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， s主性腫蕩細胞の神経細胞分化における s-Citryl-L-Glutamateの変動

〔要約〕

[要約]

楢原正則*、岩佐朱美、漬尭夫、三宅正治

(神戸学院大学薬学部生理化学講座)

s -Citryl士 Glutamate(以下、 s-CG)は、幼若ラット脳内に高濃度存在し、神経細胞

の分化に伴って変動することから神経細胞分化に関与するのではないかと推定してきた。

そこで、目玉性腫蕩細胞の一種であるP19細胞をレチノイン酸で神経系の細胞に分化させ、

これにs-CGが関与するのか検討した。まずs-CGに特異的な抗体を作製し免疫組織化学

的検討を行ったところ、神経細胞のみに特異的に存在することがわかった。また、 P19

細胞内のβ-CG濃度はP19が神経細胞に最も多く分化する時期に一致して高濃度となった。

以上より s-CGは、神経細胞の分化、成長に何らかの役割を果たしていることがより強

く示唆された。

[目的]

これまでの研究により、 s-CGは神経細胞(1)を始めとして、精子細胞(2)、水品体細胞(4)

それぞれの細胞が分化成長する時期に一致して各々の組織で高濃度となることを明らか

にしてきた。また、 s-CGを特異的に分解する酵素も単離し、脳においては、このβ-CG

水解酵素活'性が上昇するにつれて、脳内s-CG濃度が減少することも確認した(3)。これら

のことより、 s-CGは、脳、精巣、レンズ各組織の成熟過程において重要な役割を担っ

ていると予想されるが、いまだその真の生理作用は不明である。そこで今回、最近神経

系の発生のモデルとして注目されている肥性腫蕩細胞P19を用いて、神経系の細胞分化

にs-CGがどの様に関与するのか検討した。

[実験方法]

s-CGをBovineThyroglobulinに縮合させ、ハプテン・キャリアー抗原としてウサギに

免疫し抗血清を得た。この抗血清は常法に従いy-グロプリン分画とし、 s-CGをリガン

ドとしたs-CG-Sepharose4Bアフィニティーカラムで精製した。さらにs-CGと類似の構

造を持ち、生体内にその存在が確認されいる物質を混合リガンドとしたAffigel15により

不要な抗体を吸収精製した。この抗体のs-CG!こ対する特異性はELISAにより確認した。

匪↑到重蕩細胞P19は常法に従い、レチノイン酸を含む培地で4日間培養し神経系の細胞

へ分化誘導を行った後、レチノイン酸を含まない培地で12日間培養を行い、特異的s-

CG抗体を用いて神経細胞やグリア細胞が出現してくる培養4、7、9日目の細胞につい

て、免疫組識化学的検索を行った。さらに経時的にs-CGを部分精製し、 HPLCを用いて

定量を行った。



[結果と考察]

免疫3カ月後に比活性の高い抗血清が得られた。これを精製し、 ELISAで特異性を検討

したところ、 s-CGのみに特異的に反応するボリクローナル抗体が得られた。分化誘導

したP191こ対して、このs-CG特異的抗体を用いて免疫染色を行ったところ、グリア細胞

は染色されず、神経細胞のみに特異的な染色が見られ、なかでも突起がより濃く染まっ

ていた(図 1)。また、 HPLCによるs-CGの定量の結果、 s-CGはP19が神経系の細胞に

分化するのに一致して一過的に高濃度となり、その後減少することがわかった。これは、

これまでに様々な晴乳動物の脳内s-CG含量を測定した結果と一致するものであった。

以上のことより s-CGは神経細胞内に存在し、脳内での神経細胞の分化、成熟過程に何

らかの形で生理的役割を果たしているのではないかと推定された。また、最近注目され

ている匪性臆蕩細胞P19が神経系の細胞の発生分化におけるs-CGの役割を検討するよい

モデル系であることが判った。

A. 

C. 

[ヲ|用文献]

図l.レチノイン酸によって神経系の細胞に誘導後、

培養7日自の細胞の位相差顕微鏡写真 (A)、

抗s-CG抗体で染色したもの (B)、前免疫

ウサギ血清で染色したもの (C) (x 100) 

(1) Miyake M_ et a1. (1978) Biochim. Biophys. Acta_ 544 . 656-666. 

(2) Miyake M. et a1. (1982) Biochim. Biophys. Acta. 719 .495・500.

(3) Miyake M. et a1. (1992) J. Neurochem. 59 . 1654-1660. 

(4) Tsumori M. et a1.未発表
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〔要約〕

脊髄神経細胞の発達におけるHelix-loop-helix 
transcription factorsの役割について

須田喜久夫、佐藤潔

(JII貢天堂大学脳神経外科)

Basic helix-loop-helix (HLH) transcription factorsは無脊椎から脊椎動物における筋肉及び神

経形成の制御に関連する重要な因子と考えられている。 2種のclass A ba sic HLH 
transcription factor GE1， GE12 (GEs)がchickembryoの神経管から同定され、その発現が

motoneuronsではなく、 inte rne uronsのみに認められた。これらのGEsの発現を同時に

an ti sense oligonuc1eotidesによって抑制すると、分化したinterneuronsの細胞死が生じたが、
cell cyc1eあるいはDNA合成に対してはその影響は認められなかった。一方、個々にこれらの

GEsの発現を抑制しでも全くその効果は認められなかった。以上の結果よりGEsは神経管の
神経細胞において、その分化の初期を制御するとともに、 GEsも含めたb-HLH transcription 

factors聞においては機能的余剰が存在している可能性が示唆された。

[目的]神経管の発達においては、神経上皮細胞が分裂の過程を経て神経芽細胞となり、さ

らに、時間的、空間的な発生秩序に基づいてmotoneuronやintemeuronへと異なった神経細胞
へ分化していくが、この神経管発達形成過程を制御する分子生物学的メカニズムは未だ明ら

かにされていない。 b-HLHtranscription factor は無脊椎から脊椎動物における筋肉及び神経
形成の制御に関連していると思われる (1，2)が、最近、我々はchickの神経管よりc1assA b-

HLH transcription factors cDNAs (GE1， 12) (GEs)をPCR法によってisolateし、その局在もm
situ hybridizationにて確認した。即ち、 neurogenesisのpeakに当たるday3の神経管において、
GE1， GE12ともcellcyc1eのS期に入つたcel1及ひびt、分化し始めたc閃el1が存在するventricularzone 

のd出IS坑ta叫1 r陀eglO叩nにhiほgh levelに発現しており札、 moωo侃toneuro∞nが存在するi山nt匂erm立mediatωe z印on問eの
ve印ntrola抗te訂ra討1r陀egionにはGEsの発現が認められないことより、 GEsは分裂あるいは分化し始め

たinterneuronに発現するものと考えられた(4，6)。本研究ではこのGEsの発現を抑制する目的

でGEsに対するantisenseoligonuc1eotides (antisenseと称す)を神経管から単離したdissociated
cells cultureに投与し、神経細胞の分裂、分化が如何に修飾されるかを検討した。

{対象・方法]ふ卵3日自のchick embryの神経管から細胞群を単離せしめ、 EGFを含んだ

無血清培地下で培養した。 BrDU(10μM)はplati ngと同時に24時間添加し、また、
antisense(50μM)は6時間毎に投与し、 1)培養48時間後にこれらの細胞を固定し、 anti-BrDU、
anti -neurofilament (NF) MAbを一次抗体とした二重染色(3)にて神経細胞の分裂、分化を検索

した。また、培養24時間後にこれらの細胞を固定し、 2)3H-thymidine incorporation assayに
てDNA合成が、そして、 3)flowcytometry にてcellcyc1eが如何に修飾されるかも併せ検討し
た。さらに、 4)すべてのclassA bHLH transcription factorsに対し、 bindingsiteを有する
immunoglobulin enhancer "E2 sequenceをもっradiolabeledoligonuc1eotidesをcontrolあるいは
antisenseを6時間毎に24時間添加した培養細胞のextractions中に加え、 Scholerら(5)の方、法に

準じてelectrophoreticmobi1ity shift analysis (EMSA)を施行し、 GEsの合成をblockするか否
かantisenseの有効性を確認した。

[結果 antisenseは6時間ごとに 5回投与された結果、 GE1，GE2， GE12のHLHregionにあ

るsequenceに相補的なantisenseGEa1， GEa2， GEa3の投与は約20%のdoublelabeled cellsの減

少をもたらしたが、 control群そして、 GE1及び、GE12に特異的なantisense(GE1a1， GE1a2， 
GE12a1， GE12a2)を投与した群ではdoublelabeled cellsの減少は認められなかった
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control群との間に統計学的な有意差は認められなかった。また、 EMSA法の結果においては、
control群ではa，b， cと3つのDNA-proteincomplexesがdetectされているが、 HLHregionに相補
的なantisenseの投与によってこれらのDNA-proteincomplexes は著明に減少した(Fig.3)。

{結論 antisens巴を用いてGEsの発現抑制を試みた結果、培養48時間後にはdouble labeled 

cellsの減少が認められたが、培養24時間後には、それら培養細胞の細胞数は減少したが、
DNA合成及び、cellcycleに関しては影響は認められなかった。以上の結果を踏まえると、 GEs

の発現を抑制することによって、 interneuronsへと分化し始めているpost-mi toticな細胞が細
胞死へと導かれると考えられた。そして、一つのc1assA bHLH transcription factorの発現を

抑制しでも神経管構成細胞の発達に何の障害ももたらさず、すべてのGEsの発現を同時に抑

制すると細胞死が生じるということは、神経形成期におけるc1ass A bHLH transcription 
factorsにおける機能的余剰の存在も示唆された。これらの結果よりGEsは神経管の神経細胞

の分化を制御する重要な因子であると考えられ、今後、この因子の動態を解明することが、
脊髄破裂等の神経管発生異常に対する遺伝子レベlレでの病態究明につながるものと推察され
た。

[文献1
1. Campos-Ortega J.A. and Jan Y.N. (1991) Annu. Rev. Neurosci 14・399-420.
2. JohnsonJ.E， Birren S.J， Anderso， D.J. (1990) Nature 346: 858・861

3. Nakane P.K (1968)]. Histochem目Cytochem16・557-563_

4. Neuman T， Keen A， Knapik E et al. (1993) Eur. J. Neurosci 5: 311-318. 
5. Scholer HR， Balling R， Hatzopoulos AK et al. (1989) EMBO J 8: 2551-2557. 

6. SudaK， Nornes HO and Neuman T. (1994) Neurosci letter 177: 87-90 
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3 
多能性神経幹細胞株における細胞の分化および多様性を

制御する遺伝子群の発現

金子忠、広#場、中川康史*$、貝淵弘三#、中村俊¥中福雅人#*

(#奈良先端大・バイオ、ネ国立精神神経センター・神経研、 s東大医科研)

[要約] ラット胎児脳の神経上皮組織より樹立した多能性神経幹細胞由来の細胞株を用いて、そ

の増殖および分化を制御すると考えられる遺伝子群の発現をノザン解析法およびRT-PCR法により検

討した。もちいた神経幹細胞株はいずれも神経細胞の分化に重要な役割を呆たしていると推測されてい

る、 MASHl，E4スHESl，HES5， Idl， Notchl， Notch2などを発現していた。さらに、発生期の前脳あるい
は中脳領域において部位特異的に発現する一連のホメオボックス遺伝子の発現を解析したところ、

Otxl， Emx2， Dlx-l遺伝子はいずれの細胞株においても共通して発現している一方、 Pax遺伝子群につ

いては、個々の細胞株がそれぞれ異なる Pax遺伝子を発現していることが明らかとなった。このように

発生過程の神経系において"位置情報"として機能すると考えられる遺伝子の発現が個々の神経幹細胞に

おいて異なるという知見は、神経団路網形成の基盤となる脳の領域特異的な細胞分化の制御が、神経細

胞の分化以前の幹細胞の段階ですでに行なわれていることを示唆するものと考えられる。

[序言] 我々はラット胎児脳の神経上皮組織より樹立した多能性神経幹細胞由来と考えられる培養細

胞株を用いて、その増殖および分化の機構についての解析をおこなっている。もちいた細胞株はいずれ

も特定の培養条件下に中枢神経系の主要な3種類の細胞系列であるニューロン、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する多分化能を保持している(昨年度本大会で発表)。本研究では

これら樹立神経幹細胞株をもちいて、幹細胞からのニューロン/グリアへの分化、あるいは脳の領域特

異的な分化を制御すると考えられる各種遺伝子の発現を解析した。

[実験材料と方法 5種類の神経幹細胞株 (MNS・8，MNS-57， MNS・70，MNS-71， MNS-92)はいずれ

も、ラット胎児(E12)前脳および中脳部分の神経上皮細胞の初代培養細胞に、ヒト c-Mycとエストロゲ

ン受容体との融合タンパク質をコードする遺伝子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、これら細胞株が単一細胞

由来であることが確認されている。各種遺伝子の発現は、細胞株より調整したRNAサンプルをもちい

たノザン解析法およびRT・PCR法により検討した。

[結果と考察] 本研究においてもちいた神経幹細胞株はいずれも、 invivoの神経上皮組織において

発現が認められ神経幹細胞の分化に重要な役割を果たしているものと推測されている、 E江H型転写因

子遺伝子の一群である MASH1，E4ス肥Sl，HES5， Idl，あるいは膜貫通型受容体分子である地tchl，
Notch2などを発現していることが明らかになった。またMNS・8細胞をもちいて、幹細胞からのこユー

ロン/グリアへの分化に伴うこれら遺伝子の発現変化を解析したところ、 Idl遺伝子の発現が分化誘導

に伴って著明に減少するのに対して、 E47.Notchl. Notch2遺伝子の発現は逆に増加していた。現在これ

ら遺伝子の分化誘導における役割を明らかにするため、幹細胞における遺伝子の過剰発現あるいは発現

抑制の効果を検討中である。次に、発生過程の脳において特定の部位に発現するホメオボックス遺伝子

の発現を解析した。もちいた細胞株においては前脳あるいは中脳領域において発現する Otxl，Emx2，

DJx-lなどの遺伝子が共通して発現していた。またホメオドメインと共にペアードドメインを有する

Pax遺伝子群について調べたところ、 MNS-8.MNS・57細胞においては Pax-6が強く発現しPax-3は発現

しておらず、逆に MNS-71細胞においてはPax-3が強く発現し Pax-6の発現は弱かった。またMNS・8細

胞は Pax-6とともにPax-5を発現しており、 MNS-70.MNS・92細胞においては、 Pax-3，Pax-5，Pax-6いず



れの発現も非常に弱いか検出感度以下であった。すなわち今回解析した神経幹細胞株においては、個々

の細胞株がそれぞれ異なる Pax遺伝子の発現パターンを有することが明らかとなった。このように単一

細胞由来のクローナルな神経幹細胞株において、それぞれ特定のセットのいわゆる"位置情報遺伝子"が

発現しているという結果は、脳の発生において神経管形成後早期の神経上皮組織に存在する幹細胞の段

階で、すでに脳の領域特異的な細胞分化の制御が行なわれていることを示唆するものと考えられる。従っ

て本研究でもちいた神経幹細胞株は、神経回路網形成の基礎である神経細胞の多様性獲得の初期過程の

分子基盤を解析していくためのモデルとなりうることが期待される。

i結語l我々が樹立した多能性神経幹細胞由来の培養細胞株は、ニューロン/グリアへの分化、あるい

は脳の領域特異的な細胞分化を制御すると考えられる各種遺伝子群を発現していることが明らかとなっ

た。これら遺伝子の機能を詳細に解析するモデル系となることが期待される。

図 l 多能性神経幹細胞株におけるMASH1，

HES・1/5，Notch1， Notch2の発現。 5種類の

細胞株についてRT-PCR法により解析した。

MASH1+ 

HES-1&5+ 

Notch1 + 

Notch2+ 

図2 多能性神経幹細胞株における各種

領域特異的遺伝子の発現。

Pax-3事惨

Pax-5~・

Pax-6+ 

Dlx“1+ 

Otx1+ 

Emx2+ 

s-actin + 

図3 MNS-8細胞における各種遺伝子の発現パターンの比較。

パネル 1: MASHl， E47， HES， Id1， Notchl， Notch2の発現、パネル2: nestin， MAP2， GFAP， CNPIの発現

ノT午、 lレl パネル 2
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4 小脳形成期に特有なタンパク質の解析

内田和久1ベ中山 洋 1、新開史子 1、篠田友孝 1、磁辺俊明 1

( 1東京都立大学、 2協和発酵・東京研究所 ) 

〔要約〕 中相互十111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、 2次元電

気泳動法で検山された 400種類のラット小脳タンパク質の成熟過程での変動を解析し、小脳

形成過程に特有なタンパク質を 16種類検出した。これらのタンパク質をプロテアーゼ消化し

て得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。同定された 10種類の蛋白質のうち 9種類は既知の蛋白質であった。これらの蛋白質のな

かには、願粒細胞の分化に関与-すIipid-bindingproteinや、 PKCや MAPKinaseの細胞内基質

でもあるMARCKS、リンパ球の増殖制御に関与するリン酸化型、非リン酸化型の stathminなど

が含まれる O これらの蛋白質は多種多様な組織や細胞で発現し、細胞の増殖や分化、組織形成

などでの機能が推定されるシグナル伝達系の蛋白質であった。

Itιめに 小脳は発生学的、解剖学的、電気生理学的知見が豊富で、、ゲッ歯類では主に出生後
に発生が進むことが知られており、l1i打乳動物の中枢布11経系の形態形成を分子レベルで理解する

のに適した系である。そこで、我々はその分子機構を明らかにするために、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般化や糖鎖の変化、プロセッシングの変化など、タンパク

質の翻訳後修f!iliの変化を検出できる点で、優れている O 従来の 2次元 HPLCi去による解析 (1)で
はcellcyclemotifをもち肌粒細胞の分化との関連が注目されるV-l、leucin巴一richrepeatをも

っ新しい絞内因子LANP(V-2 )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

|列らかにしてきた (2，3)。本報告では2次元電気泳動j去を用いて、より系統的な検索を行った。

材料と方法 生後 0，3，7，12，21，30，180日のラット(ウイスト系)より小脳を摘出。 8M

尿素を含む緩衝液でタンパク質を抽出し、変性斉1J存在下で 2次元電気泳動し、泳動{象を比較し

て、生後からおおよそ成熟が完了する 21日のあいだにだけ存在するタンパク質を検出した。ゲ

ルを銅染色法で染色後、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

プロテアーゼで消化した。消化物はキャピラリー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

(FinniganMat TSQ7000) で決定した O

がJたと考察 小JJ話の形成過程に特有な16種類のタンパク質とタンパク質を、生後から成体

なるまで発現が持続するタンパク質の一部とともに表に示した。解析した 10種類の蜜白質ス

ポットのうち 9種類は既知蛋白質であった。頼粒細胞の分化に関与する Lipid-bindingprot巴ln

(ルj;"'Jト:3)や細胞内のシグナル伝達経路の重要な要素であるMAPKinaseやPKCの基質である

MAl<CKS (川ピット 1 2及び 13) のほか、組織の腫露化により発現量の増加が知られている

stathmin (スホ・ 7ト1、 2 )や ubiquitinC-tcrminal hydroxylas巴 (スホ・ 7ト4) など、いずれも細

胞周期の制御にかかわる蛋白質であった。また、 MARCKSでは小脳の成熟過程でのリン酸化

修飾の変化が観察されたのに対して、 stat:hrninのリン酸化の程度は成熟過程を通じてほほ一定

であった。また、 Lipid-binding proteinとubiquitinC-terrninal hydroxylas巴に関して、脳での

特異的な発現が報告されているが、他のタンパク質は多種多様な組織の噌殖分化過程でも発現

していた O さらに、小脳の形態形成にIYJする機能を評1oliすることで、これらのタンパク質の形

態形成の分子機怖における役割が明らかにできると考えられる O
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参考文献同定法名称
No. 

ENREAQMAAIくしERLREIく

ESVPEFPLXPPIく|く

VVIRTQATXK ，しVDYQNFDEYMIく (5) 

(4) 

ィ、脳形成j{JJtご符布/j;タンパク質

stathmin 

stathmin 

Fatty-Acid Binding protein 

解析中

ubiquitin C-terminal Hydorolase 

1
2
3
4
5
 

(6) 

(7) 

(3 ) 

MQIしlくPMEINPE-

SVEAAAELSAIく

2D-PAGE 

解析中

parathvmosin 
LANP(V-2) 

新規蛋白質

解析中

6
7
8
9
0
 

ー

(8) QEAAAAPEPGAAT ADIく

AEEPAPGATADDAPSAAGPE 

LSGFSFIくlく

解析中

myristoylated alanine-rich 

C kinase substrate (MARCKS) 

myristoylated a lanine-rich 

C kinase substrate (MARCIくS)

解析中

解析中

11 

12 

13 

14 

15 

(2) Immunostaln V-1 protein 16 

LVPYQMV-

EIく卜lDELSYF-

QITVNDLPVGR 

SLSQNYGVLIく

GNDIGTVLSEYV-
2D-PAGE 

immunostain，2D-PAGE 
2D-PAGE 

2D-PAGE 
2D-PAGE 
2D-PAGE 

~CJJJがJ44統的会タンパク貫一

cytochromeC oxidase 

subunit Vla 

cystatin beta 

Thiol-specific anti-

oxidant protein 

P.E.A.-bindinq protein 
calmodulin 

14-3-3 protein 
calreticulin 

tubulin 
actm 

albumin 

B 

C 

D
E
F
G
H
|
J
 

A 

決定した部分アミノ限配列をl文字表記で示した (xは未同定アミノ隊) 0 2D.PAGEは1~J.fIのマップの詠J品位置と比較して

同定したことを示す。 immunostainはそれぞれの特異抗体によるウエスタンプロットで阿定したことを示す。

参考文献

1) Isobe Toshiaki.，et.al. (1991) J.Chroatogr. 588，115'123 

2) Taoka Masato.，et.aI.(1991)J.sioI.Chem. 269，9946-9951 

3) Mals¥Joka Kunie.，et.aI. (199~) Proc.NatI.Acad.Sci.U.S.A. 91，9670-9674 

1) John 11. S. ，et. aI. (1992) J.lmmunol. 149，1191・1198

5) Lei Feng，et.aI. (1994) Neuron 12，895-908 

6) Tompson R. 1. ，et. al. (1987) FEBS Lett 210，157-160 

7) M.Clinton， et.al. (1989) s.s.R.C. 158，855-862 

8) JianxufI Li，et.aI. (1992) Ceil 70，791令 801
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神経分化に関与する新規遺伝子N16KのcDNAクローニング、及ひ、その解主斤

5 
斎藤祐見子丸山敬* 川島誠一

東京都臨床医学総合研究所・遺伝情報、*国立生理学研究所・神経化学

〔要約〕

dibutyryl cyclic AMP処理をしたマウス NS20Y細胞由来サブトラクションライブラリーを

作成し、プラス・マイナス法を併用することにより、神経分化に伴ってその発現量が著し

く増加するクローン N16K-a，N16K-bを単離した。 N16K-bは N16K-aに57塩基のイン

サーションが挿入されたスプライシングフォームで、ある。これらの cDNAが指令するタン

パク質はそれぞれアミノ酸数212、187個で、その構造は既知のモチーフとは特に高

い類似性は見られない新規の分子である。ノーザン解析により、 N16K-a，-bともに成熟マ

ウスでは脳、脊髄に特異的に発現し、さらにマウス脳の発生過程で一時的に増加する興味

深い特徴を持つ遺伝子であることが示唆された。さらに、ペプチド抗体の作成により、

N16K-a， -bはともに神経分化関連の新規タンパク質として存在することが明らかになっ

た。

マウスNS20Y細胞は dibutyrylcyclic AMP (dbc訓p)により神経突起伸長を開始し、

コリンアセチノレトランスフエラーゼ活性(1)や胤P5による免疫染色が増強する。この

ため神経分化機構を研究するために適した培養細胞モデル系と考えられる (2)。そこで、

dbcAMP 48時間処理をした NS20Y細胞由来サプトラクションライブラリーを作成し、神経

系分化に特異的な新しいクローンN16K-a 及びそのスプライシングフォームである N16K-

bを得たので報告する。

(方法)

[サプトラクションライブラリー作成、プラス・マイナス法、 cDNAクローニング]dbcAMP48 

時間処理をしたNS20Y細胞からRNAを抽出しオリゴテックスによりpolyAを精製し、

Stratagene社のラムダZAPシステムによりcDNAライブラリーを作成した。このライブラ

リーをへノレパーファージにより一本鎖のアンチセンスライブラリーとした。未分化NS20Y

細胞のRNAを精製し、 Invitrogen社のサブトラクターによりピオチン化した。大過剰の

未分化RNAと分化細胞由来の一本鎖DNAを混合し、分化・未分化共通のメッセージを

フェノール抽出により取り除く。残った一本鎖DNAを大腸菌にトランスフェクトするこ

とによりサブトラションライブラリーを作成した (3)。このライブラリーからプラス・マ

イナス法さらにノザンプロットにより、分化特異的に発現しているクローンを検索した。

N16Kの 5末側への伸長はRACE法(Gobco-B乱社)及ひ~16K5 末側特異プライマーからの

ラムダ、gtlOextensionライブラリー作成とスクリーニングにより行った。

[抗体の作成]N16K-a， N16K-bの共通部分及びそれぞれのC末端の 20~15推定アミノ酸

に対する合成アミノ酸抗体を作成し、この抗体をペプチドアフィニティクロマトグラ

フィーで精製後使用した。

(結果及び考察)

サブトラクションとプラス・マイナス法の併用により、 NS20Y細胞の神経分化時にその発
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現が著しく増大するクローンN16K-aとN16K-aに57塩基のインサーションが挿入された

N16K-bを単離した。 N16K-a，N16K-bとも、その発現は dbcAMP添加後 12時間で出現し始

め、 48時間で最大に達し、 120時間後には減少する。各cDNAが指令するタンパク質

はアミノ酸数212、187個で、 invitro translationによる結果とほぼ一致した。と

もに中央部にアミノ酸6個が3回繰り返す構造を持つが、既知のタンパク質とは特に高い

類似性を持たない新規の分子である。成熟マウスにおいては、 N16KmRNAは脳、脊髄に分

化したNS20Y細胞と同じ大きさの単一バンドが見られるが、精巣など他の臓器ではシグナ

ルは検出で、きなかった。次にマウス脳発達に伴う N16K-amRNAの変化を検討した。その

発現は胎生10日頭部には見られないが、胎生14日脳では発現し、生後1日に最大にな

り、成熟脳では減少することが判明した。次に、 N16K-a，N16K-bの共通部分及びそれぞれ

のC末端の推定アミノ酸に対するペプチド抗体(計3種)を作成し、タンパク質としての

動態を検討した。 westernblottingでは N16K-a，N16K-bタンパク質ともに未分化NS20Y細

胞ではほとんど検出できないが、 dbcAMPによる分化で、それぞ、れ約28kDa，23kDaとして出現

し、その時間経過は耐~の場合とほぼ一致した。本タンパク質の細胞や組織における局

在や分化過程における機能については現在検討中である。

NS20Y細胞を分与して下さった小倉明彦先生(大阪大学)、ペプチド作成及び抗体作成の全面的な

指導をしていただいた西道隆臣博士(臨床研遺伝情報)に深く感謝致します。

(参考文献)

1. Amano， T.， Riche1son，E. and Nirenberg，M (1972) PNAS 69， 258-263 

2. 0' Brien， JS.， Carson， GS.， Seo，配..， Hiraiwa， M. and Kisimoto， Y (1卯4)PNAS 91， 9593-9596 

3. Maruyama， K.， Us祖 i，M.， Aizawa， T.叩 dYoshikawa，K. (1991) BBRC 171， 204-209 

Fig. 1 Nothern b10ttingによるN16K-a，N16K-bの神経分化における変化

NS20Y細胞を1mMdbcAMP未処理(UD)，処理下(12，24， 48， 120時間)で培養した後、 tota1悶Aを抽

出し、 N16K-aプロープ(左)N16K-b特異的insert部分(右)を用いて Nothernb10t 

を行った。

Fig.2 Nothern b10ttingによる N16Kの成熟マウスにおける組織発現

N16K-a， bに共通なプローブを用いて Nothernb10tを行った。

Fig. 2 匂
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6 

〔要約〕

末梢ミエリン構成蛋白質 PASII/PMP22 の機能解析

武田泰生、宮崎唯雄、植村慶一

慶藤義塾大学・医学部・生理学教室

最近、種々の遺伝性ニューロパチーの原因遺伝子が解明され、これらは末梢ミエリン構成蛋白

質である PO、PASIνPMP22およびconn目 in32の発現異常に起因することが明らかとなった。我々はこ

れまでに、抗体を用いてそれぞれの蛋白質の分布を検討し、 PO及びPASII/PMP22がミエリンのラメラ

層構造部分に、 connexin32がランピエ絞輪近傍に限局して発現することを明らかにした。本研究では

P ASII/PMP22遺伝子のクローニング並びに PASII/pMP22遺伝子導入による強制発現細胞株の確立を行

い、細胞増殖における PASII/PMP22発現の影響について検討した。その結果、 1)P ASII/PMP22 

mRNAの発現を示した細胞株の分裂増殖能は、宿主 C6細胞及び発現ベクターのみを導入した対称 C6

細胞の増殖に比べて著しく低下した。 2)B同Uを培養液に添加し 6時間後の BrdU取込みを検討した結

果、 PASII/PMP22発現細胞は対称C6細胞に比べて明らかな低下を示した。以上の結果から、ミエリン

形成に伴い強く発現する PASII/PMP22はシュワン細胞の分裂停止及び分化誘導に漆く関与している可

能性が示唆された。

[目的】

末梢神経系の発生初期jにおいて分裂増殖したシュワン細胞は、その後、自らの形態を変えながら神経

軸紫を重層し、そして周期総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。末梢ミエリンの正常な形成と機能の維持にはミエリン構成蛋白質群の適切な発現とそれら相互間の

正確な機能連絡が極めて重要であると考えられる。Charcot-Marie-Tooth(CMT)病及びDejerine-Sottas(DS) 

病はミエリン形成不全、オニオンバルブの形成、再ミエリン化を主徴とする常染色体優性遺伝性神経疾

患であるが、それぞれ CMTtype 1AはPASII/pMP22、type1BはPO、typeXはconnexin32等のミエリ

ン構成蛋白質の発現異常に起因していることが報告された1)。我々は末梢ミエリンの形態形成に関わる

う汗機構の解明を目的としてこれまでにこれら原因蛋白質の組織内分布を検討し、 PO及び

PASII/pMP22がミエリンのラメラ層構造部分に、 connexin32がランピエ絞輪近傍に限局して発現する

ことを明らかにした2)。本研究は CMTtype lA原因遺伝子の PASII/pMP22の機能解析を目的として、

PASII/PMP22のcDNAクローニング、強制発現細胞株の樹立及び細胞の分裂増殖における

PASII/PMP22過剰発現の影響について検討を行った。

[方法]

ラット PASIIIPMP22強制発現細胞株の樹立:ラット PASII/pMP22蛋白質領域をコードする cDNAを
RT幽平.

挿入し仏、リン酸カルシウム法を用いてラツト C6グ!リjオ一マ細胞に導入、ネオマイシン類似体の 0418

O.6mg/ml有泊1下で耐性細胞株を選択し、更にラット PASII/PMP22cDNA (1・278)をプロープとして

mRNAの発現により、 PASII/PMP22強制発現細胞株を選別した。 PASII/PMP22強制発現細胞を用いて、

継代培養及びBrdU取込みを調べ、細胞増殖における PASII/PMP22発現の影響を検討した。

細JY.iI.増殖能の解析:戸田らの方法3)に従い、1)対照細胞群及び形質導入細胞群をそれぞれ一定細胞数

(1 x 104ω1l/6cm plate)播き、経目的(1-4日)に細胞総数を計測して分裂増殖能を比較した。 2)それぞ

れの細胞を 24時間培養後、 10μMbromodeoxy uridine (Br甘U)を添加し更に 6時間培養した。細胞を固定

した後、抗 BrdU抗体及びFlTCラベル化2次抗体を用いて免疫染色し、 B吋Uの核への取込みを比較検

討した。

【結果1
PASIIIPMP22 mRNAの発現:選別した 2種の形質導入細胞における PASII/pMP22mRNAの発現量を

RNA dot blot northern hybridizationにより他の対照細胞群及びラット坐骨神経における発現と比較検討し

た。ラット繊維芽細胞由来の L細胞、 C6対照細胞群に対し、 2つのクローン細胞株(#10，#30)では

P ASII/pMP22 mRNAの強い発現が認められた。一方、成熟ラット坐骨神経では更に強い発現が認めら

れた(図1)。

PASII/PMP22遺伝子導入による細胞矯殖抑制:1 x 104細胞を培養開始後 24時間毎に総数を計測した結
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果、対照 C6細胞群は著しい増殖能を示し 96時間後には 2.2x 106個に増加した。一方、形質導入細胞

群の分裂増殖能は低く、 96時間後では 3.2x lOS個であった。 BrdUを培養液に添加し 6時間後の BrdU

取込みを検討した結来、対称、 C6neo細胞では総数の約 75%がBrdU陽性であるのに対し、 PASIIjPMP22 

形質導入細胞 (#10)では約 50%に減少した(図 2)。

{考察】

PASIIjPMP22は末梢ミエリンを構成する蛋白質のーっとして同定されたの、分子量約 20kDの疎水性

糖蛋白質である o PASIIjPMP22は繊維芽細胞の増殖停止に伴って発現する GAS3蛋白質5)と同一であり、

末梢神経系においてミエリンの形態形成に伴って強く発現してくることから、シュワン細胞の増殖 分

化過程に関与している可能性が示唆されている。新生マウスの脊髄後根神経節細胞とシュワン細胞の共

培養系を用いたこれまでの実験から、培養初期に見られる未成熟シュワン細胞での PASIIjPMP22の発

現は極めて弱いが、神経軸索{Ijl長に伴い軸索周囲に接着したシュワン細胞は PASIIjPMP22を強く発現

する事実を明らかにした2)。この結果は、分裂増殖段階にある未分化なシュワン細胞が軸索からの情報

で成熟し、分化誘導を受ける過程でこの蛋白質が特異的に発現する可能性を示唆している。今回の

PASIIjPMP22形質導入細胞がその発現に伴い分裂増殖を低下する結果は、 PASIIjPMP22が細胞の分裂

増殖停止機構に関与している可能性を強く示唆している。

CMT病 lAにおいて PASIIjPMP22遺伝子上の様々な変異が報告されている1)が、これまでに解析さ

れた疾患では、造伝子の重複及び欠損に伴う発現量の異常が主な原因とされている o P ASIIjPMP22遺伝

子/蛋白質の発現が正常の1.5倍に増加すると CMT病 lA、正常の 0.5倍に減少すると圧感受性遺伝性

ニューロパチー (HNPP)が発症する。本研究結果は、未成熟シュワン細胞に PASIIjPMP22が過剰発現す

ることに伴う分裂増殖能の低下がミエリン形成不全の起因となる可能性を示唆するものであり、正常な

ミエリン形成の為には PASIIjPMP22の発現量を一定レベルに保つ必要性が考えられる。
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〔要約〕

ラット胎児脳に特異的に発現するタンパク質の解析

萩原民雄、青木和子、倉石博、佐藤督忠、西垣裕、竹田二美代、竹田稔

(昭和大学医学部第1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おり、我々はこの機能的変化のメカニズムを探ることを目的とし

て中枢神経系に発現するタンパク質の量的質的変化の面から解析を続けてきた。昨年も

報告してきたように、現在は特に神経系の形成期に当たる胎児期に発現するタンパク質

を中心に解析を行っている。脳可溶性画分に存在するタンパク質の量的変化を探るため

胎生14日目から生後2年以上を経た老齢ラットについて経時的に分析を行うと、胎生

期に豊富に存在するが成熟ラットには見出せないタンパク質が30種類近く存在する。

これらのタンパク質を単離してその部分アミノ酸配列を分析し、データパンクと照合し

てタンパク質の同定を行った。これまでに非ヒストン核タンパク質であるHMG-1，

elongation factor-1などの既知タンパク質に加え、サイクリン様タンパク質、

RhoGDI(GDP-Dissociation Inhibitor)類似タンパク質など一次構造未知の新規タンノfク質も

見出すことができた。現在、これらのタンパク質の詳細な解析を進めるとともに、未同

定のものについても同定を続けている。

[方法]

妊娠 14 ~ 2 1 日における胎児および生後 O~2年以上を経たWistar系ラットを用

いた。ラットをエーテル麻酔した後、充分脱血して速やかに全脳を摘出した。脳を 10 

倍量のHomogenizationBuffer [50 mM  TrislHCl (pH 7.5)， 0.32 M sucrose， 5 mM  EDTA， 5 mM  

EGTA， 0.5 mM  PMSF， antipain， leupeptin， pepstatinA (各 10μg/ml)]中でホモジナイズ後、

遠心分離によりサイトゾール画分を得た。各サイトゾール画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ィーにより分画した。溶出は2()mM  

TrislHCl (pH 7.5)中で ()--().6MNaClの直線濃度勾配により行った。 DEAEづPWより得ら

れたフラクション、あるいはこれを更にTSKG30()OSWXLカラムを用いてゲル鴻過して

得られたフラクションをSDS-PAGEにて分析した。同一条件で得られた各齢の

DEAE-5PW同一フラクション番号ごとに比較することによって胎児期に特異的あるいは

多量に存在するタンパク質を検索した。検索した目的とするタンパク質を含むフラクショ

ンを調製用電気泳動にて分離し、銅染色法によりタンパク質を確認して目的とするタン

パク質ノくンドをゲルより切り出し、回収した。単離したタンパク質を常法に従いリシル

エンドペプチダーゼ (AP1)により限定分解後、逆相カラム ShodxC18・5Bを用いた高

速液体クロマトグラフィーによりペプチド、マッピングを行い、得られたフラグメントの

アミノ酸配列分析を行った。決定した部分アミノ酸配列はデータパンクに照会してホモ



ロジー検索を行った。また、質的変化のーっとしてタンパク質リン酸化の変化を探るた

め、前述のTSKDEAE・5PWで得られたフラクションをSDS-PAGE後、ニトロセルロース

!J莫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

いたイムノブロットを行った。

[結果と考察]

妊娠 14 ~ 2 1 日目の胎児および生後 O 日 ~2 年以上を経たラットより得られたサ

イトゾールそのものをSDS-PAGEで分折しでもそれほど顕著な差は見いだせなかった。

又、図に示すようにDEAEづPW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の場合を比較して

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で分析

すると、この段階でも約30種類のタンパク質ノくンドに顕著な量的差が見られた。一方、

タンパク質のリン酸化に変化があるか否かを抗リン酸化アミノ酸抗体を用いたイムノプ

ロットによる間接法で調べたが、この方法ではリン酸化セリン、リン酸化スレオニン、

リン酸化チロシンいずれの場合もタンパク質の量的変化ほど顕著な変化は見られなかっ

た。 SDS-PAGEによる分析で量的に胎児期に多く存在するタンパク質約 20種類を調製

用電気泳動法によりそれぞれ単離し、リシルエンドペプチダーゼあるいは卜リプシンで

限定分解して得られたフラグメントについてアミノ酸配列分析を行った。ホモロジー松

索の結果、既知タンパク質としてelongationfactor-lやnonhistonechromosomal protein 

HMG-lなどが同定された。また、未知タンパク質としてcyc1in様タンパク質、低分子量

Gタンパク質の調節因子に相向性を示すものなど、既知タンパク質と近縁の関係にある

一次構造未知タンパク質に加え、既知タンパク質に有為な相向性を示さない未知タンパ

ク質を見出した。現在、これらのタンパク質の解析を進めるとともに、新たに胎児特異

的タンパク質の単舶を続けている。

E 14 :Brain Cytosul 2-Yeai's-Old Brain Cytosol 

30 35 40 

… 伊叩骨

図l サイトゾール中のタンパク質をDEAE-5PWクロマトグラフィーにより分離した後、各フラクショ
ンに含まれるタンパク質をSDS-PAGEにより分析し、胎児期に特異的に存在するタンパク質を検索した。
図には妊娠 14日日の胎児のものと生後2年以上を経た老齢ラットのものとを比較ししているc泳動ノf
ターンの上の数字はDEAE-5PWクロマトグラフィーにより得られたフラクションの番号を示しており、
印のついている質ノ〈ンドは変化の見られるタンパク質の例である。

31 



32 

8 ラット胎児脳の可溶性画分に存在するRhoGDI様タンパク質

青木和子、倉石博、佐藤督忠、西垣裕、萩原民雄、竹田二美代、竹田稔

(昭和大学・医・第1生化学〉

〔要約〕

中枢神経系の細胞分裂は出生とともに停止するが、加齢に伴ってその細胞機能は絶え

ず変化している。私たちは中枢神経系の形成や加齢に伴った障害との関連性を探るため

タンパク質発現量の変化の点から解析を行ってきた。胎生14日から生後2年までのラッ

トの脳から可溶性画分を調製し、 SDS-PAGEにより分析したところ、胎児脳に特異的に

出現するタンパク質が20種類以上認められた。これらのうち胎生期には多量に存在し、

生後7日以内に急激に減少するSDS・・PAGE上の分子量が30kDaのタンパク質を単離し、部

分アミノ酸配列分析を行った。得られた部分アミノ酸配列の一部は低分子量Gタンパク

質の1種Rhoの調節タンパク質であるRhoGDI(GDP-dissociation inhibitor)と完全に一致して

いたが、他のアミノ酸配列は全く異なっていた。また、分子量もRhoGDIとは異なるこ

とからこのタンパク質はRhoGDIに近縁の新しい調節タンパク質であることが考えられ

る。

(実験方法)

妊娠14-21 日目及び生後o 日 ~2年のWistar系ラットをエーテル麻酔した後、十分脱血

して、速やかに脳を摘出した。 10倍容のHomogenizationBuffer [50mM Tris-HCl(pH7.5)， 

5mM EDTA， 5mM EGTA， 1mM Dπ， O.32M Sucrose， O.5mM PMSF及びpepstatin A， 

leupeptin， antipain，各2μg/rnl]中でホモジナイズ後、遠心分離により可溶性画分を得た。

これをTSKDEAE・5PWカラムを用L、た陰イオン交換クロマトグラフィーにより分画し、

各分画ごとにタンパク質の経時的変化を見た。タンパク質の発現量に顕著な差が見られ

た分子量30kDaのタンパク質を単離するため、妊娠17日目のラットを上記と同様の方法

で処理して、調製用電気泳動を行った。電気泳動後のゲルを銅染色してタンパク質を確

認し、分子量30kDaのタンパク質ノくンドを切り出し、回収した。このタンパク質標品を

常法に従いAP1(Acromolactorprotease 1)消化した後、フラグメントを逆相カラムShodex

C18-5Bにて分離して、~1illigen!Biosearch ProSequen∞r model 6625にてそれぞれアミノ酸
配列分析を行った。

(結果と考察〉

胎児(妊娠14日目)及び老齢ラット (2年齢)の脳より調製した可溶性分画のタン

パク質を、陰イオン交換クロマトグラフィーによって分画した後にSDS-PAGEにより分

析すると、胎児期のみに存在する分子量30kDaのタンパク質バンドが認められた。発現

時期を調べたところ、このタンパク質は胎生期に多量に認められ、それ以降急激に減少
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していた。調製用電気泳動により単離した30kDaタンパク質のAP1消化フラグメントに

ついて5つの部分アミノ酸配列分析を行った。その中の2つはRhoGDIのアミノ酸配列に

一致し、他のアミノ酸配列はそれに一致しなかった。また、このタンパク質の分子量が

|明らかにRhoGDIより大きいことから、この30kDaの胎児タンパク質はRhoGDI近縁の新

しし、調節タンパク質で、あると考えられる。現在、部分アミノ酸配列を基に胎生17日目ラッ

トJJiaicDNAライブラリーよりこのタンパク質のcDNAクローニングを進めるとともに、実

際にRhoあるいは他の低分子量Gタンパク質に対してGDI活性を持つかどうか検討してい

るO
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図 l単離した30kDaタンパク質とAPl消化物のペプチドマッピング

10%ポリアクリルアミドゲjレを用いて単離前の30kDaタンパク質を含む

DEAE-5PW溶出フラクション#26 (Lane 1)と単離した30kDaタンパク質(Lane

2)をSDS-PAGEにて分析した。ペプチドマッピングはShodexC18-5Bカラム

を用いて、 0--60%アセトニトリル直線濃度勾配により行った。
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Fragment A 
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Rho GD工

Fragment B 

Rho GDI 

図230kDaタンパク質の部分アミノ酸配列
AP1消化により得られたフラグメントのうち、図2に示したAおよびBに

ついてアミノ酸配列分析を行ったところ、 RhoGDIタンパク質に一致してい

fこ。
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9 
ラット胎児脳可溶性画分に存在するサイクリン様タンパク質

倉石問、青木和子、佐藤督忠、西垣裕、萩原民雄、竹田二美代、竹田稔

(昭和大学・医・第一生化学)

中枢tl!1経系の発生分化や老化に関しては、過去にも様々なluf究がなされてき

た。我々は中枢神経系の形成や加齢に伴う機能変化について調べるため、様々な11寺WJ
に特異的に発現するタンパク質を同定し、中枢十111経系の発達や障害とのほl注目:を解明
していくことを目的としている。今回、ラット)J台児脳に特異的に存在し、老齢ラット

には認められない分子量33KDaのタンパク質を見いだし、その結集lを試みるとともに

一次椛造解析を行った。調整用電気泳動によりlii離した33KDaタンパク質の卜リプシ

ン限定消化フラグメントについてアミノ酸配列分析を行ったところ、その一部は細胞

周期の調節に関与する核タンパク質であるサイクリンと一致したが、その他のフラグ

メン卜は既知タンパク質とは有意なホモロジーを示さなかった。また、 SDS-PAGE上

の分子量も既知のサイクリンとは一致しないことから、このタンパク質はサイクリン

ファミリーに属する一次構造未知の新しいタンパク質と考えられる。

(実験方法〉

妊娠 14ー21日目における胎児及び生後O日ー 2年以上を経たWistar系ラットを

エーテル麻酔した後、十分脱血して速やかに胎児を取り出し、脳を摘出した。 10倍

量のHomogcnizationBuffcr [50mM Tris-HCl (pH7.5)， 5mM EDTA， 5mM EGTA， 1mM 

D'汀"O.32M Sucrosc， O.5mM PMSF，及びpcpstatinA， lcupcptin， antipain各20μg/mlJ中で

ホモジナイズ後、細胞分画を行い可溶性画分を得た。これをTSKDEAE-5PWカラムを

JH~ 、た陰イオン交換クロマトグラフィーにより分画し、各分匝i ごとにタンパク質の経

H寺的変化を見た。タンパク質の発現;量に顕著な差が見られた分子量33KDaを lìitìJj~する

ため、妊娠 14日目のラットを上記と同様の方法で処理し、調整用電気泳動を行った。

電気泳動後のゲルより銅染色にて確認した分子量33KDaのタンパク質バンドを切り出

し、回収した。このタンパク質標品を常法に従いトリプシン消化した後、フラグメン

トを逆手目カラムShodcxC18・5Bにて分離し、 MilligcnlBioscarchProScqucnccr modcl 

6625によりそれぞれアミノ酸配列分析を行った。また、リン酸化の有無を抗リン酸化

アミノ酸抗体を用いたイムノプロットによる間接法にて調べた。

(結果と考察〉

胎児(妊娠 14日目)及び老齢ラット (2年齢)の脳より調製した可溶性lilli分

のタンパク質を、|詮イオン交換クロマトグラフィーによって分間した後にSDS-PAGE

により分析すると、胎児Jg]にのみ存在する分子量33KDaのタンパク質バンドがみられ

た。 (Fig1B， fraction #41・44)発現時期を詳細に調べたところ、このタンパク質は妊娠

14E1-17日に多量にみられ、それ以降急激に減少していた。制製川電気泳動によ
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り lp.離した33KDaタンノ fク 1mのトリプシン消化フラグメントについてアミノ 1喰"~LJIJ分

析を行ったところ、その'1-1の一つは核タンパク質であるサイクリンのアミノ般配列と
完全に一致していた (Fig2)。しかしながら、他のフラグメントについては既知タン

パク質との間に有志なホモロジーは現れなかった。また、分子量の点でも既知!のサイ

クリンとは異なっている。さらに翻訳後修部jiのーっとしてタンパク質のリン酸化を訓

べるため、抗ホスホスレオニン抗体、抗ホスホセリン抗体、抗ホスホチロシン抗体を

mいたイムノプロットを行ったところ、この33KDaタンノfク質は抗ホスホスレオニン
抗休にのみ反応したことから、このタンパク質が脳内でリン酸化を受けている可能性

が示唆された。現在、得られたアミノ酸配列↑i5報をもとに妊娠 17 IJ目胎児脳cDNAラ
イブラリーよりクローニングを行うとともに、このタンパク質が実|探に生体内でリン

酸化を受けているのかどうか、及び関与するプロテインキナーゼが何であるかについ

ても検討している。

Figurc 1 

陰イオン交換クロマトグラフィーと

SDS-PAGEによる妊娠14日目ラット

胎児と 2年齢老齢ラットの脳における

発現タンパク質の比較

Aのfraction#はBのlane#に対応する。

胎児側のRene#41-42に矢印に示したように

33KDaのタンパク質ノぐンドがみられるが、

老齢、ラット側では認められない。

•. 
-
!'. 
e' .
 

• 
'
 0.
 ! ..

 

I
 .

.

 

.
 
Z
 

1
Z
 ，. 

1
2
 

l

，-
0

・-
t
 

Figure 2 トリプシン消化フラグメントのアミノ酸配列
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10 フット胎児脳に特異的に発現する
3 5 k D aタンパク質の解析

佐藤督忠 青木和子 倉石博 西垣裕 萩原民雄 竹田二美代 竹田稔

(昭和大学・医・第一生化学)

〔要約〕

我々は以前より脳神経系の発生分化から老化 lこともなう様々な機能変化や病

的変化のメカニズムを探ることを目的としてタンパク質の量的、質的変化に着

目した解析を行ってきた。今回、 ラット胎児脳に特異的に存在し、老齢ラ y ト

では認められない分子量 35 k D aのタンパク質を見い出しその精製を試みる

とともに、 1次構造解析を行った。結果をホモロジー検索したところ、 ヒトの

H L A - D R結合タンパク質 11 )に非常によく似た配列をしていることが分か

った。 しかし、 このタンパク質はヒトに報告されているのみであり、 また報告

されている分子量と今回のものとでは異なっており、今後更なる解析が必要と

思われる C

(方法)

妊娠 14 ~ 2 1日自の W s t a r系ラットを麻酔後、脱血し素早く胎児を

取り出し全脳を摘出した。また比較のため生後 o~ 2年を経たラ y トも同様に

して全脳を取り出した O それらを 10倍量の Hornogenization Buffer(50rnM 

Tris-HClくpH7.5>、O.32M Sucrose 、5rnMEGTA、5rnM EDTA、2μg/rnl Antipain 

Leupeptin Pepstatin、lrnMD1'1')中でホモゲナイズを行い遠心分離によりサイト

ゾール画分を得た。 これを、 TSK DEAE-5PWカラムにて分画し、各

分画を SD S - P A G Eで比較し経時的変化を見た。 ここで胎児に特異的に発

現している 3 5 k D aのタンパク質を単離するため、妊娠 17日目のラットを

上記と同様の方法で処理し調整用電気泳動を行なった。銅染色にて 3 5 k D a 

タンパク質を確認後、抽出しリシルエンドベプチダーゼにて消化処理した。

S h 0 d e x C 1 8 - 5 Bカラムにてペプチドの分画を行い、 アミノ酸配列

の分析を行った。



(結果と考察)
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得られたアミノ酸配列をホモロジー検索したところ HLA-DR結合タンパ

ク質 Iに非常に似た配列が認められた。 このタンパク質は cD N Aの塩基配列

が知られているのみで、タンパク質としてはまだ同定されていない C 構造上は、

C末端付近は主に酸性アミノ酸よりできており、他によく似た構造を持ち同様

の働きをすると考えられる HLA-DR結合タンパク質 H も報告されている O

今回、我々の行った実験では、 この H L A - D R結合タンパク質 Eも Iと同ー

の分画 lこ見い出されており、今後この 2つのタンパク質の働きおよびかかわり

合いを調べていく必要がある。また H L A - D R結合タンパク質 Iの分子量と

SDS--PAGEで胎児に特異的にみられた 35 k D aのタンパク質とでは分

子量において異なり、 ヒトで報告されているものが今回ラットで認められるな

ど不明な点、もあり更に深く研究を進めていく必要があるものと思われる。

図 1
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単離した胎児特異的 35kDaタンパク質および

40kDaタンパク質のSDS-PAGEによる分析

10%ポリアクリルアミドゲルを用いて単離前の35kDaタンパク

質および40kDaタンパク質を含むDEAE-5PW溶出フラクション#

46 (Lane 1)と単離した35kDaタンパク質 (Lane2)および孔OkDaタ

ンパク質 (Lane3)をSDS-PAGEfこて分析した(図 1)。部分アミ

ノ酸配列分析の結果からそれぞれ HLA-DR結合タンパク質 Iお

よび IIに高いホモロジーを示した(図 2)。

KLELSENR工FGGLDRLAEELーー

11111111  111 111 

自由-KLKKLELSDNRVSGGLEVLAEKCPN-ーー

(文献) I)Mark V， et al: Purification and characterization of two putative 

Seyler375 :113，1994 

HLA cl旦ss 2 associated proteins :PHAPl and PHAP2. 8io. Chern. Hoppe 
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〔要約〕

ラット胎児脳に特異的に発現する 40kDaのタンパク質の解析

西垣裕、青木和子、倉石博、佐藤督忠、萩原民雄、竹田稔

(昭和大学医学部第一生化学)

日甫乳動物の中枢神経系では、胎児期から出生を経て老齢期に至る間に常に同じタン

パク質が発現しているのではなく、各時期に発現しているタンパク質はその種類も量

も異なっている c それらの内、特に胎児期に発現するものの、出生後、加齢に伴い減

少あるいは消失するものは、中枢神経系の発生過程において重要な役割を果たしてい

るものが多し ¥0 我々は、 Wistar系のラットを用い、妊娠 14~ 21日目の胎児から出生

後 2年以上経過したものに至るまでの各時期のラット脳のサイトゾールをそれぞれ

SDS-PAGEで分析することにより、中枢神経系の発生分化の過程で特異的に発現する

タンパク質を同定し、その機能を調べることを目的としている。今回は、ラット胎児

脳に特異的に認められるタンパク質の中で分子量 40kDaのタンパク質を単離し、アミ

ノ酸配列を調べた。このタンパク質は初めに cDNAからその存在カf推定されたタンパ

ケ質でヒト白血球抗原 HLA-DR結合タンパク質1)と考えられる HLA-DR-Associated 

ptotein nと高いホモ口ジーが認められた o HLA-DRおよびその結合タンパク質は、ヒ
ト主要組織適合抗原系において重要な役割を果たしている分子であり、これとホモ口

ジーを示すタンパク質が脳に存在するということは興味深い。

(実験方法)

妊娠17日目の Wistar系のラットを用い、エーテル麻酔した後に充分脱血する O そ

の後、速やかに胎児を取り出し、脳を摘出した。 10倍量の HomoqenizationBuffer r 
50 mM Tris/HCI ( pH 7.5 )、 1mM DT丁、 0.32M sucrose 、0.5mM  EDTA、0.5mM  

EGTA、0.5mM  PMSF、及び pepstatinA、leupeptin、antipain各 10μq/mll中でホ

モゲナイズした後に、遠心分離によりサイトゾール画分を得た。これを TSK

DEAE-5PWカラムを用いた高速液体クロマトグラフィーにより分画し、同一条件で得

られた各齢の同一フラクションをSDS平 AGEにより比較して胎児期に特異的あるいは

大量に存在するタンパク質を分析したO 胎児期に発現する 40kDaのタンパク質は、調

製用電気泳動により単離精製した。精製標品は常法に従いリシルエンドペプチダーゼ

を用いて限定分解後、逆相カラム ShodexC18-5Bによりフラグメン卜を分取してプロ

テイン・シーク工ンサーにてアミノ目安配列分析を行った。

(結果と考察)

妊娠 17日自の Wistar系のラットの胎児脳のサイトゾール画分を TSK

DEAE-5PWカラムを用いたHPLCで分画したところ、胎児期に認められ、出生後速や

かに減少する SDS平 AGE上の分子量が40kDaのタンパク質を見いだした。このタン



パク質を単離した後、リシルエンドぺプチダーゼを用いて限定分解し、得られたフラ

グメントのアミノ酸配列より分析を行った。ホモロジー検索の結果、得られた部分ア

ミノ酸配列はヒ卜の HLA-DR結合タンパク質 Eに対して複数のフラグメントで高いホ

モロジーが認められた。しかしながら、その分子量はHLA-DR結合タンパク質Eとは

異なっていた。 HLA-DRそのものは白血球抗原の一つであり、これと相互作用すると

考えられる細胞内タンパク質が脳内にも存在するということは興味深し1。また、イオ

ン交換ク口マトグラフィーによる分画においてこの 40kDaタンパク質と同一フラクショ

ンから HLA-DR結合タンパク質Iと高い相同性を示すタンパク質も見出しており、そ

れぞれのタンパク質が相互作用を持っていることも予想される C 今回、ホモロジーの

認められた 2つのタンパク質 HLA-DR結合タンパク質I及びEはいずれも初めに
cDNAからその存在が推定されたタンパク質で、既にタンパク質が単離されているが

その機能については不明である O 現在、このタンパケ質の cDNAク口一二ングを行う

とともに同一フラクションに存在する HLA-DR結合タンパク質 Iとの相互作用につい

て検討している。

参考文献 1) Mark V.， Shitsu B.， Hilde G.， Lewa A.A.，Thomas C.，Bodo Z.， Hartmut D. K. and Norbert H 

( 1994) Biol. Chem. 375，113-126 

B 

"";'''，"，!''''~'''':''''=・ "γ

fragment A RQHEEPESFFrW-TDHSDFAGDELGEVIK 

178 1 1 1 1 11 1 11 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 212 

HLA-DR-Associatcd SRKRQHEEPESFFT可VFTDHSDAGADELGEVIKDDI

prot巴mlI

fragmcnt B SGYRIDFYFDENPYEN 

116 1 1 1 111 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 140 

HLA-DR-Associated prot巴in1I DIKSGYRIDFYFDENPYENKVLSK 

Fiqure 1. 40 kDaタンパク質のペプチドマップと、部分アミノ酸配列

40kDaタンパク質をAP-1で消化したフラグメン卜を逆相カラムShodexC1eト5Bを用いた高速液体クロマトクラ

フィーで分析したっマップ上のfraqmentAとfraqmentBをプロテイン・シークエンサーにてアミノ酸配71]分析を
行った。
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12 主主イヒラットι〉昔遁語交司ゴ宇申楽圭イヒ寺会守淘呈主語雲居芝O:J者食言寸
和田博夫，井藤英喜 折茂肇佐藤弔夫2

(東京大・老年病，続人医療センター¥椴人総合曹関ff2) 

〔要約〕近年、低体温の『掛輯鵠副包繰謝午用が注目さ札多方面から検討されている(1)0 著者らはこれ

までの報告において、常体温老化ラット・低体温成熟ラット・常体温成熟ラットの髄液中の神経化判媒雪

(岨PG，DOPAC，HVA， TRP，KY礼5-HIAA)濃度を「ニュ ロケムJ (多種目梅幸信糊質測定装置;ESA社)で測

定し、常体温老化ラットでは常体温成熟ラットに比べてKYN濃度の特異的糊日があり、低体温成熟ラッ

トでは常体温成熟ラットに比べてKYN以外の物質濃度カ'1Ji下し、常体温老化ラットと低体温成熟ラット
ではKYN/TRP比の上昇が共通に認められることを報告してきた(2，3)。今回、低体温老化ラットの

髄液中の各種物質濃度を同様に測定し、各ラット群の特徴を比較検討したので報告する。

〔目的〕ハロセン麻酔による低体温老化ラットの髄液中神経化学物質濃度カ河正体温成熟ラットと同様に変

化するかを検討し、成熟ラットと老化ラットの髄液への低体温の影響を比較検討する。

肘象と方法)Wistar系雄性老化ラット6匹(月齢辺一28箇月，体郵30-4叩g)を対象とした。各ラット

をハロセン(2%)麻酔下で気管切開し、人工呼嚇号を装着した。その後のノ、ロセン濃度は同とした。右大腿

動脈にカニュ レを挿入し、全身血圧と'L粕数をモニターした。直腸温をサーモメ タ で測定した。ラ

ットの後藤下の皮膚を切開し、皮下組織・筋肉を剥離して脊髄硬膜を露出。その後Q6Gの儲接持大槽内

に刺入して、髄液80-200μlを鵬際取した。採取髄液量の1/10の0.0訓酪駅担盟した後、ぢoOCに凍
結保存した。 rニュ ロケムjで測定した6種の榊封住糊質舗1PG，DOPAC， HV~ TRP，KY礼5-HIAA)のf湖

関係は図lに示される。測定結果は平均値±標準誤差で表示し、以前に報告した常体温成熟ラット、常体

温老化ラット、低体温成熟ラットの結果と比較検討した。

〔結果と考察) (1)低体温老化ラット (A32)の直腸温の低下の推移を低体温成熟ラット (M32)と比

較できるようにして図2に示した。 A32とM32はほぼ同様の変化を示した。

A:体温測定開始時;B:気管切開時 c大腿動脈確保時 D:髄液採取時 E:終了時
(2)常体温成熟ラット (M37)，常体温老化ラット CA37)，低体温成熟ラット (M32)，および今回の低体

温老化ラット CA32)の髄液中の6種の神経仕草物質濃度の測定結果(平均値士標準誤差)をまとめて表

l・図3に示した。 A32と各群聞は搬の結果(統計的有量的も表uこ示した。

MHPG DOPAC HVA TRP KYN 5HIAA 

M37 21. 7:t2. 9本 13.3士2.4林 30.6士4.2料率 383士83キ 53. 7士8.5本 126士20 キ

A37 22. 4:t2. 3宇 8. 7土1.8林事 23. 0:t3. 3林寺 345士62キ 94. 1士8.9本件 154 :t41 本

M32 13.1:t1. 8将 3. 85:t0. 29 6. 72:t1. 45本 109士14 50.8士5.6キ 67. 0:t5. 7 

A32 45. 4:t8. 0 3. 76:t0. 42 2. 89:t0. 25 98. 2:t12. 0 32. 9:t5. 5 52.1:t7.5 
L一一

表1:槻王佐糊質濃度の測定結果(単位19/mDC本:pく0.05，林:pく0.01，榊:p<O.OOO
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(3) KYNとTRPの比 (KYN/TRP)の各群 (M37・A37・M3Z・A32)での結果を図4に示し

た。 A32(O.405士O.137)で、はA37(0. 305::t0. 045)・M32(O.513士0.072)と同様にM3 7 (0. 156 ::to. 021)に比
べてKYN/TRPは上昇していた(pく0.05)。

(4) M37を100掘とした時の各群 (A37・M32・A32)の値A37/M37'M32/M37' A32/M37を図5

に示した。 A37/M37とM32/M37の間lこ"相同性"を認めた。またA32/M37で、はMHPGの上昇カ幣

徴的であった。

〔結論〕常体温老化ラットA37と低体温成熟ラットM;l2の髄液中の6種の物質濃度の変化パタ ンに相向

性を認めた。低体温成熟ラットM32と低体温老化ラットA32で、はNE系の活性化の闇値に差のあることが

示唆された(4)。

〔文献) (1)Ginsber~~R 巴 t al. (992) Cerebrovasc. Brain Metab. Rev. 4，189-225. 

(2)Wada et al. (994) Biogenic Amines 10，221-225. 

(3)Wada et al. (1994) Biogenic畑ines10，535-542. 

(4)Wada et al. (995) Biogenic Amines in submission. 

図1:測定物質の代謝関係図

→ L-DOPA~OAノ 3-J.n 、口石工1l Zノじこ二J

(園高号の説明〕
TYR tyros i ne 
レDOPA: L-dihydroxyphenylalani日E
DA : dopami ne 
3-阿:3間 thoxylyrami ne 
脱JPAC dihydroxyphenyl acetic acid 
IIVA : hor即日nillicacid 
NE norepinephrine 
附I沼 :丘町lhoxY-4-hydroxypheny1 glyco 1 
TRP tryplophan 
5-lITP : 5-hydroxylryplophan 
5-IIT serolonin 
5-IIIAA : 5-hydroxyindole-3-acelic acid 
100 indoleami川市2.3-dioxygenase 
KYN : kynurenine 
KYNA : kynurenic acid 
QUIN : Quinol inic acid 

Catecholaminergic chemicals 

"山lenminer単日恒恒竺竺
七日汁IlTP一歩引IT---'!S-IIIAA I 

IDO~'---' fi KYNA 
日石ilノ
L一一一一".1aUIN 

図2:直腸温の推移 図3:神経位判却貰濃度の測定結果
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13 ヒト剖検脳を用いた正常老人・脳血管性痴呆老人及びAlzheimer型
痴呆老人におけるHCNP遺伝子発現量の検討
松川則之1.2 岡田秀親3 小鹿幸生1 東藤直樹4

(1.名古屋市立大学第二内科 2.野依福祉村病院・長寿医学研究所 3.名古屋市立大学分子研・

生体高分子 4.住友製薬総合研究所・創業第三研究所)
〔要約〕

Hippocampal cholinergic neurostimulating peptide (HCNP)は、ラット脳中隔
野培養組織に対するアセチルコリン合成促進活性が見いfごされている(1)(2). ヒト剖検
脳を用い，ノ -ifi・7ザロット法により正常老人・脳血管性痴呆老人およびAlzheimer型
痴呆老人における海馬でのヒト型HCNP前駆体遺伝子の発現量の検討を行った.正常老
人・脳血管性痴呆老人に比較して、 Alzheimer型痴呆老人において有意な発現量の低
下が明らかとなった.

〈はじめに〉

HCNPは、ラット中隔核培養組織において、アセチルコリン合成を誘導する新規ペプ
チドである.その構造は、 Acetyl-Ala-Ala-Asp-IIe-S e r-G I n-Trp-Ala-G Iy-P ro・
Leu-OHの11アミノ酸より成る(2).また、 HCNPは、 fimbria-fornixlesion ratに
対する脳室内へのカニュレーションによって、水迷路学習に対する有意な改善効果が認

められている(3).ラットHCNP前駆体遺伝子に対応するヒト型cDNA遺伝子が、ヒト胎
盤由来cDNAライブラリーより単離され(4)、それにより、ラットHCNPのアミノ酸配列
に対応すると推定されたヒトHCNPにおいても、ラット脳中隔野培養組織に対しラット
HCNPと同様の生理活性が示された(5).今回我々は、ヒト剖検脳を用い、正常老人・
脳血管性痴呆老人およびAlzheimer型痴呆老人の海馬でのヒト型HCNP前駆体遺伝子の
発現量をノーザン・プロット法を用いて検討した.

〈対象および方法>

野依福祉村病院における高齢者8剖検脳を対象とした.症例は、 72-85歳の男性

4例・女性4例で臨床病理学的診断が明らかにされた正常老人2例・脳血管性痴呆3例

• Alzheimer型痴呆3例である.死後、剖検までの時間は1.5・5時間であった剖検
時よりのOOCに保存された凍結組織標本を用い、 AGCP法 (acidguanidinium 
th iocyanate-phenol-chloroform method)に従い、 totalRNAの分離を行った
ヒト型HCNP前駆体遺伝子のほぼORF(openreading frame)に一致する650bpのcDNA
をプローベとしてノーザン・ブロッテインクoを行った.感光フィルムよりDual幽wave
length flying-spot scanner (Shimadzu CS・9000)を用い定量化し、 βactinにて
補正した.

〈結果>

表 lに今回用いた症例の背景について記した。海馬におけるヒトHCNP前駆体mRNA
の発現量は、正常老化伊jや脳血管性痴呆例に比較し、 Alzheimer型痴呆例で低下を示し
た(図1)。また、このAlzheimer型痴呆例でのmRNA量の低下はsactinのmRNAによ
る補正後も同様であった。(図2) 
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く考察>

Alzheimer型痴呆症において、海馬でのヒトHCNP前駆体遺伝子の発現量が、低下し

ている可能性が示された。しかしながら、症例数が少ない点、痴呆症のステージの問

題、海馬以外の部位との比較など今後の課題と考えられた。また、昨年の本大会におい

て、我々は正常老人に比較しAlzheimer型痴呆老人の髄液中のHCNPペプチドは上昇し

ている可能性を報告した(5)が、今回のデータと合わせAlzheimer型痴呆症の病態との

関わりに興味がもたれる。

一韮」一一一阻 臨床病理学的診断 権病期間 死因 剖検までの11寺間

a. 80才男 正常老化 心不全 3時間
b. 76才男 正常老化 心筋梗塞 2時間
c. 76才女 SDAT 2年 急性，心不全 2時間
d. 80才女 SDAT 6年 呼吸不全 5時間
e. 79才男 SDAT 9年 肺炎 4時間
f. 72才 女 脳血管性 6年 肺炎 1.5時間
g. 85才男 脳血管性 2年 肺炎 4時間
h. 77才女 脳血管性 5年 心不全 3時間

一一一
表1 凍結組織標本の内訳

HCNP 
mRNA HCNP/ s actin 

288-

!:: 8 ..... • ~ 6 • • CQ 4 • • 、生、、 2 

188-

2O 
βactin o 2 3 

症 例

a b c d e f 9 h 

図2 HCNP/βactin ; 1 正常2例図1 Northern blot: total RNA 10ug/lane 

a.b;正常 c.d.e; Alzheimer型痴呆 2 :Alzheimer型痴呆3例 3:脳血管性痴呆3例

f.g.h脳血管性痴呆
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14 細胞内に出現するAβについて

宇佐美美穂子、佐原成彦、森啓

(東京都精神医学総合研究所・分子生物学部門)

〔要約〕
アルツハイマーβアミロイド前駆体蛋白 (APP)のβ領域より C末端までをコードするcDNA(CT・100)

及び、その5・1HIlにシグナル配列を付加したcDNA(SCT・100)をCOS-1細胞に導入して、その発現浸ぴ代謝
の相遣を検討した。 1、CT-100を導入した細胞においてその抽出液でAβ抗体に反応する4KDのバンド

が検出されたが、 SCT-100では検出されなかった。 2、CT・100導入により産生される4KDのバンドは

cDNA導入後比較的短時間 (24-48時間)のみ見られすぐ消失した。 SCT-100では導入後24-168時間を通

じて検出されなかった。 3、細胞外に溶出される可溶性AβはCT・100，SCT-100共に検出された。以上の
違いはcDNAのシグナル配列の有無によって生じる代謝経路の相違によるものと考えられる。

[目的]

cDNAを導入した培養細胞において、可溶性のAβが細胞外へ分泌されることについては、すでに多く

の報告がある(1，2，3)。しかし、細胞内でのAβの存在の報告は少ない(5)。今回私たちはAPPCT・100
cDNAを導入したCOS-1細胞内にその発現の初期のみにAβが見られたことを見い出したので報告する。

[方法]

COS-1細胞に各cDNAをDEAE-dextran法で導入した。代謝阻害剤はcDNA導入3時間後に培養液中に添

加し培養期間を通じて存在させた。細胞内発現蛋白の分析には、 トリスートリシンゲル電気泳動、イム

ノブロットを用いて行った。定量化にはデンシトメトリーを使用した。培養液中のAβは35Sメチオニン

を用いて代謝ラベルし、免疫沈降させたのち電気泳動、オートラジオグラフィーにより検出した。抗体

はβ1-28、β1-42(Aβの1-28またはAβ1-42の合成ペプチドに対してそれぞれ作製されたもの)、 β

ter40、βter42(Aβの終末40番目のアミノ酸または 42番目のアミノ酸をそれぞれ認識するもの)を使

用した。。

[結果]
1、CT-100c DNAを導入した細胞の抽出液において、 Aβ抗体に反応する分子量4KDのパンドが検出

された(図 1)。しかし、 SCT-100では見られなかった(図 1)。

2、細胞内Aβの出現及び存在をcDNA導入後の時閉経過を追って観察すると、 Aβは導入後比較的短

時間内に現れ、その後は消失することが判明した(図2、A)。この出現の時聞は実験毎に多少変動がみ

られた。

3、一方、細胞外に分泌されるAβはCT-100，SCT-100共に検出された(図、 3)。分泌されるAβは
遺伝子導入2日後にもっとも高くその後低下することはすでに報告した。
4、細胞内のAβがC丁目100を導入した細胞のみで見られることは、これらの産物の合成や代謝に何ら

かの相違がある可能性が考えられたので、種々の代謝阻害薬を用いて検討した。 CT-100およびSCT-100

の産物は、 APPのC末端に対する抗体を用いて分析すると、全長と考えられる12KDと9KDの断片とが検

出された。 9KDの断片はAPPのaセクレターゼによって切断されたC末端部分の電気泳動上の位置と一

致していた。これらの産物をデンシトメーターを用いて定量化した(表 1) 0 Brefeldin AによりCT-100

では12KD量白が検出されたが、 SCT・100では著しく低下していた。

[考察]

Brefeldin Aは小胞体からゴルジ体への蛋自の輸送を随害することをはじめとして、細胞内のプロセシ

ンク過程にその作用を及ぼすことが知られている。この薬物の効果がCT-100とSCT-100(こより異なるこ

とはこれらのプロセシンクの経路が同一ではない可能性を示していると考えられ、その差が.細胞内のA
βの出現に関わるものと思われる。

また輸送小胞の+H-ATPaseの選択的阻害剤として知られているBafilomycinAの処理により、 12KD産物

が著しく減少し9KDの断片が増加することは αセクレターゼの切断がゴルジ体内で生じるという報告 (4)

と一致するものと考えられる。

細胞内Aβカf短期間内に消失する原因およびその機構についは不明であるが、正常細胞においてはAβ

が短い半減期で、分解される可能性がある。このことは、 Aβの代謝には分泌に加えて細胞内分解という 2

つの経路があることを示峻しており、アミ口イドの沈着機構を採るうえでも重要であると考えられる。
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表 1 種々の代謝阻害剤によるCT-100友び、 SCT-100のcDNA細胞内産物の変化 (%) 

none Brefeldin A Bafilomycin Monensin Colchcine Chloroquine 

CT・100 12KD 74 93 10 66 87 78 
91くD 26 7 90 34 13 22 

SCT-100 12KD 68 19 84 67 77 
9KD 32 

-'-ー
81 16 33 23 
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アルツハイマー病脳における
15 

ニューロフィラメントの構成異常
中村祐1.2、武田雅俊1、新川久義人西村健1

(l大阪大・医・精神、 2小阪病院、 3狭山病院)

〔要約〕アルツハイマ」病前頭葉において神経細胞骨格の主構成成分であるニュ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ウエスタンプロットにて検討し

た。 68kDaニューロフィラメント(NF一L)の℃末端テイル領域に対する抗体及びNF-Uこ対するモノクローナ

ル抗体では、アルツハイマー病脳においてNF-Lの量の減少がみられた。 200kDaニューロフィラメント(NF

H)のりン酸化及び非リン酸化エピトープに対する抗体を用いて、ウエスタンブロットを行いNF-Lとの比で

検討すると、アルツハイマー病脳においてリン酸化NF-Hの割合が増加していることが示された。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トの構成異常が関与している可能性が示唆された。

我々はこれまでにアルツハイマー病脳にお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

組織化学的に検討し、 NF-Hのリン酸化及び非リン酸化エピトープに対する抗体が多くの神経原線維変化様

構造物、変性神経細胞及び変性神経突起を染色し、 NF-LのC末端テイル領域に対する抗体が多くの変性神

経細胞及び変性神経突起を染色することを報告した。これらのことからアルツハイマー病の病態に二ユー

ロフィラメントが関与している可能性が示唆され、今回はニュ」ロフィラメントの構成についてウエスタ

ンプロットにて検討した。

方法

アルツハイマー病10例、対照3例の前頭葉 (-800Cで保存)を2倍量の10MUrea/ 10 mM Bis-

Tris/HCl (pH6. 5)のもとでpolytronにてホモジヱネイトし、 100，000x gにて30分間遠心した。その上

清をSDS-PAGEにて電気泳動を行い、 Nitroplus2000に転写し、各抗体(下記表)にてProtoblotsystem 

(Promega)を用い染色した。膜上で抗体で認識される蛋白量は、 ImageMaster 1D(Pharmacia)を用いて対

照と比較で半定量を行った。

抗体名 抗原 希釈 由来

NR4 NF-L 300 x Amersham 

a -TL NF-L tail (18KDa)μg/ml  [1J 

NE14 NF-H (phosphory lated epi tope) 500 x Amersham 

SMI-32 NF-H (non-phosphorylated epitope) 300 x Sternberger-Mayer Inc. 

結果

1:NF-Lに対する抗体による検討(NF-Lの半定量)

NF一Lに対するモノクローナル抗体 (NR4)で半定量した場合はアルツハイマー病脳におけるNF-L量は対

照の58%(t検定でp=0. 059)であり、 NF-LのC末端テイル領域に対する抗体 (α一TL)で半定

量した場合はアルツハイマー病脳におけるNF-L量は対照の72%(t検定でp=0. 060)であり、ア

ルツハイマー病脳においてNF一Lの量の減少が見られた。

2:NF-H/NF-L比の検討

NF一日に閲しては市販の抗体を用いて検討した。リン酸化NF-Hエピトープに対する抗体としては

NE14 (ウエスタンプロットにて脱リン酸化処理にて染色性消失)を用い、非リン酸化NF-fjエピトープに対す

る抗体としてはSMI-32を用いた。各抗体にて認識されるNF-fj量を半定量し、 NF-Lの量との比を各々の検体

について求めた。対照脳の値を平均したものを1として補正を行い、 NE14どSMI-32で認識される量の関係

をplotした(図1) 0 NR4でNF-Lを半定量した場合は、アルツハイマー病脳におけるNE14で認識される

NF-H量はNF-Lの比で対照の227%(t検定でp=O. 0024)であり、 SMI-32で認識されるNF-H量

はNF-Lの比で対照の120%(t検定でp=0.083)であった。白 TLでNF一Lを半定量した場合も同
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様の結果が得られ、アルツハイマー病脳におけるNE14で認識されるNF-H量はNF-Lの比で対照の 176%

( t検定でp= O. 0021)であり、 SMI-32で認識されるNF-H量は対照の 103%(t検定でp=

O. 424)であり、アルツハイマー病脳においてNF-H量の増加、特にリン酸化NF-H量の相対的な増加が

見られた。

考察

前回、アルツハイマー病脳において変性神経細胞にNF-Lが蓄積している所見が得られ、アルツハ

イマー病脳においてニュ←ロフィラメント系に異常のあることが示された。 Neurofilamentgeneの

transgenlc mOUseにおいて、ニューロフィラメントの異常蓄積がみられ、ニューロフィラメントの構成異

常がその病的変化の原因である可能性がある [2，3J。これらの知見から今回アルツハイマー病脳において

ニューロフィラメントの構成についてウエスタンブロットにて検討した。結果として、 NF-L量の減少と相

対的なリン酸化NF-H量の増加がみられ、アルツハイマー病の病態にニューロフィラメントの構成異常が関

与している可能性が示唆された。

参考文献

[lJ Nakamura ~ Takeda M， Aimoto S， Hariguchi S， Kitajima S， Nishimura T， Eur. J. Biochem目

212:565-571，1993. [2J Xu Z， Cork LC， Griffin JW， Cleveland W， Cell 73:23-33，1993 

[3] Cote F， Collard J-F， Julien J-p， Cell 73:35-4~ 1993. 
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図 リン酸化及び非リン酸化NF-H/NF-L比

対照脳及びアノレツハイマー病脳前頭葉lこ含まれるNF-L量をNR4及びα一TLで半定量し、リン酸化NF-Hに

対する抗体NE14で認識されるNF-H量及び非リン酸化NF-Hに対する抗体SMI32で認識されるNF-H量を求め、

NF-L量に対する比で表した(対照脳3例の平均値を 1とした)。

.・対照脳(3例 0:アルツハイマー病脳(10例)
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16 

〔要約〕

フット網膜および大脳皮質におけるカルレチニ
ンおよびカルピンディンの加齢変化
山口知子、 P.Pap位 afi凶* P. Podini*， 1. Meldolesi* 

(東京女子医科大学・生化学、 *DffirrSan Raffaele Institute，Milano) 

ラットの2週齢から 30ヶ月齢までの網膜および大脳皮質前頭野、視覚野から組織を抽出し、ニュ

ーロンの可溶商分にある高親和性カルシウム結合タンパクのカ Jレピンディン・D28K(CaB)およびカルレチニ

ン(CaR)の加齢変化を調べた。これらの変化を二種類のシナップス小胞のマーカータンパク、すなわちシ

ナップス小胞膜貫通タンパクのシナプトフィジン(Sph)およびそのリン酸化ー脱リン酸化によって伝達物

質の放出をコントロールしているシナプシン 1(Syn1)の消長と対比して考察した。これら分子の免疫組織

化学的検索の結果と合わせて検討した結果、大脳皮質と網膜での加齢変化は分子聞に相異が認められた。

網膜におけるCaBは加齢とともに減少するが、大脳皮質に比べて7-8倍高密度に局在するCaRの加齢変

化は認められない。一方、シナップスのマーカータンパクであるSphおよびSyn1は網膜でのみ加齢による

減少が認められた。大脳皮質に比べて著しく低分布の網膜でのSyn1の加齢変化は 10ケ月齢の成熟ラッ

トですでに低レベルに達し、網膜の加齢に敏感に変動する分子であるが、ニューロンの可溶画分にある高

親和性カルシウム結合タンパクのうち少なくとも感覚ニューロンに密に局在しているCaRの加齢変化は認

められなかった。

[緒言]神経系におけるカルシウムのホメオスターシスの加齢変化は様々な観点から研究されてきて

いるが、従来は主に膜レベルでのチャンネルあるいは受容体、ポンプ、トランスポータ一、また細胞内小

胞体膜におけるIP3受容体等が主流とされてきた。 しかし、近年、ニューロンの可溶画分に局在する高

親和性のカルシウム結合タンパクが注目されて来ている(1，2)。カルモジュリンのファミリータンパクとし

てのカlレピンデイン(CaB)およびカルレチニン(CaR)はそれら局在ニューロンの相異からニューロンのサ

ブセットの分類に用いられているが、それらの分子機能については、未だ明らかにされていない(3，4)。こ

れらカルシウム結合タンパクのニューロンにおける機能は単にカルシウム緩衝効果に過ぎないとすれば、

カルモジュリンを初めとする普遍的カルシウム結合タンパクがニューロンでも豊富に存在しているところ

から、特異的ニューロンのみに発現しているこれらの分子ファミリーの機能は何であろうか。また神経系

におけるカルシウムのホメオスターシスの加齢変化はこれらニューロンの可溶画分に局在する高裁和性の

カルシウム結合タンパクとどうかかわっているかについて、ラットの網膜および大脳皮質中枢野における

加齢変化を調べた(5后)。

[方法 Splangue-Dawleyの2週齢から 30ケ月齢雄ラットを用いた。断頭後、眼球を摘出し、網膜

を剥離し、一方はただちにドライアイスで凍結し-8 OOCで保存、片方は免疫組織染色のために固定液中

(4%フォルムアルデヒドとリン酸緩衝液 (125mM，pH7.4)中に溶かした0.25%グルタールアJレデヒド混合

液)に保存した。大脳皮質も同様に前頭葉、海馬および視覚野を切除して一方は溶桔保存し、他方は固定



液中に保存した。抗マウスーCalbindinD28K および抗ウサギ-Calretininボリクロナル抗体はSW加 t(S

witzerland)社から購入、抗ウサギSynaptophysin(Sph)抗体はDeCamilliから抗ウサギSynapsin1(Syn1)抗体は

F.Valtortaから供与された。ウエスターンプロットおよび免疫組織染色法は前法にしたがった(5)。
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CaR 
[結果・考雲寺1Fig.1に示されているように、

CaBとCaRの網膜における分布は著しく異なる。

すなわち、CaBの網膜と大脳皮質におけるタン i~ごて~ 
パク当たりの分布のオーダーはほぼ同じである 75 

が、加齢変化は網膜だけで観察され、生後の2 .~ 
言明

週齢で最も高く、 2ヶ月齢から滅し、 30ケ月 ξ 一
‘ o o ..... ... 

齢では60%に減少する O 一方CaRの網膜におけ E有田
ユ

る分布は著しく大脳皮質と異なり、全体にタン皇制

パク当たりで 7-8倍の高密度で分布している。 pm 
CaBと同様に生後適齢では高く、 2ヶ月齢から

s。
25 

。。 10 20 30 0 10 田

ag申抑制hS)

Fig. 1. Expression levels of the four proteins in the 

30 

以降、 30ケ月齢に至るまで、ほとんど変化し

ないことが観察された。シナッフ。ス小胞関連タ

ンパクは生後からシナップス形成期の 1ヶ月齢

までは増加して、その後大脳皮質で加齢変化は

見られないが、網膜ではSphは徐々に、そして

CaRとは逆比例して著しく少ない分布を示す

Synlの加齢による減少は既に2ヶ月齢をピー

クに12ヶ月齢で201}もレベルまで減少していた。

これらの加齢変化の消長はFig.2の網膜の免疫

組織化学的検索によっても示され、 CaBは網膜

の外網状層にまたCaRは内網状層に局在してい

る。視覚の加齢変化とこれら網膜の分子機能と

の関わりについてはいまのところ結論は得られ

ておらず、今後の問題と思われる。

frontal. and occipital(j cortex and in the retina~耐 of rats 
of different ages. The results shown are averages of the 
assays in 2-4 rats， carried out by microdensitometry of 
1251-protein-A labelled Western blot audiograms . 
Oata varied by less than 10%. 

[文献]

l.B創mbridg巴，K.G.巴tal (1992)Trends Neurosci.15，303-308 

2.Heizmann，C.w. et al (1991)Trends Bi∞hem Sci.16，98・103

3.Y泊naguchi，T.et al (1991)Neurosci.Lett.131，79-82 Fig. 2. Oistribution of CaB(A，B) and CaR(C，D) in the 
retina of 2(A，C) and 30(B，0) month old rats as revealed 

4.Chard，P.S. et al (1993)J.Physio1.472，344-849 in the confocal microscope.The indication of various 
retinallayers:GCL=ganglion celllayer，IPL=inner 

5.Villa，A.巴tal (1994)Europ.J.Neurosci.6，1491-1499 plexiform layer，INL=inner nuclear layer，OPL=outer 
plexiform layer，ONL=outer nuclear layer，RCL=rod and 

6.Papazafiri，P. et al (1995)Neurosci.Lett.186，65-68 cone layer 
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17 アルツハイマー型老年痴呆、アボ1)ポ蛋白Eとエストロゲン

柏木知宏、本圧英雄、卜部諭、岡田弘二、林正浩末、林健蔵本

(京都府立医大産婦人科、奈良平城圃つ

〔要約〕

アルツハイマー型老年痴呆に擢患している女性の臨床症状に対するエストロゲンの改

善効果を二重盲検法で確認した。またエストロゲンがアボリポ蛋白Eを抑制しアルツハ

イマー型老年痴呆女性の臨床症状を改善している可能性が考えられた。

(目的) アルツハイマー型老年痴呆 (AD)は高齢化社会が進むにしたがい全世界の

重要問題となっている。現段階においてはADの記憶障害などの中核症状に対する特効

薬はほとんど存在しない。これまでわれわれは閉経後女性において血清中ヱストロンサ

ルフェート (EI-S)濃度をラジオイムノアッセイ法により測定した。 ADに躍患して

いる 18例の女性における血清中 E 1-S 濃度は同じ年齢の正常女性に較べ有意に低か

った。そこでADに擢患している7例の女性 (80. 1:t2. 9y. o. M土SD) 

にE1-Sを主成分とする抱合型エストロゲン (CE) 1. 25mg/日を 6週間経口投

与し、 7例中 6例に投与3週間後から記憶、見当識と計算力などの臨床症状の改善が

みられた。今回エストロゲン剤投与による臨床症状改善効果を二重盲検法にて検討し、

さらにアボリボ蛋白Eとエストロゲンとの関係を追及した。

(方法)1. A DはDSM-m-Rの診断基準に基いて精神科医により診断された。 AD

に擢患している 14例 (83. 7土4. 5y. o. M:tSD)に二重盲検法で

各々 3週間、 CE1. 25mg/日あるいはプラセボーのどちらかを投与した。

改訂長谷川式簡易知能評価スケール (HDS-R)、国立精研式痴呆スクリー

ニングテスト (NS D)およびMini-Mental State Exa 



minat on (MMS)の3種類の痴呆テストを投与前及び投与後第3週

日に施行した。

2. 3 7 -6 7歳までの68例の女性においてアポリボ蛋白を測定した。

{結果) 1. C E投与群において投与前および投与後第3週目におけるHDS-Rの合計

点は前者では 17.3:t5.62 後者では20.7:t5. 02であった。 C

E投与群において有意にこれらの三種すべてのテストでスコアの改善を認めた

(p<0.05)。プラセボー投与群においては有意な変化を認めなかった。

2.血清エストラジオール濃度 (E2)が20pg/ml以上の症例ではアボリ

ポ蚤白E(Apo E)は3. 7 5:t 1. 1 3mg/d 1、E2が20pg/

ml未満の症例においてはアボEは4. 80土1. 49mg/dlで有意に高

値を示した。閉経後女性にホルモン(エストロゲン)補充療法を施行すること

によりアポEは顕著に抑制された (p<O. 01) ロ

(考察)ADの少なくとも臨床症状の改善にエストロゲンが有効であると考えられる。

ADの老人斑はアミロイドからなる。アミロイドの主成分はβー蛋白である。アポリボ

蛋白Eは8ー蛋白の沈着を促進する一つの因子と考えられている。またアポリボ蛋白E

の e4対立遺伝子が遅発性ADのリスク因子と報じられている。今回ヱストロゲンによ

りアボリボ蛋白Eの抑制がみられた。 ADにおけるエストロゲンのアポリボ蛋白Eへの

影響も重要であると考えられそのフェノタイプの分析が急がれる。

(文献)Honjo， H.， et a1 Senile Dementia -A1zheimer's Type and Estrogen. H orm. 

