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会各抄録には抄録番号・演題番号・ポスター番号(下に詳述)が
付いています。

大との抄録集は各抄録を抄録番号順に掲載しています。

シンポジウム (36題)とテクニカルセミナー (4題)の後に一般
演題 (249題)が続きます。

大一般演題はミニシンポジウム (51題，その内35題はポスター
も)，口演 (10題)，ポスター (223題)で構成されており，
できるだけ内容の近いものが並ぶようにしてあります。

大カテゴリ一分類はしていませんが，巻末のキーワード索引をご利
用下さい。

抄録番号・演題番号・ポスタ一番号について

一般応募演題の一部はミニシンポジウム口演とポスターの両方の発表を
することになりますので，番号が3種類になっています。

/，， 208 2P2125 く /最後の4桁数字は

ゴシックの/ 〆 ポスタ一番号
3桁数字は?一一う1732B MS2-5 1053 
抄録番号 ¥¥  

司、0381A S2-4 

演題番号は I I I 
最初の数字が何日日か II I 
次の英字が会場 一一一J
その次がセッション記号演題順

セッション記号

S:シンポジウム

MS:ミニシンポジウム

TS:テクニカルセミナー
0:一般口演
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抄録目次

シンポジウム・テクニカルセミナー演題

シンポジウム 1(S 1) r虚血性ニュー口ン死一基礎から臨床へJ
001 1A 8I-1 
Pl且sticityand brain damage induced by ischemic episodes: Mechanisms and relevance to neuroprotection 

一….y. Ben-Ari (IN8ERM， Paris， France) 

002 1A 81・2
脳虚血血vivoモデルの特性と問題点

…田村晃，中山比登志，成田考而(帝京大学医学部脳神経外科学教室)

003 1A 81・3
脳虚血モデルにおけるtransgenicmiceの有用性-nitricoxideとapoptosisの観点から

004 1A 81-4 

原英彰， lYlichael A MOSKOWITZ 
(鐙紡・薬品開発第一研究所，ハーバード大学医学部マサチューセッツ総合病院神経内科)

脳虚血による細胞死と応答現象
.松本昌泰 1，2，北川一夫 I，堀正二九柳原武彦 2

(1大阪大学医学部第一内科神経内科)
005 1A 81・5
グルタミン酸とそのアナログによる神経細胞死

.篠崎温彦(財・東京都臨床医学総合研究所薬理研究部門)

006 1A 81-6 
虚血動物モデルにおける低脳混の脳保護作用

.柳瀬尚人，片岡喜由(愛媛大学医学部第一生理)

007 1A 81・7
脳塞絵症超急性期の軽微低体温療法

清水隆雄，成富博章， 角田亙，柳本昌子，衣川秀一
(国立循環器病センター内科脳血管部門)

* 
シンポジウム 2(S2) rプロスタグランジン関連化合物の神経化学の最前線」
008 1A 82・1
神経細胞におけるアラキドン酸とホスホリバーゼA2の役割

009 1A 82・2

.片岡洋祐 1，森井博史 1，2 (1大阪バイオサイエンス研究所・神経科学部門，
E科学技術振興事業団・サブフェムトモルバイオ認識プロジェクト)

シクロオキシゲナーゼー2:発熱のブラックボックスを中心として

010 1A 82・3

.松村潔，管春治I，中館和彦 I (科学技術振興事業団サプフェモトモル
バイオ認識プロジェクト大阪バイオサイエンス研究所第3部門)

プロスタグランジンD合成酵素 (β・trace)の遺伝子工学
.裏出良博ヘ江口直美 2.3，金岡繕秀 1，Carsten T. BEUCKMANNI， Dmitry Y. 
GERA8HCHENKOI，早石 修 (1大阪バイオサイエンス研究所・分子行動生物学，

2科学技術振興事業団・さきがけ研究21，3京都大学医学部高次脳形態)
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011 1A 82・4

プロスタノイド受容体の分子生物学とノックアウトマウス

012 1A 82-5 

牛首文隆，杉本寺彦l，市川厚¥成宮周
(京都大学医学部薬理学教室同・薬学部衛生化学教室)

新規中枢神経系特異的プロスタサイクリン受容体とPET研究
渡辺恭良1.2，鈴木正昭 IA，渡辺由美子円尾上浩隆門野依良治 4 Bengt 

LANG8TROM1，5 (1科学技術振興事業団バイオ認識プロジェクト大阪バイオサイエンス
研究所神経科学岐阜大工応用化学名大理化学ウプサラ大・ PETセンター)

013 1A 82・6

痛みとプロスタグランジン:アロディニアの発症機構

014 2A 83-1 

伊藤誠二，南敏明 1
(関西医科大学医化学教室大阪医科大学麻酔科学教室)

女

シンポジウム 3(S3) rグリア細胞の分子・細胞生物学J

New perspectives on the physiology and function of glial cells 

シンポジウム

015 2A 83-2 

・…BruceR. Ransom (Dept ofNeurology， Washington University) 

ミクログリア活性化の分子機構

016 2A 83・3
ミクログリアと神経細胞障害

.今井嘉紀，大津圭子.金津裕子，高坂新一
(国立精神・神経センター神経研究所代謝研究部)

…中村洋一，司秋生，柳瀬尚人，片岡喜由(愛媛大学医学部第一生理学教室)

017 2A 83・4

ミクログリアの脳に対する高親和性と脳特異的遺伝子導入への応用

018 2A 83-5 

津田誠

(藤田保健衛生大学総医研病態生化学，科学技術振興事業団さきがけ研究21)

細胞周期とシグナル伝達によるグリア細胞骨格のリン酸化

。...・...稲垣直之，稲垣昌樹(愛知県がんセンター研究所・生化学部)

019 2A 83・6

グリア細胞の発生・分化機構

日….馬場広子，池中一裕(岡崎国立共同研究機糠生理学研究所神経情報部門)

女

シンポジウム 4 (S4) r神経発生:パターン形成から高次機能までJ
020 2B 84-1 

神経細胞の分化を制御するNotch情報伝達系とその構成因子Deltex
.松野健治1，2，伊藤美紀子 2，岸憲幸 J，松野康子 3，

8pyros Artavanis-Tsakonas3，岡野栄之 J，2 
(1大阪大学医学部神経機能解剖学 2科学技術振興事業団， CRE8T/J8T 
3Department of Cell Biology ar.d Biology， HHMI， Yale Universuy) 
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021 2B 84・2

ゼブラフィッシュにおける脳胞発生の制御~中脳・小脳発生における遺伝子カスケード~
.岡本仁菊池裕ヘ巽良子1ベ徳本美佳植村慶_1

(慶謄大学・医・生理学 1，北里大学・理・生物科学久基礎生物学研究所・細胞情報部門3)

022 2B 84・3

神経発生過程における細胞運命決定機構

.岡野栄之(阪大・医・バイオメディカル・神経解剖学)

023 2B 84・4

拡散性因子による神経回路網形成の制御

…村上富士夫，白崎竜一(大阪大学大学院基礎工学研究科・脳科学講座)

024 2B 84・5

ショウジョウパエ性行動制御の解剖学的基盤

…山元大繍(科技振・山元行動進化プロジェクト/三菱化学生命研)

025 2B 84・6

神経回路形成と脳高次機能の接点

三品昌美(東大院・医・薬理/分子神経生物)

女

シンポジウム 5(S5) r糖鎖と神経疾患J
026 3A 85・1

動物モデルと先天性糖鎖異常 (AnimalModels and Inborn Errors of Glycoconjugate Metabolism) 

027 3A 85・2

先天性糠蛋白質糖鎖不全症候群

028 3A 85・3

鈴木邦彦
(Neuroscience Center， Departments of Neurology and Psychiatry， 

University of North Carolina 8chool of Medicine) 

山下克子(佐々木研究所生化学部)

Alzheimer病:アミロイド3蛋白とGMlganglioside 
.柳津勝彦(国立長寿医療研究センター痴呆疾患研究部)

029 3A 85-4 

「抗糖鎖抗体と免疫性神経疾患J-免疫性ニューロパチー:抗糖脂質抗体と臨床型一

楠進(東京大学医学部神経内科)

030 3A 8ふ5

「抗糖鎖抗体と免疫性神経疾患J一免疫性ニューロパチー:病原体と神経との分子相向性
結城伸泰(濁協医科大学神経内科)

031 3A 85・6

「抗糖鎖抗体と免疫性神経疾患J-Target antigenの神経内局在一

国井 直(東京都臨床医学総合研究所臆窮免疫)

ヲh



平成9年度神経化学会公開シンポジウム (S6)

「精神神経疾患の分子基盤一パーキンソン病-J

032 lA 86・1
パーキンソン病とは?

…・……・..7.1<野美邦 (JII買天堂大学医学部)

033 lA 86-2 
パーキンソン病の原因:遺伝性素因

…近藤郁子(愛媛大学医学部衛生学)

034 lA 86・3，
パーキンソン病の病因:神経毒仮説の検証

035 lA 86-4 
パーキンソン病の病態薬理化学

036 lA 86-5 
パーキンソン病治療の展望

「マイクロダイアリシスJ

037 3B T82・1

・…一直井 信丸山和佳子 2 (1名古屋工業大学長寿医療センター)

………....・H ・..小}II紀雄(岡山大学医学部神経情報学)

…………西津正豊(自治医科大学神経内科)

* テクニカルセミナー

透析液と薬物投与方法に関する基礎的な問題点について

・・H ・H ・....…・…..岡田元宏(弘前大学医学部神経精神医学講座)

038 3B T82-2 
脳内でのNO産生を研究する上でのNOx測定の問題点について

…山田清文，鍋島俊隆(名古屋大学医学部医療薬学・附属病院薬剤部)

「神経培養細胞J

039 3B T82・3
分散培養法と切片培養法の利点・欠点，国有の問題点について

一-小倉明彦，富永(吉野)恵子(大阪大学・院理・生物科学)

040 3B T82-4 
温度応答性高分子材料を使用したミクログリアの分離・培養法

119 

・・H ・...中嶋一行，本田静世，石JI/正洋，菊池明彦!，岡野光夫 1，高坂新一
(国立精神神経センター神経研究所，代謝研究部 l東京女子医科大学医用工学研究施設)
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一般演題
(ミニシンポジウム演題を含む)

041 lP 1001 

アミロイド前駆体蛋白遺伝子導入MDCK細胞におけるアミロイド0蛋自の産生と極性分泌

042 lP 1002 

.7.l<野哲也 1，Christian HAASS2 ，道川誠 l，柳津勝彦 1
(1国立長寿医療研究センター痴呆疾怠研究部， 2Ccntral Institute for Mental Health， 

Department of Mo1ecu1ar Bio1ogy， Germany) 

カテプシンDによる APPC100の invitro限定分解

043 lP 1003 

Golam SADIK，武田和也， Shahanara Mst. HOSSAIN，梶裕之，篠田友孝

(都立大・院・理・化)

βアミロイドとイボテン酸共注入によるラット海馬神経細胞に対する影響について

.森本潔，山由紀子，尾回富一郎，金子勲(三共(株)神経科学研究所)

044 lP 1004 

in vitroにおける NACP/a-synucleinのb/A4との相互作用と線維化速度への影響

045 lP 1005 

.武田和也， Shahanara HOSSAIN， Golam SADIK，上田健治篠田友孝

(都立大・院・理・化都精神研・神経化学)

カテプシンDによるNACPの invitro限定分解

046 lP 1006 

-…Mst Shahanara HOSSAIN，武田和也， Golam SADIK，篠田友孝
(都立大・院・理・化)

LacSwitch誘導系を用いた家族性アルツハイマー病原因遺伝子産物 Presenilin1のNeuro2a細胞における

発現解析

047 lP 1007 

...・...JII村勇樹，須藤慎治，西道隆臣小山文隆佐藤慎二駒野宏人，初11津勝彦
(国立長寿医療研究センター痴呆疾患研究部東京都臨床研遺伝情報，
2東京大学医学部脳研脳病理東大医科研ヒトゲノム解析センター)

ヒト臓器におけるプレセニリン 1(PS1)蛋白質断片の同定

048 2C 0-3 

佐原成彦，大河内正康，亀谷富由樹，宇佐美美穂子，田中喜久子，
荒若繁樹，山本明広，森啓(東京都精神医学総合研究所・分子生物)

マウスアポEに対するハムスターモノクローナル抗体およびヒトアポEに対するラットモノクローナル抗体

の作製

049 lP 1008 

藤田忍，作田圭子，土屋玲子，演中裕喜

(三菱化学生命科学研究所，プロジェクト 8)

アルツハイマー病脳におけるイノシトールモノホスファターゼについて

050 lP 1009 

藤本貞毅，谷野浩子，墨田康男，下演俊 1
(京都薬科大学衛生化学教室京都大学医学部粋経内科学教室)

神経細胞の老化および痴呆の発症に対するAdvancedGlycation End Products (AGE)の影響について

徳武哲(都精神研，分子生物)
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051 lB MSl・1

家族性アルツハイマ一病原因遺伝子プレセニリンとAsアミロイド前駆体タンパクとの関連性

052 lB MSl.2 2115 

亀谷富由樹，田中喜久子，宇佐美美穂子，佐原成彦，大河内正康，森啓
(東京都精神医学総合研究所，分子生物)

プレセニリン1ミスセンス変異遺伝子によるAs 42 variant.s産生の促進

053 lB MSl・3

.須藤侯治 1，}I/村勇樹西道隆臣 2，佐藤慎二 S，
小山文隆駒野宏人柳津勝彦l

(1国立長寿医療研究センター痴呆疾患研究部東京都臨床研遺伝情報，
3東京大学医科学研究所ゲノムセンター東京大学医学部脳研病理)

組換えアデノウイルスを利用したラット脳へのAPP遺伝子導入
.西村伊三男 1，植月太一 1，岡村均九大沢良之3，内山安男 3 古川和明 1

(1阪大蛋白研機能制御神戸大医 2解阪大医 l解)

054 1B MS1.4 2114 

アミロイドβタンパクによるL型チャネルを介したCa2+流入増加とフリーラジカルの関与

055 lB MSl・5 2113 

.上回恵一，篠原俊次，矢上達郎 l，朝倉賢治¥川崎和夫
(塩野義製薬 中枢神経薬研究センター創薬第三研究所)

アルツハイマー・ βアミロイド蛋白による GTl.7細胞内Caド流入及び、神経細胞死

056 2P 2112 

. }II原正博，村本和世，小林和夫，黒田洋一郎
(東京都神経科学総合研究所，神経生化学研究部門)

分泌型アミロイド前駆体蛋白の生理活性に関与するドメインの探索

.大津郁朗.高村千鶴子，森本高子，石黒麻利子，高坂新一

057 2P 2111 

分泌型アミロイド前駆体蛋白質刺激による宿養大脳皮質細胞内情報伝達

058 2P 2110 

・…・υ 石黒麻利子，大津郁朗3 高村千鶴子，森本高子，高坂新一
(国立精神・神経センター神経研究所2 代謝研究部)
(国立精神・神経センター神経研究所代謝)

ラット大脳皮質神経細胞内Ca2←流入に対する緑茶旨み成分テアニンの影響

059 2P 2109 

野津歩，梅津邦彦小林和夫 1 }I/原正博村本和世 1，
水谷昭弘 1，角田隆巳，黒田洋一郎 1

(伊藤園中央研究所東京都神経科学総合研究所)

大脳皮質シナプスの電位依存性カルシウムチャネルとその加齢変化

.田中康一，安藤進(東京都老人総合研究所・生体膜部門)

060 2P 2108 

PC12D細胞においてムスカリン性アセチルコリンレセフ。ター刺激による細胞内 Ca2+濃度の上昇は，ストア

作動性とレセプタ一作動性の二つの異なる Ca2+チャンネルの活性化により引き起こされる

.郭非凡，海老原達彦， David SAFFEN (東京大学医学部神経生化)

061 2P 2107 

ニューロプラストーマcel1lineにおける神経特異性カルシウム結合タンパクとN・Mycの発現との相関

・…u 山口知子，神田尚俊 1(東京女子医大・生化学東京農工大・家畜解剖学)

062 2P 2106 

ヒト脳に存在する新しい神経特異カルシウム結合蛋白質但LP4)のcDNAクローニング

h 酒井栄一，小林正明，野口鉄也，高松研(東邦大学医学部第2生理)
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063 2P 2105 

アフリカツメガエルの背腹軸形成におけるIP3/Ca2+伝達系の役割

064 2P 2104 

.粂昭苑 I，武藤彩丸岡野栄之4 御子柴克彦は3
(1新技術開発事業団御子柴細胞制プロジェクト東大・医科学研究所・化学，

8理研(筑波)分子神経生物学阪大・医)

膜分画に存在する ADPリポシール環状化酵素の薄層クロマトグラフィ-(TCL)による測定
.東田陽↑専，横山茂，橋井美奈子，野回百美(金沢大学・涯・神経物性)

065 2P 2103 

嘆覚受容体の培養細胞系での発現

…稲木公一郎，芳賀達也東原和成(東京大学医学部神経生化学)

066 2P 2102 

G蛋白質αサブユニットの免疫沈降に伴う Tサプユニットの解析
.上回浩，森下理香，仙波りつ子，加藤兼房，浅野富子

067 2P 2101 
(愛知県コロニー・発達障害研究所)

Gタンパク質共役受容体キナーゼ (GRK2)によるチュプリンのリン酸化

-…芳賀和子，芳賀達也， 室伏燦 1 (東大・医・神経生化東大・理・生化)

068 2P 2100 

ドーパミンD2受容体のGRK2によるリン酸化と細胞内移行・変異体による解析

069 2P 2099 

岩田健 1，2，伊藤和光芳賀達也 2
(1東京医科歯科大学医学部神経精神医学教室 2東京大学医学部神経生化学教室)

メタンフェタミン投与後のラット線条体でのNOの変化

070 2P 2098 

.丸井幸之助，柏原健一，秋山一文1，正盛敏廉
(岡山大学医学部神経内科学教室岡山大学医学部神経精神医学教室)

ドーパミンのN端欠損ヒトチロシン水酸化酵素1型 (hTHl)変具体に及ぼす影響
…太田明 1，中島昭 l，森啓至"永津俊治 2 (1藤田保健衛生大学医学部

071 2P 2097 
生理学教室総合医科学研究所分子遺伝学111神経化学)

内在性lBnTIQ類縁化合物のドーパミン神経系に対する作用

072 2P 2096 

…河合洋，古武弥一郎，牧野由紀子，廃部雅昭，太田茂 1
(東京大学薬学部広島大学医学部総合薬学科)

テネイシン遺伝子欠失マウスのドーパミン系薬物による行動変化

073 2P 2095 

....・H ・-深間内文彦，王益事，俣賀宣子¥日下部守昭 2(東京医歯大・難研
プロジェクト理研・フロンティア理研・ライフサイエンス筑波研究センター)

PC12細胞におけるカテコラミンおよび、テトラヒドロピオプテリン合成系の調節

・・H ・H ・..….坂本秀生，藤田輿，葛谷博磁(藤田保健衛生大学総医研分子生物)

074 2P 2094 

SKF38393の線条体内注入により一過性に遊離されるドパミンの由来について:マイクロダイアライシス法

による検討

.富山勝則，三枝禎，越川憲明，小林雅文(日本大学歯学部薬理学教室)
075 2P 2093 
アデノウイルス・ベクターを用いたGDNFの遺伝子導入

.渡部和彦，大橋十也 1，松本陽，木暮一成，田沼直之
(東京都神経科学総合研究所神経病理東京畿恵会医科大学

小児科/DNA医学研究所遺伝子治療)
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076 2P 2092 

フヱンシクリジン誘発 placepreference におけるドパミン作動性神経系の役割
野田幸裕 1，鍋島俊隆 I，小林和人 2，永津俊治 3

(1名古屋大学医学部医療薬学附属病院薬剤j部奈良先端科学技術大学院大学遺伝子教育

研究センター動物分子工学藤田保健衛生大学総合医学研究所分子遺伝学研究部門II)

077 2P 2091 

倶.IJ坐核ドーパミンニューロン破壊はモティベーションを低下させるか?II.低動因下累進比率強化スケジュ
ール遂行による検討

・・ H ・H ・.....堀耕治，田中健一，和田尚子，野村正彦(埼玉医科大学第一生理学教室)

078 2P 2090 

閉所ストレスによるラットの reboundhyperphagiaの堵強と前頭前皮質ドパミン代謝におよぼすジアセ、

パムの影響

079 2P 2089 

..栗岡政典 1，切池信夫井上幸紀 1，岩崎進一 l，藤寄泰利 1ペ山上楽 1

(1大阪市立大・医・神経精神医学教室 2吉村病院)

マウス線条体ドパミン濃度とドパミン受容体およびドパミントランスポータ活性の関連について

080 2P 2088 

盛政忠臣，金行孝雄I，庄盛敏廉

(岡山大学医午:部神経内科学教室岡山県大保健福祉)

脳内在性パーキンソニズム防御物質1也 ethyl.TIQ生合成酵素の探索研究

081 2P 2087 

山川i貴宏，太田茂 1

(東京大学薬学部薬品代謝化学講座広島大学医学部総合薬学科社会薬学講座)

85kDa細胞質型ホスホリバーゼA2の脳内分布に関する免疫組織化学的研究

082 2P 2086 

.森井博史 1，片岡洋祐 2，松村潔 2，渡辺恭良u
(1科学技術振興事業団サブフェムトモル・バイオ認識プロジェクト，

2大阪バイオサイエンス研究所・神経科学部門)

prostaglanclin Al analog ~に之よる p21刊Waf副νGi刷18出d叫il の発現増強と増殖抑制効果:ヒトグリア系細胞株を周いて
谷}II元紀，中西真 I，富永薫入金子葉子 1，池田恭治 1，

古田享史E，鈴木正昭E，山田和雄
(名古屋市立大学脳神経外科国立長寿医療研究センター岐阜大学工学部)

083 2P 2085 

ブロテインキナーゼCで燐酸化されたMARCKSに対する特異抗体の作製
…・田山本秀幸，大石康晴，宮本英七(熊本大学医学部第一薬理学教室)

084 2P 2084 

婿養ラットアストロサイトカルシニューリンの病態的意義

・…浅野省一，松田敏夫，田熊一敵，馬場明道(大阪大学薬学部薬理学教室)

085 2P 2083 

脳内における Ca2+jカルモテ'ュリン依存性キナーゼIIdサプユニットの特異的発現
竹内有輔1.2，山本秀幸宮川太平宮本英七 1
(熊本大学医学部l第一薬理学教室神経精神医学教室)

086 2P 2082 

PSDへ移行した細胞質カルモデュリン依存性フロテインキナーゼ Eの性質と PSDタンパク質のリン酸

化 ...・H ・..…・ ....・H ・......・・….......・H ・-・田吉村好之，山内 卓(徳島大・薬・生化)
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087 2P 2081 

Acyl-CoA によるラット海馬スライスからのグルタミン酸遊離と長期増強における役割

・…・・…張勤増，宮崎真理，酒井久美子，吉回敏(大分医大実験実習機器センター)

088 2P 2080 

培養ラット海馬神経細胞におけるMARCKSの燐酸化反応

'"大光正男，福永浩司，宮本英七(熊本大学医学部薬理学第一教室)

089 2P 2079 

ニューロン特異的リン酸化タンパク質(PNP14/s-シヌクレイン)の発現分布と加齢に伴う発現農の変動

090 2C MS8-1 

.平林敬浩，中条茂男，塩田清二中井康光中谷ー泰
(昭和大学・薬学部生物化学医学部第一解剖学)

CaMキナーゼ IIαアイソフォームを発現するハイブリッド細胞の作成および‘その性質
.藤井望帆，吉村好之，山内卓(徳大・薬・生化)

091 2C MS8・2

カルモデュリン依存性プロテインキナーゼIV(CaMキナーゼIV)の新しい活性制御機構:CaMキナーゼキナ

ーゼに対する感受性の可逆的変化による活性制御

日奥野幸子，木谷隆子，藤津仁(旭川医科大学第一生化学教室)

092 2C MS8-3 

海馬のシナプス可塑性における MAPキナーゼ、の役割

…福永浩司， 金堀瑞穂，宮本英七(熊本大学医学部薬理学第一教室)

093 2C MS8・4 2078 

NMDA receptor別R2B)とセリン・スレオニンキナーゼによるリン酸化依存性に結合する蛋白質の同定

094 2P 2077 

:・ H ・...高官考悟，乾誠山田康枝l，川嶋望.孫傑，田所智子，祖父江憲治
(大阪大学医学部バイオ神経生化学 1山口大学医学部薬理学教室)

エタノールによるサブタイプ特異的ムスカリン性アセチルコリン受容体mRNAの増加
王益噌，俣賀宣子1，深間内文彦

(東京医科歯科大・難治疾患研究所・プロジェクト， 1理化学研究所・フロンティア)

095 2P 2076 

セロトニンによるラット前頭葉アセテルコリン分泌の制御機構 (VI) : 5・HT2A受容体と5・HT3受容体との

関連
.平野均，松田芳人 I，平田牧三，山田通夫 1

(山口大学保健管理センター山口大学医学部神経精神医学教室)

096 2P 2075 

PC12細胞における CAMPによるニコチン性アセテルコリン受容体の発現抑制:Ras-MAPk血aseカスケー

ドとの関係 ....・H ・-…・………・・....・H ・....…....・H ・....・H ・....… ........中山均 1，山田雅司 E，畠中寛2
(1奈良県立医大薬理学教室大阪大学蛋白質研究所生合成部門)

097 2P 2074 

コリンエステラーゼ限害薬非存在下における脳内微小透析液中のアセチルコリンの HPLC♂CDによる高
感度測定 ………....・H ・....….........芝軒信次に九穏泰三菅原恵 1，秦英代円石川紘一 1

(1日本大学・医学部・薬理， 2民生科学協会・総合研)

098 2P 2073 

老齢ラットコリン作動性神経機能に対する当l帰巧薬散の影響

........小松真紀子，平松緑，譲原光flJl，石毛教人小松靖弘l
(山形県テクノポリス財団生物ラジカル研究所， 1 (株)ツムラ中央研究所)
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099 2B MS7・1 2072 

分泌性蛋白質ArgosによるRasシグナルの抑制とアポトーシスの誘導に関与する未知の遺伝子群の探索
田口明子津本和延 1，2， 間野栄之 1，2

(1大阪大学医学部神経機能解剖学研究部科学技術振興事業回，CREST)

100 2B MS7・2 2071 

ラット小脳外穎粒細胞のcaspaseを介するアボトーシスをIGF・Iアナログが抑制する
.田中正彦，丸野内様(藤田保健衛生大・総医研・応用細胞学)

101 2B MS7・3 2070 

切片培養系におけるマウス小脳頼粒細胞のアポトーシスにおけるp53遺伝子の役割

.稲村直子，榎戸靖，下家治二，畠中 覚(大阪大学蛋白質研究所生合成部門)

102 2B MS7・4 2069 

ヒトニューロプラストーマSH.SY5Y細胞に対するNOドナーのアポ卜ーシス惹起とcaspaseの関与

菊地由紀夫，上原孝，野村靖幸(北海道大学薬学部薬効学教室)

103 2B MS7・5 2068 

小脳頼粒細胞死における CyclinDl等の活性化について

…小池達郎，鈴木和彦，境和久，田中秀逸(北大・院理・生物科学)

104 2P 2067 

カルシウムイオン誘導細胞障害とCPP32様プロテアーゼの活性化について

.高寺恒雄，大屋敷孝雄(北陸大学薬学部臨床化学教室)

105 2P 2066 

ラットクモ膜下出血 (SAH)後早期の海馬におけるbax，bcl.2および p53mRNAの発現とアポトーシスの
関連について .……・……....・ ……中塚雅雄 lベ真砂敦夫 l，山田和雄九滝英明人原田重徳 1

(1名古屋市立大学脳神経外科知多厚生病院脳神経外科)

106 2P 2065 

NOによるドーパミン細胞のapoptosisの機構
丸山和佳子南知予子Z，高橋勤可直井信2

107 2P 2064 
(1長寿医療センター名古屋工業大学江南女短大)

神経細胞死抑制機構としての NGFによる活性酸素種産生に対する影響

山県高知子，佐藤託実，石川保幸，山田雅司，畠中 主主

1 08 1B MS3.3 2063 

小脳外頼粒層由来穎粒細胞のアポトーシスに対する神経栄養因子の効果

.境和久，小池達郎(北大・院理・行動知能学)

109 2P 2062 

発達段階特異的オリゴデンドロサイトの大量培養方法の確立とオリゴデンドロサイト細胞系譜
…・桜井洋子九西村大助門川|戸佳E，吉村和法 3，野村正彦円滑和千佳 1，
武田 康内藤弘美人宮木崩子 1，阿相自告晃 1 (1東京都老人総合研究所

神経生物東京大学大学院・生命物理埼玉医科大・生理)
110 2P2061 
ヒト羊膜細胞における神経系細胞マーカーの発現

111 lC MS4.2 2060 

.石井俊 1.2，佐藤嘉兵中村俊s，桜}I/宣男 1
(1国立精神・神経センター神経研究所疾病研究第5昔日 2日本大学生物資源科学部

応用生物科学科 3国立精神・神経センター神経研究所診断研究部)
(大阪大学蛋白質研究所生合成部門)

オリゴデンドロサイトの分化における CGT遺伝子の転写調節機構
.米増知子 l，中平健祐奥村俊一郎 1，2 池中一裕 1

(1岡崎国立共同研究機構生理学研究所神経情報関西医科大学第2外科)
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112 1c I'.在S4・4

In vi位。とInvivoを組み合わせた免疫法による神経組織の抗原に対するモノクローナル抗体の作製
……..吉村和法"桜井洋子"西村大助~ ) 11戸佳丸野村正彦 I，阿相姶晃E

(1埼玉医科大学第一生理東京都老人総合研究所神経生物東京大学大学院生命物理)

113 lC MS4・5 2059 

未成熟オリゴデンドロサイト膜表面分子を認識するモノクローナル抗体(13E6，4F2)について
.西村大助円桜井洋子I，川戸佳斎藤治和 l，吉村手口法野村正彦
清和千佳1ペ井口泰泉S，阿相給晃 1 (1東京都老人総合研究所神経生物，
2東京大学大学院生命物理横浜市大大学院総合理学埼玉医大生理)

114 lP 1108 
線条体NMDA受容体刺激によるドーパミン放出に対するポリアミンの影響

・…柴田護，福内靖男，島津邦男，佐々木貴浩，荒木信夫九演目潤一人
太田晃_3(慶慮義塾大学神経内科日本鋼管病院内科，

2国立埼玉病院神経内科， 37l<戸赤十字病院神経内科)
115 1P 1107 
N・メチル・D・アスパラギン酸レセプターに対するこトロプルシドナトリウムの阻害効果

.荻田喜代一，米田幸雄(摂南大学薬学部薬理学研究室)

116 lP 1106 

ラット培養中脳神経細胞におけるグルタミン酸毒性に対するエストロゲンの神経保護作用
一津田秀幸，衣斐督和 l，木原武士，漆谷真，下演俊，赤池昭紀l，

木村 淳(京都大学医学部神経内科京都大学薬学部薬理)
117 1P 1105 

ラット神経総織における各種グルタメイトレセプターサプユニットの分布
久保慶太，震部孝幸，荻田喜代一，米田幸雄

(摂南大学薬学部薬理学研究室)

118 lP 1104 

NMDAチャネル開放に対する遊離鉄イオンの影響

….虞部孝幸，荻田喜代一.米田幸雄(摂南大学薬学部薬理学研究室)

119 lP 1103 

ラットの脳内ドコサヘキサヱン酸(DHA)含量の低下によるグルタミン酸レセプターの変化
・ー…田丸政男中村彰 2，池本教え米田幸雄九平田ゆかり松谷天星丸

奥山治美2 (1鈴鹿医療大・医用情報名市大・薬・生物薬品.
3摂南大・薬・薬理保健衛生大・医， 5 }II村女学園大)

120 1P 1102 
[3珂キスカル酸によるタイプI代謝型グルタミン酸受容体ーリガンド間結合解析:グルタミン酸含有ジペプチ

ドのリガンド能

...….大橋博，東(松本)秀美，丸山尚治，竹内裕(万有製薬つくば研究所)

121 lP 1101 

'priming'と神経可塑性:F2CCG・Iによる検討
石田美知子， 斎藤朋子. 篠崎温彦

(財・東京都臨床医学総合研究所薬理研究部門)
122 1P 1100 
初代培養神経細胞を用いたNS・105のc品。生成系に及ぼす影響

・・H ・H ・....…庭内雅明，岡美智子，伊藤善規，辰見茂，馬福海，
鵜飼洋司郎.木村喜代史(日本新薬創薬研究本部)
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124 2P 2058 
PSD.95結合蛋白質の同定とラット発育脳における発現の多様性

川嶋望，高官考悟，孫傑，祖父江憲治(大阪大学医学部バイオ神経生化)



1幻

125 2P 2057 

PSD・95結合蛋白質としてのMicrotubuleassociated protein (r¥仏P)lAの解析
.孫傑，高宮考悟，川|嶋望，回所智子，祖父江憲治

126 2P 2056 
(大阪大学医学部バイオ神経生化学)

ラット脳出来Triton不溶性，低比重性膜画分に存在する GPIアンカー型タンパク質群の解析

.，船津宣雄，熊ノ郷精子，前川昌平(京都工芸繊維大学大学院機能科学)

127 2P 2055 

神経・筋シナプス形成における COJ¥IIM蛋自分子の機能解析

日千葉 品，ブライアン・ウオルフ(イリノイ大学細胞分子生物学部)

128 2P 2054 

傍腫蕩性神経症候群患者の自己抗体に対する抗原検索

129 3B MSI0・1 2053 

…北村邦男，金子厚渋谷匡子吉村和法，坂本安，加賀井和幸
古川千湖 l，細川武 l，寺田庄一，島津邦男 19 演口勝彦 1，野村正彦

(埼玉医科大学・第一生理神経内科中央測定室)

6番染色体短腕マーカーと精神分裂病の相関研究及び毛様体神経栄養因子，セロトニントランスポーター遺
伝子多型と精神疾患 …....・H ・-…...・H ・a・......・・….小谷泰教，中村雅之，三神正昭，上野修一，佐野輝

(愛媛大学医学部神経精神医学教室)

130 3B MSI0・3

拘束ストレスによるラット脳内誘導型一酸化窒素合成酵素のmRNA濃度の変化

.鈴木映二¥新谷太神庭重信久浅井昌弘中木敏夫a(1慶応義塾大学

医学部精神神経科学教室山梨医科大学精神神経医学講座帝京大学医学部薬理学講座)

131 3B MSI0・4 2052 

筋萎縮性側索硬化症患者髄液を用いたラット腰髄培養神経細胞におけるかfosの発現

132 2P 2051 

，真主主泰宏，柏原健一，城洋志彦，庄盛敏廉
(岡山大学医学部神経内科学教室)

spinocerebellar ataxia 6 (SCA6)の分子遺伝学的特徴

133 2P 2050 

.松山善次郎，川上秀史.丸山博文，和泉唯{言，中村重信
(広島大学医学部第三内科学教室)

サイトメガロウイルス感染とIgM抗GM2，抗GalNAc-GDla抗体

134 2P 2049 

田川由美，結城仲泰，平田幸一，白井直 1

(濁協医科大学神経内科都臨床研臆療免疫)

ギラン・バレー症候群の亜型 pharyngeal-cervical-brachial wcakncssとIgG抗GTla抗体

135 2P 2048 

.古賀道明"結城伸泰1，有賀敏夫人平回幸_1
(1濁協医科大学神経内科エーザイ筑波研究所)

Rarnsay Hunt症候群の早期鑑別診断

.中城有喜，本多{申光 1，村上信五九溝部睦彦 2

(松山記念病院愛媛大学医学部耳鼻咽喉科学神経精神医学)
136 3C MSll・1

ラット線条体の鉄塩投与によるてんかん様発作波の出現とinvivoによる組織障害の形成並びに細胞外グルタ

ミン酸の増加について
.平松緑， Honglian SHJ1，中島雅央 1，嘉山孝正 1

(山形県テクノポリス財団生物ラジカル研究所 l山形大学医学部脳神経外科)
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137 3C MSll・3

老化促進マウスにおける海馬由来神経刺激因子の免疫組織化学的検討

138 3C MSl1-4 

…遠山育夫 1，小鹿幸生大村裕佐々木和男木村宏 l
(1滋賀医科大学分子神経研名古屋市立大学第二内科，
3日本臓器生物活性科学研究所富山大学工学部)

MPTP投与マウスにおける線条体ドパミン神経の免疫組織化学的な自発的再生
.光本泰秀，渡部昭イ二，森厚詞，古賀信幸

139 2P 2047 
(大塚製薬(株)徳島新薬第三研究所)

ELマウスにおけるアロプリノール急性投与後の脳内SODアイソザイム蛋白量の変化とその抗痘轡作用発現
機序 ................・H ・-… 村島善也，鈴木二自s*(東京都精神研，東邦大学・医・精神医学*)

140 2C 0-2 

てんかんモテ.ルマウス脳におけるキノリン酸合成酵素の発現

141 2P 2046 

.中川幸則浅井広志 1，森仁志人鬼頭純三 2，中野紀和男3
(1名大農・生化学制御名大医・動物セ名大・生物分子応答研究セ)

ディファレンシャル・ディスプレイ法を用いた，けいれん関連遺伝子の検索
..寺田庄一，北村邦男，吉村和法，坂本安，渋谷匡子 1，野村正彦

(埼玉医科大学第一生理学教室中央測定室)

142 2P 2045 

メロシン(ラミニン-2)のモノクローナル抗体および、抗ペプチド抗体による痴呆性疾患血清・髄液のイムノ

プロット解析

…田代謙一郎，林要人，三山吉夫(宮崎医科大学精神医学教室)

143 2C 0-4 

Guillain-Barre症候群の免疫原 :N・グリコリルノイラミン酸を有する GMl

144 2P 2044 

..小鷹昌明，結城伸泰，舌・野英入江史敏平林義雄九平田幸一
(濁協医科大学神経内科国立精神・神経センター国府台病院神経内科，

2理化学研究所国際フロンティア糖細胞情報)

Glial Cell Line心ωivedNeurotrophic Factorと精神分裂病

145 2P 2043 

.谷宗英，小出誠司，中村嘉宏，橋本博史 1，甲斐利弘2，山上祭
(大阪市立大学医学部神経精神医学教室浅香山病院大阪市立総合医療センター)

C6ラットグリオーマ細胞におけるジエチルマレイン酸によるストレス応答の促進

.岡本慶子，伊東秀記，加藤兼房(愛知県コロニー・研・生化)

146 2P 2042 

グリア由来培養細胞におけるセロトニン・2A受容体を介した細胞内カルシウム動員系に対する熱ストレスの
影響 ....・H ・...……加賀谷有行，阿国亜希子九回原康孝，稲垣正俊，前正秀宣，西国朗人

横田則夫，堀口淳，仲田義啓*山脇成人
(広島大学医学部神経精神医学講座広島大学医学部薬効解析科学国立兵病院臨床研究部)

147 2P 2041 

カイニン酸誘導痘轡ラット脳におけるストレス蛋白質の発現

148 2P 2040 

….....・H ・-加藤兼房，仙波りつ子，竹内郁夫，伊東秀記，岡本慶子
(愛知コロニー・発達障害研究所)

ストレス蛋白質のストレス誘導はクルクミンによって促進される

・・・…..加藤兼房，伊東秀記，岡本慶子(愛知コロニー・発達障害研究所・生化学部)
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149 2P 2039 

アストログリア(AST)由来の一酸化炭素は神経細胞の低酸素によるapoptosisを抑制する
小川智 I，蘭牟回直彦 2，/J、海健太郎 1，玉谷美智男柳原武彦 Z，

150 2P 2038 
遠山正爾 1 (大阪大学医学部 1解剖学第二教室神経内科)

ORP150 (150kDa Oxygen Regulated Protein)の発現は低酸素による細胞死を抑制する

151 2P 2037 

...... /J、海健太郎 1，桑原敬介三谷美智男 1，堀正二 2，小)11 智 1，遠山正禰 1
(大阪大学医学部 1解剖l学第二教室第一内科)

ラット交感神経節細胞におけるBiP/GRP78遺伝子の発現調節機構

152 2P 203G 

.三井千珠， 三浦真紀，田中秀逸，小池達郎
(北海道大学大学院理学研究科生物科学専攻行動知能学講座)

αBクリスタリンのリン酸化

153 2P 2035 

伊東秀記 l，岡本慶子中山洋 2，磁辺俊明 2，加藤兼房 2
(1愛知県コロニー・研・生化都立大・理・化学)

Hl受容体を介するセロトニン遊離の抑制機構について:ノックアウトマウスを用いた研究

154 2P 2034 

谷内一彦，孫立智，標井映子，渡透建彦
(東北大学大学院・医学系研究科・細胞薬理学分野)

生後2週齢ラット前脳基底野コリン作動性ニューロンに対するPACAPの生存維持効果

155 2P 2033 

.湯原亜紀，阿比留康弘，武井延之畠中寛
(大阪大学蛋白質研.生合成部門京都工繊大.応用生物部門)

マウス感覚ならびに交感神経節での神経ペプチド発現と，その糖尿病による変化
三五一憲影山晴秋堀江秀典斉藤春洋3，大坂寿雅 井上修二 1

(1国立健康・栄養研究所，老人健康・栄養部横浜市立大学医学部第一生理同第一内科)

156 2P 2032 

ラット後根神経節培養を用いたモネンシン投与に伴うサブスタンスP免疫活性の抑制効果について

157 2P 2031 

中沢康至 1，猪股裕二 1.2.，知久馬敏幸三加藤武 1
(1横浜市立大学大学院総合理学研究科分子認識部門，現在 2三菱化学医薬第l研究所，

8昭和薬科大学薬品分析化学)

発育期におけるELマウス脳のダイノルフイン様免疫活性の変化

158 2P 2030 

町甲斐利弘人大西博 Z，小出誠司 3，片山雅文S，橋本博史 2，
中村嘉宏九谷宗英丸山上策 3 (1大阪市立総合医療センター，

2浅香山病院大阪市立大学医学部神経精神医学教室)

早期老齢化マウス(SAM.P8)における脳内HCNP遺伝子発現量の検討

159 2P 2029 

松川則之 L2，山本孝之宮，継泰成 I，小鹿幸生 l
(1名古屋市立大学第二内科 2福祉村病院長寿研)

マウス PituitaryAdenylate Cyclase.Activating Polypeptide (P ACAP)遺伝子の構造に関する解析

.山本恭平，橋本均，馬場明道(大阪大学薬学部薬理学教室)

160 2P 2028 

シーラカンス PLPIDM20遺伝子のクローニング
.吉田弘美，遠山陽子，栗原正，小嶋久子¥玉井洋一 1
(創価大・生命研・神経化学北里大・医・生化学)
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161 2P 2027 
末梢神経ミエリンP2蛋白の種々の脂肪酸に対する結合性の解析

162 lC MS4.1 

・・・….坂本安，北村邦男，吉村和法，長島直美人竹原直美ヘ渋谷匡子 1，
野村正彦(.1'奇玉医科大学第1生理学教室中央浪IJ定室)

ガラクトシルセラミド発現を誘発するラット脳cDNAのクローニング
.小倉潔，河野憲二 1，問弁: 直(東京都臨床医学総合研究所腫第免疫研究部門，

1奈良先端科学技術大学院大学・遺伝子教育研究センター)

163 lC MS4・3 2026 

マウス脳発生初期における Myelin.associated glycoprotein (MAG)の発現

.小糸寿美，松田義宏(国立精神・神経センター神経研究所免疫研究部)

164 lP 1098 

脊髄神経細胞傷害を増悪させるマイクログリアの制御法に関する研究:ATPによる細胞内カルシウムイオン

上昇と TNFα 放出抑制

165 lP 1097 

.尾形直則，森野忠夫，奥村秀雄，柴田大法，中村洋一I，司秋生人
片岡喜由 1 (愛媛大学医学部整形外科学教室生理学教室)

血清成分によるミクログリアのTNFαとNO産生の増強

.司秋生，中村洋一，片岡喜由(愛媛大学医学部第一生理学)
166 lP 1096 
ミクログリアの活性酸素産生を増強する血清因子の性質

可秋生，中村洋ァ，片岡喜由(愛媛大学医学部第一生理学)

167 lP 1095 

神経細胞死に伴うミクログリア遺伝子 mrf・1の発現増加

田中秀逸，小池達郎(北大・院理・行動知能)

168 lP 1094 

神経細胞興奮毒性におけるマイクログリアの関与 TumorNecrosis Factor.α を介する傷害メカニズムと

その防御の可能性について
冨永康治，尾形直則，奥村秀雄，柴旧大法，中村洋一人片岡喜由 1

(愛媛大学医学部整形外科学教室生理学教室)

169 3C MSll・2 1093 

脊髄領傷後に神経組織内に糟殖するマイクログリア:損傷程度による検討とその経時的変化

170 3C 0‘3 

・…森野忠夫，尾形直則，奥村秀雄，柴田大法F 中村洋一¥片岡喜由 1
(愛媛大学医学部整形外科学教室生理学教室)

ATP刺激による培養ミクログリアからのCa2+依存性プラスミノーゲン放出

171 lP 1092 

-…井上和秀，中嶋一行 1，森本高子入菊池義明 1，小泉修一 1，高坂新_1
(国立衛生研究所・薬理精神神経研究センター・神経研究所)

Putative HLA・DRAssociated Proteins (pHAPI and PHAPII)の Isoformの解析

…萩原氏雄，本橋克利，竹田二美代，竹田 稔(昭和大学・医・生化学)

172 lPl091 

ラット脳可溶性画分に存在する PI-!APIKinaseの解析

173 lP 1090 

・…本橋克幸1]，立野慶，田中隆佳，萩原氏雄，竹田二美代，竹田稔
(昭和大学医学部生化学教室)

ラット胎児脳に発現する新規な遺伝子に対する cDNA(hfb2)のクローニングと解析
.本郷茂樹，箇中直也，山内康照，竹田稔

(昭和大学医学部生化学教室)
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174 lP 1089 
ラット脳の成熟に関わる遺伝子の探索

.山内康照，西中直也，本郷茂樹，竹田二美代，竹田稔

175 lP 1088 
(昭和大学医学部生化学教室)

中枢神経系に高発現する DNA組み換え遺伝子recA様新規遺伝子。1mTRAD)のクローンニングと発現

. )11端昌弘，佐伯清美(向山大学医学部薬理学教室)

176 lP 1087 

アデノウイルスベクタ「を用いた神経細胞型特異的遺伝子導入法の開発とその応用

....橋本光広，御子柴克彦(理化学研究所分子神経，東大医科学研究所化学)

177 lP 1086 

低線量放射線照射に伴う蛋白カルボキシメチル化酵素の遺伝子発現
.土居孝至，武田良平 1，中城有喜，構洲睦彦 l

178 2P 2001 
(松山記念病院愛媛大学医学部神経精神医学)

ELマウスの神経栄養因子(NGF)について

…木阿哲郎，撫井弘二，山上築(大阪市立大学神経精神医学教室)

179 2P 2002 

不死佑アストロサイトにおけるグリア細胞成長因子(GMF)mRNA発現調節機構

180 2P 2003 

.森)11将行 1，2，小久保稔13 藤田佳織 I，山本愛美
浅井清文1，岸本年史Z，加藤泰治1

(1名市大・医・分子医研・生体制御奈良医大・精神医学)

ラット脊髄後根神経節細胞におけるサブスタンスP生合成に対する神経成長因子およびインターロイキンの
効果

181 2P 2004 

.井上敦子咽生駒弘造，森岡徳光.秀和泉，仲田義啓
(広島大・医・総合薬・薬効解析)

小脳穎粒細胞の移動速度に対する神経栄養因子NT・3，BDNFの効果

182 2P 2005 

.田中聡一叱関野祐子 l，林謙介 1，白尾智明 1
(1群馬大学医学部行動分析学同神経内科)

マウスマクロファージにおけるこユーロトロフィンの発現

…浅見俊雄，新田淳美，古川昭栄(岐阜薬科大学分子生物学教室)

183 2P 2006 

神経伝達物質による培養アストロサイト細胞内aFGF量の調節

絹川!秀樹，新田淳美，古川昭栄(岐阜薬科大学分子生物学教室)

184 3B MSI0・2

抗精神病薬によって誘導される脳内NGF(NerveGrowth Factol') mRNA 

185 1B MS3.1 2007 

尾崎宜洋，勝元栄一，原田智行，撫井弘二，山上築
(大阪市立大学医学部神経精神医学教室)

培養交感神経細胞における NT3および、GDNF応答性の調節

186 lB MS3・2 2008 

松岡一郎，小林三和子， Thang Siong Heng，栗原堅三
(北海道大学薬学部薬剤学講座)

培養ラット前脳基底野コリン作動性ニューロンに対するBDNFとCNTFの相乗作用
.橋本有佳， 1珂比留康弘3 沼川忠広，畠中 寛

(大阪大学蛋白質研究所生合成部門)
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1 87 1B MS3-4 2009 

神経芽細胞腫における GDNF受容体シグナル伝達
近藤和博，菱木知郎，高回尚幸，磯良恵理子，二村好憲，
崎山 樹，中川原章(千葉県がんセンター研究局生化調究部)

188 1B MS3・5 2010 

カイニン酸投与による脳出来神経栄養因子のラット脳における動態

189 1P1010 

.仙波りつ子，竹内郁夫，伊東秀記，加藤兼房
(愛知県コロニー・発達障害研究所)

ラット培養大脳皮質神経細胞におけるHGFシグナル伝達経路の解析

・……町出 充，中村泰子，高坂新一(国立精神神経センター，神経研究所代謝研究部)

190 1P 1011 

頭部外傷ラットにおけるプロサポシンの空間認知障害および組織学的変化に対する効果

191 1P 1012 

.保住功 I，平岩雅男 S，犬塚貴 I，米関有一自ド，秋山克彦 2，田中隆ーに
菊川公紀己中野亮_1 辻省次1 J. S. O'BRIEN3 (!新潟大学脳研究所神経内科.

2新潟大学脳研究所脳神経外科カリフォルニア大学サンテ'ィエゴ校神経科学)

プロサボシン.レセプターの特徴とその精製
.近藤轡次I，伊賀瀬圭二E，小谷泰教 l，佐野輝 1

192 1P 1013 
(愛媛大学医学部 l神経精神医学教室脳神経外科学教室)

肝由来神経活性化因子による神経細胞死抑制
…堀江秀典，酒井偉久子，門屋利彦 l，稲垣好畠野沢りさ 1

(横浜市大・医・生理キリンビール医薬探索研究所)

193 1P 1014 

神経芽細胞臆培養株におけるレチノイン酸による細胞死の誘導とGDNF，NTN-RETシグナルを介した細胞
死抑制機構の解析 .…・・…....・H ・....・H ・-……高田尚幸，磯貝恵理子，菱木知郎，近藤和博，中川原章

(千葉県がんセンタ一生化学研究部)

194 1P 1015 

ラット神経切断モデルにおける皮下投与BDNFの保護作用および血中濃度

195 1P 1085 

・ー.片山典子，石毛陽子，岸野品祥，小河宏城.龍野徹，中山智加男.野口浩
(住友製薬総合研究所)

ラット運動神経に対する BDNFの細胞変性抑制，回復作用および、軸索伸展作用

1 96 1c MS5-4 1084 

岸野晶祥，石毛|揚子，苫智子，中山智加男
(住友製薬総合研究所分子神経科学G)

ニューロトロフィンによる初代培養中枢ニューロンからの神経伝達物質放出

197 lP 1083 

.沼川忠広 1，酒井直人 l，武井延之 Z，畠中寛 l
(1大阪大学蛋白質研究所生合成京都工芸繊維大学応用生物)

虚血性神経細胞死における低酸素誘導蛋白ORP150の役割

・・…玉谷実智夫，小川智，小津健太郎，遠山正嫡(大阪大・医・第二解剖)

198 2C MS9-1 1082 

虚血性神経細胞死における Bcl・2とICEファミリーの役割

.玉谷実智夫，小川 智，小津健太郎，遠山正嫡(大阪大学医学部第二解剖)
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199 2C MS9・2 1081 

虚血によるスナネズミの遅発性神経細胞死における caspaseの関与

…氷見敏行，石崎泰樹，室凹誠逸(東京医科歯科大学細胞機能制御学教室)

200 2C MS9-3 1080 

虚血性脳ストレスにおける神経細胞保護作用の分子メカニズム
.石岡憲昭久原映子上野豊門小暮太郎 13

(東京慈恵会医科大学lDNA医学研究所分子細胞生物学研究部門，
2整形外科学教室脳外科学教室)

201 2C MS9・4 1079 
脳虚血による遅発性神経細胞壊死後の海馬 CAl錐体細胞層痕跡におけるアポリポプロテイン Eおよび、s-

amyloid様タンパクの蓄積

202 lP 1078 

日石丸裕久石川巧_2 羽賀誠-3，東海林幹夫4，大江良秀E，
羽賀千恵三高橋章丸山悠司 1

(群馬大学医学部 1神経精神薬理学ツムラ神経内科群馬大学生体調節研究所分子調節，
東京都精神医学総合研究所 3超微形態神経病理)

局所脳虚血急性期における小胞体カルシウム調節塁手J態

203 lP 1077 

...停法倫久，福内靖男，田中耕太郎，白井俊孝，永田栄一郎，
伊東大介，鈴木重明，二木啓 1

(慶慮義塾大学神経内科シオノギ製薬中枢神経薬研究センター)

砂ネズミ 6時間脳虚血モデルにおける小胞体カルシウム動態について

204 lP 1076 

.......永田栄一郎，福内靖男，田中耕太郎p 白井俊孝，伊東大介，
鈴木重明，傍法{命久，二木啓 1

(慶慮義塾大学神経内科シオノギ製薬中枢神経薬研究センター)

発達期橋被ニューロンにおけるNMDA受容体マグネシウムイオン阻害効果の変化:橋海馬支脚神経細胞壊死

との関連 …・…・・・………・・・……・・・ ….三谷 章 片岡喜由(愛媛大学医学部第一生理)

205 lP 1075 

一過性脳虚血後の遅発性神経細胞死に伴う脳内グリア線維性酸性タンパク(GFAP)の変動

206 lP 1074 

.，.入谷克己，藤田公和，山内理充.小川和人，加藤寿章，芳本信子，
乎臼ゆかり山口幸子，柴山健三，永田豊

(藤田保健衛生大学医学部生理学教室同法医学教室)

回転培養標本を用いた海馬神経細胞変性の解析

・0 志谷和紀，富永恵子，小倉明彦(大阪大学大学院理学研究科)

2071B MS2・3 1073 

スナネズミ一過性前脳虚血後海馬に誘導される遺伝子の探索， ADP.ribosylationfactor like.gene， ARF4Lの
発現 ....・H ・.........…・…....・...片山泰一円今泉和則 1，3，津田学 lペ高木勉遠山正捕2

(1大阪大学医学部分子脳機構第2解剖学教室田辺製薬)

208 2P 2011 

デキサメサゾンは低酸素による細胞内カルシウムイオンの増加開始時期をスナネズミ海馬スライスで促進す

る H ・・..."..足立尚登，柳瀬尚人人片岡喜由 1(愛媛大学医学部麻酔・蘇生学生理学)

209 2P 2012 

デキサメサゾンは虚血性脱分極の開始時期を早めてスナネズミ海馬の虚血性神経障害を悪化させる

足立尚登(愛媛大学医学部麻酔・蘇生学)

210 2P2013 

超低タール・ニコチンたばこの体循環および脳循環動態におよぽす影響
........五味慎太郎，川崎仁志，美原盤 I，岡安裕之 2 (青山学院大学保健管理

センター脳血管研究所美原記念病院聖路加国際病院神経内科)
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211 2P 2014 

海馬CA1錐体細胞からのBDNF輸送低下が遅発性神経細胞死に先行する

212 2P 2015 

.山崎靖人 1，茂野卓 2，古川美子S，古川昭栄4
(1大勝薬品工業(株)， 2関東労災病院脳外科愛知文教女子短大，

4岐阜薬科大分子生物学教室)

不死化ウシ脳毛細血管内皮細胞における血液脳関門特異的形質の誘導

213 2P 2016 

祖父江和哉 1，大橋寧雄丸山本直樹E，勝屋弘忠 1，浅井清文 3，加藤泰治8
(1名市大・医・麻酔蘇生学同・薬・製剤同・分子医研・生体制御)

脳血流慢性低漉流ラットの脳内部位特異性はなぜ生じるのか?

214 2P 2017 

.田中健一，和田尚子，近藤洋一九野村正彦，小川紀雄 1
(埼玉医科大学第一生理学岡山大学医学部神経情報学)

APl結合能上昇の虚血性神経細胞死への関与

215 1P 1072 

倉本展行，東泰孝久荻凹喜代一，章龍 19
柳瀬尚人九三谷主主 1，片岡喜由人米田幸雄

(摂南大学薬学部薬理学研究室愛媛大学医学部第一生理学教室，
2現大阪歯科大学薬理学教室)

ヒト羊膜上皮細胞におけるカテコールアミンの合成と分1必能について
….......M. ELWAN，桜川宣男(国立精神・神経センター神経研究所第5部)

216 lP1071 

ヒト羊膜上皮細胞におけるアセチルコリン代謝の存在について

217 1P 1070 

….桜川宣男，垣下浩二，石井俊 1，R. THANGAVEL，大杉圭子，三漂白出巳 2
(国立精神・神経センター神経研究所第5部日本大学生物資源科学部，

2東京都神経科学総合研究所)

大脳樹状突起スパインの細胞骨格に対するモノクローナル抗体の作製とその解析

….程希丹，林謙介，白尾智明(群馬大学医学部行動分析)

218 lP 1069 

ラット脳出来非イオン性界面活性剤不溶性低比重間分中の構成因子の解析

日熊ノ郷晴子，前川昌平(京都工芸繊維大学大学院応用生物)

219 1C MS6・5 1068 

ニューロフィラメント欠損ウズラ Quv1lEの神経系におけるこユーロフィラメント蛋白

....豊島至，加藤一麿，菅原正伯，和田千鶴，正宗研(秋田大学医学部第一内科)

220 10 MS6.4 1067 

神経再生に伴うニューロフィラメント蛋白の動態変化

...津田守弘1ペ田代朋子小宮義環 1 (1群馬大・医・分子病態同口腔外科)

221 1P 1066 

若齢ラットと老齢ラットニューロフィラメントのPKAによるリン酸化

222 lP 1065 

内田敦子，久永真市1
(東京工業大学生命理工学部東京都立大学理学部生物学科)

マウス大脳中隔野及び中脳黒質神経細胞表面抗原特異的モノクローナル抗体
・・ a遠藤真澄円弘瀬秀樹3，雀得華 1，中谷伸一死因下龍英 1，回平武 l

(1国立精神・神経センター神経研疾病研究第六部国立感染症研究所新田ゼラチン)
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223 lP 1064 

節前および、節後神経切断手術後，白鼠上頚部交感神経節内ニューロン変性の進行に伴う，グリア線維性酸性

タンパク(GFAP)の変動

224 lP 1063 . 

日山内理充，安藤正人人加藤寿章，藤田公和，小川和人，坂本秀夫 2，
永田 豊(藤田保健衛生大学・医学部・生理学E教室愛知学泉大学・
解剖生理学研究室藤田保健衛生大学・総医研・分子生物学)

6・アミノニコチン酸アミドによるグリア細胞毒性のメカニズム

225 lP 1062 

….馬渡一浩 I，本間啓子 1，杉谷加代 l，高寺恒雄三加藤聖 2
(金沢大・医・ 1保健神経情報研北陸大・薬)

Nitric oxideによる神経細胞障害は細胞内 cGMP上昇により抑制される

226 lP 1061 

.鴻上繁，尾形直則，奥村秀雄，柴田大法，中村洋一人片岡喜由 1
(愛媛大学医学部整形外科学教室生理学教室)

ドパミン神経毒MPP+による GH3細胞の細胞死およびEGFによる保護作用

.吉永至宏，村山俊彦，野村婿幸(北海道大学薬学部薬効学教室)

227 1P 1060 

培養神経細胞における H202の毒性に対する塩酸bifemelaneの保護効果

…飯田基之，岩田恵美，小川|紀雄(岡山大医・分子細胞研・神経情報学部門)

228 lP 1059 

酸化的ストレスに対する小脳頼粒細胞ニューロンの抵抗性とアコニターゼ酵素活性の変化

229 1P 1058 

回測明子，津凹正明 1
(岡山大学薬学部微生物薬品化学教室富山医科薬科大学薬学部衛生化学研究室)

中枢ニューロンの高酸素負荷による細胞死:ヒドロキシラジカルとグルタミン酸の関与

....石川保幸，西尾チカ， f白川忠広，畠中 寛(大阪大学蜜白質研究所生合成部門)

230 1P 1057 

活性酸素によるニューロン死と発芽の促進

....内田洋子，五味不二也(東京都老人総合研究所神経病理・超微形態部門)

231 1C 0-2 

副腎髄質cyclicADP-ribosc生合成活性の調節j機序

森田克也，北山滋雄仁肥敏博(広島大学歯学部歯科薬理学講座)

232 lC 0・3

Delayed Extraction法を導入したMALDI-TOFMSによる脳組織のスフィンゴ糟脂質及び関連脂質の研究

233 1P 1056 

.武富保，原厚，上村敬一，倉橋寿，杉山英子
(信州大学医学部加齢適応研究センター加齢生化学)

延髄化学受容野への拍動性圧迫による c-fosの発現

234 2CO・1

市田竜也 1，山間久夫，桂昌司 2

(滋賀医大・第二解剖京都府医大・第二内科， 2} 11崎医大・薬理)

Ob-geneプロダクト.レプチン(Lep)の摂食抑制機序
…大村裕1，白石武白人佐々木和男 3，新島旭 4 (1日本臓器製薬鮒
生物活性科学研東海大医生理富山大工生体情報新潟大医生理)
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235 lP 1055 

神経活動によって発現制御される細胞接着因子Arcadlinの解析

236 lP 1054 

杉浦弘子，加藤宏司入江康至E，三木直正E，山形要人
(東京都神経研・分子神経生物山形大・医・第二生理大阪大院・医・情報薬理)

ニューロカンN.末端側断片のグリア性神経細胞周囲網への局在
.松井ふみ子 l，西塚雅子2，青野幸子大平敦彦 1

(1愛知県コロニー・発達障害研究所・周生期， 2 mli天堂大学・医学部・第二解剖)
237 lP 1053 

神経系に特徴的なコンドロイチン硫酸プロテオグリカシ， NGC，のマウス遺伝子クローニングと小脳発達に
伴う発現変動 ....・H ・..…・・・…・…....・H ・...・H ・....・H ・...青野幸子，慶野宏臣，松井ふみ子，大平敦彦

(愛知県コロニー・発達障害研究所・周生期学部)

238 lP 1052 

培養海馬神経細胞のシナプス形成とヘパラン硫酸プロテオグリカン

.森田将史，小倉明彦(大阪大学大学院・理学研究科)

239 lP 1051 

13Cイじ合物投与によるラット脳グリア代謝の計測-ExVivo13C・NMRスベクトロスコピー法を用いて

・….金松知幸，高原ひろみ，塚田裕三(創価大学生命科学研究所)

240 lP 1050 

13C.グルコース投与による高磁場磁気共鳴局所化スペクトロスコピーでの脳内グルタミン酸代謝の無侵襲的
計訊!J …・・ ….... 塚回裕三I，金松知幸小田正記l，高原ひろみ¥岡本和也

(1創価大学生命科学研究所東芝RDセンター)

241 lP 1049 

培養アストロサイトのグルコース代謝に及ぼすglybenclamideの効果

・…浜井盟子.箕越靖彦，嶋津孝(愛媛大学医学部医化学第一学教室)

242 lP 1048 

マウス脳の発達段階におけるグリコーゲン合成酵素の発現
南木浩二，馬場広子，池中一裕

243 1P 1047 
(岡崎国立共同研究機構生理学研究所神経情報部門)

視床下部腹内側核および外側核でのアセチルコリン放出と血糖値の増加

244 1P 1046 

.高橋章，石丸裕久，五十嵐康，岸栄子，丸山悠司
(群馬大医学部神経精神薬理学ツムラ)

HES1遺伝子の終脳における機能:ニューロン分化，細胞死の冗進，およびグリア分化への影響
中村由紀，榊原伸一，影山龍一郎 l，間野栄之2

245 lP 1045 
(大阪大，医京都大・医科学技術振興事業団CREST)

培養交感神経細胞におけるニューロトロフィン応答性とShc遺伝子の発現
.小林三和子 l，中村岳史 2，森望3， 松岡一郎1，栗原堅三1(1北大薬薬剤学，

2住友電工バイオメデイカル研究所国立長寿医療研究センター遺伝子部門)

246 1P 1044 

グルタミン酸脱炭酸酵素遺伝子のGABAニューロン特異的発現制御:トランスジェニックマウスを用いたプ
ロモーターの解析…・・ぃ a・H ・H ・目・H ・a・-………柳川右千夫， 小林隆司， 石井賢治，久津輪瑞代，田村翼理

(東北大学加齢医学研究所遺伝子情報研究分野)

247 1P 1043 

ムスカリン性アセチルコリン受容体を介したzif268遺伝子プロモーターの活性佑
......….Julie GENG，海老原達彦，隈原英子， David SAFFEN 

(東京大学医学部神経生化学)
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248 lP 1042 
PC12D細胞においてNGF刺激から zif268遺伝子発現に至る経路にはMAPK依存性と非依存性のものが存

在する

.隈原英子， Julie GENG， David SAFFEN (東大・医神経生化)

249 3C 0-1 

Notch情報伝達系の構成遺伝子である deltexのマウスホモログのクローニングおよび、機能解析

250 3C 0・2

….岸憲幸 l，伊藤美紀子 1.2，木下進 3，Chi-chung HU14，岡野栄之円松野健治 L
(υI阪大.医.神経機能解部， 2 CREST，JST， 3関西学院大学・理・化学・発生生物，

4 The Hospital for Sick Chi1dren， Toronto， Canada) 

橋由来大脳皮質軸索化学誘導因子の分子生勅学的検索
.高見俊宏，米国託成，高木宏，佐藤真

251 lB MS2・1
(大阪市立大学医学部解剖学第)教室)

ニューロン特異的核蛋白質necdinによるE2F転写活性の抑制

.小林正克3 谷浦秀夫，古川|和明(大阪大学蛋白質研究所機能制御部門)

252 1B MS2-2 

交感神経分化に関わる転写因子NDF1の発現と機能

253 1B MS2-4 2018 

.樋口宗史，中野浩一牛三勇，三木直正
(大阪大学大学院医学系情報薬理京都府立医大薬理)

神経系幹細胞に強く発現する RNA結合蛋白質mouse-Musashi-lの標的分子

254 lB MS2・5 2019 

今井貴雄円榊原伸一 I，岡野栄之 1.3
(1大阪大学医学部神経機能解剖学大阪大学基礎工学部生物工学，

3科学技術振興事業団)

マウス脳内 CREBの細胞核局在性およびグルタメイトシグナル応答性
久保慶太，員部孝幸，荻回喜代一，米田幸雄

(摂南大学薬学部薬理学研究室)

255 2P 2020 

ELマウス発作後における脳glialfibrillary acidic protein (GF AP) mRNA発現におよぼすかfosの転写制御
について ...... …...・ H ・............・ H ・-…勝元栄一，尾崎宣洋，原田智行，撫井弘二，山上策

(大阪市立大学医学部神経精神医学教室)

256 2P 2021 

マウス脳内におけるかMyc結合能調節蛋白質存在の可能性

倉本展行.荻田喜代一，米田幸雄(摂南大学薬学部薬理学研究室)

257 2P 2022 

シグマ・1受容体アゴニストの転写図子に及ぼす影響

258 2P 2023 

…山本秀子山本敏文 1，2，松野聖吉本有希子 4P 渡辺雅幸 1
(1東京都精神研・精神薬理横浜市大総合理学・分子認識，
a参天製薬帝京大学附属溝口病院リハビリテーション科)

ヒト necdin遺伝子の構造とニューロン特異的発現

259 2P 2024 

中田祐二，谷浦秀夫，植月太一，古川和明
(大阪大学蛋白質研究所・蛋白質機能制御部門)

ショウジョウパエunc・4ホモログの発現パターンの解析

い H ・H ・..田淵克彦 I，吉川真↑吾 2，阿部正隆l，岡野栄之 1 (1阪大・医学部・

神経機能解剖学，科技団(CRESτ)， 2筑波大・基礎医・分子神経生物学)



138 神経化学 Vo1.36 CNo. 3)， 1997 

260 2P 2025 
グルタメイトシグナルに応答性を示す海馬内蛋白質

…虞部孝幸，久保慶太，倉本展行，荻田喜代一，米田幸雄

261 lP 1041 
(摂南大学薬学部薬理学研究室)

PC12細胞におけるアセチルコリンとカテコールアミンの関口放出機構の比較
.西木禎~1，2，関口真理子岩崎聡3，笠井陽子\熊倉鴻之助人高橋正身 1，3

(1三菱化学生命研上智大・生命研東大院・総合文化)

262 lC MS5・11040

シナーフィンのSNARE複合体への結合

.阿部輝雄，商須英雄，石塚徹(新潟大学脳研究所)

263 lC MS5-21039 

神経伝達物質放出におけるコンプレキシンの機能
.高橋正身l，斧正一郎関口真理子高橋聖_2

(1三菱化学生命科学研究所高知医科大学)

264 lC 1¥在S5・3 1038 

プロテインキナーゼCによる関口放出の制御

….御園生裕明，今泉美佳，熊倉鴻之助(上智大学生命科学研究所神経化学部門)

265 1c MS5-5 1037 

関口放出関連蛋白質HPC・l/Synta血11A遺伝子のWilliams症候群患者染色体における半接合体欠失

266 lP 1036 

中山高宏 1.4，松岡瑠美子木村美佐浅川修-1広田沢夫
御子柴克彦清水淑子清水信義久赤川公朗 1 (1杏林大医 2生理，
2東京女医循IJ、慶応大医分生東大医科研化学杏林大保臨遺伝)

シピレエイ電気器官に存在する融合複合体構成蛋白質シナーフィンの解析

・….石塚徹，酋須英雄，阿部輝雄(新潟大・脳研・細胞神経生物学)

267 lP 1035 

関口放出機構におけるシナプトタグミンの役割

268 lP 1034 

.今泉美佳人福田光則 2，3，新延道夫 3，4，笹川展幸御園生裕明
御子柴克彦2.3，熊倉鴻之助 1 (1上智大生命研理研ライフサイエンス筑波

分子神経東大医科研化学阪大蛋白研慶応大医薬理)

シナプトタグミンIを欠失したPC12細胞での他のアイソフォームの発現

…笠井陽子，桑原玲子，片関正和，高橋正身(三菱化学生命科学研究所)

269 lP 1033 

L-threo-PDMPはガングリオシド生合成および、機能的シナプス形成を促進し，脳虚血ラットにおける記憶保
持能を改善する

270 lP 1032 

...・...井ノ口仁一水谷昭弘 I，神保雅之臼杵靖同1j1，山岸究 l，望月秀雄 l，
村本和世小林和夫人黒田洋一郎2，場崎克典S，大神祐輔藤原道弘s
(1生化学工業(株)東京研究所東京都神経科学総合研究所・神経生化学研究部門，

3福岡大学薬学部・応用薬理学教室)

レチノイン酸による神経細胞分化誘導とGD3合成酵素遺伝子の発現

小山内たか(都臨床研，生命情報)

271 lP 1031 

マウス神経芽腫細胞の細胞周期に対するスフィンゴ糖脂質の効果

-….上村敬一，武富保(信州大学医学部・加齢適応研究センター・加齢生化学)
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272 1P 1030 

糖蛋白糖鎖の化学的糖鎖スクリーニング法の自動化と応用
藤本一朗， M. KRISHNA，回中文啓，長束俊治，長谷純宏，池中一裕

(岡崎国立共同研究機構生理学研究所神経情報)

273 1C MS6・1

N23K1N27K (orphan泊 FQ前駆体遺伝子)による神経突起形成作用
.斎藤祐見子 1，3，丸山敬西道隆巨人川島誠一 1

(1都臨床研遺伝情報岡崎国立生理研神経化学カリフォルニア大アーパイン校)

274 1C MS6・2

ギセリン同種間結合活性による毛様体神経節細胞からの神経突起伸展
…平英一，薙野智子，塚本康弘丁云，佐久間貞重三木直正

(大阪大学大学院医学系情報薬理大阪府大獣医病理)

275 1C MS6・3 1029 

PC12D細胞では， NGF による神経突起誘導にMAPキナーゼ活性化は必須でない。

.佐野護.北島哲子(愛知県コロニー研究所)

276 1P 1028 

脱分極刺激により誘導されるPC12細胞の神経突起伸長の過程にはCa依存性のNO合成酵素の活性化が必要
吉田克，中川裕之，宮本茂昭

(九州工業大学情報工学部，生物イじ学システム工学教室)

277 1P 1027 

神経突起由来微小管の安定性:レーザー光による切断と脱重合過程の解析

278 1P 1026 

倉知正，田代英夫，Ij、宮義惑に田代朋子 1
(理研フォトダイナミクス群馬大・医)

タウプロテインキナーゼEとリン酸化タウのラット新生仔脳における局在

….....内田康子，佐藤道夫，大沼純，石黒幸一 (三菱化学生命科学研究所)

279 1P 1025 

変異裂単純ヘルペスウイルスベクターを用いたL1蛋白の機能解析

-…中井陽子， 矢崎貴仁， 植村慶一(慶応義塾大学医学部生理学教室)

280 1P 1024 

Sema D/collapsin-lの肺分校形成抑制作用

281 1P 1023 

.五嶋良郎p 伊藤隆明人宇高直子前国雅子，佐々木幸生，
谷口充洋，北村均九三須良質，藤沢肇Z

(横浜市立大学医学部薬理学教室病理学教室名古屋大学大学院理学研究科)

LANPとadaptinの結合

問問万悟，中山洋，荒木威，磁辺俊明(東京都立大院・理・化)

282 1P 1022 

海馬形成におけるカハール・レチウス細胞とりーリンの役割

283 1P 1021 

・・H ・H ・....・H ・-仲嶋一範 l，御子柴克彦 1，2，宮田卓樹 1.2.3，工藤千加子 1，小川正晴3
(1理化学研究所ライフサイエンス筑波研究センター分子神経生物学研究室，

2東京大学医科学研究所化学研究部高知医科大学第二生理学教室)

Reelerに似た神経症状を示す自然発症ミュータントマウス， yotari 
・・…永田栄一郎 1，米島宏幸Z，松本峰男 2，山田麻紀2，イ中嶋一範丸田中耕太郎 1，
福内靖男 l，御子柴克彦 2，3 (1慶応義塾大学医学部神経内科メ東京大学医科学研究所
佑学研究部想化学研究所ライフサイエンス筑波研究センター分子神経生物学研究室)
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284 lP 1020 

小脳発生過程におけるリーリンの発現制御
…柴玲子，宮田卓樹.{I中嶋一範，高橋聖一，小川正晴，御子柴克彦

(理化学研分子神経生物学研究室)

285 lP 1019 

発育期神経組織のニューレグリンのアイソフォーム

.篠田純，中尾純治，飯塚幸彦，鳥羽陽子，植村慶一(慶慮義塾大学医学部生理)
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287 lC 0・1

中枢神経型ナトリウムポンプ活性の膜電位依存性
原諭吉， 古川哲史 1

(東京医歯大・院医・感染分子制御学難治疾患研・自律生理学)

288 lP 1017 

遺伝子導入細胞を用いた神経細胞型Naポンプ活性調節機構の解析
.井上 ~I員雄，曽我智子，原諭吉 1，中山孝，加藤尚彦

(横浜市立大学医学部第一生化学東京医科歯科大学医学部感染分子制御学)

289 lP 1016 

ラット脳内におけるヒスタミン再取り込み機構の存在について
.棲井映子，棲井栄-1渡遺建彦，谷内一彦

(東北大学大学院・医学系研究科・細胞薬理学分野東北薬科大学第一薬剤学教室)



001 1A 81-1 

Plasticity and brain damage induced 

by ischemic episodes: Mechanisms and 

relavance to neuroprotection 

y， Ben-Ari， INSERM， Paris， France 

Brief ischemic cpisodes induce long term 
changes in synaptic efficacy and a delayed 
neuronal 白 11loss that is reminis∞nt to位協t
which occurs in humans. In this review 1 
shall discuss reccnt development in our 
understanding of the events that occur hours 
-days after the insult and in particular focuss 
on 2 closely relatcd questions i，e， the role of 
N恥1DAreceptors in the postisch巴micevcnts 
and the mcchanisms出atunderlie neuronal 
cellloss. 
1) Anoxic r;官 a刷(between memory 
pro白sses and brain damage. U sing 
hippocampal slices， we discovered a fcw 
years ago that anoxo-isch巴mic episodes 
generate a Lτ'p of glutamatergic synaptic 
transmission that shares several features in 
common with the classical model of memory 
proc国 S巴s.Indeed， after the episode， the 
evoked EPSP was persistently enhan∞d 
because of a long lasting change in白e
synaptic efficacy. Th巴 inductionof this 
Anoxic LTP required -as tetanic LTP -a 
depolarisation， the activation of N~A 
re回ptorsand a risc in inim∞llular CaZ¥ 
however， in contrast to Tetanic LTP， the 
expression of Anoxic LTP was exc1usively 
mediated by NMDA re∞ptors i， e， AMP A 
re∞ptors rncdiated signals were not aff，民t巴d
by血巴 procedure.We suggest that one -or 
rnore -of the sites that modulate NMDA 
rc∞ptors are activated by anoxo-ischernic 
episodes but not by a tetanus. Indeed， we 
report巴d. subsequently that redox agents 
prevented anoxic LTP and other forrns of 
LTPs血atare rncdiated by persistent chang巴s
inN恥1DAre白ptorrnediated signals but not 
tetanic r;τP. When in ful1y oxidized 
configuration， NMDA r田eptors can stiU 
indu∞persistent changes in AMP A re∞ptor 
rnediatcd signals but eannot be persistently 
altered. Thus， it is possible to d巴velopagents 
that prevent the toxic actions of ex田ssive
activations of NMDA r巴ceptors.
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2) Apoptotic cell death in epilcpsy and 
ischernia. Wc have test巴dthe hypothesis that 
part of the neuronal damage that occurs after 
sizures or ischelic insults is duc to 組
apoptotic rnechanisrn. We found出ataftcr 
k拍lateseizures， global (4 vessel oclusions ) 
or local ischernic insults (MCO rnodel)， there 
is a substantial apoptotic∞rnponcnt; this 
W出 identifiedinitially by tunel stains， DNA 
gels and electron rnicroscopic pictures that 
reflected a condensation of the chrornatin. 
More 回目ntly，we tcsted the hypothesis that 
∞l1d巴athis due to 印刷ernptto reenter to 
cell cycle division thus inducing a 
progran1IDed cell death prograrn. We found 
也atthe rnRNA coding for the Cyclin D1 was 
activated in the vulnerable regions -CA3 
after seizur凶 andCA1 after global ischernic 
episodes pyramidal neurons. 百leprotein 
was also labclled with specific antibodies in 
neurons (but a180 in gliヰ官leseobservations 
are ∞rnpatible with ・・.although they 紅enot 
cornpelling -the hypothesis that indeed a 
progran1IDed cel1 death is activated in these 
pathological conditions. 
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002 1A 81-2 

脳虚血 invivoモデルの特性と問題点
町村晃、中山比登志、成田考而

(帝京大学医学部脳神経外科学教室)

脳虚血は虚血範囲からは全脳虚血と局所脳虚血

に、血流低下の程度からは完全虚血と不完全虚

血とに分けられる占全脳虚血は臨床の心停止や

窒息のモデルで、脳血流は均ーに低下し虚血・

低酸素に脆弱な神経細胞が主に傷害される選択

的神経細胞死のモデルであり、血管壁の傷害は

軽微で強い脳浮腫は起こらない。最近ラットの

筒使な心停止モデルも開発されているが全身的

影響が強〈蘇生困難な場合も多い。そとで臨床

病態とはやや異なるが主に内頚動脈領域のみを

虚血にするラット 4血管関塞モデルや砂ネズミ
両側総頚動脈閉塞モデルなどの前脳虚血モデJレ

が開発された。これらのモデルでは脳幹への血

流がある程度保たれているので呼吸管理の必要

がなく綜生が容易である o

一方、局所脳虚血モテリレは脳梗塞のモデルで閉

塞血管の潅流領域が虚血となり中心部は組織壊

事Eとなるが、周辺部では血流がある程度保たれ
選択的に神経細胞が傷害される (penumbra領

域)。血管壁も傷害され強い浮騒が生じ、血流

再開に伴い急速に浮腫が進行し破綻出血が起こ

る場合もある。局所脳虚血モデルとしてはネコ・

サルの中大脳動脈(MCA)閉寒モデJレが一般的で

あったが、ラットのモデルが開発され多用され

最近l土マウスも使われる。頭蓋底部に小孔を開

けMCAを閉塞する方法又は頚部頚動脈から

nylonthreadを挿入し閉塞する方法が行われる。

同じMCA閉塞であっても thre ad m od el は梗塞

巣が大きく死亡率が高いので再開通が必須で、

虚血後の体温上昇、内頚動脈を経由するので内

頚動脈の分校である後大脳動脈領域(海馬など)

も直接の影響を受ける等の差がある。

虚血性神経細胞死は血圧・血液ガス (p02， 

pC02， pH)・血糖等の生理学的パラメターの変

動の影響が大きく、数度の体混(脳温)変化に

も影響を受けるので、 in vivoモデルでは、これ

らのモニタリングが重要である。また、動物の

性・週令・生産業者による違いも見られる。

003 lA 81・3

脳虚血モデルにおける transgenicmiceの有

用性-nitricoxide ~ apoptosisの観点からー

原英彰，Michael A. Moskowitz 

(鐙紡・薬品開発第一研究所，ハーバード大学医学部

マサチューセッツ総合病院神経内科)

遺伝子工学の発達によって動物疾患モデルの開発

が進み、実験動物並びに諸種のヒトの疾愚の病態の

解明が進んできた。 Neuronalnitric oxide synthase 

(nNOS)、endothelialNOS (eNOS)およびinterle比in(IL) 

I-s converting enzyme (ICE) transgenic miceを用いて、

虚血障害による病態の機序解明を試みた。

NOSによって合成される nitricoxide (NO)は多く

の生理作用と関連があり、また広範に分布している

molecular messengぼである。これまでに NOS阻害薬

は中大脳動脈閉塞によって生じる虚血障害を軽減あ

るいは増悪させるとする相反した結果が報告されて

いた。 nNOSmutant miceは虚血後の複寒巣を減少さ

せるが、 eNOSmutant mlceは場悪させることから、

nNOSは虚血を悪化させる方向に、 eNOSは保護する

方向に働くことが明らかになった。このように、

transgenic miceは、上記のような相反しているデータ

を説明するのに有用である o

ICEファミリーcaspaseは、ヒトにおいて線虫の遺

伝子 ced・3と相同である。 ApoptOS1Sは発達過程、神

経学的な疾患あるいは虚血のような急性細胞障害に

よって晴乳類の細胞に起こる。 Transgenicmiceは、

wild-type littemlates (con甘口1)と比較して虚血によって

生じる梗塞巣、神経症状、 IL-Isの糟加及び DNA

合a伊nentabonを有意に抑制した。とれらの成績は ICE

の発現の down-regulationは脳虚血後の有益な治療に

つながることを示唆している。

結論として、 transgenicmice は単一の遺伝子の役割

を評価するのに有益な方法である。しかし、遺伝子

が制御されたことによる代償機構及び wild-type

controlとの比較において、解釈を誤る可能性がある

ので、実験データの解釈には注意が必要である。



004 1A 81・4

脳虚血による細胞死と応答現象

松本局泰1，2、北川一夫人:w: 正二l、柳原武彦2

(大阪大学医学部第一内科1、神経内科2)

虚血は中枢神経系が遭遇する最もポピュラーな

複合ストレス(低酸素ストレス、低クソレコースス

トレス、ラジカルストレスなど〕であり、その重

症皮に応じて泊lslediateearJy genes (IEGs)の発現を

含む様々な細胞応答現象が発現することが明らか

となってきている。なかでも虚血に段も脆弱とさ

れる神経細胞において虚血により誘導される虚血

耐性現象の発現やアポトーシス様の神経細胞死で

ある遅発性神経細胞死は、虚血による正と負の神

経細胞応答を象徴する事象として注目される。ま

た、鹿血は神経細胞以外の各種グリア細胞などの

中継神経系の実質細胞のみならず、血管内皮細胞

を含む微小循環系細胞にも様々な応答現象を招来

することが判明している。演者らはこれまでに虚

血や虚血再海流により招来される細胞応答現象の

分子メカニズムやその病態生理的意義を究明する

べく、砂ネズミの一過性脳虚血モデル、特定遺伝

子のノックアウトマウスや細胞培養系での虚血モ

デルを含む各種の虚血病態モデルを用いた研究を
実施してきた。

本シンポジウムでは、まず始めにこれらの虚血

病態モデルを用いた研究に欠かせない基本的事項

を整理するとともに、虚血・再海流ストレスによ

り誘導されるストレス蛋白やサイトカインの発現、

アポトーシス様神経細胞死に関わると想定される

アポトーシス抑制または実行系遺伝子発現の変化

やその他の細胞内情報伝達系(チロシンキナーゼ

系など)の動態、さらには遅発性血液脳関門解除

現象 (delay臥IBBB op巴ning)などの微小循環系の

応答現象などに関する研掛吉果を紹介する。虚血・

再潅流により誘導される虚血耐性現象や神経細胞

死を含むこれらの各種の細胞応答現象の理解は、

臨床的に脳虚血病態のコントロール戦術を考える

上で‘有用であるのみならず、活発な酸素代謝を行

つ臓器での生理的条件下における微小環境変化に

よるストレスへの細胞問クロストークを含む細胞

応答現象を考察する上で、も欠かせないものと思わ
れる。
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005 1A 81・5

グノレタミン酸とそのアナログによる神経

細胞死

篠崎温彦

(財・東京都臨床医学総合研究所薬理研究部門)

興奮性アミノ酸による神経細胞死は比血性三

ユーロン死とかなりの共通点があることが知ら

れている。他のグノレタミン酸受容体サブタイプ

に比べて、カイニン酸型受容体の役割について

は依然として不明な点が多い。カイニン酸型受

容体アゴ、ニストによる神経細胞死を、グ、/レタミ

ン酸によるものと比較検討した。

カイニン酸を皮下投与すると、顕著な痕主義の

後、特に辺縁系の神経細胞に特異的な変性を起

こす。ほとんどのラットで肺からの出血を認め

た。脳室内投与によってもほぼ同様の結果を得

るが、代謝調節型グノレタミン酸受容体GroupII

のアゴニストを長時間適用することにより痘筆

も神経細胞死もかなりの程度抑制された。アク

ロメリン酸は、カイニン酸の化学構造を包含し、

カイニン酸と同様の神経細胞死を起こすものと

予想されたが、事実はカイニン酸とは全く異な

り、後肢対麻療を誘発し、脊髄下部に限局した

抑制性介在ニューロンの特異的破擦が認められ

た。辺縁系にはさしたる変化を認めなかった。

グルタミン酸を仔ラットに大量連続投与する

と、脊髄運動ニューロンの喪失を伴う神経変性

疾患が生じた。発症率は4%程度である。後肢

対麻療がクソレタミン酸連日投与5・7日日後に発

症し、腹部から後肢にかけての体表面の痛覚が

ほとんど消失していた。発症ラットの腰髄後根

はほぼ正常であるのに、前根が対照に比べて著

しく細くなっており、大型の前角細胞を中心と

した神経細拍の脱落と、それに伴うグリオーシ

スが認められた。また、脊髄下部では、ほぼ全

域にわたって運動神経細胞が死滅したにもかか

わらず、脊髄上部では変性の程度は減弱した。

脊髄下部の残存している脊髄前角細胞の大半に

ニッスノレ物質の崩壊(クロマトライシス)が認め

られ、前角内の髄鞘の密度は疎になっていた。

グルタミン酸単回投与数時間後には脊髄下部に

限局した出血斑が認められ、これが上記変性の

原因のーっと考えられた。神経細胞上のグルタ

ミン酸受容体の働きに加え、この出血が生ずる

機序について考察を加える。
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006 1A 81・6

虚血動物モデルにおける低脳温の脳保護作用

柳瀬尚人，片岡喜由

(愛媛大学医学部第一生理)

脳低温法は， 少なくとも動物実験(一過性前脳虚血

モデル)においては， 虚血ニューロンの蘇生には最も

効果的であることが確実である。虚血後に開始する脳

低温法のニューロン蘇生効果を決定するのは，虚血侵

襲の程度，低温の開始時期，持続時間，低混の程度の

4因子である。そこで，我々は，スナネズミ一過性前

脳虚血モデルを用い，虚血後の脳低温法のニューロン

蘇生効果について詳細に分析した。

虚血処置として， 1%ハロセン維持麻酔下で，脳温
および直湯温を 37~37.50Cに維持し 5分間の両側総

額動脈の血流遮断を行った。脳温測定は，線条体内に

刺入間定したトランスミッターによるテレメトリーシ

ステムを用いた。低温処置は，体表面への水散布と環

境温度の自動制御により，目的の脳温を維持した。復

温は特別な加温処置は行わず，自然回復させた。虚血

負荷 30日後に，残存する海馬 CAl錐体細胞数を計測

し，脳蘇生効果を評価した。

虚血再港流1時間後よか 32"Cの低脳温処置を開始

し 12時間後まで持続すると，有意なニューロン蘇

生効果が観療され始め 24時間後まで延長すると顕

著なニューロン蘇生効果が認められた。低温処置開始

時期を次第に送らせ，虚血再潜流 24時間後まで同様

の低脳温処置を施すと， 6時間後からの低脳混処置の
開始では，もはやニューロン蘇生効果が観察されなか

った。しかし，虚血再濯流6時間後から低脳温処置を

開始しでも，その持続時間を m時間， 48時間と更に
延長させると，明らかに残存ニューロン数が増加した。

低温の程度としては，わずか 1~20Cの低温処置でも

約 30%のニューロンが生存し， 35"C以下では顕著なニ

ューロン蘇生効果が観察された。

虚血ニューロン死の過程には，グリア細胞や血管内

皮細胞などニューロン周辺の諸要因が多面的・複雑な

機構として絡み合っていることが想定され，低温の蘇

生効果は，これらの諸要因に広く非特異的に作用する

と考えられている。スナネズミ一過性前脳虚血モデル

では，可逆的な細胞内事象が少なくとも虚血再潜流5

時間後まで続いている可能性が示唆された。

007 lA 81-7 

脳塞栓症超急性期の軽微低体温療法

清水隆雄、成宮博章、角田豆，柳本昌子，衣川

秀一(国立循環器病センター内科脳血管部門)

軽微低体温の目白保護作用は実験的に証明されて

いるのみならず、近年では重症頭部外傷の治療に臨

床応用されている。軽微低体温治療の脳虚血に対す

る有効性と作用機転を明らかにする目的で脳塞桧

症急性期における検討を行った。

急性期に入院し意識障害と片麻療のある主幹動

脈の心原性脳塞栓症8例(年齢16明69歳)を対象と
した。超急性期群(症例1・6)では発症6時間以内、

急性期群(症例7，8)では発症24，43時間後に低体

温治療(脳温33'C)を開始し、それぞれ3・5日間、
7・10日間持続の後に復温した。 CT検査を反復施行
して脳保護作用、血液・脳関門保護作用を検討し、

また治療後の転l帰を検討した。

超急性期群6OiJでは治療開始前、 CT上明らかな
異常所見は見られなかった。治療開始後、 l例では

広範囲な低吸収域が出現したが、他の5例では小な

いし中範囲の低吸収域が出現したのみであった。明

らかな脳浮腫像(圧迫所見)を認めた例は皆無であ

った。復温後もCT所見は悪化せず、全例が良好な
経過をたど、って杖歩行または独歩にて退院した。急

性期群2例では治療開始前にCT上広範囲な低吸収
域と著明な脳浮腫像(正中偏佼)が見られた。治療

開始後、症例7は急速な脳浮腫消徳を示し、復温後

も良好な経過を示して杖歩行で退院した。症例8に

おいても脳浮腫の進行停止が見られたが、治療開始

10日目に敗血症を合併したため治療を中止したと
ころ脳浮腫が増悪した。同例は合併症のため発症2

カ月後に死亡した。

全例に共通して認められたCT所見の特徴は(1)造
影CT上、虚血巣が造影されないこと、 (2)出血性変
化が殆ど認められないこと、 (3)脳浮腫抑制効果が強

いととであった。軽微低体温療法は超急性期に開始

した場合、神経細胞、血液・脳関門の両者を保護し

て、強力な治療効果を発揮すると思われる。超急性

期を過ぎても比較的早期に開始した場合、血液・脳

関門保護により強力な脳浮麗抑制効果が得られる

可能性は強い。しかし開始時期の大きな遅れは保護

作用減弱と感染等合併症の危険性指大を招くと思

われる。
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神経細胞におけるアラキドン酸とホスホ
リパ}ゼA2の役割

片岡洋祐1、森井博史L 2 

c大阪バイオサイエンス研究所・神経科学部門、
2科学技術振興事業団・サプフェムトモルバイオ認

識プロジェクト)

ホスホリバーゼA2の活性化による膜脂質から

のアラキドン酸遊離は、プロスタグランジン合成

経路の初段階として知られている。プロスタグラ

ンジン同様、アラキドン酸が神経系において様々

な作用をもっていることは古くから示唆されてき

た。例えば、種々のチャンネル活性の促進または

抑制、 NMDA型グルタミン酸レセプター活性の

促進、グルタミン酸やドーパミンの放出促進やそ

の再取り込みの促進または抑制、プロテインキナ

ーゼC活性の促進、さらには高頻度刺激後のシナ
プス後電流の長期増強または長期抑圧現象の誘発

促進等である。しかし、これらの報告のほとんど

が外から投与したアラキドン酸の作用を観察した

ものであり、実際の中枢神経活動において、どう

いった生理条件下でアラキドン酸が遊離され、そ

れがどのような役割を演じているのかは多くが謎

に包まれたままである。

今回、中枢神経系でのホスホリバーゼA2の免

疫組織化学的検索から、この酵素が神経細胞やグ

リア細胞に広く分布し、中枢神経系のいたるとこ

ろでアラキドン酸が合成されうることが判明した。

さらに生化学的及び電気生理学的手法により明ら

かとなった、アラキドン酸による興奮性アミノ酸.

取り込み機構の制御についての最新の知見を報告

する。すなわち、グリオーマ細胞株に発現した神

経型興奮性アミノ酸取り込み機構を細胞外のアラ

キドン酸が阻害する一方、細胞内に遊離したアラ

キドン酸はプロテインキナ}ゼCの活J性化を介し

て逆に促進した。また、最近発見された小脳プル

キンエ細胞における後シナプス性興奮性アミノ酸

取り込み機構は、神経活動に依存したホスホリバ

ーゼA2の活性化とそれによる内因性のアラキド

ン酸遊離により促進され、細胞外から投与された

外因性のアラキドン酸によっても同様に促進され

た。プルキンエ細胞でのホスホリバーゼA2の活

性化は膜の脱分極に伴う細胞内カルシウム濃度の

上昇によること、さらにこのとき放出されたアラ

キドン酸による興奮性アミノ酸取り込み機構の促

進はその後長時間にわたって持続することもあわ

せて報告する。これらの事実は中枢神経系におい

てホスホリバーゼA2及びアラキドン酸が情報伝
達因子として神経活動の制御に深く関わっている

ことを示唆しているo

145 

009 1A 82・2

シクロオキシゲナーゼー 2:発熱のブラッ
クボックスを中心として

松村潔¥菅春i食ヘ中館和彦"
(，科学技術振興事業団サブフェモトモルバイオ認識

プロジェクト、"大阪バイオサイエンス研究所第3

部門)

プロスタグランジン~(pGE2)は発熱の脳内メデイ

エ}ターである。発熱時にPG~が脳のどこで産生き

れ、どこに作用するかを明らかにすることは、免疫

系から神経系への情報伝達機Mを明らかにする上で

重要である。我々はPG~生合成の律速段階となって

いる酵素、シクロオキシゲナーゼ2(COX-2)に注目

して研究を行い、以下の結果を得た。

(1)ラットにおいて細菌内毒素(LPS)腹腔内投与に

よる発熱はCOX-2阻筈却でほぼ完全に抑制された。

( 2) In situ hybridization法により脳内COX-2mRNA

の局在を検討した結果、非処置群および対照群(生

理食塩水腹腔内投与)では終脳神経細胞の一部に

COX-2mRNAが発現していたが、 LPS投与群ではそ

れに加えて脳血管に新たなCOX-2mRNAの誘導が見

られた。(3)脳血管COX-2mRNAはLPS投与後1

時間以内に発現し、 2.5時間から4時間でピ}クに達

し、 7時間後には消失した。この時間経過は発熱の

それと対応していた。(4)脳血管COX-2mRNAは

発熱の結果二次的に誘導されたものではなかった。

(5 )発熱の程度とCOX-2mRNAを発現した脳血管

の数は正の相関を示した。 (6)ウレタン麻酔によ

り神経細胞のCOX-2mRNAレベルを低下させた状態

でも、 LPSにより脳血管COX-2mRNA誘導と発熱が

起こった。(7)LPS以外の発熱物質(サイトカイ

ン類)の腹腔内投与、あるいは発熱物質の脳室内投

与でも脳血管にCOX-2mRNAが誘導され、発熱が起

こった。(8) COX-2mRNAの誘導に対応してCOX-

2資自が脳血管に発現した。 (9)2重免疫組織化
学および免疫電顕法により内皮細胞が脳血管におけ

るCOX-2発現部位であることが明らかになった。

これらの結果は脳血管に誘導されるCOX-2と発熱

の問の密接な関係を示し、脳血管が発熱に関与する

PG~産生部位であることを強〈示唆する。さらに一

般化すると、この結果は免疫系の情報が神経系に作

用する際に、脳血管内皮細胞が河システム問のイン

ターフエ)スとして機能していることを示唆する。
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プロスタグランジンD合成酵素(戸-Tra印)
の遺伝子工学

裏出良博1、江口直美2，3、金問稽秀l、

CarscnT.BeudcImm 1、lAIII.tryY.GerahdJ.enko1、

早石修1 大阪バイオサイエンス研究所・

分子行動生物学、 2科学技術振興事業団・さき

がけ研究21、3京都大学医学部高次脳形態

プロスタグランジン (PG)D2は補乳類の中枢
神経系において産生される主要なPGであり、睡

眠誘発や痛覚反応の修飾などの多彩な中枢作用

を示す。我々は中枢神経系におけるPGD2の生合

成反応を触媒するリポカリン型PGD合成酵素を

ラット脳より精製し、その免疫組織化学的な細

胞局在を調べ、さらにラット・ヒト・マウスの

本酵素cDNAと遺伝子のクローニングを行った。

本酵素は、進化論的に疎水性生理活性物質の輸

送を司る分泌蛋白質で構成される 1)ポカリン遺

伝子ファミリーに属する唯一の酵素蛋白質であ

り、免疫組織化学およぴ泊situhybridizationの結

果、主としてクモ膜と脈絡叢およびオリゴデン

ドログリア細胞において産生されることが証明

された。さらに、クモ膜や脈絡叢において産生

されたPGD合成酵素は、脳脊髄液の主要蛋白質

であるs-T:即eとして分泌されることが判明した。
従って、 PGD合成酵素およびその反応産物であ

るPGDzは脳脊髄液を介して中枢神経系の隅々に

輸送され、液性の神経調節因子として中枢神経

系の機能維持に関与していると考えられる。本

酵素の基質であるPGH2の合成を司るシクロオ

キシゲネースは膜結合蛋白質であり、水溶液中

で容易に分解するPGH2が脳脊髄液に存在する
可能性は低いため、脳脊髄液におけるPGD合成

酵素(s・Trace)の生理機能の詳細は不明である。
しかし、本酵素が他のリポカリン蛋白質と同程

度の親和性(Kd=“80仙のをもってa11-trans-or 

9-cis-retinoic acidを結合することから、脳血管バ

リアー内でのレチノイド輸送蛋白質として機能

している可能性がある。現在、本酵素遺伝子ノッ

クアウトマウスとトランスジ‘ェニックマウスを

用いて、本酵素の機能をPGD2の生合成酵素およ

び脂溶性生理活性物質の輸送蛋白質としての両

面から解析を進めている。
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プロスタノイド受容体の分子生物学とノッ

クアウトマウス

牛首文隆、杉本幸彦・、市川厚¥成宮周(京都大
学医学部薬理学教室、-同・薬学部衛生化学教室)

プロスタノイドはフ.ロスタグランジン(PG)とトロ

ンボキサン(TX)より成る生理活性物質である。これ
らの物質は刺激に応じて産生放出されたのち、標的
細胞表面上の各々に特異的な受容体を介して作用を
発揮する。これらはPGD、PGE、PGF，PGr、TXAに
対する受容体であるDP，EP、FP、IP、TPより成る。
また、 EPにはEP1、EP2、EP3、EP4の4種類のサブ

タイプが存在する。我々は、これら8種類のマウス・
プロスタノイド受容体の一次構造を明らかにし、プ
ロスタノイド受容体がG蛋白質と連関し7回膜貫通
構造を持つロドプシン型受容体に属すること、また
部分的に共通のアミノ酸配列を保存しており受容体
サブファミリーを形成することを解明した。
さらに、プロスタノイド受容体遺伝子の構造を解
析した結果、受容体遺伝子が一般的に3個のエクソ
ンより構成されていることや、その調節領域の構造
を解明した。また、 TPとEP3では3'側に位置する

エクソンのスプライシングの差によってそのカJレボ
キシJレ末端のみ構造を異にする複数のアイソフォー
ムが生成するが、これらが共通のリガンド結合特異
性を有しながらも、異なった情報伝達経路を持つこ
とを明らかにした。
一方、プロスタノイド受容体のリガンド結合領域
を解明するために、 IPとDPのキメラ受容体を用いた
解析を行った。その結果、 rpでは第3膜貫通領域が
PGの5員環を認識し、 DPでは第6、第7膜貫通領
域がPGの日鎖の二重結合を認識することを見出した。
さらに我々は、生体におけるプロスタノイドの生
理的・病態生理的な役割を解明するために受容体欠
損マウスを作成した。 PGF受容体欠損マウスでは、
分娩の欠如を認めた。この原因を詳細に解析し、分
娩は黄体の退縮による子宮でのオキシトシン受容体
の発現を介して誘発されるが、この黄体退縮にFP受
容体が必須なことを解明した。 PGr受容体欠損マウ
スでは、血管内皮障害による血栓形成モデルを用い
た解析により、強い血栓傾向が認められた。この結
果、 PGIが局所の障害に起因する血栓形成において
重要な因子であることを明らかにした。さらに、酢
酸ライジングやカラゲニン浮腫を用いた解析により、
炎症やそれに伴う漆痛においてPGIが重要な役割を
果たすことを解明した。現在、他のプロスタノイド
受容体欠損マウスの解析を行っており、これらの解
析により、プロスタノイドの持つ生体内での役割が
解明されることが期待される。
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新規中枢神経系特異的プロスタサイクリン

受容体とPET研究

渡辺恭良1ム鈴木正昭1.3，渡辺由美子1.2、

尾上浩隆1.2、野依良治4、Bengt

Langstrom 1.5 

l科学技術振興事業団・バイオ認識プロジェ

クト、 2大阪バイオサイエンス研究所・神経

科学、 3岐阜大・工・応用化学、4名大・理・

化学、 5ウプサラ大 'PETセンター

最近、我々は、中枢神経系 (CNS)に特異的に発

現しているプロスタサイクリン(プロスタグランジン

1 2)受容体を見出した (H.Takechiet al.. J. Biol. 

