
レレ，Al
 

Bulletin of the Japanese Society for Neurochemistry 

Vcl. 38 (No.3)， 1999 

111111111111 111111111川

町11111111 1 1 1 1 1111111川

町1111111111 111111111川

町1111111111 111111111川

町11111111 1 1 11 1111111111 

1111111111 1 1 1 1 1111111川

町1111111111111111111川

町1111111111111111111111 

・・・ 第42回 日本神経化学会(広島)大会抄録集号 ・・・

1111111111 11 111111111111 

111111111111111111111川

町111111111111111111111 

1111111111 11 11111111川

町1111111111 11111111川

町1111111111 11111111川

町11111111 1 1 11 1111111111 

111111111111 111111111111 

副1111111111 111111111山

田1111111111111111111111

平成 11年 9月



目次

-第42回日本神経化学会組織委員会，プログラム委員...・H ・..…...・H ・..… 116 

・学会場案内 …....・H ・...・H ・.....・H ・.....・H ・.....・H ・..…....・H ・.....・H ・H ・H ・.. 117 

学会場への交通

国際会議場案内図

学会場案内図

圃発表要領 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 120 

・日本神経化学会からのお知らせ …...・H ・.....・H ・Oe...・H ・.....・H ・...co・H ・..… 122 

・大会日程概要 ....・H ・...・H ・....・H ・....・H ・....・H ・...・・H ・H ・..…...・H ・...・H ・... 123 

・プログラム目次・H ・H ・H ・H ・..…...・H ・.....・H ・..…...・H ・.....・H ・.....・H ・H ・H ・.. 126 

圃演題抄録 ...・H ・.....・H ・.....・H ・..…...・H ・..…...・H ・.....・H ・..…...・H ・..…… 179 

会長講演

合同公開シンポジウム

公開シンホ。ジウム

シンポジウム

ワークショッフ。

一般演題(口演)

一般演題(ポスター)

・編集後記 …・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 358 

・人名索引 ...・H ・.....・H ・.....・H ・..…...・H ・.....・H ・.....・H ・.....・H ・..…...・H ・.. 359 

・キーワード索引 ・H ・H ・.....・H ・H ・H ・.....・H ・.....・H ・..…...・H ・.....・H ・H ・H ・..… 365 



必忍Z三f

-会期平成11年9月15日(水)司16日(木)司17日(金)

.会場 広島国際会議場(平和記念公園内)

干730-0811 広島市中区中島町1の5

TEL:082-242-7777 

.会長 中村重信(広島大学医学部第三内科)

.事務局 広島大学医学部第三内科

第42回日本神経化学会・広島大会事務局

干734-8551 広島市南区震1の2の3

TEL:082田257-5201

FAX:082-505-0490 

E-mail:3nailくa@mcai.med.hiroshima-u.ac.jp

.会期中の学会本部

広島国際会議場小会議室(ラン2)

TEL:082-242-8891 (直通)
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第42回日本神経化学会組織委員会

太田 茂(広島大学医学部社会薬学)

川上 秀史(広島大学医学部内科学第3) 
菅野 雅元(広島大学医学部免疫学・寄生虫学)

菊池 章(広島大学医学部生化学第1)

栗栖 薫(広島大学医学部脳神経外科学)

笹 征史(広島大学医学部薬理学)

第42回日本神経化学会プログラム委員(敬称略)

新井平伊(順天堂大学医学部精神医学)

阿部 康二(岡山大学医学部神経内科)

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)

大久保善朗(東京医科歯科大学医学部神経精神医学)

小川 紀夫 (岡山大学医学部鵬首卜子細抱医学研究施設神経情報学部門)

加藤 進昌(東京大学大学院精神医学)

神庭 重信(山梨医科大学精神神経医学)

金淳一郎(東京大学大学院神経内科学)

兼子 直(弘前大学医学部神経精神医学)

栗山 勝(福井医科大学第2内科)

捕 進(東京大学大学院神経内科学)

高坂 新一(国立精神・神経センター神経研究所)

斉藤 利和(札幌医科大学神経精神医学)

佐々木秀直(北海道大学大学院神経内科学)

筒井 和義(広島大学総合科学部人間行動研究)

土肥敏博(広島大学歯学部歯科薬理学)

仲田 義啓(広島大学医学部薬効解析学)

三森康世(広島大学医学部内科学第3) 
山村 安弘(広島大学医学部保健学科地域・老人看護学)

山脇 成人(広島大学医学部神経精神医学)

下漬 俊(京都大学大学院臨床神経学)

武田 雅俊(大阪大学大学院神経機能医学)

田平 武(国立精神・神経センター神経研究所)

西川 徹(国立精神・神経センター神経研究所)

丹羽真一(福島県立医科大学神経精神医学)

貫名 信行(理化学研究所脳科学総合研究センター)

松本 昌泰(大阪大学大学院病態情報内科学)

三園 雅彦(群馬大学医学部神経精神医学)

水野美邦(順天堂大学医学部脳神経内科)

山脇 成人(広島大学医学部神経精神医学)

米田 博(大阪医科大学神経精神医学)

柳i事 勝彦(国立長寿医療研究センター痴呆疾患研究部)
渡辺義文(埼玉医科大学精神医学)

和田 圭司(国立精神・神経センタ}神経研究所)



広島駅から

路線パス(所要時間約20分)

・広島駅南口パスのりばA-3ホームから広島パス24号線「古島営業所または吉島病院」行き

へ乗車， I平和公園前」で下車。
・広島駅南口パスのりばA-1ホームから広島電鉄パス13号娘「百メートル道路経由広島西飛

行場J行きへ乗車， I平和公園前jで下車。
市内電車(所要時間約20分)

・広島駅南口市内電車のりばから「宇品(うじな)①J行きへ乗車， I袋町(ふくろまち)Jで
下車，徒歩5分

・「己斐(こい)②J，I江波(えば)⑥J，または「宮島j行きへ乗車， I原爆ドーム前Jで下
車，徒歩5分

タクシー 所要時間約15分司 1500円前後です。

広島空港から

空港リムジンパス(所要時間約65分，高速道路経由)

・広島空港l階到着フロアBホーム「広島方面リムジ、ンパス乗場Jから「広島パスセンター」
行きへ乗車，終点「広島パスセンターJで下車，徒歩10分
タクシー 所要時間約50分(高速道路経由)

広島西飛行場から

路線パス(所要時間約20分)

・広島西飛行場前パスのりばから広島電鉄パス3号線「広島駅j行きへ乗車， I中電前
(ちゅうで、んまえ)Jで下車，徒歩5分
タクシー 所要時間約10分， 1500円前後です。

広島港(宇品港)から

路線パス

・広島パス21号線「広島，大洲(おおず)，向洋(むかいなだ)J行きへ乗車， I中電前」で
下車，徒歩5分

市内電車(所要時間約30分)

・「広島駅①Jまたは「己斐(こい)③J行きへ乗車， I袋町Jで下車，徒歩5分
タクシー 所要時間約20分ー 2000円前後です。

圃お車でお越しの方へ

広島国際会議場の駐車場(無料)はご利用台数が限られており，また混雑が予想されるため，

なるべくお車でのご来場はご遠慮ください。平和公園の周辺には有料駐車場がありますので，

そちらをご
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県庁

パヌゼンター
そさう II八丁堀
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学会本部 F会場 E会場 D会場
(ラン2)(ラン1)(コスモス2)(コスモス1)
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官.シンポジウム，ワークショップ

.演者の方へ

1)スライドの受付は各会場の入口受付で行います。シンポジウム(ワークショップ)開始30分

前までにスライドをスライド受付に提出して下さい。

2)プロジ、エクターは35mm(5X5cm)判用のものを原則として一台使用します。

3)スライドは所定のスライドホルダーに入れて提出し，試写をした上で係にお渡し下さい。その

際にスライド預り証をお渡しいたします。講演終了後に預り証と引き替えにスライドをお受け

取り下部、。

4)ご発表15分前には必ず次演者席にお着き下さい。

5)講演時間の厳守をお願いいたします。

-司会の方へ

1)シンポジウム(ワークショップ)開始15分前までに会場入口の受付にお越し下さい。到着さ

れたことを告げられた後，次座長席にお着き下さい。

2)時間厳守にご留意いただき運営して下さい。

2.一般演題(口演)
・演者の方へ

1)スライドの受付は各会場の入口受付で行います。発表開始1時間前までにスライドをスライ

ド受付に提出して下さい。

2)フ。ロジ、エクターは35mm(5X5cm)判用のものを原則として一台使用します。スライド枚数は

原則として10枚以内です。

3)スライドは所定のスライドホルダーに入れて提出し，試写をした上で係にお渡し下さい。その

際にスライド預り証をお渡しいたします。講演終了後に預り証と引き替えにスライドをお受け

取り下さい。

4)ご発表LE全車には必ず次演者席にお着き下さい。
5)発表時聞は10分，討論時間は4分です。設定時間を厳守して下部、。

-座長の方へ

1)セッション開始15分前までに会場入口の受付にお越し下さい。到着されたことを告げられ

た後，次座長席にお着き下さい。

2)時間厳守にご留意いただき運営して下さい。



3.一般演題(ポスター)
.ポスターの展示要領

パネルのサイズ

μコ?一一 約120cm

|演題名

宝|時号|氏名所属

約200cm 発表スペース

1)発表内容は上記の展示スペースに収まるようにして下さい。

約180cm

2)パネル左上の演題香号のみは大会事務局が作成いたしますO 演題名，所属，氏名は各自

で、20cmX100cmの大きさのものを用意して下さし、。

3)ポスターは大きく分かりゃすく書いて下さい。

4)日本語が理解しづらい参加者のために，英語での要約をつけたり，英語での図の説明をつ

けるなどのご配慮をお願いいたします。

5)パネル自体には直接図や文字を書いたり，パネルに直接糊付けしたりはできません。

6)展示用の押しピンはポスター受付に準備いたします。

.ポスター発表・討論

1)ポスターの展示会場は地下l階のポスター会場(会議運営事務室および、ロピー)です。

2)ポスター発表は16日， 17日のどちらかになります。期日をご確認下さい。

3)ポスター討論時間を以下のように設定してあります。発表者はポスター受付にてリボンを受

け取り，必ず自分のポスターの前に待機して下さしミ。日により時間帯が異なっておりますので、

ご注意下さい。

16日 17:OO~ 18 : 00 

17 日 12:00~13:00

4)ポスターは2日とも午前9時から10時までの聞に所定の場所に貼付して下さい。また， 16日は

午後7時までに， 17日は午後4時までtこ撤去を完了して下さい。撤去されないポスターは事務

局で撤収させていただきますが，郵送なとなによるご返送はいたしかねますので、ご、了承下さい。
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1.総会
日時:9月16日(木)12: 45ー13:30

場所 :A会場(ヒマワリ)

議題(予定)

1.理事長報告

2.庶務報告

3.委員会報告

4.平成11年度理事改選結果報告

5.平成10年度決算の件

6.平成12年度予算の件

7.評議員選任の件

8.次期大会の件

9.その他

2.評議員会
日時:9月16日(木)12: 00-12 : 45 

場所:8会場(ダリア1)

議題(予定)

日本神経化学会の現状と将来

3.各種委員会
将来計画委員会

9月15日(水)12:00-13:00 (E会場:コスモス2)

シンポジウム企画委員会

9月15日(水)12:00-13:00 (F会場:ラン1)

編集委員会

9月17日(金)12:00-13:00 (E会場:コスモス2)

研究助成金等候補者選考委員会

9月17日(金)12:00-13:00 (F会場:ラン1)

ISNプログラム検討委員会

9月17日(金)12: 00-13 : 00 (小会議室:ラン2)(予定)



9:00 

10:00 

11: 00 

12:00 

13:00 

14:00 

15:00 

16:00 

17:00 

18:00 

19:00 

合同公開シンポジウム

810 
「アルツハイマー病をどうして治すか
一神経化学からのアプローチー」
中村重信

鍋島俊隆

P. H. St. George-Hyslop (Canada) 

T. Tabira (Japan) 
M. N. Rossor(U.K.) 

M. Takeda (Japan) 
J. D. Gabrieli (USA) 
K. Yanagisawa (Japan) 

D. B. Schenk (USA) 

M. Citron (USA) 

123 

5:シンポジウム WS:ワークショップ
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9:00 

10:00 

11 : 00 

12: 00 

13:00 

14: 00 

15:00 

16:00 

17:00 

18:00 

19:00 

S:シンポジウム WS:ワークショップ

神経化学会 181 182 IW81 IW82 
公開シンポジIf神経老化If精神分裂IfシナプスのIf神経変
ウム 8201の最前線J1病の神経化|可塑性のダ!とアポトー
「神経情報学的病態に|イナミックスJIスJ
信号化分子関する新し

ーチャンネル・いアプロー

トランスボーチj
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病態 J

P
付

夕

i

hm
則機症発の

」
病

序

評議員会 〆
↓
弘

、
ヨ
ナ
康

チ
ミ
田

ン
セ
知

一

フ

;

ン
」
地

ヨ
4
ノ
エ
↑

チ
点
本

、ν
t
岡

%ト A
'"C、コE

会長講演
中村重信

83 184 IW84 IW85 口演 (Vl)1口演 (V2)
「オリゴデンIf神経分化If細胞骨格.1fアミロイドー!神経伝達物質|モデル動物
ドロサイトを|の発達とメカ|接着因子の|シスの分子|情報伝達 !神経細胞死

めぐる最近|ニズムJ 役割とその|病理;アミロ
の話題J 異常J イド線維形

成機序と治

療戦略J

16: 48 

トーテイl

16:34 

掲示

ポスター (pl)

討論

撤去



S:シンポジウム WS:ワークショップ

9:00 
55 156 IW56 IW57 口演 (V3)
「ポリグルタミ11免疫性神11神経の再11神経栄養|痴 呆
ン病の解明|経疾患の発|生の新しい|因子受容体

10:00→|にむけてJI症をめぐっ|アプローチJI機能制御」
て」

11 : 00 

12:00 

13:00 

14: 00 

15:00 

16:00 

17:00 

16:00 

19:00 

ランチョン
セミナー3
馬場正之
梶龍見

57 158 IW58 
「パーキンソ11てんかん及11脳血液関11痛みの神山 h 一

ン病の分子|びその類縁|門とトランス|経化学的機件と主

生物学J 疾患の分子|ポーターJ 1序J 口演 (V5)
遺伝学J 栄養因子

15:56 

口演 (V6)

細胞分化

細胞骨格
代謝

ポスター (P2)

貼付

掲示

ポスター (P2)

討論

掲 刀主

撤去
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陰長講演・公開シンポジウム|

会長講演

9月16日(木)13:30-14:00

広島国際会議場 (A会場:ヒマワリ)

司会:三木 直正(大阪大学大学院医学系研究科情報薬理学)

スフィンクスとミューズー神経化学の臨床応用一

中村重信

広島大学医学部内科学第3

合同公開シンポジウム

第42回日本神経化学会・第29回日本神経精神薬理学会

9月15日(水)

広島国際会議場 (A会場:ヒマワリ)

S10.アルツハイマー病をどうして治すか

一神経化学からのアプローチー

10 :00-12 :00 

司会:中村重信(広島大学医学部内科学第3)、鍋島 俊隆(名古屋大学医学部薬剤部)

S10・1.アルツハイマー病はどうして起こるかー神経化学の成果

中村重信(広島大学医学部内科学第3) 

S10・2.アルツハイマー病治療薬の現状と展望

鍋島俊隆(名古屋大学医学部薬剤部)

13 : 00 -17 : 00 

Opening remarks 

Shigenobu Nakamura (百irdDepartment ofInternal Medicine， Hiroshima University) 



陰開シンポジウム|

Chairpersons Rossor MN (UK) ， Nakamura S (Japan) 

810・3.Biological functions of the presenilins -components of a high molecular 

weight protein complex 

Peter H. St. George-Hyslop (Toronto Univ.， Canada) 

S10-4. 8tudies in presenilin 1 transgenic mice 

Takeshi Tabira (National Institute of Neuroscience) 

Chairpersons St. George-Hyslop PH (Canada)， Tabira T(Japan) 

810・5.Lessons from familial Alzheimer's disease 

Martin N. Rossor (National Hospital for Neurology and Neurosurgery， U町

S10-6. Presenilin function relating to neuronal death of Alzheimer's disease 

Masatoshi Takeda， Takeshi Kudo， Yuka Nakano， Yu Nakamura， Toshihisa Tanaka 

(Osaka University) 

Chairpersons Schenk DB (USA) ， Sasa M (Japan) 

S10・7.A memory systems analysis of Alzheimer's disease 

John D.Gabrieli (Stanford Univ.， USA) 

810・8.Cholesterol-dependent generation of a seeding amyloidβ-protein in celJ 

culture 

Katsuhiko Yanagisawa (National Institute for Longevity Sciences) 

810・9.Amyloid burden and neuropathology in PDAPP mice; implications for 

Alzheimer's disease therapy 

Dale B.Schenk (Athena Neuroscience， USA) 

810・10.Targets for drug development in Alzheimer's and Parkinson's diseases 

Martin Citron and Jean-Claud巴Louis(Neuroscience AMGEN Inc.， USA) 

Closing remarks 

Masashi Sasa (Department of Pharmacology， Hiroshima University) 

127 



128 神経化学 Vol. 38 (No. 3)，1999 

陰開シンポジウム|

日本神経化学会公開シンポジウム

9月16日(木)9 : 00-12 : 00 

広島国際会議場 (A会場:ヒマワリ)

S20.神経情報信号化分子-チャンネル・トランスポーターの生理と病態

オーガナイザー:佐野輝(愛媛大学医学部神経精神医学)

小倉 明彦(大阪大学大学院理学研矧ヰ生物科学)

S20・1.overview 佐野輝(愛媛大学医学部神経精神医学)

S20・2.グルタミン酸トランスポーターおよび受容体:機能異常と病態・創薬

和田圭司 1、西川徹ヘ関口正幸 1

e国立精神・神経センター神経研究所疾病研究第4部、 2同第3部)

S20・3.神経伝達物質トランスポーターの機能と病態

斎藤尚亮、酒井規雄、白井康仁、阪井一雄、大倉陸美、上山健彦

(神戸大学バイオシグナル研究センター・分子薬理分野)

S20-4. Ca2+チャンネルと小脳失調症

井本敬二(岡崎国立共同研究機構生理学研究所、

総合研究大学院大学生命科学研究科)

S20・5.Na+チャンネル.K+チャンネルと知覚障害

横山 茂(金沢大学大学院医学研究科分子情報系独立専攻・細胞遺伝子学)

S20・6.ク口ライドチャネルの機能とその異常による細胞病態

S20・7.concluding remarks 

岡田 泰伸(岡崎国立共同研究機構生理学研究所機能協関部門、

CREST.科学技術振興事業団)

小倉 明彦(大阪大学大学院理学研究科生物科学)
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シンポジウム

9月16日(木)9 : 00-1 2 : 00 

81 神経老化の最前線 (8会場:ダリア， ) 

司会:森啓(大阪市立大学医学部

老年医学研究部門脳神経系分野)

三森康世(広島大学医学部内科学第3) 

S1-PL.多彩な老化症状に関連する Klotho遺伝子発見の生物学的意義

鍋島陽一

京都大学大学院医学研究科腫蕩生物

S1・1.ヒト細胞の老化と不死化

井出利憲

広島大学医学部総合薬学科薬品分析化学

S1・2. ミトコンドリアと老化

紙野晃人、太田成男

日本医科大学老人病研究所生化学部門

S1-3.老化関連遺伝子の多型と疾患

三木哲郎

愛媛大学医学部老年医学

S1-4.老化促進モデルマウス SAMP8大脳に見られる代謝異常

黒川知則、西谷しのぶ、櫨木修

広島大学医学部総合薬学科薬効解析科学

S1-5. 0-アミノ酸と神経の老化

富山貴美、森啓

大阪市立大学医学部老年医学研究部門脳神経系分野

9月16日(木)9 : 00・12: 00 

S2 精神分裂病の神経化学的病態に関する新しいアプローチ

(C会場:ダリア 2)

S2-PL.精神分裂病の神経化学

融道男 1、西川徹 2

司会:西JlI徹(国立精神・神経センター神経研究所)

新井 平伊(J順天堂大学医学部精神医学)

129 



130 
神経化学 Vol. 38 (No. 3)，1999 

|シンポジウム|

1メンタルクリニックおぎくぼ、 2国立精神・神経センタ一神経研究所

S2・1.メタンフェタミン動物モデル研究から

秋山一文

岡山大学医学部神経精神医学

S2-2. フェンサイクリジン動物モデル研究から

山本直樹、海野麻未、平岡秀一、土田英人、西川徹

国立精神・神経センター神経研究所第3部

S2-3.死後脳研究から・グルタミン酸作動系を中心として

大沼徹

順天堂大学医学部精神医学

S2・4.精神分裂病の PETから

須原哲也

科学技術庁放射線医学総合研究所、高度診断機能研究ステーション、 CREST

S2-5.抗精神病薬の薬理学的研究から

渡辺雅幸 1、2、萩野洋子 l、開地泰介 1、野中良一 l

1東京都精神医学総合研究所精神薬理、 2昭和大学附属烏山病院

9月16日(木)14 : 00イ 7: 00 

S3 オリゴデンドロサイトをめぐる最近の話題

(A会場:ヒマワリ)

司会:池中 一裕(岡崎国立共同研究機構生理学研究所)

松本 昌泰(大阪大学大学院医学系研究科

病態情報内科学)

S3早し.オリゴデンドロサイトの発生・分化と生理機能

鹿川哲史 l、A.lvanova1 和田圭樹 l、河野真子 1、岩崎靖乃¥大庭明生
l

馬場広子 2、池中一裕 l

1岡崎国立共同研究機構生理学研究所、 2名古屋市立大学医学部第2生理

S3-1.オリゴデンドロサイトのアポトーシス

三浦正幸

大阪大学大学院医学系研究科神経機能解剖

S3・2.オリゴデンドログリアにおけるグルタミン酸毒性

吉岡亮 1、庚瀬源二郎 l、DavidPleasure 2 

1金沢医科大学神経内科、 2Children'sHospital ()f Philadelphia， USA 

S3-3.慢性脳低潅流による白質障害

富本秀和、脇田英明、松尾明典、秋口一郎

京都大学大学院医学研究科脳病態生理(臨床神経学)
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S3・4.脳虚血におけるオリゴデンドロサイトの動態

北JII 一夫、松本昌泰、柳原武彦、堀正二

大阪大学大学院医学系研究科病態情報内科学、神経機能医学

S3-5. Binswanger型自質脳症と Oligodendrocytes

山之内博

東京都老人医療センター神経内科

9月16日(木)14:00-17:00

S4 神経分化と発達のメカニズム

(8会場:ダリア 1) 

司会:小幡 邦彦(岡崎国立共同研究機構

生理学研究所神経化学)

三園 雅彦(群馬大学医学部神経精神医学)

S4-PL.ショウジョウバエ神経幹細胞の分化と遺伝子

堀田凱樹

国立遺伝学研究所

S4-1.脳の神経回路形成における拡散性、非拡散性因子の役割

村上富士夫、白崎竜一、勝又隆太

大阪大学大学院基礎工学研究科生物工学分野神経生理学

S4-2. ドレプリンの発現変化と樹状突起スパインの形態変化

白尾智明、関野祐子、林謙介

群馬大学医学部行動分析学

S4-3.運動ニューロンの発生の分子的基盤

田辺康人

大阪バイオサイエンス研究所第4研究部

S4-4. fynノックアウトマウスの情動神経機構の発生と機能解析

湯浅茂樹 1、八木健 2

]千葉大学医学部解剖学第2、=岡崎国立共同研究機構生理学研究所

S4-5.精神分裂病の発達障害仮説と機能形態学

池田研二、入谷修司、黒木規臣

東京都精神医学総合研究所、東京都立松沢病院

9月17日(金)9 : 00・12: 00 

S5 ポリグルタミン病の解明にむけて

(A会場:ヒマワリ)

131 



132 神経化学 Vol. 38 (No. 3).1999 

|シンポジウム|

司会:池田 穣衛(東海大学総合医学研究所)

辻省次(新潟大学脳研究所神経内科学)

S5・Pしポリグルタミン病における神経細胞死のメカニズム

垣塚彰

大阪バイオサイエンス研究所第4研究部

S5・1. DRPLAにおける神経細胞死

下畑享良 1、山田光則 2、五十嵐修一 l、小野寺理 l、小出怜爾 l、佐藤晶 l

佐藤俊哉 1、野崎兼吉 1、高橋均 2、辻省次 1

l新潟大学脳研究所神経内科学、 z同病理学

S5・2.歯状核赤核淡着球ルイ体萎縮症の責任遺伝子の機能と、培養細胞モデル実験系での

細胞死の機構

山田正夫

国立小児病院小児医療研究センター先天異常研究部

S5-3.ハンチントン舞踏病の動物モデル

石黒啓司

藤田保健衛生大学総合医科学研究所難病治療研究部門

S5・4. S CA 6発症に及ぼすポリグルタミンの作用

松山善次郎 1、若森実 l、森泰生¥井本敬二 l、川上秀史 2、中村重信 2

1岡崎国立共同研究機構生理学研究所液性情報部門、 2広島大学医学部内科学第3

S5・5.チャンネルにおけるポリグルタミンの分子生物学

団連勉

東京医科歯科大学大学院認知行動医学系高次機能薬理学

9月17B (金)9 : 00・12: 00 

S6 免疫性神経疾患の発症のメカニズムをめぐって

(8会場:ダリア 1) 

S6・PL.HAM研究の最近の進展
納光弘

鹿児島大学医学部内科学第3

司会:吉良潤一(九州大学医学部附属脳神経病研究施設

内科部門)

楠進(東京大学医学部神経内科)

S6・1.多発性硬化症の免疫病態の解析
山村隆

国立精神・神経センター神経研究所免疫研究部
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86-2. HAM/T8P:ウイルス感染細胞と中枢神経内免疫担当細胞の相互作用の観点から

松井真

国立療養所宇多野病院神経内科

86-3.視神経脊髄型多発性硬化症の臨床的・免疫学的特徴と戦後50年間における病像の

変化

吉良潤一

九州大学医学部附属脳神経病研究施設内科部門

86-4. 自己免疫性ニュー口パチーと抗糖脂質抗体

楠進

東京大学医学部神経内科

86-5.多発性硬化症における血管内皮細胞の活性化/傷害

郡山達男、池田順子、越智一秀、中村重信

広島大学医学部内科学第3

9月17日(金)13 : 00-1 6 : 00 

S7 パーキンソン病の分子生物学

(A会場:ヒマワリ)

司会:太田 茂(広島大学医学部総合薬学科社会薬学)

水野 美邦(順天堂大学医学部脳神経内科)

87-PL.パーキン遺伝子の構造と機能

清水信義

慶応義塾大学医学部分子生物学

87 -1.家族性パーキンソン病

松峯宏人

順天堂大学医学部脳神経内科

87-2.パーキンソン病発症環境因子

古武弥一郎、太田茂

広島大学医学部総合薬学科社会薬学

87-3. N・methyl(R)salsolinolによるドパミン神経細胞死

丸山和佳子に直井信 2

1長寿医療研究センター老化機構研究部生化学代謝研究室

2応用生化学研究所脳科学研究部門

87・4.酸化ストレスとドーパミンニュー口ン

津田秀幸 1、衣斐督和赤池昭紀ヘ下j賓俊 1

1京都大学大学院医学研究科脳病態生理(臨床神経学)

2京都大学大学院薬学研究科薬品作用解析

87-5. ドパミントランスポーターとパーキンソン病
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川上秀史、森野豊之、中村重信

広島大学医学部内科学第3

9月17日(金)13 : 00・16: 00 

S8 てんかん及びその類縁疾患の分子遺伝学

(B会場:ダリア， ) 

司会:笹征史(広島大学医学部薬理学)

兼子 直(弘前大学医学部神経精神医学)

S8-PL.てんかんモデル動物

笹征史 l、秋光知英 2、栗栖薫 2、北田一博 3、芹川忠夫 3

1広島大学医学部薬理学、 2同脳神経外科学、 3京都大学医学部附属動物実験施設

S8・1. CACNA1A遺伝子変異に基づく神経疾患の分子遺伝学

辻省次、五十嵐修一、高橋哲哉、志知隆雄、小野寺理

新潟大学脳研究所神経内科学

S8-2. 良性成人型家族性ミオク口ーヌスてんかん (benignadult familial myoclonic 

epilepsy : BAFME)病因遺伝子の連鎖解析

佐野輝¥三神正昭 1、安田雄九寺尾章に中村雅之 1、上野修一 l

田辺敬貴 1、兼子直に田中敏博 i、後藤雄一三大沼悌_(i

1愛媛大学医学部神経精神医学、り11崎医科大学神経内科、 1弘前大学医学部神経精神

医学、 1東京大学医科学研究所、 3国立精神-神経センタ一、 G国立療養所犀潟病院

S8-3. 日本人Autosomaldominant nocturnal frontal lobe epilepsy (ADNFLE)と

Benign familiar neonatal convulsion 2 (BFNC2)での新しい遺伝子変異

贋i頼伸一 l、岩田洋美¥穐吉秀隆¥善利史子¥福間五龍 1

米谷美奈子 1、小林健一郎 2、伊藤正利ヘ松島信昭¥杉山博之 4

村中英樹¥和田一九五、兼子直 5、満留昭久 1

1福岡大学医学部小児科学、 2滋賀県立小児保健医療センタ一小児科、 3九州大学

理学部生体物理、 i弘前大学医学部小児科、ふ同神経精神科

S8-4. Lafora病と小児欠神てんかん

山川和弘

理化学研究所・脳科学総合研究センター・神経遺伝

S8・5.抗てんかん薬とイオンチャンネル

岡田元宏、兼子直

弘前大学医学部神経精神医学
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ワークショップ

9月16日(木)9 : 00イ2: 00 

WS1 シナプスの可塑性のダイナミックス (0会場:コスモス1)
司会:高橋 正身(三菱化学生命科学研究所)

中村重信(広島大学医学部内科学第3) 

WS1-1. リン酸化による神経伝達物質放出制御

高橋正身

三菱化学生命科学研究所

WS1・2.シナプス小胞リサイクリングと放出制御

黒見坦、城所良明

群馬大学医学部行動医学研究施設行動生理部門

WS1-3. NMDA受容体チロシンりん酸化と神経シナプスの可塑性
手塚徹、中津敬信、久恒智博、梅森久視、山本雅

東京大学医科学研究所制癌研究部

WS1・4.海馬長期増強の維持相における活性型CaMキナーゼ11の局在

福永浩司、宮本英七

熊本大学医学部薬理学第 1

WS1-5.視床・皮質投射路に存在するサイレントシナプスの発達におけるBDNFの必要性
中村俊 1、伊丹千晶 1、河野朋子 1、水野恭伸之

1国立精神・神経センター神経研究所，之長崎大学薬学部

WS1-6.神経細胞特異的 NO合成酵素 (nNOS)による細胞増殖・分化因子としての

一酸化窒素NOの生成
阿部一樹 L.?、井上順雄 l、中山孝 1、佐藤光 1、平原史樹九加藤尚彦 1

1横浜市立大学医学部生化学第 l、三同産婦人科

WS1・7.老化促進モデルマウス (SAM)脳の神経化学的異常と記憶・情動障害

大熊康修、村山俊彦、上原孝、野村靖幸

北海道大学大学院薬学研究科薬理学分野

9月16日(木)9 : 00・12: 00 

WS2 神経変性とアポトーシス (E会場:コスモス 2)
司会:遠山 正嫡(大阪大学医学部機能形態学)

阿部 康二(岡山大学医学部神経内科)

WS2-1. Caspaseと細胞死
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菅野雅元

広島大学医学部免疫学寄生虫学

WS2・2.分裂終了ニューロンのAPP695強制発現によるカスパーゼ活性化と

アポトーシス誘導

植月太ーに西村伊三男 1、竹本研 1、桃井隆 2、三浦正幸 3、吉川和明 1

1大阪大学蛋白質研究所蛋白質機能制御部門

2国立精神・神経センター神経研究所疾病研究第 5部、 3大阪大学医学部神経機能解剖

WS2・3. ショウジョウパエをモデルとしたアボトーシス実行機構の解明

嘉糠洋陸、三浦正幸、岡野栄之

大阪大学大学院医学系研究科神経機能解剖

WS2・4.神経細胞死誘導に関与する細胞周期調節歪白質COK4とcyclin01 

稲生英俊

千葉大学医学部解剖学第3

WS2・5.High-density αigonucleotide ONA Array (匂neChipTM， Affymetrix)を用い

たマウス前脳虚血モデルにおける遺伝子発現変化の検討

永田俊人、浅井聴、高橋泰夫、趨恒、石川紘一

日本大学医学部薬理学

WS2・6. フェニトイン (PHT)のマウス小脳頼粒細胞及びプルキンエ細胞への

発達神経毒性

大森啓充¥山下敬介 1、安田峯生 l、小倉博雄九道川貴章 3

御子柴克彦 3、中村重信 l

1広島大学医学部解剖学第 l、2エ ザイ筑波研究所

3東京大学医科学研究所、 4広島大学医学部内科学第3

WS2-7.ポリグルタミン凝集の時間経過と細胞死

豊島至 1、菅原正伯¥加藤一麿¥和田千鶴 1、下畑享良 2、小出玲爾 2

小野寺理 2、辻省次 2

1秋田大医学部内科学第1、2新潟大学脳研究所神経内科

WS2・8.パーキンソン病とアポ卜ーシス

永i幸俊治 1、茂木真希雄 2、一瀬宏 t、戸苅彰史 2

1藤田保健衛生大学総合医科学研究所分子遺伝学

2愛知学院大学歯学部薬理学

WS2-9.運動ニューロン死とアポトーシス

割田仁1.2、阿部康二 1

1岡山大学医学部神経内科

2東北大学医学部神経内科

9月16日(木)9 : 00-1 2 : 00 

WS3 Peroxisome病の発症機序 (F会場:ラン 1) 

司会:宮武 正(昭和薬科大学薬学部薬物治療学)
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山田 猛(九州大学医学部附属脳神経病研究施設時ヰ部門)

WS3・1. Peroxisomal Membrane Protein 20 (PMP20)の機能

山下拓史 1、中村重信 1、SureshSubramani2、HavaA vraham3 

1広島大学医学部内科学第3、2Universityof California SanDiego 

3Harvard Medical School 

WS3・2. ペルオキシソームは PC120細胞の神経突起中に多数存在する

石川哲也 l、川井千景 1、佐野護ヘ湊川洋介 1

1川崎医科大学医学部生化学 l、2京都府立医科大学生物

WS3・3. クロロキン・ミオパチーにおけるタウの蓄積

小山丈隆¥井原康夫1.2

1東京大学大学院医学系研究科神経病理学、 1科学技術振興事業団 (CREST)

WS3・4.Adrenoleukodystrophyの分子病態

山田猛、新納信江、吉良潤一

九州大学医学部附属脳神経病研究施設内科部門

WS3・5.Adrenoleukodystrophyの遺伝子解析

小池亮子、高野弘樹、辻省次

新潟大学脳研究所神経内科

WS3・5追加発言.Adrenoleukodystrophyの画像診断

越智一秀、川上秀史、大下智彦、井門ゆかり、野田公一、中村重信

広島大学医学部内科学第3

WS3-6. ぺルオキシソーム欠損症の病因遺伝子

藤木幸夫

九州大学大学院理学研究科生物科学専攻、科学技術振興事業団 (CREST)

WS3-7.新しいペルオキシソーム病;0・3・hydroxyacy卜CoAdehydratase deficiency 

鈴木康之

岐阜大学医学部小児科

9月16日(木)1 4 : 00 -1 7 : 00 

WS4 細胞骨格・接着因子の役割とその異常 (C会場:ダリア 2)

司会:小宮 義埠(群馬大学医学部分子病態学)

山脇 成人(広島大学医学部神経精神医学)

WS4-1.神経系におけるギャップ結合の局在と機能

小山田正人、長岡孝則、小山田ゆみ子、高松哲郎

京都府立医科大学病理学第2

WS4-2.細胞接着菌子ギセリンのラットにおける発現と機能解析

平英一 1、奥村茂樹 1、塚本康浩之、村岡修 l、佐々木文彦ヘ三木直正 1

1大阪大学大学院医学系研究科情報薬理、 2大阪府立大学大学院獣医解剖

WS4-3. ミクログリアの膜ラッフリング形成と貧食能における Iba1の役割
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今井嘉紀、大津主子、金津裕子、佐々木洋、高坂新一

国立精神・神経センター神経病研究所代謝研究部

WS4・4. アルツハイマー病とタウオパチー

武田雅俊、田中稔久、工藤喬、中村祐

大阪大学大学院医学系研究科神経機能医学精神医学

WS4-5.タウ結合タンパク質の検索

村山洋、村山美由紀、高島明彦

理化学研究所脳科学総合研究センターアルツハイマー病研究チーム

WS4・6.家族性前頭側頭型痴呆 (Frontotemporaldementia and parkinsonism linked to 

chromosome 17:FTDP-17) にみられる変異 tau を発現する α~O細胞の解析

松村展敬 1、山崎恒夫 1、井原康夫1.2

1東京大学大学院医学系研究科神経病理学、 2科学技術振興事業団 (CREST)

WS4・7. アルコール・薬物依存と細胞内分子機構

西田朗ヘ久岡一恵 l、前正秀宣1.2、岡本泰昌1.2、山脇成人 2

1国立呉病院臨床研究部精神神経科学研究室、 Z広島大学医学部神経精神医学

WS4・8.細胞膜内における Gsα の可動性に対する慢性抗うつ剤投与の影響

土岐完1.2、小沢寛樹 1、山口高史 1、鵜飼渉 1、Robert1. Donati:l 

Mark M. Rasenick3、驚藤利和 1

1札幌医科大学医学部神経精神医学、 2五稜会病院
3イリノイ州立大学医学部生理学

9月16日(木)14:00-17:00

W85 アミ口イドーシスの分子病理;

アミ口イド線維形成機序と治療戦略 (D会場:コスモス 1) 

司会:前田 秀一郎(山梨医科大学生化学第 1) 

柳i皐 勝彦(長寿医療研究センター痴呆疾患研究部)

WS5・Pしアミロイド線維形成機構の反応速度論的解析

内木宏延

福井医科大学病理学第2

WS5-1.遺伝子改変マウスを用いたヒ卜遺伝性アミ口イドーシス発症機構の解明

前田秀一郎

山梨医科大学医学部生化学第 I

WS5・2.分泌型アミロイド前駆体蛋白の機能とその結合歪白

大津郁朗 1、高村千鶴子 1、森本高子 2、高坂新一 1

l国立精神・神経センター神経研究所代謝研究部、 2東京大学大学院理学研究科

WS5・3.老化促進モデルマウス <SAM)を用いたマウス老化アミロイドーシス発症機構

の解析

樋口京一
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信州大学医学部加齢、適応研究センタ一脈管病態分野

WS5-4. ヒト脳におけるアミロイドS蛋白質の蓄積の生化学的解析

森島真帆、井原康夫

東京大学大学院医学系研究科脳神経医学専攻神経病理学

科学技術振興事業団 (CREST)

WS5・5. アルツハイマー病発症におけるラセミ化nアミ口イド (D-Ser26s 1-40)の役割
金子勲、久保武一、森本潔、熊谷善弘

三共株式会社神経科学研究所

WS5・6. アルツハイマー病アミ口イド形成と神経細胞障害における NACとAs蛋白の

相互作用

田中静吾、竹橋正則、間藤尚美、上田園寛

京都大学化学研究所生体反応設計III

9月17日(金)9 : 00-1 2 : 00 

WS6 神経の再生の新しいアプ口ーチ (C会場:ダリア 2)

司会:植村慶一(慶応大学医学部生理学)

板倉徹(和歌山医科大学脳神経外科)

WS6-1.神経「温存」再生のための遺伝子探索とその機能解析

木山博資、瀬尾寿美子、涛川一彦

旭川医科大学解剖学第 l

WS6・2.グリオーシスに特異的な新規CREB/ATFファミリ一転写調節因子OASISの同定

和中明生 1、二階堂琢也 2、森徹自】、横屋幸彦 1、本間豊¥金沢賢也¥

竹内真由美 1、菊地臣

]福島県立医科大学生体情報伝達研究所細胞科学研究部門、 2整形外科

WS6・3. 日甫字L動物の中枢神経伝導路の再生

井上辰志 1、栗栖薫¥川口三郎乙

1広島大学医学部脳神経外科、 2京都大学医学部認知行動脳科学

WS6-4.神経再生とミクログリアの活性化-ATPによるラッフル形成の促進・

本田静世 1、大津圭子 1、FernandLopez-Redondo 1、井上和秀 2、高坂新_1

1国立精神・神経センター神経研究所代謝研究部、 2国立医薬品食品衛生研究所薬理

WS6-5. ミクログリア細胞移植による神経再生へのアプローチ

津田誠

科学技術振興事業団さきがけ研究、藤田保健衛生大学総合医科学研究所難病治療

共同研究部門

WS6-6.セルソーターを用いた神経幹細胞と神経前駆細胞の選別と脊髄損傷への

応用の試み

小川祐人 1，:":.1、宮田卓樹ヘ沢本和延1.2、JlI口綾乃 1¥ 戸山芳昭 i

岡野栄之l.~

1大阪大学大学院医学系研究科神経機能解剖学、 lt'十学技術振興事業団 (CREST)
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3大阪大学医学部眼科学、 4慶麿義塾大学医学部整形外科学

WS6・7.新たな神経再生調節因子としての酸化型 Garectin・1

堀江秀典¥稲垣好昌 z、相馬良明 2、野沢りさヘ大川克也 3

長谷川光広¥村松直樹七川野仁ヘ堀江正男 5、小山洋道 6

酒井偉久子 1、竹下歌織 1、小和田祐紀 1、高野雅彦 7、門屋利彦 2

1横浜市立大学医学部生理学第 l、7横浜市立大学医学部眼科

2キリンピール医薬探索研、 3キリンピール基盤技術研究所

4金沢大学医学部脳神経外科、 3都神経研解剖発生、 G横浜市立大学看護短期大学

WS6-8.成熟ラット海馬における神経細胞新生は虚血ストレスにより克進する

八木田桂樹 1、松本昌泰1.2、北}II 一夫 l、高沢健一郎 1、大槻俊輔 l

桑原敬介 1、馬淵卓真¥田中茂 1、柳原武彦 2、堀正二 1

1大阪大学大学院医学系研究科病態情報内科学、 2神経機能医学

WS6・9. GDNF遺伝子導入細胞移植による黒質ドーパミン細胞の保護と再生促進

中尾直之、板倉徹

和歌山県立医科大学脳神経外科

9月17日(金)9 : 00-12 : 00 

WS7 神経栄養因子受容体機能制御 (0会場:コスモス 1) 
司会:畠中 寛(大阪大学蛋白質研究所)

栗山 勝(福井医科大学第2内科)

WS7-1.神経栄養因子とシャペ口ン蛋白

小池達郎、田中秀逸、三浦真紀

北海道大学大学院理学研究科生物科学専攻

WS7・2.免疫細胞によるニューロト口フィンの産生・応答とその生理的意義

古川昭栄、浅見利雄、新田淳美

岐阜薬科大学分子生物学

WS7-3.神経栄養因子受容体とガングリオシド

武藤多津郎

福井医科大学第2内科

WS7司4. bFGF，NGFおよびEGFにおけるシグナル伝達経路の検討

山口知子 1、川俣貴_2、新家一男 3

1東京女子医科大学医学部生化学、 2東京女子医科大学医学部脳神経外科

3東京大学分子細胞生物学研究所

WS7る.成長因子で活性化される FynによるAMPA型グルタミン酸受容体の発現制御

斎藤真子1.2、Alcino]. Silva 七山口剛 l、林崇ヘ山本雅 3、那波宏之 l三

1新潟大学脳研究所分子神経生物学、 'ColdSpring Harbor Laboratory 

3東京大学医科学研究所制癌研究部

WS7-6.神経細胞アポトーシス制御機構における NF-κBとp75の関連
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浜之上誠1.204、大橋十也 2.:::¥、仲嶋一範 l、AlunDavies'、衛藤義勝 2.，3

l東京慈恵会医科大学DNA医学研究所分子神経学研究部門、 1同遺伝子治療、 3同小児科

~St. Andr巴ws大学

WS7・7.肝細胞増殖因子受容体c-METを介した細胞種特異的シグナル伝達機構

町出充、神鳥和代、高坂新一

国立精神・神経センター神経研究所代謝研究部

WS7-8.筋萎縮性側索硬化症と神経栄養因子

祖父江元

名古屋大学医学部神経内科

9月17日(金)13:00-16:00

WS8 脳血液関門とトランスポーター (C会場:ダリア 2)

司会:金井好克(杏林大学医学部薬理学)

下漬俊(京都大学大学院医学祈究科目白雨態生理(臨床神経学)) 

WS8・1.血液脳関門におけるトランスポータ一介在薬物輸送

辻彰、玉井郁巳

金沢大学薬学部薬効動態学

WS8・2. 中枢神経における中性アミノ酸トランスポーターの同定

金井好克

杏林大学医学部薬理学、科学技術振興事業団さきがけ研究

WS8・3. マウス継代脳血管内皮細胞 (MBEC4)を用いたしDOPAの脳血液関門輸送機構の

解析

景山卓、下漬俊

京都大学大学院医学研究科脳病態生理(臨床神経学)

WS8・4. アストロサイト産生因子による血液脳関門形質発現の誘導

山本直樹 l、祖父江和哉2、米田和広 3、三浦裕 l、浅井清文]、加藤泰治 l

l名古屋市立大学医学部分子医学研究所生体制御部門

2名古屋市立大学医学部麻酔蘇生学、 3名古屋市立大学薬学部製剤学

WS8-5.炎症性サイトカインによる血管脳関門の細胞接着分子の発現調節

山脇正永、神田隆、水津英洋

東京医科歯科大学神経内科

WS8・6. ラット脳虚血時の脳血液関門とグルタミン酸再吸収機構の脳温による影響

浅井聴、越恒、永田俊人、高橋泰夫、石川紘一

日本大学医学部薬理学

WS8-7.心停止後の血液脳関門および血液脊髄関門の機能的変化ー心停止、蘇生マウスを

用いた hemodynamicstudy-

水島秀勝1.3、W.A.Banks'¥土肥謙二 1、中村精紀 1、松本清 l、塩田清二 2

1昭和大学医学部脳神経外科、 2昭和大学医学部解剖学第 l
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:lV AMC， St. Louis University 

9月17日(金)13:00-16:00

WS9 痛みの神経化学的機序 (D会場:コスモス1)

司会:佐藤 公道(京都大学薬学研究科生体機能解析学分野)

仲田 義啓(広島大学医学部総合薬学科薬効解析科学)

WS9・1.痛覚闇値に対するドパミン受容体の作用ー特に部位差の検討ー

野元正弘、清水隆雄、福田健夫、益山隆志

鹿児島大学医学部薬理学

WS9-2.痛みとサブスタンスP

井上敦子、森岡徳光、熊谷圭、武田和美、秀和泉、仲田義啓

広島大学医学部総合薬学科薬効解析科学

WS9・3.ニュー口卜口フィンによる痛覚および触覚の調節

荒川義弘 1、i度漫真知子 1、遠藤之洋 1、木元克輔 1、仙波 りつ子 2

1東京大学医学部附属病院分院薬剤部、 2愛知県コロニー研究所

WS9-4.痛みとオピオイド受容体

南雅文、佐藤公道

京都大学薬学研究科生体機能解析学分野

WS9-5.痛覚伝達系における P2X受容体の役割

井上手口秀 1、津田誠 1、上野伸哉 2

1国立衛生研究所薬理学、 2福岡大学医学部薬理学研究所

WS9-6.片頭痛関連遺伝子

竹島多賀夫、足立芳樹、楠見公義、古和久典、中島健二

鳥取大学医学部脳神経内科

WS9-7.ノシセプチンと痛み

植田弘師

長崎大学薬学部分子薬理学

WS9-8.脊髄における痛みの発現機序

南敏明 1、伊藤誠二 2

l大阪医科大学麻酔科学、 2関西医科大学医化学



一般演題(口演)

口演1(E会場)

9月16日(木)14: 00・16: 48 

神経伝達物質、情報伝達

14 : 00-14 : 56 .・・・・・・・・座長:西尾 虞昭(福山大学薬学部応用薬理)
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V1-01 セ口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 (VII) : ACh分泌におけるらHT2A受容

体と5-HT1A受容体との相互関係
平野均¥松田芳人2、渡辺義文2、平田牧三1

1山口大学保健管理センタ一、

2山口大学医学部神経精神医学教室

V1-02 ラット前頭葉におけるキノリン酸注入後の内在性D-セリンの変化
岩間久行、山本直樹、高橋勝宣、海野麻未、西川徹
国立精神・神経センター神経研究所疾病研究第3部

V1-03 ラット松果体に発現しているAMPA型グルタミン酸受容体の機能
八代聖基1、山田浩司1、林美都子l、山本章嗣2、坪井誠二1、森山芳則1

1岡山大・薬・生理化学、

2関西医科大・第一生理

V1-04 副腎におけるNMDAレセプターの発現
槍井栄ーに名田聡美1、荻田喜代一1、米田幸雄2

1摂南大・薬・薬理、 2金沢大・薬・薬物

14 : 56-15 : 52・・・・・・・・・・・座長:山内 卓(徳島大学薬学部生化学)

V1・05 ヒスタミンHl受容体の細胞内internalization
福井裕行1、中川美和子¥藤本勝巳2、堀尾修平1、久山哲庚:

1徳島大学薬学部薬理学、

2広島大学歯学部生化学

V1-06 DAMP;:去を用いた松巣体細胞のシナプス小胞様オルガネラ(マイクロベイクル)内部pHの浪IJ定
林美都子1、山本章嗣2、森山芳則1

1岡山大・薬・生理化学、

2関西医科大-第一生理
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一般演題(口演)

V1-07 神経系細胞におけるCa2+遊離の基本要員 (elementaryCa2+ release events)の解析
小泉修一、井上和秀
国立衛研・薬理

V1・08 FK506 binding protein (FKBP)による細胞内Ca2+動態の調節機構について
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

15 : 52・16: 48・・・・・・・・・・・・・座長:小泉 修一(国立衛研・薬理〉

V1・09 神経突起伸展におけるカルモデュリン依存性プロテインキナーゼ 11のCa
2
+非依存性活性の役割

祖川由美、吉村好之、山内卓
徳島大学薬学部生化学

V1-10 小脳頼粒細胞とアストロサイトに存在するカルシウム/カルモデュリン依存性プロテインキナーゼ11デ
ルタの同定と細胞内局在
山本秀幸、竹内有輔、福永浩司、宮本英七
熊本大学医学部薬理学第一

V1-11 培養海馬神経細胞におけるCaMkinaselVのリン酸化反応と活性化反応
笠原二郎、福永浩司、宮本英七
熊本大学医学部薬理学第一講座

V1-12 一本鎖DNA結合壷白質PurαのCR四五写活性への影響について
定方哲史、郭哲輝、三木直正
大阪大学大学院医学研究科情報薬理学講座 A6 

口演2(F会場)

9月16日(木)14:00イ6:34

モデル動物、神経細胞死

14・00-14: 56・・・・・・・・・・座長:高松 研〈東邦大学医学部第 2生理〉



一般演題(口演)

V2-01 ヒポカルシン遺伝子欠損マウスの電気生理学的および行動科学的解析
増尾好則l、正木全1、宮本政臣2、高松研l

1東邦大学医学部第2生理、

2武田薬品工業(株)創薬研究本部

V2-02 長期暗室飼育ラットの視覚野における光刺激に伴うNF-LのCaMKIIによるリン酸化
橋本亮太l、中村祐1、中舘和彦2、今村一之2、武田雅俊l

1大阪大学医学部精神医学教室、

2大阪バイオ研・神経科学

V2・03 N2a neuroblastoma cell神経突起形成におけるRho-kinaseの関与
中村祐、橋本亮太、福所英里子、柏木雄次郎、貝淵弘三、武田雅俊
大阪大学大学院医学系研究科生体統合医学神経機能医学講座、精神医学

V2-04 神経芽腫細胞を用いたレチノイン酸誘導性神経細胞死の分子機構の解析
高田尚幸、河本竹正、 AshrafulIslam、久野友子、中川原章
千葉県がんセンタ一生化学研究部

14 : 56・15: 52・・・・・・・・座長:加藤 兼房(愛知県コロ二一・研・生化〉

V2-05 脱分極による神経細胞死の抑制におけるPI-3kinase及ひiCaMKIlの関与
池上浩司、小池達郎
北海道大・院理-生物科学

V2-06 ガラクトセレブロシド合成酵素欠損マウスの中枢及び末梢神経組織のミエリン脂質異常
武富保、上村敬一
信州大医・加齢適応、研

V2・07 伝達性海綿状脳症の病態発現とサイトカインーiNOS系との関連性
玉井洋ーに笹原武志2、小嶋久子1、中村和生1、瀧龍雄3、田口文章3、大谷義夫¥

三浦貞則¥百渓英一5、関川賢二5

1北里大・医・生化、 2同・微生物、 3同・医療衛生・臨床微生物、 4同・医療衛生/医・精神科、

5農水省・家衛試・分子病理
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V2-08 雌雄老化促進モデルマウス(SAMP8)の加齢に伴う脳内核DNA損傷の変化とそれに対する当帰有薬散の

効果について
小松真紀子、平松緑
山形県テクノポリス財団生物ラジカル研究所

15 : 52-16 : 34・・・・・座長:直井 信〈応用生化学研究所 脳科学研究部門)
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一般演題(口演)

V2-09 内在性神経毒、 N-methyl(R)salsolinolによるアポトーシスとpropargylamine類による細胞死防御に

関する研究

直井信に丸山和佳子2、高橋勤3

l応用生化学研究所脳科学研究部門、 2長寿医療研究センター老化機構研究部生化学代謝研究室、

3愛知江南短期大学

V2-10 ヒト羊膜細胞移植による神経保護作用ーパーキンソン病モデルラットでの検討ー
垣下浩二1、中尾直之1、桜川宣男2、板倉徹1

1和歌山県立医科大学脳神経外科、

2国立精神神経センター 神経研究所疾病研究第5部

V2-11 アレキサンダー病およびアルツハイマー病患者の中穣神経系に蓄積するαBクリスタリンのリン酸化

について
加藤兼房1、稲熊裕¥伊東秀記¥飯田佳代1、岩本郁子l、太田秀臣ヘ越知信彦3

1愛知県コロニー・研・生化、 2神奈川県立厚木病院・小児科、

3愛知県心障児療育センター・第二青い鳥学園・小児科

口演3 (E:会場)

9月17日(金)9:00・11:06 

痴呆

9 : 00-9 : 56・・・・・・・座長:内田 洋子(東京都老人総合研究所神経病理〉

V3-01 Amyloid s はミクログリアのPKC-δキナーゼ活性を完進させ、 MARCKSの細胞内トランス口ケー

ションをおこす
中井真通¥谷向知1、八木敬子Z、斎藤尚亮2、山本秀幸3、宮本英七3、長谷川浩史¥

谷口泰造I、寺島明l、川又敏男l、三好功峰1、田中千賀子l

l兵庫県立高齢者脳機能研究センタ一、 Z神戸大バイオシグナル研究所、 3熊本大医・第一薬理

V3-02 異性化アミロイドSの凝集特性

清水孝彦1、福田宏之2、中島光業¥森啓3、白津卓二1

1都老人研-分子遺伝学、

2PEバイオシステムス、

3大阪市立大-医

V3・03 Neuro2A細胞においてamyloids はPKC-αを介してMARCKSをリン酸化する
谷向知1、中井真通¥長谷川浩史1、谷口泰造1、寺島明l、川又敏男l、山本秀幸2、

福永浩司Z、宮本英七2、三好功峰1、田中千賀子1

1兵庫県立高齢者脳機能研究センタ一、

2熊本大医・第一薬理



一般演題(口演)

V3-04 Amyloid s liMAPキナーゼカスケードを介してMARCKSをリン酸化する
長谷川浩史】、中井真通1、谷向知1、谷口泰造1、寺島明1、川又敏男 1、福永浩司2、

宮本英七2、向井秀幸3、小野功貴¥三好功峰l、田中千賀子1
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1兵庫県立高齢者脳機能研究センタ一、 2熊本大医-第一薬理、 3神戸大・自然科学、 j神戸大理・生物

9:56-11:06・・・・・・・・・・・・・座長:柳津 勝彦(国立長害医療研)

V3-05 変異型presenilin2トランスジェニックマウス脳内低密度膜ドメインにおけるAβ42の蓄積

j事村直哉l、小山文隆1、森島真帆l、井原康夫1.2

1東京大学医学系研究科神経病理、 2CREST

V3-06 Presenilin・2過剰発現の初代培養神経細胞に対する影響

荒木亘1、湯浅勝敏z、武田伸一2、城谷圭朗1、高橋慶吉1、田平武1

1国立精神・神経センター神経研究所疾病研究第6部、

2同遺伝子工学研究部

V3-07 βアミロイド蛋白によるMAP1Bの発現誘導とそのリン酸化
内田洋子

東京都老人総合研究所神経病理

V3-08 ヒスタミンH1受容体とアルツハイマー病:PETによる研究

谷内一彦1、樋口真人2、岡村信行2、佐々木英忠2、伊藤正敏3、渡漫建彦1

1東北大学医学系院・薬理、

2東北大学医学系院老年内科、

3東北大・サイクロ

V3-09 痴呆性疾患と髄;夜中微量金属元素との関連性について
王国孝明1、藤沢嘉勝2、佐々木健2、黒田洋一郎3

1愛媛大学病院検査部、

2きのこエスポアール病院、

3東京都立神経科学総合研究所

口演4 (F会場)

9月17日(金)9:00-11:06 

精神疾患、虚血

9 : 00・9・56・・・・・・・・・座長.佐野 輝(愛媛大学医学部神経精神医学)
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一般演題(口演)

V4-01 抑うつ状態を呈したがん患者の神経内分泌機能と画像診断学的所見:感情障害の病態生理との比較
井田逸朗1、相原雅子l、間島竹彦1、織内昇2、富吉勝美2、井上登美夫2、遠藤啓吾2、

三園雅彦1

l群馬大学医学部神経精神医学教室、

2同核医学教室

V4・02 TRH (thyrotropin-releasing hormone)受容体遺伝子の5'-flanking領域における新規多型の発見とそ

の疾患関連
三神正昭、中村雅之、上野修一、佐野輝、田辺敬貴
愛媛大学医学部神経精神医学

V4-03 電位依存性NaγCa
2
+チャンネル阻害薬(NS・7)は局所脳虚血後の再潅流時、 cAMP依存性プロテインキ

ナーゼ障害を抑制する
田中耕太郎、福内靖男、野川茂、永田栄一郎、鈴木重明、停法倫久、小堺有史
慶嬢義塾大学医学部神経内科

V4-04 低グルコースによるアセチルコリン合成低下に対するアセチル・しカルニチンの効果
田中康ーに福井文子1、川端輝江2、脇初枝1、岩本真知子l、近一夫1、安藤進1

1東京都老人総合研究所-生体膜部門、 2女子栄養大学-基礎栄養学

9・56・11: 06・・・・・・座長:田中 耕太郎(慶麿義塾大学医学部神経内科〉

V4-05 NF kappa Bの活性化は低酸素再酸素化後の神経細施死を抑止する
玉谷実智夫1.3、松崎秀夫l.3、山口淳1.::1、岡戸靖夫2、三宅進_1，3、遠山正粥1.3

1大阪大学大学院医学系研究科機能形態学、

2東京都神経科学研究所病態神経生理、

3CREST， Japan Science and Technology 

V4・06 アストログリア由来の新規ストレス蛋白 ORP150(150kDa Oxygen Regulated Protein)の分子シャぺ口

ンとしての機能の解析
板東良雄1.3、玉谷実智夫1.3、小川智2.3、遠山正嫡l.3

1大阪大学大学院医学系研究科機能形態学講座(第2解剖)、
2金沢大学医学部第3解剖、
3CREST JST Qapan Science and Technology) 

V4・07 低酸素ストレスで誘導される遺伝子の検索
山口 i享1.3 堀修1.3小川智2 玉谷実智夫1.3 遠山正嫡1.3
1大阪大・医・第2解剖、

2金沢大・医・第3解剖、
3CRESTJST 

V4-08 Aktの活性化は、ー酸化窒素によるBcl-2の低下およひ(Baxの上昇を抑制する
松崎秀夫1.3、玉谷実智夫1.3、満田憲昭1.3、涛川一彦2、木山博資2、三宅進_1.3、

遠山正粥1.3

1大阪大・院・医・機能形態学、

2旭川医大・医・第一解剖、

3CRESTJST 



一般演題(口演)

V4・09 ラット脊髄由来培養神経細胞からのhigh-K+及びNaCNによるアデノシンの放出

田口康智1、尾形直則¥竹葉淳i、MiaoChuai1、奥村秀雄l、中村洋 2

1愛媛大学医学部整形外科学教室、 2生理学教室

口演5 (E~会場)

9月17日(金)13:50・15:56

栄養因子
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13 : 50・14・46・・・・・・・・・・・・・・・座長:郡波 宏之〈新潟大脳研)

V5-01 BDNF遺伝子プロモーターl及び111のカルシウム応答性の違い
田i刻明子、中岡龍貴、天野賢示、査岐大祐、津田正明
富山医科薬科大学・薬学部・分子神経生物

V5-02 genipinによるPC12h細胞のNOSを介したMAPキナーゼのリン酸化
山崎異津美、千葉賢三、毛利哲郎
北陸大学薬学部生物活性

V5-03 TNFの神経保護機作
水野龍義1、玉谷実智夫1.2、松崎秀夫1.2、察栄浩1.2、山口 i享1.2、三宅進一1.2、遠山正禰1.2
1大阪大学大学院医学系研究科機能形態学、

'CREST. }apan Science and Technology 

V5-04 細胞外ATPによるラット脳ミクログリアのTNF-α産生遊離
田中将也1、鈴木智久1、井上敦子l、秀和泉1、井上和秀2、高坂新_3、仲田義啓l

l広島大医・総合薬学科薬効解析科学、 2国立医薬品食品衛生研究所薬理部、

3国立精神・神経センター神経研・代謝研究部

14 : 46・15: 56・・・・座長:津田 正明(富山医科薬科大・薬・分子神経生物〕

V5・05 カルシウムチャネルモジュレーターによるラット脳における脳由来神経栄養因子の動態
仙波 りつ子1.3、稲熊裕1、竹内郁夫1、加藤兼房l、岩井美和子2、御子柴克彦2

1愛知県コロニー・研究所、

z東大・医科学研究所、

'CREST.科学技術振興事業団
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一般演題(口演)

V5-06 イムノフィリンリガンドの神経栄養因子産生誘導作用と神経保護効果
新田淳美、西岡博史、古川昭栄
岐阜薬科大学・分子生物

V5・07 BDNFとNGFによる一過性グルタミン酸放出作用における細胞内シグナル解析
沼川忠広1、松本知也l、小島正己1.2、武井延之3、畠中寛l

1大阪大蛋白研生合成、

2科技団さきがけ21、
3新潟大脳研

V5-08 NOで‘誘導されるこユーロン死のBDNFによる促進効果は培養日数に依存する
石川保幸、畠中寛
大阪大学・蛋白質研究所

V5-09 大脳皮質ニューロンのBDNFシグナルでのShp-2及びBIT/SHPS-1の機能解析
荒木敏行、山田雅司、畠中寛
大阪大学・蛋白質研究所

口演6 (F会場)

9月17日(金)13:50・15:56

細胞分化、細胞骨格、代謝

13 : 50・15: 00・・・・・・座長・池中 一裕(国立生理学研究所神経情報部門)

V6・01 培養アストロサイトの遅発性アポトーシス発現におけるプロテアーゼおよびNF-κBの役割
田熊一散1、李英培2、馬場明道3、松田敏夫4

i神戸学院大・薬・分析、 Z薬理、

3大阪大院・薬-神経薬理、 4複合薬物動態

V6-02 Inhibition of gap junctional intercellular communication by endogenous and exogenous 

oxidative stress in retinal horizontal cells 

Z. Y. Zhou、K.Sugawara、S.Kato 
Department of Mo}ecu}ar Neurobiology Graduate School of Medicine， Kanazawa University 
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一般演題(口演)

V6・03 老齢ラットで見られたニューロフィラメント蛋自の構成比変化と軸索輸送

内田敦子1.2、田代朋子3、小宮義建3、久永真市1

l都立大院・理・生物、

2東工大・生命理工・バイオサイエンス、 3群馬大学・医・分子病態

V6-04 スフィンゴミエリン分解によるラットアストロサイトのアポリポプロテイン A-I依存性コレステロー

ル放出の増加
伊藤仁一、長安祐子、横山信治
名古屋市立大学医学部生化学第一

V6ー05 ドレプリン関連タンパク質SH3P7の樹状突起内局在
山崎博幸、白尾智明
群馬大学医学部行動分析学

15 : 00-15 : 56・・・・座長:三浦 正幸(大阪大学医学系研究科神経機能解剖〉

V6-06 中枢神経系細胞によるアストロサイトのコレステロール代謝の制御
上野幸子1.2、伊藤仁_2、長安祐子2、横山信治2

1名古屋市立大学医学部精神医学教室、

2名古屋市立大学医学部第一生化学

V6-07 HLH型転写因子によるオリゴデンドロサイトの発生分化調節

鹿川哲史1、藤藤哲一郎z、池中一裕1

1国立生理学研究所神経情報部門、

2国立遺伝学研究所発生工学部門

V6-08 脳の胎児期に優勢な新規遺伝子Bdm2の発現解析
本郷茂樹、高橋隆、西中直也、竹田二美代、竹田稔
昭和大学医学部生化学

V6・09 神経芽腫サブセットからのオリゴキャップfull-IengthcDNAライブラリーの作製およびシークエンシ

ング
大平美紀1、高安肇¥影山肇1、諸橋愛子l、宍倉朋)青L1、河本竹正1、高田尚幸l、
高橋将人1、鈴木穣z、菅野純夫z、中川原章l

1千葉がんセンター・生化、

2東大医科研・癌ウイルス
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|一般演題(ポスター)I 

ポスター会場

9月16日(木)

霊室生

貼付 9:00-10:00 
掲示 10: 00 ・18:00 
討論 17: 00 ・18:00 
樹去 18:00-19:00 

P1・01 細胞膜分画に存在するADP-ribosylcyclase活性の受容体刺激による変化
東田陽博、横山茂、橋井美奈子、星直人

金沢大学大学院・医学研究科・分子情報医学・細胞遺伝子学講座

P1・02 ヒトmGluR1a発現細胞及びラット培養大脳皮質細胞におけるCPCCOEtとPHCCCの阻害様式とその性
質
丸山尚治、大沢ひろみ、塚本直大、竹内裕

蔦有製薬つくば研究所

P1・03 ラット脳タイプ1シグマ(σ1)受容体との会合蛋白質の探索と解析
山本秀子l、三浦玲子2、山本敏文3、根津竹哉3、篠原慶子l、鷺直樹1、山国徹4、

額田敏秀2

1 (財)東京都精神研精神薬理、 2神経化学、 3横浜市大院総合理学、 4三菱生命研

P1・04 神経細胞におけるNaポンプアイソフォームのイオン輸送活性制御機構の解析
井上順雄、曽我智子、加藤尚彦
横浜市立大学医学部生化学第一

Pl-05 神経軸索上の電位依存性チャネルのクラスター形成におけるPSD-95ファミリーの役割
馬場広子l、石橋智子1.Z、秋田裕美2、池中一裕2、西野仁雄l

L名古屋市立大学医学部第二生理、 2国立生理学研究所
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|一般演題(ポスター)I 
P1-06 Mitochondria tricaboxylate carrierとホモロジーを示す脳特異的新規遺伝子のク口一ニング
三宅進一円玉谷実智夫1，4、j前田憲昭l、佐藤康二2、谷口学1，4、河合良ii1ll'、堀修1，4、
仙波恵美子3、遠山正嫡1，4

1大阪大・医・第二解剖、 2浜松医大・第一解剖J和歌山県立医大・第二解剖、 4CREST、JST

P1-07 グリアセ口卜ニントランスポーターの薬理学的特徴と可視化
稲津正人、武田弘志、松宮輝彦
東京医科大学薬理学教室

P1・08 高親和性コリントランスポーターのク口一二ング
奥田隆志、l、芳賀達也L、金井好克2、遠藤イ了、石原健s、桂勲s

1東京大・医・神経生化、 CREST、2杏林大・医・薬理、 3遺伝研・構造制御、総研大

シナプス

P1-09 樹状突起lこmRNAが局在する新規遺伝子の同定
鈴木龍雄1、田慶宝1、岡野照1、中山耕造2

1信州大・医・神経可塑性、 2信州大・医・二解剖

P1-10 成長円錐におけるalpha-Iatrotoxi n依存性の伝達物質放出機構
五十嵐道弘、小宮義環
群馬大・医・分子病態学

P1-11 新規シナプス小胞タンパク質p36の同定
中山幸代l、堀均1、韓春錫2、大倉多美子S、阿相暗晃4、植村慶一三永沢秀子l

l徳島大・工・生物工学、 2慶応大・医・生理、 S慶応大・先端医科研J都立老人研・細胞生物
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|一般演題(ポスター)I 
P1-12 神経筋シナプス形成のシグナル分子の解析
重本和宏l、久保幸穂、2、近藤郁子l、丸山直紀2

l愛媛大学医学部衛生学、 2東京都老人総合研究所分子病理

P1・13 シナプトタグミン/チュープリン相互作用
本多敦子、西須英雄、阿部輝雄

新潟大学脳研究所

細胞骨格

P1・14 発育初期における遅い軸索内輸送の変化と細胞骨格成熟過程
i掌田守弘、田代朋子、小宮義理
群馬大学医学部分子病態学講座

P1・15 ラット脳から新たに分離したNF-HC末尾部キナーゼはGSK3βであった
佐々木孝寛l、内田敦子l、石黒幸一2、久永真市1

l都立大院・理、 Z三菱生命研

P1-16 ミクログリア特異的カルシウム結合蛋白質Iba1のアクチン結合能の解析
佐々木洋、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・代謝
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|一般演題(ポスター)I 

グリア

P1・17 ミクログリアにおける転写因子NFAT(NuclearFactor of Activated T Cells)とカルシニューリン
情報缶達系
大森信彦、星川裕、内野博之、芝崎太
東京都臨床医学総合研究所細胞生理学研究部

P1・18 小脳顎粒細胞死に応答し活性化するミクログリア遺伝子 gcd-10の同定
折笠瑞穂、田中秀逸、小池達郎
北海道大・院理・行動知能

P1-19 ラット培養ミクログリアにおけるMRF-1のカルシウムによる発現調節
賀谷直樹、橋本敦史、田中秀逸、小池達郎
北海道大・院理・行動知能

P1-20 培養ミクログリアの生存制御におけるPI3'-キナーゼとMAPキナーゼの役割
小池達郎、橋本敦史、池上浩司

北海道大学大学院理学研究科生物科学専攻

P1-21 ミクログリア遺伝子 mrf-1のネク口ーシスに応答した発現増加
田中秀逸、小池達郎
北海道大・院・理-行動知能

P1-22 ミクログリア活性酸素産生を増強するトリプシン処理アルブミン由来サブフラグメン卜の精製
中村洋一、司秋生、片岡喜由

愛媛大学医学部生理学第一
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|一般演題(ポスター)I 
P1・23 Mouse Glia Maturation Factor-β 及び-γのcDNAのク口ーニング
井上雄一朗1、浅井清文l、藤田佳織l、森川将行1，3、山本愛美1、三浦裕l、河合洋子l、

森山明彦ヘ岸本年史3、飯田順三3、加藤泰治l

l名古屋市大医学部分子医研生体制御部門、 2同自然科学研究教育センターJ奈良医大精神医学講座

P1・24 オリゴデンドロサイトの細胞系譜におけるスフィンゴミエリン
中井陽子山、伊藤康ーヘ桜井洋子1、足立達美4、国本学3、植村慶_3、阿相暗晃l

1東京都老人総合研究所・神経生物、 2東京都臨床医学総合研究所・炎症J慶応義塾大・医・生理、
4国立環境研究所・地域環境研究

ミエリン

P1・25 ゼブラフィッシュ(Daniorerio)ミエリンDM20のcDNAク口一ニング
遠山陽子、一宮智美、吉田弘美、栗原正
創価大・生命研・神経化学

P1・26 マウス脳における新規myelin-associatedglycoprotein (MAG)蛋白質の構造解析
小糸寿美1.2、岡田雅人1、松田義宏2、永井克也l

l大阪大・蛋白研・代謝、 2国立精神神経センター神経研免疫

P1・27 オリゴデンドロサイト中の11型ぺプチジルアルギニンデイミナーゼとその反応産物の検出
秋山誼ーに桜井洋子2、阿相暗晃2、千秋達雄1

l朝日老人研生物活性制御、主神経生物

P1・28 PO糖蛋白質の微量成分糟鎖構造解析
北村邦男、坂本安、閤剣虹、野村正彦
埼玉医大・第一生理



|一般演題(ポスター)I 
P1・29 ラット小脳自責を認識する抗体12F7の特徴
吉村和法1，2、山室裕3、桜井洋子2、野村正彦1、須川誠九阿棺暗晃2

1埼玉医科大学医学部生理学、 2東京都老人総合研究所神経生物、

S日本大学生物資源科学部動物育種学

細胞分化、パターン形成

P1・30 P19神経細胞分化におけるガングリオシドGT1bとGQ1bの局在について
小山内たかl、小谷政春2

都臨床研・ 1生命情報、 2g重傷免疫

P1・31 マウスP19細胞の神経分化における新規転写因子Eosの発現
清津秀孔、横屋幸彦、森徹白、本間豊、金沢賢也、二階堂啄也、武田順子、
竹内真由美、和中明生
福島県立医科大学生体情報伝達研究所細胞科学研究部門

P1-32 ゼブラフィシュ新規Ikarosファミリー遺伝子の単離
横屋幸彦、清津秀孔、森徹白、本間豊、金沢賢也、二階堂啄也、武田順子、
竹内真由美、和中明生

福島県立医科大学生体情報伝達研究所細胞科学研究部門

P1・33 ヒ卜NeuroD-relatedfactor (NDRF)のプロモーター領域の同定と解析

北村健、宮地隆史、)11上秀史、中村重信
広島大学医学部内科学第三

P1-34 成熟ラットの脳に多く発現される新規遺伝子Bdm1の機能解析
大橋隆、山内康照、大木武、中田規之、竹田二美代、本郷茂樹、竹田稔
昭和大学医学部生化学
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158 神経化学 Vol. 38(No， 3)，1999 

|一般演題(ポスター)I 
P1・35 Necdin変異マウスを用いたゲノムインプリンティングの解析
中田祐二1，2、植月太一l、小林正克l、原とも子l、古川和明1

1大阪大・蛋白研・機能制御部門、 2日本学術振興会特別研究員

P1-36 ニュー口ン増殖抑制因子necdinと核マトリックス蛋白質hnRNP-Uの相互作用
谷浦秀夫、浅野徹、松本国治、吉川和明
大阪大学蛋白質研究所機能制御部門

P1・37 サブプレートニュー口ンに対するモノクロナール抗体4E1の作製ー免疫組織化学的検討ー
韓春錫、石井加代子、植村慶一
慶応義塾大医学部生理学教室

P1・38 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)alternative 

transcriptsの解析
川端昌弘、佐伯清美
岡山大学医学部薬理学教室

P1-39 胎生期マウス脳から単離した未知遺伝子，0・833，の解析
小野田学時1，2、本田岳夫¥佐藤博2、桑野良三l

l新潟大・遺伝子実験施設、 2同・医病・薬剤

P1・40 プロテアーゼの内因性インヒビターによるグリア細胞の分化誘導機構
岩崎靖乃、熊田竜郎、中田智絵、中平英子、長谷川明子、馬場広子、池中一裕
岡崎国立共同研究機構・生理学研究所

P1・41 高力価レトロウイルスを用いた海馬錐体細胞内へのInvivo遺伝子導入の読み
松川則之L、池中一裕L、河野真子2、湯浅浩宏、小鹿幸生l

l名古屋市大第二内科、 2国立共同研・生理研・神経情報
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|一般演題(ポスター)I 
P1-42 ヒ卜羊膜細胞における神経幹細胞マーカー遺伝子の発現
稲永由紀子l、児矢野聡内田彩子堀越嗣博l、中福雅人2、岡野栄之ヘ桜川宣男l

l国立精神・神経センター神経研究所、 Z東京大学医学部神経生物、 s大阪大学医学部神経機能解剖

P1-43 脳の層構造構築に寄与するリーリンに関連した新規分子mRE・1の単離とその解析
星野潤1.2、仲嶋一章官、田畑秀典l、御子柴克彦1，2

1理化学研究所脳科学総合研究センタ一発生神経生物研究チーム、 2東京大学医科学研究所化学研究

部、 s東京慈恵会医科大学DNA医学研究所分子神経生物学研究部門

P1・44 プロテオーム的な手法によるラット小脳形成期の解析
国岡万悟、若宮昭子、議辺俊明
東京都立大学大学院理学研究科化学専攻

アポトーシス

P1・45 ラット大脳皮質培養細胞におけるエタノールによる細胞毒性について
高寺恒雄、松田育美、坂本ゆかり、大屋敷孝雄
北陸大・薬・臨床化学

P1・46 低濃度NOによる細胞選択的毒性
湯山耕平L、山本秀子2、中村和弘l、加藤武l、山国徹s、宋時栄s、山本敏文1

1横浜市大院総合理学、 2東京都精神医学総合研究所精神薬理、 5三菱化学生命研

P1-47 新規アポ卜ーシス調節タンパク質のクローニングとその機能解析
米困託成Lμム¥、今泉和則1，.2ふ2.以.3ヘ3、由井大錦1.2ヘ、遠山正弛L
l大阪大学.医.機能形態、辺'c二RE邸ST. J尽ST、s回辺製薬(株) ，創薬研
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|一般演題(ポスター)I 
P1-48 培養ミクログリアのアポトーシス制御機構・CキナーゼとAキナーゼの役割，
宮崎博文l、尾形直則2、Qiu-ShengSi3、中村洋_3、片岡喜由5

l愛媛大学医学部麻酔蘇生学、 2同整形外科学、 5同第一生理学

P1-49 ラット大脳皮質神経細胞に対する粘菌分化誘導因子(DIF)の効果
管野敏夫1，4、久保原禅2、黒見担3、後藤丈夫¥高田邦昭l、林謙介l

l群馬大学生体調節研究所細胞構造、 2分子調節、 5医学部行動生理、 4麻酔科蘇生科

P1-50 ブレフェルジンによって誘導される神経細胞死における caspase-3の迅速な活性化
中村祥子、小池達郎

北海道大学大学院理学研究科行動知能学講座

P1・51 ヌクレオチド除去修復機構関連遺伝子(XPA，CSB)欠損マウスにおけるDNA傷害に伴う中枢ニューロ
ンのアポ卜ーシス
安達直樹1、村井真知子l、榎戸靖l、吉野雅文2、中津可道2、田中亀代次2、

Gijsbertus T.J.van der Horse、Jan.H.HoeUimaker3、畠中寛l
l大阪大学蛋白石iJf，大阪大学細生工セ、 3ErasurnusuUniversity Roterdam 

P1・52 中枢ニューロンのアポトーシスにおけるシスタチンCの役割
酋山啓次、西尾チカ、山田雅司、畠中寛
大阪大学蛋白研・生合成

P1・53 ラット脳に強く発現するSNF1family， SNRKの栄養的・環境的ストレスに対する酵素活性の変動
小西明雄九吉田聖美2、西尾チカ1、山田雅可l、畠中寛l

l大阪大学・蛋白質研究所・生合成研究部門、 2国立長寿医療研究センター・老年病研究部

老化



|一般演題(ポスター)I 
P1司54 老化に伴い変化する脊髄糟タンパク質の解析
佐藤雄治L、中野泰子2、木幡陽1、富田基郎2、遠藤玉夫l

l都老人研、己昭和大・薬

P1-55 加齢による脳内metallothionein・111mRNA発現の変化
宮崎育子1、浅沼幹人l、十川千春2、田中健一1、東洋一郎l、小川紀雄1

1岡山大医・分子細胞研・神経情報学岡山大歯・歯科薬理学
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P1-56 B型 monoamineoxidase (MAO-B)阻害剤の慢性投与による老齢マウスの寿命延長作用に対するフ

リーラジカルの関与について
江頭亨、高山房子、山中康光
大分医科大学薬理学教室

精神疾患、薬物依存

P1・57 ラット前頭前野皮質におけるphencyclidine誘発性ドーパミン遊離に対する抗精神病薬の影響
黒木俊秀、川原健、米津裕次、田代信維
九州大学大学院医学系研究科精神病態医学

P1・58 Phencyclidine連続授与によるラット脳内神経栄養性因子の変化
高橋誠1、豊岡和彦幻、染矢俊幸2、那波宏之3

l国立療養所犀潟病院精神科、 2新潟大学医学部精神科、 3新潟大学脳研究所分子神経生物学分野

P1-59 慢性リチウム投与によるラット海馬グルココルチコイド受容体mRNAの増加
仙波純一円渡辺秀栄1、須原哲也2ヘ赤沼のぞみ4

l放送大学・教養学部、 2科学技術振興事業団・戦略的基礎研究、

ち放射線医学総合研究所・高度診断機能研究ステーシヨンJ東京医科歯科大学神経精神医学教室
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|一般演題(ポスター)I 
P1・60 慢性リチウム処置のラット海馬スライスにおけるノルアドレナリン刺激性細胞内カルシウム反応に対

する抑制効果
岡本泰昌 1、加賀谷有行L、日域広昭l、田村達辞l、福本拓治L、竹林実l、前正秀宣l、

西田朗2、堀口淳1、山脇成人l

1広島大学医学部神経精神医学講座、 2国立呉病院臨床研究部

P1・61 フェンサイクリジンによる最初期遺伝子Arcの発現に対する非定型抗精神病薬の影響
中原辰雄l、黒木俊秀2、本藤久雄3、堤哲之ヘ橋本喜次郎3、本村啓介ヘ植木裕司3、

平野誠s、内村英幸3

l九州大学理学研究科、 2佐賀医科大学精神医学、 3国立肥前療養所情動行動障害センター

P1・62 5・HT1A受容体を介したストレス適応機構に視床下部ー下垂体，副腎皮質系が関与する

辻稔、武田弘志、松宮輝彦

東京医科大学薬理学教室

P1-63 モルヒネ依存・耐性ラットの中枢神経 NeuropeptideY遺伝子発現の増加
高木正仁、許波、弦巻立、豊里晃、樋口宗史
新潟大・医・薬理

P1・64 GABAA受容体α4サブユニット遺伝子新規多型とアルコール依存症との関連研究
中村雅之に上野修一1、三神正昭L、田遁敬貴1、有波忠雄2、石黒 i告毅2、
小宮山徳太郎3、三ツ汐 i$3、佐野輝l
l愛媛大学医学部神経精神医学、 2筑波大学基礎医学系遺伝医学、え国立精神神経センター武蔵病院

P1・65 ドーパミントランスポーター遺伝子の5'領域多型についての検討

上野修ーに中村雅之l、三神正昭l、田遺敬貴1、石黒浩毅に有波忠雄三、

小宮山徳太郎s、三ツ汐 i$3、佐野輝l
l愛媛大学医学部神経精神医学、 2筑波大学基礎医学系遺伝医学、 S国立精神神経センター武蔵病院



|一般演題(ポスター)I 

痴呆

P1・66 CHO細胞で産生させたAPPの糟鎖の解析
佐藤雄zi:i1、ChenLiuz、BoguslawS.Wojczyk2、木幡陽1、StevenL. SpitalnikC、遠藤玉夫1
1都老人研、 2ペンシルベニア大

P1・67 NT2ニュー口ンのアポトーシスに伴うAPPの蓄積
西村伊三男Lb、植月太ーに原とも子l、吉川和明1

1大阪大・蛋白研・機能制御、 2学振特別研究員

P1-68 カベオラとは異なるコレステロール高含有ドメインにおけるアミロイド前駆体歪白
林秀樹、水野哲也、道川誠、柳津勝彦

国立長寿医療研究センター痴呆疾患研究部

P1-69 アルツハイマー病脳におけるアポトーシス調節タンパク質の変動;加齢による変動との相関
藤本貞毅l、谷野浩子1、守屋友加l、下演俊2

l京都薬科大学衛生化学教室、 2京都大学医学部神経内科学教室

P1-70 合成amyloidβ・蛋白を用いたラットグリア細胞培養系における老人斑モデル
磯部一郎、柳津勝彦、道川誠
国立長寿医療研究センター、痴呆疾患研究部
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P1・71 アポリポ蛋白Eのアイソフォーム特異的作用の検討:培養神経細胞及びアス卜口サイトにおけるコレ

ステ口一ルeffluxに及ぼす影響
道川誠、活企文、磯部一郎、柳津勝彦

国立長寿医療研究センター痴呆疾患研究部
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|一般演題(ポスター)I 
P1・72 家族性アルツハイマー病原因遺伝子プレセニリン1変異体の機能解析

片山泰~1，2ヘ今泉和則1.2.3、佐藤直也ω、三好耕1.3、遠山正嫡1 ，3

l大阪大・医・機能形態学、 1田辺製薬・創薬研究所、 3CREST.JST 

P1・73 孤発性アルツハイマー病とスプライシング異常
佐藤直也山、人見淳一1，3、今泉和則山、遠山正嫡1.3

1大阪大・医・機能形態学、 2田辺製薬・創薬研究所、 3CREST.JST 

P1・74 中枢神経系細胞における 2種のNPRAP/δ-cateninアイソフォームの発現解析
川村勇樹、活企文、林秀樹、道川誠、柳j宰勝彦、駒野宏人

国立長寿医療研究センター痴呆疾患研究部

P1帽75 アルツハイマー 'sアミロイド蛋白質による細胞内カルシウム流入の細胞による差異
川原正博l、加藤みどり 2，3、村本和世l、黒田洋一郎1

東京都神経科学総合研究所 l神経生化学、 2解剖発生、 3科学技術振興事業団

P1・76 アルツハイマー病原因遺伝子産物プレセニリンとアミロイド前駆体タンパク質のC末断片の関係につ
いて
亀谷富由樹1、田中喜久子l、宇佐美美穂子l、丸山敬l、森啓2

1東京都精神医学総合研究所・分子生物、 2大阪市立大学医学部老年医学

P1-77 エストロゲン受容体α遺伝子多型の転写活性およびアルツハイマー病への関与の検討
丸山博文1、田路浩正l、川上秀史1、中村重信1、佐々木健2、新井平伊s、保田稔¥

田中千賀子¥CharlesHarrington5 

1広島大学医学部内科学第三、 2きのこエスポアール病院、す|夏天堂大精神、 4兵庫脳研、 5Aberdeen大

P1・78 アルツハイマー病の危険因子としてのアンギオテンシン 1変換酵素遺伝子多型
宮武史子l、会津善紀l、胡建国l、中川八郎1、中村重信2、玉岡晃3、高橋良輔4、

浦上克哉ヘ東海林幹夫6

l株式会社ピ}・エム・エル研究開発本部、 2広島大学第3内科、 s筑波大学神経内科、

4東京都神経研神経学部門、 5鳥取大学脳神経内科、る群馬大学神経内科



|一般演題(ポスター)I 

ポスター会場
9月17日(金)

伝達物質
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貼付 9:00イ 0:00 
掲示 10: 00 ・ 15:00 
討論 12: 0 0 ・13:00 
撤去 15:00-16:00 

P2-01 Group 11代謝調節型glutamate受容体を介する中枢acetylcholine遊離機構と N-anisoyl-GABAIこよ

る修飾作用
白根正智、中村和雄
日本ロシユ・研究所 .CNSラボ

P2・02 ドパミンの核内転写因子への直接作用に関する検討
浅沼幹人、宮崎育子、田中健一、小川紀雄

岡山大学医学部神経情報学部門

P2・03 ドーパミンによるヒトチロシン水酸化酵素1型活性の抑制はN端の特異的部位によって制御される
中島昭1、森啓至1、金子葉子l、鈴木崇弘2、永i幸俊治2、太田明l
藤田保健衛生大医・第l生理、 2総医研・分子遺伝

P2・04 内因性アルデヒド化合物によるPC12細胞からのドパミン遊離促進機構の解析
橋本恒一、矢部千尋
京都府立医科大学 薬理学教室

P2・05 CALI;:去の開口分泌機構研究への応用
今泉美佳l、岸本正巳l、川ノ口潤、笹川展幸、西木禎ーヘ高橋正身、熊倉鴻之助l

l上智大学・生命科学研究所、 2三菱化学・生命科学研究所
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|一般演題(ポスター)I 
P2・06 Catecholamine分泌能の低下したPC12細胞株の解析
笠井陽子、森島美絵子、桑原玲子、高橋正身
三菱化学生命科学研究所

P2・07 PC12細胞におけるコンプレキシン(Complexin)の開口放出制御機構の解明
板倉誠1，2、高橋聖_3、高橋正身l

l三菱化学生命研、 2東工大生命理工、 3高知医大第一生理

P2-08 ラット脊髄後根神経節培養細胞におけるIL-1β誘発性サブスタンスP遊離について
森岡徳、光、武田和美、熊谷圭、秀和泉、井上敦子、仲田義啓

広島大学医学部総合薬学科薬効解析科学

P2・09 豚下垂体から合成ペプチドSucFGRRSED・Dnsプロセシング酵素の単離と構造解析
加藤武l、山本賢l、平野久2、矢嶋隆一ヘ知久馬敏幸4

l横浜市大・院・総合理学、 2木原生研、 s特殊免疫研、 4昭和薬科大・薬品分析

情報伝達

P2・10 光感応基を有する新規リジン誘導体を用いたケージドペプチドの合成法の開発とCaMキナーゼ11特異

的阻害ペプチドAIPへの応用
茂里康1、達吉郎l、石田敦彦2、亀下勇2、藤津イ了、湯元昇1

1通商産業省大阪工業技術研究所、 2旭川医科大学・一生化

P2・11 ラットC6BU-1細胞におけるDehydroepiandrosteroneのcyclicGMP産生lこ対する効果
竹林実、加賀谷有行、稲垣正俊、三好出、片桐秀晃、岡本泰昌、堀口淳、山脇成人

広島大学医学部神経精神医学講座
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|一般演題(ポスター)I 
P2-12 Dual leucine zipper bearing kinase (DLK)欠損マウスにおける海馬体・脊髄白質の発達不全メカニ

ズム
湯川和典1、白津信行2、鶴尾吉宏2、辻繁勝l

和歌山県立医科大学 L第二生理学、 2第一解剖学

P2・13 PHAPI kinaseとPHAPIの細胞内リン酸化
下島桐、萩原民雄、山科聡子、今川浩之、竹田二美代、竹田稔
昭和大・医・生化

P2・14 海馬ニュー口ンにおけるestrogen-nicotineのクロストーク
鬼頭昭三、新郷明子
兵庫大学附属研究所

P2・15 グリア由来培養細胞におけるト口ンピン刺激性細胞内カルシウム動員系に対するリチウムとプラスミ

ンの影響
加賀谷有行に岡田亜希子2、田原康孝l、稲垣正俊l、三好出l、岡本泰皆、竹林実1、

堀口 i字、仲田義啓2、山脇成人工
l広島大学医学部神経精神医学講座、 2広島大学医学部薬効解析科学

P2-16 小胞体ストレスセンサーのク口一二ング
三好耕1.2.、今泉和則1日、片山泰一山、佐藤直也山、人見淳一ヘ米田託成1，;:'、

遠山正弥l'

l大阪大学大学院医学系研究科機能形態学講座υ、2田辺製薬(株)創薬研、 'CRESTJST 

P2-17 Cdk5欠損マウス及びCdk5活性化サブユニットp35欠損マウスの生化学的検討

大島登志男1，2、Veeranna'、H.C. Pant'、御子柴克彦l、A.B. Kurkarni' 

l理化学研究所・脳科学総合研究センター・発生神経生物研究チーム、 2GTF. NICDR、'LN.NINDS 

P2-18 PC12D細胞におけるM1ムスカリン性アセチルコリン受容体の刺激による前初期遺伝子zif268の発現

誘導:低分子量G蛋白質Rhoの役割
平林敏行、 DavidSaffen 
東京大学医学部神経生化学教室
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|一般演題(ポスター)I 
P2・19 PC12細胞におけるMAPキナーゼ経路とプ口テインキナーゼA経路のクロストークとニコチン性アセ
チルコリン受容体の発現調節について
中山均l、畠中寛2

1奈良医大・薬理、 2大阪大・蛋白研

P2・20 ラット脳におけるアデニル酸キナーゼアイソザイムの分布
井上幸江1、山田康枝2、三浦公志郎l、河田啓介¥松尾義久3、篠田晃ヘ中津淳l

L山口大学医学部生化学第二、 2同・薬理学、 5同・解剖学第二

P2・21 CaMキナーゼIVによるカルモテ'ュリンのリン酸化
石田敦彦、亀下勇、奥野幸子、木谷隆子、藤津仁
旭川医科大学第一生化学教室

P2・22 PC12細胞および培養小脳顎粒細胞におけるラブフィリンー3Aのリン酸化の解析
古賀毅l、板倉誠幻、片岡正和2、大西 i告史2、関口真理子2、山森早織2、佐藤一紀2、
高橋正身 1，2

L東大院・総合文化、 2三菱化学生命研、 s東工大・生命理工

P2・23 ヒト羊膜細胞における神経誘導因子の発現とアクチビンA処理によるnoggin誘導
児矢野聡、桜川宣男
国立精神・神経センター神経研究所

栄養因子、再生

P2-24 舌下神経切断により著明な発現上昇の見られる、 Rhoファミリー蛋白TC10の神経系細胞における細
胞骨格制御作用
田辺勝久1，2，3，5、立花太郎¥山下俊英2、奈栄治以5、米田悦啓4、遠山正粥2ヘ
越智隆弘三木山博資l

l旭川医大・第一解剖、 2大阪大院・医・機能形態学解剖学第二、 3大阪大院・医・器官制御外科学、

4大阪大院・医・機能形態学解剖学第二、ちCREST.JST 
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|一般演題(ポスター)I 
P2-25 Mevalonate pathwayの酵素であるIPPisomeraseは神経切断後および生直後大脳皮質の神経細胞

で発現が上昇する
森原剛史1，2，3、今泉和則山、米田託成1，3、田辺勝久1，3、武田雅俊2、遠山正禰1，3

l大阪大学第二解剖、 2精神医学、 3CREST. 1ST、4田辺製薬(株)創薬研

P2-26 成体ラット顔面神経核運動ニュー口ン損傷に対するG日干組換えアデノウイルス・ベクターの保護効

果

坂本剛山、渡部和彦1、大橋十也¥JII添陽子1、小柳清光1、井上聖啓2、細谷龍男3、
衛藤義勝4

l東京都神経科学総合研究所神経病理、東京慈恵会医科大学・ 2神経内科、 5内科第2、

4小児科/DNA医学研究所遺伝子治療

P2-27 Haloperidol投与ラットにおける神経栄養性因子の脳内動態

豊岡和彦1，2、高橋誠2、二村隆宏、染矢俊幸2、那波宏之l

l新潟大学脳研究所分子神経生物学分野、 2新潟大学精神医学教室

P2・28 BDNFによる大脳皮質GABAergic神経細胞のAMPA感受性の冗進

永野忠聖、難波寿明、大津洋、武井延之、那波宏之

新潟大・脳研・分子神経生物

P2-29 BDNF遺伝子発現へのカルシウム/カルモテ.ュリン依存性プロテインキナーゼ11の関与

竹内有輔1.2、山本秀幸l、宮川太平2、宮本英七l

熊本大・医第一薬理、 2神経精神

P2-30 脳由来神経栄養因子 (BDNF)の糖代謝制御における神経系の関与
野々村健l、小野道子1、土田敦之l、山中貢1、板倉康史1、中JlI勉1、泰地陸夫l、
野口浩2

l住友製薬(株)総合研究センタ同・臨床開発センター

P2-31 糟原病によって誘発される中枢神経機能障害に対する4・メチルカテコールの保護効果
鈴木宣雄、新田淳美、古川昭栄

岐阜薬科大学分子生物学教室
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|一般演題(ポスター)I 
P2-32 歯周組織由来培養細胞における神経栄養因子とその受容体のmRNAの発現
篠原弘明、吉野宏、藤岡大助、栗原英見

広島大学歯学部歯科保存学第二講座

P2・33 上頚神経節細胞におけるNT3受容体-GDNF受容体の発現調節と相互作用
小林三和子，松岡一郎

北海道大学大学院・薬学研究科

P2-34 bFGFの脳室内投与による細胞分化異常とその解析
大宮誠、新田淳美、古川昭栄

岐阜薬科大学・分子生物学教室

P2・35 培養マウス小脳顎粒細胞の生存と生存支持因子の性質
藤川直人、小倉明彦
大阪大・院理・生物

P2・36 老化促進モデルマウス (SAMP8)の海馬における海馬由来神経刺激因子 (hippocampal

cholinergic neurostimulating peptide:HCNP)の加齢変化(免役組織学的検討)
湯浅浩之、松川則之、片田栄一、小鹿幸生

名古屋市立大学医学部第二内科学

P2-37 ACTH 1-24がアストロサイトの神経栄養因子遺伝子発現に与える影響

小久保稔1，2、浅井清文2、青山峰芳l、森)11 ~羽子、河合洋子=、和田義郎L、加藤泰治二

名古屋市立大学医学部・ l小児科、 2分子医学研究所生体制御部門

P2-38 海馬ニューロンにおけるIGF1mRNA発現とestrogen
新郷明子、鬼頭昭三、棲井香織

兵庫大学附属研究所



|一般演題(ポスター)I 
P2-39 Troglitazoneの運動神経細胞に対する神経栄養因子活性

西嶋千晶、木元克輔、荒川義弘

東京大学医学部附属病院分院薬剤部

P2-40 ミクログリアの活性化とプ口テインキナーゼC
中嶋一行1，2、本田静世2、Lopez-Redondo Fernando"、中村泰子2、栗原正1、高坂新~2

1創価大学生命科学研究所神経化学、 2国立精神・神経センター神経研究所代謝

リズム、記憶

P2-41 周期変動性キナーゼ(Pfk)によるBMAL1/CLOCK転写制御系のリン酸化
田丸輝也、高松研

東邦大・医・第2生理

P2-42 マウスBMAL1遺伝子の3種のスプライスバリアントとゲノム構造の解析
余旺節1、池田正明l、安倍博2、本間さと2、海老津尚3、山内俊ま皆、本間研~2、

野村正彦1

1埼玉医大・第一生理、 2北海道大・医・統合生理、 5埼玉医大・精神科

P2・43 ラット海馬スライスにおける化学的長期増強による脂肪酸及びAcyl-CoAの遊離
張勤増、酒井久美子、吉田敏
大分医大実験実習機器センター
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P2-44 海馬CA1錐体細胞の活動とhippocampalcholinergic neurostimulating peptide (HCNP)前駆蛋白

mRNAの発現

岩瀬環l、松川則之l、西野仁左官、岡田秀親1、山本孝之2、小鹿幸生l

l名古屋市立大学・医学部、 2福祉村病院・長寿医学研究所
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|一般演題(ポスター)I 
P2-45 マウスの動機づけにおよぼすhaloperidolの効果:連続強化スケジュールと摂食量による検討
堀耕?台、野村正彦
埼玉医科大学第一生理

疾患モデル

P2-46 Aβの脳室内注入によって誘発される脳機能傷害:行動学的、神経化学的および組織学的

解析
中村静雄、村山宣人、案浦洋一、大野知親
サントリー生物医学研究所

P2-47 子宮内胎児発育不全と中枢神経障害
田口雅之1、小嶋久子2、斎藤克l、斎藤真希1、栗原正ヘ西島正博l、玉井洋一2

北里大・医・ l産婦人科・ 2生化学、 5創価大・生命研

P2・48 Sandhoff病モデルマウス由来培養神経細胞ならびにシュワン細胞の形態・機能解析
三五一憲 l、渡部和彦ヘ山中正二3

東京都神経科学総合研究所 l解剖発生、 2神経病理、ち横浜市立大学医学部第二病理

P2・49 胎児期アルコール被曝ラットの中枢ミエリンタンパクへの影響と学習行動について
小嶋久子1、堀耕治2、栗原正3、白鷹増男¥中村和生l、川島麗l、田口雅之5、

野村正彦2、玉井洋一l

北里大・医・ 1生化学、ち産婦人科、 4医療衛生・医情報、 2埼玉医大・生理学、 3倉日価大・生命研

P2・50 A群色素性乾皮症原因遺伝子およびB群コケイン症候群原因遺伝子ダブルノックアウトマウスにみら

れる小脳の発達異常
村井真知子l、稲村直子l、安達直樹1、榎戸靖l、吉野雅文2、中津可道2、

Giisbertus TJvan der Horst'、Jan.H.J.Hoeiimakers'、田中亀代次2、畠中寛l
l大阪大学・蛋白研、 2大阪大学・細生工センタ一、 'ErasumusUni versity 



|一般演題(ポスター)I 

変性疾患

P2司51 ドーパミン神経毒MPP+によるアポトーシス誘導の機構

梅沢倫子、村山俊彦、野村靖幸

北海道大院・薬・薬理

P2-52 酸化的ストレスと内在性脳内アミン1BnTIQの相乗効果による神経毒性の検討
本田真知子、古武弥一郎、太田茂
広島大学医学部総合薬学科

P2司53 新規パーキンソン病発症物質候補の毒性評価
杉谷誠一郎、太田茂

広島大学医学部総合薬学科

P2-54 MPTPマウスにおけるG凶 F受容体Retのdown-regulation
平田洋子、足立香代、村口佐知子、木内一審
理化学研究所バイオミメティックコントロール研究センター 運動遺伝子研究チーム

P2・55 ヒトNurr1の遺伝子構造
鳥居剛、瓦井俊孝、川上秀史、中村重信
広島大学医学部内科学第三

P2・56 Niemann-Pick病C型モデルマウス(spm)由来培養シュワン細胞株の樹立
渡部和彦九坂本剛 1.2、井田博幸s、上原けい子s、衛藤義勝3、大野耕策4

1東京都神経科学総合研究所神経病理、 2東京慈恵会医科大学神経内科、

S東京慈恵会医科大学小児科、 4鳥取大学医学部神経生物
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|一般演題(ポスター)I 
P2・57 筋萎縮性側索硬化症モデルマウス大脳皮質および脊髄組織内ミトコンドリア複合酵素 lとIV活性の

発育に伴う変動
柴山健三1、藤田公和l、芳本信子2、小川和人1、永田豊l、宮地栄一1

l藤田保健衛生大学・医学部・生理、 2名古屋文理短大

P2-58 Iminodipropionitrileによる脊髄前角細胞NOS活性変化に対するaniracetamの効果
鏑木真理子、駒井清暢
金沢大学医学部神経内科

P2-59 Human NeuroD/BET A2/BH F 1遺伝子プロモーターの解析
宮地隆史、川上秀史、北村健、丸山博文、中村重信
広島大学医学部内科学第三

虚血

P2・60 脳虚血後の海馬における前シナプス蛋白質、 NACP/α-synuclein，SNAP-25および

synaptophysi nの変化

石丸裕久1、上田健治高橋章1、FiorellaCasamenti3、GiancarloPepeu3、丸山悠弓l

l群馬大学医学部神経精神薬理ツムラ、 2東京都精神医学総合研究所神経化学、
sフィレンツェ大学医学部臨床薬理

P2・61 糖尿病ラットにおける一過性前脳虚血後の大脳皮質の進行性萎縮
近藤文雄、小川紀雄
岡山大学医学部分子細胞研究施設神経情報学部門

P2・62 グルタミン酸取込み阻害剤は、ラジカル生成促進とグルタチオン枯渇によって培養海馬神経細胞に対

する興奮毒性を増強する
氷見敏行、池田正行、室田誠逸

東京医科歯科大学 分子細胞機能制御学
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|一般演題(ポスター)I 
P2.63 ラット大脳皮質スライスでの低酸素・無グルコース/再酸素化による組織障害に対するNS-7の保護

作用:ナトリウムおよびカルシウムチャネル遮断作用を介したー酸化窒素合成酵素活性化抑制作用の

関与について
阿美智子、伊藤善規、鵜飼洋司郎
日本新薬・創薬研究所

P2.64 慢性脳血流低下動物における細胞内情報伝達系の変化;オートラジオグラフィーを用いた検討
車谷隆宏、工藤喬、福所英里子、中村裕、谷向仁、橋本亮太、武田雅俊

大阪大・神経機能医学講座・精神医学

P2・65 Differential Display法における単灘配列解析の改良
東国道久

富山医科薬科大学・和漢薬研究所・生物試験

P2.66 局所脳虚血・再潅流時の局所脳血流量と小胞体カルシウムイオン取り込み能の検討
惇法倫久1、福内靖男1、田中耕太郎l、野川茂l、鈴木重野、二木啓2

l慶磨義塾大学医学部神経内科、 2理化学研究所

炎症、てんかん

P2・67 自己免疫性ニュー口パチーにおける免疫吸着療法の効果:抗糟脂質抗体の変動と臨床予後
池田順子l、郡山達男l、小塚和子l、越智一秀l、原田暁2、中村重信l

l広島大学医学部内科学第三、 2県立広島病院神経内科

P2.68 ラット急性脊髄損傷モデルに対する性ホルモン授与による神経変性抑制効果
小川和人1、藤田公務日l、山内理充2、安藤正人2、永田豊l、宮地栄一l

l藤田保健衛生大学医学部生理学教室、 2愛知学泉大学
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|一般演題(ポスター)I 
P2-69 グリオーシス特異的遺伝子OASISのヒトホモログの同定

森徹白、竹内真由美、二階堂琢也、横屋幸彦、清津秀孔、和中明生

福島県立医科大学生体情報伝達研究所細胞科学研究部門

P2・70 単純ヘルペスウイルスを用いたTIMP-2発現defectivevirusによる悪性脳腫療に対する抗腫揚効果

の検討
星道生口、矢崎貴仁1"、河瀬斌2、植村慶一l

慶謄義塾大学医学部 l生理学、 2脳神経外科

P2-71 抗てんかん薬ゾニザミドの抗酸化能力のinvivo評価
徳丸潤l、植田勇人l、横山秀克2、中島陣3、土井拓1、大矢博昭三鎌田仁2

1宮崎医大精神科、 2山形生物ラジカル研、 s宮崎医大化

P2-72 外傷性てんかんモデルにおけるてんかん原性焦点、獲得のメカニズム
植田勇人¥徳丸潤l、横山秀克2、中島陣3、土井拓l、大矢博H昔、鎌田仁2

l宮崎医大精神科、 2山形生物ラジカル研、 s宮崎医大化

P2・73 ペンチレンテトラゾールによるキンドリング撞撃とヒスタミン神経系
李争艶1，2、楼井映子l、Jalal Izadi Mobarakeh'、飯沼一宇

2、渡辺武¥波遁建彦1、

谷内一彦1

1東北大学医学系院・薬理、 2東北大学医学系院小児、 3九州大・生体防御医学研

P2-74 シュワン細胞における抗酸菌感染による神経栄養因子・サイトカインの発現
遠藤真澄、野間口博子、小林和夫

国立感染症研究所ハンセン病研究センター



|ランチョン・イブニングセミナー|

9月16日(木)

ランチョンセミナー

イブニングセミナー

ランチョンセミナー1 12 : 00-13 : 00 (C会場:ダリア 2) 
司会:湯浅龍彦(国立精神・神経センタ一 国府台病院神経内科)

in vivo 13C_磁気共鳴スペク卜口スコピー(MRS)による脳代謝計測

岡本和也(株)東芝 医用システム杜 医用機器・システム開発センター)

ランチョンセミナー2 12 : 00・13: 00 (D会場:コスモス 1) 

司会:須原 哲也(放射線医学総合研究所高度診断機能研究ステーション)

脳神経領域への PETの応用

和田 康弘(シーメンス旭メデイテック株式会社マーケテイング本部)

イブニングセミナー 18 : 00-19 : 00 (C会場:ダリア 2) 

司会:永津 俊治(藤田保健衛生大学総合医科学研究所)

パーキンソン病の原因と治療をめぐる最近の話題

水野 美邦(JII買天堂大学医学部脳神経内科)

9月17日(金)

ランチョンセミナー3 12 : 00-13 : 00 (C会場:ダリア 2) 
司会:祖父江元(名古屋大学医学部神経内科)

講演 1.電気生理学的にみた CIDP

馬場 正之(弘前大学医学部脳研究施設臨床神経部門)

講演2.CIDPとガンマグロプリン療法

梶龍児(京都大学医学部神経内科)
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会長講演

スフインクスとミューズ
ー神経化学の臨床応用一

中村重信

広島大学医学部内科学第三

古来、スフインクスの謎として「朝は4本足、昼

は2本足で夜になると 3本足になる動物は何か?J
という問が投げかけられ、多くの人の頭を悩ませて

きた。その回答は「歩行障害のある老人」といった

説もあるが、まだ分からないのが本当だろう。ス

フインクスはいかにも思慮深げであり、その脳の

ネットワ」クを解き明かしたいという誘惑に駆られ

る神経化学者も少なくないであろう。しかし、良く

見るとその顔つきはパーキンソン病患者の仮面様顔

貌に似ており、何千年も不動の姿勢を保っていると

ころから臨床医はパーキンソン病と診断しそうであ

る。パーキンソン病患者の大脳基底核でドーパミン

が減少していること、 L-DOPAを投与すると症状改善

がみられることを故佐野勇博士が日本神経化学会に

報告してから40年が過ぎようとしている。それ以

来、おびただしい数の世界的な研究が報告され、そ

れが臨床応用されて、患者の福音となってきてお

り、ミューズの神も驚いていることだろう。

最近、種々の精神神経疾患の遺伝子異常が明らか

にされ、短時間に診断がつくようになってきた。ア

ルツハイマー病のようなスフインクスの謎を具現化

したような複雑怪奇な病気でもその大まかな発病の

機序、病気になりやすい人の遺伝子上の特性、さら

に最近では治療薬も発売されようとしている。アル

ツハイマー病に限らず、分子生物学的手法を用い

た、神経細胞の分化や細胞死のメカニズム、グリア

細胞の機能とその病的変化、チャンネルやトランス

ポーターの分子構造とその意義が精力的に探究さ

れ、病気の治療に応用されようとしている。世はま

さに「脳の世紀Jの幕開けにふさわしい活況を呈し
ている。 しかし、スフインクスの謎は依然謎とし

て解かれないまま、神経化学に手を染めているわれ

われを見下ろしている状態が続いている。これから

の最大の課題は、得られた神経化‘学の基礎的知見を

いかに臨床に応用して、患者や社会のために役立て

るかという問題である。神経化学に携わる若い研究

者諸君もミュ}ズの神に仕えるだけではなく、謙虚

にスフインクスの謎を解き明かすべく挑戦を続けて

頂きたい。その命題こそが本学会の使命と考えてい

る。
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S10司1

アルツハイマー病はどうして起こるか
ー神経化学の成果

中村重信
広島大学医学部内科学第3

1略歴]
生年月日 1938(昭和13)年11月18日
1963(昭和38)年3月 京都大学医学部卒業
1964(昭和39)年京都大学大学院医化学(早石研)
1968(昭和43)年京都大学医学部助手(老年医学)
1971(昭和46)年一72年 Oxford大学留学(薬理学)
1980(昭和55)年京都大学医学部助教授(神経内科)
1990(平成)2年現在広島大学医学部内科学第3教授
[主要な著書・論文・賞1
1. Abnormalities of acetylcholinesterase in Alzh巴imer's
disease with special reference to effect of 
acetyl-cholinesterase inhibitor. Behavioral Brain 

Research 83: 25. 1997 
2. Characteristic magnetic resonance imaging findings in 
splllocer巴bellarataxia 6 ( SCA 6). Arch Neurol. 55 
1348・1352.1998.
3. Apolipoprotein E promotor polymorphism and 

sporadic Alzheimer's disease in a Japanese population. 
Neurosci Lett 259・56，58，1999 

4. Prevalence and risks of dementia in the Japanese 
population: RERF's adult health study Hiroshima 
subiects.J Am Geriatr Soc 47:189，195， 1999. 
5. Developmental neurotoxicity of phenytoin on granule 
cells and Purkinie cells in mouse cerebellum. J 
Neurochem 72: 1497・1506，1999
6. Identification and analysis of the promoter region of 
the human Neuro D'related factor (NDRF). Biochim 
Biophys Acta 1445: 142・147，1999 
7. Spinocerebellar ataxia type 6 in relation to CAG 
repeat length. Acta Neurol Scand 99: 209.212. 1999 
8. Organization of the human orphan nuclear receptor 
Nurr1 gene. Gene 230: 225-232， 1999 
9. Structure and regulation of the human Neuro D 
(BETA21 BHF1) gene. Mol Brain Res 69: 223，231， 
1999 

10. Direct alteration of the P/Q type Ca2+ channel 
property by polyglutamate expansion in spinocerebellar 
ataxia 6 (SCA6 ). J Neurosci 19:RC14 (1.5)， 1999. 
第2回ベルツ医学賞受賞
国際アルツハイマー病協会日本代表、英国王立医学
協会評議員、日本神経学会理事、日本老年医学会
理事、日本脳卒中学会理事、日本痴呆学会理事、
日本自律神経学会理事、日本神経化学会理事、日
本内科学会評議員、第42回日本神経化学会会長、
第52回日本自律神経学会会長、 ]ANS.J Stroke 
Cerebrovascular Diseasesなと‘のEditor
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1973(昭和48)年 3月31日 向上単位取得
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兵庫教育大学(1990-91)、岐阜薬科大学(1990，)、
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名古屋大学教養部(1993.94λ 名古屋大学情報文化学

部(1997)各非常勤講締

[主要な著書・論文・賞1
l. Two phases of behavioral plasticity in rats following 

unilateral excitotoxic lesion of the hippocampus 

Neuroscience.1999;92(3):819'26. 