Metab. Res. 27: 204 -207 (1995) (in press) 
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18 
タウはラットの組織で広く発現している

顧擁軍、小山文隆、井原康夫

(東京大学医学部脳研病理)

[要約]タウは神経系特異的なタンパク質と考えられてきた。今回我々はquant山 tiveRT-PCR法を

用いてラットの様々な組織を検討し、その全てでタウが発現されることを見い出した。 Cereb副

cortexほどではないが、 retina、 skeletal muscle、 cardiac muscle、 thyroid gl叩 d、 adrenal gland、

testis、 lung、および kidneyでタウmRNAが比較的高いレベルで発現していた。 Stomach、 aorta、

thymus、 liverおよび spl巴enでも発現レベルは低いが確認出来た。次に発現しているタウのアイ

ソフォームを検討したところ、 thyroidgland、testis、ki血ey ではほとんど中枢神経型 ( low 

molecular weight )タウで、 striatedmuscleとcardiacmuscleではもigtau"と呼ばれる末梢神経型(high 
molecular weight)タウが発現していた。 Retinaとadrenalglandには両方の型のタウが存在した O

Western blot 法によるタンパク質レベルの解析でも、mRNAレベルでの結果を確認した。以上の
結果より、タウ遺伝子は神経系以外の組織で広く発現していることが分かった。

[目的]タウは微小管結合タンパク質の一つで、 微小管重合を促進し安定化することが知られて

いる。 またタウはアルツハイマー病(Alzheimer's disease， AD).脳における神経原線維変化
(Neurofibril1ary tangle， NFT)の主要構成成分である(1， 2)。また、タウには三つの領域における

altemative splicingにより分子多様性が存在する。 N末端側に2例固あるいは58個のアミノ酸の挿入

により3種のアイソフオーム(L，M，S型)が生じる。 C末端側繰り返し配列が三つのものと四つのも

の(それぞれ3および4リピート型)がある(1， 2)。さらに、ラット末梢神経のタウには254個のアミ
ノ酸が挿入されており、 "bigtau"と呼ばれるω。タウは神経系特異的なタンパク質と考えられて
いるが、最近、ミオパチー患者やクロロキン処理したラットの筋細胞にタウが存在することが免

疫組織学的に示されている(3，4， 5)。このことから、 病的条件下でタウ遺伝子が神経系以外の組

織でも発現される可能性が考えられた。そこで我々はラットの様々な車助能におけるタウの発現を

mRNAおよびタンパク質レベルで検討した。

[方法]10週齢の Wistar雄ラットを断頭し、 様々な組織を速やかに取り出し、 -80吃で凍結保存
した。 TotalRNAはTrizol試薬を用いて調製し、 OD260値により定量した。 cDNAはランダムヘキ

サマーをプライマーとして逆転写酵素で合成した。

Quantitative PCRは以下のように行なった。タウおよびglyceraldehyde-3・phosphatedehydrogenase 

(タウの発現の内部標準)プライマーを合成し、それぞれのプライマーのantisensestrandの5'末端を

32pで標識した。これら2組のプライマーを共存させ、一本のチュープで似て 45秒、 450C 3分、

720C 2分のPCR反応を 21サイクル行なった。 100μ1反応系あたり鋳型としてtotalRNA 40 ngより
逆転写したcDNAを用いた。タウの分子多様性を調べる場合は、多様性を与えるそれぞれの領域

のプライマーを合成し、 antisense山 andの5'末端を32Pでラベルして、 94<C45秒、 55吃 3分、

720C 2分のPCR反応を25サイクル行なった。 PCR産物を変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動で
分離し、イメージアナライザ一(FujiBAS2∞0)で放射能強度を測定した。
タンパク質レベルのタウの検出は以下のように行なった。各組織一定量をホモジナイズし、

100ぐ 5分熱処理し、 可溶性画分を得た。 Westemblotを行なった後、 Taulと5E2などの抗体と反

応し、 ECLシステムで検出した。

[結果]図lは各組織でのタウmRNAの発現を示している。 筋組織に加え、ここで調べた組織全
てでタウmRNAを検出出来た。その中で21'_重類の横紋筋(skeletalmuscle、cardiacmuscle)と二つの
内分泌組織(血yroidgland、adrenalgland)と二つの臓器(lung、kidney)では、比較的高いレベルのタウ

mRNAが存在していた。

Kidr町、 thyroidglandおよび testisでは中拒神経型タウが発現するが、 skeletalmuscleとcardiac
muscleでは "bigtau"がほとんどであった。 Retinaとadrenalglandには両方の型のタウが存在して

いた。



53 

タウのN末端側アイソフォームに関して、 Cerebral∞rtexではS型は40%、M型は41%、L型は
19%であった。これと比べて、横紋筋ではS型タウが少なく、もestis、thyroidgland、kidneyおよび
retinaでは多く発現していた。また、 C末端側アイソフォームに関し、 Cerebralc心配xでは3リピー

トは7%しか発現しておらず、大部分は4リピートだ、ったが、 testisでは70%、thyroidglandでは40%、

kidneyでは43%の3リピート型タウが発現していた。
各組織におけるタウの存在を確かめるため、熱安定性画分を Westernblot法で検討した。こ

こで調べた全ての組織でタウをタンパク質レベルで検出することが出来た。また、タウのアイソ

フオームはmRNAの結果とほぼ一致した。さらにこれらのタウは一部リン酸化されていることも

わかった。

以上の結果より、タウは神経系以外にも様々な組織に存在することが分かった。

[考察]これまで、タウは神経細胞特異的なタンパク質と考えられてきた。しかしタウは testisで
発現し、 nuclearreshapingとvesicletransportingの機能が考えられている(6)0Liverと kidneyでの

mRNAの存在も報告されているσ)。また、免疫組織学的方法で患者の skeletalmuscl巴のほかにヒ
トの retinaでタウが神経系細胞でも手同申経系細胞でも発現していることも示されている(8)。我々
は神経系以外の組織でも広く発現していることをmRNAおよびタンパク質レベルで示した。また、

リン酸化されていたタウの一部はADのNFfに特異的に存在するエピトープも有していることが

分かつた。神経系以外の組織においてタウが存在する細胞種類および部位、機能については不明

な点が多い。今後リン酸化部位の決定およびinsitu hybridization等でさらに検討する必要がある。

[文献]

(1)G∞dert M. (1993) TINS， 16:460-465 
(2)Goede口 M.et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.， 89:1983-1987 

(3)Askanas V. et al. (1994) Am. J. Pathol.， 144: 177・187

(4)Lubke U. et al. (1994) Am. J. Pathol.， 145:175-188 

(5)Murakami N. et al. (1995) Muscle and Nerve (in press) 

(6)Ashman J. et al. (1992) Biol. Reprod.， 46:120-9 

(7)Kenner L. et al. (1994) Hepatology， 20:1086・9
(8)Loffler K. et al. (1995) Invest. Ophthalmol. Vis. Sci.， 36:24-31 
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〔要約〕

アルツハイマー病脳の神経原線維変化に存在する

燐酸化タウの脱燐酸化反応

小野常彦事"、山本秀幸二田島和周¥久永真市町、岸本健雄問、宮川太平叫、宮本英七市

(熊本大・医・事第一薬理、 H神経精神医学、山東工大生命理工)

アルツハイマー病 (AD)脳における神経原線維変化の主な構成成分は過剰に燐酸化されたタ

ウ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

(PDPK)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

したタウを基質とし、その脱燐酸化反応を検討した。吋c2 キナーゼと cyclin-de~ndentkinase 5 

(cdk5)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は蛋白質脱燐

酸化酵素2Aのホロ酵素(丹P2Ah)とカルシニューリン(CaN)によって脱燐酸化された。さらに

脱燐酸化反応の部位特異性を検討するためにタウの燐酸化部位として詳細に検討されている 1

9 9番目と 202番目のセリン残基(セリン 19 9とセリン 20 2)、及び396番目のセリ

ン残基(セリン 39 6) 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製した。午脳より精製したタウには作製した二種類の抗体に対する反

応性が認められた。 F汁P2Ahと CaNによる脱燐酸化反応によりタウの電気泳動上の移動度が増

加した。さらに成熟脳のタウに比べ燐酸化を強く受けていることが知られている胎児脳のタウ

(胎児タウ)を基質として用いた脱燐酸化反応では、蛋白質脱燐酸化酵素 1(PrP1)、PrP2Ahと

CaNにより電気泳動上の移動度の増加が観察された。抗体による脱燐酸化部位の検討では、セ

リン 199及びセリン 202、セリン396が丹P1、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 PDPKで燐酸化されたタウの脱燐酸化反応に PrP1、

PrP2AとCaNが関与する可能性が示唆された。

[目的l
AD脳に存在する神経原誠維変化の主要な構成成分は過剰に燐酸化されたタウであることが

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異常が示唆される。今回、神経原線維変化の形成過

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]

タウを牛脳(1)、胎児タウをラット脳(勾より精製した。ラット脳より、 GSK3α(3)、日・回Ah

(1)、 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

り吋k5(6)、ヒトデ卵母細胞より cdc2キナーゼ(7)、大腸菌の発現系により蛋白質脱燐酸化酵素

2C (PrP2C) (東北大学、田村真理博士より提供)を精製した。針P1の触媒サブユニットは、

ベーリンガーマンハイムヤマノウチより購入した。ヒト最長タウ (8)のセリン 19 9、セリン

2 0 2、スレオニン 20 5 (Peptid巴-1)およびセリン39 6 (Peptide-2)を含む2種類のペプチ

ドを合成した。さらに Peptide-1、PeItide-2のセリン 199、20 2、396に化学的に燐酸を



結合させた燐酸化ペプチドを合成し家兎に免疫し、ポリクローン抗体(a目i-PP-l、anti-PP-2)を

作製した (9)。

静吉果および考察l
cdc2キナーゼ、 cdk5、 GSK3α はタウを燐酸化した。 cdc2キナーゼ、 cdk5を用いて燐酸化した

タウは、 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。ま

-PrP +1 +2A +CaN +2C 

PS 

Anti-PP-1 欄間静 磯類勝

たGSK3α を用いて燐酸化したタウは、PrP2Acによって

も脱燐酸化された。精製したタウは、作製した二種類の

抗体と反応し、セリン 199、セリン 202及びセリン

396が部分的に燐酸化を受けていることが示された。

計四Ahと C剥による脱燐酸化反応により、タウのSDS-

PAGE上の移動度は増加した。 PrP2AhとCaNによる脱

燐酸化反応によってのみ anti-PP-lによる免疫反応性は中惨をシ

Anti-PP-2 鵜

消失した。一方制i-PP-2による免疫反応J性は PrP2Ac及

機削除 ぴPrP2Ah、CaNによって消失した。さらに胎児タウを

基質とし PrPl、PrP2Ah、 CaNとPrP2Cにより脱燐酸化反

応を行なったところ PrPl、PrP2Ahと CaNによってSDS-
図1 各種蛋白質脱燐酸化酵素による胎 し

児タウの脱燐酸化反応 PAGE上の移動反は増加した(図 1) 0 anti-PP-l、

胎児タウを基質としそれぞれの脱却ti-PP-2に対する免疫反応性は PrPl、PrP2Ahと CaNに

燐酸化酵素を加え脱燐酸化反応後、よる脱燐酸化反応により消失した(図1)。以上の結果
電気泳動を行ない凌白染色、およ
びanti-PP-l，anti-PP-2によるイム より神経原線維変化内に存在するタウの燐酸化部位の脱

ノプロットを施行した。 燐酸化反応に PrPl、PrP2AhとCaNが関与する可能性が

示唆された。今後、 AD脳での三種類の酵素によるタウの脱燐酸化の異常を詳細に検討する必

要がある。

[文献l
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17047-17054 
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20 
B型MAO阻害剤、 de p r e n y 1、の慢性投与による
老齢マウス脳内の生化学的老化マーカーの変動

江頭亨

大分医科大学薬理学教室

〔要約)Deprenylによる寿命延長の作用機序をMAO阻害剤および抗うつ薬を用い、生化学的老化マーカ

}に対する効果から比較検討した。 12ヶ月齢の ddY系雄性マウスに deprenyl，clorgyline， imipramineおよび

mianserineを3ヶ月間経口投与した。老齢マウス脳のMAO-AおよびMAO・B活性は若年マウスに比較して、

それぞれ低下および増加するが、 deprenylおよびc10rgyline投与でいずれも著明に低下した。老齢マウス

脳の脂質過酸化物に対してこれら薬物はなんら影響を与えなかった。一方、 deprenyl長期投与で、のみ、脳

のMn-SODおよび血禁中 Cu'zn-SODの有意な‘活性増加が認められた。これら薬物にはラジカル消去作用

は認められなかった。 deprenylによる寿命延長作用の機序として、 deprenyl長期投与による老齢マウス脳

のMAOB活性の低下と SOD活性の増加が関わっているものと思われる。

長寿科学は興味ある命題の一つである。最近、 deprenyl投与でラットの寿命が延長するとの興味ある報

告が出された 1)0 DeprenylはKno1l2lにより MAO-B姐害剤として報告されて以来、抗うつ薬として使用

されたが、現在、抗パーキンソン薬としての可能性が検討されている。そこで、今回この deprenylによ

る寿命延長効果の作用機序を解明すべく、この効果がMAO阻害作用、抗うつ作用またはその他の作用に

因るものであるかを、数種の MAO阻害剤および抗うつ薬を用いて、種々の生化学的老化マーカーを指標

にして比較検討した。

〔実験方法〕

12ヶ月齢の雄性マウスに deprenyl(O.5mg/kglday)， c1orgyline(O.5mg/kgl day)， imipramine(2 Omg/kgl day)， 

mianserine(20mg/kgl day)を3ケ月経口投与した。投与終了後、脳および血援を採取し、 -800Cで保存した。

Monoamine oxidase(MAO)活性:脳ミトコンドリアを酵素試料とし A型MAO(MAO-A)活性は [14q-5-HTを、

B型MAO(MAO-B)活性は [14C]-s-PEAを基質として radioisotope法で測定した 3)。脳過酸化脂質量:脳の過

酸化脂質量は t-butylhydroperoxideで刺激する chemiluminessence法で測定した 4) 0 Suneroxide disml由記

長♀自重:邑:脳および血築中の Mn-SODおよび Cu，Zn-SODおよびラジカル消去能は電子スピン共鳴装置

(ESR)を用いて測定した5)。

〔結果〕

{11.MAO活件:若年マウス脳に比べ老齢マウス脳の MAO-A活性は有意に減少し、 MAO-B活性は有意に増

加していた。この老齢マウスに MAO-AおよびMAO-Bの阻害剤であるc1orgy1ine，deprenylを慢性投与した

ところ、それぞれ有意な活性低下を示した。一方、抗うつ薬である imipramineおよび mianserine慢性投与

の場合は、 imipramine投与で MAO.B活性が低下した以外はなんら活性変化は認められなかった(図1)。

(2)脳脂質i角酸化物:脳ホモジェネイトの 800xg上清を用いて脳脂質過酸化物量を測定したところ、若年

マウス脳に比べ老齢マウス脳の脂質過酸化物量は約 2.5倍に増加していた。この老齢マウスに 4種の薬物

を慢性投与しでも、この脳の脂質過酸化物量には変化は現われなかった。

(31. SOD活性:脳中の Cu，Zn-SOD， MnSODおよび血築中の Cu，Zn-SODをESRを用いて測定した。若年マ

ウス脳にくらべ老齢マウス脳の Cu，Zn-SODおよびMn-SOD活性は増加傾向にあった。この老齢マウスに 4

種の薬物を慢性投与したところ、 deprenyl投与群で脳中の Mn-SOD活性の有意な増加が見られた。しかし、

その他の薬物では有意な変化は認められなかった。一方、血築中の Cu，Zn.SOD活性も deprenyl投与群での



み、有意な増加が見られた(図2)。 国1.胤O-Aacti吻(白岡山i山 gpro倒的

{4) ラジカル消去能:この 4種の薬物にラジカル消去能があるか 04 

否かを ESRを用いて、 IIIVlケoで検討した。しかし、 4種薬物とも、

superoxide anione (02
ー)， hydroxyl radical (・OH)および安定ラジカ

ル (DPPHradical)をトラップする作用は有していなかった。

〔考察〕

Deprenyl投与で寿命が延長する作用機序のーっとして、脳の老化

が抑制される事が考えられる。 Deprenylは MAO-Bの阻害剤とし

て知られており、その慢性投与により老化で増加していた MAO-B

活性を著明に阻害した。一方、 MAOAの阻害剤である clorgyline

の慢性投与は MAO-A活性を著明に阻害したが、 clorgylineには寿

命延長効果が見られない事から、 MAO-B活性を阻害する事に意味

があるのかもしれない。事実、 l-dopaの長期投与でマウスの寿命

が延長するとの報告がある 6) また、脳内 dopamine含量と寿命 岬p<O.創刊 young四 ntrol，
。<0.05血 d** D<O.Ol刊岨吋control

とは関連があるとの報告もある7lこの事より、 deprenylの慢性 戸山山 V 噌{

MAO-A 

MAO-B 

1.0 

投与で MAOB活性が阻害され、 dopamine含量が増加した事によるかもしれない。一方、老化につれ

MAO-B活性が増加することが知られている。この事は、 MAO-Bの活性化でモノアミンの代謝が元進し、

アルデヒドや活性酸素種などのフリーラジカルが多量に放出され、脳における脂質過酸化の惹起・進展が

脳の老化に関連していると考えられる。 MAO・B活性を阻害する事はこのフリ}ラジカル発生を抑制する

事に関わるかも知れない。脳における脂質過酸化克進を抑制するためには、フリーラジカルの発生を抑制

するか、抗酸化作用の克進および抗酸化物質の増加による事が考えられる。今回、 4種の薬物を投与した

が、老齢マウスの脳の脂質過酸化を抑制しなかった。また、この4種の薬物とも活性酸素種の O2ーや・

OH、また安定ラジカルの DPPHradicalをトラップしなかった。この事より、 deprenylはフリーラジカル

発生を抑制する事には直接関わっていないものと思われる。しかし、 deprenyl慢性投与でのみ、脳および

血築中の SOD活性の増加が認められた。一般的に、 SODはO2 の消去酵素であり、フリーラジカルが関

与した病態との関わりが良く知られている。また、比代謝率あた

F2・hit-mDT吻 (γ時 prti叫 l回 りの SOD活性と寿命とに正の相関があるとの報告もある 8)。こ
Brain の事より、叩1マポylによる寿命延長効呆の一因として、 d巴叩抑p戸附r陀en町y

l∞ 

慢性投与により抗酸化酵素であるSOD含量増加が考えられる。以

上より、 deprenylによる寿命延長の作用機序に、 MAO.A阻害作用

ヤ抗うつ作用は関与していない事が判明したが、この作用が

MAO-B阻害効果によるものであるのか、また、 deprenylによる直

接作用で SOD含量が増加するものであるか、今後の問題である。

〔参考文献〕
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21 軽微な頭部頻岡衝撃によるタウ蛋白の変化
-Alzheimer病の病理過程との関連性ー
G金山 巌、武田雅俊、新川久義、工藤喬、西村健

大阪大学医学部精神医学教室

〔要約)

疫学調査および神経病理学的研究によりは)、頭部外傷はアルツハイマー病のリス

クファクターであるとされている【 またボクサー脳症患者の剖検脳では老人班、神

経原線維変化が多数認められる (3)。これまで我々は、頭部への機械的傷害によりア

ルツハイマー病と類似した病理過程を示すかどうかについて、頭部外傷モデルを作

製し神経病理学的に検討してきた O 前回、軽度および重度機械的傷害の単回衝撃に

おける急性期蛋白変動と細胞骨格蛋白の変化による比較検討により、軽度機械的傷

害の特徴を明らかにし、 I回の衝撃のみではほとんど障害をきたさない軽微な衝撃

が繰り返し作用した場合における細胞骨格蛋白の 1週間後の変化について、衝撃直

下の神経細胞にリン酸化ニューロフィラメン卜が蓄積することを報告した。今回は、

この軽微な衝撃が反復作用した場合の細胞骨格蛋白の変化についてリン酸化ニュー

ロフィラメントに対する抗体、 MAP2に対する抗体、 tau-l抗体を用いて長期的に検討

した。

方法

雄ウィスター系ラット C300-350g)を麻酔下にて固定し、歯科用ドリルを用いて右頭

]員側頭部に硬膜を完全な状態、にして骨窓をつくり、チューブを周辺部の頭蓋骨に接

着した。チューブ内は生理食塩水で満たし、 fluidpercussion装置に連結した。振

り子ーを一定の目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。再度

衝撃を施行するラットおよび衝撃を施行しないsham-operation群は、チューブの先

端に栓をしてゲージに戻した。軽微な機械的障害(1.0atm)にて、毎日 1回ずつ計 7

回衝撃を施行し、最終衝撃施行より一定期間後にホルマリン固定後、その脳組織を

ABC法による免疫染色により細胞骨格蛋白及び関連蛋白の変化を検討した O また tau
lによる免疫染色では、アルカリフォスファターゼ処理したものを処理していない

ものと比較検討した。

結果

衝撃 1週間後には衝撃部位で細胞構築の乱れ、 GFAPの増生がみられ、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 (p-NFH)、MAP2で強陽性に染色されたが、

遠隔領域で変化はなかった c しかし 1カ月後には、傷害と反対側の大脳皮質、海馬

など広範囲にわたって神経細胞脱落がみられ、 p-NFHが異常蓄積したニューロンが増

加していた C また tau-lで免疫染色したところ、 sham-operation群ではアルカリフォ

スファターゼ処理していないものと処理したものでは、 tau-lの染色性に差は認めら

れなかったが、軽度頻回衝撃を施行した実験群では、アルカリフォスファターゼ処

理したものの歯状回頼粒細胞層において、アルカリフォスファターゼ処理していな

いものと比較して核周囲にタウの免疫性の克進が認められた CFig. 1， Fig. 2)。

考察

アルツハイマー病に特徴的とされる神経原線維変化は、 pairedhelical filamentと

いう構造物からなり、その主要成分は異常リン酸化されたタウであることがわかっ

ている。今回使用した tau-l抗体は、タウ蛋白のSer199およびSer202が脱リン酸化さ

れていないと認識しないモノクローナル抗体であり、アルカリフォスファターゼ処

理によって、反復衝撃した歯状回頼粒層のニューロンにおける tau-lの染色性が克進
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したことから、頬粒細胞層ではリン酸化されたタウが増加していることが示唆され

るc アルツハイマー型痴呆では街状回の穎粒細胞層に神経原線維変化が認められる

こと、アルツハイマー病などの神経変性疾患においてはニューロフィラメント Hの異

常な蓄積がみられること(1)やアルツハイマー病の病理として diffuseaxonal inju 

ryや慢性炎症、脳血液関門破綻なども推定されており、アルツハイマ一病の動物モ

デルとして、その病理過程の解明に役立つものと考えられる。

Alkaline Phosphatase処理(-) Alkaline Phosphatase処理(十)

1カ月後

Control 

傷害

F i g. 1 歯状回頼粒細胞層における tau-lの免疫染色

Alkaline Phosphatase処理(← AlkalinePhosphatase処理(十)

Fig. 2 軽度頻回刺激 1カ月後の穎粒細胞層における

リン酸化タウの核周囲への蓄積
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22 アルツハイマー病脳上清におけるモノクローナル抗体Tau-1
とP旧‘-1を用いた非P町リン酸化タウの定量

〔要約〕

以含康充、工藤喬、 IngeGrIIndite-Iqbal*、KhalidIqbal*、武田雅俊、西村健

大阪大学医学部精神医学教室

*New York State Institut巴 forBasic Research in Developmental Disabilities 

これまでにタウについて報告されているリン酸化部位のうち、モノクローナル抗体Tau-1とPHF-1

により検出される部位について、リン酸化タウの定量を行った。対象として8例のアルツハイマー

病 (AD)忠者、 6例の年齢を→致させた正常者の死後剖検脳を用い、これらの側頭葉皮質より作製

したホモジネートを遠沈し、 PHF化していない浮遊性のリン酸化タウをradioimmunoslot-blott.去(1)

により測定した。その結果、 Tau-1部位(アミノ酸配列189-207の1つ以上のSerおよび寸hr)にはADで

は脱 1)ン酸化により 3.3ngの非PHFリン酸化タウが検出され、 PHF-1部位(リン酸化された

Ser396. '104) にはADで3.8ngの非PHFリン酸化タウが検出された。

[目的]

微小管関連蛋白の dつであるタウは正常脳でも豊富にみられ、主として軸索内に存在し微小管の

安定作用や判!索の形態維持、軸索輸送に関与すると推定されている。 AD脳ではタウは過剰にリン酸

化された形で存荘しており、病理学的所見としての神経原線維変化の微細構造であるpaired

helical filaments (PHF)の主要な構成成分である。また、リン酸化により上記のような正常タウの

生理的機能がinvitroで、失われるため、タウの過剰なリン酸化がADにおいて神経細胞の変性を起こ

し、広範な神経細胞の脱落につながるとの推定がなされてきた。これまで数ヶ所の過剰なリン酸化

部位が報告されているが、リン酸化タウの量についての具体的な報告はなかった。非PHFリン酸化タ

ウはcytosolrf1に存在するPHF化されていない過剰リン酸化タウであるが、いわゆるPHFタウと同じ部

位でリン酸化されており、正常タウからPHFタウへの中間的存在と考えられている (2)。今回我々は、

AD患者および正常者の死後剖検脳ホモジネートの上清を用いて部位勾二のリン酸化タウ量を測定し、

差異の有無について検討した。

[方法1
8例のAD剖検Jlì~ ， 6fJUの正常対照者音u検脳(NetherlandBrain Bandより提供)の側頭葉灰白質より作
製したホモジネートを27，OOOXg，4'C， 30分遠沈し、上清をSampleBuffer(50mM Tris， pH7.6， 
200mM NaCl[Tris Buffered Saline(TBS)])， Protease Inhibitors(l酬 Phenylmethylsulfonyl

Fuluoride， 0.015μM Aprotinin， 1JlM Leupeptin， WM Pepstatin)， Phosphatase Inhibi torsOmM 

Na3V04' 5mM町)にて総蛋白量がlμg/5μlとなるよう調整し、幅1cm釘:に格子状にマークしたニトロセ

ルロース膜(pore:0.2μm)に5μlず、つ吸着させた。また、標準11U線用に精製した非PHFリン酸化タウを

0.5-15ngの$If問でフ*ロットした。

Tau-1反応用のニトロセルロース膜を室温で30分間乾燥後、 150mlの3出(wt/vol)BovineSerum 

Albumin(BSA)ーTBS-O.1%NaN3にて室温で1時間Blockingし、 100mlのTBSにて10分間、 2回洗浄した。JJ.兄
1)ン酸化のため 15mlのAlkaline Phosphatase(226U/ml ;Boehringer Mannheim)， Phosphatase 

Inhibi tors， 100mM Tris(pH8. 0)にて37'C、18時間incubateした。 PHF-1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、 3lr:i1洗浄後200mlの5出BSA(wt/vol)-TBS-0.05%Tween-20(vol/vol)にて室出

で1時間Blockingし、 BlockingBufferで1:25，000に希釈したTau-1と1:250に希釈したPHF-1をそれ

ぞれ加え、室温で16時間incubateした。

200mlのTBS-0.05目Tween-20で10分間、 4回洗浄後、 0.05問/mlの 1251標識抗マウス IgG抗体

(畑l巴rsham) を 15ml加え、室温で2~寺問 incubate した。十分な洗浄の後 (20ml;1分X2問、 200ml; 30分

X3同、 200ml; 1時間X3凪)、ニトロセルロース映を1cmfIjに切り、 GammaCounter(Packard)にて
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radioactivi tyをiRlJj主した。

[結果]
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Fig.l Tau-lによる標準曲線 Fig.2 PHF-lによる標準曲線
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Tau-l は正常タウを認識する抗体であ

るため、:JI:PHFリン酸化タウの量は)J5i.リ
ン酸化後と前のタウの量の差として算出

した。その結果lllgの蛋白あたりTau-lal¥

位にはADでは3.3ng、正常者ではO.8ngの

非PHFリン酸化タウが存在し、 PHF-l部位

にはADで3.8ng、正常者では2.1ngの非

PHFリン酸化タウが存在したc

Tau-1 

脱リン酸化(+) 9. 7::!:3. 5 I 6. 8::!:1. 5 

Table. 上清中の;JI:PHFリン酸化タウ量

[考察]

非PHFリン酸化タウはPHFタウと同じリン酸化部位を持ち、タウのリン酸化はまず、cytosolで起こり

その後PHF化されると抗定されている。今回は脳ホモジネート仁清をmいて、 Tau-l部位および'1'HF-l
部位について、 PHF-l部位により多くのADP-tauが検出されたが、これはタウの過剰なリン酸化に部

位毎に差異が認められ、より優位にリン酸化されている部位が存在することを示している O

日下イドの本学会で我々は、脳ホモジネートについて同様な検索を行い、;JI，PHFリン酸化タウとPHFタウ
の百|ではTau-l部位の過剰リン酸化タウはPHF-l部位の約2倍が存在することを示した。今回の結果か

らADP-tau は両部位で、ほぼ同量が存在したことから、 Tau-Hil¥位のPHFタウはPHF-l部位の数倍存在す

るものと考えられ、こうした差違の持つ意義を検討することがADの病態生理の解明に新たな視点を与

え得るものと忠われる。

また、正常脳においてもAD脳に比べ低いレベルではあるものの非PHFリン酸化タウが検出されたが、

最近の研究では正常脳でもタウはPHFタウと同じ部位でリン酸化されており、死後も活性を持つ生体

内の種々のphosphataseにより脱リン酸化されるらしいことから (3)、完全に脱リン酸化されずに残っ

たタウカ斗食出されたと考えられる。

[参考文献]

(1) Khatoon， S.， Iqbal， K.， et al. (1992) 1. Neurochem. 59， 750-753 

(2) Kopke， E.， Iqbal， K.， et al. (1993) 1. Biol. Chem. 268(32)， 24374-24384 

(3) Eriko， S. M.， Lee， V. M.ーY.，et a1. (1994) Neuron 13，989-1002 
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23 無血清初代培養神経細胞における過剰リン酸化タウの発現と、

〔要約〕

低濃度オカダ酸の長期暴露による変化について

柏木雄次郎、工藤喬、中村祐、以倉康充、武田雅俊、西村健

(大阪大学医学部精神医学教室)

アルツハイマー病脳に出現する神経原線維変化は異常リン酸化タウからなるが(2)、このタウの

異常リン酸化を解明するモデルとしての培養系について検討した。無血清初代培養した胎児ラッ

トの神経細胞に発現する過剰リン酸化タウを、免疫組織化学およびウエスタン・ブロッティング

法により経時的にその変化を観察したところ、過剰リン酸化タウは神経団路の形成時期に一致し

て培養3日目頃から徐々に発現量を増し、培養期の中で神経団路の形成がほぼ終了する 11日日

頃に最も多い発現量を示している事を確認した。この培養系に、プロテイン・フォスファターゼ

の強力で特異的な阻害剤であるオカダ酸lnMを培養3日目から添加し長期間 (3-1 0日)暴

露したところ、免疫組織化学において対照群に比してリン酸化タウの免疫反応性の増強を認めた。

(方法〕

1 )細胞培養:胎生 17日齢のウイスター・ラットより大脳を取り出し細断した組織を、トリプ

シン・ DNaseIで消化し、 polyethyleneimineコー卜した coverslip J:.に 5X 105 / cm2 

の細胞密度で播種し、無血清培地にて培養した。

2 )オカダ酸の添加 :DMSOでlmMに希釈したオカダ酸 (Ok-A)を、無血清培地中に lnM

となるように添加して、このオカダ酸含有無血清培地を用いて培養3日目より 2日毎に培地交換

を行った。

3 )免疫組織化学:単層に培養した細胞をPBS(-)にて洗浄し、メタノール・酢酸混合液を用い

て固定し、 tau--1、PHF-lの各抗体を用いて免疫染色した。なお、 ta u -1抗体は脱

リン酸化されたエピトープを認識するため、染色前にアルカリフォスファターゼによる脱リン酸

化処理を行なった群と、この処理を行なわなかった群とを比較した。

4 )ウエスタン・ブロッティング法:3.5μg/laneの蛋白をSDS-PAGEにて電気泳動し、

t a u -1抗体を用いて immunoblottingした。免疫組織化学と同様の処理を行ない、ペルオキ

シダーゼ標識した2次抗体を用いた。

〔結果〕

1 )胎生 17日目のラット神経細胞を無血清初代培養したところ、過剰リン酸化タウは培養3日

日から徐々に発現し、培養 11日目頃に最大の発現量を示した。

2)この培養系に、 lnMオカダ酸を培養3日目から加えたところ、免疫組織化学的にリン酸化

タウの免疫反応性の増強を認めた。

(考察〕

胎生期から新生児期の神経回路が盛んに形成される時期には、生理的にタウが過剰にリン酸化さ

れ、神経団路が完成し成人になると過剰リン酸化が減少するが、我々の結果は、 invitroでもほ

ぼ同様の変化が生じている事を示している C 一方、この培養系にオカダ酸を加えて生じるリン酸

化タウの免疫反応性の増強については、オカダ酸がプロテイン・フォスファターゼlまたは 2A



を阻害することにより脱リン酸化が阻害されて生じるものと考えられるが、それぞれの真の解離

定数(l三 200n M、2A二 30p M)を考え合わせると、プロテイン・フォスファターゼ2Aが主

に関与していると考えられる(1)。この培養系は、今後さらにこれらの変化を定量化すると共に、

他のフォスファターゼ・インヒビターによる変化を検討してゆくことで、タウの過剰なリン酸化

や脱リン酸化の機序を検討するのに有用なモデルであると考えられる。

tau-1 AI-p(+} tau-1 AI-p(・)

tau-1 AI-p(+} Ok-A 1 nM 

kDa 

67-
*ーー

43-

tau-1 AI-p(+} tau-1 AI-p(・}
I I 

day 3 5 7 9 11 13 3 5 7 9 1113 

( * hyperphosphOlylated tau) 

(文献J

(1) Bialojan， c.， et al. (988) Biochem.1. 256，283-290 
(2) Lee，V.M.-Y.， et al.099D Science 251.675-678 
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ラットの reboundhyperphagiaに閉所ストレスを加えた時の

24 摂餌行動と視床下部セロトニン代謝
井上幸紀1)、切池信夫1)、藤寄泰利1)、栗岡政典1)、伊藤英樹1.2)、奥野正景1.3)、

吉村敬一1.4)、山上条1)

1)大阪市立大学(医)神経精神医学教室 2)宝塚三田病院 3)三国正病院 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 rebound

hyperphagiaに閉所条件を加えた時の摂餌行動と視床下部セロトニン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の摂餌量は、 22時間の絶食後の摂餌に比し 2時間後で

約180%まで増加した。これに閉所条件を加えると摂餌量はさらに増加し、 22時間の絶食後の摂餌の約

196%となった。摂鰐により視床下部セロトニン濃度はいずれの群においても増加傾向を示した。しかし、

rebound hyperphagiaを呈したときの視床下部セロトニン代謝は 22時間の絶食後の摂餌のそれと有意に差を

認めず、また、 reboundhyperphagiaに閉所条件を加えた時においても 22時間の絶食後の摂餌のそれと有意

に差を認めなかった。これらのことより、視床下部は摂餌行動に深く関与しているといわれているが、時

間制限給餌により生じる reboundhyperphagiaおよびこれに閉所条件を加えた時にみられる摂餌行動の増強

に視床下部セロトニン代謝は関与していないことが示唆された。

はじめに 我々はラットに 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、その

後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

断頭i去を用い報告した3)。また、これに関所条件を加えるとさらに reboundhyperphagiaが増強されること

を報告し、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 2) 4)。視床下部セロトニンは満腹感などに関与し、摂餌行動に深く関

与していることが知られている。そこで今回我々は、この reboundhyperphagiaおよび、これにストレスと

して閉所条件を加えた時の摂餌行動と視床下部セロトニン代謝の変化についてマイクロダイアリシス法に

て検討を加えた。

亙草L 実験方法は既報IJIこ多少の変更を加えて行った。すなわち、 Wistar系雌性ラット (12週齢、

180-220 g) にchloralhyd凶 E麻酔下で Paxinosand Watsonの図譜5)に従い guidecannulaを視床下部 (A

-2.7mm， L +0.5mm， V -7.5mm from Bregma and dura su由民)に挿入し、固定した。ラットを 8時から 20時

を暗期とする明暗恒温条件下で個別の飼育用アクリルゲージ (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。そのうち一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、 11時より閉所条件を加えないで自由に摂餌させた (A群)。他の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日間にわたり施行した。 8日目に制限

給餌を行った 2群のうち 1群は閉所条件を加えずに 11時より自由に摂餌させた (B群) 0 他の 1群は

11時に前報1)の 100x150xlOOmmの大きさのケージに移し閉所条件を加えてから自由に摂餌させた (C

群)。実験期間中、水分摂取は自由に行わせた (n=4-8)o5-hydroxytryptamine (5-HT)， 5-hydroxyindoleacetic 

ぽidσ-HlAA)濃度測定日の前日より膜長2ミリの I時型透析プロープを挿入し、血小板由来のセロトニン

の影響を認めなくなったことを確認後、 invivo microdialysis 1去によりそれら濃度を HPLC-ECDにて測定

した。 9時から 15時まで 30分毎に回収された視床下部細胞外液のうち、 9時から 11時までのふHT，

5-HlAA 濃度を基礎値とした。測定条件として、作用電極はグラファイト電極で電位は +500mVとし、カ
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ラムはエイコム社製 EicompakMA-50DS (2.5o x150mm)を用いた。移動相は O.lM酢酸Na:O.lMクエン

酸=5:1，10%メタノール， 50mg/l EDT A2Naの混合液で、流速は 0.25ml/minとした。

各群間における細胞外液中 5-HT，5-HIAA濃度変化の統計学的解析として、実験条件と時間を 2因子と

して繰り返しのあるこ元配置分散分析を行った。また、各群の摂餌直前の基礎値と摂餌後の各5-HT，

ふHIAA値の比較、摂餌量の比較には t-testを用いた。

結果および考察 自由摂餌再開後の2時間の摂餌量の平均はA群では 5.2:t1.3g，B群では

9.4:t1.6g， C群では1O.2:t2.3gであり、 B群、 C群ともにA群に比し有意に増加しており民bound

hyperphagiaを認めた。さらに閉所条件を加えたC群の摂餌量は B群よりも増加する傾向にあった。これ

ら3群の自由摂餌開始後の視床下部細胞外液中のふHT，5-田AA濃度の変化を Fig.1に示した。 A群、 B群

では 5ー町濃度は摂餌後増加し、各々 210分後には基礎値の約120%と 180%となった。 C群のふ町濃度

は摂餌開始 l時間後に基礎値に比し最大約 130%まで増加した後漸減した。これらは摂餌により視床下部

セロトニン放出が増加するという報告に一致している 61 しかしB群、 C群ともにA群に比し 5-HT濃度

に有意に差を認めなかった。また、 5-HlAA濃度はいずれの群においても摂餌による有意な変化を示さな

かった。視床下部セロトニンは満腹感等に関与し、摂餌行動に深く関わっていることは知られているが、

時間制限給餌により生じる民boundhyperphagiaおよびこれに閉所条件を加えた時にみられる摂餌行動の増

強に視床下部セロトニン代謝は関与していないことが示唆された。
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180 150 120 自030 

Basal release [
 

n
u
w
n
U
 

2
 



66 

25 
ラットの時間制限給館によるreboundhyperphagiarこ閉所ストレス

を加えた時の摂餌行動と側坐核ドパミン代謝
藤寄泰利1)、切池信夫1)、井上幸紀1)、栗岡政典1)、

奥野正景1，2)、伊藤英樹1，3)、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

〔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 rebound

hyperphagiaに、閉所ストレスを加えたときの摂餌行動と側坐核 (NAC)の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の一日摂餌量は、 22時

間絶食後の自由摂餌一日量に比べ、約150%まで増加した。そして、これに閉所ストレスを加えると一

日摂餌量はさらに約180%まで増加した。 22時間絶食および一日 2時間の制限給餌から解放した時の

rebound hyperphagia時にはNACの細胞外液中DA濃度は上昇したが、 reboundhyperphagiarこ閉所ス

卜レスを加えたときにはDA濃度は上昇しなかった。 DOPAC、HVA濃度は3群間で有意な差を認めなかっ

た。以上のことよりNACのDA系は閉所ストレスのreboundhyperphagia増強作用に関連していないこと

が示唆された。

はじめに 我々は本学会においてラットに1日2時間の時間制限給餌を7日間繰り返した後、自由摂餌

を再開すると reboundhyperphagiaとなること、そして閉所ストレスを加えるとさらに rebound

hyperphagiaが増強されることを報告してきた九我々は過食の生物学的基盤を明らかにするためにこの

モデルを用い脳内の各部位でのモノアミン代謝を検討中である。その中で前回は前頭前皮質のDopamine

(DA)代謝が関与していることを報告した1)。一方、倶IJ坐核(NAC)rこおけるDA系は報酬過程と関連してお

り、摂餌行動ではDA濃度は上昇するが、嫌悪性であるストレス条件下では反応が少ないことが報告され

ている5五)。そこで今回この reboundhyperphagia及び、これにストレスとして閉所条件を加えたときの

NAC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法における外科的処置は前報と同様である九すなわち、

Wistar系雌性ラット (12週齢、 180-21Og)にchloralhydrate麻酔下で Paxinosand Watson 4)の図

譜に従い guidecannulaをNAC(AP + 1 .Omm、L+ 1.2mm、V-5.0mm from Bregma and dura surface) 

に帰入し、固定した。ラットを8時-20時を暗期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=4-5)。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。

測定日に膜長3mmの l字型透析プローブを挿入し、 DA3、4・dihydroxyphenylaceticacid (DOPAC)、お

よび homovanillicacid (HV A)濃度の測定値が安定してからの3サンプルの平均値をそれぞれの基礎値と

した。対照群として測定目前日に餌を取り除き、 22時間絶食させた後、閉所条件を加えないで自由に摂
餌をさせた群 (A群)を用いた。時間制限給餌をおこなった2群のうち1群は、閉所ストレスを加えずに

自由に摂餌をさせた (B群)。残りの1群は摂餌前に既報3)の100x150x100mmのステンレスグリッド

のケージに移し閉所ストレスを加えてから、自由に摂餌をさせた(C群)。実験期間中、水分摂取は自由

に行わせた。

細胞外液中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。摂餌量の検定及び細胞外液中DA，DOPAC，HVA濃度の基礎値に対する変化の検
定には t-test (paired)を用いた。

結果および考察 前回の報告と同様に自由摂餌開始後の摂餌量はA群に比べB群、 C群とも有意に増加

しておりreboundhyperphagiaが観察された(table1)。さらにC群の摂餌量はB群に比べて増加する傾

向を示した。 NACにおける細胞外液DA濃度はA群がC群に比べ有意に上昇し、 B群もC群より上昇する傾

向を示した。 A群と B群の間には有意な差は認めなかった。 DOPAC濃度は3群聞に有意な差は認めなかっ

た。 HVA濃度はA群に比べB群が上昇する傾向を示したが、その他の群問に有意な差を認めなかった
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(Fig.1 )。個々の群では摂餌時の細胞外液DA濃度はA群、 B群では有意に上昇したが、 C群では有意な上

昇を示さなかった。 NACにおけるDA濃度は摂餌時に上昇しストレス負荷時には反応しないと報告されて

いるが、今回の結果を考える限りreboundhyperphagia時lこ摂餌lこより上昇したDA放出が閉所ストレス

を加えることにより減少しており、 DOPACおよひiHVA濃度がいずれの群においても基礎値より上昇し、

これらの群聞において差を認めなかったことから、閉所ストレスを加えるとNACの摂餌によるDA放出が

抑制される可能性が示唆され、閉所ストレスのreboundhyperphagia増強作用には、 NACのDA系は関与

していないことが示唆された。

Table 1 Food intake (9) 
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*pく0.05; compared with Agroup Mean:!:S.E.M 

DA 
HVA 

400 

350 

調駐 日ぷ 去を
同

200 

180 

l 一一一一"1 1l，l160 

「一川~ 140 
卜--0ー j ~ 120 

~ 1 ~ 100 

"-' トーー-c ! E 80 
L一一一一一一一」 百 60 

~ 40 

20 

o 

o 2040 60 80 100120140160180200220240260280300 time{min.) 

~ 300 
m 
.E:!: 250 
ω 
土 200
偲
ω 

旦 150
O 10C 、。。 50

o 20 40 60 80 100120140160180200220240260280300 time(min.) 

Free Feedmg 
Free Feeding 

DOPAC c

s

d

 

M

四

時

州

司

自

叫

山

口
説

引

制

町

山

M

M

咽
同

州

同

時

d

M
仙
刊

M

A
H
H
山

w
h

叩

0

吋

Z

山口

nm

山

中

泊

h
目

l

A

叫
一
川
判
明
町
一
川
州

制

判

開

h
削

四

回

同
町
一
…
な
江

町

自

国

訓

引

れ

;

町

A
h
旭

川

除

却

0

1

H
吋
吋
剛
山
m
d
d

h
H
山

町

帥

仙

川

町

160 

140 

~ 120 
悶

告1∞
』

石 80
凶

~ 60 
』

o 40 
s 
20 

o 
o 20 40 60 80 100' 20 140 160 180200220240260280300 tlme(min.) 

Free Feeding 

参考文献
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26 
トリのインプリンティング行動に関与する神経伝達物質の検索

塚田裕三・金松知幸・高原ひろみ・加藤久子

(創価大学・生命科学研究所)

〔要約〕ホワイトレグホンヒナによるインプリンティング行動Omp.B.)の数量化を回転カゴを用いて試

みた。刺激はカゴの左右から交互に提示した。初期刺激は光のpriming後計2時間、評価刺激は計10

分関与えたc 刺激側への追従回転数から正反応率を算出してImp.B.形成群・非形成群を選別した。評

価3日間での正反応率が常に90%以上のものを形成群とした結果、 41%の形成群が選別された。

microdialysisi去により脳のmedialhyperstriatum ventrale (MHV)部からのグルタミン酸(Glu)放

出を調べた結果、形成群ではアセチルコリン(Ach)と同様にhnp.Bに伴う放出量の増大が認められた。

このことからImp.BにはMHV部のGlu作動作シナプスが関与することが確かめられたc

〔はじめに)

アヒル・ニワトリ等の早成性鳥類のヒナに見られるImp.B.とは僻化後の短期間内に初めて受容した

刺激に対して恒常的に後近・追従行動を示す現象であり、学習・記t昔、の原型と見なされる。 Imp.B.発

現のためにはMHV部が必須であることが[14CJ-2寸eoxyglucose法ωにより確かめられている。我々

は今回Imp.B.を数量的に表示し形成群を選別すみ方法の開発を試み、併せてImp.B.に伴ってMHV部

から放出されるアミノ酸の定量をmicrodiaIysis法を用いて行ったc

〔方法]

Imp.B.計測装荷として直径40cmの回転カゴを用い、カゴが1132回転(約4cmの移動)した場合に 1

カウントを数えるよう設定し、回転カゴの中心から左右 1m先にturntableとスタンドを置き、直径

14cmの赤ボールをいずれか一方につり下げこれを刺激物体とした c 暗室内で鮮化したヒナに

priming光を与えた後に初期刺激を与え、翌日から 1日1回評価テストを3日間行った。刺激の提示

方法は(図1)の如くである c 解化後3日白からはテスト終了後の30分間、餌と水を与えた。 3回の評

価の結果から11ll!J.B.形成;容を次のように求めた。 Imp.B.形成率(%)ニ{ボールに向かった回転数/ポー

ル提示時の総回転数}
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麻酔下で脳固定器に

固定しmicrodialysis

評価

関・ 1 インプリンティングのための初期刺激鑓示法と評価スケジュール



用のガイドカニューレ(頭蓋骨からの深さ1.5mm)をMHV部に埋め込み、翌日評価テストを行った後

に透析プローブ(膜長1.5mm)を挿入した。 4時間後、運動による影響を最小限にするため回転を止め

たケージにトリを入れmicrodialysis装置に接続しリンガー液(流速2μl/min)で瀧流を行った。潅流

は静止時・ボール提示時・高カリウム液潅流時について行い15分毎に30μlの透析液を回収した。こ

の透析液中のアミノ酸をAccQ.Tag法によって定量し追従行動に伴う各種アミノ酸量の変動を調べ

た。

〔結果および考察〕

Imp.B.の数量化:lmp.B.形成群と非形成群を明確に選別するため図・ 1に示すスケジュールに従い

初期刺激・評価テストを行った結果、 lmp.B.形成群は41%、非形成群は59%で後者には臼により行

動量の変動の大きかったものも含まれている。この方式を採用することにより、刺激に向かつての追

従行動のみを評価することでより安定したImp.B.形成群を選別することが出来た。

Microdialysis法によるMHV部からのアミノ酸の放出:1993年本学会でlmp.B.に伴いMHV部より

Achが放出されることを報告した(:lJ。今回はアミノ酸、特にグルタミン酸(Glu)の挙動について

microdialysis法で検討を加えた結果、形成群でlmp.B.に伴ってGluの放出量の増加が認められた。高

カリウム液による潅流ではGluのほかにタウリンやGABAにも放出増加が認められ、これらのアミノ

酸もトリ脳における神経伝達物
表 1 滋流液中の各種アミノ酸の濃度変化

質である可能性が示唆された。

我々はすでにアヒルのMHV部へ

のアトロビンやカイニン酸の局

所投与でlmp.B.が消失すること

を報告

b)非形成群

※ 1 2 
A.A 

Glu 106 

a)形成群

※ 1 
A.A. 
Glu 19 
Gln 21360 
Tau 1428 

GABA 

3 4 
iボールi

41 67~ 88 

し(3)、

lmp.B. 

形成に

際し Gln 18731 14800 i 156741 15002 

MHV部
Tau 

GABA 

1132 1381 i 936 i 1168 

でコリ ※各番号は分画(15分間で30μ[)

ン作動

234  
iボール i
131 秀1$1 90 
17164i 21934i 24070 
10印 25741 2622 

5 6 7 
iボール i

15623i 14698i 14041 
736 i 683 i 736 

5 6  i~ 
~ high K~ 

2i 54i 58 
149451 191131 14220 
1日81 物語 19581
-181  

ぐpmol/mD

8 9 10 
ihigh Ki 

6tfhZ2117 13402 i 112021 13051 
672L < 53201 10729 

54 

(Pmol/mD 

性とGlu作動性シナプスが関与していることを示唆した。今回の実験でMHV部でのlmp.B.に伴うGlu

の放出増加が実証され、 lmp.B.形成にはGlu作動性シナプスの活動が関与していることが確かめられ

た。また、 lmp.B.形成時にアヒルのMHV部でKainate-bindingproteinやCalmodulinの遺伝子発現

のあることゆ及びトリ脳MHV部にNMDA-R1遺伝子の発現のあるとと(5)が確かめられており、 MHV

部でのGlu作動性シナプスの重要性が裏付けられている。

〔文献) (1) Kohsaka， S. ， Takamatsu， K. ， Aoki， E. & Tsukada， Y. ; Brain Res. (1979)立~539-544. (2)金

松知幸，高原ひろみ，塚田裕三;神経化学辺♀1330-331.(3) Takamatsu， K. & Tsukada， Y. ; Neurochem. 

Res. (1985) 10 1371-1391.(4) Kimura， N. ， Kurα泊wa，N. ， Kondo， K. & Tsukada， Y. ; Mol. Brain R巴s.

(1993) 17 351-355.(5) Kurosawa， N. ， Kondo， K. ， Kimura， N. ，Ikeda， T. & Tsukada， Y. ; Neur∞hem. 
Res. (1994)よ皇(5)575-580. 

69 



70 

27脳老化促進マウスの学習・記憶力及び免疫機能低下のaFGFによる防止
大村裕 l 、佐々木和男2 、李愛軍3 、吉井春夫、深固有理子、家後書 l 、

遠山育夫、花井一光、木村宏4 、野村靖幸日

〔要約〕

(日本臓器製薬(株) 生物活性科学研1 、富山大学工学部2 、九州大学医学部3 、

滋賀医科大学4 、北海道大学薬学部日)

SAMP8に生後3週後からaFGFをl週l回、皮下注射を持続する。受動的回避学習及びモリス

水迷路学習テストで調べると有意に生食水投与群に比し、記憶能力を正常に保させた。これは

海馬に投射する内側中隔コリン作動性ニューロンの抗acetylcholinetransferase((CAT)活性

を有意にaFGFが上昇させたためである。また、海馬ニューロンのムスカリン受容体の密度が生

食水群に比し有意に増大していた。 P8における内側中隔コリン作動性ニューロンのCAT活性低

下の原因はいまのところ不明である。

P8の免疫機能を液性([gM)および細胞性免疫CDTH)で調べた。 [gM産生は、 P8で老化抵抗性

マウスRlに比し高く、 2ヵ月と 7ヵ月で加齢による低下はなかった。 DTHではP8は加齢により

低下した。しかし、 aFGF群ではI酬はRlに近く、 DTHは加齢による低下が防がれた。したがっ

て、脳老化と細胞性免疫低下の聞に相聞があり、 aFGFはそれらを正常化できる。

1.老化促進マウスCSAM)の学習記憶能力とaFGF:生後3週後からSAMP8に週 l回O.7あるい

は7μg/kgaFGF s. c.投与CF)群で、生後10カ月間、対照食塩水投与CS)群に比し有意に学習

・記憶能力を正常に維持てきた。すなわち受動回避学習ではF群はRlと同等であった。水迷路

学習て'tiF群は水中に隠した足場をS群より早く見出し、足場を除くと、もとあった場所に有

意に長く留まっていた。すなわちaFGFにより情動性および空間性記憶が正常に維持できた。抗

CAT抗体による免疫組織化学的染色で、内側中隔コリン作動性ニューロンは、 S群に比し、 F

群でCAT活性が高い(図 1)。このコリン作動性ニューロン数はS群で約15%i減少したが、 F

群では減少しなかった。また、個々のニューロンのCAT含有量はS群で著明に減少したが、 F

群はRlに近付いた。 MAO-B活性はS群脳での増加に比し、 F群では有意に低下した。ムスカリ

ンおよびNMDA受容体密度は大脳皮質で、 F群は有意に高い状態を維持した。 s.c.投与でaFGFは

脳脊髄液中に入らないがaFGF(1-15)は投与10時間後7倍に増加したのでフラグメン卜で入って

いる。

2.免疫機能:図2に示す方法で2ヵ月日および7ヵ月日で、 トリニトロフェノールCTNP)-

tツジ赤血球CSRBC)に対する液性免疫でIgM産生をみると、 P8で高い産生を示し加齢による低

下は認められない。 aFGFはこれを低下させるように働いている(図3)0 一方Rlで'ti逆にaFGF

はIgM産生を上昇させる。 T細胞性免疫を遅延型過敏症反応CDTH)で見ると、 P8で加齢により

低下するがaFGFはその低下を防止している(図4)。

SAMP8における脳老化と細胞性免疫機能低下をaFGFは完全に防止できる。このことはまた学

習・記憶能と免疫能とが密接に関係することを示している。

Oomura Y.， Sasak i K.， L i A. 巴tal. In: The SAM model of senescens巴 ed.T. Takeda， 

Elsevi巴rScience， Ilelrin， 415-418. 
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図1.抗 CAT抗体で免疫組織化学

的に染色.左 :SAMP8リンガー液投与

右 :aFGF7μg/kg 1週 1回皮下投

与.両倶IJ内側中隔(本)及び Broca

の対角帯(↑).両本の中間は左右脳

の間を示す.左， CAT染色性低下の

ため細胞の形がはっきりみえない.

0 2 4 (mo)図 2.SAMP 8へのaFGFの投与方法と免

I<nr勺??守 71ア γ17アれ11ミア;?;???i?? 疫反応測定法. TNP-SRBC(ト川口7，:;.-

aFGF 7 )lglkglweek，日・ ↑ /v t '11赤血球). Assay for anti-TN 
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図 3，SAMP8における液性免疫.抗

TNP IgM抗体産生に対する加齢およ

びaFGFの効果， P8による IgM産生過

剰を aFGFは防止. R 1の産生低下を

aFGFは上昇.

~ 7mocont. 
1.---.6. 7 mo aFGf 

P 8 
"---1回2mo cont. 
・一一・ 7mo cont. 
A一-.t..7 mO aFGF 

10 12 

Mean :! S.E.M.， n = 6， ..:p <0.01 eS compared V'川h7 mo control 

R1 

P8 2 mo cont. 

P8 7 mo cont. 

P8 7 mo aFGF 

R1 7 mo aFGF 

o ~ w ~ 0 ~ w ~ 
Footpad swelling ( XlO，2 mm ) 

Each Value represents mean j: S.E. 01 6 mice， 'p<O.05 as compared wlth control 

図 4.TNPおよびSRBCによる細胞性免

疫 (OTH)に対する加齢およびaFGFの

効果.加齢による低下を aFGFは防止.
~合
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28 In vitro血液脳関門モデルの確立

アストロサイトによる物質透過性の変化

磯部一郎、渡辺貴夫¥加藤泰治

(名市大・医・分子医研・生体制御、本同・薬・製剤)

<要約> 晴乳動物の中枢神経系では、種々の血中物質の脳内移行が強く制限されていると同時に

グルコースやアミノ酸などは特異的輸送機構により脳内に取り込まれる。これらの機能は血液脳関門

(BBB)として認識されており、生体内の巧妙なシステムの一つである。このBBBの生理学的および形態学

的性質について、これまでinvivoにおけるさまざまな知見が蓄積されてきた。そしてBBBの構造的な主

体は脳毛細血管内皮細胞であること、その内皮細胞の特徴的な機能発現には脳内の環境因子が深く関わっ

ていることが広く認められ、とくに毛細血管外側にその足突起を伸ばして血管に近接しているアストロ

サイトの役割が注目されている。われわれは、内皮細胞を透過性メンブレンに単層培養し、その物質透

過性をinvitroで測定するシステムを使用して、内皮細胞層の物質透過性発現にアストロサイトが重要な

機能を果たしていることを示唆する結果を得た。

<実験方法> (1)ウシ大動脈内皮細胞のAEC)の培養:新鮮なウシ大動脈をよく洗浄し、血管内腔

を0.5%ディスパーゼで浸して酵素処理した後、血管を切り開き、内皮細胞層をメスで剥離して内皮細胞

を得た。培養液には10%ウシ胎児血清含有のDMEM(Dulbecco・s)培地を用い、コンフルエントになる毎に
トリプシンにて細胞を浮遊させ、継代培養した。実験には8~14代目の細胞を使用した。(2 )ウシ脳毛

細血管内皮細胞のBEC)の培養:既報の方法 [1]にいくつかの改良を加えて行なった。灰白質部分をカミ

ソリにて細切し、これにディスパーゼ溶液を加えて37'Cで30分間インキュベートした。この処理により、

組織液は酸性になるので、 pHlO.0に調製したMEM培地にてpHを中性に保つようにして、さらに120分間

インキュベートした。ディスパーゼ処理後、遠心沈澄を13%デキストラン溶液で処理して脂質成分を除

き、毛細血管に富んだ沈i査を得た。さらにコラゲナーゼ/ディスパーゼにて4時間処理し、その後50%
Percoll ~こて密度勾配遠心法を行い脳毛細血管内皮細胞を得た。 (3 )ラット胎児脳アストロサイトの培

養:既報[2] に従って、胎生16~18のラット脳よりアストロサイトを初代培養し、 3代目ないし4代目の

細胞を実験に使用した。(4 )遅過茎監:調製したBBECまたはBAECをSnapwell(Costar)のメンブレン上

に播穫し、アストロサイトをSnapwellを入れる6ウェルプレート上(システム1)ないしはSnapwellの裏面

(システム2)に共培養した(Fig..l)。内皮細胞がメンブレン上でコンフルエントになった後、 Snapwellの

カップごと透過実験用チャンパーにセットし(Fig.2)、透過実験を行なった。トレーサーには細胞に取り

込まれず、ほとんどが細胞間間隙を通過すると考えられるe4C]L-gluωseを用いた。システムlについては
血管外側にあたるチャンパーのL-glucoseの放射活性 (30分値)を、システム2では、共培養したアストロ

サイトの細胞層の影響を除いて評価するためのデータ解析を施して、透過係数を求め比較したO

<成績> (1) BBECの透過性に対するアストロサイトの影響:初代培養のBBECはアストロサイト

と共培養すると、システム 1・2とも、 BBECの単独培養より透過性が抑制された(Fig.3，4)。また4代固

まで継代培養したBBECでもシステム lで透過性が抑制されたが、アストロサイトの有無による透過性抑

制は初代培養のBBECより大きく現われた。 (2)BAECの透過性に対するアストロサイトの影響:シス

テム lではアストロサイトとの共培養により、 BAECの透過'生はかえって上昇する傾向があったが(Fig.5)、

システム 2ではBBECと同様にアストロサイトとの共培養により、 BAECでも透過性は抑制された(Fig.6)。

<考察> BBB機能の際だつた特徴の一つは、多くの血液中物質の脳内移行を強く制限することであ

る。これは脳毛細血管内皮細胞が細胞間によく発達したタイトジヤンクションを有していること、また

この脳血管内皮には細胞内小胞が乏しく、他組織の血管内皮で見られる血管内側と組織側とを結ぶよう

な窓構造がほとんど見られない、といった形態的形質に担われていると考えられている。このような特
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徴が脳内の環境因子、とくにアストロサイトによって誘導されてくるという現象が、 invivoの実験で示

唆されていた。今回我々は、血管内皮の物質透過性を、血管内皮細胞をメンブレン上に単層培養して評

価できるシステムを採用し、これに共培養したアストロサイトの内皮細胞物質透過性に対する影響につ

いて検討した。まず、血管内皮としてもともと生体内でBBBを形成しているBBECを用いた場合、システ

ムlでもシステム 2でもアストロサイトによりBBECの物質透過性は抑制された。しかしBAECでは、シ

ステム2のみ透過性が抑制されたが、システム lではむしろ透過性が上昇した。この結果は、生体内に

おいてアストロサイトと極めて密接して存在していたBBECは、アストロサイトによってBBB特異的な形

質を発現するために必要な初期誘導を受けていたものと思われ、システム 1のようにアストロサイトと

離れた状態でもアストロサイトの産生する液性因子に反応しその透過性を低下させうると考えられる。

一方、生体内でアストロサイトと接触することないBAECは、システム lのように離れた位置にあるア

ストロサイトからのシグナルには感受性が乏しい。しかしアストロサイトと密接したシステム 2では、

BBECが生体内で受けたと同様な誘導を受け、その透過性が抑制されるようになるのであろう。

<文献>1) Miller DW et al.(1992) J. Tiss. Cult. Meth.， 14:217-224.2 )加藤泰治ほか(I982)組織培養

8:217-224. 
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K252aによる培養小脳頼粒細胞移動抑制の
29メカニズム

〔要約〕

I{I叶i 聡 Aγ¥小村、聡'¥林謙介午、平井俊策件、白尾智明*
1*群馬大学医学部行動分析学、**同神経内科)

小脳頼粒細胞の再凝集塊をJt3¥， ，たよ音義系で神経細胞移動を再現 LII、蛋白リン酸化酵

素阻害薬 K2ラ2aによる神経細胞移動抑制のメカニズム解明を試みた ある程度神経突起

伸長、細胞移動をさ寸j-た状態て、K2ラ2aを添加し移動中の細胞を観察すると、細胞は神経

突起から離れ、小型紡錘形から偏平 k.~!細胞へと形態変化した日この時細胞質内にスト
レスファイ八一様構造が出現し、それが細胞移動の抑制に関与していると思われたの免
疫組織学的検討ではアクヰンフィラメントとドレブリンの解離がみられ、ストレスフア

イノf一様構造の出現に関係あるのではないかと考えられたυ 同じK2兄誘導体だが細胞膜

透過性のない蛋白 1)ン酸化酵素阻害薬 K252bでは、細胞移動の抑制は認められなかったつ

また、 NGFi~加による変化はほとんどみられなかったυ

【目的】我々は既に、蛋f=-I1)ン酸化酵素|祖害薬 K252aを加えた培地での小脳頼粒細胞培
養で神経細胞移動が抑制されることを報告したわが、今回そのメカニズム解明を試みたけ

培養開始時より K252aが存イEすると移動中の細胞に対する効果は明らかに出来ないため、

今凶ある杭度神経突起伸長、細胞移動をさせた状態で、K252aを添加した J さらに、

K2ラ2a0)作用部位を明らかにするため、同じK2ロ誘導体だが細胞膜透過性のない

K2ラ2b31の添IJl1も行りた，また、 K2月2aはneurotrophin作用を阻害することが知られてお

り山、 K252aによる細胞移動抑制は neurotrophin作用問害による可能性も考えられ、 NGF

添加による影響についても検討した

[Jjy去]前回!の報告と同様、生後 1日ラットの小脳より頼粒細胞を単離、 12時間培養し
再凝集塊を形成させた後、ラミニン塗布カパースリップ上でさらに12時間培養した J 今

回 K2ラ2a(200 nM)を培養開始直後ではなく、開始 3時間後に添加し、 Hoffman

modulation contrast systemを用い時間経過を追って形態観察を行った 一部はホルマリン

回定L、免疫組織化学的解析を行った J 同様の検討をK252b(ト800nM)についても行っ

と また、 Humanbeta NGF (Pepro Tech inc.)を30ng/ml i~加したものについても同様のオ実
討を行った

[結果1 I 1 )前回の報告と同様ラミ二シ塗布カパースリ yプ上で再凝集塊からの神経
突起伸長と小型紡錘形細胞の神経突起上の移動が認められたり ( 2) K252aを培養開始

3時間後に添加すると、 5分以内に細胞の形態変化が始まり、培養開始30分以内に細胞

同神経突起から離れ、多数の filopodia様突起を持つ大型扇平形細胞へと形態変化をし、
細胞移動は抑制された ( 3 )免疫組織化学的には、移動中の細胞はアクチンフィラメ
ントおよびドレブリンが細胞膜|ごに局在していた(Fig.1 A，B ).)また、 K252aを加え移動
を抑制された細胞はアクチンフィラメントはストレスファイJ<一様構造をとり (Fig.1 c)、
ー方ドレブリンは細胞質内にびまん性に分布していた(Fig.1 0)ι (4) K2ラ2bでは有意

な細胞移動抑制は認められなかった (5) NGF 添加による変化は認められなかった。

[考察]移動中の細胞は K252a添加により形態変化をみせ、細胞移動が抑制されたじ免

疫組織化学的解析によりアクチシブ fラメントは細胞質内でストレスファイパ一様構造

をとっていることが明らかとなり、このアクチンフィラメントの変化が細胞の形態変化

と細胞移動抑制に関係している可能性が示唆されたc 一方、アクチン結合蛋白であるド



レプリンは移動中の細胞内でアクチンフィラメシトと共に細胞膜直一ドに共存していたが、

K2兄a添加により細胞質内にびまん性に分布するようになり、アクチンフィラメントと

の解離がみられた~従って、 K2ラ2a添加によるアクチンフィラメントの形態変化はドレ
プリンがアクチンフィラメントと解離することにより生じるのではないかと考えられた。

また、同じK2ロ誘導体であるが細胞膜に対する透過性のない K252bで細抱移動の抑制

が認められなか勺たことより Kお2aの作用部位は細胞質内であると考えられたc 今回、

NGF添加による有意な影響は認めなかったが、 NGF作用の阻害や他の neurotrophin添加

により変化が現れる可能性もあり、さらなる検討が必要であると思われた J

Fig.l アクチンおよびドレブリンの二重染色像 (bar=20μm) 

A，Bはコントロール C，Dは K252a(200 11M) 示加
A，C はRhodamine-phalloidinによるアクチン染色 B，DはMAbM2F6によるドレブリン染色

[文献1
1 ) Asou， H. et al : Cell adhesion molecllle Ll gllides cell migration in primary reaggregation 

cultures of mouse cerebellar cells， Neurosci. u三行. ， 144: 221-224， 1992 
2 )小林ら:蛋白リン酸化酵素間害薬の培養神経細胞移動に及ぼす影響，神経化学 33， 
344目345，1994 

.3) Nagashima， K. et al : Inhibitiol1 of l1erve growth factor-induced neurite outgrowth of PC 12 
cells by a protein kinase inhibitor which do日 notpermeate the cell membrane， FEBS Lett. 293， 

119-123， 1991 

4) Koizumi， S. et al : K2ラ2a: a specific inhibitor of the action of l1erve growth factor 011 PC 12 

cells， J. Neurosci. R， 715-721， 19R8 
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30 
キネクチンの神経組織内分布

豊島至、菅原正伯、加藤一麿、和田千鶴、正宗研

(秋田大学医学部第一内科)

〔要約〕キネクチンは、分子モーターのひとつであるキネシンの主要な膜性結合蛋白質で、ニワトリ

では160kDaのダプレットである。今回は、キネクチンに対するモノクローナル抗体を用いて免疫組織

染色をした。その結果、ニワトリ神経組織において、神経細胞体が斑状に染色され、特に、脊髄前角

運動細胞、脊髄神経節、小脳核が強く染まった。樹状突起は近{立のみ染め、遠位樹状突起、軸索は染

めなかった。モノクローナル抗体の一部はウシと反応し、同様の結果であった。ウシ脊髄重ミクロソ

ーム分画のキネシンアフィニティーによってキネクチンが確認された。 160kDaの単一バンドを示した。

免疫組織染色からは、キネクチンは、キネシン依存性の膜構造物の輸送の一部のみに関与するものと

考えられた。

[はじめに]

微小管依存性の膜小胞輸送には、キネシン、細胞質ダイニンなどの分子モーターが関与する。膜小

胞には分子モーターと結合する蛋白質が介在し、その 1つがキネクチンである(1)。キネクチンは

キネシンに結合する160kDaのダプレットで、キネクチンに対するモノクローナル抗体による培養線維

芽細胞の先疫組織染色では小胞体が染まる。今回は、神経組織中でのキネクチン分布を検討した。

[方法]

抗キネクチンモノクローナル抗体(1)のうち、 KR160.7，9， 10を用いてニワトリの神経系を免疫染

色した。ニワトリは、 13日匹、勝化時、成体の中枢神経と脊髄神経節を用いた。組織を未固定のまま

液体窒素で急速瀬古し薄切切片を作成した。乾燥後、室温で10分間3.7%フォルマリン・ PBSで固定し、

ついで15分間0.25%Brijδ5・1%BSA・50mMNH4CI・PBSでpenneabilizeし、 LSAB法を施した。抗キ

ネクチンモノクローナル抗体のうち 2つがウシと交差反応を示すことが明らかになったのでこれを用

いて脊髄の免疫染色を行った。

ウシ脊髄におけるキネクチンの同定を試みた。ウシ脊髄から重ミクロソーム分画を得、洗浄後0.5M 

NaCI・0.5%TriωnX-100・PMEE'(1)で可溶化した。これをSUK・4抗ウニキネシン重鎖抗体カラムに

添加しキネシン結合蛋白質を得た。

[結果]

ニワトリ神経組織において、神経細胞体が斑状に染色され、特に、脊髄前角運動細胞、脊髄神経節、

小脳核が強く染まった(図 1)。樹状突起は近位のみ染め、遠位樹状突起、軸索は染めなかった。こ

れは、 13日匹、勝化時、成体のいずれでも同様であった。ウシ脊髄でも同様であった(図2b)。

ウシ重ミクロソーム分画からキネシンアフイニティーで得たキネシン結合蛋白質は、多様な分子種

を示した。イムノプロットでキネクチンを確認した。キネクチンはニワトリと異なり、 160kDaの単一

のバンドを示した(図2a)。

[考察]

キネクチンの分布は培養線維芽細胞細胞では小胞体に限局し、免疫染色ではミトコンドリア、ゴル

ジ体、リソゾームは染まらない。神経系ではシナプス小胞がキネシン依存性であるのでは)キネク



チンの存在の可能性が考えられたが、今回の結果からは杏定的である。シナプス小胞にはキネクチン

と異なるキネシン結合蛋白質が存在すると考えられる。ウシ脊髄のキネシンアフィニティーで得られ

た多様な分子種に含まれているものと思われる。

参考文献 1) Toyoshima， 1. et a1.: J Cell Biol， 118: 1121・1131，1992 

2) Sato・Yoshitake，R. et al.: J Biol Chem， 267: 23930・23936，1992 

図1. ニワトリ神経組織の抗キネクチン抗体免疫染色

a:脊髄運動ニューロン、 b:脊髄神経節、 c:小脳核、 d:小脳皮質、パー:100μm. 成鶏、 KR160.1O染色

a ..忌rb
獅ー.. 
怪童:機

i豊
悔や

析機鵜軸紗。

図2. ウシ脊髄のキネシンアフイニティー(めとウシ脊髄運動ニューロンの免疫染色(b)

a:左から分子量マーカー(205，120，94，64，30ゆ a)、キネシンアフイニティー分画の銀染色、抗キネクチ

ン抗体(KR160.9)によるイムノプロット、 b:KR160.9染色、パー:100μm.黒点:キネクチン
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31 亜鉛イオンによるUTP応答の抑制作用

小泉修一、井上和秀
(国立衛生試験所・薬理)

〔要約〕
PC12細胞において、 ATP受容体の一つ "P2U受容体"を介する応答の存在を確認し、この

受容体の選択的作用薬てあるUTP刺激により惹起される細胞内カルシウムイオン濃度 ([Ca]i)変化及

びドパミン放出動態を観察し、これら応答に対する亜鉛イオンの影響を検討した。 UTP刺激により一

過性及び持続性の[Ca]i上昇が認められ、外液ci+除去により持続性の成分のみ消失した。また、亜鉛イ
オンは、一過性の成分に影響を与えずに、持続性の[CaJi上昇を抑制した。電位依存性カルシウムチャネ
ル指抗薬、 ni叩 dipine及びカドミウムイオンは、 UTPにより惹起される[CaJi上昇に影響を与えなかった。

さらにUTPは、外液Ca2+依存性にドパミン遊離を引き起こした。亜鉛イオンはこのド、パミン放出をも

抑制したが、 niωdipine及び、カドミウムイオンは影響を与えなかった。以上、 UTPは細胞内貯蔵部位か

らのCa2+遊離及ひ。細胞外ci+流入を引き起こすこと、またこの流入経路は電位依存性のカルシウムチャ
ネルとは異なり、亜鉛に感受性のある経路であることが示唆された。

亜鉛は必須微量元素であり、 200以上の酵素の構成要素もしくはco-factorとしてタンパク質と強固に

結合している(1)。しかし脳内では、神経終末の小胞内に比較的高濃度の亜鉛イオンを蓄えた、いわゆる

亜鉛含有神経の存在が確認され(1)、興奮性の刺激によりイオンとして放出されることが報告されている(2)。

従って中枢神経細胞は、亜鉛イオンにさらされる機会が比較的多いものと推測される。 ATPが脳内で

神経伝達を担っていることが報告されておりσ，4)、ATP受容体を介する応答も亜鉛イオンにより影響
されることが考えられる。亜鉛イオンは電位依存性のカルシウム、カリウム及びナトリウムチャネルな

ど多くのチャネルに対し抑制l性の制御を行うことが知られている(1)。しかし、我々はすでにチャネル形
成型ATP受容体、 “P2X受容体"を介する応答が亜鉛イオンにより顕著に増強されることを報告した向。

本研究では、 PC12細胞において、 GTP結合タンパクと共役しているATP受容体、 “P2U受容体"を介

する応答を確認し、亜鉛イオンがこの応答に対しどのような影響を与えるかについて検討した。

[実験方法]PC12細胞の培養法(6)、fura-2蛍光法による[Ca]iの測定法σ)及びパッチ法によるド、パミン放
出実験(8)は、既報に従った。

[結果及び考察]P2X受容体/チャネルを介する[C冶Ji上昇は、細胞外Ca
2+に依存しているが(図 1A)、

外液Ca2+を除去しでも、約 30%のPC12細胞で、 ATP刺激による[Ca]i上昇が認められた〈図 1B)。

外液Ca2+非存在下で‘の [Ca]i上昇は、 ATP及びUTPで惹起されたが、 α ， β-methyleneATP及び~2-methyl­
thio司ATPてすま認められなかった。従って、この応答はP2U受容体を介して引き起こされていることが示唆

された。 UTPを持続的に細胞に負荷すると、外液Ca
2+非存在下では一過a性の[CaJi上昇が(図 2、左)、

細胞外Ca2+存在下では一過性の上昇とそれに続く持続・性の[CaJi上昇が認められた(図 2、右)0 UT  P 

は細胞内貯蔵部位からのCa2+遊離だけでなく、細胞外Ca2+流入をも引き起こすことが明らかとなったc

UTP は細胞外Ca2+に依存したドパミン放出を引き起こした。亜鉛イオンはこの放出を濃度依存的に抑

制したが、電位依存性カルシウムチャネル措抗薬nicardipine及ひ、カドミウムイオンは影響を与えなかった

(図 3)。また亜鉛イオンは、細胞外Ca2+存在下においてのみUTP誘発[Ca]i上昇を抑制した。従って、

亜鉛イオンは、電位依存性カルシウムチャネルとは異なるCa2+流入経路を抑制することにより、 UTP

により惹起されるドパミン放出を抑制することが示唆された。このCa2+流入経路の実体及びその制御様

式、さらには、カチオンチャネルと共役していない他の受容体刺激及び細胞内Ca2+貯蔵部位枯渇により
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誘発されるCa2+流入現象との共通性は不明である。以上の結果は、亜鉛イオンがこれらCaμ流入経路研

究の“keymolecule"となる可能性を提起するものとして非常に興味深い知見であるO

[文献](1) Frederickson CJ， Intemationa1 Rev. Pharmaco1.， 31， 145-238， 1989. (2) Assaf SY & Chung S， 

Nature， 308， 269-276， 1984. (3)回wardsFA et al.， Nature， 35男 145-147，1992. (4) Inoue K， et al.， NeurosCI. 

Lett. 134， 215-218， 1992.σ) Koizumi S， et al.， Brain Res.， in press. (6) Inoue K & K巴nimerJG， J.Biol.Chem.， 

263， 8157-8161， 1988.σ) Grynkiewicz G et al.， J.Biol.Chem.， 260， 3440・3450，1985. (8) Ohara-Imaizumi et al.， 

JPharmaco1.Exp. Ther.， 259， 484-489， 1992. 
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新規抗精神病薬OPC-14597のラット脳substanceP神経系に
32 及ぼす影響

〔要約〕

井上敦子*・三木新也本・内田諭希ホ・菊地哲朗ホ*・森田誠治村・仲田義啓*

(本広島大・医・総合薬・薬解、村大塚製薬・徳島新薬三研)

新規抗精神病薬OPC-14597(OPC)を慢性投与したラット脳線条体におけるsubstanceP (SP)神経系の活

性について検討し、 haloperidol(HAL)慢性挽与ラットにおける結果と比較した。 HAl投与ラット脳線条

体において有意なSP量低下が観察されたが、 OPCについては高用量投与群で低下する傾向が観られたの

みであった。 β-Preprotachykinin(β-PPT) mRNAを定量した結果、薬物投与によるSP量の変化はβ-

PPTmRNA転写活性変化によることが示された。また、受容体結合実験では、 OPCとHAL投与ラット

脳線条体においてSP最大結合数が増加したが、 OPC投与ラット群ではKd値も増加した。従ってOPCと

HALIま異なる作用様式でSP受容体数増加を引き起こすことが示唆されたが、この増加は受容体mRNA

の転写促進によるものではなかった。

I序l

OPC-14597 (OPC)はdopamine神経伝達に作用するquinolinone誘導体で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。我々は、 OPCあるいはhaloperidol(HAL)を慢性経口投与したラッ

トにおいてdopallU即受容体活性が異なって変化することを観察した泊。大脳基底核dopallUne神経はペプ

チド神経であるSP神経と相互作用していることが知られている。さらに抗精神病薬がペプチド神経系に

影響を及ぼすことが報告されている2)。そこで今回OPCを慢性投与したラット脳におけるSP神経系の変

化について、 SP合量、 preprotac同kinin(PPT) mRNA、SP受容体結合活性、 SP受容体mRNAを解析する

ことにより検討し、 HALについての結果と比較した。

I方法1

1.薬物慢性投与

OPC (12、100mg/kg)またはHAL(1、 2、4mgs<:g)をWistar系雄'性ラット(6)毘令)に1日1回 (10: 00-12 : 

OOAM) 3週間、経口投与した。 OPC12mg!kgとHAL1mgs<:gはf()omorphineによる常同行動の抑制のED50

値の2倍量である。また、 OPC100mg/kgは投与ラットの7SCJるにカタレプシーを惹起させる高用量である。

2.SP受容体結合実験

ラット脳線条体膜画分をpeptidaseinhibitors、10mMMgC12、0.02%BSAを合む50mMTris-HCl緩衝液

(pH7.4)中、 NKl受容体特異的ligandである[S訂 9，Met I1(O)]_3H幽SP(NEN、45Ci/mmol)と2YC30分間イ

ンキュベーションした後、 0.3%polyethyleneimine処理したGF!Bフィルター上BIF分離し、フィルター上

の放射能活性を測定して結合量とした。 [Sar9，Met吋:02)]_3H-SP特異的結合量は2μMSP非存在下での結

合量(全結合量)から存在下での結合量(非特異的結合量)を差し引いて求めた。

3.SP定量

ラット線条体O.01NHCl抽出物中のSP様免疫活性物質をradioimmunoa錦町で定量した。

4RNase protection assay 

ラット脳線条体totalRNA50μgを各32p_cRNAprobeと45
0Cで12時間ハイプリダイズさせた。続いて
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RNase処理し、 PAGE後、バイオイメージングアナライザ-BAS2000(FJIX)により解析した。

I結果および考察1

HAL慢性投与ラット脳線条体では有意なSP量低下が観察されたが(図1)、 OPCについては1∞mg!kgの
高用量投与ラットで低下する傾向が観られたのみであった(図1)。 β.Preprotachykinin(β-PPT) 

mRNAをRNaseprotection assayで検討した結果、薬物投与によるSP量に対する結果と同様の結果が観察

され、薬物投与によるSP量の変化はβ-PPTmRNA転写活性の変化によることが示された(図2)。

[Sar9， Metl1(02)]_3H-SP結合のScatchard解析した結果、 HAL投与ラットにおいてはSP結合のKd値には変

化を与えず、 Bmax値、すなわち最大結合数を有意に増加させた。これに対し、 OPC投与ラットにおい

てはKd値とBmax値を増加させた(表1) 0 RNase protection assayでSP受容体mRNAを解析した結果、

薬物投与によるSP受容体mRNAの質的量的変化は観察されなかった。従ってSP最大結合数の増加は受容

体mRNAの転写促進によるものではないことが示された。以上、 OPCは大脳基底核においてSP神経系に

影響を及ぼしていることが観察されたが、その作用はHALの作用とは異なった機序によって媒介されて

いると考えられる。

I文献1

1)三木新也他 2) Angulo， J.A. et al. (1990) Neurosci. Lett. 113，217-221 
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33 Pyridoxal phosphate-6-azophenyl-2' ，4'-disulphonic acid 
(PPADS)はマウス脳シナプス膜におけるαs-methyleneATP結合を増強する

堀誠治，川村将弘，渡部和彦1)田中11慎一1)酒井紀2) 

(東京慈恵会医科大学第 1薬理1)同神経病理 2)同第2内科)

〔要約〕

近年， ATPが神経伝達物質としての作用を有することが示され，その受容体はP2受容体と呼ばれている。

P2受容体の阻害薬として報告されているpyridoxalphosphate-6-azophenyl-2' ，4'-disulphonic acid 

(PPADS)の， [3H]α十m巴thyleneATP結合に及ぼす影響を，マウス脳シナプス膜，マウス跨脱膜およびマウ

ス培養Schwann細胞膜を用い検討した。 PPADSは勝目光膜， Schwann細胞膜で、の[3H]αs-methyleneATP結合

を限害したが，シナプス膜における結合を著しく場強させた。一方， P2受容体の阻害薬として報告されて

いるreactiveblue 2は，この 3者における [3H]α十m巴thyleneATP結合を濃度依存的に悶害した。以上の

成績より， as-methylene ATP結合部位(し、わゆるP2X受容体)は，中枢神経系と末梢組織では異なる可能

性が示唆された。

近年，ATPが，神経伝達物質として作用していることが示されている (2，3)。特に，中枢神経系において，

ATPが興奮性伝達物質として作用している可能性が示されて(1， 2)より， ATPの中枢神経系における役割が

注目されている。 ATP受容体 (P2受容体)の性質は輸精管などを中心とする末梢組織において検討されて

いる例が多く，中枢神経系における受容体の神経化学的性質など、について検討を加えたものは殆どない。

我々は，マウス脳より調製したシナプス膜を用いてα十methyl巴neATP結合部位(し、わゆるP2X受容体)の

性質を[3H]α十methyl巴neATPをligandとした結合実験より検討し， ATP類似体の同結合部位に対する阻害

のpotencyorderが輸精管などで報告されているものと異なることを見いだし，末梢組織と中枢神経系と

の間で受容体に違いのある可能性を示唆した(第91回日本薬理学会関東部会， 1994年，大宮)。今回，

我々は，中枢神経系におけるαs-methylen巴 ATP結合部位の性質，他組織の結合部位との異同を明らかと

するために， P2受容体の阻害薬として報告されているpyridoxalphosphate-6-azophenyl-2' ，4'一

disulphonic acid (PPADS)およびreactiveblue 2 (RB2) (2)のα十methyleneATP結合部位に及ぼす影響

を，マウス脳シナプス膜，マウス勝日光膜およびマウス培養Schwann細胞膜を用い検討した。

[材料および方法】

1 )材料:[3H]αs-methylene ATP (765.9GBq/mmol)はNewEngland Nuclear Productsより， PPADSは

R巴searchBiochemicals Internationalより， RB2はFlukaより購入した。 ATPはSigmaChemical Co.より

購入した。

2)マウス脳シナプス膜の調製:マウス (ddY系 5週令，雄)脳より Zukinらの方法(6)に従し、組シナプ

ス膜を調製した。その膜画分を10mMTris-HCl buffer (pH 7.4)を用いて 5回洗浄し，シナプス膜とした。

3)マウス勝目光膜およびSchwann細胞膜の調製:摘出した勝目光を細断した後， 10mM Tris-HCl buffer (pH 

7.4)にてhomogenizeした後，遠心により膜成分をえた。マウス培養Schwann細胞 (IMS32) (4)を， 10mM 

Tris-HCl buffer (pH 7.4)にて低張処理・破壊し，遠心により膜分画を調製した。いずれの膜分画も10mM

Tris-HCl buffer (pH 7.4)にて 3回洗浄し， -80
oCにて保存した。

4)αs-methylene ATP結合の測定:測定に先立ち，模を3回洗浄した。膜蛋白，薬物，および

[3H]α十methyleneATPを含む10mMTris-HCL緩衝液(pH7.4)400μlを40Cにて，シナプス膜では15分，

Schwann細胞膜では20分，勝目光膜で、は30分incubateし，遠心J去によりその結合量を測定した。特異的結合

量は全結合量(非標識ATP非存在下の結合量)より非特異的結合量 (ImM非標識ATP存在下の結合量)を差
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し引くことにより求めた。

[結果および考察]

P2受容体の阻害薬と報告されているRB2とPPADSのα十methyleneATP結合に及ぼす影響を検討した。

RB2は，シナプス膜， Schwann細胞膜，勝脱膜のいずれにおいても濃度依存的に特異的α十methylene

ATP結合を阻害し(Fig. 1)，その1C50値は，それぞれ4.0xI0-
6M，1.6xI0-5M， 1.4xIO-4Mで、あった。

PPADSはSchwann細胞膜および勝目光膜では，高濃度で・特異的αs-methyleneATP結合を阻害した(lo-3Mにて

それぞれコントロールの40%，37%に低下) (Fig. 2)。しかし，シナプス膜においては， PPADSは，濃

度依存的に結合量を増加させた。シナプス膜を用い， PPADS (10旬)存在下，非存在下lこScatchard

analysis ( [3H]αs-methylene ATP， 1-45 nM)を実施した。 [3H]αs-methyleneATPは一つの部位lこ結合

し， PPADSの共存により結合部位の最大結合量が増加することが明らかとなった (Fig.3， Table 1)。

勝月光膜においては， RB2， PPADSともにαf3-methylene ATP結合を阻害した。この結果は，従来報告され

ているもの(5)と一致する。しかし， PPADSはシナプス膜におけるα十methyleneATP結合を濃度依存的に

増強させた。さらに， RB2による阻害効果も勝脱膜に比し，約30倍強かった。以上の成績より，中枢神経

系におけるαs-methyleneATP結合部位(いわゆるP2X受容体)は，その性質を末梢組織に存在するものと

は異にし，PPADS{こよりそれらの分類が可能となることが示唆された。さらに， Schwann細胞の有する結

合部位は末梢型"に属する可能性が示唆された。

[文献1
1) Evans， R.]. et a1. (1992) Nature 357， 503-.505. 1992 2) Fredholm， B. B. et a1. (1994) 

Pharmacol. Rev. 46， 143-156 3)1lles， P. and Norenberg， ~ (1993) TiPS 14， 50-54 4)渡部和彦

ら (1994)神経化学 33，664-665 .5) Ziganshin， A. U. et a1. (1993) Br.]. Pharmaco1. 110， 1491-

1495 6)Zukin， S.R. et al. (1994) Proc.Natl. Acad. Sci. USA. 71， 4802-4807 
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34 CaMBP64の分子的性質とその組織分布

重量.-r= ~号、 選顕著事 f二
(:ft.!!Jr(匝豆コ民・多宮一一全生三イじ竺詐〉

[要約]

ラット大脳から精製したCaMBP64の分子的佐賀を調ベた。 CaMBP64の分子量はSDS-P

AGE上では64kDaを示すのに対し、ゲル漉過法ならびに庶穏密度勾fia遠心法から計算すると 133
kDaになることから、二重体タンパク質として存在することが示唆された。また、 CaMBP64に対

する抗体を作製し、イミユノプロットにより組織分布を調べたところ、脳の中でも特に大脳に豊富に存在

すること、またラットの成長とともにその含量が高くなることが明らかになった。

CaMBP64は、ラット大脳からCaMキナーゼIVを精製する際、最終ステップのDEAE-NPR.
HPLCカラムで酸素と分離して得られるタンパク質である(1)。このタンパク質はCaM結合タンパ

ク質でCaMキナーゼ11とAキナーゼの非常によい基貨になることが明らかにされたが、その機能は未だ
不明である (1、2)。このタンパタ貨の生理機能を解明する目的で、我々はCaMBP64の分子的性

質を詳細に調べるとともに、このタンパク質に対する抗体を作製した。この抗体を用いたイミュノプロッ

ト法でCaMBP64の組織分布ならびに成長過程における発現量生変化等の解析を行った。

[実政方法]

CaMBP64はラット大脳より Pセルロースカラム、 DEAEトヨパール、 CaMセプアローズ、セ

フアクリルS-300、DEAE-NPR.HPLCカラムにより精製した(1)。タンパク質の分子量

はストークス半径と沈降係数から計算した (3) • CaMBP64に対する抗体は、そのりン酸化部位周
辺のアミノ酸嗣列をもとに合成したペプチドを、ヘモシアニンに結合した後ウサギに免疫し作製した。

[絞巣および考察]

大脳から精製したCaMBP64はSDS-PAGEで64kDaの単一バンドを示した (1)。今回、

その他の分子的佐賀を明らかにし表lにまとめた。庶精密度勾廊遠心法から詑締係数は6.6 S 、ゲル法
過訟により求めたスト}タス半径は49λとなり、これらの儲からネイテイブタンパタの分子量は133

kDaと計算された。これらの結果からCaMBP64は二重体タンパク質として存在することが示唆さ

れた。また、等貴重点電気泳動法により等電点を調べたところ6.3であった.リン酸化部位周辺のアミノ
酸記列をもとに19アミノ磁のペプチドを合成し、ウサギに免疫したところ、イミュノプロット法ならび

に免疫抗隊法に有用なCaMBP64特異的抗体が得られた.大脳抽出液を用いイミュノプロットを行っ

たところ、 64kDaのCaMBP64が特異的に染色された(図1)。ラット大脳可溶性画分10μg 

中のCaMBP64の含量を約5ngと考えると、 CaMBP64はこの画分のおよそO.05%を占め

るタンパタ質であると推測された.この抗体を用い組織分布を調べたところ、脳の可溶性画分に豊富に見

られるのに対し、腕織、肝臓、腎臓、腕、心臓には検出されないことがわかった(国2)。また脳内では、

小脳、脳幹に比べ大脳皮質に豊富に存在することも明らかになった.さらにラットの成長過程でのCaM

BP64堂を調べたところ、胎児脳と生後3日の脳には検出されず、その後成長に伴って発現量が増大す

ることがわかった(図3) • 
今回の結果からCaMBP64は中枢神経系の中でも特に大脳に豊富に存在し、またラットの成長過穫

でその発現量が変化するタンパク質であることが明らかになった。本タンパタ質がCaM結合伎を示し、
またCaMキナーゼ11やAキナ}ぜによりリン磁化されることなど興味ある性質を示すことから、中枢神

経系における何らかの調節機構に関与している可能性が示唆された。

[文献1
(1) Kameshita，I.， and Fujisawa，H. (1995) J. Biochem. 117， 85・90
(2)亀下勇、石田敦彦、藤滞仁(1993)神経化学 32、466・467

(3) Siegel，L.M.， and Konty，K.J. (1966) Biochim. Biophys. Acta 旦~， 346・部2
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Parameter Value Method of determination 

Subunit weight 64，000 

Stokes radius (Al 49 

Sedimentaion coefficient 6.6 
(s20，w) 

Molecular weight 133，000 

Frictional ratio (f/fOl 

pI 

SDS-PAGE 

Gel filtration 

Sucrose-density gradient 
centrifugation 

Stokes radius and 
sedimentation coefficient 

1 .45 Stokes radius and 
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6.3 Isoelectic focusing 

12345678  .， 
岬咽

苫，.-・--. 宅. ーζ可

CaMBP64 ーー・・・- "1 

123456  

-ー・・・・固・・・・・・・H回'

園1 CaMBP64のイミュノプロット
1: 2.4ng CaHBP64 

2: 4.8ng 
3: 12.0ng 
4: 24.0ng 
5: 48.0ng 
6: 10.0)Jg 大脳可溶性画分

1 2 3 4 5 
・、'1--I 

Fぇ 4

国2CaMBP 64の組織分布
(各組織可溶性画分)

1: Cerebrum 
2: Cerebellu四
3: Spleen 

4: Li ver 
5: Kidney 
6: Lung 
7: Heart 
8: CaHBP64 

困3 ラット成長過程にお砂るCaMBP64の発現
(大脳可溶性画分)

1: Fetal 
2: 3 days 
3: 14 days 
4: Adult 
5: CaHBP64 

よ

， 



86 

PC12h細胞および初代培養神経細胞からの神経伝達物質の

35 開口放出に対する抗HPC-l抗体の効果
九島洋一、山口和彦、藤原智徳、赤川公朗

(杏林大学医学部第二生理学教室)

〔要約〕神経特異蛋白質として見出されたHPC-l/Syntaxin-lAの、神経伝達物質の放出

機構における役割を検討するため、 PC12h細胞およびラット海馬初代培養神経細胞に抗HPC-l抗

体を導入し、その関口放出に及ぼす影響を調べた。その結果、抗HPC-l抗体導入により PC12h細

胞よりのカルシウム依存性ノルエビネフィリン放出およびラット海馬神経細胞の ep s cが増大するこ

とが明らかとなった。これらの結果から、 HPC-lは神経伝達物質の関口放出過程に関して抑制的に働

いていることが示唆された。

[目的】

神経伝達物質の放出は、カルシウムの流入がトリガーとなって引き起こされるが、それ以後の過程は明ら

かではない。 HPC-lは細胞内での膜輸送・融合を仲介する蛋白質ファミリーに属する膜結合蛋白質で

ある。このHPC-l/Syntaxin-lAは神経伝達物質の関口放出に関わると考えられている。

そこで、今回、 PC12h細胞およびラット海馬初代培養細胞に抗HPC-l抗体を導入した後の関口放

出量を測定することで、 HPC-lの神経伝達物質の放出における機能について検討した。

[方法】

抗HPC-lポリクロ一ナノレおよびモノクロ}ナル抗体の作製

ラットHPC-lの膜結合領域を含まない部分の蛋白質を大腸菌に発現させ、精製した。これを抗原とし

てボリクローナルおよびそノクローナル抗体を作製した。モノクロ一ナノレ抗体はラット網膜に対する免疫

組織化学および脳の膜画分に対するウエスタンブロットによりスクリーニングした。

P C12h細胞からのノルエビネフィリン放出量の測定

3H一ノルエビネフィリンを取り込ませたPC12h細胞を、ジギトニンにより高透過性とし、細胞内に

抗体分子を導入した。これらの細胞からのカルシウム依存性の3Hーノルヱピネフィリンの放出量を測定

して関口放出量を調べた(文献1)。

ラット海馬初代場養細胞におけるシナプス伝達の測定

マイクロアイランド法により海馬神経細胞を培養し、ホールセル・パッチグランプ法を用いて細胞を興奮

させ、自己回帰的シナプスを介して生じる興奮性シナプス後電流 (epsc)を記録した。約 O.IHzで、

細胞体を脱分極刺激して生じる ep s cを記録しながら、電極より抗日PC-l抗体を細胞内に投与し、

細胞体を断続的に脱分極刺激して自己回帰的シナプスによる ep s cに及ぼす効果を検討した。

I結果と考察1
PC12細胞はカルシウム依存性のノルエビネフィリンの放出をおこすことから、神経伝達物質の関

口放出のモデルとして用いられる。ジギトニンにより高透過性としたPC12h細胞を抗HPC-l抗体

で処理すると、免疫前の血清で処理したものに比べて、カルシウム依存性のノルエピネフィリンの放出量

は増大した。同様の結果は異なる2種のポリクローナル抗体について得られた。また、精製したイムノグ

ロプリンを用いても同様の増加が見られた。しかし、抗血清の濃度を高くするとノルエピネフィリンの放
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出は変わらないか、むしろ抑制されることがあった。ジギトニン処理をしていない細胞に抗体を与えても

効果は見られないので、抗体の作用は細胞内に働いた結果であると考えられた。この抗体が高濃度での結

(文献2)やGutierrezら(文献3)による抗日PC-l抗体によって開口放出が抑制さ果は、 Bennettら

れたとの報告と一致する。しかし、これらの結果は、今回、関口放出の促進が見られたときの抗HPC-

1抗体の濃度に比べて 10倍以上高濃度の抗体での結果であり、抗体蛋白質の形質膜やシナフ。ス小胞の融

合装置への非特異的な作用により関口放出が抑制された可能性が考えられた。以上の結果から、 HPC-

1はPC12h細胞におけるカルシウム依存性のノルエビネフイリンの放出に関して抑制的に作用して

いると考えられた。

初代培養細胞した晴乳類中枢神経細胞のシナフ。ス伝達についても、 HPC-lの作用を抗体を用いて

検討した。グリア細胞のマイクロアイランド上にラット海馬神経細胞を単離培養し、孤立して生育してい

る細胞を選び、ホールセル・パッチクランプ法により電気活動を記録したところ、多くの孤立細胞では自

己回帰的興奮性シナプスが形成されており、刺激による細胞体の興奮に続く ep s cが観察された。この

e p s cの大きさは時間とともに単調減少したが、 20-60分間は安定して記録できた。パッチ電極よ

り抗HPC-l抗体 (0.3一l.0mg/mOを細胞内潅流すると、 5分後から 20分後にかけて ep s cの大

きさが一時的に 30-60%増加した。対照として免疫前の Ig G (0.1-l.0 mg/mO を用いた場合、こ

のような ep s cの一時的な増加は見られなかった。現在、シナプス前末端からのシナプス頼粒放出が増

加したのか、シナプス後膜の受容体の感受性が増加したのか検討しているが、この結果はPC12h細胞

で得られた結果と矛盾しない。

以上より、 HPC-lは神経伝達物質の放出過程において抑制的に作用している可能性が示唆された。

I文献】

(2) M. K. Bennett et aI. (1993) Cell 74: 

863・873 (3) L. M.Gutierrez et aI. (1995) Biochem.Biophys. Res. Com. 206: 1・7
12 

(1) S. C. Peppers and R. W. Holtz (1986) J.BioI. Chem. 261: 14665・14669
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〔要約〕

関口放出のプライミング・ステップに対する

抑制調節
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〉

副腎髄質クロマフィン細胞におけるCa2+依存性開口放出において、 3量体GTP結合タンパ

ク質の一つ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)。また、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、開口放出のツーステップ・モデルに基づいて検討した結果、

MPがプライミング・ステップを選択的に抑制することを明らかにしているo 今回我々は、

MP;o氾A放出のタイムコースにおいて、 Ca2+刺激後2分までの速い放出には影響を与えず、 2

分以降の持続的な放出を抑制し、そしてこの抑制が抗Go抗体によって完全に打ち消さるこ

とを見いだした。この結果から、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強く示唆される。さら

にMPによってプライミング・ステップに対するCa2+の増強作用が低下し、最大の増強を得

るのに必要なCa2+濃度も上昇した。このことからGoによる抑制調節の一部はプライミング・

ステップのCa2+感受性を低下させることによることが示唆された。

AunisらはGoと臼を直接活・性化するハチ毒ペプチドMastoparanがCa2+依存性開口放出を抑

制し、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)0 一方クロマフィ

ン細胞の開口放出機構は頼粒を開口可能な状態にするATP依存性プライミング・ステップと、

Ca2+依存性ATP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いる

(2) 0 Digitonin処理により得られるleaky細胞で怯、 100μMCa2+刺激によって2分以内に終

了するATP非依存性の速いCA放出が引き起こされる。これは既にプライミンク守されている

頼粒からの放出と考えられている。一方digitonin処理後にATP存在下で'Ca2+10μMの刺激を行

うと、 2分以降12分まで持続するCA放出が起こる。この放出はATP依存性プライミングによ

る頼粒の供給に裏打ちされている (Fig.1)。我々はGoによるプライミング・ステップに対

する抑制的調節の詳細を明らかにする目的で、 leaky細胞でのCA放出に対する 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Ca2九 freeLocke's液で洗浄し、その後digitoninbuffer (20μM 

digitonin、140mM Na-glutamate、5mMglucose、5mMEGTA、20mMPIPES、pH6.8)に置き換

え、 37"C、4分間incubationしてleaky細胞を調製した。 ATPのプライミング効果をみる場合は

digitonin buffer中に5mMMgATPを加えた。 ATP非依存性放出はCa2+-EGTAbuffer A (140mM Na-

glutamate、5mMglucose、5mMEGTA、20mMPIPES、遊離Ca2+濃度100μM、pH6.8)中での

1.5分間の放出を測定した。 ATP依存性放出はCa2+-EGTAbu仔erB (Ca2+-EGTA buffer Aに5mM

MgATPを添加、遊離Ca2+濃度10μM)中での10分までの放出を測定した。 Buffer中に放出され
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たCAと細胞含有CAはO.4M過塩素酸で抽出し、 HPLC-ECD法により定量を行った。

[結果及び考察]

Leaky細胞をATP存在下、非存在下、 Ca2+10J.1Mで刺激した時のCA放出のタイム・コースを

とると、 2分までの放出はATPの有無に影響を受けず、この放出は刺激前に内因性のATPに

よりプライミンク‘を受けた頼粒からの放出であると考えられる。 2分以降はATP存在下での

み放出量が時間と共に増加する。これは2分間のCa2+刺激で開口可能な頼粒が消費され、そ

の後はプライミングによる頼粒の供給を受けながらの放出となるからである。この時MPに

よりATP存在下での2分以降の持続的な放出が完全に抑えられた。このMPによる、 ATP依存

性の持続的な放出に対する抑制は抗Go抗体により完全に打ち消された。抗Go抗体のみ作用

させると、 2分までの放出には影響を与えなかったが、それ以降の放出がより持続し、放出

量が増大した (Fig.2)。またプライミング・ステップは低濃度のCa2+によって促進されること

が知られており、 1μMのCa2十で最大の増強がみられた。ところがMP存在下では、最大の増

強を得るためには5μMの濃度のCa2十が必要で‘あった (Fig.3)0これらの結果から、 Goの抑制的

調節はATP依存性プライミング・ステップに対して働いていることが明らかになり、またそ

の抑制の一部はプライミング・ステップのCa2+感受性を低下させることによることが示唆

された。

MgATP Cよ
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信大・医・加齢適応研究センター・神経加齢

〔要約〕
15 

マウス神経芽腫細胞を ["'NJグリシンを含むDHEH培地で計4日間培養後、細胞増殖、形態

*松本歯大・薬理

保、上村敬一、倉構武富

蜜化ともに正常な細胞を得た。それらの総脂質を抽出し、各種複合脂質を分離精製後、含有

15 Nato冊目 excessを測定することによって[15 N ]グリシンが明らかに利用されていることを

示した。ホスフ yチジルセリン(PtdSer)とホスヌァチジル工タノールアミン(PtdUn)が高

15" -， ，_，、、 15i直を示すことからも["'N ]クリンノは['''N Jトセリンk変換して利用されることが示唆古

15 
れた。また、このことは N atom% excessが低値とは言えスフィンゴシン塩基に認められるこ

とからも推論された。

15..， _." ;15 
以前にマウスの臓器・組織の連合脂質の塩基の代謝的研究として['" N ]コリン、 [ '" N ] 

[15N] OLーセリンを用いて行った(1)。今回は培養細胞と[15 N ]グリエタノールアミン、

シンは比較的安価で、最も単純なアミノ酸だりに生体の化学物質に色々と利用されているので

試みた。実験結果は予期に反して、グリセ口リン脂質とスフィンゴ脂質の塩基にかなりよく利

問答れていることを初めて明らかにすることができたので報告したい o

[実験方法]

マウス神経芽腫細胞NS-20V( 1 x 1 04 j困/cm)、Neuro2a
4 1m  / " ~_ ~.. 15 (2X10守個/cm)を用い、 N --基負含有DMEM培地 (20mt)で、 2日間で、同培地

( 2 x 1 04個/cm)、N1E咽

115 

交換し、計4日間常法により培養した。細胞増殖は細胞数を常法により測定し、また、形態変

化は位相差顕微鏡下で観察された。 Bufferでよく洗った細胞より常法により総脂質を抽出した o

Folch法で処理後、シリカゲルの調製用TLCで各種複合脂質が単離された。それらのP含量は

15 Bartlett法により、また OpticalEmission Spectroscopy法kよって N atom% excessii査を測

15.， .... +r.I>" ~ ;15 
定した。 N一基質として ["'NJグリシン(9 9 atom%、200μ!1/戚)が用いられたが、

15 [ '''N J工タノールアミン比較のため[15 N Jコリン(9 5 atom%、100μ!1/mt)、

15 ['''NJDLーセリン(9 2. 3 atom%、200μf1/mt) ( 9 5 atom%、100μ!1/mt)、

も用いられた。



[結果]

上記の条件で培蓄したいずれの細胞も正常な増殖が見られたが、 15N一基質にかかわりなく

3系統のうちNS-2仰が最も増殖が盛んであった。形態変化にも異常は見られなかった。各細胞

15t¥.1 i:=t~.r.:._ I ， ~~t:J..-L-...，. _ I ，，_.1- J. ~~，Ih of!..t:i.-，-，....... 15 
のリン脂質組成は N 基負~.:::よって著しく変動することはなかった o 定常状態での N一基

質の各細胞の各種グリセロリン脂質とスフィンゴ脂質への取り込みは(表-1 )に示されるよ

うな結果であった o NS-20Vのデータは省略されているが、ここに示されているのとほぼ同じ結

、、 15." ~.、、、戸果であった。ここから見りれるよっ~.::: [ '" N Jクリンノは明りかk複合脂質の塩基生成に利用

15 
されているζとが明らかとなった o ['" N Jセリンの取り込みと質的には共通することから

[ 15 N ]グリシンは一旦[15 N ]トセリンに細臨内で変換後利用されることを示唆した。

15..， r15.. ，~~、[ '''N ]ユリンと['''N J工タノールアミノとのグリセ口リン脂質の塩基への利用のされ方と

はl明らかに違った。

[考察]

15 
[ ，uN J グリシンは容易~.:::細胞に取り込まれて、恐らくミトコンドリアに局在する 5 ， 10- メ

月 15
チル・テトラヒドロ葉酸:グリシン水酸化メチル転移酵素kよって['" N ]トセリンに変換し

15 、、、 ーー ー 15
たものと考えられる。['Y N ]クリンノは比較的安価なだりに」れ勺の N安定同位体元素に

よる培養細胞での動的代謝研究には好都合であり、今後更なる追試が期待される o

[文献]

(l)Taketomi，T.， Uemura，K.， and Vuzawa，H. (1980) Jpn J. Exp. Hed. 50， 267白 273

15"， -， Y Iffi&.-t=~"'~Jl1-r.:， A n 88 "，~"'，*，，，，m AAo "'~ÄAn~úE ，，， 15 (表← 1) ['YNJ基質日有培地 ("4日閣の培養細胞の槍合目白質の N atom% excess値

15..， r15..， r15." r15 ['''NJ ['''NJ ['''NJ ['''NJ 
細胞 脂質 グリシン コリン エタノールアミン DLーセリン
Neu l'o2a PtdEtn 4. 70 33目22 11.73 

EtnP la 3.59 36.50 6.81 
PtdSer 6.71 0.59 8.80 
PtdCho 0.54 36.23 1.85 0.81 
SH 0.79 7.05 1.29 2.50 
Ceramide 0.60 1.85 

N1E-115 PtdEtn 8.90 39.84 13.15 
EtnPla 6.54 38.61 5.81 
PtdSer 9.90 0.59 7.01 
PtdCho 0.54 27.10 2.67 1. 71 
St1 2.60 5.85 1.63 2.80 
Ceramide 1. 11 1.98 

EtnP ta，エタノールアミンプラスマロゲン;PtdCho，ホスファチジルコリン;
SH，スフィンゴミ工リン
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NMR-スペクトロスコピー法による
38 

3C-ブドウ糖投与に伴うラット脳内アミノ酸代謝の研究
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] 脳内には、解糖系によってブドウ糖より生じたピルビン酸が、ピルビン酸カルボキシラー

ゼによってオキザロ酢酸となり、 TCA回路に入る代謝経路 (anapleroticpathway: A. P.)が存在し、

その経路がアストログリアに局在することが知られている1-2)。しかし、この代謝経路の生理学的役割

は明らかではない。そこで、脳内でのアミノ酸代謝コンパートメント、特に、A.P.を介したアミノ酸

代謝について、 [2_13C]D-ブドウ糖(99%，atom excess)を用いて検討を行った。 2_13C-ブドウ糖投与

(1g/kg) 30分後では、グルタミン酸(Gl叫の 5位に最も多く13Cが取り込まれ、それに続き、グルタミ

ン(Gln)の5位、アスパラギン酸(Asp)の4(1)位、次いで、 GABAの1位であった。これらの取り込み量

の順は、 [1_13C]D-ブドウ糖投与後の Glu，Glnの4位、Aspの2(3)位、 GABAの2位への取り込み順

と全く同様であった。一方、 2_13C-ブドウ糖由来の 13Cが、A.P.を介してアミノ酸へ直接取り込まれ

た結果、 Glu、Glnの3位がラベルされていた。とれらのラベル量は、 5位へのラベル量に対し、正常

脳において、 Gluで 11%、Glnで32%であったが、アンモニア負荷状態下 (13Cーブドウ糖投与直前に

3 .5mmoles/kgの酢酸アンモンを腹腔内投与)では Gluで 13%とほとんど変化がなく、 Glnで

52%に増加していた。また、 5位への取り込みは Gluでは約10%減少していたのに対し、 Glnでは約

30%増加していた。以上の結果より、脳内のアンモニア処理機構にはA.P.が密接に関与していること

が明らかとなった。

[はじめに] 我々はすでに本学会において説、ラットで、尾静脈に投与された [1_13C]ーブドウ糖か

らの 13Cが Glu、Glnへ組込まれる際、 Glnでは2位への取り込みが 3位への取り込みよりも約1.7倍

と高く、この現象はGluでは全く認められなかったことから、 Glu，Glnの代謝コンパートメントには、

A. P.が関与している可能性を示唆してきた。 [2_13C]D-ブドウ糖は解糖系によって[2_13C]ーピルビン酸

になり、アセチルCoAを経て TCA回路に入ると、 Glu，Glnの5位、Aspの4(1)位、 GABAのH立が
13Cでラベルされ、 A.P.を介してTCA回路に入ると、 Glu，Glnの3位、Aspの2(3)位、 GABAの3位

がラベルされる。したがって、 [2_13C]D-ブドウ糖を用いることは、直接A.P.の代謝活性を知る上で

有効である。

[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[2_13C]D-ブドウ糖

を投与した後、 15、30、60、120分後に、また、腹腔に 3.5mmoles/kgの酢酸アンモンを投与した

直後に尾静脈から [2-13C]Dーブドウ糖を投与し 30分後に、それぞれラットの頭部にマイクロウエーブ

(東芝製、 TMW-6402型)を、 4.8KW， 1.2秒照射し瞬時に脳を固定した後、脳を摘出し脳部位に分

けた後、各脳組織よりアミノ酸分画を抽出した。アミノ酸分画を乾固した後、 D20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、 JEOL

EX-400で分析 (pulsewidth 45 0 ， spectral width 30， 120Hz， acquisition time 1.088sec， 64，000 

time-domain points， 8-s pulse interval， 3，000 s伺ns) し，TSPのピーク高に対する各アミノ酸各位

のピーク高を求め、それをもとに脳組織 300mg当たりの棺対ピークを求めた。

[結果および考察] [2_13C]D-ブドウ糖投与後、 15，30，60，120分後の Glu，Glnの5位、Asp

の1(4)位、 GABAの1位、Alaの2位への 13Cの取り込み量のタイムコースは、 [1_13C]Dーブドウ糖投

与後の Glu、Glnの4位、Aspの2(3)位、 GABAの2位、Alaの3位への取り込み(昨年本学会で報告)

と同様であった。 [1_13C]D-ブドウ糖投与の場合、A.P.を介して、 TCA回路へ 13Cが取り込まれると、

Glu、Glnの2位がラベルされる。しかし、アセチルCoAを介してTCA回路へ組み込まれた 13C一炭素



鎖がTCA回路中で一巡することによって、 Glu、Glnの2，3位へも 13Cが取り込まれていく。したがっ

て、 AP.のみを調べるために、 [2-13C]D一ブドウ糖を用いれば、ん P.を介した代謝によって、 Glu、

Glnの3位にのみ 13Cが取り込まれることから、 3位の 13C量を測定することによって、 AP.の代謝活

性を直接知ることが出来る。

Tablel. Ti.脚 Courseof 13C lncorporation into タイムコースの実験 (Table1)より、 Gluの

AminoAcids in Rat Brainfromρ-13C]Glucose 3位への取り込みは 60分で最高値のを示していた

Time(mi且) 15 30 60 120 が、 Glnの3位への取り込みも 60分で最高値を
GABA-3 1.750 1.269 1.748 1.352 示した。この Gluの3位に対する Glnの 3位の
GABA-1 3.087 4.337 3.996 2.531 
Gln-3 2.730 4.526 4.793 4.185 値の比は常に高値を示し、ほぽ 90%に達してい
Gln-4 0.864 0.811 1.461 1.231 

た。それに対し、アセチルCoAを介する GluのGln-2 1.310 2.733 3.047 2.934 
Gln-1 2.257 4.443 4.486 4.911 5位に対するGlnの 5位の値の比は、投与後の時
Gln-5 4.585 8.468 7.321 5.503 
Glu-3 3.112 4.756 5.145 4.605 間とともに 15%から 30%へと増加していた。
Glu-4 0.050 1.445 4.137 3.123 

これらのことから、 AP.及び Gln合成酵素がアGlu-2 0.959 2.483 4.986 4.046 
Glu-1 8.557 14.992 15.162 9.693 ストログリアに局在する4-5)ととと考え合わせる
Glu-5 29.713 38目503 31.484 18.467 
Asp-3 0.787 1.341 2.229 1.292 とGln合成はんP.を介してグリアの代謝コンパー
Asp-2 0.245 1.127 1.352 1.198 トメントで行われていることを示すものである。
Asp-1 4.506 5.480 5.105 2.664 
Asp-4 4.386 6.224 5.882 3.648 一方、アンモニアを負荷した場合(Table2)、
Ratswe日 killedby microwave at vario回世田eaft町injectionof 2-J3C-glucose Glnの3位への 13Cの取り込み量は、 2.88倍に増
The values were indica'恒din relative enricbments in 30白ngof四tbrain
The values indicated 皿eansof two rats 加していたのに対し、 Gluの3位への取り込みは

ほとんど変化していなかった。 Glnの5位への取り込みもアンモニアによって1.36倍に培加していが、

Gluの5位への取り込みはむしろ減少していた。また、 Glu、Glnの5位への 13C取り込み量に対する、

Glu、Glnの3位の 13C取り込み量の比は、正常脳において、 Gluで 11%、Glnで32%であったが、ア

ンモニア負荷によってそれらの値は Gluで 13%と変化がなく、 Glnで 52%に増加していた。

以上のととから、脳内でのア Table 2. 