Chem.，271:5901. 1996)。ポジトロンエミッション
トモグラフィー (PET)用分子プローブ開発途上に、

とのCNS裂サプタイプ(IP 2と命名)に特異性の
高い化合物15R-16-(m-tolyl)-17.18，19.20-tetra-

noトisocarbc1.cyclin(15R-TIC) (M. Suzukiet al.， 

Angew. Chem.， 35:334， 1996)が得られた。この
15R-TICとその光学異性体15S-TICを3H標識し、

オートラジオグラフィーにより脳内局在を検討した結

果、 1 P 2は、大脳皮質、ことに、帯状回・梨状菜、

海馬の歯状回・ CA1・CA3領域、線条体、外側中

隔核、視床の脳室周囲諸核・正中核・内仮.IJfi奈状体・外

伝.1)膝状体、背側鍋牛核に高く、末梢型の 1P 1の局在

する延髄孤束核や三叉神経脊髄路核には [3H]15R-

TICは殆ど結合しがh。また、スキャッチヤードプロ
ット解析の結果、 [3HJl5R-TICに対しては、高裁

和性成分 (Kd<1 hM)と中親和性成分 (Kd、約

30 nM)の2成分が存在するが、 [3HJ15S-TICで

は、中親和性成分のみしか見いだせなかった。この I

P2の細胞局在を線条体の細胞種特異的破壊実験にて

検討したところ、線条体内の神経細胞に局在するとと

が示唆された。一方、海馬スライスを用いたCAl領
域の電気生理実験から、 1 P 2に比較的親和性の高い

化合物が、興奮性後シナプス霞{立を増加させる ζとを

発見し、 ζの 1P 2が何らかの機能的役割を果たして

いることがわかったa との15R-TICのllC傑識にも成

功し、正常アカゲザルを用いてPET研究を行った。

標識リガンドのカルボキシ末端のメチルエステルが良

く目前に到達し、集積図像では、ラットで得られたイン

ピトロオートラジオグラフィーの結果同様、視床に高

い取り込みが見られた。 PETでの受容体結合として

の特性試験の結果と合わせ報告する。
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痛みとプロスタグランジン:アロデイニア

の発症機構

伊藤誠二(関西医科大学医化学教室)、

南敏明(大阪医科大学麻酔科学教室)

炎症や神経因性柊痛に伴う過敏状態として侵害性

刺激に対する感受性の充進による痛覚過敏反応と非

侵害性削!覚刺激の痛覚への感覚様式の変化として特

徴づけられるアロデイニアがあり、その発症機構が

注目されているO 最近、その発症機構として末梢組

織からの入力インパルスの増大と共に、脊髄におけ

る反応性の充進が主重要であると考えられている。

非ステロイド性消炎鎮痛剤の作用がプロスタグラ

ンジン (PG)の合成阻害であることから、炎症部位

での痛みに対するPGの関与がよく知られている o

H;キは、マウス髄佐内に投与したPGの痛覚に及ぼ
す彩響を詳細に検討して、 PGが末梢組織だけでな

く、中枢神経系においても痛覚伝達に重要な役割を

示すことを明らかにした。 PGD2とPGE2が侵害性熱

刺激に対して痛覚過敏反応、 PGE2とPGF2αが非侵

害性触覚刺激に対してアロデイニアを誘発すること

をみいだした。これらPGによるアロデイニアはグ

ルタミン酸一一酸化窒素系が伝達物質として介在す

ることを示した。

長近、我今がウシ脳より単離した17偶のアミノ
限からなる新規オピオイドペプチド・ノシセプチン

は脊髄後角の第I、E層に多く存在し、髄腔内投与に

より痛覚過敏反応、とアロデイニアを誘発することを

明らかにしたのノシセプチンによる痛覚過敏反応と

アロデイニアはグリシンを同時投与することにより

抑制された。以上の結果、アロデイニアの発症機構

には、グルタミン酸を介する興奮性の允進とグリシ

ンの興奮抑制作用の脱抑制の少なくとも 2つの機構

が存在することが示唆された。

PGD2はマウスをはじめ多くの動物穫の脳で最も

多く産生されるPGとしてよく知られている。 PGD2

をPGE2あるいはノシセプチンと同時投与すると、

いずれのアロデイニアの誘発も抑制した。一方、髄

腔内投与したPGD2受容体桔抗薬はそれ自体でアロ

デイニアを誘発し、 PGD2を同時投与するとアロデイ

ニアの誘発が抑制された。生理的条件下では触覚刺

激は痛みとして感じられないことから、以上の結果

は、脊髄レベルにおいてPGD2がアロデイニアの発

椛に重要な役割をする可能性を示唆している。
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New perspectives on the physiology and 

function of glial cells 

Bruce R. Ransom 
Professor and Chair， Dept of Neurology， 
Washington University 

Glial田l1soccupy half the volume of the brain 
and outnumber neurons 10 to 1. Although glia 
白nbe studi巴dindependently from n巴urons，and 
vic巴versa，血isreductionist approach will not 
rcvea1 how the brain works. To understand 
this， information is needcd about how glia and 
ncurons interact with one another across th巴ir
common extracellular spa∞(ECS). Ions， 
m巴tabolitcs and other moleculcs， including 
neurotransmitt巴民間nmediat巴th，凶eintcractions. 
Because the ECS is vcry small， neuronal aωct耐i卸ivi吋i均勿
白u凶s岱 increases in 巴位X仕ac∞巴llu凶rla紅r K+ 
C∞con切叩n悶l
function and le巴a詞dtωo n郎l(児t巴~u町1江lro叩nal d 但翻nage，if 
unregulated. Glia， especially astrocytes， help 
r巴gulate[K+]o by net a∞umulation of this ion， 
which is then rc1cased as [K+]o d加inishes.A 
special isoform of白巴 Na+ pump which is 
activatcd by small incr巴as回 in[K+]o' helps 
asむ0句協 take-upK¥ The increase泊 [K+]。
also acts as an ionic 'signal'. lt depo凶izes
astrocytcs， causing an influx of NaHC03 
becausc of enhanced Na+/HC03"∞紅ansport.
In a fccdback-like manner， this lcads to 
extracellular acidification that 回且 reduce 
neuronal excitability. Astrocytes and neurons 
can interact metabolica11y. As位ocytωhave
V巴ryactive anaerobic metabolism and export 
larg巴 amouritsof lactat巴totheECS. 百1is
lactate can be t北enup by n巴uronsand used as 
叩 effectiveenergy substrate; in fact， some 
neurons may prefer glial lactate for energy 
production. When glucos巴isin short supply， 
as仕0句tescan breakdown their glycogen stores 
(n巴urons∞n組innO gly∞gen) and∞ntinue to 
provide lactate to neurons via the ECS. New 
knowledge about glial ∞Us and how 也巴y
interact with neurons is enhancing our 
understanding of 出e pathophysiology of 
diseas巴ssuch as epilepsy and stroke. 
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ミクログリア活性化の分子機構

今井嘉紀、大津圭子、金津裕子、高坂新一

(国立精神・神経センター神経研究所

代謝研究部)

ミクログリアは中枢神経系のグリアの一種であ

るが、その生理的役割は明らかではなかった。近

年、活性化されたミクログリアがさまざまな因子

を分泌することにより神経保護作用を示すことが

明らかにされた。一方、アルツハイマ」病、クロ

イツフェルト・ヤコブ病などの病態時には細胞障

害性を示すという報告もあり、ミクログリア活性

化の分子機構の解明が望まれている。

我々は、最近、ミクログリアにのみ特異的に発

現しており、細胞の活性化と何らかのかかわりあ

いがあると考えられる、新規のカルシウム結合た

んぱく質遺伝子ibaJ(ionized calcium binding adapter 

molecule 1)を単離した。コードされるIbalたんぱ

く質は分子量約17，000で二つのEFハンド構造を有

しているが、 EFハンド以外の部分はカルモジュリ

ン等既知のカルシウム結合たんぱく質とは棺向性

はなかった。また、 Ibalたんぱく質が実際にカル

シウム結合能をもつこと、細胞内でセリン残基が

リン酸化されていることが明らかとなった。

一方、ラット片側顔面神経切断の系を用い、免

疫組織化学的にIbalの発現変動について解析を進

めた。切断三日後では、切断側の顔面神経核周囲

に存在する活性化ミクログリアに一致して、強い

Ibalのシグナルを得た。このシグナルは切断一週

間百で頂点に達し、一月日までにゆるやかに減少

した。以上の結果はIbalたんぱく質がミクログリ

アの活性化、あるいは細胞の機龍調節に侭らかの

役割を担っていることを示唆している。



016 2A 83-3 

ミクログリアと神経細胞障害

中村洋一，司秋生，柳瀬尚人，片岡喜由

(愛媛大学医学部第一生理学教室)

アルツハイマー病や虚血性神経細胞障害におい

て，ミクログリアの活性化が神経細胞障害の結果で

はなくその原因となっている可能性がある。いかな

る機構でミクログリアの活性化がおこるのかを明

らかにする自的で，培養ミクログリアを用いてその

活性化程度を変化させる血清因子を検索したロ

PMA刺激による O2-，産生は正常ラット血清によ

り濃度依存的に増強され， 0.1%の低濃度でほぼ最

大増強がみられた。血清の他1;:数種類の蛋白質を試

した中で，ウシ及びヒト血清アルブミンに同様な効

果があった。また血紫由来や精製度の異なるアルブ

ミンを試したがどれも同程度の効果を持っていた。

市販最高純度のアルブミンを用いて濃度依存伎を

測定すると約 50μg/mlの濃度で最大増強が見ら

れ，この増強効果がアルブミンそれ自身の作用であ

ることが示唆される。

NO産生もラット血清の存在下で大幅に増強さ

れ， 0.1%血清により LPSに対するECsoが300か

ら1ng/mlに低下した。同様にTNFα産生もラッ

ト血清の存在下で大幅に培強された。とれら 2つの

増強作用は血清をトリプシン処理や熱処理するこ

とにより容易に消失し，アルブミンにはこれらの増

強作用はなかった。

TNF<αは神経細胞死を導くサイトカインであり，

O2ーはNOと反応し過酸化亙硝酸という細胞毒性の

より強い化合物に変化することが知られている。本

研究の結果は，中枢神経障害の過程で血液脳関門か

ら漏出する血清成分のうち，アルブミンはミクログ

リアのO2-，産生を増強し，アルブミン以外のある成

分はNO/TNFα の産生を増強するととにより神経

細胞障害を培慈している可能性を示唆する。
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017 2A 83-4 

ミクログリアの脳に対する高親和性と脳特
異的遺伝子導入への応用
津田誠

(藤田保健衛生大学総医研病態生化学、

料学技術振興事業団さきがけ研究21)

ミクログリアはマクロファージ様の性質を持つ中

枢神経系細胞で、炎症反応やウイルス感染において

丸疫担当細胞として働いたり変性した細胞を取り除

く食食細舵として働くほか、脳内サイトカインネッ

トワークの中心的な細胞である。また最近では学習

や記憶といった高次の脳機能の発現にも不可欠であ

るととが示され、脳に特異的な役割を持った特殊化

した細胞であると考えられている。現在までのとと

ろミクログリアの起源は周産期に脳内に侵入した単

球が特殊化して分化すると考えられている。しかし

巌近我々は脳に対する親和性や浸潤できるか否かに

ついてマクロファージとミクログリアが決定的に異

なるととを示した。さらに両者を識別する方法で染

色してその分布を調べたところ、ミクログリアが発

生の早い段階から脳内に存在するととを示した。し

たがってミクログリアの脳に対する高親和性は単に

分化生育する環境が異なることによる性質の違いで

はなく、細胞起源そのものが異なる可能性を示して
いると考えられる。

さらに精製ミクログリアからウイルス遺伝子など

を使わずに不死化細胞株を単離することに成功した

ので、培養下で外来遺伝子を導入し、これを末梢血

管投与して脳に目的遺伝子を発現させることができ

るようになった。
現在までのととろ、細胞を脳循環動脈に注入して

も末梢静脈(尾静脈)経由でも脳に締胞移入でき、

さらにexouteroでの胎児脳への細胞導入が可能であ
ることがわかった。

この方法は脳の構築や機能発現のメカニズムの解

明において非常に有力な手段となりうる。それは正

常で脳に存在する細胞を坦体に用いるとと、との細

胞は脳以外の臓器にあまり親和性をもたないこと、

継代培養ができるため遺伝子導入したクローンが分

離できること、血管内注入により脳にターゲッティ

ングできることなどの多くの利点をもち、また、ト

ランスジェニック動物作成の手法と異なり、目白特異

的にしかも個体形成後または正常発生の途中から遺

伝子を導入してその作用を調べることができるた

め、トランスジェニック動物で問題となる発生当初

からの遺伝子発現による補償や致死作用がなく、こ

れまで解析が困難であった遺伝子の作用の解析にも

有用であると考えられる。さらに、疾患遺伝子を補

償するような遺伝子操作を加えた株化ミクログリア

を血管内に注入するととによって脳をターゲットし

た遺伝子治療にも応用できると考えられる。
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018 2A 83-5 

細目包周期とシグナル伝達によるグリア細胞

骨格のリン酸化

稲垣直之、稲垣昌樹

(愛知県がんセンター研究所・生化学部)

細胞は細胞分裂に際して、また外界からの刺激に

反応してその細胞骨格や形態をダイナミックに変化

させる。細胞骨格を形成する主要成分としてアクチ

ンフィラメント、微小管、そして中間径フィラメン

トがあり、グリア紙胞の中間径フィラメントはピメ

ンチンとグリア線維酸性蛋白質 (GFAP)から構

成される。

我々は、試験管内の実験で、ピメンチンと GFA

Pが様々なリン酸化酵素によりリン酸化を受けると、

電子顕微鏡レベルでフィラメント構造の変化が起こ

ることを示した。さらに、ピメンチンと GFAPの

各種リン酸化酵素によるリン酸化部位を同定し、各

部位のリン酸化を認識するモノクロ}ナル抗体群を

作製した。そしてこれらの抗体群を用いて、細胞内

において多彩なリン酸化酵素によってピメンチンや

GFAPのリン酸化か泡こることが明らかとなった。

細胞分裂前期において、グリア細胞質全域のピメ

ンチンSer55治初c2キナーゼによってリン酸化された。

またこのリン酸化を認識するモノクローナル抗体を

もちいて、発生期脳における分裂グリア紹胞の分布

が明らかとなった。細胞分裂後期においてグリア

細胞の分裂溝 (Cleavage釦η'Ow) に限局してGFA

Pの四7、Ser13とSer34が未知のリン酸化酵素によっ

てリン酸化された。この酵素の同定を行った結果

陪10・キナーゼである可能性が示唆された。

グリア細胞表面のプロスタグランジン受容体刺激

で発生したカルシウムシグナルにより、カルシウム

/カルモデユリン依存性 (c必1) キナーゼEが活性

化されピメンチンSer82がリン酸化された。またカ

ルシウムシグナルとピメンチンリン酸化の細胞内分

布は、細胞外刺激の強さや方向によってダイナミツ

クに変化した。

このようなデータからグリア細胞の中間径フィラ

メントは、細胞周期やシグナル伝達に伴いさまざま

なリン酸化酵素により時間的・空間的にダイナミツ

クなリン酸化をうけ、巧妙にその細胞内構築が制御

されていると考えられる。

019 2A 83・6

グリア細胞の発生・分化機構

馬場広子、池中一裕

(岡崎国立共同研究機構生理学研究所神経情報部門)

アストロサイトは中枢神経系の主要なグリア細胞

として様々な働きを担っている。これらの中には1)

胎生期踏において神経細胞の移動をガイドする、 2)

グリコ}グンを貯留し、脳内エネルギー代謝に関わ

る、 3)シナプス近傍に存在し、トランスミッター

の取り込みやシナプス伝達効率の調節に関与する血

液脳関門を形成する、などの多種多様な機能が知ら

れている。これらの多様性を持つアストロサイトが

同一起源の細胞であるのか否かは明らかではない。

我々は各々の異なった機能と関連した各種マーカー

を用いて、アストロサイトの細胞系譜を明らかにす

ることを試みている。1LI匂lUDP-l!alや用いた細胞

旦Z三s:::o我々 は門司UDP-galが放射状グリアを含む
一部のアストロサイトに取り込まれ、細胞内でグリ

コーグンとして蓄積されることを見出し、グリコー

ゲン貯蔵能を持つアストロサイトの系譜の良い指標

となることを見出した。 21脳特異的グリコーゲン
合成酵素 (GS)の発現。 GSは分化の早い時期から

アストロサイトに発現することを明らかにした。J2.

グルタミン酸トランスポーターのー穏である

GLASTの発現。 GLASTは胎生期における大脳アス

トロサイトおよび生後小脳にみられるパーグマング

リアに特異的に存在し、グルタミン酸のアップテイ

ク能を持つアストロサイトの検出が可能である。位

GFAPプロモーターの活性化。 GFAP蟹白質は成熟

したアストロサイトのマーカーとしてよく用いられ

る。我々はレポーターとしてLacZを用いたGFAPプ

ロモーターの活性化の検討から、 GFAPプロモ}タ

ーの活性化を指標とすることで免疫染色に比較して

アストロサイト系譜の細胞を数日間早く同定するこ

とが可能なことを明らかにした。これらのいろいろ

な機能を反映した早いマーカーを組み合わせること

によって、アストロサイトにおける多様な機能分化

が各々異なる細胞の系譜を反映しているのか、ある

いは同じ起源を持つアストロサイトが周囲の環境の

違いによって各々異なる機能を獲得するのかを検討

しているので報告する。



020 2B 84聞1

神経細胞の分化を制御するNotch情報
伝達系とその構成因子Deltex
松野健治1，2、伊藤美紀子2、岸憲幸1、松野康子3、

Spyros Artavanls-Tsakonas 3、岡野栄之1、2

(1、大阪大学医学部神経機能解剖学 2、科学技術

振興事業団、 CREST/JST 3、Department

of Cell Biology and Blology， HHMI， Yal巴

Unlverslty) 

Notchレセプターを介する情報伝達系 (Notch情

報伝達系)は、細胞間相互作用による細胞運命の決定

に関与している。Notchレセプターとそのリガンドは

ともに単一の細胞膜貫通ドメインを有する膜タンパ

ク質であり、情報伝達には細胞間の接触が必須である

と考えられている。Notch情報伝達系を構成する因子

は動物界で広く保存されておりょNotch情報伝達系の

神経細胞分化調節への関与が、無脊椎動物からE甫乳類

まで広く認められる。

ショウジョウパエdeltex遺伝子はNotch情報伝達

系を正に制御しており、その遺伝子産物は、 Notch

レセプター細胞質ドメインのAnkyrln様リピートに

結合する。 deltex遺伝子の機能喪失突然変異では、過

剰な外部感覚器の形成、単眼の喪失が起とるロ Deltex

タンパク質をショウジョウパエの麹で異所性発現す

ると、麹のパターン形成に異常が起こり、外部感覚器

が異所的に形成された。これらの結果は、 deltex遺伝

子が、麹のパターン形成を介して外部感覚器の配置を

制御しているととを示唆している。

Notch情報伝達系はきわめて多面的機能を持ち、

Notch情報伝達系構成因子のほとんどは、神経細胞と

非神経細胞の区別なく機能しているらしい。 Notch

情報伝達系の未知の構成因子を同定するために、ショ

ウジョウパエ麹のdeltex遺伝子の表現型を指標に、

遺伝的modlfl巴rスクリーンを行った。得られた

modlfl巴r遺伝子の一つは、感覚器母細胞で発現して

おり、神経細胞分化との関係が示唆された。
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021 2B 84・2

ゼブラフィッシュにおける脳胞発生の制御

~中脳・小脳発生における遺伝子カスケード~

岡本仁¥菊池裕 l、巽良子1.2、徳本美佳3、植

村慶一 I(慶癒大学・医・生理学 1、北里大学・理・

生物科学ヘ基健生物学研究所・細胞情報部門3)

LIM/ hom回 oomain型と総称される転写制御因子群

は、発生過程の神経細胞における個性決定の最終段

階で、重姿な役割を果たしていることが強く示唆さ

れている。我々は、ゼブラフイツシュ阪の中枢神経

系において、限と視蓋に特異的に発現するIslet-3に着

目し、その機能解析を行ってきた。IsIet-3の LIM

oom泊nのみを高発現させ、このゐmainと結合する細

胞内の共役因子を吸収することにより、 Islet-3の機能

阻害実験を行った。その結果、中脳・後脳の境界部(小

脳の原基)の形成に必要なwnt-l，engrailed-2， pax-2の発

現が境界部でのみ消失し、小脳の原基の欠失が観察

された。

今回我々は、 Islet-3の機能をより明確にするため、

Islet-3の活性化実験を行った。Islet-3のLIMoom沼n

にpointmutationを導入しhom∞oomainを常に活性化

させると共に、発現時期を制御するためglucocorticoid

r出叩torとの融合タンパクとなる遺伝子犠成σι
3(m3)GR)を作製した。 glu∞∞rti∞idrc<却torとの融合

タンパクは、 dexamethasoneが結合することにより活

性化される。 Isl-3(m3)GRのmRNAをー細胞期のゼブ

ラフィッシュ妊に微量注入し、体輪形成後(受精後 10

時間)に(lcxamethasoneを添加した。その結果、注入匪

の約 60%において中脳の肥大が観聖書された。中脳が

肥大した妊における遺伝子発現の変化を調べるため、

wnT-lをプロープにしたinsituhybridizationを行った。

dexamethasollC添加後4時間で、 wnT-lm吋仙の発現が

全身で上昇し、 12時間後には全身での発現が消失し

て、中脳での oorsalmidlilleの発現が拡大していた。

この結果より、 Islct-3はwnt-lの発現調節に密接に関

与していることが明らかとなった。
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022 2B 84・3

神経発生過程における細胞運命決定機構
阪大・医・神経解剖学 問野栄之

近年の研究の進展により、神経発生の初期過程を

制御する遺伝子産物の構造と機能が、無脊椎動物と

管椎動物の間で穣間を超えて広く保存されているこ

とが明かになってきている.そのため、我々ヒトの

脳・神経系を理解する原型として、より単純な神経

系を有し、強力な遺伝学的解析手法を駆使すること

のできるショウジョウパエや線虫を用いた神経発生

を制御する新規遺伝子の探索や機能解析がきわめて

注目されている。

我々は、神経発生を制翻する新規遺伝子産物を同

定する目的で、ショウジョウパヱのトランスポゾン

であるP-エレメン卜の挿入変異を行い、神経発生過
程に異常を示す新規のミュータントの分離に成功し

ている。これらの責任遺伝子の単離と機能解析の結

果から、我々が同定した遺伝子産物は、1.細胞間相

互作用を介して細胞の運命決定に関与するもの;2.
細胞自律的に働き細胞の運命決定に関与するものの

2つに大別することができる.前者の遺伝子産物の
例として、 EGFモチーフを有し、細胞分化に抑制的
に働くArgos遺伝子産物があげられる.Argosは、

EGF受容体の活性化およびそれに引き続く
Ras/MAPKシグナルを抑制し、神経細胞の分化を抑

制するとともに、ショウジョウバエ複眼においてプ

ログラム細胞死を正に制御することが明かとなった。

後者の遺伝子産物の例として、神経系に強く発現す

るRNA結合蛋白質であるMusashiがあげられる。ショ

ウジョウパエmusash皮具体は、末梢神経系外感覚
器の前駆細胞の非対称性分裂に異常を示す.トラン

スジヱニツクフライを用いた表現裂の回復を指様と

した構造機能相関の検討より、この外感覚器の前駆

細胞の非対称性分裂は、 Musashi蛋白質の標的RNA

への結合に依存していることが明かとなった。
musash温伝子産物の構造と発現パターンは、種間
(線虫、ショウジョウパ工、アフリカツメガエル、
ゼブラフィッシュ、マウス、ヒト)を超えて保存さ
れており、特に脊椎動物の発育期の神経系において

は、神経幹細胞/前駆細胞のよいマーカーであり、

その非対称性分裂と関連した局在を示す.脊椎動物

Musashiの機能解析に関しては、マウスを用いて、

iくOマウスの作成、トランスジヱニックマウスによ
る異所性発現による個体レベルでの解析と、 in

vitro selection;去による下流標的RNAの同定を行っ

ている。さらに、本シンポジウムでは、我々の同定
した新規遺伝子および関連遺伝子の神経高次機能の

解析への応用に関しても議論したい.

023 2B 84-4 

拡散性因子による神経回路網形成の制御

村上富士夫、白崎竜一

(大阪大学大学続基礎工学研究科・脳科学講座)

脳における神経団路形成の初期過程では、成長円錐

は極めて複雑な環境の中をのびてゆく。のぴはじめた

成長円錐がまずはじめにおこなわなくてはならないの

は、左右対称、な神経管の中で同側もしくは対側の標的

にむかつて誤りなく進んで行くことである。最近この

ような成長円錐ガイドに、拡散性軸索誘引因子と反発

因子が重要な役割を果たすことが明らかになってきた。

我々はコラーゲンゲルを用いた培養系を用いて、ラ

ット佐神経管の腹側正中部にある底板から放出される

拡散性因子の作用によって、小脳の出力細胞である小

脳核ニユ}ロンの成長円錐が、その中間ターゲットで

ある腹倶IJ正中線部に導かれることを見いだした。また

後脳や中脳の翼板に存在する交叉性神経回路を形成す

る多様なニューロンが、やはり底板から放出される拡

散性因子の作用によって正中線に導かれることを見い

だした。さらに興味深いことに、底板は拡散性軸索反

発活性をも有し、これが底板から遠ざかるように軸索

を伸ばすこユ}ロン群に対して反発活性を示し、非交

叉性神経団路の形成に重要な役割を果たすことが明ら

かになった。その分子機構についても解明が進みつつ

あり、ラミニン様ドメインを持つ蛋白質ネトリンが、

底板の活性を担う分子の一つであることが示された。

ネトリンの受容機構についても次第に明らかにされつ

つある。誘引因子によって正中線までガイドされた成

長円錐は拡散性因子の濃度勾配に逆らって伸長を行わ

なければならない。我々は成長円錐が底板を通過する

とき拡散性軸索誘引因子に対する感受性を消失する事

を見いだした。

このように脳は誘引性、反発性ガイド因子、そして

これらの因子に対する反応性の変化などを組み合わせ

ることによって神経回路網形成の制御行われているも

のと思われる。



024 2B 84-5 

ショウジョウパエ性行動制御の解剖学的基盤
山元大輔

(科技振・山元行野五色化プロジェクト/三菱化学生命研)

神経生物学の一つの目標は、動物行動の発現メカニズム

を、個体、細胞、分子の諸階層を貫く因果性として抽出す

ることである。その方法としてわれわれはフォワード・

ジェネテイクスを選ぴ、特異的行動異常を引き起こす突然

変異体の作出を試みた。

キイロショウジョウパエ(f>IW.耕助 meJ.且時郎防の性行動

を対象として笈即のP因子挿入系統をスクリーニングし、 8

つの突然変異体を分離した。雄が雌に向かつて全く性行動

をとらず、かわって別の雄に求愛する縮刷i(sad、求愛歌のパ

ターンが異常になる croaker(，∞)、雌に激しく求愛するが、滅

多に交尾に至ることのない向田町刷、交尾の持続時間柄ミ

規則でしかも反復的に交尾をする傾向のある f1ickleG向と

依問、交尾終了時に生殖器の連結解除に困難の生ずる lingerer

(/i，β、これら 6系統が雄側に異常のある変異体である。一

方、雌が極端に強い拒否行動をとるために交尾が稀にしか

成立しない変異体として、 s同世er(苧主力、 のlSfe(dt)を分離し
た。現在これら一連の変異について原因遺伝子のクローニ

ング、発現解析、及び正常型cDNAの強制発現による変異体

表現型の救済(遺伝子治療)をすすめている。

cDNAの構造解析により、伽座はBτBドメインと m-フイ
ンガ}モチーフを持つ転写因子様のタンパク質をコード

し、雌特異的転写産物の5'側非翻訳領域には、性決定遺伝子

産物、 T間百funnerσla) の結合配列か存在することが分かっ

た。そして伽日武NAは、脳の一部の細胞に局在している。

たとえば市臭情報の一一次処理中枢である触角葉に、 iIU 発現細

胞の集塊が認められる。

雄の触角葉の一部に Trn雌型産物を発現させてその部分の

みを雌化すると、この雄は雌のみならず維に対しでも求愛

するようになることが知られている。 Trnのこの作用を直接

媒介しているのが触角葉内の伽発現細胞である可自針金を考

え、現在その，棚包の同定をめざしている。

これまでショウジョウパエの性は、 Sxl→T附 T昨2→以誌と

流れる遺伝子カスケードにより、一義的に決定されると考

えられてきた。確かにほぼ全ての性徴はSxlとTrd，1i昨2に依

存する。しかし肱xについては、少なくとも行動とローレン

ス筋の形成に関する限り、その性決定には寄与しない。こ

の臥x非依存のプロセスは共に iIU変異によって呉常の生ず

るものである。おそらく性決定カスケードは Trnの下流で二

手に分かれ、一方は訟正、他方はh を介して雄化、雌化を

導くのであろう。

現在さらに、 sat のサプレッサー変異を探索することに

よってシグナル伝達系の解明を試ぷつつあるので、 こうし

た研究の現状も紹介して、行動遺伝学の展望を論じたい。
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025 2B 84-6 

神経団路形成と脳高次機能の接点

三品呂美

(東大院・医・薬理/分子神経生物)

脳は長い生命進化の頂点にあり、ハードとソフト

が淳然一体となったシステムである。グルタミン酸

受容体は中枢における興奮性シナプス伝達に中心的

役割を果たしている。我々は、脳内分布、脳の発透

過程での発現、機能特性および活性調節を異にする

4種類の εサプユニットが、 NMDA型グルタミン
酸受容体チャネJレの機能的多様性を決定しており、

ε1とε2サプユニットがシナプス可塑性に重要で

あると推論した。

この作業仮説を検証し、同時に脳・神経系の可塑

性および記憶・学習の分子機能を探求していくため

に、標的遺伝子組換え法を用いてグルタミン酸受容

体チャネルの各サプユニットを欠損したマウスを作

成した。 εlサブユニット欠損マウスでは、海馬に

おけるシナプス伝達の長期増強が減少し、水迷路学

習能力の低下を認めた。 ε2サブユニット欠損マウ

スは、 H甫乳反射が消失し、三叉神経核においてヒゲ

知覚神経に対応するパレレット構造の形成が認めら

れず、シナプス伝達の長期抑圧が検出されなかった。

また、小脳プルキニエ細胞に特異的に発現するグル

タミン酸受容体チャネル02サブユニット欠損マウ

スは運動失調を示し、平行線維とプルキニエ細胞問

のシナプス長期抑圧が欠失していることを明らかに

した。さらに、プルキニエ細胞において平行繊維シ

ナプス数の減少と登上繊維の多重支配が観察される

ことを見い出した。

グルタミン駿受容体サプユニットが、シナプス可

塑性とシナプス形成に関与し、両者に共通の分子的

基盤となっていることが明らかとなった結巣を踏ま

え、脳・神経系の形成と記憶・学習の接点について

論じたい。
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026 3A 85・1

動物モデルと先天性糖鎖異常
鈴木邦彦

ノースカロライナ大学医学部神経科学センター

糖鎖はしばしばそれを含んでゐる糖蛋
白、糖脂質、ムコ多糖などの生物学的機能
に重要な役割をはたしてをり、その先天性代
謝異常によっておこる疾患が数多く知られて
ゐる。ヒトに起こるこれらの遺伝性疾患は
稀なので対応した動物モデルが存在する場
合には疾患発現機序、治療などの研究に役
立ってゐる。しかしヒトの疾患と同様に自
然に起こる動物モデルはやはり稀なので最
近は homologousrecommbinationと
embryonic stem cellを組み合せた方法に
よって人工的マウスモデルを作ることが広く
行なはれるやうになってゐる ("knockout
mouse")。伊lへばヒトで知られてゐるス
フィンゴリピドーシスの殆どすべては既に
マウスで人工的に作られた。設々の研究室で
も遺伝性の s-galactosidaseとスフィンゴリ
ピド活性蛋白欠損症のマウスを作り、ヒトの
疾患と極めて似たモデルになることを報告し
た。これらの既にヒトでの存在が知られて
ゐる疾患のモデルも重要であるがヒトでは
知られてゐない、又はヒトでは起る可能性
が殆ど無い疾患を "knockout"マウスで作る
ことができるのはさらに重要なことではな
いか、と思はれる。この方法によって遺伝
子の機能、他の遺伝子との関連を調べた
り、 1つ以上の遺伝子を同時に不活性化した
りすることが出来る。このアブローチの1つ
の例として我々の最近のUDP匂al:ceramide
galactosyltransferase (CGT)のノックアウ
トマウスがあげられる。 CGT活性の無いマ
ウスはミエリンに特異的なガラクトセレブ
ロシドを合成できないだけでなく、サイコ
シン、 monogalactosyldiglyceride，1-alkyl， 
2-acyl， monogalactosylglycerolも合成できな
いのでこれらのガラクトリピドを経なくて
は作れないすべての脂質、例へばsulfatide，
seminolipid， GM4-ganglioside，など、が欠損
した状態になる。遺伝性CGT欠損症はヒト
では知られてゐないが、この CGTノックア
ウトマウスはミヱリン形成、ミエリン機能、
スフィンゴリピド代謝などの解明に役立って
ゐる。

027 3A 85-2 
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先天性糖蛋白質糖鎖不全症候群Carbohydrate司

deficient g1ycoprotein syndrome(CDGS)は、 1980年

Jaekenらによって初めて報告された常染色体劣性遺

伝疾患であり、我国で12例、世界では約150例の報告

がある。本疾患は精神運動発達遅滞、肝機能障害、小

脳虫部形成不全、皮下脂肪異常を特徴とし、生化学的

には多くの血清糖蛋白質に等電点の高い(シアル酸含

量の少ない)分子種が出現することが特徴である1¥
我々はトランスフェリンの必結合型糖鎖の解析によ

りCDGS-I型では小胞体におけるオリゴ糖・脂質中間

体(LLQ)からペプチドへの糖鎖転移低下が起こってい

ることを見出した2)。その後、欠損部位の違いに基づ

き、 CDGS・Iはいくつかのサプグループに分類される

ことが示唆されて来ている。

一つは門司・マンノース代謝標識でLLOの低分子化

が観察されると同時にマンノース 6-リン酸からマンノ

ース 1-リン酸への変換がうまく行かないグループで、

Jaekenらは患者線維芽細胞のホスホマンノムターゼ

活性が正常細胞のOから数パーセントに低下している

ととを見出しため。また、ホスホマンノムターゼIIの

遺伝子上に2ヶ所の変異を確認し 4)、CDGS-Iaと名付

けた。

一方、我々 は、 CDGS-I患者線維芽細胞ではLLOが

正常細胞の約半分しか合成されず生合成系に何らかの

異常が示唆された。しかし、 LLOの糖鎖は

Glc3・Man9・GlcNAc2まで完成されていたことから、ド

リコール合成以前の欠損である可能性が考えられた。

細胞周期に従って、 P明メバロン酸で代謝標識した細
胞ではS期をピークにデヒドロドリコールは患者で常
に蓄積し、ドリコールやLLOが患者では常に健常人よ

り低下していたことから、LLO生合成の低下はデヒド

ロドリコールからドリコールへの還元反応の低下によ

ることが示唆された5)。

さらに、 CDGS-I患者の末梢神経伝達速度の低下、

あるいは小脳虫部低形成等の病態生理との関連につい

て考察を加えたい。

1) Jaeken， J et al.， Clin. Chim. Acta 144， 245 (1984); 
2) Yamashita， K. et a1.， J. Bio1. Chem. 268， 5783 
(1993); 3) Van scha氏ingenE. et al.， FEBS Lett. 377， 
318 (1995); 4) Matthijs， G. eta1.， Natur巴genetics16， 
88 (1997);めOhkura，T. et a1. 272， 6868 (1997) 



028 3A 85・3

Alzheimer病:アミロイド戸蛋白と

GMl ganglioside 

柳i事勝彦
(国立長寿医療研究センター痴呆疾患研究部)

アルツハイマー病脳におけるアミロイドp蛋白
(As)蓄積開始の初期機構を解明することを目的に、
アルツハイマ}病脳、ダウン症脳ならびに連続剖検

により得られた高齢者脳の大脳皮質を実験対象に

ショ糖密度勾配遠心分離を行い、得られた画分を用

いAsに関する詳細な免疫生化学的検討を行った。
神経病理学的にぴまん性老人斑を多く示す大脳よ

り得られた軽頭分中に、As42(43)のC末端特異的な
モノクローナル抗体により認識されるAsが、ぴま

ん性老人斑と量的に相関して検出された。本As分
子はAsのN末側、中間部に特異的なモノクローナ
ル抗体とは反応しない一方、コレラ毒素と強く反応

した。ぴまん性老人斑を多く含む大脳皮質の膜蘭分

を用い各種抗Asモノクローナル抗体による免疫沈
降を試みたところ、 Asの最N端を認識する抗体に
よる免疫沈降物中にAsの反応性およびコレラ毒素
結合性を認めた。以上より、アルツハイマー病の初

期においてAsがGMlgangliosideと複合体を形成
することで蓄積を開始していることが考えられた。

GMl gangliosid巴結合型Asは強い自己凝集性を示
すことから、アルツハイマー病におけるアミロイド

形成の、eed"となっている可能性が考えられた。ま

た本As分子は正常対照脳には検出されないこと、
AsとGMlgangliosideの細胞内極性輸送系は生理
的には互いに異なることから、アルツハイマー病脳

においては細胞外アミロイドの形成に先行して、細

胞内膜輸送の異常が生じていることが想像された。

家族性アルツハイマー病関連分子のアポリポ蛋白E、

プレセニリン蛋白がそれぞれ細胞膜組成上重要

なコレステロール代謝、輸送小胞形成に関与してい

る可能性が考えられることより、膜輸送の問題は今

後アルツハイマー病研究において重要な課題と考

えられる。最近AsとGMlgangliosideとの結合は
in vitroの実験系で確認され、興味深いことにGMl

gangliosideと結合したAsは、その2次構造を変化
させるとともに両分子の結合により細胞膜傷害が

引起こされることが示された。
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029 3A 85・4

「抗糖鎖抗体と免疫性神経疾患」

一免疫性ニユーロパチー:抗糖脂質抗体と

臨床型一

楠進

(東京大学医学部神経内科)

免疫性ニユーロパチーで、はしばしば血中に抗糖

脂質抗体が上昇し、有用な診断マーカーとして利

用されている。その中には特定の臨床型との特異

的な対応を示すものがある。またあるものは病態

に直接関与している可能性がある。

IgM paraproteinemiaを伴う脱鎚性ニユーロノt

チーの多くの例ではIgMM蛋白が抗SGPG抗体

活性を示す。 SGPGはミエリンに局在し、患者末

梢神経ミエリンにはIgMの沈着がみられ、抗体の

受身移入により脱髄がみられることなどより、抗

SGPG IgM Mfn白は脱髄性ニユーロパチーの発

症因子であると考えられる。

IgG抗GQlb抗体は、眼筋麻痔・失調・腿反射

消失を三徴とするMillerFisher症候群と限筋麻

癖を伴う Guillain-Barre症候群(GBS)の急性期血

中に特異的にしかもほぼ全例に上昇している。

GQlb は動限神経・滑車神経・外転神経の髄外部
分の傍絞輪部ミエリンに局在し、同部への抗体の

結合が限筋麻痔を引き起こす可能性が考えられる。

抗Gal-C抗体は脱鎚活性をもつことが報告され

ているが、GBSの一部の症例に上昇がみられる。

マイコプラズマ肺炎を先行感染とするものに多い。

抗GMl抗体および抗GDlb抗体はGBS、慢性

炎症性脱鎖性多発神経炎(CIDP)、multifocal

moωr neuropathyなど多様な病態で上昇がみら

れる。それぞれを単独に認識するもの以外に、両

者の共有する末端のGal-GalNAc基を認識して両

者に反応するものがある。一方抗GDlb抗体には

ジシアロシル基を認識して GTlb，GD3，GQlbな

どにも結合するものがあり、それらは失調性感覚

性ニューロパチーに伴う。 GDlbは免疫組織化学

的にヒト末梢神経の傍絞輪部ミエリンと後根神経

節細胞に局在しており、前者は抗Gal・GalNAc抗

体の、後者は抗ジシアロシル抗体の様的となって

いる可能性がある。ウサギ後根神経節にも GDlb

は局在し、ウサギに GDlbを免疫することにより

失調性感覚障害性ニューロパチーが作成される。

抗糖脂質抗体は各糖脂質抗原の局在に対応して

免疫性ニユーロパチーの障害部位を規定する因子

であると考えられる。
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免疫性ニュー口パチー:病原体と神経との

分子相向性

結域仲泰

(濁協医科大学神経内科)

自己免疫性神経疾患ギラン・バレー症侯群、フィ

ッシャー症候群の先行感染の病原体として、下痢症

の起因菌CampyJobaclerjejuniが知られている。演者

らは、C.jejuni ~湯炎後ギラン・バレー症侯群患者の
急性期の血清中に GMlガングリオシドに対する自

己抗体を見いだした。ギラン・バレー症侯群J患者か

ら分隊された C.jejuniのリポ多糖が、 GM1ガングリ

オシドと共通する[Gals 1-3 GalNAc s 1-4 (NeuAcα 

2-3) Gal β1-]構造を有することを明らかにした。ま

た、フィッシャー症候群患者の血清中には抗 GQ1b

ガングリオシド抗体がみられるが、フイツシャー症

侯群患者由来のC.jejuniのリポ多糖がGQ1bエピト

ープを有することを示した。C.jejuni J揚炎後ギラ

ン・バレー症侯群、フィッシャー症候群の発症機序

として、 GMl，GQ1b綴リポ多糖を有するC.jejuni 

に感染し、抗GM1抗体、抗GQ1b抗体が産生され、

神経系に存在する GM1，GQ1bエピトープに自己抗

体が結合し、ニューロンの機能が障害され、発症に

至ると考えられる。

参考文献

Yuki N， et al. A bactcrium lipopolysaccharide that elicits 

Guillain-Darre syndrom巴hasa GMl ganglioside-like 

structure. J Exp Med 1993;178:1771・1775.

結城伸泰。 CampyJobacterjejl加と自己免疫性神経疾

患:ギラン・バレー症候群およびフイツシャー

症候群の発症機序。 B本iIIJlW.学雑誌
1995;50:991-1003. 

031 3A 8ふ6

「抗糖鎖抗体と免疫性神経疾患j

-Target antigenの神経内局在一
回井直

(東京都臨床医学総合研究所・腫蕩免疫)

脊椎動物の脳神経系組織には、多種、多様な糖

脂質が大量に存在する。糖脂質は、主に神経細胞

の形質細胞膜の表層に局在し、親水性の糖鎖と疎

水性の脂質からなる特有な化学構造を有するとこ

ろから、細胞と細胞との接着、神経突起の延長、

シナプス形成、情報伝達、細胞増殖・分化などさ

まざまな重要な機能に関わる生理活性物質と考え

られている。しかし、今日まで脳組織における糖

脂質の局在は、充分に理解されていなかった。そ

れは、糖脂質を特異的に認識するプロープが開発

されていなかった理由による。我々は、最近、精

製糖脂質やネオ糖脂質を免疫原とする抗糖鎖特異

マウス・モノクロ}ナル抗体の作成法の開発に成

功した。本方法を用いて、一連の系統的抗糖鎖特

異抗体を樹立し、その結合特異性を解析してい

る。これら抗体の応用研究の一環として、正常成

熟ラット脳およびその発達過程における糖脂質の

免疫組織学的局在を検討したところ、各糖脂質の

発現は、細胞層、神経細胞体、神臨時住に特異的

であり、発達に伴って大きく変化することを見い

だした(l、 2)。さらに、ラット脳由来の初代

培養神経細胞における糖脂質の発現も特異的であ

る結果を得た (3)。上記知見は、各々の糖脂質

が各々の機能を担っていることを示唆し、今後、

神経細胞に発現される糖脂質の機能解明に向けて

の重要な基盤となることが期待される。

本研究は都臨床研・腫蕩免疫の研究員(小谷政

晴、)1¥島育夫、小沢秀樹、小倉潔各博士)および

都神経研の寺島俊雄、永田 功両博士との共同研

究である。

{文献]

(1) Kotani， M.， et a1.， Differential distribution of 

major gangliosides in the rat central nervous system 

detected by specific monoclonal antibodies. (1993) 

Glycobiology， 3.137-146目

(2) Kotani， M.， et a1.， Developmental changes in the 

distriblltion of gangliosicles in postnatal rat 

cerebellllm. (1995) Brain Res.， 700， 40・58.

(3) Kawashima， r.， et a1.， Immunocytochemical 

analysis of gangliosides in rat primary cerebellar 

cllltures llsing specific monoclonal antibodies. 

(1996) Brain Res.， 732， 75-86 
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パーキンソン病とは

水野美邦 ()I頂天堂大学脳神経内科)

パーキンソン病とは，中高年に多い原因不明の

緩徐進行性の神経疾患の一種で，手足のふるえ，

動作緩慢，歩行障害を特徴とする.日本における

有病率は，人工10万に対し約100名で，アルツハ

イマー病について多い変性疾患である.好発年齢

は， 50台半ば以後から70台前半であるが，発症年

齢の幅は広く， 20歳から80歳に及ぶ.パーキンソ

ン病は大部分孤発例で遺伝性はないが，約5%程

度に家族内発症が知られている.

パーキンソン病は，一側手のふるえに始まるこ

とが多いが，足のふるえや，歩行障害で始まるこ

ともある，徐々に症状は両側に現れ，動作が緩慢

となり，書字など手先の細かい動作が不自由とな

る.また歩行は小刻みで，上肢をふらなくなり，

前屈みの姿勢となり，バランスが悪くなってちょっ

と押されても転びやすくなる.

これらの症状の原因は，中脳黒質のドーパミン

を神経伝達物質とする神経細胞の消失であるが，

何故ここの神経細胞が選択的に障害されるかはよ

く分かっていない. しかし， これまでの研究によ

り，なんらかの体質の上に，体内で産生されたか

或いは外来性に入ってきた黒質に対する毒性物質

により，黒質の神経細胞の中でミトコンドリア呼

吸障害と活性酸素の生成元進を生じ，徐々に黒質

神経細胞が死んでゆくと考えられている.

黒質神経細胞変性の真の原因はまだ不明である

が，最近家族性におきるパーキンソニズムの研究

を通じて新たな展開が期待されている.即ち米国

では， 4番染色体に連鎖する優位遺伝の家系にお

いて原因となる遺伝子が同定され，アルファシヌ

クレインという蛋白遺伝子の異常であることが報

告された.本邦からは，劣性遺伝の家系が6番染

色体に連鎖することが報告され，鋭意原因遺伝子

の検索が行われている.これら家族性におきるパー

キンソニズムの遺伝子解析は，大部分を占める孤

発性パーキンソン病の原因研究にも大きなインパ

クトを与えるととが期待されている.

033 1A S6-2 

パーキンソン病の原因:遺伝性素因
近藤都子
(愛媛大学医学部衛生学〉
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ノfーキンソン病 (PD)は加齢と共に発症頻度
の高まる神経難病である。疾患の責任病巣は中脳

黒質の神経細胞死にあり、病理所見、生化学的所
見から病態に関わる知見は豊富である。治療法の

著しい進歩によって、患者の生命予後は改善され

たが、運動障害、精神障害、自立神経障害などの

ために、患者の日常生活には多くの困難を伴い、

支援が必要である。
PDの原因研究も様々に試みられ、遺伝解析、

環境変異源物質等の解明が行われてきた。 PD患
者の家系調査では、常染色体'性優性遺伝を示す家
系や劣性遺伝を示す家系の報告がみられるが、患

者の多くは孤発例であり、 PDは遺伝的異質性を
持つ疾患群である。

最近、優性遺伝性を示す家系の連鎖解析の結果、

責任遺伝子が4番染色体長腕q21・q221こ位置するこ

とが判明し、続いて患者家系でα一目ynucleinのD

NA変異が同定された。今後、病態の解明に重要
な要因として注目されている。

常染色体性劣性遺伝を示すPDは40歳以下の
若年発症と臨床症状の特徴から、独立したPDの
1型をなしている。近親結婚によるホモ接合体で
発症した患者の遺伝子解析の結果、本疾患の責任
遺伝子は6番染色体の長腕に位置付けられ、責任
遺伝子の解明が進められている。

その他の多くの孤発例の発症原因は加齢、遺伝

性素因と生活環境因子の絡み合いによる多因子遺

伝説が有力である。多国子として、生活環境物質、

食事、堵好品などの環境因子と、それらの生体内

での代謝酵素の遺伝的変異、黒質神経細胞のドパ

ミン代謝に関わる遺伝子変異などが探索されてい
る。白人においては代表的な薬物代謝酵素である

シトクロームP45 0の1つ、 CYP2D6の機能低下
がPDの発症危険因子として注目されてL喝。日

本人ではミトコンドリアの複合体Iを機成する

MnSODの遺伝子変裂や、喫煙によって誘導される
変因物質の代謝に関わるCYPIAlのDNA変異がP
Dの危険因子となることが報告された。しかし、
これらの遺伝子の発症危険率は2倍程度であるこ

とから、今後さらに多くの遺伝性素因が明らかに

なるであろう。
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ノfーキンソン病の病因:神経毒仮説の検証

直井信1)、丸山和佳子2)

1)名古屋工業大学、 2)長寿医療センター

ヘロイン合成中誤ってつくられた1-methyl-4-phenyl-

1，2，3，6・t巴灯油ydropyridine(MPTP)によりノfーキンソン

病に酷似した病態が惹起された。このことより自然

界に存在する、あるいはヒト脳内で生成されるドー

パミン神経細抱に特異的な神経毒が原因でパーキン

ソン病が引き起こされているのではなL、かとの仮説

が脚光をあびることとなった。 1・methyl-6，7-dihydroxy-

1，2，3，4・tet凶Jydroisoqt】inoline(salsolinol)はドーパミン

とアセトアルデヒドとの縮合により生成される。ヒ

ト脳におけるこの生成反応は酵素的であり、(R)“型の

salsolinolのみが脳内には存在する。我々は

(R)叫 solinolが脳内で酵素的にN-メチル化され、 N-

methyl(R)salsolinol [NM(R)Sal]が生成されことをi目

vivoおよびinvitroで証明した。さらに NM(R)SaIをラ

ット脳線条体に注入することによりパーキンソン病

の動物モデルを作成することに成功した。 NM(R)Sal

はヒト脳内の黒質線条体に、その酸化体である

dimethyldihydroxyisouqinolinium ion (DMDHIQ+)は黒質

に蓄積していた。 NM(R)Salがパーキンソン病の病因

に関与しているか否かを検討するため、患者サンプ

ルの分析を行った。 NM(R)Salは未治療パーキシソン

病患者の髄液で対照に比し有意に増加していた。こ

のことはパーキンソン病患者でNM(R)Salの代謝に関

わる酵素に異常がある可能性を示唆している。これ

ら酵素のパーキンソン病患者から採取したリンパ球

中における活性を測定したところ、中性に至適 pHを

もっ(R)salsolinolN-methyltransferase (neutral (R) 

salsolinol N-m巴thyltransferase，NNMT)の活性がパーキ

ンソン病患者で有意に高値であることが見い出され

たロさらに正常者におけるNNMT活性の分布はー峰

性であったが、パーキンソン病患者では二峰性で、

NNMT高値を呈する正常とは異なるグループの存在

が示唆された。パーキンソン病は環境(外因)と遺伝(内

因)双方の多国子による疾患であると考えられてい

る。 NNMTはパーキンソン病の内因の一つである可

能性がある。

035 lA 86-4 

パ}キンソン病の病態薬理化学

小川紀雄

(岡山大学医学部神経情報学)

パーキンソン病 (PD) は病態の基盤となる脳内の生

化学的変化が明らかにされており，その変化に応じた

理論的な薬物療法が行われている疾患である.今回は

その生化学的変化，薬物療法による修飾，さらには治

療薬開発の新しい方向性についてまとめる.

1. PDは黒質一線条体系のドーパミン (DA)神経の変性

脱落が主病変ではあるが，その他の多くの神経伝達物

質も減少している.DAレセプタ}の変化については

さまざまな議論があったが，最近のPETを用いた研究

から，未治療患者脳ではD2レセプターはup-reg日lation

されていることが明らかにされている.いわゆる

denervation supersensitivityの状態にあり， levodopaの

ヤ投与によって下向きの調節を受ける.

2.実際に現在臨床応用されている治療薬は多種類あ

るが，中でもlevodopaは症状を最も強〈改善する不可

欠な治療薬剤である.しかし，長期治療にともなって

さまざまな問題症状が発生する.levodopaの長期投与

によってD2レセプターはdown-regulationされるなど多

くの生化学的変化が生じるので， levodopaの功罪につ

いての生化学的基盤をまとめる.

3. PDの進行の現場ではフリ‘ーラジカルが重要な役割

を果たしていると考えられている.PD患者脳において

はフリ}ラジカルを消去する酵素が低下し，フリーラ

ジカルを発生させる鉄の沈着が報告されている.さら

に，フリーラジカルの発生はDAの代謝経路の上に存

在するので， levodopa投与によってDA濃度が増加すれ

ばフリ}ラジカルの発生が増加し，神経変性が加速さ

れる恐れがでてくる.また，実験的にはlevodopa自身

が細胞傷害性を示す.

4.最近はl巴vodopaの代わりにできるだけdopamine

agonistを使用することが推奨される傾向にあるが，

dopamine agonistにはフリーラジカル消去能や神経保

護作用があるとの実験的成績が報告されている.

5.以上の事柄を踏まえて， PDの薬物治療の新しい方

向性を論じる.



036 lA 86-5 

ノ号ーキンソン病治療の展望

商津正豊

(自治医科大学神経内科)

ノ〈ーキンソン病の治療は現在、欠乏したドーパ

ミン、ノノレアドレナリンを補充する薬物療法が主

体である。血液脳関門を通過し得ないドーパミン

に代えて、その前駆体であるしドーパを経口投与

する方法は当初その劇的な効果からパーキンソン

病治療に革命をもたらしたが、まもなくさまざま

な副作用を生じることが明らかになった。その後

は各種のドーパミン受容体アゴエストも開発され

て次々に臨床に応用されるようになり、また、最

近は淡蒼球への外科手術も見直されている。しか

し、これらの治療法が対症療法であることに変わ

りはなく、 ドーパミンニューロンの変性が進行し

て行く過程自体を阻止するととはできていない。

そこで、パーキンソン病のより本質的な治療法

としては、 ド}パミンニューロンの変性を防ぎ、

ドーパミン産生を維持させることを目標とすべき

であろう。 ドーパミンニューロンに対して生存維

持・栄養作用をもっ物質は有力な候補となるが、

中でも最も期待されているのは GDNFである。

現在、脳室内投与による治験が進行中であり、そ

の結果が待たれている。この他、多くの薬剤がド

ーパミンニューロンに対する保護作用を期待して

試用されている。

胎児の中脳神経細胞を移植する方法は、移植さ

れた細胞の生着が確認され、有効ではあるが、倫

理的な問題があり、我が国での実施は困難である。

そこで、遺伝子工学的に操作を加えた細胞を移植

する方法や神経細胞に直接遺伝子を導入する方法

が模索されている。移植に用いる細胞系、ベクタ

ー系も、チロシン水酸化酵素や神経栄養因子など

導入する遺伝子も、いずれもさまぎまな試みがあ

る。ここではわれわれが試みているAAVを用い

た遺伝子導入法を紹介しながら、パーキンソン病

治療の今後を展望してみたい。
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透析液と薬物投与方法に関する基礎的な問

題点について

岡田元宏

(弘前大学医学部神経精神医学講座)

In vivo microdialysis (MD)は、現在、細胞間

隙に存在する神経伝達物質回収装置として最も信

頼性が高いと考えられている。透析7・rへ。の形状、

透析膜の性質、濯流速度は実験条件の規定因子と

して様々な角度から検討され、現在MDを用いてい

る実験者の中では、最適な条件については一応のコ

ンtン刊が得られている。しかし、透析液としては、

人工脳脊髄液(ACSP)、修正PンゲIV液(MRS)が主に用

いられているが、 ACSF.!::MRSのどちらがより生理

的条件を反映しうるのかという議論に加え、ACSF，

MRSの組成自体が、各実験者により異なっている

のが現状である。本報告では、我々がこれまでに

検討した各種透析液の条件(pH，ion level)が測定

値に与える影響を紹介する。

(1) Mg2 'は Ca2+hンネI~及び NMDA受容体阻害薬として、

その機能は知られている。細胞外 dopamine濃度を

指標にした実験では、透析液内の Mg2'濃度の増加

はadenosine (AD)受容体作動薬の機能を充進し、

阻害薬機能を抑制するo

(2)このMg2+の効果とは逆に、透析液内の Na+濃度

増加は、 AD受容体作動薬の効果を抑制し、阻害薬

の機能を充進する。これらの結果は、 Mg2'はAD受

容体作動薬の受容体結合を充進し、 Nぷは逆に作動

薬の受容体結合を阻害する可能性を示唆する。

(3)このMg2+のAD受容体に対する効果は、透析液

のpHが6.5以下では確認されず、 pH7.4の生理的

な条件でのみ観察される。

(4)MDによる局所投与方法として、 perfusionと

microinjectionの二種類が使用されるが、

perfusionによる投与方法は7・ロ叫eの透過性と濯

流時聞により投与濃度が変化するが、

microinje巴tion は脳実質に損傷を与え、

injection直後では充分な神経伝達物質の遊離状

態が確認されない。
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038 3B TS同2

脳内でのNO産生を研究する上でのNOx測

定の問題点について

山田清文、鍋島俊隆

(名古屋大学医学部医療薬学・附属病院薬剤部)

脳内における一酸化窒素引0)の生理的役割を解明

するためには、その産生調節機構を明らかにするこ

とカホ可欠であり、種々のNO測定法が考案されてい

る。 NOの代謝物であるNOx(N02・andN03-)はグリー

ス法により測定することが可能であり、これとin

vivo brain microdialysis法を組み合わせることにより

無麻酔無拘束のラット脳内でのNO産生を測定する試

みがなされている。ポリスチレンポリマーを充填し

た分離カラムを用いることにより脳透析液中のN02・

とN03・を同時測定することが可能となったので、こ

の方法の特徴と問題点について検討した。

脳透析用プロープ (3mm)を介したN02-および

N03・の回収率は30-40%であり、検出限度はそれぞれ

0.3 pmolであった。ラット小脳の透析液中のN02・お

よびN03ーはそれぞれ5.4土0.4および38.6士2.4pmol/20 

μ1/10 minであり、プロープ挿入後7時間は安定して

推移した。非選択的NO合成酵素別OS)阻害剤である

NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME)のi.p.投与

あるいは NG・monomethyl-L-arginine(L-N}.-酌1A)を脳透

析液に添加することにより、 N02・およびN03ーは共

に有意に減少したが、 NOS阻害作用の弱い D-N.品包

では変化しなかった。 NOSの基質であるL-arginineは

N02・およびN03・を増加させ、さらにしNAMEの作

用を抑制した。グルタミン酸受容体アゴニストであ

るグルタミン酸および釘釦ト(士)・1・amino-(lS，3R)-

cyclopentanedicarboxylic acid (ACPD)により N02・およ

びN03ーは共に有意に増加したが、 NMDAおよび

AMPA刺激の場合にはN03・のみが有意に増加した。

一方、高カリウム刺激の場合にはN03・は変化せず、

N02・のみがカルシウム依存性に増加した。 NMDA，

AMPAおよびACPDによるNOx量の変化は、それぞ

れNMDA，non-NMDAおよびメタポトロピック型グ

ルタミン酸受容体アンタゴニストにより姶抗された。

NaN02とN副 030)i.p.投与により脳透析液中のNOx
は著明に増加した。

以上の結果より、 invivo brain microdialysisにより

得られた脳透析液中のNOxをN02・とN03ーに分離し

て測定する方法は、脳内でのNO産生の研究する上で

有用であると考えられるが、末梢組織由来のNOxに

ついて考慮する必要がある。

039 3B TS・3

分散培養法と切片培養法の利点・欠点、国

有の問題点について

小倉明彦、富永{吉野)恵子

(大阪大学・院理・生物科学)

実験的神経生物学研究において、モデル系の重

要性は論をまたない。モデル系には細胞の大型性

や体制の単純性に着目して無脊機動物を用いる場

合や、条件の制御性に着目して脊椎動物の培養系

を用いる場合がある。実際、これらのモデル系を

用いてなされた研究が神経生物学の最前線を拓い

てきた。しかし一方で、そのモデル系固有の事情

が一般化を阻む場合も少なくない。ここでは培養

系を用いた場合の利点、欠点、留意点を演者らの

資料をもとに考えてみたい。

もっとも扱いやすい培養細胞は株細胞である。

神経細胞系としてNll5.NGI05-15 PC12な

ど、グリア系としてC6などが用いられる。増殖

する形質転換(がん)細胞であり、量の獲得や外

来遺伝子の導入/選択も容易な半面、「神経分化J

のための処理を行う必要があり、これが解析すべ

き現象に影響を及ぼす。起源となった単一の細胞

の性質を継承するため、一般化は難しい。

株細胞の弱点を補う系として初代培養(分散培

養)が用いられる。自発的に分化し、電気生埋や

形態観察など細胞生理学的研究には好都合だが、

均一群ではないので、細胞種を特定する方法の併

用が必要となる。臨または幼若動物から単離する

ため、相当時間経過後も未成熟な性質が残る。自

発的に回路を形成する場合も多いが本質的に再生

系である。

初代培養の弱点を補う目的で脳切片を培養に移

す方法がとられる。条件の検討が進み技術的な困

難さは減ってきた。出生後約2週間程度まで成熟

させて後培養に移せるので回路は保存されるが、

投射先を失った細胞は切片内で異所性投射する。

位置も保存されるので細胞種の同定は可能だが、

細胞形態の観察は標識法を併用しないと難しい。

以上のように培養細胞はそれぞれ固有の事情を

もっており、これ一つで万能というような解析系

はない。いい古された言だが、あくまで仮説提唱

のための「モデルjであることを認識し、生体で

のフィードパック検証が欠かせない。



040 3B TS-4 

温度応答性高分子材料を使用したミクロ

グリアの分離・培養法

中嶋一行、本田静世、石川i正洋、菊池明彦*、

岡野光夫*、高坂新一

(国立精神神経センター神経研究所、代謝研究部;

*東京女子医科大学医用工学研究施設)

ミクログリアは脳の損傷時あるいは疾患時強い

反応性を示し、病態や修復・再生過程に大きな影

響を与えると推測されるところから、その研究の

重要性が認識されつつあり、研究者も増加をたど

っている。これまでこの細胞をめぐる諸問題は様

々な分野から取り組まれ多くの新知見が得られて

きたが、なかでも細胞特性や細胞機能に関する進

展は培養系の貢献によるところが大きい。すなわ

ち、周産期の動物脳より初代培養を行い、増殖し

たミクログリアを高純度に分離・培養できるよう

になった結果、食食作用、移動能、各種因子に対

する応答性、または生理活性産生物質の産生など

が次々に明らかにされてきたのである。このよう

に、培養系の使用は一般的に有用であるが、目的

によっては困難な問題に出会うことも事実である。

たとえば、ミクログリアを一定条件下で培養後サ

プカルチャーしようとする場合、どのような脱着

法がふさわしいか、多くの研究者を悩ませてきた。

通常はトリプシンによる浮遊化に頼らざるを得な

いが、この方法は細胞傷害性があること、 bリプ

シンの作用により細胞の性質が変化する可能性が

あること、回収率がよくないことなどが指摘され

ており、函期的な方法が望まれてきた。

しかし、最近開発された温度感受性の高分子材

料(polyisopropylacrylamide)を結合したシャーレが

ミクログリアの浮遊化に有効であることが判明し

た。すなわち、 37'tで培養しているミクログリア
を短時間低温に移すだけで浮遊状態にすることが

できる。今回、この革新的なシャーレを用いたミ

クログリアのサプカルチャーについて、幾つかの

例をあげその有効性を紹介したい。
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041 1P 1001 

アミロイド前駆体蛋白遺伝子導入MDCK
細胞におけるアミロイドP蛋白の産生と
極性分路
水野哲也1、口uistianHaass2、道川!誠1、

柳海勝彦1

(1国立長寿医療研究センター痴呆疾患研究部
2Centrallnstitute for Mental Health， Department of 
Mole四 larBiology， Germany) 
アミロイドP蛋白(As)の細胞内産生、細胞外へ
の分泌機構を解明するため、ヒトアミロイド前
駆体蛋白(sAPP695)遺伝子(野生型)とC端42アミ
ノ酸を欠失させたsAPP695遺伝子(oC)をそれぞ
れ導入したお白CK細胞を用い、細胞外へのAs極
性分秘を検討した。
MDCK細胞をトランスウエルに一層に撒き、
頭頂側、側底側に分皆、されるAs40、As42を断端
特異的刈3モノクロナール抗体を用いたEIAにより
定量じた。野生型において分必されるAsは90%
がAs40であり、その90%は側底側に分皆、された。
As42は、As40に比べ側底側へより強い分秘極性
を示した。以上よりAsは分子積により、細胞内
産生部位、及び細胞外への分泌経路が異なる可能
性が考えられた。 C端42アミノ酸を欠失させたoC
では、 sAPP細胞内極性輸送の高度の変異が報告さ
れているが、Asは野生型と同様の分泌極性を示し
た。このことから、少なくとも却の一部はsAPP
細胞内輸送のsortingに先行して産生されることが
示唆された。更に、ゐCの頭頂側培地において、
Asの中間部を認識する4G8では免疫沈降されるが、
N末側を認識するBAN50では免疫沈降されない特
異なAsが認められた。本As分子は、蛾酸処理ーに
よりBAN50で免疫沈降されることから、二次構造
が異なっていることが示唆された。

042 1P 1002 

カテブシンDによるAPPC100の in
vi tro限定分解
Golam Sadik，武田和也、 Shahanara Mst 
Hossa in，梶俗之、篠田友孝
(都立大・院・理・化)

【目的】アルツハイマー病患者脳老人斑ア

ミロイドβ/A4は、その前駆体タンパク質

APPの限定分解により産生されるが、この

反応に関与する酵素の一つ7セクレターゼの

本態に関しては諸説がある。最近、その候補

のーっとして、カテプシンDが示唆されてい

るが、矛盾する結果となっている。忌大の原

因は、均一な八PP関連前駆体を大量に作成

する乙とが極めて困難な為である。本研究で

は、先ずAPP関連前駆体として、 CIOO

の大量発現系の開発と均一な前駆体の作成を

試み、次いでカテプシンDによる担定分解過

程の追跡を行った。

【方法】 APPC100は、組み換え体とし

大脇衡を用いる系で発現させ、尿素を含む

GPC. RP-HPLCにより精製した。このC100

を，種々のpH.酵素:基質比で消化し、経

時的に消化物の一部をRP-HPLCで追跡

した。ペプチドの同定は、 MALDI/TOFMSおよ
び必要に応じて、アミノ酸配列分析で行った。

各種断片のアミロイド線維形成能は、コンゴ

レッド染色後の偏光像で追跡した。

{結果】本研究において、組換え体 APPCIOO

の発現監は11中約20mgであった。 RP

HPLCで精製された標品の純度は、 N末端

分析で95%であった。精製C100を種々

のpJ-f.酵素:基質比で消化したととろ、

pH3.5においては、広範な酵素:基質比下

でβ/A4 (1-42).β/ A4 (1-43)の産生が

確認された。



043 1P 1003 

Fアミロイドとイボテン酸共注入によるラッ
ト海馬神経細胞に対する影響について

森本潔，山田紀子，尾田富一郎，金子勲

(三共(株)神経科学研究所)

老人斑はアルツハイマー病の病理学的特徴の一つ

で、その主要構成成分であるpアミロイド (As)は
アルツハイマー病の原因のーっと考えられている.A
s 1-40とその部分ペプチドであるAs 25-35は in
vitroにおいて神経細胞に対して毒性を示すこと，興

奮性アミノ酸によってその毒性が増強されることが

報告されているが，in vivoにおける神経変性作用は

現在のところ一致した見解が得られていない.我々は

in vivoにおけるAsの神経変性作用を発現させるこ
とを目的として， Aβ25-35またはAs 1-40を単独，
あるいは神経細胞に影響を及ぼさない用量のイボテ

ン酸をAsと同時にラット海馬内に注入し， 2週間後
ラット海馬における組織化学的および免疫組織化学

的変化について検討した.その結果，Asあるいはイ
ポテン酸の各単独注入で、は顕著な神経細胞毒性は確

認されなかったが，Asとイボテン酸により相乗的に，
注入部から遠〈離れた部位まで広範囲にわたって神

経細胞の脱落が起こることが確認された.この神経細

胞死は一部に核の萎縮およびDNA断片化が認められ，
従って一部の神経細胞死はアポトーシス様であるこ

とが示唆された.さらに，神経細胞特異的マーカーで

ある脳P2免疫染色においても，神経細胞の広範囲に

わたる脱落が確認された.一方，神経細胞脱落部周辺

にはアストロサイト，ミクログリアの浸潤が広範囲に

認められたが，Asの沈着は注入部付近に限られ，そ
の周りの神経細胞死がおきた付近にははっきりとし

た沈着は認められなかった.このAsとイボテン酸に
よる神経毒性は興奮性アミノ酸アンタコ。ニストであ

る航-801によって完全に抑制された.以上のことよ

り，イボテン酸との相乗効果によりAsの神経変性作
用が invivoにおいても確実に発現することが分かっ

た.Asは興奮性アミノ酸受容体の感受性をあげ，最
終的にはその受容体を介して細胞死を起こすものと

考えられる.
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044 1P 1004 

in vitroにおけるNACP/α'synucleinのs/
A4との相互作用と線維化速度への影響

武田和也 HOSSArN， Shahanara， SADIK， 

Golam，上田健治¥篠田友孝

(都立大・院・理・化，・都精神研・神経化学)

【目的]NACPIα'synuc1einl土、アルツハイマ}

病 (AD)患者脳より単離され、老人斑上の局在

を証明されたNAC(non'As component of AD 

amyloid)の前駆体タンパク質である(1)0NACや

NACPがs/A4線維化において何らかの役割を呆

たすことが予測され、これを明らかにすること

はADアミロイド形成の機序解明に重要な情報を

与えると考えられる。そこで本研究では、 in

vitroにおけるNACPの、 s/A4との相互作用およ

び線維化への影響を検討した。

【方法]NACPは、組み換え体として大腸菌を

用いた系で発現させ、これを精製して用いたo

s/A4はBachem社より化学合成品を購入したo
NACPとs/A4の相互作用は、 ELISAプレート

上に固定したs/A4と結合したNACPを、精製
したポリクローナJレ抗体を用いる系で検討したo

s/A4の線維化は、インキュペート後の遠心上清

中の残存s/A4を、そのN末端部分を認識するモ
ノクローナJレ抗体を用いて、 ELLSA法で追跡し

た。

【結果]NACPとs1.40との相互作用は認めら

れたものの、 s1'28では認められず、(329，40

領域に、 NACPとの結令部{立が存在すること

が示唆された。この結果は、 Yoshimotoらの

報告(2)を支持している。さらに、インキュベー

ト後の可溶性s/A4の量は時間の経過により減少
した。またNACPを共存させることにより、可

溶性s/A4の量が変化し、その線維化速度に変化
を生じることが示唆された。現在、 NACPの一

部領域を欠損させた各種変異体を作製しており、

さらに解析を試みている。

(1)K. Ueda et.al. 'Molecular c10ning of cDNA encoding 

叩 unrecognizedcomponent of amyloid in Alzheimer 

disease.' Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. (1993) 90. 

11282-11286 

(2) Makoto Yoshimoto， Akihiko Iwai， David Kang， 

Deborah A. C. otero， Yu Xia， Ts unao Saitoh 

(1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92， 9141-9145 
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045 lP 1005 

カテプシンDによるNACPの invl tro 

限定分解

lIossain. Shahanara Mst.武mfn也、 Colam
Sadik.篠田友孝

(都立大・院・理!・化)

[目的]NACPは、アルツハイマー病患者脳

老人斑アミロイドのタンパク構成成分NAC

の前駆体タンパク質で， βアミロイド形成に

おいて重要な役割jを果たすと考えられている

が、詳細はなお明らかにされていない.本研

究では、 invitroにおけるNACPの代謝過

程と s/A4との相互作用を検討した。

[方法]NACPは、調lみ換え体として大腸諮を

用いる系で発現させ、 CPC.RP-IIPLCで精製し

た。 NACP:酵素比を積々変化させて消化し、

一定時間待に消化物の一部をRP~HPLC、

MALDI/TOFMSで追跡した.各断片

は I~P '-1-1 P L Cで精裂したのち、 β/A4
との相互作用をELISA法で検討した。

[結果】 NACPは、 pH3. 5の緩衝液中

で符i々 の濃度比のカテプシンDにより、制限

的に分解された.E: st七1.: 1. 50以下で

は、 A1 a121 -Ty r125ーヶ所のみ切断

され、 N末端~A 1 a121断]¥'が高い収量で

単燦された.約3時間後には、 Me t 116C 

末端部で二次的消化が起こり、 N末端を含む

116残某から成る断片が得られた，これら

は、いずれもNAC械造部の全長を合んでお

り、 β/A4の線維化傾向に対する効果は、
NACPと比較してJt}).JI1傾向がみられた。現

在さらに詳細に追跡中である.

046 lP 1006 

LacSwitch誘導系を用いた家族性アルツハ

イマー病原因遺伝子産物 Presenilin 1 の

Neuro 2a細胞における発現解析

り 11村勇樹】~藤弘治，勾西道隆臣，旬、山文隆

4】佐藤慎二 J)，駒野宏人 J)柳津勝彦

( J)国立長寿~療研究センター痴呆疾患研究部，

司東京都臨床研遺伝情報 3)東京大学医学部脳研

脳病理，勾東大医科研ヒトゲノム解析センター〉

家族性アlレツハイマー病の原因遺伝子として報

告された Prescnilin 1 (PSl)の遺伝子産物である

PS1は6回膜貫通裂の蛋白であり、細胞内の小胞

体および、ゴルジ休にその局在が報告されている。

また、家族性アルツハイマー病に関連した PSlの

変異体を導入した培養細胞については、すでに細

胞外に分泌されるアミロイ Iドβ蛋白 (Aβ42)の増加

が報告されている。 PS1の生理的機能については

明らかではなく、 Aβ産生において分子レベルで

どのような影響を与えているのか不明である。

我キは、 Neuro2a 細胞に、野生型および変異型

PSlを導入し、大腸菌のラクトースオペロンを利

用した遺伝子発現ベクターにより、その発現の調

節可能な培養細胞系を確立した。培養液中にイソ

プロピルーβ-0ーチオガラクトシド (IPTG)を

添加してPSlの誘導を促した後、その蛋自の発現

を解析するためにN末端を認識する抗体による

westem blotを行なった。野生型および、 M146L変

異型では、 24時間後に約 43kDaの全長PSlの明ら

かな増加が認められ、 48時間以後飽和レベルに逮

した。一方、 30kDaのN末側フラグメントの増加

は全長PSlに比べて緩やかで、 48時間以後さらに

増加する傾向を示した。また、変異型のll.exos 10 

を導入した株において全長PSlの増加は他の 2つ

の発現パターンと一致していたが、 N末側フラグ

メントの増加は認られず、 mouse由来の内在性N末

側フラグメントの減少が認められた。以上、誘導

後の時間経過に伴うPSlの発現を解析した結果、

この蛋白の代謝において、プロテアーゼによるN

末側フラグメント産生が律速段階になっている可

能性が考えられた。



047 lP 1007 

ヒト臓器におけるプレセニリン1(PSI) 
蛋白質断片の同定

佐原成彦、大河内正康、亀谷富由樹、宇佐美美穂子、

田中喜久子、荒若繁樹、山本明広、森啓

(東京都精神医学総合研究所・分子生物)

ヒトプレセニリン 1(PSl)は染色体14q24.3に

局在する早期発症型家族性アルツハイマー病の原

因遺伝子の一つである。この遺伝子は Spe・4や

Sel-12との構造類似性から、膜輸送や神経初期発生

に関与するととが考えられているが、その生理的機

能は未解決のまま残されている。アミノ酸約460

個からなる正常のPSl蛋白質は、膜貫通(親和性)

ドメインを7個あるいは10個含む膜蜜白モデル

が提唱されている。一方で、培養細胞あるいはトラ

ンスジェニックマウス脳の解析から PSl蛋白質は

アミノ末端側から約 290番目付近(ループ領域上

流)で切断され、分子量28kDaであるアミノ末端

断片と分子量 18kDaであるカルボキシル末端断片

として存在するととが明らかにされてきたが、ヒト

脳における PSl蛋白質断片の詳細な分析を示す報

告は少ない。そこで我々は、ヒトPSl各部位に対す

る抗体を作製し、これをツールとしてヒト各臓器に

おける PSlの蜜白構造をウエスタンプロットによ

って解析をおとなった。

すべてのヒト臓器で 28kDaアミノ末端断片と

18kDaカルボキシル末端断片が見出され、その中

でも精巣において最も多く PSl蛋白質断片が発現

していた。また、イムノアフィニティーカラムを用

いてPSl蛋白質を精製し、種々の抗体でウエスタン

プロットを行ったととろ、姉、牌臓、隣臓において

分子量 14kDaであるアミノ末端断片を新たに見出

した。

とれらの結果から、 PSl蛋白質の発現は量的なJ点

ばかりでなく、翻訳後における組織特異的な制御を

受けて細胞内代謝されているととが示唆された。
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048 2C 0・3

マウスアポEに女fするハムスターモノクロ
ーナル抗体およびヒトアポEに対するラッ

トモノクローナル抗体の作製

藤田忍、作田圭子、土屋玲子、

潰中裕喜

(三菱化学生命科学研究所、プロジェクト 8)

アポリポプロテインE(アポE)は家族性およ

び弧発性アルツハイマー病の発症に関与する

ことが統計的に明らかになっているが、その

機序および脳におけるその生理的役割は未知

である。我々はアポE遺伝子をヒト化したマ

ウスを用いてこの問題にアプローチしている。

そのためにはマウスにおいてマウスアポEと

ヒトアポEの動態をそれぞれ解析するのに適

した抗体パネルが必要であるので、そのよう

な抗体の作製を行った。マウスアポEのN末半

(EN) とC末半 (EC)に対応するcDNAをRT-

PCR法を用いてマウス脳tota1RNAより得、

pGEX2Tベクターを用いて大腸菌にGST融合

タンパク質として発現させたものを精製し、

アルメニアンハムスターを免疫した。マウス

ミエローマ細胞653を用いた通常のハイブリド

ーマ実験を行い、培養上清を発現大腸菌ライ

セートおよび正常/アポEノックアウトマウ

ス血清のドットプロットに対してスクリーニ

ングして、抗EN 874B7と877C12を、また抗

配 884F11、886EI1などを得た。これらはマ

ウス血清のイムノプロットでアポEへの特異

的結合が確認された。またヒトアポE(8、

αoリコンビナント、三菱化学横浜総合研究
所分子医薬研より供与)で免疫したWistarラ

ットを用いた実験からは、ヒトアポEに対す

るラットモノクロ}ナル抗体861E4および

868E5を得た。これらの抗体の特異性および

組織化学的応用性について報告する。
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049 1P 1008 

アルツハイマー病脳におけるイノシトー

ルモノホスファターゼについて

藤本貞毅七谷野浩子ぺ墨田康男¥下演 俊事*

( *京都薬科大学衛生化学教室、日京都大学

医学部神経内科学教室)

アルツハイマー病 (AD)におけるイノシトー

ルリン脂質代謝系に関与するホスホリバーゼC

アイソザイムの異常について報告してきた。今

回、 inositoltrisphosphate生成後のカスケード

に関する知見を得るため、 AD病脳におけるイ

ノシトールモノホスファターゼ(IMPase)の変

動の有無を調べた。

年齢、死後約検までの時間に差を認めない

AD群と対照群を対象とした。脳抽出液の

105，000 g上清を試料とした。脳 IMPaseの活

性は 3mMマグネシウムイオン共存下、 myo・

inositol l-phosphateを基質として、酵素反応

で遊離した無機リン酸量を測定することにより

行った。ウシ脳から精製した IMPaseを抗原と

して作製した特異抗体を用いてタンパク質レベ
ルを調べた。

ラット脳抽出液をSephadexG・100カラムに

かけて得られた溶出液について IMPase活性を

測定すると、一つの活性ピークのみが認められ

た。また、この活性分画は、 IMPaseの特異抗

体で認識される分画と一致した。また、この活

性は、リチウムイオンにより有意に阻害された。

対照脳とAD病脳についても、ラット脳の場合

と同様の結果が得られた。死後変化の有無を調

べるため、死後7時間、 12時間ならびに 24 

時間後のラット脳について酵素の変動を調べた

ところ、死後時間の差による酵素活性値ならび

にタンパク質レベルに差は認められなかった。

IMPase活性は対照脳に比べて、 AD病脳で活

性が高い傾向にあるが、その差は有意ではなかっ

た。ここで検出される IMPase活性は、用いた

特異抗体により濃度依存的に消失した。この特

異抗体を用いて脳内の IMPaseのタンパク質レ

ベルを測定したところ、 AD群と対照群とで有

意な差は認められなかった。

以上、イノシトールリン脂質代謝系に関与す

る酵素群の内、 IMPaseについては AD脳で有

意な変動は認められなかった。

050 1P 1009 

神経細胞の老化およE腕呆の発症に対する

Advanced Glycation End Products (AGE) 

の影響について

徳武哲 (都精神研，分子生物)

アルツハイマー病の病因物質については、病理

的特徴である老人斑に存在するβ アイロイドや

プレセニリンが、多くの関心を集め研究が行われ

ている。しかし、老年痴呆はその発症年齢から考

えられるように、長期間にわたる体内変異あるい

は体外からの影響が関与している可能性が考えら

れる。

長期的な影響因子のーっとして、最近住目され

るようになったのは、還元性の塘類がタンパク質

と一連の非酵素反応により結合して生成される複

雑な不可逆構造を持った複合体(AdvancedGlyca 

tion End Products (AGE) )である。この物質l土、
糖尿病の変性組織から見つけられたものであるが、

アルツハイマー病の神経原線維変化でも見い出さ

れている。

神経原線維変化や老人斑のように、代謝回転が

非常に遅い物質では、このような物質が生成され

る可能性は十分に考えられることであるが、それ

よりも血中タンパク質より生じたAGEが毛細血管

の内皮細胞表面に結合し、さらに取り込まれて、

フリーラジカルを含む酸化反応により、内皮細胞

の機能が障害されると、血液一脳関門の機能が障

害を受け、さらに神経細胞に有害物質が侵入蓄積

し、神経細胞の機能や老化に及ぼす影響はさらに

重要である。

そこで、血液中のタンパク質からできるAGEが、

血液のpHや金属イオン等によりどのような影響を

受けるかを調べ、糖尿病と単純な老化でどのよう

な違いがあるのかを検討し、さらにそれらの抗体

を用いて、脳の毛細血管やグリア細胞および神経

細胞に及ぼす影響の違いを調べることを試みたの

で、それらの結果について報告する。



051 lB MSl・1

家族性アルツハイマー病原因遺伝子プレセ

ニリンと Asアミロイド前駆体タンパクと
の関連性

亀谷富由樹、回中喜久子、字佐美美穂子、佐原成彦、

大河内正康、森啓 (東京都精神医学総合研究所、

分子生物)

早期発症型家族性アJレツハイマー病の原因遺伝子

プレセニリン l(pS1)は467残基のアミノ酸からなる

』莫タンパク質であるととが知られている。トランス

ジェニックマウスおよび培養細胞等の解析から、こ

のPS-1の突然変異がアミロイド線維の主成分である

A s 42を増加させることが明らかとなってきた。こ

のことは、PS-lがAsの前駆体タンパク質(APP)の代
謝過程に関与していることを示唆している。そこで

本研究では、 PS-lとAPPの関連性について培養細胞

を用いて解析した。

APP695cDNAを安定的に遺伝子導入したCHO細胞

(CH0695)に、リポフェクトアミン試薬(GIBCOBRL)を

用いて pCMVβおよび PS1遺伝子を組み込んだ

pCMVPSlを一過性に導入した。得られた遺伝子導入

細胞から、 PSlのN末抗体AD3NおよびAPPのC末

抗体R37を用いて、 PSlおよびAPPを免疫沈降させ

た。免疫沈降物は SDS電気泳動後PVDF膜に転写し、

PSlのN末抗体PSN2、抗APP抗体22Cll、抗As抗
体6EIOおよびAPPのC末抗体R37を用いて解析し

た。

PSl導入CH0695細胞から AD3Nを用いて免疫沈降

させた商分には22Cllによる APPの免疫反応は見ら

れず、一方、 C末抗体R37を用いて免疫沈降させた

間分には PSN2による PSlの免疫反応がごく弱〈見

られた。また、 PSl導入 CH0695細胞および未導入

CHO閉細胞から得られたAPPおよびその誘導体を比

べてみると αおよび戸分泌酵素によるプロセシング

の割合、切断部位については差は見られなかった。

以上のことから CHO削細胞においては、 PSlとAPP

が結合して存在する可能性およびPSlが直接APPの

αおよびp分泌酵素による切断に関与する可能性は
低いと考えられた。現在突然変異をもったPSlがAPP

の代謝系に与える影響を解析中である。

052 lB MSl-2 2115 

プレセニリン1ミスセンス変異遺伝子
によるAs42varia nts産生の促進

須藤慎治1)，川村勇樹')、西道隆臣2)、佐藤慎二勾、

小山文隆句、駒野宏人')、柳津勝彦1)

(国立長寿医療研究センター痴呆疾患研究部1)、

東京都臨床研遺伝情報汽東京大学医科学研究所

グノムセシターへ東京大学医学部脳研病理の)
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家族性アルツハイマー病における主要な原因遺伝

子であるプレセニリン 1(PS1)遺伝子のミスセンス

変異による発症機構の解明を目的に、 PSlのAs代謝

への影響を検討した.

マウスNeuro2a細胞にlactose叩 eronを利用した誘

導発現システムを用いてPS-l変異遺伝子(M146L，

d.exon 10)を導入することにより月1の発現を制御で

きる細胞株を樹立した.この細胞にIPTG

(isoprop凶ふD劫 iogalactoside)を添加することでPSl

が誘導されることをRT-PCR法で確認した.この細

胞を低血清培地で培養後、培養上清中および細胞内

の'Asを分子種別 (As40，As42)にAsのC末端特異

的モノクロ一ナノレ抗体(BA27，B印 6)を用いたhighly

sensitive immunoblot法 (J.Biol. Chem. 271: 22如8，

1996)により測定した.

PSl変異遺伝子の発現をIPTGIこより誘導すると、

培養上清中のAs42はimmUl油lot上、Asl-42に相当

する分子種だけでなく、N末端の欠失した分子種

(AsX・42)の増加を認めた.一方、 As40の産生量は

不変だった.また、 wild加 eのPSlをIPTGで誘導し

でもAs42の産生増加は認められなかった.さらに、

細胞内の'As42に関してもmutantPSlの誘導により増

加が認められた。これらのAs分子種の産生部位を

推定するため、分泌経路の輸送を抑制する薬剤を用

いて検討した。 その結果、 b児島ldinA処理ではすべ

てのAs分子種の産生が抑制された。一方、

monensin処理ではAsl-40，Asl・42の産生は抑制され

たが、 N末端の欠失したAsx-40，Asx-42が細胞内に

蓄積した.このことからAsvariantsが異なった部位

で産生されていることが強く示唆される。

以上の結果から、 mutantPSlは異なった部伎で産

生されるAs42variantsのいずれの産生も増加させる

ととがわかった。
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053 lB MSl-3 

組換えアデノウイルスを利用したラット

脳へのAPP遺伝子導入
西村伊三男植月太岡村均大沢良之

内山安男ヘ吉川和明l

('阪大・蛋白研・機能制御神戸大・医・ 2解，

3阪大・医・ 1解)

我々は前回の本学会において，組換えアデノウ

イルスベクターを用いて， in vivoの中枢神経系

細胞におけるAPPの過剰発現により短期間に神経

細胞が特異的に変性死滅することを示した。今回

は，この神経細胞死がAlzh巴imer病(AD)の病理変

化を反映しているかを検討する目的で，免疫組織

化学，電子広微鏡による観察を中心に解析した。

ヒト全長型APP695発現アデノウイルス 3.7x 
107 pfu/5μlをラヅト海馬へ注入し， 5日後に濯

流固定して以下の免疫組織化学を行った。 APPC

末端に対するポリクローナル抗体(AC-l)とN末端
に対するモノクローナル抗体(P2-1)を用いて二重

染色を行ったところ， APPを過剰発現する神経細

胞には，核局囲や神経突起内に頼粒状のAPP免疫

陽性物質が認められ，細胞体表面にはblebが，神

経突起には控室大したvaricosityなどが観察された。

また， AC-lとP2-1の免疫活性の細胞内局在は一

致していた。との2つの抗体による注入部位周辺

の組織のwestemblotでは，いずれにも全長型

APPに相当する約110kDaのバンドが検出された。

以上の結果より， APPを過剰発現する神経細胞内

に全長型APPが多量に存在する早期の段階から，

変性を起こしていることが示唆される。

電子顕微鏡による観察では，注入側海馬には萎

縮により電子密度の増加した細胞質と核を有する

変性神経絡胞が認められた。細胞質には増加した

遊離リボソーム，ミトコンドリアのクリステの不

整，自己貧食を示す像などが認められた。核にも

萎縮がみられたが，細胞質に比べてその変化は軽

度なものであった。これらの変性神経細胞の近傍

にはミクログリアが観察された。また変性神経細

胞に近接して，樹状突起の腫大やシナプスの消失

が確認された。

本研究で示された変性神経細胞と周辺の形態変

化は， ADにみられる老人斑周囲の病理像に極め

て類似しており，本疾患の神経細胞死の機序を探

る有効なアプローチになりうるものと考えられる。

054 lB MSl-4 2114 

アミロイド戸タンノTクによるL型チャネ
Jレを介したCa2+流入増加とフリーラジカ
Jレの関与
上回恵一、篠原俊次、矢上達郎*、朝倉賢

治*、川崎和夫

(塩野義製薬 中枢神経築研究センター、*創薬

第二研究所)

アミロイドpタンパク (Aβ) の神経毒作用に
おける電位依存性Ca2+チャネ Jレ(voltage-
sensitive Ca2+ channel; VSCC)およびフリーラ
ジカJレの関与に注目した。

大脳皮質および海馬神経細胞において、種々の
VSCCプロッカーの作用を検討したところ、
nimodipineのみが s(25・35)の細胞毒性を滅弱し
た。 AsによるCa2+イオン流入の機構を検討する
ために、海馬錐体細胞を全細胞パッチクランプ

し、ポJレテ}ジクランプ下記録した。その結来、

16時間の s(25聞35)曝露細胞のCa2+電流密度が対
照群のそれと比較して約2倍高いことが判明した。
また、生理的条件下における45Ca2+の取り込み
を測定した結果、 16時間の s(25・35)曝露群にお
いて、 45Ca2+取り込み量が対照群と比較して約
1.6倍高く、これはnimodipineで特異的に抑制さ
れた。これらの結呆は、 β(25・35)曝露により L
型Ca2+チャネJレを介してCa2+流入量が増加する
ことを示している。
次に、 s(25-35)による細胞死にフリーラジカ

ルの関与する可能性を検討するため、 2'，7'-

dichlorofl uorescin diacetateを用いて細胞内活性
酸素レベルの変動を測定した。 s(25-35)の処置

後12時間および24時間で有意な活性酸素レベル
の上昇が認められ、これはラジカルスカペンジ

ャーのピタミンEで抑止された。

以上の結果は、戸 (25・35)の神経毒作用にL型
VSCCを介したCa2+の流入とフリーラジカル発
生の両方(あるいはいずれか一方)が関与すること

を示している o そこで、フリーラジカルがs(25・
35)の引き起こすCa2+流入に関与するか否かを検
討するために、戸(25-35)の増強する45Ca2+取り
込みに対するピタミンEの影響を調べたところ、
ピタミンEはs(25・35)による45Ca2+の取り込みの
増加を抑止することが明らかとなった。一方、
VSCCのブロッカーであるnimodipineはs(2ふ
35)によるフリーラジカルの発生に対して何の作
用も示さなかったととから、フリーラジカ Jレの

発生はCa2+流入には依存しない。以上の結果は、
s (25・35)による Ca2+流入の増加はフリーラジカ
Jレの発生の結果であることを示唆している。



055 lB MSl・5 2113 

アルツハイマー・ βアミロイド蛋白による
GTl-7細胞内Ca2+流入及び、神経細胞死

川原正博、村本和世、小林和夫、黒田洋一郎
(東京都神経科学総合研究所、神経生化学研究部
門)

老人斑の主要構成成分であるアルツハイマー・。
ァミロイド蛋白は、神経毒性を持ち、アルツハイ
マー病の発症原因と深い関連があることが示唆され
ている。その神経毒性のメカニズムは未だ確定され
てはいないが、ArispeらはHアミロイド蛋白仏sP[1-
40])が人工脂質二重膜上に侵入してカチオン選択的
なイオンチャネルを形成することを報告している。
更に、演者らは、神経細胞由来のGT1-7細胞膜にお
いてもAsP[1-40]がカチオン選択的なイオンチャネ
ルを形成し、しかも形成されたチャネルはmultilevel
であり、亜鉛イオンによって阻害されるなど、その
性質が人工脂質二重膜で形成されたものと類似して
いるととを、パッチクランプ法によって明らかにし
ている(KawaharaM ff a 1.， B iophysica1 J" 6 3， 65-
75 (1997))。
そこで、 βアミロイド蜜白がGT1-7細胞の細胞内
Ca2+変動に与える影響を、 fura-2による細胞内Ca2+
同時多点計測システムを用いて検討した。
視床下部神経細胞由来の細胞株であるGTl-7細胞
は、常法により経代培養後、 trypsin及びDNaseIに
よりdissociateし、 polyethylenimine-laminineコー
トしたカバーガラス上にて無血清Dulbecco'sMEM 
培地を用いて培養した。との培養条件下で、 GT1-7
細胞はMAP2陽性のprocessを伸展させ、神経細胞様
に分化した。培養2~4白後、AßP[1-40] (10μM)を
投与し、細胞内Ca2+の時間変化を視野内の50~100
個の細胞について測定した。その結果、約60%の細
胞で投与直後あるいは1分以内に顕著なCa2+の上昇
が観察されたが、全く変化が生じない細胞もあり、
細胞間で8アミロイド蛋自に対するaffinityに差があ
ることが示唆された。また、。蛋自に感受性をもっ
細胞の数は濃度依存的に増加した。更に、 WST-l
アッセイによりGT1-7細胞に対する細胞毒性を観察
したととろ、同濃度のAsP[1-40]の投与24時間後に
は、 40%の細胞死が観察された。
以上の結果から、神経細胞由来のGTl-7細胞系に
おいて8アミロイド蛋白がイオンチャネルの形成、
細胞内Ca2+の異常流入、神経細胞死のいずれをも引
き起こすととが明らかになった。これは、。アミロ
イド蛋白が長年月の問に細胞膜に侵入してイオン
チャネルを形成し、これによって生じるカルシウム
を始めとする細胞内外のイオンバランスの異常が、
アルツハイマー病で見られる神経細胞の脱落の原因
になるのではないかという、いわゆる"βアミロイ
ド チャネル仮説"を強く支持する結果である。
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056 2P 2112 

分泌型アミロイド前駆体蛋白の生理活性に

関与するドメインの探索

大津郁朗、高村千鶴子、森本市子、石黒麻利子、高

坂新一

(国立精神・神経センター神経研究所代謝)

我々は、アルツハイマー病で注目を集めているF
アミロイド前駆体蛋白 (APP)、とりわけその分泌型

APP (sAPP)の脳内生理機能を解明することを日的

に研究を進め、今までにsAPPがラット大脳皮質組織

片培養で神経突起伸展促進活性、およびラット大脳

皮質神経芽細胞でDNA合成を指標とした細胞増殖促

進活性を持つことを報告してきた。今回、これらの

活性に関与するドメインについて検討した。

sAPPのKPIドメインよりもN末端側配列からなる

NAPP、およびC末端側配列からなるCAPPの2種類の

組換え体を酵母で作製した。そのうち、 NAPPのみが

神経突起伸展と細胞増殖のいずれも促進し、 sAPPと

向様に0，31制の濃度で有意な活性を示した。さらに

sAPPおよびNAPPの活性が、 NAPP内配列を認識するモ

ノクローナル抗体22C11で抑制された。そこで22C11

エピト}プ配列泊、らなるペプチドN16を合成した。

また、 KPIドメインの直下流にあり、 sAPPの活性領

域として報告されているRE剛S配列を含むペプチド

郎間S17を比較のために合成した。 N16を大脳皮質紐

織片に1001制添加した場合に有意な突起伸展活性と

神経芽細胞の増殖促進活性が認められた。しかし、

昭聞S17については1J.tM以上の濃度でも、いずれの

活性も認められなかった。 RE聞S17についてはラッ

ト大脳皮質神経細胞に対する顕著な生存維持効果が

認められたが、 N16については効果が無かった。

本研究から、 sAPPの神経突起伸展促進と神経芽細

胞増殖促進に関与するドメインが、}守Iドメインよ

りも上流のN末端領域にあり、 22C11エピトープ配列

がsAPPの生理活性に重要な役目を担っている可能性

が示唆された。一方、神経細胞の生存維持活性は

RERMS17では顕著に認められたが、 N16にはこの活性

はなかった。これらのことから、 sAPPは複数の活性

領域を持つ多機能蛋白として中枢神経系の発達・維

持に関与しているものと考えられる。
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057 2P 2111 

分泌型アミロイド前駆体蛋白質刺激による

培養大脳皮質細胞内情報伝達

石黒麻利子，大津郁朗，高村千鶴子，森本高子，

高坂新一

(国立精神・神経センター神経研究所，代謝研究部)

分泌型アミロイド前駆体蛋白 (sAPP)は培養ニ

ューロンに対し多様な生物活性を示す事が知られ

ているがsAPPにより誘導され、その機能発現に関

わる細胞内シグナル伝達系については殆ど明らか

にされていない。 sAPP695を介する細胞内シグナル

伝達機構を明らかにする為、 sAPP695刺激により活

性化される蛋白質キナーゼを加 vitro protein kinase 

assayにより検索した。

無血清培地で一晩培養したラット胎児大脳皮質

細胞をsAPP695で刺激後、細胞の可溶性画分を調製

しinvi tro protein kinaseお鈎yにより分析した。その

結果sAPP695の濃度に依存して約80，57及び43回 a

の内在性基質タンパク質がリン酸化され、これは5

nM、 10分間の刺激で最高値に達した o in vi町o

protein kinase assay後、アルカリ処理により80-及び

43-印 aタンパク質のリン酸化バンドが消失した事

からこれらのタンパク質はセリンやスレオニン残

基がリン酸化を受けることが示された。 一方、 57-

kDaタンパク質はアルカリ処理に耐性であり、主に

チロシン残基がリン酸化されると考えられる。

prote泊k:in蹴抽出itorに対する感受性からsAPP695

刺激によりリン酸化される80・及び43-ゆ aタンパク

質のリン酸化には主にproteink:inase C (PKC)が関与

する事が明らかとなった。又、ホルポールエステ

ルによるPKC不活性化がsAPP695刺激によるこれら

タンパク質のリン酸化を抑制した事から、 sAPP695

が細胞内でPKCを活性化することが示された。更

にsAPP695刺激によりphospholipaseCylが活性化さ

れ、細胞内イノシトール1，4，5・三リン酸濃度も増加

した事からsAPP695はphosphoinositide-PKC系の活

性化を介して細胞内にシグナルを伝達するものと

考えられる。

058 2P 2110 

ラット大脳皮質神経細胞内Ca2+流入に対す
る緑茶旨み成分テアニンの影響

野湾歩，梅海邦彦へ小林和夫へJII原正博へ村本和世
へ水谷昭弘ぺ角田隆巴，黒田洋一郎*(伊藤圏中研*

都神経研)

[目的]緑茶の旨み成分テアニン(Glutamicacld 

γ-ethyl amid)はグルタミン酸のアナログであり、

脳血液関門を通過しうるととが報告されている。一

方カフェインも緑茶に含まれる成分であるが、 in

vivoにおいてカフェインによって誘導されたマウス

の窓事をテアニンが抑制したという報告もあり、脳

内におけるテアニンの生理作用を調べるため、ラッ

ト大脳皮質初代培長神経細胞の細胞内Ca2+流入に及

ぼす影響を検討した.

{方法]ラット胎児(胎齢18日)より大脳皮質を摘

出し、パパイン処理によりdissociateした後、培養

を行った。培養7白目以降に、との培養神経細胞に

臼2+感受性色素fura-2を投与し、高感度ビデオカメ

ラを用いる細胞内Ca2+同時多点観察システムによっ

てCa2+濃度変動を観察した。

【結果および考察】培養7日目以降に培養神経細胞

は、自発的にパースト発火に伴う同期したCa2+オ

シレーションを示す.テアニンは、 100μM添加時

にはとのオシレーションの頻度を約20%増加させた

が、 lmM添加時には逆に頻度を減少させた。ま

た、との培養神経細胞のパースト発火現象はMg2+

存在下で抑制されるが、発火を抑制した培養神経細

胞にテアニン800μMを還流投与すると神経細胞内

へ一過性のCa2+流入が観察された。この細胞内ca
計流入はNMDA型グルタミン酸受容体アンタゴニス

トであるD-APVによって阻害されたD 更に同条件下

でテアニン50μM及び200μMを還流添加すると、

培養神経細胞はCa2+オシレーションを開始した。

ところが、カフェインの投与によってオシレー

ションの頻度は濃度依存的に増加したが、テアニン

の共投与によってカフェインの効果は抑制された。

カフェインによる発火頻度の増加を抑制するテアニ

ンが、単独の投与では50μM-200μMのオーダー

で、むしろ発火頻度を増加させたのは興味深い。



059 2P 2109 

大脳皮質シナプスの電位依存性カルシ

ウムチャネルとその加齢変化
回中康一、安藤進

(東京都老人総合研究所・生体膜部門)

加齢に伴う脳機能の低下の要因が一つにシナプス

機能の異常にあるとする「シナプス老化jの観点か

ら、シナプス機能の加齢変化について神経化学的に

検討している。マウスおよびラットの大脳皮質から

得たシナプトソームを用いて、コリン作動性シナプ

ス機能の加齢変化を調べた。その結果、老齢におい

ては①脱分極刺激によるACh放出が低下すること、

さらに、②ACh放出低下はその合成やシナプス内の

レベルの低下によるのではなく、放出のトリガーと

なるカルシウムイオン流入低下によることを明らか

にした(1)。本研究では、カルシウムイオン流入に関

与する大脳皮質シナプスにおける電位依存性カルシ

ウムチャネル(VDCC)の加齢変化を明らかにする目

的でサブタイプの存在比とチャネル密度の加齢変化

について検討した。

L型、 N型、 P型、 Q型の各VDCCに特異的とされ

る四種のペプチドブロッカーを用いて、各ブロッ

カーによるカルシウムイオン流入阻害からラットシ

ナプトソームにおけるカルシウムチャネルサブタイ

プとその存在比ならぴに存在比の加齢変化を調べ

た。成熟ラットの大脳皮質シナプスのVDCCサブタ

イプの存在比は， L型チャネルが24%，N型チャネ

Jレが32%，P型チャネルが27%，そしてQ型チャネ

ルが17%であることが分かった。老齢では， P製

チャネルの存在比の顕著な減少と、用いた四種のプ

ロッカーには非感受性チャネル、即ち、 L型， N

型， P型， Q'If，'lチャネル以外のサブタイプ存在比の
増加が認められた。

1251で標識したωーconotoxinGVIAとωーconotoxin

MVI1Cのシナプス膜への結合実験によりVDCC密度

の加齢変化を調べた。その結果， Kd/置に有意差は認

められなかったが，Bmax，すなわち最大結合サイ

トの顕著な減少が老齢シナプス膜で認められた。こ

のことから，老齢のシナプスにおいては， VDCCの

密度が減少していることが示唆された。これらの前

シナプスにおける電位依存性カルシウムチャネJレの

加齢変化が、カルシウムイオン流入低下とそれに引

き続くアセチルコリン放出の低下の要因となってい

ることが推察された。

1) Tanaka Y.， Hasegawa A.&加doS.， J. Neurosci. 

