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第43回日本神経化学会大会実行委員

小川 智(金沢大学医学部第三解剖学)

加藤 聖(金沢大学・院・医・分子神経情報学)

狩野方伸(金沢大学医学部第二生理学)

辻 彰(金沢大学薬学部薬効動態学)

東田 陽博(金沢大学・院・医・細胞遺伝子学)

米田 幸雄(金沢大学薬学部薬効動態学)

第43回日本神経化学会大会助言委員

越野好文(金沢大学医学部神経精神医学)

山下純宏(金沢大学医学部脳神経外科学)

第43回日本神経化学会大会プログラム委員

浅野 宮子(愛知県心身障害者コロニー発達障害研究所生化学部)

阿部 輝雄(新潟大学脳研究所細胞神経生物学分野)

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)

井上和秀(国立医薬品食品衛生研究所薬理部)

植村 慶一(慶慮義塾大学医学部生理学)

小倉 明彦(大阪大学大学院理学研究科生物科学専攻)

加藤 兼房(愛知県心身障害者コロニー発達障害研究所生化学部)

加藤 泰治(名古屋市立大学医学部分子医学研究所生体制御部門)

加藤 尚彦(横浜市立大学医学部生化学第一講座)

熊倉鴻之助(上智大学生命科学研究所神経化学部門)

高坂 新一(国立精神・神経センタ}神経研究所代謝研究部)

小宮義湾(群馬大学医学部分子病態学)

佐野 護(京都府立医科大学生物学教室)

仙波りつ子(愛知県心身障害者コロニー発達障害研究所周生期)

高橋正身((株)三菱化学生命科学研究所)

東田 道久(富山医科薬科大学和漢薬研究所生物試験)

遠山 正嫡(大阪大学大学院医学系研究科機能形態学講座)

永津俊治(藤田保健衛生大学総合医科学研究所)

中村 洋一(金沢大学薬学部薬効動態学講座薬物学教室)

那波宏之(新潟大学脳研究所基礎神経科学部門)
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山田 正仁(金沢大学医学部神経内科学)

(敬称略)

額田 敏秀(東京都精神医学総合研究所神経化学部門)

野田 百美(九州大学大学院薬学研究科病態生理)

野村正彦(埼玉医科大学第一生理学)

野村 靖幸(北海道大学大学院薬学研究科医療薬学専攻)

芳賀 達也 (東京大学医学系研究科神経医学専攻基礎神経産学講座神経生化学)

畠中 寛(大阪大学蛋白質研究所蛋白質生合成部門)

林要喜知(旭川医科大学生命科学教室)

樋口 宗史(新潟大学医学部薬理学講座)

福井裕行(徳島大学薬学部薬物学教室)

古川l昭栄(岐阜薬科大学分子生物学)
御子柴克彦(東京大学医科学研究所脳神経発生・分化分野)

宮本英七(熊本大学医学部第一薬理学)

山内 卓(徳島大学薬学部生化学)

山形 要人制凍京都医学研究麟東京都神経科学総合研究所神様理)

山脇 成人(広島大学医学部神経精神医学)

吉川 和明(大阪大学蛋白質研究所蛋白質機能制御部門)

渡辺 建彦(東北大学大学院医学系研究科細胞薬理分野)

渡辺義文(山口大学医学部神経精神医学講座)

(E-mailにて議案をお送りしご検討いただきました。)
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-航空機利用の場合(到着:小松空港)

東京...・H ・..約 1時間 (11便/1日)

札幌....・H ・-約 1時間 30分(1便/1日)

仙台...・H ・..約 1時間 10分(1便/1日)

広島....・H ・-約 1時間 10分 (2便/1日)

出雲....・H ・-約 1時間05分(1便/1日)

福岡....・H ・-約 1時間 15分(3便/1日)
沖縄....・H ・-約 2時間 10分 (1便/1日)

*小松空港~金沢市内は発着・到着に合わせて連絡パスがあります。

eJR利用の場合 (JR金沢駅までの便)

東京より(越後湯沢経由)…....・H ・-….3時間43分(10便/1日)

(米原経由)….....・ H ・...・ H ・-… 4時間 19分 (15便/1日)
大阪より....・ H ・....・ H ・....・ H ・......… H ・H ・-… 2時間 29分 (23便/1日)
名古屋より(米原経由).........・H ・...・...2時間23分 (8便/1日)

関西国際空港より(京都経由)....・H ・.3時間23分(11便/1日)

-金沢駅から金沢市観光会館まで

パス利用

北陸鉄道パス 金沢駅東口から約25分

路線番号 18番(花里線)笠舞2丁目経由「金沢学院大学J行き
本多町下車(観光会館の道路の向い側に停車します)

その他いろいろの路線を利用し、香林坊にて下車: 徒歩 10分

タクシー

金沢駅東口から約 15分(約 1，200円)
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-会場周辺図
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-金沢市観光会館

1階

A会場

匝三't1i，t_ f!!副司 r
中央公民館へ

2階 仁

3鰭



-中央公民館

1階

2階

3階
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金沢市観光会館連絡通路
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1. A会場発表の演者の方ヘ
1)金沢大会ではA会場のみスライド発表を行います。 (A会場でのすべての発表)

2)原則として 35mmのプロジェクターを 1台使用します。

3)スライド受付は A会場 1階入口のスライド受付にて行います。必ず発表されるセッ

ションの開始時間 20分前までにスライドをスライド受付に提出してください。

4)スライドは所定のスライドホルダ}に入れ提出し、ご自身で試写を行った上で係にお

渡しください。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スライド受付にてお受け取りください。

5)発表者は発表20分前には必ず次演者席にお着きください。

6)講演時間は一般口演が発表時間 10分、討論時間 10分です。講演時間の厳守をお願い

致します。尚、一般口演以外の発表形式は各セッションによって発表時間が異なりま

す。各司会、オーガナイザーにお問合せください。

2. 8， C， D会場発表の演者の方ヘ
1) B， C，D会場は OHPのみを使用しての発表となります。(シンポジウムも含む)

2)B，C，D会場では、発表用 OHPは発表まで発表者がお持ちください。ただし、シンポ

ジウム、一般演題共に、発表時に OHPの補助を必要とする方は、その旨、進行係に

申し出てください。進行係の者が補助します。

3)発表者は発表20分前には必ず次演者席にお着きください。

4)講演時間は一般口演が発表時間 10分、討論時間 10分です。講演時間の厳守をお願い

致します。尚、一般口演以外の発表形式は各セッションによって発表時聞が異なりま

す。各司会、オーガナイザーにお問合せください。

3.司会者、座長の方へ
1)担当される各セッションの開始 20分前までには各会場入りし、次座長席にお着きく

ださい。

2)時間厳守に留意していただき運営してください。

3)シンポジウムでは最後に必ずまとめの時間をとって、フロアーを交えて討論を行って

ください。
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4.ポスター発表の方ヘ

・ポスターの展示要領
て 120cm------1

t I鰐|演題名氏名一

210cm 

発表スペース

m
 
K
I
l
l
i
-
-
v
 

nツー

1)発表内容は上記の展示スペースに収まるようにしてください。

2)パネル左上の演題番号は大会事務局が作成致します。演題名、所属、氏名は各自で

20cmx100cmの大きさのものを用意してください。

3)日本語の理解が難しい参加者の為に、英語の要約をつけたり、英語での図の説明をつ

けるなどのご配慮もお願いいたします。

4)パネル自体には直接図や文字を書いたり、糊付けしたりはできませんO

5)掲示用の押しピンは大会事務局にてご用意いたします。

-ポスター発表・討論

1)ポスター展示会場は金沢市観光会館 1階展示室と 3階ロビーです。各掲示場所につい

ては当日ご確認ください。

2)ポスター発表は 18日、 19日のいずれかになります。優秀ポスター発表は 20日にも

掲示をお願いします。

3)ポスター討論は 18日、 19日の両日とも午後 12時から 14時まで設定してあります。

発表者は必ず自分のポスター前に待機してください。尚、 20日の優秀ポスターは掲示

のみになります。

4)ポスターは 18日、 19日両日とも午前9時から 10時までの聞に所定の場所に掲示を

してください。撤去は午後7時までに完了してください。 20日の優秀ポスター掲示は

午前9時から 10時までに掲示していただき、午後3時までには撤去を完了してくだ

さい。撤去されないポスターは事務局にて撤収させていただきますが、郵送などによ

る返送はいたしかねますのでご了承ください。
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1 総会

日時 10月20日(金)12:00-13:00 
場所 A会場(金沢市観光会館1階大ホール)

平成 12年度総会議題(案)
1. 理事長報告

2. 庶務報告

3. 出版・広報報告

4. プログラム編成報告

5. 委員会報告

6. 平成 12年度奨励賞選考結果報告
7. 平成 11年度決算の件

8. 平成 13年度予算の件

9. 評議員選任の件

10.理事改選の件
11.次期大会の件

12.その他

2.評議員会
日時 10月17日(火) 17:00-19:00 
場所 B会場(金沢市観光会館2階)

評議員会議題(案)

「日本神経化学会の問題点と将来像」

***************************************** 
優秀ポスター賞について

ポスター発表の中から「これは良いJと思うポスターを参加者全員に選んでいただきま
す。優秀ポスターの定義は投票者の基準にお任せします。

[ルール]

1.投票券は登録した参加者にネームプレートと同時に配付します。

2. 17日の評議員会に参加した評議員には追加投票券 (3枚)を配ります。
3.第1日目、第2日目のポスターのポスター番号をそれぞれ2名まで選び、

無記名投票して下さい。

4. 第 1 日目、第 2 日目の得票数の上位からそれぞれ 5~8 演題(top 10%)を優秀

ポスタ}として選定します。

5.優秀ポスターに選ばれた発表者を懇親会席上で表彰します。
6.優秀ポスターに選ばれた人は第3日目のポスター会場に再掲示してください。

(第3日目に参加できない人は大会で代行し、掲示の後、返送します。)



9:00 

10:00 

11 :00 

12:00 

13:00 

14:00 

15:00 

16:00 

17:00 

18:00 

19:00 

20:00 

21:00 
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シンポジウム |シンポジウム |シンポジウム |シンポジウム | 掲示 |機器・書籍展示

S2 IS3 IS4 IS5 11POI-IP81 
岡野・中福 |芳賀 |横山 |高坂・井上

神経発生の分|コリン作動性神|バイオインフォ IATP受容体の脳
子・細胞メカニ|経の神経生物|マテイクス |内生理機能

ズム i学最近の話題

奨励賞選考シン|口演 |口演 |口演

ポジウム IIB1400 - 11C1400 - IID1400-

公開・合同シン

ポジウム

S1 
植田・山脇

lB16201 lC16201 1D1620 

討論

撤去

シンポジウム企

画委員会

奨励賞選考委員
メ込
A 

理事会
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9:00 

10:00 

11:00 

12:00 

13:00斗|

14:00斗|

シンポジウム

S6 
小川・遠山

脳虚血

教育議演

大野博司

L4 

WGS軸索の形

成と維持

S14 
15:00斗|久永・武田

1附 Jb二
特別講演

D. Stern 

L1 
17:00斗|

特別講演

C. Klee 
L2 

18:00斗|
特別講演

永津俊治

19:00 ~~ 

20:00 

21:00 

神経化学 Vol.39(No.3)，2000 

シンポジウム |シンポジウム |シンポジウム | 掲示 |機器・書籍展示

S7 IS8 IS9 12POl -2P74 
阿部・高橋 |木山・加藤 !池中

シナプス機能と|中枢神経軸索再|現在のグリア細

ホスファチジル|生の分子機構 |胞系譜でその多

イノシトール代様性を説明でき

謝 るか?

懇親会準備 わくわく生意気

コロキュウム

(米田道場)

S15 

中村・松岡

懇親会

-奨励賞表彰式

-優秀ポスター賞表彰式

討論

撤去
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11 :00 

12:00 

13:00 

14:00 

15:00 

16:00 

17:00 

18:00 

19:00 

20:00 

21:00 
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シンポジウム |シンポジウム |シンポジウム |シンポジウム | 掲示 |機器・書籍展示

510 1511 1512 1513 優秀ポスター

五嶋・平 |井ノ口・狩野 |樋口・仙波 |野田・中西

細胞接着による|選択的シナプス|食欲の分子制御|脳のホメオスタ

生理機能の制御|強化・除去の分シスとミクログ

とその異常 |子機構 リアの機能

総会

口演 |口演 |口演 |口演

3A1300 - 13B1300 - 13C1300 - 13D1300-
3A15201 3B15401 3C15401 3D1520 

撤去

懇親テニス会
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特別講演

特別講演

10月19日(木)16: 00・17:00 
A会場

司会:小川 智(金沢大学医学部第3解剖)

L1 Cell-associated targets of amyloid-beta peptide (As): the role of RAGE 

and ABAD as cofactors for As-induced cell stress. 

Shi Du YAW， Satoshi OGA W N， Ann SCHMIDT M人。DavidSTERN M.1 

lDepartment of Physiology Celluar Biophysics， Columbia University， 2Department of 

Neuroanatomy Kanazawa University School of Medicine 

10月19日(木)17: 00・18: 00 
A会場

司会:三木 直正(大阪大学大学院医学系研究科)

L2 Calcineurin: A Protein Phosphatase under the Control of Ca2+ and Reac-

tive Oxygen Species 

。ClaudeKlee1， Xutong Wangl， Hao Renl， Manik Ghosh1， Alexandre Samouilov2， Jay 
Zweier 

lLaboratory of Biochemistry， Nationa1 Cancer Institute， 2The Johns Hopkins University 

10月19日(木)18: 00・19:00 
A会場

司会:加藤泰治(名古屋市立大学医学部)

L3 パーキンソン病の神経化学的解明

。永津俊治

藤田保衛大・総医研・分子遺伝



教育講演・奨励賞選考シンポジウム

教育講演

10月19日(木)13:00・14: 00 
A会場

司会:小宮義嘩(群馬大学医学部)

L4 細胞内蛋白輸送と細胞極性

。大野博司

金沢大学がん研究所分子薬理部門

日本神経化学会

奨励賞選考シンポジウム

司会:池中 一裕(国立生理学研究所)

10月18日(水)14: 00・16:00 
A会場

シンポジスト

山形要人

中嶋一範

平 英一

丸山和佳子

(東京都神経科学総合研究所)

(東京滋恵会医科大学DNA医学研究所)

(大阪大学大学院医学系研究科)

(国立療養所中部病院長寿医療研究センター)
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公開シンポジウム

公開シンポジウム

10月18日(水)17: 00・19: 30 

S1 日本生物学的精神医学会合同企画シンポジウム
「神経ステロイドーその脳機能調節作用と分子基盤I

A会場
司会:植田 弘師(長崎大学薬学部分子薬理学)

山脇 成人(広島大学医学部神経精神医学)

81 本シンポジウムのねらい
。山脇成人

広島大学医学部神経精神医学

82 神経ステロイドとストレス疾患
。鍋島俊隆，野田幸裕

名古屋大学大学院医学研究科医療薬学・附属病院薬剤部

83 神経ステロイドの生合成と生理作用
。名和田新

九州大学大学院医学研究院病態制御内科学

84 脳海馬における神経ステ口イドの合成と急性作用

つ11戸佳
東京大学大学院総合文科研究科広域科学専攻

85 神経ステロイドの新しい受容体
。植田弘師，吉田明

長崎大学薬学部分子薬理学研究室

86 精神疾患における神経ステロイド
。三園雅彦

群馬大学医学部神経精神医学教室



シンポジウム

シンポジウム

10月18日(水)9: 00・12: 00 

S2 神経発生の分子・細胞メカニズム
(A会場)

司会:岡野 栄之(大阪大学大学院医学系研究科神経機能解剖学)

中福 雅人(東京大学大学院医学系研究科神経生物学)

87 脳の発生・再生と神経幹細胞
。中編雅人

東京大学大学院医学系研究科神経生物学教室

88 神経幹細胞の同定法の確立と分化制御機構

。岡野栄之1，111口綾乃津本和延島崎琢也宮田卓樹2
1大阪大学大学院医学系研究科・神経機能解剖学 2理研BSI'細胞培養

89 脳のパタ一二ングと神経分化における Pax6遺伝子の役割
。大隅典子

東北大学大学院医学系研究科器官構築学分野

810 サイトカインによる胎生期マウス中枢神経系の細胞系譜制御
中島欽一1，2柳津亮1ぺ滝沢琢己1，2落合和1，2。田賀哲也1，2

1東京医科歯科大学難治疾患研究所分子細胞生物学 2熊本大学発生医学研究センタ一転写制御

811 晴乳類大脳皮質形成機構
。小川正晴

理研・脳セ
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シンポジウム

10月18日(水)9: 00圃 12: 00 

S3 コリン作動性神経の神経生物学: 最近の話題
(8会場)

司会:芳賀 達也(東京大学大学院医学系研究科神経生化学)

812 高親和性コリン取り込みとアセチルコリン合成

。奥田隆志，芳賀達也

東京大学大学院医学系研究科神経生化学

813 ムスカリン性アセチルコリン受容体のノックアウトマウス

。松井稔本村大輔唐津博史藤川徹三蒋健小宮百合子高橋信一武藤誠

M.1 
1東京大学大学院薬学系研究科遺伝学教室 2高有製薬つくば研究所

814 大脳皮質におけるアセチルコリンによる制御作用
。木村文隆

大阪大学大学院医学研究科バイオメデイカルセンター神経生理

815 アセチルコリン作動性ニュー口ンと睡眠

。小山純正，香山雪彦

福島県立医科大学生理学第二講座

816 アルツハイマー病治療薬塩酸ドネベジルの神経化学的特性および臨床効果
。小笹貴史小倉博雄山西嘉晴2

lエーザイ株式会社筑波研究所，2Eisai London Research Laboratories 

10月18日(水)9: 00・12: 00 

S4 }'¥イオインフォマティクス
(C会場)

司会:横山 茂(金沢大学大学院医学系研究科細胞遺伝子学)

817 生体分子ネットワーク解析とバイオインフォマティクス
。五斗進

京都大学化学研究所



シンポジウム

S18 蛋白質問相互作用の網羅的解析とバイオインフォマティックス
。伊藤隆司

金沢大学がん研究所遺伝子染色体構築研究分野

S19 大きい蛋白質をコードするヒト脳長鎖cDNAの包括的解析
。中山学，長瀬陵弘，菊野玲子，小原牧

かずさDNA研究所ヒト遺伝子研究部

S20 From Genes to Dynamic Molecular Networks 

。RolandSomogyi， Alan Ableson， Max Kotlyar， Steve Misener， Hai Pham， Evan Steeg 
Molecular Mining Corporation 

10月18日(水)9: 00・12: 00 

S5 ATP受容体の脳内生理機能
(D会場)

司会:高坂新一(国立精神神経センター神経研究所)

井上 和秀(国立医薬品食品衛生研究所)

S21 ATP受容体の脳内生理機能:オーバービ.ユー
。井上和秀

国立医薬品食品衛生研究所

S22 ミクログリアにおける ATP誘発性ラッフリング形成とケモタキシス
。本田静世，佐々木洋，金i畢裕子，大津圭子，今井嘉紀，高坂新一
国立精神・神経センター神経研究所代謝研究部

S23 ATPによるミクログリアからのTNF-a遊離機構
。秀和泉，鈴木智久，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

S24 ATP受容体の脳内生理機能と Ca2+動態
。小泉修一，井上和秀

国立衛研・薬理

S25 ATP受容体の脳虚血に対する防御作用
。西崎知之

神戸大学医学部第一生理

177 
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シンポジウム

S26 ATP受容体による脳幹内シナプス伝達の制御
。加藤総夫

東京慈恵、会医科大学・医・薬理2

10月19日(木)9: 00・12: 00 

S6 脳虚血
(A会場)

司会:小川 智(金沢大学医学部第3解剖)
遠山 正輔(大阪大学大学院医学系研究科機能形態学)

S27 低酸素・虚血ストレスにより誘導される新規ユピキチン様蛋白SUPのク口一ニング及び機
能解析
。堀修1，3山口 i享2，3北尾康子遠山正嫡2，3小川智1，3

1金沢大学医学部医学科神経解剖(解剖学第3)講座大阪大学・院・医・機能形態学講座，3CREST，

JST 

S28 小胞体機能の制御による虚血性神経細胞死の抑制
。玉谷実智夫1，6松山知弘三山口 i享1，6塚本吉胤谷口学2ペ柳秀樹4，IJ、JII 智遠山
正禰1，6

1大阪大学大学院医学系研究科機能形態学講座兵庫医科大学第五内科国立循環器病センター病

理部，4HSP研究所金沢大学第三解剖学講座科学技術振興事業回戦略的基礎研究推進事業

S29 新規シナプス蛋白，mint family，の脳内局在と虚血後の発現変化
。松山知弘，岡本昌也，中島八束，西村裕之，杉田賓

兵庫医科大学第五内科

S30 霊長類に特異的な虚血性神経細胞死
。山嶋哲盛

金沢大学医学部脳神経外科学，SPSBS

S31 活性酸素による脳・神経細胞の障害とその防御機構
。中別府雄作

九州大学生体防御医学研究所生化学部門科学技術振興事業団・戦略的基礎研究推進事業

S32 脳虚血とトランスボーター
。山田和雄

名古屋市立大学医学部脳神経外科



シンポジウム

10月19日(木)9: 00・12: 00 

S7 シナプス機能とホスファチジルイノシトール代謝
(8会場)

司会:阿部輝雄(新潟大学脳研究所)

高橋正身(三菱化学生命科学研究所)

833 シナプス機能とホスファチジルイノシトール代謝:序論
。阿部輝雄

新潟大学脳研究所

834 細胞膜リン指質代謝と細胞運動
。金保安則本田晶1，2野上真宏1ペ宮崎秀幸1，2山崎正和1，2

1東京都臨床医学総合研究所薬理研究部門東京工業大学生命理工学研究科

835 神経伝達物質放出に関与するホスファチジルイノシトール←りン酸5ーキナーゼ

。有岡学1，KLENCHIN Vadim A人柴崎芳一九MARTINThomas F人北本勝ひこ l

1東大院・農生科・応生工，2University ofWisconsin-Madison， 3東大・医・糖尿病代謝内科

836 Phosphatidylinositol metabolism and synaptic vesicle recycling 

。YasuoNEMOTO 
RIKEN Brain Science Institute 

837 イノシトールリン酸と cADP-riboseによる Ca2+動員

。橋井美奈子，東田陽博

金沢大学大学院医学研究科細胞遺伝子学

10月19日(木)9: 00・12: 00 

S8 中枢神経軸索再生の分子機構
(C会場)

司会:木山博資(旭川医科大学解剖学第一)

838 再生軸索伸展の分子基盤

。木山博資，田辺勝久

旭川医科大学解剖学第一

加藤 聖(金沢大学大学院医学研究科分子神経情報学講座)
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シンポジウム

S39 Rho-ファミリーによる神経細胞の形態制御
。貝淵弘三

名古屋大学大学院医学研究科細胞情報薬理学講座

S40 Central nervous system trauma and the immune system: repair and protection 

。MichalSCHW ARTZ 

Depar佃lentof Neurobiology， The Weizmann Institute of Science， Rehovot， Israel 

S41 金魚視神経再生における細胞・分子機序

。加藤聖，松川通，劉中武，杉谷加代，DEVADASMalini 

金沢大学大学院医学研究科分子神経情報学講座

10月19日(木)9: 00・12: 00 

S9 現在のグリア細胞系譜でその多様性を説明できるか?
(D会場)
司会:池中 一裕(生理研神経情報)

S42 グリア細胞の機能と起源の多横性
。池中一裕

生理研・神経情報

S43 グリア細胞系譜と機能形態の多様性
。藤田哲也

ルイ・パストウール医学研究センター

S44 ミクログリアの多様性とその細胞系譜
。津田誠1.2小野健治1，3

1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科学技術振興事業団さきがけ21，3名

古屋市立大学薬学部

S45 ニワトリ匪の中枢神経系を用いたオリゴデンド口サイトの出現様式の解析
。小野勝彦

島根医科大学解剖学講座第2

S46 アミノ酸合成・輸送系からみたグリアの多様性
。渡辺雅彦

北大院・医・生体構造解析学分野



シンポジウム

10月20日(金)9: 00・12: 00 

S10 細胞接着による生理機能の制御とその異常
一ダウン症からガン転移機構までー

(A会場)
司会:五嶋 良郎(横浜市立大学医学部薬理学)

平英一(大阪大学大学院医学系研究科情報薬理学)

S47 膜結合型セマフォリンとその機能

。木村徹菊地薫林剛史中村史雄三佐々木幸生三五嶋良郎2，3

1住友製薬総合研究センターf横浜市立大学医学部薬理，3CREST JST 

S48 神経接着分子L1による軸索伸長の制御機構
。上口裕之

理化学研究所脳科学総合研究センタ一発生・分化研究グループ

S49 NAP:新しい細胞間接着機構

。高代研二中西宏之溝口明三好 i苧，高井義美l

181 

1大阪大学大学院医学系研究科生体制御医学生化学・分子生物学 2京都大学大学院医学研究科生体

構造医学機能微細形態学大阪府立成人病センター研究所

S50 シナプス活動依存的に発現調節される神経接着分子 Arcadlin

。山形要人安田新杉浦弘子田中秀和三三木直正2

1都神経研・神経薬理阪大院・医・情報薬理

S51 ニュー口プシンと神経機能
。吉田成孝

奈良先端科学技術大学院大学細胞構造

S52 細胞接着因子としての gmp46/CARの発現と機能解析

。桑野良三，本田岳夫，掘田優子，小堺都夫，斉藤宏，阿部貴子

新潟大学遺伝子実験施設

S53 Gliomaの細胞運動における RAGE-Amphoterinの役割と腫蕩抑制への応用

。田口明彦藤堂謙一渡遺学1，Stem David2， Schmid Ann Marie2 

1国立大阪南病院 2コロンピア大学



182 神経化学 Vol. 39 (No. 3). 2000 

シンポジウム

554 Functions of gicerin in the developing and adult nervous system 

。EiichiTaira1
• Shigeki Okumura1• Keiko KohamaI， Yasuhiro Tsukamoto2， Naomasa Miki1 

lDepartment of Pharmacology， Osaka University， 2Department of Veterinary Anatomy， Osaka 

Prefectural University 

555 ダウン症精神遅滞候補遺伝子D5CAMの解析

。山川和弘.Kishan Lal AGARWALA 
理研・脳センタ}・神経遺伝

10月20日(金)9: 00・12: 00 

S11 選択的シナプス強化・除去の分子機構
(8会場)

司会:井ノ口 馨(三菱化学生命科学研究所)

狩野 方伸(金沢大学医学部第二生理学)

556 遺伝子産物のシナプス選択的な機能発現の機構
。井ノ口馨

三菱化学生命科学研究所

557 発達期小脳シナプスの選択的除去機構
。橋本浩ー，狩野方伸

金沢大学医学部生理学第二講座

558 海馬シナプス伝達可塑性の分子機構
。真鍋俊也

神戸大学医学部生理学第一講座

559 神経シナプス足場蛋白質5-5CAMによる分子集積機構
。畑裕

東医歯大・大学院・病態代謝解析学

560 PDZ領域を持つアクチン結合蛋白質NeurabinIおよび1・Afadinのシナプスにおける微細局

在と機能
。溝口明

京都大学大学院医学研究科生体構造医学講座

561 開口放出を介した選択的シナプス可塑性の機構
。高橋正身

三菱化学生命科学研究所



シンポジウム

10月20日(金)9: 00・12: 00 

S12 食欲調節の分子制御
(C会場)

司会:樋口 宗史(新潟大学医学部薬理学講座)

仙波恵美子(和歌山県立医科大学解剖学)

S62 レプチンにより誘導される新規遺伝子群の探索
。森川吉博，上山栄子，久岡朋子，岩本武史，仙波恵美子

和歌山県立医科大学第二解剖学

S63 視床下部レプチン作用とヒスタミン神経の役割
。坂田利家，吉松博信，正木孝幸

大分医科大学医学部内科学第一講座

S64 オレキシンによるエネルギーホメオスターシスの制御
。桜井武，原淳子，山中章弘，後藤勝年

筑波大学基礎医学系薬理

S65 Novel neuropeptides implicated in the control of food intake 
OMasamitsu NAKAZATO 
Third Department of Intema1 Medicine， Miyazaki Medical College 

S66 ボンベシン受容体と摂食
。和田圭司，山国一之，和田恵津子

国立精神・神経センター神経研究所

S67 摂食に関わる NeuropeptideY遺伝子発現制御
。樋口宗史，村岡修，山口剛，員津雅稔，三富明夫

新潟大学医学部薬理学講座

183 
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シンポジウム

10月20日(金)9: 00・12: 00 

S13 脳のホメオスタシスとミクログリアの機能
(D会場)

司会:野田 百美(九州大学大学院薬学研究院病態生理学分野)

中西 博(九州大学大学院歯学研究院口腔機能分子科学)

S68 脳のホメオスタシスとミクログリア:Overview 
。錫村明生

市立四日市病院神経内科

S69 グルタミン酸を介した神経ーミクログリア連関
。野田百美

九州大学・大学院・薬学研究院・病態生理学分野

S70 ミクログリアの抗原提示機能におけるカテプシン Eの役割

。中西博，西奥剛，山本健二

九州大学大学院歯学研究院口腔機能分子科学

S71 ミクログリアにおけるアミ口イドベータ蛋白のシグナル伝達系

。中井真通，長谷川浩史，田中千賀子

兵庫県立高齢者脳機能研究センター

S72 神経一ミクログリア相互作用における脳内ケモカイン類の役割
。南雅文，佐藤公道

京大院・薬・生体機能

S73 ミクログリアの数と活性を決める因子

。田中潤也穂和子前田信治阪中雅広2

1愛媛大・医・生理愛媛大・医・三解剖

S74 脳障害時におけるミクログリアでのへムオキシゲナーゼー1誘導
。北村佳久

京都薬科大学病態生理学

S75 ミクログリアのプロトンチャネルと pHホメオスターシス
。久野みゆき，森畑宏一

大市大・院・医・分子細胞生理
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シンポジウム

10月19日(木)14: 00・15: 50 

S14 ワーキンググループセミナー
「軸索の形成と維持ーニュー口フィラメン卜の生理と病態-J

(A会場)
司会:久永 真市(東京都立大学理学研究科生物科学専攻)

武田 雅俊(大阪大学大学院医学系研究科精神医学)

876 ニュー口フィラメントのサブユニット構成と軸索内輸送
。田代朋子

青山学院大学理工学部化学科

877 810w Axonal Transport of Neurofilaments 
。AnthonyBROWN 
Department of Biological Sciences， Ohio University 

878 ニューロフィラメントの重合制御と細胞骨格の可塑性
。中村祐，武田雅俊

大阪大学大学院・医学系研究科・神経機能医学講座(精神医学)

879 プロリン指向性キナーゼとニュー口フィラメン卜のリン酸化
。久永真市

東京都立大学理学研究科生物科学専攻

880 ニュー口フィラメン卜の異常を伴う疾患一筋萎縮性側索硬化症を中心として
。佐々木彰一

東京女子医科大学脳神経センター神経内科
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シンポジウム

10月19日(木)14: 00・15: 50 

S15 わくわく生意気コロキュウム
(D会場)

オーガナイザー:米田 幸雄(金沢大学薬学部薬効動態学)

司会:中村 洋一(金沢大学薬学部薬効動態学)

松岡 一郎(北海道大学大学院薬学研究科生体分子薬学)

S81 グ1)ア細胞株由来神経栄養因子 (GDNF)の酵素免疫測定法 (EIA)の確立とラット脳発達
過程における発現変化

。新田 i享美，堀琢也，古川美子，古川昭栄
岐阜薬大・薬・分子生物

S82 L-Serは小脳プルキン工細胞の生存と分化を促進するバーグマングリア由来の栄養因子であ

る

。古屋茂樹田端俊英三苫純也九山田恵子4山崎美和子へ渡辺雅彦ヘ狩野方伸平

林義雄l

l理化学研究所脳科学総合研究センター神経回路メカニズム研究グループ金沢大学医学部第2生
理学教室、 CREST科学技術振興事業団，3Glycobiology Program， The Burnham Institute， 4北海道

大学医学部生体構造解析学

S83 活性化Aktはp53による神経細胞死を抑制する
。山口淳玉谷実智夫松崎秀夫涛川一彦木山博資満田憲昭遠山正嫡1

1大阪大学医学部機能形態学講座、 CREST，JST，2旭川医科大学第一解剖

S84 ヱリスロポエチン受容体を介した神経伝達物質放出の阻害と虚血性神経細胞死の抑制
。)11上政勝IJ，関口真理子三二本松伊都子2，1J、崎俊司高橋正身1，2

1東京大学大学院総合文化研究科広域科学専攻三菱化学生命科学研究所大阪府立大学
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一般演題(口演)

口演 (8会場)

10月18日(水)14: 00・16: 40 

プログラム細胞死

14 : 00 -15 : 20 ・・・・・・・・・・・小池 達郎(北海道大学大学院理学研究科)
畠中 寛(大阪大学蛋白質研究所蛋白質生合成部門)

181400 小胞体を起源とする細胞死メカニズムの解析
。片山泰一1，2，3人見淳一1，3今泉和則1，2，3遠山正嫡1，3

l大阪大学大学院医学系研究科機能形態学(解剖学第2)，2田辺製薬(株)創薬研究所，3CREST科学

技術庁

181420 シスタチン Cの酸素ストレスによる神経細胞死抑制効果

。西山啓次，西尾チカ，山田雅司，畠中寛

大阪大学蛋白質研究所生合成部門

181440 脊髄神経節ニュー口ンのアポトーシスにおける APP断片の蓄積

。桑子賢一郎，西村伊三男，二宮貢士，吉川和明

阪大・蛋白研・機能制御

181500 活性酸素によるニュー口ン死とミ卜コンドリア呼吸鎖活性の低下
。五味不二也内田洋子2

1都老人研超微形態部門 2都老人研神経病理部門

15・20-16 : 40 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・高寺 恒雄(北陸大学薬学部臨床化学)
谷浦秀夫(大阪大学蛋白質研究所)

181520 NR2B選択的 NMDA受容体アンタゴニス卜によるアポトーシスの誘導

。坂本ゆかり，高寺恒雄，大屋敷孝雄

北陸大学薬学部臨床化学
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一般演題(口演)

181540 PKCはPC12細胞の覚醒剤誘導細胞死を抑制する
。上村公一，吉田謙一

東大院・医・法医

181600 NAIP suppression of the cell death requires a 4 alpha-helix 81R domain 
Erin YOSHIDA N1， Harumi SAKAP， Asako OTOM01， oJoh-E lKEDN 
lNeuroGenes， ICORP/Japan Science and Technology Corporation， 2Department of Molecular 
Neuroscience， Institute of Medical Sciences， Tokai University 

181620 コルヒチンによる上頚神経節細臨のアポ卜ーシスにおけるカスパーゼ非依存的過程
。木下雅之¥二宮孝文小池達郎I

1北海道大学大学院理学研究科生物科学専攻 2札幌医科大学医学部解剖学講座

口演 (C会場)

10月18日(水)14: 00・15: 20 

細胞分化・ニューロン-グリア

14 : 00 -15 : 20 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・和田 圭司(国立精神神経センター)
松岡一郎(北海道大学大学院薬学研究科)

1C1400 8MPとレチノイン酸によって誘導される神経特異的新規遺伝子のプロモーター解析
。中谷俊幸荒井直亮1，)11野裕美小林三和子松本健一三有賀寛芳三松岡一郎1
1北海道大学大学院薬学研究科神経科学分野 2北海道大学大学院薬学研究科分子生物学分野

1C1420 HLH型転写因子によるオリゴデンドロサイト発生分化の調節
。鹿川哲史斉藤哲一郎和田圭樹中平英子池中一裕1

1岡崎国立共同研究機構生理学研究所神経情報部門京都大学再生医学研究所再生統御学研究部門



189 

一般演題(口演)

1C1440 ラット前脳由来の Neurospheresの増殖と分化における発生初期でのFGFおよびEGF応答

性について

。中山たかね，山之端万里

創価大学生命科学研究所

1C1500 神経突起伸長における BDM1の関与

。本郷茂樹，大木武，中田規之，竹田稔

昭和大・医・生化

口演 (C会場)

10月18日(水)15: 20・16: 40 

突起伸展・回路網形成

15 : 20 -16 : 40 
一武田雅俊(大阪大学大学院神経機能医学講座)
山内卓(徳島大学薬学部生化学)

1C1520 膜型セマフォリン分子、 Sema4D・plexinシグナル伝達

。稲垣忍，藤岡しほ，増田健太

大阪大学医学部保健学科神経生物学研究グループ

1C1540 中枢神経系細胞， CAD，の分化におけるカルモデュリン依存性プ口テインキナーゼ Hの誘導

と突起伸展への関与

。土内陸，祖川由美，山内卓

徳島大学大学院薬学研究科生化学研究室

1C1600 生地黄中の神経突起伸展促進物質の単離と作用の検討

。東田千尋，パスネット プルソタム，小松かつ子

富山医科薬科大学和漢薬研究所薬効解析センター
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一般演題(口演)

1C1620 無インスリン培地におけるラット大脳皮質初代神経培養細胞の神経突起形成への Rho-

kinaseの寄与

。松本均彦，中村祐，柏木雄次郎，福所英理子，山森秀長，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

口演 (D会場)

10月18日(水)14: 00・16: 40 

受容体・輸送体・神経伝達物質・修飾物質

14 : 00 -15 : 20 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 高松 研(東邦大学医学部二生理学)
渡遷康裕(防衛医科大学校薬理学)

101400 NG108-15細胞中に存在するイノシトールリン脂質代謝に共役しない 5・HT2C受容体様

mRNAの構造
。東国道久野村靖幸東田楊博渡辺裕司1

1富山医科薬科大学和漢薬研究所生物試験北海道大学大学院薬学研究科薬理学分野金沢大学大

学院医学研究科分子情報医学細胞遺伝学講座

1 01420 Fluoxetineによるパーキンソン病モデルラット線条体での外来性L-OOPA由来ドーパミン放

出減少効果

。大和博1，2神成一哉1，2沈活須田俊宏2松永宗雄1

1弘前大学医学部脳研神経統御部門 2弘前大学医学部第3内科

101440線条体特異的に発現する新規Gprotein-coupled receptor遺伝子 Gpr88の単離
。水島和幸1，2榊佳之2伊藤隆司1

1金沢大学がん研究所遺伝子染色体構築分野 2東京大学医科学研究所ヒトゲノム解析センター構造

解析



一般演題(口演)

101500 海馬スライスを用いた代謝型グルタミン酸受容体刺激による ERK応答の解析

。小林正明，近島博道，高松研

東邦大学医学部生理学第2講座

15 : 20 -16 : 40 
米田 幸雄(金沢大学薬学部薬効動態学)

191 

室田 誠逸(東京医歯大学大学院医歯学総合研究科分子細胞機能学分野)

101520 ラット前頭前野度質のモノアミン遊離における NMDA受容体サブユニット NR2Bの関与
。梶畑俊雄1，JII原健1，2黒木俊秀田代信維中原辰雄3

1九州大学大学院医学系研究科精神病態医学福岡県立太宰府病院九州大学理学部化学科

101540 ラット松果体特異的に発現している Na+依存性グルタミン酸輸送体 (GLT・1)ホモログのク

口一二ング
。八代聖基金井好克森山芳則1

l岡山大学薬学部生理化学教室杏林大学医学部薬理学教室

101600 興奮性グルタミン酸トランスポーター EAAT・1発現制御における CREBの関与
。池田正行氷見敏行室田誠逸2

1国立犀潟病院臨床研究部東京医科歯科大学大学院医歯学総合研究科分子細胞機能

101620 大脳度質シナプトソーム分画における [3H]D-セリンの取り込みと放出の解析
。山本直樹富田麗海野麻未金田小幸1，JII口直恵岩間久行1，2土田英人西JII
徹1，2

l国立精神・神経センター神経研究所疾病研究第3部 2東京医科歯科大学大学院精神行動医科学
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一般演題(口演)

口演 (A会場)

10月20日(金)13: 00・15: 40 

痴呆・アルツハイマ一病

13 : 00 -14 : 20 ・・・・今泉 和則(大阪大学大学院医学系研究科機能形態学)
加藤武(横浜市立大学大学院総合理学研究科分子認識部門)

3A1300 PC12D細臨に安定的に導入したヒトプレセニリン 1および突然変異プレセニリンの作用
。亀谷富由樹田中喜久子宇佐美美穂子丸山敬森啓2

1東京都精神医学総合研究所分子生物研究部門 2大阪市立大学医学部老年医学研究部門

3A1320 変異プレセニリン 1による小胞体ストレスセンサーの活性化障害
。本田章子1，2.3片山泰一1，2，3森和俊4今泉和則1.2，3遠山正嫡1，3

1阪大院・医・機能形態 2田辺製薬(株)創薬研究所，3CREST . JST， 4京大院・生命科学

3A1340 Wntシグナル伝達系における変異プレセニリン 1の抑制作用
。川村勇樹1，2菊池章高田律子4高田慎治4，5芝本さゆみ6柳i宰勝彦駒野宏人I
l国立長寿医療研究センター・痴呆疾患研究部 2科技団・科学技術特別研究員広島大・医・生化

一4科技団・ ERATO・近藤誘導分化プロジェクト京大・理・分子発生生物学研究センターメ摂
南大・薬・生化

3A 1400 beta-secretaseのAlzheimer'sdiseaseと連結するか?:ラット Cortexにおける MK・801の
影響

。AHMEDMd.Mahiuddin 1知久間敏幸2，RAHMAN Md.Khalilur3，加藤武1
1横浜市大・院・総合理学昭和薬大・薬品分析ダッカ大・生化学

14 : 20 -15 : 40 ・・・・・・・・柳津 勝彦(国立長寿医療研究センター痴呆疾患研究部)

吉川 和明(大阪大学蛋白質研究所蛋白質機能制御部門)

3A1420 免疫化学的手法によるアルツハイマー病患者脳での0・Seロ6s25-35(40)様抗原の検出
。久保武一，熊谷善弘，金子勲

三共株式会社第三生物研究所
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一般演題(口演)

3A1440 ラット脳室内へのトアミ口イド蛋白の持続注入により誘発される誘導型一酸化窒素合成酵

棄の発現とニコチン誘発性アセチルコリン遊離の障害

。TRANManh Hung，山田清文，OLARIU Ana， REN Xiu Hai，鍋島俊隆

名古屋大学大学院医学研究科医療薬学

3A1500 FTDP-17脳における野生型、変異型タウの解析

。宮坂知宏1，2森島真帆長嶋和郎2，RA VID Rivka3， V AN SWIETEN John C人井原康夫1，5

1東京大学医学部神経病理学 2北海道大学医学部分子細胞病理学，3Netherlands Brain Bank， 

4Department ofNeurology， Erasmus University， 5CREST， JST 

3A1520 14・3・3regulates phosphorylation of tau proteins. 

OMITSUKO HASHIGUCHP， KAZUYA SOBUE2， HEMANT PAUDEL K九 TOSHIO
HASHIGUCHP 

1Department of Physiology， Tokyo Medical University， 2Department of Anesthesiology， Nagoya 

City University， 3Department of Neurology and Neurosurgery， McGill University 

口演 (8会場)

10月20日(金)13: 00・16: 00 

栄養因子

13 : 00 -14 : 20 ・・・・・・仙波 りつ子(愛知県心身障害者コロ二一発達障害研究所)
古川 昭栄(岐車薬科大学分子生物学)

3B1300 リルゾール投与による脳内 BDNF合成の誘導と海馬歯状固における細胞分裂促進
。仙波りつ子1ぺ山田敦子1，2，3浅野富子上田浩森下理香竹内郁夫稲熊裕加

藤兼房1

1愛知県コロニー研究所，2CREST 科学技術振興事業団j鳥取大学医学部神経生物
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一般演題(口演)

3B1320 イムノフィリンリガンドによる BDNF産生誘導作用と神経保護効果

。西岡博史，新田淳美，古川昭栄

岐阜薬大・薬・分子生物

3B1340 神経芽細胞腫における BDNFmRNAの発現

。青山蜂芳浅井清文2宍倉朋胤河本竹正之宮地泰士横井誉三浦裕2加藤泰
治2中川原章3

I名古屋市立大学小児科j名古屋市立大学分子医学研究所生体制御j千葉県立がんセンタ一

生化学部

3B1400 培養ラット海馬および視床下部神経細胞に対するエストロゲンの作用機構

。柏原めぐみ，西尾チカ，畠中寛

大阪大学蛋白質研究所蛋白質生合成部門

14 : 20 -16 : 00 ・・・・・・・・・・・津田 正明(富山医科薬科大学薬学部分子神経生物)
〉貰登希子(三菱化学生命科学研究所)

3B1420 BDNF遺伝子発現を制御する 4つのプロモーター活性化の相違と Ca2+応答性転写調節領域

の解析

。田淵明子，天野賢示，津田正明

富山医薬大・薬・分子神経生物

3B1440 カルシウム依存的な PACAP遺伝子の発現誘導と神経細胞死抑制効果

。津田正明，中坪純，田決l明子
富山医薬大・薬・分子神経生物

3B1500 脳に特異的な新規蛋白質である 40kDaBINP受容体の cDNAク口ーニングとその性質

。漬登希子，丸山六三，岩島牧夫，奈良清光

三菱化学生命研

3B1520 ラットの GliaMaturation Factor-y (rGMFG)のcDNAのク口一ニングとその組織分布
。横井誉1，2浅井清文え立木秀樹1，2三浦裕2 山本愛美井上雄一朗河合洋子九多

田豊蹟九森山昭彦4，110藤泰治2

1名古屋市立大学医学部小児科学教室名古屋市立大学医学部分子医学研究所生体制御部門名古

屋市立大学看護学部 4名古屋市立大学自然科学研究教育センター



195 

一般演題(口演)

381540 酸化型ガレクチンー 1を起点とした末梢神経再生ヘ向けてのカスケード

。堀江秀典門屋利彦三樋川直司三五一憲九竹下歌織浅輪玲子康井智子佐藤

真奈美石川義弘1

1横浜市大医学部第一生理 2キリンビール医薬探索研究所 3東京都神経科学総合研究所発生形態

口演 (C会場)

10月20日(金)13: 00・16: 00 

情報伝達・変換・修飾

13 : 00 -14 : 20 ・・・・・・・・・・・・・・・・ 野村 靖幸(北海道大学大学院薬学研究科)
土肥敏博(広島大学歯学部歯科薬理学講座)

3C1300 アゴニスト刺激性血小板内カルシウム濃度増加反応における PKC友びカルモジュリンの調

節機構に関する検討

。鈴木克治，秋本達之，佐々木由紀，久住一郎，小山司

北海道大学大学院医学研究科/神経機能学講座精神医学

3C1320 副腎ク口マフィン細胞における cyclicADP-riboseの分泌における役割
。森田克也，北山滋雄，土肥敏博

広島大・歯・薬理

3C1340 アネキシン lのG蛋白質αサブユニットとの結合及びGTPase活性調節

。相馬仁"CREUZ Carl E2， MCINTIRE William E2， GARRISON James C2，大川浩子主黒木
由夫l

l札幌医科大学医学部生化学第一講座，2Dep紅白lentof Pharmacology， Univ巴rsityof Virginia， 3札幌
医科大学保健医療学部作業療法学科
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一般演題(口演)

3C1400 ラット初代培養アス卜口サイトにおける ATP受容体刺激による iNOS誘導増強機構につい

て-PKCおよびAP・1の関与一
。向井由幸村山俊彦三大熊康修野村靖幸1

1北大・薬・薬理千葉大・薬・薬品化学

14 : 20 -16 : 00 ・・・・・・山本 秀幸(熊本大学医学部一薬理学)
遠山 正蒲(大阪大学大学院医学系研究科機能形態学講座)

3C1420 Ca2+ /カルモデュリン依存性プ口テインキナーゼ日によるインスリン分泌の調節
。山本秀幸回湖博孝1，2松本和也九福永浩司平岡秀仁佐々木泰治七里元亮

宮本英七1

I熊本大・医・一薬理熊本大・医・代謝内科旭化成

3C1440高酸素負荷によるラット脳ホスホリバーゼC・o1レベルの上昇
。藤本貞毅谷野浩子楠田敏博岸本あずさ尾方英俊岡村将平下潰俊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

3C1500海馬ニュー口ンにおけるエストロゲンの IGF・1mRNA発現誘導のメカニズム
。新郷明子 S.，鬼頭昭三
兵庫大学附属研究所

3C1520αCaMKII mRNAの樹状突起への局在を決定するシス領域の検索
。森泰丈1，3今泉和則1，2，3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田辺製薬(株) 3科学技術振興事業団

3C1540 NMDA受容体を介する細胞内遊離Ca2+濃度上昇に対する遊離Fe2+の阻害効果
。中道範隆大野博司倉本展行高柳雅子中村洋一米田幸雄I

1金沢大・薬・薬物金沢大・がん研・分子薬理金沢大・薬・徴生物
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一般演題(口演)

口演 (D会場)

10月20日(金)13: 00・15:40 

蛮性疾患・疾患モデル

13 : 00 -14 : 20 
• J J ¥J 11 紀雄(岡山大学医学部分子細胞医学研究施設神経情報学部門)
光本泰秀(大塚製薬(株)医薬第二研究所神経変性疾患グループ)

301300 MPTP induced chronic hemi-parkinsonism model in Goettingen/CSK miniature pig 

。KyuichiroOnoel.3， Hitoshi Osuga2， Fumihito YoshiP， Yukito Shinohara3， Joh Ikeda _E2 

IJST，江CORPCanada Int's Research Program， NeuroGenes Project， 2Department of Molecular 
Neuroscience， Institute ofMedical Sciences， Tokai University， 3Division ofN巴urology，Depぽ加lent

of Intema1 Medicine， Tokai University School of medicine 

301320 ヒト脳内在性神経毒、 N-methyl(R)salsolinolによるドパミン神経の細胞死の機序
。丸山和佳子赤尾幸博直井信3

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岐阜国際バイオ研究所応用生化学研

究所脳科学研究部

301340 1・methyl-4・phenylpyridinium(MPP + )によるラット線条体のミ卜コンドリア機能障害
。中井正三，森厚詞，渡部昭仁，光本泰秀

大塚製薬(株)医薬第二研究所・神経変性疾患グループ

301400 チュープリンは NACP/α-synuclein線維形成のseedとなる:Parkinson病病理形成におけ

る意義

。上田健治アリム M.アブドウル M.1ホセイン シャハナラ MST.I，泉山洋子三有馬
邦正Z

l東京都精神医学総合研究所神経化学研究部門 2東京都精神医学総合研究所超微形態研究部門
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一般演題(口演)

14 : 20 -15 : 40 ・・・・・・・・・・・・・・・・直井 信(応用生化学研究所脳科学研究部門)
玉井郁巳(金沢大学薬学部薬効動態学)

301420 ミトコンドリア ONAを欠失した神経系の rho・0細胞は細胞の起源により異なる代謝的適応

を示し、酸化ストレスに脆弱であり、アポトーシスあるいはネク口ーシスによる細胞死を示す

。中瀬泰然，福山隆一，烏羽裕恵，才脇卓也，伏木信次

京都府立医科大学附属脳血管系老化研究センター病態病理学

301440 V・1タンパク質による一酸化窒素 (NO)毒性からの保護効果とテ卜ラヒドロビオプテリン

(BH4)の関与

。湯山耕平山本秀子三山国徹宗時栄加藤武山本敏文1

1横浜市大・総合理・分子認識 2東京都精神研・精神薬理三菱化学生命研

301500 ドパミンの核内への直接移行と集積に関する検討

。浅沼幹人，宮崎育子，田中健一，小JII 紀雄
岡山大学医学部神経情報学部門

301520伸張ポリグルタミン鎖は TATA結合蛋白随伴因子 (TAF130) との結合を介し.CREB転写

活性化を阻害する

。下畑享良中島利博山田光則内田千晴4小野寺理人成瀬聡佐藤俊哉木村

哲也野崎兼吉小宅睦郎高橋均三辻省次l

I新潟大学脳研究所神経内科 2筑波大学医学部応用生物化学新潟大学脳研究所病理 4浜松医科大

学生化学
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|一般演題(ポスター)I 

ポスター会場

10月18日(水)

イオンチャンネル-興奮膜

1P・01 新しい分子生物学的アプローチによる痛覚伝達機構の解析

。奥瀬賢司，WOOD John N. 
ロンドン大学生物学科

1 P-02 膜電位依存性カリウムチャネルの構成サブユニット (Kv1.1，Kv1.2)のラット一次感覚ニュー
口ンにおける発現局在

。横山茂長谷川光広三申然淑山下純宏東田揚博l

1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 2金沢大学医学部脳神経外科学

1P・03 副腎髄質クロマフィン細胞におけるエンドセリン刺激時のカルシウム流入経路:ストア作動

性カルシウムチャンネルの関与について

。李憲張暁峰三岩室康司王三輪聡_2

1岐阜大学医学部生理学第一講座京都大学大学院医学研究科循環生理学

1 P-04 Muscarinic acetylcholine receptor regulation of TRP6 Ca2+ channel isoforms: molecular 

structures and functional characterization 

。LeiZhang， David Saffen 

Department of Neurochemistry， Facu1ty of Medicine， University of Tokyo 

1P・05 PSD・95による NR1/NR2AサブタイプNMDA受容体の機能制御

。山田康枝岩本敬三祖父江憲治三乾誠l

1山口大学医学部薬理学講座山口大学医学部神経精神医学講座大阪大学医学部神経生化学講座
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|一般演題(ポスター)I 

1P・06 受容体刺激による KCNQ2/KCNQ3チャンネル抑制の分子機構の解析

。星直人，張家生，横山茂，東田陽博

金沢大院・医・細胞遺伝子

神経伝達物質・修館物質

1P-07 坐骨神経結染ラットの後根神経節における、サブスタンス Pとそのプロセシング酵素のア口

ディニアに伴う変化

。土田健知久馬敏幸三矢嶋隆一三加藤武1

1横浜市立大学大学院総合理学研究科 2昭和薬科大学薬品分析特殊免疫研究所

1P-08 ビオプテリン生合成酵素遺伝子の組織特異的発現調節領域の解析

。大江瑞恵、，津田浩秀，西井一宏，永津俊治，一瀬宏

藤田保健衛生大学・総医研

1P・09 高張刺激により誘導される開口放出過程の解析

。大西浩史山森早織に平田加奈子近藤俊三笠井陽子小崎俊司王高橋正身1

1三菱化学生命科学研究所 2大阪府立大学大学院農学生命科学研究科

1P・10 カテコールアミン分治能の低下した PC12細胞株の解析

。笠井陽子，板倉誠，桑原玲子，平田加奈子，近藤俊三，高橋正身

三菱化学生命科学研究所

1P・11 受容体subunitからみた海馬ニュー口ンに対する nicotineの作用

。鬼頭昭三，新郷明子 s.
兵庫大学附属研究所



|一般演題(ポスター)I 

1P-12 マウス脳における [3H]スペルミジンの細胞核内輸送
。荒町勝英倉本展行中村洋一米国幸雄I

1金沢大・薬・薬物金沢大・薬・微生物

1P・13 マウス青斑核における GTPcyclohydrolase Iの発現は LPS投与により増加する
。金子葉子池本桂子三森啓至中島昭太田明l

1藤田保健衛生大学医学部生理学I，2藤田保健衛生大学医学部解剖学11

受容体・輸送体

1P-14 エスト口ゲン受容体刺激はキノリン酸によるラット海馬神経細胞死を抑止する

。黒木康富，諌田泰成，水野勝重，西尾昌洋，渡辺康裕

防衛医大・薬理

1P・15 グループ1型メタボトロピックグルタメイトレセプターの局在

。槍井栄一，中村洋一，米田幸雄

金沢大学薬学部薬物学研究室

1P-16 海馬由来神経刺激ペプチド (HCNP)受容体の同定とその性質ー第2報

。森下学，大塚康史，松川則之，上田龍三，小鹿幸生

名古屋市立大学医学部第二内科

201 

1P-17 ノシセプチン受容体と Gi2α サブユニットの融合タンパク質をモデルとしたりガンドスク

リーニング系の開発

。武田茂樹岡田知明王岡村理子芳賀達也1ペ南野直人3

1東大・医・神経生化学，2CREST，3国立循環器病センター



202 神経化学 Vol.39(No.3)，2000 

|一般演題(ポスター)I 

1P・18 ムスカリン性アセチルコリン受容体M2，M4サブタイプの細抱内移行
。音田典弘，岩田健，芳賀達也

東京大学大学院医学系研究科神経生化学

1P-19 絶食および甲状腺ホルモンによる中枢NPY受容体サブクラス遺伝子発現への影響
。山口剛，員津雅稔，長谷川歩未，樋口宗史

新潟大学医学部薬理学教室

1P・20 シグマー1受容体リガンドの神経細胞への取り込みには複数の経路が存在する。
。山本秀子山本敏文 1，2鷺直樹高橋真司堀込和利己唐沢淳一九奥山茂ヘ額田

敏秀三曽良一郎1

1 (財)東京都精神研・精神薬理メ横浜市大院・総合理学三井製薬大正製薬 5 (財)東京都精

神研・神経化学

1P-21 神経細胞のNaポンプアイソフォームの活性制御における細胞外K+と細胞内Na+の関与
。井上順雄，曽我智子，加藤尚彦

横浜市大・医・一生化

1P・22 血液脳関門における Aquaporin-4の発現とウシAquaporin・4cDNAのク口一二ング
。祖父江和哉山本直樹九米田和広三藤田義人稲垣雅昭津田喬子三浦裕2浅井

清文2勝屋弘忠加藤泰治2

1名古屋市立大学医学部麻酔・蘇生学 2名古屋市立大学医学部分子医学研究所生体制御部門

1P・23 アスト口サイトにおけるAquaporin-4発現調節機構
。山本直樹米田和広祖父江和哉三藤田義人稲垣雅昭三三浦裕浅井清文1，110藤
泰治1

1名古屋市立大学医学部分子医学研究所生体制御部門名古屋市立大学医学部麻酔・蘇生学

1P・24 サンドイツチ型酵素免疫測定法を用いたAMPA型グルタミン酸受容体複合体形成機構の解析
。茨木京子，那波宏之

新潟大学脳研究所分子神経生物学
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|一般演題(ポスター)I 

1P・25 高親和性コリントランスポーター遺伝子のプロモーター解析

。岡村理子，奥田隆志，芳賀達也

東京大学大学院医学系研究科神経生化学

1P・26 Cloning of a novel brain-specific cDNA homologous to mitochondria tricarboxylate carrier 
。Shin-ichiMIYAKEI.5， Michio TAMATANP， 5， Noriaki MITSUDN，S， Manabu TANIGUCHI1，え

Osamu HORJ2， Yoshikuni KAWAP， Emiko SENBN， Kohji SAT04， Masaya TOHYAMN，5 
IDepartment of Anatomy and Neuroscience， Osaka University Medica1 School， 2Department of 
Neuroanatomy Kanazawa University Medical School， 3Department of Anatomy Wakayama 
Medica1 College， 4Department of Anatomy Hamamatsu Medical college， 5CREST Japan Science and 
Technology 

1P-27 ラット脳における Xenobioticresponsive elementsへの結合霊白質の検出
。馬場勝弘，中村洋一，米国幸雄

金沢大・薬・薬物

シナプス

1P・28 発達期ラット脳由来のsyntaxin1A結合蛋白質
。五十嵐道弘lぺ大山晃弘1，2小宮義埠1

1群馬大学医学部分子病態学j群馬大学医学部麻酔・蘇生学新潟大学医学部生化学第二

1P-29 シンタキシンN末領域の機能の解析:制御開口放出の抑制とシナプトタグミン結合における

シンタキシン 1A(HPC-1)とシンタキシン2の比較
。藤野一郎，赤川公朗

杏林大・医・二生理

1P・30 神経伝達物質放出における PI3-キナーゼの役割
。板倉誠大西浩史網野真也九関口真理子山森早織片岡正和高橋正身1

1三菱化学生命研 2東大院・総合文化
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|一般演題(ポスター)I 

1P・31 Ca結合タンパク質フリクエニンのシナプス伝達への効果
。陳 小良，東田陽博，横山 茂

金沢大学大学院医学研究科細施遺伝子学講座

1P・32 シナプス形質膜に存在する神経特異的工ノラーゼ (NSE)の解析
。永沢秀子上田祐司大薮友利子堀均大倉多美子三阿相陪晃乙植村慶一4

1徳島大・工・生物工慶応大・先端研都老人研・細胞生物〆慶応大・医・生理

1P-33 アグリン、レクチン、ラミニンによるAChR凝集のシグナル機構の解析
。重本和宏久保幸穂中村洋一九丸山直記2

1愛媛大学医学部衛生学東京都老人総合研究所分子病理金沢大学薬学部薬物学教室

情報伝達・褒換・修飾

1P-34 成熟マウス脳海馬へのらbromo・2'-deoxyuridine取り込みに対するNMDAレセプター活性化
の影響

。北山友也，米山雅紀，中村洋一，米田幸雄

金沢大学薬学部薬物学研究室

1P・35 KainateとNMDAで誘導した神経細胞死における Cdk5活性化サブユニットp35の分解様
式の遣い

。貌菰研，斎藤太郎，久永真市

東京都立大学大学院理学研究科生物科学専攻

1P-36 初代培養海馬神経細胞における NMDA短期暴露による AP1DNA結合上昇
。平居貴生丸山裕子倉本展行2中村洋一米田幸雄l

l金沢大学薬学部薬物学 2金沢大学薬学部微生物学
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|一般演題(ポスター)I 

1P・37 C6グリオーマ細胞における酸化ストレス惹起GDNF発現と NF-lCB活性化機構
。木綿しのぶ，大熊康修，西屋禎，宮崎浩之，上原孝，野村靖幸

北大院・薬・薬理

1P-38 Cdk5活性化サブユニット p35のカルパインによる限定分解~分解部位とリン酸化による分

解制御の解析~
。藤田悠一，斎藤太郎，久永真市

東京都立大学大学院理学L研究科生物科学専攻

1P・39 ラット脳および培養海馬神経細胞における CaMキナーゼキナーゼ分子の発現とリン酸化反

応

。笠原二郎，上江洲章吉，福永浩司，宮本英七

熊本大学医学部薬理学第一講座

1P・40 シナプスの形成に関するフォスファチジルイノシトール4-リン酸化酵素の役割
。申然淑，東田陽博

金沢大学大学院医学研究科細胞遺伝子学講座

1P・41 交感神経興奮によるラット心室心筋内でのサイクリック ADPリボース形成の上昇
。張家生東田陽博横山茂野田百美2

l金沢大学大学院・医・細胞遺伝子学九州大学大学院・薬・病態生理学

軸索輸送・細胞運動・細胞骨格

1 P-42 副腎髄質ク口マフィン細胞における分泌頼粒運動の実画像解析

。今泉美佳，大久保晋吾，林光紀，保坂早苗，笹川展幸，熊倉鴻之助

上智大学生命科学研究所
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|一般演題(ポスター)I 

1P・43 単離ニュー口フィラメン卜による高次架橋構造の加vitro形成
。倉知正1，Leterrier Jean-Francois2，小宮義障へ内田敦子4，5 田代朋子5

l群馬大学医学部分子病態学教室 2ポワテイエ大学細間相互作用研究施設群馬大学医学部分子病

態学教室f東京都立大学理学部生物学科 5青山学院大学理工学部化学科

1P-44 ニューロフィラメン卜ーHE-segmentのGSK3sによる特異的リン酸化

。佐々木孝寛田岡万悟石黒幸一九内田敦子斎藤太郎磯辺俊明2久永真市1

1東京都立大学大学院理学研究科生物科学専攻東京都立大学大学院理学研究科化学専攻三菱化

学生命科学研究所

1P・45 ラット坐骨神経における puromycin-sensitiveaminopeptidaseの軸索内輸送
。山本賢矢嶋隆一2知久馬敏幸三平野久4山本好男三酉克治三大久保岩男6加藤
武1

1横浜市大・院・総合理学 2特殊免疫研昭和薬大・薬品分析 4横浜市大・木原生研滋賀医大・法

医 6滋賀医大・二生化

1P・46 アルミニウムのパルス曝露による的vivo系での軸索輸送障害
。柏木雄次郎，福所英里子，中村祐，松本均彦，武田雅俊

大阪大学大学院医学系研究科神経機能医学・精神医学

1P・47 老化ラットで選択的に見られる NF-Mの合成量低下と軸索輸送速度の減少
。内田敦子1，2田代朋子小宮義環久永真市1

I東京都立大学大学院理学研究科生物科学専攻青山学院大学理工学部化学科群馬大学医学部分

子病態学教室

1P・48 ミクログリアの膜ラッフリング形成におけるシグナル伝達と Iba1の機能解析

。金津裕子，今井嘉紀，大津圭子，佐々木洋，上田睦明，高坂新一

国立精神・神経センター神経研究所代謝研究部

1P-49 PC12D細胞神経突起内におけるべルオキシソームの局在性と運動性に関する解析
。石川哲也川井千景佐野護湊川洋介1

1川崎医大・医・生化_2京都府医大・医・生物
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|一般演題(ポスター)I 

ニューロン・グリア

1P・50 変異SOD・1と野生型SOD・1の培養細胞内凝集体における共存
。豊島至菅原正伯和田千鶴小出隆司王中野亮一2

1秋田大学医学部第一内科 2新潟大学脳研究所神経内科

1P・51 システインプ口テアーゼインヒビターによるアス卜口サイトの分化誘導機構の解明
。長谷川明子岩崎靖乃山田真久小川正晴池中一裕l

1岡崎国立共同研究機構・生理学研究 2理化学研究所脳科学総合研究センター細胞培養技術開発

チーム

1P・52 Expression patterns of gliosis-specific transcription factor， OASIS and Proteoglycan Core 

Protein genes in the CNS glial scar 
OKen ISEKI 1

•
2, Takuya NIKAID01， T巴ts吋iMORI1， Seita HAGINOI， Junko TAKEDN， Yuxiang 

ZHANG1•2, Hiromi TAKAKI1， Mayumi TAKEUCHI1， Sachihiko YOKOYN， Masahiro 
MURAKAWAえAkioWANAKA1 

IDepartment of Cell Science， Institute of Biomedical Sciences， Fukushima Medical University， 
2Department of Anesthesiology， School ofMedicine， Fukushima Medical University 

1P・53 Transcriptional activity of gliosis-specific transcription factor， OASIS， that belong to the 
CREB/ATF family 

。TakuyaNlKAIDOI.2，Ken ISEKI1， Tetsuji MORl1， SeitaHAGIN01•2, JunkoTAKEDN， Yuxiang 
ZHANG1， Hiromi TAKAKI1， Mayumi TAKEUCHI1， Sachihiko YOKOYA1， Shin-ichi KIKUCHI2， 
AkioWANAKAI 

IDepartment of Cell Science， Institute of Biomedical Sciences， Fukushima Medical University， 
2Department of Orthopedic Surgeη， Fukushima Medical University 

1 P-54 P2Y receptorを介するマイクログリア機能抑制;Receptor subtypeに関して

。尾形直則，森野忠夫，竹葉淳，田口康智，堀内秀樹，山本 H青康

愛媛大学医学部整形外科
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|一般演題(ポスター)I 

1P・55 ラット顔面神経核由来ミクログリアのグルタミン酸トランスポーターについて
。中嶋一行1，2本田静世2遠山陽子栗原正高坂新一2

1創価大学・生命科学研究所国立精神・神経センター、神経研究所、代謝研究部

1P・56 ミクログリアにはbeta2アドレナリン受容体に加え beta1アドレナリン受容体も発現してい

る
。田中謙二1，2浅井昌弘三鈴木弘美小野健治1，4津田誠1，3

l藤田保健衛生大学総合医科学研究所難病共同研究部門慶慮義塾大学大学院医学研究科神経精神

医学分野 3さきがけ21科学技術振興事業団メ名古屋市立大学薬学研究科

1P-57 ミクログリア細胞死における caspase-1ならびに caspase-3の役割
。氷見敏行，森田育夫，室田誠逸

東京医科歯科大学大学院医歯学総合研究科分子細胞機能

1P・58 オリゴデンド口サイトを認識するモノク口ーナル抗体4F2の抗原の性質と同定
霜田靖吉村和法1・2 0小林淳子桜井洋子堂前直己瀧尾按士野村正彦三阿相
暗晃l

1都老人研神経生物学部r'，2埼玉医科大学医学部生理学理研生体分子解析室

1P・59 オリゴデンド口サイトを認識するモノク口一ナル抗体 12F7の抗原の性質
。霜田靖吉村和法1，2藤牧香代2小林淳子桜井洋子野村正彦阿相陪晃1

1都老人研神経生物学部門埼玉医科大学医学部生理学

1P-60 中枢神経系におけるオリゴデンドロサイト前駆細胞発生の起漉

。中平英子，鹿川哲史，和田圭樹，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

1P・61 Twitcherマウス由来培養シュワン細胞株の樹立
沈勤松1 0渡部和彦大橋十也1，2衛藤義勝1，2

1慈恵医大DNA医学研遺伝子治療慈恵医大小児科都神経研分子神経病理



|一般演題(ポスター)I 

1P・62 培養ミクログリア活性化のプ口テインキナーゼによる制御

。中村洋一，米田幸雄

金沢大・薬・薬理

ミエリン

1P・63 PASII/PMP22タンパクは CLAUDINSUPERFAMIL Yに属するか 7
。植村慶一1，3 武田泰生韓春錫1，~じ村邦男3

l慶膳義塾大学医学部生理学東京都老人総合研究所埼玉医科大学生理学

1P-64 有髄軸索上の電位依存性Na+およびK+channel局在におけるスルファチドの重要性
。石橋智子1，2池中一祐平原幸恵本家孝ーへ西野仁雄三馬場広子2

209 

1生理学研究所神経情報部門名古屋市立大学医学部第二生理大阪府立母子保健総合医療セン

ター研究所 4大阪大学大学院医学系研究科生体制御医学 生化学・分子生物学講座

1P・65 ミエリン DM20のアミノ酸配列を使った系統解析では現生魚類の中で肺魚が四足動物に最

も近縁である

。遠山陽子一宮智美吉田弘美曹線三長谷川政美小嶋久子三玉井洋一三栗原
正I

l創価大・生命科学研統計数理研北里大・医・生化学

1P・66 末梢神経ミエリン糖蛋白質糖鎖の加齢による変化

。北村邦男，閤剣虹，坂本 安，野村正彦

埼玉医科大学第一生理
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|一般演題(ポスター)I 

神経免疫

1 P-67 The paraneoplastic neurological syndrome antigen-specific cytotoxic T Iymphocytes may 

not be a primary cause of the autoimmune neuronal degeneration in mice. 

。JunkoTakedal，2， Yukio Sato2， Tetsuji Moril， TakuyaNikaidol， Ken Isekil， Seita Haginol， Yuxiang 

Zhangl， Hiromi Tak位il，Mayumi TakeuchiI， Sachihiko Yokoyal， Akio Wanakal 

IDepartment of Cell Science， Institute of BiomedicaI Sciences， Fukushima MedicaI University 
SchoolofM巴dicine，2Department of Internal Medicine 11， Fukushima Medical University School of 
Medicine 

パターン形成

1 P-68 Histrogical Analysis of Mice Lacking LlM Homeobox Transcription Factor， L3/Lhx8 
OTetsuji MO則， Yuxia時 ZHANG，Hiromi TA臥阻， MayumiTA阻 UCHI，Takuya NIKAIDO， 
Ken ISEKI， Seita HAGINO， Junko TAKEDA， Sachihiko YOKOY A， Akio W ANAKA 
Department of Cell Science， Institute of Biomedical Sciences， Fukushima Medical University 

細胞分化

1P・69 P19神経細胞分化における長鎖の LewisXエピトープ糖脂質の発現

。小山内たかI，Chai Wengang2，田島陽一己霜田靖七佐内豊3，Yuen ChurトTing2
1都臨床研、生命情報 2英国医学研究機構都臨床研、生命情報 4都老人研、神経生物
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|一般演題(ポスター)I 

1P・70 Identificalion of Forssman glycolipid in the brain of Brn1/2 deficient and wild type mouse 

fetus 

OTamotsu TAKETOMJI， Yoshinobu SUGITANI2， Tetsuo NODN， Hiroya HIDAKN， Minoru 

TOZUKN， Tetsuo NAKABAYASHI3， Tsutomu KATSUYAMN 
1 Shinshu Clinical Lipid Reaserch Institute， 2Cancer Institute， Dept. of Cellular Biology， 3Shinshu 

Univ.Sch.Med.Central Clinical Lab. 