ンモニア処理系は主として、 AP. Eff~cts. of Ify'p'erf;'m~n:.mÏfl o!， 13C;/~~?!~，ration into 
Amino Acids in Rat Brain from [2・13C]Gluc

を介した代謝によって担われてい

ることが明らかとなった。この A

P を介した Gln合成は、アストロ

グリアで行われているものと思わ

れ、ニューロン・グリア間での

Glnや Gluの相互移行を含めグリ

アの機能の一端が明らかとなった。

[文献]1) M. S. Patel (1974) J. 

Neurochem. ~ 717-724. 2) S. 

C. Cheng et al. (1967) Nature 

21ι928-929. 3)金松知幸、高原

ひろみ、塚田裕三 (1994)神経化学

主主， 422-423. 4) R. P. Shank et. 

al. (1985) Brain Res. 329， 

364-367. 5) ん Martin白一

Hernandez et. al. (1987) Science 

よ丘ι1356-1358.

[2-13C]Glc Ammo + [2-13C]Glι 

Mean:t S.D Mean:t S.D. 

Ala-2 3.273:t 0.371 3.794土 0.186

Lact-2 10.002:t 0.699 11.562:t 0.350 
GABA-3 0.472士 0.140 0.906土 0.070

GABA-l 4.847:t 0.732 4.469土 0.366

Gln-3 3.578:t 0.458 10.311:t0.229 
Gln-4 0.025土 0.428 0.849:t 0.214 

Gln-2 1.097:t 0.275 3.153土 0.137

Gln-l 2.595土 0.270 3.836士0.135

Gln-5 6.974:t 0.507 9.456:t 0.254 

Glu-3 5.686:t 0.343 6.617土 0.172

Glu-4 1.272:t 0.319 0.613:t 0.160 

Glu-2 2.982:t 0.201 2.579:t 0.100 

Glu-l 15.007:t 1.421 13. 148:t 0.710 

Glu-5 43.892:t 3.784 39.166:t 1.892 
Asp-3 1.324土 0.199 1.091士 0.099

Asp-2 0.979:t 0.205 0.897:t 0.102 

Asp-l 5.093:t 0.697 4.073:t 0.348 

Asp-4 6.068土 0.413 4.857土 0.207

Rats were kil1ed by microwave at 30 min after injection of 2-13C-glucose. 
The values were indicated in relative enrichments in 300mg of rat brain. 
The values indicated means :t SD of five rats. 
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39 
サル末梢神経ミエリン糖蛋白質糖鎖の構造解析

北村J:1¥ijj、抜本安、 iiH手1111:、 iJ'<干i-13(r、、子flJJ 1:\出HH~ .*、肝付11:必
(1な I，Jえj(. イJ:.JI¥!、t1l¥経内科*)

〔要約〕末村HII!粁ミエリンにイIイ1:する 2純の私11蛍I'J1'[ (PO蛍(J、PASII/PMP22蛍1'1)はミエリン形成に

深く|対わるものと与えられており、それらのねIt~nの íf( 'J'，!: '111: も指摘されている。政々はウシぶtì'í十111粁ミエリ

ンについてそれらの糊鎖構造をflijなしてきたが、今1111サル未納付l続ミエリンの柿蛍1'11引J，lfJ)fltllfj主をWf，析し
l"'i-l'i・を比較した。サルPO長"1賀山米のGP4においてはN・アセチルノイラミン般をもつものとN-グリコリル

ノイラミン般をもつものがjげがする点が見なっていたが、その他のpollii' 11'[及びPASIl/PMP22蛍，'，の i:.'J'，!:
な粕鎖はウシのものと!iiJーであることがlifJらかとなった。従ッて、 PO蛍l"11とPASlI/PMP22蛍1'1にid.めら

れた特異的な糖鎖構造は撞を越えnつ組織判異(10な羽，1iw1'!発現をしているものと考えられ、そのtJlfj去はヰミ村1
1111経ミエリン形成に必須なものであろうと1ft定された。

末梢神経ミエリンにイ[-{iーする私iit長，'H1(PO蛍1"，、 PASII/PMP22蛋f1)はミエリン肢の按蔚に|渇'j.-?"る桜
蒋蛍白質と考えられている。 jlliî 蛋I'， t~ は l 筒所のN-JW羽11鎖結合 ì'~lí位をもち、その糖鎖には備般化グルクロ
ン般を合有するものがあることを械行した(1，2)。このli;]c般化クソレクロン酸tttjjllはN-CAMやMAGといった
神経系の接請蛍':'1Qにも存fJ:することが知られており、調11)1副主治機構への|対与が推定されている。 PO蛍1'，、
PASII/PMP22蛍 ':1 に認められたこの特徴的な糠~t(mjtiが桜着に必須であるならば、その悦 ii!iは利を越えて
保イrされているはずであると与・え、 /)'1寸サル末梢神経ミエリンについて|山j蛍1'111ftl~との.tJ，I:~l't構造解析を行

なった。

[実験方法]
糖ペプチドの調製:サル末梢神経ミエリン椴不ir;，VI:両分を StreptomycesgIIseus pr，ひteaseで?i'i1ヒ後、話liおよ
びペプチドをAsahi・GS310[i如H液;0.05%トリプルオロ酢般(TFA)]を月jいたHPLCにて除去し、精ペプチド
闘分を得た(2)。
GIVcoDeDtidase A消化放びピリジルアミノ化:糠ペプチドはTak油ashiらの)jiL (3)にてglycopeptidaseAによる
17時間の消化後凍結I，i~燥し、 Yamamoto らの )jyL!こてピリジルアミノ (PA)化した(4)。

精ペプチド及び2アミノピリジル化オリゴ糖のHPLC:PA化オリゴ糖の杓製及びIliJ'itにはAmido-XO

14.6x250mmjをIIIいたHPLC及びDev巴losil-ODSL4.6x150mmlをmいた2次瓦HPLCにて行なった(2)。
シアル師長のHPLC:PAイヒオリゴ根氏を0.05%TFA中にて100

0

C1 Il.~; IIIJの加ノ}け}l!JIfを行なった後、 Dionex
CarboPac PAIカラムを使川1したHPLCにて分析した。溶11¥1こは0.1MNaOH-0.15MCH3COONa溶液を使川し、
Dionextf:製puls氾damperometric detector (PAD)にて検出を行なった。

担盟旦盤主I:試料はE水'11にてiJU結乾燥を繰り返した後400M-HzNMR(JEOL EX400)にて測定した(2)。
[結果と考察]

ウシ及びサルより符たPA化オリゴ織をODSHPLCで比較したところ、サルにおいてはウシの場介より多

くのピークが観者きされた(以11)。サルの主要なピークa，c，d，eはウシのPO・GP3，PO・GP4，PO・GP5，PASH-
FLMIの溶ll)依存';-に一致していたが (1??ll)、念のため2次元HPLC及びIH-NMR解析を行なッたところ、

各々構造既知|のウシPO蛍内 11l~とのGP3 ， GP4， GP5及びPASII/PMP-22蛋r'l山米のFLMIに完全にー致した(デ
ータ米掲載)。従って、サルPO 蛍 (1 質及びPASII/PMP・22蛍r']11の主要な柿~!'(tIIfJ佐はウシのものとliiJ--で
あることが判IjfYJした。しかしながら、サルにおける主民なピークの 1つであるピークbのNMRパターンは

H-Iプロトン、 H-2プロトン領域でピークcとほぼ 致するものの、メチルプロトンがlつ欠如lしており、シ

アル酸のH・3aプロトンのケミカルシフト似も異なっていた(凶2)。又、 negativeFAB-MSによる ~JI析の結
果ピークbはIM-Irイオンとして204X、ピークc(=GP4)は2032(GP4の分子量の月!諭1lf(は2033.X95)で、その
設は16マスであった(未掲載)。従って、ピークbはグリコリルノイラミン酸を合イiするGP4であろうと考

え、ピークb及びピークcを0.059もTFAfllにて加水分解を行ない両者を比較した。その紡来、|刈ピークは

ODS 上でGP3に 111~!'! する依存[にi制H された (1:>Z13 )。又、加水分解溶液をCarboPacPAI-HPLC!こて分析し
たところ、ピークbからはN-glycolylneuraminicacid (Neu5Gc)、ピークcからはN“acetylneuraminicacid (Neu5Ac) 

が検出された (1ヌ14)。従って、ピーク bは ~t:還元末端lこ Neu5GcをもっGP4の 'HU~~ (NeuGひGP4と命名)で
あると結論した(図5)。
以tの結果から、サルにおいてはNeu5GcをもっGP4があるものの、やはりウシと[!iJ・のGP4(Neu5Ac-
GP4)やその他の i:裂な粉f$tlはウシのものと一・致したことから、 PO-GP5やPASII/PMP-22・FLMIに認められた
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{印後化グルクロン酸を含有する，t!!f鎖構造は種を越えて干n'J:することが明らかとなった。このような絡を越
えた厳貌:な粉釦情造の発現は末梢神経ミエリン形成に精鎖が深く関わるものと推定させた。
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図3.シアル酸除去オリゴili号のODS-HPLC
ノTターン

(A)精製ピークB及びCの混合物

(B)ピークBの脱シアル酸化物

(C)ピーク Cの脱シアル酸化物

(D) 1-.記BとCの混合物
脱シアル酸化物は0.05%TFA中にて100'C
1時間加水分解処理して得たもの。

10 2.1 2.0 1.9 日

ppm 

図2メチルプロトン領成の
lH-NMRノTターン

(A)I雪11のピークC

(8) 1>g]1のピークB

番号は図5rl'の番号に対応

A 4' 

M田 α日M相ヘ Fuc a， 
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6 6 5 4 / 

N'JusAb a 2-3Ga1s 1-4GIcNAcs 1-2M叩 α1
Neu5Ac-GP4 
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Time [min] 

図l.PA化オリゴ糖のODS-HPLCパターン

(A)ウシ末梢神経ミエリン糖蛋白質111来

(B)サル末梢神経ミエリン糠蜜白質的来

ウシにおける構造既知のオリゴ糖に名称を付記した。

ω 。
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60 50 ，。

A 4・
M四 α1-3M町人 Fuca， 

6 3 2 6 1 

S03 M叩 s1-4GIcNAc s 1.4GIcNAcl-PA 

6 6 5 4 / 

NeおG9a 2. GaI s 1.4GIcNAc s 1-2M聞 αl
N巴u5Gc-GP4

図5 ピークC U二段〉及びピークB(ド段)の糖鎖構造
ピークCはウシPO-GP4と|司ー寸梓i主。
PO・GP3のtI~jltは網がけ部分のシアル般のないもの。

PO-GP5の{ii年造は網がけ部分が硫酸化グルクロン酸にi汗き変わったもの。
PAS-lIjPMP-22のFLMlの情迭に関しては文献2に記載。

[文献] (1) Uy砂y巴m町ml刷IU汀叫r
Physio叫1.，98C，63-72 (2め)~北ヒ4村すら (1994)t神申車経乏イ化ヒ字学:'33 ，438-拘-439
(3) Takahashi，N. et al. (1987) Biochemistry， 26， 1137 

(4) Yamamoto，S. et al. (1989) J.Biochem. (Tokyo)， 105，547 

8 12 
Time[min] 

凶4.CarboPac PAI-HPLCによるシアル般の同定

(A)シアル酸及びウロン酸の標準液

(B)ピークBの加水分解物

(C)ピークCのlJu水分解物
加水分解条件は悶3と同じ。遊離された

シアル酸は矢印にて示した。

A 

C 

16 4 
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グリオーマに対するOK-MC(OK-432-activated mononuclear cells) 
40 養子免疫療法における Fas/Fasligand系の関与

〔要約〕

戸田啓介1人白石哲也1、広津辰美人福山幸三1、峯田寿裕1、田淵和雄1

1佐賀医科大学脳神経外科、 2同法医学講座

近年、 cytotoxicT cells (CTL)の細胞傷害活性にFas/Fasligand系が関与してい

ることが明らかとなった。我々は悪性脳腫蕩に対してOK・432・activatedmononuclear 

cells (OK-MC)を用いた養子免疫療法を行ってきた。今回、 OK-MCの細胞傷害活性

の機序を明らかにする目的で、 RT-PCR法によりFasligand mRNAの発現を検討し

た。その結果Fasligand mRì~Aは未処理のperipheral blood mononuclear cells (PBMC) 

で軽度の発現が認められ、 OK-432処理により用量依存性に増加した。これは悪性

脳腫蕩に対するOK-432を用いた養子免疫療法がFas/Fasligand系を介して作用して

いる可能性を示唆するものである。

I目的 Fasはアポトーシス誘導活性を有する細胞表面蜜白質であり、抗Fas抗体をFas発現細胞

に作用させるとアポトーシスが誘導されることが知られている。一方、ヒトFasに対する内因性リ

ガンド(hum初日slig仰のが単雌され(3)、cytotoxicT細胞の陸湯細胞傷害活性にFas/Fasligand系が関

与していることが明らかにさtlた(1)。また末梢T細胞を活性化する種々の条件で、 T細胞のみなら
ずnaturalkiller (NK)細胞にもFdSligandが誘導されることが知られている。我々はこれまで悪性脳

腫湯に対し、 NK細胞の一程であるOK・432叫 tivatedmononuclear cells (OK・MC)を利用した養子免疫

療法を行ってきたが、 OK-MCの細胞傷害活性にFas/Fasligand系が関与しているか否かを解析し、

Fas/Fas ligand系を用いた悪性脳腫場に対するアポトーシス誘導療法の可能性について検討を加え

た。

[方法1 健康成人2名および、患者本人もしくはその家族から同意を得た脳腫蕩患者2名より静
脈血を採取し、 lymphocytescpara'.:on mcdium (LSM， BIONETICS， U.S.A.)を用いて分離したPBMC

(2 x 105/m1)をRPMIl640に懸濁し、 0.25KE、0.125KE、0.025KEのOK-432を加えた後、 37.Cで24

時間培養した。 NegativecontrolとしてOK-432未処理のPBMCを用いた。遠沈後OK-MCを収集した。

OK-MCからpoly(A)町>lAを抽出し、一本鎖cDNAを調整した後、 humanFas ligandのcDNAをPCR法に

て増幅した。センスプライマーはATGinitiation codonを含んだ24ヌクレオチド

何CCATGCAGCAGCCCTTCAATT.¥C)で、アンチセンスプライマーはTAA terrnination codonを含ん

だ27ヌクレオチド(GTGCTTCTCTTAGAGCTT AT AT AAGCC)を使用した。 PCRは1サイクルが94.C

をl分、 55.Cを1.5分、 72.(を 2去、で、合計30サイクル行った。 Positivecontrolとして s-actinを

PCR増幅した。得られたPCR産物はアガロースグル電気泳動を行い、同定した。

I結呆1 家族あるいは本jのインフォームドコンセント得たうえで施行した 8名の悪性脳腫蕩患
者に対するOK・MC養子免疫疲告の結果をTable1に示した。 8例中2例 (case1 & 3)で腫蕩陰影の縮

小を認めた。 Case6はOK-MC;:~法 l直後は腫務陰影に変化はみられなかったが、 20ヶ月後には消失し
ており長期生存が得られていふ。 ~T-PCR法によるFasligandの解析では、未処理のリンパE持田胞で

もFasligand cDNAに相当する約840bpのPCR産物が同定された。このPCR産物はOK・432処理にて用

量依存性に増加した (Figure1)が、健康成人と脳腫蕩患者との陪で明らかな差はみられなかった。

[考察 CytotoxicT cclls (C.'L)のi1:ffis包傷害機序として従来よりperforin/granzyme系の関与が知ら
れていたが、最近CTL上に発j)LL，たFasligandが標的細胞膜上のFasに結合し、アポトーシスを誘導

する経路の存在が明らかとなっλ。特にCD4+ CTLがこのFas/Fasligand系を利用しているが、ある

条件下ではCD8+CTLのみならずNK細胞にもFasligandの発現が誘導されることが知られている。

我々はヒト培養脳腫窃細胞において免疫組織化学的にFasの発現を認め、抗Fas抗体処理によってア

ポトーシスに特徴的な形態学的変化が惹起されることを報告してきた(2)。また手術時生検グリオ
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ーマ組織においてFas抗原の発現とmodi1iedTUNEL法を用いて検出したアポトーシスの頻度(apoptotic

index)とが相関するとの結果を得ている(4)。これらは悪性脳腫蕩においてもFas/Fasligand系が機能して

いる可能性を示唆するものである。今回我々はPBMCにOK-432を作用させるとFasligandの発現が増強

されることを確認した。これは悪性脳腫壌に対するOK-432を用いた養子免疫療法がFas/Fasligand系を

介して作用している可能性を示唆するものである。

[文献1(1) Hanabuchi S.， et al. (1994) Proc Nat! Acad Sci U S A -21.，4930 (2) Shiraishi T.， et al. (1994) 
Bulletin of the Jap飢巴seNcurochcmical Society 33，266 (3) Takahashi T.， et al. (1994) International 

immunology ι1567 (4)戸田啓介，他.神経免疫研究，印刷中.

Summary of OK-MC therapy for 8 patients Table 1 

Survival*/ 
outcome 

1

2

3

4

5

6

7

8

 

21 mos / dead 

3 mos / dead 

19 mos / dead 

31 mos / dead 

6 mos/dead 

20 mos I alive 

Tumor 
問sponse

R

C

R

C

C

C

D

C

 

M

N

M

N

N

N

M

N

 

Histology 

Glioblastorna 

Anaplastic astroc戸oma

Glioblastoma 

Glioblastoma 

Primary sarcoma of the brain 

Metastatic adenocarcinoma 

Anaplastic astrocytoma 

Metastatic adenocarcinoma 

Age (yrs)/ 
Sex 

52，M 

59，M 

61，M 

69，M 

33，M 

57，M 

58，F 

76.M 

Case 
No. 

12 mos / alive 

事 Survivalperiod is measured from the first imrnuno出.erapytreatment 

Abbreviations: MR; minor問sponse，NC; no change. ND; not detected. 
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RT-PCR ofOK-ぉ1Cusing Fas ligand primers Figure 1 
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[要約]

フッ卜海馬からの[3H]ノルアドレナリン放出

-NO donorによる促進ー

佐藤壮一、 村山俊彦、 野村靖幸

(北海道大学薬学部薬効学講座)

ラット海馬スライスにおいて、 NO化合物Sィlitroso-N-acetylpenicillamine(SNAP)とI-cysteine(/-

Cys)を共存させることにより、 [3H]ノルアドレナリン (NA)放出が促進された。 SNAPやI-Cys単独では効

果はなかった。この放出は、 KCI脱分極刺激とは異なり細胞外 Ca2+の存在は必要なかったが、 W7(Ca2+/ 

calmodulin (CaM)阻害薬)で完全に抑制された。 NOラジカルを発生させる NOC-18、NaN0
2
やら

nitroso-glutathione (S -nitroso-GSH)はそれぞれ単独で cGMP生成を増加させたが、 I-Cysなどと共存さ

せても CH]NA放出は促進させなかった。また、 oxy-ヘモグロビン (oxy-Hb)などで NO化合物による

cGMP生成は抑制されたが、 SNAP+ I-Cysによる [3H]NA放出は抑制されなかったのペルオキシナイト

ライト (ONOO-)を発生させる SIN-1 は、単独でも I-Cysを加えてもCH]NA放出やcGMP生成に影響

を与えなかったη 従って、 SNAP+ I-CysはcGMP生成を介さずに CH]NA放出を促進させていると考え

られる。 SNAP+ I-Cys はSNAP+ d-Cys以上に CH]NA放出活性が高かった。また、 SNAP+ I-Cysの

起こす [3H]NA放出は 1-Ieucine (I-Leu)で競合的に阻害された。従って、 SNAPとI-Cysにより S-

nitroso-I-Cysが生成した可能性が示峻され、細胞外 Ca2+非依存的、 CaM依存的に NA放出を促進してい

ると推察される。

[目的]
NO は、中枢神経系において多彩な神経伝達物質様作用を示すことが報告されている(1)。しかしなが‘ら、

NOの活性本体浸び作用機構には不明の点が多い。我々は、以前に NOdonorである sodium

nitroprusside (SNP)が還元剤 dithiothreitol(OTT)共存下でラット海馬スライスから NA放出を引き起こ

すことを報告した(2)。また、 SNAP!正、 I-CysやOTT存在下で NA赦出を促進させた。本研究では、海馬

における NOの生理作用、活性分子種やその作用機構を明らかにする目的で、 SNAP+ I-Cysによる NA

放出のメカニズムや cGMP生成に対する作用を検討した。

[実験方法1
1) C H]NA release: Wistar系雄性ラット (6-9週齢)の海馬を摘出し、細断後、メッシュ (300μm)で溜過

してスライス標本を作製した。この海馬スライスを [3H]NAと 37oC .20 minインキュベー卜した。洗

浄後、薬物と共に 37
0
C.8 minインキュベート後、 5mM  EDTA友ぴ5mM  EGTAを含む氷冷 bufferを

加えて反応を止め、遠心分離後上清に存在する [3H]NAの放射活性を測定した。

2) cGMP accumulation: radioimmunoassayによって測定した。

[結果及び考察]
我々は、先に SNPとDTTを共存させることによって、ラット海馬スライスからのCH]NA放出が両薬

物の用量に依存して促進されることを報告している(2)。今回 SNAPとI-Cysを共存させると、 CH]NA

放出は両薬物の用量に依存して促進されることが示された (Fig.1)0 SNAP友ぴI-Cysは、それぞれ単独

では無効であった。 20mM  KCI刺激友ぴSNAP+ I-Cys刺激による[3H]NA放出は、両薬物の添加後1

min以内に最大のCH]NA放出を引き起こし、 2min以降その作用は減少した。 20mM  KCIによる [3H]

NA放出は細胞外Ca
2
+非存在下では認められなかったが、 SNAP+ I-Cysの作用は細胞外 Ca2+非存在下

でも認められた。 W7で前処理した標本では、 W7の用量に応じて、 SNAP+ I-Cysによる [3H]NA放出

が減少した (Table1)。これらの結果は、 SNAP+ I-Cysによる海馬スライスからの NA放出に、細胞外の

Ca2+の存在は必要ないものの、 CaM系カf関与していることを示唆している。



Table 1 Inhibition d-SNAP.匂stimulated[3 H]NA release Irom 
hippocampal slices by calmodulin antagonist w7 

[3H]NA release (% 01 increase) 

Addilions None 50 IlM W7 

20mMKCI 100 36.4十15.4

1 mM d.SNAP 
6.5 :t 6.5 + 0.5 mM ~Cys 100 

(n= 3) 

o 
02 0.4 0.6 0.8 10 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 
ιSNAP (mM) ~Cys (mM) 

Flg.l Eflecl01 d.SNAP and ~Cys on [3HJNA rel国間

次に、他の NO関連試薬の作用を検討した。 NOラジカルのみを発生するNOC-18(1司仁化学(株)によ

り提供)、 NOラジカルなどを発生させるNaN02，S-nitroso-GSH は単独でも、また DTTや I-Cys共存

下でも [3H]NA放出を促進させなかった。一方、 SNP、SNAP、NOC-18、NaN02や、 S-nitroso-GSHは、

それぞれ単独で海馬スライスでの cGMP生成を増加させた (Table2)0 NOラジカル消去剤 (oxy-Hb、

methyleneblue、calboxy-PTIO)により SNP、NaN02，NOC-18による cGMP生成は抑制された。

SNAP、S-nitroso-GSHはそれ自体、細胞膜を透過せず細胞膜との相互作用によって細胞内に NOラジカ

ルを提供すると考えられている(3)。実際に細胞外に NOラジカル消去剤を加えても SNAPやS引 itroso-

GSHによるcGMP生成は抑制されなかった。 ONOO'を発生させる SIN-1は、単独でも DTTや I-Cys

存在下でも cGMP生成、 [3H]NA放出促進作用を示さなかった。これらの結果は、 SNAP+ I-Cysによる

['HjNA放出が、 cGMPを介していないことを示している。現在、我々は NO化合物による [3H]NA放出

の活性本体としてニトロソチオール化合物を想定している。また、 SNAP共存下における [3H]NA放出活

性を I-Cysとd-Cysとで比較したところ、 1-休に強い活性カf見られた。また、アミノ酸をアッセイ系に

共存させたところ I-Leuにより SNAP+ I-Cys作用が競合的に阻害された。このことから、 SNAPと 1-

Cysにより生成する物質は、おそらく S-nitroso-I-Cysではないかと考えられる。この S-nitroso-I-Cys

は、 I-Leuと括抗する、ある aminoacid carrierを介して細胞内に入り、細胞外 Ca2+非依存的、 CaM依

存的に海馬スライスからの NA放出を促進していると考えられる。

[参考文献]
(1) Rettori， V.， Belova， W.， Dees， L.， Nyberg， M.， 

Gimeno， M. and McCann， S. M. (1993) Proc. 

Natl. Acad. Sci.， 90 ， 10130-10134. 

(2)佐藤壮一、村山俊彦、野村靖幸(1994)

日本薬理学雑誌 105，20p. 

(3) Kowaluk， E. A. and Hung， H. L. (1990) J. 

Pharmacol. Exp. Ther.， 255， 1256-1264. 

Table 2 cGMP accumulation by NO do明ors
in問.1hippocampal slices 

AddHions 

None 

20 mMKCI 

1 mM dSNAP 

1 mMSNP 

1 mM NOC.1B 

1 mMNaN02 

t mM S.Nitroso. 
glutathione 

1 mMSIN.l 

cGMP accumu!alion 
(nmoll mg protein 11 min) 

5.3 + 0.5 

4.2 + 1.6 

19.7 :t 1.5 

19.9十 2.7

15.0 :t 2.1 

13.0 1. 2.6 

16.6十 1.9

2.9 -1- 0.9 
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42 ー酸化窒素 (NO)誘発性eH]GABA放出機構

〔要約〕

大熊誠太郎、桂昌司、陳大志、栗山欣弥

(京都府立医科大学・薬理)

一酸化窒素(NO)により誘発されるeH]GABA放出の発現機構について、初代培養大脳皮質神経細胞を

月用jいて検討を加え干ι。NOdo叩n悶[凶sωodiumn凶i凶P附 i耐d必e(σSNP町)およぴ、1S-nふ釘仇『ト)-n引n凶伽lit仰ro附O昨 N-鉱制州p戸阿附附e釘叩抑n凶削li
よりの誘発された「問H問]GA油BA放出は、いずれもhemoglobinの添加により消失した。これらのNOdonors によ

るr3HjGABA放出は、 incubationbu能rからのNa+あるいはCa2+の除去によりそれぞれ対照群の約50%に低下
した。 Na+依存性のeH]GABA放出はGABA取り込み阻害薬であるnipecotic回dおよび1・(2・(((diphenyl-

methylene)amino)oxy) ethyl-ロム6・tetrahydroふpyridine-carboxylicacid (NO-711)により用量依存的に抑制され
た。これら阻害薬のNO誘発性fH]GABA放出抑制作用はCa2+の存在の有無にかかわらず認められた。以上

の結果より、 NO誘発性eH]GABA放出はCa2+依存性放出機構および、Na+依存'性のGABA担体輸送機構を介し

て行われる可能性が示唆される。

[目的]

NOは中枢神経系において、海馬における長期増強、小脳における長期抑制に関与し、あるいは

guanylate cyclaseを活性化することによりcGMPの生成を促進するなど、多くの機能的役割を呆たしている

ほか、諸種の神経伝達物質放出を生じさせると考えられている。最近の研究から、神経伝達物質の放出

はCa2+依存性放出のほかに、 Na+依存性の神経伝達物質担体輸送系を介しでも放出されることが報告され

てきている(1、 2)。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が上述の放出機構

のいずれにより行われるのかについて、マウス大脳皮質より調製した初代培養神経細胞を用い、

eH)GABA放出量を測定することにより検討を加えた。

[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13臼目の神経細胞を実験に供した。 eH)GABA放出量の検討は、既報の方法に従って行った (4)。

すなわち、 100μMのaminooxyaceticacidを含有するKrebs-Ringerbicarbonate buffer (KRB: pH 7.4)中で37
0

C、

3(沿関のpreincubationののちに、神経細胞を氷冷したKRBで洗浄し、 10分間のincubationを行った。次いで、

5分毎のincubation(37 OC)を行い、各企actionより得たbu能rの一部をliquidscintillation spectrometryにより

測定してbuffer中に放出されたeH)GABA量を調べた。すべての薬物は第4f旨'actionのincubation開始時に添

加し、薬物存在下において観察されたfH)GABA放出量は、第3f旨actionで得られた放出量 (basal陀lease)

で除することにより算出された百分率で表わした。なお、 Na+-fre巴bufferの作製は、 Na+を等濃度のcholine

に置換することにより行った。

[結果及び考察]

SNAPおよびSNPはいずれも用量依存的に神経細胞からのeH]GABA放出を増大させた。 SNAPの

eH]GABA放出促進効呆はSNPのeH]GABA放出促進効果に比して約10倍強力であった。また、これらの

NO由norにより誘発されたeH]GABA放出は、 hemoglobinによって有意に低下した。このことから、 NO

donor誘致性fH]GABA放出はNOを介して生じたものであると考えられ、これらのデータは内在性

acety1cholineの放出 (5)の場合と同様であった。

Incubation bu伽からのNa+の除去により、 SNAP誘発性eHJGABA放出は対照群で認められたfH)GABA放
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出の約50%まで有意に減少し、またNa+およびCa2+の除去によりSNAP誘発性CH]GABA放出は完全に消失

した。さらに、 Ca2+の除去はSNAP誘発性eH]GABA放出を約50%低下させることが観察された (Fig目1)。

同様のCH1GABA放出の変化がSNP誘発性CH]GABA放出においても認められた。これらの結果から、 NO

誘発性eH]GABA放出はNぶ依存性および、Ca2+依存性の 2つの異なる放出機構により行われていることが明

らかになった。

Ca2す存在下および非存在下において、 SNAP誘発性eH]GABA放出に及ぼすGABA担体輸送系に対する阻

害薬であるnipecoticacidおよび'NO-71lの作用を検討したところ、 Fig.2に示すように、これら 2つの阻害

薬はCa2+の存在の有無にかかわらず、用量依存的にSNAP誘発性CH]GABA放出を抑制した。また、 SNP誘

発性eH]GABA放出も同様にこれらの阻害薬により用量依存的に阻害された。以上の実験成績から、 NO誘

発性CH]GABA放出はCa2+依存性放出機構および悶+依存'性GABA担体輸送系の2つの放出機構によって行

われることが明らかになった。

[文献]

1. Bemath， S. (1992) prog. Neurobiol. 37， 57θ1. 2. Levi， G.and Raiteri， M. (1993) Trends Pharmacol. Sci. 

16，415-419. 3. Ohkuma， S. et al. (1990) Eur. J. Pharmacol. 189，277・285. 4. Ohkuma， S. et al. (1995) J. 

Neurochem. in press. 5. Ohkuma， s. et al. (1995) Neurosci. Lett. 183， 151・154.

Fig. 2 Effects of (A) Nipecotic Acid (NA) and (8)1・(2・({(
Diphenylmethγlene)oxy)ethy，り-1，2，5，6・抱trahydro-3.・pyrid加e-
carboxylic Acid (NO・711)on f3HjGA8A Release Evoked by S-
Nitroso-N-Acetylpenicillamine (SNAP， 5μM) in the Presence 
and Absence of Ca2+from Primary CuJtured Neurons 

Fig. 1 Effect of RemovaJ of Ca2+ and Na+ on S-Nitroso-N-
Acetylpenicillamine (SNAP)-Evoked Releases of PHjGABA 
from Prlmary Cultured Cerebral Cor1ical Neurons 
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拘束ストレス時におけるラット海馬アセチルコリン放出と血
43 
中エピネプリン、ノルエピネプリン、血糖の変化

田島稔久、遠藤英俊、鈴木祐介*、伊苅弘之ヘ井口昭久*、後藤峰弘仲

(中部病院・老年科、*名古屋大学・老年科、件愛知医科大学・臨床検査)

〔要約〕

拘束ストレス時に海馬のコリン系が活性化することが知られている (14ふ7)。今回我々

は、脳透析法により拘束ストレス時のラット海馬よりのアセチルコリン放出と血中エピネフ

リン、ノルエピネフリン、血糖の変化を調べた。その結果、アセチルコリン放出は拘束スト

レスの直後に増加し、その後徐々に減少した。血清エピネフリンおよび血糖は拘束ストレス

により徐々に上昇し、 45分でピークとなりその後徐々に減少した。血清ノルエピネフリンは

拘束ストレスによりただちに上昇し、拘束中高値を維持した。また拘束より解放する際アセ

チJレコリン放出は一過性に増加したが、他は変化しなかった。これらより次のことが推察さ

れる。ストレス時のエピネフリン分泌、末梢交感神経活性、血糖調節には何らかの順応機構

があり、新たな海馬のアセチルコリン放出増加にもかかわらず末梢での変化がみられなかっ

た。あるいは海馬のアセチJレコリン放出は末梢におけるこれらのストレス反応にあまり関与

していない可能性がある。

自的 拘束ストレスにより海馬コリン系が活性化することが知られている (14，6，7)。我々

は以前、海馬コリン系が血糖調節機構に強く関与しており、それは一部副腎を介して行われ

ていることを報告した (5，8)。本研究では、拘束ストレス時の海馬コリン系の活性化と末梢

でのエピネフリン、ノルエピネフリン、血糖の変化について調べた。

方法 ベントパルピタール麻酔下にてウイスター系雄ラットの海馬に透析プロープを留置し

た (AP=-4.3;I¥仏=2.1;DV=・2.1，Paxinos and Watson atlas)。ネオスチグミン10''11含有人工脊髄

液2μl/minにて潅流開始し、 2時間後より 15分間隔でサンプリングした。潅流開始3時間後

にアクリルボードにプラスチックカラーおよび粘着テープにてラットの四肢を1.5時間固定し

たのち解放した。得られたサンプル中のアセチjレコリンをHPLCにて測定した。また別目、右

心房に留置したカテーテルより、同様のスケジュールでストレスを加えたラットより 15分間

隔で0.3m1ずつ採血し、エビネフリン、ノルエピネフリン、血糖を測定した。コントロールと

して拘束ストレスを与えないラットで同様のことを行った。統計処理はt検定を用いた。

結果 安静時アセチルコリン濃度は51.72土12.0nm 0 1ft.であった。アセチJレコリン放出は拘束

ストレスの直後163:1:11 %まで有意に増加し、その後徐々に減少した。安静時血清エピネフリ

ン、ノルエピネフリン、血糖値はそれぞれ156土54pg/m1、343:1:144pg/m1、118土lOmg/dlであ

った。血清エピネフリンおよび血糖は拘束ストレスにより徐々に上昇し、 45分でピークの

2402:1: 862pgJm1、170:1:13mg/d1となりその後徐々に減少した。血清ノ Jレエピネフリンは拘束

ストレスによりただちに1730:1:493pg加lと上昇し、拘束中高値を維持した。また拘束より解

放する際アセチJレコリン放出は再び一過性に134::l::11 %から218土27%へと有意に増加した

が、他は変化しなかった。(図1)
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考察 我々はこれまでに海馬のコリン系はムスカリニックレセプターを介して中枢性血糖調

節に関与しており、末梢では副腎よりのエピネフリン分泌と関連があることを報告している

(5，8)。本研究において、拘束ストレスにより海馬コリン系が活性化し血清エピネフリン、

ノJレエピネフリン、血糖が上昇したことは、これまでの我々のデータと矛盾せず、海馬コリ

ン系の活性化が末梢での変化の引き金となっている可能性がある。しかし、他と異なり血清

ノJレエビネフリンがストレスの同高値を維持したり、解放する際アセチJレコリン放出のみが

増加するなど、アセチルコリンの変化と末梢での変化は完全に一致しているわけではない。

これらのことから次のことが推察さ11-.る。ストレス時のエピネフリン分泌、末梢交感神経活

性、血糖調節には何らかの)1国応機構があり、新たな海馬のアセチJレコリン放出増加にもかか

わらず末梢での変化がみられなかった。あるいは海馬のアセチJレコリン放出は末梢における

これらのストレス反応にあまり関与していない可能性がある。これらを解明するためには更

なる研究が必要である。
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44ベラトリジン刺激アミノ酸系伝達物質放出のyーアミノ酪酸による調節機構
-in vivo脳内微小透析法およびCa流入実験による検討ー

田中佐知子、土田晃敬、佐藤陽一、木内祐ニヘ小口勝司*、吉田武美

(昭和大・薬・毒物学、*医・第一薬理学)

〔要約〕ラット海馬においてベラトリジン刺激によるアミノ酸放出反応に対するy-アミノ酪酸 (GABA)

の調節機構についてinvivo脳内微小透析法を用いて検討を行なった.50μMペラトリジンの濯流によっ

て透析回収液中のグルタミン酸濃度は基礎濃度の約2.5倍に、またタウリン濃度は約 1.8倍に増加した。
一方、グりシン濃度にはほとんど変化は認められなかった.1 mMGABAを前処置するとベラトリジン刺

激によるグルタミン酸放出繕加を有意に抑制したが、タウリン放出増加には特に影響を及ぼさなかった。

これらの結果より GABAによるアミノ酸系神経伝達物質の遊離調節機構はラット海馬においてはグルタ
ミン酸作働性神経に特有のものであった.さらに、 invivo実験系で認められたGABAによるグルタミン
酸遊離調節機構をさらに検討するため、シナプトソームを用いた 45Ca流入実験を行った。 500μM

GABA の添加により ~a 流入は抑制される傾向を示し、 500μMパクロフエンの添加では 57% にまで抑
制された.この結果から脳内微小透析法で認められたGA8Aによるグルタミン酸放出抑制は GA8As受容
体を介するca流入阻害の結果生じている可能性が示唆された.

[目的] GA8Aは抑制性神経伝達物質であり、その受容体は crチャンネルと複合体を形成している
GA8AAとGTP結合蛋白と共役してrおよびCa2+チャンネルに作用するGA8As受容体の二つのサプタ
イプが存在する。 GA8A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
ーとしての機能に加え他の神経伝達物質の放出調節を行なうことがinvitroの系で報告されている(1，2)。
我々はこれまでに脳内微小透析法を用い、ラット海馬においてKCI刺激によるグルタミン酸放出増加を

GA8AやGA8As受容体のアゴニストであるバクロフェンが抑制することを昨年の本学会にて報告した(3).
今回は Na+チャンネル賦活剤であるベラトリジンを放出刺激薬として用い、グルタミン酸、グリシンお

よびタウリンの放出に対する GABAによる調節機構について検討を行なった。また、神経伝達物質の放
出は神経終末へCa2+ 流入が引き金となって生じることが知られているが、 GABA受容体を介したアミノ
酸放出の調節機構にCa2+が関与しているかを検討するためラット脳シナプトソームを用い、岨Ca流入実

験を行なった.

[実験方法] 実験動物にはWistar系雄性ラットを用いペントパルビタール麻酔下に頭蓋骨を固定し、歯
科用ドリルで小孔を聞け海馬肉(8陪gmaより P:5.8，L:5.0， V:5.0 mm) Iこ8mmのガイドカニューレを挿入
固定した.手術3日後、透析プロープ(膜長2mm.エイコム社製)を挿入し、その翌日に無麻酔無拘束下
に濯流実験を行なった.リンゲル液を2μI/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、 GA8Aを溶解させたりンゲル液を
20分間濯流し、次に50μMベラトリジン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
酸濃度は 0・phthalaldehydeで誘導体化し、 HPLC-蛍光検出器にて測定した。
~a流入実験は密度勾配遠心法によりラット脳シナプトソームを鋼製し GABA およびパクロフヱン等
の薬物はシナプトソームとともにプレインキュベーション後暗'Caを含む13.5mMKCI溶液を添加して2
分間インキュペーションを行ない咽'Ca流入を誘発した.続いてセルハーベスターを用いて吸引渡過を行

ない、ガラスフィルター上に残った放射活性を液体シンチレーションカウンターにより測定した。

[結果および考察] 50μMベラトリジンの謹流によって透析回収液中のグルタミン酸濃度は基礎濃度の
約2.5倍に増加し、 1mMGABAを前処置するとペラトリジン刺激によるグルタミン酸放出増加は有意に

抑制された(円g.1).この結果は海鳥において Naイオン流入を介する神経活動時のグルタミン酸放出を
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GABAが調節していることを示唆している.またベラトリジンの濯流により、タウリン濃度は約 1.8倍

に増加したが、 GABAを前処置してもベラトリジン刺激によるタウリン放出増加に変化は認められなかっ

た(Fig.2)。一方、回収液中のグリシン濃度はベラトリジンを濯流しでもほとんど変化は認められなかっ

た。これらの結果より GABAによるアミノ酸系神経伝達物質の遊磁調節機構はラット海馬においてはグ

ルタミン酸作働性神経に特有のものであった。次に、 invivo実験系で認められたGABAによるグルタミ

ン酸遊離調節機構をさらに検討するため、シナプトソームを用いた必Ca流入実験を行った.高カリウム

刺激による必Ca流入量と無刺激時の流入量の差を 100%と表示すると 500μMGABAの添加により

45Ca流入は抑制される傾向を示し、 500μMバクロフェンの添加では57%にまで抑制された.この結果

から脳内微小透析法で認められたGABAによるグルタミン酸放出抑制は GABAB受容体を介する Ca流入

阻害の結果生じている可能性が示唆された.
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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 (m)
45背側縫線核電気刺激の影響

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.HT)による皮質アセチルコリン (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AChを測定した。背側縫線核 (RD)の電気刺激 (20分間:60Hz.刺

激時間0.2sec ・間隔2.1sec)によって、前頭葉ACh分泌は電流依存.t~主に増加した。低電流 (12.5μ
A)ではAChは増加傾向を示しただけであったが、中・高電流 (25μA.50μA)では有意に増加し

た。これらRDの電気刺激によるACh分泌の増加効果は、 5-HT2受容体阻害薬のketanserin

(5mg/kg)やドパミン (DA)Dl受容体阻害薬のSCH23390 (0.3mg/kg)の前投与 (30分前)によっては

抑制されなかった。以上から、前頭葉ACh分泌を増加させる点ではRDの電気刺激とfenfluramine

の作用は共通であるが、その機序は異なったものであることが示唆された。

{目的】

縫線核に起始する5-HTニューロンは、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神経系の細胞体部と終末部に投射している(8，4)。これまでの研究から5-HTはこのACh

神経系に対して抑制的に作用していることが示唆されていたが(7)、我々は昨年の本学会で 15-
HT分泌促進薬のfenfluramineによって前頭葉ACh分泌が増加するjこと(2)、fenfluramineの作用

が5-HT2A受容体阻害薬のketanserinによって遮断されるjことを報告し(3)、 r5-HTが5-HT2A受

容体を介してACh分泌に促進的に作用するjことを示した。

5-HTニューロンの細胞体が存在するRDを電気刺激すると、側坐核・海馬などを含む前脳領域

で5.HT分泌が充進する(9，10)。我々はこの点に着目し、 5-HTによる前頭葉ACh分泌の制御機構

をさらに解明していく目的で、 RDを電気刺激し前頭葉ACh分泌に与える影響を検討した。

[方法]

体重270-320gのWistar系雄'性ラットを使用し、 PaxinosとWatsonの脳図譜に従い(6)、pento-

barbital (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: -2.5mm)。また、 RDにはステンレス製双極電極を垂直から35度の角度で挿入した (AP

7.8mm， DV: -6.4mm)0 2日後、無麻酔・自由行動下のラットの前頭葉に100nMのneostigmineを

含む人工脳脊髄液(組成:NaCl 125mM， KCl 3.0mM， CaCl2 1.3mM， MgCl2 1.0mM， NaHC03 

23mM)を5μ l/minで還流した。約2時間後から透析液中に回収されるAChを10分間隔で測定し

た。値は総て実測値で表示し (fmol/min)、また2要因分散分析の統計解析に用いた。電気刺激は

60Hzの交流電流を用い、通電時間0.2sec.間隔2.1secのパラメーターで20分間行った。 SCH

23390はH20に、 ketanserin!isalineにそれぞ、れ溶解し投与した。

【結果]

電流用量の大きさに従い、 RDの電気刺激によって前頭葉ACh分泌が増加した(図1)012.5μA 

ではACh分泌は増加傾向を示しただけであったが、 25μA.50μAでは共に有意に増加した(P=

0.003， P<O.OOl)o RDの電気刺激 (25μA)による前頭葉AChの分泌増加作用は、選択的5.HT2A受

容体闇害薬のketanserin(5mg/kg， i.p.)の前投与によっては遮断されなかった(図2: P=0.012)。

同様に、選択的Dl受容体阻害薬のSCH23390 (0.3mg/kg， s.c.)の前投与によっても遮断されな

かった(図3: P=0.003)。

[考察I
RDの電気刺激によって、電流依存性に前頭葉ACh分泌が増加した。前頭葉にはRDから5-HT



ニューロンが豊富に投射していること(4)、5-HT分泌促進薬のfenfluramineが前頭葉ACh分泌を充
進すること(2)、RDの電気刺激によって前脳諸部位で5-HT分泌が充進することが報告されてい
ることからの，10)、RDの電気刺激による前頭葉ACh分泌の増加はシナプス間隙に増加した5・HT
によってもたらされることが示唆された。しかし、電気刺激によるACh分泌の増加は、
fenfl uramineとは異なり5-HTZA受容体匝害薬のketanserinで、は遮断されなかった。 DAニューロン
もまたRDの構成細胞であり(5)、前頭極部に投射していることからは1)、電気刺激によるACh分
泌の増加にDAが関与している可能性も考えられた。 DAは主にDl受容体を介して前頭葉ACh分
泌を促進するが(1)、電気刺激の効果はSCH23390の前投与によっても抑制されなかった。以上

から、前頭葉ACh分泌を増加させる点ではRDの電気刺激とfenfluramineの作用は共通で、あるが、
その機序は異なったものであることが示唆された。
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Then one of groups was applied the second ES， oor did the 
other 
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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 (N)
46 5-HT3受容体の役割

平野均、 山田通夫

(山口大学医学部神経精神医学講座)

〔要約〕

セロトニン(5-HT)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ACh分泌を測定した。 5-HT3受容体antagonistのMDL72222 

(0.02昭・ 0.2mg/kg)とondansetron(0.02mg . 0.6mg/kg)は、共にACh基礎分泌値に有意な影響を及

ぼさなかった。また、 MDL72222 (0.2mg/kg)はおnfluramine(3mg/kg)の前頭葉ACh分泌増加作用

に影響を与えなかった。局所投与された5-HT3受容体agonistの2-methyl-5HT(1μM，60分間)は、

前頭葉ACh分泌に影響を及ぼさなかった。以上の結果から、 5-HT3受容体は5-HTによる前頭葉

ACh分泌の制御には深く関与していない可能性が示唆された。

【目的】

脳皮質組織切片を用いたinvitroの実験から、 Barnesらは r5-HTは5-HT3受容体を介してACh

分泌を抑制するjと報告した(1)0Consoloらは5-HT分泌促進薬のnorfenfluramineによる海馬ACh

分泌の増加が5-HT3受容体antagonistによって措抗されたことから、 r5-HTは5-HT3受容体を介

してACh分泌を促進するjと報告した(2)。一方、我々は5-HT分泌促進薬のfenfluramineによる前

頭葉ACh分泌増加作用が5日T2A受容体antagonistのketanserinによって遮断されたことから、 『

5-HTが5-HT2A受容体を介してACh分泌を促進するJことを報告した(4，5)。このように5-HTによ
るACh分泌の制御機構に関しては、研究者によって異なる報告がなされている。そこで、この

問題をさらに究明していく目的で、 5-HT3受容体antagonist. agonistを投与し前頭葉ACh分泌に

与える影響を1DVIVOで検討した。

【方法】

体重250-350gのWistar系雄'性ラットを使用し、 PaxinosとWatsonの脳図譜に従い(7)、pento-

barbital (40-60mg/kg， i.p.)麻酔下で前頭葉に透析フ・ローブの留置手術を行った(AP:+2.7mm， DV: 

-2.5mm)0 2日後、無麻酔・自由行動下のラットの前頭葉に100nMのneostigmineを含む人工脳脊

髄液(組成:NaCI 125mM， KCI 3.0mM， CaCI2 1.3mM， MgCI2 1.0mM， NaHC03 23mM)を5μ 1/

minで還流した。約2時間後から透析液中に回収されるAChを10分間隔で測定した。値は総て

実測値で表示し(fmol/min)、また2要因分散分析に用いた。 MDL72222 . ondansetronはH20に、

fenfluramineはsalineに、 2-methyl-5HTは人工脳脊髄液中 (pH7.4)にそれぞれ溶解した。

【結果I
MDL 72222 (O.02mg・0.2mg/kg，s.c.)は、用量依存性に前頭葉ACh分泌を増加させる傾向を示

したが、対照群 (H20，s.c.)と比較して両濃度とも有意な差ではなかった(図1)0Ondansetron 

(O.02mg・0.6mg/kg，s.c.)も、 ACh基礎分泌値に対しては有意な影響を及ぼさなかった(図2)。

Fenfluramine (3mg/kg， i.p.)のACh分泌増加作用に与えるMDL72222(O.2mg/kg)の影響を調べるた

めに、 fenfluramineとMDL72222を同時投与した。 Fenfluramine単独投与群とMDL72222同時投

与群とではACh分泌に与える影響には有意な差は認められなかった(図3)05-HT3受容体は皮質

にも存在することから(6)、透析プロープ、を介して2-methyl-5HT(1μM，60分間)を局所投与した

が、前頭葉ACh分泌には有意な影響を及ぼさなかった(図的。

【考察1
2手重類の5-HT3受容体antagonistが前頭葉ACh基礎分泌値に有意な影響を及ぼさなかったことか

ら、 r5-HTは5-HT3受容体を介してtonicにACh分泌を抑制していないj可能性が示唆された。
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また、 fenfluramineによるACh分泌増加作用と前頭葉ACh基礎分泌値がそれぞれ5-HT3受容体

antagonistとagonistによっては有意な影響を受けなかったことから、 15日Tは5・HT3受容体を介

してphasicにACh分泌を促進していない」可能性が示唆された。以上の結果から、 5-HT3受容体

は5-HTによる前頭葉ACh分泌の制御には深く関与していないことが示唆された。

5-HT3受容体antagonistの投与量/効果の相関は逆U字型を示すことが報告されている(3)。ま

た、 Barnesらの報告では5-HT3受容体antagonistの作用は5-HT2A!2C受容体antagonistのritanserin

の存在下でのみ発現することから(1)、5-HTによるACh分泌の制御機構に関しては5-HT受容体サ

ブタイプ同士に密接な連関が存在することが予想される O そのため、今後さらに投与濃度の範

囲を拡大し、 5-HTlAや5・HT2A受容体が遮断された条件下での影響も検討していく予定である。

[参考文献]

(1) Barnes， J.M.， Barnes， N.M.， Costall， B.， Naylor， R.J. and Tyers， M.B. (1989) Nature 338: 762.763. (2) 

Consolo， S.， Bertorelli， R.， Russi， G.， Zambelli， M and Ladinsky， H. (1994) J. Neurochem. 62: 2254.226l. (3) 

Costall， B.， Naylor， RJ and Tyers， M.B. (1990) Pharmacology & Therapeutics 47: 181-191. (4)平野均、山
田通夫、 Fibiger，H.C. (1994)神経北学 33:148149. (5)平野均、山回通夫、 F日iゐ耐big鮮er，H.C. (1994)神経

f仕と学 33: 642643. (他6)K阻削ilpa拭t廿凶r討ick，G.J.， 
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〔要約〕

田中隆彦・吉田真美・横尾秀康・溝口克弘・長森健・浜田直之・富田克・田中正敏

(久留米大・医・薬理)

ラット線条体ドパミン (DA)放出調節機構におけるATP-sensitiveK+ channe1 (KATP)の役割を、

脳内透析法を用いて検討した。 KATPb10cKerであるg1ibenc1amide(GLB)またはto1butamide(TLB)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

。GABAs受容体措抗薬のphac1ofen(PCL，10-4M)を同様にして線条体に 1時間投与後、 PCL存在下にGL

B (10-5M)を阿部位に投与するとGLB投与によるDA放出の減少は完全に阻止された。 GABAs受容体作用

薬のbaclofen(10-4M) を線条体に投与すると阿部位からのDA放出は有意に減少した。これらの結果は

、線条体においてKATPを抑制するとGABAs受容体の活性化を生じ、その結果、線条体からのDA放出が

抑制されることを示唆している。

(緒言)ATP-sensitive K+ channe1 (KATP)は細胞内のATPが増加すると閉鎖するK+channe1で、中

枢神経内にも存在し、 DA(3)やGABA(1)の神経活動に影響を及ぼすと言われている。しかし、 DA神経

系とKATPのinvivoにおける関係の研究は、著者らの報告以外 (4)ほとんどなされていない。今回の

実験の目的は線条休におけるDA放出へのKATPの影響を脳内透析法を用いて検討するごとである。

(方法 Wistar系雄性ラット (260-320g)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 CaC12， 3.35 mM KC1， 1.15 mM MgC12， pH 7.2) を2.5μ1/分で潅流し、 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。 KATPb10ckerであるg1ibenc1amide(GLB，10-6-10-4M) またはto1butamide(TL

B，10-5-10-3M)の条体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。次にGABAs受容体作用薬の

baclofen(BCL，10-4M) を線条体に 1時間投与し、 DA放出量を測定した。また別の実験として、 GABAs

受容体桔抗薬のphaclofen(PCL，lO-4M) を線条体に 1時間投与後、 PCL存在下に、 GLB(10-5M)をさら

に1時間投与した。結果は薬物投与直前の3サンプルの平均を100%として表示した。

(結果と考察)GLBまたはTLBの投与により、線条体からの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(図 1) 0 BCL (lO-4M)の投与でDA放出量が有意に減少したごとから、

線条体のGABAs受容体の活性化がDA放出を抑制していると考えられる。これはBCLが線条体黒質GABA

神経系を刺激し、それにより黒質のDA神経細胞の発火頻度を抑制したために、そのDA神経終末の線条

体からのDA放出が減少した可能性とBCLが線条体のGABA神経系を刺激しloca1circuitによって線条

体からのDA放出が減少した可能性が考えられる。 PCL(10-4M)を単独で投与した時にはDA放出の変化は
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生じなかった(図2) 0 PCL存在下にGLB(lO-SM)を投与するとGLBによるDA放出減少は完全に阻止さ

れた(図2)。黒質(1)や縫線核 (2)においては、 KATPb10ckerがGABAの放出を直接に増強すると報

告されている。これらの報告を合せて考えると、今回の結果は、線条体においてKATPの抑制により生

じる脱分極がGABAB 受容体の活性化を生じ、 GABA神経系を興奮させ、その結果、線条体からのDA放出

が抑制されたごとを示唆している。

A 

百仰

Glibencla開1d.

的

(
A
O
M陶
U
F
Z
O
U

~ 

60 

、守P 
} 

日

ポ

100 1000μM  

Tolbutamide 

0
 
8
 

A
A
O
M拘
L
F
Z
O
U

図 1 glibenclamide (GLB) とto1butarnide(TLB) 図2bac10fen (BCし10-4 M) による線条体ドパミ

の線条体ドパミン (DA)放出に及ぼす影響 ン(DA)放出に及ぼす影響とphac1ofen(PCL.10-4M)

A: *.林 p<0.05. pく0.01vs basa1 va1u巴S のg1ib巴nclarnid巴(GLB.10-SM)によるDA放出変化に
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B: *.林 p<0.05. pく0.01vs basal values way ANOVA.Newman-Keu1s test) 

a.b: p<0.05， p(O.Ol vs 10 μM TLB， 非.非非 p<0.05，pく0.01vs PHC+GLB(PHC-4GLB-5) 

c:p<0.05 vs 100μM TLB(Student's t-test，N=4) (two way ANOVA， Newrnan-Keu1s test，N=4-5) 
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48 
Benzazepine系薬物によるラット線条体の一過性dopamine遊離機構

富山勝見1]，越川憲明，小林雅文

(日本大・歯・薬理)

〔要約〕 脳微小透析法を用いて benzazepine系薬物をラットの線条体に注入した際の細胞外

dopamine(DA)動態について検討した。第 34回神経化学会において， SKF 38393を直接線条体

内に注入した場合に発現する DA遊離の一過性の著明な増加は， tetrodotoxin(TTX)に非感受性

であることを報告したが，今回はこの一過性の DA遊離克進がどのようなメカニズムで発現す

るかについて検討を加えた。 SKF38393によって生じる一過性の DA遊離克進は Ca2十台目

Ringer液濯流下でも同様に認められた。他の benzazepin巴系薬物である SKF82958，および d-

amphetamin己の線条体への注入によっても SKF38393と同様の一過性の DA遊離元進は認めら

れたが，いずれの効果も nomifensine(1 00μM)濯流下で‘は認められなかった。 α-MPT(250mダkg

i.p.)の前処置によって DAの生合成を阻害しておいた場合には， SKF 38393による一過性の DA

遊離冗進は影響を受けなかったが， d-amphetamin巴による DA遊離は抑制された。以上の結果よ

り， benzazepine系薬物による一過性の DA遊離克進は，膜電位および Ca2+非依存性で‘あり，
DAの取り込み機構が関与しているが， d-amphetamineとは異なり newlysynthesized cytoplasmic 

DAを遊離するものではないことが示唆された。

演者らは，第 34回神経化学会において，透析膜の近傍に薬液注入用のマイクロインジェク

ションチューブを配置したプローブを用いて薬物を直接線条体内に注入すると SKF38393や

SCH 23390などの benzazepine系薬物が TTX非感受性の著明な一過性 DA遊離充進を惹き起こ

すことを報告した(1)。今回は d-amphetamineが同様の TTX非感受性の DA遊離を惹き起こす

ことに着目し， d-amphetamineの効果との差について，とくに DAの再取り込み機構や

cytoplasmic DAの関与について比較検討を行った。

〔方法〕

SD系雄性ラット(約 300g)を用い， pentobarbital(50 mダkgi.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線条体(A:9.0 mm， L: 3.0 mm， V: 7.0 mm from int巴raural

line)に挿入固定した。手術 7日後にマイクロインジェクションチューフ守付き直管型プローブ(エ

イコム社製;透析膜長 2mm， cut-off分子量50，000)をガイド、カニューレに装着固定した。 Modefied

Ring巴r液(NaC1147.0nM， KC14.0 mM， CaC12 1.2 mM， MgC12 1.1 mM， pH 6.0)を 2μl/min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， l'聾流液の交換または薬物の注入を行っ

た。 j聾流には上記の Ringer液以外に Ca2+fre巴Ringer液(NaCl147.0 nM， KCl 4.0 mM， MgC12 2.3 
mM， pH 6.0)を用いた。回収した濯流液は 20分毎にオートインジェクターを用いて HPLCに注

入し，電気化学検出器により DAを定量した。 Ringer液で濯流し，安定した時点の 3回分の平

均値を 100%として，各時点、の値を表した。有意差の検定には Mann-Whitn己yの U-testを用い，

有意水準は p<0.05とした。また各群例数は 6匹ずっとした。

[結果および考案〕

SKF 38393による一過性 DA遊離の克進は Ca2十fr巴eRing巴r液の濯流下でも同様に認められ

た。この結果は， SKF 38393の効果が TTX非感受性であったこと(1)を考え合わせると，SKF

38393が amphetamine様の DAreleaserとしての作用を持つ可能性を推察させる。そこでまず，

SKF 38393の効果における DA再取り込み機構の関与について nomifensineを用いて検討した。

図1Aに示すように nomifensin巴(10μM)の濯流はそれ自体 DAレベルを約 800%増加させるが，

その時点、で SKF38393を注入しても著明な一過性 DA遊離が認められた。しかし 100μMの

nomifensineを濯流し， DAレベルを約 1500%まで増加させると SKF38393による一過性 DA

遊離は認められなくなった(図1B)。同様の効果は他の benzazepine系薬物である SKF82958ある

いは d-amphetamineでも認められた(図1B)。この結果は 10μMの nomifensineの瀧流では DA
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の取り込みの阻害効果は十分でないこと(2，3)を示すと共に， b巴nzazepme系薬物による一過性

DA遊離克進に DA取り込み機構が関与していることを示唆するものである。 d-Arnphetamineに

よる DA遊離作用は，いわゆるcytosolicpoolの newlysynth巴sizedDAを， DA transport巳rを逆方

向に移動させることによって惹き起こされると考えられている(4)ので， 次にαMPTを用いて

DAの生合成を阻害し， d-amphetamineと SKF38393による一過性 DA遊離効果について比較検

討した。その結果， SKF 38393の効果は α-MPTの前処置によって変化を受けなかった(図2A)か，

d叩 nph巴tammeの効果は α-MPTにより有意に抑制された(図2B)。以上の結果より， benzazepine 

系薬物による一過性の DA遊離充進は，膜電位および Ca2+非依存性であり， DA取り込み機構

が関与しているが， d-amphetamineの場合とは異なり newlysynthesiz巴dcytoplasmic DAを遊離す

るものではないことが示唆された。

〔文献}
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1695. (3) Tateyama，巴ta1.， (1993) Eur. J. Pharmaco1. 240， 51田56.(4) Butch巴r，et a1.， (1988) J. Neuroch巴m.

50， 346-355. 
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一酸化窒素による神経終末セロトニン取り込みの抑制作用
49 

〔要約〕

浅野省一，松田敏夫，田熊一倣，馬場明道

(大阪大学・薬学部・薬理)

ラット大脳皮質シナプトゾームにおいてセロトニン (5・HT)取り込みに対するNO産生薬の作用を検討

した。種々のNO産生薬は5-HT取り込みに対して抑制的に作用した。速度論的解析の結果より、 NO産生

薬は最大反応、速度低下を引き起こすが、ミカエリス定数には影響を及ぼさなかった。 [3HJパロキセチン結

合実験の結果より、 NO産生薬は5・HT結合を変化させなかった。このNO産生薬による抑制作用は、 NO

産生薬の洗浄後減弱したことから、可逆的であることが示された。 CyclicGMPの膜透過性アナログであ

る8・bromo-cyclicGMPは作用を示さず、 NO産生薬による5-HT取り込み抑制作用はcyclicGMPを介さな

い作用であることが示された。

[目的I
一酸化窒素 (NO)は血管拡張作用、マクロファージによる感染防御作用のほか、中枢神経系においては

neuromodulatorとして機能しており、グルタミン酸神経毒性、長期増強、長期抑圧などに関与している

ことが知られている(2)。近年、 invivo、invitroの系でNOが神経伝達物質遊離・取り込みに対し作用を

有することが報告され(3.4.5.6)、当研究室においても invivo microdialysisを用いた検討よりNO産生薬が

線条体での5-HT遊離を充進させることを示している(1)。この検討においては5-HT取り込み阻害薬存在

下の遊離を検討しているため、 5-HT取り込みに対するNOの作用は明白にできない。そこで今回我々は

神経伝達物質取り込み機構に対するNOの作用を検討した。

[方法I
Wistar系雄性ラット (4-6週齢 100-200g)を断頭後速やかに大脳を取り出し、大脳皮質を 10倍量の

0_32 M sucrose、5mM Tris-HCl (pH 7.4)でホモジナイズし、ホモジネートを遠心分離 (1.000X g、10分)

した。上清をさらに遠心分離 (15.000X g、20分)した。得られた沈査を95% 00-5 % COoで、通気した

Krebs-Ringer緩衝液 (NaCl120 mM; KCl 5 mM; CaCl~ 2_5 mM; MgClo 1.2 mM; 20 mM Tris HCl (pH7.4);パル

ギリン 100μM-グルコース 10mM;アスコルビン酸 1mM)で懸濁し、 95% 00-5 % CO~で通気しながら 37

OC20分インキュベートした後、遠心分離 (15.000X g、20分)し、沈査をKrebs-Ringer緩衝液に懸濁した

ものをシナプトゾームとして実験に用いた。

[3HJ5-HT取り込みは以下のようにして行った。シナプトゾームを370C15分間プレインキユベートした

後、終濃度10nMになるように[3HJ5-HTを加えた。 3分のインキュベートの後、速やかにワットマン

GF/Bフィルターで急速液過し、さらに4_5mlの氷冷した洗浄液(NaCl120 mM; KCl 5 mM; CaClo 2_5 mM; 

MgClo 1.2 mM; 20 mM Tris-HCl (pH7.4);グルコース 10mM)で3回洗浄した。フィルターを乾燥後、フィ

ルター上の放射活性を液体シンチレーションカウンターで測定した。薬物はプレインキュベート時に添

加した。 10μMフルオキセチン存在下の取り込みをブランクとし、その値を差し51いたものを特異的取

り込みとした。

13HV~ ロキセチン結合実験は以下のようにして行った。シナプトゾームを37 0C15分間プレインキュベー

トした後、 [3Hjパロキセチンを加えた。 22
0

C60分のインキュベートの後、速やかにワットマンGF/Bフィ

ルターで急速j慮過し、以後はeHJ5-HT取り込み実験と同様に行った。 100μM5-HT存在下の取り込みを
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ブランクとし、その値を差し51いたものを特異的結合とした。

{結果及び考察I

NO産生薬である nitroprusside(SNP)、3-morpholino-sydnonimine (SIN-1)、NOC-7、 NOC-12、

S-nitroso-L-cysteine (SNOC)はすべて1
3
H15-HT取り込みを用量依存的に抑制した。この抑制作用はNO遊離

速度の速いSNOCやNOC-7で強く見られ、 NO遊離速度の遅いNOC-12、NO遊離とほぼ同時に産生される

O2ーとNOが反応しONOO-となり、その後分解されるSIN-1、比較的遊離するNOがNO+性の強いSNPでは

弱いものであった。さらにSNOCfこ関して詳細な検討を行った。速度論的解析より、 SNOCIまミカエリス

定数を変化させず5-HTトランスポーターの最大反応速度を低下させることが示された。 5-HTトランス

ポーターで5-HTと競合する薬物であるパロキセチンの結合実験の結果より、 SNOC'ま5-HT結合に変化を

及ぼさないことが明らかとなった。これらのことよりNOは5-HTトランスポーターに対して非競合的に

抑制し、その作用点は5-HT結合以降の取り込み過程にあると考えられる。 NO産生薬は以上のように

5-HT取り込みに対して抑制的に作用するが、 cyclicGMPの膜透過性アナログである8-bromo-cyclicGMP 

は5-HT取り込みに対し作用を示さず、このNOによる抑制作用はcyclicGMPを介さない作用であることが

示された。また、シナプトゾームをSNOCで15分処置後洗浄し、 37'C15分インキユベートしたシナプト

ゾームにおいてもSNOCによる5-HT取り込み抑制作用は観察されるが、部分的に抑制作用は回復してお

り、 NO産生薬による5-HT取り込み抑制作用はシナプトゾームに対する非特異的・不可逆的ダメージに

よる作用ではないことが示された。以上の成績と現在までに当研究室で明らかにしているNO叫rclicGMP 

系による線条体における 5・HT遊離促進作用を考えあわせると、 NOは5-HT取り込み抑制作用及び遊離促

進作用をあわせもち、シナプス間隙での5-HT濃度を上昇させることで5-HT神経伝達に対し促進的な制

御をかけている可能性が示唆される。
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Figure 2. Effect of wash out of 

SNOC on [3H] 5-HT uptake in 
rat brain synaptosomes. 
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50フェレット腸管からのセロトニン脱穎粒と求心性迷走神経
活動におよぼす強心配糖体の影響

〔要約〕

玉飼博之、小川隆志、浜上尚也、遠藤泰、南勝

(北海道医療大学薬学部薬理学教室)

強心配糖体は不整脈とともに悪心・幅吐を惹起する。強心配糖体の幅吐の作用機序として

幅吐中枢への直接刺激が考えられている。今回、強心配糖体による幅吐に神経伝達物質であ

るセロトニン(5-HT)がどのように関与しているかを検討する目的でウアパインを用いて腸管

閉館rochroma仔泊(EC)細胞からの5・HT脱頼粒ならびに末梢から情報を幅吐中枢へ伝達する求心

性迷走神経活動におよぼす影響を検討した。

ウアパイン投与群の腸管からの5・HT遊離量は対照群に比し有意に増加した。 5・HT3措抗薬で、あ

るグラニセトロンを処置するとウアパインによる5・HT遊離の増加は抑制された。求心性迷走

神経活動はウアパイン投与後に用量依存的に上昇した。グラニセトロンを前処置するとウア

パインによる求心性迷走神経活動の上昇は抑制された。以上より、強心配糖体による幅吐の

発現には末梢からの求心性迷走神経を介して幅吐中枢に至る経路も重要であることが示唆さ

れた。

〔緒言〕

臨床で用いられている強心配糖体による中毒の前兆として8~26%の頻度で悪心、幅吐が起

こっている1)。これまで我々は幅吐のモデル動物フェレットを用いた実験において制癌剤投与

の際に腸管ならびに延髄最後野の5・HT濃度が上昇することを見出している。制癌剤誘起性幅

吐の発現時には腸管の5・HTの合成および、脱頼粒が冗進し5-HT3レセプターを介して求心性迷走

神経活動が上昇していることを報告した2)・九今回、強心配糖体による幅吐の発現機序を明ら

かにするために腸管EC細胞からの5・HT脱頼粒ならびに求心性迷走神経活動におよぼすウアパ

インの影響を検討した。

〔方法〕

1. 5-HT遊離量の測定:フェレットをウレタン(500mglkg)ならびにα.クロラロース(50mg!

kg)で麻酔後回腸部位を摘出した。Mi1凱 Oらの方法

CO2)で飽和lしJたModifiedK胎reぬbs液中に約3cαmの切片を懸垂した。栄養液槽は温度を37
0Cに保

ち、混合ガスを通気した状態で"20分毎に3時間栄養液を採取した。薬物は栄養液中に混和して

用いた。各栄養液中に遊離した5・HT量は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。

2. 求心性迷走神経活動の測定:フェレットをウレタン・ αークロラロースで麻酔後、人工

呼吸器で呼吸を管理した。ガラミンにて不動化した後、 Yoshiokaらの方法却に準じフェレット
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を腹臥位に固定し胸腔背面部から迷走神経後枝を剥離切断しその中枢断端を白金イリジウム

双極電極上にのせ、求心性迷走神経活動を測定した。得られたパルスをバイオアンプにて増

幅しパルスカウンターにより 10秒毎に積算した。リアルデータおよび積算データは同時に

サーマルアレイレコーダーに記録し、投与前の放電力ウントを100%とし薬物投与後の値を

パーセント補正して表した。薬物はすべて生理食塩水に溶解し頚静脈から投与した。

〔結果〕

インキュベーション後20分毎の回腸からの5-HT遊離量を表した。対照群と比較してウアパイ

ン投与群の5-HT遊離量は有意に増加し、 3時間後まで有意に増加し続けた。また、 5-HT3括抗

薬であるグラニセトロンを処置すると5・HT遊離量は有意に減少した(Fig.1)。求心性迷走神経

活動はウアパイン投与直後に上昇し、その上昇は用量依存的なもので、あった。またグラニセ

トロンを前処置すると求心性迷定神経活動の上昇は有意に抑制された(Fig.2)。ウアパイン

(1mg!lくgi.v.)を投与されたフェレットは5例中4例が幅吐を起こし、その内1例は不整脈で死亡

した。

〔考察〕

ウアパインを処置したブエレツトの摘出腸管より5-HTは有意に遊離量が増加した。 5-HT3括抗

薬のグラニセトロンを処置すると5-HT遊離量が減少し、求心性迷走神経活動の上昇も抑制さ

れた。強心配糖体はEC細胞からの5-HT脱穎粒を促進させるが、この5-HT脱穎粒には5・HT3受

容体が関与していることが示唆された。結合組織に遊離した5-HTは迷走神経の末端にある

5・HT3受容体に結合し求心性迷走神経を介して幅吐中枢に'情報が到達していることが確かめら

れた。

60 120 180 I I Control Ouabain Granisetron. 1 mg此9J.V 

TIme刷 n) 11 O.lm内 iv ouabainOI1mgkgiv 

Fig. 1: Effect of granisetron， a 5-HT
3 
receptor Fig. 2: Effect of granisetron， a 5・HT

3
receptor 

antagonist， on ouabain-induced 5-HT release from antagonist， on 0川 bain-inducedincrease in afferent 
ferret i1eum. vagal nぽveactivity of ferrets. 
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51 低張あるいは高張溶液濯流下におけるNMDA誘発
細胞外ドーパミン増加作用

菅原恵、芝軒信次、秦英代¥石川紘一

(日本大学・医学部・薬理、事民生科学協会・総合研)

〔要約〕

高張あるいは低張溶液濯流下において、外国性興奮性アミノ酸のラット線条体細胞外ドーパミン

濃度におよぽす影響を脳内微小透析法により調べた。 N-メチルーD・アスパラギン酸 (NMDA)を線条

体内に持続適用 (1mM)することにより、細胞外ドーパミン濃度の著明な上昇と主要代謝産物であ

る DOPACおよび HVAの有意な減少が観察された。高張リンゲル液 (150mM麓糖を加えたもの)

濯流下において、 NMDAによるドーパミン増加作用はほぼ消失した。また、 NMDAによる

DOPACおよび HVAの減少作用は減弱された。一方、低張リンゲル液(正常リンゲル液組成から

50 mM  NaCIを除去したもの)濯流下において、 NMDAによるドーパミン増加作用は増強された。

以上の結果より、高濃度の NMDA適用によるドーパミンの増加機構に細胞障害に伴う細胞膨張

(swelling)、 あるいはそれに伴う他の神経伝達物質の遊離増加が関与する可能性が示唆された。

興奮性アミノ酸 (NMDA)を線条体に局所投与することにより、種々の細胞外伝達物質濃度が増加

し、 NMDA受容体措抗薬によりその作用が遮断されることが、知られている (1-4，6)。ラット線条体細

胞外タウリン濃度は、低濃度のNMDA適用により鋭敏に反応するが、グルタミン酸やドーパミン

濃度は高濃度のNMDAを適用した時のみ有意な増加が認められる (3)。浸透圧の変化により細胞外

伝達物質濃度が変動することが知られている (2，5)ことより、 NMDA適用による神経伝達物質遊離

が細胞障害を伴う浸透圧変化を介して生じる可能性が考えられる。本実験においては NMDAの局

所適用により引き起こされる細胞外ドーパミン指加作用におよぼす浸透圧変化の影響を調べた。

[実験方法]

実験には Wistar系雄性ラット(体重 300-350g) を用いた。ペントバルビタール麻酔下、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、透析用ブロー

T(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の速度で湛流した。ドーパミンおよび代謝産物 (DOPAC

および HVA)は濯流液をオートインジェクターのサンプルループ内に直接採取し、 20分毎に電気化

学検出器付き高速液体クロマトグラフィーにより測定した。 実験結果は、ベースライン(薬物およ

びその他の処置前の 3フラクッションの平均値を百パーセントとした)に対するパーセントで表し、

乎均値土標準誤差で示した。

[実験結果および考察]

等張リンゲル液濯流下に NMDA(1 mM)を透析用プローブを介して持続適用することにより、細胞

外ドーパミン濃度の著明な増加と主要代謝産物である DOPACおよび HVA濃度の有意な減少が観察

された。高張リンゲル液(正常リンゲル液に 150mM薦糖を加えたもの)濯流下にNMDAを持続適

用すると、 NMDAによるドーパミン増加作用はほぼ完全に消失し、 NMDAによるドーパミン代謝産

物の減少作用も有意に抑制された(図1.)。高張リンゲル液のみの濯流により、ドーパミンおよび代

謝産物濃度は有意な変動を示さなかった。これらの結果は、 NMDAによるドーパミンの増加が、

NMDAによる細胞外タウリン濃度の増加機構 (2，4)と異なり、浸透圧変化を介している可能性を推測

させる。ドーパミンおよび代謝産物濃度は正常リンゲル液組成から 50mM  NaCIを除去した低張リ

ンゲル液の濯流により著明な変動は認められなつかた。一方、上記低張リンゲル液濯流下において

NMDAの同時適用を行ったところ、ドーパミン濃度増加率は軽度に増強されるにすぎなかったが、
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図 2. 等張溶液 (0)およひや低張溶液(ー 50
mM NaCI;口)濯流下におけるNMDA持続適用
による細胞外ドーパミン (DA)および代謝産物濃
度の変動。・，-50 mM NaCI濯流のみ
NMDA(1 mM)あるいは低張溶液は4番目の
フラクションより、濯流した。

図 1. 等張溶液 (0)あるいは高張溶液濯流下
{・)における NMDA(1 mM)持続適用による細
胞外ドーパミン(DA)および代謝産物濃度の変動
NMDA (1 mM)は4番目のフラクションよ
り、プローブを介して持続適用した。高張溶液
(正常リンゲル液に 150mM薦糖を加えたもの)
はNMDA適用 60分前より濯流した。

正常リンゲル液濯流下での NMDA適用によるドーパミンの増加が適用直後のフラクションより比較

的緩やかであった(最大増加反応は NMDA適用 60分後のフラクションで観察される)のに比し低

張リンゲル液濯流下における NMDAの同時適用においては、 NMDA適用直後に最大反応が観察され

た(図 2.)。これらの結果は、軽度の浸透圧変化では神経伝達物質遊離には影響が認められないが、興

奮性アミノ酸受容体の活性化が伴うと強い神経伝達物質遊離が引き起こされる可能性を示唆する。以

上の結果より、高濃度の NMDA適用によるドーパミンの増加は細胞障害に伴う細胞膨張 (swelling)、

あるいはそれに伴う他の神経伝達物質の遊離増加を介して引き起こされる可能性が示唆された。

[引用文献]
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52 
ラット海馬におけるドーパミンD

2
型受容体の分布とその特'性-invitroレセ

プターオートラジオグラフィーによる[3H]YM-09151・2の結合部位について

横山ちひろ、岡村均、井端泰彦

(京都府立医科大学・第二解剖)

〔要約〕
ラット海馬切片を用いて、ドーパミンD2型受容体の高親和性リガンドである1

3
HIYM-091512による tn

vltroレセプターオートラジオグラフィーを行った。その結果、海馬の13HIYM-09151-2結合部位は、

1
3
H IsulpirideなどこれまでのD2型リガンドによる報告に比して、海馬全域に広範囲にわたって認められた。

その結合密度は、 CA1やCA4錘体細胞層、歯状回分子層などに強く、 CA3上行層、歯状回門に中等度、

CA3のその他の層と海馬支脚に弱いといった明らかな部位特異性を示した。海馬切片を用いて行った飽和

実験で得られたKd値は、線条体切片を用いたときのKd値と比べて約5倍高かった。しかし競合実験では線

条体切片を用いたときと同様、 D2型受容体の性質を示した。以上の結果は、線条体のD2型受容体とは異な

る結合様式を示すD2型受容体が、海馬に広く分布していることを示唆する。

<目的> 海馬におけるドーパミン神経伝達の存在は臨床上のみならず生理学、薬理学、行動学的所

見からも支持されているにもかかわらず、ドーパミン受容体分布の形態学的証拠は乏しいといわざるを得

ない。オートラジオグラフィーの手法による海馬ドーパミンD2型受容体結合の分布がいくつか報告されて

いるが、その結果は用いたリガンドによって異なり、また近年報告されたD2型受容体として分類、されるO2、

D3受容体 mRNAの分布とも一致しない九そこで今回、 D2型受容体の高親和'性アンタゴニストリガンドで

ある1
3
HIYM09151-2をもちいた tnvltroレセプターオートラジオグラフィーを行い、海馬におけるD2型受

容体結合部位の分布とその特徴について検索した。

<方法> in vivoレセブターオートラジオグラフイーの手法は既報の方法に従った210 Wistar系ラット

(220250 g)の脳冠状切片を、 0_5nM 濃度の13HIYM-09151-2に220C120分間反応させ、洗浄、乾燥後

I'H 1-Hyperfilmに4週間露光させた。非特異的結合には10μm(+)-butaclamolを加え、コンビュータ画像解析

装置によってfilm画像上の特異的受容体結合密度を算出した。露光後の切片はcrecylviole~にて染色し海馬

各部位の決定に用いた。

飽和実験および競合実験は、海馬および線条体切片を用いた拭き取り法によった。飽和実験における

1
3
HIYM-09151-2濃度は、 30-1200pMとした。競合実験は0.1nM濃度の13HIYM091512で行い、用いた薬

物はYM-09151-2、(+)butaclamol、dopamine(DA)、sulpiride、5-hydroxytryptamine(5-HT)、ketanserine，

SCH-23390、8-hydroxy-2-(di-propylamino)一tetralin(8-0H-OPAT)、l，3-di(2tolyl)guanidine(DTG)である。

<結果> 13HIYM09151-2を用いたオートラジオグラフィーでは、背側海馬において、歯状回分子層

に強い、 CA3上行層と歯状回門に中等度の結合密度が認められた (Fig.1A) 0 CA3のその他の層と海馬支

脚には弱い結合密度しか観察されなかった。腹側海馬では、背側海馬と同様CA1上行層と放射層、 CA4錘

体細胞層、歯状回分子層に強い、歯状回門には中等度の結合密度が認められたが、 CA1網状分子層はCA1

のその他の層よりやや弱かった (Fig.1B)。

海馬切片を用いた13HIYM-09151-2結合の飽和実験では、 Kd値=l.530nMが得られ、線条体切片を用い

た時のKd値=0.315nMと比べ5倍高かった (Fig.2A， B)。競合実験では、(+)-butaclamol、sulpiride、

dopamine(OA)のKi値は8-0H-OPAT、ketanserine、DTGなどよりも低濃度であり、線条体切片と同様の順位

を示した (Fig.3)。各々の薬物のKi値は、海馬切片を用いた時の方が線条体切片に比べ5-10倍高かった。

<考察> 今回我々は、ラット海馬における広範囲かつ部位特異的なドーパミンO2型受容体の分布を

はじめて明らかにした。 13HIYM-09151-2は、ドーパミンD2型受容体(弘、 D3、04)に非常に高親和性に結合
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すると報告されておりへ実際今回得られた線条体切片におけるKd値=0.315nMは、拭き取りj去におい

てこれまで最も低い値の一つである。また競合実験において海馬の1
3
HIYM'09151'2結合は、薬理学的に線

条体と同じく Dz型受容体で、あることを明らかにした。今回の実験で、海馬においてこのように広範囲の

D2型受容体の分布が得られたのは、 1 3HIYM'09151'2がこれまで、のD2~受容体リガンドのなかで最も高親

和性、高選択性であるという、リガンドの性質による可能性が高い。

また今回、海馬と線条体切片におけるKd値の違いから、 13HIYM'09151'2結合部位はinvitroにおいて海

馬と線条体で異なる結合様式をもつことが明らかになった。これは、 D2型受容体の遺伝子的多様性(D2、

D3、D4)によるか、あるいはD2型受容体の性質を変化させる組織特異性というべき機構が存在するのかも

しれないc

<文献> 1) Bouthnet et al.， Brain Res.， 564 (1991) 203.219 

2) Y okoyama et al.， J. Comp. Neurol.， 394 (1994) 121 . 136 

3) Tang et al.， J. Pharm. Exp. Ther.， 267 (1994) 495 . 502 
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53 ラット脳におけるドーパミン04レセプターmRNAの分布
ーTTダイマー法によるInsituハイブリダイゼーションー

清水義雄、秋山一文、 j兵村貴史、小路武彦¥黒田重利

(岡山大学医学部神経精神医学教室、事長崎大学医学部第三解剖学教室)

(要約)

ドーパミンD4レセプターはD2レセプターサプタイプのlつである治宝、クロザ、ピンに

高い親和性を示すという薬理学的な特性を持ち、そのmRNAの分布も皮質と辺縁系に

多いという特徴があるl.2)。しかしこれまで、ラット脳におけるD4レセプタ -mRNA

の詳しい分布は報告されていない。今回我々は、放射性同位元素を用いないTTダイ

マー法によるInsituハイプリダイゼーシヨン3.4)によってこの分布を検討した。ドー

パミンD4レセプターmRNAは前頭皮質に多く分布し線条体には少なかった。

(実験方法)

1)切片の準備;SD系雄性ラットをベントパルピタール(50mg/同， i.p.)で麻酔した後、

生理食塩水と4%パラフォルムアルデヒドを潅流して脳を固定した。取り出した脳は

固定液を20%ショ糖で洗浄した後、ドライアイスアセトン液で凍結しクリオスタット

で10μmの厚さに切り、シランコートしたスライドグラスに貼り付けた。

2)プロープの作成;D4レセプターをコードするDNAの中から45塩基対を選ぴ、その

特異性をGenBankを用いたhomologystudyで、確かめた。 5'末端にTTATTATTAを、 3'

末端にATTATTを加えた合計60塩基対のオリゴヌクレオチドをDNAsynthesizerで、合

成し、 OPC法で精製した。プロープのTTダイマー化は254nmの紫外線照射によって

行った。

3) Dot blotハイプリダイゼーション;プロープに相補的な配列を持つオリゴヌクレ

オチドを作成し、ニトロセルロースフィルターに1pg，1 Opg，1 0 Opg，1 ng，1 0 ng滴下し80

oc 2時間焼き付けた。 5000J，7000J，10000Jの紫外線照射によってTTダイマ}化した
プロープを用いて免疫組織化学的にシグナルを検出し、至適な紫外線照射量を決定し

た。

4) In situハイプリダイゼ}ション;前述の通り用意した切片を塩酸処理、ブロテア

ーゼ処理、後固定とアルデヒドの中和で前処理した後、 TTダイマー化したプロープ

を用いてハイブリダイゼーションをおこなった。十分な洗いをおこなった後、 HRP標

識された抗TTダイマー抗体と反応させニッケル・コバルトDAB;法により発色した。

5)対照実験;紫外線照射をしていない非標識プロープを過剰に (100倍)加えて、

連続切片においてハイプリダイゼーションをおこない、シグナルの特異性を確かめた。

(結果と考察)

1) Dot blotハイプリダイゼーション(図 1)5000J，7000J，10000Jのいずれにおい

ても1ng以上でシグナルを認めた。 Insituハイプリダイゼーションには7000Jの紫外

線照射をおこなったプロ」プを用いることにした。



2) In situハイプリダイゼーション図2) 

(1)対照実験ではシグナルを認めないことからシグナルの特異性が確かめられた。

(2)嘆球、前頭葉皮質にはぴまん性にシグナルを認めた。

(3)側坐核にはシグナルを認めたが、線条体にはシグナルを認めなかった。

(4)帯状回の深層と側頭葉皮質、後頭葉皮質など皮質の深層にシグナjレを認めた。

(5)歯状回の頼粒層と多形細胞層、海馬の錐体細胞にシグナルを認めた。

(6)視床下部、扇桃体、黒質綴密層、腹側被蓋野にシグナルを認めた。

これまでラット脳におけるドーバミンD4レセプターmRNAの分布は、ノーザンプロ

ットによると辺縁系と皮質部位に多いとされてきた。ラジオアイソトープで標識され

たプロ}プを用いた場合と較べて、 TTダイマー法によるInsituハイプリダイゼ」シ

ョンでは顕微鏡レベルでシグナルを検討することが可能である。今回の結果はこれま

での報告と矛盾するものではないが、より細かな分布の検討が出来た。特にドーパミ

ンD4レセプターmRNAが前頭葉を中心とした皮質に多く線条体には少ないことが、こ

のレセプターに対して高い親和性を示すクロザピンの特徴的な治療効果と関係すると

考えられた。

(図 1) 

UV照射量 5000 J 7000 J 

焼き付けた量 1p 10p 100p 1n 10n 1p 10p 100p 1n 10n 1p 10p 100p 1n 10n 

(図2) 

対照実験 対照実験

(文献)

1) H.H.M. Van Tol， et al. Nature， 350: 610-614， 1991. 

2) K.L.O'Malley， et al. New Biologist， 4: 137-146， 1992. 

3) T.Koji and P.K.Nakane. Acta Pathologica Japonica， 40: 793 -807， 1990. 

4)中根一穂編集，改訂版 Insituハイプリダイゼーション手法;P.88-130， 

学際企画
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54ラット大脳皮質NMDA受容体イオンチャンネル活性化状態
の多様性

山本敏文 L 、山本秀子 1、諸治隆嗣 1

(東京都精神医学総合研究所・精神薬理¥横浜市大大学院総合理学研究科・分子認識 2) 

〔要約〕
glutamate， glycine， Mgおよびspermlneの各活性化因子による NMDA(N-methyl-D-

ωpartate)受容体イオンチャンネル機能の調節機構を明らかにする目的で、ラット大脳皮質シ
ナプトソーム膜標品への[125I]MK-80i結合の薬理学的性質を検討した。 NMDA受容体イオンチ
ャンネルプロッカーである MK-801，PCP(phencyclidine)， SKF10047および ketamineの [12
51 ]MK-80 1結合に対する阻害能を調べたところ、 glutamate+ glycineおよび spermineによ

る [125I]MK-801結合活性化状態は、 MK-801(Ki= 1， 1.5 nト1)<PCP (Ki= 11， 18 nM)< SKF10 
047 (Ki= 72， 102 nM)< ketamine (Ki= 149， 219 nM)の順に親和性は低下し、いずれの Ki値
も同様の値を示した。一方、 glutamate+ 11gおよびglycine +砲による結合活性化状態は、 g

lutamate + glycineや spermineの場合に比較して MK-801で約6倍親和性が低く、その親和性
の順も MK-801(Ki= 7 nM(glutamate+ Mg)， 6nM(glycine + Mg))< PCP (Ki= 47， 31 nM)< ket 
amine (Ki= 798， 510 nM)< SKF10047 (Ki= 1214， 833 nM)となり、 SKF10047と ketamineが
逆となった。以上の結果から、 NMDA受容体イオンチャンネルは活性化因子の違いにより、薬理

学的性質が異なる複数の活性化状態をとることが示唆される。

NMDA受容体イオンチャンネル複合体は、 glutamate，glycine， Mgや sp巴rmineといった活
性化因子の作用する部位を持つ、複数のサプユニットから構成されていると考えられている(1)。
さらに、チャンネルプロッカーとして知られている MK-801，SKF10047や ketamineは、イオ
ンチャンネル内に位置する PCP結合部位に作用すると考えられ(2)、[3H]TCPや [3H]MK-801

の結合量の変化によりイオンチャンネルの状態を調べることができる。
我々は、昨年の本学会で、 [3H]TCP(thienyl-PCP) と [1251]MK-801の結合の違いから、 NM

DA受容体イオンチャンネルに half-open(half-activated)と full-open(full-activated) 
の状態が存在し、前者は glutamate，glycine， Mg単独で、起こり [3H]TCPが結合し、後者は
spermine単独あるいは glutamate，glycine， Mgのいずれか2つの同時添加により起こり[1

25I]服-801が結合することを報告したり)。今回、 full-open状態を認識し結合する [1251]M 
K-801をリガンドとして、各種の活性化により起こるイオンチャンネルの状態について、薬理
学的な性質を検討した。

【実験方法1
Wistar系雄性ラット (200-250g)の大脳皮質粗シナプトソーム膜を、印刷 Tris-HClbuf 

fer/印刷 EDTA(pH 7.6)で繰り返し洗浄し、 -800Cで保存した。実験当E、5mM Tris-HEPES 
buffer(pH 7.6)でさらに2回洗浄した。 [1251]附-801結合実験は、膜標品 (5μgprotein/ 
tube) と 40pM[1251]MK-801 (81.4 TBq/ mmol:NEN)を 5mM Tris-HEPES buffer(pH 7.6)中

で、 25
0C2時間反応させた。反応は、セルハーベスターを用いた迅速な吸引櫨過により停止し、

グラスフィルター上の放射活牲を測定した。非特異的結合の測定には 10μMMK-801を用いた。

[結果】
gllltamate(10μM) + glycine(10μM)による [1251]t1K司 801結合の増加は、 MK-801<PCP< 
SKF10047くketamineの順に強く抑制された (Fig. 1)。それぞれのKi値は表 1にまとめた。 s

permine(10μ11)による結合増加も glutamate+ glycineの場合と同様に強く抑制され、 Ki値
も一致した。
Mg(300μM) + gllltamate(10μM)による結合増加は、 MK-801< PCP< ketamine< SKF10047 

の順に親和性が低下しており、明らかに glutamate+ glycineや spermineの場合とは異な

る結果が得られた。 Ki値は、いず、れも glutamate+ glycineや spermineの場合よりも大きく、
親和性が低下していることが明らかとなった。憎(300μト1)+ glycine(10μM)の場合も、 Mg
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(300μ河)+ glu-tamate(10μM)と同様に、 ketamineと SKF10047の親和性が逆になり、ま
たいずれの親和性も低い結果となった。

[考察]

問DA受容体イオンチャンネル複合体への[3H]問団801結合は、 glutamateや glycineが同時
に存在するときにのみ観察されることから、チャンネル機能を調べる方法として利用されてい
る。我々は、 [3H]TCPが glutamate，glycine や陶により単独で活性化された "half-open
"状態のチャンネルに結合することを前回報告し(2)、NMDA受容体イオンチャンネル複合体には
複数のチャンネル活性化状態が存在する可能性を示した。今回得られた結果は、さらに "full
-open"状態のチャンネルにもいくつかの活性化レベルが存在することを示唆している。
日gとglutamateあるいはglycineによる活性化状態は、 glutamate+ glycineや spermineに
よる活性化状態の薬理学的なパラメーターと、明らかに違いが認められた。特に MK-801と SK
Fl0047の親和性が約6-8倍低下しており、このことがketamineとSKF10047の親和性が逆転する
結果を引き起こしたものと考えられる。 spermineで起こるチャンネル活性化状態と耐jgluta
mat巴や憎jglycin巴で、起こるチャンネル活性化状態は、薬理学的に異なる結果は、 Mgとポリアミ
ンは同ーの部位に作用するものではないことが示唆される。

【文献]

(1) Foster， A.C. and Wong， E.H.F. (1987) Br. J. PharmacoL， 91， 403-409. 
(2) Fagg， G.E. (1987) Neurosci. Lett.， 76， 221-227. 
(3)山本敏文、山本秀子、諸治隆制 (1994) 神経化学， 33， 314-315. 

表 1 : 各活性化状態での阻害定数

Ki(nM) 
Displacer glu + gly glu十月g gly + Mg spermwe 

t1K801 1. 01土 0.04 6.89土 0.50 5.88土 0.40 1.52土 0.18
PCP 11. 21土 0.37 47.04士5.37 31. 37士2.72 18.39土 2.51
SKFl 0047 72.08土8.69 1214 土55 833.3土64.6 102.3 土 0.4
ketamine 149.0土23.1 789.2士30.6 510.8土28.7 219.2土 21.3

Fig. 1.各活性化状態でのトIK-801Co)，PCP(・)， SKF10047(.6.)， ketamine(.6.)による置換。
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55 初代培養神経細胞を用いた invitro実験系における σ-1受容体の
薬理学的特性
山本秀子 l、山本敏文2、奥山茂3

e東京都精神研・精神薬理、 2横浜市大・分子認識、 3大正製薬・創薬研)
〔要約〕
初代培養神経細胞へのσ-1選択的リガンドの結合は時間と共に飽和し、 4度より 37

度で高く、 4度での結合は可逆的であるが、 37度では不可逆的であった。酸性高濃度塩溶液

で洗浄後も結合が残存するが、 σリガンド前処理によりその結合は減少し、その減少は用量

依存的でσ-1受容体に対する親和性と類似していた。更に、 endocytosisinhibitorである

phenylarsine oxideが37度での結合を減少させたことから、 σ-1受容体はσリガンドの結合

により細胞内にinternalizationする可能d性が示唆された。

[目的l代表的な抗精神病薬がシグマ(σ)受容体に高い親和性を有し、また、ある種の σリ
ガンドが抗精神病作用を有することから、最近、 σ受容体に関心が向けられている。しかし、

σ-1受容体の精製は小脳より報告されているが(1)、作動薬、括抗薬の分類が未だ不明確であ

り、内在性作用物質が未同定、 σ受容体を介する細胞内情報伝達機構及びσ受容体と関連す

る生理的役割が明かではないなど基礎的な研究が必要である。 σ受容体はσ-1、σ-2siteが

薬理学的に提唱されており、 haloperidolは両者に強い親和性を有するが、 d体のベンゾモル

ファン類の方がl体より σ-1受容体に高い親和性をもち、選択的σ-1リガンド((+)pen臼zocine、

NE-100(2，3)等)が報告されている。今回、我々は、この選択的σ-1リガンドを用いて、生理

的条件下で初代培養神経細胞(livingcell)上のσ-1受容体の性質について検討した。

[方法l培養細胞:Wistar系ラット18-19日令胎児大脳を小倉らの方法(4)により無血清培養
した。

結合実験 :Timecourse.細胞は氷冷DMEMで2回洗浄した後、 DMEMと標識リガンド(約

40，000 counts /well)を加えて、氷上で静置後、 37度CO2インキユベーターで所定の時間イン

キュベートした後、氷冷Ca2+，Mg2tfreephosphate buffered saline(PBS)で2回洗浄後、酸性高

濃度塩溶液 (0.5MNaCl，司ustedωpH2.5 with HCl)で 2回洗浄した後、 0.1NNaOHで可溶化

し、細胞に取り込まれた [3H)を液体シンチレーションカウンターで測定した。 1mM

phencyclidine存在下での[3H)TCP結合、 100μMhaloperidol存在下での [3H)(+)Pentazocine，

[3H1NE-100の結合を各々の非特異的結合(NSB)とした。 phe町 larsineoxideはDMSOに溶解後、

DMEMで希釈して[3H)NE-100と共に細胞に加えた。
薬物前処理 haloperidol， (+)pentazocine， DTG， corticosterone， progesteroneはDMSOに溶解した

後、 DMEMで希釈した。 (DMSO濃度0.1%以下)0 NE-100はHPで溶解後、 DMEMで希釈した。
neuropeptide Y(NPY)は0.1%BSA溶液で溶解後、 DMEMで希釈した。細胞は37度のDMEMで2

回洗浄した後、薬物を含むDMEMを加えて、 CO2インキユベーターで30分インキュベートし

た後、 DMEMで3回洗浄後、 [3H)NE.100(約40，000counts/well)を加えて37度のCO2インキュ

ベーターで60分インキュベートした後、 PBSで2囲洗j争後~酸性高濃度塩溶液で2回洗浄し、

細胞に取り込まれた [3H)NE-100を測定した。

I結果l σ-1選択的リガンド、 [3H)NE-100の初代培養神経細胞への結合は、 4度、 37度にお
いて時間と共に飽和した(Fig.1)。結合は温度依存性に増加したが、 PBSによる洗浄と細胞表

面に結合したリガンドを除去する酸性高濃度塩溶液による洗浄とで差がみられ、酸性高濃度

塩溶液による洗浄後にも結合が存在した(Fig.1)04度で飽和した結合は100μMのhaloperidol

またはNE-100により、 dissociationされたが、 37度で飽和させた結合はdissociationがほとん

ど見られず、不可逆的であった(Datanot shown)o [3H)(+)Pentazocineの細胞への結合も[3H)NE
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-100の結合と同様、温度依存性の増加を示したが、 NMDA受容体イオンチャンネル複合体に

結合する[3HJTCPの結合は、 [3HJ(+)Pentazocineまたは [3HJNE-100結合のようには増加しなか

った(Fig.2)。細胞を[3HJNE-100結合実験前にσリガンドと37
0Cでpreincubationさせた後、 σ

リガンドを洗い流して、 37
0

Cで60分[3HJNE-100とincubationした。酸性高濃度塩溶液による

洗浄後の結合の減少量はhaloperidol，NE-100>(+)pentazocine>DTGの順に多く、 NPY、

corticosterone、progesteroneでは認められなかった(Fig.3)olO!tM phenylarsine oxide存在下で

の37度での[3HJNE-100結合はcontrolに比べて有意に抑制された(Fig.4)。

[考察J [3HJNE-100をリガンドとして、初代培養神経細胞の σ受容体の結合特性を検討し

た結果、 37
0

Cでの [3HJNE-100結合は4
0

Cの場合と異なり、 1)σ リガンドによって置換されな

い(pseud・irreversible)、2)酸'性高濃度塩溶液で細胞を洗浄後[3HJNE-100結合が残存する(non-

washable， e.g. intracellular fraction)、3)σ リガンド前処理により低下する、 4)endocytosis 

inhibitorが37度でのnon-washableな結合を抑制することから、 σ-1リガンドのendocytosisが

生じていることは明かである。このendocytosisは、神経細胞上の σ-1受容体に σリガンド

が結合して受容体のendocytosisが誘発され、細胞内に取り込まれる (Internalization)機構に

よる可能性がある。このことは σリガンド前処理がσ-1受容体への結合の減少を引き起こす

ことによっても支持される。この結合の減少がσ-1受容体に対する σリガンドの親和性と類

似したことは、 σリガンドがσ1受容体と結合し、細胞内でその生理的作用を示す可能性を

示唆している。また、今回の[3HJTCP結合はσリガンドの結合ほど大きな温度依存性はなく、

NMDA受容体イオンチャンネル内に結合する[3HJTCP結合はσリガンドによってdissociation

されること(5)から、受容体がendocytosisする可能性は少ないと考えられる。 l参考文献J1.
Shuster et al. Brain Res.， 670(1995)14. 2. Okuyama et al. Life Sci.， 53(1993)PL285. 3. 