Res. (1996) 43:63-70 
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060 2P 2108 

PC12D細胞においてムスカリンa性アセチルコ
リンレセプター刺激による細胞内Ca2+讃度の
上昇は、ストア作動性とレセプタ一作動性
の二つの異なるCa2+チャンネルの活性化によ
り引き起こされる
郭非凡、海老原逮彦、 DavidSaffen (東京大学
医学部神経生化)

PC12D細胞においてムスカリン性アセチルコリンレ
セプターの田1-17"ブタイプを刺激すると、 PKCと細胞外
Ca2+の流入を介して前初期遺伝子が発現することを以
前に報告した。ムスカリン性アセチルコリンレセプ
ターがどのようなメカニズムによりCa2+の流入を引き
起こすのかを調べるために、締胞内のCa2+， 8a2+ ， Mn2+ 
の濃度変化による細胞内fura2の蛍光変化を分光蛍光
光度計(日本分光)で測定した。この研究により、
カルパコール刺激による細胞内へのCa2+流入は、二つ
の異なるチャンネルを介して引き起こされるという
証拠が得られた。チャンネル11立、1)ムスカリン
性アセチルコリンレセプターアゴニストであるカル
パコールにより速やかに活性化され、同レセプター
のアンタゴニストであるアドロビンにより速やかに
不活性化される、 2)8a2+に対し高い透過性を示すが
Mn2+は透過させない、 3)温度低下に対し比較的非感
受性である、 4)thapsigargin非感受性である、
5 )ホルボールエステルにより強く阻害されるもの
であった。一方、チャンネル2は、 1)カルパコー
ルにより徐々に活性化され、アトロビンにより徐々
に不活性化される、 2)8a2+に対してはわずかな透過
性しか示さないか、 }.¥n2+に対しては高い透過性を示
す、 3)温度低下感受性である、 4)thapsigargin 
により活性化される、 5)ホルボールエステルによ
り弱い阻害を受けるものであった。これらの結果に
より、チャンネル1は細胞内Ca2+ストアの状態とは相
関性を持たない、受容体作動性のCa2+チャンネルであ
り、チャンネル2はスドア作動性のCa2+チャンネルで
あることが示唆された。この両方のチャンネルがホ
ルボールエステルにより限害されたという事実は、
ムスカリン性アセチルコリンレセプターによるCa2+流
入がムスカリン性アセチルコリンレセプターによる
PKCの活性化により制御されるという負のフィード
ノfックが存在することを示唆するものである。
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061 2P 2107 

ニューロプラスト」マCellLineにおける神

経特異性カルシウム結合タンパクとN.Myc

の発現との相関

山口知子，神田尚俊・

(東京女子医大・生化学，・東京農工大・家畜解剖学)

神経細胞サブセットに固有に発現しているカルシ

ウム結合タンパクのカルピンデイン(CB)およびカJレレ

チニン(CR)は，ニューロプラストーマCeJlLine におい

て発現が見られるがその程度が異っているo 細胞の

分化の方向性を調節することが知られているレチノ

イン酸あるいは， TNFαによるCBおよびCRの発現

の調節について検討し，麗蕩の悪制度の指標として

知られている， N;Mycの発現との相関を検討した。

CeJl Lineとして， NB.l，TGW，IMR.32およびGOTOにつ

いて，とくに， CBおよびCRの発現が多く見られる

NB.1については，アポト}シスとの関係を検討した。

増殖期培養細胞系に， 1.100ng/rruのTNFαあるい

はレチノイン酸としては生物活性が最も強い9.cisレ

チノイン酸を10-6ぢM加えて， 48時間培養した。

分子発現の検出は，それぞれのプロ}プを用いて，

ノーザンプロットにより， α-Tubulinの発現を指標と

して比較した。アポトーシスの検討は，形態学的に

は， Ho巴chst-33342およぴPropidiumIodide(PI)染色，

あるいは， Ann巴xin-V-Fluos(Boehringer社)染色で検討

し，さらにFlow-Cytometryを実施した。

TNFαは孔ーlb，IL-6などと共に、炎症性サイトカ

インとして、細胞浸潤作用をもつことが知られてい

るが、多くの細胞表面に発現しているTNF受容体が

クローニングされ、細胞表面ドメインはNGF受容体

のスーパーファミリ」であることが示されている。

TNFαはミクログリア，アストロサイトにおいて産生

が認められ、損傷ニューロンや細胞侵襲にたいする

防櫛作用をCBが促進していることカ報告されている。

一方，ニユ}ロプラストーマCeJllineにおいては，

TNF-αによってCB，CRの発現は阻害された。また，

麗疹細胞の分化の方向性の指標としてのN-Mycの発現

との比較検討は， これら神経細胞のサブセットに特

異的に発現しているCBやCRの機能を解明するための

モデル系としての，ニユ}ロプラストーマの導入に

は意義あるものと思われる。またレチノイン酸につ

いては，さまざまな細胞系において分化促進効果が

知られているが， NB-1においてはN.Mycの発現を低下

させたが， TNFαにはそのような効果が認められな

かった。

062 2P 2106 

ヒト脳に存在する新しい神経特異カルシウ

ム結合蛋白質 (HLP4)のcDNAクローニング
酒井栄一、小林正明、野口鉄也、高松研

(東邦大学医学部第2生理)

神経系において、 4個のEF-hand構造とN末端ミリ

スチン酸付加配列を共通構造として持つ、分子量

約23回aのカルシウム結合蛋白質の一群が同定され、

神経特異カルシウム結合蛋白質ファミリー (NCBP

ファミリー)と呼ばれている。我々は、このフ 7

ミリーに属する分子種と精神神経疾患との関連を

追求する目的で、ヒト脳に存在する分子種の解析

を行い、hHippocalcin、hHLP2およびhHLP3を同定

している。今回、新たなcDNAクローンを同定し、

ヒト脳内での局在の検討および染色体番号決定を

行った。

ヒトs&jcDNAライブラリーをhHippocalcincDNAを
プローブとして緩やかな選別条件でスクリーニン

グし、 9~固の独立したクローンを得た。これらのク

ローンは、制限酵素切断のパターンから新たな分

子種に対応すると考えられ、 N丑..P4と命名した。最

も長く、全蛋白質翻訳領域を含むほ1LP4cDNAは全長

1，324bpで、翻訳領域は576bpからなり、 191残基の

アミノ酸からなる推定分子量22，202Da、等電点4.61

の新規蛋白質をコードしていた。 H口4の一次構造

中には、 NCBPファミリーに共通する4個のEF-hand

構造とN末端ミリスチン酸付加配列の存在が認めら

れた。また、既知のNCBPファミリーとの塩基配列

およびアミノ酸配列の相向性を比較解析したとこ

ろ、 hHLP4はラット附P2との聞に最も高い相向性を

示したo

次に、ヒトの各臓器より調製したmRNAを用いた

ノーザンプロットの結果、hHLP4u制Aは脳に特ー異

的な5.2kbの単一バンドとして認められた。そこで、

既にヒトで得られていたものも合わせた、 4分子種

について、脳内各部位より調製した減NAを用いた

ノ}ザンプロットを行った。 N五..P4は大脳皮質、海

馬、扇桃体に強く発現しており、各分子種ごとに

脳内分布が異なっていることが明らかとなった。

さらにヒト/ハムスタ一体細胞雑種株由来の閃A

を用い、 PCRにてヒト特異的遺伝子を増幅すること

で、 concordance/disconcordance解析を行ったとこ

ろ、祉ILP4遺伝子は第17番染色体に存在することが

明らかとなった。



063 2P 2105 

アフリカツメガエルの背腹軸形成における

IP3/Ca2+伝達系の役割

粂昭苑 l、武藤彩 1人、岡野栄之、御子柴克彦 1，2

1新技術開発事業回御子柴細胞制プロジエクトk、2東
大.医科科.学研究所.化学、 3理研(筑波)分子神経生物

学、 4阪大・医

細胞内の遊離カルシウムの増加は受精時の卵の

活性化において重要な役割を担うととが考えられ

ている。初期医発生においても、フ;;tスファチヂル

イノシトール (pI)の代謝回転を阻害するLiClが、

二次臨形成を誘導し、細胞内イノシトール31Jン酸

(IPa)の濃度を減少させることが知られており、初期

怪発生において重要な役割を担うことが考えられ

ている。

我々は、初期医の形態形成の分子機構を明らかに

する為に、アフリカツメガエルの系を用いて、 IPs 

のシグナル伝達系の匪発生における作用機構を詳

細に検討するため、アフリカツメガエル IPa受容体

に対する特異的阻害活性をもっモノクロール抗体

を単離し、これらの阻害抗体を用いて IPa受容体の

初期匪における形態形成の役割を検討した。

アフリカツメjJヱルIPs受容体C末端を抗原とし、

モノクロナール抗体を作成した。 in vitroのアッセ

イ系を用いてアフリカツメガエルの初期医より調

製したミクロソーム函分からの IPsによるカルシウ

ム放出 mCR)を指標にスクリーニングし、機能阻

害抗体を得た。初期限で強制発現したmAChRに対

するアゴニスト依存的なカルシウム遊離の阻害を

指標でassayしたととろ、とれら複数の IPsRモノ

クロール抗体はそれぞれカルシウム遊離の阻害活

性の程度が異なることがわかった。とれらモノクロ

ール抗体をアフリカツメガヱル初期匪に微小注入

したととろ、 4細胞期の腹側の割球へ注入により特

異的に二次軸が生成された。生成された二次軸は頭

部構造を欠く部分的な二次軸であった。 invi仕oの

RT・PCR法を用いた外槌体の解析により、抗体の注

入により腹側が背側に運命転換されたことが明ら

かとなった。同じ抗体量による二次軸誘導能はモノ

クロール抗体の IICRの阻害活性に相関しているこ

とより、 IPs/Ca2+伝達系は腹側化シグナルを伝達

することが強く示唆された。

064 2P 2104 

膜分画に存在する ADPリボシール環状

化酵素の薄層クロマトグラフイー (TCL)
による測定

東田揚博、横山 茂、橋井美奈子、野田百美

(金沢大学・医・神経物性)
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伝達物質受容体刺激後、セカンドメッセンジャ

ーとして細胞内 Caが増加する。この増加は、細胞

外からの Ca流入と細胞内イノシトール三リン酸

感受性CaプーJレおよびリアノジン感受性Caプ」

ルからの Caの動員により生じる。神経細胞でも細

胞内 Ca増加がCa動員を生じることは知られてい

る。この Ca動員をモジュレートする内在物質とし

てサイクリックADPリポース(cADPR)が知られて

いる。 cADPRはNAD+を基質として、 ADP1)ボシ

l同業状化酵素 (ADP-ribosyIcycIasc)により生じる。

崎乳動物 ADP~ribosyl cyclaseとしてCD38や

BST・1が知られているが、それらは細胞外にその

活性部位を持つ。従って、それらの酵素とサプス

トレートとしての細胞内の NAD+やcADPR産物と

の関係において矛盾がある。

そこで今回、その疑問に答えるつもりで、神経

モデル NGI08-15細胞の践分画の ADP-ribosyI

cycIaseを簡単に測る方法を検討した。

100，000 g 沈法中の粗膜分画を酵素源として、

2μMNAD十と0.06μCi(HjNAD存在下 0.5-16分、

37"Cインキユベートし、 トリクロロ酢酸で反応を

停止した後、 TCLで分画した。 cADPR中に見出さ

れている「問カウントは、時間、 NAD量に依存し

増加した。 40~60分間で、 19サンプルまで測定出

来た。現在ADP-ribosyIcyclas巴の活性をどの程度正

確に測定しているかを種々の方法で検討している。
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065 2P 2103 

喋覚受容体の培養細胞系での発現

稲木公一郎、芳賀達也、東原和成
(東京大学医学部神経生化学)

勾い物質は、喚細胞喋繊毛膜上で認識され、化
学信号が電気信号に変換され中枢神経系に入力
される。現在までに、数百種類に及ぶ一大ファ

ミリーを形成する唆細胞特異的なGタンパク質
共役受容体が遺伝子クローニングされ、推定上
の唆覚レセプターとされている。晴乳類の喚覚
レセプターの培養細胞での機能的発現の報告は
ほとんど例がない。その理由は、培養細胞系で
の嘆覚レセプターの発現が難しかったこと、匂
い物質が多種多様にわたっていること、レセプ
ターとの結合アッセイ系が確立されていないな
どが主な原因である。我々は、ラット嘆覚レセ
プターを伸長国子のプロモ}夕}制御下にmyc-

tagを付けた形で組み込み、晴乳類由来培養細胞
で発現させることに成功した。 RT-PCRと
Westem blotより転写産物および発現タンパク質

の存在を確認した。興味深いことに、嘆覚レセ
プターのなかには、そのままでは発現せず、ァ
ミノ末端領域をムスカリン性ア-tチJレコリンレ
セプターとのキメラにすることにより発現する
・ものもあった。この結果はアミノ末端領域が喚
覚レセプターの発現の制御に関わっている可能
性を示唆している。次に、これらの発現した喚
覚レセプターの匂い応答アッセイを、 Ca 2+ 
濃度の上昇を指標に 100種以上の匂い物質を
使って試みた。さらに、喋覚組織特異的なGolf
. Gq/iキメラ・ Gq/olfキメラなどを共発現させる
ことによってどのGタンパク質とカップリング
するかを調べた。

066 2P 2102 

G蛋白質αサプユニットの免疫沈降に伴う

yサプユニットの解析

上田 浩、森下理香、仙波りつ子、加藤兼房、

浅野宮子

(愛知県コロニ}・発達障害研究所)

三量体GTP結合蛋白質 (G蛋白質)はα、p、

yの3つのサプユニットからなり、 pとyは常に結
合している。各サプユニットには多くの分子種が存

在し、 αの各ファミリー間にはっきりした機能の違

いが示されているのに対し、 styについては、一

部のyに認められているが、その他の分子種には顕

著な差がみられていない。私達はyの分子多様性の

生理的意義について研究を進めているが、今回はま

ず、 αとy関に選択的な組み合わせがあるかどうか

を検討した。各種αサプユニット (Go、Gi、Gs、

Gq/l1)に対する抗体を用いて、ラット脳、 C6グリ

オーマ、 Swiss3T3線維芽細胞の抽出液の免疫沈降

を行い、共沈してくる sy複合体のyの分子種をウ

エスタンプロットで比較した。既報のように各種y

の発現は細胞の種類で大きく異なるが、ひとつの細

胞または脳内では各αに伴う yの種類や比率にほと

んど差がみられなかった。免疫沈降を行っている間

にα-sy問の交換が起こっている可能性も否定で

きないが、 αty間には選択性がないのではないか

と考えられる。

この結果は、 1種類の αに対する抗体で免疫沈降

を行えば、その細胞に含まれているすべてのyを共

沈させることができることを示している。そこで、

ラット脳、 PC12、C6細胞中のyの全分子種を知る

ため仁、上記の場合よりやや大きいスケ-}レで免疫

沈降した。沈降物を1%コーJレ酸で処理すると、 sy

がαサプユニット/抗体IproteinA結合Sepharose

ピーズから解離するので、これをTricine/SDS'PAGE

後、蛋白染色で観察した。脳では主要なy2、y3、

y7以外に未同定の易動度の大きいyがみられた。

PC12にはy3とy5、C6細胞にはy5とy12以外

に複数の同定できていないyが存在した。これらの

未同定のyについて解析を進めている。また、脳の

発達に伴う yの顕著な変化が観察された。



067 2P 2101 

Gタンパク質共役受容体キナーゼ (GRK2
)によるチュプリンのリン酸化
芳賀和子、芳賀達也、*室伏旗

(東大・医・神経生化、*東大・理・生化)

Gタンパク質共役受容体キナーゼ(GRK2)は基質

特異性が厳しく、その基質となりうるのは活性化

されたGタンパク質共役受容体にほとんど限られ

ている。 GRK2はアゴニスト結合受容体と Gタンパ

ク質。γサプユニットによって相乗的に活性化さ

れ、これが基質特異性の理由と考えられる。 sy
サプユニットはGRK2のC末端のプレクストリンホ

モロジ-(PH)部位に結合する。このC末端に結合

する成分を検索中、チユプリンが結合することを

偶然見い出した。

GRK2のC末端部分を含むグルタチオンs-トラ
ンスフエラーゼ融合蛋白質(GRK2C-GST)に結合

する成分をブタ脳可溶性画分から検索した。分子

量55kDaの成分の結合が見出され、そのN末端の

アミノ酸配列を決定したところ、 pチユプリンに
一致した。更に、プタ脳からの精製チユプリンが

GRK2C-GSTに結合することか瀧認された。チユプ

リンの結合はpγサブユニットの結合によって影響
されず、両者はGRK2C末端の別々の部位に結合す

ると考えられる。

精製したチユプリンはGRK2によってリン酸化さ

れたo Kmは3μMで、 2量体当たり1.2モルのリ

ン駿が取り込まれ、リン酸化部位はチュプリンの

C末端部分と推測された。チユプリンのリン酸化

反応、は、 Gタンパク郎yサプユニットとアゴニス

ト結合m2ムスカリン受容体(リン酸化部位を欠失

させた変異体)によって促進された。タキソ}ル

存在下に重合したチュプリンも同様にリン酸化さ

れた。リン酸化されたチュプリンは沈殿しやすい

傾向を示したが、これが微小管生成によるもの

か、その他の会合体形成によるものかは現在検討

中である。

チュプリンはCa-カルモジュリンキナーゼやsrk

などによってリン酸化されることが報告されてい

るが、その生理的意味は明らかではない。 G砿 2に

よるリン酸化の生理的意味も現在不明で、今後の

課題である。
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068 2P 2100 

ドーパミンD2受容体のG問。によるリン酸

化と細胞内移行一変異体による解析

岩田健1)2)、伊藤和光司、芳賀達也2

。東京医科歯科大学医学部神経精神医学教室

副東京大学医学部神経生化学教室

ムスカリンm2受容体やβ2アドレナリン受容体がGタン

パク質共役受容体キナーゼ (G問。)によりアゴニスト依存

性にリン酸化され、その結果細胞内移行が促進されるととが

知られている.我々はドL パミンD2受容体がCHO細胞で

アゴニスト依存性に細胞内移行すること(糸川他、 1995)、

COS細胞での 02受容体の細胞内移行がG斑匂の共発現に

依存すること(伊藤他、投稿中)を明らかにしてきた。 CHO細

胞にはG辺(2が内在性に発現し、 COS細胞にG問。を共発

現すると02受容体のアゴニスト依存性リン酸化が培加する。

これらの結果はG斑<2によるリン酸化によってD2受容体の

細胞内移行が起とることを示唆している。この仮説を確かめ、

同時にリン酸化部位を同定するため、 D2受容体変異体を作

製して細胞内移行実験を行った。

ヒト 02受容体の第三細胞内ループ内の SSTS(256-

259) を AAAA に変えた変異体を Transfonner™Sit巴-

Directed Mutag巴nesisKlt (C!ontech)とPCR法にて作製

した.SSTS配列は酸性アミノ酸に固まれG悶(2によるリン

重量化部位であると推測された。野生型と変異型のD2受容体

をCHOまたは COS細胞にリポフヱクチン法で一過性に発

現させ、親水位標識化合物['HJSu!prideとの結合実験をお

となった。細胞表面からの['HJSu!pride結合部位の減少を

D2受容体の細胞内移行の指標とした。

ド}パミン刺激により細胞内移行するD2受容体の割合は、

CHO細胞に発現した野生型で20.0土1.7%、変異体で7.7土

2.5%、COS細胞に単独で発現させた野生型で10.7土7.3%、

変異体で12.0士1.2%、G陪包と共発現した野生型で29.7士

3.2%、変異体で18.9:J::2目6%であった。

とれらの結果は (1)第三細胞内ループの SSτ's~~Jが

GRK2による細胞内移行の促進にとって重要な部位である

とと、 (2)この配列以外の部位の関与もあり得ることを示

している。
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069 2P 2099 

メタンフェタミン投与後のラット線条体での
NOの変化

丸井幸之助，柏原健一，秋山一文*，庄盛敏廉

(岡山大学医学部神経内科学教室，

牢岡山大学医学部神経精神医学教室)

一酸化窒素 (NO)は当初血管拡張物質として報告
されたが，その後，中枢神経系で神経伝達物質あるい

は神経修飾物質としての生理活性が知られるようになっ

た。たとえば，脳虚血時の神経変性過程，パーキンソ

ン病など神経変性疾思の変性過程への関与が示唆され

ている。我々は反復投与により中枢ドパミン系に長期

持続性の変化を生じることが知られるMAPをラット

に投与し，線条体でのNO濃度の変化をln vivo 
microdialys!s法により検討した。
7週齢の雄SDラットの左線条体にペントパルピター
ル麻酔下にて透析チューブを績え込んだ。 36-48時
間後，透析チュープを人工髄液にて2μl/minの速度
で灘流開始した。 3時間後より灘流液の回収を始め，
20分間隔で4時間連続回収した。回収開始1時間後に
MAP 3rng/kgあるいは生食を腹腔内投与した。以

後3時間にわたりサンプルを回収した。
NO濃度は代謝産物であるN02とN03濃度の和
(NOx)で評価した。測定には東京化成工業の自動
分析器 (Mod巴1TCI-NOX 5005)を用いた。得られ
た値はMAP投与直前値が100%となるよう変換し，統
計処理を行った。

MAP3mg/kg投与後の線条体細胞外NOx濃度の変
化にはコントロール群と比べ有意な差は見られなかっ
た。

Di Monteらは.MAPの神経毒性発現にNOが介在す
ると報告した。彼らはMAPは直接グルタミン酸の放
出を介して，あるいは間接的にドパミンの放出を介し

てNOの産生を誘導するのではないかと推測している。
本研究からはMAPが線条体でのNO産生に影響しない
ζとが明らかとなった。

070 2P 2098 

ドーパミンのN端欠損ヒトチロシン水酸

化酵素1型 (hTH1)変異体に及ぼす影響

太田明中島昭人森啓至永津俊治Z

(藤田保健衛生大学医学部生理学教室入総合医科

学研究所分子遺伝学III神経化学勺

カテコールアミン生合成系の律速酵素である

hTH1は497個のアミノ酸からなり、その調節部位

はN端に存すると考えられている。 我々は一連の

N端欠損lTH1変異体を大腸菌に発現させ、この調

節部位の機能にとりN端より52アミノ政残基の問

に重要な配列が存在することを既に報告している。

今回、各変異体の酵素活性をドーパミンと前鮮置

後測定することにより、乙の配列を更に詳細に同

定しようと試みた。

全長叩U cDNAを鋳型にしたPCRによりNdeI部

位を5'側転写開始部位、晶m阻部位を3'側非翻訳領

域に導入しwild-typ巴並びに29、31、33、35、37、38、

39、40、44及び49個のアミノ酸を欠失した複数の

N端欠損変異体を∞aするNdeI-Bam阻断片を作製し
た。これら断片をpE百cベクターに接続して大腸菌

BL21(DE3)にtransJi叫後、 IPTGにより目的の酵素タ

ンパク質の発現を誘導した。酵素検体として菌体

破砕上清を用い、 ドーパミンと前鮮置後の酵素反

応によって基質Irチロシンより生成したLドーパを

HPLC法にて定量してTH活性とし、酵素活性の至

適水素イオン濃度に対するドーパミンとの前鮮置

の影響を検討した。

ドーパミンとの前鮮置はwild-typeよりN端側38個

のアミノ酸残基欠損変異体に至る迄、その酵素活

性を塩基牲領域において濃度依存性に抑制したが、

その程度は欠損の度合いに反比例していた。更に

39個、 40個、 44個及rJ.ヰ9個のアミノ酸残基欠損変

異体においては、ドーパミン1伽Mとの前鮮置によ

る酵素活性抑制効果は認められなかった。以上の

観察結果より、 Gly36_Arg37_Arg38_GIn39_Ser40の配列

が、 N端側に存在する酵素活性調節部位の中で重

要な位置を占める可能性が推定された。



071 2P 2097 

内在性lBJi百Q類緑化合物のドーパミン神

経系に対する作用

河合洋*、古武弥一郎*、牧野由紀子*、庚

部雅aB*、太田茂**
(*東京大学薬学部、料広島大学医学部総合薬学

科)

パーキンソン病発症物質候補のーっと考えられ

る1・benzyl-lム3，4-tetrahydroisoquinoline(lBnTIQ) 

の構造を基に、分子内にドーパミン骨格を含む

1・(3'，4'-dihydroxybenzyl)ー百Q (3・グDHBnTIQ)

6，7・dihydroxy-IBn明 (6，7DHBnTIQ) を分子設計

し、その内在性、 invitro、invivoにおける作用を

検討した。

まずGC/SIM法を用いてマウス脳内より検出し、

DHBnTIQ類の内在性を示し、次にラット脳の線

条体シナプトソームを用いてドーパミンレセプ夕、一

類に対する親和性、ドーパミントランスポ」ター

(DAT)による神経細胞内への取り込みについて

検討した。

lBn'τlQ類はDI、D2に対してICso値数μM程度の
親和性を示し、 lBnTIQと比較すると6，7DHBnTIQ

では親和性が上昇し3川DHBn百Qでは減少する傾

向が認められた。

，細胞内への取り込みは、いずれのDHBnTIQに

ついてもDATを介した特異的な取り込みが観察さ

れた。両者の民n、V"'Xを比較すると3'，4'DHBnTIQ
の方が6，7DHBnTIQより取り込まれやすいことが

示された。これは3'ダDHBn'ττQ分子内のド}パミ

ンの方が、細胞内輸送に有利な立体配置をとりや

すいためと恩われる。

C57BLマウスを用いてDHBnTIQ類の薬理作用を

検討した。両化合物とも急性的に運動量の減少を

引き起こし、その活性は6，7DHBnTIQの方が強かっ

た。また、連続投与を行うと、 3'，4'DHBnTIQによ

りパーキンソン病様の形態、行動異常が観察され、

この化合物が内在性パーキンソン病発症物質候補

となり得ることが示唆された。 6，7DHBnTIQでは
そのような作用は認められなかった。

DHBn1τQによる作用は急性、慢性毒性で異なっ

た経路をとると考えられる。急性毒性はドーパミ

ンレセプター阻害によるものであり、パーキンソ

ニスムの発現にはDATを介した細胞内への特異的

な取り込みが関与していることが考えられる。
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072 2P 2096 

テネイシン遺伝子欠失マウスのドーパミン

系薬物による行動変化
深河内文彦傘、王益晴傘、俣賀宣子料、

日下部守昭***

(キ東京医歯大・難研・プロジェクト、 料理研・

フロンテイア、 件*理研・ライフサイエンス

筑波研究センター)

細胞外マトリックス分子であるテネイシンは神

経発生後期に大脳皮質や海馬の神経細胞に強く発

現し、また小脳頼粒細胞の垂直移動を誘導あるい

は修飾していることが明らかにされており、脳の

ネットワーク形成過程に関連して情動、記憶、学

習などの高次神経機能に関与している可能性も高

い。テネイシン遺伝子の第2エクソンを標的遺伝

子組換えにより欠失させたマウスのなかに、体重

増加不良、低妊娠率、サーカデイアンリズムの乱

れ、新規環境への馴化悶難などそはじめとして、

終始落着きのない多動性、オープンフィールドに

おける回転性の常同運動などの特徴的な行動異常

そ示す個体が存在することを見出した。行動異常

を示すテネイシン遺伝子ノックアウトマウス、対

照群としてヘテロマウスおよび野生型マウスにつ

いて脳内各部位(大脳皮質、線条体、海馬、小脳)

を取り出し、各サンプノレの酸性抽出液そ処理して

電気検出器付高速液体クロマトグラフィーにより、

ド、ーパミンを中心にそノアミン神経伝達物質とそ

の代謝産物を分析測定したところ、 ドーパミンに

関しては線条体と海馬で代謝回転率が低下してい

ることが確かめられた。今回、 ドーパミン受容体

アゴニストであるアポモルフィンを腹腔内投与し

たところ用量依存的に行動量を抑制したが、これ

は常同行動の出現によるものではなく、テネイシ

ン遺伝子欠失マウスは少なくともアポモルフィン

に対して、野生型とは行動上異なる反応様式を示

した。さらに、脳内ドーパミンニューロンの一部

で共存するペプチドであるコレシストキニン

(CCK)のB受容体に対する姑抗薬であるPD135158

(0.1 mgfkg， i.p.)は、テネイシン遺伝子ノックアウ
トマウスの多動を抑制し、線条体におけるドーパ

ミンの代謝回転を績加させた。 CCK-A受容体に対

する姑抗薬であるlorg!umideでは行動の変化は生

じなかった。これはCCK-B受容体が線条体のドー

パミン神経伝達を介してテネイシン遺伝子‘ノック

アウトマウスの多動性に関与していることを示唆

するものである。
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073 2P 2095 

PC12細胞におけるカテコラミンおよびテ

トラヒドロピオプテリン合成系の調節

坂本秀生、藤田興、葛谷博磁

(藤田保健衛生大学総医研分子生物)

GTPサイクロヒドロラーゼ1(GTPCH-1)は、
GTPからテトラヒドロピオプテリン (BH

4
) のde

novo生合成系の律速酵素と考えられている。 BH
4

は、カテコラミン、セロトニン合成に関わる芳香

族アミノ酸水酸化酵素の裕酵素である。またアル

ギニンから一酸化窒素の生成に必須な因子と考え

られている。

PC12細胞にモノアミン酸化酵素。仏0)、カテコ
ラミン oーメチル転移酵素(COMT)の各阻害剤、及
びドパミン、 NGFを使用してカテコラミンを上昇
させ、チロシン水酸化酵素(TH)阻害剤、芳香族ア
ミノ酸脱炭酸酵素仏ADC)阻害剤を使用してカテコ

ラミン量を低下させ細胞内GTPCH-I活性、総ピオ
プテリン量及びカテコラミン最の測定を行った。

MAO-COMT阻害剤j混合物添加、 NGF添加によ
るドパミン量はそれぞれ増加し、ドパミン濃度は

TH阻害剤添加とAADC阻害剤添加により低下し、
ドーパ量はAADC限害剤添加で上昇した。

σIPCH-I活性及び総ピオプテリン量は、 MAひ

COMT阻害剤混合物では減少したが、 NGFでは増

加傾向を示し、ドパミン添加では減少した。百f阻

害剤及びAADC限害剤ではGTPCH-I活性はともに

低下したが、総ピオプテリン最は前者では減少し、

後者では変化しなかった。

以上のようにMAO-COMT阻害剤とドパミン添

加によるドパミンの増加は、 GTPCH-I活性の低下

と総ピオプテリン量の減少を引き起こした。 NGF

によるドパミンの増加では、 GτPCH-I活性の上昇

と僅かな総ピオプテリン量の増加を来した。 TH阻害

剤によるドパミンの減少は、 GTPCH-I活性、総ピ

オプテリン量の低下を引き起こした。 AADCI思害

剤によるドパミンの減少ではσIPCH-I活性は低下
した。

すなわち、 τHの作用と直接関連の無いドパミン
量の増加では、 BH

4
生合成系をdownregulation 

するが、カテコラミン代謝の変化カItrHの作用と比

較的関連が大きい場合には、 THのBH
4
要求性に依

存して、合成系が調節されることを示唆する。

074 2P 2094 

SKF 38393の線条体内注入により一過性に
遊離されるドパミンの由来について:マ

イクロダイアライシス法による検討

富山勝則、 三枝禎、 越川憲明、 小林雅文

(R本大学歯学部薬理学教室)

ドパミン(DA)D1レセプターアゴニストのSKF

38393をラットの線条体背側部に注入すると、

注入部位近傍の細胞外液中 DA量は一過性lこ著

明に増加する。すでに我々は、この増加が Ca
21非

依存性かつ TTX非感受性であり、不活性体の

(ー)-SKF38393でも活性体の(+)-SKF38393でも同

様に生じることから DIレセプターを介するもの

ではないことを報告した。

そこで今回は、この増加した DAがシナプス

小胞由来であるが否かについて、シナプス小胞

の DAトランスポーター阻害薬であるレセルピ

ンを前処置することにより検討を加えた。

実験には体重約 250gの S-D系雄性ラットを

用い、薬物脳内注入用チューブPを透析膜の近傍

l乙取り付けた透析プローブを用いて 20分ごとに

HPLC-ECDにより細胞外液中の DA量を測定し

た。

レセノレピンの投与量、前処置時間は Harsing

ら(Eur.J. Phannacol. vo1.218， 1992)の報告を参考

にし、 5lllglkgをSKF38393脳内注入24時間前

iこ腹腔投与した。

Basal levelのDA量は SKF38393単独投与群

で 4.9pg/salllplc、レセルピン前処置群で 5.4

pg/salllpleであったが、レセノレピン投与 24時間

後には0.7pg/sampl巴に減少した。 SKF38393 (1.5 

問)注入 20分後の DA量は単独投与群では 98.5

pg/samplcに増加し、その後速やかに減少したロ

これに対して、レセルピン前処置群では 40.3

pg/sampleに噌加しており、レセノレピン前処置に

より SKF38393誘発 DA増加は、約半分に減少

することが認められた。

以上のことから、 SKF38393により生じた一

過性の DAの増加はその約半分がシナプス小胞

内に蓄えられていた DAに由来することが示唆

された。



075 2P 2093 

アデノウイルス・ベクターを用いたGDNF

の遺伝子導入

渡部和彦*大橋十也**松本揚*木暮一成*

田沼直之キ

(*東京都神経科学総合研究所神経病理，料東京慈

恵会医科大学小児科/DNA医学研究所遺伝子治療)

GDNF (glial cellllne-deriv巴dneurotrophic 

factor)は，中脳ドパミン・ニューロンに対して強力

な神経栄養活性を有することから，パーキンソン病

に対する治療効果に期待が寄せられている.本研究

では， GDNFの遺伝子導入による治療の可能性を追
究する目的で， GDNFcDNAを含む組換えアデノウ
イルスを作成し，その発現を検討した.

ヒト脳・培養アストロサイトよりクローニングし

たGDNFcDNA (codlng region全長 633bp)を発

現ユニットとして，アデノウイルス・ゲノムから

E1A，ElB，E3遺伝子を欠損したウイルスDNAをも
っ発現コスミドカセットpAxCAwt(東京大学医科

研・斉藤泉先生より供与)に組込んだ.とのコスミ

ドカセットDNAと親ウイルスDNA-末端蛋白複合体
(1PC)を293細胞にco-transfectし，初代組換えア

デノウイルス液を得，さらにウイルス液を 293細胞
で2回継代し精製ウイルスを得た.

COS-l細胞にこのウイルス被を1-2時間接種し感
染させたところ，ヒトGDNFmRNA (RTPCR)の発
現・蛋自の培養上清中への放出 (ELISA)を認め，蛋
白量は接種24時間後で5ng/mlに達し， W巴stem

blotではこの放出GDNF蛋白はnatlveGDNFと同様
グリコシル化されていた.また，内在性にGDNF
百四'IAを発現しているマウス・シュワン細胞株恥区立に

ウイルスを接種したととろF ヒトGDNFnボNA・蛋白の
発現を認める一方，内在性のマウスGDNF発現には影響
を与えなかった.新生児ラット脳初代培養系でも，ウ

イルス接種により安定したヒトGDNFn浪NA発現
が少なくとも接種4週間後までみられた.同培養系

の二重蛍光抗体法では，アストロサイトのほかオリ

ゴデンドロサイトにもGDNFの発現を認め，少なく
とも後者のGDNF発現は組換えウイルス接種による
ものと考えられた.一方，成熟ラット線条体に精製

ウイルスを接種したととろ，ヒトGDNFmRNAの
接種組織内での発現を認めた.

今回作成したGDNF組換えアデノウイルスは安定
したヒトGDNFmRNA.蛋白の発現を誘導した.
これらの結果はそのままlnvlvoにおける治療実験に
反映されうると考えられ，現在検索を進めている.
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076 2P 2092 

フェンシクリジン誘発 placepreference 
におけるドパミン作動性神経系の役割
野田幸裕¥鍋島俊隆¥小林和人ぺ永津俊治会H

P名古屋大学医学部医療薬学附属病院薬剤部，
帥奈良先端科学技術大学院大学遺伝子教育研究セン

タ」動物分子工学，山藤田保ぽ衛生大学総合医学研

究所分子遺伝学研究部門11)

フェンシクリジン(PCP)は、∞nditionedplace 

preferenω(CPP)法において placeaversion (p A) 

を誘発するが、 PCPを連続投与したラットやマウ

スにおいて、 PCP誘発 PAは placeprefl巴rence

(PP)に変化する。この現象は、ヒトにおいて PCP

を急性的に投与すると、ほとんどのヒトが嫌悪剥激

として感じるが、連用により依存が形成されるとい

う知見と類似している。 PCP誘発 PAの発現機序

については、かなり検討されているが、 PCP誘発

PPについては、全く検討されていない。 ドパミン

(DA)作動性神経系は、依存形成に重要な役割を果

たしていることが報告されているので、 PCPによ

って誘発される PPおける DA作動性神経系の関

与について検討した。

動物は、 ddY系雄性マウスおよび tyrosine

h}'命。勾'laseぐrH)活性を遺伝的に 50%以下に低
下させたヘテロマウス (+1・)を用いた。CPP法の装

置は、実験者が任意にギロチンドアで仕切ることの

できる黒色の部屋および床面に白色の網を敷いた

透明の部屋からなるアクリル製のものを使用した。

実験スケジュールは、 Kitaichiらの方法(Eur.J. 

Pharmacol. 318: 7， 1996)を若干変更して行った。
PCP (10 mglkg/day s.c.)を28臼関連続投与し

たマウスにおいて PCP(8mglkgs.c目)は、 PPを誘

発したが、官王+1ーヘテロマウスに PCPを連続投与

しても、 PCPは、 PPを誘発しなかった。 TH阻

害薬の alpha-methyl-para-tyrosine(100 mg!kg 

i.p.)は、 PCP誘発 PPを用量依存的に抑制した。

さらに DA作動性神経系の神経毒の 6・

hydro勾rdopamine(100 microgram/mouse)によっ

て、 PCP誘発 PPは有意に抑制されたが、ノルア

ドレナリン作動性神経系の神経毒の DSP-4(30 

mglkg i.p.)では何ら影響きれなかった。一方、

methamphetamine (1 mr-/kg/day s，c.)を14日関

連続投与したマウスにおいて PCP(8 mglkg)は、

PAでなく、 PPを誘発した。

以上の結果から、 PCP連続投与後に PCP誘発

PAが、 PPに変化した作用機序には、少なくとも

一部は、 DA作動性神経系の機能充進が関与してい

るものと思われる。
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077 2P 2091 

側坐核ドーパミンニューロン破壊はモテイ

ベーションを低下させるか?

II.低動因下累進比率強化スケジュール遂
行による検討

堀耕治、回中健一、和国尚子、野村正彦

(埼玉医科大学第一生理学教室)

側坐核は、報酬によるオベラント行動の強化に

重要な働きをもっと考えられるドーパミン(DA)系
の終末領域である。われわれは、報酬を得るため

に要求される反応数が累進的に増加していく累進

比率(PR)強化スケジューノレを用いて側坐核DAの選
択的枯渇の効果を検討したが、餌報酬の強化価に

変化は見られなかった。ところが最近、いわゆる

仕切・loadingの行動選択肢を合む選択行動場面を設

定してオペラント反応への行動配分を低減させる

と、側坐核DAの枯渇がオペラント反応の出現頻度
をさらに低下させることが報告されている。この

事実は、餌強化場面における行動配分に側坐核DA
が関与することを示唆するものと解釈された。し

かし企ee-loadingによって生じた低動因状態では、

餌報酬に対する“モティベーシヨン"の反映とし

てのオペラント行動の出現頻度が側坐核DAの枯渇
lこ敏感に反応するという解釈もなりたっ.この可

能性を検討するため、摂食制限を通常よりはるか

に緩めた条件下で、 PRスケジュール遂行におよぼ
す側坐核DAの選択的枯渇効果を検討した。

自由摂食時の95%に体重を統制したWistar系・ラッ

トに対し、餌ベレットを報酬としてレバー押し反

応のPRスケジュール訓練を連日おとなった.行動
が安定した時点で、 pentobarbital麻酔下で、実験群

には6-0HDA(10 mg/ ml)を、統fliIJ群にはvehicJe
のみを両側性に(1rnl!side)側坐核に投与した.処

置後3遊間のPR訓練の後、側坐核におけるDA.
nor巴pinephrine，serotorunの合量を HP叫 ECDIこよ

り定量した。

その結果、レバー押し反応を中止するプレーク

ポイントを処置前後で比較すると、実験者手は統制

群に比較して有意に低下していた(すなわち実験

群は fあきらめが早いJ) .しかし実験群のプレー

クポイントは徐々に処置前の水準に戻り、処置後

2週目、 3週日では群間差は見られなかった。こ

のことは、低動因状態下において、側坐核DAの選
択的枯渇が餌報酬に対する“モテイベーシヨン"

を一時的に低下させることを示唆する.

078 2.P 2090 

閉所ストレスによるラットのrebound

hype叩hagiaの増強と前頭前皮質 ~J~ ミン
代謝におよぽすジアゼパムの影響
栗岡政典1)、切池信夫j)、井上幸紀1)、

岩崎進一1)藤菩泰平111 目、山上祭1)

1)大阪市立大・医・神経精神医学教室 2)吉村

病院

本学会において我々は、ラットに1日2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帥口，und

hyperphagiaとなり、更に閉所条件を加えるとそれが

増強されることな見いだし、これを過食の動物モデル

として検討を重ねてきたロ今回閉所条件下で増強され

た酷ヲ'undh即時h司gia時の摂餌行動と前頭前皮質

(PFC) ドパミン (DA)代謝に対するジアゼパム

(DZP)の影響についてマイクロダイアリシス法にて

検討を加えた匂

前報と同じくラットを22時間のみ絶食させ自由摂餌

を行わせた群(A群)、 1目立時間の制限給餌を1週間続け

た後自由摂餌を行わせた群(B群)、 1日Z時間の制限給

餌を1週間続けた後、閉所条件下にて自由摂餌を行わ

せた欝(C群) に分け、それぞれの群でV也icle，DZP 

(1.0，3.0 mg/kg)を腹腔内投与し、 2，4，24時間後の摂鰐

量を測定した。更に、 Vehicle.DZP3.0 mg/kgを投与し

た時の各群における PFCでの細胞外液中

DA.DOPAC.INA濃度をマイクロダイアリシス法を用

いて測定した。統計学的解析にはr官pet正edANOVAを

用いた。

DZP 1.3mg/kg投与で地oundhyperph噌ia は認めら

れたがその閉所条件による増強は認められなかった。

また、 V出 d喰与群のうちC群においてのみ自由摂餌

時のPFCのDAf{;謝の充進が認められたが、 DZP設与

群自主自由摂餌時めPFCのDA代謝¢渡化を認めなかっ

た。以上の結果より、問所ストレスによる油ound

hyp時 'h司giaの増強LこPFCでのDA代謝が関与している

こととDZPは閉所条件による曲oundh即時h司giaの増

強を抑制することが示唆された。



079 2P 2089 

マウス線条体ドパミン濃度とドパミンドパミン

受容体およびドパミントランスポータ括i生の関
連について

盛此忽臣、金行孝雄1)、曲撤廉

岡山大洋医学部琳経内耳学学教室、 1)岡山県大保健福祉

マウス線条体ドパミシ強度を、 12種の系統間で比較し

たら、最大で、 1223pmol! mg proteiから最少で、557pmol

/mgproteinの濃度差があるという結果を得ている。しかし

これらの通常の実験動物には、少なくともドパミンの関与

が示唆されるような行動上の特有な差異は観察されない。

演者らは、同一母集団から行動遺伝学唱力に異なる2種類の

直系を 10怯代以上にわたって分離してきた。ζれら2種類

の盟系の間で、同様な線条体ドパミン濃度の大きな差異が

示された。本勝宅では、このような醐舵用いて、神経終

末における神経伝達物質代謝のI!i附樹蒋を明らかにする目

的で、線条体におけるドパミン濃度(プーjレ)と受容体お

よび再取り込み機構(トランスポータ)の関連について検

討を加えた。

実験動物は、上述の近交系の中から選抜育種によって行

動遺伝判号に分離されたこつの亜系HA群とLA群である。

Dlアゴニスト (SKF-3839; 0，幻，50mg / kg ip)、D2

アゴニスト(brOOl回せptine;0，1，5mgikgip)またはドパミ

ントタンスポータ (mup匂ke)阻害剤 (GBRl2935;0，2，10 

mgkgip)を投与後に、マイクロウエーブ処理の後、線条

体を採取して、 HPL<つによりドパミン濃度を測定した。

D 1アゴニスト投与の結果lA群においてドパミン濃度

の培加が示された。とれは、自己抑制性オートレセプタ一

機能が低いことを反映する結果であると考えられた。

D2アゴニスト投与の結果日A群においてドパミン濃度

の低下が来された。とれは、自己却1制性オートレセプタ一

機能か商いことを反映する結果であると考えられた。

一方、ドパミントタンスポータ阻害剤投与による、 ドパ

ミン濃度の変化は、いずれの群においても示されなかった。

以上の結果から、線条体ドパミン濃度を制街「する因子と

しては、生理的には、 トタンスポータ1樹誇よりは自己抑制

性オートレセフ。ター機構の関与が大きいことがノ刊凌された。
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080 2P 2088 

脳内在性パーキンソニズム防御物質

l-methyl-TIQ生合成酵素の探索研究
山川貴宏*、太田茂**

* 東京大学薬学部薬品代謝化学講座
料広島大学医学部総合薬学科社会薬学講座

我々はこれまでにテトラヒドロイソキノリン骨

格を有する lム3，，4-tetrah)命oisoquinolir犯行lQ)、
l-methyl-TIQ (IMeTIQ)を内在性物質としてヒト、

ネコ、ラット、マウス脳より検出し、そのうち

lMeTIQをパーキンソニズム防御物質として報告

している。 τlQ類はフェネチルアミン骨格を有す

る化合物と各種アルデヒド、 αーケト酸またはその

類縁体が間環縮合して生成すると考えられ、これ

までにnorlaudanosoline、salsolinolの生合成につい

て研究が行われている。 lMe'ττQは内在性アミン

である2ープェニルエチルアミン(PEA)と炭素2つ

のユニット (C2unit)より生合成されると考えら

れるが、 1MeTIQは芳香環に活性置換基を持たな

いため、閉環には何らかの触媒的な機構が存在す

ると考えられる。またlMeTIQは生体内では光学

活性体として存在しており、 lMeTIQの生成に酵

素が関与している可能性が考えられる。 lMeTIQ

生合成酵素はパーキンソン病と何らかの関与があ

るものと推測され非常に興味深い。そこで

lMeTIQがPEAとC2unitより酵素関与で生合成さ

れるとの作業仮説をたて実験に着手した。

ラット脳ホモジネートを酵素源としてPEAとピ

ルピン酸をインキュベートすると、 1M巴τlQが生

成した。これはGC爪1Sにより同定した。本酵素

活性の細胞内分布を調べたところ、ミトコンドリ

アーシナプトソーム画分 (P2fraction)に存在して

いた。可溶化条件について検討したところ、 P2

fractionを0.5%デオキシコール酸ナトリウムで処

理することにより可溶化された。現在この可溶化

t清をさらに精製している。この酵素はパーキン
ソニズム防御物質の生合成を司っていることから、

パーキンソン病の発症防御機構解明の一助となる

と考えられ、非常に興味深いと思われる。
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081 2P 2087 

85kIぬ細胞質型ホスホリバーゼ A2の脳内

分布に関する免疫組織化学的研究

森井博史¥片問洋祐 2、松村潔 2、渡辺恭
良 ¥.2

(1科学技術振興事業団サブフェムトモル・バイオ

認識プロジェクト、 2大阪バイオサイエンス研究

所・神経科学部門)

脂肪酸の一種であるアラキドン酸は、プロスタグ

ランジンなどの生合成の前駆体として知られてい

る。また、従来より虚血などの病態における役割も

報告されている。これらに加えて、最近、アラキド

ン酸による細胞間あるいは、細胞内情報伝達機構の

調節作用に関する知見が多く蓄積されつつある。例

えば、 LTP/L1D.ch制 d活性，神経伝達物質の遊離

/取り込み活性、 proteinkinase C活性などの調節が

報告されている。この様な中枢作用を持つアラキド

ン酸は、 8先Da細胞質型ホスホリパゼA2(c日.A2)

の活性化により産主主されることが提案されている。

そとで、免疫組織化学的手法を用いてcPLA2のラッ

ト脳内分布を検討した。

cPLA2は脳全体に広く分布していたが、自質部分

にはほとんど染色が見られなかった。大脳皮質では、

錐体細胞とその樹状突起に強い染色が見られた。海

馬では、錐体細胞層や歯状回が強く染色され、特に

CAl領域では錐体細胞の樹状突起にも陽性所見を

得た。また、小脳では、プルキンエ細胞とその樹状

突起に強い染色が見られ、頼粒細胞などにも陽性所

見を得た。我々は、これまでにも小脳初代培養細胞

において、プルキンヱ細胞をはじめとする神経細胞

にcPLA2が発現していることを見い出しているが、

本結果は、その知見とも一致する。さらに、その他

の領域でも種々の神経核などの神経細胞に陽性所

見が得られた。しかしながら、グリア細胞に関して

は、一部の細胞しか染色されず、通常では、ほとん

どの細胞では発現量が非常に低い可能性が考えら

れる。この様に、 cPLA2は脳全体の神経細胞ならび

にグリア細胞に分布していた。このととは、 cPLA2

により産生されたアラキドン酸が種々の神経機能

の調節に重要な役割を果たしていることを示唆す

るものである。

082 2P 2086 

prostaglandin Al analogによるp21W;山口pllSd.i1

の発現増強と増殖抑制効果:ヒトグリア系

細胞株を用いて

谷川元紀、中西真l、富永薫1金子葉子¥
池田恭治¥古田享史2、鈴木正昭夫山田和雄

(名古屋市立大学脳神経外科、国立長寿医療

研究センタ_1、岐阜大学工学部2 ) 

prostaglandin Al (pGAl)はp21の発現を誘導し、

それを介する細胞増殖抑制能、 invivoにおける

抗腫蕩効果を示すことが報告されている。こ

の間Alはsimpleenone構造を持っているが、

それに対して crossconjugated dienone構造を持つ

PGAlの analogを化学合成し、それらの、 p21

の発現を介した細胞増殖抑制能を検討した。

ヒトグリオーマ細胞株Al72を用いて、 9個

のPGAlanalogとPGA2，PGJ2， 15-deoxy-A 12.14_PGJ2 

の、投与後一定時間における細胞数の計測、

FACSにより増殖および細胞周期への影響、

NほthernBlot Analysis， Western Blot Analysisによる

p21の発現i増強効果を評価した。

各 c咽伊undは種々の程度に AI72細胞をGl

期に停止し、またそれに相関して、 p21m陪~A

(1.1 "-'6.8僧およびproteinの発現増強を認めた。

特に著明な効果を示した analogは15位の OH基

と13位の二重結合を持ち、 12位と15位の不斉炭

素の絶対首己置が、 (12S，15R)または(12R，15S)であっ

た。

これらの analogはPGAlの約6"-'7倍の)J価を

持っていた。さらに、これらは、血液中で極

めて不安定な天然裂悶AlおよびPGA2と比較し

て生物学的に安定であることが確認されてお

り、臨床応用への可能性が示唆された。また

PGJ2および 15-deoxy-A12. 14_PGJ2のA172細胞に

対する効果はあまり強くなく、 PGAは、

peroxisome proliferator-activated receptor yを

介して作用するとされる PGJ2および

15-deoxy-A 12， 14_PGJ2とは異なる経路を介して効

果を発現すると考えられた。
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プロテインキナーゼCで燐酸化された

MARCKSに対する特異抗体の作製
山本秀幸、大石康晴、宮本英七

(熊本大学医学部第一薬理学教室)

Myristoylated alanine-rich C kinase substrate 

(MARCKS)は脳および、血管、内分泌組織などに

多量に存在し、カルモデユリンやアクチンとの結

合蛋白質であることが知られている。 MARCKSは

プロテインキナーゼC(Cキナーゼ)の良好な基質

であるが、両蛋白質との結合は燐酸化反応により

阻害される。私達は試験管内で MARCKSの他の

部位がサイクリン依存性キナーゼで強く燐酸化さ

れることを報告した 1)。今回、細胞内および、組

織切片での Cキナーゼによる MARCKSの燐酸化

反応を検出する目的で、燐酸化 MARCKSに対す

る特異抗体を作製した。

Cキナーゼで燐酸化を受けるこ箇所の部位を含

む燐酸化ペプチドを合成し、家兎に免疫して抗血

清を得た。得られた抗血清から、非燐酸化ペプチ

ドと燐酸化ペプチドを結合させた二種類のカラム

を用いて燐酸化 MARCKSに対する特異抗体を精

製した。精製した特異抗体は ELISA法では当該燐

酸化ペプチドとのみ強く反応し、非燐酸化ペプチ

ドや他の燐酸化部位を含む燐酸化ペフ.チドとの反

応性はほとんど認められなかった。免疫プロット

法ではラット脳より精製した MARCKSをCキナ

ーゼで燐酸化したときにのみ抗体との反応性が認

められた。脳や NG108-15細胞の粗抽出液を用い

ても抗体は Cキナ」ゼで燐酸化された MARCKS

とのみ反応した。各種培養細胞を用いた検討では

NG108司15細胞や血管平滑筋細胞を PMAで処理し

たときに、免疫反応性の増加が認められた。血管

平滑筋細胞で、免疫組織化学的にも PMA処理後

の燐酸化 MARCKSの増加が確認された。本細胞

ではエンドセリンや腫蕩壊死因子 α(TNFα)の添

加でも MARCKSの燐酸化が増加した。

これらの結果より、得られた抗体が細胞や組織

切片での燐酸化 MARCKSの検出に極めて有用で

あることが示唆された。

1) Yamamoto H. et al. (1995) J. Neurochem. 65， 802・

809. 
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084 2P 2084 

培養ラットアストロサイトカルシニューリン

の病態的意義
浅野省一，松田敏夫，白熊一倣，馬場明道

(大阪大学薬学部薬理学教室)

Ca2+/カルモジュリン依存性セリン/スレオニン蛋白

ホスファターゼ、カルシニューリンは、脳に多く存在

していおり、免疫組織学的研究で、特に神経細胞に局

在していることが報告されている。神経系におけるカ

ルシニューリンの役割として、神経伝達物質の遊離や

種々の蛋白機能の調節、また脳虚血等の病態発現への

関与が多く報告されているが、グリア細胞におけるカ

ルシニューリンの存在並びにその役割は不明である。

我々は、培養アストロサイトで Ca2+パラドックス様障

害(低Ca2+溶液短時間曝露後に正常溶液で再濯流する

と持続的な細胞内Ca2+濃度の増加とそれに伴った遅発

性細胞死)が起こること、そしてこれが再濯流障害の

インピトロモデルとして考えられることを報告してい

る(Eur.J. Neurosci. 8: 951幽958，1996)。また、本ア

ストロサイト再潅流障害に対する種々の薬物の作用を

検討し、 FK506の保護作用を見いだした。今回は、培

養アストロサイトでのカルシニューリンの存在とその

病態的意義について報告する。

実験には、生後1日齢のS.D.系ラット大脳皮質より

調製したアストロサイトを用いた。細胞障害は、 MTT

アツセイにより、また単一細胞内Ca2+濃度は蛍光プロ

ープを用い測定した。FK506は藤沢薬品工業株式会社

よりご提供いただいたものを、その他は市販品を使用

した。

FK506は低濃度(0.1・10nM)でアストロサイト Ca
2
+

パラドックス様障害を抑制した。FK506の作用はラパ

マイシン(1μM)により括抗された。シクロスボリン

A(1μM).、デルタメスリン(20nM)も同様な保護作用を

示したが、オカダ酸は抑制作用を示さなかった。

FK506は、再濯流後の細胞内 Ca2+濃度増加に影響を

与えなかった。ウエスタンプロティングにより、本培

養細胞にカルシニューリンのA及びBサプユニットの

存在が確認された。また、グリア細胞のマーカーであ

るGFAPの抗体とカルシニューリンBサブユニットの

抗体を用いた細胞二重染色で、両蛋白が同一細胞に存

在していることが示された。

以上カルシニューリン阻害薬を用いた成績、並びに

免疫化学的成績は、培養ラットアストロサイトにおけ

るカルシニューリンの存在と、その病態的意義を示し

ている。
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085 2P 2083 

脳内における Ca2+/カルモデュリン依存性

キナーゼEδサブユニットの特異的発現
竹内有輸..* *山本秀幸¥宮川太平日，

宮本英七'

(熊本大学医学部・第一薬理学教室，“神経精神

医学教室)

Ca2+ /カルモデユリン依存性キナーゼ E

(CaMキナーゼ II) は、脳内の多様な反応に

関与することが示唆されている。 CaMキナー

ゼEにはα、。、 7、6の4種類のサブユニッ

トの存在が知られている。 αと0サプユニット

は神経細胞に主に存在するのに対し、 Tと6サ

ブユニットは末梢組織にも存在している。今回

我々 は、 δサブユニットの脳内での機能を明ら

かにする目的で本酵素の存在部位を検討した。

δサブユニットのみに認められるアミノ酸

配列由来のペプチドを合成し、家兎に免疫して

抗体を作製した。また、脳より 4種類のサブユ

ニットの cDNAを得た。得られた cDNAを発

現ベクターに組み込みNG108-15細胞に導入

した。各々のサブユニットを発現する縦胞の組

抽出液を用いた免疫プロットにより、作製した

抗体の特異性が確認された。ラット脳の各部

位を用いた免疫プロットでは、小脳、脳幹、.視

床に δサブユニットが多量に検出された。小脳

と大脳を用いた細胞分画法では、 δサブユニッ

トは小脳の核分画に多量に認められた。また、

ラット脳の免疫組織染色では、小脳の頼粒細胞

層と分子層、橋、オリーブ核の細胞に強い染色

性が認められた。小脳の頼粒細胞でのみ核が強

く染色された。

とれらの結果より、 6サブユニットは脳内の

特定の部伎に存在することが示唆された。また、

小脳の穎粒細胞では核移行シグナルを持つ δ

サブユニットの存在が示唆された。

086 2P 2082 

PSDへ移行した細胞質カ jレモデュリン依存
性プロテインキナーゼEの性質と PSDタン
パク質のリン酸化

吉村好之、山内卓(徳島大・薬・生化学)

カルモデュリン依存性プロテインキナーゼ E

( CaMキナーゼII)は脳に豊富に存在し、記憶をは

じめ多くの神経機能の調節に主要な役割を果たしてい

ると考えられている。一方、シナプス後肥厚 (PSD)

はシナプスにおける神経伝達に重要な役割を持つと考

えられており， CaMキナーゼEはその重要な構成蛋

白質として存在している。 PSDCaMキナーゼHは大

部分不活性型として存在すると言われており、その生

理的役割は明らかでない。私達は PSDCaMキナーゼ

Eの神経伝達における役割を検討中であるが、最近細

胞質の CaMキナーゼEが自己リン酸化により、 PSD

へ移行することを明らかにしたので、さらに詳細に検

討した。その結果，細胞質の CaMキナーゼEは自己

リン酸化された場合のみ、 PSDと結合し、その脱リン

酸により PSDから解離し、移行が可逆的であることが

明らかになった。 PSDに移行した CaMキナ}ゼEは

ea2+非依存性の活性を保持しており、全活性も従来
の不活性型の PSDCaMキナーゼEに比ぺ2.6倍の高

い活性であった。 PSDへの結合は細胞質の CaMキナ

ーゼEの濃度に依存し、 C必4キナーゼEは1mgの

PSD蛋白質当たり最大で約 60同結合した。これは

PSD蛋白質の約 6%に相当した。移行した CaMキナ

ーゼEは、クマシー染色によって検出された PSD蛋

白質のうち20種類以上の蛋白質をCa2+非存在下にリ

ン酸化することが二次元電気泳動により明らかになっ

た。

以上の結果から、神経刺激による細胞内への Ca2+の

流入に伴い、細胞質の CaMキナーゼEがPSDに移行

し、種々の蛋白質をリン酸化することにより，シナプス

後細胞において神経伝達の調節が行われるものと考え

られる。



087 2P 2081 

Acyl-CoAによるラット海馬スライスからのグ

ノレタミン酸遊離と長期増強における役割

張勤増、宮崎真理、 酒井久美子、 吉田敏

(大分医大実験実習機器センタ-)

海馬シナプスの逆行性伝達物質として、アラキドン

酸 (AA)やPAF、NOなどが研究されている。 AAの場合

細胞内の生理的条件下では速やかにCoAエステノレ化さ

れるので、 20:4-CoAなどのacy1-CoAの神経伝達および

シナプス長期増強における役割を調べる目的で、海馬

スライスでの、 acy1-CoA添加によるグルタミン酸

(Glu)遊離と、化学的シナプス長期場強状態でのスラ

イス内acyl-CoAの変動、および化学的長期治強発現の

画像化による確認、に関して検討した。

ラットの海馬より約100μEの厚さのスライスを切り

出しCu1tureInsert Iこ載せて、グルタミン酸微小電極

(Sycopel)でGlu遊離をスライス表面で測定した。 海

馬の神経細胞に化学的長期増強を発現させる

Tetraethylammonium Chloride を含んだ刺激培地

(Stim)によって、組織中に増大するacyl-CoAは、

01igonucleotide Purification CartridgeとHPLCで定

量的に測定した。さらに、とのStim中で起とる海馬の

長期増強を可視化するために、共焦点レーザー顕微鏡

を用いて、蛍光性ConcanavalinAによるスライス組織

表面糠鎖の染色性の変動を画像化した。

海馬スライスに20:4-CoAや18:2-CoA(1.6 nmol)を

加えると、スライスからのGluの遊離が明瞭に観察で

きた。遊離脂肪酸としてAAを加えた時は20:4-CoAの時

よりもGlu遊離は少なかった。ドコサヘキサエン酸を

取り込ませたスライスではacyl-CoAIこよるGlu遊離パ

ターンは異なっていた。一方、梅馬スライスにおける

acyl-CoAの量は、 Stimによる刺激系では 10分間

incubationの後、コントロールに比べて有意に増大し

ていた。なかでも、 16:0-CoAと18:1-CoAの増大は顕著

であり、 20:4-CoA(十18:2-CoA)の増大も有意であっ

た。とれは、神経刺激の中で異なるPhospholipase系

が働いている可能性を示唆する。また、との化学的長

期増強の系では、 Stimに置換した後、糖鎖が変動し突

起が動く様子を画像化して捉えることが出来た。

以上より、海馬シナプスの化学的長期増強におい

てはacyl-CoAが生成遊離され、それが逆行性に遊離脂

肪酸以上にGluの遊離を促進する可能性を強く示唆す

る。
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088 2P 2080 

培養ラット海馬神経細胞における MARCKS

の燐酸化反応

大光正男，福永浩司，宮本英七

(熊本大学医学部第一薬理学教室)

N-methyl-D-aspartic acid (NMDA)型グルタミン酸

受容体は海馬のシナプス伝達長期増強 (L'官)などの

シナプス可塑性の発現に関与している。海馬 CAl

領域における LTPの発現には CaMキナーゼEとプ

ロテインキナーゼC(PKC)の活性化反応が重要であ

る。培養海馬神経細胞を用いて， NMDA受容体刺

激に伴う加 siω での燐酸化反応，特に， PKCの基

質である myristoylatedalanine-rich C kinase substrate 

(MARCKS)の燐酸化反応を解析した。

生後1日目のラットから培養した海馬神経細胞

を，あらかじめ 32p_無機燐酸でラベルした。 10μM

のグルタミン酸の刺激に伴って， MARCKSの燐酸

化反応は持続的に充進した。この燐酸化反応の上

昇は NMDA受容体，および AMPA受容体の阻害

剤共存下で完全に抑制され，代謝型グルタミン酸

受容体の阻害剤はほとんど抑制効果を示さなかっ

た。グルタミン酸受容体のアゴニストを用いて調

べると NMDA処理によって MARCKSの燐酸化反

応は最も強く刺激され，その反応、は持続的であっ

た。一方， AMPAおよび代謝型受容体のアゴニス

トである ACPD処理によっても燐酸化反応は充進

したが，その反応は一過性であった。 NMDA受容

体刺激に伴う MARCKSの燐酸化反応に対する

PKC， MAPキナーゼの阻害剤の効果を検討した。

予想に反して， PKC阻害剤， calphostin Cではほと

んど抑制効果が見られず， MAPキナ}ゼの阻害剤，

PD 98059によってほほ完全に抑制された。蛋自分

解酵素処理後ペプチドマップ法で insituにおける

MARCKSの燐酸化部位について調べた。グルタミ

ン酸刺激後に充進する燐酸化部位は invitroでの

MAPキナーゼによる燐酸化部位と一致しており，

阻害剤を用いて得られた結果を支持した。以前，

私達はグルタミン駿受容体刺激に伴う MAPキナー

ゼの活性化反応について報告している(I)。これら

の結果から海馬神経細胞において MARCKSの燐

酸化反応はグルタミン酸受容体刺激に伴って持続

的に充進すること，この燐酸化反応の持続には，

NMDA受容体の活性化反応と，続いて起こる

MAPキナーゼの活性化反応が関与することが鳴ら

かとなった。

(1) Kurino et al.， J. Neurochem. 65，1282-1289 (1995) 
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089 2P 2079 

ニューロン特異的リン酸化タンパク質
(PNP14/ s-シヌクレイン)の発現分布と
加齢に伴う発現量の変動
平林敬浩*，中条茂男*，塩田清二**，中井康光**，

中谷一泰*

(昭和大学・*薬学部生物化学、**医学部第一解

剖学)

我々が見いだ、した分子量約14.000のニューロン

特異的リン酸化タンパク質PNP14(Phospho-

neuroprotein 14/ s-Synuclein)は家族性パーキン、ノ

ン病への関与が示唆されているαーシヌクレインの

相同タンパク質である。本研究ではPNP14、およ

びそのmRNAのラット脳内における発現分布、な

らびに加齢に伴う発現量の変化を、老齢ラット脳

を用いてinsituハイブリダイゼーション、および
イムノプロット法で解析した。

PNP14mRNAの成熟ラット脳における発現を解

析した結果、大脳では海馬、梨状皮質、小脳では

頼粒層に強くプルキンエ細胞層に弱く発現が認め

られ、また、唆球では内穎粒層、僧帽細胞層、糸

球状シナプス複合体層に強い発現が見られた。こ

れらの結果と免疫組織化学的に得られた解析結果

を比較したところ、海馬、嘆球ではmRI可Aの発現

部位とタンパク質の発現に相関性が見られたが、

小脳での本タンパク質の発現はプルキンエ細胞層、

頼粒層では見られず、分子層に強い発現が認めら

れ、 mRNA発現との問に相違が認められた。分子

層に見られる多くの平衡線維はプルキンエ細胞の

樹上突起にシナプスを形成しているととから、こ

の結果は、 PNP14は主に頼粒層で生合成され、軸

索輸送により分子層の神経終末に運ばれ機能して

いる可能性が示唆される。

加齢によるPNP14m町'I1Aの発現様式の変動を5

週齢、 1年齢、 2年齢ラット脳を用いて調べたとこ

ろ、年齢差による発現部位の変化は認められなかっ

た。また、海馬、小脳において、加齢に伴い減少

傾向が見られが、嘆球ではほとんど変化しなかっ

た。同様にイムノプロットで解析したところ、い

ずれの領域においても減少傾向が認められ‘老化

への関与が示唆される。

090 2C MS8・1

CaMキナーゼHαアイソフオ}ムを発現

するハイブリッド細胞の作成およびその

性質
藤井望帆、吉村好之、山内卓

-(徳大・薬・生化)

カルモデユリン依存性プロテインキナ}ゼII

(臼M キナ}ゼ II)は神経組織に高濃度で存在

し、幅広い基質特異性を有することから、神経伝

達物質の合成や放出、遺伝子発現、長期増強とい

った神経機能の調節に重要な役割を果たしている

と考えられている。特に、 CaMキナーゼ Eのα

アイソフォームは、シナプス後肥厚では主要構成

成分として存在し、海馬において全タンパクの約

2%を占めている。

本酵素の機能や神経特異的発現を培養縮施を用

いて解析するために、本酵素を発現する細胞株が

必要であるが、現在のところ、このような研究に

適した細胞株は報告されていない。そこで、大脳

細胞と神経芽細胞の融合により、 CaMキナーゼ E

αアイソフォームを発現するハイブリッド細胞の

作成を試みたところ、包的の細胞を分離すること

に成功した。すなわち、マウスの胎児の大脳細胞

と神経芽細胞 (N18TG2)をポリエチレングリコ

ールを用いて融合し、 HAT選択をおこなうことに

よりハイブリッド細胞が得られた。

CaMキナ}ゼ E活性とイムノプロッテイング

により、 C必4キナーゼ E を発現する細胞を分離

し、そのうち3種のクローンについて単一細胞か

らクローン化し細胞株を樹立した。得られたハイ

ブリッド細胞は短い突起をもち、 CaMキナーゼ E

活性が N18TG2に比べ2-4倍高く、免疫染色に

より、ニューロフィラメント陽性、 GFAP陰性で

あり、基本的な神経細胞の性質を有していること

が示唆される。またcAMP処理により、 24時間以

内に長い突起が形成された。しかし、 NGFや

BDNF， NT-3処理では細胞の形態に変化はみられ

なかった。

現在、ハイブリッド細胞で発現しているCaMキ

ナーゼEの性質をより詳しく調べるとともに、脳

で発現していることが知られている他の因子につ

いても解析を行っている。



091 2C MS8・2

カノレモデ、ユリン依存性プロテインキナーゼW

(CaMキナーゼ、N)の新しい活性制御機構:

CaMキナーゼキナーゼに対する感受性の可逆

的変化による活性制御

奥野幸子、木谷隆子、藤津仁

(旭川医科大学第一生化学教室)

CaMキナーゼNはCaMキナーゼEとともに脳に多いカ

ノレモデュリン依存性多機能性プロテインキナーゼの 1

つで、カルシウムイオンによる脳のシグナル伝達に重

要な役割を担っている。 CaMキナーゼNはCaMキナーゼ

カスケードの上流のCaMキナーゼキナーゼによって触

媒ドメイン内のThr-196がリン酸化されて活性化され

るがこの活性制御機構についてさらに検討した。

ラットのCaMキナーゼ'NとCaMキナーゼキナーゼの

cDNAを大腸菌および昆虫細胞Sf-9lこ発現させて得た組

換え型酵素を精製して実験に用いた。 CaMキナーゼ‘キ

ナーゼによるリン酸化反応の基質にはキナーゼ活性を

失わせた変異酵素(K71R)CaMキナーゼ、NのcDNAを作製

し、 Sf-9!こ発現させて用いた。

CaMキナーゼlVはCaMキナーゼキナーゼ左リン酸化条

件下でインキュベートするとThr-196がリン酸化され

て著明に活性化されるが、 CaMキナーゼWをカルシウ

ム/カルモデ、ユリン存在下lこ30't;でプレインキュベー

ションするとプレインキュベーション時間に依存して

CaMキナーゼキナーゼによるリン酸化が起こらなくな

り、 30't、5分間のプレインキュベーションでリン酸

化の程度はもとの10%にまで低下し、同時にCaMキ

ナーゼキナーゼによる活性化も低下した。このCaMキ

ナ」ゼキナーゼに対する感受性が低下したCaMキナー

ゼNにEGTAを加えてカルシウムイオンを除き、マグネ

シウムイオンを加えてさらにプレインキュベーション

を続けるとCaMキナーゼキナーゼ、によるリン酸化と活

性化はも左のレベルにまで回復した。この結果は

CaMキナーゼlVがカル、ンウム/カルモデュリンによっ

てCaMキナーゼキナーゼに対して感受性の低いフォー

ムに可逆的に変換されることを示している。

これはプロテインキナーゼカスケードの下流のフ。ロ

テインキナーゼが上流のプロテインキナーゼに対する

感受性を可逆的に変化させることによる新しい活性制

御機構の存在を示すものとして興味深く恩われる。
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092 2C MS8・3

海馬のシナプス可塑性における MAPキナー

ゼの役割

福永浩司， 金掘瑞穂，宮本英七

(熊本大学医学部薬理学第一教室)

細胞外シグナルによって活性化され， MAPキナー

ゼの主要なメンバーである ERK1， ERK 2は中枢

神経系に広〈発現している。非神経細胞では細胞

増殖・分化に関っているo 一方，中枢神経系では

神経の発達過程でのシナプス可塑性においても重

要な役割を果たしていることが示唆されているが

作用機構は不明である。私達はこれまでに海馬神

経細胞，グリア細胞における MAPキナーゼの活

性化機構について調べてきた(J.Neurochem. 65， 

1282-1289， 1995)。本研究では海馬神経細胞におけ

る脳由来神経栄養因子(BDNF)刺激に伴う MAPキ

ナーゼの活性化機構，活性化部佼について調べた。

さらに，海ん長期増強 (LTP)においても活性化さ

れることを見出したので報告する。

培養 8日目のラット海馬神経細胞において，

BDNFはMAPキナーゼを 10ng/m1の濃度で最大

に活性化した。この活性化反応は MEK阻害剤であ

るPD98059によってほぼ完全に抑制され，プロテ

インキナーゼCの阻害剤である calphostinCによっ

て部分的に抑制された。燐酸化された活性型MAP

キナーゼを認識する抗体を用いて， MAPキナーゼ

の活性化部位を検討した。 BDNF刺激に伴って，神

経細胞の細胞体および樹状突起で活性型MAPキナー

ゼに対する抗体による強い染色性が見られた。こ

のMAPキナーゼの活性化部位は BDNF受容体で

ある TrkBの抗体による染色部位と一致していた。

さらに， BDNFによる活性型 MAPキナーゼの染色

性の上昇は， PD 98059処理によって完全に抑制さ

れた。次に 32p_無機燐酸でラベルした海馬神経細

胞を用いて， BDNF受容体刺激後の細胞内燐酸化反

応について調べた。 synapsin1， MARCKSなど主

に前シナプスに存在する機能分子の燐酸化反応が

克進した。これらの燐酸化反応も PD98059によっ

て有意に抑制された。

海馬LTPにおいて MAPキナーゼが活性化され

ること， BDNFのmRNAが誘導されることを考え

合わせると， BDNFによる MAPキナーゼの活性化

反応，続いておこる前シナプスの機能分子の燐酸

化反応が海馬シナプス可塑性の調節に関っている

と考えられる。
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NMDA receptor(NR2B)とセリン・スレオニ

ンキナーゼによるリン酸化依存性に結合する

蛋白質の同定

高宮考梧布、乾誠材、山田康枝料、 )11嶋望*、孫{祭事、

田所智子へ祖父江憲治期

(*大阪大学医学部バイオ神経生化学、"山口大学医

学部薬理学教室)

NMDArec定ptorは、シナプス可塑性において主役

をなすteceptorであることが知られている。また、

ProtelnklnaseA(PKA)， Ca2払回加odul加 d母>endent

klnase II( CaMK -II)， Proteln klnase C(PKC)等のセリ

ン・スレオニンキナーゼも、シナプス後膜においてシ

ナプス可塑性に重要な役割を果していると考えられ

る。さらにNMDAreceptorのsubunltのうちNMDA

receptor 2B(NR2B)が、 CaM-KII，PKCでリン酸化さ

れるととが示唆されている。今回我々は、 NMDA

receptorのセリン・スレオニンキナーゼによるリン酸

化の意義を検討するために、NR2Bのcytoplasmlc

domalnをセリン・スレオニンキナーゼによりlnvltro 

でリン酸イじじ、リン酸化依存性に結合する蛋白質の同

定を行った。 NR2Bのcytoplasmicdomain(1134-

1483)とGSTとのfuslonprotelnを用いてaff!nlty

columnを作製し、上記三種のセリン・スレオニ-ンキ

ナーゼでリン酸化した後、ラット大脳よ清より

afflnlty columnに結合する蛋白質を得て、 SDS-

PAGEにより解析した。三者のセリン・スレオニンキ

ナーゼでリン酸化したNR2Bcytoplasmlc domalnに

は、いずれも分子量約30kDaの蛋白質がリン酸化依存

性に結合した。現在との蛋白質の同定と解析を行って

いる。

094 2P 2077 

エタノールによるサプタイプ特異的ムスカ

リン性アセチルコリン受容体mRNAの増加

王益哲*、俣賀宣子料、深間内文彦*

(*東京医科歯科大・難治疾患研究所・プロジェクト、

**理化学研究所・フロンティア)

アルコールが脳に与える影響については言うま

でもないが、中枢性ムスカリン性アセチルコリン

受容体を介する細胞内情報伝達系に関わる報告も

数多い。今回、我々は神経由来の細胞株である

NCB-20とNG108-15を用いてエタノールのムスカ

リン性アセチルコリン受容体サブタイプに与える

効果について実験を行なった。ムスカリン性アセ

チルコリン受容体は現在まで5種類のサプタイプ

(m1・m5)の遺伝子構造が明らかにされており、そ

れぞれのサプタイプは組織分布や生化学的特性、

そして細胞内情報伝達系に関わるエフェクターシ

ステムも異なっている。一方、 NCB-20とNGI08目

15は共通の親株である神経芽細胞腫N18TG2に由

来し、 NCB-20は、ムスカリン性アセチルコリン

受容体サプタイプのうち、 m1とm4を発現してお

り、 NG108司15はm4のみを発現している。エタノ
ール (20OmM)を培養細胞に添加し(~72待問、

受容体サブタイプに特異的なcDNAを用いた

mRNAの定量的解析、[3HJQNBによる結合実験、

細胞内cyclicAMP、イノシトールリン脂質代謝の

測定を行なった。

NG108-15では、[3H]QNB結合部位数、 m4-ムス

カリン性アセチルコリン受容体mRNAの発現は時

間依存的に増加したが、細胞内cyclicAMP合量は

逆に減少したロ NCB・20においても上記とほぼ同

様な結巣が再現されたが、 m1-mAChRmRNA<の

発現量およびイノシトールリン脂質代謝回転につ

いては変化がなかった。これらの両細胞株でm4・

ムスカリン性アセチルコリン受容体mRNAの発現

量と細胞内cyclicAMP合量が逆相関にあることは

m4-ムスカリン性アセチルコリン受容体が、

cyclicAMPにより負の制御を受けていることを示

唆している。
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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 (VI) : ACh分泌にお

ける 5-HT
2A受容体と 5-HT3受容体との相互

関係

平野均、松田芳人¥平田牧三、山田通夫・

(山口大学保健管理センター、*山口大学医学部神経

精神医学教室)

5-HTによる皮質ACh分泌の制御機構の解明の一環

として、前頭葉 ACh分泌における 5-HT
2A受符体と

5-HT3受容体の相互関係について、脳微小透析法を用

いて検討した。

Wistar系雄性ラットを使用し、 前頭葉への透析プ

ロープ留置術を施行した。 2日後、無麻酔・自由行動

下のラット前頭葉に人工脳脊髄液を還流し、透析液中

に回収される AChを10分間隔で測定した。 5-HT，受

容体antagonistのICS-205，930はH20に、 5-HT2受容
体 agonistの DOIと S-HT2A受容体 antagonistの

ketanserinはsalineに、またプロ}ブを介して前頭葉

に局所投与(60分間)したICS-205，930と5-HT
3受容体

agonistの2-Methyl-5HTは脳脊髄液中に溶解した。

ICS-205，930 (s.c.) は一過性に前頭葉ACh分泌を増

加させたが、対照群と比較して有意差は認められなか

った。局所投与したICS目205，930も、 ACh基礎分泌値

には影響をもたらさなかった。局所投与した 2-

Methyl-5HTも、 ACh分泌には影響しなかった。

Ketanserin(i.p.)は一過性にACh分泌を増加させたが、

対照群との比較では有意差は認められなかった。

Ketanserin投与 60分後に ICS-205，930を局所投与し

たが、 ketanserin投与群と比較して有意差は認められ

なかった。同様の方法で ketanserin投与後 2-Methyl-

5HTを局所投与したが、 ACh分泌には有意な変化は

認められなかった。 DOI(i.p.)は前頭葉ACh分泌を著

しく増加させた。 DOI投与60分後にICS-205.930を

局所投与したが、DOI投与群と比較して有意差は認め

られなかった。同様の方法で DOI投与後に 2-

Methyl-5HTを局所投与したが、 ACh分泌には有意な

変化は認められなかった。

5-HT3受容体agonistとantagonistは、単独ではACh

分泌に有意な影響をもたらさなかった。さらに、 5-

HTzA受容体を刺激したり、遮断した状態においても、

これら 5-HT3受容体作動薬は ACh分泌に影響しなか

った。以上から、 5-HT3受容体は皮質ACh分泌に重要

な働きをしていない可能性が示唆された。
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096 2P 2075 

PC12細胞におけるcAMPによるニコチン性

アセチルコリン受容体の発現抑制:Ras-

MAP kinaseカスケードとの関係
中山均¥山田雅司2、畠中寛2

(奈良県立医大薬理学教室¥大阪大学蛋白質研究所

生合成部門勺

ニコチン性アセチルコリン受容体 (nA01R)は脳や

村経節の神経細胞では少なくとも8種類のαサブユニッ

トと3種類のpサプユニットの遺伝子が発現すること

が報告されているが、これら神経細胞型nA01Rの遺伝

子発現調節に関する研究は最近ようやく活発になり始

めたところである。その中で、 PC12細胞ではNGFや

cAMPによるnA01Rの発現調節の報告がなされ、分化

やシナプス形成との関係で注目される。そこで本研究

ではPC12細胞のnAI印 Rα3サブユニットmRNAに対す

るNGFとcAMPの影響について、特にRas司 MAP

kinaseカスケードとの関係に注目して検討した。

用いたP印 2細胞は、 PC12h及びα氾per教授から
提供していただいたdominantnegative Rasを恒常的

に発現するcellline(M-M 17-26)とそのコントロー

ルのPC12細胞の3種類で、コラーゲンコートしたプ

レート上で5%胎児牛血清と5%馬血清を含むDF模地

で培養した。 PC12細胞に含まれる α3mRNA量は

P臼 2細胞の全RNんをノーザンプロット法で解析した。

PC1 2h細胞及びコントロールのPC12細胞のα3日

mRNAはCPTcAMPを培地に添加後 1日目では僅かに

減少する程度だが、 3日目では著名に減少した。

CPT凶 MPはO.08mM程度で最大の発現抑制効果が得

られ、このdown-regulationは培地にH89を添加する

ことにより抑制された。また、培地をTIP/DFに変え

ても同様のCPTcAMPによるα3mRNA減少結果が得ら

れた。更に、 M-M17-26細胞でもCPTcAMPはコン

トロールのPC12細胞と同程度にα3mRNAを減少させ

た。一方、いずれのP臼 2細胞株でもNGFによるα3-

mRNA，のdown-r egul ati onは見られなかった。これら

の結果はCPT仙 MPによるα3mRNAの減少はRasを経

ないことを示唆している。
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コリンエステラーゼ阻害薬非存在下におけ

る脳内微小透析液中のアセチルコリンの
HPLC-ECDによる高感度測定
芝軒信次*・九穂泰三*・菅原恵*. 

秦 英代*，**・石JII 紘一本 (*日本大学・医学

部・薬理、**民生科学協会・総合研)

従来、 HPLC-ECDを用いた細胞外液中のアセチル

コリン(ACh)濃度測定には、測定感度上の問題から

コリンヱステラーゼ阻害薬(フィゾスチグミンある

いはネオスチグミン)の存在下でその測定が行われ

ている。しかしながら、その問題点がしばしば指摘

されている。そこで、本研究ではより生理的条件下

での実験を可能にするために HPLC-ECDを改良し、

コリンヱステラーゼ阻害薬非存在下におけるラット

線条体微小透析液中 ACh濃度測定を試みた。

回定相には EicompakAC-GEL (2.1 x 150 mm， 

平均粒子サイズ:4μm，Eikom)を用い、移動相には

デカンスルフォン酸 (300mg/Dおよび EDTA・

2Na (10 mg/D含有 0.05Mリン酸緩衝液を用いた。

流速は0.15m1/min、カラム温度は33'Cに設定した。

白金電極への印加電位は 450mVとした。国定化酵

素 (acetylcholineesteras巴andcholine oxidase)は

固定相の直後に装着した。微小透析用プローブをリ

ンゲル液で濯流 (2μ1/min)するととにより得られた

透析液と内部標準物質として isopropylhomo-

cholin巴(IPHC)を混合し、オートインジェクターの

サンプルループ内に 20分毎に直接採取した。

IPHCおよびAChの溶出時間は 10.5および12分

であった。本測定法による ACh1 fmoleあたりの酸

化電流は約 2pAであり、 AChの検出限界は約 6

fmoles (S/N = 5 : 1)であった。ラット線条体におけ

る透析液中 ACh濃度は 20分間 (40μ1)あたり

31.3:1: 1.8 fmoles (平均土標準誤差、 N=20)であっ

た。透析用プローブを介し、 50mMKClを適用する

ととにより細胞外液中 ACh濃度の有意な糟加が観察

された。‘一方、テトロドトキシン (1J，JM)適用により

有意に低下した。コリンヱステラーゼ阻害薬である

フィゾスチグミン(0.03-1.0mg/kg)を全身(腹腔

内)投与したところ、用量依存的に締胞外液中 ACh

濃度の増加が観察された。

以上の結果より、本実験で用いたセミミクロ化し

たHPLC-ECDによりコリンエステラーゼ組害薬非存

在下における脳内微小透析液中の AChの測定が可能

であり、今後神経化学的研究への応用が期待される。

098 2P 2073 

老齢ラットコリン作動性神経機能に対する当

帰持薬散の影響

小松真紀子、平松緑、議原光利¥石毛敦・、小松靖弘・

(山形県テクノポリス財団生物ラジカル研究所、*(株)

ツムラ中央研究所)

当釘1・ぇ7薬散には、コリン作動性神経系の賦活作用の
あることが報告されている。アルツハイマー病患者の

部検脳においては、コリンアセチルトランスフエラー

ゼ活性が減少していることが見いだされていることか

ら、当帰19薬散はアルツハイマー病への効果が期待さ
れている。今凶は成熟ラット及び老齢ラットに当帰持

薬散を 1ヶ月間経U投与し、ラット脳内のコリン作動

性神経系の機能に対する当帰持薬散の効果について検

討した。

雄性Wistar系成熟ラット (24j).l!齢)及び老齢ラット

(103週齢)に当帰持薬散(lg11)を1ヶ月間経口投与し

た。対照群の成熟ラットと老齢ラットには水を摂取さ

せた。ラットを断頭後氷上にて大脳皮質、海馬、線条

体、中脳、橋延髄及び小脳を描出し、分析開始まで-80

℃に保存した。アセチルコリン合成酵素のコリンアセ

チルトランスフェラ」ゼ(CAT)活性及びアセチルコリ

ン分解傍素のアセチルコリンエステラーゼ (AChE)活

性の測定はHPLCi:去により行った。ムスカリン結合部

位の'H-QNB結合能の分析は従来のレセプターアッセ

イ法により行った。

老齢ラット線条休のCAT話イ生は成熟ラットに比べ低

下していた。老齢ラットのAChE活性は成熟ラットに

比べて線条体において増加していたが、海馬、中脳及

び橋延髄において低下していた。老齢ラットの'H-QNB

結合能については大脳皮質と線条体において増加して

いた。当帰メヨ薬散投与群の老齢ラットにおいては対照

群である水投与群に比ぺ線条体においてCAT活性、

AC回活性及び'H-QNB結合能のいずれも噌加している

ことが認められた。成熟ラットにおいては当婦持薬散

投与群では線条体のAChE活性は増加し、 I毎馬の'H-

QNB結合能は低下していた。 さきに200El齢のSD

ラットの海馬におけるCAT活性及び幼芳ラット大脳皮

質のニコチンアセチルコリン結合能は当帰持薬散の投

与により増加することが報告されている。また当婦持

薬散により 20ヶ月齢のWistarラット脳のCAT活性が増

加することが認められている。今回我今は老齢ラット

のコリン作動性神経の機能を改替することを見出した。

今回の実験成績より当帰19薬散は加齢に伴う痴呆の予
防薬となりうる可.能性が示唆された。
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分泌性蛋白質ArgosによるRasシグナル

の抑制とアボトーシスの誘導に関与する

未知の遺伝子群の探索
田口明子津本和延1，2、岡野栄之1.2

1.大阪大学医学部神経機能解剖学研究部、

2.科学技術振興事業団 .αEST

ショウジョウパヱ複阪の発生における光受容細胞

の分化は、 Ras/MAPKカスケードを介したシグナル

伝達によって誘導されることが知られている。

ArgosはEGFモチーフを有する分?必性の蛋白質で、

Ras/MAPKシグナルを抑制し、細胞分化を負に制御

する。Argosの機能欠損型変異体においては眼原基

における細胞死の抑制が起こり、一方過剰発現では

細胞死を誘導する。今回我々は、この細胞死のメカ

ニズムを詳細に解析した。Argosの過剰発現によっ

て起こる細胞死は、アボトーシス阻害因子である

p35の共発現あるいは、アボトーシス誘導に必要な

reap四 hid，grimの遺伝子量を半減させることによっ

て抑制された。また逆に、日dの過剰発現によって

引き起こされる細胞死はRas/MAPKシグナルの活性

化によって抑制された。従ってArgosによる細胞死

はカスパーゼを介したものであり、 Ras/MAPKシグ

ナルはアボトーシスに対して抑制的に機能すること

が示唆された。

ArgosによるRas/MAPKシグナルのj申告IJとその結果

引き起こされるアボトーシス誘導の分子機鰐は現在

のところ不明であり、未知の遺伝子の関与が予想さ

れる。これら未知の遺伝子群の同定を目的として、

我々はArgosの過剰発現による粗複眼 (rougheye)の

表現型を増強もしくは抑制するような変異体のi宣伝

学的検京を行っている。現在、約180系統の欠失変

異体を検索しており、その中で有意な効果を示す複

数の系統を同定した。また、さらに変異原物質であ

るEMSを用いた遺伝子のスクリーニングも遂行中で

あり、その結果についても報告したいe

191 

100 2B MS7・2 2071 

ラット小脳外頼粒細胞の caspaseを介する

アポトーシスをIGF-Iアナログが抑制する

田中正彦、丸野内様

(藤田保健衛生大・総医研・応用細胞学)

我々はこれまでに、ラット新生仔の小脳スライ

ス培養系において invivoに類似した穎粒細胞の

アポトーシスが起こることを見出し、これを発達

脳における神経細胞死のモデル系として解析を進

めてきた。このアポトーシスは、 IGF-I受容体刺

激の不足によって、この時期の invivoの小脳で見

られるアポトーシスと向様に外頼粒層(増殖期及

びその直後の頼粒細胞の存在領域)で特異的に起

こるものである。また、阻害剤を用いた実験から、

caspase司1(ICE)様プロテアーゼを介したアポト}

シスである可能性が示されている。そこで、

caspase-1様プロテアーゼの関与に関して更に明ら

かにするために、その発現と活性をアポトーシス

条件と生存条件とで比較検討した。

スライス培養は、既報 (BrainR巴s.641: 319-327， 

1994)の通り、生後9日齢のラットの小脳から作

成したスライスを多孔性薄膜上に載せて行う界関

培養法をとった。アポトーシスの検出はinsi旬 nick

end labeling法により行った。 Caspase-1の発現は

RT-PCR法により、 caspase-1様プロテアーゼの活

性は蛍光基質Z-YVAD岨℃を用いた蛍光アッセ

イにより行った。

IGF-Iアナログ (d巴s(1-3) IGF-I)無添加条件(ア

ポトーシス条件)と添加条件(生存条件)での

caspase-1の発現量を比較したところ、両者に差は

認められなかった。一方、 caspase-1様プロテアー

ゼ活性はアボトーシス条件で増加していた。ここ

でのアポトーシスは、 caspase-1の発現量ではなく

活性化の程度によって制御されている可能性があ

る。あるいは、 caspase-1以外の caspase-1様プロテ

アーゼが重要な役割を果たしている可能性も考え

られる。

Caspaseファミリーとしては楠乳類で現在 10種

類が知られており、 caspase-1様、 caspase幽2(ICH・

1)様、caspase-3(CPP32)様プロテアーゼに分類さ

れる。本系におけるアポトーシスは caspase-3様プ

ロテアーゼ阻害剤によっても抑制されるという結

果が得られていることから、現在caspase-3様プロ

テアーゼの発現と活性に隠しでも解析中であり、

これらも併せて報告する予定である。
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切片培養系におけるマウス小脳頼粒細胞の

アポトーシスにおける p53遺伝子の役割

稲村直子、榎戸靖、下家浩二、畠中寛

(大阪大学蛋白質研究所生合成部門)

脳神経系におけるニューロンのアポトーシスは、

非分裂細胞にとって、その死が置き換えがきかな

いことからも重要なものと考えられている。特に、

疾患あるいは障害によって生じるアポトーシスは

脳神経系における機能に重大な影響を及ぼすもの

と考えられる。私達は既に、分散培養した小脳頼

粒細胞を用いて DNA鎖切断傷害で生じるアポト

ーシスに、がん抑制遺伝子p53が関わっているこ

とを明らかにしてきた。今回脳神経系を構成して

いる様々な細胞相互の影響がどのようにニューロ

ン死に関わっているのか明らかにする目的で、よ

りin vivoに近い系である切片培養系を用い、さ

らに研究を進めたので報告する。

生後12日日のp53野生型またはノックアウト

マウスの小脳を、正中線に平行に厚さ 400μm

にスライスし、多孔質膜上で 1日間培養後、 DNA

鎖切断をもたらす薬剤ブレオマイシンを添加し、

切片培養下のニューロンに与える影響を調べた。

培養後凍結切片を作製し、ニッスル染色、 TUNEL

染色、および、抗 p53、また c-Fos抗体での免疫

組織化学染色を行った。

その結果、 p53野生型マウスの小脳で、プレ

オマイシン添加により、 TUNEL陽性細胞、 p53、

c・Fos抗体陽性細胞の増加がみられた。特に、

TUNEL陽性細胞が、外頼粒層と内穎粒層両方に

みられたことに比べて、 p53、c-Fos抗体陽性細胞

は、外穎粒層と内穎粒層の間に多く局在していた。

このことから、プレオマイシン添加によってお

こる DNA鎖切断による小脳穎粒細胞のアポトー

シスにおいて、 p53、c-Fosが、アポトーシスを促

進する作用を特定の場所で行い、離れた細胞に作

用していることが考えられ、現在 c-Jun蛋白質の

変動、また p53ノックアウトマウスについての解

析を進めている。

1 02 2B MS7 -4 2069 

ヒトニューロプラスト 4・マSH-SY5Y細胞に
対するNOドナーのアポト}シス惹起と
caspaseの関与

菊地由紀夫、上原孝、野村靖幸

(北海道大学薬学部薬効学教室)

我々はこれまでに、一過倒時血/再潅流時、な

らぴに培養ニユ}ロン/グリア細胞系において、グ

リア細胞由来のNOがアポト}シス様のニューロン死

を引き起こすことを報告してきた。今回、 NOによる

ニューロン死惹起機構をさらに解析する B的で、種々

のNOドナ}を用いて株化神経細胞に対する影響と

caspase (ICE like protease)活性について検討し、以下

の知見を得た。

実験にはヒトニユ}ロプラストーマSH-SY5Y級胞

を使用し、 NOドナーとしてNOC化合物(NOC5，NOC7， 

NOC18)、SNP、SNAP、SIN-l、およぴGSNOを用いた。

細胞死の判定は、 MTTi法、 DNA断片化、さらに

propidium iodide (PI)を用いたFACScanにより解析し

た。

SH-SY5Y細胞に種々のNOドナーを添加し、 24-48 

時間後にMTT法により生存率を調べたところ、 SIN-

1、GSNO、NOC5、NOC7は何ら影響を及ぼさなかっ

たが、他のNOドナーは生存率を著しく減少させた。

とくに、 NOC18は低濃度で著しい作用を示すことが

わかった。そこで、 NOC18によるニユ}ロン死の特

徴について以下、検討した。 NOC18は濃度依存的、

時間依存的にDNA断片化を引き起こし、オキシヘモ

グロピンの前処理によってこの効果は滅弱した。さ

らに、 NOC18によるDNA断片化は、 caspaseのイソ酵

素に対する非選択的阻害薬であるz-Asp-CH2 -DCBに
よって濃度依存的に抑制された。このことから、

NOC18によるアポト}シス誘導にcaspase経路の関与

が示唆された。つぎに、 Ac-DEVD-MCAを基質として

caspase活性を測定したところ、 NOC18はcaspaseを活

性化することが明らかとなった。

以上の結果から、 NOドナーであるNOC18はアポトー

シス様のニューロン死を引き起こすこと、この経路

にcaspaseの活性化が関与していることが示された。
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小脳頼粒細胞死におけるCyclinDl等の活

性化について

小池達郎、鈴木和彦、境 和久、田中秀逸
(北大・院理・生物科学)

神経細胞は発生過程で大量の細胞死を起とす
ことが知られ、これがシナプス形成の確立に重要

な役割を果たしている。我々はプログラム神経細

胞死の分子メカニズムを調べるために、小脳穎粒
細胞、分化させたPC12細胞などのモデル培養系を
用い細胞死カスケード産物の同定を試みてきた。
特に小脳穎粒細胞系では invitroで大量の神経細
胞死が起こり、且つBDNFで抑制されるととから

中枢神経プログラム細胞死モデルとみなされる
(Koike; 1991; Suzuki & Koike， 1997など)。さ
らに、小脳穎粒細胞を高カリウム培地で培養し、
成熟した後に、高カリウム及び血清を除いてアポ
トーシスを誘導する系でも多くの研究がなされて
いる。

生後一週間のラット小脳全体より単離した、小
脳穎粒細胞を通常のK+濃度 (5.4mM)下で培養
すると、細胞は突起伸長・分化の後 (2・4DIV)、
変性を始め、 5-6DIVには約半数の細胞が死滅する。
この細胞死はタンパク合成及びRNA合成阻害剤な
どにより抑制される。 3DIVの頼粒細胞を対照と
して 5DIVに顕著に発現する遺伝子をdifferen ti al 
hybridization法により検索の結果、 gcd1-20のう
ち6遺伝子が頼粒細胞死に伴って活性化されると
とを認めた。特にgcd-l0はノーザンプロット法で
3DIVでは発現がみられず、 5-6DIVでピークに達
し、 2.3および1.6kbpの2つの転写産物をコード
していた。 gcd-10は頼粒細胞を高カリウム培地後、
血清及び高カリウムを除いたアポトーシス系でも
顕著に発現が増強した。更に既知の遺伝子の発現
に関しでもノーザンブロット法により調べた。対
照としてはG3PDH(1.3kbp)の発現を調べた。 c-
fosは全く検出されなかった。 c-jun(3.2kbp)は
3DIVでもわずかに検出され、 5DIVで弱く誘導さ
れた。これに対して、 cyciin D1 (3.7kbp)は
3DIVでは検出されず、 4、6DIVで2相性のピーク
を持ち、顕著に誘導された o 抗cyciinD1抗体によ
る免疫組織化学では頼粒細胞とミクログリアに染

色性を認め、 2相性のピークはこれに由来すると
考えられた。 cyclinD1 (3.7kbp)の顕著な誘導は
本培養条件下での小脳頼粒細胞死に対して重要な
役割を持つものと考えられ、この結果はinvivoに
おけると免疫組織化学的実験と符合すると考えら
れる。
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カルシウムイオン誘導細胞障害と CPP32様

プロテアーゼの活性化について

高寺恒雄、大屋敷孝雄

(北陸大学薬学部臨床化学教室)

脳虚血やアルツハイマー病において、その病因の

ーっとして考えられているグルタミン酸やアミロイ

ド8蛋白は、培養脳細胞の細胞内カルシウムイオン
の増大を引き起こす。カルシウムイオンが引き起こ

す細胞死の機構はまだよくわかっていない。今回、

ラット副腎髄質褐色細胞腫由来PC12細胞を用いて、

細胞内カルシウムイオンの増大によって生じる細胞

障害への CPP32(caspase・3)様プロテアーゼの関与

について調べた。

PC12細胞はポリリジンコートした35mmディッ

シュに 5%準胎仔血清および 5%馬血清を含む

DMEMメディウムを用いて培養した。 A23187(カ

ルシウムイオノフォア)および、thapsigargin(小胞

体 Ca圃ATPase阻害剤)処理をする乙とによって細

胞内カルシウムイオン濃度を培大させた。細胞障害

の程度は遊離したLDH活性により、 CPP32様活性

はペプチド基質 Ac-DEVD.AMCを用いた蛍光法に

より測定した。

A23187は低濃度(100n聞で、は核の凝集や断片化

とDNAの断片化を伴いアポトーシス様の細胞死を

引き起こし、高濃度(2μ聞ではネクローシス様の細

胞死を引き起こした。thapsigargin(20μM)もアポト

ーシス様の細胞死を示した。神経成長因子(NGF)存

在下ではA23187やthapsigarginによるアポトーシ

ス様細胞死が完全に抑制されたが、ネクローシス様

細胞死は抑制されなかった。NGFによる抑制効果は

タンパク合成阻害剤シクロヘキシミド存在下でも見

られた。

A23187やthapsigarginによるアポトーシス様細

胞死にはCPP32様活性の増大を伴っていた。 NGF

は CPP32様活性の増大を抑制した。 CPP32様プ

ロテアーゼ阻害剤の Ac.DEVD.CHOはA23187や

thapsigarginによる細胞死を抑制した。

細胞内カルシウムイオンの増大によって引き起こ

されるアポトーシス様の細胞障害に CPP32様プロ

テアーゼの関与が示唆された。
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ラットクモ膜下出血 (SAH)後早期の海馬
におけるbax.bcl-2およびp53m:RNAの
発現とアポトーシスの関連について

中塚雅雄*/**. 真砂敦夫*， 山田和雄*.

滝実明*. 原因重徳*

(名古屋市立大学脳神経外科*，知多厚生病院脳神

経外科料)

クモ膜下出血 (SAH)の急性期は，損傷動脈

の存在や急激な頭蓋内圧元進の結果として脳虚血

負荷が存在しうる.従来から，脳虚血時にアポト

ーシスが存在すると指摘されており， SAHにお

いてもアボトーシス関連遺伝子の発現が予想され

るので検討した.

【方法]Wistarratの右総頚動脈より4-0ナイロン

糸を頭蓋内に挿入，脳血管を内側から突き抜くこ

とによりSAHを作成した.経時的に摘出した脳標

本から海馬を含む切片を作成し， hsp70， b砿，

bcl-2およびp53rnRNAの発現変化を lnsitu 

hybridization法を用いて解析した.また，アポト

ーシスはTUNEL法で評価した.