2. Prophylaxis of local vascular graft infection with 

levofloxacin incorporated into albumin-sealed dacron 

graft (LVFX-ALB graft). Microbiol Immunol. 
1999;43(4)・317.21

3. Nociceptin system plays a role in the memory retention: 

involvement of naloxone benzoylhydrazone binding 

sites. Neuroreport. 1999 Apr 26;10(6):1171，5. 

4. Characterization of learning and memory deficits in 

C57BLl6 mice infected with Lp.BM5， a murine model 

of AIDS. J Neuroimmunol. 1999 Mar 

1;95(1'2):65-72 

1.日本薬学会奨励賞受賞(1986.4.2.)

2日本薬学会宮田専治学術賞受賞(1987.7.24.)

3日本神経精神薬理学会学術賞受賞(1994.10.20.) 

4日本薬学会学術貢献賞受賞(1995目3.29.)

5病院薬学会賞受賞(1999.6.)
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1995 March . present Director， Cent1'e for R巴sea1'chin 
Neurodegenerative Diseases， University of 
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[主要な著書・論文・賞1
1. lnterfamililal and intrafamilial phenotypic 
heterogeneity in familial Alzheimer's disease. J 
Geriat1'. Psychiatry Neurol. 10:1，6， 1997. 

2. Splicing mutation of presenilin-1 gene for early onset 
Alzheime1' disease". Hum. Mutation Suppl. 1 
S91.S94，1997 

3. No association between apolipoprotein E genotype 
and late onset depression in Alzheimer disease 
Biol. Psychiatry. 41: 246，249， 1997. 

4. Amyloidβ'protein isoforms in brain of subjects with 
PS11inked.βAPP'linked， and sporadic 

Alzheimer disease. Molec. Brain. Res. 56: 
178，185， 1998 

5. Role of genetics in tests of genotype， status and 
disease p1'ogression in early onset Alzheimer's 
disease. Neurobiol. Aging 19: 133.137. 1998 

6. Presenilin 1 is actively degraded by the 26S 
p1'oteasome. Neurobiol. Aging 19・19・S19.21，
1998. 

7. Analysis of the butyrylcholinesterase gene and nearby 
chromosome 3 markers in Alzheime1' disease 
Hum. Molec. Genet. 7‘933935， 1998. 

8. A novel f1'ameshift mutation induced by an adenosine 
ins巴rtionin the polycystic kidney disease 2 
(PKD2) gene. Kidney lnt. 53: 1127，1132， 
1998 

9. Absence of association between Alzheime1' disease and 
the A91 regulatory region polymorphism of APOE 
Neurosci. Letts. ln the press， 1998 
10. The presenilin 1 protein is a component of旦high
日aolecularweight int1'acellular complex that contains 

β'catenin. J.BioI.Chem. 273，16470'16475.1998 
1l.Evidence for an Alzheime1' Disease susceptibility locus 
on chromosome 12 and for fu1'the1' locus heterogeneity. 

JAMA， 280: 614，618， 1998 
12.Presenilin mutations associated with Alzheimer 
disease cause defective intracellular trafficking of β 
catenin， a component of the p1'esenilin protein 
complex. NatU1'e Medicine 5 (2):16， 1999 
13. Presenilins interact with Armadillo p1'oteins 
including neural'specific plakophilin'1'elated protein 

and βcatenin. J守 Neurochem.72 (3): 9991008， 
1999 

1. The Francis McNaughton Research Prize， C呂nadian
Neu1'ological Soci己ty，1982 
2. Medical Research Council of Canada Post.Doctoral 
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3. Metropolitan Life Foundation Award fo1' Medical 

Research，1987 
4. Medical Research Cou日cilScholar， Medical Resea1'ch 
Council of Canada， June， 1991 . May， 1996 
5. Faculty Scholar Awa1'd， Alzheimer Association (US)， 
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6. Gold Medal in Medicine， Royal College of Physicians 
。fCanada， 1993. 
7. Member， Ame1'ican Society fo1' Clinical lnvestigation， 
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8. Alois Alzheime1' Award， University of 
Munich/European Community， 1995ヨ
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10. Potamkin P1'ize， Ame1'ican Academy of Neu1'ology， 
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Award， Howard Hughes lv!edical Research Foundation， 
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1971(昭和46)年神経内科研修(黒岩義五郎教授)

1974(昭和49)年米国NIH，NINCDS Visiting Fe!low 

(Henry de F. Webster部長)

1977(昭和52)年九州大学医学部神経内科助手

1978(昭和53)年医学博士(九州大学)

1982(昭和57)年九州大学医学部神経内科講師

1983(昭和58)年国立精神・神経センター

神経研究所疾病研究第6部部長

[主要な著書・論文・賞1
l. No effect of anti'leprosy drugs in the prevention of 

Alzheimer's disease and beta'amyloid neurotoxicity. J 
Neurol Sci. 1999 May 1;165(1):28'30. 

2. Genome structure and chromosomal mapping of the 

gene for Fe65L2 interacting with Alzheimer's 

beta 'amyloid precursor protein. Biochem Biophys Res 

Commun. 1999 May 10;258(2):385・9.

3. Transgenic mice with Alzheimer presenilin 1 m utations 

show accelerated neurodegeneration without amyloid 

plaQue form在tion.Nat Med. 1999 May;5(5):560'4 
4. IsoIation of human delta'catenin and its binding 

specificity with preseniIin 1. Neuroreport 1999 F巴b

25;10(3):563，8 

5. A distinct familial presenile dementia with a novel 

missense mutation in the tau gene. Neuroreport 1999 

Feb 25; 1 0(3)・497.501.

6. Molecular cloning of human Fe65L2 and its 

interaction with the Alzheimer's beta'amyloid 

precursor protein. Neurosci Lett. 1999 Feb 
19;261(3)・143.6

7. Effects of presenilin N.terminal fragments on 

production of amyloid beta pePtide and accumulation 

of endogenous presenilins. Neurosci Lett. 1999 Feb 

26;262(1):37'40. 

8. X11L2， a new member of the Xl1 protein family. 

interacts with Alzheimer's beta-amyloid precursor 

protein. Biochem Biophys Res Commun. 1999 Feb 

24;255(3)・663-7.

T. Tabira 

Division of Demyelinating Disease証ndAging， National 

Institute of Neuroscience， NCNP. 

Presenilin 1 (PSlJ was found in 1995 by St 

George.Hyslop and his co!leagues as a causative gene for 

an early onset familial Alzheimer's disease (FAD). Since 

the FAD mutations correlate with the elevated Aβ 

x'42/Aβx.40 ratio in plasma and CSF of the F AD 

patients as we!l as in the PS1 / tansfected celIs and 

transgenic mice， PS1 is thought to be involved in the 

amyloid cascade. However. Aβdeposition in senile 

plaQues has not been shown in PS1 transgenic mic巴

Therefore， we conducted careful Quantitative studies on 

neuron numbers in transgenic mice carring wild type， 

H163R. or L286V PS1 with the PDGF promotor'l 

Although Aβdeposition in senile plaQues was not 

observed in the PS1 trasgenic mice， neuron numbers in 

th巴frontalcortex and hippocampus were significantly 

decreased in aged mutant mice. ln these mice， numbers of 

dark neurons were significantly elevated and some dark 

neurons showed an apoptotic natul官 Notably，Aβx.42 

positive neurons were significantly more frequent in aged 

mutant mice， while not were Aβx.40 positive neurons 

We have previously shown that PSl in tangle 

formation21
• However， the PS1 trangenic D1ice did not 

show neurofibrillary tangles. These results indicate that 

PS1 mutations facilitate neuronal apoptosis possibly via 

intraneuronal deposition of Aβ42. 

1) Ch，ui DH et al.: Transgenic mice with Alzheimer 

presenilin 1 mutation show accelerated neurodegeneration 

without amyloid plaque formation. Nature lvIed 5(5) : 

560-564， 1999 

2) Chui DH et al.: Both N-terminal and C.terminal 

fragments of presenilin 1 colocalize with neurofibrillary 

tangles in neurons and dystrophic neurites of senile 

plaques in Alzheimer's disease. J Neurosci Res 53: 
99，106， 1998 
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最終学校卒業年:Kings College Hospital 

Medical School. 1974年
学位. 医学博士
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所属機関・職名 NationalHospital for 
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病院)Clinical Director(臨床主任教授)

所属機関所在地 QueenSQuare， London WC1N 

3BG， UK(英国ロンドン市クイーンスク

ウェア)

[主要な著書・論文・賞1
1. Early diagnosis of dementia. J Neuro11999: 246(1): 
4.5. 

2.lnvestigation of variant Creutzfeldt'Jakob disease and 
other human prio口diseaseswith tonsil biopsy samples 
Lancet 1999;353(9148): 183.9 
3.Familial dementia lackingspecific pathological features 
presenting with clinical features of corticobasal 
degeneration. J Neg specific pathological features 
presenting with clinical features of corticobasal 
degeneration. J Neurol Neurosurg Psychiatry 
1998;65(4):6003. 
4.Presymptomatic cognitive deficits in individuals at risk 
of familial Alzheimer's disease. A longitudinal 
prospective study.c cognitive deficits in individuals at 
risk of familial Alzheimer's disease. A longitudinal 
prospective study. Brain 1998; 12l(Pt 9): 1631.9 
5.CANDlD"Counselling and Diagnosis in Dementia: a 
national telemedicine service supporting the care of 
younger patients with dementia. Int J Geriatr 
Psychiatry1998;13(6):381'8. 
6.Clinical trial designs for demonstrating 
disease'course'altering effects in dementia IIn Process 
Citatio口[.Alzheimer Dis Assoc Disord 
1998; 12(4):2 81.94 
7.Report of the European Working Group on Dementia 
Drug Guidelines Meeting"Brussels， November 1997. 
Alzheimer Dis Assoc Disord 1998;12(4):259，61 
8. Slowing the progression of Alzheimer disease: 
monitoring progression. Alzheimer Dis Assoc Disord 
1997;11(5):S6'9 
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9. Protocols to demonstrate slowing of Alzheimer disease 
progression. Position paper from the International 
Working Group on Harmo日izationof Dementia Drug 
Guidelines.The Disease Progression Sub'Group. 
Alzheimer Dis Assoc Disord 1997;3・50.3
10. Ethical issues in dementia drug development. Position 
paper from the International Working Group on 
Harmonization of Dementia Drug Guidelines. Alzheimer 
Dis Assoc Disord 1997;3:268 
11. Clinicopathological features of familial Alzheimer's 
disease associated with the M139V mutation in the 
presenilin 1 gene. Pedigree but not mutation specific age 
at onset provides evidence for a further genetic factol 
Brain 1997;120(Pt3):491.501 
12. Clinical features of sporadic and familial Alzheimer曾s
disease. Neurodegeneration 1996;5(4):393.7 
13. Presymptomatic hippocampal atrophy in Alzheimer's 
disease. A longitudinal MRI study. Brain 1996;119(Pt 
6):2001.7 
14. A multicenter doubl巴blindstudy of controlled.r巴leas巴
physostigmine for the treatment of symptoms secondary 
to Alzheimer's disease. Physostigmine Study Group 
Neurology 1996;47(6):1389.95 
15. Amyloid beta protein (Abeta) deposition in 
chromosome 14'linked Alzheimer's disease: 
predominance of Abeta42(43). Ann Neurol 
1996;40(2): 149.56 
16. Visualisation and Quantification of rates of atrophy 
in Alzheimer's disease. Lancet 1996;348 (9020):94.7. 
17. Apolipoprotein E genotyping in Alzheimer's disease. 
The UK Alzheimer's Disease Genetic consortium [letterl 
Lancet 1996;347(9017):1775，6 
18. Incomplete penetrance 01 familial Alzheimer's disease 
in a pedigree with a nov巴1presenilin'l gene mutation 
[letter[. Lancet 1996;347(9014):1560 
19. A new variant of prion disease. Lancet 1996; 347 
(9006): 9167. 
20. Predominant deposition of amyloid'beta 42(43) i日
plaques in cases of Alzheimer's disease and hereditary 
cerebral hemorrhage associated with mutations in the 
amyloid precursor protein gene. Am J Pathol 
1996;148(4)・1257.66
21. Clinical and neuroimaging features of familial 
Alzheimer's disease. Ann N Y Acad Sci 
1996;777・49.56.
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[主要な著書・論文・賞I
R.Cacabelos. & M.Takeda編著

"Annals of Psychiatry.Basic and Clinical Neurosciences-

VoI.5". Praus.1995 

西村健、志水彰、武田雅俊編著「臨床精神医学j教

科書、南山堂、 1996

K.Iqbal. B.Winblad. T.Nishimura. M.Takeda. 

H，Wisniewski編著

"Alzheimer's Disease; Biology. Diagnosis and Treatment". 

Wiley， 1997 

武田雅俊繍 「高齢者の精神障害J精神科ケースラ
イブラリ、中山、 1998

1.痴呆の精神生化学的研究。特にアルツハイマー病の

病因・病態・診断マ}カー・治療法 の開発に関

する研究.

2認、知機能に関する神経科学的研究

生物学的精神医学会、神経精神医学会、神経化学

会、老年精神医学会、痴呆学会、未病システム学会

の理事

精神神経学会、老年医学会、精神神経薬理学会の評

議員

M.Takeda. T.Kudo. Y.Nakano. Y.Nakamura. T. Tanaka 

Psychiatry. Department of Clinical Neuroscience， Osaka 

University. Graduate School of Medicine 

Presenilin'l (PS1) is a newly identified gene on 

chromosome 14. causing familial Alzheimer's disease 

(F AD). and now more than 50 mutations have been 

reported with FAD pedigrees. Biological function of PS1 

has been intensively studied. indicating participation in 

Notch signaling in neuronal differentiation and 

development. neuronal apoPtosis， processing of amyloid 

precursor protein (APP). response to ER str色ss，and 

others. 

We have shown that PS1 gene is induced in the earlier 

stage of embryonic rat brain than APP gene. In adult 

brain tissue. PS1 gene expression is highly stimulated 

after neuronal insult. such as ibotenic acid administration 

into rat hippocampus. and transient ischemia by carotid 

artery occlusion in Mongolian gerbil. In gerbil model of 

transient ischemia. PS1 expression is more stimulated in 

CA3 and dentate neurons. rather than CA1 neurons. 

indicating PS1 is induced in neurons more resistant to 

ischemic stress. 

Cultured cells transfected with mutated PS1， show 

significantly suppressed expression of GRP78 in response 

to ER stress.lt suggests that cells transfected with 

mutated PS1 are more vulnerable to ER stress 

New mutation of PS1 (1213T) is identified in FAD 

family in Osaka. The mutated PS1 gene is introduced by 

homologolls recom bination. producing homo-and hetero-

"knock'in " mouse. Homo knock-in mice with 1213T PS1 

are born and grow up without phenotype. Neither 

amyloid deposition. nor cytoskeletal derangement is 

observed in the brain upto 10 months of age. however. 

increased production of amyloid β42 is observed in the 

brain tissue as well as tissue culture from the knock-in 

animal. 
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lexical'semantic. and event'fact memory sy.stems in 

Alzheimer. amnesic. and normal subiects. Cortex. 30. 

75.103. 
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2. Gabri巴li.J.D.E. (1996) Memory systems analyses of 

mnen且onicdisorders in aging and age'related disease. 

Proceedings of the National Academy of Sciences of the 

United States of Am巴rica.93. 13534.13540 

3. Gabrieli. J.D.E.. Brewer. J.B.. Desmond. J.E.. and Glover. 
G.H. (1997) Separate neural bases of two fundamental 
memory processes in the human medial temporal lobe. 

Science. 276. 264.266. 

4. Gabrieli. J.D.E. (1998) Cognitive neuroscienc巴of
human memory. Annual Review of Psychology. 49. 
87.115 

5. Sobel. N.. Prabhakaran. V.. D日smond.J.E.. Glover. G.H .. 
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Sniffing and smelIing: Separate subsystems in human 

olfactory cortex. Nature. 392. 282.286. 

6. Fleischman. D.A. and Gabrieli. J.D.E. (1998) 
Repetition priming in normal aging and Alzheimer's 

disease: A review of findings and theories. Psychology 
and Aging. 13. 88.119 

7. Park. S.M.. Gabrieli. J.D.E.. Reminger. S.L.. Monti. L.A.. 
Fleischman. D.A.. Wilson. R.S.. Tinklenberg. J.R.. and 
Yesavage. J.A. (1998) Preserved priming across 
study.test picture transformations in patients with 

Alzheimer's disease. Neuropyschology.12. 340.352 

8. Brewer. J.B.. Zhao. Z.. Desmond. J.E.. Glover. G.H.. and 
Gabrieli. J.D.E. (1998) Making memories: Brain 
activity that predicts how welI visual experience will be 
remembered. Science. 281. 1185.1187. 
9. Wagner. A.D.. Poldrack. R.A・.Eldridge. L.E. Desmond. 
J.E.. Glover. G.H.. and Gabrieli. J.D.E. (1998) 
Material'specific lateralization of prefrontal activation 

during episodic encoding and retrievaL NeuroReport. 
9.3711，3717 

10. Rypma. B叫 Prabhakaran.V.. DesmondJ.E.. Glover. 
G.H.. and Gabrieli. J.D.E. (1999) Load'dependent roles 

of frontal brain regions in the maintenance of working 
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Deposition of aggregated amyloidβ-protein (Aβ). a 

proteolytic cleavage product of the amyloid precursor 

protein (APP). is a critical step in the development of 

Alzheimer's disease (AD). However， we are still far from 

understanding the molecular mechanisms underlying the 

initiation of Aβpolymerization in vivo. It has been 

hypothesized that aggregation of soluble Aβinvolves 

seeded polymerization， although this assumption has not 

yet been proved in vivo. Here. we report. for the first 

time， that a seeding Aβ， which enhances the fibril 

formation of soluble Aβ， is generated from the apically 

missorted APP in cultured epitheJiaJ cells (Madin-Darby 

canine kidney cells). Significantly， the generation of 

this Aβdepends exclusively on the presence of 

cholesterol in the cells. Taken together with mass 

spectrometric analysis of this novel Aβand our recent 

study. it is suggested that a conformationally altered form 

of Aβ. which acts as a "seed" for amyloid fibril 

formation. is generated in intracellular cholesterol-rich 

microdomains 
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神経情報信号化分子

ーチャンネル・トランスポーターの生理と
病態一

佐野輝1、小倉明彦2

l愛媛大学医学部神経精神医学、 2大阪大学大学院理学

研究科生物科学

脳の機能は、多数のニューロンが織りなす回路の

中でやりとりされる情報の伝達と統合によって生み

出される。個々のニューロンは(興奮性伝達を担う

ニューロンであると抑制性伝達であるニューロンで

あるとを間わず)活動電位を発生して軸索上を伝導

させ、軸索末端から伝達物質を放出する。このメカ

ニズムの担い手である分子群を挙げるなら、膜電位

形成に関わるClチャンネル、活動電位の発生に関わ

るNa+チャンネル、その終結に関わるピチャンネル、

伝達物質放出に関わるCa2+チャンネルであり、放出

された伝達物質を結合して反応する伝達物質受容体

であり、伝達を終結しかっ伝達の強度を調節する伝

達物質トランスポーターである。これらの分子群

が、ニューロンの神経細胞の興奮と伝達という基本

的機能に直結している以上、当然予測される通り、

これらの機能不全は、脳機能の異常に直結し、運動

制御の異常や精神機能の異常をもたらす。

最近の分子生物学・生化学・薬理学・生理学の進

歩により、脳機能の異常・疾患が、これらの分子の

遺伝的異常あるいは自己免疫疾患として同定される

例が急速に増えつつある。病因の分子的なレベルで

の解明は、精密な診断を可能にし、治療手段の開発

に大きな手がかりを与える。また、臨床からの情報

がその分子の個体レベルでの役割の理解にヒントを

与える。本シンポジウムでは、このようなチャンネ

ル・受容体・トランスポーター異常と脳・神経疾患

との関連解析の最前線を紹介する一方、臨床家から

の積極的な討論参加を期待し、基礎・臨床双方に

とって実り多いものにしたい。

S20・2

グルタミン酸トランスポーターおよび受容
体:機能異常と病態・創薬

和田圭司¥西川徹2、関口正幸:

1国立精神・神経センター神経研究所疾病研究第四

部、 2同第三部

グルタミン酸は代表的な神経伝達物質として脳機

能の発現・維持を支える一方、神経細胞死を引き起

こす興奮毒性を合わせ持ち、種々の精神・神経疾患

ではその発症・進行に関与する有害な因子になると

想定されている。グルタミン酸トランスポーターお

よび受容体はグルタミン酸が直接作用する機能分子

であるため病態に直接関係するだけでなく創薬の対

象としても極めて重要な存在として位置づけられて

いる。我々はここ数年、グルタミン酸トランスポー

ターの生理学的・病態生理学的役割を明らかにし、

また新規受容体作用薬を開発する目的で新しい生物

学的・薬理学的ツールの開発・導入に努めてきた。

すなわちトランスポーターにおいては遺伝子欠損マ

ウスの作製を行いグルタミン酸興奮毒性の個体モデ

ルとしての重要性を確立したほか、受容体において

はAMPA受容体に特異的な新規アロステリックモ
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ジュレーターとしてPEPAを開発した。さらに我々

は、神経伝達物質本来の作用部位には直接作用せず

に神経伝達物質ー受容体の相互作用を修飾し受容体活

性を最大限にまで引き出す物質、つまりコ・アゴニ

ストを用いたグルタミン酸受容体コ・アゴニスト療

法の可能性を追求した。その結果、 NMDA受容体の

コ・アゴニストであるD-セリンの誘導体が運動失調

症改善作用を有することを動物で見い出した。本シ

ンポジウムでは最近の知見を含めこれらグルタミン

酸トランスポーターおよび受容体に対する我々の取

り組みを紹介する。
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神経伝達物質トランスポーターの機能と病
態

斎藤尚亮、酒井規雄、白井康仁、

阪井一雄、大倉陸美、上山健彦

神戸大学バイオシグナル研究センター・分子薬理分

野

神経伝達物質トランスボ}ターはシナプス間隙に

遊離された伝達物質をNピ等のイオン依存性に伝達物

質を前シナプスに取り込むことにより神経伝達を終

了させる膜タンパク質である。近年の分子クローニ

ングによって、伝達物質トランスポーターの構造や

サブタイプの存在が明らかにされた。さらに、ノッ

クアウトマウスの研究により、トランスポータ一生

理機能のみならず、病態における役割も明らかにさ

れてきた。その中でも、抗うつ薬のターゲットとし

ても知られており、感情障害の発症に深く関与して

いると考えられているセロトニントランスポーター

(SET)、および、神経細胞死に関与するグルタミン酸

トランスポーター(EAAT)は、薬物の標的としても注

目を集めている。本シンポジウムではSETの遺伝子発

現制御機構および機能調節機構に関する研究の結果

と感情障害との関連、および"EAATに作用する薬物の

臨床的応用の可能性について述べる。つまり、 1) 

SETの取込み能はPKC等のリン酸化酵素によって制御

されるが、その制御機構はSETの直接のリン酸化では

なく、細胞骨格蛋白質を介した制御であること、

2) SET遺伝子のプロモーター解析によるSETの発現

制御機構の解析、 3)インターフエロンによるうつ

病発症とSET発現調節の関連、 4)EAAT機能充進薬

の虚血による神経細胞死予防への応用の可能性につ

いて述べる。

S20 ・4

Ca2+チャネルと小脳失調症

井本敬二

岡崎国立共同研究機構生理学研究所、総合研究大学

院大学生命科学研究科

Ca'+イオンは重要な細胞内メッセンジャーであ

る。筋・神経系でCa'+は神経伝達物質の放出や筋収

縮に必須の要素として機能し、またCa'+は遺伝子の

転写調節なども含め広く細胞の代謝調節に関わって

Uミる。

このように細胞代謝に重要な役割を果たすCa'+の調

節に異常が生じたときに、どのような異常が起こる

かについては、多くの研究がなされてきた。特に

Ca'+濃度の異常な上昇により細胞障害が起こること

が示されてきた (Ca'+overload)。

電位依存性Ca'+チャネルは神経細胞への主要なCa'+

流入路の一つで、ある。電位依存性Ca2+チャネルには

いろいろなサブタイフーが存在するが、脳の主要なサ

ブタイプであるP/Q型Ca'+チャネルの遺伝子異常によ

り、小脳変性症を含む神経疾患が起こることが近年

明らかとなってきた。

しかし、遺伝子の変異によりCa'+チャネルの性質が

いかに変化するのか、その変化と疾病発症とはどの

ように関係しているかについては不明であったた

め、われわれは小脳変性症マウスの小脳より急性単

離したプルキンエ細胞のCa'+チャネルおよび組換え

cDNAを用いて発現させた変異Ca'+チャネルの性質を

検討した。プルキンエ細胞での最も著明な変化は電

流密度の低下であり、またキネティックスの変化も

観察された。これらの変化は組換えCa計チャネルで

も観察された。この結果はミュータントの性質は変

異により宣接的に起こされたものであり、 Ca'+流入

の低下が神経細胞障害そして小脳変性症を起こすこ

とを示唆する。
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Na+チャンネル・ K+チャンネルと知覚障害

横山茂

金沢大学大学院医学研究科分子情報系独立専攻・細

胞遺伝子学講座

神経細胞における活動電位の発生、伝播は、電位

依存性Nぶチャンネjレと電位依存性ピチャンネルの活

動状態によって大きく影響される。 1980年代から現

在に至るまで、電位依存性Na+チャンネル、ピチャン
ネルのサプユニットをコードする遺伝子が多数同定

されてきた。イオン通過路を形成する αサプユニッ

トに限っても、その数はNa+チャンネルで10種類以

上、ピチャンネルで30種類以上に及んで、いる。これ

らの遺伝子は、 IIISltUハイブリダイゼーション法およ

び免疫組織学的手法によって、個体の発達段階、組

織分布の上で特徴的な発現調節を受けていることが

明らかにされている。しかしながら、個々の遺伝子

産物と実際の生理機能との対応に関しでは未だ不明

な点が多い。一方、家族性周期性四肢麻海、遺伝性

てんかんなどの原因遺伝子の連鎖解析の結果、 Na+

チャンネル、ピチャンネルの遺伝子異常が報告され

るようになった。非遺伝性の病態では、神経損傷・

再生に伴うチャンネルの発現レベルの変動が明らか

にされつつあり、痛み・知覚異常との関連性が示唆

されている。これらの点について、我々の研究デー

タも含めてこの分野の現状を概説したい。

820・6

クロライドチャネルの機能とその異常によ
る細胞病態

岡田泰伸

岡崎国立共同研究機檎・生理学研究所・機能協関部

門、 CREST'科学技術振興事業団

Clチャネルは、種々の細胞において膜電位形成と

Cl輸送に関与する。現在までに遺伝子クローニング
されたものに、グリシンレセプターやGABAレセプ

ターなどのリガンド作動性アニオンチャネルファミ

リ一、上皮や心筋のサイクリックAMP依存性Clチャ

ネルであるCFTR、Ca'+依存性Clチャネルである
CLCAファミリ一、及び種々の組織に発現している
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CLCファミリーの4種がある。それらの遺伝子異常が

神経・筋・上皮性疾患をもたらすことが明らかにさ

れ、 Clチャネル病として確立している。内外で得ら
れたこれらの知見についてまず紹介する。

CFTRは他のチャネルに対するレギュレータとして

働くなど多機能性を示す。その 1つとして、 CFTR

Clチャネル蛋白がATPチャネルとしての機能も果す
といろ仮説が提出された。私達は、上皮細胞CFTRは

細胞膨張時のATP放出を允進させ、容積調節に重要

なシグナルを与えるカ宝、 CFTR自身はATPチャネルと

しては働かないことを示した。一方、 Clチャネルが
ATP放出チャネルとして働く事例も実際にあること

を、腎密集斑細胞においてはじめて証明した。これ

らの私達自身の最新データを紹介し、その生理的・

病理的意義に触れる。

虚血条件下において脳神経・グリア細胞や心筋細

胞は持続性の膨張を示し、細胞死へと至る。最近、

この過程に細胞膨張によって活性化される容積感受

性Clチャネルの機能とその傷害が深く関わっている
ことが報告されはじめている。このメカニズムにつ

いて、私達自身のデータも含めて考察する。最後

に、アポト}シスにおけるClチャネルの役割につい
ても触れる予定である。
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多彩な老化症状に関連するKlotho遺伝子発

見の生物学的意義

鍋島陽一

京都大学大学院医学研究科腫蕩生物

老化に伴う疾患を克服することは人類の有史以来

の願望であり、多くの試みが積み重ねられてきた

が、その複雑さから研究は多くの困難を抱えてい

た。しかし、遺伝子研究の進展によってその突破口

が関かれようとしている。細胞の分裂寿命やヒト早

老症の原因遺伝子の研究、寿命や老化疾患の発症に

関する変異動物の分子遺伝学的解析などである。

我々の研究室では挿入突然変異によって早期老化

症状を呈するKlothoマウスを樹立した。多彩

な老化症状は単一遺伝子の欠損に起因しており、原

因遺伝子Klothoを同定した。 Klotho遺伝子は約 5. 2 

Kで、 N端にシグナル配列、 c端に膜貫通ドメイン構
造をもっ 1014アミノ酸からなる新規の1型膜蛋

白質をコ}ドしており、その発現は腎臓で高く、弱

い発現が中枢神経系で観察された。 RT-PCRにより

卵巣、精巣などでも発現か確認されたが、骨、皮

膚、胃などの強い変異症状が観察される臓器で、 K

1 0 t h 0遺伝子の発現が観察されず、 K1 0 t h 

o蛋白の機能を伝える液性因子の存在が示唆され

た。また、変異マウスはnullに近いhypomorphであこ

とが確認された。マウス cDNAをプロープとして

ヒト cDNAライブラリーより相同遺伝子を分離

し、その構造を決定したところ、同様の l型膜蛋白

質をコードするmRNAとスプライシングの制御に

より、蛋白中央にストップが入るmRNA、すなわ

ち、分泌型蛋白質をコードするmRNAが同定され

た。 Klotho自身が分泌されて、ターゲット組

織、分子に結合し、機能していることが推定される

が、 KlothoがβGlucosidaseに相向性が高いこ

とから、酵素活性によって不活性分子の活性化に関

わる可能性も残されており、その他の可能性を含め

て、検討中である。本会ではKlothoの分子機

能を中心に老化の分子メカニズムについて討論した

¥t'。

S1・1

ヒト細胞の老化と不死化

井出利憲

広島大学医学部総合薬学科

ヒト正常体細胞は分裂可能回数に限界があり、こ

れを有限分裂寿命とよぶ。直鎖状ゲノムDNAの末端

にあるテロメアDNAが複製の度に短縮することが基

本的な原因である。ただ、活性酸素などによっても

テロメア短縮は促進されるから、細胞内で実際に起

きるテロメ短縮量は両者の複合である。生殖細胞や

発生初期の細胞にはテロメラーゼ活性があってテロ

メア短縮を補償するので、テロメア長は維持され、

基本的に無限分裂能を保証される(不死化細胞)。

再生系組織の幹細胞には弱いテロメラーゼ活性があ

り、テロメア短縮を遅延させて細胞供給を可能にし

ているが、テロメアは徐々に匁縮し有限分裂寿命で

ある。すなわち、すべての体細胞は有限分裂寿命で

ある。

ヒトでは、年齢とともに体細胞のテロメアが短縮

しやがて増殖が悪くなることによって、種々の組

織・細胞での再生不全を起こし、老化表現をあらわ

す。それだけでなく、テロメア短縮とともにサイト

カインなどの発現・分泌が変化することは、個々の

臓器・組織のみならず、ホルモン、免疫、神経など

の調節系の機能にも変化を与えて、老化表現形を促

進する。遺伝的早老症患者では、健常者の細胞に比

べてテロメアが短かったり、安:ff.i縮速度が早かったり

する。マウスなどではテロメアが長いため、テロメ

ラーゼノックアウト動物でも 5世代まで問題なく誕

生するが、 6世代目になると誕生時からテロメアが

短くなっているため、老化表現形が早期から出現

し、テロメア短縮が老化を進行させることが判る。

ヒトではたまたま短いテロメアをもつため、テロメ

ア忽繍が各世代ごとの老化を引き起こしている。



S1・2

ミトコンドリアと老化

紙野晃人、太田成男

日本医科大学老人病研究所生化学部門

ミトコンドリアはエネルギー代謝を司る細胞内小器

官であり、クエン酸回路にてアセチルーCoAを起点と

したATP産生をおこなう。ミトコンドリア遺伝子異

常に起因するミトコンドリア脳筋症ではその症候が

非分裂細胞が主体である神経及び筋肉に際立つこと

から、脳の老化にはミトコンドリア機能障害が関与

していると考えられる。また、アルツハイマー病に

みられる βアミロイド沈着は正常の老化でもみられ

ることから、アルツハイマー病の病理学的変化は脳

の老化を反映すると思われる O αケトグルタル酸脱

水素酵素複合体E2KサブユニットをコードするDLST

遺伝子は第14染色体長腕に位置し、プレセニリンl遺

伝子とは約1センチモルガンの距離にある。 DLST遺

f云子のイントロン13エクソン14の多型はアルツハイ
マー病と有意な関連を示し、特に早期発症型アルツ

ハイマー病で、の関連が際立つoDLSTにはエクソン8

よりタンパク合成が開始されたsmallDLSTがあり、

そのmRNAは脳血管アミロイド沈着脳では有意に減少

していることを明らかにした。また、エクソント

ラップにでDLSTのスプライシング多型が認められ

た。 ERABはβアミロイドと結合して神経細胞毒性を

増強することが報告されているが、 ERABはミトコン

ドリアに局在するL-3-hydroxyacyl-CoAと同一で、ある

こ乞が判明している。 DLSTでも同様の機序、すなわ

ちこれらの不完全なDLST蛋白がβアミロイドによる

神経細胞毒性を軽減していることも考えられる。ま

た、ミトコンドリア型アルデヒド脱水素酵素

(ALDH2)はパリンからのサクシニJレCoA、アセチル

令CoA合成に関与しているが、 ALDH2の欠損型はアル

ツハイマ}病では有意に高頻度に認められた。した

がって、 βアミロイド、ミトコンドリア酵素、アセ

チルーCoA供給がアルツハイマー病での神経細胞死に

関与し、結果としてこれらのファクターが脳の老化

にも関与していると考えられる。
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老化関連遺伝子の多型と疾患

三木哲郎

愛媛大学医学部老年医学

ヒトゲノム解析計画の進展は早く、 2000年春まで

に90%が判明すると予想されている O さらに、遺伝

子多型の研究の流れは、マイクロサテライト多型か

ら、単一塩基多型(single nucleotides polymorphisms = 

SNPs)に変化しつつある。欧米の製薬企業が創設した

The SNPs Consortiumにおいては、全体で200万個存

在すると予想されるSNPsのうち30万個を、今後2年

間で同定するという計画がある。 SNPsを利用した遺

伝子型を決定すると、身長などの個人の表現型の相

違から、薬理遺伝学や疾病の感受性などが分類され

ると予想、される。

老化に関連した遺伝子の多型としては、これま

で、アンジオテンシン変換酵素(Angio民間n

Converting Enzyme = ACE )や、アポリポ蛋白E(

Apolipoprotein E )の遺伝子多型が、長寿に関連がある

と報告されている。

老化関連遺伝子の遺伝子多型を応用した解析は、

老年病、長寿者、早老症などを対象とした症例i一対
照研究(case-control study)である。例えば、遺伝性早

老症であるウェルナー症候群の原因遺伝子(WRN)の

コドン1367に存在する多型(Cys<=字Arg)を用いて心筋

梗塞(MI)、アルツハイマー型痴呆(SDAT)、長寿老

人、後縦靭帯骨化症(OPLL)、インスリン非依存性糖

尿病(NIDDM)などと健常対照人群の問で症例一対照研

究を行った。 MI群でのみ、ホモ接合性のCysteineを

持っている人が、持っていない人に比べリスクがあ

ると判明した。 WRN遺伝子産物は、 DNAヘリケース

ドメインを保持していることより、遺伝子の複製、

修復などを制御していると考えられる。したがっ

て、 WRN遺伝子産物の多型が、蛋白機能に影響を及

ぼし、最終的に動脈硬化に関与していると推察され

た。
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老化促進モデルマウスSAMP8大脳に見られ

る代謝異常

黒川知則、西谷しのぶ、櫨木修

広島大学医学部総合薬学科薬効解析科学講座

老化促進モデルマウス(SAMP系)は、発育・成熟過

程や老化の開始時期は、対照マウス(SAMR系)と同等

であるが、老化過程が加速度的に進行する oSAMP系

の中でSAMP8は、促進老化とともに早い個体では生

後2ヶ月齢から学習や記憶などの脳機能の障害を自然

発症することが知られている。

我々 は、 SAMP8大脳の加齢に伴う生理的変化を明

らかにするために、大脳皮質から調製した単離脳細

胞におけるグルコ}ス代謝(俗6.引一.[14
の産生)の加齢変化をSAMR系と比較した。その結

果、若齢期(4，8週齢)に特異的に14CO，の産生がSAMP8
から調製した脳細胞において上昇することを見出し

た。しかし同週齢の大脳皮質ホモジネートにおける

14CO，の産生は、両系統聞に相違は認められなかっ
た。また若齢期SAMP8から調製した単離脳細胞への

2-デオキシグルコースの取り込みもSAMR系と比較し

て増加が認められた。更にSAMP8大脳皮質の膜画分

におけるグルコース阻害性['HIサイトカラシンB結合
活性の加齢変化を検討したところ、若齢期特異的に

Bmax値がSAMR系に比べて増加していた。なおKd値
には両系統聞に相違はなかった。これらの結果から

若齢期SAMP8大脳皮質におけるグルコース代謝の充

進には、グルコーストランスポーター量の増加が関
わっていることが示唆された。

次に、グルコース代謝の際に消費される酸素の代
謝物の生成も、若齢期において両系統関に相違があ

るかどうかを検討した。そのため両系統の大脳皮質

から調製した単離脳細胞にDCFH-DAを添加後、 H，O，
の生成量を比較したところ、 SAMP8においてその増
加が認められた。またこの時期に、カタラ}ゼ活性

の低下とアシルCoAオキシダーゼ活性の上昇が認め

られた。一方過酸化脂質やカルボニルタンパク量の
加齢変化を両系統の大脳皮質において比較したとこ

ろ、 SAMP8における両酸化物の増加は、グルコース

代謝の場合と同様に若齢期特異的に認められた。

以上、 SAMP8において脳機能障害が発症する生後

2ヶ月齢以前に、大脳皮質においてグルコース代謝や

酸素代謝が上昇することが明らかになり、こうした

上昇と脳機能障害の発症との関連性が示唆された。

81・5

D司アミノ酸と神経の老化

富山貴美、森啓

大阪市立大学医学部老年研脳神経系分野

タンパクのラセミ化およびイソ化は、生理的温度

およびpHでひとりでに起こることが知られている。

このような構造変化は、代謝的に安定なタンパクで

より頻繁にみられ、特にニューロンなどの分裂終了

後の細胞で認められる。脳タンパクのDアミノ酸含

有量と神経疾患でみられる病理変化との聞には何ら

かの関連があることが示唆されている。最近の研究

により、アルツハイマー病 (AD)脳の老人斑より精製

されたアミロイドβタンパク (Aβ)や神経原線維変

化(NFT)より精製されたタウタンパクは、いくつか

の決まヮた部位のアミノ酸(通常はしAsp)がiso-Aspや

D-Aspに変化していることが明らかとなった。さら

に、異常Asp残基の修復酵素と考えられる protein

L -isoaspartyl methyltransferaseの発現量はAD脳で増加

しており、しかもNFTに陽性となることが示されて

いる。 Abとタウは自己凝集して不溶性の繊維を形成

し、脳に蓄積することが知られているが、 Aβの

L-Asp残基をiso-AspやD-Aspに変えると、 βシート構

造を取りやすくなり、凝集が促進されることがわ

かった。これらの結果は、ラセミ化・イソ化によっ

て引き起こされたAβやタウの構造変化が、これらタ

ンパクの代謝に影響を与え、自己凝集を促進し、生

体内での異常な安定性をもたらしている可能性を示

唆する。タンパクのラセミ化およびイソ化は、いわ

ゆる rconformatiQnal diseaseJの発症に関係している
のかもしれない。
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精神分裂病の神経化学

融道男1、西川徹2

Iメンタルクリニックおぎくぽ、 2国立精神-神経セン

ター神経研究所

精神分裂病(分裂病)の神経化学的研究は、 1)抗

精神病薬のD2型ドーパミン (DA)受容体遮断作用々

S2型セロトニン (5HT)受容体遮断作用、 2)分裂病

様の幻覚・妄想、状態を引き起こすアンフェタミン類

やコカインのDA伝達允進作用、 3)分裂病様の揚性・

陰性双方の症状を発現させるフェンサイクリジンや

ケタミンのNMDA型グルタミン酸受容体遮断作用、

等にもとづいて、実験動物および分裂病患者の脳内

DA伝達系、グルタミン酸伝達系および5HT伝達系を

中心に進められてきた。この他にも、 l)GABA受容

体、ベンゾジアゼピン受容体、アセチルコリン受容

体、シグマ受容体等の神経伝達物質受容体、 2)サブ

スタンスP、オピオイドペプチド、ニューロテンシ

ン、コレシストキニンをはじめとした種々の神経ペ

プチド伝達系、 3)各種のG蛋白、アデニレートシク

ラーゼ、ホスホリバーゼC等の細胞内情報伝達系、の

変化も注目されている O 最近では、これらの情報伝

達分子だけでなく、神経発達やシナプス・神経団路

形成の異常の可能性に着目した、シナプス特異的蛋

白、細胞骨格蛋白、細胞接着分子、神経栄養因子に

ついての報告も増えている。さらに、 differential

cloning法を用いた分裂病関連遺伝子の探索も試みら

れるようになった。一方、トレーサーの開発が進

み、 PETまたはSPECTによる脳画像解析法を用い、

脳内のD1およびD2型DA受容体、 S2型5HT受容体お

よびベンゾジアゼピン受容体の非侵襲的な検討が行

われている。

現時点では、服薬の影響、 invivoにおける測定と

脳組織を用いた解析の不一致、研究者間の不一致

等、多くの疑問点があり、以上の研究成果から分裂

病に特異的分子異常が見いだされるには至っていな

い。今後、このよろな神経化学的変化に関与する遺

伝子について、分裂病患者における変異の検索や遺

伝子操作技術を用いたモデル動物の作出が進み、さ

らに詳細な組織化学的検討、 MRI'MEGによる脳機能

障害の検討等とも組み合わせることにより、分裂病

の分子メカニズムへのアプローチが可能になること

が期待される。
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メタンフェタミン動物モデル研究から

秋山一文

岡山大学医学部神経精神医学教室
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アンフェタミン(AMPH)、メタンフェタミン(METH)
と呼ばれる覚醒アミン(覚醒剤)によるモデルであ
る。わが国では覚醒剤の乱用が多く、長期乱用に
よって生じてくる精神分裂病様状態の再燃しやすい
経過や遷延性病像が注目されてきた。そのモデルと
して覚醒剤を実験動物に反復投与したときに出現す
るいわゆる行動感作(逆耐性現象)がある。多くの
研究により、腹側被蓋野、黒質綴密層内のドパミン
ニューロンの活動性の増加が逆耐性現象の形成に重
要な役割を果たしていることが明らかにされ、それ
をもたらす要因としてはドパミンニューロンの細胞
体または樹状突起から放出されるドパミンと求心性
グルタミン酸ニューロン終末から放出されるグルタ
ミン酸との相互作用が重要視されている O 一方、逆
耐性現象の形成には覚醒剤の薬理作用だけでなく、
それが特定の環境下で行動に表現される過程と、そ
の行動を個体が認知する過程が重要であることも指
摘されている。また形態学的変化としてはAMPH反復
投与によってニューロンの樹状突起上のspIneの密度
が増加するなどシナプスの構築の変化を示唆する報
告もある。このように多方面から研究されている
が、ここではドパミン系の機能充進に引き続いて
様々な情報伝達系、神経団路の変化が巻き込まれて
いくことが逆耐性現象ひいては覚醒剤による脳後遺
症の形成につながるとの立場から発表を行う。細胞
内情報伝達系として我々はカルシウムカルモジ‘ュリ
ン系を取り上げた。逆耐|生現象形成後のMETHチャレ
ンジによって膜分画のカルモジュリンは中脳辺縁
系、海馬、前頭葉皮質で増加した。カルモジ、ユリン
は前シナプスでカルシウムカルモジ、ユリン依存性キ
ナーゼII(CaM kinase IJ )を活性化して、これが神経伝
達物質の放出に関与するとされるシナプシン Iをリ
ン酸化することが知られており、 AMPH反復投与後で
はシナプシン Iのリン酸化が増加するという報告も
ある。しかし我々はMETHの急性及び反復投与が脳内
各部位でCaMkinase IJの活性を著明に減少させること
を認めた。またMETH急性投与によるCaMkinase IJ 活
性減少はドパミンD1受容体措抗薬、 NMDA受容体措
抗薬の前処置によって阻害されることを認めた。こ
の活性滅少が何故起きるのかは明らかではないが、
METH急性投与によってCaMkinase IJの自己リン酸化

(Thr286)が減少することをWesternblotで、認めており、
この変化にはドパミンの過剰放出に伴って産生され
る過酸化ラジカルとグルタミン酸との相互作用が関
与する可能性が推察される。
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フェンサイクリジン動物モデル研究から

山本直樹、海野麻未、平岡秀一、

土田英人、西川徹

国立精神・神経センター神経研究所第三部

精神分裂病(分裂病)症状のうち、幻覚・妄想を

中心とする陽性症状は既存の分裂病治療薬 (D2型

ドーパミン受容体遮断作用をもっ抗精神病薬)に

よって改善されるが、感情鈍麻、意欲減退、引きこ

もりなどの陰性症状は抗精神病薬に対して抵抗性で

あり、多くの患者の社会復帰を拒む主要因となって

いる。そこで、フェンサイクリジン (PCp)をはじめ

とするNMDA型グルタミン酸受容体遮断薬によっ

て、陰性・陽性双方の分裂病様症状群が出現し、抗

精神病薬が部分的にしか奏功しない精神病状態が引

き起こされることに着目し、 PCP投与動物をモデルと

して、抗精神病薬抵抗性症状の発現機序と新しい治

療法を検討している。 PCPがヲ|き起こす異常行動(移

所運動量増加、常同行動、運動失調)は、 NMDA受

容体グリシン調節部位のアゴニストであるDセリン

およびDアラニンの脳室内注入によって抑制される

ことがわかった。この抑制効果は、グリシン調節部

位の選択的遮断薬によって措抗された。一方、 PCPは

脳内ドーパミン伝達を允進させるが、この作用は線

条体や側坐核に比べて前頭葉皮質ではるかに強かっ

た。前頭葉内または脳室内にNMDAやDアラニンを

注入しておくと、 PCPによる前頭葉のドーパミン代謝

の増大が滅弱した。さらに、 Dセリンは従来の定説

に反して、日甫乳類の脳に恒常的に高い濃度が保持さ

れる内在性物質であり、 NMDA受容体と類似した分

布を示すことが明らかになった。以上の結果から、

l)NMDA受容体を介するグルタミン酸伝達の低下が、

分裂病の陽性および陰性症状の発現に関与し、 2)グ

リシン調節部位を刺激してNMDA受容体機能を促進

する物質や内在性Dセ1)ンの代謝系に作用してDセ

リンシグナルを増強する物質は、双方の症状に効果

をもっ新しい抗精神病薬の候補になる可能性が示唆

された。現在、内在↑生Dセリンの代謝・機能および

分裂病の病態との関連や、 PCPが引き起こす抗精神病

薬抵抗性症状と関係する遺伝子発現の検討を進めて

u、る。

82-3 

死後脳研究からーグルタミン酸作動系を中心
として

大沼徹

順天堂大学精神医学教室

精神分裂病患者(以下分裂病)脳の病態生理とし

て、特に大脳皮質前頭前野においては、興奮性アミ

ノ酸であるグルタミン酸の神経伝達低下が示唆され

ている。この仮説は、グルタミン酸受容体の措抗薬

であるフェンサイクリジンの投与が分裂病様症状を

産出することから始まり、その後のいくつかの死後

脳研究でも一貫性はないもののこれを示唆する傾向

が認められている O 分裂病患者脳の研究結果に一貫

性がないことの背景には、この疾患に臨床および薬

理学的異種性が強いことや、他の神経変性疾患と比

べ変化がより微細である可能性などがあると考えら

れている。近年我々は、分裂病患者脳の障害を微細

な変化として仮定し、それを数種の神経伝達物質

マーカーを同時に測定することで検討した。グルタ

ミン酸の神経伝達低下仮説ついては、シナプス間隙

における新たなマーカーとして代謝型グルタミン酸

受容体 (mGluRs) と興奮性アミノ酸トランスポー

ター (EAAT)のmRNA発現量をin-situhybridization 

法を用い定量し、 HPLCにて同部位のグルタミン酸そ

のものの含有量も同時に測定し、分裂病群と正常対

照群で比較検討した九その結果、個々のマーカーの

比較では分裂病群でグルタミン酸神経伝達の低下が

生じている可能性、すなわち mGluRsmRNAの代償性

増加傾向、 EAATmRNAの代償性減少傾向が認めら

れたが、著しい変化ではなかった。しかしながら、

症例ごとに薬理学的に相反するこれらのマーカーの

比、すなわちmGluRs/EAAT比として比較したとこ

ろ、分裂病群で有意に著しく増加していることが明

らかとなった。 HPLCによる同部位の全グルタミン酸

含有量の減少は有意に至らなかったことからは、こ

れらの変化は一種類のグルタミン酸伝達マーカーの

みの調査では検出されにくいより微細な変化であ

り、また分裂病前頭前野における「グルタミン酸伝

達の低下」はシナプス間隙に限局している可能性が

示唆された。なお、我々は抑制系神経伝達物質であ

るGABAについても、同様の方法論で検討しており

へこれらも併せて報告し、考察を加えることとす

る。

1) Ohnuma T. et al. Mol. Brain Res. 1998. 56. 

207.217 

2) Ohnuma T. et al. Neuroscience.1999， 93.441-448 
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精神分裂病のPETから

須原哲也

科学技術庁放射線医学総合研究所、高度診断機能研

究ステ)ション、 CREST

Positron Emission Tomography (PET)はポジトロン

核種で標識された化合物を生体に投与し、その生体

内分布および動態をコンヒ.ユータ断層により経時的

に画像化する方法であり、生体脳の機能的情報が得

られる o P E Tで用いるポジトロン核種は半減期の

短いllC、13N、150、ISFなどの同位元素であり、こ

れらの核種で特異的なリガンドを標識することに

よって精神分裂病おける脳内神経伝達物質受容体や

トランスポーターの測定を行うことができる。

PETによる精神分裂病のドーパミン受容体研究は

これまで線条体のドーパミンD2受容体の研究が中心

で、 lつのグループを除いて精神分裂病のドーパミ

ンD2は正常対照群との聞に有意な差は認められてい

ない。一方大脳皮質ではDl受容体の密度が高く、 Dl

受容体は認知機能における役割も報告されている。

我々が行った精神分裂病におけるDl受容体計測で

は、線条体の結合能には正常対照群との聞に有意な

差は認められなかったが、前頭前野のドーパミンDl

受容体結合が、正常対照群と比較して有意な低値を

示した。また症状との相関で誌はBPRS(briefpsychitric 

rating scale)の陰性症状評価尺度と負の相関が認めら

れたほか、 Dl受容体結合の低い患者では有意に

Wisconsin card sorting testの成績が悪かった。我々は

[llCJFLB4 5 7を用いて大脳皮質領域のD2受容体が約

lpmol/mlと極めて低密度であることを明らかにした

が、精神分裂病の皮質領域のD2受容体については予

備的結果ながら、海馬及び前部帯状回のD2受容体結

合と陽性症状に相関が認められている。
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抗精神病薬の薬理学的研究から
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近年、従来の抗精神病薬の奏功しない分裂病

陰性症状にも効果があり、錐体外路系副作用の

少ない薬剤jとしてクロザピンに代表される非定

型抗精神病薬が注目されている。ハロペリドー

ル等の定型抗精神病薬の作用機序としては脳内

ドーパミンD2受容体遮断がその一義的臨床効

果と関連していると考えられる O 他方、クロザ

ピンについてはセロトニン 2A受容体との関連

を指摘する説が有力であるが、その優れた臨床

効果カf何に由来するものかまだ明確にされてい

るとは言い難い。従ってクロザピンの作用機序

の究明は分裂病の生化学的病態に迫る新たな道

筋である。

そこでクロザピンとハロペリドールの薬理作

用の相違を究明すべく、両薬剤jのラット前頭前

野及び線条体におけるドーパミン放出に及ぼす

影響を脳内透析法により比較検討した。ハロベ

リドール投与 (0.1mg/kg)は線条体のド}ノTミン

放出を約2倍に増加させたが，前頭前野におけ

るドーパミン放出促進作用は弱かった。クロザ

ピン (10mg/kg)は前頭前野においてドーパミン

放出を約8倍と顕著に増加させたが、線条体に

おいてはドーパミン放出に影響を及ぼさなかっ

た。クロザピンの前頭前野におけるドーパミン

放出促進作用がこの薬剤jの独特な臨床効果と関

連していると推測された。

またD2受容体類似のD3ドーパミン受容体は

側坐核などの辺縁系に局在し、クロザピンなど

の非定型抗精神病薬の作用部位であるとの指摘

もある O そこで、exvivoオートラジオグラフィー

により、ラット生体に投与された各種抗精神病

薬が脳内D3ドーパミン受容体をどの程度占有

するかの検討を行った。クロザピンなどの非定

型的薬剤jは高用量(lOOmg/kg)でもD3受容体には

ほとんど結合せず、したがってクロザピンが直

接的にD3受容体に作用しているとは考えにくい

結果であった。
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オリゴデンドロサイトの発生・分化と生理
機能

鹿川哲史l、A.lvanova'、和田圭樹
1、

河野真子
l
、岩崎靖乃l、大庭明生l、

馬場広子
2
、池中一裕1

1
生理学研究所、 2名古屋市立大学第2生理

オリゴデンドロサイト (OL)は中枢神経系のミ

エリン形成細胞である。 OL前駆細胞は血小板由来

成長因子α受容体(PDGFRa)を発現しているが、成熟

すると発現しなくなることが示されている。われわ

れはミエリンプロテオリピド(PLP)遺伝子も OL系譜

の早期から発現していることを見いだしている。し

かし、 PDGFRα遺伝子発現細胞 (αR細胞)とPLP

遺伝子発現細胞(PLP細胞)が一致しないことから、こ

れら 2種類の細胞がOLの別の系譜の細胞を現して

いるのか、 αR細胞がPLP細胞の前駆細胞であるの

か論争の的である。われわれは詳細に発達段階のマ

ウス脳における両遺伝子の発現パターンを解析した

ところ、やはり両遺伝子をともに発現している細胞

はほとんどないことを確認できた。しかし、脳の領

域によりPLP細胞が分裂している部位とそうでない

部位のあることが明らかとなった。分裂部位では

PLP細胞は未分化で移動を示すような形態をしてお

り、 OLの分化が脳の領域により異なっていること

を示している。また、今回の解析より、 OLが脳の

極めて限られた領域から非常にわずかな数の前駆細

胞より発生・分化することも明らかとなった。実

際、レトロウイルスによる細胞系譜解析より、一つ

の前駆細胞から 2千個ものOLが産生されることも

分かった。

今回の発表ではこのOLの発生・分化は抑制因子

により強く制御されていること、神経軸索との接触

がOL、神経細胞相互に大きな影響を与えているこ

とも分子レベルで紹介する。

S3・1

オリゴデンドロサイトのアポトーシス

三浦正幸

大阪大学医学系研究科神経機能解剖

オリゴデンドロサイト(OLG)はNGF/TNF受容体

ファミリーの多くを発現している特徴のある細胞で

ある。これらのリガンドであるTNF.aやFasLは多発

性硬化症 (MS)時のメデイエーターとして機能するこ

とが示唆されている。 OLGがDeathFactorにさらされ

たときに活性化される細胞死の機構を明らかにする

目的で、 caspaseの関与を検討した。マウスから分離

培養したOLGはTNFαや抗Fas抗体に感受性を示しそ

の細胞死はICE様caspaseの阻害剤YVAD.CHOで効率よ

く抑えられた。よってこの細胞子EにICEpathwayが関

与することが示唆された。 MSの動物モデルである実

験的自己免疫性脳脊髄炎(EAE)を誘発したマウスに

おいて、 caspaseの発現を免疫組織学的に検討した結

果、 ICEとcaspase.llの高い発現が脊髄の病変部位に

集積した浸j閏細胞とその周辺のOLGで観察された。

また、 EAEにおいて脊髄のOLG数の減少と、アポ

トーシス様の変化を示したOLGの増加が観察され

た。 ICEpathwayの活性化に必要なcaspase.ll欠損マ

ウスから得られたOLGはTNFαや抗Fas抗体による細

胞死に抵抗性を示したことから、 ICE/caspase.llの

pathwayがEAEにおけるOLG細胞死に関与することが

示唆された。
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オリゴデンドログリアにおけるグルタミン
酸毒性

吉岡亮¥庚瀬 i原二郎1、DavidPleasure2 
l
金沢医科大学神経内科、 2Children'sHospital of 

Philad巴Iphia.USA 

我々はBinswanger病などの虚血性脳白質病変の病因

のーっとして、低酸素時におけるオリゴデンドログ

リア(オリゴ)の細胞障害を推察し、ラットの0-2A

progenitor cellより株化したCG-4cellを用いて実験を

おこなってきた。 1)オリゴにおけるグルタミン酸レ

セプター(GluR)の発現を、 RTPCR法で検討した。そ

の結果、 CG-4cellはGluR1を除く GluR2-7.KA1， KA2 

のnon-NMDA型GluRの発現が明らかとなった。 NMDA

型では、 NR1，NR2Dの発現が示されたが、 Western

blottingではNR1蛋白の発現は見出されなかった。 2)

オリゴ様に分化したCG-4cellは、グルタミン酸アナ

ログのカイニン酸(2mM)投与によって24時間後に細

胞外液中に放出されたLDH量は増加していた。この

細胞障害はnon-NMDAGluR阻害剤の

6-cyano-7今日itroQuinoxaline-2 ，3 -dione (CNQX)および細

胞外液中のCaZ-の除去で抑制された。 3)45Ca2+の取り

込み実験で、カイニン酸誘発性の細胞障害は、細胞

外Ca'+の取り込み量と相関していた。 4)グルタミン

酸、 αamino-3-hydroxy-5 -methyl-4 -isoxazole 

propionate (AMP A)投与では細胞障害は誘発されな

かった。しかし、 AMPA型GluRのdesensitizationを阻

害するcyclothiazideによって、 AMPAおよびグルタミ

ン酸誘発性細胞障害が誘発され、カイニン酸誘発性

細胞障害は増強された。 5)12時間の低酸素および低

グルコース状態でオリゴに細胞障害が誘発された。

この細胞障害はCNQXおよび細胞外液中のCa2+の除去

で抑制された。以上より、オリコ1土non-NMDA型GluR

を介するCa計流入により細胞障害を受け

(excitotoxicity)、この障害過程の低酸素+低グルコース

状態誘発性細胞死における関与が示唆された。

83-3 

慢性脳低潅流による白質障害

冨本秀和、脇田英明、松尾明典、秋口一郎

京都大学医学部神経内科

ピンスワンガー病は多発ラクナと大脳白質の変性

を病理学的特徴とする脳血管性痴呆のサブタイプで

ある O ピンスワンガー病で見られる白質病変は認知

機能障害の責任病変となっている可能性が指摘さ

れ、病理学的には白質領域でミクログリアの活性

化、変性アストログリアの出現、オリゴデンドログ

リアや白質線維密度の減少を伴う O われわれは

Wistarラットの両側頚動脈の永久結事どにより慢性低

濃流状態が誘導され、脳白賀病変の実験モデルとし

て有用で、あることを報告してきた。ラットの両側頚

動脈を結紫すると、前脳の脳血流は50-60%に
慢性的に低下する。また飽鞘染色で見た白質の粗穏

化が視神経・視索などの視神経路で結繋3日目から

生じ、前交連・脳梁・内包・線条体白質などの白質

諸領域では 14日目から遅発性に生じる。これに対

応して脳梁のオリゴデンドログリア細胞密度は 14 

日以降に減少が見られる。
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いっぽう、より高感度な方法で検索すると慢性虚

血下の白質線維の変化は早期から観察される。軸索

流障害を反映するアミロイド蛋自前駆体(APP)陽性軸

索についても、結紫後早期から大脳白質で観察され

る。また、抗encephalitogenicpeptide (EP)抗体はミエ

リン塩基性蛋白の 68-8 6アミノ酸配列に対する

特異抗体であり、正常の髄鞘とは反応せず髄鞘の病

的変化を直接反映する指標とされるが、本抗体を用

い慢性低潅流脳を調べた成績では、白質諸領域でEP

陽性線維が結君主後早期から認められた。従って、オ

リゴデンドログリアの慢性虚血に対する応答は、ま

ず髄鞘の変性として現れるものと恩われる。

オリゴデンドログリアの減少が生じる機序とし

て、初期に生じる血液脳関門の障害やグリアの反応

性変化が関連する可能性がある。白質の各部位でミ

クログリアの活性化は l日後から、アストログリア

の増加は3日後から認められる。特に活性化ミクロ

グリアはフリーラジカル、 NO、TNFα などのサイト

カインを介して細胞傷害的に作用する場合があるこ

とが示されている。いっぽう、 TUNEL陽性オリゴデ

ンドログリアが3-7日目をピークに出現し、オリ

ゴデンドログリアの細胞死にアポトーシスが関与す

る可能性がある。
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83-4 

脳虚血におけるオリゴデンドロサイトの動

態

北川一夫、松本昌泰、柳原武彦、堀正二

大阪大学病態情報内科学、神経機能医学

ヒト脳梗塞症例の多くで脳白質にも虚血性病変が

及んで、いる。しかし脳白質を構成するミエリンや軸

索が虚血に対してどのような過程で傷害されるの

か、またどのような治療的アプローチが可能なのか

不明な点が多い。我々は、これまで虚血に対してオ

リゴデンドロサイトがどのように傷害されるかにつ

いて、ミエリン蛋白質の一つであるブロテオリピッ

ド蛋白質IPLP)のmessengerRNAを認識するmSltU 

hybridization法を用いることにより検討してきた。本

法により、感度良く、特異的に中枢神経系でオリゴ

デンドロサイトの細胞体を検出することが可能であ

る。マウスおよびラットの中大脳動脈閉塞による局

所脳虚血モデルを用いた検討で以下の事が明らかに

なった。

①.オリゴデンドロサイトのシグナル(PLPmRNAは中

大脳動脈閉塞後も少なくとも 6-1 2時間は保たれ

ている事、

②ー神経細胞の脱落や血液脳関門の破綻が、オリゴデ

ンドロサイトのシグナル消失よりはるかに先行する

事、

③.虚血領域にマクロファージ、活性化ミクログリ

ア、頼粒球の浸j悶がみられる 12 -2 4時間後頃ま

で、オリゴデンドロサイトのシグナルもしばしば残

存してみられる事、

④.虚血領域で残存するオリゴデンドロサイトに断片

化DNAが観察される事、

⑤.髄鞘蛋白質の免疫組織化学反応は、中大脳動脈閉

塞後数日間残存する事、

⑥.3-5日後には、梗塞周辺部で反応性アストロサイト

や活性化ミクログリアと共にPLPmRNAシグナルを有

するオリゴデシドロサイトが集積する事

以上の結果から、脳虚血後のオリゴデンドロサイト

の障害は神経細胞に比べてはるかに遅れ、炎症細胞

が浸潤する頃に顕著化する事が明らかになった。オ

リゴデンドロサイトの虚血性障害に一時的な虚血侵

襲のみならず、二次的な炎症反応の重要性が示唆さ

れた。また脳梗塞周辺部でLの組織修復反応に他のグ

リア系細胞と共にオリゴデンドロサイトの関与が示

唆された。

83-5 

Binswanger型白質脳症とOligo-
dendrocytes 

山之内博

東京都老人医療センター神経内科

脳血管性痴呆の代表的なひとつであるBinswanger型

白質脳症は大脳白質の広範な淡明化が特徴であり、

これは従来、脱髄とされてきた。しかし、光学顕微

鏡的に本症と診断された前頭葉白質の神経線維を電

子顕微鏡で観察したところ、一定面積内の神経線維

の数はコントロール比べ有意に減少し、深部白質で

は約半数になっていた。白質淡明化は従来云われて

きた脱髄ではなく神経線維そのものの減少が主な要

素と思われる。

何故、どのようなプロセスで神経線維が減るの

か。この減少に神経膝細胞(AstrocytesIAI.

o ligodendrocyteslOnが関与しているのではないかとの
仮説の下に、本症の大脳白質のIAIと101の数を検討し

た。白質淡明化の部位では、 IAIと101の合計は明らか

に減少していた。線維の残っているU線維では10Hま

減少していなかったが、それ以外の淡明化の部位で

は101の数は明らかに減少していた。 101の減少は単に

神経線維の減少に伴う二次的なものではなく、神経

線維を減少させる要因として働いている可能性があ

る。あるいは、神経線維、神経鯵細胞を共に滅らす

共通の要因があるかもしれない。 101の減るプロセス

が今後の検討課題である。



84-PL 

ショウジョウパ工神経幹細胞の分化と遺伝

子

堀田凱樹

国立遺伝学研究所

われわれが最近発見したショウジョウパエの gcm

(glial cells missing)遺伝子は、神経幹細胞からニュー

ロンとグリアとが分化させるマスタースイッチ遺伝

子で、新規の転写因子をコードしていることが明ら

かとなった。

ショウジョウパエ匹神経系は各体節の片側に約30個

存在する幹細胞 (NB: neuroblast)に由来する。個々の

NBはそれぞ、れ異なった遺伝子群を発現しており、そ

れを指標として識別出来る。われわれはこの性質を

利用して、グリア細胞系譜の分化分裂期における

gcm遺伝子発現のタイミングを詳細に明らかにした

ので、本講演ではNB6-4とよばれる幹細胞の非対称

細胞分裂を例としてその概要を解説したい。

NB6-4はeagleを発現するので、それを指標として細

胞の同定を行った。また、 NB64は腹部体節

(NB64A)ではl回分裂して2個のグリアを形成する

が、胸部(NB6-4T)では複数回分裂して3個のグリアと

4個のニューロンをつくる O したがって、同一妊の胸

部と腹部とを同時に比較観察することによって、生

理的に意味のあるgcm発現の詳細を明らかにした。

その結果、 NB64では次の事実が証明された。 (1)

gcm mRNAは分裂に先立つて転写され、 (2)分裂直前

に細胞質内で正中線よりに局在し、 (3)分裂により正

中よりの娘細胞(M1)のみに不等分配される。 (4)M1 

内でGCM蛋白が翻訳され、 Mlは分裂によって 3個の

グリアのみをつくる。 (5)他方の娘細胞(L1)は通常の

NB様の分裂を繰り返してニューロンをつくる。 (6)こ

のgcmの不等分配はNB6-4Aでは起こらない。なお、

この非対称分裂は Notch.numb遺伝子の支配下にある

ことを示唆する結果が末梢神経系の解析から得られ

ている。

なお、哨乳類にもgcmホモログが2個存在するが、

ニューロン・グリア分化との関連はキ~討中である。

84-1 

脳の神経団路形成における拡散性、非拡散

性因子の役割

村上富士夫、白崎竜一、勝又隆太

大阪大学大学院基礎工学研究科 生物工学分野

神経生理学研究室

神経管の腹側正中部にある底板は、その前後軸方

向に中脳部付近まで伸びているが、小脳出力線維の

底板を通り、対側へと投射する。我々は、ラット妊

の神経細胞のコラーゲンゲル培養をおこない、底板

がノj、脳遠心性線維に対して誘引活性を有し、その成

長円錐の正中線へのガイドに寄与していることを示

した。また底板は中脳、後脳、髄脳、脊髄の全ての

レベルの交連性ニューロンに対しても同禄な活性を

示し、これらのニューロンの腹側正中線へのガイド

にも寄与していることを示した。成長円錐は誘引因

子の濃度を何らかの機構によって検知し、 i農度の高
い方に向かつて伸びて行くものと考えられるが、上

述の成長円錐は底板で留まらずに正中線を越えて対

側へと伸びて行く。我々は成長円錐が底板の細胞に

遭遇することによりその反応性を変えるのではない

かと考えて、培養系を開発した。この培養系では後

脳の交差性ニユーロン(将来小脳の出力細胞とな

る)と正中部(底板)を含む短冊状の標本を用い、

それに加えて他の部位から切り出してきた第二の底

板移植片を並べておいた。こうする事によって正中

線を一度交差した成長円錐が二度目に底板に遭遇し

たときの反応を調べることが出来る O 乙うして培養

下で正中線をー度交差した成長円錐の挙動を調べた

ところ、成長円錐は底板移植片を無視して伸長し

た。また正中部の底板片を切り取った標本を作り、

底板に遭遇することなく成長円錐が対側に辿り着く

ような標本では、成長円錐は底板移植片に向かつて

伸びていった。このように成長円錐の拡散性誘引因

子に対する反応は底板の細胞に遭遇することにより

失われることが明らかとなった。底板を通過した軸

索はその後直角に曲がって吻側及び尾側に向かつて

走行を始める。どのような機構でこのような方向転

換が起こるのかは神経発生の基本的課題の一つであ

る。我々はこの問題にアプローチする事を可能にす

るinvitroのシステムの開発に成功した。そして交差

性ニューロンが縦軸に沿って伸びるためには、やは

り底板との相互作用が必要で、あることが明らかに

なった。
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ドレプリンの発現変化と樹状突起スパイン
の形態変化

白尾智明、関野祐子、林謙介

群馬大学医学部行動分析学

神経系の代表的なアクチン結合蛋白であるドレプ

リンは発生過程の神経細胞の形態形成における役割

が示唆されているが、特に成熟神経細胞では樹状突

起スパインに局在することから、スパインの形態制

御における役割が注目を浴びている。

ドレプリンはN末端領域にADF.Hドメインを持つ

が、アクチンへの強い結合を示す領域はADF.Hドメ

インよりもc末端側に存在している。ドレプリンその
ものにはアクチンの重合、脱重合、架橋等の活性は

ないiJ~、トロポミオシンや α アクチニン、フアツ

シンなどと競合的にアクチンフィラメントに結合す

ることにより、細胞内で特徴的なアクチンの束を作

る。また、ドレプリンはアクチンに結合することに

より、アクチンによるミオシンATP分解酵の活性化

を阻害する。

以上よりドレプリンはアクチン細胞骨格系の制御

因子として働き、神経細胞の形態形成に関与してい

ると考えられた。実際に、 GFP融合ドレプリンAを培
養後1週間の神経細胞に遺伝子導入により発現さ

せ、培養後3週間目で観察したところ、スパインが

長くなっていた。この際スパインの密度には有意差

がなかったが、遺伝子導入を行った時期には既にス

パイン形成が始まっていると考えられるため、ドレ

プリンがスパインの形成開始に影響を及ぼすかどう

かは不明である。

ドレプリンのスパインへの集積がどの様なメカニ

ズムによって起こるのかは未だ解明されていない

が、培養細胞にグルタメートを投与すると 10分以

内にドレプリンがスパインから消失し、樹状突起に

移ることが観察された。またドレプリンのスパイン

への集積はアクチンフィラメント依存性であり、ス

パインのアクチンフィラメントを脱重合させた状態

では、 αーアクチニン、 CaMKII、GluRlなどと同様

に、スパインへの集積象は観察されなくなることが

報告されている。実際、アクチン結合能を欠いた

ミュ}タントドレプリンを培養神経細胞に発現させ

てみると、このミュータントドレプリンはスパイン

へ集積しなかった。

84・3

運動ニュー口ンの発生の分子的基盤

田辺康人

大阪バイオサイエンス研究所 第4研究部

運動ニユーロンは、今世紀はじめに中枢神経系の

最終共通路として位置付けられた中枢神経系の運動

系機能発現に最も重要な役割を演じる神経細胞群で

ある。運動ニューロンが選択的に障害される神経変

性疾患には、その発症が致死的な筋萎縮性側索硬化

症が存在する。運動ニューロンが、初期発生におい

てどの様にしてその細胞特異性を獲得するのかを理

解する事は、なぜ、運動ニューロン選択的に細胞変

性・細胞死がひき起こされるのか、その発症機構解

明に向かった確固たる基盤を与えると考えられる。

我々は、脊髄初期発生において、その発現が運動

ニューロン特異的なホメオボックス遺伝子である

MNR2(Moωr 陥 uronRestricted type2)を単離した。
MNR2は、脊髄内の全ての神経細胞領域において、そ

の単独異所性発現により、 1)運動ニューロン特異

的な転写因子群の発現、 2)運動ニューロンの神経

伝達物質であるアセチルコリンの合成酵素(ChAわの

発現、 3)運動ニューロン特異的な軸索投射、など

により特徴づけられる運動ニューロンの発生・分化の

プログラムを開始させる事を示した。これは、 MNR2

が、運動ニューロン発生に関して十分性を有する事

を示し、他の中枢神経細胞の発生も、最終的にこの

様な細胞特異性を与える単一の運命決定因子により

調節されるメカニズムを示唆する。

MNR2はどの様にして運動ニユ}ロンの発生・分化を

調節しているのであろうか。 MNR2により誘導される

下流の転写因子群は、個々の単独作用では運動

ニューロン発生・分化の十分l生を示さないが、それら
がネットワークを形成し、運動ニューロン分化の

個々の小プログラムを進める事が明らかにされた。

本研究は、将来的に、運動ニューロンを特徴づけ

る一つ一つの生化学的性質の発現が、転写因子の

ネットワークによりどの様に調節されているのかを

解明し、更には、中枢神経系を構成する個々の神経

細胞群がVJVOからvitroへ再構築され、神経変性疾患発

症機構の解析のための新たな実験系が確立されうる

可能性を示唆するものである。



S4・4

fynノックアウトマウスの情動神経機構の発

生と機能解析

湯浅茂樹1、八木健2

l千葉大学医学部解剖学第二、 2岡崎国立共同研究機構

生理学研究所

fyn tyrosine kinase遺伝子欠損マウス(YagiT. et al 

Nature. 366. 742.5. 1993)は強い恐怖反応、晴乳行動

の異常など多彩な情動行動の障害を示す。 Fyni土中枢

神経シナプス活動における細胞内情報伝達にかかわ

るとともに神経発生にも関わると考えられており、

特定の遺伝子欠損が情動障害を引き起こす神経機構

を解析するための良いモデルになると考えられる。

このマウスを用いて情動の発現に関わる濡桃体なら

びに関連する神経構築の発生と機能を解析した。

マウス扇桃イ本ニユーロンは胎生12~14 日に

ganglionic eminenc巴最内側の神経上皮から発生し放射

状グリア突起に沿って移動する。 Fyn蛋白は移動神経

細胞の先導突起に強〈局在し、 Fyn欠損マウスでは扇

桃体、大脳新皮質、海馬ニューロンが移動障害を示

した。

Fyn欠損成体マウスの情動機能について検討するた

め恐怖条件づけを行なうと恐怖反応が著明に尤進し

ていた。恐怖条件づけ後に脳内に出現するc'Fos免疫

陽'性ニューロンのマッピングを行なうと、 Fyn欠損マ

ウスでは対照マウスに比較して扇桃体、視床下部で

陽性ニユーロンの数が著明に増加していた。 NMDA

投与によってもFyn欠損マウスの扇桃体、視床下部で

c'Fos免疫陽性ニューロンの著明な増加が認められ

た。いずれの場合も扇桃体亜核についてみると、視

床下部に投射する扇桃体内側核群で増加が著しく、

Fyn欠損マウスでは情動表出システムの興奮性尤進が

起こっていると考えられる。

一方、 haloperidol投与によって対照マウスは錐体外

路症状を示すカヤyn欠損マウスでは症状が認められな

かった。また、線条体のNMDA受容体のチロシンリ

ン酸化がhaloperidol投与によって対照マウスでは著明

に充進するのに対しFyn欠損マウスでは克進の程度は

低かった。

以上の所見より、 Fyn欠損マウスの情動障害には扇

桃体の興奮性允進とともにドーパミン作動性システ

ムの障害も加わっており、その基盤には発生障害が

関与していると推測される。

S4・5

精神分裂病の発達障害仮説と機能形態学

池田研二、入谷修司、黒木規臣

東京都精神医学総合研究所、都立松沢病院

精神分裂病は多因子疾患であると考えられてい

る。分裂病脳には特異性のある病理所見や変性所見

は見出されないが、画像研究や神経病理研究で少な

くとも一部には微細な形態学的異常があることが指

摘されおり、形態学的異常は胎生期の発達障害に基

づくと考えられている(発達障害仮説)。異常は側

頭葉内側部辺縁系と前頭葉に集中しており、海馬領

域では海罵錐体細胞の配列異常、嘆内野第2層のpre
α細胞の迷入、前頭前野で、は介在ニューロンの数の

減少、 NAPDH.d陽性J細胞の異所性などの細胞構築異
常がこの仮説を支える有力な根拠とされている。こ

のような形態学的異常は、胎生期の中枢神経系の分

化発達の障害の結果と考えられている。これらの異

常の多くは統計学的処理を通してはじめて有意差と

して検!出される 4性質のものであり、その多くには肯

定と否定の両論があり今後数多くの症例数の検討を

必要としている段階にある。分裂病脳の神経化学的

研究から、その病因としてのドーパミン仮説やグル

タミン酸仮説が提唱され、また多くの神経伝達物質
および受容体の異常が報告されている。これら神経

伝達物質の異常は薬理学的研究などにより検証され

つつある。分子レベルの研究では神経伝達物質自身

が、本来の情報機能だけでなく神経の発達や分化、

細胞構築、シナプスの可塑性にも関与していること

が明らかにされつつある。これらを統合的に解釈可

能なものとして、神経栄養因子の異常が注目されて

いる。神経栄養性因子は、神経細胞の発生、分化、

発達、遊走、生存を助けるタンパクの総称であり、

多くの因子が知られており、その機能低下により分
裂病脳の異常を理解することができる。即ち、これ

らの因子の不全で神経細胞のアポトーシスがプログ

ラムされたように起こらず神経細胞の減少や増加、

NADPH.d陽性細胞の残存などが起こったり、遊走異
常が細胞構築や配列異常を起こすと解釈できる。ま

た、これらの因子はシナプスの可塑性や伝達の修飾

に関与しており、分裂病の神経伝達の異常を説明で

きる可能性がある。さらに、神経伝達物質との関係

については、これら因子の一つであるBDNF
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(Brain'derived neurotrophic factor)が、 GABA作動性
ニューロンを刺激してニューロベプチドYやソマトス

タチンといった神経ペプチドを発現させることが培

養神経細胞で実験的に確認され、分裂病脳でもこれ

らの神経ペフ.チドの含有、発現異常が報告され、神

経発達仮説は分子レベルで検証されつつある。
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55・PL

ポリグルタミン病における神経細胞死のメ

カニズム

垣塚彰

大阪バイオサイエンス研究所・第4研究部

遺伝性神経変性疾患は、疾患ごとに特有の障害部

位とその結果として特有の症状(痴呆・運動失調・

異常運動・筋力低下等)を示し、多くの疾患に当て

はまる統一的な発症機構に関わる概念を導き出すこ

とはできないと考えられてきた。しかし、いろいろ

な疾患を注意深く観察するといくつかの共通点が存

在することに気が付く。例えば、 1)発症が中年以降

に起こり遂行性であること、 2)障害部位は異なるに

せよ病理像として共通に神経細胞の変性と脱落(細

胞死)を示すこと、 3)そして優性遺伝形式をとる疾

患が極めて多いことを挙げることができる。さらに

いくつかの疾患では、この3つの特徴に加えて、世

代を経るごとに症状が重篤になりしかも発症年齢が

早くなることが観察され「表現促進現象jと呼ばれ

ていた(しかし、この現象の存在自体を疑問視する

学者も多かった)。このような共通性から遺伝性神

経変性疾患には共通する分子機構が存在すると考え

ることができる。実際、近年になって多くの遺伝性

神経変性疾患の原因となる遺伝子変異が明らかにな

り、その原因遺伝子の変異とその変異が作り出す異

常蛋白質の発現動態について眺めてみると驚くべき

類似性に気が付く。いずれの疾患においても、異常

な蛋白質が細胞内で重合・蓄積することによって神

経細胞が変性に陥り脳から脱落していくと考えるこ

とができること、そして、そのような病態が優性遺

伝病としての表現型をとることである。

本講演では、これまで我々が行ってきた遺伝性神

経変性疾患の発症メカニズム、すなわちハンチント

ン舞踏病・ Machado.Joseph病等の原因となる伸長し

たCAGリピートが作り出すグルタミンリピートに

よって引き起こされる神経細胞の死・変性の分子解

析を紹介し、これらの変異が生み出す生化学的実体

(細胞死のシグナル伝達)について議論する。さら

に、伸長したグルタミンリピートを複根に特異的に

発現させたトランスジェニック・フライの解析から

得られた知見を紹介し、合わせて、神経変性疾患を

総括的に治療する戦略を考察する。

55-1 

DRPLAにおける神経細胞死

下畑享良1、山田光則2、五十嵐修一l、

小野寺理¥小出怜爾1、佐藤品1、

佐藤毅哉1、野崎兼吉1、高橋均2、辻省次l

l新潟大学脳研究所神経内科、 2同病理学教室

歯状核赤核淡蒼球ルイ体萎縮症 (DRPLA)は小脳

歯状核遠心系と淡蒼球遠心系の病変を合併する常染

色体優性遺伝性の神経変性疾患である。 1970年代に

本邦で発見され、その後1994年に原因遺伝子におけ

るCAGリピートの増大が同定されて以来、分子遺伝

学的研究、病態機序の研究が飛躍的に進展してい

る。一方、現在までにDRPLAを含む8つの遺伝性神経

変性疾患がポリグルタミン鎖をコードするCAGリ

ピートの増大により発症することが明らかにされ、

増大ポリグルタミン鎖自体がgainof function機構を介

して細胞死に関与する可能性が指摘されている。近

年、患者剖検脳の神経細胞において核内凝集体の存

在が証明されたが、核内凝集体形成は細胞障害の誘

因として必ずしも必要で、はなく、増大ポリグルタミ

ン鎖の核移行が細胞障害機構に不可欠であるとする

知見も報告され、ポリグルタミン病の細胞障害機構

における核内環境の意義が注目されている。

我々はポリグルタミン病における細胞障害の機序

を明らかにする目的で、全長のDRPLAcDNAの様々

な欠失変異体を作製し、発現ベクターに組み込んだ

後、培養細胞に発現させ、全長の変異蛋白がプロセ

シングを受け短くなると凝集体を形成すること、な

らびに細胞障害が誘発されることを明らかにした。

本講演では，ポリグルタミン鎖が細胞障害を引き起

こすメカニズム、ならびにポリグルタミン病の発症

機序について最近の研究成果を紹介したい。



55-2 

歯状核赤核淡蒼球ルイ体萎縮症の責任遺伝

子の機能と、培養細胞モデル実験系での細

胞死の機構

山田正夫

国立小児病院小児医療研究センター先天異常研究部

歯状核赤核j炎蒼球ルイ体萎縮症 (DRPLA) は遺伝性

神経変性疾患の 1つで、運動失調と錐体外路系の症

状の両者を伴う特徴があるが、表現促進現象により

様々な病態を示す。我々のグループおよび新潟大学

辻教授のグループは、それぞれ独立に、 DRPLAが

CAGリピート伸長に起因することを1994年に報告し

た。現在までに、 DRPLAを含む8種類の神経変性疾患

でCAGリピート伸長が原因となることが見出されて

いる。これらの責任遺伝子で'CAGリピートは翻訳領

域に位置し、グルタミンをコードする。培養細胞で

伸長CAGリピートを強発現すると、凝集体を形成

し、さらにアポトーシスを誘導すること、モデル動

物や患者脳組織で核内封入体が見られることから、

伸長ボリグルタミンによる凝集体形成が神経細胞死

の分子機構と考えられている。一方、責任遺伝子は

一般にどの組織でも発現するが、疾患毎に特定の神

経集団や特定の部位で神経細胞が死に至るために、

異なる病態を呈する。この組織特異性の機構は良く

わかっていない。我々の研究室では、培養細胞実験

系で凝集体形成とアポトーシス機構について解析

し、カスパーゼ8が最初に活性化されることなどを見

出して、神経細胞死の機構解明に貢献してきた。ま.

た、 DRPLA遺伝子に、核移行シグナjレ、カスパーゼ3

による切断部位、 SH3ドメインとの結合部位、 REモ

チーフなどを見出し、それぞれ機能との関係で明ら

かにしてきた。 DRPLA蛋白質は細胞質と核を行き来

するシャトル蛋白質で、インスリン/IGF1ないし

Wntシグナルの伝達機構に関係していると推定してい

る。本シンポジウムでは、神経細胞死の機構および

DRPLAの機能について、我々の研究室における結果

を中心に紹介し、さらには最新の結果も紹介した

Uミ。

55-3 

ハンチントン舞踏病の動物モデル

石黒啓司

藤田保健衛生大学・総合医科学研究所

ハンチントン舞踏病(HD)は常染色体優性遺伝形質

をとる神経変成疾患である。病理学的には線条体の

小型神経細胞の変性と脱落を特徴とし、症状進行と

共に淡蒼球、ルイ体、大脳皮質にも神経細胞脱落が

広がるとされている。神経細胞の脱落は、同時にグ

リオーシスを進行させる O 本疾患はCAGリピート病

の一つであり、疾患責任遺伝子IT-15(Hd)のexon1に

存在するCAGリピートの異常伸長カ羽D発症の原因と

考えられている。 CAGはグルタミン(Q)に翻訳される
ため、 HD患者では異常伸長したポリQが確認され

る。本研究はCAGリピート病の発症機序を解明する

目的で、ヒトHd患者から82CAGリピートを持つエク

ソン lを単離し、マウス(Hdh)のエクソン 1と入れ替

えることでHDモデルマウスを作製した。
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ES細胞作製段階でCAGは77に短くなっていたが、

作製されたマウスは77CAGリピート保持していた。

ヘテロ変異マウスはCAGの長さに相当する長いポリQ

を持つ変異型アリールと野性型から産生される 2種
類の蛋白質を全身で産生していた。また、ホモ変異

マウスは長いポリグルタミンを持つhtt蛋白質のみ発

現していた。これらの結果、我々が作製したHDモデ
ルマウスは遺伝子構造と蛋白質発現パターンがHD患
者と極めて類似していると確認された。 Genescan法を

用いたCAGリピートの不安定性を検討したところ、

生後9週齢、 20週齢マウスではCAGリピートのパ

ターンに大きな変化は観察されなかった。しかし、

6 0適齢マウスでは、小脳を除いた脳組織全体(線
条体、大脳皮質、海馬、中脳、視床、視床下部、橋

/延髄)で強いCAGリピートのモザイク化が加齢と

共に進行していた。このモザイク化は75選齢マウス

において60週齢マウスとほとんど変化がなかった
ことからCAGリピートのモザイク化は 60遺齢前後

で進行が停止したと考えられた。これに比して、小

脳と末梢組織(肝臓、肺、心臓、尾等)ではモザイ

ク化は観察されなかった。以上の結果から、小脳を

除いた脳組織特異的にCAGリピートの伸長化が細胞

レベルで起こっていると考えられた。ヒトではCAG

リピートの伸長が精子形成時に生じることが解って

いるが、 HDモデルマウスの精巣のモサeイク化は認め

られなかった。

免疫組織化学による解析の結果、ヘテロ変異マウ

スの線条体および中脳の一部にGFAP陽性細胞の増加
が確認されており、本大会ではこれらの結果もあわ

せて報告する予定である O
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S5・4

SCA6発症に及ぼすポリグルタミンの作用

松山善次郎1、若森実:、森泰生1、

井本敬二1、川上秀史2、中村重信2

1生理学研究所 液性情報部門、 2広島大学医学部内科

学第三

spinocerebellar ataxia 6 (SCA6)は、常染色体性優性

遺伝形式をとる脊髄小脳変性症で、電位依存性カル

シウムチャンネルα1A subunitのC末端に存在する

CAG repeatの伸長が原因であることが明らかにされ

た。 SCA6は、他のglutamine'repeatdiseasesと比較し、

発病年齢とrepeat数が反比例することや世代間での

CAG repeatの伸長など共通の特徴が認められる一方、

病的範囲のCAGrepeat数が短く原因遺伝子の機能が分

かっていることや病変が小脳皮質に限局しているな

どの相違が認められる。

α2，β1 subunitを安定発現させたBHK6細胞にCAG

repeatの伸長を導入した電位依存性カルシウムチャン

ネルα1A subunitを一過性発現させ、ポリグルタミ

ン長のチャンネル特性に及ぼす影響を電流を指標と

して解析した。 repeat数24以下で、は、対照と比し特性

に差が認められなかったが、 repeat数30および40に

おいて不活性化曲線が8rnV過分極側にシフトしてい

た。このことは、ポリグルタミンの伸長は、細胞へ

流入するカルシウムイオンの減少を通じて細胞死を

引き起こす可能性を示唆した。

S5司5

チャンネルにおけるポリグルタミンの分子
生物学

回遁勉

東京医科歯科大学大学院認知行動医学系高次機能薬

理学

脊健小脳変性症は主に小脳系に変性をきたす一群

の変性疾患の総称であり、大きく遺伝性と弧発性に

分類されている。本疾患は根本的治療法のない神経

難病であり、早急な治療法の開発が望まれる疾患の

一つである。脊髄小脳失調症6型 (SCA6) は中枢シ

ナプス伝達機構において中心的役割を果たしている

P/Q型Caチャネル遺伝子のCAGリピートの異常伸長

が原因の遺伝子疾患である。 SCA6はこれまで原図遺

伝子が明らかにされてきたいくつかの脊髄小脳変性

症の中でも唯一機能のわかっている分子を原因遺伝

子としており、本疾患の発症機序の解明と治療法の

開発は他の脊髄小脳変性症および小脳失調を主症状

とする多くの難治疾患においても役立つことが期待

される。

本講演においてはSCA6の病態と P~Caチャネル遺

伝子変異との関係を明らかにすることを目的に行っ

た我々のこれまでの研究成果について報告する。



86・PL

HAM研究の最近の進展

納光弘

鹿児島大学医学部内科学第三

HAMの病態を考える上で特に重要なことが末梢

血中のHTLV-]プロウイルス量の増加であることは、

これまでも多くの研究者により指摘されてきた。最

近私共は多検体のHTLV-]プロウイルス量を高精度に

自動的に測定する方法を確立し、この方法を利用し

て、 HAM発症者、未発症家族、 HTLV-]感染者未発症

者(キャリア)のprOVlrus量を多数検体において定量

し、ウイルス動態の解析を行い、極めて重要な結果

を得ることができた。現在までにHAM202例、家族

43例、キャリア200伊U(7)provirus量を定量した。平均

HTL V -] provirus量はHAM7.78%、家族5.24%、キャリ

ア1.08%であり、 HAM及びその家族で明らかに

provlrus量が増加しており、 prOVlrus量増加の背景に

は何らかの遺伝要因があることが示唆された。ま

た、 HAM発症者ではHLA-A2を持つ患者の頻度が有意

に低く、 HTLV-]プロウイルス量はHLAA2を持つ

HAM患者及びHTLV-]キャリアでより低下しているこ

とが判明した。さらに疫学的解析からHLAA2保持者

からのHAM発症は、このタイプを持たないものより

25%イ民いことカ宝判明した。これらのことより、

HLAA2がHAM発症抑制に繋がっているものと結論し

た。

86・1

多発性硬化症の免疫病態の解析

山村隆

国立精神・神経センター神経研究所免疫研究部

多発性硬化症(MS)の発症に自己免疫性T細胞の関

与することが現在確実視されている。これまでミエ
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リンの主要機成蛋白であるミエリン塩基性蛋白(MBP)

やプロテオリピッド蛋白(PLP)に対する免疫応答の解

析が特に進んでおり、限界希釈法(limitingdilution 

assay;印 A)による抗原特異的クローン頻度の解析、

四回胞抗原受容体 (TCR)のシークエンス配列決定、な

どによりMBPやPLP特異的T細胞の病態への関与が

示唆されている。しかし、 LDAでは増殖しているT

細胞クローンが過小評価される点に問題があり、従

来のTCR解析法はサンプル処理能に問題があった。

我々は近年singlestrand conformation polymorphism 

(SSCP)法を用いて、患者末梢血の活性化T細胞(

CD25~針金T細胞)のT細胞レパトアを解析し、 MS

の免疫病態に関する新たな手がかりを得ている。本

法はサンプル中に含まれる優勢クローンのTCRを個

別にバンドとして描出する優れた方法であり、 in

vltroでの細胞培養によるバイアスが入らないこと、

特定のT細胞クローンの相対的な重要度が判定され

ること、などの長所がある。 MSと健常人 (HS)の末

梢血を本法で検討したところ、 HSでは100種類以上の

バンドが見られたのに対し、 MSでは一部の症例にお

いて著しいバンド数の減少が観察された。さらに同

一恵春の末梢血から樹立されたMBPやPLP特異的T

細胞クローンを平行して解析したところ、 MS患者の

活性化T細胞分画で増殖しているクローンの中に、

MBPまたはPLP特異的なクローンの存在しているこ

とが証明できた。一種類のPLP95-116特異例クローン

は、ある患者において1年間以上にわたって明瞭に描

出された。さらに患者増悪期に採取した鎚液におい

ても同クローンの存在が証明された。このようにし

て、 MSでは持続的に増殖し、活性化状態にある自己

免疫性T細胞の存在することが確実になった。この

ようなクローンは病態に積極的に関与する可能性が

あり、 TCRワクチンなどの特異的な治療法の標的と

なりうる。 SSCP法は自己免疫病に対する遺伝子医療

(TCR特異的治療)を支援する基礎技術として有用

である。
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86・2

HAM/TSP:ウイルス感染細胞と中枢神経内
免疫担当細胞の相互作用の観点、から

松井真

国療宇多野病院神経内科

HAM/TSPは、 retrovlrusであるHTLV.]による感染

に起因する慢性進行性のミエロパチーである。しか

し、 HAM!TSP患者が、大部分を占める無症候性キャ
リアーとはかけ離れた病的状態にあるのか、それと
も連続的な病態の延長線上にあるのかは不明で、あ

る。今日、 HTLV.]ウイルス量の増加が不可欠の要因

であること、また同ウイルスに対する免疫応答の相

違が発症に深〈関与していることは疑いのないとこ
ろである。

HAM/TSPの病態生理を考える上で重要な点は、

1) HTLV.]が中枢神経内に存在すること(免疫系細胞

内に限局するという報告と神経系細胞も含めた両者

に存在するという報告がある)、 2)発症初期には

HTLV.]に感染したCD4陽性ヘルパーT細胞の関与が

重要であるが、次第にCD8陽性の細胞傷害性T細胞

(CTL)浸潤が優位になること (CTLはHTLV.]感染

防御的とする意見と神経組織傷害的に作用している

とする意見がある)、 3)中枢神経内におけるB細胞の

活性化およびproinflammatorycytokineの上昇とは対照

的に、全身的にはツベルクリン反応陰性などの細胞

性免疫の低下が存在することなどである(副腎皮質

ホルモン療法を積極的に行うとする意見や消極的な

意見など、確立された治療法は現在存在しない)。

そこで、 HTLY']感染に合併した中枢神経以外の組

織における病態について文献的検討を加えたとこ

ろ、ブドウ膜炎・関節炎・多発性筋炎・肺胞炎・原

発性胆汁性肝硬変などの病変局所に存在する細胞は

少なからずHTLY.]に感染しており、 CD8陽性リンパ

球優位であるとする報告が多いことが判明した。し

たがって、 HTLY.]関連疾患群におけるCTLは、病初
期にはウイルス感染を限局させる防御的役割を担っ

ていると推定されるものの、疾病として発症した段

階では、組織局所における細胞との相互作用によ

り、炎症惹起性サイトカインの過剰状態などを現出

し、むしろ組織障害を進行させている可能性があ

る。このことから、 HAMITSP患者の治療は、 HTLY.]

特異的CTL活性やサイトカイン・ケモカイン値のモ
ニタリング等により抗HTLY.]免疫の状態を正確に把

握し、適切な時期に抗ウイルス療法と免疫修飾療法

を使い分けるか、両者を併用することが重要で、ある
と考えられた。

86-3 

視神経脊髄型多発性硬化症の臨床的・免疫

学的特徴と戦後50年間における病像の変化

吉良潤一

九州大学医学部神経内科

我々は日本人の多発性硬化症 (Multiple sclerosis : 

MS)を視神経と脊髄に主病変が限られるアジア型(視

神経脊髄型)MSとそれ以外の中枢神経系に多巣性に

病巣を有する西洋型(通常型)MSとに大別し、その臨

床的、免疫学的特徴について検討を行った。視神経

脊髄型MSは西洋型MSに比べ、有意に高齢発症で

EDSSが高く、髄液中の細胞数と蛋白量が増加してい

た。また、 MRI検査では西洋型に比べ、有意に大脳

病変が少ない一方で‘、脊髄萎縮とガドリニウムによ

る視神経の増強効果は高頻度にみられた。さらに、

西洋型MSが HLADRBl"1501アリルに相関するー

方、視神経脊髄型MSではHLA'DPBl'0501アリルの頻

度が健常対照に比し有意に高率であった。視神経脊

髄型MSr，土末梢血CD4陽性T細胞中のIFNy IIL.4比が

健常対照より有意に高値で、かつCD4+CD45RA

CCR5+細胞、 CD4+CD45RO+CD62L細胞が有意に増

加しており、著明なThlシフトを示した。以上より、

視神経脊髄型MSと西洋型 MSは臨床的臨床的、免疫

遺伝学的に異なる独立した疾患であることが示唆さ

れた。次に、戦後50年間での日本人 MSの病像の変化

をみるために、九州大学神経内科にて精査されたMS

患者143人について retrospecUveに検討を行った。視

神経脊髄型と西洋型の比をみた場合、 1920年代生ま

れでは西洋型が著しく少なかったが、 1960年以降に

生まれたものでは、急速に西洋型が増加した。また

初発年齢および性差において視神経脊髄型は高齢化

し、かつ女性の割合が多くなっていた。以上より、

食住環境の欧米化により、日本におけるMSの病像に

ついては西洋型の比率が多くなった可能性があると

思われた。



86同4

自己免疫性ニューロパチーと抗糖脂質抗体

楠進

東京大学医学部神経内科

ギラン・バレー症候群(GBS)、フイツシャー症候

群、慢性炎症性脱髄性多発神経炎(ClDP)、19lvl

paraproteinemiaを伴うニューロパチーなどの自己免疫

性ニューロパチーの患者血中には、抗糖脂質抗体が

しばしばみられる。なかでもGDlbのジシアロシル基

を認識する抗体は、感覚障害性失調性ニューロパ

チー(sensoryataxic neuropathy. SAN)に特異的にみら

れ、標的抗原(GD1b)は大径一次感覚ニューロンに局

在し、ウサギにGDlbを免疫するとSANの発症がみら

れることなどから、 SANの発症に直接関わると考え

られる。抗GQlb!gG抗体は、眼球運動麻痩-失調・

臆反射消失を三徴とするフイツシャー症候群に特異

的かつ90%を越える高率にみられる。眼球運動麻療

のみで失調のない不全型フイツシャー症候群でも陽

性であること、眼球運動を司る脳神経の傍絞輪部ミ

エリンにGQlbが局在することなどから、同抗体は眼

球運動麻療の発症因子と考えられてきた。一方向抗

体と失調との関連はまだ十分検討されていなかっ

た。そこで、抗GQlb!gG抗体陽性で、重篤な四肢麻療の

ない149例について、眼筋麻療と失調の有無を調べた

ところ、 120例では限筋麻痩と失調の両者がみられ、

24例では失調がみられず限筋麻療のみ、 5例では眼筋

麻療がなく失調がみられた。抗GQ1b!gG抗体陽性例

に、きわめて少数だが失調のみを呈するものがある

ことは、同抗体がフイツシャー症候群の失調の病態

にも関連することを示唆する。抗GQlbモノクローナ

ル抗体により免疫染色される一部の一次感覚ニュー

ロンに、抗GQ1b!gG抗体が結合して失調をきたす可

能性が考えられる。またGalNAc-GDlaを認識する!gG

抗体はpuremotor GBSに関連し、 Iglvl抗体は脳神経麻

海(特に顔面神経麻埠)を伴うことが多い。抗糖脂

質抗体は、その反応特異性により、臨床病型を規定

する因子であると考えられる。

86-5 

多発性硬化症における血管内皮の活性化/

傷害

郡山達男、池田順子、越智一秀、中村重信

広島大学医学部第三内科
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多発性硬化症 (lvlS)の病変形成において、血液脳

関門の重要性はよく知られている。この血液脳関門

の本態は血管内皮細胞である。そこで、多発性硬化

症の病因・病態における血管内皮の活性化/傷害の

関与を解析する目的で、多発性硬化症患者の血液中

において血管内皮因子と白血球/血管内皮接着分子

の動態を検討した。対象は寛解・増悪型の多発性硬

化症 (lvlS)患者26例を用い、対照として健常者18名

を用いた。血管内皮因子として、血竣フォン・ウ・ィルプラン

ド因子活性 (vWF) と血清可溶性トロンボモジュリン

(sTlvl)を、接着分子として、血清可溶性

intercellular adhesion molecule-1 (s!CAlvl 1)と血清可

溶性vascularcell adhesion molecule-1 (s VCAlvl-1) を

測定した。その結果、活動期のlvlS患者群では、対照

群と比較して、血管内皮因子のvWFと接着分子の

sVCAlvl-lが有意に上昇していた。また、 lvlS患者群で

は、活動期は非活動期に比較して、 vWFとVCAlvl1が

有意に上昇していた。このことから、 lvlSでは、 vWF

はsVCAlvl-1とともに疾患活動性の有用な指標になり

得ることを明らかにした。 lvlS患者群で、は、免疫抑制

療法により、総合障害度 (EDSS)の有意の改善に

f半って、 vWFとsTlvlならびにs!CA1叫 1とsVCAlvl-1カf有

意に減少することを示したσこれらの結果から、 lvlS

では個々の症例の治療効果の指標として血管内皮因

子のvWFとsTlvlならびに接着分子のs!CAlvl-1と

sVCAlvl-1とが有用で、あることを示した。 lvlS患者群で

は、 vWFとVCAlvl-1とが有意に相関した。また、

VCAlvl-1 はICAlvl-1とも有意に相関した。 vWFは主と

して血管内皮細胞で産生され、血祭vWFは血管内皮

細胞の活性化や傷害で上昇する。 Tlvlも血管内皮細胞

で産生され、血管内皮細胞の傷害で血中濃度が上昇

する。一方、 ICAlvl-1とVCAlvl-1は血管内皮/白血球

接着分子であり、活性化された血管内皮細胞に発現

し、多発性硬化症の病変形成に深く関与するとされ

ているO 以上の結果から、 lvlSにおいては血管内皮因

子のvWFは接着分子のVCAlvl-1と相関して変動するこ

とから、 vWFはVCAlvl-lと同様な機序で血管内皮の活

性化/傷害に基づく血液脳関門の障害を反映すると

考えられる。



210 神経化学 Vol. 38(No. 3)， 1999 

S7-PL S7・1

パーキン遺伝子の構造と機能 家族性パーキンソン病

清水信義 松峯宏人

慶慮義塾大学医学部分子生物学 順天堂大学脳神経内科

パーキンソン病 (PD)は振戦・筋強剛・動作緩

慢・姿勢反射障害などを特徴とする神経変性疾患で

ある。孤発I1PDとともに20歳代から発症する遺伝

性の若年性PDも知られており、そのうち常染色体

性劣性若年性パーキンソニズム (AutosomalRecessive 

J uvenile Parkinsonism : AR -JP)は顕著なL-DOPA反

応・日内変動・午睡による症状の改善・ジストニア

の出現・鍵反射の允進などの臨床症状を示し、病理

学的には黒質・青斑核等の選択的細胞死・レピー小
体形成の欠如などの特徴が知られている。

ARJPは順天堂大(水野ら)のリンケージ解析によっ

て6番染色体のバンドQ25.2-Q27にマップされてい

たが、我々は共同で遺伝子探索を行い、その原因遺

伝子のクローニングに昨年成功しParkin(パーキン)と

名付けた(Nature392 : 605-608. 1998)。パーキン遺

伝子から産生される蛋白質は分子量約5万で、 N末
にユピキチン様のドメイン、 C末にはRINGフイン

ガーモチーフをもち、全体としてCySに富んでいる。

また、パーキン蛋白質にはカゼインキナーゼuなどの
燐酸化サイトが数カ所存在する。パーキン遺伝子は

12個のエキソンから成るが、イントロンが大きく全

体として 1Mbを越える巨大遺伝子である。患者血
液のDNA診断の結果さまざまな変異が同定され

た。それらの多くは大きな欠失変異であり、また l
塩基置換によるミスセンス変異やナンセンス変異、

Compound Heterozygosity型の変異も同定され、現在、
AR-JP患者の70%以上でいずれかの変異が見出されて

v'る。
パーキン遺伝子の発現は脳だけでなく多くの組織
に及んで、いる。免疫組織化学的な解析の結果、いわ

ゆるPD患者の脳で、はパーキン蛋白がしばしばレピー

小体にユピキチンとともに蓄積されているが、 ARJP

患者では見られなかった。さらに、前頭葉皮質の細

胞分画による解析では、パーキン蛋白は核にはなく

主に細胞質とゴルジ体に局在していた。また、メラ

ニン含有ニューロンの神経突起にもその局在を認め

た。これらの知見はパーキン蛋白が'vesiculartransport 

のキャリア蛋白である可能性を強く示唆している。
このように遺伝性パーキンソン病AR-JPの原因遺伝

子が特定されたことによって、黒質の神経細胞が変

性消失する仕組みを分子生物学的に解明する糸口が
得られた。神経細胞死を防ぐ薬剤の開発、さらには

遺伝子治療法の確立に発展することが期待される。

家族性パーキンソン病(PD)の遺伝子が最近次々と

同定されはじめた(Park1，2，3).そのうちPark1は特に

重要で、ある， Park1家系においては、 αsynucleinの変

異(A53T，A39P)が発症とco-segregateしており、この

蛋白の異常が、 Lewy小体の形成を伴う黒質細胞死に

深く関わっているようである。しかも、 αsynuclein

は、孤発I生PDにおけるLewy小体の主要な構成成分で、
ある。したがって、 Alzheimer病における βamyloid仮

説と同様に、 α-synucleinの異常沈着をpnmaryevent 

とする細胞死カスケードの存在カヤDにおいて規想さ

れる。

一方、 Park2(autosomalrecessive iuvenila 
parkinsonism:AR -JP)においては、新規遺伝子Parkinの

loss-of-function型変異によりLewyオ、体陰性の

parkinsonismが生じることカfわかっている。したがっ

て、この遺伝子の機能は、黒質細胞の基本的な生存

維持に必須と考えられる。それ故に、 Parkinのかかわ

る生存維持機構が，synuclein沈着による死のカスケー
ドの標的になっているかどろかは、非常に興味深い

問題である。

一方、 Park3(Chr2p)は、浸透率の低い優性遺伝子

で，しかもその表現型は孤発性PDのそれに酷似する.