Chaki et al. Eur J.Pharmacol.， 251(1994)R1. 4.小倉明彦、工藤佳久。組織培養14(1988)14.

5. Yamamoto et al.， J.Neurosci.， 15(1995)731. 
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56 
ラット前脳におけるCCK-B受容体を介した神経伝達:

D oubl巴 labeling in situ hybridizationを用いた解析
重吉康史、岡村均、阿部庚巳事、井端泰彦、千原和夫*

[京都府立医大第二解剖、神戸大学第三内科*1

(要約)コレシストキニン (CCK)およびCCK-B受容体は前脳特に大脳皮質に豊富に存在することが知られて

いる。大脳皮質に於て、 CCK-B受容体を介してどのような細胞群』こCCKが影響を及ぼしているのかを明らかにするた

め吋でラベルしたCCK-B受容体cRNAprobeとDigoxigenin (DIG)でラベルしたg-aminobutyricacid (GABA)， 

Cholecystokinin (CCK) ， Somatostatin (SOM) ， Vasoactive intistinal peptide (VIP)， との

double-labeling in situ hybridizationを行なった。その結果、 CCKmRNAおよびGADmRNAを持つニューロンと

は、 CCK-BmRNAは高率に共存したが、 SOMmRNA，および， VIPmRNAを持つニューロンとの共存率は低かった。この

結果は、 CCKニューロンがautoreceptorを持つ可能性、あるいは、 CCKニューロンが広範な神経ネットワークを大脳

皮質内で形成している可能性を示唆する。さらに我々は、大脳皮質CCKmRNA陽性ニューロンが、視床網様核に投射

する可能性を、 retrogradetracer (Fluorobeads) によるニューロンの標識と CCKcRNA probeを用いたln

situ hybridizationを用いて検討した。即ち、ラット脳のRTNの吻倶oにtracerを射ち、一週後に還流固定された

大脳に対してinsitu hybridizationを行ない、大脳皮質に於ける、 retrogradetracerによる標識と、

CCKmRNAの細胞レベルに於ける共存に関して検討を加えた。その結果、大脳皮質帯状回第VI層に存在する

retrograde tracerにより標識された細胞のうち、かなりのものがCCKmRNAを持つことが明らかにされた。また、

可でラベルしたCCK-B受容体 cRNAprobeとDigoxigeninにてラベルしたGADcRNA probeにて

double-labeling in situ hybridizationを4子なうことによって、 RTN内の GABAニユ}ロンのほとんどのも
のがCCK-B受容体mRNAを持つことが、明かとなった。このことは、大脳皮質CCKmRNA陽性ニューロンが、 RTN内の

GABAニューロンに対し、 CCK-B受容体を介して、影響を及ぼしている事を示している。

(目的)免疫組織学あるいはinsitu hybridizationを用いた研究によって、 CCKおよびCCK-mRNAは大

脳皮質に広範にかつ大量に存在することが知られている。また、放射性1igandsを用いた研究によって、 CCK受容体

もまた、大脳皮質に豊富に存在することが明かとなった。近年、いくつかの晴乳類に於けるCCK-B受容体のcDNAが

クローニングされ、 antisenseprobeを用いた、 insitu hybridizationが可能となったが(1， 2)、その結果も、

末梢型とされるCCK-A受容体に対して、中枢型の受容体とされるCCK-B受容体が、大脳皮質に豊富に存在することを

裏付けるものであった。即ち、大脳皮質に於ては、印刷RNA，CCK-B受容体mRNAともに大量に発現している事が示さ

れた。今回我々は、大脳皮質に於けるCCKmRNAとCCK-B受容体mRNAの細胞レベルの共存に関して検討するために、可

によってラベルされたCCK-B受容体 cRNAprobeおよび、 Digoxigeni日によってラベルされたCCKcRNA probeを

同時にhybridizationすることによって検討した。また、同様の手法を用いて、大脳皮質に豊富に存在する神経伝達

物質であるGABA，SOM， VIPを含むニューロン群の活動にCCKが関与しているかどうかを検討するため35Sによってラ

ベルされたCCK-B受容体 cRNAprobeとDIGによってラベルされたGAD，SOM， VIP cRNA probeをそれぞれ同一切

片にhybridizationした。

さらに、我々は、大脳皮質CCKニユ}ロンが、視床網様核 (RTN) に投射して、 RTNの神経活動に影響を及ぼ

している可能性について検討した。 RTNは大脳皮質および、視床から、入力を受け、また視床下部背側核群に抑制性

の出力を (GABAergic)投射する事によって、視床の活動を調整していると思われている。 RTNはCCK-B受容体mRNA

が豊富に存在する細胞群の一つでありRTNの活動状態に対してCCKが何らかの影響を及ぼしていると考えられる O そ

こで我々は、 retrogradetracerによる標識とCCKcRNA probeを用いたinsitu hybridizationを同一切片に

行なうことにより、大脳皮質のCCKmRNA含有細胞がRTNに投射していることを証明しようとした。

(方法)すべての実験を通じて、雄



ールにしたがったO 発色を停止した後、切片をradiotrackemulsio日(Ilford K2)に漬け、その後、 2-4週間後

に現像を行ない、光顕下で観察した。

2.Double labeling of a retrograde tracer and in situ hybridization 

Retrograde tracer (Rhodamine Latex Microspheres)5ml をstereotaxisをもちいてRTNの吻側部に、

注入し、一週後に同様に還流固定を行ない、 DIGにてラベルされたCCKcRNAprobe存在下でhybridizationを行なっ

た。その後、 tracerによる標識とhybridizationsignalに関して共存の有無を検討した。

(結果および考察)大脳皮質に於て、 CCKmRNAを持つニューロン、 GADmRNAを持つニューロンに於ては、高

率にCCK-B受容体mRNAが共存したが、 SOM，あるいは VIPmRNAのシグナルを持つニューロンはほとんどCCK-B受容

伸nRNAシグナルを持たなかった。 CCK，GAD， SOM， VIP mRNAを持つ大脳皮質体性感覚野のニューロンのうち

CCK-B受容体mRNAのシグナルを持つものの比率は、それぞれ、 44%、36%、6%、1.4%、であった (Fig.l)。これ

は、大脳皮質のCCKmRNA含有細胞が、 autoreceptorを持つかまたは、 CCKmRNAを持つ細胞が、非常に密なネットワ

ークを形成していることを示唆する O

吻側RTNに射たれたretrogradetracerによって、主に三群の車問包群(帯状皮質の第VI層、視床背内側核、

三叉神経核)が標識された。 CCKcRNA probeを用いたinsitu hybridizationを同じ切片に行なうことによっ

て、帯状皮質第VI層のCCKmRNA含有ニューロンの多くがRTNに投射していることが示唆された。また、吋でラベル

したCCK-B受容体 cRNAprobeとDigoxigeninにてラベルしたGADcRNA probeにてdouble-labelingin situ 

hybridizatio日を行なったが、その結果ほとんどのRTNに於けるGADm問 A含有細胞に於て、 CCK-B受容体mRNAシグ

ナルの共存を認めた (Fig.2)0このことは、大脳皮質CCKmRNA陽性ニユ}ロンが、 RTN内のGABAニューロンに対

し、 CCK-B受容体を介して、影響を及ぼしている事を示している。

100 

% 

Fig.1 

EXPRESSION OF CCK・BRECEPTOR mRNA 
IN GABERGIC AND PEPTIDERGIC 
NEURONS OF THE CEREBRAL CORTEX 

50十 75/169

21146 

CCK GAD SRIF VIP 

Fig.2 

Shigeyoshi， Y.， Okamura， H.， Inatomi， T.， Matsui， T.， Ito， M.， Kaji， H.， Abe， H.， 

Nakata， H. and Chiba， T.， Distribution of mRNA for CCK-B receptor in thebrain of Mastomys 

natalensis: abundant expression in telencephalic neurons， Brain Research， 640 0994) 81-92. 

2 Honda， T.， Wasa， E.， Battey， J.F. and Wank， S.A.， Differential gene expression of 

CCKA and CCKB receptors in the rat brain， Mol. Cel. Neurosci.， 4 (1993) 143-154. 

129 



130 

カノレノてコーノレ東日湯女による自民支ーと要員字申系歪長官

57 内トランスグノレタミナーゼ活性化に至る
N 0"育幸侵イ云主童余蒙王たと S 0 D 酉孝書雲~停司主主ι

安藤正人・立芸廷族・楠戸正子・藤田公和・永田 豊

(藤田保健衛生大・医・生理)

{要約]摘出白鼠上頚部交感神経節 (SCG) を生理溶液中でインキュベーションを行う時、ムスカリ

ン性アゴニストのcarbachol(Carb，O.lmM)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、神経細胞質内の可溶性タンパクの架橋反応(退行性物質代謝)を促進する酵素のtransglut-
aminase (TG) は短時間 (30~45分)で著明に活性化(約 10倍)される。このCarb刺激依存性の SCG内 TG
活性の増大現象は、一酸化窒素 (NO)合成酵素阻害剤のNG-monomethyl-L-arginine(L-NMMA;50μM)

添加によって約1/2レベルに迄抑制された。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NO発生に依存した細胞質内TGの活性化が短時間

で進行する可能性が推定されている(I， 2)。今回の検討によって、①Carb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 (-70%)されるのが見られた。故に、 Carb刺激により神経細胞内で発生したNOは、 -B細胞外に

拡散した後再び隣接する標的神経細胞質内に取り込まれて、 TGの活性化を誘発する情報伝達様式
が推測された。②Carb刺激 (30分)によるSCG内TG活性の上昇時には、活性酸素(02一)の消去反応を

触媒する酵素superoxid巴 dismutase(SOD)活性が有意に増大(1.5倍)するのが認められた。 この

時、 L-NMMAを同時添加すると節内SOD活性の上昇は完全に消失したが、 NO発生反応の基質である

L-arginineを過剰量 (0.5mM)溶液中へ添加すると、このSODの活性化は回復した。 このことは、
Carb刺激でSCG内で発生するNOは、おそらく近隣のO2ーとの反応を介してOHラジカル(OH・)あるい
はperoxynitrateラジカル(ONOO-)へと変換される可能性が推測される。そして、生体細胞が持っ

ている合目的的なSOD作用によるO2ーの消去機構が作動した結果、節内SODの活性化現象が誘発さ

れたと理解される。以上の実験成積から、コリン作動性脱分極刺激はNO依存性に神経細胞質内の
TG酵素を活性化して退行性物質代謝を促進するが、さらにNO・とO2 との反応系も平行して促進す
るため、 SOD活性化による積極的なO2消去機構が作動して、神経細胞に対する興奮毒性発現の阻

止機構が作動して細胞活性が保護される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 10 vltr()でインキュベーションしな

がら、ムスカリン性アゴニストのcarbachol(Carb，O.lmM)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(退行性物質代謝)を触媒・促
進する transglutaminase(TG) が、短時間 (30~45分)で著明に活性化されることを既に我々は認め
ている。このCarbによる節内TG活性の促進効果は、一酸化窒素 (NO)合成酵素 (NOS)阻害剤の NG-

monomethyl-L-arginine(L-NMMA， 50μM)により、完全に括抗された。従って、 SCGニューロン内

ではムスカリン性受容体刺激によってNOが発生する結果、 TG酵素の活性化が引き起こされている
可能性が推測されている (1，2)。今回は、 Carb刺激を加えた時SCG組織内で発生する聞を捕捉する

hemoglobin(20μM)を添加した条件で節内TG活性値を測定して、 NOがTGを活性化する情報伝達様

式を検証した。一方、 NOはラジカル (NO')として活性酸素(02-)と反応して水酸ラジカル(OH")あ
るいはperoxynitrateラジカル (ONOO-)へと変換されるカスケード反応系路が知られている(針。

そこで、 Carb脱分極刺激を加えた時SCG組織内で発生するNO・がTGを活性化する調節過程で、 O2-

とさらに反応してこれらラジカルの発生を追求するため、 O2-消去酵素の superoxidedismutase 

(SOD)のSCG内活性植の変動を指標に、 Carb刺激およびレNMMAの添加効果を検討し、若干の考察を

試みた。

[実験方法]Urethane麻酔下にWistar系成熟白鼠の両側頭部より、既報 (1，2)に準じてSCG標本を摘

出して、以下のインキュベーション実験に供した。生理溶液中に薬剤を添加
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うに、生理溶液中にCarb(0. 1mM)添加してSCG標本を好気的にインキュベーション (37。りすると、

そのTG活性値は添加後30~45分で最大活性値(約 10倍)に達するのを報告している (1 ， 2) 。そこで、
細胞間隙に拡散するNOガスを捕捉・無効化するために Hb(20μM)を溶液中に添加すると、添加10
分後以降からCarb刺激で上昇するTG活性値は著明に抑制(約-70%)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、そのTG酵素活性を克進する情報伝達経路が存在することが推察

された。

②SCG組織内SOD活性値におよぼすCarbおよびL-NMMAの添加効果 SCG標本にCarb(0.1mM)を添加し

てインキュベーションを開始すると、 30分後から節内の全SOD活性が有意に上昇(1.5倍)し、こ

の増大効果はその後さらに60分間持続して認められた(図2)。この時L-NMMAをさらに添加すると、

Carb刺激依存性のSOD活性の上昇効果は完全に消失した。しかし、間合成酵素の基質であるL-ar-

ginine (L-Arg)を過剰量 (0.5mM)溶液中ヘさらに添加すると、 SODの活性上昇効果は回復するのが

見られた(図3)。このことから、 NOは近隣組織内などに存在するO2-との反応を介してさらにOHラ

ジカル (OW)あるいはperoxynitrateラジカル(ONOO-)へと変換される可能性が示唆される。その
ため、これらの細胞機能を傷害する活性酸素(02-)を消去して細胞を保護する機構が動員される

結果、 SCG内のSOD活性の増大が見られる可能性が考えられる。以上の実験成績から、コリン作動
性脱分極刺激は、 NO依存性に神経細胞質内の TG酵素を活性化して退行性物質代謝を促進するが、
さらにNO・とO2との反応系が促進されて発生する有害な水酸ラジカルを消去するために、合目的

的なSODの活性増大が生じているものと考えられる。

[謝辞]本研究の一部は、平成6年度文部省科学研究費 (05680685)の援助を受けて行われた。

[文献](1) Ando et a1. (1995)佐 urosci.I?es. in press (2)安藤他 (1994) j!fJ産企学 33:564-565
(3) Lorand et a1. (1972) Anal. Biocoel8. 50: 623-631 (4) 01anow (1993) TINS 16: 439-444. 
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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:
58 サイクリックAMPを介する修飾

加藤兼房、伊東秀記、長谷川かおり、稲熊裕、小津修、浅野富子

(愛知県コロニー・研・生化)

〔要約) C6グリオーマ細胞に、熱ストレスあるいは亜枇酸ストレスを負荷すると、細

胞可溶性分画の hsp27とαBクリスタリン(以下 αs)の濃度は増加を示す。ところがスト

レス負荷時に isoproterenolを共存さ迂ると、 hsp27の誘導はさらに促進された。この促進

作用は s-adrenergicantagonistである propranololによって完全に阻止された。また、

cholera toxin、forskolinあるいは dibutyrylcAMPを共存させても hsp27のストレス誘導は
促進された。同じ細胞中のαBの誘導は上記の薬剤を共存させると逆に抑制を受けた。一

方、 hsp70のストレス誘導はほとんど影響を受けなかった。これらの結果より、 C6グリ

オーマ細胞における hsp27、αB、およびhsp70のストレス応答は、 cAMPを介して異なる
修飾を受けていることが推測された。

個体レベルで負荷した熱ストレスに対するストレス蛋白質の応答は多様で、臓器・組織

問、あるいはそれらの組織で応答するストレス蛋白質の種類の聞に差異があり、ストレス

応答が生理的因子によって修飾を受けていることが推測される。我々は、低分子量ストレス

蛋白質であるhsp27とαBのストレス誘導が、アラキドン酸カスケードの代謝活性と連関

し、細胞質での遊離アラキドン酸濃度の上昇を通して、 hsp27、αBおよびhsp70のストレ
ス応答が促進されることを報告してきた (1)0hsp70遺伝子のプロモータ一部分に存在する

CRE巴yclicAMP Responsive E.lement)がhsp70の転写活性促進に関与していることを示
唆する報告。)があるが、細胞レベルでcAMPによってストレス誘導が促進されることを示

す結果は得られていない。今回、我々は、 C6細胞にストレスを負荷する際に、。-
adrenergic agonistである isoproterenol、Gsを、活性化する choleratoxin、adenylatecyclase 
を活性化する forskolin、およびdibutyrylcAMPなど細胞内cAMP濃度を上昇させる薬物を

共存させると、 hsp27とαB、のストレス応答が修飾されることを見つけたので報告する。
【実験方法I
C6細胞は10%FCSを含むDMEM液中 (2ml/dish)で培養し、 con司uent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430Cで30分間加熱負荷し
た。 E枇酸ストレスは、薬剤と同時期に50--100μMBf枇酸ナトリウムを培地に加えて行った。 1時
間後に正常培地に置換し、 37"Cで培養を継続し、 16時間後に細胞を PBSで洗ってから -20'C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 (3，4)にて測定
し、 ngorμ9/mg proteinで表した。 hsp70は市販のモノクローナル抗体を用いてWesternblot法で解
析した。 Northernblot法による mRNAの解析は、ストレス負荷後6時間の細胞よりRNAを抽出
し、電気泳動後ニトロセルロース膜に転写し、それぞれのcDNAprobeとhybridizeした。

[結果I
confluent培養のC6中の hsp27は0.5ng/mg protein以下、 αBは10-30ng/mgと低濃度であ
るが、中程度の亜枇酸ストレス(50・100μM/1h)で， 16時間後には hsp27は30・印ng/mg、

αB は100・1000ng/mg前後の濃度に増加した。この亜枇酸ストレス負荷を、 isoproterenol
但0μM)の共存下で行うと、 hsp27の誘導が促進された(Fig.1) 0 Isop rotereno Iの誘導促進

作用は濃度依存的であった (Fig.2)。しかし、 αBの誘導は、逆に isoproterenolによって抑



制された (Fig.2)0 Gsを活'1空イじするcholeratoxin (2μ.g/ml)、adenylatecyclaseを活性化する

forskolin (20μM)およびdibutyrycAMP (2.5 mM)も亜枇酸ストレスによるhsp27の誘導を促

進し、 αBの誘導は抑制した (Fig.3)。また、同じ検体中の hsp70の応答は、 hsp27および

αBと異なり、上記の薬物によってほとんど修飾されないことが Westernblot分析で分か

った。亜枇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 (Fig.4)。

{考察]

上記の結果は、 C6細胞における低分子量ストレス蛋白質のストレス応答が細胞内 cAMP濃

度の上昇、すなわちproteinkinase Aによるリン酸化反応を介して修飾を受けていることを

示唆している。しかし、そのリン酸化がそれぞれのストレス蛋白質の発現量に異なる効果を

もたらしている機構については不明で、ある。

[文献1
1) Ito， H.， et al. (1994) Bulll. Japan. Neurochem. Soc. 33， 208・209

2) Choi， H-S.， et al. (1991) J. Biol. Chem.， 266，11858-11865 

3) Inaguma， Y.， et al. (1993) J. Biochem.， 114， 378-384 

4) Kato， K.， et al. (1991) Biochim. Biophys. Acta， 1074，201・208

E 

。1
D 10 20 0 10 20 

Hours after treatment 

円ig.1. Effect of isoproterenol on the arsenite-
induced accumulation of hsp27 and αB crystallin 

600 600 
hsp27 αB crystallin 

(]) 400 
H 。
』

400 a. 
0) 

E 
き200

0' M市品...."-:;0;0;0;沼t;:;::::;d跡指明 。
arsenite一ー++ + + ーー++ + + 

FK CX FK cAP FK CX FK cAP 

円'g.3. Stimulation of the arsenite-ind山ed
accumulation of hsp21 and，αB crystallin by cholera toxin 
(CX)， fors加 lin(FK) or dibutyryl cAMP (cAP) 

400 

200 

O~一一……~ 0 
arsenile --+ + + + + + + 回目十++++++

030013103010030 03001310301曲 30

Isoproterenol (μM) 

円ig.2. Dose.d叩朗自ntstimulation of the arsenite-
induced accumulation of hsp27 by isoproterenol 
open column: plus 50μM propranolol 

3DO 。lW27T T1150 

吾| 闘T園間

Uε1 判明臨調館捌 50

。
37 37 43 43 43 43 

- cA - Ip Cx CA - CA - Ip Cx CA 

Fig. 4. Effects of isoproterenol (，判，cholera 
toxin (Cx) and dibutyryl cAMP (cA) on the heat-
stress responses of hsp27 and αB crystallin 

133 



134 

59 

〔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:

ホルボールエステルおよびオカダ酸による促進

加藤兼房、稲熊裕、伊東秀記、長谷川かおり、浅野富子、小津修

(愛知県コロニ}・研・生化)

C6グリオーマ細胞に、熱ストレスあるいは亜枇酸ストレスを負荷すると、細胞

可溶性分画hsp27とαBクリスタリン(以下 αs)の濃度は増加を示す。ところがストレス

負荷時にホルボールエステル (PM刈あるいはオカダ酸(OA)を共存させると、 αBとhsp27

の誘導はさらに促進された。この促進作用は熱ストレス誘導の場合でも認められた。また、

PMAとOAを同時に作用させるとストレス誘導はさらに促進された。これらの促進作用は

phospholipase A2の阻害剤である quinacrineによって抑制された。一方、細胞からのアラ

キドン酸遊離も上記のストレス応答と同じようにPMA，OAによって促進されることから、

PMA OAによるストレス応答の促進は、 phosphoJipaseA2の活性化に伴うアラキドン酸カ

スケードの代謝回転の増加を介して発揮されていることが示唆された。

我々は昨年の本会で、低分子量ストレス蛋白質であるhsp27とαBのストレス誘導が、

phospholipase A2の活性化剤である melittin，mastoparanや、 cyclooxygenase，Iipoxy-

genaseの阻害剤である indomethacin，nordihydroguaiaretic acidによって著しく促進される
こと、すなわち、ストレス誘導がアラキドン酸カスケードの代謝活性と連関し、細胞質での

遊離アラキドン酸濃度の上昇を通して促進されることを報告した (1)。今回、我々 は、 C6細

胞にストレスを負荷する際に、 proteinkinase C (PKC)を活性化するphorbol12 -rnyristate 

13・acetate(PMA)、あるいは phosphoserine/phosphothreonine protein phosphataseの匝害

剤であるオカダ酸(OA)を、ストレス負荷時に共存させると、 hsp27とαB、とくにαBのス

トレス応答が著しく増幅されること、 PMA、OAはphospholipaseA2を活性化してアラキ

ドン酸カスケード代謝回転を増加させ、これがストレス応答を促進していることを示す結果

を得たので報告する O

[実験方法]

前演題と同じ。

[結果】

confluent培養の C6中の hsp27は0.5ng/mg protein以下、 αBは10・30ng/mgと低濃度であ

るが、中程度の亜枇酸ストレス (50・100μM/1h)あるいは熱ストレス(430C;30min)で，16時
間後には hsp27は5・50ng/mg、αBは100・1000ng/mgの濃度に増加した。このストレス負

荷を、 PMA(0.1μM)あるいは OA(0.1・0.2μM)の共存下で行うと、 αBとhsp27の誘導が

促進された (Figs.1，2)。同じ検体中の hsp70の応答も PMA，OAによって促進されること

がWesternblotおよびNorthernbJot分析で分かつた。 PMAによるストレス誘導の促進は

OA添加によってさらに促進されたが、 PKCの阻害剤である staurosporineによって阻止さ

れた (Fig.3)。また phospholipaseA2の阻害剤である quinacrineによっても阻止された。

一方、予め取り込ませたfH]アラキドン酸の、亜枇酸ナトリウム存在下での細胞外遊離は、

PMAによって促進され、 PMA+OAによってさらに促進された (Fig.4)。
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{考察]

上記の結果は、 C6細胞における低分子量ストレス蛋白質のストレス応答がPKCによるリ

ン酸化反応、を介して修飾を受けていることを示唆している。最近 phospholipaseA2 (ser-

505)が MAPkinaseによってリン酸化され、活性化されること、同じ位置のセリン残基の

リン酸化が細胞をPMA処理した時も見られることが報告されている (2)0PMAによって活

性化された PKCが MAPkinaseを活性化し、つづいてphosplipaseA2が活性化され、細胞

膜 phospholipidからのアラキドン酸の産生が促進され、これがストレス応答を促進すると

考えられる。 OAもMAPkinase cascade memberの脱リン酸化反応による不活化を阻止す

ることにより、結果としてphospholipaseA2の活性化に寄与していると思われる。

[文献1
1.110， H.， e1 al. (1994) Bulll. Japan. Neurochem. Soc. 33， 208・209

2 Lin， L-L.， e1 al. (1993) Cell， 72， 269・278
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60 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:

〔要約〕

プロスタグランジンによる修飾

伊東秀記、稲熊裕、長谷川かおり、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α8クリスタリン(以下αB)は

ほとん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

度は著しく増加した。ストレス負荷時に種々のプロスタグランジン(以下PG)を共存させ

るとhsp27とαBの誘導はさらに促進された。同じ条件下で両蛋白質のmRNAの発現も促進

されていた。しかしながら、 PGを単独で作用させた場合には両蛋白質の誘導はほとんどみ

られなかった。以上のことから各種のPGは、 confluent培養時の C6グリオーマ細胞に対し

て、それ自身は、 hsp27とαBを誘導する作用は持たないが、ストレスと共存した場合には両

蛋白質の誘導を遺伝子発現のレベルで促進することが示唆された。

我々は昨年の本会で、低分子量ストレス蛋白質、 hsp27とαBのストレス誘導が、アラキ

ドン酸カスケードの代謝回転と密接に連関し、細胞内遊離アラキドン酸濃度が上昇している

状態ではストレス応答が増幅されることを報告した (1)。一方、 cyclopentenone構造を持

つプロスタグランジン (PGA1、PGA2、 PGJ2)が、 hsp70あるいは hsp90の誘導を引き起こ

すことが報告されている (2・5)。その誘導は、 HSFのDNA結合能の活性化を伴っており (4， 

5)、遺伝子発現の段階での制御が報告されている。また、 PGによるストレス蛋白質の誘導

は、 G1phaseの細胞や但)、 growingphaseの細胞に対して起こり (4)、confluentの細胞に

対しては起こらないことが報告されており (4)、細胞周期とストレス蛋白質の発現との関連

が示唆されている。今回我々は、低分子量ストレス蛋白質であるhsp27とαBのストレス

応答が、各種の PG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]

前演題と同じ。

{結果】

confluent培養のC6中の hsp27は0.5ng/mg protein以下、 αBは10・30ng/mgと低濃度で

あるが、中程度の亜枇酸ストレス(50μM/1h)で 16時間後には hsp27は数ng/mg、αBは

100 ng/mg前後の濃度に増加した。この亜枇酸ストレス負荷をPGA1、PGA2、あるいは

PGJ2の共存下に行うと、両蛋白質の誘導は促進された (Figs.1，2)。さらに、 PGE2、

PGD2を共存させても両蛋白質の誘導は促進された (Figs.1，4)。また、同じ検体中の

hsp70の応答は、 hsp27およびαBと同様に促進されていることが、 Westernblot分析で分

かった。さらに、 Northernblot分析によって、これらの条件下では、 hsp70、hsp27および

αBのmRNAの発現が高進していることが分かった。しかしながら、各種のブロスタグラ

ンジンを単独で作用させた場合には、両蛋白質の誘導は起こらなかった。また、熱ストレス

(42'C/15 min)の促進作用は軽度であった (Fig.3)。
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[考察]

低分子量ストレス蛋白質のストレス応答も、 cyclopentenone構造を持つプロスタグラン

ジン (PGA1，PGA2、PGJ2)によって、増幅され、さらにそれらの前駆体であると考えられ

ている PGE2、PGD2によっても増幅された。 PGE2、PGD2が代謝されて、作用している可

能性もあり今後、これらの作用機構を明らかにするとともに、その生理的意義の解明を目指

したい。

[文献】

1 Ito， H.， et al. {1994} Bulll. Japan ‘Neurochem. Soc. 33， 208・209

2. Ohno， K.， et al. {1988} J. Biol. Chem.， 263，19764・19770

3. Santoro， M .G.， et al. {1989} Proc. Natl. Acad. Sci. USA.， 86， 8407 -8411 

4. Holbrook， N.J.， et al. {1992} Mol. Cell. Biol.， 12， 1528・1534

5. Amici， C.， et al. {1992} Proc. Natl. Acad. Sci. USA.， 89，6227・6231
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大脳皮質Hアドレナリン受容体-Gs-アデ、ニル酸シクラーゼ情報伝達系
61 
機能調節へのビタミンB12の関与

八回慎一、渡部正行*、小津寛樹場、驚藤利和*、高畑直彦*、大鹿英世

(札幌医科大学医学部薬理学講座、*神経精神医学講座)

〔要約〕 ビタミンB12(VB12)が細胞情報伝達系で果たしている役割を検討する目的で、

VBI2欠乏ラット(Lack)を用い、。アドレナリン受容体(sAR)-Gsーアデ、ニノレ酸、ンクラーゼ(AC)

情報伝達系の変化について検討した。Lack大脳皮質膜標品の ACbasal活性、 forskolin、GppNHp、

isoproterenol刺激性AC活性は対照群(Cont)と比較して有意に低下していた。一方、 Gs蛋白質量、

Gs機能、。ARの数およひ、親和性について検討した結果、 Cont、Lack間での差異は認められなか

った。これらの結果は、 VBI2の欠乏に伴ってAC触媒サブユニット機能の低下と、 sAR-Gs-

AC聞の機能的共役の障害が生じていることを示唆し、 VBI2はAC情報伝達系の機能発現のために

必要な細胞膜環境を構築することに関与しているものと推測された。

【目的1 様々な精神神経疾患およびその症状とビタミンBI2(VB12)欠乏との関連性は以前から
指摘されてきた(1)。さらに近年、Alzheimer病における視覚認知障害との関係も示唆されている。

また睡眠・覚醒リズム障害に対するメチノレVBI2[メコパラミン](mVBI2)の有効性や、 mVB12

がその合成に関与していることの知られているS-adenosyトL-me出10凶ne(S仙のの抗うつ効果も

報告されている。このようにVBI2が中枢神経系における細胞反応性の調節に関与していること

を示唆する報告は多いが、しかし、その詳細な調節機序は明らかでない。先に我々は、この点に

ついて検討する目的で、 mVBI2欠乏ラットのアデニル酸シクラーゼ(AC)情報伝達系について解

析を行った(8)。その結果、 VBI2欠乏によってAC触媒サブユニット(CAT)の機能低下およひ、Gs-

CATの共役障害の生じていることが示された。一方、受容体を介した情報伝達におけるVB12の

役割についてはまだ明らかではなく、この点を検討するため、本研究はmVB12欠乏ラットを用

い、大脳皮質。アドレナリン受容体(sAR)-Gs-AC情報伝達系の変化について解析を行った。

[方法 Sprague-Dawley系雄性ラットを用い、 mVB12欠乏ラット(Lack)を既報の方法(8)に従

って作成した。大脳皮質膜分画の調製、 AC活性の測定、光親和型非水解性GTP類似体である

[32 P] P _ (4-azidoanilido)一戸-5'-GTP(C 2p]AAGTP)によるphotoaffmity labeling、G蛋白質αサブ
ユニットのimmunoblotting.およびC25I]pindololによる sAR結合実験は既報の方法(2，3，7)で行った。

{結果 Lack大脳皮質膜標品のforskolin(100μM)束IJ激性AC活性ならびにbasal活性は対照群

(Cont)と比較して有意に低下し(結果未提示)、 GppNHp(1O-8'"'-'10-4)依存性AC活性でも有意な減少

が認められた(Fig.1)。さらに、 GppNHp(lO-6)存在下、 isoproterenol(lO-8 '"'-' 10べ)(lSP)によるACの

活性化は、 Lackで有意に減弱していた(Fig.2)。一方、 sAR結合実験の結果、 ContとLackで、sAR

数および結合親和性で、の差異はみられなかった(Table 1)。さらに、 G蛋白質のimmunoblotting、

およびC
2
p]AAGTPを用いた photoa伯litylabeling によるグアニンヌクレオチド(GN)結合活性の解

析結果でも、 G蛋白質サブ、ユニット (αs、αi、αo、αq)量(結果未提示)ならびにGsおよびGi

でのGN結合活性で両群間での有意な差は認められなかった(Fig.3)。

[考察】 本研究の結果、Lackでの basalAC活性ならひ、にfo岱 kolin、GppNHp、ISP刺激性活性の

低下が観察された。 Basal活性と forskolin刺激によるAC活性の低下はLackでのCAT機能の低下を

示唆し、このことは先に報告した結果(8)と一致していた。一方、 GppNHpおよびISP刺激性AC活

性の低下は、 ContとLack問でGs蛋白質量、 Gs機能、 sAR数および親和性での差異が認められな

かったことから、。AR-Gs-CAT聞での共役機能の障害によるものと考えられた。
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VB12欠乏に伴う CAT機能の低下や情報伝達系構成成分間の共役機能障害の原因についてはま

だ明白ではない。 VB12はSAMの合成に関与し、さらに SAMはメチル基供与体として

phosphatidylethanolamine(PE)のメチル化反応に寄与してし、る。この結果、細胞膜表面で生成され

るphosphatidylcholine(PC)によって膜流動性は充進する。 sAR刺激時にはPEのメチノレ化反応が促

進され、その結果生じる膜流動性の充進はsARとGsとの共役に有利な環境をもたらすことが示
唆されている(5)。実際、 VB12欠乏に伴ったPC量の低下が報告されており (6)、その結果として膜

流動性低下の生じていることが推測される。さらに、 CATの機能発現と細胞膜PCとの関連が指

摘されている(4)。これらのことから、 VB12欠乏に伴って生じるPC量と膜流動性の低下によって

CAT機能の低下ならびに共役機能の障害がもたらされている可能性が考えられ、 AC系の機能障

害の結果、細胞でのcAMP産生は低下し様々な精神神経疾患の要因となる細胞応答異常がもたら

されるのであろう。今後さらに検討を加え、これらの点について明らかにしたい。
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62 
小脳選択性を示す抗リン酸化チロシン抗体陽性蛋白質

米田幸雄、荻田喜代一

(摂南大・薬・薬理)

〔妻納〕脳内各部位の可溶箇薗分および細胞核函分中のリン酸化チロシン、リン酸化セリンおよびリン酸化スレオニ

ンの各抗体陽性蛋白質の一斉分析をウエスタンプロッティング法により行った。小脳の可溶性画分には、他の脳内部

位には検出されない分子量70kDaの抗リン酸化チロシン抗体陽性蛋白質仔PP70)が見出された。さらに、小脳の細胞

核函分には他のいずれの脳内部位にも検出されない2種類の抗リン酸化チロシン抗体陽性蛋白質が見出された。一方、

抗リン酸化セリン抗体およU杭リン酸化スレオニン抗体の陽性蛋白質は、いずれの脳内部位においても著しい変化は

認められなかった。小脳可溶性画分を用いて、 YPP70をイオン交換クロマトグラフィ、サイズ排除クロマトグラフィ

および調製用SDSーポリアクリルアミドゲル電気泳動法σAGE)により単一バンドにまで単離精製した。以上の結果よ

り、小脳の可溶性画分には選択性の高いチロシンリン酸化蛋白質が存在する可能性が示唆される。

真核細胞の細胞内シグナlほ達には、各種機能蛋白質のリン酸化・脱リン酸化が大きく関与することは周知の事実

である。細胞膜から細胞核へのシグナル伝達の経路の一つであるMAPキナーゼカスケードも関連酵素蛋白質のチロシ

ン残基、セリン残基あるいはスレオニン残基のリン酸化および脱リン酸化により制御されるο)。また、細胞核内転写
制御因子についても、 activatorprotein I(AP1)の構成蛋白質であるc-Jun蛋白質のホモダイマーのDNA結?合能およひ'

転写活性がセリン残基のリン酸化・脱リン酸化により調節されること(4)、cAMP response element binding 

protein(CREB)の転写活性がセリン残基のリン酸化により促進されること(3)、あるいはMaxホモダイマーのDNA結合

能がセリン残基のリン酸化により阻害されること(1)などが知られている。

一方、 Nーメチル-Dーアスパラギン酸レセプターの活性化によるAPlのDNA結合能の増強反闘のおよびCREBのリ

ン酸化反応が海馬と小脳でl想Hらかに異なる事実は、細胞膜から細胞核へのシグ、ナル伝達あるいは細胞核内でのリン

酸化・脱リン酸化メカニズムに脳内選択性が存在する可能性を推察させるものである。したがって本研究では、マウ

ス脳内各部位の可溶性画分および細胞核函分における各種リン酸化蛋白質の一斉分析を、各種抗リン酸化アミノ酸抗

体を用いたウエスタンプロッティング法により行った。

〔実験方法〕

未処置ddY雄性マウス脳を7部位に分画した。脳内各部位を、 10mMピロリン酸ナトリウム、 lmMオルトパナ

ジン酸ナトリウム、 lmMEDTA、1mM EGTAおよび各種蛋白質分解酵素阻害薬を含む20mMトリス塩酸緩衝

液(pH 7.5)でホモジナイズしたのち、 20，0∞gで30分間の遠心分離により可溶性画分を得た。細胞核函分は上記緩衝
液でホモヅナイズしたのち、ノニデットP-40を用いた方法により調製した。得られた可溶性画分および細胞核画分は、

2%SDSおよび5%メルカプトエタノール中で5分間煮沸したのち、 SDS-PAGEIこ適用した。 PVDF膜に転写後、リ

ン酸化チロシン、リン酸化セリンあるいはリン酸化スレオニンのモノクローナル抗体およびパーオキシダーゼ標識抗

マウスIgG抗体と反応させた。各抗体陽性蛋白質の検出にはECL法を用いた。

〔実験結果〕

海馬および小脳の可溶性画分には、 SDS-PAGE上同ーの移動度を持つ数種類の抗リン酸化チロシン抗体陽性蛋白質

が検出されたが、分子量70kDaと推定される位置に小脳のみに検出される抗体陽性蛋白質σPP70)が見出された。こ

のYPP70は、海馬のみならず小脳以外のいずれの脳内部位にも検出されなかった(図lA)。小脳をオルトパナジン酸を

除いた緩衝液でホモジナイズした場合、 YPP70の抗体反応性は完全に消失した。次に、脳内各部位の細胞核蘭分につ

いて抗リン酸化チロシン抗体陽性蛋白質の検索を行ったところ、分子量70回 aおよび64kDaの2種類の陽性蛋白質が



小脳に選択的に検出されることが判明した(図1B)。一方、リン酸化セリンおよびリン酸化スレオニンの各抗体陽性蛋

白質に関しては、可溶性画分および細胞核画分の両者で脳内部位による量的変化は認めれれたが、脳内部位に選択的

なものは見出されなかった。 IJ悩可溶性函分をDEAEトヨパールカラムに適用したのち、蛋白質をKClの直線的濃度

勾配法で溶出したところ、 YPP70は0.2M KCl付近に溶出された。次いで、トヨパールHW-ωFカラムによるサイズ

排除クロマトグラフィおよび調製用SDS-PAGEIこよりYPP70が電気泳動上単一にまで精製された。

図1.抗リン酸化チロシン抗体陽性蛋白質

A 可溶性画分 B.細胞核画分

1 2 3 4 5 6 7 1234567  

1. Cerebral四rtex

2. Hippocampus 

3. Striatum 

4. Midbrain 

-‘ 5. Hypothalamus 

6. Cerebellum 

7. Medulla-Pons 

〔考察〕

本研究では、未処置マウス小脳の可溶性画分および細胞核函分に特異的な数種の抗リン酸化チロシン抗体陽性蛋白

質が存在する可能性が示された。中でも、 YP円0の抗リン酸化チロシン抗体反応性がチロシンホスファターゼ阻害薬

のオルトパナジン酸の納日で影響される事実は、 YPP70がチロシンホスファターゼ高感受性を持つチロシンリン酸化

蛋白質であり、細胞内シグナル伝達に深く関与する可能性を推察させるものである。また、本研究ではチロシンリン

酸化されたYPP70の小脳局在性は明白であるが、小脳以外の脳内部位にも脱リン酸化されたYPP70が存在する可能性

は現時点では否定できない。したがって、単離精製したYPP70の蛋白質化学的鮒斤および小脳におけるYPP70の機能

解析が今後の課題である。
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〔要約〕

PC12細胞分化へのCa2+jカルモデュリン依存性プ口テインキナーゼ11

強制発現の影響とMAP2燐酸化反応

田島和周、山本秀幸、小野常彦、宮本英七

(熊本大・医・第一薬理)

Ca2十/カルモデユリン依存性プロテインキナーゼI1(CaMキナーゼI1)α サブユニットのcDNAをPC12

細胞に強制導入し、安定クローン細胞を確立した。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、安定クローン細胞では、 1mMジブチリル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。すなわち強制発現したCaMキナー

ゼEが細胞内で機能しえること、神経突起形成抑制に関与することが示唆された。さらにこれらの細胞

を用いて、微小管付随蛋白質 2(MAP2)の燐酸化反応および脱燐酸化反応について検討した。

[目的]

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)。またMAP2は、主要な微小管付随蛋白質のひとつであり、その燐酸化反応により微小管

あるいは他の細胞骨格との相互作用が変化することが知られている(2)。今回我々は、 CaMキナーゼHを

多量に発現する安定クローン細胞を確立し、本酵素の神経突起伸展に及ぼす役割と、細胞内でのMAP2

の燐酸化反応の変化について検討した。

[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)(3)を、

動物細胞の発現ベクターであるpCAGGSn巴o(東京大学宮崎純一博士より提供)に組み込み、ラット副

腎髄質褐色細胞腫由来のPC12細胞に強制導入し、複数の安定クローン細胞を得た。神経突起伸展は、

細胞をコラーゲン塗布した35mmdishに5X103個づっ細胞を撒き、 24時間後に 1mMdbcAMPを加え、

さらにその24時間後に撮影して測定した。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。 MAP2の燐酸化反応は、細胞を32p_正燐酸でラベルし、イオノマイシン刺激を加えた後に、 0.2%

SDSと1.29もNP-40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。

[結果と考察]

CaMキナーゼE活性が上昇した安定クローン細胞を確立した。安定クローン細胞では、ノーザンブロ

ット法およびイムノブロット法により、 CaMキナーゼE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。イオノマイシン2μM5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lla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会活性の約4%から約15%に上昇した。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C必4キナーゼHと同様に活性化されることが確認された。

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
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胞もdbcA恥1p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。 lmMdbcAMP投与後24時

間にて、 wildtype細胞では、神経突起の伸展が認められた。 CaMキナーゼllaを導入した細胞では、

CaMキナーゼH活性が高い細胞ほど神経突起伸展が抑制された。 cAMP依存f生キナーゼ活性とMAPキナ

ーゼ活性は、いずれの細胞においても有意な差を認めなかった。これらの結呆は、強制発現したCaM

キナーゼHが神経突起伸展を抑制していることを示唆している。

MAP2の細胞内での燐酸化反応について検討した(図1) 0 wild type細胞では、イオノマイシン2μM

刺激でのMAP2の燐酸化反応は、ほとんど変化しなかった。 5μM刺激ではその燐酸化反応は著明に減

少した。 Wildtype細胞に比べ約2倍C必4キナーゼ活性が高い α10細胞では、非刺激時よりMAP2の燐

酸化反応はwildtyper細胞の約140%と高く、イオノマイシン2μM刺激で燐酸化反応はさらに増加した。

イオノマイシン5μM刺激ではMAP2の燐酸化は減少した。両方の細胞でいずれの条件でも

[3 5S ]methionineでラベルしたMAP2量に変化は認められなかった。これらの結果は、 CaMキナーゼEの

強制発現により、 MAP2の燐酸化が増加すること、細胞内でのCa2+濃度の著明な増加により脱燐酸化

がヲlき起こされることが示唆された。今後、 MAP2の脱燐酸化反応に対するカルシニューリンの関与を

確認するとともにNGFやアセチルコリン刺激時のMAP2の燐酸化反応の変化についても検討する予定で

ある。
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図1 イオノマイシン刺激による
MAP2の燐酸化反応
イオノマイシン2μMあるいは

5μM5分間の刺激によるMAP2の燐

酸化量を非刺激時のwildtypeの値を

l∞%として表示した。
実験は4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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17， 3992 



144 

64 Sodium fluoride によるホスホリパーゼCの抑制作用

西国 朗1)、福田裕恭問、清水雅美1)

斎藤浩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sodium fluoride(NaF)の作用をラット大脳皮質の膜および細胞質

画分で検討した。 NaFは1 mM以上からPLCを抑制したが、この抑制は膜画分のみでなく、細

胞質画分でも観察された(ICSOは約5mM)030mM以上のNaFはほぼ完全にPLC活性を抑制した。

また、 G1PySやGDPsSは単独ではPLCに有意な作用を示さず、 NaFによるPLCの抑制にも作用

しなかった。これらのことから、 NaFはGタンパク質を介した間接作用ではなく、 PLCを直接

抑制することが示唆された。

[目的]

ホスホリバーゼC(pLC)の活性化機構には受容体チロシンキナーゼによるものとG1P結合タ

ンパク質 (Gタンパク質)によるものとがある(1)0Gタンパク質によるPLCのj舌性化は、 Gqファ

ミリーのαサブ、ユニットによるものと、 Gタンパク質のsyサブユニットによるものとが明らか

にされている。一方、最近ではGタンパク質によるPLCの抑制機構の存在が注目されてきてい

る(2，3)。この抑制機構の解明に、 Gタンパク質の活性化試薬としてsodium fluoride(NaF)が使

用され、 Gタンパク質によるPLCの抑制機構の存在の傍証となっている。しかし我々は、 NaF-

が1 mM以上から、膜画分と細胞質画分のPLCを抑制し、 30mM以上ではほぼ完全にPLC活性

を抑制することを見出した。これらの結果は、 NaFがGタンパク質を介した間接作用ではなく、

PLCを直接抑制すること示唆する。

[方法]

腹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、 10f音量のhomogenizingbuffer (0.5 mM  EDT A/1 mM 

dithiothreitol/0.1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride/0.32 M sucrose/40 mM  HEPES-NaOH， pH 7.2)で

homogenizeした後、 10，500gで60分間遠心し、その上清を細胞質画分、その沈誼を上記の

homogenizing bufferで再懸濁したものを膜画分とした。

PLC活性測定

既報どうりに行なった(4)。反応液は0.1% sodium deoxychola旬、 80mM  KCl、2mMEGTA、1.6

mM  CaCIz、20mM  Triトmaleate、pH6.5、0.04mM  phosphatidylethanolamine、0.2mM  eH]phos-

phatidylinositol4、5・bisphosphateと膜または細胞質画分(0中g)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]

NaFのPLC活性への作用

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NaFにより濃度

依存性に抑制された(図1)0ICsoは膜画分では5.44mM、細胞質画分では4.83mMだった。 30m



145 

M以上のNaFはほぼ完全にPLCi活性を抑制した。

グアニンヌクレオチドのPLC活性への作用

グアニンヌクレオチドの非水解性アナログであるGTPySやGDPsS(各々10μM)は単独ではPLCー

に有意な作用を示さなかった。更に、 GTP'sやGDPsSはNaFによるPLCの抑制にも作用しなかっ

た。

[考察]

NaF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， 8) 

に分類されており(1)、 PLCyは受容体チロシンキナーゼにより、 PLCsはGタンパク質により活

性化されることが解っている。 30mM以上のNaFはほぼ完全にPLC活性を抑制したことから、

PLCのアイソザイムを非特異的に抑制すると考えられた。この結果も、 NaFの作用がGタンパ

ク質を介したものではなく、直接作用によることを示唆する。更に、 G1PySやGDPsSはNaFに

よるPLCの抑制にも括抗しなかったこともGタンパク質を介した抑制でないことを支持する。

Gタンパク質によるPLCの抑制機構が存在することはほぼ間違いない。しかし、その制御は

Gタンパク質のアイソザイムや、 αとsyの各サブ、ユニットのタイプにより複雑になされるため

に解明が困難と考えられてきている。ただし、過去の研究ではGタンパク質活性化とPLCの活

性制御機構の研究にNaFを使用したために、解析がより複雑になった可能性が示唆される。今

後は、その解析を進める上で、 NaFの使用には十分な注意が必要と思われる。

[文献]
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Chem. 268， 8692-8697. 3)Watkins， D.C. et al (1994) Biochem. J. 299， 593・596 4)斎藤ら(1992)，神経
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65 組換え型14-3・3蛋白質によるトリプトファン水酸化
酵素活性化の分子機構

〔要約〕

市村徹、内山順二、伊藤美津樹、堀米恒好、小俣三郎、国広沖之¥

梶裕之¥犠辺俊明・

(新潟大理学部化学、・東京都立大学理学部生物化学)

pGEX-3X発現ベクターに14-3-3蛋白質(以下14・3-3)のη鎖cDNAを挿入したプラ

スミドを作成し、大腸菌でGST-14-3-3η融合蛋白質を発現した。この組換え型蛋白

質は、ウシ脳から分離した14-3-3と同様に、トリブトファン水酸化酵素(以下TRH)

を約1.7倍活性化した。またこの活性化はCa2+/CalMキナーゼによる水酸化酵素のリ

ン酸化に完全に依存した。グルタチオンセフアロースを用いて組換え型14-3-3/

TRHの結合実験を試みたところ、リン酸化条件下でのみ両蛋白質は複合体を形成す

ることが分かった。これらの結果は、 14-3-3はリン酸化されたTRHの活性調節ドメ

インを標的としてTRHに結合し、その高次構造を変化させることで酵素を活性化す

るとした分子機構モデルを強く支持した。またこの複合体形成には14-3-3のC末端

部分に位置するドメインIIIが重要であることが示唆された。

14・3-3はヒトから酵母にいたるすべての真核細胞に存在する"multigene"ファ

ミリーであり、その分子構造はヒストンやカルモデュリンと同様に極めて高い種保

存性を有している。 14-3-3には、蛋白質キナーゼが関与するシグナル伝達系での作

用を中心に多彩な生理活性が推定されているが、中でもカルシウム依存性蛋白質キ

ナーゼを介した経路でのさまぎまな酵素に対する活性化因子としての機能、また(前)

ガン関連遺伝子産物であるRaf-l， Bcr. Bcr/Abl ポリオーマウイルスMT抗原らと

結合した細胞の分化、増殖に関わる機能が特に注目されている (5、6)。しかしな

がら、 14-3-3のどのドメインが上述した機能に重要であるのか、またこの蛋白質の

多彩な機能は独立したものなのか、それとも細胞内ではクロストークし合っている

のか、さらにはそれら以外の機能は存在しないのか等など、依然として多くの点が

不明である。本研究では、大腸菌内で発現した組換え型14-3-3と、従来から分子機

構が比較的よく調べられているトリブトファン水酸化酵素 (TRH)の活性化系を使

用して、 TRHに対する組換え型14-3-3の分子レベルでの作用を解析するとともに、

その結合/活性化ドメインの同定を試みた。

[方法]

PCR法で増幅したウシ14・3・3'llcDNAのORFあるいはその一部に対応するcDNAを、

発現ベクター (pGEX-3X;Pharmacia) に組み込み、これを大腸菌(JM109) に導

入した。グルタチオンS転移酵素 (GST) との融合蛋白質として発現した14-3-3は、

グルタチオンセフアロース (pharmacia)を用いたアフイニティークロマトグラフイ

ーとDEAE5PWを用いたイオン交換HPLCによって精製した。 TRHとカルモデユリ

ン依存性蛋白質キナーゼII(以下PKII)はラット脳幹と大脳灰白質から既法の方法

(1)で精製した。 TRH活性は既法の手順(4) に従って測定した。

[結果と考察]

精製したGST-14-3・3融合蛋白質は、 SDS電気泳動において予想されるサイズ

(Mr=54000)の単一バンドであった。この組換え型14・3・3は、ウシ脳から分離し

た14-3-3と同様に (2、3)、TRHを約1.7倍活性化した(図1、・)。この活性化

はPKIIによる酵素のリン酸化に依存しており、リン酸化していない酵素では活性化
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は認められなかった(図1、x)。またGSTそのものにはTRH活性化能がなかったこ

とから(図1、0)、この活性化効果は 14・3-3分子によるものであると考えられた。
次に、 TRHと14-3・3をグルタチオンセフアロースゲルとともにインキュベートし、

ゲルに吸着したGST-14-3-3にTRHが結合しているかどうかを検討した(図2、レ」

ン3、4)。ゲルのTRH活性を測定したところ、リン酸化条件下で、 TRHは14-3-3に

結合していることが示された(レーン4:この際、反応系に加えた全TRHの約80%

が14司 3-3と結合していた)。これに対して、リン酸化していないTRHを用いた場合

(レーン3)や、 GSTそのものを用いて結合実験を行った場合(レーン1、2)では、

TRHと14-3-3、またはGSTとの結合は認められなかった。またこの結果は、 TRH抗

体を使用したウエスタンブロッテングで、 TRHを直接検出することによっても確か

められた。これらの結果は、リン酸化反応に依存してTRHと14-3-3が結合するとい

うこれまでの観察 (1) を別の角度から証明するとともに、この結合がTRHの高次構

造を変化させ、酵素を活性化するとした仮説 (1)を支持するものであった。

TRHとの結合/活性化に関与する 14-3-3側の構造を明らかにするために、ドメイ

ンIIIを除いた14-3-3(14-3-3η(1-77) )を大腸菌で発現し、それを用いて結合/
活性化実験を行った。その結果、 14-3-3η(1-77) はTRHに対して何の効果を持た

ない(結合も活性化もしない)ことが分かった(図2、レーン5参照)。このことは、

TRHに対する 14-3-3側の作用部位としてはドメインIIIが重要であることを示唆して

いる。今後は、ドメインIIIに結合/活性化能があることを確認するとともに、実際

の結合部位の同定を行いたい。

TRHの抗体を提供して下さった西東京科学大学の長谷川宏幸博士に感謝致します。
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〔要約〕

新規ドーパミンD3， D 4受容体アンタゴニスト
YM・43611の生化学的性質について
日高和幸，多国祥子，松本光之，山口時男

(山之内製薬株式会社・第一創薬研究所)

新規ドーパミンD2 -like受容体作用薬として創製されたYM-43611のinvitro特性につい

て検討した。 YM-43611は、ヒトおよびラットD2・like受容体に高親和性を示し、既存薬と

は異なるサブタイプ選択性、すなわちD2受容体に対して約5倍のD3選択性と数10倍のD4選

択性を認めた。 YM・43611の受容体作用様式は、ヒトD2，D3， D4受容体をそれぞれ高

発現させたCHO細胞株を用いて検討した。 YM・43611は、 ドーパミン刺激によって各サブ

タイプ受容体を介して充進したlow-KmG T P ase活性を抑制した。また、 ドーパミンは各サブ

タイプ受容体を介する adenylatecyclase活性を抑制し、 YM・43611はこのドーパミンの用量

作用曲線を右方シフトさせた。 YM・43611はD2・like受容体以外の神経伝達物質受容体へは

非常に弱い親和性を示した。したがって、 YM-4361 1はD3&D4選択性かっ高親和性を有

するアンタゴニストである事が明らかになった。

[緒言】 近年の分子生物学の発展により 5つのドーパミン受容体遺伝子がクローニングされ、そ

れらはD1-1ike受容体(D1，D5)とD2 -like受容体(D2，D3， D4)のサブファミリー

に分類された[1]0 D2・like受容体は、古典的分類におけるD2受容体に相当し、精神機能，

行動，情動との関連が深く、これら受容体に作用する化合物は抗精神病薬，抗パーキンソン病薬な

ど多数が開発されている。しかしながらD2 -like受容体の各サブタイプの生理機能に関しては十

分な解明がなされていない [2]。この理由の一つは、薬理学的研究に適したサブタイプ選択的化

合物一特にアンタゴニス卜ーが存在しない事による。我々の研究所で発見されたYM・43611

は、既存薬にないD3&D4選択性を有するアンタゴニストである事を見出したので報告する。

[実験方法】 ヒトおよびラットのD2 L， D 3， D4受容体遺伝子をクローニングし、ラットD

4受容体遺伝子はCOS・1細胞に、そのほかの受容体遺伝子はCHO細胞に導入・発現させた。

D 2 -like受容体への親和性は、それぞれの受容体発現細胞の膜標品への [3H] YM・09151・

(nemonapride)結合実験によって検討した。 D2・like受容体以外の神経伝達物質受容体への親和性

は、常法の受容体結合実験によって検討した。 low-KmG T P ase活性の測定は、各受容体発現細

胞の膜標品における [γ_32p]GTPからのPi遊離量を指標として検討した。 Adenylatecyclase 

活性の測定は、各受容体を発現させたintactcellにおける 10 (lM forskoline存在下のcAMP産

生量を指標として検討した。

[結果と考察] ラットおよびヒトのD2 -like受容体結合実験において、 YM-43 6 1 1は高い

親和性を示した。そのサブタイプ選択性は、既存薬と著しく異なり、 D2受容体と比較して約5倍

のD3選択性と数10倍のD4選択性を認めた (Table1)。一方、 YM・43611の塩酸塩は



ラットのD1 -like，α1，α2， s， 5・HTlA， 5・HT 2A， H 1， M 1 ， 

おいて非常に弱し、親和性しか認めなかった (Ki孟4900nM)。

M2受容体結合実験に

ヒトD2 -like受容体を高発現させたCHO単クローン細胞株より調製した膜標品は、それぞれ

ドーノfミン刺激によってlow-KmG T P ase活性を用量依存的に充進させた。このドーパミンの

作用は、 YM・43611を含むD2心ke受容体遮断薬によって阻害され、その阻害強度は結合実

験における受容体親和性に相関した。また、いずれの受容体発現細胞株を用いてもドーパミン刺激

によって adenylatecyclase活性が用量依存的に抑制された。 YM・43611はこのド‘ーパミンの

用量作用曲線を右方シフトさせ、競合的アンタゴニストである事を示唆した (Fig.1)。

以上の結果より、YM-43611は既存薬にないinvitro特性であるD3&D4選択的アンタゴ

ニスト性と高親和性を有する事が明らかになった。したがって、 YM-43611はD3およびD

4受容体の生理機能の解明に非常に有用な化合物であると言える。

Table 1. Dissociation constants (Ki) of putative dopamine antagonists for the D2-1ike receptors. 

human D2-like receptors rat D2-like receptors 
D 2 L D 3 D 4.7 D2L D3 D4 

YM-43611 
Haloperidol 
Clozapine 
Raclopride 
Risperidone 

Nemonapride * 

42.9 
0.386 
72.2 
0.530 
1.1 3 

0.01 7 

1 1. 1 

1.51 
156 
1. 01 
6.1 5 

0.053 

2‘1 0 

2.09 
36.1 
1 690 
1 3.6 

0.214 

165 
0.89 1 
140 
1.80 
1. 84 
0.03 1 

35.5 
6.15 
394 
5.60 
1 5.5 

0.196 

1. 85 

14.9 
40.8 
2500 
1 6.0 
0.21 6 

The values represent the affinity constants (Ki) in nanomolar concentrations. 
六Kdvalues derived from saturation kinetics at equilibrium. 

Fig.1 Effects of YM-4361l on dopamine induced supression of adenylate cyclase activities 
in intact human D2・likerecep加rs・expressingcells. 
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(要約〕

ラット民主1戸ヨCコフ長布当主主f くンソ、、ジヲ"'"-t三デヒ。ンき是主宰f本。コ

ペヲ麦芽D-;"主主之び、ノ、、口~リド-Jレ長之f皇主完全引こよる琴~{ヒ

車地暁生、 兼子幸一、 融道男

東京医科歯科大学医学部・神経精神医学教室

ラット脳内の末梢型ベンゾジアゼピン受容体の午後発達及び代表的な抗精神病薬であるハロベリド
ール反復投与による変化を、 [8H]PK 11195をリガンドとして用いた受容体結合実験によって調べた。
ラット全脳の生後O日から生後60日までの生後発達による変化を調べたが、特異的[8H]PK 11195結
合数はほぼ直線的に増加し、この変化は親和性の変化ではなく最大結合数の変化であることがわかっ
た。また、ハロベリドール(0.3昭/kg/day，i. p. )を21日間反復投与すると、嘆球において特異的
[3H] PK 11195結合数が増加しており、その増加は最大結合数の変化であることがわかった。しかしな
がら、大脳皮質、海馬、線条体、小脳などその他の脳部位では、ハロベリドール反複投与による影響
は見られなかった。したがって、ラット脳内の末梢型ベンゾジアゼピン受容体の最大結合数は、生後
発達や抗精神病薬の反復投与によって変化することが明らかになった。
目的
ベンゾジアゼピン (BZ)系化合物は、抗不安薬や催眠薬として広く臨床にもちいられている。こ
のBZ系化合物は、中枢神経系における抑制性の神経伝達物質であるGABA受容体のサブタイプの
ひとつであるGABAA受容体複合体の一部に結合して、その薬理作用をもたらすことが知られており、
中枢型BZ受容体と呼ばれている。また、このBZ系化合物はこの中枢型BZ受容体とは、生化学的
に全くことなる末梢型BZ受容体にも結合し、 R05-4864や PK11195といったこの受容体に特異的な
薬剤jも合成されている(1、 2)。
この末梢型BZ受容体は、その名前が示す通り、脳だけでなく内分泌器官、性腺、リンパ組織、腎
臓、消化器、心・血管系組織、肺および筋肉などの数多くの組織に分布しており、これらの組織では、
細胞膜だけでなく、その多くが細胞内のミトコンドリアに分布しており、特に副腎、性線および脳の
グリア細胞においては、ステロイドホルモンの合成過程に関与していることが知られている。また、
この末梢型BZ受容体は、内分泌疾患、免疫反応およびストレス反応に関与してことが示唆されてお
り、いろいろな病態との関連も注目されている(1、 2)。
本研究では、ラット脳内の末梢型BZ受容体の調節機構を調べる目的で、生後発達の影響やドーパ
ミン受容体のアンタゴニストであり、代表的な抗精神病薬であるハロベリドールを反復投与による変
化を調べた。
方法
1)生後発達の変化
ウイスター系の妊娠雌ラットを購入し、 1ケージに1匹ずつ飼育した。出産後、仔ラットは6-8
匹ずつ、生後O、4、7、14、21、35、60日に断頭し、脳を取りだし、-8 OOCで保存した。
なお、離乳は生後21日に行い、離乳までは仔ラットの数を8-10匹に調節した o
2)ハロベリドールの反復投与
ウイスター系雄性ラット(投与開始時:約250g)に1日に1回、ハロベリドール(0.3 mg/kg ) 
の腹腔内投与を21日間行い、最終投与から 24時間後に断頭し、脳を取り出して、素早く氷上で、
嘆球、大脳皮質、線条体、海馬、小脳、視床と視床下部、嘆皮質、脳幹部の8部位に分けて-8 OOC 
で保存した。なお、コントロール群には、 Vehicl巴(1皿l/kg)を同様に投与した。
3) (1'1 H] PK 11195結合実験
-8 OOCで保存していた脳組織を室温で融解し、 50倍容の Du1becco'sの phosphatebuffered-
sa1ine (P B S)を加えて、ポリトロン型のホモジュナイザー(13500 rpm)で15秒間ホモジュナイ
ズした。これを20Cで30分間、遠心分離(40，OOOg)し、上清をすてた。同様の遠沈操作をもう 1同
行い、適当量のPBSを加えて脳膜標品を作成した。
受容体結合実験は、脳膜標品および1nMの[8H]PK 11195 ( NEN， 85.5 Ci/皿皿01)を全量 0.6m1 
のPBS中で、 40Cで90分間反応させ、 WhatmannGF/Bフィルターを用いて、吸引溶過して、さら
に12 m1のPBSで洗浄した。非特異的結合は、 10μMのPK11195 を用いて求めた。なお、スキ
ャッチヤード解析では、最終濃度 0.2-15 nMの [3H]PK 11195を用いて行った。
タンパク定量は、 Lowryの方法を用いて行った。統計学的解析は、一元分散分析のあとDunnettの
多重比較検定または Studentの t検定を用いておこなった。
結果
ラット脳内の特異的[8H]PK 11195結合数の生後発達のよる変化を図1に示す。特異的[3H]PK 11 
195結合数は、午後ほぼ直線的に増加し、生後60日で生後O日の約2倍に増加した。この増加は、
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スキ 7γチヤード解析の結来、親和性(Kd)にはほとんど変化がなく、最大結合数(Bmax)の増加である
ことがわかった(図2)。
ハロベリドール反復投与によって、嘆球において、特異的[3H]PK 11195結合数が統計学的に有意
に増加していた (fmol/mgprotein， mean:tSEM )コントロール:427:t28，ハロベリドール投与:
633:t 50)。しかしながら、その他7部位では有意な変化はみられなかった。さらに、暁球におけるス
キャッチヤード解析では、親和性 (Kd)には変化がなく、ハロベリドール群の最大結合数 (Bmax)が
有意に増加していた(表1)

図2.生後O日及び60日のラット脳の
[3H]P瓦11195結合のスキャッチヤード解析

図1.ラット脳の[3H]PK 11195結合数の
生後発達による変化
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表1.ハロベリドール反復投与によるラット唄球の
末梢型ベンゾジアゼピン受容体の変化

Kd (nl日)Bmax (f皿ol/mgprot) 

2.17:t0.36 1370:t90 コントロール群 (9)

2. 55土0.46本1870:t 113 ハロベリドール群 (8) 

考察
末梢型BZ受容体は、脳内では上衣細胞やグリア細胞に豊富に存在し、部位としては脈絡叢や嘆球
に多く分布していることが知られている。本研究によって、ラット脳全体では、末梢型BZ受容体数
は生後発達により増加することがわかり、これは受容体タンパクの発現量そのものが成熟にともない
増加することによることが示唆された。
ハロベリドールの反復投与によって、末梢型BZ受容体が豊富に存在する嘆球で、その最大結合数
が増加することが明らかになったが、これはハロペリドールがドーパミン受容体のアンタゴニストで
あることから、嘆球において末梢型ベンゾジアゼピン受容体とドーパミン受容体との相互作用が存在
することが示唆された。
文献
1. A. L. Parola et a1.， Minireview peripheral-type benzodiazepine receptors. 
Life sciences ( 1993 )， 52 1329 -1342. 
2. E. Giesen-Crouse (ed)， Peripheral benzodiazepine receptors， Academic Press， 
London， 1993. 

p <0.01 本)内はラットの数を示す。結果は Mean土 SEM、
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〔要約〕

ラット大脳皮質アストロサイトにおけるセ口卜ニ
ン受容体によるアデニル酸シクラーゼの活性化と
抗うつ薬の慢性効果
清水雅美1)、西田朗1)、福田裕恭1)2) 

斎藤浩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)

ラット大脳皮質アストロサイトにおいて、アデニル酸シクラーゼに促進性に連関するセロ

トニンσ-HT)受容体の特性および受容体活性におよほす抗うつ薬の慢性処置の効果を検討し

た。 5・HT、5・carboxamidotryptamine(5-CT)、5・me出oxytryptamine(5-MeOT)(lnM-100μM)は濃度
依存'性にcAMP生成を促進し、 EC50は5・CTが最も低値であった。 5-HTによるcAMP生成の促

進は、 clozapine、mianserinにより抑制されたが、 5-HT1、5-HT2、テHT3および3・HT4受容体の
アンタゴニストでは抑制されなかった。アストロサイトへのamitriptyline(AMI，0.5-10μM)の

慢性処置は5司HTによるcAMP生成の促進を増強させた(ECsO=2.5μM)Oしかし、 isoproterenol、

N -ethy lcarboxamidoadenosine(NECA)、forskolinおよ tJ'choleratoxin によるcAMP生成の促進は

AMIの慢性処置により変化しなかった。以上の結果より、ラット大脳皮質アストロサイトに

おいてはアデニル酸シクラーゼを促進性に調節する5-HT受容体が存在し、この5-HT受容体

はAMIの慢性処置により活性の調節を受けることが解った。

[目的]

最近、アデニル酸シクラーゼを活性化する5・HT受容体サブタイプの存在が中枢および末

梢組織において確認され、テHT4、5・HT6、テHT7受容体と呼ばれている。このうち5-HT6、5・

HT7受容体はすでにクローニングされており、細胞膜7回貫通型でGsタンパク質に連関する

受容体であることが解っている(1，3，4)。しかしながら、その局在や機能、薬理学的特性に関

しては現在のところ不明な点が多くある O 今回我々は、ラット大脳皮質アストロサイトにお

いて5-HT刺激によりcAMP生成が促進することを認め、アデニル酸シクラーゼを活性化する

5・HT受容体サブタイプの存在を推測し、その薬理学的特性について検討を加えた。また興

味深いことに、いくつかの抗精神病薬や抗うつ薬が5・HT6受容体およびf5-HT7受容体に対し高

い選択性を有することが報告されている(2)。そこで大脳皮質アストロサイトに三環系抗う

つ薬の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促進に対する

慢性効果について検討した。

[方法]

胎生20日のラット大脳皮質を取り出し、 10%牛胎仔血清、 1mM  glutamineを含むDulbecco's

modified Eagle's mediumを用いて2週間培養した。振渥により神経細胞、オリゴデンドロサイ

トを除き、さらに1週間培養した後12穴のプレートディッシュにサブカルチャーした。その

後メデイウム中にAMIを加え3日間慢性処置した。処置した細胞はHEPES-bufferedKrebs 

Ringerで洗i争した後、各種アゴニストで10分間刺激し、過塩素酸を加え反応を停止させた。
反応液はチューブ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)5・HT受容体アゴニス卜によるcAMP生成の促進作用

ラット大脳皮質アストロサイトにおいて、 5・HT、5・CT、5-MeOT(lnM・100μM)は濃度依存

性にcAMP生成を促進した(Fig.1)0 ECsoはそれぞれ152nM、12nM、88nMであった。



2) 5-HTによるcAMP生成の促進に対する5・HT受容体アンタゴニストの効果

ふHT(1 0μM)による cAMP生成の促進に対して、 clozapine 、 mianserinは l~lM以 kの濃度で抑

制効果を示した。しかし、子HT1および5・HT2受容体アンタゴニストであるSCH23390、

pindolol、5・HT3受容体アンタゴニストであるICS205-930、5-HT4受容体アンタゴニストであ

るGR113808は30μMの濃度でも抑制作用を示さなかった。

3) 5-HTによるcAMP生成におよぽすAMI慢性処置の効果

ラット大脳皮質アストロサイトにAMI(0.5-1OμM)を3日間慢性処置したところ、 5-HT(10μ-

M)によるcAMP生成の促進が増強された。このときAMIのECsoは2.5μMを示した。また、

AMI(5μM)の慢d性処置により、 5-HT(1O-100μM痢激によるcAMPの生成量は有意に増加した

が、 5-HTのECsoは無処置群(143nM)に比べ上昇(895nM)したことから、受容体に対する5-HT

の親和性がAMI処置により低下すると考えられた。このときbasalのcAMP量および細胞の蛋

白量に変化は認めなかった。

4) Isoproterenol 、 NECA、 forskolinおよひ~cholera toxin によるcAMP生成におよ
ぼすAMI慢性処置の効果

Isoproterenol( 10μM)、NECA(50μM)、forskolin(lμM)およびcholeratoxin( 1ト!g/ml)によるcAMP

生成の促進はAMI(5μM)の慢'性処置により何ら変化しなかった。

[考察]

ラット大脳皮質アストロサイトにおいて、 5・HTは濃度依存性にcAMP生成を促進した。

cAMP生成の促進は5・HT1、5・HT2、5-HT3および5・HT4受容体のアンタゴニストでは抑制され

ず、比較的低濃度のclozapine、mianserinにより抑制された。また、 5-HT受容体アゴニストの

うち、 5-CTが最も高い親和性を示した。これまでに、 5-HT7受容体を発現させたceIllineを用

いた受容体結合実験やアデニル酸シクラーゼ活性の測定において、 5ぐTが高い親和性を示

すこと、またclozapine、mianserinが強い阻害作用を有することが報告されている(1ム4)。以

上のことより、ラット大脳皮質アストロサイトにおいてはアデニル酸シクラーゼを促進性に

調節する5・HT受容体が存在し、この受容体は5・HT7受容体に相当するか類似したサブタイプ

である可能性が考えられた。また、 AMIの慢性処置により5・HTによるcAMP生成の促進が増

強したが、アデニlレ酸シクラーゼおよびGsタンパク質の直接的な活性化によるcAMP生成の

促進は変化しないことから、 AMIは5・HT受容体のレベルで何らかの修飾作用を有し、受容

体の数および親和性を調節すると考えられた。このcAMP生成の増強が臨床濃度のAMIによ

り認められたことは、うつ病との関連を示唆する興味深い知見と考える。

[文献]
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[要約]

脳の転写因子 (AP-l)とDNA結合能におよぽす

抗精神病薬の影響について

尾崎宜洋¥勝元栄一¥横谷昇村、古塚大介¥山上条*

*大阪市立大学医学部神経精神医学教室

梅本大阪市立大学医学部附属万根山結核研究所

すでに我々は、 Haloperidol(HP)および(ー)四Sulpiride(SP)の投与によってマウス脳内にc-fosとCてlunのmRNA

が誘導されるが、選択的Dlreceptor 遮断薬SCH23390によっては誘導されないことを報告した(4)。今回は、

HP、SPおよびSCH23390に加えて、選択的D1receptor作動薬SKF38393について、 Dopaminereceptorを介し

た脳内転写因子Activatorprotein I(AP-l)のDNAへの結合能をGelretardation assayを用いて検討した。その

結果、 HP、SP、SCH23390およびSKF38393すべての薬剤においてAP・1のDNA結合能が認められた。そ

こで、さらにそれぞれの薬剤を投与した場合に生成されるFosとJunとの関連蛋白質についてWestem

blotting法によって比較したところ、 SCH23390においてはじFosとc-Jun以外の核蛋白質が生成されること

が明らかになり、 HP、SPおよびSKF38393によって誘導されるAP-lとSCH23390を投与したときに誘導さ

れるAP-lとは構成成分が異なることが示唆されたc

[目的]

immediate early geneのひとつであるc-fosやcゾunの転写産物Fos蛋白やJun蛋白は、 Fos-Junヘテロダイマー
あるいは、 Jun-Junホモダイマーを形成してロイシンジッパー構造を有する転写調節因子AP-lを構成し、

そのロイシンジッパーのすくN末端側に隣接する塩基性アミノ酸に富んだ領域が、 gene上流のプロモータ
ー領域にある特異的な配列を認識し結合する。このAP-lがDNAに結合すると、 geneの転写活性を調節す

ることが知られている(1)(2)。我々は、 HP、SP、SCH23390およびSKF38393、4種類のDopaminereceptor 

に作用する薬剤を投与したときのマウス脳内転写因子AP-lのDNA結合能を調べ、さらに投与したときに

発現するFosおよびJunの関連蛋白質についても検討したので報告する。

[方法]

1 GeI retardation assay 

薬物の投与方法は、既報(4)に準じて行った。投与した必Yマウス脳内よりSchreiberら(5)の方法により調節

した核蛋白質抽出液(5μE蛋白質)にlμgpoly(dI-dC)、 5mMMgCl2、2.5mMEDTA、2.5mMDTT、250mM

NaClおよび20%グリセロールを含む50mMTris-HCl buffer(pH 7.5)の20μIとTRE配列を含むAP-lprobe 

(5¥CGCTTGATGACTCAGCCGGAA-3、)(lxI04cpm)を24"Cで20分間反応させたあと、 4%ポリアクリルアミ

ドゲル電気泳動法(1∞v定電圧、 3時間、 0.5xTBEbuffer)で、DNN蛋白質複合体と遊離probeを分離した。泳
動後ゲルを乾燥し、オートラジオグラフでAP-lのDNAへの結合能を測定した。

2 Westem blotting 

核蛋白抽出液(10μg)に同容量のLaemli(3)のsamplebufferを加え、 5分間沸騰させた。 7.59もポリアクリルア

ミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)により分離後、ニトロセルロース膜に転写し、ポリクローナル特異的抗c-

Fosおよひや抗c-Jun抗体、非特異的抗c-Fosおよび抗c-Jun抗体 (SantaCruz社)にて免疫染色を行った。

[結果]

HP(lmg!kg体重)を注射した場合の経時的な変化は、注射後30分よりAP-l結合能が増加し、 120分でピ
ークに達した後、 180分、 360分と徐々に減少し、 24時間後で、はvehicleを注射した場合と同じレベルに達

した(Fig.1)。また、注射後120分におけるHPのAP-l結合能は、 O.lmg!kg体重よりみられ、その後用量依
存的に増加し、 8mg!kg体重で最大に達した(Fig.1)0 SP(20mg!kg体重)を注射した場合の経持的な変化で
も、注射後120分にAP-l結合能はピークを示し、以後徐々に減少し、 24時間ではやはり対照と同じレベ

ルに達した(Fig.2)。用量依存的なAP-l結合能の増加もまたHPと同様のパターンを示し、 1OOm g!kg体重
で最大を示した(Fig.2)0 SCH23390(lmg!kg体重)およびSKF38393(lmg!kg体重)を注射したときのそれぞ、れ
のAP・1結合能の経時的変化もまた、注射後30分より結合能が増加したが、 24時間では急速に減少し対照

と同じレベルに達した(Fig.3，4)。また、競合実験の結果よりこれらの反応、は、特異的であった(Fig.5)0 

West巴mblottingの結果は、 HP、SPおよびSKF38393については、 c-Fosおよび、c-Junともに用量依存的であ

り、 120分をピークとした経時的な変化を示した。 o SCH2 



[考察]
HP、SPおよびSKF38393を注射した場合は、 c-fosとcゾunのmRNA発現の誘導に引き続L、てc-Fose: c-Jun 
蛋白質が発現し、 AP-lを構成しDNA結合能が上昇したと考えられる。 SCH23390を注射した場合、 c-[os

とcゾunのmRNAは誘導が認められなかったにもかかわらず、 AP-l結合能はHP、SPおよびSKF38393と同
様に増加傾向を示した。このことは、 SCH23390を注射すると、 c-Fosやc-Jun以外の関連蛋白質つまり

FosB、h、JunBやJunDなどが発現し、これらがAP-lを構成しDNA結合能が高まったと考えられる。以上

の結果は、脳内転写因子AP-lのDNA結合能が上昇するにはDopaminerec巴plorが関与することを示唆する

ものである。
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Fig. 1 Autoradiogram of the AP-1 DNA binding activity in nuclear extracts prepared from ddY mouse brains injected with 

haloperidol(HP). Left panel shows the A1'-1 DNA binding activity at 120min after the injection of HP(0.1-8mg/kg). Right 

panel shows the AP-1 DNAbinding activity at different times after the injection of HP(1mg/kg) 

Fig. 2 Autoradiogram ofthe AP-1 DNAbinding activity in nuclear extracts prepared from ddY mouse brains injected with 

(-)-sulpiride(SP). Left panel shows the AP-1 DN胤t仏Ab凶ir凶ndingaω叫川cは叫ti山iωvi句t旬yat 120min aft古I巴町rt山he巴in叩l

Right panel sぬh口wst白h巴AP創-1DNサAbindωingactivity a剖tdi江ff，白己r児巴n川l刊ttim巴safl抗te町rtぬhein吋1サj巴ctio叩nof SP(ρ20mg/kgρ). 
Fig. 3，4 Autoradiogram of the AP-1 DNA binding activity in nuclear extracts prepared from ddY mouse brains injected with 

SCH23390(Fig.3) or SKF38393(Fig. 4). These panels show the AP-1 DNA binding acti vities at different times after the 

injection of SKF38393(1mg/kg) or SCH23390(lmg/kg). 

Fig. 5 This panel shows the sensitivity of these reactions. Each lane contains 5μg nuclear protein， indicating the effect of 

addition of unlabeled AP-1 probe(1・100fold molars) on the AP-1 DNAbinding activity(+: 1 fold， 2+: 10 fold， 3+: 100 fold) 
[文献]
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〔要約〕

ラット小脳内 N-メチルーD-アスパラギン酸認識ドメイン
DENOVO生合成のストレスによる促進

韓大健ヘ荻田喜代一、米国幸雄

(*マリオン・メレル・ダウ株式会社 開発研究所枚方センタ一、

摂南大・薬・薬理)

拘束水浸ストレス負荷ラット脳内各部位の興奮性アミノ酸(EAA)レセプター結合について

リガンド結合法を用いて検討した。ストレス負荷は、負荷直後ではいずれの脳内部位の

[3H](+)ふmethyl-l0，ll-dihydro-5H・dibenzo[a， d] cyclohepten・5，10・imineゆ1K・801)結合にも
著変を与えなかったが、負荷 120時間後では小脳と視床下部の本結合を有意に増強した。両

脳内部位の glycine(Gly)認識ドメインへの[3H]Gly結合および[3H]5， 7・.dichlorokynurenic
acid(DCKA)結合は、同様の条件下においても著明な影響を受けなかったが、両脳内部位の

N-methyl-D-aspartic acid(NMDA)認識ドメインへの[3H]glutamicacid(Glu)および[3H]DL・

(E)必 amino-4-propylふphosphonoふpentenoicacid(CGP・39653)結合は、ストレス負荷後

120時間の時点で有意に増大した。 cycloheximideの投与はストレス負荷による視床下部の

[3H]Glu結合の増強に対しては著変を与えなかったが、小脳におけるこの[3H]Glu結合の増

強を有意に阻止した。以上の結果より、拘束水浸ストレス負荷に伴し、小脳における NMDA

認識ドメインの新規生合成が促進する可能性が示唆される。

[緒言]

ストレス負荷は副腎からのステロイド、ホルモン類の放出を促進するのみならず、視床下部

と線条体における γ-aminobutyricacid(GABA)含量の増大と、 Glu濃度の著明な低下を引き

起こす(6)。さらに、ストレスは脳内特定部位における GABAレセプターのリガンド結合能

を変動させる (4)とともに、 [3H]α-ammoふhydroxyふmethylisoxazole-4・propionic

acid(AMPA)結合を増強することも報告されている(5)。一方、我々は第35回本学会大会にお

いて、拘束水浸ストレス負荷がnon-NMDAレセプター結合に著変を与えることなく、NMDA

レセプター結合を選択的に増強することを報告した(2)。今回は、このストレス負荷に伴う

NMDAレセプター結合増強メカニズムを解明する目的で、アゴニスト認識ドメインである

NMDAドメインと Glyドメインへのリガンド、結合について解析した。

[方法]

7週齢のWistar系雄性ラット(200・250g)を金属製拘束ストレスケージを用いて、 25
0

Cの

湯浴中で鎖骨下まで3時間浸すことにより拘束水浸ストレスを負荷した(2)。動物はストレス

負荷直後、 24時間後および 120時間後にそれぞれ断頭致死させた。 cycloheximideはスト

レス負荷終了直後に2mg/kgの用量で皮下投与を行ない、負荷 120時間後に脳を採取した。

脳は橋一延髄、小脳、線条体、中脳、視床下部、海馬および大脳皮質の計 7部位に分画した

(1)。各脳内部位は、プロテアーゼ阻害薬を含む緩衝液でホモジナイズしたのち、各ホモジネ

ートを 50，000g、30分間、遠心分離した。得られた沈j査についてこの遠心分離と懸濁による

洗浄操作を 3回行ったのち、最終的に得られた沈j査を 8f音量の0.32M sucrose水溶液に懸濁

して・80
0

Cで凍結保存した(7)。実験当日凍結標品を室温融解させたのち、洗浄用緩衝液でさ

らに2回洗浄操作を行った(未処理膜標品)。あるいは、凍結懸濁液を実験当日に 0.08%Triton 

X-lOOで前処理後洗浄した膜標品(トリトン処理膜標品)を結合実験に用いた。[3H]MK・801結

合実験は未処理膜標品を、および他の結合実験はトリトン処理膜標品をそれぞれ用いて行っ

たの)。統計学的有意差はtwo-tailedStudent、st-testまたはone-wayANOVAを用いて判定

した。



視床下部

対照群
ストレス群
小脳

対照群

表1.[3HJGlu結合の結合定数

['HJGlu結合
KD(品。 Bmax

39.9:!:4.9 
51.6:!:6.3 

52.8:!:5.2 

tpmollmg-protei且)

0.51士0.04
0.78土0.10'

0.36:!:O.03 

[結果]

ストレス群 60.7:!:4.5 0.52:!:O.03" 

[3H]MK・801結合は、ストレス負荷直後には

いずれの脳内部位においても著明な変化を示

さなかったが、負荷24時間後には視床下部に

おいて、負荷 120時間後には小脳と視床下部に

おいて、それぞれ有意な[3H]MK・801結合の増

強が観察された。この負荷 120時間の条件下で

は、視床下部と小脳の [3H]Gluおよび

[3H]CGP-39653の両結合は約1.5倍に増強さ

れたが、海馬においてはこのような増強は認めmean土S.E. 'p<0加

表2ストレスによる[3HJGlu結合増強に対するcycloheximideの影響

[3HJGlu結合 (fmol/mgprotein) 

対照群 ストレス群 cycloheximide群 。ycloheximide+ストレス群

海馬 258.7:!:19.1 288.5土6.6 242.6:!:24.0 270.8:!:17.0 

られなかった。これに

対して、 [3H]Glyおよ

び(3H]DCKAの両結
合は、これら三種類の

脳内部位においても

ストレスによる影響
視床下部 41.1:!:4.7 63.6:!:7.8企 51.8土7.7 58.3:!:4.8禽 を受けなかった。

小脳 31.4:!:3.1 43.1士2.0" 27.1土2.1 28.2土M 柑 Scatchard解析の結

mean土S.E.'p<0.05， "p<0.01 vs対照群，柑〆0.01vsストレス群 果、ストレスによる

[3H]Glu結合の増強は視床下部および小脳ともにKDの変化によるものではなく、Bmaxの上昇

に基づくものであることが判明した(表1)。さらに、蛋白合成阻害剤である cycloheximidθ

をストレス負荷終了直後に投与すると、小脳における[3H]Glu結合増強は消失したが、視床

下部においては有意な変動は認められなかった(表2)。

[考察]

本実験結果は、拘束水浸ストレス負荷が NMDAレセプター複合体の中でも特に、 NMDA

認識ドメインにのみ選択的に影響を与えることを示唆するものである。さらに、蛋白合成限

害剤である cycloheximideの投与がストレスによる[3H]Glu結合の増強を消失させたことよ

り、拘束水浸ストレスがラット脳内における NMDA認識ドメインの蛋白質新規生合成を促

進する可能性が考えられる。しかしながら、 cycloheximideは視床下部での[3H]Glu結合の増

大には影響を与えなかったので、例えばcycloheximideの移行度や NMDAドメイン蛋白の

生合成速度の相違などに加えて、NMDAレセプターの分子多様性なども考慮されなければな

らない。
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藤田公和・安藤正人・永田 豊・本多度夫1) 松井太衛2) ・千谷晃一幻

(藤田保健衛生大学・医学部・生理、総医研・医高分子2)、横浜市立市民病院1))

[要約] 筋萎縮性側索硬化症(ALS)患者と非神経疾患(対照)患者の死後摘出した脊髄標本からタン

パクを可溶化し、一次元ポリアクリルアミドゲル電気泳動法を用いてタンパク分画を行なった。脊髄

標本のタンパク泳動像は、対照患者と比較してA凶患者では分子量約50kD付近のタンパクが減少し、

36kD付近のタンパク増加が観察された。この50kD付近のタンパクは分子量などから、アストログリア

の細胞骨格を形成するG1ia1Fibri11ary Acidic Protein(GFAP)である可能性が推定されたので、抗

GFAP抗体を用いて染色性を調べた。その結果、 50kDと36kD付近のタンパクはどちらもGFAP抗体に対し

て明瞭に反応性を示した。さらにそれ以外にも、 50kから36kの聞に抗GFAP抗体に反応して染色される

数本のタンパクバンドが観察された。また、両方のバンドをPVDF膜に転写してN末端アミノ酸配列の決

定を試みたところ、 50ゆ付近のタンパクはブロックされていたが、 36ゆ付近に見られるタンパクはN末

端から59残基までの頭部が切断されたGFAPのものと完全に一致した。以上の結果から、 ALS患者脊髄で

は何らかの原因でGFAP分子の切断が起こり、異なる性質を持った異常なGFAP分子が増加・蓄積されて

いることがわかった。

[目的] 筋萎縮・性側索硬化症(ALS)は脊髄運動ニューロンが侵される原因不明の進行性神経変性疾患

である。既に我々は、札S患者脊髄では対照患者と比較して前角のアセチルコリン合成酵素(ChAT)活性

が有意に減少し【 5)、仰j索部の遊離アミノ酸(グルタミン酸、アスパラギン酸)含量が著明に低下して

いること (S)を報告した。今回我々は、 ALS患者と非神経疾患患者脊髄より可溶化したタンパク分画を

一次元ポリアクリルアミドゲル電気泳動にかけ、この疾患の神経変性に特徴的なタンパク分画の検出

と同定を試みた。

[実験材料と方法] ALS患者 (2例)と非神経変性疾患患者(2例)の死後3-6時間で脊髄(胸髄および

腰髄)を摘出し、 -80.Cに凍結した。この凍結脊髄をドライアイス上で・厚さ数mmに横断して、それぞれ

前索、側索、後索、前角および後角の5部位に組織片を分割した。そして各組織片を以下の方法で分析
した。

①脊髄組織の一次元電気泳動: 各脊髄組織片(約3mg-w.w. )をSDSとβ-mercaptoeth加 01を含む bu-

fferに懸濁し、超音波処理後熱処理 (950C，8min) ・可溶化した。さらに遠心(15，OOOrpm， 15min)した

後、その上清タンパク分画を既報(7)に従って一次元SDS-PAGE(胴 20-200kD)で展開し解析した。

②アミノ酸配列の決定: ①で得られたタンパクをPVDF膜に転写しクーマシーブルーで染色後、正

常と異なる特徴的なバンドの部分を切り取り、プロテインシークエンサーでそのタンパク分画のアミ

ノ酸配列を決定した。

③抗GFAP抗体による免疫染色 SDS-PAGEで得られたタンパクをPVDF膜に転写して、それをポリク

ローン抗体 (CHEMICON、APR)およびモノクローン抗体 (BioMakor)を用いて免疫染色した。タンパク

染色はクーマシーブルーで行った。

[結果と考察] 可溶化した脊髄組織を一次元SDS-PAGEで展開して得られた泳動像では、 ALS脊髄で

は対照脊髄で明瞭に認められた分子量約50kD付近のタンパクバンドが著明に減少し、 36kD付近のタン

パクは逆に顕著な増加が観察された(図 1) 0 50kD付近のタンパクは分子量などから、 GFAPである可

能性が推定されたため、複数の抗GFAP抗体を用いて染色した。その結果、 50kDと36kD付近のタンパク

はどちらもGFAP抗体に反応性を示した。さらに50ゆから36kDの間に少なくとも 5本のGFAP抗体に反応

し、染色されるバンドが見いだされた。 50kDと36kD両方のタンパクをPVDF膜に転写後切り取って、プ

ロテインシークエンサーでアミノ酸配列を解析したところ、 50kD付近のタンパクはN末端がブロックさ

れていてシグナルが得られなかった。しかし36kD付近のタンパクはGFAP分子の頭部の1-59アミノ酸残

基が失われ、 60残基目以降の配列は完全に一致した(図2)。さらに36kDタンパクよりも少し分子

量の大きなタンパクバンドは、 N末端から40残基までのペプチドが失われたGFAPであることが判明した。

以上の結果は、 ALS患者脊髄では本来対象患者脊髄に存在するGFAP分子が何らかの原因でプロテアー
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ゼにより切断されて、異なる性質を持ったGFAPが増加していることを示している。 GFAPはアストログ
リア細胞特異性を持つ細胞骨格タンパクの一つで、 Ca++依存性中性プロテアーゼ〈カルパイン)の作
用を受けやすいことが知られているけ o Pu1sinelli聞は虚血によって生じる神経変性の過程では、
虚血後のグルタミン酸放出増加によって細胞内の遊離カルシウムイオンが上昇し、細胞質内カルパイ

ンが活性化されて構造タンパクと酵素が障害を受けるという一連の生化学的過程が進行する模式図を

提起している。従って今回の実験結果は、神経細胞で生じた変性過程が周辺グリアにも波及して、同

様の生化学的変化がグリア細胞でも生じている可能性を示唆しているのかもしれない。 De1acourte(2) 

はアルツハイマー病患者の大脳皮質ではGFAPタンパクが正常脳の11倍にまで増加していることを報告
している。今回の実験成績は、 ALS患者脊髄内で何らかの原因によって頭部が切断された低分子GFAPが
蓄積されたことを示している。 GFAPのN端側 (35残基)はGFAPの重合、脱重合に関わるリン酸化部位が
含まれ、 GFAPの線維形成の制御に重要と考えられている (4)。またこのような異常即日分子は水溶性が

増加し、細胞突起形成能などが失われていることが知られており、これが周囲の運動ニューロンや軸

索の変性との聞に特殊な関連性がありうるものと推察されるので、さらに詳細な分析を進めたい。

[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。
[文献](1)Bigbeeet a1(1983)1. Neurochem. 40.460-467. (2)De1acourte(1990)Nel立並盟主.33-37.
(3)藤田ら(993)臨床神経学._33.985-987.(4)InagakiC1990)L!i担」出盟・ 265.472-4729.(5)Nagata 
et a1(982)匙旦旦旦堕.224.223-229.(6)Pu1sinelli0995)匙i.Am. 17-25. (7)Stone and Hammersch-

1ag(981)Ce11. Mo1.Neurobio1.1.3-17. 
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図1 ALSおよび非神経変性疾患
患者由来脊髄抽出物のSDS-
PAGEおよび抗GFAP抗体との
反応性

札S及び非神経変性病(N)患者

由来脊髄のSDS可溶性成分をSDS-
PAGEにかけ、クーマシーブルー
染色した(Proteinstain)。タン
パクをPVDF膜にプロット後、抗
GFAP抗体(CMN)と反応させ、 HRP
標識2次抗体とDABを用いて検出
した。矢印で示したバンド(50，
37， 36kD)をPVDF膜から切り出し、
N末端アミノ酸配列を調べた。

図2 ヒトGFAPの推定アミノ酸
配列

cDNAから推定されている
ヒトGFAPのアミノ酸配列
を示す。札Sで増加する37kD
('Y)および36kD(マ)バン
ドのN末端の位置をそれぞれ

示す。 50kDバンドはシグ
ナルを与えなかったこと

から、 intactなGFAPて'は
N末端がブロックされて

いるものと考えられた。
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〔要約〕

Machado、Joseph病の遺伝子変異の特徴

丸山博文、中村重信、松山善次郎、川上秀史

(広島大学医学部第三内科)

Machado-Joseph病(MJD)の遺伝子は染色体14q32.1に同定され、 MJD1遺伝子のCAG

repeatの伸長が発症の原因である。今回90人のMJD患者について解析したところ、 CAG

repeat数は発症年齢と逆相関(r=-0.87)を示した。ホモ症例ではこの相関から大きくはずれ、発

症年齢が早くなっていた。 MJD染色体は61・84のrepeat数であるのに対し、正常染色体は14・

34のrepeat数で、両者間で重複を認めなかった。正常染色体においては14repeat数が最多で

最短であった。親子間でCAGrepeat数を比較すると臨床的なanticipationと関連して子は親よ

りもrepeat数が多く、減少しているものは認めなかった。親子問、兄弟姉妹間では父親由来

の方が母親由来よりもrepeat数の増大は大きかった。 3つの臨床病型聞の比較では錐体外路症

状を主体とする1型が2型3型に比べCAGrepeat数は多く、発症年齢は若かった。

〔目的〕

MJDの遺伝子は14q32.1に同定され、原因遺伝子MJD1内のCAGrepeatの伸長が認められて
いる(1)。このCAGrepeat数を多数例で検討し、繰り返し数の分布、発症年齢との相関、親子・

兄弟姉妹間の差、臨床病型との比較を行った。

〔方法〕

白血球からDNAを抽出し、 PCR反応を行った。ホルムアミドゲル電気泳動により MJD1内

のCAGrepeat数を決定した。臨床診断・病型の決定は'Clinicalcriteria for diagnosis of 

Machodo-Joseph disease'(2)に従った。

〔結果と考察〕

CAG repeat数は発症年齢と逆相関(r=・0.87)を示した(Fig.1)。ホモ症例ではこの相関から大

きくはずれ、発症年齢が早くなっていた(Fig.1内・で示す)0MJD染色体は61-84のrepeat数で

あるのに対し、正常染色体は14-34のrepeat数で、両者間で重複を認めなかった(Fig.2)0CAG 

repeatの伸長が原因の他の疾患では両者間の差は極めて小さいのに対してMJDではその差は

大きく、 MJDの発症機序は他の疾患と異なっていると考えられる。また正常染色体において

は14repeat数が最多・最短で、次いで27-28repeat数が多かった。親子問で発症年齢は子の方

が14歳若くなり、 CAGrepeat数を比較すると子は親よりもrepeat数が平均3.1多く、減少して

いるものは認めなかった。親子問、兄弟姉妹間では父親由来の方が母親由来よりも repeat数

の増大は大きかった。 3つの臨床病型間の比較では錐体外路症状を主体とする 1型が2型3型に

比べCAGrepeat数は多く (Fig.3)、発症年齢は若かった(Fig.4)。このようにMJD1内のCAG
repeat数は発症年齢・臨床病型と強く相関しており、 MJDの発症にはCAGrepeatの大きさ・

量が大きく関与していると考えられる。
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ベル麻海の原因ウイルスの同定
73 

〔要約〕

村上信五、中城有喜*、土居孝至*、武田良平*、

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 *神経精神医学教室)

特発性顔面神経麻痔(ベル麻痔)の病因は、ウイルスの感染、虚血、自己免疫などの関

与が挙げられている。一部のベル麻痔患者で単純ヘルペスウイルス(HSV・1)血清抗体価

が高値であること、また本ウイルスが神経組織に強い親和性を持つことからHSV-lがベ

ル麻痔の原因として有力視されている。しかし、 HSV-lが、ベル麻痔の直接的な原因で

ある証明は未だなされていない。今回、われわれは顔面神経減圧術を施行した14名のベ

ル麻痔患者から神経内液、後耳介筋を採取し、 DNAを抽出した。またRamsayHunt症候

群や対照患者からも同検体を調整し、 PCR増幅した。ベル麻痔患者ではHSV-lDNAが、

RamsayHunt症候群では水痘・帯状癌疹ウイルス(VZV)DNAのみが検出され、対照患者で

はいずれのDNAも検出されなかった。以上から、ベル麻障の原因ウイルスがHSV-lであ

ることが証明された。

[はじめに]

顔面神経麻痔、肱量、難聴、耳介の水癌により特徴づけられるRamsayHunt症候群は水

癌からVZVが同定され、本疾患の原因であることが明らかとなった[1]0一方、突然発症

する片側の顔面神経麻痔のみのベル麻捧はウイルス感染、虚血、自己免疫の関与などの

関与が挙げられているが、その病因の同定は未だなされていない。これらの原因のうち、

ウイルス感染が最も有力視されているが[2]、原因ウイルスの直接証明はなされていない。

今回、われわれは、保存的治療では麻痔が改善しない症例に顔面神経減圧術を施行し、

その際採取した神経内液、後耳介筋からDNAを抽出し、 HSV-l、VZV、Epstein拘Barrvirus 

(EBV)についてPCR分析を行い、原因ウイルスの同定を試みた。

[方法]

症例は34症例で、ベlレ麻痔患者が14例、 RamsayHunt症候群患者が9例、対照患者11例

である。年齢は3から70歳。麻揮発症より 12日から87日後に顔面神車到主圧術を施行した。

Ramsay Hunt症候群は上記の臨床症状と血清VZV抗体価の上昇を指標に診断した。また

外傷、細菌感染、腫蕩による顔面神経麻痔患者6例および、手術を要した慢性中耳炎患

者(中耳の細菌感染症)5例の計11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、使用するまで-80
0

Cで保存した。検体はプロテアーゼKで処理した後、フェ

ノ-)レ/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]0HSV-l、VZV、EBVDNAを増幅するため

5種類のそれぞれのウイルスに特異的なプライマーとオリゴヌクレオチドプロープ

(setl・set5)を用いた(表1)0 PCR産物をゲJレ電気泳動後、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。

[結果と考察]
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各組織におけるウイルスDNAの検出結果を表2にまとめた。 HSV司1に特異的であるSet1、

Set2についてはベル麻痔患者においてのみ検出された。その検出率はSet1で神経内液

で10例/13例 (77%)後耳介筋で8例/14例 (57%)、Set2では神経内液で4例/13例(31%)後耳

介筋で7例/14例 (50%)であった。 VZVに特異的であるSet3、Set4についてはRamsay

Hunt症候群患者においてのみ検出され、 Seけでは8例/9例(89%)、Set4では6例/9例

(67%)と高率だった。一方、対照群ではHSV-l、VZV、EBVDNAすべて検出されなかっ

た。今回、ベル麻庫患者の神経内液、及び顔面神経の支配している後耳介筋においてこ

のようにHSV-lDNAが高頻度に検出されたO 原因不明であったベル麻痔の病因がHSV・1

であることが明らかとなった。

[文献]

1)池田稔ら耳鼻と臨床 1981;27; 223-227. 