【結果】 SAH後， bax. bcl-2および、p53遺伝子は

ともに穿刺側の海馬と歯状回に発現した.hsp70 

は前述の部伎の他に穿刺側の大脳皮質と視床にも

発現した.この中で，とくに海馬に注目すると，

発現様式に各遺伝子で時間・局在に特徴を認めた.

baxはCA1ではSAH後12hrで， CA3では6hrでピヶ

クを認めるが， bcl-2ではCA1，CA3ともに12hrに

ピークを認めた.また， p53の発現はCA1では

18hrでピークを認めたが， CA3では 6hr以後ほぽ

プラトーになり， 24hr以後減弱した.TUNEI誌

では48時間後の穿刺側海馬CA1のみにTUNEI腸

性細胞が認められた.

[考案]CA1とCA3でbax/bcl-2比に差があり，

CA1の方で高かったことや， TUNEI法でもCA1に

のみapototicc巴IIがみられることから， bax/bcl-2 

の発現に関与したアボトーシス様変化が認められ

た.すなわち，脳動脈癌破裂後の海馬の損傷にア

ポトーシスが関与することが示唆された.また，

アポトーシスに至る経路においてp53がb抵の発現

を制御している可能性が示唆された.

106 2P 2065 

NOによるドーパミン細胞のapoptosisの機構

丸山和佳子1)、南知予子2)、高橋動3)、直井信2)

1)長寿医療センター， 2)名古屋工業大学， 3)江南女短大

NOは多くの生物学的活性をもっ化合物であり、神経

細胞に対しては神経保護作用と神経傷害作用の双方

を持つ。またNOによる神経傷害の一部はNOと

superoxide (02-)の反応生成物であるperoxynitrite

(ONOOうを介したものといわれているが、明らかな

結論は出ていない。今回我々はヒトドーパミン神経

芽細胞腿SH-SY5Y細胞のDNA傷害についてsinglccell 

gel electrophoresis assay (∞met assay)を用い検討した。

細胞をNOを化学的に発生させるNOR-4またはONOO・

を発生させるS町4で処理した後、アガロースに包埋

し、アルカリ溶液および界面活性剤にて細胞膜を溶

解し電気泳動を行った。傷害をうけ、切断された

DNAは泳動され核は童書星様の像を示す。泳動された

核DNAの長さを測定することによりDNA傷害を定量

的に測定することができた。 NOR-4およびSIN-1によ

り有意にDNA傷害が志起され、それはcycloheximide、

acinomycin-Dにより阻害された。また、予め純胞をア

ガロースに包埋し細胞撲を溶解した後にNOR・4、SIN-

4を作用させてもDNA傷害は惹起されなかった。以上

の結果より、 NOおよびONOO・によるDNA傷害には

タンパクやRNA合成が必要であること、またこれら

ラジカルによる直接的なDNAへの作用ではないこと

が証明された。以上の結果はNO、ONOO-がSH-SY5Y

細胞にapoptosisを惹起することを示唆している。抗

酸化剤はNOR-4、 SIN・1による傷害からDNAを保護

し、ラジカル生成がapoptosisに関与していると考え

られた。 NOR-4によるDNA傷害はsuperoxide

disumutase (SOD)により防止され、 ONOO-の関与が

示唆された。 deprenylはNOR-4およびSIN・1によるDNA

傷害を防止した。 deprenylの作用が直接的な抗酸化作

用によるのか、あるいはタンパク誘導を介したもの

なのかを検討するため、細胞を予めdeprcnylで処理し

た後洗浄し、 NOR-4または S別ー1の作用を検討した。

SIN-lIごよるDNA傷害のみがdeprenylの前処理にて紡

止され、 deperenylには直接の抗酸化作用によらない

apoptoslS阻害作用があることが考えられた。
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神経細胞死抑制機構としての NGFによる活
性酸素種産生に対する影響

山県系知子、佐藤託実、石川保幸、山田雅司、畠中寛

(大阪大学蛋白質研究所生合成部門)

活性酸素種 (ROS)は、様々な生理的、病理的神

経細胞死の誘導に関わることが知られている。我々

は、キサンチンーキサンチン酸化酵素 (:XA+XO) に

より ROSを発生させ細胞死を誘導する系を PC12

細胞を用いて確立した。この死はアポトーシスの形

をとり、神経成長因子 (NGF)により抑制されるこ

とを見出している。 XA+XO反応はスーパーオキシ

ドアニオン (0，'一 )を発生させることが知られて

おり、 0，'←は速やかにスーパ}オキシドジスムタ

ーゼ (SOD) により過酸化水素に変換する。この過

酸化水素はフェントン反応によりヒドロキシラジカ

ル(OH')へと変化していく。今回我々は、 3種類の

ROS 感受性蛍光色素を用いて ROS量を測定し、

ROS量変動に対する NGFの影響を調べた。用いた

蛍光色素は、広く ROSを認識するものとして

C-DCDHF-DA、過酸化水素を選択的に認識するもの

として Dihydrorhodamine123、0，・ に対しては

Hydroethidineである。その結果、キサンチン酸化酵

素添加に伴いすべての蛍光色素において発色強度の

増加が観察された。一方、 NGF処理した PC12 細

胞では、 C-DCDHF-DA の蛍光強度増加に対する影

響は観察されなかったのに対'し、

Dihydrorhodamine 123の蛍先強度増加においては有意

な抑制j効果が観祭された。それに対し、 Hydro巴thidin巴

の蛍光強度増加において、 NGF は増強効果を持つ

ことがわかった。これらのことは、 NGF処理した

PC12細胞においては、 XA+XO反応にともない発生

する 0，'一量は増加するのに対し、過酸化水素の発

生量は減少することを示している。すなわち、 NGF

処理により 0γーから過酸化水素への反応の抑制jが

起こっていることを推測させる o 以上の結果は、

NGF が活性酸素種産生過程を制御する機能を持つ

ことにより、細胞死抑制効果を発揮している可能性

を示している。今後、活性酸素により誘導される細

胞死に対し抑制効果を持つことが知られている

Bcl-2 等についても、その活性酸素種産生に対する

影響を調べ、 NGF によるものと比較検討していき

たいと考えている。

195 

1 08 lB MS3-3 2063 

小脳外頼粒層由来頼粒細胞のアボトーシスに
対する神経栄養因子の効果
境和久、小池達郎
(北大・院理・行動知能学)

小脳穎粒細胞は、発生過程において、外穎粒層

で増殖分化し、グリア細胞を介して移動、肉類粒

屠にたどり着きシナプス総合を行うと考えられ、

それぞれの層でアボトーシスを行うことが知られ
ている。生後一週間のラット小脳全体より単離し
た小脳穎粒細胞を通常のK+濃度 (5.4mM)下で
培養すると、細胞は突起伸長・細胞肥大等の分化

の後、変性を始め、培養8-9日までには8割以
上が死滅する。この細胞死はタンパク合成及び
RNA合成阻害剤、脱分極剤、 BDNFなどにより抑
制されるが、 NGFにはその効果はなかった。小脳

頼粒細胞死はアポトーシスの特徴をもつことから、
発生過程における中枢神経細胞のアポトーシス研
究の有用なモデルであると考えらている (Suzuki
and Koike， 1997など)。今回、我々は、小脳外穎

粒層のみを実体顕微鏡下で単離し、分散して培養
後、抗MAP2抗体で染色し、神経細胞を同定した。
そして、上記の穎粒細胞mixtureによる細胞死と比

較、検討した。小脳外頼粒屠由来類粒細胞はアボ
トーシスを起こし、 Caspase3の阻害青IJである Ac-
DEVD-CHO (50mM)で顕著に抑制された。高カ
リウム培地 (25mM)は穎粒細胞mlxtureにおける

細胞死抑制のようには顕著ではなかったが、細胞
死を有意に抑制した。神経栄養因子の内 NT-3に
関しては効果を認めなかったが、 BDNFは細胞死
を促進する傾向があり、さらにくわしい検討をし
ている園 FGF2も細胞死を抑制しなかった。一方、
これに対してNGFは顕著な抑制効果を示した。実
際p75は外頼粒層にのみ顕著に分布することが知

られている。従って、これらの結果の違いは発達
段階の遣いをより明確に示すものと考えられた。
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発達段階特異的オリゴデンドロサイト

の大量培養方法の確立とオリゴデンド

ロサイト細胞系譜

東京都老人総合研究所・神経生物I、東京大学大

学院・生命物理人埼玉医科大・生理3

桜井洋子l、西村大助1.2、川戸佳2、吉村和法3、野

村正彦九清和千佳l、武田康1、内藤弘美¥宮木

朋子1、阿相自告晃l

中枢神経系におけるミエリン形成担当細胞である

オリゴデンドロサイトは発生中にさまざまな栄養

因子や環境因子の制御を受け、非常に複雑な発育

段階をとることが知られている。これまで発育段

階特異的なオリゴデンドロサイトを大量に得るこ

ろが出来なかったが、今回私達は、オリゴデンド

サイトの細胞周期と分化促進因子、細胞継代培養

を組み合わせる方法を用いて、胎生期ラット大脳

より、発育段階特異的なオリゴデンドロサイトの

大量培養方法を確立し、その培養系でオリゴデン

ドロサイトの細胞系譜を調べた。発育段階特異的

(未成熟型)オリゴデンドロサイトは惰養開始

35日間後に得られ、オリゴデンドロサイトのマー

カーを用いた免疫染色では、糖脂質抗原に対する

04が発現しており、オリゴデンドロサイトのプ

ロジェニター (0-2Aプロジェニター細胞)に発

現するA2B5抗原や、成熟型オリゴデンドサイト
に見られる表面分子マーカ一分子 (GC/01)やミ

エリン塩基性タンパク質(MBP)の発現は認められ

なかった。このような、発育段階特異的オリゴデ

ンドロサイトが成熟型へと分化するためには、タ

イフ1アストロサイトとの直接接触による共培養

カ沼、要で、ニューロンとの直接接触や、アスト口、

ニューロンとの間接熔養では、成熟型への分化誘

導は不可能であった。このととは、成熟型オリゴ

デンロサイトへの分化にはタイプIアストロサイ

トとの直接接触による細胞間コミュニケーション

の関与が必要であることが示唆され、これら細胞

間コミュニケーションに関与する糖蛋白、糖脂質、

プロテオグリカンなどの複合糖鎖に代表される表

面分子は細胞認識とシグナル伝達機構全般に関わ

る分子が重要であることが考えられるから、とれ

らの分子群の情報の解析とその機構の解明を検討

中である。

110 2P 2061 

ヒト羊膜細胞における神経系細胞マーカー

の発現
石井俊口、佐藤嘉兵z、中村俊3‘桜川宣男1

e国立精神・神経センター神経研究所疾病研究第5
部 2日本大学生物資源科学部応用生物科学科

2国立精神・神経センター神経研究所診断研究部)

我々は、ヒト羊膜上皮 (HAE)細胞において神経

幹細胞、ニューロンおよびグリア細胞マーカーの存

在を免疫組織染色およびウエスタンプロット法にて

確認している。今回、 HAE細胞が多能性神経幹細胞

としての性質を有している可能性について検討する

ために、神経系細胞マーカ一、主に、オリゴデンド

ロサイトのマーカーの発現について、 mRNAレベル

での解析を行った。

2継代目のHAE細胞およびヒト羊膜組織より

AGPC法にてぬ凶 RNAを調製し、 RT-PCRまたは

Northern hybridizationを行ったp

神経上皮細胞マーカーの一つであるvimentinにつ

いてRT-PCRを行ったところ、 HAE細胞、組織共に
ヒト成人脳と同様のバンドを検出した。オリゴデン

ドロサイトのマーカーのCNPase、MBPについてす子っ

た結果、 northernhybridizationにおいてCNPas号が、そ

してRT-PCRにおいてMBPがヒト脳と同様に検出さ

れた。また、同じくオリプデンドロサイトのマーカー

であるPLP/DM・20についてRT-PCRを行った結果、

HA時国胞においてDM-20に対応するバンドが確認さ

れたカヤLPに対応するバンドの増幅は確認されなかっ

た。そこでPCRproductのSouth巴rnhybridizationをお

こなったところPLPに対応するシグナルが検出され

た。また同じ方法で組織についてもPLP、DM-20の

シグナルが検出された。また、シグナルの強度は

PLPよりもDM嗣20のほうが強いことが確認された。

我々 は、 HAE細胞が神経系細胞へ分化可能である

かどうか研究してきた。今回、オリゴデンドロサイ

トマーカーであるCNPas巴とMBPについて発現が篠

認され、 PLP/DM-20についてはDM-20のほうが強発

現しているととが示唆されることから、 HAE細胞は

胎生期18週前後の脊髄と同様の発現様式を示すとと

が確認された。今後、他のマーカーについても同様

に解析するとともに、これらのマーカー遺伝子の発

現意義を検討し、神経系の細胞への分化の可能性に

ついて検討していく予定である。
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オリゴデンドロサイトの分化における

CGT遺伝子の転写調節機構
米増知子I、中平健祐1、奥村俊一郎 1，2、

池中一裕1

(1 :岡崎国立共同研究機構生理学研究所神経情報

2:関西医科大学第2外科)

UDP-ga1actose:ceramide ga1actosy1む百nsferase(CGT) 

はミエリン梢に大量に存在する糖脂質である

ga1ac問問broside(Ga1C)の生合成の最終反応を触媒

する酵素である。既に報告したようにCGTmRNA

はオリゴデンドロサイトにおける有用な分化マーカー

のひとつである。

CGTの転写調節機構を調べるためにルシフエラー

ゼ活性を指標に、プローモーターアッセイを行った。

まずC57BL6マウスのゲノムライブラリーより第一

エクソンの上流に相当するプロモーター領域を単離

した。次にこれから様々な領域を切り出し、レポー

ター遺伝子としてホタルのルシフェラ}ゼ遺伝子を

含む発現ベクター上に組み込んだ。構築したプラス

ミド CT1、 CT4、CT9はそれぞれ転写開始部位を基

点に -5800から +50.-710 to +50. -53 to +50に相当

する配列を含んでいる。これらをリポフェクトアミ

ンを用いてオPゴデンドロサイト様の性質をもっ株
車問包 CG4および繊維芽細胞N1H3T3細胞に導入し、

各細胞におけるルシフエラーゼ活性を測定した。

CT1、 CT4は CG4細胞において、発現ベクターの

みを導入した場合と比べそれぞれ5倍、 8倍以上も

の転写活性を示したのに対して、 CT9は2倍程度

の活性しか示さなかった。N1H3T3細胞においても、

同様の傾向がみられたが、その転写活性はいずれの

場合においてもCG4締胞における活性より低いも

のであった。以上の結果より、 -5800からー710に相

当する領域に転写抑制にかかわるエレメントが、ま

た・710から -53に相当する領域に転写促進にかか

わるエレメントが存在することが示唆された。 CGT

遺伝子の転写調節を解析することは未成熟なオリゴ

デンドロサイトのミエリン産生細胞への分化のメカ

ニズムにかかわる現象のひとつとして非常に興味深

し、。
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In vitroとInvivoを組み合わせた免疫法

による神経組織の抗原に対するモノクロー

ナル抗体の作製

吉村和法人桜井洋子2、西村大助3、川戸佳3、

野村正彦1、阿相暗晃2

1埼玉医科大学・第一生理学、 2東京都老人総合研

究所・神経生物、 3東京大学大学院・生命物理

1 97 5年にケラーとミルシュタインがモノク

口一ナル抗体作製j去を確立して以来すでに20年あ

まりが経過する。その聞にInvivo免疫法によるモノ

クローナル抗体作製はほぼ完全に確立した.一方的

vitroによるそノクローナル抗体作製法には問題点が
あり、その一つにはIgG抗体が獲得しがたい点であ

る。事IJ点としては細胞などの表面抗原や生体にとっ

て毒性がある物質に対しても抗体が作れる点であ

る。我々は今回、わ vitroとinvivoの免疫、正確に
は、 Invitroで抗原に感作した牌細胞を感作後、同

系統のマウスに戻すことで、感作したりンパ球をそ

のマウスの牌臓中で分化・成熟させる試みを行つ

た.

我々は抗原として神経細胞に発現している免疫グ

ロプリンのスーパーファミリーである接着蛋白質Ll

を強制発現させたL細胞とミエリネーション前の段

階にある未成熟オリゴデンドロサイトを用いた.そ

れらの細胞をBalb/cマウスの牌細胞と一緒に1週間

培養することでわ vitro免疫を行った。その後この
牌細胞を同系統のマウスに戻して感作された僻細胞

(リンパ球)の分化・成熟をわ vivoの形で行った.

1ヵ月後、免疫マウスの鱒臓細胞を取り出してマウ

スミエローマ細胞NS-lと融合させ、抗原に陽性な

モノク口ーナル抗体を産生しているハイブリドーマ

を免疫細胞化学的手法を用いてスクリーニングし

た。

その結果、それらの抗原に陽性なモノクローナル

抗体を得られたことから、免疫細胞化学的手法とウ

エスタンプロット解析によって抗体の特異性を検討

したので、報告する.
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未成熟オリゴデンドロサイト膜表面分子

を認識するモノクローナル抗体

(13E6，4F2)について

東京都老人総合研究所・神経生物l、東京大学大学院・

生命物理2、横浜市大大学院・総合理学3、埼玉医大・

生理4

西村大助1.2、桜井洋子¥J!I戸佳2、斎藤治和l、吉村和
法矢野村正彦4、清和千佳lペ井口泰泉3、阿相陪晃1

中枢神経系におけるミエリン形成担当細胞である

オリゴデンドロサイトの発生は脳室層に由来し、生後

も俣IJ脳室の上皮下層から多量に発生し移動中に分裂を

繰り返しながら成熟してくる。オリコーデンドロサイト

の成熟・分化の過程は実に厳密な段階を経ながら行わ

れ、これまでにそれぞれの段階特異的表面抗原の発現

に従ってその細胞系譜が規定されている。

今日、私たちは、胎生期ラット大脳より発達段階特異

的なオリゴデンドロサイトの大量培養法を確立すると

ともに、オリゴデンドロサイト細胞系譜を明らかにし

た。(本学会にて桜井らが発表予定)今回得られた発

達段階特異的オリゴデンドロサイトはこれまでの膜糖

脂質マーカー抗体ではA2B5-、0どが発現しているが、

成熟型オリゴデンドロサイトマーカ一分子(GC，MBP

等)の発現は認められなかった。詳細に検討するため

に、との発現段階特異的オリゴデンドロサイトの時期

特異的表面抗原を、発達段階特異的な時期にあるオリ

ゴデンドロサイトの可溶性膜菌分を用いて、単クロー

ン抗体を作成した。得られた数種の単クローン抗体中

のひとつである13E6は、免疫染色で未成熟型オリゴ

デンドロサイトの細胞体及び突起がよく染まり、ウエ

スタンプロットで分子量約45kDaに単一のバンドが認

められた。一方、4F2は、免疫染色では未成熟型オリ

ゴデンドロサイトの突起がよく染まり、ウエスタンプ

ロットで分子量約90kDaに強いバンドが確認されたこ

とから、 13E6と4F2抗体が認識する発達段階特異的オ

リゴデンドロサイト膜表面上の認識分子が異なるとと

が考えられ、その性状について検討中である。さらに、

これらの単クローン抗体が認識するオリゴデンドロサ

イト膜表面上の分子は抗体作製の方法上(本学会にて

吉村らが発表予定)、発達段階特異的オリゴデンドロ

サイトの細胞接着分子種の可能性が高いことが予想さ

れるととから、とれらの抗体を用いての機能アッセイ

も進めている。

114 lP 1108 

線条体 NMDA受容体刺激によるドーパミン放出

に対するポリアミンの影響

柴田 護、福内靖男、島津邦男、佐々木貴浩(慶

態義塾大学神経内科)、荒木信夫(日本鋼管病院

内科)、演回潤ー(国立埼玉病院神経内科)、太

田晃一(水戸赤十字病院神経内科)

背景:過剰な NMDA受容体刺激は脳虚血の病態

で重要な働きをしていると考えられている。我々

は、線条体において NMDA受容体刺激によりド

ーパミン放出が促進されることを報告した。

NMDA受容体には polyamine-sensitivesiteが存在

し、ポリアミンによって受容体機能が修飾を受け

ることが明らかになっている。本研究ではNMDA

受容体刺激によるドーパミン放出に対する

spermine， spermidineの影響を検討した。対象・方

法:Sprague-Dawleyラットの線条体に微小透析プ

ロープを挿入し inνivomicrodialysisを施行した。

第 1群には 1mM NMDA+500μM glycin巴を 80分

間潅流した。第2群、第 3群にはさらに spermine

を各々 5mM，50mM加え潅流した。第4群、第

5群にはNMDA受容体polyamine-sensitivesite組

害薬 ifenprodil(10 mglkg)を前投与した後 1mM 

NMDA+500μM glycin巴に spermineをそれぞれ 5

mM，50mM加え滋流した。第6群、第 7群には

1 mM NMDA+500μM glycineにspermidineを5

mM， 50 mM加え潅流した。得られた濯流液中の

ドーパミン濃度を HPLCACDで定量した。結果:

ドーパミン濃度は NMDA受容体刺激により

22.4.土8.0から 171.2土67.1pg/fractionへと上昇した

(p<0.05， ANOVA)o 5 mM spermin巴の同時投与に
より NMDAによるドーパミン放出は抑制された

(p<0.05，トtest)が、 ifenprodilで阻害されなかった。

50 mM spermine同時投与ではNMDAによるドー

パミン放出は増強され (p<0.05，Hest)、その作用
はifenprodilで阻害された。 5mMおよび 50mM 

spermidine同時投与により NMDAによるドーパ

ミン放出は抑制された (p<0.05，トtest)。結論:

NMDA受容体刺激性ドーパミン放出に対する

spermineの効果は濃度によって作用形式が異なり、

50 mM spermineの効果は NMDA受容体上の

polyamine-sensitive siteを介すると考えられた。

spermidineの効果は、本実験で用いた濃度範囲で

はドーパミン放出に対し抑制的であると考えられ

た。
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N-メチル-D-アスパラギン酸レセプターに

対するニトロプルシドナトリウムの阻害

効果

荻回喜代一、米国幸雄

(摂南大学薬学部薬理学研究室)

N-メチノレーD-アスパラギン酸(附D心レセプターは、

中枢神経系の可塑性形成過程あるいは神経細胞死

の発現に重要な役割を演じることは周知の事実で

ある。それらの発現メカニズムに則DAレセプターの

活性化に伴うCa2+!カルモデ、ユジン依存性の一酸

化窒素(NO)発生プロセスが関与する可能性が、種々

のNO関連化合物を用いた薬理学的研究から示唆さ

れている。しかしながら、 NMDAレセプターに対する

NO関連化合物の直接的効果については解析されて

いないのが現状である。したがって本研究では、

[3H]MK-801結合に対する種々のNO関連化合物の効

果について検討した。一駿化窒素合成酵素(NOS)基

質L-arginineや、基質類似体であるNG-nitro-L-

arginineは、 [3H]MK-801結合に影響を与えなかった。

一方、 NOS限害作用を持つdiphenyliodoniumおよび

diphenyleneiodoniumあるいは種々のカノレモデュリ

ンアンタゴニストは、いずれも濃度依存的に[3H]

MK-801結合を阻害した。さらに、開発生斉IJであるニ

トロプルシドナトリウム(SNP)およびS-nitroso-N-

acetylpenicil1amine(SNAP)についても検討したと

ころ、 SNPは10-5M以上で[3H]MK-801結合を阻害

したが、 SNAPは結合に著変を与えないことが判明し

た。また、 SNPはeH]MK-801結合に対するグルタミ

ン酸の増強曲線を右側jに移動させたが、このSNPの

効果は還元試薬のジチオスレイトールの添加によ

り消失した。以上の結果より、種々のNO関連化合物

はNO産生とは無関係にN旧Aレセプターチャネル開

放を阻害する可能性が示唆される。最後に、研究の

遂行上、ご尽力を頂いた首藤誠修士に感謝致します。
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ラット培養中脳神経細胞におけるグルタ

ミン酸毒性に対するエストログンの神経

保護作用

津田秀幸*、衣斐督和帥、木原武士合、

漆谷真*、下演俊夫、赤池昭紀**、

木村淳*

(*京都大学医学部神経内科)

(帥京都大学薬学部薬理)

パーキンソン病におけるド}パミンニューロ

シ変性の機序は不明であるが、酸化ストレスが

重要な役割を果たしている。グルタミン酸誘発

神経毒性は酸化ストレスモデルとなることから、

本研究では、中脳の培養神経細胞を用いて、グ

ルタミン酸誘発神経毒性に対するエストロゲン

の神経保護作用を検討した。

胎生 16日齢の胎仔ラット腹側中脳より機械

的に単離した細胞を、血清含有培地で 11日間

培養し、その後4%パラホノレムアノレデヒドで国

定し、抗勿rosinehydroxylase(TH)抗体および

抗microtubuleassociated protein 2(MAP2)抗

体を用いた免疫染色を行った。 TH陽性細胞の

生存数の減少によりドーパミンニューロンに対

する神経毒性を、 MAP2陽性細胞の生存数の減

少により全ニューロンに対する神経毒性を評価

した。

1mMク勺レタミン酸を 10分間投与することに

より、ドーパミンエユーロシ、非ド}パミンニ

ユ}ロンの両者に対し神経毒性が生じた。あら

かじめ 17s・estradiolを24時間前投与するとグ

ノレタミン酸による神経毒性は有意に措抗された。

17s-estradiolとグルタミン酸の同時投与では、

神経保護作用はみられなかった。また、ス)パ

ーオキシドアニオンによる神経毒性にも 17s-

estradiolの前投与は神経保護作用を示した。こ

れらの結果は、エストロゲンが中脳神経細胞の

酸化ストレスを抑制する可能性を示唆している。
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ラット神経組織における各種グノレタメイト

レセプターサブユニットの分布

久保慶太、第部孝幸、荻田喜代一、米田幸雄

(摂南大学薬学部薬理学研究室)

記憶や学習などに重要な役割を演じているグJレ

タメイトレセプタ}は、イオノトロピック型とメ

タボトロピック型に大別され、前者は外因性アゴ

ニストに対する感受性の相違により N-metyl・D-

aspartic acid (NMD崎、 DL-α-amino-3-hydroxy・

5・methylisoxazole-4・pr叩 ionicacid (AMP A)お

よび kainicacid (KA)レセプタ}に分けられる。

今回は、これらグノレタメイトレセプタ}サプユニ

ットの神経組織内分布をさらに解明するために、

それぞれに特異的な抗体を用いたウエスタンプロ

ット法で、ラットの脳内各部位、脊髄、松果体、

網膜、下垂体および高IJ腎の抗体陽性蛋白質を測定

した。

NRl、GluRl、GluR2/3、GluR4およびGluRβ17

の抗体陽性蛋白質は、調べたすべての神経組織に

おいて 100，OOOg上滑には検出されなかった。一方、

100，000g沈査では他の部位と比べて大脳皮質、海

馬および線条体に、 NMDA型の NRl抗体陽性蛋

白質がより多く検出された。 AMPA型の GluR1

とGluR2/3はともに海馬に最も多く存在し、続い

て大脳皮質、線条体、小脳、視床下部、中脳、橋・

延髄および管髄のJI頃であった。これに対して、

GluR4では小脳においてのみ極めて強い陽性パン

ドが観察された。 KA型のGluRβ17は、他の抗体

の場合で、は陽性プロットが検出されなかった末梢

組織の下垂体と副腎でも陽性蛋白質が検出された。

この末梢組織内の局在を追究した結果、下垂体で

は後葉に、副腎では皮質にそれぞれ選択的な局在

を示した。また、 NMDAを腹腔内投与(100mglkg)

したのち、 6時間後に大脳皮質および海馬を摘出

して、 NR1の変化を調べたところ、 100，000g沈査

では、どちらの部位でも抗体陽性蛋白質の著明な

減少が観察された。しかしながら、向上清では投

与にかかわらず抗体陽性蛋白質は検出されなかっ

た。以上の結果から、グノレタメイトレセプタ}の

各種サプユエットの中でも、 GluR617は末梢組織

である下垂体後葉や副腎皮質に選択的に局在する

可能性が示唆される。

118 lP 1104 

NMDAチャネノレ開放に対する遊離鉄イオン

の影響

興部孝幸、荻田喜代一、米田幸雄

(摂南大学薬学部薬理学研究室)

鉄イオンは脳虚血時、脳内出血時あるいはパー

キンソン病患者の脳内などでは高濃度に存在する

ことが知られており、これらの疾患発症メカエズ

ムにおける鉄イオンの病態生理学的意義は特に興

味深い。演者らは、欽含有化合物であるニトロプ

ノレシッドナトリウムとフエロシアン化カリワムが

ともに、N-メチル-D・アスパラギン酸(NMDA)チャ

ネノレ遮断作用を持つ可能性を見いだした。したが

って、今回 NMDAレセプターに対する遊離鉄イ

オンの効果を解明する目的で、NMDAチャネルの指

標である [3同(+)ふmethyl-1O，11・也hydro-5H幽

dibenzo[ a， d]cyclohepten“5，10・imine(長住・801) 結

合に対する第一鉄(II)および第二鉄{湿)の影響を

解析した。

ラット脳より調製した組シナプス膜標品を矧い

て、 50mM  Tris-acetate buffer(pH 7.5)中で 5

nM[3H]f..広・801と反応させて結合実験を行った。

塩化第一鉄(II)は、1O-5M以上の濃度で濃度依存

的に[3H]MK・801結合を阻害した。しかしながら、

塩化第二欽(m)はほとんど[3H]MK-801結合を阻
害しなかった。塩化第一鉄(II)の[8H]MK・801結

合阻害効果は、他の鉄含有化合物の場合と同様に、

ポリアミンアゴニストであるスペノレミジンの添加

により減弱された。また、塩化第一鉄(II)による

[3町MK-801結合限害効果は、鉄イオンキレ}タ

ーであるかフェナントロリンおよびデフエロキサ

ミンの添加により、それぞれ濃度依存的に抑制さ

れた。一方、他の鉄含有化合物による[3町阻E・801

結合阻害効果に対してはこれらの鉄イオンキレー

ダ}は著明な影響を与えなかった。さらに、塩化

第一鉄(ll)で前処理したのち充分に洗浄したシナ

プス膜標品を用いた場合においても、添加の場合

と同様に有意な[3H]f..居心801結合の低下が観察さ

れた。以上の結果より、遊離二価鉄イオンはNMDA

チャネル開放を調節する作用を持つ可能性が示唆

される。

なお、本研究を進めるにあたりご協力をいただ

きました非会員の首藤誠修士に感謝いたします。
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ラットの脳内ドコサヘキサエン酸(DHA)含量の

低下によるグルタミン酸レセプターの変化

田央政男中村彰泊本敦九米田幸雄

平田ゆかり九松谷天星丸ヘ奥山治美2

(1鈴鹿医療大・医用情報名市大・薬・生物薬品，

31:受南大・薬・東軍保健衛生大・医，勺11村女学園大)

リノール駿(18:2n・6)とαーリノレン酸(18:3n・3)は，

動物の体内では合成されない必須脂肪酸で，前者 (n・6

系列)はアラキドン酸 (20:担・6)に，後者はドコサヘキ

サエン酸 (DHA;22・6n・3)などに代謝され，両系列問

での相互変換は行われないとされている. 後者のn・3系

列脂肪酸欠乏食でラットを飼育すると，脳内 DHA量が

著しく低下し，学習能力も低下することが報告されてい

る.本研究は，この脳内 DHA量の低下に伴う学習能力

の低下の成因を生化学的に検索する目的で行った.

実E鯛料lま，精製飼料にsaflloweroil (Saf;高リノー

ル酸〆低αーリノレン酸含有)またはperillaoil (Per ; 

低リノール酸/高αーリノレン酸含有)を何れも 5%添

加した飼料で，ラットを2世代にわたって飼育した.ま

た， Saf群のFlは，厳乳以後から 4.5%のsaflloweroil 

にDHAの前駆物質であるエイコサペンタェン酸(EPA;

エパデール)0.5%を添加した実験群生j作製した.

成熟Flラットの体重及び脳重量は，各群聞に大きな差

はなかった.Saf群の脳内DHA量は，Per群の約30~40%

に低下したが， EPAの添加はこの低下をPer群の約90%

以上まで回復させた.グルタミン酸レセプターは，

f同AMPAの結合活性が，大脳皮質，海馬，脳幹部でPer

群の約 20%の有意な低下を示し，これらの低下は高親和

性結合部位での親和性の低下によるもであることが示さ

れた.EPAの添加はこれらの結合活性の低下を Per群

の値まで回復させた.r同島任E・801及びfHJカイニン酸
の結合には，各群聞に大きな差は見られなかった.

以上のことから，ラット脳内の DHA量の低下は，海

馬及び大脳皮質の AMPA型グルタミン酸レサプターの

結合活性を低下させ，この低下が DHA欠乏ラットの学

習能力低下の成因の一つである可能性が示唆された.
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[3問キスカル酸によるタイプ1代謝型グ

ルタミン酸受容体ーリガンド間結合解

析:グルタミン酸含有ジペプチドのリガン

ド能

大橋博、東(松本)秀美、丸山尚治、竹内裕

(万有製薬つくば研究所)

グルタミン酸 (L-Glu)は興奮性伝達物質として神

経系において重要な役割を果たしており、 X神経

細胞死にも密接に関与する。グルタミン酸受容体

は代謝型(mGluR)とイオノトロピック型(NMDA

受容体、 AMPA受容体、カイニン酸受容体等)に

分類される。我々はタイプ1mGluR (mGluRla) 

及びAMPA受容体に高い親和性を有するキスカル

酸 (QA)ーのトリチウム標識化合物を合成し、結合

解析法の開発を試みた。ヒト小脳由来の λgtll

cDNAライブラリーからmGluRlacDNAを単離し、

それをパキュロウイルスー昆虫細胞 (Sf9)系に発

現させた。細胞膜標品に対する[3珂 QAの結合反

応を96穴プレート上で行い、更にガラスフィルタ

ートラップ法により解析した。その結果、 QAの

mGIuRlaに対するKdは52.6品在であった。また

[3H]QAの結合に対するdisplacement実験では‘

L-QA、L-Glu、t-ACPDが各々0.02、1、4μMの

1C50を与えた。 AMPA及び MCPGは低い

potencyを示した。我々は同様のdisplacement実

験により、合成ジペプチドのリガンド能を評価し

た。Glu-Tyr、Glu-Trp、Met・Gluが20μMにて

50%起の結合阻害を与えた。 Met-Gluは、ヒト

mGluRlaを発現する CHO細胞において、遊離

のGluと同様のpotencyでイノシトールリン酸代

謝を活性化させたので、アゴニストとして作用す

ることが解かった。 GIu残基を含まないジペプチ

ドでは、有意のリガンド能が認められなかった。

[3H]QAを用いる結合実験法は、 AMPA受容体に

も適用できることが判明したので、新規リガンド

探索のための有用な方法論であると考えられるa
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‘priming'と神経可塑性:F2CCG-Iによる
検討

石田美知子、斎藤朋子、篠崎混彦

(財・東京都臨床医学総合研究所薬理研究部門)

F2CCG-I は、 2-(carboxycyclopropyl)glycine

(CCG)の3'，3'7ッ素化誘導体の一つで、非選

択的ではあるが、代謝調節型グノレタミン酸受

容体(mGluR)の強力なアゴニストである。

F2CCG・1の薬理効果は興味深く、一旦、F2CCG-I

でラット大脳皮質スライスや新生ラット摘出

脊髄標本を処理すると、 F2CCG-Iを完全に洗浄

した後でも、本来何の応答も起こさない極め

て低濃度のグルタミン酸やα・アミノピメリン

酸により、シナプス伝達が長時間顕著に抑制

される。これはいわゆる‘priming'現象である。

この現象は既に認、知されている如何なるメカ

ニズムによっても説明が困難である。この極

めて特徴的な‘F2CCG・Ipriming'は、神経可塑

性が短時間に発現した現象とも考えられるの

で、薬理学的性質並びにグルタミン酸との関

連について検討した。

F2CCG-I適用後の脊髄では、グノレタミン酸

やα-アミノピメリン酸はシナプス前性に単シ

ナプス反射抑制作用を起こすようになるが、こ

の作用は F2CCG-Iの濃度に依存し、グルタミ

ン駿やα・アミノピメリン酸を繰り返し纏流す

ることにより、 次第に減弱してゆく。またこ

の単シナプス反射抑制作用は、 mGluRアンタ

ゴニストで抑制され、 F2CCG-Iと薬理学的に

極めて類似した性質であった。しかし F2CCG・

I適用時に mGluRアンタゴニストを存在させ

ても‘priming'そのものは抑制されない。グノレ

タミン酸やαーアミノピメリン酸を F2CCG-Iと

同時に滋流すると ‘priming'は起こらない。

DIDSも‘priming'を抑制する。

以上の実験事実から、 F2CCG・.1がいずれか

の部位に付着または取り込まれ、グ、ノレタミン

酸やα司アミノピメリン酸がそれを解放(遊離)

させるとの仮説をたて、さらにこの現象につ

いて、 トランスポーターとの関わり、温度依

存性、 anoxiaの影響などを試みた。またこの現

象にはグノレタミン酸が深く関与しているので、

その生理的役割について考察する。

122 1P 1100 

初代培養神経細組を用いたNS・105のC.AMP

生成系に及ぼす影響

慶内雅明、岡美智子、伊藤善規、辰見茂、馬福海、

鵜飼洋司郎、木村喜代史

(日本新薬創薬研究本部)

新規のD-pyroglutaminamide誘導体である N8-

105は、中枢コリン作動性神経の機能低下に基ずく

種々の学習・記憶障害モデルにおいて、改善作用を

示すことが知られている。今回、 N8-105の作用機

序を解明する目的で、マウスの大脳皮質より調製し

た初代培養神経細胞を用いて、 cAMP生成系に及ぼ

す影響を検討した。

forskolin刺激下の cAMP生成に及ぼす作用を検

討したところ、 N8・105は抑制効果を示した。しか

しながら、 pertussis加xinで前処置した神経細胞を

用いた場合では、 N8-105刺激により濃度依存的な

cAMP生成の上昇が認められた。同時に種々の神経

伝達物質受容体に作用する薬物の作用を検討した

ところ、代謝調節型グノレタミン酸受容体(mGluR) 

の作動薬である(18，3R)・1・aminocyclopentane-1，

3・dicarboxylicacid (18， 3R-ACPD)を用いた場合で

も、 N8圃105と同様の効果を示した。これらの N8-

105と18，3R-ACPDのcAMP生成系に対する促進

及び抑制作用は、 mGluRの括抗薬である L(+)・2-

aminoふphosphopropinoicacid(L-AP3)によって

いずれも措抗された。

さらに、 isoproterenole、N8・105あるいは 18，

3R-ACPDをそれぞれ併用したところ、いずれも

おopro飴renolによる cAMP生成場加はさらに促進

された。

以上の結果より、 N8・105のcAMP生成系に対

する促進及び抑制作用は、 G蛋白質連関型受容体を

介した作用と考えられ、 18，3R-ACPDと同様に

mGluRを介して作用する可能性が示唆された。



123 lP 1099 

グルタミン酸トランスポータープロッカー

島本啓子、安田好美、ブルノ・レプラン、

堺谷政弘、中嶋揮賜

(財・サントリー生物有機科学研究所)

グルタミン酸は記憶・学習に関与する重要な神経

伝達物質であるが、神経興奮毒性も合わせ持ってい

る。神経伝達を終駕させ、生体内のグルタミン酸濃

度を低レベルに維持するためには、グルタミン酸を

素早く回収してしまわなければならない。ナトリウ

ム依存性グルタミン酸トランスポータ}が、これに

重要な役割を果たしている o グルタミン酸トランス

ポーターとしては、現在までにEAAT1-5の5種類の

サブタイプが同定されている。トランスポーターの

生理的な役割を調べるためには阻害物質が必須であ

る。しかし、知られている阻害物質のほとんどは基

質としてグルタミン酸と競合して取り込まれること

で限害活性を示しており、輸送に伴うイオンの交換

を止めることはできない。グルタミン酸の翰送を遮

断してしまうブロッカーをもつのはEAAT2とEAAT5

のみである。

我々は、ブロッカ}を検索するため、トランスポ}

ターの基質として知られるthreo-βhydroxyaspartate

(THA)の誘導体を 5種類合成した。これらはいずれ

もウシEAAT1(GLAST type)を発現させたアフリカツ

メガエル卵母細胞へのC4C]グルタミン酸の取込を強
く阻害した。卵母細胞における電気生理学実験の結

果から、これらのうちの2種類では輸送に伴う内向

き電流が観測され、基質として働くことにより阻害

活性を示していることがわかった。一方、残りの3

種類は、 I∞μMでも内向き電流が全く観測されなかっ
た。しかし、これらの化合物はグルタミン駿(100μ

M)が引き起こす内向き電流を著しく減少させ、プロッ

カーとして働いていることが明らかになった。中で

も最も強い活性を示したDし threo-~-benz oy 1 oxy-
aspartate (DL-TBzOAsp)は、グルタミン酸の作用曲線

を濃度依存的にシフトさせることから、 competitive

antagonistとして働いていることがわかった。 Schild

analysisにより求めたKi値は17.2凶4であった。今ま

でにEAAT1(GLASTtype)に作用するプロッカーは知

られておらず、これらの化合物が初めてのブロッカー

である。また、 COS-l細胞に発現させたヒトEAAT1

およびEAAT2についてもDL-TBzOAspは強い取込阻

害活性を示し、ブロッカ)として広く有効であると

とも明らかになった。
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PSD-95結合蛋白質の同定とラット発育脳に

おける発現の多様性

川嶋望、高官考倍、孫傑、祖父江憲治

(大阪大学医学部バイオ神経生イ包)

post勾maptlcdenslty (PSD)は中枢神経系のシナプ

ス後膜に見出される特異的細胞構造であるが、その分

子構築や機能についてはまだ充分には解っていない.

近年PSDの構成蜜白質のーっとしてPSD-95が同定さ

れ、 N末.jl{IJに存在するPDZドメインにおいてNMDAレ
セプターやカリウムチャンネル等と結合するととが報

告されている。我々はPSDの分子構築を明らかにする

目的で、 PSD-95のC末側のSH3ドメインとguanylate

klnase(GK)ドメインをba!tとして酵母のtwo-hybrld

systemでラット大脳cDNAライブラリーをスクリーニ

ングした。との結果、 694アミノ酸からなる未知の蛋

白質を同定した。 rapldampllficat!on of cDNA ends 

(RACE)法によってこの蛋白質には数種類のアイソ

フォームが存在することを示した。 Jn VJtlO blnd!ng 

assayとtwo-hybrid systemにより、この蛋白質は

PSD-95のGKドメインに結合することを明らかにし

た。ノーザンプロットで組織分布を検討したととろ、

脳と精巣にのみ発現を認めた。脳には長さの異なる数

種のロ浪NAが存在し、各アイソフォーム特異的な塩基

配列をプローブとしてノーザンプロットを行ったとと

ろ、とれらのmRNAは悩発育過程で異なった発現制御

をうけているととを見い出した。現在、脳内における

局在の詳細について解析中である。
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PSD-95結合蛋白質としてのMicrotubule-

associated protein(MAP) lAの解析

孫f策、高官考↑吾、 JII嶋望、田所智子、祖父江憲治

(大阪大学医学部バイオ神経生化学)

PSD-95はpostsynaptlcdensity(PSD)に局在する主

要蛋白質で、近年そのN末側のPDZdomainがNMDA

reぽptorやK+channelのC末端と結合するととが報告

されている。今回我々は、 PSDにおける分子構築を明

らかにするために、 PSD-9 5C末倶~J に結合する蛋白質

の同定を試みた。方法として、 PSD・95のC末側とピオ

チン標識化蛋白質とのfuslonproteinを作製し、とれ

をprobeとしてgel 句overlay assayを行った。その結

果、主に分子量130kDaと350kDaの2種類のバンドが

PSD-95と結合した。後者のバンドは脳微小管分画に

多量に存在し、 MAP1Aであるととを抗MAPIA抗体に

より明らかにした。 MAP1Aは、脳に特異的に発現し

ており、大脳発達における発現時期はPSD-95とよく

相関していた。さらに大脳細胞下分画により、

MAP1AはPSD分函にも存在するととを見出した。

126 2P 2056 

ラット脳由来 Triton不溶性，低比重性膜

画分に存在する GPIアンカー型タンパク

質群の解析

船存在宣雄，熊ノ郷晴子，前川島平

〈京都工芸繊維大学大学院機能科学)

神経細胞は細胞膜を介した細胞外との情報のク

ロストークにより，複雑な回路網を形成し神経系

の諸機能を果たす.種々のGPIアンカー型タンパ

ク質が細胞外情報の伝達に関与すると考えられて

いるがその詳細は不明である.昨年度，我々は脳

組織からTritonX・100に不溶性で，低比重性を示す

細胞膜両分(立F;Triton Insoluble low density 

Fraction)を調製し， この爾分に三量体型Gタンパ

ク質 (Go，Gi)， Src型チロシンキナーゼ (Src，

Fyn) ， NAP-22， GAP-43，細胞骨格タンパク質

(チュープリン，アクチン)に加え GPI

(gly∞団ylphosphatidy1inositol)アンカー型細胞接

着タンパク質 (NCAM-120，百ly司1)が存在するこ

とを報告した.

本研究ではGPIアンカー型タンパク質を介した

情報伝達の分子機構を解明することを目的に，

PI-PLC (Phosphatidy1inositol-specific phospholipase 

C)を用いてτ1FよりGPIアンカー型タンパク質
を特異的に可溶化し，その部分アミノ酸配列を分

析することでこの画分に存在する主要なGPIアン

カー型タンパク質の解析を行った.

z週齢ラット全脳より調製したτ1FをPI-PLCで
処理することにより， SDS-PAGEでの見かけの分

子質量が140kDa， 45-60ゆ a，25-27 kDaを示すタ

ンパク質が特異的に溶出された.さらにPNGF

(Peptide-N-glycosidase F)を用いた脱糖鎖処理によ

り，それらタンパク質群は見かけの分子質量を

110， 97， 79， 37， 35， 22-お kDa;へと移動度を変

えた。 N末端アミノ酸配列の解析から， 110 kDaタ

ンパク質は F3/∞ntactin，79 kDaタンパク質は
T-白血釘inと同定し.さらにN末端および部分アミ

ノ酸配列の解析から， 37ゆ aおよび35kDaタンパ

ク質は最近その存在が注目されている IgLON

family (lAMP， OBCAM， neurotrimin)と高い相

同性を持つことがわかった.
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神経・筋シナプス形成における COMM
蛋自分子の機能解析

千葉晶、ブライアン・ウオルフ

(イリノイ大学細胞分子生物学部)

COMM (Commissureless)はユニー
クなアミノ酸領域を有する膜貫通型の蛋

自分子で、キイロショウジョウパエ中枢

神経内の正中線グリアに発現することが

知られている。我々はCOMM蛋自分子
が他に筋細胞全てにおいても発現するこ

とを見出だした。この発現は神経・筋シ

ナプス形成時に起乙り、筋細胞内のミク

ロゾームに集中する。筋細胞における

COMM蛋自分子の機能解析をミスヱク
スプレッション実験等用いてヴィヴォで

行った結果、 COMM蛋自分子が細胞膜
よりエンドサイトースすることが神経・

筋シナプス形成開始の前提となることが

分かつた。
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傍腫蕩性神経症候群患者の自己抗体に対する

抗原検索

北村邦男、金子厚*、渋谷匡子帥、吉村和法、坂本安、

加賀井和幸*、古川千湖*、細川武キ、寺田庄一、島津

安rs男*、演口勝彦*、野村正彦(埼玉医科大学・第一生

理、神経内科*、中央測定室料)

悪性腫蕩に伴う神経徴侯の一部は自己免疫的な機序

が関与する傍腫蕩性神経症候群として知られ、自己抗

体としては抗Yo抗体、抗Hu抗体， 抗Ri抗体等が報告

されている。 我々は縦隔悪性腫蕩で傍腫湯性神経症

候群として診断された患者血清を免疫組織学的な方法

やウエスタンプロット法にて検索した結果、抗Hu抗

体として知られている抗体と同ーのものであることを

報告した。 Hu抗原は細胞内に存在するRNA結合蛋白

質と考えられており、この抗原が自己抗体の標的にな

っているとは考え難い。そこで本患者抗体を使用して

Sprague-Dawley ラット脳のlambdagtl1 ライブラリー

(Clonetech)のスクリーニングを行い他の抗原に対する

抗体の存在の有無を検討した。その結果約百万のプラ

ークよりHu抗原ではない lつの陽性クローンσal)を
得た。このTalの塩基配列は脳特異的プロテオグリカ

ンとして知られている phosphacan[又は陀ceptortype 

tyrosine phosphatas巴(RP1P)剖ta/betaの細胞外ドメイン]

の 3205-3765の配列と完全に一致した。 phosphacanが

抗原であることを確定するために，pGEX ベクターに

よるGST融合蛋白質を調製し、そのアミノ酸配列決定

によりphosph配加であることを確認した後、トロンピ

ン消イヒpolypeptia(このものについてもアミノ駿配列

により確認)を抗原として反応性を検討した。 8例の

健常人の血清とは全く反応しなかったが患者血清では

明らかな反応が認められた。 RPTP-zetaルeta は他の接

着因子との相互作用により細胞内への伝達を担う重要

な因子と考えられているので、 RPTP-zeta/ beta~こ対す

る自己抗体の作用は神経機能障害を引き起こすと考え

られる。腹蕩細胞においてRPTP-zeta/betaそのもの、

または構造的にそれと似た蛋白質が産生され、この蛋

白質に対する抗体が脳内の RPTP-z巴ta/betaの細胞外領

域を標的とするとの機序が推察される。
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6番染色体短腕マーカーと精神分裂病の相

関研究及び毛様体神経栄養因子、セロトニ

ントランスポーター遺伝子多型と精神疾患

小谷泰教、中村雅之、三神正昭、上野修一、佐野

輝

(愛媛大学医学部神経精神医学教室)

精神分裂病をはじめとする種々の精神疾患は、従

来の臨床遺伝学的研究からその発症に遺伝的要因の

関与が指摘されてきた。さらに近年の分子生物学的

手法の急速な発展によって精神疾患の原因遺伝子を

直接明らかにしようとする試みがなされている。

今回我々は、すでに相関が報告されている6番染色

体短腕に存在する各種マーカーと精神分裂病、毛様

体神経栄養因子 (CN甘)遺伝子多型と各種精神疾思

の関係について解析を行ったe

また、最近、セロトニントランスポーター遺伝子

中に存在する頻度の高い2種類の遺伝子多型 (exon2 

中のW四及E版写調節部位中のaletionJinsertion多整)

のうち、転写調節部位中のd巴letiontype令hortvariant) 

をもっ者は、神経質的性格や感情病と親和性が高い

ことが報告されており、我々は精神分裂病を含めた

種々の精神疾患の患者群と対照群で比較検討を行っ

た。

精神分裂病、感情障害、恐怖障害、その他の精神

疾患及び各疾患における病型分類はICDI0の診断基準

をもとに行い、それぞれ正常対照群と比較した。研

究対象者には、文書によるインフォームドコンセン

トを得た。

それぞれ、 6番染色体短腕に存在する各種マーカー

と精神分裂病、 CN宵遺伝子多型と各種精神疾患、

VNTRと各種精神疾患の問には有意な相関関係は認め
られなかった。が.セロトニントランスポーター遺

伝子転写調節部位中のinsertionlype Qong vari組 t)をも

っ者が精神分裂病患者に、中でもhめephreniclypeの患

者多くみられ、正常対照群と比較して有意差を認め

た。この結果は、精神分裂病においては、新たな治

療薬剤の開発で5町・2受容体阻害薬が陰性症状にも効

果を持つ等の知見が見い出されている。今回の結果

は、精神分裂病とセロトニン系の関連を示唆する一

連の報告を支持するものである。

130 3B 1¥1:810-3 

拘束ストレスによるラット脳内誘導

型一酸化窒素合成酵素のmRNA濃
度の変化

鈴木吹二*.新谷太*. 神庭重信事*.浅井

日弘*. 中木敏夫***

(*慶応義製大学医学部精神神経科学教室**

山梨医科大学精神神経医学講座*料帝京

大学医学部薬理学講座)

誘導型一酸化室長素合成醇素(以下iNOSと略

す)は、サイトカインや細菌内毒素などの刺激

により誘導される主に Rl¥lAへの転写の段階

によって制御されている酵素である o今回は、

拘束ストレスによって、脳内で iNOSが誘導

されるかどうかを調べる目的で、 r巴verse

transcription-polymcrase chain rモaction

(RT-PCR)法を用いてmRNAの発現量を検討

した。

実験には 7~9 週齢の Sprague-Dawley 系

雄性ラットを用い、その取り扱いらは

Handbook for the U se of Animals in 

Neuroscience Researchに従った。拘束スト

レス開始0.25.0.5. 1， 2. 4.6時間後にエーテ

ル麻砕下にて断頭し、素早く脳を取り出して

視床下部、前頭皮質、海馬、悩幹、小脳、に

分けた。

取り出した資料から全RNAを抽出・精製し、

RT-PCRi去を用いて摺幅した。 PCR産物を電

気泳動し、レーザーデンシトメトリーにてバ

ンドの濃度を測定することによって定量した。

今回調べたすべての脳部位で、拘束開始前

のiNOS口氏NAは検出限界以下であった。拘

束開始後 30~60 分前後にピークのある増加

を示した。視床下部では拘束ストレス開始

360分後も有意な矯加が見られた。

今問の実験から、ラットに拘束ストレスを

かけた場合、脳内に iNOSが誘導されること

が示唆された。
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筋萎縮性側索硬化症患者髄液を用いたラット

腰髄培養神経細胞におけるc-fosの発現

真澄泰宏，柏原健一，域洋志彦，庄盛敏廉

(岡山大学医学部神経内科学教室)

筋萎縮性側索硬化症 (ALS)においてグルタミン酸

代謝異常の早期の変化を捉えるため，最初期遺伝子

(imrr砲，dia包-earlygene) c・fosに着目した.すなわち

ALS患者髄液の培養したラット腰髄神経細胞における

Fo唖蛋自の発現効果を検討した。

生後11日目、体重18~20g'のSDラットを用い、ぺン

トパルピタール麻酔下で腰髄を取り出し5mmの切片

を作成。切片は多孔質膜上で非動化ウマ血清入りの

MEMで培養。開始2B後、培養液にALS，脊髄小脳変

性症(SCD)，末梢神経障害(controI)患者各6例の髄液50

μlをMediaに添加、 1時間後、 4%パラホJレムアルデ
ヒド緩衝液で固定。各標本を凍結し10μmのクリ:tス

タット切片を作成し、免疫組織化学的にFosの染色を

行った。発色にはグルコースオキシダーゼ-DAB-ニッ

ケル法を用い、ニュートラJレレッドでカウンター染色

した。標本を光学顕微鏡にて観察した。

ALS，SCD，control添加全例で、後角I，ll層及びm層に
おいておs陽性細胞を認めた。 Fos陽性細胞数はALS群

でSCD群， control群と比較して有意に増加していた

(p<0.05)。
c-fosは細胞外の刺激を受けセカンドメッセン

ジャーを介して発現するprot∞ncogeneで、短い細胞性
応答を長期の生体応答に転換する際に働く最初期遺伝

子1つである。伝達物質関連刺激、ホルモン刺激、電

解質刺激、げいれん発作、虚血、神経損傷などによっ

て脊髄後角あるいは大脳皮質、海馬、歯状回、繭桃、

線条体、梨状皮質、小脳にFos蛋白が発現することが

報告されてきた。このためFosは刺激に対する細胞側

の反応の指標とみなすことができる。

今回、 ALS患者髄液によってFos蛋自の増加が後角

神経細胞に認められ、本疾患患者髄液中に何らかの神

経刺激物質が存在することが示唆された。
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spinocerebellar ataxia 6 (SCA6)の分子遺

伝学的特徴

松山善次郎、川上秀史、丸山博文、

和泉唯信、中村重信

〈広島大学医学部第三内科学教室)

目的:優性遺伝形式の脊髄小脳変性症患者の電

位依存性カルシウムチャンネルα1サブユニ
ット遺伝子(CACNL1A4)のCAGrepeatの拡大

を検討し、正常対照群との比較、世代間での不

安定性およびCAGrepeat数と発症年齢との関

係などの分子遺伝学的特徴を検討する。

方法:日本人の独立した39家系60名の SCA6

患者および 101名の正常対照者の末梢血から

DNAを抽出し、 RI標識したプライマーを用い

て PCR反応を行い、ホルムアミドゲル電気泳

動を行い、 CACNL1A4のCAGrepeat数を決

定した。

結呆:正常群では、リピート数は 6・17で、患

者群では、 21・30であった。 9組の親子例にお

いて、リピート数の拡大を認めたのは1例のみ

であった。発症年齢とリピート数との聞には、

負の相関関係が認められた(n=58，r=・0.51，
p=O.OOOl)。

結論:CACNL1A4のCAGrepeat数の拡大が

SCA6の原因遺伝子異常と考えられた。他の

polyglutamine diseaseと比較して、拡大した

CAG repeat数は、 21・30と最も小さく、世代

聞の不安定性も少なかった。発症年齢とリピー

ト数との聞には、負の相関関係が認められた。
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サイトメガロウイルス感染と IgM抗GM2，
抗GaINAc-GD1 a抗体
国川由美，結城仲泰，平田幸一(濁協医科大学神

経内科)，関井直(都臨床研腫第免疫)

[目的]サイトメガロウイルス (CMV)感染後

Guillain-B師 6症候群 (GBS)の発症機序を解明する

ため， CMV感染後GBSの血清抗糖脂質抗体とCMV

がGM2エピトープを有するか否かを調べた.

[方法]GBS113例のうち，血清Iゆ4抗CMV抗体が

陽性の9例の血清を用い，様々な糖脂質に対する抗

体をELISAで調べた.また，CMV感染症，CMV感染

後Fisher症候群，Campylobacter jejuni感染後GBS，健

常者のGM2，GalNAc-GDla に対する血清IgM抗体の

陽性頻度をCMV感染後GBSと比較した.ウシ脳ガ

ングリオシドと精製GM2，GalNAc-GDla，槌sialo-

GMl， assialo-GM2， GD2を薄層クロマトグラフィー

で展開し，CMV感染後GBSとCMV感染症の血清で

免疫染色した.ヒト CMV(AD 169)の培養上清を遠

心してウエスタンプロットし，モノクローナルIgM

抗 GM2抗体 (G~在B28) を用いて免疫染色した.

[結果]CMV感染後GBS血清中には， GM2と

GalNAc-GDlaに対するIgM抗体が他の糖脂質に対す

る抗体よりも高頻度にみられたが (p< 0.05)， IgGク

ラスの抗糖脂質抗体は検出されなかった.CMV感染

症とCMV感染後GBSの間には，GaINAc-GDla， GM2 

に対する血清IgM抗体の陽伎頻度に有意差はなかっ

た (p=0.09).薄層クロマトグラフィー免疫染色で

は， CMV感染後GBSとCMV感染症の両者の血清

IgMがGM2とGalNAc-GDlaに反応した.また，免疫

プロットでは，モノクローナル抗GM2抗体で強く

染まるバンドを得た.

[考察]CMV感染後GBSでは， GM2，GalNAc・GDla

に対する血清Iゆ4抗体価が有意に上昇していた.

CMVタンパクがGM2構造を有することが示唆され

たととから，ウイルス感染後GBSにおいても，細菌

感染と悶様に分子相同性が発症に関与すると考え

られた興味深いことには，C.jejuni腸炎ではIgG抗

GMl抗体はみられないのに対し，神経症状のない

CMV感染でも GM2およびGalNAc-GD1aに対する

IgM抗体を有していた.CMV感染後GBSにおいては，

患者の神経血液関門の異常が重要な発症因子であ

ろうと考えられた.

134 2P 2049 

ギラン・ソtレー症候群の亜型

pharyngeal-cervical-brachial 

weaknessとIgG抗GT1a抗体
古賀道明¥結城仲泰九有賀敏夫人平回幸一 1

f濁協医科大学神経内科、 2エーザイ筑波研究所)

Pharyngeal-ceNiω1・brachialw切kness(PCB)はギラ

ン・バレー症候群 (GRS) の一座型で、附頭部や頚

部、上肢近位部に限局した筋力低下を特徴とする。

ボツリヌス中毒やジフテリアとよく似た臨床像を呈

するため、しばしば診断に苦慮する。 Mizoguchiらが

PCB様の症状を示す患者血清からIgG抗GT1a抗体と

IgG抗GDla抗体を検出したが、興味深いことにこの

IgG抗GT1a抗体は、 GBSの亜型フイツシャー症候群

(FS)患者でみられる抗GT1a抗体と異なり、 GQlb

とは交差反応しなかった。われわれは、 GQlbと交差

反応しないIgG抗GT1a抗体がF四の発症に関与する

のではないかと考え、検討した。

PCB 1例、 GRS50例、 FS15例より採取した血清

中のIgG抗GT1a、抗GQlb、抗GD1a抗体価をELISA

で測定した。 PCB症例の血清中には高力価の IgG抗

GTla抗体のみがみられ、この結果はTLC免疫染色で

も確かめられた。 FS11例でもIgG抗GT1a抗体価が

上昇していたが、吸収試験の結果、 PCB症例で上昇

していたIgG抗GT1a抗体はGQlbで全く吸収されな

かったのに対し、 FS症例でみられた IgG抗GT1a抗

体はGQlbで吸収されることがわかった。

今回の検討の結果、 GQlbと交差反応しないIgG抗

GT1a抗体が PCBで特異的に上昇している可能性が

示唆された。今後は、 GT1aのみを認識するモノクロ

ーナル抗体を用いてヒト脳神経の免疫染色を行ない、

GT1aの局在について検討を行う予定である。
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Ramsay Hunt症候群の早期鑑別診断

中城有喜、本多伸光*、村上信五車、溝決1m主彦帥

(松山記念病院、*愛媛大学医学部耳鼻咽喉科学、

*事神経精神医学)

Ramsay Hunt症候群は、 1)外耳道、耳介周辺

部の帯状庖疹、 2)顔面神経麻痕、 3)耳鳴り、

難聴、めまいの三主徴により特徴づけられ、

帯状癌疹の他に第7、8脳神経障害を伴う。顔

面神経麻療の原因疾患として、RamsayHunt症

候群とBell麻痩(特発性顔面神経麻痩)がある。

Ramsay Hunt症候群は、水痘帯状癌疹ウイルス

(VZV)の再活性化により生じるが、水癒を伴

わないBell麻疲は、単純ヘルペスウイルス1型

(HSV-1)などの関与が示唆されている。

本研究では、 PCRを用いてVZVDNAの検出

を行い、三主徴を伴う典型的なRamsayHunt症

候群とBell麻痕、 zost巴rsine herpete(帯状癌疹を

伴わないRamsayHunt症候群)や水痘が遅れて

発現するRamsayHunt症候群の早期鑑別診断を

試みた。

対象は、三主徴を伴う典型的なRamsayHunt 

症候群12例、 zost巴rsine herpete(帯状抱疹を伴

わないRamsayHunt症候群)6例、水庖が遅れて

発現するRamsayHunt症候群7例とBel1麻痕16

例である。とれら41症例の耳介液、涙液と末

梢血単核球から検体を採取し、 VZVDNAを

PCR増幅した。検出方法に関しては、前学会

で報告した。

上記三検体をRamsayHunt症候群の各病型や

Bell麻療で、比較検討した。その結果、耳介液で

の検出率が最も高く、 zostersine herpeteの約

70%、水摘が遅れて発現するRamsayHunt症候

群の約80%にVZVDNAが検出され、 Bell麻療

では全く検出されなかった。したがって、耳

介液での検出が、これらの疾患の早期鑑別診

断に有用と考えられた。

136 3C MSll-1 

ラット線条体の鉄塩投与によるてんかん

様発作波の出現とinvivoによる組織障害

の形成並ぴに細胞外グルタミン酸の増加

について

209 

平松 緑， Honglian S hi * ，中島雅夫*、嘉山孝正*
(山形県テクノポリス財団生物ラジカル研究所，

*山形大学医学部脳神経外科)

ラットまたはネコの大脳皮質に鉄塩溶液を注入

するとてんかん様発作波が出現し、これは外傷性

てんかんのそデルとみなされている。本研究にお、

いてはラット線条体に鉄塩溶液を注入後、てんか

ん焦点が形成されるかどうかについて検討した。

ラットをネンブタール麻酔し、線条体に鉄塩溶

液を注入後、皮質脳波記録を行なった。組織障害

の形成過程は鉄塩溶液を注入後、カ Jレパモイル

プロキシルを腹腔内投与し、しバンドelec佐on

spin r巴sonance-computed tomography(ESR・CT)

によりラット頭部のニトロキシドラジカルの画像

を観察した。マイクロダイアリシス法による線条

体細胞外液中のグルタミン酸の変化は無麻酔無拘

束下においてニューロケムを用いて検討した。

ラットに欽塩溶液を注入して 1週間後にてんか

ん様発作波が出現することを脳波記録により認め

た。鉄塩溶液を投与して 1時間後にカルパモイル

プロキシルを腹腔内投与するとニトロキシドラジ

カルが線粂体に出現することをESR-CT画像によ

り認めた。さらに 3時間後にはその出現範囲は増

大し、注入1週間後にはさらに拡大した。しかし

対照として生理食塩水を線条体に注入した場合に

はニトロキシドラジカ Jレの分布は線条体に認めら

れなかった。すなわちカルパモイルプロキシルは

僅かしか血液脳関門を通過しないので、正常ラッ

トの脳内にはニトロキシドラジカルの分布はESR

-CT画像により認められない。すなわち神経細胞

膜障害によりカルパモイルプロキシルが浸潤した

ものと想定される。また鉄塩溶液を投与して 1週

間後には線条体の細胞外液中にグルタミン酸が増

加していることを認め、発作発現にグルタミン酸

が関係していることが明らかとなった。
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137 3C MSll・3

老佑促進マウスにおける海馬由来神経刺激因

子の免疫組織拡学的検討

遠山育夫人小鹿幸生2、大村裕3、佐々木和男4、

木村宏1

(1滋賀医科大学分子神経研、 2名古屋市立大学第二内

科、 3日本臓器生物活性科学研究所、4富山大学工学部)

P8系老化促進マウス (SAMP8)は、加齢ととも

に学習・記憶障害を示す。巌近われわれは、 SAMP8

の中隔において、コリンアセチル基転移酵素 (ChAT;

Choline acetyJtransferase)の免疫活性が、有意に低下す

ることを見出した。そこで今回、海馬神経細胞で産生

され、逆行性に中隔コリン神経のChAT酵素活性を刺

激すると考えられている海馬由来神経刺激因子

(HCNP)について、免疫組織化学法で検討した。

9ヶ月齢のSAMP8および対照として学習記憶障害

のないR1系マウスを用いた。深麻酔下に左心室から

lOmMの燐酸緩衝液で脱血後、 0.35%グルタルアルデ

ヒドと4%パラホルムアルデヒドを含む固定液で潅流

固定した。脳を摘出後、後固定し、 15%庶糖f夜中で

Cryopro!ectionを行った後、 20μmの連続切片を作製し、

HCNPの免疫組織化学法に供した。

対照群のRlマウスでは、大脳皮質、線条体、海馬、

小脳などにHCNP陽性神経細胞を認めるとともに、中

隔、大脳皮質、祝床下部などにHCNP陽性線維を観察

した。 SAMP8では、海馬のHCNP免疫活性が有意に増

強していた (p<0.05)。強拡大で観察すると、多形細

胞層 (Stratumoriens)から分子層(StratummoJeculare) 

にかけてのNeuropilが、 HCNP抗体によって強陽性に

染色されていた。染色強度を画像解析装置にて半定量

的に測定し、 RlとSAMP8間で比較検討したところ、

SAMP8の海馬で有意に上昇していた (p<0.05)。し

かしながら、中南を含め、その他の脳領域ではRlと

SAMP8の簡に、明らかな差は認めなかった。

以上の結果から、 SAMP8の海馬ではHCNP含有量

が増加していることが示唆された。

138 3C MSl1・4

MPTP投与マウスにおける線条体ドパミン

神経の免疫組織化学的な自発的再生

光本泰秀、渡部昭仁、森厚詞、古賀信幸

(大塚製薬(株)徳島新薬第三研究所)

MPTPで誘起したマウス黒質線条体ドパミン神経

路障害はパーキンソン病モデルとしてその病態機

構の解明並びに治療薬の薬効評価系として用いら

れている。今回このMPTPマウスモデルにおいて

障害誘起後からの自発的回複について生化学的並

びに免疫組織化学的に検討を行った。

パーキンソン病マウスモデルの作製は10週令の

C57blマウスを用いて20mg!kgMPτ?を2時間間隔
で1日に4回、 1日間隔で2日間腹腔内に投与した。

生化学的評価としては線条体及び中脳におけるド

パミン並びにその代謝物をHPLCにより測定した。

組織化学的評価は凍結切片(14μm)を作製しチロシ

ン水酸化酵素 (TH)の免疫染色を行い、中脳黒

質でのTH陽性細胞体数をカウント及び線条体に

おけるTH陽性繊維密度を画像解析により測定し

た。また線条体組織Tl酵素量をイミュノプロッ

テイングにより検出後、イメージングデンシドメ

ーターで定量した。

線条体ドパミン量はMPTP投与後3日目で90.7%、

10日目で87.6%、17日目で84.9%、24日目において

84.4%各々低下を示した。組織化学的にはMP百

投与後10日自において中脳黒質綴密体のTH陽性

細胞体数はコントロールの55.8%で、線条体にお

けるTH陽性繊維密度の低下が認められた。 24日

目のτH陽性細胞体数はコントロ-)レの77.6%で中

脳黒質の残存神経細胞体におけるTH生合成の促

進が示唆された。またこの時点での線条体におけ

るTH陽性繊維密度は10日目に較べ明らかな増加

を示した。線条体組織TH量も組織化学的免疫染

色性と同様にMPTP投与後10日目から24日目にか

けてコントロールの44.4%から76.4%と明らかな増

加を示した。

線条体ドパミン量が持続的且つ大幅に低下した

MPTPモデルマウスにおいて免疫組織化学的な神

経繊維の再生が起きていることが示唆された。こ

のことから組織レベルでの再生が必ずしも神経伝

達物質レベルには反映されないものと考えられる。
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ELマウスにおけるアロプリノール急性投
与後の脳内 SODアイソザイム蛋白量の変
化とその抗痘撃作用発現機序
村島善也，鈴木二郎*
(東京都精神研，東邦大学・医・精神医学*)

我々は既に本学会において、てんかん原性を獲得
したEI.:マウスのSOD活性が海鳥で著しく低下している
のは Cu，Zn-SODが、1/10近くに低下しているためで
あること、アロプリノール投与後、海馬のSO回舌性
凶6時間で約10倍にも上昇するが、このほほ全てが、
Cu，Zn-SODであったことを明らかにし、 EL'マウスにお
けるアロプリノールの主主製作用の発現には、海馬に
おけるSOD7イ')~r イムのCu，Zn-SODが、部位特異的に酵
素活性誘導されることが関与しでいることを明らか
にした。そこで、これらの活性の変化が実際に
Cu，Zn-SOD，MrトSODの蛋白量とどう対応しているか
を検討した。
[目的]アロプリノールは一部の小児難治性てんかん
に対して有効であり、特に、二次性全般化発作に優
れた効果を発揮する。その作用機序についてアロプ
リノールは00•産生を伴なうキサンチンオキ汁+-i!'の阻害剤
であることから、フリーラジカルとその消去酵素で
あるSOD(superoxidedismutase)の関与の虐示唆されてい
る。そこで遺伝性の二次性全般化てんかんそデルであ
るEI.:マウスにアロプリノールを経口投与後、経時的に
脳内SOD7イ、jサキイム蛋白量を定量し、既に報告した活
性と比較し、その作用機序について検討した。
[方法]脳内領野試料の作製:生後5週齢より、ほ

うりあげ刺激を与え発作関債の十分低くなった30週
齢EL[s]28匹を用いた。 75mg/kgのアロプリノーJレを
経口投与後発作が、コントロールされた6時間後(10匹)と
再び発作閥値が回復し、発作を起こすようになった
48時間後(9匹)より頭頂皮質、海馬について、手モグェ
ネートを作成した。対照としては無処置の30週齢EI.:マウス
9匹と、その母系であるDDY'マウスを近交系とした30週
齢マウス10匹を用いた。 SODアイソザイム蛋白量の
測定法:市販のELISAシステムによった。較JE曲線で直
寝麿汚存られる範囲(Mn-SODではか2.OOng/Assay、
Cu，Zn-SODでは0ぺ.25ng/Assay)は極めて狭いが7+ラン
クに対応する値も、それぞれ、 0.0220ng，0β141ngと
極めて低く、高い感度古滑られた。
[結果考察] アロプリノール投与後の頭頂皮質では
活性は低下していたのに蛋白量ではMn-SOD、
CU，Zn・SODともに増大していた。海馬では、 Cu，zn・
SOD活性は 10倍近く上昇していたが。蛋白量では、
拍 l-SODCu，Zn-SODとに低下していた。以上より頭
頂皮質でのSOD蛋白誘導は活性を伴わないものであ
り、海馬でのSOD蛋自の低下はみかけのもので、活
性を伴わないSOD様免疫活性を持つ蛋白の低下によ
ると考えられる。 Seyfried，TNら(1994)はELマウスで
セルロプラスミン代謝酵素の異常を報告しており、
このミュータントマウスが銅の代謝異常を有する可
能性が考えられる。蛋白量と活性の議離は不活性型
のSODの存在を示唆しており、アロプリノールは活
性型により強くはたらくものと考えられる。

140 2C 0・2

てんかんモデルマウス脳におけるキノ

リン酸合成酵素の発現
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中川幸則1、浅井広志1、森仁志1、鬼頭純三2、

中野紀初男3

(1名大農・生化学制御，2名大医ー動物セ，3名大・生

物分子応答研究セ)

てんかんと呼ばれる慢性の脳障害の主症状は

大脳ニューロンの過剰な興奮に起因するけいれ

ん発作である。しかし、その原因が何であるの

か、遺伝的素因があるとすればその実体は何な

のかなどはまだ全く解明されていない。したが

って、根本的な治療は達成されていないという

のが現状である。

これまでに当研究グループは、放り投げ刺激

等による前庭神経刺激によりてんかん性けいれ

ん発作を誘発することかできる Elマウスを用

い、その脳においてグルタミン酸類似物質であ

り興蜜毒性を持つキノリン酸の合成酵素(3HAO;

3・Hydroxyanthrarulate3，4-dioxygenase )の活性が

著しく高いことを見いだした。 3HAOの活性は、

Elマウスの脳において正常マウスに比べて著

しく高いことがわかったが、肝臓においてはい

ずれのマウスでも高い値を示し、マウス系統間

で差はみられなかった。

今回我々はElマウスの脳における3HAOの

発現様式を解析することを目的として、量的に

銅製の容易なラット肝臓より3HAOを精製、そ

してcDNAをクローニングし、その混基配列を

用いて Elマウスと ddYマウスの脳における

3HAOの発現を比較した。

クローニンク守された 3HAOcDNAの塩基配列

をもとにプライマーを作製し、 Elマウスと

必Yマウスの脳から得た totalRNAを用いて RT

-PCRを行った。これらの増副産物を SO!山em

blottingによって解析したところ、 3HAOはEl

マウスの脳において ddYマウスに比べて明らか

に発現量が高いことが確認された。さらに、

Northem blottingによりEl、仕IY雨マウスの肝
臓および腎臓を比較した結果、両マウス聞に

3HAQの発現量は差はみられなかった。以上の

ことから、 Elマウスのてんかん症における

3HAO遺伝子の脳特異的発現機構の関与が示唆
される。
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デイファレンシャル・ディスプレイ法を用

いた、けいれん関連遺伝子の検索

寺田庄一、北村邦男、吉村和法、坂本安、

渋谷匡子¥野村正彦
(埼玉医科大学第一生理学教室、・中央測定室)
中枢興奮薬であるペンチレンテトラゾール(PTZ)
はてんかん様のけいれんや、神経の初代培養細胞

においては、 Burstingと呼ばれる群化放電を引き起
こす事がこれまでに、報告されている。我々は、
これらの現象過程における神経細胞内の生化学的
変化を追及するため、主として二次元電気泳動を
用いて解析を行い、初代神経培養細胞にPTZを作用
させる事によって発現が増加する蛋白質としてプ
ロサイモシン、パラサイモシンがある事を明らか

にしてきた。

今回、神経細胞内のより詳細な生化学的変化を
調べるために、デイファレンシャル・ディスプレ
イ法による検索を行った
ラット 17日艇の大脳皮質、初代培養細胞を常法
に従い、 Eagleの最小基本培地に10%牛胎仔血清、
2mML-グJレタミン、 0.5%ブドウ糖を添加したもの
で96時間培養を行った。その後、円Zを最終濃度
25mMになるように加え、 15分間作用させたもの、
ならびにPTZの代わりにPBSを添加したものをコン
トロールとし、それぞれからmRNA調製した。これ
らのn浪NAを試料として伊藤らの方法(Ito，T. et al. 
FEBS Lett. 351 :231・236，194)に従ってデイファレン
シャル・ディスプレイを行った。各mRNAを20組の
プライマーセットを用いて、 RT-PCR増幅の後、変
性ポリアクリルアミドゲル電気泳動上にて、比較
検討を行った。 PTZを作用させる事によって発現に
変化の見られたバンドは、切り出した後再度PCRに
よる増幅を行った後、 TA-ベクターに組み込み、ク
ローニングした。

その結果、 PTZによって再現的に発現が増加また
は減少したクローンを幾っか得る事ができ、 PTZに
より滅少するものが、 Soaressenescent fiborblastsラ
イブラリー (Human) 由来のcDNAならびに、
Human Ovary IIから得られたcDNAと80%以上の相向
性を持つ事が明らかとなった。これら 2種の蛋白
質の機能は不明であるが、今回の結果から、神経
細胞での役割が注目される。
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メロシン(ラミニン-2)のモノクローナル
抗体および抗ペプチド抗体による痴呆性疾患
血清・髄液のイムノプロット解析
田代謙一郎、林要人、三山吉夫

(宮崎医科大学精神医学教室)

メロシン(ラミニンー 2)はα2、f31とr1鎖から
構成され、筋鞘構築の維持と末梢の髄鞘発生に関連し

ているdys回以ycanのリガンドであることが知られてい
る。最近、ラミニン α2鎖の欠損が先天的筋萎縮症(C
MD)を引き起こすことが報告され、 CMDの確定診
断には髄液ラミニン α2鎖の免疫学的解析が有用であ
ると報告されている。

一方、マウスEHS肉腫ラミニン(ラミニンー1)抗
体を用いた痴呆性疾患の免疫学的解析では臨床的な痴

呆重症度とラミニン濃度の間に相関性がなかったとい

う報告がある程度で、メロシンと痴呆性疾患との関連
性は不詳である。本研究ではメロシンおよびメロシン

ペプチドに対する抗体を用いて痴呆性疾患の血清・髄

液の免疫学的解析を行い、臨床的診断の有用性を検討

した。

痴呆性疾患の血清では脳血管性痴呆 (VD) 5例、
AD6例、、ピック病l例、運動神経障害を伴う痴呆
(三山型) 1例。髄液ではVD8例、アルツハイマー
型老年痴呆 (SDAT)1例、ピック病l例を用いた。
モノクローナル・メロシン抗体はGIBCOBRLより購
入し、抗メロシンペプチド抗体としてはラミニンα2
鎖のペプチドSIKVSVSに対して作成した。
モノクローナル・メロシン抗体はヒトメロシン(ラ

ミニン-2)の80印詑認識し、ごく僅かに300kDa 

のサイズを認識するが、 200kDaは認識しなかった。

抗メロシンペプチド抗体はペプチドSIKVSVSを特異
的に認識するが、ウエスタンプロットにおいてヒトメ

ロシンを認識しなかった。
モノクロ}ナJレ・メロシン抗体は痴呆性疾患の血清

では170印a、100ゆaおよび95kDaのサイズを、髄液
では300回 a、170回 aおよび100回 aのサイズを認識
し、血清では4タイプ(170+100+95kDa， 170+100 kDa， 
170+95 kDa， 170印a)、髄液では2タイプ(300+170+

100 kDa， 300+ 170 kDa)に分類された。一方、抗ペプチ

ド抗体は血清と髄液とも 2つのサイズ(100kDa，95 

回 a)を認識し、血清では 1タイプ(170+95kDa)、髄
液では2タイプ(170kDa， non巴)に分類された。疾患別
にみると、 VDでは、血清で170kDa型が80%、髄

液では300+170+100kDa型が70%を占めていた。一

方ADでは血清は約 70%が170kDa型であり、 VD

と同様の傾向を示した。今後さらに症例数を増やして
痴呆性疾患と血清・鎚液のタイプ別分類を検討中であ
る。
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Guillain-Barre症候詳の免疫原 :N-グリコリルノイ

ラミン酸を有するGMl

小鷹昌明，結城仲泰，吉野英へ入江史敏日
平林義雄事事， 平田幸一

(狽協医科大学神経内科国立精神・神経センター

国府台病院神経内科，村理化学研究所国際フロンティ

ア糖細胞情報)

目的:ウシ脳ガングリオシド注射後に発症した

Guillain“Barre症候群 (GBS)患者が報告されている.

GBSの発症機序を明らかにするために，患者血清免疫

グロブ1)ンが反応する新しいウシ脳ガングリオシド分

子を同定し，標的分子，免疫原としての可能性を検討

した.

対象と方法(1)GBS 176例から血清を得た.粗ウ

シ脳ガングリオシドをQ-Seph紅白seカラムクロマトグ

ラフィーにて分画し， 26函分中 13函分を抗原として

用いた.中性とアルカリ性の展開溶媒系を用いτ工Cで
展開し，免疫染色を行った. (2)ヒト脊髄官官角，後角，

脊髄前根，後根から脂質を抽出し，イオン交換カラム

クロマトグラフィーによりモノシアロ函分を得た.と

れらの抗原をτ工Cで展開し，N-グリコリルノイラミン
酸(NeuGc)を有するGM1に対する高力価のIgG抗体

協性患者血清を 1例選ぴ，免疫染色を行った.(3) (I) 

で得られたIgG抗GM1(NeuGc)抗体の陽性患者血清を

10例選び，N-アセチルノイラミン酸(NeuAc)を有する

GM1， G取ロ， GD1aによる吸収試験を行った.

結果(1)第4画分に反応する陽性バンドが31例で

認められ，これらは中性の展開溶媒系においてGMl

(NeuAc)と同じRf値を示し，アルカリ性においてやや

低いRf値を示した. (2)低いRf値に一致するバンド

は認められなかった. ωGMlφ~euAc) で吸収させ
た後の抗GM1(NeuGc)抗体は， G地， GD1aで吸収さ
せたものに比し有意に減少した.

考察(t)ガングリオシドはシアル酸を含むスフイ

ンゴ騎脂質であり，代表的なシアル酸分子種はNeuAc
とNeuGcである.NeuGcは中性の展開溶媒系において

等しいRf値をとるが，アルカリ性ではN-アセチル体

よりも低いRf値をとることから，第4函分で反応した

バンドはGM1(NeuGc)と考えられた. (2)ヒト脊髄

神経組織にGMl(NeuGc)が発現しているととの証明

はなされなかった. (3)抗GM1(NeuGc)抗体は， GMl 

(NeuAc)と交差反応を示した. NeuGcはヒトに存在せ

ずNeuGcを有するガングリオシドは，免疫原性が高い

ことが知られている.GMl小JeuGc)を含むウシ脳ガン

グリオシド注射後に， GMl (NeuAc)にも交差反応する

抗GMl(NeuGc)抗体が産生され，GBS発症に至ること
が推測された.
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Glial Cell Line-Derived Neurotrophic 
Factorと精神分裂病

谷宗英ぺ小出誠司ぺ中村嘉宏ぺ橋本博史**，

甲斐利弘***，山上策*

(*大阪市立大学医学部神経精神医学教室**浅

香山病院***大阪市立総合医療センター)

精神分裂病の病因に遺伝要因が関与しているこ

とが、明らかにされており、ドーパミン仮説にも

とづき、ドーパミン受容件遺伝子を中心に様々な

候補遺伝子が撫すされてきたが、未だ一致した結

論には至っていなし、。 GDNF(glialcell line輔

derived neurotrophic factor)は1993年、 Lin

らによってクローニングされ、中枢神経系ドーパ

ミン作動性ニューロンに、他の神経栄養因子より

も特異的に作用し、パーキンソン病の治療への応

用も期待されている。今回我々は、 GDNF遺伝

子領域外の約500kbに位置し、 CArepeatを含

むマイクロサテライト多型D5S1964と精神分裂

病との関連研究を行った。

方法:対象はDSM・lVにて精神分裂病と診断さ

れた74名と、健常対照者86名である。本研究は
大阪市立大学医学部倫理委員会の承認を得て、被

験者には、あらかじめ検査について説明し同意を

得た。採血した血液から通常の方法でDNAを抽

出し、合成オリゴヌクレオチドのプライマーを用

いて[α・3ZP]d-CTPを加えたPCR法によって当

該部位を増幅した。 6%polyacryiamide-

bisacryiamide gels (8M urea)にて、電気泳動

を行い、対立遺伝子を同定した。 E患者群と対照群

をカイ 2乗検定により比較検討した。

結果:当該部位は、 8つの対立遺伝子に分かれ

た。 Overallと儒々のAlleleについて、両群闘

でカイ 2乗検定を用いて比較したところ、有意な

差は認められなかった。

考察:今回の結果から、この多型を含む遺伝子領

域が精神分裂病の病因に関与している可能性は少

ないと考えられた。今後はさらに、性別、発病年

齢、臨床的特徴などとの相関についても検討して

いくつもりである。
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C6ラットグリオーマ細胞におけるジエチル

マレイン酸によるストレス応答の促進
0岡本慶子、伊東秀記、加藤兼房

(愛知県コロニー・研・生化〉

最近、細胞内での酸化還元過程とストレス応答の

関連を示唆する事実がいくつか報告されている。私

たちは、細胞内SI嘩のレベルを低下させるジエチル

マレイン酸 (DM)の、ストレス応答に及ぼす影響

を、 C6ラットグリオーマ細胞を用いて、低分子量ス

トレス蛋白質であるhsp27およびd クリスタリン

(<XB)のストレス応答を指標として検討した。

C鎌田胞は、 10%のF臼を含むDMEM液中で培養し、

コンフルエント培養の細胞にそれぞれの薬剤jを暴露

し、 37
0Cで培養を継続した。細胞の超遠心(125，000 

xg!20 min)上清中のhsp27およびαBをイムノアッセ

イ法で測定した。 hsp70は、ウエスタンプロットによ

り解析した。

コンフルエント培養のC6細胞中のhsp27およびαBは

低濃度であったが、 100μMの亜枇酸ナトリウムを1時

間作用させ、その後正常の培地に戻して16時間培養

そ続けると、両蛋白質のレベルは増加した。ストレ

ス負荷時に1mMDMを共存させると、両蛋白質の誘

導は著しく促進された。同じ条件下で、 hsp70の誘導

も促進された。 DM'立、熱ストレス (420C/30min)お

よび、 100μMの塩化カドミウムによるhsp27、αBおよ

ひtbsp70の誘導も促進した。:;m枇酸ナトリウムによる

hsp27、αBおよびhsp70のmRNAの発現は、 DMによっ

て促進されていた。しかしながら、 DM単独で作用さ

せた場合には、これらの蛋白質の誘導もmRNAの発現

の誘導も観察されなかった。熱ショック転写因子

(HSF)の熱ショックエレメント(回E)結合能の活

性化をゲルシフトアッセイによって調べると、亜枇

酸ナトリウムによるHSE結合能の活性化は、 DMによ

って長時間持続していることがわかった。それと一

致して、 HSFIのリン酸化も持続していた。 DM単独で

作用させた場合にもHSE結合能の活性化は見られた

が、 HSF，のりン酸化は観察されなかった。細胞内のグ

ルタチオンのレベルは、亜枇酸ナトリウム単独の場

合に比べて、 DMを共存させた場合に著しく低下して

いた。

以上のように、ストレス負荷時にグルタチオンの

レベルを低下させるとストレス応答は著しく促進さ

れることがわかった。
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グリア由来培養細胞におけるセロトニン-

2A受容体を介した細胞内カルシウム動員系

に対する熱ストレスの影響
加賀谷有行、岡田亜希子*、田原康孝、稲垣正俊、

前亙秀宜、西田朗**、横田則夫、堀口淳、仲田

義啓*、山脇成人

(広島大学医学部神経精神医学講座、*広島大学医

学部薬効解析科学、料国立呉病院臨床研究部)

セロトニンー2A受容体機能はさまざまな機構で調

節を受けていることが知られている。今回、われわ

れはグリア由来培養細胞を用いて、熱ストレスに対

するセロトニンー2A受容体を介した細胞内カルシウ

ム動員系の変化について検討した。

ラットグリア由来C6細胞を培養し、 44'C、 30

分間の熱ストレスを与えた。熱ストレスト 2、

3、6、9時間後に細胞から可溶性画分を得て、抗

日SP-70抗体によるウエスタン・プロッティングを

行った。また、熱ストレス6時間後の細胞にカルシ

ウム感受性蛍光色素fura-2/AMを負荷し、細胞内カ

ルシウム濃度を測定した。

抗日SP-70抗体により認識される蛋白質が、熱ス

トレス負荷細胞、非負荷細胞のすべてに認められた

が、熱ストレス6、9時間後の細胞のみは、 2種類

の蛋白質が発現していた。

一方、熱ストレス 6時間後の細胞において、

10μMセロトニン刺激による細胞内カルシウム上昇

が熱ストレス処置君事で有意に低下していた。

以上の結果から、熱ストレスによりグリア由来培

養細胞において熱ショック蛋白質が誘導され、熱ス

トレスがセロトニンー2A受容体機能を修飾すること

が示唆された。
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カイニン酸誘導塵筆ラット脳におけるスト

レス蛋白質の発現

加藤兼房、仙波りつ子、竹内郁夫、伊東秀記、

岡本慶子

(愛知コロニー・発達障害研究所〉

カイニン酸投与により窓態を誘発したラットの

中枢神経系各部位におけるhsp27およびαBクリス

タリンの発現をイムノアッセイ法と免疫組織化学

的に解析したところ hsp27が顕著な応答を示した

のでその結果を報告する。

生後 33日のSD系ラットに10mg，kgのカイニン

酸を腹腔内投与して、主主筆が誘発されたラットに

ついて 0、24、48、72、96時間後および10日後の

海馬、内喋皮質、興球および小脳の hsp27および

αBクリスタリンをイムノアッセイ法にて測定し

たところ、カイニン酸投与後 48・96時間で極大値

(15・2時/mgprote加)を示す30-50倍の顕著なhsp27

の誘導が海馬と内喚皮質で観察された。 10日後で

も数百ng!mgproteinの高いレベルであった。海馬

における hsp27のmRNAレベルも顕著に増加して

いた。現球でも軽度の hsp27の誘導が認められた

が、小脳では応答がなかった。

αBクリスタリンも海馬と内喫皮質で48時間後

に数倍の濃度に上昇していたが、極大値でも50

ng/.mg protein以下の低濃度であった。

一方hsp70とhsc70の応答を96時間後の海馬につ

いてウエスターンプロット法で調べたところ、

hsp70は明らかに増加していることが分かつたが、

濃度は低く、僅かに検出できる程度であった。

hsc70のレベルは増加していなかった。

96時間後の脳の hsp27の局在を知るために、抗

hsp27抗体を用いて、ビブラトーム切片およびパラ

フィン切片を免疫組織化学的に染色すると、海

馬、視床、梨状葉皮質、内嘆皮質、脳梁のグリア

細胞およひoニューロンが強く染色された。正常対

照ラットでは、海馬錐体細胞が染色され、グリア

細胞の染色は弱かった。

以上の結果より、 hsp27の顕著な発現誘導はカイ

ニン酸誘導発作後に傷害された組織の修復に関与

していることが示唆された。
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148 2P 2040 

ストレス蛋白質のストレス誘導はクルクミ

ンによって促進される

加藤兼房、伊東秀記、岡本慶子

〈愛知コロニー・発達障害研究所・生化学部〉

カレーの黄色色素成分であるクルクミンは、抗

炎症作用、抗酸化作用および抗発癌作用があるこ

とが知られている。我々はC6グリオーマ細胞を熱

(42
0
C、30分間)、亜枇酸 (1001IM，60分)あるい

はCdQ2(100μM，60分)に曝露する際に、 3-10μM

のクルクミンが共存すると、その後の細胞内hsp27

およびαBクリスタリン濃度の増加が著しく促進

されることを見つけた。タルクミンは hsp70のス

トレス誘導も促進した。しかし、クルクミン単独

の曝露ではストレス誘導は認められなかった。

タルクミンによるこれらのストレス蛋白質の増

量促進は、それぞれのmRNAレベルの増加が先行

した。また、ゲルシフト法により、クルクミンは

熱ショック転写因子 (HSF)の熱ショックエレメ

ント (HSE)への結合能を長時間持続させること

が分かった。クルクミン単独曝露した細胞でも

HSFが活性化され、 HSE結合活性が観察された

が、 HSFのウエスターンプロットにて、活性化さ

れた HSFはリン酸化されていなくて、いわゆる"

transcriptionally in出"な不完全な活性型であること

が分かった。この不完全に活性化されたHSFも、

同時に負荷されたストレスによる HSFの活性化が

起こると、リン酸化され、完全な活性型になり、

ストレスによって活性化されたHSFとともに相乗

的に、転写活性を促進することが示唆された。

クルクミンによるストレス誘導促進はラット肝

BRL-3A細胞やマウス線維芽細胞 Swiss3百でも認

められ、細胞積を問わず普遍的な現象であった。

ラットを42
0

Cのウォーターパスに20分間浸けて

熱ストレスを負荷する際に、予めクルクミンを腹

腔投与 (20mg/kg体重)しておくと、肝および副

腎での hsp2ス αBクリスタリンおよびhsp70の誘

導が促進された。すなわち、クルクミンは個体レ

ベルでのストレス応答も促進した。

クルクミンはアラキドン酸代謝の強力な阻害活

性を持つことが知られている。タルクミンによる

ストレス誘導促進機構は、すでに報告されている

サリチル酸やインドメタシンによる促進機構と同

じ機構によることが推測される。
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149 2P 2039 

アストログリア(AST)由来の一酸化炭素は

神経細胞の低酸素による apoptosisを抑制
する。

小)11 智 1、繭牟同夜彦九小津健太郎 1、玉谷

実智男 1、柳原武彦 2、遠山正瀬 1

大阪大学医学部解剖l学第2教室人間神経内科2

アストログリア(AST)は中枢神経系を構成する
細胞群の中で虚血などの環境変化にきわめて強

いだけでなく、このような環境下にあって神経

保後機作を発揮する。 ASTを培養し、低酸素環
境に暴露することによって誘導されるストレス

蛋自の機能を解析することにより、虚血環境下

におけるASTの役割を知ろうとした。
培養 ASTを低酸素環境下に暴露することによ
りAST内には分子量約 33kDaのストレス蛋白
が誘導され、とのストレス蛋白は正常酸素化に

ある ASTに熱ショック、過酸化水索、コバルト
などの化学刺激を与えることによって誘導され

るとと、また、特異抗体を用いたWestemblot、
特異 pro加を用いた Northemblotにより heme
oxygenase -1 (HO・1)であることが示された。低
酸素による HO-lの誘導は、低酸素負荷直後よ
り見られ、 12時間で最大、再酸素化後に急激に

減少した。また、低酸素によるHO-lmessageの
誘導は cyclohexitnideの添加によって抑制され
た。これに反し、 70kDa熱ショック蛋白(HSP70)
の誘導は、再酸素化後のみに見られ、 HO・1の低
酸素による誘導が HSP70のそれとは異なってい
ることが示された。また、核 run咽offアッセイlま

低酸素暴露によって HO・1の転写速度が著増す
ることをしめし、 HO・1の誘導が転写レベルで起
こっていることを示した。 HO・1は再酸素化に伴

い、一酸化炭素(CO)を産生する。一方、培養神
経細胸を低酸素環境下で培養するとその

apoptosisが加速されるが、 5%のCO存在下で低
酸素暴露すると、その細胞死が明らかに抑制さ

れ、これに一致して、 COは CBP32をはじめと
するcaps郎e活性を低下させた。
以上より、低酸素環境によって ASTに誘導さ
れる HO-lは COの発生を介して神経保護機作
を発揮していることが示された。

150 2P 2038 

ORP150 (150 kDa Oxygen Regulated Protein) 
の発現は低酸素による細胞死を抑制する。

小津健太郎 1、桑原敬介 Z、玉谷実智男 I、堀正二 2、

小川智 1、遠IJJ]E繍 1

大阪大学医学部解剖学第2教室 1、同第一内科 2、

0貯 150(150ゆ aOxygen regulated protein)は低酸
素暴露されたグリア細胞より分離・クローニングさ

れた新規ストレス蛋白で、グリア細胞の多彩な虚血

ストレス応答を形づくっていると考えられる。

我々 は、 0即 150が低酸素環境に対する細胞のス

トレス応答にとって重要な役割を担っていることを

証明するため、 HEK(human embrio kidney)細胞に
CMVプロモータ}を用いO即 150のアンチセンス

をpCGAS+Neoを用いて導入、 Neo耐性にて選択す
ることによって、 ORP150のantisensestable 
transfonnat株を樹立した。このORP150付細胞では、
野生株に対してORP150の正常酸素環境における発
現量も明らかに低く、低酸素暴露によって野生株で

O貯 150発現量が低酸素暴露後 18・24時間をピーク
として矯加するのに対して、その発現量は変化しな

かった。この時期に一致して、 ORP150(・)株では一
気に細胞死が引き起こされ、との細胞死は蛋白合成

阻害弗lで抑止され、かっ形態学的にもapoptosisど
しての特徴を有していた。また、 ORP150と同様に
小胞体に存在するストレス蛋白であるGRP94、
GRP78/Bip は低機素によって、野生株と同様に噌加
した。さらに、 ORP150(う株では、正常酸素下にお
ける増殖、枇素や過酸化水素など、小胞体以外を標

的どする化学的ストレスに対する抵抗性は、野生株

と差を認、めなかった。さらに、 ORP150がより遷延
した低酸素環境下で機能できるメカニズムを解明す

るため、 ORP150どG即 78/Bipを含む粗分闘を低酸
素暴露されたHEK細胞より精製し、これをATPク

ロマトグラフィーに供した。 0貯 150はGRP78IBip
よりもより高いATPによってカラムより流出し、
他のストレス蛋自に比しKrP分子に対する親和性

が明らかに高く、遷延した低駿素環境など、 ATPの
低い環境下でも機能できることが示された。

以上より、 0即 150は遷延した低酸素環境下で
小胞体機能を保持することによって細胞死を抑

制することが示された。



151 2P 2037 

ラット交感神経節細胞におけるBiP/GRP78

遺伝子の発現調節機構

三井千珠、三浦真紀、田中秀逸、小池逮郎

(北海道大学大学院理学研究科生物科学専攻行動知能

学講座)

HSP70ファミリーの一種であり小胞体内に局在する

BiPfGRP78は小胞体内カルシウムイオンの枯渇やグル

コース飢餓などの小胞体ストレスにより誘導されるこ

とが知られている。上頚神経節 (SCG)細胞を

ぬapsig躍宮in(TG)、 Ca"ionophore及びi'BAPTA-AMな

と。の小胞体内カルシウムストア枯渇をひきおこす薬剤

で処理し、 BiPm町-JA合成をノーザンプロット法で調

べた。 500且MTG(6h)及び10μMCa" ionophore (2h) 

処理により発現誘導が認められたが、カルシウムイオ

ンの膜透過性キレート1初であるBAPTA-AM(50μM、

6h)を処理した場合にはBiPの活性化が起こらなかっ

た。また.NGF除去によりSCGで細胞死を誘導するパ

ラダイムにおいてもBiPの活性化は検出されなかった。

この条件ではカルシウムイメージング法により小胞体

内カルシウムストア枯渇及び細胞質内カルシウムレベ

ル低下が認められた。一方、 NGFで交感神経節様に分

化させたPC12細胞において、 NGF除去により神経細

胞死を誘導させた場合にこのBiP遺伝子が特異的に活

性化される (Aokiet札 J.Biochem.121.122-127.1997)。

これらの結果から、小胞体内カルシウムストア枯渇に

よるBiP誘導発現には細胞質内カルシウムレベルが関

与していると考えられ、 SCG細胞とPC12細胞におけ

るNGF除去による細胞内カルシウムレベルの応答の差

異がBiP発現の差異を生じている可能性を示唆する白

現在、 BiP誘導に関わるカルシウムイオン感受性の細

胞質内因子について検討している。

152 2P 2036 

αBクリスタリンのリン酸化

。伊東秀記に岡本慶子z、中山洋三

磁辺俊明z、加藤兼房1

('愛知県コロニー・研・生化、 z都立大・理・化学〉
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昨年の本大会において、低分子量ストレス蛋白質

であるαBクリスタリン (αB)は、細胞外からの刺激

に応じてリン酸化を受けることを報告した。今回

は、さらに、 αBのりン酸化について新しい知見を得

たので報告する。

U373MG細胞は、 10%FCSを含むEMEM液中で培養

し、∞Influent!者養の細胞にそれぞれの薬剤lを暴露し、
3TCで培養を継続した。細胞は、 PBSで洗った後、

-800Cで保存した。各皿の細胞は、 03mlのTris-HCl

(pH75)で懸濁し、超音波破砕後、遠心(125ρOOx

gl20 min)上清を等電点電気泳動によって分離し、

PVDF.膜に転写し抗α崎元体によってWestemblot，を行

った。また、一部の実験では、遠心沈殿物を8M尿素

によって可溶化し、同様に解析した。

confluent培養のU373MG細胞を亜枇酸ナトリウム

(As)、ぬ仏、ソルピトール、 NaQ、アニソマイシ

ン、ホルボールエステル (PMA)、あるいはオカダ

酸で90分間処理すると、可溶性分画のαBのリン酸化

が見られた。熱ストレス (450CβOmin)を負荷する

と、不溶性分画にリン酸化型αBが検出された。 p38

MAPキナーゼを特異的に限害するSB202190は、 PMA

あるいはオカダ酸以外の刺激によるd のリン酸化を

抑制した。 MEKを特異的に阻害するPD98059は、

PMAによるαBのリン酸化を抑制したが、他の薬剤に

よるリン酸化を抑制しなかった。U373MG細胞を大量

に培養し、 αBのリン酸化が最も強く起こるPMAとオ

カダ酸を同時に作用させた後に抗αB抗体を用いた免

疫沈降法によりαBを精製し、 d のリン酸化部位を

I心 MSを用いて調べた。その結果、 Ser19、Ser45、

Ser 59の3カ所がリン酸化されていることがわかっ

た。この結果は、ウシのレンズのαBのリン酸化部位

と一致していた。これら3カ所のリン酸化S町残基をそ

れぞれ特異的に認識する抗体を作り、種々の薬剤に

よる細胞内でのd のリン酸化部位を調べたところ、

すべてのストレスで、程度の違いはあったが、この3

カ所のリン酸化が起こることがわかった。特に、 M

ではSer59、PMAではSer45のリン酸化が強く起こっ

た。
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153 2P 2035 

Hl受容体を介するセロトニン遊離の抑

制機構について:ノックアウトマウスを

用いた研究

谷内一彦，孫立智、楼弁映子，被退建彦

(東北大学大学院・医学系研究科・細胞薬理学分野)

我々はヒスタミンHl受容体欠損マウスにおいて、

日内リズムの異常、新規環境における探索行動の減少、

攻撃性の減弱などの異常を認めている。このような行

動異常の一部はセロトニン系の異常により生じること

が脳内モノアミン含量の変化から想定された。本研究

はHl受容体欠損マウスの脳スライスからの遊離実験

によりヒスタミンHl受容体がセロトニン遊離にどの

ように作用するのか検討した。高カリウム液 (30mM)

を用いて、脳切片 (450μm)を30分間刺激し (S

1)、 45分後にもう一度30分間刺激し (S2)、

S 2/S 1の比にて遊離を測定した。すなわち全部で合

言十225分開港流して 5分ごとにサンプルをとり、

HPLCにてモノアミンを測定した。 Wild-type(+1+)マ

ウスでは50μMヒスタミン処置によりセロトニンの

遊離は減少したが、 ドパミンの遊離は変化しなかった。

やマウスでは 50μMヒスタミン処置により、 ドパミ

ン、セロトニンの遊離とも影響がなかった。このこと

はHl神経伝達はセロトニンの遊離を抑制しているこ

とを示唆している。+1+マウスにおけるヒスタミンのセ

ロトニン遊離抑制はテトロドトキシン (2μM)処置

により抑制された。また+1+マウスを用いて、 d-.ι

ChloxpheniI3Illinc (2μM)によるセロトニン遊離の変

化をしらベた。日1受容体に強く作用するd体では強力

にセロトニンの遊離を促進したが、 1・体ではあまり効

果がなかった。またH2アンタゴニストである

釦no包dine(20μM)は全くセロトニン遊離には作用が

なかった。以前よりヒスタミンH3受容体を介するセ

ロトニン遊離制御は報告されていたが、本研究におい

てはじめてヒスタミンのヒスタミンのHl受容体を介

するセロトニン遊離抑制が明らかになった。

154 2P 2034 

生後 2週齢ラット前脳基底野コリン作動

性ニューロンに対する PACAPの生存維持

効果

湯原亜紀，阿比留康弘，武井延之*畠中寛

(大阪大学蛋白質研.生合成部門/

*京都工繊大.応用生物部門)

脳神経系においてニユ}ロンの分化・生存維持

に重要な役割を果たす因子として、蛋白質性の神

経栄養因子がよく知られている。一方、近年神経

ペプチドである PACAPが神経栄養因子作用を持

つことが明らかになりつつある。 PACAPは VIP

/グルカゴン/セクレチンファミリーの一員で、

PACAPレセプターを経由して細胞内 c品。濃度

を上昇させることが報告されている。今回、我々

は生後2週齢ラット初代培養系を用いて、前脳基

底野コリン作動性ニューロンに対する PACAPの

分化誘導・生存維持作用について解析を行ったの

で報告する。

生後 11日齢のラットを既報に従って初代培養

し、 3-5xlO'cells/cm'でポリエチレンイミンコート

した、又はアストロサイトを単層培養した 48well

プレート(O.65cm')上に分散培養した。培養翌日に

培地交換と共に PACAP (humanPACAP38)を添加

し、 3-6日培養後にアセチルコリン合成酵素

(ChAT)陽性細胞数、 ChAT活性の測定、及びアセ

チJレコリン分解酵素(AC阻)染色を行った。

その結果、 6日間の PACAP処理により ChAT

活性値および ChAT陽性細胞数が約1.5-3倍程度

に増加しており PACAPが生存維持効果を持つこ

とが明らかとなった。この PACAPの生存維持効

果は濃度依存的であり IOOnMで最大であった。

またこの効果は PACAP添加後 3日目から認めら

れた。一方、 AChE染色した結果、 PACAP添加群

ではコリン作動性神経繊維の再生がより顕著であ

った。

前脳基底野コリン作動性ニューロンは、ラット

では生後 2週齢にシナプス形成を終了することが

知られており、 PACAPがシナプス形成期におい

て、生理的な役割を果たす可能性が考えられる。
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マウス感覚ならびに交感神経節での神経ペ

プチド発現と、その糖尿病による変化
三五一憲影山晴秋堀江秀典

斉藤春洋九大坂寿雅井上修二1

(l国立健康・栄養研究所，老人健康・栄養部横

浜市立大学医学部第一生理同第一内科)

末梢の感覚ならびに自律神経節には種々の神経

ペプチドが存在し、神経機能に重要な役割を果たし

ている。糖尿病では、これらのペプチドの神経組織

での発現や分布が変化し、末梢神経障害の要因とな

るととが示唆されている。我々は、神経ペプチドの

感覚ならびに自律神経節での発現を、自然発症糖尿

病マウス (NOD(non-obese-diabetic)マウス)を用

いて検討した。

尿糖出現後3週以上経過したNODマウス(血糖

値>300mg/dl)ならびにその正常対照マウス(尿

糖陰性、血糖値<200mg/dl)より、以下の神経節

を摘出した。

1 )脊髄後根神経節(Dorsalroot ganglia (DRG)) 

(感覚)

2)迷走神経下神経節 (Nodoseganglia (NG)) 

(感覚)

3)上頚神経節 (Superiorcervical ganglia (SCG)) 

(交感)

各神経節でのNeuropeptideY (NPY)， Galanin， 

Calcitonin gene-related peptide (CGRP)及び

Chole匂rstokinin(CCK)の mRNAの発現を、
Reverse Transcription-PolYl宜erase Chain 

Reaction (RT-PCR)法やNorthernblotting法を用
いて比較検討した。

正常対照群のDRGならびにNGでは、 CGRPが

他のペプチドより発現が高かったのに対し、SCGで

はNPYの発現が他よりも高かった。また、糖尿病

群では対照群に比し、 DRGでのCGRPの発現低下

とともにNPY，galaninの発現上昇が、またNGで

はgalanin，CCKの発現上昇が認められた。

糖尿病動物のDRGでのCGRP発現低下と、その

感覚神経障害への関与は、既に報告されている。し

かし、正常では神経節での発現が低いペプチドが、

糖尿病に伴ってその発現が上昇するという報告は

極めて少なく、これらペプチド発現の上昇もまた、

感覚ならびに自律神経障害の発症に関与している

可能性が示唆された。
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ラット後根神経節培養を用いたモネンシン投

与に伴うサプスタンスP免疫活性の抑制効果

について

中沢馬主至*，猪股裕二*グペ知久馬敏幸帥*，加藤武*

(称，演浜市立大学総合理学研究科分子認識部門，材現在

一三菱不十学医薬総合研究所，ホ"'*昭和薬科大学薬品分析

化学)

神経ペプチドの働きは遺伝子発現，生合成酵素のプ

ロセシング，あるいは分泌受によって調節されている.