1P・71 ニュー口ンにおける necdin結合蛋白質の同定と解析
。谷浦秀夫谷口直子高山千利新延道夫吉川和明1

1阪大・蛋白研・機能制御北大院・医・解剖

突起伸展・回路網形成

1 P-72 Ashwagandha成分withanolideAとwithanosideVIによる神経突起伸展作用
。久保山友晴東田千尋趨静服部征雄2小松かっ子l

1富山医科薬科大学和漢薬研究所附属薬効解析センター富山医科薬科大学和漢薬研究所薬物代謝

工学部門

1 P-73 発達中のマウス小脳で特異的に発現する遺伝子の解析

。古市貞一，中村浩，鏡良弘，佐藤明

理化学研究所脳科学総合研究センター分子神経形成研究チーム

1P-74 初代培養下神経細胞の自発的発火頻度の変化における抑制性シナプスの役割
。根岸隆之石井寿幸河村晴次古川泰弘黒田洋一郎2

1東京大学大学院農学生命科学研究科実験動物学教室 2都立神経研究所・神経生化学
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|一般演題(ポスター)I 

栄養因子

1P・75 培養ニワトリ匪 DRGneuronに対する抗ガン剤の細胞毒性とラテeィシコール、ゲルダナマイ

シンによるその抑止効果
。佐野護

京都府立医科大学生物学

1P-76 PC12細胞の分化における低親和性受容体p75NTRの役割

。伊藤久則，野元裕，古JII 昭栄
岐阜薬大・薬・分子生物

1P-77 6・OHDA投与ラットのドパミンニュー口ン変性に友ぽすインスリン様成長因子-1(IGF・1)の

効果

。柏原健一，真遁泰宏，割田仁，村上哲郎，阿部康二

岡山大学医学部神経内科

1P-78 培養海馬ニュー口ンにおける synapticboutonの数を BDNFは増大させる。
。安達直樹沼川忠広1，2松本知也横幕大作畠中寛1

1阪大院蛋白研蛋白質生合成部門 2日本学術振興会特別研究員

1P-79 中脳黒質ニュー口ンに対するBDNFの栄養因子作用における細胞質型チ口シンホスファター

ゼShp-2の役割
。高井里美，山田雅司，小清水久嗣，荒木敏行，畠中寛

大阪大学蛋白質研究所蛋白質生合成部門

1P-80 培養マウス小脳頼粒細胞の細胞生存因子
。下永友和，藤川直人，富永恵子，小倉明彦

大阪大学大学院理学研究科生物科学
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l一般演題(ポスター)I 

1P・81 NGF依存的に活性化される BDNFレセプタ-rTrk A I Trk BキメラJを用いた、 TrkBシ
グナリングのinvitro解析
。佐藤洋助I，1J、島正己1・1鈴木健二三山田雅司畠中寛1
1大阪大学蛋白質研究所蛋白質生合成部門 2大阪工業技術研究所有機機能材料部脳神経工学ラボラ

トリー杏林大学医学部衛生学公衆衛生学教室

ポスター会場
10月19日(木)

細胞接着因子

2P-01 Gicerin is involved in the formation of microvilli 

。ShigekiOKUMURN， Keiko KOHAMN， Yasuhiro TSUKAMOT02， Hidekazu TANAKN， 
Naomasa MIKI1 ， Eiichi T AIRA 1 

lDepartment of Pharmacology 1， Osaka University School of Medcine， 2Dep紅白lentof Veterinary 
Anatomy， College of Agricul伽re，Osaka Prefecture University 

2P-02 GPIーアンカー型神経接着分子 NB-3の遺伝子欠損マウスの解析
。武田泰生赤板啓子李順姫小林悟浅野雅秀須藤カツ子三岩倉洋一郎川野

仁九渡辺和忠1

1東京都老人総合研究所細胞認識部門東京大学医科学研究所ヒト疾患モデル研究センタ東京

都神経科学総合研究所解剖発生学研究部門

2P-03 The recruitment mechanism of de novo synthesized cadherin into the activated synaptic 

loci 

OHidekazu Tanaka1， Takahiro Fujimoto1， Hong Shi1， Eiichi T幻ra1，Hiroko Sugiura2， Kanato 

Yamagata2， Naomasa Miki1 

lDepartment of Pharmacology， Osaka University School of Medicine， 2Department of Molecular 

Neurobiology， Tokyo Me住opolitanInstitute for Neuroscience 
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|一般演題(ポスター)I 

2P-04 Molecular modification of N-cadherin in response to synaptic activity 

。Hidek但 uTANAKA 1， David COLMAN R.2 

IDepartrnent of Pharmacology， Osaka University School of Medicine， 2Departrnent of Molecular 

Biology， Mount Sinai School ofMedicine 

2P-05 神経系に特異的なプ口テオグリカン、 NGC、のコンド口イチン硫酸鎖結合部位の同定

。青野幸子，時田義人，山内忍，周尾卓也，松井ふみ子，慶野宏臣，川島祥子，大平敦

彦

愛知コロニー研・周生期学部

再生・移植

2P・06 成体ラットの神経細胞新生部位に選択的に局在する G蛋白質
。浅野富子森下理香上田浩篠原春夫九河村則子仙波りつ子岸川正大
加藤兼房1

1愛知県心身障害者コロニ一発達障害研究所 2三重大学医学部解剖学

2P・07 成熟ラット後根神経節細胞の接着ならびに神経突起再生に対するコンド口イチン硫酸プ口テ

オグリカン、 phosphacanとneurocanの作用
。三五一憲大平敦彦三安食京子渡嘉敷晶子1，111野仁1
1東京都神経科学総合研究所発生形態部門 2愛知県心身障害者コロニ一発達障害研究所周生期学

豆塑1主

2P・08 神経可塑性に関わるシアル酸転移酵素遺伝子の発現ーST3GalIV mRNA発現上昇についてー
。町田敦紀，俵佳江，岡卓也，岡部明仁，塩坂貞夫，加藤啓子

奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科細胞生物学専攻
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|一般演題(ポスター)I 

2P-09 グルタミン酸受容体サブユニットとそのアンカータンパク質のシナプス後部内局在

。鈴木龍雄高木博伊藤仁一三清水秀夫斎藤文典I

1信州大・医・加齢研・神経可塑性 2名市大・医・第一生化名市大・医・共同研

2P-10 培養中枢ニュー口ンにおける神経伝達物質放出のestrogenによる増強作用
。横幕大作沼川忠広1，2安達直樹松本知也西尾チカ畠中寛1

1大阪大学蛋白質研究所蛋白質生合成部門 2日本学術振興会特別研究員

2P-11 ニュー口プシンに対する 2種の特異的インヒビターの解析

。秋貞盛入蒲地智寛1，Bird Phillip2，同卓也堂前直己瀧尾按士三岸忠明三宅義雅へ
山本和彦九松本和政塩坂貞夫加藤啓子1

1奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科細胞生物学専攻，2Department of 

Biochemistry and Molecular Biology， Monash University， 3理化学研究所 4近畿大学薬学部近畿
大学医学部生化学2

2P・12 神経可塑性関連セリンプ口テアーゼ ニュー口プシンの分泌機構について
。岡卓也，加藤啓子，秋貞盛人，塩坂貞夫

奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科

プログラム細胞死

2P-13 Mechanism of neuroprotective effects of immunophilin ligands against cell death 

OKen-ichi TANAKA， Naoko FUJITA， Masato ASANUMA， Norio OGAWA 
Dep紅町lentof Neuroscience， Okayama University Medical School 

2P-14 E2F1強制発現によるニュー口ンアポ卜ーシス誘導機構の解析

。植月太一，西村伊三男，原とも子，谷浦秀夫，古川和明

阪大・蛋白研・機能制御
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2P・15 マウス胎生期の神経形成における SEK1のはたらき
。丸岡弘規榎戸靖山岸覚仁科博史2畠中寛1

1大阪大学蛋白質研究所蛋白質生合成部門 2東京大学大学院薬学系研究科生理化学

2P-16 The relationship between the inhibitor of apoptosis protein NAIP and cell cycle elements in 

a rat focal ischemia model. 
。HitoshiOSUGAI， RaoufFETNJ2， Sachiko OSUGA3， Antoine HAKIM M九DavidPARK S3， Joh-E 
lKEDAI 

IDepartment of Molecular Neuroscience， The Institute of Medical Sciences， Tokai University， 
2NeuroGenes， International Cooperative Research Project. Japan Science and Technology 
Corporation， 3Neuroscience Research Institute， University of Ottawa， Ottawa， Ontario， Canada 

2P・17 高カリウム、血清除去による小脳頼粒細胞死における VDUP1遺伝子の発現上昇
。斉藤達哉，田中秀逸，小池達郎

北海道大学理学研究科生物科学専攻行動知能学講座

2P・18 NOによる神経細胞死における BDNFの細胞死促進にはりン酸化Bcl-2が関与している。
。石JII 保幸，池内俊彦，畠中寛
大阪大学蛋白質研究所

2P-19 Na+ -Ca2+exchangerサブタイプの発達と過剰イオン流入による神経毒性
。小池達郎，益本将司

北海道大学大学院理学研究科生物科学専攻
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|一般演題(ポスター)I 

学習・記憶

2P・20 恐怖条件付けラットの海馬および肩桃核に発現する一酸化合成酵素 (NOS)の定量的解析

。加藤尚彦，小坂田健一，佐藤光，阿部一樹，井上順雄，中山孝

横浜市立大学医学部生化学第一講座

神経内分泌

2P・21 グルタミン酸作動性内分泌細胞の発見

。森山芳則山田浩司林美都子大塚正人八代聖基石尾将吾中塚修一木下
美香山本章嗣2

1岡山大学・薬・生理化学 2関西医科大学・医・第一生理

2P-22 甲状腺ホルモンによる摂食ペプチド NeuropeptideY遺伝子発現の変化
。貝津雅稔，山口剛，長谷川歩未，樋口宗史

新潟大学医学部薬理学講座

2P-23 Leptinによる NPY遺伝子プロモーターの活性制御機構の解析
。村岡修，許波，弦巻立，樋口宗史

新潟大学医学部薬理学
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|一般演題(ポスター)I 

室生

2P・24 ラット脳スーパーオキシドディスムターゼ (SOD)の加齢による変化

。江頭亨高山房子三山中康光酒井久美子4

1大分医大・医・薬理大分医大・医・薬理大分医大・医・薬理 4大分医大・医・実験実習機器セ

脳血流・代謝

2P-25 片側性内頚動脈MPTP投与によるサル脳グルタミン酸代謝の変化一非侵襲的13C-MRSによ

る研究ー

。金松知幸南部篤大槻泰介3，/J、田正記高田昌彦三徳野博信渡遺英宏へ岡本
和也4 梅田匡朗へ塚田裕三1

1創価大学生命科学研究所東京都神経科学総合研究所固立精神・神経センター武蔵病院脳外科，

4 (株)東芝医用機器・システム開発センター

2P・26 13C-NMR スぺク卜口スコピーによる非侵襲的ヒ卜脳内グルコース代謝動態の解析

一 [1_13C]_glucose経口投与による測定一
。松本暁子大槻泰介金松知幸三岡本和也九渡遁英宏梅田匡朗塚田裕三2

l国立精神・神経センター 2創価大学生命科学研究所 3(株)東芝 医用機器・システム開発センター

2P・27 Apolipoprotein A-Iによるコレステロール搬出に関するアスト口サイト細胞内反応

。伊藤仁一，長安祐子，横山信治

名市大・医・一生化

2P-28 acidic FGFにより分化誘導されたラットアストロサイトーマGA-1のコレステロール放出に

関する apolipoproteinA-I反応性の変化

。張力勇，伊藤仁一，横山信治

名市大・医・一生化



|一般演題(ポスター)I 

疾患モデル

2P・29 恐怖条件付けストレスにおける 3s-hydroxysteroiddehydrogenaseの関与
。野崎歩1，2野田幸裕永井拓原明2鍋島俊隆1

l名古屋大学大学院医学研究科医療薬学岐阜薬科大学生化学

2P・30 胎児性アルコール症候群モデルラット脳の糖鎖発現
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。川島麗1，3 中村和生1，3李洪珍斎藤真希田口雅之斎藤克2玉井洋一1，4小嶋

久子1，3

1北里大院・分子病態医化学北里大・医・産婦人科学北里大・医・生化メ人間総合科学大学

2P・31 Caspases are involved in hypoxia/ischemia-induced death of oligodendrocytes， 
。MarnoruSHIBATN，2， Shin HISAHARN， Hideaki HARN， Takemori YAMAWAKI4， Yasuo 

FUKUUCHP， Junying YUAW， Hideyuki OKAN02， Masayuki MIURN 
IDepartment of Neurology， School of Medicine， Keio Universitysity， 2Division of Neuroanatomy， 
Department of Neuroscience， Osaka University Graduate School of Medicine， 3Nara Research and 

Development Center， Santen Pharmaceutical Co， Ltd" 4Division of Cerebral Circulation Research， 
National Cardiovascular Center Research Institute， 5Department of Cell Biology， Harvard Medical 
School 

2P・32 ラット軽度脊髄損傷モデルにおける感覚異常の検討

。森野忠夫，堀内秀樹，尾形直則，竹葉淳，山本晴康

愛媛大学医学部整形外科

2P・33 ストレスによる脳内ヒスタミン含量の変化

。襖井映子遠藤雅俊揚志博渡遁建彦谷内一彦l

l東北大学大学院医学系研究科・薬理サントリー基礎研
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変性疾患

2P・34 E行ectsof levodopa combined with dopa decarboxylase inhibitor on dopaminergic dysfunc-

tion in the 6・OHDA-Iesionedmouce striatum 
。NaokoFUJITA， Ken-ichi T ANAKA， Norio OGA WA  
Department of Neuroscience， Okayama University Medical School 

2P・35 Propargylamine類による神経細胞のアポトーシス防御の機序
。直井信丸山和佳子三赤尾幸博高橋勤4

l応用生化学研究所脳科学研究部国療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

岐阜国際バイオ研究所 4愛知江南短大

2P・36 ヒトニュー口ブラストーマにおける MPP+誘発細胞障害とミトコンドリア機能異常

。森厚調，中井正三，光本泰秀

大塚製薬(株)医薬第二研究所・神経変性疾患グループ

箪蓋墨

2P・37 機能不全骨格筋における αBクリスタリンのリン酸化

。加藤兼房，稲熊裕，伊東秀記，亀井慶子，岩本部子

愛知県心身障害者コロニ一発達障害研究所生化学部

2P・38 骨格筋変性過程における， HCNP前駆体蛋白の経時的発現。

。鈴木日子松川則之藤森修三上田龍三1，/J、鹿幸生1
1名古屋市立大学医学部第二内科 2名古屋市立大学医学部第二解剖学



|一般演題(ポスター)I 

虚血

2件39 中大脳動脈皮質枝問塞後のニュー口ピリン1、2友ぴセマフォリン 111mRNAの発現変化
。藤田弘子張波阪中雅広1

l愛媛大学解剖学第二愛媛大学生理学第一

2P・40 局所脳虚血・再濯流時のERKsignal cascadeの役割
。小堺有史，福内靖男，田中耕太郎，野川茂，伊東大介，鈴木重明，俸法倫久

慶藤義塾大学医学部神経内科

2P・41 VEGFはA財、 ERKの活性化を介して神経保護効果を示す
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。松崎秀夫1，3玉谷実智夫1，3満田憲昭1，3涛川一彦三木山博資三宅進一1，3山口淳1，3

遠山正漏1，3

1大阪大学大学院医学系研究科機能形態学講座 2旭川医科大学医学部第一解剖学講座科学技術振

興事業団

2P-42 局所脳虚血・再潅流時のCREBリン酸化、 Bcl-2発現と組織損傷の関係
。田中耕太郎，福内靖男，野川茂，伊東大介，鈴木重明，俸法倫久，小堺有史

慶慮義塾大学医学部神経内科

2P・43 GRP94(94kDa Glucose-Regulated Protein)は虚血性神経細胞死を抑制する
。板東良雄1，2玉谷実智夫1，2谷口学1べ河西克介遠山正嫡1，2

1大阪大学大学院医学系研究科機能形態学講座(第2解部)， 2科学技術振興財団

2P-44 脳虚血再濯流負荷後に投与した17s-estradiolによる海馬組織内caspase-37舌性化の抑制効果
。藤田公和山内理充2，110藤寿章柴山健三芳本信子三永田豊宮地栄一l
1藤田保衛大・医・生理学教室愛知学泉短期大学名古屋文理短期大学
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2P・45 脳虚血によるミクログリアの神経細胞における遊走能と保護作用
。鈴木弘美1，2今井文博2，i撃田誠1，3
1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藤田保健衛生大学・医学部・脳

神経外科科学技術振興事業団さきがけ21

盆宣

2P・46 モルモット鍋牛における音響刺激による転写制御因子の変動
。荻田喜代一松延毅小川郁2，SCHACHT Iochen3 
1摂南大学薬学部薬理学研究室慶慮義塾大学医学部耳鼻咽喉科学教室ミシガン大学クレスギ聴

覚研究所

痴呆・アルツハイマ-病

2P・47 NMDA、MK・801投与によるラット大脳皮質脳微小透析内アセチルコリン、コりンへの影響
。小嶋哲史中沢康至永井康雄知久馬敏幸加藤武1

1横浜市大・院・総合理学ビーエフ研昭和薬大・薬品分析

2P・48 アルツハイマー型初期症状を誘発する MK・801体性投与のラット脳内コレシストキニン神経
に与える影響

。粕谷知之大山佳悟武田克道乙知久馬敏幸九加藤武1

1横浜市大・院・総合理学ダイナボット昭和薬大・薬品分析

2P・49 細胞内コレステロール量依存的タウ蛋白リン酸化調節の検討

。道川誠部企文津村直哉愈壕千田隆夫九柳津勝彦1

1国立長寿医療研究センタ_ 2名古屋大学第一解剖学教室
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|一般演題(ポスター)I 

2P・50 孤発性アルツハイマー病脳にみられるプレセニリンー2スプライシング異常一 スプライシ

ング制御因子の同定を目指して 一
。虞部孝幸1，3今泉和則1，2，3佐藤直也1，2，3遠山正嫡1，3

l大阪大学大学院医学系研究科機能形態学教室田辺製薬株式会社創薬研究所科学技術振興事業

団

2P-51 ニュー口ン内カスパーゼ3活性化に関与する APPドメインの解析

。西村伊三男，桑子賢一郎，原とも子，植月太一，音川和明

阪大・蛋白研・機能制御

2P・52 アルツハイマー病患者脳脊髄液中のAbeta40、Abeta42、apoEおよびGFAPの測定と APOE

の2つの遺伝子多型(e2le3/e4および-491A1T)について
。福山隆 ~I 水野俊樹水野哲也九柳i宰勝彦九伊豆本種野畑中弘樹中島健次伏
木信次1

1京都府立医科大学付属脳血管系老化研究センター病態病理京都府立医科大学附属脳血管系老化

研究センター神経内科学国立長寿医療研究センター痴呆疾患研究部

2P-53 凝集した Amyloids-protein は神経細胞におけるコレステロール代謝に大きな影響を及ぼす

。キヨウ建生，津村直哉，菰企文，柳i宰勝彦，道川誠
国立長寿医療研究センター痴呆疾患研究部

2P・54 propentofyllineによる s-amyloidprotein毒性からの神経細胞保護作用における cAMPの役

割

。郡山恵樹，千葉賢三，毛利哲郎

北陸大・薬生物活性教室

2P-55 老齢犬脳におけるアミ口イドp蛋白、 APP、Bcl2、Baxに関する免疫組織化学的検討一年令、
痴呆評点との相関

。伊藤龍生佐藤隆夫林義之玉井良尚三橋本重夫1

1近畿大学医学部第二病理学 2近畿大学医学部第三内科
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|一般演題(ポスター)I 

2P・56 アルツハイマー病患者脳由来タウタンパク質のアスパラギン結合型糖鎖構造

。佐藤雄治 1，WANG Jian-ZhF，内藤康秀三 GRUNDKE-IQBALInge2， IQBAL Khalid2，遠藤
玉夫l

l東京都老人総合研究所糖鎖生物学部門 2NewYork State Institute for Basic Research in 

Developmental Disabilities， 3北陸先端科学技術大学院大学材料科学研究科

2P・57 組換えアデノウイルスを用いたラット脳内 APP遺伝子導入によるカスパーゼ3活性化と炎

症反応誘導

。升村誠秦龍二1，3西村伊三男植月太一九津田徹古川和明2

1ピーエフ研究所阪大・蛋白研・機能制御j愛媛大・医・二解剖j

2P・58 Apolipoprotein E4はp44/p42MAP kinase系の活性化により CREBのりン酸化を行う
。大久保信孝1，2満田憲昭1，2玉谷美智夫1，2山口淳1，2李永敦1ぺ遠山正禰1，2

l大阪大学大学院医学系研究科機能形態学講座(A・2)，2CREST， JST 

2P・59 非ステロイド性消炎鎮痛薬は NOによる神経細胞死を抑制する
。宮崎育子，浅沼幹人，小川紀雄

岡山大学医学部神経情報学部門

2P・60 神経細胞に対する終末糖化反応生成物 (AGEs)の細胞障害に関する研究

。竹内正義鈴木貴子大窪忠利山崎員津美杉江智則柳瀬由紀子亀田幸彦

牧田善二4

l北陸大学薬学部生化学教室救急薬品工業株式会社北陸大学薬学部生物活性教室久留米大学

医学部内分泌代謝内科

2P・61 PS1ミスセンス変異を有するノックインマウス胎児の神経発達に対するアルミニウムの影響

。福所英里子，柏木雄次郎，中村祐，中野有香，松本均彦，工藤喬，武田雅俊

大阪大学大学院医学系研究科生体統合医学専攻神経機能医学講座精神医学

2P・62 ニーマンピック病 C型モデルマウスにおけるタウ蛋白のリン酸化の検討

。i宰村直哉，キョウ建生，柳i畢勝彦，道川誠
国立中部病院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 

薬物依存・精神薬理

2P-63 ラット脳におけるコンプレキシン遺伝子発現に対するハロペリドール長期投与の影響

。中原辰雄本村啓介2植木裕司王橋本喜次郎2後藤玲央中根博三堤哲之本藤

久雄三黒木俊秀九平野誠九内村英幸2

1九州大学大学院理学研院化学部門国立肥前療養所情動行動障害センター臨床研究部九州大学

大学院医学研究院精神病態医学分野

2P-64 ラット大脳皮質におけるメタンフェタミン急性投与による遺伝子発現の変化:Serial 

Analysis of Gene Expression (SAGE)法による解析

。窪田恭彦倉増敦朗渡遺建彦三佐藤光源伊藤千裕l

1東北大学大学院医学系研究科精神神経学分野 2東北大学大学院医学系研究科細胞薬理学分野

2P・65 メタンフェタミンによるドーパミン遊離に対するトリヘキシフェニディルの抑制効果につい

て
。霜里和朗長尾憲樹2渡辺悟北山滋雄3

1J11崎医科大学薬理学教室， 2 JII崎医療福祉大学健康体育学科広島大学歯学部歯科薬理学講座

2P-66 マイクロアレイ法による抗うつ薬慢性投与誘導遺伝子の探索
。西国朗久岡一恵前正秀宣1，2岡本泰昌2森信繁山脇成人2

1国立呉病院臨床研究部精神神経科学研究室広島大学医学部神経精神医学教室

2P・67 エタノールによるアネキシン IVの発現変化

。橋本恵理大川浩子三相馬仁九黒木由夫小i宰寛樹斎藤利和I
1札幌医科大学医学部神経精神医学講座 2札幌医科大学保健医療学部作業療法学科札幌医科大学

医学部生化学第一講座
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|一般演題(ポスター)I 

虫章韮

2P・68 ソマン類似物質 bis(pinacolylmethyl)phosphonate (BPMP)の
培養ラットアストロサイトに対する影響

。磯部一郎，前野善孝，長尾正崇，岩佐峰雄，小山宏義，中村昌美，大瀧純，杉原樹梨

名古屋市立大学医学部法医学講座

てんかん

2P-69 Release of amino acids from hippocampal synaptosomes of kindled rats 

。KazuhihsaMAEDA， Hideaki MITANI， Sin-ichi YOSHIOKA， Takefusa NAGAMI， Ryuzo 

KAWAHARA 

Department of Neuropsychiatry， Faculty of Medicine， Tottori University 

2P-70 てんかん原性確立過程において eNOSは必要か

。村島善也 L.1吉井光信鈴木三郎2
l東京都精神医学総合研究所神経生理研究部門 2東邦大学医学部精神医学

盛塗症

2P-71 Alzheimer's diseaseィelatedgene expression in human cell lines following infection with 

Mycobacterium leprae 

OMasumi ENDOH 

Leprosy Research Center， National Institute of Infectious Diseases 



|一般演題(ポスター)I 

その他

2P・72 ストレス負荷に伴う副腎内 AP1DNA結合能上昇に対する NMDAレセプターの関与

。藤森さゆ美，檎井栄一，中村洋一，米田幸雄

金沢大学薬学部薬物学研究室

2P・73 Effect of antidepressants on expression of dopamine receptor mRNA 

。JunMIURA， Teru誌iTANAKA， Kensuke KAMEDA， Ichiro KUSUMI， Tsukasa KOYAMA 

Department of Psychiatry， Hokkaido University 

2P・74 脳友び胸腺に特異的に発現する p38MAPKαの新規スプライス産物の同定と解析

。日下永子，石川保幸，池内俊彦，畠中寛

大阪大学蛋白質研究所蛋白質生合成部門

227 
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L1 

Cell-associated targets of amyloid-beta 

peptide (As): the role of RAGE and 

ABAD as cofactors for As-induced cell 

stress. 

Shi Du Yan'， Satoshi Ogawa2， Ann Marie Schmidt'， 

and David Stem '. 

I)Department of Physiology and Cellular Biophysics， 

Columbia University， New York， USA， and 

2)Dep訂tmentof Neuroanatomy， Kanzawa University 

Medial School， Kanazawa， Japan. 

Recent studies have emphasized a pathogenic role for 

As in the pathogenesis of cellular dysfunction underly-

ing Alzheimer's disease (AD). However， mechanisms 

through which low concentrations of As， relevant to 

early stages of AD when cellular damage is likely to 

be reversible， disturb cellular properties require further 
study. We have identified two cellular cofactors for As 

which interact with amyloidogenic peptide in the n加 0-

molar range and magnify As-induced cell stress: the 

signal transduction receptor RAGE (Receptor for 

Advanced Glycation Endproducts)， and白eendoplas-

mic reticulum-associated enzyme ABAD (As; binding 

alcohol dehydrogenase). RAGE is a member of th巴

immunoglobulin superfarnily of cell surface molecules 

which engages ligands， such as ssheet fibrils， via its 

V -domain. Interaction of RAGE-bearing cells with As 

fibrils has different outcomes， depending on the cell 

type; for ex創nple，cultured neurons display evid巴nce
of cell stress (NF-l仁Bactivation) followed by events 

associated with prograrnmed cell death (increased 

caspase-3-1ike activity， DNA fragmentation) whereas 
microglia become activated (nuc1ear translocation of 

NF-JCs and expression of cytokines). Double trans-

genic mice overexpressing a mutant form of human 

APP (providing an As-rich environment) and wild-

type RAGE， both under control of the PDGF B-chain 
promoter displayed magnified cell stress (expression of 

macrophage-colony stimulating factor， Interleukin 6， 

NF-JCs activation) which is likely to evolve into cyto-

toxicity (diminished synaptophysin and MAP2 immu-

noreacti vity， increased acti vated caspase-3加 tigen).

ABAD is a member of the short-chain dehydrogenase 

reductase farnily with multiple substrates inc1uding 

beta-hydroxybutyrate. In the absence of As， ABAD is 

a component of由巳 hostresponse to metabolic stress; 

cells overexpressing ABAD incubated in medium in 

which s-hydroxybutyrate is the principal energy source 

display enhanced energy charge and survival. Simi-

larly， transgenic mice overexpressing ABAD in neu-

rons display increased levels of ATP in the brain and a 

smaller infarct volume following induction of transient 

middle cerebral artery occ1usion. However， in the pres-

ence of As， the properties of ABAD are permuted and 
it becomes a pathogenic factor augmenting amyloid 

cytotoxicity. Cultured cells overexpressing ABAD and 

APP display enhanced generation of reactive oxygen 

species， and enter a pathway leading to prograrnmed 

cell death. Double 仕組sgenicmice overexpressing 

mutant human APP and wild-type ABAD under con-

trol of白巴 PDGFB-chain promoter show accelerated 

expression of 4-hydroxynonenal epitopes and heme 

oxygenase type 1 by 4 months of age. In addition， evi-

dence of cytotoxic resu1t of such cell stress is sug-

gested by the decrease in synaptophysin and MAP2 

immunoreactivity bas巴don semiquantitative analysis 

hippocampus and cerebral cortex， respectively.. We 

hypothesize白atABAD engages nascent As in the 

endoplasmic reticulum， and promotes As-induced 

stress at白eearly times， ultimately magnifying cyto-

toxicity. Taken together， these data emphasize th巴

lmport叩 ceof further analyzing the contribution of 

RAGE and ABAD to As-induced cell stress with the 

goal of determining whether antagonizing the interac-

tion of As with these cellular targets will provide new 

approaches to preventing cellular dysfunction in AD. 



L2 

Calcineurin: A Protein Phosphatase 

under the Control of Ca2+ and Reactive 

Oxygen Species 

。ClaudeKlee'， Xutong Wang'， Hao Ren'， Manik 
Ghosh'， Alexandre Samouilov2， Jay Zweier 

'Laboratory of Biochernistry， National Cancer 

Institute， 2The Johns Hopkins University 

Calcineurin， the only protein phosphatase under the 

control of calmodulin， is a major calmodulin-binding 

protein in brain where it modulates a wide range of 

cellular responses to Ca2+-mobilizing signals. 百le

calcium regulation of calcineurin is mediat巴dby two 

structurally similar but functionally distinct Ca2>-regu-

lated proteins， calcineurin B and calmodulin. Cal-

cineurin B， tightly associated， with the catalytic 

subunit， is r叫uiredfor activity. Binding of calmodu 

lin to calcineurin is accompanied by displacement of 

an inhibitory domain， exposure of the catalytic center， 

and more than loo-fold increase of the Vmax of the 

enzyme. The c∞perative， Ca2>-dependent activation 
of calcineurin by calmodulin allows its rapid responses 

to narrow Ca2> transients. In crude extracts， cal-

cineurin is also subject to a time-and temperature-

dependent inactivation upon exposure to calmodulin. 

The enzyme is protect巴dagainst inacti vation by the 

presence of an autoinhibitory p巴ptideand by superox-

ide dismutase but not by catalase.τbe inactivation is 

readily reversed by treatment with ascorbate. Purified 

calcineurin that contains 0.9 mol of iron and 0.8 mol 

of zinc per mol of enzyme with an electron paramag-

netic resonance (EPR) spec加 m，characteristic of an 

Fe3-t/Zn2> enzyme， is inactive. Activation to the high 

specific activity of血ecrude enzyme requires treat-

ment with ascorbate， under anaerobic conditions， and 
is accompanied by the disappearance of the character-

istic Fe3>lZn2> EPR signal at g=4.3， indicating that one 

mol of Fe2> at the acti ve site is required for the protein 

phosphatase activity of calcineurin. The displacement 

of由eautoinhibitory domain induced by Ca2>/calmodu-

lin exposes Fe> in the catalytic center to oxidative 

damage by the superoxide anion. In hippocampal neu-

rons the subsequent inactivation of calcineurin has 

been implicated in the sustained phosphorylation of由E

transcription factor， CREB， upon prolonged exposure 

to Ca2> [Bito et al. Cell 87: 1203-1214 (1996)]. Thus， 
the involvement of th巴r巴doxstate of iron in the regu-

lation of calcineurin activity provides a mechanism to 

couple Ca2>-dependent protein phosphorylation to the 

redox state of the cell. 
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L3 

パーキンソン病の神経化学的解明

。永津俊治

藤田保衛大・総医研・分子遺伝

パーキンソン病(Parkinson's disease， PD)は高齢者に多

発する運動障害の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細胞死をおこし線

条体で神経伝達物質DAが減少して発症する。PDの病

変は黒質線条体DAニューロンの選択的細胞死が主で

あるが、ノルエピネフリン系やエピネフリン系にも異

常がある (Nagatsu，Adv Neurol60， 165， 1993)0 PDの

黒質線条体DA神経細胞死は、素因遺伝子に環境因子

(神経毒など)が加わっておこるo遺伝性線条体DA欠

乏症に:(1)常染色体優性遺伝Hereditaryprogressive 

dystonia (HPD)， DOPA responsive dystonia(AD-DRD， 

瀬川病): tyrosine hydroxylas巴 (TH)の補酵素

tetrallydrobiopterinの合成酵素GTPcyclohydrolase 

IGCHl遺伝子変異(Ichinoseet al， Nature Genet 8， 236， 

1994) ; (2)常染色体劣性遺伝DRD(AR-DRD): TH遺

伝子変異 (Ludeckeet al， Human Genet 95，123，1995); 

(3)常染色体優位遺伝PD(AD-PD): alpha-synuclein遺

伝子変異(Polymeroupoloset al， Science 276， 2045， 

1997) ; (4)常染色体劣性遺伝若年性パーキンソニズム

(Juvenile parkinsonism， AR-JP) :原因遺伝子は
parkin(Kitada et al， Nature 392， 605， 1998)でparkin蛋

白はubiquitin-prot巴inligase (Shimura et al， Nature 

Genet， 25， 302， 2000)がある。 AD-PD. AR-JPは神経

細胞死がおこるがHPD/DRDはおこらない。 PD死後

脳黒質線条体と脳脊髄液に、また PD動物モデルの黒質

線条体に、TNF-alphaやIL-lbetaなどのproinflammatory

cytokines， TNF-alpha receptor Rl， soluble Fas， bcl-2， 

caspases 1 and 3などのapoptosis関連蛋白が増加し、

BDNFやNGFなどの神経栄養因子(neurotrophins)が

減少する (Nagatsuet al， J Neural Transm， in press， 

2oo0)o60HDA-PDラットの線条体におけるTNF-alpha

の増加は immunophylin結合薬FK506で阻止される

(Mogi et al， Neurosci L出，in press， 2000)。これらの成

績はPDにおける黒質線条体DA神経細胞死はapoptosis

である可能性を示唆する。遺伝子治療と ES細胞由来の

DAニューロンの移植による神経保護・再生は有望な

PDの治療法である(厚生省厚生科学研究費脳科学研究

事業(T.N.)の支援による)。
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L4 

細胞内蛋白輸送と細胞極性

。大野博司

金沢大がん研究所分子薬理部門

細胞内には種々のオルガネラが存在し、細胞が正常に

機能するためには個身の細胞が合成する何万種類にも

およぶ蛋白質のそれぞれが、その局在するべきオルガ

ネラに正しく輸送される必要がある。このような輸送

は、輸送小胞と呼ばれる脂質膜で包まれた球状構造がl

つのオルガネラ膜から産生され、別のオルガネラ膜と

融合することにより行われる。輸送小胞の産生は、小

胞の被覆蛋白質が細胞質からオルガネラ膜上に付着す

ることによって始まる。

演者らは、ゴルジ体以降の後期分泌系およびエンドサ

イトーシスにおける膜貫通蛋白質の選別輸送の分子機

構を中心に研究を進めてきた。これらの系では主に、ク

ラスリンおよびAP複合体と呼ばれる蛋白複合体が小胞

の被覆を形成する。そして運ばれる蛋白質の細胞質領

域に存在する、短い特定のアミノ酸配列からなる選別

シグナルがこれらの被覆と相互作用することで、膜蛋

白質は選択的に形成中の輸送小胞に取り込まれる。

最も研究の進んだ選別シグナルのひとつであるチロシ

ン・シグナルは、 AP複合体のμ鎖と結合することによ

り機能する。チロシン・シグナルは細胞表面からのエ

ンドサイトーシス、リソソームやトランスゴルジ網へ

の局在、さらには上皮細胞における側基底面細胞膜へ

の選別輸送など、複数の細胞内輸送経路において作用

するが、その受容体である AP複合体も分子ファミリー

を形成しており、チロシン・シグナルが関与するそれ

ぞれの経路に固有のAP複合体が存在すると考えられ

る。演者らは最近、上皮細胞特異的に発現する新たな

AP複合体μ鎖、 μ1Bを単離しこれが上皮細胞にお

ける側基底面細胞膜への蛋白質の選別輸送に機能する

ことを示した。

本講演では、蛋白質選別輸送における AP複合体と輸送

シグナルの役割を、演者らの結果を含めて概説したい。



S1 

本シンポジウムのねらい

。山脇成人

広島大学医学部神経精神医学

抄録無し

S2 

神経ステロイドとストレス疾患

。鍋島俊隆，野田幸裕

名古屋大学大学院医学研究科医療薬学・附属病院薬剤

部

臨床においてうつや不安状態と神経ステロイドの血築

中レベルが相関すること，動物にストレスを負荷する

と神経ステロイドの脳内含量が変動することから，神経

ステロイドはうつ病や不安神経症などのストレス関連

疾患に関与していることが考えられている。本発表で

は、不安神経症やうつ病などのストレス疾患動物モデ

ルに対する神経ステロイドの作用について最近の知見

を紹介する.GABAA受容体に作用する神経ステロイド

は，抗不安薬と同様，抗不安作用を有するが，GABA
A 

受容体に対してアロステリックに抑制的な作用を示す

神経ステロイドの効果は，一致しておらず，抗不安ある

いは不安惹起作用を示す.一方，神経ステロイドは最

近になり抗ストレス作用などの薬理作用に関与してい

るシグマ
l受容体にも作用することが見出され，内在性

のシグマ受容体リガンドとして注目されている。シグ

マ1受容体に作用する神経ステロイドは，シグマ 1受容

体作動薬や抗うつ薬と同様に，抗うつ薬のスクリーニ

ングに繁用されている強制水泳試験法において抗うつ

作用を示し，この作用は選択的なシグマ 1受容体措抗薬

により拾抗される.また，抗不安薬や抗うつ薬に抵抗

性を示す恐怖条件付けストレス (CFS)反応を神経ステ

ロイドのデハイドロエピアンドロステロン (DHEA)硫

酸塩(DHEAS)は緩解し，この緩解作用もシグマ 1受容

体措抗薬によって結抗される.興味深いことに，CFS反

応を呈したマウスの血清中 DHEAS含量は非ストレス

動物と比較して有意に減少しており，これは，臨床に

おいて，うつ病患者の血禁中 DHEA含量の減少が観察

されたことと一致している.また，抗うつ薬に対して治

療抵抗性を示す難治性うつ病患者に DHEASを投与す

るとうつ症状が改善することが報告されていることか

ら，CFS反応の発現機序と難治性うつ病の発症機序が

類似している可能性が考えられる.以上の結果より神

経ステロイドは，従来の抗不安薬や抗うつ薬とは異な

り治療抵抗性のうつ病にも有効な作用スペクトルの広

いストレス疾患治療薬となりうる可能性が示唆され

る.
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神経ステロイドの生合成と生理作用

。名和田新

九州大学大学院医学研究院病態制御内科学

神経ステロイド (neurosteroid)である DHEA-Sの生

体調節機能について，末梢臓器における作用機構と生

理作用を中心に紹介し，中枢神経における今後の展望

について述べる。

1981年Baulieuらはプレグネノロン， DHEA，およ

びその硫酸塩が脳内に高濃度に存在し，脳内で

cholesterolより生合成され，副腎や性腺とは無関係に

存在することを証明し，これらをニューロステロイド

と命名した。以後，中枢神経，末梢神経におけるステ

ロイド合成の研究が進み，副腎，性腺における古典的

ステロイド合成とは異なる合成系が同定されつつあ

る。

これらニューロステロイドは中枢神経，末梢神経の

発生分化と発達において，局在が異なっていることが

指摘され，行動，記憶以外にニューロトランミッター

の合成，分泌，神経細胞の増殖，発育において多彩な

作用が示唆されている。

一方， DHEA(S)はその 90%以上が副腎に由来する

Cl9-steroidであり，副腎アンドロゲンと呼称されるo

DHEA(S)はもっとも高濃度に血中に存在するステロイ

ドホルモンである。最近その生合成分泌調節機構およ

び生理作用の詳細が明らかにされ，高齢化社会におい

て老化制御，および生活習慣病の予防の観点より急速

に注目され始めている。

DHEA(S)のアンドロゲン作用はきわめて弱い。国l腎
における DHEA(S)の合成はcholesterolを基質として

17α-hydroxylase， 17，20lyase により， DHEAが合成さ

れ， sulfokinaseにより DHEA(S)が合成される。 17α-

hydroxylaseと17，20lyaseはまったく同ーのcytochrome

P45017αにより触媒される。

臨床上血中cortisolとDHEA(S)は解離する現象が観

察される。生命の維持に必須の血中cortisolは男女とも

生涯，一定の血中濃度を維持するが，血中DHEA(S)は

思春期に急速に増加し，以後加齢とともに直線的に著

滅する。

DHEA(S)の生理作用については，最近急速に解明さ

れ始め，動物実験， in vitroの実験で，免疫賦活作用，

抗糖尿病作用，抗骨粗慈症作用，抗動脈硬化作用，抗

肥満作用，中枢神経作用が明らかにされている。

DHEAの直接作用としての核内レセプターを介した

標的遺伝子を介する作用と， DHEAの間接作用として

末梢でのtestosterone，estrodiolへの転換である。

84 

脳海馬における神経ステロイドの合成と急

性作用

勺"戸佳

東京大学大学院総合文科研究科広域科学専攻

神経ステロイドは、第4世代の情報伝達物質である。記
憶学習の中枢海馬スライスにおいて、チトクロム

P450scc・アドレノドキシン+アドレノドキシン還元酵

素・硫酸抱合酵素などが岡ーの錐体神経細胞層に存在

することを発見した。神経ステロイドであるプレグネ

ノロンや硫酸プレグネノロンの合成は海馬で行われ、

NMDA刺激によって、 NMDA型グルタミン酸受容体

から流入するCa2+がS凶Rを含むステロイド合成系を

駆動して、合成される。一方、硫酸プレグネノロンは

急性的に海馬神経細胞に作用して、 NMDA受容体を介

する Ca流入を増強することがデジタル顕微Caイメー

ジング法でわかる。この結果、ラット脳海馬の錐体細

胞は、神経伝達に合わせて、神経ステロイドを合成し

ており、更に神経ステロイドは局所メデイエーターと

してNMDA受容体に働き、シナプス伝達増強を行って

いるのではないか。硫酸プレグネノロンを濯流してお

くことにより、海馬の長期増強がかかりやすくなるこ

とも発見した。ちなみに硫酸プレグネノロンを海馬に

注入するとマウスの記憶学習が改善される。



S5 

神経ステロイドの新しい受容体

。植田弘師，吉田明

長崎大学薬学部分子薬理学研究室

ステロイド類は神経系に対し多様な作用を持つことが

広く知られている。特に神経系で産生され作用するい

わゆる神経ステロイドの存在が見いだされ、神経の発

達や、健忘、不安等の高次の精神神経機能、更に痴呆

や老化に対する作用について興味が持たれている。ス

テロイドホルモンの作用点としては、核内受容体を介

する転写制御がよく知られているが、細胞膜にも別の

受容体が存在することが示唆されている。この細胞膜

受容体としては、GABAA及ぴNMDA受容体等の他に、

まだ同定されていないシグマ受容体が一つの候補と考

えられてきた。シグマ作用薬に神経ステロイドと同様

な精神薬理学的作用があることも報告されている。本

研究者らは、これまで[35S]GTPySの結合量を指標に、

G蛋白質連関型シグマ受容体がシナプス膜標品に存在

することを報告してきたが、今回この受容体が神経ス

テロイド受容体でもあること示唆する結果を得た。デ

ヒドロエピアンドロステロン硫酸抱合体 (DHEAS)等

いくつかの神経ステロイドはシグマ作用薬と同様にシ

ナプス膜のG蛋白質を活性化し、この活性は百日咳毒

素 (PTX)処理により消失した。再構成実験からこの

神経ステロイド受容体はG;)と機能的に連関するが、GOA
とは連関しないことが示された。更に、このDHEAS

の作用が別の神経ステロイドであるプロゲステロンや

シグマ括抗薬NE-l00により遮断され、またシグマ作

用薬であるペンタゾシンによる G蛋白質活性化もプロ

ゲステロン、 NE-l00により抑制されたことから、神経

ステロイド受容体とシグマ受容体は共通のG蛋白質連

関型受容体であることが示唆された。次に、マウス足

販皮下へのシグマ作用薬 SA-4503投与で痔痛応答が観

察され、この応答にも G
ilが関与することが示された。

この系でDHEASは低用量でヒスタミン遊離を介する

PTχ非感受性の癖痛応答を、より高用量でヒスタミン

詰抗薬では遮断されずNE-100で遮断される PTX感受

性の終痛応答を示すことが観察された。以上の結果か

ら、神経ステロイド受容体は少なくとも神経に存在す

るNS1/σ型と肥満細胞に存在するNS2型の2種類が存

在する事が示唆された。
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精神疾患における神経ステ口イド

。三回雅彦

群馬大学医学部神経精神医学教室

本シンポジウムでは神経ステロイドの脳内での生合

成、その受容体と生理機能に関する興味深い演題が発

表される。しかしながら、記憶学習の促進機序、薬物

やアルコールなどの物質乱用における依存形成への神

経ステロイドの関与が動物実験では明らかとなりつつ

あるにもかかわらず、精神科臨床のデータの発表が無

いのははなはだ残念である。この小論ではうつ病研究

領域に絞って神経ステロイドの臨床研究の発展に何が

必要となっているかを検討してみたい。

うつ病患者の65%にグルココルチコイド受容体を介

する視床下部一下垂体一副腎皮質系のフィードバック機

能の低下が明らかにされているばかりか、抗うつ薬の

作用機序の一つが、海馬のグルココルチコイド受容体

の発現量の増加作用であり、このフィードバック系の

機能充進を是正することが明らかにされつつあるの

で、神経ステロイド生合成に対する抗うつ薬の効果も

当然に考えられる。実際、動物実験ではアロテトラハ

イドロデオキシコルチコステロン(アロ THDOC)が

各種抗うつ薬の反復投与で増加することが報告され、

ごく少数例の臨床成績でも髄液中のアロ THDOC濃度

の増加とハミルトンうつ病評価尺度の改善率とが相関

したという報告がなされている。今後、これらの研究

を発展させるためには、多数の臨床サンプルを測定す

ることができるように、アロ THDOCやアロプレグネ

ノロンなどの神経ステロイド測定法の簡便化が必要で

ある。また、アロ THDOCの受容体の画像化による脳

機能評価法の確立も待たれている。

一方、幼弱期の母仔分離ストレスにより仔ラットは

成熟後のストレス負荷に対し視床下部ー下垂体一副腎皮

質系機能が充進することが知られているが、興味深い

ことに、母仔分離ストレス負荷中にアロ THDOCを同

時に投与すると、この成熟後のストレス脆弱性形成が

防止されることが報告されており、その分子機序の解

明が待たれている。うつ病では 15歳以前の心理的な外

傷が危険因子と言われているので、この神経系の発達

期に神経ステロイドを増加させることのできる薬物療

法並びに教育的訓練や心理療法はなにかが明らかにさ

れると、脳科学の基盤に基づいた教育科学の更なる発

展に寄与できると期待される。
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脳の発生・再生と神経幹細胞

。中福雅人

東京大学大学院医学系研究科神経生物学教室

ヒトを含む晴乳動物の発生過程においては、ニュー

ロン、グリアの共通の起源細胞として、神経幹細胞が

重要な役割を担っている。神経幹細胞はその自己複製

能により増殖を繰り返し、またその多分化能により多

様な細胞群へと分化する能力を持つ細胞で、ある。さら

に最近になって、成熟個体脳神経系の一部の領域にも

神経幹細胞が残存し、持続的なニューロン新生に関与

していることが様キな研究により明らかにされてい

る。このような特異な性質を有する神経幹細胞の研究

は、神経発生の分子・細胞メカニズムの理解に貢献す

るのみならず、神経変性疾患をはじめとする様々な病

態における脳の再生・修復療法の開発の可能性を大き

く広げるものとして、現在大きな注目を集めている。し

かしながら、現時点では神経幹細胞そのものに関する

基礎的な知見、あるいはその臨床応用に向けた研究は、

未だ限られたものに留まっている。本講演では、神経

幹細胞の増殖・分化を制御する分子機構について、

bHLH型転写因子群、 Notchシグナル伝達系の機能を

中心に議論する。また、神経幹細胞を用いた脳の再生

医学についても、現時点での問題点を整理し、その将

来を展望する。

88 

神経幹細胞の同定法の確立と分化制御機構

。岡野栄之川口綾乃¥津本和延島崎琢也

宮田卓樹2

'大阪大学大学院医学系研究科・神経機能解剖学理研

BSI.細胞培養

神経幹細胞は、ニューロン、アストロサイト、オリ

ゴデンドロサイトという中枢神経系を構成する多くの

細胞系譜へ分化できるという多分化能と、自己複製能

を有する神経系の未分化な細胞であり、 neurosphere法

により、培養下において未分化状態で増殖させること

ができる。この特異な性質のため、同細胞は神経発生

の基礎的な研究の対象であるばかりでなく、再生医学

的な観点からも大いに注目を集める存在になってきて

いる。しかしながら、 (1)神経幹細胞のprospectiveな

同定と分離法、 (2)in vivo repopulation assayが欠如す

るため、神経系の stemcell biologyは、造血系に比べ

ではるかに遅れをとってきた。本セミナーでは、この

二点を克服するために我々が開発してきた方法論と、

神経幹細胞の自己複製能と分化の制御に関する研究成

果を紹介するとともに、将来的な再生医療への応用の

可能性につき論じてみたい。
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脳のパタ一二ングと神経分化における

Pax6遺伝子の役割

。大隅典子

東北大学大学院医学系研究科器官構築学分野

脳の高次機能が営まれるためには複雑で正確な神経回

路が形成されねばならない。そのためには、発生過程

で多種類のニューロンが決まった数だけ産生され、決

まった場所に配置されることが前提条件として必要で

ある。このような初期のニューロンの分化および配置

と回路形成は脳のバターニングを基盤としていること

が明らかになりつつある。すなわち、ごく単純な構造

をしている初期の神経板あるいは神経管が、特異的に

発現する分泌因子、転写因子、細胞表面因子などの協

調的な働きにより、前後軸・背腹軸に沿って順次区間

化・領域化されていき、多種類のニューロンが決まっ

た位置に決まった数だけ分化し、それらは初期のパ

ターニングをガイドとして最終的な位置に移動すると

ともに、標的に対して正確な軸索投射を行うのである。

脳の領域特異的に発現する遺伝子の中で転写因子を

コードする Pax6遺伝子は大まかに言って前脳の背側、

および菱脳・脊髄の腹側に発現する。 Pax6遺伝子はも

ともとはショウジヨウパエのpaired遺伝子のホモログ

のlつとして同定され、限の発生に深く関わることが

広く知られているが、脳神経発生のいろいろな局面で

も重要な役割を果たしている。私たちは現在、エレク

トロポレーションによる培養胎児脳に対する新規遺伝

子導入法を含む実験発生学的手法と分子形態学的手法

を駆使することにより、 H甫乳類脳のバターニングと神

経分化におけるPax6遺伝子カスケードに迫ろうとして

いる。本講演では(1)初期のパターニングである前脳・

中脳区画化において、領域特異的転写因子Pax6と細胞

接着因子cadherin6が神経上皮細胞の移動の制限に関わ

ること、 (2)同様に終脳における背側および腹側コン
パートメント(将来の大脳新皮質および基底核領域に

相当)維持に Pax6とRcadherinおよびcadherin6の排

他的な発現が関係すること、および (3)神経管腹側パ
ターニングと神経細胞サブタイプ分化に対するPax6の

役割lについて紹介したい。

S10 

サイトカインによる胎生期マウス中枢神経

系の細胞系譜制御

中島欽-12，柳津亮1，2滝沢琢己1，2落合和1，2

。回賀哲也1，2

'東京医科歯科大学難治疾患研究所分子細胞生物学熊

本大学発生医学研究センタ一転写制御
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中枢神経系を構成するニューロン、アストロサイト、オ

リゴデンドロサイトなどの細胞は神経幹細胞から分化

成熟するが、それら細胞系譜の分化制御はサイトカイ

ンなど様々な細胞外来性の因子からのシグナルにより

担われる。膜蛋白 gp130を信号伝達に必須の受容体コ

ンポーネントとして共有する IL-6ファミリーサイトカ

インは、gp130の細胞内領域に会合するチロシンキナー

ゼの活性化が引き金となり、転写因子STAT3の活性化

を代表とする細胞内シグナル伝達経路が開始させる。

BMPファミリーのサイトカインのシグナルは受容体型

セリン/スレオニンキナーゼにより細胞内に伝達され、

転写因子 Smadl，-5，-8の活性化に至る。それぞれの

ファミリーの一員 LIFとBMP2が胎生期マウス神経上

皮細胞培養系に相乗的に作用しアストロサイトへの分

化を誘導した。アストロサイトのマーカー蛋白 GFAP

の遺伝子プロモーターのLIFとBMP2による相乗的活

性化にSTAT3とSmad群の双方が必須であった。STAT3

とSmadlの直接的な会合は観察されなかったが転写補

助因子p300を媒介とした複合体形成が証明された。

p300をマウス神経上皮細胞に強制発現させると LIFと

BMP2による相乗的な GFAP遺伝子プロモーター活性

化が増強され、逆に変異型p300の強制発現によりそれ

が阻害された。これらのことから 2つのサイトカイン

シグナルのp300を介した核内クロストークの機能が証

明された。その後の解析で、 BMP2をマウス神経上皮

細胞に短時間パルス添加すると negativehelix-loop-

helix (HLH)蛋白 Hes5，ldl， Id3の発現誘導を介して

MAP2陽性ニューロンの出現を抑制させることが示さ

れた。神経上皮細胞にBMP2をパルス添加して洗い去っ

たのちに LIFを添加するとアストロサイトが出現する

ことなどを総合的に考慮すると、BMP2はnegativeHLH 

蛋白の発現を介して、ニューロンへの細胞系譜に向か

うことが運命付けられた細胞の分化の進行を阻害し、

それらを未分化状態に留めるよりもむしろグリア系の

細胞系譜に運命付けを転換させることが推察された。
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E甫乳類大脳皮質形成機構

。小川正晴

理研・脳セ

時乳類の大脳皮質では、クラスの異なる投射ニューロ

ンが外表面に並行して層状に配列している。このよう

な規則的なニューロンの配列を基盤に、大脳における

層特異的な神経回路網が形成される。この皮質ニュー

ロンによる規則的な組織構築は、特定のクラスの

ニューロンが特定される時間帯に脳室墜に誕生し、つ

いでこの部から軟膜側へと移動し、最後に特定の層に

位置づけられる過程を通して形成される。自然発症突

然変異マウスリーラー(reeler)の大脳皮質では、すべて

の皮質ニューロンが野生型のものと同じ場所で、同じ

時間帯に誕生するが、最終的な空間位置が異常になる。

ここ数年の闘に、リーラーの原因遺伝子(Reln)、その

翻訳産物リーリン(Reelin)の一次構造が明らかにされ、

ついでリーリンの標的細胞でこれに応答する細胞内因

子Dablが明らかにされた。この場合、 Reelinは皮質

に最初に現れるニューロンである Caja1-Retzius細胞で

特異的に産生され細胞外にと分泌される、一方、 Dabl

はcortica1plate neurons、将来の投射ニューロンを構成

する、に発現する。さらに、予想、もされなかったこと

に、リポタンパク質の受容体である apoER2

(apolipoprotein E receptor 2)およびVLDLR(very low 

density lipoprot巴inreceptor)が、リーリンの受容体であ

ることが示された。またFynとの結合活性から単離さ

れた新規カドヘリン様分子のCNRs(Cadherin-related 

neuronal receptor)もリーリン受容体であることが判明

した。リーラーマウスの皮質構造、リ リンの作用を阻害

する抗体を用いた実験例、Dabl欠損マウスの皮質構造、

各リーリン受容体のinsituの例などを示して、皮質

ニユーロンの空間配置に関わるリーリンシグナル伝達

系について紹介してみる。

S12 

高親和性コリン取り込みとアセチルコリン

合成

。奥田隆志，芳賀達也

東京大学大学院医学系研究科神経生化学

アセチルコリンは脳において記憶、学習などの高次機

能に重要な役割jを果たしている o アセチルコリンはコ

リンとアセチルCoAから合成されるが合成の律速段階

はコリンアセチルトランスフエラーゼ活性ではなくコ

リン取り込みと考えられている。約 30年前から、コリ

ン作動性神経にはNa+依存的な高親和性コリン取り込

み機構が存在しヘミコリニウムー3によって特異的に
阻害されることが知られていた。コリンは神経細胞で

は生合成されないため細胞外のコリンがシナプス前部

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利用され

る。 90年代に入って主要な神経伝達物質のトランス

ポーターのほとんどがクローニングされてきたがコリ

ントランスポーターの分子実体は不明のままであっ

た。最近、我今は線虫、ラットおよびヒトの高親和性

コリントランスポーター (CHT1)をクローニングする
ことに成功した。 CHT1は神経伝達物質トランスポー
ターではなく Na+依存性グルコーストランスポーター

のファミリーに属していることが明らかになった。

CHTlはコリン作動性神経に限局して発現しており、古

くから想定されていた高親和性コリン取り込みの機能

特性をもっていることが分かった。 CHTlはアセチル

コリン合成の調節機構を明らかにする上で重要な分子

であると考えられる。本シンポジウムでは高親和性コ

リントランスボーターCHT1の機能調節機構およびア
セチルコリン合成との関係について最近の研究結果を

紹介し、アセチルコリン合成の調節機構を考えたい。
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ムスカリン性アセチルコリン受容体のノッ

クアウトマウス

。松井稔人本村大輔唐津博史藤川徹蒋

健三小宮百合子高橋信一武藤誠 M.l

1東京大学大学院薬学系研究科遺伝学教室高有製薬つ

くば研究所

ムスカリン性アセチルコリン受容体(mAChR)は、 5

つのサブタイプ (M
1
.
S
) よりなり、その分布やシグナル

伝達機構は異なっている。ムスカリン性リガンドのサ

ブタイプ特異性は充分なものではないため、薬理学的

な機能解析には限界があった。そこで、私たちは別の

アプローチとして、これらの受容体のノックアウトマ

ウスを作出し、その表現型を解析した。これらのマウ

スのうち、 M)KOマウスでは、複数の異常が明らかで

あった (Proc.NatI. Acaa. Sci. USA，印刷中)。まず、離

乳時より成長障害が観察された。瞳孔は軽度に散瞳し

ていたが、対光反射は弱く残っていた。非選択的な

mAChRの刺激時の唾液分泌量は、検出限界以下のレベ

ルまで減少していた。利尿筋の収縮障害に相応して排

尿障害に伴う勝脱の拡大が見られたが、これはオスに

顕著で、排尿におけるコリン性支配機構には性差があ

ることが示唆された。一方、消化管機能や生殖能力に

は明らかな異常を認めておらず、代償機構の存在が考

えられた。また、 M1 ， M2， M4 及び~M5KO マウスが他
施設より報告されているが、これらは外見的には正常

である。 M1KOマウスについては、ハミルトンらが、

痩筆や、交感神経節での M カレントが起きにくいこと

を報告している (Proc.Natl. Acad. Sci. USA， 94: 

13311)0 M2 KOマウスについては、ゴメザらが中枢性

ムスカリン作動薬による振戦、体温下降、鎮痛の発生

に障害のあることを示している (Proc.NatI. Acad. Sci. 

USA，96: 1692) 0 M4 KOマウスについては、ゴメザら

が、ドパミンDl受容体の作動薬による運動充進が促進

していることを報告している (Proc.NatI. Acad. Sci. 

USA， 96: 10483)0 M5 KOマウスについては、イェオマ

ンスらが、唾液分泌がわずかに減少していることを学

会発表している。これまでの多くの薬理学的知見によ

れば、レム睡眠、学習、記憶、認知などの様々な脳機

能にmAChRが深く関わっているので、今後これらの

機能についてさらに調べていく価値があると考えられ

る。

814 

大脳皮質におけるアセチルコリンによる制

御作用

。木村文隆

大阪大学大学院医学研究科バイオメデイカルセンター

神経生理

237 

大脳皮質は前脳基底部よりアセチルコリン (ACh)含

有線維の投射を受けるが、皮質内情報処理に対する

AChの作用機序ついては不明な点が多い。培養細胞を

用いた実験より我今は、 AChがほぼすべてのEPSPと

IPSPを、それぞれm4，ml受容体を介してシナプス前

性に抑制する事を示した。さらに、皮質内興奮伝播に

対する AChの作用を検討する目的で、皮質切片標本を

用いて光学的計調uを行った。その結果、 AChは皮質内

由来の興奮に対しては広範に抑制するものの、上行性

線維(視床)由来の興奮に対しては抑制が弱い事を示

唆する結果を得た。また、この抑制もムスカリニック

受容体(mACh)を介するものであった。一方、視床由

来の上行性線維終末には、ニコチニック受容体(nACh)

が局在し、その活性化は伝達物質の放出を促進すると

いう可能性が考えられている。これらを総合すると、

AChは皮質内において、皮質内由来入力を mAChを介

して抑制すると同時に、視床由来の上行性線維入力を

nAChを介して促進するという、いわば入力をその由来

によって制御している可能性が考えられる。その結果、

皮質細胞は ACh存在下では、非存在下に比較して視床

由来の影響が、より優性になることが予測される。
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アセチルコリン作動性ニュー口ンと睡眠

。小山純正，香山雪彦

福島県立医科大学生理学第二講座

中脳後部から橋にかけての領域(外背側被蓋核:

LDT、脚橋被蓋核:PPT)に存在するアセチルコリン

作動性ニューロンには、覚醒時にはほとんど発火せず、

レム睡眠の時に特異的に活動の上昇するもの (PS-on

ニューロン)や、レム睡眠と覚醒時に高い活動を維持す

るもの(WPニューロン)など、いくつかのタイプが存

在する。また、この部位には、同じような活動パター

ンを示す非アセチルコリン作動性ニューロンも存在す

る。一方、 LDTを挟むような形で、セロトニンおよび

ノルアドレナリ作動性ニューロンが、視床下部後部に

はヒスタミン作動性ニューロンが存在する。これらの

モノアミン作動性ニューロンは、PS-onニューロンとは

逆に、覚醒時に高い活動が維持されるが、レム睡眠時

には全く活動が停止してしまう (PS-offニューロン)。

これらのニューロン群の相互作用によって睡眠(レム

睡眠)の発現が調節されると考えられている。我キは、

無麻酔のネコやラットを用い、睡眠の調節に関連する

と思われる、 PS-on、WP、PS-offニューロン等に様今

の神経伝達物質を投与し、これらのニューロンがどの

ような神経性入力を受けているかを調べてきた。その

結果、

(I)アセチルコリン作動性PS-onニューロンは、グル

タミン酸により、非アセチルコリン作動性PS-onニュー

ロンは、アセチルコリンによって興奮する。

(2)これらのPS-onニューロンは、ノルアドレナリン

およびGABAの抑制を受ける。

(3) WPニューロンは、ヒスタミン、ノルアドレナリ

ン、グルタミン酸の興奮を受ける。

(4)モノアミン作動性ニューロンのうち、ノルアドレナ

リン作動性ニューロンはアセチルコリンによって興奮

し、セロトニン作動性ニューロンは抑制される。など

の点が明らかになった。

以上の結果から、アセチルコリン作動性ニューロンを

中心として、レム睡眠の調節機構について考えてみた

し、。

816 

アルツハイマー病治療薬塩酸ドネペジルの

神経化学的特性および臨床効果

。小笹貴史小倉博雄人山西嘉晴2

1エーザイ株式会社筑波研究所，2Eisai London Research 

Laboratories 

アルツハイマー病患者では、脳内のコリン作動性神経

の著しい機能低下が認められ、このことが、この疾患

の主症状である知的機能の障害の直接的原因であると

考えられてきた。コリンエステラーゼ阻害剤は、神経

終末から遊離されたアセチルコリンの分解を阻害する

ことによりコリン作動性神経の機能を賦活することか

ら、アルツハイマー病患者の知的機能の障害に有効で

あろうと考えられていた。しかし、従来のコリンエス

テラーゼ阻害剤では、薬物動態学的欠点や副作用のた

めに十分な薬効を確認するに至らなかった。塩酸ドネ

ベジルはアルツハイマー病治療剤として開発された新

規コリンエステラーゼ阻害剤である。塩酸ドネペジル

は、神経に局在し神経活動と深い関わりを持つアセチ

ルコリンエステラーゼを選択的かつ強力に阻害する。

塩酸ドネペジルによるアセチルコリンエステラーゼの

阻害は可逆的で非競合的である。塩酸ドネベジルは脳

内のコリンエステラーゼを強力に阻害するが，末梢組

織，特に心臓，小腸中に含まれるコリンエステラーゼ

をほとんど阻害しない。塩酸ドネペジルは経口投与に

より十分量が脳内に移行し、脳内薬物濃度に応じて脳

内コリンエステラーゼを阻害する。塩酸ドネペジルは

脳内コリンエステラーゼ阻害作用に基つeいて大脳皮質

ならびに海馬の細胞外アセチルコリンレベルを持続的

に上昇させる。このような生化学的作用に基づき，塩

酸ドネベジルは種キの学習記憶障害モデルで改善作用

を示す。塩酸ドネペジルの薬理学的特性は、アルツハ

イマー病治療薬としてのコリンエステラーゼ阻害剤の

理想像に近いものである。塩酸ドネペジルの臨床での

有用性は，軽度および中等度のアルツハイマー病患者

を対象として日米欧で実施された二重盲験試験におい

て立証された。理想に近い薬理作用を有する塩酸ドネ

ペジルの出現により、アルツハイマー病患者の知的機

能の障害に脳内コリン作動性神経の機能低下が深く関

与していることがより明確なものとなったと考えられ

る。
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生体分子ネットワーク解析とバイオイン

フォマティクス

。五斗進

京都大学化学研究所

ポストゲノム解析として，遺伝子の網羅的な機能解析

やネットワークの解析が注目を浴びてきている.これ

らの新しい解析には，新しいタイプの実験技術に加え，

計算機で様今な生物情報を解析するバイオインフォマ

ティクスの新たな展開が必要で、ある.ゲノムの機能解

析やネットワーク解析時代のバイオインフォマティク

スには，ホモロジー検索をはじめとする配列相同性に

基づいた従来の様今な手法に加え，ゲノム上での遺伝

子の位置情報や同じ機能を持つ遺伝子群を複数の生物

種間で比較したり，遺伝子やタンパク質の発現パター

ンから機能や制御ネットワークを推定する手法などが

必要となってきている.

我々の研究室でも，ポストゲノム時代のデータベース

構築，そのデータを用いた解析手法の開発を研究課題

としている.特に，個今の分子の配列や構造情報を中

心とした従来の生物情報データベースだけでなく，分

子間相互作用や反応のパスウェイをデータベース化す

ることの重要性に着目し， KEGG (KyotoEncyclopedia 
of Genes and Genomes)プロジェクトを立ち上げた.
KEGGでは遺伝子のデータベースとともに反応パス
ウェイ・制御パスウェイのデータベースを構築してき

た.現在は，これに DNAマイクロアレイによる発現プ
ロファイルや酵母2ハイブリッド系によるタンパク質

問相互作用のデータベースを統合し，反応パスウェイ

も含む様身なタイプのネットワークを比較・解析する

ためのシステムを構築している.

発表では， KEGGのデータベースを中心に分子ネット
ワークのデータベースとそれを用いた解析手法につい

て紹介したい.

818 

蛋白質問相互作用の網羅的解析とバイオイ

ンフォマティックス

。伊藤経司

金沢大学がん研究所遺伝子染色体構築研究分野

239 

ヒトゲノムのドラフトシークエンスに象徴されるよう

に、現代はまさにポストシークエンスの時代である。既

に代表的な基軸モデル生物ではその基本設計図ともい

うべきゲノムに記載されている「部品」の全容が明ら

かにされ、全部品開の「回路図Jを描くことが最重要
課題となっている。その際に最も有効なアプローチと

してExpressionprofilingによる遺伝子発現制御ネット
ワークの解析と並んで注目されているのが、蛋白質問

相互作用の系統的解析による蛋白質ネットワークの解

明である。我々は、出芽酵母ゲノムがコードする 6000
のORFを対象に、可能な全べての組み合わせでの相互

作用を 2ハイブリッドシステムを用いて検討するプロ

ジェクトを進めて来た (Itoet aI.， Proc Natl Acad Sci 
USA 97，1143-1147，2000)。既にこの「総当たり戦」プ
ロジ、ェクトはそのデータ収集をほぼ終了し、 3000種類
以上の相互作用情報を含む世界最大のデータセットが

得られる見通しとなっている。そこで現在、我々はバ

イオインフォマティックスの研究者と共同でこのデー

タを中心に既知の相互作用データも統合した蛋白質問

相互作用データベースの構築に取り組んでいる。これ

らのデータの十分な活用の鍵を握っているのはまさに

バイオインフォマティックスである。我々は現在、1)

個々の相互作用の生物学的確からしさの客観的評価、

2)相互作用情報の統合による複雑なネットワークの抽

出、 3)Iドメイン Xはモチーフ Yを認識する」という
ような他の種でも成立する普遍的な相互作用ルールの

発見、等々を目標にいくつかの試みを始めている。本

シンポジウムではこれらの現状を紹介しながら、ゲノ

ム機能解析におけるバイオインフォマティックスの役

割を考えてみたい。
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大きい蛋白質をコードするヒト脳長鎖

cDNAの包括的解析

。中山学，長瀬隆弘，菊野玲子，小原 i肢

かずさDNA研究所ヒト遺伝子研究部

神経系の発生、脳の機能や神経疾患に f大きな蛋白質j
が重要な役割lをはたす例が数多く知られている。かず
さDNA研究所では、「大きな蛋白質」に注目し、それ

らをコードするヒト脳由来の長鎖cDNA配列の包括的

解析を行っている。我々は、網羅的に長鎖cDNA解析

を行うことにより従来のアプローチでは見い出すこと

ができなかったような遺伝子の存在を明らかにするこ

とを目指して、主に2つの方向から塩基配列の決定を

進めている。 1つ目のアプローチは、長鎖cDNAを無

作為に選ぴ塩基配列を順次決定していくことである。

既に1500種類の新規遺伝子の配列決定を行った結果と

して(平均長が5kbpであるので、 7.5Mbpを超える。)、

公的なデーターベースに登録されている4kbp以上のヒ

トcDNA配列の半数近くが我々の同定したもので占め

られている。現在までに得られた結果をまとめると 1)

大きい蛋白質の予測される機能は、細胞間相互作用/

シグナル伝達機能、細胞骨格/モーター機能、転写制

御/核酸構造制御に分類できる。 2)相同性の低さのた
めに存在が明らかではなかったパラログ、オルソログ

を効率良く単離することができた。 3)部分配列で比べ

ても全くホモロジーのない「大きな蛋白質Jが多数見
つかった。別のアプローチとして、特定のモチーフを

含む新規蛋白質をコードする遺伝子を系統的に探索す

るためにモチーフトラップ法を開発した。この方法に

より細胞接着や受容体とリガンド結合などの細胞外の

蛋白質相互作用に深く関与すると考えられている EGF

様モチーフを複数個持つことを指標にして、9種類の新

規遺伝子を同定した。その中の lつである MEGFlは、

2個のEGF様モチーフだけではなく 34個のカドヘリ

ンモチーフを持つ約480kDaの巨大な膜蛋白質であり、
そのmRNAは小脳の穎粒細胞で特異的に発現する。

MEGFl蛋白質は、小脳の分子層で(平行線維の直径と

ほほ同じ位の長さの)巨大な細胞外ドメインを突き出

し、平行線維を束化する機能を持つことが考えられる。

この蛋白質を例に、大きい蛋白質が持つ特殊な機能に

関して討論すると同時にかずさ DNA研究所のcDNA

プロジェクトの将来の方向性を紹介する。

S20 

From Genes to Dynamic Molecular Net-
works 

。RolandSomogyi， Alan Ableson， Max Kotlyar， Steve 

Misener， Hai Pham， Evan Steeg 

Molecular Mining Corporation 

In-depth understanding of mole氾ularnetworks 

promises much needed insight into complex diseases， 

novel drug targets， and integration of diagnostics with 

treatments for individualized therapies. Recent 

progress in molecular biology， measurement technolo-
gies and computational performance is making it pos-

sible to systematically investigate these regulatory 

networks. On the one hand， high-throughput methods 

are providing us with global gene activity profiles 

characterizing the output of genetic networks. On the 

other hand， the challenge now lies in applying 

advanced data mining叩 dmodeling methods for dis-

covering novel functional conne氾tionsbetween genes 

and their integration into pathways and networks. 

While clustering co-expression profiles may aid in the 

exploration of shar吋 regulatoryinputs and functional 

pathways， w巴musttake the next step of identifying 

direct causal relationships， i.e. who is regulating whom 
and how. There are several approaches to this problem 

of network reverse engineering， ranging from discrete， 

to continuous linear and non-linear models. Opportuni-

ties are now arising for taking a m司orleap forward in 
data mining for the discovery of highly valuable pre-

dictive relationships， in silico exploration of global 

behavior in network models， and systematic experi-

mental design to provide the biological facts for net-

work inference. 
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ATP受容体の脳内生理機能:オーバー

ビュー

。井上和秀

国立医薬品食品衛生研究所

ATP受容体はイオンチャネル内蔵型P2X群とG蛋白共

役型P2Y群に分類され脳内にも広く分布することが知

られている.最近になって脳内においてどのような機

能を担っているかが次第に明らかになりつつある.特

にATPが、ミクログリアにおいては既知のメカニズム

とは異なる情報伝達系を介してMAPK活性制御、ラッ

フリングやサイトカイン放出などの著明な生理反応を

引き起こすこと、海馬神経系では強力な抑制作用と虚

血状態からの機能回復促進作用を示すことなどが明ら

かになった.これらはシナプス回路網の機能制御・維

持と障害からの回復にATP受容体が深く関与する可能

性を示唆しており、今後の研究の進展が待たれる.そ

こで、今回のシンポジウムでは、これらの研究を第一

線で鋭意進められている方今をお招きし、本シンポジ

ウムの趣旨に添ったご発表をいただく.それらの簡単

な紹介とそれを取り巻く国内外の研究の現状をまと

め、シンポジウムに参加された皆様のご興味をいっそ

う喚起し、シンポジウムの主旨をご理解いただくため

のオーバービューをする.
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ミクログリアにおける ATP誘発性ラッフリ

ング形成とケモタキシス

。本田静世，佐#木洋，金i宰裕子，大津圭子，今井
嘉紀，高坂新一

国立精神・神経センター神経研究所代謝研究部

細胞外に放出されたATPが中枢神経系において、神

経細胞のみならず、グリア細胞の機能調節をも行いう

ることが、近年明らかになりつつある。脳内の免疫系

において重要な役割を担っていることが知られている

ミクログリアにおいても、 P2レセプターの発現ととも

にATPによるいくつかの作用が知られている。我今も

これまでに、ATPがミクログリアにおいてプラスミノー

ゲンの放出を促進し、その効果は P2X7レセプターを介

している事を報告してきた。

ミクログリアは様々な神経疾患や脳の傷害に応答し

て活性化型ミクログリアとなり、その性質を変化させ

ることが知られているが、その際の初期の応答として、

脳内の病変や傷害部位へのミクログリアの集積が知ら

れている。今回、我身はこのミクログリアの走化性を

誘導する因子としてATPに注目し、その効果をラット

初代培養ミクログリアを用いて検討した。

細胞外に添加された ATPやADPはミクログリアに

おいてラッフル形成を促進し、併せてケモタキシスを

誘導することが明らかとなった。 ATPやADPによる

ラッフル形成は、細胞外のカルシウムを除去しでも阻

害されず、又いくつかのp2レセプターに対するアンタ

ゴニストとして知られる surar凶nやPPADSによる前処

理によっても阻害されなかったが、百日咳毒素の前処

理によって完全に抑制された。以上のことから、 ATP

やADPによるミクログリアのラッフル形成には Gilo

共役型のP2Yレセプターの関与が示唆された。また、
細胞内のシグナル伝達分子として、ラッフル形成や細

胞の運動に関与することが知られている単量体G蛋白

である Racの活性化を、細胞免疫染色とプルダウン法

によって調べたところ、ATPやADPはミクログリアに

おいてRacの活性を促進することが明らかとなった。

Gilo共役型のP2YレセプターからRacの活性化に至る

シグナル伝達に関しては現在不明である。
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ATPによるミクログリアからのTNF-a.遊

離機構

。秀和泉，鈴木智久，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

ミクログリアは炎症や脳虚血時に活性化され種々のサ

イトカインを産生放出する。そのうち、 TNF-α は強力

な起炎性をもち脳組織破壊を引き起こすとともに、オ

リゴデンドロサイトにアポトーシスを誘導する。一方、

TNF-aはNF-KBの活性化を介して神経保護作用も発揮

する。このようなτ'NF-αの多彩な生理的役割は現在急
速に解明されつつあるが、産生細胞からのTNF-α遊離

の制御機構についてはほとんど知られていない。 ATP

はエネルギー源として細胞に高濃度存在し脳傷害時に

細胞質から漏出する o また、脳異常興奮時には神経か

らも大量に放出される。細胞外に放出された ATPは近

傍に存在するミクログリア表面のATP受容体に結合す

る。ミクログリアには少なくとも G蛋白質共役型P2Y
2

とイオンチャネル内蔵型P2X7のATP受容体の存在が

明らかにされている。そこで私達はミクログリアから

のTNF-α遊離に対する ATPの効果を検討し、 ATPが

TNF-α遊離促進作用をもつことを見出したので報告す

る。

ミクログリアはラット新生児大脳より初代培養した。

ミクログリアにATPを作用させると顕著なTNF-α遊

離が引き起こされた。これまでに、 ATPはLPSによる

primingを受けたミクログリアからIL-Is放出を惹起す

ることが示されている。それに対しATPによる TNF-α

遊離はprimingを必要とせず、ATP単独でTNF-αの遺

伝子転写、蛋白産生および細胞外への放出を引き起こ

した。 τNF-α遊離は高濃度 (lmM)の ATPによりヨ|

き起こされ、高濃度Mg2+存在下で減少し、これらは

ATPιにより活性化されるP2X
7
受容体の性質を反映す

るものと思われた。さらにP2X7特異的アゴニストであ
る2'ー， 3'ー0-(4-benzoylbenzoyl)-adenosine 5' 

住iphosphateによってもτNF-α遊離が引き起こされた。

P2X7は約900Daまでの分子を通過させる poreを形成

するが、pore形成と τ'NF-α遊離には相関は認められな

かった。また、 ATPによる TNF-α遊離はMEK阻害薬

(U-0126)およびp38阻害薬 (SB203580)により阻害

されたが、PKC阻害薬による抑制は認められなかった。

従って、 ATPによる P2(おそらくP2X7)受容体活性

化はERKおよびp38MAPK活性化を介してTNF-α遊

離を引き起こすこと、またこのカスケードにはPKCは

関与しない可能性が示された。その他P2受容体を介し

た一連のシグナルの役割についても併せて報告する。

824 

ATP受容体の脳内生理機能と Ca2+動態

。小泉修一，井上和秀

国立衛研・薬理

ATPは，中枢神経ーグリア細胞聞の情報を媒介する液性

細胞間情報伝達物質として注目を集めている.海馬初

代培養神経細胞では， glutamateの神経伝達による自発

的な Ca2+osci11ation及び内向き電流が観察されるが，

これはATP刺激により抑制される.このATPによる抑

制作用は， glutamate神経終末に存在するP2Y型受容

体を介し， Nーもしくは P/Q--型電位依存性カルシウム

チャネルが抑制され， glutamate放出が抑制されること

に起因していた.一方海馬初代培養アストロサイトで

は， ATP刺激により， P2Y型受容体を介した， inositol-

1人5-凶sphosphate産生による Ca2+遊離及びそれに続

く容量性Ca2+流入の二相性の変化を呈する細胞内Ca2+

濃度 ([Ca2+]j)上昇が認められた.アストロサイトか

らATPが放出されることが報告されているが，前述し

た[Ca2+]i上昇は，機械刺激を与えたアストロサイト周

辺部の細胞で観察され，これはATP詰抗薬で消失した.

従って，機械刺激により ATPが放出され，この内因性

ATPによってもアストロサイトの二相性[Ca2+]i変化が

再現されることが明らかとなった.機械刺激により放

出された ATPにより惹起された [Ca2+]i上昇は， Ca2φ 

waveとなって少なくとも 250μm離れた細胞にまで到

達した.神経及びグリア細胞が共存する培養細胞で，ア

ストロサイトに機械刺激を与えると，アストロサイト

間に Ca2+waveが伝播して行った.このCa2+waveが

神経細胞に到達した時，神経細胞で観察されていた

Ca2+ osci11ationは抑制された.つまり，アストロサイ

トから放出された内因性ATPが，神経活動を制御した

のである.これらの知見は， ATPがinsi国でも，神経

細胞問，グリア細胞閉さらには神経ーグリア細胞聞の情

報伝達を担う重要な液性因子であることを強く示唆す

るものである.