2) McCormic DP. Lancet 1972; 233: 527-530. 

3) Mizobuchi M， et al. Mol. Endocrinol. 1991; 5: 476-484. 

HSV-1 VZV E8V 

Patient Primer set 1 Primer set 2 primer set 3 Primer 5et 4 Primer 5et 5 

no. Fluid Muscle Fluid Muscle Fluid Muscle Fluid Muscle Fluid Muscle 

- 一一一一+ + + +一一一一一
+一一ーーー一一一
+ + + +ーー

4 + +一+一-
+ +一十ー-

6 + +一ー一
7 十一+一一-
8 ー+一+一-

10 + +ー+一一一一一
11 +ー+一一ー
12 NA NA NA NA NA 

13 一一一ーー
14 + +ー+ーーー-一一
一一一一一一一ー一一+ー+ー一

2 一一一一+十+一一一
一一+一一-Ramsay 

Hunt 4 NA NA NA NA 

syndrome 5 ー一一+ + + + 
一一一+ー一-
ーー+ +ー+

8 一一一一+ + + + ー-
9 ーー一一+ +ー十一-

2 一一一一一一 回

3 

Nerve Nerve Nerve Nerve Nerve 

4 一 『一一
ー一一一
ーー一

Muscle Muscle MuscJe Muscte Muscle 

7 一 一一

10 

11 

表2.各組織におけるウイルスDNAの検出結果

表1.用いたプライマーとプローブ
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一
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一
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Belt's 
palsy 

ATCACGGTAGCCCGGCCGTGTGACA 
CATACCGGAACGCACCACACAA 

TACGAGGAGGAGGGGTATAACAAA-
GTCTGT 

GAGGCGATCGAGTGGGT 

CCACCGAGCGGCAGGTGATC 
GCCGACCGCCTGCTCGTGCT 

Sequence (5二3') Primer and probe 
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probe 

Set 3 (VZV) 
sense 
antisense 

NA 

TACGGGTCTIGCCGGAGCTGGTAT 
AATGCCGTGACCACCAA GTATAAT 

ACTCACTACCAGTCATITICT probe 

Set 4 (VZV) 
sense 
antisense 

GCAAGACGTnGGTCTI ACGAATC 
GAGTnGTnCGTCTICATCCTCT 

GGACCTGCTGCCTGTAGTn  probe 

-
Set 5 (EBV) 
sense 
antisense 

ControJ 

AAGGAGGGTGGn円GGAAAG
AGACAATGGACTCCCTIAGC 

GTn  AAGAGCTCTCCTGGCT-
AGGAGTCACGTAGAAAGGA 

probe 

+ = detectable by Southem blot an創ysis;-= undetectable; NA ::::not availabJe 
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74 
アルコール中毒症発症機序におけるアデノシンの役割

ーアデノシンA1受容体遺伝子を導入したNG108・15細胞におけるエタノールの影響・

浅井清文1、石井晃2、AdrienneS. Gordon、IvanDiamond 

Ernest Gallo Clinic and Research C巴nterand Department of Neurology， University of California， San Francisco 
l現、名古屋市立大学医学部分子医学研究所生体制御部門

2現、浜松医科大学法医学教室

要約:NG108-15細胞にアデノシンAl受容体遺伝子を導入し、アデノシンAI受容体とA2受容体

(NG108-15細胞は本来A2受容体を発現している)の両者を発現しているNG108-15細胞株を樹立した。

この細胞株を用いて急性および慢性エタノール暴露がアデノシンAI受容体に与える影響と、 cAMPシグ

ナル伝達系に与える影響を調べた。急性エタノール暴露によるcAMP上昇率は、アデノシンAI受容体を

発現することにより低下し急性エタノール暴露時にはアデノシンAl受容体が重要な役割を果たしてい

ることが示唆された。一方、慢性エタノール暴露によるプロスタグランジンEl受容体の脱感作

(heterologous desensitization)は、コントロール細胞と同様に生じ、アデノシンAl受容体による影響はみ

られなかった。したがって、慢性エタノール暴露時には、アデノシンA2受容体がより重要な役割を果

たしていることが示唆された。

目的:アルコール中毒症の分子レベルでの発症機序の解明は、培養神経性細胞を使用したり、実験動物

を利用したりして各方面から検索が進められている。我々の研究室では、神経性細胞に対するエタノー

ルの影響とアデノシンとの関連性に注目し研究を進めているが、今までのところ以下のようなメカニズ、

ムが解明されている。

急性のエタノール暴露は、細胞膜上のアデノシントランスポーターを阻害し、細胞外アデノシン濃度を

上昇させる。このアデノシンは、同時にアデノシンA2受容体を刺激する。本来アデノシンA2受容体を

発現しているNG108-15細胞では、エタノール暴露によって上昇したアデノシンがA2受容体を介して細

胞内cAMPを上昇させる。一方、慢性的にエタノールに暴露したNG108-15細胞では、アデノシンA2受容

体の慢性的な刺激により、アデノシンA2受容体ばかりでなくプロスタグランジンEl受容体なと守のGs蛋

白を介した受容体の脱感作を引き起こす (heterologousdesensitization)。このことは、アデノシン受容

体アンタゴニスト存在下でエタノール暴露することにより、これらの受容体の脱感作は生じないことに

より確認された。

エタノールコアデノシンの取り込み低下=争細胞外アデノシンの上昇

=争アデノシンA2受容体刺激=争cAMPの上昇→→→Gs蛋白の低下

=字heterologousdesensitization 

今回、より実際の神経細胞モデルに近づけるため、 NGlO8ー15細胞にアデノシンAl受容体の遺伝子を導

入し、アデノシンAlおよびA2受容体の両方を発現した細胞を作成し、この細胞に対するエタノールの

影響を調べた。

方法

1、アデノシンAI受容体を発現したNG108-15細胞の樹立:NG108-15細胞にpKCRベクター (SV40プロ

モーター)を利用しラットアデノシンAl受容体cDNAをトランスフェクトした。 Geneticin耐性株を

単離し、各クローンについてアデノシンAI受容体の発現を3H-DPCPXの結合アッセイにて確認した。

2、アデノシンAI受容体の機能測定:アデノシンAl受容体を発現したトランスフェクタント (Clone6 

とClone7)およびpKCRベクターのみトランスフェクトしたNGlO8・15細胞 (Clone4)を、アデノ

シンAl受容体アゴニストCCPA存在下あるいは非存在下でプロスタグランジンElで刺激し細胞内

cAMP濃度を測定した。

3、急性エタノ}ル暴露:エタノール200mM、10分間刺激し細胞内cAMPを測定した。

4、慢性エタノール暴露:エタノール200mM、48時間刺激しアデノシンAI受容体の機能測定およびプ

ロスタグランジンEl刺激による細胞内cAMP測定を行った。
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結果および考察

l、アデノシンAl受容体を発現したNGJ08-15細胞を 7クローン樹立することができた。

2、このうち 2つのクローン (Clone6と7) についてアデノシンAJ受容体をアゴニストCCPAにて刺激

したところ、細胞内cAMP濃度が低下し、 Gi蛋白とカップリングしていることが確認できた(図1)。

3、これらクローンに急性エタノール暴露したところ、細胞内cAMPは上昇するものの、対照細胞に比

べ上昇率は低く、エタノールによる細胞内cAMPの上昇が、発現したアデノシンAl受容体により修

飾された(図 2)。しかしアデノシンAl受容体の機能には変化がなかった(表 1)。

4、慢性エタノール暴露により、アデノシンAl受容体の機能はやや低下したが完全に脱感作はされな

かった(表2) 0 さらに慢性エタノール暴露された細胞では、プロスタグランジンEl刺激による

細胞内cAMPの上昇率は低下し、 heterologousdesensitizationが生じた。

5、アデノシンAl受容体を発現している初代培養肝細胞を使用した実験では、慢性エタノール暴露に

より受容体の超感受性 (hypersensitization)が生ずることが報告されており、今回、我々の行った

実験の結果とは異なる結果が得られている。肝細胞と神経系細胞では、遺伝子発現の調節機構や、

細胞内シグナル伝達系の差異についてさらなる検索が必要と考えられた。

表 I、急性エタノール暴露のアデノシンA1受容体

に与える影響

表2、慢性エタノール暴露のアデノシンAl受容体

に与える影響

clone clone % Inhibition by CCPA % Inhibition by CCPA 

control acute ethanol naive chronic ethanol 

Clone6 Clone6 34:t1 29土2 (n=4) 

64:t1 (n=4) 

-2士4 (n=4) Clone4 

Clone7 64:t2 Clone7 

Clone4 -6:t2 

* p<O.05 
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図l、アデノシンAl受容体の機能測定
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Clone 6と7はアデノシンAl受容体を発現している。 図2、急性エタノール暴露の細胞内cAMP濃度に与える影響
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75 Phencyclidine誘発行動の耐性および逆耐性発現における
一酸化窒素の関与

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)

〔要約〕

Phencyclidine (PCP)誘発行動の耐性および逆耐性の発現における一酸化窒素 (NO)の

役割について行動薬理学的に検討した。また、 PCP投与後の脳内NO合成酵素 (NOS)活

性ならびにNOS含有神経細胞数についても検討した。 PCP(10 mg/kg)により誘発され

る常同行動 (sniffing，head movement， ataxia)および運動協調性の障害(motorincoordination; 

MI)は、 PCPの連続投与により減弱し(耐性)、運動量増加作用はさらに増強された

(逆耐性) 0 L-NAME (50 mg/kg)をPCP投与の15分前に連日投与すると、 ataxiaおよび

民11の耐性発現は抑制され、運動量増加作用の逆耐性はさらに増強された。一方、 PCP

連続投与により耐性あるいは逆耐性を獲得した動物に対しては、 L-N品Eは全く作用

を示さなかった。 PCP(10 mg/kg)の単回投与により、小脳および大脳皮質のNOS活性は

有意に低下したが、連続投与後には抑制作用は消失した。 PCPを単回あるいは連続投

与したマウスの脳におけるNADPH-diaphorase(NADPH-d)染色には変化は認められかっ

た。以上の結果より、 PCPの連続投与により誘発される耐性および逆耐性の発現には

NOが重要な役割を果たしていることが示唆された。

〔緒言JPhencyclidine (PCP)は、精神分裂病に似た精神症状を惹起する乱用薬物であり、
連続投与により耐性あるいは逆耐性が発現する(1)。一方、一酸化窒素 (NO)は脳の可

塑性に関与する新しい情報伝達物質として注目されている (2)。そこで本研究では、

PCPの耐性および逆耐性の発現におけるNOの役割について、 NO合成酵素 (NOS)阻害

剤NG-nitro-L-arginine(L-NAME)を用いて検討した。

〔実験方法〕実験には、 ddY系雄性マウスを使用した。

行動薬理:PCPにより誘発されるsniffing，head movement， ataxiaは投与30分後より3分間

観察し、スコアー化した。 MIは高さ30cmの水平の棒上にマウスをのせ、これに乗って

いる時間 (cutofftime; 30s配)を測定することにより観察した。運動量は投与30分後より

30分間計測した。 NOS活性測定およびNADPH-diaphorase(NADPH-d)染色:文献(3)の

方法に従って行った。

〔結果および考察JPCP (lOmg/kg)の単回投与により常同行動 (sniffing，head movement， 
at凱 ia)、運動量の増加および顕著な阻が認められた。 PCPを14日間連続投与すると、

常同行動とM は減弱(耐性)し、運動量はさらに増加(逆耐性)した (Fig.1)。

L-N品伍をPCPと併用すると、 ataxiaと聞の耐性発現は抑制され、運動量増加作用の逆

耐性はさらに増強されたが、 NOS阻害作用の弱いNG引i住o-D-arginine(D-NA恥1E)を併用

しでも変化は認められなかった (Fig.1)0 PCP連続投与により耐性あるいは逆耐性を獲
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得した動物に対しては、 L-NAMEは全く作用を示さなかった。 PCP(10 mglkg)の単回投

与により小脳および大脳皮質のNOS活性は有意に低下したが、連続投与後には抑制作

用は消失した(Table1)0 PCPを単回あるいは連続投与したマウスのNADPH-diaphorase

(NADPH-d)染色には変化は認められかった。以上の結果より、 PCPの連続投与により

誘発される耐性および逆耐性の発現にはNOが重要な役割を果たしていることが示唆さ

れた。

〔謝苦手JPCPを合成していただきました名城大学薬学部薬化学教室の古川宏教授、な
らびにNOS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
杉原久義教授と小森由美子助手に深謝し3たします。
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Fig. 1. Effects of L-NAME on the development of tolerance and sensitization to 
behavioral effects of PCP in mice 
掌P<O.05，**P<O.Ol vs Control. #P<O.05， ##P<O.Ol vs acute PCP treatment. 

Table 1. Change in NOS activity in the saline-， acute PCP-and subacute PCP-treated mice. 

NOS activity (nmoI/min/mg protein) 
Brain regions Control Acute PCP Subacute PCP 

Cerebral cortex 0.16:t 0.01 (6)* 0.08:t 0.004 (7) 0.11 :t 0.01 (7)紳

Striatum 0.23 :t 0.01 (6) 0.20 :t 0.006 (7) 0.22 :t 0.02 (7) 

Hippocampus 0.30士0.01(6) 0.28:t 0.012 (7) 0.31 :t 0.01 (7) 

Cerebellum 0.42:t 0.04 (6)* 0.30:t 0.020 (6) 0.42:t 0.03 (7)* 

NO synthase activity was measured by monitoring the conversion of [3H]arginine 
to [3H]citrulIine. *p < 0.05， **p < 0.01 vs acute PCP treatment. 
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76 メタンフエタミンおよびフェンサイクリジンの脳グルタミン酸

〔要約〕

トランスポーター (GLT-l)免疫活性に対する部位特異的効果

白川 i台、梶本康雄、白井豊、楊常青、北村登*、斎藤尚亮本ネ、西野直樹
(神戸大学医学部・精神神経科、*神鋼病院・神経科、
*キ神戸大学バイオシグナル研究センター-分子薬理)

メタンフェタミン (MAP)やフェンサイクリジン (pcp)投与ラット脳におけるグルタミ

ン酸神経伝達の異常をグルタミン酸トランスボーター (GLT-l)の変化を指標にして調べた。

MAPの単回投与では 1時間後、視床で32%の有意な減少 (p<O_Ol)がみられた以外は、有意

な変化を認めなかった。行動学的に逆耐性を形成したMAP反復投与群では線条体で、51%の有

意な増加 (p<O.05)がみられたが、他の部位では有意な変化はみられなかった。 pCPの単回

投与では 1時間後では、有意な変化を認めなかったが、 24時間後では前帯状回皮質で29%の

有意な増加 (p<O.ol)、海馬において対照群の31%まで有意の減少 (p<O.005) を示した。

アストロサイトのマーカーである GlialFibrillary Acidic Protein (GFAP)の変化はいずれの

処置でも変化は認められなかった。

精神分裂病の神経化学的病態として、ドーパミン神経伝達の異常が広く受け入れられてい

るが、ドーパミン以外の神経伝達の異常の関与が示唆されている。なかでもグルタミン酸神

経系は、解剖学的にも機能的にもドーパミン神経系と連関し、精神分裂病の種々の病態に関

わっていると考えられている。メタンフェタミン (MAP) をはじめとする覚醒剤は、連用に

より妄想型分裂病と類似した症状をきたすことが知られており、 MAP投与ラットはヒトにお

ける幻覚妄想発現ないしは精神分裂病の再発脆弱性のモデルとして受け入れられつつある。

フェンサイクリジン (pcP)は、 NMDA型興奮性アミノ酸受容体遮断作用をもち、乱用者では

精神分裂病における陰性症状に類似した精神病像がみられることから、 pcp投与動物も分裂

病のモデルと考えられている。近年、グルタミン酸神経伝達に関与する蛋白としてGLT-1，

EAAC1， GLASTの3種類のグルタミン酸トランスボーターの存在が明らかにされ、中でも

GLT-1は脳特異的にみられ、アストログリアに局在するとされている(1)。

今回我々は、 GLT-1に対する抗体を作製し、 MAPないしはpcpの単回投与による急性(1時

間後)および遅延性 (24時間後)の変化、さらに、 MAPの反復投与により行動学的に逆耐性

を形成したラット脳での免疫活性の変化を調べた。

〔実験方法〕

実験にはSD系雄性ラットを用いた。

1) MAPないしはpcp単回投与実験

MAP4mg/kgまたはpCP8mg/kgを皮下投与し、 1時間後(急性)および24時間後(遅延性)

に断頭した。対照群には、生理食塩水を同様に皮下投与した。取り出した脳を速やかに

1.5mmの前額断切片にスライスし、内側前頭皮質、前帯状回皮質、側坐核、線条体、肩桃体、

視床、海馬、嘆内皮質の8部位を直径1.5mmのパンチで取り出した。



2) MAP反復投与実験

MAP4 mg/kgを1日1回、 1週間に 5回で3週間、計15回皮下投与した。対照群には、生

理食塩水を同様に皮下投与した。最終投与から 1週間後に、 2mg/kgのMAPを皮下投与して

臭いかぎ行動と首振り運動を常同運動の指標にして5段階評価で両方とも 4以上になったも

のを、逆耐性が形成されているとした。 MAPの反復投与により、約80%のラットで、行動学

的逆耐性を形成した。 MAP反復投与群としては逆耐性の形成したラットのみを用いた。さら

に1週間飼育した後に断頭し、単回投与と同様にして脳組織を得た。

3) GLT-1免疫活性の定量

各組織から調製したホモジネートについて、抗GLT-1抗体を用いたウエスタンプロットによ

り対照群と処置群の免疫活性を比較したO 発色はPAP法にて行った。アストロサイトのマー

カーであるGlialFibrillary Acidic Protein (GF AP)に対する抗体を用いて、その変化も検討

した。結果はデンシトメトリーで定量化し、各群の比較はStudent'st-testによった。

〔結果〕

MAPの単回投与では 1時間後、 GLT-l抗体の免疫活性は、視床だけが32%の有意な減

少 (p<O.oI)を示した。 24時間後では、今回調べた全ての部位で、有意な変化を認めなかった。

行動学的に逆耐性を形成したMAP反復投与群では線条体において51%の有意な増加 (p< 

0.05)がみられたが、他の部位では有意な変化はみられなかった。 PCPの単回投与の場合、

1 時間後ではいずれの部位でも有意な変化を認めなかったが、 24時間後では前帯状回皮質で

29%の有意な増加 (p<o.ol)、海馬において対照群の31%と有意の減少 (p<0.005)を示

した。 GFAPの変化はいずれの処置で、も変化は認められなかった。

〔考察〕

MAP単回投与において 1時間後の視床を除けば、 GLT、1免疫活性に有意な変化はみられな

かったことから、 MAP単回投与によるドーパミン神経伝達の変化は、 GLT-1免疫活性を指標

とした場合、グルタミン酸神経伝達の変化に反映していない可能性が考えられた。一方、行

動学的に逆耐性をきたしたMAP反復投与では部位特異的な影響、即ち線条体におけるGLT-1

免疫活性の変化をきたすことから、線条体におけるグルタミン酸神経伝達の異常が行動学的

逆耐性の形成のみならず分裂病の再発脆弱性とも関連することが示唆された。

PCPは当初麻酔薬として開発されたが、麻酔からの回復時に精神病症状をきたすことから臨

床応用が断念された経緯がある。ラットに今回の実験と同様の高用量のPCPを投与したとこ

ろ24時間後には大脳辺様系を中心にグルコース利用率が低下することが報告されている (2)。

このように、 PCPの単回投与では急性効果(投与後1時間)よりむしろ遅延性の効果(投与後

24時間)が精神症状の発現に重要と思われる。前帯状回皮質、海馬において示唆された遅延

性のグルタミン酸神経伝達の異常は、 PCP精神病のみならず分裂病の病態に関与する可能性

が考えられたO

〔文献〕
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Storm-Mathisen， J.， Seeberg， E.， and Kanner， 8.1. (1992) Nature 360，464-467. 
(2) Gao， X.M.， Shirakawa， O. Du， F. and Tammi時 a，C.A. (1993) 

Eur. J. Pharmacol. 241， 7-15. 
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〔要約〕

metharnphetarnine反復投与のphencyclidine誘発行動に及ぼす影響

本藤久雄，中村薫，中原辰雄ぺ松本孝，堤哲之，橋本喜次郎，河村幸佐，

平野誠，内村英幸

国立肥前療養所・情動行動障害センター

*九州大学・理・化学教室

rnetharnphetarnine(MAP)の少量慢性反復投与が， phencyclidine(PCP)によってラットに誘発さ

れる変化に及ぼす影響について調べた。 MAP5rng/kg. 6日間の反復投与処置を行ったラットでは，

対照である生食投与群に比し， PCPによって誘発される異常行動のうち， head weaving及び
rearing!こ有意な増強効果が見られた。更に同様の処置により， PCPのドーパミン遊離作用が前

頭前野では増強された。以上の結果はMAP慢性反復投与によるNMDA受容体の機能変化を示唆する
所見かも知れない o

[目的]

rnetharnphetarnine(MAP)の少量慢性反復投与後に生じる逆耐性現象はヒトの精神分裂病の再発
脆弱性のモデルとされるが，最近その形成がNMDA受容体阻害剤を同時に投与することにより阻

止されることが報告されている。一方phencyclidine(PCP)は，精神分裂病に近似した精神症状
を惹起するとされ， NMDA受容体阻害作用を持つことから分裂病のクゃルタミン酸仮説と関連して

最近注目おり， PCPが実験動物に惹起する異常行動がMAPの逆耐性を形成したものでは増強され
るとの報告もある。このようにMAP慢性投与におけるNMDA受容体の機能の変化は注目されるが，

先にあげたいずれの現象についてもこれを否定する報告もあり未だ一定の結論が得られていな

い3)。そこで我々は今回MAPとPCPの相互作用を検討した。

[方法]

1.行動実験

Wistar系雄性ラットを用いた。

MAP 5rng/kgを一日一回6日間腹腔内投与し7日閣の休薬後， PCP 7.5rng/kgを腹腔内投与して120分

間video!こ撮影した。対照群には生食を6日間投与したものにPCP7.5rng/kgを腹腔内投与した。

実験終了後10分毎に3分間ず‘つlocornotoractlvity.head weaving. rearing. turning及びback

pedallingの回数を計測し， ataxiaは鍋島らの評価尺度により評定した。

2.脳内透析法
MAP 5rng/kgを一日一回6日間腹腔内投与し最終投与の6日後，線条体または前頭前野に透析

probeを装着した。対照群には同様に生食を投与した群を用いた。手術翌日，自由行動下に毎分
2μlで人工脳脊髄液の濯流を開始し，試料を線条体では20分毎に，前頭前野では30分毎に採取

し，濯流開始2時間以上経過後，基礎遊離量を3fraction採取した後PCP7.5rng/kgを腹腔内投与
した。濯流j夜中のdoparnine(DA)およびその代謝産物を電気検出器付き高速液体クロマトグラフ

ィにて測定した。なお前頭前野ではDAが微量なため測定条件を一部変更し， DA濃度のみ測定し
Tこ。

[結果]

MAP 5rng/kgの6日間の前処置により， PCP7.5rng/kgの腹腔内内投与にて誘発されるratの異常行
動のうちheadweaving及び、rearingが増強された(Fig.l)。同様の処置により， PCP によるDA遊離

促進作用が前頭前野では増強されたが，線条体ではこの作用はみられなかった(Fig.2)。

[考察]

今回，行動学的にはPCPによって誘発される異常行動のうちその一部であるheadweavingと

rearing!こMAP前処置による増強作用がみられた。 MAPによる逆耐性やMAPとcocaineとの交差逆耐



if生の発現には線条体におけるDA遊離の増加が関与していることが脳内透析法を用いて報告され
て来ており， DA神経系の前シナプス性の変化が想定されている S)。しかし今回の脳内透析法を

用いた実験では線条体ではMAP前処置群と対照群間でPCPによるDA遊離作用には差はみられなか

った。最近実験条件によっては， amphetamineの逆耐性発現時lこもDA遊離の増強を伴わないこと

がSegalらむによって報告されている。今回の我々の結果にも休薬期間やPCPの量が影響を及ぼ

したのかも知れない。

我々はPCPが前頭前野におけるDAの遊離作用を有し，その作用の一部にはPCPのNMDA受容体阻

害作用が関与していることを報告した。 NishijimaらいもNMDA受容体の競合的阻害剤によるDA遊

離作用が線条体に比し，前頭前野でより著明であることを報告している。今回， MAPの前処置は

前頭前野におけるPCPのDA遊離作用に対して増強効果を及ぼした。これは， MAPの慢性投与によ

り前頭前野のNMDA受容体に機能変化が惹記されることを示唆しているのかも知れない。 MAPの逆

耐性モテールが精神分裂病のモデルとされることや前頭前野が精神分裂病の病態に深く関与する

とされていること等から今回の結果は興味深い所見と思われる。
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78 肝性脳症モデルラットの脳内5-HT2受容体に関する研究

〔要約〕

兼子幸一1、車地暁生l、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)

肝毒性物質 thioacetamide(T AA)をラットに投与して作成した肝性脳症モデル動物の前頭皮質でのセロ

トニン5-HT2受容体数を、同受容体のアゴニスト(:t)-1-(2，5・dimethoxy-4一(125r) iodophenyl)一2

amino-propane ( (125I) DOI)をリガンドとする前頭皮質膜分画を用いたレセプター結合実験によって検
討した。 Scatchard解析の結果、最大結合数 (Bmax)は対照群に比べて肝性脳症群で有意に減少していた

が、解離定数 (Kd)には2群問の差は認めなかった。実験には、内在性のリガンドを除去した膜分画を
用いていることから、 TAA投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5-HT2受容体数

のdownregulationが生じているが、 (125I) DOIに対するセロトニン5-HT2受容体の親和|生には変化が

ないと考えられる。これまでに報告されている内側前頭皮質でのセロトニン代謝産物5-hydroxyindole-

acetic acid (5-HlAA)の増加および本研究の結果であるセロトニン5-HT2受容体最大結合数の減少を考え

合わせると、 TAA投与による肝性脳症モデルラットではセロトニン系ニューロンの活動性克進が生じて

いることが考えられ、意識障害の病態へのセロトニン系ニューロ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

増加することが病因に関与すると考えられ、アンモニアをはじめとする様々な物質の関与が推定されて

いる。セロトニン系に関して、定量的オートラジオグラフィ一法による invitroレセプター結合実験の
結果から、 TAA投与による肝性脳症モデルラット前頭皮質での(125[)DOI結合数の有意な減少を報告

した(1)。観察されたセロトニン5HT2受容体数の減少が、最大結合数(Bmax)の減少もしくは解離定数(

Kd)の増加のいずれに基づく現象であるかをを明らかにするために、内在性リガンドを除く操作を行っ

たTAA投与による肝'性脳症モデルラット前頭皮質の膜分画を用いて Scatchard解析を行った。
〔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)に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。低血糖、電解質異常による意識障害を避けるため、 TAAの初回投与12時間後から、 5%glucose 

0.45 % 1、laCl、10mEq/lKClからなる補液 10mlを12時間ごとに両群に皮下投与した。意識障害の程度
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、 TAAの初回投与

から約 40時間経過したころから意識障害が生じ、約 55時間で痛覚刺激に対する反射が消失する深昏

睡に至る。実験には、 TAAの初回投与後 48時間以上生存し、 i架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後速やかに前頭皮質を切り出し、ー 80

0

Cで凍結した。 2)前頭皮質膜分画の調製:

Cabreraらの方法を一部変更して行った(3)。湿重量の10倍量の0.32Msucroseでホモジナイズし、

30，OOOXg、15分で遠心。得られた沈涯を30倍量の、 0.5mMEDTA、10mMMgS04を含む50mMTris' 

HCl buffer(pH 7.7)でホモジナイズした後に37
0

Cで15分間インキュベートし、その後30，OOOXg、10分

の遠心を2回行い、沈j査を同じ bufferで、再溶解して結合実験に使用した。 3訂)(ド1お[リ)DOl結合実験:湿重

量で

50m勘MTris-HCI buぱIffたer(∞pH7.7η)および〔ド1笥Iリ)DOIと室温で90分問インキユベ一トした。 (125I) DOI ( 
2，200Cilmmole)濃度は、 0.1nMから 3.0nMの6点で展開した。ディスプレーサーとしては、 1μMの

5-HT2受容体アンタゴニストketanserinを使用した。インキユベート終了後、反応溶液をWhatmanGF/ 

C filterで漉過し、 5mlの 50mMTris-HCl buffer (pH 7.7)で3回洗浄し、 yカウンターで測定した。タンパ

ク定量は Lowry法を用いた。 4)統計処理:Student t-testを用いた。

〔結果〕

前頭皮質膜分画のScatchard解析から、セロトニン5.HT2受容体の最大結合数 (Bmax)は対照群に比べ

て肝性脳症群で有意に減少していた(p<0.05)([@1)。これに対して、解離定数 (Kd)には2群間の差を

認めなかった。図2に代表的な対照群、肝性脳症群各 1f7UずつのScatchardplo 
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〔考祭)

Scatchard解析の結果から、オートラジオグラフィ一法で観察されたTAA投与肝性脳症モデルラット

前頭皮質での(125r)DOI特異結合の減少は、セロトニン5HT2受容体のBmaxの減少に基づくもので、

Kdの増加を反映したものではないことが明らかとなった。実験には、内在性のリガンドを除く操作を

行った膜分画を使用していることから、 TAA投与肝性脳症モデルラット前頭皮質ではセロトニン5-HT2

受容体のdownregulationが生じていると考えられる O 肝性脳症患者死後脳、肝性脳症モデル動物の脳お

よび脳脊髄液で報告されている5-HIAAの増加(4)と、今回の実脱結果である前頭皮質でのセロトニン5

HT2受容体Bmaxの減少を統合すると、セロトニン系ニューロンの活動性充進が、 TAA投与肝性脳症

モデルラット前頭皮質で起きている可能性が示唆される O 肝↑~脳症の病態に対するセロトニン系ニュー
ロンの関与を検討するために、今後は、意識障害の程度とセロトニン系ニューロンの活動性の間の相関

を検討する必要があると思われる O
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79ラット脳内モノアミンおよびアセチルコリン濃度変化に
おけるイサチンの役割

〔要約〕

浜上尚也，遠藤泰，平藤雅彦，南勝，富樫広子ヘ松本真知子ぺ斎藤秀哉*

(北海道医療大・薬・薬理 *北海道大・医・第一薬理)

我々はこれまで脳卒中易発症高血圧自然発症ラット(SHRSP)において内因性モノアミンオキシダー

ゼ(MAO)活性阻害物質であるトリプリン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

意に高値を示すこと，またSHRSPの尿中および脳内トリプリンの一つがイサチンであることをガスク

ロマトグラフィー・マススペクトロメトリーにより同定し報告した(1).最近，イサチンはアセチルコ

リンエステラーゼ(AChE)活性も臨書することが報告された(2).そこで，イサチンの外図的投与による

脳内アセチルコリン(ACh)濃度の変化について検討した.さらに， SHRSPのAChE活性を測定しWKY

と比較検討した.イサチンをWKYに投与すると大脳皮質および線条体のACh濃度は有意に上昇した.

SHRSPのAChE活性は脳内のほとんどの部位でWKYに比し高値を示し，特に大脳皮質，延髄で有意に

高値を示した. 以上より，イサチンは脳内ACh濃度調節の一部に関与していることが示唆された.

〔目的〕 我々はSHRSPでは内因性MAO活性阻害物質がWKYに比し有意に高く存在し，その一つ

がイサチンであることを見出した.WKYおよびSHRSPIこイサチンを単回投与すると脳および腎ノルエ

ビネフリンやセロトニン濃度が有意に上昇し，その増加の割合はSHRSPではWKYに比し小さいこと

を報告したり).イサチンをWKYに慢性経口投与すると血圧は無投与群に比較して有意に上昇した

(4). このようにイサチンは生体内モノアミン濃度や血圧の調節に深く関与しているものと考えられ

る.さらに，最近AChE活性阻害も有することが報告された.そこで、本研究ではイサチンによる脳内

AChEの阻害効果を検討する目的でイサチンを外因性に投与すると脳内のACh量は変化するか，またイ

サチンが高濃度に存在するSHRSPの脳内AC阻 I舌性はWKYに比較し低値を示すかについて実験を行っ

た.さらに白vitroにてAChE活性阻害効果をMAO活性阻害効果と比較検討した.

〔方法) WKYにイサチン(50mgならひ可こ200mダkg)を単回腹腔内投与し， 2時間後の脳内アセチル

コリン濃度をHPLC・ECD法により測定した.WKYおよびSHRSPの脳内AChEl活性はアセチルチオコ

リンを基質として生成したチオコリンを5，5'-dithiobis-2-nitrobenzoic acidと反応させ， 5， 5'-dithiobis-2-

nitrobenzoate ionを吸光度(412nm)の単位時間の増加量で測定した.なお，脳の分画はGlowinskiらの方

法に準じ， ACh濃度および:AC凶活性はLowry法にて測定したタンパク量により補正した.

〔結果) 1)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，線条体では無投与群の 0.17士0.03nmol/mg protein (平均士標準偏差)に比較して，

イサチン(200mglkg)投与群では 0.24:t0.05nmol/mg proteinと有意に上昇した. 2) AChE活性は線条体

で最も高値を示した.SHRSPの脳AChE活性はWKYに比しほとんどの部位で高値を示した.特に延髄



ではWKYの121.28:t20.4μmol/min/gproteinに比し， SHRSPでは147.93土22.9μmol/min/gproteinと有意

なAChE活性の上昇が認められた(Fig.).3)イサチンlO-4MでMAO活性は80%，AChE活性は5%抑制され

た.

〔考察〕 我々はこれまでWKYに比しSHRSPの生体内にイサチンが多く存在し，血圧上昇に一部

関与していることを報告した(4).イサチンは組織内MAO活性を阻害し生体内アミン濃度を増加させる

のみならず，in vitro においてAChE活性を阻害するとの報告がある(2).AC阻は脳内ACh濃度を調節す

る重要な酵素である.そこで正常血圧ラットWKYにイサチンを単回投与し脳内ACh濃度の変化を検討

した.投与2時間後の脳内のACh濃度はイサチンの用量に依存して上昇した.これはイサチンがAChE

活性を阻害し脳内ACh濃度を増加させたものと考えられる.生体内にイサチンが高濃度に存在すると

AChE活性は低下すると思われる.しかし，イサチンが高濃度に存在するSHRSPの脳内AChE活性は

WKYに比較し高値を示した.次にinvilroにおいてイサチンによるMAO活性抑制率とAC旭活性抑制率

について検討した.イサチン10-4MでMAO活性は80%抑制されたがAChE活性は5%しか抑制されな

かった.したがってイサチンを大量単回投与するとMAO活性およびAChE活性はともに抑制される

が，生体内に存在する濃度の範囲ではより親和性の高いMAO活性を抑制するものと考えられる.脳脊

髄j夜中でSHRSPのACh濃度はWKYに比し減少しているとの報告があり(5)，SHRSPの脳内イサチンと

AC阻活性および、ACh濃度との関連'性については今後詳細な検討が必要である.
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〔文献〕 (1) Hamaue， N.， Minami， M.， Kanamuru， Y. et al. (1992) Bioge出cAmines 8， 401-412. (2) 

Kwηar， R.， Bansal， R C.加dMahmood， A. (993) Biogenic Amines 9， 281-289. (3) Hamaue， N.， Minami， M.， 

Kanamuru， Y. et a1. (1994) Biogenic Amines 10，99-110. (4)浜上尚也，遠藤泰，南勝.(1993)神経化学

32，352-353. (5) Togashi， H.， Matsumoto， M.， Yoshioka， M. et a1. (1994) Neurosci. Lett. 117-120. 
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近交系マウスを用いた選抜育種による逆耐性モデル動物の作成;

80 線条体におけるドパミン代謝の変化

盛政忠臣、干場純治*、金行孝雄**、庄盛敏廉
(間山大学医学部神経内科、*同動物実験施設、村岡山県立大学)

〔要約〕

近交系マウスC57BL系を用いて、選抜育種により覚醒剤に対する行動感作を示す亜系と示さな
い亜系への分離を行った。妊娠10日百から10日間連日4mg/kgの覚醒剤を投与した。産仔の雌雄
両方について、 10週齢の時点で、 2mg/kgの覚醒剤に対する薬理反応を測定した。標的とした行
動は、 locomotionと凶百ingに限定した。産仔の雌雄ともそれぞれ、薬理反応、が高い個体同士ま
たは低い個体同士との組み合わせ交配による選抜育種を繰り返した。その結果、 sniffingについ

議)概説!?、官謡歌L371T官許認?支持託式首切rzh210蹴
HS系では覚醒剤による用量依存的な行動感作の増強(stereotyped sniffing )を示し、 LS系ではそ
のような変化は示さなかった(対照に対する生食水投与と向者の結果)。
一方、線条体内神経伝達物質のドパミン濃度は、 HS系はLS系の64%の有意な低値を示した。
さらにHS系のドパミン濃度は、覚醒剤投与量依存的に、有意な増加を示した。
これらの結呆から、 HS系では、ドパミンの生合成と放出を含む機序に変化が生じていること
が示唆された。

覚醒剤により、長期持続的な変化が中枢神経系に生じることは、ヒトの乱用者でも実験動物
でも知られている。その病的機序の解明を目的とした研究は多数ある。それらの結果からは、
ドパミン神経終末の周辺の変化が示唆されている。一方、乱用者でも実験動物でも、必ずしも
全ての個体が向程度の覚醒剤後遺症(行動感作)を示さないことが知られている。
そこで本研究では、この病的機序を明らかにする目的で、遺伝情報のホモロジ，が高い動物
を用いて、覚醒剤による行動感作を生じる群と生じない群とに選抜育種法により分離を行い、
新しい動物モデルとしての検討を行った。

[実験方法1
実験動物には、遺伝情報のホモロジーが高い近交系動物の中から、 C57BLj6Cr (SLC)系マウス
を用いた。 1対1で交配した雌動物に対して、プラグの観察による妊娠を確認した 10日目から10
日関連日、 4mg/kgの覚醒剤(メタンフェタミン)を皮下投与した。
恒温恒湿12時間毎の明暗周期の専用動物室で飼育した。産仔(雌雄それぞれ)に対して、 10
週齢に至った時点で、 2mダkgの覚醒剤の単回投与の30分後に、オ司プンフィールド上で5分間に
わたって、 locomotion(K) とsniffing(S )を測定した。測定は、盲試験で行った。
それぞれのスコア別に、高スコア (HSまたはHK)を示した雌雄同士および低スコア (LSま
たはLK)を示した雌雄同士を交配させて、選抜育種を繰り返した。
選抜育種の交配は、 10組の雌雄で開始した。次の世代の交配には、スコア値が互いに重なる
個体は除外した。行動薬理実験を行う場合を含めて、必要な個体数を確保するために、 2産自
も用いた。この場合、 2産目の評価は、 1産自の結果と同様に評価した。
統計学的比較には、 ANOVAとMann-Whitney U testを用いた。

[結果1
1. sniffmgに関しては、覚醒剤に対する感受性が高い(HS)群と低い(LS)群に、第2世代以降か
ら有意で明確な分離が示された図 1， 雌でも同様:省略)。
2. 1∞omotionでは、このような分離は示されなかった(図 2; 雌でも同様:省略)。
3. HS群では覚醒剤に対して用量依存的な有意な増加 (stereotypedsniffing) を示し、凶群で
はそのような変化(図 3; 雌でも同様:省略)は示されなかった。
4. 5分間の行動測定を、 l分毎に見ると、 HS群のsniffingは高値の持続 (stereotypy)を示した。
それに対して、 LS群では、対照群(妊娠期に生食水投与)に対する覚醒剤(2ffii!kg)投与群
と生食水投与群と同様な低値と経時的な減少を示した(省略)。
5. 線条体内のドパミン濃度は、基礎値として、 HS系ではLS系の64%の低値を示した。 HS系
のドパミン濃度は、覚醒剤投与によって、 LS系と同じレベルに上昇を示した(図 4)。
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[考察]
本研究では、近交系マウスから選抜育種法により、 stereotypedsniffingの行動感作が生じる群
(HS) と生じない群(凶)とに分離することに成功した。さらに、 HS系の動物では、線条体
でのドパミン生合成の抑制 (1) と覚醒剤による生合成の変化が明らかにされた。
本研究で選抜育種法の実験に用いた動物は、近交系であり、遺伝情報のホモロジーは非常に
高い。従って、この動物系から作成されたHS群とl.S群とを比較することにより、覚醒剤後遺
症(行動感作)の発現機序が分子生物学的に解明されることが期待される。

[文献1
l.Koda LY and Gibb JW.(1971)唄leeffect of repeated large doses of methamphetamine on adrenal and 
brain tyrosine hydroxylase. Pharmacologist.13: 253. 
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81 

〔要約〕

ペンチレンテトラゾール誘発症敏によるマウス大脳皮質プロテインキナー

ゼCの動態

古塚大介l、黒田陽子l、木岡哲n!11、勝元栄一1、横谷昇z、尾崎宣洋1、中西亜紀1、山上策1

1 刻現市立大学医学音榊儲制1医今写生室 z ブミ阪市立大学涯学割附属万根山結核研宛努

生後75日のddYマウスに pentylen巴t巴traz(】l巴(PTZ)を投与し塵壁を誘発させた後、大脳皮質

より可溶画分と膜画分とを調製し、 Profeinkinase C (以下PKC)活性を測定した。痩撃後10

分で可溶画分のPKC活性が充進した。抗PKCisozyme抗体を用いてimmunoblottingを行った

ところ、産準後10分の可溶画分で 80KPKC-f:¥が増加したが、膜画分では減少した。また、

可溶画分で強直痩箪期および産準後10分で 50KPKC-I~ が出現した。以上の結果から、 PTZ

で誘発した痩撃によって PKC-sの膜から細胞質への translocationが起こるとともに、 PKC-s

の限定分解によりPKCcatalytic domain が細胞質に出現し、細胞質のPKC活性が増加する

ことが示唆された。

はじめに

われわれは自然発症てんかんモデ、ルである日マウスや PTZなどの薬剤誘発てんかんを用

いて、てんかんの原因と病態の解明をおこなっており、 1989年にElマウスの海馬と扇桃核に

おいて、白2+/calmodulin依存性のリン酸化反応系に異常があり、このことからElマウスの海

馬の ea2+ /calmodu lin 依存性キナーゼ、の基質特異性の変化を示唆し(1)、現在そのリン酸化
基質の同定を試みている。

今回、 PKCについて、 PTZ誘発てんかんにおける大脳皮質の膜および可溶画分のPKC活

性と PKCの localizationを検討し、痘撃という病態下における PKCの細胞内の動態につい

て検討したので報告する。

実験方法

1) 生後75日のddYマウスにPTZ(50m凶唱) を腹腔内に投与し、産撃を誘発させ、強直撞

撃期および発作10分後で PKCへの塵撃発作の影響を検討した。対照には生理的食塩水を投

与した。

2) 大脳皮質を摘出し、 1mMPMSF， 10μM lcup巴ptin，10凶rlpepstatinA ， 10nM四 lyculinA 

を含む 20mMTris-HCl， pH7.4溶液で homogcnizcし、 1，000g10分間遠心後、その上清を

100，000gで1時間遠心し、上清を supematantfraction 、沈j査をparticulate金actionとした。

3) 両画分について5mMMgC12， 1mM D'口， 50凶rl[y・，
32p]ATPを含む 25mMTris-HC1， pH7.5 

中で30μMAc-MBP(4-14) PKC substrate peptid巴 を基質として、 PKC 活性を測定した。

4) 両画分について抗 PKC isozym巴抗体を用いてWest巴mblottingを行った。

結果

1 ) 大脳皮質の膜画分と可溶画分における PKC活性におよぼす PTZ誘発撞撃の影響

産撃後10分で supematant fractionのPKC活性が対照、強直痘撃期に比べ有意に元進して

いたが、 particulatefraction では有意な差は認められなかった(Fig_1)。

2 ) PKC isozyme抗体を用いたW巴st巴rnblotting 

産撃後10分でsupernatantfractionの80KPKC-I~ が増加し、 particulate 合actionでは減少して

いた。また、 sup巴rnatant企actionで強直控睦JVlおよび虚筆後10分で 50KPKC-sが出現してい
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た(Fig.2)0 PKC-αでも同様な傾向が見られたが、 PKC-yは免疫活性が低値で‘検出で、きなかっ

た。

考察

PKCは細胞内Ca2+と細胞膜内のイノシトールリン脂質代謝産物である diacylglyc巴rolの2

種類の S巴condm巴ssengersにより活性化される。またPKCは Ca2+ 依存性の prot巴as巴 に

よって、 36Kの rcgulatory domainと50KのCa2+;lf=依存性の活性を持ったcatalyticdomain 

に限定分解され、この catalyticdomain は long-tcrmpotentiation (LTP)の発現に関与すると

言われている(2，3)。

今回、 PTZ誘発塵準時、 PKC-sお止び PKC-α の知l胞膜から細胞質への translocationが生

じ、細胞質の PKC活性が増加した。また強1m開準j悶に細胞質で'50KのPKC免疫活性が観察
された。この50KのPKC免疫活性は PKCの限定分解による Ca2+非依存性の PKCcatalytic 

domainと考えられた。 Ca2+非依存性の catalyticdomain の出現より、この充進したリン酸化

反応の一部は細胞内の Ca2+が低下した後も長時間持続することが予想され、また、細胞膜

から細胞質への移行は細胞核内でc-iiJs， c :;Ullなどの imm巴diateearly gen巴Sの発現にも関与す

ることが予想された。

(本研究は平成5年度文部省干|学研究費補助金の援助を受けた。)
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82 E Lマウスにおける脳内 SOD活性の
発作履歴及び発達過程における変化

村島善也、鈴木二郎容

(都精神医学研・神経生理、*東邦大学・医・精神医学}

〔要約〕

生後5週齢より週一回の放り上げ刺激を与え続け、発作闘値が低下してくる EL[s]と、
生後全く誘発刺激を与えず、観察する限り発作を経験していないEL[ns]の脳について、
EL7ウスてんかん発作の焦点複合を形成する頭頂皮質と海馬に注目して、発達過程を追って
Superoxide dismutase CSOD)活性を測定した。頭頂皮質については、 EL[s]と EL[ns]を
問わず、選択的局所神経細胞死の可能性を示唆するSOD活性の上昇を認めた。一方海馬に
ついては、 EL[s]では 10週齢をピサとして増大した後、発作闇値が最低となる 30週齢で急
激な低下を示したが、 EL[ns]では発達に伴う大きな変化はなかった。以上の結果より、
EL7?A頭頂皮質において既に明らかにされているGABA作動系の機能低下(1)は、 SOD活性上
昇を伴う他の中枢神経変性疾患同様に遺伝的に規定されたものであり、海馬における

SOD活性の著明な低下は発作履歴によって、 GABA作動系ニrロンを含む細胞構築の変化が起
こり、異常可塑性が成立したことによる二次的現象であることが示唆された。

[目的]
てんかん原性の成立に闘しては、中枢神経障害作用のある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 o 一方、遺伝性の二次性
全般化てんかんそγ J~である ELマウスでは、発達過程において、頭頂皮質の極めて限局した部
位での、 GABA作動系ニr ロンの機能低下が発作感受性の克進と共に起こることが知られてい
る。また、海馬CAlでは、逆に頭頂皮質に遅れて、 GABA作動系の充進が認められ、電気生
理学的には脱抑制性GABA作動系介在ニ2-0;tの増強が示唆されている(1， 2】。そして、この
頭頂皮質と海馬が、焦点複合は〉を形成し、てんかん原性が成立していく。そこで、 ELマ
ウスの頭頂皮質と海馬に注目して、 SOD活性の発達生化学的検討を行った。
[方法]
脳内領野試料の作製:動物は5.10.20.30.40週齢EL[s]及ひ'EL[ns]の各6匹、計60匹を用い
たo 頚椎脱臼後断頭し、コールドJトム中にて氷上で脳をとりだした。ステンレス製の剃万の刃で

2mm間隔で嘆脳側から尾側へと前頭断切片を得、これより頭頂皮質(p c x )、海馬
(Hipp)、の 2部位について、 8-20mgの試料を得、 8-12%のれγェトトとした。対照
としてはELマウスの母系であるDDYマウスを当研究所にて近交系とした吋A5.10.20.30.40週齢各
3匹計15匹を用いた。
total S 0 D活性の測定法:SODの発見者であるFridovichらの方法 (4)を改良し、脳内領
野10μg湿重量で測定可能な系を確立した。測定原理は7ェリシトクローム C酸化型(その際の550
nmの吸光度:(A 1 )が還元型となると550nmの特異吸光(A2)を示すことを利用している。キ
サンT;tナトリウムを基質として村ンチンオキシr-t'を働かせると 1: 1でO2ーを生じる。 この 7 トラγ カ J~が
7Iリシトクローム cに対して還元剤として働き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O2-が消去されるためVは低下してくる。 SOD活
性は、 A2-A1=0.21absorbance unitの条件下でVニ0.025absorbance units/min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。今回
の γ 寸では lμg~ ;tJl 09 あたりの SOD活性を 1 Uni t /μg proteinとして表示している。
各 SODアイソザイム活性の担i定法:SODには、 Cyanideに感受性のある Cu.Zn-SOD 
Extracellular SOD CEC-SOD)とCyanideに感受性の無いMn-SOD. Fe-SOD等の了イソγイムが
ある。本的。ェネートを 800U SOD/mlになるようにWingBuffer (4) にて希釈し、最終濃度

lmM NaCN共存下と非共存下で 3rc2時間イ;thへションする。 曜日-SODは Cyanideによ
って全く阻害されないため、 NaCN非共存下の SOD活性から、 NaCN共存下の SOD活性
を差しヲI~、たものが、 Cu.Zn-SOD 活性となる。



[結果]頭頂皮質における EL[s]とEL[ns]の発達にともなう totalSOD活性および各アイ
ソザイム活性の変化:EL[s]では生後30週齢まで徐々に増大していった。 30週齢対照の

DDYは、1.55 U/μg proteinであるから 10週齢くらいから有意に上昇していることが分

かる (Fig.1)。一方発作誘発刺激を全く与えていないEL[ns]では幾分増大の程度は小さい

もののEL[s]と大きな差はなく、やはり 30週齢まで徐々に増大していった。かっ、この増

大分を7イ')i}"'イムで検討してみるとほとんどがCu.Zn-SODであった。

海馬におけるEL[s]とEL[ns]の発達にともなう totalSOD活性および各アイソザイム活性

の変化:EL [s]では、 10週齢まで増大して行き、 20.30週齢で急激に低下してきた(Fig.2)。

ところが、発作誘発刺激を全く与えていないEL[ns]では、 30.40週齢でわずかに低下する

ものの生後ずっと殆ど差はなかった。 20.30遇齢で急激に低下してきたSOD活性の7イソずイ

ムを検討してみると、低下しているもののほとんどが、 Cu.Zn-SODであった。

[考察]

ELマウスのSOD活性で特に顕著な変化を示したのは海馬であった。海馬に存在する7リーぅγ

カ I~の作用については、海馬 CA1領域での長期増強 (LTP) を強化することが報告されている。
(5 )てんかん原性が成立した海馬では7ト7γ仰の活性自体高まっている可能性がある。 S
OD以外で海馬における 7リ-'jV'Uの消去剤として知られている rH汁ンについては遺伝性全
般化てんかんのf:rl~である tottering (tg/tg)7打では、海馬で著しい低下を示す (6)。こ
の現象は ELマウスにおける海馬 SOD活性の著しい低下と考え合わせて、遺伝てんかんそγI~で
海馬における7トラγM消去剤の部位特異的低下の存在を示唆している。またSOD活性は中
枢神経系の変性疾患では上昇する事が知られている (7) 0 ELでGABA作動系の限局した機能

低下の知られている頭頂皮質でも、同様の機序でSOD活性が上昇していた可能性も考えら

れる。 Fig.1 Fig.2 
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Fig.l Developmental changes of total SOD activities in the parietal cortex. 

Hatched bars indicate activities of EL[s] mice and open bars indicate those of 

EL[ns]. And the arrow indicates the level of control 30 week-old DDY mice. 

Fig.2 Developmental changes of total SOD activities in the hippocampus. 
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83 
キンドリングけいれん誘発ラットの海馬におけるAP-lDNA 
結合活性の経時変化

柏原健一、佐藤圭子ヘ石原武士村、秋山一文料、庄盛敏廉
(岡山大学・神経内科、牟国立療養所南岡山病院・臨床研究部、
日岡山大学・神経精神科)

〔要約〕 ラットのー側肩桃核を電流で反復刺激し、肩桃核キンドリングを完成させた。
最終けいれん後経時的に断頭し、海馬におけるAP-IONA結合活性を調べた。その結果、
結合活性は刺激後徐々に増加し、 2時間後がピーク、以後漸減し、 24時間後にはほとん
ど消失していた。キンドリング完成ラットではけいれん誘発時海馬でAP-1のDNA結合
活性が一過性に増加することが明らかとなった。

AP-1は転写制御因子の1つであり、 immediateearlv .e;eneとして知られるFωやJunファ
ミリーに属する蛋白質のヘテロダイマーである。薬物や電気刺激で実験動物にけいれん
発作を誘発すると、脳内で幾種かのimm~diateearJy g~nt? .(1..~) やAP-l (3)が増加する
事が報告されている。キンドリングは、初回はけいれんを起こさない刺激を反復するう
ちに後発射持続時間が延長し、全般化けいれんを誘発するようになる現象であり、側頭
葉てんかんのモデルと考えられている。また、一旦けいれんを起こすようになると過敏
反応性が長期に持続することから中枢神経系の可塑性のモデルともされ、その機序解明
に向けての研究がなされている。本研究は、キンドリングにおける中枢神経系の長期持
続性変化の獲得過程における転写制御因子の関与を検討する目的で行った。

[方法] S D系雄性ラットの左側扇桃核にペントバルビタール麻酔下で深部電極を埋め
込み、術後回復期間の後に1日1回電気刺激 (200---400μA、60Hz正弦波1秒間)を反
復した。 Racineの分類のステージ5の全身けいれんを5由連続して生じた動物をキンド
リング完成ラットとした。 1---2週間の刺激休止の後同様の刺激を3回加え、最終けいれ
ん終了直後、 30分後、 1、2、4、8、24時間後に断頭した。対照群には、同部位に電極を
埋めたがキンドリング刺激を加えないラットを用いた。これらの脳から海馬を切り出し、
Sakurai et aL (4)の方法により核蛋白抽出液を調整した。プロープとして用いたAP-1の
オリゴヌクレオチドの塩基配列は5'-CGCT TGATG ACTCAGCCGGAA-3' 
である。これをLZ32pldATPでラベルし、 5μ 去の核蛍日描出液に加えた。反応液は4%
アクリルアミドグルで電気泳動し、オートラジオグラフィーで特異バンドを検出した。
バンドのopticaldensity (OI?安測定し、背景の00に対する百分率を計算した。この値の
変化はone-wayANOV Aで統計学的に検定した。個々のポイントにおける値と対照群と
の差異はFisherPLSO testで検定した。

[結果と考察] 扇桃核キンドリング完成ラットを再刺激してけいれんを誘発し、 Ap-1
活性を経時的に調べると図1のようになった。すなわち、 AP・1プロープと核抽出蛋白
との結合産物を電気泳動すると、上下2つのバンドカ得られた。この結合産物に過量の
非ラベルAP-1プロープを加えておくと、上のバンド (upp町凶nds)のみが消失すること
から上のバンドが特異的なAP-lのONA結合活性を示すと考えられた。図 1の如く、対
照ラットの海馬では特異バンドは殆ど出現しなかった。しかし、誘発けいれん後は経時
的に活性が増加し、 8時間後以降減少した。この様な変化を背景の00を100%として百
分率に換算し、各ポイントn=5で平均:tSEを求めると図2のようになった。図2から
AP-1の結合活性の増加はけいれん誘発後2時間でピークとなり、その後漸減して24時間
後にはほぼ対照群のレベルに戻ることが示された。統計学的にはこの増加は有意 (pく
0.01)であり、対照群に比べけいれん後1---8時間の問、 AP-1のDNA結合活性が有，に
増加していた。
様々な物理的、化学的刺激によるけいれんにおいて immediateearlv .e;eneでーあるc-
fos、c寸unmRNAやc-Fos蛋白が増加することが報告されている。 AP--1はこのようにして
造られたFosゃんnファミリー蛋白のヘテロダイマーであり、特定の遺伝子の上流に結
合してその転写を制御する。今回の結果からはAP-1のONA結合活性がけいれん誘発の
2 時間後をピークに増加することが明かとなった。 ~op"e ら (3)は反復して電撃けいれん
を行い、 AP・1活性が単回刺激ではけいれん後2時間をピークに増加、以後減少するが、
反復刺激後の再刺激では少なくとも 1週間、活性の増加が持続することを報告した。私



どもの結果はキンドリング完成後の再刺激ではAP-1活性が2時間をピークに増加する
が、 24時間以内にもとに戻ることを示しており、彼らの報告する反復電撃けいれん時
のような長期持続'性の増加は認めなかった。この差異はキンドリングけいれんと、電撃
けいれんという物理的刺激による直接的けいれんの発現機序の違いを反映している可能
性がある。本実験の結果はキンドリングけいれんに引き続いて海馬でAP・1DNA結合活
性が一過性に増加することを示唆している。今後はこのAP-1の変化がキンドリング発
展の背景となる中枢神経系反応性長期持続性変化の獲得過程にどのように関与するかを
検討してゆきたい。

Upperbands 

Lower bands 
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図1、誘発けいれん後の海，馬におけるAP・1結合活性の経時的変化を示す
オートラジオグラフィー像

% 
300 

200 

100 

対象群 o 0.5 

キ

1 

事

本

2 4 8 24時間後

図2、誘発けいれん後の海馬におけるAP-1結合活性の経時的変化
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(l~ Dragunow M and Robertson HA. Nature 329: 441・442，1987.
(2) Lanaud P et al. Exp Neurol119: 20・31，1993.
(3) Hope BT et a1. J Neurosci 14: 4318-4328， 1994. 
(4) Sakurai H et a1. J Neurochem， 59: 2063-2075， 1992. 
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84 発作間欠期の日マウス脳におけるAP-lDNA結合能と
発作感受性との相関について

〔要約〕

勝元栄一、尾崎宜洋、横谷昇*、古塚大介、山上築

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

我々は既に日マウスの放り上げ刺激による発作後においてc-losmRNA、Fos蛋白質、 AP-1

DNA結合能のいずれもが、 ElおよびddYマウスにおけるベメグリド投与による発作後のもの

より延長していることを認めている O さらにElマウスのてんかん感受性の獲得と転写制御

因子AP-1との関係を検討するために、発育に伴うElマウス脳のAP-1DNA結合能をddYにお

ける場合と比較したc その結呆、 ddYでは、生後五 4週令で、 AP-1DNA結合能は上昇する

が、その後は発育に伴い減少し、 25週令では殆ど認めなかったに対し、 Elでは、 3、4週令

ではddYと同様であったが、その後放り上げ刺激を与え、産撃履歴を重ねると、 AP-1DNA 

結合能はddYと異なりやや減少するが、結合能は持続していた。このことはAP同1がElマウ

スの発作感受性を高める何らかの遺伝子の誘導をしているのではないかと推測される O

(目的) Fosおよび~Jun familyはheteroまたはhomodimerを形成し、 AP-1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 4)。産撃履歴のある日マウスに放り上げ刺激を与

え、発作を誘発した後の脳におけるAP-1 DNA結合能は、 ElおよびddYにベメグリドを注射

して起こさせた場合より結合能が長時間持続することを報告した 2)。発作間欠期でもElマウ

スではその母系で発作非感受性のddYマウスより結合能が上昇していた。このことからElマ

ウスにおいてAP-1がてんかん感受性の獲得に何らかの役割を担っているのではないかと推

測し、 Elマウスの発作間欠期およびddYマウスにおけるAP-1 DNん桔合能をその発育に伴う

変化について比較検討を行った。

(方法)Elマウスは生後4週令より放り上げ刺激を週に一度繰り返すことによって、生後8

週令から強直間代痘撃発作を起こすようになり、てんかん感受性を獲得したものを用いたc

対照としてはElマウスの母系でてんかん非感受性のddYマウスを用いた。 El、ddYマウスと

も生後3~25週令のものを用いた。それらのマウスより得た脳からDignamら 1)の方法により

細胞核抽出液を調製した。細胞核抽出液 (25μg蛋白質)と4μg<7)poly(dI-dC)を15分間室

温で前処理を行った後、 [α_32p]-dATPとDNApolym巴rase1の阻enowfragm己ntで 5'末端をラ

ベルした 2本鎖oligonucleotid巴 (5守 GATCCGGCTGACTCA TCATAG-3')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-

蚕白質複合体とfreeのDNA断片とを分離した。泳動後gelをj慮、紙に移し、乾燥させ、

autoradiographyを千子った。

(結果) Fig. 1に示したように、 El、ddYとも生後3、4週令ではpositiv巴 controlで、ある日[s]

の放り上げ2時間後ほどではないが、比較的強いAP-1DNA結合能を認めた。 ddYでは徐々に

結合能は低下していき、 25週令では殆どAP-}DNA結合能は認められなかった。それに対し



て日ではAP-lDNA結合能は低下していくが、 25週令においてもなお結合能が認められた。

また、 negativecontrolとして用いたBovines巴rumalbuminで、はAP-lDNん結合能は全く認め

られなかった。

(考察) ElおよびddYマウスともに生後3、4週令において、 AP-lDNA結合能は顕著に出現

Lたo Pennypackerら3)も、ラット脳において生後1週令でAP-l DNA結合能が強く発現する

が、その後減少していくことを報告している。この生後早期におけるAP-lDNん桔合能の上

昇は、グリア細胞のさかんな分化によるものではないかと推測する o ddYではAP-l DNん桔

合能は発育と共に低下し、 25週令ではず台ど認められなくなるのに対して、 Elでは発達する

と徐々に減少していくが、 25週令でもなおAP-1DNA結合能が認められたc このことから、

日マウスは週に一度の放り上げの反復刺激を加えることによって発作感受性を獲得してい

くが、この刺激による発作の結果、 Fos蛋白質が生産され、 AP-lが形成され、このAP-lが

転写因子としててんかんに関連した遺伝子を活性化するのではないかと考えられる。

Age (w) 3 4 5 6 8 1025 3 4 6 8 25 ・A
Toss-up - -+ + + + + 
SeJzures - - -+ + + + 
Strain EI ddY 

Fig. 1 The alteration of AP-l DNA binding activities in brains at interictal 
period of El[ s] and ddY mice during the development. 

.: Two hours after seizures induced by tossed叩 stimulationof 25-week-old El[ s J mice 
(positive control). 

企 Bovineserum albumin 25μg (negative control). 

(参考文献)

1. Dignam， 1. D.， Lebovitz， R. M. and Roeder， R. G. ( 1983 ) Nucleic Acids Res. 11， 1475-1489. 

2.勝元栄一、尾崎宜洋、横谷昇、山上柴 (1994)神経化学 33，376嶋377

3. Pennypacker， K. R.， Drey己r，D.， Hong， 1. S. and McMillan， M. K. (1993) Mol. Brain R巴s.19， 

349-352. 

4. Vogt， P. K. and Tj ian， R. (1988) Oncog巴即 3，3-7.
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85 パーキンソニズムを惹起する神経毒1，2・dimethyl-6，7・dihydroxy-

isoquinolinium ionのヒト脳内分布と生合成に関する研究

丸山和佳子ヘ高橋勤2)、直井信3)

1)名古屋大学医学部神経内科、 2)江南女子短期大学、 3)名古屋工業大学)

[要約]

ドーパミンに特異的な神経毒である1侭)-， 2(N)-dimethyl-6，7-dihydroxy-1ム3，4・tetr油ydroiso叩 inoline[N・

methyl-(R)salsolinol， (R)NMSal]とその酸化体1，2-dimethyl-6，7-dihydroxyisoquinoliniumion (1，2・DiMeDHIQ+)

がヒト脳内で生成されるには少なくとも3段階の酵素反応が関与していることが証明された。特に最初の

段階でωpamineとpyruvicacidが酵素的に縮合する反応により1・carboxy，(R)・叫solinol[1・叩boxy(R)salsolinol， 

1・carboxyl(R)Sal]が生成されることからR型イソキノリンが脳内で特異的に生成されることが示された。

ヒト脳の分析によりsalsolinolのR型のみが存在すること、加齢に伴い1，2・DiMeDHIQ+が黒質で蓄積される

ことが見い出された。以上の結果はヒト脳で生合成されたR型イソキノリンと1，2・DIMeDHIQ+が加齢に伴

う黒質ドーパミン神経細胞傷害やパーキンソン病の病因に関与する可能性を示唆している。/

[目的]

ドーノfミン由来のヒト脳内在性イソキノリンである6，7-dihydroxy-1，2ふ4・tetr油ydroisoquinoline(DHTIQ)類

をラット脳内に投与したところ、 (R)NMSalによって無動、間縮、振戦などのパーキンソニズ‘ムが惹起さ

れ、黒質ドーパミンニューロンの減少が認められた。黒質には(R)NMSalの酸化代謝物である1，2-

DiMeDHIQ+の蓄積が認められた。 N-methyl-salsolinol(NMSal)の活性はR型のみに認められたことから

ドーノfミンからR型イソキノリンとその誘導体が生合成される反応を検討する。これら神経毒の生合成に

関与している段階的な反応は5段階あると考えられσig.l)、step4については我々が既じinvivo、invitro 

で報告している酵素反応である[1]。またDHTIQ類のヒト脳内蓄積を検討する。以上得られた結果より神

経毒の生成機構とヒトのパーキンソン病における内因につき考察を行う。

[方法]

ドーノfミンより1，2・DiMeDHIQ+に至る生成の各ステップに関与する酵素を明らかとするために、ヒト脳

より酵素標品を調整し用いた。反応 1-4に関与する酵素活性の測定には高速液体クロマトグラフィー

但PLC)電気化学検出器 (ECD)を、酵素反応5は蛍光検出器を用いた。同時にヒト脳線状体、黒質などの

(R)NMSal、1，2・DiMeDHIQ+の脳内分布と加齢に伴う蓄積につき検討するために HPLC-多次元ECDを用

いた。光学異性体の分離には(3-cyclodextrincolumnを用いた。

[結果および考察]

最初の段階であるドーパミンとピルビン酸の縮合(Step1)で酵素反応によって、光学異性体のなかでR型

のsalsolinol[Sal]のみが生成されることが証明された。この酵素はヒト脳で細胞質画分に存在しドーパミ

ンとピルビン酸に対し約 300uMのKm値が得られた。また、最後の段階であるNM(R)Salの酸化に関与

する酵素はsemicarb包 ideによって阻害を受けるミトコンドリアーモノアミン酸化酵素とは異なることが明

らかとなり、組精製した酵素のKm、 Vmax'まTable11こ示す。

Sal 、NMSal、1，2・DiMeDHIQ+をヒト脳内で分析した結果では加齢に伴い前頭葉においてはSal濃度の低

下が、黒質においては1，2-DiMeDHIQ+濃度の増加が認められたσig.2)。また脳内に存在するSaUま(R)型の

みであった [2]0



我々は既にこれらカテコール核をもっイソキノリン類のなかでもNM(R)Salのみがドーパミントランス

ポーターによってヒトドーノtミン神経芽細胞腫に取り込まれることを報告している。ヒト脳内で酵素的

に合成されるSalが(R)型であることはこれらイソキノリンのドーパミン神経細胞への特異的蓄積を考える

上で重要な意味をもっ。またNM(R)Salの酸化に伴い水酸化ラジカルが生成することをinvivo， in vitroで証

明した[3]。 以上の結果はドーパミン由来のイソキノリン類が、脳内で酵素的代謝を受けることにより

ド、ーノfミン神経に対する特異的蓄積と毒性を獲得するmetabolicbioactivationがパーキンソン病の病因に関

与している可能性を示唆している。

[文献]

(1) W. Maruyama， et a1. J. Neurochem. 59， 395-400 (1992)， (2) Y. Deng， et a1. J. Chromatograph. in press. ， 

(3) W. Maruyama， et al. J. Neurochem. in press. 

Table 1 Kinetics of enzymatic oxidation of (R)NMSal and(S)NMSal 
by the e回 ymesample prepared from human brain cortex 

Km Vmax 
(μM) (pmol/rninlmgprotein) 

(R)NMSal 
(S)NMSal 

911.9:1:447.0 1368.4:1:442.1 
230.9土 47.4 250.6:1: 16.9 

The value represents the mean and SD of threee xperiments 
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86 

〔要約〕

Neuropeptide Y の中枢神経内 DopamineReユea8e !C及ぼす影響と

高血圧における意義について

津田和志，増山善明 MenekGoユdstein村

和歌山県立医科大学循環器内科，東京労災病院1
•• New York University Medical Center 

Neurop自ptideY (NPY)の中枢内 dopaminerg工ctransmission K及ぼす影響と高血圧K:lo'ける

意義について検討するため、ラット striatumからのdopamine(DA) reユeaseK及ぼす本ペプチ

ドの作用を観察したo NPYはラット日triatumからの電気刺激時 DAreleaseを濃度依存性K抑

制した。 ζのNPYの作用は D2-receptorantagonist， sulpiride存在下や Gi-pro回目白h工bi七or

である pertu呂田1臼 toxin処理Kより有意に減弱した。高血圧自然発症ラット (8HR)の日七riatum

K:lo'いても NPYは電気刺激時 DAreleaseを抑制したが、その程度は対照 Wistar-Kyoto(WKY) 

ラット K比し有意K大であった。以上より、 NPYはラット日triatum内 DAreleaseを抑制し、

その作用の一部は D2-receptor、さらKは Gi-proteinを介するものと考えられた。また、 8HR

K会いてNPYの DArelease抑制作用が充進しているととは、本ペプチドが中枢内dopaminergic

transmission 調節を介し高血圧の成園、維持機構K一部関与する可能性を示唆するものと考え

られる。

〔目的〕

NPYは36個のアミノ酸から構成されるペプチドであるが、中枢念らびに末梢神経組織k広範囲

K分布するととが知られ(2 )、その神経活性調節機序が注目されている。既K我々はNPYがラッ

ト hypothalamusやmedullaob工ongata内 norepinephrinere工eas巴を抑制することを報告した

(3，4) 
、その dopaminergictransmi白日ionK及ぼす影響や生理的意義Kついては不明である。そ

ζで本研究ではNPYのラット striatum内DArelease K対する効果を観察し、その作用機序を特

K D2-receptorなよび Gi-proteinとの関連から検討した。さら KSHRを用いて高血圧の中枢内

dopam工nergictransmiss工on調節になける NPYの役割Kついて考察した。

〔対象と方法〕

体重 2∞ ~250 gの雄8prague-Dawley (SD) ラット必よび 9~11週齢 8HR ， WKYを断頭後速やか

( 5 ) 
K striatumを摘出し、厚さ 0.3mmの brainslic巴を作成した。既法のどとく sliceを0.1

μmol/も (3HJDA でラベノレ後、両端Kplatinum electrodesを装着した chamber内(37'C) K入れ、

Krebs-Ringer bicarbonate buffer Kて表面潅流を行った。そして漂流を開始してから 67分後

(81)と 116分後 (S2)K電気刺激(1 Hz， 2 ms duration， 20 mA， 2分間)を行った。濯流液は 7

分毎K採取し、その中K含まれる tritium量を工工quidscュntillationspectrometryを用いて測

定した。 NPYは s2の14分前K潅流液中K添加し、 82/包1ratio (fractional reユeaseの比)と

して算出した。また、 suユpiride( 1 x 1O-6moユ/L)は slの28分前に海流液中K加え、その際の

NPYの効果を観察した。一方、 Gi-pro七einとの関連については bra工nsli凶作成後直ちK

pertussis toxin (8μ&企11)と1時間四cubationし(37 'C)、その後上記と同様の方法で実験K

供した。数値はmean:!:SEMで表示し、統計学的検討は分散分析法b よび地nn-WhitneyU-test K 
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ょった。

〔成績〕

(1) NPYはラ y 卜 striatum内 C.'lHJDA r白leaseを濃度依存性K抑制した(82/合1ra七lO. C∞.trol 

0.818 :::i:: 0.020， n = 6 .トIPY1O-8mol/L 0.544士0.048，n=6，P<0.05，NPYlo-7mOL40.478士0.033，

n = 6， P < 0.05 ) 0 (2) 8ulpiride存在下では NPYのC3HJ DA releas日抑制作用は有意に括抗された

(82/81 ratio， NPY 1O-7mOl/L 0.628土0.018，n = 6， P < 0瓜 vsNPY aユone) 0 (3) Per七uss工自由出

処理によj)NPYの DAreユ巴丘白色抑制効果は有意K減弱した(Fig. 1) 0 (4) 8HR vとないて電気刺激

時 C3HJ DA relea日日の NPYVCよる抑制は対照WKYラット K比し有意K大であった (Fig. 2) 0 

〔考案と結論〕

以上の成績から、 NPYは striatum内電気刺激時C3HJDA releaseを抑制し、本ペプチトーが中

枢内 DArelea白色調節因子としての役割を果たすととが示された。従来より、 D2-receptorは

DA r自1白丘se VC対して抑制的K作用するととが知られているが(5 )、今回の検討でじ2-antagonist，

呂はlp工rid日存在下で NPYの DAr己工ea臼巴抑制作用は有意に括抗されたO さらに sliceをGi-

protein inhibitorの pertussistoxinで前処理すると NPYの DAr巴工巴ase抑制は有意に減弱し

た。この成績は NPYの DArelease抑制作用が一部 D2-receptor ;J:，>よび Gi-pro回目を介するも

のであるととを示すものと考えられる。一方、 日triatumをはじめ中枢内 DAは血圧調節Kない

て重要な役割を持っととが報告されているが(1 )、 NPYの電気刺激時 DAre工ea日日抑制作用は

8HRでW玄Yラット K比し有意K充進していたO 高血圧の成因Kがける NPYの意義Kついては未だ

不明念点が多いが、 8HRでNPYVC対する感受性の変化が見られる ζ とは、本ペプチドが中枢内

dopaminergic transmission調節を介し血圧調節K一部関与する可能性を示唆すると考えられるO

〔文獄〕

(1) Bhargava， H. N. (1984) Eur. J. Pharmacol.， 100:109-112. 
(2) Everitt， B. J.， Hokfelt， T.， Terenius， L.， Tatemoto， K.， Mutt， V. and Goldstein， M. (1984) 
Neuroscience.， 11・443-462.
(3) Tsuda， K.， Yokoo， H. and Goldstein， M. (1989) Hypertension.， 14:81-86. 
(4) Tsuda. K.， Tsuda， S.， Masuyama， Y. and Goldstein， M. (1990) Hypertension.， 15:784-790. 
(5) Yokoo， H.， Go1dstein， M. and恥1eller，E. (1988) Eur. J. Pharmacol.， 155:323-326. 
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〔要約〕

サイトカイン産生腫蕩のマウス脳転移モデルの作成について

中井真通、高内茂、山口徹、保田稔、柿木達也、前田潔、田中千賀子

(兵庫県立高齢者脳機能研究センター)

ヒト悪性黒色腫由来のA375細胞はサイトカインのinterleukin-6(IL-6)を産生している。今回私どもはこの

細胞を用いてヌードマウス左心室内に注入する手技を利用し、 IL-6産生腫蕩の脳転移モデルを作成した。

ヌードマウス左心室内に1051闘のメラノーマ細胞を注入し4・6週間飼育を行ったところ60%のマウス脳内に

転移を認めた。脳内転移巣は浸潤性の発育を示し大脳全域にわたり、局所特異性は認められなかった。

また転移巣におけるIL-6の産生は免疫学的に確認された。ヌードマウス左心室に注入する細胞数と転移

巣の数は相関し、 103個以下のメラノーマ細胞を注入しでも脳転移は認められなかった。脳以外の転移巣

を肉眼的に観察したところ骨、肺、副腎、肝臓、精巣への転移が認められた。私どものモデルは一度手

技に熟達すれば比較的に安定して高い再現性を得ることが出来る点で優れており、またメラノーマ細胞

に様々な遺伝子を導入、発現させることにより脳内での蛋白の局所発現モデルを作る事も可能ではない

かと考えられた。

(目的)

脳内におけるペプチド、アミン等の局所的な作用を調べるためにこれまでにトランスジェニックマウス、

組織移植、局所注入などの方法が報告されている。ところで、トランスジェニァクマウスの場合手技的

に煩雑で時聞がかかったり、十分な局所発現量を得るのが困難である可能性があったりするという問題

があり、また組織移植や局所注入においては臓器侵襲が強いとか溶媒に何を使うかなどの問題があったO

4方、腫傷の脳転移は肺癌、大腸癌、悪性黒色腫等でよくみられる合併症であり、その機構を調べるた

めにこれまでに様々なモデルが報告されている。今回私どもは悪性黒色腫細胞を用いてこの細胞を脳内

にI血管性転移させることにより脳内における局所蛋白発現系を作成しようと試みた。

(方法)

A375メラノーマ細胞を105、104、103個/O.lmlとなるようにPBSに懸濁し、オスBalbC Nu/Nuマウス左心

室に注入した。マウスは4-6週飼育した後脳を摘出し病理学的検討を行った。他臓器への転移は肉眼的に

行い病理学的に確認した。また骨転移に関してはX-rayにより検討した。 A375メラノーマ細胞のE・6産生

は5-'CTTCGGTCCAGTIGCCCTICT-3'，5'-TGCGCAGAATGAGATGAGTI・3'のプライマーを用いてRT駒PCR

を行い、 PCR産生物の塩基配列をオートマチックシークエンサーにより決定することで検討した。また

A375メラノーマ細胞の培養フラスコ上およびマウス脳転移巣でのIL-6産生を抗正-6抗体及びABCkitを用

いて検討した。



(結果)

A375メラノーマ細胞からmRNAを抽出し， 上記のプライマーを用いてRT-PCRを行い566bpのPCR産生物

を得た。この産生物の遺伝子配列をオートマチックシークエンサーにより調べ、ヒトIL-6遺伝子との

100%ホモロジーを確認した。また組織培養したA375メラノーマ細胞を抗江・6抗体及びABCkitを用いて染

色し、抗IL-6抗体により染色されることを確認した。このA375メラノーマ細胞をマウス左心室に注入し

て4-6週後、マウスは悪j夜質を示し体重減少を来すようになり、その程度は注入した細胞数と相関し

た。マウス大脳を摘出し、病理学的にA375メラノーマ細胞の転移を調べたところ、腫蕩細胞は脳実質に

浸i間性に転移していることが確認された(図1)0 105個の細胞を注入したマウスの脳転移の部伎を病理

学的に検討すると表lに示すようにほぼ脳全域に非特異的に転移しており、また脳転移巣の数は注入し

た細胞数と相関した。転移巣においてA375細胞は江・6産生を行っていることを抗IL-6抗体及びABCkitを

用いて確認した。脳以外の転移を調べたところ、骨、副腎、肝臓、精巣、肺に転移巣が確認された。

(考察)

今回私どもはIL-6を産生するA375悪性黒色腫細胞及びヌードマウスを用いてサイトカイン産生腫傷の脳

転移モデルを作成した。このモデルは手技が北較的に容易であり、かっ安定した成績が得られやすいと

考えられた。この系を用いれば、様々な蛋白をコードする遺伝子をメラノーマ細胞に導入しその細胞を

脳転移させることで、比較的侵襲の少ない脳内での蛋白の局所発現系を作成しうるのではないかと考え

られた。

(文献)

1. Nakai， M.， Mundy， G. R.， Williams， P. J.， Boyce， B.， and Yoneda， T.， A synthetic antagonist to 

laminin inhibits the formation of osteolytic metastasis by human melanoma cells in nude mice， 

1992， Cancer Res.， 52: 5395-5399. 

図1 A375細胞の脳内転移巣

Tnble.l Locations of metastases in the brain of 10 mice given injection of 
A375 me1anoma cells into the 1eft ventric1e of heart. 
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88 遺伝的運動障害 7'~の脳内 f:J7り量およびそれらの代謝物の変動

園井修一 1.4 .田丸政男 2• Dekker-Ohno京子 s・藤田公和 4.安藤正人 4 • 

永田 豊(1楢山女学園大j鈴鹿医科技大メ名大環医研，

4藤田保衛大・医・生理)

[要約]

遺伝的後弓反張様の運動障害をもっhト(Dopうけ)の脳内生理活性7ミンおよびその代

謝産物を、生後17日齢で測定した。運動失調を示すDopうけおよび、症状を示さない

対照群(けロ)脳内ドーハ。ミン(DA)量は、いずれの部位でも対照との聞に有意差は見ら

れなかったが、 DAの代謝物の3.4-dihydroxyphenylaceticacid(DOPAC)は、線条体お

よび延髄で対照群の値の約1.5-2.0倍に有意な上昇を示した。一方、脳内初トニン

(5HT)量は、大脳皮質で対照群より軽度の上昇が見られたが、その代謝物5-hydroxy

indolacetic acid(5HIAA)は、特に中・間脳および大脳皮質で有意な上昇を示した。

以上の結果から、線条体内ドーハ。ミン作動性ニューロンのカjJ-Hミy代謝回転の充進、および

脳幹部のセロトニン作動性ニ1-ロンのイント'-HU代謝冗進が、 Dop';，トの運動障害の原因の一つ

である可能性が示唆された。

われわれは既にDop7-1トの小脳組織でGluおよびその前駆物質であるGln含量が減少

していること(1)、 r帥ミトド活性の低下が見られることを報告し、これらのことか
らr付ミン酸作動性神経の代謝異常が、 DOP7-1トの運動障害に関連している可能性を示
唆した(2)。今回は、神経内各部内の生理活性7ミyおよびその代謝産物について測定

し、 Doがけに見られる運動障害の原因との関連を検索した。

[実験方法1

BN-dop系(Dopうけの系統維持用近交系)で運動障害の遺伝子をへテロで持つ雌と、

MITC系(運動障害のない正常系統)との雄とをかけあわせて供試動物群とし、この

両親から得られたれ同志の交配によって得られたれを実験に使用した。生後17日齢

のF2仔動物のうち、運動障害が観察された 4匹をDOP77ト群、症候を示さない 4匹を

対照群とした。これら仔うけを工-jJII麻酔下で断頭屠殺し、延髄、小脳、海馬、線条体、

大脳皮質、中脳・間脳にそれぞれ分離して凍結保存した。分離脳組織内モJ7ミY量の測

定は、 O.2M過塩素酸(100μMEDTA. Na2含有)中で組織を磨細し、その内部標準物

質(イ円。ロテレ/ー}~25-100ng) を加えてから、遠心分離 (15. OOOrpm. 15min)して除蛋白し

た。その上清は、 1M酢酸Naを加えて用いてpH3に調整して、 poresize 0.45μmの

71 }~トで漉過した後、高速クロマトr771-( エイコム製)を用いてドーハ。ミン (DA) 、切にン (5HT)、

DOPAC、3-j片付ラミン(3MT)および5HIAAを分離し、それぞれを電気化学検出器で定量し

fこ。



[実験成積と考察]

①脳内各部DAとその代謝産物・ DOPAC含量 DA量は何れの脳部位においても、 DOP71

トと対照77トで有意な差異は見られなかった。しかし、 DAの代謝産物・ DOPAC量は、

Dop71ト線条体と延髄において約1.5-2. 0倍有意に上昇して認められた(図 l左)。しか

し、 3MT量は対照71トとの聞に何れの脳部位でも変化はなかった。脳内のDA量は、モ/

了ミン酸化酵素 (MAO)およびカ何回ル o-jH転移酵素 (COMT)で代謝・不活性化され、それぞ

れDOPACおよび3MTになる。したがってDop;hト脳では、 DA分解の充進が示唆される。

②脳内各部位の 5HTと代謝産物・ 5HIAA含量:脳内5HT含量は、 DOP71トの大脳皮質内で

対照群よりも軽度であるが有意(p<0.05)な上昇が見られたが、その他の部位ではほ

とんど差異が見られなかった。 5HTの代謝産物・ 5HIAA含量は、 Dopうけの全ての脳部

位で対照脳よりも有意で著しい上昇が示された(図 l右)ことから、脳紐織内でのセロト

ニン作動性ニューロンのインドサ了ミン代謝系の充進が示唆された。 DAは運動機能に密接に関与

している大脳基底核で作動する主要な神経伝達物質である。この基底核の機能障害

があると臨床的にも積々の錐体外路系の遥動障害を生じ、筋緊張の充進あるいは低

下などの障害を起こすことが知られている。また、脳内のセロトニY作動性ニューロンの異常

が、麗筆などの病態に関与することが知られている。今回の実験成績でDopうけでは、

大脳皮質内部の神経核部でドーハ。りおよびセロトニン作動性ニ~-ロンの代議充進が見られたこ

とから、これらがDopうけの運動障害の一つの原因である可能性が示唆された。

i< 
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Mesencephalon 
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Hipocampus 

Cerebellum 
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o 500 1000 1500 2000 
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Fig.1. DOPAC and 5HIAA concentralion in the brain. *:p<0.05 

[文献](1)園井修一、他 (1 993)iiæ学N1E学~it 17. 157-162. (2)園井修一、他

(994)原E学N1E~王子高 18. 113-119. 
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実験的小頭症ラット線条体のドーパミン及びその
89 代謝物の変化:invivo microdialysis法による検討

田丸政男，平田ゆかりへ松谷天星丸材，永田 豊**

(鈴鹿医療大・医用工学，藤田保健衛生大・医・法医*同生理**)

【要約】 胎生15日目のmethylazoxymethanolacetate (MAM;25mg!kg)投与による小頭症(MAM)ラットでは，

hyperacitivityや環境刺激に対する興奮闘値低下などの行動異常が見られる. MAMラットの線条体重量は対

照の約1/2を示し，そのホモジェネイトのドーパミン(DA)濃度は，対照の約3倍の著しい高値を示した.ま

た， MAMラットのinvivo microdialysis法によるDA放出量は， High-K~(100mM) Ringerによる刺激状態で，

対照の放出増加量の約3倍にも達したが， basalで-は対照との聞に差はなかった. DAの代謝物の3-

methoxytyramine (3Mnおよびhomovanillicacid但VA)は， MAMラットのホモジェネイトで対照の約1.4倍

の上昇に留まり， 3，4-dihydroxyphenylacetic acid (DOP AC)は変化がなかった.透析液におけるDOPAC・HVA

のbasalでーの放出量，及び High-K ~ Ringerによる放出の増加量は対照との聞に大きな差がなく， MAMラッ

トでも放出されたDAは直ちに再吸収されることが示された.以上のことから， MAMラットで見られる行

動異常は，線条体の低形成による相対的なDA量の著しい増加が関与している可能性が示唆された.

【目的】 アルキjレ化剤の一つであるMAMは，ラット大脳皮質の組織発生期の胎生15日に経胎盤投与さ

れると，出生仔に小頭症が発現する(1). この小頭症ラットは，脳重量の減少の著しい大脳半球で，モノ

アミン濃度の増加(2，3)，および線条体のグルタミン酸レセプターの結合部位も，増加していることが示さ

れている(4). 機能的にはhyperactivity(のであり，音などの環境刺激に対する興奮闘値の低下を示し，空間

認知機能も障害されていることが報告されている(4). また，走行時に後肢がもつれたりする運動機能障

害も見られる(6). そこで，本実験では運動機能の調節に関与する，大脳基底核を構成する線条体のモノ

アミン量の変動を，脳ホモジェネイトおよびinvivo microdialysis法で検討した.

【実験方法】 動物はWistar-Imamichi系の白鼠を用い，雌雄を交配した翌日を妊娠1臼右し，妊娠15日の

母ラットにMAM(25mg!kg)を腹腔内投与し，小頭症ラットを作製した.生後3ヶ月齢の雄性ラットをエー

テル蹴酔下で断頭屠殺後，線条体をGlowinski& Iversen(7)の方法に従って摘出しドライアイス上で凍結し

た.線条体はO.1NPCAで摩砕し，遠心上清(15，000g，20min)をO.lM酢酸ナトリウムでpH3.0に調整し，フィ

ルター(0.45μm)を通したものをHPLC(エイコム)の試料とした invivo mi∞dialysisでは，モノアミン定

量前日に脳マップ σaxinos& Watson(8)に従って線条体へガイドカニューレ (Control:A=+0.2， L=3， V=3ふ

MAM:A=0，L=2.5， V=3)を付け，翌日透析用プローブを装着して， リンゲノレ液で透析(流速1μLimin)を開

始した. basal levelが安定した3時間後より， 20分ごとに透析液の採取を開始した.脱分極刺激は， 100mM 

むを含むリンゲル液で20分間透析し，試料中のDAおよび代謝物は同様にHPLCで分離定量した.

【結果および考察】 fD線冬休の重量:成熟MAMラットの線条体重量は， 68 i: 3mg(n=9)で対照ラット

(126 i:5mg;n=8)の約1/2の重量で，線条体の低形成が示された.

③〕線条依ホモジ工ネイトにおけるDAおよびその代謝物の濃厚 :MAMラットの線条体のDA濃度は，対

照の約3倍の著しい高値を示した(図1).代謝物の3MTおよひ百VAは， MAMラットで対照の約1.4倍の上

昇に留まったが(データ示さず)， DOPACには大きな変化がなかった(図1).

⑨線条依のinvivo microdialvsisによろDAおよびDOPAC放出量:Ringer液 (4mMK~含有)の透析による

basalのDA放出量は，対照との聞に大きな差は見られなかった(図2).また，回gh-K~含有のRinger液の却
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分間の透析(図2の合action4)では，いずれも著しいDAの放出量の増加が見られたが， MAMラットでは

DA放出量が異常に多く，対照の放出量の約3倍にも達し，ホモジェネイトのDA濃度増加とほぼ同様の増

加率を示した.一方， MAMラットのDOPAC(図2)およびHVA(データ示さず〉の放出量は， basalおよ

びHigh-K+刺激後においても，対照との間に大きな変化はなく， MAMラットでも放出されたDAは直ちに

再吸収されることが示された.

MAMラット線条体におけるホモジェネイトのDA含量，およびHigh-K+刺激後の透析液中のDA放出量の

異常な増加に比し，代謝物の増加が著しくないことは， ドーパミン細胞以外のセロトニン細胞やグリア細

胞の減少によるモノアミン酸化酵素の活性低下によるもと考えられる.DAは大脳基底核における主要な

神経化学伝達物質であり，この部位が逗動機能に深く関与している.更に，この部位の障害が無動・筋緊

張の充進・姿勢と平衡の異常などの錐体外路性運動障害を起こすが，これらはパーキンソン病を代表例と

するDA量の低下がその病因とされている.本実験のMAMラットでは，神経終末部でのDA濃度は逆に異

常に増加しているが，透析液でのbasallevelでは対照と変わりがなかった.脱分極刺激状態ではDA放出量

の増加量が，ホジェネイトの増加率と同様に対照の約3倍を示したが，これは線条体におけるドーノfミン

細胞以外の細胞の低形成による二次的な結果と解釈される.以上のことから， MAMラットで見られる

hyperactivityや興奮性増大などの行動異常の物質的背景の一因として，線条体の低形成によるドーパミ作

動性神経終末の相対的な増加が関与している可能性が示唆された.

【文献】

(1) Spatze， M.組dLaqueur， G.L.(1986) Proc. Soc. BioJ. 
Med. 129:705-710. 

ο) Matsutani， T.巴tal. (1980)よ肱urochem.34:950・956.
(3) Tamaru， M. et al. (1988) Teratology 37:149・157.
(4)百maru，M. et al. (1992) NeurosCI. Res. 14:13・25.
σ) Nagayoshi， M. et al. (1986) B本生E諒 48:14-25.
(6) Tamaru， M. (199のCong.Anom. 34:13・25.
σ) Glowinski， J. and Iversen， L.L. (1966)よNeurochem.
13:655-669. 

(8) Paxinos， G. and Watson， C. (1986) In: The rat brain 
in stereotaxicωordina陥，2nd ed. Acaaemic Press， N. Y. 
(現所属:松谷天星丸，川村学園女子大学)
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〔要約〕

Nicotine曝露に伴う脳内diazepambinding inhibitor (081) mRNA 

発現増強機序の解析

桂 昌司、大熊誠太郎、栗山欣弥

(京都府立医科大学薬理学教室)

Nicotineの長期曝露により、培養神経細胞におけるdiazepambinding inhibitor (DBI) mRNA発現量が増加

することを著者らは既に報告している(3)。本研究では、 nicotine曝露に伴う脳内DBlmRNA発現量増加の

発現機序を明らかにする目的で、マウス大脳皮質初代培養神経細胞(培養細胞)を用い、 nicotine処置に

伴うDBlmRNA発現量の増加に対する種々の薬剤の影響について検討した。培養細胞にnicotineを曝露し

た場合、培養細胞におけるDBlmRNA発現量はnicotineの添加濃度ならびに曝露時間に依存した増加が認

められた。このnicotine曝露に伴うDBl mRNA発現量の増加は、 nicotin~受容体跡t薬であるhexamethonium、
局所麻酔薬であるdibucaineおよびIidocaine、脱分極阻害薬であるtetrodotoxinσTX)およぴ、Naチャネル阻害

薬であるprocainamideのいづれの薬剤の前処置によっても濃度依存的に抑制された。さらに、 nicotine曝露

に伴うDBlmRNA発現量の増加は、電位依存性L型Caチャネル遮断薬である(:t)-verapamilおよび、nifedipine

の前処置によっても完全に抑制された。一方、対照として用いた s-actin mRNA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、 nicotine曝露に伴う脳内DBlmRNA発現量

の増加は、 nicotine受容体活性化に引き続いて生じる電位依存性L型Caチャネルの関口に伴う細胞外Ca2+の

流入が関与していることが示唆される。

[目的]

内在性benz，ωiazepine(BDZ)様物質として知られているDBIが、ラット脳内GABA作動性神経のpresynaptic

vesicleにおいてGABAと共存する神経活性ペプチド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GABA
A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カルボリン類と同様BDZ受容体に対してinverseagonistとしての薬理活性を示
すことから、内在性不安誘発物質と考えられている(1)。従って、 DBIは各種病態発現時の精神症状に深く

関与している可能性が考えられるが、脳内における生理的役割については不明の点が多い。我々は、す

でに培養細胞を用いてnicotineの長期曝露の影響について検討し、 nicotineが脳内においてDBlmRNA発現

の増加を招来することを明らかにした(3)。そこで、今回本研究においてはnicotine曝露に伴う脳内DBI

mRNA発現量増加の調節機序の詳細を明らかにする目的で、培養細胞におけるnicotine処置に伴う DBI

mRNA発現量の増加に対する種々の薬剤の影響について検討した。

[実験方法]

培養細胞(4)への各種薬剤ならびにnicotineの曝露は、 H飢 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、培養14日目にDBlmRNA測定用試料として採取した。 DBlmRNA発現量の測定は、

FastTrack
1M 
mRNA Isolation kit (Invitrogen)を用いてpoly(A)京NAを精製し、ノーザンプロットによる解析

を行った。 PCRによるマウスDBlのcDNA断片をランダムプライマーとe2p]d口Pによりラベルしたものを
プロープとしてハイブリダイゼーションに用い、 DBlmRNAの発現量ををFujixBAS/2000 image analizerに

より解析した。

[結果および考察]

培養細胞にnicotineを曝露した場合、培養細胞におけるDBlmRNA発現量はnicotineの添加濃度ならびに

曝露時間に依存した増加を示した。このnicotine曝露に伴う DBlmRNA発現量の増1101土、 nicotine受容体桔

抗薬であるhexamethonium(10士10-5M)の前処置により完全に消失した。同様に、局所麻酔薬である



dibucaine (10-8_10-6 M)および~lidocaine (10-6 M)、脱分極阻害薬であるTTX(10-12_10-9 M、図1)および、Naチャネ

ル阻害薬であるprocainamide(10-6 M)のいづれの薬剤の前処置によっても濃度依存的に抑制された。なお、

対照として用いたP・actinmRNAの発現量は、これらいづれの薬剤の処置によっても何らの変化も受けな
かった。以上の成績より、 nicotine曝露に伴うDBImRNA発現量の増加には、 nicotine受容体の活性化に伴

う神経細胞膜の脱分極が関与していることが考えられる。

つぎに、 nicotine受容体刺激に伴うシナプス膜の脱分極は、電位依存性L型Caチャネルの活性化を誘発

することから、 nicotine曝露に伴うDBImRNA発現量の増加に及ぼす電位依存性L型Caチャネルの活性化の

影響について検討した。(:t)-verapamil(10-8_10-6 M，図2)および、nifedipine(10-6 M)の前処置は、 nicotine曝露に

伴う DBImRNA発現量ーの増加を濃度依存的に抑制した。この実験成績から、 nicotine曝露に伴う DBI

mRNA発現量の増加には細胞外からのCa2+の流入に伴う細胞内Ca2+濃度の上昇が関与していることが推察

される。

以上の成績より、 nicotine曝露に伴う脳内DBImRNA発現量の増加は、 nicotine受容体活d性化に続く電位

依存性L型Caチャネルの開口に伴う細胞外Ca2+の流入が関与していることが示唆される。

[文献]
1) Corda， M.G. et al.， Neurosci. Lett. 47， 319・324(1984). 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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Fia. 1 Effect of Tetrodotoxin on Nicotine-Stimulated 
白pressionof Oiazepam Binding Inhibitor ρBI)mRNA 
in Primary Cultured Cerebral Cortical Neurons 

Threeμ9 of total RNA were applied to each lane. DBI mRNA 
但velswere determined by the Fujix BAS 2000 Image 
Analyzer. Each data represents the mean I S.E from 4 
separate experiments . 
.uP<O.01 (Bonferroni's担st，N=4)_ 
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Fig. 2 Effect of Verapamil on Nicotine-Stimulated 
Expression of Oiazepam Binding Inhibitor (OBI) mRNA 
in Primary Cultured Cerebral Cortical Neurons 

Threeμ9 of total RNA were applied to each lane. DBI mRNA 
levels were determined by the Fujix BAS 2000 Image 
Analyzer. Each data represents the mean z S.E. from 4 
separate experiments 
"P<O.OI (Bonferroni's担st，N=4). 
NNp<O.OI (Dunne町、tesιN=4).

197 



198 

91 
中枢神経系の幹細胞に強く発現しているRNA結合蛋白質
mouse-Musashiの同定と機能解析

榊原伸一1.3 今井貴雄¥小川正晴人御子柴克彦 3、 岡野栄之 1

c筑波大・基礎医・分子神経生物、 2高知医大・第2生理、 3東大医科研・化学)
〔要約〕

神経系の発生過程で生じている細胞系譜に制御された細胞の運命決定機構において、内在

的な細胞質因子が、幹細胞の分裂過程において非対称的に分布することが予想される。このような内

在的な細胞質因子の例として、我々は、ショウジョウパエ末梢神経系外感覚器の形成過程における非対称

的細胞分裂に必要とされ、神経系に強く発現しているRNA結合蛋白質musashiを同定してきた。ここで

は、ショウジョウバエmusashiのマウス相同分子を同定し、 invitroにおけるRNA結合能を検討した結

果、 RNAIのGホモポリマーと結合することが明らかとなった。又、神経上皮細胞(幹細胞)の低密度培養

の結果、本遺伝子産物は、自己再生する幹細胞において強く発現し、神経細胞あるいはグリア細胞として

細胞分化が進む過程において、急速に発現量が低下することが示された。

強宣1遺伝子発現の転写後調節は、複雑な神経系の発生過程と可塑性等において重要な役割を果
していることが予想される。しかしながら、この神経系における遺伝子発現の転写後調節機構、特にそこ
に関与する遺伝子産物に関して殆ど知見がなかったが、最近、神経系において、遺伝子発現の転写後調節
機構をおこなっている分子のcandidateである神経細胞特異的RN崎吉合性歪白質をコードするmusashi遺
伝子が、ショウジョウバエ神経系に異常を有する変異体のスクリーニングにより同定されている(1)。
|田s-of -functi on typeのmusashi変異体の表現型を解析結果より、ショウジョウバエ mus部 hi遺伝子
産物は、 RNA結合性蛋白質として、 post幽 transcr i pti∞allevelにおいて下流遺伝子群の発現を調節する
ことにより、神経発生過程における細胞の運命決定、特に細胞系譜の形成を制御していると考えられる。
更に我々は、より複雑で高次の神経系を有する輔乳類における musashi遺伝子ファミリーの役割を明ら
かにするために、 musashi遺伝子のマウス相同分子 (mω'se-musashi )の単離を行った.本研究にお
いては、 MαJSE-M USASHI蛋白質について、 1.in vitroにおけるRN峰吉合能の検討、 2.マウス胎生期終
脳を出発材料とした低密度培養系において、単離した神経上皮細胞の分化過程におけるmouse-musashi
の発現パターンを検討した.