今回，痛みに関わるサプスタンスPの遺伝子発現，生

合成の調節を検討する目的で，ラット後根神経節を組

織培養し，ゴJレジ装置に作用すると云われる薬物を投

与した.そしてサプスタンスPの免疫活性(SPるりと

beta・PPTmRNA量の変化を測定して検討した.

ラット腰部後根神経節を2日間培養し，モネンシ

(0.01・1uM)を添加24時間後に組織内のSP-LI，beta-

PPI'mRNA量を測定した.SP-LIは我々が開発した酵

素免疫法により測定した.mRNAの測定は N口氏h聞

blotting， RT-PCR法により行った.s Pの同定は
HPLC-EIAにより行った.

後根神経節の培養時聞は2日間が最適であった.そ

して薬物投与1日後に最も顕著な変化が現れた.薬物

の投与量は種々検討したところ， 24時間が最適であ

った. HPLC分離後にSPの同定を行ったところ，

SPが主成分として存在し，タキキニンの一稼ニュー

ロキ二ン A例KA)も同様に存在していた.総織培養し

た後根神経節より totalRNAを抽出し， PPTmRNAの

DIG・.JabeledcRNAを用いてNortherblotting analysisを行

ったところ充分な感度が得られず，現在RT-PCR法に

より検討している.

SP-LI量はモネンシン(0.1仙の投与に伴い，およそ l

/3に滅少し.NKA-LIは1/2に減少した.この滅少

が細胞内でのプロセシングの抑制，遺伝子発現の阻害，

あるいは細胞死によるか否かを現在検討中である.
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発育期における ELマウス脳のダイノル
ブイン様免疫活性の変化

甲斐利弘0、大西博母、小出誠司司、片山雅

文母、犠木博史均、中村嘉宏司、谷宗英旬、

山上策勾

(大阪市立総合医療センター1)、浅香山病院渉、

大阪市立大学医学部神経精神医学教室勾)

遺伝てんかんモデ、ルである ELマウスの痘嬢と

脳内オピオイド系との関係、を明らかにするために、

ELとその母系である ddYマウス脳のダイノノレフ
イン様免疫活性 (DN・1J)を各発育時期と脳の部
f}f..別で、 radioimmuno田say(RIA)を用いて測定
した。

ELとddYマウスを用い、 ELには生後28日目
から、週i回の割合で、 40回の放り上げ刺激を行

ったo ELを前窓穣期(生後25日)、不全発作期
(生後50日)、強直間代度当世期(生後150f.i) 
の、痕態3日後の発作間欽期に断頭した。 Sidman

のアトラスに従い脳を8部位に切り出し、 2M酢

酸中で叩℃、 10分間加熱し、氷冷後、 Polytron
でホモジナイズし、25α氾Xgで10分間遠心した。
この上清の一部を凍結乾燥し、RIAIこ用いた。RIA
は、 Peninsti.la社の手引きに従って行った。すな
わち、凍結乾燥後の試料を田saybu艶 rに溶解し、
抗DNA1-8血清を加え、 4"Cで24時間インキュ
パートし、 [125耳DNA1・8を加え、 40Cで24時間
インキュベートした後、抗IgG血清を用い、二抗

体法で沈澄を分離し、 γ-∞unterで測定した。蛋
白定量はLowry~去に従った。

各発育時期で、ELマウス脳のDN-LlfまddYに
比べて各部位とも低下の傾向を示した。生後 25
日では、海馬と扇杉砂亥でELのDN-LlがddYに
比べて有意に低下した。生後150日では、海馬、
蔚杉防災、大脳皮質でELのDN-LIがddYに比べ
て有意に低下した。

ELマウス脳におけるDN-Llの低下は、既に報
告したιレセプターの up-regt血tionと対応して
いる。さらに、昨年、 κアゴニストがELの痕畿

を抑制することを報告した。これらのことより、

抗痕準作用を有する内因性 DNA 1-8の減少が
ELマウスの窓撃素因や痘懇発現に重要な役割lを
巣たしていると考えられる。

158 2P 2030 

早期老齢化マウス(SAM-P8)における脳内HC

NP遺伝子発現量の検討
松川員IJ之1、z、山本孝之Z、継泰成人小鹿幸生1
1名古屋市立大学第二内科2福祉村病院長寿研

中隔核j毎馬系のコリン作動性神経は記憶関連系として

重要視されている。我々は中隔核JI)/作動性神経の

ChATの産生を促進する117ミ11¥まから成るへ1・チドを海
馬組織より分離、精製しHippocampalcholinergic
neurostimulating peptide(HCNP)と命名した。その
後、 HCNPの発現は海馬に最も多いこと、前駆体から
HCNPを遊離する酵素の特性、更にHCNPはNMDA受容
体を介し特異的に海馬組織から分泌されることを報告

した。一方、 SAM-P8(立、記憶・学習能力障害のモデJf
と考えられ、中隔核海馬系におけるChAT免疫染色性

の低下が示され、学習能力障害との関連が示唆されて

いるが、その低下の原因は不明である。今回SAM-P8
に於けるHCNPの動態について検討したので報告する。
8カ月齢SAM-P8と対照としてSAM制R1を用いた。
脳内HCNP前駆体mRNAの検討には、マウAHCNP前駆体
cDNAのうち、 259bpEcoRトBamHI断片を用い、グプ
キシゲコ標識cRNAJ'日ーγを作成した。脳内ChAT活性測
定には、 RandとJohnsonの方法を用い、 Ac-CoAと3H
標識コりから組織可溶性分画が単位蛋白量当たり産生

する3H-7l!HJ~/量を測定した。また、 HCNP関連成分
の測定にはRIA法を用いた。

前頭葉、海馬、脳幹、小脳組織より抽出したRNAの

Northern blot解析の結果、 SAM四P8，-R1共に1.2K-
bpの単一transcriptが確認され、 SAM-P8での発現が
多い傾向にあった。 Insitu hybridizationでは、 HCN
時守駆体mRNAの発現は中枢神経系の種々の部位に認
められたが、;毎馬錐体細胞での発現が最も強かった。

SAM(こ於ける発現量の差異は海馬において最も著明
であり、 R1に比しP8ではCA1領域での発現増加が明
瞭で・あった。各組織に於げる生物化学的検討では、

SAM勾R1に比し、 -P8では海馬組織のChAT活性の低下
とHCNP量の増加が認められたが、両者の前駆体蛋白
量には明らかな差を認めなかった。

今回の検討から、 SAM-P8の海馬ではChAT活性の
低下が認められ、この活性低下を補足するためにHC
NP前駆体mRNAの発現増加とHCNP産生増加が惹起さ
れていると考えられた。しかし、前駆体蛋自重には

差がなかったことから、 HCNPのNMDA受容体を介す
る分泌にも異常がある可能性が示唆される。
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マウス Pituitary Adenylate 

Cyclase-Activating Polypeptide (PACAP) 遺

伝子の構造に関する解析

山本恭平、橋本均、馬場明道

(大阪大学薬学部薬理学教室)

PACAP I士、 vasoactive intestinal 戸Iypeptide
(VIP)/growth hormone-rel叩 inghonnone (GH悶1)1セ

クレチン/グルカゴンファミリーに属するペプチド

ホルモンである。我々は PACAPや VIPの作用を

分子レベルで解析することを目的とし、 PACAP

type 1受容体 (PACAP受容体)、ならびに PACAP

type 11受容体 (VIP受容体)の染色体遺伝子を単離

し、それらの構造解析を行ってきた。今回、リガ

ンドであるマウス PACAPの染色体遺伝子を単離

し、その構造を解析した。

ラット視床から RT-PCR法により、 PACAP

cDNAを単離した。それをプロープに用いて

129/SvJマウス遺伝子ライブラリーのスクリーニン

グを行い、得られた λクローンの塩基配列を解析

することによって、 PACAP遺伝子とその 5'-上流

およびゲー下流領域にづいての会塩基配列を決定し

た。また、マウス脳 poly(A)+ RNAから 5にRACE

j去で PACAPcDNAのター領域を単離したところ、

3種の異なる 5'-非翻訳領域を持つものが得られた。

これらの配列を単離した染色体遺伝子と比較した

結果、マウス脳における 3種の splicingvariantは、

エクソン IAもしくはエクソン1Bにエクソン 2の

intemal acceptor siteより下流が続く構造と、エクソ

ン2から転写が開始される構造をしており、これ

らが PACAP遺伝子から altemativesplicingおよび

altemative transcription initiation機構によって産生さ

れることが明らかとなった。以上のことから、マ

ウス PACAP遺伝子はエクソン IA、1B、 2から 5

の6つのエクソンで構成されることがわかった。

さらに、マウス PACAP遺伝子の 5'-隣接領域には、

cAMP responsive elem巴nt(CRE)、TPAresjlOnsive 

element (TRE)などの転写因子の結合配列が見い出

された。一方、マウス PACAP遺伝子の 5'-上流領

域とイントロン 2に dinucleotiderepeat配列が存在

した。 PACAP遺伝子の構造は、 GHRH 遺伝子と

非常に類似していたことから、これらの遺伝子は

共通の祖先遺伝子から遺伝子重複により産生され

た可能性が示唆された。
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シーラカンス PLP/DM20遺伝子のクローニ

ング

吉田弘美、遠山陽子、栗原正、小崎久子¥玉井

洋ー市(創価大・生命研・神経化学、勺七里大・医・

生化学)

P日は両生類以上の脊椎動物中枢神経ミエリンの

主要な膜タンパクで、~虫類以上では alternativ巴

splicingで生じる DM20が少量混在している。硬骨魚

総鰭(そうき}類は両生類の祖先と考えられ、 1938年に

生存が確認されたシーラカンス目的<JのLatimeria
lよ総鰭亜綱で唯一の現生生物である。Latimeriaの脳

はSDS-PAGEで鴫乳類と同じ位置に泳動する PLP

様タンパクを発現している。抗体に対する反応は弱

いが同様のタンパクがProtopterus(肺魚亜綱)にも

検出される。しかしながら、昨年M.YoshidaとD，

R. Colmanは肺魚で発現しているタンパクがP臼で

はなく Dν[20であることを明らかにした。彼らはま

た、 DM20が魚類の中枢神経ミエリンに普遍的に存

在するととを示唆した四我々はLatimeriaの系統関

係をP日'/DM20のアミノ酸配列の比較から解明する

目的で、LatimeriaのP臼/DM20遺伝子のクローニ

ングを進めている。遺伝子の配列からLatimeriaで

発現しているタンパクがPLPなのかDM20なのかも

推定できると思われる。現在のところ、mRNAが保

存されたLatim巴riaの脳組織な得るのは絶望的であ

る。今回我々は、Latimeriaの肝組織から調製したゲ

ノム DNAを鋳型に PCRで PLP/DM20遺伝子の断

片を得た。この断片はエキソン 2からエキソン3に

わたる約1キロベースで、エキソンーイントロン構成

の類似性とエキソン部分がコードするアミノ酸配列

から判断して P日/DM20の遺伝子断片であることは

間違いなu、この断片はサザンハイプリダイゼイショ
ンでLatimeriaゲノムのE∞oRI断片のうち約13キロ

ベースのパンドのみを認識した。わかった範囲のア

ミノ酸配列を哨乳類・鳥類.Xenopus・Protopterus• 

Polypt巴rus(腕鰭運綱) ・サメ(軟骨魚網)と比較し

たところ、 LatimeriaはXenopus!:他の魚類の中間に

位置していた。現在この遺伝子断片を用いて

Latim巴naのゲノムライブラリーをスクリーニング中

である。
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対背神経ミエリン陀蛋白の種々の脂脚駿iこ対する
結合性の解析

坂本安、 北方す邦男、 吉村和法、 長島直美*、

竹原直美*、 渋谷匡子*、 野村正彦

t埼玉医科大学第1生理学教室、*中央測定劃

料開軽四蛋白は、対問機系におけるミエリン膜の

重層構造の形成に、内開司士反埴溝因子として関与してい

ると考えられている。また、種々の脂肪酸結合蛋白 (R脚?

と一次構造上の類似伎があり紹肪酸を結合すると考えら

れるドメインには強し相同性が見られる。 我々は、四蛋

自治宝種々 の月旨肪酸 ノ号ルミチン酸、オレイン酸、ドコサヘ

キサエン懐(聞A)とほぼ 1:1のモル比で特鼎句に結合する

ことを既に報告したが、今回目蛋白の月間方酸結合性の特

築性に関して更に詳細な樹すを加えた。

ミリスチン酸、パルミチン酸、ステアリン酸、アラキジ

ン酸、オレイン酸、リノーノ-1-1竣、 αーリノレン酸、アラキ

ドン酸、 DHA のうちの 3~4 種類を組み合わせた種々の混

液を調製し、 回蛋自に対して5倍モノレ比の各脂肪酸とイ

ンキュベートすることによる結合反応を逝子した。この反

応液をゲノL繍品HP凶により溶離し、 四蛋自画分を得丸

この画分を塩酸醐全としP2蛋白に結合した脂肪酸を遊離

させnイ¥ブタン相に抽出した。抽出された各脂肪酸の存

在比を液体クロマトグ、ラフィー骨量分析装置(日-MS)を

用いて解析した。

上記の脂肪酸の存在比は、 四蛋白の脂肪酸に対する結

合性側室質を反映していると考えられる。個々のH蹴酸単
独で0鴻音合実験では、各々1:1のモ/レ比で結合するが、数

種の脂肪酸浪披を用いた実験結果らから、 四蛋白はパノレ

ミチン酸、ステアリン酸等の能界同旨肪酸に対して極めて強

し惜合性を有しているが、ミリスチン酸に対する結合性は

ほとんど観察されなかっh また、不鏡野口脂肪酸に対する
結合性は、パノレミチン酸、ステアリン駿よりも低下するが、

ω6系であるαーリノレシ惜よりもω3系のリノール酸の

結合性の方が強く、二重結合の{立置等にも左右されること

カ汚司愛され走。以上のように、 p2蛋白は生体内に艶扇に

見られる脂肪酸に対して広範囲に結合性を有しており、そ

の5鰯は、餌胡旨肪酸が最も優位であり二重結合の働日に
伴って減少する可能性が示唆されたが、 14以上の炭素数

を持った脂肪酸に対して結創生を有していると考えられ

た。

162 lC MS4-1 

ガラクトシルセラミド発現を誘発する

ラット脳 cDNAのクローニング
小倉潔、河野憲ご・、回井直

(東京都臨床医学総合研究所・躍量蕩免疫研究部

門、也奈良先端科学技術大学院大学・遺伝子教育研

究センター

ガラクトシルセラミド (GalCer)はオリゴデンド

ロサイトやシユワン細胞の分化抗原としてよく知

られている。最近、欧米のグループにより GalCer

合成酵素.UDP-galactose: ceramide; galactosyl-

transferase (CGT)のcDNAがクローニングされ

た。続いてこのノックアウト・マウスも作成さ

れ、 GalCerあるいはサルファチドの神経細胞膜の

安定性への関与や運動神経機能との関連が明確に

証明されている。しかし、この酵素の発現制御機

構は殆ど理解されていないため、今後の残された

重要な課題である。

我々の開発した一連の抗糖鎖特異抗体の応用研

究の一環として、 GalCer抗体(AMR20)を用いた

直接発現クローニングj去により、 GalCer発現を誘

発する蛋白質、 GalCerExpression Factor-l (GEF-

1)の cDNAをラット脳 cDNAライブラリ}から単

離、クローニングした。 GEF-lは、 cDNAの解析

結果より、 704アミノ酸からなる 78kDaの蛋白質

をコードしていたが、すでに報告されている CGT

のそれとは相向性が認められなかった。しかし、

GEF-l cDNAをトランスフェクトした COS-7細胞

にGalCer発現、およびGalCer合成酵素活性の上

昇が認められることから、 GEF-lのコードする蛋

白質は、 GalCer合成、発現に関与する分子と考え

られた。 GEF-lのmRNAは3_1kbの単一バンドと

して検出され、その発現は組織では脳、骨格筋、

精巣に強〈認められた。 GEF-lcDNAの解析か

ら、 GEF-l推定蛋白質には転写調節因子や情報伝

達因子様配列が見いだされたので、 GEFl蛋白質

は転写調節または情報伝達因子のとしての機能、

あるいは双方の機能を有している可熊性が示唆さ

れた。更に、 GEF-l特異抗体の作成により、この

蛋白質は 110kDaの分子量を持ち、チロシンのリ

ン酸化を受けることが判明した。 GEF-lcDNA安

定発現 COS-7細胞は GalCerの発現と顕著な形態

変化を示し、増殖能の低下が認められた。

上記知見は、 GEF-liIi:白質がGalCerの発現制

御機構に関わるのみならず、細胞の増殖、形態維

持、分化等の重要な機能に関与することを示唆す

る。
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マウス脳発生初期における Myelin-

associated glycoprotein (MAG)の発現
小糸寿ー美、松田義宏

(国立精神・神経センター神経研究所免疫研究部)

Myelin-associat巴dg!ycoprot巴in(MAG)はミエリ

ン形成細胞に特異的に発現される細胞接着分子で、

ミエリン膜と神経軸索との結合に関わるとされてい

る。また、同タンパク質には選択的スプライシング

によって産生される2種のアイソフォーム(11型とS型)

の存在が知られており、前者はミエリン形成初期に

発現され、軸索との結合刺激を細胞内に伝達して特

徴的構造体の形成を促し、後者は成熟期に主成分と

なり、ミエリン構造の維持に働くという役割の分担

が想定されている。との概念を裏付けるべく、我々

はとれまでに、マウス脳では生後1-2週にかけてL-

MAGのrnRNAレベルが著明な一過性の上昇を示すの

に対し、 S-MAGの発現は成熟期に向けて緩やかに増

大するのみであることを観察し、報告してきた。今

回は、脳の発生段階のもっと早い時期におけるMAG

の発現について検討を試みた。

マウス胎仔或は新生仔の脳から総悶呼A函分を調製

し、Rf-PCR法によりMAGrnRNA<の分析を実施した。

両アイソフォームを同時に分別定量するために、選

択的スプライシングの対象となるエキソン12を挟む

ように設定したプライマーを用いて行ったPCRの結

果、胎児期から出生期にかけてS-MAG相当遺伝子の

有意な発現が認められた。との発現は出生後低下し、

L-MAGの発現が活発になるミエリン形成期にはほと

んど見られなくなる。一方、胎生期の脳内における

MAGタンパク質の発現は非常に低レベルで、rnRNA

量を反映するものではない。そこで、胎仔期のMAG

rnRNA<の構造を検討した。穣々のプライマーの組み
合わせでRf-PCRを試みたととろ、 5'末端側で複数の

cDNAの培隔が検出された。さらに、シークエンス解

析より、翻訳開始点直後でスプライシング異常に基

づくと考えられる構造変異が認められた。ノザンプ

ロッティングの結果も、成熟マウス脳のMAGとは具

なった位置にバンドが検出され、rnRNA構造の相違

を裏付けた。これらの結果は、マウス脳の発生過程

初期に特殊なMAG遺伝子の発現機構が作動している

ことを示唆する。また、との時期にはオリゴデンド

ログリアの大半は極めて未分化な段階にあると推定

される。どのような状態の細胞にこの特殊な遺伝子

発現が生じるのかについても議論を加えたい。
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脊髄神経細胞傷害を増悪させるマイクログ

リアの制御法に関する研究:

ATPによる細胞内カルシウムイオン上昇

とTNFーα放出抑制

尾形直則¥森野忠夫人奥村秀雄l、柴田大法1、

中村洋一三司秋生三片側喜由Z

(愛媛大学医学部整形外科学教室1、生理学教室2)

脊髄が傷害を受けたときには、軸索の断裂や組

織の浮題等の急性期のダメージに引き続いて、傷

害後数時間以後に起こってくる遅発性の神経障害

過程があり、このーっとして傷害された組織内で

のマイクログリアの増殖、活性化が注目されてき

ている。本研究ではこのマイクログリアの機能を

抑制することによって神経を保護する方法を開発

する目的で、ラット胎仔の脊髄より採取した培養

マイクログリアを用いてその細胞内カルシウムイ

オン濃度をea2+指示薬 Fura-2を用いたイメージ
ングシステムによって観察するとともに、

lJpopolisaccharide (LPS)で刺激したときにマイ

クログリアから放出される組織傷害性の強いサイ

トカインである TNF-α量をELISA法で測定し、

マイクログリア機能抑制の候補物質の効果を評価

した。

倍養脊髄マイクログリアに ATP(100μM)を投

与すると細胞内ea2+濃度が速やかに増加する。こ
の締胞内ea2+濃度上昇は細胞外液中のea2+を除
去した条件下でも同様に観察され、レセプターサ

ブタイプの検討では、 PzXレセプターアゴニストで
は起とらず、 P2yレセプターアゴニストである
2-Methylthio-ATP (10μM)Iごよって再現された。

このことよりATPに対するマイクログリアの反応

は P2yレセプターを介してであり、このときの

ea肝濃度上昇は細胞内のea2'貯蔵よりの動員であ
ると考えられた。また、培養マイクログリアは24

時間の LPS暴露により、培養液中に多量の

TNF-α を放出するが、この量は LPS暴露時に

ATPを同時投与することにより著明に抑制された。

これらの結果より ATPがマイクログリアからの

TNF-α の放出を抑制し、そのメカニズムとして

PzYレセプターを介する細胞内ea2+濃度上昇が関
与していると考えられた。
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血清成分によるミクログリアの TNFα と
NO産生の増強

司秋生，中村洋一，片岡喜由

(愛媛大学医学部第一生理学教室)

虚血性神経細胞障害において，活性化されたミク

ログリアが産生する活性酸素(Qγ)やー酸化窒素

(NO) ，腫蕩壊死因子(TNF)α等の神経細胞毒性を

持つ物質が二次的な障害の原因になっていると考

えられている。しかしながらとのような病理的な状

況下でのミクログリ.アの活性化機構については不

明な点が多い。一方，虚血/再濯流の過程で血液脳

関門の透過性が婚すととが知られており，漏出した

血清因子がミクログリアを活性化し神経毒を産生

する原因となる可能性がある。以前我々は血清がミ

クログリアのQY産生を増強するととを見出した。

本研究ではミクログリアのNOとη-JFαの産生に対

する血清の効果を調べたo

正常ラット血清はリポポリサッカライド(lPS)

添加によるNOとTNFαの産生をどちらも大幅に増

強した。血清成分を分子筋膜で分商すると，分子量

50 kDa以上の成分にこの活性があるととがわかっ

た。またこの成分は熱感受性で， 100"C 10分の処理

で完全に失活し，トリプシン処理によっても容易に

失活した。一方Oよ産生を増強することが知られて

いるアルブミンにはLPS刺激による NOとTNFα

の産生に効果は無かった。

血清には少なくとも2種類以上のミクログリア

の活性化を促す成分が含まれており，それらが脳実

質に漏出するととが種々の神経障害の増悪の原因

となっている可能性が示唆される。
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ミクログリアの活性酸素産生を増強する

血清因子の性質

司秋生，中村洋一， 片岡喜由

(愛媛大学医学部第一生理学教室)

虚血性神経細胞障害の初期過程でミクログリア

の活性化と血液脳関門の破綻がおこるととが知ら

れている。昨年度の本学会で我々は培養ミクログリ

アのホルボール(PMA)刺激による活性酸素(0
2
-)

産生が血清因子により増強されることを報告した。

この活性化因子がアルブミンであることを示唆す

るいくつかの結果を得たが，本研究ではさらにその

因子の性質について検討した。

ラット正常血清を Superdex-G75を用いた分子

筒クロマトグラフィにより分画すると，分子量約

65kDaの位置に活性ピークが溶出され，との因子

がアルブミンそれ自身かアルブミンに強固に結合

した小分子であることが示唆された。アルブミンは

分子内に多くのジスルフィド結合を持つ強毘な分

子であることが知られている。ラット正常血清及び

ウシ血清アルブミン(BSA)を 100"Cで10分間処理

してもほとんど Oよ産生増強活性は失われなかっ

た。またトリプシン処理によってもその活性はほぼ

変化がなかった。そこで， BSAのトリプシン処理

フラグメントにその活性が有るかどうかを検討し

た。 Superd回 G75の分画で分子量約 9000と

2000の溶出位置に2つの活性ピークが検出された。

これらの結果は，虚血/再纏流により傷んだ血液

脳関門から漏出したアルブミンあるいはプロテア

ーゼによるアルブミン分解産物がミクログリアを

活性化し， O2占産生を増強することにより神経細

胞障害を増悪している可能性を示唆している"
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神経細胞死に伴うミクログリア遺伝子mrf-l

の発現増加

田中秀逸，小池達郎

(北大・院理・行動知能)

ラット小脳細胞の培養系で、神経細胞の細胞死の時

期に発現が増加する遺伝子を探索した。

得られた一つは、 117個のアミノ酸より成る可溶性

の蛋白質をコードした 665bpのmRNAであった。ノ

ーザンプロットによる解析では、その発現は通常の

K+濃度下の小脳細胞培養系で、神経細胞の変性が始

まる前 (3DIV)でも見られた。しかし、 4DIV以降

急激に活性化され5DIVでピークに達し、神経総胞の

変性が最も進行する時期 (7DIV)には減少した。リ
コンビナント蛋白質をつくり抗体を作成し、その発現

部位の特定を行った。免疫組織化学的手法による解析

では、小脳穎粒細胞の細胞死に応答した蛋白質の増加

が、小脳穎粒細胞ではなくミクログリアに認められた。

そこで、我々はその遺伝子を mrf(microglialresponse 
facωr)-lと命名したe

mrt-l遺伝子の発現培加は、小脳穎粒細胞を高 K+

培地で充分発達させた小脳細胞屠養系で、血清を除く

と共に通常の濃度に K+を下げること、またグルタミ

ン酸を処理するととによる小脳頼粒細胞の細胞死で‘も
認められた。さらに、ミクログリアにおける MRF-l

蛋白質の合成は、大脳皮質より単離したミクログリア
を5DIVの小脳頼粒細胞と接触させた状態で培養する

ことでは誘導されたが、 その conditionedmediumで培
養することや、 3DIVの小脳頼粒細胞と接触させて培

養すること、酵母の粒子を食食させることでは誘導さ

れなかった。とれらの結果は、 MRF-l蛋白質の合成

が、変性神経細胞とミクログリアとの直接の接触、ま

たは両者が隣接することにより誘導されることを示唆

している。生体内での神経細胞変性に応答した mr引

の発現増加も、アストロサイトが多量に締胞死を起こ
すといわれる生後7日の小脳、および舌下神経切断に
よる切断7日後の神経変性部で認められた。
MRF・1蛋白質は、ミクログリアにおいて、食作用

後でなく変性細胞の認識等のより早い段階で働いてい

ると推測される。また、アダルトラットの脳において、
休止型 (rarnified)のミクログリアにもMRF-l蛋白質の

存在が認められた。 MRF-l蛋白質は、脳の発達段階
によって異なる役割を担っていると考えられる。

(この研究は寺崎瑞穂氏，鈴木和彦氏(ともに行動知

能)，渡辺雅彦氏(北大・医)，万祢重信氏(都臨床研)と
の共同による。)
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神経細胞興奮毒性におけるマイクログリア

の関与 TumorNecrosis Factor αを
介する傷害メカニズムとその防御の可能性

について

富永康浩1、尾形直員IJl、奥村秀雄1、柴田大法l、中

村洋一九片岡喜由2

(愛媛大学医学部整形外科学教室1、生理学教室2)

マイクログリアは中枢神経内における免疫を司

る細胞であり、生理的条件下ではSilentな状態で

あるが、細菌などの侵入を感知すると培殖し、マ

クロファージ様に分化して、 NitricOxideや O2-

または百可F-α などのサイトカインを放出して侵入

した異物や壊死した細胞を除去する働きがある。

本研究ではこのメカニズムを解明するためにラッ

トより培養した脊髄神経細胞とマイクログリアを

使い、活性化されたマイクログリアの神経綿胞に

与える影響について検討した。神経細胞障害の程

度は傷害された細胞より培養液中に放出される乳

酸脱水素酵素 (LDH)活性で評価し、マイクログ

リアから培養液中に放出されるTNF-αの量は

EUSA法で測定した。

脊髄マイクログリアをヱンドトキシンであるリ

ポ多糖類 (LPS) に24時間暴露すると倍養液中に

TNFα の放出が観察され、またTNF-α は脊髄培

養神経細胞に作用させると著明な神経障害作用を

示した。次にマイクログリア存在及び非存在下で

24時間の LPS暴露による神経細胞傷害を観察した

ところマイクログリアを含む Cultureのみで神経

細胞傷害が観察された。この結果はマイクログリ

アカtrNF一αを介する機構を介して神経細胞障害を

増悪させる可能性を示唆している。

日Sにより活性化されたマイクログリアより放

出される TNF-α は膜透過性のcAMPである

Dibutyryl cAMPや、細胞内cAMP上昇をおこさせ

ると言われている薬物であるIbuclilastの投与によっ

て著明に抑制された。

今後脊髄神経細胞を保護する方法を開発にあた

り、マイクログリアによる神経障害メカニズムに

着目し、それを制御していくことが有効であると

考えられ、その制御方法の候補として、細胞内

c品I!Pを上昇させるような薬物が考えられる。
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脊髄損傷後に神経組織内に増殖するマイ

クログリア:損傷程度による検討とその

経時的変化

森野忠夫 1、尾形直員1]1、奥村秀雄¥

柴田大法¥中村洋一人片岡喜由 2

(愛媛大学医学部墜形外科学教室、生理学教室う

マイクログリアは中枢神経内における免疫を司

る細胞で、生理的条件下では、その数も少なく活

動性も低いが、細菌などの侵入を感知すると、治

殖し、マクロファージ様に分化して、攻撃性の強

いサイトカインや、 NO、O2-などを放出するよう
になる。近年の研究により、脳の虚血などの病的

条件によってもこの免疫機構が活性化され、それ

が神経細胞障害を増悪させると考えられるように

なってきた。本研究では、このようなマイクログ

リアの憎殖が、損傷された脊髄においても起こり

うるか否かを検討するため、ラット脊髄圧迫損傷

モデルを用い、様々な程度の損傷を与え、経時的

にマイクログリアの数を特殊染色(レクチン染色)

により観祭した。

脊髄への直接圧迫を行う際、 Thllでの椎弓切

除を行い、 20gの重錐にて巴xtraduralに圧迫を行っ
た。正常、椎弓切除のみを行ったラットでは脊髄

組織内にマイクログリアは観察されなかったが、

脊髄への直接圧迫を5分間続けると、脊鎚組織内

のマイクログリア場殖が観察され、 10分、 20分と
圧迫時間を延長させるに従い、マイクログリアの

塙殖は増大した。行動学的観察では、 40分までの

圧迫では、不全麻痩の状態であった。また、マイ

クログリア増殖は、脊髄圧迫後12時間あ.たりより

著明に観察されるようになり、 48時間にて最大と

なった。

ζの脊髄圧迫によるマイクログリア糟殖の観察

は、軽度の脊髄損傷に対する治療法の開発に際し、

有用な動物モデルになると考えられる。

170 3C 0・3

ATP刺激による培養ミクログリアからの

ca2+依存性プラスミノーゲン放出
井上和秀女，中嶋一行.**森本高子.**菊池義明*

，小泉修一* および高坂新-** (*国立衛生研究

所・薬理，帥精神神経研究センター・神経研究所)

ATP受容体がミクログリアに発現していることは

既に知られているがその生理的意義についてはほと

んど不明である。また活性化ミクログリアは神経成

長因子用作用を有するプラスミノーゲンを放出する

こともよく知られている。しかしながらATPとプラ

スミノーゲンの関係については全く知られていな

い。そこで，今回培養ミクログリアを用いて，

ATPによるプラスミノーゲン放出作用について検討

した。その結果， ATP (100μM)は10分間の刺激に

よりプラスミノーゲンを放出した。一方，興奮性ア

ミノ駿であるグルタミン酸(100μM)はプラスミノ

ーゲンを放出しなかった。両者ともNOの放出は引

き起こさなかった。 BAPTA-AM(200μM)での1

時間前処置によりプラスミノーゲン放出はほぼ完全

に抑制された。 ATPは細胞内カルシウム濃度

([Ca2+Ji)の上昇を引き起こしたが，グルタミン酸

は引き起こさなかった。 ATPによる [Ca2+]i上昇は

完全に外液ea2+依存的であった。ミクログリアで
の[Ca2+Ji上昇について， 2-Methylthio ATPは活

性を示し，α，s-methyleneATPは不活性であった。

以上の結果から， ATPはATP受容体を介しミクロ

グリアを刺激し外液ea2+依存性にプラスミノーゲ

ン放出を引き起こすことが明らかとなった。
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PutativeトlLA-DR Associated Proteins 

(PHAPI and PHAPII)の Isoformの解析

萩原民雄、本橋克利、竹田二美代、竹田稔

(昭和大学・医・生化学)

Putative HLA-DR Ass∞iated Prateins 
(PHAPI and PHAPIりはヒト陸揚組織適合性抗

原 class11分子であるHLA-DR2αの細胞内ドメ

イン由来の合成ペプチドをリガンドとした

affinity chromatographyによりヒト

Iymphoblastoid B-cell line， H2LCL細胞で最初に

同定されたタンパク質であり、 HLAclass 11分子

にリガンドが結合した後に起こる細胞内現象を制

御する細胞内シグナルの産生に関わっていると考

えられている。我々はこれまでにこれらのタンパ

ク質が胎生期のラット脳に多量に発現しており、

出生後加齢に伴って発現が減少することおよびそ

れぞれのタンパク質にはisctypeが存在すること

を示してきた。今回は主!とPHAPIについて解析

を行い、マウス7、11、15、17日涯および成熟

マウス脳cDNAライブラリーから少なくとも10種

類のPHAPIisctypeのcDNAをクローニングした。

PHAPIタンパク質はし剖および塩基性アミノ酸に

富むN末端領域と駿性アミノ酸に富むC末端領域

から成っているが、大部分のisotypeのN末端領域

はよく保存されていたが、 C末端領域の酸性アミ

ノ酸リピートの長さが異なっていた。また、 N末

端領域内!と20アミノ酸の欠失を認めるisotypeや

C末端領域内に核移行シグナルと予想される

Lys-Arg-Lys-Arg配列を持つものとそうでない

ものが存在した。このことから各PHAPIisotype 

が異なる役割を担っていることが予想された。

Sωthern blot解析から各PHAPIisatypeはsingle

g聞 eからalternativesplicing/こより生じると考え

られが、マウス妊においては各PHAPIisotypeの

時間的発現パターンは異なっており、おそらく空

間的発現パターンも異なるものと予想される。

2幻
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ラット脳可溶性画分に存在する PHAPI

Kinaseの解析
本橋克利，立野慶，田中隆佳，萩原民雄，

竹田二美代，竹田稔

(昭和大学医学部生化学教室)

Putative HLA-DR Associated Prateins 

(PHAPIおよびPHAPII)は、ヒト組織適合性抗原

HLA-DRの細胞内ドメインに結合するタンパク質

としてヒト白血病私胞株で最初に見出されたが，そ

の生理機能については不明である。

我々はこれまでこれらがラット胎児脳に多量に

発現すること、および数種類のIsoformが存在す

る乙とを見出してきた。今回脳神経系における

PHAPIおよびPHAPIIの生理機能を明らかにする目

的で、ヒ卜 PHAPIおよびPHAPIIのcDNAより

r ecombi nant pratei nを調製後、これをligandと

したaffini ty gelを作成し、それらの標的タンパク

質の探索を試みた。

その結果、ラット脳可溶性画分よりそれぞれい

くつかの未同定の結合タンパク質を得たが、興味

深いことにPHAPII結合タンパク質中にPHAPIをリ

ン酸化するPrat ei n Ki nase)舌性を見出した。この

Protein Kinぉeはゲル鴻過上の分子量が350~

500 kDaであり， PHAPIのSer残基をリン齢化し

ていた。 PHAPIIこは多数のIsofarmカ惇在するが，

このProtei n Ki naseによりリン酸化されるものと

そうでないものが存在していた。現在，この

Pr otei n Ki naseの精製を行うとともに， PHAPIの

リン酸化部位の同定を進めている。
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ラット胎児脳に発現する新規な遺伝子に

対するcDNA(h白2)のクローニングと解

析

本郷茂樹、箇中直也、山内康照、竹田稔

(昭和大学医学部生化学教室)

我々は胎生後期に発現する遺伝子のなかに神経

回路網形成に関わるものがあると考え、ラット胎

児脳に特異的な遺伝子の探索を行った。

胎生18日と生後 11週のラットの脳より

poly(A)'RNAを調製し、 cDNAに変換後、

Differential Display法により胎児脳に優勢な

cDNAを同定した。該当するcDNA断片を再増幅、

クローニングし、塩基配列を決定した。これらの

中には既知遺伝子としてα-tubulin，thymosiロs-4，

ribosomal proteins lAl， S29， S7， Rho-gu組 ine

nucleotide exchange factor， PC-12細胞由来のEST

cDNAsが含まれていた。

我々は次によく解析されていないcDNA(hto2)

について検討した。ノーザンプロットにより

hfb2のmRNA(2.2kb)は、目台生18日以降発現し増

加するが、生後5日では減少し、 70日自には殆ど

検出されない程度に減少することが確認された。

また胎児、成長ラット肝いずれにおいても

hfb2mRNAは検出されなかった。 5'RACE法によ

り得られた1.4kbの上流領域は塩基レベルでヒト

リンパ様細胞株KG-lの阻A∞05遺伝子cDNAと
68%、アミノ酸レベルで71%のホモロジーがあっ

た。推定されるhto2のアミノ酸配列には悶A0005

と同様ATP/GTP結合部位A、ロイシンジッパ一、

チロシンリン酸佑部位モチーフが存在した。しか

しhto2と部分的に高いホモロジーを示すヒト

ESTcDNAが登録されており、これらは阻AOO05

とは異なることから、 hto2はヒト悶AOO05のホモ

ロク.ではないと考えられる。

hto2は未知のあるファミリーの一員であるが、

脳に発現し神経系の発達に関与する可能性が考え

られる。

174 1P 1089 

ラット脳の成熟に関わる遺伝子の探索
山内康日程、西中直也、本郷茂樹、

竹田二美代、竹田稔

(昭和大学医学部生化学教室)

神経系が確立するためには、出生前後にシナプス

形成が行われた後に、その精密化と安定化が必要

である。今回、我々はシナプスの安定化と，神経

細胞の生存維持に関与する可能性のある遺伝子を

分離するために、胎児脳と比較しアダルト脳に多

く発現している遺伝子を探索した。生後11週

ラットと胎生18日ラット脳から poly(A)+

RNAを抽出した後スーパースクリプトEにより一

本鎖cDNAにした後，任意プライマ}とオリゴdT

プライマーによりPCRを行なった。そして

Differntial Display法により、アダルト脳におい

て多く熔I隠されるcDNAのバンドが多種検出され

た。再増幅したこれらの断片をクローニングし、

取基配列決定後ホモロジー検索を行った。現在ま

でに9種のcDNA断片をクローニングした。これ

らの中にはミトコンドリアチトクローム類、 small

G protein Rabのeffectorであるrabaptin、ユピキ

ノン酸化還元酵素のcDNAが含まれていた。また

1種は既知遺伝子とは殆ど相同性がなく、もう 1

種はよく解析されていないcDNAであった。この

2穏のcDNAをもとに特異的なプライマーを作成

し，生後8遡ラット脳ライプラリーを用いてPCRを

行った。そしてタンパク質翻訳領域が1137bTの別

の新たなcDNAを単縦した。このcDNAはヒトRT

P (reduclng agents and tunlcamycln 

resTonsive proteln)のcDNAに相向性(ヌクレオチ

ドレベルで67%，アミノ般レベルで52%)をみせ

た。また，今回我々が取り出したcDNAには，ア

イソフォームと思われるものが認められた。この

ように，アダル卜脳により多く発現されることが

予想されるため，脳の働ぎに何らかの関係を示す

可能性があると考えられる。
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中枢神経系に高発現するDNA組み換え
遺伝子recA様新規遺伝子(MmTRAD)の
クローンニングと発現
川端昌弘、佐伯清美

(岡山大学医学部薬理学教室)

中枢神経系における体細胞DNA組み換えに関
与している可能性のある新規の組み換え関連蛋

白遺伝子(MmTRAD)を見出し、解析を行ったの
でこれを報告する。

大腸菌RecA蛋白、その酵母ホモローグRad51

蛋白および¥DmC1蛋白はDNAの組み換え・修復

において主要な働きを担っているととが知られ

ており、高等動物においてはそれらのホモロー

グがすでにクローンニングされている。 Blastに
よりマウスRad51に対する相同性検索を行い、
一・部相同配列を持ったマウス12.5日目玉cDNAライ
ブラリーより得られたESTクローンを見出した。
とのクローンの全塩基配列を決定したととろ、

アミノ酸329個の新規蛋白をコードしているとと

がわかった。 R巴cA様蛋白ファミリーはDomainI 
とDomainIIから成り、 DomainII には2つのヌ
クレオチド結合コンセンサスmotif Aおよび
motif Bがある o MmTradとマウスRad51および
マウスDmc1(Llm 15)の全長での相同性は26%と
23%、Domairltにおける相向性はどちらも18%、

Domain IIにおける相向性は28%と25%であっ
た。さらに、 MmTrad蛋自にはmotlf Aおよび
motifBが保存されており、 RecA蛋白ファミリー
に属する新規蛋白であると考えられた。

次に、 MmTRADの各組織におけるmRNAの発
現をノザンプロット法により検討した。卵巣、

皐丸、胸腺、牌臓などに比べ、脳で特に高い発

現が認められた。また、 mRNAのサイズは1.7kb
と2.6kbの2種類の異なったものが存在していた。
マウスDmcl(Llm15)の発現は皐丸に限局して
おり、減数分裂のDNA組み換えに関与している
ととが報告されている。また、マウスRad51の
発現は卵巣、皐丸、胸腺、牌臓に高く、脳では

それらの5分のl程度である。これら既存O)R巴cA
蜜白ホモローグに比べ、本研究で報告する新規

TRAD遺伝子は脳での発現が特に高いという特徴
があり、悩においてDNA組み換えあるいは修復
に関与している可能性が示唆される。
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アデノウイルスベクターを用いた神経細胞

型特異的遺伝子導入法の開発とその応用

橋本光広、御子柴克彦

理化学研究所分子神経、東大医科学研究所化学

脳内における個々の神経細胞は、高次な神経回路

網を形成している。神経回路網という高次構造と対

応させながら、神経細胞に発現している分子の生体

内機能を解析するためには、神経回路網を保持した

状態で成熟した神経細胞に効率よく遺伝子を導入

し、神経機能を解析する必要がある。成熟した神経

細胞への効率良い遺伝子導入法として、アデノウイ

ルスベクターの有用性を検討した。小脳のプルキン

エ細胞特異的に発現している L7/PCP2のプロモー

タ一、オリゴデンドロサイト特異的に発現している

ミエリン塩基性蛋白質(lI，.fBP)のプロモーターそして、

グリア細胞特異的に発現しているグリア線維性酸

性蛋白質(GFAP)のプロモーターの支配下にlacZを

発現させるアデノウイルスベクタ一、それぞれ

AdexL7.NL.LacZ、 AdexMBP.NL.LacZ、 Adex

GFAP.NL・LacZを作製した。 invi廿oならびにin

VIVOにおいて AdexL7・NL.LacZは小脳プルキンエ

細胞のみ、 AdexMBP.NL.LacZはオリゴデンドロサ

イト、そしてAdexGFAP・NL.LacZはグリア細胞特

異的にlacZを発現させた。このように、 invitroな

らびに invivoにおいて非常に高い神経細胞型特異

的な遺伝子導入法を、アデノウイルスベクターを用

いるととにより確立するととができた。アデノウイ

ルスベクターを用いた神経細胞への遺伝子導入の

応用として、小脳のスライス培養への遺伝子導入と、

exoutero surgぽy法を用いたマウス胎児脳への遺伝

子導入を試みた。前者は脳の高次機能(神経情報伝

達機構、長期抑制等)の解析、後者は神経系の発生・

分化機構の解析に大変有用である。現在、アデノウ

イルスベクターを用いて、神経細胞の高次機能の解

析、発生・分化機構の解析、ならびに神経疾患の遺

伝子治療の基礎研究を行っている。
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低線量放射線照射に伴う蛋白カルボキ

シメチル化酵素の遺伝子発現

土居孝至、武田良平へ中城有害、構測睦彦事

(松山記念病院、*愛媛大学医学部神経精神医学)

蛋白質中の酸性アミノ酸残基に生じるメチル化

反応は、メチル基転移酵素(IsoaspartylProt巴in

Carboxyl Methyltransferas巴;PIMT)による可逆

尻応である。 PIMTIi広く鴫乳類に存在し、主に脳、

撃丸と赤血球に活性が高い。本酵素は、一部ラセ

ミ化や脱アミド化を起こした老朽化蛋白を正常に

もどし、その蛋白の蓄積を防ぎ、本来の機能蛋白

に修復させる作用を持つ可能性が推定されている。

われわれは、ヒト赤芽球培養細胞、ラット脳や

皐丸に特異的なcDNAの単離同定を行うとともに、

ヒトの老化現象の一種と考えられる白内障患者の

レンズでの本酵素低下も明らかにした。一方、低

線量放射線照射による生体細胞の増殖促進や細胞

寿命の延長(ホルミシス効果)が生じるが、その機序

は明らかではない。本研究では、この機序に老朽

化蛋白を正常蛋白に修復させると推定されるPIMT

が関与する可能性を検討するために、放射線照射

線維芽細胞での本酵素の遺伝子発現を検討した。

ラット骨格筋から線維芽細胞を遊離増殖させ、

培養線維芽細胞に3段階の線量照射(25，50， 

75cGy)を行い、照射後の本酵素遺伝子の発現を比

較した。各群1μgのtotalRNAから、逆転写を行い

cDNAを作成しPCRの鋳型とした。使用したプライ

マーセットは2種類で、 cDNA上の5'部分と中央部

の2箇所に相当する。各cDNAをPCR培幅しゲル電

気泳動後、エチジウムブロマイド染色とサザンプ

ロット分析を行った。照射後l臼自では、照射群

(25， 50， 75cGy)と対照群(OcGy)では差は認められ

なかった。照射後3日自には、 50cGyと75cGy照射

群で、それぞれ約1.5倍と約2倍に増加していた。 5

日目には、 50cGyでは対照群レベルに復したが、

75cGy照射では依然約1.5倍の増加を示した。なお、

いずれの時期にもs-actin遺伝子は、ほぽ一定量発

現されていた。この結果から、放射線照射によっ

て本酵素の遺伝子発現が誘導される事が明らかに

なり、ホルミシス効果に本酵素が関連している可

能性が想定された。

178 2P 2001 

ELマウスの神経栄養因子 (NGF)について

木岡哲郎、撫井弘二、山上築

(大阪市立大学神経精神医学教室)

神経栄養因子は、 NGF、BDNF、NT・3など
ファミリー蛋白質をなしており、神経障害に

おける神経組織の再生、修復に関与している

と考えられている o NGFは、脳においては、
主に海馬、新皮質のコリン作動性ニューロン

に存在している。今までに、キンドリングや

カイニン酸投与による痘撃発作に続く神経栄

養因子の一過性の増加が報告されているが、

今回は、人の側頭葉てんかんのモデル動物で

あるELマウスの固有の痘撃発作によるNGF
量の変化、抗NGF抗体の大槽内投与の効果を
検討した。

(方法)
ELマウスは4週齢より週1回の放り上げ刺激を
加え、痘撃発作を惹き起こしたものをEL(s)
として、刺激を加えず痘撃履歴のないものを

EL(ns)とした。対照には母系であるddYマウ
スをイ吏用した。

100日齢のELマウスを発作前と発作直後、
0ム 1、lム 2、3、24時間後に断頭し、脳か
ら皮質、海馬、中隔野、小脳を含む7部位を
取り出し、サンドイツチ酵素抗体法によって

定量を行った。

また、 4週齢より、週l回の放り上げ刺激後
にuedaらの方法に従って、大槽内に抗NGF抗
体を投与した。

(結果と考察)
ELマウスの痘撃発作によって海馬でl、2、3
時間後、 45%、57%、59%と増加し、 24時間
後には発作前の量にもとマった。大脳皮質で

は、 2、3時間後に50%、55%と増加し、 24時
間後には発作前のレベルとなった。外部の刺

激だけでなく、遺伝的なてんかん発作でも同

様にNGF量が増加することが明らかとなり、
発作に伴うシナプスの可塑的変化や再構築に

関与する可能性が考えられる。また、抗NGF
抗体を投与した群は、対照の正常血清投与群
に比較して強直発作をおこす週齢が16.6週と
なり、有意に延長した。これらの結果は、

NGFが撞撃準備性になんらかの関連があるこ
とを示唆した。
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不死化アストロサイトにおけるグリア細胞

成長因子 (GMF)mRNA発現調節機構
森川将行は、小久保稔1、藤田佳織1、

山本愛美1、 浅井清文1、岸本年史へ

力政藤 泰治 e名市大・医・分子医研・生体制御、
z奈良医大・精神医学)

グリア細胞成長因子 (gIiamaturation factor;GMF) 

は、 1972年、Limらによってプタ脳抽出液よりrat

gIiobIastの形態分化を誘導する因子として発見され

た。そのf麦、この図子はアストロサイトのみならず、
シュワン細胞やニューロン、題第細胞などにもそれ

ぞれ特徴的な作用を有することが報告されてきた。

最近ではリン酸化されたGMFが、 MAPkinaseのう

ち特に ERKl氾RK2の活性を抑制することが報告さ

れ、新たな展開が生じてきている。現在までラット、

ウシ、ヒトの GMF-scDNAがクローニングされて

いるが、 GMFの発現誘導については、まだよく知

られていない。今回、 SV40large T-antigenにより不

死化したアストロサイトを用いて、各種刺激薬によ

るGMFmRNAの発現誘導を調べた。

アストロサイトは、 WIsterrat (E 17)の大脳皮質よ

りKatoらの方法に従って調製した。 これに simi加

virus 40 large T司加tigenを有する plasmidpSV3・neoを

Iipofection法により仕組sfectし、 geneticinで選択を行

い、いくつかのクローンを得た。その内、形態的に、

タイプ1アストロサイトに似ている細胞を実験に使

用した (以下ACT-57細胞と呼ぶ)。 この細胞を

l00mmpe佐idishに橋種し、 数日後に無血清培地

(N・2supplement含有DMEM)に交換した。そして

各種刺激薬を加え、 6時間後に to凶即~A を抽出し

Northem blotにて評価した。 Phor加1estcr( TPA)は、

GMF mRNAを約2倍増加させたが、 dibutyryl叫cyclic

AMP 、carba∞l、そしてhydrωortiωneは、影響を与
えなかった。その他の神経伝達物質においては、

GABAで1.7倍、 isoproterenolで1.5倍の場加を認め、

わずかながら増加の傾向が、 L-glutamicacidで認め

られた。刺激薬によるACT幽57の形態上の変化は、

TPAにおいて著明に認められた。 この不死化アス

トロサイト ACT-57細胞での結呆から、特殊な細胞

条件下ではあるが、 GMFmRNAの発現誘導が、い

くつかの物質の外部からの刺激によって影響を受け

ていることが示された。 そしてGMFも他の神経栄

養因子と同様に、 ニューロンとアストロサイトと

の相互作用に関与していることが予想された。
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ラット脊髄後根神経節細胞におけるサプ

スタンスP生合成に対する神経成長因子

およびインターロイキンの効果

井上敦子、生駒弘造、森岡徳光、秀和泉、仲田

義啓(広島大・医・総合薬・薬効解析)

サプスタンスP合有一次知覚神経細胞は、サプ

スタンスPを生合成、遊離し、痛覚伝達に関与し

ている。今回、ラット脊髄後根神経節培養細胞の

サブスタンスP生合成について、 3種のニューロト

ロフィン (NGF、BDNF、NT-3) どインターロ

イキンlβ(IL-lβ)の効果を検討した。

Wistar系雄性成熟ラットより脊髄後根神経節初

代培養細胞を作成した e サブスタンスP量をラジ

オイムノアッセイ、サプスタンスP前駆体mRNA

をリボヌクレアーゼプロテクションアッセイで測

定した。

NGF~ド存在下、細胞内サプスタンスP量は培養

日数経過につれて減少した。培養5日の細胞内サ

ブスタンスP量と前駆体mRNAは、 NGF添加によ

り増加したが、 BDNF、NT・3 (各50ng!mJ)添加

によっては対照と比ベて変化しなかった。 NGF

50ng!rru存在下、 IL-lβlOng!mlを加えると、細胞

内サプスタンスP合量は、投与後24時開で、は減少

したが、投与後5日では無処置細胞に比ベ有意に

増加した。サプスタンスP前駆体mRNA量を測定

した結果、 IL-lβ10ng!ml投与5日で有意なmRNA

最の増加が観察された。

以上の結果より、脊髄後根神経節のサプスタン

スP合有培養細胞において、サプスタンスP生合成

はニューロトロフィンのなかでNGFにより特異的

に調節されていることが示唆された。また、脊髄

後松神緩細胞において、 IL・1β は転写を促進する

ことによりサプスタンスP生合成を促進すること

が示峻され、とれが炎症憾の痛覚過敏のメカニズ

ムに関わっている可能性が想像される。
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小脳頼粒細胞の移動速度に対する

神経栄養因子NT-3，BDNFの効果
田中聡ー*，料，関野祐子*

林謙介キ，白尾智明*

( *群馬大学医学部行動分析学，

**同神経内科)

生後初期の小脳頼粒細胞は、神経栄養因子

のNT-3およびBDNFの両者に対する反応性

をもち、また、それぞれのレセプターである

TrkBおよびtTrkCの両者を発現することが知

られている。そして近年、両者の優位性がと

の時期に変化することも明らかにされてい

る。発生期にみられる細胞移動にこれらの神

経栄養因子が及ぼす効果を解明する目的で小

脳頼粒細胞の凝集塊培養を用いて検討した。

生後2日齢ラットの小脳より頼粒細胞を単

離し、血清添加培地内で12時間培養して凝

集塊を形成させ、ラミニン塗布カパースリッ

プ上にまいた後、 20ng/mlのBDNFあるい

はNT-3を加えた培地内で36時間培養した。

細胞の移動の様子はタイムラプスビデオ顕微

鏡を用いて2分間隔でビデオディスクレコー

ダーに記録し、 0、12、24、30、35hの移動

速度をそれぞれ算出した。

各群とも12時間までは約60μm/hの速度で

移動し、 24時間の時点から移動速度を落と

していくタイムコースをとった。しかしなが

ら、この24時間の時点での移動速度はコン

トロール群、 BDNF群、 NT-3群でそれぞれ

44μm/h、49μm/h、17μm/hとNT-3群で

有意に低下を示した。

小脳頼粒細胞の移動は神経栄養因子により

調節されている可能性があり、今回NT-3が

移動速度を低下させることを明らかにした。

182 2P 2005 

マウスマクロファージにおけるニューロト

ロフィンの発現

浅見俊雄、新田淳美、古川昭栄

(岐阜薬科大学分子生物学教室)

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ー3(NT-3)はニュー

ロトロフィンファミリーに属する神経栄養因子であ

り、特定の中枢および末梢神経細胞の分化や生存、

機能維持に重要な役割を担っている。また神経系の

損傷修復や神経再生にも関与すると考えられている

が、直接これを証明する詳細な検討は行われていな

い。そこで我々はラット脳に凍結損傷を加え経時的

にBDNF、NT-3タンパク質の発現を調べたところ

損傷部位とその周囲に多数のマクロファージが出現

しBDNFやNT-3を発現しているととを見い出した。

そこで本研究ではこの現象を詳細に検討するととも

にマウス腹腔由来マクロファージを培養しこれを用

いてニューロトロフィンの産生を詳細に検討した。

ペントパルピタール麻酔下の雄性ddYマウス (5

適齢)腹腔から採取したマクロファージを 1x 
106cells/aiの密度で24時間培養し器壁に付着させ

たのち実験に使用した。ほぼすべての細胞が抗

Macl抗体に対して陽性を示すことから純粋なマク

ロファージからなる細胞集団であることカ叩l現した。
BDNF、NT-3にそれぞれ特異的な抗ペプチド抗体

を用いて免疫染色を行ったところ大部分の細胞がい

す抗の抗イ本でも陽性であった。またRT一民R法によっ

てrnRNAの発現も確認された。一方、 LPS

(500ng/mので24時間刺激するとマクロファージ

の増殖が観察され、 BDNF、NT-3免疫活性強度が

低下した。一部の細胞は全く免疫活性を示さなかっ

た。

ラット脳の瀬古損傭院ではほとんどのマクロファー

ジに損傷 1日後にBDNFやNT-3の免疫交叉活性が

観察されるが、傷害7日後には免疫交互性を示さな

し細胞が出現するととを我々は最近見い出している。

培養マクロファージを用いた本研究の結果は、とれ

らのinvivoでの結果と一致している。

以上の結果から免疫応答細胞であるマクロファー

ジがBDNF及びm-3を発現していること、及び神
経が傷害を受けたときに何らかの発現調節機構が存

在する可能性が示唆された。現在マクロファージに

おける合成、調節機構について詳細な検討を行って

いるのでこれらの結果もあわせて報告する。
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神経伝達物質による培養アストロサイト

細胞内aFGF量の調節
絹川秀樹、新田淳美、古川!昭栄

(岐阜薬科大学分子生物学教室)

酸性繊維芽細胞成長因子 (acldicflbroblast 

growth factor : aFGF)は種々の培養中継ニュー

ロンに対して神経栄養因子効果を示すことが知ら

れている。主に神経系に分布しており、海馬のシ

ナプス伝達効懸の長期増強を誘導するととから脳

の可塑性に関与する可能性もある。しかし生理作

用の研究に比べaFGFの産生部位、産生調節機構

に関する研究はほとんどなされていないのが現状

である。そこで本研究では酵素免疫測定法

(emyme Irnmunoass8Y : EIA)を用いて培養ア

ストロサイトにおけるaFGFの産生とその調節に

ついて検討した。

アストロサイトは胎生21日齢ラット脳をトリ

プシンで分散後10%牛胎児血清を含む培養液で培

養した。飽和に達した後、新しいシャーレに

104，白11s/αdの密度でまき直し、さらに2日間培

養後実験に使用した。神経伝達物質を溶解した培

養液に置き換え24時間培養した後、細胞を2%牛

血清アルブミン、 80凶1its/mlのアプロチニンを

含むO.lMTrls-HCl buffer (pH 7.6)に懸濁し、

超音波破砕、遠心分離後の上清をETAに供した。

aFGFは別の方法で培養したニューロン中にも

検出されたが、細胞あたりの含量はアストロサイ

トの方が高かった。アストロサイト中のaFGF量

はセロトニンまたはGABA (1~100μM) の添加

により顕著に減少したが、カルパコールでは変化

しなかった。とのことから培養アストロサイトの

♂GF:産生は特定の神経伝達物質による調節を受

けると考えられた。すでに我々は成熟ラット脳で

はアストロサイトではなくニューロンがaFGF産

生の主体であるととを明かにしており叱脳の発

達に伴う神経由路網の形成、ひいてはそとから遊

離される神経伝達物質がアストロサイトによる

aFGF:産生を抑制する機構の存在が示唆された。

他の神経伝達物質による効果、細胞堵殖とaFGF

産生の関連についても検討中でありその結果もあ

わせて報告する。

1) Ishlkawa R.， Nlshlkorl K.， Funtkawa S.， J. 

Neurochem.，56，836-841 (1991) 
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抗精神病薬によって誘導される脳内

NGF(Nerve Growth Factor) mRNA 
尾崎宜洋、勝元栄一、原因智行、

撫井弘二、山上条

(大阪市立大学医学部神経精神医学教室)

我々は、抗精神病薬の投与によってマウス脳内に、

FosおよびJun関連蛋白質の誘導に引き続いて AP・1

DNA binding activityが高まることを既に報告した。

そこで今回は、 AP・1・DNA結合配列を有する遺伝子

の中で、神経栄養因子の一つである NGFの誘導につ

いてinsitu hybridizationによって検討を加えたので

報告する。

抗精神病薬 Haloperidol但PD，1mg/kg)、や)-

S叫piride(SP，20mglkg)および選択的 DopamineD1 

antago凶stSCH23390(lmg/kg)をそれぞれddYマウ

スの腹腔内に注射し、 2時間後に直ちに脳を摘出し、

凍結した後、 12μmの脳切片を作成し、 4%

paraformaldehyde-O.lM phosphate buffer(pH 7.4)で

回定し、実験に供した。 NGFcRNAprobeは、マウス

NGFcDNAのexon1の部分を RT・PCRによって作成

し、 pBluescriptSK(うに挿入後、 digoxigenin・UTPを

用いてラベリングしたものを使用した。Hybridization

後、発色は nitrobluetetrazolium塩および 5・bromo・

4・chloro-3-indolylphosphateを含む基質で行った。

HPDおよびSP投与したものは、海馬、梨状葉、扇

桃核、線条体、側坐核および側脳室中隔核において、

3% acetic acidを投与した対照群と比較すると、 NGF

mRNAの発現は有意に増加した。他方、 SCH23390

の投与では、対照群と比較して有意差はなかった。

我々が既に報告したc-fosおよび。junmRNAに関す

るRNaseprotection assay、insitu hybridizationの

結果およびFosおよぴIJun関連蛋白質に関する免疫

組織学の結果を考え合わせると、 HPDおよびSPの投

与によって、投与30分後にcゐsおよびc-junmRNA 

が海馬、梨状葉、扇桃核、線条体、倶ij坐核およぴ側脳

室中隔核において対照群と比べて有意に増加し、それ

に引き続き 2時間後にこれらの部位でFosおよびJun

が有意に増加し、 AP・1DNA binding activityが高まり、

NGF mRNAの誘導がなされたのではないかと推測さ

れる。また、発攻部位が辺縁系を含んでいることから、

抗精神病薬の作用のーっとして NGFの発現を介した

神経機能の安定と修復、精神症状の安定化に何らかの

相関があるのではないかと予測される。
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培養交感神経細胞における Nτ3および GDNF

応答性の調節

松岡一郎，小林三和子，百angSiong Heng，栗原堅三

(北海道大学薬学部薬剤学講座)

上頚神経節の交感神経細胞 (SCGニューロン)は，

成熟時においては TrkA受容体を発現し，そのリガン

ドである神経成長因子 (NGF)に依存して生存する。

しかし， SCGニューロンの発達過程においては.TrkA 

の発現に先立って.TrkC受容体や c-ret受容体が発現

しており，それらのリガンドであるニューロトロフィ

ンー 3 (NT3) やグリア細胞株由来神経栄養因子

(GDNF)は発達過程の SCGニユ}ロンの生存や機

能分化に作用していると考られる。そこで本研究では，

ラット胎児 SCGニユ}ロンを用いて，種々の分化因

子による， NT3および GDNF応答性の調節機構を明

らかにすることを目的とした。

胎生 17日目のラット胎児より得られた SCGニユ

ーロンを無血清培地を用いて培養した。種々の神経栄

養因子あるいは分化因子存在下で4日間培養した後の

生存神経細胞数を培養開始時の生細胞数に対して計測

すると共に.RNAを抽出してTrkC，cぷ.et， GDNFRαの

発現レベJレを RT-PCR法により調べた。

すでに報告したように骨形成因子(B1伊2)は，TrkC-

mRNAの発現を誘導して NT3存在下での SCGニユー

ロンの生存を増大させ(38%→69%)，さらにレチノイ

ン酸 (RA)はこのBMPの効果を増強する。一方GDNF

は単独で， BMPIRAと河程度に TrkC-mRNAの発現を

誘導し， NT3依存的な生存を増大させた(→ 80%)。

ニューロトロブイン (NGFまたは NT3)非存在下

での GDNFによる生存維持効果は低かった (7%)。し

かし， RAは， GDNFに対するリガンド認識受容体で

ある GDNFRaのmRNAを誘導するとともに， GDNF 

依存的な生存を促進した{→ 42%)。一方， BMP2は，

RAのこの作用をさらに増強させた(→ 86%)。これ

らの結果は，神経栄養因子応答性の獲得過程にある発

達期の SCGニューロンにおいて，神経栄養因子受容

体の発現調節には複数の経路があることを示している。

186 lB MS3-2 2008 

培養ラッ揃脳基底野コリン作動性ニューロン

に対するBDNF民間Fの相乗作用
橋本有佳、阿比留康弘、沼川忠広、畠中寛

(大阪大学蛋白質研究所生合成部門)

脳神経系では多様な神経栄養因子が発現してお

り、これらの因子はニューロンに対して相互作用し

ている可能性が考えられる。我々は培養ラット前脳

基底野コリン作動性ニューロンを用い、種々の神経

栄養因子の作用について解析を行ってきた。今回、

脳由来神経栄養因子(BDNF)の生存維持・分化誘導

作用に対する、毛様体由来神経栄養因子(CN官)の増

強作用を明らかにしたので報告する。

生後 9-11日齢のラットを既報に従って初代培養

し、シ5X 10' cells/cm'で、ポリエチレンイミンでコ

ート、又はアストロサイトを単層培養した 48wellプ

レート(0.65cm')上に分散培養した。培養翌日に、培

地交換と同時に栄養因子を適量添加し、 3-6日培養

後にアセチルコリン合成酵素(ChAn陽性細胞数、又
はChAT活性の測定を行った。

その結果、 BDNFによって無添加群の約 6倍に上

昇する ChAT陽性細胞数は、 CNTFを同時添加する

ことによって約 11倍へと生存が増強された。一方、

CN百単独では叡著な栄養因子作用を示さなかっ

た。同様に、 ChAT活性では CN官同時添加によっ

てBDNFの効果が約 3倍から約 8倍へと上昇するこ

とが確認できた。抗 MAP抗体を用いて染色される

全ニューロン数においても CNTFによる増強作用が

観察された。しかし、その作用はコリン作動性ニユ

ーロンに対してみられる程、強い効果ではなかった。

また、以上のような BDNFを用いて観察される

CNTFの増強作用は、 NGF、N下4β においても同様

であった。

増強作用を引き起こす分子誘導機構として、 Tr回

の発現上昇が CNTFによって引き起こされている可

能性が考えられる。そこでもkB発現ニューロンの

割合を、抗 MAP2抗体、抗 TrkB抗体による二重染

色で解析した。無添加群および BDNF、CN百添加

群全てにおいて約 80%の細胞がTrkB陽性を示し、

CN官による発現誘導は認められなかった。

以上の結果より、 cr官官によるニユ}ロトロフイ
ン作用の増強は、レセプター下流の細胞内シグナル

に作用点を持っている可能性も考えられる。
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神経芽細胞腫における GDNF受容体シグ

ナル伝達

近藤和博、菱木知郎、高田尚幸、磯貝恵理子、

二村好憲、崎山樹、中川原章(千葉県がんセンター

研究局生化研究部)

グリア細胞由来神経栄養因子(GDNF)はド}パミ
ン作動性ニューロンの生育を維持する神経栄養因子

である。最近、 GDNF受容体がGDNFR・αと
c-RETよりなる複合体であることが判明した。

c-阻 TのC末端はスプライシングにより少なくと

も3種類の異なるアイソフォームが存在することが

知られている。受容体を形成するもう一方の蛋白質

もGDNFR-α だけではないことがすでに報告されて
いる。われわれはGDNFが神経芽細胞腹細胞株に

おいて神経突起の伸展を引き起こすことを見い出し

たので、レセプター複合体とシグナル伝達について

解析をおこなった。

GDNF は神経芽細胞腫細胞株SMS-KCNにおい
て神経突起の伸展を引き起こした。この細胞におい

てc-RETはGDNFにより 2分以内に自己リン酸化

され、 10ng/ml GDNFでリン酸化の程度は最大限と

なった。 Shc、PLCylはc-RETの活性化と共にチロ
シン残基がリン酸化され、シグナル伝達に関与して

いる可能性が示唆された。

GDNFに対する反応性とレセプター複合体を形成
している分子の発涜について検討したところ、

SMS-KCNを含め反応する細胞はいずれも c-RETと

GDNFR-α もしくはTrnR2を発現していることが明
らかとなった。しかしながら、レセプター複合体を

形成していると思われるのにGDNFに対する反応性
が見られない細胞も存在した。

c-RETのC末端はスプライシングによりアイソ

フォームが存在することが知られているが、その機

能的な差については明らかになっていない。現在、

c-阻 Tを発現していなし、神経芽細胞臆細胞株である

CHP134にc-RETを強制発現させ、 GDNFによって
どのようなシグナル治宣伝えられているか、アイソフオ}

ム問の違いについて検討を行なっている。
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カイニン酸投与による脳由来神経栄養因子

のラット脳における動態

仙波りつ子、竹内郁夫、伊東秀記、加藤兼房

(愛知県コロニー・発達障害研究所)

神経細胞の損傷に伴うニューロトロフィンの動態

を調べるため、けいれん誘発物質であるカイニン酸

を投与したラットの脳由来神経栄養因子(BDNF)の

脳内変化を調べ、神経成長因子制GF)およびニュー

ロトロフィンー3別T・3)の変化と比較した。

生後33日齢のSDラット腹空内に、 10mgJkg体重の

カイニン酸を投与し、 8箇所の脳部位を調製した。

対照群にはPBSを投与した。 NGF，BDNFおよびNT・

3のタンパク量は、それぞれの高感度酵素免疫測定

系により測定した。 BDNF発現の量的変化と局在

は、ウエスターンプロット、ノーザンプロットおよ

び免疫組織化学的検索により調べた。

BDNFプロテインの上昇は、カイニン酸投与によ

って産態発作を起こした個体において12-24時間後

に最大となり、喫球で約16倍 (8.2ng!g質重量)、海

馬で約10倍 (61.6ng!g)および梨状葉皮質(喫内皮

質を含む)で約10倍(19.5ng!g)であった。一方、

中隔野、総条体、視床下部および大脳皮質のBDNF

プロテインは、 2-4倍に増加していたが、小脳では

全く変化がなかった。海馬のNGFプロテインはカイ

ニン般投与48時間以降に上昇し、 NT-3プロテインは

24時間後に減少していた。カイニン酸投与ラットの

嘆球、海馬および梨状葉皮質では、 14kDaのBDNF

プロテインが上昇していた。また、 BDNFmRNAも

海馬で上昇した。一方、、カイニン酸投与による

BDNFプロテインの免疫組織化学的染色の増強は、

海馬歯状回の多形細胞層や分子層および錐体細胞層

(CA3-CA4)の放射鰍闘に観漆された。

海馬のBDNFプロテインの急激な上昇の意義は、

現在のところ明らかではないが、 NT-3の減少は、

NT-3プロテインの局在するCA3-CA4の錐体細胞が

カイニン酸によって損傷を受けるためと思われる。

一方、 NGFプロテインの増加は神経細胞の損傷に伴

って増加するミクログリアよる産生が活性化された

結果と考えられ、脳の修復過程に関与するものと思

われる。
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ラット培養大脳皮質神経細胞における

HGFシグナル伝達経路の解析

町出 充， 中村泰子， 高坂新一

(国立精神・神経センター 神経研究所

代謝研究部)

肝細胞増殖因子 (HGF)は中枢神経系の細胞種

を含む様々な細胞や組織に対し、増殖悶子、分化

国子、走化性誘導因子としての活性を有している。

即ちPleio位'opicfactorであるHGFの多様な作用の発

現に関しては、受容体であるc-Met下流のシグナ

ル伝達分子の細胞種特異的制御機構を考慮する必

要がある。そとでラット胎仔より調製した培養大

脳皮質神経細を用いてHGFによる細胞内シグナル

伝達経路について詳細な検討を行った。

その結果、 HGF刺激前の培養大脳皮質神経細胞

においてはcPKCに属するPKCαとPKCy，nPKC 

に属するPKCε 及びaPKCに属するPKCλの4分

子種が発現していたが、それらの内、 HGFのシグ

ナル伝達に関与していたのはPKCαPKCy，

PKCeの3分子種であることが却材troリン酸化反

応と細胞膜移行性から確認された。さらに、これ

らPKC分子種の活性化は上流のシグナル伝達分子

であるPLCylのリン酸化に対応していた。ただし

このときPKC;Uこ対するシグナル伝達分子である

PI3-kinぉeのリン酸化は認められなかった。

以上の結果から、中枢神経系におけるHGFの細

胞種特異的生理作用にはこれらPKC分子種の選択

的活性化が重要であることが示唆された。

190 lP 1011 

頭部外傷ラットにおけるプロサボシンの

空間認知障害および組織学的変化に対す

る効果

保住功l、平岩雅男3、犬塚貴l、

米間有一郎2、秋山克彦2、回中 隆一2、

菊川公紀I、中野亮一l、辻省次I、

J.S.O・Brien3

(1、新潟大学脳研究所神経内科)

(2、新潟大学脳研究所脳神経外科)

(3、カリフォルニア大学サンデイエゴ校

神経科学)

プロサボシンはスフィンゴ脂質アクチペーターー

蛋白質(サボシン)の前駆体蛋白で、神経栄養因子

作用があることが認められている。今回、両側大

脳皮質および海馬を切断した頭部外傷ラットで、

モリスの水迷路試験および組織学的検索を行い、

プロサボシンの効果を検討した。

頭部外傷ラットの外傷部位に術後プロサポシン

を240ng、3日間投与した。対照として皮膚切開の

み行った偽手術ラット、プロサボシンの代わりに

PBSを投与したラットを用いた。 3週後に水迷路

試験を行い、その後車且~~虫学的検索を行った。水迷

路試験における通過試験の回数はPBS投与ラット

で3，58土1.92回、偽手術ラットで6.00土1.91問、

プロサボシン投与ラットで5.43土1.40固と有意な

改善を認めた。また組織学的にもプロサボシン

投与群では外傷後の空洞形成が小さいなど組織学

的改善も認められた。

プロサボシンは頭部外傷ラットに投与し、空間

認知機能改善および組織学的改善が認められた。

プロサボシンは脳虚血、坐骨神経傷害にもその効

果が認めれており、今後ALSなど神経変性疾患モ

デルでもその治療効果が検討されるべきものと恩

われる。またこのモデルを使ってプロサボシンの

生体内での詳細な作用機序を解明できるものと考

えられる。
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プロサポシンーレセプターの特徴とその

精製

近藤啓次¥伊賀瀬圭二2、小谷泰教l、

佐野輝愛媛大学医学部神経精神医学教

室1、脳神経外科学教室Z)

サボシンA，B，C，Dは各種のリソゾーム水解酵

素を活性化する分子量約 1万程度の糖蛋白質であ

る。プロサポシンはこれら4種のサボシンをドメ

インとして持つ前駆体蛋白質である。プロサボシ

ンは多くの分泌液中へと分泌され、特に脳脊髄液

中に多く存在している。ラット脳においては、そ

のほとんどが前駆体プロサボシンの形で存在し、

ある種の神経核及びその神経路に存在している。

近年、我々はプロサボシンがinvivoにおいて虚

血性神経細胞死を抑制するとと、坐骨神経切除後

の再生を促進すること、倍養海馬神経細胞におい

て突起進展を促進し、その細胞死を抑制すること

を明らかにした。さらに、この神経栄養因子活性

がプロサボシンのサボシンCドメインのアミノ末

端側に限局することを実証してきた。さて、細胞

外に分泌されたプロサボシンは、そのレセプター

を介して、栄養因子活性が発現すると考えられる。

そとで、我々はプロサボシンレセプターを精製、

クローニングすることを目的として研究を進めて

いる。今回我々は、 BlAcoreシステムをもちいて

プロサボシンレセプターの特性について検討した

ので報告する。 BlAcor，巴システムでは、表面プラ

ズモン効果を利用し分子間相互作用を解析する。

実験は、リコンビナントーマウスサボシンCをリ

ガンドとしてセンサーチップ上に固定し、ラット

脳膜函分をTw巴巴n20によって処理したサンプル

をアナライトとして分析に用いた。

trypsinまたはchymotrypsin処理を行った、

E菜園分では、センサーチップへの結合は観察され
なった。これら酵素の阻害剤を同時に添加すると、

結合が観察された。膜画分に、過量のリコンビナ

ントーマウスサボシンCを加えると、濃度依存性に

センサーチップへの結合が低下した。各種の可溶

化剤(百Nittergent3-14，τ'riton X-100， CHAPS， 
示問巴n20)を用いてリセプターの可溶化の条件を

検討した。ラット脳一膜画分可溶化分画からプロサ

ボシンレセプターの Kd値を求め、アフィニティー

カラムを使用してレセプターの精製を試みた。
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肝由来神経活性化因子による神経細胞死抑制
堀江秀典ヘ酒井偉久子*、門屋手IJ彦**、稲垣好昌脅台

、野沢りさ*台

(横浜市大・医・生理ヘキリンビール医薬探索研究

所**)

肝由来神経活性化因子(LDNA)は、成熟ラットの神

経線維束を伴う脊髄後根神経節(DRG)の神経線維束切

断端からの神経突起再生を促進し、その生存維持効果

を示した。この事実はLDNAに神経節内の神経節細胞

の生存維持作用もあるととを示唆している。今回

LDNAのとの神経細胞死抑制作用について検討した。

9-10週令のラットより神経線維東を伴ったDRGを

摘出し、コラーゲンゲル内に包埋し、無血清培養液地

腕培養した。 LDNAとしては肝細胞培養上清を限外澱

過膜、ゲル滅過法で分離後の活性分画(10KD-

2OKD)を用いた。ラットから締出直後の培養前(0日

目)のDRG、士吉養後3日目と6日目のDRGをそれぞ

れ取り出しコンパウンド中に入れてから液体窒索中で

急速凍結する。凍結試料はクリオスタットで10ミクロ
ン切片とし、 100ミクロンごとの隣り合う切片をそれ

ぞれNissl， Giemsa染色した。神経細胞数の計測はl

つのDRGサンプルに対し100ミクロンごとの全

Giemsa染色切片についておとなった。

0日目、 3日目、 6日日のそれぞれの切片をNissl染色

し、隣り合う切片をGiemsa染色した。各切片でNissl

陽性の神経細胞は、 Giemsa染色でも青紫に染色され

Nissl body陽性神経細胞は雨染色で一致していた。

Gi巴msa染色は同時に神経節内の変性した神経細胞も

Eosinで染色した。 Giemsa染色により切片中の全神

経細胞を染め出すことが出来た。この染色法を用いて

培養3臼目、 6日目のDRG中の全神経細胞数に対する

Nissl陽性細胞数の割合を求めた。 3日日のコントロー

ルではNissl陽性細胞数の平均値は400.5+40.5で全神

経細胞数の平均値は953.5+65.5であった。 Nissl陽性

細胞数/全細胞数は.41.8+2.7%(n=4)であった。一方

LDNAを作用させた群ではNissl陽性細胞数の平均値

455.0+0.0、全神経細胞数の平均値908.5+57.5でそ

の相対値の平均値は50.2+3.1%(n=2)であった。 6日

目のコントロールでは277.2+12.3， 939.3+40.6でそ

の相対値の平均値は29.5+0.8%(n=8)であった。

LDNAを作用させた群では413.2十36.9，954.2十26.9で

その相対値は43.1+2.9%(n=4)であった。以上の

結果よりLDNAには培養後のDRGの神経線維切断端

からの神経再生促進と再生神経突起の生存維持作用だ

けでなく神経節内の神経細胞の細胞死の抑制効果のあ

るととも判明した。
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神経芽細胞腫培養株におけるレチノイン酸

による細胞死の誘導と GDNF，NTN-RET
シグナルを介した細胞死抑制機構の解析
高田尚幸、磯貝恵理子、菱木知郎、近藤和博、
中川原章

{千葉県がんセンタ一生化学研究部)

神経芽細胞腫は代表的な小児悪性腫療の一つであり、

高頻度に自然退絡や分化を起こすことが知られている.

我々は前回の報告で GDNF(glial cell line-derived 

neurotrophic factor)が神経芽細胞題の分化を誘導し、

それがレチノイン酸(RA)処理により増強されることを示

した。今回、我々は 19の神経芽細胞腫培養椋を用いて

GDNFおよびNTN'(Neurturin)の効果を調べ、分化と細

胞死のシグナルについて解析した。

19の培養神経芽細胞腫株のうち 16株がRA処理によ

り分化した， GDNFおよびNTN処理ではどちらも同じ

4株が分化し‘両者の効果の聞に差はなかった。この4

株はいずれも、上記神経栄養因子のレセプターである

GDNFR-aIREτ'LlまたはTrnR2/RETL2とc-RETチ
ロシンキナーゼを同時発現していたE

CHP・134株はRAにて典型的な分化をした後、 7日目

で突然細胞死1;::到った.との細胞はGDNFR・αとTrnR2

の両者を発現していたが、 c-RETは発現しておらず、

GDNFやNTN処理により分化しなかった。ところがRA

処理開始後3日目から c-RETの発現が誘導され‘このと

き向時にGDNFまたはNTNを添加するとRAによる致

死効果は新失し細胞は長期間分化した状態で生存した。

RAおよびGDNF、NTN作用下でのGDNFR・αとTrnR2

の下流シグナル系の解析ではc-RETの燐酸化とShcの活

性化がみとめられ、 GDNFおよびNTNによるシグナル

が活性化されていることが示唆された.したがって、

CHP-134ではRAにより c-RETの発現が誘導され、そ

の結果GDNFおよびNTNのシグナルが伝達されるよう

になったものと思われる。このシグナルは RAによる細

胞死を抑制しており、 GDNF，NTN-RETを介するシグナ

ルは細胞分化をもたらすと同時に細胞生存にも関与して

いると考えられた。

194 lP 1015 

ラット神経切断モデルにおける皮下投与

BDNFの保護作用および血中濃度

片山典子、石毛陽子、岸野品祥、小河宏城、擁野徹、

中山智加男、野口浩 (住友製薬総合研究所)

成体ラットの運動神経変性に対するBDNFの保

護効果を調べる目的で、坐骨神経切断あるいは顔面

神経切断による脊髄運動神経細胞と脳幹運動神経

細胞のコリンアセチルトランスフエラーゼ

(ChAT)レベル低下に対する BDNFの効果につ

いて検討を行った。

7週齢のWistarラットの左側坐骨神経あるいは

顔面神経を切断後にBDNFの皮下投与を開始して、

1週間後にChAT免疫活性を調べた。

坐骨神経切断モデルでは隔日に投与を行った(4

図/週)。脊髄運動神経核の一つである RDLNに

おける ChATレペル低下に対して5および20mg 

/kgの投与量では有意な抑制効果を示した。しか

し、 lmglkgの投与量では抑制効果はみられなかっ

た。そしてBDNF最終投与後の血築中濃度は薬効

の強さと相関しており、Cmax値は lmglkgで12.7

nglml、5mglkgでは 110nglmlであった。さらに

神経切断1週間後からBDNFを皮下投与した場合

にも RDLNにおける ChATレベルの低下が抑制さ

れた。

顔面神経切断モデルにおいて 1週間毎日皮下投

与を行うと、同様に5，20 mglkgのBDNFにより

有意なChATレベル低下抑制効果が認められた。

以上のように、障害を受けた運動神経に対する

BDNFの保護的効果は血築中濃度レベルと相関し

て見られることが示された。
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ラット運動神経に対する BDNFの細胞変

性抑制、回復作用および軸索伸展作用

岸野品祥、石毛陽子、告智子、中山智加男

(住友製薬

BDNFの成体動物の運動神経に対する作用に

ついての報告は少ない。本実験では、成体動物に

おける運動神経の細胞死のモデルである神経根

引き抜きモデルを用い、成体運動神経細胞に対す

るBDNFの作用を検討した。

7週令ラットに対し脊髄神経根 L4.L5.L6を引

き抜き除去した後、浸透庄ポンプを用いBDNFあ

るいは PBSを髄腔内に持続的に投与した。BDNF

は 12ug/dayで2週間あるいは4週間投与した。

また、投与を遅らせた場合の作用を検討するため、

2週間 PBS投与し、その後 BDNFを2週間投与

した。さらに、低用量の BDNFについても検討

した。投与終了後、潅流固定し、腰部運動神経核

の RDLNを含む連続切片を Nissl染色、 ChAT免

疫染色、 AChE活性染色し RDLNに含まれる陽

性運動神経細胞体の数をカウントした。その結果、

PBS投与群では、いずれの染色陽性細胞とも顕

著に減少していたのに対し、 BDNFを髄腔内投

与したものは、いずれの用量、染色においても、

陽性細胞体の減少を顕著に抑制していた。また、

BDNF投与群でのみ、前根切断部位において多数

の運動神経線維が観察された。これらより、BDNF

は成体運動神経細胞に対して細胞死抑制作用、神

経伝達物質代謝酵素の低下抑制作用、軸索再伸展

促進作用を持つことが示唆された。さらに、変性

中の運動神経に対して 2週間遅れて投与すると

BDNFは、その後の細胞死の進行を抑えるだけで

なく、酵素レベルを ChAT、AChEとも上昇回復

させていた。これは、傷害を受けた運動神経に対

し、 BDNFは変性に対する保護作用だけでなく変

性からの回復作用を持つことを示唆する。
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ニューロトロフィンによる初代培養中

枢ニューロンからの神経伝達物質放出
沼川忠広、酒井直人¥武井延之ヘ畠中 寛1

大阪大学蛋白質研究所生合成 l 京都工芸繊維大学応

用生物 2

近年、ニューロトロフインカ守ニューロンに対して

分化、生存維持作用のみならずシナプス可塑性に

重要な働きを呆たしている可能性が高まってきて

いる。そこで我々は、記憶・学習に重要である中

枢ニューロンのシすプス可塑性に及ぼすニューロ

トロフインの役割を解析する目的で、特に神経伝

達物質放出に直接関与している可能性について解

析を行ったので報告する。

NGF、BDNF、及び NT-3の作用をラット小脳、大脳

皮質、海馬及び線条体の初代培養ニューロンを用

いて解析を行った。特に、均一なニユーロンが多

量に得られる小脳穎粒細胞を主に用いた o 神経伝

達物質放出測定には、それぞれ9-12日間培養した

ニューロンを用いて、外液である KRH(Hep回目buffer

ed Krebs Ringer solution) を1分または3分で交換する

パッチ法で行った。神経伝達物質としてグルタミ

ン酸に着目し、その定量には、 HPLCおよび蛍光検

出器を併用した。また、蛍光色素F1uo-3AMを用い

た細胞内[Ca"Jiイメージング測定を共焦点レーザー

顕微鏡下で行った。

ニューロトロフイン添加により 1分以内で培養ニユ

ーロンから一過的なグルタミン酸の放出が観察さ

れた。放出は数分で元のレベルに戻り、短時間で

の神経活動に伴う放出に相当すると思われる。

BDNF及び NT-3による放出は Trkレセプターの特

異的阻害剤である K252aで抑えられた。このこと

は BDNF及び NT-3による放出が Trkを介したもので

あることを示唆している。一方で、 NGFの場合に

おいては、 K252aで阻害されず、高濃度でのみ応答

が観察された。小脳頼粒籾胞で TrkAの発現がみら

れないことからも低親和性レセプター P75の関与が

考えられる。これらニユーロトロフインのもつグ

ルタミン酸放出作用の Ca"依存性を解析したところ、

細胞外液からカルシウムを除いてもグルタミン酸

の放出は低下せず、 BAPTA-AMで処理することで放

出が抑えられた。また、宮崎psigarginにより放出が完

全に抑制された。高カリウムによる税分極刺激で

は顕著であった細胞内[Ca"]i上昇は、ニューロトロ

フィンでは有意には観察されなかった。以上の結

果は、ニユーロトロフインのもつ放出作用が通常

の関口放出系とは異なり、細胞内 Ca'・ストアより遊

離する比較的低濃度の Ca'曇に高い依存性を持つ未知

の分泌機構である可能性を示唆している。
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虚血性神経細胞死における低酸素誘導蛋

白ORP150の役割

玉谷実智夫、小)11智、小津健太郎、遠山正嫡

(大阪大・医・第二解剖)

培養グリア細胞において低酸素負荷により誘導

される新規ストレス蛋白ORP15uの虚血脳

における役割について検討した。

ラット中大脳動脈閉塞モデ、ルにおいて免疫組織

化学法(:in situ hybridization法にて ORP150の

発現を調べたところ、虚血中心部の神経細胞に

タンパクおよびmRNAいずれのレベルにおいて

も ORP150の強い発現を認めた。一方、ラット

胎児大脳皮質よりの初代培養神経細胞は低酸素

暴露による ORP150の発現上昇を認、めなかっ

た。 との虚血脳と培養細胞の O貯 150の発現

の差の由来はグリア細胞より分泌される何らか

の因子によるものではないかと考え、培養神経

細胞にラット中大脳動脈閉塞側の大脳半球の抽

出物を加え、 ORP150の発現をWestemblotにて

検討した。この抽出物の添加により 0RP150の

発現はほぼ 10倍に増加し、その増加は TNFαの

中和抗体の同時添加により抑制された。また、

培養神経細胞において百叩αは用量および時間

依存的に ORP150の発現を増加させると共に低

酸素による細胞死を抑制した。他の神経栄養因

子である insu1in-1ikegrow也factor，basic fibrob1ast 

growth factor， nerve growth factorではORP150の

誘導を認めなかったo

以上の結果より神経細胞で誘導される ORP150

は虚血性神経細胞死に対する TNFaの保護作用

に関与することが示唆された。

198 2C MS9-1 1082 

虚血性神経細胞死における Bc1-2e ICEフ
ァミリーの役割

玉谷実智夫小川智小津健太郎遠山正禰

(大阪大学医学部第二解剖)

我々は虚血による神経細胞死のメカニズムを

解析する目的で、ラット大脳皮質の初代指養神

経細胞を用い、低酸素暴露による神経細胞死に

おけるアポトーシスの関与、さらにアポトーシ

スを制御する代表的なタンパクである Bcl-2フ

ァミリーと ICE(Inter1eukin-l s convぽ住宅問符me)

ファミリーの関与につき検討した。

細胞の生存率は培養上清中に遊出したLDHの

活性により算出した。アポトーシスはTUNEL

法、蛍光色素による核染色、アガロースゲ/レに

よる DNA 1adderにより言平価した。また、 Bcl-2

とBaxタンパクレベルをW巴stemb10tにより評

価したoICEファミリーに関してはICEとCPP32

に着目し、これらの活性をそれぞれYVAD-

MCA、DEVD-MCAを基質として測定した。

低酸素負荷により、培養神経細胞は約 12時

間後より核の凝縮、断片化さらにアガロースゲ

/レでDNA1addering pa町mが認められた。 Bax

レベノレは低酸素負荷により変化は認めなかった

が、 Bcl-2レベルは6時間後より低下を認めた。

その後、 12時間後に一過性にICE活性の上昇の

後、 CPP32の活ー性化を認めた。また、 ICE，CPP32

それぞれのインヒピターは低酸素による細胞死

を防いだ。

これらの結果、低酸素により低下したBcl・2が

ICEファミリーのプロテアーゼ、を活性化しアポ

トーシスをひきおこす可能性が示唆された。

また、神経栄養因子である 1GF -1 (Insu1in司like

grow也 facωr~l) と bFGF(basic fibroblast growth 

factor)はこの系において細胞保護作用を示すの

か、また示すのであれば、上記カスケードのど

の部位に作用するかについて検討した。いずれ

の栄養因子も低酸素による細胞死を防いだ。ま

た、低酸素負荷による CPP32の活性化と Bcl-2

レベノレの低下を抑制した。よって、これらの栄

養因子はBcl-2レベノレを維持することにより神

経保護作用を示す可能性が考えられた。
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虚血によるスナネズミの遅発性神経細胞死に
おける caspぉeの関与
氷見敏行、石崎泰樹、室田誠逸

(東京医科歯科大学細胞機能制御学教室)

スナネズミの両側総頚動脈結紫による脳虚血モデル

で鍛察される遅発性神経細胞死は、アポトーシスに類

似した形態変化をとることが知られている。本研究で

は遅発性神経細胞死における c悶P蹴の関与を検討した。

エ』テル麻酔下、スナネズミ (11週齢)の両側総頚

動脈を5分間結繋し、虚血負荷を加えた。血流再開通

の直後、又は、 12時間後から、細胞膜透過性で不可逆

的な四sp田e阻害剤b四zyloxyc町bonyl-必p-dichlorobenzene

(zD)を投与した。いずれの場合も ZDは12時間ごとに

3回、片側の海馬実質に注入した。

虚血4日後、あるいは8日後に麻酔下、断頭屠殺し、

凍結切片を作製して海馬CA1野の錐体細胞の形態を

検討した。虚血後4日目では、虚血後ただちに投与を

開始した場合、注入側では神経細胞の核凝縮が抑制さ

れたのに対し、薬物投与を虚血後12時間から開始し

た場合、神経細胞の保護効果はほとんど観祭きれなかっ

た。また、虚血後8日自においても、 zD注入側ではほ

とんどの神経細胞が脱落を免れていた。 ZDには、内

在性のインタ}ロイキン転換酵素を阻害する作用が知

られており、従って、 zDの神経細胞保護効果がIL-Is

産生を抑制した結果である可能性が示唆された。そこ

で、孔-1(Jを血流再開通直後から 2時間おきに3図、

海馬実質に投与したところ、 4日自に核凝縮を示す細

胞数は増加したが、 ZDの投与によって核凝縮は抑制

された。

これらの動物を用いて、受動的回避学習を行ったと

ころ、 ZD投与群では、 vehicle投与群に比べて、ステッ

プスルー、ステップダウンのどちらにおいても著しい

成績の改善が見られた。

抗poly-(ADPribose)-polymerase (P組P)抗体を用いた

ウエスタンプロットによって、虚血後4日目の海馬背

側部より PARPの限定分解が検出された。この限定分

解物はzD投与側からは、ほとんど検出きれなかった。

以上の結果より、スナネズミを用いた両側総頚動脈

結繋による脳虚血モデルにおいて、虚血後の早い時期

にcas戸泌が活性化されること、および、 caspaseの抑

制によって神経細胞の脱落が抑制され、機能が維持さ

れることが示唆された。 PARPの限定分解が検出され

たことより、さまざまな casp蹴のうち、 CPP32ない

しCPP32様酵素の関与が特に示唆された。
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虚血性脳ストレスにおける神経細胞保護作
用の分子メカニズム

石岡憲昭へ久原映子へ上野豊い*，IJ、暮太郎*，*** 
(東京慈恵会医科大学*DNA医学研究所分子細胞生
物学研究部門、料整形外科学教室、料*脳外科学教

室)

免疫抑制剤FK506が脳虚血に対して神経細胞の保

護作用を示す。そこで、 FK506結合タンパク質

(FKBP)に注目し、この神経細胞保護作用の分子

メカニズムを明らかにすることを目的として虚血

脳タンパク質群の動態を解析した。

中大脳動脈閉塞モデノレ作製法に従ってウィスタ

ーラット脳に虚血性ストレスを与え、一定時間後

に大脳を摘出した。脳抽出液中のFKBPはPeptiゆト

Prolyl-Isomeras巴(PPIase)活性として、また抗

FKBP12抗体を用いたウエスタンプロット法により

検出した。カルモデュリン (CaM)をりガンドと

したアフィニティカラムを作製し、 FK506存在下、
非存在下で脳抽出液のアフィニテイクロマトグラ

フィを行った。

虚血性ストレスにより脳内PPIas巴の活性が著明

に上昇し、時間経過に伴う減少は見られなかった。

一方、 HSP70も同様に増加したが時間経過に伴い減
少していった。さらにFK506投与により PPIase活性
が明らかに阻害された。 PPIaseはタンパク質のホ

ールデイングに関わる酵素であることから、 HSP70

の分子シャベロン作用と河様な作用を行っている

と考えられたが、以上の結果は、 PPIase(FKBP) 

の作用がHSP70の作用とは異なることを示唆してい

た。
CaM-アフィニティクロマトグラフィにより得ら

れたタンパク質群は疎水性クロマトグラフィによ

り分離した。分離タンパク質のウエスタンプロッ

ティング法による分析の結果、 FK506存在下におい

て分子量(MW)14，000、80，000及び100，000のタンパ

ク質が抗F阻 P12抗体により検出されたロ一方リン

酸化タンパク質の分析によりMW55，000及び78，0∞
のタンパク賓がFK506存在下でリン酸化されていた。
以上の結巣は、免疫抑制弗IjFK506の神経細胞保護
作用にF回 P(PPlas巴)が関与すること、さらに

FK506-PPI aseの複合体が免疫系同様にカルモテ、ユ

リン (CaM)ーカルシニューリン (CaN)系に作用

することが強く示唆された。またCaM-アフイニテ

ィにより得られたリン酸化タンパク質はFK506・

FKBP複合体によるCaNのホスファターゼ活性阻害

の結果とも考えられ、 CaNのターゲ、yトタンパク

質の一つである可能性が示峻された。
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脳虚血による遅発性神経細胞壊死後の海馬
CAl錐体細胞層痕跡におけるアポリポプロ
テインEおよびかamyloid様タンパクの蓄積

石丸裕久 l，石川巧-2，羽賀誠一 3，東海林幹夫4，

大江良秀2，羽賀千恵久高橋章丸山悠司 l

(群馬大学医学部 1神経精神薬理学ツムラ 4神経内

科 2群馬大学生体調節研究所分子調節，東京都精神

医学総合研究所3超微形態 5神経病理)

脳虚血による遅発性神経細胞壊死後の海馬CAl錐

体細胞層痕跡に長期間残存するアポリポプロテイン

E(apoE)免疫反応に着目し，虚血慢性期のs-amyloid

(As)様タンパクの脳内蓄積について検討した。

砂ネズミ(8週齢)の両側総頚動脈を 5分間閉塞
し，血流再開後3ヶ月および6ヶ月日に4%パラホ
ルムアルデヒドにて脳を固定した。 20μmに薄切
後， methenamine-silver(M-S)染色および各種抗体

