っ
た。今回は学習・記憶およびChAT活性に影響の見られた1日あたり 300pmolの持続注入群に

ついて実験を行った。持続注入開始10-14日後にペントパルピタール麻酔下で、 dialysis用プロ

ープを前頭皮質および海馬を含む部位 (ACh測定)および線条体 (DA測定)に挿入し、歯科

用セメントで固定した。翌日、無麻酔無拘束下でリンゲル液による潅流を開始した。潅流開始

約2時間後、 nicotine(3 mM; NIC) を含むリンゲjレ液に交換し、 30分間 (ACh)および60分

間 (DA)潅流した後、元のリンゲル液に交換し、潅流を続けた。約3時間後に100mMのK'( 

high K) を含むリンゲル液で15分間 (ACh)および30分間 (DA) それぞれ潅流した。回収し

たリンゲル液をHPLC-ECD法により分析を行った。
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{実験結果]30分間のNICの潅流により、偽手術群およびp・アミロイド注入群ともにACh遊離

量が増加した。しかし、 p・アミロイド注入群におけるACh遊離量は、偽手術群と比較して有

意に低かった (Fig.la)。また、 NICによるDAの遊離増加が偽手術群では観察されたが、 p

・アミロイド注入群では観察されなかった。 (Fig.lb) 0 high K刺激によるAChの遊雛増加に

は、両群関に有意な差は観察されなかった (Fig.2a)。しかし、 AChの場合とは異なり s-ァ
ミロイド注入群のhighK刺激によるDAの遊離増加は、偽手術群に比較して有意に低かった(

Fig. 2b)。

[考察]今回我々は、ニコチン刺激した場合のAChおよびDA遊離が、 s-アミロイド蛋白を持
続注入したラットにおいて減少していることを見い出した。このことは、 s-アミロイド蛋白

の異常な沈着が、神経伝達物質の遊離を障害しており、その障害作用は神経伝達物質の遊離を

調節していると考えられているニコチン性アセチルコリン受容体の機能を低下させることによ

ることを示唆するものである。一方、 highK刺激によるACh遊離には差が見られなかったのに

対し、 DA遊離の増加はp司アミロイド注入により低下していたことから、 β・アミロイドの生体
に対する作用は神経系により異なることも考えられた。学習・記憶能およびChAT活性の低下

と今回の実験結果から、 β・アミロイド蛋白がinvivoにおいて神経毒性を示し、神経系の機能

低下を引き起こすことが明らかとなった。また s-アミロイド注入動物が、より病態に近いモ
デル動物として有用であり、今後、治療薬の開発に役立つものと思われる o

【参考文献】
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Fig. 2 Effects of high potassium (high K， 
10.0 mMl on extracellular level of 
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(a) There was no dilferenee between vehlcle-and 
s・amyloid-infusedrats. 
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extracellular level of acetylcholine (ACh， a) 
and dopamine (DA， b) in vehicle-and 
0・~myloid-infused rats. 
(a) F(1，92)=6.飴6;p<O.05 (2・factorANOVA)， 
.. p<O.01 vs. vehicle-infused rats (Schefte F-test) 
(b) F(9， 64)=2.267， p<O.05 (2・factorANOVA) 
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247アミ口イド前駆体蛋白の発現および選択的スプライシングの変

化に対する血清除去の影響

〔要約〕

須藤慎治、川上秀史、中村重信

(広島大学医学部第三内科)

アミロイド前駆体蛋白(APP)mRNAの発現の調節機序を明らかにする目的で、培養液の血清除去にお

ける発現の変化をラット C6グリオーマ細胞を用いて検討した。 C6グリオーマ細胞におけるAPPmRNA

の発現は血清除去24時間後より経時的な増加を示した。この増加に伴うAPPmRNAの選択的スプライシ

ングの変化に関する検討では、 exon7，8すなわちKPlinsert部分を含まないAPP695が有意に減少し、 KPI

insert部分を含むAPP770が増加の傾向を示した。さらに、 exon15を欠くしAPPの比率は有意に増加した。

以上の結果より、グリア系細胞において APP遺伝子は血清中の因子により発現の調節を受け、生理的あ

るいは病的な条件下で異なった発現をしていることが推定された。

〔目的〕
アミロイド・前駆体蛋白(AmyloidPrecursor Protein: APP )は全身のほとんどの細胞で発現し、生体に

とって欠くことのできない重要な働きをしていると推定され、生理的あるいは病的な条件下においてその

発現は種々の因子により調節を受けているものと考えられるが、その詳細に関しては不明である。一方、

血清中には様々な因子が存在し、お互いに複雑に作用し合いながら遺伝子発現をはじめ、細胞の機能を調

節している。そこで、 AP P遺伝子発現の調節因子を明らかにする目的で、培養液中から血清を除去した

ときのAPPmRNAの発現の変化に関してグリア系細胞の性格を有する C6グリオーマ細胞を用いて検討し

た。

〔方法〕
1 )息遣盤孟:C6 glioma cellを、 100mmdish (こ8x105/dishの細胞密度で矯種し、 10%牛胎仔血清
を含む DMEmedium中で24時間土産養後に、 DMEMで洗い、無血清のDMEM(こ交換して血清除去を行っ

たO また、対照として10%血清を含むDMEMで培養を行った。

2) Northern blot解析:血清除去後に一定時間培養した後、細胞から totalRNAを抽出し、アガロース

ゲル上で電気泳動し、ナイロン膜に転写後、 32PでラベルしたAPPcDNAプローブとハイブリダイゼーシ

ョンを行い、オートラジオグラフィーを行った。さらに発現量の定量化は各バンドの相対的放射線量を

Fujiバイオイメージアナライザ-BAS2000で測定して行った。

3) APP mRNAの選択的スプライシングパターンの解析:APP遺伝子の選択的スプライシングのパター

ンの解析は RT-PCR法を用いて行った。細胞から抽出した totalRNA1μgから reversetranscriptase 

によりcDNAを合成し、図 1のようにexon7，exon8(①)、またはexon15(②)をはさむようにプライ

マーを作製し、 fowardprimer の5・側を32pでエンドラベルしてPCR(こで増幅を行った。得られた産生物

を8%ポリアクリルアミドゲル中で電気泳動し、各バンドの相対的放射線量をイメージアナライザーで測

定して定量化した。

〔結果〕
1 )血清除去による APPmRNA発現置の変化

血清除去により C6グリオーマ細胞は突起を伸展させるといった形態的変化が認められ、同時に細胞

乃増殖は抑制された。血清除去によりAPPmRNAの発現は24時間以降著明に増加し、 48時間後には10%

血清含有培地での対照と比較して約4倍の発現の増加を認めた(図2)。
2) KPI insert domain (exon7.81の選択的スプライシングの械討

血清除去により48時間後には対照と比較して、 totaI APPにしめるAPP695の比率は13.6土0.21%か

ら48時間後には8.71土0.28%に有意に減少し(p<0.05)、APP770(.t逆に増加の傾向を示した (図 3) 0 

3 )1"，-APP( exon 151の選択的スプライシングの検討

血清除去に伴い exon15を欠くしAPPisoformの比率は 19.5土0.70% から48時間後には 39.4土

).21%に有意に(p< 0.005)増加した(図 4)。



〔考察〕
培養液中の血清除去により、 C6グリオーマ細胞は突起が伸展するなど形態的変化が観察されたこと

と、細胞数の検討から血清除去により増殖は抑制された。このことから、 C6グリオーマ細胞は血清除去

に伴って分化が生じたと考えられる。血清除去による遺伝子発現への変化として、 Naveらは C6グリオ

ーマ細胞において血清除去に伴ってmyelinproteolipid protein (PLP) geneの発現が著明に増加したと報

告している(1)。また、グリア系の前駆細胞である oligodendrocyte-type. 2 astrocyte (O-2A) 

progenitor cellもinvitroで血j膏を除去した培地中でoligodendrocytetこ分化誘導力f起こることも知られ

ている(2)。したがって、今回の血清除去に伴うAPPmRt仙の発現の増加の機序として 1) C 6グリオー

マ細胞がグリア系の前駆細胞からの分化誘導に伴って生じた、 2)血清中lこAPPの発現に対する転写抑制

因子カf存在し、血清除去に伴い、この因子も同時に除去されたため、発現が増加した可能性が考えられた。

血清除去に伴う APPmRNAのalternativesplicingの検討で、 KPI部分を含まないAPP695の比率の減少

とKPI 部分を含むAPP770の増加の傾向を認めたことは、グリオーマ細胞カず分化に伴いAPP770を多く発

現している non-neuronalcellとしての性格を持つようになったことを反映するのかもしれない。さらに、

最近報告されたexon15を欠く Leukocyte-derivedAPP(しAPP)(3)はニューロン以外の組織に広く発現し

ているとされているが(4)、その機能や発現の調節機序に関してはまだ不明であり、 βIA4蛋白の直前の

confo rmation の変化がβIA4蛋自のprocessingtこ影響を友ぽす可能性も示峻されている。今回の結果は

L・APPが血清中の因子により調節を受け、そのalternativesplicing patternが変化し得ることを示し、さ

らにしAPPの割合がAPP全体の40%に達したことからこのisoformも嚢要な機能を有している可能性が示

峻された。しかし、しAPPの生理的、病的な意義についてはさらに検討を要する。
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248 実験的頭部外傷ラットにおける神経成長抑制因子(GIF)の発現動態について
一共焦点レーザー顕微鏡による免疫組織化学的検討一

保住功、犬塚貴、平岩雅男ぺ石黒英明、宇多裕ぺ辻省次

新潟大学脳研究所神経内科、新潟薬科大学衛生化学本

〔要約〕
アルツハイマ一的の脳て・は十111経成長抑制l比If'(、growthinhibitory factor:GIド)が減少していることがりl

らかにされたが、 GIFの機能については充分に解明されていない。我々はすでにGIFの抗体を作製し、頭部外

傷モデルラットにおいてWestern，Northern blotting法によりGIFとGIFmRNAの変動を検索し、術後3日から

上昇し、術後21日をピークとし、有意な上昇は少なくとも術後28日まで持続することを明らかにした。今回

我与は同モデルを経時的に免疫組織化学的に検索した。マイクロスライサーで浮遊切片を作製し、 O.3% 

Tri ton溶液を用い、共焦点レーザー顕微鏡による観察を行った。 GIF陽性細胞は外傷周囲における反応

性アストロサイトに認められ、術後5-7日日ではGIFは細胞体に、術後14-21日目にGIFは細胞体のみならず

突起にも強く認められた。これらの所見はWcstern，Northern b10ttingの結果に極めて良く対応した。 GIF

はmRNA、蛋白の発現だけでなく、局在においてもGFAPとは明らかに異なっており、神経組織修復機構におけ

るGIFの機能を考える上で重要であると考えられた。

アルツハイマー病の脳ではGIFが減少していることが明らかにされたが1)、 2)、その生物学的機能について

はいまだ充分に明かにされていない。昨年我々は頭部外傷モデルラットにおけるGIFのmRNA、蛋白の変動につ

いて検索した。今回、同モデルを共焦点レーザー顕微鏡を用いて経時的に免疫組織化学的な検討を行った。

【方法】

① 頭部外傷モデルラットの作製:200g、雌、 Sprague-Daw1eyラットの両側大脳にstabwoundsを作製し

た。経時的に術後0，1. 3， 5， 7， 14，21. 28日目に検索した。このモデルはすでにGFAP，GFAP mRNAについて検索

し、報告したものと同じである 3)、的。

② 組織学的検索:ラットはエーテル麻酔後PLP固定液で濯流固定し， 6時間浸潤固定後、マイクロスライサ-

DTK-1000 (堂阪イーエム)を用いて50μmの厚さの浮遊切片を作製した。

③ 抗体:抗，GIF抗体は昨年報告したラットGIFIこ特異的な配列の合成ペプチドに対する抗体を用いた5)Cl: 

20)。抗GFAP抗体(Boehringer-Mannheim社， 1:200)、抗MAP-2抗体(Amersham社， 1:400)を細胞同定のために

用いた。一次抗体と48時間反応させた後、二次抗体としてFITC-抗ウサキIgG(DAKO社， 1 :40)、Rhodamine←

抗マウスIgG(DAKO社，1:40)を用L、6時間反応させた。抗体の希釈にはO.02%ないしO.3百Triton添加PBSを用い

た。一次抗体の希釈液には非特異的反応を抑えるため、 5%邸AをPBSに加えた。抗原に用いた合成ペプチドを

吸収試験に用いた。

④ 倒立型共焦点レーザー顕微鏡LSM410(Car1 Zeiss社)で観察した。

【結果】

Tri ton溶液はO.3%の方が0.02%より抗体の組織への浸透性が良かった。免疫組織化学的検索でGIFは正常脳の

表面の神経腰性血管周囲限界膜におけるアストロサイトに免疫活性が認められ、皮質内の細胞にも弱陽性の

反応が認められた。術後l日目に脳表近くに極少数GIF陽性細胞が認められた。術後5-7日目にGFAP強陽性の

反応性アストロサイトは外傷周囲に多数出現するが、 GIF免疫活性はそれらの細胞体にのみ認められた。術後

14-21日日G1F免疫活性は反応性アストロサイトの細胞体のみならず突起にも強く認められた。 GIF活性は

GFAP強陽性の反応性アストロサイトに認められ、吸収試験で吸収された。



【考察】

我与はすでにG1Fの抗体を作製し、頭部外傷モデルラットにおいてWcstcrn.Northcrn blol tingiLにより

(;IFとGIFmRNAの変動を検*し、 iAij後31Jから1.11'し、術後211Jをピークとし、イi芯な 1.51'は少なくとも術

後28 日まで持続することを明らかにした。今III J)l焦点レーザー顕微鏡による観察で、川 iフ陽11 1，細胞は外傷N;J~~I

の反応nアストロサイトに認められ、術後5~7[J 11では免疫活性は細胞体に認められたc 術後 14~21 H I1に

細胞体のみならず、突起にも強く認められたc これらの所見はWestcrn.Northcrnblottingの結果に極めて

良く対比、する。 (;IFはmRNA、ili!'1の允瓜だけでなく、 }"jイiにおいても仰げとはlりlらかにYCなっており、神経卒Il

織修復機構におけるGIFの機能を考える Lで主要であると与えられた。

共焦点レーザー顕微鏡は、マイクロスライサ一切片など厚い標本の観察が可能で、突起を持つrjl桜神経

系の紺I胞の観察に適する。感度的にも優れ、 守重染色、 11到像処理も谷易で、今後奈j@i条例を検討することでln

situ hybridizarionへの応用も充分にお]待できる。

【文献】

1. Y. Uchida et al. Cl99J) Ncuron 7. 337 347 
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Fig.l術後7H日の(;IF染色

GIF免疫活性は i二lこrc品ctivc 

astrocyteの細胞体に認められる。

Fig. 2術後142111 tlのGIF染色

GIF免疫活性は細胞体のみならず、

突起にも強く認めれる。

Fig.1. 2とも三次元立体機築を行い、 stcrcoimagingにしであるc

全て同→条件での撮影である。
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249 T ミロイド、小体(Corpora Amylacea)の

L::.主王里守会白勺法うるし、Lまヲ青玉里守合白勺模型E台E;'こー〉し、マ士

徳武哲

(朝精神研・分子生物)

〔要約〕
AJzheimer病およひ非菰呆老人の剖検脳からアミロイド小体(Corpora加lYlacea)を精製

し、走査型電顕で観察後その中に含まれる元素のスペクトルを付設したX線分析装置により調べたと

ころ、 Na，Cl， p， Sの畢濯なピークカ頓寮さ札さらに小さなピークとしてK，Ca， Al， Siが検出さ

れた。これらの元素がアミロイド小体に含まれていることは mapplng法による元素分布の測定により

確かめた。また、剖杉司脳の凍結切片に含まれるアミロイド小体の元素分析や分布解析でも類似のか結

果が得られた。これらの結果に加え、アミロイド小体が血管の周囲や大脳皮質の軟膜下等血液や脳脊

髄液材搬する近くに見いだされることから、老化に伴い、血液や脳脊髄液より蹴臓に侵入した無

機塩類をアミロイド小体は吸収蓄積する機能を持っているのではなしゅ、と推測された。

アミロイド小体は老化に伴い、血管の周囲や大脳皮質の軟膜下のアストロサイトに見いだされる直

径5-20μ皿の封人体であるは6，7，10。この小体は痴呆や特定の『掛軸裂昆患と相関性は見られず、健

常な老人脳にも見いださ才l、また染色性や組成より主に多糖類より構成されていると思われているが

(1， 4， 5， 8， 9， 10)、難分解性の構造を持つため蓄積しているとも思われず、単に過剰に作られ糖か蓄積

したものと考えら、生理判守あるいは病理学的機能か不明確であるため、あまり関心を持たれてこな

かった。アミロイド小体やリポフスチンは、老人斑や神経度話雄変化の精製の過程で混入してくるが、

比重が大きく固くて無機塩類の蓄積が予測されたため、元素分析を試みた。その結果と小体の分布や

組成より、生理勃守あるいは病理学的機能を考察した。

[実験法]

アミロイド小体は、アルツハイマー病 (45才)および非菰呆老人 (87才)の冷凍保存した剖検脳よ

り調製した02， 13) 。調製は剖検f必5gをho即gemze後、 stainless 配shおよひ~nylon配 shによる躍進

薦潜溶液を用いた分画逸仏制尿素溶披担謹等により得た高密度画分o∞-2∞μg)を用いた。この画
分を蛍光顕微鏡で観察すると、主にアミロイド小体とリポフスチンが含まれていた。この画分を蒸留

水で、よく洗浄後、少量の水(0.1mめに懸濁し、一滴をThermanoxcoverにとり乾濃させ、カーボン蒸

着後走査型電顕(S臥 JEOL61ω)で観察し、さらにエネルギー分散型x-鰻分析装置(EDS，JED-2卿)で
含まれている元素のスペクトルを測定した(15kV， l00sec， Dead Time 2O~) (3)。元素の分布は全領

域を64x64の区域に分け、各々の区域について100msecづ、つ元素に特異的なX一線のエネルギーの強度

の測定を行った。

[結果]

Fig.lは高密度画分中のアミロイド小体の S酬の観察像である。空気中で乾燥させているので、表

面がゴツゴツし微細構造はやや変形しているが、全体の形は保たれている。

Fig.2はアミロイド小体に含まれる元素の EDSにより得られたスペクトルで、 Na，CI， p， Sの11著
なピークカ頓察された。小さなピークとしては、 K，Ca， Al， Siが見られた。

Fig.3は主要元素の分布状態を mapplng法により調べたもので、これらの元素が、小体に濃縮ある

いは蓄積していることが分かる。



紙面の都合で詳細なデーターは割愛したが、剖検脳の凍結切片に含まれる小体の元素分析で、も類似

のスペクトルカマ早られた。凍結切片の場合 Kの顕著なピークが見られた。凍結切片を用いた元素分布

の測定でも、検出された元素カカj慌に蓄積していることカ曜かめられた。 Alzheimer病と非痴呆老人

では含まれている元素に著しい違いは見られなかった。 Sはシステインあるいはスルフォン酸基によ
るものと思われる。 AlとSiは、昨年の本学会で報告したようにリポフスチンに多く蓄積していた(3)。

[考察]

アミロイド刀、体の主要成分は glucosepolyrnerで、あり、それに多く

のリン酸基が結合したものと考えられてし唱。これに小量のムコ多糖

類やアミノ肱タンパク質が含まれている。この小体の組成 'J悼の
の分布、本実験の結果を考え合わせると、アミロイド小体は、 glucose

po lyrnerを骨格とし、リン融基スルフォン酸基アミノ基等をイオ

ン交換体とするイオン交換Sephadexのようなものであり、老化に伴い

血液や脳脊髄液から『議醐包に侵入した無機塩類を吸収し、小体が成長

するにつれて不可逆的に保存蓄積する生理助あるいは病理的機能を持

っているものと推定される。

A 

Ful[ Sca!e 2kcounts 

Fig. 1. Corpora amylacea 
observ巴dby SEM. 

Fig. 2. Elemental analysis of corpora 
amylac巴aby EDS. 

Fig. 3. Mapping analysis of 巴l巴!日日日ls
in corpora amylacea. 

[文献]
(1)Cisse， S.， Perry， G.， Lacoste-Royal， G. et al.， Acta Neuropath.， 8~ 2お 24009田)
(2) Ferraro， A. & DaIOOn， L. A.， Arch. Path.， 12， 229-244 (1田D
(3)Goldstain， J.I.， Scanning Electron Microscopy and X-ray Microanalysis， (Plen~ 19加)
(4)Liu， H.M.， Anderson， K. &Caterson， B.， J. Neuroinmunol.， 14，49-60(987) 
(5) Pa lmucc i，し， Anzil， A.P. & Luh， S.， Acta Neuropath.， 57， 99-102 (1982) 
(6)Ra臨ey，比J.，J. Neuropath. Exp. Neurol.， 24， 25-39 (1965) 
(7)Robitaille， Y.， Carpenter， S.， Karpati， G. & DiaImuro， S.， Brain， 103，315-336 (980) 
(8)Sakai， M.， Austin， J.， Wit町r，F. & Tru巴b，L.， Arch. Neurol.， 21， 526-544 (1部9)
(9)Stam， F. C. & RoukeIm， P. A.， Acta Neuropath.， 25， 95-102 (973) 
ClO)Steyaert， A.， Cisse， S.， Merhi， Y. et al.， J. Neurosci. Meth.， 31， 59-倒 09叩)
ClDTakahashi， K.， Agari， M. & Nakamura， H.， Acta Neur叩athol.， 31， 151-158 (975) 
(12)Tokutake， S. & Oyanagi， S.， Neurosci. Lett.， 163， 15-18 (1993) 
(3)徳武哲、神経化学、 32， 510-511 0開3)
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250 Post Synaptic Density ( PSD )におけるアミロイド前
駆体蛋白 (APP)の局在に関する検討

〔要約〕

下川雅丈1. 2、鈴木龍雄3、柳津勝彦ヘ石浦章一2、宮武正5

(J!t京医科齢十大神経内科1、東大・分子細胞生物学研2、名古屋市大・医・

生イピ、東大・脳研・病理4、都海床研5)

ラット大脳ホモジネートから鈴木らの方法に従いショ糖密度勾配達心およびTritonX-100可溶化に

よって postsynaptic density ( PSD )を分離した。 PSDをアミロイド前駆体蛋白 (APP)N末端および

C末端、アミロイドp蛋白に対するポリクローナル抗体を用いてECLWestern blot 法で検討した。

PSDには APPのN末端およびアミロイドp蛋白に対する抗体の免疫反応性を認めたが、 APPのC末端に

対する抗体の免疫反応性は認められなかった。この事実は、 PSDにはC末端を欠いたいわゆる分泌型

APPが存在することを示す。従来、分?必型APPは血中や脳脊髄液中など細胞外での存在が確認されて

いたが、今回の検討で神経細包内のPSDにも局在することが示された。分泌型APPはPSDに局在し、

シナプスに関連した何らかの生理機能を担っていると推察された。

目的:アミロイド前駆体蛋白 (APP)の生理的機能は不明である。我々は脳における APPの機能を

明らかにすることを目的とし、 APPのシナプスでの局在を検討してきた。 昨年の神経化学会では

full-lengthの APPが synapticplasma membraneに局在し、シナプス小胞には APPが存在しないこと

を報告した。今回はpostsynaptic density ( PSD )を精製し、生化学的に検討した。

方法:鈴木らの方法(1)に従い Sprague-Dawleyラット脳よりPSDを精製した。すなわち、大脳ホモジ

ネートからsynaptosomeを分画し、これをTritonX-100に暴露したのちショ糖密度勾配遠心にかけて

PSDを得た。 PSDの精度は電顕および蛋白電気泳動パターンで確認した。

これを9%SDS-PAGEないし1016.5%Tris'Tricine SDS-PAGEで展開し、 APPのN末側およびC末側

に対するポ 1)クローナル抗体(NAPP， CAPP:東大脳研 井原康夫教授提供)、アミロイドp蛋白

に対するポリクローナjレ抗体 (R17:都精神研 亀谷富由樹博士提供)を用い、 ECLWestern blot 

を行なった。

結果:1. 大脳ホモジネート、シナプトソーム、 PSDに分子量105由 aの免疫反応性をNAPPで認め

た。これはNAPPの吸収試験で消失した。

2. PSDのみに分子量105kDaのR17の免疫反応性を認めた。

3 大脳ホモジネート、シナプトソームに分子量105kDaのCAPP免疫反応性を認めたが、 PSD

ではCAPP免疫反応性は認められなかった。

考察:APPは種を越えてよく保存されている蛋白であり、生体内で重要な役割を担っていると推測

されている。だが、その生理機能は不明のままである。最近、 C末を欠いた分泌型APPがシナプス



の可塑性に関係することが報告された(2)0PSDはCAMキナーゼ[[を主要構成蛋白とするシナプス後

膜直下の酵素に富んだ構造物である。その機能は十分明らかではないがシナプス伝達に関係すると

いわれている。また、 CAMキナーゼ[[はシナプス長期増強 (LTP) との関係で注目されている。

今回の検討でC末を欠いた分泌型APPがPSDに局在することが示されたが、これはAPPがシナプス活

動において何らかの生理機能を担っていることを示唆するものと考えられる。

文献:(1). Suzuki， T.， Okwnura-N正当i，K.， Ogura， A.， Kudo， Y. and Tanaka， R. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. 

U.S.A. 89， 109-113 

(2). Mattson， M.P.， Cheng， B.， Culwe!， A.R.， Esch， F.s.， Lieberburg， 1. and Ryde!， R.E. (1993) Neuron 

10，243-254 

* 

図 PSDのWestemblot anaIysis(9%SDS-PAGE) 

lane 1 :脳ホモジネート lane2 : synaptosome lane 3 : PSD 

※: APP 

A: APPのC末に対する抗体 (CAPP)

B: APPのN末に対する抗体 (NAPP)

C:抗原ペプチドで吸収したAPPのN末に対する抗体

D:アミロイドp蛋自に対する抗体 (R17)
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251 脳卒中自然発症高血圧ラットにおける脳内エンドセリンの関与

〔要約〕

山下康子、山下樹三裕、丹羽正美、片岡泰文、谷山紘太郎

長崎大学、医学部、第2薬理

脳血管障害による神経細胞障害へのエシドセリシ (ET)の関与を知るために、脳卒中

易発症高血圧自然発症ラット (SHRSP)をHlい、脳卒中を発註したラット (30- 40 週齢

)脳で、よ5I-ET-1をリガンドとした受存体オートラジオグラフィ -1去による ET受容体

勾変動と特性および免疫組織化学法によ<-ET 係免役;L~-n、さりにグリアの変動につい

て調べた その結果、卒中病変の認められた&151立で、 ET 乏谷体結合;量が著~}jに増加し、

かつ ET様免疫活性の明確な増加が認められた】また増加した ET受容体は BQ-123

(ET A an tagon ist )および、IRL1620 (ETB昌gonist)のいずれでも部分的に置換された。ア

ストロサイトは脳血管病変およびその周囲も含めて増加がみられたU ミクログリアの集

積も認められた。以上、 SHRSPの ET受容体、 ET様免疫活性、アストロサイトおよ

ぴミクログリアの増加が認められること、また増加した ET受容体には ETAおよび

ETB両受容体が混在することから、脳血管障害による神経細胞障害の過程に ETが深く

関与していることが示唆された

〈緒言)我々はこれまでに、一過性前脳虚血負荷により遅発性神経細胞障害をひきお

こしたラットの海馬 CA1領域で ETB受容体結合量および ET様免疫活性ともに著明

に増加し、増加した ETB受容体はミクログリア上に最も高密度に存在し、 ET様免疫

活性はアストロサイト上に存在すること 1)2)、またカイニン酸を脳室内投与したラット

の海馬および梨状葉皮質でも著明な神経細胞障害に伴。た ET受容体およびアストロサ

イトの消失をきたす一方、その周囲では ETら受容体、 ET様免疫活性およびアストロ

サイトが増加することを報告しへ諸種神経細胞障害に ETが重要な役割を組ヮている

ことを報告してきた O 一方、脳卒中易発症高血圧自然発症ラット (SHRSP)は遺伝的に若

年期から高血圧を発症し、加齢とともに脳卒中を発症することがしられている4)。そこ

で今回は、 SHRSPで発症した脳卒中においても ETが関与しているかどうかを調べる

ために卒中を発症したSHRSP脳内の ET受容体および ET様免疫活性の変動を検討し

た【

し方法) 30週齢から 40週齢、の SHRSPで、行動特性から脳卒中を発症していると思

われるラットをエーテ jレ麻酔下断頭し、摘出脳の連続切片 (20μm)を作製した。これら

切片をI2:iI-ET-1 ( 2nM )を 1)プfンドとして 4lJC、48iJ.HlJ incubateすることにより結合

完験を行ない、 Hyperfilm-3Hに感光きせオートラジオグラムを得た。その後、エマ 1レジョ

ンオ トラジオグラフイ も行ッたけ ET;¥および ET13受容体への選択的結合は、それ

ぞれ ETBagonist、IRL1620 10μMまたは ETAantagoOlst、BQ-12310μM存在下で、

また非特異的結合は 1~l\1 非放射性 ET-1 存在ドで incubate することにより得た。隣接



連続切片を 4%paraformaldehydeで 30分間室温固定し、 anti-ET-1( Peninsula)、

anti-glial fibrillary acidic protein ( anti-GfAP、Biomeda)および GrifforniasimpJjcifolia 

B4-isolectin ( GSA-Isolectin B4， Sigma)を用いて、 ABC免疫組織化学法の常法に従

い染色を行なった。

(結果および考察)脳卒中を発症したラットでは明期での運動量が増加し、運動の日

内リズムが乱れ、体重も減少した脳重量は増加し、脳軟化、限局性出血、さらに液化

変性および嚢胞形成を示す例もみられたL これら脳血管障害の認められた部位で、 ET 

受容体結合量が著明な増加を示し、 ETAantagonlstである BQ-12310[!Mおよび ETB

agonistである IRL1620 10[!Mのいずれで、も部分的に置換されたしこれらの共存下で

はET11 μM存在下と同様の置換がみられたことより、増加した ET受容体には ETA

および ETB両受容体の混在が示唆されたc また、 ET受容体が増加を示した部位に一致

して ET様免疫活性の著明な増加が認められ、アストロサイトはその周囲も含めて明ら

かな増加を示した。またミクログリアの集積がみられる病変もあヮた。一方、脳卒中を

党症していないラットでは ET受存体および ET様免疫活性ともに変化はなかッたi 正

W;血u:をi1'す WistarK¥'oto系ラットでは loヶけ齢でも変化はみられなかソたに以上、
遺伝ー的に高血j土を発症し、 jJU齢とともに脳卒中を党也した SH1tSP脳内の脳血管障害部

位において、 ETAおよびETB受容体の増加とともに ET様免疫活性も著明に増加した。

脳卒中においても ET系の活性化が示唆され、脳卒中における脳神経細胞障害への ET

の関与がさらに支持された。

(文献) 1) Yamashita， K. et al. ， Cell. 恥Mo叶l.N巴u山山1口日r勾油司

K. et al. ，J. Neurochem.(心inpress) 3) Sakura創i.Yamashlはta，Y.e抗tal. ， J ap. J. Pharmacol. 64 

(suppl) 197p， 1994 4) Okamoto， K. et al. Circ. Res. 34/35 (suppl.l) 143-153，1974 

fig. 1 Receptor autoradiograms of 125I-ET-1 binding sites in the brain of SHRSP 
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252 アストログリアからの低酸素暴露によるOxygenRegulated 

Proteins (ORPs)と再酸素化によるHSP72の誘導とそのメカニズム

0桑原敬介l、松本昌泰1"、前田裕輔l、堀 (彦l、上回周ぺ小川 智i、柳原武彦2、鎌田武信l

大阪大学医学部第一内科l、同神経内科2

〔要約〕 ラット培養アストログリア(AST)を低酸素暴露する事によって、 AST肉には分子

量が150，94， 78， 33， 28 kDaのストレス蛋白が誘導された。これらのストレス蛋自のうち、分

子量が33kDaのストレス蛋白は他のchemicalstressによる誘導パターン、特異抗体を用いた

Westem blotによってhemeoxygenase(HMO)と同定された。 Northemblotは低酸素による

HMOメッセージの誘導がcycloheximidelこよって抑制される事を示し、 HMOの話導がheat

shock elementを介さない、低酸素特異的な機序による事を示した。更lこ150kDaのストレス

蛋白は低酸素負荷時のみに誘導されるORPであり、そのN末アミノ酸配列はそれが従来に報告

の無い新たなストレス蛋自であることを示した。また再酸素化によってASTにはHSP72が誘

導され、その誘導は再酸素化時に発生する活性酸素と関連することが明らかとなった。

く目的>臓器虚血に対する負荷応答を理解するため、我々は大規模な組織培養レベルでの低酸

素負荷モデルを確立し、アストロサイト(AST)の虚血・再潅流に伴うエネルギ一代謝を詳細に

検討して来た1)。本研究では更に大量ASTを培養、低酸素暴露することによってASTに低酸素

によって特異的に誘導される蛋自の同定を試みた。

く方法および結果〉新生ラット脳よりASTを分離培養し以下の実験に供したの ASTを48時間低酸

素暴露。O2<10to叫し、再酸素化すると細胞内に分子量150，94， 78， 72， 33， 28 kDaのストレス蛋

白の誘導がクマシー染色にて認められた 35S・methionineでラベルされた細胞蛋白の

SDS-PAGEのautoradiogram，こよれば、これらのストレス蛋白のうち分子量が94，78， 28 kDaのも

のはASTを2・d∞，xyglu∞se(2・凹みやカルシウムイオノフォアで処理することによっても誘導さ

れるため、細胞内の低グルコースによって誘導されるglu∞sere伊 latedproteins (GRPs)であると

考えられた。分子量33kDaのストレス蛋白は低酸素暴露後8時間以内に誘導され、 GRPsとは異

なり2・DGでは誘導されず、熱ショック、ヒ素、コバルトなどの重金属、活性酸素負荷にて誘

導されること、更に特異抗体を用いたWestemblottingによって、出mである可能性が示唆され
た。一方、低酸素によるHMOの誘導はASTのcelllineの一つであるC6gloimaでも見られ、

Northem blottingによって低酸素負荷によってHMOのメッセージが著増すること、また

cyc10heximide処理することによってHMOメッセージの誘導が抑制されることが明かとなり、

HMOの誘導がheatshock factorを介さない、より低酷素特異的な蛋白新生を介するメカニズ、ムに

よって起こっていることを示唆した。分子量150kDaのストレス蛋白の誘導も低酸素暴露8時間

後から見られたが、この蛋白は低酸素特異的に発現し、上述のどの化学的刺激でも誘導されな

かった。一方、 150kDaのストレス蛋白をイオン交換クロマトグラフィーにて分離、限外ろ過

後、 prl叩arativeSDS-PAGEIこて精製した後microprotein sequencingを試み得られたN末端アミノ酸
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配列は、 150kDaの蛋白がこれまでに報告されていない新たなペプチドである事を示した。

方、 72kDaのストレス蛋白は、主に再酸素化後に誘導されたが、正常酸素分圧下でも熱シヨツ

ひ素などのchemicalstressによって誘導されること、更に抗マウスHSP72モノクローナル抗ク、

また低酸素下にあるHSP 72であることが示された。体を用いたWestemblottingによって、

ASTにあらかじめNADPHoxidase阻害剤であるdiphenyliodonium(DPI)を加えると、それは再酸素

化に伴う活性酸素の産生を完全に抑制するとともに、 HSP72の発現も抑制し、再酸素化に伴っ

て発生する活性酸素がHSP72の誘導を引き起こしている事が示唆された。

たASTでは、 SDS・PAGE上再酸素化に伴って誘導されるいくつかの蛋白が誘導されず、再酸素

また、 DPIで処理し

後のHMOの消失も見られなかった。

く結語>以上より、 ASTは低酸素負荷を特異的に感知する機構を持ち、それによって低酸素特異

また、 ASTを再

これにはNADPHoxidase の発火に伴う活性酸素

的なOxygenregulated proteins (ORPs)の誘導を引き起こすことが明かとなった。

酸素化する事によってHSP72が誘導されるが、

の関与が示された。
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253 低酸素暴露によるアストログリアのGlucoseRegulated 

Proteins(GRPs)の発現とその虚血下における役割

0小川 智l、松本昌泰1.2、前田裕輔l、堀修i、上田周一2、桑原敬介l、柳原武彦ヘ鎌田武信I

大阪大学医学部第一内科I、同神経内科2

(要約〕 ラット培養アストログリア(ASηを低酸素暴露する事によって、 AST肉には分

子量が150，94，78，72， 33， 28 kDaのストレス蛋白が誘導された。これらのストレス蛋自のう

ち、分子量が94，78， 28 kDaのものは、正常酸素分圧下にあるASTを2・deoxyglucoseやカルシ

ウムイオノフォアで処理する事によっても誘導されたため、 GRPsである可能性が示しめされ

た。さらに78kDaのストレス蛋自のアミノ酸配列はGRP78のそれと一致した。低酸素暴露に

よってAST肉のエネルギ一代謝は嫌気性代謝へとシフトしたが、これに伴って細臨肉

glycogenが枯渇、細胞内の低glu∞seをきたし、これがGRPsの誘導を引き起こすと考えられ
た。また、低酸素下ASTへのGRP78のantisenseoligonuceotidesの導入は、 GRP78の蹟導を

抑えるとともに、 ASTの神経保護機作の一つであるglutamateuptakeを傷害した。

く目的>ASTは脳において最も豊富に存在し、虚血・再潅流など脳血管障害に伴う環境変化に最

も強い細胞種であるだけでなく、これらの環境下にあっても神経細胞を保護する働きを有す

る。本研究では、 ASTの虚血時におけるストレス応答を理解するため、低酸素暴露により

AST内に誘導されるストレス蛋白の同定と、そのエネルギ一代謝の解析を試みたG

く方法および結果〉新生ラット脳より McCarthyらの方法に従って、 ASTを分離、第2代まで継代

培養し以下の実験に供した。既報])，こしたがって、低酸素下で35S・methionineで、ラベルし、細胞

蛋白のSOS平AGE(4・20%)にて展開、 autoradiogramとすると、低酸素暴露によってAST内には

分子量約150，94， 78， 72， 33， 28 kOaの蛋白が誘導されたのこれらの蛋自の発現は低酸素暴露後

約8時間後から48時間後、更に再酸素化8時間後まで見られたが、正常酸素下にあるASTには

とれらの蛋白の発現はほとんど見られなかった。これらの蛋自のうち94，78， 28 kOaの蛋白は

ASTを2・d∞xyglu∞seやカルシウムイオノフォアに暴露することによって誘導されたが、細胞

外の低glu∞se負荷では誘導されなかった。これらのストレス蛋白のうち78kDaのものは豊富に

その存在が確認されたため、その精製を試みた。 1%NP-40にてASTより細胞内蛋白を抽出、

イオン交換クロマトグラフイ一法にて分画したのち限外ろ過にて蛋白を濃縮、 10%

SOS-PAGE上に展開、 PVDFpapedこ転写し、 78kOaストレス蛋自のmicrcトproteins明uencingを

行った。この結果、 78kOaのストレス蛋白のアミノ酸配列は78kDa glu∞se T'曙ulatedprotein 

(GRP78)のアミノ酸配列と全て一致、 78kDaのストレス蛋白がGRP78であることが証明された。

一方、 3H-d∞xyglucoseをトレーサーとして評価されたASTのgJucose取り込は低酸素負荷によっ

て約1.5倍にしか上昇しなかったG これに反して、低酸素暴露によって細胞内gJucose、

glycogen量は低酸素暴露後急激に減少し、 48時間後で約l/3となった。低酸素下のAST内の

ATP量は、正常酸素下のそれの70%程度に保持されていたが、解糖系の阻害剤である
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2 .. 0，∞xyglu∞scや、 glyocgenの分解阻害剤であるgluconolactoncは;急激な細胞内ATPの減少と細胞

死をもたらした。これに反して無glucoscmediumや glucosctr如 sporterの阻害剤である

cytochalacin ..Bは低酸素下のASTのエネ/レギ一代謝に影響を与えなかったの 」方、血管内皮細胞

艇のを用いた検討では、低階素暴露によってECのglucose取り込は約10倍に上昇、これに伴っ

てglu∞setransporter-I抗原の誘導が見られたが、 GRPsの誘導は見られず、同様に虚血負荷に強
いとされる細胞問でも慮血ストレスに対する負街応答に莱のある事がぶされた"抗ヒト

GRP78抗体を用いたWestemBlottingによると、低酸素環境ドにあるASTへのGRP78anti-sense 

Qligonucl∞tideの導入は、低酸素暴露によるASTのviabilitylこは影響を与えなかったが、細胞内の

GRP78の発現を抑制するとともに、このanti-senseoligonucleotideは、 ASTの最も重要な神経保護

機作の一つであるglutamateuptakeを、低殿素環境下にあるASTにおいてのみ選択的に抑制し

た。

く結語>以上より、 ASTは低酸素暴露による細胞内低グルコースに対してGRP78をはじめとす

る、大量のGRPsを産生することが明らかとなった。またGRPsは 低酸素環境下でASTの神経

保護機作が保持されるために極めて重要な役割を担っている可能性が示唆された。
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oligonucI∞tideのGRP78発現に対する影響(B)o(A)ASTを6・wellplatelこ植え、 24時間低酸素暴露し

た後、 2-d∞xyglucose(20 mM)， glu∞nolactone (5μM)，cyめchalasin-B(5μM)、を加え、また低酸素

チャンパー内で無glucosemedium(こ入れ替えた。一定時間後、 IMPCA(こて細胞内ATPを抽出、

HPLC(こでATP量を計測した。細胞蛋白含有量はBradford法にて測定した。 (B)AST(106∞lls)に

GRP78のantisenseおよびsenseoligonucl∞>tide (20μM)を添加、そのまま24時間正常酸素下、また

は低酸素下で24時間培養した後、 1%NP-40にて細胞蛋白を抽出、 7.5%SDS・PAGE(こ展開した

後、抗ヒトGRP78抗体を用いたWestemBlotを行った。

I )Kuwabara K.， Ogawa S.， Matumoto M.， et a1. Proc. Natl. Accad. Sci. (USA.). 1994， in prcss. 
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254 ラット局所脳虚血モデルにおける
壬王 SP27CTJ言秀道事と壬王 S P 7 0 と CTJ本自主章

加藤宏之、劉暁宏、糸山泰人、小暮久也*、加藤兼房料

(東北大学医学部神経内科、*神経病理研究所、林愛知県コロニ一生化学)

〔要約〕

ラット局所脳虚血モデルにおける低分子ストレス蛋白 (HSP27)の誘導を免疫組

織化学染色を用いて検討した。右中大脳動脈を 1時間閉塞後、 1日、 3日、 7日、およ

び、 1 4日後に脳を濯流固定し、凍結切片を ABC法を用いて、 HSP27およびHS

P 7 0の免疫染色を行った。両者とも偽手術群では染色されなかった。 HSP70は1

日、 3日後に脳梗塞辺縁部皮質の神経細胞が染色されたが、 7目、 1 4日後にはほとん

ど消失した。これに対して、 HS P 2 7はアストロサイトが染色され、その範囲は梗塞

周辺部皮質に広範に、一部対側半球皮質まで、さらに海馬や脳幹部まで広く及び、 1日

後より 14日後まで持続して見られた。このように、 HSP70は虚血辺縁部の、いわ

ゆるペナンブラ領域の神経細胞に見られ、神経細胞の虚血ストレスを表していると考え

られたが、 HSP27は虚血周辺に広範に反応性アストロサイトに誘導され、長期に持

続し、障害からの修復や組織の再構成などに関係していると推測された。

[目的]

細胞に加えられた種々の有害なストレスは、ストレス蛋白の合成を主体としたストレ

ス応答を誘導する。そして、ストレス蛋白の誘導は障害に対する抵抗性の獲得に働くこ

とが知られている。脳虚血においても、ストレス蛋白のひとつである HSP70の合成

が虚血後に見られることが報告されてきた。しかし、低分子ストレス蛋白HSP27の

合成誘導については前脳虚血モデルでの報告があるだけである (1)。そこで、今回われわ

れは、ヒトの脳梗塞により近い動物モデルであるラット中大脳動脈閉塞モデルを用いて、

HSP27の合成誘導を検討し、合わせてHSP70の誘導と比較した。

[方法]

雄性Wistarratを用い、小泉ら (2)の方法で、ハロセン麻酔下に右内頚動脈経由で糸付

き栓子を挿入することによって、中大脳動脈を 1時間閉塞し再開通させた。栓子除去後、

1日、 3日、 7目、および、 14日後に脳を4%paraformaldehydeで瀧流固定し、 sucro

seに浸潤後20ミクロンの凍結切片を作成した(各群n=4-5)0 A B C法を用いて、常法通

り免疫組織化学的にHSP70およびHSP27を染色した。抗HSP70抗体はAmer

sham社製(1:500)、抗HSP27抗体は文献(3)のもの (4}lg/ml)を用いた。グリア細

胞の同定のため、 GFAP染色(アストロサイト)およびレクチン染色(ミクログリア)
を併用した。

[結果]

HSP70:偽手術群では全く染色されなかった。 1日後および3日後には虚血辺縁

部の大脳皮質の神経細胞が染色されたが、梗塞に陥った虚血中心部は非特異的にのみ染

色された。 7日後および 14日後には辺縁部の神経細胞の染色は消失した。



HSP27:偽手術群では淡く染色された。 1日後には虚血巣の神経細胞が染色され

ることもあったが、むしろアストロサイトが主に染色され、その範囲は虚血周辺部皮質

に広範に、一部対側半球皮質まで見られ、さらに海馬にまで広く及んだ。 3日後、 7日

後および 14日後も同様にアストロサイトが強く染色されたが、その範囲は、中脳(上

丘、内側膝状体、黒質)から、一部の動物では対側海馬にまで及んだ。

[考察]

本実験により、局所脳虚血後に低分子ストレス蛋白のHSP27の合成が虚血巣の周

辺のかなり広い範囲の反応性アストロサイトに長期間に渡って誘導されることが示され

た。これに比較してHSP70の合成の誘導は虚血辺縁部の狭い範囲の神経細胞に 1な

いし 3日後にのみ誘導されるにすぎなかった。このように、 HSP70は虚血辺縁部の、

いわゆるベナンブラ領域の神経細胞に見られ、神経細胞の虚血ストレスを表していると

考えられたが、梗塞に陥った虚血中心部では蛋白合成の障害により誘導されなかった。

HSP27は虚血周辺部に広範に反応性アストロサイトに誘導され、長期に持続したの

で、障害からの修復や組織の再構成などに関係していると推測された。したがって、脳

虚血後における神経細胞障害とその修復、再生の機構において、 HSP27はHSP7

Oと全く異なった役割を果たしていると考えられる。

[文献]

(1) Kato H. et al. (1994) Brain Res. 634: 235-244. 

(2)小泉仁一、他(1986)脳卒中 8:1-8. 

(3) Inaguma Y. et al. (1993) J. Biochem. 114: 378-384. 

図 1 左:虚血辺縁部皮質の神経細胞のHSP70染色(1日後)。中:虚血周辺部皮

質のアストロサイトのHSP27染色(3日後)。右:梗塞巣(図上)周辺から海馬(

図下)にかけてのアストロサイトのHSP27染色 04日後)。
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255 一過性脳虚血後海馬CAl野に発生するグルタミン酸受容の
変化

〔要約〕

三谷章、柳瀬尚人、片岡喜由

(愛媛大学医学部第一生理)

一過性脳虚血により遅発性神経細胞死がプログラムされた海馬CA1錐体細胞においては、

虚血後1時聞から 12時間の期間でグルタミン酸誘発性の細胞内カルシウムイオン濃度上昇の

増強反応が観察され、その発生機構にNMDA受容体の関与が考えられた。

〔目的〕

一過性脳虚血後、数日の時間経過の後、海馬CA1野において領域選択的に発生する遅発性

神経細胞死は、虚血中領域非選択性に濃度上昇する細胞外グルタミン酸とそれに呼応して領

域選択性に濃度上昇する細胞内カルシウムイオンによって引き起こされると考えられている

(1-4.6)。しかしながら、濃度上昇した細胞外グルタミン酸及び細胞内カルシウムイオン

はともに血流再開後速やかに虚血前値にまで復し、海馬CA1錐体細胞死発生まで上昇するこ

とはないとされている。それゆえ、遅発性神経細胞死の発生機序として、海馬CA1錐体細胞

を直接細胞死に導くなんらかの要因が虚血後から細胞死が発生する2-4日の期聞において発

現していることが想定されている。最近、グルタミン酸受容体のアンタゴニストである

NBQXの虚血後投与によりスナネズミの一過性脳虚血による遅発性神経細胞死が効果的に防

御されることが報告され (5)、細胞死に導く要因として虚血後におけるグルタミン酸受容

体の関与が示唆されている。本研究では、この細胞死に導く一要因としてのグルタミン酸受

容体の虚血後機能変化を、一過性脳虚血後海馬CA1錐体細胞において観察されるグルタミン

酸受容体を介するカルシウムイオン流入機構の変化をもとに検索した。

〔方法〕

ハロセン麻酔下において5分間の一過性脳虚血を負荷したスナネズミから虚血後1、3、6、

9、12そして24時間の時点で海馬スライスを作製し、細胞内カルシウムイオン蛍光指示薬

rhod-2をloadingした後、細胞内カルシウムイメージングシステムをもちいて、グルタミ

ン酸及びNMDA刺激により誘発される細胞内カルシウムイオン濃度変化を計測した。

〔結果〕

5分間の一過性脳虚血を負荷された海馬CA1野においては、虚血を負荷されていない海馬

CA1野と比較して、虚血後1時聞から 12時間の期間でグルタミン酸刺激により誘発される細

胞内カルシウムイオン濃度上昇が有意に増大し、この増加傾向は虚血24時間後の時点におい

ても観察された(図 1A)ロこの脳虚血を負荷された海馬CA1野において観察される細胞内

カルシウムイオン濃度上昇培加は、 NMDA型グルタミン酸受容体アンタゴニストD-APVに
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より抑制された(図1B) 0 NMDAにより誘発される細胞内カルシウムイオン濃度上昇も海

馬CA1野においては虚血1時聞から 12時間の期間において有意に増大しており、特に虚血

3-9時間後において著明であった(図2) 0 5分間の一過性脳虚血では遅発性神経細胞死が発

生しない海馬CA3里子においては、J;fElm. 1時間後においてのみ有意な増加が観察された。

〔考察〕

遅発性神経細胞死がプログラムされた海馬CA1錐体細胞において虚血後I時間から 12時間

の期間で観察されるグルタミン酸誘発性の細胞内カルシウムイオン濃度上昇の増強反応は、

D-APVで抑制され、またNMDA誘発性の細胞内カルシウムイオン濃度上昇。についても同様

の増強反応が観察されたことから、その発生機構にNMDA受容体の関与が考えられる。虚血

後、伝達物質として正常レベルで放出されるグルタミン酸によりカルシウムイオンの過度の

細胞内流入が起こり、カルシウムポンプ活性化等による細胞内エネルギーの消費が高まる可

能性が考えられ、このことが虚血性遅発神経細胞死の一因となっているかもしれない。
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図l スナネズミ虚血後海馬CA1

野におけるグルタミン酸誘発性細

胞内カルシウムイオン濃度上昇.

A:グルタミン酸lOmMに対する

蛍光強度の変化(刺激前値に対す

る比で表している一縦軸)横軸は5

分間の一過性脳虚血後の経過時間.

B:D-APV 100μM添加による

抑制効果.各グループ (n=6-8). 

図2 スナネズミ虚血後海馬スラ

イスにおけるNMDA誘発性細胞内

カルシウムイオン濃度上昇.

NMDA25μM に対するCA1野及び

CA3野での蛍光強度の変化(刺激

前値に対する比で表している一縦軸)

横軸は5分間の一過性脳虚血後の

経過時間.各グループ (n=8-10).