825 

ATP受容体の脳虚血に対する防御作用

。西崎知之

神戸大学医学部第一生理

海馬神経伝達に対する ATPの効果を調べるため、モル

モット海馬切片において貫通枝を電気刺激し頼粒細胞

層から集合電位(PS)を記録した。 ATPは濃度依存性

(0.1 uM-l rnM)、かっ可逆的PS抑制作用を示した (100

uM以上で完全消失)。このATP作用は選択的GABAA

受容体阻害剤、ピククリンで抑制された。また、 ATP

と類似した抑制作用がP2受容体アゴニスト (a，b

methyleneATP>2-methylthioATP>>>UTPキ b，g-
methyleneATP)でも認められ、a，b-methyleneATPの作

用はP2受容体アンタゴニストであるスラミン、PPADS

で抑制された。脳虚血障害に対する ATPの効果を調べ

るため、 20分間の無酸素・無グルコース処理後のPS回

復を調べた。コントロ ル群では処理後1時間で基準値

の30%しかPSが回復しなかったのに対し、 ATP投与

群では 80%にまで回復した。 ADP、AMPでも PS回復

が認められたが、 ATPよりもその作用は弱く、アデノ

シンはコントロールと差がなかった。以上の結果は、

ATPがP2X受容体を介した GABA神経伝達を増強す

ることにより脳虚血障害を軽減する、ことを示唆して

いる。

826 

ATP受容体による脳幹内シナプス伝達の制

御

。加藤総夫

東京慈恵会医科大学・医・薬理2

243 

脳虚血・低酸素などの病的状態下における細胞外ATP

濃度の変動は、代謝産物アデノシンとともに、脳幹に

局在する呼吸・循環制御神経機構などの「生命維持」

ネットワークに直接影響を及ぼして、さまざまな呼吸・

自律応答をひき起す。延髄背側の孤束核には、アデノ

シン・トランスボータ一、 A.受容体タンパクおよびリ
ガンド結合部位、 P2X2，P2X4およびP2X6受容体の

mRNA，P2X2およびP2X3受容体サブユニット、なら

びに、 ATP受容体リガンド結合部位が高密度に発現し

ており、細胞外プリンをメデイエーターとした中枢性

自律応答において中心的役割を果たしていると予想さ

れる。我キは、 ATP受容体群が孤束核内の興奮性およ

び抑制性シナプス伝達を制御するという仮説を立て、

スライス標本で、小型孤束核内在性ニューロンの興奮

性シナプス後電流および大型出力系ニユ}ロンの抑制j

性シナプス後電流をパッチクランプ法で記録し、 ATP

ならびに関連受容体活性化の影響を検証してきた。そ

の結果、 (1)入力ゲイン制御、 (2)内因性tonus維持、お

よび、 (3)他神経構造への出力形成の三相を、シナプス

前後に発現するそれぞれ異なるプリン受容体群が特異

的に制御している事実を見い出した。これらの制御に

は、ATPからアデノシンへのダイナミックな変換や、シ

ナプス前P2X受容体活性化による直接的グルタミン酸

放出などのさまざまな分子機構が関与している。これ

らのP2X受容体系による孤束核内シナプス伝達の制御

が、脳脊髄液プリン濃度の上昇を検出して諸種自律出

力系神経機構の最適化応答をひき起す主要な情報転換

機構である可能性について述べる。
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低酸素・虚血ストレスにより誘導される新

規ユビキチン様蛋白 SUPのク口ーニング

及び機能解析

。堀修1，3山口淳2，3，北尾康子遠山正嫡2J，小

川智1.3

1金沢大学医学部医学科神経解剖(解剖学第3)講座，

2大阪大学・院・医・機能形態学講座， 3CREST， JST 

中枢神経系構成細胞のうち、アストロサイトは極めて

虚血に強く、虚血後の組織修復、あるいは組織障害に

深く係わっていると考えられる。アストロサイトの低

酸素ストレスへの応答を解明するため、培養ラットア

ストロサイトを用いてdifferentia1displayを行い、低酸

素ストレスにて誘導される新規ユピキチン様蛋白

SUP(Stress-associated Ubiquitin-Iike Prote凶)をクロー
ニングした。 SUPは、 391アミノ酸からなる蛋白で、 N

末端にユピキチン様ドメインを、ややC末端よりに、

疎水性領域を有していた。 SUPの発現は、低酸素以外

でも、いわゆる小胞体ストレスあるいは脳虚血モデル

において誘導された。形態学的及ぴ生化学的検討から、

SUPはストレス下の細胞において主にゴルジ装置及び

小胞体に局在していると考えられた。 deletionmutant 

を用いた解析から、 SUPは膜蛋白であることが確認さ

れ、また、そのユピキチン様ドメインは、 SUPの安定

性に関与していることが示唆された。アデノウイルス

を用いて、SUPのanti-sensecDNAをHela細胞あるい

は培養アストロサイトに導入すると、低酸素下及び低

酸素再酸素化における VEGFあるいは1L-6の細胞外分

泌は抑制され、また、長時間の低酸素ストレスに対し、

アストロサイトの生存率は低下した。これらのことよ

り、 SUPは、ゴルジ、装置及び小胞体膜に局在する新規

ユピキチン様蛋白で、直接あるいは間接的にストレス

下における蛋自分泌に係わり、ストレス応答に重要な

役割を担っている事が示唆された。

828 

小胞体機能の制御による虚血性神経細胞死

の抑制

。玉谷実智夫1A，松山知弘山口淳1，t塚本吉胤
谷口学2，5柳秀樹小JII 智え遠山正嫡1.6
1大阪大学大学院医学系研究科機能形態学講座兵庫医

科大学第五内科国立循環器病センター病理部，4HSP

研究所金沢大学第三解剖学講座科学技術振興事業

団戦略的基礎研究推進事業

脳虚血による神経細胞死は脳細胞への血流の途絶とい

う単純な原因で発生するが、その要因として興奮性ア

ミノ酸の神経毒性、細胞内カルシウム濃度の上昇、酸

素及びグルコースの枯渇、フリーラジカルの産生等が

報告され、実際の虚血性神経細胞死においてはこれら

の要因が複雑にからみあっていると考えられる。また、

従来、脳虚血の際に認められる神経細胞死はネクロー

シスの形態をとると考えられてきたが、最近は

penumbraにおいてアポトーシスを示す報告があいつい

でなされている。アポトーシスを介する細胞死は精密

に制御された遺伝子の転写を介して起こり、その制御

に関わる重要な遺伝子が次々とクローニングされ個々

の役割が解析されてきた。しかしながら、虚血による

神経細胞死において、いかなるシグナル伝達のネット

ワークを作っているかは明らかでない。

一般に細胞の生存に危機的な環境変化が起こると細

胞機能を保護するためストレスタンパク質と総称され

るタンパク質が合成される。脳虚血巣においては熱

ショックタンパク質に代表されるストレスタンパク質

が発現している事実が報告され、虚血負荷に対する脳

細胞のストレス応答の存在が明らかになってきた。脳

細胞群の中でアストロサイトは中枢神経系を構成する

細胞群のなかで、極めて虚血に強いだけでなく、虚血

後の組織修復に重要な役割を担っている。培養系にお

いてもアストロサイトは低酸素暴露に対し耐性を示

し、この時78kDaGlucose regulated protein 

(GRP78)，GRP94に加え最近クローニングされた 150

kDa Oxygen-regulated protein(ORPI50)等のストレス

タンパクが誘導される。我々はこの ORP150の発現を

HEK細胞においてアンチセンスにより抑制することに
より低酸素暴露によるアポトーシスを充進させること

を認めており、虚血巣での神経細胞の生存において小

胞体に局在するこのストレス蛋白が重要な役割を果た

していると推測される。本シンポジウムでは虚血性神

経細胞死における小胞体ストレス蛋白 ORP150の役割

に関して、遺伝子導入および発生工学的手法を用いた

最近の我今の知見を中心に考察したい。
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新規シナプス蛋白，mint family，の脳内局在
と虚血後の発現変化

。松山知弘，岡本昌也，中島八束，西村裕之，杉田

賓

兵庫医科大学第五内科

神経伝達物質放出に関るシナプス小胞輸送機構はシナ

プス小胞の細胞膜へのdocking，priming， fusion! 

exocytosis， endocytosisなとe幾つかのステップで構成さ

れている。 Exocytosisには多くの機能蛋白が関与する。

Mint (muncI8-1 interacting protein)は小胞輸送蛋白で

ある munc18-lIsyntaxin 1と複合体を形成する新規の

adaptor proteinとしてクローニングされ(Okamotoand 

Sudhof， J Biol Chem， 1997)、シナプス小胞のfusion!

exocytoslSへの関与が示唆されている。Mintにはmintl-

3の3つのisoformがあり、 mintlとrnint2は神経特異

的である。このうち、rnintlは一方でCASK/velis/rnintl

複合体を形成し、受容体蛋白の細胞膜への sortmgへの

関与も報告されている。このようなシナプス小胞蛋白

は蛋白/蛋白相互作用を介して神経伝達機構に重要な

役割を担っているが、その脳内局在や脳虚血時の神経

伝達障害における意義は不明である。我今はまずmintl

とmint2の脳内局在と微細局在を決定した。免疫組織

化学と insitu hybridizationの検討からは mintlの前シ

ナプス終末のactivezoneにおける局在と、 rnintlと

rnint2の脳内分布の差を明かとした。すなわち、 mintl

は大脳辺縁系やカテコラミン産生細胞に発現が強く、

rnint2は脳全領域ではほぼ均一に発現していた。さら

に、虚血後変化をマウスの一過性前脳虚血モデルを用

いて検討すると、虚血後海鳥mossyfiberのmintl染色

性は一過性に低下し、その後染色性の克進を認めたが、

rnint2は虚血前はmossyfiberに認めず、虚血後CA3で

染色性の充進をみた。以上の所見は海馬遅発性神経細

胞死の過程に生じる小胞輸送機構の破綻を示唆する。

脳虚血後の神経伝達機能異常のメカニズムのひとつと

して小胞輸送蛋白機能変化が考えられるo
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霊長類に特異的な虚血性神経細胞死

。山嶋哲盛

金沢大学医学部脳神経外科学，SPSBS 

高齢化社会において増加が予想される種今の脳疾患

の根本原因である「神経細胞死jの病態解明と治療法

開発に関しては、従来主としてげっ歯類を対象として

数多くの研究がなされている。しかし、そのメカニズ

ムに関しては現在なお不明な点が多く、画期的な治療

法や神経細胞保護の具体的な方策はない。ヒトの脳を

守るストラテジーを開発する事を詳細目標とし、演者

のグループは従来250頭のサルを用いてプロジェクト

を推進してきた。JlPち、 (1)げっ歯類の研究で得られた
分子・遺伝子レベルでの最新の成果を還元しつつ、 (2)

分子生物学関係のみならずPETやMRI等の最新機器

をも駆使して神経細胞死のメカニズムと診断法を検索

し、 (3)ヒトの病気の予防と治療に直接役立つ成果を得

た。具体的には、サルを用いて全身麻酔下で20分間全

脳完全虚血モデルを作製し、実験後5日目に完成する
海馬CAlニューロンの遅発性神経細胞死に関する多角

的な解析を行った。その結果、死につつあるニューロ

ンにおけるシステインプロテアーゼの動態に関して

は、カルシウムによって活性化されたカルパインがリ

ソソーム膜を分解する為、カテプシン B、Lがリソソー

ム外に放出されることを発見した。また、特異的イン

ヒピターの治療効果に関しては、 CA-074やE-64c、ピ

タミン B6(塩酸ピリドキサール)等のカテプシン・イ

ンヒビターが虚血性神経細胞死を抑制することを発見

し、演者はカルパインーカテプシン仮説を提唱した。

(参考総説論文:Yamashima T : Prog. in Neurobiol. 62: 

273-295，2α)())。霊長類の虚血性神経細胞死は光顕的に

は好酸性の凝固壊死を呈し、電顕的には膜の損傷を示

すがアポトーシス小体は皆無である。即ち、形態学的

にはアポトーシスではなくネクローシスの像を呈す

る。にも拘わらず、ミトコンドリア因子の放出やカス

パーゼ3の高発現と活性化、およびCADの胞体から核

内への移動等が観察されることより、サルにおいても

アポトーシス・カスケードが動いていると思われる。本

シンポジウムでは、げっ歯類のデータを勘案しつつ霊

長類に特異的な虚血性神経細胞死の病態と治療法につ

いて言及する。
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活性酸素による脳・神経細胞の障害とその

防御機構

。中別府雄作

九州大学生体防御医学研究所生化学部門，科学技術振興

事業団・戦略的基礎研究推進事業

個体発生において神経前駆細胞は胎生期から出生直後

にかけて分裂増殖するが、神経細胞に分化し神経回路

網を構築すると分裂能を失う。神経細胞はその個体の

生涯を通して生存し機能する必要があるが、分裂能を

欠くため加齢に伴う障害により変性脱落する運命にあ

る.そのため成人においても神経前駆細胞からの新た

な神経細胞の供給など神経回路網を保持する機構が幾

重にも用意されていると考えられる。

神経伝達物質の放出など神経細胞の機能を保持するた

めに必要な大量のエネルギーのほとんどは、ミトコン

ドリアでの酸素呼吸により供給されている。ところが、

酸素呼吸では反応性の高い活性酸素が常時発生するた

め、神経細胞はその活動を維持する上で活性酸素によ

る酸化障害の危機に常に曝されている。

我身は、これまで IDNAの酸化障害とその防御機構」

について研究を進め、生物は酸化された DNAを修復す

る機構とそのヌクレオチド前駆体の酸化体を分解、排

除する機構を備え、活性酸素による酸化障害の危機に

対抗していることを明らかにした。神経細胞の核DNA

は複製されないことから、その生存と機能保持には核

ゲノム情報の維持が必須であり、さらに神経細胞の機

能保持にはミトコンドリア DNAの維持も重要である。

我今は、 IDNAの酸化障害jが神経細胞の寿命を決定

する主な要因の lつであると考えている。アルツハイ

マー病やパーキンソン病患者の脳では酸化塩基18ーオキ
ソグアニンjの蓄積が明らかにされており、 IDNAの

酸化障害に対する防御機構」の異常がこのような神経

変性疾患の危険因子となっている可能性が高い。

このような考えに基づき、我々はヒト細胞から酸化

DNA損傷の修復に関わる 3つの酵素、酸化プリンヌク

レオシド三リン酸分解酵素 (MTHl遺伝子産物)、 2ー
ヒドロキシアデニン/アデニン DNAグリコシラーゼ(

MYH遺伝子産物)、 8ーオキソグアニン DNAグリコシ

ラーゼ(OGGl遺伝子産物)を同定し、その機能や発
現の調節機構の解析を進めている。これら 3つの遺伝

子産物の機能と細胞内局在の調節、さらにヒト神経変

性疾患での発現の変動など、最近のデータについて紹

介したい。
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脳虚血とトランスポーター

。山田和維

名古屋市立大学医学部脳神経外科

脳虚血にともない神経細胞とアストロサイトは種#

のストレスを受ける。ここでは脳浮腫発生と関連の深

い2つのチャンネル・トランスポーターに注目し、虚

血後の神経細胞死との関連を検討した。

(1)アクアポリン:水チャンネルであるアクアポリン

の1、3、4、5、8型について、脳虚血時のmRNA発現

を解析した。その結果、 4型が虚血周聞の反応性アスト
ログリアで特異的に発現充進し、蛋白レベルでも増加

を確認した。 l裂については脈絡叢で発現していたが、

虚血に伴う変化はみられなかった。また3、5、8型の

脳内発現は見られなかった。4型の虚血周囲での特異的

発現は虚血数日後にみられ、虚血性浮腫の広がりと一

致していたので、虚血性浮腫の修復に働いていること

が推定された。そこで虚血性ストレスを与えず、細胞

外浮腫のみをきたす凍結脳損傷モデルで再度4型の発

現をみると、浮腫の伸展範囲に一致して損傷の数日後

に発現のピークをみとめた。これらの事実からアクア

ポリン 4型は虚血性脳浮腫の修復に働き、浮腫の伸展

を防止することで神経細胞死を防止していることが示

唆された。

(2)ミオイノシトール・トランスポーター (SMIT): 

神経細胞に存在するオスモライト・トランスポーター

のひとつで、細胞外浸透庄の上昇に伴って細胞膜での

発現が克進し、細胞内浸透圧の恒常性を保つことが知

られている。ここでは細胞外浸透圧の恒常性を乱す

ラットクモ膜下出血モデルでSMITmRNAと蛋白の発

現を解析し虚血の程度を示す hsp70mRNA発現と対

比した。その結果、出血6時間後に海J馬や大脳皮質の
神経細胞はhsp70mRNAの発現が最も強くなり、この

時期に虚血の影響を強く受けるが、 SMITのmRNA発

現はhsp70発現から数時間遅れて同じ部位に発現が見

られた。したがって、脳虚血においても浸透圧ストレ

スが虚血部位で起こり、SMITはこれを修復するために

発現することが示唆された。このモデルではネクロー

シスは起こらずアポトーシスのみが海馬にみられる。

浸透圧環境の修復機構がネクローシスの防止に関連し

ているのかもしれない。
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シナプス機能とホスファチジルイノシ卜ー

ル代謝:序論

。阿部輝雄

新潟大学脳研究所

過去7年程の問に、シナプスにおける神経伝達物質放

出の分子機構に関する研究は急速に展開し、 SNAP受

容体(SNARE)が放出において中心的役割をはたしてお

り、その他いくつかの蛋白質が関与していることが明

らかになった。カルシウムの流入によって惹起される、

これらの分子問の相互作用カスケードが放出を導くと

考えられるが、その相互作用の詳細は不明である。シ

ナプス小胞はエキソサイトーシスによってその内部の

神経伝達物質を放出した後、エンドサイトシースに

よって神経終末内部に取り込まれ、いくつかの段階を

へて再び放出に利用される o このシナプス小胞サイク

ルは多くの段階で制御を受けていると予想され、これ

らの制御は脳高次機能の基をなすシナプス可塑性にお

いて重要な役割をはたしているものと思われる。

ホスファチジルイノシトールの代謝産物はセカンド

メッセンジャーとして、また標的蛋白質との結合を通

じて、多彩な機能をはたしていることが明らかになっ

てきている。当然、シナプス機能においても重要な役

割を担っていることが予想されるが、それに関する知

見は乏しい。しかし、最近の研究によってシナプス小

胞サイクルをはじめとする神経終末の機能にホスファ

チジルイノシトール代謝が関与することが示唆されて

いる。このシンポジウムではホスファチジルイノシ

トール代謝の、細胞運動からシナプス小胞サイクルに

いたるまでの過程における関与を中心に、この分野で

積極的に研究を進めておられる方々の講演とそれに基

づく討論を行い、今後を展望する。
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細胞膜リン脂質代謝と細胞運動

。金保安則本田品1，2野上真宏1，2宮崎秀幸1，2

山崎正和1，2

も東京都臨床医学総合研究所薬理研究部門東京工業大

学生命理工学研究科

ホスファチジルイノシトール4ーリン酸5 キナーゼ

(PIP5K)はホスファチジルイノシトール4ーリン酸のイ

ノシトール環5位をリン酸化してホスファチジルイノ

シトール4，5二リン酸 (PIP2)を産生するリン脂質キ
ナーゼであり、現在までに 3つの PIP5Kアイソザイム

(α、p、y)がクローニングされている。 PIP5Kはそれ
が産生するPIP2を介して種々の細胞内シグナル伝達や

アクチン細胞骨格の制御に関与していると考えられて

いるが、その活性制御機構や詳細な生理機能について

は解明されるべく多くの問題点が残されている。

PIP5Kの活性制御機構については、低分子量G蛋白質

のRhoAやRaclが活性化因子である可能性が報告され

ているが、その詳細は不明である O 我今は、リコンビ

ナントPIP5Kaを用いた再構成系を利用してウシ大脳細

胞質からGTPyS依存的なPIP5Kai舌'性化因子を精製し、

その本体がRhoAやRaclとは異なる低分子量G蛋白

質のARFであることを明らかにした。さらに、 HeLa

細胞に一過的に発現させた ARFとPIP5Kα はEGF刺

激により形成されるラッフル膜へ移行し、ドミナント

ネガテイブARF変異体は EGFによるラッフル膜形成

を完全に阻害することを見いだした。これらの結果か

ら、 PIP5Kα はARFにより直接活性化され、このシグ

ナル伝達経路はラッフル膜形成にカップルしているこ

とが示唆される。 発生過程における神経回路網形成

は神経突起の先端に位置する成長円錐が誘因・反発因

子を認識して正しい経路やターゲットを選ぶことによ

り進行する。成長円錐には細胞運動に重要なフイロボ

ディアやラメリボディア(ラッフル膜)が形成されて

おり、これらの膜形態は神経突起の伸長に重要である。

これらのことと上記の結果を考え合わせると、 PIP5K

が神経突起の伸長に関与している可能性が十分考えら

れる。我々は、 PIP5Kが神経突起形成に関与している

予備的知見を得ており、神経突起形成における PIP5K

の役割についても議論したい。
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神経伝達物質放出に関与するホスファチジ

ルイノシ卜ール4ーリン酸ιキナーゼ

。有岡学1，KLENCHIN Vadim A人柴崎芳一九
MARTIN百lOmasF人北本勝ひこt

1東大院・農生科・応、生工，2University ofWisconsIlト

Madison，3東大・医・糖尿病代謝内科

PC12細胞は脱分極刺激等による Ca2+の細胞内流入

に応答して有芯小胞からノルエピネフリン (NE)を関

口放出するが、この機構は様々な点でシナプス終末に

おける神経伝達物質放出機構と類似している。我キは

細胞膜を部分的に破壊したPC12cell ghostを用いた的

vitroでの関口放出再構成実験系を利用し、その分子機

構の解析を行っている。 NEの放出はATP、Ca2+およ

び細胞質を必要とするが、それらは異なる段階に必要

とされ、このうち ATPと細胞質を要求する段階をプラ

イミング、 Ca2+と細胞質を要求する段階をトリガリン

グと呼ぶ。プライミングはNE放出に必須ではないが、

トリガリング反応における Ca2+依存性の関口放出の効

率を著しく上昇させる。

これまで細胞質画分のゲルろ過解析から、プライミ

ングに必要な細胞質因子として、 PEP(friming in 

gxocytosis ~oteins) 1，2，3の3つの画分が見出されて

いる。このうち PEP2は未知であるが、 PEPlがI型ホ

スファチジルイノシトール4-1)ン酸(PIP)5ーキナーゼを

含む-500kDaのタンパク質複合体であること、 PEP3

がホスファチジルイノシトール輸送タンパク質(PITP)

であることが明らかにされている。 I型PIP5ーキナーゼ

にはα、ふ yの3つのアイソザイムが知られているが、

このうちyは脳に豊富に存在し、またその挙動がプライ

ミング活性と最もよく相関することが知られているo

そこでyをバキュロウイルス発現系を用いてHisタグ付

き蛋白として発現させ、精製タンパク質を用いて分泌

アッセイを行った。その結果、明瞭なプライミング活

性が認、められ、またその効果はPITPと相乗的であっ

た。 yを抗原として抗体を作製したところ、この抗体は

ウエスタンプロットにおいてαとは反応性が低く、yを
特異的に認識した。この抗体をラット脳より調製した

PEPlを含む画分を用いたプライミング反応系に加えた

ところ、プライミングを顕著に阻害した。以上の結果

より、 yがPEPlによるプライミング反応において中心

的な役割を果たすことが示唆された。本シンポジウム

では、これらの結果と併せてPIP5キナーゼyの細胞膜

への局在化についても議論したい。
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Phosphatidylinositol metabolism and sy作
aptic vesicle recycling 

。YasuoNEMOTO 

RlKEN Brain Science Institute 

To preserve synaptic transmission over long periods， 
synaptic vesicles have to be recycled in nerve termi-

nals with high efficiency血 dspecificity. We have 

recently identified synaptojanin 1， and its interacting 
protein， endophilin 1， as putative regulators of synap-

tic vesicle recycling by clathrin-mediated endocytosis 

in nerve terminals. It has been shown伽 tsynapt伊

nin 1 is a major phosphoinositide phosphatase in brain 

and that endophilin 1 is a lysophosphatidic acid acyl年

transferase involved in lipid remodeling in nerve ter-

rninals. 

To test the role of synaptojanin 1 in synaptic vesicle 

trafficking， we generated synaptojanin 1 deficient 
rnice. Synaptojanin 1 deficient neurons accumulate 

clathrin-coated vesicles in nerve terminals and display 

enhanced synaptic depression during prolonged high 

frequency stimulation followed by delayed recovery. 

We further tested the acute effect of disruption of syn-

apt正>janin1 and endophilin 1 function by rnicroi吋ec-

tion into the lamp児yreticulospinal synapse. Anti-

synaptojanin 1 antibodies or a peptide血atinhibits the 

endophilin l-mediated recruitment of synaptojanin 1 

to the membrane produced a stimulus-dependent 

depletion of synaptic vesicles and accumulation of 

clathrin -coat巴dvesicles. By contrast， injection of anti-

endophilin antibodies resulted in an紅白stof clathrin-

mediated endocytosis at early stages and accumulation 

of shallow coated pits without constricted necks. 

百lUS，synaptojanin 1 is rl叫uiredfor an uncoating of 

clathrin coated vesicles to generate synaptic vesicles in 

nerve terminals. Endophilin 1 plays a critical role in 

change of membrane curvature during coated pit 

invagination possibly through conv巴rsionof lysophos-

phatidic acid to phosphatidic acid， as well as in regula-
tion of coated-vesicle uncoating by synaptojanin 1. 
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イノシ卜ールリン酸とcADP-riboseによる
Ca2+動員

。橋井美奈子，東田陽博

金沢大学大学院医学研究科細胞遺伝子学

ニューロンのシナプス伝達が行われるためには、膜

電位作動性Ca2<チャネルを介した細胞外からのCa2<流

入につづいて、 Ca2<誘発性Ca2<遊離 (CICR)による細

胞内 Ca2<濃度上昇の関与が考えられている。今回、こ

のCICRにリアノジン受容体がどのように有効に働き、

神経細胞内 Ca2<を上昇させるのか、特に最近セカンド

メッセンジャーとして注目を集めている、サイクリッ

クAOPリボース (cAOPR)に焦点をあてて調べた。

方法はNG108-15神経腫蕩細胞を用い、パッチクラ

ンプ下でfura-2による Ca2<濃度測定を行った。cAOPR

注入それ自体は静止膜電位付近(-40mV)において Ca2<

濃度上昇を引き起こさなかったが、 -30mVより脱分極

側にしたときの Ca2<上昇を優位に増強させた。この細

胞内Ca2<上昇はcAOPR前駆体のs-NAO<注入でも
再現でき、 8-brom(トcAOPR注入、リアノジン投与、

FK506前投与により抑制された。ついで、持続的な脱

分極により誘発される、ニフェジピン感受性Ca2<流入

をMn2<クエンチにより調べた。この脱分極性Ca2<流

入は cAOPR注入群、およびs-NAO<注入群で有意
に堵加をみとめ、リアノジン添加により抑制された。

これらの結果より、 cAOPRは脱分極により誘発さ

れる細胞内 Ca2<増加、およびL型Ca2<チャネルを介

した Ca2<流入の両方を増強することが示唆された。

cADPRは直接アゴニストとしてリアノジン受容体上で

Ca2<遊離増強をもたらす(正方向性シグナル)と共に、

間接アゴニストとしてL型Caチャネルにも作用する(

逆方向性シグナル)ことが想定される。

一方、非興奮性の v-ki-ras変異線維芽細胞において

は、持続性細胞内 Ca2<流入が見られることを報告し、

これは、神経細胞とは逆に 20mVより過分極側で起こ

り、イノシトール4リン酸を介したレセプタ一作動性

Ca2<チャネルの関与を想定した。このように興奮性、非

興奮性細胞では異なるメカニズムにより細胞内Ca2<濃

度上昇がおこることを報告する。
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再生軸索伸展の分子基盤

。木山博資，回辺勝久

旭川医科大学解剖学第一
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損傷を受けた神経が再生し機能修復を行うには、損傷

神経の生存、軸索の伸展・再投射が正しく行われなけ

ればならない。このような一連の修復過程において、神

経の生存にかかるメカニズムと軸索伸展にかかるメカ

ニズムは異なると思われる。そこで、軸索再生(伸展)

という現象に着目し、軸索再生のメカニズムのひとつ

として、我身の損傷神経再生関連遺伝子探索の系で得

られた、 Rhoファミリーに属する TClOの軸索再生に

おける役割を中心に紹介する。TClOは神経発生の過程

ではほとんど発現が見られず、さらに成熟神経系にお

いても他のRhoファミリーメンバーに比べきわめて発

現量が少ない。しかし、運動神経の障害により TClOの

発現は著しく増加する。また、神経系の培養細胞(PC12

や NIE)に発現させると成長円錐様の突起が出現する。

さらに、後根神経節にアデノウイルスを用いて遺伝子

を過剰発現させると、明らかな軸索の伸展促進が認め

られた。以上のことは、発生と再生では異なる軸索伸

展因子が作動している可能性を示唆しており、神経軸

索再生のメカニズムの解明には、発生の側からのアプ

ローチだけでなく、再生の側からのアプローチもきわ

めて重要であると考えられる。以上、我々のデータを

紹介するとともに、最近まで明らかになってきた本領

域の研究動向についても紹介し、本シンポジウムの全

体のイントロダクションを行いたい。
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Rhoーファミリーによる神経細胞の形態制

御

。貝淵弘三

名古屋大学大学院医学研究科縮胞情報薬理学講座

神経細胞はその分化成熟の過程で、 minorprocesses 

と呼ばれる共通の突起から通常一本の軸索と複数の樹

状突起を伸展して極性を形成する。軸索はその先端の

成長円錐が種々のガイダンス因子に反応して誘導され

脳内の正しい位置へと投射される。一方、樹状突起は

多数分岐して、軸索の神経終末とシナプスを形成する。

一方、低分子量G蛋白質問10ファミリーは、細胞骨格

や細胞接着を介して神経細胞の形態を制御していると

考えられている。私共は既にRhoの標的蛋白質として、

Rhoーキナーゼやミオシンホスファターゼのmyosin声

binding subunit (MBS)を同定している。また、 Rhoー

キナーゼがミオシン軽鎖を直接リン酸化すると共に

MBSをリン酸化してミオシンホスファターゼ活性を抑

制して、ミオシンを活性化することを見出している。

RhoーキナーゼがアデューシンやERMファミリー蛋白

質(ezrin，radixin， moesin)などの細胞骨格調節蛋白質を

特異的にリン酸化して活性化することも明らかにして

いる。さらに、我々はRhoキナーゼがlysophosphatidic

acid (LPA)-Rhoの下流で成長円錐の退縮を引き起こす

ことを見出した。この退縮反応は一部ミオシンのリン

酸化を介すると考えられるが、これに加えて我々はRho

キナーゼの新規脳内基質蛋白質としてcollapsin

response mediator protein-2 (CRMP-2)を同定した。

CRMP-2は発生時期の神経細胞に一過性に発現する蛋

白質である。神経細胞を LPAで刺激すると、成長円錐

の退縮に先行してCRMP-2がRhoキナーゼによりリン

酸化された。 CRMP-2のRhoキナーゼによるリン酸化

も成長円錐の退縮に重要な役割を担う可能性が高い。

ごく最近、我々はCRMP-2が軸索/樹状突起の運命決

定に重要な役割jを果たすことを見出した。本シンポジ

ウムでは、 Rhoーファミリーよる神経回路の形成機構を

紹介すると供に、 CRMP-2による神経細胞の形態形成

および極性形成についての知見を提供する。
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Central nervous system trauma and the 

immune system: repair and protection 

。MichalSCHW ARTZ 

Department of Neurobiology， The Weizmann Institute 

of Science， Rehovot， Israel 

Central nervous system (CNS) injury can cause perma-

nent paralysis because of the lack of neurogenesis， the 

poor ability of the damaged nerves to regenerate， and 

the spread of damage to initially undamaged nerves. 

We hope to elucidate the mechanisms underlying the 

spread of damage and the failure of rep泊r，and to find 

ways of overcoming them. We found that出ei吋ured-

CNS needs immune system assistance for its protec-

tion and repair， provided by active macrophages (for 

tissue repair) and by T cells (for protection from the 

spread of damage). We found that in the CNS， protec-

tive T cells also are directed against self-antigens 

expressed in the damaged CNS. Our findings contra-

dict the belief that immune activity in the CNS is detri-

mental. The "immune-privileged" CNS may only have 

a limited ability to benefit from由eimmune system. 

We have shown， at the molecular， cellular， behavioral， 

physiological， morphological， and anatomical levels， 

that boosting of the macrophage response and of the T 

cell response directed against self myelin-ass田 iated

peptides promotes repair and protection， respectively， 

of由einjured optic nerve or spinal cord of the adu1t 

rat. In both cases， axonal injury not only resulted in 

self-destructive degeneration， but also awakened mech-

anisms of seIf-repair and self-protection， involving the 

innate (macrophage) and adaptive (T cell) immune 

system responses. The abiJity to self-repair and protect 

and override出espread of injury will determine the 

fate of the nerve. Normally both proc巴ssesare too 

weak or too short-lived to overcome CNS injury; but 

we have shown that they can be boost巴d.Ther，巴fore，

beneficialinflammation and autoimmunity after CNS 

trauma may have cIinical implications for the treat-

ment of CNS degenerativ巴diseases.
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金魚視神経再生における細胞・分子機序

。加藤聖，松川通， ~J 中武，杉谷加代，DEVADAS

Malini 

金沢大学大学院医学研究科分子神経情報学講座

崎乳類とは異なり、金魚の網膜神経節細胞は、視神

経を切断しでもアポトーシスに陥ることなく生存し、

かっ軸索である視神経は約 1カ月で再生する。コン

ビューター画像処理技術を用いて、片側および両側視

神経切断後の視覚依存性行動の回復を経時的に追跡し

た所、正常側への体軸の傾きゃ回転行動は 2週から 1

カ月で回復した。他方、複数個体による追尾行動は 3~

4カ月と回復が遅れた。今回この行動学的再生における

細胞・分子レベルでの理解を目指して、視神経再生時

の細胞・分子変化を検索した。細胞学的変化としては、

視神経切断後、網膜神経節細胞は2週から肥大化し核

小体が明瞭に観察できた。これらの変化は視神経切断

後2カ月で最大となり 4カ月で回復した。また、祝蓋

でのマイクログリア細胞の浸潤活性化も同様な時間経

過をたどった。生化学的および組織化学的に、トラン

スグルタミネースおよび、一酸化窒素合成酵素活性を

追跡した所、トランスグルタミネース活性は視神経切

断後 1週前後で最大活性を、一酸化窒素合成酵素は 1

カ月で最大変化を示した。次に、遺伝子クローニング

技術により、2つの酵素遺伝子トランスグルタミネース

とNa，K-ATPアーゼが視神経切断後、 5-10日にかけ
て網膜および視蓋において 3~7 倍と発現が著明に増

加し、 1カ月でほぼ正常に復した。これら両酵素は再生

視神経の発芽伸長に重要な役割を演じているのではな

いかと推定された。本シンポジウムでは、金魚視神経

再生に関与する、これら新規および既存分子の局在や

機能について比較検討を行う。
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グリア細胞の機能と起源の多様性

。池中一裕

生理研・神経情報

アストロサイトの特徴は非常に薄い膜状の構造でいろ

いろな細胞の表面を覆うことであり、各種イオンチャ

ネル、トランスポーターを発現して盛んに物質のやり

とりを行っている。また、アストロサイトどうしは

ギャップジヤンクションでつながっており、イオンな

どの空間的な緩衝作用がある。このような特徴を生か

してアストロサイトは1)脳血管関門の形成。 2)神経
細胞へのエネルギー補給。 3)神経興奮伝導により放出

されるイオン(カリウムイオン等)の除去。 4)シナプ

ス閑隙に放出された神経伝達物質の除去。 5)シナプス

機能やその可塑性の調節。 6)各種サイトカインや神経

成長因子の放出による脳機能の維持、といった重要な

機能を有することが知られてきt::.o アストロサイトに

は以上のように多くの機能があるが、それでは一つの

アストロサイトがその全ての機能を保有しているのだ

ろうか。アストロサイトの同定は多くの場合GFAPの
発現を指標としている。しかし、アストロサイトにも

GFAPを発現していないものも存在するし、GFAPを産
生している細胞が全て同じ種類の細胞であるとは限ら

ない。まず、形態的にもアストロサイトは protoplasmic

astrocyteとfibrousastrocyteの2種類あり、前者は灰

白質に、後者は白質に多い。これら細胞種は同じ細胞

が存在部位の違いによりその形態を変えるのか、別々

の系譜の細胞なのか明らかではない。中枢ミエリン形

成細胞であるオリゴデンドロサイト (OL)にしても細

い軸索にミエリン形成するものと太い軸索に行うもの

とでは形態的な差を認めている。また、近年成人脳に

もNG2抗体で染められる OL前駆細胞が大量に存在す

ることが明らかとなっており、このものの発生様式と

機能が論ぜられている。このようにグリアは多様性に

富んでいるが、現在のグリア細胞系譜は明らかに単純

化され過ぎていてこの多様性の産生機序を説明できな

いように思われる。本シンポジウムではグリアの細胞

系譜を再検証し、どのようにして多様なグリア細胞が

産生されるか考える。
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グリア細胞系譜と機能形態の多様性

。藤田哲也

ルイ・パストウール医学研究センター

すべてのグリア細胞はマトリックス細胞から、

ニューロン産生の第E期に引き続き、中枢神経系細胞

分化の第E期に、願に造りだされるものであるから、ア

ストロはアストロ、オリゴはオリゴ、ミクログリアは

ミクログリアとして中枢神経系全体で共通する性質を

もつのは自然なことであると考えられる。しかし、彼

等に先だって作り出されるニューロンが、脳脊髄の各

局所で、異なった分化をするように決定されているこ

とから考えて、グリアにおいても局所的な特殊性が与

えられているのは、理論的にも、当然であると推察さ

れる。その極端な例が、網膜のミユラー細胞であろう。

脳内の各部でのグリアの多様性は、これと比べて程度

は少ないように見えるが、脳の機能を考えるとき、そ

の局在の差は無視できない。

第二のものはマトリックス細胞の各サプクローンが

第I期、第E期、第E期(この中でもアストロ、オリ

ゴ、ミクロを分化するm-1、m-2、m-3が区別され
る)を経過するさいに、その時間的な継続が場所によっ

て著しく異なっていることから生じる多様性である。

ひどい場合にはそのステージがほとんどスキップされ

る。例えば、 RapheではE期がほとんど省略されて、上
皮とアストロとの中間的な特徴をもっEpendymal
tanycyteの状態にとどまる細胞が多いo Rapheのすぐ
横では、 I期からm-3へ直接スキップすることによっ
てミクログリア産生を専らとするようにみえるセク

ターが出現したり、さらにその近傍では、 m-2へ直接
スキップすることによってオリゴ産生を専らとするよ

うにみえるセクターが出現することも知られている。

側脳室でも、量的質的にグリア産生に大きな差がある

ことは周知の事実である。

第三の多様性は、環境の変化によってグリア細胞の

示す可塑性によって出現するものである。神経病理学

で記載される多くの変化はこの多様性に属する。ミク

ログリアが脳の病的状態に応じて示す多彩な変化は、

細胞系譜を考える多くのひとを困惑させてきた。

今回は、これらの多様性について論じるが、私にとっ

て特に興味のある成体脳内ミクログリアの幹細胞性変

化に関連した多様性について少し時間を割きたいと考

えている。
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ミクログリアの多様性とその細胞系譜

。津田誠1.2小野健治1，3

1藤田保健衛生大学総合医科学研究所難病治療共同研究

部門科学技術振興事業団さきがけ21，3名古屋市立大

学薬学部

ミクログリアはマクロファージ様の中枢神経系細胞で、

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、脳に特化し

た細胞であると考えられている。このような多機能の

ミクログリアには複数のサプタイプが存在することが

想像されるが、我キはマウス脳一時培養から表面抗原

の発現が異なる、少なくとも 2つの性質の異なったミ

クログリアを分離することに成功した。これらの培養

下で同定したミクログリアは脳内に存在する事が確認

できたほか、脳内では異なった分布パターンをとるこ

と、さらに培養下では刺激に対する応答が異なること

からおそらく生体内で異なった役割を担っていると考

えられる。一方、これまでミクログリアの起源は周産

期に脳内に侵入した単球が特殊化して分化すると考え

られてきた。しかし最近の我々の研究からマクロファ

ジ欠損マウス脳に正常とほぼ同数のミクログリアが存

在することやミクログリアが骨髄で造血が起こるより

早い発生の段階から脳内に存在すること、および脳に

対する親和性や脳に浸潤できるか否かについてマクロ

フアージとミクログリアが決定的に異なることなどが

明らかとなり、ミクログリアは骨髄で分化したマクロ

ファージとは異なる細胞起源をもっと考えられるよう

になった。そこで、今回我々はGFP発現骨髄キメラを

作製し、 GFP揚性細胞の生体内分布とその性質を解析
してミクログリアと比較したところ、 GFP陽性細胞は
末梢臓器だけでなく脳実質に存在するものの、脳浸潤

細胞の細胞表面の性質は多臓器に浸潤した細胞と異な

り、ミクログリアに類似した性質を示すことがわかっ

た。さらに SAGE法の変法により遺伝子発現のパター

ン分析から、マクロフアージには発現しないがミクログ

リアと多能性骨髄前駆細胞に共通に発現する遺伝子を

複数同定することができた。したがって、ミクログリ

アは単球ーマクロファージに比べ多能性骨髄前駆細胞に

より類似性を持つと考えられる。
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ニワトリ匪の中枢神経系を用いたオリゴデ

ンド口サイトの出現様式の解析

。小野勝彦

島根医科大学解剖学講座第2

オリゴデンドロサイト (OL)の細胞系譜に対する様々な

マーカーがこの20年の聞に見いだされ、培養系および
組織内での発生様式が調べられている。このような

マーカーのひとつである単クローン抗体04は、ニワト

リ座の中枢神経系 (CNS)内において、脳室層に位置
する OLの前駆細胞から成熟したOLまで、多様な発達

段階のものを免疫組織化学的に標識する。 OLの系譜の

発生・発達様式をより詳細に解析するためには、 04に

加えて成熟したOLのマーカーを用いたり、個々の細胞

の詳細な形態や細胞動態(移動や増殖)を調べること

により、多様な発達段階を区別することが必要である。

例えば、脳室層に位置する 04陽性 (04+)細胞は、脳

室面に線毛をもち軟膜表面に向かつて長い突起を伸ば

して、放射状グリアの形態を示す。これに対して、脳

室層からはなれて脳実質に入った 04+細胞は、単極型

もしくは非対称な双極型となり、突起の先端には成長

円錐がしばしばみられ、移動細胞としての特徴を持つ。

発達が進むと、陽性細胞の細胞体は円形となり複数の

細く短い突起を伸ばすようになる。 04+細胞が脳室層

から移動することは、脳室層の細胞を遺伝子マーカー

の導入や蛍光色素DiIで標識し、これを経時的に調べ

ることにより明らかにされている。また、ブロモデオ

キシウリジンの取り込みを指標として04+細胞の増殖
能を調べた結果、脳室層内での増殖は低頻度であるの

に対し、脳室層からはなれて移動を終えるまでの段階

で活発に分裂することが示された。したがって、 04+

細胞は前駆細胞の特徴をもったまま白質まで移動する

ものと考えられる。移動を終えて分裂能がなくなるこ

ろから、成熟した OLのマーカーであるガラクトセレ

ブロシドやミエリン塩基性タンパクを発現するように

なり、さらに神経線維にそった長い突起を伸ばして髄

鞘形成を始める。以上の結果から、(I)脳寒層に由来

する OL前駆細胞は、増殖しながら移動して脳実質内

に分布を拡げ、 (2)機能する部位に到達した後に増殖

を終了し、(3)分化した OLのマーカーを発現し鎚鞘

形成を始める、という OL系譜の細胞の発達過程が明

らかにされた。

846 

アミノ酸合成・輸送系からみたグリアの多

様性

。渡辺雅彦

北大院・医・生体構造解析学分野

253 

放射状グリアは、中枢神経の発達期に存在する長い放

射状突起を有するグリア細胞で、ニューロン移動をガ

イドする機能が知られている。また、我々は、移動後

のニューロン細胞体より伸展する樹状突起も、放射状

突起に沿って軟膜方向へ伸長していく像を小脳皮質や

大脳皮質において観察しているo さらに、初代培養神

経細胞やスライスを用いたの実験から、ニューロンの

移動や樹状突起伸展にはグルタミン酸受容体の活性化

やセリンを介する栄養効果が重要であることが指摘さ

れている。アミノ酸を介するニューロン分化の分子細

胞機構を明らかにする目的で、グルタミン酸トランス

ポーターやセリン合成酵素の発現をマウス脳において

検討してきた。その結果、これらの分子は発生段階に

おいて放射状グリアに高いレベルで発現し、成熟段階

では星状惨細胞を中心としたグリア細胞に発現してい

る事実を突きとめた。しかも、成熟グリアにおける発

現量は、同一グリア穫であっても脳の部位に応じて大

きく異なり、また神経損傷に反応して大きく変動する。

これらの事実から、生理活性アミノ酸の輸送や供給に

よるニューロン・グリア問の機能的相互連関を基盤と

して、放射状グリア細胞が分化ニューロンの細胞移動

や樹状突起成長を促進し軟膜方向へと導く構造的要素

となったり、星状穆細胞が個々のニューロンの代謝や

伝達機能を調節する構造的要素になることができるも

のと、我々は考えているo
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膜結合型セマフォリンとその機能

。木村徹菊地薫林剛史中村史雄佐々木

幸生三五嶋良郎2，3

1住友製薬総合研究センター横浜市立大学医学部薬理，

3CREST JST 

Semaphorinは細胞外に Semaドメインと呼ばれる共通

のドメイン構造を持つ遺伝子ファミリーである。分泌

型と膜結合型のものがあり、多くのメンバーは発生期

における神経の軸索ガイダンスあるいは軸索の束形成

に関係している事が知られている。最近になって一部

のSemaphorinに対してNeuropilinファミリーやPlexin

ファミリーの遺伝子が受容体のコンポーネントとして

機能してることが明らかにされた。面白い事に Plexin

もS巴maドメイン様構造を有し、 Semaphorin-Plexin

スーパーファミリーを形成している。即ち、Semaphorin

の機能発現には細胞閑のSemaドメイン相互作用が重要

な働きをしていることになる。我々はすでに Sema6B、

Sema6C、Sema4Fの3種の膜結合型Semaphorin遺伝

子のクローニングを報告た。中でも Sema4Fは成体の

中枢神経系で広く強い発現が認められる一方、胎生期

には視神経の軸索周辺部や網膜神経、脊髄運動神経と

いったごく限定された領域で発現しており、他の

Semaphorinと大きく異なる特徴がある。 Sema4Fを強

制発現させたCOS細胞の膜画分には網膜神経節神経の

成長円錐を退縮させる活性が有り、 Sema6Fも他の

Semaphorinと同様に成長円錐退縮活性を持ち軸索ガイ

ダンスに関係している可能性が示唆される。また、

Sema4F遺伝子を染色体上にマッピングしたところ、ヒ

トSema4Fは、 2p13の網膜神経の変性を伴う遺伝疾患

であるAIstoromシンドロームの原因領域と報告されて

いる場所にマップされる。一方、マウスでは染色体6番

にマップされ、遺伝子クローニングの結果、 2つのマイ

クロサテライトマーカーD6Mit70とD6Mit189を有す

るBACクローン上に存在していた。この領域はマウス

の運動神経変性症2(mnd2)の原因遺伝子があると考え

られている場所と一致した。現在、 Sema4Fを中心に、

その機能および疾患との関係について研究を進めてい

る。

S48 

神経接着分子L1による軸索伸長の制御機

構

。上口裕之

理化学研究所脳科学総合研究センタ一発生・分化研究

グループ

免疫グロプリンスーパーファミリーに属する神経接着

分子Llは、軸索伸長過程に重要な役割を担っており、

ヒトおよびマウスL1の遺伝子変異は脳梁・錐体路低形

成の原因となることが知られている。軸索成長円錐に

発現するLlは、周囲環境に存在するリガンドとの接着

および細胞内シグナル伝達・細胞骨格との相互作用に

より、軸索伸長を促進する。成長円錐内部においてア

クチン線維は後方へ移動しており、細胞接着分子とア

クチン線維との結合が成長円錐の前方移動すなわち軸

索伸長を制御すると一般的に考えられている。このよ

うな成長円錐の移動過程において、細胞接着分子は成

長円錐表面を後方へ移動するが、その後の細胞接着分

子の動態に関しては不明な点が多い。そこで、L1依存

性軸索伸長過程における成長円錐内外のLlの分子動態

を解析した。L1は蛋白質ソーテイングに関与するクラ

スリンアダプター AP-2と直接結合し、Ll細胞内領域

にAP-2結合部位を同定した。L1と AP-2の結合の部

位特異的制御により、L1は成長円錐後部でクラスリン

を介した経路によりエンドサイトーシスされることが

明らかとなった。エンドサイトーシスされたLlの局在

変化を解析したところ、Llは微小管依存性小胞輸送に

より成長円錐後部から先端部へと到達し、その細胞膜

へ再挿入されることが示された。成長円錐先端部へ再

挿入されたL1は、おそらくはアクチン後方移動との結

合により、成長円錐表面を後方へ移動した。このよう

に、Llは成長円錐内外をあたかもキャタピラ様に運動

することにより、成長円錐を前方へ推進する。L1非依

存性伸長過程にある軸索の成長円錐では、エンドサイ

トーシスされたL1は成長円錐先端部へは輸送されず、

成長円錐後部細胞膜へ再挿入された。このように、L1

細胞内輸送とL1依存性軸索伸長との関連性も明らかと

なった。成長円錐が前方へ移動するためには、その先

端部と周囲環境との強固な接着および成長円錐後部の

脱接着が必要である。成長円錐後部から先端部への細

胞接着分子のリサイクリングにより、このような前後

方向の細胞接着の極性が形成・維持されるものと推察

する。
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NAP:新しい細胞間接着機構

。蔦代研二中西宏之溝口明九三好淳高井

義美1

1大阪大学大学院医学系研究科生体制御医学生化学・分

子生物学京都大学大学院医学研究科生体構造医学機

能微細形態学大阪府立成人病センター研究所

私共は、細胞が運動し接着が形成される際、低分子量

G蛋白質のRhoファミリーと Rabファミリーが協調的

に作用していることを明らかにしている。細胞運動と

細胞間接着形成における低分子量G蛋白質の制御機構

を解明する過程で、私共はカドヘリンーカテニン系とは

異なる新しい細胞間接着機構を発見し、 NAPと命名し

報告している。 NAP系は免疫グロプリンスーパーファ
ミリーに属する蛋白質ネクチン、ネクチンとアクチン

フィラメントに結合する蛋白質アファデイン、アファ

デインとビンキュリンに結合する蛋白質ポンシンより

なる。これら三つの蛋白質は、臓器普遍的に発現し、細

胞内ではカドヘリンをベースとするアドヘレンスジヤ

ンクション (AJ)に存在するが、ポンシンのみインテ

グリンをベースとする細胞 マトリックス間接着結合

にも存在する。ネクチンはアファデインを介してアク

チン細胞骨格に連結される。ネクチンとカドヘリンは

少なくともアフアデインと αーカテニン含む分子連関に

よって協調的に相互作用する。ネクチンは、この分子

連関を介してカドヘリンをネクチンの存在する細胞間

接着にリクルートする機能を有している。さらに、ア

ファデイン遺伝子を破壊したマウスの解析により、

NAP系が上皮細胞におけるカドヘリンーカテニン系を

含むAJの形成を制御していることが明らかにされてい

る。また、 NAP系はシナプス結合形成においても重要

な機能を果たしていると考えられる。本シンポジウム

では、上皮細胞、神経細胞における NAP系による接着

の制御機構について私共の知見を紹介し、議論したい。

S50 

シナプス活動依存的に発現調節される神経

接着分子Arcadlin

。山形要人¥安田新杉浦弘子田中秀和三

木直正2

1都神経研・神経薬理阪大院・医・情報薬理
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けいれん発作が持続すると，海馬歯状回頼粒細胞の

最深層に位置する神経幹細胞が分裂し、分裂した幹細

胞が頼粒細胞へ分化する。そして、その頼粒細胞の軸

索がtenninalsproutingを起こし、他の穎粒細胞あるい

はCA3ニューロンに異所性シナプスを形成する。我々

は、けいれん発作が持続することによって頼粒細胞内

で生じる構造変化を分子レベルで明らかにするため、

電撃けいれん刺激によって海馬で誘導される遺伝子群

をdifferentialcloningを用いて単離した。今回は、異

所性シナプス形成に直接関与すると考えられる新しい

神経接着分子Arcadlinについて報告する。 arcadlin

mRNAは、電撃塵撃やカイニン酸投与によって、海馬、

特に歯状回頼粒細胞で急速に、そして一過性に誘導さ

れた。また、海馬以外でも、嘆内皮質・大脳皮質・扇

桃体・梨状葉・喫球でも誘導されたが、小脳では発現

が認められなかった。塩基配列から、 Arcadlinの細胞

外領域は 6 つのカドへリンモチーフを持ち、

protocadherin-8との相同性が認められたが、細胞内領

域は altematesplicingのために両者の配列は完全に異

なっていた。細胞内領域は他の cadherinの細胞内とも

異なるので、特殊な情報伝達系と coupleする可能性も

ある。また、 L細胞に発現させた Arcadlinは、 Ca2+依

存性に同種結合し、さらに特異抗体を用いた三重染色

から、Arcadlinがsynaptophysinと共存することが明

らかになった。以上の結果から、Arcadlinは、けいれ

ん発作によって海馬、特に頼粒細胞で合成された後、シ

ナプスへ運ばれ、そこでCa2+依存性に同種結合するこ

とによって、穎粒細胞シナプスの再構築に関与してい

ると考えられた。
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ニュー口プシンと神経機能

。吉田成孝

奈良先端科学技術大学院大学細胞構造

神経可塑性におけるシナプス変化は、学習記憶の際な

どに見られる様に数年もしくはそれ以上の長期にわた

る変化であることも多い。このようなシナプス変化の

基盤としてリン酸化などの生化学的変化のみでなく、

形態変化を伴うと考えることが長期的な変化を説明す

るのに合致していると考えられる。実際に神経可塑性

に構造変化を伴うという報告は電子顕微鏡による観察

の他、共焦点レーザー顕微鏡や、多光子レーザー顕微

鏡による観察などで最近多く見られるようになった。

このようなシナプス形態変化が生じる際には細胞外マ

トリックスや細胞接着因子をはじめとする細胞外の環

境の調節が必要であり、そのような因子として，プロテ

アーゼが重要な機能を果たしていると考えられる。神

経可塑性に富む海馬において特にこのような因子が重

要であると考えられたので，私たちはマウス海馬よりセ

リンプロテアーゼの単離を行った。その結果、新たな

セリンプロテアーゼcDNAを見出し，ニューロプシン

と名づけた。ニューロプシンはトリプシン型のセリン

プロテアーゼで海馬の錐体細胞をはじめとする大脳辺

縁系の神経細胞に特異的に発現していた。海馬Schaffer

側枝での長期増強におけるニューロプシンの作用を検

討したところ，ト5nMの渡度で長期増強を促進すること

，また、抗ニューロプシン抗体投与により，長期増強が

抑制されることが明らかとなった。さらに、マウスに

電気刺激を行ってキンドリングを生じさせた。この際，

ニューロプシン発現が増強された。また、キンドリン

グ誘発の過程で脳室内にニューロプシン抗体を投与す

ることにより、キンドリングの進行を遅延させること

ができた。そこで、ニューロプシンが細胞外マトリッ

クスや接着因子を切断する能力があるかどうかを検討

した結果、L1やカドヘリンなどを選択的に切断する活

性があることがわかった。また、ニューロプシン遺伝

子ノックアウト動物 (NPKO)を作成し、組織学的，行

動学的検討を行った結果、NPKOでは海馬CAl領域の

シナプスの数の有意な減少と、それに起因すると思わ

れる学習能の低下が認められた。故に，ニューロプシン

は細胞外マトリックス、接着因子等の調節を行うこと

により、シナプス可塑性を担っているものと考えられ

る。

852 

細胞接着因子としてのgmp46/CARの発現
と機能解析

。桑野良三，本田岳夫，堀田優子，小堺郁夫，斉藤

宏，阿部貴子

新潟大学遺伝子実験施設

神経回路の形成は、脳の部位と時期によってまちま

ちであるが、神経成長円錐は時空を超えて同じ分子基

盤に基づくと仮定し、成長円錐構成蛋白を系統的に分

離・精製した。得られた 130種類のペプチドについて

部分アミノ酸配列を決定し、データベース検索し、新

規の蛋白について解析を行った。その中の 1つgmp46
(Growth cone Membrane Protein， 46kDa)は、 V ドメ

イン、 Cドメインを 1個づっ持つ神経系には珍しいタ

イプのイムノグロプリンスーパーファミリーに属する

膜蛋白であるこが分かった。そのころ、ヒトの

Coxsackievirus and Adenovirus Receptor (CAR)の
cDNAクローニングが報告され、 gmp46はCARのマ
ウスホモログであることが分かった。しかし、ウイル

スレセプターとしてでなく生体内での gm凶6/CAR本
来の機能は不明であった。そこで、細胞の外側と内側

のドメインに対して作製したペプチド抗体および

cDNAを用いて発現と機能解析を試みた。

gmp46/CARのmRNA、蛋白とも胎児期初期から新
生児期の脳、神経系に強く発現し、成体期には消失し

ていた。免疫組織学的に調べてみると、成体脳におい

ても SubventricularZone、Rostra1Migratory S住'eam及
び、DentateGyrusの一部の細胞に発現している結果を得

た。培養細胞にgmp46/CARcDNAを強制発現させた実

験から、細胞接着活性を有することが分かった。次に

gmp46/CARの細胞内局在を調べる為に、胎齢 15日

マウス海馬から極性を維持した神経細胞の培養を行

い、 gmp46/CARの細胞内局在を免疫染色によって
調べた。成長円錐から精製された膜蛋白であったが、軸

索、樹状突起の先端を含くめ細胞全体に分布していた。

培養開始後一週自に、一部の神経細胞の神経突起と神

経突起が接触している場所に gmp46/CARの局在が観
察された。これらのことから、生体において gmp461
CARはおそらく接着因子として初期の回路形成に必要

とされるが、回路の完成と共に消失する分子であると

考えている。
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Gliomaの細胞運動における RAGE-
Amphoterinの役割と腫蕩抑制への応用

。田口明彦藤堂謙_1渡遺学1，Stem David2， 

Schmid Ann Marie2 

1国立大阪商病院コロンピア大学

目的

RAGE(Receptor for Advanced Glycation 

Endoproducts)はAGEに対するレセプターとしてク

ローニングされた細胞膜貫通型のImmunoglobulin

superfamilyに属するレセプターである。その後，生理

的lig組 dの検索が行われ，胎生期神経系発生期におけ

る神経細胞運動等に深く関与している細胞表面蛋白で

ある Amphoterinに対するレセプターであることが、明

らかになった。そこで我キはgliomacellを用い、RAGE

を介した細胞運動の制御と、その応用として腫蕩細胞

における影響を検討した。

結果

RAGEとAmphoterin結合による細胞運動の制御

RAGEとAmphoterinはC6Gliomaの主にleadingedge 

に発現しており、その結合を阻害すると、 glioma細胞

の1eadingedgeの進展を抑制し細胞移動が阻害された。

また、細胞内シグナル伝達は、p44/42MapKinaseなど

のMAPkinaseを通じて行われており、 RAGEを介し

た制御は細胞運動だけでなく、 metaroproteinase等の

proteinaseをも調節していることを明らかにした。

E重蕩細胞に対する応用
以上の結果と、 RAGEとAmphoterinの発現がヒト癌

細胞にてupregulateされているとの知見より、その腫

蕩細胞における役割を検討した。 C6Gliomaのinvivo 

の実験ではRAGEとAmphoterin結合を阻害すること

により、生体内にでも腫蕩細胞の運動、浸潤が抑制jさ

れ、腫蕩サイズも縮小することが観察された。また、非

神経系細胞であるLewisLung細胞を使った癌転移モデ

ルでも、 RAGEとAmphoterinの結合阻害が癌転移を

抑制する事を示した。以上のように、我々は神経系の

形態形成という非常に基礎的な研究より、臨床的に

RAGE-Amphoterinの結合阻害が癌細胞の浸潤、転移を

抑制し得るということを示した.
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Functions of gicerin in the developing and 
adult nervous system 

。EiichiTairal， Shigeki Okumural， Keiko Kohamal， 

Yasuhiro Tsukamot02， Naomasa Mikil 

IDepartment of Pharmacology， Osaka University， 

2Department of Veterinary Anatomy， Osaka Prefectural 

University 
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Gicerin is a cell adhesion molecule of an immunoglob-

ulin superfamily molecules. It has homophilic cell 

adhesion activity and heterophilic binding avtivity to 

NOF. NOF is a laminin family extracellular ma凶x

protein and has strong neurite promotion activity. We 

have repoロ.edthat gicerin mediates neurite promotion 
activity by NOF and its expression is restricted to the 

developmenta1 period in the nervous system in a 

chicken. This time we also found that gicerin medi-

ates cell migration of neurons to foロnlayer structure 

in the developing chick midbrain. In addition， gicerin 

has two isoforms which only deffer in th巴cytoplasmic

domain. This time， we isolated rat gicerin and gicerin 
homologous molecule， LU. Wecould isolate both iso-

forms of gicerin and found that an intracellular 

domain of gicerin is highly conserved among species 

and its important role was expected. Wegenerated a 

cell line which express rat gicerin and found that these 

transfectants increased the number!and the length of 

microvilli. And we characterized the domain important 

for this promotion activity. On the other hand， the third 

loop structure of gicerin has high homology with LU 

third loop. So， we further characterized出efeature of 

LU to check LU and found that LU is a1so expressed 

in the brain. While chick gicerin is expressed only in 

the developmental stage， rat gicerin continues to 

express in the adu1t brain. We found that distribution 

of these two molecules is paralel in the br創n.
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ダウン症精神遅滞候補遺伝子DSCAMの解

析

。山川和弘， Kishan Lal AGARW ALA 
理研・脳センター・神経遺伝

ダウン症候群は第21染色体が3倍体になることによっ

て引き起こされる、最も頻度の高い精神遅滞の原因と

して知られる。第21染色体上でも、とくに領域21q22.

l-q22. 2の4Mbの領域が、ダウン症の症状、特に精神

遅滞と先天性心疾患の発症に重要であることが示唆さ

れている。我今は、以前この領域より新規な遺伝子

DSCAMを単離した。 DSCAMは10のIG-C2ドメイ

ンと 6のfibronectintypelIIドメイン、膜透過領域、細
胞内領域よりなる、イムノグロプリンスーパーファミ

リーの中でも最も大きなメンバーである。最近の第21

染色体の全DNA配列の解読により、 DSCAMはこの

染色体上で最も大きな遺伝子 (840Kb)であることも明

らかにされた。以前の我今の組織in-situハイブリダイ

ゼーション解析により、 DSCAMが胎児期から成人期

までにわたり、広い範闘の神経組織で発現することが

明らかとなっている。今回我今は、 DSCAM蛋白の機

能を探るため、 DSCAMをマウス L細胞に強制発現さ

せ、解析した。 DSCAMIg3領域のペプチドに対する抗

体は、ウエスタンプロット解析において 198KDaのバ

ンドを検出した。 DSCAMを発現したL細胞は発現し

ていない細胞に比べ、二価陽イオンの非存在下で高い

接着性を示した。又、マウスを用いた組織免疫染色に

より、 DSCAMが大脳皮質、海馬、小脳などで発現し

ていること、更にはマウス小脳の初代培養細胞を染色

することにより、 DSCAMがプルキンエ細胞の軸策な

どに見いだされることを明らかにした。これらの結果

は、 DSCAMが神経細胞で発現し細胞接着因子として

働いていることを確認するものであり、更に神経系の

発生・分化に重要な働きを担っていることを示唆する

ものである。
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遺伝子産物のシナプス選択的な機能発現の

機構

。井ノ口馨

三菱化学生命科学研究所

海馬の長期増強 (LTP)には比較的短時間で減衰する初

期相 (E-LTP)と持続時間の長い後期相(L-LTP)が存在

する。E-LTPから L-LTPへの移行はタンパク質合成依

存的である。一方、 LTPは入力特異性を持っている。す

なわち一つのニューロンに存在する多数のシナプスの

うち特定の入力を受けたシナプス群にのみ可塑的な変

化が生じる。従って、 L-LTPの成立には、新たに合成さ

れたタンパク質がシナプス選択的に機能発現する機構

が存在することになる。この機構として、新規発現の

mRNAから細胞体で翻訳されたタンパク質が入力を受

けたシナプスに選択的に局在する場合と、樹状突起や

シナプス部位に存在する mRNAから入力依存的にタ

ンパク質が合成され供給される場合が考えられる。こ

れらの機構は、合成されるタンパク質によって使い分

けられていると思われるo 我々が見いだした Vesl-1S

(Homer-la)タンパク質は、代謝型グルタミン酸受容体

mGluR1/5やIP3受容体と相互作用するシナプスの足

場タンパク質の一種である。 vesl-1SmRNAはL-LTP

に伴いシナプス後細胞で発現が誘導されるが細胞体に

とどまる。一方、 Vesl-1Sタンパク質はシナプス後部に

局在している。このことから Vesl-1Sタンパク質は L

LTPに伴い細胞体で合成された後に、入力を受けたシ

ナプス部位に選択的に局在するタンパク質であると期

待される。本シンポジウムでは、 Vesl-1Sタンパク質に

着目して前者の機構を解析した例を紹介する。
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発達期小脳シナプスの選択的除去機構

。橋本浩一，狩野方伸

金沢大学医学部生理学第二講座

成熟動物では小脳プルキンエ細胞はただ l本の登上線

維に支配されるが、幼若動物では複数の登上線維によ

る多重支配を受けることが知られている。マウスでは

生後3週の聞に過剰な登上線維が排除され、生後20日

で1対 1の関係がほぼ完成する。私たちは、プルキン

エ細胞の興奮性シナプス後部に強く発現する代謝型グ

ルタミン酸受容体1型 (mGluRl)とその下流のシグナ

ル伝達が、堂上線維シナプス除去に必要であることを

示した。プルキンエ細胞において、 mGluRlはGqファ

ミリーの3量体G蛋白(Gαq)、phospholipaseCj34 (PLCj34) 
を介して、プロテインキナ ゼC(PKCy)の活性化を引

き起こすと考えられる O 私たちは、これら分子のノッ

クアウトマウスにおいて小脳登上線維シナプスの生後

発達を電気生理学的に調べた。小脳スライスを作製し

プルキンエ細胞から whole-cellrecordingを行った。登

上線維刺激の強度をゼロから徐々にあげてゆき、誘発

される興奮性シナプス後電流(EPSC)のステップの数に

より、記録しているプルキンエ細胞を支配する登上線

維の本数を同定した。これら 4種類のノックアウトマ

ウスでは、いずれにおいても、生後3週以降、 40-50%

のプルキンエ細胞が2本以上の登上線維による multiple

innervationを受けていることを発見した。しかし、こ

れらのマウスでは、生後2週までの登上線維シナプス

の発達は正常であった。主主上線維シナプスおよび平行

線維シナプスの生理学的および薬理学的性質は正常で

あり、また、光顕および電顕での観察で形態学的に異

常は認めなかった。これらから、 mGluRl-Gαq-PLCj34-
PKCyのカスケードが生後3週日におこる過剰な登上線

維の除去に必要であると結論された。さらに、私たち

は、プルキンエ細胞特異的な L7promotorを用いて、

ラットの mGluRlαtransgeneをmGluRlノックアウト

マウスに導入し、プルキンエ細胞のみで機能的な

mGluRlを発現するマウスを作製した。このマウスは、

正常な登上線維シナプス除去を示し、 mGluRlノック

アウトマウスで顕著である小脳失調も回復していた。

この結果より登上線維シナプス除去に必要な mGluRl-

Gαq-PLCj34-PKCyのカスケ ドはプルキンエ細胞内で、

働くことが明らかとなった。
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海馬シナプス伝達可塑性の分子機構

。真鍋俊也

神戸大学医学部生理学第一講座

海馬は記憶や学習に重要な役割jを果たすが、そこで観

察される長期増強 (LTP)や長期抑圧はその細胞レベル

でのモデルとして盛んに研究されている。これらのシ

ナプス可塑性の誘導・発現に、 NMDA受容体の活性化

とそれに引き続く細胞内生化学過程の調節が重要であ

ることは一般的に認められているが、最近のノックア

ウトマウスをはじめとする分子生物学的解析から、こ

れらの主要経路以外にも、シナプス周囲に存在する機

能分子がシナプス可塑性の調節を行っていることが明

らかになりつつある。

海馬での興奮性シナプス伝達はグルタミン駿によって

媒介されているが、シナプス前終末から放出されたグ

ルタミン酸はグリアに存在するグルタミン酸トランス

ポーターにより速やかに取りこまれ、シナプス間隙の

グルタミン酸濃度は急激に低下する。海馬の場合、GLT-

lがその主役を演じるが、この蛋白を欠失したマウスで

は、正常シナプス伝達においては、グルタミン酸が放

出されたあとシナプス間隙でのグルタミン酸濃度がよ

り高いままの状態がより長くことがわかっている。こ

の変異マウスでは、海馬CAl領域の LTPが障害されて

いることがわかったが、その原因がNMDA受容体の過

度の活性化であることを明らかにした。したがって、

GLT-lは正常シナプス伝達のみならず、シナプスの可

塑性においても重要な役割jを果たしていることが明ら

かとなった。

シナプスの前部と後部を結合させる分子として、シナ

プス活性化部位周囲に存在する細胞接着分子の存在が

知られているが、海馬に多く分布しているカドヘリン

11あるいはテレンセファリンを欠損するマウスでは、

正常シナプス伝達には異常は見られないが、 LTPが野

生型に比べて 2倍程度に増大しており、さらに LTPの

飽和レベルも有意により高くなっていることがわか

り、これらの細胞接着分子がシナプス伝達効率の可変

域を調節していることが明らかとなった。

これら以外にも多くの分子がシナプス可塑性を制御し

ていることがどんどん報告されており、今まで考えら

れていたよりもはるかに複雑な機構でシナプス機能が

調節されていることが明らかになりつつある。
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神経シナプス足場蛋白質S-SCAMによる

分子集積機構

。畑裕

東医歯大・大学院・病態代謝解析学

神経シナプスには、神経伝達物質の放出・受容に関わ

る機構や、神経伝達の効率を変化させるシグナル伝達

分子が集積して、シナプス可塑性の分子機構を形成し

ている。これらの神経シナプス構成分子の集積に、細

胞膜裏打ち蛋白質が重要な役割を果たしていること

が、近年明らかにされている。後シナプス肥厚の裏打

ち蛋白質PSD-95は、 3つのPDZ領域の他に、 1つの

SH3領域、 1つのグアニル酸キナーゼ(GK)領域をも

ち、これらの蛋白質結合領域を介して、 NMDA型グル

タミン酸受容体・神経細胞接着因子neuroliginや、チ

ロシンキナーゼ・一酸化窒素合成酵素・低分子量G蛋

白質RasのGTPase活性化因子、あるいは SAPAPなど

の細胞骨格関連分子と相互作用している。私共は、 6つ

のPDZ領域と 2つのww領域、 1つのGK領域をも
っ神経特異的な細胞膜裏打ち蛋白質を見いだして

synaptic scaffolding molecule (S-SCAM)と命名してい

る。 S-SCAMも、後シナプス肥厚に局在して、 NMDA

型グルタミン酸受容体・神経細胞接着因子neuroliginと

SAPAPに結合する。さらに、 Rafキナーゼに結合する

MAGUINや、低分子量G蛋白質RaplのGDP/GTP交

換反応を促進する nRapGEPとも相互作用する。 S-

SCAM はC末端の PDZ領域を介して、ホモダイマー

を形成すると同時に、PSD-95のGK領域とも相互作用

する。すなわち S-SCAMは、神経シナプスにおいて、

PSD-95と共同して受容体・細胞接着因子を裏打ちし、

シグナル伝達分子や細胞骨格とこれらの膜蛋白質をつ

なぐ機能を果たしている可能性がある。現在、 S-SCAM

による分子集積が、選択的なシナプス強化・除去の機

構にどのように関わっているかを解明しようとしてい

る。

860 

PDZ領域を持つアクチン結合蛋白質

Neurabin IおよびI-Afadinのシナプスにお
ける微細局在と機能

。溝口明

京都大学大学院医学研究科生体構造医学講座

私共は、アクチン線維と結合活性を持つ新規の膜下蛋

白質を発生段階の脳から探索し、 PDZ領域をーカ所持

つ足場蛋白質、 Neurabin1および1・.Afadinを同定して

いる。 Neurabin1は脳特異的に発現しており、完成

したシナプスでは、主としてポスト側のスパインに局

在していた。発生期の脳では未熟なシナプスのプレ・ポ

スト両側に局在していた。これらの結果から、 Neurabin

Iは完成したシナプスではスパインの運動に、未熟なシ

ナプスでは細胞間接着に関与すると考えられる。 1-

Afadin は、全身の多くの臓器に存在し、小腸や肝臓な

どの非神経組織では、主としてアドへレンスジヤンク

ションにCadherin系と共存していた。脳では、1・Afadin

は、海馬CA3領域の苔状線維終末一錐体細胞樹状突起

閑のシナプスのPunctaAdhaerentia Junctionに両側対

称性に局在していた。そこでI-Afadinと結合する細胞

接着分子をイーストツーハイブリッド法で検索した結

果、イムノグロプリンスーパーファミリーに属する

Nectinが見出された。 Nectinは、細胞外領域にCa非

依存性細胞接着活性を持ち、細胞内領域の C末端で1-

AfadinのPDZ領域と結合する。 Nectinは、 1型、 2型、

3型のアイソフォームからなる。海馬の苔状線維終末に

は1型が、錐体細胞樹状突には3型が特異的に局在し

ていたことから、 Nectin-I-Afadin系接着機構は、シナ

プスの形態形成、可塑性の調節に重要な役割を果たし

ていると考えられる。



861 

開口放出を介した選択的シナプス可塑性の

機構

。高橋正身

三菱化学生命科学研究所

シナプス伝達が、短期的、長期的にどの様に制御さ

れているかを明らかにすることは、記憶ヤ学習などの

機構を理解する上で重要な課題である。シナプス伝達

は、シナプス前部から関口放出される神経伝達物質に

よって担われている。我々は神経伝達物質放出の制御

機構を明らかにするために、ラット副腎髄質細胞燈由

来の PCI2細胞を用いて解析を行ってきた。 PC12細胞

は神経伝達物質としてドーパミンとアセチルコリンを

放出するが、前者は大型の有芯小胞に、後者は小型の

シナプス小胞に貯蔵されるため、形態的に異なる小胞

の関口放出を同じ細胞を用いて調べることが可能であ

る。我身は小型のシナプス小胞の関口放出の機構を明

らかにするため、様メをな遺伝子を導入したり、細胞膜

の透過性を高めたリーキー細胞を用いて関口放出の制

御機構を調べる実験系を確立した。さらにGFPとモノ

アミントランスボーターおよびアセチルコリントラン

スポーターとの融合タンパク質を発現させ、生きた細

胞でのシナプス小胞の局在変化を解析した。この様な

解析の結果、 PC12細胞からの神経伝達物質放出は、

PKA、PKC、MAPKなどのセリンスレオニンキナーゼ

やフォルボールエステル結合タンパク質によって促進

的に、非受容体型チロシンキナーゼやJAK型チロシン

キナーゼによって抑制的に制御されていることが明ら

となった。さらに PI3キナーゼによっても神経伝達物

質放出が促進的に制御されていることも明らかとなっ

た。これらの多様な制御タンパク質は、関口放出に至

るまでの異なるステップに作用し、生理的に異なる役

割を持つ制御機構に関わっている可能性が考えられ

る。神経伝達物質放出の制御タンパク質と考えられる

complexin 1およびcomplexin11の局在を、培養した海

馬神経細胞で調べた結果、両者は同一神経細胞のシナ

プス前終末に異なって分布していた。この様なことか

ら、神経細胞は個々の神経終末での制御タンパク質の

種類を変化させることにより、シナプスの性質を選択

的に変化させている可能性が考えられた。

862 

レプチンにより誘導される新規遺伝子群の

探索

261 

。森川吉博，上山栄子，久岡朋子，岩本武史，仙波

恵美子

和歌山県立医科大学第二解剖学

肥満とはエネルギーの摂取と消費のバランスが崩

れ、体内に蓄積されたエネルギーが過多となった状態

であり、肥満により種々の生活習慣病が引き起こされ、

先進国において深刻な問題となっている。 Colemanに

よる正常マウス、 ob/obマウス、 db/dbマウスの併体結

合実験から、液性の飽食因子による摂食とエネルギー

消費のバランスを保つ調節機構が提唱され、 Friedman

らによりその液性飽食因子、レプチンがクローニング

された。レプチンレセプターは膜一回貫通型受容体で、

インターロイキン 6ファミリーのサイトカインの共通

の受容体である gp130と高い相同性を有し、 JAK

(Janus kinase)-STAT (signal transducers and activators 

of transcription)とMAPkinaseがレプチンの細胞内シ

グナル伝達に関与することが明らかとなった。また、ヒ

トの肥満患者においては、レプチンの異常による肥満

が2例、レプチンレセプターの異常による肥満が 1例

発見されたのみで、多くはレプチンに対する抵抗性が

肥満の主な発症原因であると考えられている。 今回、

我々はレプチンに対する抵抗性が生じる原因を明らか

にするため、その下流での遺伝子発現について検索を

試みた。レプチンを静脈注射した ob/obマウスの脳よ

りPCR-basedsubtractive cDNA libraryを作成し、レプ

チンにより脳内に誘導される分子の単離、同定を行っ

た。 subtractivecDNA libraryより約 100クローンを

シークエンスし、未知の遺伝子を中心とする 17クロー

ンについてノーザンプロットによりその誘導性を

チェックした。 subtractivecDNA library 作成に使用し

たmRNAによるノーザンプロットでは 17クローン中

16クローン (94%)でその発現に増加が認められた。

再現性を確かめるために他のマウスで得られたmRNA

によりノーザンプロットを行ったところ、 8クローン

(47%)でその発現に増加が認められた。そのうち、 2

クローンについて脳内における発現の局在を調べるた

めに insitu hybridizationを行ったところ、 2クローン

とも視床下部において強い発現を認めた。このうち、 1

クローンは勝臓のラ氏島においてもレプチンにより誘

導された。さらに、このクローンは勝b細胞株をレプ

チンで刺激した時、 30分後の早期から誘導が観察され

た。現在、これらのクローンの完全長のクローニング

を行っているところである。
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視床下部レプチン作用とヒスタミン神経の

役割

。坂田利家，吉松博信，正木孝幸

大分医科大学医学部内科学第一講座

脂肪細胞は肥満遺伝子(obgene)を発現し、そのコ ド

蛋白のレプチンを分泌する。このレプチンには視床下

部のレプチン受容体(OB-Rb)を介した食欲抑制作用と

体エネルギ消費の克進作用がある。脂肪細胞由来の液

性信号が脳を介して、過剰な脂肪蓄積を防止する仕組

みなのである。視床下部ではcorticotropinreleasing 

honnoneやproopiomelanocortin，それに neuropeptide

Yやagoutigene-related proteinがレプチンによって制

御され、前二者はエネルギー蓄積に対し抑制性に、後

二者は促進性に調節されている。我今はエネルギ一代謝

の統合的調節因子として、視床下部ヒスタミン (HA)神

経系に注目し、その生理的な役割を解析してきた。そ

の結果によると、レプチンはHA神経を賦活化しこ

の賦活化はobgene発現を抑制する、つまり両調節系の

聞には負のフィードパック形成の存在が明らかになっ

た。 H1受容体ノックアウト (HIKO)マウスでは、レプ

チンによる摂食抑制作用が有意に滅弱されることか

ら、この抑制作用は HA神経系を介していることがわ

かった。 HA神経の賦活化は、一方で末梢脂肪細胞の脂

肪分解を充進させ、とくに内臓脂肪で顕著だった。こ

のシグナルは交感神経によって伝達されていた。HA神

経は acylCoA synthetaseやglucosetransporter4の遺

伝子発現を同時に抑制し、脂肪合成を抑制した。 HA神

経慢性賦活やレプチン投与による脱共役蛋白群(UCP
family)の発現充進が、 HIKOマウスではいずれも減弱

した。 OB-Rbに異常のある Zuckerobese ratsやdb/

dbmiceではレプチン作用が欠損するため、視床下部HA

神経系の機能が障害されることも明らかになった。脳

脊髄液中のHA濃度は肥満症で有意に低く、神経性食

欲不振症で、は逆に高かった。HA神経系はこのように祝

床下部レプチン作用のターゲットのーっとしても機能

しており、エネルギー摂取と放出の調節、つまりエネ

ルギ一代謝の恒常性維持に重要な役割を果たしている

ことがわかってきた。

864 

オレキシンによるエネルギーホメオスター

シスの制御

。桜井武，原淳子，山中章弘，後藤勝年

筑波大学基礎医学系薬理

オレキシン Aと-Bは、われわれが1998年に発見し
た神経ペプチドであり、動物の脳室内にオレキシン A

またはBを投与すると、摂食量の増加が認められる。

さらに、最近では、オレキシン遺伝子欠損マウスが作

成され、摂食量が20%減少するとともに、ナルコレプ
シー様の睡眠障害を呈することが示され、オレキシン

が、摂食行動だけでなく、睡眠の制御にも関与してい

ることが示されている。われわれは、オレキシン神経

の摂食行動と覚醒の制御における役割を発生工学的手

法により解析している。ヒトオレキシン遺伝子プロ

モータを用いて、神経変性疾患のひとつである

Machado-Joseph病の原因遺伝子のcDNAのうち、ポ

リグルタミンリピートをオレキシン神経特異的に発現

させたマウスを作成した。このマウスを解析すると、 8

週令までに、ほぼすべてのオレキシン神経が神経細胞

死により脱落することが明らかになった。また、 MCH

神経をはじめ、他のニューロン群には影響がなかった。

このマウスはナルコレプシ一様の症状を呈するととも

に、摂食量の著明な減少がみられている。大変興味深

いことに、摂食量が低下するにも関わらず、 12週以降

から肥満がみられた。このことから、オレキシン神経

は覚醒の制御、エネルギ一代謝調節に重要な役割をし

ていると考えられた。

オレキシン含有神経は、摂食中枢として知られる視床

下部外側野に存在し、脳内の広範な領域に投射してい

る。一方、オレキシン神経への入力系についてしらべ

るために、電気生理学的な手法を用いる必要がある。ヒ

トオレキシン遺伝子プロモータを用いて、 Green

Fluorescent Proteinを発現させるコンストラクトを構

築し、トランスジェニックマウスを作成し、このマウ

スの視床下部から、蛍光を発生するニューロンを単離

し、オレキシン産生ニューロンの性質をパッチクラン

プ法によって明らかにすることを試みている。
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Novel neuropeptides implicated in the 
control of food intake 

。MasamitsuNAKAZATO 

Third Department of Intema1 Medicine， Miyazaki 

Medical College 

Orphan G-protein-coupled receptors (GPCRs) have 

been used as targets for unidentified signaling mole 

cules， including new peptide hormones， neuropeptides， 

and neurotransmitters. Recent genomic analyses have 

led to the discovery of many orphan GPCRs for which 

ligands have not been isolated. The search for endog-

enous ligands of these orphan GPCRs is a useful 

m巴thodfor the discovery of unknown neurona1 func-

tions and development of new drugs. Orexin， mela-

nin-concentrating hormone (MCH)， and neuropepetide 

Y (NPY)， orexigenic peptides located in the hypothal-

amus， have been identified as ligands for CPCRs. 

Very recently， we discovered important bioactive neu-

ropeptides relative to the central regulation of feeding 

behavior using cultured cells expressing orphan 

GPCRs. We here present the way these novel neu-

ropeptides interact with other neuropeptides including 

orexin， MCH， and NPY. 