したがって、この遺伝子は、弧発性PDの発症促進遺

伝子のひとつである可能性が高い。

このように、これら複数のPD遺伝子は、あるひと

つの細胞死カスケードに対して、それぞれ特異なレ
ベルで、接点を持っている可能性が高い.すなわち、

Park3は、 Synucleinの沈着を促すカスケードの上流因

子として機能し、 Parkinの関与する系においては、そ

の破綻による細胞死がsynuclein沈着(Lewy小体)を伴わ・

ないことより、 Synucleinカスケードの下流における

死の標的として位置づけられる可能性がある。

いずれにしろ今後同定されるであろう多くの家族

性PD遺伝子は、 polygenedi seaseとしての弧発性PDを

ひきおこす共通の細胞死カスケードの様々なレベル

に関与する遺伝子群として位置づけられる可能性が

高い。その解析の結果として、カスケードの実体を

明らかにすることができ、ひいてはJ瓜発性PDの病因
が解明され、さらには、未だ明らかでない神経細胞

死の基本的分子メカニズムが明らかにされることを

期待したい.



S7・2

パーキンソン病発症環境因子

古武弥一郎、太田茂

広島大学医学部総合薬学科

多因子性疾患であると考えられているパーキンソ

ン病に関しでは、近年急速に解明されつつある分子

遺伝学的研究と並んで、環境因子に関する研究も必要

不可欠である。我々のグルーフ。は脳内在性のパーキ

ンソン病発症物質候補に関する研究を行っており、

現在までに数種のテトラハイドロイソキノリン (TIQ)

誘導体を発症候補化合物として提唱している。ドパ

ミンの部分構造を有しており、ドパミントランス

ポーターにより取り込まれる3'，4'DHBnTIQ、生体内

に存在する直鎖アルデヒドから生成すると考えられ

るC，H"jTJQ等多岐にわたるが、これらにおおよそ共

通する性質として、脳内在性であり、実験動物に投

与するとパーキンソン病様症状を誘発し、パーキン

ソン病患者の脳脊髄液中で増加傾向があり、ミトコ

ンドリア呼吸鎖阻害活性を有すること等が挙げられ

る。

毒性発現メカニズムの研究に関してはlBnTlQが詳

細に検討されている。 lBnTIQの神経毒性を中脳線条

体切片共培養系を用いて調べたところ、 lBnTJQはま

ずドパミン量を減少させ、一定時間経過後、細胞体

の委縮を経てドパミン神経を死に至らしめることが

示唆され、 100μM lBnTlQ添加24時間後のドパミン

の減少は不可逆的であった。 100μMlBnTJQ添加時

には、 6時間から12時間の間に細胞死シグナルのス

イッチをオンにする時間(コミットメントタイム)

が存在することが示唆された。また、 lBnTIQの神経

毒性は中脳選択的であり、酸化的ストレスと相乗効

果を有する。

一方、 TIQ誘導体の中で1MeTlQのみがMPTPおよ

びTJQ類によるパーキンソニズムを防御する作用を有

している。これは化合物の構造の僅かな違いが相反

する性質を有している点で興味深く、 lMeTJQを含め

た内在性化合物群の量的ノfランスが発症メカニズム

に関係している可能性を示唆している。

老年期に発症する病気の発症原因候補物質を考え

る上で、弱毒性であることは必要条件で、ある。反対

に毒性の強すぎる物質は発症原因にはなり得ないと

考えられる。現在、これら内在性化合物群の量的バ

ランス、相互作用するタンパク、生合成酵素の解析

と、パーキンソン病発症との関連を探っている。

211 

S7・3

N-methyl (R)salsol inolによるドパミン神
経細胞死

丸山和佳子¥直井信2

l長寿医療研究センター老化機構研究部生化学代謝研

究室、 2応用生化学研究所脳科学研究部門

1-methyl-4-phenyl-1，2，3，6-tetrahydropyridine (MPTP)の

発見以来、ヒト脳に内在する神経毒がパ円キンソン

病の病因に関わっているのではないかとの仮説が提

唱されてきた。

N -methyl(R)salsolinol [NM(R)Sal[はヒト脳に内在する

MPTP類似のイソキノリンでありドパミンから 2段階

の酵素反応により生成される。 NM(R)Salを線条体に

持続注入することによってラットにパーキンソン病

に類似した病態を惹起することができた。 Maまたj黒

質においてドパミン神経細胞の選択的脱落が認めら

れた。 NM(R)Salが本当にパーキンソン病に関与して

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。脳脊髄液中のNM(R)Sal濃度はパーキンソン

病患者で有意に高かった。リンパ球中のNJvl(R)Salの

合成に関与する酵素系の活性を調べたところ、

NM(R)Sal生成の律速段階て、あるneutral(R)salsolinol 

N-methyltransferaseの活性がパーキンソン病患者で増

加していることが見い出された。ヒトドパミン神経

芽細胞鍾であるSHSY5Y細胞を用い細胞死の機序を

検討したところ、 NM(R)Salはアポトーシスによる細

胞死を惹起することが証明された。これはラット

パーキンソン病モデルにおける組織所見と相応する

ものであった。 neutral(Rlsalsolinol 

N-methyltransferaseの活性増加を引き起こす環境また

は遺伝因子はパーキンソン病発症に関与する可能性

があると考えられた。
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87-4 

酸化ストレスとドーパミンニュー口ン

津田秀幸1、衣斐督和2、赤池昭紀2、下i賓俊1

1京都大学大学院医学研究科脳病態生理(臨床神経

学)、 2京都大学大学院薬学研究科薬品作用解析

パーキンソン病におけるドーパミンニューロン死

には、酸化ストレスが重要な役割を果たしていると

考えられる。本研究では、酸化ストレスによる神経

細胞死の機序、および、これに対する神経保護物質

の作用機序について検討した。

胎仔ラット腹側中脳より単離した培養神経細胞を用

いて、酸化ストレスモデルとしてグルタミン酸、

bleomycin sulfate(BLM)、およびbuthionine

sulfoximine(BSO)を用いて神経毒性を検討した。グル

タミン酸暴露(lmM.10分間)は、ドーパミン(DA)
ニューロン、非ドーパミン(ND)ニューロンの両者に

対し、 NMDA受容体を介し、細胞内Ca流入を増大さ
せ細胞死を引き起こした。 NDニューロンでは、 NOお

よびONOOにより神経毒性を呈したが、 DAニューロ

ンではNOからONOOーへの変換が抑制されており、

NOに依存しない神経細胞死を呈した。 DAニューロン

の自己受容体であるD2受容体をD2受容体刺激薬で刺
激するとグルタミン酸誘発細胞死は有意に措抗され

た。その際、グルタミン酸刺激による細胞内酸素ラ

ジカルの産生が抑制された。

BLMおよひもSO暴露によりDAニューロン、 NDニュー

ロンともに細胞死を生じたが、その際、クロマチン

の凝集、 DNAの断片化を伴っており、前者は

caspase-1.3阻害薬により、後者はcaspase-3阻害薬によ

り細胞死が抑制され、アポトーシスの特徴を伴って

いた。これに対し、グルタミン酸誘発神経細胞死

は、これらの特徴を欠き、ネクローシスと考えられ

た。 Glialcell-deriv巴drieurotrophic factor (GDNF)は

BLMおよびBSO誘発神経細胞死を抑制した。 GDNFに

よる神経保護作用は、 phosphatidylinositol3-kinase (PI 
3-K)阻害薬、タンパク合成阻害薬、転写限害薬によ

り抑制された。また、 GDNF処置によりBcl-2および

Bcl-xのタンパク量が増大した。 BLM処置により細胞

内酸素ラジカルの増大とcaspase-3活性の上昇がみら

れたが、これらはいずれもGDNF処置より抑制され

た。 PI3 -K ~ic-Retの下流で活性化されることから、

GDNFはc-Ret、Pl3Kを介し、 Bcl-2、Bcl-xの合成を促

進し、酸素ラジカル産生を抑制し、 caspase-3活性を

抑制することにより抗アポトーシス作用をもっと考
えられる。

87-5 

ドパミントランスポーターとパーキンソン
病

川上秀史、森野豊之、中村重信

広島大学医学部内科学第三

ドノTミントランスポーター (DAT)は、 ドノfミン

神経の終末に存在し、同終末から放出されたドパミ

ンをシナプス間隙から再吸収し、神経伝達を終止さ

せる一方、ドパミン神経系の調節に重要な働きをし

ていることがあきらかになっている。

パーキンソン病の成因に関しでは、環境要因と遺

伝要因の2つが関与しているとされている。環境要

因に関連して、近年パーキンソニズムを引き起こす

神経毒、 1-methyl-4-phenylpyridinium(MPP+)が注目を

集めてきた。この物質はDATを通って黒質のドパミ

ン産生細胞に取り込まれ、黒質細胞の脱落を引き起

こす。さらに人工的にDATに変異を加えるとドパミ

ンとMPP+の取り込みが大幅に変化することが知られ

ている。 MPP.自体は自然界には存在せずパーキンソ

ン病の直接の原因物質となりえないが、 DATの変異

が環境毒を取り込む働きを促進あるいは抑制してい

る可能性があり、 DATを環境要因と遺伝要因の相互

作用する場として捉えることも可能である。

そこで、我々はヒトDAT遺伝子を単離し、その会

エクソンーイントロン構造を決定した。その結果、

ヒトDAT遺伝子は全長50kb以上にわたり、 lつの非

蛋白翻訳領域を含むエクソンを含めて 15個のエク

ソンからなることを明らかにした。さらに、各エク

ソンを増幅し塩基配列を決定し、その結果、パーキ

ンソン病患者において、エクソン内の多型の一部が

有意に頻度が低いことを見出した。このことは、

DATの遺伝的多型がパーキンソン病の発症に関与す

る可能性を示したものであり、今後多型がいかに

パーキンソン病発症にかかわっていくかを明らかに

していくことが必要と恩われる。



S8-PL 

てんかんモデル動物

笹征史i、秋光知英2、栗栖薫2、北田一博3、

芹川忠夫3

:広島大学医学部薬理学、 2脳神経外科学、 3京都大学

大学院医学研究科付属動物実験施設

てんかんは人口の1~2%が'薩思し、そのうち、 20

~30%の患者は治療薬によりコントロールできない

難治てんかんと考えられているO 最近てんかん発症

の単一遺伝子 (BFNC、ADNFLE、

Unverricht-Lundborg Myoclonusなど)が発見された

が、多くは多因子の遺伝子が関与すると考えられ

る。一方、てんかんの成因の研究とその治療法の開

発にはヒトのてんかんに限り無く近いモデル動物が

必要である。さらにこのモデル動物のてんかん発症

遺伝子を同定できれば逆にヒトのてんかん遺伝子の

探索に有効な手段になると思われる。現在のとこ

ろ、てんかんモデル動物として、マウスではEIマウ

ス、聴原性発作を起こすDB/2Jマウスがあり、ラット

ではGAERS(民間ticabsence epilepsy rat of Strasburg)、

GEPR (genetically epilepsy-prone rat)、また我々が見

い出したtremorラット、自然発症てんかんラット

(SER)、ノダてんかんラット(NER)などが知られてい

る。これらのモデル動物のうちてんかん発作に関与

する遺伝子座はEIマウスでは知られているが、 tremo!

ラットを除いて不明であり、遺伝子自体も不明で、あ

る。この中で'SERは二重突然変異体(tm/tm， zi/ zi)であ

り、ヒトてんかんの欠神様発作と強直 間代発作の

モデル動物として有用と考えられる。 SERにはてんか

ん発作に加え、脳内の広範な領域に空胞変性が認め

られる。 SERはtremo!ラットヘテロ (tm/十)とzitter

ラットホモ (zi/zi)を交配して得られることから、

tremorラットとzitterラットのそれぞれの遺伝座につい

て連鎖解析が行われ、それぞ、れtm遺伝子は10Q24

に、 Z1遺伝子は3Q35に存在することが判明した。さ

らにpositional c10日mgより、 D10MllIvlit 194を含む

広範な領域に欠失が存在することが明らかになっ

た。この中でてんかん発作に関与するのは

aspartoacylaseの欠失と考えられた。事実この酵素欠

損のためtremorラットではN-acetyl-L-aspartate(NAA) 

の増量が認められた。 NAAを脳室内へ投与した場

合、てんかん発作を誘発することからNAAは新たな

てんかん誘発物質と考えられる。
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S8-1 

CACNA1A遺伝子変異に基づく神経疾患の分子遺伝学

辻省次、五十嵐修一、高橋哲哉、

志知隆雄、小野寺理

新潟大学脳研究所神経内科

CACNA1A遺伝子 (P/Qタイフ'Caチャネルペサブユ

ニット遺伝子)上に生じる変異の種類によって、片麻

j車性片頭痛、 episodicataxia (遺伝性発作性ノj、脳失調症

2型， EA2)、脊髄小脳変性症6型 (SCA6)などのさまざ

まな神経疾患が起こりうることが近年の分子遺伝学

的解析から明らかにされてきている。 SCA61まポリグ

ルタミン鎖をコードしているCAGリピートが異常に

伸長していることが発見された。その結果、わが国

でこれまでHomes型小脳失調症とされてきたものの約

半数がCACNA1A遺伝子のCAGリピートの異常伸長に

よるSCAらであること、増大CAGリピートと発症年齢

の問に負の相関関係のあることが示されている O 一

方、これまでの遺伝子変異の解析からは、片麻庫性

片頭痛についてはミスセンス変異によるものが多

く、 EA-2はtruncatlOnmutatlOnによるものが多いこと

が示されている。我々の研究室では、最近、臨床的

には片麻海性片頭痛と小脳失調を示す 1家系につい

て、 CACNA1A遺伝子のエクソン16のミスセンス変

異 (T666M) を見いだした。また、孤発例ではある

が発作期間の長い、発作性小脳失調症の1例を経験

し、臨床的にEA2の可能性が高いと考え、発作間欠

期と発作時の脳血流異常の比較、アセタゾールアミ

ドによる脳血流の改善効果、発作の予防効果につい

て詳細な検討を行い、アセタゾールアミドの脳血流

の改善および発作に対する軽減効果を確認すること

ができた。 CACNA1A遺伝子変異については現在解析

中である。これまでに我々の研究室で解析した、

CACNA1A遺伝子の遺伝子変異について

genotype-phenotype correlationについて報告する。
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S8・2

良性成人型家族性ミオク口一ヌスてんかん
(Benign adult familial myoclonic 

epilepsy: BAFME)病因遺伝子の連鎖解析

佐野輝1、三神正昭l、安田雄2、寺尾章2、

兼子直s、田中敏博¥後藤雄一5、大沼悌

1愛媛大学医学部神経精神医学、 2JII崎医科大学神経内

科、 3弘前大学医学部神経精神医学、 4東京大学医科学

研究所、 5国立精神神経センター、 6国立療養所犀潟病

院

1991年安田は、常染色体優性遺伝形式を示し、成

人発症で、良性経過を示すミオクローヌスてんかん

の家族例(二つの大家系)を報告し、遺伝性と電気

生理学的に不随意運動がcorticalreflex myoclonusのー

型であることに着目し、良性成人型家族性ミオク

ローヌスてんかん (Benignadult familial myoclonic 

epilepsy: BAFME)の疾患名を提案し、他の進行性ミ

オクローヌスてんかん症候群との差異を示した。こ

の疾患では、桑野らが疾患の歯状核赤核淡蒼球ルイ

体萎縮症 (DRPLA) との類似性から、この遺伝子と

の連鎖および変異を検討したが、連鎖は否定され、

変異も存在しなかった。今回の解析対象としては安

田の報告した岡山県の家系Aのみとし、 17名の穫患

者を含む27名の家系構成員から情報を得た。擢患者

は、安田の報告したBAFMEの診断該当者であった。

連鎖解析には、プログラムMLINKを用い、多点検定

にはプログラムLINKMAPを用い、 2種のマ」カーと

疾患による3点検定を行った。他のてんかん遺伝子が

すで、にマップされた染色体領域での連鎖の否定と、

トリプレットリピート伸長性神経変性疾患遺伝子群

におけるトリプレットリピート伸長および連鎖の否

定を先に確認した。続いて、連鎖解析を全染色体カ

バーであるGenethon human genetic linkage map 

(1996)に従い、マイクロサテライトマーカ~の解析

をすすめ、第8染色体に2点検定でのロッドスコア

4.31、多点検定でのロツドスコア5.42を得る領域を

見出した。この領域は、第8染色体において他のて

んかん症候群でマップされた8pter.23.1(Nothern 

epilepsy)、8Q13.21(familial febrile convulsion)、8Q24

(EBN2)領域とは異なるものであり、第8染色体に新た

なてんかん関連遺伝子座位が存在することが考えら

れた。、現在、この候補領域にマップされた遺伝子

およびESTを対象とした候補遺伝子アプローチによる

病因遺伝子の探索を行っている。

S8・3

日本人Autosomaldominant nocturnal 
frontal lobe epilepsy (ADNFLE)と
Benign familiar neonatal convulsion 2 
(BFNC2)での新しい遺伝子変異

庚瀬イ申ーに岩田洋美2、穐吉秀隆l、

善利史子l、福間五億1、米谷美奈子1、

小林健一郎2、伊藤正利2、松島伸昭3、

杉山博之3、村中英樹¥和田一丸s、

兼子直人満留昭久1

l福岡大学小児科、 2滋賀県立小児保健医療センター小

児科、 3九州大学理学部生体物理、

4弘前大学小児科、 5同神経精神科

[緒言]現在まで家族性特発性てんかんの責任遺伝

子として同定されたものは、わずかにADNFLEでの

CHRNA4、BFNClと2でのKCNQ2、3及び熱性けいれ
ん+でのSCN1B遺伝子のみで、ある。この内日本人
ADNFLEとBFNC2での遺伝子異常を初めて同定し

た。

[方法]ADNFLE:日本人ADNFLEの一家系内の

CHRNA4遺伝子変異をSSCPと直接シークエンス法に

より検索同定した。 BFNC2:日本人BFNC六家系の擢

患者のKCNQ3遺伝子の全15エクソンを直接シークエ
ンスし変異を検索同定した。

[結果]ADNFLE : CHRNA4遺伝子の膜貫通部分(M2)
をコードする部分に新しい点変異 (c752C>T)を見

いだした。 BFNC2:一家系においてKチャネルの

P.loopをコードする部位のKCNQ3遺伝子に新しい点
変異 (c925T>C)を見いだした。以上二つの遺伝子

の変異は擢患者すべてと保因者にヘテロで認められ

たが、 100人の対照者には認められなかった。

[考察]ADNFLE : CHRNA4はβ2サブユニットとと

もに中枢神経でリガンド結合型イオンチャネルのニ

コチン性アセチルコリン受容体を構成している。

c752C，Tによりリガンド結合型チャネルに保存されて
いるSer252治宝Leuに置換 (S252L)することが推定さ

れた。 Ser252はイオン通過路(ポア)の開閉の際の輔

を形成すると考えられている。 BFNC:KCNQ3は

KCNQ2とともに四是体のKチャネルを形成し、おそ

らく M.currentの発生に関連している。 c925T>Cによ

りKCNQファミリーで保存されているTry309がArgに

置換 (W309R)することが推定された。 Try309はK

チャネルポア内のイオンフィルターを保持している

と考えられている。以上からいずれの変異ともチャ

ネル機能に異常を来すことが推定された。

[総括]てんかんを中枢神経のイオンチャネルの異

常によるチャネル病 (channelopathy)としてとらえる

作業仮説は、今後の種々のてんかんの病因や新しい

治療の研究展開上有用かもしれない。



88・4

Lafora病と小児欠神てんかん

山111 和弘
理研・脳科学総合研究センタ-.神経遺伝

近年になり複数のてんかんにおいてイオンチャネル

などが原因遺伝子として同定され、てんかんの分類

に新しい概念をもたらしつつある。我々は、更なる

てんかん遺伝子の同定、およびその機能の解析を目

指し、小児欠神てんかん、ラフォーラ型進行性ミオ

クローヌスてんかんなどに関する研究を進めてい

る。小児欠神てんかんでは、強直間代発作を伴うサ

ブタイプの大家系の連鎖解析により同定された候補

領域8Q 24の物理地図を作成することにより候補

領域を絞り込み、 KCNQ3.]RK/JH8などの近傍の候補

遺伝子や新規遺伝子について検討を加えたC 又、ラ

フォーラ型進行性ミオクローヌスてんかんでは、原

因遺伝子として同定されたEPM2AのfuIlORF (351 

a.a.lを有するcDNAクローン、 5'alternative splicing 

product、マウスホモログを単離-解析し、また、 20

をこえるラフォーラ病の家系を用いて検索を行い欠

失を含む複数の変異を同定した。本シンポジウムで

は更に、多くの進行性ミオクローヌスてんかんでリ

ソゾーム蛋白が原因遺伝子として同定されているこ

との意味、共通する発症機構の可能性などについて

論じてみたい。
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88・5

抗てんかん薬とイオンチャンネル

岡田元宏、 兼子直

弘前大学医学部神経精神医学講座

現在開発中の抗てんかん薬は、興奮性神経伝達機

構抑制-抑制性神経伝達機構充進を主要作用機序とし

ているものが多い。一方、遺伝子研究から、てんか

んの原因として、カリウムイオンチTネル(KCNQ，GIRK)やACh受

容体などの関与が明らかにされつつある。これらの

新たな発見は、てんかん発作発現機序にイオンチ件付王重

要であることを示し、かかる事実は今後の新薬の開

発、てんかんの分類等に大きく影響する。一方、神

経科学的検討から、 spontaneoustransmission (ST)と

depolarization induced transmission (DT)では伝達機構

が異なる可能性が示唆されてきた。我々はJn町内

microdialysis glutamate biosensorを用い、抑制性神経

伝達物質monoamine(MA)と興奮性神経伝達物質

glutamate (Glu)の遊離機構の比較検討を行い、同時に

抗てんかん薬の神経伝達機構に対する作用を検討し

てきた。 MAの基礎遊離は、 N-typeCa'+ channel 

(N.type-VSCC) >P-type-VSCC、proteinkinase C (PKC) 

>protein kinase A (PKA)により規定され、 Ca'+感受性

遊離はN-type-VSCC、PKCにより規定されていた。 Glu

はこれらに対して非感受性であった。 MA，Gluのど感

受性遊離は、 P-type-VSCC>N-type-VSCC、PKA>

PKCに規定され、かつtetrodotoxin(TTX)により阻害

された。抗てんかん薬carbamazepine(CBZ)、valproate

(VPAl、zonisamide(ZNS)はMA基礎遊離及びCa'+感受

性遊離を尤進したが、 Glu基礎遊離には効果がなかっ

た。 MA、 Gluのど感受性遊離はこれら3剤により抑

制された。ピ頻回刺激によるMA、Gluの遊離ハ・ターンを

比較検討すると、 MAは刺激回数の増加に伴い、 MA

遊離量は漸減し、 Gluは逆に漸増することが明らかと

なった。このMA漸減、 Glu漸増をCBZ、VPA、ZNSは

抑制する。以上の結果は、古典的抗てんかん薬は、

抑制性神経伝達機構のST機能を允進し、同時にDT機

構を抑制し、しかもDT持続に伴う抑制性神経伝達系

の相対的抑制一興奮性神経伝達機構の相対的充進を

抑制することにより、抗てんかん作用を発現する可

能性を示唆する。学会当日は、これらの実験結果に

加え、従来の基礎てんかん学的検討から得られた実

験事実も加えて、詳細に考察する予定である。
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WS1・1

リン酸化による神経伝達物質放出の制御

高橋正身

三菱化学生命科学研究所

シナプスの性質が可塑的に変化する上で、神経伝

達物質の放出が制御されることは一つの重要な基盤

である。新たな遺伝子発現やタンパク質の合成を必

要としない短期的な変化には、既に存在するタンパ

ク質がリン酸化などの翻訳後修飾によって可逆的に

制御されることが重要であると考えられている。シ

ナプスの機能の制御にはさまざまな種類のタンパク

質キナーゼの関与が示唆されているが、それらのキ

ナーゼがどの様なタンパク質をリン酸化し、神経伝

達物質が放出されるまでのどの様な過程を変化させ

ているのか、さまざまなキナーゼによるリン酸化は

神経回路の上でどの様に使い分けられているのかと

いった基本的な問題も未だ解決されていない。

ラット副腎髄質細胞腫由来のPC12細胞は、大型の

有芯小胞にドーパミンを、小型のシナプス小胞にア

セチルコリンを貯蔵し、 Ca2+依存的に関口放出す

る。我々はPC12細胞からの神経伝達物質放出が様々

なタンパク質キナーゼによって制御されることに注

目し、そこに関わるリン酸化基質の向定と、リン酸
化を特異的に認識する抗リン酸化抗体の作成を進め

ている。

PC12細胞をアデニル酸シクラーゼを活性化する
フォルスコリンやPKCを活性化するフォルボールエ

ステル、あるいはNGFなどであらかじめ前処理して

おくとドーパミンおよびアセチルコリン放出が充進

した。これらの促進効果は全てイオノマイシン誘発

性の放出も促進することから、 Ca2+流入以降の過程

が変化していると考えられた。現在までに PKAに

よってシナプシンとラブフィ・リン3Aカ人 PKCによっ

てSNAP'25とGAp.43がそれぞれ細胞内でリン酸化さ

れることを見出した。抗リン酸化抗体を用いた定量

的解析の結果、フオルボールエステルによる放出促
進にはタンパク質リン酸化を介した機構の他に、リ

ン酸化に依存しない機構もあることが明らかとなっ
た。ラブフィリン3AやSNAp.25に対する抗1)ン酸化

抗体でPC12細胞の免疫染色を行うと、細胞内でのキ

ナーゼ活性化に伴って染色強度が著しく増加するこ

とが認められた。現在これらのリン酸化抗体を用

い、スライス培養した海馬の神経回路の中でこれら

のタンパク質のリン酸化がどの様に変化しているか

を明らかにしようとしている。一方NGFによる放出

促進には、受容体型チロシンキナーゼである TrkA

と、その下流にある PI3キナーゼ系や MAPキナーゼ

系が関与していることが明らかとなった。現在これ
らのシグナル系の詳細な解析を行うと共に、放出制

御に関わるリン酸化基質の同定を進めている。

WS1-2 

シナプス小胞リサイクリングと放出制御

黒見坦、城所良明

群馬大学医学部行動医学研究施設行動生理部門

神経伝達物質は、シナプス前終末における活動電

位に応じて放出され、シナプス小胞はリサイクルさ

れる。 W.Betzらによる蛍光色素FM1.43の導入によ

り、この過程を研究するための手段が手軽に利用で

きるようになった。ショウジョウパエの神経筋シナ

プスは、シナプス機能に欠陥を持つ多くの突然変異

体があり、シナプス伝達の研究をする上で極めてユ

ニークな標本である。まず我々は変異体、 shibire

、を用いてシナプス小胞の動態を研究した。この変

異体は endocytosisの際に働く蛋白、 dynamin、に温

度依存性の変異がおき、高温でその機能が失われ

る。 shibireの神経筋シナプスにおいて高K+液により

脱分極させ伝達物質の放出を促進させると、外液中

に入れた FM1.43が取り込まれる(activity dependent 

Joading)。この場合、シナプス前終末のboutonの外側

に取り込まれ、蛍光f象はドーナッツ状になる。再び
高 K+液を作用させると色素はすべて消失した。これ

をは0/endo cycJing pooJと名づけた。次に、幼虫を

34' Cに保ち、高K+液で伝達物質の放出を起させる

と、 endocytosisが起らないために、シナプス小胞は

完全に溜渇する。 その後室温に戻してエンドサ

イトーシスを再開させると(depJetionreformation 

Joading)、FM1・43はシナプス前終末の bouton全体

に取り込まれた。その後再び高 K+液で取り込まれた

色素を放出させると中心部を残して色素が消失し

た。したがってこの中心部にある小胞は、通常のリ

サイクリングには参加していないようである(reserve 

pool)o depletion reformation loadingの際に actinの

polymerization / depolymerizationを阻害する

cytochalasin Dを作用させると、 reservepoolは形成さ

れず、 exo/ endo cycJing poolのみになる。このよう

な標本を高頻度刺激するとシナプス電位の振巾は急

速に減少する。したがって、 reservepool内の小胞は

高頻度刺激の際に動員されシナプス伝達を維持する

のに役立つている。野生株の幼虫においても、色々

な操作をすることによってはo/ endo cycling poolの

大きさを変えることができる。例えば、 adenylate

cyclaseのactivator、forskolin、を作用させると exo/ 

endo cycling poolが増大し、シナプス伝達が増強す

る。したがって、シナプス小胞のプールの大きさを

制御することによってシナプス伝達の効率を変える

ことカfできる。



WS1・3

NMDA受容体チロシンりん酸化と神経シナプ

スの可塑性

手塚徹、中津敬信、久恒智博、梅森久視

山本雅

東京大学医科学研究所制癌研究部

グルタミン酸は中枢神経系の主要な神経伝達物質で

ある。グルタミン酸受容体の一種であるNMDA

(N-methy!-D-aspartate)受容体は、学習、記憶等に関

わるシナプスの可塑性や、発達時のシナプス形成に

おいて重要である。近年、 Srcチロシンキナーゼが、

NMDA受容体と会合してそのチャネル活性を制御す

ることが報告された。また、 NMDA受容体のNR2Aと

NR2Bサブユニットは、脳でチロシンりん酸化されて

いる。これらは、 NMDA受容体とチロシンキナーゼ

の機能的関連を指摘するものである。我々は、 fyn欠

損マウスで、 NR2A、NR2Bのチロシンりん酸化レベ

ルが共に低下していることを見い出した。また、

293T細胞に活性化型FynとNR2Aを外来性に発現さ

せ、 FynがNR2Aのチロシンリン酸化を促進すること

を示した。さらに、このFyn依存的NR2Aのチロシン

リン酸化が、 PSD-95により、充進することを見い出

した。 PSD-95の三つのPDZドメイン (PDZ1、

PDZ2、PDZ3)のうち、 N端側のPDZ1とPDZ2は

NMDA受容体のシナプス後膜でのクラスタリングに

関わる。我々は、 PDZドメインを様々に欠損する変

異体を用い、 PSD-95のPDZ3ドメインがFynのSH2ド

メインと会合することを示した。このことはPSD-95

分子が異なるPDZドメインを用いて、 FynをNMDA受

容体に接近させる足場として機能していることを示

唆しているo次いで我々は、 NR2A1NR2B分子のりん

酸化の意義を明らかにする為に、 invitro反応系でFyn

がNR2AやNR2Bをリン酸化する部位を特定した。そ

れらのいずれもが、 NR2Aと活性型Fynを発現する

293T細胞でリン酸化されることを確認した。さらに

そのうちの一つがPI3ーキナーゼのp85サブユニット

と会合することを示した。

本ワークショップではNR2A1NR2Bがチロシンりん酸

化される分子機構について議論し、さらにそのリン

酸化の意義について考察したい。

WS1-4 

海馬長期増強の維持相における活性型 CaM

キナーゼ 11の局在

福永浩司、宮本英七

熊本大学医学部第一薬理

CaMキナーゼIIの286番目のスレオニン
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(Thr-286lの自己燐酸化反応は酵素をカルシウム依存

性型からカルシウム非依存性型(構成的活性型)に

変換する。この構成的活性型CaMキナーゼIIの発現

はシナプスの高頻度刺激に伴うカルシウムイオン上

昇をコードしており、記憶の分子素過程に関与する

という仮説が提唱されている。私達はこれまでに，

放射性無機燐酸で標識した海馬切片を用いて、 LTP

誘発後.1時間において CaMキナーゼIIの自己燐酸

化反応が充進することを報告した。本研究では

Thr-286の自己燐酸化反応を特異的に認識する抗体

を作成して、 CaMキナーゼIlの海馬錐体細胞におけ

る活性化部位を同定すること試みた。海，馬CA1への

入力線維であるシャツファー側枝と交逮線維を高頻

度刺激(100Hz、ls)して LTPを誘発した。刺激後

1時間においてパラホルムアルデヒドで周定した

後、抗燐酸化特異抗体で免疫染色した。構成的活性

型CaMキナーゼIIはCA1領域錐体細胞の細胞体，

樹状突起に存在しており、 LTP誘発に伴って著明な

免疫染色性の上昇が見られた。この上昇は少なくと

も1時間以上持続しており、特に樹状突起において

上昇が顕著であった。さらに、構成的活性型CaMキ

ナーゼIIの発現部位はNMDA受容体の局在と一致し

た。本研究では、 LTPにおいて Thr-286の自己燐酸

化反応の充進が錐体細胞の細胞体と樹状突起で起こ

ることを確認した。また、 自己燐酸化反応に伴って

発現した構成的活性型CaMキナーゼIIはLTPの維

持相においても安定であることが示された。
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WS1・5

視床・皮質投射路に存在するサイレン卜シナ
プスの発達におけるBDNFの必要性

中村俊1、伊丹千晶l、河野朋子l、水野恭伸2

1国立精神・神経センター神経研究所

2長崎大学薬学部

神経回路は遺伝子フ.ログラムと個体の経験の相互

作用によって発達する。神経活動が神経団路シナプ

スの結合性を制御することはよく知られているがそ

の機構は不明である。最近、海馬や大脳皮質のシナ

プスはNMDA受容体を主とする機能的に未熟なもの

からAMPA受容体を主とする活動型に変換されて発

達するとする、 silentsynapseモデルが提唱されてい

る。しかし、神経活動がこの変換過程をどのように

制御しているかは明らかにされていない。我々は遺

伝子機能を解析できる実験系としてマウスの体性感

覚野バレルの視床一皮質シナプス結合の発達過程を解

析した。 BDNFを欠いた変異体でバレルの形態、形成

は正常で、あるが、脳切片を用いた細胞外電位の計浪u
ではAMPA受容体の応答が顕著に低下していた。こ

れに対し、 NMDA受容体の応答は幼弱期と同様に大

きくグルタミン酸受容体の応答に占めるNMDA受容

体の応答が相対的に高いことが明らかとなった。さ

らに、グルタミン酸受容体の応答の空間的分布を可

視化するために膜電位依存性の色素を用いて光計測

を行ったところ、正常な発達でおはNMDA受容体が

AMPA受容体に移行するのに対し、 BDNF変異体では

NMDA受容体の応答が5/6層を含む広い範囲に残

存していた。さらに、頬髭を出生直後から切除した

個体ではBDNF変異体と伺様な現象が観察された。以

上の結果はサイレントシナプスが神経活動に依存し

て活性型に変換されること、しかもこの過程にBDNF

が必要でおあることを示している。

WS1-6 

神経細胞特異的 NO合成酵素 (nNOS)によ
る細胞増殖・分化因子としてのー酸化窒素
NOの生成

阿部一樹u、井上順雄l、中山孝1

佐藤光l、平原史樹2、加藤尚彦1

横浜市立大学医学部、 1第一生化学、 2産婦人科

出生後ラット小脳の表面に形成される外顎粒層内

の穎粒細胞は分裂増殖し、分裂を停止した細胞が分

子層内を移動しながら分化して、内穎粒層(成熟後

の頼粒層)を形成する。我々は nNOSが神経芽細胞

である外穎粒細胞に発現しており、 NOSの特異的阻

害剤である NGnitro'L'arginine(NArg)を腹腔内投与

すると、外頼粒細胞の増殖分化が阻害され、小脳層

の形成が遅延しまた構造が乱れることを報告した

(Wang et al.. Develop. Brain Res. 111・65-75，1998)。
細胞増殖と分化におけるnNOSの働きを解析するた

め、より単純な系として過排卵させたマウスの卵と

着床前座(1細胞~胞脹) 2 0個を試料とし、定量

的RT-PCR(reverse transcriptase-polymerase chain 

reaction)により nNOSmRNAを測定した。着床前Jlf

は受精後1>細胞から桑実歴 (>16細胞)を経て胞匹 (>32

細胞)まで増殖し、胞Jlfは表層の trophectodermと内

部の innercell massに分化する O この増殖分化に伴い

湿重量当たりのnNOSmRNA濃度は、未受精卵と受精

卵(1細胞脹)ではマウス全脳の平均濃度(1.56mg/g

湿重量)の2.6倍、 2細胞Jlfでは1.3倍含まれており、

4細胞Jlfで卵の1110に激減し、胞Jlfまでに徐々 に卵

の2110まで増加した。卵匪には他の NOSisoforms 

(eNOSとiNOS)はnNOS測定と同じ感度では検出でき

なかった。 2細胞症を 500μMNArgを加えた培養液

中で 72時間培養すると、 4細胞目玉迄は影響を受け

ず、その後胞座までJlf細胞の増殖分化は12時間以上

遅れ、より小さな匹胞しか形成されなかった。卵脹

はnNOS抗体により免疫染色され、 NOの蛍光発色試

薬である DAF-2AによりNOを生成していることが証

明されたO 上述の神経芽細胞と卵目玉についての結果

は、 nNOSにより生成される NOが細胞増殖分化の為

の一種の"栄養因子?として働いていることを示してい

る。



WS1・7

老化促進モデルマウス(SAM)脳の神経化学

的異常と記憶・情動障害

大熊康修、村山俊彦、上原孝、野村靖幸

北海道大学大学院薬学研究科薬理学分野

老化促進モデルマウス(SAM)のP系は老化促進を示

し，活動性の低下、脱毛、寿命短縮など共通の老化

所見を示す。 SAMP8系は加齢に伴い学習記憶障害を

自然発症し、またSAMP10系は脳萎織と学習記憶障害

を自然発症することより、痴呆を主とする神経変性

疾患の病態解析や脳の老化機序解析のモデル動物と

して有用と考えられている.そこでSAMP8および

SAMP10脳のとくにシナプスにおける神経化学的特徴

について検討した.

SAMP8の学習記憶障害とそれに関する神経化学的

変化について、 2-8十月齢の大脳皮質、海馬でのク勺レ

タミン重量 (Glu)および、グルタミン (Gln)含量の

増加が認められた。また10ヶ月齢SAMP8において、

脱分極刺激によるGlu遊離量が増加していたことのみ

ならず神経伝達物質ではないGln遊離量も増加してい

たことより、 SAMP8脳のシナプスの脆弱性が示唆さ

れた。さらに12ヶ月齢海馬でのNMDA受容体結合

量、 M1-ACh受容体結合量，セロトニン1A受容体結合

量、ベンゾジアゼピン受容体結合量およびプロテイ

ンキナーゼC量それぞれの低下が認められた.これら

の脳シナプスにおける異常がSAMP8学習記憶障害の

一因をなすことが示唆された。

一方、 SAMP10は学習記憶障害を発症するとともに

うつ状態を伴う情動障害も生じている可能性が示唆

されている。 10ヶ月齢SAMP10の海馬において

M1-ACh受容体結合量およびプロテインキナーゼC量

の減少が認められた。またドパミンD2受容体結合量

およびセロトニン1A受容体結合量の中脳領域におけ

る増加が認められ、これらの異常カ{SAMP10のうつ的

情動障害に関与している可能性が示唆された。した

がって以上のような脳のシナプスにおける異常が

SAMP8およびSAMP10の学習記憶障害あるいは情動

障害に関与している可能性が示唆され、本モデルが

シナフ。ス可塑性の病理学的変化に関する基礎的な研

究にも有用であると考えられる。

WS2・1

Caspaseと細胞死

菅野雅元

広島大学医学部免疫学寄生虫学

細胞の死には様々な形が存在し、その中の一つの形

がアポトーシス (apoptosis)である。本ワーク

ショップでは、アポトーシスという狭い定義(領

域)に限定することなく、生物学としての細胞死を

Caspaseという酵素をもとに考えてみたい。最近は、
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Caspase依存性ばかりでなく、 Caspase非依存性の細胞

死も多く発見されてきており、いろいろな形の細胞

死の存在が判明してきている。細胞死はさまざまな

生物学的要因 (Fasリガンド、 TNF、ウイルス感染な

ど)、化学的要因(制癌剤、毒物など)、物理学的

要因(放射線、紫外線、熱など)によって起こる。

このように細胞死を始動する要因には多様性がある

が、いずれもDNA断片化を中心とするクロマチンの

凝縮、核の断片化などの共通の現象がみられ、この

ことから共通の細胞死実行装置が存在していると考

えられている。そしてこの実行装置は多くの場合

Caspaseファミリーの活性化に依存することがわかっ

てきた。 Caspaseファミリーとは細胞死の実行過程に

働くプロテアーゼ群で、現在 10種類以上に番号が

つけられているが、さらに数種類の存在が確認され

てきている。細胞死の研究は線虫Caenorhabditis

elegans (C.elegans)を用いた研究が先行し、それをモデ

ルとして哨乳類の細胞死の研究がおこなわれるよう

になった。(線虫の場合、発生の過程で起こる細胞

死なので「プログラム細胞死」と呼ばれる。)今回

は、現在までに判明しているCaspaseの制御因子につ

いて討論を行いたい。
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分裂終了ニューロンのAPP695強制発現に

よるカスパーゼ活性化とアポ卜ーシス誘導

植月太一1、西村伊三男l、竹本研l、桃井隆2

三浦正幸3、吉川i和明l

i大阪大学蛋白質研究所蛋白質機能制御部門

2国立精神・神経センター神経研究所疾病研究第5

部、 3大阪大学医学部神経機能解剖

本学会で我々はアデノウイルスベクターを用いて

アミロイド前駆体蛋白質695をinvivo， in vitroの分
裂終了ニューロンへ遺伝子導入、強制発現すると、

変性を引き起こすことを既に報告した。今回は、

APPによるニューロン変性の過程についてさらに検

討を行ったので報告する。

細胞死に直接関与するプロテアーゼ群カスパーゼ

がAPP導入によって活性化されるかどうかを検討し

た。 APP発現ウイルス感染後のヒトNT2ニューロン

から細胞抽出液を調製し、蛍光標識基質の切断によ

りカスパーゼ活性を測定した。その結果、 APP遺伝

子導入後カスパーゼ1の活性化は検出されなかった

が、カスパーゼ3様活性は導入24時間後から検出さ

れ、 48時間後に最高値を示した。ウエスタンプロッ

ティング法によりカスパーゼ3蛋白質を解析すると19
K， 17Kの活性化断片が48時間後に顕著に増加する

ことを確認した。活性型カスパーゼ3断片特異的な抗

体で免疫組織化学を行うと変性が開始されたニュー

ロンで陽性を示すものが検出された。 NT2ニューロ

ンの形態変化は約72時間後からが顕著であり、それ

以前の段階でカスパーゼ3が活性化されることを示

す実験結果である。ラット脳海馬ニューロンlこAPP

を直接導入した場合も免疫組織化学により同様の結

果が得られた。次に変性過程の細胞形態をヘキスト

染色した核を中心に観察した。殆どの変性ニューロ

ンの核は凝集または分断化していた。またタネル法

で核を染色すると、陽性を示す凝集した核が検出さ

れた。

以上の結果からAPPの強制発現による変性に先

立ってカスパーゼ3が活性化されること、ニューロン

の変性は典型的なアポトーシスの特徴を示すことが

確認された。これらの実験結果から分裂終了ニュー

ロンではAPPが蓄積されるとカスパーゼ系が活性化

され、それに引き続いてアポトーシスが起こるもの

と推定される。

WS2・3

ショウジョウバエをモデルとしたアポトー
シス実行機構の解明

糠洋陸、三浦正幸、岡野栄之

大阪大学大学院医学系研究科神経機能解剖

確立されたモデル生物系であるショウジョウパエ

では、分子レベルでの様々な細胞内シグナル伝達経

路と、個体の表現型とを密接に関連させて研究を行

うことが可能である。アボトーシス(プログラム細

胞死)に関与する遺伝子に関しでも、ショウジョウ

パエではreaper，hid. grim等の細胞死開始遺伝子、また

その下流で機能するカスパーゼ(Caspase)をコードす

る遺伝子が同定されている。特にこのカスパーゼは

線虫から晴乳類まで保存されている細胞死実行フ。ロ

テアーゼであり、ショウジョウパエでは既に4種類

発見されていることから、時乳類での細胞死実行メ

カニズムを解明する上でショウジョウパエは有用な

モデル系であると考えられる。

我々はショウジョウパエの細胞死実行過程、特に

カスパーゼの活性化に関与する遺伝子群の向定及び‘

機能解析を試みており、本ワークショップではその

結果を報告する予定である。また各種神経変性モデ

ルショウジョウバエを用いた解析結果も併せて報告

したい。
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神経細胞死誘導に関与する細胞周期調節蛋
白質 COK4とcyclin01 

稲生英俊

千葉大学医学部解剖学第三

Cyclin-dependent kinase 4 (CDK4)とcyclinDは複合

体を形成し、細胞周期の Gl期の進行を促進する。

したがって、これらは増殖性細胞に特異的であり、

細胞周期の停止とともに消失すると考えられてき

た。実際、これらの蛋白質は神経系においても発達

期の増殖の盛んな部位に一致して高い発現がみられ

る。

一方、興奮性神経毒カイニン酸を成熟ラット腹腔

に投与すると扇桃体、梨状皮質等に神経細胞死が誘

導される。このとき、これらの部位のニューロンに

おいて細胞死の発生にやや先行する形で\~DK4 およ

びcyclinD 1のmRNAの発現上昇がみられることを、

Northern blotおよびinsitu hybridizationによって確

認した。また、免疫組織化学によってもCDK4、

cyclin D 1の核局在性の染色像の出現が観察された。

さらに、これらが mVIVOにおいて神経細胞死の誘導

に必要で、あるか否かを調べるため、次のような実験

を行った。すなわち、 CDK4およびcycIinD 1に対す

る antisenseoligonucleotide (AON)をmllllosmotlc pump 

によってラット片側側脳室内に持続注入した状態で

カイニン酸を腹腔内投与し、 2日後アポトーシス細

胞の出現を TUNEL法によって調べた。 CyclinDlの

AONを投与した群の同側(投与側)扇桃体および梨

状皮質ではアポトーシス細胞の数は激減していたの

に対し、対側では対照群 (senseoligonucleotide投与

群)との問に大きな差は検出されなかった。また、

CDK4のAONを投与した群では、 cyclinDlの場合ほ

ど顕著で、はないが、やはり同側での有意なアポトー

シス細胞の減少が観察された。これは AONによる

CDK4または cyclinDlの翻訳阻害が神経細胞死を抑

制したことを示している。おそらく、 CDK4-cyclin

Dl複合体が神経細胞死誘導の情報伝達系に関与して

いるのものと考えられる。
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High-density Oligonucleotide ONA 

Array(GeneChipTM， Affymetrix)を用いた

マウス前脳虚血モデルにおける遺伝子発現

変化の検討

永田俊人、浅井聴、高橋泰夫、超恒

石川紘一

日本大学医学部薬理学

[はじめに]脳虚血時における神経細胞の障害に

は、 NecrosisやAppoptosisを含め様々な変化が観察さ

れているが、近年の分子生物学的手法を用いた検討

により、虚血時における神経細胞障害には、数種類

の遺伝子発現が関与している事が明らかになってき

ている O このような遺伝子変化の概略を明らかにす

るため、我々はGeneChipTM(Affymetrix)を用いて、マウ

ス前脳虚血モデルにおける、海馬の経時的な遺伝子

発現の変化を検討した。

[方法と対象]総頚動脈結紫により前脳虚血を起こ

したマウスより、海馬を経時的に摘出し、各検体よ

りmRNAを抽出した。次に各mRNAよりのDNAを合成

し、 in vitro transcription行い cRNAを合成した後、

得られたcRNAをHigh-densityOligonucleotide DNA 

Arrayとhybridizationを行い、経時的に6500種類の遺

伝子発現の変化を検討した。

[結果]NF-kBなどの従来報告されている数種類の

遺伝子発現の変化に加えて、多数の遺伝子変化が経

時的に観察された。

[考案及び結語]今回の検討で、虚血ストレスに対

し、従来の報告に加えて様々な遺伝子発現の変化が

起こる事が観察された。従って虚血時に見られる神

経細胞の変化には、従来発表されている以上に、複

雑な遺伝子発現の変化が関与していると考えられ

た。
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フェニトイン(PHT)のマウス小脳頼粒細胞及
びプルキンエ細胞への発達神経毒性

大森啓充l、山下敬介l、安田峯生¥

小倉博雄ヘ道川貴章3、御子柴克彦3

中村重信4

l広島大学医学部解剖学第 l、2エーザイ筑波研究所

3東京大学医科学研究所、 4広島大学医学部内科学第3

抗てんかん剤のフェニトイン (PHT)は、長期服用

で運動失調、構音障害、限振などの小脳症状や小脳

萎縮を神経毒性として誘発し、また、妊娠中の PHT

の服用で、児に小脳異常をきたした症例も報告され

ている O 小脳の発生分化が、ヒトでは妊娠後期に、

マウスでは周生期に著しいことに注目し、マウス新

生仔に PHTを経口投与し、小脳の形態形成、とく

に、頼粒細胞及びプルキンエ細胞の発達・成熟と運

動機能に及ぼす影響を中心に検討した。 PHT粉末を

ゴマ泊に懸濁し、 35mg/kgを生後2日から生後4日ま

での3日間、連続経口投与した。生後5日(PHT投与終

了後24時間)には、投与群で、外頼粒層にアポトーシ

ス(TUNELl法)が多く認められた。外里買粒層の細胞移

動の動態をBrdUを用いて検索したが、 BrdU投与後72

時間の時点で、 PHT投与群では、外頼粒層内に依然

として BrdU陽性細胞が多く認められた。イノシトー

ル 1.4.5三リン酸受容体タイプl(IP3R1)に対する抗

体を用いたプルキンエ細胞の変化では、 PHT投与群

では、 IP3R1の発現が遅く、樹状突起の形成が未熟

で、その伸展が悪い傾向がみられ、一部に細胞配列

の不規則性が観察された。また、生後8週-9週の時

期に行った運動機能検査では、 PHT投与群で、運動

協調性障害が認められた。

WS2-7 

ポリグルタミン凝集の時間経過と細胞死

豊島至¥菅原正イゲ、加藤一麿1、和田千鶴l

下畑享良2、小出玲爾2、小野寺理2、辻省次2

1秋田大医学部内科学第 I

2新潟大学脳研究所神経内科

ポリグルタミン病では正常より長いポリグルタミ

ンが神経細胞死を引き起こす。培養細胞に伸長ポリ

グルタミンを含むペプチドを強制発現させると、細

胞内と核に沈着し細胞死を引き起こすことができ

る。凝集を阻害する薬物で細胞死を軽減することも

確認された。ポリグルタミン凝集形成と細胞死の関

係を知るため、個々の培養細胞での細胞内と核内の

凝集形成の時間経過と細胞死を観察した。

培養細胞はCOS7とCHOを用いた。ベクター上に歯

状核赤核淡蒼球ルイ体萎縮症 (DRPLA)のポリグル

タミン部分とその近傍にGFP遺伝子を結合させ、融

合タンパクを発現させた。倒置型顕微鏡で温度と炭

酸ガスをコントロールし、蛍光単独、蛍7f:/位相差同

時、あるいは位相差単独で、ピデオカメラで観察し、

タイムラプス記録した。画像はNIHImageで解析し

た。

核局在シグナルを追加した57ポリグルタミン

(Q57NLS/GFP) と、これをもたないQ56/GFPを発

現させた。凝集の開始はQ57NLS/GFP訪ね56/GFPよ

り早い傾向が見られた。凝集の開始から最大径に達

するまでの時間は、 Q57NLS/GFPで30分、 Q56/

GFPで90分であった。凝集形成速度を回転楕円体で

近似し算出すると0.5-15μm3/分で、あったが、

Q57NLS/GFPでのみ10μm
3
/分程度の急速に大きく

なる凝集体が見られた。細胞死までの

時間は凝集開始から2-9時間で不定で、あった。

凝集形成速度が、核局在シグナルを持つものの方

ではやいことは、核内に凝集形成をより促進する要

素のあることを示唆している。凝集形成と細胞死の

間隔は不定で、あること、長時間を要する場合がある

ことは、凝集形成と細胞死の簡には、数多くの段階

があることを示しているように恩われた。
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パーキンソン病とアポトーシス

永i幸俊治:、茂木真希雄2、一瀬宏:

戸苅彰史2

l藤田保健衛生大学総合医科学研究所分子遺伝学

2愛知学院大学歯学部薬理学

パーキンソン病 (PD)は高齢者に多発する運動障害

を主症状とする神経変性疾患である。黒質線条体

ドーパミン (DA)神経が未知の原因で選択的細胞死を

おこして発症する。素因遺伝子に神経毒などの環境

因子が重なって発症すると推定される。我々はPD脳

(線条体)と脳室・脊椎脳脊髄液にTNFa. ILlβ， 

IL-2. IL-4. IL-6. EGF. TGF a. TGFβlなどのサイト

カイン類が増加することを見出して、 PDの神経細胞

死に炎症反応や免疫反応とそれに続いておこるアポ

トーシスが重要な役割を果たすことを示唆してき

た。 PDモデル動物でも、 MPTPPDマウスの線条体に

ILlβの増加(自治医大、中野らと共同)、また

6-0HDA半側 PDラットの傷害側の黒質線条体に

TNFα の増加を見出した。 6-0HDA半側PDラットに

L-DOPAを連続投与したが、対照側、傷害側の TNF

αレベルは変化せず、 LDOPAはinvivoではサイト

カインを変化させないことがわかった(岡山大、小

川らと共同)。また、神経栄養因子のNGFファミ

リーのNGF.BDNFが、 MPTP-PDマウスとPD脳(黒質

線条体)で減少することを見出した。 TNFαやIL-l

βの炎症性サイトカインの増加とBDNFやNGFの減少

はアポトーシスをおこすと考えられる。そこでさら

にアポトーシス関連タンパク質を才失索してbcl-2と

soluble Fas (sFas).さらにTNFreceptor Rl. caspase-lと

caspase-3の活性がPD脳(黒質線条体)で増加するこ

とを見出した(順天堂大、水野ら・宇多野病院、久

野らと共同) 0 

PDにおけるサイトカインの増加は神経細胞死の代

償機構とも考えられるが、原因あるいは促進因子で

ある可能性がある。 PD黒質で何らかの原因でミクロ

グリアが増殖してTNF-a. IL.lβ などの炎症性サイト

カインを放出し、酸化的ストレスを促進し、アポ

トーシスを惹起してDA神経細胞死をおこすことが推

定される。 PDの神経細胞死の機構に炎症・免疫反応

のサイトカインに始まるシグナル伝達によるアポ

トーシスが関与するとすれば、免疫抑制薬や抗アポ

トーシス作用をもっ神経栄養因子の増加による新し

い神経細胞の保護治療の開発が期待される。

(本研究は厚生省厚生科学研究費脳科学研究事業(T.

N.lの支援による)
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運動ニュー口ン死とアポトーシス

割田仁u、阿部康二i

1岡山大学医学部神経内科、 2東北大学医学部神経内科

筋委紛性側索硬化症 (amyotrophiclateral sclerosis. 

ALS) は進行性の筋萎J縮により平均3~5年の経過で

死に至る重篤な疾患である。 ALSでは神経系の中でも

運動ニューロンが比較的選択的かっ系統的に傷害さ

れるが、その機序は未だ不明な点が多いoALS発症者

の5~10%は家族性 (familial ALS. FALS)で遺伝歴

をもっており、 1993年以来Cu必nSOD (SODl)遺伝

子の変異が発見されている中で、我々も本邦のFALS

家系においていくつかの新しいSOD1遺伝子変異を見

出してきた。

変異SOD1トランスジェニックマウス (TgM)は

ALSとほぼ同様の表現型を示しFALSだけでなく孤発

性も含めたALSの有用な動物モデルのーっとして既に

確立しているO 我々は本モデルにおいて、臨床症状

が出現するかなり前のより早期にこそ、運動ニュー

ロン死の重要かつ一次的な変化があり得ると考え、

これまでに脊髄運動ニューロンの脱落が起きていな

い未発症の早期に、速い軸索輸送が高度に障害され

ている可能性を示唆した。

さらにアポトーシス関連蛋白caspase'l， caspase-3. 

bcl-2とともに神経細胞の生存促進にかかわる蛋白

phosphatidylinosito13 kinase (PI3 -K)やAkt/protein

kinase B (Akt/PKB)について病期を追って蛋白レベ

ルの変化を検討した。その結果、臨床症状が出現し

たごく末期のTgM脊髄運動ニューロンにおいて、対

照には認められないcaspase-3の免疫組織化学陽性像

が一部認められた。一方で、bcl2. PI3K. Akt/PKBに

ついては未発症のかなり早期から蛋白レベルでの減

少が示唆された。

運動ニューロン死の制御は生と死のシグナル両者

のバランスによると考えられるが、本モデルにおけ

る運動ニューロン死には、一方的な死のシグナルの

増加よりは、生のシグナルの緩やかな減少が関与し

ている可能性が考えられる。
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Peroxisomal Membrane Protein 20 

(PMP20)の機能

山下拓史1、中村重信i、SureshSubramani' 

Hava Avraham3 

i広島大学医学部内科学第3

2 University of California SanDiego 

3Harvard Medical School 

現在まで』こ30種類以上のペルオキシゾーム異常症

が知られており、そのほとんどは重篤な神経障害を

来す。その中にはadrenoleukodystrophyなどのように

ペルオキシゾーム代謝の異常で発症するものもある

が、 PeroxisomeBiogenesis Disorder (PBD)とよばれる

ペルオキシゾーム機能異常によって発症する一連の

疾患群があり、 PBDは臨床症状から20種類の

Complementation Group (CG)に分類されている。近

年、そのPBDの多くはペルオキシゾーム蛋白PEXの遺

伝子異常によることが明らかにされている。われわ

れは分子量20kDaで新規のベルオキシゾーム蛋白と

考えられるPeroxisomalMembrane Protein (PMP20)の

humanおよびmouseの遺伝子を単離し機能を解析し

た。

hPMP20は細胞質とペルオキシゾームに存在し、胎

生期には発現が低く、成人ではほぼ全臓器で発現

し、脳、心臓、姉、腎、骨格筋で比較的多く発現し

ていた。 hPMP20および~mPMP20はperoxisomal

targeting signal 1 (PTS 1)を持ち、 hPMP20はPBDの

CG2の原因遺伝子の産物でありPTSlレセプターであ

るhPEX5と特異的に結合した。 hPMP20はhPEX5によ

り細胞質からペルオキシゾームに輸送されると考え

られた。 hPMP20およびmPMP20のアミノ酸配列は高

い相向性を示したが、両者とも抗酸化酵素である

thiol-specific antioxidant protein (TSA)と相向性を認め

た。 hPMP20はTSA活性を示し、過酸化水素を分解し

た。他のPMPのメンバーであるPMP35、PMP40はそ

れぞれPBDのCGI0、CG3の原因遺伝子であることが

知られている。 PMP20も他のPMPと同様に、未知の

PBDの発症に関与している可能性が考えられる。

WS3-2 

ペルオキシソームは PC12D細胞の神経突
起中に多数存在する

石川哲也1、川井千景l、佐野護2、湊川洋介1

i 川崎医科大学医学部生化学1

2京都府立医科大学生物

多くのペルオキシソーム病は神経系にも障害をも

たらす。従って、ペルオキシソームは神経系でも何

らかの機能を持っていると推測できる。そこで我々

は神経系におけるペルオキシソームの機能を知るた

めに、まず神経細胞内の分布を調べようと考えた。

神経細胞への分化能を持つ培養細胞PC12D細胞を用

い、 GFPをマーカーとしてペルオキシソームが神経

突起中に存在するのか調べた。

GFP (Green Fluorescent Protein)のカルボキシル末

端に PTSl (Peroxisome Targeting Signal 1)である

SKLを融合させたタンパク質が、ペルオキシソーム

に局在することはすでに明らかになっている o この

GFP-SKL融合タンパク質を発現するプラスミドを

PC12D細胞に transfectionし、 NGF(50 ng/ml) を添

加して2日後、ペルオキシソームの局在性を

GFP-SKLの蛍光として観察した。

PC12D細胞に NGFを作用させて神経突起を伸長さ

せると、その中にペルオキシソームが複数存在する

ことが明らかになった。さらに成長円錐やパリコシ

ティー中にもペルオキシソームを観察することがで

さた。またNGF添加後5日自の神経突起を観察する

と、 2日目より多くのペルオキシソームを観察する

ことができた。従って、ベルオキシソームは神経突

起中を運ばれて先端部分へ移行すると考えられる。

さらに NGF以外の神経突起伸長作用を持つ

staurosporine、dbcAMP、forskolinを作用させ

ても同様な結果が得られた。従って、ペルオキシ

ソームの神経突起内への移行は NGFの効果であると

いうより、神経突起の伸長と corelateしていると考え

られる。

以上の結果から、ペルオキシソームは神経突起中に

多数存在しており、神経機能に何らかの役割を担っ

ているのではないかと考えている。
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ク口口キン・ミオパチーにおけるタウの蓄
積

小山文隆l、井原康夫1.2

l東京大学大学院医学系研究科神経病理学

2科学技術振興事業団 (CREST)

lnclusion body myositis (lBM)は中年以降に発症する

炎症性筋疾患で、筋細胞内にアルツハイマー病に特

徴的な βamyloidおよびpairedhelical filament (PHF) 

に形態及ぴ、免疫原性が類似している構造物が形成さ

れる。また、 IBMの実験モデル系であるクロロキン

ミオパチー(chloroQuinemyopathy; CM)は、抗マラリ

ア斉Ijであり lysosom巴阻害剤!として知られるクロロキ

ンをラットに連続投与して誘導され、筋細胞内にタ

ウが蓄積する。 IBMはヒト筋疾患なので検索は限ら

れるが、 CMは実験的に作製できるのでタウ蓄積の詳

細な解析が可能である O 我々は筋組織におけるタウ

の蓄積機構を明らかにするため、 CMを生化学的、免

疫組織学的に詳細に検討した。タウ mRNAはクロロ

キン処理の初期に一過的に過剰発現され、その後定

常レベルに戻った。これに対し、タウの蛋白質レベ

ルはタウ mRNAの過剰j発現がない後期に上昇した。

そのタイムコースは lysosom巴で代謝されることが知

られている APPとその C末端断片に類似していた。

さらに免疫組織学的にタウは acidphosphatase 活性を

有する rimmedvacuoleに蓄積した。また免疫電顕で

はタウが rimmedvacuole内に局在することが示され

た。これらの結果は、筋細胞中の lysosomeあるいは

それに相当する構造体が障害を受け、その結果とし

てタウが蓄積した可能性を強く示唆する。

WS3・4

Ad reno leu k odystrophyの分子病態

山田猛、新納信江、吉良潤ー

九州大学医学部附属脳神経病研究施設内科部門
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伴性劣性遺伝型副腎白質ジストロフィー(ALD)は、

中枢・末梢神経の脱髄による神経症状と副腎不全を

呈する疾患である。生化学的には組織、血中の極長

鎖脂肪酸 (VLCFA)の増加がみられる。 4名のALD患者

について病因遺伝子(ALDP)の分子遺伝学的解析を

行った。 1名ではmRNAの発現がなく、他3名で

P534L、R660W、G512Sのミスセンス変異を見出し

た。変異ALDPは患者線維芽細胞には検出されず、

pulse-chase実験により変異ALDPは分解速度が充進し

ていることを明らかにした。

ALDP遺伝子のexon1を破壊することによりALDP

欠損マウスを作成した。 ALDP欠損マウスは、ヘテ

ロ、ヘミ、ホモ欠損マウスのいずれも正常に生まれ

発育した。脳、脊髄、腕、腎においてVLCFAの増加

が認められた。しかしながら最長2年間の観察でも、
明確な神経症候は認められず、生後l年までの中枢神

経系、副腎の病理学的検索でも、ヒトALDにみられ

る脱髄や封入体などの異常所見は見い出されなかっ

た。したがって、 ALDP欠損マウスはヒトALDの生化

学的モデルといえる。

ALDP欠損により、 VLCFAの代謝障害が生ずる機構

を調べた。 ALDPとVLCFacyl.CoA synthetase (VLACS) 

cDNAを、 ALDP欠損マウス由来の線維芽細胞に導入

すると、 VLACS単独ではリグノセリン酸β酸化活性

の上昇は乏しかったが、 ALDPとの同時導入により β

酸化活性が明らかに上昇した。細胞分函のウエスタ

ンブロット解析で、 VLACSのペルオキシソーム分画

の全分画に対する割合は、 ALDP欠損マウスで0.83、

対照マウスで1.24とALDP欠損マウスで低下してい

た。このことからALDPはVLACSがベルオキシソーム

に局在するのに関与していると考えられた。

ALDにおける炎症性脱髄の機序に、ミクログリア

の異常活性化が関与しているかどうかを検討した。

ミクログリアはALDP欠損マウスと正常対照とも、イ

ンターフエロン yとlipopolysaccharideの同時投与に

より活性化された。 N02産生量はALDP欠損マウス

で増加傾向がみられたが、有意差は得られなかっ

た。 TNFα産生量にも差はみられなかった。マクロ

ファージについても、 N02産生量に差はみられな

かった。マクロファージのVLCFAの組成は、

C24/C22、C25/C22、C26/C22の比ともALDP欠損

マウスで若干の増加がみられたが、組織中の蓄積に

比較して軽度で、あった。リグノセリン酸β酸化活性

の低下も軽度であった。マクロファージではALDP欠

損によるVLCFAの代謝障害が軽度で、あるために活性

化の異常を検出できなかった可能性が考えられた。
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Adrenoleukodystrophyの遺伝子解析

小池亮子1.2、高野弘樹l、辻省次1

1新潟大学脳研究所神経内科

'71<原郷病院神経内科

Adrenoleukodystl叩 h)仏 LD)の病因遺伝子はベルオ

キシソ}ム膜蛋白で、 ATPase superfamilyに属する

ALD protein(ALDP)をコードしているが、その生理機

能については充分解明されていない。 ALDには小児

型ALDの他、成人大脳型ALD，AMN、Addison病の

み、などの多様な臨床病型が存在する。これらの臨

床病型とALD遺伝子の変異との間に関連があるのか

否かを明らかにする目的でALD患者における遺伝子

解析を行った。

対象ならびに方法:各々独立した家系に由来する小

児型ALD13例、成人大脳型ALDl1例、 AMN5例の計

29例を対象として、サザン解析、ならびにRNAを用

いた直接塩基配列決定法にてALD遺伝子の解析を

行った。

結果:1)成人大脳型ALD3例でALD遺伝子の

rearrangementがみられた。

2)他の26例で21種の変異が検出され、その中の69

%がミスセンス変異であった。ミスセンス変異のほ

とんと鴻宝PMP70，mALDRP.Pxa1pで保存されている部

f立であった。

3)白人で12.17%と最も頻度の高いと報告されてい

る1081.1082のAG2塩基欠失は日本人でも 12%と高

頻度にみられた。

4)臨床型と遺伝子変異部位には関連は見出せなかっ

た。

結論:ALDの臨床病型にはALD遺伝子以外の遺

伝因子あるいは外因の関与が推測される。

WS3-5・追加発言

Adrenoleukodystrophyの画像診断

越智一秀、JIf上秀史、大下智彦

井門ゆかり、野田公一、中村重信

広島大学医学部内科学第三

Adrenoleukodystorophy (ALD)はPeroxisome病といわれ

る疾患群として分類されており、原因遺伝子は

aderenoleukodystorphy protein (ALDP)とされ、 ABC輸

送体に属す膜局在型の蛋白である。 ALDはその機能

異常によって、血中の極長鎖脂肪酸(VLCFA)の上昇を

来す疾患である。函像的には従来より後頭葉有意に

両側白質にぴ漫性の高信号域が認められ、左右の病

変が脳梁膨大部を介して連続しているものが典型例

とされてきた。しかし近年特に成人発症例や女性保

因者において、従来以上に多彩な所見を呈すること

が知られてきた。さらに、 MRIをはじめとする画像診

断機器の進歩と、遺伝子や、血中VLCFAの測定など

により、発症早期のALDについての病変部位の確定

が可能となっている。

Kumarの分類で、は成人発症型のALDは1)純粋型

AMN、2)脊髄路変性を伴うAMN(ALMN1)、3)大脳変

性を伴うAMN(ALMN2)、4)成人大脳型の4裂のサブグ

ル}プに分類され、多くは胸髄の萎縮を伴う皮質脊

髄路を中心とした病変であった。病理学的には炎症

性の脱髄病変としている。

我々は比較的稀なMRI所見を呈した成人発症ALDを

経験したので呈示する。症例は24歳男性。主訴は歩

行障害、書字障害。 20歳時より歩行時の不安定感を

自覚。 22歳時には階段昇降が難しくなり、引き続い

て書字障害、構音障害、膜下障害が出現し、さらに

手指の振戦、歩行障害の増悪を来し、当科受診し

た。注視方向性眼振、失調性構音障害、膜下障害、

四肢に軽度の筋萎縮と深部鍵反射充進を認めた。

rapidACTH負荷テストで反応性低下、血清中、赤血

球膜中のVLCFAの上昇よりALDと診断した。頭部

MRIにて大脳白質病変は認めなかったが、右歯状核か

ら上小脳脚を通り、中脳にて交差し、対側の赤核に

終わる、歯状核赤核路のT2高信号病変を認めた。オ

レイン酸、エルカ酸の投与を開始し、その後2年間

フォローアップ中であるが、 MRI上病変は両側の歯状

核赤核路に拡大している。本症例では典型的な脊髄

路病変ではなく、歯状核赤核路に限局した病変剖岨I

にて早期に描出され、さらにその経過を追うことに

より、白質病変の進行が示されたていた点が特徴的

であり、 ALDの白質病変に何らかのtractの障害が関

与している可能性が示唆された。



WS3-6 

ペルオキシソーム欠損症の病因遺伝子

藤木幸夫

九州大学大学院理学研究科生物科学専攻、 CREST'

科技団

私たちはペルオキシソームの形成機構やその障害機

構の解明に向けて、ペルオキシソーム欠損性CHO

(Chinese Hall1ster Ovary)細胞変異株を用いたペルオキ

シソーム形成に必要な因子の解明とその機能ならび

に病態遺伝子解明を目的として研究を行っている。

その成果として、現在までに 13の異なる栢補性群

に分類されるペルオキシソーム欠損性CHO変異細胞

の分離に成功している。さらに 13の相補性群に分

類されるベルオキシソーム生合成異常症患者由来の

線維芽細胞に対し、これら 13種のCHO変異細胞の

うち 9種はヒトの相補性群と対応することも明らか

にしている。このことは鴫乳動物のペルオキシソー

ム形成には 17以上の遺伝子(産物)が関わってい

ることを意味する。私たちはこれまでにCHO変異細

胞を用いた相補活性検定法やEST法により 10 種の相

補遺伝子 (PEX、ペルオキシソーム形成因子)のク

ローニング、ついで9つの相補性群に分類されるペ

ルオキシソーム欠損症患者の病因遺伝子の解明など

研究を展開している。本ワークショップではペルオ

キシソーム形成不全症病因遺伝子解明の現状とベル

オキシソーム形成機構研究の最新の動向などについ

て議論したい。

WS3・7

新しいペルオキシソーム病:
ひ3・hydroxyacyトCoAdehydratase 
deficiency 

鈴木康之

岐阜大学医学部小児科
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ペルオキシソームグ酸化系は acyl-CoAoxidase (AOX)， 

D-3・hydroxyacyl-CoA 

dehydratase/D-3. hydroxyacy I.CoA dehydrogenase 

bifunctional protein (D-BP)， 3'ketoacyl CoA thiolaseカ、
ら構成され、それぞれに酵素欠損症が報告されてい
る。演者らはD-BPが極長鎖脂肪酸・胆汁酸前駆体・
分校脂肪重量に対して幅広い基質特異性を持ち、従来
L-BP欠損症と診断されていた症例の多くカ'Tl-BP欠
損症であることを報告してきた。今回はDBP欠損症
を中心に、ペルオキシソーム β酸化系酵素欠損症の
臨床・生化学的病態について報告する。
[対象と方法]極長鎖脂肪酸分析で異常を示し、ペ
ルオキシソーム β酸化酵素欠損が疑われた4家系5例
の乳幼児について、有機酸・胆汁酸分析、酵素活性
測定、イムノプロット、蛍光抗体染色、遺伝子解

析、相補性解析を行った。
[結果と考察]①解析の結果、 2-f7JJがD-BP欠損症、 3
例がAOX欠損症と診断した。②D-BP欠損症はAOX欠
損症より重症で、新生児期から筋力低下・顔貌異
常・2干腫大・発達遅滞を認め、生後1-2年で死亡し
た。胆汁酸代謝異常・ジカルボ、ン酸尿を認め、線維

芽細胞のC24:0酸化活性は対!照同10%以下であった。
D-BP蛋白質は2タ!ともに欠損し、変異解析の結果、症
例1.2でそれぞれ52bp，237bpの欠失が検出された。
③細胞融合による相補性解析では2伊jともL-BP欠損症
と診断されていたが、融合に用いた基準細胞(米
国)もDBP欠損であることが確認され、 9例の欧米症
例でD-BP遺伝子の変異が検出された。④症例2の家系
で出生前診断を実施し、 C24:0酸化活性低下、 DBP蛋
白質欠損、 237bpの欠失から胎児異常を診断した。
⑤AOX欠損症は2-3才までゆっくりと発達し、歩行
や発語が可能になるが、その後退行を認めた。ジカ
ルボン酸尿を認めるが胆汁酸異常はなく、 C24:0酸化
活性はDBP欠損症と同様に低下していた。 AOX蛋白
質は3例ともに検出され、 l家系で点変異が検出され
た。
⑥ペルオキシソーム β酸化酵素欠損症は臨床的にも
神経病理学的にもペルオキシソーム欠損症と類似し
ており、神経系の発生とその異常を解析するモデル
として期待される。

[文献1
1. Suzuki Y et al: AIl1 J HUIl1 Genet 54: 36， 1994 
2. Suzuki Y et al: AIl1 J HUIl1 Genet 61: 1153， 1997 

3. Jiang LL et al: J Biochell1 121: 506，1997 

4. Une M et al: J Biochell1 122: 655，1997 

5. Suzuki Y et al: J HUIl1 Genet 44・143，1999

6. Grunsven EG et al: AIl1 J HUIl1 Genet 64: 99， 1999 
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WS4・1

神経系におけるギャップ結合の局在と機能

小山田正人、長岡孝則、小山田ゆみ子

高松哲郎

京都府立医科大学第2病理

ギャップ結合は，隣接する細胞の細胞質を直接連

絡する細胞間チャンネjレで，分子量1000以下の物質

を通過させるため、細胞の分化，増殖などの生命活

動に重要な役割を果している。ギャップ結合構成蛋

白質であるコネキシン(Cx)は、 14種類以上存在し、

それぞれが組織特異的、細胞特異的に発現してい

る。 Cxの突然変異によって生ずる疾患の発見やノッ

クアウトマウスの研究より、ギャップ結合の重要な

生理作用が明らかにされつつある。神経系において

は、 X遺伝子にリンクしたCharcot'Marie-Tooth病の原

因が， Cx32遺伝子の突然変異であることが明らかに

されたが、神経系を構成する多種類の細胞における

Cxの発現や神経系の分化とギャップ結合細胞問コ

ミユニケーションの関係など不明な点が多い。ここ

では、われわれが行ってきたギャップ結合に関する

研究のうち、 1)末梢神経におけるCxの局在と

crush-injury後の変化、及び、 2)embryonic stem cell 

(ES細胞)のmvltroでの神経系分化過程における

ギャップ結合細胞問コミュニケーションの変化につ

いて紹介したい。

1)ラット座骨神経におけるCxの発現を免疫組織化学

的に共焦点レーザ顕微鏡を用いて解析した。 Cx32蛋

白がSchwann縮胞のRanvier絞輸とSchmidt-Lanterman切

痕に局在するのに対して、 Cx26はpenneunumに、

Cx431;tperineuriumと叩ineuriumに発現が見られた。二

重標識により、 Cx43はperineuriumで多層にわたっ

て、タイト結合関連蛋白質occludinと密接に関連して

発現するのに対して、 Cx26はperineuriumの最内層の

みに限局することが分かつた。 crush-injury後、

perineuriumのCx43はほとんど変化しないが、 Cx26は

直後に発現が増加して、その後減少し、 Cxの発現変

化が一様でないことが明らかとなったaHistochem 
Cytochem 47: 937-948. 1999)。
2)マウスES細胞をレチノイン酸処理し、神経系への

分化をinvitroで誘導した。 A2B5陽性の神経上皮の段

階では、コロニー内に限局して活発なギャップ結合

細胞問コミュニケーションが認められ、神経系に分

化する細胞群は、早期からコンパートメントを形成

することが分かつた。さらに、神経細胞の分化に

{半って、コロニー内の細胞問コミュニケーションが

fft下することカf明らかとなった。

WS4・2

細胞接着因子ギセリンのラットにおける発
現と機能解析

平英一l、奥村茂樹l、塚本康治2、村岡修l、

佐々木文彦2、三木直正1

i大阪大学大学院医学系研究科情報薬理

2大阪府立大学大学院獣医解剖

ギセリンは我々が見出だした細胞接着因子であ

り、免疫グロプリンスーパーファミリーに属する。

ニワトリにおいては筋肉組織に恒常的に発現が見ら

れる他、神経系においては発生期に一時的な発現が

見られる。ギセリンの発現は神経細胞が分化、細胞

移動、神経突起伸展を行う時期に一致しており、神

経系の発生に関与していると考えられる。実際、培

養系においてギセリンを介する神経細胞の細胞移

動、突起伸展が認められる。一方、ギセリンには細

胞内領域の異なる 2種類のサブタイプが存在する。

それぞれのサブタイプで発現部位に差異があるこ

と、細胞接着活性が異なることから、細胞内領域は

それぞれ異なる機能を持ち、さらには細胞内への情

報伝達を行っていると考えられる。

今回我々はさらにギセリンの機能を解析すると共に

その細胞内への情報伝達等の機構を検討するために

ラット及びマウスにおけるギセリンのクローニング

を行った。ギセリンに部分的にホモロジーを持つ

ラット及びマウスのMUC18の全塩基配列を決定し

た。ニワトリギセリンとラットMUC18のアミノ酸ホ

モロジーは全体では30%程度であるが、細胞内領

域に関しては 90%と高く、さらに2種のサブタイ

プが存在すること等からMUC18がギセリンであると

考えられる。ラット神経系におけるギセリン/MUC18

の発現を検討したところ、ニワトリと同様に発生初

期に発現が強いことが明らかになった。しかし、ニ

ワトリとは異なり、成体ラットにおいても神経系に

おいて発現が見られ、特に、脊髄、中脳、小脳にお

いて発現が強い。一方、ラット褐色細胞手重PC12はギ

セリンを発現しており、 NGFにより突起伸展を行う
際にその発現が上昇することを見出だした。
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ミクログリアの膜ラッフリング形成と貧食
能におけるIba1の役割

今井嘉紀、大津圭子、金津裕子、佐々木洋

高坂新一

国立精神神経センター神経研究所代謝研究部

Iba1(ionized calcium binding adapter molecule 1)は

我々が見出した分子量約17kDaのEFハンド型カルシ

ウム結合たんぱく質である。我々はこれまでに、

Iba1が脳内で誌はミクログリアに局在すること、ミク

ログリアの活性化に伴いその発現が上昇することを

報告してきた。今回我々はIba1がアクチン細胞骨格

系の制御を介し、活性化ミクログリアの遊走能・貧

食能において重要な役割を担っていることを見出し

たので報告する。

ミクログリア細胞株MG5を用い、抗Iba1抗体によ

る免疫細胞染色を行い、 Iba1の細胞内局在を調べ

た。 MCSF刺激下のMG5でIba1は膜ラップル部にFア

クチンと共に集積していた。そこで、 Iba1の変異体

を作成し、緑色蛍光たんぱく質(GFP)と融合たんぱく

質としてMG5で発現させた。 GFP-野生型Iba1を発現

させたMG5をM-CSFで刺激すると、膜ラッフルが形

成され、そこへのGFP-Iba1の集積が認められたのに

対し、 N末端、 C末端欠損変異体、カルシウム結合領

域の変異体を発現させると、膜ラッフルの形成自体

が抑制された。一方、食食部位についても同様に調

べたところ、ザイモザン取り込み時に一過性に形成

されるファゴサイティックキャッフ切にIba1とFアクチ

ンが共存すること、上言eIba1変異体を発現した細胞

では貧食能が抑制されることがわかった。

アクチン細胞骨格系はRhoファミリー単量体Gたん

ぱく質により制御されることが示され、注目されて

いる。 M-CSF刺激時・貧食時のMG5を調べると、 Rac

の活性化型への転換と、膜ラッフル・ブアゴサイ

ティックキャップへの集積が観察された。ドミナン

トアクテイブ、型RacをMG5に発現させると膜ラップル

が形成されるが、同時にC末端欠損Iba1変異体を発現

させると、膜ラッフル形成が抑制された。以上の結

果はIba1がRacシグナル系に関与してアクチン細胞骨

格の機能を調節する分子であることを強く示唆す

る。

WS4-4 

アルツハイマー病とタウオパチー

武田雅俊、田中稔久、工藤喬、中村祐

大阪大学大学院医学系研究科神経機能医学精神医学

タウ蛋白は細胞骨格を形成するマイクロチュブル付

随蛋白の一つであり、 17番染色体上遺伝子により
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コードされる分子量57万の蛋白である。選択的スプ

ライシングにより6種のアイソマーが発現している。

アルツハイマー病脳に出現する神経原線維変化

(日eurofibrillarytangle;NFT)は過剰にリン酸化されたタ

ウ蛋白からなり、神経細胞変性と細胞骨格蛋白との

関係が推定されてきた。

アルツハイマー病脳内のタウ蛋白はCDK5やGSK3β

などの蛋白キナーゼにより約20箇所のSerlThr残基が

リン酸化されている。リン酸化タウは、正常タウと

比較してマイクロチユフ*ル結合音色・チュプリン重合

促進能が低下しており、リン酸化タウは凝集して

PHFを形成することから、タウのリン酸化と軸索輸

送障害とについて検討してきた。また、 GSK3βはリ

ン酸基により細胞内シグナル系において重要な役割

を果たしており、上流のPKB(Akt)およびPKCにより

調節されていることを示したが、 GSK3β などのリン

酸化制御機構はアポトーシス過程と関係しているO

近年、前頭側頭型痴呆(FTDP-17)家系においてタウ遺

伝子変異が同定された。これらはタウ遺伝子の第10

エクソン内ミスセンス変異、第10エクソン5'側イン

トロン変異、第10エクソン外のミスセンス変異とに

区分され、それぞれ特徴的な病理過程を呈し、第10

エクソンのスプライスインによる4リピート型タウの

発現と神経細胞変性との関係が想定されている。ま

た、タウのリン酸化によるマイクロチュブ、ル結合能

の低下が核内移行するイソメラーゼにより快復する

との知見も興味深く、タウ蛋白のリン酸化と神経細

胞変性との関係についても新たな知見を踏まえて議

論したい。
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タウ結合タンパク質の検索

村山洋、村山美由紀、高島明彦

理化学研究所脳科学総合研究センターアルツハイ

マー病研究チーム

老年期痴呆の多くを占めるアルツハイマー病 (AD)

の病理学的特徴は、神経細胞の脱落と異常構造物

(老人斑、神経原線維変化)の出現である。 ADの原

因遺伝子として、これまでにグアミロイド前駆体タ

ンパク質 (APP)やプレセニリン (PS1、PS2)が家

族性ADの遺伝的解析により同定されていて、それぞ

れの変異が老人斑を構成する約40アミノ酸からなる

βアミロイド (Aβ)の産生・分泌に影響を及ぼすこ

とが明らかにされており、 Asを中心にAD発症のメ

カニズムの研究が進められている。しかし、 ADの患

者のほとんどは孤発性ADであり、家族性ADの割合は

低い。したがって、 AD発症のメカニズムを解明する

ためには原因遺伝子APPやプレセニリン以外の要因

も考慮する必要がある。我々は、神経原線維変化に

認められる高度にリン酸化されたタウに着目し、タ

ウがglycogensynthase kinase 3 s (GSK3 s )にPS1と

の相互作用を介してリン酸化されるうることを明ら

かにした (Proc.NatI.Acad.Sci. USA. 95，9637.9641 

(1998))。このことは、タウがGSK3sと協調的に

AD発症に関わっている可能性を示している。従っ

て、 AD発症メカニズムの解明には原因遺伝子の機能

解析に加えタウ及びタウと相互作用する因子も考慮

する必要があると考えられる。そこで、酵母

two'hybrid systemによるタウ結合タンパク質の検索を

試みた。タウcDNAを挿入したGAL4DNA-BD発現ベ

クタ-pAS2・1を酵母CG1945に導入し、標的タンパ

ク質 (BDータウ融合蛋白)発現酵母CG1945/tauを作

製した。 CG1945/taulこGAL4AD発現ベクターpACT2

で構築されたヒト脳cDNAライブラリーを導入後、

Trp(')/Leu(')! His(・)選択培地に播種した。タウとの

結合を示すポジテイブクローンについて現在解析中

である。

WS4-6 

家族性前頭側頭型痴呆(Frontotemporal

dementia and parkinsonism linked to 
chromosome 17: FTDP-17)にみられる変

異tauを発現するα也細胞の解析

松村展敬l、山崎恒夫1、井原康夫1.2

1東京大学大学院医学系研究科神経病理学

2科学技術振興事業団 (CREST)

神経原線維変化はアルツハイマー病をはじめとす

る神経変性疾患にみられ、その出現頻度は神経細胞

の脱落の程度と相関することが知られている。神経

原線維変化の単位はPHF(pairedhelical filament)であ

り、その主要成分は異常にリン酸化された微小管結

合タンパクのtauである。しかし、神経原線維変化ま

たはPHFの形成メカニズムは不明のままであった。

昨年、神経原線維変化を生じる遺伝性変性疾患のひ

とつFTDp.17がtau遺伝子の塩基置換によって生じる

ことが明らかとなり、 PHFの形成や病態メカニズム

の解明の突破口となることが期待されている。そこ

でわれわれは、野生型および'FTDp.17で発見された

4つの変異tau(G272V、P301L、V337M、R406W)を

安定的に発現するCHO細胞株を構築し解析を行っ

た。

まず初めに、これらの変異がtauの微小管結合領域

とその近傍に存在することから、 tauの微小管への結

合能について解析した。正常な培養条件下では野生

株と変異株間に相違は見られなかったが、微小管脱

重合試薬のコ jレセミドで処理した場合、 G272Vと

P301L株は野生株を含む他の株と比較して微小管が

不安定であった。

次に、 tauのリン酸化について検討したところ、

R406W株ではtauのThr231とSer396のリン酸化が顕

著に滅少していることが明かとなった。しかし、細

胞をオカダ酸処理することによりこれらの部位が他

の細胞株と同様にリン酸化された。興味深いことに

同処理によって分裂期の細胞数が増加し、それらの

細胞でリン酸化が充進していた。すなわち、 R406W

株では、 Thr231とSer396がリン酸化されにくいが、

細胞が分裂する際には同部位もリン酸化された。

R406Wの患者脳の神経原線維では、 Thr231と

Ser396は過剰にリン酸化されているので、異常線維

形成時には、微小管が脱重合する、分裂期のkinaseが

働く、または双方が必要があると考えられた。
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アルコール・薬物依存と細胞内分子機構

西田朗i、久岡一恵¥前正秀宣日

岡本泰昌2、山脇成人2

1国立呉病院臨床研究部精神神経科学

，2広島大学医学部神経精神医学

精神疾患と中枢神経系内の細胞骨格・接着因子と

の関連性については現在のところ不明な点が多い。

我々はアルコ)ルや抗うつ薬の慢性投与が細胞内情

報伝達系を変化させたり、遺伝子発現変化を引き起

こすことを報告してきている。これらの変化が細胞

骨格・接着因子の変化に関連する可能性が指摘され

ているが、未だ推定の域でしかない。しかし、最新

の分子生物学技術であるマイクロアレイ法によりそ

の関連性の解明が一気に進む可能性があるC マイク

ロアレイ法は同時に多数(数百から l万個程度)の

遺伝子発現変化を定量的に比較検討できる手法であ

る。この中には種々の細胞骨格・接着因子関連遺伝

子も含まれている。我々はマイクロアレイ法により

アルコールや抗うつ薬の慢性投与がこれら細胞骨

格・接着因子関連の遺伝子発現への作用を検討した

ので報告する。今後、マイクロアレイ法は、細胞骨

格・接着因子の基礎的な機能や細胞分子との相互作

用の解明のみならず、臨床的病態の機構解明や臨床

応用可能な生物学的指標の開発、遺伝子発現解析に

基づいた創薬などに寄与すると考えられる。

WS4・8

細胞膜内におけるGsαの可動性に対する慢
性抗うつ剤投与の影響

土岐完1，2、小沢寛樹1、山口高史1、鵜飼渉l

Robert J. Donati'、MarkM， Rasenick'、斎藤利和1

1札幌医科大学神経精神医学、 2五稜会病院

3イリノイ州立大学医学部生理学

これまで、抗うつ剤の慢性投与が細胞膜における

Gsα とadenylylcyclaseの共役を増強することが示唆

されており (Chenand Rasenick. 1995)、さらに近

年、受容体、伝達器、効果器などの細胞膜内での動

きが細胞骨格をはじめとする細胞膜の構成成分に
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よって制限され、これら蛋白質の共役の調節に関与

していることが示唆されている(Neubig， 1994)。そ

こで今回我々は、抗うつ剤投与によるG蛋白質の細胞

膜内での可動性の変化を調べる目的で、抗うつ薬投

与後のC6glioma細胞の膜蛋白質を、強度の異なる二

種類の界面活性剤によって抽出し、疎水性の強い部

分に存在するG蛋白質と疎水性の弱い部分に存在する

G蛋白質の量を比較した。 C6細胞を10μMの抗うつ

剤 (amitriptyline，iprindole， fluoxetine)を含む培養液で3

日間培養した後、粗膜標品を調整し、細胞膜蛋白質

をTritonX-100を用いて拍出した。残った細胞膜成

分から、より強い界面活性剤である TritonX-114を

用いてさらに膜蛋白質を抽出を行った。抗うつ剤投

与群では対照群と比較してより多くのGsaがTriton

X-100によって抽出され、逆にTritonX-114によって

抽出されるGsα の量は減少していた。さら.に、抗う

つ弗jの慢性処置を行ったC6glioma細胞をホモジ、エナ

イズし、ショ糖密度勾配を用いた超遠心法によって

分別したところ、抗うつ剤慢性処置群では、疎水性

の強い caveolin-enricheddomainに含まれるGsα の量

が対照群と比較して減少していた。以上の結果か

ら、抗うつ剤の慢性処置によって細胞膜内のGsα が

疎水性の低い部分に異動し、 caveolinなどの細胞膜の

構成成分との共役の変化をおこし、 Gsaとadenylyl

cyclaseの共役の増加に関与している可能性が示唆さ

れた。
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WS5-PL 

アミ口イド線維形成機構の反応速度論的解
析

内木宏延

福井医科大学病理学第2

[緒言i近年、我々を含む数グループにより、アミ
ロイド線維形成機構を説明するモデルとして「重合

核依存性重合モデルjが提唱されている。本講演で

は、 Aβ アミロイドを中心に我々の実験系の発展を概
観し、ヒトアミロイド}シス全般に共通する治療戦

略を提示する。(アミロイド線維分光蛍光定量法]

蛍光色素チオフラピンT(ThT)は、前駆蛋白質と反応

させても蛍光を発しないが、前駆蛋白質が重合して

線維を形成するとこれに結合し、特異的蛍光を発し

た。蛍光強度は線維濃度に比例して増加した。[線

維伸長の一次反応速度論モデル]前駆蛋白質をアミ
ロイド線維と37'Cで反応させると、電顕により線維

伸長を観察した。上記分光蛍光定量法を駆使し、線

維伸長が、既に存在する線維の端に前駆蛋白質が

次々に結合し、立体構造を変化させることにより起

こることを証明した。[重合核依存性重合モデル]A 

βをpH7.5、37'Cで反応させると、蛍光は一定のラグ

タイムを伴うシグモイド曲線を描いて増加し、線維

を形成した。この曲線は、}l1真に重合核形成相、線維

伸長相、及び、平衡相より成る。この反応溶液にあら

かじめ線維を加えると、蛍光はラグタイム無く増加

し、上記シグモイド曲線に比し相対的に短時間で平

衡に達した。以上より、数個の前駆蛋白質からの重
合核形成が、線維形成の律速段階であると考えられ

る。 [Aβ142と1.40の線維形成における相互作

用]両Aβ をpH7.5、37'Cで反応させると、両者は重

合核形成過程で阻害的相互作用を及ぼし合うが、や

がてAβ1.42が重合核を形成し、これにAβ1.40が

次々に結合し線維を形成する事を註明した。[アポE

及び抗酸化剤のAβ線維形成に及ぼす阻害作用、治療

戦略]アポE及び数種の抗酸化剤の、 Aβ線維形成に
及ぼす阻害効果について比較解析したところ、両者

の線維形成阻害機構が異なることが明らかになっ

た。重合核依存性重合モデルに基づいた精密な実験

により、アボEはAβ と高親和性複合体を形成し、線
維形成を阻害することが示唆された。最近、遺伝子

改変マウスを用い、アポEの脳内Aβ アミロイド沈着

に対する阻害効果が明らかにされている。一方、多

彩な立体構造を持つ種々の抗酸化剤約β鰍佐形成を

阻害するという事実は、活性酸素が、未知の機構に

よりアミロイド線維形成に探〈関与していることを

示唆しており興味深い。上記分子の多様な阻害機構

は、治療戦略への示唆を与える。

WS5-1 

遺伝子改変マウスを用いたヒト遺伝性アミ
ロイドーシス発症機構の解析

前田秀一郎
山梨医科大学医学部生化学第一

常染色体性優性の遺伝性神経難病、家族性アミロ
イドポリニューロパチー (FAP)の病因は、トラン
スサイレチン (ttr)遺伝子上の点変異で、 lアミノ酸
が置換した異型TTRから成るアミロイドが全身種々
の臓器に沈着する。現在、 FAPの治療法と，して、
TTRの主要産生臓器である患者の肝を切除し、正常
肝を移植する方法が行なわれである患者の肝を切除
し、正常肝を移植する方法が行なわれる。肝移植に
より症状の進行を止めることができ、現在、唯一の
有効な治療法であるが、問題点も多い。そこで我々
は、実験操作のしやすい動物を用いて、 FAPの発症
機構を明らかにし、治療法や予防法を開発するた
め、マウスでの発生工学的手法を応用して、以下の
ように研究を進めている O
FAPの病因となるヒト変異的遺伝子をマウス受精
卵に注入する方法で作製したトランスジェニックマ
ウスでは、 FAP患者と同様の種々の臓器に、ヒト異
型TTRから成るアミロイドが沈着する。しかし、こ
の方法ではマウス内在性のttr遺伝子の機能は正常の
ままで、 FAP患者に特徴的な末梢神経へのアミロイ
ド沈着がなく、神経障害を認めない。そこで、以下
のように研究を進めた。
1 )標的遺伝子組換え法を用いて、 TTRを完全に
欠損したマウスを作製した(PNAS:90， 2375， '93)。
TTR欠損マウスは、胎生期において致死的ではな
く、形態形成や成長にも何ら異常を認めないσBiol
Chem: 269. 33135. '94; J Biol Chem: 270， 866， '95)。
2 )このTTR欠損マウスにFAPの病因となるヒト
変異trr遺伝子を導入し、ヒト異型TTRから成るアミ
ロイドの沈着にマウス内在性の正常TTRがどう影響
するかを解析した (AmJ Pathol: 150， 1497， '97)。さ
らに、マウス内在性の ttr遺伝子にFAPの病困となる
点変異のみを導入するための新しい標的遺伝子組換
え法を開発し(Gene:166. 197. '95)、最近、 ttr遺伝子
の一方のアレルにこの点変異をもっマウス株の作製
に成功した。点変異のみを導入するための新しい標
的遺伝子組換え法を開発し(Gene:166， 197， '95)、最
近、 ttr遺伝子の一方のアレルにこの点変異をもっマ
ウス株の作製に成功した。
3 )種々のアミロイドーシスの発症に共通に関与
することが疑われている血清アミロイドp成分(SAP)
についても、標的遺伝子組み換え法を用いて、 SAP欠
損マウスを作製し、対照野生型マウスに比べ二次性
のAAアミロイドが有意に遅れて沈着することを見出
した(LabInvest: 77， 525. '97)。
ワークショップでは、上記の遺伝子改変マウス
を、 FAPの研究に今後どう利用するかについても言
及したい。



WS5・2

分泌型アミ口イド前駆体蛋自の機能とその

結合蛋白

大津郁朗1、高村千鶴子l、森本高子2

高坂新一1

l国立精神・神経センター神経研究所代謝研究部

2東京大学大学院理学研究科

アミロイド前駆体蛋白 (APP) はアルツハイマー

病患者脳の老人斑に蓄積する βアミロイドの前駆体

であり、その遺伝子はアルツハイマー病の原因遺伝

子の一つであることが知られている。しかし、 APP

の正常脳内における機能は未だ明確ではない。 APP

は中枢神経系の発達初期から発現が認められ、脳内

で広範に発現していることから、中枢神経系の発

達・維持にAPPが関与することが示唆されている。

そこで、我々はAPPとりわけ分泌型APPの機能を探索

してきた。その結果、分泌型APPがラット大脳皮質

より調整した神経幹細胞の増殖及びその組織片の神

経突起伸展を促進すること、シナプスの形成と伝達

を修飾することを見出した。さらに増殖および突起

伸展促進活性は進化的に保存されたE1領域を含むN

末端倶u断片 (NAPP) に認められ、 E2領域を含むC末

端側断片には認められなかった。

そこで、このNAPPの機能に関する分子生物学的解

析の手がかりとして、 NAPPに結合する蛋白を酵母

two-hybrid systemでスクリーニングした。人胎児脳の

cDNAノTンクをスクリーニングしたところ、ポジテイ

ブ・クローン 3-7を得た。このうちのクローン308

は、 EGF-likeモチーフを含む既知の蛋白をコードして

おり、中枢では主にニューロンで強い発現が見ら

れ、アストロサイトでも発現が検出された。大腸菌

およびCOS7細胞で発現したクローン308蛋白につい

ても分泌型APPとの結合が認められ、その結合はE1

領域に特異的であり、 E1領域内の配列を認識するモ

ノクローナル抗体22C11でその結合は阻害された。

現在、この結合がAPPの機能に及ぼす影響について

検討中である。

WS5・3

老化促進モデルマウス(SAM)を用いたマウ

ス老化アミロイドーシス発症機構の解明

樋口京一

信州大学医学部加齢適応研究センタ一脈管病態分野

アミロイド線維形成は前駆蛋白の本来の生理的機

能を担っている立体構造から βーシート構造を持つア

ミロイド線維への構造変換を伴う重合反応である。

アミロイドーシス発症の機構をアミロイド線維形成

反応の観点から明かにし、各アミロイド蛋白に共通

した分子機構の解明に迫ることが重要である。各種

のアミロイドーシスに共通したアミロイド線維形成

機構として核形成依存性重合モデル(nucleation
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dependent polymerization model)が提唱されている。ア

ミロイド線維形成はnucleation(核形成)とextention

(線維伸張)の2段階で起こり、核形成は熱力学的

に非常に起こり難い反応で、これが生体での中・高

年齢での発症を説明するとされる。一旦核が形成さ

れるとアミロイド蛋白モノマーの結合による伸張反

応は急速に進行する。我々はマウス老化アミロイ

ドーシスをモデルとしてこの仮説の検証を行いさら

に遺伝子治療の可能性を探った。マウスでは、血清

高密度リポ蛋白質 (HDL)の主要なアポ蛋白質であ

るアポリボ蛋白A-II(apoA-II)が加齢に伴い、アミロ

イド線維 (AApoAII) として全身に沈着してくる。マ

ウスapoA-1Iには少なくとも 3種のvariants(A.B.C型)が

知られており、このうちC型のapoA-IIをホモに持つマ

ウスでは若齢から重篤なアミロイドーシスを発症

し、 B裂をホモに持つマウスではほとんど発症しな

い。アミロイド線維(AApoAII)をマウスの尾静脈に投

与するとアミロイドーシスの発症は著しく促進され

た。一方グアニジン塩酸で線維構造を破壊した

AApoAIIを投与しでもアミロイドーシスは全く促進さ

れなかった。これらのことから蛋白質の異常構造が

伝播する核構造依存性重合反応機構言い換えれば、

「アミロイド線維構造依存性線維形機構」

(fibril-conformation dependent fibrilization)が実証さ

れたと考えている。アミロイド嫌発生のB型apoA-IIは

試験管内でC型apoA-IIのアミロイド線維伸長を阻害す

る。 B型apoA-IIを発現する組み換えアデノウイルスベ

クターを作製、マウスに投与した。 B型apoA-Ilの過剰

発現によって、アミロイドシスの発症は抑制され、

遺伝子治療の可能性を示した。
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ヒト脳におけるアミロイドβ蛋白質の蓄積
の生化学的解析

森島真帆、井原康夫

東京大学大学院医学系研究科脳神経医学専攻

神経病理学、科学技術振興事業団 (CREST)