[anti四apoE，As，βamyloid precursor protein (APP)， 

GFAP antibodies]による免疫組織化学染色(ABC法)を
行った。

虚血後3ヶ月目において，海馬CAl領域全体に
M-S陽性物質が確認され，可溶性Asの存在が示唆さ

れた。 6ヶ月日にはapoEおよびAs免疫反応がCAl錐
体細胞層の痕跡に強く認められた。 apoEは脳内では

主にアストロサイトにより産生されることから，活

性化アストロサイトの分布を調べた。その結果，ア

ストロサイトはこのCAl錐体細胞層の痕跡には存在

しないことが明らかとなり，阿部位には神経細胞も

消失し存在しないことから， apoEおよびAs陽性物

質は細胞外の蓄積物であると考えられた。ま t~ ， こ
の蓄積物はAsの前駆体であるAPPの抗体では認識さ

れないことから，これまでに報告されている脳虚血

後の細胞内に蓄積するAPPとは異なるものと考えら

れた。現段階では，このAs陽性物質がAsそのもの

か，あるいはAs配列を含むAPPのフラグメントであ

るかは不明であるが，アルツハイマー病脳でみられ

る AβapoEcomplex類似の物質である可能性が示唆
された。

近年，ヒトの虚血脳においてもAsの蓄積が報告

され，脳虚血がアルツハイマー病の原因に関与して

いる可能性が示唆されている。本研究は、謡歯類の

脳におけるAs様タンパク蓄積の可能性を示唆する

ものであり、脳虚血モデルはAsおよぴ1apoEの脳内

蓄積機構の研究に有用であると考えられる。

202 lP 1078 

局所脳虚血急J性期における小胞体カルシウム

調節動態

{専法倫久、福内靖男、田中耕太郎、白井俊孝、

永田栄一郎、伊東大介、鈴木重lリj、二木 rr 
(皮膝義盛大学干111経内科、市シオノギ製薬中犯ド11経薬研

究センター)

目的・我々は既に砂ネズミ 6 時間-~別総%!i1g})派結数モデルにおいて、

イノシトール 1，4，5三リン酸(11'，)受容体(R)の1I"結合ijEは、海.¥!i，CAl

領域で有窓に低下することを報告した。今回はラット中大l悩!f!!}JP~Ilf-l

~モデルによる局所IJilíl.it.血l急性JUlにおいて .\5Ca 取り込みíì~及び政

出iiEの立場より小胞体力ルシウム調節動íL~を訓べ、 11'3 結合総や局

ïfr脳血流(IL13F)との関係につき検討したe 方法 Spraguc~Da\V 1りラ

ット 4匹(体重約300g)を用い、先端を poly.L-lysincで処理した口径

3・0 のナイロン糸をお総軍i動脈分岐部より内~ii動脈述位にl句け抑人

し、中大脳動脈起始gllを閉迭した， V1Jt1.%5時IllIのU;1:，~~ï.で ["'Cj

iodoantipyrine法により、 ICBFを測定、その後叫U:ti脳より述続切片を

3組作成したロ l組はそのまま X線フィルムに感光し ICJJFオートラ

ジオグラムを得た。次の 1組の切Jtは、 4nMの ['H]11'，でインキ

ュベートし、Il'3t，古合iiEを示すオートラ νオグラムを作たu絞りの l
t且の切片は、ジギトニンを含むpcrmcahilizalionbutTcrにiO分間つ

け、吋E:22・を含む uptakcbullcrで37"CJ11者1[1)インキュベートし、オ

ートラソオグラムを得た。小E包休からのカルシウi、Jlnl¥を検討する

ために uplakcburr山中にIlちを加えた 削除都析装i~!~で、 ICllF 似、

n九結合畳、円Calfl'.り込み :m、1I'， 1i1)iZ'Áによる 4SCa 政H~抗をl己状核

被殺レベルで同 関心仮域より;とiましたお j占納(l )~U史学n~) ノ fラメ

ータ :1【1lF測定直前の平均illIJ脈圧は 105.0土お.2mmHgであり、 l血液

ガスも正常範囲内にあった。 (2)ICBl'と 11'，結合llt: rli状抜一被殺

において ICBFが20ml/j()()g加h以下の領域(八領域)で [P)結合最は

73.1 :t23.9Imol/mg、90ml!!OOglmin以上の領域(Il領域)では 70.0:t 

2.Grmol/mgであった。大脳皮質でA1ii'il車が61.0工15.3f0101101呂、日係

域が7l.5:t17.3fmol/mgであり、両領域におし、て11ち紘一合能にi査はな

かった。 (3)IClll'と 4SCa取り込み長尾状紘一被殺においてA領域

では 4SCa取り込み最が 133.0士36且pmol/mg、B領域で1;1:23(，.9士

60.7pmol/mgであった。大脳皮FiTではA領域が 122.5土45.<1pmoJ/mg、

H領域が 192.8土23.0pmol/mgであり、ほIltlf;fU或で千LO、に吋CaJ配り込
み設が低下していた。 (4)JCIlFと4SCa放UJftE:lP3刺激による政出能

を同一関心領域の 45Ca取り込み最にすJする政出量の割合で検討し

たが、尾状核一被完全のA領域では19.3:::14.800、日領域て'39.3三 14.700、

大脳皮質のA領域では 17.0:t11.490、B領域で21.1:'"7.400と、足状

絞-1筋交の虚血領土或で有意に政w能が低下していた。結論・ ICllFが
20mVlαJg/mll1以下の成 Ifn官l域では Ca~・ .AI1'asc ii~tl ， l~ よる小ß~!H、へ

のカルシウム取り込みfiEは低下していた。また!毛状抜一被絞で IP1
結合能は保たれていたにもかかわらずlI'，刺激によるCa放出能が障

害されていたことより、同部位のil'，!<機能低Fが示唆されたc
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砂ネズミ 6時間脳虚血モデルにおける小胞体

カルシウム動態について

永田栄一郎、福内靖男、田中耕太郎、白井俊孝、

伊東大介、鈴木重明、停法倫久、二木啓へ

(慶熔義塾大学神経内科、*シオノギ製薬中枢神経

薬研究センター)

脳虚血時のイノシトール1，4，5三リン酸(IP3)受容体

は砂ネズミ 6時間側総頚動脈結染モデルにおい

て虚血{日，1]海馬 CA1領域でのみ IP3結合能が低下す

ることを報告したが、今回は虚血時の小胞体機能を

検討する目的でこのモテツレを用い細胞内小胞体の

カルシウム動態を調べた。砂ネズミを用い、右総頚

動脈を結殺し6時間脳虚血を作成した。結染1時間

後に脳虚血症状を示し、 McGrawのStrokeIndex 

で 6点以上の動物を虚血群として用いた。結索 6

時間後に脳を摘出し、急速凍結後、厚さ 20μmの

脳切片を作成した。ジギトニンを含む

permeabilization bufferに10分間つけ、 45Ca2+を

含むuptakebufferで370C1時間インキュベ←トし、

その後 4
0

C、10分間洗浄して風乾、 LKBフィルム

に感光してオートラジオグラムを得た。小胞体より

カルシウム放出を検討するためにuptakebuffer中

にIP3、カフェイン、 A23187などを加えた。小胞

体への 45Ca2+の取り込みは虚血仰iでも非虚血側と

同様に認められ左右側l間で有意差を認めなかった。

また、カフェイン、 A2318に対するカルシウム放出

能も左右仮IJ問で、有意差を認めなかった。しかし、虚

血側海馬 CA1領域で、のみ IPaカ/レシウム放出反応

が低下していた。この結果より海馬 CA1領域のIPa

受容体機能の低下が明らかとなった。一方、 45Ca2+

の取り込み能は正常なことより Ca2+・ATPase活性

による小胞体へのカルシウム取り込み能は阻害さ

れていかいと考えられた。
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発達期橋核ニューロンにおけるNMDA受
容体マグネシウムイオン阻害効果の変化:

橋海馬支脚神経細胞壊死との関連

三谷章， 片岡喜由

(愛媛大学医学部第一生理)

胎児期(胎生29週以降)から新生児期にかけて

脳循環障害を被った小児では橋核および海馬支脚

に胎児・新生児期特有の中枢ニューロン死橋海馬

支脚神経細胞壊死 (pon土osubicularneuronal 

necrosis， PSN)がしばしば認められ，その後観察

される脳性麻疲や精神発達遅延の原因のひとつと

して考えられている。本研究では， との陪Nの発

生機序を明らかにする目的で，細胞死が生じる神

経締胞に共通して観察される細胞内C瓦?の濃度上

昇を導くことで知られるNMDA受容体の発達的機

能変化を検索した。

1)スライス・パッチクランプ法による橋核

NMDA型グルタミン酸受容体の解析:ヒト在胎15
週一生後8週頃に相当する生後1-30日のラットから

橋核を含む厚さ150μmの脳幹スライス標本を作製

し，橋核ニューロンにホールセル・パッチクラン

プを行い， NMDA型グルタミン酸受容体のM~件感

受性およびCalH-透過性について発達経過を追って

検討した。その結栄，生後2週頃のラット橋核ニュー
ロンにおいてはM~による抑制を受けずにCalH-の
細胞内統入を導くMg軒低感受性のca2i-透過型
NMDA裂グルタミン酸受容体が一時的に多く発現

しているととを示す電流応答が観察された。

2) in vivoでの検討:このMg2+低感受性NMDA

型グルタミン酸受容体の特異的発現が胎児・新生

児橋核のニューロン死溌生の原因と成り得るかど

うかを検討するために，生後2週頃のラット橋核に

NMDAを微量注入した。その結果，生後2週頃の

ラット橋核においては成熟ラットでは顕著な組織

学的変化を発生させない低濃度NMD刈之よってニュー

ロン死が発生した。

以上の結果は，発達期の橋核ニューロンでは

MglH-低感受性のCalH-透過型NMDA受容体が多く発

現している時期があり，との時期に脳虚血・低酸

素症などの脳循環障害が発生し細胞外グルタミン

酸濃度が上昇すると，成熟期には観察されない発

達期特有の中枢ニューロン死が発生する可能性を

示唆している。
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一過性脳虚血後の遅発性神経細胞死に
伴う脳内グリア線維性酸性タンパク
CGFAP)の変動
入谷克己、藤田公和、山内理充、小川和人、

加藤寿章、芳本信子、平田ゆかりに山口幸子、

柴山健三、永田豊

(藤田保健衛生大学医学部生理学教室)

e藤田保健衛生大学医学部法医学教室)

砂ネズミは椎骨動脈の発達が未熟で、両側内

頚動脈の血流遮断により、容易に脳虚血を生じ

させることが出来るので、脳虚血実験にはよく

用いられている。また、アストロサイトは神経

細胞損傷後の神経組織の修復に関与しており、

GFAPはその細胞骨格タンパクとして重要な役割l
を担っている。我々は今回、砂ネズミに10分間
の脳虚血を負荷・再議流を行なった後1.3， 7日目
で麻酔下に断頭し、摘出した脳をGlowinski法で

7部位に分割した。そして神経変性の進行過程に

おけるGFAPの変動について検討した。各分割脳

組織タンパクをSDS-尿素で可溶化し、一次元PA

GEで分離、 PYDF膜上にblotting後、抗GFAP抗体

で染色し、 GFAP陽性ノ〈ンド像の変動を調べた。

脳虚血・蒋濯流後、分画した脳タンパク染色像

は、脳内各部で非虚血脳のタンパク分離像とほ

とんど相違は認められなかった。しかし、 PYDF

膜上に転写してから抗即日抗体を用いて免疫染

色を行うと、 intactGFAPに相当する分子量50

kDaの位置に太い一本のバンドがいずれの脳部位

でも明瞭に検出された。しかし、虚血負荷後再

議流の時間経過が長くなるほど、特に海馬領域

で、 50kDaより低分子の領域にGFAP陽性の数本の

バンド(断片化GFAP)が増加して認められた。

砂ネズミ脳切片の免疫組織化学的検索で、虚血

負荷脳で1ま海馬CA1領域の大型ニューロン層は消
失し、その周辺部に抗GFAP抗体腸性に染色され

た多数の突起をもっアストロサイトの増加が認

められた。

我々は既に、運動ニューロンの選択的変性・

脱落を生ずるALS患者やMndマウス脊髄内でGFAP

分子の断片化が発現することを確認している。

今回脳虚血・再潜流実験後に出現したGFAP分子

断片が、ニューロン変性過程とどのように関与

しているかを追求し、またGFAP分子の断片化を

触媒するタンパク分解酵素カルパイン活性化の

役割についても、現在検討を進めている。

206 lP 1074 

田耕音養標本を用いた海馬神経細胞変性の解析

志谷和紀， 富永恵子， 小倉明彦

(大阪大学大学院理学研究科)

虚血侵襲や低酸素侵襲によって神経細告は変性し

て脱落するが、乙れには侵襲後すぐに変性する即

発性のものと状態回復後しばらくしてから起ごる

遅期金のものの2種類がある。そのうち後者の遅
発性の輯純度性については変性過程を連続的に観

察する方法がなく十分な情報が得られていない。

脳切片培養標本は生体脳に近い神経回路網を保持

しており、連続的な形態観察や他の生理学的・薬

理学的な手法も適用でき細胞死の機構を検討する

上でのすぐれた解析モデル系になると思われる。

本実験は海馬の切片培養標本を用いてグルタミン

酸と低酸素の刺激による細胞変性を民按検討した。

混馬培養繊包は生後8日目の新生仔ラットの海馬

切片を回斡音養し1週間経過したものを用いた。
まず逐次画定した標本を用いて細胞死を調べたと

ごろ、グルタミン酸100μMで1時間暴露また
は窒素港涜による低酸素暴露(空気中酸素濃度の

20-40%)を行ったところ1時間以内の糊包
変性は起ごらなかったが暴露後に正常状態に戻し

一定時間後の細胞変性を調べるとグルタミン酸1
00 μM暴露の場合は3-6時間後に細胞の脱落

が始まり、 24時間後にはCA1領域がかなり欠
損した。低酸素暴露の場合は細胞の脱落は9-1
2時間後に起乙り始め、 CA1領域がかなり対員
したのは48時間後であった。どちらの場合でも

脱落した領域では細胞と細胞核の萎織がみられた。

萎縮した級胞の核内でDNAの断片化が起きてい

るかどうかをTUNEL染色で調べると陽性であ

った。これらからここでみられる細胞凌性はアポ

トーシス様であることが確認された。

また、細胞渡性の様子を位相差顕微鏡または微分

干渉顕微鏡でタイムラプスビデオを用いて経時観

視りしたところ、高濃度のグルタミン酸 (1mM) 

による 1時間以内の細胞変性では細胞体積の膨張
がみられた。それ以降の細胞体積の縮小を伴う変

性についてはその開始時間に注目し現在検討中で

ある。

以上より脳切片の回転培養標本は虚血や低酸素に

よる細胞変性の機構を解析するモデル系になると

思われる。
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スナネズミづ昆性前脳虚血後海馬に誘導

される遺伝子の探索

=ADP-ribosylation factor like-gene. A 

RF4Lの発現=

片山泰一1.S、今泉和則1.8、津田学1・8、高木

勉1、遠山正調2

(大阪大学医学部分子脳機構1、第2解剖学教室
2、田辺製薬S)

虚血後に起きる遅発性神経細胞死や虚血耐性

などの分子メカニズムを理解する目的でスナネ

ズミ一過性前脳虚血後、海鳥に発現誘導する遺

伝子を differentialdisplayにより探索し、
ヒト ADP-ribosylationfactor 4L (ARF4L) 
のスナネズミホモログをクローニングした。

ARF4Lの生理的役割は知られていないが、 GTP
結合部位、ミリストイル化部位、コートマーと

の結合モティーフ (KKXX)などを持つことから、

小胞体からゴルジ装置、あるいはゴルジ間の小

胞輸送に関わっていると考えられる。

一過性前脳虚血後に ARF4LmRNAは海馬歯状
回(閃)及び CAl領域のニューロンに発現誘
導が見られた。 DGにおいてそのシグナルは
5分虚血後 3時間より検出され、同 6時間を
ピークに漸減した。 一方、このモデルで細胞

死が起こることが知られている CAl領域では
ARF4LmRNA は虚血 1~2 日後にわずかに発現上

昇していたが、 3日後にはシグナルが消失して
いた。 他の小胞輸送関連遺伝子 ARF1.ARL4 
及び β-coPも5分虚血 6時間後に発現上昇
していた。これは小胞輸送系が虚血ストレス後

に海馬ニューロンで活性化されていることを示

唆している。

海馬神経細胞の初代培養系ではCa2+イオノ

フォアやタンパク合成阻害剤シクロヘキシミド

の処理により ARF4LmRNAが発現誘導した。
このことから虚血後の海馬ニューロンでの A

RF4LmRNAの発現上昇は細胞内への Ca2+流入
に伴う一過性のタンパク合成障害に起因してい

る可能性が示唆された。
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デキサメサゾンは低酸素による細胞内カルシウムイ:t

ンの増加開始時期をスナネズミ海馬スライスで促進す

る

*足立尚登、**柳瀬尚人、**片岡喜由

(愛媛大学医学部麻酔・蘇生学*、生理学**)

カルシウムイコfンの細胞膜を通しての移動は虚血に

よる神経障害悪化の重要な要因とされている。糖質コ

ルチコイドは鹿血性神経障害を悪化させるので、デキ

サメサゾンが低酸素状態での細胞内カルシウムイオン

濃度の変化に及ぼす効果をスナネズミ海馬スライスで

検討した。

海馬スライスで低酸素による細胞内カルシウムイオ

ン濃度の増加を、マイクロフルオロメトリー法で測定

し、デキサメサゾン 020μg/L)の細胞内カル

シウムイオン蓄積に及ぼす効果を検討した。さらに、

無カルシウムイオン状態での作用も検討した。

インヴィトロ低酸素で誘発された細胞内カルシウム

イオン濃度増加の開始時期は、デキサメサゾン処置し

たスライスで20%短縮した。無カルシウムイオン状

態では低酸素による細胞内カルシウムイオン濃度の増

加が抑制された。デキサメサゾン処置はこの無カルシ

ウムイオン状態での増加を、 t菌加開始時期および増加

の程度ともに充進させた。

糖質コルチコイドによる虚血性神経障害の悪化には、

低酸素による細胞内カルシウムイオン濃度の増加開始

時期の促進が原因のーっとして示唆される。
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209 2P 2012 

デ;f-サメサゾンは虚血性脱分極の開始時期を早めてス

ナネズミ海馬の虚血性神経障害を悪化させる

足立尚登

(愛媛大学医学部麻酔・蘇生学)

細胞外電位の変化は、様々なイオンの膜移動をよく

反映する。また虚血時のエネルギー欠乏によるイオン

輸送障害は、急な脱分極を引き起とす。糖質コルチコ

イドは広く臨床使用されているので、デキサメサゾン

の虚血性脱分極と組織学的変化に及ぼす影響を、スナ

ネズミ海馬で検討した。

一過性前脳虚血 (2.5分)で引き起こされる海馬

CA1領域の電位変化を、虚血前80分にデキサメサ

ゾン3μgを脳室内投与した動物と、生理食塩水を投

与した動物で比較した。 7日後の海馬CA1領域にお

ける錐体細胞の遅発性神経細胞壊死を観察することで、

とれら動物の組織学的変化を検討した。

デキサメサゾン虚血前投与は、鹿血性脱分極の開始

時期を23%短縮した。電位変化の程度や脱分極から

の回f夏時間に変化はなかった。デキサメサゾン処置は、
海馬CA1領域の錐体細胞を組織学的に悪化させた。

糖質コルチコイドによる虚血性神経障害悪化の原因

のーっとして、虚血性脱分極開始時期の短縮が示唆さ

れる。

210 2P 2013 

超低タ~lレ・ニコチンたばこの体循環およ

び脳循環動態におよぼす影響

五味慎太郎、 )11崎仁志、美原盤¥岡安裕之#

(青山学院大学保健管理センター、

脳血管研究所美原記念病院'、

聖路加国際病院神経内科#)

我々は既に禁煙指導に用いられているニコチ

ンガム (2mg/個含有)が、脈拍、脳血流速度を

増加させ、脳血流に対する影響が体循環に対する

影響より大である事を報告した。従来、喫煙の脳

循環動態におよぽす影響については様々の報告

があり、多くは短期的には脳血流量を精力日させる

が、長期的には減少させるとしている。一方近年、

超低タール・ニコチンたばこの売り上げが増加し

ている。そこで、今回は tranacranialDoppler 

法 (TCD)を用いて超低タール・ニコチンたば

こ(ニコチン O.1mgl本含有)喫煙の体循環・脳

循環動態におよぼす影響を検討した。

健常成人喫煙者13名(平均年令は 28.4歳)

を対象とした。 10時間以上禁煙させた後に、安

静仰臥イ立を 10分以上とらせた。次iこ非観血的に

血圧・脈拍を監視しつつTCDにより、中大脳動

脈起始部の血流速度(v)およびpulsatilityindex 

(PI)を超低ターノレ・ニコチンたばこ喫煙前お

よび喫煙中8分まで測定した。

喫煙後、血圧.PI は有意な変化を示さなかっ

た。一方、脈拍は喫煙後糟加する傾向を示し、 V

は 17.8%増加した。血圧・脈拍の変化の程度と

V.PIの変化の程度とのそれぞれの関係を検討し

たが、一定の関係はみられなかった。

超低タール・ニコチンたばこ喫煙により脳血流

速度は増加したが、ニコチンガム使用後に観察さ

れた様な体循環に及ぼす影響の程度との間に一

定の関係を示さなかった。ニコチンガムとの違い

は、ニコチン以外の成分等の循環動態に及ぼす影

響による可能性が考えられた。



211 2P 2014 

海馬CAl錐体細胞からのBDNF輸送低下が
遅発性神経細胞死に先行する

山崎靖人1、茂野卓2、古)11美子3、古川昭栄4

1大鵬薬品工業(株)、 2関東労災病院脳外科、 3愛知

文教女子短大、 4岐阜薬科大分子生物学教室

脳虚血負荷により脳内のBrain-derivedneurotrophic 

factor (BDNF) mRNAが上昇することが知られている

が、蛋白レベルの変化についてはほとんど報告されて

いない。そこで、我々は BDNFに対する特異ポリク

ロナル抗体を作製して、ラット一過性前脳虚血後の海

馬における BDNF免疫染色性の変化について検討し

た。また、 BDNF受容体、 Ti胞の免疫染色性の変化

も比較検討した。

ラット一過性前脳虚血モデルは、 pulsinelliらの方

法を改良し、 F344ラットに 10分間の前脳虚血を負

荷した。再開通 3，6，12，24時間および 7日目に観

察した。抗 BDNF抗体は BDNF特異ペプチドをウサ

ギに免疫して作製した。また、抗 TrkB抗体は、 Santa

Cruzより購入した。免疫組織染色は、パラフォルムア

ルデヒド固定凍結切片で ABC(avidin-biotin peroxidase 

∞mplex)法を用いた。
再開通 3-24時間では海馬 CAl錐体細胞に変化

は見られなかったが、 7白目には選択的神経細胞死が

認められた。正常脳において、 抗BDNF抗体により

CAl・CA3錐体細胞およぴ歯状回穎粒細胞が濃染し、

stratum radiatumは軽度に染まった。また、抗 TrkB抗

体による染色性は、抗 BD悶抗体とほぼ同様であっ

たが、特に CAlstratum radiatumの樹状突起が濃染し

た。虚血」再開通後早期に、海馬 CAl領域の錐体細

胞層と stratumradiatum間に染色性に大きな違いが認

められた。錐体細胞層において、 BDNFと TrkBに

対する染色性は両方とも同様に、再開通後 3-12時間

において一過性に上昇した。一方、 stratumradiatumに

おいては、 TrkBに対する染色性には何ら変化は見ら

れなかったが、 BDNFに対する染色性は著しく低下し
た。

これら染色性の変化から、虚血一再開通後に樹状突

起からの BDNF遊離が抑制され、その後神経細胞か

らの BDNFの輸送の低下が引き起こされた可能性が

考えられる。この CAl領域での BDNFautocrine作用

の異常が遅発性神経細胞死を招く原因のーっと思われ
る。
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212 2P 2015 

不死化ウシ脳毛細血管内皮細胞における血

液脳関門特異的形質の誘導

祖父江和哉九大橋章雄2、山本直樹z、勝屋弘忠1、

浅井清文3、加藤泰治3

e名市大・医・麻酔蘇生学、 Z同・薬・製剤、 3同・
分子医研・生体制御)

血液脳関門 (B-BB)は脳の恒常性を維持する機

構であるが、生体内ではB-BBに特異的な形質を誘

導する因子は単一ではなく、複数の因子が複雑に関

与していると恩われる。 retinoicacidは様々な細胞に

おいて分化を誘導することが知られているが、今回、

以前我々が不死化したウシ脳毛細血管内皮細胞を用

い、 re由。icacidによるB-BB特異的形質の誘導を試み

た。

以前ウシ脳より単離した脳毛細血管内皮細胞を

SV40 large T-antigenにより不死化して得た

t-BBEC-117を用い、 1μMあるいは5μM

all-佃ns-re出oicacid(3%FCS添力!lDMEM)で刺激し、

脳毛細血管内皮細胞に特異的な形質の内、形態-

L-gluωe述邑性.alka1ine phosphatase (ALP)活性-

glu∞se回目spぽ町 (GLUT-l)の発現ならびに
2-deoxy-D-glucose取り込みについて検討した。

形態的にはt-BBEC-117は脳毛細血管内皮細胞に特

徴的な紡錘形であるが、 retinoicacid刺激では目立っ

た形態変化はなかった。また、細胞間隙のみを通過

するしglu∞'seの透過性はlJ.lMretinoic acid刺激により
controlと比較して約20%低下し、さらに同条件下に

おける細胞数に変化はなかったことから、 retinoic

acid刺激により細胞問がtightになったと恩われた。

次に、札吋舌性は脳毛細血管内皮細胞で比較的高い

といわれているが、 lμ.Mretinoic acid車l雌で約3倍に、

5μ.M retinoic acid刺激で約22倍となった。最後に、

glucoseの輸送系として脳毛細血管内皮細胞に存在し

ているGLUT-HこついてmRNAの発現をRT-PCRで調

べたところ、 1μ.Mr巴出oicacid刺激で発現は増強し、

さらに2-dωxy-D-glucoseの細胞内への短時間での取

り込みも約1.3倍となった。

以上の結果から、 retinoicacidの分化誘導により、

t-BBEC-117におけるB-BB特異的形質の誘導・増強が

生じることを確認した。また、今後t-BBEC-117は

B-BBに関連した研究に使用できる可能性があると

思われる。
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脳血流慢性低濯流ラットの脳内部位

特異性はなぜ生じるのか?

回中健一，和田尚子，近藤洋ーへ野村正彦，
小川紀雄*

(埼玉医科大学第・生理学*岡山大学医学部

神経情報学)

脳は虚血負荷に対して弱い臓器であるが，脳内
の部位ごとに虚血に対する感受性が異なることも

知られている.我々が脳血管性痴呆の病態モデル

として提案している，脳血流慢性低語主流ラットに
おいても，脳内情報伝達機能障害が部位によって
異なることが明らかになりつつある.そこで，脳

血流慢性低潅流負荷に対する脳内部位の感受性の

違いを明らかにする目的で，局所脳血流量の測定

と免疫組織化学による検討を行なった.慢性低温

流ラットはベントパルビタール (35mg/kg，i.p.) 
麻酔下で9週齢のウイスター系雄性ラットの両側
総頚動脈を永久結殺することで作成した.局所脳

血流量は前頭皮質，海馬，線条イ本，視床を中心に

レーザー血流計を用いて測定した.その結果，両
側総頚動脈結紫により，前頭皮質と線条体では約

40-50%の低下を示したのに対し，海馬では30%程
度の血流低下に止ま.った.また，視床では， 80% 

以上の血流が維持された.この局所脳血流量の変
化は，低濯流負荷12週後の時点においても，その
傾向は変わらず，前頭皮質と線条体での血流低下

は従来虚血侵襲に対して最も弱いとされていた海

馬よりも顕著に認められた.一方，組織学的検討
結果から，脳梁などの脳白質と線条体において特
徴的な細胞傷害が認められたものの，低濃流負荷

時間の長さによる違いは明らかではなかった.ま

た，大脳皮質や海馬においても細胞傷害が認めら
れたが，その出現はまれであり，慢性低護流ラッ
トにおける特徴的な組織学的変化とは思われな
かった.次に線条体で認められた細胞傷害の特徴
を明らかにするために，神経細胞，アストロサイ
ト， ミクログリアの特異的マーカ}を一次抗体に

用いて免疫組織化学を行なったところ，神経細胞

死であることが示された.以上の結果より，慢性

低潅流負荷による細胞傷害の脳内部位特異性は前
頭皮質と線条体の結果からも明らかな様に，局所

脳血流量への影響の違いだけでは説明が付かない
ことが示唆された.
これらの結果を踏まえて，神経細胞死に対する

密接な関与が示唆されている活性酸素種について

も検討することとした.脳血流慢性低潅流ラット
における活性酸素種の変化を明らかにするため

に，過酸化脂質量と代表的な生体内消去系である

SODの活性を指標として評価する.

214 2P 2017 

AP1結合能上昇の虚血性神経細胞死への関

与

倉本展行、東泰孝**、荻田喜代一、章龍*、

柳瀬尚人*、三谷章*、片岡喜由*、米田幸雄

(摂南大学薬学部薬理学研究室、本愛媛大学医学

部第一生理学教室、材現大阪歯科大学薬理学教

室)

転写制御因子は遺伝子 DNA上の特定の塩基配

列を認識して高親和性に結合し、標的遺伝子の転

写活性を調節する核内蛋白質である。演者らは、

第四国本学会において海馬内特定部位における

転写制御因子activatorprotein 1(APl)のDNA結

合能が、一過性脳虚血負荷後に著明に上昇するこ

とおよび、持続的なAPl結合能上昇と虚血抵抗性

との問には何らかの相関性が存在する可能性を報

告した。今回は、 APl結合能上昇の虚血抵抗性出

現メカニズムへの関連性を追求する目的で、虚血

耐性獲得後ならびに、神経細胞脱務後の虚血負荷

に伴う APl結合能の変動について解析した。

虚血負荷は、スナネズミの両側総頚動脈を脳内

温度固定下で 2~5 分間結染することでおこなっ

た。虚血耐性実験の場合、 2分間慮血負荷後血流

再開通 48時間自に、さらに 5分間虚血を負荷し

た動物を用いた。また、反復負荷の実験の場合は、

5分間虚血負荷後神経細胞が完全に脱落する 14日

目に、再度5分間虚血を負荷した動物を用いた。

最後の血流再開通各時間後に、脳内各部位から調

製した細胞核抽出液中の転写制御因子の DNA結

合能を、グノレシフトアッセイにより測定した。

耐性獲得動物について、 APl結合能の変動を海

馬内各部位について検討した結果、虚血抵抗性の

高い CA3野、および歯状回だけでなく、本来虚血

脆弱性を示す CAl野においても、持続的な APl

結合能上昇が観察された。また、反復負荷の場合

も、これら 3部位で持続的な APl結合能上昇が認

められた。さらに、単回負荷や反復負荷動物、お

よび虚血耐性獲得動物の海馬 CAl野AP1結合能

に対する V8プロテア}ぞによる限定分解の効果

を解析したところ、いずれの CAl野 AP1結合能

に対しても同プロテアーゼはそれぞれ異なる影響

を与えることが判明した。以上のことより、遅発

性神経細胞死の発症メカニズムに特定の機能蛋白

質の発現が関与する可能性が示唆される。



215 lP 1072 

ヒト羊膜上皮細胞におけるカテコールア

ミンの合成と分溜能について

M. Elwan，桜川宣男

(国立精神・神経センター神経研究所第5部)

ヒト羊膜上皮 (HAE)細胞は同種移植により急性

拒絶反応を惹起しない細胞である。最近我々は、

この細胞における種々の神経細胞遺伝子の発現を

証明した。今回はカテコールアミン(CA)代謝を検

討し、その合成と分泌能の存在について報告する。

HAE細胞は既報のごとくに分離、培養した。初

代培養細胞を用いて， HPLC-ECDIこより分析した。

培養HAE細胞の抽出液にはNE(ノルエビネフリ

ン，DA(ドパミン)~ぴ DOPAC (3，4・ dihydroxy-

phenylacetic acid)を検出した。それぞれ1.04土

0.02 (DA)、 0.97土0.06(DOPAC)、8.68土0.75

(NE) ng/mg protである。 CAの前駆物質である

しーチロシンおよびチロシン水酸化酵素(TH)の補

因子であるテトラヒドロバイオプテリンを添加し

た培養液で培養すると、 CAの合成が有為に増加

した。乙れはHAE細胞におけるCAの合成を示唆

する。之れに対して、 THの代謝阻害剤である a-

methylゃーtyrosineで処理すると、 16.08土0.34

(NE)と1.76土0.11(DA)が8.00土0.58(NE)と

0.47:t0.02 (DA)に減少した。これもHAE細胞に
おけるCAの合成を支持する所見である。さらに

培養液中のCA量を検出できたが、 CAの細胞外へ

の分泌能を示唆する所見である。また 50mMK+ 

含有培養液で培養すると，培養液中へ分泌するCA

量が地加した。即ち、 NEレベルは 29.45土0.93

nMから40.24士0.81nM，DAレベルは7.95土0.15

nMから10.93:t0.19nMIこ上昇した.そしてDAの
代謝産物であるDOPACの存在は、 DAの代謝酵素

を含有していることを強く示唆する。

以上よりHAE細胞が CAを合成し、分泌する能

力を持っている所見を提示した。これはP19EC細

胞と異なる所見である。乙のように多能性神経分

化能を持ち、同種移植による急性拒絶を惹起せず，

CA合成と分泌能を有するヒト羊膜上皮細胞は，パ

ーキンソン病などの神経変性疾患の細胞脳移植療

法に有効に使用できる可能性を示している。
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216 lP 1071 

ヒト羊膜上皮細胞におけるアセチルコリ

ン代謝の存在について

桜川宣男ヘ垣下浩ニヘ石井俊**， R. Thangavelヘ

大杉圭子ヘ三j華日出巳***(11'国立精神・神経セン

ター神経研究所第5部.*日本大学生物資源科学

部，山東京都神経科学総合研究所)

ヒト羊膜は胎生8日目に外匪板が2分して形成

される.その羊膜上皮(HAE)細胞は.培養系にお

いて神経細胞のマーカー遺伝子が発現してくるこ

とを報告した，今回我々はアアセチルコリン(ACh)

の合成と分泌について，検討したので報告する.

HAE細胞は帝王切開分娩により入手した胎盤よ

り，分離して培養した，培養細胞を用いて， ACh 

およびコリン (Ch)をHPLC-ECDを用いて分析し

た(Misawaet al.法).またコリンアセチルトラン

スフエラーゼ (ChAT)の酵素活性 (Flavineet al 

法)を測定した.ChAT抗体 (1:5， Boehringer) ;を

用いてー免疫組織化学的検討を行った.次にヒト

脳 ChATのC-terminal peptideに対するウサギ

ポリクローナル抗体を用いて，ウエスタンプロッ

トを行った.さらにRT-PCR法にて，ChATmRNA

の発現を調べた.

ChAT抗体を用いた免疫組織染色では宅 HAE組

織および培養細胞ともに陽性に反応する細胞が認

められた.培養細胞中のChAT活性は 24.9:t8.5
pmol/mg/hrであった.細胞内の零時間 Ch量は

81.0土28.5pmol/mg proteinであった.同じく

零時間 ACh量1;;1:539.1土48.1pmol/mg protであ

った培養液中へのACh量は経時的に増加し， 3時

間後では零時間の6倍以上であった.ウエスタン

プロットでlムヒト胎盤 ChAT蛋自の分子量であ

る70kDaに一致する主要バンドが検出された.

RT-PCRでは対象として用いたヒ卜脳と一致した

ChAT mRNAのバンドを検出した.

我々はヒト羊膜細胞が同種移植により急性拒絶

反応を起さず，神経細胞系の遺伝子を発現してい

ることを報告してきた.今回は，この細胞にACh

の合成と分泌が存在していることを証明した.ア

ルツハイマー病や低酸素性脳症においてコリン作

動性ニュー口ンの喪失或いは減少が見られる.細

胞脳移植によるこれらの疾患治療が注目されてい

るが，ヒト羊膜細胞は有望なドナー細胞としての

特徴を備えていると考えられる.



250 神経化学 Vo1.36 (No.3)， 1997 

217 lP 1070 

大脳樹状突起スパインの細胞骨格に対するモ

ノクローナル抗体の作製とその解析

程肴丹、林謙介、白尾智明

(群馬大学医学部行動分析学教室}

樹状突起スパインはシナプスの形態的可塑性に重要

な役割を果たしていると考えられているが、未だその

細胞骨格の全体像が明らかになっていない。本研究で

は免疫沈降法を用いて、スパイン内の細胞骨格を調整

し、それを免疫原としてモノクローナル抗体を作製し

た。

アクチン結合蛋白ドレプリンは大脳神経細胞樹状突

起スパインに局在し、スパインのよいマーカーとして

用いるととができる。この局在位を利用して、ドレプ

リン結合細胞骨絡複合体としてスパインの細胞骨絡を

誠整した.すなわちヌードマウスから腹水を採取し、

ProteinA.Sepharoseでアフィニティビーズを作製し

た。次にこれをモルモットあるいはラビット溶出物と

反応させ、免疫沈降物を調聾した.この標品には既に

報告したように、主要蛋白としてはドレプリンの他に

ミオシン1， II.V及びアクチンとゲルゾリンが含

まれていた.このビーズをマウスに免疫し、その牌臓

細胞と myeloma(p3Ul)を融合し、 Western'blotting 

でスクリーニングした。その結果ミオシン様蛋白と結

合する二種類のモノクローナル抗体MAb0650， MAb 

Rb131を作製した。今回はMAb0650の解析結果に

ついて報告する。

MAb0650は220Kの蛋白を認識し、それはドレプ

リン、アクチン複合体中に含まれていた。 220Kの蛋

白はこの複合体から ATPによって離れることからミ

オシンであると考えられた.各組織抽出物をウエスタ

ンプロッティングにより解析したととろ、MAb0650

に対する抗原は神経組織にのみ存在し、他の非神経組

織中には存在しなかった。また各組織から抽出したミ

オシンのうち、 MAb 0650と反応したのは脳のミオ

シンIIだけであった。以上より MAb0650は神経特

異的ミオシンIIに対する抗体であると考えられた。
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ラット脳由来非イオン性界面活性剤

不溶性低比重画分中の構成因子の解析

熊ノ郷晴子、前川昌平

(京都工芸繊維大学大学院応用生物)

細胞膜における情報伝達は、突起伸長、細胞間

接着、シナプス可塑性等、神経ネットワーク形成

の基礎的過程である。細胞膜より得られた Triton

X.lQOに碍推計氏比重の蘭分仰tonX.lQO insoluble 

fraction of low伽 sity;τ'IF)に GPI.アンカー型タン

パク質の N-CAM-120，Thy-l、神経成長円錐に多く

存在する NAP-22，GAP-43、情報伝達に関与する三

量体Gタンパク質、細胞骨格タンパク質のアクチ

ン，チュープリンなどが存在しこの画分が情報伝達

において重要な領域である可能性について昨年報

告した。またアミロイド前駆体タンパクやプリオ

ンタンパクもこの領域に存在することが最近報告

された。この画分にはコレステロール等の脂質も

多く含まれタンパク質と相互作用している可能性

がある。そこでTIFに含まれるタンパク質に対す

るモノクローナル抗体を作製すると共に、これら

構成因子関の相互作用を知るために、この画分を

さらに分画することを試みた。

z週齢ラット脳よりτ1Fを調製後、分画を2種類
の方法で-行った。一つは各種界面活性剤処理であ

る。 TIFに界面活性弗jを終濃度 2%になるように

加え、氷上に置いたあと遠心した。可溶化の指標

として低比重牲の有無を検討するために上清を終

濃度 0.8Mショ糖になるよう調整し、ショ糠の密

度勾配遠心をおこなった。遠心後、低比重の層と

0.8Mショ糖の層を回収し、含まれるタンパク質の

解析を行った。他方は各種有機溶媒を用いた抽出

である。 τ1Fに等量の有機溶媒を加え撹枠後退心
し、有機溶媒層，中間層，Jj(層，沈殿に分断した。

各種界面活性剤による処理ではCHAPS，タウロデ

オキシコール酸等よりもコール酸が可溶化に有効

であることを見い出した。各種有機溶媒による抽

出ではプタノール処理により百Iy・1に代表される

GPI-アンカー型タンパク質や NAP-22，GAP-43な

どが水層に回収されることを見い出した。

これらの処理において NAP-22，百y-lと挙動を共

にするタンパク質と反応するモノクローナル抗体

印 5を得た。現在この分子の解析を進めている。
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エユーロフィラメント欠損ウズラQuvAEの神
経系におけるこユーロフィラメント蛋白
量豊島至，加藤一麿，菅原正伯，和因子鶴，正宗 研

(秋田大学医学部第一内科)

Quvは低分子量ニコーロフィラメント蛋白 (NF-L) 

のノンセンス変異によるニューロフィラメント欠損日

本産ウズラである。これまで，成体QuvではNF-M，

NF-Hもともに欠損していると報告されている。今回

は発生途中でのNF-MとNF-Hについて検討した。

解卵14・15日の座を用いた。脊髄と筋肉を無固定

のまま液体窒素で凍結し，クリオスタットで薄切し

ABG;去で免疫染色した。抗体はウシNFsにたいするモ
ノク口ーナル抗体を用いた。また，凍結乾燥切片を用

い，イムノプロットを検討した。

抗ウシNF抗体は，イムノプロットで正常対照ウズ

ラ神経組織のNF-M，NF-Hと反応し，見かけ上の分

子量は，高リン酸化NF・M160 kDa，無リン酸化

NF司 M130 kDa，高リン酸化NF-H170 kDa，無リ

ン酸化NF-H130 kDaであった。 Quv脊髄凍結乾燥切

片のイムノブ口ツトでは，正常対照よりNF-MとNF-

Hの低リン酸成分が相対的に増加していたが，総量は

減少し，両者の高リン酸成分もわずかにみられた。

Quv脊髄と筋肉の免疫組織染色では，リン酸化非依存

性抗NF-H抗体でコントロールに比較して脊髄運動ニ

ユーロン神経細胞体が強く染まり，脊髄灰白質，白質

はわずかに染まり，脊髄根が軽度に染まった。筋肉内

末梢神経もわずかに染まった。抗高リン酸N下H抗体

では，コントロールでは染まらない脊髄運動ニューロ

ンが中程度に染まった。これに対し，抗NF-M抗体で

は細いながら，脊髄白質，末梢神経が抗NF-H抗体よ

り強く反応、した。

これらのことは，生体内で， NFーしがなくともNF-

MとNF-Hは軸索遠位部に運ばれ，リン酸化し，その

場でNF-MとNF-Hは重合しうることを示している。

細胞体内!こNF-MとNF-Hが多いことは，車由索内輸送

の低下を示唆している.
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神経再生に伴うニューロフィラメント蛋

白の動態変化
津田守弘1，2、田代朋子1、小宮義理1

( 1群馬大・医・分子病態、 2同口腔外科)

神経細胞では、軸索損傷後1-2臼の問に既存細

胞骨格の再編成や細胞体における蛋白合成変化が

起り、再生軸索の発芽と伸長が開始される。この

過程で、ニューロフィラメント (NF)蛋自には大幅

な合成抑制とリン酸化状態の変化が起ることが知

られている o これまで三種のNFサブユニット蛋

白 (NF目H[200k]、NF-M[160k]、NF-L[68k]) はほ

とんど全てが重合状態にあると考えられてきたが、

NF-Hについては、正常軸索内でその約20%が可

溶性であることを我々は見い出し、昨年ーの本学会

でも報告した。今回l士、このようなNF去の溶解

性を中心に、再生に伴う NF蛋白の動態変化や、

その軸索内輸送との関連を検討した。

ラット脊髄前角部にL_[35S]メチオニンを注入

し、 2-4週後に前根および坐骨神経を摘出して、

6mmの連続切片とした。損傷群では、摘出 1週間

前に大腿中央部で凍結損傷を加えた。フォスフア

タ」ゼ阻害剤を含む1%Triton緩衝液を用いて各切

片中の蛋白を可溶性と不溶性に分別後、 SDS電気

泳動で分離し、 NF-H、NF-Lの放射活性を定量す

るとともにイムノプロットを行った。

正常神経では、 NF-H全体の溶解性は細胞体か

らの距離によらずほほ一定(20%)である。損傷神

経では、損傷後 1週間で、WalI巴r変性により損傷部

位より遠位{郊のNF蛋白がほぼ完全に消失する。

その後、新たに伸長する再生軸索内では、 NF-H

の溶解性が高く、そのc-末端側のリン酸化程度は

低いo 一方、損傷部位より近位側の変化を軸索内

輸送途上の標識NF蛋自によって検索すると、 NF-

Hの溶解性上昇とともに、 NF-L量の相対的低下が

明らかになった。これらの変化は標識蛋白がより

細胞体に近い位置にあるほど大きい。以上の結果

から、 NFの脱重合のみでなく、 NF-Hの選択的脱

離によってもNFの構造や安定性が調節されてい

ることが示唆される。
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若齢ラットと老齢ラットニューロフィラメン
トのPKAによるリン酸化
内田敦子*、久永真市**伊東京工業大学生命理工学

部、**東京都立大学理学部生物学科)

ニューロフィラメント (NF)は、分子量の異なる

日、 M、Lの3つをサプユニットとする神経細胞に特

異的な中間径繊維で、軸索細胞骨格の最も主要な構成

成分である。 NFの合成は細胞体で行われ、 1日に1mm

程度の遅い軸索輸送により軸索末端側へと供給されて

いる。しかし、この輸送機構については殆どわかって

いないのか顎状である。老化に伴いNFの軸索輸送速

度が選択的に低下するいう報告を基に、老齢ラットと

若齢ラットのNFについて調べ、昨年の本大会で次の

ようなととを報告した。老齢ラットの軸索内のNFは

密にパッキングされており、単離NFは長く、また凝

集しているととを、遠心分離法や電顕観察より明らか

にした。今回は、これらの違いの要因を明らかにする

ために、 N末頭部のAキナーゼによるリン酸化に着目

し、解析を行ったので、その結果について報告する。

NFはN末頭部のリン酸化により重合が制御されて
いる。 N末頭部のリン酸化状態に若齢ラットと老齢ラ

ットで違いがないかどうか、まず軸索内のN末頭部キ

ナーゼと考えられるAキナーゼと、そのリン酸化部位

を脱リン酸化するプロテインフォスファターゼ2Aの
量と活性について調べた。しかし、量、活性ともに差

は認められなかった。そこで、 NFのリン酸化されや

すさを精製したAキナーゼを用いて調べた。者齢ラッ

トに比べ老齢ラットではりン酸化される速度が遅かっ

た。老齢ラットのNFを、尿素で一旦脱重合した後再

構成すると凝集しなくなる。そのような再構成NFを

同様にAキナーゼでリン酸化したところ、若齢、老齢

ともにリン酸化速度は上昇したが、老齢ラットのりン

酸化速度は若齢ラットより遅かった。このことから、

老齢ラットでのAキナーゼによるリン酸化速度の減少

には凝集以外の要因が考えられた。また老齢ラットで

はNF-Mのリン酸化量が若齢ラットの113に減少して
いた。この減少は凝集しているためでも内在住のフォ

スファターゼによるものでもないととが、再構成した

NFやオカダ酸存在下でのリン酸化実験により示され

た。若齢と老齢ラットについてサブユニット量を比較

したところ、老齢ラットのNF-Mの量は若齢ラットの
約2/3であった。これによりMのリン酸化量低下の理
由の1つは、蛋白量の減少であるととが示された。
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マウス大脳中隔野及び中脳黒質神経細胞表面

抗原特異的モノクローナル抗体

遠藤真澄1，2、弘瀬秀樹3、雀得撃1、中谷伸一矢

田下飽英1、田平武1

(1国立精神・神経センター神経研疾病研究第六部、

2国立感染症研究所、 3新回ゼラチン)

「目的」脳・神経系の高次機能解明の一環として、

分化神経細胞の未知の表面抗原に特異的なモノクロ

ーナル抗体を作成し、その抗体を利用した神経機能

の解析を行う。

「方法」マウス胎児大脳中隔野由来神経細胞株SN6を

免疫原として、ラット・モノクローナル抗体Qo50を

作成した。 Qo50抗体をアフイニテイカラム等により

精製し、抗体特異性を免疫組織化学的に検討した。

Qo50抗体が認識する細胞表面抗原をウエスタンプロ

ット、アフィニティ精製等により解析した。

「結果」マウス胎児中隔野由来神経細胞株SN6を特異

的に認識するモノクローナル抗体Qo50(ラットIgG2a)

は、新生(5日齢)マウス大脳における中隔野領域、

海馬の歯状回領域の神経細胞と同時に、中脳の黒質

領域における一部の神経細胞をも特異的に認識した。

しかし成熟 (5ヶ月齢)マウス大脳のいかなる領域

の神経細胞、また新生及ぴ成熟マウス脳組織におけ

るグリア細胞は認識しなかった。ウエスタンプロッ

トによりQo印抗体が認識する抗原の検出を試みた

が、 SDS変性したSN6由来抗原に対して反応を示さな

かった。そこでSN6lysateを、 Qo50抗体アフィニテ

イカラムにて精製、 2次元電気泳動により解析した

結果、分子量46kDa、pI4.5-5及び分子量17kDa、pI

3.5-4の2つのスポットが確認できた。

「考察」マウス中隔野由来神経細胞株SN6を免疫抗原

として得られたモノクローナル抗体Qo50は、新生期

のマウス脳の限られた部位の神経細胞を特異的に認

識し、成熟マウス脳の神経細胞および両者のグリア

細胞は認識しない抗体であった。 Qo50抗体が認識す

る抗原の発現が、神経細胞の機能と分化において重

要な役割を果たしている可能性が示唆される。

(ヒューマンサイエンス)
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節前および節後神経切断手術後、白鼠上頚部

交感神経節内ニューロン変性の進行に伴う、
グリア線維性酸性タンパク (GFAP)の変動
山内理充、安藤正人穴加勝寿章、藤田公和、小川和人、

坂本秀夫*率、永田豊

(藤田保健衛生大学、医学部・生理学H教室、本愛知学

泉大学・解剖生理学研究室、日藤田保健衛生大学・総

医研・分子生物学)

我々は以前から、摘出後も長時間シナフのス伝達機能

を保持し、高い物質代謝能を有する白鼠ヒ頚部交感神

経節 (SCG)を用いて、脱分極刺激などを加えた場合

に、 SCG内でシナプス伝達過程に伴う種々の生理・生

化学的物質変動を測定してきた。また、節前神経切断

(Den)および節後神経切断(A.xo)手術を行い、種々

の生化学変動を示す SCG内の局在を細胞レベルで明

らかにしてきた。

Denを行って 1週間後には節前神経線維末端が

Waller変性をおとすが、節後二ユーロンは保存される。

一方、Axoを行うと節後交感神経細胞体が変性・脱落

を来し、反応性にグリア細胞の場殖が著明に認められ

た。そこでアストログリアに特異的なタンパクのグリ

ア線維性酸性タンパク(GFAP)の変動を免疫抗体1去
を用いて追究した。

成熟ラットをペントパルピタール麻酔下に、 Denお

よひやAxo手術を行い、 1，3および、7日後にラットを屠

殺し、 SCGを摘出して、 SDS.PAGE後PVDF膜に転

写した後、抗GFAP抗体で染色し比較した。

GFAPは分子量50kDaの位置に一本の明瞭なバン

ドとして検出された。手術後のSCG標本では、 50kDa

より低分子領域に何本かのGFAP陽性バンドが検出さ

れた。とれらのGFAP断片は、術後日数の経過と共に

増殖して認められ、 Don・SCGよりもA.xo司SCGで増加

していた。節後交感性ニューロンの変性を知る指標と

して、 SCG内ノルエビネフリン別E)含量を測定すると、

一週間後でA.xoにより Intactの1/2まで減少した。し

かし、 SIF細胞に含まれるドーパミン含量には大きな

変動は見られなかった。

これらの結果より、 SCG内ではA.xoにより主とし

て神経細胞体が変性・脱溶を来たし、グリア細胞が増

殖を来す過程が、 GFAPの増加とNEの減少という神

経化学的測定においても確かめられた。

224 lP 1063 

6-アミノニコチン酸アミドによるグリア

細胞毒性のメカニズム

馬渡一浩1)，本間啓子1)，杉谷加代1)，高寺恒雄3)，

加藤聖2) 金沢大・医・保健1)，神経情報研2)，

北陸大・薬3))
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ニコチン酸アミド (NA)の類似化合物である6ーア

ミノニコチン酸アミド (6AN)は，選択的なグリア

毒であるととが知られている。我々は， DL-αーア

ミノアジピン酸のグリア毒性機序については，酸化

的ストレスによることを明らかにしてきた。ところ

が， 6AN については毒性機序の詳細については不

明である。 6ANによる細胞死はビタミンEでは抑lえ

られず， NAで抑制されることから，毒性機序は酸

化的ストレスではなく，代謝系阻害の関与が考えら

れる。そこで， 6ANの毒性機序への糖代謝および

エネルギー代謝の関与を調べるため，グリア細胞の

モデル系であるC6グリオーマ細胞を用いて検討し

た。

C6細胞はDMEM培地 00%牛胎児血清含有)

で培養した。細胞死の判定は，色素排准試験または

LDH活性の測定により行った。糖代謝中間体およ

び ATPはそれぞれ酵素法と生物発光法により測定

した。

C6グリオーマ細胞に 6AN(0.2 mM)を添加す

ると， 24時間後から徐々に細胞の変性がおこり，

48時間後には約 60%の細胞が死滅した。また，こ

の細胞死は培養開始時にNA(lmM) を同時添加す

るととで，完全に抑制された。培養開始16時間後

の糖代謝中間体量を測定したところ，グルコース-

6-リン酸 (G6P)量やフルクトースー6-リン酸 (F6P)

量は， 6ANを添加してもコントロール とほぼ向量

であった.ところが， 6ANを加えるとコントロー

ルの数十倍量の6ーホスホグルコン酸 (6PG)が細胞

内に蓄積していた。また，細胞内ATP量が6ANを

加えるとコントロールの 1/10以下に低下してい

た。との6ANによる6PGの増加と ATPの減少は

NAの同時添加により抑えられた。さらに， in vitro 

の実験から， 6PGがグルコースリン酸イソメラーゼ

を阻害するととがわかった。従って， 6ANの細胞

毒性機序には解糖系，ペントースリン酸経路および

ATP生成の阻害が関与すると考えられる。グリア選

択毒性機構についても，現在検討中である。
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Nitric Oxideによる神経細胞障害は細胞内

cGMP上昇により抑制される

鴻上繁l、尾形直則1、奥村秀雄1、柴田大法l、中

村洋一三片岡喜由2

(愛媛大学医学部整形外科学教室l、生理学教室2)

中枢神経の外傷や虚血による神経細胞障害時に

は神経組織への直接傷害に続く 2次的神経変性メ

カニズムとして、細胞外液中のグルタミン酸濃度

上昇とともにnitricoxide(以下NO)の生成が注目

されている。本研究では、ラット脊髄由来培養神

経細胞を用いてNOによる神経細胞死を測定し、神

経細胞傷害のメカニズムを検討し、そのモデルを

使って細胞内伝達物質であるcyclicnucleotide 

(cyclicAMP、GMP)の神経細胞死に対する影響

を検討した。

胎生14日ラットより初代培養した脊髄神経細胞

をNOdonorであるsodiurnnitroprusside (以下

SNP)を含む培養液に24時間暴露し、傷害された

神経細胞からその培養液中に放出される乳酸脱水

素酵素 (LDH)活性を測定し、神経細胞傷害の指

標とした。さらにSNP暴露時に細胞内cyclicAMP、

GMP濃度を上げるため、細胞膜透過性のある

cyclic nucleotideである 8七romocyclic AMPま

たは8七romocyclic GMPをそれぞれ加え、それ

らの神経保護作用の有無も検討した。

培養神経細胞より放出されたLDH活性は、 SNP

により濃度依存性 (6.25~100μM ; EC50'=i12μ 

M)に上昇した。 10μMのSNPによるLDH放出は

100μMの8-bromo cyclic AMPを|司時投与するこ

とによっては変化するととがなかったが100μMの

8七romocyclic GMPを問時投与すると約30%ま

で抑制された。との結果は細胞内町clicGMPを上

昇させることにより神経細胞のNOに対する抵抗性

が著明に向上することを示唆しており、細胞傷害

時にcyc!icGMP濃度を上昇させるような操作、例

えばphosphodiesteraseinhibitorの投与等を行う

ととによって神経細胞保護をなしうる可能性を示

している。

226 lP 1061 

ドパミン神経毒MPP+によるGH3細胞の細胞

死およびEGFによる保護作用

吉永至宏、村山俊彦、野村靖幸

(北海道大学薬学部薬効学教室)

ドパミン神経毒MPP¥l・me血yl-4・phenylpyrid inium 

ion)の細胞内への取り込みおよびその細胞傷害の作

用機序を、ラット下垂体由来GH3細胞を用いて検討

した。 GH3細胞にはラット副腎褐色細胞懸由来の

PC12細胞と比較して、低レベルであるがチロシン水

酸化酵素の蛋白質レベルでの発現が認められた。ま

た、ドパミンを含むカテコールアミンの含有も低濃

度ながら認められた。 [3H1MPP+のGH3細胞内への取

り込みはMPP+の濃度依存的に起こり、その取り込み

はドパミントランスポーターの阻害薬である

nomifensine (IooμM)を共存させると約50%抑制さ

れた。 200 μM MPP'をGH3細胞に処理すると、処

理後24時間以降に乳酸脱水素酵素(LDH.lactate

d巴hydrogenase)の細胞外漏出が、さらに、処理後48時

間後にはDNAの断片化が認められた。また、 50ng/

ml EGF (epidermal growth factor)前処理によりMPP+Iこ

よる細胞死は抑制された。しかし、 NGF(nerve

growth factor)やBDNF(brain-derived neurotrophic 

fac位)前処理ではMPP+による細胞死は抑制されなかっ

た。したがって、 GH3細胞における品。γ誘発細胞死

の抑制はEGF特異的であることが示された。これら

の知見から、 GH3細胞において、 1)MPP'はドパミ

ントランスポーターを介して細胞内に取り込まれ細

胞死(アポトーシス)を引き起こすこと、および2)

EGFはMPP'により誘発される細胞死を抑制すること

が示された。 GH3細胞はMPγにより誘発されるドパ

ミン神経の選択的細胞死の機序の解明およひ~GFの

作用を研究する上での有用なモデル細胞であると考

えられる。
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培養神経細胞におけるHzOzの毒性に対す
る塩酸bifernelan巴の保護効果

飯田基之，宮崎育子，岩田恵美，小川紀雄

(岡山大医・分子細胞研・神経情報学部門)

われわれは塩酸bifemelaneが虚血後あるいは

老化に伴う神経伝達物質，神経伝達物質レセプ

ターの変化に対する防御・回復効果を有するこ

と，さらには・ OHラジカルを消去する効果が
あることなどを報告してきた.現在，神経細胞

の変性・破壊に活性酸素種・フリーラジカルが

深く関与すると考えられていることより，塩酸

bifemelaneはフリーラジカルを消去することに

より神経細胞の破壊を防御している可能性が考

えられた.そこでラット・ニユ}ロプラストー

マB50細胞を用いてH202の神経毒性に対する

塩酸bifemelaneの保護効果について検討した.

H202添加後の細胞傷害率はLDH-assayにより評

価した.

B50細胞培養液に様々な濃度 (f.c.0， 10， 30， 

100， 300μM， 1， 3， 10 mM)のH202をi35力日し，

24時間インキュベートした後LDH-assayを行っ

た.H202の処置濃度依存的にB50細胞の傷害率

は増大し， 100 J.LMで約50%の細胞傷害率が得

られた.

B50細胞を塩酸bifemelane(5 or 10 μM)入り

の10%FCS-DMEMで2日間あらかじめ培養した

後， H202 (75 or 100 J.LM)を添加した場合

H202による細胞毒性は有意に抑制されていた.

10μM塩酸bifemelaneで前処置した場合に

H202に対する保護効果が最も高いことが分かっ

た.

さらに，塩酸bifemelaneの過酸化脂質生成抑

制効果についてthiobarbituricacid(TBA)法を用

いて検討した.B50細胞をbifemelane(10凶1)

で2日間前処置することにより， B50細胞の不

飽和脂肪酸の自動酸化が未処置群の約54%にま

で抑制されることが明らかになった.

以上の結果より，塩酸bifemelaneの神経細胞

保護効果はフリーラジカルを直接捕獲している

効果に加えて，塩酸bifemelan巴処置により細胞

内の抗酸化機構が充進していることに起因して

いる可能性が考えられた.
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酸化的ストレスに対する小脳頼粒細胞ニュー

ロンの抵抗性とアコニターゼ、酵素活性の変化
回数i明子九津田正明2
( 1岡山大学薬学部微生物薬品化学教室富山医科薬
科大学薬学部衛生化学研究室)

活性酸素(ROS)，および一酸化窒素(NO)の産生増
加は，脳虚血等の神経細胞死に付随した現象の一つで
ある。我々は，神経細胞死とROS，NOとの関連性を

明らかにする目的で， ROS， NOの標的分子となりう
る酸化還元(redox)感受性分子に注目してきた。今回
は，鉄"硫黄(Fe-S)クラスターを有するr巴dmι感受性酵
素，アコニターゼに着目し，小脳頼粒細胞ニューロン
に種々の酸化的ストレスを与えた際の酵素活性の変化
を測定した。
小脳頼粒細胞ニューロンの培養系は，生後8日目の
ICRマウスより調製した。 25mM KCJ， 10 % FCS存
在下で4日間培養した後， 5日自に5mM KCl，ある
いは25mM KCIを合む無血清培地に交換し， 3時間後
に種々のラジカル産生淘jを添加した。そして適時，細
胞抽出液を調製し，アコニターゼの活性演u定に用い
た。同じ細胞抽出液を乳酸脱水素酵素(LDH)の活性測
定に用い，細胞死の指標とした。
頼粒細胞ニューロンに100μMH202を添加すると，
アコニターゼの活性は一過的に減少し 1時間後には
回復した。また，総i胞内スーパーオキシド(02")産生
剤のPMSやNO供与体のSNAPでは，時間依存的な減
少が認められた。なお， redox:非感受性で， Fe-Sクラ
スターが無いフマラーゼの酵素活性には，ほとんど変
化は認められなかった。
また，上記のような酸化的ストレスによるアコニタ
ーゼ、の活性変化は， 5 mM KClの非脱分極状態(Jow
K+) ~ 25 mM KCIの脱分極状態 (highK+)で異なってお
り，予想に反してlowK+の方が， high K+よりもアコ
ニターゼの不活性化が起こりにくく，しかも酸化的ス
トレスによる細胞障害も低い傾向が認められた。
以上の結果から，アコニターゼは細胞内ROS，NO 
量のindicatorとみなすことができる。
小脳頼粒細胞ニューロンは， high K+で生存が維持
され， lowK+でアポトーシスにより死が誘起される。
にもかかわらず，駿化的ストレスによるアコニターゼ
の不活性化や細胞障害はlowK+の方が抵抗性が高い傾
向にあった。これは，時間的に早い段階ではlowK+が
緩和なストレスとして細胞に影響し，虚血耐性と同様
の現象が起こっている可能性を示唆するものである。
現在，この現象をさらに明らかにするために，
Cu，Zn-SOD， Mn-SOD， heat shock proteins等の発現変
化について検討しており，今後はcytosolic'アコニター
ゼであるironregulatory prot巴ins(IRPs)のRNA結合活
性の変化との関連についても調査していく予定であ
る。
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中枢ニューロンの高酸素負荷による細胞死

:ヒドロキシラジカルとグルタミン酸の関与

石川保幸、西尾チカ、沼川忠広、畠中寛

(大阪大学蛋白質研究所生合成部門)

様々な神経疾患や老化、脳虚血などによってニュー

ロンは障害を受けることが知られており、との障害

には酸素ラジカルが関与していると考えられている。

この障害とラジカルとのメカニズムの解明が早急に

なされる必要がある。

私達は矯養中枢ニューロンをインキュベーターの

酸素濃度を 50%にする条件、つまり高酸素負荷をか

けることにより、酸素ラジカルによってアポトーシ

スを誘導する invitroの系を用いて、解析を行ったa

今回、学習や記憶に重要な役割を果たす海馬を用

い、酸素ラジカルによるアポトーシスにおけるグル

タミン酸毒性の役割について新たな知見が得られた

ので報告する。

20日限ラットから摘出した海馬は既報に従い分散

培養し、1.5日後無血清完全合成培地に移し、 50%酸

素気相下および、コントロールの9%酸素気相のCO2

インキュベーターで培養を続けた。 50%酸素気相に

よる死の誘導には新たなRNA及び蛋白質合成が必

要であり、高酸素負荷後約 12時間目から細胞死を

生じる。との海馬ニューロンの細胞死は過剰の酸素

によって生じるため、予想通り、カタラーゼと鉄イ

オンキレート剤の添加によって抑制された。この結

果により、生成する活性酸素種の一つである、ヒド

ロキシラジカルが死に関与することが示唆された。

一方、予想外なことに、 NMDAレセプターアンタ

ゴ.ニストである、MK・801によってもこの細胞死は顕

著に抑制された。

この結果は、酸素ラジカルとグルタミン酸が、なん

らかの形でお互いに関与し、それにより、死遺伝子

が発現していると考えられる。

230 lP 1057 

活性酸素によるニューロン死と発芽の促進

内田洋子，五味不二也

保京都老人総合研究所神経病理・超微形態部門)

種々の変性疾患の病変部でニューロンのI見落と相
関して減少する成長抑制因子(GIF)には、神経栄養因

子活性を抑制する作用のほかに、 hydroxylradiω1を消

去する作用がある。そこで、 GIFが活性酸素のニユ}

ロンへの作用(総胞死と発芽促進)を抑えるのかどうか

を培養大脳ニューロンを用いて検討した。

(I)GIFによる高濃度酸素下でのニューロン死の抑制:

5日間培養した大脳ニューロンを50%酸素下でさらに

48時閑培養すると、ニューロン生存率は約40%に減

少したが、 1∞nMGIF添加によってニューロン生存率
はω%に増加した。 Zn-メタロチオネインは50%酸素

下でのニューロン生存率を増加させなかった。

(2)培養アストロサイトからのGIFの分泌:アストロサ

イトの培養上清中のGIF量をsELISA:で定量したところ、

48時間で、細胞内GIFと同程度のGIFがmedium中に存

在していた。これに対し、培養上清中のLDH量は細

胞内LDH量の約7%であった。

(3)GIF antisense oligonucleotideによる高濃度酸素下で

の細胞死の促進:アストロサイト上にニユーロンを蒔

き4日間培養した。Cocultureしたニューロンの生存率

は、 50%酸素下で1A時間培養しでも、減少しなかった。

Antisense-oligoとしてGIFcDNA53・78に相当するS-

oligonuc1ωtide(20μM) をcoc叫tureに添加したところ、

48時間後のGIF量は約1μに披少していた。そこで、

an岳民間唱ligo添加36時間後に、 cocult眠を50%酸素下

でさらに24時間培養したところ、ニューロン生存率

は67.4:t5%に減少した。

(4)鉄・過酸化水素下での突起形成とGIFによるその抑

制:培養開始時より、 20nMFeS04と50nMHp2を添加

し、 12時間後にニューロンからの突起数と突起長を

計測したところ、無添加の場合よりもそれぞれが増

加していた。 GIFを鉄・過酸化水素と同時に添加した

ところ、ニューロンからの突起数や突起長は、無添

加のそれよりも、減少していた。

(5)酸素ラジカルによるニューロン死と発芽に関与す

る遺伝子探索の試み:酸素ラジカルはニューロンに発

芽と細胞死の両方を誘導することから、両者に共通

して発現する遺伝子の単離をdifferentialdisplay法を用

いて試みた。これまでに待られたのは、酸素ラジカ

ルによる発芽の際と高濃度酸素による細胞死の際の

comittment pointで発現が抑制される遺伝子であった。
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副腎髄質cyclicADP-ribose生合成活性の調節

機序

森田克也，北山滋雄，土肥敏博

〈広島大学歯学部歯科薬理学講座)

NAD+代謝物である cyclicADP-ribose (cADPR.)は

強力な CaH動員作用を有し，ryanodine受容体の新し

いメッセンジャーとして機能している可能性が示唆

されている.しかし，刺激に応答した巳ADPR生合成

やその調節機構は明らかでなく，その生理的役割は

不明である.私達は神経細胞刺激一分泌連関における

巳ADPRの生理的関連性について明確にすべく，培養

ウシ副腎クロマフィン細胞を用い，その生合成調節

および Ca1+-indu∞dCaH rel出 e(CIcR)機構のメッセ
ンジャーとしての役割について検討を加えた.

cAD毘生合成酵素 (ADP-ribosylcyclase)活性はm
NAD+およびNGD+を基質として用い， fH]cADPRお

よびcGDPR産生量から評価した.

Digitoninで膜透過性としたクロマフィン細胞で

cADPRはCICR機構を感作し，急峻で一過性のCa'+

遊離を引き起こした.ADP-ribosyl cyclase活性は膜商

分に強く認められた(J.Biol. Chem in press). 

Acetylcholine (ACh)および excessKClに暴露した細胞

から調整したホモジネートで ADP-ribosylcyclase活性

を測定したととろ， cyc1ase活性は刺激後短時間で上

昇していた.同様の活性上昇はforskolinおよび8Br-

cAMP処置した細胞でも認めた.AChによる活性化

は8Br-cAMPによる活性化とは異なり CaH 流入に依

存していた.cAMP依存性蛋白リン酸化酵素 (A-

kinase)阻害薬はAChによる活性化を抑制した.私達

はすでにAChがクロマフィン細胞でCa>t流入を介し

てadenylatccyc1aseを活性化させ，組織 ι:AMP濃度を

増加させるととを報告してきでいる(T.Neuromem. 48， 

243-247，1987). これらの知見を併せ考えると， ADP回

世bosylcyc1aseは A-kinaseにより活性化を受けると

と， AChはCaH による cAMP産生を介して ADP-

ribosyl cyclaseを活性化することが示唆される.

以上，副腎クロマフィン細胞において，生理的刺

激に応答してcADI良生合成が調節されるととを明ら

かにし， cADPRはCICR機構の仲介する CaH 遊離の

内因性調節物質として機能していることを示唆し

た.
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Delayed Extraction 法を導入した
MALDI-TOF MSによる脳組織のスフィン
ゴ糖脂質及び関連脂質の研究

武富保、原厚、上村敬一、倉橋芳、杉山英子

(信州大学医学部加給適応研究センター加齢生化学)

新しい技術が導入された Matrix-AssistedLaser 

Desorption Ionization Time-of-F1ight Mass 
Spectrometry (MALDI-TOF MS)の高感度、高分

解能によってpmolオーダーのスフィンゴ糖脂質及

び関連脂質の同定が可能になった。 この操作法を

用いて脳組織、特に白貿のみに極微量存在し、その

化学構造も決定されて来ているP1asma1o-

cerebrosideが結節性硬化遺伝子をもっ遺伝性腎癌

動物モデルのEkerrat (癌研実験病理部樋野興夫博

士提供)の白質湿墨量100mg以下から DEMALDI-

TOFMSによって伺定され、それらの分子種を解明

することができた。 それらは長鎖権基と脂肪酸の

組合せが d18:1C24:1， d18:1C24， d18:1C24:1h， 

cl18:1C24hである Ga1acto白 rebrosicleに C16，
C16:1， C18， C18:1 aldehydes カ.~ cyc11c aceta1 
並1kageで結合しているζとが明らかとなった。

このような非極性スフィンゴ糖脂質が正常 Eker

ratに比して筋化したEkerratに顕著に増加してい

ることが脳組織の結節性硬化症と関連するかどうか

は今後の研究に侠ちたい。尚、ヒト脳に存在し、興

味ある機能を示すことが報告されている Plasma1o-

psychosineは Ekerratがかなりの Plasma1o-

cerebrosideを含有するにもかかわらず見い出すこ

とはできなかった。 また、 DEMALDI-TOF MS 

によって容易に同定できるPsychoslneやその他リ

ゾスフィンゴ脂質、及びSphingosine，Ceramideな

ども見い出すことはできなかった。他方、灰白質に

多いガングリオシドのうちジシアロ体までは DE

MALDI-TOF MSによって問定できたが、それ以上

のポリシアロ体については検討の余地があった。ガ

ングリオシドの分子種の数は脂肪酸がC18と長鎖塩

基d18:1とて[20:1の組合せで比較的少ない。 哨乳

動物穏差やヒト脳では加齢や機能不全によって

Sphingosineの炭素鎖の長さの違いが明らかに認め

られた。 スフィンゴ糖脂質の機能が注目されてい

る今日とそ、微量のスフィンゴ糖脂質の分子種まで

明らかにしておくことが重要である。
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延髄化学受容野への拍動性圧迫によるc-fos

の発現

市田竜也 1，2、山田久夫1、桂昌司3

(滋賀医大・第二解剖ヘ京都府医大・第二内科2、

川崎医大・薬理3)

頭側延髄腹外側i野 (RVLM)領域は中枢性血圧

調節に重要な役割を演じるが、高分解能MRIお

よびMRAを用いた本態性高血圧患者の観察で

は、走行変異した椎骨脳底動脈系によるとの部

位への圧迫が有意に多くみとめられる。また

ラットの延髄腹側表面にlatexbaloonによる拍動

性圧迫を加えてその動物モデルとしたととろ、

この昇圧反応は交感神経活動の昂進を介して生

じていることや、ひfosrnRNAアンチセンスの

RVLMへの注入によりこの昇圧反応が抑制され

ることなどが判明してきた。

今回の実験では、雄性ラットにウレタン麻酔

をおこない、心電図同期下にて延髄腹側表面へ

拍動性圧迫を加えた。 10分後、血圧および脈拍

は有意に培加した。圧迫60分後のRVLMjCVLM

領域のc-fosmRNAはNorthemblot法による検索

で、有意に増加していた。また圧迫直後または

90分後のラット脳切片をひfos抗体をもちいて免

疫染色したところ、同領域にFos含有細胞数が有

意に増加していた。二重免疫染色を施行すると、

その Fos含有細胞の多くはカテコーJレアミン

ニューロンやエンドセリン A受容体をもっ

ニューロンであることが判明した。一方、圧迫刺

激をおとなった部位についてあらためて詳細に

検討し、エリアを特定した。

以上により、延髄腹側表面への拍動性圧迫は、

RVLMjCVLMのカテコールアミンニューロンの

興奮を介して血圧上昇をもたらし、同時にc-fos

の発現も誘導している。

なお、本研究は京都府医大・第二内科森本

聡、佐々木享、武田和夫、中川雅夫先生との共同

研究である。

234 2C 0・1

Ob-geneプロダクト，レプチンιep)の摂

食抑制機序

大村裕白石武昌九佐々木和男新島旭4

1白木臓器製薬附生物活性科学研東海大医生

理富山大工生体情報新潟大医生理

摂食により脂肪細胞が放出する I勾は脳に働

く満腹物質である.神経ペプチドY(NPY)は弓状

核(ARN)で産出され室傍核に放出されて摂食を

促進する.LepはARNのNPYmRNA活性を低下

させる.これが摂食抑制機序のーっと考えらるが，

NPYノックアウトマウスでLepは，正常マウス

より強く摂食を抑制する.したがってLepの摂食

抑制作用は不明である.この作用機序を明らかに

した.

中枢性作用機序:麻酔下ラットを用い，満腹

(VMH)と摂食阿中枢(LHA)のニューロンに，電気

泳動的にLepを作用主せた.VMHではブドウ糖
受容ニューロン(GRN)の78%が，非受容ニユ}ロ

ンの 37%がLepにより活動促進され，抑制ニュー

ロンはなかった.LHAではブドウ糠感受性ニュ

ーロン(GSN)39%と非感受性ニユ}ロン 48%が

Lepにより抑制され，促進ニユ}ロンはなかった.

GRNとGSNは摂食に関与するニューロン群であ

る.室傍核の小細胞群ニューロンでは 12%がI却

で促進され，抑制ニュ}ロンはなかった.Invi仕。

脳切片でARNニユ}ロンは1O.11"，10・10M Lepで

52%が抑制され，その 80%はGSNであり，促進

ニュ」ロンは無かった.in vitroホールセルパッチ

クランプ下で， Lep Iこより GRNニューロンは膜

コンダクタンス上昇による脱分極を起こす.鋭分

極の逆転電位はー10岨15mvであり， Lepは非選択性

にカチオンチャネルを関口することが明らかに

なった.Lep受容体が異常な Zuckerラットでは
上述ニユ}ロン群にLepは作用しなかった.

主塾生生旦:ブドウ糖を肝門脈σ1ろに投与すると
摂食抑制が起こる.この作用機序は， PVに終末

をもっ求心性迷走神経のブドウ糖感受性ユニッ

トを抑制することによる.麻酔下ラットのPVに

Lepl"'lOpg投与すると量反応的にこのユニット

が抑制される.

Lepの摂食抑制の作用機序は，したがって中枢

性ならびに末梢性の両方によって行われている.
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神経活動によって発現制御される細胞接着

因子Arcadlinの解析
杉浦弘子、加藤宏司#、入江康至*、

三木直正*、山形要人

(東京都神経研・分子神経生物、#山形大・医・

第二生理、*大阪大院・医・情報薬理)

神経の可塑性とは、入力刺激によってシナプス

伝達効率やシナプス結合の形態学的変化が生じる

ことであり、 LTP(Long-Term Potentiation)はこの

可塑性の電気生理学的な実験モデルである。 LTP

は時間的に異なる三相の成分からなり、第一相の

維持には NMDA受容体の関口と ea2+の流入、第
二相はタンパクリン酸化とタンパク合成、第三相

は新たな遺伝子発現がそれぞれ必要である。

我々は、海馬の cDNAライブラリーから

subtraction-differential hybridization法を用いて、シナ

プス活動によって発現調節される新しい遺伝子

紅'Cadlinを見出した。ラットを電撃痘聖堂刺激や LTP

を生じる高頻度刺激を行ったところ、 arcadlin

mRNAは海馬穎粒細胞で急速に、そして一過性に

誘導された。 arcadlinmRNAは、刺激後30分で既

に誘導され、約 2時間をピ」クに B時間後も増加

していた。また、小脳を除く脳の様々な領域にも

発現していたが、他の IEG( hnmediate Early Gene ) 

と異なり、発現の生後変化は認められなかった。

塩基配列解析からお-cadlinタンパク質は、細胞

外に 6つのカドヘリンモチーフの繰り返し配列を

持つ、分子量約 100KDa， pI5.1のプロトカドへリ

ン様タンパク質であることが分かった。

そこで出-cadlin遺伝子を L細胞に stabl巴に発現さ

せ、細胞接着活性を調べたところ、 aπadlinを発現

した細胞は Ca2+依存性に Arcadlin細胞外ドメイン

タンパク質に結合した。またこの結合は、細胞外

ドメインに対する抗体存在下で抑制された。

記憶の長期保持の分子機構として、我々は、シ

ナプス活動によって誘導された遺伝子産物がシナ

プスに作用し、その結合を強化するメカニズムを

考えている。Arcadlinはシナプス活動によって誘導

され、 Ca2+依存性に homophilicに結合すること

から、この分子の更なる解析によって我々の仮説

を分子レベルで証明できると考えている。
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ニューロカンN-末端側断片のグリア性神経
細胞周囲網への局在
松井ふみ子1、西塚雅子2、青野幸子1、大平敦彦1

(1愛知県コロニー・発達障害研究所・周生期、

2Jl慎天堂大学・医学部・第二解剖)

ニューロカンは神経系に特異的に発現するコンド

ロイチン硫酸フ。ロテオグ‘リカンで、その発現量およ

びコアタンパク質の切断が発達にともなって変化す

ることが知られている。成熟ラット脳ではニューロ

カンのコアタンパク質は完全に2つに切断され、 N-

末端側断片(ニューロカン田N) およびC-末端側断

片(ニューロカンーC)が生じる.そこで、これらの

2つの断片のラット大脳における局在を調べるた

め、ニューロカン-Nを認識するポリクローナル抗体

σAb-291)およびニューロカンーCを認識するモノク

ローナル抗体(MAb-1G2)を用い、免疫組織化学的検

討を行った。光顕レベルでユの観察で1立、ニューロ

カン-Nは、大脳全体への均ーな分布に加え、一部の

神経細胞の九囲への分布が見られた。一方、ニュ

ーロカン-Cは、大脳全体への均ーな分布のみが観察

された。成熟脳で見られたニューロカンーNの神経

細胞周囲への局在は、生後14日のラットの脳では見

られず、生後29臼脳ではごくわずかの細胞で見られ

た。一方、ニューロカン-cはどの発達段階において

も、神経細胞周囲への局在は示さなかった。次に、

ニューロカンーNが神経細胞周囲のどのような部位に

局在するのかを調べるため、 PAb-291および抗シナ

プトフィジン抗体を用いた二重染色を行った。その

結果、ニューロカンーNはシナプスそのものには存在

せず、その近傍に存在することが分かった。さら

に、免疫電顕により神経細胞周囲のPAb-291険性部

位を調べたところ、ニューロカンーNは、神経細胞の

細胞体を取り囲むグリア細胞性神経細胞周囲網の細

胞質に存在することが明らかとなった。これまで、

ニューロカンは細胞外に分館、され、神経接着分子と

結合することにより、神経細胞の接着や突起伸長を

制御していると考えられていた。しかし、今回の結

果から、成熟脳において神経細胞周姐網に局在する

ニューロカンーNはこれまで考えられていたものとは

異なった機能を果たしている可能性が示唆された。

また、ニューロカンーNが脳の発達段階の比較的遅い

時期に、シナプスの近傍に出現することから、ニュ

ーロカン“Nが一部の神経細胞の成熟やシナプスの安

定化に関与している可能性が考えられる。
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神経系に特徴的なコンドロイチン硫酸プロテ

オグリカン，NGC，のマウス遺伝子クローニ
ングと小脳発達に伴う発現変動

青野幸子、慶野宏臣、松井ふみ子、大平敦彦

(愛知県コロニー・発達障害研究所・周生期学部〉

本研究室でその遺伝子(ラット)がクローニングさ

れたニューログリカンC (NGC)は、神経系に特徴

的に発現している膜貫通型コンドロイチン硫酸プロテ

オグリカンである。コアタンパクは544個のアミノ酸

残基によって構成されており、アミノ末端からコンド

ロイチン硫酸伊合ドメイン、塩基性アミノ酸に富むド

メイン、システイン残基に富むドメイン、膜貫通ドメ

イン、リン酸化可能な部位をもっ細胞内ドメインの5

つのドメインよりなる。ラット大脳では発達とともに

量が増加し生後20日前後にピークに達する。他のプロ

テオグリカンと同様、 NGCは脳における神経団路形

成に重要なfilJきをしていると思われるが、その機能に
ついては現在までのところ明らかとはなっていない。

今回、 NGCの発現調節機構を解明することを目的

として、マウスNGCcDNAおよびゲ、ノムDNAのクロ

ーニングを試みた。 cDNAライブラリーは2ヶ月齢マ

ウス脳より調製し、ゲノムについては129マウス由来

の市販ゲノムライブラリーを用いた。プロープとして

ラットNGCのcDNAを用いた。 cDNAについては少な

くとも3種のアイソフォームを検出することが出来

た。その一つはラットcDNAの塩基配列と90%以上の

ホモロジーを示した。また、推定アミノ酸配列から、

マウスNGCもラットと周様5つの主要ドメインをも

つことが示唆された。しかし、検討した10個のクロー

ン全てにおいて、ラット(生後8日齢脳由来〉および

ヒト (2歳児脳由来)NGCcDNAIこ共通にみられた部

位 (15塩基)が欠失していることもわかった。この

欠失か種差によるものか、日齢差によるものか現在検

討中であるo

NGCは生後発達期の神経細胞に比較的強く発現し

ている。今回小脳におけるNGCの分布についてより

詳細な検討を行った。発育期および成獣マウス小脳を

4%.パラホルムアルデヒド/0.1Mリン酸緩衝液(pH7.4) 

で固定した。小脳では反応生成物はプルキンエ細胞の

主樹状突起上に斑点状に存在していた。反応生成物は

生後5日頃よりみられ、日齢とともに増加、成獣で最

も強く認められた。これより、 NGCが登上線維とプ

ルキンエ細胞との潤のシナプスに存在することが示唆

された。現在、免疫電顕法により検討を行っている。
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培養海馬神経細胞のシナプス形成とヘパラン硫酸プロ

テオグリカン

森岡将史、小倉明彦

(大阪大学大学院・理学研究科)

神経細胞が正常なシナプス形成を行う際、細胞外

マトリクス (ECM)は標的細胞や経由点細胞から放

出され栄養因子や誘引因子を係留しており、神経突起

はこれを認識して伸長または縮退していくと考えられ

ている。このようにECMがシナプス形成に役割を持

っとする考えは、神経筋接合部での除神経後再生の実

験から導かれたものであるが、中枢神経系でECMが

シナプス形成にどのような役割を果たしているのかよ

く分かつていない。そこで、ラット海馬の分散培養の

系に対して、 ECMの主要成分のヘパラン硫酸プロテ

オグリカンとコンドロイチン硫酸プロテオグリカンを

それぞれ分解するヘパリチナーゼとコンドロイチナー

ゼを投与するととでECMの役割を検討するζととし

た。ラット18臼怪から分離後3日または6日の時点で

酵素を投与し、生存率、形態、細胞内カルシウム動態

の三つの観点から検討した。

まず、ヘパラン硫酸プロテオグリカンとコンドロ

イチン硫酸プロテオグリカンが酵素投与時に存在する

ことを間接蛍光抗体法で確認した。生存率はどの処理

においても有意な差はなかった。有意な変化がみられ

たのは、培養3日後にヘパリチナーゼを処理した場合

で、酵素用量依存的に細胞の凝集が起とった(細胞の

凝集はボロノイ図解析法で行った)。しかし倍養6日

後に投与した場合には凝集は起こらなかった。コンド

ロイチナーゼは培養38後の投与でも6日後の投与でも

凝集を起とさなかった。シナプス形成を、自発的で複

数の細胞問で間期した細胞内カルシウムイオン濃度の

振動を指標として検討したところ、培養3日後にヘパ

リチナーゼを投与してさらに3日経過した時点で比較

すると、酵素無処理の対照群およびコンドロイチナー

ゼ処理群にくらべてシナプス形成率が低い傾向がみら

れた。さらに電位依存性カルシウムチャンネルやグル

タミン駿受容体の発現や活性に影響があるかどうか検

討を行った。
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13C一化合物投与によるラット脳グリア代謝の

計測-Ex Vivo 13C-NMRスペクトロスコ

ピー法を用いて一

金松知幸、高原ひろみ、塚田裕三

(創価大学生命科学研究所)

生体脳におけるグリア細胞の代謝的特質を明らか

lごするため、グリアで特異的~;:代謝される 13C 標識基

質を用いてNMRスペクトロスコピーにより計測を行

った。 lSC一化合物をラット尾静脈より投与した後、マ

イクロウエーブで屠殺し、脳よりアミノ酸分画を抽出

し、グルタミン酸(Glu)、グルタミン(Gln)、yーアミノ

酪酸(GABA)への l:JCの組み込み位置と、組み込み量の

変化を経時的に、測定した。

[2_13C)ーブドウ糖が解糖系、アセチルーCoAを介し

てTCA回路に取り込まれると、Glu、Glnの5位、GABA

の1位へ l:JCが組み込まれる。この場合、 Glnの 13C

量は Gluの値の約 20%で、あった([2_13C)ーブドウ糖投

与後30分)0[2-1:lC)ーブドウ糖が解糖系を経た後、グ

リア細胞に局在している pyruvatecarboxylaseを介

して、 TCA回路に取り込まれると(anaplerosis; cO2 
固定)、 l:JCはGlu、Glnの3位に組み込まれる。 Gln

合成酵素もまた、グリアに局在する。この場合、.Glu

とGlnの1:'C量は等しく、グリアでは神経細胞と異な

り、 GluとGlnの代謝プールがほぼ等しいことが示さ

れた。また、 GABAの3位にもl:lCの組み込みが認め

られanaplerosisを経たGln，Gluから GABAが合成さ

れていることを示した。一方、酢酸はグリアに優先的

に取り込まれ代謝されるととが知られている。 [2-

13C)-Sodium aαtateを投与すると、アセチルーCoAを

介して'TCA回路に取り込まれ、 GluとGlnの4位へ

日Cが組み込まれるが、両アミノ酸の 13C量はほぼ等し

く、やはりグリア特異的代謝パターンを示した。また、

2_13C-GABAも認められ、これはグリアで合成された

4_13C-Gluに由来している。これらの結果から、グリ

アで合成されたGlnの一部が神経細胞に移行し、シナ

プス部でGluを経てGABAに代謝される経路のあると

とを明らかにした。
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13Cーグルコース投与による高磁場磁気共鳴

局所化スベクトロスコピーでの脳内グルタ

ミン酸代謝の無侵襲的計測

塚田裕三1、金松知幸¥小田正記l、高原ひろみ1、

岡本和也人

(1創価大学生命科学研究所、 2東芝RDセンター)

カニクイザル及びヒト(健康人ボランテイアー)に

[1-13C]Dーグルコース (99Atom %)を投与して

(0.5g -l.Og/kg)経時的にlSC-MRSにより、無侵

襲的に脳内グルタミン酸、グルタミンの代謝を計測す

る技術 (invivo 13C-MRS)を開発した。計誤IJ方法は

1)1Hデカプリング13Cスペクトロスコピー、2)局所

励起分極移動 13Cスペクトロスコピー、 3)局所励起

ge-HSQC法である。 HSQC法では JH-13C相関ス

ペクトル情報から lH観測により高感度で代謝物を良

好に分離出来る方法である。今回局所励起HSQC法

によりサル脳で8ml、ヒト脳で37mlの局所化された

部位から4グルタミン酸、 3ーグルタミン殿、 4-グル

タミンのスペクトルを分離して経時的な計測を可能

とした。同時に血清中のJ3CーグルコースのFractiona1

Enrichment、血糖値、インスリン値を経時的に測定

した。 ヒトに経口でブドウ糖を投与すると、血中ブ

ドウ糖のFractiona1Emichmentは60-120分の間ほ

ぽ一定の値を保ち、脳内には約30分後にブドウ糖が

出現した。続いて 4ーグルタミン酸がまず見え始め約

90分後に最大値に達し、その後緩やかに減少した。

3グルタミン酸、 4-グルタミンも4-グルタミン酸に

遅れて出現し、 200分後まで一定値を維持した。とれ

らの情報から生体脳内のTCA回路の代謝速度(主と

してニューロン)、グルタミンの合成速度(グリア内)

を算出する事が出来る。との技術を用いる事により脳

の各部位で機能状態に伴う代謝変化や脳障害による

代謝異常を計測しうることになった。

本研究は医療福徒機怨技術研究開発制度の一環として

NEOO (新エネルギー・産業技術総合開発機構)からの委

託により実施した。
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培養アストロサイトのグルコース代謝に及
ぼすglybenc1amideの効果
浜井盟子、箕越靖彦、嶋津孝
(愛媛大学医学部医化学第一学教室)

スルフォニルウレアの一種であるglybenclamlde
は、勝臓からのインスリンの分泌を高めると共に脂
肪細胞や骨格筋など末梢組織におけるグルコースの

利用を促進する。また、アストロサイトはグリコー
ゲン頼粒を多量に含有し、中枢神経系におけるグル

コース代謝の調節に重要な役割を果たしている。本

研究では、アストロサイトにおけるグルコース利用
の調節機構を明らかにする呂的で、アストロサイト
の初代培養細胞を用いてグルコース代謝に及ぼす
glybenclamldeの効果を調べた。

胎児令19日のラット脳をトリプシンで処理し、細
胞をポリイミンでコーティングしたシャーレ上で培
養した。アストロサイトの割合を高めるため、婿養
細胞を一度別のシャーレに植え換え、細胞がコンフ
ルエントに達した後、実験に使用した。情地中のグ

ルコース及び乳酸は酵素法によって測定した.グル

コースの取り込み速度は、トレイサーとして2-[3H]
deoxyglucoseを用い、細胞内に取り込まれるラジ

オアイソトープの放射活性を測定することによって
算出した。

Glybenclamldeは濃度に依存してアストロサイト
におけるグルコース消費を増加させ、乳酸産生を冗
めた。さらに、グルコースの取り込み速度は、
glybenc¥amldeの添加後30分で、約2倍に培加し
た。これらの実験結果からglybenclam!deが、アス

トロサイトにおけるグルコースの利用を促進する事
が明らかとなった。

ととろで、グルタミン酸は、アストロサイトの細

胞内へのNa+イオンの流入を増加するととによって

Na+/K+-ATPaseの活性を冗め、その結果グルコー
スの利用を促進することが知られている。そとで

glybenclamldeの促進作用にNa+/K+-ATPaseがど
のような役割を果たしているかを検討した。その結

果、細胞外のNa+イオンがglybenclamldeの作用発

現に必須であり、またウワパインによってNa+/K+

-ATPase活性を阻害するとglybenclam!deの作用も

消失することが判明した。さらに、 glybenc¥am!de

がアストロサイトのNa+/K+-ATPase活性を促進す
るととも確認した。

以上の実験結果からglybenclamldeは、グルタミ

ン酸と同様、 Na+/K+-ATPaseの働きを介してアス

トロサイトにおけるグルコースの利用を促進する可
能性が高い。
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マウス脳の発達段階におけるグリコーゲン
合成酵素の発現
南木浩二、馬場広子、池中一裕

(岡崎国立共同研究機構生理学研究所持経情報部門)

胎生期マウス脳においてグリコーゲン頼粒は放射

状グリアのマーカーとして知られている。近年、脳

特異的グFコーゲン合成酵素(以下、 GS)の免疫
染色(Inoue，N. et 81. 1988)および必situ

hybridization法 (Pel1egri，G. et a1. 1996)によってマ

ウスおよびラットの成体脳ではこの酵素が主にアス

トロサイトに局在し、少量ではあるが神経細胞にも

存在することが明らかとなった。今回我々はこのエ

ネルギー源貯蔵に重要な役割を果たすGSが、マウ

ス脳の発達段階においてどのような発現様式をとる

のかを明らかにすることを目的として、胎生期から

成体までの脳切片および脳初代培養系におけるGS

mRNAおよびタンパク質の局在の変化を検討した。

(方法)GS cDNA塩基配列をもとに3'非翻訳領域に

プライマーを設定し、生後2日齢マウス脳のtotal

RNAからRT-PCR法によって1.2kbcDNAを得た。こ

れをもとにdigoxige瓜mラベルをしたcRNAを作製し、

加 situhybridization用プロープとした。 GS特異抗体

は熊本大学宮本先生から供与していただいた。これ

らを用いて胎生12日から成体まで各発達段階の脳パ

ラフィン切片に対してinsi加 hybridizationおよび免疫
染色を行った。また、胎生13日齢マウス大脳を用い

た脳初代培養系に対して経時的に免疫染色を行い、

GS陽性細胞種向定のために各種マーカーとの二重

染色も行った。

(結果および考察)GS陽性細胞は必siω
hybridizationでは胎生12日から、免疫染色では胎生

13日から脳室鐙近傍で検出され、発達にしたがって

次第に皮質へと移動し、成体においては脳の広い領

域にわたって分布することが確認された。成体にお

いては特に嘆球、大脳および小脳皮質、延髄の細胞

に多く存在した。このことからGSは細胞分化の比

較的早い時期から存在し、細胞の移動、分化を終え

てもそのまま存在することが示された。脳初代培養

細胞における二重染色によってGS陽性細胞は矯養

初期ではGS'/nestiが、 GS'/RC1'とに存在し、経時的

にGSγGFAP'、GS'/MAP2'が増加していくことが確

認された。

脳のエネルギー産生はグルコースを利用して行わ

れ、グリコーグンをエネノレギー源として貯蔵する。

これらの働きはアストロサイトが行っているが、

GS自体はアストロサイト、神経細胞共に発生分化

の早い段階から存在することが明らかとなった。
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視床下部腹内側核および外側核でのアセ

チルコリン放出と血糖値の増加

高橋輩、石丸裕久、五十嵐康、岸栄子、

丸山悠司

(群馬大医学部神経精神薬理学ツムラ)

視床下部が末梢の糖代謝を調節し:ていることは

良〈知られている。 ここでは、視床下部腹内側

核 (VMH)および外側核 (LH)のコリン神経

ならびにノルアドレナリン神経系の活動昂進と血

糖値増加との因果関係を明らかにするため、これ

ら神経核をマイクロダイアリシスのプロープ膜を

介して刺激すると同時に、神経核細胞外液中のア

セチルコリン (ACh)、コリン及びノルエピネ

フリン (NE)を解析する手法を用い、血糖値の

変動と比較検討した。マイクロダイアリシスは両

側の神経核に対し、無麻酔下、フ 1].ームーピング

にて実施し、刺激には高カリウム液(100m 

M)、ネオスチグミン (1mM)、NEとパージ

リンを用いた。血液は予め右心耳に留置したカテ

ーテルより経時的に行った。

VMH、LHの高カリウム刺激は神経核細胞外

i夜中のACh、コリンをすみやかに増加させ、血

糖債を上昇させた。このACh，コリン向者の増

加はACh放出そのものが増加したことを示す。

刺激を中止するとACh、コリンはすぐに刺激前

のレベルに戻り、血糖値はしだいに低下した。

また、両神経核をネオスチグミンで刺激すると神

経核細胞外液中のAChと血糖値の増加が認めら

れた。高カリウム液での刺激では神経核細胞外液

中のNE濃度の増加が認められたが、 VMH、L

HをNE (0. 1 -2 mM)とパージリンで刺激

した場合には血糖伎の有意な上昇は認められな

かった。

これらの結果はVMH及びLHのコリン神経系

あるいはコリン受容神経の活動昂進が血糖を増加

せしめるものと思われる。その作用は交感神経系

を介すると考えられるが、既に報告されているV

MHとLH電気刺激のの代謝回転の成績を考慮す

ると、 LH刺激の作用は主に副腎髄質を介すると

思える。
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HESl遺伝子の終脳における機能:ニュー

ロン分化、細胞死の先進、およびグリア分

化への影響
中村由紀1、榊原伸一1、影山飽一郎z、岡野栄之L

3 (大阪大、医1、京都大・医2、科学技術振興事業団

C郎 sr)

HESlはbHLH裂の転写抑制因子であり、 Mashlや

MyoDの転写を抑制することにより、神経分化や筋

肉分化を抑制するといわれている。田Sl欠損マウ

スは神経管閉鎖不全、無脳症といった神経管形成の

異常をきたし、胎生期あるいは生直後に死亡する。

本実験では田Slの中枢神経系の発生における機能

を検証するため、回Sl欠損マウスの中枢神経系細

胞の初代培釜およびその免疫組織化学、 RT手CR等

を用いて胎生期HESl欠損マウスの中枢神経発生の

解析を行った。

HESl欠損マウスの胎生期前脳細胞の初代培菱の

結果、胎生10日におけるネスチン陽性の未分化な神

経上皮細胞はほぼ変化がないのに対し(野生型56.9

%、 E王ES1欠損型51.2%)、MAP2陽性のニューロン

は著しく増加していた{野生型9.1%、回Sl欠損型

22.3則。 4日間培養後ではMAP2陽性細胞構成比

にこれほどの差がみられず、何らかの機序で、ニュー

ロンが排除されていることが推測される。また

HES1欠損マウスではinvitroおよび、invivoで細胞死

の先進が観察された。一方単一細胞の細胞系譜を追

うことのできる低密度培養を行うことによりひとつ

のニューロン産生細胞が生み出すニューロンの数が

減少していることが明らかとなった。(野生型2.9

個、田Sl欠損型2.1個)。

HES1欠損マウスでは胎生期に致死となるため、

終脳グリアの発生に関する表現型についての報告が

ない。今回の実験では、胎生期終脳を用いた

RT-PCRでは大きな差は検出できなかったが、初代

培養系を用いて細胞レベルで検討した結果、胎生14

日の田S1欠損マウス終脳を5日間培養したものでは

野生型に比べグリアのマーカーであるGFAPを発現

する細胞がやや増加していた。

HES1欠損マウスでは神経上皮細胞の数は変化せ

ず、ニューロンが増加している。一方ニューロン産

生細胞の自己再生能は低下していると考えられる。

細胞死克進、グリア分化については現在更なる検討

を加えている。
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培養交感神経細胞におけるこユーロトロフ

イン応答性とShc遺伝子の発現

小林三和子中村岳史森望 松岡_g~I ，

栗原堅三1 (1北大・薬・薬剤学， 2住友電工バイ

オメデイカJレ研究所 3国立長寿医療研究センタ

ー遺伝子部門)

ニユ}ロトロフィン/τはシグナJレ伝達におい
てRas/MAPKに至る経路に関与するアダプター分

子Shcは，末梢の交感神経系に強く発現するが，非

神経組織における発現も多く，脳における発現は

むしろ低い。一方， N-Shcをはじめとする数種のShc

ホモロジ}蛋白質は脳、脊髄など神経組織に特異

的に発現している。そこで，異なるこユ}ロトロ

フイン依存性を持つニューロンにおいてShc分子

積の発現が異なるかどうかを，培養交感神経細胞

(SCGニューロン)を用いてRT-PCR法により調べ

た。

すでにわれわれは， NGF依存性のSCGニユ」ロ

ンの初代培養系において，レチノイン酸と骨形成

蛋白質(BMP)・2が協同的にTrkAの発現を抑制し，

TrkCの発現を誘導することを報告した。 TrkAを発

現する新生ラットのSCGニューロンは， Shcひ鴫， N-

Shc-呪.