S66 

ボンベシン受容体と摂食

。和田圭司，山田一之，和田恵津子

国立精神・神経センター神経研究所

263 

ボンベシンはBombinabombinaと呼ばれるヨーロツノt

産スズガエルの皮膚から単離された生理活性ペプチド

で、日甫乳類ではこれまでにガストリン放出ペプチド

(GRP)、ニューロメジン B(NMB)と呼ばれる 2種の

ボンベシンによく似たペプチドの存在が確認されてい

る。いずれも消化管や脳に広く分布し、内外分泌、平

滑筋収縮、代謝などの調節に関与する。ボンベシンの

作用は膜を 7回貫通する G蛋白質共役型の受容体によ

り細胞に伝えられるが、 H甫乳類では GRPに高親和性の

GRP受容体、 NMBに高親和性のNMB受容体、さら

に、両者に相同性を示すものの内在性の高親和性リガ

ンドが不明のボンベシン受容体サブタイプ3(BRS-3) 

の3つが存在する。 GRP受容体、 NMB受容体が脳に

加えて消化管などの末梢組織に広く分布するのに対

し、 BRS-3はほぼ脳に限局した分布を示し、特に視床

下部領域での発現が強い。崎乳類における個今のボン

ベシン受容体の生体内機能を解明する目的で各受容体

の遺伝子欠損マウスを作製したところ BRS-3欠損マウ

スが肥満、高血圧を呈することを見い出した。 BRS-3

欠損マウスでは軽度の過食、酸素消費量の低下を認め、

インスリン抵抗性、耐糖能障害も存在した。他方、 GRP

受容体欠損マウスでは明らかな肥満を認めないもの

の、 GLP-lやインスリンの分泌障害を認め耐糖能も低

下していた。ボンベシンあるいはGRPによる摂食抑制

はBRS-3欠損マウスでは野生型同様保持されていたが

GRP受容体欠損マウスでは認められなかった。以上の

結果から、 BRS-3はエネルギー収支の制御に主に関係

し、 GRP受容体は摂食抑制により強く関与している可

能性が示された。ボンベシン受容体システムにおいて

は、摂食とエネルギー収支は一元的に制御されている

というよりも個身のボンベシン受容体により多面的に

制御を受けていると考えられる。
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摂食に関わる NeuropeptideY遺伝子発現
制御

。樋口宗史，村岡修，山口剛，貝津雅稔，三富明

夫

新潟大学医学部薬理学講座

Orexigenicな神経ペプチドNeuropeptideY(NPY)の
遺伝子発現の変化が摂食行動に主要な役割を果たすこ

とが明かにされつつある。日周リズムや絶食に伴い

NPY遺伝子発現が著しく変化することからNPY遺伝
子発現調節が摂食調節の主体ではないかという報告が

ある。このことに関して、私達は摂食行動を変化させ

る成長ホルモン、甲状腺ホルモン、絶食、低血糖誘発

薬物刺激によってinvivoの中枢NPY神経での神経活
動の変化や引き続いて起きるNPY遺伝子発現の著しい
変動を報告する。 またNPY受容体には5つのサブク
ラス (YI-Y5)が存在し、発現部位の違いによって多
彩なNPYの作用を仲介している。今回、摂食調節にお
ける NPY受容体サブクラスの脳内分布・遺伝子発現変
化も insitu hybridization (ISH)によって調べたので報
告する。 Yl、Y5のmRNAは弓状核・傍室核に強く発
現していたが、 NPY受容体各サブクラスの遺伝子発現
調節が組織特異的な転写調節因子によって各#制御を

受けている可能性があり、今後、絶食・甲状線ホルモ

ンなどによる摂食行動の変化とNPY受容体サブクラス
遺伝子発現調節との関連が明らかになると思われる。

摂食行動に関わるNPY遺伝子発現調節の分子メカニ
ズムの主体は、神経活動にともなう細胞核内の転写活

性の変化である。 NPY遺伝子転写活性化を引き起こす
細胞内シグナルは少なくとも 3つあり、ここではCaJ

calmodulin依存性の活性化シグナル、ニューロトロフイ
ンを介するシグナル、leptinを介するシグナル系がNPY
遺伝子転写をどのように調節するかを報告する。培養

神経と Invivoシステムを用いて摂食でのNPY遺伝子
転写調節を特異的な転写因子のレベルから明らかにし

たいと考えている。

868 

脳のホメオスタシスとミクログリア:

Overview 

。錫村明生

市立四日市病院神経内科

ミクログリアは中枢神経系を構成するグリア細胞の一

つで、オリゴデンドロサイトやアストロサイトなどの

マクログリアに対応して命名された。一般的には周産

期に脳内に移行した単球・マクロフアージ系の細胞と考

えられているが細胞の起源については今日尚議論のあ

るところである。 1980年代後半にミクログリアの分離
培養法が確立し、細胞生物学，分子細胞学の進歩とあい

まってこの細胞の機能が急速に明らかになってきてい

る。ミクログリアの機能として1)神経系の発生段階に

おける作用;老廃物の処理や他の神経系細胞の分化促

進作用、 2)サイトカイン、神経栄養因子、接着因子の

産生を介した神経細胞の保護、栄養作用、 3)脳内での

免疫担当細胞、 4)感染防御作用、等の生理作用のほか、

5) HIVなどある種のウイルスの標的として注目されて

おり、また、 6)炎症性サイトカインやフリーラデイカ
ルを産生し、目覚髄や神経変性のエフェクターとして神

経細胞や髄鞘の障害にも重要な働きをする事が示され

ている。すなわち、神経系の分化保護栄養と障害とい

う相反する二つの作用を有し、神経系のホメオスタシ

スに関わる Key細施としての役割jを担っている。この
相反する作用が同一細胞に対する違ったシグナルでお

こっているか、異なった細胞亜群が相反する作用を

担っているかは現在不明であるが、後者を示唆する研

究結果がいくつか明らかになっている。すなわち、ミ

クログリアには単球マクロフアージ系の異なった分化

段階をあらわす表面マーカーを持った亜群が存在し、

MaclやF4/80など分化マクロフア ジのマーカーを
持つ亜群は腫蕩壊死因子などの炎症性サイトカインを

産生し、iNOSが誘導され一酸化窒素を産生するが未分
化マーカーを持つ亜群はこれらを産生せず、nNOS
mRNAのみを表現し、神経栄養因子を産生する。さら
にT細胞の分化を規定する IL-12やIL-18も前者のみ
が産生し、後者は産生しない。これらの知見はミクロ

グリアの多種の機能が異なった細胞群によって担われ

ている可能性を示しており、神経系のホメオスタシス

におけるミクログリアの役割を考える上で重要である

と考えられる。
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グルタミン酸を介した神経一ミクログリア
連関

。野田百美

九州大学・大学院・薬学研究院・病態生理学分野

グリア細胞のうち、アストロサイトやオリゴデンド

ロサイト同様、ミクログリアにもグルタミン酸トラン

スポーターとグルタミン酸受容体があることを発見し

た。脳内で免疫系を司ると言われているミクログリア

の生理的機能はまだ不明な点が多いが、興奮性神経伝

達物質であるグルタミン酸を介した新たな神経ーミク

ログリア連関が示唆される。 神経細胞およびグリア

細胞のグルタミン酸トランスボーターが、細胞外のグ

ルタミン酸濃度を速やかに減少させることはよく知ら

れているが、ミクログリアにもグルタミン酸トランス

ポーターが存在することを、電気生理学的に証明した。

さらに、神経障害時や虚血時に予想される細胞外カリ

ウム濃度で逆向きに働き、グルタミン酸をさらに放出

することも示唆された。この作用は、ミクログリアを

アミロイドベータ蛋白で処置しておくと増大したこと

から、アルツハイマー病などの脳神経疾患において、ミ

クログリアのグルタミン酸トランスポーターが重要な

働きをしている可能性がある。 また、従来ミクログ

リアにグルタミン酸受容体が存在するかどうか、不明

であったが、今回、グルタミン酸の代わりにカイニン

酸を用いることによって、イオンチャネル型のグルタ

ミン酸受容体電流を測定することができた。カイニン

酸による電流は、 CNQXにより阻害され、電流の大き

さは、カイニン酸の濃度に依存した。 AMPA型受容体

電流の不活性化を阻害するサイクロサイアザイド (0.1

mM)存在下では、 AMPA、グルタミン酸は、カイニ

ン酸よりも大きな電流を誘発した。このことから、ミ

クログリアのグルタミン酸受容体は主にAMPA型であ

ることが示唆された。また、 Caの透過性が低いことが

電流ー電圧曲線から示唆され、免疫染色およびRT-PCR

より、GluR2ム4，5が発現していることが示された。更
に、グルタミン酸受容体の機能として、ミクログリア

からの麗蕩壊死因子 (TNF-a1pha)の放出が増大するこ

とが観察された。 以上のことから、ミクログリアも

グルタミン酸を介して神経と密接に関連していること

が示唆され、新たなミクログリアの機能解明が期待さ

れる。

870 

ミクログリアの抗原提示機能におけるカテ

プシンEの役割

。中西博，西奥剛，山本健二

九州大学大学院歯学研究院口腔機能分子科学
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我々はこれまでにアスパラギン酸プロテアーゼである

カテプシン E(CE)はミクログリアにおいて活性型酵素

として初期エンドソームに非常に特異的に局在するこ

とを明らかにしてきた。ところが本酵素のミクログリ

アにおける役割については不明のままである。そこで

今回、初期エンドソームにおけるタンパク質の限定分

解が重要な役割を果たしている外因性抗原提示におけ

る CE の役割について検討を行った。まず、

ovalbumin(OV A)特異的T細胞ノ、イブリドーマと新生仔

マウスより調整した初代培養ミクログリアとの共培養

系を構築し、 IL-2の産生分泌をT細胞活性化の指標と

してアスパラギン酸プロテアーゼ阻害弗Upepstatin Aの

影響を検討した。その結果、 pepstatinA はOVAによる

抗原提示を抑制したが、 OVA抗原ペプチドによる抗原

提示には全く影響を及ぼさなかった。この結果は

pepstatin Aがインバリアント鎖の分解には全く影響し

ないことを示唆するイムノプロット解析の結果とよく

一致していた。さらに CEにより OVAを処理すると、

抗原ペプチドが生成することが明かとなった。以上の

結果より、 CEはミクログリアの外国性抗原提示におい

て抗原ペプチドの生成において重要な役割を果たして

いることが明かとなった。
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ミクログリアにおけるアミ口イドベータ蛋

自のシグナル伝達系

。中井真通，長谷川浩史，田中千賀子

兵庫県立高齢者脳機能研究センター

アルツハイマー病患者の脳を特長付けるものとして、

多数の老人班の存在があげられる。この老人班の主要

な構成成分のひとつにアミロイドベータ蛋白があり、

この蛋白はアルツハイマー病発症あるいは病像形成に

深く関与していると考えられている。ところで、アル

ツハイマー病の老人班には多数の活性化ミクログリア

が認められており、老人班の主要構成成分であるアミ

ロイドベータ蛋白はミクログリアを活性化しうること

が報告されている。そこで私どもはラット初代培養ミ

クログリアを用いてアミロイドベータ蛋白がどのよう

な細胞内情報伝達系を介してミクログリアを活性化し

うるのか検討した。アミロイドベータ蛋白刺激により

膜分核においてPKC-oのチロシン残基がリン酸化をう

け、キナーゼ活性が充進した。さらに PKCの基質であ

るMARCKSがリン酸化し、 MARCKSの細胞内転移

が認められた。一方 ERK-l、ERK-2、MEKのリン酸

化、 ERK-l，ERK-2の活性充進も認められた。活性化
された ERK-l，ERK-2はともに MARCKSをmVltro

でリン酸化した。以上よりアミロイドベータ蛋白は少

なくともチロシンキナーゼ系-PKC系と MAPK系の

dual-pathwayでミクログリアを活性化していると考え

られた。

872 

神経一ミクログリア相互作用における脳内

ケモカイン類の役割

。南雅文，佐藤公選

京大院・薬・生体機能

ケモカインは白血球走化活性化作用を有し、炎症反応

あるいは免疫反応のメデイエーターとしてその機能や

発現調節の研究が精力的に進められてきている一群の

生理活性ペプチドであるが、近年、脳内においてもケ

モカインが種々の神経変性疾患の病態形成において重

要な役割jを果たしていることが明らかになりつつあ

る。我身は、ケモカイン類のうちで唯一の膜結合型タ

ンパク質であるフラクタルカインが、脳内では神経細

胞で構成的に発現しており、さらに、その受容体であ

るCX3CRlが脳内ミクログリア細胞で構成的に発現し

ていることを見いだし、脳内ケモカインが病態時だけ

でなく正常時においても細胞閑情報伝達物質としての

役割を担っている可能性を示した。そこで、正常時お

よび病態時におけるフラクタルカインの動態を免疫組

織化学的手法により詳細に検討した。病態モデルとし

ては一過性前脳虚血モデルを用いた。また、フラクタ

ルカインの動態は特に海馬に焦点をあて検討した。コ

ントロールのラット海馬では、錐体細胞層や頼粒細胞

層などの神経細胞が弱く染色された。脳虚血負荷後の

時間経過を追って調べた結果、フラクタルカイン様免

疫活性は CAl野において6時間後から増大し、1日後、

3日後、 7日後では強い免疫活性を示す細胞が観察され

た。さらに、 CAl野錐体細胞におけるフラクタルカイ

ン様免疫陽性細胞中にしめる TUNEL染色陽性細胞の

割合は脳虚血負荷後の時間経過とともに増加し虚血7

日後ではほぼすべてのCAl野錐体細胞が強いフラクタ

ルカイン様免疫活性を示すとともに TUNEL染色陽性

であった。この結果は海馬 CAl野錐体細胞が細胞死に

至る過程でフラクタルカインが蓄積されることを示し

ている。一過性前脳虚血後の CAl野錐体細胞層では遅

延性の神経細胞死とそれに伴うミクログリアの集積・

活性化が起こることが知られている。我々は、インピ

トロの実験においてフラクタルカインがミクログリア

の遊走を惹起することも明らかにしており、海馬錐体

細胞が細胞死に至る過程で細胞表面あるいは細胞内に

蓄積されたフラクタルカインが神経障害部位への活性

化ミクログリアの集積に関与している可能性が考えら

れる。
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ミクログリアの数と活性を決める因子

。田中潤也徳、和子前田信治阪中雅広2

1愛媛大・医・生理愛媛大・医・二解剖

ミクログリアは、種々の神経病理学的過程や発達期に

増殖し、同時に活性化が起こる。逆に疾患の治癒期や

脳の成熟が進んだ段階では、ミクログリアは静止化し、

細胞密度も低下する。我々は、ミクログリアの増殖活

性化あるいは静止化と細胞数の減少を誘導する因子に

ついて、培養ラットミクログリアを用いた検討を行

なってきた。まずミクログリアの活性化を誘導する因

子について、一酸化窒素 (NO)、TNFα、IL-6の産生を

指標に検索を行った。これらの生理活性物質産生誘導

には、リボポリサッカライド (LPS)が必要であった。し

かし、 LPS単独添加の効果は小さく、 50μM程度のL

セリンまたはグリシンが同時に存在するときに、著し

い産生増大が見られた。血清についても検討したが、L

セリン・グリシンがごく低濃度しか存在しないときに

は、血清+LPSの効果はごく限られたものであった。一

方、血清は 1%の濃度で、ミクログリアの増殖を著しく

刺激したが、 L セリンやグリシンにこの効果はなく、

LPSは逆に血清の増殖刺激効果を抑制した。ミクログ

リア活性のLーセリン・グリシン依存性は、両アミノ酸

の生合成に必要な3フォスフォグリセリン酸脱水素酵

素の発現レベルが極めて低いためであると考えられ

た。これらの結果は、ミクログリアの増殖と活性化は

異なる因子によって制御されている可能性を強く示唆

する。ミクログリアの静止化と細胞数の減少に関して

は、Th2サイトカインであるインターロイキン 4(IL-4) 

に着目した。 IL-4は、活性化ミクログリアによる NO

とスーパーオキサイドアニオン産生を抑制し、 L セリ

ン・グリシンを含まない無血清培養液中では、ミクロ

グリアにアポトーシス様細胞死を誘導した。 IL-4によ

るミクログリアの細胞死誘導は、低濃度の過酸化水素

存在下で著しく加速された。 RT-PCRにより IL-4と過

酸化水素負荷時のミクログリアの遺伝子発現の変動を

見ると、 c-fosmRNAの一過性上昇後、 GADD45、FAS

の各mRNAの急激な発現上昇が見られた。今回の実験

条件では、 GADD45の発現上昇に伴うアポトーシスが

観察されているものと思われた。 IL-4に関する実験結

果は、脳内に侵入してくる Tリンパ球が、ミクログリ

アの脳内密度決定に重要な役割を果たしていることを

示唆している O

S74 

脳障害時におけるミクログリアでのへムオ

キシゲナーゼー1誘導

。北村佳久

京都薬科大学病態生理学

267 

近年、脳障害時に神経細胞は細胞死が引き起こされる

が、グリア細胞は比較的細胞死に陥りにくいことが知

られている。この「生死を分けるものは何かjについ

て、我々は熱ショック蛋白質として知られるヘムオキ

シゲナーゼー1(HO-1)に着目し、研究している。へム

オキシゲナーゼは、NADPHチトクローム P450還元酵

素と共役し、ヘムを基質として一酸化炭素とピリベル

ジンが産生される。ピリベルジンはさらにピリベルジ

ン還元酵素によりピリルピンに代謝され、ピリベルジ

ンおよびピリルビンは生体内産生の強力な抗酸化物質

として知られている。我今は以前、ー酸化窒素 (NO)に

よる神経細胞死の研究中、 invitro系の培養グリア細胞

において細菌内毒素 (LPS)処理によりミクログリアに

誘導型NO合成酵素(iNOS)が誘導され、大量の NO

を産生することを見出した。神経細胞は NOにより細

胞死を引き起こすにもかかわらず、ミクログリアはあ

まり細胞死に陥らないことに疑問を持った。この点に

ついて解析していくと、グリア細胞は NOにより HO-

lを誘導することを見出したことが、 HO-lに着目する

きっかけとなった。そこで、 invivo系で、1)LPSと

インターフエロン yをラット海馬内に微量注入、 2)カ

イニン酸の脳室内投与、 3)一過性前脳虚血を行ったと

ころ、いずれもグリア細胞に HO-lが誘導されること

を見出した。さらに、抗炎症作用を持つプロスタグラ

ンジン(I5d-PGJ2)や非ステロイド性抗炎症薬がHO-

1誘導を引き起こすことが明かとなった。 最近、利根

川グループにより HO-l遺伝子欠損マウスが作成され、

さらに昨年、世界初のヒト HO-l遺伝子欠損の症例が

金沢大学のグループから報告された。これらを比較す

ると、個体レベルでの症状および細胞レベルでのスト

レス感受性の高さなど、共通点が多い。また、 HO-l遺

伝子導入マウスでは、脳梗塁審巣が減弱するという報告

もある。これらのことから、構成的に発現している HO

2だけでは過剰のヘムの処理や生体防御能力としては

不十分であること、また HO-lの誘導によりストレス

耐性を獲得することが推定される。



268 神経化学 Vol.39(No.3)，2000

875 

ミクログリアのプロトンチャネルと pHホ
メオスターシス

。久野みゆき，森畑宏一

大市大・院・医・分子細胞生理

神経活動は一般にアシドーシスで抑制されアルカロー

シスで促進されるなど、中枢神経系のpHホメオスター
シスはニューロンやグリアの機能を維持するための重

要な要因である。虚血、感染、変性疾患など神経組織

の病変には細胞内外のpHの変化を伴うことが多いが，
このような病態で活性化されるミクログリアがpH環境
の調節にどのように関与するかはよくわかっていな

い。ミクログリアにはユニークなpH調節機構として膜
電位依存性プロトン (H+)チャネルが備わっている。こ
のチャネル活性は静止型ミクログリア(rru:凶fiedtype) 
では低く活性型 (roundlamoeboidtype)では高い。 H+
チャネルは、脱分極によって関口し細胞内から細胞外

へと日+を排出するが，ポンプやトランスポータなど他

のH+調節機構に比べ大量のH+を急速に排出する能力
があり， phagocytosisの過程で発生する強い細胞内ア
シドーシスと脱分極の補正に働くことが示唆されてい

る。私達はアシドーシス環境下でのミクログリアの細

胞行動にH+チャネルがどのように関与するかを検討し
てきた。lactoacidosis条件下ではミクログリアの細胞内
pHが顕著に低下すると共に細胞の膨化が起こるが，細
胞外pHが正常 (7.3)に保たれている場合でも細胞内
pHが低くなると cellswe1lingが誘発された。 H+チャ
ネル活性はacidosis-inducedswellingの過程に伴って増
強され， cytotoxicなswe1lingからミクログリアを保護
するように働く。同時に排出されたH+が神経組織での
H+シグナルの発信源となる可能性も示唆されている。
ミクログリアのH+チャネルは細胞およびその周辺の状
態に応答して細胞内外のpHホメオスターシスに貢献す
ると考えられる。

876 

ニュー口フィラメントのサブユニット構成

と軸索内輸送

。田代朋子

青山学院大学理工学部化学科

膜成分を運ぶ速い軸索内輸送の速度はほぼ一定である

が、細胞骨格を運ぶ遅い輸送は、神経の種類や生理的

状況に応じてその速度や成分が変化する。なかでも、

ニューロフィラメント (N町蛋白の輸送速度が老化に

よって著しく低下することは、 NFの異常蓄積や輸送障
害の原因として重要である。これは、モーター蛋白の

速度で決まる速い輸送に対して、遅い輸送の速度は平

均速度であり、細胞骨格蛋白の動態(輸送されやすさ)

に依存するためと考えられる。ここでは、ラット坐骨

神経運動繊維の系を中心に、 NFのリン酸化状態やサプ
ユニット組成と輸送速度との関連をまとめ、 NFの輸送
調節機構について考察する。

NFの三種類のサブユニット蛋白(NF-H，NF-M，NF-L)
のうち、 NF-Lは大部分が重合状態にあるが、 NF-Hは
細胞体からの距離によらず約20%が可溶性である。輸

送途上の標識NF-Hに注目すると、輸送の波のピーク
に比べ、先端部で溶解性が有意に高い。軸索損傷後の

再生過程では、チュープリン、アクチンの選択的加速

が起こるのに伴い、損傷部位の近位側で輸送途上のNF-
Hの溶解性が上昇する (35%)。損傷遠位側では 1週間

以内に既存NF蛋白が完全に消失した後、新たに伸長す
る再生軸索のNF-Hは溶解性が高く (60%)、c-末端側
のリン酸化程度が低い。再生過程を通じてNF-Lの溶解
性は低いままであることから、 NFの脱重合ではなく、
主としてNF-Hの離脱が起こると考えられる。一方、発
育初期(生後1週)のNF蛋白は、輸送速度が4.5mm1
日と速く、 NF-Hの溶解性が高いことと並んで、 NF-H
含量が低く、 NF-M含量が高いという特徴を示す。生
後3週にかけて、 NF-Hが増加するとともに、 NFの輸
送速度が低下する。更に、 NFの輸送速度が0.8mm1日
以下に低下した老化神経では、 NF-Mの棺対的減少が
みられている。

成熟軸索のNFは、高リン酸化型NF-Hを多く含み、大
きなネットワーク構造を形成している。以上の invivo 

実験から結論される輸送されやすいNFはこれとは反対
に、 a)NF-H含量が低い、 b)NF-Hのリン酸化状態が低
い、 c)NF崎M含量が多い、という特徴を示し、 invitro 
でもネットワークに組み込まれにくいことから、輸送

頻度が高くなるものと考えられる。
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Slow Axonal TranspoはofNeurofilaments 

。AnthonyBROWN 

Departm巴ntof Biological Sciences， Ohio University 

Neurofilaments are synthesized and assembled in the 

nerve cell body and transported along axons by slow 

axonal transport. Previous attempts to demonstrate th巴

movement of these cytoskeletal polymers in cultured 

nerve cells using fluorescence photobleaching have 

been unsuccessful， and this has led to considerable 

controversy conceming the mechanism of movement. 

To confirm that neurofilaments are transported in cul-

tured nerve cells， we adapted the c1assic axonal con-

striction paradigm to single cells by constricting single 

axons with fine glass fibers. Neurofilaments accumu-

lated proximal to the constriction site in an energy-

dependent manner and at組側ima民daverage rate of 

3.1 mmlday， consistent with net anterograde move-

ment by slow axonal transport. To investigate the 

仕ansportof single neurofilaments， we used live-cell 

fluorescence imaging to observe GFP-tagged neurofil-

ament polymers in naturally occurring and pho-

tobleached gaps in the axonal neurofilamentぽrayof 

cultured nerve cells. The neurofilaments moved rap-

idly， with peak rates of up to 3μmJs， but spent most of 
their time pausing. Approximate1y 20-309もofthe fila-

ments moved in a retrograde direction. These data 

indicate that the slow rate of slow axonal佐ansportis 

the陀 sultof rapid bi-directional movements inter-

rupted by lengthy pauses. This suggests a general 

model for slow axonal transport in which出巴 move-

ment of cytoskeletal and cytosolic proteins is rapid， 

intermittent and highly asynchronous.τbe neurofila-

ment pol戸田rsmay be transported along microtubules 

by the action of plus-and minus-end directed motor 

protems. 
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ニュー口フィラメントの重合制御と細胞骨

格の可塑性

。中村祐，武田雅俊

大阪大学大学院・医学系研究科・神経機能医学講座

精神医学
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中間径線維蛋白であるニューロフィラメント (NF)

は神経細胞骨格蛋白の中で最も含量多い蛋白である

が、従来は神経細胞の基本的骨格を形成する静的な細

胞骨格蛋白と考えられてきた。しかし、我々は蛍光標

識されたNF-Lを用いて、実際は動的な平衡状態にある

細胞骨格であることを証明し、さらに、そのダイナミッ

クス(重合の調節及び平衡状態の調節)はリン酸化に

より調節を受けているを見いだしてきた。 一方、カ

ルモデユリン依存性リン酸化酵素II(CaMKII)は、海

馬における長期増強作用現象(LTP)などに関与し、記

憶の形成や神経の可塑性に深く関わってことが知られ

ている。 Invitroの実験系においては、 CaMKIIがNF-

Lのhead領域をリン酸化し、重合一脱重合を制御して

いることがみられた。そこで我今はCaMKIIなどの

kinaseによる NF-Lのリン酸化部位の決定を MALDIJ

TOF型質量分析計を用いた非則的な方法により行い、

NF-Lのリン酸化部位特異的な抗体群(abNFLs)を作成

した(J.Neurochem.74:949， 75:373， 2000)0 abNFLs 
を用いてLTPを生じたマウス海馬切片を検索したとこ

ろ、CaMKIIのリン酸化部位を認識する抗体(abNFL57)

で、一部のapicaldendriteが染色され、 AP田5，KN-62 
の存在下ではみられなかった。また、

Immunoprecipitationlwestem blot法(IP-w法)による

とLTPを生じた切片では、約3倍に abNFL57で認識

されるNF-Lが増加していた(J.Neurochem.75:373，2α肋。
さらに、長期抑制作用 (LTD)を生じたマウス海馬切片

を染色したところ、 LTPと同様に abNFL57で、一部の

apical dendriteが染色された (Neuroreport， in press)。さ

らに、開眼以前より長期完全暗室飼育された dark

rearing ratに1時間の光刺激を負荷すると、大脳視覚野

に限局して、 LTPやLTDで見られたのと同様に、

abNFL57で線維状の構造物が染色された。さらに岡部

位にて、 IP-w法によると abNFL57で認識される NF司

Lが約5傍に増加していた。これらの結果から、CaMKII

による特異的なNF-Lのリン酸化が神経の可塑性発現に

重要な役割を果たしていることが示唆された。
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プロリン指向性キナーゼとニューロフィラ

メントのリン酸化

。久永真市

東京都立大学理学研究科生物科学専攻

ニューロフィラメントは神経細胞に特異的な中間径

繊維であり、軸索の最も主要な細胞骨格成分である。

ニューロフィラメントは他の中間径繊維と異なり、分

子量の異なる三つのサブユニット (NF-L、NF-M、NF-

H)から構成されている o NFのサブユニットはいずれ

もN末頭部、 αーヘリックス構造をとるロッドと呼ばれ

る中央部、 C末尾部の三つの領域からなるが、 NF-Mと

NF-Hの尾部にはLys-Ser-Pro(KSP)配列からなる数

多くのリン酸化部位が存在する (NF-Mで20から 30、

NF-Hで50前後)。それらは軸索内では殆どがリン酸化

されており、そのためMF-MとNF-Hは神経細胞内に

おける最もリン酸化されている蛋白として知られてい

る。 KSP配列は二種以上に区別され、異なるプロリン

指向性キナーゼのターゲットとなっている。KSPXK配

列はCDK5によってリン酸化され、KSPXKとKSPXX

配列はMAPキナーゼによってリン酸化される。また、

NF-Hの尾部のロッドに近いところには Gluに富む種

問で保存のよい領域があるが、この領域内の SP配列は

GSK3j3によってリン酸化されることが最近判明した。

このように、 NF-Hは三つの異なるプロリン指向性キ

ナーゼによって、部位特異的にリン酸化される珍しい

蛋白質である。NF-HのC末尾部内における全体のリン

酸化は尾部の負電荷を増し、隣り合うニューロフィラ

メント閑の距離を広げていると推測されている。一方、

CDK5によるリン酸化部位は微小管との相互作用に関

係していることが示されているが、他のリン酸化部位

の役割は全く判っていない。一方、プロリン指向性キ

ナーゼである MAPキナーゼ、 CDKs、GSK3などは、

いずれも細胞内の情報伝達系において重要な役割を果

たしている。それぞれのプロリン指向性キナーゼがNF-

Hのどのような配列をどのように認識し、そのリン酸

化がどのように制御されているかは非常に興味ある点

である。ニュ}ロフィラメント蛋白は軸索に大量にあ

り、軸索におけるプロリン指向性キナーゼの活性変化

などを検出するのにも優れた蛋白でもある。ここでは、

我キの研究を中心にして、 NF蛋白のPDPKsによるリ

ン酸化についてこれまで判っていることを紹介する予

定である。

S80 

ニュー口フィラメン卜の異常を伴う疾患一

筋萎縮性側索硬化症を中心として

。佐々木彰一

東京女子医科大学脳神経センター神経内科

筋萎縮性側索硬化症 (ALS)では病初期からニューロ

フィラメント (NF)NFの蓄積が軸索，前角細胞の胞

体および樹状突起に認められる。時に脊髄前角細胞と

連結してみられる近位部軸索の極大(spheroid)は，錯

綜する NFの蓄積からなり，連結する神経細胞体がしば

しば正常構造を示すことから， ALSの初期変化のひと

つとされている。 NFは正常状態では軸索内でのみリン

酸化され，神経細胞体や樹状突起では非リン酸化の状

態にあるが， ALSでは下位運動ニューロンの胞体およ

ぴ近位部軸索内のNFがリン酸化されて蓄積している。

これは、 NFの軸索流の障害により胞体内から軸索への

輸送が妨げられた結果， NFが長期間胞体内に停留し，

早期からリン酸化されたものと考えられる。同様な状

態がALSの動物モデルである iminodipropionitrileや

アルミニウム中毒，あるいはcanimespinal muscular 

atrophyのイヌなどで認められている。

ヒト NF-H遺伝子を過剰j発現させたトランスジェニッ

クマウスでは，ヒト ALSと同様に前角細胞や近位部軸

索にNFの異常蓄積がみられ，ヒト NF-L遺伝子を過剰j

発現するトランスジェニックマウスでも，早期にNFの

異常蓄積を伴う運動ニューロン症状が出現している。

さらに， NFの組立(assembly)を妨害し早期から運動

ニューロンの変性を生じさせたNF-Lの突然変異マウス

の一部で，前角細胞の胞体および近位部軸索に NFの著

明な蓄積が生じている。われわれは，変異 SODlトラ

ンスジェニックマウス (G93A)の脊髄を検索し，前角

内にしばしばspheroidあるいは帯状の軸索腫大を認め

た。 NFの軸索輸送の障害が，直接的あるいは間接的に

運動ニューロンの変性に関与しているものと考えられ

る。
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グリア細胞株由来神経栄養因子 (GDNF)

の酵素免疫測定法 (EIA)の確立とラット

脳発達過程における発現変化

。新田淳美，堀琢也，古川美子，古川昭栄

岐阜薬大・薬・分子生物

グリア細胞株由来神経栄養因子(gJia1cellline-

derived neuro住ophicfactor; GDNF)は比較的最近見出

された神経栄養因子の 1つである。脳内ドパミン作動

性神経系に対して分化・生存維持作用を持つことから

パーキンソン病の治療薬としても関心を持たれてい

る。しかし、 GDNFをタンパクレベルで定量する方法

が確立されていないことから、生体内での局在や生理

機能についての詳細についてはほとんど明らかにされ

ていない。そこで、本研究では、 GDNFの酵素免疫測

定法(EIA)の確立を試み、ラット脳発達過程における

発現変化について検討した。

ヒト組換え型GDNFをウサギに免疫することによっ

て抗血清を作成した。プロテイン Aで精製した IgGを

国相抗体、アフィニテイカラムで精製した抗体を標識

抗体として、 two-siteEIA法を確立した。 Wistar系雄

性ラットの脳を胎生期 16、17、19、20、21日齢およ

び生後 1、3、5、8、14日、 3、4、8、20週日に取りだ

し、脳各部位(大脳皮質、線条体、海馬および小脳)に

分割し、サンプルとした。

本研究で確立したElA系の検出感度は1.0pg/rnlで

あり、 1μg/rnlのTGF-13やN巴urturinなどの関連因子
とは交叉を示さなかった。またラット脳を部位別に分

割し、 19倍容量のO.IMトリス塩酸緩衝液(pH7.4， IM

NaC1，2%ウシ血清アルブミンなどを含む)でソニケー

ターにて破砕した後超遠心を行った。上清を同容量の

クロロホルムと撹祥し遠心上清を EIAのサンプルとし

た。lOOpg加1のGDNFを含む同上緩衝液で脳組織を

ソニケーションした時の添加回収率は73.5%であった。

ラット大脳皮質では、今回測定した全ての発達過程に

おいて測定が可能であったが、胎生期よりも生後にお

いて高い発現量を示した。また、線条体では、胎生期、

特に出生直前に高い発現が観察されたが出生後は発現

量が著しく低下した。また小脳では、胎生期に著しく

高い発現が観察されたが、出生直前で低下し、出生後

は検出限界以下となった。これらの結果は、 GDNFが

大脳皮質における神経細胞の生存維持や機能発現に関

与し、線条体や小脳における初期神経分化に働いてい

る可能性を示唆する。
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L-Serは小脳プルキン工細胞の生存と分化

を促進するバーグマングリア由来の栄養因

子である

。古屋茂樹L回端俊英三三苫純也九山田恵子
山崎美和子ヘ渡辺雅彦狩野方仲平林義雄1

1理化学研究所脳科学総合研究センター神経回路メカニ

ズム研究グループ金沢大学医学部第2生理学教室、

CREST科学技術振興事業団， 3Glycobio1ogy Prograrn， 

The Bumharn Institute， 4北海道大学医学部生体構造解

析学
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アストロサイトは中枢神経細胞の生存維持、機能、損

傷からの修復に必須の役割を果たしているo さらに発

達中の神経細胞に対しでも積極的に栄養因子を供給

し、その生存を支えていると考えられている。しかし、

アストロサイトに由来する中枢神経細胞の生存促進因

子の物質的な実体はまだ明らかになっていない。

我々は小脳アストロサイトから調製した条件培養液が

プルキンエ細胞の生存と樹状突起形成を著しく促進す

ることから、その機能分子の同定を行なった。その結

果、非必須アミノ酸L-Serがアストロサイト条件培養

液中の小脳プルキンエ細胞の生存維持と樹状突起分化

を促進する主要な因子であることを明らかにした。 L-

Ser はアストロサイトによって条件培養液中に大量に

放出されており、その濃度は 3日間のコンデイショニ

ングによって0.1mMに達した。この活性はL一体特異

的であり、 D-Serには見られなかった。また同条件培養

液に中に検出される中性非必須アミノ酸Glyにも同程
度の生存促進活性が観察されたが、条件培養液中の浪

度は L-Serに比べ 115程度であった。これらのアミノ酸

は培養プルキンエ細胞の膜興奮性の発達にも必須で

あった。

L-Serによるプルキンエ細胞の生存分化促進の分子機

構を明らかにするために、 L-Ser合成関連酵素群の脳内

発現を検討した。その結果、プルキンエ細胞において

L-Ser合成の第 1段階酵素である 3-phosphog1ycerate

dehydrogenaseのmRNAと蛋白質レベルの発現が著し

く抑制されおり、その一方でプルキンエ細胞に隣接し

て親密な空間配置を取るバーグマングリア細胞で高発

現していることが明かとなった。バーグマングリア細

胞はプルキンエ細胞に栄養支持的な作用を持つと推定

されていたが、以上の結果は、 L-Serがそのメデイエー

ターとして invivoで機能している可能性を強く示して

いる。
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活性化A陥は p53による神経細胞死を抑制

する

。山口淳玉谷実智夫人松崎秀夫涛川一彦三

木山博資満田憲昭遠山正嫡l

1大阪大学医学部機能形態学講座、 CREST，JST，2旭川医

科大学第一解剖

セリン/スレオニン・キナーゼAktは、成長因子によ

り、 PI3・Kを介してリン酸化を受け活性化され、神経細

胞において抗アポトーシス作用をもっ。これまで、Akt

の細胞保護作用機構としては、Aktが、アポトーシス経

路で働く、 BAD、Caspase9、FKHRL1を直接リン酸

化することにより、それらの作用を抑制することが報

告されている。一方、癌抑制遺伝子として知られる p53

は、低酸素や過剰なー酸化窒(NO)のなどのストレス特
に神経細胞に誘導され、神経細胞死を誘導することが

報告されている。今回、我#は、 p53knockoutマウス

の初代神経細胞培養や、Aktを強制発現させるアデノウ

イルスを用いて、Aktが、低酸素やNOにより誘導さ
れる p53が惹起する神経細胞死を抑制し、その機構の

ーっとして、 p53を介する Bax等の転写活性を Aktが

抑制することを明らかにしたので報告する。

S84 

エリスロポ工チン受容体を介した神経伝達

物質放出の阻害と虚血性神経細胞死の抑制

。111上政勝M，関口真理子三二本松伊都子2，1J、崎
俊司高橋正身口

2東京大学大学院総合文化研究科広域科学専攻三菱化

学生命科学研究所大阪府立大学

脳虚血が起こると一過性のグルタミン酸(Glu)の放出

が引き起こされ、その結果NMDA受容体の過興奮によ

る細胞内へのカルシウムの過剰流入が生じ、神経細胞

死へとつながると考えられている。脳虚血時に低酸素

状態になると、造血因子として知られるエリスロポエ

チン (EPO)の遺伝子が腎臓のほか、脳でも誘導され

ることが知られてお、虚血性神経細胞死からの保護作

用が注目されている。培養した小脳穎粒細胞や、 PC12

細胞に EPOを作用させると Ca2+依存的な神経伝達物

質の放出が顕著に抑制された。EPOによる抑制作用は、

処理後約 20分で最大に達した。同様な抑制効果は EPO

レセプターのアゴニストである EPOmimetic p巴ptide

(EMP)によっても見られたが、 CysをSerに置換した

不活性アナログでは見られなかった。 EPOによる抑制

作用はチロシンキナーゼの阻害剤である genisteinで見

られなくなったが、不活性アナログである genistinで

は影響されなかった。さらに EPOを作用させると JAK

のチロシンリン酸化が克進された。小脳穎粒細胞に

glucose除去下で KCNを作用させ、化学虚血を起こさ

せると顕著なGlu放出が認められた。シナプス小胞の

開口放出を阻害する B型ボツリヌス毒素によって虚血

による Glu放出は顕著に抑制された。化学虚血による

Glu放出は EMPによって顕著に抑制された。培養した

海馬スライスを20分間化学虚血処理を行うと、 24時間

後に CAlや歯状回で神経細胞死が引き起こされたが、

EMPを作用させるとその神経細胞死は著しく軽減され

た。以上の結果から、 EPOレセプターの活性化によっ

て脳虚血時のGluの過放出が抑制され、結果的にシナ

プス後部へのNMDA受容体を介したカルシウムの過剰

流入を抑えることにより、脳虚血急性期での神経細胞

死が軽減される可能性が考えられた。



181400 

小胞体を起源とする細胞死メカニズムの解

析

。片山泰一1，2，九人見淳一1，3今泉和則1，2，九遠山

正瀬川

1大阪大学大学院医学系研究科機能形態学(解剖学第2)，

2回辺製薬(株)創薬研究所，3CREST科学技術庁

最近、アルツハイマー病や脳虚血で観察されるような

神経細胞死が小胞体 (ER)を起源とする細胞死である
と指摘され始めた。 ERは糖鎖修飾や立体構造形成を
通して、蛋白質の正常な折り畳みを行う場である。

TunicamycinやThapsigarginのようなER機能を撹乱
する刺激によってER内に折り畳みの異常な蛋白質が蓄
積する状態を ERストレスと呼ぶ。この状態が長時間続
くと細胞はアポト}シス様の細胞死を引き起こす。し

かしその詳細なメカニズムは明らかではない。 我々

はERストレスを負荷した際の細胞死シグナル伝達機構
について神経芽細胞種SK-N-SH細胞を用いて、 ERス
トレス負荷後、経時的に細胞を回収或いは固定し、遠

心分離法による細胞内オルガネラ分画、免疫沈降法、免

疫組織化学的解析等により検討を行った。 分子シャ

ペロンBiP/GRP78およびERストレスの際に、特異的
に活性化されるCaspase-12がERストレス負荷時にER
から細胞質に放出されることを見出した。また、それ

に同調するかたちでCaspase-3活性の上昇とその後に
核の断片化を伴うアポトーシス様の形態変化を観察し

た。 本学会では、このBiP/GRP78及ぴCaspase-12
の細胞質への遊離がERストレス後の細胞死シグナルの
活性化にどのように結びっくかを討論したい。

181420 

シスタチンCの酸素ストレスによる神経細
胞死抑制効果

。西山啓次，西尾チカ，山田雅司，畠中寛

大阪大学蛋白質研究所生合成部門
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我々はラット胎仔培養中枢ニューロンを用い、高酸

素(50%)気相下で誘導される細胞死について研究を

行ってきた。この死はアポトーシスであり、この過程

で、システインプロテアーゼインヒピターのひとつで

あるシスタチンCのmRNAおよび蛋白質の発現が上昇

することを見出した。シスタチン Cは主にリソソーム

内のシステインプロテアーゼであるカテプシンB、Hお

よびLに特異的に働き、これらを強く阻害することが

知られている。しかし、脳神経系におけるニユーロン

死に関わる機能については明らかになっていない。

今回我々は、高酸素負荷によって誘導される細胞

死において、シスタチンCがどのような役割を担って

いるかを明らかにするため、 PC12h細胞のシスタチン
C安定発現株を樹立した。この細胞株は高酸素負荷に
対して強い耐性を示した。また、この細胞死抑制効果

はシスタチンCの発現量に依存した。さらに、この効

果がシスタチン Cのカテプシン阻害作用によるもので

あるかを調べるため、カテプシン阻害剤である CA074、
E-64c、ロイペプチンの添加実験を行った。しかし、ど

の薬剤においても細胞死抑制効果は認められなかっ

た。この結果はシスタチン Cの細胞死抑制効果がその

カテプシン阻害作用とは異なる働きによるものである

可能性を示唆している PC12h細胞以外に初代培養
海馬、大脳皮質ニューロンについても、シスタチンC
を発現させ、シスタチン Cの細胞死抑制効果について

の解析も行っており、予備的知見を得ている。
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181440 

脊随神経節ニューロンのアポトーシスにお

ける APP断片の蓄積

。桑子賢一郎，西村伊三男，二宮貢士，吉川和明

阪大・蛋白研・機能制御

アルツハイマー病アミロイド前駆体蛋白質(l田町、中

でも APP695はニューロンに豊富に発現している膜結

合型蛋白質である。しかし、 invivoおよびinvitro条件

下で分裂終了ニューロンに APP695を過剰発現させる

と、ニューロンはカスパーゼ3の活性化を伴ったアポ

トーシスを起こす。一方、初代培養したニワトリ脊髄

前角運動ニューロンの培養液から栄養因子を除去する

と、アポトーシスが起こるが、その際、 APPの遺伝子

発現上昇を伴って細胞内に APP断片が蓄積する。これ

らの知見から、ニューロン内に APPが蓄積するとカス

パーゼ3が活性化され、同時に APP自身がカスパーゼ

3の基質になるものと推定される。そこで今回は、発生

期に起こるニューロンの生理的細胞死(アポトーシス)

において、 APP断片の蓄積とカスパーゼ3の活性化が

見られるか否かを、マウス胎仔(EI2.5)の脊髄神経節

(DRG)を用いて免疫組織化学的に検討した。

マウス胎仔(E12.5)から摘出したDRGを常法に従っ

て、パラフィン包埋し、 ABC法および蛍光抗体法によ

り免疫染色を行った。APPのC末端に対する抗体(AC1)

で染色すると、 DRGや三叉神経節などで強い免疫陽性

を示す細胞が見られた。 ACl免疫陽性細胞の多くは

TUNEL陽性を示し、核の凝縮も認められた。これらの

ACl免疫陽性細胞は、活性型カスパーゼ3特異的抗体

によっても染色された。一方、 APPの細胞内ドメイン

に存在する活性型カスパーゼ3の切断配列 (APP661-

664)のN末端側の断端に特異的な抗体2種(SAC、LAC)

を作製して免疫染色を行うと、 DRG内で両抗体で染色

される細胞が見られた。また、発生期にアポトーシス

が起こることが報告されている三叉神経節、脊髄前角、

小脳、中脳などでも両抗体で強い免疫陽性を示す細胞

が見られた。さらに、 DRGの連続切片を作製して、活

性型カスパーゼ3特異的抗体と SACまたはLACで染

色すると、両者に免疫陽性を示す細胞が認められた。こ

れらの結果から、ニューロンの発生期におけるプログ

ラム細胞死においても APPーカスパーゼ3系が働き、

APPの蓄積と同時に、カスパーゼ3によって切断され

たAPP断片が蓄積することが推定される。

181500 

活性酸素によるニュー口ン死とミトコンド

リア呼吸鎖活性の低下

。五味不二也内田洋子2

1都老人研超徴形態部門2.都老人研神経病理部門

活性酸素は、変性疾患の最終段階でニューロン死をひ

きおこす共通の原因として有力視されている。そこで

活性酸素による細胞死の際に発現が変化する遺伝子の

探索を試みた。その結果ミトコンドリアにコードされ

るNADHdehydrogenase subunit 4が細胞死の

commitment point (酸素曝露 12時間)で減少していた

ため、ミトコンドリアにコードされる他の遺伝子の発

現を調べた。さらにミトコンドリア呼吸鎖活性、細胞

内ATP量、cytochromecの細胞質への漏出及び、ミトコ

ンドリアの膜電位について酸素曝露後の経時的変化を

調べた。

NADH dehydrogenase subunit4は酸素曝露開始時より

その発現が低下し、 24時間後には対照の60%以下まで

減少した。ATPasesubunit 6の発現は6時間後には対照

の70%以下に減少し、その滅少は24時間まで続いた。

Cytochrome bとcytochromeoxidase subunit 1の発現

も酸素曝露6時間Bから約20%減少し、その減少は 24

時間まで続いた。 Cytochromeoxidase subunit 2と12S

RNAは酸素曝露後6~ 12時間で、約20%の発現減少

を認めたが、24時間後にはほぼ対照値に戻った。NADH

dehydrogenase subunit 1にはほとんど変動が見られな

かった。ミトコンドリア呼吸鎖のcomplex11及びIVの

活性低下が酸素曝露後 12時間で認められた。他の

complexの活性も酸素曝露後24時間で低下していた。

しかし、ニューロンのATP含量は48時間まで低下し

なかった。ミトコンドリアから細胞質へのcyωchrome

cの漏出は酸素曝露後6時間で確認できた。一方ミトコ
ンドリアの膜電位の低下は48時間まで認められなかっ

た。

以上の結果よりニューロン死に必要な酸素曝露12時間

で起きている呼吸鎖complex 11及びIVの活性低下と

cytochrome cの漏出が50%酸素によるニューロン死の

決定に関与していると考えられる。



181520 

NR2B選択的 NMDA受容体アンタゴニス

トによるアポトーシスの誘導

。坂本ゆかり，高寺恒雄，大屋敷孝雄

北陸大学薬学部臨床化学

イオンチャンネル型グルタミン酸受容体のひとつで

ある NMDA受容体は、 Ca2+透過性を有し、サプユニッ

トNRlとNR2から構成されている。 NR2には4つの

サブタイプ(NR2A-2D)があり、大脳皮質ではNR2A

及びNR2Bが発現している。今回、NR2B選択的NMDA

受容体アンタゴニストのifenprodilにより誘導される細

胞毒性とそのメカニズムについて、ラット大脳皮質初

代培養神経細胞を用いて調べた。

ラット胎仔(胎齢 18-20日)から大脳皮質細胞を調

製し、培養9-10日目の細胞に ifenprodil(1-10μM)処理

を1-2日開行った。細胞毒性の程度をトリパンブルー

染色及び乳酸脱水素酵素(LDH)放出量により測定し、

蛍光試薬Hoechst33258による核染色及びDNA断片

化の検出によりアポトーシス様細胞死の有無を調べ

た。 Caspase-3活性は蛍光ペプチド基質(Ac-DEVD-

MCA)を用いて測定した。細胞内Ca2+濃度は蛍光試薬

lndo-lを用いた ACAS570による画像解析により測定

した。

ifenprodilの添加により細胞内Ca2+濃度の低下がみ

られ、濃度依存的に神経細胞死が誘導された。この細

胞死はNMDA受容体アゴニストであるNMDAの添加

によって抑制された。また、 ifenprodilの濃度依存的に

caspase-3の活性上昇がみられ、核の凝集・断片化及び

DNA断片化が確認されたことから、アポトーシスであ

ることが示された。ifenprodilによる細胞死は、caspase-

3阻害剤の添加によって抑制された。また、神経栄養因

子であるinsulin-likegrowth factor 1 (IGF-I)及び、brain-

derived neurotrophic factor(BDNF)、タンパク質合成阻

害弗lであるcycloheximideは、ifenprodilによるcaspase-

3の活性化及びアポトーシスを完全に抑制した。

以上のように、培養 10日前後のラット大脳皮質神経

細胞ではNR2Bを含むNMDA受容体の阻害によって

caspase活性化を介したアボトーシスが誘導され、

NMDA受容体を介したシグナル経路の生存維持への関

与が示唆された。

181540 

PKCはPC12細胞の覚醒剤誘導細胞死を抑

制する

。上村公一，吉田謙一

東大院・医・法医
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[目的1覚醒剤である methamphetamine(MAP)は、
興奮系薬剤に分類され、dopamineneuronの変性及び神

経細胞死を引き起こすが、その機構については十分に

解明されていない。 MAPによる神経系細胞の細胞死に

対する apoptoslSの関与、その過程でのproteinkinase 

C (PKC)の関与について明らかにするために、 PC12

cellを用いて検討した。

I方法及び結果]副腎褐色細胞腫由来の PC12cellを、
血清存在下、 DMEM培地で培養し、 1-5mMMAP

を添加し、 6-48時間後に erythocinBを用いた色素

排除法で生存率を測定したところ、濃度及び時間依存

的に低下し、 TUNEL陽性細胞の数は増加した。また、

Giemsa染色では核の濃染像が見られた。 caspaseの非
特異的阻害剤 z-VAD-frnkは、生存率の低下を抑制し、

caspaseに依存した細胞死であることが示唆された。し

かし、 DNA断片化 Uadder)や核の縮小、断片化、ア

ポトーシス小体形成は認めないことにより、典型的な

アポトーシスとは異なる。

細胞死はPMA(PKC activator)で抑制され、 PKC

阻害剤である calphostinC、bisindolylmaleimideで促

進された。 MAP添加により、 PKC活性は24時間後ま

で漸増したことから、この細胞死はMAPにより活性化

される PKCにより抑制されることが示された。各今

PKC-α、δの特異的阻害剤 safingol、rottlerinにより生

存率の低下が認められなかったことから PKC-α、8は、

MAPによる細胞死に関与していないと推定された。

Westem blot法でPKCの局在を観察すると経時的に

PKC-Eが細胞質から細胞膜へtranslocationしていた。

一方、加tisensePKC -E はMAPによる細胞死を増強

させた。さらに、 glutamine酸受容体括抗薬MK801は

MAPによる細胞死を抑制し、その効果はPKC阻害剤

により抑制された。

I考察]MAPはPC12cellに細胞死を引き起こすが、
純粋な apoptosisではない。その過程で、 PKC-Eが活

性化され、 PC12細胞のMAPによる細胞死を抑制して

いることが示唆された。 PKCがglutamine酸受容体を

リン酸化し、その効果を修飾することより、 PKC-Eは

glutamine酸受容体を介して、 PC12細胞のMAPによ

る細胞死を抑制している可能性がある
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1B1600 

NAIP suppression of the cell death 

requires a 4 alpha-helix BIR domain 

Erin YOSHIDA W， Harumi SAKAI'， Asako 
OTOMO'， OJoh-E lKEDN 

'NeuroGenes， ICORP/Japan Science and Technology 
Corporation， 2Department of Mol巴叩larNeuroscience， 

Institute of Medical Sciences， Tokai University 

百leneuronal apoptosis inhibitor protein (NAIP) was 

isolated as a causative gene for spinal muscular atro-

phy (SMA)， a neurodegenerative disease characterized 
by the loss of anterior hom cells in the spinal cord， it 

eventually leads to death in the most severe Type 1 

form. During the same screen for SMA candidate 

genes， an independent locus named survival motor 

neuron (SMN) was also identified. Wi曲 regardsto 

NAIP' s anti-apoptotic function， it was first shown that 

ectopic expression of NAIP rescued Rat-l and CHO 

cells from menadione-induced cell death. Subsequent 

in vivo analyses have shown that increased expression 

of NAIP protects rat hippocampal neurons from 

ischemic damage， granulosa cells in血emouse ovarian 
follicIe from developmental apoptosis， and mouse neu-

rons from kainic-acid induced injury. NAIP is being 

known as an inhibitor of apoptosis protein (IAP) that 

contains baculoviral IAP repeats (BIRs). IAP proteins 

have been shown to protect cells from viral infection， 

receptor-mediated apoptosis and chemotoxic stresses. 

We tested NAIP's ability to suppress cell death caused 

by various apoptosis-inducing compounds and defined 

which regions of白eprotein are essential for this 

activity. We found白atcIones which expressed an N-

terminal仕agmentcontaining the 3 BIR domains sup-

pressed cell death due to menadione， but not death 

caused by various 0由ercytotoxins. Finer mapping of 

血isactivity， we found that白巴BIRdomains ar宅neces-
sary， and in p紅ticul紅， that the BIR2 is essential. As 

well， all four BIR2 a-helices are required as truncation 
of the fourth helix eliminates inhibition of cell death. 

Considering that previous studies have showo that 

NAIP does oot directly inhibit caspases in vitro， and 

since the region ups住'eamof its BIR2 motif does not 

show conservation of key residues that are known to 

be involved in caspase 3 inhibition， NAIP may block 

c巴IIdeath via the BIR2 domain using a caspase-inde-

pendent mechanism. 

1B1620 

コルヒチンによる上頚神経節細胞のアポ

トーシスにおけるカスパーゼ非依存的過程

。木下雅之L二宮孝文2，1J、池達郎1
t北海道大学大学院理学研究科生物科学専攻札幌医科

大学医学部解剖学講座

コルヒチンはmicrotubulesの解重合を促進し、軸索輸

送を阻害するため、神経ネットワークの障害による神

経細胞変性のモデル系作製に良く用いられる

neurotoxmである。培養ラット上頚神経節細胞をコル

ヒチンで処理すると用量依存的に細胞死が誘発され

た。 C5-NBD-cerarnideやβtubulio抗体などを用いた

染色によりその効果を確認した。この細胞死はTUNEL
染色陽性であり、Hoechst染色により核の断片化が確認

された。カスパ」ゼ-3の活性測定や免疫組織化学など
からカスパーゼ-3の活性化が起こるにもかかわらず、

その阻害剤Ac-DEVD・CHOでは細胞死も核の断片化も

抑制されなかった。一方、カスパーゼの一般的な阻害

剤である z-VAD-fmkでは核の断片化は抑制されたが、

細胞死そのものは部分的にしか抑制されなかった。一

方、セリンプロテアーゼの阻害剤である TLCKは単独

でも細胞死を著しく抑制し、さらに z-VAD-fmkと組み

合わせて用いることによって顕著な効果が見られた。

即ち、コルヒチンが誘発する小胞体の空包化，核の断

片化などが二つの阻害剤の組み合わせによって完全に

抑制されることが電子顕微鏡観察により確認された。

TPCK、ロイペプシン、 APMSFなどはこの神経細胞死

を抑制しなかった。このような結果から、ラット上頚

神経節細胞をコルヒチン処理すると、カスパーゼに依

存的な細胞死過程と非依存的な細胞死過程が誘導さ

れ、後者ではI工CK感受性のセリンプロテアーゼが重

要な役割を果たしていることが示唆された。



1C1400 

BMPとレチノイン酸によって誘導される神
経特異的新規遺伝子のプロモーター解析

。中谷俊幸荒井直亮リ11野裕美小林三和子L
松本健一三有賀寛芳松同一郎l

1北海道大学大学院薬学研究科神経科学分野北海道大

学大学院薬学研究科分子生物学分野

これまでに我身は、骨形成因子(BMP)とレチノイン
酸(RA)が、交感神経の発達初期に作用して神経栄養因
子に対する応答性を誘導することを見いだした。この

作用機構を明らかにするために、 BMPIRAによって誘
導される遺伝子を探索したところ、神経特異的な新規

遺伝子が見いだされた。この遺伝子は既知の蛋白質と

は全く相同性を持たない約80KDaの新規蛋白質をコー
ドしているが、プロセシングを受け約40KDaの蛋白質
として存在することが示唆された。本研究ではこの新

規遺伝子の発現調節機構を明らかにするために、遺伝

子上流域を解析した。

種今の神経系株化細胞を用いてDual-Luciferase-Assay 
法により、この遺伝子上流部の転写活性を測定した。そ

の結果、エクソン 1の転写開始点より上流約4.5kbま
での領域にプロモーター活性が見いだされた。さらに

この領域を詳細に解析したところ、上流約340bpまで
短くしても同様の活性が見られた。一方、エクソン I上

流4.5kbまでの領域にはBMP/RAに対する応答配
列が存在することも示唆された。現在、この遺伝子の

機能を明らかにするために遺伝子欠損マウスを作成中

であり、組み換えES細胞株を樹立したところである。

1C1420 

HLH型転写因子によるオリゴデンドロサイ

ト発生分化の調節

。鹿川哲史斉藤哲-ft~2，和田圭樹中平英子

池中一裕1

1岡崎国立共同研究機構生理学研究所神経情報部r'，2京
都大学再生医学研究所再生統御学研究部門
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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調節する重要な分子であ

ることが知られている。我々は昨年度の本学会におい

てオリゴデンドロサイトの初期発生も Mashlによって
促進され、 Hes5、IdsなどのHLH型転写因子により抑
制性に調節を受けている可能性を示した。本年は、オ

リゴデンドロサイト前駆締胞株CG4をもちいて、分化
誘導培養条件下でのこれらHLH型転写因子群の相互作
用を考察した。

CG4細胞をその培養液から 8104細胞の培養上清を
除きオリゴデンドロサイトに分化誘導をかけると、オ

リゴデンドロサイトに特徴的な突起を数多く伸ばし、

72時間後には70%の細胞が04抗体陽性細胞に分化す
る。 Mashl蛋白質のDNA結合活性をゲルシフトアッ
セイ法を用いて測定すると、誘導開始後急速な変化が

見られ72時間後には消失した。ところがこの間Mashl-
mRNAの量は変化しなかった。 Id2、3、4-mRNAは誘
導開始後一過性に発現が消失し72時間後には再び強く
発現してくることがわかった。すなわちMashl蛋白質
の活性がこれを阻害するIdsの発現量によってに調節さ
れていることが考えられた。一方、 CG4細胞を 20%血
清条件で培養し、アストロサイトへ分化誘導をかけた

際にも MashlのDNA結合活性は消失する。この際に
もMashl-mRNA量は変化せず、持続的なIdsの発現上
昇が見られた。このCG4細胞にHes5やId2を強制j発
現させると、細胞分化に特徴的な突起伸展が見られ、

HLH型転写因子が実際に細胞分化に機能していること
が示唆された。逆にMashlを持続的に過剰発現させて
も形態的変化はほとんど見られなかった。これらの結

果をまとめると、前駆細胞からオリゴデンドロサイト

やアストロサイトへの細胞分化過程には共通してHes5
やIdsによる HLH転写因子の活性阻害が見られるが、
オリゴデンドロサイトへ分化する際には一過性に

Mashlの活性上昇を必要とすることが考えられた。現
在Mashlノックアウトマウスの解析を進めているので
合わせて報告したい。
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1C1440 

ラット前脳由来のNeurospheresの増殖と
分化における発生初期での FGFおよび

EGF応答性について

。中山たかね，山之端万里

創価大学生命科学研究所

目的:胎仔脳には神経幹細胞・前駆細胞が比較的多く、

フローサイトメトリー (FCM)を使って Sortingすると

解剖後4-6時間で幹細胞を分取することができる。発
生初期(E12)の幹細胞は分取した後にBasicfibroblast 

growth factor(FGF-2)またはEpidermalgrowth 

factor(EG町で増殖する。しかし、 FGF-2およびEGF

による初代培養系では、 neurospheresを形成し、増殖

する時期に違いが認められる。このFGF-2応答性と

EGF応答性の spheresの違いは発生過程でどのような

意義があるかを調べるために、分化への影響について

検討を行った。

方法・ラット胎仔(E12)の前脳からFCMによって幹細

胞を Sortingし.Transferrin.lnsulin.Heparinを含む

DMEMIF12(TIH/DF)にFGF-2あるいはEGFを添加

してそれぞれ培養した。 培養での経時的変化を調べ

るために、形成した spheresはneurosphereformation 
assayし、二重染色で抗原解析した。

結果:培養初期ではFGF-2応答性幹細胞が増殖し、

spheresを形成するが、 EGF応答性の spheresは認めら

れなかった。しかし、培養後期 (10日以降)では、 FGF-

2応答性spheresは死滅したが、逆にEGF応答性spheres

の形成が認められた。また、培養初期に認められるFGF-

2応答性spheresと培養後期に認められる EGF応答性

spherω の抗原解析では、 FGF-2応答性ではFGF-

receptorとEGF-receptor共に陽性であったが、 EGF応

答性ではFGF-receptorのみ陽性であった。さらに、FGF-

2応答性ではNestin.Tuji 1 ，Map-2，A2B5陽性であるのに

対して、EGF応答性ではNestinとA2B5が陽性を示し

た。EGF応答性spheresを培養20日目でdi釘erentiation

mediumに切り換えると、GFAP及び04陽性であった。
考察:発生初期の幹細胞の増殖にはFGF-2応答性が認

められるが、これはFGFおよびEGF-receptorの発現

時期の差による細胞応答性の違いとして現れることが

示唆された。また、抗原解析の結果より、 FGF応答性

の幹細胞はNeuron系、 EGF応答性の幹細胞は Glia系

へと分化の方向が差別化されることが示唆された。以

上より asymmetricに分裂する幹細胞からのNeuron系

プロジェニターの発現は培養初期から認められる事が

示唆されるが、 Glia系プロジェニターの発現時期につ

いては今後検討していきたい。

1C1500 

神経突起伸長における BDM1の関与

。本郷茂樹，大木武，中田規之，竹田稔

昭和大・医・生化

胎生期に比べ生後の脳発達過程において発現が増強

する遺伝子として我々はBdmlをクローニングした。

BdmlmRNA発現は脳と心臓にのみ検出される。Bdml
は、ツニカマイシン、 2ーメルカプトエタノール、カル

シウムイオノフォア等による小胞体(ER)ストレス刺激

やガン細胞の正常様細胞への分化に伴い発現が高まる

RTP，江)rgl/Cap43/rit42/Ndrlと、相向性があり、これら

は遺伝子ファミリーを形成していると考えられるがい

ずれも機能やその分子機構は明確ではない。 Bdmlの

機能を明らかにするためタンパク質の特性、アンチセ

ンス RNA法による細胞の変化を調べた。まずGST-

BDMl融合タンパク質に対する抗体を作製しウエスタ

ンプロットにより BDMlを分析した。また pEGFPベ

クターに BdmlcDNAをアンチセンス方向に挿入後、

これを PC12細胞にトランスフェクトし、安定的にアン

チセンスRNAを発現する細胞(AS細胞)をクローニン

グした。PC12細胞への安定的DNA導入はRT-PCRに

より確認した。 AS細胞と対照の細胞にNGFを作用さ

せ細胞の突起の伸長を比較した。 (1)ラット脳の細胞分

画においてBDMlは大部分ミクロソーム両分に存在

し、電気泳動上45kDaのバンドとして検出された。こ
のバンドは脳にのみ認められ、胎生 18日から生後 10

日にかけて発現が増強した。BDMlは2%TritonX-l00 

によりミクロソーム両分から可溶化された。 (2)AS細

胞は9種クローニングし、 7種において内在性Bdml

mRNAおよびBDMlの発現が低下していることを確

認した。これらのAS細胞のNGFによる細胞突起の伸

長は対照の細胞のものに比べて組害された。 BDMlは

アミノ酸配列のPSORT解析では小胞体に存在するタイ

プ-2の膜タンパク質と推定され、これは我々の実験結

果とも一致する。 KDEL配列を含むカルレテイキュリ

ンは軸索表面にも存在し神経突起の形成にも寄与する

ことが報告されている。 BDMlは類似の機構により神

経突起伸長に働いている可能性も考えられる。



1C1520 

膜型セマフォリン分子、 Sema4D・plexin

シグナル伝達

。稲垣忍，藤岡しほ，増田健太

大阪大学医学部保健学科神経生物学研究グループ

分泌型セマフォリン分子は成長円錐を退縮させる神

経反発因子として見出され、その代表である Sema3A
は知覚神経や運動神経、交感神経などの末梢神経を正

しい標的に誘導するための環境因子の 1っとして機能

していることが明らかにされている。同分子はニュー

ロピリンと結合し、ニユーロピリンを介して成長円錐

や軸索の退縮を引き起こすことが 1997年に示された

が、ニューロピリン自身は細胞内に情報を伝えること

はできない。プレキシンを介したシグナル伝達系の存

在が昨年、報告されたものの、その詳細はまだ不明で

ある。 一方、膜型セマフォリンは昆虫を用いた研究

から、接触性反発分子であると考えられているがその

詳細はよく分かつていない。最近、一部の膜型セマフォ

リンがプレキシンと結合することが報告され、プレキ

シンは膜型セマフォリン分子の直接の受容体としても

機能していることが示唆されたが、その詳細はまだ不

明である。私達はこれまでにタイプ4の膜型セマフォ

リン分子について調べてきた。 Sema4Dは神経系や免
疫系組織に豊富に存在するセマフォリン分子であり、

免疫系ではT及びBリンパ球など広範な白血球細胞に

発現し、 Bリンパ球の凝集能や生存性をあげる。一方、

神経系での機能はまったく不明である。 Sema4Dは胎
生早期から神経突起に発現し、軸索誘導に関与してい

る可能性が示唆されるが それを裏付ける証明はまだ

なされていない。私達はプレキシン発現細胞を用いて、

Sema4Dのプレキシン結合の特異性とそのシグナルに
ついて調べた。

279 

1C1540 

中枢神経系細胞， CAD，の分化におけるカル

モデュリン依存性プ口テインキナーゼ Hの
誘導と突起伸展への関与

。土内陸，祖川由美，山内卓

徳島大学大学院薬学研究科生化学研究室

カルモデユリン依存性プロテインキナーゼII(CaMキ
ナーゼII)は脳神経系に高濃度に存在し、シナプス可

塑性や記憶をはじめ高次機能の調節に重要な役割を果

たしている。私達は、本酵素を培養細胞系において過

剰に発現させることにより機能を解析し、本酵素が神

経突起の伸展に重要な役割を果たすことを明らかにし

た。本研究では中枢神経系のCAD細胞を用いて分化を
促す条件下に本酵素の発現の変化と突起の伸展の関係

を解析した。 CAD細胞はマウス海馬から株化した細胞
であり、無血清で培養することにより、分化し突起が

伸展することが知られている。本研究において、 cAMP
の添加によっても分化が促進されることが明かとなっ

た。 CAD細施を無血清培養やcAMP添加により分化
させ、 CaMキナーゼII活性を測定することにより本
酵素が誘導されることが見い出された。分化開始 1日

で活性は2-3倍となり、5日の培養期間中高い活性が維

持された。突起は分化誘導条件下に 1日日からほぼ一

定の害jり合いで伸長した。また、 CAD細胞にCaMキ
ナーゼIIaisofonncDNAを導入し酵素を発現した場合
は、分化条件にしなくても突起形成が観察された。こ

れらの結果から、 CAD細胞において本酵素が突起形成
に重要な役割を果たすことが明かとなった。一方、本

酵素は4種類のアイソフォーム (a，b， g， d)を有してお

り、それぞれ発現が時前的・空間的に制御されている

ことが知られている。 CAD細胞の分化過程において
は、どのようなアイソフォームが関与するかRT-PCR
により解析した結果、dアイソフォームが主要なアイソ

フォームであることが明かとなった。dアイソフォーム

にはスプライシングの異なる分子種が存在することが

知られているが、未分化細胞では、主として d2アイソ

フォームが発現し、分化にともないd4アイソフォーム

が生成し、スプライシングが変化することが明かと

なった。以上の結果から、 CAD細胞は分化に先立ち
CaM kinase IIが誘導され、本酵素が突起伸展に重要な
役割を来たすことが明らかとなった。また、分化にと

もない異なるスプライシング産物が生成することか

ら、分化に特異的なスプライシング機構が存在するこ

とが明かとなった。
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1C1600 

生地黄中の神経突起伸展促進物質の単離と

作用の検討

。東因子尋，パスネット プルソタム，小松かっ子

富山医科薬科大学和漢薬研究所薬効解析センター

I目的]我々は、シナプス形成を促進する薬物を同定す
ることを目的とし、その基礎となる神経突起伸展を指

標にした伝統薬物のスクリーニングを human

neuroblastoma SK-N-SH細胞を用いて行ってきた。そ

の結果、1)和漢薬の乾地黄のメタノールエキスによる

神経突起伸展作用と、 2)熟地賛エキスが無効であるこ

と、を見出した。本研究では、地黄メタノールエキス

から活性成分を単離・同定し、さらにその作用を解析

することを目的とした。【方法]新鮮な日本産カイケイ

ジオウ (Rehmanniaglutinosa Liboschitz)の肥大根(生
地黄)からメタノールエキスを抽出した。単一化合物

を得るまでエキスの分画と活性測定を繰り返した。神

経突起伸展活性はSK噂N-SH細胞の培養液にエキス両分

を加え6日後に、 50μm以上の長さの突起を有する細

胞の割合を計測し求めた。免疫蛍光染色は抗MAP2抗

体あるいは抗リン酸化型neurofilament-H抗体と、抗

MAPs抗体との組み合わせで二重染色を行った。 I結果
と考察]乾地黄と熟地黄の作用の差が、乾地黄中に多

いイリドイド化合物に起因する可能性を考え、さらに

イリドイド化合物の含量が高い生地黄を材料とした。

生地黄のメタノールエキス (5μg/ml)処理により、有

意な神経突起伸展が認められた。メタノールエキスの

クロロホルム可溶性画分(5μg/ml)は岡濃度のメタノー

ルエキスよりも強い活性があった。神経突起伸展活性

をガイドにクロロホルム可溶性画分の分画を進めた結

果、単一化合物が単離された(仮称Jio-A)。構造につ

いては現在検討中であるが既知のイリドイド化合物と

は異なる可能性がある。 Jio-Aは、用量依存的に (0.5-

10μg/ml)神経突起を伸展させ、特に 1∞μm以上の長
い突起の伸展を有意に促進した。伸展した突起の大部

分が樹状突起マーカーのMAP2陽性であり、軸索マー

カーであるリン酸化型neurofilament-HIこ陽性の突起は

見られなかった。以上、生地黄から神経突起伸展活性

を有する成分を単離し、それが主として樹状突起を伸

展させることを示唆した。

1C1620 

無インスリン培地におけるラット大脳皮質

初代神経培養細胞の神経突起形成への Rho・

kinaseの寄与

。松本均彦，中村祐，柏木雄次郎，福所英理子，山

森秀長，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

我kは、ラット大脳皮質初代神経培養細胞系の神経突

起形成におけるRho-kinase(Rho-associatedkinase)の

寄与について検討した。無血清培地である Neurobasal/

B27を用いた場合、 Rho-kinaseの特異的措抗薬である

Y-27632は神経突起にわずかな効果しか及ぼさなかっ

た。そこで我々はNeurobasal/B27に含まれる大量のイ

ンスリンがRac信号伝達系に影響を及ぼすことを考慮

し、インスリンの有無を調整した培地を作成し、神経

細胞の形態学的変化を経時的に観察した。インスリン

の有無は基本的に神経突起に変化を及ぼさなかった。

5μg/ml 濃度のインスリン存在下では 10μM濃度のY-

27632の影響は神経突起平均長にのみ見られた。しか

し、インスリン非存在下においては、 10μM濃度のY-

27632の投与によって神経突起平均長、一細胞あたり

神経突起総延長、一細胞あたり神経突起終末数はいず

れも著名に増大した。さらに、インスリン非存在下に

おいて、 proteinphosphatase 1の措抗薬である 5nM濃

度のCalyculinAの投与によって神経突起退縮は明確に

引き起こされた。これはRho-kinaseに桔抗して働くと

考えられる脱リン酸化酵素の抑制によって、 Rho-

kinaseの活性が増強した事を示している。これらの結

果、町lo-kinaseが神経発達の初期において潜在的に寄

与している可能性が示唆された。



101400 

NG108・15細胞中に存在するイノシ卜ール
リン脂質代謝に共役しないらHT2C受容体

様mRNAの構造

。東日道久野村靖幸東田陽博渡辺裕司1

t富山医科薬科大学和漢薬研究所生物試験北海道大学

大学院薬学研究科薬理学分野金沢大学大学院医学研

究科分子情報医学細胞遺伝学講座

セロトニン 2C受容体サブタイプ(5-HT2CR)は、セ

ロトニンに高親和性で、イノシトールリン脂質代謝(PI

代謝)に共役することが広く知られており、また向精神

薬、抗うつ薬との親和性を有することも数多く報告さ

れている。 5-HT2CRの細胞生理機能とこれら薬物の作

用機構を解明する上において、培養細胞系の利用は有

益な情報をもたらすと期待される。しかし、内在性に

5-HT2CRを保持する培養細胞系の報告はほとんど見

られない。今回、 NG108-15細胞中の5-HT2CRmRNA 

の存在について検討を行ない、その様式に興味ある知

見が得られたので報告する。 NGl08-15細胞より酸性

フェノール法により RNAを抽出し、逆転写反応によっ

て一本鎖DNAを合成した。 5-HT2CRの第III細胞内

ループ部位近傍を認識する pnmerにより PCRを行

なったところ、アクリルアミドゲル上の予想される分

子量サイズ400bpの位置に、 2本の近接したバンドが

得られた。それぞれのバンドを切り出した後、各々を

再増幅し、配列を解析したところ、 l本はラット 5-

HT2CR配列と、もう 1本はマウスの配列と完全に一致

した。 NG108-15細胞の PI代謝について検討したとこ

ろ、セロトニン刺激による各種イノシトールリン酸量

の増大は認められなかった。近年、 5-HT2CRには、第

11細胞内ループ部において、RNAsplicingおよびRNA

editingによる修飾が生ずることが報告されている。そ

こで、この部分を認識する primerを設計して PCR反

応を行なったところ、生来のふHT2CRの配列よりも短

い単一バンドが得られた。その配列を解析したところ、

92塩基が欠落していることが明らかとなった。以上の

結果より、 ratgliomaとmiceneuroblastomaの雑種細

胞である NG108-15細胞中には、マウスとラット両遺

伝子に由来する 5-HT2CRmRNAが存在するが、その

RNAはsplicingにより 92塩基短いものであること、

そのため 5-HT2CR蛋白は生成されず、 PI代謝を生じ

ないことが示唆された。今後、この短い5-HT2CR様因

子の生理機能についての検討を行なう予定である。

101420 

Fluoxetineによるパーキンソン病モデル
ラット線条体での外来性 L-DOPA由来ドー

パミン放出減少効果

。大和博1.2 神成一哉1.2 沈 ìõ l • 須田俊宏松永

宗雄1

1弘前大学医学部脳研神経統御部門弘前大学医学部第

3内科
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【背景Iこれまでに我々はパーキンソン病モデルラット
における外来性L-DOPAのドーパミン (DA)への転

換及び細胞外への放出はセロトニンニューロンで行わ

れることを明らかにしてきた。したがって，セロトニ

ンニューロンの活動に影響を与える薬物がしDOPA由

来のDA放出に変化を与える可能性が考えられる.パー

キンソン病に伴ってみられるうつ状態の患者に対し，

選択的セロトニン再取り込み阻害邦IJ (SSRI)がしばし

ば使用されるが.SSRIがパーキンソン症状を慈化させ

るとする結果がいくつか報告されている。その原因は

明らかにされていないが， SSRIがセロトニンニューロ

ンに影響を及ぼしてL-DOPA由来のDA放出を減少さ

せている可能性が考えられる。そこで，パーキンソン

病モデルラットの線条体細胞外DA濃度をマイクロダ

イアリシス法を使って経時的に測定し， SSRI投与に

よってしDOPA由来のDA放出が変化するかどうかを

検討した。 I方法]ラットの右内側前脳束にふ
hydroxydopamine(8μg)を注入して作成したパーキン

ソン病モデルの右側線条体に半透膜プロープを留置

し，人工髄液を潅流して回収した透析液中の DA濃度

を25分毎に連続して計測し.L-DOPA (50 mglkg i.p.) 