アルツハイマー病脳におけるアミロイドβ蛋白質

(Aβ)の蓄積はその病因に密接に関与していると考

えられている。私達は、脳におけるAβ蓄積機序を明

らかにするために、ヒト脳での老化に伴うAβ蓄積の

過程を調べてきた。そして、中高齢者の脳をサンド

イツチELISA法を用いて調べることにより、 Aβが加

齢に伴って正常脳の水不溶性画分に蓄積すること、

その主要成分はC末端が2残基長くより凝集性の高い

Aβ42であり、 50歳代から70歳代にかけて急激に蓄

積が起こることを明らかにした。また、 Westernblot 

法による解析により、蓄積の非常に初期段階からSDS

安定性のAβ二量体が検出されることがわかった。一

方、私達は最近、ヒト神経系細胞でもAβが不溶性画

分に存在することを報告した

(Biochemistry. 1998)が、このことは正常細胞でも

Aβが不溶性画分に分画される可能性を示唆する。そ

こで、さらに検出感度を上げる工夫を行い、これま

でAβ を検出することができなかったような若年者の

脳不溶性画分に含まれるAβの解析を行ヲた。その結

果、 20歳代の脳で、すで、にAβが不溶性画分に存在し

ていること、そこではAβ40の方がAβ42よりも多く

存在するニとが明らかになった。脳不溶性画分のAβ

の最は、その後定常状態を保ち、 50歳前後になると

Aβ42の増加が見られた。これに続いてAβ40も増加

したが、 Aβ42に比較すると非常にゆっくりとした

ものだった。また、これら不溶性画分のAβの一部は

カベオラ様の低密度膜随分に局在することがわかっ

た。以上の結果は、不溶性画分Aβが正常な代謝産物

であり、その代謝機構の破綻均三Aβ蓄積の引き金にな

る可能性を示唆する。

WS5・5

アルツハイマー病発症におけるラセミ化
βアミロイド(D-Ser26β1-40)の綾部

金子勲、久保武一、森本 i索、熊谷善弘

三共株式会社神経科学研究所

我々 は、 β7ミロイド(β1.40.β1-42.D-Ser26β 

25-35)は単独では脱落を起こさないが、少量の興奮

性アミノ酸(イホ・テン酸) とともにテyト海馬内に共注入する

と、海馬領域の広範囲にわたる相乗的神経細胞脱落

が誘発されることを明らかにした。

しかし、 711')川マー病 (AD)において、老人斑中の不

溶性β7ミロイド線維がなぜ遠隔部位の海馬CA1及び海

馬台の錐体神経細胞を選択的に変性させるかは定か

ではない。この点に関して、我々は加齢現象の一つ

であるアミノ酸のラセミ化反応に注目し、 β7ミ臼イドのラセミ化

の観点からAD発症対ニス・ムについて研究を進めた。

AspとSer残基をD型7ミノ酸に置換した各種D型アミノ酸含

有β7ミロイドを合成しその微小線維(fibril)形成能及び

神経細胞障害活性を調べた。その結果、 D-Ser26β

1.40は、 β構造、 fibril形成能及びinvitroでの神経細

胞障害活性を持たずかっ可溶性であった。しかし、

D-Ser26β1-40を脳内に存在する村トリプシシ様酵素と7ミ

ノヘ・プチダーセ.処理すると、 β構造及びfibril形成能を

持ち神経変性作用の強いD-Ser26β25-35に変換され

ることが分った。さらに、 D-Ser26-β1-40をラット脳海

馬にイポテン酸と共注入したところ、各々単独で、は脱落

は起こさないが、海馬CA1を含む広範囲の神経細胞

の脱落が起ることが判明した。このことは不活性体

のD-Ser26β140が脳内では活性体に変換される可能

性を示唆する。

そこで、実際のAD脳でD-Ser26β25-35への変換が

起きているか検討するために、 D-Ser-26β25-35特異

的抗体2種類を作製し、 AD患者脳の免疫染色を行っ

た。その結果、 AD全例 (8例)で海馬CA1及び海馬台

の変性錐体神経細胞が特異的に染色されたが、正常

脳6例(age-matchedcontrol)では全く染色されなかっ

た。また、一部の老人斑(compacttype)も染色され

た。 以上のことより、我々は、不溶性β7ミロイド(β

1-40)線維が老人斑に蓄積後、加齢に伴いSer26残基

治宝ヲセミイじされD-Ser26β1-40が生成されると、老人斑

から溶出・拡散し、脳内タンハ・ク分解酵素により活性体

D-Ser26β25-35に変換されると考えた。さらに、

D-Ser26β25-35は海馬錐体神経細胞に取りこまれ、

興奮性アミノ酸に対する感受性を上げることにより、細

胞傷害を与えると推定した。



WS5・6

アルツハイマー病アミロイド形成と神経細
胞障害におけるNACとAβ蛋白の相互作用

田中静吾、竹橋正則、間藤尚美、上回国寛

京都大学化学研究所生体反応設言tm

NAC (non-Aβcomponent of AD amyloid)はアjレツノ¥

イマー病 (AD)老人斑アミロイドより、 Aβ 蛋白に次

ぐ第2の蛋白質成分として単離同定されたペプチド

である。今回、アミロイド形成と細胞障害における

NACとAβ蛋白の相互作用を解析し、神経細胞変11制
御への手掛りを探った。

[方法]まず、 NAC単独ならびにAβ蛋白 (Aβ

2535. Aβ140)と比率を変えて混合し、アミロイド

形成の継時変化をチオフラピン T法により解析し

た。また同時にコンゴレッド染色による形態の観察

をおこなった。次いで、、種々の条件下で作成したア

ミロイドを、神経分化させたPC12細胞に投与し、

MTT法や細胞核染色を用いて細胞障害を解析すると

ともに、各種薬剤の影響を検討した。

[結果]チオフラピン T法による解析では、 NACの

アミロイド形成能はAβ140よりも強〈、 Aβ25-35

と同程度であり、線維化したNACをAβ1-40に添加

することにより、アミロイド形成の促進効果を認め

た。また、 NAC、Aβ蛋白ともにコンゴレッド染色に

て緑色偏光を示したが、形態的には前者が穎粒状、

後者が針状と異なっており、混合物では両者が混在

していた。 MTT法によるミトコンドリア機能の評価

では、 NACは単独でも 100nMの濃度で機能障害を引

き起こし、 Aβ25-35と同程度の毒性を示した。ま

た、 Aβ1-40と同時に添加することにより、 Ab蛋白

のもつ毒性を増強した。ヘキスト33258と沃化プロ

ピデイウムによる核染色から、これら細胞障害には

アポトーシスとネクローシス両者が関与しているこ

とが示された。また、抗酸化剤 (propylgallateおよび

BPN)の投与により細胞障害は軽減した。

[考察]以上の結果より、 NACがAβ蛋白と相互作

用して老人斑アミロイドを形成し、神経細胞障害性

に働くことが示された。その機序については、抗酸

化剤の防御効果から活性酸素の関与が考えられ、抗

酸化剤の治療薬としての可能性が示唆された。脳ア

ミロイドをターゲットとしたアルツハイマ)病の治

療薬の開発にあたっては、 Aβ蛋白のみならずNACア

ミロイドを考慮に入れる必要がある。

WS6-1 

神経「温存」再生のための遺伝子探索とそ

の機能解析

木山博資、瀬尾寿美子、涛川一彦

旭川医科大学解剖学第一
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神経再生を目指すには、 2つの方法がある。損傷や

変性疾患などで死へ運命づけられた神経細胞を何と

か生存させ、後にこれらの細胞自身による軸索再生

をめざすやり方。もう一つは、死にゆく細胞の脱落

を防ぐのではなく、それを補う細胞を加えてやる方

向である。 r温存Jか「補充jかともいえるこの二
つの方法の選択は、損傷の種類や治療の時期などに

強〈依存する O これらのうち我々は「温存j再生を

めざしており、生存しているうちに何らかの手立て

を加えることにより、細胞死を防ぎ、さらに神経軸

索再生を誘導しようとするものである。このため、

神経損傷に対して極めて高い耐性を有している末梢

神経をモデルとして、この耐性がいかなる分子基盤

に因るのかを解明しようと目標を定めた。耐性の分

子基盤というジグソーパズルのピースを集めるため

の遺伝子探索のツールとして、 DifferentialDisplay法

や損傷神経核のcDNAライブラリーを作成することに

より、パズルの部分部分が明確になりつつある。こ

のようにして得られた分子は本当に神経再生に期待

される役割を果たしているのかは、実際に動物を用

いて、得られた分子を発現させることにより損傷神

経細胞を生存・再生させることができるかどろかを

確認しなければならない。我々はアデノウイルスベ

クターを用いて損傷神経細胞に特異的に遺伝子導入

することで、これらの確認を試みている。本ワーク

ショップでは、遺伝子探索から遺伝子の生体への導

入までの方法を紹介し、損傷神経細胞の生存維持・

再生の促進について、我々が得た知見を紹介する。
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WS6・2

グリオーシスに特異的な新規CREB/ATF
ファミリ一転写調節因子OASISの同定

和中明生l、二階堂琢也2、森徹自l

横屋幸彦i、本間豊1、金沢賢也l

竹内真由美1、一菊地臣_2

福島県立医科大学生体情報伝達研究所細胞科学研究

部門、 2同整形外科

中枢神経系の再生を考える上でグリア細胞の存在

は抜きにして考えることは出来ない。グリオーシス

は抑制的な菌があると考えられておりこのグリオー

シスの制御因子がもし存在するとすれば、これを用

いて人為的にグリオーシスを制御することにより一

般に再生しにくいと考えられる中枢神経の修復を図

れる可能性がある。我々はグリオーシスに特異的に

発現する遺伝子群を検索することを目的とし、マウ

ス培養アストロサイトからdifferentialdisplay法を用い

て長期培養の際に特異的に発現誘導される遺伝子群

の検索を行った。 OASISと命名した遺伝子はアミノ酸

507個からなる蛋白をコードし、この蛋白はホモロ

ジーサーチの結果ショウジョウバエのBBF.2に最も相

同な新規のCREB/ATFファミリーに属する転写調節

因子であることが分かつた。成熟マウスにおいて凍

結損傷を大脳皮質に与えると壊死に陥った組織の周

辺にGFAP陽性のアストロサイトが出現す るが、こ

の部位に一致してOASISのmRNAが検出された。これ

以外にも脊髄損傷などの際にも反応性アストロサイ

トに一致して発現することからこのOASISがグリオー

シスの初期過程に何らかの役割を担っている可能性

が高い。現在OASISの転写機構、及び強制発現の影響

を検討中である。

WS6・3

晴乳動物の中枢神経伝導路の再生

井上辰志l、栗栖薫¥川口三郎2

l広島大学医学部脳神経外科

2京都大学医学部認知行動脳科学

[目的}晴乳動物の中枢神経伝導路は一旦損傷され

ると再生しないと広く信じられているがそうではな

い。ここ数年、軸索環境を軸索伸長に対し、非許容

的なものと捉え、これを許容的なものに変えようと

する試みがなされてきた。例えば、軸索伸長の足場

として、末梢神経を用い、再生軸索を脊髄白質か

ら、灰白質に誘導したり、 oligod巴ndrocyteに由来す

る、軸索伸長阻害因子に対する抗体の投与などが相

当する。しかし、これらの試みの結果得られるの

は、疎で、距離的にも短い不完全な再生である。一

方、神経外科臨床の現場からの要望は、十分な機能

回復を期待できる量的、距離的に限定のない正常と

同様な投射の再構築である。今回我々は、損傷部局

所の条件を整えることにより、幼若動物、成熟動物

の双方において著明な再生が可能であることを示

す。[方法)Wistar系ラット (8-52日齢)の錐体路

をparapharyngealrouteにより、延髄の高位で顕微鏡

下にrazorbladeを用いて鋭利に片側切断する。幼若

例では移植操作は行わず、 成熟例では胎仔脳幹組

織(E15Jを移植した。手術後4日-21ヶ月後、切断

側の感覚運動野にWGA-HRPを注入し、錐体路のj頒

行性標識を行い、再生線維の切断部での状態、走行

経路、終止を観察した。[結果]移植を行わない自

然再生例では、最長28日齢で切断した例において

も、錐体路は著明な再生を示した。移植群では、 47

-52日齢のラットにおいても、再生が誘導され、良

好再生例では再生線維は切断部において若干の配列

の乱れを生じるものの、延髄切断部を通過し、錐体

交叉を形成したのち、後索を下行し、 fJlj髄にまで達
した。[結論]軸索再生の成否を左右するのは、中

枢神経全体の非許容的環境にあるのではなく、損傷

部の局所的条件と思われる。



WS6・4

神経再生とミクログリアの活性化-ATPに

よるラッフル形成の促進一

本田静世1、大津圭子1、FernandLopez-Redondo' 
井上和秀2、高坂新
1
国立精神・神経センター神経研究所代謝研究部
2
国立医薬品食品衛生研究所薬理

我々はこれまで神経再生の分子メカニズムの解明

を目的に、ラット顔面神経線維の再生系をモデルに

研究を進めてきた。成熟ラットにおいて片側顔面神

経線維を切断すると、顔面神経核内では運動ニュー

ロンやアストロサイトの形態変化等さまざまな現象

が観察される。その中でも最も顕著な反応はミクロ

グリアの活性化である。増殖し、大きく形態を変化

させ、かっ運動ニューロンの周囲に移動している活

性化ミクログリアは運動ニューロンとのクロストー

クを通じ、神経の再生に重要な役割を担っているも

のと考えられる。

我々はこの神経再生時のミクログリアの活性化の

トリガーとしてATPに着目し、培養ミクログリアへ

の作用を検討した結果、 ATPがミクログリアからの
プラスミノーゲンの放出を促進することを報告し

た。今回はミクログリアの細胞動態に対するATPの

作用を検討した。まず、ミクログリアの細胞形態に

及ぼすATPの効果を調べてみると、 ATPは比較的低
濃度 (10-50μM)でミクログリアのラッフリング運

動を著しく充進した。また、ケモタキシスチャン

パーを用い細胞の移動能について検討してみると、

これもまた著明に充進していた。さらに、これらの

ATPの作用は百日咳毒素の添加によりほぼ完全に抑

制されることから、 ATPのラッフル形成や細胞移動

促進作用はGi共役型ATP受容体を介したものである
ことが示唆された。

WS6・5

ミクログリア細胞移植による神経再生への
アプローチ

津田誠

科学技術振興事業団さきがけ研究、藤田保健衛生大

学総合医科学研究所難病治療共同研究部門

ミクログリアはマクロフア}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

免疫担当細胞として働いたり変性した細胞を取り除

く貧食細胞として働くほか、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

ることが示され、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。脳内でのミクロ

グリアの役割については、脳虚血や神経線維切断に

よる神経細胞の変性にともなって活性化ミクログリ

アの集積や増殖が観察されることや、アルツハイ

マー病やパーキンソン病などの神経変性疾患でミク

ログリアが活性化していることなどから、神経細胞

の変性や生存維持に対する作用が注目されている。

しかも最近の研究から、ミクログリアは単にマクロ

ファージのように貧食細胞としてアポトーシスを誘

導したり死細胞を除去するばかりでなく、神経細胞

をアポトーシスから保護する役割も果たしているこ

ともわかってきた。そこで末梢血管に注入したミク

ログリアが脳特異的に移入する性質を利用して、一

過性前脳虚血を起こした砂ネズミ脳に蛍光色素標識

ミクログリア導入を行い、遅延性神経細胞死が見ら

れる海馬CA1領域の錐体細胞層に標識ミクログリア

が集積することを見いだした。この時、内在するミ

クログリアも海馬の広範囲に渡って集積活性化し、

一過性脳虚血処理をしたが、遅延性細胞死が見られ

なかった例においても内在ミクログリアの集積活性

化が観察できた。さらに、ミクログリアを脳内導入

した場合や虚血再還流直後にミクログリアを注入し

た場合においては有意にCA1錐体細胞の神経細胞死

が抑制されることがわかった。一方、株化したミク

ログリアに外来遺伝子を導入したものも同様に脳特

異的な侵入を示すので、神経栄養因子や神経再生促

進作用のあるタンパク質の遺伝子を組み込んだミク

ログリアを作成することによって神経細胞死を抑制

するばかりでなく、神経再生を促進することが可能

となると考えられる。

謝辞:本研究の一部は藤田保健衛生大学医学部脳神

経外科今井文博博士・鈴木弘美研究員との共同研究

による。
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セルソーターを用いた神経幹細胞と神経前
駆細胞の選別と脊髄損傷への応用の試み

小川!祐人1.2.4、宮田卓樹1.2、沢本和延1.2

川口綾乃1.3、戸山芳昭¥向野栄之は

1大阪大学大学院医学系研究科・神経機能解剖学

2科学技術振興事業団・ CREST

3大阪大学医学部眼科学

4慶懸大学医学部整形外科学

我々はセルソーターを用い、神経幹細胞(以下

NSC)及び神経前駆細胞(以下NP)を効果的に同定・分

離する方法を確立し、脊髄損傷の治療への応用を試

みた。 NSCに発現するNestinの遺伝子のエンハンサー

制御下にGreenfluorescent protein(GFP)を発現するTg

マウスを作成した。同マウスの神経組織からセル

ソーターによりGFP強陽性細胞としてNSCを生きた状

態で分離し、これらの細胞の自己複製能と多分化能

を明らかにした。本来、ニューロンを産生しない部

位である脊髄より調製したNestin-GFP陽性のNSCはIn

vitroで、ニューロンを作ることが示された。現在、 in

VIVOで、のニューロン産生を検討している。また、脊髄

損傷に対する移植治療効率の向上を目的に、ニュー

ロンの前駆細胞と幼若ニューロンで発現するTa-1 

tubulin 遺伝子プロモーター制御下に Yellow

fluorescent protein (YFP)を発現するTgマウス及び

ラットを作成し、 NPと幼若ニューロンをセルソー

ターにより選択的に分離することを可能とした。分

離した細胞をラット脊髄損傷モデルに移植し、1s

VIVOでの分化を検討している。また、作成したTg動

物で、前駆細胞の性質をリアルタイムで可視化でき

ることを利用し、 Tissueexplantを用いた脊髄損傷時

における各種前駆細胞の動態の解析についても報告

したい。

WS6・7

新たな神経再生調節因子としての酸化型
Galectin-1 

織江秀典1、稲垣好昌2、相馬良明2

野沢りさz、大川克也3、長谷川光広4

村松重樹¥川野仁5、堀江正男5、小山洋道6

酒井偉久子1、竹下歌織1、小和田祐紀1

高野雅彦7、門屋利彦2

1横浜市立大学医学部生理学第1

7横浜市立大学医学部眼科、 2キリンピール医薬探索研

3キリンピール基盤技術研究所

4金沢大学医学部脳神経外科、 5都神経研解剖発生

6横浜市立大学看護短期大学

腎由来株細胞COS1の培養上清中に神経線維東切断

端からの神経再生促進する活性を見出し、各種クロ

マトグラフィーにより活性因子を精製した。活性は

SDS-PAGEで、分子量約14KDaのバンドと一致し、シー

クエンス分析の結果、 Galectin-lと同定した。還元状

態でレクチン活性を示すGalectin-lは神経再生促進作

用は示さず、細胞外に存在するレクチン活性を失っ

た酸化製Galectin-l (GAL-I/Ox)がpg/mlオーダーの

非常に低濃度で神経再生促進活性を示すことが明ら

かとなった。 invivoにおける神経損傷後の神経再生

に対するGAL-1/0xの効果を成熟ラットの坐骨神経凍

結損傷による挫滅モデルと排骨神経切断コラーゲン

ゲル充填シリコンチュープ縫合の2種類のacellularモ

デルを用い検討した。両実験の結果よりGAL-1/0xに

より神経再生が促進されること、その抗体により神

経再生が強く抑制されることが判明した。 invitroと

in vivoの実験結果並びにGAL-lの再生神経線維内での

存在が証明されたことから、 GAL-1I0xは生体内で神

経損傷後の初期再生調節因子として重要な役割を果

たしていると推察される。



WS6・8

成熟ラット海馬における神経細胞新生は虚
血ストレスにより冗進する

八木田桂樹1、松本昌泰u、北川一夫l

高沢健一郎1、大槻俊輔l、桑原敬介1

馬淵卓真1、田中茂¥柳原武彦2、堀正二1

1大阪大学大学院医学系研究科病態情報内科学

2神経機能医学

[目的]成熟脳においても海馬歯状回のsubgranular

zone (SGZ) と側脳室周囲のsubventriclarzone 

(SVZ)では例外的に神経細胞新生が持続している。

特にSGZの神経細胞新生は学習行動や生活環境の影響

を受けることが知られており、脳機能との関連が示

唆されている。今回虚血ストレスが神経細胞新生に

対してどのような影響を与えるかを経時的に検討し

た。

[方法]雄性Wistarラット(45ヶ月齢)を用い、 4血管

一過性閉塞モデルを作成した。虚血時間は10分間と

し、正常動物及び虚血後4、7、10、14、28日後に

bromodeoxyuridine (Brd U : 5 Omg/kgBW)を4時間毎

に3回腹腔内投与した。 BrdU投与の翌日 4%PFAに

で潅流固定した後30μmのピブラトーム切片を作成

した。ラベルされた新生細胞は抗BrdU抗体を用いた

免疫組織化学染色で同定した。ラベルされた細胞の

形質を検討するため、 BrdUラベル後7日または28日

後のサンプルに対してNeuNを神経細胞の、 GFAPを

アストロサイトのマーカーとした二重染色を行っ

た。

[結果]正常動物で、はSGZに少数のBrdU陽性細胞を

認めた。虚血動物の海馬においてはCA1領域で遅発

性神経細胞死を認めた。 SGZでは陽性細胞が7日後を

ピークに数倍に増加しており、その後漸減して28日

後にはほぼbaselineに戻っていた。 BrdU陽性細胞はク

ラスターを形成しているところがあり、 l個の幹細

胞から分裂増殖したものと考えられたO 二重染色を

用いた検討ではラベル後7日では、これらSGZにおけ

るBrdU陽性細胞は神経細胞とアストロサイトのいず

れの形質も示していなかったが、 28日後のものでは

幸970%がneuronalphenotypeを示していた。

[結論]一過性前脳虚血後SGZに存在する神経幹細胞

からと考えられる新生神経細胞数が増加していた。

今後はこの神経細胞新生の調節機構について検討す

ることが虚血性脳障害後の機能回復を目指す新しい

治療法を考える上で重要である。

WS6-9 

GDNF遺伝子導入細胞移植による黒質ドーパ

ミン細胞の保護と再生促進

中尾直之、板倉徹

和歌山県立医科大学脳神経外科

<目的>teratoarcinoma由来の細胞株P19は多分化能

を有し、レチノイン酸(RA)処置により成熟ニューロ

ンへと分化することが知られている。本研究では、
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ドーパミン(DA)ニューロンに対して強い神経栄養効

果を示すGDNFの遺伝子をP19に導入しGDNF分泌機

能をもたせ、さらに同細胞をRA処置で分化誘導した

後にパーキンソン病モデルラットに移植しP19の神経

分化の状態およびDAニューロンへの神経保護効果を

調べた。

<方法>未分化状態のP19にマウスGDNF遺伝子を導

入し、 RA処置を行ヮた後の神経分化能やGDNF分泌

機能をinvitroで、調べた。さらにRA処置後のP19を脳

内移植しその神経分化状態やGDNF発現能を調べ、ホ

スト脳のDA細胞に及ぼす神経栄養効果についても検

討した。

<結果>invitroで、は神経分化したP19は未分化P19と

伺レベルのGDNFを分泌し、 RAによる分化誘導は

GDNF発現や分泌能に影響を及ぼさなかった。移植

4-8週後、ほとんどの移植P19細胞はMAP2、

synaptophysin、NeuN、SMl34などの神経マーカーを

発現し、成熟ニューロンに分化していることが示唆

され、かつ安定したGDNF分泌がELISAにより確認で

きた。さらに、 GDNF分泌P19細胞移植は60HDAに

よる黒質DA細胞の変性を抑止し、残存ニューロンか

らの線維再生も促進した。

<結論>神経栄養因子の供給手段として遺伝子導入

細胞を移植する場合長期の安定した生着が必須であ

り、そのためには移植細胞がニューロンなどに分化

しホスト脳に十分にintegrateされることが重要で与あ

る。本研究結果からP19細胞のような多分化能をもっ

細胞にあらかじめ遺伝子操作を行い、分化誘導物質

によりニューロンに分化させた後に脳内移植する方

法が、神経変性疾患に対する有力な治療戦略となり

えることが示唆された。



240 神経化学 Vol. 38 (No. 3)，1999 

WS7・ WS7・2

神経栄養因子とシャペロン蛋白 免疫細胞によるニュー口卜口フィンの産

小池達郎、田中秀逸、三浦真紀

北海道大学大学院理学研究科生物科学専攻

神経成長因子 (NGF)により分化したPC12細胞の

NGF除去による細胞死ではBiP/GRP78が顕著に活性

化されることを報告した (Aokiet al.， 1997)。熱

ショック蛋白質HPS70ファミリーのうちBiP/GRP78

は小胞体のみに存在し、タンパク質の膜透過、立体

構造の安定化に必要な分子シャペロンである。細胞

質ではHPS70がタンパク生合成に伴うポリペプチド

鎖高次構造の安定化を担っている担っている。従っ

てプログラム神経細胞死においては小胞体における

生合成輸送系に変化が起こることを示唆している。

BiPIGRP78を活性化するパラダイムの内とくに

BAPTA.AM処理やThapsigargin処理と神経細胞死との

相関から、細胞死に伴う生合成輸送系の傷害を保護

する役割があると考えられた。上頚神経節細胞はそ

の生存にNGFを必要とする。 inyjtroのNGF投与によ

る上頚神経節細胞の発達に伴ってBiPIGRP78の蛋白
レベルは増加した。またアデノウイルスベクターに

組み込んで細胞にBiP/GRP78を 強制発現させる

と、 Ca2+イオノフォアやThapsigargin処理による細

胞内ストアからのCa2+放出が増大した。これは

BiP/GRP78がカルシウム結合蛋白として細胞内スト

アへのCa2+の貯蔵を増加させたことを意味する。実

際、ストレスやカルシウムの過剰流入に対する神経

細胞の耐性は増加する。上頚神経節細胞ではニコチ

ン性刺激による細胞生存/細胞死抑制が効率的に起

こり、生存を促進するシグナルとして働いているこ

とが示唆された。現在、神経栄養因子のシグナルと

の関連や小胞体ストレス応答との関連を調べてい

る。

生・応答とその生理的意義

古川昭栄、浅見利雄、新田淳美

岐阜薬科大学分子生物学

ニューロトロフインファミリーは成熟ニューロンの

機能維持作用に加え，種々の脳障害に抵抗する

ニューロン保護物質としての機能をもっ。成熟脳を

損傷すると種々の脳構成細胞においてニューロトロ

フィンの発現が変化するが，これはニューロンを保

護し，脳を修復，機能再建するための機転と考えら

れる。

近年、免疫 炎症ー痛覚過敏といった臨床医学的に

も重要な領域でNGFに固有の生理作用が報告され、

NGFは神経系と免疫系を結ぶ分子として脚光を浴び

ている。しかしNGF以外のニューロトロフインと免

疫系との関わりついてはほとんど報告がない。最近

我々は，以下に示すように，脳構成細胞だけでなく

マクロファージやT細胞もニューロトロフィン

(NGF， BDNF， NT-3)の産生を介して脳損傷修復

に関与することを示唆する結果を得ている。

1 )マクロファージとBDNFの産生・応答

ラット脳の凍結損傷を作るとその周囲にマクロ

ファージが出現しBDNFとNT-3を発現することを観

察した。培養マウス腹腔マクロファージでも同様の

発現が確認された。培養マクロファージのBDNF発現

の程度は貧食能の強さと相関し， LPS刺激によって増

強された。またBDNF受容体であるTrkBを発現してお

り， BDNFを作用させると貧食能のほかイ

ンターロイキンー1βの発現が著明に上昇した。以上

より，マクロファージはBDNFとNT.3を産生し，特

にBDNFはマクロファージにオートクライン機構で作

用するサイトカインであると考えられた。

2) T細胞のニューロトロフイン産生

マイクロスフェア脳梗塞ラットの脳内に出現する活

性化T細胞にNGF，BDNFの発現を観察した。株化T

細胞BW5147は通常NGFしか発現しないのに，コン

カナパリンAで刺激するとBDNF，NT-3の著明な発現

が誘導された。梗塞障害を受けた脳では，活性化T細

胞によってBDNFやNT.3が産生されることが示唆さ

れる。以上の結果より，脳は大きな損傷を受けると

脳構成細胞ばかりでなく，損傷部位に浸潤してくる

免疫細胞をも動員してニューロトロフィンの産生を

増強させ損傷修復に役立てていると考えられる。



WS7-3 

神経栄養因子受容体とガングリオシド

武藤多i孝郎

福井医科大学第二内科

神経成長因子 (NGF)をはじめとする神経栄養因子

類似TF)とその高親和性受容体のTrkーファミリーは

神経系組織の中にあって、神経細胞の生存・分化・

機能制御に本質的な役割を果たしていることが解明

されてきた。さらに、最近の欧米を中心としたこれ

らNTFの神経疾患患者への臨床応用への試みは新た

な神経疾患治療法開発への明るい話題となってい

る。これらNTFの細胞内情報伝達機構はその受容体

のTrkの細胞質ドメインに存在するチロシンキナーゼ

(TK)の自己燐酸化反応を始点とする一連のプロテイ

ンキナーゼカスケードの詳細が検討されてきた。し

かし、これらNTFの受容体機能を制御する生理活性

物質に関する知見の集積は未だ不十分と言えよう。

我々はこれまでこうしたTrk機能を制御する内因性の

物質の探索を行ってきた。そして、 1)神経細胞膜

上に存在する酸性糖脂質のGM1ガングリオシド

(GM 1)がTrkに存在するTKの活性化因子であるこ

と、 2)その作用はGM1とTrkとの結合によるこ

と、 3)同じ細胞でもグルコシルセラミド合成酵素

の特異的阻害剤であるD-PDMPで前処理してGM1 

を含むガングリオシドをknockoutすると、 TrkはNGF

に反応しなくなる事実などを報告してきた。本会で

は、これまでのデーターを紹介するとともに、 Trk内

のGM1 binding siteやcaveolae-likeglycosphingolipid 

enriched microdomainによるTrkを介する細胞内情報伝

達機構に及ぼす影響についての最近のデーターを報

告する。

WS7-4 

bFGF， NGFおよび EGFにおけるシグナル伝
達経路の検討

山口知子l、川俣貴，、新家一男3

l東京女子医科大学医学部生化学

2東京女子医科大学医学部脳神経外科

3東京大学分子細胞生物学研究所
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ニューロンの生存と修復過程に近年bFGFの有効性

が注目されてきているが，その分子機序については

明らかにされていない。 PC12を用いた培養系への

bFGF添加効果をNGFあるいはEGFを添加した効果と

対比して，細胞の増殖と細胞活性について検討し

た。分子作用の特異性を調べる一つの手段として，

細胞内シグナル伝達系を担ういくつかの分子活性を

限害した培養系にそれぞれのEffectorを添加して生存

あるいは増殖促進効果への影響を調べた。阻害剤と

して、 PI3kinase系に対してはRapamycin，MAP系には

PD98059およびU0126を用いた。さらにNF-kB阻害

ペプチドのSN-50，Trk Tyrosine kinaseを特異的に阻害

するといわれているK252aを用いて，培養細胞の増

殖と分化へのシグナル伝達のスイッチがどの系に依

存しているかを検索した。これら三つのEffectorのう

ち，PC1 2における細胞増殖への分子効果としては

EGF，bFGF，NGFであり，細胞活性効果としては
NGF，bFGF，EGFであった。 U0126による細胞活性抑
制効果はbFGFおよびEGFによっては回復されなかっ

たが、 NGFによっては阻害に対する保護効果がみら

れた。このことにより、 bFGFおよび~EGFののシグナ

ル伝達系はMAPkinase系に主に依存し、 NGFは

Rapamycinの結果よりPI3kinase系を主に介しているも

のと恩われる。また、 SN-50によって阻害される

Effectorの効果には3者聞に差が認められず、 NF

kappa Bを介する経路への依存度は間程度と思われ

る。 K252aによる細胞活性賦活効果の阻害はNGFで

感受性が高いとはいえ、すべてのEffectorの効果が共

通して阻害を受け、 TrkAのみならず、それぞれの

受容体のTyrosineのリン酸化をはじめとして、細胞内

分子のリン酸化がシグナル伝達の鍵を握っている。
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WS7-5 

成長因子で活性化されるFynによるAMPA型

グルタミン酸受容体の発現制御

斎藤真子1、 AlcinoJ. Silva'、山口剛l、林崇3
山本雅3、那波宏之は

l新潟大学脳研究所分子神経生物学

'Cold Spring Harbor Laboratory 

3東京大学医科学研究所制癌研究部

Srcファミリー蛋白チロシンキナ}ゼ(PTK)は神経

の分化、成長、可塑性を制御しているがその活性化

因子については不明な点が多い。今回我々は、 BDNF

brain.derived neurotrophic factor及び、

PDGF:platelet.derived growth factor:;O{Srcファミリ-

PTKを介してAMPA型グルタミン酸受容体、 GluRl.

GluR2/3の発現量を上昇させていることを報告する。

BDNF. PDGFによるAMPA型グルタミン酸受容体の発

現量上昇は、 SrcファミリーPTK特異的阻害剤の添加

により抑制された。またSrcファミリーPTKのひとつ

であるFyn遺伝子欠損マウスの大脳皮質培養神経細胞

は、 BDNFに反応しなかった。さらにF'yn遺伝子欠損

マウスの大脳皮質でAMPA型グルタミン酸受容体の発

現量は低下していたが、 mRNAレベルは低下していな

かった。またBDNFはJnvitroでFynの酵素活性を上昇

させた。以上の結果より成長因子の下流で活性化さ

れたSrcファミリ ~PTK、F'ynは脳の発達段階におけ

るAMPA型グルタミン酸受容体の発現制御に重要な役

割を果たしていることが、示唆された。現在、成長

因子の下流で活性化されたF'ynの基質となる分子と

AMPA型グルタミン酸受容体の関連を検討中である。

WS7-6 

神経細胞アポトーシス制御機構におけるNF-
κβ とp75の関連

浜之上誠1.2.4、大橋十也2，3、仲嶋一範l

Alun Davies¥衛藤義勝2.3

l東京慈恵会医科大学DNA医学研究所分子神経学研究

部門、 2同遺伝子治療、 3同小児科、 'StAndreW5大学

Nuc1ear ractor Kappa Beta (NF-κβ) .は全身の組

織に広く存在する転写因子で、免疫機能やアポトー

シスの制御に関連していることが示唆されていた

が、神経系における機能については不明で、あった。

そこで我々は、 NGFを除去することでアポトーシス

状態を誘導できる培養三叉神経節細胞を使用し、ま

ずNF-Kβとアポトーシスとの関連性についてキ尖討を

行った。結果、培養液中からNGFを除去するとほと

んどの細胞がアポトーシスを起こし死滅したのに比

べ、 NF-K βを強制発現させた細胞群では、 NGFが存

在しないにも関わらず、ほとんどの細胞が生存し、

NGFの活性にほぼ匹敵するほどの抗アポトーシス活

性を確認できた。次に三叉神経節細胞がその生存に

NGFが必須である細胞であることから、 NGFとNF-K

βの抗アポトーシスとの関連性を検討した。結果、

NGFはNF守 K βの活性化を効果的に誘導し、この活性

化はNF-Kβの阻害蛋白であるIKβで阻害された。

また興味深いことに、この活性化はNGF受容体の1つ

であるp75の中和抗体を使用することで、ほぼ完全に

阻害されることを見出した。このことから、 NGFが

p75からNF.K βに続く経路を使用して抗アポトーシ

ス活性を発揮している可能性が考えられた。しかし

ながら、 NGFの抗アポトーシス活性はIKβやp75の

中和抗体を使用しでも、わずかな限筈しか受けな

かった。以上の結果より、1)NF. K βが強力な抗ア

ポトーシス活性を有していること、 2)NGF、p75と

の関連性において、 NGFの抗アポトーシス活性の大

部分はtrkを介する経路で機能しており、 p75-NF-K β 

経路の関与は少ないこと、が示唆された。さらにNF

K βがそれ単体のみならず、その作用機序の違いを

利用して、 NGFなど他の栄養因子との組み合わせ

で、より効果的に抗アポトーシス活性をも持ちうる

可能性も考えられた。



WS7・7

肝細胞増殖因子受容体c-METを介した細胞

種特異的シグナル伝達機構

町出充、神烏和代、高坂新一

国立精神・神経センター神経研究所代謝研究部

神経栄養因子はそれぞれの特異的なレセプターを

介して、細胞種や細胞の状態に応じて異なる作用を

誘導する。これらの作用の多様性がどのような細胞

内シグナルによって制御されているかは十分に検討

されていない。

肝細胞増殖因子 (HGF)はラット胎仔培養大脳皮質

神経細胞に対して神経突起伸展を促し、アストロサ

イトに対して細胞遊走を促進する。我々はこの点に

注目し、神経細胞とアストロサイトにおけるc-Met下

流のシグナル経路の差異について検討したc その結

果、大脳皮質神経細胞においては、 PLCy1と

PI3-kinaseの両方が発現していたにも関わらず、 HGF

刺激によりPLCy1だけが選択的にチロシンリン酸化

され、その下流で、cまたはnPKCの活性化を介して

MARCKSやGAP43のリン酸化、 MAPkinaseの活性化

が誘導された。一方、アストロサイトにおいては神

経細胞の場合とは異なりPLCy1はチロシンリン酸化

されずPI3ki旧民の活性化が認められた。

これらのことから、大脳皮質神経細胞とアストロ

サイトに対するHGFの作用の違いは、 c-Met下流のシ

グナル伝達分子の選択的活性化(または抑制)によ

るものと考えられた。そこでさらにアストロサイト

のPI3-kinaseの選択的活性化の機構を検討した。無刺

激のアストロサイト中のPLCy1-とPI3kinaseにはチロ

シンフォスファターゼが結合していたが、 HGF刺激

によりPI3-kinaseとの結合は解離し、 PLCy1との結合

は影響を受けなかった。すなわちアストロサイトに

おけるHGFの作用は、チロシンフォスファターゼに

よるPI3-kinaseの抑制状態が選択的に解除されること

により誘導されたことが示唆された。
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WS7-8 

筋萎縮性側索硬化症と神経栄養因子

祖父江元

名古屋大学医学部神経内科

運動ニューロンの変性、脱落をきたす筋委縮性

側索硬化症(ALS)では、現在のところ神経細胞死を抑

制する根本的な治療法は確立されていない。一方神

経栄養因子は神経突起の伸展や細胞死の抑制に重要

な役割を果たすが、脊髄運動ニューロンに対して特

異的に働き、神経の修復・再生を促進する神経栄養

因子がいくつか知られている。神経栄養因子は治療

へのアプローチとして大きな期待が寄せられてい

る。 GDNFは運動ニューロンに対して強力な栄養作用

を有し、 Retが特異的チロシンキナ ゼ型受容体であ

る。正常のヒト末梢神経系における発現分布解析で

は、 GDNFmRNAは異なり筋肉に多く発現し、脊髄運

動ニューロンにRetおよびGFRa -lmRNAsが局在する

ことを明らかにした。筋肉GDNFmRNAは筋細胞に局

在し、 ALSの初期では増加するが進行にともなって減

少傾向を示した。また、 ALSではRetmRNAの発現は脊

髄全体で減少したが、個々の残存運動ニューロンで

は発現カ宝増加しているものも見られた。形態学的に

は萎縮性運動ニューロンでより増加した。一方、

GFR a -lmRNAは脊髄全体、残存運動ニューロンとも

に発現レベルに著変は見られなかった。次に、脊髄

運動ニューロンにおけるRetのリン酸化シグナルの動

態を解析するためにリン酸化RET特異抗体を作成

し、 ALSの残存運動ニューロンにもリン酸化RETが存

在することを証明した。発現パターンには個々の運

動ニューロンによって差異がみられたが、 ALSでもリ

ン酸化シグナルが伝達され、 ALSの進展に伴つで減少

するGDNFを補充する神経栄養因子治療への可能性を

示している。特に、 GDNF遺伝子のプラスミドベク

ターをエレクトロポレーション法により筋肉へ導入

する遺伝子治療の可能性についても触れる。このよ

うなALSにおける運動ニューロン一筋肉系の系統的な

解析は神経細胞死を抑制する治療法の開発にとって

重要で、ある。
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血液脳関門におけるトランスポーター介在
薬物輸送

辻彰、玉井郁巳

金沢大学薬学部薬効動態学

毛細血管内皮細胞で構成される血液脳関門を介し

た薬物の脳移行は、それらの脂溶性と分子サイズに

依存する単純拡散機構に従うと広〈信じられてき

た。しかし近年に至り、内因性物質のみならず薬物

の血液から脳および脳から血液への血液脳関門透過

においてトランスポーターが介在する輸送機構が提

唱されている。我々がクローニングしたモノカルポ

ン酸トランスポータ -MCT1は脳毛細血管内皮細胞の

血液側膜および脳側膜に発現し、乳酸、短鎖脂肪

酸、安息香酸およびその他のモノカルボン酸系化合

物を輸送する。また、血液脳関門にはコリンおよび

H1.受容体措抗薬(mepyramine.azelastine， ketotifen， 

cyproheptadine)、imipramine、propranololなどの脂溶

性の塩基性薬物を輸送する二つの異なる輸送系が存

在する。一方、ペプチド系化合物の脳へのデリバ

リーに対しては受容体介在、あるいは正電荷を有す

るペプチドであれば吸着介在によるエンドサイトー

シス/トランスサイトーシス機構の利用が有用であ

る。抗腫蕩薬 (vincristin，doxorubicin、digoxin、

quinidine、免疫抑制薬 (cyClosporinA， tacro.limus)や

quinolone系抗菌薬 (grepafloxacin，HSR903)のよう

な脂溶性の薬物の脳移行は、 p.糖蛋白質による能動

的#ド出によって制限されている。さらに、 m VIVOお

よびinvitro実験系を用いた最近の研究により、.多く

の薬剤が未知の能動的トランスポーターによって排

出されることが報告されている。

血液脳関門に備わるトランスポータ一群の輸送機

能を利用することによって中枢作用型薬物の脳移行

を促進するあるいは末梢作用型薬物の中枢毒性を回

避するために脳移行を制限することが可能となる。

WS8・2

中枢神経における中性アミノ酸トランス

ポーターの同定

金井好

杏林大学医学部薬理

科学技術振興事業団さきがけ研究

血液-脳関門においては中性アミノ酸の血液から

脳への取り込み輸送系が存在する。中性アミノ酸全

般を輸送する L系 (systemL)や、 Gln、A旬、 Hisを輸

送基質とする N系 (systemN)などが知られている

が、とくに L系は神経系への栄養としての中性アミ

ノ酸の輸送を担当するのみでなく、モノアミン生合

成の前駆体としての芳香族アミノ酸の供給経路、及

びLDOPAの透過経路として関心が持たれ、その分

子的実体の解明が待たれていた。 演者らは、 CD98

として知られる l回膜貫通型の糖タンパク質4F2hc

(the heavy of 4F2 antigen)が、 L系トランスポーター

の機能発現に必須の因子であるという想定のもと

に、 4F2hcとC6グリオーマ細胞 poly(A)+ RNAの共

発現による機能発現クローニングを行い、 L系トラ

ンスポーター LAT1を同定した。 LAT1は 12回膜

貫通構造を持つと予想される糖付加を受けない膜タ

ンパク質であり、その機能発現には 4F2hcと共存す

ることを必要とする o LATl はLeu、Ile、Val、Phe、

Tyr、Trp、Met、Hisといった大型の中性アミノ酸を

輸送基質とし、脳、牌臓、胎盤そして腫蕩細胞に高

発現するL系トランスポーターであった。

LAT1の塩基配列を基にして、さらに 2種の

LAT1類似構造を持つ神経系に発現する中性アミノ

酸トランスポーター U.T2及び asc.1を同定した。

両者ともに、 LATlと同様、 4F2hcを機能発現に必

須の補助因子として要求した。 LAT2は、中性アミ

ノ酸全般を輸送基質とし、 LAT1より広い基質選択

f生を有するL系トランスポーターであった。これに
対しておc'lは小型の中性アミノ酸を選択的に輸送

し、また D'SerやD.Alaにも高い輸送活性を示すと

いう特徴があった。

4F2hcは、脳毛細血管内皮に発現が認められ、そ

こに 4F2hcと連結するトランスポーターが存在する

ことが示唆される。 LATl、LAT2ともに L.DOPAを

効率よく輸送し、古典的 L系の機能的特徴を有して

いる。脳毛細血管内皮での発現の検討が進行中であ

る。
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マウス継代脳血管内皮細胞(MBEC4)を用い

たしDOPAの脳血液関門輸送機構の解析

景山卓、下演俊

京都大学大学院医学研究科脳病態生理

(臨床神経学)

[目的] L-DOPA~土アミノ酸トランスポーターのひと

つである systemLによって輸送される。最近、複数

のグループにより、 systemLカ~ 4F2hcとLATlとい

号2つのサブユニットからなることが証明された。

一方、パ}キンソン病患者においては、脱水や炎症

などによりL-DOPAの作用が低下することが知られて

いる。また、最近では一部のサイトカインがパーキ

ンソン病の病態に関与している可能性も示唆されて

いる O 今回我々は、様々な状況下でのしDOPAの脳内

移行の変化をみるため、マウス継代脳血管内皮細胞

(MBEC4)による[3H[LDOPAの取り込みが、薬物やス

トレスにより変化するか否かを検討した。

[方法]24 welld凶にMBEC4細胞を培養し、 2448

時間のストレスをかけた後、 [3HJL-DOPAの取り込み

を測定した。またwesternblotにより、 トランスポー

タ一分子の発現量も検討した。

[結果]LDOPAの取り込みは、培地中の血清を除去

することで、有意に低下した。また、 tumornecrOSlS 

factor(TNF)αやdexamethasone処置により抑制され

た。一方、これらの処置では、 トランスポータ一分

子(4F2hc、LATl)の発現量に変化はみられなかっ

た。高浸透庄ストレスや、 interferony、interleukin-2

ではLDOPAの取り込み量に変化はみられなかった。

[結論および考察}本研究により、 TNFα が血液脳

関門におけるLDOPA輸送を低下させている可能性が

示唆された。パーキンソン病患者では、黒質におい

てTNFα 陽性のグリアの増生が報告されており、こ

のことがさらにL-DOPAの残存ニューロンへの移行を

低下させている可能性が考えられた。また、炎症状

況下においては、一部のサイトカインやホルモンに

より L-DOPA輸送効率が低下することで、パーキンソ

ン症状が増悪する可能性が示唆された。一方TNFa

やdexamethasoneはsystemLの個々のサブユニットの

発現量に変化は与えなかった。したがって、これら

の刺激は、サブユニット蜜白の細胞膜への移行、サ

ブユニット間の結合などのレベルで作用している可

能性が考えられた。

WS8・4

アストロサイト産生因子による血液脳関門

形質発現の誘導

山本直樹l、祖父江和昔、米田和広3、三浦

裕l、浅井清文l、加藤泰治l
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l名古屋市立大学医学部分子医学研究所生体制御部門

2名古屋市立大学医学部麻酔蘇生学

S名古屋市立大学薬学部製剤学

[目的]血液脳関門 (B-BB)は脳のホメオスタシス

を維持する機構である。一般にアストロサイトは脳

毛細血管内皮細胞に作用してB-BB機能発現をすると

考えられている O しかしこの作用をもっアストロサ

イト機能分子は未だ同定されていない。そこで今

回、アストロサイト条件培養液 (CM)中に存在する

B-BB形質誘導因子をスクリーニングした。[方法1
実験にはウシ大脳より単離した毛細血管内皮細胞を

不死化した細胞株 (t-BBEC1l7)を用いた。 B-BB特

異的形質として、密着帯 (TJ)、Alkaline

phosphatase(ALPj活性、 multidrugresistance (mdr)遺伝

子やglucose輸送体(GLUTl)遺伝子の発現、 D-glucose

の取込を指標とした。透過性は細胞間隙のみを通過

する[14CJL-glucoseを用いて測定した。[結果]

t-BBEC-1l7細胞はB-BB特異的形質をほぼ保持してい

た。二重層培養系の外側にアストロサイト、内側に

tBBEC-117共培養するとt-BBEC-117のL-glucose透過

性は50%に低下した。アストロサイトが産生する既

知のサイトカインを用い、 ALP活性を指標とした

B-BB形質誘導活性をスクリーニングした。 bFGFが一

番強い活'性をもち、 CM中のALPj舌E性もbFGFに起因す

ることが示された。またbFGFはL-glucose透過性も抑

制した。さらにGLUT-lを介する2-deoxyglucoseの取

込みもbFGFやCMによって上昇した。ただmdr遺伝子

及びGLUTl遺伝子の発現量はbFGFでもCMでも変化

なかった。[結論]アストロサイトの条件培養液中

にはbFGFが存在し、 tBBEC-117細胞のB-BB機能を誘

導 (ALP活性促進、 L-glucose透過性抑制)している。

しかし他のmdr遺伝子及び、GLUT-l遺伝子の発現には

影響を及ぼさず、全てのB-BB特異的形質の発現には

b-FGF以外のアストロサイト因子も存在することが示

唆された。
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炎症性サイトカインによる血管脳関門の細
胞接着分子の発現調節

山脇正永、神田隆、水津英洋

東京医科歯科大学神経内科

(目的)多発性硬化症等の炎症性疾患において、

リンパ球の血管脳関門のtransmigrationの段階で種々

の細胞接着分子(CAMs)とcytokinesが関与しており、

この段階をブロックすることによる治療法も試みら

れている。我々は種々のcytokinesにて培養脳微小血管

内皮細胞(BMECs)を刺激し、その細胞膜表面の繍胞接

着分子の発現変化につき検討した。

(方法)ウシ脳をホモジュネートとし

collagenese'dispase処理をした後、 BMECsのpnmary

cultureを作成した。 2週間培養した後に cellular

ELISA (cELISA)法にて検討した。 Microtiterplateに5x 

104/ wellのBMECsを用いた。細胞を約48時間培養し

confluentとなった時点でIL.lβ.TNFα.endothelin'l 

(ET'l)等のcytokinesをinsituで刺激し測定した。定量

的分析にはWestern'blotting法、 TLC'immuno'blotting

法、 ELISA法を用いた。

(結果)サイトカイン非刺激のBMECsには

GM3.GM1. GD1a. GD1b. GT1b. GAl 、E'selectinが発現

していた。 SGPG.LeX. sialyl'LeX (sLeX)の発現は認め

な治、った。 IL.lβによりGM3(392 %). GMl (135 %). 

SGPG. E'selectin (218 %)の発現増加を認めたが、 LeX.

sLeXの発現は認めなかった。定量的分析でもBMECs

にはcytokine刺激前及び後にLeX.sLeXの発現を認めな

かった。

(考察)GM3. LeX. sLeX. SGPG. E'selectinは糖鎖の

関与したCAMsとして知られている。 Invitroの研究で

はGM3はhomo守philicadhesionを、 SGPG.LeX' sLeX 

はL.及びP'selectinのligandである事が報告されてい

る。今回の検討では白血球のCNSホーミングの第一段

階であるrollingの段階で、白血球側のL'selectinの

ligandとして脳血管内皮細胞側ではLeX. sLeXではな

くSGPGが主要な役割を演じていると考えられた。

WS8・6

ラット脳虚血時の脳血液関門とグルタミン

酸再吸収機構の脳温による影響

浅井聴、越恒、永田俊人、高橋泰夫

石川紘一

日本大学医学部薬理学

虚血性神経細胞死が驚くほど虚血中の温度に依存

し、数度の脳温低下が、虚血性障害を劇的に減少さ

せることが知られているが、数多くの研究結果か

ら、明らかな温度依存性があるのは、虚血中の細胞

外へのグルタミン酸 (GLU)濃度の放出量の減少で

あったことから、その減少は脳温低下による細胞保

護効果の有力なメカニズムの一つであると考えられ

ている。また、形態的変化では、脳血液関門の傷害

も特徴的である。

近年我々は、微小透析電極(DialysisElectrode)と

フエロセンを用いた、酸素非依存性GLUのリアルタ

イム測定系を開発し、ラットを使った虚血再濯流実

験系で、虚血中に起こる二相性(神経伝達物質と代

謝プール)のGLU放出機構 (Anoxicdepolalizationと

GLUトランスポーターの逆回転放出機構)と再潅流

後に起こるGLUトランスポーターによると考えられ

るグルタミン酸再吸収機能を区別し、より詳細な

GLU動態の解析が可能になった。ラット 10分間の

虚血再湛流モデルにおいて、脳温と虚血時のGLU動

態を詳細に検討した結果、虚血中のGLUの上昇は、

脳温上昇によって変化を示さず、再潅流後のGLUの

上昇を遷延させたことから、以前から言われていた

脳温上昇による虚血中のGLUの放出の増加は、脳温

の上昇によって、虚血再i産流後のグルタミン酸の取

り込み機構が障害され、その結果としてグルタミン

酸の上昇が遷延する可能性を示唆した。したがっ

て、グルタミン酸再吸収機構は、脳虚血再海流障害

に密接に関わっており、グルタミン酸再吸収を促進

する、すなわち、 GLUトランスポーターが、脳虚血

性疾患に密接に関与している可能性が示唆された。



WS8-7 

心停止後の血液脳関門および血液脊髄関門
の機能的変化・心停止、蘇生マウスを用いた
hemodynamic study-

水島秀勝1.3、 W.A.Banks3、土肥謙二i

中村精紀l、松本 j青
I
、極田清二2

l 
昭和大学医学部脳神経外科
2昭和大学医学部解剖学第 1

3 V AMC， St. Louis University 

!目的|血液脳関門(BBB)及び血液脊髄関門(BSCB)I立、外

傷、脳虚血などの外的変化により脳浮腫などさまざ

まな二次的合併症をもたらすことが報告されてい

る。そこで今回我々は心停止後のBBB及びBSCBの経

時的な機能変化を調べるためにAlbumin、TNFα およ

び子ituitaryadenylate cyclase activating polypeptide 

(PACAP)をラジオアイソトープでラベリングしBBB，

BSCBの障害程度を定量的に解析した。

|方法IICRマウスを全身麻酔下に3.5分間の心停止を行

い、その後CPRを行い蘇生した。 Day0， 1， 2， 3， 5， 7 

及び6h，12h群を作成した。 1131標識Albumin，TNF. 

a，PACAPをG-I0Sephadex column法で作成し、頚静

脈から静注後Il31-Albl土60分後、 TNFおよびPACAP

は10分後に頚動脈から血液を採取し直ちに断頭し脳

及び脊髄を摘出し、脳、脊髄、血液中のRI活性を測

定しbrain/serum， spinal cord/ serum比でBBB，BSCBの機

能的変化を調べた。また心停止マウスの虚血後の体

重、脳、脊髄の各重量変化も併せて測定した。

|結果|心停止後のマウスの体重はDay2で15%の減少

を示しその後漸次改善した。脳の体重変化では心停

止後Day5，7で有意な体重減少を認めたが脊髄では変

化を認めなかった。 BBBIこ関してはDay5にAlb，TNF 

の最大透過性をみとめた。しかしPACAPでは変化を

認めなかった。一方BSCBではDay2でPACAPの最大

の透過性を示し、さらに脊髄の部位別の機能変化を

調べたところ胸髄レベルで透過性尤進が顕著に見ら

れた。しかしAlb.TNFでは変化を認めなかった。

!結論IBBBに関してはDay5にて軽度BBB透過性の充進

を認めた。 BSCBに関しては、 PACAPが虚血後早期に

BSCBを通過することが明らかとなり今後脊髄損傷の

治療に用いる可能性が考えられた。

WS9・1

痛覚闇値に対するドパミン受容体の作用

ー特に部位差の検討ー

野元正弘、清水隆雄、福田健夫、益山隆志

鹿児島大学医学部薬理学
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NLA(neuroleptanalgesia)では鎮痛薬のfentanylととも

に鎮静薬としてdroperidolが用いられる。 droperidolや

sulprideはドパミン受容体措抗薬であり鎮静作用があ

るが、中枢作用として鎮痛薬の効果を高めるように

作用することが知られている。一方、 L-dopa加療時

にはL-dopaの作用の切れるときに一致して痛みを生

じる。私たちはこれカ'L'dopa投与後の鎮痛作用の反

跳現象としての痛覚過敏であることを明らかにし

た。すなわちドパミン受容体の刺激は脊髄では痛覚

関値を上昇させる。以上のことからドパミン受容体

による痛覚関値の制御には部位差のあることが示唆

される。このことを確認するために以下のような検

討を行った。[方法]ddYマウスを用いた。 L'dopaは

脊髄クモ膜下腔、脳室内、腹腔内に投与した。主主痛

の評価はサブスタンス P(SP)仮性寒痛反応、の測定、あ

るいはテールフリック法で行った。 SP仮性寒痛反応、

はSP(6-9pmolJを脊髄クモ膜下腔に投与し、直後より

1分間の腰尾部へのなめる反応あるいは引っかき反

応の回数を測定した。[結果]L-dopa 1 nmolの脊髄ク

モ膜下腔内投与は、 SP仮性癖痛反応、を8%に抑制し

た。この抑制はL'dopaの向量を脳室内に前投与する

ことにより完全に消失した。なお、 L-dopaの腹腔内

投与はテールフリック反応を変えなかったが、 DOPA

脱炭酸酵素阻害薬のbenserazideを脳室内へ投与して

L'dopaを腹経内へ投与すると、テールフリック反応

は対照に較べて有意に延長し鎮痛作用がみられた。

[考察]脊髄では鎮痛に作用するドパミンは脳内で

は反対に作用した。大脳辺縁系はopioidの作用部位で

あるが、ドパミン受容体も豊富に分布する。辺縁系

はドパミンが脳内で痛覚に関与する部位の候補の一

つであろう。[結論]脊髄においてはドパミンは鎮

痛に作用し、脳内のドパミンは脊髄での鎮痛効果を

滅弱させることが示された。
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WS9・2

痛みとサブスタンスP

井上敦子、森岡徳光、熊谷圭、武田和美

秀和泉、仲田義啓

広島大学医学部総合薬学科薬効解析科学

サブスタンス P(SP)は、侵害情報を伝達するペプチ

ド性神経伝達物質である。サブスタンスPは脊髄後根

神経節で遺伝子より前駆体ペプチドを介して生合成

され、末梢の寒痛刺激により、脊髄後角において一

次知覚神経終末部から遊離される。神経伝達物質の

遊離活性はその神経の活動度を現わすものであり、

すなわち一次知覚神経のサブスタンスP遊離活性は痛

みの伝達活性を示すものであると考えられる。本研

究では、 SPの遊離調節機構解明の目的で、一次知覚

神経に着gし初代培養脊髄後根神経節(DRG)細胞を使

用した。

成熟Wistar系ラットからDRGを単離し、酵素処理

することにより分散させ、初代培養細胞を作成し

た。インターロイキンー1β(ruβ)は炎症に関わ

るサイトカインである。炎症時に痛覚過敏が起こる

ことから、培養DRG細胞SPに及ぼすIL.1βの影響に

ついてそのメカニズムを検討した。

IL-1βは、 O.lng/mlをDRG細胞培養液中に添加する

と6時間で培養液中のSP遊離量を約50%有意に増加

した。この作用はEDTAにより抑制されCa依存性で

あった。またIL-1βの作用はIL-1受容体アンタゴニス

トおよびアスピリンやインドメタシンなどのシクロ

オキ.シゲナーゼ(COX)阻害薬により抑制された。従っ

てIL-1βの作用はIL-1受容体およびプロスタノイド系

を介したものであることが示唆された。さらにiし1H 

の作用はCOX-2特異的阻害薬であるNS-398とデキサ

メタゾンにより抑制され、 IL-1β処置により培養DRG

細胞においてCOX-2mRNAの一過的増加が観察され

た。膜透過性の8・bromo-cAMPを培養液中に添加する

と30分でDRG細胞からのサブスタンスP遊離増加が観

察された。以上の結果は培養DRG細胞においてIL-1β 

がCOX-2によるプロスタノイドーcAMP経路を介してザ

ブスタンスP遊離を誘発することを示唆するものであ

り、 IL-1βによる痛覚過敏のメカニズムの一部を説明

しうる作用であると考えられる。

WS9・3

ニュー口トロフィンによる痛覚および触覚

の調節

荒川義弘i、渡漫真知子1、遠藤之洋l

木元克輔i、仙波 りつ子2

l東京大学医学部附属病院分院薬剤部

2愛知県コロニー研究所

NGFは、局所投与により痛覚過敏を惹起するこ

と、炎症時における痛覚過敏発現に関与することな

どが明らかになっている。一方、他のニューロトロ

フィン (NT)については、皮膚知覚に対する機能は

明確ではない。そこで、皮膚におけるNTの発現量を

正常時および炎症時について測定し、痛覚および触

覚機能との関連性について検討した。また、 NT局所

投与による作用についても検討した。炎症モデル

は、ラットの右後肢足裏にアジュバントを皮下注射

して作成した。組織中NTmRNAの測定は、各NTの標

準RNAと内標を用いたRT-PCR-HPLC法を確立して

行った。 NT蛋白量はEL1SA法により測定した。圧痛

覚はvonFrey hairs法により、熱痛覚はwaterbath法に

より測定した。触覚は、中空に懸垂した足をペイン

トブラシでなで、足を屈曲する頻度により評価し

た。正常ラットにNTを足裏に局所投与した場合、

NGFは1時間後で既に圧痛覚と熱痛覚の過敏を生じ、

BDNFはNGFより多い量で遅れて圧痛覚の過敏を生

じ、 NT-3は何れにおいても変化が見られなかった。

一方、炎症モデルにおいては、 NGFmRNAは急速に

誘導され6h-rでピークに達した後、急速に低下し

た。 BDNFとNT-3のmRNAの発現は逆に急速に低下し

約10時間で最低になった後、 2ないし3日で回復し

た。 NGFとNT-3の蛋自の動きもほぼ同様であった

が、 BDNFは何れにおいても測定限界以下であった。

一方、この時、熱痛覚はNGFの動きとよく一致し、

熱痛覚が神経終末においてNGFによる調節を受けて

いると考えられた。圧痛覚の過敏にもNGFの関与が

報告されているが、 NGFレベルが低下した後も過敏

状態が持続することから、上位での2次的な変化が

考えられた。触覚については、炎症とともに低下す

ることを見いだし、その動きはBDNFおよびNT-3の

うごきと一致した。 BDNFやNT-3が低下している5時

間後にBDNFやNT-3を投与すると、 BDNFでは回復促

進することがわかり、 BDNFが触覚機能の維持に重要

な因子であることが明らかとなった。



WS9・4

痛みとオピオイド受容体

南雅文、佐藤公道

京都大学薬学研究科生体機能解析学分野

モルヒネなどの麻薬性鎮痛薬および内因性オピオ

イドペプチドは、生体内に存在するオピオイド受容

体に作用することにより痛みの情報伝達を抑制的に

修飾する。現在までに、一次感覚神経から脊髄後角

への痛覚情報伝達とオピオイドによる制御に関する

神経化学的機序は、かなり明らかにされてきた。演

者らも、痛覚情報伝達への関与が考えられているサ

ブスタンスPやグルタミン酸の一次感覚神経終末か

らの遊離が、オピオイド類、特にμ オピオイド受容

体アゴニストにより強く抑制されることを見いだし

ており、さらに、ダブルインジツハイブリダイゼー

ション法によりサブスタンスP前駆体mRNAを発現す

る一次感覚神経細胞の90%以上がμオピオイド受容

体mRNAを発現していることを報告している。また、

脊髄後角に発現しているオピオイド受容体が痛覚情

報伝達制御に関与することを示唆する研究結果とし

て、持続的な侵害刺激によりサブタイプ特異的な受

容体遺伝子発現変化が起こることも見いだしてい

る。脊髄後角におけるオピオイド鎮痛の神経化学的

機序がかなり明らかにされてきたのとは対照的に、

高次中枢におけるそれは不明な点が多い。今後、体

性感覚情報の中継核である視床や、痛みに伴う不

安、怒り、抑欝などの情動反応形成に関与している

と考えられる扇桃体などにおけるオピオイドの作用

の神経化学的機序を明らかにしていく必要がある。

特に、情動面での変容が痛みの感覚を修飾しうるこ

と、また、臨床上、痛みに伴う不安や抑欝などの情

動反応が病状の悪化や治療の妨げにつながる場合が

あることなどを考えると、属桃体をはじめとする大

脳辺縁系におけるオピオイドの作用機序を明らかに

することは重要である。演者らは、インジツハイブ

リダイゼーション法により、扇桃体においてμおよ

びκオピオイド受容体mRNAが強く発現していること

を見いだしており、現在、ダブルインジツハイブリ

ダイゼーション法により、それらオピオイド受容体

発現細胞が含有する神経伝達物質あるいは神経ペプ

チドを明らかにすることを試みている。

WS9-5 

痛覚伝達系における P2X受容体の役割

井上和秀1、津田誠!、上野伸哉2

1国立衛生研究所薬理学

2福岡大学医学部薬理学研究所
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三叉神経節および後根神経節におけるイオンチャ

ネル型ATP受容体の一つである P2X3受容体の特異

的発現が報告されて以来、痛覚伝達系における P2X

受容体の生理的役割が注目されている。我々は、急

性単離したラット脊髄神経後根節細胞のRG)を細胞

体の大きさおよびcapsalclllに対する反応性の有無か

ら3種類に分類し、 ATPにより誘発される内向電流

をwhole- cell patch clamp法によりそれぞれ測定し

た。その結果、小型の capSaJCln感受性DRGにおい

ては急激な脱感作を伴う電流が、中型のcapsalCIll非

感受性DRGでは脱感作を示さない電流がそれぞれ

出現した。しかし、大型の締胞ではATP誘発内向き

電流が検出できなかった。 P2X受容体の遺伝子を導

入した C6BU-l細胞における電気生理学的検討と III

situ hybridyzation法を用いたラット DRGにおける

P2X受容体の局在性を検討した結果より、小型の

capsaJclll感受性DRGでの ATP誘発電流は P2X3受

容体を、中型の capsaicin非感受性DRGでは

P2X2+3受容体を介することが明かとなった。

一方、行動薬理学的検討から、ラットの足底部に

P2X受容体作動薬を投与することで終痛反応が惹起

されることが報告されている。また、我々は、 P2X

受容体作動薬をマウスの髄腔内に投与することによ

り、熱刺激に対する痛覚過敏を誘発することを明ら

かにした。その発現機序として、脊髄後角に終末し

ている一次知覚繊維の末端部に存在する P2X3受容

体の活性化がglutamate遊離を誘発し、遊離された

glutamateによる NMDA受容体の活性化が重要である

ことを想定している。以上の知見から、一次知覚繊

維における P2X受容体は、末梢側においては痛みの

発生に、一方中枢側では痛みの調節にそれぞれ役割

を担っていることが示唆される O
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WS9・6 WS9・7

片頭痛関連遺伝子 ノシセプチンと痛み

竹島多賀夫、足立芳樹、楠見公義 植田弘締

古和久典、中島健二 長崎大学薬学部分子薬理学

鳥取大学医学部脳神経内科

片頭痛は拍動性頭痛に悪心・恒吐・光過敏・音過

敏を伴う遺伝性疾患である。欧米では人口の約 15 

-20%が、本邦では約 9%が権患している。片頭痛

は未解明の点が多いが、病態仮説として三叉神経・

血管説が提唱されている。硬膜血管には三叉神経終

末が分布しており、その興奮により無菌性炎症をき

たすとするものである。セロトニン、サブスタンスP

等の神経伝達物質が関与する。

単一遺伝子異常による特殊な片頭痛としては、 19番

染色体に連鎖する家族性片麻薄性片頭痛 (FHM)に

おいて、 P/Q型Caチャンネルのサブユニット(CACNL

1 A4)の点変異が同定された。また、ミトコンドリア

遺伝子変異によるミトコンドリア脳筋症では片頭様

頭痛を合併し片頭痛におけるミトコンドリア機能が

検討されている。

一方、大多数の片頭痛では遺伝的に規定された発症

関債と食事・ライフスタイルを含めた環境要因の関

与が想定されており、片頭痛発作の誘発関値を低下

させうる遺伝子の探索がなされている。セロトニン

受容体 (5HTR)には複数のサブタイプが知られてい

るが、 5HT2C'RCodon 23にはCys: Ser遺伝子多型が

ある。我々はSerアリル頻度が前兆を伴う片頭痛群で

非頭痛対照と比較して有意に高いことを見出した。

ドパミン受容体(DRD2)遺伝子多型 (C313T、His)に

おいて欧米白人の片頭痛患者でCアリル頻度が有意に

高いと報告されたが、日本人における我々の検討で

は有意差はなかった。メチレンテトラヒドロ葉酸還

元酵素 (5，10'Methylenetetrahydrofolate reductase; 

MTHFR)のC677T遺伝子多型は冠動脈疾患・脳血管

障害との関連において注目されているが、頭痛患者

の検討では片頭痛群 (n=74)におけるTアリル頻度

は0.48で、非頭痛健常対照群 (n=261lの0.35と比

較して有意に高かった。さらに"前兆を伴う片~Jí

痛"群では0.64と著明に高いTアリル頻度であった。

MTHFR変異により軽度の高ホモシステイン血症をき

たすことが知られているが、興奮性アミノ酸として

作用するホモシステインが片頭痛の発症関値に影響

するものと考えられる。片頭痛関連遺伝子の検索結

果と片頭痛発症機序の関連についても考察する。

ノシセプチンは脳内あるいは脊髄内に投与した僚に

寒痛過敏や鎮痛が観察されるが、終痛制御に関する

そのメカニズム並びにその生理的役割については十

分な検討はされていない。我々は新しく考案した末

梢性寒痛試験法を用い、サブフェムトモルレベルで

の寒痛誘発作用を見出し、しかもカルシウム流入を

含む細胞内メカニズムによるサプスタンスp遊離を介

することを見出している。同レベルのノシセプチン

を脊髄腔に投与した際にも同様な侵害反応が観察さ

れるが、ピコモルレベルの末梢端並び、に脊髄腔への

投与ではそれ自身の侵害応答は極端に滅弱し、逆に

サブスタンスP誘発侵害作用を抑制した。我々はこの

作用の違いが侵害受容器末端におけるリガンド結合

以降の受容体クロストークに関係があることを見出

している。更に、脊髄後シナプスにおけるノシセプ

チンの役割をカプサイシン処理マウスあるいはタキ

キニン遺伝子欠損マウスを用いて検討したところ、

ノシセプチンは侵害応答に対し抑制作用を示した。

寒痛制御機構におけるノシセプチンの生理的役割を

検討するため、ノシセプチン受容体遺伝子欠損マウ

スを用いたところ、遺伝子欠損マウスでは他の発痛

物質(ブラジキニンなど)の末梢端への投与によるサ

ブスタンスP神経を介する効果を1000倍以上も過敏

にさせた。更に、脊髄腔に投与したサブスタンスPに

よる侵害反応も著明に増強した。従って、ノシセプ

チン神経系は脊髄において、サブスタンスP神経の受

容ニューロンの下流に存在し、英軍痛抑制としての生

理的役割を有していることが示唆された。



WS9-8 

脊髄における痛みの発現機序

南敏明1、伊藤誠二2

1大阪医科大学麻酔科学

2関西医科大学医化学

演者らは、マウス髄腔内に投与した PGE，と PGF，

aが生理活性物質としてはじめてアロデイニア(軽い

触覚刺激で誘発される痛みの現象)を誘発することを

見いだした。薬理学的実験およびNMDAグルタミン

酸受容体ノックアウトマウスを用いた実験から、

PGE，と PGF" によるアロデイニアはグルタミン酸

NOを介することを明らかにした。さらに、生後2

日目のマウスにカプサイシン処理を行い C線維を除

去したマウスでアロデイニアの実験を行うと、 PGF，

a によるアロデイニアはカプサイシン処理により全

く影響されなかったが、 PGE，ではカプサイシン処理

をしたマウスではアロデイニアが全く誘発されなく

なった。また、 PGE，のアロデイニアはモルヒネで抑

制されるのに対し、 PGF" のアロデイニアは抑制さ

れない。正常な状態では、触覚刺激を伝達する Aβ

i制陸は痛覚伝達に関与しないが、病的な状態におい
ては Aβ 線維がアロデイニアの伝達に関与すると考

えられていた。これらの結果は、アロデイニアにC

線維を介するものがあることが示され、アロデイニ

アにはモルヒネに感受性のものと非感受性のものと

少なくとも 2種類あることが示された。

lvIeunierらおよびReinscheidらのグループとほぼ同

時に、演者らはウシ脳から新しいタイプのオピオイ

ド受容.体ROR-Cの内因性リガンド、ノシセプチンの

単離・同定に成功した。ノシセプチン前駆体mRNA

が脊髄後角に存在し、鎚腔内投与したノシセプチン

が生理的濃度でアロデイニアを誘発すること、ノシ

セプチンの痛覚反応がグリシンの同時投与で抑制さ

れることから、その作用が中枢性の脱抑制に起因す

ることを明らかにした。

PGE，および PGF" は興奮系アミノ酸グルタ

ミン酸による神経シナプスの可塑性により、神経細

胞の感受性が増大しアロデイニアを誘発する。ノシ

セプチンは抑制系アミノ酸グリシンの脱抑制により

アロデイニアが生じる。アロデイニアの発現には、

少なくとも 2つの機構が存在することが明らかと

なった。
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V1・01

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(V!I) : ACh分泌に
おける5・H丁目受容体とらHT1A受容体との

相互関係

平野均1、松田芳人2、渡辺義文2、平田牧三1

1山口大学保健管理センター、 2山口大学医学部神経精

神医学教室

5-HTによる皮質ACh分泌の制御機構を解明する一

環として、脳微小透析法を用いて前頭葉ACh分泌に

おける5-HT2A受容体と5-HT'A受容体の相互関係につ

いて検討した。

Wistar系雄性ラットの前頭葉に透析プローブを留

置し、 2日後に無麻酔・自由行動下で人工脳脊髄液を

還流し、透析液中に回収されるAChをHPLC-ECDによ

り10分間隔で測定した。 5-HT'A受容体agomstの

8-0H-DPATとantagonistのWAY100-635は蒸留水

に、 5-HT分泌促進薬のfenfluramine、5-HT，受容体

agonistのDOI、5-HT2Aantagonistのketanserinは生理

食塩水に、またプロープを介して前頭葉に60分間に

わたって投与した8-0HDPATとWAY100-635は人工

脳脊髄液 (pH7.4)に溶解した。

皮下 (1.0mg/kg)ならびに前頭葉(10μM)に投

与した8-0H-DPATは、共に前頭葉ACh分泌を有意に

増加した。一方、皮下 (0.1mg/kg)あるいは局所投

与 (0_1.10μM) したWAY100-635は、 ACh分泌に

は影響をもたらさなかった。さらにたnfluramine(10 

mg/kg， i.P.)、またはDOI(2.5 mg/kg， i.p.)投与30分

後に局所投与した10μMのWAY100-635も、

fenfluramineとDOIのACh分泌増加作用には何ら影響じ

なかった。しかし、同様の方法でDOI投与後に前頭葉

に投与した10μMの8-0H-DPATは、 ACh分泌をさら

に著しく増加したo一方、 ketanserin(5.0 mg/kg， 

i.p.)投与30分後に局所投与した同濃度の

8-0H-DPATはACh分泌を軽度増加したが、 ketanserin

単独投与群との比較では有意差は認められなかっ

た。

以上の実験結果から、。5・HTはシナプス後5-HT'A

受容体を介してACh分泌をtomcには促進していない、

8fenfluramineによるACh分泌の増加は主として

5-HT'A受容体を介して行われており、この際5-HT'A

受容体は重要な役割を担っていない、 85・HT2A受容

体が活性化している状態では、 5-HTによるシナプス

後5-HT'A受容体を介するACh分泌促進作用は允進して

いる可能性が示唆された。

V1・02

ラット前頭葉におけるキノリン酸注入後の
内在性D-セリンの変化

岩間久行、山本直樹、高橋勝宣、

海野麻未、西川徹

国立精神・神経センター神経研究所疾病研究第3部

D-セリンは、 NMDA受容体のアロステリック・アゴ

ニストとして作用する脳内在性物質である。 Dセリ

ンに対する抗体を用いた免疫組織化学的研究やグリ

ア細胞における取り込み活性の解析結果等から、内

在性Dセリンは主としてグリア細胞に含まれること

が示唆されてきた。さらに、細胞外液中のDセリン

濃度が神経伝導遮断薬の潅流によっても減少せず脱

分極刺激後に増加しないことから、内在性Dセリン

はグリア細胞から放出されている可能性がある。今

回、ニューロンとDセリンとの関連を明らかにする

B的で、神経細胞体を選択的に破壊(グリア細胞や神

経終末は存続)する毒素のひとつであるキノリン酸

(240 nmol/ side)を注入したラット前頭葉皮質組織中

のDセリンの変化を調べた。注入 l遊間後では、従

来の報告に一致してしグルタミン酸やGABAの含量が

著明に低下した。この時、 Dセリンも対照群(生食

投与)の30%程度にまで低下することが明らかと

なった。一方、 Lーセリンは約70%残っていることか

ら、このDセリンの著明な低下はD体に特異的な変

化であると考えられる。一方、大脳皮質の局所破壊

によって線状体部分のDセリン含量にほとんど変化

が認められず、線状体の局所破壊によっても大脳皮

質部分のDセリン含量に変化がないことから、この

Dーセリン含量の変化は他部位から投射を受けた神経

終末よりもむしろ局所に存在する神経細胞体の破壊

を反映したものと考えられる。マイクロダイアリシ

スの結果、キノリン殻によって局所の細胞外液中D

セリン濃度も対照群の約50%に低下した。今回の結果

は、ニューロンがDセリンの代謝に関与する可能性

を示唆する。ニューロンーグリア細胞間の相互作用

がその調節に関わる可能性が考えられる。



V1・03

ラット松果体に発現しているAMPA型グル
タミン酸受容体の機能

八代聖基i、山田浩司:、林美都子1、

山本章嗣2、坪井誠二1、森山芳則I

l岡大・薬・生理化学、 2関西医科大・第一生理

ラット松果体実質細胞(pinealocyte)は時間情報ホル

モンであるメラトニンを分泌するだけでなく、興奮

性のアミノ酸である L-グルタミン酸を開口放出して

いる。我々は、昨年の本大会において放出されたグ

ルタミン酸がパラクリン的に作用し、代謝型受容体

(mGluR3)を介して松果体細胞のメラトニンの合成を

抑制していることを報告した(1)。

今回我々は、松果体にイオン型グルタミン酸受容

体も発現していることを見いだした。 RT-PCR法及び

Northern blotting法によりラット(3週令オス)の松果体

にGluR1・KA2-NR2Cの3種類のmRNAを検出し

た。 GluR1は蛋白質レベルで同定できるが、他のもの

は検出できなかった。 GluR1は松果体細胞の原形質膜

に存在していた。 Fura-2を負荷した松果体細胞に

AMPAを添加すると一過性に細JmP;、lCa'+濃度が上昇し

た。この上昇は細胞外液にCa2+が存在しないと起こ

らず、 AMPA型受容体のアンタゴニストやL型Ca2+

チャンネルブロッカーにより阻害された。一方、

NMDAでは細胞内Ca2+濃度は上昇しなかった。

AMPAによりグルタミン酸が関口放出された。

以上の事から松果体には機能的なGluR1が発現して

おり、この受容体を刺激するとマイクロベシクル内

のグルタミン酸が関口放出されると結論した。従っ

て、松果体細胞ではグルタミン酸依存的にグルタミ

ン酸が分泌され、器官全体に刺激が効率的に伝達さ

れている可能性がある。

(1) Yamada et.al(1998)J Neurosci 18:2056-2062， 

4946-4952_ 

V1・04

副腎におけるNMDAレセプターの発現

槍井栄一l、名田聡美l、荻田喜代一1、

米田幸雄2

1摂南大・薬・薬理、 2金沢大・薬・薬物
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グルタメイト(Glu)レセプターは、イオノトロピッ

ク型とメタボトロピック型に大別され、前者はさら

に外国性アゴニストに対する感受性の相違により

NMDA型とnon-NMDA型に分類されるが、いずれのサ

ブタイプも中枢神経系に局在性が高いと理解され

る。しかしながら、演者らは以前に脳以外にも末梢

組織である下垂体や副腎に、 [3H[Glu特異的結合部位

が存在する事実を見出した。したがって、今回は

RT-PCR法およびイムノプロット法などを用いて、こ

れら末梢組織におけるGluレセプター局在の可能性を

検討した。

ラット全脳、下垂体および冨リ腎からtotalRNAを抽

出したのち、 oligo(dT)カラムによりmRNAを精製

し、各GluレセプターサブユニットのcDNAsを特異的

に認識するプライマーを用いたRT-PCRを行った。そ

の結果、全脳標品では調べたすべてのイオノトロ

ピック型GluレセプターサブユニットmRNAの発現が

認められたのに対して、下垂体ではNR2B以外のすべ

てのサブユニットmRNAが、また副腎においては

GluR1，2，3，5およびNR1，NR2C，NR2Dサブユニット

mRNAがそれぞれ検出された。

次いで、各Gluレセプターサブユニットを特異的に

認識する抗体を用いたイムノプロッテイングによ

り、ラット全脳、下垂体および司j腎におけるレセプ

タータンパク質の発現を併せて検討したところ、全

脳では調べた全サブユニットの発現が観察されたの

に対して、副腎髄質ではNR1の発現が、また下垂体

ではGluR617およびNR1の発現がそれぞれ認められ

た。

以上の結果より、中枢神経系だけでなく末梢組織

である副腎や下垂体においても、 NMDAレセプター

が存在する可能性が示唆される。
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V1・05 V1・06

ヒスタミン H1受容体の細胞内 DAMP;去を用いた松果体細胞のシナプス小胞
internalization 様オルガネラ(マイクロベイクル)内部pH

福井裕行i、中川美和子1、藤本勝巳2、

堀尾修平l、久山哲贋l

l徳島大学薬学部薬理学、 2広島大学歯学部生化学

ヒスタミン Hl受容体は中枢ヒスタミン神経系の覚

醒作用、食欲調節、飲水調節、体温調節、平衡感覚

調節、神経内分泌調節、痘筆抑制などのヒスタミン

の多彩な中枢機能を仲介する。そして、 Hl受容体は

ニューロンのみならずグリア細胞にも多く存在す

る。 Hl受容体の脱感作は Hl受容体発現細胞を保護す

る機構であると考えられ、ヒスタミンおよびそれ以

外の神経作用物質により引き起こされる。そして、

受容体リン酸化が関与することが明らかにされつつ

ある。 Hl受容体の脱感作は受容体のG蛋白との

uncoupling、細胞内への ir巾 rnalizat附 i、受容体数の

down-regulationの3つのステップに分けられる。今

回、 internalizationについて調べた。ヒトのリコンビ

ナント Hl受容体を発現する Chinesehamster ovary 

(CHO)細胞をヒスタミンで刺激すると、破砕した

CHO細胞の異なる密度のショ糖重層による超遠心に

より Hl受容体が細胞膜分函より密度の小さい分画に

移行し、 nternalizationが引き起こされたと考えられ

た。蛋白キナーゼC (PKclの活性化は Hl受容体の

脱感作を引き起こすが、ホルボールエステルによる

刺激も Hl受容体の internalizationを引き起こした。

しかし、ヒスタミン刺激による Hl受容体の

internalizationはPKC阻害薬により抑制されなかっ

た。 Hl受容体の PKCリン酸化部位であり、脱感作

に関与する Ser398をAlaに変異させた S398AHl受

容体はヒスタミンによる internalizationが著明に滅弱

した。

の測定

林美都子l、山本章嗣2、森山芳則1

l岡大・薬・生理化学、 2関西医科大・第一生理

内分泌細胞には分泌頼粒とは別にシナプス小胞様

オルガネラ(マイクロベジクル)が存在し、神経伝

達物質を分泌し、隣接する細胞のホルモン合成・内

分泌を制御している。マイクロベジクルはシナプス

小胞と同様に液胞型H+ーATPaseを主要な構成要素と

して含んでおり、内部は酸性に維持されている。し

かしながら、これまで生細胞における正確なpH値は

不明であった。今回、我々はDAMPi法と凍結超薄切片

を組み合わせた免疫電子顕微鏡法を用い、松果体細

胞におけるマイクロベジクルの内部pHを定量した。

(方法)ラット松果体を50μMDAMPを含む培養液

で1時間培養後、固定し、凍結超薄切片を作製して、

抗DAMP抗体、コロイド金標識2次抗体と反応させ

た。電顕写真上でシナプス小胞様オルガネラ、およ

び核(中性コンパートメント)に結合した金粒子密

度を計測して、両者の比からpHを算定した。

(結果)マイクロベジクルの内部pHは5.07土0.09(n 

= 7)であり、バフィロマイシンA1と塩化アンモニウ

ム添加によりそれぞれ5.92:t0.29(n =4)、6.20土

0.11 (n =4)に上昇した。

(結論)マイクロベジクル内が強く酸性化されてい

ること、この酸性化が液胞型ATPaseによることが明

確になった。



V1-07 

神経系細胞におけるCa2+遊離の基本要員
(elementary Ca2+ release events)の解
析

小泉修一、井上和秀

国立衛研・薬理

共焦点レーザー顕微鏡を用いて、 NGFで分化させ

たPC12細胞及び海馬初代培養神経細胞における、

Ca2+遊離の基本要因の解析を行った。細胞の神経繊

維部分で、低濃度caffeine刺激により、 ryanodine受容

体(RyR)から空間的に非常に局在したしかもライフタ

イムの非常に短いCa2+遊離"spark"が、また

bradykinin (PC12細胞)及び、代謝型glutamate受容体

アゴニスト、 t.ACPD(海馬)刺激により、 inositol'l.

4.5廿isphosphate受容体(InsP3R)から同様のCa2+遊離

"puff"が認められた。これらを視覚化し、それぞれの

性質を詳しく解析した。神経系細胞におけるspark及

びpuffは、従来報告されていた非神経細胞のそれらと

は性質が異なり多くはRyRsとInsP3Rsの混在した受容

体群から惹起されており、両者は互いに影響を与え

合っていた。従って、一方の受容体をブロックする

と、多くの場合、他方の応答も消失した。 Spark及び

puff は小胞体内Ca2+量に依存しており、ストアのCa2+

量増加により、その大きさ及び頻度は顕著に増大し

た。さらにこれらの応答は神経線維の分岐点"branch

point"で多く認められ、普段はその近傍に局在してい

たが，ストアのCa2+量を増加させるとグローパルな

Ca2+応答に移行した。 Ca計ストアである小胞体は、細

胞体だけでなく、軸策、樹上突起、さらにspineに至

るまでくまなく張り巡らされており、遊離された

Ca2+は自己再生的に細胞全体に伝搬し得ることから

『神経細胞内のもう一つの神経 (aneuron within a 

neuron}jと呼ばれて注目されている(Berridge.

Neuron. 21.13，26. 1998)0 ci+遊離の最も基本的な
要因であるspark及び、puffからグローバルな応答への

スイッチ機構は神経細胞におけるCa2+を介した情報

伝搬の観点から非常に重要であると考えられる。

V1-08 

FK506 binding protein (FKBP)による細

胞内Ca2+動態の調節機構について

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

近年、 FK506binding protein(FKBP)がIP3受容体

(IP3R)やryanodine受容体(RyR)に会合してチャンネル

安定化に寄与することが示されつつあり、免疫抑制

薬の副作用発現の指標として注目されているが、そ

の機序は不明である。さらにcyclicADP'ribose 
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(cADPR)がFKBP12.6に作用しRyRからCa2+動員作用を

現すことが勝臓7細胞で明らかにされた。そこで、

RyRチャネルにおけるFKBPの役割を明らかにすべ

く、副腎クロマフィン細胞を用いcADPRによるCa2+

遊離およびICa2+jiダ、イナミックスへのFKBPの関与に

ついてRyR阻害薬および免疫抑制薬を用いて検討を加

えた。 Digitoninで膜透過性としたクロマフィン細胞

でFK506.rapamycinはcADPRのCa2+遊離を抑制した

が、 cyclosporinA(CsA)は増強した。これら薬物は

caffeine、ryanodineによるCa2+遊離に対しては強い増

強作用を示した。 FK506およびrapamycinはFKBPに

結合しRyRから解離させることから、 cADPRの作用点

がFKBPにあることが示唆される。また、 CsAは

cyclophilinと複合体を形成しcalcineurinを阻害するこ

とが知られており。 calcineurinはFKBPをアンカーと

してRyRに作用すると考えられる。従ってこれら免疫

抑制薬によりRyRの脱リン酸化が阻害され、 Ca2+遊離

が増強されたものと推測された。無傷細胞でAChは急

峻で一過性の上昇とそれに続く持続したICa2+ji上昇を

引き起こした。 FK506.rapamycinはICa2+ji上昇を一過

性に増強したが、ピーク後急速に下降し、持続時間

の著しい短縮を認めた。 RyRを阻害するlmperatoxin

inhibitor (lpTxi)でも同様に持続相を抑制した。 CsAで

は抑制はみられなかった。さらにFK506.rapamycin 

の作用はIpTxiで処置した細胞では認められず、

cADPRがRyRに作用しICa2+ji上昇の維持に寄与してい

ることが示唆された。

以上、 FKBPはcADPRのターゲットとして、また

calcineurinのアンカーとしてRyRチャネル活性に影響

し、 [Ca'+jiダイナミックス調節に寄与していることが

示唆された。
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V1・09

神経突起伸展におけるカルモデュリン依存

性プロテインキナーゼ 11のCa2+非依存性
活性の役割

極JII 由美、吉村好之、山内卓

徳島大学薬学部生化学

カルモデユリン依存性プロテインキナーゼII(キ

ナーゼ II)は脳に高濃度に存在し、記憶をはじめ脳の

高次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。私達は、培養細胞を用いてキナーゼII

の機能解析を行っている。以前に、キナーゼII過剰

発現細胞では神経突起の伸展が促進されたことか

ら、神経突起伸展にキナーゼIIが関与していること

を報告した。また、キナーゼIIは自己リン酸化によ

りCa2+非依存性活性を示すことから、本研究では神

経突起伸展におけるキナーゼIIのCa2+非依存性活性

の役割について検討した。

神経芽細胞(Neuro 2a )にキナーゼ IIα アイソ

フォームおよび自己リン酸化部位の点変異をおこし

たαアイソフォームのcDNAを導入した。これによ

り、 αクローン、自己リン酸化を受けない変異酵素

を発現する T286Aクローン、及び自己リン酸化した

キナーゼ IIと同様の効果を持つ変異酵素を発現する

T286Dクローンをf尋た。
各クローンの形態を観察した結果、 αクローンは

継代後 24時間以内の早い時期に急激な突起の伸展を

おこし、 72時間後には伸展が停止した。この際の突

起の長さは、細胞体の:3 ~5倍程度であった。これ

に対して、 T286Dクローンは継代後24時間では丸い

形態を示しており、継代後48時間頃からゆっくりと

持続的に突起が伸展しはじめた。 96時間後には αク

ローンよりも突起が長くなり、その後もさらに伸展

を続け、突起の長さは細胞体の10倍近くまで達し

た。 T286Aクローンは、継代後の時間に関わらず丸

い形態を示し、突起の伸展は全くみられなかった。

また、自己リン酸化したキナーゼIIに特異的な 抗

体を用いたイムノブロットにより、 αクローンでは

継代後、突起の伸展に先立つて細胞内でのキナーゼ

Hα アイソフォームの自己リン酸化レベルが上昇す

ることが明らかとなった。これらの結果から、神経

突起の伸援にはキナーゼHが関与しており、特にキ

ナーゼ IIのCa2+非依存性活性が重要であることが示

唆された。

V1・10

小脳頼粒細胞とアストロサイトに存在する
カルシウム/カルモデュリン依存性プロテイ
ンキナーゼ11デルタの同定と細胞内局在

山本秀幸、竹内有輔、福永浩司、宮本英七

熊本大学医学部薬理学第一

カルシウム/カルモデュリン依存性フaロテインキ

ナーゼII(CaMキナ}ゼII)は、神経系におけるカルシ

ウムを介するシグナル伝達に深く関与している。本

酵素にはアルファ、ベー夕、ガンマ、デルタの4種類

のサブユニットの遺伝子が存在する。デルタサブユ

ニットにはスプライシングの違いにより、 8種類のア

イソフォームが見出されている。我々はデルタサブ

ユニットの神経系での機能を明らかにする目的でデ

ルタ1.4に対する抗体を作製した1)。本抗体を用いて

デルタ1.4が小脳と培養アストロサイトに多量に存在

することを見出した。小脳の免疫染色では頼粒細胞

の細胞質と核が強く染色された1)。それぞれのアイ

ソフォームをRT'PCR法と免疫プロット法により同定

し、その細胞内局在について検討した。ラット小脳

にはデルタ1.4が全て存在し、デルタ1が最も多く発

現していた。核移行配列(NLS)を有するアイソフォー

ムとしてデルタ3に加え、新たにデルタ3.1と3.4を見

出した。得られたそれぞれのアイソフォームを

NG108.15細胞に発現させると、デルタ1は細胞質に

デルタ3は核内に局在した。ラット脳の培養アストロ

サイトには4種類のサブユニットが全て存在してい

た。検出された10種類のアイソフォームの中でデル

タ2が最も多量に発現していた。アストロサイトの免

疫染色により、デルタ2はゴルジ体に局在することが

明らかになった。すなわち、小脳穎粒細胞とアスト

ロサイトでは存在するデルタアイソフォームの種類

と細胞内局在に違いが認められた。これらの結果は

本酵素がそれぞれ異なる機能に関与していることを

示唆している。また、デルタ3.1や3.4の細胞内局在に

ついての検討から見出したNLSの機能を阻害するアミ

ノ酸配列についても報告する。

1) Takeuchi Y. et al. (1999) J.Neurochem. 72. 815.825. 



V1-11-

培養海馬神経細胞におけるCaMkinase IV 

のリン酸化反応と活性化反応

笠原二郎、福永浩司、宮本英七

熊本大学医学部薬理学第一講座

CaM kinase IVは、神経細胞の核に豊富に存在し、

神経活動に伴った遺伝子発現制御に関与すると考え

られている。私達は、培養ラット海馬神経細胞にお

いて、グルタミン酸刺激や高カリウム脱分極刺激に

よって、 CaMkinase IVのリン酸化反応がCaMkinase II 

と同様に尤進することを見出した。薬理学的検討の

結果、グルタミン酸刺激によるリン酸化反応は、

MK801によって抑制され、 CNQX、AP3などは抑制

しないことから、 NMDA受容体を介することが明ら

かになった。さらにNifedipineは弱い抑制効果を示

し、 L型カルシウムチャネルの関与は小さいことがわ

かった。アゴニストによる実験を行ったところ、予

想通りNMDA投与によってCaMkinase IVのリン酸化

反応が充進したが、 AMPA投与によってもリン酸化反

応は尤進した。この反応を解析したところ、 AMPAは

細胞を税分極させて内因性のグルタミン酸放出を促

進し、その結果NMDA受容体を介したカルシウム流

入が生じてCaMkinase IVのリン酸化反応が充進した

と考えられた。一方、高カリウム脱分極刺激による

リン酸化反応には、グルタミン酸受容体阻害剤はほ

とんど抑制効果を示さず、 Nifedipineによって強く抑

制されたことから、この反応には L型カルシウム

チャネルが関与していることが明らかになった。

また、 CaMkinase IVのC末端部分を認識するポリク

ローナル抗体を用いて免疫沈降を行い、ペプチド基

質を利用して、神経細胞に発現しているCaMkinase 

IVの活性化反応を検討した。その結果、グルタミン

酸刺激や高カリウム刺激によるリン酸化反応の充進

に伴ってCaMkinase IVの活性も確かに上昇してお

り、グルタミン酸刺激による活性化反応にはNMDA

受容体が、高カリウム脱分極刺激による活性化反応

にはL型カルシウムチャネルが関与することが明らか

になった。このように、リン酸化反応と活性化反応

それぞれで得られた結果が一致し、培養海馬神経細

胞におけるCaMkinase IV活性化機序が明らかになっ

た。
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V1・12

一本鎖DNA結合蛋白質PurαのCRE事写活
性への影響について

定方哲史、郭哲輝、三木直正

大阪大学大学院医学研究科情報薬理学講座 A6

慢性モルヒネ処理したマウス脳で、一本鎖.cAMP

response element (ssCRE)に結合する蛋白質のDNA結合

活性が減少することを見いだし、これがPurα と同ー

であることを報告している。今回、 PurαをPC12細

胞に強制発現させ、 CRE-ルシフエラーゼベクターを

用いた転写活性測定、および、内在性c-fosmRNA発現

への影響を調べた。 Purαは、 10μMforskolinによ

り誘導されるCREのプロモーター活性を増強し、 c-fos

発現を抑制した。また、 Purαは、 forskolin (10μ 

M)で誘導される神経突起伸展を著明に抑制した。現

在、遺伝子転写に影響を与えるPurαの作用機作につ

いて検討中である。
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V2・01

ヒポカルシン遺伝子欠損マウスの電気生理
学的および行動科学的解析

増尾好則1、正木全i、宮本政臣2、高松研l

I東邦大学医学部第2生理、 2武田薬品工業(株)創薬
研究本部

ヒポカルシンは、海馬錐体細胞に特徴的に発現し

ているEF.ハンド型カルシウム結合蛋白質で、細胞体

と樹状突起、軸索に分布している。今回、我々はヒ

ポカルシン遺伝子欠損マウス(ー/ー)を作成し、電

気生理学的および、行動学的解析を行った。

電気生理学的解析:海馬スライス用い、シャ

ファー側枝の刺激後、 CAl錐体細胞の電場電位 (ueld

excitatory postsynaptic potential. fEPSP)を測定した。

まず、ペアードパルス刺激(lO~500 m秒間隔)を

加え、促進現象を調べた。fEPSPの振幅は100m秒間

隔刺激において対照群 (+1+)に比し有意に低下し
ていたが、fEPSPの傾斜には有意差は認められなかっ

た。このことから、 / では抑制性シナプス伝達が

増強している可能性が示唆されたっ次に、テタヌス

刺激 (100Hz. 1秒間)を加え、 60分後までfEPSPを

測定した。一/ーでも長期増強 (LTP)は観察された

が、 LTPが惹起されたスライスの割合が低かった。

行動学的解析:自発運動量、プラス迷路、ステッ

プスルー型受動回避テスト、および回転棒テストに

おいて、一/ーは有意な変化を示さなかった。自発運

動量の概Bリズムも正常であった。したがって、ヒ

ポカルシンの欠損は運動系および情動系機能には影

響しないと考えられた。次に、モーリス水迷路試験

においてプラットホームを見出すまでの潜時と泳動

距離を測定した。毎日4試行を連続4臼間行ったが、

ー/ーと+1+の間に有意な差は認められなかった。
この試行を終えた後、プラットホームを除去して1分

間マウスを自由に泳がせ、訓練中にプラットフォー

ムが存在した領域を横断する回数を測定した。この

認知テストでは、群としては統計学的有意差はない

が、一/ーには明らかな低下を示す例が認められた

(p=0.06)。次に、プラットホームの位置を変えて

新しい水迷路試験を行った。予めプラットホーム位

置を提示した後の試験では、 i替時および泳動距離の
両方でー/ーが+1+より有意に高値を示した。
これらの結果から、ヒポカルシンは海，馬CA1領域

におけるシナプス伝達を調節し、空間記憶などの認

知機能に関与している可能性が示唆された。

V2・02

長期暗室飼育ラットの視覚野における光刺
激に伴うNF-LのCaMKl1によるリン酸化

橋本亮太1、中村祐l、中舘和彦2、

今村一之2、武田雅俊1

l大阪大学医学部精神医学教室、 2大阪バイオ研・神経

科学

NF.Lはニューロフィラメントの主要なサブユニッ

トであり、そのHEAD領域のリン酸化により重合・税

重合が調節されている。我々はいくつかのキナーゼ

によるNF.LのHEAD領域のリン酸化部位を決定し、

部位特異的リン酸化抗体群を作成した。その抗体群

を使って、海馬CA1領域の長期増強現象において樹

状突起のNF.LがCaMKIIによって選択的にリン酸化さ

れることを明らかにしてきた。今回NF.Lのリン酸化

を暗室飼育のLongEvans系ラット視覚野にて免疫組

織化学的に検討した。これまで生理学的研究により

開眼以前より長期完全暗室飼育された動物の視覚野

では、シナプスの可塑性レベルが感受性期と同様に

高く保たれていることが知られている。本実験によ

りこのような動物の視覚野において、 1時間の光刺激

後に長期増強現象の場合と同じくCaMKIHこより選択

的にNF.Lがリン酸化されることが明らかになった。

一方、光刺激していない暗室飼育ラットではNF.Lの

リン酸化は認められなかった。さらに外側膝状体や

上丘といった皮質下の視覚中枢においてはNF.Lのリ

ン酸化は認められなかった。 24時間時順応させた成

熟ラットを光刺激した場合にも視覚野におけるNF.L

のリン酸化は認められなかった。これらの結果によ

り、 CaMKIIによる特異的なNF.Lのリン酸化が大脳皮

質の可塑性発現に重要な役割を果たしていることが

示唆された。



V2・03

N2a neuroblastoma cell神経突起形成に
おけるRho・kinaseの関与

中村祐、橋本亮太、福所英里子、

柏木雄次郎、貝淵弘三、武田雅俊

大阪大学大学院医学系研究科生体統合医学神経機能

医学講座、精神医学

Rho.associated kinase (Rho.kinasel p 160ROKI 

ROCK)は、 PC12などの細胞株において

lysophosphatidic acid (LP A)による神経突起退縮(neurite

retration)に関与している。今回、我々はN2a

neuroblastoma cellにおいてRho.kinaseのdomlllantactive 

(CAT， bovine ROK 6.553) I negative (RB/PH(TT)， 

941-1388)をtransfectionし、神経突起形成への

Rho.kinaseの関与について検討した。尚、発現vector

としてpEF-BOSを使用し、各geneのN末にmycをラベ

ルとして付加した(AmanoM， Genes Cells 3:177， 

1998)。

10%FCS/DMEM存在下で培養したN2acellfこ

Lipofectoamine plusを用いてtransfectionを行い、更に

2.5mM dibutylic cAMP/DMEMにおいて 2日間培養し

た。 CATがtransfectされた細胞はと円形状なり、ま

た、 RB/PH(TT)がtransfectされた細胞では、多くの不

完全な形状をした突起がみられた。また、 2.5mM

dibutylic cAMP/DMEMにおいて 2日間培養し、突起を

形成した細胞にCATをtransfectionしたところ、突起の

急激な退縮と考えられる癒状の構造が突起にみられ

た。

これらの結果からN2acellfこおいてRho-kinaseは、

突起の形成、伸展及び退織に関与していることが示

唆された。

V2・04

神経芽腫細胞を用いたレチノイン酸誘導性

神経細胞死の分子機構の解析

高田尚幸、河本竹正、 AshrafulIslam、

久野友子、中川原章

千葉県がんセンタ一生化学研究部
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レチノイン酸(RA)はビタミンAの活性型代謝物質で

あり、神経系をはじめとした胎生期の形態形成に重

要な役割をはたしている。 invitroにおける胎児由来

細胞に対する作用からRAは細胞分化とともにアポ

トーシスを誘導して正常の形態形成を促していると

考えられている。神経細胞も例外ではなく発生過程

における神経細胞死はRAの制御を受けているが、そ

の分子機構は依然不明である。我々は神経芽腫培養

細胞を用いてRAにより誘導されるアポトーシスモデ

ルを作製し、その分子機構の解析を行った。

[方法および結果]神経芽腫CHP134株に5μMの

alHrans-retinoic acid (A TRA)処理を行った結果、 3

日目で増殖が停止し細胞分化した。 ATRA処理5日目

より著明な細胞死が誘導されし、このとき細胞核の

凝縮とTUNEL染色の陽性化が観察されアポトーシス

と判定された。アポトーシスに伴う関連分子をノザ

ンブロットおよびサザンブロット法にて解析した。

Caspase familyの解析ではCaspase.9、Caspase-3および

Caspase-1の発現が誘導されておりCaspase-3が活性化

されていた。同時にミトコンドリア膜電位の低下も

伴っており、このアポトーシスはmitochondrial

Caspase-9カスケードが働いていることが明らかと

なった。 Caspase-2、-6、一7、8およびー10はいずれも
発現量に変化はなかった。ミトコンドリア膜の安定

化によりアポトーシスを抑制する因子、 Bcト2および

Bcl-XLには量的変化は見られなかった。 Caspase

familyの活性抑制因子であるIAPfamilyの分子につい

ては、唯一Survivinのみが RA処理により劇的に発現

減少し、他のメンバーであるIAP-1、2、NAIP、

XIAPの発現量は一定であった。 p53はRA処理により

mRNAレベルでも蛋白レベルでもdown-regulateされて

いた。 p53target geneのうちp21waf1は一過性に誘導

されていたカ~axおよびPIG-3は p53 と同様に発現は

低下していた。[結語]レチノイン酸により誘導さ

れる神経芽臆のアポトーシス分子機構を解析した。

アポトーシスは mitochondria/Caspase-9カスケードに

より実行されていたがこのシグナルにp53が積極的に

関与している証拠はなかった。 Caspase-1はアポトー

シスカスケード上での位置づけは定まっていない

が、我々のモデルではCaspase-lもアポトーシス実行

に何らかの働きをしていると考えられた。また

Survivinはその発現のパタンから増殖期神経芽腫の生

存維持に関与している分子の可能性が示唆された。
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V2・05

脱分極による神経細胞死の抑制における

PI-3 kinase及びCaMKl1の関与

池上浩司、小池達郎

北海道大学・院理・生物科学

神経細胞は自身の生存を標的由来の神経栄養因子

に依存している o 神経栄養因子の欠如は直ちに神経

細胞死へとつながる。しかし、細胞外ピ濃度を上昇

させることにより、この細胞死を完全に阻止するこ

とができる。細胞外ピの上昇により、細胞膜は脱分

極を起こし、 L型の電位依存型Ca2+チャネルを介した

Ca2+の流入が起こり、細胞内Ca2+濃度の持続的な上昇

がヲ|き起こされる。現在、神経細胞死の抑制には、

この持続性の細胞内Ca2+上昇が必要であると考えら

れているが、 Ca'+上昇後どのようなメカニズムで細

胞死が阻止されるのかは、あまりよく解明されてい

ない。今回我々は、ラットの上頚神経節 (SCG) より

単離培養した交感神経を用い、二つのリン酸化酵素

が関与している可能性を示唆した。

脱分極下にあるSCG神経細胞に、 PI.3kinaseの阻害

剤であるLY294002を処理した結果、濃度依存的に

細胞死抑制効果が失われた。更に我々は、 PI.3kinase

の下流に存在するAktが、脱分極刺激によりリン酸化

され活性化状態になること、またそのリン酸化が

LY294002により完全に阻害されることを観察し

た。これらの結果は、脱分極による神経細胞死の抑

制がPI.3kinaseを介していることを強く示唆してい

る。しかし、細胞死抑制の効果を消失させる濃度

と、 Aktのリン酸化を阻害する濃度とが大きく異なっ

ていたため、我々はPI.3kinase以外にも何らかの酵素

が関わっていると考えた。

そこで我々は、 Ca'+に応答する因子の一つである

CaMKIIに着目した。 CaMKIIの阻害剤であるKN・62を

用い、 LY294002と同時に処理した結果、それぞれ

単独では細胞にあまり影響を与えない濃度でも、組

み合わせることにより、脱分極の効果が完全に失わ

れた。 NGFの存在下では、このような組み合わせに

よる効果は全く見られなかった。これらの結果よ

り、脱分極による神経細胞死の抑制には、 PI.3kinase 

とCaMKIIの両キナーゼが働いていることが予想され

る。更に、どちらか片方の経路が阻害されても、も

う片方の経路によって、神経細胞は細胞死から回避

できるメカニズムを有していることが示唆される。

V2・06

ガラクトセレブロシド合成酵素欠損マウス

の中枢及び末梢神経組織のミエリン脂質異

常

武富保、上村敬一

信州大学医学部加齢適応研

神経障害を呈するガラクトセレブロシド合成酵素

欠損(cgtI)マウスの中枢及び末梢神経組織のミエリ

ン脂質異常を解明することを目的とした。実験方法

としてはUDP'galactose ceramide'galactosyltransferase 

(CGTlの遺伝子をknockoutして、 homologous

recombinationによって得られたcgt./マウス及び野性

型(cgt+/+lマウスの20.30日齢の組織学的にミエリン

が十分形成された脳及び坐骨神経よりクロロホルム

/メタノール (2:l，v/v)によって抽出された総脂質

を出発材料(Drs.Bosio& Stoffel. Univ.of Cologne提供)

とした。常法により、その総脂質を処理して主要ミ

エリン脂質をDEMALDHOF MSにより分析した。結

果として、 cgt+/+マウスでは正常なガラクトセレブ

ロシド及びそれより生成されるスルファチドが同定

されたが、 cgt./マウスでは確かに全く認められなか

った。それにも拘らず、 myelincompactionが見られる

のはミエリンのタンパク質に異常が認められないこ

と、存在するその他のミエリン脂質が代償作用をし

ていることが分った。興味あることとして、主要な

スフィンゴミエリンが全く変身して正常には見られ

ないガラクトセレブロシドやスルファチドに見られ

るα守オキシ酸の長鎖脂肪酸を多く含有してことであ

った。また、ミエリン脂質としては稀であるが、ガ

ングリオシドの前駆体であるグルコセレブロシドが

単独で存在し、その構成脂肪酸も正常と違って αーオ

キシ酸の長鎖脂肪酸を含有した。しかしながら、

cgt+/+のガラクトセレブロシド/スフィンゴミエリ

ンの比率に対してcgt./ーのグルコセレブロシド/ス

フインゴミエリンの比率は明らかに低下した。この

ようにcgt./マウスは脳及び坐骨神経組織ではガラク

トセレブロシド、スルファチド合成が出来なくて

も、その他のミエリン脂質の代償作用によってミエ

リン形成を果すが、そのミエリンは本来の完全な機

能を果たし得ず発育とともに神経障害を呈して遂に

は死に至ることが明らかになった。



V2・07

伝達性海綿状脳症の病態発現とサイトカイ

ンーiNOS系との関連性

玉井洋一¥笹原武志2、小嶋久子I、

中村和生1、瀧龍雄3、田口文章3、

大谷義夫¥三浦貞l'liJ'、百渓英、

関川賢二5

:北里大・医・生化、 2同・微生物、 3同・医療衛生・

臨床微生物、 4向・医療衛生/医・精神科、 5農水省・

家衛試・分子病理

クロイツフェルト・ヤコブ病 (CJD) をはじめと

する伝達性海綿状脳症は、病理組織学的に脳組織の

海綿状変化が特徴であるが、海綿状化の機構につい

ては明らかでない。以前から、実験的CJDやスクレ

ピーなどに見られるミエリンの空胞変性が、細胞性

障害の強いTNFα によって引き起こされる場合と類

似していることが指摘されていた。 TNFα をマウス

限球に注入し、視神経ミエリンに~胞変性が出現す

ることを観察した報告もある。本研究は、実験的CJD

マウスを用いて、伝達性海綿状脳症の病態発現にた

いするサイトカインーiNOS系の関与の有無を検証す

ることが目的である。 SWR/jマウスにCJD北里 l株を

脳内接種し、経目的に脳におけるPrPScをWesternblot 

法で検出し、 TNFα¥IL1αー、 iNOS、GFAP-mRNA

の発現はRT-PCR法で調べた。また脳の組織変化はHE

および免疫組織化学的に検索した。その結果、 PrPSc

の蓄積、 mRNAの発現増強、組織変化などが症状の発

現とほぼ平行して起こり、症状の進行とともに顕著

になることがわかった。次に、 CJDの病態発現におけ

るTNFα とiNOSの必須性を検証するため、これらの

遺伝子をノックアウトしたマウスを用いて接種実験

を行った。その結果、発症までの潜伏期間、脳の海

綿状変化、 PrPScの蓄積と分布などは、 TNFα とiNOS

の産生がないにもかかわらず、いずれも対照群と差

がなかった。以上の結果から、伝達性海綿状脳症の

病態発現にサイトカインーiNOS系は必須の因子とし

ては関与していないと結論した。

V2-08 

雌雄老化促進モデルマウス(SAMP8)の加齢

に伴う脳内核DNA損傷の変化とそれに対す

る当帰苛薬散の効果について

小松真紀子、平松緑

山形県テクノポリス財団生物ラジカル研究所
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8-hydroxy-2' -deoxyguanosine (g-OHdG)は活性酸素に