ノイン酸によりNτ百3依存↑性生となつたSCGニユ}ロ

ンにおいてiはま， Shc-rr武NAの発現が減少し， N-

Shc引武NAは増加していた。すなわちSCGニユ}ロ

ンがNGF依存性からNT3依存性へ変化するのに伴

い， Shcの発現は減少し， N-Shcの発現は増加した。

とれらの結果より，TrkAにはShc，TrkCにはN-Shc

が共投する可能性が考えられる。すなわち個々の

ニューロトロフインは国有のTrk/Shc分子種を介す

ることにより，異なるシグナJレを伝達する可能性

がある。また，発達過程のSCGニューロンにおい

てはTrkCからTrkAへニューロトロフイン受容体の

発現が変化することから，神経分化の過程で発現

するShc分子種も変化するととが予想される。

246 1P 1044 

グルタミン酸脱炭酸酵素遺伝子のGABA
ニューロン特異的発現制御:トランスジエ

ニックマウスを用いたプロモーターの解析
柳川右千夫、 小林隆司、 石井賢治、久津輪瑞代、

田村長理

(東北大学加齢医学研究所遺伝子情報研究分野)

マウスグルタミン酸脱炭酸酵素 (mGAD65、
mGAD 67)遺伝子は、脳ではGABAニュー
ロン特異的に発現している。また、てんかん発作や
cAMP、MK801，オカダ酸などの薬物でその
発現が変動することが.我々を含めて複数の研究グ
ループから報告されている。これらの発現制御機構
を明らかにする目的にて， mGAD6 5とmGAD
6 7の両遺伝子上流領域をマウスゲノムライブラリ
ーから主幹線し、プロモーターの構造と機能につい

て検討した。
mGAD 65 (約4k b)とmG八D67 (約
1 0 k b) の上流領域の塩基配列を決定し、転写
因子結合可能部位について検索した結果、神経特異
的発現に関与するne u r 0 n-r e s t r c t 
i v c -s 1 e n c e r -c 1 e m e n t (N R 
S E) や CCAGGAGA配列の存在を認めた。
mGAD67プロモーターを含む上流域をLacZ
遺伝子に連結した融合遺伝子を導入したトランスジ
ェニックマウスを作成し、プロモーター機能につい
て検討を行った。各臓器の戸ーガラクトシダーゼ
活性を測定したところ、悩で高い活性を認めた。さ
らに、脳切片を用いてX-gal染色を行った結果、
mGAD67遺伝子の発現量の多い領域、即ち、
唆球、峻結節、梨状皮質、大脳皮質、線条体及び脚
内核の各領域の神経細胞に特異的にLacZ遺伝
子の発現が観察された。以上のととは、プロモータ
ー領域がmGAD67遺伝子の GABAニューロ
ン特異的発現に寄与していることを示唆している。
現在、上記プロモーターがGABAニューロンの発
達段階特異的発現にどの程度関与しているかについ
て上記トランスジェニックマウス胎児を用いて検討
を行っている。さらに、 mGAD65遺伝子につい
てもトランスジェニックマウスを作成し、解析を行

っている。
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ムスカリン性アセチjレコリン受容体を介し
たzif268遺伝子プロモータ}の活性化

Julie Geng、海老原達彦、限原英子、 DavidSaffen 

(東京大学医学部神経生化学)

Zif268は前初期遺伝子の転写因子で、海馬シナプス

において長期増強を引き起こす刺激によりすみやか

に誘導される。神経様PC12D細胞において、 zif268遺

伝子の発現は神経成長因子(NGF)やムスカリン性ア

セチJレコリン受容体アゴニストのカルパコールに

よってすみやかに誘導される。我々は、 zif268遺伝子

発現制御を解析するために、 zif268遺伝子プロモー
タ}の下流にβガラクトシダーゼ (sGal)をリポー

タ}として組み込んだ発現ベクターを構築し、

PC12D細胞に導入した。 sGal活性は、色素基質であ

るX-Galで細胞染色することによって定性的に観察

し、さらに、化学発光基質であるGalacton-Star(ク
ロ}ンテック社)を使って定量的に測定した。この

発現ベクターをトランジエントに導入したときは、

NGF刺激によって発現が強く誘導されたが、カルパ

コール刺激にはほとんど応答しなかった。ところ

が、この発現ベクターを恒常的にもつPC12D細胞株

を樹立したところ、 3つの独立したクローン化細胞
において、 NGF及びカルパコールの刺激に対して強

い遺伝子発現誘導が観察された。これらの結果は、

カルパコール刺激によるレポーター遺伝子の発現に

はベクターが染色体に組み込まれることが必要であ

るが、 NGF刺激の場合は必要がないことを示唆して

いる。この二つの応答の違いは、 zif268遺伝子発現制

御において二つの異なった機構があることを示唆し

ている。以上の結果は、 ziロ68遺伝子プロモーダー活
性をレポーター遺伝子をつかって正しく解析するに

は、染色体に組み込まれることが必須であることを

示している。この現象の分子レベルでの機構の解析

は今後の研究課題であるo
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PC12D細胞においてNGF刺激からzif268遺伝子
発現に至る経路にはMAPK依存性と非依存性の
ものが存在する
隈原英子、 JulieGeng、DavidSaffen(東京大学医
学部神経生化)

PC12D細胞をNGF(神経成長因子)で刺激すると、前
初期遺伝子であるzif268の皿RNAレベルが一過性に上昇
し、刺激から45分後にピークを迎えるo このとき、
MAPKの活性も刺激から1-2分後に上昇を始め、 10分後
にピークを迎えた後、数時間活性を保つことがわかっ
ている。 MAPKは転写因子p62TCFをリン酸化し活性化す
ることにより、転写因子SRFと共に遺伝子のプロモー
ター上のSRE配列を介し遺伝子発現を引き起こすと考
えられている。 zif268遺伝子のプロモーター上にも6
個のSRE(Serum response el冊目nt)配列が存在する
ので、 PC12D細胞におけるzif268遺伝子はMAPKの活性
化及びSRE配列を介し発現すると考えられる。そこ
で、 PC12D細胞における、 NGFによるMAPKの活性化と
zif268遺伝子の発現との相関性を調べるために、 MAPK
を活性化するMAPKKの阻害剤 (PD98059)の前処理によ
り、 NGF.刺激によるMAPKの活性を抑制したときのzif26
8四郎Aレベルをノザンプロッティングにより調べた。
その結果、 PD98回9の前処理によりNGFによるMAPKの
活性は完全に抑制されたが、 zif268のmRNAレベルの上
昇は完全には抑制されなかった。このことより、 PC12
D細胞には、 NGFの下流にzif268遺伝子発現を誘導する
MAPK非依存性の経路も機能することが示唆される。
また、この経路における他のキナーゼの関与を調べ
るために様々な阻害剤の効果を調べたところ、 PI3-
kinase阻害剤であるwortmanninをPD98059と共に前処
理したとき、 NGF刺激によるzif268の田RNAレベルの上
昇が大部分抑制されることがわかった。従って、 MAPK
非依存的にzifお8遺伝子を発現させる経路には、 P13-
kinaseが関与する可能性が示唆される。
さらに、 MAPKの上流で機能することが知られている
宜asが、この経路においてどのような役割を果たすか
を調べるために、 dexamethazoneの前処理により
dominant-negative Rasが転写誘導されるPC12D細胞株
を確立した。この株を用いた実験では、 dexamethaz-
oneの前処理によりdominant-negativeRasを発現させ
ると、 NGF.刺激によるMAPKの活性化は完全に抑制され
たが、 zif268mRNAレベルの上昇はお分的にしか抑制さ
れなかった。従って、この経路はRaslこも非依存的で
あることが示唆される。
一方、 P岡田59の場合とは異なり、この細胞株を
dexam日thazoneと同時にwortmanninで前処理したとき
のNGFによるzif268田RNAレベルの上昇は、 dexameth-
azoneのみで前処理したときと比べ、ほとんど変化が
なかった。
以上のことより、 PC12D細胞には、 NGF刺激により
MAPK及ひ1Rasに非依存的にzif268遺伝子を発現させる
経路も存在し、その経路にはwortmanninsensitiveな
ものとinsensitiveなものがあることが示唆される。
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Notch情報伝達系の構成遺伝子である

deltexのマウスホモログのクローニ

ングおよび機能解析
岸憲幸伊藤美紀子 1.2、木下進 3、

Chi-chung Hui4、岡野栄之 1.2、松野健治1，2

(1阪大・医・神経機能解剖、 2CREST， JST， 

3関西学院大学・理・化学・発生生物、 4 The 

Hospi tal for Sick Chi ldren， Toronto， Canada) 

Notch情報伝達系は細胞間相互作用による細

胞運命決定を制御し、神経系においては神経細

胞の分化制御において重要な役割を果たしてい

る。 Notch情報伝達系の構成因子は、ショウジ

ヨウパヱや線虫のような無脊椎動物からほ乳類

に至るまで保存されている。ショウジョウパエ

の Notch情報伝達系の構成因子の 1つである

deJtex遺伝子産物はNotchレセプターの細胞質

ドメインにある Ankyri.n様リピートに結合し、

情報伝達系を正に制御する因子である。

我々は、ほ乳類における Notch情報伝達系の

解析を目的として、 deJtex遺伝子のマウスにお

けるホモログ (mdx-J)をクローン化した。 cDNA

より予測される蛋白質はショウジョウパエの

De 1 tex蛋白質と全長にわたる相向性を示した。

No!chレセプターの Ankyrin様リピートに結合

する領域と、蛋白質問棺互作用に関与している

と考えられている RingZincフィンガードメイ

ンに特に高い相向性が見られた。またショウジ

ヨウパエ Deltexにおいて SH-3ドメインの結合

部位であると考えられているプロリンに富んだ

領域が、 mdx-J蛋白質にも存在した。これらの

結果は、保存されている領域が de1tex蛋白質の
機能に重要な働きを持ち、これらの領域を介す

る蛋白質問相互作用がショウジョウパエからほ

乳類まで保存されている可能性を示している。

in situハイブリダイゼーションによる発現パ

ターンの解析の結果、胎生 1013のマウス症の

多くの組織で発現していることが明らかとなっ

た。現在、脊椎動物の神経発生における mdx-J

の機能を検討している。

250 3C 0・2

橋由来大脳皮質軸索化学誘導因子の

分子生物学的検索

高見俊宏、米田託成、高木宏、佐藤真

(大阪市立大学医学部解剖学第一教室)

神経回路形成機構を分子レベルで解析する

ことを目的とし、皮質脊髄路なかでも皮質橋

路を対象とし、この回路形成に関わる因子の

検索を試みた。皮質橋路の形成には、橋是雌哉

由来因子が重要な働きをするととが報告され

ている。すなわち、橋より拡散性の因子が分

泌され、この因子は(1)大脳皮質軸索に軸

索側校の形成を促進すること (2)大脳皮質

軸索(側枝)に対し化学誘導作用を及ぼすこ

と、が知られている。これらの因子(もしく

は関連する因子)の同定、取得を目指し、

我々はdifferentialdisplayi去にて上記の生物学

的活性を有する皮質橋路形成期の橋組織に発

現し、バイオアッセイにて上記の生物学的活

性を示さない同時期の大脳皮質組織に顕著な

発現のみられない遺伝子の検索を試みた。現

在までにdifferentialdisplay法にて99クローン

同定し、さらにinsitu hybridization法による

発現様式解析を援用し、そのうち3クローンを

橋由来因子の関連因子候補として解析してい

る。その詳細を報告する。
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ニューロン特異的核蛋白質necdinによる

E2F転写活性の抑制
小林正克，谷補秀夫，古川和明

(大阪大学蛋白質研究所機能制御部門)

Necdinはニューロンで特異的に発現している
核蛋白質であり、分裂性細胞に対して増殖抑制作

用をもっ。私達は既に前回の本学会で、 necdin
は、がん抑制遺伝子産物レチノプラストーマ蛋白

質 (RB)と同様にアデノウイルスEIA、SV40
largeT抗原と結合することを報告した。 RBは細
胞増殖に重要な転写因子E2Fと結合し、 E2Fに
よって調節を受けるDNAポリメラーゼαやジヒ
ドロ葉酸還元酵素などのDNA複製や細胞培殖に
重要な遺伝子の発現を抑制することが知られてい

る。したがって、今回はnecdinがE2F系を介して
ニューロンの分裂を抑制する可能性を検討した。

NecdinとE2FlのcDNAをSAOS-2細胞に共導
入して、免疫沈降法によって調べたところ、核内

でnecdin-E2F複合体が形成されるととがわかっ
た。さらに、酵母two-hybrid系を用い、 necdin
(全長1~325) の種々の欠失変異体とE2Fl との結

合を解析したところ、 neèdinは83~292領域で

E2Flと結合することがわかった。また、同系で
necdin (83"-'325) とE2Flの欠失変異体との結
合を解析したととろ、 necdinはE2FlのRB結合領
域を削除したE2F1(55，，-，397)とは結合したが、
E2Flの転写活性化領域を削除したE2F1(55，，-，
338)とは結合しなかった。とれらの実験結果よ
り、 necdinはE2Flの転写活性化領域を含むC末
端側と結合するものと推定される。このnecdinと
E2FlのC末端に特異的な結合は、パキュロウイル
スで発現したnecdinとマルトース結合蛋白質に融
合したE2F1(3 19~430)とのin vitro結合系でも
確認できた。次に、 necdinのE2Flの転写活性に
与える影響を、ルシフエラーゼを用いたレポータ

ーアッセイ系で検討した。 NecdinはSAOS-2細
胞でE2F結合配列を介した転写活性を抑制した
が、 EFlα遺伝子やSV40のプロモーターを介す
る転写には影響がなかった。

これらの結果より、 necdinはE2Flの転写活性
化領域に結合し、その転写を特異的に抑制すると

とによって細胞周期の進行を抑制するものと推定
される。
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交感神経分化に関わる転写因子NDFlの発現

と機能
樋口宗史、中野浩一*、牛三勇、三木直正
(大阪大学大学院医学系情報薬理、*京都府

立医大薬理)

(目的)Neural crest由来の交感神経前駆細
胞は、 ventral pathwayを移動中に交感神経の
分化因子(GDNF等)で、Sympathoadrenal (SA) 

progenitorに分化し、最終的にはグルココルチ
コイドでクロマフイン細胞に、神経成長因子

(NGF)で交感神経細胞に終末分化するO 私達
は交感神経のco仕ans凶tterで、あるNeuropeptide

Y(NPY)遺伝子発現が、 PC12細胞の神経分化
に伴って誘導されること、つまり、 NGFで著
しく誘導されグルココルチコイドで抑制され

ることを報告した。さらにこの現象は転写レ
ベルでおこり、 NPY遺伝子プロモータ}部の
NGF反応エレメント(NGFRE)に依存していたo
NGFREのAPl結合様部位に結合する26kDaの
NDFl はNGF処理で結合活性が増加するので、
交感神経の終末分化に何らかの機能を持って

いると考えられた。そこでクローニングした

NDFlをPC12細胞に一過性発現することで、
NPY遺伝子転写に対する作用を、さらに恒常
発現細胞を作成することで、 NGFによる
PC12細胞の交感神経様細胞への分化に対す
る作用を調べた。また、In situ hybridization 
(ISH)により胎生および発育時期における副

腎でのNDFlの発現を調べた。
(結果)NDFlの一過'性発現によるNPY遺
伝子転写活性への影響をCATアッセイで調べ
ると、 NDFlはリプレッサ}の作用を持って
いることカ雪明らかとなった。 direct repression 
の機構で転写抑制するらしい。 PC12細胞に
は殆ど内在性のNDFlを持たないが、 NGF処
理で遺伝子発現レベルでNDFlmRNAが増加
する。 NDFlのPC12細胞の恒常発現細胞を作
成するとNGFによる終末分化が抑制された。
ISHによって胎生期、出生産後にはラット副
腎におけるNDFlmRNAの発現が強く、 2週以
降は発現が弱くなることが解った。
(考察)以上の結果は、 NDFlは生理的に
は交感神経のNGFによる終末分化を抑制する
転写抑制因子として働いていることを示唆す

る。 NGFによるPC12細胞の分化時にNDFlが
誘導されるメカニズムはまだ不明だが、分化

誘導に対する抑制機構として働いている可能

性があると考えられる。
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神経系幹細胞に強く発現する悶'lfA結合
蛋白質mouse-Musashi-1の標的分子

今井貴雄 1.2、榊原伸一人岡野栄之 1.3

e大阪大学医学部神経機能解剖学、 2大阪大学
基礎工学部生物工学、 3科学技術振興事業団)

mouse-Musashi-l (m-Msi-l)蛋白質は、胎

生期マウスにおいて神経管の脳室壁周辺部位に存在

する祥軽幹細胞に強く発現している。この蛋白質は、

RNA認識モチーフ (RRM)を2つ有している

RNA結合蛋白質で、 mRNAの局在化、輸送といっ

た転写後レベルでの遺伝子制御に関わっているもの

と推測されている。ショウジョウバエの相同分子は、

外感覚器の前駆細胞の非対称性分裂に重要な役割を

果たしていることから、我々は、 m-Msi-l蛋白質

の下流標的遺伝子を同定するととにより、鴫乳類に

おける初期の神経発生について新しい知見が得られ

ると考えた。その足がかりとして、 SE回X法
(Tsai et a1.， 1991)によって、 m-Msi-1蛋白質

が結合するRNA配列の同定を行った。その結果、

組み換え m-Msi-1蛋白質 (2個のRRMを含む領域

とHistagとの融合蛋白質)との結合を介して指数

関数的に濃縮されてきたRNAのほとんどに特定の

配列 (G/A)U.，AGU n=2 or 3 (コンセンサス
配列)が存在していた。 m-Msi-l蛋白質がとれら

のRNAに実際に結合するかどうかをゲルシフト法

で検証したととろ、比較的強い結合であるととが明

らかとなった(K.:1=~10-9)。とのSELEX法で明
らかになったm-Msi-lポリペプチドのRNA結合能

であるが、との事実が生体内でのm-Msi-l蛋白質

分子の挙動を反映しているものであるかを確かめる

ために、実在するmRNAの配列を発現部位ごとに

分類したデータベース rBody Map J ( Osaka 
University)により検察したととろ、 m-Msi-1蛋

白質と発現が重複すると推測され、その配列中に上

記のコンセンサス配列を有する未知の遺伝子が得ら

れた。また、データーペース検索とは別に、

m-Msi-l蛋白質発現細胞に発現している既知の蛋

白質をコードするmRNAの配列を調べていたとと

ろ、 mouse-nωηb、mouseHuBの3'UTRに上記
のコンセンサス配列が存在した。それらのmRNA

とm-Msi-1蛋白質との聞の相互作用を invitroの
系で現在、検討しているととろであるが、その結果

についても併せて報告する予定である。以上のよう

な分子生物学的な解析を端緒として、神経系の細胞

におけるRNA結合蛋白質の役割の可能性について

論じてみたいと考えている。

254 lB MS2・5 2019 

マウス脳内 CREBの細胞核局在性およびグ

ルタメイトシグナル応答性

久保慶太、民部孝幸、荻回喜代一、米岡幸雄

(摂南大学薬学部薬理学研究室)

転写制御因子は、細胞質のリボゾームで合成さ

れたのち、細胞核局在化シグナルなどにより細胞

質から細胞核内へ移行して、細胞核内で特定の標

的遺伝子の転写活性を調節する。今回は、転写制

御因子の細胞核局在化メカニズムを解明する目的

で、 cyclic AMPによる転写活性化に必須な転写

制御因子である cyclicM1P response element 

結合蛋白質 (CREB)の特異的抗体を作成し、こ

の抗体を用いたウエスタンプロット法で、マウス

脳内各部位の細胞質商分および締胞核画分中の抗

体陽性蛋白質を測定し、 CREB細胞核局在比(細

胞核商分/細胞質画分)を解析した。

へそシアニンを結合させた合成 CREBペプチ

ド(123ー13 6)で免疫したウサギ血清を、同

ペプチド固定化アフイニテイ}クロマトグラフィ

ーにより精製した。市販抗CREB抗体では、マウ

ス全脳の細胞質画分および細胞核日分の両方に複

数の陽性バンドが検出されたのに対して、本精製

抗体の場合は両画分ともに分子量 43kDaの位置

にのみ抗体陽性蛋白質が検出された。さらに、

CREBプロ}ブを用いたグルシフトアッセイでは、

本精製抗体添加により顕著なス}パーシフトが観

察された。この精製抗体陽性蛋白質は、脳内各部

位、脊髄、網膜、下垂体および副腎で細胞質画分

よりも細胞核画分により多く存在した。細胞核局

在比は、橋・延髄と脊髄では他の脳内部位に比べ

て、極めて低かったが、下義体と副腎では抗体陽

性蛋白質の細胞核局在性が比較的高いことが明ら

かとなった。一方、 Nーメチル-Dーアスパラギ

ン酸 (NMDA)腹腔内投与2時間後のマウス海馬
の細胞核画分では、抗CREB抗体陽性蛋白質には

ほとんど変化は見られなかったのに対して、カイ

ニン酸(KA)の場合では抗体陽性蛋白質が顕著に

増加した。以上の結果から、今回作成した精製抗

CREB抗体は市販抗体よりもCREB認識性が高い

こと、脳内部位聞で CREBの細胞核局在性が異な

ること、およびCREBはKAシグナノレ応答性を示

すことが示唆される。



255 2P 2020 

ELマウス発作後における脳glialfibri11ruy 
acidic protein (GFAP) m町'>JA発現におよ

ぼすc-fosの転写制御について
勝元栄一、尾崎宜洋、原田智行、撫井弘二、

山上祭

(大阪市立大学医学部神経精神医学教室)

(初めに)我々 は昨年、 northemblotによって遺伝

性てんかんモデルであるELマウスの放り上げ刺激に
よる固有の発作や発作非感受性のddYマウスのベメグ

リド注射によって発作を誘発した場合にGFAPおよび

c-fosmRNA発現のパターンや蛋白合成阻害剤j

anisomyc!nの前投与によるGFAPmRNA発現の低下

などを報告した。その結果、 GFAPmRNAの転写制

御にAP-lが関与している可能性を示唆したが、今回

はinsitu hybridizationにより局所的な相違について

検討を加えた。

(方法)摘出した脳より凍結切片をクライオスタット

によって作成し、 4%パラホルムアルデヒドで固定し

た。ジコキシゲニンによって標識したアンチセンスリ

ボプローブを用いてハイブリダイゼーションを行い、

アルカリフォスファターゼ標識抗ジコキシゲニン抗体

と発色基質BCIP(5-bromo-4-chloro-3-indolyl

phosphate)とNBT(nitrobluetetrazolium salt) ~こ

よって発色させた。

(結果)痘費量履歴を有するEL[s]マウスのGFAP

mRNA発現は発作18時間後で歯状回に顕著に発現し

たが、海馬のCA1-3、梨状皮質、大脳皮質にもかな

り強い発現がみられた。他方、 c-fosmRNA発現は発

作30分後での発現パターンは、 GFAPmRNAの発現

と同じであった。 ddYマウスにペメグリドを注射して

発作を誘発した時のGFAPm悶 A発現のパターン

は、歯状回、海馬のCA1-3、梨状皮質、大脳皮質に

誘導を認めたが、 ELマウスの発作よりその発現量は
少なかったが、 c-fosmRNAの発現に比べると同様の

発現のパターンを示した。

(結語)gfagene は上流にAP-1認識配列を有し、そ

の転写制御にAP-1が関与するという。 ELマウスの放
り上げによる発作やddYマウスにベメグリドで発作を

誘発したときのGFAPmRNAの発現誘導が認められ

た部位は、 c-fosmRNAの部位と同じである。今回の

結果もGFAPmIDぜAの転写制御~;:AP-1が関与してい

ることを示唆した。
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マウス脳内における c-Myc結合能調節蛋白

質存在の可能性

倉本展行、荻悶喜代一、米間幸雄

(摂南大学薬学部薬理学研究室)

細胞核内転写制御因子の一つであるc-Mycは、

核内蛋白質Maxとヘテロダイマ}を形成して、 2

本鎖 DNA上の特定の塩基配列仰yc配列)に選択

的かつ高親和性に結合し、その標的遺伝子に対す

る転写促進機能を発揮する。一方、 Maxは核内蛋

白質MadやMxi1ともヘテロダイマーを形成し、

c-MyclMax複合体と同ーの塩基配列に結合して

同複合体による転写促進作用を遮断する。このよ

うに、 Myc配列には数多くの蛋白質が親和性を示

し、同配列を有する標的遺伝子の転写調節が行わ

れるものと推察される。今回は、このようなMyc

結合能に関与する蛋白質の存在を明らかにするた

め、マウス脳内細胞核抽出液中の Myc結合能の性

質を解析した。

Std-ddy土佐性マウス全脳ノニデット P-40不溶性

画分から、高濃度の塩(400mM  KCl)で抽出して

調製した細胞核抽出液中の転写制御因子の DNA

結合能を、グルシフトアッセイにより測定した。

界面活性剤としては、同イオン性界函活性剤であ

る 3-[(3・cholamidopropyl)dimethylammonio]・1-

propanesulfonate (CHAPS)を用いた。この

CHAPSを抽出実験では拍出操作時に、添加実験

ではグノレシフトアッセイ時にそれぞれ存在させた。

CHAPSを含まない条件で抽出した場合、 Myc

結合能は、 2.5mM以上の MgCb添加により濃度

依存的に阻害されたが、 l%CHAPSを同時に添加

するとその阻害能は減弱された。一方、 0.1%以上

のCHAPSの添加は MgCb非添加時の h勾rc結合

能には著変を与えなかったが、lOmMMgCh添加

時の結合は1.0%までCHAPSの濃度依存的に増強

された。しかしながら、 1%のCHAPSを含む条件

下でノニデット P-40不溶性画分を抽出した場合、

MgC12添加は 7.5mMまでは品々c結合能を阻害し

たのに対して、lOmMでは逆に結合能の増強が見

られた。さらに、抽出時の CHAPS濃度依存的に

MgCb非添加時の結合は阻害されたが、 MgCh添

加持の結合は逆に増強された。以上の結果から、

界面活性剤存在下の抽出により b匂rc結合能調節

蛋白質が抽出される可能性が示唆される。
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シグマ欄1受容体アゴ‘ニストの転写因子に及ぼ

す影響

山本秀子山本敏文1.2 松野聖吉本有希子ヘ

渡辺雅幸1

(1東京都精神研・精神薬理、 8横浜市大総合理学・

分子認識、 s参天製薬、 4帝京大学附属溝口病院リハ

ビリテーション科)

シグマ受容体はシグマー1とシグマー2のサプタイプ

が薬理学的に提唱されており、最近ではシグマー3

受容体の存在が検討されつつあるoシグマーl受容

体はモルモット肝臓及びヒト胎盤由来細胞より、

cDNAがクローニングされているが、その細胞内情

報伝達機構及び生理的な役割は明らかにされては

いない。そこで、シグマーl受容体の細胞内情報伝

達系を明らかにすることを目的として、初代培養神

経細胞にシグマ寸受容体アゴニストSA4S03の核内

蛋白質に及ぼす影響について検討した。

初代培養神経細胞は18日令ウィスタ}系ラット胎

児大脳から7日間無血清培養したものを用いた。

培養液にシグマ寸受容体アゴニストであるSA4S03

を加えて30分もしくは120分後に氷冷PBSで細胞を

洗浄し、細胞の核を遠心法にて集め、核内蛋白質

を抽出した。転写(調節)因子であるcyc1icAMP 

response element binding protein(CREB)、
Octamer蝿1(OCT-1)に特異的に結合するオリゴヌクレ

オチドを [33p]ATPで標識し、ゲルシフトアッヤイ

後、核蛋白抽出液中の転写因子の変化を

BAS3000によって比較検討した。初代培養神経細

胞にSA4S03を作用させると、 CREBに特異的に結

合するオリゴヌクレオチドへの核内蛋白質の結合は、

37度30分後に濃度依存性に約30%減少したが、 37

度2時間後ではその変化は消失した。 OCT-1に対す

る結合は、 37度30分後に濃度依存性に約60010減少

した。その減少は.やや回復したものの2時間後でも・

残存した。

我々はシグマリガンドがシグマ寸受容体に結合

後、細胞内に取り込まれ、細胞内情報伝達に関与

する可能性を考えている。今回得られた、シグマー

1アゴニストによるCREB及びOCT・1の核内におけ

る減少は、シグマ円l受容体をが常在転写因子を介

して情報伝達をおこなう可能性を示唆している。

258 2P 2023 

ヒトnecdin遺伝子の構造とニューロン特異

的発現

中田祐二、谷浦秀夫、植月太一、吉川和明

(大阪大学蛋白質研究所・蛋白質機能制御部門)

Necdinはニューロンに特異的に発現している核蛋

白質である。私たちは既にマウス染色体necdin遺伝

子を単離して分析した結果、遺伝子にはイントロン

が存在せず、 5'上流領域には分裂終了ニューロンに

特異的に発現させる調節エレメントが存在するとと

を報告した。一般に重要な機能を担う領域は動物種

を越えてよく保存されていることが知られているロ

そこで、今回はヒトnecdin遺伝子の単離と構造解析

を行い、その発現調節機構を解析した。

cDNAをプローブとしてヒト染色体DNAライブラ

リーをスクリーニングしたととろ、 2種の異なった配

列に結合するととが判明した。塩基配列やプロモー

ター解析によって、一つは機能性遺伝子、もう一つ

は偽遺伝子であることが判明した。ヒトの機能性

necdin遺伝子にコードされたnecdinはマウス

necdinより4アミノ酸少ない321個のアミノ酸から構

成され、その相同性は82%であった。 Necdinの機能

ドメインと考えられている中央部は特によく保存さ

れていた。次にレチノイン酸処理によってニューロ

ンに分化することが知られているヒト応性がんNT2

細胞を用いてヒトnecdinmRNAの発現を調べた。

その結果、 NT2細胞がニューロンに分化すると

necinの発現量が増加した。一方、神経芽細胞麗由

来の細胞には発現していないことがわかった。さら

にニューロンに分化させたマウス医性がんP19細胞

を用いたプロモーター解析やX-gal組織化学染色に

よって、ヒトnecdinの発現はニューロンに特異的で

あることがわかった。さらにヒトnecdib.遺伝子のプ

ロモーター領域の欠失変異体を用いた解析を行っ

た。それによると、-1.2k~ -550には活性を抑制
する領域、 -178~ -33には活性に必須の領域が

存在することが明らかになった。との転写活性化に

重要な領域にはGCヌクレオチドが豊富に存在し、い

わゆるCpGislandを形成していることがわかった。

CpGislandをもっプロモーターはメチル化による活

性の制御を受ける可能性があり、 necdinのニューロ

ン特異的な発現も、この領域のメチル化と脱メチル

化により制御されていることが示唆される。



259 2P 2024 

ショウジョウパエunc-4ホモログの発現

パターンの解析
悶沸j克彦 1、吉川真悟2、岡部正隆1、

岡野栄之1

阪大・医学部・神経機能解剖学、科技団

(CREST) 

2 :筑波大・基礎医・分子神経生物学

線虫のunc・4遺伝子はPaired類似のホメオド

メインを持つ転写因子で、 VA運動神経で発現しそ

のmutantは本来VA運動神経に技射する介在神経

からのシナプスのインプットが障害され、 VA運動

神経と同じ母細胞から分化するVB運動神経に技射

する介在神経からシナプスのインプットを受ける

ようになる。このことからunc-4遺伝子は、 VA

運動神経の個性の獲得を通じ、神経回路網形成の

調節に関与していると考えられている。

我々は、佐発生織のショウジョウパエから抽出

したRNAを鋳裂としてRT-PCRを行い、題基配列

がunc・4 遺伝子と相向性の高いクローンを得た

(dunc-4遺伝子). dunc・4遺伝子のコードす

る蛋白質のホメオドメイン内のアミノ酸配列は、

Unc-4と85%の相向性があった。 insituハイブ

リダイゼーション法により膝における発現パター

ンを解析した結果、 stage11で各体節の、最前列

の表皮の細胞と中枢神経系の正中線に隣接すっる一

部の神経細胞で発現が見られ、 stage13ではより

外側の神経細胞でも発現が開始した。 stage16に

なるとlabialsensory organで発現が見られ、中

枢神経系での発現は減弱することが観察された。

抗Engrailed抗体との2重染色により、表皮での

発現はengrailed発現細胞に隣接した後列の細胞

で、中枢神経系では一部のdunc・4遺伝子発現細

胞は、 engrailedを発現していることが明らかと

なった。
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グノレタメイトシグナノレに応答性を示す海馬

内蛋白質

員部孝幸、久保慶太、倉本展行、荻田喜代一、米

田幸雄

(摂南大学薬学部薬理学研究室)

グノレタメイトアゴニストである N・メチノレ・D・ア

スパラギン酸(NMDA)とカイニン酸(KA)をマウス

腹腔内に投与すると、海馬における抗 c-Fo日抗体

および抗c-Jun抗体陽性蛋白質の発現が上昇する

とともに、細胞核内の転写制御因子 activator

protein 1のDNA結合能が著明に増強されること

が知られている。したがって今回は、一連のグノレ

タメイトシグナル伝達に関与する機能蛋白質の発

現を更に詳しく追究する目的で、両アゴニスト投

与マウス海馬内の各種抗体陽性蛋白質を二次元電

気泳動法で分離後、ウエスタンプロッティング法

を用いて一斉分析した。

Std-ddY系雄性マクスに、 NMDA(100mglkg) 

あるいは KA(40 mglkg)を腹腔内投与し、投与 2

時間後の海馬から NonidetP-40不溶性画分を調

製して二次元電気泳動用サンプルとした。

NMDA投与の場合、抗c-Fos抗体と抗c-Jun抗

体ばかりでなく、抗日SP72173抗体や抗ホスホチ

ロシン抗体陽性蛋白質の発現増加が観察されたO

KA投与の場合は、 NMDA投与の場合と同様に、

抗HSP72173抗体、抗c・Fos抗体、抗c-Jun抗体

および抗ホスホチロシン抗体陽性蛋白質の増加が

見出されたが、そのシグナノレは NMDA投与の場

合よりもさらに強いことが判明した。一方、抗ホ

スホセリン抗体を用いたウエスタンプロッティン

グでは、 NMDA投与およびKA投与ともに分子量

45 kDa付近の蛋白質のセリン残基脱リン酸化が

見られたが、 KA投与の場合はさらに 400kDa付

近の蛋白質のセリン残基脱リン酸化を誘発した。

しかしながら、抗 c-Myc抗体および抗 N-Myc抗

体陽性蛋白質にはいすaれも、 NMDA投与および

KA投与に伴う著明な変化は見られなかった。以

上の結果より、グルタメイトシグナリングに伴い、

海馬内特定蛋白質の誘導とともに、そのセリン残

基脱リン酸化あるいはチロシンリン残基酸化など

が誘発されることが確認された。これら応答性蛋

白質の早急な精製と単離が望まれる。
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PC1♀細胞におけるアセチルコリンとカテ

コールアミンの開口放出機構の比較
西木禎一1，2、関口真理子1、岩崎聡3、笠井陽子1、

熊倉鴻之助2、高橋正身1，3 (1三菱化学生命研、

2上智大・生命研、 3東大院・総合文化)

シナプス伝達を分子レベルで理解するうえで、

シナプス小胞の関口放出機構を明らかにすること

は重要な問題である。副腎髄質クロマフィン細胞

やPC12細胞は、神経伝達物質のひとつであるカテ

コールアミン (CA)を分泌頼粒に貯蔵し、脱分極

刺激に応じてCa2+依存性に放出するととから、シ

ナプス小胞の関口放出の研究においてモデル細胞

として使われてきた。しかし、分泌頼粒は形態学

的あるいは生化学的にシナプス小胞とは異なり、

両者の関口放出機構が同じなのかどうかについて

は不明である。 PC12細胞は、分泌穎粒とは異なる

シナプス小胞様の細胞内小器官にアセチルコリン

(ACh)を貯蔵し、関口放出によって分泌する。

今回私たちは、再クローニングによって得られた

ACh合成能の高いPC12-dB3細胞を用い、 2種類の

分泌小器官の関口放出機構を比較した。

細胞から放出されたAChは逆相クロマトにより

分離し、アセチルコリンエステラーゼおよびコリ

ンオキシダーゼを固定化したカラムにかけた後、

電気化学検出器 (ECD)を用いて測定した。 CAは

逆相クロマトで分離後、 ECDを用いて測定した。

ジギトニン処理により細胞膜の透過性を高めた

PC12-dB3細胞を、 Ca2+を含む溶液に暴露すると

有意なAChの放出が観察された。このCa2+依存性

のAChの放出はMgATPの存在下で増大したととか

ら、 AChの関口放出過程においてもCAと同様に、

Ca2+依存性の膜融合ステップの直前にMgATP依存
性のプライミングステップが存在することが示唆

された。細胞膜高透過性細胞からのAChの放出は

Ca2+濃度1凶4から見られはじめ100凶fまで濃度依

存性に摺加した。 CAの放出においてもAChと同様

のCa2+濃度依存性が観察された。またGTPyS
(100μM)を細胞外液へ添加すると、Ca2+非依存

的にAChとCAの両方の放出が引き起こされた。無

傷の細胞をホルボールエステルで処理し細胞内のC

キナーゼを活性化すると、脱分極刺激に応じて放

出されるAChとCAの量が増加した。以上の結果か

ら、シナプス小胞と分1必穎粒の関口放出は基本的

には同じ機構で営まれていると考えられる。

262 lC MS5・1 1040 

シナ}フィンのSNARE複合体への結合

阿部輝雄、西須英雄、石塚徹

(新潟大学脳研究所)

シナーブイン(別名コンブレキシン)は伝達物質放

出機構において中心的役割をはたすと考えられている

docking/fusion complex に結合している可溶性蛋白質で
ある。その作用機序を解明する第一歩として、シナー

フインの SNAP受容体(SNAREs)への結合の性質を調べ
た。
グルタチンS.トランスフェラ}ゼ(GST)とシナ}フイ

ン1(syp1)との融合蛋白質をグルタチオンーセフアロー

ズに結合させておき、ラット脳膜分画のTriton X -100 

抽出物を加えてインキュベートする。 TritonX -1 00を

含む緩衝液で洗浄した後、結合物をSDSで溶出、 SDS電

気泳動後、イムノプロットにより解析した。

GST'syp1はCa2+非依存的にSNARE複合体を結合し

た。 GSTのみでは全〈結合が見られないので、この結

合は特異的であると考えられる。この複合体にはシナ

ブトタグミン、シンタキシン、 SNAp.25およひマAMP
が含まれていた。しかし、 natlveシナーフィンは検出

されないことから、 GST'syp1は1:1のモル比で上記の
複合体に結合すると考えられる。この結合はHis6α 戸

SNAPおよび'Bisdl'SNAPによって阻害された。

SNARE複合体との結合に関与するsyp1のドメインを

決定するためsyp1の断片とGSTとの融合蛋白質を作製
し、 SNARE複合体との結合を測定した。その結果、
syp1分子の中央部分が最も重要であり、 C末端側の2

13は全長と向様な結合を示した o また、 N末端領U2I3
も中央部113に比較して有意に強い結合を示した。こ
れらの結果は， SNARE複合体への結合にはsyp1分子の

かなりの部分が必要であることを示唆する o

シンタキシンに対する単クローン抗体{SPM-1)を用い
た免疫沈降では、 nativeシナーブインはHis6.a.SNAPお

よびHis6.s'SNAPの存在下でも非存在下と全く同様に

SNARE複合体と共沈した。したがって、 nativeシナ}

フィンはHis6'α'SNAPおよびHis6.s'SNAPによって置換

されない。
われわれのこれまでの知見と合わせて、以上の結果

はシナーフィンがSNAREと共に安定した7S粒子を形成

して作用することを示唆する。
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神経伝達物質放出におけるコンプレキシン
の機能
高橋正身I、斧正一郎1、関口真理子1、高橋聖-2

(1三菱化学生命科学研究所、 2高知医科大学)

シナプスでの情報伝達は、シナプス前部から放出

される神経伝達物質によって担われている。記憶、

学習などの成立に伴い神経回路が機能的に変化して
いくためには、シナプス伝達の効率が変化すること

が必要であり、神経伝達物質の放出能を変化させる
ことがその重要な機構のーっとなっている。コンプ

レキシン(CPX)は分子量約15，000の可溶性タンパク質

で、アミノ酸配列が良く似たIおよびIIの2種類のア
イソフォームカf知られているo 3つのグループに
よってほほ同時にcDNAクローニングと分子構造の解

明がなされたため 921タンパク質、あるいはシナー
フインとも呼ばれている。 CPXは脳に多く発現しシ
ナプス前部に局在していること、 invitroでシンタキ

シンへのαSNAPの結合を抑制することなどから、神

経伝達物質の放出に何らかの重要な役割を果たして
いると考えられている。今回我々はシナプス伝達に
おけるCPXの役割を明らかにするためアメフラシの

buccal ganglionを用いて解析を行った。
シナプス前細胞に抗CPX-II抗体を注入すると一過的

にシナプス後電流の大きさが増大した。同量のコン
トロールのマウスIgGを注入した場合にはシナプス電

流の大きさにはなんらの変化も生じなかった。大腸
菌で発現させたラットCPX-IIやαSNAPをシナプス前
細胞に注入すると、前者ではシナプス後電流の大き
さの減少が、後者では増大が引き起こされた。 CPX-II

によるシナプス後電流の抑制効果は αSNAPを注入す
ると打ち消された。以上の結果はCPX-IIがシナプス前

終末でαSNAPと措抗し神経伝達物質放出を抑制的に
制御していることを示している。

CPXの細胞内分布を培養したラット海馬神経細胞
で調べたところ、神経伝達物質の放出に必須なシナ
プトタグミンやVAMP-2のシナプス前部への局在化は
は培養後1週間目で既に起こっているのに対し、

CPXの局在化は培養3週日以降でないと引き起こさ

れなかった。培養4週目では75%以上の海馬神経細胞

がCPX-IおよびHを共に発現しているにも関わらず、
個々のシナプス前終末ではどちらか片方の抗体にの

み陽性なものが多く認められた。これらの結果は神
経細胞はCPXアイソフォームの局在化のパターンを
変えることによって、個々のシナプスの機能を互い

に独立に変化させている可能性を示唆している。

本研究はフランスCNRSのG.Baux， P. Fossier， N. F. 
Morel博士らとの共同研究として行われた。
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プロテインキナーゼCによる開口放出の制
御

御園生総明、今泉美佳、熊倉鴻之助

(上智大学生命科学研究所神経化学部門)

フォルボルエステルによるプロテインキナーゼC

(PKC)の活性化が分泌機能を充進することは多く

の神経分必細胞で知られているが、そのメカニズム

は不明である。本研究ではPKCの活性化による分泌

増大の分子メカニズムを明らかにする目的で、高透

過性クロマフィン細胞からのカテコールアミン放出

に対するフォルボルエステルτ'PAの作用を検討した。
副腎クロマフィン細胞をジギトニンで処理して細

胞膜の透過性を高めた高透過・也細胞における研究か

ら、関口放出はMgATP依存性に分必穎粒を放出可能
な状態に準備するプライミング過程と、 MgATP非依

存性にCa2+の流入に伴って準備された穎粒を細胞膜

と融合させる過程の、少なくとも 2つの素過程から

なることが示唆されている。高透過性級胞をMgAτ?

で前処理すると、その後のMgATP非依存性放出が増

大する。これはMgATP依存性プライミングの活性を
反映している。細胞をTPAで処理することにより、

このMgATPのプライミング作用が選択的に増強され

た。さらにPKCα、F、Yを選択的に活性化するシメ
ラトキシンによってもプライミングが増強され、 PKC

U， sの特実的阻害弗IJGi6976は百Aの効果を抑制jした。
クロマフィン細胞では主としてPKCαが発現してい

ることから、 TPAはPKCαの活性化を介してプライ

ミングを増強し、カテコールアミン放出の増大を引

き起こすと考えられる。

我々は以前にプライミング過程が 3量体GTP結合

タンパク質Golこよって抑制的に調節されていること

を報告している。またGAP-43はPKCの主要な基質で

あり、 Goを直接活性化することが知られている。そ

こで官Aの作用に及ぼす抗GAP-43抗体の効果を検討

した。抗GAP-43抗体で高透過性細胞を処理すること

により、プライミングが増強された。また抗GAP-43

抗体の存在下では官Aは相加的な増強を示さなかっ

た。さらにPKCによるGAP-43のリン酸化を阻害する

ことが知られているカルモデュリンをあらかじめ作

用させることにより、 TPAの増強作用が打ち消され

た。以上の結果からτ'PAによって活性化されるPKC
は、 GAP-43のリン酸化を介してプライミングを増強

することが示唆された。
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関口放出関連蛋白質HPC-l/SyntaxinlA遺伝子

のWilliams症候群患者染色体における半接合
体欠失

中I.U高宏1.4、松岡瑠美子2、木村美佐2、浅111修ーヘ
広田浜夫2、御子柴克彦4、清水iJ't子5、清水信義3、赤川
公朗I (杏林大・医・ 2生理¥東京女医・循小2、慶応

大・医・分生言、京大・医科研・化学4、奇林大・保・

臨j宣伝5)

神経細胞膜抗原として発見されたHPC-1/SyntaxinlA 

は、現在では、多くの細胞穫において細胞内膜輸送系

を制御することにより多様な細胞生理現象に関与する

分子量35KDaの形質!I英結合蛋白質であると考えられて

いる。特に神経細胞では、伝達物質の関口放出並びに

神経発芽に関わる、ある種のr-Imii]"塑性制御因子とし

て機能していると考えられている C目

我今は、このHPC-I/SyntaxinIA遺伝子とヒトの遺伝

子疾患との関連を検索するために、ヒト

HPC・l/Syntaxin1 A cDNA及びゲノム遺伝子をクロー

ニングし、染色体FISH解析及びヒト/マウス染色体ハ

イブリッドパネル解析による染色体遺伝子座位の決

定を行った内その結果、ヒト7番染色体長腕11.2領域

(7qI1.2)にその遺伝子座伎が存在していることを解明

したη この領域は、妖精様顔貌、大動脈弁上狭窄症

などの心疾患、特有の精神痕状(∞gnitiveprofile)を有

するWi1¥iams症候群(WS)患者-においてみられる染色体

欠失領域に一致していたり WSの原因遺伝子として同

領域に座位しているelastin、LIMKl遺伝子が確認され

ているが、その特有の精神痕状を規定している原因

遺伝子は、未だ解明;されていない内

そこで、 WSとの関連を明らかにするため、 elastinを

含む領域の欠失を認めたWS患者の染色体を用いた

FISH解析を試みたD その結果、 46例全f9lJについて
HPC-I/Syntaxin lAの半接合体欠失がみられた。これ

らの結果より、関口放出関連蛋白HPC・'1/SyntaxinlA 

がWSの原因遺伝子・の1つであり、 またWS特有の精神

症状を規定している可能性が示唆された。
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シピレエイ電気器官に存在する融合複合体

構成蛋白質シナーフインの解析

石塚徹，西須英雄，阿部輝雄

(新潟大・脳研・細胞神経生物学)

シナーブイン(コンブレキシン)は，融合複合体

(docking/fusion cornplex)を構成している細胞質蛋

白質で，これまでにウシ，ラット，マウス，ヒトで

クローニングされている oシナ}フィンには，少な

くとも 2種類のアイソフォームが存在しており， ま

たそれぞれのアイソフォームはこれまで調べられて

いる鴫乳類聞で完全に保存されている。シナーフイ

ンの構造と機能との関連を明らかにする目的で， 日

本産シピレエイ Narkejaponicaの電気器官に存在す

るシナーフインを追求した。

シピレエイ電気著書官から調製したシナプトソーム

画分を，補乳類のシナ}フインを認識するポリクロ

ーナル抗体とモノクローナル抗体を用いてイムノプ

ロットを行うと 19・21kDaの2種類のシナーフィン

が検出された。また，ラット脳シナーフイン cDNA

をプロープとしてシピレエイ電気葉 cDNAライプラ

リーのスクリーニングを行い，晴乳類のシナーフイ

ンと非常に高い柁向性 (83'93%)を示す3種類のク

ロ}ン (Nj'synaphin1a， 1b， 2)を得た。さらに，電

気器官シナプトソーム画分のTritollX'100抽出物を

用いて抗シンタキシン lモノクローナル抗体 SPM.1

による免疫沈降を行うと，シンタキシンの他に

SNAP'25， VAMPとともにシナーフィンが共沈した。

以上のことから，シナーフインは魚類から崎乳類

まで非常に高度に保存されていること，シピレエイ

電気器官に存在する融合複合体は，時乳類の融合複

合体と同様に，シナ}フィンを構成成分のーっとし

て含んでいることが明らかになった。これらのこと

から，シナーフィンは脊椎動物における神経伝達物

質の関口分泌過程で重要な機能を果たしていること

が示唆される。

(本研究は東京大学薬学部の鈴木利治，栴野豊先

生との共同研究である。)



267 lP 1035 

関口放出機構におけるシナプトタグミンの
役割

今泉美佳1札)入、福田光員則Ij2.口.3λ3

笹川展幸5凡)入、御園生裕明1爪〉入、御子柴克彦2凡
熊倉鴻之助1)) 

1)上智大・生命研、 2)理研・ライフサイエンス筑

波・分子神経、 3)東大・医科研・化学、 4)阪大・

蛋白研、 5)慶応大・医・薬理

シナプス小胞膜タンパク質、シナプトタグミンは

C2ドメイン (C2A，C2B)を持ち、関口放出において

Ca2+センサーの lっとして働くことが推察されている
が、生理的な役割は明らかではない。

C2A，C2Bドメインは高い相向性を持つが、それぞ

れ異なった機能を持っていることが最近見出された。

C2AドメインはCa2+依存性にリン脂質と結合し、 C2B

ドメインはCa2+非依存性にリン脂質と結合する。さら

に、 C2BドメインにはL4， IP5， IP6などのイノシトー

ルポリリン酸(inositolpolyphosphates: IPS)がCa2+非
依存性に特異的に結合する(Fukudaet al.， 1994)。

我々は、高透過性クロマフイン細胞からの関口放出
におけるC2A，C2Bドメインの役割と、 IPS結合の生理

的意義について検討を行ったこの細胞系では、関口

放出におけるATP依存性プライミング過程とCa2+依存
性フュージョン過程を区別して研究することができ

る。 C2A抗体， C2B抗体およびIPSを用いた解析によ

り、 1)C2AドメインへのCa2+結合は、Ca2+依存性

フユ}ジョン過程の促進に働く，2)C2B抗体はCa2+依

存性放出に影響を及ぼさないが、 Ca2+非依存性の自発・
性放出を増加させる、 3)IPSはCa2+依存性フュージヨ

ン過程と自発性放出を阻害するが、 C2B抗体処理によ

りこれらの悶害がみられなくなる、 4)IPSの阻害は、

高濃度のCa2+によっても打ち消される。

これらの結果から、 IPSのC2Bドメインへの結合は

静止時における自発性フユ}ジョンを抑制しており、

Ca2+流入によるC2AドメインへのCa2+結合によりこの

フュージョン抑制が解除されるととが示唆された。す

なわち、シナプトタグミンへのIPS結合によるフュー

ジョン抑制は、プライムドプールを一定の容量に保持

するクランア機構であり、 Ca2+はクランプを解除し、
フュージョンを進行させると考えられる。

高透過性細胞にCa2+刺激を行うと、実際に放出に先

立って一過性(15s以内)のIPS上昇が測定buffer中に
観察された。この上昇の一部はCa2+刺激によってC2B

ドメインから解離したIPSである可能性が推察され
る。
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シナプトタグミンIを欠失したPC12細胞での

他のアイソフォームの発現

笠井陽子、桑原玲子、片岡正和、高橋正身

(三菱化学生命科学研究所)

シナプトタグミンは主に中枢および末梢神経系の

シナプス小胞膜と前シナプス膜とに局在する糖蛋白

で、神経伝達物質の放出に重要な役割を担っている

と考えられてきた。最近、ラットでは少なくとも11

穫のアイソフォームがあり、一部は非神経系組織に

も存在することが明かにされた。これらはー箇所の

膜貫通ドメインとCキナーゼのC2ドメインに相l司な

三つのドメインからなる共通のドメイン構造をもっ

ている。

シナプトタグミンの役割を明かにするために、私

共はこれまでにシナプトタグミン Iを欠失したPC12

細胞株を樹立したが、すべての変異株でCa上昇によ

るカテコールアミンとアセチルコリンの正常な分泌

がみられた。その理由として、これらの変異株で他

のシナプトタグミンアイソフォームが代役として機

能している可能性がある。私共はシナプトタグミン

Iと相向性の高いアイソフォームであるシナプトタ

グミン氏、あるいは清野ら(千葉大医)のと協同で

cDNAクロ}ニンク・を行ったシナプトタグミンEの発

現と分布について調べた。

各々 、 MBP融合シナプトタグミンIXあるいはGST

融合シナプトタグミンEを用いて抗体を作製し、イ

ムノプロット法により検討した。抗体の活性に差が

あるので、まず一定量のリコンピナント蛋白を用い

たイムノプロットを行い、プロットのシグナルと蛋

白量の関係を定量化した。 PC12細胞ではもともと、

シナプトタグミンEは発現していないが、シナプト

タグミンIXとシナプトタグミン皿の発現は極めて低

レベルで、シナプトタグミン Iの1/100程度であった。

また、シナプトタグミン Iを欠失している株でシナ

プトタグミンIXやEの発現が増強するということは

見られなかった。これらのことから、シナプトタグ

ミン I欠失細胞の正常な分泌を他のアイソフォーム

が担っているとは考えにくい。

一方、シナプトタグミンIXおよびEのラット組織

内分布あるいは発生に伴う脳内発現の変化を調べた。

シナプトタグミンIXの発現は生後2週間で一過性に増

加し、その後は低レベルであった。これらの結果か

ら、シナプトタグミンIXはsynaptogen巴sisに関与して

いる可能性が示唆されるo
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L-t hreo-PDMPはガングリオシド生合成および

機能的シナプス形成を促進し、脳虚血ラット

における記憶保持能を改善する

井ノ口仁一、水谷昭弘、神保雅之、臼杵靖岡1)、山岸

究、望月秀雄(生化学工業(株)東京研究所

村本和世、小林和夫、黒田洋一郎(東京都神経科学総

合研究所・神経生化学研究部門岩崎克典、大神

祐輔、藤原道弘(福岡大学薬学部・応用薬理学教室)

脳ガングリオシドのシナプス機能における役割を解明

するため、ラット大脳皮質由来の神経細胞をL-Ihreo-

PDMP (L-PDMP)または D-PDMPで処理し、ガングリオ

シドの生合成能を変化させた。

グルコシルセラミド合成酵素阻害剤であるかPDMPで内

因性ガングリオシドを枯渇させると、シナプス活動を

示す、ニューロン聞の同期した自発的細胞内カルシウ

ムイオン濃度変動の振動数が減少した。この抑制効果

は、ガングリオシドGQlbを添加することによって正常

化されたが、他のガングリオシドの効果は認められな

かった。このことはGQlbのdenovo合成が、シナプス

機能に必須であることを示唆している。

一方、 IトPDMPの立体異性体であるL-PDMPは、ガングリ

オシド生合成をω13，GD3， GQ 1 b合成酵素を活性化する

ことによって促進するとともに、機能的シナプス形成

を促進した。さらに、シナフ.ス形成促進効果に比例し

てp42MAPキナーゼ活性も促進されたことから、レ

PDMPの神経栄養因子様作用が示唆された。

L-PDMPの長期記憶に及ぼす効果を生体内で評価するた

め、ラットを八方向放射状迷路で 2~3週間トレーニ

ングし空間認知記憶を獲得させた後、前脳虚血モデル

を作成した。虚血処置24時間後から 6日間L-PDMPを

腹腔内投与すると、空間認知記憶障害が改善された。

以上の結果から、セラミドアナログの神経変性疾患に

対する治療効果が期待される。
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レチノイン酸による神経細胞分化誘導とGD3

合成酵素遺伝子の発現

小山内たか

(都臨床研、生命情報)

当研究室では、ラットGD3合成酵素のcDNAのクロ}

ニングに成功し、脳組織における発現が発生段階によ

り影響を受け、神経発生初期に強く発現する事を見い

出した。本遺伝子の発現とガングリオシドの神経系へ

の分化過程での役割を明らかにする一貫として、レチ

ノイン駿などの刺激によって、神経細胞へと分化する

多能性幹細胞(P19)の系を用いた。この細胞はレチノ

イン酸により神経細胞へ分化するが、 DMSOの存在下

では筋細胞に分化し、神経細胞へは分化しない。未分

化細胞、未分化細胞にレチノイン酸を添加した凝集塊

細胞、レチノイン酸添加の神経分化細胞、未分化細胞

にDMSOを添加した凝集塊細胞、 DMSO添加の筋細胞

群について、ガングリオシドの発現を1LC免疫染色

法、 FACS法、細胞の組織染色法によって検討した。

また、 GM3合成酵素(α2，3-シアル酸転移酵素，SAT-I)，

GD3合成酵素(α2，8-シアル酸転移酵素，SAT-II)， GTlb合

成酵素(α2，3-シアル酸転移酵素，SAT-IV)，GQlb合成酵素

(α2ふシアル酸転移酵素，SAT-V)の活性を調べた。 GD3

合成酵素遺伝子mRNAの発現レベルはノーザンプロッ

ト法で解析した。

ガングリオシドの発現で、 GD3は凝集塊細胞で、顕

著に増加していた。 GTlbは実験に用いた全ての細胞で

検出された。それに対して、 GQlbはレチノイン酸処理

の凝集塊細胞および神経分化細胞のみに検出されたの

が、特徴的であった。

レチノイン酸処理によるシアル酸転移酵素活性の変

化においては、 α2，3-シアル酸転移酵素のGM3合成酵素

とGTlb合成酵素活性レベルは神経分化細胞で高〈、ま

た、 α2，8-シアル酸転移酵素のGD3合成酵素 とGQlb合

成酵素活性レベルは凝集塊細胞で高い傾向を示した。

GD3合成酵素遺伝子mRNAの発現レベルはレチノイ

ン殻処理の凝集塊細胞および神経分化細胞で増加して

いた。また、 GD3合成酵素活性も同様の細胞で上昇

し、未分化細胞では低レベルであった。 DMSO添加の

細胞では、 GD3合成酵素活性とそのmRNAの発現は認

められなかった。この結果から、 GD3合成酵素遺伝子

はレチノイン酸による神経分化へコミットした時期に

昂進することがわかった。

この研究に対して佐内豊、渡辺由美子両博士(都臨

床研、生命情報)の協力を得た。
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マウス神経芽腫細胞の細胞周期に対するス

フィンゴ糖脂質の効果
上村敬一，武富保

(信州大学医学部・加齢適応研究センター・加齢生

化学)

マウス神経芽腫細胞にグルコシルセラミド合成酵

素阻害剤を添加すると、 GO/G1期での細胞周期の停

止による増殖抑制が起とる。培地に各種のスフィン

ゴ糖脂質を添加するととにより細胞増殖の回復が起

とし得るか、またスフィンゴ脂質のみを加えた場合

に細胞周期にどのような効果を及ぼずかについて検
討した。

マウス神経芽腫細胞NS-20Yを、糖脂質合成酵素
阻害弗rrPDMP (1-phenyl-2-decanoylamlno-3-

morphollno--1-propanol)、各種スフィンゴ縮脂質
の存在下で24時間培養したのち回定、 propidium

iodide 、抗5七romoー2'-deo羽川rldine(BrdU)抗体
による染色によりフローサイトメトリーにより細胞

周期を解析した。細胞内 Caイオン濃度は蛍光色素

Fluo-3を用いてフローサイトメトリーにより測定し
た。

対数増殖期の NS-20Y細胞に 25μMD-threo--ま

たは 50μMDL-threo--PDMPを添加すると、 S期細
胞の減少(約20%)とGO/G1期細胞の増加(約20
%)がみられた。 NS-20Y細胞の主要な中性糖脂質

であるIactosylceramide、globotetraosyl-

ceramide、主要なガングリオシド GMl， GD1aにつ
いて、 PDMPと共に培地に添加(最終濃度60μM)

してその効果をみたととろ、期待された細胞増殖の

回復は起とらなかった。

一方、スフィンゴ糖脂質を単独で培地に添加した

場合、 GM1に明らかな増殖の抑制効果が認められ、

対照と比べ、 60μMGM1の存在下で S期細胞の減
少(約 16%)とGO/G1期細胞の増加(約 15%)が

みられた。Lact回ylceramtde、globotetraosyl-

aramide、GD1aは細胞周期に全く影響を与えなか
った。 GM1からシアル酸を除いたgangllotetr百一

osYlceramide、および、調べたその他のスフィンゴ

糖脂質(sulfatide、Galα1-3 neolactotetraosyト
ceramide、Forssmanglycollpld)にも効果は無かっ
た。

ガングリオシド GMLGD1aの添加により生じる
可能性のあるCa2+の細胞内への流入について検討し

たが、細胞内ca2+濃度の上昇は認めらず、 GMlの
示す細胞周期への効果がどのような機構によるのか

は、現在のところ不明である。

'2:77 
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糖蛋白糖鎖の化学的糖鎖スクリーニング

法の自動化と応用
藤本一朗、 M.脳血a、日中文啓、長束俊治、
長谷純宏、池中一裕

(岡崎国立共同研究機構生理学研究所神経情報)

神経系の細胞の成熟化や細胞移動には細胞ー細胞

問の情報交換が重要な役割をしており、これには細

胞表面に多数存在する精鎖が深く関与していると

思われる。我々はこれまでに糖蛋白糖鎖を脳組織か

ら直接切り出して解析できる系[化学的糖鎖スクリ

ーニング法]を開発し、脳特異的に発現する新たな

糖鎖(BAl，BA2)を発見している。しかし、現行では

1検体を解析するのに 1週間近く時間を要してい

たため、今回この手法の自動化を試みた。これはア

セトン沈殿させた微量(2mg)の組織から全自動糖鎖

切断・精製装置 (Gly∞Prep1000，Oxford Gly'∞ 
Systems) と全自動糖鎖蛍光標識装置 (Gly∞Tag，
TaK成a)を用いて糖鎖を単離した後、爽雑物をグノレ
減過・)1尉目;カラムHPLCを用いて除きイオン交換・

逆相;カラム HPLCで詳細に脳の糖鎖構造を調べる

方法である。まず単純な糖蛋白であるT伽 -amylaseA

を用いて検出条件と収率を求めた。その結果、低い

収率にも関わらず高い再現性が得られ、神経発生段

階の時期特異的変化を比較するような系では十分

に有効であることがわかった。次に脳組織において

再現性が保持されるかの検討を行い、生後五日目の

同腹のマウス小脳では全く同じ糖鎖の HPLCパタ

ーンを示す事を明らかにした。この化学的糖鎖スク

り}ニング法は従来行われてきたモノクローナル

抗体やレクチンを用いて脳特異的糖鎖を発見する

方法と異なり、脳組織で存在している全ての糖鎖種

を対象として解析できる大きな利点がある。この方

法の自動化により、ある特定の細胞群の種々の分化

段階において発現する糖鎖を単離し、その構造を決

定することが可能となった。各週令のマウスA、脳か

らの単離糖鎖の比較を行ったので報告する。

さらに、 4%パラホルムアルデヒドで固定した脳標

本からも糖鎖が回収でき、解析可能であることも明

らかにした。
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N23K1N27K (orphanin FQ前駆体遺伝子)
による神経突起形成作用
斎藤祐見子日、丸山敬2、西道隆臣ヘ川島誠一 1

(1都臨床研遺伝情報、 2岡崎国立生理研神経化学、

3カリフォルニア大ア}パイン校)

我々はマウス NS20Y細胞からサブトラクション

/プラスマイナス法により、 dibutylylcyclic 

AMP(dbcAMP)による神経分化に伴ってその発現量

が一過的に著しく増加する遺伝子 N23K1N27Kを

cDNAクローニングしてきた。 NS20Y細胞の神経分

化過程及ぴマウス脳神経発生過程を抗 N23K1N27K

タンパク質抗体により免疫組織化学で検討したとこ

ろ、分化とともにその局在はダイナミックな変動を

示した。ところが意外なことに、本遺伝子は新規オ

ピオイドorpha凶nFQをコードすることが判明した。

今回は、本遺伝子の分化における機能を更に明らか

にするために、未分化 NS20Y細胞に N23K加'27K

を導入し、その効果を検討した。

N23K， N27KをそれぞれpcDNA3.pap4へ組み
込んだコンストラクトを作成し、リン酸カルシウム

法により未分化NS20Y細胞へ導入後、 G418または

ハイグロマイシンで遺伝子導入細胞を選択した。ベ

クターのみを導入した細胞の形態は未分化細胞と区

別がつかないが、 N23K，N27Kをそれぞれ導入した

細胞ではdbcAMPによる処理なしで神経突起を形成

した。遺伝子導入細胞では、 N23K/N27Kタンパク

質はゴルジ体付近と突起先端にドット状に発現し、

この局在はdbcAMPによる分化時の局在と一致する。

細胞にN23KとN27Kを同時に発現させると、単独

に発現させた場合に比べて約2倍長い突起を形成し

た。この突起形成能は他の神経ペプチド遺伝子には

見られない性質であり、本分子はオピオイドファミ

リーの中でも特異な位置に属することが考えられる。

(文献)[1] Saito et al. (1995) Biochem. Biophys. 

Res. Commun. 217， 539.問 Meunieret al. (1995) 
Nature 377， 532. [3] Reinscheid et al. (1995) 
Sciena 270. 792. [4] Saito et al. (1996) J. Biol. 
Chem.271， 15615. [5] Saito et al.(1997) J. Neurosci. 
Res. in press 
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ギセリン同種間結合活性による毛様体神経

節細胞からの神経突起伸展

平英一*、薙野智子*、塚本康弘**、丁

云*、佐久間貞重**、三木直正* (*大

阪大学大学院医学系情報薬理、**大阪府

大獣医病理)

ギセリンは免疫グロプリンスーパーファミ

リーに属する細胞接着因子であり、ラミニ

ンファミリーに属する神経突起伸展因子

(Neurite outgrowth factor. NOF)に結合する。

ギセリン発現細胞を用いた実験等により、

ギセリンは同種間結合活性を持つことをも

見出しているo今回、我々はギセリン発現

細胞上でニワトリ毛様体神経節細胞を培養

することにより、!ギセリンの同種間結合活

性により神経突起が伸展するかどうかを検

討した。さらに、 NOFによる突起伸展との

形態的差異を検討した。

まず、 6日目匹ニワトリ毛様体神経節細胞

表面上にギセリンが発現していることを免

疫細胞化学で確認した。ギセリン恒常発現

細胞のフィーダーレイヤー上に、 6日目距

毛様体神経節細胞を培養した。対照として

用いたマウス線維芽細胞上では突起伸展は

見られなかったが、ギセリン発現細胞上で

は著明な突起伸展が見られ、これはギセリ

ン抗体により特異的に抑制された。突起を

持つ細胞数が時間とともに増加し、かっそ

の突起が時間とともに伸長することから、

ギセリンは突起伸展の誘導とともに、突起

の伸長能も持っと考えられる。

一方、 NOF塗布細胞皿上で培養した神経節

細胞からは、複数の突起が伸展し、かつそ

れぞれの突起は分岐に富んで、いるた。以上

のことより、ギ、セリンの同種および異種間

細胞接着活性が、生体において神経突起の

複雑な形態形成過程に関与している可能性

が示唆された。
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PC12D細胞では、 NGFによる神経突起誘

導にMAPキナーゼ活性化は必須で、ない。

佐野護、北烏哲子(愛知県コロニ}研究所)

神経成長因子(NGF)によるPC12細胞の神経突起仲

展誘導現象は、受容体T也Aのチロシン燐酸化に基

ずく描-rnf-MEK-MAPKの連続的活性化とそれに伴

う新たな遺伝子発現によるとの仮説が多くの研究結

果より、ほほ認められる現状である。 MEKの特異

的阻害邦~PD98059 は、培養液に添加すると、 NGF

によるMAPKの活性化を阻害し、 PC12細胞の神経

突起誘導を抑制し、上記仮説の確認として報告され

ている(p聞S氏 al.1995)。しかし我々の樹立した

PC12D細胞では、 50μMPD98059により、 NGFに

よるMAPK活性化を9'0%阻害した条件下で、神経突

起が誘導された。細胞を阻害剤処理した時のMAPK

活性化の抑制を、ウエスターンプロットによる、 1)

ン酸化型MAPKの検出、およびMAPKのチロシンリ

ン酸化の程度からも同定した。またNGF処理、数分

後細胞周囲にラッフルの形成が見られるが、この形

態変化の誘導も、 MEK阻害剤の影響はなかった。

最近、 Klinzら(1996)は、と二ワトリ交感神経のNGF

による突起伸展誘導が、 PD98059によって阻害さ

れない研究結果を報告している。 PC12細胞と

PC12D細胞および交感神経などのNGFによる神経

突起誘導メカニズムの遠いを次のように解釈した。

PC12細胞では、 NGFによって進行する細胞分化

(Initiation)の過程と、神経突起誘導の(Elongation)の

過程が連続的に起こる。 MAPKシグナJレ伝達系と遺

伝子発現制御は、 Initiationの過程に必要とされ、

PC12D細胞や培養交感神経細胞では、この過程が

既に終了していると考えられ、 NGFによる神経突起

のElongationは全く別のメカニズムの関りが想定さ

れる。

PC12D細胞に、間作用を阻害するmutant聞遺

伝子(Ha冊晶n1ηを遺伝子導入した株を分離したと

ころ、これらの株は、聞を阻害することによって、

cAMPによる突起誘導に影響することなく、 NGFに

よる神経突起の誘導のみが阻止された。従って、

NGFによる神経突起の目。ng似ロnの過程は、聞の活

性化から、即位目白act也などのMAPKカスケードと

は異なるシグナル伝達系により進行する可能性が推

察される。
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脱分極刺激により誘導される PC12

細胞の神経突起伸長の過程にはCa依

存性のNO合成酵素の活性化が必要
吉田克、 中川裕之、 宮本茂昭

(九州工業大学情報工学部。生物化学システム

工学教室)

PC12細胞は神経成長因子 (NGF)の作用

だけでなくKClによる脱分極刺激を与えても神経

突起を伸長するととが分かってきたo との形態変

化は細胞周期が細胞増殖のphaaから細胞分化の

phaaに切り換えられるためによると考えられる。
細胞内でとのswitching機能を来たす分子の 1つ

が一酸化窒素(NO)と考えられている。

私達はNOの作用を細胞質のNO合成酵素(NOS)

の阻害により生じる形態変化を顕微鏡で観察する

ととにより解析を行った。 NOSの阻害は強力な阻

害剤の 1つであるL-NAMEを使用して行った。

NGF処理による神経突起伸長の場合はL-NA胞

による阻害効果は培養24時間後に既に現れ、培

養4日自には完全に阻害された。 45mMKClの

脱分極刺激による突起伸長は2rnML-N品 Eで約

50%程度阻害され、 10mML-N品Eでは完全
に (90%以上)阻害された。 NGF処理による神

経突起伸長のL-NAMEによる阻害作用は早い時期

においては45rnM KC  1脱分極刺激を加え続け

ることにより相殺され、培養時間とともに神経突

起伸長が回復した。

乙の細胞は脱分極刺激を加えるとL型のCa-

channelが開くととが知られているので、脱分極刺

激による神経突起伸長の過程にはCaイオンによ

り活性化される分子機構が関与することが考えら

れる。既にCa I calmodulln依存性のkinaa11が
関与することが報告されている。他に有力な因子

としてcalcalmodulin依存的にNOSを活性化する
叩ldneurlnが関与している可能性が考えられる。
私達は強力な叩lclneωh阻害弗jとして知られる

cyclosporin Aを作用させるととにより、 KClによ

る脱分極刺激による神経突起伸長がかなり強く抑

制されるという結果を得た。とれらのことは脱分

極刺激による神経突起伸長はNGFの場合と異なる

情報伝達過程を経てNOSを活性化することにより

行われていることを示している。
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村経突起由来微小管の安定性:レーザ一光

による切断と脱重合過程の解析

倉知 正¥団代英夫¥小宮義王章"、田代朋子H

('理研フォトダイナミクス、 H群馬大・医)

神経突起には、突起の形成と維持に関与する代謝

的に安定な微小管が多数存在することが示されてい

る。本研究では、この安定型微小管の性質と安定化

機構を探るために、ピデオコントラスト増強微分干

渉顕微鏡を用いて微小管安定性の直接観察を行うと

ともに、'レーザ}光による切断を行い、その税重合

過程を解析した。

実験系として生後14日齢ラット後根神経節細胞を

用い、無血清培地で6~7日間培養した後、高倍率顕

微鏡観察用フローセルに封入し、顕微鏡ステージ上

で37'Cに保った。フローセル内を0.2%Triton X・100

を含む緩衝液で潅流して細胞膜を溶解し、突起内の

細胞骨格フィラメントを露出した。これらのフィラ

メントの一部は細胞外液中で急速に消失したが、 1

時間後にも多数のものが残存していた。濯流i夜にタ
キソール (10μM)を添加しておくと膜除去後も

フィラメント数は変化しないことから、これらは微

小管であると示唆されるが、さらに、抗βチュープ

リン抗体を用いた間接蛍光抗体法により、タキソー

ル非存在下に30分以上残存するフィラメントについ

ても微小管であることを確認した。この安定型微小

管の安定化機構を探るために、顕微鏡にピコ秒パル

スレーザー光(波長532nm、出力約10mW)を導入

し、試料面で集光して微小管に照射(1/8秒)、切断し

たところ、ほとんどのものが脱重合を開始した。脱

重合には1)一様な速度で脱重合、 2)段階的に脱重

合、 3)途中で脱重合を停止、の3つのタイプが見ら

れた。切断後の脱重合速度は(+)端の方が(ー)端に比

べて速く、 1)のタイプの方古勺)，3)よりも速かった。

膜除去から切断までの時間に伴い2)，3)タイプのもの

が増加し、同時に各々の脱重合速度が低下すること

から、外液中における残存時間が微小管の長軸に

沿った領域安定性を反映することが示された。また

切断により初めて脱重合を開始することから、安定

型微小管の形成には末端の安定化も重要であること

が確認された。
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タウプロテインキナーゼ IIとリン酸化タウの

ラット新生仔脳における局在

内田庸子、佐藤道夫、大沼純、石黒字一

(三菱化学生命科学研究所)

タウプロテインキナーゼII(TPKII)は新生児脳と

アJレツハイマー病脳におけるタウの高リン酸化に関

与している。 TPKIIはサイクリン依存性キナーゼ

5(Cdk5)とその活性化因子p23とのヘテロダイマーで

ある。 p23は新規タンパク質 p34のC末端{日ij断片で

ある。 TPKII精製の過程で、 p34は不活性で大きな

複合体を形成し、シナプス小脆関連タンパク質と共

存していた。 p34の細胞内における局在を明らかに

して、キナーぜの活性化に来たす p34の本来のf立i舗
を明確にすることを目的とした。

誕生後oB (Po)、2日(P2)、8日(Ps)、5週(5W)のラ
ット前脳から Gordon司Weeks(1987)の変法で成長円錐

画分を単離した。これらを、抗Cd師、抗p34(Nまた

は C末端)、抗リン酸化タウ(円205)の各抗体を井jい

て、免疫プロット、酸素抗体法による免疫電顕で解

析した。成長円錐画分には Cdk5、p34、p23とも存

在した。免疫電顕で、 POに見られる糸状足をもっ成

長円錐の多くは抗Cdk5、抗p34抗体で染められ、リ

ン酸化タウも限定数の粒子に存在した。 P2、P8と発

育につれて、長く伸びた糸状足、シナプス小胞を含

む粒子が増え、糸状足の先端、シナプス接合部が濃

く染まる。 Hutc，erら(1983)の方法でえた粗シナプス
小胞爾分の 1%トリトン X-100処理で、 Cdk5、p23

はシナプス小胞関連タンパク質と共に可溶化される

が、 p34は少量のCdk5と共に沈殿に残る。 Psでは、

Carlinら(1980)の方法で精製シナプトソーム国i分から
えたシナプス後膜肥厚函分に少量の Cdk5、p34、p23

を検出した。 TPKIIは特定のシナプトソームで機能

していると考えられる。そこで、ラット新生仔脳に

おける Cdk5、p34、リン酸化タウの局在を免疫組織

化学的に検討aした。おもに軸索系の線維路が強く染

まり、新皮質では紡2異的部域に染色が見られ、海鳥

では、 P2、Pgとなるにつれて CA3から CA1、歯状

回へ染色が広まっていく。 3種の抗体は常に一致し

たパターンを示した。電顕では、細胞体と先端樹状

突起、他のシナプスとの接合部位に存在することが

確認された。 TPKIIとリン酸化タウは脳の構造構築

とシナプス接合に関わっていると考えられる。



279 1P 1025 

変異型単純ヘルペスウイルスベクターを
用いたL1蛋白の機能解析
中井陽子，矢崎貴仁，植村慶一

(慶応義塾大学医学部生理学教室)

神経細胞の再生メカニズムを探る目的で、末梢

神経系グリア細胞では発現されているが中枢神経

系グリア細胞では発現されていない接着蛋白Llに

着目し、その突起伸展効果を検討した。

Ll蛋白を強制発現させる手段として、変異型単

純ヘルベスウイルスベクターによる外来遺伝子導

入を試みた。ヘルペスウイルスベクターは、神経

系細胞への親和性が高く、非増殖細胞にも感染可

能で、またサイズの大きな外来遺伝子を組み込み

可能であるという特性を持ち、そのため、例えば

シュワン細胞の様な増殖能の低い神経系細胞へも

効率よく外来遺伝子導入を可能にするのではない

かと考え、同ベクターを選定した。

本研究では、元来日蛋白を発現していない繊維

芽細胞の一種であるベロ細胞に、ヘルペスウイル

スベクターを用いてLl蛋白を強制発現させ、その

上に生後4日目のラットより採取した後根神経節
細胞を 15時間培養し、突起イ申展の様子を定量化
した。
その結果、Ll蛋白を強制発現させたベロ細胞ょ

に培養した後根神経節細胞では、外来遺伝子を導
入していないベロ細胞上に培養した後根神経節細

胞と比較して約2.5倍の突起伸展効果が見られ
た。また、L1蛋白以外の蛋白を外来遺伝子として

組み込んだヘルペスウイルスベクターを感染させ

たベロ細胞上でも同様の実験を行ったが、非感染

細胞との有意差は見られず、ヘルペスウイルスベ

クターそのものの影響はないと考えられた。

以上の結果より、L1蛋白が神経細胞の突起伸展

に対して重要な機能を有することが示された。
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Sema D/collapsin-lの肺分枝形成抑制作

用
五嶋良E1s*，伊藤隆明**、宇高直子**、前園
雅子ヘ佐々木幸生ヘ谷口充洋ヘ北村均**
、三須良質ヘ藤沢肇判*(横浜市立大学医学
部*薬理学教室、料病理学教室、帥*名古屋大

学大学院理学研究科〉

セマフォリン(SemaD/collapsin-1)は、神経
成長円錐の運動を抑制し軸索の伸展を阻害す
る反発因子として位置づけられ、神経団路網
の形成に重要な役割を担うと考えられる。一
方その神経外における広範な存在、ノック
アウトマウスの多彩な表現型などから形態形
成国子としての、より普遍的な役割が示唆さ
れている。セマフォリンの非神経組織におけ
る機能を解明することを目的とし、同分子の
器官培養肺における形態形成、増殖、肺内神
経の軸索伸展に及ぼす影響について検討し
fこ。
胎令12日マウス肺および胎令11日ハム
スター肺を摘出し、無血清合成培地で2日間
培養を行った。 Collapsin-1(0.4， 2， 10 U/ml)を
培地に加え、培地交換を 1日毎に行いさらに
2日間培養を行った。培養終了1時間前に、
チミジンアナログのプロモデオキシウリジン
(BrdU)を培地に加えた。位相差顕微鏡下で、
培養前および培養終了時の写真を撮影し、肺
の分岐数を比較し、形態形成の指標として分
枝形成指数を算出した。培養肺は、パラホル
ムアルデヒドで固定後凍結した。凍結切片を
作成し、細胞増殖の指標として、気道上皮末
端におけるS期細胞を明らかにするため免疫
染色によりBrdU標識率を算出した。肺内神
経の同定のため三量体G蛋白質 Goαサフーユ
ニットの免疫染色を行った。
培養2日後、マウス及ひeハムスター肺にお
いて、 Collapsin-1(10 U/ml)添加群に、明瞭な
分枝形成の抑制と気道の嚢胞状拡張が認めら
れた。一方、気道上皮末端におけるBrdU標
識率には対照群との聞に差は認められなかっ
た。また、肺門部に出現する神経節細胞およ
びその神経線維の伸展度にも差は認められな
かった。肺においてCollapsin-lは増殖及び細
胞分化には影響を及ぼさず、その分岐形成過
程を特異的に抑制すると考えられる。
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LANPとadaptinの結合
田岡万倍、中山洋、荒木威、議辺俊明

(東京都立大院・理・化)

[自的]Leucine rich Acidic Nuclear Protein 
QANp)は小脳の成熟過程で一時的に発現量が増加す
るタンパク質である(1) lANPはその構造や分布、

生後変化のパターンから、出生後の小脳の発達に関わ

るシグナル伝達機構への関与が示唆されているが、分

子レベルでの作用機構の解明には至っていない。そこ
で、小脳の発達に関わるシグナル伝達機構の中で
LANPの役割を明らかにすることを呂的として、
lANPの結合タンパク質を検索し、解析した。

[方法]LANPをグルタチオンSトランスフエラーゼ
(GST)との融合タンパク質としてE.Coli内で発現さ
せ、親和性及び¥陰イオン交換クロマトグラフィーで
精製した。組織抽出液と混合後、結合タンパク質を

GST-lANPごとグルタチオンセフアロースに吸着さ
せ、回収したu 得られた結合タンパク質はSDS-

PAGE後、銀染色法とウエスタンプロッテイングによ
り検出した。また、銀染色後のゲルからタンパク質バ
ンドを切り取り、ゲル内でトリプシン消化し、目的タ

ンパク質を分解物として抽出した。分解物は逆相系

HPLCで分離・精製し、一次構造を決定した。
[結果と考察]工ANPに特異的に結合するタンパク質
として、ラット小脳可溶性函分に主に分子量約

90】d)aの2種類のタンパク質が認められた。部分ア
ミノ酸配列分析とその相同性解析から、高分子量のタ

ンパク質はalphaadaptinAであり、低分子量のタン
パク質は alphaadaptinCとbetaadaptln、構造未
知タンパク質の、少なくとも3種類のタンパク質の混
合物であることが判明した。ウエスタンプロッティン
グの結果からも、とれらの結合タンパク質が細胞膜由

来の被覆小胞タンパク質である alphaadaptlnと
beta adaptinを含んでいるととが確認された。一方、
非クラスリン被覆性小胞由来であり、 betaadaptln 
と相向性が高い betacOPや、ゴルジ由来のクラス
リン被覆小胞タンパク質である gammaadaptlnは
結合タンパク質画分に含まれていなかった。とれらの
結果から、細胞膜の輸送小胞タンパク質に対する

lANPの結合は特異性が高く、エンドサイトーシスへ
の関与が想定された。 また、 alpha および beta 
adaptln とLANPの結合は成熟ラットでも確認され、
とれらの結合が小脳の形成だけでなく、その維持にも

関与していることが予想された。さらに、 LANP結合
画分に含まれる構造赫日タンパク質を解析することで、
細胞質におけるLANPを介した情報伝達経路の解明が
進むと期待される。
(l)K Matsuoka et. a1. (1994) Proc. NatJ. Acad. Sci. 
USA 91， 9670-9674. 
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海馬形成におけるカハール・レチウス

細胞とリーリンの役割

{中嶋一範1、御子柴克彦1ヘ宮田卓樹 1，2，3、

工藤千加子 1、INI/正晴3

('理化学研究所ライフサイエンス筑波研究セン

タ一分子神経生物学研究室、 2東京大学医科学研究

所化学研究部、 3高知医科大学第二生理学教室)

我々は、これまでに正常マウスの脳をリーラー

マウスに免疫することによりモノクローナル抗体

CR・50を得た。 CR・50は、抗原分子の機能を阻害

できる中和抗体であることが従来のinvitroでの解

析により明らかになったが、 invivoでの解析はま

だされていなかった。また最近、リーラーで変異

のある遺伝子としてリーリンがクローニングされ

たが、表現型との関連についての直接的な解析は

まだされていない。その後、 CRδ0とりーリンと

の関連を解析した結果、 CR・50はリーリン蛋白質

そのもののN末端近辺を認識することが明らかに

なり、リーリンの機能阻害が直接リーラーの表現

型の原因になっていると考えられた。

本研究では、海馬をモデルとしてまずリーリン

の局在を調べた。免疫組織学的に、リーリン陽性

細胞はアンモン角、歯状回ともに最表層に存在し

ていた。詳細な検討を行った結果、これら陽性細

胞は大脳新皮質のカハール・レチウス細胞と同等

のものであることがわかった。しかしながら、カ

ハール・レチウス細胞のマーカーとして頻用され

ているカルレチニンには険性の細胞も含まれてい

た。更に、 CR・50の認識部位がinvivoにおいて機

能的に重要であるかどうか、そしてリーリンの機

能阻害が確かにリーラーの表現型を引き起こすか

どうかを調べるため、胎生期脳室内に CR-50をz
切注入し、効果を調べた。その結果、確かにリー

ラ一様に変換させることに成功した。以上の結果

は、 CR・50の認識部位が細胞の移動・配置に決定

約に重要な機能を担っていることを示唆している。



283 1P 1021 

Reeler!こ似た神経症状を示す自然発症

ミュータントマウス、 yotari

永田栄一郎¥米島宏幸2、、松本峰男2、山田麻紀2、

f中山富一範3、田中耕太郎l、福内靖男I、御子柴克彦2.3

( 1慶応義塾大学医学部神経内科 2.東京大学医

科学研究所化学研究部 3.理化学研究所ライフサイ

エンス筑波研究センタ」分子神経生物学研究室)

Reeler ~こ表現型の酷似した新規自然発症ミュ タ

ントマウス、 yotariを発見した。 Yotariは常染色体

劣性遺伝形式をとり、生後一週日頃よりの振戦、運

動失調を特徴として四週日までに全て死亡する。肉

眼所見では reeler同様、小脳低形成、小脳回の消失

が目立ち、また光顕的には小脚冒構造の著しい乱れ、

分子層の退縮、プルキンエ細胞の頼粒細胞層への埋

没等が観察された。また大脳においても皮質構造の

乱れ、海馬においては錐体細胞層の多層化等が認め

られた。しかしながら興味深いことに、 yotari及び

reelerヘテロ接合体同士の交配では同様の表現型を

示す子孫は得られず、また yotari大脳皮質

Cajal-Retzius細胞等においては、 reelerの原因遺伝

子である reelinの発現が正常に認められた。さらに

Cdk5，p35や PAFacetylhydrolase Ibの3つの subunits

に対する抗体を用いた W巴sternblottingでは、神経

系の形態形成に関わるそれら分子の発現量に異常は

認められなかった。なお抗typelIP3受容体抗体

18AlOを用いた免疫組織染色では、穎粒細胞層に埋

没したyot;剖プルキンエ細胞において同分子の発現

が認められた。 Yotariは reeler同様、中枢神経系の

細胞移動に障害を持つが、 reelerとは遺伝子座の異

なるミュータントと判断された。今後中枢神経系の

形態形成を考える上で、 reelerと絡め合わせたyotari

の解析が大きな意義を持つものと期待される。
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小脳発生過程におけるリーリンの発現

制御

柴玲子，宮田卓樹， 1判事一範，高橋聖

一，小川正晴，御子柴克彦

(理化学研分子神経生物学研究室)

小脳の発生過程において頼粒細胞は、リーラー

マウスで欠損している蛋白質リーリンのN末端を

認識するモノクローナル抗体。 CR-50に対し一過

性に免疫陽性を示す。小脳の皮質構造が形成され

る過程で、 CR・50陽性の寂粒細胞はプルキニエ細

胞に隣接して存在する。プルキニエ細胞が整列し

た後細胞外に存在するリーリンは、この分子を発

現する穎粒細胞の平行繊維とプルキニエ細胞の樹

状突起との相互作用を介し、成長するプルキニエ

細胞の樹状突起に集合するとかんがえられている。

この後頼粒細胞は免疫陰性に変化するが、分離培

養した穎粒細胞は長期培養後でも免疫陽性のまま

である。

プルキニエ細胞が生後の頼粒細胞におけるリー

リンの発現抑制jを調節する可能性について調べる

ため、我々は生後初日から30日の間にプルキニエ

細胞が特異的に死滅するミュータントマウス、

阿マウスを用いて実験を行った。免疫組織学的

解析において、 pcdマウスでは正常マウスではす

でにリーリンがほとんど発現していない生後30

日の小脳においてより強い免疫陽性反応が観察さ

れた。ノーザンプロット解析でも同様に同マウ

スの小脳でリーリンのmRNAの過剰発現が観察さ

れた。この結果はプJレキニエ細胞古瀬粒細胞のリー

リンの発現を調節する可能性を示唆する。現在こ

の可能性についてさらに検討するため、生後の穎

粒細胞を分離し、様々な条件下において培養解析

中である。
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発育期神経組織のニューレグリンの

アイソフォーム

篠田 純、中尾純治、飯塚幸彦、鳥羽陽子、

植村慶一(慶摩大学医学部生理)

神経組織の発育期に、ニューレグリン

(NRG) は神経細胞に発現し、グリア系細胞

の増殖、分化に重要な役割を果たす。既に末

梢神経系のミエリン形成前に、軸索との接着

の出来ないシュワン級抱にアポトーシスが起

こるカ官、このアポトーシスは、 NRGのi悉力日に

より、著明に抑制されることを示した。

発達過程のラット神経組織に発現するNRG

のアイツフオ}ムについて、解析を行い次の

結果を得た。 1)新生ラット後根神経節、脊髄、

脳に発現するNRGのアイソフォームを12種同

定したが、そのうち 9種は新規のものであっ

た。 2)後根神経節と脊髄におけるNRGの発現

量は同程度であり、脳ではより少なかった。

NRGの発現パターンは3組織で比較的類似し

ていたが、中枢神経系に特異的なアイソブオ

ームの存在が示唆された。 3)いずれの神経組

織においても、分泌型に比較して膜貫通型、

特に s1タイプのアイソフォームがより強く

発現しており、パラクリン分砲、とともに、細

胞接着型情報伝達機構の存在が示唆された。

4) シュワン細胞の増殖期から、ミエリン形

成前期、ミエリン形成期に至るまで、後根神

経節のNRGアイソフォームの発現はほぼ一定

であった。この時期にNRGが安定した発現を

示すことにより、幼若シュワン細胞に対して

生存因子として作用することが示された。
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ラット脳由来の神経前駆細胞の分化

中山たかね，山之端万里，塚田裕三

(創価大学生命科学研究所)

胎生12日ラット脳の細胞懸濁液からフローサイト

メトリーにより分取した神経前駆細胞(NPCs)の初代

培養において、 NeuronおよびGUa細胞の発現時期を

調べる包的で、増殖因子bFGFと牛胎仔血清の細胞

に与える影響について培養条件を比較し検討した。

培養はDMEM/F12培地にTransferrin(100μg/

mD，Inst也n(25μg/mD，Heparin(20μg/mDを含む

百H/DFを基礎培地とした。

フローサイトメトリーにより得られたNPCsは

bFGF+TI1-I/DF培地およびl%FBS+TI1-I/DF培地で

一晩培養した。との初期刺激後にそれぞれを百1-I/

DF培地で培養した細胞は、初期刺激がbFGFでは死

滅したが、血清の場合で、はNeuron様の突起進展が

認められた。そこでbFGF或いは血清を初期刺激と

して用いた後の細胞をbFGF+百日/DF，bFGF+l% 

FBS+TIH/DF， 10%FBS+τ1H/DFの3種類の培地

でそれぞれ培養し細胞の形態を調べた。 bFGF+T耳f

/DF培地ではNPCsは細胞塊を形成した。培養賂聞

が長期になると細胞塊を中心に突起の短い細胞が放

射線状に分散して増殖した。細胞塊を形成した時期

に血清を添加すると盛り上がっていた細胞塊がdish

表図上に接着して増殖し始め、その上にNeuron様

の突起の長い細胞が認められた。血清を含む培地で

はbFGF添加時には見られなかった接着牲の級胞が

増殖した。 bFGFを添加した培地では突起の短い細

胞は認められたが、突起の長いNeuron様の細胞が

認められなかったため、血清刺激によりNeuronが

発現するのか、それとも血清を添加した培地で増殖

する接着性の細胞による影響のどちらであるかを調

べるため接着性細胞をフィーダーとして用い、 10%

FBSおよびbFGFで刺激した細胞をTIH/DF港地で培

養した。いずれもNeuron様の突起進展が認められ

たため、血清が直接Neuronに影響を与えているの

ではない事が示唆された。細胞の差別化は蛍光抗体

染色法により行った。

また、二次培養および培養法により得たNPCsに

ついても同様の検討を行い比較した。
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中枢神経型ナトリウムポンプ活性の

膜電位依存性

原諭吉、 古川哲史*

(東京医歯大・院医・感染分子制御学、'sl(E治疾患研・

自体生理学)

Na'，K'-ATPお巴α3サプユニットは脳、脊髄など中枢神

経組織のニューロンに発現する触媒サブユニットで、

広く分布する α1サブユニットとは一次構造が異なる。

我々は、これらのサフ.ユニットをそれぞれ含む αq&，~

と α3~Naポンプの機能的差違について検討してきた。

ATPas巴反応の動力学的解析から、ニ稲のリン酸化中間

体E1P~E2P平衡の偏りが α1 型と α3 型 Naポンプと

で異なることを見いだし、この反応ステップが起電性

であることから、 α3型Naポンプ活性が朕脱分極によ

って活性化されることを予想した。そこで α3型およ

びα1型Naポンプをそれぞれ発現する培養細胞を作成

し、パッチクランプ法を用い膜電位の影響を調べた。

1) 生理的イオン条件では、 α1型Naポンプ活性は

朕電伎の影響をほとんど受けないが、 α3型選Naポンプ

は静止膜重量位付近では活性が低く、脱分極によって活

性が僧大した。 2)細胞外のNa'に対する綴和性が α1

型NaポンプでKd=O.52M、α3型NaポンプではO.15M

であったe従い 150mM細胞外Nぷ濃度では、EIPφE2P

平衡の偏りに違いを生じることが強く示唆された.

3) EIP引が)，~E2P+3Nぷ変換に伴う細胞i肢を越えて

の電梼移動量から求めたEIP/E2P比は、リン酸化中間

体レベルから求めた EIP/E2P比と一致した。 4)細

胞外 Na'に対する親和性と膜電位との関係から細胞

外側にアクセスチャネル(highfield acc悶 chaIUlel)が

存在することが示唆された。

これらの結果から、 α1型 Naポンプは細胞内 Na';濃度

の増加によって活性化される~:7方 α3 型 Na ポンプは

楢加した細胞内Nがε結合レ恋，EIPの状態で留まり、
1m分極に伴ってE2Pに変換し、輸送が起とると予想さ
れる。
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遺伝子導入細胞を用いた神経細胞型Naポ

ンプ活性調節機構の解析

井上順雄，曽我智子，原諭吉*中山孝，

加藤尚彦 (横浜市立大学医学部第一生化学，

*東京医科歯科大学医学部感染分子制御学)

神経細胞におけるNaポンプ (Na，K-A'官邸巴)アイ

ソフォームの選択的な活性調節機構を解明する目

的で，神経細胞型 (α3型)アイソフォームを安

定に発現する形質転換細胞を用いて，そのNaポン

プ活性を種々の条件下で測定した.

BALB/c3T3細胞に神経細胞型のラット α3サプ

ユニットcDNAを導入することにより得られたτェ
3-3細胞 (Haraet al.， FEBS Lett.， 238， 27・30，1988)

を用いた.この細胞に本来のα1サプユニットの

ほかにα3サプユニットが存在することを， RT-

PCRによりmRNAレベルで，またWestemblot解析

によりタンパク質レベルで確認した.さらに，細

胞膜分画のNa，K同A官邸e活性を測定し， α1型活性

とα3型活性を，ジギタリス阻害に対する感受性

の違いにより区別して定量した.その結果， α3

型Naポンプの存在量は全体の約30%であった.

Naポンプ1舌t性は，細胞への42K+取り込みを24穴

マルチウヱル上で測定して求めた.無刺激の条件

下では，この細胞のNaポンプ活性は非常に低値で

あったが，ナトリウムイオノフォア (monensin)

で刺激すると，有意の活性 (13.4土1.5(nmol/min 

/mg protein)， (n=l1)}を示した.全体のNaポンプ活

性を， α3 型 (Ouabainに対するKi~5X 10-8 M) 

活性と， α1型 (Ouabainに対するお~4X 1C戸 M

)活性に分けると， α3型Naポンプ活性は全体の

約30%であり，存在量の割合と同じであった.

この結果は， α1型とα3型Naポンプがこの細胞

内で同等にイオンを輸送していることを示してお

り，すでに報告した初代培養神経細胞の結果と異

なった.一方， monensin刺激に先立ち， 1mM 

dibutyryl cAMP， 100μM forskolin，または1μM

PMAで細胞を処理したが， Naポンプ活性はほとん

と、変化しなかった.培養神経細胞で起こる種々の

刺激の後のNaポンプアイソフォームの選択的な活

性調節は，この細胞では起こらなかった.
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ラット脳内におけるヒスタミン再取り込み機

構の存在について

横井映子，楼井栄一*.渡遺建彦，谷内一彦

(東北大学大学院・医学系研究科・細胞薬理学分野，

*東北薬科大学第一薬剤学教室)

ヒスタミンの再取り込み機構に関しては，存在する

という説と，存在しないという両説があり，その存否

についてはまだ明らかにされていない.そとで，すで

に確立されている他の神経伝達物質の再取り込み実験

方法を用いて，ヒスタミンの取り込み機構の存在につ

いて検討した.

SDラット雄 (200"'-'250g)の新鮮な脳ホモジネー

トより調整したp2分画を用いて， [3HJヒスタミンの

取り込み量を測定した.

ラット脳のP2分間中に含まれる蛋白量に依存して，

[3HJヒスタミンの結合最は直線的に増加した.この反

応に対する温度の影響を経時的に観察したととろ，

4'Cではほとんど結合量の増加は見られなかったが，

20'Cより 37'Cと温度が上昇するにつれ結合量が期加

した.非放射性のヒスタミン存在下における[3HJヒス

タミンの取り込みを見たところ.[3HJヒスタミンの結

合量はヒスタミン濃度により 2相性の反応を示した.

とのことから，ヒスタミンの取り込み機構には低緩和

性と高親和性の2種類の機構が関与している可能性の

あるととが示唆された.

ショ糖の濃度勾配を用いて P2分画をさらに細分画

した結果，P2分函中シナプトゾームが含まれる分商の

中にヒスタミンの取り込み量が最も多いととがわかっ

た.

上述のヒスタミンの取り込みはヒスタミンHl，H2， 

H3受容体リガンドおよびコカイン， GBR12935，フ

ェネルジンなどの薬物による影響を受けず，三環性の

構造を持つ薬物によってのみ抑制された.