単独投与群， Fluoxetine (SSRI. 10 mg/kg i.p.)十し

DOPA併用群.WAY-100635 (5-HTlAアンタゴニスト，

2 mg/kg i.p.) + Fluoxetine + L-DOPA併用群で比較し

た。【結果l細胞外DA濃度最大値はL-DOPA単独群
で257.5:t: 16.0 fmoV50μL，Fluoxetine + L-DOPA併

用投与群で 126.6:t:14.7fmoV50μLとなり.Fluoxetine 

によってL-DOPA由来の細胞外DA濃度はFluoxetine

非投与時の49%に減少した (p<0.01)0 WAY-l∞635 
+ Fluoxetine + L-DOPA 併用群では 179.3:t:16.4fmoν 

50μLであり L-DOPA単独群と有意差がなかった。I考
察)FluoxetineはL-DOPA由来のDA放出を有意に滅

少させた。この効果は5-HTlAアンタゴニストで消失

したことから.Fluoxetineの5-HTlAアゴニスト様作

用によってセロトニンニューロン自己受容体である 5-

HTlA受容体が刺激されてL-DOPA由来DA放出が減

少したものと考えられる。したがって.SSRIによるパ

ーキンソン症状の悪化はSSRIがしDOPA由来のDA放

出を減少させることが原因のーっとなっていることが

想定される。
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101440 

線条体特異的に発現する新規Gprotein-

coupled receptor遺伝子 Gpr88の単離

。水島和幸l，z，榊佳之伊藤隆司'

'金沢大学がん研究所遺伝子染色体構築分野東京大学

医科学研究所ヒトゲノム解析センター構造解析

中枢神経系は部位特異的に機能分化した多様な神経細

胞により構成されており、各部位特異的に発現する遺

伝子群がそれらの発生や機能に強く関与すると考えら

れる。我々は蛍光differentia1display法を用い、ラット

脳の各部位において特異的発現パターンを示す新規遺

伝子の同定を試み、その過程で線条体に特異的なcDNA

断片を見出した。対応する全長クローンを単離したと

ころ、 385アミノ酸からなる 7回膜貫通型Gprotein-

coupled receptor (GPCR) family Aをコードすると予想

される新規cDNAが得られた。この遺伝子はGPCRの

統一命名システムによってGpr88と名付けられた。ラッ

トGpr88(rGpr88)の発現はinsitu hybridizationにより

線条体特異的であることが確認された。 GPCRを介し

て情報を伝えるリガンドは多岐にわたっているが、

Gpr88は5HTIDreceptor，beta-3 adrenergicreceptorと

膜貫通領域において、それぞれ25%，22%の相向性を

示し、 biogenicamineをリガンドとする可能性が高い

と考えられる。さらにヒトおよびマウスホモログ

(hGPR88， mGpr88)を単離したところ rGpr88とアミ

ノ酸レベルで95%の高い相同性を示した。 hGPR88お

よびmGpr88遺伝子は多くのGPCR遺伝子と同様に

ORFにイントロンを認めず、 FISH法にて互いに

syntenicなヒト lp21、マウス 3Gl領域にマップされ

た。またNorthemblotおよびinsi佃 hybridizationに

よって、ヒトおよびマウスにおいても線条体に特異的

な発現が確認された。構造的にもまた発現パターン上

も高度に保存されたGpr88は運動や情動行動の調節等

の線条体機能に関与する可能性が高いと考えられる。

現在、 Gpr88遺伝子の線条体特異的発現の分子機構を

明らかにするためにプロモーター領域の解析とそれに結

合する転写因子の同定を進めている。

101500 

海馬スライスを用いた代謝型ク.ルタミン酸

受容体刺激による ERK応答の解析

。小林正明，近島博道，高松研

東邦大学医学部生理学第2講座

神経系においてグルタミン酸受容体を介する生理的応

答あるいは病的変化が誘導される過程には多くの細胞

内情報伝達系が関与している。なかでも， MAPkinase 

系は核への情報伝達を制御する機構として重要な役割

を担っている。今回，マウス海馬スライス標本を用い，

各代謝型グルタミン酸受容体 (mGluRs)を刺激した際

のextraceIlularsigna1-regulated kinase (ERK)応答を解

析した。 Group1 mGluRの刺激には(S)-3，5・DHPGを，

group 11には(lS，3S)-ACPDを， group IIIにはL-AP4

をアゴニストとして用いた。活性型ERKは抗リン酸化

ERK抗体を用いて検出した。 Group1， 11， IIIいずれも

10分間のアゴニスト刺激により，アゴニスト渡度依存

性にERKの活性化を生じた。各アゴニスト (100オ

M)刺激後の経時変化では，いずれも刺激後5分およ

び10分では ERKの高い活性化を認め， 20分以降では

活性化の減少を認めた。 Group1 mGluR刺激によって

PLCの活性化が生ずることから， PLC阻害剤:U73122 

の効果を検討した。U73122はDHPGによる ERKの

活性化を部分的に抑制したが，ACPD，i主P4によるERK

の活性化には影響を認めなかった。一方， group 11， III 

mGluR刺激によってadenylylcyc1aseが抑制されるこ

とが報告されているが，海馬スライスを forskolinで処

理することより ERKの活性化が認められた。Group11， 

IIIを介したERKの活性化にはadenylylcyc1aseの抑制

以外の要因が働いていると考え， ERK応答に対するチ

ロシンキナーゼ阻害剤:Genisteinの効果を検討した。

GenisteinはDHPGによる ERKの活性化を約40%，

ACPDによる活性化を約65%，AP4による活性化を約

75%程度抑制した。これらの結果から， Group 1 mGluR 

ではPLC経路がERK活性化に関与しており， Group 

11， IIIではad巴nylylcyc1ase経路には依存しないERK

活性化機構が存在すると考えられた。また，いずれの

受容体にも共通して，G蛋白質beta/gammaサブユニッ

トを介するチロシンキナーゼ系がERK活性化機構の一

部を担っていることが示唆された。



101520 

ラット前頭前野度質のモノアミン遊離にお

ける NMDA受容体サブユニット NR2Bの
関与

。梶畑俊雄1，JII原健l，z，黒木俊秀田代信維中
原辰雄3

1九州大学大学院医学系研究科精神病態医学福岡県立

太宰府病院九州大学理学部化学科

近年、 N-me白yl-D-aspartate(NMDA)型グルタミン

酸受容体の分子構造が明かとなり、同受容体を構成す

るサブユニットの機能の解明が進められている。

NMDA受容体は、内側前頭前野皮質(mPFC)において

モノアミン・ニユーロンの活動を制御することにより、

認知機能や情動に関与している可能性がある。最近、精

神分裂病患者の脳においてNMDA受容体のサブユニッ

トの一つ、 NR2Bの発現の増加が報告されており、と

くにNR2Bとモノアミン系の連関が示唆される。今回

の研究では、 NR2BがmPFCのモノアミン遊離に関与

している可能性を検証するために、ラットmPFCにお

ける細胞外ドーパミン (DA)およびセロトニン (5-HT)

レベルに対する NR2Bアンタゴニスト ifenprodil、およ

びeliprodilの影響を、脳内透析法を用いて、調べたo

Wistar系雄性ラットを用いて、左側mPFCに脳内透

析用プロープを刺入し固定する手術を行った。その翌

日に脳内透析実験を行い、各薬物を投与した。薬物の

前処置は、次の薬物投与の60分前に行った。

Ifenprodilの全身性投与(3-10mglkg)および、透析用

プロープを介するmPFC局所投与(1-100μM)により、

細胞外DAおよび5-HTレベルの増加が用量依存性にみ

られた。とくに局所投与による増加が著明であった。

Eliprodilの全身性投与(30mglkg)でも細胞外DAおよ

び5-HTレベルの増加がみられたoIfenprodil(1-10 mgl 
kg)の前処置により、NMDAチャンネルブロッカーPCP

(7，5 mglkg)、あるいはMK-801(1 mglkg)のmPFCDA

遊離作用が有意に増強された。Eliprodil(10-30 mglkg)、

あるいはNR2B阻害作用をもっ haloperidol(1-10 mgl 

kg)の前処置でも、 PCPによる DA遊離増加が促進し

た。一方、町、 5-HT2A、あるいは DA-D2受容体アンタ

ゴニスト(各キ、 prazosin、ritanserin、sulpiride)の前

処置では、 PCPの作用の増強がみられなかったことか
ら、 ifenprodilやhaloperidolの効果はこれらの受容体

の遮断作用を介したものとは考えにくい。以上の結果

は、 NR2BがmPFCにおいて DAおよび5-HT遊離を

抑制性に制御している可能性を示唆しており、NR2Bア

ンタゴニストはNMDAチャンネルの遮断効果を更に増

強する方向に働くと考えられる。

101540 

ラット松果体特異的に発現している Na+依

存性グルタミン酸輸送体 (GLT-1)ホモロ

グのク口一二ング

。八代聖基金井好克己森山芳則1

1岡山大学薬学部生理化学教室戸杏林大学医学部

薬理学教室
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ラットの松果体実質細胞は時間情報ホルモンであるメ

ラトニンを合成・分泌する内分泌細胞である。近年私

達は、松果体細胞がメラトニンを分泌する他に、グル

タミン酸を細胞間情報伝達物質として用い、メラトニ

ン合成を負に制御していることを明らかにした。(

Yamada et al， 1996)放出されたグルタミン酸は、Na+依

存性グルタミン酸輸送体(GLT-l)により細胞内へ再吸

収される。すなわち神経組織と同様松呆体細胞には、グ

ルタミン酸シグナルの終止系が存在しているものと考

えられる。 本研究において、松果体のNa+依存性グ

ルタミン酸輸送体の cDNAクローニングを行った。

ラット松呆体cDNAライブラリーから 1種類のポジ

テイブクローンを得た。このクローンは、全長2289bp

からなり 562個のアミノ酸をコードしている。この輸

送体は推定アミノ酸一次構造解析から、神経組織に発

現している GLT-lとはC末端の22アミノ酸が異なる

新しいホモログと考えられる。この新規輸送体の

mRNAをアフリカツメガエル卵母細胞に注入し、グル

タミン酸の取り込み活性を測定したところ、神経組織

に発現しているグルタミン酸輸送体と同様に、Na+依存

的にL グルタミン酸、L アスパラギン酸を取り込むこ

とがわかった。 以上の結果から、ラット松呆体細胞

には、新規GLT-lホモログが発環しており、グルタミ

ン酸の再吸収システムとして機能していると結論し

た。
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101600 

興奮性グルタミン酸トランスポーター

EAAT・1発現制御における CREBの関与

。池田正行氷見敏行室田誠逸2

1国立犀潟病院臨床研究部東京医科歯科大学大学院医

歯学総合研究科分子細胞機能

脳内興奮性アミノ酸濃度はナトリウム依存性の取り込

み機構によって興奮毒性を示さない濃度に維持されて

いる。脳虚血などの脳疾患では、この興奮性アミノ酸

取り込み機構が破綻していることが明らかにされてい

る。この興奮性アミノ酸取り込み機構に関係している

トランスポーターのうち、脳内に広く分布することが

知られているのは EAAT-l--3の3種類である。脳内

でEAAT-lとEAAT-2はアストロサイトに、また、

EAAT-3は神経細胞に発現している。これらのトランス

ポーターのうち、脳内グルタミン酸濃度の維持に一番

大きく貢献しているのは EAAT-lであると考えられて

おり、その活性調節機構は、転写、翻訳、細胞内分布、

トランスポーターのリン酸化の各レベルにおいて研究

されている。本研究では、さまざまな種類の栄養因子

による EAAT-l発現に対する作用を検討した。

大脳皮質の細胞をlO%FCS存在下にDMEM中で分散

培養し、培養皿に密になったところでトリプシンに

よって分散し、再び播種した。さらに無血清下2日悶

培養した後、栄養因子を加えて2日間培養した。ウエ

スタンプロットによって EAAT-lの発現を検討した。

bFGFおよびIGFは顕著に EAAT-lの発現を誘導した

のに対し、 TGF~， CNTF ならびに HGF は EAAT-l 発

現に対してほとんど影響を示さなかった。 PDGFと

EGFは、単独ではわずかに EAAT-lを誘導したが、

dibutyril cAMP存在下では強く誘導した。bFGFとIGF

による EAAT-l 発現誘導に対し、 PKA 阻害弗~ H89、な

らびにMEK阻害剤 PD98059とU0126は阻害作用を

示したのに対し、 PI3kinase阻害剤 wortmanninと

LY294002はほとんど影響を与えなかった。 PKA阻害

剤及びMEK阻害剤はCREB活性化を抑制したのに対

し、 dibutyrilcAMP存在下PDGFはCREB活性化を

強く促進した。以上の結果より、これらの栄養因子は

CREBリン酸化を介してEAAT-lの発現調節を行って

いると示唆された。

101620 

大脳皮質シナプトソーム分画における

[3H]D-セリンの取り込みと放出の解析

。山本直樹富田麗海野麻未金回小幸1，JII 
日直恵L岩間久行1ぺ土田英人西川徹1.2
1国立精神・神経センター神経研究所疾病研究第3部，

2東京医科歯科大学大学院精神行動医科学

Dーセリンは崎乳動物脳においてNMDA型グルタミ

ン酸受容体NR2Bサプユニットと類似した局在を示し、

NMDA受容体のグリシン結合部位にアロステリック・

アゴニストとして作用することから、 Dーセリンが本受

容体の脳における内在性調節因子であると考えられて

いる。今回、細胞外B セリン濃度の調節に関わる機構

を明らかにする目的で、シナプトソームp2分闘におけ

る[lH]Dーセリンの取り込みおよび放出について解析し

た。Dーセリンの大脳皮質p2分画への取り込み活性は、

温度依存性で、経時的に直線的に上昇して約4分後に

はプラトーに達した。分画を低浸透圧で前処理すると

D セリン取り込み活性は消失した。また、 Na+イオン

およびCl-イオンを他のイオンに置換するとそれぞれ、

24%、47%に低下した。取り込み活性は大脳皮質つい

で小脳において高値を示すのに対して、肝臓や腎織で

はほとんど活性を認めなかった。Kinetics(Km: 483 

μM， Vmax: 278 pmolJmg protein/min)から低親和型ト

ランスポーターを介した取り込みが示唆された。大脳

皮質における [3H]グリシンの取り込みがpH6.5-8.5の

範囲で高い活性を保っているのに対して、 [3H]D-セリ

ン取り込みの至適pHは6.5-7.0であった。[lH]D-セリ

ンの取り込みは lmMグリシンによって抑制されたが、

[3H]グリシンの取り込みはlmMD-セリンによって阻

害されなかった。これらから、 Dーセリンの取り込みは

グリシントランスポーターとは独立した取り込み機構

を介すると考えられる。一度取り込ませた[lH]D-セリ

ンのP2分画からの放出を [3H]グルタミン酸と比較し

た。グルタミン酸の放出は、高K+イオンによる脱分極

刺激により約2.4倍上昇したのに対して、 Dーセリン放

出の高K+イオンおよびveratrineによる脱分極刺激に

よる上昇はいずれも1.3倍程度であった。さらに、外液

から Ca2+イオンをキレートしでも変イヒしなかった。こ

れらの結果から脱分極刺激に非依存性でカルシウムを

要求しないDーセリン放出系の存在が示唆される。



3A1300 

PC12D細胞に安定的に導入したヒトプレ

セニリン 1および突然変異プレセニリンの
作用

。亀谷富由樹問中喜久子宇佐美美穂子人丸山

敬森啓2

1東京都精神医学総合研究所分子生物研究部門大阪市

立大学医学部老年医学研究部門

アルツハイマー病 (AD)原因遺伝子産物プレセニリ
ン1(psI)はアミロイド前駆体タンパク質 (APP)代
謝に関与し、 Afl産生を制御していることが知られてい
る。最近、 PSlはy分泌酵素そのものであるという報告
もなされているが、依然として不明な点も多い。我々

はこれまでPSlとAPP代謝との関連性を解析し、ヒト
PSlを発現する PC12D細胞において、 APPC末断片の
分布が変動することを報告した。本研究ではPC12D細
胞に安定に導入したヒト PSlおよび突然変異PSlと
PC12D細胞が持っているラットPSlとの違いについて
解析した。

ヒト PSlおよび突然変異PSlを安定的に発現する
PC12D細胞をRIPA溶液でホモゲナイズあるいはショ
糖溶液を用いて膜画分を細分し、含まれるヒトおよび

ラット PSlおよびその誘導体を電気泳動およびイムノ
プロットで解析した。さらに、このホモゲナートに70
%ギ酸溶液になるようにギ酸を加え、超音波処理した。

17，000 x gの遠心上清をPVDF膜にドットプロット
し、抗Af340および42抗体等を用いてAfl半定量解析
を行なった。

ラット由来PSlのN末断片はどの膜画分にも回収
されたが、ヒト PSlおよび突然変異PSlのN末断片は
比重の重い膜画分に主として回収された。またこの画

分ではAPPのC末断片の存在割合も増加していた。ま
た、 Af342の割合がPSlおよび突然変異PSlを導入し
た細胞で有意に増加し、ヒト正常PSlおよび突然変異
PSlの発現量に依存して変動した。しかし、導入した
ヒト PSlと突然変異PSlとではPC12D細胞での存在
状態およびAPPの代謝系に与える影響において差は見
られなかった。このことから、 PC12D細胞では、導入
したヒトPSlおよび突然変異PSlはともに変異PSlと
して働き、 Y分泌酵素活性を変化させると推定された。

3A1320 

変異プレセニリン 1による小胞体ストレス
センサーの活性化障害

。本田章子tj，t片山泰一ij，t森和俊今泉
和則12J，遠山正捕1，3

1阪大院・医・機能形態回辺製薬(株)創薬研究所，

3CREST・JST，4京大院・生命科学

家族性アルツハイマー病(FAD)の大多数はプレセニリ
ンー1(PSI)のミスセンス変異によって発症する。我々
はこれまでに、変異PSlは小胞体 (ER)ストレスセン
サーlrelの活性化に障害を与え、ERストレスに対して
脆弱性を増大させることを報告してきた。今回、Irelと
は異なった経路でERストレス応答のシグナル伝達に関
わるATF6、PERKと変異PSlとの関連について検討
した。

ATF6は分子量90ゆ aの一回膜貫通型蛋白質で、ER
の膜上に存在する。 ERストレス負荷時には、 ATF6は
ERの膜近傍で切断され、細胞質側の約50kDa断片が
核に移行し、 ER分子シャペロン群の転写因子として機
能する。 PERKはER膜上に存在する膜貫通型のたん
ぱく質キナーゼで、 ERストレス負荷により、自己リン
酸化によって活性型となり、基質であるeIF2α をリン
酸化して新たなたんぱく質合成を阻害する。

変異PSlを発現する細胞では、ERストレス負荷時の
ATF6のER膜近傍での切断および切断断片の核移行が、
正常細胞に比べ遅延していた。また、 PERKの自己リ
ン酸化およびeIF2αのリン酸化も、正常細胞に比べ、そ
れぞれ遅延していた。 PSlノックアウトマウス由来の
線維芽細胞では、正常細胞と比べてAτ'F6およびPERK
の活性化に差は認められなかった。

以上のことから、変異PSlによる ERストレス応、答
性の低下には、 lrelだけでなく、 ATF6やPERKの活
性化障害も関与していることが示唆された。
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3A1340 

Wntシグナル伝達系における変異プレセニ

リン 1の抑制作用

。川村勇樹1，2菊池章高田律子ヘ高田慎治4，5，
芝本さゆみ柳津勝彦駒野宏人1

1国立長寿医療研究センター・痴呆疾患研究部j科技

団・科学技術特別研究員広島大・医・生化_4科技

団・ ERATO'近藤誘導分化プロジェクト京大・理・

分子発生生物学研究センタ_ 6摂南大・薬・生化

[目的]プレセニリン lは家族性アルツハイマー病の主

要原因遺伝子である。プレセニリン 1蛋白 (PS-l)は、

アミロイドP蛋自の産生に関与していることが明らか
となってきているが、 PS-lの機能の詳細は未だ不明で

ある。PS-l結合蛋自のーっとしてトカテニンが同定さ

れている。 pカテニンは、形態形成に関与する Wntシ
グナル伝達系を担っており、Wntの刺激を受けると、細

胞内Pーカテニンが蓄積され核へ移行し遺伝子発現制御
することが知られている。しかしながら、トカテニン

と結合している PS-lがWntシグナル伝達系に関与し

ているか否かは不明である。我々は、この点を明らか

にするため、家族性アルツハイマー病発症に認められ

る変異をもっPS-lが、 Wntシグナル伝達系にどのよう

な影響を及ぼすかを解析した。[方法]ヒト野生型PS-

lcDNAおよび変異PS-l(MI46L)cDNAをそれぞれ過

剰発現させたマウス N2a細胞を Wnt-3aを含む

conditioned mediumで培養しWnt刺激を与えた。 Wnt

刺激後、細胞内に蓄積されるPーカテニンをイムノプ
ロットにより検出し、野生型PS-lと変異PS-lとで比

較した。また、 Wnt刺激化での細胞内トカテニンの分

解を解析するため、 Wnt-3A処理後、蛋白合成阻害剤jで

あるシクロヘキシミドを培地中に添加し、。ーカテニン

の分解を経時的に解析し、野生型PS-lと変異PS-lと

で比較した。[結果]Wnt-3aの刺激によるPーカテニンの
蓄積は、変異PS-lを過剰発現させた細胞では野生型

PS-lを過剰発現させた細胞と比べ低いことが明らかと

なった。また、 Wnt-3A処理下でのPーカテニンの分解
を解析したところ、変異PS-lを過剰発現させた細胞で

は、Pーカテニンの分解が野生型PS-l発現細胞に比べ速
かった。[結論]今回の我hの結果から、変異PS-lが

Wntシグナル依存におこるPーカテニンの安定化に対し
て抑制的に働くことが明らかとなった。今後は、さら

に、変異PS-lのWntシグナル伝達系に対する抑制的

作用と家族性アルツハイマー病の発症との関連の解析

が必要であると思われる。

3A1400 

beta-secretaseのAlzheimer'sdiseaseと
連結するか?:ラット Cortexにおける MK-

801の影響

。AHMEDMd.Mahiuddin 1，知久閑敏幸2，RAHMAN

Md.Khalilur3 ，加藤武l
'横浜市大・院・総合理学昭和薬大・薬品分析ダツ

カ大・生化学

エンドベプチダーセ EC 3.4.24.15 (EP 24.15)は脳、脳

下垂体および生殖腺に広く見られるメタロエンドペプ

チダーゼであるo最近APPのprocessingに関連すると

言うことが判明した BACE( beta-site APP-c1eaving 

enzyme)と呼ばれるtransmembraneaspartic proteaseの

異常なprocessingもAlzheimer・sdisease (AD)に関連

している。以前にBACEの過度の分泌がbeta-secretase 

の切断生成物の量を増加させる事が証明された。本研

究ではQ-sepharosecolumn chromatographyの方法を

使用して、ラット脳のEP24.15を部分的に精製、そし

てQFS，CL-peptideとPZ-peptideの三つの別々の基質

を使用したHPLCとfluorescencespectrophotometerに

よって酵素活性を測定した。EP24.15抗体を用いたラッ

ト脳内cytosolicfractionのWestemblot分析は、約75

kDa と50kDa のmolecularmassに対応するこつ

の異なるEP24.15immunoreactivity バントを示した。

ラット BACE抗体でラット脳の膜boundfractionの

Westem blot分析から、約百kDa molecular massに

対応する BACEimmunoreactivityパントを示した。AD

に対するEP24.15とBACEの 両方の生理学的役割を

調べるため、私たちはMK-801という NMDAreceptor 

antagonistを ADの早期痴呆モデルとして使用した。

私たちはラット脳のbeta-secretase酵素を精製し、

ラット脳の異なる部分のbeta-secretaseへのMK-801 

の影響を調べる予定です。



3A1420 

免疫化学的手法によるアルツハイマー病患

者脳での 0・Ser26s25-35(40)様抗原の検出

。久保武一，熊谷善弘，金子勲

三共株式会社第三生物研究所

アルツハイマー病 (AD)患者脳内で老人斑内に沈着し

たPアミロイド (Af3)が，十数年後に海馬神経変性を
惹起するメカニズムは明らかではない.我々は加齢と

ともにラセミ化される Af3(D-Ser26f31-40)が可溶性に

なり不活性体であるが，ラット脳内蛋白質分解酵素に

より D-Ser26f325-35，D-Ser26f325-40などの活性体に

変換することを示唆した.そこで，実際の AD患者脳

内に D-Ser26f325-35様抗原が存在するかを 2種の D-

Ser26f325-35特異抗体 (20.1， 22.7)及び既知市販抗体

(4G8，6EI0， AT-8)を用いて詳細に検討した.20.1は

D-Ser26f325-35，-26-35に， 22.7はD-Ser26f325-35，-25-

40に特異的に結合し，いずれも L体の Af3ならびに D-

Aspl，7，23およびD-Ser8含有Af3には結合しない.免

疫染色の結果， 20.1はAD患者9例(平均 76.8歳)中

8例の海馬，扇桃体領域で一部の老人斑， ghost tangle 

及び血管アミロイドを染色したが，正常脳6例(平均

77.5歳)では染色性を示さなかった.この染色は， D-

Ser26f325-35で吸収され， 1325-35では吸収されなかっ

た.また， 6ElO或いは 4G8との二重染色の結果から，

20.1は禰漫性老人斑は染色せず，成熱製老人斑のコア

部分を染色することが分かつた.一方， 22.7は老人斑

を染色しなかったが，調べた AD患者9例全例で，海
馬CA1，海馬台，嘆内皮質の変性神経細施を染色した.

正常脳6例では全例陽性染色を認めなかった.この染

色は， D-Ser26f325-40で部分的に吸収され， 1325-40で

は吸収されなかった.また， AT-8陽性NFf含有神経

細胞の一部が22.7で染色された.以上の免疫染色の結

果は， D-Ser26f325-35，-25-40様抗原が， AD患者脳の

老人斑や変性神経細胞に特異的に存在することを示唆

する.以上のことより我々は， Af3が老人斑に蓄積後，

加齢に伴いラセミ化され，可溶性の D-Ser26f31-40が老

人斑から溶出し，脳内蛋白質分解酵素に抵抗性の活性

体 (D-Ser26f325-35やD-Ser26f325-40)に変換され，そ

れらが興奮性アミノ酸に対する感受性を増大させるこ

とにより，海馬神経細胞に傷害を与えると考察した.一

方，通常の戸1-40やD-Asp含有Af3はその強い微小線

維形成能のため不溶性であり老人斑に限局すると考え

た(南カリフォルニア大学， C.A Miller教授との共同
研究).
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3A1440 

ラット脳室内へのPーアミ口イド蛋白の持続
注入により誘発される誘導型一酸化窒素合

成酵素の発現とニコチン誘発性アセチルコ

リン遊離の障害

。TRANManh Hung，山田清文，OLARIU Ana， REN 

XiuHai，鍋島俊隆

名古屋大学大学院医学研究科医療薬学

[緒言]アルツハイマー病の発症には、老人斑の主要

構成成分である Pーアミロイド蛋白 (A13)が重要な役割
を果たしていると考えられている。これまでに我キは、

ラット脳室内へAf3を持続的に注入すると、学習記憶、
海馬の長期増強、およびニコチン刺激によるアセチル

コリン (ACh)とドパミン遊離などが障害されることを

報告している。今回、これらAf3により誘発される脳機
能障害のメカニズムを解明するために、 ACh遊離に対

する種キの Af3フラグメントの効果を検討した。さら

に、 Af3による ACh遊離の障害における誘導型ー酸化

窒素合成酵素(iNOS)の役割について検討した。【実験

方法]Af3(300pmoVday)は、 35%アセトニトリル /0.1

%トリフルオロ酢酸に溶解し、浸透圧ミニポンプを用

いてラット側脳室内へ持続的に注入した。 ACh遊離は

Af3の注入開始から 11日日に invivo dialysis法を用い

て行った。 NO代謝物は HPLCを用いて測定した。 I結
果および考察]Af31-40， 1-42およびAf325-35の持続注

入により、溶媒投与群に比較して、大脳皮質ー海馬領域

でのニコチン誘発性ACh遊離は著明に減少した。しか

し、 Af340-1投与群では変化は認められなかった。また、

Af31-40の投与により、投与開始から 3-7日目に海馬に

おいて著明なNO代謝物の増加と Ca非依存性NOS活

性の増加が認、められた。さらに、Af3の持続注入により、
海馬においてiNOSmRNAが発現することも確認した。

最後に、Af3による Ach遊離の障害における iNOSの役

割について、種々の NOS阻害剤を用いて検討した。

iNOS 阻害剤 aminoguanidine および S-

methylisothioureaをAf3の注入開始日より ACh遊離を

測定する前日まで 1日1回投与すると、Af3による ACh

遊離の障害は著明に改善された。以上の結果より、 Af3

による Ach遊離の障害にはiNOSにより合成される大

量の NOが関与していることが示唆された。
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3A1500 

FTDP・17脳における野生型、変異型タウの

解析

。宮坂知宏'， 2 森島真帆長嶋和ft~2， RAVID 

Rivka3， V AN SWIETEN John C人井原康夫'，5

1東京大学医学部神経病理学北海道大学医学部分子細

胞病理学，3Netherlands Br制 Bank，4Department of 

Neurology， Erasmus University， 5CREST， JST 

Frontotemporal dementia and parkinsonism linked to 

chromosome 17 (FTDP-17)は、常染色体優性遺伝の家

族性痴呆疾患であり、特徴的な病理変化として神経細

胞の脱落、神経細胞、ときにグリア細胞、内の多数の

神経原線維変化が知られている。 98年に、これらの家
系でタウ遺伝子上にエクソン型、イントロン型変異が

発見され、タウと神経細胞死の関係を解明する上での

重要なモデルとして注目されている。エクソン型変異

の中でも P301L変異は比較的発症が早く、痴呆の進行

も速いことから、促進型変異と考えられている。これ

に対し、 R406W変異は発症が遅く、痴呆の進行も遅い

ことから遅延型変異と考えられている。われわれは

P301L， R406W剖検脳を用い、水可溶性、サルコシル

不溶性画分における野生型、変異型タウの存在比を、タ

ンパク化学的、免疫化学的手法により求めた。すべて

のFTDP-17脳はオランダブレインバンクより供与さ

れた。われわれはまず、野生型タウ、 P301L、R406W

変異タウを特異的に認識する抗体を作成し、 P301L、

R406W脳より調製したサルコシル不溶性両分を、ウエ

スタンプロットにより解析した。その結果、 P301L脳

では変異型タウのみが沈着していた。 R406W脳では野

生型、変異型タウはほぼ等量比で沈着していた。この

ことから、野生型に比べP301L変異が積極的にタウの

線維化、不溶化に関与していることがわかった。次に、

P301L脳の可溶性画分について同様に解析したとこ

ろ、不溶性タウの量とは関係なく、変異型タウの減少

が認められた。さらにわれわれは、野生型タウと

R406W変異タウが逆相液体クロマトグラフィーにお

いて洛出時間が異なることを見つけ、不溶性画分中の

野生型、変異型タウを分離することに成功した。分離

したタウをウエスタンプロットにより解析すると、

R406W脳に沈着する変異型タウは、野生型と同様に高

度にリン酸化されていることが明らかとなった。これ

に対し、可溶性画分中の変異タウは、野生型のものと

比べ、リン酸化の程度が低かった。このことは、 R406W

変異脳における神経細胞死の過程に、強いリン酸化の

克進状態が関与していることを示唆している。

3A1520 

14・3・3regulates phosphorylation of tau 
proteins. 

。MITSUKOHASHIGUCHI'， KAZUYA SOBUE2， 

HEMANT PAUDEL K3， TOSHIO HASHIGUCHI' 
'Department of Physiology， Tokyo Medical University， 

2Department of Anesthesiology， Nagoya City 

University， 3Department of Neurology and 
Neurosurgery， McGill University 

Neurofibrillary tangles (NFTs) are one of the hall-

marks for pathogenesis on neurodegenerative diseases 

including Alzheimer's disease (AD). NFTs contain 

fibrous paired helical filaments consisting of hyper-

phosphorylated tau proteins. Hyperphosphorylation of 

tau proteins impairs tau-mediated stabilization of 

microtubules， thus leading to cytoskeletal instability 

and tau aggregation in NFTs in AD brain. Phosphory-

lation of tau are thought to be regulated by not only 

kinases and phosphatases， but also affectors. 
Now we are reporting that 14-3-3， which was r叩ort-

edly found in NFTs in AD brain， tightly associates 

with tau proteins in brain and stimulates phosphoryla司

tion of tau by cAMP-dependent protein kinase (PKA). 

14-3-3C failed to enhancement of PKA-catalyzed phos句

phorylation of the synthetic peptide， We also show 

how 14ふ 3Cmodulates phosphorylation of tau by 

PKA. Direct binding assay of 14-3-3C with tau dele-

tion mutants revealed that 14ふ 3Cbinds ωtau on the 

microtubule-binding domains. Furthermore the West-

em blottings， using phosphorylated or nonphosphory-
lated site specific antibodies against tau， indicate that 

14-3-3C potentiates PKA-catalyzed phosphorylation 
specifically on Seβ621356 of tau， 

百leseresults indicate出at14-3-3C plays a pivotal 

role in phosphorylation of tau and may cause tau 

aggregation in AD brain， 



381300 

リルゾール投与による脳内 BDNF合成の誘

導と海馬歯状回における細胞分裂促進

。仙波 りつ子1，2 山田敦子1，2，3浅野富子上回

浩森下理香竹内郁夫稲熊裕加藤兼房2

1愛知県コロニー研究所，2CREST 科学技術振興事業

団鳥取大学医学部神経生物

脳由来神経栄養因子(BDN町は、自然老化ラット海J馬

で増加するが、アルツハイマー病患者では減少してい

ることから、海馬の神経細胞の生存や神経活動に重要

な働きをしていることが示唆される。私達は、イオン

チャネル活性化剤や阻害剤のBDNF合成に対する効果

を調べているが、今回、電位依存性ナトリウムチャネ

ル (VDSC)の阻害剤であり、抗主主筆弗jでもあるリル

ゾールによるラット海馬のBDNF合成の促進を見い出

したので報告する。生後4-5週齢のラット腹腔内に20

mg/kgのリルゾール塩酸塩を一回投与後、海馬のBDNF

量の経時的変化を調べると、mRNAは4時間で、蛋白

は8時間で最大(約5-10倍)となった。増加した BDNF

には、 30kDaの前駆体もかなり検出され、 BDNF合成

の活性化が示唆される。海馬BDNFの合成誘導に要す

るリルゾール量は、 15mg/kg以上であった。組織化学

的には、リルゾール投与による神経細胞死はみられず、

BDNFは海馬歯状回の穎粒細胞で合成され、門やCA3-

CA4領域の放射状層に分泌されることが示唆された。

リルゾールは、 VDSC阻害を介してグルタミン酸放出

を阻害するので、 VDSC阻害剤であるピンポセチン

(VIN)やグルタミン酸放出阻害剤である DCG-IVや

2R，4R-4ーアミノピリジンー2，4ージカルボン酸(APDC)

の投与を試みた。 VINは、脳内BDNFを上昇させない

が、 DCG-IVやAPDCは明らかに海馬の BDNFを上

昇させることから、グルタミン酸放出限害と BDNF合

成促進には何らかの関連があるものと思われる。次に、

BDNFの海馬穎粒細胞における増加が、この細胞層の

幹細胞あるいは前駆細胞の分裂に影響するかどうかに

ついて検討した。海馬のBDNFを一過性に上昇させて

も、細胞増殖には何ら影響がなかったが、リルゾール

を5日関連続投与しBDNFを高値に保っと、分裂する

細胞数が増加した。この条件下で、死にいたる神経細

胞数には差がみられなかった。リルゾールは筋萎縮性

側索硬化症の治療薬としてすでに認可されているが、

今回、リルゾールが海馬頼粒細胞のBDNF合成を促進

させ、その結果、この細胞層の神経細胞新生をも促進

することが明らかになった。

381320 

イムノフィリンリガンドによる BDNF産生

誘導作用と神経保護効果

。西岡博史，新田淳美，古川昭栄

岐阜薬大・薬・分子生物
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中枢神経変性疾患の多くは、難治性かつ進行性であ

り、根本的な治療法は確立されていない。最近、免疫

抑制弗jの結合タンパク質イムノフィリンが神経細胞死

の抑制に関与しているという報告がなされているが、

そのメカニズムについてはほとんどわかっていない。

イムノフィリンに結合する物質はイムノフイリンリガ

ンドと総称され、免疫抑制剤もこれに含まれる。本研

究では、免疫抑制剤の一つであるシクロスポリン A

(CsA)について、脳由来神経栄養因子(brain-derived

neurotrophic factor;BDNF)の合成に及ぼす効果および

神経細胞死の抑制効果について検討した。

常法に従ってラット胎仔(18日齢)の海馬より神経細

胞を培養し、種々の濃度のCsA(O，lnglm1-1Oμg1mI)を

24時間作用させた。上清中のBDNFの濃度を酵素免疫

測定法で測定したところ、 500ng加LのCsAの添加に

より著しく BDNF含量が増加した。さらに CsAを上清

中に加えたまま 7-9日間培養をつづけると、生存神経

細胞数が、無添加の場合に比べ有意に増加していた。一

方、 8週齢のラットにCsA(1.5mg/kglday)を7日開腹

腔内投与すると脳各部位で有意な BDNF含量の増加が

観察された。これらの結果から、 CsAは脳でのBDNF

産生量を増加させることにより、神経細胞死を抑制す

る可能性が示唆された。しかし CsAは免疫抑制作用

を有するため、中枢神経疾患治療薬としての使用には

限界がある。イムノフイリンリガンドがイムノフィリ

ンに結合すると、IP3受容体が活性化されることが知ら

れている。そこでIP3受容体との結合部位の構造類似

ジペプチドである Leu-Ileについて同様に検討した結

果、神経細胞死を抑制する作用をもつことが判明した。

本研究の結果から、 CsAは海馬神経細胞の生存維持

作用を持ち、その作用にはBDNFの産生誘導が一部寄

与していると考えられる。免疫抑制作用と神経保護効

果は異なる機構で進行するので、神経作用だけをもっ

活性物質の創薬が可能であると考えられる。この観点

から、現在Leu-Ileの免疫抑制作用の有無について検討

を行っている。神経栄養因子は高分子タンパクであり

末梢投与による脳での効果はあまり期待できないた

め、イムノフィリンリガンドやその関連物質などの低

分子化合物を用いた新しいアプローチが期待される。
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3B1340 

神経芽細胞腫における BDNFmRNAの発
現

。青山蜂芳浅井清文宍倉朋胤河本竹正三

宮地泰士横井誉三浦裕加藤泰治中川原

章3

1名古屋市立大学小児科名古屋市立大学分子医学

研究所生体制御j千葉県立がんセンタ一 生化学部

予後良好の神経芽細胞腫16例と予後不良の神経芽級胞

腫15例および神経芽腫細胞株について脳由来神経栄養

因子 (BDNF)の発現を調べた。 N-mycの増幅を認め
る予後不良の神経芽細胞燈ではN-myc増幅を認めない
予後良好の神経芽細胞腫に比べてBDNFmRNAの発現
量が有意に高値であった。さらに我々はhumanBDNF
mRNAに6種類のspli∞vanantsが存在することを見
いだした。そのうちの4種類については予後不良群で

有意に発現を認めた。神経芽細胞腫の 80%以上に

BDNFの受容体である TRKBの発現を認めた。予後不
良群ではfull-lengthtypeの受容体が優位で予後良好群
ではtyrosinekinase domainを欠く truncatedtypeの受
容体が優位だった。これらの結果から予後不良の神経

芽細胞腫ではBDNFがautocrineまたはp紅acrineに分
泌されTRKBを介したシグナル伝達系が刺激され、そ
の結果細胞死が抑制されcellsurvivalへ向かうと考えら
れた。

3B1400 

培養ラット海馬および視床下部神経細胞に

対するエストロゲンの作用機構

。柏原めぐみ，西尾チカ，畠中寛

大阪大学蛋白質研究所蛋白質生合成部門

エストロゲンは、女性ホルモンとして生殖系の発達、

機能調節に必須の重要なホルモンの 1つである。また、

乳癌、子宮癌や前立腺癌の悪性化にも深く関わってい

ること以外に、脳神経系、免疫系、肝臓、血管、骨や

皮膚等の広範の臓器において種キの作用を及ぼしてい

ることがわかってきている。本研究では、エストロゲ

ンが発生過程の脳神経系に及ぼす影響を調べるため

に、ラット胎生 19日目の海馬および視床下部から調製

した初代培養細胞を用いて、エストロゲンによる細胞

生存維持作用、および下流応答遺伝子との関係につい

て検討した。この培養系は、ほぼ神経細胞であり、グ

リア細胞などの間接的な影響を排している。

E19のラット胎児、海馬および視床下部組織をパパ

インで消化し、その培養翌日に無血清培地に交換した。

同時にこの時、エストラジオール (10-1000nM)を3日

間作用させたところ、エストラジオールによる神経細

胞の生存維持効果が見られた。またこの効果は、エス

トロゲン受容体に対するアンタゴニスト、タモキシ

フェンにより阻害されたことより、エストロゲン受容

体を介した作用であると考えられる。また、抗エスト

ロゲン受容体α抗体を用いた免疫組織染色を行ったと

ころ、培養神経細胞の核においてエストロゲン受容体

の発現を確認した。

さらに、この細胞生存維持効果の作用機構を解析す

るために、下流応答遺伝子である、 BDNFとの関係を
解析した。エストラジオール(10・1∞OnM)を6時間お
よび24時間作用させ、 RT・PCR法によってBDNF
mRNA量を測定したところ、lOnMエストラジオール

添加後6時間で最も高い効果が見られ、 BDNFmRNA
量が約2倍増加した。この結果は、エストラジオール

による細胞生存維持効果の一部に、 BDNFを介してい
る可能性を示唆するものである。



381420 

BDNF遺伝子発現を制御する 4つのプ口

モーター活性化の相違と Ca2+応答性転写調
節領域の解析

。田淵明子，天野賢示，津田正明

富山医薬大・薬・分子神経生物

脳由来神経栄養因子(BDNF)遺伝子は、4つのプロモー

ター(P-I，-II，ー111，-IV)によって転写が調節されており、

多様な発現制御機構が存在していると考えられる。

BDNF遺伝子は、脱分極に伴う細胞外からの Ca2+流入

によって発現が誘導されるが、 Ca2+シグナルによる 4

つのプロモーターの活性制御機構についての詳細は不

明である。我#は、初代培養大脳皮質ニューロンへ4つ

のBDNF遺伝子プロモーターそれぞれをルシフエラー

ゼ遺伝子に逮結したレポーターベクターを遺伝子導入

し、脱分極状態におけるプロモーター活性変化につい

て検討した。また、すでに報告のある P-IIIの応答エレ

メントとの比較のためにP-Iの応答エレメントの同定を
試みた。

その結果、KCl濃度の上昇による大脳皮質ニューロン

の脱分極が、 LータイプCa2+チャネル (L-VDCC)とN-

methyl-D-aspartate(NMDA)レセプターの双方を活性

化すること、そしてKCl濃度を変化させて BDNF遺伝

子発現を調べたところ、その遺伝子発現誘導には適し

た脱分極状態が存在することが明らかとなった。また、

脱分極状態でBDNFP-I， 11 ，ー111が活性化すること、さ

らに、この3つのプロモーターは、Ca2+の流入するチャ

ネルの種類によって感受性が異なり、 P-I，ー11はL-

VDCC経由、 P-IIIはL-VDCC， NMDAレセプター双

方からのCa2+シグナルに応答するという相違のあるこ

とが明らかとなった。そして、 P-Iの応答エレメントは

2つの異なるプロモーター領域に存在しており、 P-III

とは異なった転写因子を介して活性化する可能性が示

唆された。この相違は、神経細胞に対する BDNFの多

彩な機能性を発揮するための調節機構の一つであると

考えられる。現在、それぞれのプロモーター活性化に

関与するシグナル伝達経路について検討を加えてい

る。

381440 

カルシウム依存的な PACAP遺伝子の発現

誘導と神経細胞死抑制効果

。津田正明，中坪純，回測明子

富山医薬大・薬・分子神経生物

マウス小脳頼粒細胞(CGCs)では、膜の脱分極によって

Lー型電位依存性カルシウムチャネル (L-VDCC)から

Ca2+が流入し、神経細胞死が抑制される。この際、脳

由来神経栄養因子(brain-derivedneurotrophic factor; 

BDNF)の遺伝子発現が誘導される。本研究では、

PACAP (pituitary adenylate cyclase activating 

polypeptide)遺伝子がCa2+流入によって誘導されるか

どうかについて、また、内在的に合成されたPACAPが

神経細胞死を抑制するかどうかについて検討した。ま

た、細胞死抑制に関わる情報伝達系について検討を加

えた。初代培養系のCGCsに脱分極でL-VDCCにCa2+

を流入させると、 PACAPmRNA合成が顕著に誘導さ

れた。この際、 2つの新たなスプライスバリアントが生

成した。 PACAPの内在的な合成も増加し、 PACAP38

レセプターのアンタゴニストPACAP6-38を加えると、

脱分極によって誘起される神経細胞死抑制が部分的に

阻害された。これは、内在的に合成されたPACAP38

が、 Ca2+シグナル依存的な神経細胞死抑制に関わって

いることを示す。PACAP38の添加によっても神経細胞

死抑制が認められるが、これはPD98059やKY294002

の添加によって阻害された。 PACAP38やBDNF添加

よってc-jun発現の減少やTCAサイクル酵素のアコニ

ターゼ活性の減少抑制が認められたが、これら変化も

PD98059やKY294002によって阻害された。これらの

結果は、 PACAP38による神経細胞死抑制には、 Ras/

MAPK系、およびPI3K系が関与していることを示し
ている。また、ラット大脳皮質ニューロンの初代培養

系において、 PACAP遺伝子プロモーターのカルシウム

応答性について検討を行っている。
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381500 

脳に特異的な新規蛋白質である

40kDaBINP受容体のcDNAクローニング
とその性質

。演受希子，丸山六三，岩島牧夫，奈良清光

三菱化学生命研

目的:B1NP(Brain 1njury-derived Neurotrophic 

Peptide)は種々の培養神経細胞に神経細胞死抑制作用

を持つ 13個のアミノ酸からなるペプチドである。その

作用機構について検討する目的で、受容体の構造を明

らかにした。方法:受容体については、 1251ラベルした

BINP誘導体とラット脳シナプトソームを用いた架橋

実験から約40，50，100kDaの蛋白質が候補として得ら

れていた。さらに、ラット中隔シナプトソームを抗原

とし、ラット脳シナプトソームと 1251ラベルした B1NP

誘導体との結合の阻害を指標として、モノクローナル

抗体を取得することができた。このモノクローナル抗

体(6A22)は、 B1NPの作用を阻害し、約40kDaの蛋

白質を認識していることが免疫沈降で示された。さら

に6A22は細胞表面の蛋白質を認識していることが細胞

染色、 FACSによる解析で示された。そこで、この抗体

6A22を用いて抗原である 40kDa蛋白質のcDNAク

ロ}ニングを行った。 cDNA発現クローニングはラッ

ト海馬より調製したcDNAlibraryを細胞に発現させ、

6A22を用いて染色後FACSによる sortmg、分析を繰

り返すことにより行った。結果:得られたcDNAは

polyAとORFを含む完全長の新規のcDNAであった。

Northern blottingによる解析から、そのrnRNAはラッ

トで脳に特異的であり、胎児期より生後で増加してい

た。このcDNAの配列解析では膜貫通部位があり、三

カ所の予想、される糖鎖結合配列があった。ラットシナ

プトソームを脱グリコシレーション後にクローニング

に用いた抗体6A22で免疫沈降すると、得られたcDNA

がコードすると予想される分子量の蛋白質が沈降され

た。このcDNAをCOS7細胞に発現させると細胞膜上

に発現が見られ、 B1NPの結合を測定することができ

た。以上のことから、得られたcDNAはBINP受容体

蛋白質と予想される40kDa蛋白質をコードするcDNA

であることが示された。

381520 

ラットのGliaMaturation Factor-y 
(rGMFG)のcDNAのク口一二ングとその
組織分布

。横井誉lJ，浅井清文立木秀樹1.2三浦裕山

本愛美三井上雄一朗河合洋子多田豊瞭森

山昭彦へ加藤泰治2

1名古屋市立大学医学部小児科学教室名古屋市立大学

医学部分子医学研究所生体制御部門名古屋市立大学

看護学部名古屋市立大学自然科学研究教育センター

グリア細胞成長因子-~ (Glia Maturation Factor-~ : 
GMFB)は、脊椎動物のグリア細胞とニューロンの成

長・分化に関与する因子であり、 1991年にヒト GMFB

のcDNAがクローニングされた。我キはアストロサイ

トにおけるGMFBの発現をノーザンプロッテイング法

で解析していたところ、 GMFBに対応する 4.1kbのバ

ンド以外に弱く交差する O.9kbのバンドを認めた。新

たな GMFBのhomologueの存在を考えたため、その

cDNAのクローニングを行ったところ、ヒトにおいて

GMFBと相同性の高いタンパク質をコードする遺伝子

を発見し、グリア細胞成長因子-y(GMFG)と名付け

た。今回我キは、ラットのGMFG(rGMFG)のcDNA

をクローニングし、ノーザンプロッテイング法、ウエ

スタンプロッテイング法、 1n-situhybridization法で各

組織での発現を調べた。

rGMFGのcDNA全配列を決定したところ、 426塩基

からなる OpenReading Frameを持っており、 142個の
アミノ酸からなるタンパク質をコードしていることが

分かった。その予想されたタンパク質のアミノ酸配列

はラットのGliaMaturation Factor-~ (rGMFB)と高い

相同性 (78.9%)があり、rGMFBの生物学的な活性に

非常に重要であるとされている第8、87、96番のシス

テイン残基はrGMFGにおいても完全に保存されてい

た。ノーザンプロッティング法で臓器発現を調べたと

ころ、ラットの胸腺、精巣、牌臓においてrGMFGに

対応するO.9kbのmRNAが強く発現しているのを認め

た。また抗rGMFG抗体を作製しウエスタンプロッティ

ング法を行ったところ、胸腺と牌臓でタンパク質発現

が認められた。さらに 1n-situhybridization法により脳

の海馬と精巣でrGMFGが強く発現しているのを認め

た。

これらの結果より、rGMFGの分布はrGMFBと異なり

増殖が盛んな組織に多いと考えられた。



381540 

酸化型ガレクチン-1を起点とした末梢神

経再生へ向けてのカスケード

。堀江秀典¥門屋利彦樋川直司三五一憲九

竹下歌織浅輪玲子"n安井智子佐藤真奈美¥
石川義弘1

l横浜市大医学部第一生理キリンビール医薬探索研究

所東京都神経科学総合研究所発生形態

(目的)末梢神経損傷後の初期過程において軸索再生を

調節する因子は不明であったが、我々は酸化型ガレク

チンー1がその調節因子であることを明らかにした。し

かし、損傷後再生軸索や活性化されたシュワン細胞か

ら放出された酸化型ガレクチンー lがどのように神経

再生を促進するのかは不明であった。この発表では酸

化型ガレクチンー 1の標的細胞が何であるのか、その

標的細胞に作用した結果その細胞内でのシグナル伝達

系はどのように活性化されるのか、そしてその細胞か

ら分泌された因子により神経再生が促進されるのか?

こうした問題点に答えることにより酸化型ガレクチ

ンー 1を起点とした末梢神経再生へ向けてのカスケー

ドを明らかにする。(方法)成熟ラットから脊髄後根神

経節(DRG)を摘出・分離しDRG神経級胞、シュワン
細胞を単離し;培養する。また腹腔よりマクロフア ジを

洗い出して用いた。これらの細胞を蛍光ラベルされた

リコビナントヒト GAL-1/0x(rhGAL-1/0x)により標
識することにより標的細胞を決めた。標的細胞のチロ

シンリン酸化に対する酸化型ガレクチンー 1の効果を

検討し、更にその細胞の培養上清をDRG器官培養系に
作用させ培養上清に末梢神経再生促進作用があるかど

うかを調べた。(結果)蛍光標識されたrhGAL-1/0xに
よりマクロファージの細胞膜が標識され、 rhGAL-1/0x
のターゲット細胞の1つがマクロフアージであることが

判明した。他の培養細胞では標識は確認されなかった。

rhGAL-1/0xで刺激されたマクロフアジではチロシン
リン酸化に変化が起こり、細胞内シグナル伝達系が活

性化された。刺激されたマクロフアージの培養上清が

DRG器官培養系の神経側切断端からの軸索再生を強く
促進した。(結論)末梢神経損傷後の酸化型ガレクチ

ンー 1を起点とした神経再生のカスケードは以下のよ

うに行われていると考えられる。損傷後細胞内で還元

状態にあるGAL-lは再生組織中の再生軸索成長円錐や
活性化されたシュワン細胞から分泌され体液中で酸化

され、GAL-l/0xとなってマクロフアージを刺激しマク
ロフアージから末梢神経再生を促進する因子の分泌を

促進し軸索再生を促進する

3C1300 

アゴニス卜刺激性血小板内カルシウム濃度

増加反応における PKC及びカルモジ‘ュリ

ンの調節機構に関する検討

293 

。鈴木克治，秋本達之，佐々木由紀，久住一郎，小

山司

北海道大学大学院医学研究科/神経機能学講座精神医学

一部の感情障害患者の血小板でセロトニン(5-HT)ある

いはトロンピン(百lr)刺激による細胞内カルシウム(Ca)

濃度増加反応が充進していることが知られている。こ

のメカニズムについては未だ明らかではない。今回、わ

れわれは健常者を対象とした予備的検討として、アゴ

ニスト刺激性血小板内Ca濃度増加反応(Ca反応)にお

けるプロテインキナーゼC(PKC)及びカルモジユリン

(C仙のの調節機構について検討した。Ca反応の測定は、

既報の方法に従い血小板を調整後、蛍光Ca試薬fura-2

を加え、蛍光分光光時計F-2000を用いて行い、 10μM

のふHTまたは50unの官官刺激で得られる Ca濃度の
変化を算出した。 PKC刺激剤として PMAを、 PKC阻

害剤としてstaurosporin巴(STAU)及びbisindolylmale町並de

II(BIS)を、またCaM阻害剤としてW-7、Ca/CaM依

存性プロテインキナーゼ11阻害剤として KN-93、ミオ

シン軽鎖キナーゼ阻害剤としてML-9を用い、それぞ

れ濃度展開して4分間前処置し、同反応系への影響を

比較した。 PMAは双方のアゴニスト刺激による Ca反

応を濃度依存性に抑制し、 IC50値は5nMであった。

STAUはlOnMまでは同反応系に影響を与えず、1∞nM
で双方のアゴニスト刺激によるCa反応を有意に抑制し

た。 1μMでは5-HT刺激による反応をさらに抑制した

が百lr刺激による反応は抑制されなかった。 BISは

100nMまでは同反応系に影響を与えず、 1μMで双方の

アゴニスト刺激による Ca反応を有意に抑制した。 W-7

は30μMでは双方のアゴニスト刺激によるCa反応を克

進させた。また、 100μM以上の濃度では百lr刺激性Ca

反応を充進させたが、逆に5-HT刺激性Ca反応、を抑制

した。KN-93は1μMまでは同反応系に影響なく、10μM

で双方のアゴニスト刺激による Ca反応を充進させた。

ML-9は30μMで双方のアゴニスト刺激による Ca反応

を充進させた。 100μMではThr刺激性Ca反応を克進

させたが、逆に 5-HT刺激性Ca反応、を抑制した。以上

より、ヒト血小板では PKCが刺激されても阻害されて

も5-HT及び百lf刺激性Ca反応は克進しないが、CaM

依存性の信号伝達が阻害されると Ca反応が克進する可

能性が示唆された。今後は対象を感情障害患者に広げ、

健常者の結果と比較検討していく予定である。
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3C1320 

副腎ク口マフィン細胞におけるcyclicADP-
riboseの分泌における役割

。森田克也，北山滋雄，土肥敏博

広島大・歯・薬理

Cyclic ADP-ribose (cADPR)は内因性リアノジン(RyR)

アゴニストと目され，精力的な研究が行われてきたに

もかかわらず， cADPRの作用発現，受容体刺激に応答

した生合成・分解系の調節，生理的役割i等メッセン
ジャーとして必要不可欠な条件が証明されていない.

私達は国j腎クロマフイン細胞に於ても cADPRがRyR

に作用しCa2+遊離を引き起こすこと， cADPR生合成

活性はACh刺激に応答して刺激後短時間で促進される

ことを見い出し， RyRの内因性リガンドとして機能し

ている可能性を示唆してきた.近年， IP
3受容体やRyR

にはFK506-bindingprotein (FKBP)が会合してCa2+放
出チャンネルの安定性に関わる可能性が示されつつあ

る.さらにcADPRがFKBP12.6に作用し Ca2+動員作

用を現すことが勝臓P細胞で明らかにされた.そこで，
副腎クロマフイン細胞でのcADPRの作用様式および

[Ca2+]i動態，カテコールアミン (CA)遊離における

cADPRの役割について， cADPR阻害薬 8Br-cADPR，

FKBPに作用する各種免疫抑制j薬およびRyR阻害薬を

用いて検討した.

Digitoninで膜透過性としたクロマフイン細胞で

FK506， rapamycinはcADPRのCa2+動員作用を抑制し

た.これら薬物はcaffeine，ryanodineによる Ca2+動員

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.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 [Ca2+]i上昇を引き起こした.FK506， 

rapamycinは[Ca2+]i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.

cADPR阻害薬 8Br-cADPRやRyRを阻害する

imperatoxin inhibitor (IpTxi)でも同様に持続相を抑制

した.また， 8Br-cADPRの作用はFK506，rapamycin， 

IpTxiで処置した細胞では認められず， cADPRがRyR

に作用し [Ca2+]i上昇の維持に寄与していることが示唆

された.さらに， 8Br-cADPR， FK506， rapamycinは
AChによる CA遊離を 50-70%抑制した.

以上の結果より，ACh刺激により産生されたcADPR

がFKBPに作用し，RyRチャネルから Ca2+遊離を引き

起こすこと，このCa2+動員が[Ca2+]i上昇の維持とそれ

に基づく CA遊離に寄与していることを示唆した.

3C1340 

アネキシンlのG蛋白質αサブユニットと
の結合及びGTPase活性調節

。相馬仁1，CREUZ Carl E2， MCINTIRE William E2， 

GARRISON James C2，大川浩子九黒木由夫1

1札幌医科大学医学部生化学第一講座，2Depぽ凶entof 

Pharmacology， University ofVirginia， 3札幌医科大学保

健医療学部作業療法学科

アネキシンは、 Ca2+依存的リン脂質結合蛋白質であら

ゆる臓器に存在し、崎乳類には 10種のアイソフォーム

が存在する。一部のアネキシンは、リン脂質のみなら

ず蛋白質と結合することが示され、新たな機能発現に

結びっく可能性が考えられる。本研究では、アネキシ

ンIと結合する細胞膜内蛋白質の存在を検討するため

に、A549細胞膜両分を SDS・PAGE後、 PVDF膜に転

写しアネキシンIとインキユベートしアネキシンIに対

する特異抗体によってアネキシン I結合蛋白を検討し

た。その結果、いくつかのバンドのうち分子量約40kDa

のバンドはG蛋白質αサプユニットであることが判明

した。次に、精製したGα との結合を Ca2+及びリン脂

質リボソーム存在下でGαがアネキシンIと共沈するか

否かで検討した結果、アネキシン Iは午脳より調製した

Goα と結合したがGiα との結合は認められなかった。

また、アネキシン IはGqα とも結合することがわかっ

た。一方、他のアネキシンアイソフォーム(アネキシ

ン11，IV， V， VII)と Goαの結合は認められず結合特異

性があると考えられる。更に、アネキシン Iは、 GTPyS

存在下でより強く G聞と結合し、 GTP状態のGoα と

の親和性が強いことを示している。アネキシン IとGα

との結合の生理的意味を探るためにアネキシンI存在下

でGoαのGTPase活性、及びGT町§結合活性を検討

した。その結果、アネキシン IはGoαのGTPyS結合活

性には全く影響を与えなかったが、 GTPase活性は弱い

ながら活性化されることが明らかになった。以上のこ

とから、アネキシン IがGαの活性抑制に働くこと示唆

され、 G蛋白質を介する新しい細胞情報伝達に関わる

可能性が考えられる。



3C1400 

ラット初代培養アス卜口サイトにおける

ATP受容体刺激による iNOS誘導増強機構
について-PKCおよびAP-1の関与一

。向井由幸村山俊彦三大熊康修野村靖幸i

l北大・薬・薬理千葉大・薬・薬品化学

ATPは中枢において神経伝達物質として働いている

が、細胞傷害時には大量に放出され、これによってグ

リア細施が活性化されることが知られている。活性化

したグリア細胞は、誘導型一酸化窒素合成酵素 GNOS)

の発現を増大させ大量のNO生成し、神経細胞死を引

き起こす。 iNOSの発現はNF-1CB、AP-lなどの転写因

子によって制御されているが、 ATP受容体刺激が転写

因子やiNOS誘導に及ぼす影響については不明な点が

多い。そこで、ラット初代培養アストロサイトおよび

C6グリオーマ細胞を用い、 iNOS発現誘導機構を検討
した。

アストロサイトでは、 LPS刺激によって iNOSの誘

導が起こる。これはp38阻害薬のSB203580で処理す

ると抑制されたが、 MEK阻害薬のPD98059、PKC阻

害薬である GFI09203Xで処理しでも抑制されなかっ

た。 PMAまたはATPySで24時間前処理後に LPSで

刺激すると、 iNOS誘導量が増大した。この増強作用

は、 GF109203Xの前処理によって抑制されたことか

ら、 PKCを介していることが示唆された。また、

SB203580、PD98059で処理した場合も、この増強作

用は部分的に抑制された。しかし、 PMA、ATPyS単独

で24時間処理しでも iNOS誘導は見られなかった。次

に、転写因子の転写活性を測定したところ、アストロ

サイトでは、 LPS刺激により NF-1CBの転写活性が上昇

したが、 PMA、ATPyS刺激ではほとんど活性化しな

かった。一方、 AP-lの転写活性は、 LPSによって2倍

程度上昇し、 PMA、ATPySによっては3-5倍程度上

昇した。 C6グリオーマでは、 LPS刺激での iNOSタン

パク誘導量は検出限界以下であった。このとき NF-1CB

の活性化は見られたが、 AP-lの活性化は見られなかっ

た。しかし PMAとLPSを共刺激することで、 iNOSの

誘導が起こった。以上のことから、 NF-1CBとAP-lの

両方の活性化がiNOSの誘導には重要である可能性が

示唆された。

3C1420 

Ca2+ /カルモデュリン依存性プ口テインキ

ナーゼHによるインスリン分泌の調節

。山本秀幸回湖博孝1，2松本和也福永浩司

平岡秀仁九佐々木泰治九七里元売宮本英七1

1熊本大・医・一薬理熊本大・医・代謝内科旭化成

神経細胞において Ca2+/カルモデュリン依存性プロテ

インキナーゼII(CaMキナーゼII)によるシナプシン

Iの燐酸化反応は、神経伝達物質の放出に関与すること

が知られている。 CaMキナーゼIIとシナプシン Iはシ

ナプス小胞に結合して存在する。我身はマウスインス

リノーマ細胞 (MIN6細胞)においても CaMキナーゼ

IIとシナプシン Iが多量に存在し、インスリン分泌頼粒

に結合していることを見いだした。今回、 MIN6細胞に

存在するCaMキナーゼ11のアイソフォームを全て同定

した。さらに、主要なアイソフォームを MIN6細胞に

過剰発現し、シナプシン Iの燐酸化とインスリン分泌へ

の影響について検討した。 RT-PCR法と免疫プロット

法によりf3'eとむがM町6細胞の主要なアイソフォー

ムであることが明らかになった。MIN6細胞に両アイソ

フォームを過剰発現させると、グルコース及ぴトルプ

タマイド刺激による酵素の活性化が認められた。 CaM
キナーゼ11で燐酸化されたシナプシン Iに対する特異

抗体を用いた免疫プロット法により、両酵素の過剰発

現によるシナプシン Iの燐酸化の増強が確認された。イ

ンスリン分泌反応、も両酵素の過剰発現により増強され

た。触媒活性のない酵素の過剰発現では増強効果は認

められなかった。これらの結果はインスリン分泌細胞

に存在する CaMキナーゼ11がシナプシンIの燐酸化反

応を介してインスリン分泌に関与することを示唆して

いる。
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3C1440 

高酸素負荷によるラット脳ホスホリバーゼ

C・d1レベルの上昇

。藤本貞毅谷野浩子楠田敏博岸本あずさ

尾方英俊岡村将平下潰俊2

l京都薬科大学衛生化学教室京都大学医学部神経内科

学教室

アルツハイマー病脳において、ホスホリバーゼ

C(PLC)アイソザイムのひとつである PLColが異常蓄

積していることが認められているが、その原因は不明

である。我身は先に、アルミニウム (Al)を腹腔内投与

したラット脳においてPLColのタンパク質レベルが有

意に高いことを認めているが、この変化がAlの金属ス

トレスによるものか、あるいはAIによって引き起こさ

れる酸素ストレスによるものかは明らかではない。今

回、 100%酸素中で飼育したラット脳において PLCア

イソザイムの変動を調べた。

7週齢Wistar雄性ラットを用い、 100%酸素下および

その対照として空気中で60時間飼育した後の海馬、大
脳皮質を試料とした。酸素ストレスの指標として低分

子量(LMW)型チロシンホスファタ}ゼ活性を測定し

た。 PLCアイソザイムのタンパク質レベルの変動はそ

れぞれの特異抗体を用いたwesternblot法により解析し

た。また PLC活性は、 phosphatidylinositolを基質と

して測定した。

高酸素負荷ラット群では、大脳皮質において対照群

と比べて LMW型チロシンホスファターゼの活性は有

意に低下していた。海馬、大脳皮質において、 PLCア

イソザイムのうち PLCyl、PLColは主に細胞質分画に

存在し、 PLCsIは細胞質分画、膜分画どちらにも存在

していた。高酸素負荷ラット群の海馬、大脳皮質の細

胞質分画におけるPLColのタンパク質レベルは対照群

のそれらに比べて有意に上昇していた。PLCsl、PLCyl

のタンパク質レベルは細胞質分画、膜分画ともに両群

聞で差は認められなかった。また、大脳皮質において、

総PLC活性も両群問で差は認められなかった。以上の

結果より、脳組織において酸素ストレスにより PLCol

タンパク質レベルの異常蓄積が起こる可能性が示唆さ

れた。

3C1500 

海馬ニュー口ンにおける工スト口ゲンの

IGF・1mRNA発現誘導のメカニズム

。新郷明子 S.，鬼頭昭三

兵庫大学附属研究所

我キの従来の実験から、 estrogenがラット海馬でIGF-

lmRNAの発現を誘導することが確認されている。し

かし、この estrogenによる反応の情報伝達経路につい

ては不明である。最近estrogenは細胞膜上にも特異的

結合部位を有し、それはG蛋白-cAMP系と共役して

いることが推定されている。これに伴って、 estrogenの

genomicな効果と non-genomicな効果とのcrosstalkが

この領域での topicsのーっとなっている。

本研究では、ラット胎仔海馬神経細胞を不死化させた

Hl9-7細胞を用いて実験を行った。この細胞は

estrogenα受容体を有することが確認されている。この

細胞に各種の量の estradiolを加えると、この estrogen

受容体の up-regulationが見られた。また estradiolを加

えることで IGF-lmRNA発現の誘導も確認された。こ

の発現は H8またはPD98059を加えることによって阻

止されたが、 tamoxifenや ICIl82，780によっては影響

を受けなかった。 estrogenによる IGF-lmRNA発現の
誘導に伴って、 Erkリン酸化の促進が見られた。これら

の結果から estrogenによる IGF-lmRNA発現誘導の

mechanismについて考察する。 H19-7細胞は Chicago

大学の Dr.Evesから供与、本研究は喫煙科学研究財団
研究助成金による補助を受けた。



3C1520 

αCaMKllmRNAの樹状突起への局在を決定
するシス領域の検索

。森泰丈1，3今泉和則l，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回辺製

薬(株) 3科学技術振興事業団

我々は神経細胞の樹状突起に分布するmRNAの輸送メ
カニズムを解明する目的で、樹状突起に分布する

mRNAの中で特に脳の高次機能に重要な役割を果たす
カルモジュリン依存性キナーゼIIα サブユニット
(αCaMKlI) mRNAに着目した。これまでαCaMKII
mRNAの樹状突起への局在には、mRNA自身の 3'非

翻訳領域 (3'UTR)が必要であることが示唆されてい
るが、 3'UTRのどの領域が樹状突起への輸送に必要か
っ不可欠なのかについての解析はなされていない。

我身は樹状突起に局在するために必要かっ十分な領域

(シス領域)を同定する目的で以下の実験を行った。ま

ずラット脳ライブラリーより αCaMKIIの3'UTRのス
クリーニングを行い、その全長を取得した。次にこの

領域に様々なデイリーションを加えることで神経細施

内でのmRNAの局在がどのように変化するかを insitu

hybridization法を用いて検討した。蛍光蛋白質である
GFPの翻訳領域の下流に様々なデイリーションを加え

たαCaMKII3'UTRを融合し、これをCMVプロモー
ターにより強制発現させるプラスミドを作製した。ま

たαCaMKIIの翻訳領域を融合したプラスミドを同時に
作製し、これらをリポフェクション法を用いてラット

海馬初代培養神経細胞に導入した。 GFPより発せられ
る蛍光により細胞へのプラスミドの導入を確認し、各

プラスミドより発現した融合mRNAの細胞内分布を
GFP配列のアンチセンスプロープを用いてinsitu 

hybridizationを行った。その結果、融合mRNAの樹状
突起への局在にはαC必ilKIIの翻訳領域ではなく3'UTR
が必要であることを確認した。さらにデイリーション

アッセイにより、 5'末端側の30塩基が融合mRNAの
樹状突起への局在にとって必要かっ十分であることを

確認した。

3C1540 

NMDA受容体を介する細胞内遊離Ca2+濃

度上昇に対する遊離Fe2+の阻害効果

。中道範隆大野博司王倉本展行三高柳雅子

中村 i羊~I 米国幸雄1

1金沢大・薬・薬物金沢大・がん研・分子薬理金沢

大・薬・微生物
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NMDA受容体活性化に伴う細胞質の遊離Ca2+濃度上
昇は、脳内の興奮性神経情報伝達物質であるグルタミ

ン酸による細胞外シグナルを、細胞核へと伝える細胞

内シグナル伝達系の引き金と考えられる。本研究では、

神経細胞におけるNMDAシグナル伝達系の基礎となる
細胞内メカニズムを解明するために、 NMDA受容体を
介する細胞内遊離Ca2+濃度上昇を、初代培養ラット大
脳皮質神経細胞を用いて検討した。

6日間および9日間培養の場合とは異なり、 3日間培養

の大脳皮質神経細胞では、GFAP発現は観察されなかっ
た。この3日間培養大脳皮質神経細胞をfluo-3で前処
理したのち、様キな薬物を適用して、細胞の蛍光強度

変化を共焦点レーザー顕微鏡により観察した。培養細

胞をNMDAあるいはL-Gluに暴露したところ、MgC12
添加時に比べてMgClz非添加時の暴露の方が、ともに
暴露2分後の蛍光強度が顕著に増加することが判明し

た。この蛍光強度増加の細胞内局在性は、暴露5分後

の時点では、 NMDAとGlu聞に顕著な相違は見られな
かった。 NMDA受容体の特異的アンタゴニストである
MK-801の前処理により、 NMDA添加による蛍光強度
上昇は完全に抑制された。 KCl添加による蛍光強度上
昇は、暴露継続中でも経時的に滅弱されたのに対して、

NMDAの場合では暴露中は常に蛍光強度上昇が観察さ
れた。 FeC12の添加は、 NMDAによって上昇した蛍光
強度を速やかに減少させたが、 KClによる蛍光強度上
昇は、 FeClz添加による影響をほとんど受けなかったo
NMDA誘発性の蛍光強度上昇に対する抑制効果は、 10
から200μMの濃度範囲内では添加するFeC12の濃度依
存的に出現することが確認された。しかしながら、

FeC1
3添加はNMDAによる蛍光強度上昇に著変を与え

なかった。

以上の結果より、 NMDA受容体の活性化が細胞内遊離
Ca2+濃度の増加を引き起こすこと、および膜電位依存
型Ca2+チャネルでは速やかに脱感作が招来されるのに
対して、 NMDA受容体Ca2+チャネルでは脱感作が誘
発されにくいことが確認された。また、このNMDAに
よる Ca2+濃度上昇は、遊離Fe2+により選択的に阻害さ
れる可能性が示唆される。
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3D1300 

MPTP induced chronic hemi-parkin-

sonism model in Goettingen/CSK minia-

ture pig 

。KyuichiroOnoet.3， Hitoshi Osuga2， Fumihito YoshiP， 
Yukito Shinohara3， Joh Ikeda _E2 

tJST/ICORP Canada Int's Research Program， 
NeuroGenes Project， 2Department of Molecular 
Neuroscience， Institute of Medical Sciences， Tokai 

University， 3Division of Neurology， Department of 

Intemal Medicine， Tokai University School of 

medicine 

A consistent animal model is indispensable to analyze 

由epathophysiology of diseases. Miniature pig (MP) 

has been recognized as a good candidate for animal 

model in various human diseases by its anatomical and 

physiological similarities. However， the application of 
MP for neurological disorders has not been estab-

lished. The pu叩oseof this study is to establish MPTP-

induced MP parkinsonism model and evaluate pa出0-

physiology in出ismodel， histologically阻 dbehavio-

logically. Ten male MPs were used in this study. In 4 

pigs， MPTP (5 or lOmglkg) were subcutaneously 

injected. Immediately after the MPTP adminis住'ation，
these animals exhibited transient hyperkinesia， which 

lasted for several hours. Then severe akinesia and 

rigidity of hind limbs rapidly developed over several 

days after MPTP administration. These apparent 

symptoms of parkinsonisms were completely disap-

pea問din 2 weeks. In 6 pigs， MPTP (0.3， 0.5， 1.0 mgl 

kg) were slowly injected through right common 

carotid artery (CCA) toward the brain.百leanimals 

administered larger dosages (0.5， 1.0 mglkg) exhibited 

only mild bradykinesia組 d出esymptom was com-

pletely disappeared within 4 days after MPTP admin-

istration. The animals addministered smaller dosage 

(O.3mglkg) did not exhibit any symptoms or alterations 

of behavior. In symptomatic animals， apomorhine 
(APO; 1 mglkg) and methamphetarnine (ME百1;3 

mglkg) could induced aggressive rotatory movement 

similar to白紙 inpreviously reported rodent hemi-par-

kinsonism (METH induced ipsilateral and APO 

induced contralateral rotation to the lesion side). These 

APO or METH induced rotations were consist巴ntly

observed in initially symptomatic animals at 6 mon由s

after MPTP administration. These results suggested 

that an injection of MPTP through unilateral common 

carotid artery effectively induced chronic hemi-parkin-

sonism in MPs and this model would be a suitable 

clinical model for human Parkinson disease. 

3D1320 

ヒト脳内在性神経毒、 N-methyl(R)salsolinol

によるドパミン神経の細胞死の機序

。丸山和佳子赤尾幸博直井信3

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

室岐阜国際バイオ研究所応用生化学研究所脳科学

研究部

N -methyl(R)salsolinol [NM(R)Sal]はヒト脳内でドパミ

ンから酵素的に生成されるイソキノリンであり、黒質

線条体に蓄積が認められるoNM(R)Salをラット線条体

に持続注入した結果、黒質ドパミン神経細胞の脱落が

惹起された。さらに、患者サンプルの分析により、未

治療パーキンソン病患者の脳脊髄液でNM(R)Salの濃

度が増加していること、NM(R)Sal生成の律速酵素であ

る中性(R)salsolinolN-methyltransferaseの活性がパー

キンソン病患者のリンパ球で高値をとることが示され

た。NM(R)Salによるドパミン神経細胞に対する選択的

な細胞毒性の機序を明らかとする研究を行った。ヒト

ドパミン神経芽細胞腫SH-SY5Y細胞を NM(R)Salで

処理したところ、濃度依存的にアポトーシスが惹起さ

れたが、ネクローシスは殆ど認められなかった。一方

光学異性体である N-methyl(S)salsolinolは殆ど細胞毒

性を示さなかった。 NM(R)Sal処理後60分以内でミト

コンドリア膜電位の低下が認められ、それに引き続き

カスパーゼの活性化と細胞核の濃縮、分葉化が認めら

れた。一方、近年アポトーシスのシグナル伝達に関わっ

ているとの報告がある glyceraldehyde3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH)の核内移行がNM(R)Sal処理

後 10-12時間後より認められた。 NM(R)Salによるア

ポトーシス、ミトコンドリア膜電位低下、および

GAPDHの核内移行は抗アポトーシスタンパクである

bcl-2の過剰発現により抑制された。この結果は

GAPDHの核内移行がミトコンドリア膜電位低下の下

流のアポトーシスシグナルとして働いていることを示

唆している。さらに単離ミトコンドリアに対しでも

NM(R)Salは膜電位を低下させた。ドパミン神経細胞の

ミトコンドリア内にはN-methylsalsolinolの光学異性

体を認識し、アポトーシスシグナルを起動する標的因

子が存在する可能性がある。



3D1340 

1・methyト4・phenylpyridinium(MPP + )によ
るラット線条体のミトコンドリア機能障害

。中井正三，森厚詞，渡部昭仁，光本泰秀

大塚製薬(株)医薬第二研究所・神経変性疾患、グルー

プ

パーキンソン病は黒質線条体系ドパミン作動性神経

細胞の変性を主病変とする疾患であり、その病因は、 1-

me由yl-4-phenyl-l，2ム6-tetrahydropyridine(MPTP)と
その活性代議物 l-me由yl-4-phenylpyridinium(MPP+ ) 

を用いた検討から、ミトコンドリア機能障害とそれに

引き続く酸化的ストレスであることが明らかにされつ

つある。本研究では、 MPP+処置パーキンソン病モデ

ル動物のミトコンドリア機能障害を解析する目的で、

MPP + (10-80 nmoVStriatum)注入後のラット線条体シ

ナプトソームにおけるミトコンドリア酸化還元活性と

膜電位の変化を測定した。

その結果、 MPP+注入 18時間後のシナプトソームに

おけるミトコンドリア酸化還元活性と膜電位は、

AlamarBlueとJC-l蛍光色素を用いた検討より、 MPP+

の注入量に依存して減少することが見出された。その

時、抗チロシン水酸化酵素抗体を用いたウエスタンプ

ロット解析の結果、 MPP+は、線条体チロシン水酸化

酵素タンパク量に対してほとんど影響を与えていな

かった。一方、 MPP+処置7日後のチロシン水酸化酵

素タンパク量は減少することが確認された。また、 40

nmolMPP+によるミトコンドリア酸化還元活性、膜電

位およびチロシン水酸化酵素タンパク量の低下は、選

択的ドパミン取り込み阻害剤GBR-12909の投与により

ほぼ完全に抑制された。このことから、同用量のMPP+

によるミトコンドリア機能障害はドパミン作動性神経

終末に起因するものと考えられた。

本研究の結果から、ミトコンドリア酸化還元活性の

低下とおそらくそれに引き続いて起こるミトコンドリ

ア内膜の脱分極が、線条体ドパミン作動性神経終末の

変性に先立つて誘導されることが示唆された。

3D1400 

チュープリンは NACP/α-synuclein線維形

成のseedとなる:Parkinson病病理形成

における意義

。上田 健治アリム M.アブドウル M.I，ホセイン

シャハナラ MST.'，泉山洋子三有馬邦正2

E東京都精神医学総合研究所神経化学研究部門東京都

精神医学総合研究所超微形態研究部門
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NACPはAlzheimer病(AD)脳アミロイドの分析から

見出されたNAC(non-Abcomponent of AD amyloid)の

前駆体としてクローニングされた。後にシピレエイ

Synuc1einと相同であることから、ヒト α-synuc1einと

も称され、その遺伝子変異が家族性Parkinson病(PD)

の疾患原因遺伝子として同定され、 Lewy小体(LB)の

主要線維成分と判明し、多系統萎縮症の細胞内封入体

の線維成分としても検出された。さらに、家族性AD

脳においても LBの頻繁な存在が確認されつつある。し

かし家族性変性疾患は稀である事実から、孤発裂での

NACP病理形成を促進する因子の存在が推察される。こ

の因子を解析する目的で、リコンビナント NACPを用

いたアフィニティークロマトグラフイ一法で、ヒト大

脳皮質の水溶性蛋白質両分を解析したところ、αチュー

プリンがNACP結合蛋白質として検出された。この結

合が生理的結合であることを検証するため、抗NACP

抗体で免疫沈降を行ったところ、沈降物にチュープリ

ンが検出され、逆に抗αチュープリン抗体での免疫沈

降でNACPが検出された。さらに、ラット脳から微小

管を精製し、精製微小管画分に NACPが存在すること

がWesternblotと、免疫電顕で確認され生理的結合が

示された。次に、 NACP病理形成へのチュープリンの

関与の可能性を考慮し、生理的条件のinvitro系でNACP

線維形成反応を検討したところ、チュープリンの存在

下でのみNACP線維形成が確認された。他方、神経病

理検索では、 LB等の NACP異常構造体にチュープリ

ンが共存することが、二重免疫蛍光ラベル法により確

認された。以上から、チューブリンがNACP線維形成

のseedとなり、ひいてはLB等の NACP病理形成の促

進因子である可能性が示唆され、従って、微小管系に

影響を与えチュープリンを遊離せしめる化学物質はPD

や Lewy小体型痴呆の危険因子である可能性がある。ま

た、チュープリンと NACPとの結合は、 NACP病理が

関与する変性疾患の治療薬の標的になり得る可能性が

ある。さらに、我キの NACP線維形成反応系はこの治

療薬の検定に利用し得る可能性が示唆された。
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3D1420 

ミトコンドリア DNAを欠失した神経系の

rho・0細胞は細胞の起源により異なる代謝

的適応を示し、酸化ストレスに脆弱であり、

アポ卜ーシスあるいはネク口一シスによる

細胞死を示す

。中瀬泰然，福山隆一，鳥羽裕恵，才脇卓也，伏木

信次

京都府立医科大学附属脳血管系老化研究センター病態

病理学

ミトコンドリア病とミトコンドリア異常が関与する

神経系の疾患の細胞モデルとして、ミトコンドリア

DNA(mtDNA)欠失細胞の作製を試みた。本学小児科に

て神経芽細胞腫より樹立されたS細胞、マウスのシュ
ワン細胞由来のI細胞、ヒト胎児性癌由来NT-D2細胞

を用いた。これらの細胞を 0.01-10 mglm1 濃度のエチ

ジウムプロミド存在下で2-3ヵ月にわたって培養し、

残存した細胞よりクローニングして何種類かの株を得

た。それぞれSrho-Oと1rho-Oと名づけたが、 NT-D2

細胞は高いエチジウムブロミド感受性のためか、 rho-O

化できなかった。rho-Oクローンは02消費能と mtDNA

量は検出感度以下であった。ミトトラッカー染色にて不

整な塊状の形態が観察されるのみであった。電子顕微

鏡による観察では親株には見られない、腫大し、明る

いマトリックスを持つ異裂な胞状構造が多数存在して

いた。短小なクリステも見られることから、病的なミ

トコンドリアであると考えられた。層状あるいは同心

円状構造を示すクリステなどクリステの異常が著明で

あった。 Srho-O細胞のLDH活性は減少し、乳酸産生

量も親株と同程度であったが、 1rho-O細胞はどちらも

上昇していた。酸化ストレスに対する感受性と細胞死

のパターンを調べるため、 H202処理を行った。細胞死

の程度はメデイウム中のLDH活性にて、細胞死のパ

ターンはDNAゲル電気泳動パターンにより評価した。

S細胞、 I細胞および1rho-O細胞は用量依存性にアポ

トーシスを示したが、 Srho-O細胞はネクローシスを示

した。また、親株より rho-O細胞の方が数倍感受性が高

かった。親細胞のアポトーシスは鉄キレート剤、デフエ

ロキサミンにて完全に抑制されたが、 rho-O細胞死はほ

とんど抑制されなかった。 三種類の神経系由来の

mtDNA欠失細胞の検討より、高度の呼吸傷害という病

態にいかなる適応を示すかは細胞種で異なること、酸

化ストレスに高感受性で、その機構には鉄あるいはそ

の他の因子が重要であること、アポトーシスあるいは

ネクローシスどちらの細胞死も起こしうること、が明

かとなった。この細胞系は神経系の疾患の一定の細胞

モデルになりうると考えられた。

3D1440 

V-1タンパク質によるー酸化窒素 (NO)毒

性からの保護効果とテトラヒド口ビオプテ

リン (BH4)の関与

。湯山耕平L山本秀子山国徹宗時栄加藤
武山本敏文1

1横浜市大・総合理・分子認識東京都精神研・精神薬

理三菱化学生命研

V-lタンパク質は、アミノ酸 117個からなる可溶性タ

ンパク質として同定された分子である。中枢神経系の

神経細胞において広範に発現している V-lタンパク質

はラット小脳において生後一過的に強く発現すること

から神経分化に関与していることが示唆されるが、そ

の詳細な生理的役割は明らかとなっていない。我身は

これまでに、 V-lタンパク質を PC12D細胞に過剰発現

した系を用いた研究から、V-lタンパク質がー酸化窒素

(NO)により引き起こされる細胞死に対して細胞保護作

用をもつことを報告してきた。

本研究では、V-lタンパク質のNO毒性保護作用の機序

を調べるために、 V-l過剰発現PC12D細胞を用いて、

アスコルビン酸とならんでNO毒性を抑制する抗酸化

剤でもあるテトラヒドロピオプテリン (BH4)の関与に

ついて検討を行った。 V-l過剰発現細胞の細胞内BH4

含量を測定した結果、ベクターのみを導入した対照株

と比較して 3倍以上のBH4を含んでいた。また、 BH4

の生合成酵素である GTPcyclohydrolase 1の阻害剤

2，4-diamino-6-hydroxypyrimidine (DAHP; 1，3mM)で
細胞を3日間処理すると V-l過剰発現細胞で観察され
たNO毒性に対する保護効果は、 DAHP濃度依存的に

消失した。DHP3mMでの細胞生存率は対照株と岡程度

にまで低下しており、 BH4生合成系を介して細胞内

BH4含量を増加させることによってその保護効果を示

していることを示唆している。これらの結果は、 V-lタ

ンパク質が酸化ストレスに対する保護作用を有する可

能性を示しているものと考えられる。



3D1500 

ドパミンの核内への直接移行と集積に関す

る検討

。浅沼幹人，宮崎育子，田中健一，小JII 紀雄
岡山大学医学部神経情報学部門

過剰のドパミン (DA)による神経障害は，フリーラジカ

ル種の発生やアポトーシス関連蛋白の発現に基づくと

の報告もあるが，他の作用機序の存在も考えられる.今

回われわれは，DAの核内への直接移行と集積の有無を

みるために，培養DA系神経細胞B65にDAを添加し

経時的に抗DA抗体による蛍光免疫染色を行い，DAの

細胞下分布を観察した.DAをB65神経細胞に添加す

ると， 1時間後から濃度依存的な細胞質でのDA陽性シ

グナルの著明な集積が認められた.また， DA添加2時

間後にはアポトーシス様変化に一致して，核内にも微

小点状の DA陽性シグナルの集積が認められた.この

核内へのDA陽性シグナルの移行は細胞質内での集積

に比べ緩徐であった.さらに， 2時間のDA暴露後に

DA非添加正常培養液に替えさらに22時間培養しでも，

核内の DAの集積は DA暴露2時間後よりもむしろ増

強していた.これらの結果から， DAは脳細胞の細胞質

のみならず核内にも移行し蓄積すること，さらにこの

核内のDAの蓄積は遷延することが明らかになった.こ

のような DAの核内への直接移行と遷延性の集積は，

DA神経作用薬の神経変性過程への新たな作用経路と

も考えられる.現在， DAの核内移行を阻止する薬剤lと
DAの核内での標的分子の検索を行っている.
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3D1520 

伸張ポリグルタミン鎖はTATA結合蛋白随
伴因子 (TAF130)との結合を介し.CREB 
転写活性化を阻害する

。下畑享良人中島利博山田光則内田千晴

小野寺理人成瀬聡佐藤俊哉人木村哲也野崎

兼吉小宅睦ftsI，高橋均九辻省次1
l新潟大学脳研究所神経内科筑波大学医学部応用生物

化学新潟大学脳研究所病理浜松医科大学生化学

現在までに歯状核赤核・淡蒼球ルイ体萎縮症 (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リピートの伸張により発症すること

が明らかにされている.これらポリグルタミン病の病

因蛋白の多くが，その配列内に核移行シグナルを持つ

こと，さらに SCA6を除くポリグルタミン病剖検脳に

おいて病因蛋白を含む核内封入体を認めることから，

伸張ポリグルタミン鎖を含む変異蛋白の核移行が病態

機序に重要であると考えられている.我々はyeasttwo-

hybrid systemを用いて伸長ポリグルタミン鎖と結合す

る核蛋白を検索し， TATA結合蛋白随伴因子のひとつ

TAF130が伸長ポリグルタミン鎖と結合することを見

いだした.この結合はFarWestem法，免疫共沈法，お

よび培養細胞への共発現実験で確認した.また DRPLA

およびマシャド・ジョセフ病患者剖検脳に対して行っ

た病理学的検索でも核内封入体は抗TAF130抗体にて

陽性に染色された.一方， TAF130は転写因子CREB

に直接結合し，補助因子として転写を活性化させるこ

とから，伸長ポリグルタミン鎖と TAF130の結合は

CREBが関与する転写の活性化を阻害する可能性が考

えられた.レポーター遺伝子を用いて解析したところ，

部分DRPLA蛋白 (82リピート)を培養細胞に発現さ

せると， CREB依存性の転写活性化が強く抑制された.