よりDNAのグアニンの8位が水酸化されて生成する

が、 g-OHdGの生成は加齢に伴って増加することが報

告されている。そこで老化促進モデルマウス(SAMP8)

脳内の核DNAを抽出し、加齢に伴うg-OHdGの変化お

よびその変化の雌雄差について検討した。つぎに漢

方薬である当帰均薬散は、コリン作動性神経機能を

賦活させることから、抗痴呆薬として期待されてい

るので、 SAMP8のg-OHdG生成に対する当帰袴薬散の

効果について検討を加えた。実験動物は、雌雄

SAMP8の3-4ヶ月齢および7・12ヶ月齢を使用した。当

帰メ守薬散は1%!懸濁液を給水瓶に入れ1ヶ月間自由に
摂取させた。 8-0HdGの測定は投与後頚椎脱臼して脳

を摘出後、核DNAを抽出し、電気化学検出器付き高

速液体クロマトグラフイーにより行った。 g-OHdGは

2¥deoxyguanosine (dG)との比から求めた。雌雄

SAMP8の脳内核DNA中の8-0HdG量は、 3-4ヶ月齢に

比べて7-12ヶ月齢の方が増加していた。 8-0HdGの生

成は加齢に伴い増加することが報告されているが、

今回の実験成績においてもg-OHdG生成は加齢に伴い

雌雄群共に増加することが認められた。当帰均薬散

を投与すると雄性SAMP8では、 3・4ヶ月、 7-12ヶ月齢

ともにg-OHdGの生成は抑制されることが認められ

た。雌性SAMP8においては、当帰均薬散を投与しで

も脳内の8-0HdGの生成に影響は認められなかった。

さきにわれわれは当帰均薬散にはフリーラジカル消

去作用および脳内の過酸化脂質抑制効果のあること

を認めているが、雄群でのg-OHdGの生成抑制作用は

当帰均薬散の抗酸化作用によるものであることが想

定された。さきに雌雄SAMP8に当帰持薬散を1ヶ月間

投与し、脳内の神経伝達物質への影響を調べた結

果、雌雄差のあることを認めた。これらのことから

当帰持薬散の効果はSAMP8の雌雄間で相違のあるこ

とが明らかとなった。
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V2-09 

内在性神経毒、 N-methyl(R)salsolinolに

よるアポトーシスとpropargylamine類に
よる細胞死防御に関する研究

直井信l、丸山和佳子2、高橋勤3

1応用生化学研究所脳科学研究部門、 2長寿医療研究

センター老化機構研究部生化学代謝研究室、 3愛知江

南短期大学

N.methyl(R)salsolinoIINM(R)Sallはドパミン神経に選

択的なヒト脳内在性神経毒である。最近パーキンソ

ン病患者ににおいて、 NM(R)Salの脳脊髄液中濃度、

およびそれを生成する酵素であるneutral(R)salsolinol 

N.methyltransferaseのリンノf球中の活性が増加してい

ることが見い出された。一方ラット線条体に

NM(R)Salを投与することによって、黒質ドパミン神

経細胞の脱落が惹起された。パーキンソン病におけ

る黒質ドパミン神経細胞変性にはNM(R)Salが関与し

ている可能性が示唆された。ヒトドパミン神経芽細

胞腫であるSH.SY5Y細胞を用い、 NM(R)Salによる細

胞脱落の機序を検討した。 NM(R)Salはミトコンドリ

ア膜電位を低下させ、カスパーゼ3の活性化を介し

てDNAの断裂を引き起こした。核染色により核の凝

縮と分葉化が認められ、 NM(R)Salはアポトーシスに

よる細胞死を惹起したことが証明された。一方B型モ

ノアミン酸化酵素の選択的阻害剤である

(ぼ間R悶)(

NM(侭R)路Salによるアホポ巴ト一シスを抑制した。 SH.SY5Y

細胞はB型モノアミン酸化酵素をもたないことから、

モノアミン酸化酵素阻害とは無関係な機序が考えら

れた。アポトーシスの初期変化であるミトコンドリ

ア撲電位{ムψm)の低下を蛍光色素である]C.1を使用

して検討したところ、 rasagiline1まNM(R)Salによる膜

電位低下を有意に抑制した。 propargylamineの抗アポ

トーシス作用を解明することにより、パーキンソン

病などの神経変性疾患に対する神経保護薬が開発で

きる可能性がある。

V2-10 

ヒト羊膜細胞移植による神経保護作用

-パーキンソン病モデルラットでの検討ー

垣下浩二:、中尾直之1、桜川宣男2、板倉徹1

1和歌山県立医科大学脳神経外科、

2国立精神神経センター 神経研究所疾病研究第5

部

(目的)羊膜細胞はドーパミンを産生しパーキンソ

ン病の細胞移植のドナーとなり得ることを報告して

きた。今回、羊膜上皮細胞のドーパミン神経細胞に

対する神経保護効果を培養系とパーキンソン病モデ

ルラットで検討した。(方法)羊膜細胞は帝王切開

分娩により採取し、培養した。この際、提供者より

インフォームドコンセントをf尋ている。ドーパミン

神経細胞は胎生14日令のラット腹側中脳より採取し

た。採取したドーパミン神経細胞をCONTROL群(無

血清培地で培養)、条件培養液群 (CONTROLと問じ

無血清培地で羊膜細胞を24時間培養した培地)にわ

けで5日間培養したのちドーパミン神経細胞数、神経

突起の長さと数、細胞体の箇積を検討。同様に、採

取したドーパミン神経細胞を 5日間培養後、 100μM

6.0HDAを加え同様に検討。次にラット線条体に

6.0HDAを注入して作成したパーキンソン病モデルに

ヒト羊膜細胞を移植し、その中脳ドーパミン細胞に

対する保護効果をTH免疫染色、 FULUOROGOLDの逆

行性ラベルにより検討した。ドーパミン神経細胞同

定にはTHモノクローナル抗体を用いた。(結果)

羊膜上皮細胞の条件培養液は胎生 14日齢の培養

ラットドーパミン細胞の生存(対CONTROL比 5 

倍)、軸索伸長を促進し(対CONTROL比 2倍)、

さらに神経毒である6.0HDAに対する細胞死も阻止し

た。羊膜細胞移植は同モデルにおける進行性の黒質

ドーパミンニューロンの税落を阻止し、さらに残存

ニューロンの萎縮も予防した。(結論)羊膜細胞移

植はパーキンソン病における進行性のドーパミン細

胞死を阻止する治療手段となる可能性が示唆され

た。



V2-11 

アレキサンダー病およびアルツハイマー病
患者の中枢神経系に蓄積するαBクリスタ
リンのリン酸化について

加藤兼房:、稲熊裕1、伊東秀記i、

飯田佳代l、岩本郁子1、太田秀臣2、

越知信彦3

i愛知県コロニー・研・生化、 2神奈川県立厚木病院・

小児科、 3愛知県心障児療育センター・第二青い鳥学

園・小児科

低分子量分子シャペロンの一つである αBクリス

タリン(以下 aB) はアレキサンダー病 (AX)患者脳

のグリア細胞封入体であるRosenthalfibersの主たる構

成成分である。また、自己免疫疾患である多発性硬

化症の自己抗原のーっと考えられている。我々は、

アルツハイマー病 (AD)脳の可溶性分画でも αBが増

加していることを以前報告している。 αBは各種の

ストレスに応答して最高三カ所のセリン残基

(Ser-19. Ser-45. Ser-59)がリン酸化される。細胞分

裂期にはSer-19とSer-45のリン酸化が促進されるこ

とを明らかにした。

[方法と材料]今回、 AXおよびAD脳に蓄積する α

BとHsp27のレベルと αBのリン酸化状態を、脳の可

溶性および不溶性分薗について等電点電気泳動ある

いはSDS-PAGE後に各分子およびそれぞれのリン酸化

部位を認識する抗体を使ったウエスタンプロット法

にて解析した。また、免疫組織染色も行った。

[結果と考察]2jJ1JのAX{infantile type 1例とiuvenile
type 1例)ともに不溶性分商に多くの αBとHsp27が

検出された。 αBの一部はリン酸化型で、特にSer-59

のリン酸化が多く、 Ser-45のリン酸化も検出された

が Ser-19のリン酸化は検出されなかった。 4f7JJのAD
と対照脳について解析したところAX脳ほどではない

が、 αB、Hsp27ともに不溶性分画に多く検出され、

リン酸化αBもおもにSer-59のリン酸化されたものが

検出された。免疫組織染色では αB、Hsp27ともに

AX脳ではRosenthalfibersが、 ADおよび対照脳では

ミエリン線維が染色された。 Ser-59のリン酸化αB

の局在も αBの局在と同じであった。 ADおよび対照

脳でも、 Ser-59のリン酸化された αBが検出されたが

このリン酸化の病理的・生理的意義は不明である。

V3-01 

Amyloid s はミクログリアのPKC-dキ
ナーゼ活性を元進させ， MARCKSの細胞内

トランスロケーションをおこす

中井真il!i1、谷向知l、八木敬子
2
、

斎藤尚亮
2、山本秀幸3、宮本英七3、

長谷川浩史
i
、谷口泰造

1、寺島明I、

川又敏男l、三好功峰1、田中千賀子i

1兵庫県立高齢者脳機能研究センター、 2神戸大学バイ

オシグナル研究所、 3熊本大学医学部第一薬理
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アルツハイマー病脳に多量に見られる老人斑の構

成成分であるAmyloidβ(Aβ)はミクログリアを活性

化することが知られており、実際に老人斑には多数

の活性化ミクログリアが認められる。私どもはミク

ログリア活性化の機構を検討し、 AβがPKC-oのチロ

シン残基とMARCKSをリン酸化する事を昨年報告した

が、今回私どもはさらに詳細にそのメカニズムを検

討した。

|方法及び結果I: E20 Wistar ratから脳を摘出し、初代

培養を行い、ミクログリアを分離した。 PKC活性測定

はimmunocomplex-kinaseassayを用いた。 Aβはミクロ

グリア膜分画においてPKC-oのチロシン残基をリン

酸化した。さらにAβはPKC・8活性を充進させたが

PKC-oの明僚な細胞内トランスロケーションはおこ

さなかった。ミクログリアに存在する他のPKCアイソ

フォームPKC-α 、εの活性は充進しておらず、また

細胞内トランスロケーションも認められなかった。 A

β刺激により、 PKC-δ とMARCKSは免疫沈降にて共

沈し、またMARCKSは細胞膜分画からサイトゾル分画

に転移し、 MARCKSの転移はPKC阻害斉IJcalphostinC、

chelerythrineやチロシンキナーゼ阻害剤herbimycinAで

阻害された。

|結論1:Aβはミクログリアにおいてチロシンキナー

ゼを介して細胞膜分画でPKCoのチロシン残基をリ

ン酸化しPKC一δの活性を充進させ、さらにMARCKS

と直接接してMARCKSの膜分画からサイトゾル分函へ

の転移を引き起きしていると考えられた。
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清水孝彦i、福田宏之2、中島光業1、森啓3、

白津卓二1

i都老人研・分子遺伝学、 'PEバイオシステムズ、

3大阪市立大学・医

異性化はラセミ化とともに老化蛋白質に特徴的な

翻訳後修飾である。アルツハイマー病 (AD)患者脳

から単離したアミロイドβ(Aβ)とタウ蛋白質は異性

化していることが知られている。特にAβは3個

(1、7および23番目)のアスパラギン酸 (Asp)残

基のうち1番目と7番目のAspの多くがイソアスパラギ

ン酸CisoAsp)に異性化していることが知られてい

る。本研究ではAβの異性化がAβの凝集特性を変化

させるかどうか調べるために、異性化Aβ を化学合成

した。 7番目または23番目のAspをisoAspに置換した

Aβl'42(isoAsp7)とAβ1.42(isoAsp2 3)を試験管内で

凝集させ正常Aβ(1-42)と凝集性を比較した。さらに

異性化Asを特異的に認識する抗体(抗isoAsp7抗体
と抗isoAsp23抗体)を作製し、 AD患者脳での異性化

Aβの存在様式を調べた。

合成異性化Aβ1-42の試験管内での凝集性を調べた

結果、 Aβ1-42(isoAsp23)がチオフラビンT蛍光量、

βシート含量ともにAβ1-42とAs1・42(isoAsp7)に比

べて高い値を示した。また電子顕微鏡観察の結果、 A

β1-42(isoAsp23)は強い繊維形成能を有していた。 9

例のAD患者脳について免疫組織化学染色を行った。

抗isoAsp7抗体はいずれの組織標本でも老人斑と血管

アミロイドを染色することを確認した。一方、抗

isoAsp23抗体は血管アミロイドを特徴的に染色する

ことが判明した。 AD患者脳抽出物のウエスタンプ

ロッテイングにおいても、 tJwsoAsp23抗体によって
陽性バンドが確認された。以上の結果から、 Aβ

(isoAsp23)の存在が初めて示された。また23番目の

Asp残基の異性化がAβの凝集化に重要な役割を担っ

ており、異性化がアミロイド形成に積極的に関与す

ることが示唆された。

Aβの22番目のグルタミン酸 (Glu)がグルタミン

に変換する点突然変異(オランダ型出血性脳血管ア

ミロイドーシス症)は高度の脳血管アミロイドーシ

ス症を発症することで知られ、 22番BのGlu変異も

23番目のAspの異性化と同様にAβの凝集性を充進さ

せる。本研究により22位のGlu残基における先天的変

異(アミノ殻置換)と23位のAsp残基における後天的

変異(異性化)が同様のメカニズムで脳血管アミロ

イドーシス症を発症させている可能性が示唆され興

味深い。

谷向知1、中井真3m'、長谷川浩史1、
谷口泰造l、寺島明i、川又敏男l、

山本秀幸2、福永浩司2、宮本英七2、

三好功峰l、田中千賀子1

l兵庫県立高齢者脳機能研究センタ一、

2熊本大学医学部第一薬理

アルツハイマー病脳で多量に出現する老人斑の構

成成分であるamyloidβ(Aβ)は神経細胞に毒性を

示すこと、 neuroblastoma細胞でphosholipaaseを刺激す

ることなどが知られている。今回我々はAβ刺激が

neuro2A (N2A)においてどのような神経内神経伝達

経路に影響を及ぼしているのかを検討した。

[方法および結果]N2A細胞のIysateをSDS・PAGE後

PKC isoformの各抗体で染色した結果PKCα、Y、δ、

εの存在が確認された。この 4つのisoformを対象に

N2A細胞にAβ(25-35)、Aβ(1-40)刺激を与えprotem

kinase C (PKC)活性測定をimmunocomplex-kinase 

assayを用いて行ったところPKCーαのみ活性充進がみ

られた.またこの活性はAβに用量依存的に充進を認

めた。さらにPKCの基質であるmyristoylated

analin-rich C kinase substrate ( MARCKS)のリン酸化を

検討したところAβ刺激によってMARCKSはリン酸化

された.一方、 N2AにPKC阻害剤であるcalphostinC. 

chelerythrineを前処置してAβ刺激を行ったものでは

MARCKSのリン酸化は認められなかった。さらにAβ

はPKC今σの細胞内トランスロケーションをを引き起

こした。

[結論]Aβ刺激はN2A細胞においてPKC-a活性を

充進させ、 MARCKSのリン酸化を引き起こすことが

明らかとなった。



V3-04 

Amyloid s はMAPキナーゼカスケードを介
してMARCKSをリン酸化する

長谷川浩史i、中井真通l、谷向知l、

谷口泰造l、寺島明l、}II又敏男}、

福永浩司2、宮本英七2、向井秀幸3、

小野功貴¥三好功峰i、田中千賀子l

l兵庫県立高齢者脳機能研究センタ一、 2熊本大学医学

部第一薬理、 3神戸大学自然科学、 j神戸大学理学部生

物

アルツハイマー病の病理学的特徴である老人斑の

周囲には、特に活性化ミクログリアが多数認められ

る。これまでに、老人斑を構成する成分の一つであ

るAmyloidβ(Aβ)がミクログリアを直接活性化させ

ることが報告されているが、その細胞内情報伝達経

路は不明である。我々は、昨年度、ラット初代培養

ミクログリアにおいてAβがPKCミdのチロシン残基と

MARCKSをリン酸化することを報告したが、 MARCKS

のリン酸化機構について更なる検討を行った。

<方法、結果>E20のWistarratよりミクログリアの

初代培養を行った。 32Pを用いて細胞をラベルしA/3 

によるMARCKSのリン酸化を定量したところ、 MEK

の選択的阻害剤であるPD098059はリン酸化を著明

に抑制した。次にMEKの下流であるERK1、ERK2の

リン酸化を同様に測定したところ、 Aβ刺激により両

者のリン酸化の充進が認められた。さらに、 ERK1、

ERK2が直接MARCKSをリン酸化することを確かめる

ために、 Aβで刺激したミクログ:1)アからERK1、

ERK2を免疫沈降法により分蘭し、リコンピナント

MARCKSを基質としてリン酸化を検討したところ、

ERKl、ERK2は共にAβ刺激によりMARCKSのリン酸

化を充進させた。

<結論>MARCKSはPKCやプロリン指向性キナーゼに

よりリン酸化を受けることが知られているが、ミク

ログリアでは少なくともMEK、ERKを介して 1)ン酸

化を受ける経路が存在することが明らかとなった。

V3-05 

変異型 presenilin2トランスジェニック

マウス脳内低密度膜ドメインにおけるAs
42の蓄積

i幸村直哉1、小山文隆i、森島真帆1、

井原康夫1.2

l東京大学医学系研究科神経病理、 'CREST

Presenilin 2 (PS2)はアルツハイマー病を発症する

Volga-German家系の解析で同定された遺伝子で、

141番目の AsnのIleへの点突然変異例1411変異)

が報告されている。本研究では、すでに我々が作製

した野生型および変異型 PS2cDNAを過剰発現する

265 

トランスジェニックマウスを用いて、 N1411変異の

amyloidβprotein (Aβ)産生への影響を調べた。マウ

ス脳より得た TS不溶性の画分をグアニジン塩酸によ

り可溶化し、 twosite EIAでAβ40、Aβ42のレベル

をそれぞれ定量した。その結果、 N1411変異マウス

脳の不溶性画分でAβ42が顕著に増加していた。次

にこの画分での Aβ42の増加がどのような細胞内コ

ンパートメントに由来するのかを調べる目的で、

Triton X-I00による脳抽出液をショ糖密度勾配遠心

法により分画し、 Aβの分布を調べた。この結果、

N1411変異の低密度膜ドメインでAβ42が上昇す

ることが明らかとなった。このドメインは他の組織

ではカベオラ(caveolae)と呼ばれている部位で、コレ

ステロールとスフィンゴリピッドの割合が高く、 G蛋

白質など多種類の情報伝達系に関与する分子が存在

することから、情報伝達の場や細胞内輸送に関する

機能が指摘されている。以上の結果から、変異型

PS2トランスジェニックマウス脳内では TSに不溶性

の画分から AH42が蓄積し、特に低密度膜ドメイン

と呼ばれる細胞膜の特殊なドメインから Aβ42が蓄

積することが示唆された。
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V3・06

Presenilin-2過剰発現の初代培養神経細胞
に対する影響

荒木亘¥湯浅勝敏2、武田伸一2、

城谷圭朗I、高橋慶吉l、田平武i

l国立精神・神経センター神経研究所疾病研究第6
部、 2同遺伝子工学研究部

アルツハイマー病遺伝子Presenilin-2 (PS2)の機能

は明らかではないが、アポトーシスへの関与が指摘

されている。今回我々はPS2の神経細胞死における役

割を明らかにする目的で、アデノウイルスベクター

による遺伝子導入法を用いて、初代培養神経細胞に

PS2を過剰発現させた。

野生型および変異型 (N141I)ヒトPS2cDNAを挿

入した組換えアデノウイルス (AxCAPS2wt、

AxCAPS2mu)はCOS-TPC法により作成した。培養

ラット大脳皮質ニューロンにLacZ遺伝子の組換えア

デノウイルス (AxCALacZ) を感染させた場合、 90%

以上の細胞がβ-galactosidase陽性に染色され、感染

効率の高いことが示された。 AxCAPS2の感染後、

ニューロンにおけるPS2タンパク発現をPS2抗体を用

いるウエスタンブロットおよび免疫組織化学により

分析した。ウエスタンプロットでは全長型PS2タンパ

クの発表とPS2C末， N末断片の増加が観察された。

PS2免疫反応性は染色強度に差はあるものの大多数の

細胞で増強しており、ニューロン内では細胞体およ

び神経突起近位部に存在していた。 MAP2陽性の生存

ニューロン数はAxCAPS2wt.AxCAPS2mu感染細胞で

非感染細胞、 AxCALacZ感染細胞に比較して有意に減

少していた。以上の結果、 PS2過剰発現により培養大

脳皮ニューロンの細胞死が促進されることが示唆さ

れた。

V3・07

Hアミ口イド蛋自によるMAP1Bの発現誘導
とそのリン酸化

内田洋子

東京都老人総合研究所神経病理

βアミロイド蛋白(Aβ)がニューロンにどのような

遺伝子を発現させ、それがニューロン死をどのよう

に制御するのかを解明する目的で、初代培養ニュー

ロンを用い、 Aβ1・42添加初期に発現誘導される遺伝

子群を探索した。 N巴wAβ とagedAsによるニューロ

ン死は、 Aβ添加後3時間以降に認められたため、 A

β添加3時間後に培養ニューロンよりmRNAを調製

し、 72種類のpnmerpatrを使ってdifferential display 

法で解析した。その結果、 newAsまたはagedAsに

よって誘導される遺伝子断片(7種類)のうちのlつは、

library screeningの結果、胎児性抗原であり、 PHFの

minor componentであるMAPIBと同定された。

Northern blot によって、 MAPIB以外の微小管関連蛋白

(MAPs)のmRNA発現と比較したところ、 f自のMAPsよ
りもMAPIBに一過性の誘導(1.5倍)が認められた。

MAPIBには3種類のalternative transcriptが存在する

ため、と手のtranscnptがAβ によって誘導されるかを、

RT-PCRで調べた。その結果、胎生期の脳で強く発現

しているexon3Uから始まるtranscnptが、 newAβ添

加3時間後に増加していた。 MAPIB蛋白の増加は、

new Aβ 添加6時間以後認められたが、リン酸化され

たMAP1Bの量は、 newAβ 添加3・14時間後までは変

化せず、 24時間後に著しく増加した。

以上の結果は、 Aβが胎児性抗原である

MAP1BmRNAと蛋自の発現をまず誘導し、その後、

MAPIBのリン酸化を促進することを示唆した。

MAPIB蛋白はplaque neuritesやneuropilthreads、NFT

に分布することから、アルツハイマー病脳では胎児

性抗原の再誘導がおこっていると考えられる。そし

て、胎児性抗原の再誘導の少なくとも一部にAsが関

与していると考えた。
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谷内一彦i、樋口真人2、岡村信行2、

佐々木英忠2、伊藤正敏3、渡遁建彦l

1東北大学医学系院・薬理、 2東北大学医学系院老年内

科、 3東北大・サイクロ

ヒスタミンはHl受容体を介して直接あるいは間

接的に大脳皮質を賦活している。アルツハイマー病

脳においてヒスタミン神経が減少するという報告も

あるが、 H1受容体に関しては全く報告がない。最

近では、剖検脳研究と並んで、 PETによる研究も

欧米を中心に盛んである。我々は今回、 10人のア

ルツハイマー病 (AD)患者と 5人の正常老人、およ

び6人の若年男子において PETと111CIドキセピン

を用いてH1受容体を測定した。日 l受容体は正常

老化に伴い減少する。 ADにおいてH1受容体結合量

は正常老人と比較して顕著に減少した。脳血流量の

指標である血液と脳コンパートメントの速度定数の

K 1もADにおいて減少する傾向はあるが、 H1受容

体結合量の減少と比較して軽度であった。 ADにおけ

るH1受容体結合量減少はMini・MentalState 

Examination (MMSE) Scoreと相関していた。本研究に

より H1受容体がAD患者や正常老人の認知機能低下

に関係していることが示唆された。
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V3・09

痴呆性疾患と髄液中微量金属元素との関連

性について

正田孝明:、藤沢嘉勝2、佐々木健2、

黒田洋一郎3

i愛媛大学病院検査部、 2きのこエスポアール病院、

3東京都立神経科学総合研究所

近年、我が国ではアルツハイマー病(AD)は、脳血

管性痴呆(VD)に近い発症率を示しているが、 AD、VD

および、Pick病は痴呆性疾患の研究テーマの中心でもあ

る。

これらの痴呆性疾患の原因を明らかにするために

血清中および髄液中の蛋白、脂質、酵素など各種成

分の分析によって、これらの痴呆性疾患の原因が探

求なされている。

今回我々は上記の3痴呆性疾患を解明するために

髄液中のAl、Zn、Cu、Feの微量金属元素を測定した

ので報告する。

〔対象〕痴呆の認められない他の疾患群30例(非痴

呆対照群)より基準参考値を求め、 AD30例、 VD18例

およびPick病34例を対象とした。

〔方法〕測定は原子吸光分析法を用いた。すなわち

Al. Cu.Feはフレームレス原子吸光法により、 Znは原

子吸光法によった。髄液は0.5mlを用い、直ちに測定

できない場合は凍結保存した。

〔結果)1).髄液中Al値において非痴呆対照群と痴呆

群で明らかな差が認められた。とくにAD群.Pick群でL

高値であった0 ・2).Cu値はAD群、 Pick群で高値を示し

た。 3).Zn値は有意差が認められなかった。 4l.Fe値に

ついてははAD群で明らかに高値が認められた。

尚、測定は続行しており発表当日は症例数が異な

るものと考えられる。

〔まとめ〕髄液中の微量金属元素、とくにAl値につ

いてPick病群が高値を示すことを明らかにしたのは最

初の報告と考えられる。
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V4-01 

抑うつ状態を呈したがん患者の神経内分泌

機能と画像診断学的所見:感情障害の病態

生理との比較

井田逸朗1、相原雅子l、間島竹彦1、

織内昇2、冨吉勝美2、井上登美夫2、

遠藤啓吾2、三園雅彦1

l群馬大学医学部神経精神医学教室、 2同核医学教室

がん患者に抑うつ症状が高頻度にみられ、その

quality of lifeに重大な影響を与えることがわかってい

るが、がん患者に抑うつ症状が発現する生物学的機

序は未だ十分な解明はなされていない。既に抑うつ

症状を主体とする感情障害の病態研究では、神経内

分泌学的には視床下部 下垂体一副腎皮質 (HPA)

系のフィードバック機能の異常が指摘され、画像診

断学的には大脳皮質や辺縁系における脳内糖代謝の

低下が報告されている。われわれはまず抑うつ状態

を呈した抗うつ薬未服薬のがん患者3例を対象に、

dexamethasone (1.0 mg) を夜11時に内服させ、翌日

午後l時にcorticotropinreleasing hormone (CRH、

100μg)を静脈内投与し、経時的に血清

cortisol値を測定した。その結果、全例でCRH投与後

に血i青cortisol値が5μg/dl以上となり、日PA系の
フィードバック機能低下が認められた。さらに上記

患者のうち2例に18FDGPETを実施したところ、患

者健常者に比べ、前頭葉中心に顕著な糖代謝の低下

を認めた。現在抗うつ薬未服薬の感情障害患者につ

いても同様の検査を実施中であり、両者の所見を比

較することで、がん患者における抑うつ状態の発現

要因について考察する。

V4-02 

TRH (thyrotropin-releasing hormone)受

容体遺伝子の5'-flanking領域における新

規多型の発見とその疾患関連

三神正昭、中村雅之、上野修一、佐野輝、

田辺敬貴

愛媛大学医学部神経精神医学

TRH (thyrotropin'relcasing hormone)受容体は7回膜

貫通型の蛋白構造をとるG蛋由連結型受容体であ

り、中枢及び末梢神経系に広く発現している。

TRH.TRH受容体システムは、 TSH(thyroid'stimulating

hormone)やプロラクチンの分泌促進以外にニューロト

ランスミッタ一、ニューロモジュレーターとして機

能する。またTRHには、動物の自発運動の増加作

用、体温上昇作用、覚醒作用、抗うつ様作用など多

彩な中枢神経作用が存在し、臨床的にもTRH製剤

は、意識障害、脊髄小脳変性症などの改善目的で使

用されている。今回我々は、 TRH受容体の5'領域に

新たな多型を確認した。この多型は、 TRH受容体遺

伝子の発現調節に関与されているとされるプロモー

ター領域に存在する。我々は精神神経疾患の患者群

と対照群で比較検討を行った。診断は、 ICD.10の診

断基準に基づいて行い、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。その結果、各

疾患群と健常対照群の間に有意な相関は確認できな

かった。



V4-03 

電位依存性Na+/Ca2+チャンネル限害薬
(NS・7)は局所脳虚血後の再潅流時、 cAMP

依存性プロテインキナーゼ障害を抑制する

田中耕太郎、福内靖男、野川茂、

永田栄一郎、

鈴木重明、停法倫久、小堺有史

慶慮義塾大学医学部神経内科

我々は既に脳虚血急性期にcAMP依存性7・ロテインキナ

ーゼ (PKA)のcAMP結合能が有意に抑制されることを報

告した。今回は電位依存性Na+ICa'+チャンネル阻害

薬(NS-7)の、脳虚血後の再潅流時における脳保護効果

の有無をPKAのcAMP結合能の面より検討した。

「方法JSprague-Daw!eyラット30匹を使用し、 4群:
MCAO群(n=7)、生食群(n=9)、NS-7群(n=7)、sham群

(n=7)に分けた。前3群では中大脳動脈起始部を栓糸

法で閉塞し、生食群とNS-7群では閉塞1.5時間後に

3_5時間再開通させた。 MCAO群では閉塞を 5時間

行った。再開通開始後5分の時点で生食群では生食

水、 NS・7群ではNS-7(lmg/kg)を静注した。実験終了

時、各群とも14Ciodoantipyrine法で局所脳血流量

(lCBF)を測定した。凍結脳よりがjオスタットで連続切片を

作成し3群に分け、それぞれにBFオートラジオグラム、

3H-cAMP結合量を示すオートラシオグラム、及び~cresy! vio!et 

染色標本を得た。

「結果j血圧、血液ガスは各群とも正常範囲にあっ

た。閉塞側のLCBFは、生食群、 NS-7群ともMCAO群

に比し良好な回復を示していたが、両群問に差はな-

かった。 cAMP結合量はMCAO群で線条体、大脳皮質

で広範に低下し、生食群では線条体の低下は更に増

強していた。 NS-7群では線条体、大脳皮質とも、

cAMP結合量低下は、生食群、 MCAO群に比し有意に

抑制され、梗塞巣面積もNS-7群で有意に縮小してい

た。

「結論」電位依存性Na+ ICa2+チャンネル阻害薬(NS-7)

は、中大脳動脈閉塞後の再潅流時におけるPKAを介

する細胞内情報伝達系の障害を有意に抑制し、梗塞

巣の縮小化と密接に関連していた。

V4・04

低グルコースによるアセチルコリン合成低
下に対するアセチル・レカルニチンの効果

田中康ーに福井文子1、)11端輝江2、

脇初枝1、岩本真知子l、近一夫!、安藤進l

i東京都老人総合研究所・生体膜部門、 2女子栄養大

学-基礎栄養学

脳はグリコーゲンの貯蔵が他の神経外組織に比べ

て極端に少ない組織である。そのため、血液供給の

中断による低血糖状態に極端に敏感であり神経伝達

物質の合成や放出などのシナプス機能がすぐさま影

響を受ける。アセチルーLカルニチン(ALCAR)は骨格

筋や心筋に多量に含まれる生体物質であり、脂肪酸

のミトコンドリアでのβ酸化に関与しエネルギー産

生を高めると考えられる。本研究ではカルニチンの

コリン作動性シナプスへの作用をinvitroでの急性効

果実験と長期経口投与実験により検討した。
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グルコースを除いたメデイウム中でラット大脳皮

質より調製したシナプトソームをインキュベートす

ると、アセチルコリン(ACh)合成は対照の42%まで減

少した。ところが、このメデイウムにALCARを添加

すると、 ACh合成はALCARの濃度に依存して増加し

た。 100μMのALCARI立、グルコース存在下での合成

量の58%までアセチルコリン合成を回復させた。こ

の効果は、アセチルーDーカルニチン、プロビル Lカ

ルニチン、ブチルーL-カルニチンには認められなかっ

た。一方、 ALCAR(100mg/KgBW I day)を飲料水から

長期間投与したラットの脳シナプトソームにおける

ACh代謝を調べた。水道水を与えた群のシナプスで

は、グルコースを欠乏させると対照の60%までACh合

成低下を示したのに対して、 1ヶ月間ALCARを投与し

たラットでは対照の70%の合成能を保持していた。

この結果は、経口的に与えたALCARも脳コリン性シ

ナプスにおいて有益な効果を発揮し得ることを示す

ものである。脳虚血性侵襲のなかで、一過性脳虚血

や無症候性の小梗塞も後遺症として呆けを生じたり

することから重大視されている。そのようなエネル

ギー危機を模したinvitro実験で、 ALCARがシナプス

機能の保護作用を有することがしめされたことか

ら、加齢に{半う潜在的なシナプス障害に対してカル

ニチンは予防的に用いられることが考えられた。
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V4・05

NF kappa Bの活性化は低酸素再酸素化後の
神経細胞死を抑止する

玉谷実智夫1.3、松崎秀夫1.3、山口淳1.3、

岡戸晴夫2、三宅進一1.，J、遠山正菊1..J

!大阪大学大学院医学系研究科機能形態学、 2東京都神

経科学研究所病態神経生理、 3CREST，Japan Science 

and Technology 

低酸素再酸素化(H!RJによって引き起こされる神経

細胞死においてNFkappaBの活'性化が如何なる役割を

果たすかについて検討した。ラット海馬より単離し

た初代培養神経細胞においてH/RによりNFkappaBの

活性化、ミトコンドリアからのcytochromecの遊離、

及び細胞死が認められた。アデノウイルスベクター

を用いIkB変異体を高発現させるとH/RによるNF

kappaBの活性化を完全に抑制し、この時、 cytochrome

Cの遊離と細胞死は増強された。一方、 H/Rは抗アボ

トーシス蛋白であるBcl-2とBcl-xの発現を誘導し、こ

の誘導はI_B変異体の発現によりほぼ完全に抑制され

た。また、 IkB変異体を発現させた細胞にアデノウイ

ルスベクターを用いBcl-2を過剰発現させるとH/Rに

よるcytochromecの遊離及び細胞死を抑制した。以上

の結果よりH/RによるNFkappaBの活性化はBcl-2と

Bcl-xの発現誘導を介しミトコンドリアからの

cytochrome c の遊離を抑制することにより細胞死を防

ぐ機能が示唆された。

V4・06

アストログリア由来の新規ストレス蛋白
ORP150(150kDa Oxygen Regulated 
Protein)の分子シャペロンとしての機能の
解析

板東良雄1.3、玉谷実智夫1.3、小川 智2，3、遠山正嫡1.3

1大阪大学大学院医学系研究科機能形態学講座(第2解

剖)、 2金沢大学医学部第3解剖、 3CRESTJSTUapan 

Science and Technology) 

ORP150は脳虚血にあって強い抵抗性を示すアスト

ログリアより同定された新規ストレス蛋白である一

方、 ERに存在する他の分子シャペロンである

GRP78(78kDa Glucose Regulated Protein)やGRP94など

と同様にATP依存性に分子シャペロンとして蛋白輸

送や蛋白のmaturationに関与している。そこで、

MDCK (Madin-Darby Canine Kidney)細胞を用いて

ORP150 antisense transformant (ORP150(ー))株を樹

立し、 MDCK細胞の分泌蛋白であるGP80/Clust巴nnを

marker蛋白として虚血環境下におけるORP150の機能

について検討を行った。 pulse-chase法を用いた

metabolic labelingを行った結果、低酸素曝露された

ORP150(ー)株はwildtypeに比べてGP80/Clusterinが日

にretentionし、 maturationが遅延する傾向を得た。こ

のことは、 ORP150が蛋白輸送やmaturationに重要で

あることを示唆している。また、 ORP150(-)株はwild

type に比べ、低酸素曝露に対してviabilityが減少し

た。さらに、 ATPに対する親和性についても検討し

た。結果、 ORP150は強いATP親和性を持ち、 GRP78

や94と比べ、より少ないATP濃度でGP80/Clusterin

を解離させることが可能であった。このことから

ORP150はGRP78などと同様に強いATP親和性を持つ

だけでなく、これら分子シャペロンの中で最も効率

の良い分子シャペロンであることが示され、このこ

とがアストログリア内で虚血環境下にERの機能を保

持することによって細胞死を防いでいると考えられ

た。



V4・07

低酸素ストレスで誘導される遺伝子の検索

山口淳1.3、場修1.3、小川智2、玉谷実智夫1.3

遠山正嫡1.3

1大阪大・医・第2解剖、 2金沢大・医・第3解剖、

'CREST.JST 

今回、我々は、ラットのアストログリア・プライ

マリーカルチャーを用いて、デイファレンシャル・

ディスプレイ法にて、低酸素で誘導される遺伝子の

検索を行った。その結果、これまで低酸素で誘導さ

れると報告のある、解糖系の酵素、シャベロン等の

遺伝子の他に、新規遺伝子を含むいくつの遺伝子の

誘導を認めた。今回のデイファレンシャル ディス

プレイ法で認めた小胞体に局在する新規蛋白SERPl

は、低酸素ストレス以外にもツニカマイシンやカル

シウムイオノフォア等のいわゆる小胞体ストレスで

誘導された。ラットの中大脳動脈閉塞モデルを使っ

た、 insitu hybridization法では、 SERPlは、梗塞巣周

囲に誘導を認めた。また、免疫共沈やメタボリック

ラベリング等を使った機能解析の結果、小胞体膜に

存在する蛋白輸送チャネルであるSEC61complexと相

互作用し、ストレス時に小胞体に蓄積するアン

ファールドな膜蛋白の再フォールデング、安定化に

関わっている可能性が示唆された。
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V4-08 

Aktの活性化は、一酸化窒素によるBcl-2の

低下およびBaxの上昇を抑制する

松崎秀夫1，3、玉谷実智夫1.3、満田憲昭1.3、

涛川一彦2、木山博資2、三宅進一1.3、

遠山正菊u

1大阪大-医・第二解剖、 2旭川医大-医・第一解剖、

3CREST.JST 

初代培養神経細胞を用い、 lnsulin-likegrowth factor 

l(IGF-l)が一酸化窒素 (NO)による細胞死を抑制す

る機作について検討した。 IGF-lはNOによる神経細

胞死を抑制し、またBcl-2蛋白発現の減少および:I3ax蛋

自発現の増加を抑制した。これらIGF-lの効果はPI3

kinase inhibitorの投与により阻害された。一方、アデ

ノウイルスを用いて活性型Aktを過剰発現させておく

とNOによる神経細胞死および13cl-2蛋白、 Bax蛋白の

発現の変化は有意に抑えられ、 kinase-negativeAktの

発現はIGF-lの効果を抑制した。以上よりAktの活性

化がIGF-lの神経保護作用には必要であり、また、活

性化AktはNOによるBcl-2、Baxの発現変化を抑制する

ことにより神経保護効果を示すと考えられた。
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V4-09 

ラット脊髄由来培養神経細胞からのhigh-K+
及びNaCNによるアデノシンの放出

田口康智1、尾形直則i、竹葉淳1、

Miao Chuai1、奥村秀雄
l
、中村洋一2

1
愛媛大学医学部整形外科学教室、 2生理学教室

アデノシンはDNAや生体のエネルギー源としての

ATPの構成要素であるが、それだけではなく、アデ

ノシンレセプターを介して様々な生理作用を持つこ

とが知られている。神経組織内においては

neurotransmitterではないが、 neurotransmitterの作用を

様々に修飾するneuromodulatorとして知られている。

この物質はinvivo microdialysisを用いた研究で脳の細

胞外液濃度が脳虚血によって上昇することがわか

り、その病態生理学的意義が議論されているところ

である。本研究で我々は虚血によるアデノシン放出

機序を解明する研究の一環としてラット脊髄由来培

養神経細胞を用いて様々な刺激により培養液中に放

出されるアデノシン量を測定した。胎生14日のラッ

ト胎仔脊髄より単離培養した細胞を 7日間培養し、

実験に供した。使用時の細胞の約50%が神経細胞の

マーカーであるMAp.2染色に陽性であった。細胞は

テストする薬剤を含むHKR(Hepes-bu[feredKrebs 

Ringer solition)に暴露され、 5分、 15分、 30分、 1時

間、 2時間後にsolutionをサンプルとして採取した。

サンプルをイプシロン化した後逆層カラムのHPLCで

分離し、蛍光測定(ecitation:280nm. emission: 410nm) 

によりATP、ADP、AMP、およびアデノシンを測定

した。細胞を薬剤を含まないHKRのみに暴露したと

ころ、約2時間かけて170nMまで、solution中のアデノ

シン濃度が上昇した。これを基準(control)として虚血

のfactorである細胞膜の脱分極を起こさせるため、 30

mMのKClを含むHKRに細胞を暴露したところ、 1時

間値、 2時間値ともにcontrol値の3倍の濃度まで上昇

していた。続いて細胞の化学的低酸素状態として5

mMのNaCNを加えたところ、 control値に比べ、 1時

間値、 2時間値ともに2.5倍の上昇が観察された。こ

れに対しATP、ADP、AMPはこれらの刺激によって

は全く上昇しなかった。これらの結果より虚血時の

アデノシン放出機構には細胞膜の脱分極や低酸素が

関与していると考えられた。

V5-01 

BDNF遺伝子プロモーターi及び111のカルシ
ウム応答性の違い

田i刻明子、中岡龍貴、天野賢示、

萱岐大祐、津田正明

富山医科薬科大学・薬学部・分子神経生物

脳由来神経栄養因子(brain-derivedneurotrophic 

factor: BDNF)遺伝子には、エキソンI-Vが存在し、エ

キソン1・IVの上流にはプロモーター1-IV(BDNF-PI 

ーIV)がそれぞれ存在する。

N-methyl-D-aspartate(NMDA)レセプターや電位依存性

カルシウムチャネル(voltage-dependentcalcium channel: 

VDCC)を介した細胞内Ca'+流入によってBDNF遺伝子

の発現誘導がヲ|き起こされるが、そのプロモーター

ごとの制御系については不明な点が多い。私たち

は、その点を明らかにするために、ラット大脳皮質

神経細胞初代培養系への、リン酸カルシウムによる

DNAトランスフェクション系を用いて、 BDNF-PI及

びPIIIのカルシウム応答性について検討を加えた。

培地中のKCJl農度を上げると脱分極でVDCCが開い

てCa'+流入が起こるが、この場合、 NMDA-Rからも

Ca'+流入が起こる。そこで、 25mMあるいは

50mMKClで脱分極を起こす際にAPVを加えてカルシ

ウム応答性を調べた。その結果、 VDCCからのcぷ+流
入はBDNF-PI及びPIIIの活性化を誘起したが、

NMDA-RからのCa'+流入はBDNF-PIIIのみを活性化し

た。この事実は、 BDNF遺伝子プロモーターは、

N恥MDA-RとVDCCからのCa

答を行つていることを示している。現在、プロモー

ターの Ca'+応答エレメントの解析中である。すで

に、 VDCCからのCa'+流入でBDNF-PIII上のCRE，CRS-j 

が応答していることが報告されている(Neuron，20， 

709-726 and 724・740，1998)0VDCCからのCa'+流入

でCREBのSer133のリン酸化が認められたが、このリ

ン酸化だけではBDNFプロモーター活性化は説明でき

なかった。



V5・02

genipinによる PC12h細胞の NOSを介し
た MAPキナーゼのリン酸化

山崎真津美、千葉賢三、毛利哲郎

北陸大学薬学部生物活性

NGFによる分化誘導過程において、 NOや MAPキ

ナーゼが重要であることはすでに知られている。一

方、我々は山梶子由来のイリドイド化合物である

gelllplllも、 PC12h細胞に対して NO-cGMP経路およ

びMAPキナーゼを介して突起伸震をもたらす可能性

をすでに報告した。今回、 gemplllの突起伸展作用に

関与する NOSおよびNO-cGMP経路と MAPキナー

ゼのリン酸化との関係について検討した。

PC12h細胞は血清入り培地で培養し、 24h 後に

gemplllおよび阻害弗jを含む無血清培地に交換した。

突起伸展活性は画像解析法により測定し、 NOSの発

現およびMAPキナーゼのリン酸化は、 iNOS、nNOS

およびリン酸化 ERKの特異的抗体を用いたウエスタ

ンプロット法により検出した。

その結果、 5μg/mLgenipinによる突起伸展は選択

的iNOS阻害剤の 1400Wおよび選択的 nNOS阻害剤

のETPIで有意に阻害された。また、 gemplll処理

2-60 minでコントロール細胞より強い MAPキナー

ゼのリン酸化が起こり、そのリン酸化は NOS阻害剤

である L-NAMEで阻害された。さらに、 gemplll処理

6hから iNOSの発現が認められ、 96hまで発現が増

加した。

以上のことから、 PC12h細胞において gemplllは、

iNOSおよびnNOSを介した NO-cGMP経路に続いて

MAPキナーゼをリン酸化することにより、突起伸展

を誘導することが示唆された。

V5・03

TNFの神経保護機作

水野龍案、玉谷実智夫1.2、松崎秀夫L:!、

奈栄治1.2、山口淳1.2、三宅進一1.2、

遠山正菊1.2

i大阪大学大学院医学系研究科機能形態学、

ZCREST， Japan Science and Technology 
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近年、虚血性脳障害においてTumorNecrosis Factor 

(TNF)の神経保護作用が報告されているが、そのメカ

ニズムは明らかでない。今回、我々は初代培養神経

細胞を用いTNFの神経保護機作について検討した。

TNFは低酸素および一酸化窒素供与体による細胞死

を用量依存性に抑制し、また抗アポトーシス蛋白で

あるBcl-2及びBcl-xを誘導した。 Bcl-2或いはBcl-xのア

ンチセンスオリゴの投与はほぼ完全にTNFによる

Bcl-2或いはBcl-xタンパクレベルの上昇を抑制し、こ

の時TNFによる神経保護作用を部分的に抑制した。

さらに、アデノウイルスベクターを用いIkB変異体を

高発現させておくとTNFによるNFkBの活性化、 Bcl-2

とBcl-xの発現誘導および神経保護作用はほぼ完全に

抑制された。 TNFの神経保護作用にNFkBの活性化を

介するBcl-2及ひざBcl-xの発現誘導が関与することが示

された。
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V5-04 

細胞外ATPによるラット脳ミクログリアの
TNF・α産生遊離

田中将也l、鈴木智久¥井上敦子l、秀和泉

l、井上和秀2、高坂新一3、仲田義啓l

1広島大学医学部総合薬学科薬効解析科学講座、 2国立

医薬品食品衛生研究所薬理部、 3国立精神・神経セン

ター神経研究所代謝研究部

ミクログリアはマクロファージ系の細胞がその起

源と考えられ、脳組織傷害、神経変性、あるいは炎

症の際に活性化し、 TNF.α などのサイトカインを分

泌し、脳の免疫反応に関与している。一方、ミクロ

グリアにはイオンチャネル型P2X7とG蛋白質共役裂

P2Yの2種類のATP受容体が発現していることが報

告されているが、細胞機能における役割は明らかで

はない。そこで我々はラット新生児脳の培養ミクロ

グリアを用いて、 ATP受容体を介するTNF.α産生遊

離の制御について検討を行った。その結果、 P2X7活

性化に必要とされる濃度のATP(1 mM)およびP2X7選

択的アゴニスト2'and 3'.Q'(4'benzoylbenzoyl)一

adenosine 5¥triphosphate (BzA TP)によってTNF.αm

RNA発現、およびTNF.α遊離が引き起こされた。こ

の効果はATPが起こす持続的Ca2+流入と相関し、

P2X7アンタゴニスト (calmidazolium.KN'04)は

Ca2十流入、 TNFα遊離のいずれをも抑制した。さら

にATPならび、にBzATPはMAPkinaseのp44/42、およ

び~p38を活性化し、その特異的阻害剤である

PD98059、SB203580はそれぞれATPならびに

BzATPが起こすTNF.a遊離を抑制した。以上の結果

からミクログリアにおいてATPはP2X7受容体の活性

化を介してCa2+を流入させ、 TNFα の転写、遊離を

引き起こすこと、さらにこのシグナル経路には

p44/42とp38が関与する可能性が示唆された。

V5-05 

カルシウムチャネルモジュレーターによる
ラット脳における脳由来神経栄養因子の動

態

仙波りつ子1.3、稲熊裕1、竹内郁夫l、

加藤兼房1、岩井美和子2、御子柴克彦2

1愛知県コロニー・研究所、 2東京大・医科学研究所、

3CREST，科学技術振興事業団

私達は、脳における脳由来神経栄養因子{BDNF)の

発現調節機構を明らかにするため、薬物投与による

脳内BDNFの変化を調べている。これまでに、盛鐙誘

発物質であるカイニン酸、 AMPA、PTZ投与により、

海馬および嘆内皮質(梨状業皮質を含む)のBDNFが

増加することを明らかにした。今回、電位依存性カ

ルシウムチャネルのモジ、ユレーターである(:!::)Bay

K.8644 (BAY.K: 2.4 mg/kg， ip)および1Vifedipine(NIF: 

100 mg/kg， sc)投与の効果について4.5週齢のSDラッ

トを用いて調べた。

Lタイプのカルシウムチャネルの活性化剤である

BAY.Kの投与によりBDNFプロテインが、海馬(1.3

倍)、中隔野(1.3倍)、大脳皮質 (2.8倍)、喚内皮質

(2.4倍)、線条体 (2.1倍)および脳幹(1.3倍)で有意に増

加した。一方、 NIFは、大脳皮質のBDNFプロテイン

の濃度を64%に減少させ、 BAY.KによるBDNFプロテ

インの増加を阻害した。 BAY.K投与による発作は投

与5分後からみられ、約一時間続いた。大脳皮質で

は、 BAY.K投与後2時間で、 1.4kbと4.2kbのBDNF

mRNAがもっとも増加していた。「方、 BDNFプロテ

インは6時間で最大となり、 14kDaと30kDalこ観察

された。これらの所見は、海馬や喚内皮質でもみら

れた。 BDNFの免疫染色では、大脳皮質5.6層の神経

細胞が染色されるが、 BAY.K投与後は、すべての層

の神経細胞が染色された。最近、 BDNF合成の開始が

CREBのリン酸化(CREB刊により起こることが報告さ

れている。そこで、 BAY.K投与後のCREB.Pの変化を

調べたところ、大脳皮質では投与後5分で約1.4倍に

増加していた。その他のカルシウムチャネル、

NMDA受容体の活性化やIP3受容体の欠損マウスでは

BDNFプロテインに変化がみられないことから、電位

依存性カルシウムチャネルの活性化が、 BDNF合成の

開始にかかわっているものと思われる。



V5-06 

イムノフィリンリガンドの神経栄養因子産
生誘導作用と神経保護効果

新田淳美、西岡博史、古川昭栄

岐阜薬科大学・分子生物

免疫抑制剤の受容体を総称してイムノフイリンと

呼ぴ、臓器移植の際などの拒絶反応を抑制するため

にT細胞内に存在すると考えられてきた。しかし、イ

ムノフィリンが免疫系の1050倍脳に発現しているこ

とが最近報告され、中枢神経系での役割に関心が持

たれている。本研究では、イムノフイリンリガンド

のlつであるタクロリムスの神経栄養因子産生誘導

作用およびドパミン作動性神経への保護効果につい

て検討した。

常法に従って神経細胞およびアストロサイトを培

養し、タクロリムス(0.1-10ng/ml)を24時間作用させ

た後の上清中のNGF、BDNF、NT.3およびGDNFの濃

度を酵素免疫測定法で測定したところ、 GDNF含量が

用量依存的に著しく増加していた。一方、タクロリ

ム(1.5mg/kg)を7日間腹腔内投与した 8週齢のラット

脳各部位でも有意なGDNF含量の増加が観察された。

6.0HDAを右側線状体に注入したマウスに10日間タ

クロリムス(10mg/kg)を投与すると、メタンフェタミ

ン投与によって誘発される回転運動が著しく抑制さ

れた。

本研究の結果から、イムノフィリンリガンドの 1

つであるタクロリムスは、ドパミン作動性神経系に

対して生存維持効果を持ち、その時GDNFの産生誘導

が少なくとも一部は寄与していると考えられる。パ

キンソン病やアルツハイマー型老年期痴呆症など

奏功を示す治療薬が存在していない神経性疾患に対

して、このようなイムノフィリンの作用は新しいア

プローチとして期待される O
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V5・07

BDNFとNGFによる一過性グルタミン酸放出

作用における細胞内シグナル解析

沼川忠、広l、松本知也1、小島正己1.2、

武井延之3、畠中寛1

l大阪大、蛋白研生合成、 2科技団さきがけ21、

3新潟大脳研

神経活動の重要なステップである神経伝達物質放

出にニューロトロフィンは重要な役割を十旦ってい

る。我々はニューロトロフィンのひとつ BDNFが中

枢ニューロンにおいて神経伝達物質放出のステップ

に直接関与していることを見い出した。小脳穎粒細

胞において BDNFはpreシナプスに作用し、一過的

なグルタミン酸放出を引き起こす。この放出作用は

BDNFの特異的なチロシンキナーゼ型レセプタ)

TrkBを介する作用であり、 BDNFの興奮性シナプス

調節因子としての重要性を示している。別のニュー

ロトロフインである NGFでも小脳穎粒細胞において

顕著なグルタミン酸の放出を観察した。小脳頼粒細

胞では NGFに特異的な TrkAの発現はほとんどみら

れない。にもかかわらず NGFで顕著なグルタミン酸

放出が観察される。また、その放出は BDNF同様細

胞内カルシウムに依存性の高いものである。培養細

胞にカルシウム指示薬 Fluo.3を取り込ませ共焦点

レーザー顕微鏡下で観察すると BDNF、NGFともに

有意な細胞内カルシウムの上昇がみられた。さで、

BDNFはTrkB活性化の下流である PLC号 y経路の活性

化による IP3産生を介して細胞内カルシウムの上昇

を引き起こし、グルタミン酸の放出を行っていると

考えられる。すなわち、 BDNFによる上昇はIP3レセ

プター阻害剤、 heparinにより完全に抑制され、 IP3レ

セプターの活性化が関与している。また、 PLC-yの

阻害剤、 U.73122でもカルシウム応答は抑制され

た。 BDNFによるグルタミン酸の放出においても

heparin、U.73122で組害効果がみられた。一方で

TrkAの発現がみられない NGFでのグルタミン酸放

出、カルシウム応答にはいかなる経路が関与してい

るのか、ここでは低親和性の p75下流シグナルをグ

ルタミン酸放出、細胞内カルシウムの応答を指標に

解析中である。
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V5・08

NOで誘導されるニュー口ン死のBDNFによ
る促進効果は培養日数に依存する

石川保幸、畠中寛

大阪大学・蛋白質研究所

BDNFは主としてニューロンの生存維持に働く栄養

因子として知られている。また、最近では成熟

ニューロンにおけるシナプス可塑性にも関わってい

ると報告されている。我々は、高酸素気相下の

ニューロン死およひ'NO依存性のニューロン死をむし

ろ促進する可能性があることを報告した。

今回この、 BDNFによるニューロン死の促進効果を

NOによっておこる細胞死の系でさらに詳細に検討し

た。その結果、 NOによる細胞死はBDNFによって顕

著に促進され、 BDNFによって促進される細胞死は遺

伝子発現、蛋白質合成、核凝縮、 DNA断片化を伴う

ことからアポトーシスであることが明らかとなっ

た。さらにBDNFによる細胞死促進効果は用量依存的

でありBDNFの濃度はTrkBを介する一般的な濃度と一

致していた。このBDNFによる細胞死促進効果は、

TrkB-IgGおよびK252aの添加によって抑制されたこ

とからTrkBを介した効果であった。 p38の選択的阻

害剤であるSB202190、およびSB203580によって抑

制されたことからp38が関与することが示唆された。

更に、 NOによる細胞死促進効果は、細胞の培養日数

およびラットの日齢に依存していた。このことか

ら、 BDNFによる細胞死促進効果は、神経系の発達段

階において何らかの役割を担っていると考えられ

る。

V5-09 

大脳皮質ニューロンのBDNFシグナルでの

Shp・2及びBIT/SHPS-1の機能解析

荒木敏行、山田雅司、畠中寛

大阪大・蛋白研

脳由来神経栄養因子は(BDNF)は神経細胞の分化や

生存、さらには可塑性に関わることが知られてい

る。 BDNFはその高親和性受容体であるTrkBに結合し

てその機能を発揮する。 TrkB以降の細胞内シグナル

については現在種々の分子が同定されているにすぎ

ない。最近PC12細胞においてNGFのシグナルにおい

てtyrosinephosphataseであるShp-2が関与している事

が明らかとなり、我々は同様に培養下のラット大脳

皮質ニューロンにおいてもBDNFの添加により、

Shp-2およびBIT/SHPS-1がリン酸化されることを明ら

かにした。またその際Shp-2がBIT/SHPS-1と結合する

ことを見いだした。そこで今回、我々はBDNFシグナ

ル伝達系におけるShp-2およびBIT/SHPS-1の役割を分

子レベルで解析するために、アデノウイルスベク

ターを用いこれらの蛋白質を過剰発現させることを

試みた。 Shp-2wild typeおよびShp-2のphosphatase

inactive mutant (C/S mutant)を発現するアデノウイル

ス、 BIT/SHPS-1 wild typeおよびBIT/SHPS-1のリン酸

化されるtyrosine残基をphenylalanineに置換したmutant

(4F mutantJを発現するアデノウイルスを作製し、培

養下のラット大脳皮質ニューロンへ過剰発現を行っ

た。その結果、 Shp-2 wild type及びC/Smutantを発現

させること・で、 BDNF添加後のチロシンリン酸化に顕

著な違いが観察された。特にC/Smutantを発現させる

ことで少なくとも4種の蛋白質のチロシンリン酸化が

増強していた。その中の68kDの蛋白質はShp-2自身と

考えられ、 Shp-2は自分自身を基質としていることが

予想される。また、 BIT/SHPS-1を発現させることで

それ自身のチロシンリン酸化が顕著に誘導された。

また、興味深いことにBDNFによるMAPkinaseの活性

化はこれらの蛋白質の過剰発現によって影響されな

かった。現在我々はShp.2やBIT/SHPS-1と相互作用す

ると考えられている分子について、これらのアデノ

ウイルスを用いて解析を行っている。



V6-01 

培養アストロサイトの遅発性アポトーシス
発現におけるプロテアーゼ‘およびNF-kappa
Bの役割

田熊一徹i、李英培2、馬場明道3、松田敏夫4

1神戸学院大・薬・分析、 2薬理、 3大阪大院・薬・神

経薬理、 4複合薬物動態

我々は既に，遅発性グリア細胞死を含むCa2+パラ
ドックス様障害が培養アストロサイトにおいて発現

すること、本細胞障害に活性酸素およびアポトーシ

スが関与することを報告している。今回は，本障害

の発現機構におけるプロテアーゼおよびNF-kappaB 

の役割について薬理学的手法を用いて検討した。ァ

ストロサイトは生後1~2 日齢のラット大脳より調製

した。培養アストロサイトを低Ca2+培地に曝露後、

正常培地に戻すとj舌性酸素産生の増加が認められ

た。 Ca2+再選流による活性酸素の産生増加に対し

て、 BAPTA-AM、カルパイン阻害薬、カタラーゼお

よびアロプリノールが抑制効果を示した。一方、グ

ルタチオン枯渇薬BSO、カタラーゼ阻害薬ATZおよび

キサンチンは活性酸素産生を促進した。過酸化水素

(100μM)に短時間曝露し再濯流するとDNAラダーお

よび核の凝縮が認められた。過酸化水素曝露および

Ca2+再潅流によるアポトーシスに対して、フェナン
トロリン、 FK-506、カスパーゼ3阻害薬

Ac-DMQD-CHO、カテプシンD阻害薬ペプスタチンA

および'NF-kappaB阻害薬PDCが保護効果を示した。

Ac-DMQD-CHOによる活性酸素障害に対する保護効果

は、カテプシンB阻害薬CA074Me共存下消失し、さ

らにカテプシンD阻害薬ペプスタチンAを添加すると

回復した。過酸化水素曝露によるNF-kappaBの核内

移行が認められ、本活性化はフェナントロリン、

FK-506およびPDCにより限害された。これらの成績

は、 Ca2+再濃流による遅発性アポトーシスの発現に

おける、 (1)カルパイン、~サンチンオキシダーゼ系活

性化に伴う活性酸素の産生、ならびに(2)活性酸素に

よるカテプシンD~ カスパーゼ3系およびカルシ

ニューリン ~NF-kappaB系の活性化の関与を示唆す

る。

V6・02

Inhibition of gapjunctional 

intercellular communication by 

endogenousandexogenous 

oxidative stress in retinal horizontal 

cells 

Z. Y. Zhou， K. Sugawara， S. Kato 
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Department of Molecular Neurobiology， Graduate 
School of Medicine， Kanazawa University 

To investigate the effects of oxidative stress in 

gap junctional intercellular communication of carp 

r巴tinalhorizontal cells， we used two 
well-characterized models of oxidative stress in 

carp retina. Endogenous oxidative stress was 

induced by blocking synthesis of the endogenous 

antioxidant glutathione (GSH) with buthionine 

sulfoximin巴(BSO).Exog巴nousoxidative stress 

was induced with paraquat (PQ)， an intracellular 

generator of superoxide.百legap junctional 

intercellular communication between horizontal 

cells was studied by intracellular r巴cordingof 

light-induced responses and dy巴couplingof the 

fluorescence Lucifer Yellow. The retinal GSH 

level was reduced and the intercellular 

communication of horizontal cells was inhibited 

by both BSO and PQ. 
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V6・03

老齢ラットで見られたこユーロフィラメン
ト蛋白の構成比変化と軸索輸送

内田敦子l.2、田代朋子3、小宮義理3、久永真

市1

l都立大院・理・生物、 2東工大・生命理工・バイオ

サイエンス、 3群馬大学・医-分子病態

ニューロフィラメント (NF)は神経細胞に特異的

な中間径フィラメントで、軸索内の最も主要な細胞

骨格である。筋萎縮性側索硬化症 (ALS)のような神

経軸索変性疾患では軸索内でのNFの蓄積が頻繁に見

られる。このようなNFの蓄積は、軸索輸送の傷害の

結果であると考えられている。 ALSは老化に伴い発症

率が増加する。一方、 NFの軸索輸送速度は老化に伴

い低下する。両者には何らかの関連があると考えら

れるが、 NFの軸索輸送機構についてさえ未だ不明な

点が多い。老化でみられる軸索輸送速度低下の原因

を明らかにするため、老齢ラットと若齢ラットのNF

を比較し、老齢ラットのNFは軸索内で密にパッキン

グしていること、 3つのサブユニット(NF-L、NF-M、

NF-H)のうちNF-Mの割合が減少していることをすで

に報告した。本研究では、 NFのパッキングとサブユ

ニット構成比が、軸索に沿ってどのように変化する

かを座骨神経を用いて詳細に解析した。老齢ラット

でみられた軸索内NFのパッキングは、前根など軸索

近位音:r，で著しく、遠位部では緩和されていた。一

方、 NFのサブユニァト組成も軸索の部位により異

なっていた。若齢ラットでは軸索の遠位部でNF-Mの

割合が高いのに対し、老齢ラットでは遠位部に行く

程NF-Mの割合が減少していた。遠位部におけるNF-M

の減少と軸索輸送との関連性を明らかにするため

に、脊髄前角部位に [35S]メチオニンを注入し、坐

骨神経を輸送される各NF蛋白の速度と量を調べた。

その結果、老齢ラットではNF-Mの輸送速度が他のサ

ブユニットに比べ低下していることが判明した。こ

れらの結果から、 NF-Mの輸送速度低下は老化に伴う

NFの輸送速度低下の原因の一つである可能性が示唆

された。現在はNF-Mの輸送速度が低下する原因につ

いて調べているところである。

V6-04 

スフィンゴミエリン分解によるラットアス
トロサイトのアポリポプロテイン A・|依存
性コレステロール放出の増加

伊藤仁一、長安祐子、横山信治

名古屋市立大学医学部生化学第一

ラットアストロサイトはアポリポプロテイン (apo)

Eを分泌し、同時にコレステロ ル(Cho)、リン脂質

を放出して細胞外に highdensity lipoprotein (HDL)を

生成する。また外来性apoA-jに反応して細胞内 Cho

poolが減少し、 Cho放出が促進されるが、その放出

量は他の細胞種に比べ著しく低い。本実験では、細

胞膜におけるスフィンゴミエリン (SM)とChoとの強

い親和性に注目して、ラットアストロサイトによる

外来性 apoA-j依存性 Cho放出における SMの役割を

検討した。

100 mUスフィンゴミエリナーゼ (SMas巴)で 1時間

処理することにより、ラットアストロサイトの見か

け上約70%のSMが分解され、細胞内 Chopoolが増

加した。しかし SMase処理された細胞は非処理細胞

に比べ、外来性 apoA-j(5 mg/ml)刺激により細胞内

Cho poolのより顕著な減少が認められた。また

apoA-j依存性の Cho放出が約 40%促進され、

microemulsionによる非特異的な Choeffluxもわずか

に上昇した。 apoA-Iで誘導される Cho放出は SMase

作用中に最も高く、 SMase除去後の時間経過と共に

Cho放出は減少した。 SMの培養液中への添加は

SMaseによる apoA-j依存性 Cho放出促進作用を抑制

した。また SMase処理された細胞膜の Triton

X-1 OO-insolbule fractionにおける Chocontentは約

60%減少した.TritonX-100-insolbule fractio日は Cho

およびSMが豊富に存在し、これらの強い相互作用

により安定な構造を形成すると考えられている。こ

うした知見から、 SMaseは細胞膜 Triton-insoluble

fractionのSMを分解することにより、 apoA-jに対す

る反応性を高め Cho放出を促進するように Cho分子

の存在様式を変化させることが示唆された。



V6・05

ドレプリン関連タンパク質SH3P7の樹状突
起内局在

山崎博幸、白尾智明

群馬大学医学部行動分析学

SH3P7はSH3ドメインのリガンドスクリーニングに
よってマウス胎仔cDNAライブラリーより単離された
タンパク質で、 c末端側IこSH3ドメインを lつ持ち、
N末端側にアクチン結合タンパク質ドレプリンの相同

領域を持つ。免疫系においては、リンパ球の抗原受

容体から細胞骨格への情報伝達の過程で、 SH3P7が
アダプタータンパク質として働いていると示唆され

ている。我々はラットSH3P7のクローニングを行
い、得られたcDNAより種々の解析を行った。
RT-PCRで得られたDNA断片をプローブにしてラッ
ト海馬cDNAライブラリーをスクリーニングしたとこ
ろ16個のクローンが得られ、それらは僅かなアミ

ノ酸の有無で4種類に分けられた。 pETシステムによ
り合成した融合タンパク質を抗原にしてウサギポリ

クローナル抗体を作製し、 ABC法、蛍光法を適用し
て免疫組織化学を行った。材料は 7週齢ラット脳を

パラホルムアルデヒド固定したクリオスタット切片

を用いた。また、 EGFP(EhancementGreen Fluorescent 
ProteinlとSH3P7全長cDNA(4種類)、 SH3ドメイン
欠損配列、 N末端領域欠損配列(ドレプリン相同部位

を含む)との融合タンパク質をCHO細胞に発現させて
観察した。

SH3P7は脳に広く存在したが、特に海馬、小脳分
子層が強く染色された。海馬においては歯状回分子

層、 CAl放射状層などに多く存在し、樹状突起様ま

たシナプス橡の染色が観察された。小脳分子層にお

いてはプルキンエ細胞樹状突起様に染まり、また斑

点、状の染色も確認された。各種マーカーを用いて二

重染色を行ったところ、 SH3P7は細胞体には少なく
樹状突起に多く存在しシナフ。ス後部スパインにも存

在した。対照的にシナプス前部には存在せず、グリ

ア細胞にも目立った局在は観察されなかった。遺伝

子導入の結果、 EGFP-SH3P7は細胞質に分散して存在
しストレスファイパーにも局在した。 4種のcDNA関
の発現形における差は観察されなかった。一方、 SH3
ドメイン欠損変異体はストレスファイパーでの局在

は変わらなかったが一部が核に移行し、 N末端領域欠

損変異体ではほとんど全てが核に移行した。

これらの結果より、 SH3P7はドレプリン相同部位
を含むN末端領域で細胞骨格と相互作用し、主に樹

状突起、スパインで機能していると考えられる。

V6・06

中枢神経系細胞によるアストロサイトのコ

レステロール代謝の制御

上野幸子1.2、伊藤仁-'、長安祐子2、

横山信治2
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i名古屋市立大学医学部精神医学教室、 2名古屋市立大

学医学部第一生化学

アストロサイトはアポリポ蛋白質E (アポE)の分

泌と伴にコレステロール、燐脂質を放出してHDL様

リポ蛋白質を形成し、中枢神経系細胞のコレステ

ロール代謝及び運搬において重要な役割を果たして

いると考えられるo我々は中枢神経系組織における

アストロサイトのアポE分泌とHDL産生の生理的役割

を解明するため、神経細胞共存下におけるアストロ

サイトのアポE分泌とコレステロール代謝変化につい

て検討した。

ラット胎児大脳細胞をーヵ月間長期混合一次培養

したのちアストロサイト単独の二次培養を一週間

行ったもの (M/Wlを、一次培養一週間、アストロ

サイト単独二次培養を一週間あるいは一ヵ月間行っ

たもの (W/WあるいはW/M) と比較した。

M/WではW/W、W/Mに比べてコレステロール

合成は約2倍に促進され、さらにLDL負荷によりよ

り効率的にその合成が抑制された。またアホ"E産生が

著しく充進しこれに伴いコレステロール放出が増加

した。この結果M/Wの細胞コレステロール含量はW

/Wに比べ約30%低下した。さらにM/Wは外来性

アポAI刺激に対する反応性が低下しコレステロー
jレ、スフインゴミエリン放出は促進されなかった。

長期混合培養の培養液添加によりW/Wはコレステ

ロール放出、アポE分泌、が共に促進された。

これらの結果から、アストロサイトのコレステ

ロール代謝充進は他の中枢神経系細胞との液性因子

を介した相互作用によるものであることが示唆され

た。
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V6-07 

HLH型転写因子によるオリゴデンドロサイ
トの発生分化調節

鹿川哲史1、藤藤哲一郎2、池中一裕1

1国立生理学研究所神経情報部門、

2国立遺伝学研究所発生工学部門

ベーシック・ヘリックス・ループ・ヘリックス

(bHLH)型転写因子は、神経初期発生を促進する非

常に重要な分子であることが知られている。我々

は、グリア細胞の初期発生もHLH型転写因子によっ

て調節を受けているのではないかと考え研究を進め

てきた。

最近、中枢神経系グリア細胞の一種であるオリゴ

デンドロサイトの終分化過程が、神経軸索からの

J agged. N otchシグナルによって調節を受けていること

が示唆された。 Notchシグナルを受け取ったオリゴデ

ンドロサイト前駆細胞には、抑制性に働くbHLH型転

写因子HES5の発現が誘導され成熟が抑えられる。こ

のことは、すなわち、オリゴデンドロサイトの成熟

には、促進性のbHLH型転写因子による正の調節が必

要であることを示唆している。そこで、我々は、オ

リゴデンドロサイト前駆細胞株CG4のmRNAより

bHLH型転写因子に対するdegeneratedPCR primersを

用いて、促進性bHLH型転写因子であるMash1を逆転

写.PCR(RT.PCR)クローニングすることに成功し

た。さらに、生後8日目のラット視神経からMashl

mRNAを検出し、オリゴデンドロサイト初代培養細胞

にも抗Mash1抗体陽性反応を検出したので、 invivoで

もオリゴデンドロサイトの細胞系譜にMash1が発現し

ていることが示された。また、オリゴデンドロサイ

ト前駆細胞を高血清条件で培養するとアストロサイ

トへと分化することが知られている。この過程では

ベーシック領域を持たない、すなわちDNA結合活性

を持たない抑制性のHLH型転写因子Id遺伝子ファミ

リーの発現が誘導されるので、異なる機構でMash1の

活性を抑制していることが考えられる。

これらの事実は、オリゴデンドロサイトの発生の

少なくともある分化段階においてMashlが中心的役割

を担っており、その活性をHES5で抑制すると未分化

な状態が保持され、 Id遺伝子ファミリーで抑制すると

アストロサイトへの分化を促すことを示唆しており

興味深しミ。

V6・08

脳の胎児期に優勢な新規遺伝子Bdm2の発現
解析

本郷茂樹、高橋隆、西中直也、竹田二美

代、

竹田稔

昭和大学医学部生化学

我々は前回DifferentialDisplay 法によって胎児期脳

に高発現する新規制m2遺伝子のcDNAクローニング

を報告した。今回さらにinsitu hybridizationによって

Bdm2 mRNAの詳細な脳内発現分布を調べた。胎生18

日脳においては広範囲に発現が認められたが、生後

14日脳では発現がより限局し嘆球、海馬、小脳に強

い発現が観察された。

生後14日の海馬ではCA1.CA3野の錐体細胞層、歯

状回の穎粒細胞層に、小脳においては外頼粒層、内

穎粒層に強いシグナルが認められた。海馬、小脳、

嘆球は生後においても神経細胞が生産される領域で

あり、ノーザンプロットによる発現変化の解析結果

等からBdm2は神経細胞の最終分化に関わっているこ

とが示唆される。

次に我々はGST.BDM2融合タンパク質に対する抗

体を作製した。ウエスタンプロットによって脳の上

清函分に38と36kDaの二種類のBDM2タンパク質が存

在することが示された。 36kDaのBDM2は胎児期に多

く発現がみられ生後低下するが、 38kDaのBDM2は生

後38目から増加し始めた。このように脳において

BDM2タンパク質の発現が確認され、神経系の発達に

ある役割を果たしていると考えられる。



V6-09 

神経芽腫サブセットからのオリゴキャップ
full-Iength cDNAライブラリーの作製およ
びシークエンシング

大平美紀l、高安肇l、影山肇i、諸橋愛子i、

宍倉朋胤1、河本竹正i、高田尚幸1、

高橋将人1、鈴木穣2、菅野純夫2、中川原章1

1千葉がんセ・生化、 2東大医科研・癌ウイルス

神経芽経は小児の腹部腫蕩の中で最も多く、神経

芽細胞が交感神経系の神経節細胞や副腎髄質へと分

化していく過程で発生する。この腫蕩は一歳頃まで

に出現する場合は予後が良く、腫傷細胞の自然退縮

や分化がしばしば見られる。逆に一歳以降に見つ

かったものは予後が悪く、 N.mycの増幅を高頻度に伴

う。このことから、神経芽種の病態や、各サブセッ

トの生物学的特性には、神経系での分化増殖をつか

さどる遺伝子やアポトーシス関連遺伝子などが密接

に関わっているものと予想、される。現在知られてい

る例としてはNGFに対するレセプターTRK.Aの発現

が予後良好群で高く、腫蕩の分化や自然退縞に役割

を担っているらしいこと、また一方予後の悪い群で

はTRK.Aの発現は抑えられており、代わって

brain.derived neurotrophic factorのレセプターである

TRK.Bが高発現し、腫蕩の進展に寄与しているらし

いことが分かつてきた。

我々はこのような神経芽腫をひきおこす遺伝子群

を同定するため、予後の良い群と悪い群の患者サン

プルからそれぞ、れcDNAライブラリーを作製し、これ

らを将来マイクロアレイやDNAチップに応用して各

サブセットでの遺伝子発現プロファイルの検討を目

指している。現在までに予後良好群のプライマリー

サンプルから、オリゴキャッピング法を用いて完全

長クローンを多く含むcDNAライブラリー(平均イン

サート長:約3kb) を作製し、 2400クローンの両端

シークヱンシングを終了した。最初の 1100クロー

ンのホモロジー解析の結巣、既知遺伝子は457個

(365種類) (40%)であり、新規遺伝子の可能性を

持つものは、 ESTデータベースのみにあたる308個

(27%)、ゲノムシークヱンスにあたる219個

(19%)、及び、nohit 40個 (4.0%) を合わせた50%で

あった。このサブセットのシークエンシングはひと

まず終了し、今後は予後の悪い群についてのシーク

エンシングをすすめていく予定である。また、今回

得られた遺伝子のなかで興味深いものについては複

数の患者サンプルを用いた半定量PCRを行っており、

この結果も合わせて報告する。
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P 1-01 

細胞膜分画に存在するADP-ribosyl
cyclase活性の受容体刺激による変化

東田陽博、横山茂、橋井美奈子、星直人

金沢大学大学院・医学研究科・分子情報医学・細胞

遺伝子学講座

トランスミッター受容体刺激後、セカンドメッセ

ンジャーとしてのCa'+か細胞内で増加する。この増

加は、細胞外からのCa2+流入と細胞内イノシト ル

三リン酸感受性Ca'+ブール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。後者は

細胞内Ca'+増加がCa'+動員により生じる(C1CR)とし

て知られている。このCa計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リボース (cADPR)

がある。 cADPRはNAD+を基質として、 ADP');ポシル

環状化酵素 (ADP'ribosylcyc!ase)により生じる。崎幸L

動物ADP'ribosylcyclaseとしてCD38やBST.1が知ら

れているが、 ADP-ribosylcyclaseは膜分画と細胞質の

両方に存在する。今回、膜分画に存在する

ADP'ribosyl cyc!aseに注目して受容体がどのように

その活性を調節するか調査した。神経芽細胞腫およ

び心室筋の100.000g沈盗中の粗膜分画を酵素源と

して、 2rnMNGD+と0.06m Ci['HINAD+あるいは60

rnM NAD+存在下、 37'Cインキュベートした。

['HINAげをTCLで分画し、また蛍光分光光度計によ

りcGDPRの産生を測定した。ムスカリンやアドレナ

リン受容体刺激により酵素活性が変化したので報告

する。

P1-02 

ヒトmGluR1a発現細胞及びラット培養大脳
皮質細胞におけるCPCCOEtとPHCCCの阻害

様式とその性質

丸山尚治、大沢ひろみ、塚本直大、竹内裕

寓有製薬・つくば研究所

メタポトロピックグルタミン酸レセプター(mGluR)

はG蛋白を介したセカンドメッセンジャー系にリンク

しているレセプターで、少なくとも 8つのサブタイ

プがクローニングされている。 N末の細胞外ドメイン

が非常に大きいことが、他のG蛋白結合型レセプター

とは大きく異なる特徴である。このN末の細胞外ドメ

インがグルタミン酸結合部位と考えられている。ア

ミノ酸構造を持つ化合物がmGluRに対してagonIst、

antagonIst作用を持つことは知られていが、非アミノ

酸構造から成るCPCCOEtとPHCCCがmGluR1に対して

阻害作用を示すことが報告されている。今回我々

は、 CPCCOEtとPHCCCがmGluR1のグルタミン酸結合

部位とそれ以外の部位のどちらに対して、影響を及

ぼしているのかを調べた。ヒトmGluR1aを発現して

いるCHO細胞において、グルタミン酸による細胞内

Ca計増加反応におけるCPCCOEtおよびPHCCCの影響

を調べたところ、それぞれの1C50債は6.3rnM、

l.OrnMて、あった。阻害様式を調べるためSchild

analysisを行ったところ、アミノ酸構造を持つrnGluRl

阻害薬である4C3HPGはdose'responsecurveが右側に

平行移動する競合阻害様式を示したが、 CPCCOEtと

PHCCCは非競合的阻害様式を示した。

[' Hj'QuisQualateを用いたradioligandbinding assayで

は、 CPCCOEtとPHCCCはいずれも['Hl'QuisQualateの

bindingを阻害しなかった。また、 CPCCOEtによる阻

害の可逆性を調べたところ、 4C3HPG同様、可逆的な

間害を示した。ラット胎児脳由来の初代培養大脳皮

質細胞において、 group1 rnGluR特異的

agonist.(S)' 3.5' DHPGによるCa'+の上昇をCPCCOEtは

100rnMで、阻害した。以上の結果より、

CPCCOEtおよびPHCCCはrnGluRlにおいてグルタミン

酸結合部位以外の部位において可逆的な阻害作用を

示すことが強〈示唆された。またその阻害作用は正

常細胞に存在する受容体でも認められた。



P1-03 

ラット脳タイプ1シグマ(a1)受容体との会
合霊白質の探索と解析

山本秀子l、三浦玲子2、山本敏文3、

根津竹哉3、篠原慶子l、鷺直樹1、山国徹¥

額田敏秀2

1 (財)東京都精神研精神薬理、 2神経化学、 3横浜市

大院総合理学、 4三菱生命研

σ1受容体は普遍的に存在することから、細胞の基

本機能に関与する可能性が示唆されているが、細胞

内における情報伝達機構は明らかにされていない。

σl受容体は、ラット脳をO.4%CHAPSで可溶化した画

分をセフアクリル200HRゲル漉過クロマトにより分

離すると、放射性σ1選択的リガンド結合実験と σ1

受容体抗体を用いた染色により、 200-kDa以上の高分

子量の位置に検出される。しかし、精製されたσ1受

容体は約30kDaで、あることから、細胞内では σ1受容

体は他の蛋白質と複合体を形成して機能しているこ

とが推測される。そこで我々は、グ1受容体の細胞内

情報伝達機構を明らかにするために、 GST-(Hisl，σ 

1受容体フラグメント(アミノ酸配列118-223)融合

蛋白質を大腸菌に発現させ、そのアフイニテイゲル

を用いて σ1受容体と複合体を形成する会合蛋白質を

探索した。 σl受容体抗体を用いたウエスタンブロッ

ト染色から、 σ1受容体の細胞内局在は、ミクロソー

ム画分に多く認められ、シナプトソーム画分にも存

在することから、 ラット脳P，及びP3のCHAPS可溶化

函分を調製し、 GST融合蛋白質アフイニテイゲルと反

応させた。対照はGSTのみのアフィニテイゲルとし

た。 GST融合蛋白質アフイニテイゲルのグルタチオン

溶出蛋白のSDS-PAGEは、ラット脳P，函分にσ1受容

体(膜貫通領域後からC末端)と1Dvltroで、は複合体を

形成する高分子量の蛋白質 (220-kDa以上)が検出さ

れ、シナプトソームにおける σl受容体が他の蛋白と

複合体として存在し、機能する可能性を示唆した。

P3函分ではP，画分と同位置にbandが検出されたが、さ

らに高分子量の会合蜜白質も検出された。

P1司04

神経細胞におけるNaポンプアイソフォーム
のイオン輸送活性制御機構の解析

井上順雄、曽我智子、加藤尚彦

横浜市立大学医学部生化学第一

培養神経細胞に存在するNaポンプアイソフォーム

のイオン輸送活性の制御機橋を解析した。神経細胞

型 (α3型と α2型)アイソフォームと αl型アイ
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ソフォームの存在量の比は約2: 1であるが、無処

理、無刺激の条件下 (basalな状態)では、イオン輸

送活性の比は約 1: 2であった。これは、 basalな状

態において活性が制御され、a:神経型が抑制された

状態、②αI型が活性化された状態、笹神経型が抑

制されαl型が活性化された状態、のいずれかにあ

ることを意味する。一方、細胞をカルモジュリンア

ンタゴニストであるW-7で処理すると、全体の活性が

約60%に減少したが、アイソフォームのイオン輸送

活性の比が変化して、神経細胞型の活性が全体の約

2/3になった。これは、 basalな状態における活性

制御をW-7が解除したことを意味すると考えられる。

また、 CaMキナーゼの阻害薬であるKN-93によって

も、同様の活性の比の変化が起ったことから、 basal

な状態における活性制御にCaMキナーゼが関与する可

能性が示唆された。一方、細胞をグルタミン酸で刺

激すると、神経細胞型活性が全体活性のの約 2/3

になり、全体のイオン輸送活性が約1.7倍に上昇し

たO 同様な変化は、 KN-93存在下でも起ったが、グル

タミ・ン酸刺激に伴うNピ流入を阻害するW-7存在下で
は起らなかった。したがって，グルタミン酸は，

basalな状態における活性制御を解除し、細胞内Na+濃

度を上昇させることにより全体の活性を上昇させる

ことで、両アイソフォームの活性を変化させると推

定された。これに対して、細胞をプロテインキナー

ゼ(PKC)の活性化剤であるPMA、あるいは、プロテイ

ンホスファターゼ (PP1とPP2A)の阻害剤であるオ

カダ酸で処理すると、両アイソフォームの活性が同

程度上昇し、全体のNaポンプ活性が、それぞれ、約

1.5倍と1.6倍になった。さらに、オカダ酸処理条件下

でグルタミン酸で刺激すると、神経細胞型活性と α

1型活性の両方が上昇し、全体のNaポンフ.活性が約

2.5倍に上昇した。以上の結果から、神経細胞のNaポ

ンプの活性制御に、タンパク質のリン酸化・脱リン

酸化が関与することが示唆された。
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P 1-05 

神経軸索上の電位依存性チャネルのクラス
ター形成におけるPSD・95ファミリーの役

割

馬場広子l、石橋智子1.2、秋田裕美2、

池中一裕2、西野仁雄l

2名古屋市立大学医学部第二生理、 2国立生理学研究所

Post synaptic density'95 (PSD-95)はシナプス後膜部

に存在する蛋白質で、 NMDA受容体、電位依存性K+

channel、nNOSと結合し、シナプス後膜におけるそれ

らの分子のクラスター形成に重要な役割を果たして

いると考えられている。我々は、中枢神経系におい

てPSD95が軸索部分にも輸送され、 juxtaparanodeに

おいて電位依存性ピ channelと共にクラスターを形成

していることを示し、この蛋白質がシナプス後膜の

みでなく、軸索部におけるK+channelの局在にも関

わっていることを明かにしてきた。脱髄後の軸索に

おいては、このPSD95およびK+channelのクラスター

は消失する。しかし、ウエスタンプロットによる解

析結果からは、蛋白質量としては脱髄前後でほとん

ど変化していないことから、脱髄によってこれらの

分子がぴまん性に分布するようになったと考えられ

た。一方、末梢神経軸索においてはPSD-95は中枢神

経系と同様にど channelの存在するjuxtaparanodeの部

分にクラスターを形成するのに対し、 PSD95の3つ

のPDZドメインに共通したアミノ酸配列をもとにし

て作製した抗体ではランピエ絞輪部にもクラスター

が認められた。これは、電位依存性Na+ channelが局

在する絞輪部分にPSD-95以外のPDZドメインを持つ

分子がが存在し、蛋白質分子の局在化に関与をして

いる可能性が考えられた。

ランピエ絞輪周辺部分へのチャネルのクラスター

形成は正常な跳躍伝導のために重要であり、その局

在化の鍵をにぎるPSD-95ファミリーがどのようにし

てこの部分に集積するのかを現在検討中である。

P 1-06 

Mitochondria tricaboxylate carrierと

ホモロジーを示す脳特異的新規遺伝子のク

ローニング

三宅進_1，4、玉谷実智夫M 、i靖国憲昭l、

佐藤康二2、谷口学l¥河合良部['、堀修M、

仙波恵美子3、遠山正嫡M

l大阪大・医・第二解剖、 2浜松医大・第一解剖、

3和歌山県立医大・第二解剖、 .CREST、JST

我々はラット脳cDNAライブラリーを用い、

Mitochondria tricarboxylate carrier proteinと34%のホモ

ロジーを示す翻訳領域を含む新規遺伝子を単離し

た。この遺伝子はNorthernblot法及びWesternblot法

によりmRNAレベル、タンパクレベル共に脳特異的に

発現していることが認められた。発生段階でのタン

パク発現はadult脳にで最も多く認められた。また、

免疫組織化学法により副神経核、舌下神経核、迷走

神経背側核、および小脳のベ、ルグマン支持細胞等に

おいてタンパクの発現が認められた。さらに、免疫

電顕の結果よりベルグマン支持細胞においてはミト

コンドリアの膜に局在していることが明らかになっ

た。今後、この新規遺伝子がコードするタンパク賓

の機能解析について検討する予定である。



P 1-07 

グリアセロトニントランスポーターの薬理
学的特徴と可視化

稲津正人、武田弘志、松宮輝彦

東京医科大学薬理学教室

セロトニン神経終末の細胞膜には、放出された神

経伝達物質をNa+/Cl依存的に再取り込みし、神経伝

達を終了させるセロトニントランスポーターが存在

している。セロトニントランスポーターは、神経細

胞外のセロトニン濃度を調節する機能蛋白質であ

り、その発現や活性の謂節機構が、神経伝達効率を

制御する因子であることが強〈示唆されている。近

年、中枢神経系において神経細胞と同様にグリア細

胞の生理的な役割が注目されており、この細胞に神

経伝達物質を細胞間質から取り除く輸送機構の存在

が示唆されている。セロトニンのグリア細胞への取

り込みは、 Na+依存性でSSRIs感受性との報告がある

が、分子レベルでの検討は全く成されていない。そ

こで今回我々は、培養ラットアストロサイトを用い

て、グリアセロトニントランスポーターの薬理学お

よび分子生物学的特徴について神経型セロトニント

ランスポーターと比較検討した。各種モノアミン取

り込み阻害薬の大脳皮質シナプトソームおよびアス

トロサイトへの['HI5-HT取り込み阻害作用を検討した

結果、両標本における阻害活性は、 5-HT取り込み阻

害薬>NE取り込み阻害薬>DA取り込み阻害薬の

順であり、 Ki値に高い相関性を認めた。抗セロトニ

ントランスポーターモノクローナル抗体により、ア

ストロサイトが特異的に免疫染色された。ウエスタ

ンプロット解析により、大脳皮質シナプトソームに

おいて118kDaおよび73kDaのバンドが、アストロ

サイトでは、 120kDaおよび73kDaのバンドが検出

された。更に、両標本をPNGaseF処理すると73kDa 

のバンドのみが検出された。この様な薬理学および

分子生物学的特徴より、アストロサイトには神経細

胞と類似のセロトニントランスポ}ターが発現して

いると考えられる。また、これらの分子量の違い

は、異なる糖鎖修飾が関係していることが示唆され

た。

P1・08

高親和性コリントランスポーターのクロー
ニング

奥田隆志l、芳賀達也1、金井好克2、

遠藤仁2、石原健3、桂勲3

l東京大・医・神経生化学、 CREST、

2杏林大・医・薬理、

3遺伝研・構造制御、総研大

コリン作動性神経では、アセチルコリン分解産物

のコリンはシナプス前部に存在する高親和性コリン

トランスポーターによって細胞内に取り込まれ、ア

セチルコリン合成に再利用される。高親和性コリン

取り込みはNa+と共役しており、ヘミコリニウムー 3

によって阻害される(K戸 lOlOOnM)。この取り込み

はアセチルコリン合成の律速段階であり、シナプス

伝達の効率を調節すると考えられている O 現在まで

にGABA、ノルアドレナリン、ドーパミン、グリシ

ン、グルタミン酸など主要な神経伝達物質のトラン

スポーターのcDNAが単離されているが、コリントラ

ンスボーターは単離されていない。我々は線虫

Celegansのゲノム配列から予測されるNぶ依存性トラ

ンスポータ -cDNAを1つlつクローニングし、アフ

リカツメガエル卵母細胞発現系で高親和性コリン取

り込み活性を調べることによって線虫高親和性コリ

ントランスポーターを同定し、 cht-j(choline 

transporter-1)と名付けた。次にcht-jとの塩基配列の

相向性を指標にラット脊髄から相同分子(CHTl)をク

ローニングした。ノーザン解析の結果、脊髄、前脳

基底部、線条体、脳幹に限局して転写産物が確認さ

れた。 CHTlはコリン作動性神経で発現していると推

定された。 CHTlをアフリカツメガエル卵母細胞で、発

現させるとNa+依存的で、ヘミコリニウムー 3(1μM)

で完全に阻害されるコリン取り込み活性が観察され

た。これらの結果は高親和性コリントランスポー

ターの性質と一致している。
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P1・09

樹状突起に mRNAが局在する新規遺伝子の

同定

鈴木龍雄1、田慶宝岡野照l、中山耕造2

1信州大・医・神経可塑性、 2信州大・医・二解剖

神経細胞の樹状突起やシナプス後部の入力部位近

辺にタンパク合成のための装置があり、そこでのタ

ンパク合成がシナプスの入力で制御されることによ

りシナプス可塑性発現に関与していることが示唆さ

れている。現在までに樹状突起内にmRNAが局在する

とされるタンパク質としては既知のもの約20種と未

知のもの約40種が知られている。今回我々はラット

全脳から単離したシナプス後肥厚部(PSD)函分に付

随しているRNAを抽出し、 600種以上の mRNAを検出

した。そのうち現在までに約200種ほどの塩基配列を

決定した。ホモロジー検索の結果、 42種類の遺伝子

が既知、 143個が未知の配列であった。既知のものの

中には既にその mRNAが樹状突起に存在する事が知

られているMAP2やTrkBが認められた。また，各種

レセプターや、いくつかのシグナル伝達に関与する

分子も認められた。我々は新規の遺伝子を仮にDem

(Dendritic mRNA) geneと名付けた。それらのうち、 34

種については insitu hybridizatio日によって mRNAが

樹状突起に局在することを明らかにした。また、い

くつかの Demgeneの発現は、カイニン酸痘撃誘発後

の脳で叩 regulationをうけることがわかった。さら

に、特異的プライマーを作成して RTPCRを行う

と、 mRNAが樹状突起にも局在するカルモジュリン

キナーゼ IJaサプユニットの mRNAもPSD函分に検

出された。さらにいくつかのDemのmRNAも確かに

PSD薗分に検出されるし、カイニン酸痘聖堂後の脳で

up.regulationをうけることも確認された。また、

Dem21についてはラット脳 cDNAライブラリーよ

り、さらに長い cDNAをクローニングしており、そ

の発現タンパク質に対する抗体による Western

blottingでは Dem21proteinが PSD薗分に存在する事

が明らかになった。これらの結果は、我々の同定し

た多くの Dem遺伝子が単に RT.PCRの際の非特異的

人工産物ではないことを示唆している。今後、でき

るだけ多くの新規Demgeneをクローニングする計画

である。

P1・10

成長円錐における alpha-Iatrotoxin依存

性の伝達物質放出機構

五十嵐道弘、小宮義薄

群馬大・医・分子病態学

成長円錐は成長期神経細胞の軸索先端にあり、軸

索成長を担うほか、シナプス前終末の前駆体とも考

えられる。演者は成長円錐にSNARE機構が存在し、

軸索成長に関与すること、その調節機構がシナプス

終末とは異なることを証明した。今回は、強制的に

ほ OCytOS1Sを起こさせるalpha.latrotoxin(LTX)を用いて

成長円錐のexocytoS1S機構を詳しく解析したので、報

告する。

(方法)生後2日目ラット前脳より調製した単離成長

円錐及び成熟ラット脳より調製 したシナプトソー

ムをCa'+freeKrebs.Ringer bufferに懸濁しI'H]GABAを

取込ませ、 LTX添加後の放出1
3
HlGABA放射活性を測

定した。

(結果・考察)成長円錐にはLTX依存性の伝達物質

放出能が確認され、種々のボツリヌス神経毒素に感

受性だった。結合実験から、 LTX受容体の量には差

がなかったが、 LTX感受性はシナプスの1/10であっ

た。成長円錐ではLTX依存性のrab3AのGDp.GTP型

変換が生じにくく、 rabphilin.rab3A複合体形成も極め

て少なかヮた。またrabphilin、rab3.GEPの2種類の

蛋白がきわめて少量で、、 rab3Aサイクリングが不完全

であることを見出した。さらに成長円錐にrabphilinを

導入すると、 rab3Aサイクリングの効率は上昇した。

これらの結果は、成長円錐ではSNARE機構はある程

度発達しているが、 rab3Aサイクリングはシナプス成

熟に伴って発達することを強く示していた。



P 1 -11 

新規シナプス小胞タンパク質p36の同定

中山幸代i、堀均¥韓春錫2、大倉多美子3、

阿相暗晃¥植村慶一人永沢秀子l

l徳島大・工・生物工学、 2慶応大-医 生理、 3慶応

大・先端医科研、 4都立老人研・細胞生物

神経伝達物質の関口放出において、重要な役割を

担う物質として、種々のシナプス小胞タンパク質が

同定されている。我々は、けいれん関連遺伝子

PTZ-17の推定タンパク質のC末ペプチドに対する抗

体としてAb17を生成し、これによってマウス及び

ラットの海馬CA3、CA4領域の苔状線維シナプスが強

く染色されること、またこの抗原タンパク質の一種

がシナプス小胞タンパク質であることを見いだし

た。そこでこの構造と機能を明らかにするため、

Ab17の抗原タンパク質の同定を行った。

r¥.b 1 7によるラット組織の免疫ブロッテイング解析

において、約49kDa(p49)と約36kDa(p36)のバンド

がみられ、これらはいずれも脳に特異的に発現し、

腕、心臓、肝臓、腎臓には認められなかった。この

ろち、 p49はラット脳より調製した細胞質分画に、

p36は膜分画に存在していた。特にp36は、 6M塩酸

グアニジン 25mM DTTを含む緩衝液で変性処理した

ブロット膜上でより強く検出されること、硫安また

はTCA沈殿後に再溶解されにくいことなどから、疎

水性が高く、凝集しやすいタンパク質であると予測

された。マウス及びラット脳の免疫組織化学染色に

おいて、 Ab17から得られた抗p36アフィニティ 精

製抗体でCA3、CA4領域が強〈染色される一方、 p36

非吸着分画では全く染まらなかったことから、この

領域に強く発現するタンパク質はp36で、あると結論づ

けられた。ラット大脳より精製したシナプス小胞分

画に、 p36がシナプトフィジン、シナプトタグミンな

どと共存したが、 SDS-PAGE及び二次元電気泳動上

の挙動はこれらとは異なっていた。以上の結果か

ら、 p36は新規シナフ・ス小胞タンパク質であることが

示唆され、現在、単離及び一次構造決定について検

討ー中である。
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P 1-12 

神経筋シナプス形成のシグナル分子の解析

重本和宏に久保幸穂2、近藤郁子1、

丸山直紀2

1愛媛大学医学部衛生学、 2東京都老人総合研究所分子

病理

胎生期に運動神経終末が筋組織に接触後に働くシ

ナプス形成の初期シグナルとしてシナフ.ス前膜(運

動神経終末)から分泌されるアグリンによりシナプ

ス後膜領u(筋肉組織)に存在するMusk/Nsk2リセプ

ター型タイロシンキナーゼ(RTK)が活性化され、アセ

チルコリンレセプター(AchR)、Nsk2lMuskRTK、

rapsyn膜蛋白を凝集させることが明らかになってい

る。我々は、この分子機構を解析するためマウス

C2C12培養筋細胞のAchR凝集を、作成したリコンピ

ナントアグリンで誘導する実験系を構築しそれを用

いて分子機構を解析している。我々はカイネースド

メインを欠く分泌型Musk/Nsk2アイソフォームを発

見しているが、今回このアイソフォームの機能とシ

グナル伝達における意義について解析するために、

ヒト胎盤アルカリフォスファターゼ (hAP-tag) とヒ

ト免疫グロプリンのFcドメインをC末にタグとして付

加した(hFc-tag)リコンビナント蛋白を作成した。これ

らを用いて、 C2C12AchR凝集実験系に投与すると、

AchR凝集を濃度依存性に100%抑制することが示され

たことから、生体内でアグリンによる

Musk/Nsk2RTKの活性化の調節因子として作用する

ことが示唆された。 ところでMusk!Nsk2RTKの活性

化にはアグリンと分化したC2C12筋細胞で発現して

いる別の分子が必要であるが、その実体は不明であ

る。作成した上記のリコンビナントを用いて

Musk/Nsk2RTK活性化の因子について現在解析を

行っており、最近の知見に基づき議論したい。
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P1・13

シナプトタグミン/チュープリン相互作用

本多敦子、西須英雄、阿部輝雄

新潟大学脳研究所

神経終末における伝達物質の放出が細胞骨格に

よって制御されていることを示唆する報告は多い

が、その具体的な分子機構に関する知見は乏しい。

生化学的、生理学的、遺伝学的証拠から、シナプス

小胞の膜蛋白質シナプトタグミン(以下タグミン)

は伝達物質放出過程における Caセンサーと考えら

れている。最近の研究はタグミンが伝達物質放出以

外のシナプス前部機能にも関与していることを示唆

する。われわれはタグミンが細胞骨格蛋白質チュー

プリンに結合することを報告したが、今回、その相

互作用を解析し、 SNAREとの関係等を調べたので報

告する。

タグミンIはMAPsやタウ蛋白質を含まない精製

チュープリンにCa'+依存的に結合する。 subtilisin処理

により C末端部分を除去したチュープリンには結合

しない。われわれはすでにタグミン[がチュープリン

のbサブユニットに結合することを報告している。し

たがって、タグミンIは、 MAPsやタウ蛋白質と同様に

チュープリンbサブユニットのC末端部分に結合する

と考えられる。タグミンIの細胞質部分全体とGSTの

融合蛋白質に対して精製チュープリンは強〈結合す

るが、 GST-C2AあるいはGST-C2Bには弱い結合しか

示さなかった。タグミンIIはIときわめて似た一次構

造を持つが、チューブリンの結合はほとんどみられ

なかった。

タグミンH:l:syn臼XInおよぴSNAP-25に結合すること

により、 VAMP/synaptobrevinが加わった安定な7S複

合体を形成する。ラット脳粗synaptosornes分画の

TritonR X-I00抽出物の抗チュープリン抗体あるいは

抗タグミン1抗体による免疫沈降では、チュープリ

ン、タグミンIの他に上記の3種のSNAREsが回収され

た。したがって、チュープリン/タグミンI相互作用は

タグミンIのSNAREsへの結合を妨げない。また、

チュープリンの結合はタグミン I分子同士の結合によ

るrnultirnerizationに影響しなかった。

P1・14

発育初期における遅い軸索内輸送の変化と

細胞骨格成熟過程

津田守弘、田代朋子、小宮義薄

群馬大学医学部分子病態学講座

軸索および神経終末部を構成する細胞骨格蛋白質

は全て細胞体で合成され、 1日動nmの速度をもっ遅

い軸索内輸送により供給されている。我々はこれま

で、成長一老化の過程や神経再生過程、薬剤投与後

などの様々な状況下における遅い軸索内輸送を解析

し、これが細胞骨格動態を反映して変化することを

示してきた。遅い輸送の速度は成長につれて徐々に

遅くなるとされているが、実験上の制約から、発育

初期の幼若動物について実測された例は少なく、

ラットでは4週齢以前の報告例はない。今回我々

は、生後l逓齢から 3週齢のラット坐骨神経を用い

て、細胞骨格蛋白の動態およびその軸索内輸送を調

ぺ、細胞骨格の発育過程を明らかにするとともに、

この時期に増加するニューロフィラメント(NF)の果

たす役割について検討した。

I、2、3週齢のラット脊髄前角部にし[35SIメチ

オニンを注入し、 4-7日後に前根および坐骨神経

を摘出して、 3mmの連続切片とした。 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、アクチン、チュープ

リン、 NF蛋白の放射活性を定量した。

若齢ラットでも、アクチン、チュープリンに加え

て、三種のNF蛋白(H，M，L)が大量に輸送されており、

NF集積過程を反映すると考えられる。成熟ラットと

比較して輸送速度が全体に速いが、 1週齢一3週齢

にかけて減速するとともに、 NFのサブユニット組成

に変化がみられる。重合した細胞骨格に対応する不

溶性分画の速度が速く、可溶性分画と差がないこ

と、可溶性分画に回収されるチューブリンおよび

NF-Hが成熟ラットより有意に多いことから、よりダ

イナミックな構造であることがわかる。これらの結

果は、 NFの量的、質的変化およびNFと微小管の相互

作用の変化を主体として軸索細胞骨格の安定化が起

こり、輸送が減速することを示唆している。
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ラット脳から新たに分離したNF-H

C末尾部キナーゼはGSK3sであった

佐々木孝寛l、内田敦子l、石黒幸一2、

久永真市1

l都立大院・理、 2三菱生命研

神経軸索の最も主要な細胞骨格であるニューロ

フィラメント (NFs)はNF-L，NF-M、NF-Hの三つのサ

ブユニットから構成されている。 NF-MとNFHのC末

尾部はside訂 mを形成し、そこには多数のリン酸化部

位が存在する。そのリン酸化はNFs関又はNFと他の

細胞内構造との相互作用を制御すると考えられてい

るが、その詳細は解明されていない。リン酸化はKSP

の繰返し配列に存在する。 KSP配列はKSPXKと

KSPXXの2つのモチーフに分けられる。前者はCDK5

により、後者はMAPK又はSAPKONK)によってリン酸

化されることがinvitroで、示されている。しかし、神

経栄養因子やストレスなどにより一時的に活性化さ

れるMAPKやSAPKはNF-Hを構成的にリン酸化するキ

ナーゼとしては考えにくい。また、 SAPKはNF-Hをリ

ン酸化しないことを予備的な実験により確認してい

る。即ち、 KSPXX配列をリン酸化する他のキナーゼ

の存在が考えられた。今回、 CDK5、MAPK、SAPK

以外のNF-HC末尾部キナーゼを検索したところ、

GSK3βが分離されたので報告する。

KSPXXタイプのリン酸化モチーフが多く存在する

ラットNF-HのC末尾部全領域 (425-1072aa) を大

腸菌で合成し、精製した後、基質として用いた。成

体ラット脳をホモゲナイズした後、 100KXgの遠心

分離を行い、その上清画分をDEAEセルロースカラム

で分画した。未吸着函分には、 CDK5とMAPKがほと

んど含まれないにもかかわらず、強いNF-Hキナ}ゼ

活性が存在した。この函分をSPセフアロースカラム

で2つのNFHキナーゼ活性ピ}クに分けた。弱い

ピークは残存するCDK5のものであったが、強いピー

クは、 CDK5でもMAPKのものでもなかった。この活

性をへパリンカラムとSuperose6を用いて更に分画し

た。このNF-Hキナーゼ活'性は20mMの塩化リチウム

により阻害された。 Superose6の活性ピークに一致す

る47KDaのタンパクはウエスタンブロテイングの反

応性から、 GSK3βであることが示唆された。 GSK3

βがNF-Hをリン酸化するという報告はあるが、リン

酸化部位やその役割については全く分かっていな

い。 GSK3sによるNF-Hのリン酸化部伎や生理的リン

酸化についても報告する予定である O

P 1 -1 6 

ミクログリア特異的カルシウム結合霊白質
Iba1のアクチン結合能の解析

佐々木洋、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・代謝

lbalは脳内でミクログリア特異的に発現する分子

量17k D aのカルシウム結合蛋白質である。 Iba1の

細胞内局在を調べるため、ミクログリア細胞株の

MG5を用い抗Iba1抗体による免疫細胞染色を行なっ

た。蛍光標識ファロイジンとの二重染色により、膜

ラッフリング部位においてIbalとアクチンの共存が

観察された。このことから、 Iba1はアクチン構造維

持に関わる蛋白質であると考えられる O そこでIba1

とアクチン細胞骨格の関係を明らかにするため、ア

クチン結合能を中心に解析を行なった。
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アクチンはニワトリ胸筋より精製し、 Iba1はGST融