[実験方法]--1.mωse-musashi遺伝子のク口一ニング:マウス小脳および胎生期全脳cDNA
ライブラリーを、ショウジョウパヱmusashicDNA断片をプロープとして、 Ic附 stri ngentの条件でスク
リーニングし、 mωse-musashi遺伝子をク口一二ングした。 DNAのsequencingま、 d保ox0去(2)に従っ
て行った o 2.Mouse-musashi蛋白質の RNA-結合能の検討:大腸菌体内で発現させた
Mouse-musashi蛋白質のRNA結合能を、 North-west怠rn法(3)に従って検討した。結合を検討したRNA
分子としては、 5に末端標識したRNAiドモポリマー(AC，G，U)あるいはin vitro転写反応によって標識し
た自分自身のm-RNA (mαJse-musashi mRNA)を用いた。 3.mouse-musashiの発現パターンの
盤抵ムマウス発育期各ステージの中枢神経系におけるMouse-musashi蛋白質の局在を免疫組織化学的に
検討した。また、 MαJse-musashi蛋白質発現細胞の細胞型特異性を、マウス胎生期終脳を出発材料とし
た低密度培養系(4)において検討した。

l結果と考察] ショウジヨウバエ問問的遺伝子をプローブとして|側 stri ngent 
hybr i d zati onを行い、マウス相問分子 (mωse-musashi)のcDNAク口ーニングを行った。推定された
Mωse-musashi蛋白質のアミノ酸配列は、ショウジョウパエ Musashi蛋白質と RRM
(RNん Recogni ti on M oti f)部分において60%の同一性を示した。 cOl1served ami no aci dを計算に入
れると相向性は約90%に及ぶことが明らかとなった。このMαJse-musashi蛋白質のRN崎吉合能につい
て検討を行った。全長M∞se-musashi蛋白質とHis-tagの融合蛋白質を大腸菌体内で発現させ、 Ni-カ
ラムにて精製し、 Northw缶 ternブロット法により、 RNAホモポリマーとの結合能を検討したところ、
polyGホモポリマーとの結合が認められ(図1)、 invitroではG-richな配列が下流標的配列であると
考えられた。このことは、競合実験においても確かめることができた.また、 MαJse-musashi蛋白質が
自分自身のmRNA(mouse-musashimRNA)に結合することが確認された。
次に、 Norther n blot解析・免疫車雌議化学の結果、 mαJse-musashiもショウジョウパエの相同分子
musashi同様に神経系特異的に発現していることが明らかとなった。次に、 Mouse-musashi蛋白質発現



細胞の細胞型特異性を組織切片および低密度の初代培養細胞の免疫組織化学的手法により検討したところ、
n田tlnと同様に、中枢神経系の未分化幹細胞 (CNSstem ce/ 1; neur田pithe/ i al cell)において特異的に
発現しており、未分化幹細胞の非対称的分裂過程において、自己再生する幹細胞において強く発現する一
方、分化していく細胞系譜においては発現量が極めて低く、神経細胞あるいはグリア細胞として細胞分化
が進む過程において、その発現はほとんど消失した(図2) 0 M ouse-musashi蛋白質は、このような発
現パターンとショウジョウバエの相同分子(Musashi)との類似性により、晴乳類神経発生過程における
細胞の運命決定、細胞系譜の形成を制御していると考えられた。現在、 Mouse-musashi蓋白質が、自分
自身以外のどのような遺伝子群の発現をp部 t-tr anscr i pti onal I evelで調節し、神経系の細胞の運命決定
を制御しているのかを解明するために、 MαJse-musashi蛋白質が結合する下流標的配91Jの同定を試みて
いる。
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図1 中枢神経系発生過程における mouse-musashi歪白質(m-Msi)の発現
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11111111 
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図2 mouse-musashi蛋白質のRNA結合能 (Northwesternblot法)

s;分子量マーカー， f;全長mousEトmusashi蛋白質

[文献 1.Nakamura，M.，Q出回」ー etal.， :Neuron 13，67・81，(1994)

2.Sanger F， Nicklen S， Coulson A (1977) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 5463・5467.

3. Siomi， H. et al.， (1993) Nucl. Acids Res. 21，1193-1198 

4仲嶋一範ら (1995)実駿医学印刷中
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海馬CAl錐体細胞による NOSmRNAの発現

遠藤光敏、植村研一

(浜松医科大学脳神経外科)

〔要約〕

ラット海馬CAl錐体細胞は、当初の研究では凶凶coxide synthase (NOS)を発現していない

とされていたが、その後の研究では:NOSの局在を反映するとされている NADPH

diaphoraseの発現はCAl錐体細胞に認められると、訂正された。そこで、本研究では、海馬

CAl錐体細胞がcNOS(constitutive fonnofNOS) mRNAを発現していることを、 specificityと

sf脱出cactivityがともに極めて高いneuralNOSのriboprobeを作成して、 insitu hybridizationに

て確認した。 d切戸obeはcNOS(constitutive or reural fonn of NOS)のcDNAから3種類作成し、

そのspecificityはnorthemblotとribonucl伺 seprotection assayによって確認した。

(目的) 凶凶coxide(NO)は、中枢神経系において神経伝達物質や神経毒としての作用が

注目されている。 longtenn potentiationιTP)では、凶凶coxid巴別0)がretrogradesecond 

messengerとして作用していること、脳虚血障害では、凶凶coxide(NO)が神経細胞死に重要

な役割をはたしていることが示唆されている (3)併)(5)。海馬CAl錐体細胞は、 LTPにおいて

はpostsynapticneuronであり、一過性前脳虚血後には遅発性細胞死に至る。従って、この海

馬CAl錐体細胞がNOSを発現しているかどうかは重要な問題である。当初の研究では、海

馬CAl錐体細胞は凶凶coxidesyn血ぉe(NOS)を発現していないとされていたが、その後、

NADPH diaphoraseの発現はCAl錐体細胞に認められると、訂正された(1)(2)。そこで、本研

究では、海馬CAl錐体細胞がcNOSmRNAを発現していることを、 insitu hybridizationにて確

認した。

(方法) ラット cNOScDNAから、既存の遺伝子と homologyの少ない部分を選択して

これをtranscriptionvecωrに組み込み、 3SS_GTP、3SS_UTPを用いて加vitrotranscriptionによっ

てspecificactivityの高いri加probeを作成した。そのspecificityは、 northemblotとribonucl巴ase

protection assayによって確認した。ラットの一過性前脳虚血は4・vesselo∞:lusionによって作
成した(6)。正常および一過性前脳虚血30日後のラット脳を潅流固定し、脳をとりだして4

O仰nの切片を作成して、倉田tloa也19methodによって卸siωhybridizationを行った(η。

(結果 probeが1O.5KbpのcNOSmRNAを特異的に検出することを、 m託hern凶otによっ

て確認した (Fig.1A) 0 cNOS mRNAは、小脳に多量に、海馬に微量に認められた (Fig.

lA，lB)。このprobeを用いてinsiωhybridizatoinを行うと、正常海馬では、 cNOSmRNAの

分布は、 CA2を除く錐体細胞層、歯状回頴粒層に認められ、散在性の単独神経細胞は非常

に強いcNOSmRNAの発現を示した (Fig.2A) 0 CAl錐体細胞における cNOSmRNAの発

現が錐体細胞によるものであることを確認するために、一過性虚血30日後のラット海馬を

調べた。一過性前脳虚血後には海馬CAl錐体細胞は遅発性神経細死に至ることがわかって

いるので、虚血後のCAl錐体細胞層における cNOSmRNAの発現の消失は、 CAl錐体細胞

自身がcNOSmRNAを発現していることの間接的証明になる (Fig.2B)。

(考察 NOSがクローニングされた当初、恒討tuhybridization、卸lffiUllo1ustchemistry、
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NADPH diaphorase sta卸ingによって、ラッ

ト海馬CAl錐体細胞がNOSを発現してい

ないと報告された(1)。しかし、 LTPの研

究ではCAl錐体細胞によるNOSの発現が

示唆され、 CAl錐体細胞はNADPH

diap加raseI者性であると訂正された(均(句。

今回の結果と Bredtらの結果の相違は、用

いたprobeのspecific旬、 specificactivityの差
によるところが大きいと考えられる。すな

わち、 B陀dtらはoligoprobe用いているた

めに感度が低く、我々はri加probeを用い

ており、さらにさまざまな工夫をしてh

situ hybridizationを行った為に、感度が格段

に改善されたと考えられる。
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Fig. 2 In situ hybridization of cNOS. A: Control hipppocampus. 

B: Ischemia-darnaged hippocarnpus 30 days after transient forebrain ischemia. 
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〔要約〕

Deletion mutant RNAを内部標準に用いた RT-PCR/ HPLCによる

組織中微量 NGFmRNAの定量法の開発

清水博喜、黒木淳、荒川義弘、山西嘉晴

(エーザイ株式会社・筑波研究所)

組織中の微量の神経成長因子 (NGF)の mRNAを測定するために、 deletionmutant RNAを内部標準と

して RNA抽出と RT-PCR(reverse transcription-PCR)を行い、その反応生成物を HPLCにより定量する

系を開発した。 26サイクル増幅する系では、 NGF標準 RNA量が30fg /tube以下であれば検量線は直線

となった。検出限界は 1fg /tubeであった。また変動係数(CV)は、 2.8% (n=5)であった。この方法によ

り、マウス皮j曹および海馬のNGFmRNAを定量した。その結果、皮膚では49.3土15.8fg /mg tissue (n=1 0， 

mean::!: SD)、海馬では 357.8:t58.3 fg /mg tissueであった。この定量法により、微量な mRNAの絶対量

を簡便に、安全に、かつ再現性よく定量することが可能となった。

[はじめに1NGFは標的由来神経栄養因子として、中枢神経においては大脳基底核コリン作働性神経の標
的部位である海馬や新皮質などで産生され、末梢においては知覚神経および交感神経の標的部位で産生さ

れる。知覚神経の標的部位である皮膚での NGFの発現は、 collateralsproutingに重要な役割を果たして

いることが知られているが (1)、その微量 mRNAの定量は従来の Northernblotting法では oligo(dT)カラ

ムを用いて mRNAを濃縮する必要があるなど、操作は煩雑であり定量性も劣る。

近年、微量な mRNAの定量に、 RT-PCRが応用されつつある。しかし、 PCRでは一般にサイクル数の

増加とともにテンプレートと PCR生成物聞の検量線の直線性は失われる。そのため直線性を保つには、

サイクル数を抑え、微量の PCR生成物を検出する方法が必須となる。一方、 RNA抽出における回収率の

ば‘らつきを考慮し、定量性および再現性を確保するためには内部標準 RNAを用いることが有効である。

今回、我々は、 NGFの標準 RNAより 51base欠失させた RNA(deletion RNA)を内部標準RNAとし、

これを RNA抽出時から試料中に添加し、得られた総 RNAについて RT-PCRを行い、その反応生成物を

HPLCで定量する系を開発した。 deletionRNAを内部標準とすることで、試料聞の RNA回収率や操作上

のばらつきを補正し、さらに標準および内部標準 RNAの逆転写効率および PCRでの増幅効率の差を最

小限に抑えるようにした。また、 HPLCにより微量の RT-PCR生成物を検出し、 PCRサイクル数を抑え

た PCRの直線域での定量が可能となった。この方法により、マウス皮膚および海馬の NGFmRNAの定

量を行った。

[方法1NGF mRNAの標準 RNAおよび内部標準 RNAの作製:RT-PCRによって取得した pre-prQNGF 
cDNA (930 bp)をBluescriptベクターに挿入した pKSpNGから 51bpのdeletionを施し (pKSdNG)、さら

に pKSpNGおよび pKSdNGの挿入部位の 3'末端側に poly(A) (100 bp)を付加した。両プラスミドから

RNA polymeraseにより RNAを合成し、各々標準 RNA(pNG RNA)、内部標準RNA(dNG RNA)とした。

総 RNAの抽出:ICRマウス (5週齢、雌)の皮膚および海馬を取り出し、 dNGRNAを一定量(皮膚には

20 fg /mg tissue、海馬には 250fg /mg tissue)添加し、 AGPC法 (2)の変法により総 RNAを抽出した。

RT-PCR反応:総 RNA(皮膚では約 1μg;海馬では約 0.1悶)をテンプレートとし、 AMVRTase (宝酒

造)と oligodT-primerを用いて逆転写反応(370C15 min)した後、 Taqpolymerase (宝酒造)により、 PCR

反応 (940C2 min， 610C 2 min， 720C 5 minで2cycie後、 940C1 min， 61 oC 1 min， 720C 2 minで24cycle) 

を行った。 NGF特異的プライマーとして、 sense5' -GCAGACCCGCAACATCACTG・3¥anti-sense5'-

ATCTCCAACCCACACACTGACA-3・を用い、 pNGRNAからは 241bp、dNGRNAからは 190bpの RT-

PCR生成物を得た。

HPLCによる RT-PCR生成物の定量:非多孔性イオン交換カラム TSKgelDEAE-NPR (35 mm x 4.6 mm 

i.d.)(東ソー)を用い、 RT-PCR反応液の 20μlを分析した。溶離液には、 20mM Tris-HCI (pH 9.0)を用
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い、 0.47Mから 0.58MのNaCI濃度勾配溶出を行った (1試料あたり 17.5min)o DNAの検出は、 UV検出

器 (SPD・10A，島津製作所)により、 UV260 nm (0.002 AUFS)で行った。

[結果]pNG RNAおよびdNGRNAのRT-PCRは、各々の RNAの10-30fgの添加量に比例して RT-PCR

生成物を増加させた(図1)。しかし 60旬以上では直線性は損なわれた。また一定量の dNGRNA (10 fg) 

とpNGRNA (1-30 fg)を同時に加え RT-PCRを行ったところ、内標に対する比率は、加えた pNGRNA 

(1-30 fg)に対して直線関係が認められた。また HPLCによる PCR生成物の検出限界は、 0.2ng以下で

あった。 mRNAの RT-PCRによる検出限界は、この系では 1fg /tubeであったが、 mRNAの量にあわせ

たサイクル数の設定により、さらに下げることが可能である。さらに、 pKSpNGより得られた cDNAを

用いて PCRを行い解析したところ、この系 Jでの逆転写効率は約70%、増幅効率は1サイクル当たり平均

1.94倍であった。ただし24-26サイクルではほぼ 2.00倍の効率であったため初期の増幅での低効率が

示唆された。次に、マウス皮膚および海馬の総RNA画分中の NGFmRNAを定量した(図2)。その結果、

マウス皮膚および海馬の NGFmRNA量は各々 49.3:!:15.8 fg /mg tissue、357.8:!:58.3 fg /mg tissue (n=10， 

mean:!: SD)であった。また、この系における CVは、 2.8% (n=5)であった。

[考察l我々は、内部標準 RNAを用いた RT-PCRと高感度の HPLCを組み合わせることで、組織中の微
量NGFmRNAの定量を可能にした。今回測定したマウス皮膚および海馬のNGFmRNA量は、我々がpoly

(A)+函分を用いて Northernblotting法で得た値(皮膚;30 fg /mg tissue，海馬;300 fg /mg tissue)とほぼ同レ

ベルであったことからも、この系が妥当な系であると考えられた。 RT-PCRで定量を行うためには、添加

RNAと反応生成物との聞に直線性が保たれるところで測定を行うことが望ましく、我々の系では、 RT-

PCRによる生成物が、約 150ng /tube以下であれば添加 RNAと反応生成物との聞に直線性が得られるこ

とが明らかとなった。この定量法は、様々な生体内の微量mRNAの絶対量を測定することが可能であり、

簡便性、再現性および RIの必要がないという安全性の点で、非常に有用性の高い方法である。

[文献]1.Mearow， KM.， Kril， Y. and Diamond， J. (1993) Neuroreport.， 4， 351・354
2. Chomczynski， P. and Sacchi， N. (1987) Ana/. Biochem.， 162， 156司159
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94 抗うつ薬連投によるセロトニン2C受容体mRNA発現

東国道久、渡辺裕司

富山医科薬科大学・和漢薬研究所・生物試験部門

〔要約〕

抗うつ薬の脳内 5・HT2C受容体 mRNA量におよほす影響について、 insitu hybridization法を用いて検

討した。 5・HT2C受容体の第E細胞内ループ近傍に相当する部位に結合するジゴキシゲニン標識

antisense RNAを試験管内合成し、これをプローブとしたところ、脳室内の脈絡叢や海馬、手綱核など

で5-lfロCmRNAが検出された。 Imipramine、maprotiline、mianserin各20mg/kgを1日1回4日間経
口投与したラットでは、これらの部位での 5・HT2CmRNA量が増大していることが認められたことか

ら、一部抗うつ薬は、 5・HT2CmRNA発現を促進していることが考えられる。

【目的】

セロトニン受容体は、クローニングおよび共役する細胞情報伝達機構に基づき13種以上ものサブタイ

プに分類されている。そのうち、 5-HT2Cサブタイプ受容体(かつては5・HT1Cと称されていた〉は

最初にクロ ニンク守されたセロトニン受容体であり、イノシトールリン脂質代謝に共役し、脈絡叢に

特に多く、脳全体に広く分布していることが知られている。しかしながらその生理機能については明

確にされていない。抗うつ薬の一部は、急J性の作用として 5・HT2C受容体の遮断薬として作用するこ

とが示されているσ-5}，一方、治療薬としての抗うつ薬がその効力を現わすには長期投与が必要とさ
れていること、および5・HT2C受容体自体が形質転換活性を有していること (1)から、抗うつ薬が遺

伝子発現を介して治療効果を現わしていることも考えられる。そこで本研究では、抗うつ薬連投によ

る脳内 5・HT2C受容体mRNA量の変化を、ジゴキシゲニン標識した同受容体第皿細胞内ル プ近傍

のantisenseRNAをプロープとして、 insituhybridizati叩法により検討した。

【方法】

プロープの合成:5-HT2C受容体 cDNAを組み込んだpBluscriptKS(ー)ベクターを、以下の手順で処理

することにより、 5・HT2CDNA配列の 1，355-1，888に相当する部分が組み込まれたベクターを再構築

した:1) Xho 1切断、Bln1切断後、形成される 5'突出末端を平滑化し、 ligation，2) Sac 1切断、

Bsm 1切断後、形成される 3'突出末端を平滑化し、 ligationした。再構築したベクターより antisense

probeを合成する際には、HincIIでベクターを切断後、ジゴキシゲニン化UTPを含む反応液中で、 T3

RNAポリメラ ゼを作用させ、以下常法に基づいて、操作を行った。一方、 senseprobeを合成する際

には、 Apa1切断後、 T7RNAポリメラ ゼを用いた。脳切片の作製止 insitu hvbridization : Wistar雄

性ラット (8週齢、 220・250ρに、各種抗うつ薬を4日間、午後 3:00に経口投与し、最終投与の 60

分後に断頭、脳を取り出し、ドライアイスで凍結後、・800Cに一晩保存した。クリオスタットを用い

て、厚さ 16μmの脳切片を作製し、ゼラチンコ トしたスライドガラス上に接着させ、乾燥後、・80

℃で一晩保存した。 Hybridizationを行う際には、切片を室温に戻した後、 4%パラホルムアルデヒド

で国定し、 prωeinaseK処理、 acetylation処理を行い、プロープと 550Cで一晩結合させた。結合した

ジゴキシゲニン化プローブに、アルカリフォスファターゼ活性を有する抗体を付加し、 BCIPを基質

としたアルカリフォスファタ ゼ法により、検出した。

【結果と考察】

5・HT2C受容体の第E細胞内ループから第W細胞内部位のN末端側に相当する 1，353・1，888に結合す

るジゴキシゲニン化 antisens巴RNAをプロ ブとして 5・HT2CmRNAの脳内分布を検討したところ、



側脳室や第三、第四脳室の脈絡叢に特に強く mRNAが検出され、また海馬(特に CA3)、手綱核や扇

桃体、梨状葉、視床下部背内側核lこも多く存在し、皮質にも弱L、ながら検出された。一方、 sense

probeではこれらの結合はほとんど認められなかった。この結果は 32pを用いたこれまでの知見ο)と
よく一致しており、今回用いたプロープの高い特異性と、第亜細胞内ループ配列の受容体固有性を示

していると思われる。また、ジゴキシゲニン標識は、特異性の高いことに加え、取扱いが容易で安全

であること、および検出までの時聞が短いことなど、から、これまでの放射性標識に変わる有用な検出

法であることが示唆された。抗うつ薬を4日関連続経口投与したラットから脳切片を作製し、 5-HT2C

mRNAを検出したところ、 20mg/kg imipramine、20mg/kg maprotiline、20mg/kg mianserin投与ラット

において、 mRNA量が増大していることが認められたが、 20mg/kg desipramineでは著明な変化は観

察されなかった。アフリカツメガエル卵母細胞に mRNAを移入することにより 5・HT2C受容体を再

構成した系で、 imipramine、mianserin等の一部抗うつ薬は、 5・HT2C受容体電流応答を抑制するもの

の、 desipramineは弱L、ことが示されている (3，4)。今回の知見は、薬物作用の点で類似しており、一部

抗うつ薬による急性の作用としての 5-HT2C受容体抑制が繰り返されることによって、その補償機構

としての 5-HT2CmRNA生成量の増大を生じている可能性が考えられる。 5・HT2C受容体はそれ自体

が形質転換活性を有していることが、 DNA導入線維芽細胞において示されていることから (1)、生成

された 5-HT2CmRNAおよび受容体が新たな遺伝子発現を引き起こすことによって、抗うつ作用を示

す可能性も考えられる。今回の知見は、一部抗うつ薬の連投がふHT2CmRNA発現に影響を及ぼすこ

とを示しており、 5-HT2C受容体と抗うつ薬との関連性を、遺伝子発現の観点からさらに詳細に検討

する必要性があろう。

【参考文献】

1) Julius， D.， Livel1i， T.J.， Jessell， T.M. and Axel， R. (1989) Science 244， 1057・1062.

2) Mengod， G.， Nguyen， H.， Le， H.， Waeber， C.， Lubbert， H. and Palacios， J.M. (1990) Neurosci. 35，577・591.

3) Tohda， M.， Takasu， T. and Nomura， Y. (1989) Eur. J. Pharmacol. 166，57-63. 

4) Tohda， M. and Nomura， Y. (1991) Eur. J. Pharmacol. 200， 305-310. 

5) Tohda， M.， Tohda， C.， Oda， H. alld Nomura， Y. (1995) Neurosci Lett. in press. 
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グルタミン酉愛レセフロターーす舌柱主イヒで、言秀走塁

95 される遺伝子発現カスケードの解析
津田正明、佐野訓明

(岡山大学・薬学部・微生物)

【要約】

カイニン酸(KA)のラット腹腔内投与によるケイレン誘発によって、海馬及び大脳皮質に著し

いc-色E誘導が起こり、 AP-1活性化とともに脳由来神経栄養因子(BDNF)遺伝子の発現誘導が起こ

る。 BDNF遺伝子のプロモーターl上のTRE(TPA-responsiveelement)類似配列は、 AP-1活性化に

応答可能であった。さらに、初代培養系において、グルタミン酸レセプターあるいは電位依存

性カルシウムチャンネルの活性化でBDNF遺伝子の発現誘導が、 AP-1活性化と時間的に呼応して

起こることが明らかとなった。また、 BDNFmRNAは代謝回転が速く、実際に培養を低KCl濃度(5

mM)で行うとBDNFmRNAは速やかに消失する。一方、高KCl濃度(25mM)ではBDNFmRNAのレベルは高

く保たれ、グルタミン酸刺激を加えても細胞死は起こりにくかった。

シナプス伝達を受けて活性化される機能遺伝子群を明らかにして、その制御機構を解析すれ

ば、神経機能発現メカニズムの一端を理解することも可能である。実際に、グルタミン酸入力

でc一色呈などの転写制御因子遺伝子や、 BDNF遺伝子の発現誘導が顕著に認められる。そして、こ

れら遺伝子群の発現は、機能上のつながりを持ってカスケード的に活性化されている可能性が

強い。しかし、活性化されるAP-1結合活性などが、実際lこBDNF遺伝子などの機能遺伝子の発現

に関わっているかどうかについては全く明らかになっていない。そこで、この遺伝子発現カス

ケードの一端を明らかにする目的で、 BDNF遺伝子の発現制御機構について、特にAP-1活性化と

の関連で検討を加えた。

【方法】

成熟ラット lこカイニン酸(10mg/kg)を腹腔内投与して、各時間毎に小脳、海馬、大脳皮質を

摘出し、細胞質RNA、核抽出液を調製した。また、一週齢マウス小脳あるいは18日齢ラット胎児

海馬から、小脳頼粒細胞及び、海馬神経細胞の初代培養系をそれぞれ調製したO.2)。培養開始
後6-7日目に、クソレタミン酸(50μM)あるいはBay-K8644(2μM)を加え、同じシャーレの細胞か

ら細胞質RNA及び核抽出液を調製した。各mRNAの発現量はノザンブロットハイブリダイゼーショ

ンによって、 AP-1結合活性はゲ、ルシフトアッセイによって測定した。神経細胞死の測定は、乳

酸脱水素酵素(LDH)法及びFDA(Fluoresceindiacetate)による蛍光イメージング法によった。

【結果】

カイニン酸の腹腔内投与後2-4時間目にわたって、海馬及び大脳皮質においてc-担呈，訟豆B.主

主-2.c-it!旦，住民の著しい発現誘導が認められた。 BDNFmRNAの発現も、海罵、大脳皮質で、 c一色

E誘導に少し遅れて4時間目頃から顕著に認められた。

BDNF遺伝子のプロモーターI上のTRE類似配列を含む数種類のDNAプローブを作製し、カイニン

酸投与後のラヅト海馬の核抽出液でゲ、ルシフトアッセイを行った所、 DNA結合活性の上昇が認め

られた。これは、 TREによってD制結合の競合阻害を受けるので、 AP-1結合活性によるものと考

えられた。また、その上流に結合するMyc配列結合活性は、 TREによっても競合阻害を受けるこ

とがわかった。

海馬初代培養系にクゅルタミン酸あるいはBay-K8644を加えると、 c-白星などの発現誘導が1時間

目から顕著に認められ、それに遅れてBDNFmRNAの発現量の上昇が認められた。同じ細胞から核
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抽出液を抽出しゲルシフトアッセイを行うと、 BDNFrnRNAの発現上昇と時間的lこ一致してAP-l結

合活性の上昇が認められた。 BDNFmRNAの発現上昇は、ニカルジピンで抑えられた。

培地のKCl濃度を5rnM'こ落とすと、 c-fosrnRNAとともにBDNFrnRNAの急激な減少が認められた。ま

た、 BDNFmRNAはシクロヘキシミド投与で上昇した。この低KCl濃度では、グルタミン酸刺激を加

えると、高KCl濃度(25rnM)に比べて神経細胞死が起こりやすい傾向にあった。

【考察】

生体脳及び初代神経細胞培養系を用いた解析の結果、活性化されたAP-l結合活性がBDNF遺伝

子の発現誘導lこ関わっている可能性が強く支持された。しかし、 BDNF遺伝子の発現は、最初期

遺伝子の発現様式を示した。 BDNF遺伝子の発現レベルの低い細胞では、グルタミン酸刺激で細

胞死が起こりやすかったことから、 BDNFが二次的に細胞の生存維持に関係した遺伝子群の発現

を促していることが予想された。このように、グルタミン酸入力で機能上のつながりを持って、

遺伝子発現のカスケードが活性化されている可能性がある。
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96 yーヒドロキシ酪酸によるマウス小脳頼粒細胞初代培養系の核
内CREおよびAP-lDNA結合活性増加におけるCa2+の関与
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において、 Yーヒドロキシ酪酸(GHB)により誘導される核内

cyclic AMP responsive element (CRE)およびactivatorprotein 1 (AP-1) DNA結合活性に対する

GABABアンタゴニストの作用およびCa2+の関与を検討した。核内 CREおよびAP-1DNA結合

活性は 1mM GHBの処置により上昇したが、 GABABアンタゴ、ニス卜の CGP35348 (1 mM)およ

び CGP55845 (1μM)によりこの作用は措抗された。 1，2-Bis(2'-aminophenoxy)ethane 
N，N，N'，N'-tetraacetic acid tetraacetoxymetyl ester (BAPTA-AM)またはtha戸igarginで細胞を前処

置すると GHBによる DNA結合活性上昇作用は認められなくなった。以上より、 GHBは、

GABAB受容体を介して細胞内貯蔵部位から Ca2+を遊離させること、また、この Ca2+動員が核

内CREおよびAP-1DNA結合活性上昇に重要な役割を果たしていることが示唆された。

〔目的〕 てんかん小発作様症状を誘発させることが示されている Yーヒドロキシ酪酸(GHB)(l)

が、小脳頼粒細胞初代培養系においてcyclicAMP responsive element (CRE)およびactivator

protein 1 (AP-1) DNA結合活性を上昇させること、およびこの上昇がGABABアンタゴニストの

CGP 35348 (1 mM)で括抗されることを昨年の本学会で報告したが (2)、その機構については不

明な点が残されている。そこでこの度は、 GHBによる CREおよびAP-1 DNA結合活性の上昇

機構をより明らかにする目的で、 DNA結合活性上昇に対する GABABアンタゴニストの影響お

よびCa2+の関与について検討した。

〔方法〕 小脳頼粒細胞初代培養系の調製、核抽出液の調製およびゲノレ、ンフトアッセイは既報の

方法で行った (2)0 32 Pで標識した2本鎖 CRE (5' -GA TTGGCTGACGTCAGAGAGCT -3')およ

びAP-1 DNA (5'-GATCCGGCTGACTCATCACTAG-3')をゲ、ル、ンフトアッセイのプローブと

して用いた。受容体結合実験は、[3 H]baclofenを放射性リガンドとして既報の方法(3)で遠心法

により行った。

〔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、 1mM 

GHBの処置により上昇したが、 1mM CGP 35348および1μMCGP 55845の共存によりこの上

昇は措抗された。マウス脳膜標品における[3 H]baclofen結合に対する CGP55845のlC50値も

CGP 35348と比較して 1，0∞倍以上低かった。細胞内Ca2+キレート剤である BAPTA-AMで細

胞を前処置すると、 GHBによる CREおよびAP-1DNAの結合活性上昇は抑制された(図1)。

また、 GHBによる CREおよびAP-1 DNA結合活性上昇作用は小胞体の Ca2+ -ATPase阻害剤

である thapsigarginの前処置によっても措抗された(図 2)。細胞外液から Ca2+を除去した場

合も GHBのDNA結合活性上昇作用は認められなくなったが、この条件下ではGABABリガンド

の受容体への結合自体も抑制された。
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〔考察〕 受容体結合実験よりCGP55845のGABAB受容体への親和性はCGP35348よりも

1，0∞倍以上高いことが確認された。この親和性の差は、 GHBによる CREおよびAP-1 DNA 

結合活性上昇に対する両化合物の括抗作用に反映されていた。我々は、マクス小脳頼粒細胞初代

培養系において、 GHBが細胞内Ca2+濃度を一過性に上昇させることを報告しており (4)、この

結果と本実験結果を考えあわせると、 GHBはGABAB受容体を介して細胞内貯蔵部位から Ca2+ 

を遊離し、このCa2+動員が核内CREおよびAP-1DNA結合活性上昇に重要な役割を果たして

いることが推察される。また、外液のCa2+は、 DNA結合上昇の過程よりも GHBのGABAB受

容体への結合に必要であると考えられも。
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図 1BAPTA-AMのGHBによる CREおよびAP-1DNA結合活性上昇の阻害

核抽出液はBAPTA-AMで10分間前処置後、 11llMGHBで60分間処置した細胞から調製した。
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97 
低酸素・再酸素化により発現誘導される新規RNAスプライシング

調節因子ーアストロサイトのinvitro低酸素モデ、ルを用いてー

0松尾徳幸 1・小)11智ぺ今井祐二ぺ高木勉ぺ山下俊英ぺ甲村英二ヘ早JII徹ヘ遠山正調和中明生 l
大阪大学医学部 第二解剖1)第一内科2¥ 脳神経外科 3) 分子脳機構(田辺 4) 大日本製薬5)

〔要約〕

培養ラットアストロサイトにおいて低酸素・再酸素化により発現誘導される新規遺伝子

RA301を同定した。 RA301は288個のアミノ酸よりなるSR蛋白(町ぜA認識モチーフ、 2つの

SRドメインを有する)をコードする事が明らかとなったc 本因子はショウジョウパエ性決定に

機能するスプライス調節因子transfonner-2とシークエンス、 ドメイン構造上最も相同であり、

類似の機能を持つことが示唆された。 RA301mRNAは再酸素化後30分で、発現誘導され、この誘

導はNADPHoxidase阻害剤であるdiphenyliodonium (DPI)によりブPロックされ、蛋白合成阻害剤

cycloheximideではブロックされなかった。以上の事実はRA301の転写がoxygenradicaHこより直

接制御されていることを示唆している。低酸素・再酸素化時にアストロサイトにおいて発現増

強するIL-6に対してRA301のアンチセンスオリゴヌクレオチドは抑制的に働き、培養上清中の

IL・6活性を有意に減少させた。またラット中大脳動脈閉塞モデルにおいて、 RA301mRNAは虚

血側大脳半球において血流再開後12時間より発現増強してることが観察された。 RA301は低酸

素・再酸素化という生体ストレスに対する細胞応答において重要な役割を担う新規因子と考え

られる。

(はじめに)

虚血性の臓器傷害は低酸素そのものによる傷害と同時に、再潅流によるダメージも大きな要因

となる。このようなストレスにさらされた細胞の応答を分子レベルで、検討する目的で培養アス

トロサイトのinvitro低酸素負荷モデ‘/レを用いて、 DifferentialDisplay法により再酸素化早期に発

現誘導される遺伝子群を検索した。取得したいくつかの候補クローンの内、 1クローンはホモ

ロジーサーチの結果ショウジョウパエの性決定に関与するRNAスプライ、ンング調節因子tra-2と

相向性を有することが判明した。本研究ではこの分子 (RA301)の一次構造の決定、培養アス

トロサイトにおける低酸素、再酸素化状態での発現の経時変化、発現誘導に対するoxygen

radicalの関与を検討すると共に、 RA301の機能的意義を探る目的で、 IL-6産生分泌システム1)に

対するRA301アンチセンスオリゴヌクレオチドの影響、及びラット中大脳動脈閉塞モデ、ルにお

けるRA301mRNAの発現をinsitu hybridization法を用いて解析した。

(方法と結果)

生直後ラット大脳皮質よりのアストロサイトの初代培養はMaCarthyらの方法に準拠して行っ

た。 invitro低酸素負荷(H)は低酸素チャンパー(CoyLaboratory Products)内に培養皿を置くことに

より行し刊、再酸素化(R)は外気に戻すことにより行った。 TotalRNAはAGPC法により各時点の

細胞より調整し、 DifferentialDisplay(DD)法及びノザン解析に供した o DN去はLiangand 

Pardeeの方法を改変して行った。 cDNAライブラリーのスクリーニング、シークエンス解析、

ノザ、ン解析は定法に従った。 DD法を用いて培養アストロサイトにおいて再酸素化早期に発現

誘導される遺伝子を検索したところ、いくつかの候補cDNAが得られた。本研究ではこの内の

一つRA301について詳しい解析を行った。まずDD法で得られたcDNA断片を用いたノザン解析

によりRA301m陪~Aは正常酸素濃度下で一定の発現レベルを示すが、低酸素時に低下し、再酸

素化15分後より上昇し始め、 30分-1時間でピークに達する。その後4時間後には低酸素時のレ



ベルまで低下する。またこの発現誘導はNADPHoxidase inhibitorで、あるDiphenylIodoniul11の添加

によりほとんど完全にブロックすることが出来た。またこの発現誘導はcyc1ohexil11ideの添加で、

は影響を受けないことより新規の蛋白合成を介さずに直接oxygenradicaHこより調節されている

可能性が考えられた。

DD法で得られたcDNAをプローブとしてライブラリーをスクリーニングし、全長cDNAを取得、

その一次構造を決定した結果RA301は288個のアミノ酸よりなるSR蛋白をコードしていた。

N末とC末にセリン、アルギニン残基に富むSRドメインがあり、中間にはRNA認識モチーフ

(RRM)が存在し、構造的に(シークエンスからも)ショウジョウパエのtransfonl1er-2(tra-2)に最も

相同である事がわかった。 tra-2は町ぜAスプライシングの調節因子であることから孔日01も同様

の機能を持つ可能性があるのでIL・6産生システムに対するRA301のターゲッティングの影響を

観察した。 IL・6活十生はMH-60細胞を用いたバイオアッセイで、蛋白量は特異抗体を用いたウエ

スタンプロットで測定した。アンチセンスオリゴヌクレオチドはRA301の翻訳開始部を含む3

種(YS・59，60， 61)を作成=併せてそれらのセンスオリゴも合成し、いずれのオリゴも10μMの濃

度で用いた。このうちYS・60のみが効果があり IL・6の産生量、活性ともにコントローノレの

60%種度まで低下させたc またいずれのオリゴを用いた場合でも細胞の生存率には有意な変化

はなかった。また成熟SDラットにおいて動脈癌用クリップにより片側MCA閉塞再潅流モデル

を作成、 insitu hybridization法によりRA301l11町ぜAの発現動態を観察したところ、虚血再潅流後

12・24時間後にピークを持って、虚血側大脳半球lこRA301mRNAの発現増強が観察された。

(考察)

RA301 は新規の町~A結合蛋白であり、再酸素化のシグナル(おそらく NADPHoxidase、ンステムの

活性化を介するもの)により直接誘導がかかる非常にユニークな分子であることが判明した。

急速なエネルギー、蛋白合成能の復活、ラジカノレなどに対する防御などの再酸素化直後の細胞

応答の一端を担う重要な機能を有することが考えられるが、これ以外にも新規の細胞内代謝経

路が賦活化されている可能性があり、今後の重要な課題である。
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Figure 1.ラット培養アストロサイトにお

けるRA301の発現。

正常酸素下(N)および24時間低酸素負荷

後、再酸素化したアストロサイトより、

再酸素化直後、 0.5-12時間後にRNAを抽

出、 RA301のcDNAプロープを用いて

norhtern blotを行った。下段はs-actinによ

るinternalcontrol。
Figure 2. SDラット片側MCA閉塞再潅流モ

デルにおけるRA301の発現。

成熟SDラットの片側MCA閉塞・再潅流に

よって脳虚血モデルを作成し、 12および

24時間後に潅流固定し、 insitu 

hybridization ~去によってRA301の発現を検

討した。
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1本鎖CRE結合蛋白質 (ssCRE-BP) のDNA結合活性を増加させる因
98 子について

大杉武、丁云、三木直正 (大阪大医第一薬理)

〔要約〕
モルヒネ慢性投与により、 DNA結合活性が変化する核蛋白質がマウス小脳に存在し、

l本鎖のcAMPresponse element (CRE)考特異的に認識して結合することを見いだしている。

この蛋白質(ssCRE-BP)のDNA結合活性は、単独では弱いが、カゼ、インなど他の因子によ

って、 ssCRE-BPの結合活性は特異的に増大する。今回、 ssCRE-BPとグルタチオンーS-ト

ランスフエラーゼ(GST)との融合蛋白質(GST-ssCRE-BP)を用いて、 ssCRE-BPのDNA結合

活性を増加させる因子について検討した。 ssCRE-BPに結合する因子について調べるため

に、 GST-ssCRE-BPとマウス小脳の核抽出液をインキュベートした後、グルタチオン.セフ

アロースカラムにGST-ssCRE-BPを吸着させた。 5mMグルタチオンによって、 GST-

ssCRE-BPと共に、 50kDa、38ゆ aのポリペプチドが溶出され、 ssCRE-BPは他の因子と複

合体を形成して存在していることが示唆された。

[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をプローブとしてゲルシフトア

ツセイを行ない、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

結合するが、単独では、 DNA結合活性は弱い。しかし、カゼインや核抽出液が存在する

と、 ssCRE-BPのDNA結合活性は増加した。また、モルヒネの慢性投与により、 ssCRE-BP

のmRNAや蛋白量は有意に変化しなかった(3 )。従って、 ssCRE-BPに結合してDNA結

合活性を増加させる因子が、モルヒネ慢性投与により、変化する可能性がある。今回、

GSTとの融合蛋白質を用いて、 ssCRE-BPに結合する因子について検討した。

[実験方法]

1 )ウエスタンプロット:マウスの各組織の蛋白質をSDS-ポリアクリルアミドゲルに泳

動した後、ニトロセルロース膜に転写した。 GST幽ssCRE-BPを抗原として、ポリクローナ

ル抗体を作製し、 ssCRE-BPを検出した。

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) 0 

[結果及び考察]
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1)マウスの小脳、大脳、肝臓、肺、心臓、腎臓、精巣などを用いて、ウエスタンプロッ

トにより、 ssCRE-BPの組織分布を検討したO 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酬BPが、脳において重要な機能を持つことが示唆された。

2)モルヒネ慢性投与群のマウス小脳のssCRE-BP量と対照群では有意な差は見られなか

った。従って、 ssCRE-BPと結合してDNA結合活性を増加させる因子がモルヒネ慢性投与

により変化する可能性が示唆された。

3) GST-ssCRE-BPとグルタチオンーセフアロースカラムを用いて、マウスd、脳の干支抽出中
に存在するssCRE-BP結合因子について検討した。 5mMのグルタチオンにより溶出される

分画に、 GST-ssCRE-BPと共に50kDa， -/38ゆ aのポリペプチドが存在した(図 2) 0 現在、

これらのポリペプチドについて検討を行っているO

4・-GST・ssCRE-BP
4・-50 kDa 
4・-38 kDa 

ヲ

[文献]

( 1) Osugi， T. et al.， (1994) Mol. Brain Res.， 21， 256-262. 

( 2 )大杉武、他， (1993)神経化学， 32 (1)， 64-65. 

( 3 )大杉武、他， (1994)神経化学， 33(1)， 162幽163.
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99 ラット・ヒポカルシンのゲノム遺伝子の解析

〔要約〕

小林正明、斎藤茂治、黒木貴夫*、斎藤優、野口鉄也、高松研

(東邦大学・医学部・第二生理、*第一脳外)

ラット白血球由来ゲノム DNA ライブラリーよりヒポカルシンのゲノム遺伝子を単離した。ラッ

ト・ヒポカルシン遺伝子は、約 13kbpのゲノム遺伝子中に3個のエキソンに分断されて存在してい

た。ラット脳の各領域から得た全 RNAについて、プライマー伸長反応および Slマッピングを行っ

たところ、海馬および大脳皮質では開始コドン上流ー228bp (T)からヒポカルシンrnRNAの転写が

開始されていることが明らかとなった。ヒポカルシンの開始コドン上流域約1.5kbpの塩基配列を決

定したところ、 AP1，NF1およびHSTF(h回tshωctranscr刷 !onfactor)などの転写調節因子の結

合領域の存在が認められた。また、転写開始点上流ー80bp近辺にはCAATボックスが存在していた。
[ 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

kDaのカルシウム結合蛋白質である1)。すでにラットおよびヒトの cDNAが単離され、ヒトでの遺

伝子座は常染色体 1番上に haplo!dあたり single∞>PYで存在していることが明らかとなっている2)。
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3)。ヒポカルシンと相向性の高い蛋白質が、

網膜4-7)、脳1)，8，9)および神経一筋接合部10)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ことが明らかとなっている。網膜視細胞には、ロドプシン

のリン酸化を高カルシウム濃度で抑制するもの11)と、 guanylatecyclaseの活性を低カルシウム濃度

で活性化するものの2種が報告されている7)。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12，13)。いずれも生理機能については明らかにされ

ていないが、神経細胞内の情報伝達の調節に関与していると思われる。今回、我々はヒポカルシンの

海馬に特徴的な転写調節機構を解明する目的で、ラットのゲノム遺伝子のクローニングを行った。

[ 実験方法 ] 

1)ゲノム遺伝子クローニング:ラット白血球由来ゲノム DNAライブラリー (ClontechLa凶.USA) 

を、ラット・ヒポカルシン cDNAの5'ー非翻訳領域(ー174-ー1bp)をプローブとしてスクリーニン

グした。

2)プライマー伸長反応:合成オ1)ゴヌクレオチド (5・-TACTCCAGAAGGGCCCTCAGACA-3';ラ

ット・ヒポカルシン cDNAの5'-非翻訳領域 (-91--113 bp)の加tisense鎖)について 5・末端の

[32PJ標識を行い、酵母、ラットの肝臓、小脳、大脳皮質および海馬の全即>J"Aに対し逆転写反応を

行なった。ラット・ヒポカルシンのゲノム DNA中、開始コドン上流域に対し、同じプライマーを用

いて referenceseQuenceを作成した。

3) Slマッピング:ラット・ヒポカルシンのゲノム DNAから、開始コドン上流約 350bpをベク

ター pBSSK(ー)に導入し、 sense鎖の一本鎖 DNAを調整した。上述の標識プライマーを用い、棺補

鎖を合成した後、標識鎖を精製した。この標識鎖を用いて、上述した全 RNAに対する Slヌクレア

ーゼ消化を行った。

[ 結果と考察 ] 

ラット白血球由来ゲノム DNAライブラリーよりラット・ヒポカルシン遺伝子を含む約 13kbpの

ゲノム遺伝子を単離し、構造解析を行った。ヒポカルシンの構造遺伝子は3個のエキソン上に存在し

ていた (Fig.1)。ヒポカルシン分子中の EF-h創ld構造のうち、 EFlとEF2はエキソン1上に存在し

ていたが、 EF3はイントロンにより分断され、エキソン 2と3にまたがって存在していた。ヒポカ

ルシン構造遺伝子中のイントロンの存在位置は、すでに報告されているヒト・リカバリン凶 {網膜

に存在する同族分子種)のものと閉じであったことから、ファミリーに共通するスプライシング機構



の存在が示唆される。酵母、ラットの肝臓、小脳、大脳皮質および海馬の全 RNAについて、プライ

マー伸長反応および S1マッピングを行い、ヒポカルシンの転写開始点を決定した (Fig.2)。いずれ

の方法でも共通する主要な転写開始点が、海馬および大脳皮質で、開始コドン上流ー228bp ( T)に

認められた(cDNAの5・端は-174bp)。また、プライマー伸長反応では開始コドン上流-180bp (A) 