さらに， Neuro2a， COS7細胞を用いて， TAF130を同

時に過剰発現させると，ポリグルタミン鎖による細胞

死を 50%抑制した.以上より，伸長ポリグルタミン鎖

はTAF130に結合することで， CREB依存性の転写活

性化を阻害する可能性が示唆された.CREB応答遺伝

子群の中には，神経成長因子や長期増強，長期抑圧な

どに関与する遺伝子が含まれており，これらの遺伝子

産物の減少が神経細胞に機能障害を引き起こす可能性

が示唆された.
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1P-01 

新しい分子生物学的アプローチによる痛覚

伝達機構の解析

。奥瀬賢司，WOODJohnN. 

ロンドン大学生物学科

感覚神経に発現するNaチャネルは痛覚刺激を脊髄神経
に伝える上で重要な役割を果たしており、このチャネ

ルに対する阻害剤が新しい鎮痛薬として働く事が期待

されている。

感覚神経にはITX感受性Naチャネルと ITX非感受
性Naチャネルが存在する。我々は感覚神経に特異的に
発現する ITX非感受性Na+チャネルをクローニング
しSNSと名付け、その痛覚伝達機構における役割を研
究してきた。その結果SNSは機械的侵害刺激、熱侵害
刺激、炎症刺激時の感覚神経の異常興奮性に関与する

事を明らかにした。 SNSは他のNaチャネルと異なり
培養細胞腫での発現が極めて困難であり、発現した

チャネル特性も感覚神経で観測される物と異なる。更

に既知のp修飾サブユニットをSNSと共に培養細胞腫
に発現させても、 SNSの発現量やチャネル特性に変化
が見られない。この事から感覚神経にはSNSの発現を
司る因子の存在が予測され、その同定は痛覚伝達機構

の解明に有益な情報を与え、鎮痛剤の新しいターゲツ

トとしての可能性も秘める。そこで我々はYeast2 
hybrid法を用いて、 DRG由来cDNAライブラリーか

らSNSに特異的に結合する因子の探索を行い、 9つの
蛋白質を同定した。

一方、神経に直接侵害が加わるニューロパシーの発生

にはITX感受性のtype-IIINaチャネルが関与する事
を我々は最近明らかにした。 type-IIINaチャネルはそ
の幅広い生体分布から、通常のノックアウトマウス作

製法では感覚神経におけるその役割の解析が困難であ

る。 Cre/loxP組み換え系を用いた組織特異的ノックア

ウト法は、この様な広範に発現する遺伝子の特定組織

における役割を調べるのに適する。そこで我々は、感

覚神経特異的な遺伝子発現を司るプロモーターを用い

たCreマウスを作製した。このマウスはtype-IIINaチャ
ネルのみならず、様々な遺伝子の感覚神経における役

割を解析するのに最適なモデルを提供すると期待され

る。本大会ではこれらの新たな試みから得られた最近

の知見を紹介する。

これらの新しい手法により、感覚神経の研究における

分子生物学的アプローチの価値と情報提供性が増す事

が期待され、こうした研究の発展が近い将来の様キな

痛みに対する有益な治療法の開発へと結びっくだろ

っ。

1P・02

膜電位依存性カリウムチャネルの構成サブ

ユニット(Kv1.1，Kv1.2)のラット一次感覚
ニュー口ンにおける発現局在

。横山茂長谷川光広三申然淑山下純宏東

田陽博1

1金沢大学大学院医学研究科分子情報系独立専攻細胞遺

伝子学金沢大学医学部脳神経外科学

[目的]Kv1.lおよびKv1.2は膜電位依存性カリウム
チャネルの構成サブユニットであり、神経組織に豊富

に存在する。これらのサプユニットが形成するチャネ

ルが特定の感覚情報の伝達にどのように関与するかを

知るために、一次求心性ニユーロンにおける発現局在

を調べた。【方法]Kv1.lおよびKv1.2のアミノ末端の
配列に基づいて合成したペプチドでウサギを免疫し、

得られた血清を抗原の親和クロマトグラフィーによっ

て精製した。成熟ラットを 4%パラホルムアルデヒドで

潅流固定した後、神経組織を取り出し、通常の酵素抗

体法 (ABC法)あるいは間接蛍光抗体法によって組織

染色を行った。【結果]腰部脊髄後根神経節と三叉神経

節において、 Kv1.l、 Kv1.2に対するいずれの抗体も中
型から大型の細胞体で強い染色を示した。二重染色を

行ったところ、 Kv1.l強陽性細胞およびKv1.2強陽性
細胞の多くはRT95抗neurofilament抗体陽性であり、

抗peripherin抗体陽性のものはわずかであった。脊髄

後角では、 Kvl.1、 Kv1.2共にIII-IV層において強い染
色が認められた。電子顕観鏡下の観察では、 Kv1.l、
Kv1.2いずれの染色も中型から大型のニューロンの細
胞質内および細胞膜に認められた。【結論]Kv1.lおよ
びKv1.2は主として一次求心性ニューロンおける非侵
害性感覚の情報伝達に関与することが示唆された。



1P・03

副腎髄質ク口マフィン細胞におけるエンド

セリン刺激時のカルシウム流入経路:スト

ア作動性カルシウムチャンネルの関与につ

いて

。李憲張暁峰岩室康司三輪聡_2

1岐阜大学医学部生理学第一講座京都大学大学院医学

研究科循環生理学

最近、我キは、培養ウシ副腎髄質クロマフィン細胞

(AMCC)からの、エンドセリン (ET)によって誘発

されるカテコールアミン (CA)遊離におけるカルシウ

ム調節機構には、 L-type電位依存性Ca2+チャンネル

(VOC)の他に、 2つの Ca2+透過性非選択的陽イオン

チャンネル (NSCC-lおよびNSCC-2と命名)が関与

することを明らかにした。今回、さらにこの系におい

て、 Ca2+ストア作動性Ca2+チャンネル (SOCC)が関

与するかどうかを、 NSCC阻害剤である LOE908、お

よび、 SK&F96365(SOCC阻害剤でもある)を用いて
検討した。外液Ca2+非存在下にAMCCを曝露した後、

thapsigargin (TG、小胞体膜Ca2+ポンプ阻害剤)を添

加すると、緩徐に細胞内カルシウム渡度 ([Ca2+])は上
昇し、その濃度はTG非存在下の約2倍に達した。こ

の増加に対して、 LOE908は全く影響を与えなかった

が、 SK&F96365によってはほぼ完全に遮断された。一

方、外液Ca2+非存在下においてET-l刺激を加えても、

[Ca2+]jは変化しなかった。次いで、外液にCa2+を添加

すると、著明に [Ca2+1が増加し、外液Ca2+存在下の
ET-l刺激時の [Ca2+1と同程度に達した。 SK&F96365
は、 SOCC阻害剤でもあることを考慮すると、これら

の結果は、 AMCCにおいて、 SOCCは存在するが、そ

の機能は極めて弱く、また、 ET-l刺激時には殆ど機能

していないことが明らかとなった。

1P・04

Muscarinic acetylcholine receptor regula-

tion of TRP6 Ca2+ channel isoforms: 

molecular structures and functional char-

acterization 

。LeiZhang， David Saffen 

Department of Neurochemistry， Faculty of Medicine， 

University of Tokyo 
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In this study， we report the molecular cloning of 

cDNAs encoding th陀edistinct isoforms of rat TRP6 

Ca2+ channels.τbe longest isoform， rTRP6A， contains 

930 amino acid residues. rTRP6B lacks 54 arnino 

acids (3-56) at the N-terminus and rTRP6C is rnissing 

an additional 68 amino acids near the carboxyl termi-

nus. Transient transfection of COS cells with expres-

sion vectors encoding rTRP6A or rTRP6B increased 

Ca2+ influx and gave rise to a novel Ba2+ influx follow-

ing activation of M5 muscarinic acetylcholine recep-

tors. By contrast， depletion of intracellular Ca2+ stores 

with thapsgargin failed to induce Ba2+ influx in cells 

expressing rTRP6 isoforms. These results suggest that 

rTRP6 participates in the formation of a Ca2+ channel 

that is regulated by a G-protein coupled receptor， but 

not by intracellular Ca2+ stores. 
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1P・05

PSD・95による NR1/NR2Aサブタイ7"
NMDA受容体の機能制御

。山田康枝岩本敬三祖父江憲治三乾誠l

1山口大学医学部薬理学講座山口大学医学部神経精神

医学講座大阪大学医学部神経生化学講座

細胞膜骨格蛋白質PSD-95はNMDA受容体のC末端
に結合しその集合化を引き起こすのみならず、脳の可

塑性に重要な役割を果たしていることが明らかになり

つつある。我々はこれまでにアフリカツメガエル卵母

細胞発現系を用いて、 PSD-95がNR1/NR2Bサブタイ
プ受容体のグルタミン酸に対する感受性の低下とプロ

テインキナーゼCによる活性化の抑制jを引き起こし、

受容体を機能的に制御することを見い出してきた。今

回はさらにPSD-95のNR1/NR2AサブタイプNMDA
受容体に対する効果を検討した。その結果NR1/NR2A
サプタイプNMDA受容体はPSD-95によりプロテイン
キナーゼCによる活性化の抑制を引き起こすが、グル

タミン酸に対する感受性に影響を与えなかった。 NR1/
NR2AサブタイプNMDA受容体はチロシンリン酸化
酵素 (Src)によって活性化されるが、 PSD-95が共存
すると、その活性化は認められなかった。 PSD-95の
PDZドメイン欠失変異体ではPSD-95非存在下と同様
の活性化が認められた。チロシンリン酸化酵素による

NR1/NR2AサプタイプNMDA受容体の活性化には、
Zn2+阻害の抑制が関与していると考えられているので、
PSD-95によるNMDA受容体のZn2+感受性への効果
を調べた。その結果、 PSD-95は、 Zn2+によるNR1/
NR2AサブタイプNMDA受容体阻害を著明に抑制す
ることが明らかとなった。すなわちPSD-95がZn2+に
よるNR1/NR2AサブタイプNMDA受容体の活性抑制
に関与し、チロシンリン酸化酵素による活性化に影響

を与えていることが示された。 PSD-95は、 NR1/
NR2AサプタイプNMDA受容体をNR1/NR2Bサプタ
イプとはまた違った様式で機能的に制御していること

が示唆された。

1P・06

受容体刺激による KCNQ2IKCNQ3チャン
ネル抑制の分子機構の解析

。足直人，張家生，横山茂，東田陽博

金沢大院・医・細胞遺伝子

(目的)Mタイプの電位依存性カリウムチャンネルは、
GqllIタンパク共役受容体刺激で抑制され、中枢神経、

自律神経での神経興奮性の制御を担っている。受容体

刺激からチャンネル抑制に至るシグナル伝達経路は、

まだよくわかっていない。今回我々は、 M チャンネル

抑制の分子機構を解析する目的で、 M チャンネルを形

成すると報告されたKCNQ2KCNQ3チャンネルにつ
いてその受容体以降のシグナル伝達の同定を試みた。

(方法)アフリカツメガエル卵母細胞にKCNQ2，
KCNQ3，プラジキニン受容体等のcRNAを注入し電位
固定法で電流を観察した。また、 CHO細胞にKCNQ2，
KCNQ3，アセチルコリン(M

1
)受容体等を共発現して電

流を観察した。(結果)アフリカツメガエル卵母細胞で

は受容体刺激によるチャンネル抑制jは非常に緩慢で

CHOで観察された早い抑制とよい対比を示していた。
この緩慢なチャンネル抑制は、ラット A-kinase
anchoring protein (AKAP) 150を共発現することで促進
されることがわかった。また、チャンネルのPKC依存
性リン酸化部位の変異によりチャンネル抑制が修飾さ

れることがわかった。これらのことから、受容体刺激

によるチャンネル抑制にPKCとAKAP150が重要な役
割を果たしていると考えられた。



1P・07

坐骨神経結葉ラットの後根神経節における、

サブスタンスPとそのプロセシング酵素の
ア口ディニアに伴う変化

。土田健知久馬敏幸三矢嶋隆一乙加藤武1

1横浜市立大学大学院総合理学研究科昭和薬科大学薬

品分析特殊免疫研究所

痛みはいくつかに分類されるが、本来痛みを感じるは

ずのない刺激が痛みを生じるアロデイニアはまだ研究

の歴史が浅く、その効果的な治療薬の開発も進んでい

ない。本研究で注目した神経ペプチドのサブスタンス

P(SP)は、痛みの主要な伝達物質のーっとして注目され
ており、その生合成の調節が様々な痛み・炎症におい

て重要である。実際に、侵害受容時にはSPの発現が増
加し、そのシグナルが痛みの発生に関与している事が

わかっている。本研究では、アロデイニアモデルとし

て坐骨神経結繋ラットを用い、その一次知覚神経であ

る後根神経節(DRG)を摘出し、コントロール群と坐骨
神経結紫ラット DRGにおけるサブスタンスP(S町、そ
の生合成を調節しているプロセシング酵素[カルボキ

シペプチダーゼE(CPE)とアミド化酵素(PAM)Jの免
疫活性と酵素活性の変化を検討した。その結果、アロ

デイニアモデルにおいてはコントロール群に比べSP、
CPE、PAMのいずれの免疫活性も酵素活性も減少した。
以前の研究において、 SPの前駆体であるプレプロタキ
キニンのノックアウトマウスがアロデイニアを発生す

る事から、 SPはアロデイニアに関与しないと考えられ
た。しかし今回の研究から、 SPやそのプロセシング酵
素の発現の抑制が関与している事が示唆された。

1P-08 

ビオプテリン生合成酵素遺伝子の組織特異

的発現調節領域の解析
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。大江瑞恵，津田 i告秀，西井一宏，永i幸俊治，一瀬
宏

藤田保健衛生大学・総医研

テトラヒドロピオプテリン(BH4)は、神経伝達物質で
あるカテコールアミンやセロトニンの生合成酵素であ

るチロシン水酸化酵素やトリプトファン水酸化酵素お

よび一酸化窒素合成酵素の必須の補酵素である。 BH4
の欠乏はカテコールアミンやセロトニンの減少を引き

起こし、BH4生合成の律速酵素である GTPシクロヒド
ロラーゼ1(GCH)の遺伝子欠損は黒質線条体系ドーパ
ミンニューロンの機能不全により発症する瀬川病を引

き起こす。 GCH遺伝子の発現調節機構を明らかにする
ことは、 BH4によるカテコールアミンニューロンやセ
ロトニンニューロンの調節機構の解明にもつながるの

で、今回我今は、ヒト GCH遺伝子の組織特異的発現調
節領域をトランスジェニックマウス (Tg)および培養細
胞を用いて解析した。ヒト GCH遺伝子の5'上流8.1
kb， 5.4 kb， 0.6 kbに、レポ}タ遺伝子としてクロラム
フェニコールアセチルトランスフエラーゼ(CAT)遺伝
子を連結した遺伝子を構築し、 Tgをそれぞれ複数ライ
ン作製した(hGCHpro8.1， hGCH pro5.4， hGCH 
proO励。各組織におけるCATの発現を、酵素免疫測定
法により解析した結果、 hGCHproO.6のTgでは脳特
異的なCATの発現がみられたがhGCHpro5.4では脳
を含む全身で発現がみられなかった。一方、 hGCH
pro8.1では脳及び末梢組織ともにCATタンパク質が検
出され、特に胸腺、牌臓などの免疫系組織において高

い発現がみられた。さらに、免疫組織化学染色により、

脳や胸腺に内在する GCHの局在と比較したところ、脳
における CATの発現は、内在のGCHの発現とあまり
一致しなかったが、胸腺、牌臓においては同様の細胞

での発現がみられた。また、マウス神経芽細胞臆由来

のN1E-115細胞に、Tgと同様の遺伝子を導入した。そ
の結果、O.6kbをもっプラスミドではレポータ遺伝子の
高い発現がみられたが、5.4kbの長さをもっプラスミド
ではレボータ遺伝子の発現が抑制された。以上の結果

から、ヒト GCH5'上流領域Oふ5.4kbの中には、脳で
のGCHの発現を抑制する領域が存在する事が示唆さ
れた。
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1P・09

高張刺激により誘導される開口放出過程の

解析

。大西浩史山森早織平田加奈子近藤俊三人

笠井陽子1，11、崎俊司王高橋正身t
2三菱化学生命科学研究所大阪府立大学大学院農学生

命科学研究科

神経細胞シナプスを電気生理学的に解析する際、 Ca2+

非依存的に神経伝達物質放出を誘導する方法として

Sucroseによる高張刺激が頻用されている。今回我キは

この高張刺激を神経のモデル細胞PC12に用いて神経伝

達物質放出過程の解析を行った。 PC12細胞を高張刺激

したところ、シナプスの場合と同様に、細胞外Ca2+非

依存的にカテコールアミンの分泌を誘導することが分

かった。この高張刺激で誘導される分泌が正常な関口

放出過程によるものであるかどうかを検討するため

に、破傷風毒素を用いた阻害実験を行った。破傷風毒

素は特異性の高いプロテアーゼで、神経伝達物質の放

出に必須なVAMP蛋白質を特異的に切断することで、

シナプスにおける神経伝達物質の放出を強く阻害する

ことが知られている。破傷風毒素軽鎖 (TeNT-LC)の

動物細胞での発現系を構築し、外来性に導入したヒト

成長因子(hGH)、アセチルコリン (ACh)をリポーター

としてPC12細胞での機能解析を行ったところ、TeNT-

LCは、高張刺激 (O.6-0.75Msucrose)によって引き起

こされる放出をほぼ完全に阻害する事が分かつた。こ

のことは高張刺激による分泌がVAMP蛋白質に依存し

た関口放出過程によるものであることを示している。

一方、 TeNT-LCは高カリウム刺激によって引き起こさ

れる分泌も阻害したが、予想、に反して、その効果は部

分的であり、 TeNT-LC存在下でもかなりの分泌が観察

された。以上の結果は、高カリウム刺激誘導型と高張

刺激誘導型の関口放出過程のTeNT-LC感受性の違いを

明確に示すものである。2つの刺激によって誘導される

分泌は、いずれも VAMP蛋白質に依存した関口放出過

程によると考えられるが、高張刺激による関口放出は、

細胞外カルシウムに依存しない点で高カリウム刺激の

場合とは大きく異なる。関口放出過程に含まれるいく

つかのステップのうち、 TeNT-LCに感受性のステップ

が存在し、カルシウム流入によってこのステップが補

われている可能性が考えられる。

1P-10 

カテコールアミン分泌能の低下した PC12
細胞株の解析

。笠井陽子，板倉誠，桑原玲子，平田加奈子，近藤

俊三，高橋正身

三菱化学生命科学研究所

PC12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。私共はこれまでに多くの亜株を分

離しているが、そのひとつPC12・2B3は外液のK濃度

を高めて脱分極刺激をしても、イオノマイシンなどの

Caイオノフォアで刺激しでもほとんどドーパミンの放

出がみられない低分泌株である。昨年の本大会にて、前

シナプス蛋白のsynapatophysinの発現が低下している

と報告したが、本年度はこの低分泌株に synaptophysin

を一過性に過剰発現させ、同時に導入したhGHの分泌

を調べた。抗体染色による発現効率とイムノプロット

による発現量の検討から、細胞レベルでは正常株と同

様に発現していると思われたが、脱分極刺激による

hGHの分泌は回復しなかった。これらのことから、

synaptophysinの発現が少ないことは低分泌の原因では

ないと結論した。一方、電子顕微鏡による分泌頼粒の

形態観察では、その数と密度には低分泌株と正常株と

の差はみられなかったが、局在には著しい違いがあっ

た。即ち、細胞膜の近傍にある頼粒、いわゆるドッキ

ングしている頼粒の全穎粒にたいする割合をもとめる

と、正常株では 15.7%(n=20)であるのに低分泌株

PC12-2B3では2.4%(n=32)ときわめて減少してお
り、これが低分泌の原因となる可能性が考えられた。そ

こで、 releasablepoolにある頼粒からの放出を引き起こ

すとされている高濃度シュークロスを細施外液に加え

て分泌穎粒から伝達物質放出を引き起こさせた。しか

し低分泌株でも正常株と同程度にドーパミンが放出

され、 readily陀leasablepoolにある穎粒に違いは見ら

れなかった。微分干渉顕微鏡で観察したところ、高濃

度シュークロスによって細胞は収縮し、細胞質のなか

に液胞状の構造が見られた。このような形態変化は低

分泌株でも正常株でも観察された。以上の結果から、低

分泌株PC12-2B3では分泌穎粒のreleasablepoolは正

常株とかわらないが、ドッキングの機構になんらかの

欠陥があることが示唆された。



1 P-11 

受容体subunitからみた海馬ニュー口ンに

対する nicotineの作用

。鬼頭昭三，新郷明子 S.

兵庫大学附属研究所

海馬において、ニコチン性アセチルコリン受容体が記

憶学習機能を促進する上で役割を演じていることが知

られている。我今の従来の実験により、ニコチンがラッ

ト海馬でIGF-lmRNAを誘導することによって海馬

ニューロンに有利に働き、一方では、ニコチンがやは

り海馬でエストロゲンα受容体mRNAの発現を抑制す

ることがわかっている。

本研究ではニコチンが海馬でIGF-lmRNA発現を誘導

するメカニズムについて、ニコチン受容体の各種の

subunitおよびエストロゲン α受容体mRNAとの関係

を明らかにする目的で実験を行った。

ニコチン1.0mg/kgのラット腹腔内投与は、 IGF-l

mRNAの発現を促進と並行してα3およびs4subunit 
mRNAの発現を上昇させた。これら mRNAの発現は

nifedipineによってブロックされ、 mecamylamineに

よって部分的に抑制された。 mecamylamineとα7

subunitの特異的措抗物質である methyllycacotinineの

同時投与はIGF-lmRNAの発現を完全にブロックし

た。ニコチンによるエストロゲン α受容体mRNA発現

の阻止メカニズムについて、ニコチン受容体各種

subunitとの関係を明らかにする目的で実験を行った。

以上の invivoの実験結果を細胞内情報伝達の立場から

より詳細に明らかにするために、ラット胎仔海馬神経

細胞を不死化させた細胞系H19-7細胞を用いてさらに

実験を行った。 H19-7細胞はシカゴ大学の Dr.Evesか

ら供与されたものである。本研究は喫煙科学研究財団

研究助成金による補助を受けた。

1P・12

マウス脳における [3H]スペルミジンの細胞

核内輸送

。荒町勝英倉本展行中村洋一米田幸雄i

l金沢大・薬・薬物金沢大・薬・微生物
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ポリアミンは、細胞核内で核酸の安定化や構造変化

などを起こすだけでなく、細胞膜のNMDAレセプター

に対するアゴニスト活性を有する。その活性化は、細

胞核内の転写制御因子である APlのDNA結合能を選

択的に増強するが、この APl結合能に対して特定のポ

リアミン類は増強効果を発揮する。これらの事を考え

ると、細胞質で生合成されたポリアミンが、細胞外へ

遊離されるだけでなく、細胞核内へも輸送される必然

性がある。よって本研究ではこのポリアミンの細胞核

内輸送メカニズム解明を中心に、標的蛋白質の生合成

制御機構に対するポリアミンの効果を考察することと

した。

マウス全脳から調製した細胞核抽出液に、ポリアミ

ン類を種々濃度添加して、ゲルシフトアッセイにより、

転写制御因子のDNA結合能に対する影響を調べた。ま

た、全脳細胞核標品を [3H]スペルミジン (SPD)と反応

させたのち、GF/Cガラスフィルター上での吸引議過

により反応を停止した。フィルター土の放射活性を、液

体シンチレーションカウンターで測定することにより

SPDの輸送活性を解析した。

マウス全脳の細胞核抽出液に、 50-500μMのSPDや

スペルミンを添加すると、濃度依存的に APIDNA結

合能に対する著明な増強効果が認められたが、プト

レッシン、カダベリンあるいはアグマチンにはこのよ

うな増強作用はみられなかった。 [3H]SPDを細施核標

品と反応させると、反応温度30度の場合は、反応開始

後30分までは反応時間とともに、ほぽ直線的に放射活

性が取り込まれたが、 30分以降はこの取り込み能はほ

ぼ平衡状態に到達した。反応温度2度では、その輸送

活性は三分の一以下になった。 [3H]SPD輸送活性は、

界面活性剤やホスホリバーゼ類の添加によって顕著に

阻害された。上述の各種ポリアミン類を用いた検討か

ら、これらポリアミン類の [3H]SPD輸送阻害能と、APl

DNA結合増強能との問には、正の相関性が存在するこ

とが判明した。

以上の結果より、特定ポリアミンが温度依存性とリ

ン脂質感受性を示す輸送担体を介して、細胞核内に輸

送されたのち、APIDNA結合能上昇を招来する可能性

が示唆される。
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1P・13

マウス青斑核におけるGTPcyclohydrolase 
lの発現はLPS投与により増加する

。金子葉子¥池本桂子三森啓歪中島昭人太田
明l

1藤田保健衛生大学医学部生理学1，2藤田保健衛生大学

医学部解剖学H

【目的1グラム陰性梓蘭の細胞壁から産生されるエンド
トキシンであるリポ多糖(LPS)をマウスの末梢に投与
すると、視床下部、脳幹といった部位でカテコールア

ミンの生合成が変化すると報告されている。それに対

して、中枢神経系(CNS)においてカテコールアミンの

生合成に関与している酵素が末梢でのLPS投与によっ
てどのように変化するかについてはほとんど報告され

ていない。我々はLPS投与によるカテコールアミンの
変化を、生合成に関与している酵素の点から解析する

ことを目的に本研究を行った。 tyrosinehydroxylase 
(百-1)は、 Lーチロシンから Lードーパへの変換を触媒す

るカテコールアミン生合成系の律速酵素であり、補酵

素としてテトラヒドロピオプテリン (BH4)が必須であ
る。 GTPcyc1ohydrolase I(GCH)は、 BH4の生合成の
律速酵素である。そこで、ノルエピネフリン神経から

なる脳幹内の最大の核である青斑核におけるTHおよ
びGCHの発現量およびBH4、ノルエピネフリンの生
合成量の変化を解析した。

【方法]1.マウスに5開 LPSを投与し、脳の切片を抗
GCH抗体、抗TH抗体で染色した。対照群のマウスに
は、生理食塩水を投与し、同様に処理した。 2.マウス

に5同 LPSを投与し、脳の青斑核の部分を摘出し、そ
の部分に含有されているBH4およびノルエピネフリン
とその代謝産物の量を測定した。

【結果]1. LPS投与6時間後には、 GCHのタンパク質
の発現量が、著明に上昇した。それに対して、 THのタ
ンパク質量はほとんど変化しなかった。 2.青斑核にお
ける BH4含有量は、 LPS投与後4時間まで上昇した。
阿部位におけるノルエピネフリンおよびその代議産物

の含有量も同様に投与後4時開まで高値を示した。

I考察および結論]末梢でのLPS投与により、青斑核に
おけるノルエピネフリンの生合成量が増加するのは、

GCHによって生合成されるBH4の生成量が増加し、結
果としてBH4を補酵素とするTHの活性が上昇したた
めであると考えた。

1P・14

工ス卜口ゲン受容体刺激はキノリン酸によ

るラット海馬神経細胞死を抑止する

。黒木康富，諌田泰成，水野勝重，西尾昌洋，渡辺

康裕

防衛医大・薬理

[目的]エストロゲンは、神経細胞の生存あるいは細胞

死などに関与すると考えられている。我々は、ラット

の海馬において、キノリン酸 (QA)による神経細胞障
害に対してエストロゲンが保護作用を有するのかどう

か、また、神経保護作用を示すならば、どのような機

構によって、その作用を示すのかについて検討を行っ

た。

[方法]8-9週齢の雄性SDラットを用いた。 (1)左側
脳室前角に、 17~-estradiol(E2)を注入し、 10分後に、
QAを海馬へ注入した。 24時間後に脳を摘出、切片作
成後、ニッスル染色を行った。 (2)左側脳室前角に、 E2
を注入し、 5、10、15分後の海馬サンプルを調製して、
extracellular signal-陀gulatedkinase (ERK)活性を測定
した。 (3)エストロゲン受容体措抗薬のタモキシフェン

またはICI182780はE2と同時に、脳室内へ投与した。
(4) ERK kinase阻害薬のU0126はE2注入の30分前
に、脳室内へ投与した。

【結果](1) 50 nmol QAの海馬注入により、背側海馬の
CAl部の錐体細胞が部分的に脱落を来たしたが、この
神経細胞障害は、 50pmolE2の脳室内投与により消失
した。 (2)ラット海馬において、 50pmolE2の脳室内投
与により ERKは、投与5分後で約3倍にまで活性上昇
を示し、 15分後には低下した。 (3)5 nmolのタモキシ
フェンまたはICI182780によって、 E2による ERKの
活性化は阻害を受けなかったが、 E2の保護作用は消失

した。(4)0.5 nmol U0126によって、E2による ERKの
活性化は限害され、 E

2
の保護作用は消失した。

[考察Iラット海馬において、エストロゲンは、 QAに
よる神経細胞障害に対して保護作用を示した。このエ

ストロゲンの保護作用の機構には、従来の核内エスト

ロゲン受容体を介した経路と、 ERKを介したもう一つ
の経路が存在する事を示唆している。



1P・15

グループ1型メタボ卜口ピックグルタメイ

卜レセプターの局在

。槍井栄一，中村洋一，米回幸雄

金沢大学薬学部薬物学研究室

メタボトロピック型グルタメイトレセプター (mGluR)

は、アゴニストに対する感受性や細胞内セカンドメッ

センジャーの相違などにより、 Group1から Groupm 
までの3種類のサプタイプに分類される。しかしなが

ら、今までのところ放射性リガンドを用いたmGluRの

標識は行われていない。したがって、今回 [3H]キスカ

ル酸(QA)を用いて、 mGluRの標識に着手した。

ラットの全脳および末梢組織から調製した膜標品を用

いて、 [3H]QAをリガンドとするレセプターパインデイ

ングアッセイを行ったところ、 NMDA，AMPAおよび

KAをそれぞれのレセプター結合をほぼ完全に阻害す

る濃度添加した条件下では、 Group1型アゴニストで

ある (S)-3，5-DHPGおよびtrans-ACPDは、 [3H]QA結

合を濃度依存的に阻害することが判明した。しかしな

がら、 GroupnおよびGroupmアゴニストの [3H]QA
結合阻害作用は比較的軽度であった。 GTP-y-S、

Gpp(NH)pおよびGTPは強い結合阻害作用を示したが、

GDPの阻害効果は軽度であった。 GMPやATPはこの

条件下の [3H]QA結合に対して全く影響を与えなかっ

た。また、 [3H]QA結合の脳内および末梢組織内分布を

検索したところ、脳内では全部位に不均一な分布が見

られたのに対して、末梢組織である下垂体、副腎およ

び勝臓のいずれの組織においても結合は検出されな

かった。抗mGluRl抗体および抗mGluR5抗体を用い

たイムノプロッテイング法や、さらに両サプユニット

を特異的に認識するプライマーを用いたRT-PCR法を

用いても、上記末梢組織にGroup1型メタボトロピッ

クレセプターは検出出来なかった。

以上の結果より、 [3H]QAはGTP結合タンパク質と機

能的に共役する Group1型のmGluRを標識する可能

性が示唆される。また、 Group1型mGluRは中枢神経

系に局在性が高いものと推察される。

1P・16

海馬由来神経刺激ペプチド (HCNP)受容体

の同定とその性質ー第2報

。森下学，大塚康史，松川則之，上回龍三，小鹿

幸生

名古屋市立大学医学部第二内科
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HCNPは海馬組織に豊富に存在し，培養中隔核のコリ

ン作動性神経の分化を促進する我今は第41回の本学会

でHCNPの結合受容体の性質を明らかにする目的で

Radiolabelledreceptor assay(RRA)法を確立し，特異的

結合はP2画分に存在することを報告した.今回この

RRA法を改変してより特異性を高め， HCNP受容体の

性質について検討したので報告する.方法 :RRAに用

いた緩衝液や測定系のスケール，反応、温度や時間は前

回と同じであるが，以下の点で改変し，実施した.

Bolton-Hunter法によるヨード化率を高めた 1251-

HCNPを標識リガンドとし， 0.32Mショ糖溶液中で各
組織をホモジナイズ後遠沈法で得たP2画分(ミトコン

ドリア・シナプトゾーム函分)は凍結・融解後，十分洗

浄し内因性リガンドを除去し標本とし使用した.非結

合リガンドを除去するWhatmanGF/Fフィルターは0.3

%のヒト免疫グロプリンを塗布し非特異結合を最小限

にした.また各種ペプチドは間相法により合成した.結

果及び考察:今回実施した測定法ではより高感度に安

定した結果が得られ，全脳を用いた実験から 1251-

HCNP結合受容体は， (l)P2画分に45%存在し， (2)そ

の飽和実験のスキャッチャー解析から単一成分からな

りKdは35.4nM，Bmaxは84.5nMlm即roteinで(3)海
馬組織に最も多く存在し，次いで前頭葉，後頭葉，視

床一線条体，中脳，小脳の順であった.また (4)その海

馬組織における加齢変化は明らかではなく，生後1， 2， 
4， 8週でもほぼ同程度の結合部位が存在した.さらに

(5)HCNPの断片ペプチドを非標識リガンドとして

1251-HCNPとの競合実験をすると， 125I-HCNPの結

合はC末端側の配列を有するペプチドで阻害されたが，
N末端側や中間部の配列を有するペプチドでは阻害さ

れなかった.以上から HCNPは高親和性の単一受容体

に結合し，そのC末端近傍が結合部位である.本受容

体が成熟動物にも存在することから， HCNPは神経活

動ににも重要な役割を持っていると思われる
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1P・17

ノシセプチン受容体と Gi2αサブ.ユニット

の融合タンパク質をモデルとしたリガンド

スクリーニング系の開発

。武田茂樹岡田知明岡村理子芳賀達也1べ
南野直人3

1東大・医・神経生化学，ZCREST，3国立循環器病セン

ター

Gタンパク質共役受容体は多様な細胞間情報伝達物

質をリガンドとしており新規薬物の主要なターゲット

である。新規リガンド検索のために多くのhigh-

throughput screening systemsが開発されている。我々

は新しいリガンド検索系の候補としてノシセプチン受

容体と Gi2αサプユニットの融合タンパク質を作製し、

各種リガンドの効果と脳抽出物中の内在性ノシセプチ

ンの検出への応用を検討した。

融合タンパク質を Sf9細胞に発現させ、その細胞膜
画分に各種リガンドを添加した際に生じる [35S]・
GTPySの結合活性を解析した。その結果、ノシセプチ

ン添加により [35S]-GTPyS結合活性は上昇し、その変

化から得られる EC
5。値は [3H]_ノシセプチンの解離定

数 (Kd=2 nM)とほぼ一致した。アゴニストの結合に

より GDPに対する親和性が低下するのでリガンド添加

の効果はGDP存在下で顕著であった。 [35S]-GTPySの

結合を GDPで阻害する実験から GDPに対する親和性

を算出すると、フルアゴニスト添加持に最も低く (IC却=

1μM)、パーシヤルアゴニスト添加(0.4μM)、アンタゴ

ニスト添加(0.05μM)の頼に増加した。この事から、融

合タンパク質を利用すれば[35S]-GT町S結合活性を指

標にフルアゴニストとパーシャルアゴニストを区別し

たリガンドの解析が可能である。

同様な実験からブタ脳抽出物にも内在性ノシセプチ

ン活性を検出する事ができ、活性の検出には約 1g湿組

織相当の抽出物で十分であることがわかった。さらに

この活性はゲルろ過および逆相系HPLCを用いた分析

において、合成ノシセプチンと全く同様の挙動を示す

ことが確認できたので、この融合タンパク質の [35S]-
GTPyS結合活性だけを指標にしてノシセプチンの精製

が可能であることが示された。これらの事から我hは、

融合タンパク質を利用した活性測定がorph岨受容体の

内在性リガンドの同定に応用できると考えている。

1P・18

ムスカリン性アセチルコリン受容体M2，M4
サブタイプの細胞内移行

。音回典弘，岩田健，芳賀達也

東京大学大学院医学系研究科神経生化学

ムスカリン性アセチルコリン受容体の細胞内移行は、

サブタイプや発現している細胞の種類によって、複数

の異なる経路を取ることが示唆されている (Tsugaet 

al.， J. Pharm. Exp. Ther. 284，1218・1226(1998))。
HEK293-tsA20 1細胞に発現させたムスカリン受容体で

は、 M2サプタイプ (M2受容体)だけがdynamin非依

存性経路を取ることがHoseyとKoppenグループによっ

て報告された。我々は、 Gi/Goに共役する M2受容体

とM4受容体を選び、その細胞内移行の違いを明らか

にする事を試みた。

M2， M4， M2-M4キメラ受容体を HEK293-tsA201細

胞に発現させ、細胞表面からの [3H]N-me血ylscopolarr血E

結合部伎の消失によって細胞内移行を測定した。 M2，

M4受容体共にアゴニスト依存的に細胞内に移行した。

M4受容体の細胞内移行はdominant-negati ve mutant of 

dynamin (DN-dynamin) (GTPase活性を欠鎖させた変

異種)の共発現で抑制されたが、 M2受容体の細胞内移

行は影響を受けなかった。M2受容体の細胞内第3ルー

プを M4受容体のものに置き換えたキメラでは、 DN-

dynaminの影響を受けたが、 M4受容体の細胞内第3

ループを M2受容体のものに置き換えたものは影響を

受けなかった。この結果は、ムスカリン受容体の細胞

内移行がdynamin依存性経路を取るか非依存性経路を

取るかは、受容体の細胞内第3ループによって決定さ

れることを示唆する。

我々 は、 COS細胞に発現させたドーパミン D2受容体

がdynamin依存性に細胞内移行し、それが低分子量G

蛋白質問団Aで促進されることを見いだした(lwataet 

al. Eur. J. Biochem.， 263，596-602 (1999))。そこでrab5A

をHEK293-tsA201細胞に共発現させM2，M4受容体の

細胞内移行への効果を検討した。M2受容体の細胞内移

行はrab5Aの共発現によって促進されたが、 M4受容

体の細胞内移行はrab5A，DN-rab5Aによって影響され

なかった。この結果は、 M2とM4受容体の細胞内移行

がrab5Aの効果に関しでも異なることを示している。

dynamin依存性経路を取ることと rab5Aによって影響

されることは連携しておらず、独立な効果であること

を示唆している。



1P・19

絶食および甲状腺ホルモンによる中枢NPY

受容体サブクラス遺伝子発現への影響

。山口側，貝津雅稔，長谷川歩未，樋口宗史

新潟大学医学部薬理学教室

Neuropeptide Y(NPY)の遺伝子発現の変化、 NPY受容

体の感受性の変化が摂食行動の調節に主要な役割を果

たすことが明かにされつつある。日周リズムや絶食時

には NPY遺伝子発現の変化を伴うことから NPY遺伝

子発現調節が摂食調節の主体ではないかという報告が

あるが、シナプス後膜でのNPY受容体の感受性や分布

の変化、量的変動も摂食調節に重要と考えられる。そ

こで我キは摂食調節における NPY受容体の脳内分布・

遺伝子発現変化を insi知 hybridization(ISH)によって

調べた。 NPY受容体には5つサブクラス (YI-Y5)が

存在し、発現部位の違いやサブクラスの組み合わせに

よって多彩な NPYの作用が発現している。この内、摂

食行動に関わっているのは特異的アンタゴニストによ

る研究から Yl、Y5ではないかと考えられている。 Y2

は神経伝達物質放出の抑制に働いていると考えられ、

直接的には特異的アゴニストによって摂食行動は誘発

されない。 ISHのデータでは Yl、Y5ともに海馬での

強い発現が認められた。さらに、摂食中枢と考えられ

ている視床下部において、これらサブクラスの mRNA

は弓状核・傍室核に発現していた。すでに Ylreceptor

のプロモーター解析の結果では、転写調節因子の違い

によって5'noncoding regionの異なる Ylreceptor

mRNAが合成され組織特異的な発現をしている可能性

が報告されている。このことはYlレセプターを含む

NPY受容体各サブクラスの遺伝子発現調節が組織特異

的な転写調節因子によって各キ制御を受けている可能

性を示唆している。本研究により絶食・甲状線ホルモ

ンによる摂食行動の変化と NPY受容体サブクラス遺伝

子発現調節との密接な関連が明らかになると考えられ

る。
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1P・20

シグマー1受容体リガンドの神経細胞への取
り込みには複数の経路が存在する。

。山本秀子山本敏文1.2鷺直樹高橋真司堀

込和平1]3，唐沢淳一九奥山茂額田敏秀曽良

一郎1

1 (財)東京都精神研・精神薬理横浜市大院・総合理

学j三井製薬大正製薬， 5(財)東京都精神研・神経化

学

数多くの抗精神病薬がシグマー1((JI)受容体に親和

性を有し、 σ1受容体リガンドが細胞内に取り込まれる

可能性が示唆されているが、その経路に関する詳しい

報告は無い。我々は初代培養神経系を用いて同位体標

識σ1リガンドの取り込みについて検討をおこなった。

選択的σl受容体リガンドである [3H](+ )Pentazocine及

び[3H]MS-377はラット大脳由来神経細胞に時間、エ

ネルギ一、温度依存性に取り込まれ、能動的輸送機構

が存在することを示唆した。これらの取り込みは

ouabainで抑制されず、大部分は Naイオンに依存しな

かった。これら σ1リガンド取り込みの薬理学的性質を

調べた結果、 37tでは [3H](+ )Pentazocineの取り込み

はσ1受容体の結合親和性の強さの順に阻害されたが、

[3H]MS-377の取り込みはσ1受容体の親和性の強さと

は相関しなかった。[3H]MS-377の取り込みはハロペリ

ドールにより極めて強い結合阻害能が認められた (IC炉

約 2nM)が、 NE-lOOによる置換では極めて低い阻害

能を示した (IC5o，約4.5μM)。このNE-lOOによる
[3H]MS-377の取り込み阻害は速度論的解析より non-

competitiveであり、 NE-lOOはMS-377の取り込み部

位には直接作用していないことが明らかとなった。他

にも、これら 2種の σ1リガンドの神経細胞への取り込

みには明確な差異が認められた。以上の結果はσ1リガ

ンドの細胞内取り込みには複数の経路が存在しており

(i.e. sigma-l selective pathway and haloperidol-sensitive 

pa出way)、取り込まれた MS-377の大部分はNE-lOO

及び(+)pentazocineが細胞内貯蔵(結合)されるとこ

ろとは異なる細胞内コンパートメントに誘導される可

能性が示唆された。

σ1受容体を介する細胞内情報伝達経路の詳細は明ら

かでないことからも、σ1リガンドの神経細胞内の貯蔵・

結合のメカニズムを明らかにすることが必要とされ

る。我#はσ1リガンドが複数の経路を経て取り込まれ

る可能性を示唆したが、更に σ1リガンドの薬理作用が

取り込み経路により異なるかどうか(例えば神経終末、

細胞体)、複数の細胞内の標的蛋白の存在等の可能性に

ついての検討が必要と考えている。
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神経細胞の Naポンプアイソフォームの活

性制御における細胞外忙と細胞内 Na+の

関与

。井上順雄，曽我智子，加藤尚彦

横浜市大・医・一生化

神経細胞のNaポンプアイソフォームのイオン輸送活性

の制御機構を解析した.ラット大脳の初代培養神経細

胞には， α2型/α3型(神経細胞型)Naポンプと， α1

型(普遍型)Naポンプが存在する.両者の存在量の比

とイオン輸送活性の比を比較すると，無処理，無刺激

の条件下 (basalな状態)では， α2型/α3型Naポンプ

のイオン輸送効率はα1型Naポンプより低かった.こ

のイオン輸送効率の相違は，イオン輸送活性の細胞外

K+濃度依存性を解析した結果から， α2型/α3型Naポ

ンプの活性だけが生理的濃度の細胞外K+で阻害されて

いるためであることが明らかになった.すなわち， α2

型/α3型NaポンプのK+に対する親和性はα1型Naポ

ンプより高く，その活性は0.5mM付近で最大値にな

るが.1mM以上のK+では阻害された.一方， α1型

Naポンプは K+によって阻害されなかった.これに対

して，グルタミン酸刺激後の細胞では.K+による α2型

/α3型Naポンプの活性の阻害はほとんど消失し，イオ

ン輸送効率も α1型Naポンプとほぼ同等になった.さ

らに，活性の最大値も上昇し，全体のイオン輸送活性

も増加した.このグルタミン酸刺激と同様の活性制御

が，細胞を CaMキナ}ゼIIの阻害薬である KN-93で

処理し，ナトリウムイオノフォアである monensinで刺

激することにより再現された.すなわち.KN-93処理

でK+による α2型/α3型Naポンプの阻害が消失し，

monensin刺激で活性の最大値も上昇した.以上の結果

から.basalな状態ではCaMキナーゼIIが関与する機

構でα2型/α3型Naポンプ活性が細胞外K+により阻

害される可能性が示された.また，グルタミン酸刺激

により，第一は，細胞外K+による活性の阻害が解除さ

れ，第二は，細胞内Na+濃度が上昇し活性の最大値が

上昇するという二つの機構により， α2型/α3型Naポ

ンプの活性が顕著に上昇すると推定された.これは，神

経細胞のNaポンプ活性が，細胞外K+と細胞内Na+の

両者により巧妙に制御されていることを意味する.

1P-22 

血液脳関門における Aquaporin-4の発現と

ウシ Aquaporin・4cDNAのクローニング

。祖父江和哉山本直樹米田和広藤田義人L
稲垣雅昭L津田喬子L三浦裕浅井清文勝屋
弘忠加藤泰治2

E名古屋市立大学医学部麻酔・蘇生学名古屋市立大学

医学部分子医学研究所生体制御部門

水チャンネルである aquaporin(AQP)は、鴫乳類におい

て 10種類のアイソフォームが確認されている。その中

でも AQP-4は脳において高発現しており、また他のア

イソフォームとは異なり水銀非感受性である。さらに、

血液脳脳関門 (BBB)を形成する毛細血管の周囲を覆う

アストロサイト足突起に多く分布している。そこで、

我々はBBBにおける水の調節機構を解明したいと考え

た。まず始めに invitro BBBモデルではウシ脳毛細血

管内皮細胞がよく使用されることから、未だ明らかに

されていなかったウシAQP-4cDNAのクローニングを

試みた。また、以前より議論がなされてきた alternative

splicingにより形成される2種類のアイソフォームにつ

いて、2種類で一致するメチオニンより上流の遺伝子発

現機構の解明を genomicDNAを用いて試みた。次に、

BBBとAQP-4との関連を検討するため、 BBBの本体

である脳毛細血管内皮細胞における AQP-4の発現を調

査した。

その結果、ウシ脳cDNAlibraryより全長約5.5kbの

AQP-4cDNAを得た。予想されるアミノ酸配列は、

human、rat、mouseAQP-4に対して、それぞれ

96.6%94.7%93.2%の相同性を示した。また、我々が得

たウシAQP-4cDNAにおいても 2種類のアイソフォー

ムを認め、 genomicDNAに対して PCRを行ったとこ

ろ、 exonlより 2kb上流に exonX、3kb上流にexonO
を確認した。

また、ウシ脳毛細血管内皮細胞において AQP-4mRNA

の発現を認め、これまで報告されているアストロサイ

トでのAQP-4mRNAの発現を考慮すると、 AQP-4が

これらの細胞によって構成されるBBBにおける水の調

節に関与している可能性が示唆された。



1P・23

アスト口サイトにおけるAquaporin・4発現
調節機構

。山本直樹米田和広祖父江和哉藤田義人

稲垣雅昭三三浦裕人浅井清文加藤泰治1

E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

アクアポリン4(AQP4)は水銀非感受性水チャネルで

あり、中枢神経系において豊富に存在し、特にアスト

ロサイトと上衣細胞に高発現している。その機能は、脳

における細胞内外の水の恒常性維持に関わっていると

推測されている。しかし、中枢における発現誘導のメ

カニズムについてほとんど知られていない。そこで

我々 は、 P19，mouse embryonal carcinoma cellの神経

系細胞への分化誘導に伴うAQP4の発現変化と、glioma

cell (C6)の細胞周期による発現変化を検討した。な

お、 mRNAの検出はreversetranscription-PCR (RT-

PCR)で行い、タンパク質の発現は westemblottingに

より検討した。

まず、 P19をレチノイン酸で分化誘導したところ、ア

ストロサイトのマーカーである GFAPの発現増加にや

や遅れて、AQP4mRNAならびに蛋白質が誘導された。

また、一般的な培養条件下、アストロサイトでは、AQP4

mRNAは高発現していたが、 C6では検出されなかっ

た。しかし、 C6にCDKinhibitorである p21cDNAを

含むプラスミドを導入し、 p21を一過性に発現させ、細

胞周期を GO/Gl期で停止させることによって、 AQP4

の発現は誘導された。

これらの結果から、アストロサイトへの分化に伴い、

AQP4の発現が増加する傾向にあることが示唆された

が、アストロサイトの分化過程において、 AQP4がどの

ような機能を果たすかは今後の検討を要する。また、外

傷や脳腫蕩に起因する脳損傷、脳浮腫における AQP4

の呆たす役割は十分わかっていない。細胞周期による

AQP4の発現の変化が今回の実験により示唆されたが、

このことと脳損傷、修復過程における脳浮腫との関与

は興味深いと思われた。

1P・24

サンドイツチ型酵素免疫測定法を用いた

AMPA型グルタミン酸受容体複合体形成機
構の解析

。茨木京子，那波宏之

新潟大学脳研究所分子神経生物学

313 

AMPA型グルタミン酸受容体チャンネルは、速い神経

伝達、シナプス可塑性過程において、重要な役割を果

たしている。このAMPA型グルタミン酸受容体チャン

ネルは、GluRI-R4のサブユニットから成る 4量体であ

ると示唆されている。しかしながら、細胞のどこで、ど

のように受容体複合体形成が制御されるかについては

まだ明らかにされていない。本研究では、各サブユニッ

トに対する特異的抗体で受容体複合体を測定しうるサ

ンドイツチ型酵素免疫測定法を確立し、これらの疑問

点の解明を試みた。 最初に興奮性神経活動が、AMPA

型グルタミン酸受容体の複合体形成に関わっているか

を検討するために、ピクロトキシンによりけいれんを

誘導した生後15日令ラット海馬における受容体複合体

形成度を測定した。 AMPA受容体複合体の測定にはサ

ンドイツチ型酵素免疫測定法を用い、抗GluR2/3-C末

抗体を l次抗体、ピオチン化抗GluRI-N末抗体を2次

抗体とした。未処理海馬、ピクロトキシンによってけ

いれん誘導した5分、 30分後の海馬を 2% Triton-X 
100， 0.1 % SDSで可溶化し、遠心後の上清を測定対象

とした。免疫活性を測定したところ、けいれん30分後

の海馬において、確かな AMPA受容体複合体の上昇が

みられた。この現象は、興奮性神経活動により、 AMPA

受容体複合体量が増加したことを示唆している。そこ

で次に、興奮性神経活動による AMPA受容体増加の基

本機構のーっとして酸化還元制御の関与を検討した。

酸化剤、還元剤、チオール試薬を海馬スライス、カル

チヤ}、粗膜分画に反応させ、 AMPA受容体複合体形

成に対する効果を測定した。海馬スライスにおいて酸

化剤により AMPA受容体複合体形成が上昇したが、カ

ルチャーや粗膜分画においては変化が見られなかっ

た。よって酸化剤による複合体形成増加はAMPA受容

体サプユニットに対する直接の修飾ではなく、 PDZ蛋

白などの蛋白の結合によって受容体複合体形成が促進

されている可能性が考えられるが、現在検討中である。



314 神経化学 Vol.39(No.3)，2000 

1P・25

高親和性コリントランスポーター遺伝子の

プロモーター解析

。岡村理子，奥田隆志，芳賀達也

東京大学大学院医学系研究科神経生化学

アセチルコリンは主要な神経伝達物質の一つであ

る。コリン作動性神経細胞に特異的に発現するタンパ

ク質のうち、アセチルコリン合成を行うコリンアセチ

ルトランスフエラーゼ、小胞内にアセチルコリンを取

り込む小施アセチルコリントランスポーターがすでに

クローニングされている。最近、我々の研究室で、 3番

目のマーカーである細胞外からのコリンの取り込みを

担う高親和性コリントランスポーターを線虫、ラット、

ヒトにおいて同定した。

今回、この細胞特異的発現を示す高親和性コリント

ランスポーターの転写調節機構を明らかにするため、

ヒトコリントランスポーター遺伝子の構造解析、さら

にプロモーター解析を行った。はじめに、ヒトの脊髄

RNAを材料として5'-RACE、オリゴキャッピング法

を行い、転写開始点を決定した。転写開始点領域周辺

は、 GCに富んでおり、 TATA-boxもみられた。また、

5'非翻訳領域の異なるmRNAが存在することを見いだ
した。得られたcDNAとヒトゲノムプロジェクトで示

された配列を比較したところ、これらは altemative

splicingによって生じたものであることがわかった。次

に、プロモーター解析を行うために、翻訳開始点の5・

側をルシフエラーゼ遺伝子に結合したレポータープラ

スミドを構築し、コリン作動性神経細胞株、非神経細

胞株に導入した。その結果、 5'上流約2.9kbで細胞非
特異的なルシフエラーゼ活性が観察された。プロモー

ター活性があるこの領域は、転写開始点より 5'側上流

約1.2kbを含み、 Sp-l、CREB、NF-KBなどの転写因
子の結合部位を含んでいた。これらが転写調節に関与

している可能性が考えられる。現在、細胞特異的な制

御を示すシスエレメントの同定を行うための解析を進

めている。

1P・26

Cloning of a novel brain-specific cDNA 

homologous to mitochondria tricarboxy-

late carrier 

。Shin-ichiMIY AKE"えMichioTAMATANI'，5， 
Noriaki MITSUDA，，5， Manabu TANIGUCHI"へ
Osamu HORP， Yoshikuni KAWAI3， Emiko SENBA3， 
Kohji SAT04， Masaya TOHYAMA，，5 

'Department of Anatomy and Neuroscience， Osaka 
University Medica1 School， 2Department of 

Neuroanatomy Kanazawa University Medical School， 

3Department of Anatomy Wakayama Medical 

College， 4Department of Anatomy Hamamatsu 

Medica1 college， 5CREST Japan Science and 

Technology 

The tricarboxylate carrier belongs to a farnily of 

仕組sportproteinsfound in the inner mitochondrial 

membranes. We isolated a novel cDNA，designated as 

MT A， 34% homologous to that of mitochondrial凶car-

boxylatecarrier protein from a rat brain cDNA library. 

The protein sequence of MTAhas a length of 338 

arnino acids and hydophobicity analysis prediced that-

MTA contains five membrane-spanning regions. 

Northem blot analysisrevea1ed that出epresence of a 

single transcript is observed in the brain，but none in 

the heart， lung， liver， kidney， spleen， and testis. Simi-

larly，westem blot analysis detected a single band 

exclusively in the brain.Immunohistochemical study 

showed that the MT A protein was expressed inacces-

sory nucleus， hypoglossal nucleus， the dosra1 motor 

nucleus of thevagus nerve， and most prominently in 

Bergmamm glia1 cells， Furthermore，immunoelectron 

microscopy loca1ized the MT A protein in the mito-

chondrialmembranes in Bergamann glia1 cells. The 

function of白eMT A protein wasinvestigated. 



1P・27

ラット脳における Xenobioticresponsive 
elementsへの結合蛋白質の検出

。馬場勝弘，中村洋一，米回幸雄

金沢大・薬・薬物

ダイオキシン類は，催奇形性，発癌促進，免疫抑制な

どの毒性を示す一方， CYP lAlなどの薬物代謝酵素を

誘導することが知られている。これらの多くは核内受

容体arylhydrocarbon receptor (AhR)により仲介され

るが，肝臓などの末梢組織に比べて，中枢系での機能

はあまり研究されていないのが現状である。演者らは，

脳内でのAhRの検出および機能を追及する目的で，

AhRが特異的に結合する xenobioticresponsive 

elements(XRE)について， XREへの結合能を持つ脳内

蛋白質を検索した。ラット全脳から核抽出画分を調製

し， XREのコア配列 (CACGCAA)を含む放射性2本

鎖オリゴヌクレオチドからなるプロープと，1OmM

Mg2+存在下，非存在下で30分間反応させた。次いで，

ゲル移動度シフト法により XRE結合能を持つ蛋白質を

検出した。 XREへの認識特異性について，非放射性の

XREのほか，コア配列の 1塩基対を変異(CACACAA)

した mutationXRE (mXRE)およびAPl，CREBの2本
鎖プロープを用いて，それぞれ200倍までの濃度範囲

で競合実験を行った。 Mg2++存在下において，移動度

の異なる2種類のXRE結合能をもっバンドが検出され
た。移動度の遅いバンドはMg2++非存在下で増加した

のに対し，速いバンドは減少した。また，非放射性の2

本鎖XREの添加により，両バンドは濃度依存的に減少

し，Mg2+存在時，100倍量の添加によりほとんど検出さ

れなくなったが，非存在下における移動度の遅いバン

ドは2∞倍量の添加においてもわずかに検出された。

mXRE添加による阻害は弱く， 2ωf音量の添加でも， 2
-4害jの阻害が見られたに過ぎなかった。一方，
AP1，CREBは， 200倍までの濃度範函ではMg2+の有
無に関わらず、両バンドに明確な阻害を与えなかった。

以上の結果より，ラット脳内に， XREと特異的に結合

する Mg2+に感受性の異なる 2種類の蛋白質が存在し，

これらの蛋白質の一方、もしくは両方がAhRに由来す
る可能性が示唆される。

1P・28

発達期ラット脳由来のsyntaxin1A結合蛋
白質

。五十嵐道弘Iペ大山晃弘1，2小宮義宣言I

t群馬大学医学部分子病態学群馬大学医学部麻酔・蘇

生学新潟大学医学部生化学第二
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Syntaxin lAはシナプス伝達時の関口放出の分子機構

において最も重要な蛋白質の一つであり、小胞輸送や

軸索成長などの過程においても役割を果たしている。

この分子の成長円錐における役割を明らかにしたわれ

われは、次にその調節機構を明らかにすべく、発達期

の脳より syntaxinlA結合蛋白質を精製して、その結合

の性状を明らかにしたので報告する。(方法)大腸菌に

よって産生された種身の syntaxinlA由来のGST融合

蛋白質を不動化して、発達期及び成熟期のラット脳よ

り調製した S2画分を結合させ、GSTとsyntaxinlAの

ヒンジ部分をプロテアーゼで分解した。遠心後、上清

に回収された画分を SDS-PAGEによって解析して、構

造を決定した。(結果)2種類の蛋白質がこの方法で

syntaxin lAに結合することがわかった。部分構造を決

定すると、前者は蛋白キナ ゼ、後者は細胞骨格関連蛋

白であった。これらの syntaxinlAへの結合はこれまで

報告が無く、結合の性質を詳細に解析した。両者共に、

Ca2+， ATP依存性の結合であり、結合には1O-6M以上の

Ca2+濃度を必要とした。また両者は syntaxinlAの別

のドメインに結合することが分かった。前者の蛋白キ

ナーゼは、シナプス形成時に著明に発現量が増大した

が、後者の細胞骨格関連蛋白は成長円錐にも相当量存

在した。これらの蛋白と syntaxinlAの複合体はシナプ

トソームからの免疫沈降によって検出された。(結論・

考察)これらの蛋白質とsyntaxinlAの結合はCa2¥ATP
依存性であることからユニークであり、 invivoでも複

合体形成が生じていると考えられる。現在、この複合

体形成の生理的意義を検討中である。
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1P・29

シンタキシン N末領域の機能の解析:制御

開口放出の抑制とシナプトタグミン結合に

おけるシンタキシン 1A(HPC・1)とシンタ

キシン2の比較

。藤野一郎，赤川公朗

杏林大・医・二生理

シンタキシン lA(HPC-l)とシンタキシン2は主とし

て形質膜に局在し、いずれも t-SNAREとして小胞の形

質膜付加過程及び関口放出を制御するものと考えられ

ている。しかしPC12に過剰発現すると、シンタキシン

lAはlargedense core vesicJe (LDCV)からの制御関口

放出を抑制するのに対し、シンタキシン 2は抑制jしな

いという違いがある。そこでこの違いに関係する領域

を特定する百的で、両者のキメラ蛋白の関口放出抑制

作用を比較検討した。その結果、シンタキシン lAのN

末をシンタキシン2のN末で置換したキメラ蛋白では、

LDCVからの関口放出を抑制しないことを見いだし

た。一方このキメラ蛋白はCOS細胞の構成性開口放出

はシンタキシン lAと同様に抑制した。そこで置換した

N末端29アミノ酸残基中に、制御関口放出で特異的に

作用する領域がある可能性が示唆された。制御関口放

出では、低親和性のカルシウムセンサーであるシナプ

トタグミン 1とシンタキシン lAの相互作用が重要な役

割jを果たすものと考えられている。そこでGST融合シ

ンタキシンを用いてラット脳シナプトソームに含まれ

るシナプトタグミン 1との相互作用について検討した。

その結果、シナプトタグミン 1は高濃度のカルシウム

存在下で、濃度依存的にシンタキシン lAに結合したの

に対し、シンタキシン2とはそれより低濃度側でも相

互作用した。一方キメラ蛋白に対しては、シナプトタ

グミン 1は高カルシウム濃度側ではシンタキシン lAに

対するのと同様の濃度依存性で結合したが、低カルシ

ウム濃度側ではシンタキシン lAの場合よりも結合量

が増加しており、シンタキシン 2の場合に近いカルシ

ウム濃度依存性を示すことが明らかとなった。以上の

結果から、シンタキシンのN末領域はPC12での非興

奮時のカルシウム濃度におけるシナプトタグミン 1と

の相互作用に関与し、それがN末を修飾されたシンタ

キシンlAが過剰発現下で制御関口放出を抑制しないこ

とと何らかの関係がある可能性が考えられた。

1P・30

神経伝達物質放出における門3ーキナーゼ
の役割

。板倉誠大西浩史網野真也関口真理子

山森早織片岡正和高橋正身1

1三菱化学生命研東大院・総合文化

イノシトールリン脂質は、さまざまな情報伝達系にお

いてセカンドメッセンジャーとして働いている。神経

伝達物質の放出においてもPI(4，5)P2を産生するPIP5

キナーゼがプライミングステップに関わっていると考

えられている。今回我々は、神経伝達物質放出へのPI

3ーキナーゼの関与について検討を行った。PC12細胞を

NGFやインスリン様成長因子(IGド1)で10分間前処
理すると、脱分極あるいはイオノマイシン刺激によっ

て誘発されるドーパミン放出が顕著に促進された。こ

れらの促進作用は、 PI3ーキナーゼの阻害剤である
wortomannin， L Y294002で抑制された。さらにNGFや

IGF-l処理によって、 PI3ーキナーゼの下流にあるプロ

テインキナーゼB(PKB)のリン酸化が引き起こされた。

これらのことからNGFやIGF-lによる神経伝達物質放

出促進には PI3 キナーゼが関与していると考えられ

た。興味深いことに NGFによるドーパミン波出の促進

はMAPキナーゼの活性化も必要であるのに対し、IGF-

1の場合はMAPキナーゼ非依存性であった。この違い

が活性化されるPI3ーキナーゼの局在の差である可能性
を調べるため、 PI3 キナーゼが産生する PI(3，4)P2，

PI(3人5)P3に結合する PKBのイノシトールリン脂質

結合ドメイン (PHドメイン)と GFPの融合タンパク質

(GFP-PKBPH)をPC12細胞に一過的に発現させ、その

局在変化から PIPsが産生される部位を調べた。その結

果、NGF処理では GFP-PKBPHは細胞膜へトランスロ

ケートされるのに対し IGF-l刺激ではトランスロケー

トは観察されなかった。以上の結果から PI3ーキナーゼ

の活性化によって神経伝達物質放出が促進されるが、

その促進機構は少なくとも 2つ存在すると考えられた。

すなわち NGFによる促進では細胞膜上でPI3ーキナー

ゼと MAPキナーゼが協同して働くのに対し、IGF司1に

よる促進では細胞質中、おそらくは分泌小胞膜上でPI

3ーキナーゼが働いていると恩われる。



1P・31

Ca結合タンパク質フリク工ニンのシナプ

ス伝達への効果

。陳小良，東田陽博，横山茂

金沢大学大学院医学研究科細胞遺伝子学講座

フリクエニンはEFハンドモチーフを持つCa結合タン

パク質である。ハエにこのタンパク質を大量に発現す

ると、誘発性の神経伝達物質放出が促進される。また、

カエル脊髄神経細胞にフリクエニンタンパク質を打ち

込む打込むと、自発および誘発性の伝達物質放出が増

えることがわかっている。しかし、フリクエニンが放

出機構にどう作用するかわかっていないし、また、フ

リクエニンが楠乳動物細胞で同じような事をするかに

ついても不明である。 そこで今回、ラットフリクエ

ニン cDNAをトランジェントまたはパーマネントに

NG108-15細胞に導入し、アセチルコリンの遊離を観

察した。 NG108-15細胞フリクエニンは内在し、細胞

表面に限局して存在している。トランスフェクション

によりそれが増加した。自然遊離する AChおよび活動

電位により誘発される AChの放出が、フリクエニン発

現細胞で増加していた。また、発現細胞の神経突起の

伸展は増えないどころか少し減少していた。 以上の

結果は、崎乳類動物細胞でもフリクエニンはトランス

ミッター遊離促進効果があることが証明された。詳細

なメカニズムについて、 NG108-15細胞を発現の場と

して使うことにより解明されると考えられる。

1P・32

シナプス形質膜に存在する神経特異的工ノ

ラーゼ (NSE)の解析

。永沢秀子上田祐司人大薮友利子堀均大

倉多美子阿相陪晃植村慶_4

1徳島大・工・生物工慶応大・先端研都老人研・細

胞生物f慶応大・医・生理
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既に報告したように，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Ab17

を生成した.ラット組織の免疫プロッテイング解析に

おいて，この抗体によって約49kDa (p49)と約36

kDa (p36)のバンドが染色され，いずれも脳に特異的

に発現し，締，心臓，肝臓，腎臓には認められなかっ

た.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.まずp49の同定のため，細胞
質分画の50-75%硫安沈殿分画を固定化等電点ゲル

二次元電気泳動により分離した結果， pI約5.2，48kDa 

付近に7個のスポットがAb17で染色された.そこで

各キのスポットを 2Dゲルより回収して In-gelトリプ

シン分解を行い， RP-HPLCでペプチドを分取後，アミ

ノ酸配列を決定した.これらをデータベース上で検索

した結果，全ての配列が神経特異的エノラーゼ (NSE)

の部分配列と一致した.以上の結果からp49はNSEで

あると同定された.

一方，上記の膜分画の二次元電気泳動においても NSE

のスポットが認められた.そこで，不連続ショ糖密度

勾配遠心によって成熟ラット大脳皮質よりシナプト

ゾームを分離し，各分画のエノラーゼ活性を Limらの

方法 1に基づいて0.25%Triton X-100存在下で定量し

た.その結果ミエリン分画とシナプトゾーム分画に高

い比活性が認められたが，抗NSE抗体による免疫プ

ロッテイング解析においては，シナプトゾーム分画に

だけ強い染色が認められたことから，ミエリン分画の

エノラーゼ活性は非神経型エノラーゼ (NNE)による

ものと考えられた.さらにシナプトゾームを，浸透圧

ショックの後，不連続ショ糖密度勾配に付してシナプ

ス形質膜を分離した.可溶性及びシナプス小胞分画に

はエノラーゼ活性が認められなかったが，シナプス形

質膜分両に， Triton X-100存在下及び非存在下でそれ

ぞれで0.07-0.1及び0.001-0.02 U/mgproteinの

活性が認められ，抗NSE抗体で染色された.以上によ

り，成熟ラット大脳皮質のエノラーゼ活性のうち約0.1

%が，シナプス形質膜に会合したNSEによることが明

らかになった.

'L.Lim et al.，よNeurochem.，41， 1177-82 (1983). 
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1P・33

アグリン、レクチン、ラミニンによる

AChR凝集のシグナル機構の解析

。重本和宏久保幸穂中村洋一九丸山直記2

1愛媛大学医学部衛生学東京都老人総合研究所分子病

理金沢大学薬学部薬物学教室

胎生期に運動神経終末シナプス前膜(運動神経終末)か

ら分泌されるアグリン(ヘパラン硫酸プロテオグリカ

ン)により、シナプス後膜上(筋肉組織)に存在する

MuskINsk2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)を凝集
する。この機構は神経筋シナプス形成の初期シグナル

として重要である。我々はC2C12培養筋細胞上のAchR
凝集をリコンビナントアグリンで誘導する実験系を作

成しこれを用いて、AchR凝集の細胞内シグナル伝達機
構の解析を行っている。AchR凝集はアグリン以外にも
植物レクチン (VVA-B4)と laminin-lによっても誘導
が可能である。このことはVVA-B4と親和性のあるN-
acetylgalactosamine (Ga1NAc)を末端に持つ糖鎖分子、
あるいはlaminin受容体からのシグナルはアグリン}
MuskINsk2 RTKの下流シグナルとしても作用してい
ると考えられる。今回我々はアグリン、 VVA-B4、
laminin-l によるAchR凝集に対して種身のシグナル抑
制剤を用いて解析を行ったので報告する。

1P・34

成熟マウス脳海馬へのらbromcト.2'-deoxyuridine 
取り込みに対する NMDAレセプター活性化の
影響

。北山友也，米山雅紀，中村洋一，米自幸雄

金沢大学薬学部薬物学研究室

神経細胞に存在するN・methyl-D-asparticacid(NMDA) 
レセプター活性化は、核内蛋白質である転写制御因子

activator protein -l(APl)を介して、種々標的遺伝子の
転写調節を行うと推察されるが、我身は全身的NMDA
適用の結果、脳内でも特に海馬歯状回において、特異

的なAPIDNA結合能の一過性増強が招来されること
を見出した。今回は、この歯状回特異的なAPl結合能
増強の機能的意義追究を目的として、新規DNA合成の
指標となる5-bromo-2'-deoxyuridine(BrdU)の取り込み
活性を中心に検討した。薬物投与後各時間経過した成

熟マウスについて、クライスタットを用いて全脳凍結

冠状切片を作製し、免疫組織化学法を用いて海馬内の

APlファミリー蛋白質およびBrdU取り込み活性を検
討した。その結果、腹腔内投与2時間後では、対照群

の海馬においてFosファミリー蛋白質の中では、c-Fos、
FosBおよびFra2蛋白質の発現はほとんど観察されな
かった。 NMDA投与群では、歯状回頼粒細胞層におい
てのみ、 c-FosおよびFra2蛋白質の強い発現が観察さ
れたが、 FosB蛋白の著明な発現は認められなかった。
Junファミリーでは、対照群海馬にc-JunおよびJunB
蛋白質の発現が見られたが、 NMDA投与群ではc-Jun
蛋白質発現の増強のみが歯状回穎粒細胞層において観

察された。これに対して、 JunBおよびJunD蛋白質発
現は、いずれの海馬内神経細胞層においても NMDA投
与に伴い誘発されなかった。BrdUを二日関連続的に腹
腔内投与すると、脳内では特に嘆球、小脳および海馬

に著明な取り込み活性が認められたが、組織学的に海

馬を検討したところ、歯状回穎粒細胞層にのみ強い取

り込み活性が認められた。 NMDAをBrdUと同時に投
与すると、歯状図穎粒細胞層へのBrdU取り込みが強く
阻害されることが明らかとなった。これらより、NMDA
投与が一過性APlDNA結合能増強を介して、成熟脳
海馬歯状回頼粒細胞層における細胞増殖メカニズムを

抑制する可能性が示唆される。



1P・35

KainateとNMDAで誘導した神経細胞死に
おける Cdk5活性化サブ、ユニット p35の分

解様式の違い

。重量誌研，斎藤太郎，久永真市

東京都立大学大学院理学研究科生物科学専攻

p35は神経細胞でのみ発現されているCdk5の活性化サ

プユニットである。 p35/Cdk5は神経突起の伸長や神経

細胞の移動に関わっているとされている。最近、アル

ツハイマー病患者の脳内において、p35がカルパインに

より p25へと限定分解されることが報告され、 p35の

限定分解と神経細胞死との関連が示唆された。一方、さ

まざまな神経細胞死誘導系のなかで、グルタミン酸な

どのような興奮性毒性を示すアミノ酸による神経細胞

死の誘導は、生理的に又はある種の神経変性疾患で実

際に起こっているものと考えられる。しかし興奮性

アミノ酸で神経細胞死が誘導される時にp35がどのよ

うに代謝されているかはまだ明らかではない。我々は、

異なるグルタミン酸レセプターに対するアゴニストを

培養神経細胞に加えると、刺激されるレセプターの種

類によってp35の分解の様式も一様ではないことを見
つけたので報告する。

マウス胎児大脳皮質の初代培養神経細胞にグルタミン

酸、又は、 NMDA、カイニン酸をそれぞれ加えて、時

間経過を追って細胞の生存率を鋭察し、p35については

ウエスタンプロッテイングにより調べた。0.1rnMのグ

ルタミン酸又はNMDAを培地に加えると、 p35のp25

への限定分解が観察されたが、神経細胞死は誘導され

なかった。グルタミン酸と NMDAの濃度を 1rnMま

で上げると、p35の限定分解とともに神経細胞死も確認

された。それに対して、 0.1rnMのカイニン酸の存在下

では、神経細胞死が誘導され、 p35は消失してしまっ

た。p35の消失はカルパインのインヒピターでは阻害さ

れず、プロテアソームインヒピターによって抑制され

たことから、プロテアソームによる全分解と考えられ

た。これらの結果から、グルタミン酸によって引き起

こされる細胞死は刺激されるレセプターの種類によっ

て活性化される経路が異なり，少なくとも p35に関し

ては、 NMDAはカルパインを活性化してp35の限定分

解を引き起こし、カイニン酸はプロテアソームを活性

化してp35の全分解を引き起こすことが示された。

1P・36

初代培養海馬神経細胞における NMDA短期
暴露によるAP1DNA結合上昇

319 

。平居貴生丸山裕子倉本展行中村洋一

米田幸雄S

1金沢大学薬学部薬物学金沢大学薬学部微生物学

演者らは，マウス腹腔内へのNMDA投与に伴い，選択

的に海馬歯状回頼粒細胞層において，転写制御因子

APIDNA結合能が一過性に上昇することを既に報告

した。今回は、 NMDAの脳内移行性ゃあるいは動物の

過度興奮など，インビボ実験系の不便性を補足する目

的で，海馬初代培養神経細胞を用いて.NMDA暴露に

伴う APlDNA結合能の変化を検討した。[方法}培養

3日日のラット胎仔脳海馬から調製した初代培養神経

細胞を，種今の条件下でNMDAに暴露したのち，一定

時間経過後に細胞を集めて，ゲル移動度シフト法を用

いて APl結合能を測定した。{結果]NMDA (100-500 

μM)に2時間暴露後，直ちに細胞を集めてDNA結合を

測定すると.Mgイオン添加条件下の暴露の場合でも，

有意な APl結合上昇が誘発されたが.Mgイオンを添

加しない暴露条件の場合は，この結合上昇は Mgイオ

ン添加時に比べて2倍以上に増強された。これに対し

て.NMDAに短時間 (5分間)だけ暴露し、 2時間後

に細胞を集めた場合.Mgイオン添加条件下の暴露では

有意な結合変化は見られなかったが，暴露時に Mgイ

オンを除去すると .100μMNMDAにより約2倍，お

よび5∞μMNMDAにより 8倍以上の結合上昇がそれ
ぞれ観察された。この5分間.Mgイオン非添加.500

μMNMDA暴露条件では30分後にすでに約2倍の結合

上昇が見られ，暴露4時間後には約 10倍の上昇が認め

られた。 NMDAアンタゴニストのMK-801は，単独添

加ではAPIDNA結合に有意な影響を与えなかったが，

NMDA 添加に伴う結合上昇を完全に阻止した。 I考察]
以上の結果より，初代培養海馬神経細胞においても，一

過性のNMDAレセプター活性化ののち，一定時間経過

後にはAPl蛋白質が誘導される可能性が示唆される。
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1P・37

C6グリオーマ細胞における酸化ストレス

惹起GDNF発現と NF-KB活性化機構

。木綿しのぶ，大熊康修，西屋禎，宮崎浩之，上原

孝，野村靖幸

北大院・薬・薬理

グリア細胞株由来神経栄養因子glialcellline-deri ved 

neurotrophic factor (GDNF)は，中脳ドパミンニューロ
ンおよび運動ニューロンに強い生存活性を有する.最

近，我々は脳虚血時の神経細胞死がGDNF前処理によ
り抑制されることを明らかにしたが， GDNFの発現機
構についての詳細は未だ明らかではない.