合蛋白質として大腸菌で発現させ、酵素処理により

GSTと分離したものを用いた。超遠心によるアクチ

ン線維との共沈実験を行なったところ、 Iba1i土繊維

状アクチン (F-アクチン)に結合して沈殿した。結

合の解離定数は約15mMで、 Ibal アクチンのモル比

でおよそ1: 3で飽和に達した。さらに低速遠心によ

る実験ではFアクチン単独で、は大部分のアクチンが

上清に残るのに対し、 Ibalを加えると多くのアクチ

ンが沈殿することから、 IbaliまFアクチンを架橋す

る活性を持つと考えられる。また、 Iba1のアクチン

結合及び、架橋作用にカルシウム依存性は認められ

なかった。次にIba1ミュータントを作製しアクチン

結合、架橋に対する影響を解析した。 N末端10アミ

ノ酸を欠失させると結合能が著しく低下し、 C末端

28アミノ酸を欠いたミュータントでは逆に結合が強

くなった。また両ミュータント共にアクチン架橋作

用は示さなかった。このことからアクチン結合には

C末端28アミノ酸を除いた部分が必要であり、架橋

作用にはN、C両末端が必要で、あると考えられる。

以上の結果から、 Ibalは膜ラッフリング部位に

あって、アクチン架橋作用を通じアクチン構造の維

持に重要な役割を果たす蛋白質である可能性が示唆

された。
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ミクログリアにおける転写因子NFAT
(Nuclear Factor of Activated T Cells) 
とカルシニューリン情報伝達系

大森信彦、星川裕、内野博之、芝崎太

東京都臨床医学総合研究所細胞生理学研究部

(背景、 E的)

NFATはT細胞活性化に不可欠な転写因子であり、

このNFATの活性化では、セリン/スレオニンホス

ファターゼであるカルシニューリン(Cn)によるNFAT

の脱リン酸化により核内移行および転写活性の制御

が行われている。今回われわれは、ラット前脳虚血

モデルにおいて、カルシニューリンの特異的阻害剤

であるシクロスポリン(CsA)の投与によりミクログリ

アの活性化が抑制されることを見い出し、ミクログ

リアにもNFAT/Cn系が存在することが考えられたた

め以下の検討を行った。

(方法)

1 )ラット前脳虚血モデル:雄性Wisterラット(8週

齢)を用い、 CsA投与群(虚血前後計4回、 CsAを

10mg/kgにて腹腔内投与)、非投与群の前脳虚血モ

デルを作製した。虚血後経時的に脳組織凍結切片を

作製、蛍光抗体法にて、活性化の指標としてOX-6抗

体の免疫反応性を検討した。

2)培養モデル:マウスミクログリア細胞株、

MG5(Ohsawa et aL. GLIA 21(1997))を用い、 CnA、

CnBの存在、 A23187およびCsA処理によるNFATの

リン酸化状態の変動を SDS-PAGE、Westernにより解

析した。

また、タンパク核商分を抽出し、 EMSAによりNFAT

のDNA結合能を検討した。

(結果)

1 )ラット前脳虚血モデル:CsA投与群では、 OX-6

陽性細胞の出現は認められなかった。

2 )培養モデル:CnAおよびCnBの存在が確認され

た。また、 NFATはA23187により脱リン酸化、 CsA

により再リン酸化が認められた。 EMSAでは、

A23187処理後の核抽出薗分において、 DNA結合能が

確認された。

(結語)

ミクログリア活性化制御の新しい情報伝達系とし

て、 NFAT/Cnの存在が明かとなった。ミクログリア

活性化を病態とする疾患へのカルシニューリン阻害

剤の有効性が示唆される。

P 1-18 

小脳頼粒細胞死に応答し活性化する
ミクログリア遺伝子gcd・10の同定

折笠瑞穂、田中秀逸、小池達郎

北海道大・院理・行動知能

生後l週間のラット小脳より単離した小脳頼粒細

胞は通常のK+濃度 (5.4mM)下で培養すると、

24DIVで突起伸長・分化し、 5-6DIVには約半数が死

滅する。我々は小脳頼粒細胞と、細胞分裂阻害剤で

増殖を抑えたグリア細胞の共培養系において、神経

細胞死に伴い発現が変化する遺伝子を探索した。

3DIVの培養細胞をコントロールとし、 5DlVで顕著に

発現する遺伝子をdifferentialhybridization法により検

索した結果、細胞死に伴って活性化する 6遺伝子が

認められたogcd (granule cell death) -10はそのうちの

一つである。この遺伝子は細胞を高ピ(30mM)で培養

した後、血清及び高ピを除いたアポトーシス系でも

顕著に発現が増強したことから、何らかのアポトー

シス関連遺伝子であることが示唆された。 Northern

blotting解析で、は、約2.4およびl.3kbの2つのバンド

が認められ、その発現レベルは3DIVではわずかであ

るが、 4DIVから増加し、 5-6DIVでピークに達した。

Differential hybridization法で、得られたfragmentを元

に、 5DlVの共培養細胞cDNAlibraryよりcloningを行

い、l.3kbの塩基配列を決定した。結果、 gcd-10の

coding regionは造血細胞由来の 2つのマウス

homologueと高い相同性を示した。そのうちの 1つ

LAPTm5は262個のアミノ酸から成るlysosomeに局在

する蛋白質である(Adraand Lim. 1996)。この蛋白質

のペプチド抗体を用いて免疫染色を行ったところ、

小脳頼粒細胞は染まらず、ミクログリアのみが顕著

に染色された。従ってgcd-10は小脳頼粒細胞死に応

答し，ミクログリアが発現する遺伝子であると考えら

れる。 (LAPTm5抗体は共同研究者であるHarvard大

B.Lim氏より供与。)
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ラット培養ミクログリアにおけるMRF・1の
カルシウムによる発現調節

賀谷直樹、橋本敦史、田中秀逸、小池達郎

北海道大・院理・行動知能

当研究室では、小脳頼粒細胞のアポトーシスに応

答しミクログリアで特異的に発現増加する遺伝子

mrf-1を単離した (Tanakaet al.. 1998)。その発現レ

ベルは、活性化したアメーバ型ミクログリアで高

く、静止型ミクログリアで低い。ラット大脳皮質細

胞の初代培養系から単離したミクログリアを用い

て、 MRF-lの発現レベルついて調べた。 Northern

blot解析によるmrf-1発現レベルはミクログリアを炎

症性サイトカイン IFgで処理すると増加するが、同

じくミクログリアを活性化することで知られる LPS

で処理するとむしろ減少した。細胞の NO産生の活

性化剤 SNPや阻害剤 NAMEによる処理についても

即日発現レベルへの影響を調べた。それらの結果か

ら、少なくとも NO産生活性と即日発現活性との間

に相関は認められなかった。また、ミクログリアに

Ca'+間 lophoreやthapsigargin，high-K+等の細胞内

Ca'+濃度を高める処理を施すと mrf-1mRNAレベル

は減少した。この Ca'+ionophoreの効果は、 MRF-1

タンパクレベルでも Dotblotにより定量的に確かめ

られた。これらの研究から、 mrf-1の発現調節は神経

細胞死に応答し発現上昇するのに加えて、 Ca'+依存

的に発現減少するメカニズムの存在を示した。
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培養ミクログリアの生存制御におけるPI
3'-キナーゼとMAPキナーゼの役割

小池達郎、橋本敦史、池上浩司

北海道大・大学院理学研究科生物科学専攻
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活性化したミクログリアの生物機能に関しでは多

くの知見があるが、酸化ストレスや神経細胞死が充

進している環境下でミクログリア自身がどう生存制

御されているかに関しではあまり知られていない。

このためにはミクログリアの生存を促進している機

構をまず明らかにする必要がある。ラット新生児大

脳皮質から分離した培養ミクログリアは血清存在化

でPI-3'キナーゼの標的であるAktのリン酸化

(ser473)が起こっている。 IGF1はこれをさらに促

進する。 PI-3' キナーゼの阻害剤LY294002はAktの

リン酸化を消失させると共に用量依存的にミクログ

リア細胞の極性を消失させ、最終的に細胞死を誘発

した。細胞死はアポトーシスの特徴を持ち、カス

パーゼ 1様活性阻害剤で抑制された。一方、 MAPKK

の阻害剤であるU126は部分的に細胞死を誘導した。

両阻害剤による細胞死には加算性が成り立ち、独立

な経路として働いていると考えられた。 PI-3'キ

ナーゼの阻害剤によるアポトーシスはCSF1及び2に

よって用量依存的に抑制された。細胞増殖阻害剤の

存在下でも抑制効果はみられた。この抑制効果は

U126により失われた。活性型MAPKに対する抗体を

用いたウエスタンブロットから、 CSFはともにMAPK

の活性化 (p44，p42)を促進した。 CSF1及び2は

MAPキナーゼ経路を介して生存を促進したと考えら

れる。一方、 S6キナーゼは生存制御には関与してい

なかった。
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ミクログリア遺伝子 mrf・1のネク口一シス
に応答した発現増加

田中秀逸、小池達郎

北海道大院理行動知能

我々は、神経細胞のアポトーシスに応答して発現

の増加するラットミクログリア遺伝子mrf.1を単離し

た(Tanakaet aI.. 1998)。この遺伝子発現は、大脳皮

質由来の培養ミクログリアにおいて、変性を始めた

ラット小脳穎粒細胞との共存で顕著に増加する。ま

た、アダルト正常脳内の休止型ミクログリアでの発

現も認められている。 RT.PCR法を用いて調べたとこ

ろ、 6週令ラットから単離した休止型ミクログリア

のmrf.1レベルが、培養下でアメーバ型ミクログリア

に分化するのに伴い増加することが確認された。さ

らに今回は、神経細胞のネクローシスに対する応答

について調べた。ラット局所脳虚血により、大脳皮

質梗塞周辺部で多くの神経細胞のネクローシスが観

察されることが知られている。虚血後1週間の大脳

皮質では、梗塞屑辺のミクログリアの顕著な活性化

と数の増大も起こるが、それらの細胞での著しい

MRF.1発現が免疫組織化学的染色により確かめられ

た。ラット小脳細胞培養系においても、グルタミン

酸による成熟した穎粒神経細胞のネクローシスに伴

い、共存ミクログリアで、のmrf.1発現増加が起こるこ

とがノーザンプロット解析により確かめられた。こ

れらの結果により、ミクログリアが、神経細胞のア

ポトーシスばかりでなくネクローシスに対しでも応

答しmrf-1発現を増加させることがわかった。(この

研究は加藤宏之氏(東北大医神経内科)との共同によ

る。)
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ミクログリア活性酸素産生を増強するトリ
プシン処理アルブミン由来サブフラグメン
卜の精製

中村洋一、司秋生、片岡喜由

愛媛大学医学部生理学第一

ミクログリアの活性化は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示唆されてい

るが、その活性化機構については不明な点が多い。

我々は破綻した血液脳関門から漏出した血清成分が

ミクログリアを活性化し、様々な神経毒性のある物

質を産生する可能性について検討し、培養ミクログ

リアのホルボールエステル刺激による活性酸素産生

がアルブミンにより著しく増強されることを報告し

た。

アルブミンをトリプシン処理しでも、ミクログリ

アの活性酸素産生を増強する効果は消失せず、反対

に増加した。この結果を利用し、トリプシン処理し

たアルブミンから活性を持つサブフラグメントを精

製し、アルブミン内の活性部位を特定することを試

みた。トリプシン分解したウシ血清アルブミンか

ら、ゲル液過、陰イオン交換、逆相の各クロマトグ

ラフィを順に用いてサブフラグメントを精製した。

精製標品の分子量は5192+/ー2(TOF.Mass分析)で、

12個と33偶アミノ酸からなる 2つのペプチドがジス

ルフイド結合で、繋がったものであった。このペプチ

ドはミクログリアの活性酸素産生を濃度依存的に増

強し、そのEC50は0.1-0.2uMで、もとのアルブミン

のそれとほぼ等しかった。

これらの結果は、血清成分の中のアルブミン分子

そのものがミクログリアのj舌性化を増強しているこ

とを強く示唆しており、また、アルブミン分子のご

く一部分がその活性化機構に関与していることを示

している。この分子構造のさらなる解明により、ミ

クログリアの異常活性化を抑制する神経細胞障害防

御のための新しい手段が開発されることが期待され

る。
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Mouse Glia Maturation Factor-s及びー
γのcDNAのクローニング

井上雄一朗1、浅井清文l、藤田佳織1、

森川将行1.3、山本愛美l、三浦裕l、

河合洋子l、森山明彦2、岸本年史3、

飯田順三ヘ加藤泰治1

1名古屋市大医学部分子医研生体制御部門、 2向自然科

学研究教育センター、 3奈良医大精神医学講座

[目的!我々は、ヒトグリア細胞成長因子 (Glia

Maturation Factor: GMF) β及び yのcDNAの全塩基

配列を明らかにし、昨年の本大会で報告した。今回

マウスGMFβ及び yのcDNAのクローニングを行っ

たので報告する。

l方法Imouse brain cDNA libraryを定法に従いスクリー

ニングした。プローブには、ヒトのGMFβ及び yの

cDNAを用いた。

l結果及び考察lマウスGMFβ及ぴ'YのcDNAは各

4，123bp、606bpで、あった。塩基配列より予測される

open reading frameは、両者とも426bpで、 142アミノ

酸残基をコードしていた。これは、ヒトのGMFβ及

び yと同数であった。 FASTAprogramにおいてマウ

スGMFβ とGMFyのcodingregion内で比較したとこ

ろ、 DNAは71.1%の相向性を認めた。アミノ酸配列

の相向性は80.2%と高度であった。第8、87、96番

のシステイン残基はGMFの生物学的活性に重要で、あ

ると考えられるが、両者で一致しており、ヒトの

GMFとも一致していた。ノーザンプロッテイングで

はGMF.β に対応する4.4kbのmRNAはマウスの心臓、

脳、肺、肝臓、腎臓、精巣で主に発現しており、

GMFφyに相当するO.9kbのmRNAはマウスの心臓、勝

臓、肺、精巣で同定された。 GMF'yが限られた臓器

で発現しているためGMF'yの組織での機能がGMF

βと異なっていることを示唆しているのかも知れな

'"。
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オリゴデンド口サイトの細胞系譜における
スフィンゴミエリン

中井陽子1，2、伊藤康一3、桜井洋子l、
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足立達美¥国本学¥植村慶一2、阿相暗晃2

1東京都老人総合研究所・神経生物、 2慶応義塾大，

医・生理、 3東京都臨床医学総合研究所・炎症、 4国立

環境研究所・地域環境研究

スフインゴミエリン (SM)は細胞膜に含まれる脂

質成分の一つで、特に脳の白質部分に多く存在し、

ミエリンを構成する主成分である。これまで、生体

膜中のSMを直接検出する方法がなかったが、最近、

溶血毒のライセニンが、膜中のSMに極めて特異的に

結合し、生体膜上のSMを直接検出できることが明ら

かになった(Yamajiet al.. J.Biol. Chem. 1998)。本研究

は、このライセニンを使用して中枢神経系細胞にお

けるSMの細胞膜上での存在様式を解析する事を目的

とした。培養中枢神経系細胞をライセニンおよび細

胞種を同定するための抗体を使用して免疫細胞化学

的に染色した。培養神経系細胞は、胎生18日目の

ラット大脳皮質から単離したニューロンおよび発達

段階特異的オリゴデンドロサイト(Sakuraiet aLJ 

Neurosci. Res. 1998)、更に生後1日目の大脳皮質から

単離したアストロサイトを用いた。特にオリゴデン

ドロサイトについては、細胞系譜を追って詳細に解

析した。培養ニューロンにはライセニンは全く結合

しなかった。アストロサイトではオリゴデンドロサ

4トよりも弱い結合が認められた。 A2B5陽性のオリ

ゴデンドロサイトプロジェニターでは細胞膜へのラ

イセニンの結合が認められず、さらに04楊性、 01陽

性、 MBP陽性とオリゴデンドロサイトの分化が進む

が、これらの段階ではほとんどすべての細胞に、特

に突起部分に明瞭な結合がみられた。以上の結果よ

り、ライセニンの結合がオリゴデンドロサイトの分

化のマーカーとなりうる可能性が示され、ミエリン

形成に際し、 SMがMBPより早い時期に発現し、役割

を果たしていることが示唆された。
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ゼブラフィッシュ (Daniorerio)ミエリ
ンDM20のcDNAクローニング

遠山陽子、一宮智美、吉田弘美、栗原正

創価大・生命研・神経化学

Proteo!ipid protein (PLP)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、月曜虫類以上

では二者択一スプライシングで生じる DM20と呼ば

れるアイソフォームが混在している。一方魚類の中

枢神経ミエリンの主要な膜タンパクは従来POとされ

てきたが、最近DM20が魚類の中枢神経ミエリンで

POと共存していることが明らかにされた (Yoshida

& Co!man. 1996)。したがって、魚類の DM20はミ

エリンタンパクの進化の上で興味が持たれる。今回

我々は、モデル動物として最近注目を集めているゼ

ブラフイッシユ(Daniorerio)のDM20について、

cDNAクローニングを行なった。まず、ゼブラフイツ

シュの脳 RNAから RTPCRにより cDNA断片を得

た。次に、この断片で cDNAライブラリーをスク

1) -ニングし、多数の陽性クローンを得た。これら

のクローンはすべて同ーの cDNA由来であった。ゼ

ブラフィッシュから得た cDNAは全長約1.7キロ塩

基で、 DM20に相当する 245アミノ酸残基をコード

する ORFを持っていた。アミノ酸配列は PLPおよ

びDM20の特徴である膜4回貫通の構造を備えてい

た。また、晴乳類DM20とアミノ酸配列が類似して

いて、この cDNAがコードするタンパクが鴫乳類

DM20のゼブラフイツシュのホモログであることを

示唆した。ノーザンハイブリダイゼイションではゼ

ブラフイッシュの脳に約2キロ塩基の大きさの

mRNAを認めた。今後、この cDNAを用いて、ゼブ

ラフイツシュの発生発育過程でDM20の発現・局在

の変化を追及していく予定である。
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マウス脳における新規myelin-associated
glycoprotein (MAG)霊白質の構造解析

小糸寿美1，2、岡田雅人1、松田義宏2、

永井克也l

1大阪大・蛋白研・代謝、 2国立精神神経センター神経

研免疫

Mye!in-associated g!ycoprotein (MAG)はミエリン

特異的蛋白質の 1つで、イムノグロプリンスーパー

ファミリーに属する構造を持つことやミエリン膜の

最内層に局在することから、神経軸索に対する認識

や接着に関与することが想定されている。 MAGの2

つのアイソフォームであるL-MAG と S-MAG~土ミエリ

ン形成期にはしMAGが一過性に著しく発現し、成熟

期にはL-MAGに代わってS-MAGが主成分となる発現

推移を示す。ところが、我々はRT-PCR法による高感

度検出を行った結果、これまで発現がないとされて

きた胎仔期から新生仔期のマウス脳内にもMAG

mRNAが発現していることを見出した。さらに詳細な

構造解析により、このMAGの構造は既知のS-MAG配

列の5'末端領uを一部欠失する新規のmRNA発現型で、あ

ることが明らかとなり、我々はこのmRNAを5'-de!eted

MAGと名付けた。昨年の本大会では、 5'-de!etedMAG 

がオリゴデンドロサイトの前駆細胞に特異的に発現

され、分化の進行に伴って減少する傾向を示し、こ

のことから本分子がオリゴデンドロサイトの分化制

御に関わる可能性を示唆することを報告した。今

回、 5・-de!etedMAGから翻訳される蛋白質について

Western b!ottingによる解析を試みた。マウス脳標品

において抗SMAG抗体と反応し、 S-MAG(lOOkDa}と

は明らかに異なるサイズ(57-60kDa)のバンドを検出

した。これらの蛋白質を単離し、構造解析を行った

結果、 MAG配列を含むことが明らかとなり、

5'-de!eted MAGから翻訳された蛋白質であることが予

想される。この蛋白質について現在までに得られた

知見を報告する。
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オリゴデンドロサイト中の11型ぺプチジルア
ルギニンデイミナーゼとその反応産物の検

出

秋山麹ーに桜井洋子2、阿相暗晃人

千秋達雄l

1都老人研生物活性制御、 2神経生物

オリゴデンドロサイトは幾つかの分化段階を経て

成熟し、中枢神経系のミエリン膜を形成する。重層

化したミエリン膜の細胞質側に存在するミエリン塩

基性タンパク質 (MBP) には、特定のアルギニン

がシトルリンに置き換わった弱塩基性亜成分が含ま

れる。これはベプチジルアルギニンデイミナーゼ

(PAD)の働きでアルギニン残基が脱イミノ化さ

れたものである。

最大6個のアルギニンが脱イミノ化された成分が

見つかっており、酸性脂質粒子の凝集能が元のMBP

と著しく異なると言われる。生体内には少なくとも

3種類のPADが存在し、脳に見つかっているのは

II型のみであるが、それがMBPを産生するオリゴ

デンドロサイトに局在するという確証は未だ得られ

ていない。今回我々はイミュノプロット法により、

桜井等山の方法で単離したラット大脳皮質由来の未

熟なオリゴデンドロサイト中にIl型PADを検出し

た。これは免疫細胞化学的染色でも確認された。こ

れとは対照的に、アストロサイトと神経細胞ではい

ずれの方法によっても陽性反応は認められなかっ

た。各々の細胞のホモジェネートをインキュベート

して内在性PADの働きにより産生された脱イミノ

化タンパク質の検出を高感度ウエスタン法で調べた

場合も、オリゴデンドロサイトのホモジェネートで

のみ、陽性反応、が認められた。以上の結果から、 M

BPの脱イミノ化がオリゴデンドロサイトに局在す

るII型PADの働きによることが明らかになった。

微量の脱イミノ化MBPをウエスタンプロット上や

組織切片上で特異的に検出する目的で、上で述べた

MBP中の6個の脱イミノ化部位の一つに相当する

合成ペプチドを酵素的に脱イミノ化したものでモル

モットを免疫した。得られた抗血清は、未修飾のM

BPより酵素的に脱イミノ化したMBPと優先的反

応性を示した。この抗血清を用いて、種々の生体試

料中に存在する脱イミノ化MBPの検索を進めてい

る。

(1) Sakurai， Y. et al.: Differentiation of oligodendrocyte 

occurs in contact with astrocyte， J. Neurosci. Res. 52 (1998) 

17田26.
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PO糖蓋白質の微量成分糖鎖構造解析

北村邦男、坂本安、間剣虹、野村正彦

埼玉医大・第一生理
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末梢神経ミエリンに存在する糖蛋白質であるPO蛋

白質とPAS'Il/PMP-22蛋白質は接着蛋白質としてミエ

リンの形成と維持に関与していると考えられてい

る。 PO蛋白質に関しては糖鎖部分が関与する接着が

報告されている。神経系に存在する接着糖蛋白質の

多くはHNK-1エピトープ糖構造として知られている

硫酸化グルクロン酸をもった糖鎖を含有しており、

この糖鎖の接着機構への関与が示唆されている O

我々は、ウシPO蜜白質の糖鎖構造を解析を行い、硫

酸化GlcNAcを含有するハイブリッド型の糖鎖骨格に

硫酸化グルクロン酸やシアル酸が結合している糖鎖

の存在を明らかにしてきた。これらの糖鎖の生合成

系はまだ明確になっていないので、今回、ウシPO蛋

白質由来の徴量糖鎖群を詳細に検討した。また、

VosholらはウシPO蛋白質の主たる糖鎖は硫酸化グル

クロン酸及びbisecting-GlcNAcをもっ複合型であると

報告しているので [].BioI.Chem..271. 22957 

(1996)]、複合型糖鎖の有無についても検討を行っ

た。その結果、微量成分中には今まで報告されてい

ない糖鎖構造をもつもの数種類と、硫酸化グルクロ

ン酸及びbisecting-GlcNAcをもっ複合型糖鎖 1種が極

めて微量に存在することを認めた。前者は主成分で

あるハイブリッド型糖鎖関連のものであり、後者の

複合型糖鎖はPAS-II/PMP-22の糖鎖構造と同ーである

ことから、複合型糖鎖はPO蛋白質の成分と考えるよ

りもPAS-II/PMp.22由来の不純物で、ある可能性が高い

と考えられた。
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ラット小脳白質を認識する抗体12F7の特徴

吉村和法1.2、山室裕3、桜井洋子2、

野村正彦¥須川|誠2、阿相暗晃2

1埼玉医科大学医学部生理学、 2東京都老人総合研究所

神経生物、 3日本大学生物資源科学部動物育種学

オリゴデンドロサイトは神経細胞と細胞間相互作

用を介して神経細胞の高速な情報伝達を可能にする

ミエリンを形成する。多発性硬化症やピンスワン

ガー病では、この白質を形成するミエリンの破壊が

認められる。そこで、我々は、ミエリン形成の未成

熟オリゴデンドロサイトの分子機構およびデミエリ

ネーションと抗オリゴデンドロサイト抗体の関係を

明らかにするために、ラットE18脳由来未成熟オリゴ

デンドロサイトを用いて抗オリゴデンドロサイトに

対するモノクローナル抗体を作成した。

本抗体12F7は成熟ラット小脳を用いた免疫組織化

学染色を行ったところ、その白質を強く認識し、そ

の抗原の分布は抗ミエリン塩基性タンパク質抗体の

それと異なっていた。またこの抗体を産生するハイ

ブリドーマをラット脳室内に注入した後、その脳を

形態学的あるいは免疫組織化学的に検討したとこ

ろ、コントールと比べて脳室の拡大及び注入した部

位の近傍の脳梁に本抗体の免疫反応が観察された。

従って抗体12F7は白質のミエリンを特異的に認識す

る抗体で、ミエリン形成障害(細胞樟害)作用があ

る可能性を示唆した。

P1・30

P19神経細胞分化におけるガングリオシド
GT1bとGQ1bの局在について

小山内たか1、小谷政春2

都臨床研・ 1生命情報、 2腫蕩免疫

多能性幹細胞、 P19細胞はレチノイン酸処理によ

り、神経細胞へ分化し、神経分化の実験モデルとし

てよく用いられている。以前の我々の研究で、レチ

ノイン酸処理による神経分化マーカーであるガング

リオシドGTlbとGQlbが見い出され、さらに、 GTlb

とGQlbの各々の合成酵素活性が未分化細胞より高い

ことを報告した (BBRC.241. 327333.1997)。

今回はレチノイン酸処理による凝集塊細胞と神経

分化細胞について、ショ糖密度勾配遠心法により、

ゴ〕レジ装置をシス側とトランス側に分画し、 GTlbと

GQlbの各々の合成酵素活性がどちらに局在するかを

調べた。 GTlb合成酵素活性は凝集塊細胞と神経分化

細胞でシス測とトランス側の両方に局在していた。

一方、 GQlb合成酵素活性は神経分化細胞で、シス側

よりトランス側で顕著に高くなっていた。次に神経

分化細胞でのGTlbとGQ1bの局在を調べた。抗GTlb

抗体と抗GQ1b抗体、さらに、神経細胞の分化マー

カーであるGAP43とシナプトフイシンの各々の抗体

を用いて、免疫染色を行い、共:焦点蛍光顕微鏡写真

の染色像によって観察した。その結果、拠Tlb抗体

は細胞体、軸索、神経突起を染色していた。それは

抗シナプトフィシン抗体の染色像と相似していた。

抗GQ1b抗体は細胞体、軸索、神経突起をドット状に

強く染色したのが特徴的であった。それは抗GAP-43

抗体の染色像と相似していた。なお、 GAP-43とシナ

プトフイシンの蛋白質分子の存在はウエスタンブ

ロット法により確認、出来た。

以上の結果から、 P19細胞のレチノイン酸処理によ

る神経細胞への分化過程で発現するGTlbとGQlbは

GAP-43とシナプトフイシンの蛋白質分子の近縁に局

在していることを示唆した。
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マウスP19細胞の神経分化における新規転
写因子Eosの発現

i青i宰秀孔、横屋幸彦、森徹白、本間豊、
金沢賢也、二階堂琢也、武田順子、

竹内真由美、和中明生

福島県立医科大学生体情報伝達研究所細胞科学

研究部門

Ikarosファミリ‘一 (Ikaros、Aiolos，Helios)はリン

パ球系の分化制御に関わるzincfinger型転写調節因子

をコードする。我々が同定したEosはこのフ 7ミリー

に属する新規転写因子で主に胎生期神経系に発現す

る。その構造はN末端に 4個の zincfinger、C末端に

2個の zincfingerを有しその聞にDNA結合ドメインを

持つ。またEosはC末zincfingerを介して、ホモ/ヘテ

ロダイマーを形成する。神経発生におけるEosの関与

を調べるため、神経分化のinvitroモデルであるマウ

ス腔性癌細胞P19をレチノイン酸で神経細胞に誘導

し、その過程においてEosの発現を調べたところ、

Eosは分化誘導開始 l週間頃より発現が観察され始め

た。 Ikarosファミリーに局する他のメンバーはPCRレ

ベルでこの系において発現が観察されなかった。さ

らに機能を探る目的でEosをP19細胞に強制発現した

ところ、レチノイン酸刺激をしない状態でも

Neurofilamentの発現が免疫組織化学的に検出できた。

この系において現在各種神経分化のマーカー遺伝子

の発現を検討中である。またN末半分を欠いたドミナ

ントネガテイブ体を同様に強制発現させて神経分化

に対する影響も検討中である。

P1-32 

ゼブラフィシュ新規Ikarosファミリー遺伝

子の単離

横屋幸彦、清津秀孔、森徹自、本間豊、

金沢賢也、二階堂琢也、武田順子、

竹内真由美、和中明生

福島県立医科大学生体情報伝達研究所細胞科学

研究部門
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Ikarosファミリ に属する遺伝子群はZincブイン

ガー構造を持つ転写調節因子をコードしIkarosをは

じめとしてAiolos、Heliosという構造類似のメンバー

から形成されておりこれらはリンパ球系組J織に特異

的に発現する。少なくともIkarosとAiolosに関しては

ノックアウトマウスやドミナントネガテイブトラン

スジ、ェニツクマウスにおいてリンパ球系の発生分化

がほとんど起こらないか、あるいは障害されること

から脊椎動物の免疫系特にリンパ球系の分化に重要

な役割を担っていると考えられる。我々がマウスよ

り単離した新規ファミリ}メンバーEos(本学会、清

津ら参照)はN末端に 4個、 C末端に 2個のZincフイ

ンガーを持つこのファミリーの基本構造を有してい

るが、発生過程において中枢、末梢神経系に主に発

現する点で他のファミリーメンバーとは大きく異な

る。本研究では神経系の発生過程におけるこの遺伝

子の機能を調べる目的で、発生過程における遺伝子

操作の容易なゼブラフイシュのEosホモログの単離同

定を試みた。ゼブラフイツシユcDNAライブラリ}

(Dr. Grunwaldより供与)をマウスEoscDNAをプ

ロープとして弱い条件でスクリーニングしたとこ

ろ、 2個のオーバーラッピングクロ}ンをf与た。
シ}クエンス解析の結果、このクローンは既に報告

されているゼブラフィッシュのIkarosとは異なる新規

のファミリーメンバーをコードしていた。アミノ酸

の相同性の点から本クローンはマウスのEos、Helios

に近縁でどちらのホモログであるかは現時点では不

明である。現在その発現パターンを検索中である。
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ヒ卜NeuroD-relatedfactor (NDRF)のプ
ロモーター領域の同定と解析

北村健、宮地隆史、川上秀史、中村重信

広島大学医学部内科学第三

NeuroD'relat巴dfactor (NDRF)は塩基性ヘリック

スーループーヘリックス (bHLH)構造をもっ神経発生

過程に関わる転写因子の一つである。アミノ酸配列

にで MATH/ NEX'lや NeuroDと高い相同性を示

す。成熟マウスでも、海馬や小脳のフ。ルキンエ細胞

に強く発現し、記憶への関連も示唆されている。

我々はヒト NDRFの遺伝子構造、転写開始点を決定

し、プロモーター領域の機能解析を行った。 ヒト

NeuroDのcDNAのl.lkbの断片をプロ」ブとし、ヒ

トPACライブラリーをスクリーニングし、 NDRF遺

伝子を得た。転写開始点をCapSite cDNA kitを用い

て、 oligo'capmethodにて決定したところ、転写開始

点は iか所であった。塩基配列の解析の結果、 2つ

のエクソンと lつのイントロンからなり、イントロ

ンは GT.AGルールにも主っていた。エクソン 1は195

境基からなり、エクソン lとエクソン2の最初の 5

塩基は非翻訳領域であった。エクソン 2は蛋白翻訳

領域全域と polyadenilationsignalを含んでいた。プロ

モーター領域は TATA-less構造で、 16個のEboxモ

チーフを認めた。

NDRFのbHLH領域の下流の465bpのフラグメン

トをプロープとして、 6つの細胞系列 (Hela'S3、

HIT.Tl5、IMR.32、SKN.SY5Y、DAOY、D283)で

RNAブロッテイング解析を行ったところ、 HITlTと

D 283で 3.3kbの単一のバンドを認めた。

プロモ}ター機能の解析のために，種々の長さの

NDRFの5'隣接領域の断片を 9種類作成し(F1F9)、

ルシフエラーゼ・アッセイを行った • F1-F3で
は活性の上昇はなかったが、 F4-F6では15倍以
上の活性上昇を認めた。また、 F7は最も高い活性

を認め、 F1.F 3の約50侍の活性を認めた。この結
果より、少なくとも 2つ以上 ('120~195 の間と

451と一564の間)の別個の調節部位が存在するこ

とが示された。各々の調節部位には Eboxが一つず

つ存在し、何らかのbHLH蛋白が、この部位に作用

し、 NDRFの発現を調節することが示唆される。

P1-34 

成熟ラットの脳に多く発現される新規遺伝
子Bdm1の機能解析

大橋隆、山内康照、大木武、中国規之、

竹田二美代、本郷茂樹、竹田稔

昭和大学医学部生化学

Bdm'lは胎児脳に比べ成熟脳に多く発現される、既

知の遺伝子と相向性のない新規遺伝子である。我々

は、これまで、にmRNAレベルでBdm1は神経細胞の分

化に伴い発現が増加することを報告した。今回は、

蛋白レベルでの発現について調べ、 Bdm1の解析をさ

らにすすめたG

ウサギを用いて合成ペプチドを抗原とした抗体を

作成し、合成ペプチドを固定化したアフイニティカ

ラムにより精製した。こうして得られた抗体を一次

抗体とし、 Westernblot法によりラット脳の発育に伴

う変化を検索した。また、即日11cDNAを用いウサギ

網状赤血球ライセート系で、invitro translationも行っ

た。

脳の発育に{半ろBDM1タンパクの発現の変化をみた

ところ、約64KDaと63KDaの2つの蛋白が検出され、

64KDaは胎生期に多く発現し後に減少するが、

63KDaは生後3日から発現し始め、発育に伴い増加す

ることがわかった。この際に用いた一次抗体に合成

ペプチドを加えると、抗原抗体反応がおき、抗体が

失活し蛋白のバンドが消失することから、この抗体

が合成ペプチドによって免役されたものであること

を確認した。またORFを含むBdm1cDNAのRT'PCRに

よるクローニングにおいても長さの異なる二種の

cDNAカマ専られた。 1日vitrotranslationでは車ヲ38KDaと

54KDaの蛋白の発現が認められた。 Westernblot法に

よって検出された蛋白と分子量の相違があり、 BDM1

l土生体内において何らかの修飾を受けている可能性

も考えられる。
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Necdin変異マウスを用いたゲノムインプリ

ンティングの解析

中田祐二日、植月太一l、小林正克l、

原とも子l、古川和明1

1大仮大・蛋白研・機能制御部門、 2日本学術振興会特

別研究員

Necdinは分裂を終了したニューロンに発現してお

り、特に発生段階の視床下部ニューロンにおいてそ

の発現は多い。 necdinは細胞周期制御に関わる転写

因子E2F1やp53と結合し、その転写活性に抑制的に

働くことがわかっている。

昨年、 3つのグループからNecdinがPrader-Willi症

候群の欠損領域に局在し、その患者脳で発現してお

らず、母方に遺伝子刷り込みを受けていることが報

告された。 Prader-Willi症候群の特徴としては神経系

の異常が知られており、とくに視床下部由来の症状

を引き起こす。これらの結果よりnecdin遺伝子の欠損

はPrader-Willi症候群で、みられるような脳の発達異常

などを引き起こす可能性がある。そこで、今回私た

ちはnecdin変異マウスの作製を行った。変異マウス

作製に使ったコンストラクトはnecdinのコーデイン

グ領域にネオマイシン耐性遺伝子を挿入してnecdin遺

伝子を分断したものを用いた。 ES細胞にはTT2細胞

株のXY.XO染色体型を用いて相同組換えにより変異
マウスの作製を行った。また、 necdinのフ.ロモーター

はTT2細胞で、活性を持っていないためネオマイシン

耐性遺伝子のプロモーターとしてPGKプロモーター

を使用した。その結果、 XY細胞由来でl系統、 xo細
胞由来で4系統のsinglecopy insertionの変異マウスが

とれた。これらキメラマウスをC57マウスと交配する

ことによりF1マウスを作製した。これられ変異マウ

スは致死性を示さなかったのでF1変異マウス同士を

交配しnull変異マウスの作製を行った。その結果、

necdin変異マウスの生殖能力や発生は正常で、あること

がわかった。次に、これら変異マウスを使い遺伝子

刷り込みをmRNAと蛋白質レベルで調べた。さらに免

疫染色法で視床下部を抗体染色した結果、父方から

necdin欠損遺伝子が伝わった場合、野生型や母方から

欠損遺伝子が伝わった場合とは異なり、 mRNAも蛋白

質も発現していなかった。 necdinが母方の遺伝子か

らは発現しないことが蛋白質レベルでも初めて確認

できた。これまでのところ、 necdin変異マウスは正常

で、致死性や不妊も示してはいない。現在、 necdin

はアポトーシスを誘発する転写因子E2F1、 p53と結

合することからnecdin変異マウスの脳初代培養細胞系

のアポトーシス刺激への反応を検討している。
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谷浦秀夫、浅野徹、松本国治、古川和明

大阪大学蛋白質研究所機能制御部門

Necdinはレチノイン酸処理をしたマウス経性がん

P19細胞cDNAlibraryから神経分化特異的に発現する

cDNA cloneとして単離された。 Necdin蛋白質は神経

系の発生分化に伴って誘導され、ニューロンに特異

的に発現している。 Necdinを強制発現した細胞はその

増殖が抑制される。またnecdinは細胞周期制御に関わ

る転写因子E2F1やp53と結合し、その転写活性に対

して抑制的に働く (Taniuraet aL 1. BioL Chem. 273. 

720-728.1998; G J. BioL Chem. 274，16242-16248. 

1999)0 NecdinのE2F1、p53結合ドメインをbait

vectorに組み込みyeasttwo-hybrid法でレチノイン酸処

理をしたP19細胞cDNAlibraryをスクリーニングし

た。得られた全長cDNAcloneは800アミノ酸をコー

ドするmousehnRNP'Uであった。 HnRNP-Uは

heterogeneous ribonucleoproteinsの一つでぶ核マトリック

スに豊富に存在する。 Necdinとの結合領域を決定する

ためにマルトース結合蛋白質に融合したhnRNP-Uの

deletion mutantsを作製しinvitro binding assayで解析

した。 NecdinはhnRNP-UのC末端にあるRNA，結合ドメ

インであるRGGboxとは結合せず、アミノ酸614-

711の領域がnecdinとの結合に必要で、あることがわ

かった。次に核マトリックスへの局在を調べるため

遺伝子導入したSaos-2細胞から核マトリックスを調製

し免疫組織化学を行った。発現したhnRNP-Uおよび

necdinは核マトリックス画分に取り込まれ.necdinも核

マトリックス蛋白質であることが示唆された。同様

の結果は細胞分爾を用いたimmunoblotでも確認され

た。レチノイン酸処理によりニューロンに分化した

P19細胞より核マトリックスを調製し、内在性necdin

の局在を調べたところ同様に核マトリックスに存在

することがわかった。核マトリックスは核内に存在

する蛋白質、 RNAからなる骨格構造で、クロマチン

を画定化してDNAの複製、遺伝子発現、 RNAプロ

セッシングなどに関与していると考えられている。

これらのことからnecdinはhnRNP'Uを介して核マト

リックスに結合しニューロン分化過程でクロマチン

の高次構造や転写に影響を与えることが推定され

る。
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サププレートニューロンに対するモノクロ
ナール抗体4E1の作製ー免疫組織化学的検

討ー

韓春錫、石井加代子、植村慶一

慶応義塾大医学部生理学教室

大脳新皮質の発生過程において最初期に形成され

る層の神経細胞は、後続する皮質層の形成や皮質層

に投射する神経線維に対し誘導的な役割を果たすと

考えられる。新皮質発生の機構を探る目的で最初期

層の一つであるサブプレートの神経細胞 (SPニユ}

ロン)に対する単クローン抗体の作製を試みた。 SP

ニューロンは胎仔脳の中でも細胞数が僅かで、あり、

均一な抗原を調整することが困難であり、調整の過

程で機能発現に重要な微細構造を失う危険性があ

る。そこで我々は最終分裂時期によって選別した培

養SPニユーロンを抗原として用いることにした。即

ち、胎生12日目のラット胎仔の新皮質を分散培養

し、 SPニューロンの最終分裂時期以降サイクロフォ

スフアミドを培地に加え、後続して分化する神経細

胞とグリア細胞を除去した。このSPニューロンの濃

縮された培養細胞に対してマウスの牌臓細胞を in

itroで感作し、同種のマウスの腹腔及び血管内に戻し

た。胎生19日目ラットの脳切片を用いて、 SPニュー

ロンに対する免疫反応性によりスクリーニングを

行った。その結果得られた単クローン抗体4Elは、サ

ブプレートの比較的下部に位置する一部の細胞を認

識した。比較的大型の細胞体が染色され、一部の細

胞では突起の起始部も染色された。胎生16日目に於

いても既にこれらの陽性所見が認められた。胎生19

日目では、外包背側部と扇桃体の一部にも少数の揚

性細胞が認められた。これらの発現パターンは4E1陽

性の神経細胞は大脳新皮質の層待築への関与を示唆

するので、詳細な解析が進行中である。

P1・38

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
alternativetranscri ptsの解析

川端昌弘、佐伯清美

岡山大学医学部薬理学教室

減数分裂期の組み換えやイムノグロプリン及びT細
胞レセプター遺伝子の組み換えなどの遺伝的多様性

の獲得、さらに生存維持のためのDNA修復におい

て、遺伝的組み換えは重要な働きをしている。私た

ちは中枢神経系の発生・分化における体細胞DNA組

み換えの可能性をマウスP19怪性癌細胞を用いて示

し、さらにDNA組み換えに関与する新規の組み換え

関連蛋白遺伝子(TRAD/RAD51d)を見出し、その解析

を行ってきた。 TRAD遺伝子はrecA組み換え遺伝子

ファミリーに属している。

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ことが知られており、高等動

物においてはそれらのホモローグカ宝クロ}ンニング

されてきた。 Trad蛋白はマウスおよびヒトではそれ

ぞれ329偲と328個のアミノ酸よりなり、 RecA様蛋白

ファミリーに共通にみられるDomainrとDomainIIを
もっており、さらにDomainIIには2つのヌクレオチド

結合コンセンサスmotifAおよび motifBがある。私た

ちはすでにヒトTRADのmRNAには数種類のalternative

splice variantsがあることを報告しているが、本研究

においては、マウスTRADのmRNAのalternativesplice 

variantsの解析を行い、ヒトと同様に複数のvariants

があることが明らかとなったのでこれを報告する。
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胎生期マウス脳から単離した未知遺伝子
，0・833，の解析

小野田学時1.2、本田岳夫¥佐藤博2、

桑野良三1

l新潟大・遺伝子実験施設、 2問・医病・薬剤

中枢神経系は神経上皮から形成される神経管に由

来し、マウスの場合胎仔期の9~10 日目に神経管が形

成される。我々はニューン、グリアに分化する以前

の未分化細胞に優先的に発現している遺伝子群の探

索を行なってきた。胎仔期10.5日マウス頭から友問

らの方法に従って脳培養幹細胞を分離した。この脳

培養幹細胞からcDNAライブラリーを調製し、デイ

ファレンシャルスクリーニングを行なった。約 1万

個のコロニーから初期脳に選択的に発現すると思え

る5個のクローンを得た。そのうちの3クローン、

0-413、0-1878、0-4660については、それぞれ

HMG.17、リボゾーム蛋白L18、ヒトSG2NAホモログ

など既知遺伝子であったが、 0.833と0-6451は未知

遺伝子であった。今回は0833ついて、全長をクロー

ニングし推定される蛋白構造と発現を解析したので

報告する。

0-833cDNAは、全長1865bpからなりオープンリー

デイングフレームは1218塩基対で406アミノ酸残基

をコードしていた。推定分子量は、 45kDaであっ

た。データベース検索の結果、特徴的な構造がみら

れた。 N末領域はHMG-14に存在するbipartiteな核移

行シグナルがあった。 0-833の406アミノ酸残基のう

ちグルタミン酸が110残基(27.1%)を占めていた。ま

た、中央部にはcoiled-coil構造が2ヶ所あり、 2量体

あるいは他の蛋白と蛋白複合体を形成するのでない

かと思われる。

ノーザン分析の結果、 0-833mRNAは約1.8kbの単

一バンドであった。発生段階別では、脳胎仔期 10.5

~12.5 日に強い発現が見られ成長と共に減少した。

神経系以外では、腎臓・肝臓・精巣で一様に発現

し、心臓・肺においても弱いながら発現が見られ

た。これらの臓器での発現の意味、細胞内での局

在、相互作用する蛋白の有無について現在検討して

いる。

P1-40 

プロテアーゼの内因性インヒビターによる
グリア細胞の分化誘導機構

岩崎靖乃、熊田竜郎、中国智絵、

中平英子、長谷川明子、馬場広子、

池中一裕

岡崎国立共同研究機構・生理学研究所
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グリアの発生機序はニューロンに比べ解析が遅れ

ており、どのような遺伝子が細胞分化カスケードを

コントロールしているのか詳細な研究が求められて

いる。我々はアストロサイト前駆細胞を用い、 GFAP

(アストロサイト特異的な遺伝子)のプロモ}ター

を活性化する事を指標にグリア分化誘導因子の探索

を行ってきた。その結果、プロテア}ゼの内菌性イ

ンヒピターであるシスタチンCを単離した。

マウス全脳RNAを用いたノーザンプロット解析に

より、シスタチンCは胎生12日という比較的早い時

期から発現することが明らかになった。 insitu 

hybridizationにより発現パターンを解析したところ、

胎生 14日の脳では、脳室壁近傍に発現が認められ

るが、脳室壁の中でも非常に限局した領域に限られ

ること治宝明らかになった。

また、生後7日における発現パターンはGFAPの分布

と完全に一致していた。以上の結果は、プロテアー

ゼの内因性インヒピタ}であるシスタチンCがアス

トロサイトの発生初期から関わっている可能性を示

唆している。
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高力価レトロウイルスを用いた海馬錐体細
胞内へのInvivo遺伝子導入の試み

松川則之l、池中一裕2、河野真子2、

湯浅浩之1、小鹿幸生l

l名古屋市大第二内科、 2国立共同研・生理研・神経情

報

神経細胞に対するレトロウイルスの感染効率は極

めて低く、満足のいく遺伝子導入効率は得られな

かった。南木、池中らによりパッケージ細胞の改良

と低速遠心濃締法によって1010-1012cfu/mlの高力価

レトロウイルスが得られるようになり、胎生 14日

齢マウス脳室内注入2日後の脳室壁神経上皮細胞の
多くに遺伝子導入が可能で、あることが示された。一

方、レトロウイルスによる遺伝子導入の最大の特徴

は、感染細胞ゲノムに直接組み込まれ、安定した遺

伝子発現が世代を越えて恒常的に得られることであ

る。今回、我々はこの利点、と神経系の発生が正確に

胎齢に従うことに着目し、高力価レトロウイルスを

用い海馬錐体細胞内への遺伝子導入を試みた。

SV40プロモータ制御下にLacZ遺伝子を挿入し広

範囲のパッケージングシグナルを有する

SV 40/pIP201 +プラスミドを¥jfMP34パッケージング

細胞に導入し得られた高力価レトロウイルス産生細

胞株(池中ら)より、感染性ウイルスを得た。低速

遠心法により濃縮したレトロウイルスベクターの

10
7 
-10' cfu/個体を胎生12-16日齢マウスの側脳室

内に経子宮的に注入した。手術した胎児の年齢によ

り異なるが、 30%-70%の正常出生仔を得た。生後

30日において、導入された細胞分布をLacZ発現標識

にて確認した。その結果、胎生13-15日齢注入マウ

スでは、錐体細胞層への遺伝子導入効率が、他の時

期に比し高い可能性が示唆された。

P1・42

ヒト羊膜細胞における神経幹細胞マーカー
遺伝子の発現

稲永由紀子1、児矢野聡1、内回彩子l、

堀越嗣博1、中福雅人2、河野栄之3、

桜川宣男1

1国立精神・神経センター神経研究所、 2東京大学医学

部神経生物、 3大阪大学医学部神経機能解剖

我々はヒト羊膜細胞が種々の神経系細胞マーカー

(ニューロン、アストロ、オリゴ細胞)の遺伝子を

発現し、アセチルコリン、カテコールアミンを合

成、分泌する細胞であることを報告した。そこでヒ

ト羊膜細胞が多分化能を持つ神経幹細胞としての特

徴を持っかどうかを解析するために、各種の神経幹

細胞マーカー遺伝子の発現について検討したので報

告する。帝王切開分娩による胎盤より、羊膜細胞を

既報のごとく分離、培養した。 RT引:;R法による検索

では、 Musashi'l、Prox-1、Zic1、Zic3の遺伝子発現

を確認した。さらに上記4つの遺伝子については、

シークエンスで確認できた。免疫組織染色では、

Vimentin陽性細胞は40%であった。 Musashi1陽性細

胞は、数%存在していた。またProx'l抗体では染色

性は認めなかった。 Musashi抗体によるwesternblotで

はMusashi蛋白のイソフォームと恩われる位置に相当

するバンドが検出された。ヒト羊膜細胞は胎生8日

目に、内細胞塊の細胞が2つの細胞層に分化し、そ

の上層のepiblast内に空隙ができて羊膜腔となる。こ

のJj[量産葉上層の細胞が羊膜細胞となる。今回この羊

膜細胞が、神経幹細胞の遺伝子発現していることを

証明したが、自己複製能について検討中である。既

報のごとく、羊膜細胞は種々の神経系細胞のマー

カー遺伝子を発現し、アセチルコリン、カテコール

アミン代謝を持つ細胞である。神経幹細胞遺伝子を

発現している羊膜細胞を単離分取することにより、

神経幹細胞の性質を検討し、幹細胞の脳内移植法へ

の応用が可能と考える。
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脳の層構造構築に寄与するリーリンに関連
した新規分子mRE-1の単離とその解析

星野潤1，2、f判事一範3、田畑秀典1、
御子柴克彦1，2

l理化学研究所脳科学総合研究センタ一発生神経生物

研究チーム、 2東京大学医科学研究所化学研究部、

3東京慈恵会医科大学DNA医学研究所分子神経生物学

研究部門

大脳皮質の層構造逆転を一つの特徴とし、様々な

異常を示すリーラーマウスは古くから知られている

突然変異マウスの一つである。近年、このマウスの

原因遺伝子が単離されリーリンと命名された。その

翻訳産物は約400kDaの細胞外基質蛋白質であり、こ

の蛋白質を認識するモノクロナール抗体コR-50(当研

究室で作製。)を用いた免疫染色によりリーリンが

胎生期、大脳の表層に存在するカハールレチウス細

胞で分泌されていることがわかった。このため、リ

リンは増殖を終え放射状線維に沿って移動してき

た神経細胞の最終的な配置を決める重要な役割を果

たしているのではないかと考えられている。

当研究室ではリーリンの機能をさらに解析するた

めCR-50以外にもエピトープを異にする数種類の抗体

を作製した。このうちリーリン遺伝子のエキソン1に

相当する領域を認識する抗体は組織染色において

CR-50陽性部位を含んで、さらに広い領域を認識する

ため、リ リン遺伝子のエキソン1に相向性の高い領

域を有する因子の存在が強く示唆された。よって

我々は野生型マウスの全脳から発生段階ごとにtotal

RNAを抽出し、リーリンcDNAのエキソン1を含むプ

ロープを用いてノーザンプロッティングを行ったと

ころ、出生直後(PO)の全脳で本来のリーリン遺伝子に

由来すると恩われるmRNAのバンドとは別に数本のサ

イズの違うバンドを確認した。そこでPOのマウスの

全脳から抽出したmRNAを鋳型に、リーリンcDNAの

エキソン1上に遺伝子特異的フ.ライマーを設計して、

3'RACE法を行った。

この3・RACE法により我々はリーリン遺伝子に由来
する 2種類の新たな分子を発見し、その塩基配列の

決定を行った。これらの遺伝子はリーリンcDNAのエ

キソンlのみを含むリ リン遺伝子のオルタナテイブ

スプライシングのアイソフォームであることカf判明

し、 mousereelin exon1 truncated alternative splicing 

isoformの略でmRE-1と命名した。

新規分子mRE-1は本来のリーリンの蛋白質部分をほ

とんどふくまない点からリーリンとは全く違った機

能を有しているのではないかと我々は考えている。
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プロテオーム的な手法によるラット小脳形

成期の解析

田岡万悟、若宮昭子、磯辺俊明

東京都立大学大学院理学研究科化学専攻

ラット小脳は規則的な層状構造を持っており、出

生後3週間程度で成熟することが知られている。小

脳形成期に特異な発現様式を示すタンパク質は小脳

の形態形成や神経細胞の分化、シナプス形成に関与

していると仮定し、出生後に一過性の発現を示すタ

ンパク質を探索した。小脳に存在するタンパク質を

網羅的に解析するために、二次元電気泳動
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(2D-PAGE) とMALDI!TOFMSを組み合わせた高分

離能で高感度なプロテオーム的手法を検討して解析

を行った。各日齢で約1200のタンパク質スポットが

確認された。主要なタンパク質スポット29種類を同

定後、これをパターン比較の指標とし、成熟に伴う

タンパク質の量変動を解析した。ほとんどのタンパ

ク質は出生後増加するか変化がない中で、出生後に

減少するタンパク質や生後14日を中心に一過性に増

加するタンパク質を数種類確認した。
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ラット大脳皮質培養細胞における工タノー
ルによる細胞毒性について

高寺恒雄、松田育美、坂本ゆかり、

大屋敷孝雄

北陸大・薬・臨床化学

前回、グルタミン酸レセプターのサブタイプの l

つである、 NMDAレセプターのアンタゴニスト

(MK801)によりNMDAレセプターを遮断すると

ラット大脳皮質培養細胞においてアポトーシスが引

き起こされることを発表した。今回は同様にNMDA

レセプターを阻害するエタノールの細胞毒性とその

メカニズムについて調べた。

ラット胎仔 (E1820)から大脳皮質細胞を調製

し、培養10日目の細胞にエタノール処理を1-2日間

行った。トリパンブルー染色及びlactate

dehydrogenase ( LDH )放出量により細胞毒性の程度を

測定し、蛍光色素Hoechst33258による染色及び

DNA fragmentationによりその細胞死がアボトーシス

であるかどうかを調べた。 caspase-3活性の測定は、

蛍光ペプチド基質(Ac-DEVD-AMC )を用いて調べ

た。細胞内Ca2+濃度は蛍光試薬lndo-lを用いてACAS

750による薗像解析により測定した。

エタノール(50-300 mM )の濃度依存的にLDH放

出量及ぴcaspase-3活性の上昇がみられた。メタノー

ル及びブタノールによっても同様の結果が認められ

た。また、エタノールは核の凝集・断片化やDNAの

断片化を引き起こした。エタノールの添加による細

胞内Ca2+濃度の減少も認められた。このエタノール

による細胞死はcaspase-3inhibitor ( Ac-DEVD-CHO ) 

により抑制された。 NMDA添加によりエタノールに

よる細胞死及びcaspase-3の活性化が抑制され、また

insulin-like growth factor 1 ( IGF-I )によってもエタ

ノールによる細胞死及びcaspase-3の活性化が抑制さ

れた。タンパク合成阻害剤であるcycloheximideもエタ

ノール毒性を抑制した。

以上のようにエタノールはMK801と同様caspase-3

の活性化を伴ったアポトーシス様の細胞死を引き起

こした。また、大脳皮質細胞の生存維持にはNMDA

レセプター及ひ'IGFI関連経路の関与が示唆された。

P1-46 

低濃度NOによる細胞選択的毒性

湯山耕平l、山本秀子2、中村和弘:、

加藤武1、山国徹3、宋時栄ヘ山本敏文1

1横浜市大院総合理学、 2東京都精神医学総合研究所精

神薬理、 3三菱化学生命研

一酸化窒素 (NO)は、細胞内情報伝達をはじめと

する種々の生理的機能を持つ、多機能分子として知

られている。一方、炎症等の外的ストレスによって

誘導される誘導型NO合成酵素は、過剰なNOを発生さ

せることにより細胞毒性を示すことが明らかとなっ

ている。昨年、本学会で、低濃度NO治~Ì'C12細胞に対
して強い細胞毒性を示すことを報告し、その毒性発

現にはNO発生速度と曝露時聞が重要であることを示
唆した。今回、低濃度NOによる細胞毒性の発現機構

を明らかにする目的で、各種クローン化培養細胞を
用いNO毒性に対する感受性についての検討を行っ

た。

PC12、NB69、C6およびNGI08-15細胞を96穴プ
レートに培養し、 NO発生剤としてNOR3を用い、薬

物処理後24時間後の細胞生存率をMTT法により測定

した。
PC12細胞と同様、 NB69細胞ではNOR3による細胞

毒性が観察されたが、 C6とNGI08-15細胞では細胞

毒性が全く観察されなかった。 PC12およびNB69細

胞で認められた細胞毒性は、 Hoechst染色により核で
のDNA凝集と断片化が観察されたことから、アポ

トーシス様の細胞死であると推測された。これらの

結果は、 PC12とNB69細胞が共にカテコールアミン

産生細胞であることから、カテコールアミン産生神

経細胞の少なくとも一部は、 NO毒性に対する感受性

が高い可能性を示唆していると思われる。



P1-47 

新規アポトーシス調節タンパク質のクロー

ニングとその機能解析

米田託成u、今泉和則1.2，3、白井大錦口、

遠山正嫡日

1大阪大・医・機能形態、 'CREST. JST、3田辺製薬

(株) ・創薬研

apoptosis pathway実行過程に働く caspaseファミリー

やそのcaspaseの機能を調節する一部のタンパク質群

に共通にみられるドメイン構造であるCaspase

recruitment domain (CARD)はそれらの相互作用を介し

てアポトーシス誘導シグナルを伝達するための構造

として考えられている。このドメイン構造を持つ既

知のタンパクとしてはcaspase-1.-2. -4. -5. -9. Ced-3. 

-4. Apaf 1. ARC. RICK等が挙げられ、いずれもアポ

トーシスの進行に重要な役割を果たしている。

我々は神経細胞のアポトーシス制御機橋に焦点を

当て神経細胞に発現するCARDファミリーのクローニ

ングを試みた。方法はCARD配列を用いたホモロジー

検索によりCARDを有するESTクローンを取得しその

全長を解析するいわゆるESTクローニングを用いた。

その結果CARDをN末端側にもつ新規遺伝子RCDを取

得した。本遺伝子の塩基配列より推測されるアミノ

酸配列ではN末端側にCARDを有する以外特徴的なド

メイン構造を認めなかった。ハイドロフォピシ

ティー解析では全体的に親水性で強く疎水性を示す

領域は認められなかった。 Coiled-coil解析ではCARD

に一致して高いスコアを示す領域を認めCARDを介し

て他の蛋白と相互作用を示す可能性が示唆された。

ノーザンブロット解析では神経系のみならず全身臓

器において発現を認めた。!日 vitroでLの培養細胞過剰j

発現系では細胞死調節機能を有していることが認め

られた。

本学会においてはこの新規CARDタンパクの中枢神

経系における発生過程及ぴ成熟期のmRNA発現様式、

細胞死制御機構における役割、他の細胞死関連タン

パクとの相互作用、細胞内シグナル伝達、および神

経細胞死制御における役割、 RCD過剰発現マウス

(RCDトランスジェニックマウス)等を通し現在まで

の解析結果を報告する。

P1-48 

培養ミクログリアのアポトーシス制御機構

ーCキナーゼとAキナーゼの設割ー

宮崎博文l、尾形直則2、QiuShengSi3、

中村洋ーヘ片岡喜由3
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1愛媛大学医学部麻酔蘇生学、 2同整形外科学、 3同第

一生理学

ミクログリアは障害された組織の除去に機能して

いるとされてきたが、ミクログリアの異常活性化は

障害の原因にもなりうる可能性が注目されている。

アデノシンは虚血再濃流の過程で一過性に上昇する

ことが知られているが、培養ξクログリアにアデノ

シンを作用させるとアボトーシスを誘導することが

最近報告された。本研究ではアデノシンがいかなる

機構でミクログリアのアポトーシスを誘導するかに

ついて、ラット培養ミクログリアを用い、細胞質内

に遊離する断片化DNAをELISA定量することにより検

討した。

2Cladenosine (被分解性の低いアデノシンアナロ

グ)を10micro M添加して誘導されるアポトーシス

はCキナーゼ阻害剤であるH7やstaurosponneで'flfま完

全に抑制された。 Aキナーゼ阻害剤である日89は反

対にアポトーシスを50%以上増強した。またAキ

ナーゼ活性化剤であるforskolinや、膜透過性の

8Br-cAMPt土50%以上アポトーシスを抑制した。一

方、ミクログリアを前もってlipopolysaccharideで活性

化しておいた場合は、 2CI-ad巴日osmeによりアポトーシ

スは誘導されなかった。

以上の結果より、アデノシンによるミクログリア

のアポトーシス誘導はCキナーゼの活性化が仲介し、

Aキナーゼの活性化により抑制されると考えられる。

また、アデノシンがもたらすアポトーシスによるミ

クログリアの制御は、ミクログリアの活性化状態に

も依存していることが示唆される。
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ラット大脳皮質神経細胞に対する粘菌分化

誘導因子(DIF)の効果

管野敏夫M、久保原禅2、黒見担3、

後藤文夫¥高田邦昭l、林謙介1

1群馬大学生体調節研究所細胞構造、 2分子調節、 3医

学部行動生理、 4麻酔科蘇生科

DIFは細胞性粘菌において柄細胞への分化を誘導す

る因子である。近年、 DIFが晴乳動物の腫蕩細胞に対

して細胞増殖抑制、分化誘導などの作用を持つこと

が報告されている。我々はラット大脳皮質の初代培

養神経細胞に対するDIFの効果について調べた。

(1)神経細胞に対しでも分化促進効果があるかどうか

を調べるため、各種の分化マーカーの発現をRT.PCR

で調べたが分化促進の効果は認められなかった。

(2)成熟した神経細胞にDIFを与えると樹状突起の数珠

状化や細胞体の膨張などの細胞変性が見られた。培

養初期の未成熟な細胞に対しては高濃度(20μM)、数

日間でも無効だったが、培養3週目の神経細胞では

低濃度(無血清培地では5μM.血清培地では10μM)、

2時間で形態異常が見られた。

(3)DIFによる変性が過剰なカルシウム流入によるもの

である可能性を考え、細胞内カルシウム濃度変化を

調べた。無血清培地において5μMのDIFを与えでも

細胞内カルシウムは自発的な濃度上昇のレベル以上

には上がらなかった。

(4)DIFによるimmediateearly geneの発現誘導を調べ

た。培養3週目の神経細胞に5μMのDIFを2時間作

用させるとdosの発現が上昇したが、 zifl268やarc

の発現に影響はなかった。 10μMpicrotoxinではすべ

ての発現が上昇した。

(5)DIFによる神経細胞からのNO放出を調べた。 5μM

のDIFによってNO放出の上昇を認めた。

以上のことからDIFは神経細胞に過興奮を起こさせ

ることなく細胞変性を誘発すること、それカ前0を介

している可能性が示唆された。

P1・50

ブレフェルジンによって誘導される神経細
胞死における caspase-3の迅速な活性化

中村禅子、小池達郎

北海道大学大学院理学研究科行動知能学講座

ブレフェルジンはゴルジ装置を分解し、小胞体か

らゴルジ装置への順行性輸送を阻害する。ブレフェ

ルジンは種々の癌細胞や、ラットの大脳皮質細胞で

アポトーシスを誘導することが報告されている。わ

たしたちは、ラットの上頚神経節細胞培養系を用

い、プレフェルジンによって誘導される細胞死につ

いて解析した。ブレフエルジンは用量依存的に神経

細胞死を誘発した。この神経細胞死ではbis'benzimide

染色およびTUNEL染色でも DNA断片化が検出され

た。この神経細胞死は DNA依存RNA合成阻害剤お

よびタンパク質合成阻害剤で抑制された。この2つ

の阻害剤を用いて、コミットメントポイントを調べ

たところ、プレフェルジン処理後18 ~ 2 0時間で

あることがわかった。プレフェルジンによる神経細

胞死には、なんらかの転写産物の関与が示唆され

た。また caspase'3のベフ.チド阻害剤でこの神経細胞

死は抑制されるのに対し、 caspase'lのペプチド阻害

剤では抑制されなかった。 caspaseの活性化を測定し

たところ、この神経細胞死に先立って、 caspase'1-1ike

proteasesの活性化はみられなかったが、

caspase-3-1ike proteasesの活性化は検出された。さら

にcaspase-3に対する特異的基質により、活性化を確

認した。このことからブレフェルジンによる神経細

胞死はcaspase-3が関与するアポトーシスであるとい

える。さらにこの神経細胞死では、 DNAの断片化

は、ブレフェルジン処理後約16時間くらいから見

られ始め、 36時間後くらいにピークに達する。一

方、 caspase-3はブレフェルジン処理後6時間で、す

でに活性化しており、コミットメントポイントであ

る18時間くらいまで、aspase-3の活性化は続いてい

た。 caspase'3様活性ペプチド阻害剤は、ブレフェル

ジン投与時に同時に加えると細胞死を抑制したが、

9時間後投与では細胞死は抑制されなかった。この

ことから、 caspase-3の迅速な活性化と、実際の細胞

死の執行までには時間的なズレがあることを見い出

した。
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ヌクレオチド除去修復機構関連遺伝子(XPA，
CSB)欠損マウスにおけるDNA傷害に伴う中

枢ニュー口ンのアポトーシス

安達直樹l、村井真知子l、榎戸靖l、

吉野雅文2、中津可道2、田中亀代次2、

Giisbertus TJ.van der Horst'、Jan.H.Hoeiiimaker'、
畠中寛1

1大阪大学蛋白研、 2大阪大学細生工セ、 'Erasumusu

University Roterdam 

晴乳類のDNA修復機構において、ヌクレオチド除

去修復 (nucleotideexcision repair: NER)は広範な損

傷特異性を持つため、特に重要であると考えられて

いる。また神経細胞は分裂後に細胞の代謝がおこな

われないため、 DNA損傷の蓄積は分裂する細胞に比

べ深刻でEあり、神経細胞におけるヌクレオチド除去

修復機構は極めて重要であると考えられる。

本研究では、ヌクレオチド除去修復関連遺伝子が

ニューロンのアポトーシスにどのように関与するか

を調べるため、ヌクレオチド除去修復機構に欠損を

持つヒトの遺伝病、色素性乾皮症 (Xeroderma

Pigmentosum: XP)やコケイン症候群 (Cockayne

Syndrome: CS)の原因遺伝子の一つで、あるXPA遺伝子

やCSB遺伝子を欠損したマウスの培養小脳頼粒細胞を

用い、 DNAに損傷を与える様々な刺激 (UV、Y会線、

H，O，)が各遺伝子型ニューロンのアポトーシスに及

ぼす効果を調べた。

その結果、 uvによるDNA損傷に対しては、 XPA遺
伝子および、 CSB遺伝子欠損マウスともに、野生型マ

ウスと比べ培養ニューロンにおける細胞死がより促

進された。この結果はすでに報告されているXPA遺

伝子と同様CSB遺伝子も、中枢神経系のヌクレオチド

除去修復機構において重要な役割を持つことを示し

ている。また、 XPA!CSBダブルノックアウトマウス

のuv感受性は、 XPA遺伝子および、 CSB遺伝子の単
独欠損マウスよりもさらに高いことが示された。

P1・52

中枢ニュー口ンのアポトーシスにおけるシ

スタチンCの役割

西山啓次、西尾チカ、山田雅司、畠中寛

大阪大学蛋白研・生合成

我々は胎生ラット培養中枢ニューロンを用いて、

高酸素 (50%)気相下で誘導されるアポトーシス

についての解析を行ってきた。この系は脳における

虚血一再潅流系のモデルと考えられる。このアポ

トーシスの分子機構を解明する目的で遺伝子サブト

ラクション法を用いて、死に伴って変動する蛋白質

の検索を行った。その結果、高酸素負荷に伴いシス

テインプロテア ゼーのひとつであるシスタチンC

のmRNAおよび蛋白質の発現上昇が観察された。

この発現上昇はニューロンにおいて見られた。シス

タチンCは動物のリソソーム酵素であるカテプシン

B 、H、Lの阻害作用を持つことが知られている

治宝、ニューロンのアポトーシスにおける役:割は知ら

れていない。そこで、ヒトシスタチンCを培地に添

加し、培養下のニュ ロンに対する影響を調べた。

その結果、細胞死の抑制が観察された。この結果

は、シスタチンCが高酸素負荷によって誘導される

アポトーシスを防ぐ働さをもつことが示唆されてい

る。シスタチンCのアポトーシス抑制に対する機能

をより詳細に解析するため、現在、ラットシスタチ

ンCを培養ニューロンに強制発現させ、その機能解

析を行っている。
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ラット脳に強く発現するSNF1family， 
SNRKの栄養的・環境的ストレスに対する酵
素活性の変動

小西明雄1、吉田聖美2、西尾チヵヘ

山田雅司¥畠中寛1

1大阪大学・蛋白質研究所・生合成研究部門、 2国立長

寿医療研究センタ-.老年病研究部

培養ラット小脳頼粒細胞は、低カリウム培地で培

養するとアポトーシスを引き起こす。我々はこの神

経細胞死の実験系において、 mRNAの発現上昇がみら

れる遺伝子としてSNRKを見出した。 SNRKは、核移

行シグナルやPESTsequence!等をもっserine/threonine

kinaseで、そのkinasedomainは酵母のSNFlや哨乳類

のAMPKと相向性を持つ。 SNFlfamilyに属するkinase

は栄養的・環境的ストレスに対応し、エネルギー代

謝と遺伝子発現の両方を調節して細胞を保護する機

能をもっと考えられている。実際にSNFlはglucoseの

枯渇、 AMPK(土細胞内のAMP/ATP比事の変化に反応

し、その酵素活性を変化させる。これらのことに加

えてSNRKが脳に強く発現していることから、糖代謝

がもっとも盛んなだけでなく細胞死が起きた場合に

新しい細胞で置き換えることができない脳の神経細

胞において、栄養的・環境的ストレスから細胞を保

護するためにSNRKが重要な役割を担うのではないか

と考えている。

我々 は、 N末端側にFLAGを付加した

SNRK(FLAG.SNRK)をCOS細胞、 PC12h細胞、ラット

初代培養神経細胞に発現させ、 15;glucose培地での培
養などによって栄養的・環境的ストレスを与え、

FLAG'SNRKの酵素活性が実際にどのように変化する

のかを検討したので報告する。

P1-54 

老化に伴い変化する脊髄糖タンパク質の解

析

佐藤雄治l、中野泰子2、木幡陽1、

富田基~ß2、遠藤玉夫1

1都老人研、 2昭和大・薬

生体内のタンパク質の多くは糖タンパク質として

存在し、分化や癌化といった変化に伴いその糖鎖構

造が変化することが知られている。今回、我々は脳

の糖タンパク質に注目し、老化に伴う変化について

解析を行った。

まず、糠鎖構造特異的に結合するレクチンを用い

てWesternblottingによる解析を行った。若齢 (9週

齢)、老齢 (29月齢)それぞれのラットから脳の各

部位を調製し、各々の反応性を比較したところ、

ラット脊髄中に老化に伴いレンチルレクチンに対し

て反応性が増加する糖タンパク質の存在が明らかに

なった。この糖タンパク質の部分アミノ酸配列を解

析したところ、この糖タンパク質がこれまで晴乳類

では末梢神経系のシュワン細胞特異的に発現すると

考えられていた免疫グロプリンス」パ}ファミリー

の一つであるPOであった。更にPO特異的ポリクロー

ナル抗体を調製し、この抗体を用いてWesternblotting

による解析を行った。その結果、若齢、老齢双方の

脊髄中にPOの発現が認められた。レンチルレクチン

による解析の結果とあわせて考えると、この脊髄中

PO上の糖鎖が老化に伴って変化していることが明ら

かになった。

次に、このPO特異的ポリクローナル抗体を用いて

本糖タンパク質の組織分布について組織化学的解析

を行った。その結果、脊髄の皮質に強い反応性を示

す細胞が存在することが明らかとなった。これらの

細胞の中で前角に存在するものは運動神経様の細胞

体の形態を示し、 POが神経細胞の細胞体に存在する

可能性が示唆された。また、この抗PO抗体陽性細胞

の細胞数は若齢に比べ老齢では減少していること、

更に老齢では若齢に比べ細胞体が萎縮していること

が明らかとなった。これら結果から、脊髄中のPOは

神経細胞に存在し、これらの神経細胞が関与する機

能が老化と伴に変化している可能性が示唆された。

現在、ラット脊髄から調製した初代培養細胞を用い

て、 POが脊髄中のどのような細胞に存在しているの

か更に詳細な検討を行っている。
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加齢による脳内metallothionein-III 

mRNA発現の変化

宮崎育子l、浅沼幹人1、十川千春2、

田中健一ヘ東洋一郎l、小川紀雄l

l岡山大医・分子細胞研・神経情報学、 2岡山大歯・歯

科薬理学

メタロチオネイン (metallothionein: MT) -IIIは成長

抑制因子 (GIF)として発見された金属結合蛋白質であ

るが、他のMT(MT-I， IDとは異なり中枢神経系に特異

的に発現している。 MT-IIIは神経成長抑制作用を有し

ていることに加え、 Alzheimer病 (AD)患者脳で減少し

ていることから、 ADをはじめとする神経変性疾患と

の関連が注目されている蛋白である。昨年われわれ

は、 Parkinson病モデルの線条体ではMT-IIImRNA発

現がdown-regulationされており、 levodopa投与に対す

る反応性が低下していることを報告した。今回われ

われは、老化に伴うMT-IIIの増減およひ酸化ストレス

によるその誘導性の変化を明らかにするために、老

齢ラットに菌体毒素lipopolysaccaride(LPS)を投与し

脳各部位でのMT-IIImRNA発現について経時的に検討

した。

若齢(9週齢)、老齢(24ヶ月齢)Fischer系ラットに

LPS (20 mg/kg)を腹腔内投与し、 2時間、 6時間後に

大脳皮質、線条体、視床+中脳の各脳部位、さらに

末梢組織として牌臓を取り出し、 totalRNAを抽出し

た。各組織におけるMT-IIImRNA発現は、 totalRNA 

(0.05μg)、ラットMT-IIIcDNAに特異的なpnmerと

32P-dCTPを用いてRT-PCRを行い、 PCR産物をアクリ

ルアミドゲルで電気泳動し解析した。

MHII mRNA基礎発現量には各脳部位における老化

に伴う変化はなかった。また、牌臓においてはMHII

mRNAの発現は認められなかった。若齢ラットの大脳

皮質および視床+中脳では、 LPS投与2時間後から

MHII mRNA発現量が増加したが、老齢脳では誘導さ

れず、むしろ抑制される傾向がみられた。一方、線

条体では若齢、老齢に関わらずLPS投与によるMT-III

mRNA発現の有意な変化はみられなかった。

以上の結果より、老齢脳では酸化ストレスに対す

るMT-IIIの誘導性が若齢脳と比べると低下しているこ

とがわかった。 MT-IIIはantioxidantとして神経保護作

用を有するとの報告もあり、本検討の結果よりMHII

は加齢脳における神経変性に強く関与しているもの

と考えられた。

P1-56 

B型 monoamineoxidase (MAO-B)阻害

剤の慢性投与による老齢マウスの寿命延長

作用に対するフリーラジカルの関与につい

て

江頭亨、高山房子、山中康光

大分医科大学薬理学教室
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MAOB阻害剤であるdeprenylは、抗うつ薬および

抗パーキンソン薬としての可能性があるが、最近こ

のdeprenylには寿命延長効果があるとの報告からそ

の作用機序の解明をフリーラジカルとの関係から試

みた。老齢マウスにdeprenylを長期投与したところ、

対照に比べ寿命延長効果が見られたが、この効果が

MAO阻害作用、抗うつ作用またはその他の作用に因

るものかを、数種の MAO阻害剤および抗うつ薬を用

いて比較検討した。この効果はMAOB阻害邦jに特異

的であった。 2、3のMAO・B阻害剤投与による寿命

延長の作用機序を老化マーカーに対する効果から比

較検討した。 12ヶ月齢の ddY系雄性マウスに

deprenyl、pargylineおよびRo.19-6327を6ヶ月間経

口投与した。老齢マウス脳の MAO-AおよびMAO-B

活性は若年マウスに比較して、それぞれ低値および

高値を示すが、これら薬物の慢性投与で MAO-A活

性の増加とMAO-B活性の著明な低下が見られた。老

齢マウス脳の脂質過酸化物の増加に対してこれら 3
種薬物は有意な抑制効果を示した。一方、これら 3
種のMAO-B阻害剤の慢性投与脳で、抗酸化酵素とし

て知られている Mn-SODおよびCu.Zn-SODの有意な

活性増加が認められた。そこで、 3種の MAO.B阻害

弗jの慢性投与脳の Mn-SODおよびCu.Zn-SODの誘導

を検討した。対照群を含むすべての群において

Mn-SODおよびCu.Zn-SODmRNAは検出されたが、群

問で mRNA量には明らかな変化は認められなかっ

た。また、抗体を用いて同様の試料のWesternbloting 

を行ったところ、すべての群において Mn-SODおよ

びCu.Zn-SODタンパクのバンドは検出されたが、群

問でタンパク検出量の明らかな変化は認められな

かった。この事から、 SOD活性の増加は量的なもの

ではなく、質的な変化によるものと恩われる。以上

より、 MAO-B阻害剤投与によるマウスの寿命延長作

用機序として、慢性投与による老齢マウス脳の

MAO.B 活性の低下と MAO-A活性の増加、脂質過酸

化の抑制およびSOD活性の増加が複合的に作用し

て、フリーラジカル抑制へと移行し、延命効果を示

したものと思われる。
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ラット前頭前野皮質における
phencyclidine誘発性ドーパミン遊離に対

する抗精神病薬の影響

黒木俊秀、川原健、米i畢裕次、田代信維

九州大学大学院医学系研究科精神病態医学

Phencyclidine (PCP)とその類似化合物である

ketamineを用いた精神分裂病の実験動物モデルでは、

特有の行動変化や認知機能の障害とともに、糖代謝

の充進、初期応答遺伝子hsp.70やc.fosの発現など、

種々の神経化学的変化が脳部位特異的に観察され

る。これらの反応の一部は、 clozapineなどの非定型抗

精神病薬の前処置により特異的に抑制されることか

ら、同じくPCPによって誘発されるドーパミン(DA)系

活動の充進を介している可能性がある。今回の研究

では、ラット前頭前野皮質内側部に選択的なPCP誘発

性DA遊離に対する各種抗精神病薬の影響について、

脳内微小透析法を用いて検討した。

Clozapine (20 rng/kg， sc)の単独投与は前頭前野皮質の

DA基獲遊離を充進させるものの、その前処置はPCP

(7.5 rng/kg， sc)によるDA遊離の充進には影響を与えな

かった。 Clozapineの作用部位として皮質のセロトニ

ン(5.HT)2A受容体が示唆されているが、 5'HT2A/2C

アンタゴニストritanserin(1， 5 rng/kg， sc)の前処置も

PCP誘発性DA遊離に影響を与えず、 5・HT2A受容体の

遮断はPCPによる前頭前野皮質のDA遊離に影響を及

ぼさないと考えられた。一方、定型抗精神病薬

haloperidol (1 rng/kg， SC)の前処置はPCP(2.5， 7.5 

rng/kg， sc)のDA遊離作用を有意に増強した。

Haloperidolの単独投与は前頭前野皮質のDA基礎遊離

には有意の影響を及ぼさないことから、 PCP誘発f生
DA遊離に対するhaloperidolの増強効果は、 DA.D2受

容体遮断を介する機序の他に、 NMDA受容体のサブ

ユニットNR2Bの阻害を介する機序も関与している可

能性が示唆された。以上のようなPCP誘党性DA遊離

に対するclozapineとhaloperidolの影響の相違は、前述

したPCPによる糖代謝の充進や初期応答遺伝子の発

現に対して両薬物関で異なる効果の一部に関連して

いると考えられる。

P1-58 

Phencyclidine連続技与によるラット脳内

神経栄養性因子の変化

高橋誠1、豊岡和彦目、染矢俊幸2、

那波宏之3

1国立療養所犀潟病院精神科、 2新潟大学医学部精神

科、 3新潟大学脳研究所分子神経生物学分野

Phencyclidine (PCP)は幻覚、妄想、情動的引きこ

もりなど精神分裂病類似の症状を誘発する。 PCPは

NMDA型グルタミン酸受容体を非競合的に阻害する

ことから、この受容体の機能障害は分裂病に関連す

る病態のひとつとして注目されている。 PCP投与によ

り実験動物に惹起される異常行動は非定型抗精神病

薬のクロザピンで改善されるなどの所見から、 PCP投

与動物は陰性症状も含めた分裂病のモデルと考えら

れている。我々は神経発達障害仮説に基づき、神経

栄養性因子の異常が分裂病の病態に関与する可能性

を検討するため、 PCP連続投後のラットを用いて脳内

各領域における神経栄養性因子の発現量を解析し

た。実験には8週齢の雄性Wistarラットを用いた。

PCP群にはPCP10 rng/kg、対照群にはPCPと同容量

の生理食塩水を14日間繰り返して皮下投与した。最

終投与の24時間後に断頭し氷上にて脳内各領域を分

取した。組織をホモジナイズした後、超音波破砕

し、酵素免疫測定法 (EIA)により神経成長因子

(NGF)、脳由来神経栄養性因子 (BDNF)、ニュー

ロトロフイン3(NT'3)のタンパク量を測定した。

これまでの結果、 PCP群の海馬ではBDNFが対照群の

61.5%に減少していた (D<0.05)。同じサンプル

で測定したNGF、NT.3には変化がみられないため、

これはBDNFに特異的な変化と考えられる。また、う

つ病の動物モデルでも同様に海馬におけるBDNFの低

下が報告されていることから、この変化は分裂病の

陰性症状を反映している可能性が高いと考えられ

る。現在、 PCPモデルにおけるBDNFの役割を明らか

にするため、 BDNFにより発現調節されるシナプスタ

ンパクについても変化を検討中である。
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慢性リチウム投与によるラット海馬グルコ
コルチコイド受容体mRNAの増加

仙波純一日、渡辺秀栄l、須原哲也口、

赤沼のぞみ4

l放送大学・教養学部、 2科学技術振興事業団・戦略的

基礎研究、 3放射線医学総合研究所・高度診断機能研

究ステーション、 4東京医科歯科大学神経精神医学教

室

リチウムは燥病に有効でおあるだけでなく、うつ病

に対しでも予防効果と抗うつ効果を持つことが臨床

的に確認されている。しかし、リチウムの作用につ

いては、今なお不明な点が多い。今回われわれはリ

チウムを慢性にラットに投与し、海馬・視床下部室

傍核・青斑核でのグルココルチコイド受容体(GR)

mRNAと海馬のミネラロコルチコイド受容体(MR)

mRNAの発現をinsitu hybridizationで調べた。

実験にはWistar系雄ラットを用いた。塩化リチウ

ム(1.5mmol/kg)をl日l回腹腔内に14日間投与

し、最終投与後24時間後に脳を取り出した。 GRと

MR mRNAの発現は、 c-RNA probeを用いた

non-radioactive in situ hybridizationで測定した。

その結果、リチウム投与によりGRmRNAは海馬

(CA1領域と歯状回)および視床下部室傍核で増加

していたが、青斑核では変化が見られなかった。ま

た、海馬のMRmRNAの発現には変化が見られなかっ

た。

抗うつ薬の慢性投与により海馬のGR結合能やGR

mRNAが増加することが知られていることを考え合わ

せると、以上の結果は、リチウムのろっ病予防効果

や抗うつ効果に関連していることを示唆するもので

ある。

P1・60

慢性リチウム処置のラット海馬スライスに
おけるノルアドレナリン刺激性細胞内カル
シウム反応に対する抑制効果

岡本泰昌1、加賀谷有行1、日域広昭1、

田村達辞1、福本拓治1、竹林実1、

前正秀宣l、西田朗2、掘口淳l、山脇成人1

l広島大学医学部神経精神医学講座、

2国立呉病院臨床研究部
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操状態の患者では中枢ノルアドレナリン(NA)神経

系の活性が増強していることが推定されている。そ

の治療薬としてリチウムは高い有効性が知られてい

るが、薬理学的作用機序は明らかでない。そこでわ

れわれはラット海馬スライスを用いて、人工的にNA

の過剰な状態を作成し、慢性リチウム処置の細胞内

カルシウムイオン(Ca2+)変化を指標とした情報伝達に

対する効果を検討した。

リチウム慢性処置は、 0.2%炭酸リチウムを含有す

る飼料で14日間育成した。リチウム急性処置は、 1回

目のNA刺激後にリチウムを含む人工脳脊髄液にて30

分間滋流した後、 2回目の刺激を行った。細胞内Ca'+

濃度はCa'+感受性蛍光色素を用い画像解析装置にて

測定した。 GQ/11alpha-subunitのタンパク発現量は

Western blottingを用いて検討した。

リチウム慢性処置した海馬スライスにおいて、高

濃度のNA刺激による細胞内Ca'+反応性を抑制し、低

濃度のNA刺激では有意な効果を認めなかったことか

ら、この効果は刺激濃度に依存しているものと考え

られた。また急性処置による効果は認められなかっ

たことから、この効果発現には慢性処置が必要と考

えられた。 GQ/llalpha-subunitのタンパク発現量に変

イヒなかった。

これらの結果から、リチウムはNA神経系が過剰な

状態においてのみ情報伝達を抑制することが明らか

になり、臨床効果との関連性が示唆された。
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フェンサイクリジンによる最初期遺伝子Arc

の発現に対する非定型抗精神病薬の影響

中原辰雄l、黒木俊秀2、本藤久雄3、

堤哲之3、橋本喜次郎3、本村啓介3、

植木裕司3、平野誠3、内村英幸3

l九州大学理学研究科、 2佐賀医科大学精神医学、

3国立肥前療養所情動行動障害センター

非定型抗精神病薬は錐体外路系副作用が少なく、

陰性症状および認知機能障害の改善に有効と報告さ

れている。本研究では、非定型抗精神病薬に共通す

る脳内作用部位を解明するために、脳内各部位の最

初期遺伝子Arcの発現に対する薬剤の影響をフェンサ

イクリジン(PCP)を用いた精神分裂病の実験動物モデ

ルについて検討した。

(方法)Wistar系雄性ラットにハロペリドール(2

mg/kg)、クロザピン(20mg/kg)、オラザピン(10mg 

Ikg)あるいはリスベリドン (2mg/kg)を投与し、 l時

間後にPCP(10 mg/kg)を投与した。 2時間後に断頭

し、前頭葉皮質、側坐核、線条体、海馬、後部帯状

回皮質のRNAをAGPC法で抽出し、 ArcmRNAを

RT，PCRで定量した。

(結果と考察)PCPは前頭葉皮質、側坐核およぴ後部

帯状回皮質で、ArcmRNAを誘導し、線条体や海馬での

誘導は認められなかった。前頭葉皮質と側坐核にお

けるPCPによるArcの発現誘導は、クロザピン、オラ

ザピンおよびリスベリドンの前投与によってに随止

されたが、ハロベリドールには影響されなかった。

後部帯状回皮質におけるPCPによるArcの発現は定型

および非定型薬剤jの前投与によって消失した。ここ

で、用いた非定型薬剤jはハロベリドールよりも5.HT2A

受容体遮断作用が強く、 PCPによる前頭葉皮質や側坐

核のArc誘導には5.HT2A受容体の関与が示唆され

た。後部帯状回皮質におけるPCPによるArcの発現は

PCPのn巴urotoxicityによるものであろう。以上のよう

なPCPによるArcの発現誘導に対する定型と非定型抗

精神病薬の差異は臨床における効果の相違を反映し

ている可能性がある。

P 1 -62 

5・HT1A受容体を介したストレス適応機構に

視床下部ー下垂体-副腎皮質系が関与する

辻稔、武田弘志、松宮輝彦

東京医科大学薬理学教室

[目的]我々はこれまでに、 5.HT，A受容体作動薬を
ストレス刺激負荷24時間前に単回投与することによ

り、ストレス刺激の負荷により引き起こされるマウ

スの情動変化が消失することを報告してきた。この

結果は5.HT，A受容体が、ストレス適応機構において
重要な役割を担っていることを示唆させるものであ

る。一方、 5.HT，A受容体刺激により、視床下部下垂
体一副腎皮質系 (HPAaxis)カ可舌性化されることが知

られている。本研究では、 5.HT，A受容体を介したス
トレス適応機構へのHPAaxisの関与を検討した。

[方法]実験にはICR系雄性マウス(体重 25'30g)

を用いた。マウスに60分間の拘束ストレス刺激を負

荷し、ストレス刺激開放直後より5分間、マウスの情

動変化を当教室で開発した自動hole'board試験装置を

用いて測定した。測定項目は、総行動距離、立ち上

がり行動の回数と時間およびhead-dip行動(装置に設

けられた穴を覗く行動)の回数、時間、潜時とし

た。 5.HT，A受容体作動薬flesinoxanおよび8.0H.DPAT
はストレス刺激負荷の24時間前に腹腔内投与し、コ

ルチコステロン合成阻害薬metyrapone'土5.HT，A受容体
作動薬投与の90分前に皮下投与した。[結果および

考察]拘束ストレス刺激の負荷により、総行動距

離、立ち上がり行動およびhead一dip行動すべてが減少

した。また、このストレス刺激による情動変化は、

flesinoxan (lmg/kg. i.p.)および8.0H.DPAT

(lmg/kg. i.p.lの前処置により消失した。さらに、

head-dip行動に対する5.HT，A受容体作動薬の効果は、
metyrapone (12.5および25mg/kg. s.ι) の前処置に

より用量依存的に抑制された。尚、 metyraponeの単独

投与では、ストレス刺激負荷による情動変化に影響

は認められなかった。本研究の結果より、 5-HT'A受

容体刺激によるHPAaxisの活性化が、ストレス適応

の形成機構に一部関与していることが示唆される。
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モルヒネ依存・耐性ラットの中枢神経
Neuropeptide Y遺伝子発現の増加

高木正仁、許波、弦巻立、豊里晃、

樋口宗史

新潟大・医・薬理

低用量モルヒネ持続療法は耐え難い癌性疾痛、神

経原性疾痛の治療に広く使用されている。鎮痛作用

に続いて、モルヒネの高い内因活性より耐性や依存

症が生じてくるが、この機構はまだ不明で、ある。近

年、 NeuropeptideY (NPY)が痛覚過敏の調節に関わ

ることが報告され、モルヒネ投与が脳内、線条体と

海馬でNPYペフ.チド量を減少させることがわかって

きた。 NPY神経系が低用量モルヒネの耐性・依存症

にどのように関与するかを明らかにする目的で、モ

ルヒネ依存ラット中枢神経系のNPY遺伝子発現を調

べた。

(方法)雄性SDラット 8週令に浸透圧ミニポンプで

11.1μglμ 11 h rで、塩酸モルヒネを5日間皮下投与

した。耐性・依存性はtailflick test、plantertest、

resPlratory apneaを指標とした。 NPYmRNA量の定量

はラット脳全細胞RNAあたりのNPYmRNAをNorthern

blot分析で測定した。 Insitu hybridi~zation (rSH)は

ラットNPY cRNAフ.ロープによりベーリンガーイン

ゲルハイムのプロトコールに準じて測定した。

(結果)毎時10μ耳、 5日間の皮下投与はラットに弱

い鎮痛作用をもたらした。しかし、 lmg/kgナロキソ

ンの退薬症候や大量モルヒネによる無呼吸への耐性

を生じた。このとき、中枢神経系ではNPY mRNA量

の増加が線条体では有意に、大脳皮質では中等度見

られた。海馬では増加しなかった。 ISHによりNPY遺

伝子の発現の変化する神経は線条体、大脳皮質の内

在性神経と考えられた。

(結論)モルヒネ処理はDAの代謝回転、 5HTの代謝

回転を促進させるが、 NPYペプチドレベルの減少に

かかわらず、 NPY遺伝子発現が線条体、大脳皮質で

増加することがわかった。このことは、 NPYペプチ

ドの代謝回転が増加していることを示している。低

用量モルヒネによる線条体・大脳皮質NPY遺伝子発

現の増加はNPYの代謝回転が特に線条体において尤

進し、モルヒネの耐性・依存時の行動に関与してい

ることを示唆する。
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GABAA 受容体α4サブユニット遺伝子新
規多型とアルコール依存症との関連研究

中村雅之¥上野修一
1
、三神正昭

l
、

回遺敬貴1、有波忠雄2、石黒浩毅
2
、

小宮山徳太郎
3
、三ツ汐洋

3、佐野輝i
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l愛媛大学医学部神経精神医学、
2筑波大学基礎医学系

遺伝医学、 3国立精神神経センター武蔵病院

GABAA受容体は抑制性神経伝達物質であるGABA

に対応する受容体であり、ベンゾジアゼピン類・バ

ルピツール酸誘導体などの結合部位やClチャネルと

共に、受容体一Cl~チャネル複合体を形成してることが

明らかにされている。この受容体は分子量約50kDの

サブユニット5個からなる5量体を成している。ま

た、サブユニットには α・β .Y ・8・εなどがあ

り、それぞれのサブユニットには複数のサプタイプ

が存在する。近年、アルコール依存ラット脳におい

て、 GABAA受容体α4サブユニットの遺伝子発現増

大が報告されている。我々はGABAA受容体α4サプ

ユニット遺伝子について多型の有無を検討し、アル

コール依存症との関連研究を行った。対象は健常対

照者群とDSM~lIIR に基づいて診断を行ったアルコール

依存症患者群とし、文書によるインフォームドコン

セントを得、採血を行った。常法により白血球から

抽出した遺伝子DNAを用いて、 SSCP解析および直接

塩基配列決定を行ったところ 3種類の新規多型を発

見した。それら多型のうち、エクソン1の翻訳領域に

存在するC1l4A多型についてPCR~RFLP法によって多

型解析を行った。多型解析の結果、患者群と健常対

象者群の閑で遺伝子型および対立遺伝子の出現頻度

に有意差は認められなかった。今回の解析において

は症例数が少ないため、今後症例を集積し、他の多

型部位との関連も含め、さらなる検討が必要であ

る。
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ドーパミントランスポーター遺伝子の5'領
域多型についての検討

上野修一¥中村雅之1、三神正昭1、

田遺敬貴1、石黒浩毅2、有波忠雄2、

小宮山徳太郎3、三ツ汐洋3、佐野輝l

1愛媛大学医学部神経精神医学、 2筑波大学基礎医学系

遺伝医学、 3国立精神神経センター武蔵病院

ドーノtミントランスポーターは、 ドーノTミン

ニューロンにのみ発現する12回膜貫通型のトランス

ポーターであり、シナプス間隙に放出されたド}パ

ミンは、前シナプスに存在するドーパミントランス

ポーターによって特異的に再取り込みされる。この

機能性たんぱく質の再取り込みの速度がドーパミン

神経での伝達時間に関与し、ドーパミン系神経伝達

を調節しているとされる。そのため、この遺伝子

は、ドーパミン系に関連した疾患群、すなわち精神

分裂病、注意欠陥多動性障害やアルコール関連精神

障害の疾患関連遺伝子として重要視されている。昨

年の本学会で、我々はヒトドーパミントランスポー

ター遺伝子(accession number M95167)の3'非翻訳領

域2319のGA多型を報告したが、精神的に健常な対照

群とアルコール症患者群を用いて解析を行ったとこ

ろ、この多型との有意な相関を認めた。今回、ドー

パミントランスポーターの発現に影響を与えると恩

われる 5'上流をSSCPを用いて解析したところ新た

な変異を見いだした。書面を用いたインフォームド

コンセントを行って同意を得て採血を行った健常対

照群およびアルコール依存症群を用いてこの領域を

PCR.RFLP法で解析している。

この多型が、機能性多型かどうかについても検討す

る予定である。
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CH~.m胞で産生させたAPPの糖鎖の解析

佐藤雄治1、ChenLiu'、Bog凶 lawS.Woiczyk2、

木幡陽l、StevenL. Sp臼 Inik'、遠藤玉夫1

l都老人研、 2ペンシルベニア大

アルツハイマ}病では、アミロイド前駆体蛋白質

(APPlの代謝産物であるベ}タアミロイドの異常産生

それに伴う沈着が、同疾患の発症と強い関連性を示

すことが指摘されている。またAPPはアスパラギン

結合型 (N型)及びセリン、スレオニン結合型 (0

型)糖鎖を持つ糖タンパク質であり、これらの糖鎖

も翻訳後に付加される。このAPPの代謝異常に糖鎖

が関与するかを明らかにする研究の一貫として、本

糖タンパク賓の糖鎖、情報に関する研究を行った。

ヒトwildtypeの1つである695アミノ酸残基のAPP

をCHO細胞で発現させ、 N型およびO型糖鎖の構造を

解析した。異なる条件のヒドラジン分解法で遊離さ

せたN型およびO型糖鎖の還元末端を、それぞれトリ

チウムおよび2'aminobenzamideで、還元標識し、各種カ

ラムクロマトグラフイ}を用いて分画した。まずN型

糖鎖について陰イオン交換カラムにより分画をした

ところ吸着画分が得られた。この画分は陰イオンを

持つ酸性オリゴ糖画分と考えられる。そこで、この

画分をシアリダーゼ消化したところ、すべて中性化

したことより酸性荷電はシアル酸によることが判明

した。これらのオリゴ糖について、糖鎖構造特異的

に結合するレクチンカラムやゲル液過カラムにより

分爾後、糖鎖構造特異的exoglycosidaseを用いた酵素

逐次分解法により解析した。その結果、 N型糖鎖は、

母核にフコースを持つあるいは持たない複合型2本

鎖、 3本鎖構造であることが明らかになった。一

方、 0型糖鎖についてもN型糖鎖の場合と同様に陰イ

オン交換カラム、ゲル浦、過カラムにより分画した。

更に逆相HPLCを用いて分画後、酵素逐次分解法によ

り解析した。その結果、シアル酸をl残基あるいは2

残基含むコア1構造であることが分かつた。

今後は、これまでに明らかになっている家族性ア

ルツハイマー病に見られるmutantの糖鎖構造を明らか

にし、今回明らかとなったwildtypeの糖鎖構造との比

較を行い、アルツハイマー病患者におけるベータア

ミロイドの蓄積量及びその発症とAPPの糖鎖構造の

関係を探っていきたい。
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NT2ニューロンのアポトーシスに伴うAPP

の蓄積

西村伊三男1.2、植月太ーに原とも子1、

古川和明l

1阪大・蛋白研・機能制御、 2学振特別研究員

野生型アミロイド前駆体蛋白質(amyloidprecursor 

protein: APP)をアデノウイルスベクターを用いて過剰

発現させると、ラット脳ニューロンは短期間のうち

にアポトーシス様の細胞死を起こす(Nishimuraet al 

J.Neurosci. 18: 2387，2398，1998)。また、ヒトJlf性ガ

ン細胞由来のNT2細胞をレチノイン酸添加により分

化させた分裂終了ニューロンに、 APPを発現させた

場合にも同様の細胞死がみられる。さらにこの変性

に先立ち、 caspase3が活性化するとともに断片化した

核が観察される。したがって、この変性過程にアポ

トーシスが関与しているものと考えられる(Uetsukiet 

a1. J. Neurosci.. 1999， in press)。最近、 NT2ニユ}ロン

から血清を除去すると細胞死を起こし細胞b/A4(Ab)

蛋白質が増加し、この過程にcaspase3が関与すること

が報告されている(Gervaiset al.Cell 97: 395，406， 

1999)。そこで今回我々は、この細胞死に内在性APP

の発現変化が関連しているか否かを検討した。

NT2ニューロンから血清を除去すると、 2日後には

一部のニューロンが活'性型caspase3に特異的に反応す

るウサギ抗血清により免疫染色され、またこれらの

ニューロンではHoechst33342により断片化した核が

観察された。同時に、 APPのC末端に対するウサギ抗

血清(AC1)を用いて免疫染色を行うと、一部の変性

ニューロンでは免疫陽性の封入体様の構造物が観察

された。一方、 APPのN末端に対するウサギ抗血清

(AN2)およびAβ に対するモノクローナル抗体(4G8)で

は、これらの変性ニューロンの免疫染色性に顕著な

変化は認められなかった。またAC1を用いたウエス

タンプロットでは、血清除去を行い2日後， 4日後の

ニューロンは血清を除去しないニューロンに比較し

て、全長型APPの発現量に変化はみられなかった。

以上の結果より、血清除去したNT2ニューロンでは

APPのC末端断片が蓄積する可能性がある。したがっ

て、ニューロン内におけるAPPC末端断片の蓄積と

caspase3の活性化には密接な関連があることが推定さ

れる。
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カベオラとは異なるコレステロール高含有
ドメインにおけるアミ口イド前駆体蛋白

林秀樹、水野哲也、道川誠、柳津勝彦

国立長寿医療研究センター痴呆疾患研究部
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アミロイド前駆体蛋白 (APP)はアルツハイマー

病脳で観察される老人斑の主要構成蛋白、アミロイ

ドβ蛋白の前駆体であるが、その生理機能や細胞内

局在は明らかではない。最近、 APPがカベオラやカ

ベオラ様ドメインと呼ばれる界面活性剤不溶性のコ

レステロール、スフインゴ糖脂質高含有ドメインに

存在するという報告がされたが、それに反論する報

告もなされるなど、未だ統一的な見解は得られてい

ない。そこで本研究はAPPの細胞膜上における局在

を明らかにするために、 SH.SY5Y細胞とラット大脳

皮質、ヒト野生型APP遺伝子を導入したMDCK細胞と

P19細胞から膜分画を行い解析した。 MDCK細胞の形

質膜をTritonX100で可溶化後、遠心を行った結果、

APPは可溶性画分に回収された。さらに全細胞膜を

可溶化後、ショ糖密度勾配遠心を行った分画でも同

様に、 APPは可溶性高比重画分に回収された。 P19細

胞とSH.SY5Y細胞、ラット大脳皮質からの全細胞膜

のショ糖密度勾配遠心分画の結果、 APPの分子量の

異なる二つのアイソフォームが検出された。 P19細

胞とラット大脳皮質の低分子量APPは可溶性高比重

画分に、高分子量APPはコレステロール、 GM1ガン

グリオシド高含有不溶性低比重画分に回収された。

しかしながら、この薗分の両脂質濃度は一般にカベ

オラやカベオラ様ドメインと考えられる画分より低

く、形質膜の画分より高かった。これらのことから

APPはカベオラやカベオラ様ドメインといわれる膜

ドメインには存在しないこと、また本研究のP19細胞

とラット大脳皮質で観察された高分子量APPを含む

コレステロール、 GM1ガングリオシド高含有不溶性

低比重画分はAPPの成熟と関連する可能性があるこ

とが示された。
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7ルツハイマー病脳におけるアポトーシス
調節タンパク質の変動;加齢による変動と
の相関

藤本貞毅1、谷野浩子l、守屋友力日1、下演俊2

1京都薬科大学衛生化学教室、 2京都大学医学部神経内

科学教室

アルツハイマー病 (AD)脳では大脳皮質を中心と

する神経細胞死が起こっているが、この神経細胞死

が発生期及び出生後の発達段階における細胞死と向

様に、アポト}シス (Ap)の性質をもっ可能性が示

唆されている。また、 ADは老化とともに増加する疾

患であるが、正常な加齢でAp調節タンパク質がどの

ように制御されているのか、これの老化に伴う動態

がADにおける病態に関連するか否かは不明である。

今回、 AD脳での Ap調節タンパク質の変動および

ラットを用いて加齢に伴う脳内Ap調節タンパク質の
変動について検討した。

ヒトについては年齢、死後剖検までの時間に差を

認めないAD群と対照群脳の、ラットについては胎仔

期から96週齢の、いずれも大脳皮質を試料とした。
Ap調節タンパク質レベルはそれぞれの特異抗体を用

いたWestern-blot法により解析した。

AD群では対照群に比べ、 Ap抑制作用のある

Bcl.2 aとBcl.xが、また、 Ap促進作用のあるBakと

Badが、さらに、 Ap実行フ・ロテアーゼである

caspase.3のタンパク質レベルが増大していた。これ

らAp調節タンパク質の変動を胎仔期ならびに週齢の

異なるラット脳について調べたところ、発生および

出生後の発達段階でニューロンのApが見られる時期

にBcl.2a. Bak. Bad. caspase.3の発現が著しいことが

認められた。一方、 96週齢でも特にAp調節タンパ

ク質の増大は認められなかった。

以上の結果、 ADが単なる老化の延長ではなく、

ADではBcl.2a. Bad. Bak. caspase-3なとεのAp調節タ

ンパク質の発現を増大させる機構が作動しているこ

とが示唆される。
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合成amyloidβー蛋白を用いたラットグリア
細胞培養系における老人斑モデル

磯部一郎、柳津勝彦、道川誠

国立長寿医療研究センター痴呆疾患研究部

老人斑(senileplaQue. SP)はアルツハイマー病(AD)脳

における特徴的病理変化のひとつで、 amyloidβ蛋白

(Aβ)がその主要構成成分であり、 ADの発症および進

行に深く関わっていると考えられているが、その機

序はまだ十分に理解されていない。これまで合成Aβ

を用いて、その神経細胞等に対する影響を検討した

研究が広〈行われてきたが、培養細胞を使用した実

験系で、 SP様の構造を再現し、その特徴や細胞に対

する影響を研究した例は報告がない。我々は合成Aβ

1.40と培養ラットグリア細胞を用いて、 SPのin'vitro

モデルを確立することを目的に本研究を以下のよう

に進めた。 (1)合成Aβ を凝集させ、アミロイドを形

成させる際、その大きさがSP内のアミロイド核に類

似したものを作成する。 (2)ラットアストロサイトを

主体とし、ミクログリアを含んだ、培養グリア細胞

の系に作成したアミロイド核を加える。 (3)アミロイ

ド核およびその周囲のグリア細胞の反応を形態学

的、免疫組織化学的に解析し、脳内のSPと比較す
る。この研究の結果、合成Aβ1.40を凝集させる際、

一般に行われているよりも長時間の処理を行うと、

直径10-50mmの球状の凝集が形成されること、その

凝集塊は線維状構造物よりなること、コンゴーレッ

ド染色後、偏光下で、緑色の偏光を発することを確

認した。また、このアミロイド核様凝集物をグリア

細胞培養系に加えると、ミクログリアの集積、アス

トロサイトの線維性形態への変化がみられ、その様

相はSPにきわめて類似していること、さらにミクロ

グリアにはMHCclass II. inducible NOSなどの発現誘

導、アストロサイトではGFAP反応性の増強など、い
わゆる活性化グリア細胞の特徴が認められるように

なることも確認できた。以上の結果より、我々が確

立したin-vitroSPモデル系は、脳内SPの特徴を再現し

ており、そのアミロイド核の神経細胞およびグリア

細胞への影響を検討する上できわめて有用な実験系

になるものと考えられた。
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アポリポ蛋白Eのアイソフォーム特異的作用
の検討:培養神経細胞及びアストロサイト
におけるコレステロールeffluxに及ぼす影