ラット前脳p2分画へのヒスタミンの取り込み量は

42.33 i: 2.90fmol!mg proteln/15minとなり，ヒス

タミンの取り込み機構の存在が示唆された.
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シンポジウム一覧
番号 日時・場所 タイトル オーガナイザー・座長

81 第1日午前 虚血性ニューロン死: 田村晃(帝京大・医)

A会場 基礎から臨床ヘ 片岡喜由(愛媛大・医)

82 第1日午後、 プロスタグランジン関連化合物の 早石修(大阪バイオサイエンス研)

A会場 神経化学の最前線 渡辺恭良(大阪バイオサイエンス研)

83 第2日午前 グリア細胞の分子・細胞生物学 池中一裕(岡崎生理研)

A会場 高坂新一(精神神経センター神経研)

84 第2日午前 神経発生: 岡野栄之(阪大・医)

B会場 パターン形成から高次機能まで 岡本仁(擾大・医)

85 第3日午前 糖鎖と神経疾患 鈴木邦彦 (Univ.N.Carolina) 

A会場 宮武正(昭和薬大)

86 第 1日夕方 神経化学会公開シンポジウム 水野美邦(順天堂大・医)

A会場 精神神経疾患の分子基盤ーパーキンソン病 西海正豊(自治医大)

ミニシンポジウム一覧
番号 日時場所 タイトjレ オーガナイザー・座長

M81 1日日午前 アルツハイマー病: 上田健治(都精神研)

B会場 鍵分子の挙動と神経細胞死 柳津勝彦(長寿研センター)

M82 1日目午前 核内情報伝達を手がかりとする 米田幸雄(摂南大・薬)

B会場 神経機能解明に向けて 吉川和明(阪大・蛋白研)

M83 1日目午後 栄養因子による神経機能の多重支配 松岡一郎(北大・薬)

B会場 畠中 寛(阪大・蛋白研)

M84 1日目午前 オリゴデンドロサイト/ 阿相舷晃(都老人研)

Q会場 ミエリンの最前線 馬場広子(生理研)

M85 1日目午前 神経伝達物質放出の制御機構 両橋正身(ニ菱生命研)

C会場 熊倉鴻之助(上智大・生命研)

M86 1日目午後 神経突起形成の細胞内メカニズム 白馬智明(群馬大・医)

C会場 佐野護(愛知県コロニー研)

M87 2BEI午後 アポトーシスのシグナル伝達経路 小池達郎(北大院・理)

B会場 野村靖幸(北大・薬)

M88 2B目午前 可塑性とプロテインキナーゼ 福永浩司(熊本大・医)

Q会場 山内卓(徳島大・薬)

M89 2日目午前 虚血による神経細胞死の分子機序 松本昌泰(阪大・医)

C会場 小倉明彦(阪大・理)

M810 3日目午前 精神神経疾患とその関連遺伝子 山脇成人(広島大・医)

B会場 小川紀雄(岡山大・医)

M811 3日日午前 疾患モデル動物の発症・応答機構 光本泰秀(大塚製薬)

一一 C会場 加藤聖(金沢大・医)
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第40回日本神経化学会

A会場

22日 IB会場

(水) I c会場 IMS4・オリゴ/ミエリン

P会場

A会場置、

23日 IB会場 Iお

(木) I c会場

陪場

A会場

鈴3

24日 |B会場| MS10神経疾患

(金) 10会場

料金場



松山大会日程概要

評議員会

iハ.A..
事忌 :z:;; 

(松岡一郎，畠中寛)

MS6・神経突起

MS7・アポトーシス

(小池達郎，野村靖幸)

02・{盛政忠臣，

嶋津孝}

51 "'56 :シンポジウム

(オーガナイザー・座長)

M51 "'M511 :ミニシンポジウム

TS1 "'T53 :テクニカルセミナー

01 "'03 :一般口演
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学会掲示板

平成9年度日本生化学会近畿支部シンポジウム

「脳を守るーその分子機構解明への試み」

世話人:畠中 寛(大阪大学蛋白質研究所)

日時:平成9年 11月29日(土)

場所:大阪大学銀杏会館

大プログラム
10:00~10:40 

畠中 寛(大阪大学蛋白質研究所・生合成)

「中枢神経細胞におけるアポトーシスJ

10:40~11:20 

三浦正幸(大阪大学医学部バイオメデイカル・神経解剖)

「カスパーゼファミリーによる神経系細胞のアポトーシス制御j

11:20~12:00 

内山安男(大阪大学医学部・第一解剖)

「リソソームカテプシン群による神経細胞死の制御J

12:00~13:30 昼食

13:30~14:10 

垣塚彰(大阪バイオサイエンス研究所・第4部門)

fMochado-J oseph病発症の分子モデルj

14:10~14:50 

伊達勲(岡山大学医学部・脳外科)

「パーキンソン病に対する神経移植療法j

14:50~15:20 コーヒータイム

15:20~16:00 

Yves-A1an Barde (Max-Plank Institute for Psychiatry， Dept. Neurobiology， 
Germany) 
fMechanisms of ligand-mediated cel1 death in the nervous systemJ 

16:00~16:40 

Ronald Lindsay (Regeneron Pharmaceutical Co.， Neurobiology， U .S.A.) 
fNeuroprotection by neurotrophins (tentative)J 

17:00'" 懇親会



大阪大学蛋白質研究所セミナー「記憶学習の分子機構J

日時:1997年 11月18日(火)/19日(水)
場所:大阪大学蛋白質研究所講堂

世話人:津本忠治(大阪大・医・バイオ)、畠中寛(大阪大・蛋白研)

13:00~13:05 

13:05~ 13: 10 

セッションI
13:10"'13:45 

大プログラム 18日(火)
開会の挨拶京極好正(大阪大・蛋白研所長)
世話人の挨拶津本忠治(大阪大・医・バイオ)
座長:津本忠治

畠中 寛(大阪大・蛋白研)
rBDNFによる培養中枢ニューロンからのグルタミン酸放出J

13:45~14:20 那波宏之(新潟大・脳研)
「脳シナプス発達の分子生物学的解析J

14:20~14:55 山森哲雄(岡崎研究機構・基生研)

14:55'" 15:15 

セッションII
15:15~15:50 

「長期記憶形成の分子機構の研究j
コーヒータイム

座長:畠中寛
井ノ口馨(三菱化学生命研)
「神経可塑性に伴う遺伝子調節とシナプス強化J

15:50~16:25 平野丈夫(京都大院・理・生物物理)
「小脳シナブpス機能の分子機構と運動制御・運動学習J

16:25~16:40 コーヒータイム

セッション即座長:那波宏之
16:40~17:15 二木宏明(理研・国際フロンティア)

fFyn欠失マウスの行動異常J
17:15~17:50 中西重忠(京都大院・医・生体情報)

「グルタミン酸受容体と脳機能」
懇親会 18:00'" 

セッションIV
10:00~10:35 

10:35~11:10 

11:10'""'-'11:25 

セッションV
11:25~12:00 

12:00~12:35 

12:35'" 

セッションVI
14:00~14:35 

14:35"'15:10 

15:10"'15:45 

19日(水)

座長:溢木克栄
今村一之(大阪バイオサイエンス研)
「大脳視覚野の発達可塑性j
津本忠治(大阪大・医・バイオ)
「視覚野の可塑性における神経栄養因子の役割J
コーヒータイム

座長:平野丈夫
外山敬介(京都府立医大・第二生理)
「視覚野の可塑性と神経回路発達」
溢木克栄(新潟大・脳研)
「大脳聴覚野シナプス可塑性:分子・細胞から個体へJ
昼食

座長:二木宏明
椛秀人(鹿児島大・農・獣医)
「マウスにおける匂いの記憶の分子機構J
小野武年(富山医薬大・医・第二生理)
「サル海馬体ニューロンの条件性場所一物体連合課題における場所、
物体、および行動に対する応答性J
奥野浩行(東京大院・医・第一生理)
「霊長類大脳側頭葉における遺伝子発現調節」
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編集後記

日本神経化学会の馴染み深い分厚い大会論文集が姿を消しました。スリムな抄録集を手にされた印

象はいかがでしょうか。大幅に体裁が変わってしまいましたので抄録集の編集にも戸惑うことが多く，

苦心の産物と言わざるをえません。使いやすさ使いにくさ等について忌俸のない御意見をお寄せ下さ

ることを望みます。

演題応募の際に電子データも送って頂きましたが，抄録集の印刷は紙データの写真製版としました。

コンビュータや OA機器の進歩と普及に関わらず，特殊記号や上付き下付き文字が必須のわれわれの

分野の文字情報を電子データとしてどう統一するかというソフトウェアーの開発が遅れているのが問

題です。

送っていただいた電子データをもとに，ホームページ上に応募演題の抄録検索閲覧システムを作り

ましたがお試しになられましたでしょうか。インターネットで見ることのできる文字情報で十分であ

るというのなら，印刷されたプログラムや抄録集はもはや不要なのかもしれません。また電子データ

に人名リストとキーワードリストを添付していただきましたので，容易に人名索引やキーワード索引

を作ることができました。カテゴリー分類が徹底していないとの抄録集の欠点を補ってくれるものと

考えています。

世話人代表 片岡喜由
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浅
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浅

朝

浅

浅

浅

阿

東

[B] 

馬場明道
2P (084) 2084 
2P (159) 2029 
馬場広子
2A83-6 (019) 
lP (242) 1048 

Ben-Ari， Y 
lA81-1 (001) 
Beuckmann， Carsten 
1A82-3 (010) 
曹春漁
lA 82-2 (009) 

[C] 

程希丹
lP (217) 1070 
千葉晶
2P (127) 2055 
知久馬敏幸
2P (156) 2032 
雀得華
lP (222) 1065 

[D] 
停法倫久
lP (202) 1078 
lP (203) 1077 
丁云
lC M86-2 (274) 
土肥敏博
lC 0・2(231) 
土居孝至
lP (177) 1086 

[E] 

海老原達彦
2P (060) 2108 
1P (247) 1043 
江口直美
lA82-3 (010) 
モハメドエルワン
1P (215) 1072 
遠藤真澄
1P (222) 1065 
緩戸靖
2B M87-3 (101) 2070 

[F] 

藤井望帆
2C MS8・1(090) 
藤本一朗
lP (272) 1030 
藤本貞毅
1P (049) 1008 
藤寄泰利
2P (078) 2090 
藤沢肇
1P (280) 1024 
藤淳仁
2C M88-2 (091) 
藤田佳織
2P (179) 2002 
藤田公和
1P (205) 1075 
1P (223) 1064 
藤田輿
2P (073) 2095 
藤岡忍
2C 0-3 (048) 

藤原道弘
lP (269) 1033 
深間内文彦
2P (072) 2096 
2P (094) 2077 
福内靖男
1P(114) 1108 
1P (202) 1078 
1P (203) 1077 
lP (283) 1021 
福田光則
1P (267) 1035 
福永浩司
2P (088) 2080 
2C MS8-3 (092) 
船津宣雄
2P (126) 2056 
古川i昭栄
2P (182) 2005 
2P (183) 2006 
2P (211) 2014 
古川哲史
lC 0-1 (287) 
古川| 美子
2P (211) 2014 
古田享史
2P (082) 2086 
二木啓
1P (202) 1078 
1P (203) 1077 

[G] 
Geng， Ju1ie 
lP (247) 1043 
lP (248) 1042 
Julie Geng 
1P (247) 1043 
lP (248) 1042 
Gerashchenko， Dmitry 
lA 82-3 (010) 
Golam 8adik 
1P (042) 1002 
lP (044) 1004 
lP (045) 1005 
五味不二也
1P (230) 1057 
五味慎太郎
2P (210) 2013 
五嶋良郎
lP (280) 1024 
Guo_ Fei-Fan 
2P (060) 2108 

[H] 
Christian Haass 
lP (041) 1001 
羽賀千恵
2C M89-4 (201) 1079 
芳賀和子
2P (067) 2101 
羽賀誠一
2C M89-4 (201) 1079 
芳賀達也
2P (065) 2103 
2P (067) 2101 
2P (068) 2100 
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荻原民雄
lP(171) 1092 
1P (172) 1091 
演回潤ー
1P (114) 1108 
演口勝彦
2P (128) 2054 
浜弁盟子
1P (241) 1049 
演中裕喜
2C 0-3 (048) 
原厚
1CO・3(232) 
原英彰
1A 81-3 (003) 
原諭吉
1P (288) 1017 
1C 0-1 (287) 
原田重徳
2P (105) 2066 
原因智行
3B M810-2 (184) 
2P (255) 2020 
長谷純宏
lP (272) 1030 
橋井美奈子
2P (064) 2104 
橋本博史
2P (144) 2044 
2P (157) 2031 
橋本均
2P (159) 2029 
橋本光弘
1P (176) 1087 
橋本有佳
1B M83司2(186) 2008 
秦英代
2P (097) 2074 
畠中寛
2P (096) 2075 
2BM87・3(101)2070 
2P(1 07) 2064 
2P(154)2031 
1BM83・2(186)2008 
1C MS5-4(196) 1084 
1P(229) 1058 
早石修
1A 82-3 (010) 
林謙介
2P (1 81) 2004 
lP (217) 1070 
林要人
2P (142) 2045 
秀和泉
2P (180) 2003 
東(松本)秀美
1P (120) 1102 
東田陽博
2P (064) 2104 
樋口宗史
1B M82-2 (252) 
氷見敏行
2C MS9-2 (199) 1081 
平林敬浩
2P (089) 2079 
1J'林義雄
2C 0-4 (143) 

〉内ゴシック数字は抄録番号、その後の4桁数字はポスタ一番号を示す
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平岩雅男 市川厚 入谷克己 岩崎進一

平松lP(緑190) 1011 lA 82-4 (011) lP (美20知5子) 1075 2P (怠078) 2090 
伊賀瀬圭二 石田 岩田 美

2P (098) 2073 ーlP(泰19泉1) 1012 lP (教121) 1101 lP (227) 1060 
3C M811-1 (136) 井口 石毛 岩田健
平野均 1c M84-5 (113) 2059 2P (098) 2073 2P (068) 2100 

2P (幸09一5) 2076 飯田基之 石毛陽子 和泉唯{言
平田 lP (幸22彦7) 1060 IP({194)) 1015 2P (132) 2051 
2P (133) 2050 飯塚 lP (195) 1085 

[J] 2P (134) 2049 十lP嵐(285) 1019 石黒幸一
2CO田4(143) 五康 lP (麻27利8子) 1026 
平田牧三 lP (恭24治3) 1047 石黒 神保雅之
2P (095) 2076 池国 2P (056) 2112 lP (269) 1033 
乎田ゆかり 池本2P(敦082) 2086 石井2P(賢05治7) 2111 [K] lP (119) 1103 

lP (雅20昭5) 1075 
度部

lP (一1裕19) 1103 
池中

lP (246) 1044 
石井俊 門屋利彦

2P (秀071) 2097 2A 83-6 (019) 2P (110) 2061 賀lP井(192) 1013 
弘瀬 樹 lCM84・2(111)2060 lP (巧21ー6) 1071 加 和幸

lP (書2毛22) 1065 lP (242) 1048 石川 加賀2P谷(12有8行) 2054 
広田 夫 lP (弘27造2) 1030 2CM89・4(201) 1079 
lCM85・5(265) 1037 生駒 石川紘一 2P (146) 2042 
庚内雅明 2P (貴18雄0) 2003 2P (正0洋97) 2074 影山晴秋

久永lP(真12市2) 1100 今井 石川 2P (155) 2033 
lB MS2-4 (253) 2018 3B T8-4 (040) 影山龍一郎

lP (知221) 1066 今井嘉紀 石川保幸 lP (244) 1046 
菱木 郎 2A 83-2 (015) 2P (107) 2064 甲斐利弘
lB MS3-4( 1 87) 2009 今泉和則 lP (229) 1058 2P (144) 2044 

lP (啓19子3) 1014 lB M82-3 (207) 1073 石丸裕久 2P (157) 2031 
本間 今泉美{圭 2CMS9・4(201) 1079 梶裕之

lP (伸224) 1063 lC MS5-3(264) 1038 lP(243) 1047 lP (042) 1002 
本多 光 lP (26直7彦) 1035 石岡憲昭 垣下浩二

2P (静13也5) 2048 商牟田 2C MS9-3 (200) 1080 lP (216) 1071 
本田 2P (149) 2039 石崎泰樹 角田隆巳
3B T8-4 (040) 稲垣昌樹 2CMS9・2(199)1081 2P (058) 2110 
本郷茂樹 2A83・5(018) 石塚徽 角田 :e. 
lP (173) 1090 稲垣正俊 lC M85-1 (262) 1040 lA81・7(007) 

堀 lP耕(治174) 1089 2P (直14之6) 2042 lP (俊26明6) 1036 亀谷富由樹
稲垣 磁辺 lP (047) 1007 

2P (077) 2091 2A 83-5 (018) 2P (152) 2036 lBM81・1(051) 
堀正二 稲垣好昌 磯貝lP(恵28理1子) 1023 金堀瑞穂
2P (150) 2038 lP (公19一2郎) 1013 2C MS8-3 (092) 
lA 81-4 (004) 稲木 1B M83-4 (187) 2009 金松知幸
堀江秀典 2P (直065) 2103 lP (秀19記3)1014 lP (239) 1051 
2P (155) 2033 稲村子 伊東 lP (稽24秀0) 1050 
lP (淳192) 1013 2B M87-3 (101) 2070 2P (145) 2043 金岡
堀口 井ノ口仁一 2P (147) 2041 lA 82-3 (010) 

2P (武146) 2042 lP (裕2二69) 1033 2P (148) 2040 金津裕子
細川 猪股 2P (152) 2036 2A 8品2(015) 
2P (128) 2054 2P (敦15子6) 2032 1B M83・5(188)2010 神庭重f言
日OSSAIN，8hahanara 井上 伊藤和光 3B M810-3 (130) 
lP (042) 1002 2P (和180) 2003 2P (美06紀8子) 2100 神田尚俊
lP (044) 1004 井上 秀 伊藤 2P (061) 2107 

lP (功045) 1005 3C 0-3 (170) 2B 84-1 (020) 金子厚
保住 井上幸紀 3CO・1(249) 2P (128) 2054 
lP (190) 1011 2P(j|関078) 2090 伊藤誠二 金子勲
Hui， Chi-chung 井上 雄 lA 82-6 (013) lP (菜04子3) 1003 
3C 0-1 (249) lP (288) 1017 伊藤隆明 金子
二木啓 井上修二 lP (大28介0) 1024 2P (082) 2086 
lP (203) 1077 乾 2P誠(155) 2033 伊東 笠井陽子
lP (202) 1078 lP (202) 1078 lP (261) 1041 

[1] 
2CMS8・4(093) 2078 lP (普2規03) 1077 lP (健26一8) 1034 
犬塚貴 伊藤 柏原

lP (史19敏0) i011 lP (克12典2) 1100 2P (069) 2099 
衣斐督和 入江 岩崎 3B M810・4(131)2052 

lP (竜116) 1106 2C 0-4 (143) lP (269) 1033 
市出 也 入江康至 岩崎聡
lP (233) 1056 lP (235) 1055 lP(261) 1041 

( )内ゴシック数字は抄録番号、その後の4桁数字はポスタ一番号を示す



片岡喜由
1A 81-6 (006) 
2A83・3(016) 
1P(164) 1098 
1P (165) 1097 
1P (166) 1096 
1P (168) 1094 
3C M811-2 (169) 1093 
1P (204) 1076 
2P (208) 2011 
2P (214) 2017 
1P (225) 1062 
片限正和
1P (268) 1034 
片岡洋祐
1A 82・1(008) 
2P (081) 2087 
片山雅文
2P (157) 2031 
片山典子
1P (194) 1015 
片山泰一
1B M82-3 (207) 1073 
加藤宏司
1P (235) 1055 
加藤兼房
2P (066) 2102 
2P (145) 2043 
2P (147) 2041 
2P (148) 2040 
2P(152)2036 
1B M83・5(188)2010
加藤一麿
1C M86-5 (219) 1068 
加藤聖
1P (224) 1063 
加藤泰治
2P (179) 2002 
2P (212) 2015 
加藤尚彦
1P (288) 1017 
加藤武
2P (156) 2032 
加藤寿章
1P (205) 1075 
1P (223) 1064 
仙波 りつ子
2P (066) 2102 
2P (147) 2041 
IBM部品(188)2010
勝元栄一
3B M810-2 (184) 
2P (255) 2020 
桂昌司
1P (233) 1056 
勝屋弘志
2P (212) 2015 
川端昌弘
1P(175) 1088 
)11原正博
1BM81る(055)2113
2P (058) 2110 
河合洋
2P (071) 2097 
)11上秀史
2P (132) 2051 

川村勇樹
1P (046) 1006 
1B M81-2(052)2115 
川崎仁志
2P (210) 2013 
)111府和夫
1B M81-4 (054) 2114 
川嶋望
2C M88-4 (093) 2078 
2P (124) 2058 
2P (125) 2057 
川島誠一
1CMS6・1(273) 
川戸佳
2P (109) 2062 
1C M84-4 (112) 
1C M84-5 (113) 2059 
嘉山孝正
3C M811・1(136) 
慶野宏臣
1P (237) 1053 
木原武士
1P (116) 1106 
菊池明彦
3B T8-4 (040) 
菊池義明
3CO・3(170) 
菊池裕
2B 84司2(021) 
菊地由紀夫
2B M87-4 (102) 2069 
菊川公紀
1P (190) 1011 
木村宏
3C M811-3 (137) 
木村淳
1P (116) 1106 
木村喜代史
1P (122) 1100 
木村美佐
1CM85・5(265) 1037 
木下進
3C 0-1 (249) 
衣川秀
1AS1・7(007) 
緒川秀樹
2P (183) 2006 
木阿哲郎
2P (178) 2001 
切池信夫
2P (078) 2090 
岸栄子
1P (243) 1047 
岸憲幸
3CO・1(249) 
2B 84・1(020) 
岸本年史
2P (179) 2002 
岸野晶祥
1P (194) 1015 
1P (195) 1085 
北川一夫
1A 81・4(004) 
北島哲子
1C MS6-3 (275) 1029 
北村均
1P (280) 1024 

北村邦男
2P (128) 2054 
2P (1 41) 2046 
2P (161) 2027 
木谷隆子
2C M88-2 (091) 
北山滋雄
1C 0-2 (231) 
鬼頭純三
2C 0-2 (140) 
小林和夫
1B M81・5(055) 2113 
2P (058) 2110 
1P (269) 1033 
小林和人
2P (076) 2092 
小林正明
2P (062) 2106 
小林雅文
2P (074) 2094 
小林正克
1B MS2-1 (251) 
小林三和子
1B M83・1(185) 2007 
1P (245) 1045 
小林隆司
1P (246) 1044 
古賀道明
2P (134) 2049 
古賀信幸
3C M811・4(138) 
木暮一成
2P (075) 2093 
小暮太郎
2CMS9・3(200) 1080 
鴻上繁
1P (225) 1062 
河野憲二
1C MS4-1 (162) 
高坂新一
2A S3-2 (015) 
3B TS-4 (040) 
2P (056) 2112 
2P (057) 2111 
3C 0-3 (170) 
1P (189) 1010 
小出誠司
2P (144) 2044 
2P (157) 2031 
小池達郎
2B M87る(103)2068 
1B M83-3( 1 08) 2063 
2P (151) 2037 
1P (167) 1095 
小糸寿美
1C MS4-3 (163) 2026 
小泉修一
3CO・3(170) 
小嶋久子
2P (160) 2028 
古川干潮
2P (128) 2054 
小久保稔
2P (179) 2002 
駒野宏人
1P (046) 1006 
1B MS1・2(052)2115

小松真紀子
2P (098) 2073 
小松清弘
2P (098) 2073 
小宮義諸
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1C M86-4 (220) 1067 
1P(277) 1027 
近藤郁子
1A 86-2 (033) 
近藤和博
1B M83-4 (187) 2009 
1P(193) 1014 
近藤洋一
2P(213) 2016 
近藤啓次
1P (191) 1012 
越川憲明
2P (074) 2094 
古武弥一郎
2P (071) 2097 
小谷泰教
3B M810-1 (129) 2053 
1P (191) 1012 
Menon Krishna 
1P (272) 1030 
久保慶太
lP (117) 1105 
1B MS2-5 (254) 2019 
2P (260) 2025 
九穂泰三
2P (097) 2074 
工藤千加子
1P (282) 1022 
久原映子
2C MS9-3 (200) 1080 
際原英子
1P(247) 1043 
1P (248) 1042 
熊倉鴻之助
1P (261) 1041 
1C MS5-3(264) 1038 
1P (267) 1035 
熊ノ郷晴子
2l" (126) 2056 
1P (218) 1069 
粂昭苑
2P (063) 2105 
国下龍芙
1P (222) 1065 
倉知正
1P (277) 1027 
倉橋寿
1C 0-3 (232) 
倉本展行
2P (214) 2017 
2P (256) 2021 
2P (260) 2025 
栗原堅三
1B M83・1(185)2007
1P (245) 1045 
栗原正
2P (160) 2028 
栗同政典
2P (078) 2090 
黒田洋一郎
1B MSl-5 (055) 2113 
2P (058) 2110 
1P (269) 1033 

)内ゴシック数字は抄録番号、その後の4桁数字はポスタ一番号を示す
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日下部守昭
2P (072) 2096 
楠進
3A 85-4 (029) 
久津輪瑞代
1P (246) 1044 
桑原敬介
2P (150) 2038 
桑原玲子
1P (268) 1034 
葛谷博磁
2P (073) 2095 

[L] 
Bengt Langstroll1 
1A 82・5(012) 
ブりレノ・レブrラン
1P (123) 1099 

[M] 

馬福海
1P (122) 1100 
町出充
1P (189) 1010 
前)11 昌平
1P (218) 1069 
2P (126) 2056 
前国雅子
1P (280) 1024 
牧野由紀子
2P (071) 2097 
良部孝幸
1P(117) 1105 
1P (118) 1104 
lBM82・5(254) 2019 
2P (260) 2025 
真透泰宏
3B M810-4 (131) 2052 
丸井幸之助
2P (069) 2099 
丸野内様
2B M87-2 (100) 2071 
丸山博文
2P (132) 2051 
丸山敬
1C M86-1 (273) 
丸山尚治
1P (120) 1102 
丸山和佳子
2P (106) 2065 
1A 86-3 (034) 
丸山悠司
2C M89-4(201) 1079 
1P (243) 1047 
真砂敦夫
2P (105) 2066 
正宗研
1CM86・5(219) 1068 
俣賀宣子
2P (072) 2096 
2P (094) 2077 
松田敏夫
2P (084) 2084 
松田義宏
1C M84-3 (163) 2026 
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松田芳人
2P (095) 2076 
松井ふみ子
1P (236) 1054 
1P (237) 1053 
松川則之
2P (158) 2030 
松本目泰
1A 81-4 (004) 
松本峰男
1P (283) 1021 
松本勝
2P (075) 2093 
松村潔
1A 82-2 (009) 
2P (081) 2087 
松野聖
2P (257) 2022 
松野健治
2B 84・1(020) 
3C 0-1 (249) 
松野康子
2B 84・1(020) 
松岡一郎
lBM83・1(185) 2007 
1P (245) 1045 
松岡瑠美子
lC M85-5 (265) 1037 
松谷天星丸
lP (119) 1103 
松山普次郎
2P (132) 2051 
松井ふみ子
1P (236) 1054 
1P (237) 1053 
馬渡一浩
1P (224) 1063 
道川誠
1P (041) 1001 
美原盤
2P (210) 2013 
三神正昭
3B M810-1 (129) 2053 
三木直正
1P (235) 1055 
1B M82・2(252) 
1C M86・2(274) 
御子柴克彦
2P (063) 2105 
lP (176) 1087 
1C M85-5(265) 1037 
1P (267) 1035 
1P (282) 1022 
1P (283) 1021 
1P (284) 1020 
南知予子
2P (106) 2065 
南敏明
1A82-6 (013) 
箕越靖彦
1P (241) 1049 
三津 B出巴
1P (216) 1071 
三品昌美
2B 84-6 (025) 
御園生裕明
lC M85-3(264) 1038 
1P (267) 1035 

三須良質
lP (280) 1024 
三谷章
1P (204) 1076 
2P (214) 2017 
三井千珠
2P (151) 2037 
光本泰秀
3C M811-4 (138) 
三山吉夫
2P (142) 2045 
三浦真紀
2P (151) 2037 
宮川太平
2P (085) 2083 
宮木朋子
2P (109) 2062 
宮本英七
2P (083) 2085 
2P (085) 2083 
2P (088) 2080 
2C M88-3 (092) 
宮本茂昭
1P (276) 1028 
宮田卓樹
1P (282) 1022 
lP (284) 1020 
宮崎育子
1P (227) 1060 
宮崎真理
2P (087) 2081 
溝淵睦彦
2P(135) 2048 
1P (177) 1086 
水野哲也
lP (041) 1001 
水野美邦
1A86・1(032) 
水谷昭弘
2P (058) 2110 
1P (269) 1033 
望月秀雄
1P (269) 1033 
森厚詞
3C M811-4 (138) 
森啓
1P (047) 1007 
1B M81・1(051) 
2P (070) 2098 
森仁志
2C 0-2 (140) 
森啓至
2P (070) 2098 
森望
1P (245) 1045 
森井博史
1A 82-1 (008) 
2P (081) 2087 
森川将行
2P (179) 2002 
盛政忠臣
2P (079) 2089 
森本潔
1P (043) 1003 
森本高子
2P (056) 2112 
2P (057) 2111 
3C 0-3 (170) 

森野忠夫
1P(164) 1098 
3C M811・2(169)1093
森岡徳光
2P (180) 2003 
森下理香
2P (066) 2102 
森田克也
1C 0-2 (231) 
森田将史
lP (238) 1052 
Moskowits， M. A. 
1A 81-3 (003) 
本橋克利
1P (171) 1092 
1P (172) 1091 
Mst. 8hahanaJ."a Hossain 
1P (042) 1002 
1P (045) 1005 
撫井弘二
2P (178) 2001 
3B M810-2 (184) 
2P (255) 2020 
村上富士夫
2B 84-4 (023) 
村上信五
2P (135) 2018 
村本和世
1B M81-5 (055) 2113 
2P (058) 2110 
1P (269) 1033 
村島普也
2P(139) 2047 
村山俊彦
1P (226) 1061 
室伏蹟
2P (067) 2101 
室回誠逸
2CM89・2(199) 1081 
武藤彩
2P (063) 2105 

[N] 
鍋島俊陵
3B T8-2 (038) 
2P (076) 2092 
長島直美
2P (161) 2027 
永田栄一郎
1P (202) 1078 
1P (203) 1077 
1P (283) 1021 
永田豊
1P (205) 1075 
1P (223) 1064 
永津俊治
2P (070) 2098 
2P (076) 2092 
薙野智子
1C M86-2 (274) 
内藤弘美
2P (109) 2062 
中田祐二
2P (258) 2023 
中館和彦
1A 82-2 (009) 

( )内ゴシック数字は抄録番号、その後の4桁数字はポスタ一番号を示す



中川! 裕之
1P (276) 1028 
中川幸則
2C 0-2 (140) 
中川原意
1B MS3-4 (187) 2009 
1P(193) 1014 
中平健祐
1CMS4・2(111) 2060 
中井康光
2P (089) 2079 
中井陽子
1P (279) 1025 
件嶋一範
1P (282) 1022 
1P (283) 1021 
1P (284) 1020 
中嶋一行
3B T8-4 (040) 
3C 0-3 (170) 
中島雅央
3C M811-1 (136) 
中嶋 監事賜
lP (123) 1099 
中条茂男
2P (089) 2079 
浅井昌弘
3B M810-3 (130) 
中村彰
1P (119) 1103 
中村雅之
3B MSlO-1 (129) 2053 
中村重信.
2P (132) 2051 
中村岳史
1P (245) 1045 
中村泰子
lP (189) 1010 
中村洋一
2A S3-3 (016) 
1P (164) 1098 
1P (165) 1097 
1P (166) 1096 
1P (168) 1094 
3C MSl1-2(169) 1093 
lP (225) 1062 
中村嘉宏
2P (144) 2044 
2P (157) 2031 
中村荷紀
1P (244) 1046 
中村俊
2P (110) 2061 
中西真
2P (082) 2086 
中野紀和男
2C 0-2 (140) 
中野浩一
1B MS2-2 (252) 
中野亮一
1P (190) 1011 
中尾純治
1P (285) 1019 
中島昭
2P (070) 2098 
中城有喜
2P (135) 2048 
1P (177) 1086 

仲間義啓
2P (146) 2042 
2P (180) 2003 
中谷伸一
1P (222) 1065 
中塚雅雄
2P (105) 2066 
中谷一泰
2P (089) 2079 
中山智加男
1P (194) 1015 
1P (195) 1085 
中山洋
1P(281) 1023 
2P (152) 2036 
中山比登志
1AS1・2(002) 
中山均
2P (096) 2075 
中山高宏
1CMS5司5(265) 1037 
中山たかね
lP (286) 1018 
中山孝
1P (288) 1017 
中沢康至
2P (156) 2032 
南木浩二
lP (242) 1048 
直井信
2P (106) 2065 
1AS6・3(034) 
成田考而
1A 81-2 (002) 
成富博章
1A 81・7(007) 
成宮周
1A 82-4 (011) 
長束俊治
1P (272) 1030 
新島旭
2CO・1(234) 
新延道夫
1P (267) 1035 
二村好憲
lB MS3-4 (187) 2009 
西田朗
2P (146) 2042 
西木禎一
1P (261) 1041 
西村大助
2P (109) 2062 
1C MS4-4 (112) 
1CMS4・5(113)2059
西村伊三男
1B MS1・3(053) 
西中直也
1P (173) 1090 
1P (174) 1089 
西尾チカ
1P (229) 1058 
西海正豊
1AS6・5(036) 
西塚雅子
1P (236) 1054 
新田淳美
2P (182) 2005 
2P (183) 2006 

牛三勇
1BMS2・2(252) 
野田百美
2P (064) 2104 
野田幸裕
2P (076) 2092 
野口浩
1P(194) 1015 
野口鉄也
2P (062) 2106 
野村正彦
2P (077) 2091 
2P (109) 2062 
1C MS4-4 (112) 
1C MS4-5(113) 2059 
2P (128) 2054 
2P (141) 2046 
2P (161) 2027 
2P (213) 2016 
野村靖幸
2B MS7-4(102)2069 
1P(226) 1061 
里f依良治
1AS2-5(012) 
野海歩
2P (058) 2110 
野沢りさ
1P (192) 1013 
沼川忠広
1B MS3・2(186)2008 
1C MS5-4 (196) 1084 
1P(229) 1058 

[0] 

J.S. O'Brien 
1P (190) 1011 
小田正記
1P (240) 1050 
尾田富一郎
1P (043) 1003 
小鷹昌明
2C 0-4 (143) 
尾形直則
1P(164) 1098 
1P (168) 1094 
3C MSl1-2(169) 1093 
1P (225) 1062 
小川和人
1P (205) 1075 
1P (223) 1064 
小)11正時
1P (282) 1022 
1P (284) 1020 
小川紀雄
1A 86-4 (035) 
2P (213) 2016 
1P (227) 1060 
小川智
2P (149) 2039 
2P (150) 2038 
1P (197) 1083 
2C M89-1(198) 1082 
荻田喜代一
1P (115) 1107 
1P (117) 1105 
lP (118) 1104 
2P (214) 2017 
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1B MS2る(254)2019
21' (256) 2021 
2P (260) 2025 
小河宏城
1P (194) 1015 
小倉明彦
3B TS-3 (039) 
1P (206) 1074 
1P (238) 1052 
小倉潔
1C M84-1 (162) 
今泉美佐
1C M85-3(264) 1038 
1P (267) 1035 
大橋章雄
2P (212) 2015 
大橋博
1P(120) 1102 
大橋十也
2P (075) 2093 
大江良秀
2C MS9-4 (201) 1079 
大神祐輔
1P (269) 1033 
大光正男
2P (088) 2080 
大沼純
1P (278) 1026 
大津郁朗
2P (056) 2112 
21' (057) 2111 
大津圭子
2AS3・2(015) 
大杉圭子
1P (216) 1071 
太田茂
2P (071) 2097 
2P (080) 2088 
太田晃一
1P (114) 1108 
大屋敷孝雄
2P (104) 2067 
大石康晴
2P (083) 2085 
小鹿幸生
2P (158) 2030 
3C M811-3 (137) 
岡美智子
1P (122) 1100 
阿部正隆
2P (259) 2024 
岡田亜希子
2P (146) 2042 
岡田元宏
3B TS・1(037) 
岡本仁
2B 84・2(021) 
岡本和也
1P (240) 1050 
岡本慶子
2P (145) 2043 
2P (147) 2041 
2P (148) 2040 
2P (152) 2036 
1河村均
1B MS1-3 (053) 

( )内ゴシック数字は抄録番号、その後の4桁数字はポスタ一番号を示す
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岡野栄之
2B 84-1 (020) 
2B 84-3 (022) 
2P (063) 2105 
2B M87-1(099)2072 
lP(244) 1046 
3C 0-1 (249) 
lB MS2-4(253)2018 
2P (259) 2024 
岡野光夫
3D TS-4 (040) 
岡安裕之
2P (210) 2013 
大河内正康
lP (047) 1007 
lBMSl・1(051) 
奥村秀雄
lP (164) 1098 
lP (168) 1094 
3C M811-2(169) 1093 
lP (225) 1062 
奥村俊一郎
1C MS4-2 (111) 2060 
奥野幸子
2CMS8・2(091') 
奥山治美
lP (119) 1103 
大村裕
3C M811-3 (137) 
2C 0-1 (234) 
大西博
2P (157) 2031 
斧正一郎
lCMS5匂2(263) 1039 
尾上浩隆
lA82・5(012) 
大平敦彦
lP (236) 1054 
lP (237) 105:1 
大村裕
3C MSll-3 (137) 
2CO・1(234) 
大坂寿雅
2P (155) 2033 
小山内たか
lP (270) 1032 
大沢良之
lBM81・3(053) 
太田明
2P (070) 2098 
小山文隆
lB M81-2(052)2115 
lP (046) 1006 
尾崎宜洋
3B M81O-2 (184) 
2P (255) 2020 
小樽健太郎
2P (149) 2039 
2P (150) 2038 
lP (197) 1083 
2C M89-1(198) 1082 

R
 Bruce R. Ransom 
2AS3-1 (014) 

神経化学 Vol.36 (No.3)， 1997 

[S] 
SADIK. Golam 
lP (042) 1002 
lP (044) 1004 
lP (045) .1005 
佐伯清美
lP (175) 1088 
8affen. David 
2P (060) 2108 
lP (247) 1043 
lP (248) 1042 
佐原成彦
lP (047) 1007 
1B MS1-1 (051) 
西道隆臣
lP (046) 1006 
lBMSl・2(052)2115
lC MS6-1 (273) 
三枝偵
2P (074) 2094 
西須英雄
lCMS5・1(262) 1040 
lP (266) 1036 
斉藤泰洋
2P (155) 2033 
斎藤祐見子
lCMS6・1(273) 
斎藤浩和
1c MS4-5 (113) 2059 
斎藤朋子
lP (121) 1101 
酒井栄一
2P (062) 2106 
酒井偉久子
lP (192) 1013 
境和久
2B MS7-5(1 03) 2068 
1B MS3-3(1 08) 2063 
酒井久美子
2P (087) 2081 
酒井直人
lCMS5・4(196) 1084 
堺谷政弘
lP (123) 1099 
榊原伸一
lP (244) 1046 
lB MS2-4 (253) 2018 
坂本秀生
2P (073) 2095 
lP (223) 1064 
坂本安
2P (128) 2054 
2P (141) 2046 
2P (161) 2027 
lP (223) 1064 
崎山樹
lB MS3-4 (187) 2009 
佐久間貞重
lC MS6-2 (274) 
桜川宣男
2P (110) 2061 
lP (215) 1072 
lP (216) 1071 
桜井栄一
lP (289) 1016 

襖井映子
2P (153) 2035 
lP (289) 1016 
桜井洋子
2P (109) 2062 
lC MS4-4 (112) 
1c MS4-5 (113) 2059 
作田圭子
2CO・3(048) 
三五一憲
2P( 1 55) 2033 
佐野輝
3B M810-1(129)2053 
lP(191) 1012 
佐野護
lCMS6司3(275) 1029 
笹川展
lP (267) 1035 
佐々木和男
3C M811・3(137) 
2CO・1(234) 
佐々木賞浩
lP (114) 1108 
佐h木幸生
3C MSll-3 (137) 
lP (280) 1024 
佐藤嘉兵
2P (110) 2061 
佐藤真
3C 0-2 (250) 
佐藤道夫
lP (278) 1026 
佐藤慎二
lP (046) 1006 
lB M81-2(052) 2115 
佐藤託実
2P (107) 2064 
湯田秀幸
lP (116) 1106 
薄田誠
2A83-4 (017) 
津本和延
2B M87・1(099) 2072 
清和千佳
2P (109) 2062 
lC MS4-5(113) 2059 
関口真理子
lP (261) 1041 
1c MS5-2(263) 1039 
関野祐子
2P (181) 2004 
仙波りつ子
2P (066) 2102 
2P (147) 2041 
1B MS3回5(188) 2010 
8hahanara Mst. 
HOSSAIN 
lP (042) 1002 
lP (045) 1005 
石紅
3C M811・1(136) 
柴玲子
lP (284) 1020 
芝軒信次
2P (097) 2074 
柴田護
lP (114) 1108 

柴聞大法
lP (164) 1098 
lP (168) 1094 
3C MSl1-2(169) 1093 
lP (225) 1062 
柴山健三
lP (205) 1075 
渋谷匡子
2P (128) 2054 
2P (1 41) 2046 
2P (161) 2027 
茂野卓
2P (211) 2014 
島本啓子
lP (123) 1099 
島津邦男
2P (128) 2054 
lP (114) 1108 
嶋津孝
lP (241) 1049 
清水信義
lCMS5・5(265) 1037 
清水隆雄
lA 81-7 (007) 
清水淑子
lCMS5・5(265) 1037 
下演俊
lP (116) 1106 
lP (049) 1008 
下家浩二
2B MS7.3(101)2070 
篠f3 純
lP (285) 1019 
篠田友孝
lP (042) 1002 
lP (044) 1004 
lP (045) 1005 
篠原俊次
1B MS1-4 (054) 2114 
篠崎温彦
lA 81-5 (005) 
1P (121) 1101 
新谷太
3B M810-3 (130) 
塩田清二
2P (089) 2079 
白井俊孝
lP (203) 1077 
lP (202) 1078 
白石武昌
2C 0-1 (234) 
白尾智明
2P (1 81) 2004 
lP (217) 1070 
白崎竜一
2B 84・4(023) 
城洋志彦
3B MSI0-4 (131) 2052 
志谷和紀
lP (206) 1074 
庄盛敏廉
2P (069) 2099 
2P (079) 2089 
3B MSI0-4(131)2052 
東海林幹夫
2C M89-4 (201) 1079 

( )内ゴシック数字は抄録番号、その後の4桁数字はポスタ一番号を示す



笠井陽乎
1P (261) 1041 
1P (268) 1034 
庄感敏簾
2P (069) 2099 
2P (079) 2089 
3B M810-4(131) 2052 
司秋生
2A 83-3 (016) 
1P(164) 1098 
1P (165) 1097 
1P (166) 1096 
篠田友孝
1P (042) 1002 
1P (044) 1004 
1P (045) 1005 
祖父江和哉
2P (212) 2015 
祖父江憲治
2P (124) 2058 
2P (125) 2057 
2CM88・4(093) 2078 
曽我智子
1P (288) 1017 
孫立智
2P (153) 2035 
8pyros Artavanis-
Tsakonas 
2B 84-1 (020) 
須藤慎治
1P (046) 1006 
lB M81-2(052)2115 
菅原葱
2P (097) 2074 
菅原正伯
lCMS6・5(219) 1068 
杉本幸彦
1A S2-4 (011) 
杉谷加代
1P (224) 1063 
杉浦弘子
11' (235) 1055 
杉山英子
lCO制3(232) 
墨田康男
1P (049) 1008 
孫傑
2P (124) 2058 
2P (125) 2057 
2C MS8-4 (093) 2078 
鈴木映二
3B MS10-3 (130) 
鈴木二郎
2P (139) 2047 
鈴木和彦
2B MS7-5 (103) 2068 
鈴木邦彦
3A 85-1 (026) 
鈴木正昭
lA 82・5(012) 
2P (082) 2086 
鈴木重明
1P (202) 1078 
1P (203) 1077 

[T] 
田平武
1P (222) 1065 
岡郡j 明子
1P (228) 1059 
田淵克彦
2P (259) 2024 
田所智子
2C MS8-4(093) 2078 
2P (125) 2057 
白川由美
2P (133) 2050 
回日明子
2BM87・1(099) 2072 
回芥ー 直
3A85・6(031) 
2P (133) 2050 
lC MS4-1 (162) 
平英一
lC MS6-2 (274) 
高田尚幸
1B MS3-4(187)2009 
1P(193) 1014 
高寺恒雄
2P (104) 2067 
1P (224) 1063 
高木宏
3CO・2(250) 
高木勉
1B MS2-3 (207) 1073 
高原ひろみ
1P (239) 1051 
1P (240) 1050 
高橋章
2C MS9-4 (201) 1079 
1P(243) 1047 
高橋正身
1P (261) 1041 
1C M85-2(263) 1039 
1P (268) 1034 
高橋聖-
1C M85-2(263) 1039 
1P (284) 1020 
高橋勤
2P (106) 2065 
高松研
2P (062) 2106 
高見俊宏
3C 0-2 (250) 
高宮考悟
2C MS8-4 (093) 2078 
2P (124) 2058 
2P (125) 2057 
高村千鶴子
2P (056) 2112 
2P (057) 2111 
金行孝土佐
2P (079) 2089 
竹田二美代
1P (172) 1091 
1P(171) 1092 
1P (174) 1089 
武閏和也
1P (042) 1002 
1P (044) 1004 
1P (045) 1005 

竹田稔
1P(171) 1092 
1P (172) 1091 
1P (173) 1090 
1P (174) 1089 
武田良平
1P (177) 1086 
武田康
2P (109) 2062 
竹原直美
2P (161) 2027 
武井延之
2P (154) 2034 
1C MS5-4(196) 1084 
武官保
1CO・3(232) 
1P (271) 1031 
竹内郁夫
2P (147) 2041 
1B MS3-5(188)201O 
竹内有輔
2P (085) 2083 
竹内裕
1P (120) 1102 
滝英明
2P (105) 2066 
田熊一倣
2P (084) 2084 
玉井洋一
2P (160) 2028 
回丸政男
1P (119) 1103 
玉谷実智夫
1P (197) 1083 
2C MS9-1(198) 1082 
玉谷美智男
2P (149) 2039 
2P (150) 2038 
田村晃
1A 81-2 (002) 
田村真理
1P (246) 1044 
田中文啓
1P (272) 1030 
田中健一
2P (077) 2091 
2P (213) 2016 
田中喜久子
1B MS1-1 (051) 
1P (047) 1007 
田中耕太郎
1P (202) 1078 
1P (203) 1077 
1P (283) 1021 
田中正彦
2P (077) 2091 
2BMS7・2(100) 2071 
2P (213) 2016 
回中隆一
1P (190) 1011 
田中聡一
2P (1 81) 2004 
問中秀逸
2B MS7田5(103) 2068 
2P (151)2037 
1P (167) 1095 
田中隆佳
1P (172) 1091 

問中康一
2P (059) 2109 
谷宗英
2P (144) 2044 
2P (157) 2031 
谷口充洋
1P (280) 1024 
谷川元紀
2P (082) 2086 
谷野浩子
1P (049) 1008 
谷補秀夫
1B M82-1 (251) 
2P (258) 2023 
日沼直之
2P (075) 2093 
田岡万悟
1P (281) 1023 
田代英夫
1P (277) 1027 
回代謙一郎
2P (142) 2045 
田代朋子
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1C MS6-4(220) 1067 
1P(277) 1027 
立野康
1P (172) 1091 
炭見茂
1P (122) 1100 
龍野徹
1P (194) 1015 
巽良子
2B 84-2 (021) 
田原康孝
2P (146) 2042 
寺田庄一
2P (141) 2046 
2P (128) 2054 
Thang 8iong Heng 
lBM83・1(185) 2007 
ラマサミ タンガーヴェル
1P (216) 1071 
鳥羽陽子
1P (285) 1019 
遠山正粥
2P(149)2039 
2P (150) 2038 
1P (197) 1083 
2CMS9・1(198)1082 
lB M82-3 (207) 1073 
遠山陽子
2P (160) 2028 
徳本美佐
2B 84・2(021) 
徳武哲
1P (050) 1009 
苫智子
1P (195) 1085 
富永黛
2P (082) 2086 
冨永恵子
3BT8田3(039) 
1P (206) 1074 
富永康浩
1P (168) 1094 
富山勝則
2P (074) 2094 

〉内ゴシック数字は抄録番号、その後の4桁数字はポスタ一番号を示す
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遠山育夫
3C M811-3 (137) 
東原和成
2P (065) 2103 
豊島至
1c M86-5 (219) 1068 
土産玲子
2CO・3(048) 
葎回学
1B MS2-3 (207) 1073 
津田正明
lP (228) 1059 
1老回守弘
1C MS6-4 (220) 1067 
継泰成
2P (158) 2030 
辻省次
1P (190) 1011 
塚田裕三
1P (239) 1051 
1P (240) 1050 
1P (286) 1018 
塚本威弘
1C MS6-2 (274) 

[U] 
内回数子
1P (221) 1066 
内田庸子
lP (278) 1026 
内因洋子
1P (230) 1057 
内山安男
lB MSl-3 (053) 
宇高直子
1P (280) 1024 
上田浩
2P (066) 2102 
上回恵一
1B MS1-4 (054) 2114 
上回健治
1P (044) 1004 
上原孝
2B MS7-4 (102) 2069 
上村敬一
1C 0-3 (232) 
1P (271) 1031 
植村慶一
2B 84-2 (021) 
1P (279) 1025 
1P (285) 1019 
上野修一
3B M810-1 (129) 2053 
上野豊
2C MS9-3 (200) 1080 
植月太一
lBMS1・3(053) 
2P (258) 2023 
鵜飼洋司郎
1P (122) 1100 
梅海邦彦
2P (058) 2110 
裏出良博
1AS2-3 (010) 
漆谷真
1P (116) 1106 

神経化学 VoJ. 36 (No. 3)， 1997 

宇佐美美徳子
1B MS1・1(051) 
1P (047) 1007 
牛首文隆
1A 82-4 (011) 
臼杵靖剛
1P (269) 1033 

[W] 

和田千鶴
1C M86-5 (219) 1068 
和田尚子
2P (077) 2091 
2P (213) 2016 
王益唱
2P (072) 2096 
2P (094) 2077 
渡部和彦
2P (075) 2093 
渡部昭仁
3C M811-4 (138) 
渡辺雅幸
2P (257) 2022 
渡遺建彦
2P (153) 2035 
1P (289) 1016 
渡辺恭良
2P (081) 2087 
1A 82-5 (012) 
渡辺由美子
1A 82・5(012) 
ウオルフ ブライアン
2P (127) 2055 

[Y] 
矢上達郎
1B M81・4(054) 2114 
山田久夫
1P (233) 1056 
山田和雄
2P (082) 2086 
2P (105) 2066 
山田清文
3B T8-2 (038) 
山田麻紀
1P (283) 1021 
山間雅司
2P (096) 2075 
2P (107) 2064 
山田通夫
2P (095) 2076 
山田紀子
1P (043) 1003 
山田康枝
2C M88-4 (093) 2078 
山上策
2P (078) 2090 
2P (144) 2044 
2P (157) 2031 
2P (178) 2001 
3B M810・2(184) 
2P (255) 2020 
山形要人
1P (235) 1055 
山懸知子
2P (107) 2064 

山岸究
1P (269) 1033 
山口幸子
1P (205) 1075 
山口知子
2P (061) 2107 
山川貴宏
2P (080) 2088 
山本明広
1P (047) 1007 
山元大輔
2B 84・5(024) 
山本秀子
2P (257) 2022 
山本秀幸・
2P (083) 2085 
2P (085) 2083 
山本恭平
2P (159) 2029 
山本愛美
2P (179) 2002 
山本直樹
2P (212) 2015 
山本孝之
2P (158) 2030 
山本敏文
2P (257) 2022 
山之端万里
1P (286) 1018 
山崎靖人
2P (211) 2014 
山下克子
3A 85-2 (027) 
山内型充
1P (205) 1075 
lP (223) 1064 
山内卓
2P (086) 2082 
2C M88-1 (090) 
山内康照
1P (173) 1090 
1P (174) 1089 
山脇成人
2P (146) 2042 
柳川i右千夫
1P (246) 1044 
柳原武彦
1A 81・4(004) 
2P (149) 2039 
柳本昌子
1A81・7(007) 
柳樽勝彦
3A85・3(028)
1P(041) 1001 
1P (046) 1006 
1B 1¥在81-2(052)2115 
谷内一彦
2P (153) 2035 
1P (289) 1016 
柳瀬尚人
1A 81-6 (006) 
2A 83-3 (016) 
2P (208) 2011 
2P (214) 2017 
安田好美
1P (123) 1099 
矢崎貴仁
1P (279) 1025 

綾田則夫
2P (146) 2042 
横山茂
2P (064) 2104 
米田託成
3CO・2(250) 
米田幸雄
1P (115) 1107 
1P (117) 1105 
1P (118) 1104 
1P (119) 1103 
2P(214) 2017 
1B M82-5(254)2019 
2P (256) 2021 
2P (260) 2025 
米増知子
1CMS4・2(111) 2060 
米間有一郎
1P(190) 1011 
米島宏幸
1P (283) 1021 
吉田弘美
2P (160) 2028 
吉田克
1P (276) 1028 
吉田敏
2P (087) 2081 
古川和明
1B M81・3(053) 
2P (258) 2023 
1B MS2-1 (251) 
吉川真悟
2P (259) 2024 
芳本信子
1P (205) 1075 
吉本有希子
2P (257) 2022 
吉村和法
2P (109) 2062 
1c MS4-4 (112) 
1CMS4る(113)2059
2P (128) 2054 
2P (141) 2046 
2P(161) 2027 
吉村好之
2P (086) 2082 
2CM印刷1(090) 
吉永歪宏
1P (226) 1061 
吉野英
2C 0-4 (143) 
湯原亜紀
2P (154) 2034 
結城仲泰
3A 85-5 (030) 
2P (133) 2050 
2P (134) 2049 
2CO・4(143) 
譲源光利
2P (098) 2073 
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キーワード索引 alternative splicing 2P (133) 2050 

[A] 
1C MS4-3(163)2026 21' (134) 2049 
2P(159) 2029 1C MS4-1 (162) 

日 Bcrystallin A1zheimer's disease 1CMS6-5 (219) 1068 
21' (152) 2036 3A S5-3 (028) 11' (222) 1065 

abuse 1P (041) 1001 anticholinesterase inhibitor 
2P (076) 2092 lP (043) 1003 21' (097) 2074 

acetylcho!inc 11' (044) 1004 antiparkinsonism agent 
2P (059) 2109 lP (045) 1005 2P (080) 2088 
21' (060) 2108 1P (046) 1006 AP-l 
2P (094) 2077 lP (047) 1007 3B MS10-2 (184) 
2P (095) 2076 11' (049) 1008 apo!ipoprotein E 
2P (096) 2075 1P (050) 1009 2CO-3 (048) 
21' (097) 2074 1B MS1-1 (051) 2C MS9-4 (201) 1079 
2P (098) 2073 1BMS1・2(052) 2115 apomorphine 
11' (216) 1071 

IB MS13((005543)) 2 2P (072) 2096 
acetylcholine esterase 1B MSI-4C054l2114 apoptoslS 
21' (098) 2073 1B MS1-5 (055) 2113 lASl-3 (003) 

acetylcho!ine receptor 2CMS9-4(201) 1079 1ASI-4 (004) 
2P (060) 2108 lP (216) 1071 2B MS7-1 (099) 2072 
2P (095) 2076 A品1pA receptor 2BMS7-2 (1 00) 2071 
2P (098) 20i 3 11' (119) 1103 2B MS7-3 (101) 2070 
2P (096) 2075 6-aminonicotinamide 2B MS7-4 (102) 2069 

acidic fibroblast growth factor 1P (224) 1063 2BMS7・5(103) 2068 
2P (183) 2006 amyloid 2P(104) 2067 

aconitase 3AS5・3(028) 21' (105) 2066 
1P (228) 1059 11' (043) 1003 21' (106) 2065 

activation 1P (044) 1004 2P (1 07) 2064 
2AS3-2 (015) lBMS1-1 (051) 2C MS9-1 (198) 1082 

activator protein 1 1B MS1-2 (052) 2115 11' (226) 1061 
21' (214) 2017 IB MS1-4((054)) 2114 arachidonic acid 

active domain 2C MS9-4 1201¥ 1079 1AS2-1 (008) 
21' (056) 2112 amyloidβ-protcin 2P (081 ) 2087 

Acyl-CoA 3AS5-3 (028) ARF4L 
2P (087) 2081 1P (042) 1002 1B MS2-3 (207) 1073 

adaptin 11' (043) 1003 Argos 
1P (281) 1023 11' (044) 1004 2B S4-3 (022) 

adenosine 1B MS1-4 (054) 2114 2B MS7-1 (099) 2072 
3B TS-1 (037) 1B MS1-5 (055) 2113 association 

adenovirus 
amyloi1d Pp(r0ec4u1rs) or protein 3B MS10-1 (129) 2053 

21' (075) 2093 1001 2P (144) 2044 
ll' (176) 1087 1B MS1-1 (051) astrocyte 

adenovirus vcctor 1B MS1-2 (052) 2115 2AS3-1 (014) 
1P (176) 1087 1B MS1-3 (053) 2A S3-6 (019) 

adenylate cyclase 2P (056) 2112 2P (179) 2002 
1P (122) 1100 21' (057) 2111 21' (183) 2006 

ADI'-ribosyl cyclase 21' (057) 2111 1P (241) 1049 
21' (064) 2104 amyloidosis 11' (242} 1048 
1CO-2 (231) 11' (042) 1002 ataxia 

adrenal chromaffin cells amyotrophic lateral sclerosis 2P (132) 2051 
1CO-2(231) 3B MS10・4(131) 2052 1P (283) 1021 

adultbrain analog A官
1P (174) 1089 21' (082) 2086 1P (164) 1098 

afferent hepatic vagalnerve anaplerosis ATP depletion 
2CO-1 (234) 1P (239) 1051 11' (224) 1063 

age animal model ATP receptors 
1P (050) 1009 3AS5-1 (026) 3CO-3 (170) 

agedrat 11' (043) 1003 autoantibody 
21' (098) 2073 3C MSl1-2 (169) 1093 3AS5-5 (030) 

aglng 
aIIoxic dep(2o0la9ri) zation 2P (128) 2054 

21' (059) 2109 21' (209) 2012 autoimmune 
21' (089) 2079 anti-GT1a antibody 3A S5-4 (029) 
1P(221) 1066 21'(134)2049 autophosphorylation 

albumin antibody 2P (086) 2082 
2AS3-3 (016) 3AS5・6(031) axonal guidance 
11' (166) 1096 2CO-3 (048) 11' (280) 1024 

allodynia 2P (083) 2085 axonal sprou9t5in)g 1 
1AS2-6(013) 2P (085) 2083 11' (195) 1085 

allopurinol 21' (109) 2062 axonal transport 
21' (139) 2047 1CMS4-4 (112) 1C MS6-5 (219) 1068 

ALS 1C MS4-5 (113) 2059 1CMS6・4(220) 1067 
lP (195) 1085 

)内ゴシック数字は抄録番号、その後の4桁数字はポスター番号を示す
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1P (221) 1066 
axotomy 
2AS3-2(015) 
1P (223) 1064 

[B] 
β同trace
lA S2-3 (010) 

barium 
2P (060) 2108 

basal forebrain 
2P (154) 2034 

basal forebrain cholinergic neurons 
1B MS3-2 (186) 2008 

bax 
2P (1 05) 2066 

Bcl-2 
2P (1 05) 2066 
2CMS9-1 (198) 1082 

BDNF 
2C MS8-3 (092) 
2P (181) 2004 
2P (182) 2005 
1B MS3-2 (186) 2008 
1p (194) 1015 
1P (195) 1085 
2P (211) 2014 

behavior 
2P (072) 2096 

bl立五
11' (244) 1046 

bifemelane hydrochloride 
1P (227) 1060 

binding assay 
1P (115) 1107 
1P (120) 1102 

binding protein 
2P (161) 2027 
1P (172) 1091 

biosynthcsis 
2P (080) 2088 

BiP/grp78 
2P (151) 2037 

blocker 
1P (123) 1099 

blood-brain barrier 
1ASl-4 (004) 
1ASl-7 (007) 
2P (212) 2015 

bone morphogcnctic protein 
1B MS3-1 (185) 2007 

bovine brain gangliosidc 
2CO-4 (143) 

brain 
3AS5-6(031) 
2CO-3 (048) 
lP (049) 1008 
3B MS10-3 (130) 
2CO-4 (143) 
1P (171) 1092 
lP (173) 1090 
1P (174) 1089 
1P (175) 1088 
1P (191) 1012 
1P (217) 1070 
1P (236) 1054 
1P (240) 1050 
1P (242) 1048 
1P (286) 1018 
1P (278) 1026 
1P (289) 1016 

brain damage 
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1AS1-1 (001) 
brain injury 
1P (190) 1011 

brain ischemia 
lAS1-1 (001) 
1A Sl-4 (004) 
1AS1・7(007) 
1P (203) 1077 
lBMS2・3(207) 1073 

brain protection 
1AS1・7(007) 

brain region specificity 
2P (213) 2016 

brain-derived neurotrophic factor 
1B MS3-5 (188) 2010 

branching 
3CO・2(250)

[C] 
c-Fos 
3B MS10-4 (131) 2052 
3BMS10-2 (184) 
1P (233) 1056 
2P (255) 2020 
2P (260) 2025 

2C MS9-3 (200) 1080 
1P (276) 1028 

calcium chelator 
2P (151) 2037 

caJcium oscillation 
2P (058) 2nO 

calcium paradox 
2P (084) 2084 

calcium store 
2P (060) 2108 
2P (151) 2037 

caJcium-binding protein 
2P (061) 2107 
2P (062) 2106 

calmoduJin 
2P (085) 2083 
2C MS9-3 (200) 1080 

calmodulin-dependent protein kinase 
2CMS8・1(090) 

caJmodulin-dependent Protein Kinase II 
2P (085) 2083 
2P (086) 2082 

calpain 
lP (223) 1064 

cAMP 
2P (096) 2075 
2P (154) 2034 
1P (168) 1094 

cAMP-dependent protein kinase 
1P (221) 1066 

CampyJobacter jejuni 
3AS5-5 (030) 

carbohydrate deficient glycoprotein 
syndrome type 1 
3A S5-2 (027) 
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caspase 
2B MS7-2 (100) 2071 
2B MS7-4 (102) 2069 
2C MS9-2 (199) 1081 

cathepsin D 
1P (042) 1002 
1P (045) 1005 

cDNA cJoning 
2P (062) 2106 
1P (171) 1092 
1P (173) 1090 
1P (174) 1089 

cell adhesion 
1P (235) 1055 
1CMS6-2 (274) 

cell cyc1e 
2AS3幽5(018) 
1B MS2-1 (251) 
1P (271) 1031 

cell death 
lAS1・5(005) 
2P (084) 2084 
2BMS7・1(099) 2072 
1B MS3-3 (108) 2063 
2P (150) 2038 
1P (167) 1095 
lP (192) 1013 
lP (193) 1014 
1P (195) 1085 
1P (197) 1083 
2CMS9・1(198) 1082 
2P (213) 2016 

cell polarity 
1P (041) 1001 

cell signaJing 
2BS4・1(020) 



3CO・1(249) 
cell-cell interaction 
2BS4・1(020) 
3CO・1(249) 

central nervous system 
1AS2・5(012) 
2P (259) 2024 

cerebellar granule cells 
1P (228) 1059 

cerebellar granule neuron 
2B MS7-5 (103) 2068 
1B MS3-3 (108) 20臼

cerebeJlum 
2B MS7-2 (1 00) 2071 
2P (181) 2004 
1P (237) 1053 
1P (281) 1023 

C渇rebralblood坦ow
1P (202) 1078 
2P (210) 2013 
2P (213) 2016 

cerebral edema 
1ASl-7 (007) 

cerebral ischemia 
1AS1・7(007) 
1P (202) 1078 
2P (208) 2011 
2P (209) 2012 

cerebrospinal fluid 
1AS2-3(010) 

CDT 

3B MS10-4 (131) 2052 
2P (142) 2045 

1C MS4-2 (111) 2060 
αIAPS 
2P (256) 2021 

ChAT 
2P (154) 2034 

chemoattractant 
2B S4-4 (023) 
3CO-2 (250) 

chemorepellent 
2B S4-4 (023) 

chimcra 
2P (065) 2103 

choline acetyltransferase 
2P (098) 2073 
1B MS3-2 (186) 2008 
1P (216) 1071 

cholinergic neuron 
2P (098) 2073 
3C MSl1-3 (137) 
1BMS3・2(186) 2008 

cholinergic system blood glucose 
1P (243) 1047 

chondroitin sulfate 
1P (236) 1054 

chromaffin cell 
1CO-2(231) 
1C MS5-3 (264) 1038 
1P (267) 1035 

chromosomal mapping 
2P (062) 2106 

chronic hypoperfusion 
2P (213) 2016 

ciliary neuron 
1CMS6-2(274) 

cleavage 
1P (047) 1007 

clonal cell culture 
3BTS・3(039) 

clone ceJls 
2AS3・4(017) 

c10ning 
2P (062) 2106 
1P (171) 1092 
1P (173) 1090 
1P(174) 1089 

CNPase 
2P (110) 2061 

CNS development 
1P (244) 1046 

CNIF 
3B MS10-1 (129) 2053 
1B MS3-2 (186) 2008 

co-inject1on 
1P (043) 1003 

coelacanth 
2P (160) 2028 

cognition enhancer 
11' (122) 1100 

coJlapsin 
1P (280)1024 

commissural neuron 
2B S4-4 (023) 

commissureless 
2P (127) 2055 

Concanavalin A 
2P (087) 2081 

congenitaJ disorder 
3AS5-2 (027) 

CpGisland 
2P (258) 2023 

CPP32 
2P (1 04) 2067 

CR-50 
1P (282) 1022 

CREB 
1B MS2-5 (254) 2019 
2P (257) 2022 

crystallin 
2P (148) 2040 
2P (152) 2036 

culture 
2P (058) 2110 
2BMS7・3(101)2070
1P (122) 1100 
3B MS10-4 (131) 2052 
2P (156) 2032 
1P (192) 1013 
1P (206) 1074 
1P (244) 1046 
1CMS6崎2(274)
1P (286) 1018 
1P (284) 1020 
3B百・3(039) 

cultured cell 
lBMS1-1 (051) 

curcumm 
2P (148) 2040 

cyclic ADP-ribose 
1CO・2(231) 

cyclicAMP 
1CO・2(231)

cyclic GMP 
2P (149) 2039 
1P (225) 1062 

cyclin D1 
2BMS7・5(103) 2068 

cyclin-dependent kinases 5 
1P (278) 1026 

cyc1ooxygenase-2 

1AS2-2 (009) 
cytomegalovirus 
2P (133) 2050 

[0] 
deficicncy 
1P (119) 1103 

degeneration 
1P (194) 1015 
1P (205) 1075 
1P (206) 1074 

dehydrodolichol reductase 
3AS5-2 (027) 

delayed cell death 
2P (084) 2084 

delayed neuronal death 
2CMS9・2(199) 1081 
2CMS9-4 (201) 1079 

deltex 
2BS4・1(020) 
3CO・1(249) 

dementia 
1P (050) 1009 
2P (142) 2045 

dendrite 
lP (217) 1070 

denervation -axotomy 
1P (223) 1064 

development 
1P (281) 1023 
1P (204) 1076 
1P (244) 1046 
2P (066) 2102 
lP (171) 1092 

development method 
1P (272) 1030 

dexamethasone 
2P (208) 2011 
2P (209) 2012 

diabetic neuropathy 
2P (155) 2033 

dialysis 
2P (074) 2094 

diazepam 
2P (078) 2090 

dibutyryl Cl泊。
1P (168) 1094 

differential display 
2P (141) 2046 
1P (173) 1090 
1P (174) 1089 
1B MS2-3 (207) 1073 

differentiation 
lBMS2・2(252) 
1P (286) 1018 

diffusible factor 
3CO目2(250)

distribution 
2P (062) 2106 

DM20 
2P (160) 2028 

DNAdamage 
2B MS7-3 (101) 2070 

docking/fusion complex 
1CMS5-1 (262) 1040 
1P (266) 1036 

docosahexaenoic acid 
1P(119) 1103 

dopamine 
1AS6-3 (034) 
3B TS-1 (037) 
2P (068) 2100 
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2P (070) 2098 
2P (072) 2096 
2P (074) 2094 
2P (077) 2091 
2P (078) 2090 
2P (079) 2089 
2P (1 06) 2065 
3C MSl1-4 (138) 
1P (215) 1072 

dopamine agonist 
1A S6-4 (035) 

dopaminc transporter 
2P (071) 2097 

dopaminergic system 
2P (076) 2092 

dorsal root ganglia 
2P (155) 2033 
2P (156) 2032 
2P (180) 2003 
1P (192) 1013 
1P (277) 1027 
1P (279) 1025 
1P (285) 1019 

dorso-ventral(D-V) axis formation 
2P (063) 2105 

down reglllation 
lP (117) 1105 

drebrin 
1P (217) 1070 

Drosophila 
2BS4・3(022) 
2B MS7-1 (099) 2072 
2P (127) 2055 
2P (259) 2024 

dynorphin 

[E] 
E2F1 

2P (157) 2031 

1B MS2・1(251) 
EFhand 
2AS3・2(015) 

Elmice 
2CO・2(140) 

ELmollse 
2P (139) 2047 
2P(157) 2031 
2P (255) 2020 

electric organ 
1P (266) 1036 

electron microscopy 
1B MSl-3 (053) 

embryo 
2P (259) 2024 

embryonic carcinoma cells 
1P (270) 1032 

endocytosis 
2P (127) 2055 

endogenolls出nme
2P (071) 2097 

endogenolls neurotoxin 
2P(071) 2097 
1AS6-3 (034) 

endothelial 
2P (212) 2015 

endothelial cel1 
1A S2-2 (009) 

enzyme lmmunoassay 
2P (183) 2006 

epidermal growth factor (EG町
1P (226) 1061 

epilepsy 

神経化学 Vol. 36 (No. 3)， 1997 

2CO・2(140) 
2P (157) 2031 
2P (178) 2001 
2P (255) 2020 

ESR-Cf 
3CMSll-1 (136) 

estrogen 
1P (116) 1106 

ethanol 
2P (094) 2077 

excitatory arnino acid 
1AS1・5(005) 
1P (043) 1003 

excitatory arnino acid transporter 
1AS2-1 (008) 
1P (123) 1099 

exocytosis 
1P (261) 1041 
1C MS5-3 (264) 1038 
1P (267) 1035 

expressJOn 
2B MS7-5 (103) 2068 
1P (120) 1102 
2P (158) 2030 
1P (167) 1095 
1P (173) 1090 
1P (177) 1086 
1P (246) 1044 

external granlllar layer 
lBMS3・3(108) 2063 

[F] 
facial nerve 
1P (194) 1015 

facial nuc1eus 
1P (194) 1015 

fattyacid 
1CO-3 (232) 

fatty-acid binding protein 
2P (161) 2027 

ferrous ions 
1P (118) 1104 

fetal brain 
1P (173) 1090 

fetal rat brain 
1P (286) 1018 

fever 
1AS2・2(009) 

FK506 
2P (084) 2084 

5'-flanking region 

1P (229) 1058 
仕ontalcortex 
2P (095) 2076 

fura2 
2P (060) 2108 

[G] 
Gprotein 
2P (065) 2103 
2P (066) 2102 

G protein-coupled receptor kinasc 
2P (067) 2101 

g-secretase 
1P (042) 1002 

GABA 
1P (239) 1051 

GABAergic neuron 
1P (246) 1044 

galactosylceramide 
1CMS4・1(162) 

galactosyltransferase 
1C MS4-1 (162) 

ganglioside 
3AS5-3 (028) 
3AS5-4 (029) 
3A S5-5 (030) 
2C 0-4 (143) 
1CO-3 (232) 
1P (269) 1033 
1P (270) 1032 
1P (271) 1031 

GAP-43 
1P (218) 1069 
1C MS5-3 (264) 1038 

gas transmitter 
2P (149) 2039 

GD3 
2P (109) 2062 
1C MS4-5 (113) 2059 

GD3 synthase 

GDNF 
1P (270) 1032 

2P (075) 2093 
2P (144) 2044 
1B MS3-1 (185) 2007 
1P (193) 1014 

GDNFR-alpha 
1B MS3-4 (187) 2009 

gel retardation electrophoresis 
2P(214) 2017 
2P (256) 2021 

2P (159) 2029 gene 
自oorplate 2P (160) 2028 
2B S4-4 (023) gene expression 

自owcytometry 2B MS7・5(103) 2068 
1P (286) 1018 lP (167) 1095 

fluorescence in situ hybridization 1P (177) 1086 
何回 genemapping 
1C MS5-5 (265) 1037 1C MS5-5 (265) 1037 

focal cerebral ischemia gene targeting 
1P (202) 1078 2P (153) 2035 

focal ischemia gene therapy 
1ASl-2 (002) 1A S6-5 (036) 
1P (202) 1078 gene transfer 

forebrain 2AS3-4 (017) 
2C MS8-1 (090) 2P (075) 2093 
2P(154) 2034 1CO・1(287) 
1B MS3-2 (186) 2008 genetic disease 

free radical 3A S5・1(026) 
1AS6-4 (035) geneticfactors 
1B MS1-4 (054) 2114 1A S6-2 (033) 
2P (139) 2047 genomic organization 

)内ゴシック数字は抄録番号、その後の4桁数字はポスター番号を示す



2P (159) 2029 
gerbi1 
1AS1・6(006) 
2C MS9-2 (199) 1081 
1P (205) 1075 
2P (208) 2011 
2p (209) 2012 

GFAP promoter 
2AS3-6 (019) 

GH3 
1P (226) 1061 
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glia 
1ASl-4 (004) 
2AS3-1 (014) 
2AS3・5(018) 
2P (081 ) 2087 
2P (084) 2084 
1P (239) 1051 

glia maturation factor 
2P (179) 2002 

glial fibrillary acidic protein 
2AS3-6 (019) 
1P (176) 1087 
1P (205) 1075 
1P (223) 1064 
2P (255) 2020 

glial growth factor 
1P (285) 1019 

glioma 
2P (082) 2086 
.2P (148) 2040 

gliotoxicity 
1P (224) 1063 

global ischemia 
1AS1-2 (002) 

glucoreceptor ncurons 
2CO-1 (234) 

[2・13C]-glucose
1P (239) 1051 

glucose uptake 
1P (241) 1049 

glucose-sensitive neurons 
2CO・1(234) 

glutamate 
1ASl-5 (005) 
1AS2・6(013) 
1P (116) 1106 
1P (119) 1103 
3C MS11-1 (136) 
1C MS5-4 (196) 1084 
1P (240) 1050 

glutamate electrode 
2P (087) 2081 

glutamate metabolism 
1P (240) 1050 

glutamate receptor 
2P (088) 2080 
1P (117) 1105 
1P (119) 1103 
1P(121} 1101 
lP (122) 1100 
1P (229) 1058 

glutamate signaling 
2P (260) 2025 

glutamate transporter 
2A S3-6 (019) 
1P (123) 1099 

glutamic acid decarboxylase 
1P (246) 1044 

glutathione 
2P (145) 2043 

glycoconjugate 
3AS5・1(026) 

glycogen synthase 
2AS3町6(019) 
1P (242) 1048 

glycolipid 
3A S5-4 (029) 
3AS5-6 (031) 

N-glycolylneuraminic acid 
2C 0-4 (143) 

glycosphingolipid 
1CO-3 (232) 
1P (271) 1031 

GM1 ganglioside 
3AS5-3 (028) 
2CO-4(143) 
1P (271) 1031 

GPI-anchored protein 
2P (126) 2056 
1P (21 8) 1069 

granule cell 
2P (085) 2083 
2B MS7-2 (1 OO) 2071 
1B MS3-3 (1 08) 2063 
1P (167) 1095 
2P (181) 2004 
1P (228) 1059 
1P (284) 1020 

granule neuron 
2B MS7-5 (1 03) 2068 
1B MS3-3 (108) 2063 
1P (167) 1095 

green tea 
2P (058) 2110 

GRK2 
2P (068) 2100 

growth cone 
1P (278) 1026 

growth inhibitory factor 
1P (230) 1057 

GfP 
1P (261) 1041 

guanylate kinasc domain 
2P(124} 2058 

GuillaトBarresyndrome 
3AS5-4 (029) 
3AS5-5 (030) 
2P (133) 2050 
2P (134) 2049 
2C 0-4 (143) 

[H] 
hamster monoclonal antibody 
2CO-3 (048) 

HCNP 
3CMSll・3(137) 
2P (158) 2030 

heat shock protein 
2P (146) 2042 

heme oxygenase 
2P (149) 2039 

hemizygous depletion 
1C MS5-5 (265) 1037 

heparan sulfate proteoglycan 
1P (238) 1052 

hepatocyte growth factor似Gη
1P (189) 1010 

herpes simplex virus 
1P (279) 1025 

HES1 
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1P (244) 1046 
hipoxia 
1P (206) 1074 

hippocampal CA1 
2P (211) 2014 

hippocampa1 cholinergic 
neuroslimulating pcptide 
3C MSll-3 (137) 
2P (158) 2030 

hippocampal neuron 
3CMSll-3 (137) 
1P (222) 1065 
1P (238) 1052 

hippocampus 
1P (043) 1003 
2P (087) 2081 
2P (088) 2080 
2C MS8-3 (092) 
3CMSll・3(137) 
2P (14 7) 2041 
2P (158) 2030 
2CMS9・2(199) 1081 
1P (205) 1075 
1P (206) 1074 
2P(214} 2017 
1P (282) 1022 

hippocampus media1 septum 
3C MSl1-3 (137) 

hippocampus slice 
2P (087) 2081 
1P (206) 1074 

histamine 
1P (289) 1016 

histamine H1 receptor 
2P (153) 2035 

homeodomain 
2P (259) 2024 

HPC-1/Syntaxin 1A 
1C MS5-5 (265) 1037 

HPLC 
1P (215) 1072 

HPI心ECD
2P (097) 2074 

hsp27 
2P (14 7) 2041 
2P (148) 2040 

hsp70 
2P (147) 2041 

5-IIT2A receptors 
2P (095) 2076 

5-HT3 receptors 
2P (095) 2076 

human amniotic epithelial cclls 
2P (11 O) 2061 
1P (215) 1072 
1P (216) 1071 

human brain 
1P (049) 1008 
lP (240) 1050 

hybrid cell 
2C MS8-1 (090) 

hydrogen peroxide 
1P (227) 1060 

hydroxyaspartate 
1P (123) 1099 

hydroxyl企'eeradica1 
1P (229) 1058 

hypertenslOn 
1P (233) 1056 

hypothermia 
1ASl・6(006) 
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hypothcrmia therapy 
1ASl-7 (007) 

hypoxia 

[1] 

2P (150) 2038 
1P (197) 1083 
2C MS9-1 (198) 1082 

Ibudilast 

lCE 

IGF-1 

1P (168) 1094 

2C MS9-1 (198) 1082 
1A Sl-3 (003) 

2B MS7-2 (1 00) 2071 
I民ρN
2P (126) 2056 

IgM anti-Ga1 NAc-GD1a antibody 
2P (133) 2050 

19M anti-GM2 antibody 
2P (133) 2050 

immobilization stress 
3B MS10-3 (130) 

immortalized astrocyte 
2P (179) 2002 

immunoblot analysis 
2P (142) 2045 

Immunoblotting 
2P (260) 2025 

immunoblotting田say
lBMS2・5(254) 2019 
1P (117) 1105 

immunohistochemistry 
3AS5-6(031) 
1B MSl-3 (053) 

immunoprecipitation 
2P (066) 2102 

immunoreactivity 
2P (156) 2032 
lP (284) 1020 

immunostammg 
lP (242) 1048 

in situ hybridization 
2P (089) 2079 
1P (242) 1048 
1CMS5・5(265) 1037 

in vivo 13C-MRS 
1P (240) 1050 

in vivo microdialysis 
3BTS・2(038)

inducible nitric oxide synthase (iNOS) 
3B MS10-3 (130) 

induction 
2P (179) 2002 

inositol1，4，5-trisphosphate receptor 
11' (203) 1077 

inositol monophosphatase 
11' (049) 1008 

inositol phosphate 
1P (120) 1102 

myo-inositol 1-phosphate 
11' (049) 1008 

inositol polyphosphates 
1P (267) 1035 

interleukin 1-s converting阻 zyme
O四)
1A Sl-3 (003) 

inter1eukin-1 s 
2P (180) 2003 

intcrmediate filament 
2AS3-5(018) 

intemal Ca2+ 
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3CO-3 (170) 
intracellular ca1cium 
1P (203) 1077 

intracellular signaling 
2P (146) 2042 

intracerebral grafting 
11' (216) 1071 

ion channel 
lBMS1・5(055) 2113 

ion transport 
1P (288) 1017 

IP3 receptor 
2P (063) 2105 

11'3 receptor binding 
1P (202) 1078 

lP3-induced 45Ca2+ release 
11' (202) 1078 

IP3/Ca2+ signaling 
2P (063) 2105 

iron chelators 
11' (118) 1104 

iron-induced epileptogenic discharges 
3CMS11・1(136) 

ischemia 
1AS1-1 (001) 
lASl-2 (002) 
lAS1・3(003) 
1ASl-4 (004) 
1ASl-6 (006) 
1AS1・7(007) 
2p (150) 2038 
11' (166) 1096 
1P (197) 1083 
2C MS9-2 (199) 1081 
2C MS9-3 (200) 1080 
2C MS9-4 (201) 1079 
11' (202) 1078 
11' (203) 1077 
1P (206) 1074 
1BMS2・3(207) 1073 
2P (208) 2011 
2P (209) 2012 
2P (211) 2014 
21' (214) 2017 
11' (269) 1033 

ischemiajreperfusion 
1P (205) 1075 

ischemic tolerance 
21' (214) 2017 

tsotype 
11'(171) 1092 

[K] 
kainate receptor 
1AS1・5(005) 
1B MS2-5 (254) 2019 

kainic acid 
21'(147)2041 
1B MS3-5 (188) 2010 

knockout mouse 
3AS5-1 (026) 
21' (153) 2035 

[し]
L1 
1P (279) 1025 

L1CAM 
1C MS4-4 (112) 

L7/PC1'2 
1P (176) 1087 

laminin-2 
2P (142) 2045 

lANP 
1P (281) 1023 

laser transection 
11' (277) 1027 

lateral hypothalmus 
1P (243) 1047 

Latimeria 
2p (160) 2028 

leptin(L町)
2CO・1(234) 

Leptomeninges 
lAS2-3 (01 0) 

levodopa 
lAS6-4 (035) 

αーlinolenicacid 
1P (119) 1103 

lipid linked oligosaccharides 
3AS5・2(027) 

liquid chromatography司mass
spectro耳letry
2P (161) 2027 

liver 
1P (192) 1013 

local cerebral blood畳ow
1P (202) 1078 

localized ge-HSQC 
1P (240) 1050 

long-term potentiation 
2P (087) 2081 
2C MS8-3 (092) 
1P (235) 1055 

low dose X-irradiation 
1P (177) 1086 

LPS 
2P (182) 2005 

luciferase 
1C MS4-2 (111) 2060 

lung 
1P (280) 1024 

lymphocyte 
1AS6-3 (034) 

[M] 
macrophage 
21' (182) 2005 

magneslUm 
2P (256) 2021 

major histocompatibility complex 
1P (171) 1092 

MAPkinase 
2C MS8-3 (092) 
1C MS6-3 (275) 1029 

MAP1 
2P (125) 2057 

MARCKS 
2P (083) 2085 
21' (088) 2080 

MBP 
lP (176) 1087 

MDCKcell 
lP (041) 1001 

mediastina1 neoplasm 
2P (128) 2054 

membrane binding 
lP (118) 1104 

membrane potential 
1CO-1 (287) 

memory 
lP (269) 1033 

宜lerosls
21' (142) 2045 

mesencephalon 

)内ゴシック数字は抄録番号、その後の4桁数字はポスタ一番号を示す



1P (116) 1106 
metabotropic glutamate receptor 
1P (121) 1101 
1p (122) 1100 

methamphetamine 
2P (069) 2099 

N-methyl-D-aspartate receptor 
1P (115) 1107 

1・methyl-τ1Q
2P (080) 2088 

N-methyltransferase 
1AS6-3 (034) 

methodology 
3B TS-3 (039) 

mGluR1a 
1p (120) 1102 

microdialysis 
3B TS-1 (037) 
3B TS-2 (038) 
2P (078) 2090 
2P (097) 2074 
1P (243) 1047 

microglia 
2AS3-2 (015) 
2AS3圃3(016) 
2AS3-4(017) 
3B TS-4 (040) 
1P (164) 1098 
1P (165) 1097 
1P (166) 1096 
1P (167) 1095 
1P (168) 1094 
3C MS11・2(169) 1093 
3C 0-3 (170) 

mlCrosequenclsg 
2P (126) 2056 

microtubule stabilization 
1P (277) 1027 

migration 
2P(181) 2004 

mitogen activated protein 
k凪ase(MAPK)
1P (248) 1042 

[3H)MK-801 binding 
1P (118) 1104 

model 
1AS1-2 (002) 
3AS5-1 (026) 
1P (043) 1003 
3C MSll-2 (169) 1093 

molecular mimicry 
2P (133) 2050 

monensls 
2P (156) 2032 

mongolian gerbil 
1P (205) 1075 

monkey 
1P (240) 1050 
1AS2・5(012) 

monkey brain 
1P (240) 1050 

mon oclonal antibod y 
3AS5-6 (031) 
2CO-3 (048) 
2P (1 09) 2062 
1CMS4-4(112) 
1C MS4-5 (113) 2059 
1CMS4-1 (162) 
1C MS6-5 (219) 1068 
1P (222) 1065 

monosynaptic reflex 

1P (121) 1101 
morphogenesis 
1P (280) 1024 
1P (283) 1021 

Morris water maze task 
1P (190) 1011 

motivation 
2P (076) 2092 
2P (077) 2091 

motor neuron 

mouse 
1P (195) 1085 

1A S1-3 (003) 
3AS5・1(026) 
2P (079) 2089 
3C MSl1-4 (138) 
2P (139) 2047 
2C 0-2 (140) 
2P (153) 2035 
2P (157) 2031 
2P (158) 2030 
2P (178) 2001 
1P (222) 1065 
1P (246) 1044 
2P (255) 2020 
1P (283) 1021 

mouse brain 
2C 0-3 (048) 
1P (175) 1088 
1P (242) 1048 

mouse brain RT-PCR 
1C MS4-3 (163) 2026 

MPP+ 
1P (226) 1061 

ルIPTP
3C MSl1-4 (138) 

mRNA 
2P (094) 2077 
3B MS10-3 (130) 
2P (156) 2032 
2P (179) 2002 
2P (180) 2003 

mRNA expression 
1P (173) 1090 

Musashi 
2B S4-3 (022) 

muscarine receptor binding 
2P (098) 2073 

muscarinic acetylcholine receptor 
2P (060) 2108 

muscanmc receptor 
2P (060) 2108 
2P (067) 2101 

mutant 
2P (070) 2098 
2P (072) 2096 

mutant mouse 
2P (178) 2001 
1P (283) 1021 

myelin 
2P (161) 2027 
1C MS4-1 (162) 

myelin basic protein 
2P (110) 2061 

myelin-associated glycoprotein 
1C MS4-3 (163) 2026 

myosls 
1P(217) 1070 

[N] 
L-NAME 
1P (276) 1028 

N-Myc 
2P (061) 2107 

N-Shc 
1P (245) 1045 

N司terminus-deletedmutant 
2P (070) 2098 

Na+pump 
2AS3-1 (014) 
1CO-1 (287) 

Na，K-ATI'蹴
1CO・1(287) 
1P (288) 1017 

NA白
1P(044) 1004 
1P (045) 1005 

NAD+ 
2P (064) 2104 

NAP-22 
1P (218) 1069 

Narke japonica 
1P (266) 1036 

NCB20 
2P (094) 2077 

necdin 
1BMS2-1 (251) 
2P (258) 2023 

neruoglycan C 
1P (237) 1053 

nerve growth factor 
2P (104) 2067 
2P (180) 2003 
1B MS3-5 (188) 2010 
1P (248) 1042 

nerve regeneration 
1CMS6・4(220) 1067 

netnn 
2B S4-4 (023) 

neural antigens 
1C MS4-4 (112) 

neural cells 
2P (057) 2111 
1P (286) 1018 

neural morphogenesis 
1P (283) 1021 

neural prec町sorcells 
2P (057) 2111 
1P (286) 1018 

neura1 stem cell 
lBMS2・4(253) 2018 

neuregulin 
1P (285) 1019 

neurite 
1C MS6-1 (273) 
1C MS6-2 (274) 
1CMS6-3(275) 1029 

neurite outgrowth 
2P (056) 2112 
1C MS6-1 (273) 
1P (276) 1028 

Neuro2a 
1P (046) 1006 

neurobalstoma celllines 
2P (061) 2107 

neuroblast proliferation 
2P (056) 2112 

neuroblastoma 
1B MSl-2 (052) 2115 
1B MS3-4 (187) 2009 
1P (227) 1060 

neuroblastoma cell 
2C MS8-1 (090) 
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1P (193) 1014 1P (116) 1106 NMDAreceptor 
1P (271) 1031 2C MS9-3 (200) 1080 2B S4-6 (025) 

neurocan neurotoxicity 2P (088) 2080 
1P (236) 1054 1P (204) 1076 1P (114) 1108 

neurofilament neurotoxin 1P (115) 1107 
1C MS6-5 (219) 1068 2P (071) 2097 1P (117) 1105 
1C MS6-4 (220) 1067 1AS6-3 (034) 1P (204) 1076 
1P (221) 1066 neurotransmitter 1P (229) 1058 

ncurogeneSJS 2P (183) 2006 NOreleasc 
1P (244) 1046 1C MS5-4 (196) 1084 3C 0-3 (170) 

neuroleptics 1CMS5・2(263) 1039 NO-related ∞mpounds 
3B MS10-2 (184) neurotrophic factor 1P (115) 1107 

neuromuscular 2P (075) 2093 nociceptin 
2P (127) 2055 2P (154) 2034 1AS2-6 (013) 

neuron 2P (178) 2001 nodosc ganglia 
1A S2-1 (008) 2P (183) 2006 2P(155) 2033 
2BS4・4(023) 1B MS3-5 (188) 2010 norepincphrine 
2P (081) 2087 1P (190) 1011 1P (215) 1072 
2P (098) 2073 lP (191) 1012 1P (223) 1064 
2BMS7・4(102) 2069 neurotrophin Notch 
2BMS7・5(103) 2068 1B MS3-3 (108) 2063 2B S4-1 (020) 
1B MS3-3 (108) 2063 2P (182) 2005 3CO-l (249) 
3C MSl1-3 (137) lC MS5-4 (196) 1084 N下3
1P (167) 1095 lP (245) 1045 2P (182) 2005 
1P (189) 1010 neurot2roFp{h1 1n・3 lBMS3・1(185) 2007 
1P (195) 1085 81) 2004 NIN 
lP (222) 1065 1B MS3-5 (188) 2010 lP (193) 1014 
lP (225) 1062 NG108-15 cells nuc1ear fractions 
1P (238) 1052 2P (064) 2104 2P (260) 2025 
1P (245) 1045 2P (083) 2085 nuc1ear localization 
lP (246) 1044 2P (094) 2077 lBMS2・5(254) 2019 
lBMS2-1(251) NGF nucleotide sequen伐
1BMS2・2(252) 2P (1 07) 2064 1P (173) 1090 
lCMS6-2(274) 2P (178) 2001 lP (174) 1089 
1P (282) 1022 3B MS10-2 (184) nuc1eus 
1B MS3-1 (185) 2007 1B MS2-2 (252) 2P (085) 2083 
1P (288) 1017・ 1P (248) 1042 1P(194) 1015 

neuron degeneration lC MS6-3 (275) 1029 1P (204) 1076 
lP (206) 1074 nicotinic nuc1eus accumbens 

neuron2RPSp(e2c5if8IC ) 2P (096) 2075 2P (077) 2091 
2023 nigral neuron 

010-2A1 proBenitor neuronal cel1 death 1P (222) 1065 
lASI-5 (005) Nissl 

neuronal death 1P (192) 1013 1C MS4-5 (113) 2059 

1AS1・2(002) nitrate 
2P (109) 2062 

1B MS1-5 (055) 2113 3Bτ3・2(038) 01 

1P (197) 1083 nitric oxide 2P (109) 2062 

2CMS9・1(198) 1082 lAS1・3(003) 
1CMS4δ(113) 2059 

2CMS9・2(199) 1081 2AS3・3(016) 04 

2CMS9-4(201) 1079 3BTS・2(038) 2P (109) 2062 

lP (204) 1076 2P (069) 2099 
lC MS4-5 (113) 2059 

2P (213) 2016 2B MS7-4 (102) 2069 
odorant reccptor 

lP (230) 1057 2P (106) 2065 
2P (065) 2103 

neuronal de2g0e5ne}ra1t{ ion 3B MSI0-3 (130) 6-0lIDA 

lP (205) 1075 lP (165) 1097 
2P (077) 2091 

neuronal plasticity 1P (225) 1062 
oligodendrocyte 

1P (121) 1101 lP (228) 1059 
2P (109) 2062 

neuropathy 1P (276) 1028 
lC MS4-2 (111 ) 2060 

3AS5-4 (029) nitric oxide s-y3n(t0h0as3 e 
lC MS4-4 (112) 

3A S5-5 (030) lA S1-3 (003) lC MS4-5 (113) 2059 

2P (155) 2033 3B TS-2 (038) 
organ ω.lture 

neuropeptide 3B MSI0-3 (130) 2P (156) 2032 

lCMS6・1(273) nitrite 1P (192) 1013 

担europeptideY 3BTS崎2(038) ORP150 

1B MS2-2 (252) nitroxide radicals 1P (197) 1083 

neuropeptides 3CMSll-1 (136) 
oxidative stress 

2P (155) 2033 NMDA 2P (106) 2065 

neuroprotection 2C MS8-4 (093) 2078 1F((118)) 1106 

lASl・1(001) lP (115) 1107 
2Pi14512043 

1AS6-4(035) NMDA channel 
oxygen tOXJcJty 

lA Sl-6 (006) lP (118) 1104 1P (229) 1058 
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P[2Pf] raction 
3A S5-2 (027) promotcr 

phosphorylation 2AS3-6(019) 
lP (289) 1016 2AS3-5(018) lP (246) 1044 

P2 protein 2P (067) 2101 promoter assay 
2P (161) 2027 2P (068) 2100 lC MS4-2 (111) 2060 

p21 21' (083) 2085 prosaposlll 
2P (082) 2086 2P (086) 2082 lP (190) 1011 

p53 2P (088) 2080 lP (191) 1012 

2BMS7・3(101) 2070 2P (152) 2036 prostaglandin 
2P (105) 2066 lP (172) 1091 lAS2-2 (009) 

PACA1' lC MS6-4 (220) 1067 lAS2-4(011) 

2P (154) 2034 lP (221) 1066 lAS2-5(012) 
2P (159) 2029 pituHary prostaglandin Al 

paraneoplastic synfrome lP (117) 1105 2P (082) 2086 
2P (128) 2054 place p2rFef(e0re7n6 ce prostaglandin D synthase 

Parkinson 's disease ) 2092 lA S2-3 (010) 
lAS6-1 (032) plasmalocerebroside prostaglandin D2 
lAS6-3 (034) lCO-3 (232) lAS2-3(010) 
lAS6-4 (035) plasminogen release prostaglandin 12 
lA S6-5 (036) 3CO・3(170) lAS2-5(012) 
2P (071) 2097 plasticity prostaglandins 
2P (075) 2093 lASl・1(001) lAS2・6(013) 
2P (080) 2088 2C MS8-3 (092) prostanoid receptors 
3C MSl1-4 (138) lP(121) 1101 lAS2-4 (011) 

Patch-clamp lP (235) 1055 protective effect 
lCO司1(287) lC MS5-2 (263) 1039 lP (227) 1060 

PC12 PLP protein carboxyl methyltransferase 
2P(104) 2067 2P (160) 2028 lP (177) 1086 
lP (268) 1034 PNP14 protein kinase 

PC12 cells 2P (089) 2079 2P (067) 2101 
2P (073) 2095 polyisoproTpSy・4la(c0ry4lamide lP (172) 1091 
2P (096) 2075 3B TS-4 (040) 11' (248) 1042 
lC MS6-3 (275) 1029 polymerase chain reacti on protein kinase C 
lP (276) 1028 2P (144) 2044 2P(057) 2111 

PC12D polymorphism 2P (083) 2085 
lP (248) 1042 3BMSI0-l (129) 2053 2P (086) 2082 

PCR 2P(144) 2044 2C MS8-1 (090) 
2P (135) 2048 pons lP (189) 1010 

pentylenetetrazol 3CO-2 (250) lP (221) 1066 
2P (141) 2046 pontine nucleus lP (261) 1041 

penmnbra lP (204) 1076 lC MS5-3 (264) 1038 
lASl・2(002) positron emission tomography lP (278) 1026 

peptidyトprolylcis・transisomerase lAS2-5 (012) proteoglycan 
2C MS9-3 (200) 1080 post transcriptional regulation lP (236) 1054 

perfusate 1B MS2-4 (253) 2018 lP (237) 1053 
3B TS-l (037) postmitotic neuron lP (238) 1052 

perineuronal net 2P (258) 2023 proteolipid protein 
lP (236) 1054 1BMS2・1(251) 2P (110) 2061 

peroxynitrite postnatal development PSD-95 
2P (1 06) 2065 2P (066) 2102 2P(124) 2058 

pharyngea! -cervical-brachia1 weakness postsynaptic densities 2P (125) 2057 
2P(134) 2049 2P (086) 2082 pulsatile compression 

phencyclidine preprotachykinin mRNA lP (233) 1056 
2P (076) 2092 2P (180) 2003 Purkinje cell 

L-出reo-l・phenyl-2-decanoylamino-3- preseni1in lP (176) 1087 

morpholino-6l9mp) ropanol lBMSl明1(051) lP (284) 1020 
lP (269) 1033 lB MSI-2 (052) 2115 pyramidal tract 

phorbor ester Presenilin 1 3CO-2 (250) 
lCMS5・3(264) 1038 lP (046) 1006 [Q] 

phosphacan lP (047) 1007 
2P (128) 2054 primary印lture quail 

phosphatidyl inositol metabolism 3B TS-3 (039) lC MS6-5 (219) 1068 

2P (057) 2111 lP (122) 1100 
quinolinic acid 

6-P1105pho(2gl2u4 COIlate lP (244) 1046 
2CO-2(140) 

lP (224) 1063 lP (286) 1018 quisqua1ic acid 

phospholipase A2 processmg 
lP(120) 1102 

lA S2-1 (008) lP (047) 1007 
Quv 

2P (081) 2087 lCMS6・1(273) 
lC MS6-5 (219) 1068 

phospholipase C T 1 proliferation [R] 
2P (057) 2111 2P (056) 2112 Ra 

phosphomannomutase n 3C MSl1-2 (169) 1093 2P (211) 2014 
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Rad51 
lP (175) 1088 

radiation hormesis 
1P (177) 1086 

radioimmunoassay 
2P (157) 2031 

Ramsay Hunt syndrome 
2P (135) 2048 

ras 
2P (096) 2075 
2B MS7-1 (099) 2072 
1C MS6-3 (275) 1029 

Ras/MAPK signal 

rat 
2B S4-3 (022) 

2P (069) 2099 
2P (098) 2073 
3B MS10-4 (131) 2052 
3C MSll・2(169) 1093 
2P (180) 2003 
1P (233) 1056 
1P (227) 1060 

ratbrain 
3AS5-6 (031) 
2CO・3(048) 
1P (049) 1008 
1P (236) 1054 
1P (278) 1026 
1P (286) 1018 
1P (289) 1016 

rat dorsal root ganglion 
2P (180) 2003 

rat monoc1onal antibody 
2CO-3 (048) 
3AS5-6(031) 

rat neonatal brain 
1P (278) 1026 

rat neuroblastoma 
1P (227) 1060 

rat spinal cord 
3CMSll・2(169)1093 

re-uptake 
1P (289) 1016 

reactive oxygen spccics 
1P (230) 1057 

rebound hyperhphagia 
2P (078) 2090 

RecA 
1P (175) 1088 

rωeptor 
1AS1・5(005) 
1AS2・5(012) 
2BS4-6(025) 
2P (060) 2108 
2P (063) 2105 
2P (065) 2103 
2P (067) 2101 
2P (068) 2100 
2P (079) 2089 
2P (088) 2080 
2P (096) 2075 
2P (098) 2073 
1P (119) 1103 
1P (114) 1108 
1P (117) 1105 
1P (191) 1012 
1P(121) 1101 
lP (122) 1100 
2P (153) 2035 
lP (202) 1078 
1P (203) 1077 
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1P (204) 1076 
1P (229) 1058 
lBMS2・5(254) 2019 
2P (257) 2022 

receptor binding田say
1P (115) 1107 

rcceptor-operated calcium channel 
2P (060) 2108 

recombinant adenovira1 vector 
1B MSl-3 (053) 

recombination 
1P (175) 1088 

redox 
1P (228) 1059 

redox regulation 
1P(115) 1107 

reeler 
lP (282) 1022 
1P (283) 1021 

Reelin 
1P (282) 1022 
1P (284) 1020 

regeneration 
lP (192) 1013 
1C MS6-4 (220) 1067 
1P (230) 1057 

reinforcement 
2P (077) 2091 

reserpme 
2p (074) 2094 

retinoic acid 
2P (061) 2107 
1B MS3-1 (185) 2007 
1P (193) 1014 
2P (212) 2015 

reverse transcription-polymerase chain 
reaction 
3B MS10-3 (130) 

ring zinc finger 
3CO-1 (249) 

RNA-binding protein 

ROS 

2B S4-3 (022) 
1B MS2-4 (253) 2018 

2P (1 07) 2064 
1P (229) 1058 

[S1 
SA45 03 

SCG 
2P (257) 2022 

2P(151)2037 
1B MS3-1 (185) 2007 
1p (223) 1064 

Sffineuron 
lBMS3・1(185) 2007 

schizophrenia 
3BMS10-1 (129) 2053 
2P (144) 2044 

Schwann cells 
1P (285) 1019 

sciatic nerve 
1P (194) 1015 

secretion 
1P (268) 1034 

secretory granule 
1P (261) 1041 

selzurc 
2P (141) 2046 
2P (157) 2031 
2P (178) 2001 
1B MS3-5 (188) 2010 

1P (235) 1055 
semaphorirr 
1P (280) 1024 

senescence accclerated mousc (P8) 
2P (158) 2030 

senile dementia 
1P (050) 1009 

septal neuron 
1P (222) 1065 

seq uestration 
2P (068) 2100 

serine/threonine kinase 
2CMS8-4 (093) 2078 

serotonin 
3BτS-l (037) 
2P (095) 2076 
2P (146) 2042 

serotonin release 
2P (153) 2035 

serotonin transporter 
3B MS10・1(129) 2053 

serum 
1P (165) 1097 
1P (166) 1096 

serum factors 
2AS3・3(016) 

Shc 
1P (245) 1045 

sialyltransferases 
1P (270) 1032 

sigma-1 receptor 
2P (257) 2022 

signal transduction 
2AS3・5(018) 
1P (189) 1010 
2P (257) 2022 

SKF38393 
2P (074) 2094 

slice∞lture 
3Bτ'S-3 (039) 
2BMS7・3(101)2070
lP (206) 1074 

smoking 
2P (210) 2013 

SNARE 
1CMS5・1(262) 1040 

[2-13C]-sodium acetate 
1P (239) 1051 

sodium nitroprusside 
lP (115) 1107 

sodiumpump 
lCO・1(287) 

sodium-potassium ATPase 
lP (241) 1049 

space restriction stress 
2P (078) 2090 

spermidine 
1P (114) 1108 

spermme 
1P (114) 1108 

sphingosine 
1CO-3 (232) 

spinal cord 
1AS2-6(013) 
3C MSl1-2 (169) 1093 
1P (194) 1015 

spinal∞rd neuron 
1P (225) 1062 

spinal motoneuron 
1A Sl-5 (005) 

spme 

)内ゴシック数字は抄録番号、その後の4桁数字はポスター番号を示す



11' (217) 1070 
spinocerebellar ataxia 6(SCA6) 
21' (132) 2051 

stab wounds 
11' (190) 1011 

store-operated ca1cium channel 
21' (060) 2108 

stress 
21' (078) 2090 
21' (106) 2065 
11' (116) 1106 
3B MS10-3 (130) 
21' (152) 2036 

stress protein 
1ASl-4 (004) 
21' (145) 2043 
2P (146) 2042 
21' (147) 2041 
21' (148) 2040 
21' (150) 2038 

stress response 
21' (149) 2039 

stnatum 
2P (069) 2099 
21' (097) 2074 
11' (114) 1108 
3C MSll-1 (136) 

subarachnoid hemorrhage 
21' (105) 2066 

subculture 
3B TS-4 (040) 

y subunit 
21' (066) 2102 

substance P 
21' (180) 2003 
21' (156) 2032 

sugar chain 
11' (272) 1030 

sulfonylurea 
11' (241) 1049 

supershift 
1BMS2・5(254) 2019 

superior cervical ganglia 
21' (155) 2033 

superior cervical sympathctic ganglion 
(SCG) 
11' (223) 1064 

superoxide 
2AS3-3(016) 
1P (166) 1096 
1P (228) 1059 

superoxide dismutase 
21' (139) 2047 

supprcssion of food intake 
2CO-1 (234) 

surface plasmon resonance 
1P (191) 1012 

survival factor 
11' (285) 1019 

SV40 Tantigen 
21' (179) 2002 

sympathetic neuron 
11' (245) 1045 
1B MS2-2 (252) 

synaphin/complexin 
1C MS5-1 (262) 1040 
1P (266) 1036 

synapse 
2P (079) 2089 
1CMSふ2(263) 1039 
1P (269) 1033 

11' (278) 1026 
synapse formation 
11' (238) 1052 

synaptic plasticity 
2C MS8-3 (092) 
1P (121) 1101 
11' (235) 1055 

synaptic transmission 
1P (121) 1101 

synaptic vesic1c 
11'(261) 1041 

synaptogenesls 
2P (127) 2055 

synaptosomes 
21' (059) 2109 

synaptotagmin 
1P (267) 1035 
11' (268) 1034 

synergistic effect 
1B MS3-2 (186) 2008 

synuc1ein 
11' (044) 1004 
21' (089) 2079 

systemic hemodynamics 
2P (210) 2013 

[T] 
tau protein kinase n 
1P (278) 1026 

tenascin 
2P (072) 2096 

tetrahydrobiopterin 
21' (073) 2095 

th巴anine
21' (058) 2110 

thromboxane 
1AS2・4(011) 

官官Fα
2AS3-3 (016) 
21' (061) 2107 
11' (164) 1098 
1P (168) 1094 
1P (197) 1083 

TP cycJohydrolase 1 
~P (073) 2095 

transcranial Doppler sonography 
21' (210) 2013 

transcnptlOn 
1B MS2-1 (251) 
1BMS2♂ (252) 

transcription factor 
21' (255) 2020 
21' (256) 2021 

transfection 
11' (288) 1017 

transgemc mouse 
1A Sl-3 (003) 
11' (246) 1044 

transient ischemia 
2P (211) 2014 

translocation 
2P (086) 2082 

transmitter release 
1CMS5・1(262) 1040 
1P (266) 1036 

transporter 
lAS2-1 (008) 
2AS3-6(019) 
21' (071) 2097 
2P (079) 2089 
1P (123) 1099 
3B MSlO-1 (129) 2053 

1B MS2-3 (207) 1073 
treatment 
1AS6-5 (036) 

triton insoluble 

Trk 

21' (126) 2056 
11' (218) 1069 

11' (245) 1045 
TrkB 
2P (211) 2014 

TrkC 
1B MS3-1 (185) 2007 

tubulin 
2P (067) 2101 

知mornecrosis factor-alpha 
11' (165) 1097 

two dimensional electrophorcsis 
21' (260) 2025 

two-hybrid system 
21' (124) 2058 

tyrosine hydroxylase 
2P (070) 2098 
3C MSl1-4 (138) 

tyrosine phosphatase 
21' (128) 2054 

[U] 
[3H]UDP-gal 
ゐ屯S3-6(019)

u1tra low nicotine & tar cigarctte 
21' (210) 2013 

unc-4 
2P (259) 2024 

uptake inhibitor 
11' (123) 1099 

[V] 
ventral surface of medulla oblongata 
1P (233) 1056 

ventromedial hypothalamus 
1P (243) 1047 

vesic1e transporter 
1B MS2-3 (207) 1073 

video-enhanced microscopy 
1P (277) 1027 

vimentin 
21' (110) 2061 

VlP 
2P (159) 2029 

voltage-dependent calcium channels 
2P (059) 2109 

VZVDNA 
21'(135)2048 

[W] 
Wi11iams syndrome 
1C MS5-5 (265) 1037 

Wistar rats 
21'(213)2016 

[Y] 

[Z] 
zif268 

11' (283) 1021 

11' (248) 1042 
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