ラットアストロサイト由来 C6グリオーマ細胞にお

いて， GDNF蛋白質の発現は活性酸素種H202処理の
時間，濃度依存的に増加した.また，この増加はチロ

シンキナーゼ阻害薬であるハーピマイシンAにより抑

制されたことから，HP2による GDNFの産生にはイ可
らかのチロシンキナーゼが関与していることが示唆さ

れた.GDNFのプロモーター領域に転写因子， NF-lCB 
の結合サイトであるK:B配列が存在することから，
GDNFの発現には転写因子NF-K:sの関与が示唆されて
いる.また HP2により NF-K:sが活性化されることも
知られている.NF-K:s (p50-p60-IK:Bα)の活性化におい
て， IK:Bキナーゼ (IKK)による IK:BαのSer-32，Ser-

36のリン酸化，それに続くプロテアソームによる IK:sα

の分解と活性NF-K:B化した (p50-p60)の核内移行が一
般的な経路として知られている.今回， IK:BαのSer-32，

Ser-36をAlanineに改変した優性変異体を強制発現さ

せた C6細胞を用いて検討したところ， H202刺激によ

るGDNFの発現量に変化は認められなかった.この結
果より，この系における GDNFの発現にNF-K:Bの活
性化が重要でない可能性も考えられた.しかし，活性

酸素種によるNF-K:Bの活性化機構については不明な点
が多い.とくに活性酸素種による NF-K:Bの活性化は
IKKの活性化を含むのか否かについても現在のところ

不明である.そこでH202によるNF-K:Bの活性化機構
について検討を行ったところ， H202処理により IkBα

の分解が生じることが明らかとなった.さらに現在，

IKKおよび/または他のキナーゼの関与について検討

中である.

1P・38

Cdk5活性化サブユニット p35のカルパイ

ンによる限定分解~分解部位とリン酸化に

よる分解制御の解析~

。藤田悠一，斎藤太郎，久永真市

東京都立大学大学院理学研究科生物科学専攻

Cdk5は分化し、分裂しない神経細胞で活性が認められ

る特異なサイクリン依存性キナーゼ(Cdk)であり、大

脳皮質の層構造形成に関わっていることが知られてい

る。Cdk5は調節サプユニットである p35によって活性

化され、 p35の量はユピキチン・プロテアソーム系によ

る分解で制御されている。一方、神経細胞の細胞死誘

導時に、p35はカルパインにより N末98アミノ酸を欠

いたp25に限定分解される。しかし、カルパインの基

質認識機構はまだ判っておらず、p35についても限定分

解に必要な領域は不明である。今回、限定分解に関与

する p35のアミノ酸領域を解析したので報告する。p35

のcDNAよりアミノ酸置換した、又は一部のアミノ酸
領域を欠いた p35遺伝子を作製し、これを reticulocyte

lysateのinvitro無細胞翻訳系で翻訳した蛋白をinvitro 

限定分解系として用いた。Reticulocytelysate中のCdk5

と結合したp35をCdk5の抗体で免疫沈降し、 Cdk51

p35 complexを得た。これにラット脳抽出液と Ca2+ 
を加え、限定分解反応をおこなった。カルパインによ

る分解は分解部位のN末側のアミノ酸に依存するとさ

れているが、分解部位のN末側アミノ酸をGlyに置換
した変異体では影響が見られず、切断部位を中心に25

アミノ酸を欠いた変異体では限定分解が抑えられた。

このことは、カルパインが基質の一次配列ではなく、二

次あるいはそれ以上の高次構造を認識し、基質を分解

することを示唆するものである。一方、 p35のリン酸化

も限定分解に関わっていることがinvitroの実験から示

されている。p35の限定分解に関わるリン酸化について

明らかにするため、まずCdk5による自己リン酸化部位

と考えられる sprrp配列の Ser及びThrを全てAlaに

置換した変異体を用いてリン酸化による限定分解への

影響を見たが、正常なp35との違いは認められなかっ

た。このことから、 Cdk5による自己リン酸化以外の可

能性も考え、限定分解に関わる p35のリン酸化部位の

同定をおこなっているところである。



1P・39

ラット脳および培養海馬神経細胞における

CaMキナーゼキナーゼ分子の発現とリン酸
化反応

。笠原二郎，上江洲章吉，福永浩司，宮本英七

熊本大学医学部薬理学第一講座

私達は脳内におけるカルモデユリン (CaM)キナーゼ
分子の発現、リン酸化/活性化反応およびその機能的

役割を検討している。CaMキナーゼキナーゼ(C必ilKK)

はCaMキナーゼI、IVを活性化するキナーゼであり、

αとpの二つのアイソフォームの存在が報告されてい
る。それぞれのアイソフォームに対する特異的ポリク

ローナル抗体を作成し、CaMKKの(1)脳内発現パター

ンをイムノプロット法、 (2)培養海馬神経細胞における

発現を免疫染色法、 (3)リン酸化反応を32pラベリング

によって検討した。

(1) CaMKKα とpは、脳内において異なる発現パター
ンを示した。αとPは共に大脳皮質と海馬に豊富に存在
した。 αは嘆球、大脳基底核、脳幹部で発現が認められ
たが、。の発現はきわめて弱かった。一方、小脳ではp
の発現が強く、 αの発現はきわめて弱かった。

(2)培養海馬神経細胞では、 CaMKKα免疫反応性は神

経細胞の核、細胞体、細胞体近傍の神経突起に認めら

れた。一方、 CaMKK~ 免疫反応性は、細胞体と神経突
起全般に認められ、核には認められなかった。

(3)培養神経細胞を32pラベルしてグルタミン酸、高カ

リウムで刺激した。いずれの刺激によっても、CaMKKα

と9のリン酸化反応は顕著に増大した。 CaMKKは初
vitro実験によって、CaM存在下に自己リン酸化反応を
示すことから、神経細胞の刺激による CaMKKのリン

酸化反応増大は、主として白己リン酸化反応によるも

のと考えられる。また、グルタミン酸刺激によるリン

酸化反応の増大はNMDA受容体阻害薬D-APVによっ

て抑制され、高カリウム刺激によるリン酸化反応の増

大は、 L型Caチャネル阻害剤lニフェジピンによって抑
制された。これらの特徴は、以前に報告したCaMキ

ナーゼH、IVのリン酸化反応と類似していた。

以上の結果は、 CaMKKがCaMキナーゼ11、IVと

同様に神経活動に伴って活性を調節されていることを

示している。更に αと9の二つのアイソフォームが脳
内及び神経細胞内において異なる局在を示したことか

ら、両アイソフォームは異なる機能的役割を持ってい

ることが示唆された。

1P-40 

シナプスの形成に関するフォスファチジル

イノシトール4-リン酸化酵素の役割
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。申然淑，東日陽博

金沢大学大学院医学研究科細胞遺伝子学講座

[目的]神経伝達物質放出のメカニズムに関わる種#の

調節タンパク質のうち、 Ca2+結合タンパク質である

frequeninはその一つである。 frequenincDNAを過剰

発現した神経腫蕩NGI08-15細胞ではアセチルコリン

の自発的および誘発的放出が増加した。しかし、

frequeninが神経伝達物質の放出に関与するメカニズム

についてはまだ十分な見識が得られていない。

frequenin に結合するタンパク質としてフォスファチ

ジルイノシトール4ーリン酸化酵素 (PI4K)が酵母にお

いて見出されている。 PI4Kは、フォスファチジルイノ

シトールのイノシトール環の4位をリン酸化する酵素

で、細胞内シグナル伝達に重要な役割を果たすフォス

ファチジルイノシトール4、5-2リン酸(Ptdlns-4，5-P 2) 

の産生の前段階を担っている o今回、 frequeninがPI4K

を介して伝達物質放出メカニズムに関与しているか否

か、またPtdlns4，5-P2の細胞内発現量を変えるとどの

ような細胞機能の変化が生じるかを知る目的でPI4K

cDNAの細胞内導入を試みた。まず、始めに PI4K

cDNAを導入したNGI08-15と併霞培養した筋繊維か

ら発生する微小終板電位(mepp)の測定を測り、シナプ

スでのPI4Kの関与を調べたので報告する。[方法]ラッ

ト新生仔の後肢から筋芽細胞を単離してコラ ゲン塗

布皿に一週間培養し、筋繊維を完成させた。そこに

NG 108-15 (2 x 104cells/35-mm dish)を加えて筋繊維と

並置培養した。NG108-15細胞への PI4KcDNAの導入

にはLipofectaminePLUSを用いた。並置培養と同時に

cAMPを培養液に加えてNG108-15細胞の分化を誘導

した。並置培養による機能的な神経筋シナプスの形成

は電気生理学的な測定を 1-7日行う。測定はオリンパ

スの簡易培養顕微鏡を利用した。電極問抵抗を 7MQ

から 15MQに保った微小関電極を筋細胞内に挿入し、

膜電位を得た。 NG108-15から遊離されたアセチルコ

リンにより、 meppを記録した。 2分閑測定して4つ以

上の meppを発生する細胞を同定した。[結果]mepp 

を発生する細胞の割合は、 PI4Kを導入した NG108-15

細胞と並置培養した筋繊維の方が対象群の方より高

かった。この結果から PI4KはNG108-15細胞と筋繊

維聞のシナプスでアセチルコリンの放出を増加させ、

筋繊維のmeppの発生に関与していると考えられるo



322 神経化学 Vol.39(No.3)，2000 

1P・41

交感神経興奮によるラット心室心筋肉で‘の

サイクリック ADPリボース形成の上昇

。張家生東田陽博横山茂野田百美2

1金沢大学大学院・医・細胞遺伝子学九州大学大学

院・薬・病態生理学

交感神経興奮により、心収縮と心拍数は増加する。心

収縮増加に対する、これまでの仮説は、放出されたノ

ルアドレナリンにより、。アドレナリン受容体を刺激

し、生じたcAMPにより Aキナーゼが活性化され、引

き続き L型Ca2+チャネルがリン酸化された結果、 Ca2+

流入が増加し、それがさらにリアノジン受容体からの

大量のCa2+放出を生じることからそのCa2+放出が多く

なると収織が増加すると説明されてきた。一方、この

リアノジン受容体からのCa2+放出にサイクリックADP

リボース(cADPR)が協調的に関与していると考えられ

ている。それならば、 Pアドレナリン受容体により、
cADPRの産生もコントロールされているのではないか

と考え、この仮説をラット心筋で検証することにした。

[方法]細胞表面膜を酵素源とし、 ADPリボシルシク

ラーゼを PH]NADからの [3H]ADPRの産生を TLC

で、さらに、 NGDからのcADPRの産生を蛍光分光学

的に測定した。[結果]ラット心筋粗膜分画で5.62nmoν

minJmgproteinのADPリボシルシクラーゼの活性が得

られた。イソプロテレノール (EDso=約50nM)添加

により、約1.8培活性が上昇した。プロプラノーロール

により阻害された。lOnMGTPも活性を上昇させたが、

イソプロテレノールとの同時添加で相加的や相乗的な

上昇はみられなかった。コレラ毒素を前投与したラッ

トではこの上昇が喪失していた。[考察]以上の結果は、

心室筋細胞膜表面膜に、pアドレナリン受容体からADP
リボシルシクラーゼにGタンパクを介して伝わる信号

伝達経路があることを示唆している。交感神経刺激に

よる心機能調節にこの信号伝達系が関与していると思

われる。

1P-42 

副腎髄質ク口マフィン細胞における分泌頼

粒運動の実画像解析

。今泉美佳，大久保晋吾，林光紀，保坂早苗，笹川

展幸，熊倉鴻之助

上智大学生命科学研究所

クロマフイン細胞の関口分泌機構は、高透過性細胞

等を用いた実験結果より、分泌頼粒を releasablepool 

へ供給し、放出可能な状態 (MgATP依存性プライミン

グ)にする分泌穎粒供給過程と、 Ca2+依存性関口過程

の少なくとも 2つの過程から構成されていると考えら

れている。我々は、分泌穎粒供給過程の分子機構に注

目し、すでにミオシン軽鎖キナーゼ(MLCK)、アクチ

ンフィラメント、及びアクチンーミオシン相互作用がこ

の過程において重要な役割を持つことを高透過性細胞

系および正常細胞からのカテコールアミン分泌動態解

析(リアルタイムモニタリング法)により示唆してき

た。今回は、より詳細に分泌穎粒供給過程を解析する

ために、蛍光ラベルした分泌穎粒運動の実画像解析を

行った。

培養クロマフイン細胞をLysoTrackerGreenDND-26 

(LTG)でp陀 incubationし(100nM， 30 min)、クロマ

フイン頼粒をラベルしたのち、蛍光顕微鏡下に置き、冷

却型デジタルCCDカメラを用いて刺激後の頼粒の運動

変化を経時的に観察した。高カリウム刺激後、 2分後か

ら2分間の運動解析では、 Control細胞では素速く動く

(0.5μm/s以上)頼粒が全額粒のうち約25%あり、始点

からの移動距離も長かった (2.5μm以上)。アクチン

フィラメントをモノマーに解離させ、アクチンーミオシ

ン相互作用を阻害する物質、 MycalolideB処理、また

MLCK阻害剤Wortmannin処理によりこれらの穎粒の

出現が濃度依存性に見られなくなったことから、これ

ら素速く動く穎粒はアクチンーミオシン相互作用に

よって放出部位へ移動、供給されていることが示唆さ

れた。



1P・43

単離ニュー口フィラメントによる高次架橋

構造の的 vitro形成

。倉知正1，Leterrier Jean-Francois2，小宮義埠内田
敦子4，5，田代朋子5

1群馬大学医学部分子病態学教室ポワテイエ大学細問

相互作用研究施設群馬大学医学部分子病態学教室

東京都立大学理学部生物学科青山学院大学理工学部

化学科

ニューロフィラメント (NF)を構成する三種類のサブユ

ニット蛋白のうち、 NF-Lは典型的な中関径フィラメン

ト蛋白であるが、 NF-HとNF-Mは、 C-末端側に長い

延長部分を具えており、部位および発育過程によって

NFに含まれる量やリン酸化状態が異なることから、NF

同士あるいはNFと他の細胞骨格構造との相互作用に関

与すると考えられている。このような相互作用は軸索

の安定化に寄与する反面、老化神経や一部の神経変性

疾患にみられるNFの異常蓄積の要因となる可能性があ

る。我今は、 NF防相互作用とその調節機構を明らかに

する目的で，ラット脊髄から単離した NFを材料に、ピ

デオ増強微分干渉(VEC-DIC)顕微鏡法、蛍光抗体法、

および蛍光標識NFを用いて、 NFの形成する高次架橋

構造を観察した。 NFはLeterrierらの方法により、可

能な限り intactな状態で脊髄から抽出し、ショ糖密度勾

配達心で精製した。成熟動物由来NF(3mg/mJ)を VEC-

DIC顕微鏡で観察すると、 (A)密度の高い、ロープを束

ねたような構造と、 (B)コントラストの低い繊維状物質

を含むマット状構造、の二種類の大きな構造が共存し

ていた。抗NF-H抗体を用いた蛍光抗体法で、 (A)は非

常に明るく染まり、 (B)は細かい繊維の絡み合った三次

元の網目構造であることがわかった。 (B)の状態のNF

はfallingball法で粘度上昇が検出されることから、こ

れまでに報告されているNFゲルに相当すると考えられ

る。網目の構成繊維はほぼ直線的であるが、アルカリ

フォスファターゼ(ALP)処理によって、やや縮れた繊

維となる。一方、 (A)はこれまでに記載のない、規則性

のある NF凝集体である。 (A)は非常に安定で、 ALP処

理、高イオン強度などでは分散不可能であった。更に、

精製NF(pN町およびこれを脱リン酸したもの(dpNF)

をローダミン標識し、未標識pNFあるいはdpNFと混

合してinvitro再構成実験を行った結果、pNFは的vitro
でも大きな凝集体を形成するとともに、これに容易に

組み込まれることがわかった。これに対して、 dpNFは

より細かく分散しており、 pNF凝集体にも組み込まれ

にくい。invitroで形成されるこのような構造は、NF濃
度の高い軸索内では充分形成可能であり、 invivoでの

架橋構造調節機構を研究する上で有用な手掛かりを与

えると考えられる。

1P-44 

ニュー口フィラメントーHE-segmentの

GSK3sによる特異的リン酸化

。佐々木孝寛人田両万悟石黒幸一九内回敦子

斎藤太郎磯辺俊明久永真市1

1東京都立大学大学院理学研究科生物科学専攻東京都

立大学大学院理学研究科化学専攻三菱化学生命科学

研究所
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ニューロフィラメント (NF)は、軸索の最も主要な骨

格成分であり、軸索直径の決定に関わると考えられて

いる。 NFは分子量の異なる 3つのサブユニット (NF-

L、NF-M、NF-H)から構成されている。分子量の大

きいNF-MとNF-HのC末尾部はフィラメント軸から

突出し、 NF閉または他の細胞内構造と相互作用をする

領域となり、その相互作用はC末尾部中央に存在する

KSPrepeatのリン酸化により調節されていると考えら

れている。一方、 KSPrepeatのN末端側に位置する種

間で保存されたGluに富んだ‘領域 (E-segment)にも多

くのSer、百lrが存在するが、それらのリン酸化につい

ては全く解っていない。我々は、 NF-Hのリン酸化の全

容を明らかにするため、ラット脳から CDK5やMAP

キナーゼと異なる NF-HC末尾部キナーゼを精製し、そ

れがGSK3sであったこと、そのリン酸化部位は KSP

repeatとE-segmentにあることを昨年報告した。今回

我々はE-segment内のGSK3sのリン酸化部位を二次

元ホスホペプチドマッピングと推定リン酸化部位のア

ミノ酸置換変異体の解析から特定した。この結果、リ

ン酸化部位はKSPrepeatのすぐN末端側にある SP配

列のSer493であることが判明した。また、前回はKSP

repeatを含むC末尾部全体を基質としたため、 KSP

repeat部分のリン酸化を反映したキナーゼ活性として

GSK3sが単離されたと考えられる。そこで Ser493を

含むE-segmentをリン酸化するキナーゼを E-segment

部分のみを基質に用いてラット脳から再検索した。脳

抽出液から E-segmentキナーゼ活性をカラムクロマト

グラフィーにより精製したところ各段階で単ーな活性

として部分精製された。この活性はLiClにより阻害さ

れ、また活性ピークの抗体との反応性から GSK3sであ

ることが判明した。さらにSer493は他のプロリン指向

性キナーゼによってはリン酸化されにくいことから、

GSK3sが唯一のSer493キナーゼと考えられた。ラッ

ト脊髄から単離したNF-HのE-segmentのリン酸化状

態をMALDIITOFmassspec位umetryを用いて調べたと

ころ、Ser493はmVlvoでもリン酸化されていることが
示された。現在は、この部位のリン酸化の役割lを構造
的側面から検討しているところである。
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1P・45

ラット坐骨神経における puromycin-

sensitive aminopeptidaseの軸索内輸送

。山本賢矢嶋隆一三知久馬敏幸九平野久山

本好男三酉克治大久保岩男加藤武1

1横浜市大・院・総合理学特殊免疫研昭和薬大・薬

品分析横浜市大・木原生研滋賀医大・法医滋賀医

大・二生化

神経ペプチドの作用はその分解酵素によって停止する

と考えられている o puromycin-sensitive 

aminopeptidase (PSA)は最初にエンケファリンの分解

酵素として単離されたが、その後、 invitroにおいて、

コレシストキニン、ダイノルフィン、ソマトスタチン

のような様身な神経ペプチドの不活性化に関与するこ

とが示された。 PSAは他の器官と比べ脳に最も高く発

現する。脳には膜結合形態(約20%)のPSAが存在す

るけれども、 PSAの細胞内分布は大部分が可溶性形態

(約 80%)として細胞質内に存在することが示されてお

り、invivoでのPSAの神経ペプチド分解機能は疑問視

されている。もしPSAが神経ペプチド分解に関与して

いるならば、それは順行性軸索輸送されているであろ

う。そこで本研究ではラット坐骨神経2重結紫法を用

いて、 PSAの軸索内輸送を調べた。結費量0，48，120時

間後に坐骨神経を取り出し、酵素活性測定、 Westem

blotting、免疫組織化学的手法によって分析した。生化

学的、免疫学的分析の結果は、結紫48時間後に、 PSA

がラット坐骨神経中を主に順行性輸送され、また少し

の逆行性輸送されていることを示した。これはPSAが

細胞外神経ペプチド分解に関与していることを示す。

ラット坐骨神経中膜形態PSAの基質とその機能はまだ

不明であるが、 PSAは神経情報伝達の調節に働いてい

るであろう。

1P-46 

アルミニウムのパルス曝露による的 vivo系

での軸索輸送障害

。柏木雄次郎，福所英里子，中村祐，松本均彦，武

田雅俊

大阪大学大学院医学系研究科神経機能医学・精神医学

アルツハイマー病の環境危険因子のーっと考えられて

いるアルミニウムの神経毒性はよく知られているが、

その毒性機序については未だ解明されていない。この

毒性機序を検討するために、種今の動物モデルが検討

されてきた。

これまで、我々はラット初代神経培養細胞において、培

養初期(培養開始6時間後)にアルミニウムを高濃度・
短時間曝露(パルス曝露)させるとニューロフィラメ

ント Lと速い軸索輸送蛋白質の異常分布が生じるにも

かかわらず、チュプリン、アクチン、クラスリンなど

遅い軸索輸送蛋白には異常が生じないことを報告して

きた。

今回、我#はアルミニウムを妊娠9日目のラット母体

の腹腔内に投与することで、出生仔の脳においてinvivo

系でも同様の変化が起こり得るのかどうかを検討し

た。

その結果、生後7日Bのラットの大脳各部位において、
対照群ではニューロフィラメント陽性の線維構造の形

成が認められるのに対し、アルミニウム投与群ではそ

のような構造の形成はほとんど認められなかった。ま

た生後 16日目の所見では、対照群でさらに線維構造が

増加していたが、アルミニウム投与群では線維構造の

形成が著しく遅延していた。一方、ニューロフィラメ

ント傷性の線維状構造物の減少・消失により空白とな

る部位 (radialglial fiberの下縁)を同じ中間径線維に

属するピメンチンの抗体で免疫染色したところ、濃く

染色された。これは本来この時期には消失しているは

ずのピメンチンが残存して軸索形態維持を代償してい

るものと考えられた。

また、神経機能発達検査 (rightingreflex、negatlve

geotaxis:これらは共に、原始反射の一種であり、中枢

神経と筋の統合運動発達の程度を示す)を行ったとこ

ろ、アルミニウム投与群では対照群に比べ新生児期早

期において中枢神経と筋の統合運動発達の遅延が認め

られた。

これらの結果から、アルミニウムの神経毒性について

病理学的変化と神経機能を検討しうる動物実験モデル

系を提供することができた。また、アルツハイマー病

脳では、ニューロフィラメントの分布異常と軸索輸送

の異常が認められている。アルミニウムの神経毒性を

アルツハイマー病の病理過程には共通する部分がある

と言える。
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老化ラットで選択的に見られる NF-Mの合

成量低下と軸索輸送速度の滅少

。内田敦子lj，田代朋子2，'J、宮義湾久永真市E
I東京都立大学大学院理学研究科生物科学専攻青山学

院大学理工学部化学科群馬大学医学部分子病態学教

室

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。 NFは他の細胞骨格と同様に細胞体で合成され、

1日に 1mm程度の遅い軸索輸送により軸索末端へと供

給される。NFの輸送機構については不明な点が多いが、

NFの輸送速度は老化に伴い低下することが知られてい

る。老化に伴い発症率が増加する筋萎縮性側索硬化症

(ALS)では軸索内にNFの蓄積が頻繁に見られる。ALS

の疾患モデル動物では、軸索内の NFの蓄積に先立ち

NFの軸索輸送速度が低下することから、その背景には

老化による軸索輸送障害が関与していると考えられ

る。そこで老化に伴う NFの軸索輸送速度の低下の原因
はNFの構造変化と関連があると考え、老齢ラットと若

齢ラットのNFについて比較検討を行っている。前回の

大会で、老齢ラットでは脊髄前根を含む軸索近位部の

NF密度は高く、遠位部では密度が低くなり、 NF-Mの

割合がNF-H、NF-Lに比べ減少していることを報告し

た。今回は、 NF-Mの減少が合成、輸送のどの段階で

生じているかを明らかにするために各サブユニットの

合成比と輸送比について調べた結果を報告する。まず

定量的RT-PCRにより、mRNA量を調べたところ、老

齢ラットではすべてのNFサブユニットのmRNAレベ
ルが若齢ラットに比べ減少していたが、特にNF-Mの

mRNAレベルが著しく減少していることがわかった。

次に運動神経細胞体のある脊髄前角部位に[35S]メチ

オニンを注入し、合成直後のNF蛋白の構成比を調べた

ところ、mRNAレベルと同様に、老齢ラットでは NF
蛋白全体の合成量が低下しており、中でも NF-Mの減

少の割合が著しかった。さらに坐骨神経における各NF

サブユニットの軸索輸送速度と輸送量を調べたとこ

ろ、老齢ラットではすべてのサブユニットの軸索輸送

速度が若齢ラットに比べ低下していた。また若齢ラッ

トではNF-Mの輸送速度がNF-Hに比べ速いのに対し、

老齢ラットではNF-Mの輸送速度がNF-Hに比べ低下

していた。これらの結果は、老齢ラット軸索内でのNF

の密度変化はNF-Mの合成量並びに輸送量の低下に起

因することを示唆し、 NFの輸送機構において、 NF-M

が輸送速度決定に重要な役割を果たしている可能性が

考えられる。

1P・48

ミクログリアの膜ラッフリング形成におけ

るシグナル伝達と Iba1の機能解析

325 

。金津裕子，今井嘉紀，大津圭子，佐々木洋，上回

睦明，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は2つのEFハンド構造を有する分子量 17kDaの

カルシウム結合タンパク質であり、脳内ではミクログ

リアに特異的に発現する。ミクログリア細胞株MG5を

用いてIba1の細胞内局在を検討した結果、Ibalはラッ

フリング部位に集積することが明らかとなった。そこ

で、 Iba1を線維芽細胞に強制発現させ、アクチン細胞

骨格とシグナル伝達において解析した。 Iba1発現細胞

ではPDGF刺激による膜ラッフリングの増強がみられ、

Ibalはラッフリング部位に集積していた。これに対し

て、糸状仮足やストレスファイバーの形成にはIba1の

発現による変化は認められなかった。線維芽細胞での

ラッフリングに関与するシグナル伝達分子として PI3ー

キナーゼが知られており、 PI3ーキナーゼの阻害剤であ

るワートマニンで処理すると正常細胞においてはラッ

フリングが抑えられた。これに対して、Iba1発現細胞

ではワートマニン処理によってもラップリングは抑え

られなかった。そこで、自己リン酸化部位のチロシン

残基をフェニルアラニンに置換した変異体PDGFレセ

プターを用いて検討した結果、 lbal発現細胞ではPI3ー

キナーゼだけではなく、 PLC-yを介しでもラッフルが

形成されることが明かとなった。GST-PAKによるPull

Down法でRacの活性を調べると、 Ibal発現細胞では

PI3ーキナーゼに加えてPLC-yを介してRacの活性がみ

られ、ラッフリングの結果と一致した。さらに lba1が

PLC-yと結合することも示され、 lbalはPLC-yから

Racに至るシグナル伝達経路を形成することが示唆さ

れた。実際に、 Iba1を内在的に発現している MG5を

PLC-yの阻害剤であるU73122で処理すると M-CSFに

よって引き起こるラッフリングが抑えられた。以上よ

りミクログリアのラッフリングは線維芽細胞とは異な

り、チロシンキナーゼ型レセプターの活性化により主

にPLC-yを介してラップリングが起きることが示され

た。 Iba1はPLC-yの関与する新しいシグナル伝達経路

で機能する重要な分子であり、ミクログリアの強い遊

走能の分子的基盤となっていることが示唆された。
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PC12D細胞神経突起内におけるべルオキ

シソームの局在性と運動性に関する解析

。石川哲也1，111井千景人佐野護湊川洋介1
2川崎医大・医・生化_2京都府医大・医・生物

[目的]Zellweger syndromeのようなペルオキシソーム

病では，神経系にも障害が生じる.従って，ペルオキ

シソームが神経系で重要な役割を担っていると考えら

れる.しかし，その役割についてはほとんど明らかに

されていない.神経終末などにペルオキシソームが存

在すると言う報告はあるが，どれくらいの数のペルオ

キシソームがどのように分布しているのか示した報告

はない.そこで，神経系のペルオキシソーム機能を明

らかにするために，まず神経突起におけるベルオキシ

ソームの局在性と運動性を調べた.

[方法]ペルオキシソームを検出するために， EGFP 

(Enhanced Gre叩FluorescentProtein)にperoxisome

targeting signa11 (Ser-Lys-Leu-COOH)を連結させた

EGFP-SKLを発現するプラスミドpEGFP-SKLを作製

した.pEGFP-SKLを培養神経系細胞PC120細胞にト

ランスフェクションした後，培地に NGFを加えて神経

突起を伸長させた.そして2日後に蛍光顕微鏡を用い

緑色の蛍光としてベルオキシソームを検出した.

[結果]ベルオキシソームは神経突起中，特に growth

cone， varicosity，分岐点に多数観察できた.神経突起

伸長作用を持つ， dbcAMP， forskolin， staurosporine 

を用いても神経突起中にペルオキシソームが観察でき

たことから，ペルオキシソームの細胞体から神経突起

中への移行はNGFの直接的効果と言うより，神経突起

の伸長と関係があると考えられる.また，短い神経突

起中にも観察でき，非常に長い神経突起中には非常に

多くのベルオキシソームが存在していた.さらに，

neura1 termina1-like strunture中や， activeなgrowth
cone中にも観察できたことから，ベルオキシソームは

そのような神経突起の重要な部分で何らかの役割を

担っていると考えられる.また，ペルオキシソームが

神経突起内を anterogradelyおよびretrogradelyに移動

する様子も観察できた.以上のことから，細胞体で作

られたペルオキシソームはanterogradetransportによ

り神経突起中を移動してgrowthconeまたは neura1

terminalへ移行する.そこで何らかの機能を発揮しそ

の後， retrograde住組sportにより細胞体へもどるので

はないかと考えられる.

1P・50

変異SOD・1と野生型SOD・1の培養細胞内

凝集体における共存

。豊島至菅原正伯和田千鶴I，IJ、出隆司中
野亮一2

1秋田大学医学部第一内科新潟大学脳研究所神経内科

家族性筋萎縮性側索硬化症(FALS)の一部はsuperoxide

dismutase-l (SOO-I)の変異が原因となる。変異SOO-

1はニューロン内に凝集体を作り、これに様身な分子が
関与することが知られているが、細施死機構の詳細は

明らかでない。今回は変異SOO-1と野生型SOO-1を

蛍光ラベルし、細胞内発現の経過をビデオ顕微鏡で観

察したので報告する。方法:野生ヒト SOO-1をgr田 n

fluorescein protein (GFP)でラベルし(Koideet a11998) 

変異SOO-1をredfluorescent protein (RFP)でラベ

ルした。これを、同時に、 COS7細胞に発現させ蛍光観

察した。長時間蛍光観察には、光源を 0.01%に減光し

3CCOカメラで取り込み、タイムラプスビデオで記録

した。結果:COS7細胞内に発現した RFPラベル変異

SOO-1は、主に核周囲に凝集体を形成した。 GFPラベ

ル野生SOO-1は多くの細胞で凝集体内に共存し、

G85R、d126p、G93Aの願で多く見られた。共存の程

度は凝集体の大きさには必ずしも依存しなかった。凝

集体の存在する細胞では変異SOO-1の背景蛍光は低

かったが、野性型SOO-1は凝集体を含まない細胞と同

様の細胞質内蛍光を示した。凝集体が存在する COS7

細胞は24時間程度では細胞死に至らなかった。結論:
変異SOO-1による FALSは優性遺伝なので、同一細胞

内に変異SOO司1と野生型SOO-1が共存するが、互い

の関係が明らかでない。今回は、この両者を同時発現

させたときに、野生型SOO-1が変異SOO-1による凝

集体形成に関与することを明らかにした。しかし、そ

の関与は一様ではなく、また、変異によっても差が見

られ、細胞質内の一部の野生型SOO-1がこれに加わる

にすぎないことも明らかになった。運動ニューロン細

胞死の機序については今後の検討が必要である。
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システインプ口テアーゼインヒビターによ

るアス卜口サイトの分化誘導機構の解明

。長谷川明子L岩崎靖乃山岡真久小III 正晴
池中一裕1

1岡崎国立共同研究機構・生理学研究理化学研究所脳

科学総合研究センター細胞培養技術開発チーム

我々は、これまでにGFAPプロモーターの活性化を指

標に、グリアの分化誘導因子を探索し、システインプ

ロテアーゼの内因性インヒピターであるシスタチン C

を単離した。本大会では、シスタチン Cがグリア細胞

の分化に影響を与えるかを検証するために、ラットの

0-2A前駆細胞株である CG4を培養し、培養液中にシ

スタチン Cを添加した。その結果、添加後4・6日目で

GFAP陽性細胞の数が増加した。この GFAP陽性細胞

の増加は、シスタチン Cの濃度に依存して起こること

も明らかになった。さらに、他のシステインプロテアー

ゼインヒピターであるE64を培地中に添加した際にも、

GFAP陽性細胞の数が有意に増加することが明らかに

なった。一方セリンプロテアーゼインヒビターである

アプロチニンを培地中に添加した際には、 GFAP陽性

細胞数の有意な増加は認められなかった。これらの結

果から、シスタチンCはシステインプロテアーゼを阻

害することにより、アストロサイトへの分化を誘導し

ていることが考えられる。現在、マウスの脳初代培養

細胞を用い、シスタチンCの作用を検討している。
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Expression patterns of gliosis-specific 

transcription factor， OASIS and Proteogly-
can Core Protein genes in the CNS glial 

scar 

。KenISEKI'.2， Takuya NIKAIDO'， Tetsuji MORI¥ 

Seita HAG町0'，Junk'O TAKEDA'， Yuxiang 

ZHANG'.2， Hiromi T AKAKI'， Mayuuu T AKEUCm'， 

Sachihik'O YOKOYA'， Masahir'O MURAKAWN， Aki'O 

WANAKA' 

'Department 'Of Cell Science， Institute 'Of Bi'Omedical 

Sciences， Fukushima Medical University， 2Dep征tment

'Of Anesthesi'Ology， Sch'O'Ol 'Of Medicine， Fukushima 

Medical University 

OASIS is a n'Ovel member 'Of白eCREB/ATF住anscrip-

tion fact'Or family. Its gene expressi'On is specifically 

upregulated in gli'Osis after brain injury. Ch'Ondr'Oitin 

sulfate prote'Oglycans (CSPGs) are als'O upregulated in 

such a glia1 scar and inhibit ax'Onal regenerati'On. We 

hyp'Othesize that OASIS may be inv'Olved in transcrip-

tion 'Of s'Ome， if n'Ot all， 'Of the CSPG c'Ore protein 

genes and make lesi'Ons n'On-perllUssive t'O regenerating 

ax'Ons. We first c'Omp紅'ethe OASIS gene expressi'On 

with the glial fibrillary acidic protein (GFAP) and 

TAPA (marker 'Of proxima1 reactive astrocyte) immu-

n'Oreactive cells in cry'O-injured m'Ouse brain. The dis-

tributi'On pattern of the OASIS mRNA-p'Ositive cells 

'Overlapped with that 'Of the cells strongly positive f'Or 

TAPA immunoreactivity and partia11y with GFAP-posi-

tive cells. We next exarnined出eexpressi'On 'Of severa1 

PG c'Ore protein genes in a glial scar using in situ 

hybridizati'On. The genes f'Or c'Ore proteins 'Of NG2 pro-

teoglycan， Ph'Osphac佃， Brevican，阻dVersican were 

intensely expressed in the lesi'Ons. When we c'Ompared 

the expressi'On 'Of these PGs with OASIS expressi'On 

pattern by d'Ouble labeling 'Of in situ hybridizati'On and 

immun'Oflu'Orescence， NG2 pr'Ote'Oglycan c'Ore protein 

gene expressi'On 'Ov巴rlappedsignificant1y with OASIS 

expressi'On. Since NG2 prote'Oglycan is kn'Own as a 

marker 'Of the 0-2A progenit'Or cells， OASIS is likely 

to be expressed in血eO・2Aprogenit'Or cells in addi岨

ti'On t'O reactive as佐ocytes.C'Onsistent with this n'Otion， 

Versican a1s'O sh'Owed 'Overlapping pattern with that 'Of 

OASIS. On the 'Other hand， Brevican and Ph'Osphacan 
gene expressi'On was rather siuular t'O GF AP expressi'On 

pattems (dista1 reactive astr'Ocytes). 百lesefindings 

suggest that OASIS is upregulated in 0-2A progenit'Or 

cells and proxima1 reactive astrocytes and is inv'Olved 

in prote'Oglycan producti'On. 
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Transcriptional activity of gliosis-specific 

transcription factor， OASIS， that belong to 

the CREB/ATF family 

。TakuyaNlKAIDO" 2， Ken ISEKI'， Tetsuji MORI'， 

Seita HAGINO，，2， Junko TAKEDA'， Yuxiang 

ZHANG'， Hiromi TAKAKI'， Mayumi TAKEUCHI'， 

Sachihiko YOKOY A'， Shin-ichi KIKUCHF， Akio 

WANAKA' 

'Dep紅白nentof Cell Science， Institute of Biomedica1 

Sciences， Fukushima Medical University， 2Department 

of Orthopedic Surgery， Fukushima Medical University 

A novel member of the CREB/ATF family， OASIS， 

isolated from long-term cultured astrocyte is upregu-

lated in the cryo-injured cerebra1 cortex and the distri-

bution of the OASIS-positive cells resembled those of 

several inhibitory proteoglycans (see Iseki et. a1.， this 

meeting). The open reading 企'ameof OASIS gene is 

1560bp long， which encodes a 520-amino acid protein 

with bZIP domain. We first examined transcriptiona1 

activity of full-Iength OASIS with GAL4-UAS-

luciferase reporter assay in COS7 cells， OASIS protein 

activated transcription， but did not inhibit basal trarト

scription driven by AdML promoter. To determine crit-
ica1 portion(s) of the OASIS protein in transcriptiona1 

activation， we next exarnined whether various deletion 

constructs of OASIS gene affected the activity. The 

assay revealed that阻 activationdomain lies in a 

reglOn up柑巴amof白ebZIP domain. We are further 

narrowing down the region with PCR-based mutagene-

sis.針。，teinscontaining a bZIP domain are known to 

bind specifically to their cognate DNA recognition 

sequences， CRE to regulate gene expression. To ascer-

tain whether the OASIS protein was able to specifi-

cally recognize the CRE sequence， gel shift assays 

were performed. With 32P-Iabeled double stranded oli-

gonucleotide containing a CRE consensus sequence， 

白egel-shifted band were detected as the OASIS-CRE 

consensus oligonucleotide complexes. This result sug-

gests that OASIS protein may interact with CRE con-

sensus sequence like other CREB family members. 

Based on these findings， we propose that OASIS pro-

tein functions as a po副iveregulator of gene transcrip-

tion recognizing the CRE consensus sequence. 

Downstream genes of the OASIS gene， therefore， are 

of particular interest. Stable transfectants or induced 

expression system in cell lines would be useful in 

searching for such candidates. 

1P・54

P2Y receptorを介するマイクログリア機能

抑制;Receptor subtypeに関して

。尾形直則，森野忠夫，竹葉淳，田口康智，堀内

秀樹，山本晴康

愛媛大学医学部整形外科

I目的]ATPは生体内に於いてエネルギーの主な供給源
であるだけでなくP2receptorを介して様々な生理作用

を司っていることが明らかとなってきた。我々はATP

がマイクログリアの機能の一つであるサイトカインの

放出を抑制することを見いだし、それがP2Xreceptor 

ではなく P2Yreceptorを介して起こることを報告して

きた。今回は更にP2Yreceptorのどのサプタイプがこ

の機能に関与しているのかを検討した。[方法1ラット
胎児脊髄より採取したアストロサイトを中心とする

culture上に増殖してくるマイクログリアを shakingに

て分離培養し、実験に用いた。約90%の細胞がisolectin

染色に陽性なマイクログリアであった。この細胞を 24

時間LPS(lOOnglml)に暴露し、培養液中に放出された

サイトカイン量を ELISA法にて測定した。【結果及び

考察]LPSによる培養マイクログリアからのTNF-αの

放出能に対して、 100μMの濃度でEndogenousな

purineの効果を調べてみたところ、 ATPが最も強く

TNF-αの放出量を抑制した。 TNF-α はATP添加によ

りLPS刺激のみの放出量 (con仕01値)の約 259るまで

減少し、 ADPがそれに次ぐ効果を示した。これに対し

てCTP，UDP， UTPの効果は弱く(CTPI3S、2-methylthio-
ATPを10μMの濃度で使用したところ、2-methylthio・

ATPは100μMのATPに匹敵する抑制作用を示した

が、 ADPI3Sの効果はやや劣っていた。この結果より
ATPのサイトカイン放出抑制機構にはP2Yのサプタイ

プの内、 P2Y，と P2Ysの関与が大きいのではないかと

考えられた。



1P-55 

ラット顔面神経核由来ミクログリアのグル

タミン酸トランスポーターについて

。中嶋一行11，本田毒事世遠山陽子¥栗原正¥高

坂新一2

1創価大学・生命科学研究所国立精神・神経セン

タ一、神経研究所、代謝研究部

興奮性神経伝達物質であるグルタミン酸は、細胞外に

過剰に存在したり停留すると、ニューロンに対し興奮

性毒素として作用するため素早く除去される必要があ

る。これにはニューロン周囲のグリア細胞が重要な働

きをすると考えられている。我々はラットの顔面神経

切断時、神経核で活性化ミクログリアがグルタミン酸

トランスポーター、 GLT-lを強発現する現象を明らか

にし、これらのミクログリアがグルタミン酸除去機能

を持つ可能性を示した。しかし、これらのミクログリ

アが実際にグルタミン酸を取り込む活牲を有するかど

うかは不明であった。そこで今回、顔面神経切断時、神

経核に誘導される活性化ミクログリアを培養系に取り

出し、14Cグルタミン酸を使用することによりグルタミ

ン酸取り込み能を検討した。その結果、ミクログリア

の示す 14Cーグルタミン酸の取り込みは、過剰のコール

ドグルタミン酸の共存下にはほとんど見られないこと

から、特異的な取り込みであることが示された。また、

これらのミクログリアに存在するグルタミン酸トラン

スポーターは主に GLT-lであった。以上の結果より、

顔面神経切断により神経核に出現する活性化ミクログ

リアは、グルタミン酸トランスポーターによるグルタ

ミン酸除去能を持つ神経保護的細胞と考えられた。

1P・56

ミクログリアには beta2アドレナリン受容

体に加え beta1アドレナリン受容体も発現

している

。田中謙二日，浅井昌弘三鈴木弘美I，IJ、野健治1J，
津田誠日

1藤田保健衛生大学総合医科学研究所難病共同研究部門，

2慶慮義塾大学大学院医学研究科神経精神医学分野さ

きがけ21科学技術振興事業団名古屋市立大学薬学研

究科
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マクロファージにbeta2アドレナリン受容体が存在する

ことは明らかになっている。副腎髄質から放出された

エピネフリンがこのbeta2アドレナリン受容体を介し

て、マクロフア ジの炎症作用を抑制している。マクロ

ファージで観察されるカテコラミン性細胞機能調節が、

中枢神経系のマクロフア ジ様細胞と呼ばれるミクロ

グリアに存在するかどうか明らかにするための基礎的

研究として、ミクログリアにアドレナリン受容体が発

現するかどうか調べた。ラットミクログリア初代培養

とラットミクログリア株細胞 (Rt)を用い、アドレナ

リン受容体の全アイソフォームのmRNAの有無を RT-

PCR法で検討した。受容体が機能的であるかどうかは、

細胞内のセカンドメッセンジャーをELISAで測定し検

討した。ミクログリアはマクロフアージと異なり、beta2

アドレナリン受容体だけでなくbetalアドレナリン受容

体をも発現していた。 beta3アドレナリン受容体はミク

ログリア、マクロフアージともに発現が認められなかっ

た。ノルエピネフリンはbeta2アドレナリン受容体に親

和性が低くbetalアドレナリン受容体に親和性が高いこ

とに加え、中枢ではエピネフリンよりノルエピネフリ

ンが優位に存在することから、ミクログリアにbetalア

ドレナリン受容体が存在することは合目的に考えると

都合がよい。さらにノルエピネフリン神経の軸索には、

軸索癌 varicosityと呼ばれる特殊な構造があり、神経終

末のみならず軸索癌からもノルエピネフリンが放出さ

れる。このことはシナプスを介さないノルエピネフリ

ンの伝達が存在することを示唆しており、伝達の対象

にミクログリアが候補となる可能性がある。当日はノ

ルエピネフリン刺激によってミクログリアで誘導され

る物質についても報告し、ノルエビネフリン神経がミ

クログリアの機能をどのように修飾しているのか考察

したい。
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1P・57

ミクログリア細胞死における caspase-1な

らびに caspase-3の役割

。氷見敏行，森田育夫，室田誠逸

東京医科歯科大学大学院医歯学総合研究科分子細胞機

能

ミクログリアは中枢神経系におけるマクロフアージ様

の免疫担当細胞であり、脳の障害に反応して増殖や細

胞障害性因子の産生を行うことが知られている。炎症

反応、が終わったときには、過剰なミクログリアはアポ

トーシスによって細胞数を減らすと考えられている。

本研究では単離ミクログリア細胞の培養系を用いて、

細胞死の分子機構を検討した。

胎生ラットより混合グリア細胞を調製し、 10%FCSを

含有する DMEM中で 10-14日間培養し、発生したミ

クログリアを震重量によって単離、播種した。無血清下、

mCSF (1 ng/ml)を含むDMEM中で培養した。

mCSFの除去により細胞中のリン酸化Akt及びリン酸

化 MAPキナーゼの減少が観察され、最終的に細胞死に

至った。この細胞死は非特異的 caspase阻害弗UzDに

よって阻害された。また、casapse-1阻害剤YVAD-FMK

(0.01 mM)と caspase-3阻害剤DEVD干MK(O.OlmM) 

の共存によって抑制された。しかしながら、 YVAD-

FMK， DEVD-FMKそれぞれ単独では、部分的に細胞

死を抑制するにとどまった。

PI3-・kinase阻害剤 wo此mannin(500 nM)ならびに

L Y294002 (100 nM)によって誘導される細胞死は、早

い段階でチトクローム Cの遊離や caspase-3の活性化

が観察され、この細胞死は DEVD-FMKによって抑制

された。反対に、 MAPキナーゼ阻害弗IJPD98059 (0.1 

mM)やU0126(0.01 mM)によって誘導される細胞死

では、チトクローム Cの遊離や caspase-3の活性化は

細胞死間際の段階で観察された。また、 MAPキナーゼ

阻害剤による細胞死は、 YVAD-FMK， DEVD-FMKそ

れぞれ単独では、部分的に細胞死を抑制するにとどま

り、両者の共存によって強く抑制された。

以上の結果から、 mCSFによるミクログリアの生存維

持にはAktとMAPキナーゼ両方の活性化が関わって

おり、Akt阻害によって誘導される細胞死はミトコンド

リア機能障害と caspase-3活性化を経て進行するのに

対し、 MAPキナ}ゼ阻害によって誘導される細胞死

は、 caspase-1とcaspase-3の両方の経路を経て進行す

る可能性が示唆された。

1P・58

オリゴデンド口サイトを認識するモノク

口一ナル抗体4F2の抗原の性質と同定

霜田靖人吉村和法lj，。小林淳子桜井洋子¥堂

前直己瀧尾披士野村正彦三阿相陪晃1

2都老人研神経生物学部門 2埼玉医科大学医学部生理学，

3理研生体分子解析室

オリゴデンドロサイトは中枢神経系においてミエリ

ンを形成する細胞である。厳密な細胞系譜に沿ってプ

ロジ、エニターから成熟したミエリン形成細胞へと分化

することが知られているが、その分化を制御する分子

機構はまだ明らかになっていない。神経疾患にはミエ

リンの欠損に起因するものが少なくないことから、そ

の原因や治療法を究明するためにも、オリゴデンドロ

サイトの分化の制御機構を明らかにすることは重要で

ある。そこで我々は、オリゴデンドロサイトを認識す

るモノクローナル抗体を作製し、それを使って分化段

階特異的に発現している分子を探索した。

未成熟な培養オリゴデンドロサイトを抗原としてモ

ノクローナル抗体を作製し、オリゴデンドロサイトを

認識する抗体のひとつとして4F2を得た。 invivoおよ

びinvitroでの免疫染色により、 4F2の抗原はプロジェ

ニターの段階から未成熟なオリゴデンドロサイトまで

発現し、成熟してミエリンを形成する段階では消失す

ることがわかった。このことから 4F2抗原はオリゴデ

ンドロサイトの細胞系譜を維持する役割を担っている

ことが示唆された。

4F2を用いたウエスタンプロッテイングにより、胎

生 18日ラット胎児脳ホモジネートでは、 80Kと120K

のバンドが検出された。免疫沈降により精製された80K

のタンパク質は、ペプチド配列分析により NSF(N-

ethylma1eimide-sensitive factor)と推定された。SNARE

モデルと同様の小胞輸送がオリゴデンドロサイトの分

化においても重要であることが示唆された。 120Kタン

パク質の同定についても報告する。



1P・59

オリゴデンドロサイトを認識するモノク

口ーナル抗体12F7の抗原の性質

。霜回靖吉村和法1，2藤牧香代小林淳子桜

井洋子野村正彦三阿相陪晃l

1都老人研神経生物学部門埼玉医科大学医学部生理学

オリゴデンドロサイトは中枢神経系においてミエリン

を形成する細胞である。厳密な細胞系譜に沿ってプロ

ジェニターから成熟したミエリン形成細胞へと分化す

ることが知られているが、その分化を制御する分子機

構はまだ明らかになっていない。オリゴデンドロサイ

トの分化の制御機構を明らかにする目的で、我キはま

ずオリゴデンドロサイトを認識するモノクローナル抗

体を作製し、それを使って分化段階特異的に発現して

いる分子を探索した。

未成熟な培養オリゴデンドロサイトを抗原としてモ

ノクローナル抗体を作製し、オリゴデンドロサイトを

特異的に認識する抗体のひとつとして 12F7を得た。成

体ラットの免疫組織化学により、 12F7の抗原は小脳の

白質に強く発現していることが明らかとなった。さら

に免疫電顕により、 12F7抗原は細胞質に局在すること

がわかった。 12F7を用いたウエスタンプロッティング

により、胎生 18日ラット胎児脳ホモジネートでは、

110Kのバンドが検出された。イムノスクリーニングに

よって行った分子の同定についても報告する。

1P・60

中枢神経系におけるオリゴデンド口サイト

前駆細胞発生の起源

。中平英子，鹿川哲史，和田圭樹，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
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オリゴデンドロサイト(OL)は脊椎動物中枢神経系の

ミエリン形成細胞である。 OLは成体では中枢神経系

内全体に存在する細胞であるが、オリゴデンドロサイ

ト前駆細胞(OLP)のマーカーである血小板由来成長因

子α受容体(PDGFRα)、ミエリンプロテオリピド(PLP)

のm-RNAの発現細胞の局在により発生初期にOLPは

胎生期神経管の腹側の限局された領域から発生すると

考えられている。最近の研究から OLの発生も背腹軸

に沿って制御を受けており、脊髄では Sonic

hedgehog(Shh)など、脊索や脊髄腹側から放出される

のOL誘導因子と当研究室で明らかにされた背側から

分泌される OL分化抑制因子の濃度勾配のバランスに

より誘導される事がわかってきた(引用文献1)0 最近

PDGFRα やPLPよりも早い OLPのマーカーとして

basic helix-Ioop-helix (bHLH)型転写因子である OLG司

I，OLG-2が報告された。そこで本研究では OLG-1/2の

m-RNAの発現を insitu hybridization法によりマウス

発生段階を追って調べ、特に脊髄以外での中枢神経系

における OLが最初に発生する位置とそれがどのよう

に中枢神経系金体に広がってゆくのかをPDGFRαの発

現と比較しながら検討した。 脊髄でのOLG-2の発現

は腹側の神経上皮細胞層に限局して始まり、その後局

在の変化がPDGFRαとほぼ一致していることから、OL

系譜の細胞に発現していると考えられる。これに比べ

前脳の OLG-2m-RNAはPDGFRα と異なり早くから

広範囲に分布が見られた。 PDGFRαmRNAの発現は胎

生 11日目にt巴lencephalonとdiencephalonの境界あた

り、 preoptic紅'ea近傍の脳室下層の狭い領域に出現す

る。OLG-2では同じ胎生11日目にganglioniceminence 

の脳室壁層全体を覆うような発現が見られた。また、胎

生 12，l3日日にはPDGFRαは前脳では腹側にまばらに

存在する細胞のみにしか発現しないが、 OLG-2では腹

側以外にも tha加nusの第三脳室の脳室壁倦wにも発現

がみられた。このような PDGFRα とOLG-2の発現パ

ターンの不一致から、複数の異なる OL細胞系譜が存

在するか、または前脳ではOLG-2発現細胞のうち一部

がOLに分化する事が考えられた。引用文献 1，Wada et 

al， (2000) Developmental Biology in press 
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1P・61

Twitcherマウス由来培養シュワン細胞株の

樹立

沈勤松。渡部和彦九大橋十也1.2衛藤義勝1.2

E慈恵、医大DNA医学研遺伝子治療慈恵医大小児科，

3都神経研分子神経病理

Twitcherマウスはヒト Krabbe病のモデルマウスであ

り， ga1actocy1ceramidase (GALC)の先天的な欠損によ

り中枢・末梢神経の脱髄病変を来す.この病変は

psychosine (galactosy lsphingosine)の蓄積によるオリ

ゴデンドロサイトとシュワン細胞の機能低下・変性に

よるものと考えられているが，なお不明な点が多い.そ

こで同マウスの神経系細胞を単離しその特徴を検討す

ることは，本疾患の発症機序の解明および治療法の開

発に重要な意義を持っと思われる.本研究で我々は

twitcherマウスからシュワン細胞株を樹立し種々の検

討を加えた.生後20日のtwitcher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初代培養

とした.このシュワン細胞を 8~9ヵ月培養維持したと

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(336Cl)を得ることが出来た.336Cl細胞

は蛍光抗体法でS100蛋白， laminin， p75NTRが強陽性

であり， RT-PCRでLl，PO， PMP22， GAP43が検出さ

れ，明確なシュワン細胞の形質を示し，週2回の継代，

6ヶ月経過後も不変であった.336Cl細胞の genome

PCRにより GALC遺伝子の点変異を認め，同細胞の

GALC 活性は著明に低下していた(正常対照マウス・

シュワン細胞株IMS32:42.8:t1.0nmolJmg/hr;336Cl 

細胞:0.7 :t 0.0 nmollmg/hr) .さらに， 336Cl細胞に

おいてpsychosineの蓄積が認められた (IMS32細胞:

2.8 :t 0.2pmolJmg;336Cl細胞:14.7 :t 1.2 pmolJmg). 

また， GALCは正常シュワン細胞株IMS32から培養液

中に分泌されるが，その培養液で336Cl細胞を培養す

ることにより 336Cl細胞のGALC活性上昇(2.6:t 0.3 

nmolJmglhr)を認めた.これはGALCのendocytosis

による cross-correction現象と考えられ， mannose-6-

phosphate負荷により部分的に阻害された.一方， LacZ 

組換えアデノウイルスは336Cl細胞にほぼ100%の効

率で感染し， GALC組換えアデノウイルスの感染によ

りGALC活性の著しい増加 (45.6土l3.7nmolJmg/hr) 

を認めた.以上のことから，本研究で得られたtwitcher

シュワン細胞株は，twitcherマウスの神経病変を解析し

その治療法を検討する上で有用であると考えられた.

1P・62

培養ミクログリア活性化のプ口テインキ

ナーゼによる制御

。中村洋一，米田幸雄

金沢大・薬・薬理

ミクログリア異常活性化により産生される大量のー酸

化窒素 (NO)は様々な中継神経疾患の病因となりうる

とされているが，NO産生に関わる細胞内情報伝達過程

については不明な点が多い。本研究ではCキナーゼ

(PKC)によるミクログリア活性化制御機構を解明する

目的で，培養ミクログリアをリポポリサッカライド

(LPS)で刺激した場合のNO産生について，様々な

PKC阻害剤等の効果について検討した。

培養ミクログリアをlOng/mlLPSで刺激したときの

NO産生は， staurosporineにより O.OI-lOnMの濃度域

で濃度依存的に数倍に増強された。 staurosporineは高

濃度域でPKAも阻害するとされているが，特異性の高

いPKA阻害剤である H89はNO産生に影響を与えな

かった。一方他のPKC阻害弗IJGoe6976はstaurosporine

と反対にNO産生を阻害し (ICsoはおよそ 20nM)，も

う一つのPKC阻害剤Ro-32-0432はNO産生に影響を

与えなかった。興味深いことに， PKC活性化剤である

phorbol 12-myristate l3-acetate (PMA)も1-10nMの

濃度域でNO産生を増強した。これは長時間の PMA処

置に起因するPKCのダウンレギユレーションによるも

のである可能性が高い。

これらの結果を総合すると，ある特定種のPKCアイソ

フォーム(例えばδ型)の阻害あるいはダウンレギユ

レーションがNO産生を増強し，他の種(例えばμ型)

の阻害はNO産生の抑制の原因となっていることが示

唆される。アイソフォーム特異性の異なる阻害剤によ

り様々な効果をおよぽす事実は， PKCアイソフォーム

の各今が様々なミクログリアの機能制御に関与してい

ることを示している。
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PASII/PMP22タン}'¥クは CLAUDIN

SUPERFAMIL Yに属するか?

。植村慶一1，3武田泰生韓春錫1，~t:村邦男3

1慶態義塾大学医学部生理学東京都老人総合研究所，

3埼玉医科大学生理学

末梢神経ミエリンには2種の主要糖タンパク :poと

PASII/PMP22が存在する。 PASIIの発現の量的異常ま

たは点変異は遺伝性ニュロパチーの原因となる。最近、

中枢神経系のoligodendrocyte-specificprotein (OSP)が

claudin familyに属し、ミエリンのradialcomponent に

局在することが示された。 PASIIはOSPと類似の構造

を示すので、 PASIIのclaudinsuperf祖国lyに属する可

能性を検討し、その機能解析を行った。 PASIIとOSP

は共に4回膜貫通型であるが、 N型糖鎖数は PASIIは

1、OSPはOであり、両者のアミノ酸残基の一致率はヒ

ト、マウスともに21%であった。この一致率は

superfamilyの範囲内であるが、 claudinのアミノ酸配

列中の重要な骨格が不明のため結論は保留された。

ラット C6細胞にPASIIcDNAを含むpBactSTneo発現

ベクターを導入して PASII発現細胞系を確立して機能

解析を試みた。PASII発現細胞の細胞増殖およびBrdU

の取込みはコントロールの細胞に対して明らかに低

く、 PASII発現によって細胞増殖の抑制が示された。細

胞接着能に関しては、 po発現細胞が強い同種性の接着

能を示すのに対し、PASII発現細胞は有意の細胞接着能

を示さなかった。脊髄後根神経節細胞を PASII発現細

胞と共培養すると神経突起伸展の有意の抑制が見ら

れ、 po発現細胞が突起伸展を促進することと対照的で

あった。 PASIIの空間的、時間的発現様式は POと類似

しているが、両者の生理的機能は明らかに異なってお

り、 PASIIはシユワン細胞の発達過程において、増殖と

分化の変化点に働く可能性がある。 claudin発現細胞が

強い細胞接着能を示し、隣接の細胞とタイトジヤンク

ションを形成するのに対し、PASII発現細胞の細胞接着

能が低かったこと、末梢神経ミエリンのradial

componentの存在が不明なことなど、現在のところ、

PASIIが claudinsuperfamilyに属する可能性を支持す

る結果は得られていない。

1P・64

有髄軸索上の電位依存性 Na+およびK+

channel局在におけるスルファチドの重要

性

。石橋智子M，池中一祐平原幸恵三本家孝ーへ

西野仁雄九馬場広子2

1生理学研究所神経情報部門名古屋市立大学医学部第

二生理大阪府立母子保健総合医療センター研究所，

4大阪大学大学院医学系研究科生体制御医学 生化学・

分子生物学講座
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脊椎動物有髄神経線維では、活動電位の発生・伝達に

関与している電位依存性Na+ channel はnodeに、軸索

とミエリンが接するparanodeにはParanodin/Contactin-

associated protein (Caspr)が、それに接する

juxtaparanodeには K+ channelがそれぞれ部位特異的

にクラスターを形成している。これらの蛋白の局在化

にはオリゴデンドロサイトまたはミエリン膜が関与し

ていると考えられているが、詳細な機序は明らかにさ

れていない。この局在化に関わるミエリン膜上の分子

を明らかにする目的で、我々はミエリン特異的に局在

する糖脂質であるスルファチドを合成する酵素、

Cerebroside sulfotransferase (CST)欠損マウスにおけ

るこれら軸索上の蛋白質局在の変化を解析した。

CST欠損マウスは、生後6週齢頃から神経症状が出現

し、電子顕微鏡検索ではcompactmyelinが形成されて

いるにもかかわらず、 paranodaljunctionの形成異常が

あることが確認されている。免疫組織学的検索の結果、

コントロールマウスと比較して、 (1)Na+およびK+

channelクラスターの減少、 (2)nod巴の長さの延長、 (3)

通常では認められないp紅 anode部位における K+

channelクラスターの存在、 (4)paranodeでのCasprの

クラスター消失と intemodeにおけるぴまん性の局在、

などcompactmyelinが存在するにもかかわらず、軸索

における蛋白の局在化の明らかな異常が認められた。

これらの変化は発達に伴い顕著であった。

以前に報告されているガラクトセレプロシドおよびス

ルファチドの欠損しているCeramidega1actosyl回nsferase

(CGT)欠損マウスと比較すると、 CGT欠損マウスでは

同様の異常が高頻度に認められた(Dupreeet al. 1999)。

したがって、絞輪周辺部の軸索上の正常な蛋白質局在

はparanod巴形成に依存していること、そして par組 ode

形成にはスルファチドが重要な役割を果たしているこ

と治宝明らかになった。
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ミエリン DM20のアミノ酸配列を使った系

統解析では現生魚類の中で肺魚が四足動物

に最も近縁である

。遠山陽子一宮智美吉田弘美曹綬長谷

川政美小嶋久子九玉井洋一九栗原正1

1創価大・生命科学研統計数理研北里大・医・生化

学

シーラカンスの脳には鴫乳類PLPの抗体と強い交叉反

応を示すタンパクが存在し、シーラカンスが現生魚類

の中で四足動物に最も近縁であることの証拠とされる

(Waehneldtら1989)。我身はシーラカンスのPLPIDM20

遺伝子をクローニングし、エキソン部分の配列からタ

ンパクのアミノ酸配列を推定した(遠山ら 1999)。発現

するタンパクはDM20であった。 DM20のアミノ酸配

列を比較する限り、シーラカンスは他の魚類特に肺魚

にくらべても四足動物に似ていて、Waehneldtらの結果

を追認した。ところが、 DM20のアミノ酸配列から系

統樹を構築すると肺魚の方がシーラカンスよりも四足

動物に近縁に見えた。肺魚DM20は部分配列しか利用

できず、系統解析は不十分に思われた。そこで我々は、

肺魚の脳からDM20のcDNAをクローニングし、DM20

の全アミノ酸配列を決定した。 5つの可能な系統樹を

DM20の配列でテストしたところ、最尤法は系統樹

1 [((旬trapods，lungfish)，coelac組曲)，zebrafish， shark]又

は系統樹5[(tetrapods，lungfish)，(coelacanth， zebrafish)， 

shark]を支持した。両系統樹とも現生魚類の中で肺魚

が四足動物に最も近縁であることを示唆する。

1P・66

末梢神経ミエリン糖蛋白質糖鎮の加齢によ

る変化

。北村邦男，閤剣虹，坂本 安，野村正彦

埼玉医科大学第一生理

ウシ末梢神経ミエリンの問糖蛋白質の主成分糖鎖は

ハイブリッド型のGP3，GP4，GP5が主成分であり、

PASIIIPMP22では複合型のOPPElが主成分である。

これら糖鎖は全て硫酸含有糖鎖であり、問ーG5とPASII-

OPPElは硫酸化グルクロン酸を含有することが明らか

となっている。今回、これらの糖蛋白質糖鎖構造が成

長の過程や加齢によって変化するかどうかを、生後5日
齢から数ヶ月齢ラットおよび老齢ラットとして2歳お

よび3歳のラットの各末梢神経を使用して検討した。末

梢神経よりミエリン画分を得た後、プロテアーゼ消化

により糖ペプチド函分を、更に糖ペプチドをグリコペ

プチダーゼA消化を行いオリゴ糖を得た。これらのオリ

ゴ糖はピリジルアミノ化による蛍光標識をした後、

HPLCにより分析した。その結果、今回検討した全年

齢において2つの主成分ピーク (AYA-lとAYA-2)が

観察された。両者とも硫酸化された糖鎖であり、その

内の 1つ(AYA-2)はハイブリッド型のウシ PO-GP3と

一致した。これらの主要なピークの加齢による大きな

変動はなかったが、全体的なパターンは、ミエリン形

成期である 9日齢以前とーヶ月齢以降では明らかな違

いが認められた。最も明瞭な違いは、高マンノース型

の糖鎖が9日齢以前のミエリンには多く存在し、一ヶ

月以降では殆ど存在しないことであった。 AYA-lの構

造はまだ未決定であるが、このものは幼若期に多く、 14

日齢までは減少した。その他、加齢によって増加する

もの、減少するものがマイナーな成分として観察され

た。ラットにはPO-GP5糖鎖およびPASII-OPPEl糖鎖

に相当する糖鎖は存在しないか、あったとしても極め

て微量であろうと考えられた。以上のことから、ミエ

リン形成初期のミエリン形成細胞においてはハイマン

ノース型から複合型あるいはハイブリット型へ変換す

る種々の糖転移酵素が未発達であり、ミエリン形成が

完了する時期において成熟型の合成系が完成するもの

と考えられた。その後の糖蛋白質糖鎖合成系は老化に

よっても殆ど変化しないと考えられた。
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The paraneoplastic neurological syn-

drome antigen-specific cytotoxic T Iym幽

phocytes may not be a prima叩 causeof 

the autoimmune neuronal degeneration in 

mlce. 

。JunkoTakeda'.2， Yukio Sat02， Tetsuji Mori'， Takuya 

Nikaido'， Ken Iseki'， Seita Hagino'， Yuxiang Zhang'， 

Hiromi Tak紘i'，Mayumi Takeuchi'， Sachihiko 

Yokoya'， Akio Wanaka' 

'Department of Cell Science， Institute of Biomedical 

Sciences， Fukushima Medical University School of 
Medicine， 2Department of Intemal Medicine U， 

Fukushima Medical University School of Medicine 

Paraneoplastic encephalomyelitis or sensory neuropa 

thy (PEMlPSN) is a rare disorder associated with cer-

tain type of cancer and is thought to b巴 immune-

mediated. Patients with PEMlPSN harbor characteris-

tic anti-neuronal autoantibody in their s巴raand cere-

brospinal fluid， which may cause neuronal damage. 

However， recent studies suggested that the antibody 

itself is not pathogenic. Rather， the presence of T -cell 

infiltrates in the nervous system and peripheral activa-

tion of specific cytotoxic T cells (CTLs) in patients 

with the PEMlPSN implicate that the disease could be 

primarily mediated by a CTL問sponseagamst auto-

antigens. In the present study， we tried to induce sys-

temic Thl immune response with CTL attivity in a 

mouse to see whether such an immune response can 

cause neuropathological symptoms. We chose mouse 

Hel-Nl (Mel-Nl) as a model antigen， because it 

belongs to Hu antigen farnily that is one of the most 

popular autoantigen of the PEMlPSN. We immunized 

mice with recombinant Mel-Nl protein together with 

oligonucleotide that contains an unmethylated CpG 

dinucleotide motif. Such a DNA sequence is known as 
an immunostimulaory DNA sequences， which is a 

potent adjuvant for systemic百11immune responses. 

The mice showed high Mel-Nl antigen-specific CTL 

activity and a Thト biasedimmune response. Control 

mice immunized only with oligonucleotide did not 

show such a specific cellular immune response. The 

mice with cellular immune response inhibited growth 

of transplanted syngeneic tumor that expresses Mel-Nl 

antigen. However， they have not so far showed overt 

symptoms including sensory deficits and infiltration of 

immune cells into brain parenchyma. These results 

suggest that p巴ripheralactivation of specific CTLs 

may not be a prim創ycause of the autoimmune neu-

ronal degeneration. 

1P・68

Histrogical Analysis of Mice Lacking LlM 

Homeobox Transcription Factor， L3/Lhx8 

。TetsujiMORI， Yuxiang ZHANG， Hiromi TAKAKI， 
Mayumi T AKEUCHI， Takuya NIKAIDO， Ken ISEKI， 

Seita HAG酎0，Junko T AKEDA， Sachihiko 
YOKOYA， Akio W ANAKA 

Department of Cell Science， Institute of Biomedical 

Sciences， Fukushima Medical Univ巴:rsity
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It is known出atLIM Homeobox (Lhx)甘anscription

factors紅巴 involvedin the d巴velopm巴ntof the various 

organs. We isolated L31Lhx8， one of the Lhx family 
members， and have analyzed its function. In the cen-
tral nervous system (CNS)， L3/Lhx8 mRNA was 

expressed only in the Medial Ganglionic Eminence 

(MGE)， where many neural progenitors exist and they 

differentiate into the globus pallidus. In order to study 

L3/Lhx8 function in vivo， we generated KO mice and 

did histrogical analysis. We performed in situ hybrid-

ization histochemistry or immunohistochemistry for 

molecular markers (Dlx1/2、Dlx5、Gbx2、Nkx2.1、

Lhx6、Shh)identifying Lateral Ganglionic Eminence 

(LGE : the origin of the striatal cells) or MGE and for 

neurotransmitters(GABA， Substance P and Enkepha-

lin). As for these gene products， the民 wasno overt 

difference between KO mice and wild type mice. Next， 

it was recently shown出atMGE has a crucial role for 

the formation of the thalamocortical tract. We are now 

investigating this tract' s development of KO mice by 

injecting fluorescent tracer DiI into the dorsal thala-

mus. KO mice exhibited a phenotype of cleft palate 

and died soon after birth. L3/Lhx8 mRNA was 
expressed in the first branchial arch during the mid 

gestation period. This exp陀 ssionmay be crucial for 

palate formation and neonatal KO mice could die of 

respiratory failure. The primary structure of L3/Lhx8 

shows the highest homology to Lhx6. They compose a 

subgroup within the Lhx family and their gene expres-

sion domains overlap significantIy. This， together with 

phenotype of KO mice， suggests that Lhx6 might com-

pensate L3/Lhx8 function in the CNS of KO mice， 

rendering the brain structure to appear normal. On the 

other hand， in the palate formation， L3ILhx8 may have 

unique rol巴(s)and Lhx6 could not substitute for L3/ 

Lhx8. 
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P19神経細胞分化における長鎖の LewisX

工ピトープ糖脂質の発現

。小山内たか口JaiWengang2，回島陽一三霜回靖へ

佐内豊3，Yuen Chun-Ting2 
1都臨床研、生命情報英国医学研究機構都臨床研、

生命情報都老人研、神経生物

レチノイン酸(RA)の刺激によって神経細胞へ分化する

P19細胞を用いて、神経系の分化過程における LeXエ

ピトープ糖脂質分子の構造解析、糖脂質合成酵素活性、

糖脂質合成酵素遺伝子の発現、局在など系統的に検討

した。構造解析には、 RA処理による凝集塊細胞から

LeXエピトープ糖脂質を抽出した。TLC-LSIMSで解析

した結果、 5、7、8単糖のLeXエピト プを持つ3種
類の糖脂質が同定された。今回はLeXエピトープ糖鎖

合成に関与する糖脂質、糖タンパク質、 PA化糖鎖合成

酵素活性を測定した。これらの活性は共に神経細胞で

高くなっていた。糖脂質合成酵素活性の方が糖タンパ

ク質合成酵素活性よりもはるかに高く、 PA化糖鎖合成

酵素活性は未分化細胞の約30倍にも達していた。マウ

スでは特異的な αー1，3フコ ス転移酵素はFuc-TIVと

Fuc-TIXで、 RT・PCR法によって遺伝子発現を検討し

た。 Fuc-TIV(511 bp)遺伝子の発現は凝集塊細胞のみ

に見られたが、神経細胞では消失していた。一方、 Fuc-

TIX (530bp)遺伝子の発現は未分化細胞、凝集塊細胞、

神経細胞に見られたが、未分化細胞よりも凝集塊細胞

と神経細胞で顕著に強くなっていた。 HRPT遺伝子の

発現量はどの細胞にも変化はなかった。 以上の結果

から、 RAによってフコース転移酵素Fuc-TIX遺伝子

の発現が増強され、長鎖のLeXエピトープ糖脂質が生

合成されることが認められた。

1P・70

Identificalion of Forssman glycolipid in the 

brain of Brn1/2 deficient and wild type 

mouse fetus 

。TamotsuTAKETOMl1， Yoshinobu SUGITANI2， 

Tetsuo NODN， Hiroya HIDAKN， Minoru 

TOZUKN， Tetsuo NAKABA Y ASHP， Tsutomu 

KATSUYAMN 

IShinshu Clinical Lipid Reaserch Institute， 2Cancer 

Institute， Dept. of Cellular Biology， 3Shinshu 

Univ.Sch.Med.C巴ntralClinical Lab. 

Gene transcription regulating factors，Brn1l2 are found 

in the CNS during fetal period and act for its forma-

tion. Cerebral sphingo(glyco )lipids were compared 

between different typies of fetal mice of 17.5 days，that 
is，(OIO)type of Brnl(ー/ー)Brn2(ー/ー)， litter mates (EI 

E)type of Brnl(ー1+)Brn2(-I+) and (WA)type of 

Brnl(+I+)Brn2(ー1+)，加 dwild(WIW)type of Brnl(+1 

+)Brn2(+I+). A crude sphingolipid fraction was per-

pared by mild alkaline hydrolysis of total lipid 

extracted仕omthe fetal cerebral tissue. It was analyzed 

by DE MALDI-TOF MS in reflector mode with 2，6-

dihydroxy benzoic acid as a matrix.τ'he neutra1 sph-

ingo(glyco)lipids were identified in positive ion mode， 
and the acidic sphingoglycolipids done in negative ion 

mode. As results， in the (010) f1巴tusshowing abnormal 

growth of the cerebral cortex and in the (WA)，(E1 

E)加 d(W八川 onesshowing its normal growth，various 

sphingo(glyco) lipids were found a litte different quan-

titatively，but qualitatively a1most similar. Thus，Brnl/2 

did not seem to be directly associated with the expres-

sion of sphingo(glyco)lipids for the formation of CNS. 