響

道川誠、活企文、磯部一郎、柳津勝彦

国立長寿医療研究センター痴呆疾患研究部

[目的]アルツハイマー病(AD)発症の危険因子であ

るアポリポ蛋白E(apoE)のAD発症に関わる分子機構の

解明を目的とする。我々はapoEアイソフォーム特異

的に誘導される神経細胞死について主に細胞内の

cholesterol代謝に焦点を当てて検討を加えてきたが、

今回はさらにcholesterol代謝におけるapoEfamily>の作

用をeffluxの側面から検討した。

[対象と方法}胎生17日のラット大脳皮質から培養

した神経細胞およびアストロサイトを用いた。

I14Clacetateで24-48時間ラベルした培養細胞をDMEM

で洗浄後、 DMEM培地に換え同時にヒトリコンビナ

ントapoE2、apoE3、apoE4を添加し、培地中および

細胞中の脂質を抽出後、 TLC展開しBAS2500で

cholesterol 、phosphatidylcholine(PC)、sphingomyelin
(SM) 

の放射活性を定量した。更にapoEによって誘導され

る脂質effluxに対するPKCinhibitol、細胞内蛋白輸送

阻害剤(brefeldinA、monensin)、およびheparinaseの影

響を検討した。脂質を含む培地は濃度勾配法で分画

し、各分画の比重、 apoE含量および、分画中の脂質を

定量した。

[結果]apoEは神経細胞およびアストロサイトから

cholesterol、PC、SMのeffluxを引き起こした。 apoEに

よるefflux量はアイソフォームの型に依存した(apoE2

>E3~E4)o apoEによって搬出された脂質は培地中で

HDLを形成した。 PKCinhibitor、brefeldinAおよび

monensin はapoEによるcholesteroleffluxのみを選択的

に抑制した。 Heparinase処理によりapoEによる脂質

effluxが抑制された。

[考察1apoEはchol巴sterolを含む脂質を細胞外に搬出
させ(efflux)、HDLを形成すること、 apoEのefflux 作用

の強さはアイソフォーム特異的に異なることが明ら

かになった。以上の結果は神経細胞内のcholesterol代

謝がapoEのアイソフォーム別に異なり、それがAD発

症の分子機権に関与する可能性を示している。
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家族性アルツハイマー病原因遺伝子プレセ

ニリン1変異体の機能解析

片山泰_1.2，3、今泉和則1，2ヘ佐藤直也は3、

三好耕日、遠山正粥1，3

l大阪大-医・機能形態学、 1田辺製薬・創薬研究所、

'CREST，1ST 
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家族性アルツハイマー病 (FAD)にリンクしたプレ

セニリンー 1(PS-l)変異体を発現する細胞では種々の

細胞ストレスに対して脆弱性を示すことが知られて

いる。しかしながら、その詳細なメカニズムについ

ては明らかにされていない。今回、このメカニズム

を明らかにする目的で、PS-l変異体を発現させた各種

細胞を用いて解析を行った。その際、我々はPS-lが

小胞体(ER)に局在することに着目し、 ERストレスに

対するPS-l変異体の影響について検討した。その結

果、 PS-l変異体を発現する細胞では野生型PS-1発現

細胞に比較して各種ERストレスに対し脆弱になって

おり、この時ER分子シャペロンとして知られる

GRP78のmRNA発現レベルが減弱していることを突き

止めた。ウィルスを用いてGRP78をこの脆弱になっ

たPS-l変異体発現細胞に導入すると野生型PS-l発現

細胞のストレス感受性にまで回復した。 ERに折り畳

みの不完全な蛋白質 (unfolded蛋白質)が蓄積すると

これを感知するERストレスセンサーIre1pが下流のシ

グナル伝達系を活性化し、 GRP78などのERシヤベロ

ン群の転写を誘導する(unfoldedprotein 

response， UPR)。次にこのUPR活性化に対するPS-1変

具体発現による影響を調べた。その結果、 PSl変異

体はIrelpの自己リン酸化を阻害することによってそ

の下流のシグナル伝達を減弱させていることが明ら

かになった。以上のことからPS-l変異体によるERス

トレス感受性の増大はGRP78発現誘導機構の障筈に

よってunfolded蛋白質がER内に過剰に蓄積することに

よると考えられる。
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孤発性アルツハイマー病とスプライシング
異常

佐藤直也1，2，3、人見淳一日、今泉和則1，2.3、

遠山正嫡1.'
l大阪大・医・機能形態学、 2田辺製薬・創薬研究所、

'CREST. JST 

家族性アルツハイマー病 (FAD)は、その原因遺

伝子として、第21染色体上のアミロイド前駆体タ

ンパク質(APP)、第 14染色体上のフ.レセニリンー 1

(PS'l)、第 l染色体上のフ・レセニリンー 2(PS'2)が同

定され、その発症機構が徐々に明らかになってきて

いる。一方、 ADの大部分を占める孤発性ADにつ

いては、神経病理学的にはFADと同様な所見を示す

が発症メカニズムについては不明な点が多い。

我々は、これまでにPS.2遺伝子の 5番目のエキソ

ンを欠矢したスプライシング変種 (PS2V)が、孤発

性アルツハイマー病患者脳の約70%に発現している

ことを報告した。今回は、このPS2Vがコードすると

予想される蛋白質の機能解析を行った。その結果、

PS2Vは、小胞体 (ER)ストレス応答カスケードを不

活性化することが確認された。

そのためにPS2V発現細胞では、ストレス応答蛋白質

GRP78蛋白質の発現が抑制されERストレスに対し感

受性を増大すると考えられた。また、多くのPS遺伝

子の変異体と同様に、 PS2V強制発現細胞ではAβ

1.40およびAβ1.42の産生が充進されることも確認

した。

以上から、孤発性アルツハイマー病においては

PS2Vの発現が引き金となり神経細胞死やAβ産生充

進を引き起こしている可能性が示唆された。
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中枢神経系細胞における2種のNPRAP/δ
-cateninアイソフォームの発現解析

川村勇樹、落企文、林秀樹、道川誠、

柳津勝彦、駒野宏人

国立長寿医療研究センター痴呆疾患研究部

NPRAP(neural plakophilin 'related arm repeat 

protein、別称 O'catenin)は、 Armadillorepeatを持つ新

規蛋白として報告されている。また、この蛋白は早

期発症型家族性アルツハイマー病(FAD)の原因遺伝子

])reseni1in'1のコードする蛋白 (PS1 )と結合するこ

とが明らかにされつつある。しかしながらNPRAP機

能については未知であり、その機能とFADとの関係

も不明である。

NPRAPは脳に特異的に発現しており、すでに神経

細胞での発現は確認されているが、グリア細胞にお

ける発現は明らかではない。また、 NPRAPはcDNAの

解析から、マウスでは少なくとも 2種のアイソ

フォームが存在し、 longformと、その途中の 25個

のアミノ酸が欠けたshortformの存在が報告されてい

る。そこで、本研究では、 NPRAPの中枢神経系細胞

におけるこれらアイソフォームの発現パターンを明

らかにすることを目的とし、脳の各部位および初代

培養の神経細胞と各種のグリア細胞についてRT.PCR

法によりその発現を解析した。その結果、脳のどの

部位でもこれら 2種のNPRAPが発現しており、 short

formの発現が longformよりも高かった。また、神経

細胞のみならずグリア細胞でも両方のアイソフオ}

ムが発現していることが明らかとなった。さらに、

EC細胞(embryonal carcinoma cell)の一つであるP19細

胞を用い、この細胞が神経細胞およびグリア細胞へ

と分化する際のNPRAPの発現についても解析を行っ

た。その結果、レチノイン酸処理によってP19細胞の

分化を誘導すると、 2種のNPRAPの発現は増加し、

分化した神経細胞およびグリア細胞で高い発現が認

められた。また、この場合においても、 shortformの

発現の方が高かった。これらのことから、 2種の

NPRAPアイソフォームは、どちらも脳において広汎

にわたり神経細胞やグリア細胞で発現し機能してい

ると考えられる。またP19細胞の分化初期よりその発

現の誘導が認められたことから、 NPRAPは中枢神経

系細胞の分化にも関与している可能性が示唆され

た。
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アルツハイマー・ nアミロイド蛋白質によ
る細胞内カルシウム流入の細胞による差異

川原正博l、加藤みどり '.3、村本和世l、

黒田洋一郎l

東京都神経科学総合研究所 l神経生化学、 2解剖発

生、 3科学技術振興事業団

アルツハイマー・ βアミロイド蛋白質(AβP)は神

経毒性を持ち、同病の発症機序に深く関連すると考

えられている。演者等は、 AβP11-401が視床下部神

経細胞由来のGTl-7細胞膜上でカチオン選択的なイ

オンチャネルを形成することを明らかにしており、

AβPが細胞膜上でporeを形成することにより細胞内

外のイオンバランスの異常による細胞死を引き起こ

すのではないかと考えている。このようなpore形成に

よる細胞死は、カエル毒などの種々の抗菌性ペフ.チ

ドでも報告されている O この現象をより詳細に解析

するために、多数のGT17細胞の細胞内Ca"濃度の変

化をfura-2による同時多点解析法により観察した結

果、 AβP[1-401の投与によって、細胞内Ca"濃度の

上昇が引き起こされることを明らかにし、昨年の本

学会において報告している。同様な細胞内Ca"濃度

の変化は、 AβP[25-351.AβP[1-421によっても観察

されたが、毒性を持たない AβPI1-281.AβP140-11で

は観察されず、 nifedipine.nicardipine等のカルシウム

チャネル阻害剤では阻害されなかった。また、細胞

内Ca"の変化には、細胞によりばらつきが大きく、
同一視野内でも全く反応しない細胞から、投与後急

速に細胞死を起こす細胞までが観察されたが、細胞

1個あたりの平均細胞内Ca"流入量は濃度依存的に増

加し、投与後Ca"上昇が生じるまでの潜時は減少し

た。さらに、 GTl-7細胞以外の細胞種を用いて AβP

の作用を比較検討した結果、 PC12細胞、 B-50細胞等

では顕著な変化は観察されなかった。一方、胎齢18

日のラット胎児より得られた海馬初代培養神経細胞

において、培養7-10日の短期培養時にはAβP125-351

による細胞内Ca'+濃度の変化はほとんど見られな

かったが、 3-4週間の長期培養の後には、顕著な細胞

内Ca"流入が観察された。これらの結果は、 AβPが

膜内に侵入してporeを形成する結果、神経細胞死につ

ながる細胞内Ca"流入が生じるという'アミロイ

ド・チャネル仮説'を支持するものであり、 AβPに

よる細胎内Ca"濃度の変化には、細胞種および細胞

のagingによる差異、同一細胞種でも細胞聞のばらつ

きが大きく、脂質組成を含む細胞膜表面の変化がA

βPの細胞膜への侵入に大きな影響を及ぼすことが示

唆された。
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アルツハイマー病原因遺伝子産物プレセニ
リンとアミロイド前駆体タンパク質のC末断
片の関係について

亀谷富由樹l、田中喜久子1、字佐美美穂子l、

丸山敬l、森啓2
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l東京都精神医学総合研究所・分子生物、 2大阪市立大

学医学部老年医学

アルツハイマー病 (AD)原因遺伝子産物プレセニ

リン1(PS 1 )はアミロイド前駆体タンパク質

(APP)代謝に関与し、 Aβ産生を制御していること

が知られている。最近、 PS1はAPPをはじめとするタ

ンパク輸送系に関与するという報告がなされるー

方、 PS1はy分泌酵素そのものであるという報告もな

され、 APPC末断片の輸送に関与しているのか、ある

い直接代謝に関与しているのか不明である。我々は

これまでPS1とAPP代謝との関連性を解析し、昨年の

本学会で、突然変異PS1を発現するPC12D細胞で、

APPC末断片の増加傾向が見られることを発表した。

本年度はヒトPS1および突然変異型PS1を安定的に発

現するPC12D細胞を用いて、 PS1とAPPC末断片の細

胞内の分布、量的な関係等を解析し、 PS1がAPPC末

断片の代謝にどのように関与するのか検討する。

ヒトPS1および突然変異PS1を安定的に発現する

PC12D細胞を0.25Msucrose溶液で、ホモゲナイズした

後、1.000Xgの遠心上清をさらに遠心し、 8，000Xg 

沈殿函分(P2)、100，000Xg沈殿画分(P3)に分画し、

それぞれの函分に含まれるAPPおよびAPPC末断片の

存在量、 PS1の存在量等を、電気泳動、イムノプロッ

テイング、 2次元電気泳動等を用いて解析した。

PS1の発現量とAPPのαおよびβ分泌酵素による切

断活性に関連性は見いだせなかったが、 PS1の発現量

の多いものほどAPPC末断片の存在量が増加する傾向

が見られた。 APPC末断片は大部分カヤ2画分に回収さ

れ、 PS1の発現量によってP2およびP3函分に回収さ

れるAPPC末断片量比に若干の差が見られた。

現在PS1の突然変異の影響等など詳細な解析を

行っている。
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エストロゲン受容体α遺伝子多型の転写活
性およびアルツハイマー病への関与の検討

丸山博文1、回路浩正l、川上秀史l、

中村重信l、佐々木健2、新井平伊3、

保田稔¥田中千賀子ヘ CharlesHarrington
5 

1
広島大学医学部内科学第三、

2
きのこエスポアール病

院、 3順天堂大精神、
4
兵庫脳研、 5Aberdeen大

アルツハイマー病(AD)では中枢性コリン作動系の

機能低下が示されている。卵巣機能の低下はコリン

作動性ニューロンの機能低下に関与している。近

年、女性は男性よりAD発症の危険が高く、エストロ

ゲン補充療法はAD発症の危険を低下させると報告さ

れている。さらにエストロゲンはAPP代謝・大脳血

流・ニューロン再生・シナプス新芽形成に影響を与

える。エストログン受容体(ER)α遺伝子イントロン I

内にはrestrictionfragment length polymorphisms 

(RFLPs)が存在し、骨粗怒症との関連が報告されてい

る。これらのことよりERα 遺伝子多型はADと関連し

ている可能性が考えられるため、この遺伝子多型を

示す領域の転写活性への影響を評価した。

ER α遺伝子イントロンlおよびエクソン2を含む

l.3Kbの領域をPCR反応で増幅し，ホタルルシフエ

ラーゼ発現のプロモターベクターに組み込みHeLaS3 

細胞に一過性に遺伝子導入し、ルシブエラーゼ活性

を測定した。本領域の組み込みによりルシフエラー

ゼ活性は約2倍に上昇し、エンハンサー活性を認め

た。またその活性はハフ.ロタイプによって異なって

いた。

ERの発現が本領域の多型性により調節され、 ADと

関連している可能性があると考え、この遺伝子多型

の頻度を孤発性AD患者と正常対照者の関で比較し

た。対象は孤発性AD患者日本人184名・白人167

名、正常対照者日本人133名・白人120名。これまで

の報告のとおりADにおいてAPOE4の頻度は高かった

が、 ERα遺伝子多型の頻度は孤発性AD患者と正常対

照者との聞に差を認めなかった。しかしながら日本

人と白人との聞では多型の頻度は同一で、はなく人種

差が存在した。

以上の結果から本領域のエンハンサー活性は認め

たが、アルツハイマー病への関与は否定的であっ

た。
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アルツハイマー病の危険因子としてのアン
ギオテンシン l変換酵素遺伝子多型

宮武史子1、会津普紀1、胡建国l、

中川J¥.Ns1、中村重信2、玉岡晃3、

高橋良輔¥浦上克哉5、東海林幹夫6

1株式会社ピー・エム・エル研究開発本部、 2広島大

学第3内科、 3筑波大学神経内科、 4東京都神経研神経

学部門、 S鳥取大学脳神経内科、 6群馬大学神経内科

[目的]アンギオテンシン I変換酵素(ACE)遺伝子は

イントロン161こ287.bpの挿入/欠失(l・ insertion/ D 

:deletion)による多型が認められている。最近、アル

ツハイマー病(AD)とACE遺伝子多型に関連性がある

ことが報告された。そこで、日本人についてAD患者

群、 nonAD群のACE遺伝子多型をPCR法により解析

し、 ADとの関連性を検討した。

[方法]AD患者群(133例平均年齢74歳)及びcontrol

群としたnonAD群(232例平均年齢56歳)と nonAD、

age'matched群(123例平均年齢74歳)を対象とした。

血液、または脳組織から抽出したDNAのACE遺伝子I

(490bp)、D(190bp)が含まれる領域をPCR法により解

析し、 AD群とnonAD群のACE遺伝子多型(II、 ID、DD

)及びI、Dalleleを統計学的に比較検討した。

[結果]ACE遺伝子多型は、 AD群ではII67例、 ID

53例、 DD10例であり、 alleleの頻度は I:0.72、D:

0.28であった。 nonAD群はII80例、 ID98例、 DD44 

例であり、 alleleの頻度はI:0.58、D:0.42であった。

またno日AD.age'matc hed群におけるalleleの頻度は I・

0.55、D:0.45であった。 x2統計によりAD群と比較

してnonAD群及びnonAD.age'matched群でLは、遺伝子

多型でP孟0.01、allele頻度でわ 0.01の有意な差が認

められたO

[結論]AD群ではnonAD群と比較してACE遺伝子多

型のIalleleを有する頻度が有意に高かった。現在まで

ADの遺伝的な危険因子とされているのはAPOEのみ

であるが、 ADおよびnonAD群のAPOE遺伝子多型と

ACE遺伝子多型に関連は認められていないため、

APOEと無関係にAD発症に影響を及ぼしていること

が推測される。今回の検討は、 ACE遺伝子多型のI

alleleが新たなADの危険因子となる可能性を示唆して

いる。



P2-01 

Group 11 代謝調節型glutamate受容体を介

する中枢acetylcholine遊離機構と

N-anisoyl-GA8Aによる修飾作用

白根正智，中村和雄

日本ロシュ・研究所・ CNSラボ

{目的1Aniracetam (DRAGANONR)は、脳血管障害後
遺症性精神症候(情緒障害、隠眠障害、問題行動)

に対して、高い有用性を示す精神機能障害改善薬で

ある。私達は、主要代謝物のN-anisoy]-GABAおよび

P叩 isicacidが、 alllracetamの脳内活性責任物質として

acetylcholine (ACh)遊離量を増加することを報告し

た。今回、その遊離機構を明らかにするため、

N-anisoyl-GABA誘発性ACh遊離における代謝調節型

(mGlll)ならびにイオン調節型 (AMPA)gllltamate受容

体の関与を、マイクロダイアリシス法により検討し

た。

[方法]予め、 5週間にわたって 1%食塩水を負荷

した、多発性脳梗塞モテワレである脳卒中易発症性高

血圧自然発症ラット (SHRSP)を使用した。常法に

従って大脳皮質前頭前野にガイドカニューレを挿入

し、マイクロダイアリシス用プローブを装着した。

N-Anisoyl-GABAならびに被検薬物を10μMeserine 

を含んだリンゲル液に溶解し、同一プローブを介し

て局所潅流した (2μI1min)o 20分間隔で回収した透

析サンプル中のACh量をHPLCで定量し、 ACh遊離量

とした。

[結果及び考察1N-Anisoyl-GABAは、皮質前頭前野
のACh遊離を濃度依存的 (0.1， 1μM)かっ遅発性に増

加した。 この充進作用は、 mGlu受容体の非選択的措

抗薬 MCPG(300μM)とgroupII選択的措抗薬のMCCG

(300μM)により完全に遮断された。一方、 group1 

括抗薬AIDA(300μM)は軽度な抑制を示したのみで

あり、 AMPA受容体措抗薬のYM90K(100 μM)は無

効であった。 mGlu受容体作動薬のlS，3R-ACPD(100 

μM)は、 N-anisoyl-GABAによる遅発性ACh遊離尤進

作用を模倣し、 MCCGで完全に措抗された。 AMPA

(30tl M)によるACh遊離は速やかであり、 lS，3R-ACPD

とは明らかに異なっていた。以上より、 N-anisoyl-

GABAはgroupII mGlu受容体を介して皮質前頭前野の

ACh遊離を充進すると推定された。

P2-02 

ドパミンの核内転写因子への直接作用に関

する検討

浅沼幹人、宮崎育子、田中健一、小川紀雄

岡山大学医学部神経情報学部門
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ドパミンをはじめとするカテコールアミン類は神

経情報伝達において重要な役割を果たしている。し

かし、 i邑剰のドノfミン、 L-DOPAやメタンフェタミン

がドパミン神経およびその神経終末の障害を惹起す

ることが知られている。このような神経障害は、フ

リーラジカル種の発生やアポトーシス関連蛋自の発

現に基づくとの報告もあるが、他の作用機序の存在

も考えられる。そこで、 ドパミンの核内への直接作

用の可能性をみるために、転写因子AP-1のDNA結合

を指標にしてelectrophoreticmobility-shift assay 

(EMSA)でドパミンの核蛋白への作用を検討した。

ICRマウスの線条体、黒質を含む腹側中脳(黒質)

から核蛋白を抽出した。核蛋白(4" g)にドパミン

(100 nM-I00μM)を添加しincubateし、ついで

32p-dCTPで標識したAP-lbinding siteを含む2本鎖

DNAとincubateし、 DNAに結合したAP-1を4%ポリア

クリルアミドゲルによるEMSAで検出した。線条体か

らの核蛋白にドパミンを添加した場合に、 AP-1の

DNA結合活性は有意ではないものの上昇する傾向が

みられた。一方、黒質の核蛋白を用いたEMSAではド

パミン(100nM-l 0μM)を添加した場合に用量依存的

に転写因子AP-lのDNA結合活性は上昇していた。

この結果より、ドパミンが核抽出液中の因子との

反応を介しであるいは直接に転写因子に作用し、転

写因子のDNA結合活性を調節しうる可能性が示唆さ

れた。メタンフェタミンが核内に移行し、転写因子

に直接作用するというわれわれの既報とも類似して

おり、現在培養ドパミン系神経細胞にドパミン、

L-DOPA7などのドパミン神経作用薬を添加し、これら

作用薬の転写因子-DNA結合への作用、さらにドパミ

ン神経作用薬の細胞下分布について検討している。
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P2-03 

ドーパミンによるヒトチ口シン水酸化酵素1
型活性の抑制はN端の特異的部位によって制
御される

中島昭l、森啓至】、金子葉子¥鈴木崇弘2、

永i幸俊治2、太田明1

藤田保健衛生大医・第1生理、 2総医研・分子遺伝

カテコールアミン生合成系の律速酵素であるチロ

シン水酸化酵素 (TH)は、補酵素の

6R.tetrahydrobiopterin (6RBPH，)存在下、 L.tyrosine

のL.DOPAへの変換を触媒し、その酵素活性は生合成

されたカテコールアミンによるフィードパック抑制

により制御されている。この抑制に影響を及ぼして

いるTHのN端部分の特異的部位を特定するため、ヒ

トTH(1型)のwild.type並び、に35、38、44個のアミ

ノ酸を欠失したN端欠損変異体 (del.35、del'38、

del.44) をpMALc2ベクターを用いてマルトース結合

蛋白質融合体として大腸菌に発現させた後、 affinity

並びにsize'exclusionchromatography法を用いて4量体

成分を精製した。

このwild.typeは、これまで報告されている非融合体

として発現されたwild.typeとほぼ同ーの酵素活性を示

した。 N端欠損変異体のしtyrosineと6RBPH，のVmaxは

wild.typeの約25%を示したが、 Km1l直には差は見られ

なかった。 N端欠損変異体の鉄含量はwild.typeに比し

低値を示したが、これらの変異体問では有意な差は

見られなかった。 del.38とdel'44は、 wild.typeと

del・35に比しdopamineによる酵素活性の抑制が有意に

低下していた。 dopamineとN端欠損変異体をincubate

して結合させた後6RBPH，を添加すると、変異体から

のdopamineの解離が観察されたが、その解離量は

del.35に比しdel.38で高値を示した。

以上の結果から、 Gly36.Arl7. Arl8配列はdopamine

と6RBPIむのTH分子への競合的結合に影響を及ぼす

ことにより、 dopamineによる酵素活性の抑制に重要

な役割を果たしていることが示唆された。

P2・04

内因性アルデヒド化合物によるPC12細胞か
らのドパミン遊離促進機構の解析

橋本恒一、矢部千尋

京都府立医科大学薬理学教室

我々は第41回神経化学会において、ドパミン(DAl

の最初の代謝産物であり内菌性のアルデヒド化合物

である 3，4'dihydroxyphenyl'acetaldehyde (DOPALD) 

がPC12細胞からのDAの遊離を促進することを報告

した。今回はこのDOPALDによるPC12細胞からの

DAの遊離促進の機序について報告する。

DOPALD 10μMまでの濃度では PC12細胞からの

LDHの漏出は認められなかった。また脂質過酸化に

より生じる別の内因性アルデヒド化合物、

4 'hydoxynonenalによるPC12細胞からのDAの遊離促

進は認められなかった。 DOPALDはPC12細胞への

[3HJ DAの取り込みにも影響を及ぼさなかった。一
方、高カリウム(56mMl刺激よるPC12細胞からのDA

遊離促進は、細胞外液からのCa'+の除去或いはL型

Caチャンネルの搭抗薬であるnifedipineの添加により

有意に抑制されたが、 DOPALDによるDAの遊離促進

は、 Ca'+の除去或いは nifedipineの添加に影響されな

かった。

以上の結果より、 PC12細胞からの DOPALDによ

るDA遊離は、アルデヒド化合物による非特異的な作

用ではないこと、またCa'+非依存性の機序により誘

発されることが示唆された。



P2・05

CA L I法の開口分泌機構研究への応用

今泉美佳1、岸本正巳l、川ノ口 i閏l、
笹川展幸l、西木禎、高橋正身2、

熊倉鴻之助1

}上智大学・生命科学研究所、

2三菱化学・生命科学研究所

関口分泌機構研究に対する新たなプレイクスルー

として、正常な細胞内でレーザー照射により機能分

子を選択的に不活性化することが可能な実験法、す

なわち、 CALI(Chromophore-Assisted Laser 

Inactivation:レーザ一分子機能不活性)法を応用する

ことを試みた。 CALI法は特定分子に対する抗体をマ

ラカイトグリーン(MG)色素で標識し、レーザー照射

(620nm)を行うことで、 MG色素標識抗体と結合する

特定分子のみを変性させて機能的に不活性化させる

手法である c 今回は、関口分泌への関与が示唆され

ているSNARE蛋白質の一種、 SNAP-25のCALIを行

い、副腎髄質クロマフイン細胞からのカテコールア

ミン(CA)分泌への影響を調べた。選択したSNAP-25

に対するモノクローナル抗体、 BR05はイムノブロッ

トによりクロマフィン細胞の28kDa蛋白を認識し、

また非標識のBR05はCA分泌に影響を及ぼさなかった

ため、 CALI法確立に適した抗体と判断した。 MG標識

したBR05は、 Scrape-loadingにより細胞内へ導入し

resealおよびディッシュへの接着のため、 6時間培養

を行った。蛍光組織化学実験により、約90%の細胞

に抗体の導入が確認され、 SNAP-25の局在部位であ

る細胞膜直下に蛍光染色が観察された。 MG標識抗体

を導入した細胞にレーザー照射を行い、アセチルコ

リン刺激に対するCA分泌に及ぼすCALIの効果を調べ

た。 MG標識BR05導入細胞では、レーザー未照射の

場合、分泌に影響及ぼさなかったが、レーザー照射

を行うと、 CA分泌が有意に低下した。このとき、抗

体を導入していないcontrol細胞、および:-MG標識

control抗体を導入した細胞では分泌機能は阻害を受

けなかった。このように、 CALI法により開口分泌に

関与する機能性蛋白質を不活性化することで、 CA分

泌機能を抑制する結果が得られたことから、関口分

泌の分子機構研究にCALI法は有効であることが示唆

された。

P2-06 

Catecholamine分泌能の低下したPC12細

胞株の解析

笠井楊子、森島美絵子、桑原玲子、

高橋正身

三菱化学生命科学研究所
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PCl2細胞は神経伝達物質の放出機構を解析する上

で有効なモデルである。私共はこれまでにシングル

セルクローニングによって、多くの亜株を分離して

いる。そのひとつPC12-2B3とPCl2-1G2は外液のK

濃度を高めて脱分極刺激しでも、ほとんどdopamine

の放出が見られない低分泌能株である。ただし、

PC12-1G2はイオノマイシンなどのCaイオノフォアで

刺激すると、正常な細胞株と同程度にdopamineを分

泌する。これらの低分泌能株ではdopamine含量が正

常株と変わないことから、 dopamineは生合成され

て、おそらく分泌頼粒に貯蔵されていると思われ

る。電子顕微鏡による分泌頼粒の形態観察でも、そ

の数と分布に異常は認められなかった。また、

Fura-2を用いて、脱分極刺激後の細胞内Ca'+動態を調

べたところ、 12-2B3では正常株と変わらぬCa'+流入

が認められた。一方、 PC12-1G2では脱分極直後の一

過性のCa'+上昇が失われており、その後の持続的な

低いCa2+流入しか認められなかった。この一過性Ca2+

上昇は、正常な細胞をnicardipineで前処理すると消失

することから、 PCl2-}G2ではL型Caチャネルあるい

はその制御機構に異常があると推察された。次に、

PCl:2-2B3ではどのような蛋白に変異があるかを調べ

るために、種々の前シナプス蛋白の抗体を用いたイ

ムノプロットを行った。三つのSNARE蛋白

(synataxin、VAMP-2、SNAP-25)は正常株の半分程

度の発現がみられたが、 synaptophysinの発現が極め

て低下していた。このほかに、 catecholamineの再取り

込み能が低下している株 (PC12-D60) を分離した

が、脱分権刺激による分泌は正常な株とほとんど変

わらなかった。このようなPC12の変異株は神経伝達

物質の放出機構の解明に役立つと考えられる。
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P2-07 

PC12細胞におけるコンブレキシン

(Complexin)の関口放出制御機構の解明

板倉誠1.2、高橋聖_3、高橋正身1

1三菱化学生命研、 2東工大生命理工、 3高知医大第一

生理

神経伝達物質は、神経終末から関口放出によって

分泌される。 SNAREと呼ばれる蛋白質がこの開口放

出機構において重要な役割を果たしていると考えら

れている。 Compl巴xmは約20kDaの極性アミノ酸に富

んだ蛋白質で成熟した神経細胞の前シナプスに局在

している。またinvitroでαSNAPのSNARE複合体へ

の結合を阻害することが知られている。当研究室で

はComplexin11が、アプリシアのシナプスにおいて開

口放出を抑制することを見いだしている。そこで晴

乳類細胞においても同様の作用が見られるかについ

て検討した。

PC12細胞にComplexinをヒト成長ホルモン(hGH)ま

たはマウスアセチルコリン合成酵素(mChAT)と共発現

させ、それぞれhGH、アセチルコリン(ACh)分泌に与

えるComplexinの影響を確認した。その結果、

Complexin 1および11の過剰発現は、 PC12細胞からの

hGH、ACh分泌を20.40%程度抑制した。したがって

PC12細胞においてComplexinは、 AChを含むシナプス

様小胞からの分泌、 hGHが含まれる有芯頼粒からの

分泌、両方とも抑制することがわかった。また、こ

の抑制効果はComplexin1および11ともほぼ同程度で

ありファミリ一分子聞の差は認められなかった。

P2・08

ラット脊髄後根神経節培養細胞における
IL・1β誘発性サプスタンスP遊離について

森岡徳光、武田和美、熊谷圭、秀和泉、

井上敦子、仲田義啓

広島大学医学部総合薬学科薬効解析科学

一次知覚神経細胞は、サブスタンスPを生合成、遊

離し、痛覚伝達に関与している。また、インターロ

イキン1β(IL-lβ)は免疫担当細胞より分泌され、

炎症時における痛覚過敏に関与していることが報告

されている。今回、ラット脊髄後根神経節初代培養

細胞 (DRG細胞)において、 IL-1βによるサブスタ

ンスp遊離のメカニズムについて検討した。

Wistar系雄性成熟ラットより脊髄後根神経節を単

離し、酵素処理分散法により初代培養細胞を作成し

た。サプスタンスP量をラジオイムノアッセイ、シク

ロオキシゲナーゼー 2(COX2) mRNA量をリボヌク

レアーゼプロテクションアッセイで解析した。

IL -1βO.lng/ml処置6時間後、 DRG細胞培養液中

へのサブスタンスP遊離量は無処置群に比べ有意に増

大した。このIL-1β によるサブスタンスp遊離増大

はCa'+依存性で、 IL-lreceptor antagonistにより抑制

された。また、 IL-1βの作用は、 indomethacin、及

びNS-398併用により抑制された。 DRG細胞におい

て、 IL-1β処置後3時間以内にCOX2mRNA発現が誘

導された。また、 8-bromo-cAMPあるいは

8-bromo-cGMPは、 DRG細胞培養液中へのサブスタン

スP遊離量を無処置群に比べ有意に増大した。

以上の結果より、 DRG細胞において、 IL-1βは

COX2~PG s ~cAMP系を介したメカニズムによりサ

ブスタンスP遊離を誘発する可能性が示唆された。ま

た、 8-bromo・cGMPによってもサブスタンスP遊離が

誘導されたことから、 DRG細胞においてはNO~ c 

GMP系を介したサプスタンスP遊離機構の存在も予想

される。



P2-09 

豚下垂体から合成ペプチド

SucFGRRSED-Dnsプロセシング酵素の単

離と構造解析

加藤武l、山本賢、平野久2、矢嶋隆一3、

知久馬敏幸4

i横浜市大・院・総合理学、 2木原生研、 3特殊免疫

研、 4昭和薬科大・薬品分析

これまで、記憶・学習の研究はアセチルコリン、

ドーパミン、グルタミン酸、 GABA、など低分子の伝

達物質について多く行われた。近年、種々の細胞外

プロテアーゼが神経可塑性に関わっていること、神

経ペプチド量の調節が痴呆症の改善に重要であるこ

と、などプロテアーゼと記'憶との関係が重要視され

ている。神経ペプチド量を調節する生合成酵素の候

補としてサチライシン様酵素 (PCl、PC2、Furin)

が挙げられているのみであり、私達は生理機能が明

らかな神経ペプチド生合成酵素の単離を試みた。

l方法i豚下垂体を-80"cに保存し、融解後可溶性画

分をイオン交換カラム、ハイドロキシアパタイト、

pHフォーカシング、 2次元電気泳動により単離精製

した。酵素活性の測定はHPLC-蛍光法にて行った。

|結果と考察l今回、新しく合成した蛍光基質

(SucFGRRSED-Dns)を用いて豚下垂体より生合成酵素

の単離を試み、 2種類の酵素の存在を明らかにし

た。その 1っとしてアミノ酸シークエンスより

puromycin官 nsitiveaminopeptidase (PSA)を同定した。

更に、他の 1;径は約分子量60kDaのチオール酵素で

あった。後者については、現在アミノ酸シークエン

スを行っている。 PSAはエンケファリン変換酵素とし

て単離された酵素であり、神経ペプチド前駆体のア

ミノ末端をプロセシングする酵素である。現在、こ

の酵素の抗体作成とラット脳内分布を検討中であ

る。

今回の私共の研究により、神経ペプチドの生合成

酵素としてサチライシン様酵素以外にも種々存在す

ることが明らかとなった。今後は、記憶と記憶障害

モデル動物を用いて生体内での調節機構を明らかに

する。
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P2-10 

光感応基を有する新規リジン誘導体を用い

たケージドペプチドの合成法の開発とCaM

キナーゼ11特異的阻害ペプチドAIPへの応用

茂里康l、達吉郎:、石田敦彦2、亀下勇2、

藤淳仁2、湯元昇i

'jiJ'i商産業省大阪工業技術研究所、 2旭川医科大学-一

生化

ケージド化合物とは、生産活性物質を光感応基で

化学修飾し、活性を隠蔽状態にした化合物で、光照

射を行うとその活性が直ちに回復する。以前チロシ

ンを含んだペプチドのケージドペプチド調製法を報

告したが、今回リジンを含んだべフ。チドのケージド

ペプチド調製法を開発した。ニトロベンジル基

(NB)で保護しておいたリジン (NBリジン)のFmoc

誘導体を合成し、ペプチドの面相合成を行ったとこ

ろ、通常のリジン残基と同様にペプチド合成ができ

ることが判明した。そこでCaMキナーゼIl特異的阻害

ペプチドAIP(KKALRRQEAVDAL)のケージド化を試み

た。 NBリジンの組み込み数を変えた 2種類のNB-AIP

を合成したところ、いずれも紫外光照射で、迅速に

ニトロベンジル基が解離し、 AIPが生成した。特に

NBリジンを 2個組み込んだものは、強力なケージド

化合物としての特徴を備えていることがわかった。
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P2・11

ラットC6BU・1細胞における
DehydroepiandrosteroneのcyclicGMP 
産生に対する効果

竹林実、加賀谷有行、稲垣正俊、三好出、

片桐秀晃、岡本泰昌、堀口淳、山脇成人

広島大学医学部神経精神医学講座

Dehydroepiandrosterone (DHEA)は、神経ステロイ

ドの一つであり、記憶、不安そして情動などの精神

機能との関連が近年指摘されているが、その機序は

不明である。

中枢神経における神経ステロイドの細胞内情報伝

達系に対する効果を検討することがわれわれの目的

である。昨年の本学会において、 DHEAI土細胞内カル

シウム動員には急性効果を示さなかったことを報告

した。

今回は、 G蛋自活性物質であるNaFの刺激による

cyclicGMP (cGMP)産生に対する DHEAの効果を

EIA法を用いて検討した。 NaFの急性処置により

cGMPは濃度依存性に上昇した。この反応は

calmodulin措抗薬である W-7あるいはnitricoxide産

生酵素 (NOS)の阻害薬である NG・nitro-L -arginineの前

処置により消失した。 DHEAの急性処置によりNaF刺

激性のcGMP産生は濃度依存性に抑制された。しか

し、 DHEA-sulfateとdexamethasone(DEX)の処置は有

意な影響を及ぼさなかった。

NOのドナーである SNPの急性処置はcGMPの上昇

を引き起こしたが、 DHEA、DHEA-sulfateおよびDEX

はいずれも SNP刺激性の cGMPの上昇には有意な影

響を及ぼさなかった。

これらの結果から、 DHEAI立細胞内cGMP動員に対

して急性の抑制効果をもち、その効果はcalmodulinあ

るいは NOS依存性の経路を介することが推測され

た。

P2・12

Dual leucine zipper bearing kinase 

(DLK)欠損マウスにおける海馬体・脊髄白質

の発達不全メカニズム

湯川和典l、白津信行2、鶴尾吉宏2、辻繁勝l

和歌山県立医科大学、}第二生理学、 2第一解剖学

Dual leucine zipper bearing kinase (DLK)は二つの

leucine zipper様構造とMAPkinase kinase kinase 

(MAPKKK)類似の触媒ドメインを有するセリン/ス

レオニン/チロシンキナーゼである。 DLKmRNAは胎

仔期の脳、腎、肺、心に検出されるが生後は卵巣と

脳にのみ特異的に発現している。 DLKは脳神経系シ

ナプス部に多く局在し脱分極によりDLKの脱リン酸

化が誘導される。 細胞株へのトランスフェクショ

ン実験によりRhoファミリーGTPase: Rac/cdc42の下

流でSAPK/JNK系及び、p38MAPK系を制御する可能性

が示されている。 SAPK/JNK系とp38MAPK系が神経

細胞のアポトーシス過程に関与することよりDLKは

アポトーシスとの関連において興味が持たれる。

脳神経系の発生過程と生体内神経細胞死における

DLKの役割を知ることを目的として、 DLK遺伝子欠

損(DLK(十))マウスの脳神経系を組織学的に解析し

た。 DLK(ー/・)マウスは生後2日から 3週の聞に死亡

するが、 wildtypeに比しDLK(-/ー)海馬体は狭小化し

DLK(ー/ー)脊髄白質は著明に薄いことが判明した。さら

に海馬におけるSlOO陽性グリアの減少と脊髄白質で

のGFAP陽性グリアの著明な減少を認めた。従ってグ

リア細胞の分化・相殖異常あるいはアポトーシスの

異常充進などがメカニズムとして考えられる。これ

らの可能性を検討するためにwildtype DLK(+/+)海馬

とDLK(-/-)海馬由来の培養グリア細胞を用いてグリア

細胞の増殖・分化能・アポトーシスについて解析を

行っている。 また胎生期神経細胞アポトーシスとグ

ルタミン酸による神経細胞死誘発に対する抵抗性な

らびにdunの1)ン酸化(活性化)におけるDLKの役

割ついても解析中であり併せて報告したい。

(本i寅題は大阪大学微生物病研究所竹内理、竹田

潔、審良静男 先生との共同研究である。)



P2・13

PHAPI kinaseとPHAPIの細胞内リン酸化

下島桐、萩原民雄、山科聡子、今川浩之、

竹田二美代、竹田稔

昭和大・医・生化

<目的>我々は脳可溶性画分にPutativeHLA-DR

Associated Protein 1 (PHAPl)をリン酸化するprotem

kinasei舌性を見出し、このproteinkinase(PHAPI kinase) 

がinvitroでPHAP1の204番目のセリン残基をリン酸

化することを報告してきた。今回、このproteinkinase 

の精製及び細胞内でのリン酸化について検討した。

<方法>PHAP 1 kinaseは組換えPHAPIタンパク質を

リガンドとしたアフイニテイクロマトグラフイーに

より精製した。ヒトPHAPIcDNA及び、部位特異的変異

法により作製した変異cDNAをGreenFluorescent 

Protein (GFP)遺伝子融合Vectorに組込んだ後、

BALB/3T3細胞で発現させGFP蛍光によりタンパク質

の局在を観察した。またGFP-PHAP1融合タンパク質

を発現した細胞を32P-orthophosphateでラベルした

後、免疫沈降法によりPHAPIタンパク質のリン酸化

を確認した。

<結果・結論>精製したPHAP1 kinase は電気泳動上41

及び38kDaのタンパク質バンドを示し、ゲル内リン

酸化反応においては両者にproteinkinase活性が認めら

れた。これらのproteinkinase には自己リン酸化が認め

られなかった。 BALB/3T3で強制発現させた野生型

PHAPIは核に局在したが、リン酸化部位である204

番目のSerをAlaに置換した変異タンパク質は細胞質に

存在した。細胞内においては204番目のSedこ加え、

他の部位がリン酸化されていた。現在、 proteinkina況

の一次構造の解析を進めているカヤHAPIが我々の見

出したp41/38 protein kinaseを含む複数のprotem

kinaseにより制御を受けること、 204番目のSerのリン

酸化はPHAP1の核への局在を制御している可能性が

考えられた。

P2・14

海馬ニュー口ンにおけるestrogen-
nicotineのクロストーク

鬼頭昭三、新郷明子

兵庫大学問属研究所
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estrogenが記憶学習機能を促進することはよく知ら

れているが、l1lcotmcも短期的に記憶機能を促進した

り、ニューロン変性のプロセスに措抗することが認

められている。我々はestrogenもnicotineも共にラット

海馬において、 AP-l結合活性を上昇させ、 c-fos、

IGFl mRNAの発現を誘導することを認めている。一

方では、 estrogenによるIGF1mRNA発現はニコチンに

よって部分的に阻害されるという結果を得ている。

本研究では、このestrogen、nicotine相関について、

そのメカニズムを検討するための実験を行った。第

一段階としてラット海馬でRNaseprotection assay¥こ

よってestrogen受容体mRNA発現の存在を確認した。

ラットに βestradiolを全身的に投与すると、用量依存

的にestrogen受容体のup-regulationが見られた。

nicotineの単独投与によって、ラット海馬でのestrogen

受容体mRNAの発現は抑えられた。このestrogen受容

体発現の抑制は、 estrogenとl1lcotmeを同時投与するこ

とによって、一層強められた。

in vivoの実験で得られたこれらの現象のメカニズ

ムを更に詳細に検討するために、ラット胎仔海罵

ニューロンを不死化させたH19-7細胞を用いて実験を

行った。本研究は喫煙科学財団の助成によりなされ

たものである。
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P2・15

グリア由来培養細胞におけるト口ンピン刺
激性細胞内カルシウム動員系に対するリチ
ウムとプラスミンの影響

加賀谷有行1、岡田亜希子2、田原康孝l、

稲垣正俊1、三好出l、岡本泰昌1、竹林実i、

猪口淳1、仲田義啓2、山脇成人l

l広島大学医学部神経精神医学講座、

2広島大学医学部薬効解析科学

感情障害、なかでも操うつ病において、その患者

の血小板におけるトロンピン刺激性細胞内カルシウ

ム動員の充進していることがいくつかの施設から報

告されている。一方、炭酸リチウムは操うつ病の治

療薬として広く用いられているが、その作用機序に

関しては未だに不明な点を多く残している。今回、

われわれはグリア由来培養細胞を用いて、リチウム

前処置後のトロンピン誘発性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、培養期間中に

塩化リチウムを 1~ 1 OmM、1~ 24時間前処置し

た。その後、細胞にカルシウム感受性蛍光色素

fura'21AMを負荷し、細胞内カルシウム濃度を測定し

た。

トロンピン刺激性細胞内カルシウム動員は前処置

するリチウムの濃度と時間に依存して抑制された。

一方、同じ濃度と時間におけるリチウム前処置で

は、セロトニン刺激性細胞内カルシウム動員は抑制

されなかったことから、リチウムによるトロンピン・

誘発性細胞内カルシウム動員の抑制はトロンピン受

容体の機能の変化によることが示唆された。対照細

胞ではトロンピン刺激性細胞内カルシウム動員は他

のセリンプロテアーゼであるプラスミンにより著明

に阻害されたが、リチウム前処置細胞ではこの阻害

が観察されなかった。これらの結果から、リチウム

は受容体レベルでトロンピン刺激性細胞内カルシウ

ム動員を抑制することが示唆された。

P2-16 

小胞体ストレスセンサーのクローニング

三好耕1.3、今泉和則1.2.:3、片山泰一1，2.3、

佐藤直也1.2.3、人見 i享 13、米田託成1.3、

遠山正弥u

!大阪大学大学院医学系研究科機能形態学講座A2、

2田辺製薬(株)書iJ薬研、 'CRESTJST 

細胞内カルシウム濃度の撹乱やoxidativcstrcss等各

種細胞ストレス下では、小胞体(ER)内でのタンパク質

のおりたたみに異常を生じ、おりたたみが不完全な

タンパク質(unfoldedprotein)がER内に蓄積する。

unfolded proteinの過剰な蓄積は細胞死を導くことか

ら、生体はその防御機構として、異常なタンパク質

をセンサ一分子が感知し、分子シャペロン群の転

写、翻訳を促進するシステムを活性化する。この系

におけるセンサー分子として晴乳類では、 IRElα 、

IRElβが最近クローニングされた。我々はヒトIREl

αの一部に高い相向性を示すマウスESTクローンを

データベース検索により見い出し、これをプロープ

としてライブラリースクリーニングを行うことによ

り、ヒトIRElα とアミノ酸レベルで約90%の相向性

を示すマウスIRElα をクローニングした。本i寅題で
は中枢神経系のおけるIRElαmRNAの発現解析と、培

養細胞を用いた機能解析について報告する。
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Cdk5欠損マウス及びCdk5活性化サブユ

ニットp35欠損マウスの生化学的検討

大島登志男1.2、Veeranna3、H.C. Pant'、

御子柴克彦l、A.B. Kurkarni2 

l理化学研究所・脳科学総合研究センター・発生神経

生物研究チーム、 'CTF.NICDR、3LN.NINDS 

Cdk5は他のcyclin-dependentkinaseと高い相向性を有

するが、活性化のサブユニットp35及びp39が神経細

胞に特異的に発現しており、 Cdk5キナーゼの神経細

胞特異的な機能が推定された。 1DVIVOでのCdk5キ

ナーゼの機能を明らかにするためCdk5ヅ.p35./ーマウ

スを作製しその表現型を解析した。 Cdk5-/ーマウスは

出生前後で致死であるのに比し、 p35・/ーマウスは

adultまで成長し、一部がけいれん発作のためと恩わ

れる致死を示した。 Cdk5チマウスでは皮質層構造異

常が大脳，小脳，海馬，嘆脳において認められた。 p35./

マウスでは、大脳で皮質層構造異常が認められた

が、小脳.海馬，嘆脳における異常は極めて軽度であっ

た。これらの皮質層構造の異常は、 BrdUによるラベ

リングの実験などから、大脳皮質において本来の

inside'outとは逆転した皮質層構造が神経細胞の

migrationの異常により起きる事が明らかになった。

またCdk5-/マウスの小脳においては、プルキンエ細

胞のmigrationが障害され、フ。ルキンエ細胞層は形成

されなかった。 Cdk5キナーゼ活性はCdk5./ー脳では検

出感度以下であったが、 p35-/'脳では野生型コント

ロールの5-10%の残存活性が認められた。 insit日

hybridization法によりp35とp39の発現パターンを胎

生期の脳で検討したところ、大脳皮質を除き両者の

発現はほぼ重複していたが、大脳皮質においては胎

生14日から16日においてp35のみが発現していた。

以上の結果から、 p35・/ーマウスがCdk5./マウスに比

べて軽症であるのは、 Cdk5/p35の欠損をCdk5/p39が

機能的に補ったためと考えられた。しかし、

Cdk5/p35とCdk5/p39が機能的に全く同一であるかは

今後検討すべき課題である。
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PC12D細胞におけるM1ムスカリン性アセチ

ルコリン受容体の刺激による前初期遺伝子
zif268の発現誘導:低分子量G蛋白質Rhoの

役割

平林敏行、 Da、吋 Saffcn

東京大学医学部神経生化学教室

我々は以前、 PC12D細胞においてM1ムスカリン性

アセチルコリン受容体(M1mAChR)の刺激によって前

初期遺伝子zif268遺伝子の発現が迅速に誘導されるこ

とを報告した(Ebihara.T. and Saffen. D. (1997) J 

Neurochem. 68. 1001'1010)。本研究では、 M1mAChR

の刺激によるzif268フ。ロモーターの活性化と、その活

性化におけるRhoの関与を調べた。

その結果、 PCl2D細胞においてMlmAChRの刺激に

より、 zif268遺伝子のプロモーター上にある 4つの

scrum response element (SRE)が活性化され、その活性

化は、低分子量G蛋白質Rhoを特異的に不活性化する

菌体外酵素C3によって顕著に阻害されることが示さ

れた。また、加える C3の量を変化させてzif268SRE 

の活性化に対する影響を調べた結果、過剰量のC3を

細胞に加えてもzif268SREの活性化が3割程度残るこ

とが示された。さらに、この残りの成分は不活性化

型(N17)Rasの大量発現によってほぼ完全に阻害され

た。これらの結果から、 MlmAChRの刺激による

zif268 SREの活性化はRho依存性の成分とRho非依存

性の成分から成り、 Rho非依存性の成分はRasに依存

することが示唆される。

一方、これまでの研究により、 Rhoは活性化に

伴って細胞質画分から膜函分へ移行することが示さ

れてきた。我々はM1mAChRの刺激によるRhoの活性

化を調べるためにRhoの膜移行を測定した。その結

果、 M1mAChRの刺激により、 15分以内にRhoの膜移

行が誘導された。この結果は、 M1mAChRの刺激に

よって1時間以内に最大となるzjf268遺伝子の発現に

Rhoの活性化が関与しているという仮説を支持するも

のである。

以上の結果から、 M1mAChRの刺激によりRhoが迅

速に活性化され、 Rasと独立のシグナル伝達を経て、

SREを介したzif268遺伝子の発現に関与していること

が示唆される。



330 神経化学 Vol. 38 (No. 3)， 1999 

P2-19 

PC12細胞におけるMAPキナーゼ経路とプロ
テインキナーゼA経路のクロストークとニコ
チン性アセテルコリン受容体の発現調節に
ついて

中山均¥畠中寛2

l奈良医大・薬理、 2大阪大・蛋白研

PC12細胞ではNGFとcAMPはニコチン性アセチル

コリン受容体 (nAChR)α3mRNAの細胞内レベルを調

節する。しかし、 NGFとcAMPを起点とする細胞内シ

グナル伝達系路は相互にクロストークしており、そ

の素過程の解析はなかなか困難である。本研究では

主にPC12h細胞を用い、 NGFとcAMPを起点とする細

胞内シグナル伝達系路のなかで'CREBとMAPキナーゼ

(ERKl.2)のリン酸化を中心に両系のクロストーク

とそれがα3mRNAの発現に及ぼす役割について解析

した。

PC12h細胞は 5%牛準胎児血清、 5%馬血清を含む

DMEM/ Ham12培地を用いて、コラーゲンコートし

たディッシュ上で、培養した。 NGFまたはCPTcAMPで

PC12h細胞を刺激すると、リン酸化CREB(PCREB)と

リン酸化ERK(PERK)がほぼ同程度検出されたが、

P'ERKの方が長時間持続した。一方、 CPTcAMPで

PC12h細胞を刺j数するとPCREBもP'ERKも検出され

たが、 P'CREBのレベル方がPERKよりはるかに高

かった。 PC12h細胞のα3mRNAはNGFによりRas経路

を介したアップレギュレーションを受ける。また、

CPTcAMPによりAキナーゼを介したダウンレギュ

レーションを受ける。そこす、 PC12h細胞に

CPTcAMPを添加した時にP'CREBレベルがほぼピーク

に達した添加 l時間後と、著しくP'CREBレベルが滅

弱した 6時間後に培養液からCPTcAMPを除去した。

その後、 CPTcAMPを含まない培養液で培養を 1日ま

たは 3日間続けたところ、何れの場合も α3mRNAは

コントロールの80-90%まで回復したので、

α3mRNAをダウンレギュレーションするには

CPTcAMPは培養液にいれ続ける必要があった。

これらの結果から、 PC12h細胞では α3mRNAレベ

ルに関して、 Aキナーゼの下流に負の、また、 ERKの

下流に正の調節因子が存在するものと恩われる。ま

た、 NGF経路とcAMP経路のクロストークにより各々

の効果が滅弱されることも示唆された。

P2-20 

ラット脳におけるアデニル酸キナーゼアイ
ソザイムの分布

井上幸江l、山田康枝2、三浦公志郎1、

j可田啓介3、松尾義久3、篠田晃3、中津淳1

1山口大学医学部生化学第二、 2同・薬理学、 3同・解

剖学第二

アデニル酸キナーゼ (AK)，土、 ATP、ADP'、AMP

の相互変換を触媒する酵素であり、細胞内エネル

ギーの恒常性維持、 ATP生産部位から消費部位への

高エネルギーリン酸基の転移、細胞膜局所でのATP

<=> ADP変換に寄与していると考えられている。本酵

素には、細胞内局在や組織分布の異なる 4種類のア

イソザイムが存在する。

我々は、これまでに、ラット脳において、 AKl蛋

白は、胎仔 18日目から現れ、成長にともなって著

しく増加すること O 一方、 AK2蛋白は、胎仔脳には

存在するが、生後消失すること。 AK3蛋白は、胎仔

期から次第に増加すること。また、それぞれAKl蛋

白は細胞質、 AK2蛋白およびAK3蛋白はミトコン

ドリアの局在することを明らかにした。

本研究では、免疫組織化学法およびinsituハイブ

リダイゼーション法により、脳における各アイソザ

イムの分布を解析した。その結果、成熟ラット脳に

おいて、 AKlは、さまざまな部位の神経細胞に発現

がみとめらたが、特に、鼻腔の嘆上皮内の嘆神経細

胞や小脳のかご細胞に多く存在した。また、嘆球の

喚神経層や嘆糸球体、小脳や歯状回の分子層、三叉

神経節も、強く染色された。これらの結果から、

AKlは、ラット脳において特異的な神経の機能や神

経細胞の発達に関与していることが示唆された。
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CaMキナーゼIVによるカルモデュリンのリ
ン酸化

石田敦彦、亀下勇、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IVは脳と胸腺に豊富に存在するCa2+I 

カルモデュリン依存性の多機能性プロテインキナー

ゼであり、 CREBなどのリン酸化を介して遺伝子発現

の調節に関与していることが知られている。今回

我々はCaMキナーゼIVがポリリシン依存的に自らの

アクチベーターであるカルモデユリン (CaM)をリ

ン酸化することを見いだした。同一条件下でCaMキ

ナーゼIIもCaMを弱くリン酸化したが、 CaMキナーゼ

I、CaMキナーゼキナーゼ、 AキナーゼはCaMを全く

リン酸化しなかった。 CaMキナーゼIVによるCaMのリ

ン酸化にはポリリシンが必須であり、ポリリシンの

代わりにポリアルギニンを用いても同程度のリン酸

化が観察されたが、プロタミン、スペルミンやリシ

ン/グルタミン酸/チロシン (3: 6 : 1)の混合ポリ

マーでは全くリン酸化は認められなかった。またリ

ン酸化の程度は用いたポリリシンの分子量が大きい

程、顕著であった。リン酸化反応は比較的遅く、

128kDaポリリシン10μgImlの存在下lこ30'C、 60分

で0.2mol/mol程度の取込みが見られた。ホスホアミ

ノ酸分析により、スレオニン残基がリン酸化されて

いることカf判明した。フェニルセフアロースカラム

クロマトグラフイー及びDEAE-NPRHPLCによりリン

酸化CaMを単離して調べたところ、コントロールの

CaMに比べてリン酸化CaMはCaMキナーゼ1. II . IVの

活性化能が何れも低下していた。以上の結果はCaM

キナーゼIVがCaMを直接リン酸化することでカルシ

ウム情報伝達系を調節している可能性を示唆するも

のであり、興味深い。
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P2・22

PC12細胞および培養小脳頼粒細胞における
ラブフィリン-3Aのリン酸化の解析

古賀毅:、板倉誠2.3、片岡正和2、

大西浩史2、関口真理子2、山森早織2、

佐藤一紀2、高橋正身1.2

i東大院・総合文化、 2三菱化学生命研、 3東工大・生

命理工

タンパク質リン酸化は神経伝達物質の放出制御に

おいて重要な役割を果たしていると考えられている

が、その詳細な機構についてはほとんど明らかにさ

れていなしミ。 PC12細胞内のcAMP濃度を高めると、

Caけ依存的なドーパミンおよびアセチルコリンの放

出が促進するが、この促進はcAMP依存性フ。ロテイン

キナーゼ(PKA)の特異的阻害剤であるH-89によって顕

著に抑制された。 PC12細胞内でcAMP依存的にリン

酸化を受けるシナプスタンパク質を33Piメタボリック

ラベリング法により検索したところ、 SNAREタンパ

ク質や a-SNAP、シナプトタグミンなどでは有意なリ

ン酸化の充進はみられなかったが、ラブフィリン 3A

が顕著にリン酸化を受けた。

ラブフイリン 3Aは低分子量Gタンパク質rab3Aに

結合するタンパク質として同定され、シナプス小胞

上に多く存在することが明らかにされている。In

vitroにおいてはPKAよってSer234が、 Ca2+/カルモ

デュリン依存性プロテインキナーゼIIによってSer234

およびSer274がリン酸化されることが知られてい

る。今回、 Ser234がリン酸化されたラブフイリンー3A

を特異的に認識する抗リン酸化ラブフイリンー3A抗体

を作成し、イムノプロット法および蛍光抗体染色法

によって解析した結果、 PC12細胞をforskolinまたは

dibutyryl cAMPで処理するとドーパミンとアセチルコ

リンの放出促進に伴い、細胞内でラブフィリンー3Aの

リン酸化が顕著に充進することが明らかとなった。

このリン酸化は、 H-89によってほぼ完全に抑制され

た。また、培養した小脳頼粒細胞をforskoIinや

dibutyryl cAMPで処理した場合にもラブフイリンー3A

のSer234のリン酸化が有意に充進することが明らか

になった。これらの結果をもとに、神経伝達物質放

出の制御におけるラブフイリンー3Aのリン酸化の役割

について考察する。
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ヒト羊膜細胞における神経誘導因子の発現
とアクチビンA処理によるnoggin誘導

児矢野総、桜川宣男

国立精神・神経センター神経研究所

我々は、ヒト羊膜上皮細胞が多分化能を有する細

胞である可能性が強いことを報告した。最近、神経

幹細胞、神経前駆細胞マーカー遺伝子の発現が確認

したことより、神経幹細胞の存在が示唆されてい

る。一方羊膜細胞は、匹盤葉上葉が二分して形成さ

れることより、発生初期の神経誘導因子の発現につ

いて検討した。さらにアクチピンシグナル伝達系の

存在について検索したので報告する。

帝王切開分娩より胎盤を入手し、羊膜細胞を既報

のごとくに、分離・培養した。なおインフォームド

コンセントを行って、施行した。この羊膜細胞につ

いてRT.PCR法により検討を行ったところ、 chordin，

noggin， follistatin， BMP'4およびアクチピン受容体(1，

1B， 2A， 2B)のmRNA発現が確認された。つぎに、培養

羊膜細胞をアクチピンで処理したところ、 noggmの転

写レベルでの発現誘導が確認された。 BMP・4，chordin 

follistatinの遺伝子発現の変化について検討中であ

る。

Xenopus laevisの神経外妊薬はnoggin，chordin， 

follistatinなどの神経誘導因子のシグナルにより背倶1)

に誘導されると言われている。またXenopusでは、

chordinとnoggmは異なったシグナル伝達系により、

アクチピンによる誘導が行なわれることが報告され

ている。今回我々はヒト羊膜上皮細胞において神経

誘導因子 (chordin，noggin， follistatin)、BMp.4およびア

クチピン受容体の遺伝子発現を証明した。また培養

羊膜上皮細胞をアクチビンにより処理したところ、

noggm遺伝子の発現誘導が確認されたことより、羊膜

細胞においてアクチピンシグナル伝達系の存在が示

唆された。さらにBMP/noggin伝達系の下流に存在す

る遺伝子の発現変化について検討中である。

P2・24

舌下神経切断により著明な発現上昇の見ら
れる、 Rhoファミリー蛋白TC10の神経系細
胞における細胞骨格制御作用

田辺勝久1.2.3.5、立花太郎4、山下俊英2、

奈栄治2，.3.5、米田悦啓2、遠山正嫡2.5、

越智隆弘3、木山博資:

l旭川医大・第一解剖、 2大阪大院・医・機能形態学解

剖学第二、 3大阪大院・医・器官制御外科学、

'CREST， JST 

軸索切断後5日目のラットの損傷舌下神経核cDNA

ライブラリーを用い、 Expressed.S巴quence.Tag法とin

situハイブリダイゼーション法を使って、軸索損傷時

に発現上昇する遺伝子を27個 (4個の未知遺伝子を含

む)同定した。未知遺伝子の全長配列を決定したと

ころ、その内一つはTC10というRhoファミリー蛋白

質であった。他のRhoファミリー蛋白質Cdc42，Rac1， 

RhoAについても、舌下神経損傷後の発現変化を調べ

たところ、全て発現の上昇が見られたが、 TC10の発

現上昇は最も著明であった。 ラットの脳における発

現はCdc42、Racl、RhoAの強い発現に比して、

Embryo及び、Adult共に低レベルであった。 TC10の活

性型cDNAの組換えアデノウイルスベクターを作製

し、神経系の培養細胞に感染させたところ、糸状

足、板状足、さらには神経突起様の構造物が観察さ

れた。以上の結果から、 TC10は、末梢神経再生時特

異的に、他のRhoファミリー蛋白質と協調して成長円

錐の運動を制御していると考えら来した。
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Mevalonate pathwayの酵素であるIPP
isomeraseは神経切断後および生直後大脳
皮質の神経細胞で発現が上昇する

森原剛史1.2.:3、今泉和則1.3.4、米自託成L3、

田辺勝久1，.1、武田雅俊2、遠山正嫡u

1大阪大学第二解剖、 2精神医学、 'CREST. JST、

4田辺製薬(株)創薬研

ラット大脳皮質生直後に高発現される遺伝子を

Differential Display法でスクリーニングした。 STOP

protein、Thymosinbeta、doublecortin、IPPisomerase 

といった遺伝子群が単離され8週齢に比べ生直後の

大脳皮質において高発現していることが確認され

た。

これらのうちmevalonatepathwayの酵素の一つであ

るIPPisomeraseは、近年クローニングされたばかりで

mRNAレベルの解析はほとんどされておらず、また神

経系ではこれまで全く研究がされていないため、今

回注目し解析することにした。 Northernblotでは大脳

皮質において生後第2週にIPPisomeraseは発現量が最

高となった。 Insitu hybridizationでは大脳皮質の各層

で最大の発現を生後7日で示した後、減少した。 8

週齢になると大脳皮質の発現は著滅しており、その

一方Corpuscallosumなと暑のoligodendrocyteに発現がみ

られた。これらよりIPPisomeraseは神経細胞の分化お

よびミエリン化に関与していると考えられた。

神経細胞におけるIPPisomeraseの高発現は樹状突起

が著しく伸長する時期に一致したため、つぎに神経

突起再生との関連を舌下神経切断モデルを用いて検

討した。切断後神経再生中の舌下神経核の神経細胞

でIPPisomeraseの発現が誘導されることが示された。

これらの結果より、 IPPisomeraseの神経細胞におけ

る機能として神経突起の伸長が示唆された。
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成体ラット顔面神経核運動ニューロン損傷

に対するGDNF組換えアデノウイルス・ベク

ターの保護効果

坂本剛l.2.:3、渡部和彦、大橋十也4、

川添陽子¥小柳清光l、井上聖啓2、

細谷龍男3、衛藤義勝4

l東京都神経科学総合研究所神経病理、東京慈恵、会医

科大学神経内科、 3内科第2、4小児科/DNA医学研

究所遺伝子治療

グリア細胞株由来神経栄養因子 (GDNF)は運動

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、運動神経損傷や運動ニューロン疾患に対す

る治療効果が期待されている。これまで、新生仔

ラットの末梢神経切除による顔面神経核、脊髄前角

運動ニューロンの変性脱落に対して、 GDNF組換えア

デノウイルス投与が有効であったとの報告がある。

本研究では、成体ラット顔面神経核運動ニューロン

の変性脱落に対するGDNF組換えアデノウイルスの保

護効果について検討した。 12遮齢Fisher344雄ラット

の右顔面神経を引き抜き除去したのち、茎乳突孔に

PBSあるいはヒトGDNF組t笑えウイルス
(AxCAhGDNF)、β-galactosidase(gal)組換えウイルス

(AxCALacZ)を注入した。 AxCALacZ投与群では、傷害

側の顔面神経核運動ニューロンがs-galで明瞭にラベ

ルされ、組換えウイルスによって同ニューロンに外

来遺伝子を導入し得ることが示された。 RT-PCRで

は、引き抜き損傷後AxCAhGDNF投与により傷害仰jに

ヒトGDNFmRNAの発現を認めた。顔面神経核を含む

脳幹組織では常にGDNF受容体 (GFRα l，Retlm宜NAが

検出され、組換えウイルス接種が運ニューロンでの

外来性ヒトGDNFの産生を誘導し、 autocrineあるいは

paracrineな形で運動ニューロンに対する神経栄養効

果が発現されると考えられた。そこで、引き抜き損

傷2-4週後、潅流固定し顔面神経核を含む脳幹の連続

切片を作成、 Nissl染色ののち顔面神経核の運動

ニューロン数を算定した。 PBS投与群では障害側顔面

神経核運動ニューロンの脱落消失 (4逓後28.5土
3.9%) とグリオーシスを認めたが、 AxCAhGDNF投与

群では脱落が有意に抑制された (4週後57.8:t4.4
%)。なお、組換えウイルス接種に伴う脊髄組織の傷

害反応や炎症反応、は認められなかった。本研究によ

り、成人における運動神経損傷や運動ニューロン疾

患に対するGDNF組換えアデノウイルスを用いた遺伝

子治療の有効性が示唆された。
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Haloperidol設与ラットにおける神経栄養

性因子の脳内動態

豊岡和彦1.2、高橋誠2、二村隆史l、染矢俊幸

2、那波宏之1

l新潟大学脳研究所分子神経生物学分野、

2新潟大学精神医学教室

精神分裂病の成因として神経発達障害仮説が提唱

されている。これは脳神経の発達初期に何らかの異

常が形成され、それが思春期以降の精神分裂病発症

の基盤となるというものである。この場合神経系の

発達制御しているとされる神経栄養性因子の機能異

常が関与している可能性が考えられる。実際分裂病

のモデル動物phencyclidine(PCP)投与ラットがある

が、 PCPの急性投与を行ったラットの後部帯状回で

BDNF mRNAが増加していたとの報告があり、分裂病

の病態とBDNFの関係が示唆されていた。そこで今

回、定型的神経遮断薬であるhaloperidolをラットに慢

性投与し、 TwoSites ELISA法にて脳の各部位のBDNF

タンパク量を測定した。ラットに3種類 (1-2 

mg/kg、30mg/kg、60mg/kg)用量で4週間投与を行

い、 5%Hydroxypropyl.methylcellulose (HPMC)投与コ

ントロール群と比較した。

Haloperidolは帯状回でのBDNFレベルは有意に減少

していた。また通常量のHaloperidol投与では前頭葉

皮質でBDNFレベルは減少傾向にあったが、過剰量の

Haloperidol投与では前頭葉皮質でBDNFレベルは増加

傾向にあった。これに対して海馬のBDNFレベルは、

明らかな変化は認められなかった。これらのことに

より、 haloperidol'まBDNFの発現を変化させ、またこ

の作用はPCPがBDNFの発現に対する作用と逆の方向

であると推測された。

P2・28

BDNFによる大脳皮質GABAergic神経細胞

のAMPA感受性の冗進

永野忠霊、難波寿明、大津洋、武井延之、

那波宏之

新潟大・脳研・分子神経生物

ラット大脳皮質初代培養細胞に脳由来神経栄養因

子 (BDNF)を投与することによりAMPA型グルタミ

ン酸受容体タンパク質の発現量が増加することが知

られている。この現象が大脳皮質内の個々の神経細

胞に、どのような生理反応を引き起こすかは明らか

でない。今回我々は、ラット大脳皮質培養神経細胞

標本を用い、 GABAergic神経細胞に対するBDNFの効

果を観察した。培養1日目から4日間BDNF

(40ng/ml)を投与した群と無投与群の両群におい

て、顕微鏡下で形態的にGABAergic神経細胞と認めら

れる細胞に対し、 AMPA(100μM)及びNMDA

(300ttM) を局所投与した時の電流量をホールセル

パッチクランプ法により測定した。その結果、 BDNF

投与群ではAMPA電流が6-8倍と顕著に充進される

ことが観察された。それに対し、 NMDA電流に関し

ては両群の関に違いは認められなかった。また、免

疫細胞化学的二重染色の結果、 GABA陽性細胞の

GluRl染色性が、 BDNF投与により増加する傾向に

あった。さらに、高速液体クロマトグラフィーを用

い、培養液中にAMPAを投与した際のGABA放出量を

BDNF投与群/無投与群で比較しているので、その結

果について・も報告したい。これらの結果より、 BDNF

は発達期のGABAergic神経細胞に作用し、 AMPA受容

体の反応性を増大させると考えられる。
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BDNF遺伝子発現へのカルシウム/カルモ

デュリン依存性プロテインキナーゼ11の関与

竹内有輔LZ、山本秀幸¥宮川太平2、

宮本英七:

熊本大・医第一薬理、 2神経精神

脳由来神経栄養因子 (BDNF)は中枢神経系に多

量に存在し、神経細胞の分化、生存維持に関与する

ニューロトロフインの一種である。細胞内Ca2+増加

に伴うBDNFの発現には、各種阻害剤を用いた実験か

ら、カルシウム/カルモデユリン依存性フ。ロテイン

キナーゼ (CaMキナーゼ)の関与が示唆されてい

る。前回、私達はCaMキナーゼEのデルタサブユ

ニットが小脳の頼粒細胞の細胞質と核内に存在する

ことを見い出した。またRT-PCR法により、小脳から

デルタ1と核移行シグナル (NLS) を持つデルタ3を

クローニングした。これらをNG108・15細胞に発現さ

せると、デルタ1は細胞質に、デルタ3は核内に局在

した。今回、細胞内カルシウム増加に伴うBDNF遺伝

子の発現について、 NGI08・15細胞におけるCaM

キナーゼEの一過性発現系を用いて検討した。 BDNF

のそれぞれのエキソンを検出するブライマーペアー

を用いてRT-PCRを行うと、小脳とNG108-15細胞で

は、 BDNFのmRNAの中でエキソンNを含むBDNF
(N-BDNF) mRNAが多量に発現していた。定量

RT-PCRi去によりBDNFのmRNAの変化について検

討した。野生型のNG108-15細胞を電位依存性カルシ

ウムチャンネルを閉口させるBay-K8644で処理

すると、Ill-BDNFとN-BDNFの発現が増加し、さらに

デルタ3を過剰発現する細胞では、 N-BDNFの

発現が増強された。デルタ1や活性を持たないデルタ

3の変異体を過剰発現する細胞では野生型との問に

有意差は認められなかった。免疫細胞染色法により

BDNF蛋白質の変化を検討すると、デルタ3を過剰

発現する細胞の細胞質カ'llDNF~こ対する抗体で強く染

色された。同様にNLSを持つアルフ 7Bを

NG108-15細胞に過剰発現させるとアルフ 7Bは核内

に局在し、 BDNFの発現が細胞質で増加した。こ

れらの結果より、核内に存在するCaMキナーゼEが

BDNF遺伝子の発現調節に関与することが示唆され

た。

P2-30 

脳由来神経栄養因子 (BDNF)の糖代謝制御

における神経系の関与

野々村健l、小野道子に土回数之:、

山中貢:、板倉康史!、中川勉¥泰地陸夫1、

野口浩2
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l住友製薬(株)総合研究センタ一、 2同・臨床開発セ

ンター

BDNFは様々な神経障害に対し保護・再生効果を示

すことが報告されている。我々は、 BDNFが神経栄養

因子としての神経系に対する作用に加えて、糖尿病

動物に対して血糖降下作用を示し、糖代謝を制御す

ることを発見した。その後、糖代謝制御に対する作

用を詳細に検討し、 BDNFがインスリン作用を増強す

ること、藤臓に対する保護作用を示すことなどを明

らかにしてきた。今回、 BDNFの糖代謝申Ij御メカニズ

ムの検討から、脳神経系の関与を示唆する知見を得

たので報告する。

Leptin受容体を遺伝的に欠損し、高血糖、高インス

リン血症を示す肥満糖尿病モデルであるdb/dbマウス

に対し、 BDNFを末梢(皮下)投与すると、血糖降下

などの糖代謝制御作用が認められる。 BDNFの受容体

であるtrkBは、脳における発現が高いことが分かっ

ているが、インスリンが作用し糖代謝制御に直接的

に関与する肝臓や筋肉などの組織における発現は明

確ではない。そこで私たちは、 BDNFの中枢神経系

(脳)を介した作用の有無を検討する為に、 BDNFを

db/dbマウス脳室内に投与した。摂食に対する影響を

排除する目的から、我々の開発した同期方式ペレッ

ト供給装置を用いて厳密なペアフィードを行い、糖

代謝制御作用を解析した。その結果、 BDNFをdb/db

マウスに対して脳室内投与すると、摂食量が低下す

るものの、ペアフィード群と比較して有意な血糖降

下作用を示すことが明らかになった。その血糖降下

作用は投与を休止した後も持続した。また、 BDNF投

与群の膝臓中のインスリン含量の上昇も観察され

た。さらに、ペアフィード群では摂食量低下に伴い

体温低下が認められるが、 BDNFを脳室内投与した

db/dbマウスでは、この体温低下が抑制されることが

分かつた。以上の結果から、肥満糖尿病モデル動物

に対するBDNFの糖代謝制御作用は、中枢神経系

(脳)を介するものであることが分かり、さらに、

その作用には自律神経系の制御が関与していること

が示唆された。
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糖尿病によって誘発される中枢神経機能障

害に対する4・メチルカテコ-ルの保護効果

鈴木宣雄、新田淳美、古川昭栄

岐阜薬科大学分子生物学教室

近年、糖尿病が痴呆のリスクファクターとしてあ

げられているが、その原因や理由についての詳細な

研究はほとんどなされていない。我々はストレプト

ゾトシンによって誘発された糖尿病モデルラットで

中枢神経機能障害が起こることを見い出し、 BDNFの

発現減少がその原因の一つであることを示唆してい

る。さらに高グルコース (50mg/ml)存在下で培養

したラット海馬ニューロンにアポトーシスやBDNFの

発現減少が誘発されるが、 BDNFを添加するとアポ

トーシスが抑制されることを確認している。すなわ

ち、糖尿病に伴う中枢神経機能障害はBDNFによって

防御または改善できる可能性があると考えられる。

しかしながらBDNFのようなタンパクは血液脳関門

を通過できず、血中でも不安定であるため末梢投与

した BDNFに、脳での機能を期待することはできな

い。そこで本研究では mV1VO及び mvltroで

BDNFの発現を増加させる作用をもっ4・メチルカテ

コール (4'methylcatechol;4' MC)について糖尿病や高

グルコースによって誘発される神経機能障害や

ニューロン死に対する効果を検討した。高グルコー

ス条件下で培養した海馬ニューロンは 4'MC(O.5mM)

を添加すると、アポトーシスが抑制された。一方、

糖尿病モデル動物の腹腔内に 4.MC(lOOμg/kgl 

day) をー十月間投与したところ、 BDNF及びニュー

ロン機能タンパクの減少がそれぞれ抑制され、糖尿

病モデル動物に見られる思JIれ行動試験法での学習障

害が有意に改善された。以上の結果から4・MCは末梢

から脳に移行し脳内でBDNFの発現を増加させ、糖

尿病で誘発される中枢神経機能障害に対して防御的

に働いていたと考えられる。

P2-32 

歯周組織由来培養細胞における神経栄養因

子とその受容体のmRNAの発現

篠原弘明、吉野宏、藤岡大助、栗原英見

広島大学歯学部歯科保存学第二講座

近年、神経栄養因子が末梢神経の標的細胞である

非神経脂肪や免疫担当細胞によって産生されている

ことが明らかとなってきた。そこで我々は神経成長

因子 (NGF)、脳由来神経栄養因子 (BDNF) 、

ニューロトロフインー3 (NT.3)およびそれぞれの受

容体であるTRKA，TRKB，TRKCのmRNAのヒト歯根膜

細胞 (HPDL)、ヒト街肉線維芽細胞 (HGF)、ヒト

歯髄細胞 (HPC) 、およびヒト歯肉上皮細胞

(HGK) における発現をRT-PCRサザンハイブリダイ

ゼーション法を用いて検索した。

それぞれの細胞は健常者より得たものを、 jffi法に
従って培養し、上皮細胞は3代継代したもの、線維芽

細胞は5から 8代継代したものから細胞を回収し、
RNAを抽出した。逆転写した後、半定量的PCRをそれ

ぞれのプライマーを用いて24サイクル行った。 PCR

産物をvectorにライゲーションし、大腸菌へ導入し、

培養後、プラスミドを精製した。 cDNA断片はシーク

エンスを行い，目的の産物であることを確認した。

全てのPCR産物は32Pでラベルし、ハイブリダイゼー

ションを行った。その後、得られたバンドの放射活

性はBAS2000イメージングアナライザー (Fujix

Co.) によって測定した。

その結果、全ての細胞において、 NGF、BDNF、

NT.3およびそれらの受容体のmRNAの発現を認め

た。しかし、細胞種によってそれらの発現量は様々

であった。すなわち、神経栄養因子であるNGFは

HPCに、 BDNFはHPDLに、 NT.3はHPDLおよびHGF

に多く発現していた。一方、受容体であるTRKAは

HPDLに、 TRKBおよびTRKCはHGFに多く発現してい

た。それぞれの細胞における神経栄養因子と対応す

る受容体の発現には必ずしも相関は認められなかっ

た。このことは、歯周組織における神経栄養因子が

各種細胞問でparacrineによって作用している可能性

を示唆している。

これらの結果は、骨芽細胞、破骨細胞、 Tリンパ球

にも神経栄養因子やそれらのの受容体の発現を認め

ることなどを考え合わせると、歯周病においても神

経栄養因子が歯周組織の破壊あるいは再生にそれぞ

れの場で何らかの役割を果たしている可能性を示唆

している。



P2・33

上顎神経節細胞におけるNT3受容体-GDNF

受容体の発現調節と相互作用

小林三和子、松岡一郎

北海道大学大学院・薬学研究科

成熟した上頚神経節細胞 (SCGニューロン)は、

TrkA受容体を発現し神経栄養因子(NGF)に依存して

生存する。しかし、分化初期のSCGニューロンはNT3

受容体 (TrkC)やGDNFに対するシグナル伝達受容

体 (Ret) も発現している。またKOマウスの表現型か

ら、 NT3とGDNFもSCGニューロンの生存と分化に重

要な役割を果たしていることが明らかとなった。そ

こで今回、 SCGニューロンに対するNT3とGDNFの作

用を培養下で検討した。

胎生17日目のラットより摘出したSCGニューロン

のNT3またはGDNF単独存在下での生存率はそれぞれ

20%、10%であった。ところ古市T3とGDNFの共存下

で培養すると生存率は80%以上となり、両者の問に

は相互増強作用があることが明らかになった。さら

にNT3とGDNFで刺激したSCGニューロンにおける

Aktのリン酸化レベルは、単独刺激時に比べて顕著に

高いことも確認された。 PI3K阻害剤(LY294002)の効

果より、 NT3とGDNFにより生存しているSCGニュー

ロンはNGFによると同様に、 PI3K/Aktを介する経路

により生存を維持していると考えられる。 NT3と

GDNF作用の相互増強の機構を明らかにするために

Retのチロシンリン酸化のレベルを調べた。その結

果、 GDNFによるRetのチロシンリン酸化はNT3に

よって顕著に増強されることが明らかになった。

一方，われわれはBMP2とレチノイン酸がTrkCの発

現を誘導することを報告している。今回これらの因

子のGDNF受容体発現に対する効果を調べたところ、

レチノイン酸は、 GDNF特異的受容体， GFRα1およ

びRetのmRNAレベルを、それぞれ4倍、1.5倍に増加

させた。またBMP2は単独では受容体の発現に変化

を与えなかったが、レチノイン酸のGFRα ー1誘導能を

増強した。

これらの結果からSCGニューロンの分化過程におい

て、 BMP2とレチノイン酸はNT3およびGDNFに対す

る受容体の発現を誘導し、両神経栄養因子は受容体

の相互作用を通じて効果的に生存を維持するという

シナリオが考えられる。
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bFGFの脳室内投与による細胞分化異常とそ

の解析

大宮誠、新日淳美、古川昭栄

岐阜薬科大学・分子生物学教室

脳の未分化幹細胞は発生初期に活発に増殖し、移

動しながら分化し脳神経系を構築してゆくが、この

過程で神経栄養因子が重要な役割を担っていると考

えられている。そこで演者らは塩基性線維芽細胞成

長因子 (basicfibroblast growth factor: bFGFHこ着目し

胎仔の脳室に直接投与することで脳形成にどのよう

な影響を及ぼすかを解析した。 bFGF投与群では出生

後に脳室が拡大し水頭症様の病態が出現することを

見い出した。免疫組織化学的に解析すると、脳室周

囲層に小型のMAP2陽性、 GFAP陽性細胞が多数認め

られた。また、神経幹細胞のマーカーであるネスチ

ンは脳室周囲を含めた大脳皮質全体で発現が認めら

れた。また、神経前駆細胞に特異的に発現するはず

のh タンパク質も分化した神経細胞、グリア細胞に

発現するようになった。驚いたことに、アストロサ

イト様の形態をもっ多数のTH陽性細胞が大脳皮質全

体に広く分布していた。

以上の結果から、 bFGFは大脳皮質形成過程におい

て未分化幹細胞に作用しタンパク質発現を調節する

ことによって神経細胞やグリア細胞の分化を適切に

誘導する役割をもつことが示唆された。また、大脳

皮質中に本来発現していないはずの、時期特異的、

細胞特異的なタンパク質の陽性細胞が数多く認めら

れたことから、神経細胞、グリア細胞での細胞特異

的発現を決定する転写因子の調節に関与している可

能性も示唆された。
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培養マウス小脳頼粒細胞の生存と生存支持

因子の性質

藤川直人、小倉明彦

大阪大・院理・生物

活動依存的なニューロン生存についての機構解析

には、培養ラット小脳穎粒細胞 (CGC)の系がしばし

ば利用される。このニューロンは通常の低K+培地 (5

mM どを含む)では長期に生存できず、ピを強化し

て脱分極状態にしてはじめて生存する。遺伝子改変

動物での解析の準備として、これをマウスで再現し

ようとしたところ、意外にもマウスでは事情が複雑

で、 C57Bl系マウスCGC(CM'CGC)はラットCGCと

同様だったが、 Balb'C系マウスCGC(BM-CGC)は低

K+培地中でも生存した。これを、 BM-CGCが生存因

子を放出しているためと考え、 BM-CGCとCM-CGCと

を混合して培養したところ、果たして低K+培地中で

CM-CGCも生存した。また、孔径0.2μmのフィル

ターで上下に隔てて培養しでもBM-CGCはCM-CGCの

生存を支持した。しかし、 BM-CGCの条件培地には効

果がなかった。したがって、想定される生存因子は

極めて不安定か、放出後洛存せず細胞外基質等に結

合して作用するかのいずれかと考えられる。

BM宇CGCが低K+培地中でこの因子をシナプス活動依

存的に放出するのか否かを知るために、 Ca'+イメー

ジング法で自発的活動を調べたが、 CM-CGCやラット

CGCと問程度の低いレベルの自発的活動しか見られ

なかった。また、培地にテトロドトキシンを添加し

て自発的シナプス活動を完全に抑えてもBM-CGC，j:生

存した。したがってこの因子は活動非依存的に(構

成的に)放出されていると考えられる。なお、

NGF、BDNF、NT3はCM-CGCの生存を支持しなかっ

た。条件培地が無効なことから、生化学的な分画は

困難と思われるので、培養下で想定因子を分画する

新しい方法を考案した。

阪大遺伝研岡部勝博士、阪大院理富永恵子博士の

助力・助言に深く感謝する。

P2・36

老化促進モデルマウス (SAMP8)の海馬に

おける海馬由来神経刺激因子

(hippocampal cholinergic 
neurostimulating peptide: HCNP)の加

齢変化(免役組織学的検討)

湯浅浩之、松川則之、片田栄一、小鹿幸生

名古屋市立大学医学部第二内科学

海馬由来神経刺激因子 (hippocampalcholinergic 

neurostimulating peptide:HCNP)はラット海馬可漆分

函から単離、精製されたペプチドである。内側中隔

核のコリンアセチル転写酵素 (ChoAT)活性を増加

させることにより、長期増強を調節して記憶形成に

重要な役割を果たしていると考えられている。我々

は今までに、ラット神経組織中のHCNPおよびHCNP

前駆蛋白は新生仔期に最も多く加齢とともに減少す

る事、また学習記憶障害が早期に出現するSAMP8で

はその正常対照であるSAMRlに比べ海馬にHCNPが多

量に蓄積し、 HCNPmRNAの発現がP8で優位に増強し

ていることている事を報告した。

今回、 SAMP8の海馬におけるHCNPの加齢変化を免役

組織学的に検討した。胎生18日から生後8月齢の各時

点においてSAMP8を左心室からO.OlMPBSで濯流

後、 4% paraformaldehyde、0.1M phosphate bufferでi産

流固定し、脳を取り出した。 5mm幅に冠状断とし

Bouin液で6時間浸積固定後、脱水、パラフイン包埋

した。 5μm厚で薄切し、一次抗体として精製抗

HCNP抗体(ウサギ)をこ晩反応させ、 ABC法を行い

DABで可視化した。胎生18日では特異的陽性細胞は

みられず、 1週齢では海馬錐体細胞 (Py)は染色され

ないが、上昇層 (ur)、放射状層 (Ra) と網状分子

層 (LM)において多数のgliaが陽性であった。 3月齢

ではCA3・CA4のPyが強陽性でありCAlのPyとその頂

上樹状突起も陽性であった。この時期には陽性のglia

は1週齢に比べ減少していた。 8月齢ではCA3-CA4の

Py'ま3月齢と差がなかったがCAlのPyは弱陽性であっ

た。 3月齢以降の海馬CA3にHCNPが蓄積している事

実は、学習記憶障害が出現するこの時期の内側中隔

核でのアセチルコリン減少に対し、 ChoAT活性を増

加させるHCNPの産生が充進している、という仮説を

示唆させるものであった。



P2-37 

ACTH1-24がアストロサイトの神経栄養因子
遺伝子発現に与える影響

小久保稔1.2、浅井清文ヘ青山峰芳1、

森川将行2、河合洋子2、和田義郎l、加藤泰

治2

名古屋市立大学・医学部 l小児科、 2分子医学研究所

生体制御部門

[目的]小児の年齢依存性てんかんである点頭てん

かんの治療には、 ACTH'24が使われているがその作

用機序は未だ不明な点が多い。今回我今は、

ACTH'21がアストロサイトに作用しその治療効果を

表している可能性があると考え、培養ラットアスト

ロサイトにACTH，討を投与し、アストロサイトが発

現する神経栄養因子NGF、BDNF、NT-3、CNTF

mRNAの変化について検討した。

[方法]胎生20日のWisterratよりNakanishiらの方法

でアストロサイトの初代培養を行った。継代2代目で

コンフルエントの状態にて無血清培地に変え、その

上でACTH'2.'で刺激した。一定時間経過後にRNAの

抽出を行い、 RT-PCRにてNGF、BDNF、NT-3、

CNTF mRNAの変化を調べた。また、 CNTFmRNAに

ついては、ノーザンブロットで確認した。

[結果JRT-PCRでは、 CNTFmRNAの低下がみられ
たが、 NGF、BDNF、NT-3mRNAの変化はなかっ

た。ノーザ、ンブロットで確認したところ、 ACTH，" 

刺激後4時間、 10nM以上でCNTFmRNAの低下がみ

られた。アストロサイトをACTH，引で刺激すると

cAMPが上昇するといわれているが、 PKAの阻害剤で

あるH-89ではCNTFmRNAの低下は抑制されなかっ

た。生体内ではACTH，2.'投与でグ勺レココルチコイド

が上昇するが、培養ラットアストロサイトを

Dexamethazone 1μMで刺激したところ、 NT-3mRNA 

の上昇がみられた。

[考案JACTH， 24投与は、直接および間接的にアス
トロサイトの神経栄養因子遺伝子発現に影響を与え

ている可能性があると恩われた。
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海馬ニュー口ンにおけるIGF1mRNA発現と

estrogen 

新郷明子、鬼頭昭三、襖弁香織

兵庫大学附属研究所

我々は傷害脳の海馬及び大脳皮質で、 estrogen~こ

よってIGF-lmRNA発現が誘導されることを認めてい

るが、この反応の情報伝達経路については不明で、あ

る。最近、 estrogenに対する特異的結合部位が細胞膜

上にもあり、 G蛋白-cAMP系と共役していることが推

定されており、これに伴って、 estrogenのnon-gcnonllc

な作用とgenomlcな作用との間のcross.talkが注目され

ている。本研究では、ラット胎仔海馬ニューロンを

不死化させたH19マ細胞を用いて、実験を行った。第

1段階として、 H19・7細胞でのestrogen受容体の存在

を、 insitu hybridizationによって確認した。 H19-7細

胞のestrogen受容体は、 estrogenを加えることによって

up-regulationを示した。 H19-7細胞にestrogenを加える

と:GF-1mRNAの発現が誘導され、さらにこの発現は

H-8を加えることによって抑えられたが、 tamoxifenで

は影響を受けなかった。さらに、 H19-7細胞に

estrogenを加え、 gelshift assyによってAP-l結合活性

及びCREB結合活性が上昇する事を認めた。

本研究は喫煙科学財団の助成によりなされたもの

である。
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γroglitazoneの運動神経細胞に対する神経
栄養因子活性

西嶋千晶、木元克輔、荒川義弘

東京大学医学部附属病院分院薬剤部

脳由来神経栄養因子(BDNF)やインスリン様成長因

子ー1(lGF.I)の活性にPI.3キナーゼが重要な役割を示す

ことが明らかとなってきている。一方、糖尿病にお

けるインスリン抵抗性を改善する薬である

troglitazone (TGZ)は、その活性の機序は十分に明ら

かではないもののPI.3キナーゼの活性化を生じること

が知られているため、運動神経細胞等の培養系を用

いて神経栄養因子活性について検討した。

TGZ、同じくインスリン抵抗性改善薬である

pioglitazone (PGZ)、およびTGZの構造の一部でありビ

タミンEの基本骨格でもある

2，2.5，7 ，8'pentamethyl'6'ch rOlllanol (chrollla口01)の3化合

物について、運動神経細胞に対する生存効果をラッ

ト15日臨運動神経細胞の初代純粋培養系にて評価し

たところ、培養3白後で対照群(約40%生存)に比

し、 TGztこ最大約 85%の生存を支持する活性が見

られ、一方PGZでは生存活性は見られず、 chromanol

ではわずかな活性が見られた。 TGZの生存活性は、

知覚神経など他の神経細胞では明確に見られず、

ラット運動神経細胞にかなり特異的な活性であるこ

とが分かった。また、ラット運動神経細胞を用い

て、 IGF.Iをはじめ他の既知因子との組み合わせによ

る効果についても評価を行った結果、 TGZはIGF.Iと

の組みあわせで、相加的な効果を示し、その他の因

子の中にも、相加的または相乗的な効果が見られる

ものがあった。また、一方、 BDNFやneurotrophin-3で

は相加効果は見られなかった。 TGZおよびlGF'Iによ

る活性はPI.3キナーゼ阻害剤であるLY294002や

wortmannmにより抑制された。

今回の研究でTGZがラット運動神経細胞に対し

BDNF等の神経栄養因子に匹敵する強い生存活性を示

すことがわかった。 TGZの活性がどのような機序に

基づくものであるかは、現在のところ不明である

が、低分子化合物で特異性が高ければ、 ALS治療等へ

の応用が可能と恩われる。

P2-40 

ミクログリアの活性化とプロテインキナー

ゼC

中嶋一行1.2、本田静世2、

Lopez'Redondo Fernand02、中村泰子2、栗原正
i
、

高坂新
i創価大学生命科学研究所神経化学、 2国立精神-神経

センター神経研究所代謝

ミクログリアは脳の傷害時および疾患時活性化さ

れ、貧食細胞や抗原提示細胞として作用すると考え

られている。また様々な生理活性物質の産生を行う

ことにより、神経の変性や修復・再生過程に大きな

影響を与える可能性も示唆されている。しかし、こ

のような生体内におけるミクログリア活性化の誘導

メカニズムには不明な点が多く残されている。

本研究では、ウロキナーゼ型プラスミノーゲンア

クチベーター (uPA)をミクログリア活性化の指標とし

てとりあげ、その反応に関わる細胞内シグナル伝達

系の解析を行った。 uPAはラット顔面神経切断系にお

いてミクログリアの活性化に伴い誘導される分子の

ひとつである。これまでの検討の中で、比較的高濃

度のニューロトロフイン (NT)がuPAの産生を誘導す

ることから、この反応にはNTの低親和性レセプター

を介したスフインゴミエリン代謝系の関与が推測さ

れてきた。実際、スフィンゴミエリンの代謝物であ

るセラミドを培養ミクログリアに添加すると濃度依

存性にuPA産生を増加させることがわかった。また、

この七ラミドの作用を支持するように、スフインゴ

ミエリナーゼ処理も同様にuPAの産生を促進させた。

しかし、この時、c-]unN.terminal kinase UNK)やp38

などのMAPキナーゼおよび転写因子であるNFkBの活

性化は認められなかった。その一方で、、 protein

kinase c (PKC)の特異的阻害剤であBisindolylmaleilllide 

はNTおよびセラミドによるuPA産生を濃度依存性に

阻筈した。

以上の結果より、ミクログリアのuPA産生を伴う活

性化には、 JNKやp38などのMAPキナーゼおよび

NFkBは直接関与せず、 PKCの関与が強く示唆され

た。実際に作用しているPKCのサブタイプとして

は、 PKCI1'、 PKCoおよびPKCε の可能性が推測され

ている。
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周期変動性キナーゼ(Pfk)による

BMAL 1 /CLOCK転写制御系のリン酸化

田丸輝也・高松研

東邦大・医・第2生理

時乳動物の行動を支配する概日リズムの中枢は、視

床下部の視交叉上核(SCN)に位置する。我々は、 SCN

核抽出液中に日周期に伴い活性変化するユニークな 3

種類のSer/Thrキナーゼ(Periodicallyfluctuating kinase; 

Pfk: p45、p100、p200)を見い出し、とくに概日時計

遺伝子の転写制御系との関連性ついて検討している。

p45Pfkの生体内基質の候補として、概日時計遺伝

子産物CLOCK蛋白質がSer/Pro残基の多い領域を高度

にリン酸化されることを認めている。そこで今回、

p45PfkのBMAL1(CLOCKと転写複合体を形成する)

蛋白質に対するリン酸化活性ついて検討した。マウス

BMAL1の全長を GST-BMALl(l05kDa)融合蛋白質と

して、 Baculo.virustransfer vectorに組み込み、 Sf9細胞

で発現させた。 glutathioneSepharoseによるpull-down

assayの結果、精製した GSTBMAL1は、 invitro翻訳

系で合成したマウスCLOCKとの結合活性を保持して

いた。 GST-BMAL1は、脳からほぼ均一にまで精製し

たp45Pfkにより、強くリン酸化された。これらのこ

とから、 p45PfkはCLOCK、BMAL1の両方をリン酸化

することにより、概日時計関連遺伝子転写制御系を上

流で修飾している可能性が強く示唆された。

P2-42 

マウスBMAL1遺伝子の3種のスプライスバ
リアントとゲノム構造の解析

余旺宣告l、池田正明¥安倍博2、本間さと 2、

海老i季尚3、山内俊雄3、本間研一2、野村正
彦i

1埼玉医大-第一生理、 2北海道大・医・統合生理、

3埼玉医大・精神科

341 

当石汗究室によって、ヒト脳ライブラリーから初めて

クローニングされた遺伝子BMAL1はbHLH-PAS型転写

因子の一つであり、生体リズムにおいて、重要な役割

を担っていることが最近明らかになった。 BMAL1の

サーカデイアンリズム発振機構における分子メカニズ

ムを解析するため、マウス脳cDNAライブラリーより

マウスBMAL1cDNAをクローニングし、 3種のスプラ

イスバリアントを単離した。またマウスBMAL1遺伝

子の翻訳領域ゲノム構造を解析し、その構造を明らか

にした。

3種のバリアントの中で、 mBMAL1bの翻訳領域は

1878塩基からなり、 626アミノ酸をコードすると予

想されている。 mBMAL1b'の翻訳領域の塩基数は

1896であり、 21bpのエクソン2が挿入される結果、

7アミノ酸が挿入されることになり、さらにイントロ

ン9とエクソン10のジヤンクションにおいてアクセプ

ターの利用され方が異なるためアラニンが欠落し、

全アミノ酸は632残基となる。 mBMAL1g'は

mBMAL1 bと比較すると ATGから 460~487塩基の

28bpが欠落しており、この領域はPASAドメインを

コードしている直前である。この欠落のためフレーム

シフトが起こり、 mBMAL1bの695塩基の位置がス

トップコドンとなる。このためmBMAL1g'は222ア

ミノ酸をコードするベプチドと考えられ、両PASド

メインを欠落した構造を持つことが予想された。組織

発現の違いやアミノ酸配列の違いから、これらのスプ

ライスバリアントは異なった機能を有するものと考え

られた。

直接シーケエンシング法によりmBMAL1ゲノムク

ローンの塩基配列を決定した結果、翻訳領域は32kb

の長さがあり、 17のエクソンより構成されることが

明らかになった。他のbHLH-PAS型転写因子を比較し

たところ、 BMAL1とAhrのイントロン/エクソンスプ

ライスパターンが極めて類似していることはわかっ

た。これら 2つの遺伝子は同じサブクラスに属し、
また共通の遺伝子から発生したことを示唆された。
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ラット海馬スライスにおける化学的長期増
強による脂肪酸及びAcyl-CoAの遊離

張動増、酒井久美子、吉田敏

大分医大実験実習機器センター

シナプスの長期増強(long-termpotentiation、LTP)に

ついてアラキドン酸 (AA)やー酸化窒素、 PAFなど

が逆行性メッセンジャ として知られている。アシ

ルー CoA(Acyl-CoA)は脂質代裁における重要な中間体

として働いているが、以前の実験で20:4-CoAなどの

acyl-CoAsを海馬スライスに加えると、スライスから

のグルタミン酸の遊離が観察できた。今回我々は海

馬シナプス内の化学的長期増強において、海馬スラ

イス内 acyl-CoAs及び遊離脂肪酸の変動に関して検討

した。

LTP誘導剤としての Tetraethylammoniumchloride 

(TEA)25mMを用いて、ラット海馬スライスに加える

と、 LTPが発現される。 2分間、 5分間、 10分間、

15分間、 20分間刺激されたスライスのacyl-CoAは

。ligonucleotidepurification cartridge (OPC)により精製
し、 HPLCで測定した。同時に GCMSでFreefatty 

acid(FFA)量を測定した。 2分、 5分間刺激されたス

ライスの中のFFA は減少したが、さらに、 10分~15

分刺激後スライスの中の FFAは増加し、脂肪酸の種

類によって出現の位相に差があった。 20分間刺激さ

れたスライスの中のFFAはコントロールと比較して

減少傾向にあった。しかし、各時間で刺激されたス

ライスの中のアシルーCoAiまコントロール色比較して

この刺激条件下では量のばらつきが大きかったが、 2

分間刺激したスライスの中の18:0-CoAと20:4-CoAiま

18:1-CoAに比べ有意に増加していた。これらの結果

により、化学的長期増強刺激によって異なるホスホ

リバーゼが異なる時系列で活性化しFFAの生成が速や

かに起こっていることが示された。一方、 Acyl-CoA

刺激初期には一過的lこ20・4-CoAと18:0-CoAが増加す

るが、その後はリン脂質等への取り込みが進むの

で、遊離脂肪酸ほどの変化としてはあらわれていな

い可能性がある。

(TEAによる海馬の LTP測定で熊本大学医学部

留j潔、福永浩司両先生に感謝する。)

P2・44

海罵CA1錐体細胞の活動とhippocampal

cholinergic neurostimulating 
peptide(HCNP)前駆蛋白mRNAの発現

岩瀬索、松川則之1、西野仁雄i、

岡田秀親1、山本孝之2、小鹿幸生l

1名古屋市立大学・医学部、 2福祉村病院・長寿医学研

究所

海馬由来神経栄養因子hippocampalcholinergic 

neurostimulating peptide (HCNP)は、新生児ラット海馬

から精製・構造決定されたコリン作動性神経栄養因

子の一つで、 23KDaの前駆蛋白 (HCNPprecursor 

protein)に由来するアミノ酸11個からなるペプチドで

ある。海馬神経細胞の活動は、 Long-termpotentiation 

(LTP)などのシナプスの可塑性(synapticplasticity)およ

び、記憶の有力なモデルである。 NGFやBDNFなどの

神経栄養因子が学習記憶機構に重要な働きをするこ

とが示唆されているが、今回、海馬スライスにおい

て、 Schaffer側枝を電気刺激することによりCA1錐体

細胞の活動電位を誘発したもの、さらにテタヌス刺

激によりLTPを誘導したもので、 insitu hybridization 

を用いてHCNP前駆蛋白mRNAの発現量を検討したと

ころ、活動電位を誘発したものおよび'I-TPを誘導した

もの双方でCAl領域で発現が増加するという結果が得

られた。 NMDA受容体アンタゴニストの

D-2守amino-phosphonovalericacid (APV)ではこのHCNP

前駆蛋白mRNAの発現量の増加は阻害されなかった。

HCNPの海馬神経細胞からの放出は、 NMDA受容体刺

激を介する機序であることがわかっているが、前~g

蛋白mRNAの発現量の調節は別の機序である可能性が

示された。
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マウスの動機づけにおよぼすhaloperidolの
効果:連続強化スケジュールと摂食量によ
る検討

堀耕治、野村正彦

梼玉医科大学第一生理

累進比率 (progressiveratio)強化スケジュール下

でのマウスの反応停止点 (breakingpoint)は

haloperidol (0.025-0.1 mg/kg) によって用量依存的に

低下するが、継続反応率 (runningratc)は用量と無

関係にほぼ一定の水準で維持されることをわれわれ

は報告した。このことは、当該の用量域における

haloperidolは、運動系に対する影響よりも、いわゆる

動機づけに対する影響の方が強いことを示唆する。

今回の報告は、以上の効果がただ単に食動因の低下

によるものかどうかを、連続強化スケジ‘ュールと摂

食量によって検討したものである。

連続強化スケジュール 自由摂食時体重の85%に体

重を維持したddYマウスを被験体として用いた。装置

として、タッチセンサーによって反応プレートに対

する接触反応が検出できるオペラント箱を用いた。

l日40強化(強化刺激は20mg餌ペレット)からなる

連続強化スケジュール訓練を、安定した反応が得ら

れるまで連日訓練した後、 haloperidol(腹腔内投与、

0.025-0.1mg/kg)テストをおこなった。テストは個

体内で反復的におこない、テスト間には 3-4日の

無投与訓練を挿入した。この結果、反応率は用量に

依存せず一定の水準を維持することが示された。

摂食量:自由摂食下で飼育したマウスを24時間絶

食させた後、通常の固形飼料を与え、 haloperidol(腹

腔内投与、 0.025-0.1mg/kg)投与時の摂食量を測定

した (60分間)。テスト間には少なくとも 5日間の

自由摂食日を挿入した。この結果、用量間で摂食量

に有意差はないことが示された。

以上より、累進比率強化スケジュールに見られた

用量依存的な反応停止点の低下は、単なる食動因の

低下によってもたらされたものではなく、より高次

な動機づけ過程に対するhaloperidolの効果を反映した

ものであることが示唆された。
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Asの脳室内注入によって誘発される脳機能
傷害:行動学的、神経化学的および組織学

的解析

中村静雄、村山宣人、案浦洋一、大野知親

サントリー生物医学研究所

Aβ(1-42)の脳室内注入によって惹起される行動学

的、神経化学的ならびに組織学的変化についてAβ注

入20および80日後に解析した。

[方法1Fischer系雄性(18週齢)を用いた。 Aβ(1-42)
を水に溶解し、ミニ浸透圧ポンフ'(Alzet1 003D: Alza; 