〔文献)(1) Choi， D.W. (1988) Neuron 1， 623-634 (2) M山肌 A.，Kadoya， F.， and Kataoka， K. (1990) 
Neurosci. Lett. 120，42-45 (3) Mitani， A.， Takeyasu， S.， Yanase， H.， Nakamura， Y.， and Kataoka， K. (1994) J. 
Neurochem.62， 626-634 (4) Rothman， S.M.， and Olney， J. W. (1986) Ann. Neurol. 19， 105-111 (5) 
Sheardown， M. ].， Nielsen， Eの.， Hansen， A. J.， Jacobsen， P.， and Honore， T目 (1990)Science 247， 571-574 
(6) Siesjり， B.K.. and Bengtsson， F. (1989) J目 Cereb.Blood Flow Metab. 9， 127-140 
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256 ラット大脳皮質可溶性分画中に認められる

一酸化窒素合成酵素活性に対する各種阻害剤の作用比較

杉山昌一、長藤寿昭、内藤成孝

(中外製薬(株)創薬第四研究所)

〔要約〕

ラット大脳皮質可溶性分山中にL-['HJ-argi ni neから L-['H J-ci trulli neへの変換活性が認められ、一酸化窒素

合成酵素 (NOS) の特異的阻害斉IJであるNG-nitro-L-arginine(L-NNA)がこれを濃度依存的に阻害した。ラッ

ト大脳皮質シナプトゾーム分画中にも同様の活性が認められ、 L-NNAは両者に対して同程度の阻害感受性(

IC，01直)を示したことから、ラット大脳皮質可溶性分画中に認めらるNOS活性は主としてN-cNOS (神経細胞

に恒久的に存在し、 Ca'+jcalmodulinに依存性のNOS) であると推察された。ラット大脳皮質可溶性分画中に

認めれる NOS活性に対する種キ NOS限害剤の阻害作用を比較検討したところ、 L-NNA、

N
G 
-cyclopropyl-L-arginine (L-CP A)、NG-nitro-L-argininemethyl ester (L-NAME)、NG-amino-L-argini ne 

( L-AA) 、 N
G
・iminoethyl-L-ornithine( L-NIO) 、 N"-monomethyl-L-argil1ine( L-NMMA) 

NG-allyl-L-arginine (L-ALA) 、7-nitroindazole (7-NI)、 aminoguanidine (AG) の111買に N-cNOS活性を限

害することが判明した。

一酸化窒素 (NO) は、脳においてNMDAレセプターを介したシナプスの伝達効率の長期変化(()や脳血流の

調節山など、細胞間のシグナル伝達に重要な機能を果たす物質である。一方、 NOは毒性を持つ物質としても

知られ、培養神経細胞において、 NOがNMDAレセプターを介したcytotoxicityに関与するという報告刊に中大

脳動脈閉塞による局所脳虚血によって生じる脳浮腫、脳梗塞、及び遅発性神経細胞死をNOS阻害剤が改善す

るという報告(4，5)がなされ、 NO及びNOSが虚血性脳血管傷害の発生に関与することが強〈示唆されてきてい

る。現在までに、小脳のNOSを生化学的に検討した報告は多いが、大脳皮質のNOSを生化学的に検討した報

告は少ない。更に、ラット中大脳動脈閉塞によって生じる梗塞領域は主として大脳皮質であるという事実を考

慮すると、大脳皮質のNOSを生化学的に検討することは、虚血性脳血管傷害の発生機序解明に重要であると

考えられる。そこで、今回大脳皮質可浴性分画中のNOS活性の性質を生化学的に検討した。

[実験方法11)大脳皮質可溶性分画の調製・ SD系雄性ラットを断頭し大脳皮質を分取した。大脳皮質湿重量
の10傍量の 50mMTris/HCI (pH 7.4)、 ImMDTT溶液中でホモゲナイズし、ホモゲネートを 1000x gで10

分間違心し上清を得た。これを更に、 100，000x gで1時間遠心し、その上清を大脳皮質可溶性画分画として

使用した。 2) シナプトゾーム分画の調製:我身の既報(6)の方法に従って大脳皮質から調製した。 3) NOS 活

性の測定:我々の既報(7)の方法に従って行った。反応液は、 100nML-['H]-argi ni ne、ImMNADPH、ImM

EDTA、 1.25mMCaCI，、 10μg/ml calmodulin、 100μM BH4、 10l' M FAD、 10μM FMN、と 50mM

Tris/HCI (pH 7.4)から構成され、 37度で 10分間インキュベーションした。 NOS活性は、 L-['H]-arginineか

らL-['H]-ciIru II ineへの変換量であらわし、阻害剤の阻害感受性は酵素活性を50%阻害する濃度 (IC，o値)で

示した。 4) その他:L-CPAとしALAI立、中外製薬(株)で合成した。実験成績は平均値土標準誤差の平均

値で表示した。

[実験成績1NOSの特異的阻害剤であるしNNAは、ラット大脳皮質可溶性分画中のL・['H]-arginineから
し['H]-citrullineへの変換活性を濃度依存的に阻害し、そのIC，o値は、 16.9:t 3.6 nMであった。反応液中の

Ca2+とcalmodulinを取り除いたところ、この分画中のNOS活性は消失した。同様に、ラット大脳皮質シナプト

ゾーム分画中にも同様の活性を認め、この活性に対する L-NNAの阻害感受性 (IC，o値)は 11.2 nMであった。

次に、大脳皮質可溶性分画中のNOSに対する積々阻害斉1)の阻苦感受性を検討した (Table1)。被試験化合物

と得られたIC，o値は以下の通りである。 lllJち、 L-NNA (16.9 nM) 、L-CPA (27.3 11M) 、L-NAME(79.4 

nM) 、L-AA(152.5 nM) 、L-NIO(277.0 nM) 、L-NMMA (337.8 nM) 、L-ALA (992.0 nM) 、7-NI( 

4.82μM)、AG(20.26μM) であった。

[考察 NOSは、大きく 3タイプのアイソザイムが知られている。神経細胞に恒久的に存夜し、その活性が

Ca'+/calmodulinに依存するタイプを N-cNOS、血管内皮の主に膜分函に恒久的に存在し、その活怖が

Ca'+jcalmodulinに依存するタイプをE-cNOS、そして1i popol ysaccharideやサイトカインによりマクロフアージ



などで誘導され、その活性がCa'+jcalmodulinに依存しないタイプを iNOSと呼んでいる向。今回得られた成績

の中で、大脳皮質の可溶性分画中にはCa'+jcalmodulin非依存性のNOS活性が存告:しないことと、大脳皮質シ

ナプトゾーム分画中のNOS活性に対する L-NNAのIC"，値と大1]面皮質可溶性分匝iIj1のそれとがほぼ一致するこ

とから、大脳皮質可溶性分画中のNOS活性は主としてN-cNOSであることが示唆された。

現在、 NOS阻害剤として、しNNA、L-NMMA、L-NAME、L-NIOがよく使われている (8)0 1990年以降、新

しいNOS阻害剤としてしAA、L-CPA、L-ALA、7-NI、AGが報告されてきているが、JJ!釈のところ、 N-cNOS

に対するこれら全ての1;ll;1{I'fIJのド!l書感'交付を!rIJ.-の}j訟で比牧験Mした惚告はなされていない。今岡のlai'.t;:感

受旬検討の紡来より、しNNAがi位も N-cNOSを強く阻害すること、新しく搬出されてきた阻害剤の中では

L-CPA 地~L-NNA について、 N-cNOS を|担:与すること、よく m いられる 1m 万斉IJ である L-NMMAの N-cNOS に刈する

阻害作用は比較的弱いものであることが判明した。今後の課題としては、これらNOS問答剤のN-cNOS活性問

答感受性の強きと虚血性脳血管傷害軽減の程!支の関係を調べることが必要であろう。

Table 1.各種阻害剤のN-cNOSに対する ICso値

Test 

compund 
ICso values 

L-NNA 16.9士3.6nM (4) 

L-CPA 27.3 :t 6.6 nM (3) 
←」

L-NAME 79.4:t 11.6 nM (3) 

L-AA 152.5 :t 55.7 nM (3) 

L-NIO 277.0:t 58.7 nM (3) 

L-NMMA 337.8:t 24.7 nM (3) 

L-ALA 992.0土162.4nM (3) 

7・NI 4.82:t 0.99μM (3) 

AG  20.26 :t 4.17μM (3) 
，，-一一一
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257 MARCKSのホスファチジルセリン結合部位
一大腸菌発現系での解析一

中岡隆志、小島直也*、辻 崇一*

東大医学部第 4内科、*理研・国際フロンテイア・糖遺伝情報

〔要約〕

ラット脳より精製したMARCKSが、ホスファチジルセリンに特異的に結合しうる

ことを昨年度報告した。大腸菌で発現したMARCKSはラット脳から精製した

MARCKSと同様にホスファチジルセリンに特異的に結合することから、大腸菌発現

系を用いてMARCKSのホスファチジルセリン結合部位について解析した。グルタチ

オンs-トランスフエラーゼ (GS T)との融合タンパクとして発現させたミュー
タントを用いてホスファチジルセリン結合能を検討したその結果、ラット MARCKS

の98T-152Sの部位にホスファチジルセリン結合部位が存在する事が明かと
なった。

MARCKSは、 Cキナーゼの主要なリン酸化基質であり、細胞内情報伝達系に関与していると考え

られる l。細胞内でのMARCKSの生理的役割についてはほとんとぐ分かつていないが、細胞膜および細

胞骨格系との相互作用が重要な意味を持っと考えられている o MARCKSは細胞膜に存在するタンパ

ク性の因子の介在なしに直接リン脂質を認識して細胞膜に会合する可能性が示唆されている 2，3

MARCKSと細胞膜との結合はCキナーゼによるリン酸化で調節を受けている 40MARCKSとホスフ

ァチジルセリンとの会合はCキナーゼによるリン酸化で明らかに阻害される。このことはMARCKS

とホスファチジルセリンとの会合そのものが生理的に大きな意味を持つことを示唆している。我々

は、既に大腸菌で発現させたリコンビナントのMARCKSがホスファチジルセリンに結合し得ること

を報告しているが、今回、大腸菌発現系を用いてMARCKSのホスファチジルセリン結合能について

解析したの

実験方法)

リボソーム プロッテイング 既に報告した方法に基き 3、ユニラメラーの3Hコレステロール標識

リン脂質/コレステロール リボソームを調製した。精製したタンパクをSDSPAGE電気泳動後、ナ

イロン膜に転写した。ナイロン膜をブロッキング後、 3Hコレステロール標識リン脂質/コレステロ

ール リボソームと空温で 16時間インキコベートした。洗浄後、乾かしたナイロン膜をフルオロ

グラフィーで検討した。

旦ぷム リン脂質を 50%エタノール中で96穴プレートに吸着させ、ブロッキング後、精製した
タンパクと 16時間インキュベートした。非吸着タンパクを洗浄した後、リン脂質と結合したタン

パクを抗ラットMARCKS抗血清を用いて定量した。

MARCKSミュータントの発現 ミュータントは全てMutagenekit (バイオラッド)を用い、全長の翻

訳領域をpBJuescriptSK +にクローニングしたプラスミドより調製し、 DNAシーケンスを確認した。

大腸菌発現ベクター、 pGEX2T(ファルマシア)に組み込んだクローンを大腸菌ストレイン

BL21(DE3)pLysSにトランスフォームし、 GSTとの融合タンパクを発現させた。融合タンパクはグ

ルタチオンーセフアロース 4B(ファルマシア)を用いて精製した。



結果)
1. G S T融合タンパクとして発現させたミュータントMARCKSはラット脳から精製したMARCKSと

同様にホスファチジルセリンに結合した。 GST融合タンパク、 GST6309及びGST6180はその

結合特異性においてもラットMARCKSと同様、ホスファチジルセリン特異的であった(Table1)。

2. GST 6152はGST6180と同様ホスファチジルセリンに結合したが、 GST6135のホスファチジ

ルセリンへの結合は認められなかった。

3. GS'j、98180はGS1'6180と同様ホスファチジルセリンに結合したが、 GST127180のホスファチ

ジルセリンへの結合は認められなかった(Figure1)。

4 以上より、ラットMARCKSの981'-152Sの部分が、ホスファチジルセリンへの結合に重要で

あると考えられた。

考察)
GST融合タンパクとして発現したミュータントがホスファチジルセリン結合能を持つことから、

MARCKSがホスファチジルセリンに会合するのはミリスチル化、糖付加に関係ないことが明らかと

なった。 98 Tー 15 2 Sの断片は、塩基性アミノ酸のクラスター (145K150R)があり、この部分

はホスファチジルセリンへの結合に重要であるが、これ以外にもN端側のヘリックス構造が結合に

非常に重要であることが示唆された。また、この断片は、親水性アミノ酸を多く含んでいることか

ら、ホスファチジルセリンとの結合は、疎水的なものだけではないと考えられる。

MARCKSはカルシウム非依存的にホスファチジルセリンに結合するが、 Cキナーゼはカルシウム

依存的にホスファチジルセリンと結合することが知られており、 C2ドメインがその結合部位であ

ることはよく知られている。 98 Tー 152の断片をC2ドメインと比較したが、ホモロジーは認

められなかった。このことはMARCKSとCキナーゼとが異なった様式でホスファチジルセリンと相

互作用するものと考えられる。

Fig. 1. 
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Table 1. MARCKSのリン脂質への結合

ELISAにlJt:い.各タンパクのリン脂質への結合を定量し、
ホスフ7チジルセリン (PS)への結合を 100%として表した。
PI :ホスファチジルイノシトール。 PC ホスファチジルコリン。

ラット MARCKS

GST6.309 

GST6.180 

PS 

100% 

100% 

100% 
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258 エタノール慢性投与はイノシトール三リン酸
受容体数をラット小脳で減少させる
斎藤浩1)2)、西田朗1)、福田裕恭1)2)、清水雅美1)

内富庸介2)、本橋伸高2)、山脇成人2)

〔要約〕
(1)国立呉病院臨床研究部、 2)広島大神経精神)

イノシトール三リン酸σP
3
)受容体へのエタノールの作用をラット小脳、海馬にて検討

した。 Invitroでは、エタノールは1Mまで添加しでも、 IP3受容体結合能には直接作用し

なかった。一方、エタノ-}レ慢性投与ラット小脳において、 IP3受容体数の減少を認めた。

しかし、海馬では1P3受容体結合能にエタノ-}レ慢性投与は影響を与えなかったことから、

エタノールに対するIP3受容体の感受性に部位差があることが示唆された。アルコール慢

性投与ラット小脳におけるIP3量やIP3受容体mRNA量は対照群と差がない。以上のことか

ら、エタノール慢性投与による IP3受容体数の減少はアゴニストである IP3量の変化や

mRNAの合成阻害によるものではないことが推定された。

[目的]

アルコール耐性、依存の分子機構を解明するために、エタノールの中枢神経系への作

用に関する研究は盛んに行なわれている。しかし、今だ未解決な部分が多い。最近、細

胞内情報伝達系の一つであるであるリン脂質代謝系へのエタノールの作用の有無が注目

されてきている(3)。そこで、本研究ではリン脂質情報伝達系のなかで'IP3量、 IP3受容体お

よび、 IP3受容体mRNAへのエタノールの慢性作用をラット脳で検討した。

[方法]
エタノール慢性投与実験

Wおt訂系雄性ラット(体重約200g)を使用した。対照群はオリエンタル酵母社製の液体

飼料のコントロール食、エタノール群は同杜のエタノール液体飼料食を与え3週間pair

feedingした。

I P3受容体結合実験

IP3受容体結合実験は既報を一部改変して行なった(7)。反応液は50mM  Tris-HCl、 (pH 

8.3)、1mMEDTA、IP3(10 nM-lμM)、[3H1IP3(1 nM)および小脳、海馬膜標品(0.2・0.4

mg)から成り、 4'C、 10分間反応させた。反応後に膜標品と結合したCH1IP3の放射活'性を

測定した。

I P3量測定

IP3量測定は、既報を一部改変して行なった(5)。小脳、海馬膜標品はhomogenizebuffer 

(0.4 M HCI04， 1 mM  EDT A)でホモジナイズし、タンパクを除去した後、 KOH(lM;

containing 75 mM  HEPES)でpH7.5に滴定し、 60min氷中に放置。その後、遠心(2000 g， 

15 rnin， 4 'C)し、上清のIP3量を IP31~IJ定キットを用い行なった。
I P3受容体mRNA量の測定

ラット小脳からのトータlレRNAの調製は既報に従った(2)01 P 3受容体のcDNAの5'末

端の3箇所に相補的なプローブを使用し、検出はジゴキシゲニンラベル化学発光システ

ムによった。



[成績]

1 )エタノールのIP3受容体への作用

エタノールの急性添加 (invitro)はIP3受容体結合能に1Mまで変化を与えなかった(結

果は示さず)。一方、エタノール慢性投与ラット小脳では、対照群に比べIP3受容体の

IP3に対する親和性 (Kd)は変化なく、受容体量(Bmax)の減少が示された(Table;p < 0.05; 

n = 8)。海馬では、 Kd，Bmaxともに変化は認められなった(Table;p < 0.05; n = 8)。
2) エタノールのIP3量への作用

エタノール慢性投与ラットでは、対!日H洋に比べIP3置は、小)J前、海出においてともに有
意差は認められなかった(Figure;hippocampus; controls， 72.7土4.9; alcohols， 66.9士4.3

pmol!mg protein， cerebelium; controls， 86.0士4.9;alcohols， 84.8 :t2.8 pmol!mg protei凡 p> 
0.05; n = 8)。
3) エタノールのIP3受容体mRNAへの作用
IP3受容体のmRNA量をノーザンブロットにより検討した。 IP3受容体mRNA量は、エタ

ノール慢性投与ラットおよび対照群において差は認められなかった(結果は示さず)。

[考察]
エタノール慢性投与により IP3受容体数秒l、脳で自制、するという今回の結果は、エタノー
ル慢性投与マウス小脳において、 IP3受容体数が減少するという報告(6)に一致した。しか
し、海馬ではIP

3受容体数に変化は認められなかったことから、この減少は少なくともラッ

トでは部位特異的であることがわかった。また、エタノール慢性投りーにより、小脳のIP3←
量は変化しなかった。このことから、エタノ -)レ慢性投与による IP3受容体数の減少は、

IP3量の変化によるものではなかった。

さらに我々は、エタノール慢性投与が、 IP3受容体mRNA量には影響を')えないことを

認めた。この結果より、エタノール慢性投与は、 IP3受容体のDNAからmRNAの転写には

作用せず、mRNAの翻訳の低下、またはIP3受容体タンパク質の分解の増加に影響を与え

ていることが示唆された。

IP3受容体は小脳のPurkinje細胞に豊富に存在する(2)ことより、 IP3受容体機能が低←下す

ればPurkinje細胞、小脳機能が低下eすることが考えられる。興味深いことに、小脳皮質の

Purki吋e 細胞は、歯状核、視床を介して運動野、前運動野に投射し、行動の開始、制御

に重要な役割を果している(4)0 このことより、慢性のアルコール摂取により Purkinje細

胞機能が低下し、小脳機能が障害されることが、アルコール依存症患者の異常飲酒行動

と関連しているかもしれない。

[文献]
1) Chomczynski P. and Sacchi N. (1987) Anal. Biochem. 162. 156-159. 2) Danoff S. K. and Ross C. A. (1994)， Prog 

Neuro-Psychopharmacol. Biol. Psychiat. 18. 1-16.3) Hock J.B.et al (1992)， FASEB. J. 6.2386-2396. 4) Modell J. G. et 

al. (1990)， J. Neuropsychiarry 2. 123-144.5) Shimizu M. et al (1993)，よ Neurochem.60. 595-601. 6) Smith T. L. 

(1987)， Life Sci. 41. 2863-2868. 7) Worley P. F. et al (1987)，1. Biol. Chem. 262.12132-12136 

TABLE The values of Kd and Bmax of IP3 binding in rat brain FIGURE Effect of chronic ethanol treatment 
on IP3 level in rat brain 
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259 エタノールによるホスホリバーゼC活性の抑制

西田朗1)、斎藤浩1)2)、福田裕恭1)2)、清水雅美1)

内富庸介2)、本橋伸高2)、 山脇成人2)

(1)国立呉病院臨床研究部、 2)広島大神経精神)

〔要約〕

ホスホリパーゼC(PLC)へのエタノールの作fjJをラット大脳皮質の脱および細胞質jlUj分で検

討した。高濃度(lOOmM以干卜jのエタノールは、 PLCを抑制したが、この抑制は膜!ruj分のみでな

く、細胞質画分でも観察された。また、エタノールの代謝産物であるホスファチジルエタノー

ル(PEt)は濃度依存的(10μM以一t..)にPLCを抑制した。エタノールやPEtによる抑制はPLCのサブタ

イフ。(戸l''fI'OI)に対する抗体を前処置しでも阻害きれなかった。これらのことから、エタノール
およびPEtは、 PLCに直接しかもサブタイプ非選択的に抑制することが解かった。

[目的]

ホスホリバーゼC(PLC)は細胞膜のリン脂質であるホスファチジルイノシトールニリン酸

(PIP 2)を加水分解してイノシトール三リン酸とジアシルグリセロールという二つのセカンドメッ

センジャーを産生する。我々は、エタノールがラット脳のPLC活性を抑制することを既に報告

している(4)が、その抑制機序やPLCサブタイプに特異的をもつかどうかなど不明であった。そ

こで、本研究ではラット大脳皮質細胞質画分やPLCの主な3種のサブタイプ(s1，'fI'OI)に特異的な

抗体を使用して、エタノールのPLC活性への作用を検討した。一方、エタノールによる抑制は

比較的高濃度(100mM以上)で認められることから、通常の飲酒量でエタノールが直接PLC活性

を抑制することは考えにくい。そこで、エタノールの代謝産物で非f生理的リン脂質であるホス

ファチジルエタノール(PEt)のPLC活性への作用を検討した。

[方法]

膜と細胞質標品の作成

既報どうりに行なった(4)。前大脳皮質は、 10倍量のhomogenizingbuffer (0.5 mM EDT A/l mM 

dithiothreitolfO.l mM phenylmethylsulfonyl fluoride/O.32 M sucrose/40 mM HEPES-NaOH， pH 7.2)で

homogenizeした後、1O，500gで60分間遠心し、その上清を細胞質画分、その沈査を上記の

homogenizing bufferで再懸濁したものを膜画分とした。抗体の前処置は4'Cで2時間行った。

PLC活性測定

既報どうりに行なった(4)。反応液は0.1% sodium deoxycholate、80mM KCl、2mMEGTA、1.6

mM  CaC12、20mM Tris-maleate、pH6.5、0.04mM phosphatidylethanolamine、0.2mM eH]phos-

phatidylinosito14、子二リン酸と膜または細胞質画分(0.5μg)から成り、 37'C、 5分間反応させた。

反応後に生じたイノシトールリン酸の放射活性を測定した。

[成績]

エタノールのPLC活性への作用

ラット脳ではPLCは膜のみではなく細胞質にも存在し、この細胞質のPLC活性も膜同様にエ

タノールにより抑制された(図1)0PLCの主要な3種のサブタイフpsI''fl'Oj)に対する抗体を前処置
後エタノールのPLCに対する作用を検討した。その結果、いずれの抗体を前処置しでもエタノー

ルはPLC活性を抑制したことから、サブタイプ非選択的な抑制作用であることが推定された。

ホスファチジルエタノールのPLC活性への作用

PEtはラット前大脳皮質細胞質画分のPLC活性を10μM以上ーから濃度依存性に抑制した(図2)。
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PLCのサプタイフ下l'YI'OI)に対する抗体を前処置しでも、 PEtはPLC活性を抑制した。このことか

ら、エタノールと同様に、 PEtによる活性抑制もサブタイプ非選択的であると推定された。

[考察]

エタノールおよびPEtは膜画分のみでなく細胞質画分のPLC活性も抑制した。このことから

PLCの抑制は膜の撹乱による間接的な抑制ではなく、直接作用であることが示唆された。 PLC

は主に3種のアイソザイム(s，Y， 0)に分類されている(1)が、このアイソザイムsl'Yl，OI)に特異的

な抗体を前処置しでもエタノールやPEtのPLC活性の抑制を阻害しないことから、エタノールと

PEtは共にPLCのアイソザイム聞で相向性の高い領域(おそらく触媒部位)に作用するのではない

かと考えられた。

エタノールに比較して、 PEtは低濃度(10μM程度)でPLC活性を抑制したことは大変興味深い。

Lundquvistら(3)はNG108-15細胞でPEtがIP3量を増大させると報告しており今回の結果とは一致

しなかった。この相違は、ラット脳と培養細胞の差、 cellfree systemとwholecellの差などによる

と考えられたが、今後の検討課題の一つである。 PEtはエタノール存在下で産生される非生理的

リン脂質であるが、脳神経系を含む種々の組織で産生することが報告されている(1)。このPEt

は長期間生体内に蓄積されることから、長期アルコール飲酒の中毒作用がPEtによる可能性が指

摘されている(2，3)。アルコール依存症の患者では慢性的にPEtが産生され、このPEtが何らかの

病態メカニズムに関与している可能性があり、そのひとつとしてPLCへの作用が関与する可能

性がある。

[文献]

l)Cockcroft， S. and百 omas，G.M. (1992) Biochem. 1. 228，1-14 2)Mueller， G.C. et al (1988) Proc. Natl. 

Acad. Sci. U.S.A. 85，9778-9782 3)Lundqvist， C. et al (1993) J. Neurochem. 60， 738-744 4)斎藤ら

(1992)，神経化学 32，462-463.

初

回

曲

印

判

初

{
g
g
b
h
a
田

E
H
E
E
-
-
o
E
C
)
h
D宮
Z
υ
ω
O
J
a

ロcontrol
固 +1M EtOH 

宮
古
ち
一
』
a
m
E
E由
伊
豆
ち

E
C
)
b
-
z
s
e
O」
且

0.1 10 100 

PEt concentration (μM) 

Fig.2 Effect of PEt on PLC activity in cytosol 
of rat frontal cortex 

1000 cyto田 I

Fig.l Effect of EtOH on PLC activity in membrane 
and cytosol of rat frontal cortex 

町、e町、brane



554 

260 チュープリン-Gs連関によるアデ、ニル酸シクラーゼ活性の調節:
ラット線条体での老化に伴った変化

八回慎一、斎藤利和¥大鹿英世

(札幌医科大学医学部薬理学講座、事例1経精神医学講座)

〔要約〕 チュープリン(Tu)とGsとの連関によるアデニル酸シクラ ゼ(AC)活性促進性調

節の、老化に伴う変化について、 24月齢(老化群)のラット線条体膜標品を用いて検討した。 2月

齢(対照群)ラット大脳から調製したGppNHp結合型Tu(Tu-GppNHp)によって線条体膜ACは活性

化され、さらにDIドパミン感受性AC活性の促進がみられた。一方、老化群から調製した

Tu-GppNHpによるAC活性ならびにDIド‘ノfミン感受性AC活性の促進は減弱していた。 G蛋白質サ

プユニットのImmunoblotting、および光親和型非水解性GTP類似体のAAGTPを用いた Photoaffinity

Labelingの結果から、線条体Gs、Giの蛋白質量・機能において老化に伴った変化は認められなか

った。これらの結果は、 Tu-Gs連関を介したAC促進性調節は老化に伴って減弱し、この減弱は

TuからGsへのグアニンヌクレオチドの転移反応の低下によるものであることを示唆している。

【目的】 これまでに我々は、細胞骨格微小管構成成分蛋白質であるチュープリン(Tu)が、 Giお

よびGsと連関し、 G蛋白質へのグアニンヌクレオチド(GN)の転移反応を介して、アデニル酸シク

ラーゼ(AC)活性の抑制性ならびに促進性調節に関与していることを報告した(2，3)。このことは、

神経組織での、老化に伴う細胞骨格系の変化が神経系ACの応答性変化に関与している可能性を

示唆しており、ラット大脳皮質では老化に伴って、 Tu-Gi連関の低下と、 TuによるAC抑制性調

節の減弱が認められた(5)。一方、 Tu-Gs連関によるAC活性の調節が老化によってどのように影

響されるのかまだわかっていない。この点について検討するため、本研究は、 2月齢(対照群)と

24月齢(老化群)のラットから調製したTuと線条体膜標品を用い、 Tu-Gs連関とその際のAC促進

性調節の変化について検討を行った。

【方法】 Wistar系雄性ラットを用い、線条体組膜分画の調製、 AC活性の測定、光親和型非水解

性 GTP類似体である[.2p]p' _ (4-azidoanilido)-P 1_  5'ーGTP([3 2p]AAGTP)による Photoa伍nity

Labeling、およびG蛋白質サブユニットとTuの Immunoblottingは Hattaet aJ. (4，5)の方法で行った。

Tuの調製はRasenickand Wang (6)の方法によって行い、 TuをGppNHpあるいはAAGTPで重合させ

ることで、 GppNHp結合型 (Tu-GppNHp)およびAAGTP結合型 (Tu-AAGTP)Tuを得た。

【結果】 ラット脳より調製したTu-[3 2 PlAAGTPを線条体膜標品とインキュベー卜すると、 Tu

に結合していた[32PlAAGTPはTuから線条体膜標品中のGsα およびGiαへと結合し、 TuからGsα、

GiαへのGNの転移が示された(Fig. 1)。次に、 Tu-GppNHpを用いて、 TuによるAC活性の促進性

調節について検討すると、対照群ではTu-GppNHpによってBasalの約134%までACは活性化され

た(Fig. 2)。一方、老化群でのTu-GppNHpによるACの活性化は対照群と比較して有意(P<O.01)に

低下していた。 Tu-GppNHpのDIドノfミン感受性AC活性に対する効果について検討したところ、

対照群でーはTu-GppNHp(10-5 M)によってSKF38393刺激性AC活性の効果的な促進が認められた

(Fig. 3)。しかしながら、老化群で・のTu-GppNHpによるSKF38393刺激性AC活性の促進は、対照

群と比較して低下していた(P<O.01)。線条体膜標品中のG蛋白質サプユニット (αsH、αsL、αi、

αo、αq、β)量ならびにTu量をImmuniblottingによって解析した結果、対照群と老化群での量的

な差は認められなかった(結果未提示)。さらに['2PlAAGTPを用いたPhotoaffinityLabelingによって

解析したGsおよびGiでのGN結合活性においても、対照群と老化群での差はなかった(Fig.4)。

【考察】 先に我々は、ラット大脳皮質でのTu-Gi連関を介したAC活性抑制性調節が老化に伴
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って減弱していることを報告した(5)。さらに、ラット線条体を用いた今回の結果 (Figs. 2， 3)か

ら、 TuによるAC促進性調節の老化に伴った減弱が示唆された。老化に伴った、 G蛋白質とTuの

量的変化や、 GsおよびGiの機能的変化は認められなかったことから、 TuによるAC促進性調節の

減弱は、 TuとGsとの連闘を介したGNの転移反応(Fig. 1)の低下によるものと考えられた。細胞骨

格系機能の変化が示されているアルツハイマー型老年痴呆で、 AC促進性調節の低下が示されて

いる(1，η。Tu・-G蛋白質連関の変化がこのような疾病でみられるAC情報伝達系の変化と関連して

いる可能性が考えられ、今後さらに検討を加えたい。

Fig. 1 Transfer of nucleotide from tubulin (Tu) to G proteins. Rat 
striatal membranes were incubated with 2μg (Jane b) or 10μg (lane c) 
of Tu-r"p]AAGTP for 5 min at 300C and those membranes were 
washed and resuspenden for photoaffinity labeling. After UV 
irradiation， qu巴nchingand washing， 30μg of membranes were 
s)!bjected to SDS/PAGE and autoradiography. Ten f!g of Tu-e2p]AAGτl' without incubating with membranes was UV irradiated 
and subjected to SDSIPAGE in lane a. 
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Fig. 3 Effects of Tu-GppNHp on the R( + )SKF 
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261 ヒト・ヒポカルシン遺伝子のクローニング

〔要約〕

小林正明、高松研、藤城正敏、斎藤茂治、野口鉄也

(東邦大学・医学部・第二生理)

ヒト脳 cDNAライブラリーよりヒト・ヒポカルシン cDNAを単離し、全塩基配列を決定した。

ヒト・ヒポカルシン cDNAは582bpの蛋白質翻訳領域を持ち、 193アミノ酸残基からなるポリペプ

チドをコードしていた。ヒト・ヒポカルシン cDNAの蛋白質翻訳領域の塩基配列はラットと 92%の
相向性を示し，予想アミノ酸配列はラットと完全に一致した。ヒト多臓器ノーザンプロットパネルを

用いた解析から，ヒト・ヒポカルシン mRNAは約 2kbで，脳に特異的に認められた。また、ヒトー

ハムスタ一体細胞雑種ゲノムDNAを用いた解析から、ヒト・ヒポカルシン遺伝子は、第 1染色体上
に存在することが明らかとなった。

[ 緒言 ] 

ヒポカルシンは、大脳の海馬錐体細胞に特徴的に存在する 3個の EF-hand構造を持つ分子量約

23 k Daのカルシウム結合蛋白質である[)。ヒポカルシンは生理的カルシウム濃度で1分子あたり3分

子のカルシウムを結合し、カルシウム濃度に依存して海馬細胞膜と可逆的に結合する性質を持ってい

る。また，細胞膜との相互作用には、ヒポカルシンのアミノ末端がミリスチン酸化を受けていること

が必要である2)。最近、ヒポカルシンと相向性の高い蛋白質が、網膜3)4) 5)および脳6)7) 8)より同

定されており、これらの蛋白質は神経系において新しい蛋白質ファミリーを形成しているものと考え

られる。網膜視細胞に存在する分子種は、明暗JII員応に際してロドプシンのリン酸化をカルシウム依存

性に制御することで光情報の伝達効率を調節している5)9)。脳では少なくとも 6種類の分子種が存在

しており、分子種ごとに分布している神経細胞が異なっている8)10) 11)。いずれも生理機能について

は明らかにされていないが、各々が存在している神経細胞内で、神経細胞に特異的な共通の機構によ

り情報伝達の調節に関与していると思われる。我々は，このカルシウム結合蛋白質ファミリーに属す

る分子種と精神神経疾患との関連を追求する目的で、ヒト cDNAクローンの解析を行っている。今回

は、ヒト・ヒポカルシン cDNAをクローニングし、染色体上の局在について検討した。
[ 実験方法 ] 

1) cDNAクローニング:ヒト脳 cDNAライブラリー(Clontech Labs. USA)を、ラット・ヒポカ
ルシン cDNAをプロープとして lowstringency conditionでスクリーニングした。 2)ノーザンプ

ロット:ヒト多臓器ノーザンプロットパネル(BIOS. USA)を用い，ヒト・ヒポカルシン cDNAを

プロープとして行った。 3)染色体番号の同定:ヒトーハムスター体細胞雑種ゲノムDNA(BIOS. 

USA ) に対し，プライマーとして以下の配列を用い ポリメラーゼ連鎖反応 (PCR) を行った

(sense : CAAGCTG工GG工CCGAGATGT;antisens : CCACAT&GA，iGATTCCTGTG)。 ヒト・ヒ
ポカルシン遺伝子を選択的に増幅するため、各プライマーとも 2箇所の塩基置換(下線)を導入した。
[ 結果と考察 ] 

ヒト脳 cDNAライブラリーを、ラット・ヒポカルシン cDNAをプローブとしてスクリーニング

したところ， 5個の独立したクローン(hHLPl-5)を得た。このうち、 hHLP1について全塩基配列を

決定した。hHLP1は全長 840bpで、全蛋白質翻訳領域を含んでいた。翻訳領域は 582塩基対から

なり、 193残基のアミノ酸からなる推定分子量 22，426Da，等電点 4.72のポリペプチドをコードし
ていた(図-1) 0 hHLP1の蛋白質翻訳領域の塩基配列はラットと 92%の相向性を示し，予想アミ

ノ酸配列はラットと完全に一致したことから， 凶丑.P1はヒト・ヒポカルシン cDNAであると判断し

た。ノーザンプロットによる解析では、ヒト・ヒポカルシン mRNAは、ラットと同様に約 2kbのバ

ンドとして検出され，脳に特異的であった。また、ヒトーハムスタ一体細胞雑種ゲノムDNAを用いた

解析から、ヒト・ヒポカルシン遺伝子は第 1染色体上に存在することが明らかとなった(表-1)。同
じ蛋白質ファミリーに属するヒト・リカバリンの遺伝子は第 17染色体上に存在し12)、ヒト・ヒポ
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カルシン様蛋白質2 (hHLP2，昨年度 BDRPlとして報告した)の遺伝子は第 2染色体上に存在する

ことゆから、このファミリーはマルチ遺伝子ファミリーであることが示唆された。

[参考文献] : 1) Kobayashl M. 巴t al. 
(1992) Biochem. Blophys. Res. Commun. 
189，511-517: 2) Kobayashl M. et al 

(1993) J. Blol. Chem. 286， 18898-18904 : 3) 
Yamagata K. et al. (1990) Neuron 2， 
469-476 : 4) Dizhoor A.M. et al. ( 1991) 
Sc!ence 251. 915-918 : 5) Kawamura S. 
and Murakam! M. (1991) Nature 349， 420-

423 6) Takamatsu K.巴t al. (1992) 

Blochem. B!ophys. Res. Commun. 183， 

245-251 7) Okazak! K. et al. (1992) 
B!ochem. B!ophys. Res. Commun. 185， 

147-153: 8) H!daka H. and Okazakl K. 
(1993) Neurosc!. R巴s. 16， 73-77 ~ 

Kawamura S. (1993) Natur巴362，855-857: 
10) Saitoh S. et al. (1993) NeuroscL I..ett. 
157， 107-110 : 11) Saitoh S. et al. (1994) 
N巴urosci. Lett. 171， 155-158 1 2 ) 
Murakami A. et al. (1992) BI∞hem. 
Biophys. R巴s.Commun. 187， 234-244 : 13) 
Kobayashi M. 巴t al. (1994) Bi∞hlm 
Biophys. Acta ( In press ) 
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262 ムスカリン受容体のGタンパク質共役受容体キナーゼによるリン

酸化:m1， m2サブタイプ特異性

芳賀和子、亀山仁彦、芳賀達也

(東京大学医学部脳研究施設生化学部門)

〔要約〕

ムスカリン性アセチルコリン受容体m2サブタイプはGタンパク質共役受容体キナーゼGRK2(=βア

ドレナリン受容体キナーゼ=βARK1)によってアゴニスト依存性にリン酸化される。アゴニス卜結合m

2受容体はGRK2の基質であると同時に活性化物質として作用する。 ml受容体はGRK2によってアゴニス

ト依存性にリン酸化されない。 ml受容体はGRK2の被リン酸化能はあるが活性化能がないためと推測さ

れる。

m2受容体のアゴニスト依存性リン酸化はGタンパク質β7サフeユニットによって促進され(1、2)、β7

サフ事ユニットはGRK2のC末端部分に作用する(3、4)0m 2受容体のリン酸化部位は細胞内第3;レープ(13)と

同定された(5)013とグルタチオンSトランスフエラーゼの融合タンパク質13-GSTはβ7サプユニットとマ

ス卜パランによって相乗的に活性化される。マストパランの効果はm2受容体の細胞膜直下の細胞内部分

ペプチドによっても再現される(右図3の1，5， 6のペプチド)(6)。これらの結果はGRK2がsrサブ

ユニットとアゴニス卜結合受容体によって相乗的に活性化されることを示唆する(7)。本報告では、ムスカ

リン受容体mlサブタイプのGRK2によるリン酸化をm2のリン酸化と比較検討した。

[方法]ムスカリン受容体m1， m 2サブタイプ、 GRK2はノくキュロウイルスSf9細胞系を用いて発現さ

せ、精製したσ)013司GSTは大腸菌に発現させ、精製した。リン酸化は既報に従って測定した(6)。

[結果]ムスカリン受容体m1サブタイプのGRK2によるリン酸化はm2に比べて弱く、アゴニストに

よって活性化されなかった(図ここでm1のリン酸化は高受容体・高GRK2の条件で行っている)0 

4方、 13ループのペプチド‘はm1， m 2いづれのものもGRK2によって同様にリン酸化され、そのリン酸

化はマストパランによって活性化された(図1)0 m 2受容体の細胞内第3ループを除いた変異種は、 1

3-GSTのリン酸化をアゴニスト依存性に促進した(図2)。この結果は、アゴニス卜と結合したm2受容

体がリン酸化部位と活性化部位の2カ所でGRK2と相互作用することを示している。活性化部位としては

細胞膜直下の細胞内部分が考えられる。図3に示すように、膜直下のペプチドによってm2受容体のリン

酸化の阻害が見られた(この実験では高濃度のGRK2を用い低濃度ペプチドによる活性化は見られない条

件で行っている)0 m 1とm2サブタイプは13のN末端部分(図中2)でアミノ酸配列が異なることが知

られている。 m2のペプチド2はリン酸化を阻害したが、 m1のペプチド2は阻害しなかった。 m2ペプ

チド、を認識するGRK2の部位がmlペプチドを認識しないことを示すと考えられる。

[考察]m 1受容体がGRK2によってアゴニス卜依存性にリン酸化されないのは、リン酸化部位が認識さ

れないためではなく、 ml受容体がGRK2を活性化しないためと考えられる。 13N末端部分とGRK2の相互

作用の有無が、 mlとm2の基質特異性を決定する lつの要因となっていると推測される。



図1: m 1， m2受容体及びm1，m2受容体細胞内第3ループ(13)ペプチドのリン酸化
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263 

〔要約〕

セ口トニン受容体を介するアデニル酸シクラーゼ

活性におよぼす抗うつ薬慢性処置の効果
清水雅美1)、西田 朗1)、福田裕恭1)2) 

斎藤浩1)2)、山脇成人2)

(1)国立呉病院臨床研究部、 2)広島大神経精神)

セロトニンσ-HT)受符体を介するアデニル酸シクラーゼ活性のi調節機構に対する抗うつ

薬の慢性効果を調べる目的で、 NGI08-15細胞を用いて検討し、次の結果を得た。 1) 

NG108・15細胞への8μMamitriptyline(AMI)の3日間の慢性処置は、 forskolin刺激によるcAMP産

生を増加させ、この作用は5-HT共存ドでさらに増強された。 2) 5-HTによるcAMP産生の増

強は、 5-HT4受容体のantagonistであるGRl13808およびICS205-930により抑制されたが、 5・

HT1
および、5-HT2受容体のantagomstでは抑制されなかった。 3)5-HTによるcAMP産生の増強

は、 cycloheximideおよび actinomycin Dの前処置により抑制された。以上の結果より、

NG108司15細胞へのAMIの慢性処置は5抗 T受容体を介するアデニル酸シクラーゼの活性を増

強し、これは5・HT受容体/アデニル酸シクラーゼ系の調節に関連する何らかの蛋白質の合成

が促進される結果と考えられた。

[目的]

抗うつ薬の慢性投与によるモノアミン受容体の数や機能の変化に関して多くの検討が行わ

れている。 5・HT受容体に関しては、 5-HT
2受容体のdown-regulationと5-HT2受容体に連関した

ホスファチジlレイノシトール代謝系の減弱が報告され(1ム4)、抗うつ作用との関連が指摘さ

れている。一方、アデニル酸シクラーゼに連関する5-HT受容体(5-HT
1A
、18受容体)に関して

は、抗うつ薬の慢性投与による活性の減弱(3)、または変化のないことが報告されており

(5)、一致した結論は得られていない。そこで本研究では、 neuroblastomaとgliomaの雑種であ

るNG108・15細胞にAMIを慢性処置し、 5-HT受容体を介するアデニル酸シクラーゼ活性の変

化について検討した。

[方法]

NG108-15細胞は10%牛胎仔血清、 1mM glutamine、IOmMhypoxanthine、1.6mM thymidine 

を含むDulbecco'smodified Eagle's mediumを用いて培養した。細胞は直径35-mmのdishにサブ

カルチヤーし、 medium中にAMIを加え3日間処置した。 Pertussistoxinは、 AMI処置の最終20

時間細胞に処置した。 Cycloheximideおよびactinomycin Dの効果の検討は、それぞ、れ5mg/ml

および20mg/mlを細胞に2時間処置し、続いてAMIを16時間処置することにより行った。処

置した細胞はHEPES-bufferedKrebs Ringerで洗浄した後、各種agonistで10分間刺激し、

perchloric acidを加え反応を停止させた。反応液はtubeに移し中性に調整し氷上に保存した。

1時間後遠心し、上、清中のcAMP量をアマーシャムのcAMPassay kitを用い定量した。

[成績]

1 )forskolinおよび、各種agonist刺激によるcAMP産生におよぼすAMI慢性処置の効果

NGI08-15細胞への8μMAMIの慢性処置は、 basa!のcAMP量は変化させないが、

。目l凶1forskoIin刺激によるcAMP産生を有意に L昇させた。 forskoIin刺激に5-HT(0.1-100μM)

を併用したところAMI処置群においては5-HTの濃度依存性にcAMP産({二のさらなる増強が観

察された(Fig.1)。また、 5-HT4受容体のagomstである5-methoxytryptamineの併用もforskolinに

よるcAMP産生をAMI処置群において弱いながら増強した。しかしながら、ふOH-DPAT、

carbacho!、clonidine，NAのforsko!inによるcAMP産生に対する抑制作用はAMI処置により影

響されなかった。このときAMI処置群と無処置群で細胞の蛋白量に変化は認めなかった。
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2) cAMP産生の5-HTによる増強作用に対する5-HT受容体antagonistの作用

AMI処置細胞において観察される 5-HTによるcAMP産生の増強は5-HT4受容体のantagonist

であるGR113808およびICS205-930により抑制された。しかし、 5-HT1や5-HTz受容体を間害

するsplperone、SCH23390、pindololによっては抑制されなかった(Fig.2)。

3) cAMP産生の5-HTによる増強作用に対するpertussis toxin前処置の影響

5-HTの増強効果はpertussistoxinの前処置(lOOngfml，20h)により影響されなかった。

4) cAMP産生のふHTによる増強作用に対するcycloheximideおよびactinomycin

前処置の効果

AMI処置細胞において観察されるS-HTによる cAMP産生の増強は、 cycloheximid(5μg/ml)お

よびactinomycinD (20μg/ml)の前処置により抑制された。

[考察]

AMIを慢性処置したNG108-15細胞において、 forskolin刺激による cAMP産生の5-HTによる

増強作用が観察された。この増強作用は5-HT
4受容体のantagonistにより抑制されたことから、

AMIの慢性処置がアデニル酸シクラーゼに促進性に連関する5-HT受容体の機能を上昇させ

る可能性が示唆された。一方、 fors k 0 IinJ1iU激によるcAMP産生の8心H-DPATによる抑制作用
はAMI処置により変化せず、加えてS-HTによる増強作用はpertussistoxinの前処置により影響

されないことから、 AMI処置はアデニル酸シクラーゼに抑制性に連関する 5-HT受容体の機

構に対しては影響しないと考えられた。

S-HTによるcAMP産生の増強は、 cycloheximideおよび比tinomycinDの前処置により抑制さ

れることから、 AMIの慢性処置は転写を促進することによりアデニル酸シクラーゼに連関す

る5・HT受容体を増加させるかあるいは受容体機能の調節に関係する蛋白質の合成を促進す

る可能性が考えられた。
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Fig. 2 Effect of various 5-HT receptor antagonists on 5-
HT-induced enhancement of cAMP accumulation in 
amitriptyline-treated cells. 
Cells were preincubated with GR 113808A (30μM)，ICS 
205・930(30μM)， spiperone (30μM)， SCH 23390 (30μM)， 
or pindolol (30μM) for 10 min and then were s!Imulated 
with 0.1 μM forskolin alone， or forskolin plus 10 μM5-HT 
for 10 min at 370C in the presence of each antagonist. Data 
are expressed as percentages of the values obtained with 
forskolin plus 5-HT in the absence of批 antagonist.判'Pく0.01
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Fig.l Modulation by 5-HT of forskolin-stimulated cAMP 
accumulation in NG 108-15 cells treated with 
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264 神経系に特異的分布を示すカルシウム結合蛋白質，

〔要約〕

ニューロカルシン(Neurocalcin)標的蛋白質について

岡崎勝男、井上繁雄、日高弘義
名古屋大学医学部薬理学講座

当教室にて発見された神経特異的蛋白質、ニューロカルシンの機能を明らかにす

る目的で、ニューロカルシン8の標的蛋白質を検索すると同時に、抗ニューロカルシ
ン8抗体を作成し、組織分布を調べた。 1251_ニューロカルシン8を用いたゲルオーバ

ーレイ法において、 10kDa， 14 kDa， 27 kDa， 36 kDa及び50kDaのバンドがカルシウム

依存性に検出された。ニューロカルシン8・アフィニティカラムには、 10kDa， 11 kDa， 

19 kDa， 24 kDa， 36 kDa， 50 kDa及び70kDaの蛋白質がカルシウム依存性に結合した。

アフイニティカラムより溶出された蛋白質を酵素処理して得たペプチドのアミノ酸

分析より、 S100s(10kDa)，Sl00α(11kDa)， ca1modulin(19kDa)， myelin basic protein(24kDa)， 
tubulin(50 kDa)， glyceraldehyde-3・phosphatedehydrogenase(36 kDa)であることカfわかっ

た。精製したSl00sを用いてzerかlengthcrosslinkingによる解析を行ったところ、ニュ

ーロカルシン8はS100sと1:1に結合することがわかった。 S100ファミリーに属するカ

ルサイクリン、カルギザリン、カルヴァスクリンと1251・ニューロカルシン8の結合を

検討したところ、カルサイクリンと中程度の親和性を示した。抗ニューロカルシン8
抗体を用いた免疫組織化学的検討では、脊髄神経節ニューロンの核及び、脊髄白質

のグリア細胞の細胞質にニューロカルシン8の存在が示唆された。これらの結果より

ニューロカルシン8はグリア細胞などにおいてS100sとの相互作用によってカルシウ

ム情報伝達系に関与していると考えられた。

ニューロカルシンは当教室で発見、精製された、新しいカルシウム結合蛋白質で

ある(1993，Neurosci. Res.)。当教室で合成した新しいカルモデュリン阻害剤の一つで、

ベンゼンスルフォナマイド誘導体であるW-77を用いたアフィニティクロマトグラフイ

を使って、ウシ大脳粗蛋白画分より得られた(1992，J.B.C.)。少なくとも合計6つの

アイソザイムが脳内に存在しており、ウシの大脳、小脳，網膜(1992，B.B.R.C.)， 喫

球 (1993，Neurosci. Jett.)、副腎等(1993，J. Endcrinol.)、神経特異的な発現を示すこと

が知られている。 ウシ脳より得られたcDNAクローン産物であるニユーロカルシン

8は分子量22，284で 1分子当り 2分子のCa2+と結合することがわかった。今回、ニュ

ーロカルシンの神経細胞における機能を探る目的で、ニューロカルシン8の標的蛋白

質を検索した。また発現ニューロカルシン8に対する抗体を作制して免疫組織学的検
討を行い、他のアイソフォームとの分布の違いを検討した。

「方法」ニューロカルシン8はMBPとの融合蛋白質としてE.Coliに発現させた。

アミロースレジンを用いてキE精製ののち、 FactorXaにてdigestionした。 Qsepahroseを
用いて、 MBPと分離後、 W-77カラムを用いて精製した。ニューロカルシン8アフィニ

ティカラムはl∞mgの発現ニューロカルシン8を用いてCNBr-activatedsepahroseとカッ
プリングさせた。ウシ脳200gをホモゲナイズし、超遠心にて得た上清に1mMCaC12

となるように加え、カラムにアプライした。 1mMEGTAにて溶出された分画を C18

逆相カラムを用いて分離したのち、 1ysylendopeptidase又はV8proteaseでdigestionしたo

HPLCで分離したペプチドはペプチドシークエンサーを用いて解析した。

Bolto&Humter1:去にてラベルした1251・ニューロカルシン8を用いて、 lmMCaC12または



1mMEGTA 存在下にゲルオーバーレイ法にてニューロカルシン8結合蛋白質を解析

した。また、 EDC及びNHSを用いたZero-lengthcrosslinking法により、 stoichiometryを

分析した。免疫組織染色は、発現ニューロカ lレシン8をウサギに免疫して得られたポ

リクローナル抗体を用いてABCキットにより行った。

「結果Jニューロカルシン8アフイニティクロマトグラフィーにより 10kDa， 11 
kDa， 19 kDa， 24 kDa， 36 kDa， 50 kDa， 70 kDa の蛋白質がカルシウム依存性に結合した。