にもシグナルが認められた。酵母およびラットの肝臓からはシグナルは検出されなかった。ヒポカル

シンのゲノム遺伝子について、転写開始点を含む開始コドン上流域約1.5kbpの塩基配列を決定した

ところ、 AP1.NF1およびHSTF( heatshock transcription factor )などの転写調節因子の結合領域

の存在が認められた。また、転写開始点上流-80bp近辺には CAATボックスが存在していたことか

ら、転写開始点上流域にプロモーター領域が存在すると考えられる。

~~~ .... ~ ~ .... $'.' ~~， 
<l!'. V)'v ザV)'v 4<，..，.c- φザ

EFl EF2 EF3 

L--.J 

1 kbp 

L-ー一一ーJ
1伺 bp

日g.lラット・ヒポカルシンのゲノム遺伝子の構造

A. Primer extension 

12345 

B. Slmapping F包.2ラット・ヒポカルシン遺伝子

12き45 転写開始点の同定

粉着陸 4

AGCT AGCT 

1. Yeast 4. Cerebral cortex 

2. Liver 5. Hippocampus 
3. Cerebellum 
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(1993) J. Biol. Chem. 286. 18898-18904 : 4) 
Yamagata K. et al. (1990) Neuron 2. 
469-476 : 5) D!zhoor AM. et al. ( 1991 ) 
Scien白 251， 915-918: 6) Kawamura S. et 
al. (1993) J. Biol. Chem. 268. 14579-14582: 
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Neuron 11. 15-28 11) Kawamura S. 
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トランスジェニックフィッシュによる Necdin遺伝子プロモータ-
100活性と神経特異発現の検討

〔要約〕

郭哲輝、金有限、問中秀和、植月太一l、吉川和明l、岡本仁2、三木直正

(大阪大・医・薬理、 l大阪大・蛋白研、 2慶応大・生理)

神経細胞特異的蛋I!Iと考えられているnecdin遺伝 fを用い、組織特異的発現に関
与する cis工レメシトをゼつラフ f、どシの系で検討した 種々の長さの necdinプロモータ

ー/レポーター遺伝子を合むフラスミドを作製し、受精卵に注入したりレポーター遺伝子

の発現を抗体を用いた wholemount i去で解析したところ、 necdin遺伝子上流、ー173から
+28の約 200bp内に神経特異発現を示すエレメントが存在することを見い出した。この領

域には、 NRSE( Neuron-Restrictive Silencer Element )や既知 DNAシークエンスなどとの強

いホモロジーは認められなかったコこれらの結果から、ゼブラフイシュ系が神経特異的プ

ロモーターの同定に使用出来る実験系であると考えられたυ

Necdin cDNAは、レチノイン酸により神経細胞に分化させたものと、無処理のもの

(P 1 9 ij壬性ガン細胞)との differentialhybridization法により単離されたクローンである(1

)ν 組織化学や insitu hybridizationの解析から、コードされている necdinは、神経細胞に特

異的な核蛋白質と考えられている(2)υ また、単離されたマウス necdin遺伝子の解析から

5'上流域約 900bpには神経分化に関与する cisエレメントが含まれている事なども明らか

にされている(3)ぐ

近年、分子生物学の研究材料と Lてゼブラフイッシュが用いられており、染色体地図
や種々の神経系異常ゼブラ yフィシュの確立も報告されている(4，5)" ショウジョウパエに
比ベゼブラフイソンユの方がはるかにヒト神経系に近いこと、受精後24時間で基本的な
神経系が完成し、その体が透明なことから個体を用いた免疫化学などの解析が容易である

こと、約3カ月で成魚となり産卵することから、トランスジェニ yクの作製が比較的簡便
であろうことなどが考えられる(6)。我々は necdin5 '上流域の神経特異的発現に関与する

CISエレメントについて、ゼブラフイ yシュの系でその有用性について検討した。

方法 pCDNAl (或LリまBluescript SK-) プラスミドに種々の長さの necdin 遺伝子上流

を、またレポーターとしてトランスデユーシン /1Yサブユニ y ト結合蛋白質である恥伍KA
の(lacZ)遺伝子をその riiTEに導入し発現ベクターを作製したっ対照として pCDNAIの
CMV (サイトメガロウイルス)プロモーターの下流にMEKA遺伝子を挿入したものを使用

したυゼブラフイゾシ，"7.卵の 1-2細胞期に発現ベクター (25/1g/ml)を約500pl注入し、

受精後 24時間日頃での発現を wholemount 法で調べたυ卵膜を pronase処理で除き、 4%

パラホルムアルデピド~含むバッファーで固定した。 0，3% TritonX-100を含むPBSを基本
Bufferとして、抗MEKA(-j-J -galactosidase)血清との反応、次いで二次抗体・ホースラデツ

シュパーオキシダーゼとの反応、洗浄を行い、 DAB発色を行ったリサンプルは、安息香酸

ベンジル:ベンジルアルコール(2 1)で透明化し、発現している細胞を検出した。

結果及び考察; 神経細胞膜のマーカーである抗HNK-Iなどを用いて免疫化学の最適条件

や神経細胞の形成、位置などを確認した(7)0Necdinフ。ロモーター(-845から +63の約

900bp) によるMEKA(IacZ)遺伝子発現細胞のほとんどが神経細胞であり、受生後 24時

間目では主として知覚神経とさ叉神経で認められた(， 2 8時間目では、さらに運動神経、
介在神経などにも発現が認められた(図1)。他方、逆方向に挿入したプロモーターでは

レポーター遺伝子の発現は認められなかったc



これらの結果から、使用し，".マ''7ス necdinプロモーターには、神経特異的発現に関与す

るじisエレメントか含ま u-~~ ¥， ¥ること、ゼブラフイツシュが時間的及び空間的なプロモ
ター活性の測定に使月JHJ1 来る実験系であることがわか~，た Necdinプロモーターによ
る神経特異的発現は、 ノラスミドの凍結融解、直線化により著Lく低下した。発現パター
ンがモザイク状であゐ:と、 ii(il体あたりの発現細胞数が 1---.3 :2細胞と少ないことなど
は、今後の課題である 今1i.l1は、 トランスデユーシン，1Yサブユニソ卜結合蛋白質である
MEKAj宣伝子(8)をレホ ターーとして用い、強制l発現させたが、:28時間目までには神経細
胞の形態変化なとは認められなかった，

我々は、 ClS ""1 レメ/ト解析のため種々の長さのプロモーターを作製し(-291から

+28， -173から +2比一pヌから +28. -86から +28. -63から +63など)、 24時間目で
の発現パターンを諦jべ/: Juモーヲ γ 領域5'側の欠除に伴いレポーター遺伝子の発現
も著しく低 fI~ たが、神経特異発現に必要なプロモーター領域は 173 から +28 内に存在
すると結論した 」の領域には NRSEや既知 DNAシークエシスとの強いホモロジーは認

められなかった J 他方、 5' 上流 -113や -86 から+28までのプロモーターを用いた時

の発現では神経細胞から皮膚での発現が次第に増え -63から+63までのものでは、レポ

ーター遺伝子の発現が認められなかった"

図1、Necdin5' I二流域(-845;(1'ら+63)jMEKAレポーター遺伝子による神経特異的発現
ゼブラフ f ノシ J 受精卵に発現ベクターを注入し、組織特異的発現を 28時間後に

調べた{知覚神経、 f叉神経、運動神経、介在神経が染色されたが、非神経細胞は
染色されていなL、

1) Maruyama， K. et al.. Biochem. Biophys. Res. Commun.， 178，291-296 (1991) 

2) Aizawa， T. et al.， Dev. Brain Res.， 68，265-274 (1992) 
3)植月太ーら、神経化学、.3:-l (1) 、80-81 (1994) 
4) Postlethwait， J. H. et al.. Science， 264，699-703 (1994) 

5) Kahn， P‘Science‘264‘904-90ラ(1994) 

6) Reinhard. E. et al.. Development. 120， 1767-1775 (1994) 

7) Metcalfe， Y. K. et al.. Development， 110，491-504 (1990) 

8) Kuo， C.-H. et al.. Biochem. Biophys. Res. Commun.， 162， 1063-1068 (1989) 
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アデノウイルスを介したラット脳内へのドパミンD2受容体の遺伝子移入
101 

伊苅弘之、 MastrangeliA (り、加藤修一助，ZhangU'2)、ChenakJM(')、KuoH問、 CrystalRG(l)、

Ingram DK旬、 RothGS向

名古屋大学医学部老年科，(I)Cor nell University Medical School，"'National Institute on Aging / NIH，(3)IIH膨大学第一内科

〔要約〕

ドパミンD2受容体(D2R)は神経系の疾患や加齢に伴う運動機能の低下と関連が深い。本研究ではD2Rを発

現させるアデノウイルスベクターを作製cてぞの作用を確認した。ラットD2RのcDNAを入取しシャトル

ベクターに挿入しpJM17とホモロガスリコンビネーションを行い目的のベクターを作製した。これを培養

細胞に感染させノーザン法にてD2RのmRNAを確認しトリチウム標識したD2Rリガンドにて感染した細胞

の細胞膜を処理してレセプターアッセイを行いD2Rが膜に存在することを確認した。ラット線条体にベク

ターを注入し 5日後に脳を摘出し伺じリガンドを用いてレセプターオートラジオグラフィーを行いD2Rの

発現を確認した。

〔目的〕ドパミンD2受容体(D2R)の加齢に伴う減少は運動神経系の機能低下と関連が深い(4，7)。またD2R

の減少はハンチントン病や末期のパーキンソン病でも顕著である(8ム10)。遺伝子移入の方法を用いれば

不足したものを必要な部位に選択的に発現させることが可能である。そこで我々はD2Rを発現させるアデ

ノウイルスベクターを作製しラット脳内でのD2Rの発現を試みた。

〔方法〕①アデノウイルスベクターの作製。ラットD2RのcDNA(1)を入取し制限酵素で消化してシャトル

ベクターに挿入した。このシャトルベクターとpJM17(6)とを共に293cell(ATCCCRL1537)へ同時にトラン

スフェクションしホモロガスリコンピネーションさせて目的のアデノウィルスベクターを作製した

(AdCMV. DopD2R)。同様にcDNAの組み込まれていないアデノウイルスベクターも作製された(AdCMV.

Null)。両者のタイターが確認された(11)。②mRNAの確認。 HeLacell，及び、HS24cellに対し1O~100plaque 

forming unit/cell(pfu/cell)の割合でAdCMV.DopD2R と AdCMV.Nullを感染させ3~6日後、ノーザン法を行っ

た。③細胞膜に存在する受容体の確認。 HeLacellを用いて50pfu/cellの割合で感染させ4日後に細胞膜を処

理してD2Rのリガンド['H)スピペロンにてパインデイングアッセイを行った。④脳内でのD2Rの発現の確

認。 3ヶ月齢のラットの線条体左側にはAdCMV.DopD2Rを1x lO'pfu、5μl注入し、右側にはAdCMV.Null

を1x 10'pfu、5μlまたはPBS5μlまたは無処置とした。 5日後に脳を摘出し['H)スピペロンにてレセプ

ターオートラジオグラフィーを行った。⑤組織学的検索。 HE染色及びGliaFibri1lary Acidic Protein(GFAP) 

免疫組織染色を行った。

〔結呆〕①AdCMV.DopD2R及びAdCMV.Null共にタイターは2X lO"pfu/ml。②両細胞共にAdCMV.DopD2R

で感染したものには強いメッセージが認められた。 AdCMV.Nullで感染した細胞や無処置のものでは認め

なかった。③AdCMV.DopD2Rで、処理したものはコントロールとした線条体の組織に比べ約 2倍のパイン

デイングが認められた。④AdCMV.DopD2Rを、注入した周辺に著明なL'H]スピペロンの集積が認められた。

AdCMV.NullやPBSを注入したもめ及び無処置の脳ではこの様な変化は認めなかった。⑤AdCMV.DopD2R



注入側は他側と比較して特に異常所見を認めなかった。

〔考察〕この報告はウイルスベクターを用いて神経伝達に関わる受容体を脳内へ発現させた最初Jの報告

である。今回InvivoでD2Rが発現したことは明きらかだが、 D2RがInvivoで、も膜に存在していることの確

認、脳内でD2Rがどのくらいの期間発現し続けるか、ラットの行動に変化が見られるかどうかといった実

験が今後必要であろう。今回我々の作製したD2Rを発現させるアデノウイルスベクターはハンチントン病

のモデル動物(2)や加齢に伴う運動障害モデル動物(3)を用いて脳内で実際にD況がどのような役割を担って

いるかをさらに解明するための有効な手段.になるであろう。更に脳内の異なる部位にD2Rを増加させるこ

とで分裂病の病態の検討やモデル動物の作製も考えられる(5，12)。アデノウイルスベクターを用いた遺伝

子移入により症状の改善する可能性のある神経系の疾患に対する遺伝子治療の広がりが期待される。
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〔要約〕

Z型Myc配列を認識する核内蛋白質の探索

荻田喜代一、米田幸雄

(摂南大・薬・薬理)

ゲル移動度シフト法によりマウス脳細胞核抽出液中のMyc配列認識蛋白質のDNA結合能を測定した。本結合は、反

応液中へのMgCl2の添加により著明に抑制された。また、 MgCl2存在下ではピロリン酸'(PPA)の添加により著しい結合

の増強が観察されるのに対して、 MgCl2非添加条件下てーはPPAの添加により阻害されることが判明した。 MgCl2添加

条件下およひ'非添加条件下のMyc配列結合蛋白質は、それぞれ異なる分子量であることがクロスリンク法により明ら

かとなった。一方、用いたDNAプローブの紫外部吸収スペクトルはMgCl2非添加条件下iこは260nmlこ極大吸収を示

したが、 MgCl2の添加によりB型からZ型への変換を示唆する吸収スペクトルの長波長側への移動が観察された。した

がって、細胞核抽出液中にはB型およびZ型のMyc配列を認識する蛋白質が存在する可能性が示唆される。

細胞核内転写制御因子のJ つであるc-Mycは、核内蛋白質Maxとヘテロダイマーを形成して、 2本鎖DNA上の特定

の塩基配列[CAC(G/A)TG、Myc配}lJ]Iこ選択的かっ高親和性に結合し、その標的遺伝子に対する転写促進機能を発揮

する(2)。このMaxlまMadともヘテロダイマーを形成後、 Myc/Max複合体と同ーのシスエレメン卜に結合して、

Myc/Max複合体による転写促進作用を遮断する(1)。このように、 Myc配列には数種類の異なる蛋白質複合体が結合

して標的遺伝子の転写調節カt行われる。一方、 2本鎖DNAIこはB型府巻き)とZ型(左巻き)が存在するれプリン塩基

とピリミジン塩基が交互に配列する場合私 Mt+あるいはポリアミン類などが存在する場合には、 B型からZ型への

変換が起こり得ることなどが示されている(5)。また、 c-Mycコード遺伝子の転湾開始位置上流に存在するZ型DNAが

転写調節に関与する可能働t示唆されている(6)。本研究ではMyc配列がZ型に変換しうる塩基配列であることに着目

し、 Z型DNA結合蛋白質の検索を目的として、マウス脳の細胞核抽出液中のMyc配列結合蛋白質の性質を解析した。

〔実験方法〕

核抽出液の調製:Std-ddY雄性マウス全脳から、ノニデットP-40を用いた方法(4)1こ準じて核抽出液を調製し、使用

時まで-80"Cで凍結保存した。 DNAプローブ:放射性2本鎖Mycプローブ(5・-CTAGTGACACGTGGCCGGATCA-
3ヲは、dATP[αーお円。11TBq!rnrnol， NEN!DuPont社)と、 DNAポリメラーゼIの阻enow合agmentを用いたエンド

ラベリング法により調製した。ゲパ感動度シフト法:核抽出液σ-5μg蛋白質)、 1μgpoly(dI-dC)、放射性プロー

ブ(20fmol、1-12X104叩m)、1mM EDTA、1mM EGTA、5mM DTT、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5伽1Mトリス塩酸緩衝液(pH7.5)の全量20μlを25"Cで30分間反応させたのち、 DNN蛋白質

複合体と遊離プローブをポリアクリルアミドゲル電気泳動法σんGE、80mV定電圧、 2"C、 15時間)により分離した。

放射能の検出はオートラジオグラフィ一法により行った(3)。クロスリンク法:ゲル移動度シフト法と同様の条件で総

合反応を行った反応液にお4nmの紫外線を4"Cで2時間照射したのち、 SDS-PAGEにより結合蛋白質を分離した。

〔実験結果〕

放射性プローブを用いたゲル移動度シフト法により、 Myc結合は5mM以上のMgCl2の添加で濃度依存的に阻害さ

れることが明らかとなった。 MgCl2添加および非添加の両条件下で結合反応を行ったのちに、 S.aureusV8プロテアー

ゼ処理による限定分解を行った結果、醐推バンドのゲル上での移動度変化がイオン添加条件により異なることが明

らかとなった。次に、両防長条件下で種々 のプロテインホスファターゼ阻害薬の添加効果を検討したところ、 PPAが

MgCl2非添加条件下の結合を1mM以上の浪度で濃度依存的に阻害するのに対して、 MgCl2添加条件下ではPPA添加

により著しく結合が増強されることが判明した。しかしながら、他のプロテインホスファターゼ阻害薬{オルトパナジ



ン酸、オカダ酸、カリクリンAおよびマイクロシスチンーLR)はいずれも、 Myc結合に著変を与えなかった。両即志条

件下でクロスリンク法を行ったところ、結合反応をMgClz非添加条件下で行った場合に比べて添加条件下の場合の方

が高分子量側に放身持告が検出された(図1)。さらに、サイズ排除クロマトグ、ラフィによる部分精製標品を両反応条件下

でクロスリンクさせた後、調製用SDS-PAGEにより結合蛋白質の精製を試みたところ、両即E条件下の結合蛋白質は

明らかに異なることが判明した(図2)。次に、両反応条件下でのプローブの構造変化を解析する目的で紫外部吸収スペ

クトルを測定した。本プローフ1まMgClz非添加条件下で2印 nmを極大とする吸収スペクトルを示したが、lOmM

MgClz添加により吸収スペクトルが長波長側に移動した。

図1.クロスリンク法 図2.調製用SDS-PAGE

kDa 2 kDa 2 

66 - 66 -1. MgCl2非添加 45 - 1. MgClz添加 が もも織

45 -

2. MgClz添加 31 - 2. MgClz非添加 31 -

22 - 22 -

〔考察〕

Myc結合はMi+存在下および非存在下でPPA感受性が明らかに異なること、 S.aureus V8プロテアーゼを用いたバ
ンドシフトアッセイによる繰がMgClz存在下と非存在下で異なることおよびクロスリンク法で検出される両反応条

件下での結合蛋白質の分子量が本質的に明らかに異なることなどから、 MgClz存在下と非存在下での結合蛋白質が異

なることが示唆される。一方、用いたプローブの紫外部吸収スペクトルがMi+の添加で長波長側に移動した事実は、

本プローブがMi+の添加によりB型からZ型に変換する可能性を示唆するものであるσ)。したがって、 Mi+存在下に
検出される核内蛋白質はZ型Myc配列を認識する能力を有するる可能性も否定出来ない。今後、この可能性について

詳細な解析を進めていきたい。
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ヒト肝臓GTPcyclohydrolase 1の精製と性質

坂本秀生、藤田興、池亀守人永津俊治~)、葛谷博磁
藤田保健衛生大学総医研分子生物 1)短期大学生体機能代行装置学

2)総医研神経化学

〔要約〕私達はヒトの肝臓からGTPcyc1ohydolorase 1 (GCH)の精製を試み、サブユニット約41k 
(SDS-PAGEによる)からなる分子量約800k(ゲル漉過クロマトグラフィー;GFCによる)の画分及

び、分子量約400kの画分の2箇所に活性のピークを認めた。比活性は前者で280pmol/minl 

mg，後者では64pmol/min/mgにまで精製された。

[目的 GCHはguanosinetriphosphate(GTP)から7，8-dihydroneopterintriphosphateを生成する、

tetrahydr油 iopterin合成の第一段階の反応を触媒する律速酵素である。 tetrahydrobiopterinは、カ

テコールアミンとセロトニンを合成する芳香族アミノ酸水酸化酵素の補酵素であり、また

arginineらNO生成に必須な因子と考えられている。またヒトGCHのcDNAのクローニングにより

3類のcDNAの存在が報告され(1)、ついで、それらのcDNAを大腸菌で、発現させると、発現タンパ

ク質の内 1種類にのみに活性があると報告されている(2)。私達はGCHタンパク質の発現と成熟

タンパク質の性質を知るために、ヒト肝臓のGCHの精製を試みた。

[方法] ヒト肝臓を50mM KPBI1 mM EDT A/0.2 mM PMSF， pH7.0で、ホモジナイズ後、その
12，000g上清を加熱処理 (64'Cまで)して凝固画分を除去した。ついで硫安で塩析し、 25-45

%飽和画分を陰イオン交換クロマトグラフィー(IEC)(条件は図 lに説明)で分離した。さらにク

ロマトフォーカシング(条件は図2に説明)で得られた活性画分を微量精製システム (SMART

System/Pharmacia)で、 MonoQカラム(1.6x 50mm， Pharmacia)により濃縮後、同Systemによ

りGFC(条件は図3に説明)を行って精製した。

活性の測定は、 Sawadaら(3)，Hatakeyamaら(4)の方法に準じた。すなわちGTPより生成する

7，8-dihydroneopterin triphosphateを酸化型にし、ついで、アルカリホスファターゼにより脱リン酸

化し、生成する酸化型ネオプテリンをHPLC(移動相;10 mM NaPBI1 mM EDTA， pH 7.0， カラ
ム;DEVELOSIL-ODS， K-51野村化学、トライローター/日本分光)で分離し、 350nmで励起し450
nmでの蛍光を測定した。タンパク質はLowry法により測定し、 PAGEはPhastSystem(Pharmacia) 

により行い、銀染色を行った。

[結果 DEAE-IECを行なった結果、図 Iに示す様に活性のピークを3筒所に認めた。この内

総活性および比活'性が高かった画分41と42をクロマトフォーカシングにより分離した(図2)。

図2では、画分35から46に活性の大部分が分離されたが、その内280nmの吸収曲線で僅かに

肩が認められ、等電点、5.5から5.4に相当する画分40から44をMonoQで濃縮後、 GFCより分離し

た(図3)。図3において、画分26と27を中心に活性の大きなピークが、画分30に小さなピー

クが認められた。しかし画分25と26に280nmにおける吸収の肩がみとめられたので、画分26

と27(ピーク1)を、また画分30と31(ピークII，280nmにおける吸収は画分31にピークの中心が

ある)を夫々一緒にして、再度GFCを行った。ピークIでは280 nmにおける吸収は画分25から

26にピークが、ピークIIでは画分31にピークが認められた(図4a，図4b)。画分26および画分

30の分子量は夫々、見かけ上約800kおよびI約400k (ferritinより僅かに低分子側に分離)と推

定された。 GFCの再クロマトグラフイー後のピークIおよびピークIIを夫々、脱塩および凍結乾

燥後、常法により処理してnativePAGEおよび、SDS-PAGEを行った(図 5)0nativePAGEよぴSDS-

PAGEいずれも均一なバンドではなかったが、ピークIのSDS-PAGE(lane3)では、 ovalbuminより

僅かに低分子側の分子量約41kと推定される位置に、主要なバンドが認められた。ピークII(
lane 4)についてもピークIの主要なバンドと同じ位置に、明瞭なバンドが認められた。ピークII

について見ると活性のピークは画分30に、タンパク質のピークは画分31あることから、ピーク

IIの他のバンドは、画分31のタンパク質に主として由来するバンドと考えられる。なお、精製

による比活性は、 crudeextract、硫安塩析画分、 DEAE-IEC(画分41と42)、クロマトフォーカシ

ング(画分40から44)、GFC(最初のGFCの最高活性画分#26)の頗に、 0.58、1.8、3.9、24.3、



64、および280pmollmg/minのように変化し、約492倍に上昇した。
[考察] 本研究においてヒト肝臓のGCHは、分子量が約800kおよひ澗400kと推定される

2種類の型で存在し、そのサブユニットは約41kと推定された。ヒト肝臓のGCHの精製につい

ては、すでに分子量が約453kでそのサブユニットは約149k (5)、また分子量が約440kでそ
のサブユニットは約50k (6)であるとの異なる2つの報告がある。本研究で得た約400kの型

が、後者の報告のものと類似している。しかしいずれの報告も約800kの存在については記載
していない。本研究で認められた分子量約800kおよび400kの酵素は、それらのサブユニット

はいずれも約41kと考えられることから、これらは構成単位は同じであるが会合数が異な.る複

合体と考えられる。

cDNAクローニングではサブユニツ'ドは27，903と報告されている(1)。ヒトGCIIのcDNAを大腸

菌に発現させると、分子量約21kのものが活性を有する(2)。これらのサプユニットの分子量

は、本研究を含めてすでに報告されている結果とは一致しない。

本研究において、 DEAE-IECにより活性のピークが3~4 つが認められる。結果の項で述べた
ピークよりも低塩濃度側に分離される画分を、直接GFCにより分離しでも先に述べた結果と同

様、約800kと400kの画分に活性のピークが認められる。またクロマトフォーカシングにおい

て、 pH5.6-5.5の画分をGFCにより同様に実験した結果でも、 pH5.5-5.4の画分の結果と全く

同じであった。これらの結果は、 GCHはタンパク質の基本的構成には大きな違いはないが、修

飾の相違による荷電状況が僅かに異なる幾つかの存在型があることを示唆するかも知れない。

文献 (l)A.Togariet al.， BBRC..187 No，l (1992) 359.365. (2)M.Gu比icnet al.， Biochem 1. 302 (1984) 215.221. 
(3 )M.Sawada et al.，Anal.Biochem.154 (1986) 361-366. (4)K.Hatakeyama et aI.， ]BC .264No，36 (1989) 2166・

2164. (5)R.Shen et al.，Biochimie 71(1989) 343・349.(6)G.Schoedon et al.，町C 178 (1989)627'634 
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〔要約〕

2次元ゲル小脳タンパク質データベース構築のための

新しいタンパク質構造解析法

l中山 洋 1，2内田和久田岡万悟金井みち子瀬田和夫J議辺俊明篠田友孝f奥山典生
(1東京都立大学理学部協和発酵東京研究所フイニガンMAT，4神奈川歯科大歯科生体工学)

2次元ゲjレ小脳タンパク質データベースの拡充のために質量分析計を用いたタンパク質の微量構造解析シ

ステムを開発した。ラット小脳タンパク質を2次元電気泳動法で、分離し錦染色で検出した。検出したタ

ンパク質スポットをゲルから切り出したのち， SDSを含む緩衝液中で振蕩抽出し，逆相HPLCをもちいて

脱塩，精製したc 得られたタンパク質標品はタンパク質分解酵素で消化したのち，キャピラリー

HPLC-ESIITSQMSシステムにより分子量を測定し，MS/MSによる衝突解離法で部分一次構造を解析した。

決定したアミノ酸配列をタンパク質/遺伝子配列データベースと照合することでタンパク質スポットが同

定できた。本法は従来法の約10倍の感度向上と分析時間短縮が可能であり2次元ゲJレ上のタンパク質の同

定法として有用である。

(はじめに) 2次元電気泳動法はもっとも分離能の高いタンパク質の分離法として，細胞や臓器拙出液な

どの複雑なタンパク質混合物の分析に広範に使用され またこうして得られた2次元電気泳動像を基礎と

した細胞や臓器のタンパク質データベース化の作業も進められている111。従来，データベース構築のため
のスポットの同定には，その部分アミノ酸配列を決定してタンパク質/遺伝子データベースと照合する方

法が有力であるが，この方法をエドマン分解1去を基礎としたアミノ酸配列決定法で適用する場合には，以

下の問題点がある。 (1)2次元電気泳動法で分離し得るタンパク質量は比較的微量であり，検出されたスポッ

トの同定には多大の労力を要する。主要なスポットでも840枚，より微量の成分の分析にはそれ以上の

ゲルから目的のタンパク質を抽出する必要がある。 (2)細胞内のタンパク質の機能は，多くの場合，糖鎖

や脂肪酸の付加，リン酸化などの翻訳後修飾によって調節されていることが知られており，その解析が生

命現象の理解に不可欠になっている。 2次元電気泳動法ではこれらの修飾に由来する移動度の変異を検出

し得るにもかかわらず，従来の分析法では翻訳後修飾の解析は困難である。

キャピラリーHPLCとエレクトロスプレーイオン化(ESI)インターフェイスを装着したトリプルステージ

4重極型質量分析計(TSQMS)をオンラインで結合したキャピラリーHPLC-ESIITSQMSシステムはタンパク

質，ペプチドの精確な質量iUlJ定や構造解析のための新しいシステムとして注目されている。このシステム

ではピコモルレベルでの翻訳後修飾を含めた一次構造解析が可能であり 2次元電気泳動法で調製したタ

ンパク質の分析に適していると考えられる。しかし， MS/MS法から得られた情報のみで未知タンパク質

の構造決定およびタンパク質スポットの同定に成功したという報告は現在までのところ皆無である O

そこで本研究ではゲルからのタンパク質の抽出法，抽出タンパク質の前処理法およびキャピラリー

HPLC-ESIITSQMSシステムによる限定分解ペプチドの分離と構造解析のための基礎条件の検討をおこない，

確立した条件を f2次元ゲルラット小脳タンパク質マップ」上のタンパク質スポットの同定に適用した。
(方法)ラット(ウィスター系)より小脳を摘出し， 8M尿素溶液でタンパク質を抽出した。抽出液は2次

元電気泳動法121で分離し，銅染色法でタンパク質を可視化したのち，目的のスポットを切り抜いた。目的
タンパク質を振蕩抽出し小型のカラム(Phenyl5PW RP 4.0 i.d. X 10 mm)を用いた逆相HPLCで精製したc

これを遠心濃縮器で濃縮して， 11'和したのちtrypsinで消化して， LC/MS用の試料とした。
ESIインターフェイスを装着した4重極質量分析計(FinniganMAT，TSQ700)を使用し，試料はキャピラリ

ーC18カラム(0.25-1mmi.d. X 100mrn)を用いたHPLCにより分離， MSに導入した。

(結果)MS/MSi去による一次構造解析は(l)LC/MSによる分解ペプチドの分離と分子量測定(2)解析する親

イオンの選択と衝突解離法で生じた生成イオンのマススベクトル測定(3)生成イオン群の同定とアミノ酸

配列決定という手順で行われる。ここでは既知量の標準タンパク質をもちいてキャピラリーカラムHPLC
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システムでの分析条件と，イオン化効率を向上するためにポストカラムで添加する有機溶媒組成を最適化

した。分子量2000以下のtrypstn消化ペプチドの2価イオンのみを選択，分析することで生成イオンスペク

トル解析を単純化した。ここで確立した条件をもちいて5pmol以下で、の複数のペフ。チドの一次構造解析が

31時間程度で可能であったむこれは市販のエドマン分解j去を基礎とした自動アミノ酸配列解析装置の約10

侍の感度である。これらの検討により，未知タンパク質の構造決定が可能であると考え，本j去をタンパク

質スポットのj~~Í't斤に J'Î1用した。図 l にラット小脳の典型的な2次元分間Itパターンを示した。ここで確立し

た方法を図l中の矢印のスポットに適用して構造解析を行った例を図2と3に示した。同様の分オ斤で等電点，

分子量の異なる多数のタンパク質についてペプチドマッピングおよびアセチル化，リン酸化などの翻訳後

修飾を含む一次構造解析が可能で、あった。本法は未知スポットの同定が可能であり，従来法に比べて分析

感度が高くしかも分析時間が短い利点があり主り微量のタンパク質を効率よく解析できる点で「小脳2次

元ゲルタンパク質データベース」の拡充のために有用であると結論した。

pl 
6 

文献

5 4 MW  
(kDa) 
66 

[11 Celis. J.E.， et al.(1992)Electrophoresis，13，893959 

[21 Nakayama， H and Okuyama， T(1993)Bioimage，l，41-46 
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図3ゲルから抽出したタンパク質のMS/MSによる一次構造解析

図2の矢印のピークの2価イオンを親イオンとしてMS/MSを行った。

この生成イオン群からアミノ酸配列をQITVNDLPVGRと決定した。
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〔要約〕

2次元電気泳動や2次元HPLCとMALDI-TOF質量分析法を

組み合わせた脳のタンパク質のマッピング

瀬田和夫、中山 洋、犠辺俊明、 ArndIngendoh*、金井みち子¥奥山典生日

(都立大・理、キフイニガンMAT、判神奈川歯科大・生体工学)

脳に存在するタンパク質のマッピングを目的に、脳組織の抽出液あるいはその分画をマ

トリックス・アシステツド・レーザー励起飛行時間型質量分析法で分析したc 抽出液を硫

安分画法で分画し、脱塩した粗抽出液をイオン化のためのマトリックスと混合してそのま

ま質量分析を行ったc この方法で、質量数 2，000から 80.000にいたる多数のタンパク

質が分離、検出された。検出されたタンパク質の精確な質量数をもとにして、 S100タン

パク質、カルモデュリン、 14-3-3、カルピンデイン、カ jレレティキュリン、神経特異エノ

ラーゼなど、一次構造が知られている典型的な脳タンパク質が容易に同定できた。この方

法を従来とは異質なタンパク質の分離、同定法として、 2次元電気泳動法や HPLCなど

と組み合わせることで、組織や細胞のタンパク質のマッピングや個々のタンパク質の解析

がより容易になると考えられる C

はじめに

マトリックス・アシステッド・レーザー励起飛行時間型質量分析法 (MatrixAssisted 

Laser Desorption Ionization/ Time of Flight Mass Spectrometry略してMALDIITOFMS)は、

タンパク質や核酸などの生体高分子の精確な質量が簡単な操作で、迅速、高感度に測定で

きることから、フェムトモルレベルの超微量タンパク質の精密な分子量測定や一次構造解

析、リン酸化などの翻訳後修飾の解析など、生命科学分野への様々な応用が期待されてい

る。この方法は、溶液状態のタンパク質や核酸、ペプチドなどの試料を同じく溶液状態の

過剰のマトリックス試薬(レーザーの波長光を吸収する物質)と混合し、乾聞した試料に

レーザ一光を照射すると、 (1)マトリックスが光励起あるいは光イオン化され、 (2)プロト

ン転移によって被検物質が2次的にイオン化されて、 (3)TOF.MSによって分離され、 (4)

イオン検出器によって検出される。本研究では、この方法を脳のタンパク質マッピングに

適用する目的で、脳の粗抽出液、あるいはその粗画分の分析を試みたむ

方法

ラットあるいはウシ脳抽出液の硫安沈殿によ。て得たタンパク質混合物と、これらを

分画して調製した各種の試料についてそれぞ、れに含まれるタンパク質の種類と分子量の精

密測定を同時に行った。質量分析計には、リフレクトロンを装備した FinniganMA T社

の Vision2000型を使用したc 試料は 1-10pmo1l0.5μlの水溶液を直接金属製の試料タ

ーゲットに乗せ、イオン化のためのマトリックスとして 50mM 2.5-ジヒドロキシ安息香

酸溶液 0.5μlを添加して風乾後、分析計のイオン化室にセットして顕微鏡とCCDカメラ

からの画像で試料マトリックスの状態を確認しながら紫外部波長337nmのレーザー光を照

射して被検成分をイオン化し、 TOF-MSで分離して測定した。
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結果

脳のタンパク質の全体像をみる目的で、ウシ脳抽出液の硫安沈殿画分を水溶液として

希釈し、小型の逆相カラムで脱塩した粗分画試料について直接測定を行った。ベースライ

ンを補正して「正規化」したマススベクトルを図 lに示したc この試料では、 l回の測定

で、分子量 2kDaから 80kDaにおよぶ多数のペプチド・タンパク質ピークが検出され

た。分子量 30kDa以下の比較的低分子量領域のタンパク質が多く検出されるのは、これ

らがこの実験で使用したマトリックスで効率よくイオン化されたためと考えられる。この

領域のスベクトルを拡大して図2A-Cに示したc この測定で同時に得られたそれぞれの

ピークの精密な質量数から、これらのピークには S100タンパク質の α鎖と p鎖、カル
モデユリン、 14-3-3など、脳内での含量が高い一連のタンパク質が検出されていること

が確認できたo (1)操作が簡単で測定は数分で完了する (2)フェムトモル量の試料で測定

できる (3)分離能が極めて高く粗試料ーからも直接目的のタンパク質を同定できる (4)得ら

れた分子量の精度が高い(分子量 10，000に対して誤差士 1Da)などの特徴から、この方

法は本実験の目的であるタンパク質のマッピングの他にも、組織や細胞内でのタンパク質

変動や翻訳後修飾の解析など、タンパク質が関与するさまざまな生命現象の解析に有用と

考えられる。
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106マウス間脳神経細胞におけるアロマターゼ発現調節機構の解析

0堂前純子田中亮原田信広2

e名市大・医・生化1，2藤田保衛大・総医研・分子遺伝)

〔要約〕
脳の性分化の決定に関与すると考えられているアロマターゼの発現制御機構を解析するため、胎生10

日(EI0)からE15のマウス脳を用いたスライス培養、神経細胞培養を行い、アロマタ}ゼmRNAの発現

を調べて以下の結果を得た。

1) E12 ~ E15 の胎児間脳部を用いると、いずれの培養法でもアロマターゼ、mRNAは2~3 日間の

増加を示し、 invivoでの変動にほぼ一致した。しかし、アストロサイト及びE13旺の大脳皮質か

ら得られた神経細胞のアロマターゼmRNAは検出限界以下で、あった。 2)EI0， 11粧を用いた場合

には、どちらの培養方法でも、目立つたアロマターゼmRNA量の変化はなかった。 3)E13旺間

脳の神経細胞をforskolin，dBcAMP存在下で培養すると、アロマターゼmRNAの増加は抑制された。

これらより、泊vitroにおいてもアロマターゼmRNAには細胞特異的、部位特異的な発現の認められ

ること、ならびに胎生期の時間経過に伴うアロマターゼmRNA増加を再現可能で、これはE12以降の神

経細胞自身にプログラムされている可能性が高いことが示された。さらに cAMPが発現調節の抑制的

なsecondmessengerとなり得ることも明らかになった。

[目的]
エストロゲンは、女性生殖器のみならず種々の組織で合成され、組織特異的な生理機能に関わってい

る。アゴニスト・アンタゴニストを用いた多くの実験から、脳内で局所的に産生されたエストロゲンは

特定の神経核のニューロンの数や大きさ、ホルモンの分泌様式の差異をもたらし、脳の性分化に関与し

ていることが明らかにされている。エストロゲン生合成の律速酵素はアンドロゲンからエストロゲ‘ンへ

の転換を行なうアロマターゼで、この酵素は脳内では扇桃体、ならび、に間脳視床下部視索前野のニュー

ロンに局在している。

しかし、脳アロマターゼの発現制御は他の組織とは異なっており、胎生期の発育や成熟個体へのテス

トステロン投与で増加することが報告されているのみで、その詳細は不明である。そこでElO~E15の

マウス間脳を切り出して二種類の方法で埼養し、アロマターゼmRNA量の変化を調べた。

[方法]
1)実験動物:ICRマウスを用い，躍栓確認臼を胎生O日 (EO)とした.

2)培養操作:スライス培養は10%FCS添加 DME/F12培地を用い、 St叩piniet al. (5)ならびに

Yamamoto et al. (6)の方法で行った.神経細胞はArimatsu加dHatanaka (2)による無血清培養を

行った.アストロサイトは10lJもFCS添加DME/FI2培地を用いて Itoet al. ( 4 )の方法で調製した。

3)アロマターゼ、mRNAの定量:蛍光化プライマーを用いた RT-PCR法 0，3)で、行った.

[結果と考察]

間脳組織を厚さ 0.3~ O.5mmのスライスとしてコラーゲン膜上で培養すると， E12-15 旺では2~3

日間にわたってアロマターゼmRNAの増加を認め、この間の発現量は invivoでの値にほぼ一致した。

一方、 E13旺間脳のパパイン消化で得られた神経細胞でも、 invivoでの変動に一致する発現を認めた。

しかしElO，l1旺を用いた場合には、いずれの婿養方法においても、埼養 3~4日目以降にわずかな増

加を見たのみであった(図1)。また、アストロサイトやE13粧大脳皮質の神経細胞にはアロマターゼ

mRNAの発現は見られなかった(表1)。以上より、培養細胞レベルにおいてもアロマターセ、mRNAは

細胞特異的、部位特異的に発現すること、胎生期の時間経過に伴う増加が再現可能であることが確認さ
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れ、これらの発現制御はE12以降の神経細胞自身にプログラムされたものである可能性が高いと考えら

れた。また、 E13腔間脳の神経細胞をforskolin，dBcAMP存在下でS培養するとアロマターゼmRNAの増加

は抑制され(図2)、cAMPが発現調節の抑制的な secondmessengerとなり得ることが示された。
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図1:培養神経細胞におけるアロマターゼmRNAの経時的な変化

表1:部位別、細胞別の

アロマターゼmRNA発現量

E13肢を用い、神経細胞は培養3日目、

アストロサイトは培養14日目に測定

した。

Aromatase mRNA (attomole /μ9 of total RNA) 

Cerebral Cortex 

Neuron < 0.001 

Diencephalon 

0.073 :t 0.011 

Cell 

< 0.001 < 0.001 Astrocyte 

図3: forskolin， dBcAMPのアロマターゼ

mRNA量に及ばす効果

E13腔由来の間脳神経細胞を用い、

培養3日目に測定した。

E13 

Forskolin 

dBcAMP 

Control 

150 市∞国。
Aromatase mRNA [% 01 controil 
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〔要約〕

ラット小脳初代培養神経細胞に特異的に発現される

ガングリオシドの解析

川島育夫、 永田功¥ 田井直

(都臨床研・腫蕩免疫、事都神経研・細胞生物)

ラット小脳初代培養細胞に発現されるガングリオシドを32種類の特異性の高い抗ガングリオシ
ド・マウス・モノクローナル抗体を用い7頃疫細胞化学的手法にて解析した。その結果、細胞特異的

にガングリオシドが発現されることが判明した。すなわち、ニューロンでは、 GDlbが穎粒細胞を

含む小型の神経細胞に、 GD2がGD1 b陽性の小型神経細胞の一部に、また♀ Ac-LDlがフ。

ルキンエ細胞に特異的に発現されることが観察された。一方、グリア細胞では、 GM4、グロボシ

ド、フォルスマン抗原がアストロサイトに、ガラクトセレブロシドとスルファチドがオリゴデンドロ

サイトに特異発現していた。 GD3は穎粒細胞に強い発現を認めたが、アストロサイトやオリゴデン

ドロサイトにも弱い発現を認めた。その他のガングリオシドの細胞特異的な発現は認められなかっ

た。このことはガングリオシドがラット小脳初代培養細胞において有用なマーカーとなることを示し

た。

ガングリオシド(シアル酸含有スフィンゴ糖脂質)は全ての動物細胞の膜構成成分であり、晴乳類

の中枢神経系に豊富に存在している。これらガングリオシドは細胞膜の外側に局在し、細胞ー細胞間

認識、神経突起伸長、シナプス形成、シグナル伝達や、細胞の増殖、分化に関与する事が報告されて

いるが、その機能は未だ不明である。我々は一昨年の本学会において、ラット中枢神経系におけるガ

ングリオシドの局在を抗ガングリオシド抗体を用いた免疫組織化学的手法にて解析し、その結果ガン

グリオシドが層および細胞に特異的に存在する事を報告した(1)。今回、ラット小脳初代培養細胞

を用い、細胞に発現されるガングリオシドを免疫細胞化学的に解析したので報告する。

l実験方法l
初代培養:生後 1B目のWistar系ラット小脳を用いRaffらの方法に従い、 2-3週間培養を行った

( 2 )。
免疫蛍光染色:培養細胞を4%-paraformaldehydeで15分間固定後、常法に従い染色を行った。用い

た基本的な染色法は以下のとおりである。一次抗体は本研究部門で樹立された32種類の抗ガングリ

オシド・マウス・モノクローナル抗体 (Tabler)と市販の神経細胞のマーカーを組み合わせて用い、

室温、 1時間反応させた。二次抗体はFITC標識した抗マウスIgM抗体とrhodamine標識した抗マウス

IgG抗体を混合したものを用い、更に室温、 1時間反応させた。 PermaFlourにて包埋後、蛍光顕微鏡

にて観察、撮影を行った。

培養細胞の酵素処理および化学処理:培養細胞における抗体の特異性を検討するため、下記の処理を

行った後、蛍光染色を行った。①種々可溶化剤処理 (TritonX-l00， NP-40， Saponin)、

②Chloroform/ methanol処理、③アルカリ処理、④Trypsin処理、⑤Neuramidase処理。

ガングリオシドの抽出とTLC免疫染色:常法に従い行った (3)。

l結果および考察l
ラット小脳初代培養細胞に発現されるガングリオシドを特異性の高い抗ガングリオシド抗体を用い

た免疫蛍光染色法にて検討した結果をTableIに要約した。いくつかのガングリオシドは細胞特異的に

発現されることが判明した。すなわち、ニューロンでは、 GDlbが穎粒細胞と他の小型の神経細胞

に強〈検出された。しかしながら、プルキンエ細胞を含むグリア系細胞には検出されなかった。 GD

1 bの発現は培養初期では細胞体と神経突起と同程度に認められたが、培養を続けると細胞体での発

現量の減少が認められた。 GD2はGDlb陽性で未同定な小型の神経細胞に強い発現が観察された



(現在、細胞を同定中である)。♀ Ac一LD1は、 CalbindinD陽性細胞であり、大型の細胞体を

有するプルキンエ細胞に特異的に検出された。この染色性は、培養細胞をアンモニア蒸気によるアル

カリ処理で消失した。 GD3は頼粒細胞に発現されたが、その発現はGDlbとは異なり細胞体にの

み発現が認められた。またアストロサイトやオリゴデンドロサイトにも弱いながら検出された。ニュ

ーロンの検出プロープとして汎用されているコレラ毒素の染色性を検討したところ、 GDlbの発現

パターンと一致した。さらに、培養細胞ではGMl抗体による特異的な染色は認められず、培養細胞

をCl.oerfringence由来のNeuraminidaseで処理した後、 GDlb抗体の反応性の消失と新たにGMl

抗体の反応、性が認められた。これらの結果はラット小脳初代培養細胞においてコレラ毒素の結合する

ガングリオシドがGMlではなく GDlbであることを示した。一方、グリア系細胞では、 GFAP陽

性のアストロサイトにGM4、グロボジドとフォルスマン抗原の発現が認められ、この発現はオリゴ

デンドロサイトやニューロンには認められなかった。更に、 GM4がアストロサイトから抽出したガ

ングリオシド分画に存在することをTLC免疫染色にて確認した。オリゴデンドロサイトのマーカーと

して知られているスルファチドとガラクトセレブロシドの特異発現も樹立した抗体で確認した。

これらの結果は、ガングリオシドがラット小脳初代培養細胞において細胞を識別する有用なマーカ

ーとなることを示した。今後、細胞特異的に発現されるガングリオシドの生理的意義を解明するた

め、細胞に特異発現されるガングリオシドを変化させ細胞への影響を検討するつもりである。

[文献i
(1)小谷政晴他、 (1993)神経化学、 32，166-167

(2) Raff， M.C.， et al.， (1979) Brain Res. 174， 283-308. 

(3) Kawashima， I.. et aL， (1993) J. Biochem_ 114， 186-193. 

Table 1. Expression of glycosphingo1ipids in primary cells cultured from rat cerebellum 1 

Mab to glyco1ipid 2 Neuron Glia ||MAb岬 y叫 lpid Neuron G1ia 

G' P A 0 G P A 0 

GMR6 (GM3) ー十一 GMR8 [GM3(NeuGc)] 
GMB28(GM2) 十一 GMR14[GM2(NeuGc)] 

GMR16(GM1) GMR3 [GD3(-NeuGc-NeuGc)] 

GMR17(GDla) AMR38(GMI-L') 

GMRll(GTla) AMR40(GD la-L) 

GMR19(GD3) +ー++ AMR19(GD3-L) 
GMR7 (GD2) AGB43(SM4s) 一+
GGR12(GD lb) 十一 AMR20(Ga1Cぽ) 一十

GMR5 (GTlb) GGR22(LacCer) 

GMR13(GQlb) GM回 5(Gg3Cぽ)

GGR51(GMlb) GMR14(Gg4Cer) 
GGR41(GQlbα) BGR23(Gb3C的

AMRI0(GM4) 十一 BGR 47(III 'Ga1α.-Gb3Cer・)

NGR54(IV'NeuAcαー叫-C4Cer) BMR26(Gb 4Cer) +一
NGR53(IV"NeuAcα-nLc4Cぽ) BGR27(IV'G泊NA回一Gb4Cer) 十一

GMR2白_-Ac-disia1ogω191ioside) 一+ NMR52(nLc4Cer) 

'Thee却ressionof glyco 1ipids in cells was detぽmin凶 by白eimmunofluorescence technique wi白specific
monoclona1 antibodies. 2Sia1ic acid moiety of gang1ioside is N-acety1neur街白血cacid(NeuAc) un1ess othぽwise

noted圃 'G，P，A. and Oi且dicatesgranul cells， Purkinje cells， astrocytes， and o1igodendrocytes， respectively. 
'Intensity of cell reactivity: + ，strong; ::t， weak; -， negative. 'L indicates g姐 g1iosidelacωne. 
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縦隔悪性腫壌の患者血清に認められた抗神経細胞抗体の抗原分布と
108その特異性

吉村和法、金子厚*、山室裕、細川武*、北村邦男、漬口勝彦*、
野村正彦(埼玉医科大学・第一生理、*神経内科)

〔要約〕縦隔JE性JJ重傷を伴った忠者のJfll清より得られた抗神経細胞抗体をmい、その抗原の分布と特異刊
について免疫組織化学的手法を中心に検討をhった。免疫組織化学的分析より、その抗原は脳梁には存
{f.せず、 rll枢および末梢神経の神経細胞体ι特異的に存在すること、またラット JI台生期(E!4)ですでに発
現されていることが確認された。ウエスタ jフーロット法による分析により本抗体が認識する抗原の分子

量は39-42kDaであることが明らかになった。

悪性腫場の経過lドに1重傷細胞の浸潤や転移が認められないにも拘わらず、小脳症状、脳幹症状や末梢
神経障害を呈するものがある(1)。これらのうち、患者血清や髄i夜中に神経細胞に対する自己抗体の存在
が証明され、 paraneoplasticsyndromeとして知られている (2)。最近、その抗体が認識する抗原は神経細胞

に特異的な機能を有する蛋白質である可能性を示唆する結果が蓄積している (3，4)。そこで本完験におい

て、縦隔悪性JJ毛場を伴った患者i血清由来の自己抗体(Ta抗体)を用い、抗原の分布とその特異性を免疫組織

化学的手法を中心に検討した。

[実験方法}

(1) i硫酸アンモニウム沈殿法によるIgGの精製:患者血清 100m!とPBS(pH7.4)100m!を混和し、飽和硫椴ア
ンモニウム溶液 100mlを加え33%硫酸アンモニウム溶液とした。 4

0

Cで211寺開放置後、 8，000rpmで30分間の

遠心分離により沈殿を得た。その沈殿に 100m!のPBSを加え再溶解させ、 50mlの飽和硫椴アンモニウムを
加えることにより再沈殿させた。これで得られた沈殿を 200m!のPBSに溶解!させ、蒸fZi水に対し透析を行

い凍結乾燥した。これをTaf"1L体と命名した。

(2)免疫組織化学:12週齢Wistar系雄ラットを4%パラホルムアルデヒドにより固定し、大脳、小脳、脊

髄、肝臓、心臓、腎臓、副腎、牌臓、骨絡筋、後根神経節の凍結切片付lim)を作製した。 仁記で得られた

Ta抗体(20-50 li g/ml)をそれぞれの組織に対し反応させ、 2次抗体として蛍光標識ヤギ抗ヒトIgGを用い、

蛍光顕微鏡下で観察した。また、同系統ラットのE!4、E18を同様に免疫組織化さ詳的に観察した。

(3)ウエスタンプロット法:成熟Wistar系雄ラットの大脳および小脳をSDS-PAGE用サンプルパッファーで

ホモジネートした後、電気泳動し、 PVDFメンプランへ転写、 Ta抗体で、イムノプロットした。対H~{ として

はヒト正常Jfilìí~' をmいた。

(4)神経細胞の初代治:養:ラット胎仔(E!6)の大脳皮質より神経細胞を採取し、 5%午胎仔血清を含むイーグ

ルMEM培地rflで7日間培養した。 4-%パラホルムアルデヒドで固定し、 Ta抗体と神経細胞のマーカーであ
る抗ニューロフィラメント抗体、またアストロサイトのマーカーである抗GFAP抗体と二重染色し、上述

した様に蛍光顕微鏡下で観察した。

[結果1
Ta抗体を用いた成熟ラットの免疫組織化学から、この抗体は特異的にIN恒および末梢神経組織の神経
細胞を強く認識し(表1)、胎仔El4、EI8を同様にTa抗体と反応させたところ、脊髄神経節、けli阪神経組織

の細胞体が認識された。また、ウエスタンプロット法により Ta抗体が認識する抗原は39から44kDaの分子
量をもっ蛋白質であることが明らかとなった(凶1)。ラット胎生期(E16)の大脳皮質白米の神経細胞初代以:

養系において、 Ta抗体が認識する細胞体と抗ニューロフィラメント抗体により認識される細胞体は-致

した。しかしなカすら、 f1LGFAPfお{本とTaf1Lf本により認識する細胞は明らかに異なった(図2)。

{考察]

縦I~I同悪性腫~jJj を伴ったja者 l血清由来の自己抗体(Ta抗体)をmいた免疫組織化学的検討により、この抗体

が認識する蛋白質はラット脳の神経線維には殆ど存在せず、神経細胞の細胞体に特異的に存tEすること



がIVJらかになった。十I11経細胞初代l音義系においても、 TaHc体がネI11経線*!i'やアストログリア等と神経細胞
を識別したというれ11栄は、この蛍仁l質の特異性をぷすものであった。また、ラット胎生j切で既に発現さ

れているという結果から、神経細胞の分化や党連にとって重要な国子である可能性が示唆された。

[文献1
(1) Posner J B and Furneaux H M (1990) ln:lmmunologic Mechanisms in Neurologic and Psychiatric Disease， 

Raven Press， p187-219 

(2) Fathallah-Shaykh H et al (1991) Proc Natl Acad Sci USA， 88:3451-3454 

(3) Sakai K et al (1994) Biochem Biophys Res Commun， 199:1200-1208 

(4) Szabo A et al (1991) Cell， 67:325・333

図 I:Ta抗体lこよるラット j(lJì~、小脳ホモジネー

トのウエスタンプロット

ラットの各種組厳におげるTa抗体lこ対する反応性

大尉

小lfiJ

害事価

肝属

心S昔

野S曹

iif胃

NfR 

骨格fiJj

+++ 

+++ 

+++ 

N.D 

後IB神経節 +++ 

+++，t陽性を示す. -，率陰性を示す. N.D.Iま禾候討を示す.

表I:Ta抗{本により認識される抗原の

組織特異性

同2:大脳皮質初代t;¥:養系におけるTa抗体による免疫染色像 (A)位相差像、 (B)Ta抗体、

(C-左)抗ニューロフィラメント}Jc1;j.，、 (C・ ;(ï)抗イ~'GFAP抗体
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〔要約〕

IfJレタチオン s-トランスフエラーゼ(GST)融合蛋白質として発現させた
クjレココ Jレチコイドレセブターに対する抗血清の作製

森本昌史、森田規之、河田光博

(京都府立医科大学・第一解剖)

ラットのグルココルチコイドレセプターの転写調節ドメインをコードする cDNAを用いてグルタチオ

ン S トランスフエラーゼ (GST)との融合蛋白質を大腸菌で大量発現させた。この融合蛋白質を精製し、

グルココルチコイドレセブターの部分を切り出した。これを抗原としてウサギに免疫し、抗血清を得た。

抗血清はラット脳、肝臓のホモジネートを用いたイムノブロッティングでグルココルチコイドレセブター

の分子量に相当する約 97kDaの位置にバンドを認めたc またこの抗体を用いた免疫組織化学において、

ラット脳のさまさ、まな部位に免疫陽性細胞が見られ、ほとんどの細胞で免疫活性は核に局在していた。

[緒言]

グルココルチコイドレセプターは他のステロイドホルモンレセプターと問様に、転写調節ドメイン、

DNA結合ドメイン、リガンド結合ドメインからなる蛋白質で、グルココルチコイドのもつ多様な作用の

ほとんどがこのレセプターを介するものであることが知られている (2)。グルココルチコイドレセブター

は神経系をはじめさまざまな組織に発現しており、グルココルチコイドが神経系の細胞の分化、発育に重

要な働きをしていると考えられているが、その役割については不明な点が多い。したがってグルココルチ

コイドレセブターの抗体を用いて神経系における発現、局在の同定はグルココルチコイドの機能を研究を

していくうえで不可欠と考えられる G 今回、我々は大腸菌において大量に生産させることができ、 j容出条

件が穏やかなため抗原性が維持されるといわれている GST融合蛋白質としてラットのグルココルチコイ

ドレセプター蛋白質を調製し、それを抗原としてウサギに免疫し、活性の高い抗血清の作製した。

[方法]

ラットのグルココルチコイドレセプタ-cDNA (Dr. K. Yamamotoより供与)の転写調節ドメインをコー

ドする領域を pGEX-3X(Pharmacia)に組み込み、大腸菌 DH5α 株に導入した。 isopropyl，s -D -
thiogalactoside (ITPG)によって発現を誘導して得たグルココルチコイドレセブターと GSTの融合蛋白質

をGSTpurification modulesを用いて精製し、 glutathionesepharose 4B上で FactorXa (NEB)処理してグ

ルココルチコイドレセプターの部分を切り出し、アミノ酸シークエンサーでその配列を確認した。これを

ウサギに免疫し、抗血清を得た。抗血清の特異性を調べるために、成熟ラット脳、肝臓のホモジネートを

用いたイムノプロッテイングおよび成熟ラット脳の凍結切片を用いた免疫組織化学を ABC法 (Vector)に

よって行った。抗血清はイムノブロッティングでは1.000倍希釈、免疫組織化学では 10，000倍希釈で使

用した。また、抗原とした蛋白質によるアフィニティカラムを作り、これにより精製したものと抗血清と

を比較した。

[結果]

ラットのグルココルチコイドレセプターcDNAが組み込まれた大腸菌では IPTGを添加した条件で培養

すると融合蛋白質の発現が認められた (Fig_1)。この融合蛋白質から精製、切り出された蛋白質を抗原と

して得られた抗血清は成熟ラット脳、肝臓のホモジネートを用いたイムノブロッティングにおいてラット

のグルココルチコイドレセブターの分子量に相当する位置に特異的なバンドを認めた(Fig.2)。

免疫組織化学では、成熟ラット脳のさまざまな部位に免疫陽性細胞が見られた。特に海馬、大脳皮質、

小脳などの部位のニューロンで免疫活性が強かった。また細胞内での免疫活性は核に局在していた。

この抗血清は抗原蛋白質をリガンドとしてアフイニティ精製した抗体と同じ特異性を示したc



[考察]

GST融合蛋白質として目的とする蛋白質を大腸菌に大量に生産させる方法は、可溶化しやすく、精製

も容易でさまぎまな蛋白質の精製に使われている (6)ο ラットのグルココルチコイドレセブターの転写調

節ドメインにあたる分子量約 20kDaの蛋白質も GST融合蛋白質として大腸菌に大量発現させ、精製する

ことができた。

ラットのグルココルチコイドレセプターの蛋白質は従来、ラット肝細胞から精製されているが(7)、こ

の方法で精製した蚕白質を抗原とした抗血清では十分な活性、特異性が得られず、ラットのグルココルチ

コイドレセプターの抗体としては DNA結合部位のエピトープを認識するモノクローナル抗体(4)、カル

ボキシル末端側のエピトーブを認識するモノクローナル抗体(5)が作られているにすぎず、ラット脳にお

ける分布が調べられている(1，3)。

今回、我々が作製した抗血清はラットのグルココルチコイドレセプターの転写調節ドメインを抗原とし

たもので、イムノブロッテイング、および免疫組織化学の結果から特異性、活性ともに高いものであり、

今後、グルココjレチコイドレセプターの機能や局在を研究していくうえで有用であると考えられた。

[謝辞]

アミノ酸配列の決定にご協力いただきました栗原達也博士、児玉志保博士(サントリー生物医学研究所)

に深く感謝いたします。
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Fig. 1. Induction of the GST fusion pro-
tein by IPTG. 
To凶 proteinof E. coli trea凶 with(l組e
2) or without (Iane 1) IPTG were elec-
trophoresed and stained with Coomassie 
brilliant blue. The fusion protein 
(arrowhead) appeared after IPTG induc-
tlOn. 

Fig. 2. Immunoblotting for the ho-
mogenate of rat brain. 
Proteins were transfered to a PVDF 
membrane and immunostained with the 
antiserum. A single band (affowhead) 
with a molecular weight identical to rat 
glucocorticoid receptor was detected. 
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〔要約〕

E2F及びEIAの発現によって誘発される成熟神経細胞の
DNA合成能について

須田喜久夫、佐藤潔

(順天堂大学脳神経外科)

晴乳類の神経組織ではある特定の部位を除いて成体に至るまでneurogenesi sが認められる部

位はなく、成熟した神経細胞がDNA合成能を有するという報告は未だ見なし、。 1nvitro study 

にてマウスの小脳頼粒細胞にTransfectanを用いたtransfectionによって、また、 invivo study 

にて成体ラットの大脳皮質神経細胞にimmunoliposomeを用いたtransfection ~こよって viral

oncoprotein E1A and/or transcription factor E2F1の cDNAsが各々に導入された結果、 in
vitroでは、 37%のE1A陽性神経細胞、 43%のE2F1陽a性神経細胞がBrdU陽性であり、 ln

vivoでは約四%のE1A陽'性神経細胞がBrdU陽性を呈した。これらの結果、 E2F1の過剰発現

あるいはE1Aの発現後の内因'性E2F1の放出が細胞周期の停止に関与していると考えられる

tumor suppressor gene， retinoblastoma (Rb)の抑制に打ち勝ち、神経細胞をDNA合成の初期化

へと導くことを示唆していると思われた。

[目的]晴乳類の神経組織では嘆球や海馬歯状固などを除いて成体に至るまでneurogenesis 

が認められる部位はなく (5)、成熟した神経細胞がDNA合成能を有するという報告は未だ見

ない。 G1からS-phaseへの移行期に作用する重要な因子の一つにE2F1 transcription factorが

あり、 S-phaseの初期化及び進行にとって必須なgeneの発現を制御している(7)。そして、
E2F1の転写活a性はRbやp107proteinsとの複合体の形成によって抑制されており(9)、大脳皮

質や小脳においては、成熟神経細胞は比較的高レベルでRbそしてE2F1を発現している(2)，(8)。

このことはこれらの神経細胞においてはRbとE2F1との聞で形成される複合体によって細胞

周期が停止させられることを示唆している。そこで、我々はinvitro及び、1llVIVOにおいて分

化した神経細胞にE2F1及びfE2F1を活性化すると考えられるviraloncogene E1A cDNAsを

transfectionすることによって、その過剰発現がRbの抑制に打ち勝ち、 DNA合成を誘導する

か否かを免疫細胞化学染色にて検討した。

[方法]生後6日マウスの小脳穎粒細胞を培養し、 6日目(day12)にpRc/CMVE1Aあるいは
E2F1 cDNAsをTransfectan(Promega)を用いて、また、成体ラットの頭頂葉皮質には神経細

胞の細胞膜に存在する糖蛋白であるThy1.1に対する抗体と結合したimmunoliposome(3)を用

いてpRc/CMVE1A+E2F1 cDNAを定位脳手術にて注入し、 transfectionを施行した。 Invitro 

ではtransfection終了後、 BrdU10μMを投与し、 24時間後細胞を固定。 1nvivoでは術後9時

間及び33時間後よりBrdU 50mg/B.Wgを3時間毎腹腔内に投与し、 24時間後断頭し固定。

両検体ともmousea凶 -E1A，E2F MAb， rabbit anti-neurofilament Ab， rat anti-BrdU MAbを一

次抗体に用いた三重染色に供し、 transfectionされた神経細胞のDNA合成の有無を検討した。

[結果]In vitro studyではE1AあるいはE2F1陽性神経細胞のBrdU陽性率は各々約37%、43

%であり、 E1AあるいはE2F1陰性神経細胞においてはDNA合成は認められなかった(n=10)。

また、 transfectionされていない神経細胞、 helix-Ioop-helix transcription factorであるME1，

ME2 cDNAs (6)あるいはvectorのみがtransfectionされた神経細胞においてはDNA合成及び

E1A， E2F1の発現は認められなかった (Table1)。一方、 invivo studyにおいては、 E2F1と

E1Aが1:1の割合で混合され、 imm unol i posom eを介してtransfectionされたが、 E1A陽性神経

細胞のBrdU陽性率はtransfection後33時間、 57時間において各々15%、5%であった。

cDNAを含まないvectorがtransfectionされた動物においてはDNA合成神経細胞は同定されな



かった(Table2)。

[考察】脳において高度な可塑性を有する領域では成熟した神経細胞はretinoblastoma(Rb) 

tumor suppressor geneを発現する。そのRbはG1phaseにおいてE2Fと複合体を形成すること
によりcell growthを抑制する。即ち、 S-phaseへの初期化そして進行にとって必要なgenesの

誘導を抑制している(1)。一方、 Johnsonら(4)はE2F1の発現がqiescentcellsを細胞周期におい
てS-phaseへ導くと論じた。本研究においてもE2F1の過剰発現あるいはE1Aの発現後の内因

性E2F1の放出が大脳皮質、小脳等に豊富に発現しているRbの抑制に打ち勝ち、分化し終え

た神経細胞を再びDNA合成の初期化へと導くことを強く示唆するものと思われた。

【文献】

(1) Goodrich DW， Wang NP， Qian Y-W et aL (1991)Cell 67; 293-302. 
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(6) Neuman T， Keen A， Knapsik E et a1. (1993) Eur J. Neurosci 5; 311-318 

(7) Nevins JR (1992) Science 258; 424-429. 
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TABLE 1. Effect of expression of different cDNAs on BrdU incorporation 

in differentiated cerebellar neurons in vitro 

Transfection Number of Number of 宅 BrdUpositive 
construct E1A or E2F1 BrdU positive neurons 

positive neurons neurons 

control o O o 
pRcCMV o o O 

pRcE1A13S 10.2:!:6.9 3.7:!:2.3 37 

pRcE2Fl 8.5:!:5.1 3.6士1.5 43 
pRcME1 O O O 

pRcME2 o O O 

TABLE 2. Effect of expression of E1A and E2F1 on BrdU incorporation 
in adult rat cortical neurons in vivo 

Transfection Number of Number of 亀 BrdUpositive 
construct E1A positive BrdU positive neurons 

neurons /mm3 neurons/mm3 

control O o O 

pRcCMV o 。 。
pRcE1A13S + 

pRcE2F1 33 h 458:!:192 66.7士33.4 14.6 
pRcE1A13S + 

pRcE2F1 57 h 788士188 41.3士33.7 5.2 
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111 ~ツトn顔面神経切断により誘導される顔面神経
，;f~ 0:> -:fラコ，ミノーーク2 ンアクヲ"-./てーーター-~こてコし、てご

〔要約〕

中嶋一行， M紅tinReddington*，高坂新一， Gω>fgW.Kreutzberg* 
(国立精神・神経センター，桶経研，代謝*叩De叩仰師e叩捌nloぱfN陥e凶u町uro町叩町m即 ph加刷B回叫。ology，Max.Planck In田s由11山山t加u凶II臼eoぱfPs勾yclぬhi加a剖.trηωyρ ) 

神経の修復、再生機構に関わるグリア由来のプラスミノーゲン(凹n)ープラスミノーゲンアクチベーター(PA)系の役割を探るた

め、ラット顔面神経の切断を行い、その神経核におけるPA活性の変動を調べた。茎乳突孔で神経を切断すると、切断側の神経核に

は著しいPA活性の誘導が認められた。その活性は顔面神経切断後3-5日に最大となり、その後減少した。誘導されるPA活性は、

ウロキナーゼ型PA(uP.めの特異的阻害剤であるamilorideにより強い阻害を受けた。またそのPAの分子量は約 48kDaでありラット尿

中のそれと同ーの移動度を示した。これらの結果は顔面神経の切断により神経核に誘導されるPA活性は主にuPAであることを示し、

さらにこの現象は運動ニューロンの傷害後、神経4査で起こるニューロンの修復、再生過程に:uPAによるプラスミン産生系が深〈関わ

ることを示唆している。

[目的]

我々はこれまでラット培養ミクログリアが大脳皮質ユユーロンおよび中脳のニューロンに対する神経栄養物質を産生すること、

そしてそのある部分はプラスミノーゲン(pG四)ープラスミノーゲンアクチベーター(PA)系に由来することを明らかにしてきた(1)0こ

れらの結果は、脳中に存在するPGn.PA系が成長期のニューロンに作用するばかりでなく、神経の修復・再生過躍にも関与する可能

性を示唆するものであったが、これまで脳実質内における産生または動向すら不明であった。そこでPGn.PA系と神経修復・再生過

程の関係を調べるためラット顔面神経切断の系を使用した。頭叢骨の外側で顔面神経を切断すると、その後脳幹にある神経核では

ニューロンの傷害を修復すべく、様々な細胞および物質レベルの変動が起こることが知られている(2)。また、この系は血液脳関門

の崩壊がないため、すなわち脳内への血液の浸潤がなく、血液由来の成分の影響を除外できるため、特に血液系成分の変動を解析

するためには好適と考えられた。本積ではラット顔面神経を切断し、その神経核におけるPA活性の反応性に注目し、誘導伎のPAに

つき検討した結果を報告する。

[方法]

ラット顔面神経切断および組織の調製

実験動物として体重200gのウィスターラット(みを使用した。エーテル麻酔下に右側の顔面神経を茎乳突孔で切断した。左側の顔

面神経はコントロールとして残した。手術後、 l目、 2日、 3日、 5目、 10日目に麻酔下に生理食塩水を用い潅流を行い脳を摘

出し、ドライアイスで凍結した。ザイモグラフィ一周の組織切片はクリオスタットを用いて顔面神経核の位置で20μmの厚きで調製

した。また顔面神経核のホモジネートは、顕微鏡下に友右の核部分を切り抜き、 SDSサンプル溶液 [65mMT巾I'ICi(pH6.8)、2.3%

S郎、 10%glyc町oJ)に溶解し調製した。

組織切片のザイモグラフィー

20mm角のガラスカパースリップに100μlの1.5%アガロース溶液 [20mMTrisHα(pH7.5)、2%skimmilk、5μgヒト PGnを含

む]を広げ固化させ、上記のクリオスタット切片を重ね合わせ37"Cで保温した。 14 -1 6時間後、切片をはがし、カパースリ

ップ上のアガロースを0.5%アミドプラックで染色した。

ポリアクリルアミドゲルのザイモグラフィー

上記顔面神経核のホモジネートを非還元下に10%ポリアクリルアミドゲルのSDS.PAGEを行い、さらに、 2.5%TrilonX.lOOによる

洗浄を行い、1.5%アガロースゲル(組織切片のザイモグラフィーに同じ)に重ね、 37"Cで反応させた (3)014-16時間後アガ

ロースを0.5%アミドプラックで染色させた。

[結果]

ラット顔面神経を切断後3日目に顔面神経核の組織切片を調製し切片ザイモグラフィーを行った。図 1Aに示すようにPG岨依存性

のカゼイン分解は脳幹のふちに点状に見られるものと、神経切断側(右)の顔面神経核に一致する部分(矢~pりの 2 カ所に見られた。

前者は顔面神経切断後 1目、 2日、 3目、 5日、 10日目の全ての脳幹で検出されたが後者は手術後3-5日に増強し、後、弱く

なる傾向を示した。この結果は顔面神経核にPA活性が一過性に誘導されること、そしてそれは脳幹のふちに検出されるPAとは異な

るタイプのPAであることを示唆した。

次に神経核に誘導されるPAを同定する目的で、神経切断後3日目の脳組織片を用いて PA活性の性質を検討した。アガロースに

凹加が添加されないとカゼイン分解は全く起こらないが(図 1B)， PGn存在下では上記したように 2カ所にカゼイン分解が見られた

(図 1A)oしかしアガロースにuPAの特異的阻害剤である amiloridほを添加すると神経核に見られたスポットがほぼ完全に消失し、脳

幹のふちにのみ、いくつかのスポットが観察された(図 1C)。また拍.PA抗体で組織片を 30分処理し、ザイモグラフィーを行うと



脳幹のふちに見られたスポットが強〈抑制され神経核に一致する部分にのみカゼイン分解が起こった{図 10)。これらの結果は、神

経核に誘導されるPA活性は主にuPAであることを強〈示唆した。

さらに神経核のPA活性の分子量を求めるために左右の神経核のホモジネート (40μgタンパク)をポリアクリルアミドゲルのザイモ

グラフイーにより分析した。図 2に示したように神経切断を行った右側の神経核(レーン 2)にはコントロール側(レーン3)には微量

にしか見られない分子量約48kDaのバンドが強〈検出された。この位置のPAI;J:分子量70kDaのラットtPAとは全く異なり、ラッ

ト尿中に存在するuPAと同一の移動度を示した。またamiloride存在下にザイモグラフィーを行うとこのバンド(48kDa)はほぼ完全

に消失した。すなわちこれらの結果も神経核に誘導されてくるPAはuPA型であることを示している。

[考察]

これまでラット顔面神経切断に伴う神経核のPA反応性は不明であったが、組織切片およびポリアクリルアミドゲルのザイモグラ

フィーを使用することによりuPAの顕著な誘導を明らかにすることができた。 uPAが一過性にしかも神経核に限定して誘導される現

象は新しい知見であり、 uPAの関与するプラスミン生成カスケードが神経の修復・再生過程に関連することを示唆しており興味深い

結果であった。

ではuPAI;J:顔面神経核でどのような役割を担っているのか?顔面神経切断によりこれまで核域でいろいろな形態的および物質の変

動が知られている (2)。運動ニューロンは形態的変化とともにアセチルコリンエステラーゼ、ニューロフィラメントが減少し、

一方糖代謝系酵素やアクチン、チユープリン量が増加する。さらにニューロンの周囲でミクログリアが活性化、移動、増殖し、ま

たアストロサイトも遅延性の反応性を示す。このような状態で推測されるuPAの役割のひとつは細胞膜上のプラスミン活性の調節因

子として細胞移動、形態変化に関与している可能性である。次に、ニューロンやグリアの生存あるいは活性化に必要とされる分子

の活性化、すなわち成長因子・ホルモン、プロテアーゼなどの不活性前駆体の活性化に働いている可続性がある。主た既にま是々が

報告したように、問n-PA系はニューロンの突起伸長や成熟にも強い影響を与えることから神経栄養活性の調節因子として作用する

ことも考えられる。

従来中枢神経系でuPAを産生する細胞としてニューロン、アストロサイト、ミクログリアが報告されている。しかしそれらはイン

ピトロにおける結果でありインピポにおける細胞種は特定できていない。現在、我々はそれを知るべき免疫組織学的検討を行いつ

つある o さらにuPAとともにその生理的基質の存在、局在についても明らかにすることも必要であろう。これらの研究を進めること

により顔面神経核におけるuPAの役割が明らかになると思われる。

[文献]

(1) Nakajima， K and Kohsaka， S. Neurosci. Res. 17， 187・203(1993) 

(2) Kreutzberg， G.W. Restor. Neurol. Neurosci. 5，59・60(1993)

σ) Nakajima， K.， Tsuzaki， N.， Shimojo， M.， H担nanoue，M. and Kohsaka，S. BrainRes. 577，285-292 (1992) 
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図1 顔面神経殺に誘導されるPA活性

顔面神経切断後3日目に脳幹の切片を調製し、

以下のようにザイモグラフイを行った。

A:.プラスミノーゲンを含むアガロースを使用

E プラスミノーゲンを含まないアガロースを使用

C:プラスミノーゲンおよび1mM am証D厄deを含む

アガロースを使用

D:l;J]片をtPA抗体で処理後、 Aと同様にザイモグラフイ

をqrったもの。
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123  

図2 顔面神経核に誘導菩れるPA活性の分子量
1.ヒトtPA(68四回)+ヒト低分子uPA(33kDa) 

2.神経切断側(右側)の神経核ホモジネート
(40μgタンノfク)

3.コントロール側(左側)の神経核ホモジネート

(40μgタンノTク)
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〔要約〕

グリオーマにおけるp53とCdk阻害蛋白質(p16，p21)の免疫組織
化学的検索

白石哲也、井土崇文、福山幸三、戸田啓介、田淵和雄

(佐賀医科大学脳神経外科)

我々はp53遺伝子異常がグリオーマの発生および悪性化に関与していることを報告してき

た。今回はcyclindependent kinasc (Cdめに結合しそれらを阻害する蛋白質のうち、 p53によって直接

制御を受けるp21と制御を受けないp16との発現を免疫組織化学的に検索し、その意義につき考察し

た。 p16陽性症例はgliosis100%， astrocytoma 59%， anaplastic as汀ocyωma14%， glioblastoma 0%であり、

p16はグリオーマの悪性化に科'コでその発現が低下しており、 tumorigenicity/ tumor progressionに深

く関与しているものと思われた。一方、今回検索したほぼすべてのグリオーマでp21は陽性染色さ

れたが、平均陽性率はastrocytomaで5.8%、glioblastomaで8.0%であった。 p21陽性率と、 p53の陽性率

および遺伝子異常との問には相関がみられなかった。

[目的]p53遺伝子の変異が種々のヒト腫傷の発生に重要な役割を呆たしていることはよく知られ

ており、我々はグリオーマでもp53の遺伝子変異が見られることを報告してきた(1)0p53は増殖抑制

蛋白質の遺伝子発現を誘導する機能を有しているが、最近その候補としてp21(W af1/Cip l/Sdi 1)が発

見された(2)。さらにp53の制御を受けずに細胞周期を負に調節するCdk阻害蛋白質が単離され、その

中でもp16(MTS1)は多くの培養癌知l胞で欠失していることから、 tumorigenicityに深く関与している

事が明らかとなってきた(3)。本石iJ，:先の目的はこれらのCdk阻害蛋白質がグリオーマの発生および悪

性化に関与するか否かを検討7す之ことである。

[方法]75例の手術時生検グリオーマ組織のホルマリン固定パラフイン包捜ブロックより6μm切片

を作製した。切片をlOmM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p16ポリクローナル抗体(Pharmingen)と抗ヒトp21モノクロー

ナル抗体(Pharmingen)を使用 lJた。 Labclcdstreptavidin-biotin法を用いた免疫組織化学染色を行った。

高倍率で1∞o個以上の細胞をカ~.ントし、揚性染色核の会核数に対する割合を求めた。さらに従来

報告してきたp53陽性率および、遺伝子変異のデータと比較検討した。

[結果]p16の染色像は核に限局して認められ(Fig.1)、陽性所見を呈した症例の割合はgliosis3/3 

、astrocytoma10/1 7、 anaplasti~astrocytoma 2/14、glioblastoma0/39であり(Fig.2)、病理組織学的悪性

度が高くなるにつれてp16の免疫組織化学的発現率が低下した。 p21の陽性反応は腫蕩細胞の核に認

められ(Fig.3)、gliosis0/5(平均陽性細胞率0%)、astrocytoma10/12 (5.8%)、anaplasticastrocytoma 5/5 

glioblastoma 8/8 (14.1 %)、 glioblastoma21/21例 (8.0%)の陽性率を示した。 p21平均陽性率はp53正常群

では7.2%、異常群では7.6%であり両者間に統計学的有意差を認めなかった。なお次の条件のうち少

なくとも 1つを満たすものを必3異常群とした。 1)遺伝子解析で変異が認められたもの、 2)p53が染

色されないものかp53陽性率がMIB・1indcxを越えるもの、 3)MDM・2の異常発現が認められるもの。



【考察]今回の研究よりグリオーマの病理組織学的悪性化にしたがってp16の発現が低下していること

が示された。さらに最近いくつかの施設から同様な報告が認められており(4，5)、脳腫蕩においてもp16

の異常がtumorigenicity/ tumor progressionに関与しているものと思われる。 p21の発現は病理組織学的悪

性度およびp53遺伝子の異常の有無に相関が認められなかった。 p21は当初p53によって強く制御を受け

ていると考えられていたが、最近p53-independentpathwayによっても制御を受けていることが確認され

ている(6)0p21は脳腫蕩のtumorigenicity/ tumor progressionには関与していないと考えられた。

[文献)(1) Fukuyama K， et al. (1991) BIological Aspecωof Brain Tumors， 317 (2) Noda A ， et al. (1994) Exp 

Cell Res主L90 (3) Serrano M， et al. (1993) Nature並ι704(4) Jen J， et al. (1994) Cancer Res ~ 6353 (5) 
Schmidt EE， et al. Cancer Res笠，6321 (6) Johnson M，巴tal. (1994) Mol Carcinog 11，59 
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過剰なNa+流入による培養上頚神経節細胞のアボトーシスの機構

113 

〔要約〕

小池達郎、中山 値、小田 毅、田中秀逸

(北大院理行動知能学、佐賀医科大)

ベラトリジン (0.75μM) はNGF除去による上顎神経節細胞の細胞死を抑制することを既に報告した

が、 1μM以上では神経細胞死を誘発した 4 ベラトリジンによる細胞死は用量依存的に起こり、テトロ

ドトキシンによる抑制が効く濃度範囲 (10/，uM以下)では、細胞体が縮み染色体の凝縮が起こることか
ら、アポ卜ーシスであろうと考えたc ベラトリジン毒性はfrtNa+濃度外液では消失した。更に、細胞外

液のK+濃度が100mM以上では細胞体の収縮は抑制された(，これらの結果から、過剰なNa+流入が

RVD (Regulatory Volume Decrease)を経て、上頚神経節細胞のアポトーシスを誘発したと推定した。

細胞死カスケードは本来細胞にプ口グラムされており、それゆえ生体は増殖、分化、成長、細胞死の

精妙なバランスで制御されていると考えられる。この制御された細胞死はその卜リッガーにより種々の

カスケード産物を経て共通の機矯一DNAの断片化ーを伴うと考えることは合理的である。実際、種々

のパラダイム例えばスタウロスポリン処理によって神経細胞死が誘導される(1)。我々は細胞内イオ

ンCa2+やN計に着目してその細胞死制御機構に興味を持った(2、 3)。例え(;1:'、膜電位依存性Na+

チャンネルの活性化剤であるベラトリジンはNGF除去による上顎神経節細胞の細胞死を抑制したが、こ

の効果はNa+イオンの細胞への流入によるものであった(3、6、8) 0 一方、 Na+イオンが過剰に流

入すると神経細胞死を誘発し、その効果は神経細胞の成熟に伴って増強された。本報告では過剰なNa+

イオンの流入による神経細胞死の機構とその発達について詳細に調べた

[実験方法]

神経細胞培養法:ラット上顎神経節細胞の培養は既報 (2、7)により、細胞はコラーゲン塗布した

35mm dish又は 48wellplateにまき、 10%牛胎児血清(非働化)、 50ng / ml NGFを含む MEM培地で

し7日培養して実験に供した。非神経細飽の除去のため FUdR処理をした。

細胞亮のアッセイ法: 卜リパンブルー染色またはニッスル染色を行い、生細胞数を数えた(7)。

染色体凝縮のアッセイ法:細胞を 4%パラフォルムアルデヒド溶液で固定後、ヘキスト 32 5 8 (1μ 

g/ml)で， 5分染色、 PBS(ー)で洗浄後、染色体の凝縮の有無を蛍光顕微鏡 (UV)で観察した。

細胞内Ca2+やNa+イオンの定量:細胞内Ca2+やNa+イオンの測定はそれそeれfura-2-AM友びSBFI-

AM標識による蛍光画像解析装置により行った(3、6、8)。

[結果]

NGF存在下 1週間培養して十分分化させたラット上顎神経節細胞を、 0.1-40μMベラトリジン

(VERA)で， 0 -， 5時間処理すると、用量依存的に毒性を示し、 40μMでは約80%の細胞が死滅

した(図1) 0 ところがベラトリジンの毒性は高濃度ではテトロドトキシン (nx)によって抑えられ

なかった(図1)。従って、 VERA作用の特異性が保たれる範囲で実験する為、その濃度を10μM以下

に抑えた。この濃度では蛍光イメージング法によると、細胞外のCa2+もNa+も流入するため、 VERA

の毒性がCa2+の流入によるのかNa+の流入によるのかを調べた。図2に示したように低Ca2+濃度

(ca.100nM)ではVERAの毒性は保たれているのに反し、低Na十濃度 (Na+をN-Methylglucamineで

置換)ではその作用は完全に失われた。この為、毒性はNa+の流入により、かつ我々の以前の報告(3、

6)により適当な流入は細胞死を抑制することから、過剰に流入される為に起こると考えられるの過剰

なNa+イオンの流入による細胞死のメカニス'ムとしては細胞体が縮むこと、ビスベンザミドで染色する

とアポトーシスに特徴的な染色体の凝縮が起こることから、アポトーシスであろうと考えた。更に、細

胞外液のK+濃度が100mM以上では、 VERA毒性は突起のみにとどまり、細胞体の収縮は起こらなかっ

た。これらの結果から、過剰なNa+流入が RVD(Regulatory Volume Decrease)を経て、上顎神経節

細胞のアポ卜ーシスを誘発したと推定した(図 3)。この毒性は幼若な細胞では顕著には起こらなかっ

たのグルタミン酸毒性ではCI'，Na+、Ca2+イオンなどの透過性が変わるため複雑な系となっているが、
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Na+のみを過剰に流入させるパラタイムを用いるとアボトーシスが起こることが示峻された。一般に

VERAを使う実験ではかなりの高濃度を用いている(4、5)が、その場合膜電位依存性Na+チャンネ

ルを介しての特異的な効果をみているとはいえず、その結論を受け入れるには慎重にならざるを得ない。

図1.
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図 1.上頚神経節細胞に対するベラトリジン毒性の濃度効果(生存細胞数を測定(ロ;3視野を各々200以

上測定した平均値 (mean土SE))，・は1μMテトロドトキシンを含む対照値)

図 2.ベラトリジンを介した神経細胞毒性に対するCa2+忍び‘Na+イオンの効果(2視野を各々200以上

測定した平均値 (mean土SE))(ベラトリジンの濃度は10μMで行ったの)

図3.ベラトリジンを介した神経細胞毒性のメカニズム
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〔要約〕

中山 恒、信川貴子、小池達郎

(北大院理行動知能学)

神経細胞は生存維持の為の細胞内 Ca2+濃度 (Ca2+セットポイン卜)を持っとすれば、その濃度領域

より高い友び、低い領域では細胞死が起こる主予想される。更に、 NGF除去による神経細胞死では、栄養

因子による細胞内Ca2+イオン制御の欠如からCa2+イオン濃度の低下が、起こり、細胞亮に至る可能性

が示峻される。種々のCa2+キレート剤やCa2+イオノフォアで上顎神経節細胞を処理した実験の結果は

この考えを基本的に支持した。又、 NGF除去による上頚神経節細胞死に対するBAPTAの効果を調べると、

10-50μM濃度範囲では細胞死は顕著に遅延したのこれらの結果から上顎神経節細胞死のアポ卜ーシスの

Ca2+による制御機構が示唆された。

我々は上顎神経節細胞や小脳頼粒細胞を用いて膜脱分極作用による神経細胞生存/細胞死抑制の調節

機構を調べてきた(2、3) 0 その作用は高 K+による脱分極に伴い、 L型 Ca2+チャンネルを介して

Ca2+が細胞内に流入し、細胞内Ca2+濃度が上昇する為である(2) 0 Ca2+セットポイント仮説では、

神経細胞はそれぞれに特異的な、自律的な生存維持の為の細胞内 Ca2+濃度(セットポイント)を持つ

とされている心実際、上頚神経節細胞や後根神経節細胞は成熟するとれIGF依存性が征下し、細胞内

Ca2+濃度も上昇する(3 )。この考えに従えti、神経細胞生存に関する細胞内Ca2+ウインドウが存在

し、 Ca2+イオン濃度がより高い領域もより低い領域も細胞死が起こる。更に、 NGF除去すると細胞内

Ca2+イオン濃度の低下が起こり、これがトリッガーとなって細胞死に至ることが示媛される(他の系で

の示峻がある(4) )ο それ故脱分極力f細胞死を抑制し、神経栄養因子は神経細胞が生存可能な細胞内

Ca2+濃度の範囲を広げるとも考えられる。上顎神経節細胞を種々のCa2+キレート剤やCa2+イオノフ

ォアで処理することにより、この仮説の当否を検討した。

[実験方法]

神経細胞培養法:ラット上頚神経節細胞の培養は既報(3、5) により、細胞はコラーゲン塗布した

35mm dish又は 48wellplateにまき、 10%牛胎児血清(非働化)、 50ng / ml NGFを含む MEM培地で

ふ7日培養して実験に供したの非神経細胞の除去のため FUdR処理をした。

細胞苑のアッセイ法: トリパンブルー染色またはニッスル染色を行い、生細胞数を数えた(5 )。
染色体凝縮のアッセイ法:細胞を 4%パラフォルムアルデヒド溶液で固定後、ヘキスト 32 5 8 (1μ 

g/ml)で 15分染色、 PBS(四)で洗浄後、染色体の凝縮の有無を蛍光顕微鏡 (UV)で観察した。又、神経

細胞は固定後、 Neurofilament(160KD)文はMAP2抗体染色により確認した。

[結果]

上顎神経節細飽内C#:!:の上昇はDNA断片化を誘導するn

既に、 PC12細胞(1 )や他の初代培養神経細胞 (6)ではCa2+イオノフォアA23187処理によって

DNA断片化が起こることが記載されており、核内のCa2+濃度の上昇が断片化を促進することが示峻さ

れているの A23187は10nMから用量依存的に上顎神経節細胞死を促進し、染色体の凝縮を誘発したc

上頚神経節細胞内cJ±の減少はDNA断片化を誘導する、
NGF存在下、ラット上顎神経節細胞をCa2+キレート剤 BAPTA-AM(1，2-Bis (O-aminophenoxy) 

ethane-N N N N-tetraacetate acetomethoxyester、 100-1000μM)で 10 -1 5時間処理すると、

細胞体が収縮し、約70%の細胞が死滅した、ビスベンザミドで染色するとアポトーシスに特徴的な染

色体の凝縮が起こることから、アポ卜ーシスであろうと考えた(図 1)。
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血血血色2+ レベルの緩衝化はNGF絵去による細胞~を抑制する η
NGF除去による上頚神経節細胞死に対する効果を調べる為に、培地中に同時に1-50μMBAPTA-AM 

を加えたの 24-48時間後、 BAPTAは細胞死を顕著に遅延した(図 2) 0 Kd1i直の全く異なるBAPTA誘導

体例えば、 5，5-Dibromo、4，4-Difluoro誘導体などのCa2+キレート剤では効果は見られなかった。ダン

トロレン (1μM) はわずかに細胞死を遅らせたが、顕著な効果はなかった。 Fura・2蛍光イメージング

法による予備的な実験では細胞死に伴って細胞内Ca2+イオン濃度は低下する (90nM-ca. 30nM) こ

とを示峻しており、細胞内Ca2+濃度の緩衝化により細胞死が遅延されると考えた C 現在、この細胞内

Ca2+濃度減少に関与するCa2+結合蛋白質の役割を調べる為lこPCR法により検索を行っている。
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図 1 (左). BAPTA-AMによる上顎神経節細胞死(アポ卜ーシス)の誘導:ビスベンザミド染色による

染色体の凝縮と断片化の検出(矢印、正常なクロマチンを*で示す)

図2 (右). NGF除去による上頚神経節細胞死のBAPTA-AMによる抑制 (3視野を各々200以上測定した

平均値 (mean土SE))
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中尾純治1)、村瀬真一2)、篠田純1)、川村光毅2)、植村慶一1)

(慶謄義塾大学医学部・生理学教室1)、解剖学教室2))

〔要約〕
末梢神経系ではミエリン形成開始の直前に、増殖していた一つのシュワン細胞が一つの神経軸

索を認識し接着して増娘を停止することが知られている。これは正常なミエリン形成の前提条件となる

重要な現象であるが、その機j茅はまだ解明されていない。我々は増舶の過程でシュワン細胞が神経軸索

に対応する数に過不足なく調節されることに着目しそのメカニズムを検討してきた。抗Thyl抗体を用い

たimmunopanning法による迅速な培養法により増殖期のmV1VOに近いと考えられるシュワン細胞の性質

を検討した結果、その多くは培養開始後に漸次アボトーシスをおこすことが明らかとなった。このこと

から増殖期のシユワン細胞は軸索から分離するとアポトーシスが誘導されやすいと考えられた。 invivo 

でも神経軸索に接着できないシュワン細胞が細胞死を起こし、残ったものが軸索と一対ーの対応関係に

なる可能性が考えられるので、今回、発育過程の末梢神経系でアポトーシスが実際におこっているか否

か検討した。その結果、ミエリン形成前過程で多くのシュワン細胞のアボトーシス像、が観察された。

[緒言] 末梢神経系のミエリン形成過程では、一つのシュワン細胞が一つの神経軸索を正確に認

識し、その周りを取り囲んで増殖停止し、最後にミエリン形成がおこなわれることが知られている O ミ

エリン形成開始時点では、シュワン細胞は神経軸索に対応する数になっている考えられるが、その数の

調節のメカニズムは知られていなかった。この現象には、従来の培養法では見いだすことができなかっ

たinvivoで示す何らかのシュワン細胞の性質が関係しているではないかと考えられた。そこでこの性質

を検討する目的で、我々は抗Thyl抗体を用いたlmmunopannmg法による迅速かつ効果的に分離・培養す

る方法を確立し、この方法で培養したところ、特に増殖期のシュワン細胞では神経軸索から分離した直

後はきわめてアポトーシスをおこしやすい状態にあることが明らかとなり昨年の本大会で発表した。す

なわちinvivoで増殖しているシュワン細胞のうち神経軸索に接着できなかったものが選択的に細胞死を

おこしていき、神経軸索にちょうど対応する数に調節される可能性が考えられた。今回はこのような機

序が実際に発育過程の末梢神経系で機能しているか否か検討した。

[方法]

1 . immunopanning法によるシュワン細胞の培養: 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d巴fmedmedium 1 )に浸し、 C02incubaωr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、線維芽細胞は細胞表面にThy1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2)0 2. 坐骨神経組織の5-100および核の

二重染色: 種々の生後日数のラットを4%パラフォルムアルデヒドで還流固定し、坐骨神経を摘出し

さらに4%パラフォルムアルデヒドでに浸潤させて後固定したのちに、クリオスタットを用いて5 μm 

の切片を作成した。ブロッキングの後に、抗5-100抗体を反応させ、さらに蛍光標識した2次抗体および

4μg/mlのヨウ化プロピジウムで反応させた。

[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10%

血清を含むmediumを用いて培養すると、 12時間以内に多くのシュワン細胞が漸次、アポトーシスをおこ

すことは前回すでに報告した。今回、培養皿の基底に種々の細胞外マトリックスをコートしてアポトー

シスを回避できるか否か検討した。フィブロネクチンのコートは強い効果を示したが、コラーゲンやラ

ミニンの効果は少なかった。一方、ポリーLーリジンのコートのみでも、かなりアボトーシス回避の効

果認められた。このことから、 invivoで観察されたシュワン細胞のアポトーシスは基質との接着能の強



弱が関係している可能性が考えられた。

次に、発育過桂の坐骨十1¥1経でも実際にシュワン細胞のアボトーシスが起こっているか否か検討した。

生後一日目のラットの坐骨神経から待た組織切Ufiを用いて、抗S-100抗体でシュワン細胞を、またヨウ
化プロピジウムによって細胞の核を染色した。その結果、 S-100陽性の細胞に一致してアボートシス特

有の所見である核が分断している像や濃染している像が認められた(図1)。これに対応する所見が電子顕

微鏡によっても観察された。これらのことからinvivoでもシュワン細胞がアポトーシスをおこしている

ことが明らかとなった。さらに、アボトーシスの所見を示す核がS-1001場性と一致するか否か多数のも

のを検討した結果、すべてがS-100陽性に一致した。したがって、坐骨神経を構成する細胞のうち、シ

ュワン細胞のみがアボトーシスをおこすと考えられた。また、アポトーシスをおこしているシュワン細

胞の割合について生後の経日変化を検討したが、増殖期からミエリン形成期にかけて高頻度のアポトー

シスが観察された(図 2)。

今回の実験から、まず培養直後のシュワン細胞のアポトーシスの回避には、シュワン細胞と基質との

接着能の強弱が関与していることが明らかとなった。 invivoにおける軸索とシュワン細胞の接着には、N

-カドヘリンやL1などの細胞後着因子が関与していると考えられるので、現在、細胞接着因子とアポト

ーシス回避の関係を検討している。また、 invivoでは特に増殖期に多くのシュワン細胞のアボトーシス

が観察されたが、以上の結果を考えあわせると神経軸索に接着出来なかったシュワン細胞がアポトーシ

スをおこすしていくことで、軸索にちょうど対応する数になる可能性が考えられた。

[文献] 1) Bottenstein， J. E.加dSato， G. H. (1979) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 76， 514・517. 2)中尾純治、

村上善紀、植村慶一(I994)第37回日本神経化学会大会論文集33，134-135. 
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[要約]

ラッ ト司ヨキ区宇申案歪晃ミ且ヨ卦~T申家至芸芋系田月包且重、 850と

8 1 0 4 、で餐見露宴されアこアポトーシスにっし、て

久永真市、岸本健雄

(東京工業大学・生命理工学部)

ラット中枢神経由来の細胞株850と8104は、 D8cAMPにより突起を伸ばし、神経細胞様に分化することが報

告されている 1。今回、我々はこれらの細胞が状態の異なるこつの時期(分化後と増殖時)にアポトーシス

を起こすことを見つけたので報告する。 B50とB104細胞は増殖時でさえもニューロフィラメントやMAP2など

の神経細胞特有の細胞骨格蛋白を発現しており、比較的分化程度の高い神経芽細胞腫と考えられた。 B50と

B104は、 DBcAMPを加えると数時間内に突起を伸長させ、 24-48時間後にはネットワーク状の突起をもった細

胞群となる。しかし、 72時間を超えると、浮遊し死んでくる細胞が増加したoこの細胞死の様式をDNAの断

片化と核の形態により調べたところ、アポトーシスであることが示された。このアポトーシスに対する蛋

白合成阻害剤であるシクロヘキシミド (CHX)の影響を調べたところ、シクロヘキシミド添加によりアポト

ーシスの誘導が早められていた。 D8cAMP添加前にCHXを加えると分化を経ないで、約12時間後からアポトー

シスによる細胞死が見られた。以上の結果から、 B50とB104細胞には神経様組胞へ分化した後の寿命にとも

なうアポトーシスと、増殖時に生存因子の合成を抑えることにより誘導されるアポトーシスがあるのでは

ないかと推測された。

[目的]

アポトーシスは神経の発生過程でみられるプログラム細胞死や、アルツハイマー病、パーキンソン病など

の神経細胞死と関連した非常に重要な問題である。神経細胞のアポトーシスについては組織レベルや培養

細胞を用いた研究が多くなされ、アポトーシスを誘導または抑制する蛋白質などいくつも見つかってきて

いる。しかし、その仕組みについては未だ殆ど、解っていないのが現状である。細胞培養系は均一な細胞が

得られ、実験条件の設定が容易であることから、アポトーシスの分子機構を解明するにもよい実験系を提

供すると考えられる。アポトーシスの研究によく用いられている培養神経細胞としては、 PC12細胞や上頚

神経節細胞などがある。しかし、いずれも末梢神経系のもので、中枢神経由来の細胞を用ドた実験系の確

立は中枢宵極細胞のアポトーシスの研究に必須であると考えられる。我々は、ラット中枢神経由来の細胞

株で、あるB50とB104を用いて神経様細胞への分化の過程を調べていたところ、両細胞が、分化をした後にア

ポトーシスを起こすことを見つけた。本会ではB50とB104組胞で観察された分化後のアポトーシスと増殖時

のアポトーシスについて報告する予定である。

[方法]

ラット神経芽車副卸重B50とB104は10%牛胎児血清(FCS)を含むDMEM培地、 10%炭酸ガス、 37
0 Cで培養した。

分化誘導は1rnMDibutyryl cyclic AMP(DBcAMP)によりO.5%FCS、DMEM培地中で行った。 DNAの断片化は1-2%

アガロースゲ‘ル電気泳動によって調べた。核の凝縮はHoechst染色後蛍光顕微鏡で、または超薄切片作製後

電子顕微鏡で観察した。

[結果]

B50とB104細胞は共に短い突起をもった繊維芽細胞様の形態をしている。これらは10%血清存在下で増殖

し、 1mMDBcAMPを加えると突起を長く伸ばし、神経細胞様に分化する。 850、8104はともに増殖時から神経

細胞のマーカーとして知られているMAP2、タウ、ニューロフィラメント蛋白などを発現しており、比較的

分化問支の高い細胞であると考えられた。但し、両細胞の血清に対する感受性は異なり、 B104が血清除去

のみでも分化するのに対し、 850は血清除去した後DBcAMPを加えなければ突起を伸展させない。また、 B10
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4は主に二つの突起をもった両極性の細胞になるのに対して、 B50はより突起の多い多極性の細胞になった。

これらはDBcAMP添加後、数時間で突起を伸ばし始め、 1-2日聞は、突起をネットワーク状に張り巡らし

た細胞群となるが、 3ロ目(72時間)以降になると浮遊し、死ぬ細胞の割合が増加した。 DBcAMP添加後の時

聞を追ってDNAを回収し、ァヵーロースゲル電気泳動で分離すると、 48時間前後から断片化が見られた。ま

た、電子顕微鏡で細胞の形態を観察したところ、核の凝縮と細胞の断片化が観察され、この細胞死はアポ

トーシスであることが確認された。 Hoechst染色による核の凝縮を指標に、分化誘導処理lこよりアポトーシ

スを起こしたB50細胞の割合の時間経過を示したものが図1である。このアポトーシスが蛋白合成依存性で

あるかをCl!Xを用いて調べたところ、 CHXを加えた時聞に依存して細胞死が早まることが観察された。血清

濃度を下げると同時にCHXを加えると、添加後24時間で細胞死が誘導されていた(図2)。

[考察]

ラット中枢神経由来のB50と8104神経芽細月割重で2種の細胞死が観察された。 DBcAMPで分化させた後で見

られるものと、増殖時の細胞から血清を除き、蛋白質合成阻害剤であるシクロヘキシミドを加えた時に起

こるものである。これらがアポトーシスであることは、 DNA断片化と電子顕微鏡による形態観察から示

された。 2タイプのアポトーシスの違いやその詳しい機構については現在検討中である。特に、細胞周期

関連蛋白や細胞骨格との関連から調べている。現時点では、増殖時に見られるアポトーシスは、 CI!Xで阻害

されると報告されているアポトーシスとは異なり、生存因子様のものが存在しており、その合成が阻害さ

れることにより誘導されるのではないかと考えている。

[文献]
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〔要約〕

脳虚血負荷による脳内Activatorprotein 1の変動

東泰孝、荻田喜代一、米田幸雄、章龍ヘ柳瀬尚人事、三谷章ヘ片岡喜由*

(摂南大・薬・薬理、本愛媛大・医・第一生理)

スナネズミ脳内特定部位における転写制御因子Activatorprotein I(AP1)のDNA結合能を、オリゴヌクレ

オチドプローフeを用いたゲ、ル移動度シフトア‘'71セイにより検索した。 APl結合能は海馬歯状回に活性が高く、

CAl野およびCA3野などにはほとんど検出されなかった。両側総頚動脈の5分間結紫による一過性脳虚血を

負荷すると、海馬CAl野においては血流再開通1および3時間後に著明なAPl結合能の増強が観察されたが、

この増強は6時間後には完全に消失し、その後24時間固まで認められなかった。一方、 CA3野および歯状回

では、血流再開通1時間後に有意な増強が認められ、この増強は再開通後3、6、9および12時間まで持続し

たのち、 24時間後には消失することが判明した。以上のように、 CAl野のAPl結合能の増強は一過性である

のに対して、歯状回およびCA3野ではAPl結合能の増強が少なくとも12時間後までは持続することから、

APlにより転写調節される蛋白質が虚血に対する抵抗性の獲得に深く関与する可能性が示唆される。

細胞核内転写制御因子は、遺伝子DNA上のエンハンサー領域やプロモーター領域に見出される特定の塩基配

列を認識して高親和性に結合し、標的遺伝子の転写活性を調節する絞内蛋白質である。その結果、細胞には長期

的あるいは永続的な機能変動が招来されるものと理解される。中でも、ロイシンジッパー構造を持つ転写制御因

子APlは、 Fosファミリー蛋白質やJunファミリー蛋白質のホモダイマーあるいはヘテロダイマーであるが、エ

ンハンサー領域の12-0-tetradecanoylphorbol13-aαta飽(TPA) response elementσRE)に高親和性に結合し

て、その標的遺伝子の転写を調節する活性を有する。一方、脳虚血負荷に伴う遅発性神経細胞死の発症メカニズ

ムに、 APl結合能の著明な上昇が関与する可能性も報告されている(5)。したがって、本研究では脳虚血脆弱性

の出現メカニズムを解明する一端として、海馬内特定部位のAPl結合能の脳虚血負荷後の変動を経時的に追跡し

た。

〔実験方法〕

監車血皇査:一過性脳虚血負荷。)後各時間毎に脳内各部位を分画採取し(1)、直ちに各部位を液体窒素により

凍結させた。核抽出液の調製:凍結脳内各部位から、 NonidetP-40を用いた方法(3)に準じて細胞核抽出液を調

製した。得られた核抽出液は使用時まで-80"C1こ凍結保存した。 DNAプローブ:APlの放射性プローブは、

TRE配列を含む2本鎖オリゴヌクレオチド(5'-GATCCGGCfGACfCATCACfAG-めを、 dATP[α_32p](111

TBq加mol)とDNAポリメラーセIの阻叩owfragmentを用いたエンドラベリング法により作成した。 JfJ墜塾

度シフトアッセイ:核抽出液(3-5μg蛋白質)、 1μgpoly( dI -dC)、放射性プローブ(20釦101、1-12X1ぴ

叩m)、10mM MgC12' 200 mM K'α、1mM EDTA、1mM EGTA、5mM DIT、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(pH7.5)の全量20μ1を室温で30分間反応させ

たのち、 DNN蜜白質複合体と遊離プローブをポリアクリルアミドゲル電気泳動法 (80V定電圧、 20C，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ー法により検出した(4)。

〔実験結果〕

一過性脳虚血負荷後、血流再開通1時間後に、 CAl野、 CA3野および歯状回において対照群と比べて有意

tJAPl結合能の増強が観察された(表1)。この増強は再開通3時間後にはいずれの海馬内部位でも最大の程度

を示したが、 CAl野の増強は血流再開通6時間後では消失した。これに対して、 CA3野および歯状回では6



時間後でも有意な上昇が見られたばかりでなく、この上昇は少なくとも 12時間後まで持続した。しかしなが

ら、血流再開通24時間後にはいずれの海馬内部位でもAP1結合能に著明な変動は認められなかった。

〔考察〕

表1 脳虚血負荷に伴うAP1結合能の経時的変化

AP1 binding( % of control ) 

1 hr 3 hr 9hr 

(CA1) 

Sham 100.0::!:19.6 100.0::!:13.3 100.0土12.6

Ischemia 185.5土27.9* 265.1::!:39.7*事 92.5::!:14.8 

(c必〕

Sham 100.0::!: 11.7 100.0士13.0 100.0::!:18.1 

Ischemia 280.8土51.2** 445.7:t53.5場* 362.5土44.6**

(Dentate gyrus) 

Sham 100.0::!:14.7 100.0::!:l1.1 100.0::!: 14.8 

Ischemia 279.2土53.6* 345.6::!:42.0材 279.3:!:26.5本*

ホP<0.05，*事P<O.Ol，signific沼ntIydifferent from the value obtained 

in control animals. 

本研究により、づ品性脳虚血負荷後のAP1結合能の増強は虚血脆弱性の高いCAl野では一過性であるのに対

して、虚血抵抗性を示す歯状回およびCA3野では少なくとも 12時間後までは増強が持続することが明かと

なった。このことは、 AP1結合能上昇の持続性と虚血抵抗性の聞に正の相関性が存在する可能性を示唆するもの

である。さらに、元来のAP1結合能が海馬内では歯状回が高く CAl野に低いという事実(5)を考慮すると、

AP1により細胞防御能を有する蛋白質が転写調節される可能性が示唆される。今後、このAP1の標的蛋白質につ

いてさらに詳細なる解析を進めていきたい。
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〔要約〕

タイプI-NO合成酵素選択的阻害斉IJ : 

8・(S-m eth yl i 50th io u re i d 0トL-norvalineは

ラット一時的局所脳虚血後の梗塞巣を縮小する

武藤厚、杉山昌ー、長藤寿H目、牧野俊彦、松居 徹¥宮内達雄、名畑博之

(中外製薬(株)富士御殿場研究所、*埼玉医大総合医療センター1Jì~外)

我々が新規に合成した化合物ふ(S-methy 1 i sothioureido )-L-n orv al in巴(L-MIN)は、ラット大脳

皮質可溶性画分中のCa"+依存性構成型NO合成酵素(タイフ。I/N-cNOS)活性を濃度依存的に阻害し、

そのICso値はN
G
-ni tro-L-arginine(L-NNA)の約1/3であった。 L-MINは、ウシJJ市動脈血管内皮細

胞にPAE)中のCa2+依存性構成型NO合成酵素(タイプIIIjE-cNOS)とラット Ca2+非依存性誘導型

NO合成酵素(タイフ。II/iNOS)よりも、それぞれ40倍以上タイプI-NOSに選択的であった。 L-MIN

あるいはL-NNAをラット中大脳動脈(MCA)閉塞直後と再濯流直後にi.p.投与すると、発生する

梗塞巣の面積は用量依存的に縮小した。 L-MINや既存のNOS阻害斉IJのラット脳微小l血管中の

Ca
2
+依存性構成型NOS活性に対するICso値は、タイプI-NOS活性に対して待られた値と近似であっ

た。大脳皮質可溶性両分、ラットシナプトゾーム画分、及び脳微小血管圏分のCa
2
+依存性構成

型NOSのL-arginineに対するKm値はほぼ一致した。さらに、タイプI-NOSに対する抗体を用い

たWesternblotを行った結果、大脳皮質可溶性画分、シナプトゾーム四分、及ぴ

すべてに約155kDaに相当する単一のパンドが認認、められた。以上の実験成績より、タイプI-NOS

に対して強力かつ選択的な阻害剤であるし.MIN'土、一時的局所脳虚血後の梗塞巣形成を改善す

ることが判明した。また、脳微小血管中にはタイプI-NOSに類似したタイプのNOSが存在する

可能性も示唆された。

[緒言]近年、脳虚血中と再 i蓮流中に脳内の NO産生は増大し、 L-NNAや

NGmI1itI04・arginie-methylester(L-NAME) はこれを抑制し、かっ脳損 1~j を軽減するといった報

告が集積しつつある(7，8)0 しかしながら、 L-NNAやL-NAMEの治療有効用量範囲は比較的狭い

(4，7)。この理由のーっとして、これらの化合物は特定の NOSアイソフォームに対する選択性が

低いことが考えられる(7)。今回、我々はタイプI-NOSに選択性が高い化合物を見い出し、本化

合物のラット一時的局所脳虚血モデルに対ーする作用を検討・した。

[実験方法i各NOSアイソフォーム画分、シナプトゾーム画分、及びJJ説微小j血管画分の訴l製、並
びにNOS活性の測定:我々の既報の方法(1，2，6，7)に従って行った。 MCA閉塞モデル :SD系ラッ

ト(雄)を30% O2と70% N20で希釈した1.5-2.0%ハロセンにより吸入麻酔し、左MCA本幹のレ

ンズ核線条体動脈起始音1¥をミニクリップを用いて閉塞した。 2時間後ミニクリップをはずし、 2

時間再濯流を行った (3，6，7)。中外製薬(株)で合成したしNNAあるいはL-MIN(0.1，0.3，1 

mg/kg， i.p.lをMCA閉塞直後と再謹it直後に投与した。再濯流を行った脳から作成した冠状断

連続切片を HE染色し、梗塞巣を定量した(3人 7)0Western blotting :大脳皮質可溶性画分、シ

ナプトゾーム画分、及び脳微小血管画分を我々の既報の方法(5)に従って調製後、 8%

SDS-PAGEを行った。ニトロセルロース膜に転写後、タイプI-NOSに対するモノクローナル抗

体(1μg/ml，Transduction labs)、二次抗体と )1関に反応させ、ブロットはECL法で検出した。

[結果及び考察]新規に合成した化合物であるL-MINのタイプI-NOS活性に対する阻害効果は、

既知NOS阻害剤の中では最も強いL-NNAより約3倍強く、そのICso値は 5.7nMであった。

レMINのタイプ11-及びタイプII1-NOSに対するICso1iAlは、それぞれ 247.6nM、238.1nMであり、
L-MIN はタイプI-NOSに対して強力かっ選択的な阻害剤であることが示された。 L-MIN(O.I，



0.3，1 mg/kg， i.p.)あるいは同用量のL-NNAをラット MCA閉塞直後及び再濯i紅白:後に投'g-し、
一時的局所脳虚血による梗塞巣形成に対する効果を検討したところ、 L-MIN及びL-NNAは用量

依存的に梗塞巣面積を縮小させ、 L-MIN'ま1mg/kgの用量でL-NNAは0.3と1mg/kgの用量で有意

であった (Fig.1) 。この実験成績により、タイプI-NOS選択的阻害斉IJしMINは虚血性脳血管

障害の治療において有益で、ある可能性が示唆された。 L-MINはL-NNAに比べ特にタイプIII-NOS

に対する阻害活性が弱く、治療有効用量範囲が広がる結果が期待されるが、この証明にはより

高用量の投与による検討が必要である。脳微小血管中のca2+依存性構成型NOSとタイプI-NOS

は、 L-MINや既存のNOS阻害剤に対しでほぼ同ーの阻害感受性を示し、大脳皮質可溶性画分、

シナプトゾ}ム画分、及び脳微小lUl管画分のNOSのL-arginineに対するKm値もほぼ一致した。

さらに、タイプI-NOSに対する抗体を用いたWesternblotを行った結果、大脳皮質可溶性両分、

シナプトゾーム画分、及び脳微小血管画分全て約155kDaの単ーなバンドが認められた。これら

の実験結果は、脳微小血管 lやの Ca2+依存性構成型NOSはタイプIII-NOSよりもむしろタイプ

I-NOSに類似していることを示している。また、脳虚血と再濯流中に脳微小血管中のNOS活性

は上昇するという以前の我々の実験成績(6，7，8)を考え合わせると、虚血性脳血管障害による細

胞損傷において、タイプI-NOSと共に脳微小血管中のNOSが深く関与することが示唆される。

以上より、 L-MIN'土タイプI-NOSに対して強力かつ選択的な阻害剤であり、 ーu寺的局所脳虚血
後の梗塞巣形成を軽減することが示された。本化合物は、タイプI-NOS由来の生体内NOの機能

を探る上で有用であろう。

Fig. 1. Effects of L-NNA and L・MINon brain infarction after reversible MCA occlusion 

一→←-Saline(5) 一一骨-Saline(5) 
-0- l.NNA(0.1 mgJkg)(5) -・一 l-MIN (0.1 mgJkg) (5) 
一ー古一 l-NNA (0.3 mgJkg) (5) 一量一 l-MIN(0.3 mgJkg) (5) 

広永 } 
一・ーしMIN(1 mgJkg)(5) 
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2. Nagafuji T. et al. (1992) Brain Res. 571， 265-271. 

3. Nagafuji T. et al. (1992) Neurosci. Lett. 147， 159-162. 

4. Nagafuji T.巴tal. (1993) Eur. 1. Pharmacol. Environ. Toxicol. Pharmacol. 248， 325・328.

5. Takuwa Y. et al. (1993) 1. Cereb. Blood Flow Metab. 13， 409-415. 

6. Nagafuji T. et al. (1994) Acta Neurochir. 60， 285-288. 

7. Nagafuji T. et al. (1995) Mol. Chem. N巴uropathol.(in press) 
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〔要約〕

脳虚血時のヒトグルタミン酸トランスポーターによる

グルタミン酸の逆行性輸送について

山下拓史、川上秀史、張玉祥、中村重信

(広島大学医学部第三内科)

ヒトグルタミン酸トランスポータ -hGluT-lを発現したhGluT-HeLaS3細胞を使って、脳虚

血時に起こるトランスポーターを介した逆行性輸送によるグルタミン酸の放出の速度および

放出量を検討した。 hGluT-HeLaS3*1s胞にグルタミン酸を取り込ませた後、細胞外Na+濃度

([Na+]0)を低下させると、 hGluT-lを介した逆行性輸送によるグルタミン酸の放出を認め、脳虚

血時において[Na+]oが低下する範囲内でも逆行性輸送が起こることが確認された。逆行性輸送

の速度([Nが]0=伽ホのは、通常の取り込み速度の7.9倍も速く行われ、 3分間で全取り込み量の

48%が放出された。この逆行性輸送は、 100μM以上の細胞外グルタミン酸により抑制された。

脳虚血時に細胞内外のNa+とK+の濃度勾配が破綻した時には、通常の取り込みをはるかに上回

る速度で大量のグルタミン酸がトランスポーターによって放出されることが示された。

〔目的〕

神経細胞やグリア細胞のグルタミン酸トランスポーターは、細胞外のグルタミン酸を取り

込み、神経毒性のない低い濃度に維持している(1)。このグルタミン酸の取り込みは、細胞内

外のNa+とK+の濃度勾配に依存している。脳虚血時にこの濃度勾配が破綻すると、グルタミン

酸がトランスポーターを介して逆方向に輸送され細胞外に放出されることが知られているο)。
今回われわれは逆行性輸送によるグルタミン酸放出の速度および放出量をヒトグルタミン酸

トランスポーターhGluT-l(3)を発現したhGluT-HeLaS3*目胞を使って検討した。

〔方法〕

l. hGluT-lを安定発現したhGluT-HeLaS3*m胞の確立とグルタミン酸取り込みの解析

電気穿孔法(2∞V.1600μF)により、 hGluT-lを組み込んだvectorのpcDNA3hGluT-l(20μg) 
をHeLaS3細胞(1x107)に導入した。 geneticinにより細胞を選択し、最も高いグルタミン酸取り

込み活性を示したコロニーからhGluT-HeLaS3 *m胞を確立した。この細胞をKrebs-Ringer

HEPES (KRH) buffi巴r中で、 37"(でL-[3H]glutamic acidと共にincubateし、細胞内に取り込まれたL-

[l1]glutamic acidの放射活性を測定した。 NaOをLiOに換えたKRHbufferを用いて同様の実験を

行ない、両者の差を取り込み量とした。

2. hGluT-lを介したグルタミン酸の逆行性輸送の解析

hGluT-HeLaS3細胞をL-[3H]glutamicacid(50仙のを加えたKRHbuffer中で 37
0

Cで15分間取り込

ませた。 bufferを取り除き、 Na+濃度の低いKRHbuffer (x mMNaCl. 127-x mMLiO)に暴露させ

た時に細胞外に放出されるし[3H]glutamicacidの放射活性を測定した。

〔結果と考察〕

hGluT-HeLaS3細胞はNa+依存的に高親和性のグルタミン酸取り込みを示し、Michaelis定数

(必n)は21.7μM、最大速度(Vmax)は1322pmol/mg protein/minで、あった。hGluT-HeLaS3細胞のL・

[l1]glutamic acid(50仙のの取り込みは20分まで直線的に増加し、その後飽和した。 hGluT-
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HeLaS3細胞はHeLaS3細胞に比べ、最大13.2倍の取り込みを示した(Fig.1)。

脳虚血時には、細胞内のA1P濃度が低下するため、 Na+-K+pumpの機能が低下し、細胞外K+

濃度が序々に上昇し始める。細胞外K+濃度の上昇は神経細胞を脱分極させ、細胞内のNa+濃

度が上昇し、細胞外Na+濃度([Na+]0)が最低で8伽M まで低下する(4)。このようにNa+およびK+

の濃度勾配が破綻した状態では、トランスポーターを介してグルタミン酸が逆行性輸送され

る。今回われわれは、 [Na+]oの低下によるhGluT-lを介したグルタミン酸の逆行性輸送を認め、

脳虚血時において[Na+]oが低下する範囲内でも逆行性輸送が起こることが確認された(Fig.2)。

また、逆行性輸送の速度([Na+]o=伽品。は、通常の取り込み速度の7.9倍も速く行われ、 3分間

で全取り込み量の48%が放出された(Fig.3)。この逆行性輸送は、 l∞μM以上の高濃度の細胞
外グルタミン酸([Glu]0)により抑制された(Fig.4)。今後はこの逆行性輸送を抑制する物質の発

見が期待される。
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健西村以倉康充、喬、車谷隆宏、武田雅俊、工藤

(大阪大学・精神医学教室)
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緒言)

我々はこれまで脳血流遮断ではなく脳血流低下状態の病理過程について検討

するために、成熟砂ネズミの両側総頚動脈にコイル状クりップを装着し 2カ月
間飼育した慢性脳血流低下モデル動物を作成し検討してきた。このモデル動物

では、水素クリアランス法により脳血流量が正常対照群の約 75%に低下して
おり、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、

白質粗穏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け.2)・3)。今回は本モデル動物に特徴的である大脳白質

病変の性質を明らかにするために、神経軸索の構成蛋白であるミエりン塩基性

蛋白 (MBP)とニューロフィラメント H(NFH)のこのモデル動物における変化を経
時的に定量し、慢性脳血流低下状態の動物脳組織についてその軸索構成蛋白の
経時的変化を定量的に検討した。

方法)

1. 慢性脳血流低下モデル動物の作製
成熟砂ネズミ(雌、体重 60-80g、日本 SLC) の片側総頚動脈をペントパルピタ
ール麻酔下に露出し、直径 0.1mmのステンレス・ワイヤを内径 0.2-0.3mm、 1ピ
ッチ 0.5mm、全長 2.5mmに加工したコイル状クリップを装着した。 1週間の回復
後に他側の総頚動脈にも同様の手技によりコイル状クリップを装着し、一定期

間飼育した動物を慢性脳血流低下群とした。一方、コイル状クリップを総頚動
脈に触れる操作だけの偽手術を行なったものを対照群とした。
2ELISA測定系

断頭直後に氷冷下で脳を摘出し白質を切り出した後、 4倍容のバッフアーを加
えてホモジエネナイザーにて脳白質ホモジエネートを作製した。

対照群 (N=12)、 1週群 (N=10)、 2週群 (N=12)、 1カ月群 (N=13)、および、 2 
カ月群 (N=15)について、総蛋白濃度を 0.2μg/μ!となるように希釈した白質ホ
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、第 2抗体にはアルカリフォスファターゼ標識抗ウサ

ギ IgGを用いたサンドウイツチ法により定量した。発色は p-nitrophenyl

phosphateによりその吸光度を計測した。 NFHの ELISA測定系はモノクロナル抗 N
FH抗体、ポりクロナル抗 NFH抗体を用い、その他は MBPの系に準じた。

結果)

ELISAによる定量では、脳血流低下群の MBP量は脳血流低下 1週から既に減少
傾向を示し、 1カ月では有意に減少していた。これに対して、 NFH量は脳血流低
下 1週、 2週では全く減少傾向を示さず、脳血流低下 2カ月で初めて有意な減
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図 1 脳血流低下によるミエリン

塩蕃性蛍白 (YBP)の経時的変化。
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121 グルタミン酸細胞死と活性酸素種

安井裕子馬渡一浩2，本間啓子2，加藤聖l

( 1金沢大・医・神経情報研伝達 2金沢大・医療短大・衛生)

〔要約〕 我々は，既にC6グリオーマ細胞のグルタミン酸による細胞死が，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 (GS H)の枯渇にもよづくことを報告した。さらに， GSH枯渇以降の酸化

的ストレス状況下において，細胞膜脂質過酸化の増加，核内DNAの断片化，細胞内ATP濃度の

低下を中心とする細胞内障害が発生することを明らかにした。そこで今回，これらの細胞内障害を

もたらす酸化的ストレスの実態，および細胞死抑制物質の検討から，この遅延型細胞死の成因解明

にせまることにした。 その結果， グルタミン酸による細胞死に先立つて細胞内活性酸素種 (RO
S)が約3倍に増加した。また，カタラーゼ， TMPO， PBN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。同時に，これらの物質による細胞内ROSの消去効果が認められた。し
かしながら，細胞内GSHの減少は補償されなかった。以上の事実から，このグルタミン酸細胞死

に活性酸素種としてOz-，HPzおよび・ OHの関与が強く示唆され，これらラジカルスカベンジャー

等は，直接に細胞内ROSの消去に働くことが考えられた。

〔序〕 シスチン/グルタミン酸交換輸送系 (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濃度維持機構として重要な役割を果たしている (3，4，5)。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)。さらに， 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を指標として，生化学的に検討した (7)。そこで今回，このグルタミン酸による細

胞死に関与する活性酸素種の実態を明らかにし，各種ラジカルスカベンジャーによる消去効果並び

に，細胞死抑制効果を検討したので報告する。

{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。活性酸素の産

生は， 2，7・dichlorofluorescindiacetate (DCFH-DA)を用いるBondyらの方法(1， 6)より，一定時間

内に産生される2，7・dichlorofluores∞in(DCF)を測定することにより評価した。抗酸化剤やラジカ
ルスカベンジャーとしてビタミン E，S OD，カタラーゼ， tetramethyl-pyrroline N-oxide 

(TMPO) ，α-phenyl-N-t-butylnitrone (PBN) ， dimethylthiourea (DMTU) ， deferoxamine 

mesylate，マンニトール，アスコルビ‘ン酸をグルタミン酸と同時添加しその効果を検討した。細胞

死の判定は， LDH活性の測定にて行った。また，細胞内GSHの測定は既報に従った (4)。

〔結果) C 6グリオーマ細胞にL-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

性がおこり， 24時間には大部分の細胞は死滋した (4)。これに伴って産生される細胞内DCF

を経時的に測定したところ，添加 15 ~ 1 6時間で有意に増加し， 20~22 時間では対照に比し

て約3倍に増加した(図 1)。添加24時間以降では，細胞死に伴い測定は困難となった。次に，

グルタミン酸にビタミンE，カタラーゼ， Oz"や・ OHのトラップ剤であるTMPOやPBNを添加



し培養したところ細胞死が有意に抑制され，同時に細胞内DCFの産生も有意に低下していた(表

1 )。しかしながら，これらの物質は細胞内GSHの減少を補償しなかった。さらに， SOD， 

DMTU (・ OHスカベンジャー)， deferoxamine mesylate (Fe3+キレーター)，マンニトールやア

スコルビン酸を同時添加したが，これらの物質には細胞死抑制効果やDCF産生の抑制効果は認め

られなかった。

〔考察〕

C6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 1 )細胞死に先立つ細

胞内ROSの増加， 2)ビタミンE，カダラーゼ， TMPO， PBNの添加による有意な細胞死抑

制効果， 3)これらの物質による細胞内ROSの消去効果， 4)この時，細胞内GSHの減少が補

償されないことが明らかとなった。以上のことから，このグルタミン酸細胞死に活性酸素種として

O2-， H202および・ OHの関与が強く示唆された。また， 上記の細胞死抑制物質はシスチン/グルタ

ミン酸交換輸送系に作用するのではなく，直接に細胞内ROSの消去に働くことが考えられた。さ

らに， Fe3+キレーターによる細胞死抑制効果が認められなかったことから， ・OHの発生にFenton型

Harber-Weiss reactionの関与は (2)は明らかではなかった。

図1.細胞内DCF産生の経時的変化
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表1.スカベンジャーによる細胞内DCF
産生抑制効果

DCF formed (nmol/mg protein/h) 

Con甘01

L-Glutamate(10mM) 

L-Glutamate+1MPO(3mM) 

L・Glutamate十PBN(2mM)

L-Glutamate十vitaminE(100μM)

0.19土0.03

0.63土0.14

0.43:f: 0.07合

0.38士0.10*

0.15土0.03** 

(* P<0.05，柑P<0.01)
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122遅延性神経細胞死における神経成長因子受容体の関与

板野俊文、政田哲也*、徳田雅明**、松井秀樹林、長尾省吾*、畠瀬修**、村上哲英

(香川医科大学、生物学、脳神経外科学*、生理学材)

〔要約〕一過性の脳虚血後におこる海馬CAl領域の神経細胞死は神経成長因子の投与によって防ぐこ

とが出来るがその作用機序は判明していない。さらにこの細胞死がアポトーシスであるか否かも議論が

あるところである。これらの関係を明らかにするため、我々はNGFレセプターの発現を虚血後の時間

経過とともに解析し、神経細胞死に先立つて海馬の部位特異的に発現する事を明らかにした。このこと

はさらにNGFレセプターが細胞死誘導タンパク質である可能性を示唆しており、先に挙げた2種の疑

問に解答することが出来た。

目的 遅延性神経細胞死 (DND)はアポトシースであるか、否か?その性質の一部を表すDNA

のフラグメンテイションは証明されたが、細胞死誘導タンパク質は明らかとなっていない4)。両者を満

たして初めてこの細胞死がアポト}シスと言うことが出来る。一方Rabizadehらは本来発現されていない

神経細胞にDNA導入で低親和性の神経成長因子 (NGF)受容体(p75NGFR)を発現させ、どの様

な変化が起こるかを解析したところ、 NGF非存在下では細胞が死に至ることを証明し、 NGF受容体

が細胞死誘導タンパク質の可能性を示唆した 2)。既に本邦でもShigenoらによってDNDはNGF投与

によって阻止されることは報告されている 3)。つまり DNDでも p75NGFRが細胞死誘導タンパク

質として作用する可能性があるということを示唆する。本実験ではこれを証明するためDNDにおける

p75NGFRの発現を免疫組織化学的に解析したので報告する。

方法 オス砂ネズミ (70-90g)を全ての実験に用いた。ペントパルピタール(1Omg/k g) 

とエーテルで麻酔後定法により頚部を切開し、片側の頚動脈を剥離し、ミクロクリップで5分間虚血を

行った。この間体温は37.5度に管理した。クリップをはずした後、縫合を行い、 24、48、72、9

6時間後に深麻酔科でサクリファイした。組織標本用には潅流固定を行い、脳を取り出じ、ピブラトー

ム切片を作成L-ABC法で免疫染色を行った。 p75NGFR抗体はベーリンガー社製のモノクローナル

抗体を用いた。

結果 図1のAではノーマルの免疫染色を示す。正中に近い歯状回やCAlが薄く染色されているが、

神経細胞は染色されていない。 Bは虚血後24時間後の染色を示す。染色される部分は根本的にはノーマ