CA)を用いて右側脳室内(A;1.2.L; 1.5.H;3.7)に纏え込ん

だカニューレを介してIμl/hrの速度で3日聞かけて注

入した(10.20μg/body)。自発交替行動はAβ注入20

日後および80日後に行い、水迷路学習課題は21日後

および81日後よりそれぞれ4日間実施した。行動実験

終了翌日に脳を摘出し、生化学(ChAT活性、 HC-3結

合)および組織学的解析用試料とした。

[結果]両グループとも、自発交替行動および水迷

路学習課題に対して用量依存的(10.20μg)な空間認知

障害がみられ、 Aβ注入80日後における学習障害はA

β注入20日後のそれよりも顕著であった。 Aβ注入

25日後において、皮質/海馬/線条体のコリンアセチ

ルトランスフエラーゼ(ChAT)活性には変化はみられ

なかったが、コリン絞り込み青色(HC3binding)が海馬

において有意に減少していた。これに対して、 Aβ注

入85日後では、 ChAT活性の有意な低下が海馬および

線条体でみられ、 HC-3結合能も皮質、 i毎馬および線

条体で有意に減少していた。また、組織学的には用

量依存的な脳室拡大がみられ、さらにAβ注入85日後

の海馬CA1領域で細胞脱落が認められた。

以上、 Aβ(1・42)を脳室内に注入することによって

進展性の脳機能傷害が誘発された。また、このAβ処

置ラットはアルツハイマー病でみられる痴呆の進展

過程を評価する上で有用な動物モデルとなると考え

られた。
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子宮内胎児発育不全と中枢神経障害

田口雅之1、小嶋久子2、斎藤克i、斎藤真希

l、栗原正3、西島正博1、玉井洋一2

北里大-医産婦人科生化学、 3創価大・生命研

子宮内胎児発育不全(以下 IUGR)では妊娠、分娩時

に胎児仮死に陥る頻度が高く、長期予後も不良であ

り周産期管理上の大きな問題である。また、早期発

症のlUGR例ほど中枢神経障害を残す可能性が高いこ

とが問題となっているが、その生化学的背景はほと

んど解明されていない。今回、我々はラットのIUGR

モデルを作成し、神経特異酵素とミエリンタンパク

について、子宮内環境が胎仔に及ぼす影響を検討し

た。lUGRモデルはWistar系ラットにWigglesworthの

変法により作製し神経細胞体の障害の評価として

neuron 'specific enolase(NSE)とacetylcholinesterase 活性

(AChE)を測定した。髄鞘については、 myelinbasic 

protein (MBP)、proteolipidprotein (PLP)、2'，3''cyclic 

nucleotide 3¥phosphodiesterase (CNP)のmRNA発現を

Northernhybridizationを用いて調べた。 AChE活性は

lUGR例に於て低値を示したが、 NSEでは差がなかっ

た。 mRNAの発現に関しては、 PLPのみに抑制が認め

られた。 IUGRf7JJでは中枢神経系に選択的な障害が起
こっていることが示唆された。

P2-48 

Sandhoff病モデルマウス由来培養神経細胞

ならびにシュワン細胞の形態・機能解析

三五一憲 l、渡部和彦へ山中正二3

東京都神経科学総合研究所 l解剖発生、 2神経病理、

3横浜市立大学医学部第二病理

Sandhoff病は、 GM2ガングリオシド分解酵素の先天

的欠損により、神経系全般にGM2ガングリオシドが

蓄積する進行性の神経変性疾患である。遺伝子ター

ゲッテイング法により作製されたSandhoff病モデルマ

ウスは、生後3カ月頃より進行性の運動失調や四肢

の筋萎縮をきたし、 5カ月までにすべて死亡した。

組織学的には、ヒトの症例と向じようにSandhoffマウ

スの神経組織にGM2ガングリオシドの著しい蓄積が

みられ、電顕的に細胞内封入体 (membranous

cytoplasmic bodies)を認めた。しかしながら、 Sandhoff

マウスの神経ならびにグリア系細胞の形態・機能異

常に関する詳細な報告はない。本研究では、成熟動

物後根神経節からの神経細胞ならびにシュワン細胞

の培養法をSandhoffマウスに適用し、これら培養細胞

の形態・機能に及ぼすGM2蓄積の影響について検討

した。

生後4逓ならびに12週のSandhoffマウス及ぴ対照マ

ウスより、頚~腰部後根神経節および連続する末梢

神経を採取し分散、初代培養とした。 Sandhoffマウス

由来神経細胞の多くは、位相差顕微鏡下で細胞体内

に多数の穎粒状構造物を認め、これらは蛍光抗体法

でGM2強陽性であった。 Sandhoffマウス神経細胞は対

照マウス神経細胞と同様に、血清ならびに無血清培

養下で神経突起の伸長を認めたが、無血清培養2日後

の細胞生存率はSandhoffマウスの方が対照マウスに比

べ、有意に低かった。一方、初代培養を抗，Thy1.2及

び補体で反復処理することにより、混在する線維芽

細胞を除去しでほぼ純粋なシュワン細胞培養系を得

た。現在この系の継代をすすめ、 Sandhoffマウス由来

シュワン細胞株の樹立を目指している。これらの培

養細胞系を用いた解析は、 Sandhoffマウスの神経形

態・機能異常を明らかにする上で有用であると考え

られる。
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胎児期アルコール被曝ラットの中枢ミエリ

ンタンパクへの影響と学習行動について

小嶋久子l、堀耕治2、栗原正1、白鷹矯男4、

中村和生l、川島麗1、田口雅之ヘ

野村正彦2、玉井洋

北里大・医・ 1生化学、 5産婦人科、 4医療衛生・医情

報、 2埼玉医大-生理学、 3創価大・生命研

“胎児性アルコール症候群"では精神運動発達遅

延などの中枢神経系の異常が生じる。この異常が起

きる機構を神経化学的に分子レベルで解析すること

を目的として、妊娠中のラァトにアルコールを強制

摂取させ、生まれた仔ラットの脳の生化学的検索を

行ってきた。これまでに、たとえ少量のアルコール

摂取でも、仔ラット脳の2¥3'，環状ヌクレオチド 3¥1)

ン酸水解酵素の活性とmRNA発現が著しく低下して

いること、他にミエリン塩基性タンパク質のmRNA発

現も低下していることを報告した。今回、胎児期に

アルコール被曝したラットについて、ミエリンの主

要構成成分であるプロテオリピドプロテイン (PLP)

のmRNA発現を調べるとともに、妊娠中の母親のアル

コール摂取が学習行動に与える影響を明度弁別学溜

実験法で検討した。 PLP発現を経時的にノーザ、ンプ

ロット法で調べると、発現量のレベルは対照とあま

り変わらなかったが、発現ピークが対照に比較して

遅延しているのが観察されて、生化学的なミエリン

形成の遅れが示唆された。次に、胎児期にアルコー

ルに大量被曝した群、少量被曝群、および対照群に

ついて、生後3ヶ月齢時に学習実験を行った。スキ

ナー箱の前面の白色ランプのON/OFFを弁別する明度

弁別学習課題を30日間試行した。学習実験を繰り返

し実施中であるが、これまでに得られた結果では、

アルコール摂取群と対照群の問に差は認められてい

ない。

P2・50

A群色素性乾皮症原因遺伝子およびB群コケ

イン症候群原因遺伝子ダブルノックアウト
マウスにみられる小脳の発達異常

村井真知子1、稲村直子i、安達直樹1、

榎戸靖¥吉野雅文ヘ中津可道2、

Gijsbertus T.J.van der Horst'、 Jan.H.J.Hoeijmak巴rs3、

田中亀代次
2
、畠中寛

I

l大阪大学・蛋白研、 2大阪大学・細生工センター、

'Erasumus University 

ヌクレチド除去修復に関与するA群色素性乾皮症

(Xeroderma Pigmentosum Group A: XP A)あるいはB

群コケイン症候群 (CockayneSyndorome Group B 
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CSB)の原因遺伝子いずれか一方を欠損したマウスで

は形態形成や生殖能に異常がみられないのに対し、

それらを共に欠くダブルノックアウトマウスでは生

後著しい発達不良および運動失調が生じ、生後3週

間程で死に至る。一方、ヌクレオチド除去修復活性

の低下ならびにUV照射による皮膚癌の高頻度発生は

いずれの遺伝子欠損マウスでもみられることから、

ダブルノックアウトマウスで生じる表現型はXPA、

CSBの持つDNA修復機能以外の何らかの生理機能が補

償されなかった結果生じたものであることが予想さ

れた。

我々はダブルノックアウトマウスの運動能力の低

さに注目し、特に小脳の発達について解析を行っ

た。生後8日自のXPA/CSBダブルノックアウトマウ

スと正常マウスを比較すると、前者は発育が悪4
(体重で約60%、脳重量で約80%)、明らかな運動

障害がみられた。また脳全体では中脳丘が大きく露

出している一方、小脳は小さく、発達異常が生じて

いる様子が観察された。脳切片を用いた組織化学的

および免疫組織化学的解析の結果、ダブルノックア

ウトマウスでは小脳後葉中部垂溝が形成されず、裂

が浅くなっている様子が見られた。また、プルキン

エ細胞層の縮小や樹状突起の発達異常に伴う網目:構

造の乱れが観察された。現在これらの形態異常が

ニューロプラスト等の増殖能の変化あるいはそれら

のアボトーシスと関連したものであるかについて解

析を行っている。
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ドーパミン神経毒MP p+によるアポトーシ
ス誘導の機構

梅沢倫子、村山俊彦、野村靖幸

北海道大院・薬-薬理

MP  T P(l'll1巴thyl'4'phenyl'1，2，3，6守

tetrahydropyridine)は、サルやげっ歯類に投与すると

ヒ卜のパーキンソン病と類似した変化を引き起こ

す。 MPTPは脳内で代謝されてMPp+となり毒性

を示すと考えられている。 MPp+による細胞毒性の

機序としては、ミトコンドリア呼吸鎖阻害による

ATP枯渇説、酸化的ストレス説が提唱されている

が、未だに不明な点、が多い。本研究ではPC 1 2細

胞(ラット副腎褐色細胞腫)を用い、 MPp+による

神経細胞死の機構について検討した。 MP p+ 4 8時

間処理によるLD H(lactate dehydrogenase)放出はカス

パーゼ阻害薬(2'V AD'fll1k，1 00μM)およびNG F(lOO 

ng/ll1l)前処理により抑制された。また、これらの薬物

は酸化的ストレスによって細胞毒性を示すH，O，に
よる細胞死も抑制した。アクチノマイシン(1μM)前

処理は、単独で細胞死を引き起こしたが、 MPp+に

よる細胞死を顕著に抑制した。日202による細胞死は

抑制しなかった。シクロヘキシミド(0.1μM)もアク

チノマイシンと同様の効果を示した。これらの事か

ら、 MPp+による細胞死は酸化的ストレスによって

のみ引き起こされるものではないと考えられた。現

在、 MPp+による p5 3などのアポトーシス関連蛋
白質の発現変化を検討中である。
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酸化的ストレスと内在性脳内アミン18nTIQ
の相乗効果による神経毒性の検討

本田真知子、古武弥一郎、太田茂

広島大学医学部総合薬学科

我々のグループはこれまでに、

1.benzyl.1 ，2，3，4.tetrahydroisoquinoline (lBnTIQ)が生

体内に存在し、パーキンソン病患者の脳脊髄液中で

増加傾向にあり、実験動物に連投するとパーキンソ

ニズムを誘発することを明らかにした。しかし、そ

の生体内に存在する濃度と培養細胞に対して毒性を

示す濃度には大きな開きが存在する。

一方、パーキンソン病発症原因のーっとして、酸

化的ストレスが考えられている。この、酸化的スト

レス負荷の条件下で1BnTIQの毒性検討を行った。

我々は、胎生16日齢のラットより中脳腹側部を摘

出し、分離した細胞をDMEMlF.12・5%FBS・5%HS培

地にて培養した。培養7日目にグリア細胞の生育を

阻害するためにAraCを添加し、培養11日目より薬物

の添加を行った。酸化的ストレス負荷方法として、

t.BuOOHを添加した。薬物添加24時間後にMTTassay 

を行い、培養細胞に対する薬物の毒性を生細胞数比

により検討した。その結果、単独では毒性を発現し

ない1BnTIQとt.BuOOHを同時に添加することで、細

胞に対して毒性を発現するようになった。このこと

から、酸化的ストレスと1BnTIQの細胞毒性には相乗

効果があると考えられた。

また、それらの相乗効果による細胞毒性の作用機

序を検討するために、 5週齢のラットシナプトゾーム

を調製し、酸化的ストレス負荷状態でのlBnTIQの取

り込み活性の測定を行った。この結果、酸化的スト

レスにより1BnTIQのシナプトゾームへの取り込み活

性が上昇する傾向が認められた。本結果は、酸化的

ストレスと1BnTIQの相乗効果の作用機序の 1つであ

ると考えられる。
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新規パーキンソン病発症物質候補の毒性評

価

杉谷誠一郎、太田茂

広島大学医学部総合薬学科

パーキンソン病は中高年者に多い神経変性疾患で

あり、現在でもその発症原因は解明されていない

が、外国性神経毒の

1-methyl-4 -phenyl-1，2，3，6-tetrahydro-pyridineカfヒトに

対してパーキンソン病様症状を引き起こすことが発

見されて以来、内因性あるいは外因性の神経毒が注

目されるようになった。現在では1，2，3，4-

tetrahydroisoquinoline (TIQ)やその類縁体が生体内

に存在しパーキンソン病様症状を引き起こすことが

明らかとなっている。

パーキンソン病患者では脂質過酸化が増加するこ

とが報告されており、その生成物であるマロンジア

ルデヒドもパーキンソン病患者の黒質に多く存在す

ることカf明ら治、となっている。また、ノfーキンソン

病患者において集積するという事実はないが、直鎖

アルデヒドも生体内に存在することが確認されてい

る。本研究では脂質過酸化生成物および直鎖アルデ

ヒド (CG~C12) を原料とするTIQ類縁体も生体内

に存在するのではないかと考えTIQ類縁体の構造を設

計し化学合成した。

合成したTIQ類縁体の毒性を検討する目的でパーキ

ンソン病の指標のひとつである寡動 (bradykinesia)

を観察するためにポールテストを行った。各TIQ類縁

体により濃度に違いが観られたがパーキンソン病様

症状を引き起こすことが確認された。また、 1週間後

に同じマウスを用いてテストを行ったところ引き続

きパーキンソン病様症状が観察されたことから、こ

れらTIQ類縁体がドーパミン神経に対して不可逆的な

変性を与えている可能性が示唆された。

ポールテストの測定後マウスの脳を摘出し脳内に

含まれるドーパミン量を測定したところドーパミン

およびその代謝物において濃度依存的な減少傾向が

認められた。

以上から脂質過酸化生成物および内在性の直鎖ア

ルデヒドを原料とするTIQ類縁体が新規パーキンソン

病発症物質である可能性が示唆された。また、これ

らTIQ類縁体の構造と毒性との相関から、パーキンソ

ン病様症状の発症にはTIQ類縁体の11立の側鎖の大き

さが重要であることが示唆された。
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理化学研究所 バイオミメティックコントロール研

究センター 運動遺伝子研究チーム

ドーパミン神経毒の MPTPを投与したサルやマウ

スおよびマンガン中毒では Parkinson病に類似した症

状を呈する。一方、 Parkinson病等の神経変性疾患に

おける細胞死にはアポトーシスが関与することが示

唆されている(1)。我々は PC12細胞をモデル系と

して用い、マンガンがアポトーシスを起こし細胞膜

のintegrityが維持されている状態でも膜蛋白質であ

る種々の栄養因子の受容体がdown-regulationされる

ことを報告した (2，3)。今回、 invivoモデル系とし

てMPTPマウスを用いドーパミン神経に存在するグ

リア細胞株由来神経栄養因子 (GDNF)受容体、 Ret

の発現を調べた。

i方法IMPTP (30 mg/kg) を2日間または 4日間、

マウスに皮下投与した。線条体を SDSsample buffer 

でhomogenizeしWesternblottingで TH(tyrosine 

hydroxylaselおよびRetを解析した。検出は ECL法

(Amersham)で行った。 TH抗体はモノクロナール

抗体 (Boehringer加lannheim) を、 Ret抗体はウサキポ

リクローナル抗体 (C-19，Santa Cruz) を用いた。

|結果と考察I MPTPマウスで THの蛋白質レベルが

対照の 40%程度にまで減少したときの Retの蛋白質

レベルは 5%以下であった。 THおよびRetは線条

体ではドーパミン神経に局在しており、この結果は

神経の変性に先行してその生存に必要な栄養因子の

受容体が減少している可能性を示唆している。

i文献|

1) Thompson CB， Science 267: 1456-1462 (1995) 

2) Hirata Y et al.， J_ Neurochem_ 71: 1607・1615(1998) 

3) H廿ataY et al.， Soc. Neurosci. Abstr. 24: 1553 (1998) 
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ヒトNurr1の遺伝子構造

鳥居岡1)、瓦井俊孝、川上秀史、中村重信

広島大学医学部第三内科

Nurr1はリガンド不明の核内レセプターであり、

DAニユーロンの発生・分化に必須である。昨年ま

で、我々は、ヒトNurrl遺伝子を単離し、その遺伝子

構造を明らかにした。今回はNurr1遺伝子のプロモー

ター領域に、刺激反応性のNurr1の発現誘導領域を決

定したので報告する。種々の長さのNurr1の 5'隣接

領域を含むdeletionJIIutantを作成した。 pRL'Tヰを内部

コントロールとしてHeLa細胞にcotransfectionし、

PMAおよびA23187を含む培地で6時間培養後、細胞

を回収し、 luciferase活性を測定した。(結果)薬剤刺

激にて誘導されたNurr1の転写開始点は、 CRE内に

1ヶ所同定され、転写因子結合配列(CRE、CArG'like

box、Sp-1site)を含む 5'隣接領域は、 PMA、

A23187刺激によりNurr1遺伝子の転写活性を促進す

ることが示された。(考察)ヒトNurr1は全長約

8.3kbの遺伝子で、 8つのexonと7つのintronからな

る。 IntronはGT-AGruleに従っており、翻訳領域は

exon 3から 8~こ i度っている。ヒト Nurr1 とマウスNurr1

の遺伝子構造を比較すると、 5'隣接領域の転写調

節因子を含めて極めてよく保存されている。本実験

により、薬剤刺激によるNurr1の発現誘導には、 5' 

隣接領域の転写因子結合z列が重要な役割をしている

ことを示した。ヒトNurr1のcDNAにはTINURと呼ば

れるisoformがあることから、転写調節因子や

alternative splicingなと.;OrNurr1の機能発現に影響する

可能性がある。

P2・56

Niemann-Pick病C型モデルマウス(spm)由
来培養シュワン細胞株の樹立

渡部和彦¥坂本岡1jl.2、井田博幸3、

上原けい子3、衛藤義勝3、大野耕策4

1東京都神経科学総合研究所神経病理、

2東京慈恵会医科大学神経内科、 3東京慈恵会医科大学

小児科、 4鳥取大学医学部神経生物

spmマウスはヒトNiemann-Pick病C型 (NPC)のモデル

動物のひとつであり、常染色体劣性遺伝形質をと

り、進行性の肝牌腫と運動失調を呈し生後約12-14週

で死亡する。 spmマウスでは、ヒトNPCと同様，細胞

内に非エステル化コレステロールが蓄積する。組織

学的には、肝・牌に多数の泡沫細胞が出現し、脳-

脊髄ほぼ全域の神経細胞、後根神経節神経細胞は泡

沫状となり、電顕的にmultilamellarinclusionsを認め、

同様の変化は末梢神経のシュワン細胞にもみられ

る。近年、ヒトNPCの原因遺伝子NPC1が同定され、

spmマウス肝ではNPC1mRNAがノザン・プロットで

検出されないことが報告された。一方、これまでNPC

モデル動物の培養実験系は線維芽細胞が主であり、

神経組織の培養は報告がない。本研究では、 spmマウ

ス後根神経節由来の培養シュワン細胞株を樹立し検

討を加えた。生後8-10週の発症spmマウスより頚~腰

部後根神経節および連続する末梢神経を採取し分

散、初代培養とした。抗Thy1.2および補体の反復処

理にて混在する線維芽細胞を除去しつつ継代を行

い、ほぽ純粋なシュワン細胞培養系を得た。この

シュワン細胞を 8-9ヶ月培養維持したところ、コロ

ニーを形成しはじめ、不死化したと考えられる細胞

株 (37C9)を得ることが出来た。 37C9細胞は蛍光抗
体法でS100蛋白、 laminin、p75NTRが強陽性であり、

RT-PCRではL1、 PMP22、GAP43、GDNFが検出され

た。同細胞はfilipincholesterol染色陽性であり、胞体

内にGM2gangliosideの蓄積を認めた。電顕的には、

胞体内にspmマウスに特徴的なmultilamellarinclusions 

を有していた。定量的競合RT-PCRによる解析では、

37C9細胞におけるNPC1mRNA transcriptの発現は正
常対照マウス・シュワン細胞株(lMS32)の10分の1程

度に減少していた。 spmマウスにおけるNPC1遺伝子

変異の部位はまだ確定していないが、 NPC1mRNAの

発現低下がspmマウス脳組織にも同様に認められ、何

らかのmRNA変異に伴うものと推測された。本研究で

得られたspmシュワン細胞株は、 spmマウスの神経病

変を解析する上で有用であると考えられた。
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筋萎縮性側索硬化症モデルマウス大脳皮質

および脊髄組織内ミトコンドリア複合酵素

!とIV活性の発育に伴う変動

柴山健三1、藤田公和1、芳本信子2、小川和

人1、

永田豊l、宮地栄一l

1藤田保健衛生大学・医学部 生理、 2名古屋文理短大

目的:筋萎縮性側索硬化症モデル動物のMndマウス

は、生後6ヶ月頃から下肢麻療が出現し、以後上行性

に運動障害が進行し、 10ヶ月齢で死亡する遺伝的変

異動物である。我々は、発育前半期に脊髄組織内好

気的エネルギー産生系に関与しているミトコンドリ

ア電子伝達系複合酵素(cytochromec oxidase ; CO)活性

低下と、異常に発生する活性酸素基(0，←)を消去する

superoxide dismutase活性が高まり、末期にはニューロ

ンの変性・脱落の進行とともに、これら酵素活性が

低下して運動麻薄が発現することが示唆された。今

回、 Mndマウスの発育過程中の脳および脊髄組織内の

好気的エネルギー産生系障害をより詳細に明らかに

するために、虚血再潅流障害によってもCOより早期

に影響を受けると考えられている電子伝達系複合酵

素1(NADH-coenzyme Q reductase; NADH-CQR)活性を

測定し、 CO活性値との関連性を比較検討した。

結果と考察:Mnd'ウスの大脳と頚胸髄組織内

NADH-CQR活性値は、対照マウスに比べ5ヶ月齢より

減少し始め、 7ヶ月齢より有意な低下となった。腰髄

組織内NADH-CQR活性値は、対照マウスに比べて3ヶ

月齢より有意な低下を示した。このような結果は、

Mndマウスでは運動障害症状の発現するよりもかなり

以前より、既にニューロン内の好気的エネルギー産

生系の障害が進行して変性・脱落が進行しているこ

とが示唆された。

P2-58 

I minodipropionitrileによる脊髄前角細胞

NOS活性変化に対するaniracetamの効果

349 

鏑木真理子、駒井清暢

金沢大学医学部神経内科

β，s '-iminodipropionitril巴(IDPN)は、投与によって

生じる軸索内neurofilamentsの蓄積がaxonopathyや運動

神経疾患モデルとして知られているが、そのメカニ

ズムの詳細は明らかではない。そこでNOの役割に着

呂し、 IDPN投与ラットにおいてNosi舌性を経時的に

観察し、同時にamracetamのNOS活性に対する作用を

検討した。

対象と方法:6-7週齢、 170-200gの雌性 Wistarratを

用い、 IDPN単独群 (2_0g/kg 腹腔内単回投与)と

allIracetam前処置群 (40mg/kg，経口3日間投与)につ

いて、 IDPN投与後 12、24、48、72時間の臨床症状

と脊髄凍結切片を用いたNADH-diaphorase活性を比較

した。

結果 IDPN投与48時間後には、軽度の自発運動量

減少が観察され、 72時間後には頚部と体幹に不随意

運動 (AIM)が出現した。 aniracetam投与群では、 72時

間後のAIMがより少なかった。 IDPN群ではNOS活性

は一旦低下し、その後 48時間、 72時間と経過する

に従い、多くの脊髄前角細胞に活性の上昇が認めら

れ、これらの細胞では次第に細胞体の変形が見られ

た。 Aniracetam投与群ではこのNOS活性の上昇が軽度

であった。

結語:IDPN投与によって臨床的に72時間後から不随

意運動が出現し、脊髄前角細胞には投与24・48時間後

からNOS活性上昇が認められた。 aniracetamは不随意

運動の出現を抑制し、また脊髄前角細胞におけるNOS

活性の上昇を抑制した。 IDPNによる初期変化として

のNOS活性増加が臨床症状出現に関連する可能性があ

り、 allIracetamはこのNOS上昇を抑制することで臨床

的効果を有する可能性が示唆される。 NOS活性変化と

慢性期の軸索内filament蓄積との関連は不明である

が、 allIracetamは慢性期の不随意運動をも抑制するこ

とから、急性期のNOS活性制御機構に与える効果が、

慢性期にいたるメカニズムに何らかの役割を果たす

可能性がある。
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Human NeuroD/BETA2/BHF1遺伝子プロ

モーターの解析

宮地隆史、川上秀史、北村健、丸山博文、

中村重信

広島大学医学部内科学第三

NeuroD/BET AZlBHFl (以下NeuroD)は小脳に強

く発現し、神経の分化・発達に関与するbasic

helix'loop'helix構造をもっ転写因子である。現在神経

分化に関する種々因子を介したカスケードが解明さ

れつつあるが依然、として明らかではない。一方で

NeuroDは糖尿病との関連も示唆されている。

前固までに我々はhumanNeuroD遺伝子をクローニ

ングし、その遺伝子構造を決定しエンハンサー活性

部位の検討を報告した。今回さらにNeuroD遺伝子の

プロモーターの解析を行いその転写調節を検討し

た。プロモーター領域の解析にはルシフエラーゼ

アッセイを行った。転写開始点上流の4つのEbox (El 

-E4 box)を含む種々のフラグメントおよび'Eboxに点

変異を導入したプラスミドをレポーターベクターと

して用いた。 IMR-32細胞に遺伝子導入し、 24-48時

間培養後ルシフエラーゼ活性を測定した。さらに

NeuroDを共発現させて、ヒトNeuroD遺伝子の自己調

節能を検討した。

NeuroDの共発現によりElとE4boxを介したNeuroD

遺伝子プロモーターの転写活性の上昇を認めた。し

かし、 Elboxの変異導入により、その活性上昇は認

められなくなった。一方、 NeuroD発現によるE2box 

および"E3boxを介した転写活性の上昇は認めなかっ

たが、 E3box に変異を導入することによりエンハン

サー活性が消失した。

以上よりElおよびE4boxを介した正の自己調節能

が存在することが明らかになった。一方、 E3box は

NeuroDとは異なる因子を介して転写活性を調節す

る、重要な配列であることが示唆された。 NeuroD遺

伝子の転写調節に関してEboxを介したNeuroD関与・

非関与の調節機構が存在することを示した。今後さ

らに神経分化のカスケードを明らかにし、神経疾患

や糖尿病との関連を検索することが必要である。

P2・60

脳虚血後の海馬における前シナプス蛋白

質， NACP/α-synuclein， SNAP-25およ
びsynaptophysinの変化

石丸裕久1、上回健治2、高橋章1、

Fiorella Casamenti
3、GiancarloPepeu3、丸山悠司

l

l群馬大学医学部神経精神薬理ツムラ、
2東京都精神医

学総合研究所神経化学、
3フイレンツェ大学医学部臨

床薬理

NAC (non-Aβcomponent of Alzheimer's disease 

amyloid)はアルツハイマー病脳の精製アミロイドか

らアミロイドβ蛋白 (Aβ)に次ぐ2番目の犠成成分

として同定され、その前駆体蛋白質 (NACprecursor : 

NACP， akaα-synuc!ein)はおもに脳の神経終末に存

在することがわかっている。今回は砂ネズミ脳虚血

モデルを用い、海馬におけるNACPの虚血後変化を免

疫組織化学的に検討した。免疫染色は、 5分間虚血

後6ヶ月目まで経時的に行った。遅発性神経細胞死

は虚血後4日目にCAl領域で確認された。この4日目

に、非常に強いNACP免疫反応がCAl領域の血管周囲

に一時的に見られ、 6ヶ月後にはNACP陽性の鎖状お

よび管状構造物が認められた。これらの変化は神経

終末の変性に起因していると考えられるが、海肱Al

領域の神経終末は虚血ストレスに対して抵抗性を有

すると一般的にいわれている。そこで今回はさら

に、信頼性のある 2種の前シナプス蛋白 (SNAP-25

および、synaptophysin)の抗体を用いて、虚血後の神経

終末の状態を観察した。虚血後2日目に、 CAl錐体細

胞周囲、特にschaffercollateralが終結する放射状層の

樹状突起周辺のSNAP-25およびsynaptophysin免疫反応

が著名に低下した。また、神経繊維が集結するalveus

ではSNAP-25免疫反応の消失が認められた。この結

果は従来の報告と異なり、虚血後の海，馬CAl領域で神

経終末の変性が起こること、さらにその変性は遅発

性神経細胞死に先行することを意味する。したがっ

て、虚血後のNACPの分布変化は、この神経終末の脆

弱性に起因していると考えられる。さらに虚血脳に

おけるAs蓄積機構にこのNACPの変化が関与してい

る可能性も示唆される。以上の結果、前シナプスの

変性メカニズムの解明は、脳虚血の病態生理を理解

する上で非常に重要であると考える。
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糖尿病ラットにおける一過性前脳虚血後の大
脳皮質の進行性萎縮

近藤文雄、小川|紀雄

岡山大学医学部分子細胞研究施設神経情報学部門

コントロール不良の糖尿病患者の脳において様々な

機能的、生理学的変化/異常が発生している可能性が

示唆されており、種々の糖尿病/高血糖動物モデルに

おいて認知能力の低下が証明されているが、それを説

明しうる病理的異常や生化学的異常は明らかにされて

いない。今回われわれは、ストレプトゾトシン(STZ)

投与ラットにおいて、一過性前脳虚血後に海馬のアン

モン角と大脳皮質が進行性に萎縮を来す現象を発見し

たので報告する。雄性Wis民rrat(8-9週齢)に

STZ(65mg/kg Lp)を投与し、 2日後に椎骨脳底動脈を

凝固閉塞し3日後に総頚動脈を動脈癒クリップを用い

て閉塞させ20分間の一過性前脳虚血とした。 STZ投与

非虚血群、 STZ非投与虚血群、 STZ非投与非虚血群

を対照群とした。

STZ投与ー虚血群では、虚血後4週間後より海馬と側

頭葉、頭頂葉の皮質で萎縮がみられ、 6週後には、前

頭葉の皮質にも萎絡が見られた。萎縮性の変化は亜急

性進行性であり、 8週間後には前頭葉、頭頂葉、側頭

葉ともに著明な萎縮を呈しており、海馬では、アンモ

ン角がほぼ消失していた。 majorhystocompatibility 

complex class IJ陽性のmicrogliaは、 6週以降に前頭

葉、側頭葉、頭頂葉の皮質において増加していた。萎

縮部位では、変化に先立つてGlucosetransporter 

l(GLUTl)の減少が見られた。一方、他の3群の対照

群においては虚血群における海馬CA1領域に限局した

非進行性の萎縮以外の進行性の脳萎縮もGLUTlの減

少も認めなかった。 GLUTlは脳内へのグルコ ス取

り入れに大きな役割を果たしており、 GLUTlの減少

が脳萎縮を引き起こした一因で、あった可能性がある。

今回の実験においてカルポキシルメチルリジンの免疫

染色と鉄染色をおこなったが、脳萎縮を来した原因と

考えられる有意な結果は得られなかった。以上の結果

は、糖尿病患者における脳血管障害後の慢性期には進

行性の皮質障害を来す可能性があることを示唆する。
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グルタミン酸取込み阻害剤は、ラジカル生成
促進とグルタチオン枯渇によって培養海馬神
経細胞に対する興奮毒性を増強する

氷見敏行、池田正行、室田誠逸

東京医科歯科大学 分子細胞機能制御学

グルタミン酸(Glu)トランスポーターは、興奮毒性

の発現において重要な役割を果たしており、その阻害

剤である L-trans-pyrrolidine-2，4-dicarboxylate(t-PDC) 

は興省毒性を増強することが知られている。今回、

我々は t-PDCの興奮毒性増強における細胞内ラジカ

ル産生系と消去系の変動を検討した。

血清存在下 10-14日間培養した海馬神経細胞を

Glu (100 μM) で5分間処理した後、 Gluを含まない

培養液でよく洗い、 t-PDCならびに各種ラジカルスカ

ベンジャーを含む培養液中で 24時間培養した。

トリパンブルーを用いて生存細胞数を検討したとこ

ろ、 Glu刺激単独に比べて、 t-PDC(200μM)は毒性

をL4倍に増強した。 MK-801(100μM)はt-PDCに

よる興奮毒性を 38%低下させたが、 NBQX(100μM) 

は有意な作用を示さなかった。 N-acetylcysteine(NAC， 

L8 mM)はt-PDCによる興奮毒性を MK-801と同程

度に抑制し、かつ、 MK-801存在下においても、相加

的な細胞保護効果を示した。 Ascorbateならびに α

tocopherolは、 t-PDC存在下の興奮毒性増強に対して

有意な効果を示さなかった。

DCFDAを用いて細胞内ラジカル産生を検討したと

ころ、グルタミン酸刺激単独に比べて、 t-PDC存在下

ではラジカル産生が有意に増加した。同時に細胞内の

還元型グルタチオンの変動を mBBrによって検討した

ところ、 t-PDC存在下では細胞内グルタチオンの枯渇

が観察された。これら細胞内ラジカル産生促進とグル

タチオン枯渇は、 NAC存在下では観察されなかっ

た。一酸化窒素 (NO)の関与を検討したが、 t-PCD存

在下の興奮毒性増強には、 N-Arg等の NO合成酵素阻

害剤に効果が見られず、また、培養上清中の窒素酸化

物の増加も見られなかった。

以上の結果より、 t-PDCによる興奮毒性増強の機序

は、単に細胞外の Gluを増加させ、 NMDA受容体を

刺激することのみではなく、細胞内の還元型グルタチ

オンの枯渇、ならびに、細胞内の非NOラジカルの生

成促進を介していると考えられる。また、 NACによ

る細胞保護効果は、細胞内ラジカルの消去系のみなら

ず、産生系の抑制にもよることが示唆された。
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ラット大脳皮質スライスでの低酸素・無グル
コース/再酸素化による組織障害に対する
NS-7の保護作用:ナトリウムおよびカルシ

ウムチャネル遮断作用を介したー酸化窒素合
成酵素活性化抑制作用の関与について

間美智子、伊藤善規、鵜飼洋司郎

日本新薬・創薬研究所

ラット大脳皮質スライスにおける低酸素・無グルコ

ース処置/再酸素化による組織障害モデルでの、新規

急性期脳血管障害治療弗IJNS'7の作用を検討した。 30

分間低酸素・無グルコース処置後、 3時間の再酸素化

を行なうと、 3付.5'dimethyl'2 .thiazol)'2.5' 

diphenyltetrazolium bromide (MTT)還元能の低下が認

められた。 NS'7はこの組織障害を有意に抑制し、再

酸素化後の処置でも有効であった。ナトリウムあるい

は、カルシウムチャンネルブロッカーは単独で、組織障

害抑制する傾向を示し、両者を組み合わせると有意な

効果を示した。 MK801およびCNQXを低酸素・無グ

ルコース処置 15分前から添加すると組織障害は有意

に抑制されたが、再酸素化後からの処置では無効で

あった。また、 NO産生阻害剤を低酸素・無グルコ

ス処置時もしくは処置後から添加すると、組織樟害は

抑制された。次に、低酸素・無グルコ ス処置後のス

ライスでの NO産生量を測定した。 NO産生量は、外

液中にラット小脳可溶性画分(グアニル酸シクラーゼ

含有)、 GTPおよびホスホジエステラーゼ阻害弗jを

添加した時の外液中で産生される cyclicGMP量を指

標として測定した。低酸素・無グルコース処置時およ

び再酸素化時に NO産生量が顕著に増加し、 NS'7お

よびナトリウムならびにカルシウムチャンネルブロッ

カーは両時期の NO産生充進を抑制した。しかし、こ

れらの薬物はいずれも、低酸素・無グルコース時にお

けるグルタミン酸遊離を抑制しなかった。以上の結果

から、ラット大脳皮質スライスにおける低酸素・無グ

ルコ ス処置/再酸素化による組織障害は、グルタミ

ン酸過剰遊離が引き金となり、 NMDA型および

AMP A/kainate型受容体の活性化とそれに続くナトリ

ウムおよびカルシウムチャネルの活性化により NOS

が活性化され、 NO産生が允進することによって引き

起こされると考えられた。さらに、再酸素化後の過程

においても NO産生が充進しており、この時産生され

るNOも組織障害的に作用すると考えられた。 NS-7

の神経保護作用には、ナトリウムおよびカルシウム

チャンネル阻害に基づく NO産生充進抑制作用が関与

すると考えられた。

P2・64

慢性脳血流低下動物における細胞内情報伝達
系の変化;オートラシ.オグラフィーを用いた

検討

車谷隆宏、工藤喬、福所英里子、中村裕、

谷向仁、橋本亮太、武田雅俊

大阪大・神経機能医学講座・精神医学

緒言:我々は、モンゴルスナネズミの両側総頚動脈を

コイル状クリップを用いて狭窄させ、これを数週間飼

育することで慢性的に脳血流を低下させた動物モデル

を開発し、学習能力の低下や特徴的な白質病変をはじ

めいくつかの報告を行ってきた。今回は、このモデル

動物における神経細胞の機能障害の解明を目的とし

て、細胞内情報伝達系の構成要素である

inositol(1.4.5 )trisphosphate (IP，) receptor、inositol

(1.3.4.5)匂trakisphosphate(IP 4) receptor、protem

kinase C (PKC)、adenylatecyclaseの量および分布の

変化をオートラジオグラフィーを用いて検討した。

方法と材料:モンゴルスナネズミ(体重60.80g、

雌)の両側総頚動脈にコイル状クリップを装着して狭

窄を来し、 8週間飼育して慢性脳血流低下 (E)群と

したoE群19匹、および偽手術を行った対照(C)群 10

匹を断頭し、迅速に全脳を摘出してドライアイスにて

凍結、クリオスタットにて14μm厚切片を作製し、

PLLコートスライドグラスに張り付けた。 -20'Cにて

保存した。 13HIラベルされたIP3、IP，、

phorbol(12.13)dibutyrate (PDBu)、forskolinをリガン

ドとして上記切片と反応させ、 3H -Hyperfilruをそれぞ

れ適当な期間露光させた。得られた画像をデジタル

データ化しMacScope2.33を用いて各部位 (cortex、

CA1、CA3、dentategyrus、caudateputamen)の平均

輝度を計測、各自1mごとの標準曲線(スライドと向

filmに露光した3H -standardsにより作製)から結合量

(nCi I mg wet weight)を算出した。 StatView4.5Jを用

いて統計処理を行った。

結果と考察:E群においては、脳血流低下の程度を反

映して個体問のばらつきが大きかったが、 I'HlPDBu結

合の各部位における低下傾向、およひヤH]forskolinの

各部位における統計的に有意な低下が認められた。さ

らにC群で認められる両リガンド結合の相関カSE群で

は消失していた。以上のことから慢性脳血流低下モデ

ル動物では細胞内情報伝達系の何らかの障害が存在

することが示唆された。
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D ifferenti al Display法における単離配列
解析の改良

東田道久

富山医科薬科大学・和漢薬研究所・生物試験

未知の機能的遺伝子のクローニングを行なう手法

として、 differentialdisplay法が用いられている。こ

の手法は、 mRNA発現量の違いを RT/PCR法に基づ

いて検出する方法であり、比較的簡便に研究目的に

即した因子のクローニングが可能である。しかしな

がら、いくつかの解決すべき問題点も含まれてい

る。発現量の異なるクローンは PAGEにより分離す

るが、一つのバンド中に複数の配列が含まれている

ことも少なくなく、その確認・分離の必要性や、そ

の後の利便性から、 vectorにsubcloningすることが多

い。この際通常、常法に従って T-vectorへの ligation

あるいは平滑化処理後の ligationを行なうが、

ligationされにくい場合も多く、また組込の方向性や

両端の pnmerの配列が明確でないことなどの問題点

も含んでいる。その点を解決する方法として演者

は、 5'側に制限酵素認識部位の配列を有した 2-base

anchored oligo(dT) primerと別の制限酵素認識部位を

有する arbitraryJ O-mer primerを用いた RT/PCRを行

なっている。この手法は上記の問題点を解決できる

と共に、 PCR時の Tm値の制御も行なえる利点を有

する。また、単離配列の sense鎖を RT/PCR法により

決定する手法についても紹介し、 differentialdisplay 

法に関する種々の議論を行なうと共に、あわせτこ
の方法により単離した脳慢性虚血初期(虚血後4日目)

の段階で発現変化する数種の遺伝子についての報告

も行なう。

P2・66

局所脳虚血・再潅流時の局所脳血流量と小

胞体力ルシウムイオン取り込み能の検討

{事法倫久i、福内靖男l、田中耕太郎1、

野川茂1、鈴木重明l、二木啓2

1慶態義塾大学医学部神経内科、 2理化学研究所

我々は既に、ラット中大脳動脈問要旨MCAO)モデル
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(虚血5時間)の重度虚血領域で、ノj、胞体のCa2+-ATPase

の機能が低下し、虚血性細胞障害と密接な関連を有

する事を報告した。今回は、 MCAOl.5時間+再潅流

3.5時間モデルを用いて、局所脳血流量OCBF)と小胞

体カルシウムイオン取り込み紺Ca'+uptake)を検討し

た。

(方法)Sprague-Oawleyラット 10匹をハロセン麻酔

下に血管内ナイロン糸法により中大脳動脈起始部を

閉塞し、閉塞1.5時間後糸を抜く事で再潅流させた。

再潅流3.5時間の時点で 14C-iodoantipyrine法により

ICBFを測定した。連続切片を2組作成し、 1組はICBF

測定、もう 1組はVermaら(1992)の方法を、当方で改

変した方法により、凍結脳を用いたCa2+uptake測定の

各実験に供し、それぞれのオートラジオグラムの尾

状核ー被殻レベルで同一関心領域を設定し、各パラ

メーターを定量化した。尚解析は、次の3群に分けて

施行した。すなわち低潅流動物群(虚血側尾状核外側

のICBFが非虚血側尾状核外債ijのICBFの(平均 2X標

準偏差)未満の動物)、正常潅流動物群{虚血側尾状核外

側のICBFが非虚血側尾状核外側のICBFの(平均土2X

標準偏差)の範囲にある動物)、高潅流動物群(虚血側尾

状核外俣ijのICBFが非虚血側尾状核外側のICBFの(平均

+2X標準偏差)より大きい動物)の3群である。(結果)

尾状核ー被殻では、再潅流時のICBFの高低に関わらず

虚血側のCa2+uptake は非虚血側に比べ有意に低下して

いた。前頭頭頂葉皮質では、低潅流動物群、高潅流

動物群で虚血側のCa2+uptakeが非虚血側に比べ有意に

低下していたものの、正常潅流動物群では差を認め

なかった。(まとめ)前頭頭頂葉皮質では再潅流により

Ca2+ uptakeの低下が抑制されることが認められた。

しかし、再i雀流時のICBFのレベルによっては再潅流
後のCa'+uptakeの隊害の程度に差がみられる事が示唆

された。
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自己免疫性ニューロパチーにおける免疫吸
着療法の効果:抗糖脂質抗体の変動と臨床
予後

池田順子l、郡山達男1、小塚和子1、

越智一秀l、原因暁2、中村重信1

1広島大学医学部内科学第三、 2県立広島病院神経内科

目的:免疫吸着療法(IAT)はギラン・バレー症候群

(GBS)や慢性炎症性脱髄性多発根神経炎(CIDP)などの

自己免疫性ニューロパチーに有効である。 IATは自己

免疫性ニユ』ロパチーの病因に関連があると考えら

れている抗糖脂質抗体 (AGAb) を速やかに除去す

る。しかしIAT後のAGAbを長期観察した報告は少な

い。そこでIATを施行したGBS、CIDPの臨床効果と血

清AGAbの変動について検討した。

対象・方法:GBS 9例、再発性GBS3例、 ClDP6

例。臨床症状はHughesfunctional grading scaleで評価

した。 AGAbはELISA法で測定し、初回IAT前後と l

クール (4-7回)終了後、 followupについて検討し

た。

結果:GBSのHughesscaleは、 IATにより9例中 7例

で改善した。 AGAbは全例で陽性、 IAT後は6例で陰性

化した。しかし6例中31711は、 followupで再び、陽性に

なった。 3例はIATを施行しでもAGAbが陰性化せず持

続した。再発性GBSとClDPの9例中6例でHughesscale 

は改善した。 AGAbは9例中 7例で陽性でIAT後も陰性

化しなかった。 GBS、再発性GBS、CIDP症例!ともに持

続ミまたは再上昇する抗体はIgMクラス抗体であっ

た。

考察:IATはAGAbの除去と臨床症状の改善に有効

であった。 ClDPではAGAbが持続する症例が多く、再

発性GBSでも同様であった。このことからIgMクラス

AGAbがIAT後も持続する自己免疫性ニューロパチー

は再発する可能性が考えられる。 GBS症例の中にも

IAT施行後もAGAbが持続、再上昇する症例が存在し

た。 AGAbをIAT後にfollowupすることは、自己免疫

性ニューロパチーの診断や治療において、重要であ

ると考えられる。

P2-68 

ラット急性脊髄損傷モデルに対する性ホル
モン投与による神経変性抑制効果

小川和人l、藤田公和1、山内理充2、

安藤正人2、永田豊¥宮地栄一1

l藤田保健衛生大学医学部生理学教室、 2愛知学泉大学

<目的> 女性ホルモンの17β.estradiol(17β.E) 

の投与によって、一過性脳虚血後の海馬組織で生ず

る遅発性神経細胞死を抑制することが示唆されてい

る。しかしその薬理学的なメカニズムについては未

だ詳細な検討が行われていない。本研究は、加圧ク

リップを用いた圧迫処理によって生じた脊髄損傷に

対して、投与した17β ーEが脊髄内ニューロンの変性

を抑制できるかどうかについて検討した。

<方法> 120g強度の脊髄圧迫用加圧クリップ(協

和時計工業社製)を用いて、ラットの椎骨を切開し

露出させた脊髄を硬膜外より10分間圧迫した。そし

てクリップを除去した後、アルゼット浸透庄ポンプ

(宝町機械社製)を傷害部付近の皮下に構え込ん

だ。このポンプからは10μg/dayの17β.Eが傷害部近

傍組織に連続的に流出した。術後7日自で摘出した脊

髄組織は傷害部と傷害部の頭側および尾側に分割

し、神経変性の生化学的マーカーと考えられる組織

トランスグルタミナーゼ (TGase)活性値とTGase酵

素蛋白量を測定した。

<結果および考察> 圧迫傷害を加えない対照ラッ

ト脊髄のTGase活性値は36-40nmol!mgprotein/hで

あった。圧迫傷害負荷後7日目に摘出した脊髄では、

TGase活性値は68-89nmol/mgprotein/hまで上昇し

た。このTGase活性値は傷害部脊髄で最も高く、傷害

部の頭側部位が最も低値であった。脊髄圧迫手術

後、 17βEを7日間連続投与したラットの脊髄では、

40%前後の有意なTGase活性値の低下が観察された。

また、 TGase酵素蛋白量も同様の減少傾向が認められ

た。したがって、 17βEは脊髄損傷後の神経変性の

進行を抑制する効果のあることが示された。
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グリオーシス特異的遺伝子OASISのヒトホ
モログの同定

森徹白、竹内真由美、二階堂琢也、横屋幸

彦、清津秀孔、和中明生

福島県立医科大学生体情報伝達研究所細胞科学

研究部門

OASISはDifferentialdisplay法を用いてマウス長期培

養アストロサイトに発現増強する遺伝子として同定

したものでbZip構造を有するアミノ駿507個よりなる

新規蛋白をコードする。 bZipドメイン周辺でショウ

ジョウバエのBoxB binding factor-2 (BBF-2)/dCREB-A 

に最も高い相向性を示し、次いで晴乳類のCREB/ATF

ファミリーメンバーに相向性を示すことからOASISは

新規のCREB/ATFファミリーメンバーであると考えら

れた。 OASISは成熟神経系で凍結損傷や機械的損傷を

加えた後の反応性アストロサイトで発現誘導される

のでグリオーシスの形成に何らかの役割を担ってい

る可能性が高い。本研究ではOASISのヒト神経疾患へ

の関わりを念頭に置き、ヒトにおけるホモログの単

離同定を試みた。マウスOASISアミノ酸配列を用い

てヒトESTクローンデータベースをサーチし、高い相

同性を示すクローン 4個を選択、それらのクローン

のシークエンスを決定した。これら 4個のクローン

はオーバーラップしておりORF全領域をカバーしてい

たが中間の50アミノ酸をコードする領域が不足し
ていたので両端にプライマーを設定、ゲノムDNA上

でPCRを行いこの領域を含・むゲノム断片をクローニン

グした。結果アミノ酸506個よりなるヒトホモログが

同定出来た。ヒトOASISはマウスとアミノ酸配列で

89.5%の一致率、 98.8%の相向性を示した。現在サザ

ン、 FISH解析を進めている。

P2・70

単純ヘルペスウイルスを用いたTIMP-2発現

defective virusによる悪性脳腫携に対す
る抗腫虜効果の検討

星道生1.2、矢崎貴仁1.2、河瀬斌2、植村慶一l

慶懸義塾大学医学部 1生理学、 2脳神経外科

[目的}我々は、神経親和性、遺伝子導入効率の高

い単純へルペスウイルス1型(HSY-1)に着目し悪性脳

腫蕩治療の可能性を追求している。腫蕩浸i関抑制効

果を持つtissueinhibitor of matrix metalloproteinase-2 

(TIMP-2)を発現するdefectivevirus (dvSRaTIMP2)を作

成し、 helpervirusが複製可能な状態および複製不可能

な状態での抗腹蕩効果の違いをinvitro Matrigel assay 

により検討した。[方法1HSY-1mutantである
HSY-tsKを用いてdvSRaTIMP2を作成した。まず、

HSY-tsKとdvSRaTIMP2のU87に対するcytotoxicityを比

較するため、 U87に感染後、 31.5"C及び37"Cで培養

し%surviving cellを測定した。次に8XI05のU87を

Matrigel coatしたtranswellchamberに播き、 control群、

HSY-tsK感染群、 dvSRaTIMP2感染群につき、 31.5"C

(MOI=O.l)及び37"C(MOI=1.0)で3日間培養し、

%invasionを比較した。[結果1% surviving cellは
HSY-tsKとdvSRaTIMP2の聞では有意差はなかった。

Transwell chamber assayにおいてHSY-tsKが複製不可

能な37"Cで培養した群では、%invasionはcontrol群で

10.2土1.0%、HSY-tsK感染群で9.1::¥:0.7%と有意な差

は見られず(p=0.35)、HSY-tsK感染群とdvSRaTIMP2

感染群(4.5土0.8%)では有意な差が見られた。一方、

31.5"Cで培養した群では、%invasionはcontrol群 6.9

土0.7%、HSY-tsK感染群3.4土0.5%と両者間に有意差

を認め、 HSY-tsK感染群とdvSRaTIMP2感染群(2_6::¥:

0.3%)の聞には浸潤を抑制する傾向が見られた。[総

括1Helper virusの複製不可能な37"CではTIMP-2の著
明な浸潤抑制効果を示した。一方複製可能な31.5"C

ではTIMP-2の効果は有意ではなかったが、 helper

virusの細胞傷害作用とTIMP-2の浸潤抑制作用の相乗

効果が見られた。複製型TIMP-2発現defectivevirusを

用いることで一層効果的な悪性脳腫傷の治療となる

可能性を示唆した。
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抗てんかん薬ゾニザミドの抗酸化能力のin
vivo評価

徳丸 1間1、植田勇人1、横山秀克2、中島障3、

土井拓1、大矢博昭2、鎌田仁2

1宮崎医大精神科、 2山形生物ラジカル研、

3宮崎医大化

【緒言】ソ・ニザミド (ZNS)の抗酸化能力に関しでは既にln

vitro実験結果として、既に報告が成されている。しかし、

in vivo条件下では未だその抗酸化能力が評価されていな

い。 今回我々は、 spin!abe!剤ニトロキシト.ラジカルを脳内に投与

し、マイクロダイアトシス(MD))去を応用しその消去逸度を検討す

ることでZNSの抗酸化能力を評価し、 従来のinvitroデータを

支持する結果を得ることが出来たので、報告する。[実験

方法]ガイドカニr レの留置は脳定位術にで海馬腹側部上部に

挿入し、 5日間の回復期を設けた後、 probeを急性留置し

た， spin !abe!期!としてニトロキシドラシ・ヵルである

3'carba田oy!'2.2.5.5苧tetramethy!pyrro1idine'l'oxy! 

(carbamoy!' PROXYLjと3'methoxycarbonyl'2.2.5.5 

tetramethylpyrro1idine'l'oxy! (PCAM)を使用した。

carbamoy!.PROXYL は非BBB通過ラジカルであるためprobeを

通じて70分間、 3ul/minの速度で潅流投与、その後Ringer液

で潅流を開始、 180分後から20分間隔で潅流液を回収し

た。 ZNS(40田g/kg.i.p.)は最初の回収液採取の20分前に投与

した。 BBB通過ラジカルであるPCAMは2m!腹腔内投与し、

その後3u!/minの速度で回収される潅流液を20分間隔で採取

した。 ZNS(40mg/kg.i.P.)は最初の回収液採取直の20分前に

投与した。引き続き，各々のわプルのESR計測(TEIOO.日本

電子)を行い、信号強度(低磁場側のスヘ・クトルのピーク長)の時間

変化を記録した。[結果1MD:計測を行ったすべてのサン
プjレで信:号強度は指数関数的な減衰を示したので、減衰の

パラメータとして半減期を用いることにした。海馬腹側部

(CAl領域)から回収されるBBB非通過ラジカル

carbamoy!.PROXYLの半減期は対照65.057+/ー2.9489min、

ZNS投与群62.043+/'4.6523minで有意な変化は見られな

かったが、 BBB通過ラジカルPCAMのシグナル強度半減期は対照

群で54.115+/'2.0196min.ZNS群で39.729+/，3.8349minで

あり、 ZNSで半減期が短縮した(p<O.Ol)， [考察1in vitro実
験でZNSはcarbamoy!'PROXYL並び可こPCAMのシグナル強度に

対し影響は及ぼさないことが判明しでいるため、ニトロキシドヲ

ジカルとZNSの直接的化学反応によりニトロキシドラジカルの消去速

度が加速された可能性は低い。 ZNSによる抗酸化能力の増

大に関しでは、 ZNSは細胞外液に直接投与された

carbamoy!.PROXYLの半減期には影響を及ぼさず、主に神経

細胞膜を通過し回収される PCAMの半減期を短縮すること

から、細胞膜内に存在する抗酸化物質に影響しその抗酸化

能力が発揮されるのではないかと推測される。

P2晴 72

外傷性てんかんモデルにおけるてんかん原性

焦点、獲得のメカニズム

植田勇人¥徳丸潤l、横山秀克2、中島障3

土井拓l、大矢博昭2、鎌田仁2

1宮崎医大精神科、 2山形生物ラジカ jレ研、

3宮崎医大化

I緒言]外傷性てんかんにおけるてんかん焦点の獲得
刈ニス'ムに関しては、 ヘモグロピン中に存在する鉄イオン

が、活性酸素種やラジカルの発生に関与し、興奮性ア

ミノ酸放出や脱分極性充進を惹起するという仮説解釈

が存在する O 今回我々は、 mVIVO条件下で鉄イオンを扇
桃体に微量注入し同部位におけるグルタミン轍Glu)

遊離動態とラジカル発生捕捉に関する実験を行い、従来

のinvitroデサを支持する結果を得ることが出来たの

で報告する。[実験方法]l)Glu遊離動態:体重250

~300gの雄性Wistar系ラットに対して麻酔下に、微小透
析用7・P-7'と鉄イオ〉微量注入用のカ・イドカニューレを右側濡

桃体に留置した。その後、 aCSFにて潅流し酵素蛍光

度法山を用いたオンラインシステムを利用しGlu動態を鉄イオン注

入4時間後まで観察した。 Glu動態が安定した後、注

入用カカニューレを挿入し、 FeCI3水溶液1.0ulの注入を行

い、その後のGlu遊離動態を観察した。 2)ラジ加発生動

態:同系ラットに対し麻酔下にで、微小透析用プトプ

と鉄イオ〉微量注入用のヵ・イドカニューレを右側扇桃体に留置

した。 精製したスピントラ17・斉ljpOBNのRinger溶液

(500mM)の2uIlminの潅流を2時間行った後、 FeCl3水

溶液を1.0ul注入し、 20分間隔で潅流液を回収した。

回収毎に電子スピン共鳴(ESR)計測を行った。[結果1
l)Glu遊離動態:鉄イオ〉注入後より、約10uM前後のGlu

上昇が数十分毎に出現してくることが確認された。こ

のGlu上昇は、 Ca++非依存性であった。 2)ラジカル発生動

態:鉄イオン注入後、 20~40後より ESR シグナルが検出
された。 ESRシグナルはaN"'15.7G、aHβ"'2.5Gの超微

細構造を有するため、脂肪酸ラジカル(L・)であると

同定された。[考察]Gluの放出機構はvesicular由

来、 Gluトランスポーター(EAATs)由来、細胞膜障害由来のも

のに分類される。鉄イオン注入後のGlu上昇がCa++非依

存性であったことより、 vesicular由来の可能性は低

く、 EAATsを介した逆向き輸送とラジカル攻撃による細

胞障害由来の可能性が考えられる。 しかし、 mvltro 

ESRによるラシ・妙検出の時間分解能が低いため、 Glu上

昇とラジカル発生に関する時間的前後関係については明

らかにすることは出来なかったが、鉄イオン注入後の

Gluとラジ妙発生を捕捉した本研究は、外傷性てんかん

の発生機序の生化学的解釈を支えてきたinvitroデータ

を支持するinvivoテ・サである。本実験で確認された数

十分毎のGlu上昇によって誘導されると思われる薦桃

体化学キンドリング効果が、鉄イオンf主入後に形成されるて
んかん原性異常獲得のメカニス・ムではないかと考察した。
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ペンチレンテトラゾールによるキンドリン
グ癌撃とヒスタミン神経系

李号事艶1.2、襖井映子1、JalalIzadi Mobarakeh1、

飯沼一宇
2
、渡辺武

3
、渡漫建彦I、谷内一彦i

i東北大学医学系院・薬涯、 2東北大学医学系院小児、
3九州大・生体防御医学研

ヒスタミン神経系は痘撃に対して抑制的に作用す

るという幾つかの先行研究が存在する。今回、ヒス

タミン神経系と窪祭との関連を明らかにするために

ペンチレンテトラゾール (PTZ)によるキンドリング

痩撃モデルをヒスタミンH1受容体ノックアウトマ

ウス(H1KO) とICRマウスにおいて作成した。 H1KO

マウスにPTZ(30mg/kg) 2 5日間毎日投与してキン

ドリングモデルを作成して、 PTZ投与後30分の窪筆

のstagmgと持続時間を測定した。野生型 (+1+)は有

意にH1KO(ー/ー)に比べてキンドリング形成が抑制さ

れた。またヘテロ仲介)は野生型とH1KOの中間で

あった。このことは、キンドリング形成にH1受容体

が重要な役割を果たすことを意味している。さらに

ICRマウスのキンドリング痩牽形成時に脳内ヒスタミ

ン含量を測定した。キンドリング完成時に脳内ヒス

タミン含量は増加した。増加した脳内ヒスタミン含

量が神経由来か肥満細胞由来か現在検討中である。

P2・74

シュワン細胞における抗酸菌感染による神
経栄養因子・サイトカインの発現

遠藤真澄、野間口博子、小林和夫

国立感染疲研究所ハンセン病研究センター

抗酸菌の一種であるMycobacteriumleprae (M.leprae) 

はシュワン細胞に特異的に感染し、末梢神経炎を引

き起こす。神経炎の発症機構は不明であり、化学療

法により原因菌を完全に排除しでも残存し、適切な

治療方法や予防方法も確立されていなし、。神経組織

の再生・修復にシュワン細胞由来生理活性物質は重

要な役割を果たしていると考えられているが、
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M.leprae感染に伴うその動態は全く不明である。そこ

で今回我々は、株化したシュワン細胞にM.lepraeを感

染させ、シュワン細胞由来生理活性物質の発現を解

析した。

ラット坐骨神経より樹立したシュワン細胞株に

M.lepraeを感染させた後、経時的に細胞より全RNAを

分離し、 RT-PCR法にて神経栄養因子、それらのレセ

プタ一、サイトカイン、ケモカインmRNA発現の感染

に伴う変動を解析した。同時にM.leprae感染シュワン

細胞株培養上清を初代培養神経細胞に添加し、突起

伸長並びに生存維持に及ぼす影響について検討し

た。

樹立したシュワン細胞株は、 NGF、BDNF、NT-3、

GDNF、CNTF、IGF-1、TrkA、p75、gp130、

NCAM、Iしl、IL-12、IL-18並びに RANTESmRNAの

構成的発現を認めた。 M.leprae感染に伴いNT-3、

GDNF、RANTESmRNA発現のupregulateを認めた。

一方、 M.leprae感染シュワン細胞株培養上清の添加に

より、初代培養神経細胞の生存率は126%に増加し

(p<O.05)、また突起伸長の効果も認めた。

M.leprae感染に伴う神経炎の組織再生・修復に、

シュワン細胞由来生理活性物質が機能している可能

性が示唆された。学会ではBCG等他の抗酸菌感染に伴

う結果も合わせて考察する。

(厚生科学研究費新興・再興感染症)
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編集後記

この度、第42回日本神経化学会の抄録集をお届けできることを幸いに存じます。本学会の初期

には、学会抄録を作成するのに多大な労力を払ったことが思い出されます。 昨今、コンピューター

などの機器の発達により、抄録集を作成するのに費やされる時間が短縮され、その分研究に勤しめ

るようになりました。本大会では、出来るだけ多彩なトピックを取り上げ、神経化学の研究で得ら

れた成果がどれだけ社会に役立つかをアピールすることもーつの目的に致しましたc

本抄録作成にあたって、数々のご、助言を賜ったプログラム委員や組織委員の先生方、裏方として

努力してくれた広島大学医学部第三内科のスタッフの方々、教室を取りまく皆様方の一方ならぬ

ご支援に心よりお礼を申し上げます。

9月中旬の広島は眼にも舌にも身体にも心地よい所です。テニスの同好会も予定されております

し、観光に、味覚に、広島の土地を卜分に堪能して頂ければ幸いです。

(第42回日本神経化学会会長 中村重信)



静注用人免疫グロプリン製剤 |薬価基準収載|

献量q目ぺ=世I-:J刊
く乾燥ポリエチレングリコール処理人免疫グロプリン〉

[本剤は、貴重な血液を原料として製剤化されたものであるので、

その旨を十分留意し、適切な使用について配慮をお願いします。]

畑山

禁 忌:本剤の成分に対しショック
の既往歴のある患者さんに
は投与しないでください。

原則禁忌:本剤の成分に対し過敏症の
既往歴のある患者さんには

慎重に投与してください。

-効能・効果、用法・用量、使用上の注意等については、添付文書をご参照くださし ¥0

製造[資料請求先〕 販売

⑧日本製薬株式会社⑨武田薬品工業株式会社
干101-0聞東京都千代田区東神田一丁目9番8号 干540-8645大阪市中央区道修町四丁目1番1号

1999i:手5月作成 (K)



血伝良好

〔警告〕
血栓性血小板減少性紫斑病(TTP)、
無頼粒球症、重篤な肝障害等の重
大な副作用が主に投与開始後2か
月以内に発現し、死亡に至る例も
報告されている (r重大な副作用」
の項参照)。
1.投与開始後 2か月聞は、特によ
記副作用の初期症状の発現に
十分留意し、原則として 2週に
1回、血球算定、肝機能検査を行
い、上記副作用の発現が認めら
れた場合には、ただちに投与を
中止し、適切な処置を行うニと。
本剤投与中は、定期的に血液検
査を行い、上記副作用の発現に
注意すること。
2.本剤投与中、患者の状態から血
栓怯血小板減少性紫斑病、頼粒
球減少、肝障害の発現等が疑わ
れた場合には、投与を中止し、
必要に応じて血液像もしくは
肝機能検査を実施し、適切な処
置を行うこと。
3.本剤の投与にあたっては、あら
かじめ上記副作用が発生する
場合があることを患者に説明
するとともに、副作用を示唆する
症状があらわれた場合には、服用
を中止し、ただちに医師等に連絡
するよう患者を指導すること。

〔禁忌(次の患者には投与しなL、こと))
1出血している患者(血友病、毛
細血管脆弱症、消化管漬蕩、尿
路出血、日客血、硝子体出血等)
〔止血が困難になることが予想
される。〕
2重篤な肝障害のある患者
〔肝障害がさらに悪化するおそ
れがある。〕
3白血球減少症の患者
〔本剤の副作用として白血球滅

少症が報告されているので、よ
り重篤な症状になるおそれが
ある。〕
4.塩酸チクロピジンによる白血
球減少症の既往歴のある患者
〔再投与により白血球減少症を
起こすおそれがある。〕
5.塩酸チクロピジンに対し過敏
症の既往歴のある患者

〔効能・効果〕
ロ血管手術および血液体外循環に伴う血栓・
塞栓の治療ならびに血流障害の改善
口慢性動脈閉塞症に伴う潰傷、 f専痛および冷
感などの阻血性諸症状の改善
〈コ虚血性脳血管障害( 過性脳虚血発作(TIA)、
脳梗塞)に伴う血栓・塞栓の治療
。クモ膜下出血術後の脳血管掌縮に伴う血流
障害の改善

[用法・用量〕
0血管手術および血液体外循環に伴う血栓・
塞栓の，色療ならびに血流障害の改善には、
塩酸チクロピジンとして、通常成人|日
200~300mg(錠 2~3錠または細粒 2~3g)
を 2~3回に分けて食後に経口投与する。
。慢性動脈閉塞症に伴う;貴虜、痔痛および冷
感などの姐血性諸症状の改善には、塩厳チ
クロピジンとして、通常成人 l 日 300~600mg
(錠 3~6錠または細粒 3~6g) を2~3回
に分けて食後に経口投与する。
。虚血性脳血管障害に伴う血栓・塞栓の治療
には、塩酸チクロピジンとして、通常成人
l 日 200~300mg(錠 2~3錠または細粒‘
2~3g) を 2~3回に分けて食後に経口投与
する。なお、|日200mg(錠 2錠または細
粒 2g)の場合にはl固に投与することもできる 0
07モ膜下出血術後の脳血管掌縮に伴う血流
障害の改善には、塩酸チクロピジンとして、
通常成人1日300mg(錠 3錠または細粒 3g)
を3固に分けて食後に経口投与する。
なお、年齢、症状により適宜増減する。
〈用法・用量に関連する使用上の注意〉
手術の場合には、出血を増強するおそれがあ
るので、 10~14 日前に投与を中止すること。
ただし、血小板機能の抑制作用が求められる
場合を除く (r薬効薬理J の項参照)。

〔使用上の注意〕
1.慎重投与(次の患者には慎重に投与すること)
1)月経期間中の患者
(月経血が増加するおそれがある。)
2)出血傾向ならびにその素因のある患者
〔出血を増強するおそれがある。〕
3)肝障害またはその既往歴のある患者
〔肝障害を起こすおそれかある。]

抗血小板剤 l薬価基準収載!
匡璽霊誼

燃物J{ナJbSJン諸事rr10必
r-;;;";'~~'<-' Panaldine@ (一般名・纏厳チクロピジン)

4)白血球減少症の既往歴のある患者
〔再び白血球減少症を起こすおそれ力、ある。〕
5)手術を予定している患者
(r用法・用量に関連する使用上の J主意」

の項参照)
6)高齢者(r高齢者への投与」の項参照)
2相互作用
f井用，主意(併用に注意すること)
パ Jレビツーjレ酸誘導体、子オフィリン、 7
エニ卜イン、抗凝固薬(ワルファリン等)、
血小板凝集抑制作用を有する薬剤(アスピ
リン等)、血栓溶解薬(ウロキナーゼ、アル
テプラーゼ等)、ンクロスポリン
3副作用
副作用発生状況の概要
承認前の調査1，120例中報告された副作用
は13.7%(153例)で、主な副作用は食欲不振
1.5%(17件)、胃不快感1.5%(17件)等の消
化器症状、皮下出血1.1%(12件)等の出血傾
向であった。承認後における使用成績調査
(6年間)6，813例中報告された副作用は
6.8%(461例)で、主な副作用は鼻出血0.4%
(30件)、皮下出血0.4%(27件)等の出血傾
向、食欲不振0.3%(22件)、胃不快感0.3%
(22件)、'!li気0.3%(22件)等の消化器症状、
GPT上昇0.4%(28件)、GOT上昇0.3%(23件)
等の肝機能障害であった。また、頼粒球滅
少は0.1%(9件)、黄痘は0.1%(4{'牛)であった。
1)重大な副作用(頻度不明川)
(1)血栓性血小板減少性紫斑病(TTP)(主
徴血小板減少、破砕赤血球の出現を
認める溶血性貧血、動揺する精神・神
経症状、発軌、腎機能障害)
(2)無頼粒球症(初期症状発熱、咽頭痛、

倦怠感等)
131重篤な肝障害(初期症状悪心・恒吐、
食欲不振、倦怠感、窪厚感、眼球黄染、
皮膚の黄染、褐色尿等)
(41下記の重大な副作用があらわれること
があるので、観察を十分に行い、異常
が認められた場合には投与を中止し、
適切な処置を行うこと。
CI再生不良性貧血を含む汎血球減少症
②赤芽球癖
Ql血小板減少症
④出血(脳出血、消化管出血毒事の重篤な
出血)
(5紅皮症

，主)自発報告において認められている副作用
のため頻度不明。

*その他の使用上の注意等につき
ましては、製品添付文書をご参
照ください。

[1 o d. IJí ぐ 8~ f-;5 oE第一製薬株式会祉
資料請求先
東京都中央区日本橋三丁自 14番 10号

ホームベ ジアドレス

http://www.daiichipharm.co.jpj 
99 71A4) 

85 



M
M
h
u
F
γ
d
r

‘.
u

u

'
れ
け
い
，

γ

r

i

‘i
・パ

F
1
h
H
1
1
.

，‘

h
u引

0

1

4

P

H

7

1

・3
1

3

ー

が

叫

'

j

H

A

K

-

-

P

‘p

e

a

'

s

・
1
a
l
a
s
'
J
a
'
'
I
S
1

k

i

3

泊、
E

1

{

v

e

ー

ρ

下
ザ

1

t

，1
1

、1
川河

U
J
n
N
U
は

1M
，

川

正

は

a
J

，ι
・4
1
H
M
H
H
川

l'

“1
b
H
"
u
'
a
J

U
t
z
'
U
N
-
-
P
》

4
p
n
u
N

，
B

も

t

A

Z

S

T

1

・1
4

b

i

i

'

1

1

1

，
P

フ

i
J

、，
U
川

河

口

l

μ

9

刊

U

6

・

目

'
i
l
-
-
e
h
t

・-
3

，
1

8

!

)

'

1

1

・Y
円

1

3

h

J

，

町
れ
，
‘
引
い
い

Y
H
d

・
-
!

ー

'

s

'

J

l

J

S

1

 

養価収載ミ持続性アンジオテンシンE受容体措抗剤

書官1鵠言;ZB7bz:aE248U
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(9901): 852白

議
脳梗塞後遺症に伴う
慢性脳循環障害による
意欲低下の改善に

禁忌(次の患者には役与しないこと)

頭蓋内出血後、止血が完成していないと考え

られる患者〔出血を助長するおそれがある。〕

脳循環・代謝改善剤 軍E葦圃

111'ミ.~@錠・散
sermion骨(ニセルゴリン製剤)
I jjj)E[霊E
・使用上の注意等については、製品添付文書を
ご参照ください。

※使用上の注意の改訂には十分ご留意ください。

L;;、 〈資料請求先〉

置担田辺製薬株式会社
、~大阪市中央区道修町3丁目2番10号

1998年10月作成



特融

1.本搾初の遭択的MAO・B阻曹によるバーキンソン病治療剤です。
2.臨肉ドバミンの代舗を抑えることにより、
ドバミン・モジzレーターとして、治療費自果を延長します。
(1)ドパミン機能増強作用
(2)ドパミン機能持続作用

3.副作用発現率は36.3%(488'例中177例)でした。{承認時}
・効能・効果
次の疾患に対するレポドパ吉有製剤との併用療法

"ーキレソン病(過去のレポドパ吉有製剤治療において、十分主効果が得られてい

ないもの :Yahr重症度ステジI-IV)

パーキンソン病治療剤 層面孟孟面瓦

iiiii:Zコピ-J錠2.5
FPc塩酸セレギI}ン錠)
， 

-警告

1本剖と三環系抗うつ剤(塩酸アミトリプチリノ等)との併用はしな
いことまた、本斉IJの投与を中止してから三環系抗うつ剤の投与
を開始するにはt少なくとも14日聞の間隔を置くこと。 Ir相互性用」
の項参照)
2本青lは用量の増加とともにMAO-Bの選択的阻害効果が低下し、

非選択的MAO阻害による危険性があり、また聖なる効果が認め
られないため 1日10mgを超える用量を投与しないこと，([過量
投与」の項参照)

-祭忌(次の患者1こは投与し恕いこと)

11本剤に対し過敏症の既往歴のある患者
2塩酸ペチジンを投与中の患者[高度の興奮、精神錯乱等の発現力報告されている..)
3非選択的モノアミン酸化酵素阻害剤(塩酸サフラジン)を投与中の患者〔高度の起立性低血圧の発現が報告
されている。〕
4精神骨裂覇支はその既往歴のある患者〔精神症状の悪化カ守E告されてし唱。]
5覚せい剤、コカイン等の中枢興奮葉町怯存立はその既往歴のある患者
6三環系抗うつ剖(塩酸アミトリプチリノ等)を投与中あるいは中止後14日聞の患者([相互作用」の項参照)
7選択的セ口卜二ノ再取り込み阻害剤(マレイン酸フルポキサミン)を投与中の患者 Ir相互作用jの項参照)

.その他の使用上の孟意等について'"製品添付文書をご参照くださいまた憧用ょの注意の直訂に十分ご留意ください

製造発売元

--F藤本製薬株式会社呂nofi-Chinoin
大阪府松原市西大塚1丁目3番40号

[資料請求先]藤本製薬株式会社 医薬情報室 〒100-0005東京都千代田区丸の内1丁目1番1号(パレスビル)

盗i0120・545-427 Bo 

めNOVAR丁目
鋤胤持続性ドパミン作動薬 |薬価基準収蔵|

Jl'!-ロテ.3U25mg
直E直重量直直重量霊園注意医師等の処方せん・指示により使用るこ
|pa同odel@

精神活動改善剤・パーキンソン症候群治療剤
抗A型インフルエンザウイルス剤|薬価基準収載|

シシ;仲U船長 mi
直彊重璽雇量面E直瞳孟董亘量劃亘注意 医師等の処方せ

|川Symme凶tre倒唱ザ.唱el@ 塩酸アマンωルン糊製糊鯛宵剤判l| 
・各製品の効能・効果、用法・用量、使用上の注意等については、添付文書をご参照ください。

ノノ¥')1;ディスファーマ株式会社
東京都港区西麻布4-17-30 干106-8618

製造日本チパガイギ一株式会祉
兵庫県宝塚市美幸町10番66号干665-8666

99.07 



暗闇
7

・
部
構
・
露
払

V
L智也品

i
幽・
4

・明
j

2

1

4

司
A
潤

aa喝

ijjaa省
調
書
事

4
剖

vvd司
2
1

メ
チ
コ
パ
ー
ル
は
エ
ー
ザ
イ
が
独
自
に
合
成
・
開
発
し
た
、
メ
コ
パ
ラ
ミ
ン
(
メ
チ
ル
島
)
製
剤
で
す
。

メ
チ
コ
パ
ー
ル
は
核
酸
・
蛋
白
合
成
、
リ
ン
脂
質
合
成
を
促
進
し
、
障
害
さ
れ
た
神
経
を
修
復
し
ま
す

(
ラ
ッ
ト
、
言
ミ
守
G
)
。
臨
床
的
に
は
末
梢
性
神
経
障
害
に
伴
う
し
び
れ
・
痛
み
・
麻
痩
を
改
善
し
ま
す
。

注
射
は
急
性
期
や
難
治
性
の
神
経
疾
患
、
入
院
患
者
さ
ん
に
適
し
て
い
ま
す
。

副
作
用
発
現
率
は
経
口
で

O
、
九
六
%
(
一
四
六
/
一
五
、
一
八

O
例
)
で
、
主
な
も
の
は
食
欲
不
振
、

胃
腸
障
害
、
悪
心
、
下
痢
な
ど
で
す
。
(
一
九
八
五
年
十
一
月
)

又
、
注
射
で
は
O
、
四
五
%
(
十
三
/
二
八
七
二
例
)
で
、
主
な
も
の
は
発
疹
芯
ど
で
す
。
(
一
九
九
四
年
四
月
)

重
大
芯
副
作
用
と
し
て
、
注
射
で
ア
ナ
フ
ィ
ラ
キ
シ
|
様
反
応
を
起
こ
す
こ
と
が
あ
り
ま
す
。

3 その他の注意
水銀及びその化合物を取り扱う職業従事者に長期にわたって大量に投
与することは避けることが望ましし、。

2. 注射剤
キキ1.副作用
総症例 2.872例中、 13例 (0.45%)の副作用が報告されている。(再審査
終了時)

ネ*(1)重大な副作用(頻度不明)
アナフィラキシ一様反応血圧降下、呼吸困難等のアナフィラキシ
様反応を起こすことがあるので、観察を十分に行い、このよう
主症状か♂あらわれた場合には、直ちに投与を中止し、適切な処置

を行うこと。
(2)その他の副作用

効能・効果
転梢性神経障害、

ニfタミン日"欠乏による巨赤芽球性貧血(注射液500μgのみ)
1効能・効果に関連する使用上の注意〉
主剤投与で効果が認められ主い場合、月余にわたって漫然と使用すべきで主い。

発汁、筋肉i勾注射吊Wiのj~
痛・傾結

注)このような晶状があらわれたJ詰介は、 t量りを中11する。
2.適用上の注意
(1)投与時
光分解を憂けやすいので、開封後直ちに使用するとともに、遮光に

留意すること。
(2)筋肉内注射時
筋肉内に投与する場合は、組織・神経などへの影響を避けるため、

下記の点に注意すること。
1)同一部位への反復注射は避けること。なお、未熟児、新生児、乳児、

小児には特に注意すること。
2)神経走行部位を避けるよう注意すること。

3)注射針を刺入したとき、激痛を訴えたり、血液の逆流を見た場合
には、直ちに針を抜害、部位をかえて注射すること。

(3)アンプルカット時
本品はワンポイントカ y ト7'ンプJレであるが、アンプJレのカット部
分をエタノール綿等で清拭してからカ y 卜することが望ましい。

司法・用量
i500μg 通常、成人は 1日3錠(メコパラミンとして 1日 1，500μg)を3
ヨに分けて経口投与する。ただし、年齢浸び症状により適宜増減する。
定250μg:通常、成人は 1日6錠(メコパラミンとして 1日1，500μg)を3
3に分けて経口投与する。ただし、年齢友ぴ症状により適宜増減する。
圃粒・通常、成人は 1白3包(メコパラミンとして 1日1，500μg)を3固に分
すて経口投与する。ただし、年齢友び症状により適宜増減する。

主射液500μg(末檎性神経障害の場合) 通常、成人は 1臼1回 1アンプJレ(メ
コパラミンとして 500μg)を週3回、筋肉内または静脈内に注射する。ただし、
手齢友び症状により適宜増減する。

主射液500μg(巨赤芽球性貧血の場合):通常、成人は 1日1回 17'ンプル(メ
コパラミンとして 500μg)を週3園、筋肉内または静脈内に注射する。約2
旬月投与した後、維持療法として 1-3ヵ月に 1白 1アンプルを投与する。

吏用上の注意
1.内服剤
1 副作用

総症例 15，180例中、 146例 (0.96%)の副作用が報告されている。(副作
用発現頻度調査終了時)

0.1-5%よ満

食欲不晶¥.悪心.，悩"士、ド痢

発疹

頻度不明0.1%よ満

消化器

過敏症

陣2.適用上の注意
薬剤交付時(錠)

PTP包装の薬剤は PTPシートから取り出して服用するよう指導する
こと。 (PTPシートの誤飲により、硬い鋭角部が食道粘膜に刺入し、
更には穿孔をおこして縦隔洞炎等の重篤立合併症を併発することが報
告されている)

0.1%ま満

* 1997年5月改訂
* * 1998年11月改訂

dぞと業従タ空?ニ主主)114-6-10
H-K4ω11 

.ご使用に際しでは添付文書をご参照ください。

バブ 末梢性神経障害治療剤
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使用上の注意
1.重要な基本的注意
本剤の使用にあたっては、脳便塞後遺症であ
ることを確認することの確認にあたっては、原

則として頭部CT像等の画像診断が行われてい
る乙とが望ましいυ
2 副作用
承認時までの調査1.011例において、副作用

(臨床楠査値異常を含む)は93例 (9.2%)に認
められた u 主な副作用は、 GPT上昇 15件
(1.5%)、AI.P上昇8件 (0.8%に GOT上昇7件
(口 7%)、発疹ア件 (0.7%)等であったη なお、
次のような副作用があらわれた場合には、症状

に応じて適切な処置を行うこと

i主1:控与を中止し、適切な拠置を行うこと

※その他の使用上の注意等は添付文書を
ご覧ください。

脳血管障害性精神症状改善剤
|指定医薬品・要指示医薬品 i 直亘z
.&.L ・唱。阻⑨.......L100 

用法及び用量 -.--.-.園田lι..・ d 量P
通常、成人にはアニラセタムとして1回200mgを コ， ".，郵t200 
1日3回経口投与する。なお、年齢、症状により適 皿

宜増減する。 sARPUL" アニラセタム

用法及び用量に関連する使用上の注意>: (資料請求先)

;臨時野忠74222器:](富山化学工業株茸会社
:が認められない場合には投与を中止することo:~ 干160.0023

種類 立03は〕拍2車%不未明満本 0.3%未満

興奮、頭痛、頭重 めまい、謡妄、不眠

精神神経系
幻覚'、歩行障害' 精神不安定
頭がポ yとする・ 異常行動

傾眠‘、レぴれ感'

消化器 。唖気、貴欲不振 唖吐、下痢、腹痛

過敏症主1 発疹 痩痔感

血 液 白血球減少血小幅減生 貧血

GOT上昇 GPT上昇 y.GTP上昇

H干 臓 AI.P上昇 LDH上昇
ビリルビン上昇市

腎
臓 BUN上昇排毘障害=
クレアチニ/上昇ー

その f也 倦怠感傘 顔面潮紅、耳鳴

禁忌(次の患者には投与しなし、こと)
妊婦又は妊娠している可能性のある婦人

〔動物実験で胎児毒性(波状肋骨、頚肋

骨痕)が報告されている〕

効能又は効果
下記疾患に伴う情緒障害(不安・焦燥、抑うつ気分)
の改善

脳梗塞後遺症

⑨
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製造・販売元〈資料請求先〉

日本ロシユ株式会社
干105-8532 東京都港区芝2-6-1

禁忌、効能・効果、用法・用量、使用上の注意等の

詳細については、製品添付文書をご参照ください。

1999年2月作成
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生化学第4版(ニユ}ロンの生物学
A4変型版全5色刷り 上製本ケース入り
1，152ページ 本体価格 14，563円+税

<原著者>
L.ストライヤー

<監訳者>
入村達郎(東京大学薬学部教綬)
岡山博人(東京大学医学部教授)
清水孝雄(東京大学医学部教授)

学生、院生、研究者にバイブルとして愛読さ
れているストライヤ一生化学第4版。
この1冊で、生化学・分子生物学のあらゆ
る分野を十分にカバーできる良書。
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に関心を持つ社会人への解説書として、最適。
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人名索引

(A) 

Alcino Sil、aJ. ¥vS7.5 
Avraham Hava WS3.1 

阿部 一樹 WS1.6 

安倍博 P2.42 

阿部康三 WS2.9 WS2 

阿部輝雄 P1.13 

足立香代 P2.54 

安達直樹 P2.50 P1.51 

足立達美 P1.24 

足立芳樹 WS9'6 

相原雅子 V4'01 

会津善紀 Pl.78 

赤池昭紀 57.4 

赤沼のぞみ Pl.59 

秋口一自 53.3

新郷明子 P2.38 P2.14 

秋光知英 S8.PL 

秋田裕美 Pl.05 

秋山一文 52'1 

秋山越 P1.27 

穐吉秀隆 S8.3 

天野賢示 V5'01 

安藤正人 P2.68 

安藤進 V4.04 

案浦洋一 P2.46 

青山蜂芳 P2.37 

新井平伊 P1.77 S2 

荒川義弘 P2'39 WS9.3 

荒木敏行 V5'09 

荒木亘

有波忠雄

浅井清文

浅井聴

浅見利雄

浅野徹

浅沼幹人

阿相暗晃

(B) 

¥13.06 

P1.64 Pi .65 

P2.37 P1.23 W58.4 

W52.5 W58.6 

W57.2 

P1.36 

P2.02 P1.55 

P1.27 P1.29 P1.24 

P1.11 

Banks W. A WS8.7 

馬場明道 1'6'01 

馬場広子 P1.40 P1'05 S3'PL 

板東良雄 ¥，4，06 

(C) 

Casamenti Fiorella P2.60 

Citron Martin S10-10 

許波 P1.63 

著書 栄浩 P2.24 

千葉賢三 ¥15.02 

知久馬敏幸 P2.09 

(0) 

Oavies Alun M 九.vS7.6

Donati. R.J 、，¥154.8

田慶宝 P1.09 

侍法倫久 P2.66 ¥14.03 

土肥謙二 W58.7 

土肥敏博 1'1.08 

土井拓 P2.71 P2.72 

(E) 

海老t宰尚 P2.42 

江頭亨 P1.56 

遠藤啓吾 ¥14.01 

遠藤玉夫 P1.54 P1.66 

遠藤之洋 W59.3 

遠藤真澄 P2.74 

遠藤仁 P1.08 

榎戸靖 P2.50 P1.51 

衛藤義勝 P2.56 P2.26 W57.6 

(F) 

Fernando Lopez.Redondo WS6A 

P2.40 

藤川直人 P2.35 

藤木幸夫 WS3.6 

藤本勝己 V1'05 

藤本貞毅 P1.69 

藤岡大助 P2.32 

藤1事仁 P2'10 P2.21 

藤沢嘉勝 173.09 

藤田佳織 P1.23 

藤田公和 P2.57 P2.68 

福田宏之 V3.02 

福田健夫 W59.1 

福井文子 174.04 

福井裕行 V1'05 

福間五龍 58.3 

福本拓治 P1.60 

福永浩司 V1.10 ¥11.11 V3'03 

¥13.04 W51.4 

福所英里子¥12.03 P2.64 

福内靖男 P2.66 V4'03 

古川昭栄 P2.31 P2.34 WS7.2 

V5.06 

二村隆史 P2.27 

二木啓 P2.66 

(G) 

Gabrieli John D. 510.7 

後藤文夫 P1-49 

後藤雄一 58.2 

(H) 

Harrington Charles R P1.77 

HoeijmakersJan. H. J. P2.50 P1.51 

芳賀達也 Pl.08 

萩野洋子 52.5 

萩原民雄 P2.13 

浜之上誠 W57.6 

韓春錫 P1-l1 P1.37 

原とも子 Pl.67 P1.35 

原田暁 P2.67 

長谷川明子 P1.40 

長谷川浩史 V3'01 ¥13.03 ¥13.04 

長谷川光広 W56.7

橋井美奈子 P1'01 

橋本数史 P1-l9 P1.20 

橋本亮太 V2'02 V2.03 P2.64 

橋本恒一 P2.04 

橋本喜次郎 P1.61

畠中寛 Pl.53 P2.50 P1.51 

P2.19 P1.52 W57 

V5~7 V5~8 175~9 

林崇 WS7.5 

林秀樹 P1.68 Pl.74 

林謙介 P1'49 54.2 

林美都子 V1'03 ¥11.06 

櫨木修 51.4 

秀和泉 P2.08 V5.04 W59.2 

東洋一郎 P1.55 

東田陽博 P1.01 

樋口宗史 P1.63 

樋ロ京一 W55.3 

樋口真人 V3.08 

氷見敏行 P2.62 

桧井栄一 ¥11.04 

平林敏行 P2.18 

平原史樹 W51.6 

平松緑 ¥12.08 

平野久 P2.09 

平野均 171.01 

平野誠 P1.61 

平岡秀一 52.2 

平田牧三 171.01 

平回洋子 P2.54 

庚瀬源二郎 53.2

蹟瀬伸一 58.3 

久永真市 V6.03 P1.15 

久岡一恵 W54.7 

久恒智博 WS1.3 

久山哲庚 ¥11.05 

人見淳 P1.73 P2'16 

本多数子 Pl.13 

本田真知子 P2.52

本田静世 P2.40 W56.4 

本田岳夫 P1.39 

本藤久雄 P1.61 

本郷茂樹 Pl.34 V6'08 

本間研一 P2'42 

本開きと

本間豊

据均

堀耕治

堀正二

期修

堀江秀典

堀江正男

P2.42 

P1.31 • P1.32 W56.2 

P1.11 

P2.49 P2.45 

53.4 WS6.8 

P1.06 V4.07 

WS6.7 

W56.7 

堀口淳 P2.11 P2.15 Pl.60 

堀越嗣博 Pl.42 

摺尾修平 V1'05 

星道生 P2.70 

星直人 Pl.01 

星川裕 P1.17 

星野潤 P1.43 

細谷龍男 P2.26 

堀回凱樹 S4'PL 

(1) 

Islam Ashraful V2'04 

!vanova Anna S3.PL 

衣斐督事 S7.4

一宮智美 P1.25 

一瀬宏 WS2.8 

井田博幸 P2.56 

井田逸朗 ¥14.01 

井出利憲 51.1 

五十嵐道弘 P1.1Q

五十嵐修一 55.1 58.1 

井原康夫 WS5.4 W53.3 W54.6 

1'3.05 

飯田順三 P1.23 

飯田佳代 ¥12.11 

359 



360 

飯沼一宇 P2-73 

池田順子 P2-67 S6-5 

池回穣衛 S5 

池田研二 S4-5 

池田正明 P2-42 

池回正行 P2-62 

池上浩司 PI-20 V2-05 

池中一裕 PI-05 PI-40 PI-41 

V6-07 S3 S3-PL 

萱岐大祐 V5-01 

今川浩之 P2-13 

今井嘉紀 PI-16 WS4-3 

今泉和則 PI-73 PI-47 PI-72 

P2-25 P2-16 

今泉美佳 P205 

今村一之 V2-02 

井門ゆかり W53-5追加発言

井本敬二 S20-4 55-4 

稲垣正俊 P2-11 P2-15 

稲垣好昌 WS6-7 

稲熊裕 V2-11 V5-05 
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稲永由紀子 PI-42 

稲津正人 PI-07 
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井上順雄 WSI-6 PI-04 
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井上辰志 WS6-3 

井上登美夫 V4-01

井上雄一朗 PI-23 

入谷修司 S4-5 
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石原健 PI-08 

石井加代子 PI-37 

石川紘一 WS2-5 WS8-6 

石川哲也 WS3-2 
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田

桐

岡

岡

山

藤

藤

藤

藤

藤

藤

藤

藤

又

端

端

口

口

原

原

井

合

金

菅

管

嘉

笠

笠

柏

片

片

片

片

片

加

加

加

加

加

加

加

加

勝

桂

川

川

川

川

川

川

川

河

河合良訓 PI-06 

川上秀史 Pl-77 Pl-33 P2-59 

P2-55 S7-5 S5-4 

WS3-5追加発言

川俣貴一 WS7-4 

111又敏男 V3-01 V3-03 V3-04 

河本竹正 V2-04 V6-09 

川村勇樹 PI-74 

川野仁 WS6-7 

河野真子 S3-PL Pl-41 

川ノ口 :悶 P2-05 

瓦井俊孝 P2-55 

河瀬斌 P2-70 

川島麗 P2-49 

河田啓介 P2-20 

川添陽子 P2-26 

賀谷直樹 Pl-19 

城所良明 WSl-2 

菊地匡一 WS6-2 

木元克輔 WS9-3 P2-39 

吉良潤 S6-3 S6 WS3-4 

岸本正巳 P2-05 

岸本年史 Pl-23 

北田一博 S8-PL 

北川一夫 S3-4 WS6-8 

北村邦男 PI-28 

北村健 P2-59 PI-33 

木谷隆子 P2-21 

北山滋雄 VI-08 

鬼頭昭三 P2-14 P2-38 

木内 ー寄 P2-54 

木山博資 P2-24 WS6-1 V 4-08 

1書1事秀孔 Pl-31 Pl-32 P2-69 

胡建国 Pl-78 

木幡陽 Pl-66 Pl-54 

小林健一郎 S8-3

小林和夫 P2-74 

小林正克 Pl-35 

小林三和子 P2-33

古賀毅 P2-22 

河野朋子 WS1-5 

郡山達男 P2-67 S6-5 

高坂新一 WS6-4 WS7-7 WS5-2 

WS4-3 V5-04 Pl-16 

P2-40 

小出玲爾 S5-1 WS2-7 

小池亮子 WS3-5 

小池達郎 P1-50 P1-18 P1-20 

PI-19 PI-21 WS7-1 

V2-05 

小糸寿美 P1-26 

小泉修一 V1-07 

小嶋久子 P2-49 P2-47 V2-07 

小島正己 V5-07 

小久保稔 P2-37 

駒井清暢 P2-58 

駒野宏人 P1・74

小松真紀子 V2-08

小宮義嘩 Pl-lO P1-14 WS4 

V6-03 

小宮山徳太郎Pl-64 P1-65 

近夫 V4-04 

近藤文雄 P2-61 

近藤郁子 Pl-12 

小西明雄 P1-53 

小堺有史 V4-03 

古武弥一郎 P2-52 S7-2 

小谷政春 Pl-30 

高坂新一 P2-40 



古和久典 WS9-6 

小和田祐紀 WS6-7

小山洋道 WS6-7 

児矢野総 PI-42 P2-23 

小塚和子 P2-67 

久保幸穂 PI-12 

久保武一 WS5-5 

久保原禅 PI-49 

工藤喬 S10-6 WS4-4 P2-64 

熊田竜郎 PI-40 

熊谷善弘 WS5-5 

熊谷圭 WS9-2 P2-08 

熊倉鴻之助 P2-05 

国本学 PI-24 

久野友子 V2-04 

郭哲輝 VI-12 

栗原英見 P2-32 

栗原正 P2-40 P2-49 

PI-25 

栗栖薫 WS6-3 S8-PL 

栗山勝 WS7 

黒田洋一郎 V3-09 PI-75 

黒川知則 SI-4 

黒木規臣 S4-5 

黒木俊秀 PI-57 PI-61 

黒見担 PI-49 WSI-2 

車谷隆宏 P2-64 

補見公義 WS9ι 

楠進 S6-4 S6 

桑原敬介 WS6ι 

桑原玲子 P2-06 

桑野良三 PI-39 

(L) 

P2-47 

Liu. Chen PI-66 

Louis lean-Claude S10-10 

1
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培

艶
英

争

}

李

李

倒

Miao Chuai V 4-09 

Mobarakeh 1alal l.adi P2-73 

馬湖卓真 WS6-8 

町出充 WS7-7 

前田秀一郎 WS5-1 WS5 

間島竹彦 V4-01 

丸山博文 PI-77 P2-59 

丸山敬 PI-76 

丸山直紀 PI-12 

丸山尚治 PI-02 

丸山和佳子 V2-09 S7-3 

丸山悠司 P2-60 

正木全 V2-01 

増尾好則 V2-01 

益山隆志 WS9-1 

間藤尚美 WS5・6

松田育美 PI-45 

松田敏夫 V6-01 

松田義宏 PI-26 

松田芳人 VI-0l 

松井真 S6-2 

松川| 則之

松峯宏人

松宮輝彦

松本清

P2-36 P2-44 

S7.1 

Pl.07 Pl.62 

WS8.7 

Pl'41 

松本国治 Pl.36 

松本昌泰 S3 WS6.8 S3'4 

松本知也 V5-07 

松村展敬 WS4-6 

松尾明典 S3-3 

松尾義久 P2-20 

松岡一郎 P2.33 

松烏伸DB S8-3 

松山善次郎 S5-4

松崎秀夫 V4'05 V4-08 V5-03 

道川誠 PI-71 PI-68 PI-70 

PI-74 

道川貴章 WS2-6 

三神正昭 PI-65 PI-64 S8-2 

V4-02 

三木直正 会長講演VI-12 WS4.2 

三木哲郎 SI.3 

御子柴克彦 PI-43 P2-17 V5-05 

WS2'6 

三園雅彦 V4'01 S4 

三森康世 SI 

南雅文 WS9-4 

南敏明 WS9-8 

湊川洋介 WS3-2 

満留昭久 S8-3 

三ツ汐洋 PI-64 Pl.65 

満国憲昭 PI-06 

満田憲昭 V4'08 

三浦裕 WS8'4 

三浦公志郎 P2-20

三浦真紀 WS7-1 

三浦正幸 S3-1 WS2-3 WS2.2 

三浦玲子 PI-03 

三浦貞則 V2'07 

三浦裕 PI-23 

宮地栄一 P2.57 P2-68 

宮地隆史 PI-33 P2-59 

宮川太平 P2'29 

三宅進 V 4-05 V 4.08 V5'03 

Pl.06 

宮本英七 Vl.11 V3~3 V3~1 

Vl.lO V3-04 WS1.4 

P2-29 

宮本政臣 V2'01 

宮田卓樹 WS6.6 

宮武史子 Pl'78 

宮武正 WS3 

宮崎博文 PI-48 

宮崎育子 Pl.55 P2-02 

三好出 P2.11 P2.15 

三好功蜂 V3-01 V3-03 V3.04 

三好耕 P2.16 PI-72 

水野恭{申 WSI-5 

水野能義 V5-03 

水野哲也 Pl.68 

水野美邦 S7 

水湾英洋 WS8.5 

水島秀勝 WS8-7 

茂木真希雄 WS2-8

毛利哲郎 V5-02 

桃井隆 WS2.2 

百渓英一 V2'07 

森啓 SI SI.5 V3'02 

Pl.76 
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森啓至 P2-03 

森徹自 P2-69 PI-31 Pl.32 

WSι2 

森泰生 S5.4 

森原剛史 P2.25 

森川将行 P2.37 PI-23 

森本潔 WS5-5 

森本高子 WS5.2 

森野豊之 S7-5 

森岡徳光 WS9-2 P2.08 

森島真帆 V3-05 WS5-4 

森島美絵子 P2-06 

森田克也 Vl'08 

守屋友加 Pl.69 

森山昭彦 PI-23 

森山芳男 VI-03 VI-06 

諸橋愛子 V6-09 

本村 軍事介 PI-61 

向井秀幸 V3-04 

村口佐知子 P2.54

村井真知子 P2-50 Pl.51 

村上富士夫 S4'1

村松直樹 WS6.7 

村本和世 Pl.75 

村中英樹 S8-3 

村岡修 WS4-2 

村山美由紀 WS4-5

村山宣人 P2・46

村山洋 WS4.5 

村山俊彦 WSI-7 P2.51 

室田誠逸 P2-62 

武藤多津郎 WS7-3

(N) 

鍋島俊隆 S10.2 

鍋島陽 SI-PL 

名回聡美 VI-04 

永井克也 PI-26 

草野忠聖 P2.28 

長岡孝則 WS4.1 

永沢秀子 Pl.11 

永田栄一郎 V4-03

永田俊人 WS2.5 WS8-6 

永田豊 P2-57 P2-68 

永津俊治 WS2.8 P2-03 

長安祐子 V6-04 V6'06 

内木宏延 WS5・PL

中田智絵 Pl.40 

中回規之 PI-34 

中田祐二 PI-35 

中舘和彦 V2.02 

中福雅人 Pl'42 

中HI 八郎 Pl.78 

中川美和子 Vl.05 

中川勉 P2-30 

中川原章 V2.04 V6'09 

中原辰雄 Pl.61 

中平英子 Pl'40 

中井真通 ¥73-01 V303 

中井陽子 PI-24 

中島眼 P2-71 P2.72 

f中嶋一範 WS7-6 PI-43 

中嶋一行 P2.40 

中島光業 V3'02 

中村精紀 WS8.7 

V3'04 
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中村和弘 Pl.46 

中村和生 V2'07 P2.49 

中村和雄 P2.01 

中村雅之 S8・ V4'02 Pl.65 

Pl.64 

中村重信 会長講演S5'4 S10'1 

WS3-1 WSl S7.5 

S6.5 WS3.5追加発言

、IIS2.6 Pl.77 Pl.78 
Pl.33 P2.55 P2・59

P2.67 

中村静雄 P2'46 

中村祥子 Pl.50 

中村俊 WS1.5 

中村泰子 P2.40 

中村洋一 Pl.48 Pl.22 V4'09 

中村祐 WS4.4 S10'6 P2.64 

V2.02 V2.03 

中野泰子 Pl・54

中野有香 S10'6 

中尾直之 WS6.9 V2'10 

中岡龍貴 V5'01 

中島昭 P2.03 

中島健二 WS9.6 

イ中田 義啓 WS9 WS9.2 V5.04 

P2.08 P2.15 

中津可道 P2.50 Pl.51 

中山耕造 Pl.09 

中山孝 WS1.6 

中山均 P2.19 

中山幸代 Pl.11 

中海淳 P2.20 

中海敬信 WS1.3 

難波寿明 P2.28 • 

涛川一彦 V4.08 WS6.1 

直井信 V2.09 S7.3 

那波宏之 P2.27 P2.28 Pl.58 

WS7.5 

根津竹哉 Pl.03 

二階堂琢也 P2.69 Pl.31 Pl.32 

WS6.2 

西田朗 WS4.7 Pl.60 

西嶋千晶 P2.39 

西島正博 P2.47 

西川i徹 S2 S2'PL S20'2 

S2.2 Vl.02 

西木禎一 P2.05 

西村伊三男 WS2.2 Pl.67 

西中直也 V6'08 

西野仁雄 Pl.05 P2.44 

西尾チカ Pl.53 Pl.52 

西岡博文 V5.06 

西谷しのぶ SI'4

西山啓次 Pl.52 

新田淳美 P2.31 P2.34 V5'06 

WS7・2

野田公 WS3.5追加発言

野川茂 V4'03 P2.66 

野口浩 P2.30 

野間口博子 P2.74

野元正弘 WS9・1

野村正彦 P2.45 P2.49 Pl.29 

P2.42 Pl.28 

野村靖幸 WS1.7 P2.51 

神経化学 Vol. 38 (No. 3)，1999 

野中良一 S2.5 

野々村健 P2.30 

野崎兼吉 S5'1 

野沢りさ WS6.7 

額田敏秀 Pl.03 

沼川忠広 V5.07 

(0) 

大庭明生 S3'PL 

小幡邦彦 S4 

越智一秀 WS3.5追加発言 S6.5 

P2.67 

越智隆弘 P2.24 

尾形直則 V4.09 Pl.48 

小川祐人 WS6.6 

小川和人 P2.68 P2.57 

小川紀雄 P2.02 Pl.55 P2.61 

小川l智 V4'06 V4'07 

荻田喜代一 Vl'04

小倉明彦 P2.35 520.7 

小倉博雄 WS2.6 

大橋隆 Pl.34 

大橋十也 WS7.6 P2.26 

大平美紀 V6.09 

大木武 Pl.34 

大倉多美子 Pl.ll 

大宮誠 P2.34 

大森啓充 WS2.6 

大西浩史 P2.22 

大野耕策 P2.56 

大野知親 P2.46 

大沼徹 S2.3 

大i海郁朗 WS5.2 

大海圭子 WS6.4 WS4.3 P1-l6 

大鳥登志男 P2.17 

大下智彦 WS3.5追加発言

太田成男 SI.2 

太田秀臣 V2.1l 

太田茂 S7 S7.2 P2.52 

P2・53

大谷義夫 V2.07 

大槻俊輔 WS6.8 

大矢博昭 P2.71 P2.72 

大屋敷孝雄 Pl.45

小鹿幸生 P2.36 Pl.41 P2.44 

岡美智子 P2.63 

岡田元宏 S8.5 

岡田亜希子 P2'15 

岡田秀親 P2.44 

岡田雅人 Pl.26 

岡田泰伸 S20'6 

岡戸晴夫 V4.05 

岡本泰昌 P2'1l Pl.60 P2.15 

WS4.7 
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幸
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村

野

野

川

田

熊

村

村

野

倉

森

岡

同

岡

大

奥

大

奥

奥

奥

大

大

小野道子 P2.30 

小野功貨 V3.04 

小野田学時 Pl.39

小野寺理 S5.1 WS2.7 S8'1 

大沼悌 S8.2

折笠瑞穂 Pl.18 

織内昇 V4.01 

納光弘 S6・PL

小山内たか Pl.30

大沢ひろみ P1.02 

太田明 P2.03 

大津洋 P2.28 

小山文隆 WS3.3 V3.05 

小山田正人 WS4'1

小山田ゆみ子WS4.1

小柳清光 P2.26 

小沢寛樹 WS4.8 

(P) 

Pant. H. C. P2・17

Pepeu Giancado P2.60 

Pleasure Oavid S3.2 

(Q) 

活企文 Pl.71 Pl.74 

(R) 

Rasenick. M. M. WS4.8 

Rossor Martin N. S10-5 

(5) 
Saffen David P2.18 

Schenk Dale B. S10'9 

Spitalnik. Steven L. Pl.66 

St. George'Hyslop Peter H. S10'3 

Subramani Suresh WS3'1 

定方哲史 VH.2 

鷺直樹 Pl.Q3 

西須英雄 Pl-l3 

斉藤真子 WS7.5 

斉藤克 P2.47 

斉藤真希 P2.47 

斎藤尚亮 V3'01 S20'3 

斉藤哲一郎 V6'07

斎藤利和 WS4.8 

酒井偉久子 WS6.7

阪井一雄 S20'3 

酒井久美子 P2.43 

酒井規雄 S20.3 

坂本陣 P2.26 P2.56 

坂本安 Pl.28 

坂本明かり Pl.45 

桜川宣男 P2.23 Pl'42 V2'1Q 

標井映子 P2.73 

摂井香織 P2.38 

桜井洋子 Pl.27 Pl.24 Pl.29 

三五一憲 P2-48 

佐野輝 Pl.64 Pl.65 S8.2 

S20'1 V4.02 

佐野護 WS3.2 

笹征史 S8 S8・PL

笹原武志 V2'07 

笹川展幸 P2.05 

佐々木文彦 WS4.2

佐々木英忠 V3'08

佐々木健 Pl.77 V3.09 

佐々木孝寛 Pl.15



佐々木洋 WS4-3 P1-16 

佐藤光 WS1-6 

佐藤品 S5-1 

佐藤博 P1-39 

佐藤一紀 P2-22 

佐藤直也 P1-73 P1-72 P2-16 

佐藤俊也 55-1 

佐藤雄治 P1-54 P1-66 

佐藤公道 W59 WS9-4 

佐藤康二 P1-06 

沢木和延 WS6-6 

E事国秀幸 57-4 

:事国誠 WS6-5 

1事村直哉 V3-05 

佐伯清美 P1-38 

関口真理子 P2-22 

関口正幸 S20-2 

関川賢二 V2-07 

関野祐子 S4-2 

仙波純一 P1-59 

仙波恵美子 P1-06

仙波 りつ子 W59-3 V5-05 

千秋達雄 P1-27 

瀬尾寿美子 W56-1

芹川忠夫 58-PL 

芝崎太 P1-17 

柴山健三 P2-57 

重本和宏 P1-12 

茂里康 P2-10 

清水信義 57-PL 

清水孝彦 V3-02 

清水隆雄 W59-1 

下積俊 W58-3 WS8 57-4 

P1-69 

下畑享良 55-1 WS27 

下島桐 P2-13 

新納信江 W53-4 

篠田晃 P2-20 

篠原弘明 P2-32 

篠原慶子 Pl.03 

新家努 W57-4 

塩田清二 W58-7 

白井康仁 S20-3 

白根正智 P2-01 

白尾智明 54-2 V6-05 

白崎竜 54-1

白滞信行 P2-12 

白湾卓二 V3-02 

白鷹増男 P2-49 

域谷圭朗 V3・06

宍倉朋胤 V6-09 

志知隆雄 58-1 

正回孝明 V3-09 

東海林幹夫 P1-78

司秋生 P1-48 P1-22 

祖父江元 W57-8 

祖父江和哉 W58-4

曽我智子 P1-04 

十川千春 P1-55 

祖川由美 V1-09 

相馬良明 W56・7

染矢俊幸 P2-27 P1-58 

宋時栄 P1-46 

管野純夫 V6-09 

須川誠 P1-29 

菅原正伯 WS2-7 

菅原 1育 V6-02 

杉谷誠一郎 P2-53

杉山博之 58-3 

須原哲也 52-4 P1-59 

鈴木宣雄 P2-31 

鈴木重明 P2-66 V4-03 

鈴木崇弘 P2-03 

鈴木龍雄 P1-09 

鈴木智久 V5-04 

鈴木康之 W53-7 

鈴木穣 V6-09 

(T) 

田畑秀典 P1-43 

田平武 S10-4 V3-06 

因調明子 V5-01 

立花太郎 P2-24 

田口文章 V2-07 

田口雅之 P2-47 P2-49 

田口康智 V4-09 

泰地陸夫 P2-30 

平英一 W54-2 

高田尚幸 V2-04 V6-09 

高寺恒雄 P1-45 

高木正仁 P1-63 

高橋均 55-1 

高橋勝宣 V1-02 

高橋慶吉 V3-06 

高橋誠 P2-27 P1-58 

高橋正身 P2-06 P2-22 P2-05 

P2-07 W51-1 WS1 

高橋将人 V6-09 

高橋良輔 P1-78 

高橋隆 V6-08 

高橋聖一 P2-07 

高橋勤 V2-09 
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