ペプチドシークエンスの結果、それぞれのバンドはS100s(10kDa)， S100α(11 kDa)， 

calm凶ulin(19kDa)，myelin basic protein(24kDa)， tubulin(50 kDa)， 

gl yceraldehyde-3・phosphatedehydrogenase(36 kDa)と一致した。 1251・ニューロカルシン8

のゲルオーバーレイでは10kDa， 14 kDa， 27 kDa， 50 kDaのバンドが陽性であった。精

製したS100βを用いて行ったゲルオーバーレイでも1251-ニューロカルシン8はカルシ

ウム依存性に結合した。 S100ファミリーに属するカルサイクリン、カルギザリン、

カルヴァスクリンについて同様の検討を行ったところ、カルサイクリンはS100sに比

べて弱い結合を示したが、、カルギザリン及びカルヴアスクリンは殆ど結合しなかっ

た。ニューロカルシン8は2-mercaptoethanol存在下において、電気泳動上ml川l孔川u叫llt印i切pleなパ

ンドとして見られた。 z詑ero昨削-le叩n叩1
はl叩Oωaし、 24kD仇a、48kDaのバンドに加え、 34ゆ aのバンドが検出された。抗ニユー

ロカルシン5抗体を用いた免疫組織学的検討では、脊髄白質のグリア細胞の細胞質が
よく染まった。

「考察JS100ファミリーは 2EFハンドタイプのカルシウム結合蛋白質であり、
細胞周期や細胞増殖、分泌に関連して発現するものが多い。特にS100蛋白質はよく

研究されており、 SlOOs，S100α0， S100αの3つのアイソフォームが知られているが、

S100sは神経系の中でも特にグリア細胞に多く発現されている。同じくグリア細胞に

多く発現されるニューロカルシン8がS100sとカルシウム依存性に結合することが明

かとなり、ニューロカルシン8が細胞において中枢神経系において、細胞周期や細胞

増殖、分泌などの重要な機能における細胞内カルシウム情報伝達に関わっているこ

とが示唆される。又、アイソフォームにより神経系での発現細胞がの違いが明らか

になり、また複数の標的蛋白存在が示唆されることからニューロカルシンがアイソ

フォームにより別の標的蛋白質が存在する可能性または、それぞれのアイソフォー

ムが複数の標的蛋白質を制御している可能性が考えられる。
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265 カノレノてコーノレ東山男女f衣手手↑生<7::>自民主-.-1:::.霊頁音日予ξJ惑
字申楽韮震百戸苛トランスグゾレタミブーーゼ?舌'f空イヒに
ヰヨよ Lま τγ一一酉愛イヒ空室妻き壬当「足立西孝雲居恒且筆写斉リ<7::>相I借り
交力身ミ
安藤正人・立去廷族・楠戸正子・永田 豊 (藤田保健衛生大・医・生理)

[要約]摘出白鼠上頭部交感神経節(SCG)を生理溶液中でインキュベーションを行う際、ムスカリン性アゴ
ニストのcarbachol(Carb， 100μM)を添加して節後ニューロンの脱分極性変化を 生じさせると、神経細
胞質内の至適Ca2+濃度に依存して可溶性タンパクの架橋反応を促進する酵素・ transglutaminase(TG)は短
時間(30分以内)で著明に(約10倍)活性化される。 このCarb刺激依存性のSCG内TG活性の増大現象の過程に
一酸化窒素(NO)の関与の有無を検索するため、 NO合成酵素阻害剤の NG-monomethyl-L-arginine(L-N剛A)
の添加効果を検討した。①Carb(100μM)刺激で著明に上昇した節内TG活性値は、 L-NMMA(50μM)添加によ
って約1/2レベルに迄抑制された。この抑制効果は、 NO発生反応の基質であるL-arginine(L-Arg)を過剰量
(0.5mM)溶液中へ添加すると、完全な回復が見られた。従って、 SCGニューロン内では膜のコリン作動性ム
スカリン受容体を介したCarb刺激に応答して、節内レArg由来の NO発生が促進した結果、細胞質内TGの活
性化が短時間で進行する可能性が示唆された。②Carb刺激依存性のSCG内 TG活性の増大効果は、細胞組織
間隙でNOガスを捕捉するhemoglobin(20μM)を添加すると、有意に抑制(ー70克)された。このように、 Carb 
刺激によりニューロン内で発生したNOは、 -8細胞外に拡散し再び隣接する標的神経細胞質内に取り込ま
れて、 TGの活性化を調節している情報伝達様式が推測された。 ③環状GMP(cGMP)合成酵素を阻害するmet-
hylene blue (0. 5 mM)を溶液中に添加しでも、 Carb刺激で増大した節内TG活性に変動を及ぼさなかった。
つまり、 SCG内ではNO依存性のcGMP生成と TGの活性化の過程には直接的な反応連鎖は認められなかった。
④Carb刺激で、上昇する節内m活性値は、細胞核内endonucleaseを阻害するaurintricarboxylicacid (0.1 
mM)の添加でやや低下(ー25克)したが有意な変動ではなかった。一方、核内DNA情報がmRNAヘ転写される過程、
あるいはリボゾーム上でのタンパク合成への翻訳過程をそれぞれ抑制するactinomycinD(l. 0μg/mll、あ
るいはcycloheximide(10μg/mllを作用させても、 Carb依存性のTG活性元進効果には何れも無効であった。
すなわち、コリン作動性脱分極刺激は神経細胞膜の興奮を生じ、その過程で発生するNOに依存して上昇す
るTG酵素の活性調節は、細胞核から伝達される情報系には支配されていない可能性が推定された。

[序]摘出交感神経節(SCG)内には、 コリン作動性神経伝達刺激により脱分極性電位変化を生ずる節後交感
性ニューロンが豊富に含まれている。 この標本を 10v1troでインキュベーションしながら、脱分極剤の
acethylcholine(ACh、100μM)を生理溶液中に添加すると、 SCGの神経細胞質内では至適なCa2+濃度に依存
して可溶性タンパクの架橋反応を触媒・促進するtransglutaminase(TG)は、短時間(30分以内)で著明に活
性化されることを既に我々は認めている。さらに、このAChによる節内TG活性の促進効果はatropineの添
加で有意に抑制されたことから、 SCGニューロン膜上のムスカリン性受容体刺激に応答して細胞質内 TG酵
素が活性化される現象と理解された(1)。 一方、ムスカリン性アゴニストのcarbachol(Carb)で摘出SCG標
本を刺激すると、やはり短時間(5分以内)に節内環状GMP(cGMP)生成が最大値に達するのが見られた。こ
の時、一酸化窒素(NO)合成酵素(NOS)阻害剤のNG-monometh-yl-L-arginine(L-NMMA)を共存させると、 Carb
刺激によるSCG内cGMP生成促進効果は完全に措抗された。これらの成績から、 SCGニューロン内ではムスカ
リン性受容体刺激によって、 cGMPのみならずNOが種々の機能発現に関与してその細胞内情報伝達体として
作用している可能性が推測された(2)。そこで、 Carb脱分極刺激を加えた時SCG組織内で、変動するTG活性の
調節機序を検証すると共に、 Carb刺激依存性のTG活性変動におよぼすL-NMMAの添加を検索して、神経細胞
膜の興奮状態がTG活性を変動させる時に、 NOが如何なる関与をしているのか検討した。

[実験方法]ウレタン麻酔下にウイスター系成熟白鼠の両側頚部より、既報(1，2)に準じてSCG標本を摘出し
て、以下のインキュべーション実験に供した。生理溶液中に薬剤を添加添加した条件でインキュベー卜し
たSCG標本は、 Lorandらの方法(4)によりTG活性を測定し、また節内cGMP生成量はHonmaらの方法(3)で定量
した。

[実験成績と考察]①Cjìrb盟組二主盈SC~自I(i醒霊旦孟性比巨主主1主主!e-NMMAーの即車助墨:図11こ示すように、
生理溶液中に添加するCarbを濃度変化させてSCG標本を好気的にインキュベーション (37"りすると、低濃
度 (10μM)から濃度依存性に節内TG活性の上昇が見られ、 100"-'500μM濃度で最大活性値(図2:約10倍)に
達した。 この節内TG活性の促進効果はCarb(100μM)添加後、 30分で最大レベルに達した。従って、 AChの
みならずCarb刺激によるSCG内TGの著明な活性化効果は酵素タンパクの誘導ではなくて、 酵素タンパク分
子の構造変化に基づく h植の減少と陶ax/直の増加に起因した変動であることが示された。次に、 NOSを特
異的に阻害する L-NMMA(50μM)を Carb(100μM)と共に溶液中に添加してSCG標本をインキュベートすると、
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Carb刺激で増大した節内TG活性値は強く抑制(約1/2)されるのが見られた(図1)。 この時、 NO発生反応の
代謝基質であるL-arginine(L-Arg)の過剰量(0.5mM)を添加すると、 CarbによるTG活性の刺激効果の完全な
回復が見られた図2)。従って、 S印ニューロン膜のムスカリン性受容体刺激によって節内L-Arg由来のNO
発生が促進された結果、細胞質内TGの活性化が短時間で進行した可能性が示唆された。②Carb刺激による
NO依存性TG活性調節系とcGMP生成系におよぽすhemoglobin(Hb)あるいはmethyleneblue(MB)添加効果の相

違:SCG標本にCarb(100μM)を添加してインキュベー卜すると節内cGMP生成が著明に促進(約8.7倍)された
が、この時細胞間隙に拡散する問ガスを捕捉・無効化するために Hb(20μ附を溶液中に添加すると、 Carb
刺激で上昇した cGMP生成量はほぼ対照レベルに迄低下す伊が明かとなっている (2)。一方、 Carb刺激に依
存するSCG内TGの活性化は、Hbの添加により約1/3のレベルに迄低下するのが示された。従って、 Carb刺激
によって、 SCGニューロン細胞質内で発生した NOガスの大部分は細胞外間隙に放出された後、再び近隣の
同種細胞内に取り込まれてTG酵素の活性促進とcGMP生成を充進する情報伝達経路が存在することが推察さ
れた。そこで、 Carb添加によって叩依存性に生成するcGMPが、さらにNO依存性のTG活性の調節因子として
作用しているのか否かを検討するため、 cGMP合成酵素を特異的に阻害す7るMB(0. 5mM)の添加効果を比較し
た。 Carb刺激に依存した節内cGMP生成の増大は、 MBの添加で明かに消失したが、 TGの活性促進効果にはMB
の影響は認められなかった。つまり、 SCG内ではNO依存性のcGMP生成系とTG活性化の過程とは、 相互に直
接的な連鎖はないものと理解された。④Carb刺激による交感神経細胞質EiIC;型車並立ζ主よぼすendonuc-
lease (ENase)、転写および翻訳過裡阻害剤の影響 Carb刺激で活性化される節内TG活性値は、細胞核内
ENaseを特異的に阻害するaurintricarboxylic acid (0. 1mM)添加によりやや低下(-25%)するのが認められ
たが有意な変動ではなかった。一方、核内DNA情報がmRNAへ転写される過程、あるいはリボゾーム上での
タンパク合成への翻訳過程をそれそかれ抑制するactinomycinD(1.0μg/ml)、または cycloheximide(10μg
/mllを溶液中に共存させても、 Carb依存性の TG活性元進に対して抑制効果は何れも全く見られなかった。
これらの実験から、コリン作動性脱分極刺激によって神経細胞膜の興奮過程で発生するNOに依存したTG酵
素の活性促進に対する代謝調節は、細胞核から細胞質への情報伝達過程から独立して作動している可能性
が推定された。最近、 NO発生に起因するapoptosis誘発機序に関して、細胞内解糖系酵素(GAPDH)のリボシ
ル化反応をNOが促進する結果、エネルギー担体のATP産生が障害される成績が報告されている (5)。今回の
実験結果で見られたように、コリン作動性ムスカリン性受容体刺激によって神経細胞膜の脱分極性興奮状
態で聞が発生し、その結果NOがさらに短時間以内で細胞質内TG酵素の活性促進を引き起こす現象の解釈で
は、これら一連の反応系がタンパク生合成で見られるような細胞核の情報支配を受けないことから、細胞
質内エネルギ一代謝の障害変動との関連性についても、さらに詳細な検討が必要であろう。
[謝辞]本研究の一部は、平成5年度文部省科学研究費(一般研究・ 05680685)の援助を受けて行われた。
[文献1(1) Ando et a1. (1994) Neurosci. Kes. 12: 356-365 (2)安藤正人他(1994) /l!HIf:学 33:印刷中 (3)
Honma et a1. (1977) Biocoefll. Jfed. 18:257-273 (4) Lorand et a1. (1972) AnaJ. Biocoell. 50:623・631
(5) Zhang & Snyder (1992) Proc. NatJ. Acad. Sci. f/SA 89 :9382-9385. 

図2.Carb刺激による節内TG活性化
およぽすL-NMMAの抑制効果とL-Argの

回復作用

図 1.SCG内TG活性におよぼすCarb添加
濃度変化の影響とL-N附Aによる抑制効果
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266 ラット脈絡叢、脳室上衣におけるsrc、H-r a s細胞性癌
遺伝子産物の発現について
菅谷慶三¥塩田清二州、竹田二美代H¥中井康光材、竹田稔***

(古都立神経病院・神経内科、昭和大・村第一解剖、合対第一生化)

〔要約〕

ラット脳内における src，仲間S細胞性癌遺伝子産物の分布、局在の加齢による変化を免疫組

織化学にて検討した.c-srcはtyrosinekinase活性をもっ60kdの蛋白質(pp60c-src)，c-H-

rasは21kdのG蛋白質 (p21c-H・ras)をコードしているが、ラット脈絡叢、脳室上衣で、生後

O日から1.5年の各加齢過程において持続して免疫陽性を認めた。限局した特定の組織で、 life

spanに発現していることは、脈絡叢および脳室上衣細胞の特異的機能に pp60c-src.p21 c-

H-rasが関与していることが示唆された。さらにこれらの発現は、以下に示す興味ある特徴を

有していた。 1)従来報告されている他の組織における pp60c-src，p21 c回 H-rasは細胞の分化

過程で強く認めるが(1、2)、脈絡叢および脳室上衣では、分化過程では弱く加齢により強

く認めた。 RT-PCR法による転写レベルでの発現も同様の所見が観察された。 2)pp60c-src 

は細胞膜関連蛋白質であるが、脈絡叢および脳室上衣細胞において、 pp60c-srcはゴルジ体と

考えられる核周囲に免疫陽性を認めた。 pp60c-srcのこのような細胞内局在は Roussarcoma 

virusを感染させた細胞で知られているが (3)、正常組織では報告されておらず、癌化との

関連からも興味ある現象と考えられた。

はじめに〕細胞性癌遺伝子は細胞の増殖、分化過程において重要な役割を果たしているだけで

はなく情報伝達因子のコンパートメントとして、正常細胞の様々な機能に関与していると考え

られている。我々は細胞性癌遺伝子の脳内における生理的機能を明らかにするため、各種細胞

性癌遺伝子の加齢による分布、局在の変化を検討してきた。今回は src，仲間s細胞性癌遺伝子

のラット脈絡叢、脳室上衣における発現について報告する.

方法〕免疫組織化学:生後O目、 6週、 3ヵ月、 6ヵ月、 1.5年の Wistarratsをぺントパル

ビタールにて麻酔後4%パラホルムアルデヒドにて潅流固定し大脳を取り出した。冠状断にて

切片を作成後、 pp60v-srclこ対するポリクローナル抗体 (TransformationResearch， Inc.) 

および p21v-H-rasに対するモノク口ーナル抗体 (Oncogenescience， Inc.)を用いてAB

C法にて染色した。 KinaseAssays 生後6ヵ月の Wistarratsより、脈絡叢、脳室上衣

を、生後3遇の ratsより線条体、海馬、視床を取り出し、 Resh(3 )らの方法に従じ pp60c-

srcに対する kinaseassaysを行った。 RT-PCR:生後6遇、 6ヵ月、 1 .5年の Wistarrats 



より脈絡叢、脳室上衣、大脳皮質、線条体、海馬を取り出し、 TotalRNAをChomczynskiら

の変法により抽出した。 RT-PCRはGeneAmp RNA PCR kit (Perkin-Elmer Cetus， Inc.) 

を用いてひsrc，c-H-ras特異的 pnmerにて増幅した。

結果および考察〕免疫組織化学の結果を表に示す。脈絡叢上衣細胞および側脳室、第三脳室上

衣細胞において、 pp60c-srcは核周囲に半月状に陽性反応を、 p21c-H-rasは細胞質に陽性反

応を認めた。 これらの反応は生後O日から 1.5年にかけ持続して認めた。また他の組織での反

応とは対称的に加齢が進むにつれ強い反応を示した。 RT-PCRによる mRNAレベルでの検討で

も同様の所見が観察された(Fig)0 kinase assaysにより脈絡叢、脳室上衣において pp60c-

srcはkinaseactivityを示した。以上より、 src，H-ras癌遺伝子産物が、 ラット脈絡叢およ

TABLE 1 び脳室上衣の特異的機能に

Relations between immunoreactivity to anti-pp60‘舗 r‘ and anti 
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267 脳腫蕩におけるVEGF(Vascularendothelial 
growth factor)の免疫組織化学的検討
下川尚子、白石哲也、戸田啓介、鞠硯、旧制和雄
(佐賀医科大学脳神経外科)

〔要約〕 血管新生とは様々なangiogenicfactorがl血管内皮細胞に働きかけ引き起こす現

象である。我々はこれまでに脳腫場におけるVEGF(vascular endothelial growth factor) 

の発現をmRNAレベルで解析し、 VEGFが脳腫蕩の血管新生に関与している可能性が

高いことをつきとめた。今回はVEGFの蛋白レベルでの発現を免疫組織学的に検討し

た。その結果、脳腹蕩115例中94例(82%)で陽性所見が認められた。 Highgrade glioma， 

low grade glioma ，pituitary adenoma ， meningiomaの順で陽性率が高かった。 VEGFの発

現は vonWillebrand因子染色による血管新生の程度と正の相関関係が認められた。

(目的) 血管新生を促進する因子としては、 bFGF (basic fibroblast growth factor)， 

PDGF (platelet-derived growth factor)， PIGF (placenta growth factor)そしてVEGF(vascular

endothelial growth factor ;血管内皮成長因子)等が知られている。 VEGFは内皮細胞に

特異的に発現しているFlt(VEGF receptor)に結合し作用を発現する(2)。他の増殖因

子に比べて内皮細胞増殖効果が強く、血管の透過性を克進させる作用を有するとさ

れている(1)。悪性脳腫蕩の周囲には脳浮腫が伴い病状の進行に大きな影響をもたら

すが、このことは脳腫場にVEGFが関与している可能性を示唆するものと考えられ

る。

我々は、現在までに手術摘出標本についてNorthemblot analysisを行いVEGF

mRNAが発現していることを確かめた。今回、我々はVEGFの蛋白レベルの発現を

免疫組織化学的に確認したので報告する。

(対象と方法) ホルマリン固定パラフイン包埋された脳腫蕩手術摘出標本115例

をマイクロウエープによる抗原賦活を行った後にanti-human VEGF protein polyclonal 

抗体 (A-20:SantaCruz Biotechnology，X100)を一次抗体とする免疫組織化学的染色

(Labeled streptavidin-biotin法)を行った。また、血管内皮細胞に特異的に発現してい

るvonWillebrand因子をanti-vonWillebrand factor polyclonal抗体(A082:DAKO)を用い

て免疫染色した。その染色像から新生血管の程度を評価した。

(結果・考察) 脳腫蕩115例中94例 (82%)でVEGF蛋白陽性であった (Table1)。

陽性率の高い腫揚型としてはhighgrade glioma ， low grade glioma ， pituitary adenoma ， 

meningiomaの順で、症例数は少ないがmalignantlymphoma ， hemangioblastomaでも陽

性率が高率であった (Table2) 0 VEGFは細胞質に均一に染色され、 highgrade glioma 

(Fig. 1) ， pituitary adenoma (Fig. 2)では陽性細胞は比較的均一に分布していた
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がmeningiomaで、は斑状に分布していた。 VEGFの陽性率が高くなるに従ってvon

Willebrand因子陽性率も増加していた (Table3)。一方、 VEGF陰性でかつvon

Willebrand因子陽性率が高い腫蕩群もあった。これらの腫湯ではVEGF以外の血管

新生因子が関与していると考えられ、血管新生という現象が複数の因子により制

御されていることを示していると考えられる O
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(文献)
1) Connolly， D. T. Vascular permeability factor; a unique regulator of blood vessel 
function. Journal of Cellular Biochemistry， 47: 219-223， 1991. 
2) de-Vries， c.， Escobedo， J. A.， Ueno， H.， Houck， K.， Fe汀ara，N. and Williams， L. T. 
Thefmシliketyrosine kinase， a receptor for vascular endothelial growth factor. Science， 
255: 989-91， 1992. 
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268 熱ショック査自質 HSP65~発現するうット・シュワン組問株

主宰房審 要望E涯堂、 Hヨ本寸 伝童茅ミ*
(国立多摩研究所・生体防御部、九州大学医学部脳研、神経内科*) 

〔要約〕ラット坐骨神経由来シユワン細胞株に、 mycobacterial65-kDa熱ショック蛋
白質(HSP65)の抗体で認識されるdeterminantを持つ抗原の構成的な発現を認めた。
樹立した細胞株 T93は、 S-100，laminin， GFAP， NCAMを発現していた。免疫組織化
学的な検討で、 3種類の HSP65モノクローナル抗体 A5B，3A， B2Cにより、 T9 3の
主に細胞質が染色された。 Westernblotの解析により、 65-50kDa付近に HSP65抗体
と反応するバンドが認められた。熱ショックストレスにより、 35kDa 付近にも新た
にバンドを認めた。 Mycobacteriaと末梢神経との聞に共通抗原の存在が示唆された。

{目的}
熱ショック蛋白質HSPは、真核細胞から原核細胞にいたるまで、系統発生学的に

その一次構造が非常によく保存されている。従って外来性の細菌等に発現するHSPに
対して成立した免疫が自己HSPやその他の自己抗原に対しでも交文反応し、それが種
々の疾患の病因の一端ではないかと考えられている。ハンセン病は、 Hycobacteriul
lepraeによる慢性の感染症であり、末梢神経が選択的に冒される。この双 leprae
による末梢神経障害においても、発症機序としてその構成蛋白であるHSP65に対する
免疫応答が、末梢神経系に対して交文反応する機構が関与している事が考えられる。
そこで本研究は、 H.lepraeのターゲットであると考えられるシユワン細胞を、ラッ
ト末梢神経より得て細胞株を確立し、 HSP65抗体との交文反応性について検討した。

{実験方法}
1、細胞培養
生後2-3日令の SD系ラット坐骨神経より、既報(1)のごとくシュワン細臨を

調製した。 DMEM/10%FCS、3μMforsko1inの存在下4-8代継代培養した後、 poly
-L-lysine coating dish付着性の細胞を選別し、さらに passageを繰り返しながら
DMEM/10% FCSで3カ月以上継代して、シュワン細胞株 T93を樹立した (2，3)。
2、免疫組織化学
T93 を 0.5%Triton X-100を含む 4%paraformaldehydeで固定した後、各

種一次抗体を反応させ、 ABC法にて染色を行った。一次抗体は、抗ウシS-100(Dako)， 
抗laminin(Sigma)，抗ラット Thy1.1(Cedarlane)，抗GFAP(clone G-A-5， Sigma)， 
抗ラット NCAM(Chemicon)抗体を用いた。また、剖検より得たヒト末梢神経よりミエ
リン P2，PO蛋白を精製した後それぞれの抗体を作成し、一次抗体として用いた。
3、HSP65の発現
HSP 65の発現は、抗 mycobacterialHSP 65モノクローナル抗体 A5B(epitope

AA 235-319)， 3A (AA 398-437)， B2C (AA 482-528)を用いて、免疫染色法と cell
extractの Westernblotで検討した。

{実験結果}
シュワン細胞株 T9 3 は、 10%FCS加および無血清培養 (DMEM:F12=1:1，supp 

lemented with 10μg/ml insu1in， 10μg/ml transferrin， 30 nm sodium seleni 
te， 50 nm hydrocortisone， 300 pm T3 and 2 mg/ml albumin)で、ともに何等特別な
因子を加えずに増殖した。血清加増養では bipolar，multipolarな形態の細胞が混
在していたが、無血清培養では多くの細砲が longbipolarな形態を呈した(図 1A; 
B)。免疫染色の結果、 T9 3 は 10%FCS加および無血清培養いずれにおいても、
また継代期間に関係なく S-100蛋白陽性、 Thy-1.1陰性であり、 laminin，GFAP， N-
CAMを発現していた。しかし、ミエリン抗原である P2，POは、免疫組織化学的には検
出できなかった。 T9 3 の約50%が抗 HSP65mab A5b， 3A， B2Cで染色され、主に
細胞質が濃染された(図 2) 0 Cell extractを用いた Westernblotでは、 65-50kD 
a付近に数本のバンドが検出された(図 3A)。また430C、90分間熱ショックをかけ
24時間回復させた細胞では、 35-30kDa付近にもバンドが見られた(図 3B)。



{考察}
ラット・シュワン細胞株 T9 3 は、 S-100，laminin， GFAP， NCAMが陽性、

Thy1.l， P2， POは陰性であることから、ミエリン非形成シュワン細胞と考えられる。
また構成的に抗 HSP65抗体で認識される determinantを有する抗原を発現していたc
この事は mycobacteriaと末梢神経との聞に共通抗原が存在する事を示唆する。今後、
HSP65特異的リンパ球が、共通抗原を発現している T93 を認識するかどうか等、
molecular mimicryの機構がが /epraeによる末梢神経障害の発症に関与しているか
否かを解明していく。

「謝辞」
本研究の一部は、大山健康財団の研究助成金の援助のもとに行われた。
非会員共同研究者;野間口 博子、虎谷 聡(国立多摩研究所・病原微生物部)
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多E

佐伯清美川端目弘、近井高志、西堀正洋、

(岡山大学医学部薬理)

〔要約〕
ウシ脳から Serine proteinase inhibitor (Serpin) sup巴r-
familyに属する新しい 43kDa 蛋白質 (B-43) を精製した。 B-43
C 末端アミノ酸配列は GDN/PN-l、 白血球巴 lastase inhibitor 
と相向性が高かった。 B-43 はへパリンに対する親和性がなく、
urokinase， elastas巴 thrombin， plasmin と SDS 抵抗性複合体を
形成することはなかった。 免疫組織化学的検討で B-43 が大脳皮質
I1I"-'VI層の神経細胞と白質の線維性アストロサイトに発現している
ことが明らかになった。 これらの結果は、 8-43 が GDN/PN-l とと
もに神経細胞・アストロサイトに発現し、 協同的に機能している可

能性を示唆している。

の
笠
一
寸

と相同性

脳内細

(緒言)

Serine proteinase と、 Serine proteinase inhibitor (Serpin) 
による生体機能の調節は、 凝固・線溶系の反応、 補体の活性化反応

において中心的な役割を演じることはよく知られているが、 最近中
枢神経系の発生あるいは変性・再生過程においても重要な役割を果

たすことが示唆され注目されている。 Glia-derived nexin / 
protease nexin-l (GDN/PN-l) は n巴uroblastoma の突起伸展活性を
有する因子として、 C6 glioma の培養上清中に見出された
Serpin である。 本研究で、 我々は、 ウシ脳から GDN/PN-l
を有する新しい 43kDa セルピン蛋白質 (8-43) を精製し、
胞局在について検討した。

(方法)

8-43 はウシ脳ホモジネート上清を 850C、 10分間熱処理した後、
DEAE-cellulose， Sephadex G-75， CM-cellulose， RP-HPLC により
精製した。 精製 B-43 は CNBr 処理後、 Lys-C endopeptidase 消化し、
得られた peptide 断片のアミノ酸配列を決定した。 8-43 とヘパリ
ンとの結合性は、 CM-cellulose elute を Heparin-Sepharose 48 
カラムにかけることにより調べた。 urokinase， elastase， 
thrombin， plasmin との複合体形成能は 20 mM Tris-HCl buffer， 
p H 7.5 で精製 8-43 と prot巴1n as e を 370C でインキュベートし、
9 0 分後に反応液を SDS-PAGE ， Western blotting で分析した。
免疫組織化学的検討ではウサギで得た α8-43 ポリクローナル抗体
を用いた。

(結果と考察)

精製された 8-43 から得られたペプチドを分析したところ、 いず
れも Serpin superfamily と相向性のある配列を有していたロ 特に、
Serpin の C 末端領域に対応するペプチドは相同性が高かった。 ア
ミノ酸組成分析の結果も、 8-43 が GDN/PN-l や leukocyte
elastase inhibitor と類似するアミノ酸構成であることを示してい
た。 8-43 は GDN/PN-l と異なり ヘパリンに対する親和牲を持たず、
urokinase， thrombin を含むいずれの proteinase とも複合体を形
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成しなかった。 これらの性質は GDN/PN-l と全く異なっていた。

免疫組織化学的検討で、 B -4 3 がウシ大脳皮質第 III~VI 層の神経細胞
と白質領域の線維性アストロサイトに局在することが明きらかとな

った。 α-B-43 抗体はアストロサイトの突起よりも細胞体を強く染

色したが、 血管壁に接着していると思われる部位では再び強い陽性

の所見が得られた。 このような特徴的な分布は B-43 と脳血管のバ
リア一機能との関連を示唆するものと思われる。
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270コンドロイチン硫酸プロテオグリカンの遇
芽差'f生芋申来圭海田E包3野己巨方-11二教艶肯包

岡本基，森秀治

(岡山大学・医療短大・衛生技術)

〔要約〕

脳の主要な細胞外マトリックス分fのひとつであるコンドロイチン硫酸プロテオグリカン

(CSPG)の機能を解明する目的で、ラットの大脳皮質および海馬の初代培養神経細胞を

用いて高濃度のグルタミン酸暴露後にみられる遅発性細胞死に対する作用を検討した。新生

児ラット脳から精製した可溶性CSPGをグルタミン酸暴露直後に添加すると、暴露24時

間後の神経細胞死が有意に減少した。この作用は大脳皮質、海馬のいずれの神経細胞に於い

てもみられ、用量依存性であった ο また、ゲル曜過で分画したCSPGを用いた実験結果か
ら250kD，220kDのコア蛋白をもっCSPG分子が防止作用をもっと考えうれた。
CSPGの防止作用の機序は不明であるが、暴露2時間後の投与でも防止効果がみられたこ
とから、グルタミン酸受容体刺激後に起こる細胞内変化を防止すると考えられたu

[目的]

CSPGは脳の主要な細胞外マトリックス分子であり、神経突起の伸展等組織形成に関与

することが知られているが守¥成熟脳にも存在することから組織形成以外の機能ももヮてい

ると考えられる4¥我々は、ラット大脳皮質の初代培養神経細胞を用いて興奮性アミノ酸(
EAA)による細胞死に対する影響を検討し、 CSPGがグルタミン酸24時間暴露による
神経細胞死を防止し、これがコア蛋白の作用によることを報告したうiυ 本研究ではCSPG
の神経細胞死防止作用を更に検討する目的で、グ‘ルタミン酷による大脳皮質および海馬神経

細胞の遅発性細胞死に対する防止作用について検討した。

[方法]

CSPGはOohiraらの方法引に準じて、生後8-10日目のSDラット脳の可j容性分函か
らDEAE-Sephace1を用いたイオン交換クロマトグラフィーとSepharoseCL4Bを用いたゲル誠過

により精製した。神経細胞は胎生18日目のSDラット脳からトリプシン消化により調製し、
10%FCSを含むダルベッコ改変MEM/ハムF12等比混合培地 (DF培地)に懸濁後、
5X10ち/cm2の瀧度で24穴プレートに撒いた。培養7日目に暴露用電解質液中で10

分(大脳皮質)ないし5分(海馬)グルタミン酸に暴露した後、 トランスブエリン、インス

リン、プロゲステロン、セレニウムを含む無血清DFj昔地に切り替え、 21時間後に培養上
清中のLDH活性を測定し、神経細胞死の指標としたυCSPGは、原則としてコア蛋白に
して 10μg/mlの濃度で、暴露直後に無血清DF培地に添加した。
[成績]
大脳皮質神経細胞は、グ‘ルタミン酸濃度 50~1000 μMの範囲で有意な遅発性細胞死

を引き起こし、 100-1000μMの範囲でCSPGの防止効果がみられたので、以下の
実験では大脳皮質、海馬とも 200μM濃度で暴露した。このグルタミン酸議度では、 CS
PGはコア蛋白にして 1-20μg/mlの濃度で用量依存性に大脳皮質および海馬神経細
胞の遅発性細胞死を防止した。 CSPGの添加時期をグ、ルタミン酸暴露直後、 2、6、およ
び12時間後で比較したところ、大脳皮質、海馬神経細胞のいずれにおいても暴露直後と 2

時間後に添加した場合に防止効果がみられ、 6および12時間後にはJi.られなかった(図l、
)。 以上の実験で添加したCSPGは数種の異なる分子の混合物と考えられるので、どの
分子が防止作用をもつかを検討する目的で、Seph<.troseCL4B溶出分画を3つの分画に分けて採

取し、防止効果を比較したところ、早期に溶出される分画 I、II (Kav=O.1~O.4) で防止効
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果がみられ、分画皿 (Kav=O.4~O.C) ではみられなかった。各分画をコンドロイチナーゼA

BC消化物後SDS-PAGEで分析したところ、分画 I、Hには250kD、220kD

のコア蛋白が含まれていたが、分両国には含まれていなかった。また、 cyc10heximide， ac 

tinomyc1n D， aurinlricarboxylic acid(ATA)の防止効果を検討したところ、前二者は効果

を示さなかったが、 ATAは大脳皮質神経細胞でのみ防止効果がみられ、;毎馬神経細胞では

みられなかった。

[考察]
本研究の結果は、脳可溶性CSPG が?の1~jrf益神経細胞を用いた in viLr心の系でグルタミ
ン酸による遅発性神経細胞死を防止することをぶしているU 興奮性アミノ酸による遅発性細

胞死は、脳虚血、酸素欠乏、てんかん発作重積状態でみられる神経細胞死や慢性変性疾患に

おける神経細胞脱落の原因のひとつとされており1¥CSPGが1nvivoて‘もこうした病的状

態における神経細胞死に関わっていることを示唆するものである。

CSPGの作用機序は不明であるが、グルタミン酸暴露2時間後の投与でも防止効果がみ

られたことから、グ、ルタミン酸受容体刺激後におこる細胞内変化を防止すると考えられる。

また、この遅発性神経細胞死防止作用には主に250kDまたは220kDのコア蛋白が関

与していると考えられる。 ATAの防止効果から、大脳皮質神経細胞ではcndonuι1easeが細

胞死に関与するが、 j毎馬神経細胞では関与しないこと、 CSPGはcndoIluclease活性抑制と

は別の機序で細胞死を防止することが示唆されたが、これらの点については今後更に検討が

必要である。
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図1.CSPG添加時期と遅発性

神経細胞死防止効果

大脳皮質神経細胞は 10分間、 j毎馬
神経細胞は5分間、電解質j容液中で

200 μMのグルタミン酸に暴露し

た。暴露後無血清培地iこ交換し、直

後、 2，6，および12時間後にC

SPGをコア蛋白にして 10μκ/

ml濃度で添加し、暴露2，1時間後
に培地巾のLDH活性を測定したo

PBS:グルタミン酸のか才ノりにF

B S (ー)に暴露。 G1 Ll :クボルタ

ミン酸暴露後、 CSPGのかわりに

P B S (ー)添加。

l.Choi， D.W.， (988) NeurOll 1:623-634 
2.0kamoto， M.， eL a1.(1994) sra1n Rcs.， 637:57-67 
3.00hira， A.， et a1.(1991) J. Neurosι.i .， 11: 822 -8 27 

4.Rauch，U.， el a1.(1992) J. 8101. Chem. 267:19536-19547 

hippocampal neuron 

PBS Glu 

LCSPG~ control 
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271 シナプス後神経細胞脱落後残存シナプス前神経終末の機能的

〔要約〕

意義:虚血性グルタミン酸放出

三谷章、松田正司*、阪中雅広*、片岡喜由

(愛媛大学医学部 第一生理、*第二解剖)

target cellを失った残存シナプス前神経終末の機能的意義を明らかにするためのー研究

として、残存シナプス前神経終末からの虚血性グルタミン酸放出を検索した。 3.5分間脳虚

血の前処置によりスナネズミ海馬CAl野にあらかじめ錐体細胞死を発生させた。この海馬

CAl野では平均70%のシナプス前神経終末が残存していた。再度負荷された5分間脳虚血に

対し細胞外グルタミン酸レベルは有意な増加を示さなかった。このことから、 targetを失っ

た残存シナプス前神経終末が、虚血性高濃度細胞外グルタミン酸放出により周囲の神経細胞

及びグリア細胞に拡延性神経障害を起こす可能性は少ないと思われる。

〔目的〕

中枢神経系において、 targetcellを失ったシナプス前神経終末がその脳領域に比較的長

期間残存していることが多くの脳疾患で知られている。たとえば、一過性脳虚血により神経

細胞死が発生した脳領域においては、数カ月間ほぽ正常な形態学的特徴を備えたシナプス前

神経終末が残存していることが報告されている (2)。脳虚血性神経細胞死の場合、この

targ巴tを失ったシナプス前神経終末が周囲の神経細胞及びグリア細胞に何らかのシナプス

外情報伝達を行い拡延性神経障害を起こす可能性も考えられるが、その機能的意義は不明で

ある。本研究では、このtarg巴tを失った残存シナプス前神経終末の機能的意義を明らかに

するための一研究として、残存シナプス前神経終末からの虚血性グルタミン酸放出を検索し

た。

〔方法〕

スナネズミ海馬CAl野の錐体細胞を脱落させるために、マイクロダイアリシス実験 7日

前にハロセン麻酔下で3.5分間の一過性脳虚血を負荷した。 7日後、ハロセン麻酔下にて、そ

のような処置を施したスナネズミの海馬CAl野に0.5mm(膜長)マイクロダイアリシスプ

ロープを装着し、 5分間脳虚血負荷により放出される細胞外グルタミン酸を2分30秒毎に回

収し、回収液に含まれるグルタミン酸量を酵素的サイクリング法にて定量した。実験終了後、

動物を深麻酔下にて経心臓的に潅流固定し、光学顕微鏡を用いてプロープの位置及びCAUi主

体細胞死発生の確認を、電子顕微鏡を用いて残存シナプス前!神経終末数の計測をそれぞれ行っ

た。

〔結果〕

錐体細胞死を起こしている海馬CAl野において、平均70%のシナプス前神経終末が残存
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していた(図1)。このような海馬CAl野においては、 5分間一過性虚血中、通常この動物

で認められる虚血前値の 15-20倍の高濃度細胞外グルタミン酸流出は観察されず、虚血前{直

のわずか2倍程度の細胞外グルタミン酸レベルの増加が観察された(図2)。

〔考察〕

虚血中濃度上昇ーするグルタミン般の起源として、以前はグルタミン椴作動性神経終米から

放出される伝達物質としてのグルタミン酸がその起源として考えられていたが、その後の研

究 (1、4) によりとの考えは不適当で、虚血性グルタミン酸放出におけるシナプス前神経終

末からの放出成分はあまり多くないと考えられるようになった (3) 。今回、シナプス前神

経終末がそのtargetを失うことにより機能変化を起こし虚血性細胞外グルタミン酸放出を

起こす可能性を検討したが、そのような結果は得られなかった。今後は、 targetcellを失っ

た残存シナプス前神経終末が通常どのようなシナプス外情報伝達に関与しているのかについ

て検討する。

図1 スナネズミ海馬CAl野の電顕像.A: 7目前に負荷された3.5分間脳虚血の前処置により錐体細胞

は脱落しているが，シナプス前神経終末は正常像を呈している.B: Sham-control. Bar=lμM. 

図2 海馬CAl野における虚血性細胞

外グルタミン酸レベルの変化.

一.ーはCAl錐体細胞が脱落し，シナ

プス前神経終末が平均70%残存してい

る海馬CAl野での変化.-0 ーは Sham
-control. データは平均値:tSEM.

(ともにn=6)縦軸は2.5分ごとに回収

された回収液中のグルタミン駿レベル.

横軸は虚血開始時刻からの時間(分).
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〔文献) (ωlり)Ka王匂au叩pp阿III問1
Ki凶rino，T.， Ta創mura，A.， and Sano， K. (1990ω) Brain Res. 510， 17-25 (3) Mitani， A.， Andou， Y.， Matsuda， S.， 
Arai， T.， Sakanaka， M.， Kataoka， K. (1994) J目Neurochem.in prcss (4) Sallchez-Prieto， J.， and Gonzalez， P 
(1988) J. Neurochem. 50， 1322-1324 
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272 周辺~J1Il干灸Cコラッ ト日凶Cコヲ7 そZ ヲ二ノレ
コリンの歪Eイヒ

〔要約〕

金光秀晃、申込忠好、久保田勝、岩崎克典¥藤原道弘ヘ田村晃

(帝京大学・医・脳神経外科、*福岡大学・薬学部・応用薬理)

中大脳動脈(MCA)閉塞による脳虚血後のラット脳のアセチルコリンレベルの経

時的変化を測定した。アセチルコリンはHPLC-ED法を用いて行なった。
虚血側の大脳皮質、尾状核被殻のアセチルコリンレベルは対照群(sham手術群)

に比べて有意な低下が見られた。しかしながら、虚血側の視床、反対側のアセ

チルコリンレベルは対照群に比べて変化がなかった。

[目的] アセチルコリンは重要な神経伝達物質の一つであり、空間認知障害に関与

していると言われている。我々は以前、局所脳虚血後の空間認知障害がアセチルコリ

ンレベルの低下に関与していることを報告した1)。今回は局所脳虚血後空間認知訓練

を始める前の1-4週間目のアセチルコリンの経時的変化を追ってみた。

[方法] 290-330gの雄wisterラットの左MCAを2%ハロセン吸入麻酔下で閉塞した。

手術は田村ら 2)のMCA閉塞モデルを用いた。動物を側位に固定し、経眼寓的に電気双

極凝固鋪子によって左MCAを永久的に閉塞した。対照群としては、左MCAを露出した

だ、けのsham手術ラットを用いた。ラットは手術1.2. 4週間後、マイクロウェーブ

で処理・断頭し、大脳を素早く摘出し、虚血中心である尾状核被殻、大脳皮質、視床

~rs分を摘出、重量測定した。それらの部分を500μlの 1Nギ酸ーアセトン(1 5:85) の混

合溶液を加えて超音波破砕器で30秒間ホモジナイズした。 20分間氷冷後、 20分遠心し

た。 450μlの上清をエッペンドルフチューブにとり、同量のエーテルを加えて20分

笥振重し、再び20分間氷冷後、遠心した。下層の水層を採取し、窒素ガスで蒸発乾国

後、測定するまで-800Cで保存した。 100μlの蒸留水で試料を溶かし、 HPLC-ED法でア

セチルコリンを測定した。

[成績] 図に示すように、虚血側の大脳皮質、尾状核被殻のアセチルコリンレベル

は脳虚血後1.2週間目、大脳皮質では 4週目においても対照群に比べてと有意に

低下した。一方、虚血側の視床は対照群に比べてと有意な低下はみられなかった。反

対側に関しては3部分とも対照群に比べてと有意な低下はみられなかった。

[考察] これらの結果よりMCA閉塞によりマイネルト核より大脳皮質への投射する

アセチルコリン作動性システムが傷害され、大脳皮質、尾状核被殻のアセチルコリン

レベルが低下したことが暗示され、空間認知傷害の原因となることが示唆された。

[文献]

1) Kanemitsu. H.. Tamura. A.. Nagashima. H.. et. al. (1991) J. Cereb. Blood 

Flow Metabol. 11(Supl. 2):S111 

2) Tamura. A.. Graham. D.I.. McCulloch. J.. et. al. (1981) J. Cereb. Blood 

Flow Metabo1. 1:53-60 
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273 ラット大脳皮質修復過程における神経ぺプチド発現の動態

重吉康史、岡村 均*、阿部漬日、井端泰彦*、千原和夫

[神戸大学第三内科、京都府立医大第二解剖*J

[要約] 最近、種々の神経ペプチドが、神経伝達物質、神経修飾物質としての作用以外にも神経栄養因子として

の作用をもつことが明らかとなってきている r 今回裁々は、大脳皮質に物用自~J な傷害を与え、干の陪|辺に笠じる神高干

伝達物質、特に神経ペプチドの mRNAレベルにおける変化を解析したわラットの大脳皮質体性感覚野に深さ1mm-

3mmの傷害を作成し、その後2日目、 5日目、 7日目にぺントパルビタール麻酔下において左室より還流固定を行な

い脳を取り出した後、 cRNAプローフを用いた insitu hybridization法を用いて mRNAの発現量を解析したわ

その結果、 VIPmRNAは傷害近f警の大脳皮質の細胞に於で善明な噌加反応を示したυ 増加反応、は特に傷害後5臼自に

おいてあきらかであった<ENK mRNAは傷害部位に隣嬢して認められ、大量の密集した細胞が強い ENKmRNAシグ

ナルを示した。特に正常部位と傷害部位の境界の細胞において善日月な増加反応を示した。 GADmRNAはわずかに反応

の増強が認められるが CCK，S酬の mRNAは特異的な反応を示さなかったのこれらの反応は神経系の生存、再生に

関与するとおもわれる ι

[目的] 神経系の傷害に対して、傷害部位では複雑な神経修復機転か、生じる。それに伴い、傷害部位において

NGF， FGF， TGF などの成長因子およびその受容体力、増加することが、免疫組織学、 insitu hybridization法

などによって明らかになってきた(1)(2)。最近、種々の神経ペプチドが、神経伝達物質、神経修飾物質としての作

用以外にも神経栄養因子としての作用をもつことが明らかとなってきているの今回我々は、大脳皮質に物理的な傷害

を与え、その周辺に生じる神経伝達物質、特に神経ペプチドのmRNAレベルにおける変化を観察することにより神経組

織の修復過程に於ける神経ペプチドの動態を解析したい

[方法 8週令Wistar系雄ラットの体性感覚野に深さ 1mm-3mmの傷害を作成し、その後2日目、 5日目、 7

日目に左室よりぺントハJレビタール麻酔下において還流固定を行ない脳を取り出したf妻、 Digoxigenin および

35Sにてラベルした cRNAプ口ーフ (Vasoactiveintestinal peptide (VIP)， Enkephalin (ENK)， 

Glutamate decarboxylase (GAD)， Cholecystokinin (ccKl， Somatostatin (SOM)) を用いた insitu 

hybridization法にて mRNAの発現量を解析した。

[結果] 傷害近位部の大脳皮質に於て強い V1 P mRNAのシグナルを示す細胞を認めた。この反応は特に傷害

後5日自においてあきらかであった。 mRNAの増加した細胞は、大脳皮質の二層、三層を中心に散在性に存在した。

V 1 P mRNAをもっ細胞の分布密度は傷害近位部に於ても、反対側の非傷害対象部位との差を認めなかったれ ENK

mRNAもまた、傷害部位近傍において著日月な増加を示したの mRNAの増加は傷害後7日目に最も著明であった p これら

のmRNAの増加した細胞は、ほとんどが傷害部位と正常組織の境界部に集族性に存在した。 GADmRNAシクナルは傷害

部近傍の大脳皮質では上昇する傾向はあるものの、善明な差は認めなかったわ CCK，SOM，の mRNAは特異的な反応

を示さなかった。

[考察] 最近神経ペプチドの神経栄養因子作用について種々の報告がなきれている(3上、その中でも、 VIPは様々

な神経栄養因子作用を示すこと、即ち、発生初期に於ける脳内の諸細胞に対して分裂を促進すること、アストロクリ

アに作用して神経栄養因子を分泌させ神経細胞死を抑制することなどか‘知られている。今回の実験に於て傷害近傍に

於て VIP mRNAのを強く発現している細胞を認めた。これらの細胞は膚構造を有し、分布パターンが非傷害倶Ijの同

部位とi1I似していることにより、通常存在している VIP神経細胞中の VIP mRNAが増大している所見と考えられ

る。傷害部イ立には神経豚細胞の集積が存在し、神経1零細胞を介し神経栄養因子作用を示すVIPが増加することは、神

経細胞の生存、維持、再生、に対して合目的な反応と考えられる。 ENKmRNAもまた、傷害部位近傍の細胞において

著明な増加反応を示した。傷害部位と正常組織の境界部の神経路細胞増生部位に集族性に存在することは、この ENK

~RNA を発現している細胞は神経膝細胞である可能性を示峻しているが、その解明は今後の検討課題である。

(文献)

1) Logan et a 1. J. Neurosc i ence 12， 3828・3837

2) Lindholm et al. J. Cell. Biol. 117，395・400

3) Fleur et al. Physiol. Reviews 71， 1017・1046
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274 ラット大脳皮質における局所脳虚血再潅流後の蛋白質の

〔要約〕

質的量的変化

。北原功雄*、萩原民雄**、水島秀勝*、松本清*、竹田 稔**

昭和大学 脳神経外科* 第 1生化学**

ラット大脳皮質において一時的局所脳虚血モデルを作成し、虚血再潅流後の脳に起こ

る蛋白質の質的量的変化をSDS-PAGEi去により経時的に調べた， コントロール側および虚血側

より調製した各細胞画分のうち、虚血側のサイトゾール画分にのみ8種の蛋白質の増加を認めたハ

このうちの1つはアミノ酸配列分析からアルフミン、またもう1つは特異抗体との反応性からト

ランスフェリンと同定されたr この2種を含めた8種の霊白質はいずれも血清由来の蛋白質であ

り、虚血再潅流後、 16時間と8日にピークを示す二峰性の増加パターンを示したじこれら血清

由来の蛋白質の出現する機構は不明であるが、血管透過性を抑制する薬剤の前投与のみでは著

明に抑制することはできなかったも

[目的]臨床的に脳梗塞をはじめとする虚血性疾患においては、脳虚血により脳実質細砲、

特に神経細胞に何らかの障害が加わり、脳実質内部環境に急激な変化が.起こる。この変化に対

処するため種々の情報が伝達制御され、結果として様々な変化が起こる、今回我々は虚血慢襲

後に起こる脳の変化を探る目的で蛋白質の量的、質的変化について検討した

【方法】全身麻酔下、 Wistar系成熟雄ラット(300g)の右中大脳動脈をクリップにて、 30分間

遮断後再潅流し、一過性脳虚血モデルとした右側を虚血側、左側を非謹血側として、再潅流

後経時的に大脳皮質を採取して、常法に従い細胞分画を行い、各細胞分画に含まれる量白質を

SDS-ポリアクリ jレアミド電気泳動 (SDS-PAGE)法により比較横討したr 又デキサメサゾン、

インドメサシン、 NO阻害剤の投与により、これら血清由来蛋白質の出現が抑えられるか否かに

ついて検討した。

[結果、考察}虚血再潅流後、 1、2、4、8、16時間、 1、2、4、8、16、30日を経た大脳皮質

に存在する蛋白質を経時的に比較すると、サイトゾール画分では3-4種の蛋白質が偽手術と比

較して増加していたが¥他の画分では顕著な差は認められなかった，これらの蛋白質は、虚血

再潅流後8時間から認められ、 16時間友ぴ8日自にピークを示す二峰性の増加パターンを示した

(図1)。この中で最も量的に多い67kDaの量白質をイオン交換カラム、ゲル溜過カラムを用いて

単離精製した後、 TPCK・卜リプシン消化し、得られたぺプチドフラグメントをアミノ酸配列分

析したところアルブミンであることが明らかになった(図2)，この結果から]7)レブミン以外の増

加量由貿も血清由来である可能性を考え、抗ラット全血清抗体を用いたイムノプロット法によ

り調べたところ、蚤白質染色で確認できた4種を含む7種の蛋白質がアルブミンと類似した増加

傾向を示し、いずれも血清由来であることが示唆されたもまたそのうちの 1つは特異抗体との

反応性からトランスフェリンであると同定されたじこれらの蛋白質の出現する機構として血管

壁の破綻による血管外への量白質の溜出が考えられ、血管透過性を妨げる薬剤の投与を施行し

たところ、インドメサシン、デキサメサゾンの大量投与により若干抑制されたものの、明らか

なものとはいえなかった、



[結論]虚血再潅流後、大脳皮質にアルブミン、 トランスフェリンを含む複数の血清蛋白質

の増減が見られた。これらは、ほぽ2週間で虚血前と同じ状態となる。これらの血清蛋白の出

現する機構は、血管透過性の充進による蛋白質の溜出以外にも多くの因子が考えられるようで

ある。その役割は現在検索中であるが、これらの蛋白質の二峰性の増加パターンは虚血侵襲後

の脳の障害を考える上で興味深い。
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Retention Time(min) 