ルと同様であり、大きな差は認められない。一方Cでは48時間後を示す。全体に染色が強くなってお

り、ことにCA3やCAlのs凶何mradiatumの染色は24時間に比較して強くなっている。この段階ではま

だDNDは起こっていない。 Dでは 96時間を示す。特徴的なのはCAlの錐体細胞が明らかに脱落して

おり、脱落部に抗体が非特異的に残ったせいもあり、強く染色されている。また一方48時間では強く

染色されたCA3のstratumradiatumの染色は消失した。

考察 従来からのー解釈として外因性のNGFが前脳脳虚血に有効なのはP75NGFRをup-

regulationするために細胞死を抑制したという考え方があった。しかし本研究によってDNDとNGFが

密接に関係するが、むしろ逆にP75NGFRが細胞死誘導タンパク質として発現した時に充分なNG

Fの供給がなければ神経細胞は死の転帰をとるとの可能性もあることを示した。。

ただ少なくともこれから明らかにしなければならないいくつかの間題がある。



実験開始の当初P75NGFRの発現はCAlのみに限られると予想していたが、現実にはかなり広範

に、また時間依存性の変化を示すように発現した。これを合理的に解釈しようとすると、単なるグルタ

ミン酸系のみの関与では遅延性神経細胞死を説明できない。無論DND起こすのはCAl領域の錐体細

胞であるから、細胞内の情報伝達系はグルタミン酸系のみに絞って考えることは問題がない。しかしそ

れにいたるまでにはコリン作動性の神経回路網も関与も考慮する必要がある。現実に中隔野ー海馬神経

回路網がDNDと密接に関係しており、中隔野ー海馬切断しておくと、虚血に伴う海馬細胞死はおきな

いことが報告されている 1)。最近神経栄養因子はグリアや他の因子(たとえばインターリューキン)と

も関係していることも報告されており、従来のようなグルタミン酸系のみに限られた解析では全容を明

らかにすることは出来ないと考える。

またP75NGFRのアンチセンス等によるダウンレギユレーションが細胞死を抑制するか否か ?D

NDの抑制や増悪をおこす薬物と P75NGFRの発現量に相関関係があるか否か?等明らかにせねば

ならない問題は多い。現在これらの課題を検討している。

図 1 P75NGFRの免疫組織化学的解析;

A，コントロール B，虚血後24時間 C，虚血後48時間 D，虚血後96時間
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123 
過酸化水素の Glioma細胞障害活性に及ぼす

細胞内グルタチオン濃度の影響
飯田昌孝、松本清、坂上宏*、竹田稔*

(昭和大学脳神経外科、第 1生化学*}

〔要約〕 過酸化水素は3種類の Glioma細胞株 (T98G，U87MG，KG1C)にapoptosisに特徴的な細

胞容積の縮小、クロマチンの凝集、 apoptoticbody産生を誘導したが、 DNAfraqmentationを伴わなかっ

た。フリーラジカルによる細胞障害活性は細胞内グルタチオンにより消去されることが知られている

(1 )(2)。そこで、細胞内グルタチオンレベルを L-buthionine-[S，R] ・sulfoximine(以下 BSO)、

N-acelyl-L-cysleine (以下 NAC)を使用してそれぞれ減少および増加させたところ、 BSOは濃度依存

的に過酸化水素の細胞障害活性を増強させたものの、 NACは過酸化水素に対する保護作用を顕著には示

さなかった。 Glioma 細胞株の車問包あたりのグルタチオン量はヒ卜白血病細胞株のそれの 8~344 倍であっ

た。以上の結果より、白血病細胞株と比較して有意に高い Glioma細胞株の抗癌剤や放射線に対する耐

性に、高レベルの細胞内グルタチオン濃度が関与する事が示峻された。

[目的]抗癌剤や放射線の抗腫蕩作用にはフリーラジカルの有する強い細胞障害活性が利用されてお

り(1)(2)(3)、更にその耐性には細胞内グルタチオンが関与するといわれている。最近、フリーラジカルの

一つである過酸化水素に起因する、ヒト白血病細胞株の apoptosisが報告されたカ，，-(4)、Glioma細胞株

におけるその細胞障害性と細胞内グルタチオンレベルとの関係を調べた報告はほとんどなかった。今回、

我々は過酸化水素の培養 Glioma細胞に対する細胞傷害活性が、いわゆる apoptosisの形態をとるかを

先ず検証し、人為的に細胞内グルタチオンレベルを操作した条件で、細胞死と細胞内グルタチオンレベル

の関係を調べた。

[方法]Glioma細胞株(T98G， U87MG， KG1 C )を BSO( 0~1 OmM )あるいは NAC(0~30mM) 

を含む RPMI1640培地(+10% FBS)中で、予め24時間の前処置し、細胞洗浄後、 30分間種々の濃度の

酒量化水素とインキュベーションした。細胞洗浄により過酸化水素を除去し、更に24時間培養を続けた。

付着性細胞と非付着性細胞をそれぞれ別個に採取し DNA fraqmentation assey ( 1.8%アガロースゲル

電気泳動}および、死細胞数の測定(トリパンブルー染色}に供した。細胞中のグJレタチオンは 5%

TCAにより抽出し、ヱーテル洗浄後、酵素リサイクル法により定量し、 TCA抽出残造中の DNA量{

DAPI法}で割り、細胞 106個あたりの量に換算して表示した。

[結果および考察]過酸化水素 (0~3mM )と BSO( 0~1 OmM )および NAC( 0~30mM) の前処置

の効果は Fiqure1に示した o BSOは濃度依存的に過酸化水素の細胞障害活性を増強させたものの、

NACは過酸化水素に対する保護作用を顕著には示さなかった。処置後の細胞には apoptosisに特徴的な

細胞容積の縮小、クロマチンの凝集、 apoptoticbody産生が観察された O 付着性細胞と、死細胞に富む

非付着性細胞の DNAの断片化を比較検討したところ、いずれの細胞でも apoptosisの生化学的指標で

ある DNAladderは観察できなかった(Fiqure 2 )。未処理細胞の 106個あたりの細胞内グルタチオン量

はT98G(482μq ) ; U87MG ( 47μq) ; KG1 C ( 22μq)であり、過酸化水素に対して感受性を示す、

ヒト白血病細胞株 HL-60( 1.4μq); Mし1( 2.9μq) に対し 8~344 倍の高値を示した。 BSO (0.1~10 

mM)は濃度依存性に細胞内グルタチオンレベルをほぼ完全に枯渇させ、過酸化水素に対する細胞の感受

性を充進させた。これに対して、比較的怯濃度の NAC(1~3 mM)は、細胞内グルタチオンレベルを若

干増加させたが、高濃度側では細胞毒性のために細胞内グルタチオンレベルを低下させた。これに対応し

て、過酸化水素に対する細胞保護作用が増減した(Table 1 )0 NACの酸素ストレスに対する保護作用と

して、細臨内グルタチオンレベルを上昇させる作用、および、種々のラジカルを消去する活性が報告され

ている。今回用いた系では、後者の特性が主に作用して NACの細胞保護効果が顕著に発現されなかった

ものと推察される O 本実験は、細胞内グルタチオンレベルを人為的に操作することにより Glioma細胞
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に薬剤感受性を賦与できる可能性を示峻する。

[文献] 1) Bielski， B.H.J. et al. (1977) In Free Radical， in Bioloqy， Vol.llI， 1-51 
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KG・1・〈屯四lls
¥d!H':t'cnl :'¥ntladhen!"l1t 

1I 1()~HI) M} 1I!()1 (ml¥li 

一一

T98G U87MG KG1C 

Compounds GSH(μq) CC50(μM) GSH(μq) CC50(μM) GSH(μq) CC50(μM) 

BSO O(mM) 482.1 > 3000 47.4 1344 222 ，3000 
0.001 314.3 > 3000 24.3 1271 111 > 3000 

0.01 71.1 2134 3.7 1822 0.1 1110 

0.1 6.7 1571 3.1 172 。 126 。 2383 2.7 207 。 149 

10 。 246 1.6 54 。 62 

NAC O(mM) 4821 ，3000 47.4 1344 22.2 ，3000 
0.3 396.5 ，3000 32.3 ，3000 22.8 ，3000 
1 500.9 ，3000 34.8 ，3000 16.1 ，3000 
3 302.7 ，3000 44.6 ，3000 16.9 ，3000 
10 143.6 ，3000 31.4 ，3000 15.2 ，3000 
30 。 Oead 2.9 Dead 0.3 Dead 

( Table 1 ) Effect of prctrcatmcnt with BSO or NAC on thc intracellular 

glutathione level ( pcr 106 cclls ) and cytotoxicity or 1也02
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培養アス卜口サイトカルシウムパラドックス障害における

124 NイーCa2+交換系の役割

〔要約〕

田熊一倣，松田敏夫唱橋本均，浅野省一司馬場明道

(大阪大・薬・薬理)

ラット培養アスト口サイトにおけるカルシウムパラドックスについて検討した。外液

Ca2+除去ー再負荷により，遅発性細胞ヲEおよび持続的な細胞内Ca2+濃度([Ca2+]i)の上昇が

認められた。 [Ca2+]iの上昇は Ca2+チャネル阻害薬により影響を受けず'Na+-Ca2+交換

系阻害薬により抑制された。モネンシンとウアパインによる Na+-Ca2+交換系を介した

Ca2+流入によっても司同様の遅発性細胞死が認められた。カルシウムパラドックス障害

の程度は， Na¥Ca 2+交換系阻害作用を示すアミ口ライド誘導体，アスコルビン酸，タ

ウリン噌 Na¥Ca2+交換系mRNAアンチセンスオリゴヌクレオチドにより軽減された。

【目的】

Na+ーCa2+交換系は細胞内Ca2+濃度調節に関与するアンチポーターで唱細胞内Ca2+濃度調節を

介して細胞の生理機能，病態発現に重要な役割を果たしていると考えられている。中枢神経系

においても，脳傷害や脳虚血の際のCa計流入に関与するなど，本交換系の重要性カ官、示峻されて

いる。我々は，神経細胞の活動環境の維持に貢献しているアストロサイトにNa+-Ca2+交

換系が存在していること(1)，本交換系がアスコルビン酸により調節されていること(2)を

報告している。本研究は，虚血再濯流障害におけるグリア細胞Na+-Ca2+交換系の役割お

よび障害発現機構の解明を目的とし，培養アスト口サイトにおけるカルシウムパラドッ

クス障害について検討した。

【方法]

細胞の単離は，生後ト2日齢のS.O.系ラット大脳よりFrangakisとKimel berg( 3 )の方法に従っ

て行った。 10%の牛胎児血清を含むイーグル培地で10-20日培養後二次培養をし， [Ca2+]i測定

の実験には1-2日目の細胞を，またその他の実験には10-20日のコンフルエントな細胞を用い

た。カルシウムパラドックス処置は，細胞をCa2¥free溶液に暴露後，正常溶液への再置

換することにより行った。生存細胞数および[Ca2+]i測定は既報に従い，それぞれMTT法，

fura・2を用いたこ波長顕微分光測定法により行った(4，5)。ウエスタンプロット解析は噌心臓

Na+-Ca
2
+交換系抗体(SWant)を用いて行った。 3，4・ジクロロベンザミルはKaczorowski博士

(Merck Sharp & Oohme res. Lab.)よりI買L、た。

[結果]

培養ラットアストロサイ卜を Ca2+-free溶液に 30分間暴露後，正常溶液に戻すと 3-

5日後に細胞死を示す核の凝集および生存細胞数の減少が認められた(Fig. 1 )。一方，

低酸素(60分)およびグルタミン酸(0.1-10mM，60分)暴露による遅発性細胞障害は認め

られなかった。 Fig.2に[Ca2+]i測定の結果を示す。外液Ca2+除去・再濯流により持続的な

[Ca
2
+]，の上昇が認められた。 [Ca2+]iの増加は， Ca2+チャンネル阻害薬により影響を受けなかっ

たが¥Na+_Ca2+交換系の回害薬であるアミ口ライド，ジク口口ベンザミルにより有意に抑制さ
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れた。 Na+ーCa2+交換系を介するCa2+流入を引き起こすモネンシンとウアパインの同時処

置により，カルシウムパラドックス障害と同様の遅発性細胞死が認められた。本細胞の

カルシウムパラドックス障害の程度は， Na+ -Ca2+交換系を促進する外液Na+除去により促進

され， Na¥Ca2+交換系を阻害するジク口口ベンザミル司アスコルビン酸，タウリンにより減弱

された。 Na¥Ca2+交換系mRNAに対応するアンチセンスオリゴ(20-mer)前処置は， Na+-Ca2+交換

系の蛋自発現ならびに活性の阻害を示し，カルシウムパラドックス障害を軽減した。

[考察]

近年，アスト口サイトーマにおいてN'a+-Ca2+交換系のカルシウムパラドックス障害への関与

(6 )を示峻する報告がなされているが，本細胞におけるNa+_Ca2十交換系の機能的役割ならびにカ

ルシウムパラドックス障害は明らかにされていな¥，¥。本研究は，グリア細胞においてカルシ

ウムパラドックス障害が起こることを，形態学的変化，生存細胞数変化により明らかとした。

本障害の発現は細胞内Ca2+の増加と密接に関連しており，細胞膜Ca2+輸送系阻害薬を用

いた検討より NイーCa2+交換系の逆モードカf細胞内Ca2+の増加に寄与していることが考え

られた。以上の成績は，脳虚血等の脳機能障害発現においてグリア細胞Na+ーCa計交換系

が関与していることを示唆している。

〆、b園・内、〆

60 

40 

巳戸Ql司・J4 20 。11 倒閣 開園 日間四 回

o 1 3 5 
Days after calcium paradox 

Fig. 1. Time course of cell survival 

after calcium paradox in cultured 

rat astrocytes. 十tpく0.01，different 

from control (Duncan test). 
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Fig. 2. Effects o[ Ca 2+ channel blocker 

and Na +ーCa2+ exchange inhibitor on 

Ca2+ reperfusion-induced increase in 

intracellular Ca2+. 
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125 ラット大脳皮質におけるニューロトロフインと

その受容体蛋白質の発現

福先秀文，古川美子，古川昭栄

(岐阜薬科大学・分子生物)

〔要約〕

胎生13から20日齢にかけてのラット犬脳皮質の形成過程をニューロトロフイン (NGF，BDNF， 

NT-3)とその高親和性受容体(TrkA， TrkB， TrkC)の蛋白質発現の観点から観察した。 1)大脳皮質最

外層では NT-3とTrkBが全ステージで強く発現し， BDNF， TrkCは一過性で中等度または弱い発現が

観察されたが， NGF， TrkAの発現は見られなかった。 2)脳室周囲層では全ステージで NT-3，BDNF 

の強い発現と， TrkBの中等度の発現が見られた。 3)放射状グリア上を移動中と考えられる細胞にも

NT-3， BDNF， TrkBの発現が認められた。以上の結果は複数のニューロトロフィンとその高親和性受

容体の発現が特定の時期，部位に調節されていることを示しておりこれらの協調的相互作用カ音声三脳皮

質構築に重要な役割を担っていると推定された。

l目的l

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 (NT)-3はニューロトロフイ

ンと総称される NGFファミリー神経栄養因子であり，成熟ラット脳では海馬や大脳皮質のほか多種多

様なニューロンに分布している1)，2)。しかし脳の形成・発達過程におけるニューロトロフィンとその高

親和性受容体である Trkファミリーの発現に関する知見は乏しく，生理的役割は不明のまま残されて

いる。ニューロトロフインの産生・応答がいつ，どのニューロン問で成立し，それがニューロンの死，

移動，分化シナプス形成や神経団路網の構築・維持とはとどのように関わっているのか，などの諸問

題を明らかにするために我々はラット脳の発生過程における NGF，BDNF， NT-3およびその受容体蛋

白質 TrkA， TrkB， TrkC免疫交叉活性の分布を検討している。今回，大脳皮質の発達に伴う発現につ

いて報告する。

I方法l

壁墨基盤:NGF， BDNF， NT-3にそれぞれ特異的な配列のペプチドを抗原としてウサギで抗体を作

製し，マウス顎下腺 NGF，組換え型 BDNF，NT-3を用いた Westernblotting 1:去により特異性を確認し

た。 TrkA， TrkB， TrkCのペプチドに対するウサギ抗体は SantaCrui社より購入し脳組織の Western

blottingにより確認した。抗MyeJinassociated protein (MAP) IIモノクローナル抗体はAmersham社より

購入した。

急車主主ι:胎生(町13，15， 18， 20日齢ラットを麻酔下細断， 4%パラホルムアjレデヒドで 2時間

固定後，常法に従い凍結包埋した。以後の方法については昨年の神経化学会に報告したものに準ずる。

l結果l
ニューロトロフィンおよびその受容体は，中枢のみならず末梢神経系にも特異的分布を示したが，

今回は大脳皮質発達過程での発現に焦点を当てた。まず corticalplate領域では，最外層の細胞層に

E13， 15， 18， 20の全てのステージで NT-3とTr胞が発現していた。 BDNFも同じ領域に E13，

15で発現が認められたが， E18では減弱した。 NGFは E20でのみ弱い発現が見られた。 TrkAの発

現は認められず， TrkCはE18で弱く発現していた。 MAPI[は E13でcorticalplate最外層の細胞の一

部が陽性となり E15以降ほとんどが陽性となった。一方脳室周囲層(ventricularzone)の細胞は， E13， 
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15， 18， 20の全てのステージで， NT-3， BDNFの強いシグナルが， TrkBの中等度のシグナルが認め

られた。また，放射状グリアを介して移動中と考えられる細胞にも NT3，BDNF， Trk Bが発現して

いた。 TrkA， TrkC， MAP IIの染色はこの領域では認められなかった。

l考察l
mRNAレベルの報告3)に一致して NT-3の方がBDNFより脳全体の免疫染色性が高かった。 MAPII

の染色性の変化から判断すると皮質最外層領域の細胞のニューロンへの分化がE13頃から始まってい

る。 この細胞はその局在部位から， Cajal-Retzuis (CR)ニューロンであると推定される。 CRニューロン

はE13ですでに TrkBと BDNFを発現しており，細胞膜上の TrkBを介して自身が産生する BDNFに

オートクライン的に応答するととがニューロンへの分化を導く要因のーっと考えられた。このことは

BDNF遺伝子のノックアウトマウスにおいて大脳皮質ニューロンに parvalbuminやneuropeptideYの発

現低下が見られることのとも符合する。 NT-3はE13ですでに CRニューロンによって産生されるがそ

の受容体であるTrkCは E18に至るまで明瞭な発現が見られず，それ以前のステージでは TrkBを介

して作用する可能性も示唆された。一方脳室周囲に見られる BDNF，NT-3， TrkBの発現も注目され

る。この領域は，細胞分裂とそれに続く細胞移動の起始部であることから BDNFまたは NT-3が増殖

因子として機能している可能性もある。実際，培養下の未分化ニューロプラストの増殖が NT-3によっ

て促進されることが報告されている5)。しかも放射状グリアを足場として皮質内を移動中と考えられ

る細胞にもNT-3，BDNF， TrkBの発現が見られたことから大脳皮質の層構造を形成するこユーロンは，

BDNF， NT3の作用を受けながら移動し，目的地で最終的に分化を完了するプロセスをたどることが

示唆される。以上，未分化細胞や分化後のニューロンによって産生分泌された BDNFやNT-3はそれ

らの細胞が同時に発現している TrkBを介してオートクラインまたはパラクライン的に作用し大脳皮

質形成に関与することが示唆された。

E13 E15 

的
t
t

ト
芝

CP : Cortical plate 

SP : Subplate 

IZ : Intermediate zone 

VZ: Ventricularzone 

ラット大脳皮質における NT-3蛋白の発現

1)杉原祐志，古川|昭栄，古川美子，林恭三 生化学亘.Q. No.7 P688 (1994) 2)古川昭栄，杉原

祐志，古川美子 神経化学 主主 NO.1 P670-671 (1994) 3) Jones，K.R.， et al.， (1994) 

Cell，76，989-999. 4) Peter， c.M.， et al.， (1990) . Neuron，5，501509. 5) Kalcheim， C.， et al.， (1992) Proc. 

NatL Acad. Sci. USA 89， 1661-1665 
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BDNFによる小脳穎粒細胞アポトーシス抑制の細胞内機構
126 

〔要約〕

久保武一、野々村健、小島正己、擾戸靖、畠中寛

(大阪大学・蛋白質研究所・生合成)

生後 9日齢のラット小脳頼粒細胞は、 invitroにおいて高カリウム培地 (26mM)で4日間培養後、細

胞外液を通常のカリウム濃度 (5mM)に変之ると大量の細胞死が起こる。この細胞死はアポトーシスとし

て知られている (1)。小脳穎粒細胞アポトーシスは、脳由来神経栄養因子(BDNF，50 ng!ml)によって顕著

に抑制されることを昨年の本学会において報告した (4)。ニューロトロフィンー4/5(NT -4/5)でも同様の効

果が観察されたが、 NGFには細胞死抑制効果は見られず、 NT-3は僅かであるが有意な作用を示すことも

合わせて報告した。今回 BDNFのアポトーシス抑制効果をさらに検討する目的で BDNFの用量曲線を求

めた。その結果、 BDNFの濃度依存的にアポトーシス抑制効果が見られ、 ED50の値は約 1ng!mlとなっ

た。この結果は BDNFはTrkBを介する作用であることを強く示唆している。このことは BDNFの添加

にともない BDNFの高親和性レセプターである TrkBのチロシン残基がリン酸化されることによっても確

かめられた。また、ノザンブロット法により培養した小脳頼粒細胞において trkBmRNAの発現も確認し

た。以上の結果から BDNFは高親和性レセプターである TrkBを介して小脳穎粒細胞のアポトーシスを阻

止するものと思われる。

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、脳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(7)など生理的なアポトーシスの系が知られている。中枢神経系に

おいても生理的アポトーシスの系として小脳頼粒細胞が知られている (1)。この系の特長は、その細胞の均

一性、量の豊富さであり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 9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 4日間培養後、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。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、cycIoheximide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0.，こ適しているものと考えら

れる。昨年の本学会において BDNFが顕著に小脳頼粒細胞のアポトーシスを抑制することを報告したが、

今回さらにその下流の細胞内シグナルを含めて BDNFの小脳頼粒細胞に対する作用を検討したので報告す

る。

実験方法

生後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(3)(5)。細断した組織を

papainで消化し、得られた生細胞を 5x105c巴lls/cm2の密度で、 poly巴thyleneimineコー卜した 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AraCを含む高カリ

ウム培地 ο6mM)に交換し、 4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MTTアッセイ法で測定した(2)0NGFは雄マウス顎下腺から精製した。

BDNF， NT-4/5は Reg巴neron社、 NT-3は武田薬品附より頂いたヒト組換え型のものを使用した。 Trk

のチロシンリン酸化の検出は既報に従い行なった (8)。



結果と考察

小脳穎粒細胞は高カリウム培地で 4 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) 

に置換するとアポトーシスを起こすが、低カリウム培地への交換と同時に BDNF(50 ng/ml)を添加してお

くと顕著にアポトーシスが抑制される。この系を用いて BDNFの用量曲線を描いた(図 1)。その結果、

BDNFは濃度依存的にアポトーシスを抑制し、その EDso値は約 1ng/mlであった。次に BDNFのシグ

ナルがその高親和性レセプターであるTrkBを介して細胞内に伝達されているかどうかを調べる目的て¥細

胞抽出液を抗 Trk抗体で免疫沈降し、 SDS-PAGE後、抗ホスホチロシン抗体を用いてウエスタンブロッ

ティングを行なった(図 2)。その結果 BDNFを添加すると顕著な Trkのリン酸化が見られたのに対し

て、コントロールや NGFの添加では Trkの/リン酸化は見られなかった。また NT-3は僅かながら有為な

アポ卜ーシス抑制効果を示すが、このことから予想されるとおり NT-3の添加により Trkのリン酸化が観

察された。これはTrkCがリン酸化されたものと思われる。さらにノザンブロット法により実験に用いた小

脳頼粒細胞が TrkBのmRNAを発現していることが確認された。以上の結果から BDNFは高親和性レセ

プターである TrkBを介して小脳頼粒細胞のアポトーシスを抑制することが強く示唆された。さらにその下

流のシグナルについても現在検討中である。生体内でも生後 2週齢前後において小脳で、 BDNFのmRNA

の発現量が上昇することが報告されており (6)、今回得られた結果と考えあわせると生体内においても BDNF

が小脳頼粒細胞の生存を維持していることが予想された。

文献

1) D'M巴llo，S. R. et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90， 10989-10993 
2) Hansen， M. B. et al. (1989) J. Immul1ol. Methods 119， 203-210 
3) Hatanaka， H. et al. (1988) Dev. Brain Res. 39， 85-95 
4) Kubo， T. et al. (1995) Dev. Brain Res. in press 
5) Lasher， R. S. et al. (1972) Brain Rω. 41， 482-488 
6) Maisonpierr巴， P. C. et al. (1990) Neuroll 5， 501-509 
7) Martin， D. P. et al. (1988)よ CellBiol. 106， 829-844 
8) Yamada， M. et al. (1994) Brain Res. 661， 137-146 
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〔要約〕

ラットの生後発達に伴う脳のニューロトロフィン
サの変化

仙波りつ子、加藤兼房

(愛知県コロニー・研究所)

生後30日齢のラット脳のニューロトロフィンー3(NT-3)は、海馬でもっとも高く、小

脳、嘆球および中隔野にも検出されることをすでに報告した。今回、ラットの生後発

達に伴うこれら4部位のNT・3濃度の変化を0日から60日齢まで10日おきに調べると同時

に脳のNT-3プロテインの分子量を測定した。もっとも顕著な変化が見られたのは小脳

で、生後30日齢以前で高く、その後減少した。海馬のNT-3濃度は0日齢以降10日齢まで

に2倍に増加し、わずかではあるが30・60日齢の問でやや上昇傾向を示した。中隔野では

生後増加したのに対し、嘆球では、顕著な加齢変化はみられなかった。これらの結果

は、 NT-3がtarget-derivedneurotrophic factorとして作用するだけでなく、小脳や海馬の頼

粒細胞の増殖の制御に関与する可能性を示している。われわれの酵素免疫測定系に反

応する海馬のプロテインはSDS-PAGEで14kDaでありhumanrecombinant NT・3と同じ分

子量を示すことから、 NT・3のnativeformのみを測定していることが確認できた。

ニューロトロフィンー3(NT-3)は、脳では青斑核のノルアドレナリン性ニューロンの生

存を支持し、末梢神経系では迷走神経や一部の交感および知覚神経細胞の生存を維持

することが報告されている(1-2)0NT-3mRNAは、脳および末梢組織に比較的広く存在

するが、 NT・3の酵素免疫測定系の確立により、 NT-3タンパクも各組織に広く分布する

ことが明らかとなった。しかしながら、この分布はNT-3mRNAの分布と必ずしも一致

せず、 NT・-31こclassicalなtarget-derivedneurotrophic factorとしての作用以外の機能が示唆

された。そこで、今回、 NT-3の出現の加齢変化を調べ、機能との関連を推察した。

[実験方法]NT・3濃度:0， 10，20，30，40，50，60日齢のラット脳から小脳、嘆球、中隔野

および海馬を取り出し、既報のNT-3の酵素免疫測定系によって測定した(3)。海馬の

NT・3のWesternblotting :海馬 19をプロテアーゼ阻害剤存在下で、 10容のBufferGHでホ

モゲナイズし、 28000gで20分遠心した。上清をBufferGfIで3倍に希釈したものに、

NT-3のモノクローン抗体3W3を結合させたポリスチレンビーズ50個を加え，4
0
Cで16時間

撹枠した。ビーズをBufferAとりん酸緩衝液で3回ずつ洗浄したのち、 O.4%SDSで処理

した。 SDS抽出物を乾燥させた後、 SDSを含まないsamplebuffer 40μlで可溶化した。

10-20%のグラジエントゲルでSDS・PAGE後、ニトロセルロース膜に転写し、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]小脳のNT-3は生後30日齢以前で高く、その後低下した。この結果

は、マウスの結果とその傾向が一致していた(4)。海馬では、生後O日齢で低く、その後

は0日齢の約2倍の値を示し、さらに、 30・60日齢の間でわずかではあるが上昇傾向を示

した(図1)。嘆球では、 NT・3の濃度に顕著な加齢変化はみられなかったのに対し、中
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隔野では、生後上昇した。 NT引ま青斑核のノルアドリナリン性ニューロンの生存を維

持することが知られている(1)が、小脳、海馬、嘆球および中隔野には青斑核からノレ

アドレナリン性ニューロンの軸索が侵入しており、これらの部位で産生されたNT-3が

target-derived neurotrophic factorとして、青斑核のニューロンに作用する可能性はおおい

に考えられる。また、海馬から中隔野へNT-3が輸送されることも知られていることか

ら(5)、中隔野における生後30齢以降のNT-3の上昇は海馬のNT-3の上昇と関連があるの

かもしれない。一方、 NT・.3mRNAがNGFやBDNFに比べ発達期の脳に高lいことから、

NT・3の機能として、細胞増殖を制御することが考えられている O ラット小脳では、頼

粒細胞の分裂が生後6日頃に開始し、 21日頃に停止する。一方、海馬でも、頼粒細胞が

生後20日齢までに増殖する。 NT・3濃度の高値が頼粒細胞の増殖期とよく一致してお

り、今回の結果は、 NT-3が細胞増殖の制御に関わる可能性を支持している。われわれ

の酵素免疫測定系に反応する海馬のプロテインはSDS-PAGEで14kDaとhuman

recombinant NT・3と同じ分子量を示すことから(図2)、NT・3のnativeformのみを測定し

ていることも確認できた。一方、予備実験ではあるが、騨臓および牌臓のNT引土生後

急激に増加することと、胎生期の心臓や肝臓にNT-3が検出されることがわかってきて

いる。これらの結果は、末梢組織におけるNT-3の機能が脳とは異なり複雑であること

をうかがわせる。

[文献] (1) Arenas， E. and Persson， H. (1994) Nature， 367， 368-371. (2) Rosenthal， A.， 
Goeddel， D.V.， Nguyen， T.， Lewis， M.， Shin， A.， Laramee， G.R.， Nikolics， K. and Winslow， J.W. 
(1990) Neuron， 4， 767・773.(3)仙波りつ子、新谷麻江、加藤兼房 (1994)神経化学、 33，
196-197. (4) Kaisho， Y.， Shintani， A.， Nishida， M吋 Fukumoto，H and Igarashi， K. (1994) Brain 
Res. 666， 143-146. (5) DiStefano， P.S.， Friedman， B.， Radziejewski， c.， Alexander， c.， Boland， 
P.， Schick， C.M.， Lindsay， R.M. and Weigand， S.J. (1992) Neuron， 8， 983・993.
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レチノイン酸およびニューロトロフィンによる

trkレセプタ一発現変化

小林三和子、栗原堅三、松岡一郎

(北海道大学・薬・薬剤学)

〔要約〕 末梢交感神経細胞のtrkレセプタ一発現に対するレチノイン酸(RA)およびニューロトロフィン

の作用を検討した。新生ラット由来の上頚神経節(SCG)ニューロンは高いレベルのtrkA一耐NAを発現し、

神経成長因子(NGF)に依存して生存するが、 O.1μMレチノイン酸で6日間処理することにより、 trkA-

mRNAの減少、チロシンキナーゼドメインを含むtrk8-mRNAの発現誘導がみられた。これに一致して、レチ

ノイン酸で処理したSCGニューロンの中には、 NGF非存在下で脳由来神経栄養因子(8DNF)に依存して生存

するものが出現した。この即NF依存的に生存するSCGニューロンは、 NGF存在下でレチノイン酸処理した

SCGニューロン全体に比べて、さらに高いレベルのtrk8-mRNAを発現するとともに、 trkA-mRNAの発現はさ

らに抑制されていた。また、ニューロトロフィンによるtrk-mRNAの発現変化を解析したところ、レチノ

イン酸存在下で、BDNFがtrkA-mRNAの発現をさらに減少させることを見出した。これらの結果は通常のSCG

ニューロンおよびレチノイン酸により trk8が誘導されたSCGニューロンにおいて、 NGF、8DNFはそれぞれ

同様の生存維持作用を示すが、 trkAの発現に対しては異なる作用を有することを示している。

〔目的〕
発達過程における神経細胞のニューロトロフィン依存性の獲得機構を明らかにするためには、ニュー

ロトロフィンレセプター(trkおよびp75)の発現調節機構を調べることが重要である。また、発現するtrk

レセプターの種類が変化することにより、ニューロトロフィン特異性が転換する例が最近報告された
(1，2)。ニューロトロフィンレセプターの発現は、1)細胞の内的プログラム(3)、2)種々の分化因子(4，5)、
3)リガンドであるニューロトロフィン(6)によって誘導、調節を受けると考えられる。既に我々は、 SCG

ニューロンにおいてレチノイン酸により trk8-mRNAの発現が誘導されることを報告した(7)が、今回この

系を用いて、レチノイン酸およびニューロトロフィンによるtrkレセプタ一発現変化について検討した。

〔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、既報(ηに示すよう

に40ng/mlマウスNGF(Promega)およびN2-supplementを含むF-12培地を用いて培養を開始した。 8DNF、

NT-3、NT-4はリジェネロン社より供与されたものを用いた。培養の途中でNGFを除く場合、抗NGF抗体(和

光)を用いた。 RT-PCRによるtrk-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 _32p] 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。使用したプライマー配列は既報(7)に示し

たとうりで、 trk8-cDNAに対するプライマーは細胞内チロシンキナーゼドメインに位置するものを使用し

た。

〔結果と考察〕
レチノイン酸により trkBが発現し、 8DNF依存的な生存が可能となったSCGニューロンにおけるtrkA-お

よびtrk8-mRNAの発現レベルについて検討した(図1)0 SCGニューロンをNGF存在下士0.1μMレチノイン酸

で3日間培養後(lsttreatment)、 NGF+レチノイン酸または8DNF十レチノイン酸を含む培地に置き換え、

さらに6日間培養した(2ndtreatment)。後者の処理により trk8を発現しない細胞は除かれ、 8DNFに依存

したSCGニューロンの生存率はNGF存在下で培養した時の約50犯となった。 8DNF依存性のSCGニューロンに

おいてはtrkA-mRNAの発現レベルはNGF存在下レチノイン酸で処理したSCGニューロン(コントロールの約

50切)よりもさらに低かった(コントロールの約20切)。一方、 trk8-mRNAの発現レベルも8DNF依存的に生

存するSCGニューロンにおいては、 NGF存在下レチノイン酸で処理したニューロンよりさらに高かった。

BDNF依存的に生存するSCGニューロンにおいてtrkA-mRNAがさらに低いレベルであることの理由としては、

l)NGFが除かれたことによる特異的な作用、あるいは、 2)BDNFの特異的なtrkA発現に対する抑制作用であ

る可能性が考えられる。
そこで、 SCGニューロンのtrk-mRNA発現調節におけるニューロトロフィンの関与を明らかにするために、

以下の実験を行った(図2)0 SCGニューロンを、 NGF(40 ng/ml)存在下8DNF(40 ng/ml)およびレチノイン酸

(0. 1μM)を図中のように組み合わせて6日間作用させた。 trk8-mRNAはレチノイン酸処理により顕著に発

現が誘導されたが、 BDNF単独処理ではこのような効果は見られなかった。 8DNFとレチノイン酸の両方を



作用させてもレチノイン酸単独処理に比べてtrkB-mRNA発現量にあまり差がみられなかったことから、

SCGニューロンにおいてBDNFはtrkBの発現調節に積極的に関与していないと考えられる。一方、 trkA-

mRNAの発現量は、レチノイン酸単独処理によってNGFのみを作用させたニューロンの約80%であったが、

BDNFとレチノイン酸の両方を作用させることにより、 30弘まで減少した。この結果より、 trkA-mRNAの発

現調節に関しては、 BDNFのtrkBレセプターの活性化を通じた抑制機構が存在すると考えられる。このよ

うなニューロトロフインによるtrk-mRNA発現調節が、胎生期のラット脳より調製したニューロンあるい

は新生ラットのDRGニューロンにおいても同様に起こるかどうか現在検討中である。

1.2 

ai 1.0 
〉

g 08 

~ 0.6 
江

年0.4
主
主 0.2

0.0 
2nd treatment 

由
〉
円

1.5 

吉1.0
』
) 

〈
z 
z 
年0.5
∞ 」￥
』

。。
NGF NGF + RA BDNF + RA NGF NGF + RA BDNF + RA 

1st treatment NGF NGF + RA NGF NGF + RA 

図1. BDNF依存的に生存するSCGニューロンにおけるtrkAーおよびtrkB-mRNAの発現量

C沼ニューロンを40ng/ml NGF存在下土0.1μMレチノイン酸侭A)存在下で3日間培養し、その後

NGF土レチノイン酸および40ng/ml BDNF、O.1μMレチノイン酸、 5μg/ml抗NGF抗体を含む培

地に置き換えさらに6日間培養した。*， p<O.OOl;料， p < O. 05 (n=5) 
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SCGニューロンにレチノイン酸(RA、0.1μM)、NGF(40 ng/ml)、BDNF(40 ng/ml)を図中に示す組

み合わせで6日間作用させ、 trkA-およびtrkB-mRNAの発現量をRT-PCRにより測定した。 2例の平

均とその範囲を示す。
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129 プロサポシンの末梢神経再生促進作用のターゲット神経細胞
小奇泰教¥松田正司2、阪中雅広2、

近藤啓次¥上野修一 1、佐野輝 l

(愛媛大・医・神経精神 l、第2解剖2) 

〔要約〕
プロサポシンは神経系に豊富に存在し、神経栄養因子としての機能力f明らかとなっている。

我々はモルモット坐骨神経切除後の再生モデルを用いてプロサポシンが強力な末梢神経再生促進作用を持

つことを見い出し、前回の本学会で報告した。今回我々は、プロサボシンの末梢神経再生促進作用のター

ゲッ卜となる神経細胞を明らかにするため、坐骨神経切除モルモットの脊髄及び後根神経節のニューロン

群に対するプロサポシンの効果を検討した。プロサボシンは、脊髄前角の大型運動ニューロン浸び後根神

経節の小型知覚二ユーロンにおける軸索離断後のニッスル小体の変性(クロマトリーシス)および神経細

胞萎縮を防止していることを見い出した。

[緒言] 4種のスフィンゴ脂質活性化蛋白質であるサポシン A、B、C、Dは、同一の前駆体である

プロサボシンから生じる 1)。プロサポシンは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と考えられる 2)。またプロサポ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過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唆

されている 3)。プロサポシンは脳や筋閃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舛ヘ

分泌されり、成長の過程で脳のシナプス形成期に豊富に出現する 2)中枢神経系では、海馬錐体細胞の

虚血性神経細胞死を脳室内注入したプロサポシンが防止する 5)0 In situ hybridizationの実験結果では、

プロサポシンは後根神経節を中心とした末梢神経系にも豊富に発現している 6)。前回の本学会において、

我々はモルモット坐骨神経切除後の再生にプロサボシンか7農度依存性に再生を増加させることを示した7l。

今回我々はこの再生促進効果が、どの神経細胞に影響を与えたのかを検討した。

[実験方法] 200-250gの雄モルモットを抱水クロラール麻酔後、両側坐骨神経を 2mm切除し、

断端聞が 6mmとなるようにシリコンチューブで架橋した。片側にはプロサボシンを最終濃度が

20ng/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、 L6 -S 1の脊髄及び両側L6の後
根神経節を取りだし、パラフィンに包埋して落切し、クレシルバイオレッ卜染色後、光学顕微鏡下で運動

浸ぴ知覚ニューロンの数を数え、画像解析装置によって各ニュー口ンの断面積を計測した。更に、クロマ

トリーシスのグレード分類を行い、ニューロンの面積とクロマトリーシスの関係を調べた。また、脊髄に

対して抗アセチルコリン合成酵素 (ChAT)抗体、後線神経節に対して抗サブスタンス P (s P)抗体を

用いて免疫組織化学的検討を行っている。

[結果と考察 1脊髄、後根神経節とも、プロサボシン注入側と PBS仮1]でニュー口ンの数には有

意な差は認められなかったが、図 1及び図2に示すようにプロサボシン注入側に比べて PBS側にク口マ

トリーシスが著明に認められた。プロサボシン注入側と PBS側とのニューロン群の面積及びク口マトリー

シスのグレードの平均を比較したものが図3iiZび図4である。脊髄、後根神経節ともプロサボシン注入に
よりニュー口ンの萎縮とクロマトリーシスが防止されるという結果が得られた。また、クロマトリーシス

の傾向は脊髄では大型ニューロン、後根神経節では小型ニューロンに強く認められた(図5、図的。プ

ロサボシンは坐骨神経切除モルモッ卜の末梢神経再生を促進するが、今回の結果からプロサポシンは特に

脊髄前角の大型aー運動ニューロン及ひ'後根神経節の小型温痛覚ニューロンに対して作用している可能性

が示唆された。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 B)9)海馬錐体

細胞保護作用や突起伸展作用を有することが最近明らかにされている 5) 1 0)。プロサボシンの分子的作用

機構については未だ不明であるが、神経細胞膜に豊富な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明らかにされている 11)。また、 O'Brienらは神経細胞の細胞膜上にプロサボシン特
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異受容体の存在を想定しており 10)、今後の研究が待たれるところである。

図1脊髄前角ニューロンの変化 (Bar10μm) 
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図2 後根神経節ニューロンの変化 (Bar10μm) 
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130 
ウシ脳ConA結合性糖タンパク質中に存在する
強疎水性タンパク質とそのPC12細胞に対する影響

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〕

ウシ脳抽出液中に存在するコンカナパリン A (Con A)結合性糖タンパク質の分離分析に

おいて、特にConAに対して強い結合性を示す強疎水性タンパク質を見いだした。このタン

パク質 (sGP45と命名)は、イオン交換及び疎水カラムHPLOとより分離された。分離

sGP45は、二次元電気泳動分析で分子量 (MW)45kDa、等電点 (pI)5.0........6.0のの範囲に

連続する4{固のスポットとして検出された。 N末端アミノ酸分析の結果は、 sGP45のN末端

がブロックされていることを示していた。 PC12細胞に対する影響を検討した結果、突起伸

長作用は、 NGFに比べて弱いものの細胞の生存と生長を促進する可能性が示唆された。

《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19sスーパ

ーファミリィタンパク質の探索をおこない、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，q 我々 は、 sGP74以外にも神経系の細胞に作用する糖タンパ
ク質がConA結合性糖タンパク質中に存在する可能性を考え、それらの探索を目的としてさ

らにウシ脳ConA結合性糖タンパク質の分離分析をおこなった。

《実験方法)) 1) Con A結合性糖タンパク賓の調製と二次元電気泳動:ウシ脳可溶性

画分からのConA結合性糖タンパク質の調製は、既報0，2)に従った。二次元電気泳動(2DE)

は、既報(3，4)の方法に従い、染色は、クマシ一法及びConA-パーオキシダーゼ、法(4)を用いた。

2) sGP45の分離:Con A結合性糖タンパク質画分のイオン交換HPLCによる分画後、疎

水カラムを用いたHPLCにより最終的にsGP45を分離精製した。 3)PC12細胞に対すQ影

響:PC12細胞は、 5%FBS、10%HBS、50u/mlPG、1∞ug!mlSMを合むRPM11640培地中で
培養し、異なる濃度の分離sGP45を各we¥lに添加し、 10........12日間後の細胞状態を観察した。

《結果と考察)) 1) Con A結合性細胞匁マトクックス糖タンパク質詳の分析:2DE分

析の結果を図1に示した。特にCon Aに対して比較的強い結合a性を示すタンパク質群(図中

a丸c)のうちb群にMW45kDaでp1の異なる連続したスポットとしてのsGP45を同定した(図

1bのf) 0 2) sGP45の分離精製:イオン交換HPLCにより得たsGP45画分を疎水カラム

HPLCに添加し、溶離した結果を図2示した。 sGP45は、 0β1Mの低濃度でほぼ単一ピークと

して分離溶出されることから、強疎水性タンパク質であることを示していた。また分離

sGP45の2DE像は、主要成分としてMW45kDa，p15.0""6.oの範囲に連続した4佃のスポット

群、さらに同様なp1を示すMW30kDaの連続したタンパク質スポット群を与えた(図3)。

凍結融解を繰り返すと相対的に45kDaのバンドが減少し30kDaのタンパク質バンドが増加す

ることから、 30kDaのタンパク質はsGP45の分解産物と考えられた。 3)PC12細胞に対す

o影響:12日間培養後のPC12細胞の状態を図4に示した。 NGF(図4B) と比較してsGP45
の突起伸長作用は、弱いが、細胞の生存と生長を促進する可能性がコントロール(図4A)

との比較から示唆された。 12日間培養後のコントロールでは、多くの細胞死が観察された。
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図2、疎水HPLCによるsGP45の分離

図3、精製sGP45の2DE像

図4、sGP45のPC12
細胞に対する
影響

A:コントロール
B : NGF (O.lug/ml) 
C : sGP45 (10ug/ml) 
D : sGP45 (1ug/ml) 
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407(1993). (2) Ishioka，N.， Sato，J.， and Kurioka，S. Biochem. Biophys. Res. Commun. 

199(3):1174幽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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〔要約〕

可溶性Myelin-associatedglycoprotein (MAG)の

神経突起伸展促進作用
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)

Myelin-Associated Gly∞protein(MAG) ~こは、ミエリン膜内で限定分解を受けて産生される
遊離型誘導体(dMAG)の存在が知られているが、その機能はわかっていない。 MAGの生理

的役割の一端を解明するために、可溶性MAG誘導体を作成し、初代培養神経細胞に対す

る作用を検討した。マウスMAGの細胞外領域をコードするcDNAとヒ卜IgG1のFc部分に相

当するゲノムDNAを接合し、発現ベクタ -BCMGSnωに組み込んだ後、マウスミエローマ

P3Ul細胞に導入、発現させた結果、キメラタンパク質MAG-IgGを効率良く分泌する細胞

株が得られた。産生されたMAG・IgGは同一サフゃユニットがシスチン結合によって会合する

2量体で、非還元条件下のSDS-PAGEでは約250K、還元条件下では約130Kの分子量を示し

た。また、 MAGの細胞外領域を非変性条件下にのみ認識する抗MAG単クローン抗体2B6と

反応する。培養小脳神経細胞の培地中にMAG包G(10μg/ml)を添加したところ、神経突起

の伸展を促進し、培養開始24時間後に神経突起を持つ細胞数が有意に増加すると共に、そ

の突起の長さも著明に増大した。一方、この神経突起伸展促進作用は抗MAG抗体2B6の共

存下に抑制される。これらの結果より、遊離型dMAGが脳内で神経栄養因子のーっとして

作用する可能性が示唆された。

MAG1まミエリン形成細胞に特異的に発現される膜結合性糖タンパク質で、神経細胞と直

接の接触を持つことによって、ミエリン形成の初発段階に重要な役割を担うことが想定さ

れている。さらに近年、 MAGが神経突起の伸展を促進または抑制することにより、軸索

伸長の誘導や再生の制御にも関与する可能性が示唆された。一方、 MAGがミエリン内で

特異的な切断を受け、 dMAGと呼ばれる誘導体として遊離されることが知られているが、

その生理的意義はわかっていなし、(2)。そこで、この遊離型MAGの役割を明らかにするた

めに、可溶性MAG誘導体を調製し、培養神経細胞に対する作用を検討した。

[方法1
1.可溶性MAG誘導体MAG・IgGの作成:マウスMAGの細胞外領域をコードするcDNAと

ヒトIgGlのFc部分に相当するゲノムDNA(順天堂大学八木田秀雄先生より分与された)を

接合し、発現ベクタ-BCMGSneoに組み込んだ後、エレクトロポレーション法によってマ

ウスミエローマP3Ul細胞に導入した。 トランスフェクタント細胞をG418(O.5mg/ml)存在

下に選択培養した後、限界希釈法によるクローニングを行い、 MAG・IgGを培地中に効率良

く分泌する細胞株(MAG-IgG/P3Ul)を得た。分泌されたMAG-IgGはProteinG-Sepharoseカラ

ムクロマトグラフィーにより、均一に精製された。

2.小脳神経細胞の初代培養:生後1・2日目のマウスから脳を取出し、小脳を分離する。

髄膜を除いた後、トリプシン処理によって組織を分散させ、 10%FCSを含むDME培地で3



回洗浄後、 2%FCSを含むF121DME(1:1)神経細胞用培地中に細胞を浮遊させた。ポリL-リジ

ンを塗布した培養プレートに1.5x105/cm2の密度で・細胞をまき、 24時間培養を行った。

MAG-IgG或は抗MAG抗体の作用を調べる場合には、培養開始時に所定の濃度を添加した。

[結果と考察]

上述の方法によって得られたMAG-IgGIP3U1株は本キメラタンパク質を極めて効率良く

産生、分泌し、 10-30μg/mlの濃度で培地中に蓄積させた。産生されたMAG-IgGはウエス

タンプロット分析において抗MAG抗体、抗ヒト IgG明Fc抗体の両者と強く反応した。

SDS・PAGE法により、分子量は非還，元条件下には約250K、還元条件下には約130Kと推定

され、シスチン結合形成による2量体構造を取ることが示された。また、非変性条件下に

のみMAGの細胞外領域を認識する単クローン抗体2B6(1)との反応も確認され、 MAG本来

の高次構造を取ることが示唆された。

小脳神経細胞の培養時にMAG-IgGを添加すると、図 1に示すように、神経突起の伸展が

著明に促進された。 24時間の培養後、無添加の細胞はその約20%にしか突起の出現が認め

られなかったのに対して、 MAG-IgG存在下には50%以上が突起を伸ばした。さらに、その

神経突起の長さにも著しい差が観察され、 MAG-IgG存在下の方が、数倍長いものとなった。

一方、 MAG-IgGと同時に抗MAG抗体2B6を共存させると、この神経突起に対する促進効果

がほとんど消失したことから、この作用はMAGfこ特異的と考えられる。これらの結果よ

り、可溶性MAG誘導体(dMAG)が神経栄養因子様活性を持つことが示唆された。

[文献]

(1)松田、小糸、山元 (1994)神経化学32，592-593

(2) Sato， S.， Q凶 rles，R. H.ラBrady，R. O. (1982)J. Neurochem. 39，97-105 

(A) (8) 

図1. MAG-IgGによる培養小脳神経細胞からの神経突起伸展の促進

小脳神経細胞を10μg/mlMAG-IgG存在下(B)及び非存在下(A)fこ24時間培養後、 4%パラホ

ルムアルデヒドで固定し、抗ニューロフィラメント抗体を用いた免疫染色を行った。
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〔要約〕

フローサイトメトリーで、分取した胎仔脳ニューロン前5殴田胞

に対する成長栄養因子の影響

山之端万里、村田康子、塚田裕三

(創価大学・生命科学研究所)

発生初期の胎仔脳からニューロン前駆細胞を迅速に分取するためにフローサイトメトリーを用いる分取

法を確立した。分取した細胞の免疫蛍光抗弥法による解析では Nes山抗体で陽性であった。分取した細

胞は無血清培地に種々の物質を添加して培養し、生存・増殖について検討した。その結果HeparinとbFGF

の共存で増殖することが解った。また、 Neuroblastomaの株化細胞のコンデションメデイウムによる影響

についても検討した。

[はじめに]

中枢神経のニューロンは胎仔の初期に形成される神経管を起源にし、ニューロン前駆細胞(以下NPC

と略称)を幹細胞とする逐次的な細胞分化の結果によるものであることが示唆されているが、細胞系譜と

増殖分化因子については不明な点が多い。ぞれは、神経系とくにニューロンでは分裂能が発生初期に限定

されていることや、また初期の前駆細胞は短期間に分化へ移行することがその理由の 1つと思われる。そ

のため、発生初期のラット胎仔脳の神経管から多分化能を持つNPCを速やかに分取することができれば増

殖分化について多くのことが解ると考えられたので、この方法を検討し、フローサイトメーターを用いる

ことで迅速かつ高純度のNPCを分取できた1)。分取した細胞の培養について、従来、神経前駆細胞の培養

は1・IO%FBSを含む FGFとHeparinの共存で3)、また、 10%FBSでのプレカルチャーの後NGFとbFGFの共

存によって4)、さらに、 I%FBSとEGF.TGF-α によるめまた、無血清培地にEGFを含む培養6)が報告さ

れている。分取した細胞がどのような栄養因子により影響を受けるかを無血清培地での培養で検討した。

[実験方法]

1)細胞懸濁液の調整:ラット胎仔 (EI2)の神経管の後脳と髄脳の境界を実体顕微鏡下で切断し、目蹴

を除いた前脳を含む胎仔脳を用いた。その胎仔脳を0.1%トリプシンと共に60分間インキュベートした後、

O.04%DNaseおよび20%FBSで5分間静置し、 DF培地で洗浄し、lO%FBSを含むDF培地中でピペッテイ

ングして細胞懸濁液とした。

2)フローサイトメトリー:FCM (EPICS.COULTER)はアルゴンレザーの488nm(I5mW出力)による、

100μmのフローセルを用いた。シース液は予め滅菌ろ過したPBSとした。細胞懸濁液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 Analysisによった。

先に調整した細胞懸濁液(1. 7 x 107 cells / ml )を直ちに FCMに適応した。ワークステイションのディ

スプレイ上でのNPCの位置は、予め培養法にて同定したサイトグラムを選ぴソート範囲を設定した。

3)細胞培養:無菌的に分取した細胞は血清を含まない無血清培地にて培養した。無血清での培養は

DF培地に Sodiumseleniteを含み Transferrin(宵).Insulin (Ins). Heparin (Hep)を組み合わせて添加し、 24孔

プレートあるいはチェンパースライドにて 37"C、 5%C02で培養し生存・増殖の程度を調べた。培地

交換は 3日ごとに行った。また、栄養因子としてがGF，bFGF. TGF・α.EGF.IGF・IおよびIGF-IIをそれ

ぞれ添加した。

[結呆]

ソーティング:Data rateをω0・1200とし 1秒間に約 300個の細胞を分取するようにした。 Fig.lは細胞

懸濁液を試料としたサイトグラムを示しており、 Fig.1aはソート前でソート範囲Eを設定した。 Eの範

囲にある細胞は全体に占める細胞の 27%であった。 Fig.lbはソーテイングした後の細胞溶液を遠心し、

再度FCMに適応して解析した結果を示した。分取した細胞数は 4.7x 106であった。

細胞の生存・増殖に及ぼす因子の検討:分取した細胞は 1x 104ω1l/cm2とし、無血清培地で培養した。

Table 1に神経系細胞の無血清培養に必須な栄養因子として報告2)されている宵およびInsを基に.Hepと



bFGFを添加して培養した結果を示した。培養2日後には Hepと栄養因子を添加して培養した細胞の生存

が認められ、その後、 HepとbFGFが共存した時には著しい増殖を示した。一方、百或は InsとbFGFを

添加したものは生存増殖の程度が弱かった。

蛍光標識坑体による検討:分取した細胞はチェンパースライドにて培養し、洗浄後、 4%Formaldehyde 

にて固定し、 NPCに特異的な Nestin抗体とインキュベートした。 2次抗体は FITC標識ウサギ抗体を用

いた(一部は第37回日本神経化学会にて発表)。尚、 Nestin抗体は国立精神・神経センターの中福雅人

氏から分与された。

株イk細胞による検討:IMR・20，SCCH・26，NG司I，GOTO例euroblastoma)およびτ'98G(Glioblastoma)を培
養してコンデションメデイウムを作製し、分取した細胞と共に培養し生存・増殖を検討中である。

[考察]

FCMにて分取した細胞は Nes山陽性でありNPCであることが確認できた。無血清培養では H叩annが

生存維持に影響し、 FGFの共存で活発な増殖をすることが解った。aFGFとbFGFの比較では bFGFが強く、

また、 EGF，TGF-α，IGF-IおよびIGF-IIは同程度の生存増殖を示し、 bFGFとの比較ではいずれも弱かった。

Fig. 1 Cytograms of Neuronal Precursor Cells sorted by Flow cyωmeter 

Table 1 
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カイニン酸投与後におけるラット脳内HGFmRNA発現について

133 

金津美穂i、俣賀宣子 2、仙波純一 l、三好理絵3、深間内文彦 2、中村敏一¥鬼頭昭三 i

l放送大学、 2東京医科歯科大学難治疾患研究所、 3Royal Free Hospital School of Medicine， 
4大阪大学医学部バイオメデイカル教育研究センター

〔要約 Hepato方tegrowth factor (HGF)は、肝細胞をはじめ多くの組織において増殖因子として働く

ことが知られてきた生体内物質である。中でも中枢神経系においては、神経栄養因子としての機能をも

つことが考えられはじめ、その詳細な検討が必要となってきた。そこで今回は、グルタミン酸のアゴニ

ストであるカイニン酸をラット腹腔内に投与することにより神経細胞障害を起こした際に脳内 HGF

mRNA発現量が変化するかどうかをNorthernBlot解析にて検討した。その結果、カイニン酸投与群の

大脳皮質における HGFmRNA発現量は生理食塩水投与群に比べて増加することがわかった。従って、

HGFは神経細胞障害後に神経栄養因子として誘導される可能性があると考えている。

[はじめに]

Hepat，α;yte growth factor (HGF)は、肝障害後に著明に発現が増加し、肝細胞の再生を促す増殖因子と

して発見ω、精製された分子量約 69KDのα鎖とp鎖からなるヘテロダイマータンパクである (2)。発見
当初 HGFは、肝細胞にのみ特異的な増殖因子であると考えられていたが、その後研究が進むにつれ腎

尿細管上皮細胞、胃粘膜上皮細胞など多くの組織において増殖因子として作用することが明かとなって

きた (3)。そこで我々は、中枢神経系においても、 HGFはNervegrowthfactor (NGF)や Brain-derived

neuro住叩hicfactor(BDNF)などと同様に神経栄養因子としての役割があるのではないかと考えている。

事実、 HGFレセプターである c-metはNGFやBDNFのレセプターである仕主AおよびtrkBとならびチ

ロシンキナーゼ活性を持つプロトオンコジーンに属することがわかっている。そこで、 HGFが神経栄養

因子としての機能を持っかどうかを明らかにする目的でグルタミン酸のアゴニストでありその大量投与

により神経毒性を持つことが知られるカイニン酸をラットの腹腔内に投与し、神経細胞障害後における

HGFおよび、c-metmRNAの発現量の変化を NorthernBlot解析を用いて検討した。

[実験方法]

動物には Wistar系雄性ラット7週令(体重2∞g) を用い、カイニン酸 (5あるいはlOrngJkg)を腹
腔内に投与した。対照群には等量の生理食塩水を用いた。ラットはカイニン酸投与後経時的 (1，3，ふ

12，あるいは24時間後)に断頭し、直ちに大脳皮質、海馬などを切り出した。各組織のtotalRNAはチ

オシアン酸グアニジン法にて抽出した。 30μgの totalRNAは 1%アガロース・ホルムアルデヒドゲ

ルで電気泳動後、ナイロンフィルターに転写した。 HGFおよび、ひmetのcDNAプロープはランダムラベ

ル法を用いて3~標識を行い、 48 時間ハイブリダイズした。オートラジオグラフィーの結果はパーソナ

ルデンシトメーター(モレキュラーダイナミックス)にて解析した。

[結果および考察]

1. HGFおよび c-metの脳内における発現量について

はじめに、 Northernblot解析を用いてラット脳内における HGFおよび、c-metの発現が検出できるかど

うかの検討を行った。その結果、 HGFmRNAは大脳皮質、海馬において発現が認められた(図1)。こ

れら発現部位は先のJungら(4)の報告と一致した。



2.カイニン酸投与後の HGFmRNA発現量の変化について

大脳皮質、海馬においてはカイニン酸投与により前初期遺伝子である c-nωmRNA発現量が増加する

ことが知られている。そこで、はじめにカイニン酸5mgあるいは 10mg投与後の大脳皮質および海馬に

おける c-fosmRNAを調べた。その結果、投与1時間後の大脳皮質および海馬においてc-fosmRNA発現

量の著明な増加が認められた(図2)。

そこで次に、カイニン酸5mgあるいは10mg投与後の大脳皮質およぴ海馬における HGFmRNA発現

量の変化を経時的に調べた。その結果、 HGFmRNA発現量は無処置群と生理食塩水投与群では変化を

認めず、 6時間後のカイニン酸投与群は生理食塩水投与群に比べ約2----3倍程度増加することが明かとなっ

た(図2)。この増加傾向はカイニン酸腹腔内投与時の海馬における NGFおよび BDNFの変化(5，6)と

一致し、 HGFが細胞傷害の修復機構に関与している可能性が示唆された。

N v E 
一6h 

N v K 
lh HGF 

c-fos .2.2Kb 
G3PDH _ l.2Kb G3PDH _ l.2Kb G3PDH 

0.6 
図1.大脳皮質における HGFおよび

Z E E E0 004 2 c-metmRNAの発現

G3PDH; g]yce同ldehyde
3-phosphate dehydrogenase 

N v K N v K 
Ih 6h 

図2.カイニン酸投与後の大脳皮質における c-fosおよび
HGFmRNAの変化

N;Naive V; vehicle(saline) K;Kinate 
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1 ~~ Hippocampal Cholinergic Neurostimulating Peptide (HCNP) 
Processing Enzyme の部分精製

大塚康史、小鹿幸生

(名古屋市立大学第二内科)

〔要約〕

Hippocampal cholinergic neurostimulating peptide (HCNP)を前駆体蛋白からプロ

セシングする酵素活性がラット海馬組織中に存在する(1)0 11日齢ラット海馬組織抽出液

より、この酵素活性の部分精製を試みた。硫安分画、ゲルj慮過、イオン交換カラム

(DEAE，pH6.0)、疎水カラム (Butyl， pH6. 0)の4段階を経て、最終精製率は472倍であっ

た。また、活性回収率は65%であった。

[はじめに]

HCNPはラット培養中隔核のcholineacetyltransferase産生を誘導して、アセチルコリ

ン産生を促進する N末端がアセチル化された11個のアミノ酸からなる新規ペプチドであり

(2)、約21kDaの前駆体蛋白のN末端に位置する (3)0 HCNPおよびその類縁体のRIAによる

検討より、ラット組織中にはペプチドおよび前駆体蛋自の両者が存在することから (4)、

HCNPは細胞内でプロセシングされると考えられる。しかし、 HCNPのプロセシング部分には

塩基性アミノ酸は存在せず、他の生物学的活性ペプチドとは異なるプロセシング酵素の存

在が示唆される。先に我々は、ラット海馬組織内にHCNPをプロセシングする酵素活性が存

在することを示し、その性質について報告した(1)。今回、本酵素活性の部分精製を試み

たので報告する。

[対象および方法]

1) 11日齢Wistarrat (355匹)の海馬組織片を摘出後、 2倍量の 150mMN司Cl、3mMKCl、

lmM印 TA、 lmMDTTを含む 50mM2一(N-Morpholimo)ethanesulfonicacid (MES) -

NaOH pH6.0溶液(以下MES buffer)中で超音波破壊し、超遠沈 (30，000印刷60分間)後、

上清をMi11ex-GV (0.45μm、Mi11 ipore)にて鴻過したものを粗抽出液とした(総量78ml)。

2)HCNP前駆体蛋白のうち N末端より 26個のアミノ酸からなる合成ペプチド(1-26

pept ide: 4mg/ml)を基質とし37
0C、 7時間反応後、 O.1免トリフルオロ酢酸 (TFA)にて反応

を停止させた。 C18逆相系カラム (μBondasphere5μC18-300A、 Waters)とA液:

O. 1免TFAおよびB液:90九アセトニトリル+0.07見TFAの緩衝系を用いたHPLCにて、アセチル

基を除いた合成free-HCNPと同じ溶出時間に出現するpeakの高さを反応産物量とし、合成

free-HCNPのpeakの高さとの比より絶対量を算出した。本反応系において 1時間あたり 1

pmolのfree-HCNPをcleaveする酵素活性量を 1単位とした。

3)蛋白量の測定はBradford法に従い、 BSAを標準として行った。

4)部分精製は以下の順序にて行った。

①硫安分画:20十 50九硫安画分を30mlのMESbufferに再溶解した(以下AS20-50)。

②AS20-50をProtein Pak 300 (2連結、 Waters)を用いMESbufferで溶出した。 AS20-50

0.9ml注入後毎分0.6mlで溶出し開始14分後より 2分毎20画分採取した。



③ゲルj慮過クロマトグラフィーの活性画分を、 ProteinPak DEAE 5PW(Waters)を用い、

A液 :3mMKCl 、1mMEDTA、1mMDTTを含む20mMMES-NaOH緩衝液pH6.0およびB液 :A液十

0.5M NaCl緩衝液pH6.0で分画した。溶出速度は1.Oml/分、開始より 5分毎日画分採取した。

④イオン交換クロマトグラフィーの活性画分をcentriconSR3(amicon)にて約10倍に濃縮

し、 Prot巴inPak G-Butyl(Waters)を用い、 A液 :B液+1. 7M (NH4) 2S04緩衝液pH6.0およ

びB液:1mM EDTA、1mMDTTを含むo.1M Na2HP04-HCl緩衝液pH6.0で分画した。溶出速度は
1. Oml/分、開始より 5分毎24画分採取した。

[結果]

海馬粗抽出液は、全量78ml、総蛋白量は 1006.2mg、総酵素活性は81，900単位であった。

硫安分画ではAS20-50に酵素活性を認め、蛋白量は912mg、総酵素活性は240，300単位で

あった。。この処理過程において精製率は1.1倍、活性回収率は293%と上昇した。この

AS20-50をゲ、ルj慮過クロマトグラフィーにて分画すると、分子量30-100kDaの画分に酵素

活性を認め、蛋白量は55.02mg、総酵素活性は184，680単位であり、精製率は18.3倍、活

性回収率は225%であった。さらに、この画分をpH6.0の条件でDEAEによるイオン交換クロ

マトグラフィーを行った。酵素活性は、 void画分に認め、蛋白量は28.95mg、総酵素活性

は131，450単位、精製率、活性回収率はそれぞれ34.8倍、 161%であった。疎水クロマトグ

ラフィーによる分画では、酵素活性画分の蛋白量は2.13mg、総酵素活性は53，450単位であ

り、最終精製率および粗抽出液の総酵素活性に対する回収率はそれぞれ472倍、 65%で

あった。

表 HCNPprocessing enzyme の部分精製

総量 総蛋白量総酵素活性 精製率 活性回収率

(ml) (mg) (単位) (%) 

粗抽出;夜 78 1006. 20 81， 900 1.0 100 

AS20-50 30 912.00 240， 300 1. 1 293 

Protein Pak 300 72 55. 02 184，680 18.3 225 

Protein Pak DEAE 90 28. 95 131，450 34.8 161 

Protein Pak G-Butyl 25 2. 13 53，450 472.0 65 

[考察]

生物学的活性ペプチドは、より大きな前駆体蛋白からプロセシングされて成熟体となる。

HCNPも他のペプチドと同様に前駆体蛋白よりプロセシングされ、その酵素活性はacidicな

システインプロテアーゼと考えられる(1)。今回我々はこの酵素活性を最終精製率472倍ま

で部分精製した。今後さらに純度の高い精製を実施し、その構造や作用機序を明らかにし、

塩基性アミノ酸残基を近傍に持たない活性ペプチドのプロセシングについて解明したい。

[文献]

(1)大塚康史他. (1993) 神経化学. 32 (1)， 140-141 (2) Ojika， K.， et a1. (1992) 

Brain Res. 572，164-171 (3)Tohdoh，N.， et a1. (1995) Mo1. Brain. Res. in 

press (4)小鹿幸生他. (1993) 神経化学. 32(1)， 138-139 
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135抑制性サイトカインによるミクログリアの

サイトカインレセプターの発現抑制
j墨田誠、錫村明生、丸野内橡

(藤田保健衛生大総医研応用細胞)

〔要約〕 中枢神経系サイトカインネットワークの中心的細胞であるミクログリアに対

する抑制性サイトカインの作用を調べた。単離培養下のミクログリアにリコンビナン

トIL-l0を加えるとサイトカイン産生を抑制し、 IFNyによるMHCclass 11 (Ia)抗原の

誘導を阻害した。さらにIL-6受容体やCD14の発現や、 LPSによって発現誘導される IL-
2受容体の発現を抑制した。しかし増殖能や貧食の活性化などには変化がみられなか

った。一方で、 TGFsやIL-4などの抑制性サイトカインでは受容体発現に対する抑制作

用はみられず、また他の機能に関しでもそれぞれのサイトカインで作用が異なってい
た。したが‘って、それぞれの抑制性サイトカインは生体内において異なった役割を持
つと考えられる。

近年中枢神経系では多種多様のサイトカインが産生され脳内の細胞の機能や増殖分
化などを調節することが明らかになった(1)。脳内のサイトカイン産生の中心的な細
胞であるミクログリアやアストロサイトは、サイトカインを産生するばかりでなくい
ろいろなサイトカイン受容体を発現しそれらのリガンドにより調節を受けるため(2)、
脳内のサイトカインの作用は複雑なネットワークを形成していると考えられる(1)。

脳内ではIL-l，TNF仇 IL-6などの炎症性のサイトカインのほか、 TGFs，IL-4， IL-l0 
などの抑制性のサイトカインも産生され、炎症反応の終息や休止状態の維持に関与し
ていると考えられている(3-5)。ところでサイトカインによる炎症反応を終息させる
ためには炎症性サイトカインの産生を抑制することが考えられるが、受容する細胞で
の受容体の発現抑制や不活性化が起こればより効率的であると思われる。そこで今回
我々はミクログリアのサイトカイン受容体の発現に対する抑制性サイトカインの作用

を調べた。

[方法]
ミクログリアは新生86マウス脳より調製した混合グリア培養から既報の方法(6)で

分離精製した。 LPSやIFNyによる刺激およびリコンビナントサイトカインによる処理は、

培地交換後にそれぞれを添加して規定の時間培養して行ない、培養上清のサイトカイ
ンをバイオアッセイで定量した。同様に処理したミクログリアについて酸性ホスファ
ターゼ活性とN8T還元能についても定量した。また各処理を行ったミクログリアより
酸性グアニジンーフェノール法によりRNAを抽出してRT-PCRによりサイトカインやサ
イトカイン受容体のmRNA発現を調べ、た。サイトカイン受容体タンパクの量的変動は各
受容体タンパクに特異的な抗体を用いて免疫蛍光染色を行い、 FACSにより分析した。

[結果]
各抑制性サイトカインによるミクログリアの機能の調節は表 1のようになった。一

方、サイトカイン受容体の発現に対する作用は、 TGFsやIL-4では顕著な変化が検出で

きなかったが、 IL-l0処理をしたミクログリアではIL-6受容体やCD14の発現が減少し、
またLPS依存的に増大する IL-2受容体の発現が抑制された(図 1)0IL-l0の抑制作用は
IL-4受容体ではみられなかった。
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[結論]
IL-l0は免疫系でサイトカイン産生を抑制する因子として報告されていたが、中枢
神経系ではその作用はサイトカイン産生の抑制に加えて受容体の発現の抑制による二
重の効果があることが、今回の結果から初めて明らかになった。さらに受容体の発現

抑制には特異性があり、抑制されるものとされないものがあることも判った。 TGFsは

サイトカイン産生を抑制するが、受容体の発現には関与せず、またIL-4サイトカインの
作用にはあまり影響しないことも明らかになった。さらにCD14の発現低下もIL-l0に
よって起こるが、休止状態にあると考えられているramifiedミクログリアはCD14陰
性であるので、 IL-10がミクログリアの休止状態を維持する役割を持っている可能性
が考えられる。

[引用文献]
1. Sawada， M.， Suzumura， A. et al. (1995) Int. J. Dev. Neurosci. in press. 
2. Sawada， M.， Itoh， Y. et al. (1993) Neurosci. Lett. 160， 131-134. 
3. Suzumura， A. Sawada， M. et al. (1993) J. Invnunol. 151， 2150-2158. 
4. Suzumura， A. Sawada， M. et al. (1994) J Neuroimmunol. 53， 209-218. 
5. Mizuno， T.， Sawada， M. et al.， (1994) Bioch捌.8iophys. Res. Commun. 205， 
1907-1915. 
6. Sawada， M.， Suzumura， A. et al. (1990) 8rain Res. 509， 119-124. 

表 1 抑制性サイトカインのミクログリアに対する作用
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培養神経細胞における上皮増殖因子 (EGF)のリン酸化シグナル解析
136 

山田雅司、榎戸靖、池内俊彦、畠中寛

(大阪大学・蛋白質研究所・生合成部門)

〔要約〕上皮増殖因子(EG町のリン酸化シグナルの解析を、 PC12細胞の亜株である PC12h-R細胞 (5)

および培養大脳皮質ニューロンを用いて行った。 PC12h-R細胞は、 EGFに応答して神経細胞様に分化す

ることを我々は既に示している (6)0PC12h--R細胞では、 EGFによる EGFレセプター、 SHCおよび

MAPキナーゼのチロシンリン酸化および MAPキナーゼの活性化が、 EGFによる分化応答を示さない

PC12h細胞と比べ顕著に持続していた。また、培養大脳皮質ニューロンにおいても EGFによる EGFレ

セプターのチロシンリン酸化および MAPキナーゼの活性化が、 PC12h-R細胞と同様に顕著に持続して

いた (7)。これらのことから、 EGFによるリン酸化シグナルの持続が、 EGFの栄養因子作用機構の重要な

特徴であることが考えられる。

EGFは、種々の細胞に対して細胞増殖促進の作用を示すことが知られている。副腎髄質クロム親和性細

胞腫由来の PC12細胞も EGFに対して増殖促進の応答を示す。以前、我々は PC12細胞の亜株である

PC12h-R細胞が EGFに応答して神経細胞様に分化することを報告した (3)。一方、中枢神経系において

は、 EGFが大脳皮質ニューロンに対して神経栄養因子作用を持つことが示されている。我々は、昨年度本

大会で EGFが高酸素負荷による培養大脳皮質ニューロンのアポトーシスを防ぐことを報告した (4)。今回、

EGFの神経栄養因子作用機構の解明を目的として PC12h-R細胞および培養大脳皮質ニューロンにおける

リン酸化シグナルの解析および比較を行ったので報告する。

〔実験方法〕

PC12h-R細胞の培養は既報通り行ったο)。細胞はコラーゲンコー卜した6cmシャーレにまき、 2日
間培養をした後、 EGFによる細胞内タンパク質のチロシンリン酸化解析を行った。

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(1)。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6穴プレートに5X105細胞/cm2の密度でまいた。

翌日1μMAraCを含む TIP/MEMに換え、 2日間培養を行った後、 EGFによる EGFレセプターのチロ

シンリン酸化解析を行った。

細胞内タンパク質および EGF レセプターのチロシンリン酸化検出は、それぞれ細胞抽出液と抗 EGF

レセプター抗体 (UBI社)免疫沈降物を抗ホスホチロシン抗体(UBI社)を用いたウエスタンプロット解

析により行った。

[結果と考察}

図1に示すように PC12hおよび PC12h-Rの両細胞において、 EGFによる EGFレセプタ一、 SHC

およびMAPキナーゼのチロシンリン酸化が観察された。これらのタンパク質のチロシンリン酸化は、 5分

以内に最大に達した後、そのレベルは時間経過に伴い徐々に低下した。 PC12h細胞では、これらのリン酸

化レベルは、 1時間以内にほぼコントロールレベルにまで戻るのに対し、 PC12il-よ細胞では、 3時間後にお

いてもそれらのリン酸化は観察され、顕著に持続していることがわかった。さらにこれを確認するために、

両細胞において EGFによる MAPキナーゼの活性化の経時変化をミエリン塩基性タンパク質を基質に用

いたゲル内リン酸化法により調べた。その結果、 PC12h-R細胞では PC12h細胞と比べ顕著に持続するこ

とがわかった。図2に培養大脳皮質ニューロンと PC12h細胞について EGFによる EGFレセプターのチ



ロシンリン酸化の経時変化を調べた結果を示す。両細胞において、 EGFレセプターのチロシンリン酸化が

EGF添加後5分以内に最大に達することがわかった。その後、 PC12h細胞では、そのリン酸化は1時間以内

にコントロールレベルにまで戻るのに対し、大脳皮質ニューロンにおいては3時間後においても観濃された。

このことから、大脳皮質ニューロンでは PCI2h-R細胞と同様に EGFによる EGFレセプターのチロシ

ンリン酸化が持続することがわかった。さらに、大脳皮質ニューロンにおけるMAPキナーゼの活性化は、

PCI2h-R細胞の時と同様、顕著に持続していた。

以上の結果から、 EGFによる細胞内シグナルの持続が、 EGFの栄養因子作用発現において重要な役割を

果たしている可能性が考えられる。 EGFによるシグナルの持続機構の解析は、 EGFによる神経栄養因子作

用の機構解明につながると思われる。また、 PC12h-R細胞は、大脳皮質ニューロンと非常に似たリン酸化
シグナルの持続性を示すことから、こうした今後の解析において良いモデルになると考えられる。
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図 1.PC12hおよび PC12h-R細胞における EGFによる細胞内タンパク質チロシンリfン酸化の経時変

化。 100ng!ml EGF添加前および添加後5分、 30分、 1時間、 3時間に得た抽出液を抗ホスホチロシン抗体

を用いたウエスタンプロッティング解析にかけた。 180kDaタンパク質は EGFレセプター(.....)、 52

および 46kDaタンパク質は SHC(<l )、 44および 42kDaタンパク質は MAPカイネース(.......)

であると考えられる。

図2.EGFレセプターのチロシンリン酸化の経時変化。培養大脳皮質ニューロン(Ctx)およびPC12h細胞

(PCI2h)において、 100ng!ml EGF添加前および添加後5分、 30分、 1時間、 3時間より得た抽出液より抗

EGFレセプター抗体を用いて免疫沈降を行った。次に、その沈降物を抗ホスホチロシン抗体を用いたウエ

スタンブロッティングにより解析した。
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137 

〔要約〕

クリングル構造を持つ神経栄養因子

浜之上誠、竹本なぎさ、松本邦夫*、中村敏ーへ中嶋一行、

高坂新一(国立精神・神経センター神経研究所・代謝研究部、*大阪大学

医学部ノfイオメデイカル教育研究センター腫蕩生化学研究部)

肝細胞成長因子但GF)がラット大脳皮質キ品設片に対する突起伸展活性や

中脳細胞に対する栄養活性を持つこと仕昨年の本学会において報告したが、今回は末梢

においてこのHGFの受容体として知られるc-metの神経系における動態について角軒斤を行

った。その結果、大脳皮質組織片のHGF刺激により速やかにc-metのリン酸化か耀認さ

れ、中枢神経系においてもc-metがHGFの受容体として機能していることが考えられた。

しかしこのクリングル構造を持つHGFとよく似ており、同様の栄養活性を持つプラスミ

ノーゲン (PGn)ではこのc-metリン酸化は検出できなかった。このことからPGnに対し

てはc-met以外の受容体の存在が考えられた。

我々はこれまで培養ミクログリアの培養上清が神経細胞の生存宗時や突起伸展などの

神経栄養活'性を持っていること、また更にこの栄養活'性の一部はPGnに由来することを

報告し角析を続けてきた(1)0PGnlま本来線溶系に機能しているプラスミンの前駆体であ

り、その特徴的な構造としてクリングル構造を持つことが知られている。このPGnの作

用機序解明の一助として、末梢においてその作用機序が解明されつつあり、かっそのア

ミノ酸配列がPGnと非常に高い相向性を示すHGFに注目し解析を行った。 HGFは末梢に

おいてモルフォーゲン、モトーゲン、マイトーゲンとしてその機能が知られている、ク

リングル構造を持つ蛋白質であるが、神経系ではHGFの発現は認められているものの、

その機能についてはこれまで報告はなかった(2，3)。そこで培養系を用いてその機能を解

析したところ、 HGFがラット培養大脳皮質組織片に対する突起伸展活性を持つこと、ま

た培養中脳細胞のチロシン水酸化酵素陽'断目胞の成熟、生存常時そしてドーパミンの取

り込み自民足進活性など、中枢神僻目胞に対し栄養活性を示すことを初めて明らかにした

(昨年度本学会)。今回はこのHGFの作用機序として知られる、プロトオンコジーンの

c-metの自己リン酸化誘導などを検討した。

「実験方法及'(f:結果J

c-metリン酸化のホ結サ:胎生17日令のラットより調整した大脳皮質組織片を3nMHGF

にて10分間刺激し可溶化した。 WGA又はc-metに対するモノクローナル抗体でじ-metを

濃縮した後、リン酸化チロシンに対する抗体でウエスタンプロットを行った。その結

果コントロール群(C)に比べHGF添加群(H)で還元下145kDa、非還元下190kDaのc-met
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のリン酸化が検出された (Fig.l)。

A431細胞におけるリン酸化蛋白の検討:c-metを知見することが知られているA431

細胞を100nMPGn又はlnMHGFで10分間刺激した後可溶化し、 WGAにてc-metなどを

含む画分を精製した。これに対しリン酸化チロシンに対する抗体でウエスタンプロッ

トを行った結果、コントロール群(C)に比べHGF添加群(H)でc-metのリン酸化が確認で

きたがPGn添加群(P)ではc-metリン酸化は確認されなかった。しかし分子量約

加Oゆ a、47kDaといったリン酸化基白はHGF刺激、 PGn刺激どちらの場合も観察され

た (Fig.2)。

「考察J
クリングル構造やアミノ酸配列がPGnと非常によく似ているHGFが、神経栄養活性を

持ち、中枢神経系においてもc-metをリン酸化することが今回明らかになった。このこと

からPGnもHGF受容体のc-metを介して神経栄養活性を発現している可能性も考えられた

ことから、 c-metを高発現しているA431車問包を用いて検討したところ、 HGF添加時に見ら

れるc-metのリン酸化はPGn添加時には認められなかった。このことからc-metはPGnのレ

セプターとしては機能していないことが示された。しかしHGF添加、 PGn添加いずれの

場合でもリン酸化を受ける蛋白質は自割以しており細胞内のシグナルについては同様の経

路を通っている可能性が考えられた。現在はこのPGnのシグナル伝達系路について更な

る検討を加えている。

「文面幻

1) Nagata， K.， et al. (1993). Dev. Brain Res. 75， 31-37. 

2) DeFrances， M.C.， et al. (1992). Deve10pment 116，387-395. 

3) Tashiro， K.， et. (1990). Proc. NatL Acad. Sci. USA 87， 3200-3204. 
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138 
脳ファシンの解析:アクチン線維結合・

束化能に及ぼすドレプリンの影響
佐々木洋、*林謙介、*白尾智明、石川良樹、小浜一弘

(群馬大学医学部・薬理、 同・*行動分析)

〔要約〕 我々は以前、脳の発生初期に大量に発現する胎児型ドレプリンを精製し、その生化学

的解析を行った(1)。この精製過程において、やはり発生初期に大量に発現する54kDの蛋白質を
検出したが、この蛋白質が脳ファシ二?であることが判明したので、これを精製し、生化学的解

析を行った。ファシンはアクチン線維にストイキオメトリー1:3、解離定数 1X 106 Mで結合し

た。この結合はドレプリンによって強く阻害を受けた。またファシンはアクチンを束化する

が、この束化作用もドレプリンによって阻害された。ファシンは成長円錐のフイロボディアに

局在しており、その発現量は成体では胎児の113まで減少していた。これらの結呆から、ファ

シンは神経突起伸長時のフイロボディアのオーガニゼイションに関与しており、ドレプリンは

それを制御していると想像される O

[序] ファシンはアクチン線維を束化する分子量57kDの蛋白質として、ウニ卵から発見され
た(2)。最近遺伝子クローニングが行われ(3)、その予想アミノ酸配列がH巴La細胞55kDアクチン

束化蛋白質の部分アミノ酸(4)と一致したことから、高等動物にも存在することが明らかになっ

た。ファシンは培養細胞のフイロボディアに局在していることから、細胞の運動性に重要な役

割を担っていると想像されている。なお前川らによってブタ脳から精製された53kDアクチン束

化蛋白質(5)はその生化学的性質から脳ファシンである可能性が高い。
ドレプリンは神経細胞発生時に大量に発現する蛋白質で、アクチン線維に結合し、トロ

ボミオシン、 αーアクチニンをアクチン線維から追い出す作用を持っていることから、神経細胞

の形成過程でアクチン線維構造を制御する蛋白質と考えられる(1)。本研究では、ファシンの活

性に対するドレプリンの影響を調べることによって、これらの蛋白質が神経細胞形成過程で果

たす役割を探る試みを行った。

[方法] ファシンは山代らの方法(4)で生後7日のラット脳から、ドレブリンは石川|らの方法

(1)で、新生児の脳からそれぞれ精製した。抗ファシン抗体は松村から入手した。アクチン娘維
結合能は超遠心法(1)で、アクチン線維束化能は低速遠心法(6)、電子顕微鏡法で測定した。

[結果] ファシンのアクチン線維結合能に対するドレブリンの効果:ファシンのアクチン結合

能をアクチン線維との共沈実験で調べたところ、図1A， 白丸のような結呆となった。ストイ

キオメトリーは1:3-2、解離定数は1x 10-6 Mであった。ところが1.9μMのドレプリンが存在す

ると、この結合は黒丸で示すように抑えられた。そこでファシンの濃度を1.5μMに固定し、ド

レプリンの量を増やしていったところ、アクチン線維に結合するファシンの量は減少した(図

1B)。これらの結果から、ドレプリンはファシンのアクチン線維結合能を阻害することがわ

かった。

ファシンのアクチン線維束化能に対するドレプリンの効果:ファシンのアクチン線維束化能に

対するドレプリンの効果を、アクチン線維単独では沈殿しないが、大きな束を形成したときは

沈殿するという低速条件で遠心を行い測定した(図2)。ドレブ1)ン非存在下では55%のアクチ
ンが沈殿するのに対し、 0.8μMのドレプリン存在下では14%のアクチンしか沈殿しなかったc

このことは、ファシンのアクチン線維束化能をドレプリンが阻害する事を示している。以上の

結果は電子顕微鏡でも確認された。



ファシンの成長円錐での局在及び発生段階の発現量の定量:PC12細胞でのファシンの局在を蛍

光抗体法で調べたところ、ファシンはフイロボディア部位に局在していた。また各発生段階の

ファシン発現量をスロット・ブロット法で調べ、デンシトメーターで定量したところ、 E18で

0.3μMで、発生が進むにつれて徐々に減少し、成体では0.1μMとなっていた。

[考察] フィロボディアは細胞移動を先導する役割を担っているが、そのダイナミックな動き

の分子メカニズムは殆どわかっていない。ファシンはフイロボディアに存在が確認されている

唯一のアクチン束化蛋白質であり、フィロボディアのアクチン線維束構造の中核をなす蛋白質

と想像される O 今回の我々の結果は、成長円錐においても、ファシンがアクチンの束化を介し

てフィロボディア構造を構築し、その制御をドレプリンが行っているという可能性を示唆して

いる C

[文献]
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139アクチン結合蛋白ドレブリンAによる細胞骨格お
よび細胞接着の変化

池田主朗 l川、白尾智明 3)、戸谷重雄 2)、植村慶_1) 

慶慮義塾大学・|豆・生理 1)、脳神経外科 2)、群馬大学・医・行動分析 3)

〔要約〕
臼勺こよってドレプリン発現が誘導される形質転換1細胞系を確立し、アクチン線維の形態、ピンキュ

リンの細胞内局在および発現量を検討したもドレプリン発現に伴って、ストレスファイパーはドレプリンと

局在の一致した網目状のアクチン娘維に変化した。更に、免疫染色でピンキュリン抗体に対・する免疫反応性が増

加して接着斑がより明維に|己j定され、同時にウエスタンブロッテイングでピンキュリン発現量の増加lが確認された。

さらに、ドレプリン発現細胞ではアクチンの脱重合剤cytochalasinDに対して接着斑が安定化している所見が得られた。

ドレプリンがアクチン線維の形態変化および細胞ー細胞外基質問接着に関与している可能性が示唆されたc

[目的および方法] ドレプリンは神経組織の発生過程で特異的に発現するアクチン結合蛋白であり、ヒト

及びラットではドレプリンE (幼若型)からドレプリンA (成熟型)へアイソフォームが変化する。ドレフブ
9 

リンAfはまある程度以上成熟した中枢神経系にのみ存在する3勾礼削)，4九4

ドレブリンが接着斑部に強く発現していることが明かになつており、細胞接着との関係が示唆されている九

我々は、既に、臼おによってドレプリンが誘導発現される形質転換L細胞(MTI・5)と、誘導発現されない形質

転換L細胞(MTI-l1)を確立しているが刀、今回、これらの細胞について、アクチン線維の形態、ピンキュリ

ンの細胞内局在および発現量、をそれぞれ免疫組織化学染色およびウエスタンプロットをもちいて解析し、

ドレプリンが細胞一細胞外基質問接着に及ぼす影響について検討した。

[結果] MTI・5はCdS04非添加時でもドレプリンを少量発現しているが、1.0，2.5μMと濃度の上昇に伴

ってドレプリン発現量が培加した(Fig.1)。免疫染色において、コントロール培地のMTI-5はドレプリンを

きわめて少量発現しており、よく発達したストレスファイパーを認めたが、 CdS042.5μM添加後は網目

状のアクチン線維に変化し、ドレプリンと局在が一致していた。そして、ドレプリン発現量の比較的少な

い細胞では網目が細かく、発現量の多い細胞では網目が大きくなる傾向が認められた(Fig.2)o 方、抗ピ

ンキュリン抗体を使ったウエスタンブロットでピンキュリン発現量はCdS04添加前にはドレプリン陰性ク

ローン MTI-11と同等の発現量であったが、 CdS04 1.0μM、2.5μM添加時には有意に増加した(Fig.3)。

次に、 CdS04添加後に cytochaJasinD (5.0μg!ml)を添加した場合には、 MTI・11ではアクチン線維から

cytoplasmic poolへの変化と同時にretractionprocessの形成が観察され(Fig.4)、ピンキュリン染色で接着斑の

同定が不可能であった(Fig.5)。これに対し、 MTI-5では、 cytoplasmicpoolの形成は認めたが、 retraction

processは形成せず(Fig.4)、接着斑の同定が可能であった(Fig.5)。

[考察] MTIろではドレプリン発現に伴って、ストレスファイパーから網目状のアクチン線維へ変化した

が、 MTI・11では変化を認めなかったので、ドレプリン発現がアクチン線維の形態変化をもたらしたと考え

られる。 MTI・5のピンキュリン発現量はドレプリン発現に伴って増加し、ドレプリン発現がピンキュリン

発現に影響を与えていることが示唆された。 MTI-5にドレプリンを誘導発現させてから cytochalasinDを添

加した場合には網目状のアクチン線維からcytoplasmicpoolへの変化は観察されたが、 retractionprocessは形

成せず、 cytoplasmicpoolを作ると同時にretractionprocessを形成したコントロールMTI-11と対照的であった。

このとき、 ドレプリン発現MTI-5のほうがMTI-11に比ベピンキュリン染色の免疫反応性が高く、 ドレプリ

ン発現による接着斑の状態変化が形態変化の相違を生じた可能性を示唆している。この cytochaJasinDに

対する接着斑の安定化は、接着斑の中心となる構成成分であるF-アクチンの重合状態が変化した可能性と、

ピンキュリン、テーリンといった細胞接着関連蛋白に影響を与え、間接的に安定化作用を示すようになっ

たという可能性が考えられる。今後、 mRNAレベルでのビンキュリン発現、その他の接着斑関連蛋EIの発

現等を明らかにして、さらにドレプリンの細胞接着への影響を解析していく必要がある。
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Fig. 1. West巴rnblotting using MAb M2F6. MTI-11 cells without 

treatment (1)， treated with 1.0 fl MαS04 for 24 hours (2)， 2.5 
μM  (3)， MTI-5 cells without treatment (4)， treated with 1.0μM 
臼SU4for 24 hours (5)， 2.5μM(6). 
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MTI-5 cells caused by drebrin expression. 
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Fig. 3.Western blotting using anti-vinculin MAb. MTI・11
cells without treatment (1)， treated with 1.0μM CdS04 for 24 
hours (2)， 2.5μM (3)， MTI-5 c巴llswithout treatment (4)， 
treated with 1.0μM臼S04for 24 hours (5)， 2.5μM(6) 

MTI-11 MTI-5 
Fig. 4. Changes of actin cytoskeleton and cell morphology in 

MTI-5 cells expressing drebrin and MTI-ll cells caused by 
cytochalasin D 

Bar:20μm 

Fig. 5. Vinculin staining after cytochalasin D treatment Bar:20μm 
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140 
開口放出機構におけるアクチン・ネットワークの役割

今泉美佳、御園生裕明、池田顕、熊倉鴻之助

〈上智大学・生命科学研究所・神経化学)

〔要約〕 開口放出機構における細胞骨格系蛋白質の役割を明確にする目的で、ジギトニン処理によっ

て調製した高透過性クロマフィン細胞を用いて開口放出中のアクチン・ネットワークの変動を観察し、カ

テコールアミン(CA)放出実験結果との関連を考察した。 Control細胞てeは、ジギ卜ニン処理前に固定する

と、細胞膜直下にリング状に濃いアクチン層が観察された。アクチン層はジギトニン処理後も変化が見ら

れなかったが、Ca2+刺激後ではアクチン層の切断、欠落が観察された。一方、開口放出機構のうち、頼粒

を放出可能な状態にするプライミング過程に必須であるミオシン軽鎖キナーゼ(MLCK)の特異的阻害剤

Wortmannin(W乃を用いて細胞を前処理すると、細胞膜直下のアクチン層の切断、消失が観察され、その後

ジギトニン処理、Ca2+刺激を行っても変化が見られなかった。 CA放出実験ではwrは前処理およびジギト
ニン処理中の放出には影響を及ぼさず、Ca2+依存性放出だけを阻害している。従って、 Control細胞では、

従来提唱されているアクチン・パリヤ一説で説明できるが、 wr処理細胞では説明できず、アクチンまた
はミオシン等の細胞骨格系蛋白質がパリヤーとしてのアクチン・ネットワークを作ること以外に開口放出

のプライミングを可能にさせる重要な役割を果たすことが考察された。

関口放出の分子機構についてはこの数年の聞に、急速な研究の展開が見られている。我々は最近、副腎

髄質クロマフィン細胞を用いた実験により、開口放出機構のうち、頼粒を放出可能な状態にするプライミ

ング過程にMLCKが必須であることを明らかにしている(1)。従って、その基質であるミオシン及びアクチ

ンをはじめとする細胞骨格系蛋白質が開口放出に重要な役割を持っていることが強く示唆される。そこで

本研究では開口放出における細胞骨格系蛋白質の役割を明確にする目的で、高透過性クロマフィン細胞を

用いた組織化学的実験により、関口放出中のアクチン・ネットワークの変動を観察し、放出実験結果との

関連を考察した。

[実験方法]

クロマフィン細胞は牛副腎髄質から調製し、 10%牛胎児血清を含むDulbecco'sModified Eagle's Medium中

で単層培養し、培養4~ 1 0日の細胞を実験に用いた(1)。
高透過性細臨の調製およびCA放出実験:37

0
Cの条件下で、まず培養液をLocke's溶液に置き換えて30分

間preincubationを行った後、Ca2+合eeLocke's液で洗浄、ジギトニンbuffer(20μM digitonin， 140mM Na 
glutamate， 20mM PIPES， 5mM glucose， 5mM EGTA， pH6.8)で4分間ジギトニン処理を行い、高透過性細胞

を調製した。次に、 Ca2+-EGTABuffer (140mM Na glutamate， 20mM PIPES， 5mM glucose， 5mM EGTA， 

5mM ATP， 5mM MgS04，遊離Ca2+濃度 10μM，pH6.8)に置き換え、 6分間Ca2+刺激を行った。細胞にwr
処理を行う場合は、 preincubation時よりwrを加え、 wr存在下で実験を行った。 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、回LC法により定量を行った。
闇定標本によるアクチン染色およびアクチン・ネットワークの観察:カバーガ、ラス上に培養した細

胞に前述と同様の操作を行い、 preincubation後、ジギトニン処理後、Ca2+刺激後の 3時点でそれぞれホル

マリン固定 (3.7%，lOmin)を行った。 PBSで洗浄後、 0.33μM悶lodaminePhalloidin(Molecular Probe社)で、ア
クチンを染色 (60min)を行った後、封入剤 (50%glycerin， 2.5% DABCO/ PBS)を用いて標本を作成し
た。共焦点レーザー蛍光顕微鏡MRC-600(BIORAD:アルゴンレーザー光源、励起波長514nm)を用いて観

察を行った。

[結果および考察]

図1に示すように高透過性クロマフィン細胞からのCA放出実験では、 MLCKの特異的阻害剤wrにより
Ca2+依存性CA放出が阻害された。 wrはpreincubation中の自発性放出、およびジギトニン処理中の放出に
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は何等影響を与えず、 Ca2+依存性放出だけを阻害している。このときのアクチン・ネットワークの変動は

図2のように観察された。 Control細胞ではpreincubation後に固定すると、細胞膜直下にリング状の濃いアク

チン層が観察された。このアクチン層はジギトニン処理後もほとんど変化が見られなかったが、 Ca2+刺激

後ではアクチン層の切断、欠落が見られた。一方、 wr存在下でpreincubationを行うと、明視野で観察する

限りは全く変化は見られなかったが、蛍光像では細胞膜直下のアクチン層の切断，消失が観察された。こ

のアクチン層の状態はジギトニン処理後でも変化を見せず、 Ca2+刺激を行うとやや染まりは薄くなった

が、ほとんど変化が観察されなかった。

開口放出におけるアクチンに関するこれまでの報告によると、クロマフィン細胞の形質膜直下には膜と

並行に走るアクチンネットワークが遍在しでおり(2)、このネットワークは頼粒が膜へ接近することを妨げ

るパリヤーとなっているという、いわゆるパリヤー仮説がAunisら(3)によって提唱されている。また、

Trifaroら(4)は細胞内Ca2+濃度上昇に伴ってアクチン切断タンパク質がCa2+依存性にアクチン繊維を切断

し、パリヤーがなくなったところから開口放出が起こることを明らかにしている。本研究の高透過性細胞

で・のControl実験の結果はこれらの知見とよく一致している。一方、細胞にwr処理を行うとアクチン←ミ
オシン相互作用が阻害されることが予想されるので、アクチン層の崩壊はその結果を反映していると考察

できる。しかし、パリヤ一説に立てばwrがCA放出を阻害することとは矛盾する。 CA放出の場合、 wr処
理細胞はアクチン・ネットワークが崩れているにもかかわらず、Ca2+依存性CA放出が阻害されている。

さらに、前述のように我々は、 wrによる匝害は開口という最終段階ではなく頼粒を放出可能にするプラ

イミング過程であることを確認している。従って本研究で観察されたアクチン・ネットワークの変化と、

MLCK阻害がプライミング過程を阻害することを矛盾なく説明するためには、パリヤ一説では説明でき

ず、アクチンまたはミオシン等の細胞骨格系蛋白質がパリヤーとしてのネットワークを作ること以外にプ

ライミングを可能にさせる重要な役割を果たすことが考えられる。今後さらに解析を進め、この点を明確

にすることが重要であると思われる。(本研究の一部は文部省科学研究費補助金(今泉および熊倉)、エッソ女

性のための研究奨励金、林女性自然科学者研究助成金、日本科学協会笹川科学研究助成金の補助を受けた。)
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図1.Ca2十依存性CA放出に及ぼすwrの阻害作用 図2.開口放出中のアクチン・ネットワークの変動
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141 -"ぐナジン酉愛によるアストロサイト糸田且包吾子キ各
7"クヲ二ンc0手写季語見文

小山 豊・馬場明道

(大阪大・薬・薬理)

〔要約〕
血清非存在下、 0.5rnM dibutyryl cAMP(DBcAMP)による処置は、培養アストロサイトに

細胞質の退行を伴う形態変化およびstressfiberとfocaladhesionの消失をおこした。 DBcAMPに

より形態変化した細胞に対して、 1rnM *ルソパナジン酸(Na3V04)の添加は、細胞質の拡張と

stress fiber、focaladhesionの再形成を起こした。 Na3V04は、 5μMサイトカラシンB、50μM

ML-9、20μMW-7により形態変化した細胞にも、 stressfiberの形成を促進させた。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)の細胞質への注入は、アストロサイトのstress

fiberを消失させた。 C3酵素を注入された細胞に対して、 NaaV04は、 stressfiber形成を起こさ
なかった。これらのことは、 Na3V04による、アストロサイト細胞骨格アクチン再構成には、低分

子量Gタンパクであるrhoが関与することを示す。

細胞骨格アクチンの再構成は、細胞の形態、分裂、接着、 cytosisなど多くの機能に関わる。

アストロサイトにおいて、細胞内cAMPの増加は、アクチンの脱重合を起こしグリア突起形成を促

すことが知られている(1)。これに対し我々は、エンドセリンが、培養アストロサイトのアクチ

ン重合を起こし、グリア突起形成を抑制することを示しているがは)、その細胞内機構は明かで

ない。近年、細胞外刺激による細胞骨格アクチンの重合に、タンパクチロシンリン酸化の関与が

示唆されている(2.5)。今回、アストロサイトのアクチン再構成におけるチロシンリン酸化の関

与について、チロシンフォスファターゼ姐害作用を持つパナジン酸を用いた検討を行った。

【実験方法】

1.培養アストロサイトの調製:アストロサイトは1-2B令のWistar系ラット大脳より既報の方法

で調製した(4)。

2. 細胞骨格アクチンおよひ~focal adhesionの観察:薬物処置は、 20rnM HEPES/NaOH pH7.4， 

O. 1% BSAを加えた無血清Eagle培地中で行った。薬物処置後、細胞を3克パラホルムアルデホド
で固定した。細胞骨格アクチンの観察は、 rhodarnine-phalloidinによる蛍光染色、 focal

adhesionの形成は抗vinculin抗体を用いた間接蛍光染色で行った。

3.培養アストロサイトへのマイクロインジェクション: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、 injectionbufferClO mM Tris/HCl pH7. 4，120 mM KCl)で
20μg/mlとし、注入された細胞の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、培養アストロサイトへと注入した。 薬物処置後、細胞を固定し、

rhodamine-phalliodinおよび FITC-抗マウスIgG抗体による二重染色を行った。細胞質中に

FITC蛍光を発する細胞のみ、 stressfiber形成を観察した。

【結果】

Rhodamine-phalliodinおよびvinculin染色は、ラット大脳由来l型アストロサイトにおいて、

stress fiberが主な細胞骨格アクチンであること、および、その先端にはfocaladhesionが形成

されていることを示した。無血清培地中での、 0.5mMDBcAMPによる処置は、培養アストロサイト

に細胞質の退行を伴う形態変化(stellation)を起こした。アストロサイトのstellationと共に、

stress fiberおよびfocaladhesionが消失した(Fig.1A)o DBcAMP処置された細胞に対して1mM 

Na3V04の添加は、アストロサイトの細胞質の拡張、 stressfiberおよび、focaladhesionの再形成

を起こした(Fig.1B)。アクチン重合阻害薬であるサイトカラシンB(CB)も、アストロサイトの

stellationおよひ。stressfiber消失を起こした(Fig.1C)o Na3 V04の添加は、 CB処置に対しても

stress fiberを形成させた(Fig.1D)。ミオシン軽鎖キナーゼ阻害薬であるML-9、カルモジュリン



阻害薬W-7によるstellationもNaaV04の添加で反転した。アストロサイトへのマウスIgGの注入後

も、多くの細胞(91出)はstressfiberを有したが，20μg/mlのC3酵素注入は、アストロサイトの

stellationとstressfiberの消失を起こした(Table1)0 C3酵素を注入された細胞に対して、

NaaV04はstressfiber形成を起こさなかった(Table1)。

【考察】

今回の検討で、チロシンフォスファターゼ阻害作用を持つNaaV04が、 DBcAMPにより形態変化し

た培養アストロサイトのstressfiber 形成を促進することが示された。このことは、アストロサ

イトのアクチン再構成にタンパクチロシンリン酸化が関与することを示す。またNaaV04は、 CB、

Mレ9、官 7のアクチン脱重合も反転させたが、 C3酵素の作用は抑制しなかった。 C3酵素は低分子
量Gタンパクであるrhoを特異的に不活性化する。このことはNaaV04によるアクチン重合がrhoを

介したものであることを示す。

Fig.1. NaaV04によるアストロサイトのstressfiber形成 (A): 0.5 mM DBcAMP処置120分、

(8) :DBcAMP処置後NaaV04添加60分、 (C): 5μM CB処置60分、 (0):CB処置後NaaV04

添加60分 Bar=50μm 

Tabl e. 1. C3酵素注入細胞に対するNaaVO.の作用

細胞数 全細胞 stress fiber stellate型

NaaV04添加前 対照 191 175 15 

C3酵素注入 280 3 252 

NaaV04添加後 対照 209 183 26 

C3酵素注入 258 4 228 

アストロサイトは、 C3醇素注入後1mMNa3V04で60分間処置した。 Stress

fiberおよひやstellationを起こした細胞数を示した。マーカータンパクのみ

注入したものを対照とした。

【引用文献】

1. Baorto D. M.， Mellado W. and Shelanski ~1. L. (992) J. Cell Biol. 117:357-367. 

2.Burridge K.， Turner C.E. and Romer L.H. (1992) 1. Cell Biol. 119:893-903. 
3. Koyama Y. and Baba A. (994) Neuroscience 61: 1007-1016. 

4. Koyama Y.， Ishibashi T.， Hayata K. and Baba A. (1993) Drain Res. 600: 81-88. 

5. Ridley A.1. and Hall A. (994) 阻E旦~ 13:2600-2610. 

299 



300 

ラットアストロサイトの細胞骨格に対するガングリオシドの作用

142 
伊藤仁一、磯部真理

(名古屋市立大学医学部・生化学I)

〔要約〕

培養ラットアストロサイトよりマイクロフィラメント画分 (MF)とグリアフィラメント画分

(G F)を脱重合抽出し、再構成系においてMFとGFの重合に対するガングリオシドの作用を検討した。

ガングリオシドGM1、GM2、GM3はすべてMFとGFの重合を抑制した。 GM1、GM2およびG

M3はそれぞれ 3.2μg/200μi、2.8μg/200μl、そして 5.6μg/200μlの濃度で 7.5μg/200 

μlのMFの重合を 1/2に抑制した。また 3.3μg/200μl、3.5μg/200μi、7.4μg/200μlの

濃度でそれぞれ 7.5μg/200μlのGFの重合を 1/2に抑制し、 GM1とGM2はGM3に比べてM

FやGFの重合抑制作用が強いことが示唆された。一方、 GD1aやGT1bのMF重合の 1/2抑制濃

度(IC50)は、それぞれ 2.2μg/200μl、1.2μg/200μlで、 GF重合に対する 1C 5 0はそれ

ぞれ 2. 7μg/200μiおよび1.7μg/200μlであった。同様にGD3のMF重合に対する IC50

は 3.9μg/200μl、またGF重合に対する IC50は 4.0μg/200μlでGM3のそれに比べて強い

重合抑制活性を示した。これらの知見は、ガングリオシドはシアル酸が増加するに従ってMFやGFの重

合抑制作用が強くなることを示唆した。アシアロGM1はMFやGFの重合に対する抑制作用が認められ

ず、さらにGM1のGF重合抑制作用を dose-dependent に抑制した。

ガングリオシドは細胞膜に分布しシアル酸を含む糖鎖部分は細胞外側に位置するため、 in vivoにおい

て細胞骨格と相互作用しがたい位置関係に有るといえる。しかしながら、 GM2やGM3などのガングリ

オシドは細胞膜のみならず細胞質にも存在し、しかも中間径フィラメントと結合して colocalize するこ

とが報告されている。アストロサイトにもまた各種ガングリオシドが分布し、 AsouらはGM3が主要ガ

ングリオシドであり、他にGD3やGD1aが存在することを報告している。また彼らはアストロサイト

にはGM1を認めていないが、他の研究者でその存在を認めているものもある。

わたしたちはこれまでシアル酸をもっ合成糖脂質であるシアロシルコレステロール (SC)によりアス
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画分 (MF)とグリアフィラメント画分 (GF) 

の重合が強く抑制され、これはSCがそれぞれアクチンおよびビメンチンに直接作用してMFおよびGF
の重合を抑制するものであることを報告した 1-3)。今回、 SCと同様にシアル酸を有する各種糖指質
のMFおよびGFの重合に対する影響を検討したところ各種ガングリオシドがMFとGFの重合を抑制す

ることを見いだしたので報告する。

(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髄膜を除去し、 。.1目トリプシ
ンで処理した後、これを 20見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を得、

実験に供した。

2. マイクロフィラメントおよびグリアフィラメントの脱重合抽出と再構成:既に報告したように培

養アストロサイトを O.1問 Tritonで処理して得られた粗細胞骨格面分より、 MF拍出バッファーおよび

GF抽出バッファーで脱重合抽出してそれぞれMFとGFを得た。再構成は 3各種ガングリオシド存在下

でMFには 100mM KClと 10阻MMgC12で、またGFには 1 5 0 mM NaClと 10mM MgC12をそれぞれ

添加し、 37'C 1時間重合させ、 100、000x g、1 時間の遠心で沈殿画分を再構成フィラメントとして回

収した。



301 

(結果および考察)

7， 5μg/200μl 濃度のMFおよびGFに対し、 GM1とGM2は濃度依存的にほぼ同定度の重合間害

活性を示し、 MF重合の 1/2抑制濃度(IC50)がそれぞれ 3，2および 2，8μg/200μlであった。

またGM1、GM2は共に 10μg/200μiの濃度でMFの重合を 90%以上抑制した(図1)。一方G

F重合に対するGMLGM2の1C 50はそれぞれ 3， 3および 3，5μg/200μlで 10μg/200

μlの濃度では共にGF重合を約80%抑制したにとどまった。 GM3は l μg/200μlの濃度ではMF

およびGFの重合をほとんど抑制せず、 MFおよびGF重合に対する IC50はそれぞれ 5， 6および

7， 4μg/200μlでGM1やGM2の約 1/2の重合阻害活性であった。またアシアロGM1はMFおよ

びGFの重合を全く抑制せず(図2)、これらのガングリオシドにおいてシアル酸がMFやGFの重合抑

制作用に対して重要な役割を果たしていることが示唆された。各種濃度のシアル酸存在下においてもアシ

アロGM1はMFやGFの重合を抑制しなかったことから、シアル酸はガングリオシド糖鎖構造に共有結

合したもののみがMFやGFの重合に作用するものと考えられる。

ガングリオシドにおけるシアル酸がMFやGF重合抑制に重要な役割を果たすならば、 GD1やGT1

はGM1に比べより強い抑制作用を示すことが予想された。 GD1aやGT1bを用いて同様の実験をお

こなったところ、 MF重合の 1/2抑制濃度(IC50)は、それぞれ 2， 2 μg/200μl、1.2μg/200 

μlで、 GF重合に対する 1C 50はそれぞれ 2， 7μg/200μlおよび1.7μg/2 0 0μlでGM1に比

べ、 GD1やGTlは著しく重合抑制活性が上昇した(図2)。同様にGD3のMF重合に対する IC5

Oは 3，9μg/200μi、またGF重合に対する IC50は 4，0μg/200μlで、 GM3に比べMFやG

Fの重合に対する抑制活性は大きく上昇した。このようにガングリオシドはシアル酸が増加するに従って

MFやGFの重合抑制作用が強くなることが示唆された。アシアロGM1はMFやGFの重合に対する抑

制作用を示さないのみならず、 GM1のMFやGFに対する重合抑制作用を dose-dependent に抑制し

た。
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143 
分裂病患者死後脳左上側頭回における細胞骨格蛋白

iodrinの非対称性変化

北村登ヘ西野直樹、梶本康雄、白井豊、楊常青、

小牟櫨修、橋本健志**、白川治

(*神鋼病院・精神科、村兵庫県立融緒脳機能センター、神戸大学医学部・精神神経科.)

〔要約〕

分裂病患者及び正常対照者死後脳の上側頭回 (Brodmann'sarea 22)より調製した粗膜標品を

SDS.PAGEを用いて蛋自分画した。その結果、 150kDa蛋白が分裂病群 (n=11)の左上側頭回で

は正常対照群 (n=12)に比べ約50%有意に増加していた。 150kDa蛋白をゲルより抽出し2次

元電気泳動を行なうと、両群ともさらに等電点がpH7~6及びpH6~5 の蛋白スポットに分離

された。対照例より精製したこつの蛋白のアミノ酸分析を行なうと、それぞれヒトfodrinα

subunitのN末端側より後半及び前半部分のアミノ酸配列と一致した。 fodrina subunit はSDS

-PAGE上240kDaの細胞骨格蛋白で、 calpain1により 150kDa蛋白に限定分解される。以上よ

り、分裂病患者脳左上側頭回では fodrinαsubunitの分解が克進していることが示唆された。

i目的 l

分裂病患者脳の形態学的研究では、側頭葉皮質、海馬及び海馬傍囲の組織サイズの減少が

指摘されている(1おとりわけ、左上側頭図の形態学的異常は、分裂病患者の思考障害との間

に対応関係があると報告されている(2).。本研究では、分裂病患者脳上側頭回において何らか

の神経機能特異的蛋白が非対称性に変化している可能性を考え、当該蛋白の同定を試みた。

i実験方法i

荘重~:分裂病群はDSM-III-Rで診断された 11例(男7例、女4例)、正常対象群は12例(男7例、

女5例)で、平均年齢及び死後剖検時間について両群間に統計学的有意差はなかった。

重品盟笠:左右の上側頭回皮質組織を EDTA， 2-mercaptoe白anol、leupeptine，PMSFを含む

Tris-HCl緩衝液(pH7.4)でホモジナイズ後i監尤し(48，000g)、得られた沈撞を粗膜標品とした。

電気泳動:SDS-PAGEはLaemmliの方法に従い6%ポリアクリルアミドゲル (PAG)を用いた。

CNBrを用いた化学的蛋自分解後の蛋自分画には15%PAGを用いた。等電点電気泳動には

5%ampholytes (pH 6~8: pH 3.5 ~10 = 1 : 9)を含む5%PAGを用いた。

霊阜i直車:ゲル中の標的蛋白を切り出し、 SDS，ammonium bicarbonate、2-mercaptoethanol，
NaN3を含む抽出液で24時間、暗所、室温で振援した。濃縮は限外漉過で行なった。

アミノ酸配列の解析:ゲル上で精製した標的蛋白を抽出、濃縮後、 150mMCNBrを含む

70 %ギ酸と24時間、時所、室温で反応させた。アセトン沈殿で回収した蛋白をSDS-PAGE 

で分画し、 PVDF膜に転写後、気相アミノ酸分析器でアミノ酸配列を解析した。

[結果 i

分裂病患者脳左上側頭回における150kDa蛋自の増加:SDS-PAGEによる蛋白分画の結果、

150kDa蛋白バンドは分裂病群左上側頭回で正常対照群同側及び分裂病群右側に比べ有意に増
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加していた (Fig.1)。

150kDa蛋白の2次元電気泳動:150kDa蛋白バンドをさらに分離するために、同部位より抽

出した蛋白を2次元電気泳動した。その結果、 150kDa蛋白は両群とも等電点がpH7~6 (P-1)及

びpH6~5 (P-2)の二つの蛋白スポットに分離された。

P-1及びP-2蛋白のアミノ酸配列:正常対照例の上側頭回よりP-1及びP-2蛋白を精製、回収し

た。 CNBdこよる化学的分解の結果、両蛋白とも様々な分子サイズの蛋白バンドが認められたO

PVDF膜に転写後、 P-1及ひ十P-2蛋白からのいくつかの蛋白バンドを対象にアミノ酸配列を解析

した。その結果、 P-l蛋白からの蛋白バンドはヒトfodrinαsubunit(3)のN末端側より後半部分

に、 P-2蛋白からの蛋白バンドは前半部分のアミノ酸配列と一致した。以上より、分裂病群左

上側頭回で増加していた150kDa蛋白は、おdrina subunitの分解産物であることが判明した。

Fig.1.上側頭固におけるfodrina subunit分解産物

(150 kDa蛋白)の比較定量

分裂病群及び正常対照群死後脳左右上側頭回皮質組

織から得られた膜標品を SDS電気泳動により分画

後、 CoomassieBri11iant B1ue R250にて染色し、

densitometerによって正常対照群左側を 100%と

して比較定量を行なった。
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本P< 0.05， .. P < 0.01 (Student's t test， two-tailed) 

[考察 i

fodrinはα及びssubunitよりなる細胞骨格蛋白であり(4)、神経細胞では、分化や成長、イオ

ンチャンネルや神経伝達物質受容体の制御、輸送、神経線維の修復など様々な機能が推定さ

れている。 fodrinαsubunitはSDS-PAGE上240kDaの蛋白で、 Ca2+依存性にcalpain1によって

150kDa蛋白に限定分解される。ラット海馬切片ではNMDAによるfodrinαsubunitの限定分解

が認められ(5)、また、ラット小脳培養細胞ではこの限定分解はNMDA受容体特異的であると

報告されている(6)。分裂病群左上側頭回におけるfodrinαsubunitの分解産物の増加は、同部

位でのNMDA受容体を介するグルタミン酸神経伝達充進を示唆している。

Right Left 

。
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プロリン指向性蛋白質燐酸化酵素による MARCKSとMAP2の燐酸化反応
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〔要約〕

山本秀幸、荒金太、久永真市*、福永浩司、岸本健雄*、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 cyclin-dependentpro民inkinase 5 (cdk5)はプロリン指向性蛋白質燐酸化酵素の範轄に

属し、 種々の細胞で、細胞骨格蛋白質め燐酸化反応に関与している。今回、神経細胞における両酵素

の生理機能を明らかにする目的で myristoylatedalanine-rich C kinase substrate (MARCKS) と微小管付随

蛋白質 2 (MAP2)の燐酸化反応について検討した。ラット脳より精製した MARCKSは両酵素で強く

燐酸化を受け、 cdc2キナーゼと cdk5により MARCKSの1モル当たりそれぞれ1.4モル及び0.6モルの

燐酸が取り込まれた。二次元ペプチドマップ法により、 cdc2キナーゼと cdk5による燐酸化部位は

protein kinase C (PKC)による燐酸化部位とは異なることが明らかとなった。 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 cdk5による燐酸化反応

は本結合を増強した。さらに、牛脳から精製した MAP2は両酵素により強く燐酸化を受けた。 cdc2キ

ナーゼと cdk5により MAP2のlモル当たりそれぞれ、 12.6モル及び 2.9モルの燐酸が取り込まれた。

これらの結果は MARCKSやMAP2の機能がcdc2キナーゼや cdk5により調節されていることを示唆し

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(J)。また、成熟

脳の細胞質より分離精製された cdk5(2)あるいは tauprotein kinase II (3)は同一の酵素であり、 cdc2

キナーゼと類似の酵素であることが明らかとなった。今回、両酵素の神経細胞での生理機能を明らかに

する目的で、 MARCKSとMAP2の燐酸化反応について検討した。

〔方法〕

ラット脳より、 MARCKS(4)、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)

(5)、 PKC (6)、蛋白質脱燐酸化酵素2Aのホロ酵素 (PrP2Ah) (7)、牛脳より MAP2(7) と蛋白質脱

燐酸化酵素 2Aの触媒サブユニット (PrP2Ac) (7) を、豚脳より cdk5(3) を、ヒトデ卵母細胞より

cdc2キナーゼ (8) を精製した。燐酸化反応 (4)、脱燐酸化反応 (4)は既報の方法により、 1251ーカルモ

デュリンとの架橋実験は Graffらの方法 (9)によりおこなった。

〔結果浸び考察〕

MARCKSのcdc2キナーゼと cdk5による燐酸化反応:精製した MARCKSはcdc2キナーゼと cdk5に

より強く燐酸化を受けた。 MARCKSのlモル当たりそれぞれ、1.7，1.4， 0.6モルの燐酸が取り込まれ

た(表1)0 cdc2キナーゼと cdk5による MARCKSの燐酸化反応と PKCによる燐酸化反応とでは以下の

点で異なっていたoa) トリプシン処理後の二次元ペプチドマップで異なったパターンを示した。 b)

PKCはMARCKSのセリン残基のみを燐酸化した。 cdc2キナーゼと叫k5はMARCKSのセリンとスレオ

ニンの両残基を燐酸化した。 c)PKCによる MARCKSの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 cdk5による MARCKSの燐酸化反応は約 30%しか抑制されなかっ

た。 d)PKCにより燐酸化された MARCKSはPrP2AhとPrP2Acで強く脱燐酸化された。 cdc2キナーゼ

とcdk5により燐酸化された MARCKSはPrP2Ahでのみわずかに脱燐酸化された。 e)MARCKSとカル



モデュリンとの結合は、 PKCによる燐酸化反応によりコントロールの約百%に抑制された。 cdc2キナ

ーゼと cdk5による燐酸化反応により本結合は約 130%に増強された。

表 1.PKC、cdc2キナーゼ、 cdk5により MARCKSに取り込まれた燐酸量

Phosphorylation MARCKS MARCKSに
Phosphorylation 取り込まれた燐酸量

(pmoり (%) (mol/mol) 

PKC 28.4士-2.0 77.8 1.7士0.1

cdc2キナーゼ 21.2 t 0.5 83.3 1.4tO.1 

cdk5 9.0士0.5 88.3 0.6 t 0.1 

MARCKS標品 (0.5同)をそれぞれ lOOnMの蛋白質燐酸化酵素を用いて 30分間燐酸化し

た。 Phosphorylation(pmol)は phospho∞llulosepaperを用いて測定した MARCKS標品に取
り込まれた燐酸量を示す。 MARCKS標品中の MARCKSに取り込まれた燐酸の割合

(MARCKS phosphorylation (%))は同様に燐酸化した MARCKSをSDS-PAGE後、バイオイ

メージアナライザーにより検出した。 MARCKS標品中の他の蛋白質の混入量は約 20%であ

り、それぞれの値から MARCKSに取り込まれた燐酸量 (mo!/mol)を算出した。

MAP2の cdc2キナーゼと cdk号による燐酸作反応:精製した MAP2はcdc2キナーゼと cdk5により強

く燐酸化を受けた。 cdc2キナーゼと cdk5による 90分間の燐酸化反応により、 MAP2のlモル当たりそ

れぞれ、 12.6モル及び、 2.9モルの燐酸が取り込まれた。 V8プロテアーゼによる一次元ペプチドマップ

法により、両酵素は CaMキナーゼEとは異なる部位を燐酸化することが明らかとなった。また、 cdk5

は cdc2キナーゼで;燐酸化される部位の一部を燐酸化した。両酵素とも MAP2のセリンとスレオニンの

両残基を燐酸化した。

これらの結果より MARCKSとMAP2が cdc2キナーゼと cdk5の良好な基質であることが明らかとな

った。両酵素が燐酸化するセリン、プロリン配列とスレオニン、プロリン配列は MARCKSではカルモ

デュリンやアクチンとの結合部位の近傍に認められる。また両配列は MAP2ではチュープリンとの結合

部位の近傍に複数箇所存在する。したがって、両酵素は MARCKSや MAP2の燐酸化を介して、細胞骨

格全体の機能を調節している可能性が考えられる。今後、両酵素による MARCKSとMAP2の燐酸化部

位を明らかにし、細胞内での該当部位の燐酸化反応を詳細に検討する予定である。
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145ラットグリオーマC6細胞における容量性Ca2+流入に

ついて
竹村晴夫、井本憲志、坂野品司 八回慎一、大鹿英世

札幌医科大学医学部薬理学教室

〔要約〕
神経細胞における細胞内Ca2+貯蔵部位と連関するCa2+流入(容量性Ca2+流

入)について、ラットグリオーマC6細胞を用いて検討した。小胞体 ci+ーATPase
限害薬 thapsigargin (TG) による持続的な細胞内Ca2+濃度 (ECa2+]i)の上昇は受容

体作動性Ca2+流入の阻害薬であるtetrandrine (TET)により消失した。百日咳毒素

(IAP)、フォーボルエステノレ、チロシンキナーゼ阻害薬及び細胞骨格阻害薬をそれぞ

れ前処置しても、 TGによる ECa2+]iは影響を受けなかった。 C6細胞にも容量性Ca2+流

入が存在するが、その活性化機構にはIAP感受性のG蛋白質、プロテインキナーゼC

(C-kinase)、チロシンキナーゼ及び細胞骨格は関与しないものと思われる。

【目的]神経細胞には膜電位依存性Ca2+チャネノレ(VOC)及び受容体作動性Ca2+チャネノレ

(ROC)が存在するが、前者に比べて後者の活性化機構は良くわかっていない。我々は

非興奮性の耳下腺細胞の細胞内Ca2+貯蔵部位へのCa2+の再充填過程を検討することに

より、貯蔵部位のCa2+の減少が細胞外液からのCa2+の流入を促進することを見出し容

量性Ca2+流入を提唱し(1)、さらに、この容量性Ca2+流入の解析には小胞体 Ci+-ATPase

阻害薬のTGが良いツーノレで、あることを報告した(2)。現在、容量性Ca2+流入は種々の

細胞で認められて来ており、神経細胞においても確認されているが、どのような機

序で貯蔵部位のCa2+の減少がCa2+の流入を促進するかはわかっていない。そこで、

VOCが存在しないラットグリオーマC6細胞を用いて、容量性Ca2+流入の作用機序に

ついて検討した。

【方法】 C6細胞は国立衛生試験所細胞パンクより提供を受け、 15覧ウマ血清及び

2.5%ウシ胎児血清を含むHam's F10液にて培養した。 ECa2+]iは、 fura-2/AM (5 11M)を

37
0

Cで45分間負荷した細胞をPucks溶液にてフラスコより剥離し、細胞浮遊液として

その蛍光を測定することにより、既に報告した方法に基づいて行った(3)。

【結果及び考察】我々は先にPC12及びNG108-15細胞の浮遊液を用いた[Ca21iの実験

からTGに感受する細胞内Ca2+貯蔵部位が容量性Ca2+流入に重要であることを報告した

が(3)、これらの細胞にはVOCとROCが存在するので系を簡単にするため、今回、

ROCしか存在しないC6細胞を用いた。 C6には種々の薬物受容体が存在するが、容

量性Ca2+流入の解析に良いツールで、ある小胞体Ca2+-ATPase阻害薬のTGをCa2+動員薬物

として用いた。図 1に TG (100 nM) による [Ca2+]iの変化を示したが、一過性の

[Ca21iの上昇とそれに続く持続的上昇が認められた。この持続はROCを阻害するTET

(100 μM)により消失した。従って、 C6においても、 ROCに容量性Ca2+流入が関与す

るものと考えられる。
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そこで、容量性Ca2+流入の活性化機構の候補について実験した。先ず、

IAPに感受するG蛋白質が容量性Ca2+流入に関与することが肝細胞で報告されている

(4)ので、 IAP (500 ng/ml)を24時間処置したC6細胞を用いてCa2+動員薬物による

[Ca21iを測定したが、無処置のC6細胞でのものとTGの応答に変化はなかった。好

中球で、はC-kinaseが関与するので(5)、そのactivatorであるフォーボノレエステノレ

(PMA)及び限害薬であるstaurosporineをそれそ事れ1μMという高濃度で5分間前処置し

てもTGによるCa2+の流入に影響を及ぼさなかった。チロシンキナーゼが容量性Ca2+流

入に関与する証拠が増えて来ているρで(6)、その阻害薬である genistein (10 

μM)を5分間前処置したC6細胞を用いたが、 TGによるCa2+の流入は変化しなかった。

最後に、細胞骨格との関連性(6)について検討するため、その限害薬である

cytochalasin D (10μM)及びcolchicine(10μM)を2時間前処置したC6細胞を用

いたが、 Ca2+動員薬物による[ci+Jiの上昇は影響を受けなかった。
以上のことから、 C6細胞には容量性Ca2+流入が存在するが、その活性化

機構としてIAP感受性のG蛋白質、 C-kinase、チロシンキナーゼ及び細胞骨格は関与

しないものと考えられる。
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