図2:虚血再潅流後の増加する67kDaの蛋白質のペプチドマップと部分アミノ酸配列
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275慢性脳血流低下モデル動物に特徴的な白質障害の
形成機序について

要約)

車谷隆宏、武田雅俊、工藤喬、播口之朗、西村健

(大阪大学・精神医学教室)

慢性脳血流低下モデル動物として両側総頚動脈にコイル状クリップを装着し8週間以上飼育した成熟モ
ンゴル砂ネズミを作成した。

このモデル動物では脳血流低下状態の持続と共に増大する白質病変の出現が高頻度に認められた。今回

はこの白質病変の発現機序を明らかにするために白質の構成蛋白について検討を行なった。

慢性脳血流低下モデル動物ではウエスタンプロッティング法により、白質ホモジエネート中のグリア線

維性酸性蛋白 (GFAP)が正常対照群の約3. 5倍に有意に上昇しており、リン酸化ニユーロフィラメ
ン卜 200k(pNF200k)の減少傾向とミエリン塩基性蛋白 (MBP)の有意な減少が認められた。
MBP量についてEL I SA 法により検討したところモデル動物において約70%に減少していた。
これらの結果から、白質の構成物のうち少なくとも軸索髄鞘が障害されていることが確認された。

緒言)

われわれは慢性的な脳血流低下が脳機能に及ぼす影響を検討する目的で成熟モンゴル砂ネズミの両側総
頚動脈にコイル状クリップを装着し、 8週間以上飼育したものを慢性脳血流低下モデル動物として検討を
加えてきた。このモデル動物では、ステップダウン方式受動回避反応の学習能が低下し、また、脳室拡大、
白質粗緊化等の白質病変の出現が高頻度であり、しかもこれらの病変は血流低下時間と共に増大したり。 2) 

今回は、このような白質病変の発現機序を明かにすることを目的として、白質の主要構成物である軸索、

軸索髄鞘およびアストロサイトのマーカーを用いて以下の検討を行なった。

方法)

畳型盤量
成熟モンゴル砂ネズミ(雌、体重60-809、日本動物)の片側総頚動脈をペントバルビタール麻酔
下 (70mg/kg)に露出し、直径O. 1 mmのステンレス・ワイヤを内径O. 2-0. 3mm、1ピ
ッチO. 5 mm、全長2. 5 mmに加工したコイル状クリップを装着して狭窄をくわえ、 1週間の回復後、
他側総頚動脈にも同様の狭窄をくわえ、これを慢性脳血流低下モデル動物群とした。一方、同じコイルを
総頚動脈に触れる操作だけ(疑似手術)を行なったものを対照群とした。手術後2カ月間飼青した慢性脳
血流低下モデル動物群と対照群について、以下の検討を行なった。

ウエスタンプロッティング

蛋白濃度を一定に希釈した対照群とモデル動物群の白質ホモジェネートを7.5%ゲルにて電気泳動し、
これをイモピロン (Bio Rad)に転写して、モノクロナル抗GFAP抗体 (Amersham)、
モノクロナル抗pNF200k抗体 (Amersham)、モノクロナル抗MBP抗体 (Serotec)
をそれぞれ一次抗体として反応させた。発色はアルカリフォスファターゼ発色基質 (Bio Rad)に
て行なった。それぞれバンドの濃度をデンシトメ卜りー(島津CS-9000)を用いて計;ll.IJした。

ELISA 
総蛋白濃度を O. 2μg/μ!となるように希釈した白質の各ホモジエネー卜を試料とし、モノクロナ
ル抗MBP抗体を固相化抗体、ポリクロナル抗MBP抗体を第1抗体としたサンドウィツチ法を用いて、
対照群およびモデル動物群のMBP量を比較検討した。第2抗体にはアルカりフォスファターゼ標識のも
のを用い、発色はPNPPて・行った。

結果)

ウエスタンプロッティング
図1に、抗GFAP抗体による白質ホモジエネー卜のウエスタンプロッティングを行い、‘デンシトメト
リーにて定量した結果を示す。モデル動物ではGFAPが対照群の約3.5倍に有意に上昇していることが
認められた。



図2に抗pNF200k抗体によるウエスタンプロッティングの結果を示す。モデル動物において pN

F200kの減少傾向が認められた。

図3fこ抗MBP抗体によるウエスタンプロッティングの結果を示す。モデル動物においてMBPが有意
に減少していることが認められた。

図 1から3は、いずれも対照群を 1とした。
Eし ISA

図4にEしISAによる白質ホモジエネートのMBPの定量結果を示す。モデル動物においてMBPが

対照群の約70%に減少していることが認められた。

考察)

このモデル動物の特徴的な神経病理学的所見は脳室拡大と白質粗緊化で、しかもこの白質病変は脳血流

低下時間と共に漕大するもので・あった。今回ウエスタンプロッティングと ELISAを用いた定量により、

このモデル動物では軸索髄鞘の主要蛋白であるミエリン塩基性蛋白の有意な減少が示された。これらの結

果から、白質の構成物のうち少なくとも軸索髄鞘が障害されていることが確認された。

これに対してりン酸化ニューロフィラメン卜 200kについては今回の検討結果では有意な差は得られ

ず、更に検討を要するものと思われる。リン酸化ニューロフィラメント 200kは老化脳、アルミニウム

嬢種脳等において増加することが報告されており、また本モデル動物でも神経病理学的検討により大脳基

底核におけるりン酸化ニューロフィラメント 200kの増生を既に報告している。今後はりン酸化・非り

ン酸化ニューロフィラメン卜 200kを認識する抗体を用いたEL I S Aによる検討などを加えて、りン
酸化、非りン酸化ニユーロフィラメント 200kそれぞれの量変化の検討を行なう予定である。

グりア線維性酸性蛋白の増加は既に報告した神経病理学的検討の結果とよく符合するものであり、反応
性アストロサイトの増生が白質における変化になんらかの関連を有することを示唆しているものと思われ
る。

近年、脳血管性痴呆のうち進行的な白質病変を特徴とするビンスワンガー病が注目されている。本モデ

ル動物は学習能の低下と進行的な白質病変を呈し、ビンスワンガー病の病態に近い可能性が示唆される。

我々は、白質構成タンパクの経時的変動を検討することで、慢性脳血流低下にともなう白質病変の発生機

序、さらにビンスワンガー病の発生機序について何らかの示唆を得られるのではないかと考えており、今

後もこれらについて更に検討を加える予定である。

文献)

1)T.KUDO et al. .Stroke 1990;21・1205-9

2)T.KUDO et al. .Stroke 1993;24・259-65

3)H.HATTORI et al ..Acta neuropathol(Berl) 1992;84(4):432-42 
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276 P C 1 2細胞死における蛋白質リン酸化

〔要約〕

一一プ口テインフォスファターゼの検討
小野寺宏，岩本竜明，武田篤，望月るり子，糸山泰人，

小林孝安へ田村真理安

(東北大学医学部神経内科*東北大学加齢研遺伝子情報)

神経細胞死における蛋白質リン酸化機構の重要性が報告されているが，細胞死を

誘導した場合の蛋白質脱リン酸化酵素については殆ど解析されていない. NGF除去

によるPC12細胞死をモデル系として， (1)細胞死誘導時の蛋白質リン酸化レベル

の変化をパルスラベルにより， (2)チ口シンリン酸化蛋白をウエスタンプロット

により (3)serine/threonine protein phosphataseの発現レベルをノーザ

ンプロットによりそれぞれ検討した.細胞死の誘導により40，38， 32， 18 kDaのリ

ン酸化蛋白のスポットが消失し， 100 IくDaのスポットがあらたに出現した.細胞死

が不可逆的となるNGF除去48時間後には，チロシンリン酸化蛋自のバンドの多くが

認められなくなった.細胞死の誘導後にもproteinphosphatase(ppと略)ppl ， 

pp2A，pp2CのmRNAの変動は認められなかった

蛋白のリン酸化と神経細胞死との関連が注目されているが，神経変性疾患におけ

る蛋白リン酸化異常はプロテインキナーゼを中心に研究されてきた.異常にリン酸

化を受けた蛋白の蓄積は脱リン酸化酵素が正常の機能を失っている事の反映でもあ

る.神経栄養因子の欠乏が神経細胞死の重要な誘因のひとつだが， NGFにより神経

様細胞に分化したPC12(rat pheochromocytoma)は，培養液中のNGFを除去約 3

日後に細胞死に陥る事が知られている.しかもNGF除去翌日であればNGFの再投与

により細胞死を抑止しうる.そこで， PC12細胞死をモデル系として神経細胞死誘

導時の蛋白質脱リン酸化酵素の変化について検討した

方法

PC12細胞をNGF(50ng/ml)にて神経様細胞に分化させ11 -12日間培養後，培地

よりNGFを除去して細胞死を誘導した. (1)蛋白リン酸化レベル;NGF分化，

NGF除去24時間後， 48時間後の各群において，無機リン(0.1mCi/2.5 ml)で90

分ラベルし，二次元電気泳動後オートラジオグラムを得た. ( 2 )蛋白のチ口シン
リン酸化;定法どおりSDS-ポリアクリルアミド電気泳動後，ウエスタンプロット

により検討した(3) serine/threonine protein phosphatases ; NGF分化，

NGF除去24時間後， 36時間後， 48時間後の各群におけるpp1 ，pp2A， pp2Cの各

catalytic subunitのmRNAレベルをノーザンプロットにより検討した.

結果と考察

霊白のリン酸化レベルをNGF分化群と比較すると， NGF除去24時間後， 40，38， 

32，18 kDaのスポットが減弱消失した.これらのスポットはNGF除去48時間後にも

同様の変化を示した.一方， NGF除去48時間後には100kDa(PI=4-5)の蛋白のリ

ン酸化が著明に増強していた.チ口シンリン酸化蛋白は， NGF除去24時間後では

NGF非除去群との差は著明で・はなかったが， NGF除去48時間後120，50kDaのバン

ドが減弱していた. protein phosphatase catalytic subunitのうち， pp2Aの



mRNAレベルがNGF除去後にわずかに減少する傾向があったが， ppl，pp2Cのレベ
ルには変化が無かった.

PC12細胞はNGFIこより神経様細胞に分化するが， NGF刺激はNGF受容体-trkを
介するチ口シンリン酸化からMAPkinase等へと引き継がれる.神経細胞死におい
てMAPkinase 以降のシグナル伝達機構がどのように関与しているかは不明だが，
細胞死に先行するリン酸化レベルの変化が認められる事から，脱リン酸化酵素の活

性も変動していると考えられる.pp2Cを除くserine/threonineprotein 
phosphataseは活性サブユニットと種々の調節サブユニットとのヘテロポリマーを
形成しており，さらにpplのように不活化蛋白との結合による活性調節を受けてい
る場合もあるので，本細胞モデルでは，転写翻訳後のレベルでフォスファターゼ活

性が制御されていると推測された.

図1

NGF除去後PC12におけるserine/threonineprotein phosphatase 1，2A，2C 
mRNAレベル(ノーザンプロッ卜) • (a)ppl， (b)pp2A， (c)pp2C， (d)mRNAシグ
ナルの経時変化.レーン1，分化群; レーン2，NGF除去24時間;
レーン3，NGF除去36時間・レーン 4，NGF除去48時間

2 3 

50 

4 

一---pp1 --0一司 pp2A 
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NGF+ NGF・24hr ・36hr ー48hr 
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〔要約〕

小脳形成期に特有なタンパク質の検索と同定

内田和久1.2、中山洋 l、篠H1友孝 1、犠辺俊明 l

e東京都立大学・用学部、 2協和発酵・東京研究所)

神経系の形成に関与・する蛋白質とその遺伝子の分離同定を目的に、出生後のラット小

脳タンパク質の変動を 2次元電気泳動法で解析した。生後ラットから経時的に小脳を摘

出し、 8M尿素で可溶化した小脳蛋白質を 2次元電気泳動により分離して得た一連の電

気泳動像の比較から、小脳形成過程でのみ発現する約20のタンパク質を検出した。こ

れらのタンパク質をゲルより抽出、またはゲル中で直接プロテアーゼ消化して生成した

ペプチドフラグメントをキャピラリー LCで分離してエドマン分解あるいは質量分析法

でアミノ酸配列を決定し、タンパク質/遺伝子データベースと照合してスポットの同定

を行った。既知タンパク質では、神経細胞の分化に関連するリン酸化型および非リン酸

化型 stathmin、レチノイン酸結合タンパク質やP2タンパク質と相同で、網膜の視神経の

分化に関連するfattyacid binding proteinなどが同定できた。また、新規タンパク質の一

つは神経特異的な核因子と類似したアミノ酸配列をもっていた。

はじめに ラット小脳は出生後に分化成熟することが知られており、また発生学的、

解剖学的、電気生理学的知見が豊富な点でも、回路形成を含む晴乳動物の神経系形成の

問題を分子レベルで解析するのに適した系と考えられる O 我々は小脳形成とその制御に

関与するタンパク質/遺伝子を分離、解析する目的で、未成熟な小脳で特異的に発現す

るタンパク質の検索をすすめている。組織内に発現しているタンパク質の直接的な解析

は、小脳形成にともなうリン酸化や糖鎖の変化、プロセッシングの変化など、タンパク

質の翻訳後修飾の変化を検出し得る点で優れている。従来の2次元 HPLC法による解析

(1)では、 cell-cyclemotifをもち頼粒細胞の分化との関連が注目されるV-1、leucine-rich

repeatをもっ新しい核内因子V-2(LANP)タンパク質を分離してその構造と小脳形成過

程での発現様式を明らかにした (2，3)。本報告では2次元電気泳動を用いる同様のア

プローチにより、未成熟な小脳に特有なタンパク質をより系統的に検索して解析した。

材料と方法 生後 0，3，7，12，21，30，180日のラット(ウイスター系)より小脳を

摘出し、 8M尿素と0_5%NP-40を含む緩衝液でタンパク質を抽出した。抽出液は直接変

性剤存在下で2次元電気泳動し、ゲルを鋼染色法で染色後、目的のスポットを切り出し

てタンパク質を抽出、またはゲル中で直接ブロテアーゼで消化した。消化物はキャピラ

リ-LC(内径1mmx10 cm)で分離し、得られたペプチドのアミノ酸配列はエドマン分

解による従来法 (ABI473A)あるいは LC/質量分析法(FinniganMatTSQ7000)で決

定した。

結果と考察 小脳の形成過程にだけ検出されたタンパク質のうち図lに矢印で示し

た主要なスポット(#1-6)についてまず解析を行った。 #1と#2はラット脳の神経細

胞あるいは免疫系細胞の分化との関連が注目されているリン酸化型と非リン酸化型の
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stathmin (4，5)、#3はレチノイン酸結合蛋白質やP2蛋白質と類縁で、網膜の神経細

胞の分化に関連するfattyacid binding protein (6)、#4は神経特異的なユピキチン化蛋白

質C末端水解酵素 (7)と同定できた。 #1、2、4については組織の腫蕩化によって発現量

が増加することも知られている。 #5と#6はいずれも新規タンパク質であり、このうち

一つには神経特異的な核因子に類似なアミノ酸配列が認められた。

「
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278 胎児期の脳に特異的に発現するタンパク質の解析

〔要約〕

萩原民雄、竹旧二美代、竹田稔

(昭和大、医、第一生化学)

脳神経系は胎児期における発生分化から出生後の成熟を経てやがて老化し、死に至る

過程で絶えず変化している O 一方、神経細胞は再生しないがために加齢に、あるいは疾

病に伴って死滅し種々の1111経機能が障害きれることが生物学的に大きな問題を来す。 JJ品
全体に発現しているタンパク質は何千種類ともいわれているが、これら全てのタンパク

質が終始発現しているわけではなく、あるものは恒常的に、またあるものは一過性に働

くべき時期に働くべき場所において機能している n 我々は従来中枢神経系に発現するタ

ンパク質の量的、質的変動の面から加齢に伴う脳の障害について研究を進めてきた。今

回は中枢1111経系の形成期に当たる胎児期に;注目し、この時期に特異的に発現するタンパ
ク質について解析を行った O

[実験方法]妊娠 14 - 2 1 日における胎児およびι一後 0[1-2年以上を経たWistar系
ラットを用いた。動物をエーテル麻酔した後、 卜分脱!但して速やかに脳を摘出した。脳

を10倍容のHomogenizationBuffer [50 mM TrisHCI (pH 7.5)， 0.32 M sucrose， 0.5 mM 

EDTA， 0.5 !11M EGT A. 0.5 mM PMSF， antipain. leupeptin， pepstatin A 各10μ g/ml) ] 

中でホモジナイズ後、遠心分離によりサイトゾール両分を得た。各サイトゾール両分を

イオン交換カラムTSK DEAE.5PWを用いた高速液体クロマトグラフイーにより分間した ο

溶出は20 mM Tris.HCI (pH 7.5)中で00.6 M NaCI直線濃度勾配により行った 'J DEAE. 

5PWで得られたフラクション、あるいはこれをさらにTSK G3000SWXUこてゲル漉過し

て得られたフラクションをSDS'PAGEにて分析した。同一条刊で得られた各齢の同一フラ

クシヲンを比較して胎児期に特異的あるいは多量に存在するタンパク質についてディス

クゲルを用いた調製用電気泳動により単離精製したの精製標品は常法に従いリジルエン

ドベブチダーゼにより限定分解後、逆相カラムによりフラグメントを分取してブロテイ

ンシークエンサーにてアミノ酸配列分析を行ったσ また、質的変化のーっとしてタンパ

ク質のリン酸化を調べるため、 DEAE.5PWで得られたフラクションをSDS.PAGE後、ニ

トロセルロース膜にトランスファーして抗ホスホチロシン、ホスホセリン、ホスホスレ

オニン抗体を用いてイムノプロットを行った O

[結果と考察]妊娠 14 -2 1日における胎児および生後O日一 2if以上を経たラット

より得られたサイトゾール画分そのものをSDS.PAGEにて分析しでも、それほど顕著な差

は見いだせなかった。また、図 1に示すようにDEAE.5PWを用いたイオン交換クロマト

グラフィーの溶出プロフィールも大部分のピークは妊娠 14日目の胎児と生後2年以上

を経た老齢ラットを比較してもほぼ一致しており顕著な差は見られなかったが、各フラ

クションをSDS.PAGEにて分析するとこの段階でも約30種類のタンパク質バンドに顕著
な差が見られた。一方、タンパク質のリン酸化に変化があるか否かを抗ホスホチロシン、



ホスホセリン、ホスホスレオニン抗体を用いたイムノプロットによる間接法で調べたが、

この方法ではいずれの場合も顕著な変化は見いだせなかったυSDS-PAGEで変化の見られ

たタンパク質のうち胎児期に特異的に存在するものあるいは多量に存在するものを 10 

種類について精製を試みたο 精製法にはアミノ酸配列分析を目的としていることおよび

簡便性からLaemmli系による調製用電気泳動を選んだ。単離したタンパク質は0.1 % SDS 

存在下0.1IVI Tris.HCl (pH 9.0)中でリジルエンドベブチダーゼにより限定分解後、フラグ

メン卜を逆相カラムで分取した O 現在、得られたフラグメン卜のアミノ酸配列分析を進

めている υ また、これら)J台児期jに発現するタンパク質が神経芽腫細胞株等の分化時にも

見られるものなのかどうかについても検討しており、あわせて報告したい。
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279 抗:MAG抗体を用いたミエリン特異的タ
ンノてク重量Eヨ童イ云弓子の多達実見帝リf卸ヰ幾キ蕎の角翠コF斤
松田義宏、小糸寿美、山元弘

(国立精神・神経センター神経研究所、免疫研究部)

[要約]

アルメニアン・ハムスターをマウス脳ミエリン画分で免疫し、 MAG(myelinassociated 

g 1 ycoprote i n)を発現させた3T3トランスフェクタント細胞に対する反応を指標にスクリー

ニングすることによって、 MAG特異的単クローン抗体(286)を得た。同抗体はMAGの細胞外領

域を認識して結合し、その分子量よりサブクラスはIgGであることが示唆された。ミエリン

形成期における削Gの役割を検討する目的で、この抗体を新生仔マウスに腹腔内投与し、脳

内のトlAGmRNAをRT-PCR法によって経目的に定量したところ、 ミエリン形成の開始期に著増す

べきL型アイソフォームの発現が著しく抑制された。また、同時にPLP(proteolipidprote 

i n)の発現も有意な低下を示したが、 S型門AGアイソフォームやDM20には変化が認められず、

抗体のMAGへの作用がミエリン形成に関与する分子の発現を阻害すること、 MAGとPLPの発現

調節に何らかの相闘があることが示唆された。

ミエリン形成において、 MAGはミエリン形成細胞(オリゴデンドロサイト或はシュワン細

胞)と神経軸索との直接の接着に関与するという役割が想定されているが、その作用機序

は未だ明らかでない。我々はこれまでに、 RT-PCR法を利用してMAG各アイソフォームの微量

定量法を確立し、マウス脳の生後成熟過程において、ミエリン形成初期にはL型アイソフォー

ムの発現が著増する一方、完成期にはS型が主に関与するようになるという役割分担を示唆

する実験成績を得た(1)。本研究では、その発現制御機構、細胞間接着機構に検討を加える

ために、特異的単クローン抗体を作成した。この抗体を新生仔マウスに投与し、脳内のミ

エリン形成期における門AGの発現に対する効果を invivoで、調べたところ、 L-MAGの発現が著

しく抑えられると同時に、 PLPの発現も抑制を受けることが認められ、 ミエリン特異的タン

パク質の発現に何らかの相関制御が働いていることが示唆された。

[方法]

1. L-MAG/3T3トランスフェクタント細胞の作成:マウスL-MAGのcDNAを発現ベクター8CM

GSneo(パーゼル免疫研究所鳥山一先生より分与された)に組み込み、リポソーム法によって

8AL8/3T3細胞に導入・発現させた。

2.抗マウストlAG単クローン抗体の作成:マウス脳から分画遠心法、ショ糖密度勾配遠心

法によってミエリン画分を調製し、 Quar、lesらの方法(2)に従って部分精製した門AG標品でア

ルメニアン・ハムスターを免疫した。その牌細胞をマウスミエローマP3Ul細胞と融合させ、

MAG/3T3細胞を抗原として用いたELISA法によって抗川G抗体産生ハイブリドーマを選択した。

3. RT-PCR法:マウス脳からGTC法で総RNA画分を調製し、逆転写により cDNAを得た後、選

択的スプライシングによって生じるMAG及びPLPのそれぞれ2種のアイソフォームを分別でき

る特異的プライマーを用いて20-30回のPCRを行った。基質中に32P-dCTPを加えておき、生

成したDNA中に取り込まれた放射活性から各mRNAの相対的定量を試みた。



[結果と考察]

上述の方法により、川G/3T3細胞に特異的に反応する抗体を産生するハイブリドーマクロ

ーン2B6を得た。本抗体は生細胞とも反応性を示すことから、 MAGの細胞外領域に作用する

ことが示唆された。また、ウエスタンプロッティング法において反応性を持たないことか

ら、何らかの高次構造を認識するものと考えられる。 SDS-PAGE法による推定分子量より、

サブクラスは!gGと推定された。

血液脳関門が未完成とされる出生直後のマウスに100μgの2B6抗体を腹腔内投与した後、

4、6、8日目における脳内問AG遺伝子の発現をRT-PCR法で定量したところ、図 1に示すよう

に、 PBSを投与した対照動物に比べてL-MAGのmRNA量が著しく低下していた。同時にPLPにつ

いても検討してみると、やはり発現の上昇が著明に抑制されていた。このとき、 s-actin

の発現はほぼ一定であり、 MAG及びPLPのそれぞれ選択的スプライシングによるアイソフォ

ームであるS-MAG及びDM-20にも有意な変化は認められなかった。これらの結果は、抗MAG抗

体の作用下にL-MAGとPLPの遺伝子の発現が特異的に抑制を受けたことを示しており、ミエ

リン形成開始期に重要な役割を担う両分子の発現調節機構が相関するものであることを示

唆した。

[文献]

(1)松田、小糸、山元(1994)第67回日本生化学会大会

(2) Quarles， R. H. and Pasnak， C. F. (1977) 
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280 発達分化するラ y ト小脳各層の一酸化

室主雰長吾三F厄文酉孝雰長 くN C> S)  Y舌 -1生

〔要約〕

王埠，井上順雄，中山孝，加藤尚彦，石井富男*

(横浜市立大医第一生化*第二内科)

ラットの小脳外頼粒細胞は出生後分化し，全臓器組織中最も多く NOSを発現する内頼粒神経

細胞層を形成する.そこで既に開発した NOS微量定量法を用いて，小脳層の分化過程の解析し

た.出生後 (P)0，3，7，12，15，21 日及び 6週齢(成熟)ラ y トの小脳の凍結乾燥切片を調製し，

各層を顕微鏡下で切り出して秤量した後試料とした.また NG-L-nitroarginine (NArg， NOSの

特異的阻害物質)を P3-12の関連日腹腔内注射し， P12の小脳を分析した. P3-15の外頼粒層

を採取出来たが，そのNOS活性は殆ど一定であった.分子層は P12から採取可能な厚さとなり，
そ活性はP12-21の間増加し成熟レベルに達した.内頼粒層の活性は P3-21の聞は増加し， P21で

殆ど成熟レベルに達した NArgを注射すると， P 12小脳の内外頼粒層のNOS活性は測定出来なく

なり，内外頼粒層は薄化して細胞が分散して分布し，分子層は相対的に厚く見えた.

ラットの小脳では，出生後分裂細胞である外頼粒細胞が最外層を形成し，分化して内頼粒細胞

層に移動し 3週までにシナプス形成を完成して発達を終える(1).内頼粒細胞は組織化学的に

NOS活性の一部を表すと考えられる Diaphorase染色で強く染まり (2)， NOSの免疫組織化学と

活性測定によれば，全臓器の細胞中最も多く NOSを発現している(3.4) .そこで新たに開発し

たNOS活性の微量測定法 (5)を用いて，新生児から出生後 21日 (PO-P21)のラットと成熟ラッ

ト(6週齢)の小脳の外頼粒層，分子層，内頼粒層における NOS活性を測定し，小脳の発達成

熟過程を解析した.

[凍結乾燥層試料 PO.3， 7，12，15，21及び成熟 Sprague-Dawleyラ y ト
三定患食コ守主主 の小脳の凍結乾燥切片(厚さ 15μm)を調製し， 顕微鏡下で各層の小片を

切り出して秤量 (50-1.800 ng乾燥重量)して試料とした(6) . 

[NG-L-nitroarginine (NArg)投与法]NOSの特異的阻害物質である NArgを P3-12の間毎日 l

回 50mg/kg体重 (0.5-1.4 mg/回)を腹腔内注射し， Pl Zの小脳を用いた.成熟ラットには連続

4日同様に注射して(16mg/回)，その小脳を試料とした.

[ NOS活性微量測定法1.28μ!の反応液(100mM HEPES-NaOH， pH7.0; 1 mM EDTA; 1 mM 

DTT; 1.25 mM CaCI2; 1μg/ml Calmodulin;100μM Arginine;士500μMNArg; 15μM NADPH; 

3.0 mM Nicot inamide; 0.2 mM PMSF; 10μg/mlの Antipain， Pepstatin， Leupeptin;大気圧

下で約 260μMの 02を含む)を，蒸発を防ぐ為に Parapffin油を満たした TerasakiPlateの小

さい well(上面と底の径 4と 1mm，厚さ 2mm)の底にとり，油層を通して顕微鏡下で乾燥切

片試料を加えて反応させた. 20 ocで 30分反応後， 1. 28μlの 0.3M HClを加えて反応をとめ，
95 ocで 15分加熱して試料中の酵素を変性させると共に未反応の NADPHを破壊した.全溶液の小
滴を NADPcycling反応液に加え，生成された NADP令を 4，000倍増幅して測定した. ArgとNArg
存在下の活性を非特異的 NADPφ生成 (NspNADP)活性， Argのみの存在下での活性から NspNADP活

性を差しヲI~、た活性を NArgで、特異的に阻害される NOS 活性とした.

[小脳層の NOS活性] 内頼粒層の NOS活性は P3-21の間増加し

系吉身主主主 ζ.F云考軍要 て，成熟レベルに達した(図 1) . NspNADP活性は P12まで減少し，

P21から成熟レベルまで再び増加していた.外頼粒層は P3-15で採

取出来たが，全 Stageでほぼ一定の NOSおよび NspNADP活性が見い出された(図 2).分子層

は次第に発達して P12から採取可能となるが， NOS活性は以後成熟レベルまで増加を続けた(図

3) .新生児 (PO)の小脳には明瞭な層構造が見られないので，全体の皮質の活性を調べた.外

頼粒層は Diaphorase染色には染まらず (2)，本報告で初めてその存在を示した.これらの結果

は， Neuorblastかまたは内頼粒層に移行する前の pr巴migratorycellが既に NOSを発現してお

り，移行後の頼粒細胞が Purkingjeやその他の細胞とシナプス結合を形成し， Networkを造る
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図 1.発達する内頼粒層の NOS活性， Total. Argのみを含む反応液での活性;NspNADP. Arg と
NArgを含む反応液での活性;NOS. 前 2者の差で NOS活性を表す.柱グラフの上の棒は SD， (以

下同じ 図 2，外頼粒層の NOS活性 図 3，発達する小脳内各層の NOS活性. POでは

層構造が明かでなく全層の活性を，成熟小脳につては白質の活性を示す.EGL.外頼粒層 ML.分
子層 IGL.内頼粒層 WM. 白質; 図4. NArgを投与したラ yトの内頼粒層の NOS活性. NArg 
投与(注射)の方法は本文参照.

過程で，頼粒細胞全体(細胞体・軸索・シナプスなど)の NOSが増加することを意味している.

[ NArgの invivoにおける効果 NArg注射により成熟小脳の homogenate17 % ;分子層 27
%頼粒層 21%;白質問の NOS活性が残った(内穎粒層のみについて図4に示す).そこでP12

の内頼粒層について調べると， NOS活性は測定出来なかった. P 12の外頼粒層は薄くなり，分子

層にかけて細胞が疎らに分布し，内頼粒層も同様な変化を示した. NOが Neuroblastの分裂と分

化に何等かの役割を果している事を推測させる.

文献

1) Altman，J. (1972) J. Comp. Neurol. 145: 339-464. 2) Bruening.G. (1993) J. Neurosci. Res. 
:36: 580匂 587. 3) Bredt，D.S. et a1. (1990) Nature (London)， 374: 768-770. 4) Salter，阿.et 
al. (1991) FEBS Lett目 2日1: 145-149. 5)王I章 eta1. (1993) 神経化学. 32: 260司 261.6) Lowry，O.H 
and Passonneau.J.V. (1972) Quantitative histochemistry: A flexible system enzymatic ana-
lysis. Academic Press， New York. 
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281 マウス神経芽腫細胞の神経突起伸展に
ヌ~τrξ込コf ロラユイ:::.---当ユすー一一そ-=iÞ--、 ヌヨノレ司壬三Jコ.

リン匝且主寄斉tl0::>芸ZJ身毛

上村敬一、武富 保 (信州大・医・脂質生化)

〔要約〕

マウス神経芽腫細胞 NS-20Yを血清を除いた培地中で培養したときにみられる神経突起の伸展

に対するスブインゴシンの抑制効果の機序を明かにする目的で、神経突起の伸展におけるカルモ

ジユリンとプロテインキナーゼの関与について検討した。カルモジユリン阻害剤い7，calmida-

zolium， trifluoperazineは、いずれも神経突起の伸展を濃度に依存して抑制した。.方、プロ

テインキナーゼ阻害剤 H-7，H-89， genisteinの存在下でも神経突起の伸展がみられたことから、

(1) NS・20Y細胞における神経突起伸展はカルモジユリンを介した機構により調節されているこ

と、 (2)スフインゴシンの神経突起伸展に対する抑制効果は、カルモジ、ユリンに依存する経路

による可能性があることが示唆された。

マウス神経芽腫細胞の神経突起伸展が、糖脂質合成酵素の阻害剤の存在下で強く抑制されるこ

とげ)、またスフインゴシンを培地に添加すると神経突起の伸展抑制や退縮が起こること(れから、

スフインゴ脂質代謝は神経突起の伸展に重要な役割を果たしていると考えられる。スブインゴシ

ンはプロテインキナーゼCの阻害作用により細胞の機能にさまざまな影響を及ぼすことが知られ

ているが、神経突起の伸展に対する抑制効果はプロテインキナーゼCに依存しない経路によるこ

とをすでに報告した (3)。今回、その機序を明らかにする目的で、神経突起の伸展に対する各種プ

ロテインキナーゼ阻害剤、カルモジ‘ユリン阻害剤の効果を検討した。

[方法]

マウス神経芽腫細胞 NS・20Y (2xlO~ 個)を Petri dish (9 cm2)に播き24時間培養した後、培

地を 10%fetal calf serum含有 Dulbecco'sMEMより serum-freemedium (2 ml)に交換、さ

らに24時間培養してから神経突起の伸展を測定した句、 o W-7， trifluoperazine， H-7は純水に、

他の阻害剤は dimethylsulfoxideに溶解して、培地交換時に添加した。 Dimethylsulfoxideの

み(最終濃度 0.33%以下)を含む対照は、神経突起の伸展に影響が無かった。

[結果と考察]

NS-20Y細胞は、培地から血清を除くと著しい神経突起の伸展を起こし、 24時間後に神経突起を

持つ細胞は 50-60%に達した (Fig.1A)。この神経突起の伸展は、カルモジユリンを阻害するこ

とが報告されている M寸， calmidazolium ， trifluoperazineを培地に添加するとその濃度に依

存して抑制された (Fig.lB， C and Fig. 2)。一方、プロテインキナーゼ阻害剤 H-7(1・50μ

M)と H・89(0.3・3μ河)は神経突起の伸展をまったく抑制せず、プロテインキナーゼCおよび

cAMP依存性プロテインキナーゼの活性化は、血清を除いた培地中での神経突起の伸展とその維持

に重要な関与はしていないものと思われた (Table1)。また、 genistein.(10~lOOμ的の添加



によるチロシンキナーゼの阻害も神経突起の伸展に影響を与えなかった。

NS-20Y細胞における神経突起伸展はカルモジ'ユリンを介した機構により調節されており、また

スフインゴシンの神経突起伸展に対する抑制効果がカルモジ喝ユリンに依存する経路による可能性

が示唆された。スブインゴシンはμ門濃度で、カルモジユリン依存性酵素を阻害することが知られて

いる c1) 0 KN-62 (0.3-3μ円)は神経突起伸展を抑制しなかったので (TabJe1)、Ca2ソカルモジ

ユリン依存性プロテインキナーゼH以外のカルモジュリンに依存した機構が神経突起伸展に関与

している可能性があると考えられた。

[文献](1) Jefferson， A.B. & Schulman， H. (1988) 

J. Biol. Chem. 263， 15241-15244 

(2) Uemura， K. el a1. (1991) J. Biochem. 

110， 96-102 

(3) Uemura， K. et a1. (1993) J. Biochem. 

114， 610-614 

Tab1e 1 Effects of protein kinase inhibitors 

on neurite outgrowth in NS-20Y cells. 

Addition μH 出Cellswith neurites 

+Inhibitor Control 

H-7 50 62.1:!:3.1 63.4土3.0

H-89 3 54.5:!:5.1 51. 3:!: 1. 8 

Genistein 100 52.5:!: 1.1 50. 2:!: 2.6 

KN-62 3 63.1:!: 2.8 58. O:!: 5.6 

Fig. 1 Effects of calmodulin inhibitors on neurite outgrowth of NS-20Y cells 

in serum-free medium. (A) Control; (B) W-7 (10μ月);(C) calmidazolium (0.5μ阿). 
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Fig. 2 Inhibition of neurite outgrowth in NS-20Y cells by calmodu1in inhibitors. 
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282 匪性腫揚細胞の神経系分化におけるプロテインホスファ

ターゼの発現変動

笹原洋て、小林孝安、問村民理

(東北大学・加齢折、遺伝チ情報)

〔要約〕

マウス匪性腫蕩細胞である P 1 9細胞の、レチノイン酸(R A) 依与性神経

系分化過程における、セリン/トレオニンホスファターゼ(l'ド 1、 2 A. 2 

Bおよび 2C) の発現変動につき検討した。その結果、l'l' 1α 及び 1r 
1) mRNA発現に変動は見られず、 P P 2 Bは、 RA添加に依存ーして mRN

A及び蛋白量は共に卜界(約 3倍)し、 GA P 1 3も同様の傾向をノjえした。
庁、 PP 2 Cについては、総活性は変動しないものの、分化過程で選択的スプ
ライシングによる、イソタイプの発現の変換がみられた。これに対し、 PP 2 

Aの触媒サブユニット(2 Aα 及び 2A s) は、 RA非存在トーでも、初期凝集

塊形成期より、 mRNA 、蛋白量及び酵素活性が共に上昇(約 2~4 倍)し、
その高レベルの発現は、 RA依存性に神経系へ分化する過程でも維持された O

現在、各々のホスファターゼの発現変動の意義について検討中である。

[序論]

P 1 9細胞は、初期細胞凝集塊形成及び 10
6
M レチノイン酸処理により、神

経細胞及びグリア細胞へ分化し、神経系分化の培養モデル系として重要である。

現在まで、晴乳動物細胞の主要なタンパク質セリン・トレオ二ンホスファターゼ

は、基質特異性、阻害剤に対する感受性や、金属イオン要求性などの酵素学的

性質から、 4種類 (PP 1、 2A _ 2 B及び 2C) に分類されており(1 )、

各々の中枢神経系における発現(2 - 4 )や、機能(5、 6)に関して知見が

得られつつある O 今同我々は、蛋白質脱リン酸化が神経系細胞の分化に果たす

生理的役割lを知る目的で、 上記培養系における各ホスファターゼの発現変動を
検討した O

[方法]

P 1 9細胞は、 レチノイン酸 10 

i:形口成tさせ、 トリプシン処理後、更に 2日間単層培養を行った。ノーザンブロ
ット解析は、分化過程各時間において AGPC法により totalR N Aを調製し、

各ホスファターゼサブタイプに特異的な cDNAフラグメントをプローブとし

て用いて行った O 細胞組抽出液についての免疫染色は、 P1'2Aおよび PP 2 

Bの活性サブユニットに対する特異的抗体を用いて行った O 粗抽出液中の各ホ

スファターゼ活性は、リン酸化ヒストンそ基質として測定した o P P 2 A活性

は、インヒピター II与在ドにおける金属イオン非要求性活性として、また PP 

2 C活性は、オカダ酸非感受性及びME Z+依存性活性として測定した。

[結果と考察]

図 1に神経系分化過程における形態及びGAP43mRNA量の変化を示し

たO この過程において、図 2に示す如く PP 1 (1α および lr1)mRNA

には量的変動が観察されなかった。 PP2Aの触媒サブユニット (2Aα 及び

2 A s) のmRNA量は、 RAの存在、非存在に関わらず初期凝集塊形成時よ



599 

り卜昇したが、 RAを添加した場合のみ、その後単層培養に移しでも、高レベ

ルは維持されたO 又PP 2 Bの発現レベルは、凝集塊形成時に RA無添加系で

はト昇しないが、 RAを添加すると経時的に卜昇した O 更に RA添加系では、

単層培養に移した後に、 PP 2 Bの発現量が更にト界した。これら PP 2 Aお

よび PP 2 Bの発現量の変化は、蛋白質レベルおよび活性レベルでも、同様の

結果そ得た。 ー点、 PP 2 C αのmRNA量は不変であった() PP2Csにつ

いては、未分化状態では、 2.8kbmRNAのみ発現していたが、神経細胞の

分化に伴い、 3.3 k bmRNA (ドド 2C戸 1 )の発現 I'11が観事実tされたυ
以卜の結果から、神経系の分化過程において、各種プロテインホスファタ←ゼ

が、それぞれ特異的な機能を担っている可能性がJ示唆された。特異的な阻害剤

やアンチセンスオリゴヌクレオチドを用いた、個々のホスファターゼ分千種の

機能の解析が、現在進行中である O
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283 ストレプトゾトシン誘発糖尿病ラットにおける坐骨知覚
神経の再生に対するシロスタゾールの作用

山本恵史、保田好信

大塚製薬株式会社徳島研究所

<要約> ストレプトゾトシン(STZ)誘発糖尿病ラットを用い、坐骨神経凍結傷害後の神経再生速度

および後根神経節(DRG)のオルニチン脱炭酸酵素(ODC)活性に対して、抗血づ吋反薬であるシロスタゾ

ールの作用を検討した。 1)糖尿病ラットにおける傷害後の神経再生速度は、 STZ投与後10週で顕

著に低下した。 2)傷害後に軸索が再生し始めるまでの時間を示す潜伏期は、 STZ投与後5週で1.5

倍に増加した。 3)正常ラットにおけるDRGのODC活性は傷害後24hrをピークに2.5倍上昇した。し

かしSTZ投与後10l且の糖尿病ラットでは、 ODC活性の誘導はほぼ消失していた。 4) シロスタゾー

ルは潜伏期に対して彫響を亙ぼさなかったものの、糖尿病ラットで低下した神経再生速度および

ODC活性誘導の障害をともに抑制した。以上の結果から、糖尿病ラットで遅延した神経再生にODC

活性誘導の障害が深く関わっていること、さらにシ口スタゾールは糖原病ラットにおいて低下した

神経再生速度を改善したことから、糖原病性神経障害において予防効果を有することが示唆された。

<目的> シロスタゾールは、抗血小板作用、抗血栓作用および血管拡張作用などを有し、末梢で

の血流増加作用、神経hypoxiaの改善などを介して糖尿病性神経障害を改善することが期待される。

昨年本学会において、我々は糖原病ラットの坐骨神経運動繊維で低下した遅い軸索輸送をシ口スタ

ゾールが改善することを報告した1)。本試験では、 STZ誘発糖尿病ラットを用い、坐骨神経傷害後の

神経再生速度および後根神経節で誘導されるODC活性に対するシロスタゾールの作用を検討した。

<実験方法> 1.糠尿病の誘発: 糖原病ラットは、6週令のラット(SLC)に0.01Mクエン酸緩衝液

(pH 4.5)に溶解したストレプトゾトシン(50mg/ml欣g)を尾静脈内投与し誘発した。

2.群分けおよび投薬: 糖尿病ラットはST酒量与3日後に血糖値を測定し、血糖値 400mg/dl以上の

ラットをSTZ∞ ntrolおよひ~STZ+cilostazolLこ群分けした。群分け後、 Normal+cilostazol とSTZ+

cilostazolには 0.03%シロスタゾール含有飼料を与え、以後自由摂食させた。

3.神経凍結傷害および再生軸索の距離: 神経凍結傷害は、 STZ投与後5週あるいは10週に、ラッ

トをエーテル麻酔下で大腿中央部分の坐骨神経を露出し、液体窒素で凍結させた直径約2mmの銅械

を神経に20秒程押しあてて起こした。この凍結傷害の3、5、7日後に軽いエーテル麻酔下で再度坐!

骨神経を露出し、 Pinch-reflextest2)を実施して再生された軸索の距離を測定した。

4.0DC活性の測定: 神経凍結傷害を上記と同様に右側の坐骨神経に行い、傷害後の24hr、 48h~

およひ~72hr'こし4およびL5のDRGを左右摘出した。 DRGを緩衝液でホモゲナイスーした後、 100.000g

の遠心により得られた上清中のODC活性をMcleanらの方法3)に準じて測定した。

<結果> 1.軸索再生に対するシロスタゾールの作用: 再生された軸索の距離を傷害後の回数

に対してプロットすると直線が得られ、その傾斜から軸索の再生速度が、また、直線と横軸の交点

から潜伏期が計算できる(図1) 0 STZ投与後10週の再生速度は、 NormalおよびNormal+cilostazo~ 

がそれぞれ3.73および3.78mm/日であるのに対し、 STZcontrolは2.43mm/日に低下していた。 STZ

+cilostazolの再生速度は 3.60mml日を示し、シ口スタゾールは、糖尿病ラットにおける再生速度の
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低下を抑制した。糖尿病ラットの潜伏期は正常ラットに比べ1.5倍に増加した。シ口スタゾールは潜

伏期に対して影響を友ぼさなかった。

2.傷害後のODC活性誘導に対するシロスタゾールの作用: 傷害後のDRGにおけるODC活性は、

正常ラットで傷害後24hrをピークに2.5倍上昇した(図 2) 0 STZ投与後10週の糖尿病ラットでは

この酵素誘導はほとんど消失していた。 ODC活性のピークは傷害後48hrlこ遅延していたが、シ口ス

タゾールは活性誘導の障害を抑制した。
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神経傷害後の坐骨知覚神経再生能
に対するシロスタゾールの作用 (N-7・8)

;;;;;;: P <0.001 Normaltこ対する有意差。
骨骨骨 P<0.001 STZ∞ntrolに対する有意差。

図1

<考察> 以前から、傷害後のDRGではODC活性の誘導が認められており、この酵素誘導は神経再

生やNeuronの生存に不可欠であることが報告されている3).4)。本試験結果からも、 STZ誘発糖尿病

ラットにおける傷害後の神経再生速度の低下および潜伏期の延長にODC活性の誘導が密接に関連し

ていることが確認された。糖尿病ラットでは傷害後の潜伏期が延長していたことから、障害部位か

ら細胞体へ運ばれる"再生シグナル"の輸送過程に障害が生じている可能性が考えられる。現在のと

ころ、傷害に反応してODC活性を誘導させる再生シグナルの実体は明らかにされてはいない。しか

しこの候補として、傷害部位付近で産生される神経栄養因子があげられている。シロスタゾールが

ODC誘導の障害を抑制したことは、シ口スタゾールが神経栄養因子の産生低下を抑制した結果で

あるのかもしれない。これらの詳細については不明であり今後の課題でもある。

<文献>

1 .山本恵史、保田好信、小宮義湾 (1993) 神経化学 32， 420・421.

2. P. A. R. Ekstrom. and D. R. Tomlinson. (1989) J. Neurosci. 98， 231・237.

3 . W. G. Mclean.， J. E. Chapman. and N. A. Cullum. (1987) Diabetologia. 30， 963・965.

4 . C. Pekiner. and W. G. Mclean. (1990) Br.J. Pharmacol. 101，978・980.
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284微小管関連蛋白質MAP1Bの細胞外ドメインのリン酸化と培養
大脳皮質ニューロン聞のシナプス形成への関与

(要約〕

村本和世明、谷口寿章')、川原正↑専に小林和夫'1、諏訪牧子町、美宅成樹 '1、黒田洋一郎 '1
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ラット大脳皮質細胞を単離培養するとニュー口ン聞にシナプスが形成される。この時、培養初

期より細胞膜をほとんど透過できな~'protein kinase 阻害剤K・252bを添加すると、シナプスの形成数が著
しく減少した 1， 2)。また、 K・252bは、培養細胞の膜外表面で生じていると考えられる蛋白質リン酸化反

応をも阻害した。したカずって、これらの膜蛋白質の細胞舛ドメインのリン般化か¥ニューロン聞のシナ

プス形成において重要な役割を果たしていることが考えられた。このシナプス形成に関与する膜蛋白質

を同定するために、蛋白質の細胞外ドメインをリン酸化させる条件で、 [ y -"p] ATPを細胞外液に数分

間加えた。膜蛋白質を可溶化後、 SDS-ポリアクリルアミド電気泳動法で解析を行ない、オートラジオグ

ラフィーによりリン酸化された蛋白質を検出した。いくつかの蛋白質バンドは非常に早い時間経過でリ

ン酸化された。これらのバンド中の蛋白質の同定を試み、まず最高分子量でK-252bの効果の強い単一バ

ンドを選んで切り出し、この蛋白質の部分アミノ酸配列の決定を行なった。その結果、この蛋白質は微

小管関連蛋白質MAP1Bであることが判明した。さらに、従来細胞内蛋白質と考えられていたMAP1Bに膜

貫通部位の存在する可能性も示唆された。これらの結果から、 MAP1Bの細胞外ドメインのリン酸化が皮

質ニュー口ン聞のシナプス形成に関与している可能性が示唆された。

[はじめに]

これまでの研究で、ラット大脳皮質細胞を単離・培養し、培養されたこユーロン同士が突起を伸展

し、多数のシナプスを形成する系に、細胞膜を透過しない蛋白質リン酸化酵素阻害剤K-252bを添加する

と、シナプス形成が阻害されることが判明した 12.3'。この阻害は、電子顕微鏡を用いた形成シナプス数

の計測によっても確認された 21。

リン酸化醇素阻害剤、 K-252bの膜を透過しないという性質から、阻害剤の標的となるリン酸化は細胞

外で起こっていることが考えられた。ニューロンも含めて、様々な細胞の膜外表面には、細胞外ドメイ

ンを基質とするヱクト型蛋白質リン酸化酵素が存在することが報告されておりへ最近注目されつつある

51。大脳皮質培養細胞膜表面にはこの様にリン酸化される蛋白質ドメインが存在し、 K・252bがこのリン

酸化を回害していることを既に報告している6'。本報告では、この酵素基質はシナプス形成において重
要な役割を果たしている機能分子と考え、基質蛋白質の同定を試みた。

[方法]

ラット大脳皮質ニューロンの培養は、既報1，2) のように18日令のラット胎仔から大脳皮質を取り出

し、パパイン消化後6穴プレートを用いて行なった。蛋白質の細胞外ドメインをリン酸化する条件で[y-

"PjATPを細胞外に極く短時間添加して培養細胞でのリン酸化反応を行なった。 [y・"PjATPがエクト

ATPase等で"'P無機リンに分解され、細胞に取り込まれた後改めて[y・'"PjATP(こ合成し置されて細胞内

リン酸化反応に周いられるのを防ぐため、 "p無機リンが生じたとしても充分に希釈されてしまう様に多
量の非標識無機リンを添加した。リン酸化されたタンパク質をSDS-PAGEとオートラジオグラフィーで

解析した。又このりン酸化反応時lこK-252bを添加し、そのバンドのリン般化が阻害されるかどうかを調

べた。

さらに、放射性ラベルの取り込まれた蛋白質バンドのうち、 K-252b阻害効果が強く最高分子量のもの

をゲルより切り出し、プロテアーゼを用いて部分ペプチドを得た。これをHPLCによって単離し、質量

分析友ぴアミノ酸シーク工ンサーにかけてそのアミノ酸配列を決定した。

[結果友ぴ考察]

上記の方法により細胞外のリン酸化を解析した所、既に報告しているように、回pのとり込まれる複数

のバンドが認められた6l。これらのバンドのリン酸化は、反応の立ち上がりの時間経過も速く、しかも

K-252bによって阻害を受けるため、細胞外のものと考えられた6l。

K-252城、シナ-7'2:，買手成とL、う師胞機能とリン酸化反応の両者を阻害したため、基質となる蛋白質に
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はシナプス形成に関与しているものが必ずあることが考えられた。そこで、複数の基質の中からリン酸

化が速やかに起こり、 K・252bで著しく阻害され、かつSDS-PAGEのみで明瞭な単一バンドとして得られ

た高分子量(212KDa以上)の基質蛋白質を選ぴ、その分子の同定を試みた。プロテアーゼ処理後のHPLC

で単一ピークとして得られた三つの部分ぺプチドについてアミノ酸配列を決定した(図， )。その結

果、この蛋白質は微小管結合蛋白質のうちあまり研究されていな L、MAP1Bと一致する事か‘明らかとなっ
た。 MAP1Bは、その発現時期や成長錐への局在、リン酸化・脱リン酸化の形状差による分布の違いなど

から、ニュー口ンの分化(おそらくシナプスの形成過程)に重要な役割を果たしている可能性がある 7

これまで、 MAP1Bは、微小管に付闘して精製されてきたというような経緯から、膜貫通部位の検討が

行なわれていなかった。これまでの研究の流れから、 MAP1Bの膜蛋白質としての可能性が高いので、コ

ンビューターを用いた膜貫通部位予測9) を行なった。その結果、 MAP1Bアミノ酸配列中に 1個所、明瞭

な膜貫通領域が存在する事が判明した。この部位は、通常のKyte& Doolittle のhydrophobicity解析によっ

ても膜貫通部位で、 microtubulesの結合部位と糖結合部位の中間にあった(図 2)。従って、 MAP1B，こ

は細胞外ドメインが存在し、この部分のリン酸化によってシナプス形成に対して調節的な役割を果たし

ている可能性が示唆された。 lextracellular space I 
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図1 ゲルからのバンド切り出しで得ら

れた蛋白質を限定分解し、 HPLCで分離

して得られたペプチドの内の一つ(分子

量1698.6)のESIマススペクトル。 +2

は2価イオンのシグナルであることを示

す。 (obs.) は、質量分析計で得られた

分子量、 (calc.) はアミノ酸シーク工

ンサーで得られたアミノ酸配列から計算

した値を示す。両者が一致するので、こ

の配列が正しいことか
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と推定される。

1000 
円l/z

500 
。

[文献] 1 )Muramoto，K. et.al. (1988) Proc.Jpn.Acad.Ser.B 64・319. 2)Kuroda，Y. et.al. (1992) 
Neurosci.Lett. 135: 255. 3)Muramoto，K. et.al. (1993) Neurosci.Lett. 163: 163. 4)Ehrlich.Y.H. et.al (1986) 

Nature 320: 67. 5)Asch，A.S. et.al. (1993) Science 262: 1436.6)村本和世他 (1991)第64回日本生化学会、

東京.7)Mansfield，S.G.et.al. (1992) J.Neurocytol 21: 1007. 8)Sato-Yoshitake，R. et.al. (1989) Neuron 3・

229. 9)Suwa，M. et.al. (1993) Biochem.Biophys.Res.Commun. 191: 782. 



604 
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首可系冬オミ I羽 i車玉置巨二Iの厄ヨ老E

五十嵐道弘、小宮義路

(訴馬大・医-分子病態学)

〔要約) !J台生 171]から'=U炎1t¥ LII:I ，こ主るまでのラ y トijiilli1Jより成長円鍬日Hj分を採取し、ウエ
スタンブロ y テインクーにより、シナプスiiii終末に特徴的な極々の蛋白の発現を検討した。既に胎
生 17日目の成長円錐には、今回調べた 6種の蛋白 (synaptophysin. synaptotagmin. SNAP-25. 

rab3A. syntaxin lA. synaptobrevin)全てのパンドが検出されたが、少量であった o Synapto-

physin 以外の 5種は、生後 2日目まで急増し、以後 14日目までほとんど量的な変化は見られな

かった。 Synaptophysinのみは生後7日目にピークがあった。この結果から、 invivoにおいて

も、軸索成長円錐がシナプス前終末に変化するよりもかなり前から、 exocytosis関連蛋白が成長

円錐に存在していることが明らかとなった。

成長円錐は成長期の神経突起の先端に形成される特殊構造で、神経成長の場である外、将来的

にシナプス終末iこ変化する構造でもある。近年、シナプス前終末に特徴的な蛋白(シナプス小胞

蛋白やシナプス前膜結合性蛋白など)が 10種以上明らかとなり、それらの多くが伝達物質の放

出、即ち Ca2+感受性のexocytosis(regulated exocytosis) に関与することが強く示唆されてい

る(1.2)。 成長円錐はシナプス形成以前に伝達物質を放出することが培養細胞で示されているが

これはCa2+非依存性である (3)。 成長円錐の機能がシナプス終末の性質に変化する際、これらの

シナプス前終末蛋白の局在に変化が見られることを想定して、成長円錐の発達に伴うこれらの蛋

白の発現を検索したので報告する。

【方法】胎生 17日より生後 14日目までのラ y ト前脳よりショ糖密度勾配遠心法により、成長

円錐画分を採取した(4)。 シナプス小胞蛋白として、 synaptophysin. synaptobrevin (VAMP-2). 

rab3A. synatotagmin; シナプス前終末形質膜に存在する蛋白として、 SNAP-25とsyntaxinlAの

存在をウエスタンブロッテイングによって確かめた O 抗synaptophysin抗体(モノクローナル;

Behringer )以外の抗体は高橋正身博士より供与していただいた(抗synaptobrevin及び抗SNAP-

25抗体は兎由来のポリクローナル抗体、その他はモノクローナル抗体)。

【結果】今回検討した 6種のシナプス特異蛋白は、いずれも胎生 17日目の成長円錐に既に少量

ながら、存在していた(図 1)。さらにsynaptophysin以外の 5種の蛋白は、生後2日目までに

成長円錐における局在量が急激に増大し、以後 14日固まで成長円錐画分では量的に変化しなか

った。 Synaptophysinは生後 5臼自までは緩やかに増加し、 7日目に 5日自の 2倍以上の発現量

となったが、その後、 14日日にはやや低下した。成熟脳由来のシナプトソームと比較すると、

いずれの蛋白も、成長円錐での局在量は 3分の l程度であった。

他の比重の大きい画分と成長円錐画分でのsynaptophysinの局在量を比較した(図 2)。生後
5日目までは成長円錐での発現は他の画分に比べてきわめて少ないが(5)、 生後7日目ではほぼ

均等lこ存在し、生後 14日目では成熟シナプトソームの比重に相当する画分の方が成長円錐より

多量のsynaptophysinを含んでいた。

【考察】既に培養神経細胞の成長円錐において、一部のシナプス関連蛋白の存在が免疫組織化学

的に示されているが(6.7)、 今回の結果から invivoでも成長円錐にかなりの量のシナプス関連

蛋白が既に発現していることが明らかとなった O 従って、 「成長円錐にシナプス関連蛋白が局在

化することによって、シナプス前終末化が起こるJのではない、と考えられる。シナプス関連蛋
白の成長円錐における生理的意義は不明であるが、 (a)synaptic contactが生じた際、これらの

蛋白が速やかなシナプス小胞の形成に役立つ、 (b) 神経成長における膜の拡張に役立つ (8)、(c)

神経成長の際に糸状足の形成に関与する (9)、 などの可能性がある。
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またsynaptophysinのみは他のシナプス関連蛋白と挙動を異にしているが、これは (a)他のシ

ナプス特異蛋白は非分泌細胞や酵母細胞などにもhomologueが見いだされるのにsynaptophysin

にはそれがないこと(10)、(b)他の蛋白は膜の融合過程(dockingand fusion processes)に関与

することが想定されているが、 synaptophysinの機能ははっきりしないこと(11.12)、 などから

synaptophysinの機能的特性に関係する可能性がある o Ca2+依存性の伝達物質放出は生後7日目

以降の成長円錐から起こっていることを示唆するデータがあるので(13)、シナプス機能の成熟化

過程とこれらシナプス関連蛋白の発現がどのように関係しているかを現在検討している O

本研究に使用した抗体を提供していただいた高橋正身博士(三菱化成生命研)に深謝すーる O
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図 1 成長円錐画分でのシナプス関連蛋白

総蛋白量 50μg 抗体希釈倍率1.000倍

(a) synaptophysin; (b) rab3A; (c) synaptotagmin; 

(d) synaptobrevin; (d) synataxin lA; (f) SNAP-25 
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286 サイトカインによる培養グリア細胞の分化調節
伊藤康宏、津田誠、錫村明生*、丸野内楳

(藤田保健衛生大学総医研応用細胞、*神経内科)

〔要約〕
マウス中枢神経系のグリア前駆細胞が発現するサイトカイン受容体を測定し、¥

クログリア、アストロサイトおよびオリゴデンドロサイトへの分化を司るサイトカ

インの役割を考察した。マウス脳混合培養でのIL-2Rの発現は生後5日目でピークに

達し、 LPSで刺激したものでは、さらに 12日自にもピークが現われた。 IL-3R、IL-

4Rはともに2日目にはピークが出現し、 10日目以降に再び増加した。

中枢神経系から産生されるサイトカインは、免疫系とは異なった特有の作用を有

し、種々の細胞の機能を様々に調節している。中枢神経系ではサイトカインは主に

グリア細胞により産生きれ、あるものは発達段階における神経細胞の増殖や分化に

関与していると考えられている。本研究では、サイトカイン受容体mRNAの新しい

定量法を開発しマウス一次培養における脳混合培養細胞において、オリゴデンドロ

サイトおよびミクログリアの分化および増殖に関与すると考えられている IL-2、ミ

クログリアの分化を調節しているIL-3，-4のそれぞれの受容体mRNAの量的推移を

調べ、グリア細胞の分化過程を考察した。

〔方法〕

脳一次混合培養は、 C3HIHeN新生マウスより培養に移した。培養液はEagle'

MEM培地に10%FCS、0.5μ g/mlインスリンおよび0.2%グルコースを添加したもの

をf吏用した。 tota1cellular RN AはそれぞれO、2、5、8、12、15、20、25日目に
Cho mczyn skiとSacchiの方法により採取し、 RT-PCR法(1)にてIL-3、4受容体mRNA

の半定量を行った。また、 IL-2受容体についてはPCR産物に欠失を導入したものを

クローニングし、競合法による定量法を確立して測定した。

〔結果〕

IL-2受容体は、生後5日目にピークとなり、以後徐々に減少した。 LPSで刺激した

脳混合培養ではIL-2受容体は 12~ 15日目にもピークが現われた。 IL-3受容体は、 2

日日にピークが出現し以後低下したが、 10日日ごろから再び増加した。 Iし4受容体

は、 2日目にピークが出現し以後低下したが、 10日日ごろから再び増加した。

〔考察〕

IL-2は従来よりオリゴデンドロサイトを増殖させることが示唆されており (2)、

その前駆細胞からの分化は生後5日日ごろと考えられている O したがって今回みら



れたIL-2受容体の増加は、オリゴデンドロサイトの分化に一致したものと考えられ

るO また、 LPSでの刺激により、 10日日ごろからIL-2受容体が増加しているが、ミ

クログリアはLPSで刺激するとIL-2受容体が誘導され (3)、ミクログリアの増殖に一

致してIL-2受容体が増加することが認められた。 IL-3、-4受容体の増加はミクログ

リアまたはアストロサイトの増殖に伴うものと考えられる O 砂

本研究ではマウス一次培養細胞から経時的にIL-2，-3、-4受容体 mRNAを測定し、

オリゴデンドロサイトおよびミクログリアに対するそれぞれのサイトカインの機能

を考察したが、これらはグリア細胞の活性、増殖、分化の調節など細胞間の情報伝

達に関与していると考えられるO

〔参考文献〕

1: Sawada， M. et aI. (1992) Brain Res.， 583. 296 -299 

2: Benvenisite， E. N. et aI. (1986) Nature， 321. 610・613

3 : Sawada， M. et aI.投稿中
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287 CMT， HNPP 患者線維芽細胞における PMP-22遺伝子の発現

由村健夫、佐田正一郎、後藤幾生

(九州大学医学部脳研神経内科)

〔要約〕
Charcot -Marie-T ooth病typelA (CMT1A)、Hereditaryneuropathy with liability 

to pressure palsies (HNPP)患者の培養線維芽細胞を用いて、 peripheralmyelin protein-22 
(PMP-22)遺伝子の発現を検討した。 PMP-22遺伝子の発現は細胞の増殖状態に大きく
依存するため、培養状態を同じにしてPMP-22mRNAを定量した。 10%血清培地から
無血清培地にするとcontrol，CMT1 A， HNPPいずれの細胞でも時間とともに PMP-22
mRNA量は増加した。しかし、 10%血清培地、 24時間無血清、 48時間無血清いずれの

状態でも control に比べてCMTIA では 128~155 %にmRNA量は増加しており、 HNPP
では42~64 %に低下していた。 DNA合成は無血清培地で時間とともに低下したが、い
ずれの状態でも 3種の細胞聞に差はなかった。 PMP-22遺伝子発現はその遺伝子量に比
例することが示された。しかし、 PMP-22遺伝子の発現が細胞増殖を一次的に抑制して

いる結果は得られなかった。

[はじめに]
PMP-22は末梢ミエリン蛋白の一つである。 CMT1Aはほとんどの症例において 1つの
alleleでPMP-22遺伝子の重複(すなわち遺伝子量が1.5倍)(1)があり、 HNPPでは lつの
alleleで、PMP-22遺伝子の欠損(遺伝子量は半分)(2)があることが知られている。このこ

とからPMP-22のoverexpression，underexpressionがこれらの病態に深く関与していること
が想像されている。 PMP-22はまた細胞増殖の停止に伴って発現してくるgrowth-arrest
specific genes (Gas)の一つであるGas-3と同ーのものであることも報告されている。すな
わち、 PMP-22遺伝子発現の比較には細胞増殖状態が同じであることが前提となる。今
回我々はCMT1A，HNPP患者培養線維芽細胞を用い、培養条件を同一にしてPMP-
22mRNAと細胞のDNA合成を比較検討した。
[方法]
1)細胞培養:神経学的所見、末梢神経伝導速度、末梢神経生検より臨床的にCMTlある
いはHNPPが確実な症例の皮膚切片より線維芽細胞を培養した(3)。
2) PMP-22遺伝子量:線維芽細胞よりDNAを抽出し、 EcoR1で消化後サザンプロットを
千子った。プローブはPMP-22cDNAと士す照プロープとしてamyloidprecursor protein (APP) 
cDNAを用いた。 PMP・22band/ APP band比を定量した。

3)PMP・22mRNAの定量 :10%血清培地、無血清培地24時間、無血清培地48時間で線
維芽細胞よりRNAを抽出し、ノーザンプロットを行った。プロープはPMP-22cDNAと
対照プロープとしてβactincDNAを用い、 PMP-22/s-actin比を定量した。
4)DNA合成:bromod巴oxyuridine(BrdU)のDNAへの取り込みを抗BrdU抗体で検出したc
細胞増殖はBrdU-positive核数(%)で表した。
[結果]
1)線維芽細胞のDNA分析で、 PMP-22(11.8kb)/APP比はnormalcontrolでは0.65・0.77で
あったが、 CMT1Aでは1.04，HNPPでは0.36とPMP-22遺伝子量がそれぞれ1.5倍、
0.5倍になっていることに合致する結果であった。

2) PMP-22 mRNA (図 1、2)はいずれの細胞でも血清培地で低く、無血清培地24時
間、無血清培地48時間と増加した。 control細胞と比較するといずれの状態でもCMTIA
では28~55 %高く、 HNPPでは36~58 %低かった。
3)DNA合成(図 2)は無血清培地で低下したが、いずれの状態でも 3種の細胞聞に有
意な差はなかった。
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[考察I
CMT1A，HNPPでPMP-22の遺伝子量にほぼ比例してその発現も変化していることが
示された。このようなoverexpressionあるいはunderexpressionがミエリン形成不全、ミ
エリンの圧迫に対する脆弱性の原因となっている可能性示された。しかし、遺伝子の
重複あるいは欠損の長さは1.5Mbにも及ぶことから、他の遺伝子の関与も否定できな
しミ。

Gas-lの強制的な過剰発現により細胞増殖は低下することが報告され、 Gas-1は細胞
増殖を←ー次的にコントロールしている l可能性が示されている O しかし、 PMP-22 (すな

わちGas-3) の発現はCMTIAとHNPPでは少なくとも 2倍以上追うにもかかわらず、
DNA合成には差がないことから、 PMP-22が細胞増殖を一次的に制御している可能性は

支持されなかった。
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288 cAMP specific phosphodiesterase阻害剤投与による
脳内転写制御因子C隠 BのDNA結合活性の変化
西林佐紀子，浅沼幹人，近藤洋一，岩田恵美，小川紀雄，森 AH)乱

(岡山大医・分子細胞研・ネ11I経情報学部門)

〔要約)cAMP specific phosphodiesteraserm害剤であるrolipramをラット)即位内に単同投与

し，脳内転写制御因子cAMPrespon日 elementbinding protein (CREB)のDNA結合能の変化

をelectrophoreticmobility shift assayにて検討した。標識CREプロープを漸増させた飽和]

実験では， rolipram投与により前頭基底部でのCREBのCRE結合capacityが約14%増加し

ていた。したがって， rolipramは脳内cAMPを増加させ， CREBを介する転写機構を活性

化し得ると考えられた O

[目的l
cAMP response element binding protein (CREB)は特殊なタンパク構造(ロイシンジッ

パー)を持つ転写制御因子である。レセプターを介した細胞内二次情報伝達系，特に

adenylate cyclase系の活性化はプロテインキナ}ゼAによるCREBのリン酸化をもたらす。

これにより， CRsBは核内に移行し標的遺伝子DNAの上流域に位置するcAMP児 sponse

element (CRE)に結合し，その標的遺伝子の転写活性を調節している(1)0Rolipramは

cAMPに特異的なphosphodiesteraseの回害剤であり， Schneiderらはrolipramをinvivoで末

梢投与すると脳内cAMP濃度が特異的に増加すると報告した(2)。今回われわれは

rolipramを単回投与し， cAMP濃度が増加している状態でのCREBの結合の性質を多面的

にelectrophoreticmobility shiれassayで検討した。

[方法]
サンプルの調製:3ヵ月齢雄性Fisherラットにrolipram((土)-rolipram;(土)ー4-(3-cyclopentyloxy-

4・methoxy)phenyl-2-pyrrolidone)を腹腔内投与し(l.Omg/kg)，対照としては生理食塩水を

等量投与した。注射2時間後に断頭屠殺し線条体 前頭基底部を取り出した。 Schreiberー

らの方法(3)で脳組織内より核抽出液を調整した。得られた核抽出液は蛋白定量後，使

用時まで-80'Cで凍結保存した。

Elec汀ひphoreticmobility shift assay (EMSA):コンセンサスな配列を含む2本鎖DNAプロー

プ， CRE (5'-GATICGTGACGTCAGCACAGG-3')， TRE (デーGAπCGfGACTCAGCACAGG-3')と，

mu凶 tとしてCRE-m石弓ATICGT包 ATICAGCACAGG-3 ')を合成した。 5'末端を3塩基突出さ
せたプロ}プは3'末端を[α_32p]dCTPとDNApolymerase I(Klenow flagment)を用いてラベ

ルした。核抽出液(5μg)，20 mM HEPES-NaOH (pH7.9)， 2 mM  Tris-HCl， 1 mM DTT， 0.4 
mM EDT A， 0.2 mM EGT A， 80 mM NaCI， 2μg Poly(dI-dC)， 10% glycerol， 0.2 mM PMSF， 
DNAプロープ(2-6∞pg)のmixtureを20'Cで15分間インキュベート後， 4%ポリアクリルア
ミドゲルで電気泳動(11V/cm， 4 'C， 2.5時間)した。泳動後ゲルを乾燥し，オートラジオグ
ラフィーを行った。得られたシグナルはイメージスキャナー(EpsonGT -6500)で読みと

り， optical densityをImage1.44で定量した。

[結果および考察I
Rolipram単回投与-によりラット前頭基底部，線条体ともにCRE結合量の増加が示され

た。このシグナルはmutantプロ}プによって消失した。前頭基底部において反応液中に

非標識CREプロープ(0，0.33，1，3.33， 10 ng/μ1)を添加すると， CRE結合が濃度依存的に阻

害された(図1左)0Rolipram投与群での置換曲線は左方移動し， rolipram投与によって

CREi結合はより少量の非標識CREプロープで置換可能であることが明らかになった(図1・

ー右おまた，標識CREプロープ(1， 3.33，10，100， 300 ng/μ1)ーのみを用いた飽和実験二立はL ー
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CREタンパク佐合体のシグナルが濃度依存的に漸地する飽和ulJ線が件られた(医12イゴ)。
Rolipram投与により前頭基底部のCREBのCREへの結合capacityが約14%増加することが，

飽和実験により明らかになった。これらの結果よりrolipramは脳内cAMPを増加させ，

CREBを介しての段々な泣伝子の転写機構を活性化し得ると考えられる O

すでに我々は，若壮齢ラットへのrolipram慢性投与により脳内cholineacetyitransferase 

(ChAT)活性が増加することを報告したが(4)，ChAT遺伝子上流にCREが存在することか

ら(5)，rolipramのChAT活性への作mもCREBのCRE結合活性の増強作用に基づくものと
考えられる。また， CREBはFosやJunとヘテロダイマーを形成しTRE配列とも親和性が

あることから，非標識TREフoロープによる競合実験を行った結果， fIllj1洋ともにCRE結合
を置換するためには標識CREプロープの100倍量の過剰な非標識TREプローブを要した。

したがって， CRE結合タンパクはTREにcross-talkするものの， CRE自身に対する結合に

比べ著しく小さいと考えられた。

[文献1
1. Maekawa， T. et al. (1989) EMBO J. 8， 2023-2028 
2. Schneider， H.H. (1984) Biochem. Pharmacol. 33， 1690-1693 
3. Schreiber， E.et al. (1989) Nucleic Acid Res. 17，6419 
4. Asanuma， M. et ai. (1993) Arch. Gerontol. Geriatr. 16， 19ト198
5. Bejanin， S. et aI. (1992)よNeurochem.58， 1580噌1583
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289 マウス小脳頼粒細胞初代培養系における核内CREおよびAP-l結
合活性に対する γーヒドロキシ酪酸の効果

石毛久美子、伊藤芳久、福田英臣

(日本大・薬・薬理)

〔要約〕

マウス小脳頼粒細胞初代培養系から調製した核抽出液を用いて、 γーヒドロキシ酪酸(GHB)の核内

cyclic AMP responsive element (CRE)およびactivatorprotein 1 (AP-1) DNA結合に対する影響

をゲルシフト法により検討した。細胞をGHBで処置すると、核内CREおよびAP-lDNA結合活性は、濃

度依存的に上昇した。 CREおよびAP-1DNA結合活性は非放射性のCREまたはAP-1DNAプロープで阻害

されたが、 CRE結合に対してはAP-1DNAよりCREの親和性が、またAP-1DNA結合に対してはCREより

AP-1 DNAの親和性が約4倍高かった。また、核抽出液をc-fosまたはc-junの抗体で前処置すると、

AP-1 DNA結合は阻害されたが、 CRE結合は影響を受けなかった。 GHBによるCREおよびAP-1DNAの結

合上昇はともにGABAB受容体の特異的措抗薬であるCGP35348によって措抗された。以上より、 GHB

はGABAB受容体を介して核内CREおよびAP-1DNA結合活性を上昇させること、およびAP-1DNAに結合

する蛋白質はfos/jun複合体であり、 CRE結合蛋白質とは異なっていることが示唆された。

〔目的 GHBは生体内でもGABAから産生され、神経伝達物質として作用する可能性も示唆されて

いる物質である(1)。また、 GHBはてんかん小発作様症状を誘発させることが示されており (3)、GHB

誘発てんかん小発作にともなってfos蛋白が発現することも報告されている (5)が、 GHBの遺伝子レ

ベルに対する影響には不明な点が多く残されている。そこで、 GHBの遺伝子レベルに対する影響を

検討するため、マウス小脳願粒細胞初代培養系において核内CREおよびAP-1DNA結合活性に対する

GHBの影響を検討した。また、 GHBIこより誘導されるCREおよびAP-1DNA結合蛋白質の-，主質について

も検討を加えた。

〔方法〕 小脳頼粒細胞初代培養系は、生後7-8日目のddY系マウス小脳より調製した。培養は

10μMシトシンアラビノシド、 25mM KClおよび10九牛胎児血清を含むminimumessential medium中

で行った。核抽出液は、培養8-9日目にSakuraiらの方法(2)に準じて調製した。ゲルシフトアッセ

イは、 32pで標識した2本鎖AP-1 DNA (5'-GATCCGGCTGACTCATCACTAG-3')またはCRE (5'ーGATTGGCT

GACGTCAGAGAGCT-3')をプロープとしてSonnenbergらの方法(4)に準じて行った。電気泳動後、ゲ、ル

を乾燥し、オートラジオグラフィ一法でゲル中の放射能を検出した。

〔結果〕 マウス小脳頼粒細胞初代培養系の核内CREおよびAP-1DNA結合活性はGHBの処置により、

濃度依存的に上昇した。 CREおよびAP-1DNA結合の上昇はGHBの処置時間にも依存していた。また、

GHBによるCREおよてfAP-1DNAの上昇はGABAB受容体の特異的措抗薬であるCGP35348によって桔抗さ

れた(図1)0 CRE結合は非放射性CREおよびAP-lDNAの添加により濃度依存的に抑制された(図2A)が、

その阻害強度はCREの方が約4倍強かった。 AP-lDNAの結合も非放射性CREおよびAP-lDNAの添加に

より濃度依存的に抑制された(図2B)が、その阻害強度はAP-lDNAの方が約4倍強かった。一方、

核抽出液をc-fosまたはc-jun抗体で18時間前処置してからゲル、ンフトアッセイを行ったところ、

AP-l DNA結合は両抗体の処置でともに阻害されたが、 CRE結合は影響を受けなかった。また、小脳

頼粒細胞初代培養系を用いた受容体結合実験においてCGP35348およびGHBは、 3H-baclofen結合を

抑制した。
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〔考察〕 小脳頼粒細胞初代培養系をGHBで処置すると、核内CREおよびAP-1DNA結合活性の上昇が

認められたが、この上昇がGABAB受容体の特異的措抗薬であるCGP35348によって桔抗されることか

ら、 GHBは、 GABAB受容体を介して作用していることが示唆された。また、 AP-1DNAに結合する蛋白

質はfos/jun複合体で、 CREに結合する蛋白質とは異なっていることが示唆された。 CRE結合蛋白質

の性質については今後さらに検討する予定である。
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核抽出液は1mM GHBで1時間処置した細胞から調製した。

図2

1547-1557 

(1992) 

469-472 

〔文献) 1 Yayer， P.， Mandel， P.， and Martre， M. (1987) Life Sci. 41， 

2 Sakurai， H.， Kurusu， R.， Sano， K.， Tsuchiya， T.， and Tsuda， M. 

]. Neurochem. 59， 2067-2075 

3 Snead， O. C. (1991) Neuropharmacology 30， 161-167 

4 Sonnenberg， ].L.， Mitchelmore， C.， Macgregor-leon， P.F.， Hempstead， ].， 

Morgan， ]. I.， and Curran， T. (1989) ]. Neurosci. Res. 24， 72-80 

5 Zhang， X.， ]u， G.， and Le Gal La Salle， G. (1991) NeuroReport 2， 
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290 培養アストロサイトにおけるグルタミン酸受容体刺激によるCIEBPs

〔要約〕

のリン酸化反応と発現調節

矢野茂敏ι “、福永浩司¥滝口正樹“・、生塩之敬"、森 正敬H 骨、宮本英七・

(熊本大・医・'第一薬理、“脳神経外科、“.分子遺伝)

培養アストロサイトにおいて、グルタミン般受谷体刺激によるCCAATJenhancer binding protein (CJEBP) 

pの発現調節およびリン酸化反応について調べた。 1)グルタミン酸受容体刺激により、 C/EBPsmRNA 

は早期に増加し、刺激後1時間で最大となった。 2)アストロサイト核抽出液を用いたゲルシフト法に

て、 CABPsのDNA結合、活'性がグルタミン酸受容体刺激後6時間で上昇することが認められた。

3) [32p]無機リン酸でラベルしたアストロサイトにおいて、グルタミン酸受容体刺激によりC厄BPsのリ

ン酸化反応が上昇した。この反応、はCa2+Jカルモデュリン (CaM)依存性プロテインキナーゼrr(CaMキ

ナーゼrr)の自己リン酸化反応に相関した。また、グルタミン酸受容体刺激によるCABPsmRNAの発現

とリン酸化反応の上昇は、細胞内カルシウムに依存していた。以上の結果から、培養アストロサイトに

おいて、グルタミン酸受容体は細胞内カルシウムを上昇させることによりCaMキナーゼ IIを活性化し、

C厄BPsの発現とリン酸化反応を調節していることが示唆された。

[目的]

グルタミン酸受容体は、細胞内カルシウム濃度を上昇させることにより、神経細胞死や、シナプス伝

達長期増強などに重要な役割をはたしていることが知られている。我々はこれまでに、ラット大脳皮質

培養アストロサイトを用いて、グルタミン酸受容体刺激によるCめ4キナーゼ IIの活性化反応を明らかに

してきた (4)。最近、転写調節因子のひとつであるCABPsが、 CaMキナーゼIIでリン酸化を受けるこ

とが下垂体由来細胞株を用いた実験で明らかとなった (3)。本実験では、培養アストロサイトにおいて、

グルタミン酸受容体刺激によるC厄BPsの発現調節およびリン酸化反応を遺伝子レベル、蛋白レベルで解

析し、 CaMキナーゼ IIの関与を検討した。

[実験方法]

大脳皮質アストロサイトの培養は、生後 l日目ラットより McCarthyとaVellisの方法(1)により行
なった。種々の時間グルタミン酸により細胞を刺激後、全RNAを単離し、 CABPscDNAを用いたRNAプ

ロットを行った。 mRNAの定量はバイオイメージアナライザーにて測定した。同様の刺激後、 Schreiber

ら (2)の方法にしたがってアストロサイト核抽出液を得、 32pでラベルしたoligonuculeotideを用いたゲル

シフト法により CABPsの結合活性を解析した。 lnsituでの CaMキナーゼ Hの自己リン酸化反応と

C厄BPsのリン酸化反応について検討した。細胞を32p_リン酸でラベルし、刺激後、 0.5%トリトン-xを
含む緩衝液でホモジナイズし可溶性分画を得た。 CaMキナーゼ HおよびC厄BPs特異抗体にて免疫沈降

し、リン酸化の程度をバイオイメージアナライザーにて測定した。

[結果と考察]

グルタミン酸受容体刺激によるC氾BPsmRNAレベルの変動を調べた。培養アストロサイトを500μM
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経時的変化

1lD 

グルタミン酸で各時間刺激すると、 C厄BPsmRNAは刺激後l時間でコントロール(刺激O時間)の約

2倍に増加し、その後減少した(図1)。この増加は、グルタミン酸濃度依存性であり、培養液中の

Ca
2
+を必要とした。次にアストロサイト核抽出液中のCABPsのDNA結合活性を調べた。細胞を500μM

グルタミン酸で各時間刺激すると、刺激後6時間でCABPs結合活性の上昇を認めた。以上の結果は、

培養アストロサイトにおいてC氾BPファミリーが、グルタミン酸受容体刺激により、遺伝子レベルで調

節を受けていることを示している。さらに insituでのCaMキナーゼ IIの自己リン酸化反応と CABPsの

リン酸化反応の解析を行なった。培養アストロサイトをグルタミン酸 500μMで2時間刺激後、 5μM

イオノマイシンで 5分間刺激した。 CaMキナーゼ IIの自己リン酸化は刺激前に比べ l目8:tOA倍に増加し、

BAPTA-AMで完全に抑制された。 C厄BPsのリン酸化反応は刺激後1.6:t0.2倍に増加し、 BAPTA-AMで

完全に抑制された(図 2) 0 CaMキナーゼIIの自己リン酸化反応およびC厄BPsのリン酸化反応は細胞

内カルシウムに依存性であり、両者の反応の変動はよく相関した。

以上の結果より、培養アストロサイトにおいてグルタミン酸受容体刺激により C氾BPsが誘導を受け

ることが示唆された O さらにCABPsは、アストロサイト細胞内でCaMキナーゼ IIによりリン酸化を受

ける可能性が考えられた。 CABPsはIL4，IL6などのサイトカインや、 IGF-IIなどの増殖因子の転写を制御

していることが知られており、またCaMキナーゼ IIによるリン酸化反応で転写活性が上昇することが報

告されている (3)。以上を総合すると、グルタミン酸は、培養アストロサイトにおいてCaMキナーゼ

Hを活性化し、 C厄BPsの発現の制御および転写の調節に重要な役割を果たしていると考えられる。

[文献]

1) McCarthy， K. D.，釦dde Vellis， J. (1980) 1. Cell sioJ. 267， 12197・12201

2) Schreiber， E.， Matthias， P.， Muller， MM.， and Schaffner， W. (1989) Nucleic Acids Res. 17，6419 

3) Wegener， M.， Cao， Z.，加dRosenfe1d， MG. (1992) Science 256， 370-373 

4) Yano， S.， Fukunaga， K.， Ushio， Y.， and Miyamoto， E. (1994)よsioJ.Chem. 269， 5428-5439 
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291 ラット海馬の長期増強 (LT P)に関連して発現する遺伝子
の検索の試み

〔要約〕

丸山敬、葛自博子、川村勇樹、浅田英穂、関野祐子*、

小幡邦彦

国立生理学研究所・神経化学、*新技術さきがけ

Kチャンネル阻害剤tetraetylammnonium(T E A)によって誘因されるラッ

ト海馬スライスの長期増強に関連して発現される遺伝子を差分法とinsi tu 

hybridization ( 1 S H)を用いて検索することを試みた。 TEA処理したス

ライスより λZAPcDNAライブラリを作成し、脳全体のRNAによって差

分を行ったo 5 0個程度のクローンよりそれぞれアンチセンスのプロープを作

成し、 ISHにより特異な細胞に発現している遺伝子を検索していった。その
結果、あるニューロンにのみ発現しているものが数個見いだされた。まだ機能

などはまったく不明であるが、新しい遺伝子の同定が期待される。

<目的>

ラット海馬スライスにおける長期増強は記憶のモデルとして出目されている。

この現象は反復する電気刺激後に伝達効率が上昇するというものである。その

分子機構としてNMDA受容体の活性化などが提唱されている(1 )。しかし、

電気刺激によるLTPは、限局された領域の現象であり、未知の遺伝子の検索

は困難であった。最近になり、 Kチャンネルの間害剤の一つである TEA

(tetraethylammonium)処理によっても同様の現象が観察されることが報告さ

れた (2)0 TEA処理では海馬スライスの多くのニユーロンでLTPが誘発

されると考えられる。そこで、 LTP処理した海馬スライスのメッセージから

通常の脳全体のメッセージを差分して、 LTPに関連した遺伝子の検索をめざ

した。スクリーニングとしては、 insitu hybridization ( 1 S H)によって、

ある特定の細胞だけに発現していることを指標とした O

<方法>

ラット海馬スライスは、通常の方法により作成しTEAの効果を確認した

( 3 )。その後、 RNAを抽出しオリゴテックスによってpolyAを精製し、

Stratageneネ:tのλZAPシステムにより cDNAライブラリを作成した。この

ライブラリをヘルパーフアージにより一本鎖のアンチセンスライブラリとした O

脳全体のRNAを精製し、 InVitrogen社のサブトラクターによりビオチン化し

たO 大過剰のビオチン化脳RNAと海馬由来のー本鎖DNAを混合すると、共

通のメッセージは、ビオチン化したRNAと)二本鎖を形成し、フェノール抽出

によって取り除くことができる(4 )。残った一本鎖DNAを大腸菌にトラン

スフェク卜することによって差分ライブラリを作成したO



このライブラリからクローンを一個ずつひろい、プラスミドを調製し、 RN

Aプロープを得た O これらのプロープによって海馬で ISHを行い、特異的に

発現しているクローンを検索した。

<結果および考察>

50個程度のクローンを検索したところ、いくつかのクローンが海馬の一部の

ニユーロンだけで特異的に発現していることが見いだされた(閃参照) 0 J1;p;t 

配列、発現の詳細については、現在検討中である。

LTPの分子機構については、すでに確定された受容体などの活性化や既存

のタンパク質の燐酸化などを中心に議論が進められている。我々は未知の遺伝

子の検索を目的として、 TEA処理によって出現する遺伝子を差分法によって

検索している。その結果、数個、特異的な発現が見られる遺伝子が特定されつ

つある O その機能や、 LTPとの関連については全く不明であるが、なんらか

の新しい興味ある遺伝子が見いだされる可能性が期待される。

1.谷藤学(1993)生物物理 33，39-45

2. Aniksztejn， L and Ben-Ari， Y. (1991) Nature 349， 67-69 

3. Sekino， Y.， Hashimoto， T. and Obata， K. (1992) Proc. Japan Acad. 68， 

Ser.B 191-195 

4. Maruyama， K.， Usami， M.， Aizawa， T. and Yoshikawa， K. (1991) Biochem. 

Bipophys. Res. Commun. 171， 204-209 

図説明

海馬CA1領域のクローン#1、#2のISH

介在ニユーロンと考えられる幾つかの神経細胞が特異的に染色されている。

(矢印)

CI one # 1 clone #2 
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292 ヒトグリオーマ細胞株KG-l-C細胞におけるβ1およびβ2アドレ
ナリン受容体の発現調節:副腎皮質ホルモン、甲状腺ホルモン、

およびレチノイン酸の効果

“政J'}子、 IJLjIIぱJ 純¥1)け![-美子、 JL¥'/ i字、長谷川 爪、制1.:1'幹刷、松)1広見
( 1¥'!マリアンナ医科大手1-111れWtlll科?教明、‘誠心会 十111奈川1;fi.iPj院)

〔要約〕 β，)えびβヱアド‘レナリン受行休(tll¥iをともに発現しているヒ卜111米クリオーマ剣IIJJ包材、K(;1 C*'III 
胞を比いだした， "" 1 : () lodoじyanopindolo!結合は、 Bmax 175 r mol/mg prolein、Kd 10州、
β，tlllβ ，111¥ 46 ~， :54 九であったりI\T I'CIW~によりIlIRNt\を定抗すると、 β ， t¥1i <β t¥1¥であった〉
K(;-'[-Olll胞をdexamethasone(DEX)処理(500nM 、2r.:lfm)すると、背任処理対!!引l'~に比して、 β ，t¥llのβl
:¥1¥に対するHI対比はJi/，'jJrJしたが、総βAR数には変化がなかった。 KCI-C*，III胞をretinoicacid(I¥A1処111'
(10 11M、5[11m)すると、 DEX処型I!とは逆に、 β，AIlのβ，ARに対する中11対比はJi/，'1J11したが、総βAIl数には
変化がなつかった、 方、 KCIC細胞をtriiodothvroninc(T，)処J;lWOOnM、21111';])したが、 β，/¥llとβ2
A!lの相対比、総βAR数いずれもにも変化は認められなかったι これらの村民から、 KGI-C非111胞には、
日lucoιort1じoidやRt¥などのホルモンに依存性のβtlR遺伝子発現訓f制緩怖が紅白しており、ヒト11!1終系に
おける β，tlll、β，illl.it!:伝子の允J}L訓節機怖を研究するうえで有川な品IIIJJ包であることがノJ;"3<'されたい

抗うつ楽に共通の;.¥l?L.!JI・1:1.1ヒ'?(ドJ/J、411として、ラット大!脱皮11のβアドレナリン受符休(βt¥1¥ict.¥に
β，:¥10の減少が報告され、:1;1うつ薬投与後のβ，tIIli怠伝子の転~I~Iあるいは制沢川 VI の低ト、 mllN Aの安定
的の減少などが位11とされており、抗うつ薬作川機lY;jIý~1リl には、 β ， All の中'1~-.:ソ、制:J(そして蛍I']'[!lレベル
での変化を総合的に理解することが必要である。従来βAR発現調印1にWJする研究に、ラットC6日1ioma 
が汎川されてきたが、 Jkャは、 tlll*子系におけるヒト β!lll発現調印機桃納'1リlには、 βtlllを発現するflll主主系
山米キ11111包の他川が必裂と考え、 β，:¥Ilおよびβ，ARを発況している、ヒトクリオーマキ111JlfoI t机C1 C剤11胞を
~tI.し、だし、ホルモン依 {IYI の β..\Il íèJJU).j~ i心機附について検，1'Jしたハ
[ 方法 ] 

1 :細胞培養一一ヒトクリオーマKC1 . 0111 JJfol "は、 1O~，の 11 ・ JJfì 児 1(ll ii'i 、 5/t:ilJyJ'i'Iを合むデルベッコ改変イ
ーク‘ルjZ小指J也(DME)を)11い、 10%CO，イf.{Ef、37"CでI討をしたっ ck川 lml'th出 onc(IlEX)、rl'IIIlOJC此 id
( Il川はそれそれi，日を波'1'に(:奈川lしItH冬政Jil'500nM、10μMにて、 liiJ.(iは4811'iII'，]、{走行は 5111日J~~1~ した υ
I jI状腺ホルモン CTけについては、細胞を予め 1!!~1(lli;'f民地Opli M I~~" にて 4811 'f 11'，] i;"; 持し、その後、 l ， iJif';
I自に最終濃度100nMとなるよう添加し4811!jII¥jJ{，:養したり

2 :βアドレナリン受容体遺伝子転写物の定量法一-ACI'C法により料製した全IlNAからじDNt¥を合成後、
ヒ卜 β，l¥ll: 5'TCGTCTCCACCCTGTCCCCC-3' ，5' t¥CCAAACCGCCCTCCCAC;CTGTCC-3'、ヒト β2t¥ll:5'CC 
CTGCTG応Ci¥ACAt¥Ti¥ヘGGCC3'、5' -CCCATCCTGCTCCtlCCTGGCT-3'そプライマーに、じyclophi1 i円、 CAI'IlII.
β 叫 tin ml(NAを内部機敢に)jJい、 In-pcRiょによる発現量の〉と討を行った2)
3: [ ， 2勺]ー(ー)1吋ocyanopindolol([126[]CYP)結合実験一一 : ):! ~J I iじYI'*，';介実験は、既報のんi1;'j)に従

い行い、おじalιhardp[ots )之び結合1H1'，UIIII線は;)1線形般小一束υ、によりコンビュータ解析した、
[ 結果 ] 

1 :KG寸ーC細胞βARの薬理学的性質一 KC 1 0111胞とラットC6gl i omaの， ， 25 11CYI'結合飽和実験の
alιhリI'dplotsをFlg.1に示すり Kdは KCICが9.22 pM、C6日1i omaが985 pMで1;可有に有立な差は
なかった0 38βAIl数はKG1 Cが175.5、C6gl iomaが 106.5fmol/mg proleinで、 KG-1-Cが約1.611'1
多かった。:' 25 IJCYP結合~IHY実験の結果をFig. 2 に示した。~j: *JU形最小二乗法により解析すると、
I1ill係数はO.52~0. 73で、いずれもいw.stateモデルに適合したり CGド207121¥によるIUI古1111級の!?Jj
籾干II~il:成分(β ， AR成分を示す)は4師、低親和性成分(β2Ml成分を示す)は54先て\ 4方、 ICII18551
による阻害山線の高親和性成分(β2AR成分を示す1は 54% 、{氏籾干rIrI:成分(β ， AllJj~分を示す)は46犯で

あったことより、 Kr;-I-Cで発現しているβARの46%';:tβ，AR、54%はβ2t¥ Ilであった(Fig.2)じ
2:KG-I-C細胞におけるホルモン依存性βAR発現調節 DEX処理 C500nM、481I;'j11'，J)するとCGド207121¥
による ~JI 害 rlll 線の低親和 ~:U戊分の比率が対照に比べNI}JII し(ド ig. 3)、β2t¥RmRNi¥が琳力nする傾向を認
めた(私'i!.!~灰|示せず) " 100 n.~ T"で48時間処)11'したが、c(;p207121¥による川'，1，1111的自の向、{氏$Q干11'¥11
J;~分の'，1;1)介には変化はなかった (Fig 4¥， Ill¥処JIII(10 /1 M、 5 1111'，])するとC(;I'20712 1\によるドlL)~1 1I 1

総のi可制約l性成分がNl}Jl1し(ドig.5)、β，i¥l¥mllNi¥がNI}Jnする傾向を認めた(結果|訓示せず〉。なお、
いずれの処置でも総βt¥R数に変化は認められなかった。
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[ 考察 ] 

lJEX やCf\.~1'依 {r仰に β ， !\I<ì1'lL、r允況が附加することが凶作された '1~ドi 目。 3に 4、すように、 KG 1 C 

品IIIJJ包では500 n.~ D日処理により β，!Ifi成分が}';¥'}JIJしており、 β，AII泣1i、子発況のN，'JJIIに起悶すると考え
られる ο 方、総βAli数には千i心;な変化を認めなかったことから、 β1Arij宣伝子の発現あるいは制訳
活性が減少した可能性が考えられたが、有意な β1tIIi mR州の減少は認められなかった。ヒト
β1 AJI遺伝子プロモーター領域にはthyroxinercsponsive elemcnt(TRE)が存在するら〉が、 Fig. 4にが

すようにも処i'!i後にβ，;¥]i成分の変化が認められなかったことより、 KG I-C*，III胞では、 C6日1iomaとliiJ
様に、級'じがifT蛋行l'白の発J}V日が少ないためT.1の効!米が認められなかったものと与一えられたの我々は、
ヒト βli¥lii宣伝子プロモーター領域にRAresponsivc clementが有イlすることをI'IJ1-としておりら〉、

Fig 5にぷすようなIIA処11日後の β11111成分の明加が、 β1:¥lli立伝子発況のtNJJnに法つく可能fiJが考えら

れるυKG-IC指IIJI包はβ1;¥11、s，:1 11をともに発現し、ホルモン依存性の β MI発現訪Hm機十I~を有しており、
今後、ト'"経系におけるヒ卜 β山の発収税j11にllhlする研究に千J'JI Jであると忠われる〉

[ 参考文献 ] 

¥J M1Yelke， E. (1979) Acta Ncuropathologica 46， 5155 
2) Ungerer， M.et ell.(1993i Circuleltion 87， 454463 

3) Ilurgisscr， E.， and LeCko¥¥i t%， 11. 1. (984) in !5rain Necι'plοr Mclhocl()Jrwic日
(Maran日os， f>.J. C't al. edsiド白rl A， pp. 229-253， Acadcmic I'rcss， Orlelrld， FL 
4) Col J ins，お elell. (1 992Hrcnds i n I'harnwcol. Sci. 17， 3739. 

5) 己¥'，: i'}( 1992)1¥リマリアンナ!欠干|大学?作品、 20， 246 261 
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293 脊髄の分化過程におけるグリシン受容体 α1.α2サブユニッ卜
mRNAの分布の変化

渡辺えり*判， 赤木宏行*

(*群馬大学医学部楽迎学教室，村麻酔・蘇生学教室)

〔要約〕

胎生期(14日匹)から成熟期 (50日齢)にかけてのラット脊髄に発現する 2種類のグリシン受

容体サプユニット (α1・α2)mRNAの分布様式を，in silu hybridizalion法を用いて解析した.

α1  mRNAの発現量は動物の成長に伴って増加する傾向を示したのに対し， α2mRNAを含有

する細胞の数は加齢とともに減少した. しかし，成熟動物においても後角の一部の細胞では α2

mRNAが発現していることが認められた.Y}J若朋 (10日齢)の脊髄には α1・α2mRNAが同

一ニューロンに共存することを示唆する結果が得られた.

[目的]

抑制性シナプス伝達に関与するグリシン受容体チャネルは α ・Fの2種類のサプユニット蛋
白で構成される.この中で，リガンド結合能をもっ α サプユニットには複数の亜種 (α1~α

4 )が存在する.ラット脊髄組織においては，細胞が成熟するにつれて α2から αlへの発現

切り換えが起こることが，電気生理学的(1)および生化学的手法(2)を用いた研究により示唆されて

いる.本研究では，胎生WJから成熟期のラット脊髄における αlおよび α2mRNAの発現を

組織細胞化学的手法を用いて比較検討することを目的とした.

[方法]

胎生 14， 1 8日(以下E14，18) ，生後 0 ， 5 ， 10 ， 21 ， 50 日齢 (PO~50) のWiSLar系

ラット脊髄をエーテル麻酔下に摘出し， 5μmの既固定凍結切片を作製した.プラスミド

(pBluscript SK(・))に挿入した α1・α2サプユニットのcDNA断片(サイズはそれぞれ156bpと

213bp.両者の相向性は76%) を鋳型に用いてinvilroで合成したアンチセンス鎖RNAをプロープ

として用いた. Hybridizalionおよびその後の組織の処理はSimmonsらの方法(4)に従った.対照とし

てセンス鎖RNAをプロープにJlJいた実験を行い，比較した.

[結果と考察]

1) P21およぴP50の組織において α1アンチセンスプロープと結合するRNAの発現を示す強い

シグナルが観察された.シグナルは灰白質の前 後角にわたって遍在していた(図1).これ

は， Satoらの報告 (3)に一致する.これに対しセンスプロープを用いた切片からは，顕著な陽

性シグナルが観察されなかった.

2) αlmRNAの発現はラットの加齢とともに増加することが組織化学のレベルで示された(図

1) .これはblolhybridizalionにより特られた結果(2)と一致する. El4組織においてもシグナル

が検出できることから， α1 mRNAは脊髄ニューロンの分化過程の早い時期から発現している

ものと思われる.



3 ) α2mRNA はE14からPOまでの時期の脊髄

において強いシグナルとして検出された.

E14では外套層， POでは灰白質全域にわたっ

てはほ均一に分布していた.その後発現量は

日齢を経るにつれ減少する傾向を示した(図

1) . しかし， P21， P50の後ifJ組織におい

て， α2シグナル防性細胞が少数ながら倹

出された(図 2).このことから，ある粧の

成熟ニューロンにおいては α2サブユニッ

トもグリシン受容体の柄成蛋白としてシナプ

ス伝達に関与することが示唆される.

4) PlO組織の連続切片を比較したところ，同

ーのものと推定される前列細胞(おそらく運

動ニューロン)において， αlおよび α2

mRNAがともに発現していることが確認され

た.胎生~幼若期の脊髄ニューロンに存在す

るグリシン受容体チャネルの単一分子は α

lおよび α2タンパクで構成される集合体

(hctcromcric asscmbly)である可能性が電気生

理学的実験によって示唆されているが(5)， 

今回の実験結果はそれを組織化学の見地から

支持するものと考える.

E 14 

E 18 

P 0 

P 5 

Pl0 

P21 

P 50 

α1 

腫冨圏

α2 

制三F ミ-川~管.
船山 正、三 σヘト円五.

匹九 -ι  寸・-
γ 令，

町町ト ¥刊， γ -

劃朴h ヘ 一 -
i ι ι 、 Jι¥  川圃圃--一tιい ""μい一引

-一 ι 一r三己子 ぺ一~内可 J 斗..  ヨ… /一一 U 一
川r 子 うιトへ一一 P 一
E .. 川 三 弓妥主 イ川川A凡川-叫I

図l 各日齢のラット脊髄におけるグリシン

受容体 α1.α2サプユニット mRNA

の分布 (X5対物レンズによる暗視野像)

VH:前角， DH:後角

スケール・パーは 500μm  

図2 P 5 0のラット脊髄後sJにおける α1・α2サプユニット mRNAの分布

(x 2 0対物レンズによる暗視野像)

点線内は灰白質， DH:後角，スケール・パーは 100μm  
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294 A Simple Protocol for Amplific剖ionof cDNA Ends (SPACE)法
"ヒト脳の蛋白カルポキシメチル化酵素のcDNA配列決定"

溝淵睦彦、四宮博人¥佐藤誠“、武田良平

(愛媛大学神経精神医学教室、合細菌学教室、“香川医科大学第一内科)

〔要約〕

PCRを用いてcDNAをク口一二ングする方法は、現在まで幾っか報告されている。
われわれも、 nestedRACE法 (RapidAmpli1ication 01 cDNA Ends)を用い、種々のcDNA
の構造解析を行なってきた。しかし、既報のいずれの方法も、 cDNAの長さや立体構造
上の問題などから多くの限界がある。今回われわれは、 cDNAライブラリーを鋳型とし、
ベクターDNAと目標とする遺伝子の既知部分のプライマーを用い、二段増幅(nested
amplification)し、簡単に迅速決定する方法を確立した。この方法は、サザンブロット分
析なしに、 5'と3・両方向にcDNAwalkingが可能である。この方法を用いて、ヒト脳の蛋
白カルボキシメチル化酵素のcDNA配列を決定した。

[はじめに]

PCRを利用して既知の一部分のDNA配列をもとに、未知のgenomicDNAやcDNA配
列を決定する方法が幾つか報告されている。例えば¥genewalking [1]， anchor adaptor 

[2]， inverse PCR [3]やわれわれが開発したRAGE法[4]などがある。一方、 cDNAに関し
ては、 FrohmanらのnestedRACE等が報告されている[5・7]。今まで、われわれも
nested RACE法を用いて幾つかのcDNAを分析した[8，9]。しかし、長¥，¥cDNA(約5kb以
上)や立体構造をとりやすし、cDNAなどはPCR増幅し解析できない。そこで、 cDNAライ
ブラリーを鋳型とし、簡単でしかも迅速にcDNAwalkingする方法を確立し、ヒト脳の
蛋白カルボキシメチル化酵素のcDNA配列を決定した。

[方法]

使用したヒト脳cDNAライブラリーはClontech社から購入した。このライブラリー

は、ベクターがlamdagt 11で、 EcoRIをク口一二ング部位としている。二段増幅に用

いたlamdagt 11のプライマーは、クローニング部位(EcoRI site)から160nt (外部プライ

マー;5にAGCAGGTCAGTGCGTAC-3')と43nt (内音Eプライマー;5・-GACACCAGACCAA
CTGG・3')離して作成した。 PCRの条件は、 35サイクル(94C; 80 sec， 50・58C; 90 sec， 
74 C; 3 min)で、増幅し、一回目のPCR産物をTEで20倍希釈後、 5μ|を二回目の鋳型とし
て増幅した。 PCRの溶液等は既報の方法を用いた[8]0目的のDNAは、アガロース電気
泳動後DEAEmembraneで精製した。
[結果と考察]

図1・A)で、 SPACEi去を簡単に説明した。一回目と二回目のPCR産物のうち、バンド

の長さの差が[(λ0・Ai;117 nt)+So・Si]で、しかも主バンドが、目的のcDNA断片である。
ここでの注意点は、図1-8)で示しているようにク口一二ング部位には目的とするcDNA

の断片が幾っか挿入されている。従って、目的とするcDNAのバンドは数個増幅される。
しかも、センスとアンチセンスが逆向きに、約半分の割合で挿入されているため、 3・末
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端部はgenespecificセンスプライマ一(So，Si)で、 5・末端はアンチセンスプライマー(Ao，

Ai)で増幅する。この際、ベクタープライマーは同じもの(入0，入i)を用いることができる。

図1・C)に、一回目と二回目のPCR産物と精製後の目的の主バンドを示している。このバ

ンドを鋳型として、制mmetricPCR後directs叩 en川した電気泳動を図2に示した。

本SPACE法を用いて、ヒト脳の蛋白カルボキシメチル化酵素のcDNA配列を決定した。

[文献]
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3. Ochmann， H.A.， Gerger， S. et al. (1988) Genetics 120: 621 

4. Mizobuchi， M. and Frohman L.A. (1993) BioTechniques 15: 215 

5. Frohman， N.A. and Martin， G.R. (1989) Technique 1 :165 

6. Loh， E.Y.， Elliott， J.F. et a/. (1989) Science 243: 217 

7. Ohara， 0.， Dorit， R.L. et a/. (1989) Proc. Nat/. Acad. Sci. USA 86: 5673 

8. Mizobuchi， M.， Frohman， M.A. et a/. (1991) Mo/. Endocrinol. 5: 476 
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図1、SPACE法の説明図とPCR産物
A)SPACE法のプ口トコールを簡単に示した。
B)PCRのプライマーと鋳型の関係
λ;ベクター上のプライマー
S;既知部分のgenespecificセンスプライマー
A;既知都分のgenespecificアンチセンスプライマー
i; mner 0; outer 
C) PCR産物のアガロースゲル電気泳動(エチジウムブロマイド染色)
M; MQI~ular Mar1<er， 1 OObp Ladder 
1 ;一回目のPCR産物
2;二回目のPCR産物
3;ゲル精製後の目的バンド

図2、シークエンスゲル電気泳動

の図。左からG，A，T，C.
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295 Haloperidol， (-)-SulpirideおよびSCH23390腹腔内投与による
マウス脳のc-fosとcゾunmRNA発現
尼崎工J:洋¥mわじ栄‘¥横谷会112、山|二栄l

大阪市立大学医学部神経精神医学教主主1) 大阪市立大学医学部附属刀打~III結核研究所2)

〔要約〕
ddYマウスの腹腔内に HaJ叩cridoJ(以卜-HIり、(ー)-SI印iridc(以ドSI')及びSCH23390をn射したとき
のマウス脳内 c-fosとc-Junの発現をRNascprotcction assayをJlJl、て訓べた。その結果、 HI¥SI'のどち

らにおいてもじ-fiJsとひj叩の発現は、 JIJ量依存的にl't，'}JIIし、経ILy(I(Jには投与30分後に最大の発現を示
した。ただ、 SPのほうは、誘導の時間的な延長が見られた。また、 SCH23390の注射では、 c-fosと

じソU刀の発現は認められなかった。以土より、じ-fiJsとじーJunの発現は DopamineD2 receptorに関与すると

考えられたり

[1:1 (10] 
じー斤λ可、 c-Junは、 immediateearly geneのひとつであり、 c-斤)sは、抗精神病薬の投与によって誘導される

ことが限告されている(4)。我々は、 HP、SI'及ひ:'D叩amincDl antagonist SCH23390をマウスの!凶l空内
にそれぞれ注射したときのc-fosとc-J叩の発現をRNaseprotection assayによって調べた。

[方法]

l目 HP、SP及びSCH23390投与マウス:5週令のddYJift性マウスに3%acctic acidに溶解した
HP(O， 1 ，0，2，0，5，0，8， 1ム4及び8mg/kg体重)、 SP(10，20，30，40，80，1 00及ひ'200mg/kg)および
SCH23390(0， 1 ，0，2，0，5，0，8， 1ム4及ひ、8mg/kg)を microsyringeで腹腔内に注射した。
2， cRNA probeの調整:マウスc-f()sのcDNA配列を基にDNAprim巳rを合成し、 RT-PCR法により

c-fos cDNAを精製し、 PGEM7G(+)に押入した(1)。吋u[JcDNAは、供与されたものをPGEM7G(+)に挿

入したσ)。合成されたcDNAを鋳型にして invitro transcriptiol1により [32P)心TI'をJfJl 、て、それぞれ
じRNAを合成し、 probcとして実験に供した。

3， RNas巴protectionassay : cRNA probe (8xl04印日1)とsampleRNA(lOμg)を1811寺問450Cでhybridization
を行った。その後、 RNas巴で処:E~1lし、 PAGE を fj った (6)。さらに、 -800Cで 481時間 autoradiography を

行い、結果をdensitom巴terで scanしたの

(結果J
HPi1射30分後におけるじiω の発現誘導は、JlJm依存(1なな|二男ーを/J;し、 8mg戊gでi11大の発現誘導を
示した(Fig，l)。 また、 HPlmg/kga射した場合のじ-fiJs発坑の経11寺的変化は、注射15分後より誘導が始

まり、 30分後でピークに述し、 120分以後の発土J~Jltは僅かに liSめられただけであった(Fig ， 2)。 ι-jun に

ついては、 c-f()sと同様、 m量依存的に 1--昇を示したが(Fig，l)、経H判せには、 30分後にピークとなった、
じ:-fw写に比べると、 60，120，180および360分後と発現量は徐々に低卜.した(Fig，2)。 他方、 S1'の注射では、

注射30分後のじ-fiJsとιーj叩の発現誘導は、 HI'IijJ傑JIj量依存的に明大し、 10Dmg/kgで最大の発現誘導を

示した(Fig，3)oSP20mg/kg(i-:Mしたときの経11守的変化については、やはり HP同様注射30分後にピーク
に達し、以後低下したが、 HPに比べると c-fÍls とじゾ IJ11ともに lリ]らかな ~l~導の妊長を示した(FigA)。
SCH23339Dを投与したときは、 c-liJsとじーJunともに発現誘導は、 vehicleを投与したときと同様、僅か

に見られただけであった。また、 SCH233901 mg/kgをlIIJ投与し、 3D分後にSP2Dmg/kg投与したときの

c-斤Mとひj叩発現誘導の経時的変化では、注射3D分後にピークを示した後低下し、 120分後には発況が

認められなかった(Fig5)。なお、 vehicJcである3%acetic acidを投与しでも僅かにじ-fiJsとc-jun発現が

みられたが、低濃度のHPやSI'[こ比べても布一意に低値であった。

i考察1
I)opaminc I)I，D2 antagonist HPおよび [)opamincDz antagonist SP投与によって、 c-fiJs、cソunともに発現

誘導が認められ、 DopamineDI antagonist SCH2339D投与で両者の誘導が認められなかったことより、

心丘話、じゾunの誘導は、 DopamineDz receptor jJg断作用に相関するのではないかと推測しうるρ)。また、
SCH23390前投与後、 SI'を投
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626 

296 

〔要約〕

アルツハイマー病脳における神経原線維変化に関与する

タウ因子の燐酸化と脱燐酸化反応

小野常彦...、山本秀幸¥田島和周¥久永真市川、岸本健雄問、宮川太平材、宮本英七.

(熊本大・医.・第一薬理、帥神経精神医学、山東工大生命理工)

アルツハイマー病脳における神経原線維変化の主な構成成分は燐酸化タウ因子であることが

知られている。さらに、その燐酸化反応にはプロリン指向性蛋白質燐酸化酵素の関与が示唆さ

れている。本研究ではプロリン指向性蛋白質燐酸化酵素により燐酸化したタウ因子を基質とし、

その脱燐酸化反応を検討した。 cdc2キナーゼと TPKII(tau pntein kinase ID及びグリコーゲン合

成酵素キナーゼ3α(GSK3α)により燐酸化されたタウ因子は蛋白質脱燐酸化酵素 2Aのホロ酵

素(計四Ah)とカルシニューリン(Ca閃によって脱燐酸化を受けた。さらに脱燐酸化反応の部位

特異性を検討するためタウ因子において異常燐酸化部位として詳細に検討されている 199番

目と 202番目のセリン残基、及び39 6番目のセリン残基を燐酸化した二種類の燐酸化ペプ

チドを合成し各々のペプチドに対するポリクローン抗体を作成した。牛脳より精製したタウ因

子には作成した二種類の抗体に対する反応性が認められた。PrP2Ahと CaNによる脱燐酸化反

応によりタウ因子の電気泳動上の移動度が増加した。抗体による脱燐酸化部位の検討で、セリ

ン199、 202とセリン 396がPrP2AhとCaNによって脱燐酸化を受けることが明らかと

なった。以上の結果よりタウ凶子の異常燐酸化汚ISN:の脱燐般化反応に PrP2AとCaNが関与する

可能性が示唆された。

[目的]

アルツハイマー病脳に存在する神経原親維変化の主要な構成成分は燐酸化タウ因子であるこ

とが知られている。燐酸化反応を触媒する蛋白質燐酸化酵素の存在が明らかであるとともに、

脱燐酸化反応を触媒する蛋白質脱燐酸化酵素の阻害が示唆される。神経原線維変化に存在する

燐酸化タウ因子の形成過程を明らかにする目的で、関与する蛋白質脱燐酸化酵素の同定を試み

た。

防法]

既報の方法によりタウ因子をウシ脳から精製した(1)。ラット脳より、 GSK3α(2)、PrP2Ah(3)、

CaN (4)、ウシ脳より蛋白質脱燐酸化酵素 2Aの触媒サブユニット(PrP2Ac)(5)、ブタ脳より

TPKll (6)、ヒトデ卵母細胞より cdc2キナーゼ(η、大腸菌の発現系により蛋白質脱燐酸化酵素

2 C (PrP2C) (東北大学、田村真理博士より提供)を精製した。ヒト最長タウ因子(8)の

Ser-199， Ser-202， Thr-205 (PeItide-1)および Ser-396(PeItide-2) を含む 2種類のペプチドを合

成した。さらに Peptide-l、民戸ide-2のSer-199，却2，396に化学的に燐酸を結合させた合成燐酸

化ベフ。チドを家兎に免疫し、ポリクローン抗体(叩ti-PP-l、加ti-PP-2)を作製した。

備果および考察]

吋c2キナーゼ、 TPKII、GSK3α はタウ因子を燐酸化した。 cdc2キナーゼ、 TPKIIを用いて燐



Dephosphorylation (%) 

Protein phosphatase CaMKII cdc2 kinase TPKII GSK3α 

2Ac 65.3 O O 33.7 

2Ah 86.1 51.9 82.8 52.8 

CaN 51.8 26.0 65.6 43.4 

2C 79.9 O O O 

表 1 CaMキナーゼII、cdc2キナーゼ、 TPKIIおよびOSK3αにより燐酸化

されたタウ因子の各種蛋白質脱燐酸化酵素による脱燐酸化反応

燐酸化タウ因子を基質とし、それぞれの脱燐酸化酵素を加え 30 

℃、 20分間反応後、脱燐酸化の程度を測定した O 各燐酸化酵素に

より取り込まれた燐酸量は lモルタウ因子あたり約0.6モルに調整し

た。

酸化したタウ因子は、

PrP2Acや PrP2Cでは脱

燐酸化を受けず、

PrP2Ahと CaNでのみ脱

燐酸化を受けた(表1)。

また GSK3α を用いて燐

酸化したタウ因子は、

PrP2Acによっても脱燐酸

化された(表 1)。精製

したタウ因子は、作成し

た二種類の抗体と反応し、

晶子199，202及びSer-396

が部分的に燐酸化を受け

ていることが示された。 PrP2AcとPrP2Ah、 CaNによる脱燐酸化反応により、タウ因子のSDS-

PAGE上の易動度は低分子量側に変化した。 PrP2AhとCaNによる脱燐酸化反応によってのみ

飢 ιPP-lによる免疫反応性は消失した。一方anti-PP-2による免疫反応J性は PrP2Ac及びPrP2Ah、

CaNによって消失した。さらにと記三種類の蛋白質燐酸化酵素により再燐酸化反応を行なうと、

anιPP-lに対する免疫反j，必性はすべての酵素により回復したのに対し、 anti-PP-2による免疫反

応性は GSK3α によってのみ回復した。免疫組織学的研究によりアルツハイマー病脳の神経原

線維変化は、両方の抗体で染色されることが確認された。以上の結果より神経原線維変化内に

存在する異常燐酸化部位の脱燐酸化反応に PrP2Aと CaNが関与する可能性が示唆された。神

経原線維変化内の燐酸化タウ因子においてはセリン 199、202、396の部位すべてが燐

酸化されていることよりアルツハイマー病脳ではこれら二種類の脱燐酸化酵素による脱燐酸化

反応の広範な機能不全が示唆される。
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297 アルツハイマ一病脳におけるイオンチャンネルの変化

〔要約〕

池田正行へ DeborahDewar**， James McCulloch** 
*東京医科歯科大学 大学院細胞機能制御学，

**Wellcome Surgical Institute， University of Glasgow 

アルツハイマー病(AD)大脳皮質におけるイオンチャンネル(lC)の変化を，マ

クロオートラジオグラフイーにより検討した. AD脳ではCa依存性Kf'I'iHは側頭葉，
後頭葉の両部位で対照より約20・30%増加していた.Aτ?依存性Kチャンネルは側頭葉で約

20%減少していたが後頭葉では不変，電位依存'性Caチャンネルは側頭葉，後頭葉ともに

不変だった.各ICの密度は隣接切片での老人斑密度， ChAT活性のいずれとも相関し

なかった.今回の検討で各ICが一様な変化を示さなかったことは，各ICの変化が神

経細胞の消失による単なる二次的な減少だけではないことを示す.また既知のADマー

トである老人斑やChAT活性の低下との相関が見られなかったことは， ICの変化がこ

れまで知られていたものと異なったADの病態を反映している可能性を示唆する.

目的:イオンチャンネル(IC)は細胞膜の興奮や細胞内環境維持に重要な役割を果た

し，神経変性疾患の成立を含む神経細胞障害の過程にも関与している可能性も考え

られる[1]. しかし神経伝達物質とその受容体に比較して，ヒトの脳の疾患ではICは

ほとんど検索されていない.本研究ではアルツハイマー病(AD)へのICの関与の可能

性を考え， AD死後脳を用い，マクロオートラジオグラフイーにより3種のIC密度の

定量隣接切片でを行った.更に隣接組織で老人斑の密度ならぴ、にCholineacetyl-

transferase (ChA T)活性を定量し， IC密度との相関関係も検討した.

材料と方法:検索したのは年齢，性別，死後時間を?lfさせた神経疾患のない対照7司

例とKhachaturianの基準によりやjI経病理学的に確認したAD9例の患者の死後脳である

(表1).これら患者の脳より，関心領域である下側頭葉皮質(Brodmann20野)と後

頭葉皮質(同 17野)を切り出し，クライオスタット上で20mmの凍結切片を作成し， IC-

定量のオートぅγυ・う7ィーに用いた.検索したのはCa依存性KftンネJレ(Apamin結合)， ATP-
依存性Kチャンネル(Glibenclamide結合)， 電位依存'性Caチャンネル(PN200-110結合)であり， 得

られたオートぅγォク'うム上のIC密度をデンシト川トにより定量した. また隣接組織で老人斑

密度を算定し， Fonnumの方法により ChAT活性の測定も行った.

結果:AD脳ではCa依存'性Kftì~}vは側頭葉，後頭葉の両部位で対照より約20-30%増

加していた. ATP依存'性Kftンネルは側頭葉で約20%減少していたが後頭葉では不変，

電位依存性Cafャンネルは側頭葉，後頭葉ともに不変だった.側頭葉の老人斑密度は後

頭葉の2倍弱だった. ChAT活性は側頭葉，後頭葉ともに対照の1/2程度に低下してい

た.各ICの密度は老人斑密度， ChAT活性のいずれとも相|到しなかった.

考察:これまで我々はAD脳海馬で各ICを別個に検討してきた[1，2，3].今回は大脳
皮質を用いて隣接切片で同時定量を行ったが 各ICは一様な変化を示さなかった.



629 

このことは，各ICの変化が神経細胞の消失による単なる二次的な減少だけではなく，

各ICはそれぞれ異なった調節を受けていると考えられる.また既知のADマートである

老人斑やChAT活性の低下との相関が見られなかったことは，今回の検討で見られた

変化がこれまで知られていたものと異なったADの病態を反映している可能性を示す.
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298 加齢に伴う学習障害とイノシトールリン酸受容応答の変化

蔚J捺 lヨ志、 111村 i'Di珂i:、大lilJ- 矢l時l~

(サントリ一生物医学似f究所、楽交)J :z ~ljl州究室)

〔要約〕

加齢に伴い学習機能が低下することはよく知られているが、我々も fjt動的条件回避学習試験でこれ

を確認した。さらに、この現象を刻11胞内セカンドメッセンジャーの つである inosilol 1，4，5・

trisphosphalC (IP3)に焦点をあて解析した。大脳皮質における各組受容体刺激による phosphoinosilid巴

(PI)代謝回転、 IP3bindingについて検討した結来、力11齢に伴い norcpincphrinc(NE)， carbachol (CCh)お

よび ibolcnalC(IBO) ~ilJi倣による Pl代，'~jllll 加、は{正 F したが、 scroLOnin (5-HT)および quisqualal巴(QA)刺

激によるPI代謝回転には変化はみられなかった O また、 IP3bindingは老齢ラット (24-25ヶ月齢)で

有意に低下していたが、 lP3じonlcnlには変化は認められなかった O 以上の実験結果から、 Ca
2令動員刺

激応答連関において、大脳皮質の各1f附11)泡1史上受容体を介した筒抜伝述機能の低下のみならず、細胞

内セカンドメッセンジャーであるIP
3
の受容体レベルでの機能低下が加併に伴う学習障害に関与してい

ることが示唆された。

〔緒言〕

我々は第35回本学会において加齢に伴う学ザll{l;~告にはコリンキ11 1経系ならびにモノアミン神経系の機

能低下が関与していることを報fIr した (3)。このような )JII怖に伴う学料開 ~{i{- の先生メカニズムには神経

伝達物質および受容体レベルの防告だけではなく、イノシトールリン酸セカンドメッセンジャー系の

障害が関与しているといわれている(1，2)。そこで今回我々は学官わ動、および大脳皮質の各種受容体

刺激によるイノシトールリン脂質代謝に及ぼす)jllr愉の影響を検討し、さらに、大脳皮質IP3binding能

および'1P3contentの力Il齢変化についても検討した O

〔方法〕

Fisch巴r系雄性ラット (young;12-13迎齢、 middlcagcd; 12-13ヶ月齢、 oldagcd; 24-25ヶ月齢)を使

用した。学習はlwo-wayShUlllc boxを川いてl日20試行6日Il¥j訓練した。訓練終了後、脳を氷冷下に摘

出し、速やかに大脳皮質を分匝liした後、 IP]bindingおよびIP3contcnliJ!lJ定)TJサンプルは -80tで保存し

た。 PI代謝回転の測定:分Jllliした大)J山主質より liij縦(5)に従い、シナプトニュー口ヅーム画分を得た。

これにmyo-[2-3Hlinosilol (15μCi/ml)を添加し、 37
0

C，05% O
2
-5% CO

2
)心yjトで21l寺r:¥lインキユベートし

て標識した。 t:Ei総シナブトニュー口ゾームを l()mMLiCI什イ1・卜に、科事nアゴニスト(NE20μM， CCh 
lmM， IBO 100μM， QA 10μM， 5-HT 20μM)で刺激し、生成した['H[inosilol phosphalcsを分離し液体シ

ンチレーションカウンターでi¥hJ!IJしたo[JHIIP] bindingの訓IJ¥i.::: Su[)，waponc(8)らの方法に従い、大脳皮
質を緩衝液 (50mMTris・HCI，111lM EDTA) 1[1でホモジナイズし1000xι4

0

C， 10min遠心し、上清を

35∞OXg，4
0
C，20min遠心した後、沈1fをl制定1![iIì伝に }I~:泊し、 2.5nM [3HJlP)を加え 4

0
C，IOminインキユ

ベートした後にフィルター泌;10訟でむ[1ιLした。 IP，ωnlcnlの定iIi-大脳皮質をO.4MHC104， 111lM EDTA 
1O{1守谷を)jllえてホモジナイズし、 2()()()xι4"C.15min でjιL、分 ~M した後IPJI!IJ定キット (A l1lcrsham) を )11

いて定量した O

〔結果)

(i)学習行動:能動的条刊 [Iil.illl?判ぷ叫において、川|向fiにfギし、[Itjj世数の1l¥卜ならびに回避反応浴時の

延長が認められた(Fig.l)o(ii) PI代謝[il!'[il; : ))11齢にイ|旬、 NE，CCllおよび IBO刺激によるPI代謝回転

は{民下したが、 5-HTおよび QA刺激によるPl 代謝lul'liムには生化はみられなかった(Fig.2)o(iii) IP， 

binding 大脳皮質において老齢ラ y 卜(24-25ヶn前)でイcJ立な減少がみられた(Tablc1)0 (iv)回、
contcnt:大脳皮質におし、て))1Ji給に十ドう変化はみられなかった(Tablc2)ο 
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〔考察]

能動的条件回避学習テストで獲得障害を示した老齢ラ y ト大脳皮質において、 Î!!~刺激でのPI代謝回

転には加齢の影響はなかったが、 NE，CChおよびIBO刺激によるPI代謝回転は加齢に伴いそれぞれ約

20%低下した。この現象ついては、 NEおよびアセチルコリンの各受容体は力11齢に1*"、結合能が低下す
ること(6，7)や、また、これらの受容体-G蛍白ーホスホリバーゼC述IXJが加齢により変化すること(1)など

が報告されており、イti訓司I¥J節型グルタミン1授受谷体刺激(1BO)の場合も同級の機j予に基づくことが推

察された。 5-HTの場合も同様に結合能が方lJiliiJに宇和、減少するとし寸報告はある(4)。しかしながら、今

回の実験では、 5-HT刺激によるPI代謝凹転に変化は認められず、 QA刺激の場合も同様であった。 5-

HTおよびQA刺激によるPI代謝回転U:)JIJ齢による影響を受けなかった理由については不明であり今後

の検討課題である。このように、創11胞IJ史受容体を介するPI代謝応答は受容体の種類によって加齢の影

響に違いがみられたが、 IP
3
結合能は老齢ラットで低下していたことから、受容体刺激により PI代謝回

転が上昇した場合においてもIP
3
による斜11胞内Ca2+Jt-i'服部位(ER)からのCa2+IfVJ員が減弱しており、神経

細胞の賦活が不十分であることが抗叙された o )JII向??にf、い、イノシ卜ールリン脂質セカンドメッセン

ジャー系の機能低下が学資|時告に|刻係していることが示唆されたがさらに ii手創11な検討は必要である。

(1) Bothmcr， J. and Jollcs， J. (1994) Biochim. Biophys. Acta 1225， 111-124. 
。)Li， P.P.， Vecil， G.G.， G陀cn，M.A. and W礼rsh，J.J.(19位)Ncurobiol. Aging 13，89-92. 
(3)中村静雌、 大型f女II%JL(19り2)+'il来年化とナん 31，40比一40り
(4) Pctkov， V. V.， Pctkov， V. D. and Stanじhcva，S.し(1り88)GcroI1lology 34， 14-21 
(5)斎藤巨志、中川勇三、石原高文;、木市j字史、 KJぬ和l!I¥(19り0)判Iff化'ア:2り，472-473.
(6) Sωrpace， P. J. and Abrass， I. B. (1988) Ncurobiol. Aging 9， 53-58 
(7) Schwarz， R. D.， Bemabei， A. A.， Spcncer， C. J. and Purslay， T. A. (1卯0)Pharmacol. Biochcm. Bchav. 35， 589-593. 
(8) Supattapon巴，S.，Worlcy， P. F.， Barabana， J M. and Snydcr， S. H. (1988) J. biol. Chcm. 263， 1530-1534. 
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299 チロシン残基脱リン酸作用を有する酸性ホスファターゼの
Alzheimer病脳における変動

下漬俊、藤本貞毅*、谷口隆之**、木村淳

(京都大学医学部神経内科、京都薬科大学生化学*生物**)

〔要約〕

A1zheimer病 (AD)脳ではチロシン残基の異常なリン酸化が指摘されている。酸性ホスファター

ゼ (AcP)のうち、低分子量AcPにリン酸化されたチロシン残基を脱リン酸する作用があることが

報告されている。本研究では、 AD脳におけるAcPについて検討した。ヒト脳には高分子量と低

分子量のAcPが存在していた。 AD群では対照群に比べ低分子量 AcP活性が有意に低下していた。

ウシ脳より精製した分子量約17kDaの低分子量 AcPを抗原に作製した特異抗体により、低分子量

AcPがニューロンの細胞質および神経突起部に存在していることを確認した。 AD群では対照群

に比べ低分子量 AcPのタンパク量には有意な差は認められなかったが、単位タンパク量当りの活

性が有意に低下していた。ラット脳でこの低分子量 AcPが分子量約 170kDaタンパクのリン酸化

されたチロシン残基を脱リン酸することが明らかとなった。さらに、このタンパクが、巴pidermal

growth factor (EGF) receptorである可能性が示唆された。また、この170kDaタンパクのリン酸化

されたチロシン残基は死後時間による影響を受けやすいことが判明した。

[目的]AD脳ではチロシン残基の異常なリン酸化が指摘されている (5)0AcPのうち、低分子

量 AcPにリン酸化されたチロシン残基を脱リン酸する作用があることが報告されている(1)。本

研究では、 AD脳におけるチロシン残基の異常なリン酸化機構における低分子量AcPの役割につ

いて検討する。 AcP活性について測定するとともに、低分子量 AcPに対する特異抗体を作製し、

細胞内分布およびタンパクレベルの解析を行なうとともにその脳内基質について検討した。

[対象および方法]年齢，死後剖検までの時間に差を認めない AD群と対照群を対象とした。

AcP活性は p-nilrophcnylphosphalcを基質として測定した (2)。ウシ脳より低分子量 AcPを精製し

(4)、それを抗原に特異抗体を作製し、その抗体を用いて免疫染色で細胞内分布を、 WCSlcrn

blollingでタンパクレベルの解析を行なった。リン酸化されたチロシン残基の同定は特異抗体を

用いた免疫化学的検討で行った。

[結果]Sephadcx G-1 00カラムゲルクロマトグラフイーを用いてAcPを分離溶出すると、ヒト

脳には高分子量と低分子量のAcPが存イ1:していた。肌主{}依存性の別種のAcPも存在していた。 AD

群では対照群に比べ低分子量AcP1M'tが有阜、に低下していた。高分子量および~ilt~鉛依存性のAcP

活性は対照群と AD群間で有意な差は認められなかった。ウシ脳より低分子量酸性ホスフアター

ゼを分子量約17kDaの活牲を有するタンパクとして精製した。これを抗原に作製した特異抗体

により、低分子量AcPが一部のニューロンの細胞質および神経突起部に局在していることを確認

した(図 1) 0 AD)作では付mq作に比べ 111;分子量AcPのタンパク景;には有意な差は認められなか



ったが、単位タンパク量当りの活性が有意に低下していた。また、ラット脳組織にこの低分子量

AcPを作用させることにより、この低分子量AcPが分子量約 170kDaタンパクのリン酸化された

チロシン残基を脱リン酸することが明らかとなった(図 2)。また、 EGFrcccplorに対する特異

抗体を用いた免疫化学的検討により、この分子量約 170kDaタンパクが、 EGFreccplorであるこ

とが示唆された。ラット脳でリン酸化されたチロシン残基の死後時間による変化について検討す

ると、この170kDaタンパクのリン酸化されたチロシン残基は、死後時間による脱リン酸化の影

響を受けやすいことが判明した。

[考察]AcP は自然界に広く存在する酵素である。今回の検討で、ヒト脳組織の細胞質分画に

分子量の異なるAcPが存在し、 AD脳においては低分子量AcP活性が対照脳に比べ有意に低下して

いることが示された (6)。ウシ脳より精製した低分子量AcPに対する特異抗体による免疫化学的

検討により、低分子量AcPがAD脳において一部不活性化されていることにより酵素活性が低下

していることが推測された。生理学的には、この低分子量AcPがチロシン残基を脱リン酸する脳

内基質の同定が重要となるが、今回の検討で、脳内碁質が分子量約 170kDaのタンパクであるこ

とが判明した。すでに、肝臓から精製した低分子量AcPが自己リン酸化されたEGFreccpLOrのチ

ロシン残基を脱リン酸させることが報告されていたが (3)、低分子量AcPの脳内基質であること

が判明した分子量170kDaの脳内タンパクが、 EGFrec巴pLOrそのものである可能性が示された。

低分子量AcPは、 EGFreceplorのリン酸化状態の調節を介してEGF-EGFr巴C巴plorcoupling signal 

transduction機構に重要な働きをしている可能性が示唆される。しかも、そのチロシン残基のリ

ン酸化の状態は死後変化を受けやすいことが明らかになり、ヒト剖検脳を用いて検討する際は注

意すべき点である。

[文献] (l)Chemoff J.et al.(l985) Arch Biochcm Biophys 240:135-145; (2)Fujimolo S.et al.(1984) 

JBi侃 hem(Tokyo) (1984) 96:1079-1088; (3)Ramponi G.et al.(1989)四 BSLelt 250: 469-473; (4)Saeed 

A. et al.(1990) Physiol Chem Phys & Med NMR 22:81-94; (5)Shapiro I.P.ct al.(1991) J Ncurochem 56: 

1154-1162; (6)Shimohama S.et al. (1993) Ann Ncurol 33:616-621 

1 2 

206叫
4咽岡剛

7;:輔
図 l 低分子量AcPのニューロン内での局在 図2ラy ト脳内リン酸化チロシン残基タンパク

低分子量AcP(ー)、 2:低分子量AcP(+)

‘が低分子量AcPの脳内基質タンパク
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300 アミロイド戸蛋白のミクログリア走化性刺激の機序に関する検討
中井 真通ド|品] 大樹， IIJ LI 徹，波多腰 i1':降，村j;，j..; 達也，似111 t;2:， 

前L!l i梨， 111 rt1 T-賀子(兵隊県、1:高齢者l脳機能川先センタ ) 

〔要約〕

アとロイドp蛍 1'1 はラットおi'l 山JJì~初代防長紺IJJ包から 1!J られたミクログ 1) アのん;化'1'1 を刺激 4 ること

が報告されている。しかしながらその機序に関してはいまだ小川な点が多L、。広どもはラット新生

児脳初代培養細胞から得られたミクログリアを用い，アミロイド~(25-35) がラットミクログリア l~. の

どのレセプターと結合することで定化併を引き起こすかを検討した。アミロイゅの羽)， Substance 

Pはいずれもラットミクログリアの定化刊を/じjjiさせ，その1'1'11J はtachykininレセブターアンタゴニ

ストのSpantideにより部分的に間害された。 SECレセプターに特異的なアゴニス卜である

Peptide105Yはミクログリアの定化'内ーを )'Cjji させた。このことはアミロイド~(25-35) が SEC レセプタ

ー及びtachykininレセプターを介してラットミクログリアの定化性を高めているllJ能性を不唆してい

ると考えられた。

(目的)

アルツハイマー病患者-の脳実質内に多数!I 'l 刻する老人斑の構成成分の・つであるアミロイ F~蛍 (1 は

40-43個のアミノ般からなり、ラットlfi児海馬神経府養細胞に対してneurotoxicあるいはneurotrophic

な作用を持ち、アルツハイマー病発症との関連が注目されている。ところでアミロイドp蛋(lはラ

ツト由来主計養の走化性をJt進させることも報告されており(1)、アルツハイマー柄忠1'i-の脳内にミク

ログリアが多数出現していることから (2)、脳内での炎症反応や炎症にともなうさまざまな酵素類の

放出による神経変性にアミロイド蛋白が関与している可能性が考えられている。そこでアミロイド日

蛋白がどのような機序でミクログリアの定化性を克進させているのかをラット新快児脳初代精養細

胞から得られたミクログリアを用いて検討した。

(方法)

1 -3日令ラット新生児脳を0.25%トリプシン0.01%DNase 1にて処理し、得られた細胞を10%

hycloneを含むDMEM/Ham'sF12混合培地にて 2週間培養した。このよ奇養細胞フラスコを225rpmlllif 

間振撞し、浮遊した細胞をプラスチック皿に接着させ、付着細胞を回収し95%以上の純度のミクロ

グリアを得た。走化性の検討はNeuroprobe社のケモタクシスチャンパーを用いて行った。即ちlx106

個のミクログリアをアッパーチャンパーに、さまざまな濃度のReagentsをロワーチャンパーに加え、

5μm孔径メンプランで両者を区切り 6時間培養を行った。ロワーチャンパー側に遊走してきたミ

クログリアをギムザ染色し遊走細胞数をカウントした。
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(結果)

アミロイドs(25-35)は 1pMから 10nMの聞で符量依存性にラットミクログリアの心化十|を/C進させ

た。 SECレセブターに特異的なアゴニストである Peptide105Yは 10pMから 1nMの!日lでやはり容

量依存性にラットミクログリアの定化作をお進させた。 TachykininantagonistであるSp相似たはアミ

ロイド戸(25-35)によるミクログリアのど化十I/CJ1Lを川分(1<)に押iJ:blJした )j Sul川tanccPもラソトミ

クログリアの定化作。を/じj立させ一、このfFJlJはSpantideによりj:fiJ;!iIJされた (1文11) 

(考察)

アミロイド日(25-35)のミクログリアのメ!と化'11UCJ佳作JjJはtachykininアンタゴニストであるSpantideによ

り部分的に抑制され、またSECレセプターに特異的なアゴニス卜である Peptide10ラYがミクログリ

アの走化性充進作用を;1'した。このことはアミロイドs(25-351がSECレセプターおよびtachykininレ

セブターを介してミクログリアの定化刊を/じJttさせているuJ能ず1:.をノ]くしていると与えられた。

(文献)

1. Davis， J. B.， et al.， (1992) The amy10id beta-protein of A1zheimer's disease is chemotactic for mononuc1ear 

phagocytes. Biochem. Biophys. Res. Commun.， 189: 1096-1100. 

2. C訂penter，A. F.， et al.， (1993) Morphometric ana1ysis of microglia in A1zheimer's disease. 1. neuropath. and 

Exp. neurol.， 52・601-60R
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301 アルツハイマ~ß アミロイド蛋白のaggregation と神
経毒性:アルミニウムによる促進
川原正博、加藤みどり、村本和世、小林和夫、森 啓牛、黒田洋一郎

東京都神経科学総合研究所、神経生化学、*東京都精神医学総合研究所、分子生物

〔要約〕 アルツハイマ-Jアミロイドポ['[のaggregatlOnにおよぼすアルミニウム、弘、 'IF.J:iiなどの令

凶の影響を般討した結果、アルミニウムは他の金属に比べて似おにaggregat1onを促進することが'l'ljlりlし

たこれはアルミニウムのキレーターであるdeferoxamineこより判)11;11された また、グアミロイド長ド|の技

法の違いによる aggregatlonの差 )rl~: をグ 1-40 とグ1-42をJIJいてlt'l'交したところ、jIIJれもアルミニウムによりiJl

避され、 /11 -42はi51-40に比べてaggregateしやすく、 より山分 f-~j:~ の多 1111本を形成することが'l'IJI リ l した

史に、アルミニウム処Jljlした r11 -40を淘馬初代J/，:ì~l [11i f: 'f 判11胞に J完 lJ し、~t[1，な1'1/1行，:;'1'1と/fアミ口イドの

沈着を観察した

，Jアミロイド蛋白は、老人斑の主要情r&成分で=あり、 39-43与えぶからなる瓜分子 :i;:ilf (jである{ 最近の
i3アミロイド蛋白の神経毒性の研究(1)から、 ifアミロイド蛋[':， ，<，身が1'1/1校細胞死を起し、アルツハイマー

病の発徒機序に関与する可能性が示唆されている v また、 J7アミロイド蛋[=，は羽(7J('I"Iが向く、 aggregateし

て多量体となりやすいが、.$.量体ではI'III経fStlが少なく、多重体化する事によって毒性がJ円強されるとい

う報告がある(2)，従って、 aggregatlOnを促進、あるいは阻害する因子が、アルツハイマー病の発症機序に

重要な役割を果たしていることが考えられる口演者等は、合成バアミロイド蛋白(，31-40)のaggregatlOnが

アルミニウムにより、大きく促進されることを見出しており(3)、今回の実験では、鉄、 ij[ij;iなどその他の

金属の影響の検討を行った。また、老人斑に端役から沈着し(4)、その大部分を構成していると幸1427され
る(5)戸1-42についても、 2例の残棋の迷いによるnggregatlonの-p;うを ;31-40と比較した 史に、バアミ口イド

蛋白のiI!? 養海馬神経細胞に対する1'111経毒性を険討し、 n~rL~ nJl ~if を fJ った
[方法]
βアミロイドの前処珂

dト40およびバ 1-42は BACHEMUより購入、 Milli-Q水にて 1mg川!の濃度に溶解したんこれを 25
mM HEPES緩衝液(pH7.0)中で、 37'C、2411，J.問incubateし(終濃度0.25mg/ml)、以後の克服に丹]いた η このliij

処理の際に、 AICI3，FeCI3， ZnS04， CUS04， CdCl2などの金属水溶液を添加した。

SDS-PAGEAびimmunoblottin!!:

前処理した戸アミロイドをSDS-polyacrylamidegel (16.5 %)電気泳動により tris-tricine1.去を用いて分離し、

銀染色、あるいはPVDF膜に転写し、抗Fアミロイド蛋白抗体(αs42)により免疫染色を行ったり
誼孟孟j主
ラット胎児(胎齢18日)より海馬を摘出し、 papain酵素によりdissociateした後、 polyethylenimineにより

コートしたカバーガラス上にて培養を行ったけ培養液としてDulb氏 co'sMEMtこ59もhorseserum， 5o/q 

new bom caJf serumを加えたものを用いた。培養8日後に、培養液から、血清を除き、グ 1-40を添加し、 4

~7 日後に、 4% paraformaldehydeにて固定し、形態を観察したの
[結果}

戸1-40は37'C、24時間の前処理によって、その一部分がaggregateし、 2量体を形成したん Zn、Fe、Cu、

Cdなどの金属 (ImM)の添加によって、そのaggregationは促進され、 2-3量体を形成するのが観察され

たの同様の現象はPb、Mnなどによっても観察されたりしかしながら、同濃度のAIの添加によっては、ウヨ

ル上端にまで至る顕著な高分子量のaggregatlOnが観察された(図 1)このAIによるaggregntionは、 AIのキ
レーターである DFO(deferoxamine釣モルによりJfll;[;11され、 • 11. aggrega(eした ;11-40 も DFO{j イ11、、 9n~ 、 5

分間加熱する事により再び溶解した。また、図2 にノ示すように、 /11 -4 0は通常2量休から 3~予j本を形成する

のに比べて、戸 1-42はaggregateLやすく、 3時間の前処J1Hだけで4量休及び6量f小をてI二として形成した ;'1 1・
42においても ;31-40同様に、 AIによるaggregatlOnの促進が観察された ο

前処理したグ 1-40を海馬初代培養神経細胞に添加し、抗MAP2抗体により、染色した所、 tlll統制胞の女

性が見られ、 Alを添加して前処埋した場合には、より顕著なdegenentionが観察された(同 3) また、コ:

ントロールに比べて、 /31-40を添加lした神符判1¥胞ではprocessの符しいj邑紛が見られた 史に、添加 1I1 i交

に、抗 βアミロイド抗体(αs42)) により染色した結来、 mjli.'日f!していない ;51-40を添加した場介には、 ;11 
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-40の沈着は、ほとんど見られなかったが、lIiY'l!!:JiJlした I1を添加したj揚合には、繊A'ff:IJ、の沈着が11;く広が

り、 AIを共存させて前処理した場合には、より密で、特徴的な沈清が観察されたっ

[考察]

飲料水中のAIとアルツハイマー病との発症率とに関する疫学調査などから、 AIがアルツハイマー病の危

険因子であることはほぼ明らかになったと言って良い(6)..演者等は、培養ニューロン系にAIを長期J立与し
た際に、タウ、グアミロイドの蓄積などが生じることを明らかにして来たが(7)、長年に波り{政量ずつ脳内

に蓄積したAJが(8)今回示したように、グアミロイドのaggregatlon を促進させ、神託~:m 胞死を引起こすこと
が可能であると考えられる η また、 aggregatlOoによるバシート情造の形成と神経毒位との関連は、 b~I~1 化
学的にも興味深く、 AIによる aggregatlOoの促進は、そのメカニズムを検討する良いモデル系に成りうると

考えられるι

[参考考ト丈献1(仰lり)Ya山l日山1
) (σ3) Kawaha剖I白，M 企芯巴引la叫I.B卸ioche引仰n川?η1.B品lο仰p治h川)'川yぽLR円 Co仰F川11削?判J川Pη川11川11川n. ，198 、531-535 (1994). (4)Iwatubo ct al.，Neul"Ol1， 12， (1 り94) il1 

press. (5)Roh巴r，A.E.巴lal.， Pl町 Natl.Aωd.Sci..90，10836ー10840( 1993). (6) 川原正博、黒田洋引;， J:~ 栄治 'i!JJí>;'é.42 、 52

0-525 (1993).: (7) Kawahara，M. et al.， Biochel11. Biophys. R町.COI11I11I1I1.， 189， 1317-1322 (1992). (8).Kobayashi‘K. ct川、

Proc.Japan Acad.Ser.B， 66、189-192(1990).
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l11ど 111-40とグ 1-42の比較

f十ヤ37"C311¥lliJ所j'J!lJlj!の後、 iiI''1i!Jを行った
I:s 1-40(C0l1lrol)号2:s1-40( +AI); 
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|司13.i削¥)flll{f科IIJj与にl，jするt'Jiiffrlj1'1 
liij!J!l，JIjIした 111-40 '20μg/111I' をJIfjし、 711itにl川辺、 jiLMAP2打Lfj;により治色し、 DABにより jtlとさせた は
じけntt川、 (b)liij処J'I'した1.¥1-4(1、 (c)AllmM(J{1IでII;j処)'1'.した1¥1-4(1 ー IOOpm
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302 パキュロウイルス発現系を用いたタウ蛋白の合成

〔要約〕

宇佐美美穂子、降矢芳子、佐原成彦、森啓

(東京都精神研・分子生物)

4リピート部分を合むヒトのタウ蛋白 CDNAを組み込んだパキュロウイルス (BT-1ウイル

ス)を Sf9細胞に感染させ、タウ蛋白を発現させた。 BTウイルスを感染させた細胞では、すで

に報告されているように光学顕微鏡下、細胞が紡錘状に変形する形態変化が観察された。抗ヒト

タウ抗体を用いたイムノプロットの結果分子量55KDのバンドが特異的に検出された。この抗タ

ウ抗体陽性蛋白は高塩濃度下の加熱処理によって細胞から可溶化されず、またグアニジン塩酸溶

液によっても約半量程度が不溶性画分に残留していた。このことより Sf9細胞にて発現させたタ

ウ蛋白は、正常の脳組織において存在するような可溶性の状態ではなく、非常に溶けにくい構造

をつくって細胞内に蓄積しているものと考えられる。

[目的] 微小管関連蛋白の一種であるタウは神経組織に豊富に存在しており、特に軸索内に局

在していることが知られている。またタウはアノレツハイマー病をはじめとする、いくつかの神経

疾患において脳組織に不溶性構造物 (PHF)として沈着していることは周知の事実であり、それ

らの神経疾患との関連において注目されている蛋白である (2，5)。パキュロウイルス系を用いた

タウ蛋白の発現については、すでにいくつかの報告があり (1，4)昆虫細胞(Sf9)に神経細胞様の

突起を生じさせることが判明している。しかしその生化学的性質の解析及び蛋白としての利用に

ついてはまだ充分なされているとはいえない。私たちは発現されたタウ蛋白の生化学的解析およ

び疾患の解明の研究に供する事を目的としてヒ卜のタウ(4リピート)の cDNAを組み込んだ

ウイルスを Sf9細胞に感染させその蛋白を得ることを試みた。

[方法 4リピートを合むヒトタウ cDNA(3)をパキュロウイルス転移ベクターに組み込み線

状ウイルスまたは野生型ウイルスと共に Sf9細胞に:;.l!;感染させた。件られた培養液からプラーク

法により租み換え型ウイルス (BTウイルス)を単離した。 BTウイルスは増幅後、 Sf9細胞に感染さ

せ24時間培養してタウ蛋白を発現させたのち細胞を採取した。タウ蛋白の検出は SDSPAGE、

イムノプロットを用いて行なった。

[結果 1、Sf9細胞(図 1A)にBTウイルスを感染させると、すでに報告されているように細

胞は紡錘形に変化し、突起様の構造が観察された(図 1B)。

2、発現したタウ蛋白は分子量約55KDであり、 SDSPAGE上単一バンドを示した。タウ蛋白

としての同定は以下の抗体を用いて行なった。 pool1;70-192、tau1;191 -204、pool2;299-

385、tau4;323 -337、tau0;354 -369、tau5;403-412、tau6;420 -4290タウE白はこれらの

いずれの抗体によっても検出され、またいくつかのモノクロナール抗体とも反応した(図2)。

3、次に、細胞からタウ蛋白の精製を行なうために細胞をホモジネー卜したのち高塩濃度下で

熱変性させ、可溶性四分へのタウ蛋白の回収を試みた。図3に見られるようにタウ蛋白はその大

部分が沈澱画分に存花し、ほとんど抽出されなかった。さらにこの沈澱闘分をグアニジン塩酸で

処理すると一部は溶解したが、未だ不治tl:U11i分に半白'1'1¥皮残mしていた。



[考察 BTウイルス感染によって Sf9細胞に発現したタウ蛋白は正常脳組織に存在するのとは

異なる様式で細胞内に蓄積していることが判明した。これはおそらく過剰発現により非常に不溶

性な形になっていることによると考えられる。今後この蛋白の性質および可溶化の検討を行なう

とともに、あらたなタウ発現パキュロウイルスクローニングを行なっていきたい。

[参考文献]

1， Chen，J.， Kanai，Y.， Cowan，N.J.， and Hirokawa，N.(1992) Nature 360， 674-677 

2， Endo，R.， Ogawara，M.， Iwatubo，T.， Nakano，I.， and Mori，H. (1993) Brain Res. 601， 164-172 

3， Goed巴rt，M.，Spillantini，M.G.， Jakes，R.， Rutherford，D.， and Crowther，R.A. (1989) Neuron 3， 

519-526 

4， Knops，J.， Kosik，S.， Lee，G.， Pardee，J.D.， Cohen-Gould，L.， and McConlogue，L. (1991) J. Cell 

BioJ. 114， 725-733 

5， Mori，H.， Hamada，Y.， Kawa特g忠伊u山1にch悩i

Biophy戸s.Res. Commun. 159， 1221-1226 
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図 1、Sf9細胞の形態変化

A，コントロール細胞

B， BTウイルスに感染させた細胞
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図2、タウ抗体を用いた発現蛋白のイムノプロット

a; pool 1， b j tau 1， c; pool2， d; tau 4，巴;tau 0， 

f; tau 5， g; tau 6， h; c-10， i; 3-1G， j; E-4 

k; pool2、 kのみラット脳タウ。本文中の数字は

参考文献3のアミノ酸配列番号による各抗体のエピ

トープ位置をしめす。
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図3、発現したタウ蛋自の可溶化

1、細胞 2、可溶性固分

3、不溶性画分

4、ラット脳タウ
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303 シナプトタグミンのカルモデ、ユリン結合能

乾誠、担父江憲治

(大阪大学医学部・神経生化学)

〔要約〕

神経伝達物質放出におけるCa2+制御機構の解明を目的としてCa2+結合蛋白質とシナプス小胞蛋白質

との結合を解析した結果、カルモデュリン (CaM)がシナプトタグミン (Sy t)と結合することを見

い出した。 CaMとSytとの結合は、ラット脳のシナプトゾームを用いた抗Syt単クローン抗体によ

る免疫沈降で認められた。さらに、精製蛋白質を用いたイムノアフィニティーカラム、 CaMアフィニ

ティカラム、及びSytを挿入したプロテオリポソームによる遠心法でこれを確認した。 CaMとSyt

との結合は、 Ca2+非依存性で、 Kdは約O.3μMであった。また、 CaMは、 SytのC2領域を含

む細胞質ドメインに結合した。さらに両者の結合は、プロテイン・キナーゼCによる燐酸化で著明に阻害

された。以上の結果は、 CaMがSytを介して神経伝達物質放出のCa2+制御に関与する可能性を示唆

する。

[はじめに]

神経伝達物質放出は、 Ca2+チャンネルを介する細胞外からのCa計流入がその引金となっている。シ

ナプス小胞蛋白質Sytは、 Ca2¥燐脂質結合能を持ったC2領域を有しており神経伝達物質放出のC

a 2+制御に関与すると想定されている (4)。また、 Sytは、前シナプス膜のニューレキシン (5)や

シンタキシン(1)と結合することから、シナプス小胞の前シナプス膜への結合に重要な役割を果たすと

考えられている。しかしながら、 SY tとこれらの蛋白質の結合は、 Ca2+非依存↑生である。本研究で
は、神経伝達物質放出のCa2+制御機構を明かにすることを目的としてSytとCa2+結合蛋白質との結

合を検討した。その結果、 SytとCaMが結合することを見い出し、両者の結合の解析を行った。

[実験方法]

1.抗Syt抗体による免疫沈降:ラット脳シナプトゾーム分画をTritonX・100で可溶化した後、抗Sy

t単クローン抗体を結合させたSepharose4Bを用いて免疫沈降し、沈降物を抗CaM抗体によるイムノブ

ロットで解析した。

2.精製蛋白質を用いたSytとCaMの結合解析:抗Syt抗体のイムノアフィニティーカラムによる

解析では、精製したSytとCaMをCa2+或はEGTA存在下でインキューべイトし、カラムに添加、
洗浄後、 0.1M G1ycine-HCl， pH 2.5で溶出した。 CaMアフィニティーカラムによる検討では、 Sytを

カラムに添加し、 0.3M NaClで溶出した。遠心法による結合実験では、まずTritonX・100存在下にフォス

ファチジルコリンとSytとを混合し、 Bio-BeadsSM-2を用いることによりプロテオリボゾームを再構成

した。このプロテオリボゾームにCa2+或はEGTA存在下でCaMを加え遠心後、沈澱物を電気泳動に
より解析した。

3. CaM結合量の定量 :CaM結合量の定量は、 125I-CaMを用い抗Syt抗体による免疫沈降で

測定した。

[成績及び考察]

ラット脳のシナプトゾーム分画を抗Syt抗体を用いて免疫沈降した結果を図1に示す。蛋白質染色で
Syt以外に幾つかのバンドが認められるが、このうち分子量約20，OO(防バンドは、 SDS電気泳動上C



a 2+存在下、非存在下でその易動度が変化すること及び抗

CaM抗体と反応することからCaMと同定した。この両

者の結合は、精製蛋白質を用いた抗Syt抗体イムノア

フィニティーカラム及びCaMアフィニティーカラムでも

確認された。この結合は、 Ca2+非依存性で、 1% Triton 

X-I0σで著明に阻害された。さらに界面活性剤非存在下で

の結合を調べるため、精製したSytをリボソームに再構

成し、このプロテオリボソームを用いてCaMとの結合実

験を行った。その結果、 CaMは、 Ca2+非存在下にプロ

テオリボゾームと結合した。 CaMのリポソームへの結合

は、 Ca2+存在下、非存在下にかかわらず認められなかっ
た。 CaMのSY tへの結合をさらに詳細に検討するた

め、 125I-CaMを用いて免疫沈降により CaM結合量

を定量した。図 2にEGTA存在下でのCaM結合の濃度

依存性を調べた結果を示す。 CaM結合の親和性は、約

o. 3μMであった。さらにCaMの結合部位を調べるた
め、トリプシン処理した Sytフラグメントを CaMア

フィニティークロマトグラフィーで解析した。 CaMは、 50 
SytのC2領域を含む細胞質ドメインのリジン・クラス 官

ターよりもC末端側に結合することが明かとなった。 SY5240 
tは、 CaM・キナーゼII(6)、カゼイン・キナ一世1~~… 
(2. 3)、プロテイン キナーゼC (6)により燐酸化誌 ω

されることが知られている。 CaM結合に対する燐酸化の百iii20 

効果を検討した結果、 CaM. キナーゼ11、カゼイン・キ g~
館、 1n 

ナーゼIIではCaM結合量に影響を与えないのに対し、プ J --
ロテイン・キナーゼCによる燐酸化では著明なCaM結合 。
量の減少が認められた。 Sytは、それ自身Ca2+結合蛋

。
白質であることが知られているが、今回の結果は、さらに

CaMがCa2+センサーとしてSytの機能を制御し神経

伝達物質放出の調節に関与している可能性を示唆する。

[文献]
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304 セロトニンによるラット前頭葉アセチルコリン分泌の制御機構(II ) 
Fenfluramineによるアセチルコリン分泌増加作用は5-HT2受容体を介する

平野均、 山田通夫、 H.C. Fibiger* 
(山口大学医学部神経精神科、ブリティシュ・コロンピア大学医学部精神科*)

〔要約〕

セロトニン(5-凹')による前頭葉アセチルコリン(ACh)分泌の制御機構を解明する目的で、脳微
小透析法により経時的に前頭葉のAChを測定した。 fenfluramine(10略/kg)のACh分泌増加作用は、
ドパミン(DA)D1受容体阻害薬のSCH23390の前投与(0.3略/kg，30分前)によっても抑制されなか
った。 3略/kgの fenfluramineのACh分泌増加作用は、 methysegide(5略/kg) と ketanserin(5n~/kg)
の双方の前投与(30分前)で抑制されたが、 10略/kgの作用はmethysergideでは抑制されなかった。
以上から、 fenfluramineによる前頭葉ACh分泌増加作用は5-HT2受容体を介して行われており、中
枢DA神経系の充進によるものではないことが示唆された。

[目的]
前脳基底部から大脳皮質全域に投射する前脳基底部一皮質ACh神経系には、その細胞体部と終
末部に5-HTニューロンが縫線核から投射しており (1，2)、また両部位には5-町受容体が存在する
ことが報告されている(3，4)。近年、 QuirionらはそのACh神経路の細胞体上にはかHT1受容体が、
また終末部上には5-HT2受容体が存在することを示唆した(5，6)。
さきに、我々は5一町分硲促進薬のfenfluramineの腹腔内投与と局所投与によって前頭葉ACh分
協が増加することを報告し、 5-田神経系がACh分秘に促進的に関与していることを示唆した。し
かし、 fenfluramineだけでなく5-HT自体が中枢ドパミン(DA)神経系の活動を充進させること(7)、
さらにDAagonistのapomorphineやamphetamineによっても前頭葉のACh分班、が増加することが報
告されており(8)、fenfluramineによるACh分泌の増加は5-HTの直接作用ではなくDA神経系を介し
た作用である可能性も考えられる。 DayとFibigerにより (8)、DAによる前頭葉ACh分泌は主にDl受
容体を介していることが報告されているので、今回はD1受容体阻害薬のSCH23390を前投しfenfl
uramllleのACh分泌増加作用に与える影響を検討した。さらに、 AChの分泌増加に関与する5-HT受
容体の種類を解明する目的で、非特異的5-町阻害薬のmethysergideと5-HT2受容体阻害薬のketan
serinを使用した。
[方法]
体重250-350gのWistar系雄性ラットを使用し、 PaxinosとWatsonの脳図譜に従L、(9)、pentobar
bital(40-60mg/kg， i.p.)麻酔下で前頭葉に透析プロープ、の留置手術を行った(AP:+2.7mm， DV: 
-2.5醐 )0 2日後、無麻酔・自由行動下のラットの前頭葉にNaCl(125mM)，KCl(3.OmM)，CaC12(1.3m
M)，MgC12(1.0mM)，NaHC03(23mM)を含む人口脳脊髄液を5μl/minで、還流した。約2時間後から10分
間隔でACh分泌量の測定を開始し、分泌値は最初の薬物投与前の6連続検体を加算平均した値を10
0としその相対で表示した。また、 2要因分散分析にはその値を使用した。 SCH23390は比0に、 m
ethysergideとketanserinはsalineに溶解し投与した。
{結果]
SCH 23390(0.3mg/kg， s.c.)は、 H20(s.c.)と比較して前頭葉のACh分泌を著しく低下させた(P=
0.014)。白川町arnine(10mg/kg，i.p.)によるACh分泌増加作用はSCH23390の前投与(0.3rng/kg，3 
0分前)によっても抑制されず、前頭葉ACh分泌値は対照群(saline， i. p. )と比較して有意に高値
を示した(P=0.042:図1)。
methysergide(5mg/kg， i.p.)は、投与初期一過性にACh分泌を増加させその後低下させたが、
全体的にはACh分泌には著明な影響を与えなかった。 3昭/kgのfenfluramineのACh分泌増加作用は、
rnethysergideの前投与(5mg/kg，30分前)によって完全に抑制されたが、 10mg/kgの作用は抑制さ
れなかった(P=0.005:図2)0 ketanser in(5略/kg，i. P.)は、 methysergideと類似した影響をACh
分泌に与えたが、同様に全体的には著明な影響を与えなかった。 3mg/kgおよび10mg/kgのfenflur
amineのACh分泌増加作用は、 ketanserinの前投与(5mg/kg，30分前)によって、完全に抑制され
た(図3)。
【考察]
f enfl uramineの前頭葉ACh分泌増加作用は、 DAD1受容体遮断薬のSCH23390の前投与によって
も抑制されなかった。このこ
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のではないことが示唆された。
3mg/kgのfenfluramineのACh分泌増加作用は、 methysergideとketanserinの両者によって抑制
されたが、 lOmg/kgの増加作用を抑制し得たのはketanserinのみであった。 methysergideは、 5-H
TJおよび5-HT2受容体遮断作用を合わせ持つ非特異的遮断薬である。一方、 ketanserinは5-町2の
特異的な遮断薬であることから、 fenfluramineの前頭葉ACh分泌の増加作用は5-HT2受容体を介し
て行われている可能性が高い。 Quirionらは前脳基底部一皮質問h神経系の神経終末上に5-凹z受
容体が存在することを示唆したが(6)、ketanserinのACh分泌抑制作用はこの受容体を介している
可能性が考えられる。
以上の結果から、 fenfluramineによるラット前頭葉ACh分硲増加作用はDA神経系を介したもの
ではなく、 5-HT2受容体を介する5町神経伝達の増加によってもたらされることが示唆された。
[参考文献]
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305 G蛋白質の各種yサブユニットの性質と脳内分布

〔要約〕

浅野富子、森下理香、加藤兼房

(愛知県コロニー・研・生化)

G蛋白質の各種yサプユニットに対する抗体を作製し、これを用いてラットにおける y

の脳内分布を調べた。いずれの部位にも '12と'13が多く存在していたが、 '17は線条体にの

み高濃度存在し、他の部位では低かった。一方、脳以外の組織には '1S1がおもに存在して

いた。つぎに、 yの機能的差異を知るため、異なる yを含む s'1複合体 (β '1l' s'1 2' 

s '1 3' s '17、s'1 S1) を精製し、まだ調べられていない性質について、比較検討した。

プロテインキナーゼCによるリン酸化を行うと、 '1S1のみがリン酸化を受けた。そのリン

酸化部位はセリンであった。つぎに、 Alアデノシン受容体と Goα との共役に対する s'1

の効果を比較すると、 s'1 2' s '1 3が強く、 s'1lはとくに弱かった。

G蛋白質のpとyサブユニットは生理的条件下では、常に複合体として挙動している o

aと同様、 s'1もアデニル酸シクラーゼ、ホスホリバーゼC、K+チャネル、 P1 3-キナ

ーゼの活性調節など多彩な機能をもつことが明らかになりつつある。 Fは4種類、 yは7

種類が知られているが、これまでに報告されているs'1複合体の機能の違いはyによると
推定されている(1，2}0 '1の多様性の生理的意義を明らかにするするため、今回、 yの脳内

および組織分布について検討した。ついで、 yの機能的差異を知るため、 yの異なる s'1 

のまだ調べられていない種々の性質を比較検討した。

l方法l

抗体の作製:ウシ '12と'13のN末端および'17のC末端のアミノ酸配列に一致したペプチ

ドをヘモシアニンに結合させ、ウサギを免疫した。抗血清をアフィニテイカラムで精製し

た。 8γ 複合体のプロテインキナーゼC(Cキナーゼ)によるリン酸化:ラット脳からの

Cキナーゼの精製、およびCキナーゼによる各種s'1複合体のリン酸化はKitanoら(3)の

方法に従って行った。 Alアデノシン受容体と Goの再構成:Alアデノシン受容体はNakata

の方法 (4) に従って精製した。精製受容体を粗リン脂質膜へ組み込み、そこへGoα と各

種s'1の等モjレの混合物を加え再構成し、[35S1GTPYSの結合を測定した。

i結呆l

抗'12および抗'13はそれぞれのyと特異的に反応したが、 '17に対する抗体は y7だけで

なく、 y2、y3、ySlとも反応した。そこでy7の抗体でyの脳内分布を調べると図 1のよ

うであった。 '12、'13に相当するバンドはそれぞれの特異抗体で検出した結呆とよく一致

した。 Y2とY3はどの部位にも比較的高瀧度存在したが、 Y7は線条体にのみ著しく高く、

他の部位では低かった。脳以外のほとんどの組織では、 '1S1が主要な yであった。各種

sy複合体をCキナーゼでリン酸化すると、 '1S 1にのみリン酸の取り込みがみられた。そ

のリン酸化部位はセリンであった。リン酸化は βyがαと結合すると減少した。種々の濃
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図 1. 各種γサブユニットのラット脳内分布

y 7に対する抗体(各種 yと反応)によるイムノプロット。 1)精製。 γ混合物 2)嘆球、

3)大脳皮質， 4)海馬， 5)線条体， 6)小脳， 7)中脳， 8)視床下部， 9)脳幹， 10)脊髄。

度のAlアデノシン受容体に Goαと各種syの混合物を再構成した系において、アゴニス
トR-PIA存在下での GoaへのGTPyS結合を測定した(図 2) 0 sY7に比べ、 sY 2と
s Y 3を加えた場合の方が結合量が多く、 sY 1の場合は非常に少なかった。

!考察l

yの脳内や組織分布は各yによって異なっており、細胞によって機能している yが異な

ることを示している。脳内ではとくに Y7が線条体に高濃度存在することが特徴的であるが、

この部位に高濃度存在することが知られているドーパミン受容体などとの関連も予想され

る。 Cキナーゼによるリン酸化が yS 1にほぼ特異的にみられたが、この生理的意義は現時

点では不明である o y S 1は神経系以外の細胞に多い分子種であるのでそれらの細胞の情報

伝達の調節に関わっている可能性がある。各種syのアデノシン受容体と G蛋白質との共
役促進作用は、 sY 2とsY 3が強く、 sY 1が弱かった。ロドプシン-Gtの系においては
本来のsyであるsY 1が最も強く、 sY Slも同様の効果を示した (2)。このことはyが
受容体を識別していることを示唆している。

本研究は深田吉孝博士(東大)との共同研究である。

l文献l
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図2. A 1アデノシン受容体による Goの活性化に

対する各種Fγ の効果。
250 pM (終濃度) G 0α と等モルの各種syの混

合物とアデ/シン受容体を再構成し、 lμM GDP、

10 μM R.PIA、2nM [35S[GTPyS存在下で

，35S¥GTPySの結合を測定した。
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306 脳腫蕩におけるBcI-2およびBc卜xの免疫組織化学的発現

〔要約〕

白石哲也、中川摂子、戸田啓介、田淵和雄

(佐賀医科大学脳神経外科)

我々は脳腫蕩組織においてアポトーシスが数%の頻度で自然発生していることを報告して

きた。 今回はアポトーシスを抑制する因子に注目し、脳腫蕩組織上の&1-2およびBcl-xの発現を免

疫組織化学的に検索し、両者の相関につき検討した。検索した72例中の陽性率はBcl・2が71%、Bcl・

xが56%であり、いずれも細胞質にぴ漫性に染色された。臨床的に悪性度の高い腫第群 (highgrad巴

astrocytoma， medulloblastoma， ma1ignant lymphoma)でBcl-x陽性率がBcl-2陽性率より高値をとる傾向に

あった。逆に臨床的に悪性度の低い腫湯群 (meningioma，neurinoma， pituitary adenoma， dysembryo-

plastic neuroepithelial tumor)でBcl・2の方が高い陽性率を示した。個々の腫蕩ではBcl・2とBcl・xの発現

が逆相闘を示す傾向にあった。今回の結果より脳腫蕩においてはBcl-2とBcl-xが相補的にアポトー

シスを抑制している可能性が示唆された。

I目的】最近、腫蕩とアポトーシスとの関係が注目され始めている。我々はこれまで培養グリオー

マ細胞に抗Fas抗体および抗癌剤を投与することでアポトーシスを誘導できることを報告してきた

(1)。また脳腫湯組織においてアポトーシスが数%の頻度で自然発生していることを確認している

(投稿中)。腫湯にはアポトーシスを誘導する因子と抑制する因子が存在するが、今回はアポトー

シスを抑制するBcl・2とその関連蛋白の 1種であるBcl・xについてそれらの脳腫蕩組織における発現

を検索し、両者の関係を検討した。

I方法]72例の手術時生検脳腫蕩組織のホルマリン固定パラフイン包埋プロックより6μm切片を作

製した。切片を10mMのクエン酸緩衝液(pH6.0)中で12分間マイクロウエープ処理による抗原の賦

活化を行った。一次抗体は抗ヒトbcl・2単クローン抗体(DAKO)および太田成男博士(自治医科大学

生化学)より供与された抗bcl-x単クローン抗体(clone35-6-4)を使用した。 Labeledstreptavidin-

biotin法を用いた免疫組織化学染色を行った。高倍率でH別個以上の細胞をカウントし、陽性染色核

の全核数に対する割合を求めた。その染色性を0%を.、 25%未満を+、 75%未満を++、 75%以上を

+++と定義した。

I結果1マイクロウエープによる抗原賦活化を行うことでBcl・2およびBcl-xともに染色性が劇的に

改善した。今回検索した脳腫傷の組織とBcl・2およびBcl-xの免疫組織化学的発現をTable1に示し

た。陽性率はBc1・2が71%、Bc1-xが56%であり、いずれも細胞質にぴ漫性に染色された(Fig.l)。臨床

的に悪性度の高い腫揚群 (highgrade astrocytoma， medulloblastoma， malignant lymphoma)でBc1-x陽性率

がBc1-2陽性率より高値をとる傾向にあった。逆に臨床的に悪性度の低い腫傷群 (meningioma，

neurinoma， pituitary adenoma， dysembryoplastic neur∞pi山elialtumor)でBcl-2の方が高い陽性率を示し

た。個々の腫蕩ではBcl・2とBc1-xの発現が逆相関を示す傾向にあった。
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I考察)bcl・2(B cell1ymphoma/leukemia 2)遺伝子はヒト減胞性B細胞リンパ腫の染色体転座の解析から

発見された癌遺伝子の一つであり(2)、最近アポトーシスを抑制し細施の寿命を長くすることが発見さ

れ注目されている(3)。我々は培養グリオーマ細胞においてBcl-2蛋白が高発現していることを報告して

(Brain Tumor Patho10gy印刷中)。さらに今回の研究より脳腫湯生検組織においても約70%でBcl-2いる

の発現が認められた。これらの腫蕩群(特に増殖能の低い脳腫第群)ではBcl-21こよって細胞の寿命を

長くすることで生存に有利に働いていると推測される。一方Boiseらは(4)bcl・2とは独立してapopωsisを

調整している bcl-xを単離した。今回の研究からはBcl・2の発現とBcl・xの発現とに逆相関が認められた。

脳腫揚が複数のアポトーシス関連遺伝子によって制御されている可能性が示唆された。

I文献)(1)白石哲也他(1993)神経化学芸， 1∞(2) Tsujimoto Y， et al. (1985) Science ~盆， 1判o(3) Vaux 
D. L.， et a1. (1992) Science主主， 1955 (4) Boise， L. H.， et al. (1993) Cell丑，597

Table 1 Immunohistochemical expression of Bcl-2 and Bcl-x 
in various brain tumors 

Bcl-x BcJ-2 tota1 Histo1ogy 
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Fig. 1 Immunohistochemical staining of BcI-2 and BcI-x 

A: BcI-2 staining. Malignant lymphoma (x400). 

B: BcI-x staining. High grade astrocytoma (x400). 
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307 神経ペプチドによる achati n-1興奮作用の修飾

〔要約〕

劉国君，翁述民，竹内宏

(岐阜大・医・第 1生理)

アフリカマイマイ (Achatina fulica Fらrussac) の神経節より分離された興奮性ペプチド，

achatin-Iを圧により神経細胞に局処投与して得られる内向き電流 (I1n)は，軟体動物の神経

ペプチドである FMRFamide，APGW-amide， oxytocin 3x 10-6 Mの bath投与により有意に抑制

された.従ってこれらのペプチドは.achatin-Iの作用に対して，神経修飾作用を持つ.

[はじめに]Achatin-I (Gly-D-Phe-L-Ala-L-Asp) は Achatina神経細胞の興奮性神経伝達物

質であると同時に.5-hydroxytryptamineの作用，また FMRFamide(Phe-Met-Arg-Phe-NHz). 

APGW-amide (Ala-Pro-Gly-Trp-NHz)など神経ペプチドの作用を修飾することから，神経修飾物

質として働いていると考えられた (3.4.6.7).本研究ではさらに.FMRFamide. APGW-

amide. oxytocin. [SerZ] -Mytilus inhibi tory peptide ([Ser Z] -MIP) (Gly-Ser-Pro-Met-Phe 

-Val-NHz)などの神経ペプチドの.achatin-Iにより引き起こされた興奮に対する修飾作用を検

討した なお FMRFamideは最初アサリ (Macrocallistani皿bosa) の神経節から(8 ) 

APGW-amideはナガニシ (Fusinusferrugineus) :から(5) . [Ser2] -MIPはイガイ (Mytilus 

edulis)から(2) .それぞれ分離されたペプチドである.なお oxytοcinは.水棲カタツム

リ (Lymnaeastagna lis)の神経節中に見付かっている(1) . 

[実験方法]Achatina神経節中に同定される 2つの巨大神経細胞.v-RCDN (ventral-right 

cerebral distinct neurone)および PON(periodically oscillating neurone) が，実験に使

用された.その細胞体に 2本のガラス微小電極を刺入して，朕電位固定を行った.Achatin-I 

はガラス毛細管ピペットに充填され，圧 (1-2kg/cm2， 400 msec， 10-3 M) により神経細胞に

局所投与された.神経ペプチドは 3x 10-6 Mの濃度に生理溶液により溶かされ，実験標本に

湛流で与えられた.

[結果と考察]achatin-Iならびに本研究で実験に用いられた神経ペプチドの直接作用ならび

に修飾作用を.Table 1に要約する.すなわち achatin-Iにより引き起こされた I1nは，

FMRFamide， APGW-amide， oxytocinにより抑制された.

さらに achatin-Iを与える圧の持続時間を変えて (50-500皿sec)用量(圧投与持続時間)

・作用曲線を描き，これに対する神経ペプチドの作用を調べたところ，これらペプチドの抑制

作用は.すべて非競合的であった (Fig. 1) .すなわちこれらペプチドの achatin-Iに対する

抑制作用は.achatin-I receptorに対する作用ではないと考えられる.先に証明された

achatin-Iのこれら神経ペプチドの作用にたいする修飾作用の場合も，やはり非競合的であっ

た.これらの実験事実より.achatin-Iならびにこれらの神経ペプチドは.Achatina神経細胞

に対して直接作用を持っと同時に，それよりも薄い濃度で，お互いがお互いを修飾し合ってい

ると考えられる.これら修飾作用の機構はまだ解析されてないが，恐らくいずれかの細胞内情

報伝達機構が絡んでいるように予想される.
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Fig. 1. Effects of FMRFamide (A) and APGW-amide (8) at 3 x 10-6 

M on the dose (pressure duration)-response curves of achatin-I， 
applied pneumatic pressure (1 kg/cm2， 10-3 M and 5 min 
interval)， using v-RCDN (ventral-right cerebral distinct 
neurone). (e)， in physiological solution (control). (0)， under 
peptide perfusion. Abscissa， duration of the achatin-I pressure 
ejection in logarithmic scale (sec) ordinate， inward current 
(Ln) produced by achatin-I (nA) (small vertical bar: SEM). 
Student.s t-test for paired data of I'n under the peptide 
against control 本， P < 0.05: 事事，< 0.01: *車場， <0.001). 
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308 白chati na ful ica巨大神経細胞に対する Lーグル

タミン酸関連物質の作用
張 唯，荒木陽子，ツキジデス・ L・サルンガ，竹内 宏

(岐阜大・医・第 l生理)

〔要約〕

アフリカマイマイ (Achatina fulica Fe'russac) 巨大神経細胞4個のうち. 3個は L-Gluに

より内向き電流(lin)を生じるが，他の 1個，すなわち v-LCDN(ventral-left cerebral 

distinct neurone) は.L-Gluにはほとんど感受性がなく，そのかわり threo-P -hydroxy-L-
glutamic acids (tL-BHGA)ならびに erythro-L-BHGA(eL-BHGA) により，外向き電流(lout)

を発生した.この Ioutは，細胞膜の r に対する透過性上昇により生じるが，このチャネル
が活性化されるために.ATPaseの活性が必要であった.

[はじめに]先にある種の Achatina巨大神経細胞が.L-Gluでなく L-BHGAに感受性がある

ことが見付けられた(1. 3).本研究では，これらの物質を圧により神経細胞に周処投与し

て，その作用を膜電位固定下で定量的に観測した.

[実験方法]Achatina神経節中に同定される v-LCDN(ventral-left cerebral distinct 

neurone). PON(periodically oscillating neurone). RAPN (right anterior pallal nerve 

neurone). d-RPLN (dorsal-right parietal large neurone). RPeNLN (right pedal r.erve 

large neurone)が，実験に用いられた(2) . 2本のガラス微小電極を細胞体に刺入し，膜電

位国定を行った.L-Glu. L-BHGAおよびその誘導体は.ガラス毛細管ピペットに充填され，圧

(2 kg/cm 2 • 400 msec. 10-2 M)により神経細胞に局所投与された.

[結果と考察] 5個の Achatina神経細胞に対する L-Glu.tL-BHGAおよびその誘導体が引き

起こす膜電流の大きさを.Table 1に要約する.トLC聞は L-Gluに感受性がなく，そのかわり

tL-BHGA. eL-BHGAにより Ioutを生じた.この神経細胞では.QuisQualateが強力な agoni

stであった.他の 4個の神経細胞は.L-Gluにより Iinを生じた.

v-LCDNで細胞外液の V 濃度を変えて.tL-BHGAの局処投与による電流・電圧曲線(l-V

curve)を測定した.この曲線が Y= 0となる点が，その平衡電位である.tL-BHGA作用の平衡

電位 (EtL-BHGA) は，外液の rが濃くなるにつれて右方に移動した.EtL-BHGAを EK と考え
れば，その値は NernsteQuationによく一致し，この Ioutの発生は，膜の K+に対する透過

性上昇によると結論された (Fig. 1. A). v-LCDNにおける tL-BHGAの用量(圧持続時間) ・作

用曲線の E血u 値は. 10-5 M ouabainにより大きく減少した.すなわちこの薬物により，

tL-BHGAの作用は非競合的に抑制された.tL-BHGAの作用に関連する rチャネルが活性化さ
れるために.ATPase活性が必要であると結論された (Fig. 1. B). 
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309 白chati na fu 1 i ca巨大神経細胞に対する力テコー

ルアミンの作用

〔要約〕

ムハンマド・エマドゥデイン，劉 国君，韓暁燕，竹内 宏

(岐阜大・医・第 l生理)

アフリカマイマイ (Achatina fulica Ferussac) 神経節に同定される巨大神経細胞のうち，

3個の神経細胞が.dopamine (DA) に感受性を持つ.すなわち RVMN (right visceral 

multiple spike neurone)， d-RPeAN (dorsal-right pedal anterior neurone). v-LCDN 

(ventral-left cerebral distinct neurone)である.このうち RVMN，d-RPeAN は.DA， 

epinine (EP). L-noradrenalin (L-NA) により，内向き電流(Iin)を発生する.これら 2偲の

神経細胞に対する DAの作用は.SKF83566， UH232により非競合的に措抗される.これに対し

て v-LCDNは.DA， EPにより，外向き電流(Iout) を発生し，それに対する DAの作用は，

sulpirideにより競合的に.UH232により非競合的に箔抗される.

[はじめに]先に DAを始めとする catechola皿inesの作用が bath投与により.Achatinaの

巨大神経細胞で研究された(1. 2). また ergometrineなどのパッカクアルカロイドが.DA 

の agonistとして働くことが.bath投与で指摘された(3. 4) .本研究では.DA感受性神経

細胞の DAおよびその関連物質の圧による局処投与 (2kg/cm 2 • 400 msec. 10-2 M) を行い，

その作用を膜電位固定下で定量的に観測した.

[実験方法] 3個の Achatina巨大神経細胞.RVMN. d-RPeAN. v-LCDNが実験に用いられた.

その細胞体に篭極を 2本刺すことにより，膜電位固定が行われた.

[結果と考察] 3個の神経細胞に対する.DAとその関連物質，また ergometrineの作用を，

Table 1に要約する. 3個の神経細胞ともに.octopa皿ine. synephrineといった皿ono-

phenolaminea. また ergometrineには感受性がなかった.Ergometrineを bath投与すると.DA 

と同じ作用が長く続くことが確かめられているが(3. 4) .圧による局処投与では，この物

質には作用がなく，これは bath投与による場合に transsynapticな作用が浪人したのか，そ

れとも圧による局処投与では，薬物の作用時聞が短すぎるのか結論されない.RVMN， d-RPeAN 

の2つの神経細胞は，ともに DA. epinine (EP). L-noradrenalin (L-NA)により Iinが発生し

た.これに対して v-LCDNでは.DA， EPにより Ioutが発生し.L-NAはほとんど作用を示さな

かった.RVMN. d-RPeANの DAによる Iinは.K+に対する膜透過性の上昇に依存し.v-LCDNの

DAによる Ioutは.K+に依存した.DAの用量(投与持続時間)・作用曲線を測定し，それに対

する SKF83566 (D1-antagonist). sulpiride (Dz-antagonist)， UH232 (D3-antagonist) の作

用を検定した.その結果を Table2に要約する.RVMN， d-RPeANでは.SKF83566. UH232の存

在下で，この曲線の E回目が著しく減少した.すなわちその措抗様式は，非競合的であった.

これに対して v-LCDNでは，この曲線は sulpirideの存在下で，右方に移動した.すなわちそ

の待抗様式は，競合的であった.この神経細胞で，同じ曲線は UH232の存在下で.E回日が著し

く減少した.すなわちその措抗様式は，非競合的であった (Fig. 1) 
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Table 1. The current (nA) induced by catecho1amines and their 
derivatives， ejected by the pneumatic pressure (2 kg/cm2， 
400 msec， 10-2 M) on the A chatin f! giant neurones (n > 4). 
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Fig. 1. Dose (pressure duration)-response curves of dopamine 
(DA)， ejected by pneumatic pressure (2 kg/cm2 and 10-2 M)， on v-
LCDN (ventral-left cerebral distinct neurone) under sulpiride 
(A) and UH232 (B) at 3 x 10-5 M. Abscissa， pressure duration in 
logarithmic scale (sec) ordinate， outward current (Iout) (nA) 
(small bar: SEM). (e)， in the physiological solution (control): 
(0)， under a drug. Student's t-test for paired data of the DA-
induced current under a drug against that of control 彬 P < 
O. 05: 本泳< 0.01: **ホ， < 0.001). 
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310 5HT3受容体作用薬のドパミン代謝に対する影響は遺伝学的な
選択によって変異する・モデル動物による検討-

盛政忠臣、金行孝雄*、庄盛敏廉

(岡山大学医学部・神経内科、*岡山県立大学)

〔要約〕

筆者らは、成熟雄性動物に一般的に見られる攻撃性について注目して、攻撃性が高い群と低い群と

こ、遺伝学的に選抜育種を行って検討モデル動物としてのを加えてきた。さらに、この攻撃行動とセロト

ニン (5HT)神経系との密接な関係を明らかにしてきた。本研究では、中枢神経作用に対する作用が注

目されている、 5HT3受容体の選択的作用斉IJ(アゴニスト;2-Me・5町とアンタゴニスト;MDL72222)の

悩内ドパミン代謝に対する作用について、これらの動物を用いて比較検討を加えた。攻撃性の低い群では、

どちらの薬剤も、同様なドパミンの放出代謝の顕著な抑制結果を示した。攻撃性の高い群では、逆に、一

部の脳部位でドパミン代謝の充進が示された。これらの二つの動物群では、 ドパミンの放出と代謝に対す

る、 5HT3受容体を含む神経制御機構が顕著に異なることが明らかにされた。今後、これらの動物モデル

i立、その相違点を比較して明らかにすることにより、 5町 3受容体の神経制御機構がドパミン神経終末に

吋する関与のしかたを解明するために、重要な貢献をするものと考えられる。

[目的]5町3受容体が様々な神経機構に関与していることは多く議論 (3) されてきたところである。

持に、 5HT3受容体の選択的遮断剤(アンタゴニスト)は、 morphine等の神経刺激剤によるドパミン放出

の克進を抑制IJ(5)することの他、 ドパミンの放出代謝に関与を示すという報告 (1，2) もあるが、報告は

少なくて、 5HT3受容体とドパミンの放出代謝の相互関係の詳細は不詳である。筆者らは、雄性マウスの

中から攻撃性が高い群 (H) と低い群 (L) とに、遺伝学的に選抜分離を行って、両群の聞に、 5HT代謝

(4)とその受容体の機序に顕著な相違点のあることを明らかにして報告してきた。本研究では、 5HT3受

容体のドパミン神経終末に対する制御機構を明らかにする目的で、筆者らが作成してきたモデル動物を用

いて、 5HT3受容体選択的作用剤(アゴニストまたはアンタゴニスト)をこれらの動物に投与して、ドパ

ミンの放出と代謝に対する影響について比較検討を行った。

[実験方法]実験動物には、既報 (4)のモデル動物価およびL群)から、さらに選抜育種を重ねてき

たものを用いた。 5HT3受容体に対する選択的薬剤は、アゴニストとして2Me-5HT(0，2.5 ，10mg/kg， sc) 

または、アンタゴニストとしてMDL72222(0，2.5， 10mg!kg， sc)を用いた。これらの薬剤を投与した30分

後に、物マウスに対して5分間のpaired-oμnfield testを行った。その直後に、頭部をマイクロウL プ処理

して、微小脳部位(前頭葉皮質;f.c.、前方帯状回;C.C、内側鼻状鈎状回;ent. c.)を得た。これらの脳

部位から、 HPLCにより、ドパミン (DA) とその代謝産物 (DOPAC，HVA)を測定した。統計的な比較

は、薬物非投与 (Omg/kg:PBS)群に対する t-testによった。

【結果と考察]L群の動物では、 5HT3受容体アゴニストまたはアンタゴニストの投与により、いずれの

脳部位においても、 DA，DOPACまたはHVAの有意な滅少(表.1)が示された。これらの結果は、 5HT3受

容体の制御機構が、ドパミンの神経終末に対してドパミンの放出代謝を抑制的に制御していることを反映

していることを示唆するものと考えられた。ここで、アゴニストとアンタゴニストの投与(全身;sc)が

同様の結果を示したのは、節前性と節後性の両方の作用結果を反映したものと考えられる。この点につい

ては、今後の詳細な検討が必要である。



一方、 H群の動物においては、これらの薬剤投与により、一部の脳部位でドパミンの放出代謝の充進を

示す結果(表.1)が示された。しかしながら、 L群で示されたような、ドパミンの放出代謝を反映する顕

著な抑制結果は、示されなかった。

5HT3受容体選択的作用薬剤を用いた以上の結果から、筆者らが作成したモデル動物価とLの二つの動

物群の間)では、 ドパミンの放出と代謝におよぽす、 5町 3受容体を含む神経制御機構が顕著に異なるこ

とが明らかにされた。今後、これらのモデル動物は、その相違点を比較して明らかにすることにより、

5lf口受容体の神経制御機構がドパミン神経終末に対する関与のしかたを解明するために、重要な貢献を

するものと期待される。

paiI吋・openfield闘の行動薬理学的な実験結果からは、 5町 3受容体選択的作用薬剤の作用は、明らかで

なかった。
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3) Greenshaw AJ (1993) Trend.PharmacoI. Sci.， 14(7)，265-270. 

4)盛政忠臣他(1992)神経化学，32(1)，288-289.

5) Pei Q， et al (1993) Eur.J.PharmacoI.， 230， 63-68. 

表.1 攻撃性モデル動物 (HとL群)に対する5町 3受容体の選択的作用剤 (2.・Me・5町とMDL72222) の

急性投与による脳部位 (f.c・， C.c・， ent.c.)におけるドパミン代謝に対する影響。

略号は、本文参照。値は、 pmoI/mgprotein (me初土sem)

女;p<0.05 by decrease，大 p<0.05by increase against the control， respectively. 

f. c. DA DOPAC HVA f. c. DA DOPAC HVA 
υPBS 4.7::!:::0.3 1.6::!:::0.2 5.5::!:::0.6 L! PBS 3.8土0.4 4.6::!:::0.4 3.7:t0.5 
L/2Me5HT2.5 3.6土0.8 2.0::!:::0.4 7.3土2.3 L! MDL1 2.8:t0.2 2.3::!:::0.3貴 3.0:t0.4 
L/2Me5HT10 1.9土0.3* 1.8土0.8 6.9土0.8 L!MDL10 2.5土0.3 2.1土0.3* 3.1:t0.6 
HlPBS 1.9::!:::0.3 O.9::!:::O.1 4.8::!:::1.1 H/PBS 2.7:t0.2 1.6::!:::0.2 2.9土0.2
H/2Me5HT2.5 1.6::!:::O.3 O.9::!:::0.2 5.9::!:::1.4 H/MDL1 4.4:t0.9 '* 3.1::!:::0.5 '* 4.5:t1.4 
Hl2Me5HT10 1.5土0.2 1.8土0.9 3.5土0.4 H/MDL10 2.7:t0.3 1.8::!:::0.2 3.7:t0.8 

C. C. DA DOPAC HVA C. C. DA DOPAC HVA 
υPBS 9.6::!:::1.2 3.3土0.6 5.7土0.5 L! PBS 5.6土0.8 1.9土0.3 3.3:t0.7 
L/2Me5HT2.5 6.2::!:::1.0合 3.8::!:::0.7 3.5土0.4* L!MDL1 2.4:t0.6 * 1.2土0.2貴 1.6土0.2宮崎
L/2Me5HT10 6.1土0.7食 3.1 ::!:::0.21 4.2::!:::0.5貴 L! MDL10 2.0:t0.2女 0.6:t0.1 * 0.8:t0.1女
HlPBS 4.8::!:::0.5 1.8::!:::0.4 2.8土O目3 HI PBS 4.0土0.8 0.8土0.2 1.7:t0.1 
Hl2Me5HT2.5 5.7土0.6 2.1土0.3 3.1::!:::0.2 H/MDL1 3.3土0.7 0.9:t0.2 1.0:t0.2 
H!2Me5HT10 5.1::!:::0.6 2.2::!:::0.2 3.3士0.3 H/MDL10 4.4:t0.8 1.3土0.1 1.3:t0.3 

自ntc. DA DOPAC HVA ent. c. DA DOPAC HVA 
υPBS 7.2士1.0 1.2::!:::0.2 2.5土0.8 L/PBS 4.3::!:::0.7 2.8土0.5 4.5土3.0
L/2Me5HT2.5 4.3::!:::0.9女 1.1:t0.3 1.1:t0.2 L! MDL1 2.6:t0.3貴 0.9:t0.1女 1.6:t1.0 
L/2Me5HT10 4.5::!:::0.7女 0.9::!:::0.2 1.6::!:::0.2 L! MDL10 3.5土0.2 1.1 ::!:::0.2女 1.4:t0.7 
H/PBS 3.4土0.5 1.1土0.1 1.4::!:::0.2 H/PBS 3.9::!:::0.3 1.0::!:::0.3 0.6土0.1
H/2Me5HT2.5 7.0::!:::0.6 '* 0.9::!:::0.1 2.4土0.6 H/MDL1 4.4::!:::0.4 1.7土0.3 2.8:t2.1 
H/2Me5HT10 3.6士0.4 0.8::tO.1 1.3::tO.l H/MDL10 3.4土0.7 1.8:t0.4 5.6::!:::2.7 
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311 Signal Transduction of BDNF/trfくBin PC12 cells 

Zhang Jian， Hattori Seisuke， Nakamura Shun 

Div. of Biochem. and Cell. Biol.， Natl Inst. of Neurosci.， NCNP 

〔要約〕
A cDNA clone of mouse trkB was expressed in a rat pheochromocytoma cell line 

PC12 cell. The expression of the cDNA was under the control of methallothionein 

promoter， which is activated by heavy-metal ions. The addition of BDNF to the culture 

medium supported the survival of the transformants in a serum free condition. The full 

induction of trkB by addition of cadmium induced neurite extension of the transformants. 

BDNF activated autophosphorylation of trkB and caused the accumulation of a GTP-

bound Ras. These results suggested that BDNF/trlくB activates the similar signal 

transduction pathway in PC 12 cells as NGF/trk does. 

Introduction TrkB is a gene of tyrosine protein kinase highly related to trk that encodes 

a receptor for Nerve Growth Factor (NGF) (1). trkB tyrosine kinase receptor specifically 

binds to Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF)， but not to NGF， and plays impo門ant

roles in development of central and peripheral nervous system(2)目 Ithas been well 

known that rat pheochromocytoma PC12 cell expressing high level of intrinsic trk 

tyrosine protein kinase product gp140trk. The tyrosine phosphorylation of gp140trk by 

NGF induces the accumulation of RAS・GTP(3，4) and neural differentiation of PC12 
cells. We are interested in the difference of the signal transduction mechanism between 

BDNF/trlくBand NGF/trk. To understand this in detail， we have transfected PC12 cell 

with trkB and found that the differentiation of the transfected PC12 cell is induced by 

BDNF in concomitant with accumulation of RAS.GTP. 

Experimental Procedure One day before the 

transfection， PC12 cells were seed at 5-6 x105/60 mm dish 

phMTtrkB and pSV2neo were cotransfected by using 

Lipofectin regent (GIBCO BRL). After 24 hours， cells were 

transferred to 100 mm dish in DMEM containing 10% FCS， 

5% Horse serum and selection by G418 was started after 2 

days. A cDNA clone of mouse trkB was from Bristol-Myers 

Squibb Pharmaceutical Research Institute and BDNF from 

Regeneron Pharmaceuticals， Inc. 

Result and Discussion A cDNA clone of 

mouse trkB was conditionally expressed in PC12 

cells with a Neor gene as a selection marker 

From more than 40 G41Sr clones， two 

independent clones (PB11 and PB17) were 

isolated as trkB expressing cell lines based on 

510t blot analy5is of total RNA as well as neurite 

extension ability with BDNF addition. The 

transformant was not able to survive in a serum 

Fig.1 
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free condition in the absence of BDNF (Fig. 1 A). BDNF addition supported cell survival 

(Fig. 1 B) and neurite extension when trkB was fully induced by cadmium (Fig. 1 D). In 

contrast， a parental PC12 cell line was not maintained by BDNF in a serum free 

condition (Fig. 1 F). The expression of trkB was further confirmed by Western blot 

analysis using a trkB specific antibody (Fig. 2). Fig. 3 shows that both clones express 
trkB and that the basal level of trkB expression is different between two clones. We  next 

examined the autophosphorylation of trkB by BDNF. The cell Iysates of the 

transformants stimulated with BDNF or not were immunoprecipitated by a trkB antibody 

and the precipitates were subjected to SDS-PAGE followed by Western blot analysis by 

a monoclonal antibody against phosphotyrosine. BDNF-dependent phosphorylation of 

p145 kDa protein was observed in Fig. 4. This result shows autoρhosphorylation of trkB 

by BDNF. Then， we tested whether BDNF could activate accumulation of GTP-bound 
Ras in the transformants. The activation of accumulation of Ras.GTP was significant in 

the presence of BDNF (Fig. 5). These data are consistent with the idea that BDNF/trkB 

transduces differentiation signal through activation of its receptor tyrosine kinase and of 

Ras-pathway in PC12 cells(5， 6). 

1. Klein， R.， Nanduri， V， Jing， S， el al (1991) Ce1l66， 395-403 
2. Klein，R.， Smeyne， R.J， Wursl， W ， el al. (1993) Ce1l75， 113-122 
3. Muraya， K.， Hallori， S， Nakamura， S. (1992) Oncog日n巴7，277-281
4. Kaplan， D.， Martin-Zanca， D.， Parada， L. F. (1991) Nalure 350，158-160 
5. Squinlo， SP， Slill， TN， el al (1991) Ce1l65， 885-893 
6. IP， NY， Slill， TN， el al. (1993) Neuron 10，137-149 
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Fig.1 Survival and differenlialion 01 a PC 12 c巴11line巴xpressingIrkB by BDNF The translormanl (A-D)， 
Parenlal PC 12 cells (巳 F)A， F12IDMEM medium; B， 50 ng/ml BDNF， C， 05 pM cadmium; D， F， 0.5μM 
cadmium and 50 ng/ml BDNF; E， 0.5 pM cadmium and 50 ng/ml NGF 
Fig.2 Specilicalion 01 an anli-lrkB anlibody. COS7 cells Iransl巴cledwilh pEF-lrkA(lanes 2， 5トpEF-lrkB
(Ianes 3， 6) and pEF-Bos(lanes 1，4) were Iysed and Ihe Iysates wer日absorbedby wheat germ agglutinin-
agarose (E. Y Labs.) Precipitates w巴reseparated by 7.5% SDS-PAGE electrophoresls， translerr巴dto 
nitrocellulose lilter (S & S)， lollowed by blot with anti-GST trkA (1 2000) (Ianes 1 2 ，3) and anti-GST.trkB 
(12000) (Ianes 4，5，6) Detection was by ECL system (Am巴rshamLile Sci.) TrkA-and trkB-specilic prolein 
sequences are Irom N-termini that do not contain the transmembrane and tyrosine kinase domain 
Fig. 3 Wesl巴rnblol analysis 01 gp145 trkB expression. Cells were cultured in the presence (3， 5) or 
absence (1，. 2，4) 01 cadmium lor one overnight and the Iysates were prepared by WGA as described in Ihe 
|巴gendto Fig. 2. The precipitales were subjected to SDS-PAGE and West日rnblot analysi::; by an anli-lrkB 
anlibody. lane 1， PC12 cells; lane 2， 3， a clone PB11; lane 4， 5， another clone PB17 
Fig.4 Aulophosphorylalion 01 trkB by BDNF. The Iranslormants (Ianes 1，2， clone PB11， lanes 3， 4， clone 
PB17) were cullured in Ihe presence 011 pM cadmium overnight and stimulated by 100 ng/ml BDNF lor 2 
min. Then， cells were washed Iwice with ice-cold PBS and the Iysates were immunoprecipitated with anlト
IrkB (SC-12， Sanla Cruz). The immunoprecipitates w巴resubJected to SDS-PAGE and Western blolling with 
a monoclonal antibody against phosphotyrosine Lanes 1， 3， rn the abs巴nce01 BDNF， Lanes 2， 4， in the 
presence 01 BDNF 
Fig.5 Activalion 01 accumulation 01 GTP-bound Ras in a translormant. Cells were cultured， labeled by 
[32pjorthophosphate as described belore (3). Stimu lation by 100 ng/ml BDN F was lor 2 min. Ras-bound 
guanine nucleolide was a円alyzedas described belore (3).(PB11 P<0.05 PB17 P<0.01) 
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312低酸素・再酸素化によるアλ卜仁lグリアよりの神粁栄養民|子・ 1L--6の

誘導:そのメ力二ズムと虚血脳におりる発現

0前田裕輔1、松本昌泰l・2、桑原敬介¥大槻俊輔I、小川 智1、柳原武彦2、鎌田武信1

大阪大学医学部第一内科l、同神経内科2

〔要約〕 脳虚血・再潅流においてアストログリア(AST)が神経細胞に対してどのような

保護機作を発揮しているかを知るため、ラット培養ASTを低酸素暴露、再酸素化してどのよう

なサイトカインが誘導されるかを検討した。再酸素化されたAST培養上清中には明らかな

IL-6活性が誘導され、その産生は再酸素化後4・8時間をピークに見られ、低酸素下にある

AST上清にはIL-6活性は見られなかった。 Nuclearrun-o仔アッセイはIL-6の転写速度が低酸素暴

露によって、また再酸素化後爆発的に増加する事を示した。再酸素化によってASTIこは活性酸

素が蹟導されたが、 NADPHoixdase阻害剤であるdiphenyliodoniumは活性酸素の発生とIL-6の

産生をともに完全に抑制した。またASTからのIL-6の誘導は砂ネズミ脳虚血モデルの免痕組織

染色でも確認された。以上より、 ASTは脳虚血・再潅流の場において神経保護因子である

IL-6の産生を通じて神経保護機作を発現していることが示された。

く目的〉アストロサイト(AST)は炎症や外傷などのストレスに応答、神経保護機能を発現するこ

とから、脳血管障害などの虚血・再潅流の場においても、 ASTが何らかの神経保護因子を産生

する事が考えられる。我々はこれを細胞レベルで実証するため、細胞培養系での低酸素・再酸

素化モデルを用いて培養ASTがどのようなサイトカインを産生しうるかを検討した。

く方法及び結果>新生ラット脳よりMacArthyらの手法にしたがってASTおよびマイクログリアを

分離、第2代まで系代培養したASTを既報の方法1)によって低酸素環境(p02<10to叫に暴露した

後、再酸素化した。再酸素化したAST培養上清にはPC・12細胞の分化を促進する活性が存在し、

その作用は抗IL・6中和抗体にて阻害されたが、抗NGF中和抗体は効果を示さなかった。 IL・6

d叩endentcellであるMH・60細胞を用いたIL・6の活性定量によれば、 ASTのIL・6産生は再酸素化後

4・8時間後ピークに達し、約32時間後には検出されなくなった。 ILゐ活性は正常酸素下にある

AST上清中には見出されず、また再酸素化する前の低酸素下にあるASTでは、培養上清中にも

細胞内にも検出されなかった。低酸素・再酸素化に伴ってASTからは、 TumorNecrosis Factor、

IL・1など他の炎症性サイトカイン活性は検出されず、さらに、中枢神経系におけるもう一つの

サイトカイン産生細胞であるマイクログリアでも再酸素化によるILるの誘導は見られなかっ

た。 NucIearrun offアッセイはIL・6の転写速度が低酸素負荷によって明らかに、また再酸素化後

ごく前時間に限って爆発的に増加することを示した(図的。 RT-PCR法によって半定量的に計測

されたAST内のIL-6transcript量も低酸素負荷によって増加、再酸素化2時間をピークとして急

増、以後減少した。さらに、抗IL・6抗体を用いた免疫沈降法は、低酸素下では細胞上清、また

細胞内にもIL・6抗原が検出されないのにもかかわらず、再酸素化に伴ってIL-6抗原が出現する
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ことを示した(図B)。低酸素下のASTIこhydrogenperoxideを添加する事によって活性酸素を負荷

すると、負荷後4・8時間後にIL・6活性が誘導され、また、化学的発光法は、再酸素化に伴い、

AST内に再酸素化15分以内に活性酸素が発生することを示し、これは羽n白ineoxi血se阻害剤で

あるallupurinolにて臨害されなかった。これに対しNADPHoxi血se阻害剤であるdiphenyl

iodoniumlま活性酸素の発生とIL・6の誘導を共に完全に抑制、 Cyt<田:hrome-C法でも再酸素化に伴

うASTのNADPHo氾也seの活性化が確認された。また、再酸素化後のAST培養上清は分化した

PC・12細胞の低酸素・再酸素化による細胞障害を明らかに軽減し、この作用は抗IL・6中和抗体

で失活した。更に、砂ネズミ脳虚血モデルにおいて、両側頚動脈血流遮断。分)・再滋流後

24-48時聞をピ}クとして、虚血に際して神経細胞がより脆弱とされる海馬領域のそれに比し、

皮質のIL-6活性は約4・5倍の増加を認め、免疫組織染色でも、皮質領域のASTを中心に明らかな

IL・6抗原の発現を認、めた。

く結語>ASTは虚血・再潅流時に際し、 NADPHo氾也seの活性化によって、再酸素化を感知、

IL・6を選択的に産生することを明かとした。またこのASTに誘導されるIL-6がPC・12細胞に対し

て分化及び保護因子として働くこと、更にIL-6の発現が虚血に脆弱な海馬領域より、虚血に対

してより抵抗性を示す皮質領域に顕著に見られることから、 ASTが神経保護因子であるILるの

産生を通じて、かかる病態下の神経細胞を保護している可能性のあることが示された。
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図:ヒト江崎プロープを用いたNuclearrun-offアッセ
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イ(A)と抗マウスIL-6抗体を用いたIL-6抗原の可視化。

(A)ASTを低酸素暴露(0，16，32時間、 TNFはpositive

∞ntrol)・再酸素化(1，4時間)し核成分を抽出した後

32p_αUTP!こてラベル後ニトロセルロ}ス上に固定し

たE・6プロープと反応させた後、 autoradi喝ramとした。 (B)ASTを低酸素下で3SS・間出ionineでラ

ベルし、再酸素化した後抗マウスIL-6抗体でimmunoprecipitationし、 10%SDS-PAGE上に展開、

加ぬradiogramとした。 LPSはLipopolysacharideによるpositive∞曲'01、DPI，Cxは再酸素化時に加

えられたdiphenyliodoniumおよびcycIoheximideをそれぞれ表わす。

I)Hori 0.， Matsumoto M.， Maeda M.， U吋aH.， Ohtsuki T.， Stem M.， Kinoshita T.， Ogawa S.， and 

Kamada T. (1994) J. Neurochem. 62， 1489・1495
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313 インターロイキン2により発現誘導される

ミクログリア特異的遺伝子の解析

井l陥巌1)，2)、今井嘉紀1)、矢部裕2)、高坂新一ー1)

(国立精神・神経センタ一千Ijl経研・代謝1)、 度感義熟大学・医・整形外科2))

〔要約〕

インターロイキンー 2 (IL-2) は、 Tk:1II胞の分化増殖凶子として同定されたサイトカイ

ンであるが我々は以前IL-2が大脳皮質ニューロンに対して神経栄養効果を示すことを報

告した。今回IL-2が示す干Ijl経栄養活性の作別機序を解明する目的で、ラット胎仔脳初代

培養系に孔-2を添加した際に発現する遺伝子をDifferentialDisplay法を用いてスクリーニン

グした。その結果、 IL-2添加により特異的に発現が増加する0.9kbのmRNAを同定した。

さらに、 NorthernBlot 法による解析により脳内ではミクログリアにおいて特異的に発現

していることが明らかとなった。又、臓器別には牌臓、精巣で強い発現が認められた。

現在、我々は、ラット脳cDNAライブラリーからDifferentialDisplay法で、得られたフラグメ

ントをプロープとしてスクリーニングを行い全構造解析を行っている O

我々はT細胞の分化増殖因子として同定されたIL-2がラット胎仔脳初代培養系において

村l経栄養活性を示すことを報告した1)。そこで今回はその作用機序を解明する目的でラ

ット胎仔脳初代培養系に正之添加した際に特異的に発現が増加する遺伝子のスクリーニ

ングを行った。

方法

大脳皮質ニューロンは既報の方法1)に準じてJJ台生17日のラットより分離しlO%FCSを含

む恥1EM培地を用い高密度 (2x107印 lls/4>IOcmシャーレ)に培養した。培養開始後2日目に

IL-2を最終漉度が、 50U/mlとなるように添加した。添加後、 0，1，6，24f時間後にtotalRNAを

抽出し、 RT1:去により cDNAを作製した。そのcDNAを民mpla犯としてLiangらにより開発さ

れたDifferentialDisplay法2)を用いスクリーニングを行った。 5'primerとして任意に決定し

た10merのprimerを、 3'prim巴rにはmRNAの3'末端polyA部分の境界側とアニールするよう

に合成したprimerを用いて32p_dCTPの存在下にPCR法を行った。 32p標識PCR産物を6%変

性アクリルアミドゲル電気泳動で分離した後、乾燥しX線フィルムに感光させた。得ら

れた種々のバンドの内からIL-2添加により特異性に発現が増加するバンドを特定し、再

びPCR法で増幅後サブクローニングしJ:2Xl15.配列を決定した O さらに、それをプロープと
lNorthern Blot法、ラットD&icDNAライブラリーからのスクリーニングを行った。各秘情

養細胞は既報の方法に従って調整した3)。

結果および考察

Differential Display法によりラットJ]Ei仔脳初代培養系においてIL-2添加|により誘導きれそ

遺伝子を検討したところ、添加後111寺11日日から24時間目までに明らかに増加するバンド



が認められた。そのバンドを抽出し再びPCR法で増幅後サブクローニングしたものをプ

ロープと lNorthernBlot法を行ったところ時間経過とともに増加する0.9kbの単一のバン

ドであることが判明した(図 1)。さらにラット各種培養細胞(ニューロン、アストロ

グリア、ミクログリア、フィブロプラスト)での発現をNorthernBlot法により検討して

みると、ミクログリアでのみ特異的に発現していることが明らかになった(図2)。次

に成熟ラットの臓器別の発現をみてみると牌臓、精巣で強い発現を認め、脳、肺、腎臓

で弱い発現を認めた。

以上の結果より今回ラット胎仔脳初代培養系においてDifferentialDisplay法により発現

の増加が認められた遺伝子は、ミクログリアで特異的に発現しており、 IL-2添加により

その発現が誘導されるものと考えられる。現在、ラット脳cDNAライブラリーから

Differential Display法で得られたフラグメントをプロープとしてスクリーニングを行い全

塩基配列を決定している。本遺伝子の機能としては現在のところ全く不明ではあるが、

正・2によるミクログリアの増殖や機能調節に密接な関連性があるものと推定される。更

にIL-2が持つネ111経栄養活性がミクログリアを介したものである可能性も考えられ現在こ

れらの点につき十食討を加えている O
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Lett. 151(1993)170-173 

2)Liang， P.， Averboukh， L.， and Pard巴巴， A. B.: Nucleic Acids Res. 21(1993)3269・3275

3)Saitoh， S.， Iijima， N.， Ikeda， M.， Nakajima， K.， Kimura， M.， Katsuki， M.， Mori， T.， and 

Kohsaka， S.: Mol. Brain Res. 12(1992) 155-161 

o 1 6 24h 

図l、ラット脳初代培養細胞へのIL-2

添加による、 O.9kbmRNA発現誘導の
ノーザンプロット解析

φφd歩
J d f s示。
寸#ナ司法ややや吐

図2、ラット脳由来各種細胞での

O.9kbmRNA発現量のノーザンプ
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〔要約〕

培養アストロサイトにおけるbFGFの産生調節と

その生物活性について

上口裕之、吉田一成、若本寛起、左合正問、

稲葉真、佐々木光、大谷光弘、戸谷重雄

慶膝義塾大学脳神経外科

我々は、各種サイトカインが、アストロサイトによるNGFおよびnon-NGFtype neurotrophic 

factorの産生・分泌を増強し、これによりアストロサイトの前脳基底野コリン作動性ニューロンあ

るいは脳幹部コリン作動性ニューロンに対するcholinergicneurotrophic activityを増強することを明

らかにしてきた。今回はこのような分泌性因子に加え、アストロサイトの抽出液中にbFGFカヰ在

し、その発現量がIL-1sあるいはEGFにより増加することがWesternblotting にて確認された。また、

アストロサイト抽出液は、 bFGFと同様、 GFAP陽性細胞に対する増殖促進作用を有し、この作用

は、 1L-1sあるいはEGF，添加により増強された。

[目的]

我々はこれまでに、 IL-1s，TNF-αなどのサイトカインが、アストロサイトによるNGFおよぴ、non

NGF type neurotrophic factorの産生・分泌を増強し、これによりアストロサイトの前脳基底野コリ

ン作動性ニューロンあるいは脳幹部コリン作動性ニューロンに対するcholinergicneurotrophic 

activityを増強することを明らかにしてきた12~一方、このような分泌性因子に加え、アストロサ
イトはFGFをはじめとする非分泌性因子も産生することが報告されており、それらも何らかの生

理作用を有していると考えられる。今回は、各種サイトカインが、アストロサイトの細胞抽出液

中のbFGF含量を増加すること、またこれらの細胞抽出液が有するGFAP陽性細胞に対する増殖促

進作用について検討した。

[方法1

1)新生仔ラット海馬由来培養アストロサイトを2回継代後、 poly-L-Iysine処理したculturedishにて

2.5%FCS-MEMを用いて培養し、無添加、 IL-1s50Ulml、TNF-α100ng/ml、あるいは

EGF100ng/ml添加24時間後に細胞抽出液の作成およびじoultercounterによる細胞数算定を行った。

細胞抽出液の作成は、培養アストロサイトをHBSSにて2回洗浄後ce 11 scraperにて回収し、 0.2mM

PMSF存在下にsonificationした後、遠心分離にてcelldebrisを除去した。

2)既知濃度のbFGFのWesternblotにより得られたbandをimageanalyzerにより解析することに

よりstandardcurveを作成した。同時に、細胞抽出液のWesternblotにより得られたbandを同様に

解析することにより、抽出液中のbFGF含量を定量した。

3)胎生17日ラット大脳を、 poly.L.ornithine処理したcoverslip上で1%BSA.N2にて培養し、翌日

bFGF、各種細胞抽出液を添加し、 4日後に160倍 1視野におけるGFAP陽d性細胞数をcountした。

[結果1

1)無添加、 1L-1s、 TNF-α 、あるいはEGF添加24時間後のアストロサイトの細胞数は、各群に

おいて差が認められなかった。
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2)各種漉度のbFGFのWesternblotにより得られたbandの面積×濃さの値は、 bFGF濃度と直線関

係にあり、本法により定量可能であることがことが判明した。

3)アストロサイト抽出液中には、 18kD，22kD， 24kD-bFGFが存在しており、 IL-1sあるいはEGF

添加により、 18kD-bFGFの発現量が増加した(Fig.1)。

4)bFGFは、 GFAP陽性細胞に対する増殖促進作用を有し、アストロサイト抽出液にも同様の作

用が認められた。また、この作用は、 IL-1sあるいはEGFl添加により増強された(Fig.2)。

{考察】

各種サイトカインは、アストロサイトのNGF産生を刺激することが知られているが、上記の結

果より、アストロサイトのbFGFの産生も、 IL-1sあるいはEGFにより刺激されることカ糟認された。

さらに、アストロサイトの細胞抽出液は、 bFGFと同様に、 GFAP陽'性細胞に対する増殖促進作用

を有し、この作用はbFGF発現量と相関が認められた。サイトカインにより刺激を受けたアストロ

サイトは、 NGF等の分泌性因子に加え、 bFGF等の非分泌性の因子を産生し、障害された神経回路

網の修復において一役を担っているものと推測される。
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cell extl'acts 00 GFAP予価itlvecells 
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315 自発的な不死化による成熟マウス・シュワン細胞株の樹立

渡部和彦，田中順一司豊原敬三(酒井 紀‘

(東京慈恵会医科大学・神経病理，・第2内科)

(要約〕

成熟マウス後根神経節・末梢神経より得られたシュワン細胞を長期培養したところ，培養6・8ヶ

月後よりコロニーを形成しはじめ『自発的に不死化したと考えられる細胞株5株を得た.蛍光抗体法で

は培養初代シュワン細胞と同様ーいずれも8100.laminin. vimentinが陽性であり司一部はGFAP陽性で

あった.これら細胞株の培養上清を，コロニー形成前のシュワン細胞培養に添加し， 8100/BrdU二重

標識免疫蛍光抗体法にて増殖効果を判定したところ， 5株全ての培養上清に増殖活性を認めた.このこ

とより，得られた不死化シュワン細胞株はautocrinegrowth controlを受けている可能性が考えられた.

〔はじめに〕 末梢神経系におけるシュワン細胞の機能と役割をinvitroで‘解析するうえで，安定したシ

ュワン細胞株を得ることは重要と考えられる.これまでシュワン細胞樹立株に関する報告は乏しく宅近

年になって噌 glialgrowth factor (GGF)-forskolin持続刺激による樹立株(7，8)及び8V40large T抗原遺伝

子を用いたtransfectionによる樹立株(9・11)のほか，細胞の自発的な不死化(spontaneousimmortaliza-

tion)による株樹立の報告(1，2人5)がみられる.今回我々は，成熟マウス・シュワン細胞の自発的な不

死化により細胞株を得，その培養上清中にシュワン細胞増殖活性を見出した.

〔方法〕 生後4・6週のICR(CD-1)マウスより，深エーテル麻酔下にて頚~腰部後根神経節および連続

する末梢神経を採取し(11)ー 0.125%collagenase， 8 units/ml dispaseにて370C1時間処理後司 100μm

径nylonmeshに通して分散，遠心洗浄ののちplasticdishに植え初代培養とした.抗Thy1.2および補体

の反復処理にて混在する線維芽細胞を除去しつつ ほぽ月に2度の割合で継代を行なった.維持培地と

して司 5-10%FC8/Dulbecco MEMを用いた.シュワン細胞の同定には司 poly-L-Iysine処理した

coverslip上の細胞をparaformaldehyde，methanol固定の後， 8100， laminin， vimentin GFAPIこ対する蛍

光抗体法を施行した.シュワン細胞に対するproliferationassayとして，培地に不死化細胞の培養上清

を添加し24時間培養司さらに10μM bromodeoxyuridine (BrdU)を加え24時間培養したのち， 8100/ 

BrdUの蛍光二重免疫染色を施行し，各coverslipでの8100陽性(シュワン)細胞数 (250-300個)のう

ちのBrdU陽性細胞数の割合を%で 3回算出(Iabelingindex; LI)し比較検討した(12).

〔結果と考察〕 初代措養は，神経細胞，シュワン細胞，線維芽細胞からなっており，抗Thy1.2およ

び補体の反復処理し継代することにより，ほぽ純粋なシュワン細胞培養系を得た(12). このシュワン細

胞を6・8ヶ月培養維持したところ喝コロニーを形成しはじめ司不死化したと考えられる細胞株5株(IM8・

8， 13， 26， 29， 32)を得た.これら細胞株の形態は様々で，長~短紡錘形細胞からなっていた(Fig.1.a-e)

が雫蛍光抗体法では培養初代シュワン細胞と同様，いずれも8100，laminin， vimentinが陽性であり，不

死化シュワン細胞か・得られたと結論した(Fig.1.f-h). またIM8-26，29， 32ではGFAPも陽性であった

(Fig.1.i).これら細胞株が液性制御因子を産生・分泌し，いわゆるautocrinegrowth controlを受けてい

る可能性を調べるために噌無血清培地で48時間埼養し，培養上清を得た.これをコロニー形成前のシ

ュワン細胞培養に添加し， 8100/ BrdU二重標識免疫蛍光抗体法にて増殖効果を判定したところ司 5細

胞株全ての培養上清に増殖活性を認めた(Fig.2). これまでシュワン細胞のautocrinegrowth controlに関

しては哩 proliferativeなもの(3β)とinhibitoryなもの(4，6)が知られておりー前者ではPDGF-BBが想定され

ている.そこで司不死化シュワン細胞5株の培養上清を濃縮し8D8-PAGE，western blotを行ったが、

PDGF-BBは検出されず司他の増殖因子である可能性が示峻された.以上のことから『得られた不死化

シュワン細胞株はautocrinegrowth controlを受けていると考えられ，培養上清を精製検討中である.
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Fig.1 a-e. Phase contrast microscopy 01 spontaneously imm白川a-

lized adult mouse 8chwann cells; IM8句8(a)， IM8-13 (b)， IM8-26 (c)， 

IM8-29 (d)， IM8-32 (e). Bar = 50μm. Fig.11-i. Immunolluorescence 

microscopy 01 IM8-32 cells; 8100 (1)， laminin (g)， vimentin (h)， 

GFAP (i). Bar=50μm 
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Fig.2. Mitogenic activities 01 conditioned media obtained Irom IM8 

cells. Untranslormed long-term 8chwann cells were incubated lor 

48 hours in 10 % conditioned media obtained Irom IM8 cultures 

BrdU was added lor the linal 24 hours and double immunofluores-

cence staining was pertormed. Results are the percentage 01 8100-

positive cells with labelled nuclei (Iabeling index;LI) 
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316 抗BINP(brain injury-derived neurotrophic peptide)抗体による神
経栄養因子の解析

浜登希子、石黒麻利子ヘ小倉明彦"、村山美由紀

(三菱化成生命科学研究所、・現国立精神神経センター、日現大阪大学理学部)

〔要約〕
中枢神経系において損傷時には神経栄養因子と総称される因子が増加していることが明

らかになってきており、私たちはこれまでに脳の損傷部位から神経栄養因子を精製しその構造解析

を行う過程で得られたペプチドの一部アミノ酸配列を基にして合成したペプチド(BINP: brain 

泊~ury-derivedne町otrophicpeptide)で神経栄養因子様活性があることを報告した(1)。また、このBINP

にたいするポリクローナル抗体が得られた。そこでこの抗体を用いてBINPをその構造に含む神経

栄養因子についての検討を行った。その結果、この神経栄養因子は、グリア細胞で合成分泌されて

いることが明らかとなった。

脳においてニューロンの分化、生存維持に重要な役割を果たしている因子の一つに神経栄養因

子と総称される蛋白性の液性因子がある。また、最近では脳の損傷時にはこのような神粁栄養因子

が損傷部位で増加しており、損傷のある程度の修復がなされていることが明らかになってきた。私

たちは、分化の終了した神経系において、損傷時に出現しニューロンの生存維持に働く神経栄養因

子について研究を進めてきており、ラット脳損傷部位から神経栄養因子の精製を行ってきた。精製

された新しい神経栄養因子の構造解析を行う過程で得られたペプチドのアミノ酸配列を基に合成し

たペプチド但IN町で神経栄養因子活性が見られた(1)。また、このB町Pに対するポリクローナル抗体

を得ることができた。そこでこのanti-BINP・叩ti加のを用いてBINPを含む新しい神経栄養因子につい

ての検討を行った。

[実験方法]

抗体は、精製した神経栄養因子をトリプシン分解することによって得られた二つのペプチドの

アミノ酸配列に相当するプライマーで、傷をつけたラット脳から調製したmRNAを用いて得られた

PCR産物(アミノ酸25個)を合成し、 KLH(keyhole¥impet haemocyanin)と結合させたものを抗原と

し、ウサギの皮内に注射して作成した。血清の精製はBINPをEAH-Sepharose4Bに結合させたペプチ

ドカラムを用いた。アストロサイトは、ラット 19 -20日胎児大脳より加藤らの方法(2)に従って

分離し 10 % young calf serumを含むDMEM培地で培養した。アストロサイト∞nditioned

medium(CM)は、無血清DMEM培地中で24時間培養した培養液を集めた。蛋白の検出は、

SDS/PAGE後westernblottingし、 ECL法(Amersham)により検出した。

神経栄養因子活性は、先に報告したように(1)生後約 10日のラット中隔を用いた初代培養で

コリナージックニューロンへの生存維持作用をα1AT( cho¥ineacetyl汀ansferase)活性を指標として調べ
た。

免疫染色は、ラット脳からの初代培養を用いて行った。細胞を 4%PFA(parafonnaIdchydc)で固

定し、一次抗体にantI-BINP-anlI凶dyとmonoclonalanlI-GFAPを用いて二重染色を行った。



[結果と考察]

活性ペプチドBINPに対するポリクローナル抗体を得る

ことができた。この抗体は、マウスから精製したNGF

や、 bFGFをimmunobloltingで認識せず、またその活性

も阻害しなかった。よってB別Pを含む神経栄養因子

αDF : injury derived factor)は、 BINPのアミノ酸配列から

予想される様に、 NGF，bFGFとは異なるものであった。

神経栄養因子。D町は脳の損傷部位から精製されたもの

であり、グリア細胞由来であることが予想された。そ

こでアストロサイト培養上清(血清を含む)を硫安30 

-5 0%で濃縮しFPLCにより superose12によるゲル漉

過を行ったところ約20-30kdに相当するフラクションに

神経栄養因子活性が見られた。また、この活性フラク

シヨンにantI-BINP・antibodyを加えるとその活性が阻害さ

れることから、 anti-BINP-atI以刈yは活性を阻害し、この

フラクションにanti-BINP-antib吋yで認識される活性因子

があることが示された。さらに、アストロサイト無血清

培養上清(CM)を同様に硫安で濃縮し、 SDS/PAGE

後blottingしantI-BINP-釦 tib吋yで検出したところ約30kdの

蛋白が検出され、この蛋白のバンドは抗体を前もって

B町Pで吸収すると消えることから、 BINPを含む神経栄

養因子は、アストロサイトが約30kd蛋白として分泌して

いることが明らかとなった(図. 1)。また、このパン

31 

21.5 

2 

図. 1アストロサイト培養液

中の蛋白

無血清培養液を硫安で濃縮し

12.5%ポリアクリルアミドゲ

ルでSDS/PAGE後buloltingし

た。

lane l;anti-B別P抗体1μgで検

出、 lane2; anti-B別P抗体1μg

をB別Plμgで吸収

ドを電気泳動後きりだしゲルから蛋白を抽出して活性をしらべたところ生後ラットを用いた中隔野

の初代培養で生存維持活性がみられた。一方、 antI-BINP抗血清をB別Pによるペプチドカラムで精

製しラット胎生 18日の海馬からの初代培養を用いて免疫蛍光染色を行ったところ、 GFAPに

positiveな細胞が染色された。

以上の結果から、 BINP抗体で認識される神経栄養因子はアストロサイトで合成分泌され、し

かもそのアストロサイトは、 GFAPpositiveなアストロサイトであることが示された。従ってこの因

子が神経系に何らかの異常が生じた際にアストロサイトで合成分もちされることが強く示唆された。

[参考文献]

(1)石黒、村山、大森、浜 神経化学 32，410 (1993) 

(2)加藤、田中 組織培養 8，217・224(1982) 
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317 NGF/trkAカスケードを介する神経細胞の分化誘導に与える

N-myc遺伝子の影響

岡藤隆夫、 前川喜平、 衛藤義勝、 松島宏

(東京慈恵会医科大学小児科)

〔要約〕

神経成長因子(NGF)および、その受容体(百cA)からなるカスケード (NGF/trkAカスケード)は神経細胞の分

化・成長に重要な役割lを果たす。本研究では米分化神経細胞における N咽 yc遺伝子の持続的発現がNGFによる

神経細胞の分化誘導に如何なる影響を及ぼすかについて検討した.中枢神系の神経芽細胞腫株B104と、その N-

7 
ll1yc持続発現株 C6のそれぞれにヒト trkA発現ベクターをトンスフェクシヨンし、細胞表面上に trkAを発現す

パ

るクロ ン株B104-trkA、 C6-位kAを樹立した。 B104-trkA， C6・trkAのNGF短時間処置は発現した trkAの活性

化、各種シグ‘ナル伝達路中間体のチロシン燐酸化および C-f05 mRNAの一過性発現を引き起こした。一方 NGF

長期投与は BI04-trkAにおいて増殖抑制を伴う形態学的分化と各種神経特異的遺伝子の発現誘導をもたらしたが、

C6・甘kAにおいては、こうした変化は全く認められなかった。以上の結果から持続的N-ll1Ycの発現はNGF/trkA

カスケードによる神経細胞の分化誘導をひ.f05遺伝子の活性化以降の過程でプロックすると考えられた。

(目的 proto・on∞genetrkAによってコードされる蛋白 (TrkA)はNGFに対する高親和性受容体として

作用することが知られている.これまで我々は未分化神経系細胞内に人為的に導入した位kAcDNAが低親和性

NGF受容体 (gp75NGFR) の非存在下においても機能的 NGFRを構築し、 NGF投与に引き続いて、未分化神経

細胞を最終分化(term inal differentiation )へと誘導すること。さらにこの際、過剰発現している内因性N-ll1Yc

mRNAの発現を抑制することを報告した (4)。そこで今回は持続的 N-ll1Ycの発現が NGF/trkAカスケードに

よる神経細胞の分化誘導に如何なる影響を及ぼすかを検討した。

(方法) 内因性の機能的 NGFRを発現しないラット中枢神経系の神経芽細胞腫株B104(5) およびその

N-ll1Yc導入株 C6 (1)のそれぞれに、ヒト trkAcDNAをトランスフェフェクシヨンし、 trlv屯の持続発現株

B104-trkAおよび C6-trkAを樹立した (3)。各々のトランスフェクタントのNGFに対する反応性は既報(2、

4)の方法に11困じて行った。

(結果および考察) トランスフェクタントの樹立 8104、C6のそれぞれに trkAcDNA発現ベクターを

トランスフェクションした後、 trlv屯の発現クローンをノーザンプロットおよび抗ーtrk抗体を用いたFACS解析

にてスクリーニングした。すべての trkA発現クローンはNGF投与30分で、 c-ゐ'5mRNAの一過性発現をきた

した。 NGF/trkAカスケードの検討: 樹立したBI04-trkA， C6・trkAクローン株のNGF投与に引き続く各種

シグ'ナル伝達路中間体につき比較検討した。抗-trk抗体を用いた免疫沈降法とそれに続く抗ーフォスホチロシン抗

体によるウエスタンプロットでは B104・trlv屯， C6・住kAともにNGF投与後5分で140・kDaのチロシンリ酸化され

たTrkA蛋白が免疫沈降されたが、 ParentalのB104及び C6ではTrkA蛋白は全く検出されなかった。
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また、 B104-trkA，C6-trkAではともに NGF投与後 PLCy -1、Erk-1、Erk-2の活性化が等しく起こることも確認

された。以上の結巣は NGド/trkAカスケ ドがB104-trkA及びその N-I1lYc持続発現株C6・trkAの両細胞内で等

NGFの長期投与はB104-位kAの明らかな増殖抑制を伴う形態組血盆i主.しく作用していることを示唆する。

学的な分化(図 1)と神経特異的遺伝子(NF-L，GAP-43， MAP-2)の発現を引き起こしたが、このような変化は

C6-trkA細胞の NGF投与後には認められなかった。またParental及び各位kAトランスフェクタントでは内因性

のgp75NOF'が発現していたが、 B104-位L屯細胞ではNGF投与後24時間でこの内因性のgp75
NO同
mRNA発現が

ほぼ完全に抑制された(図 2)。すでに我々は未分化神経細胞内に人為的に導入したtrkAcDNAがそれ単独で

機能的NGF受容体を構築し、 NGF投与に引き続いて未分化神経細胞を最終分化段階へと誘導すること。さらに、

しかし今回の結果かこの際過剰発現している内因性の N-mycmRNAの発現を抑制することを報告した(1)。

c-f凶活性化以降の神経細胞分化に
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ら、 N・mycの持続発現は NGFI仕kAカスケード自体には影響を与えないが、

B104-trk 

B104-ne 。

2・GFR
gp75 

関わる遺伝子発現の転写を抑制するものと考えられた。

B104-trkA細胞のNGF投与に伴う内因性図2.図1. B 104-trkA及びC6-trkA(B104 N-myc/trkA) 

細胞のNGF(100 ng!mI)投与(7日間)に伴う形 gp75NOF' mRNAの発現抑制(ノーザンプロット)。

態学的変化。

(文献)

Bernards， R.， Dessain， S.K.， Weinberg， R.A. (1986) Ce1l47，667-674 1. 

Matsuhsima， H.， Bogenmann， E. (1990) Mol. Cell. Biol. 10， 5015δ020 2 

Mats凶 hima，H.， Bogenmann E (1993) Methods in Neurosci.12， 156-168 3. 

4. Ma岱uhsima，H.， Bogerunann， E. (1993) Mol. Cell Biol. 13， 7447-7456 

Schubert， D.， Heinemann， S.， Carlisle， W.， Tarikas， H.， Kimes， B.， et al. (1974) Nature 249， 224-227 5 
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318 ラット脳における NT-3様免疫
ヨミ三三豊言舌杷主OJラテギ行

古川昭栄、杉原祐志、古川美子

(岐阜薬科大学・分子生物)

〔要約〕 ニューロトロフイン(NT)-3特異的な二種類の抗ペプチド抗体(抗V2，抗V4抗体)を作製

しこれを用いてラット脳におけるNT-3様免疫交差活性(LOの分布を調パた。大脳皮質、梨状葉皮

質、海馬、偏桃体、手綱核、黒質、赤核、稜形体、小脳分子層およびプルキンエ細胞など、脳の

ほぼ全域にわたり種々のニューロンや樹状突起/軸索が陽性となり、多様な染色像が観察された.

エピトープが異なる二種の免疫交差活性はほぼ同じニューロン種に分布していたが、ニューロン

によっては両者の細胞内局在パターンが異なっていた。

{目的]神経成長因子(NGF)、脳由来神経栄養因子(BDNF)、ニューロトロフィン(町)-3、町一4/5は

ニューロトロフィンと総称されるNGFファミリー神経栄養因子である。ニューロトロフイン凶NA

とその高親和性受容体である trk遺伝子ファミリー耐NAは成熟ラット脳の種々のニューロンを中

心として広範に発現し2，31しており、その発現時期41も考慮すると、ニューロトロフインの脳で

の役割は脳の形成、発達、ニユーロンの分化や生存、機能維持にまで及ぶと推定される。生体内

での機能を明らかにするためには耐NAの発現ばかりでなく、産生、輸送、作用の結果としてのニ

ューロトロフイン分子の局在を組織、細胞レベルで明らかにする必要がある。しかし存在量が微

量であること、相互の高い構造類似性のため特異抗体が得にくいなどの理由により現在のところ

成功例は少ない。我々はニューロトロフイン分子間でアミノ酸置換の大きい領域を選びこの部分

の抗体を用いてラット脳におけるNT-3様免疫交差活性(L1)の分布を調パた。

[方法]抗血清の作製:ニューロトロフィン分子間でアミノ酸置換率が高いV2領域(アミノ酸

No.40-49:NH2-GEIKTGNSPV-COOH)、V4領域(No.92-叩:NH2-S聞N阻.VG--COOH)のペプチドをkeyhole-

limpet hemocyaninに共有結合したものを抗原としてそれぞれ2匹のウサギに免疫した。得られ

た抗血清の一部は抗原ペプチド結合カラムにより特異抗体をアフイニテイ精製した。

皐遼塗@.: 6-7週齢 Wistar系雄ラットをネンブタール麻酔下、 2%パラホルムアルデヒドで謹流、

脳を同液で2時間国定、 30%庶糖液で置換、 O.C.T.compoundに包埋し凍結した。 30-50μmの凍結切

片を0.3%Triton X-100を含むPBSで 10，000-30，000倍希釈した抗血清または0.1μg/mlのアフイニ

テイ精製抗体と4"Cで一夜反応後アピジンーピオチンペロキシダーセ複合体法で可視化した。

[結果]抗体の特異性:エンザイムイムノアッセイ(EIA)法では、 NT-3-V2、V4ペプチドに対する

抗体(抗V2、抗V4と略)はそれぞれの抗原ペプチドのみを認識し NGF、BD師、NT-4/5の対応する領

域の合成ペプチドとは結合しなかった。また組換え型BD師、NT-3およびマウスNGFのうちNT-3のみ

に結合する乙とをEIAとイムノブロッティングの両方で確認した。

大脳皮質、海馬での免疫交叉活性:抗V2抗体では大脳皮質、海馬の全域にわたり無数の陽性徴小

点像が検出され細胞体が抜きでる像となった(図1)。この点状構造は大脳皮質では分子層が最も

高密度、動馬ではほぼ均一であった。抗V4抗体では大脳皮質で低密度の同じ構造が見られ大脳皮

質lII-V層の錘体ニューロンの細胞質とその上向き樹状突起が強く染色された(図2)。海馬では

CA-2が強くCA-1，3は中等度に染色された。 CA-4と歯状回の染色は弱かった。

その他の部位:多くの場合細胞体または樹状突起/軸索が染色された。唆結節、偏桃核群、梨状



葉皮質、膝状体、手綱桜、黒質、赤核、棲形体、小脳分子層はいずれかの抗体または両方で強く

染色された。背側中隔核、ブローカ対角帯、乳頭核、視床下部背内側核、弓状核、腹側被蓋野、

上丘、外側繊帯、橋核、青斑核、三文運動核、オリーブ核、腹側嶋牛核、前庭神経核群、巨大細

胞性網様核、顔面運動神経核、小脳核、プルキンエ細胞は中等度に染色された。脳梁軸索内に徴

小点状構造が多数観察された(図1)。このほか線状体、無名質、フォレル H1，2野、種々の視床

核群、縫線核、種々の網様核群、小脳頼粒細胞などが弱くまたは散在的に染色された。

[考察]脳のほぼ全域にわたり種々のニューロンや樹状突起/軸索が陽性となり多様な染色像が

観察された。無数の徴小点状構造は幼若ラットでは見られないことから神経突起の発達やシナプ

ス形成とと関連すると推定された。エピトープの異なるV2-LIとV4-LIはほぼ同じニユーロン種に

分布するが両者の細胞内局在が大きく異なるニユーロンタイプも存在した。免疫動物個体や固定

の程度の違いではなく NT~3分子のプロセッシング、受容体との結合や分解など、細胞内局在の変

化に伴う分子構造の変化が抗体による認識の変化になったと推定される。今回の結果は凶NAの分

布や、異なる抗ペプチド抗体による最近の報告5)と大筋で一致し、新しく NT-3-LI陽性ニューロ

ン種を同定し、多種多様な神経突起内のNT-3-LI分布を可視化することができた。これらは脳に

おけるNT-3の機能を解明してゆく上で有益な情報であると考えられる。

図1抗V2抗体によるNT-3-LI染色像

大脳皮質(CX)、脳梁(CC)、海馬CA-1領域(CA-1)

倍率 200X

[引用文献1

図2 抗V4抗体によるNT-3-LI染色像

大脳皮質第V層

倍率 400X

1) Ernfors P， Wetmore C， Qlson L， Persson H: Ne町 on，5， 511-526 (1990); 2) Phillips 

HS， Hains JM，同r祖 .eeGR， Rosenthal A， Winslow JW: Science， 250， 290-294 (1990); 

3) Ceccatelli S， Ernfors P， Villar MJ， Persson H， Hokfelt T: Proc Nat Acad Sci USA， 

88， 10352-10356 (1991); 4) Maisonpierre PC， Belluscio L， F・riedmanB， Alderson RF， 

Wiegand剖， Furth阻， Linsay RM， Yancopoulos GD: Ne町 on，5， 501-509 (1990); 

5) Zhou X， Rush RA: Brain Res.， 643， 162-172 (1994) 
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319 宅手責透 t員信妻~ tこイ三~う I3DNF求玄 J二 ζf号、
NT~-3 ;.f羨多色長室t3芝芝~n5.t-生の孝子貴透 I村重力兎長

後藤昭彦、富田泰次、中村信之、池上亮介、替地恭介、室田景久、古川昭栄*

(東京慈恵会医科大学・整形外科、*岐阜薬科大学・分子生物)

BDNFとNT-3を特異的に認識する抗ペプチド抗体を作製し、免疫組織染色法を用い
てラットの脊髄において損傷前後の免疫交差活性 (L1 )の動態について調べた。正常脊
髄では灰白質(特に運動ニューロン)、軸索が染色された。脊髄を全切断後、断端の吻側

5m皿のポイントで 4週間にわたり経時的に調べたところ、 BDNF-LIについては運動

ニューロンの染色性は維持されるが、軸索は染色が弱まり、 4週後には灰白質に強陽性の
アストロサイト様の細胞が出現した。また、 NT-3-LIについては軸索の染色は弱ま

ったが、運動ニューロンの染色性は 3週後にー過性に強くなった。正常時には BDNFお
よびNT-3は脊髄を軸索内輸送されており、損傷が加えられると直後に輸送低下をきた

すと考えられる。この一方で、損傷修復に向け、アストロサイトが BDNF、運動ニュー
ロンがNT-3を産生する機構が働くものと考えられる。

[目的] N G Fファミリ を形成する NGF、Brain-DcrivcdNcurotrophic Factor (B 

D N F)、Neurotrophin- 3 (N T -3 )は、ニューロンの分化、生存維持、再生に関与
する蛋白性因子であり、ニューロトロフィン (NT s )と総称されている。 8)m R N Aは
脳や脊髄に広く発現しているが、脊髄における機能と役割については、ほとんど不明であ
る。 2) 5) 6)この解明のためには分子レベルでの局在を明らかにする必要がある。しかし、

NGFファミリ一分子聞の構造の類似性、生体内存在量が低いなとの理由からこれらの栄

養因子を蛋白質として特異的に検出する方法は確立されていない。そこで NTsを特異的
に検出するために NGFファミリ一分子間で特異的な構造部分のペプチドを合成し、これ
らを抗原として特異抗体を作製した。 9)さらにこの抗体を用いた免疫組織染色法によりラッ

トの脊髄における BDNFおよびNT --3様免疫交差活性 (L1 )の分布、損傷後の動態
について調べた。 3)

[方法]1)抗ニュ ロトロフィンペプチド抗体 NTs間で相向性の低いV2領域(アミノ
酸No.40-49)のペプチドを化学合成して、これをkcyholclimpcthcmocyanInに結合させ、

ウサギに免疫して抗血清を得た。なお、化学合成したペプチドは以下の如くである。

B D N F -V2 : E K V P V S K G Q L N T -3 -V2 : G E 1 K T G N S P V 
2)実験動物:生後 6週齢のウイスタ 系ラットを用いネンブタ ル麻酔下に背部を正中切
開し、傍脊柱筋を鈍的に剥離、第13胸椎の椎弓を切除後、第13胸髄節高位において全脊髄
を切断した。術後 3日、 1、2、3、4週目に 2%パラホルムアルデヒドで潅流固定を行
い脊髄を採取し、後固定の後、 O. C. T. コンパウンドで凍結包埋した。断端の吻側 5
皿mの脊髄を30-50刊の切片とした後、免疫組織染色を行った。
3)免疫交差活性の検出ー切片を0.3%(V/V)Triton X'-IOOを含む PB Sで希釈した抗血清
に1日反応させた後、 0.3% H 2 O2 で内因性ぺルオキシダ ゼを失活させる。次いでビ
オチン化抗ウサギIgG抗体、アビジン ビオチン化ペルオキシダ ゼ複合体のIi慎に反応さ

せ、ジアミノベンジジン、ニッケルアンモニウム、 H2 O2 を含む発色液で可視化した。
[結果]B D N F -V2、NT -3 -V2抗体は、エンザイムイムノアッセイ法ではそれぞれ
の抗原ペプチドのみ認識し、 NGF、NT --5の対応する合成ペプチト、とは結合しなかっ
た。また、組み換え BDNF、NT-3およびマウス NGFによるイムノプロット法でそ
れぞれの抗体と特異的に結合することを確認した。正常脊髄では、 BDNF-LI、NT
3 -L 1がいずれも灰白質で中等度に、白質で弱く染色された o 灰白質内では、運動性
の神経細胞 (α運動ニュ ロン) (図 1、2)および後角の海綿質付近が強く染色された。
白質では、軸索および放射状に配行するグリア細胞 (S-IOO陽性)が弱く染色された。損
傷後の脊髄では、運動ニューロンは 4週後まで染色性が維持されていたが、 3週後には一
過性に染色性が強くなっていた o この傾向は NT-3-LIに著明であった(図 3)。軸



索は 3日後までは染色されるが、 1週以降はほとんど染色されなかった。また、グリア細
胞は染色性を維持し 4週後まで認められた。 4週後の灰白質ではアストロサイトとみられ
る細胞が BDNF--LIで多数染色された(図 4)。

[考察] B D N F、NT-3は脊髄内に存在していることが判明した O 白質全体にわたり

軸索が染色されたことから、多種のニュ ロンがこれらの NTsを栄養因子として利用し

ており、軸索内輸送を行っていると考えられる。 7)損傷 4週後に BDNF-LI陽性のア

ストロサイト様細胞が多数出現したことより、これらが BDNFの生産を介して損傷修復

に関与している可能性がある。胎性期に NT-3が運動ニュ ロンの生存を維持し、運動
ニュ ロン自身もこれらのmRNAを発現すると報告されているが、情傷 3週後に運動ニュ

ロンのNT--3-LIが増加したことから、損傷脊鎚では同様の機転が働き、運動ニュ

ロン自身が産生するNT-3が運動ニュ ロンの機能維持に関与していると考えられた。
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図 1 正常の脊髄前角部 (NT-3-LI) 200倍
図 2 正常の脊髄灰白質 (BDNF-LI) 200倍
図 3 損傷 3週後の脊髄前角部 (NT-3-LI) 200倍
図4 損傷 4週後の脊髄灰白質 CBDNF-L1) 200倍
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320 レチノイン酸による培養交感神経細胞のニューロトロフィン
依存性変化 trkBの発現誘導とBDNFによる生存

小林三和子、松岡一郎、栗原堅三

(北海道大学・薬・薬剤学)

〔要約〕 レチノイン酸によるラット培養交感神経細胞のニューロトロフィンレセプタ一発現変化と

それに伴うニューロトロブイン依存性の変化を解析した。新生ラットより単離した上頚神経節 (SCG)

ニューロンをO.1μMレチノイン酸存在下で6日間培養すると、本来高いレベルで発現しているtrkA-mRNA

の発現が抑制され、チロシンキナーゼドメインを含むtrkB-mRNAの発現が誘導された。一方、 trkC-mRNA

については、チロシンキナーゼドメインの発現に変化はみられなかった。またp75低親和性ニューロトロ

フィンレセプタ-mRNAは、レチノイン酸により約2倍に増加した。 SCGニューロンに対する各ニューロト

ロフィン (NGF、BDNF、NT-3)の生存維持効果を解析した結果、レチノイン酸処理によりBDNF依存的に生

存する細胞が出現し、機能的なtrkBレセプターが発現することが明らかとなった。

〔目的〕

神経堤細胞の分化により生ずる交感神経細胞は、標的とシナプスを形成する以前(約胎生15日目)にNT-

3fこ対する高親和性レセプターであるtrkCを発現する。続いて標的組織と接続し、 NGFを供給されるよう

になる出生直後には、 NGFの高親和性レセプターであるtrkAを優位に発現するようになる。培養下でも交

!惑神経細胞のニューロトロフィン依存性がNT-3>NGFからNGF>NT-3に変化することが報告されている(l、

九しかし、このようなニューロトロフィン依存性の獲得機構およびその後の特異性の転換機構は明ら

かではない。一方、我々は、レチノイン酸が培養交感神経細胞に作用して、その伝達物質合成能を転換

することを報告している (3)。そこで今回、ニューロトロフィン依存性の変化に対するレチノイン酸の関

与を明らかにするため、 SC氾ニューロンの初代培養系を用いて、レチノイン酸によるニューロトロフィン

レセプターmRNAの発現変化および各ニューロトロフインの生存維持効果を解析した。

〔方法〕

SCGニューロンの培養:生後2-3日目のラットSCGより定法に従って細胞を単離し、 40ng/mlマウス

~GF (Promega)およびN2-supplememtを含むF-12培地を用いて培養を開始した(3)。培養2日目より3日間10
μM Ara-Cで処理し、非神経細胞の増殖を抑えた。さらにバイオアッセイには、ヒトリコンピナントBDNF

およびNT-3(Regen巴ron)、抗マウスNGF抗体(和光)を用いた。 RT-PCRによるレセプターmRNAの定量:細胞

より抽出した全RNAをDNaseI処理後、 cDNAを合成した。 [a_32pJ dCTPを含む反応液中でPCRを行い、ポリ
アクリルアミドゲル電気泳動後、増幅されたcDNA断片の放射活性をバイオイメージアナライザーにより

定量した。場幅したcDNA領域は以下のとおりである trkA， 291-908(4); trkB(e)， 116-607; trkB(k)， 

1422-1931 (5); trkC(e)， 186-739; trkC(k)， 1459-1943(6); p75， 160-713(7). trkA、trkB(e)および

trkC (e)は細胞外ドメイン、 trkB(k)およびtrkC(k)はチロシンキナーゼドメインに位置する。

〔結果と考察〕
新生ラットより得たSCGニューロンを0.1μMレチノイン酸存在下で6日間培養すると、 trkA-mRNAの発

現がレチノイン酸非存在下の50%に抑制された(図1)。またtrkB-mRNAの発現はレチノイン酸により、細

胞外ドメインにおいて6倍、チロシンキナーゼドメインにおいて4.5倍にそれぞれ繕加した(図1)。この結

果は、 BDNFに対する機能的なレセプターと考えられる全長のtrkBレセプターの発現がレチノイン酸によ

り誘導されることを示唆している。このことは、通常はBDNF依存性を示さなし、SC芯ニューロンが、レチノ

イン酸処理によりBDNF存在下で生存できるようになることから確かめられた(図2)。

一方、 trkC-mRNAの細胞外ドメインの発現はレチノイン酸により4倍に僧加したが、チロシンキナーゼ

ドメインの発現は変化しなかったことから(図1)、機能的なNT-3のレセプターの発現に変化はないと考え

られる。このことは、レチノイン酸処理によってNT-3依存的に生存する細胞数の増加がないことからも

確かめられた。またニューロトロフィンファミリーに共通な低親和性レセプターであるp75のmRNAの発現

は、レチノイン酸処理により約2倍に場加した(図1)。これらの結果は、主 vivoにおいてもレチノイン

酸が、ニューロトロフィン依存性獲得の初期に作用することを示唆する。今後、神経の発達段階に伴う

レチノイン酸応答性細胞の割合の変化を明らかにすることが重要と考えられる。
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図1. レチノイン目立によるSCG

ニューロンのニューロトロフィ

ンレセプターmRNAの発現変化
培養2日目より O.1μMレチノイ

酸で6日間処理した。コントロー

ルのニューロンにおいて増幅さ

れたcDNA断片に取り込まれた放
射活性をそれぞれlとした。
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図2. レチノイン酸によるニューロトロフィン依存性の変化

(A-C) SCGニューロンをNGF存在下で3日間培養後、 A)抗NGF抗体、 s)NGF、C)sDNF+抗NGF抗体存在下で6日

間培養した。 (D-F)培養2日目よりNGF+レチノイン酸で2日間埼養後、 D)レチノイン酸+抗NGF抗体、 E)レ

チノイン酸+NGF、F)レチノイン酸+sDNF+抗NGF抗体存在下で6日間培養した。 NGF、sDNFは40ng/ml、抗

NGF抗体は2μg/ml、レチノイン酸はO.1μMで作用させた。 bar，100 μm. 
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321 ニューロトロフィンの中枢ニューロンにおける

〔要約〕

初期応答と生存維持作用は必ずしも一致しない

野々村健、久保武一、畠中寛

(大阪大学蛋白質研究所・生合成)

生後 2週齢ラット前脳基底野ニューロンに対する各ニューロトロフィンの生存維持作用と、 c-fosの誘

導を指標とした応答細胞数とを比較した。 BDNFとNT-4/5は多くの細胞でc-fosを誘導し、それと対応

して顕著な MAP2陽性ニューロンの生存維持がみられた。また、 NGFに対する応答細胞数はわずかで、

MAP2陽性細胞数にも変化はみられなかった。ところが、 NT-3は比較的多くの細胞が応答しているにも関

わらず、全ニューロン数には影響を与えなかった。このことから成熟したこユーロンに対するニューロトロ

フィンの役割はこれまで知られていた生存維持のみではなく、より多くの機能を有することが示唆される。

NGF、BDNF，NT-3及びNT-4/5は高い相向性を保った一群の神経栄養因子であり、ニューロトロ

フィンと総称されている。我々は、中枢ニューロンに対するニューロトロフィンの生理作用の解析を、前脳

基底野コリン作動性ニューロンをモデルにして行ってきた。昨年、分化を終えた時期のコリン作動性ニュー

ロンがNGF依存型と BDNF依存型、そしてその両方の支配を受けうるグループとに区別されることを報

告した(1)(2)。また、この発生段階のニューロンには NT-3は生存維持作用を示さないことも明らかとし

ている。前脳基底野では trkA、trkBだけでなく、 trkCの発現も知られているが、その役割についてはほと

んど調べられていなし、そこで今回は、 NT-3の栄養因子作用についての解析を行ったので、それを他の

ニューロトロフィンと対比させて報告する。

〔実験方法〕

生後2週齢ラット前脳基底野、海馬ニューロンの初代培養は既報に従って行った(3)。パパインで分散

した細胞を、ラット胎仔の皮質より調製しシート状に培養したアストロサイト上にまいた。 4~6時間後、 TIP 

/MEMに交換し、この時各ニューロトロフィンを加えた。培地は3日おきに交換し、 6日間培養した。培養

後、抗MAP2抗体で免疫染色された細胞を顕微鏡下で計測するか、又は MTTアッセイ (4)を利用して、

生存ニューロン数を判定した。各ニューロトロフィンに対する応答細胞の同定は、培養 3日後各ニューロト

ロフィンで 2時間処理し、抗 c-fos抗体(Oncogene Scicncc )で免疫染色することで‘行った。ニューロ

トロフィンは既報のものを使用した(1)。

〔結果と考察〕

NT-3 は胎仔期の前脳基底野ニューロンのアセチルコリン作動性ニューロン合成酵素活性とアセチルコ

リンエステラーゼ、活性を弱くではあるが誘導させたが、生後 2週齢では生存維持効果が消失していた。そこ

で、 NT-3の中枢ニューロンに対する栄養因子効果を探る手がかりとして、前脳基底野の全ニューロン数に

対する生存維持効果を調べた(図 1)0 BDNFとNT-4/5は共に無添加の対照群に対して約2倍のニュー

ロンの生存を促進したが、 NGFとNT-3は効果が観察されなかった。 NGFはその応答細胞がコリン作動
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性ニューロンに限局されることがわかっているため、全ニューロン数の変化には影響しないと考えられる。

NT-3について同様の解釈ができるかを、 c-fos誘導細胞を同定することで解析した(図 2)。その結果、

全ニューロンに対するc-fos誘導細胞はコントロール、 NGF，sDNF， NT-3、NT-4/5についてそれぞれ

0.76%、2.5%、20%、7.9%、22% であった。ニューロトロフィン添加による生存MAP2陽性ニューロン

数と応答細胞数とには対応がみられたが、 NT-3処理により比較的多くの細胞が応答しているにもかかわら

ず、 MAP2陽性細胞数に変動がみられなかった。 trks、trkCを共に高く発現している海馬ニューロンについ

て同様の実験を行ったところ、 sDNFとNT-3は海馬ニューロンの生存維持には効果がみられなかった。

ところが、多くの海馬ニューロンは、生存維持効果を示さなかった sDNFとNT-3処理により、 Cてfosを

誘導した。以上の結果は、分化段階が終了したニューロンに対してニューロトロフィンは必ずしも生存維持

にのみ機能するのではないことを示唆している。
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図1初比陪養ラット前協基底野ニューロンの生存に対するニューロトロフィンの効果

ニューロトロフィンはそれぞれ 50ng/mlの濃度で加えた。

図2各ニューロトロフィン処理後の前脳基底野ニューロンにおける Fos陽性細胞数

ニューロ卜ロフィンをそれぞれ 100ng/mlの濃度で、 37"(;、120min処理した後、固定、染色した。
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322砂ネズ、ミ一過性前脳虚血後の神経細胞に

〔要約〕

ヰ3Cj-之>lVI i t ogen  i n 仁l u. c ibl  e 

Cyc  1 ooxygen3  S e (Cox2)  

OJ主秀幸事

大槻俊輔、松本昌泰、北川一夫、馬淵卓真、高代研二、松下幸司、小川智、上田周一、

山形要人、三木直正、柳原武彦、鎌田武信 (大阪大学第一内科、神経内科、第一薬理)

Mitogen-inducible cyclooxygenase (cox2)は、外界からの機々な刺激時に速やかに産生誘導さ

れ、アラキドン酸からプロスタグランジンへの産生経路を触媒する。このcox2の誘導は、細胞増

殖や分化等の促進に関わると考えられている。本研究では、脳虚血時における海馬神経細胞のc

ox2の誘導について検討した。 Northernblottingにおいて、再謹流3、8時間自に海馬cox2mRNAの

発現が観察された。またinsitu hybridization、法により虚血後のcox2mRNAの誘導は、海馬錐体

細胞層と頼粒細胞層に認められた。このcox2mRNAの発現は、虚血侵襲に対する神経細胞の細胞

応答現象のーっと考えられ、虚血時のストレス刺激情報の細胞間および細胞内情報伝達機序に関

わる可能性を示唆した。

【目的】我々は昨年の本学会で、脳虚血時に細胞内情報伝達系におけるsecondmessengerである

チロシンキナーゼの活性化やアラキドン酸代謝酵素トlipoxygenaseの細胞内移行と活性化を報告

してきた。一方、アラキドン酸代謝系酵素cyc!ooxygenaseのうち、外界からの様々な刺激に対し

て発現するmitogen-induciblecyclooxygenase (cox2)は、細胞増殖や分化等の細胞応答に関与

し(1)、神経細胞に於いては、興奮性アミノ酸刺激時に発現され、シナプス可塑性に関わると考

えられている(2)。今回、アラキドン酸過酸化反応やグルタミン酸過剰負荷が生じる脳虚血ー再濯

流時における海馬神経細胞のcox2の誘導について検討した。

【方法】成熟雄性砂ネズミ (MerionesUnguiculatus，体重50-65g)を対象とした。軽エーテル麻

酔下に両側総頚動脈を剥離、麻酔覚醒後杉田クリップにて5分間閉塞する事により虚血を作成し

た。虚血中の体温は370Cに維持した。 cox2cDNA(2)はBamHl制限酵素処理後、 5'末端から526塩基

番固までの部分をサプクローニングし、 probeを作成した。 A再濯流3，8，24，48時間後、断頭屠殺

し(各n=2-3)、海馬を摘出し、 acidguanidinium thiocyanate-phenol-chloroformにより総R

NAを抽出した。 O.66Mformaldehyde添加1%agarose電気泳動後、 GeneScreenPlus膜にキャピラ

リー転写し、 22p標識DNAprobeを用いNorthernblottingを施行した(3)0 B再濯流6時間後にリ

ン酸緩衝化4%paraformaldehyde!こて濯流固定、パラフィン包埋後、背側海馬を含む切片を作成

した(3)。切片はproteinaseK処理後、 digoxigenin標識RNAprobeを用いinsitu hybridization 

を施行した。対照は非虚血群を用いた。

【結果】 ANorthern blottingにおいて、非bIit血時ではtrace程度しか認めなかったcox2mRNAは、

再濯流3、8時間に発現誘導が観察された(図 1)。虚血24時間以降は、非虚血時レベルに復した。

B非虚血時ではcox2 mRNAはinsitu hybridizationでは検出感度以下であったが、虚血再濃流

後、海馬CAl-4の錐体細胞層および歯状回頼粒細胞層にcox2mRNA信号が観察された(図 2)。
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【図 1] cox2 mRNAのNorthernblotting 

左のlaneから順にl:control. 2:3h・3:8h，4:24h， 5:48h 

【図2】cox2mRNAのinsitu hYbridization 

コントロール(上段)と虚血後6時間後(下段)
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