However， Forssman glycolipid which is an important 

differentiation antigen at embryonic stages in Forss-

man-positive mice， were found in the cerebral tissues 

of all mice used for the experiment， although it has not 

yet been chemically identified in the postnatal or adult 

mice. Cerebroside and sulfatide were quantitatively 

much less than sphingomyelin， suggesting the fetal 

brain just before b抽.However， the most important 
gangliosides in the cerebral cortex were unable to be 

clearly identified， indicating how the metabolic path-

way of globo-series like Forssman glycolipid diap-

pe紅s，and that of ganglio-series appe紅sin the 
development of白epostnatal brain remain to be clari-

fied. 
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ニュー口ンにおける necdin結合蛋白質の
同定と解析

。谷浦秀夫谷口直子高山千利新延道夫

吉川和明t

I阪大・蛋白研・機能制御北大院・医・解剖

Necdinは、神経系の発生分化に伴って発現誘導され、

ニューロンに特異的に発現している 43kDa蛋白質であ

る。 Necdinを強制発現させた細胞はその増殖が強く抑

制される。またnecdinは細胞周期制御に関わる転写因

子p53およびE2Flと結合して転写活性を抑制する。こ

れらのことから necdinはニューロン分化に伴う分裂終

了の誘導、維持機構に関与していることが示唆される。

マウス匪性がん P19細胞は多分化能を持ち、レチノイ

ン酸処理によりニューロンに分化する。 Necdinはレチ

ノイン酸による分化刺激により P19細胞で発現誘導さ

れる。そこでnecdinのE2Fl、p53結合ドメインを bait

として酵母two-hybrid法でレチノイン酸処理をした

P19細胞cDNAライブラリーをスクリーニングしたと

ころ、カルシウム (Ca)結合蛋白質NEFAと核マトリッ

クス蛋白質hnRNPUがnecdin結合蛋白質として同定

された。invitro結合実験でnecdin結合部位を調べたと

ころ、 necdinはNEFAのCa結合ドメインである EF

hand領域に、また hnRNPUのC末端多グリシン領域

のすぐN末側に結合することがわかった。次にそれぞ

れに対する抗体を作製し分化ニューロンにおける分布

を調べてみた。 Necdinはニューロンの核および細胞質

の両者に存在するが、 NEFAは主に細胞質、 hnRNPU

は核に存在していた。 NEFAについてさらに免疫電顕

を行ったところニューロンの小胞体および核膜に局在

し、 Ca貯蔵に関与していることが示唆されたohnRNP 

Uは核マトリックスを介してクロマチンの高次構造の

変化に関与していると考えられている。常法にした

がって分化ニューロンより核マトリックスを調製した

ところ hnRNPUのみならずnecdinもまた核マトリッ

クスに存在することがわかった。免疫沈降法で内在性

蛋白質の結合を調べてみた。NecdinとNEFAとの結合

については 1% Triton X -100で可溶化した細胞質画分
を、 hnRNPUとの結合については0.1%SDSで可溶化

した核画分を用いたところ、それぞれの特異的抗体で

のみnecdinとの結合が検出された。以上の結果、ne氾din

はニユーロンにおいてNEFAを介して細胞質のCa濃

度調節、 hnRNPUを介して核の高次構造の変化に関与

しているものと推定される。

1P・72

Ashwagandha成分withanolideAと
withanoside VIによる神経突起伸展作用

。久保山友晴東田千尋越静服部征雄2，/J、
松かっ子1

l富山医科薬科大学和漢薬研究所附属薬効解析センター，

2富山医科薬科大学和漢薬研究所薬物代謝工学部門
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[目的]これまでに我々は、アーユルヴェーダ生薬

Ashwagandha (ナス科Withaniasomnifera臥ma1の根

)のメタノールエキスが、ヒト神経芽細胞腫SK-N-SH

細胞の神経突起を multi-polarに伸展させ、それが主と

して樹状突起であることを明らかにした。そこで、

Ashwagandhaメタノールエキス中の神経突起伸展作用

を担う成分を単離、同定し、それらの成分の作用機序

を明らかにする目的で本研究を行なった。

[方法]Ashwagandhaメタノールエキスより 11種の化

合物を単離し、構造を決定した。これらの化合物を SK-

N-SH細胞液に加え、 5-6日培養後に、長さ 50μm以

上の神経突起を有する細胞の割合を測定した。また、各

種proteinkinase阻害剤を化合物と同時に細胞液に加

え、その効果を検討した。

[結果と考察]Ashwagandhaメタノールエキスより、

withanolide A、withanolideB、withanolideD、27-

hydroxywithanolide B、withacoagin、withanosideV、

withanoside VI、withanosideVIII、withaferinA、b-

sitosterol、daucosterolを単離した。そのうち、

withanolide A (WL-A)とwithanosideVI (WS-VI)が強

い神経突起伸展作用を示し、その効果はいずれも 0.01

-1μMの範囲で用量依存的だった。またWL-AとWS-

VIは共に、 Ashwagandhaメタノールエキスと同様、

multi-polarな神経突起の割合を増加させた。 WL-Aと

WS-VIの作用に対する PKA、PKG、PKC、MAPK

kinase及びCaMkinase IIの阻害剤の効果を検討した結

果、WL-A(1μM)はKN-93(0.5μM)に、WS-VI(1μM) 

はPD-98059(10μM)により、最も強く神経突起伸展

作用が抑制された。以上、 Ashwagandhaメタノールエ

キスから神経突起伸展作用を有する成分としてWL-A

とWS-VIを同定した。また、 WL-AとWS-VIの作用

経路にはそれぞれCaMkinase II、MAPKkinaseが少

なくとも一部関与していることを明らかにした。
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1P・73

発達中のマウス小脳で特異的に発現する遺

伝子の解析

。古市貞一，中村浩，鏡良弘，佐藤明

理化学研究所脳科学総合研究センター分子神経形成研

究チーム

マウス小脳の回路網形成と構造上の完成は多種多様な

発達ステージを経て生後の3週間でほぼ成し遂げられ
る。従ってマウス小脳は特異的な遺伝子発現と脳回路

形成におけるそれらの重要性を調べるには適している

と言えよう。このような特異的な遺伝子を単離する目

的で、我々は2つの方法を用いた(蛍光デイファレン

シヤル・ディスプレイ [FDD]とAffymetrixGeneChip 

遺伝子発現解析)。これまでのFDD解析から全表示

DNA断片の約 17%(ll，700FDD断片中約2，300)が
小脳発達期に特異的に発現することが示された。これ

らの特異的に表示されたFDD断片(17%)はその発現プ

ロファイルから3グループに分類された(遺伝子発現
の低下調節 [6%]、一過性調節 [3%]、上昇調節 [8%])。

一方、 GeneChip解析からは既知遺伝子やESTを含む

マウスのl3，179遺伝子(MullKsubAとsubBアレイ

を使用)のうちの58.1%が小脳に発現して、 6.39も(小
脳発現遺伝子の 10.9%に相当)が生後発達期における

発現レベルにおいて4倍以上の増減差を示すことが明

らかとなった。これらの特異的な遺伝子はその発現プ

ロファイルから、あるいはデータベースから機能的な

注釈が得られればその特性からも、クラスター分類す

ることができた。現在、我々は小脳生後発達のステー

ジに特徴的な発現プロファイルを示すいくつかのEST

についてその完全長cDNAのクローニングを行ってい

る。本報ではcDNAクローニングを含むその後の研究

について討議する予定である。

1P・74

初代培養下神経細胞の自発的発火頻度の変

化における抑制性シナプスの役割

。根岸隆之人石井寿幸河村晴次吉川泰弘L
黒田洋一郎2

1東京大学大学院農学生命科学研究科実験動物学教室，

2都立神経研究所・神経生化学

初代培養下神経細胞は高密度神経回路網を形成する結

果、シナプスを介し自発的かつ周期的に発火する。こ

れは細胞内カルシウム渡度の周期的変化(シンクロナ

スオシレーション)として観察できる。また、この現

象はNMDAR選択的アンタゴニストにより阻害される

ことから興奮性シナプスが重要な役割を果たしている

と考えられる。今回、我々はこのシンクロナスオシレー

ション頻度の経時的変化と抑制j性シナプスの関係を検

討した。

(材料と方法) 胎齢 188SDラット胎仔より得られた

大脳皮質神経細胞を 10%FCS含有DMEMにて培養し

た。オシレーション頻度はカルシウム蛍光指示薬Fura司

2を用いた細胞内カルシウム濃度の変化により計測し

た。興奮性および抑制性シナプスを調べるために、そ

れぞれWestemblotting法により NMDARl、GABAAR

を半定量した。また神経細胞および前シナプスの動態

を知るために同様にそれぞれMAP-2、Synaptophysin

の経時的半定量を行った。

(結果) オシレーションは培養3日目から観察され、そ

の頻度は 10日目に最も高く (0.17Hz)なり以後減少し

た。単位面積あたりの総タンパク量は培養5日日に最

高値をとり以後減少した。 NMDARlの密度は培養7、

10、14日目でほとんど変化せず 18日目に減少した。他

方、 GABAARの密度は培養 18日目まで上昇しつづけ

た。 MAP-2の密度は培養7日目以降減少した。

Synaptophysinの密度は培養7日目以降、顕著に上昇し

た。

(考察)培養7日日以後において単位面積あたりの総タ

ンパク量およびMAP-2が減少していることは神経細胞

を含む初代培養下細胞の消失を示唆する。しかしなが

らオシレーション頻度は7日目から 10日日にかけて上

昇し、 Synaptophysinは一貫して著しい増加を示してい

るため神経団路は7日日以降も成熟を続けると考えら

れる。オシレーション頻度は培養 10日目から 14日目

にかけて著しく減少しているが、 NMDARの密度はほ

とんど変わらずGABARの密度は増加した。以上より

培養7日目以降のシンクロナスオシレーション頻度の

変化は神経細胞の生死だけでなく、神経回路の成熟お

よび抑制系の発達が関与している可能性が示唆され

た。



1P-75 

培養ニワトリ匪DRGneuronに対する抗ガ

ン剤の細胞毒性とラディシコール、ゲルダ

ナマイシンによるその抑止効果

。佐野護

京都府立医科大学生物学

培養ニワトリ目玉DRGneuronは、充分量のニューロ

トロフィン添加状態で、シスプラチン、ピンクリスチ

ン、タキソールなどの抗ガン弗lなどに極めて感受性が
高く、細胞死が引き起こされる。そのような培養系に

20nMのラディシコールを加えると効果的にその細胞

死が抑制された。ラデイシコールの神経栄養因子様の

効果については既に報告した (Sanoet al.， 1998， J. 
neurochem.72，2256)。最近、ラデイシコールとゲルダ

ナマイシンの共通の細胞内の標的がヒートショック蛋

白質HSP90であり、その作用を阻害する可能性が報告

されている (Schulteet al.， 1999)。今回、低濃度(2nM)

のゲルダナマイシンが、ニューロトロフインの添加、無

添加状態で、ラデイシコールと同様に、ニワトリ DRG

neuronの培養に栄養因子作用を示す事実を認めた。し

かしゲルダナマイシンは、より高濃度(5nM)では、細

胞毒性が認められた。ラデイシコール、ゲルダナマイ

シンそれぞれのトロフィックな濃度を同時添加した場

合にも、細胞毒性が認められた。今回得られた諸結果

は、これらの薬物の類似した神経栄養因子作用が、同

ーの標的HSP90に対する作用である可能性を示唆して
いる。

1P-76 

PC12細胞の分化における低親和性受容体

p75NTRの役割

。伊藤久則，野元裕，古川昭栄

岐阜薬大・薬・分子生物
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神経細胞への分化の過程でニューロトロフインは重

要な役割を果たしている。この神経分化機構を明らか

にするため、神経分化のモデルとしてよく用いられて

いるPC12細胞の変異株を作製することを試みた。PCI2

細胞に神経成長因子 (NGF)遺伝子を導入したところ、

NGFを安定的に産生、分泌し、かつ盛んに増殖する細

胞株を得た。この細胞は、短い突起を伸ばしているが、

増殖を停止しないという点で神経細胞への分化とは相

反する。そこで、この変異PC12細胞を解析し、これま

でとは異なる視点から神経分化の分子機構にアプロー

チした。今回得られた変異PC12細胞を PC84細胞と総

称し、親株のPCI2細胞との比較により解析を行った。

PC84細胞は活性のある NGFを分泌しており、分泌

されたNGFはTrkAを介して突起の伸長を誘導するが、

PC84細胞の増殖能には関与していなかった。 PC84細

胞では分化マーカーのNF-Mの発現と AChE活性の上

昇がみられ、分化細胞としての性質を持っていたが、分

化した PC12細胞よりもその分化レベルは低かった。ま

た、NGFレセプターのTrkAとp75町民の発現量を親株

PC12細胞と比較すると、 TrkAの発現量に違いはみら

れないのに対し、 p75NTRの発現量がPC84細胞で明ら

かに減少していた。このPC84細胞にp75肝 Rの発現プ

ラスミドを導入し、 p75町Rの発現を上昇させると長い

突起の伸長が観察された。このことから、PC84細胞は、

p75町民の発現の減少により増殖の停止あるいは突起の

伸長が不完全であることが考えられる。また、アンチ

センスにより p75町Rの発現を抑制した PCI2細胞は、

未処理の PCI2細胞と比較して、 NGFによって誘導さ

れる突起の長さが短くなり、分裂を繰り返す傾向が

あった。

以上の結果より、低親和性レセプターp75NTRの発現

の程度によってPC12細胞のNGFに対する応答感受性

が変化し、 PC12細胞の分化に影響すると考えられる。

また、 p75NTR欠損マウスの交感神経細胞における

ニューロトロフインの突起伸長の誘導あるいは生存に

ついても検討しており、その結果についてもあわせて

報告する。
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1P・77

6・OHDA投与ラットのドパミンニュー口ン

変性に友ぼすインスリン様成長因子一

1(1GF-1)の効果

。柏原健一，真漫泰宏，割問仁，村上哲郎，阿部

康二

岡山大学医学部神経内科

インスリン様成長因子一1(IGF-l)は神経栄養因子の1種

であり、ラットの坐骨神経障害に対して IGF-lを投与

するとその再生を促すことが知られている。中枢神経

系でも神経絡胞やグリアの障害に保護的に作用する可

能性が指摘され、筋萎縮性側索硬化症患者への皮下投

与で症状進行抑制効果も報告されている。IGF-lは生存

シグナルの伝搬に介在する Aktを活性化することも知

られ、筋萎縮性側索硬化症以外の神経変性疾患につい

ても進行抑制効果が期待される。本研究はパーキンソ

ン病における黒質ドパミンニューロンの変性脱落に対

する IGF-lの効果を検討する目的で行った。すなわち

ラットのー側内側前脳束にふOHDAを投与、同時に
IGF-lの1または 10μg/kg/日を浸透圧ミニポンプを

用い脳室内投与開始した。コントロール群には生食を

同様に投与した。 2週間後アポモルフィン 0.05mg/kg 

を皮下投与し、回転行動を測定したところ、 IGF-l投与

群では容量依存性に回転数が低値であった。IGF-l持続

投与によりドパミン枯渇による受容体感受性克進が抑

制されたと考えられた。行動実験後断頭し、黒質のチ

ロシン水酸化酵素(百-1)陽性細胞を免疫組織化学的に検

出したが、TH陽性細胞はコントロール群も IGF-l投与

群も同様に減少していた。本実験条件下ではIGF-lは

6・OHDAによる黒質ドパミンニューロンの脱落を抑制
しないが、線条体におけるドパミン放出を維持するこ

とで機能的にドパミン伝達性を改善、あるいはシナプ

ス後受容体感受性変化を抑制した可能性が考えられ

た。

1P-78 

培養海馬ニュー口ンにおける synaptic

boutonの数を BDNFは増大させる。

。安達直樹沼川忠広1，2松本知也l横幕大作
畠中寛1

E阪大院蛋白研蛋白質生合成部門日本学術振興会

特別研究員

脳由来神経栄養因子(BDNF)は、ニューロンの生存維
持や分化促進といった役割に加え、シナプスの可塑的

な変化への役割が明らかにされている。これらシナプ

ス可塑性への効果には、シナプス長期増強 (LTP)や

神経伝達物質放出の増強が注目されている。しかし、こ

れらの現象のメカニズムには、未だ不明な点が多い。

本研究では、培養海J馬ニューロンにおいて長期間の

BDNF処理によって、 synapticboutonの増加が観察さ
れたので報告する。出生後すぐのラットから海馬の初

代培養ニューロンを調製し、培養3日目から、 5-10日

間のBDNFの添加をおこなった。その後、蛍光指示薬
FMI-43によってsynapticboutonを標識し、共焦点レー

ザー顕微鏡下に観察した。 その結果、 BDNF添加群
において、細胞体から 50-100μmの範囲の神経繊維に

おいて synapticboutonの有意な増加を観察した。この

ことは、 BDNFが神経伝達物質の放出部位を増加させ
ていることを示唆している。細胞体から 50μm以内の

神経繊維でも若干の増加を観察したが、差は有意では

なかった。神経突起の枝分かれにはBDNFによる効果
は観察されなかった。 BDNFによる synapticboutonの
増加は、形態的にみて錐体細胞様のものでよく観察さ

れた。 これらの結果は、興奮性神経伝達物質である

グルタミン酸の放出機構が、 BDNFによって増強され
ている可能性を示しており、現在、直接培養海馬ニュー

ロンからのグルタミン酸放出量の測定を試みている。

また、このような神経伝達物質放出部伎の増加が、

BDNF特異的な作用であるのかについても検討中であ
る。



1P-79 

中脳黒質ニュー口ンに対する BDNFの栄養

因子作用における細胞質型チ口シンホス

ファターゼShp・2の役割

。高井里美，山田雅司，小清水久嗣，荒木敏行，畠

中寛

大阪大学蛋白質研究所蛋白質生合成部門

脳由来神経栄養因子 (BDNF)は、ニューロンの分化や

生存、また可塑性の制御に関わることが知られており、

受容体型チロシンキナーゼであるTrkBに結合してその

機能を発揮する。 Shp-2は、 N末端に 2つのSH2ドメ
インをもっ細胞質型チロシンホスファターゼで、その

発現は脳、心筋、骨格筋に極めて高く、その他の臓器

にも広く認められる。特に、神経細胞においてはシナ

プスを中心に分布している。 Shp-2は上皮増殖因子

(EGF) ，血小板由来増殖因子 (PDGF)等の様#な増殖

因子によって活性化され、増殖シグナルを正に制御す

ると考えられている。我今は既にBDNFによる細胞内

シグナルにShp-2が関与していることを培養中枢大脳

皮質ニューロンを用いて報告してきた。今回、パーキ

ンソン病の際に脱落することが知られている黒質ドー

パミン作動性ニューロンに着目し、Shp-2の野生型及ぴ

変異体を発現するアデノウイルスベクターを用いて

Shp-2の機能解析を行った。用いたアデノウイルスは3

種類で、i)野生型、ii)463番目のシステイン残基をセ

リン残基に置換してホスファターゼ活性を不活化した

変異体(C/S変異体)、 iii)ホスファターゼドメインを

含むC末端領域を欠失させた変異体(ムP変異体)で

ある。出生直前のラットより培養した黒質ニューロン

にこれらのアデノウイルスを感染させて2日後より

BDNF (50μg/rnl)存在、非存在下で培養をさらに数日

行った。ドーパミン作動性ニューロンの生存数ならび

に形態変化を観察するために抗チロシン水酸化酵素

(TH)モノクローナル抗体を用いて染色し、その結果、

野生型Shp-2を発現させたニューロン群において

BDNFによる THニューロンの生存および突起伸展効

果の増強が認められた。反対に、 C/S変異体、ムP変

異体のShp-2を発現させたものでは、生存、突起伸展

効果が共に抑えられた。一方、培養下の全ニューロン

数の生存に対しては、3種類の Shp-2発現によって影響

は見られなかった。以上の結果は、 Shp-2が黒質ドーパ

ミン作動性ニューロンに対して BDNFによる栄養因子

効果を正に制御する因子であることを示している。

1P・80

培養マウス小脳頼粒細胞の細胞生存因子

。下永友和，藤川直人，冨永恵子，小倉明彦

大阪大学大学院理学研究科生物科学
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活動依存的なニューロンの生存の機構を調べるモデル

実験系として、ラット小脳穎粒細胞 (CGC)の分散培

養系がしばしば用いられる。この系は培地にKClやグ

ルタミン酸などを添加してシナプス活動を模擬しない

かぎり長期に維持できない。ところが、同様の実験を

マウス CGCで行うと結果が異なり、系統差があること

がわかり、昨年度の本大会で報告した。 C57Bl系マウ

スCGCはラット CGCと同様だが、 BalbC系マウス

CGCは培地に KClを添加しなくても生存し、かつ共存

させたC57Bl系マウス CGCを生存させることができ

る。この共存は、直接接触する必要はなく、フィルター

を痛てた培地の交流だけで有効である。ただし、保存

した条件培地は無効である。したがって、 BalbC-CGC

からは、溶存しないか不安定かの何らかの生存支持因

子が低KCl培養条件でも分泌されており、 BalbC-CGC

自身やC57BI-CGCに作用していると考えられる。こ

の想定因子は、 C57BI-CGCにNGFやBDNFなどの

ニューロトロフィン (NT)類を与えても生存支持が見

られないことから、 NT類ではない。また、 BalbC-CGC

にグルタミン酸受容体阻害薬を与えても生存が抑制さ

れないことから、グルタミン酸でもない。これらから、

新規の神経栄養因子の関与が期待されるため、この因

子の性質をさらに詳しく調べた。隔離的共存培養に用

いるフィルターを限外漣過フィルターに変えて分子量

を推定すると、想定因子は3，000Da以下の低分子の可

能性が高い(限外海過フィルター培養法の有効性は、

PC12細胞に対するNGFの効果が1O，OOODaフィルター

を通過しないことから確認した)。幼若ニューロンには

グルタミン酸同様興奮性に働くとされるGABAについ

て検討したが、無効であった。一方、 BalbC-CGCは

PKA阻害剤の添加で死滅し、 C57-CGCは膜透過性

cAMPアナログで生存することから、想定因子のシグ

ナルはcAMP動員を介するものである可能性がある。
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1P・81

NGF依存的に活性化される BDNFレセプ
ター fTrkA /Trk BキメラJを用いた、 Trk
Bシグナリングの invitro解析

。佐藤洋助小島正己1，2鈴木健二九山田雅司

畠中寛1

2大阪大学蛋白質研究所蛋白質生合成部門大阪工業技

術研究所有機機能材料部脳神経工学ラボラトリ-j杏

林大学医学部衛生学公衆衛生学教室

海馬・大脳皮質領域では、ニューロトロフィン受容

体として主にTrkBが発現しており、 TrkAはほとんど

発現していない。このことは生理的濃度のNGFに対し

てこれらのニューロンがほとんど応答しないことを意

味する。 そこで我今は、細胞外領域がTrkA、細胞内

領域がTrkBのキメラレセプターをニューロンに強制発

現することを計画した。この時ニューロンでは、 NGF

添加によってキメラ分子のみが活性化されて内在性の

TrkBは活性化きれない。つまり、元身発現している

TrkBからの細胞内シグナリングを、強制発現したキメ

ラ分子の細胞内シグナリングに置き換えて解析できる

ものと期待した。本研究ではさらに、 TrkBのチロシン

キナーゼドメインに存在するいくつかのチロシン残基

に変異を導入することで、中枢ニューロンに対して

BDNFが行う生理作用(細胞分化・生存維持効果、シ

ナプス可塑性等)に関わるチロシン残基を同定したい

と考えた。 TrkAffrkBキメラ遺伝子の作製は、 PCR

増幅したTrkA細胞外領域と同様にPCR増幅したTrkB

膜貫通領域以下の細胞内領域をライゲーションするこ

とで行った。キメラ分子のTrkB細胞内領域としては、

Wild type (WT)、Y504F(Shc (ー))、 Y805F(PLC 

(ー))、K560N(kinase negative)の4種類を用意した。

また、各キメラ遺伝子と GFP遺伝子を同一プラスミド

(pBudCE4)上に導入することで、キメラ分子発現細胞

をGFPによりモニターできるようにした。最初に、こ

れらのキメラ遺伝子をCOS細胞に導入し、数日後、GFP

の発現を蛍光顕微鏡下で観察した。そして、 NGF添加

(100 ng I rnl、5rnin)後のチロシンキナーゼの自己リ
ン酸化とキメラ分子の発現をウエスタンプロットで確

認した。現在、これらのキメラ遺伝子を導入した初代

培養ニューロンにNGFを添加し、形態変化や生存維持

効果などを解析している。

2P-01 

Gicerin is involved in the formation of 

microvilli 

。ShigekiOKUMURA1， Keiko KOHAMN， Yasuhiro 

TSUKAMOT02， Hidekazu TANAKN， Naomasa 

MIKlI， Eiichi TAIRN 

IDepartment of Pharmacology 1， Osaka University 
School of Medcine， 2Department of Veterinary 

Anatomy， College of Agriculture， Osaka Prefecture 

University 

Re氾ently，we isolated rat gicerin， a novel cell adhesion 

molecule belonging to the immunoglobulin superfam-

ily and examined the expression pattem of gicerin 

mRNA and protein in various tissues. Although we 

previously reported that gicerin plays an important role 

in neurite outgrowth， gicerin mediated signal tr加 sduc-
tion pathway remain elusive. To exarnine the fun。
tional role of gicerin， we甘ansfectedgicerin cDNA 

into L cells. Interestingly， immunostaining of stable 

transfectant showed that gicerin predorninantly located 

at microvilli. To further investigate a protein associated 

with the cytoplasrnic domain of gicerin， we produced 

GST-gicerin-cytoplasmic domain (GCD) fusion pro-

tein and carried out GST pull down assay. As a result， 

moesin was co-precipitated with GST-GCD白sion

protein. The immunostaining data confirmed the co-

localization of gicerin and moesin at rnicrovilli on the 

transfectants. Moesin positi ve rnicrovilli were elon-

gated on the gicerin transfectant， as compared with the 

control transfectant.τbe immunostaining data also 

showed出atgicerin co-Iocalized with F-actin in the 

tips of rnicrovilli. In contrast to these results， L cells 
stably transfected with truncated gicerin which lacked 

cytoplasrnic domain showed no clear elongation of 

surface microvilli佃 dthis truncated mutant was not 

co-Iocalized with moesin or F-actin. These findings 

suggest that gicerin was associated with actin bundles 

via moesin in the rnicrovilli and the cytoplasmic 

domain of gicerin is necessary for the elongation of 

rnicrovilli. 



2P-02 

GPIーアンカー型神経接着分子 NB-3の遺伝

子欠損マウスの解析

。武田泰生赤阪啓子李順姫小林悟浅野

雅秀須藤 カツ子三岩倉洋一郎2，JII野仁九渡辺
和忠1

1東京都老人総合研究所細胞認識部門東京大学医科学

研究所ヒト疾患モデル研究センタ_ 3東京都神経科学

総合研究所解剖発生学研究部門

脳神経系の発生は神経管の形成に始まり高次精神活動

の獲得に至るが、これらのすべての過程に神経接着分

子が重要な役割jを果たしている。当研究室では中でも

免疫グロプリンスーパーファミリーのコンタクチン/

F3サブグループに注目し、特に NB-2とNB-3の2分

子を中心に機能解析を進めてきた。これまでの研究結

果から両分子はラットの大脳において、生後その発現

が強く誘導され、 1週日において一過性の上昇を示し、

成体に至り減少することが明らかとなった。このよう

な発現様式から両分子は機能的シナプスの形成や獲得

の過程に関与する可能性が考えられた。本研究では

NB-3の生理機能を詳細に検討する目的でNB-3遺伝子

欠損マウスを作製した。このマウスは NB-3遺伝子の

一部を欠損させ、代わりにリポーター遺伝子として Lac

Zを発現するよう組換えられたマウスである。今回この

マウスを用いて、 NB-3遺伝子の発現様式の検討、なら

びに行動解析による運動機能調節系への NB-3の関わ

りについて検討したので報告する。1)生後 14日目の

ヘテロ接合体を用いて NB-3遺伝子の脳における発現

をLacZリポーター遺伝子の発現で検討した結果、副

嘆球、梨状皮質、視床前背側核、赤核、下丘、皮質第

2/3および5層などかなり限局した部位に発現すること

が明らかとなった。一方、小脳における発現は生後初

期に一部のプルキンエ細胞層で、その後小脳会体の内

穎粒細胞層で認められ、成体に至っても高く維持され

ることが明らかとなった。これらの結果を背景に、成

体マウスを用いて 2)種今の行動実験を行い、特に運動

機能調節系への影響について検討した。その結果、懸

垂実験における安定姿勢の獲得、直径1.8cm丸木棒渡

り、直径3cm/回転率 10rpmの回転棒上での歩行の

各テストにおいて、野生型に比べてホモ型マウスは明

かな運動機能失調が観察された。一方、握力テスト、傾

斜板テストおよびぶらさがりテストにおいてはいずれ

も遺伝子型による差異は認められなかった。以上の結

果から、 NB-3はバランス感覚ー運動機能協調性に関わ

る高次機能において生理的役割を果たしていることが

示唆された。

2P・03

The recruitment mechanism of de novo 

synthesized cadherin into the activated 

synaptic loci 

343 

。HidekazuTanakaI， Takahiro Fujimoto'， Hong Shi'， 
Eiichi Taira'， Hiroko Sugiura2， Kanato Yamagata2， 

Naomasa Miki' 

'Department of Pharmacology， Osaka University 
School of Medicine， 2Department of Molecular 

Neurobiology， Tokyo Metropolitan Institute for 

Neuroscience 

Modulation of白eenvironment of synaptic cIeft is one 

of the key mechanisms of the regulation of synaptic 

activity. Among various cell adhesion molecules， 

which have been postulated to be involved in出eregu-

lation of synaptic cIeft environment， cadherin mole-

cules have been shown to exist at synaptic cIe白， and be 

modulated by both protein synthesis dependent (Y創na-

gata et aI.， J Biol Chem， 274， 19473-9; 1999) and 

independent (Tanaka et aI.， Neuron， 25，93-107; 2縦訓0)

manners. Here， two hours after the synaptic stimula-

tion of cu1tured rat hippocampal neurons， arcadlin， a 

neural activity-regulated cadherin， was overexpressed， 

and incorporated into the excitatory synaptic loci， 

where N-cadherin already exists and undergoes con-

formational modulation instantly upon stimulation. 

The relation between these two cadherin related mech-

anisms will be discussed. 
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2P・04

Molecular modification of N-cadherin in 
response to synaptic activity 

。HidekazuTANAKN， David COLMAN R.2 

IDepartment of Pharmacology， Osaka University 

School of Medicine， 2Department of Molecular 

Biology， Mount Sinai School of Medicine 

The relationship between adhesive interactions across 

the synaptic c1eft and synaptic function has remained 

elusive. At certain CNS synapses， pre-to post圃synaptic

adhesion is mediated at least in part by neural (N-) 

cadherin， a calcium dependent adhesion molecule. 

Here we demonstrat巴白紙 upondepolarization of hip司

pocampal neurons in culture by K+ treatment， or by 

direct application of NMDA or a-latrotoxin synaptic 

N-cadherin dimerizes and b∞omes markedly prot回 se-
resistant. These properties訂ein other systems indices 

of strong and stable， enhanced cadherin-mediated 

intercellular adhesion. N-cadherin retained protease 

resistance for at least 2 hours after recovery， while 

other surface molecules， including other c1assic cad-
herins， NCAM and the AMPA receptor subunits 

GluRl and 2/3， were readily and completely degraded. 

The acquisition of protease resistance and dimerization 

of N-cadherin is not dependent on new protein synthe-

sis， nor is it accompanied by intemalization of N-cad-
herin from the cell surface. By immunocytochemistry， 
we found出athigh K+ selectively and rapidly induces 

dispersion of some N-cadherin from synaptic puncta， 

which， after recovery， retums to an exclusively synap-

tic punctallocation. N-cadherin dispersion under high 

K+ treatment parallels in time the rapid expansion of 

出epresynaptic membrane consequent to the massive 

vesicle fusion that occurs with this type of depolariza-

tion. In contrast with direct application of NMDA to 

the culture， N-cadherin does not disperse， but does 

acquire enhanced protease resistance and dimerizes. 

Our data strongly suggests that synaptic adhesion is 

dynarnically and locally controlled， and modulatable 

by synaptic acti vity. 

2P-05 

神経系に特異的なプロテオグリカン、

NGC、のコンドロイチン硫酸鎖結合部位の

同定

。青野幸子，時国義人，山内忍，周尾卓也，松井

ふみ子，慶野宏臣，川島祥子，大平敦彦

愛知コロニー研・周生期学部

神経系に特異的に発現しているニューログリカンC

(NGC)は、膜貫通型コンドロイチン硫酸プロテオグリ

カンである(I)。小脳ではプルキンエ細胞に存在し、発

達に伴ってコンドロイチン硫酸鎖が結合したプロテオ

グリカン型からコンドロイチン硫酸鎖の結合していな

い非プロテオグリカン型に変化する。また、プルキン

エ細胞における局在も発達とともに変化し、神経回路

形成の盛んな幼若期には細胞体および太い樹上突起の

膜上に存在するが、成獣では太い樹状突起の

hypolemmal cystemaeに存在するようになる (2)。コ

ンドロイチン硫酸鎖の有無と小脳の発達は密接に関連

していると思われるが、現時点では小脳におけるコン

ドロイチン硫酸鎖付加調節機構は明らかとはなってい

ない。調節機構を解明するための第一歩として、今回、

NGCにおけるコンドロイチン硫酸鎖結合部位の同定を

行った。 pCI-neoベクターに組み込んだマウス NGC

cDNAを数種の細胞に発現させたところ、 Neuro2a細

胞がコンドロイチン硫酸鎖の結合したNGCを発現し

ていたので、以下の実験にはNeur02a細胞を用いた。

コンドロイチン硫酸鎖はセリンーグリシン配列あるい

はグリシンーセリン配列のセリン残基に結合すること

が明らかとなっているが、マウス NGCにはコンドロイ

チン硫酸鎖を結合する可能性のある部位が6ヶ所ある。
それぞれセリン残基をアラニン残基に置き換え

Neuro2a細胞で発現させたところ、123番目のセリン残

基をアラニン残基に置き換えた場合は非プロテオグリ

カン型のNGCを発現していたが、あとの5ヶ所のセリ

ン残基をアラニン残基に置き換えた場合はすべてプロ

テオグリカン型のNGCを発現していた。以上の結果よ

り、 NGCの123番目のセリン残基のみにコンドロイチ

ン硫酸鎖が結合することが明らかとなった。

(1) Watanabe， E.， Maeda， N.， Matsui， F.， Kushima， Y.， 

Noda， M.， and Oohira， A. J. Biol. Chem. 270:26876-
26882，1995. (2) Aono， S.， Keino， H.，Ono， T.， Yasuda， 

Y.， Tokita， Y.， Matsui， F.， Taniguchi， M.， Sonta， S.， and 

Oohira， A. J. Biol. Chem. 275:337-342， 20ω. 



2P-06 

成体ラットの神経細胞新生部位に選択的に

局在する G蛋白質

。浅野富子森下理香上回浩篠原春夫河

村則子仙波りつ子岸川正大加藤兼房1

1愛知県心身障害者コロニ一発達障害研究所三重大学

医学部解剖学

崎乳動物の中枢神経系における神経細胞産生は主に

胎生期に集中して起こり、成体では起こらないとされ

てきたが、ここ数年の研究により生涯新生が起こって

いる領域が2か所あることが明らかにされた。1つは側

脳室周辺の subventricularzone (SVZ)、もう 1つは海

馬・歯状回である。げっ歯類の脳では、 SVZは嘆球の

神経細胞を供給しており、 SVZから嘆球まで分裂能を

もっ神経前駆細胞の長い流れ(rostralmigratory stream， 

RMS)を形成している。これらの神経細胞新生部位に

存在し、神経幹細胞や神経前駆細胞のマーカーとして

用いられている nestinやMusashiは、 2台生期脳では神
経細胞を産生している脳室周辺の神経上皮細胞層に強

く発現している。

私たちは、これまでにG蛋白質の各種サブユニット

のうちりと Gi2αは胎生期の脳室周辺の神経上皮細胞

に特異的に局在し、神経細胞への分化に伴い減少し、成

体脳では低濃度しか存在しないサブタイプであること

を報告した。今回、がと Gi2α が、 nestinやMusashi

のように成体脳の神経細胞新生が起きている部位にも

存在するかを検討した。免疫組織化学的に観察すると

が、Gi2αともにSVZおよびRMSに高濃度存在し、特に

がは選択性の高い局在を示した。また、神経幹細胞の

候補である脳室上衣細胞の線毛にがと Gi2αが局在し

ていたo さらに、やはり神経細胞の新生が起こるとさ

れる喫神経の神経線維層にも強いがの免疫染色がみら

れたが、 Gi2αの免疫活性はみられなかった。 SVZや

RMSにおける増殖期の細胞をプロモデオキシウリジン

投与でラベルし、抗体で検出すると、酒、 Gi2α陽性細

胞と一致した。一方、がやGi2αの染色像はアストロ

サイトのマーカーである GFAPの染色像と一致しない

ので、アストロサイトには局在しないと考えられる。こ

れらの結果から、y5と Gi2α は神経細胞新生において

未分化な細胞の機能に関与すると考えられる。

2P・07

成熟ラット後根神経節細胞の接着ならびに

神経突起再生に対するコンドロイチン硫酸

プ口テオグリカン、 phosphacanと

neurocanの作用

。三五一憲大平敦彦三安食京子人渡嘉敷晶子

川野仁1

t東京都神経科学総合研究所発生形態部門愛知県心身

障害者コロニ一発達障害研究所属生期学
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<目的>phosphacan (PC)とneurocan(NC)は、とも

に神経組織における主要なコンドロイチン硫酸プロテ

オグリカンで、神経系の発生ならびに再生の諸過程に

おける制御因子として注目されている。特に invitroの

系で、胎生~新生仔期の神経細胞の接着や神経突起伸

長に対する、PCもしくはNCの作用が検討されてきた。

しかしながら、成熟動物神経細胞の初代培養系を用い

た研究報告はない。今回我々は、成熟ラット後根神経

節(dorsa1root ganglia (DRG))より単離した感覚神経級
胞の接着ならびに神経突起再生に及ぼす、 PCとNCの

効果について検討した。

<方法>(1) PCもしくはNCを種今の濃度(10μg/rnl，

11lg/m1，O.1μg/ml)でpoly-L-lysine(PL，10μg/ml)上に

コートした培養血に、 3ヶ月齢SDラットの DRGより
単離した神経細胞を撒布し、培養3時間後の細胞接着
率ならびに48時間後の再生神経突起長を計測した。(2)

PCもしくは NCを1μg/rnlの濃度で培養液中に加え、

PL上及びPLIlaminin(LM，10μg/ml)上で培養したDRG

neuronの48時間後の再生神経突起長を計測した。

<結果>(l)PL上にコートされたPC及びNCは、DRG

neuronの接着ならびに神経突起伸長を抑制した。この

抑制効果はPC及びNCの濃度に依存しており (10μ.g/

rnl> 1μg/rnl > > O.lllg/ml)、 chondroitinaseABC処理

により減弱した。(2)培養液中に加えられたPC及びNC

は、 PL上で培養した DRGneuronからの神経突起再生

を抑制した。一方、 PLlLM上で培養したneuronから

は旺盛な神経突起再生が観察され、 PC及びNCの添加

によっても抑制されなかった。

<結論>PC及びNCは、 DRGneuronのPLへの接着

ならびにPL上での神経突起再生に抑制的に作用し、そ

の抑制機序にコンドロイチン硫酸鎖の関与が示唆され

た。
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2P・08

神経可塑性に関わるシアル酸転移酵素遺伝

子の発現-ST3GalIV mRNA発現上昇につ
いてー

。町田敦紀，俵佳江，岡卓也，阿部明仁，塩坂貞

夫，加藤啓子

奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科

細胞生物学専攻

近年、脳内においてシアル酸の神経可塑性への関与が

報告されている。シアル酸は、シアル酸転移酵素によ

り糖蛋白や糖脂質に付加されることから、我身は、シ

アル酸付加がどのように神経可塑性に関与するのかを

明らかにするために、 1)海馬からシアル酸転移酵素遺

伝子をクローニングし、 2)神経可塑性モデル・キンド

リングマウス(けいれん閥値以下の電気刺激を毎日与

えることにより作成)・海馬における発現変動を RI-in

situ hybridization組織化学法及び半定量RT-PCR法を

用いて観察した。具体的には、 7種類のシアル酸転移酵

素遺伝子 (ST3GalI-IV， ST6Gal 1， ST6GalNAc II， 

ST8SiaIV)が単離され、 ST3GalIV，ST6Ga1NAc IIが

mRNA発現上昇を、 ST3GalI，ST8Sia IVが減少を、そ
して ST3Ga1II-III， ST6Ga1 1は変動を示さなかった。次

に、海馬以外におけるキンドリングの影響を観察した

ところ、 ST3Ga1IV mRNAの発現上昇が視床において

認められた。そこで、 ST3Ga1IV mRNAの発現分布と

キンドリング前後の発現上昇パターンを、 RI-insitu 

hybridization組織化学法を用いて更に詳しく検討した。

mRNA発現は、背側外側核、後外側腹側核、後内側腹

側核、外側膝状体の神経細胞に分布し、キンドリング

獲得後、これら領域において発現上昇を示し、新たに

背内側核・神経細胞においてその発現を確認した。次

に、マクロオートラジオグラフィーにより視床におけ

る発現量を検討した。キンドリング獲得過程を 5段階

に分類し発現量を比較したところ、キンドリング初期

に一過性に発現が上昇した後、その後滅弱し、再び顕

著な発現上昇がステージ進行に伴って観察され、最終

的に5.3倍 (ANOVA; F=0.472， P < 0.0001)の発現
上昇を示した。以上のことから、キンドリング獲得後、

視床における神経細胞が可塑的変化を示したことが明

らかになり、それに伴いST3Ga1IVによるシアル酸付

加がその可塑的変化に何らかの作用を示していること

が示唆された。

2P-09 

グルタミン酸受容体サブユニットとそのア

ンカータンパク質のシナプス後部内局在

。鈴木龍雄高木博伊藤仁一三清水秀夫九斎

藤文典1

1信州大・医・加齢研・神経可塑性名市大・医・第一

生化名市大・医・共同研

目的，方法:スパイン内でのNMDARとAMPARの局

在の違いが報告されている.AMPARはシナプス以外

の場所にも局在し，それらのシナプスへの輸送がLTP

の発現に寄与しているという silentsynapse説も提唱さ

れている.今回，ラット大脳のシナプス膜から， Triton 

X-l00不溶性の低比重画分(仮にPostsynapticraft， PSR 

両分)を得て，その特性を調べた.また， PSR画分と

PSD画分における， GluR subunitおよびそれらのアン

カータンパク質の局在を Westemblottingにて調べた.

結果:PSRは主に膜成分からなる均一な両分で，コレ

ステロールに富むこと，低温でのTritonX・100不溶性

などからシナプス領域のraftを集めた画分であると考

えられた.また， NMDARはPSD画分にほぼ限局して

いたが， AMPARのかなりの部分がPSR画分にも分布

していた.次に， LTPを誘導したラット前脳スライス

から PSDとPSR画分を調製して分布を調べたが，LTP

誘導により大きな変化は見られなかった.

結論:スパイン内では， AMPARはシナプス以外にも

raft様部位に分布していることが示唆された.さらに，

シナプス後部での情報処理にはPSRとPSDのクロス

トークが必要であることが示唆された.



2P・10

培養中枢ニュー口ンにおける神経伝達物質

放出の estrogenによる増強作用

。横幕大作沼川忠広1，2安達直樹松本知也

西尾チカヘ畠中寛1

1大阪大学蛋白質研究所蛋白質生合成部門日本学術振

興会特別研究員

estrogenは性ホルモンの一種であり，子宮，乳腺な

どに対する作用が主であると考えられてきた.しかし，

中枢神経系においても e班 ogen受容体が発現している

ことが明らかになり，その生理的役割が研究されてき

た.なかでも視床下部や下垂体に働き，発生段階にお

いて脳の性分化を促進する作用と，性線刺激ホルモン

の分泌量を調節し，成体における性ホルモンのバラン

スをコントロールすることはよく知られている.一方

で，中枢神経系においてこれらの作用以外に，神経細

胞の生存やシナプスの可塑性に深く関与している

BONFなどの神経栄養因子と類似の作用を estrogenが

持っている可能性が近年報告されつつある.シナプス

可塑性において，神経伝達物質の放出は重要な要素で

ある.

今回，我#は初代培養神経細胞を用い， estrogenの

神経伝達物質放出の増強作用を持つ可能性を検討し

た.生後2日齢のラットの脳から分散培養した海馬，小

脳，大脳皮質の神経細胞に， 17 beta-estradiol (l0-7 M) 

を添加して血清培地中で約 1週間培養を行った.その

後HPLCを用いて，中枢神経系において特に重要な興

奮性神経伝達物質であるグルタミン酸の脱分極に伴う

放出量を測定した.その結果， estradiol 添加群は非添

加群に比べて，有意に脱分極依存性のグルタミン酸放

出量の増強が起こっていることが明らかになった.こ

の結果はes佐ogenが，中枢神経系において興奮性シナ

プスを増強する可能性を示唆している.この増強作用

がBONFなどの栄養因子の発現を介したものなのか，

それとも巴stradiolに特異的なメカニズムによって引き

起こされているのかについて解析を続行中である.

2P・11

ニュー口プシンに対する 2種の特異的イン
ヒビターの解析
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。秋貞盛人¥蒲地智寛1，Bird Phillip2，岡卓也堂

前直己瀧尾披士九岸忠明L三宅義雅ヘ山本和
彦九松本和政塩坂貞夫加藤啓子l

1奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科

細胞生物学専攻，20epartment of Biochemistry and 

Molecular Biology， Monash U ni versity， 3理化学研究所，
4近畿大学薬学部近畿大学医学部生化学2

ニューロプシン(NP)は、大脳辺縁系、特に海馬でmRNA

の高い発現が見られ、海馬スライスにおける LTP増強

作用や神経可塑性モデルの 1つであるキンドリング動

物の形成への関与が明らかとなっている。その一方で、

NPは神経細胞で発現し活性を持たないpro型として細

胞外に分泌された後に、プロセッシングを受けて活性

化されることが示唆されている。しかし、活性化され

た後どのようにNPの活性が調節され不活性化されるの

かは未だに明らかになっていない。そこでNPに対する

インヒピターを同定する目的で、直接マウスの海馬・大

脳皮質ホモジネートから、リコンビナント・ニューロ

プシン (r-NP;Baculo virus expression system)とSOS

耐性の複合体を形成するタンパク質の同定を試みた。

その結果、 65kDa、260kDaのSOS耐性の複合体が検

出され、ペプチドシークエンスの結果から NPのインヒ

ビターは、 SerineProtease Inhibitor-3(SPI3;65kDa複合

体由来)と Murinoglobulin(MUG;260kDa複合体由来)

であることが解った。次にそれぞれが、 NPの特異的な

インヒピターであることを生化学的相互作用及び脳内

における分布から検討した。 l)SPI3:リコンビナント-

SPI3(Pichia expression system)とr-NPの結合平衡定数

は2.6x106M-1・S-1で、生理学的に有意な相互作用を示

した。さらにマウス脳における insitu hybridization組

織化学法によってSPI3のmRNAを検出したところ、

海馬CAl、CA3の錐体細胞層に発現が見られ、特に

CA3において強く発現していた。これはNPの発現パ

ターンと一致していた。また、活性基を一塩基置換さ

せたミュータント NPは、65kOa複合体を形成しなかっ

た。これらの結果から、 SPI3はNPに特異的に働くイ

ンヒピターであると考えられた。 2)MUG:マウス血清

から精製したMUGはr-NPとSOS耐性の複合体を形

成し、 r-NPのフィプロネクチン切断活性を測定したと

ころ、 MUGを等モル比添加した場合、 50%の活性阻害

がみられた。また、活性基を一塩基置換させたミュー

タント NPでは、 260kDa複合体は形成されなかった。

これらの結果から、 MUGもNPの活性基に特異的に結

合するインヒピターと考えられる。MUGの脳組織内で

の局在については現在検討中である。
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2P・12

神経可塑性関連セリンプ口テアーゼ

ニュー口プシンの分治機構について

。岡卓也，加藤啓子，秋貞盛人，塩坂貞夫

奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科

マウス海馬cDNAライブラリーよりクローニングされ

たニューロプシン (NP)は、分泌型のセリンプロテアー

ゼである。 NPは、神経細胞特異的接着因子や、細胞外

マトリックスであるフィブロネクチンに対して特異的

な分解活性を示すことから、細胞ー細胞閥、もしくは、

細胞ー細胞外マトリックス問の相互作用を制御すると

考えられる。一方で、 NPの生理機能として、海馬スラ

イスにおける LTP増強作用が確認されており、細胞外

における NPのプロテアーゼ活性が、シナプス機能の獲

得に必須であることが示唆されている。これらのこと

から、 NPが何処からどの様に分泌されるのかを明らか

にすることは、 NPの機能を理解する上で重要であると

考えられる。今回我々は、マウス海馬初代培養神経細

胞と神経内分泌系モデルとして用いられている

Neuro2a細胞を用いてNPの分泌機構について解析し

た。海馬初代培養神経細胞に NP-GFPfusion cDNAを

導入したところ、細胞体・軸索・樹状突起に点状に局

在した。これは、 NPの輸送経路には、極性のないこと

を示している一方、活動依存的に分泌誘導が生じるこ

とを示唆している。通常、分泌経路には構成性

(constitutive pathway)と調節性 (regulatedpathway) 

が知られているが、 Neuro2a発現系を用いて、 NP分泌

制御の関係について調べたところ、 NPは、神経突起上

に点状の局在を示すものの、なだらかに分泌される、

constitutive like pathwayを示した。神経内分泌細胞に

おける regulatedpathwayは、分泌タンパク質が

secretory granuleに凝集されることがカギになると考

えられているが、 N結合型糖鎖を破壊したミュータン

トは、凝集が滅り、分泌量も減少していた。このこと

から、 NPの持つN結合型糖鎖は、 NPの凝集を調節す

ることによって、 NPの分泌に関与している可能性が示

唆された。また、初代培養神経細胞において細胞外の

みを抗NP免疫染色したところ、グルタミン酸刺激後

15分において、未刺激のニューロンよりも強いシグナ

ルが観察された。これらのことから、 NPは、神経活動

に依存して分泌され、神経突起の細胞膜上で作用する

ことが示唆された。

2P・13

Mechanism of neuroprotective effects of 
immunophilin ligands against cell death 

。Ken-ichiTANAKA， Naoko FUJITA， Masato 
ASANUMA， Norio OGAWA 

Department of Neuroscience， Okayama University 

Medical School 

We examined the effects of FK506 and its non-immun-

osuppressive derivative， GPI1046， on Hp2-induced 
cell death in four various celllines such as NG108-15， 

C6， Neuro 2A and SH-SY5Y cells. Pretreatment with 
FK506 and GPI1046 significantly prevented the reduc-

tion of cell viability induced by H202・Theprotective 

effects of GPI1 046 are equipotent with those of FK506 

and may be mediated by increased intracellular con-

centrations of glutathione (GSH). Moreover， FK506 

and GPI1046 might a1so have anti-apoptosis effects， 

since HP2 caused apopωtic cell death in the case of 

severa1 cell lines. Thus， non-immunosuppr<陀.es路si灼ve

immunophili泊nligands such aωs GPI1046 rnight be 

potential drugs for ne隠e叩u町11汀r吋 e培ge阻n巴ぽ:ra山tlv切巴dωis問eaωs巴邸:s，partlCU-

larly since they do not have serious side effects such as 

immune deficiency. 



2P・14

E2F1強制発現によるニュー口ンアポトー

シス誘導機構の解析

。植月太一，西村伊三男，原とも子，谷浦秀夫，古

川和明

阪大・蛋白研・機能制御

E2Flは、細胞周期のGl/S期移行に重要な役割を果た

している転写因子である。分裂停止ニューロンにおい

てもE2Fl遺伝子は発現しているがその生理的な意義は

不明である。我々は脹性ガン細胞 (PI9)由来の分化
ニューロンにE2Flを強制発現するとアポトーシスを誘

導することを既に報告した。今回はヒト)JE性ガン細胞

NT2から分化したニユ}ロン (NT2ニューロン)およ

びヒト骨肉腫細胞Saos-2細胞にE2Flを導入し強制発

現することにより、そのアボトーシス誘導機構を解析

した。 E2Flを発現するアデノウイルスベクターを感染

させると両方の細胞で48時間後にアポトーシスを起こ

した。この際、細胞を抗活性型カスパーゼ3抗体で染

色すると、いずれの細胞においても E2Flを蓄積したア

ポトーシス細胞で免疫陽性となっていた。カスパーゼ3

依存的なニューロンのアポトーシスの際にはAPPのカ

スパーゼ3による切断断片が出現するとの報告がある。

そこでカスパーゼ3により切断される APP断端に特異
的な抗体で染色したところ、核が凝集している NT2

ニューロンにおいて免疫陽性の級胞が見いだされた。

以上の結果から E2FlをNT2ニューロンで強制発現す

るとカスパーゼ3活性化と APPの切断を伴ったアポ

トーシスを引き起こすことが明らかとなった。さらに

E2FlをニューロンやSaos-2細胞で強制発現すると、

E2Flが核内に斑点状に強く染色される像が見られ、こ

の核内構造体は抗PML抗体で染色された。 PMLは、

前骨髄球性白血病の原因遺伝子の 1っとして同定され、

核内でPMLNuc1ear Bodyと名付けられた核内構造体

に局在し、 PMLを強制発現すると細胞によってはアポ

トーシスを誘導することが知られている。これらの知

見からE2Flが核内で斑点状のPML陽性核内構造体を

形成することとニューロンでのアポトーシス誘導が重

要な関連を持っている可能性が示唆される。

2P・15

マウス胎生期の神経形成における SEK1の

はたらき

。丸岡弘規榎戸靖山岸覚仁科博史畠中

寛1

1大阪大学蛋白質研究所蛋白質生合成部r'，2東京大学大
学院薬学系研究科生理化学
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SEKl (MKK4/JNKKI)は、 SAPKlJNKを活性裂に

導く MAPキナーゼキナーゼであり、 SAPKlJNK分子

内の羽lr-Pro-Tyr配列中のスレオニン(Thr)とチロシ

ン (Tyr)残基をリン酸化することで知られている。

Drosophilaにおける賑発生時の背部癒合 (dorsal

c1osure)過程では、 Hep→Bsk→Djunへのカスケー

ドが関与することが示唆されている。このカスケード

は附乳類における SEK→ SAPKlJNK→ c-Junへのシ

グナルカスケードに相当することが知られている。こ

のことは、SEKlが崎乳類の発生過程に重要な役割を果

たしている可能性を示唆している。また、 SEKlノック

アウトマウスを用いた解析の結果から、SEKlノックア

ウトマウスは肝臓の形成不全により胎生10.5-12.5日

目で致死となることが明らかとなっている。このこと

から SEKl遺伝子は生存に関して重要な働きを持つと

考えられるが、脳神経系における SEKlの働きについ

てはまだ不明な点が多い。

本研究では、マウス胎生期における SEKlの神経

形成への影響に注目し、解析を行った。マウス胎生 11

日日のSEKlノックアウトマウスをホールマウントし

て、脳神経系における形態を観察した結果、野生型マ

ウスに比べて、脊髄が波打った形を呈する、終脳が小

さいなどの変化が見られた。このことより、マウス胎

生期における神経形成において、SEKlは重要な働きを

持つことが示唆された。次に、胎生 11日目のSEKl

ノックアウトマウスと野生型マウスから取り出した三

叉神経節ニューロンを NGF存在下で培養し、 NGF除

去後の生存率の比較を行った。その結果、 SEKlノック

アウトマウスより培養したニューロンの方が、野生型

のマウスのものより高い生存率を示すことが分かっ

た。このことより、三叉神経節ニューロンにおいて、

NGF除去による細胞死にSEKlが関与していることが

示唆された。
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2P・16

The relationship between the inhibitor of 

apoptosis protein NAIP and cell cycle ele-

ments in a rat focal ischemia model. 

。HitoshiOSUGN， Raouf FETNF， Sachiko OSUGN， 

Antoine HAKlM M乙OavidPARK S3， Joh-E lKEON 
10epartment of MoIecular Neuroscience， The Institute 
of Medical Sciences， Tokai University， 2NeuroGenes， 

International Cooperative Research Project， Japan 
Science and Technology Corporation， 3Neuroscience 
Research Institute， University of Ottawa， Ottawa， 

Ontario， Canada 

Apoptosis is believed to be a major pathway of cel1 

death in terminal1y differentiated neurons in many 

neuropathological conditions. NAIP (neuronal a凹pto-

sis inhibitory protein) is a member of a farnily of 

in凶nsic cel1ular suppressors of apoptosis (IAPs) 

which have wel1 conserved antiapoptotic domains 

called BIR. Overexpression of NAIP has been shown 

to suppress apoptosis in response to various apoptotic 

inducers. Recently， another member of出eIAP farnily， 

survivin， has been shown to have a strong association 
with the cel1ular spindle checkpoint in cultured cel1s. 

There are several reports suggesting that neurons can 

possibly re-enter the cel1 cycle after ischemia. Previ-

ously we have characterized the appearance of apop-

totic cel1s and upregulation of NAIP in the rat transient 

MCA and CCA occlusion model. The purpose of this 

study is to define the relationships between NAIP 

expression levels， TUNEL positive cel1s and cel1 cycle 

elements in a rat transient focal ischemia model. We 

also tested the protective effect of COK (cyclin depen-

dent kinase) inhibitor on the subsequent development 

of cerebral infarction. In this serial experiments， re-

entrance into the cel1 cycle by affected cortical neurons 

after ischernia was demonstrated in terms of cyclin 01， 

pRB and E2F expression. The localization of NAIP 

positive cel1s was wel1 correlated with cyclin 01 and 

TUNEL positive cells. Pre-treatrnent of COK inhibitor 

suppressed the upregulation of cell cycle related ele-

ments and reduced the size of infarction by 40'1も.

These results suggest that cel1 cycle related elements， 
which presumed to have a cell death signal in neurons 

were upregulated after ischernic insult. Together with 

previous results， our data suggest that NAIP seems to 

be related to由ecell cycle and might be one of血e

endogenous cel1 cyc1e associated protein in terminally 

differentiated neurons. 

2P・17

高カリウム、血清除去による小脳頼粒細胞

死における VDUP1遺伝子の発現上昇

。斉藤達哉，田中秀逸，小池達郎

北海道大学理学研究科生物科学専攻行動知能学

講座

私たちは、改良を加えたOifferentialOisplay法を用い

て、高カリウム、血清除去による小脳頼粒細胞死にお

いて、発現量の増加する遺伝子の探索を行った。その

結果、発現量の増加する 6つの既知、 3つの未知のク

ローンを得た。既知の遺伝子である、 GlutathioneS 

transferase， Vitamin 03 up-regulated protein 1 

(VOUPl)，hemeoxgenase， p21(neuron specific golgi 
protein)， LMO-4(LIM only protein)などについて、ノー

ザンプロット法により発現上昇の確認と定量を行っ

た。その内、 VOUPlは、もっとも顕著な発現の増加を

示した。初代培養した小脳頼粒細胞における VOUPlの

mRNA発現は、非常に低い状態にあるが、培地から高

カリウム、血清を除去すると、 2時間後をピークとし

て、迅速かっ顕著に発現量が増加した。この非常に早

い段階での活性化から、 VOUPlは、 c-junなどと並ん

で、細胞死のカスケードの上流因子に作用すると考え

られる。また、 VOUPlは、未成熟な小脳穎粒細胞が低

カリウム条件下で、細胞死を起こす過程においても、発

現量の増加が見られた。VOUPlは、Thioredoxin(TRX) 
と結合し、その働きを負に制御するタンパクとして見

出された。 TRXは、 JNKJSAPK、p38から c-Junのリ
ン酸化に至るカスケードの上流に位置する Apoptosis

signal regulating kinase l(ASK-l)の活性を抑制するこ
とが知られている。 VOUPlは、高カリウム、血清除去

による小脳頼粒細胞死において、 TRXの活性を抑え、

ASK-lカスケードの伝達を促進すると考えられ、この

カスケードが小脳頼粒細胞死に関与する可能性が示唆

された。



2P・18

NOによる神経細胞死における BDNFの細

胞死促進にはリン酸化Bcl-2が関与してい
る。

。石川保幸，池内俊彦，畠中寛

大阪大学蛋白質研究所

BDNFは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。 BDNF作用のもつ別の側面として我々

は、 BDNFはNO依存性のニューロン死をむしろ促進

することがあることを明らかにした。今回、このBDNF

によるニューロン死の促進効果における細胞内シグナ

ル伝達経路について、さらに詳細に検討した。その結

果、 BDNFによって顕著に促進される NOによる細胞

死はアポトーシスであることが明らかとなった。また、

この細胞死およびBDNFによる促進効果はp38MAPK

の選択的阻害剤である SB202190、SB203580、および

ERKの阻害剤であるU0126によって抑制されたことか

らp38MAPK、ERKが関与することが示唆された。ま

た、 p38MAPK、ERKは、この細胞死の過程において

活性化されることも明らかとなった。さらに、この時、

Bcl-2の顕著なリン酸化を観察した。この Bcl-2のリン

酸化はERK、p38MAPKの阻害剤によって阻害された。

これらの結果は、 Bcl-2のリン酸化が細胞死に関与する

ことを強く示唆している。 Bcl-2のリン酸化を担うもの

を明らかにする目的でERKとBcl-2が結合するかどう

かを調べたところ、 ERKとBcl-2は結合することを明

らかにした。以上の結果はNOによる細胞死はMAPK

ファミリーによるBcl-2のリン酸化状態の制御によって

引き起こされておりこのカスケードの BDNFによる活

性化が、その死を促進していることを示唆しているo

2P・19

Na+ -Ca2+exchangerサブタイプの発達と過
剰イオン流入による神経毒性

。小池達郎，益本将司

北海道大学大学院理学研究科生物科学専攻

ラット上頚神経節細胞 (SCG)は胎生 14日頃シナプ

ス形成し、生後も更にシナプスは増加し続ける。従っ

て生後 l日目のラット SCGの生存はNGFに依存する

が、膜脱分極による生存促進は生後 1日目のラットの

上頚神経節細胞では起こらない。これは後者がL型Ca2+

チャネルの発達に依存しているためである。この系を

用いて膜電位依存Na+チャネルの賦活剤 veratridineに

よる神経毒性の発達と Na+【Ca2+exchanger活性を調べ

た。この薬物は7DIVや21DIVのSCG細胞死を惹起

するが、 lDIVではSCG細胞死は起こらない。lDIV

のSCGでも膜電位依存Na+チャネルはすでに発達し、

実際に veratridine処理によってNa+の流入は起こる。

Veratridine処理によってCa2+も同時に流入するが、持

続しない。この持続性にはNポーCa2+exchanger活性が

主要な役割を果たすことが分った。 Na+-Ca2+exchanger 

活性はlDIVでは見られないが、 7DIVでは顕著に増加

することが蛍光カルシウム画像解析によりわかった。

さらに、RT-PCR法により Na+-Ca2+exchanger遺伝子サ

ブタイプ lと2は7DIVでは急激にその発現が増加す

るのに対し、サブタイプ3の発現レベルは低く、発達

に依存しなかった。さらに細胞死の形態に関しては、

7DIVではアボトーシスが起こることを、bis-benzirnide

染色、 TUNELや電子顕微鏡により証明したが、Z-VAD

やAc-DEVD-CHOなどのカスパーゼ阻害剤は核断片化

を抑制したものの、細胞死を抑制しなかった。一方、

21DIVではネクローシスのみが起こった。同じパラダ

イムによる細胞死も神経細胞の発達段階及びそれに依

存したイオン流入に依存しているといえる。
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2P・20

恐怖条件付けラットの海馬および肩桃核に

発現するー酸化合成酵素 (NOS)の定量的
解析

。加藤尚彦，小坂田健一，佐藤光，阿部一樹，井上

順雄，中山孝

横浜市立大学医学部生化学第一講座

ラットに音(CS，条件刺激)と足掌への電気刺激(US，非

条件刺激)を組み合わせる Pavlov型の恐怖条件付け

(fear conditioning)を行い，その海馬の6層[CAlの

str. oriens ( Ori )， pyramidal ce111ayer ( Pyr )， str. 
radiatum (Rad);歯状回の suprapyramida1blade ( Sup 

)， granule celllayer ( Grl)， infrapyrarnidal blade (Inf)] 

と扇桃核の3神経核 [Cen(centra1 nucl.)， Lat (lateral 

nucl.)， Blt (basolatera1 nucl.)]の凍結乾燥試料を調製し
た.対照ラットにはCSのみを与えた.秤量した試料

(0.98-3.07μg)のpoly(A)+mRNAを抽出して， NOS 

のisoforms(nNOS， neuronal NOS; eNOS， endothelial 

NOS)のmRNAを既に開発した定量的RT-PCRを用い

て測定した (Wanget al.， Dev Brain Res 111: 65-75， 

1998).対照脳と比較すると，条件付け脳の海馬6層の

nNOSとeNOSのmRNA濃度は変わらず， nNOSは

Pyrと Grlに高濃度に見られ， eNOSは各層とも同程

度の濃度を示した.これに反し扇桃核の Cenと Blt

のnNOSmRNA渡度は恐怖条件付けによりそれぞれ対
照の 59および41%減少したが，Latでは差が無かっ

た.eNOSmRNAの濃度はこれら扇桃核内の神経核問

では対照との差は無かった.同じ凍結乾燥試料(1.23・

3.07開)を直接Laemmliの溶解緩衝液に溶かし， SDS-

polyacryl阻Jidemicroslab gel中で蛋白質を泳動分離し

て，半定量的な解析を行った.扇桃核と較べて海馬で

はeNOS蛋白質が多く発現し，特に Radに多量に見

い出されたが， nNOS蛋白質の発現は少なく海馬各層

で著しい差が見られなかった.海馬に較べて扇桃核で

はeNOSの発現は少なく， nNOSが高濃度に発現し，各

神経核問の差は殆ど無かった.従来の報告を考慮する

と，以上の結果から海馬の空間的な位置に関する記憶

形成には，Pyrの錐体細胞に発現する eNOSが生成す

るNOが細胞閲逆行性messengerとして重要な働きを

し，海馬による実験環境に対する contextua1fear 

conditioningには nNOSは関与せず，扇桃核ににおけ

る音によるcuedfear conditioningではnNOSが生成す

るNOが滅少し細胞内messengerとしてNOが重要

な働きをしていると思われる.

2P・21

グルタミン酸作動性内分溢細胞の発見

。森山芳則山田浩司¥林美都子大塚正人

八代聖基L石尾将吾中塚修一木下美香山
本章嗣2

1岡山大学・薬・生理化学f関西医科大学・医・第一生
理

グルタミン酸は興奮性神経伝達物質として機能してお

り、脳機能に本質的に重要である。グルタミン酸が細

胞問の情報伝達物質として機能するために、神経・グ

リア細胞は、グルタミン酸シグナルの出力・入力およ

び終止系を備えている。すなわち、グルタミン酸の関

口放出系・受容体とそのシグナル伝達系ならびにNa+

依存性の輸送系である。我々は、これら一連のグルタ

ミン酸作動系がメラトニンの内分泌器官である松果体

に存在しており、末梢におけるメラトニン合成の抑制

系として機能していることを示してきた。今回、我々

は豚臓ラ氏島の α細胞がグルタミン酸の関口放出系・

受容体とそのシグナル伝達系ならびにNa+依存性の輸

送系を備えていることを見いだした。特に、グルタミ

ン酸の関口放出系について述べる。末梢性グルタミン

酸作動系 (periphera1glutamatargic system)の働きに

より、グルタミン酸が末梢においても細胞問伝達物質

として機能していると考えられる。



2P・22

甲状腺ホルモンによる摂食ペプチド

Neuropeptide Y遺伝子発現の変化

。貝津雅稔，山口剛，長谷川歩未，樋口宗史

新潟大学医学部薬理学講座

発育、代謝に関わるホルモンである甲状腺ホルモンの

過剰状態、甲状腺機能充進症では食欲は充進し多量の

食物を摂取するにもかかわらず、急速な体重減少を認

めることが知られている。マウスにT
3を投与すると、

酸素消費量の増大などの代謝充進作用とともに、より

高い投与量50.0μg/100gbody weightでは、摂食量が増

加することが報告されている。一方、中枢性には複数

の神経ペプチドが食欲・摂食を制御している。特に強

いorexigenicな作用をもっneuropeptideY (NPY)の

脳室内投与では、摂食行動を誘発することが知られて

いる。そこで、甲状腺ホルモンが中枢NPY神経に働き、

NPY遺伝子発現レベルを変えて摂食・食欲の機構を調

節しているかを明らかにする目的で、甲状腺ホルモン

と抗甲状腺薬投与マウスの中枢神経系のNPY遺伝子発

現を調べた。 8週令雄性CD-lマウスの一群に

triiodothyronine (T3)50.0Ilg/1 OOg body weightを投与し

た。コントロール群には、生理的食塩水を 1日1回7

日開腹腔内投与投与した。同時に他の実験群として、

0.025% methimazoleと0.05%propylthiouracilを自由

給水により各々投与するものを用いた。投与終了後、断

頭し、凍結切片を作成した。脳切片に対し、ベーリンガ

マンハイムのプロトコ ルに準じてInsitu 

hybridization (lSH)を行ったo Tj投与により、 NPY

mRNAの分布は、生理的食塩水投与コントロールマウス
のそれと同じだが、摂食の中枢の一つである視床下部

の弓状核で、 NPYmRNAが減少した。抗甲状腺薬

methimazoleにおいては、弓状核NPYmRNAは生理

的食塩水投与コントロ ルマウスのそれと同程度で

あった。抗甲状腺薬propylthiouracilにおいては、弓状

核NPYmRNAは生理的食塩水投与コントロールマウス

のそれに比して増加した。以上のことから、甲状腺ホ

ルモンは弓状核NPY神経において摂食誘発ホルモンの

NPY遺伝子発現を負に調節し、摂食調節因子として働

くことが示唆された。

2P・23

Leptinによる NPY遺伝子プロモーターの
活性制御機構の解析

。村岡修，許波，弦巻立，樋口宗史

新潟大学医学部薬理学
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N europeptide Y (NPY)は食欲を調節する因子のーっと

して重要な働きをしており、 invivoの研究から、 NPY

遺伝子の発現はLeptinにより抑制されることが報告さ

れている。私たちはLeptinにより NPY遺伝子プロモー

ターがどのように調節されているのかを研究するた

め、培養細胞による実験系を用いている。 Mouse

neuroblastoma由来N18TG2細胞にNPYプロモーター

を上流に持つルシフエラーゼレポーター遺伝子を導入

しLeptinで刺激したところ、予想に反してNPYプロ

モーターが活性化された。また、 Forskolin、KCIによ

り細胞を刺激すると、 NPYプロモーターは活性化され

るが、 Leptinと同時に刺激すると相加的な活性化が認

められた。このことはLeptinによる活性化はForskolin、

KCIによる活性化のメカニズムとは別の機構によるこ

とを意味する。 Leptinレセプターはサイトカインレセ

プターと類似した構造を持っており、そのシグナル伝

達により STAT3が活性化される。STAT3はIL-6をは

じめとするサイトカインのシグナルを伝える転写因子

であり、リン酸化により活性化された STAT3が下流の

遺伝子の発現を活性化することがわかっているので、

NPYプロモーターにも同様の機構が働いていることが

予想されるが、これについては現在検討中である。

またこの結果は、 invivoでのNPY遺伝子の挙動と逆

の結果を示しており、Leptinによる NPY遺伝子発現調

節には少なくとも 2つのメカニズムがあると予想され

る。生体内でLeptinがNPY遺伝子を抑制する機構は

Leptin刺激による直接的作用か、あるいは神経活動に

よる問接的な作用か、未だに明らかにされていない。私

たちの研究により、 Leptinのメカニズムの詳細が明ら

かになると期待している。
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2P・24

ラット脳スーパーオキシドテ=ィスムターゼ

(800)の加齢による変化

。江頭亨高山房子山中康光酒井久美子2

1大分医大・医・薬理大分医大・医・実験実習機器セ

活性酸素種と老化およびその防護機構のーっとしての

SODと老化との関連について、様Aをな角度から研究さ

れている。今回、ラット脳を用いて、脳各部位のSOD

isozyme(Cu，Zn-SODとMn-SOD)の加齢変化を酵素活

性および酵素免疫法の両面から検討した。また、同時

に脳脊髄液(CSF)中のそれらについても検討した。

Wistar 系雄ラット、 6~ 120週齢の脳およびCSFを

ただちに採取し、脳試料はFrontalcortex(FC)， 

Striatum(ST)， Hippocampus(HP)， Hypothalamus(ST)お

よびcerebellum(CE)の5部位に分割した。脳および

CSF試料のSOD様活性はスピントラップ剤 (DMPO)

を用いた電子スピン共鳴(ESR)法で、 SODisozym巴

タンパクは酵素免疫法で検出した。

Cu，Zn-SOD様活性では、 FC、HPおよびCEでは加

齢変化は認められなかったが、 STおよびST部位では

加齢とともに活性低下がみられた。 Mn-SOD様活性で

は、 FCを除きその他の部位では加齢とともに有意な活

性増加がみられ、特にHPでは 20週齢で最大活性を示
し、その後もその活性を維持した。一方、 CSF中では、

両活性とも高値を示し、加齢とともに低下した。また、

すべての脳部位で、 Cu，Zn-SODおよびMn-SODのタ

ンパクのバンドがWestemblottingで検出されたが、明

らかなタンパク検出量の加齢変化は認められなかっ

た。しかし、 CSFを試料とした場合、 Cu，Zn-SODのわ

ずかなタンパクのバンドが検出されたが、 Mn-SODは

ほとんど検出できなかった。

加齢による SODの変化では、出生後、成長過程では

増加し、老化が進につれ活性が低下する傾向にあると

の報告が多い。今回、ラット脳の各部位でSODisozyme

の加齢による変動を検討したが、 Cu，Zn-SOD活性の変

動は小さく、一定の発現をしているものと思われる。一

方、 Mn-SOD活性は脳各部位で加齢とともに増加を示

し、 Mn-SODは加齢により惹起される細胞の活性酸素

種からの保護蛋白として働いている可能性がある。し

かし、 CSF中のCu，Zn-SODおよびMn-SOD様活性の

高値がみられたが、 CU，Zn-SODおよびMn-SODのタ

ンパクのバンドの検出はわずかであったことから、

CSF中のCu，Zn-SODおよび‘MrトSOD様活性の大部分

は内因性の抗酸化物質によるものと思われる。

2P・25

片側性内頚動脈 MPTP投与によるサル脳グ

ルタミン酸代謝の変化一非侵襲的 13C-MR8

による研究ー

。金松知幸南部篤大槻泰介小田正記高

田昌彦三徳野博信三渡遁英宏へ岡本和也梅田

匡朗七塚田裕三t

1創価大学生命科学研究所東京都神経科学総合研究所，

3国立精神・神経センター武蔵病院脳外科 4 (株)東芝

医用機器・システム開発センター

我キは、非侵襲的 13C-MRS法(2T)を用いて、生体に

日Cでラベルされたブドウ糖を投与した後に、脳内の

日C-signalをmultivoxelで測定する方法(MultisliceIH・

13C correlation HSQC spectroscopy)を開発してきた。

今回、カニクイザル(Macacafascicularis，5kg，雌)に

片側性(左側)に内頚動脈より MPTP(0.5 mglkg)を投

与し、その後経時的 (3，8，15，45日後)に、脳内左右(

各1.7x 2 x 3 cm) 2 voxelsの13C-signalを同時に測定

した。麻酔下(ketarnine: xylazine = 3 : 1)で、一側の

内伏在静脈より [IsC]ブドウ糖を、 bolus(0.28 g1kg) 
投与後、可変量的に連続3待問 (0.72g1kg)にわたり投
与した。その間I3C-MRS測定を 5分間隔で行った。他

側の内伏在静脈より経時的に血液を採取し、血中ブド

ウ糖の日C濃度(13C-F.E.)を分析用官-NMRにて測定

した。日C-F.E.は13Cーブドウ糖投与開始直後(2.5分)に

ほぼ60%に達し、その後 120分まで同じ値を示してい

た。このことから、日C-MRSにより脳内グルタミン酸

4位の signalの経時変化を(相対値として)測定し、そ

の時定数を求めることにより、グルタミン酸代謝速度

(Vglu)の算出が可能であることが示された。 MPTP投

与前に 2岡13C-MRS測定を行ったところ、ともに左右

2 voxelsのVgluは等しい値を示した。MPTP投与に伴

う明らかな Parkinsonismの症状は認められなかった

が、 MPTP投与後3、15日、 45日日目で左脳の Vglu

が著しく低下していた。 MPTPはドーパミン作動性神

経毒であり、黒質線条体路の変性を生じることが知ら

れており、また、 VgluはneuronのTCA回路代謝速度

を示していることから、今回の実験結果は、ドーパミ

ン作動性神経の機能低下に伴い、観測領域の neuron代

謝活性が低下したことを示しているものと思われる。



2P・26

1均3C-NMR スぺク卜口スコピ一による手非F
襲的ヒ卜脳内グルコ一ス代謝動態の解析

一[1_13C]_glucose経口投与による測定一

。松本暁子大槻泰介金松知幸三岡本和也九

渡漫英宏梅田匡oJP，塚田裕三2
1国立精神・神経センタ創価大学生命科学研究所，

3 (株)東芝 医用機器・システム開発センター

<目的>13C-NMR Spectroscopy (13C-MRS)を用いた脳

代謝計測により、脳内でのブドウ糖ーアミノ酸代謝動態

を定量的かつ経時的に計測することが可能となってい

るが、従来の13C-MRSによるヒト脳のグルコース代謝

計測法は、日C標識グルコースを持続的に静脈内に注入

する必要があり、幅広い臨床応用には困難な面があっ

た。最近、我キは新しい13C-MRS視u定技術(局所励起
HSQC法)を開発し、安定同位体I3C標識グルコース

(13C-Glc)投与によるマルチボクセルでの脳内グルタミ

ン酸(Glu)、グルタミン(Gln)代謝の計測に成功した。

今回、 13C-Glcの経口投与によりヒト脳内TCA回路代

謝速度(Vtca)、脳内グルコース代謝速度(CMRglc)を

計測したので報告する。

<対象と方法>対象は、検査に関するインフォームド

コンセントを書面にて得た20代健常ボランテイア5名

(男性3名、女性2名)で、測定には(株)東芝製

2.0Tスキャナを用い、 [1-13C]-Glc溶液0.75g/kgを経

口投与後、両側後頭葉に設定した各48mlまたは64ml

の観測域より経時的に13C-MRS信号を計測した。その

問、血糖、血中グルコースの13C-fractionalenrichment 

(F.Eふインシュリン濃度を経時的に測定した。

<結果>血中グルコースの13C-F.E.はグルコース投与

後60-180分において、ほぽ一定であった。 [4sC]-Glu

はグルコース投与約 30分後より観測され始め、遅れて

[3-13C]-Glu、[4sC]-Glnが観測された。また数学的代

謝モデルを用いて血中グルコースの13C-F.E.を入力し

て計算したところ、 Vtca=O.36::!:: 0.16μmoν'g/min、

CMRglc=0.22μmo1Jg加inとなり、測定領域に白質が多

く含まれていたことを考慮すると、これまでに報告さ

れた PET等による値に近い値と考えられた。

<結論>13Cグルコース経口投与による 13C-MRS脳内

グルコース グルタミン酸代謝計測は、新しい非侵襲的

脳代謝測定法となる可能性が考えられた。代謝の左右

差計測も可能であり、今後、脳機能の解析や痴呆など

の脳障害時の病態把握と早期診断の手段、将来的な治

療法の開発や薬物効果判定など、臨床的応用が期待さ

れる。
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2P・27

Apolipoprotein A-I によるコレステロール搬
出に関するアストロサイト細胞内反応

。伊藤仁一，長安祐子，横山信治

名市大・医-一生化

アストロサイトは自ら apoEを分泌し、cholesterol-rich

なHDLを細胞外に生成する一方、外来性apoA-Iに反

応して、 cholesterol-poorなHDLも形成する.本研究

ではApoA-IによるアストロサイトのHDL新生に関わ

る細胞内コレステロールの動向を解析した.ラットア

ストロサイトに対し、 apoA-Iは作用開始後 120分以降

にERでのコレステロール合成を促進した.しかしな

がら、この合成が促進される 30分前には、すでに ER

で合成されているコレステロールの細胞質へ移行が一

過性に促進された.また新たに合成されたコレステ

ロールの apoA-Iによる細胞外搬出も apoA-I作用後 1

時間以降に徐今に促進され、細胞質に移行したコレス

テロールは直ちに細胞膜に到達し、かつapoA-Iにより

細胞外へと搬出されることが示唆された.一方、細胞

質における caveolin1もコレステロールの細胞質移動

と相関して apoA-I作用後60-90分で一過性に上昇し

た.また apoA-I刺激に伴い細胞質に移行したコレステ

ロールは、密度勾配遠心分析によりphosphatidylcholine

やsphingomyelinとともに密度1.10- 1.15 g/mlに分

布し、 caveolin1やcyclophilinA もこの画分に

colocalizeすることがわかった.しかし、細胞質におけ

るのclophilinA分布はcaveolin1のように apoA-I作

用によるコレステロール分布変化と連動した変化を示

めさなかった.cyclophilin Aと特異的に結合する

cyclosporin A (Cs-A)は、 apoA-Iによる細胞質内への

コレステロールの移動、 ERにおけるコレステロール

合成の上昇、コレステロールの細胞外への搬出、さら

にcaveolin1の細胞質への出現などapoA-Iによるコレ

ステロール搬出に強く関わるいずれの反応も抑制し

た.これらの結果から、アストロサイトでは apoA-Iの

作用により ERのコレステロールが細胞質内での脂質・

蛋白質複合粒子を介して輸送され、細胞外で新生する

HDLに積み込まれることが示唆された.またこの細胞

内輸送はcaveolin1とcyclophilinAに機能的に依存し

制御されることが示唆された.



356 神経化学 Vol.39(No.3)，2000 

2P・28

acidic FGFにより分化誘導されたラットア
ストロサイトーマ GA・1のコレステロール

放出に関するapolipoproteinA-I反応性の変
化

。張力勇，伊藤仁一，横山信治

名市大・医・一生化

アストロサイトはapolipoproteinE (apoE)を産生・

分泌し、細胞のリン脂質とともにコレステロールを放

出することにより、細胞外にHDLを形成する。また、

外来性apoA-Iに反応してコレステロール含量の低い

HDLを産生する。本実験で我々は、未分化型アストロ

サイトーマ GA-lのコレステロール代謝をラットアス

トロサイトと比較検討すると同時に、 aFGFで分化誘導

することにより、コレステロール放出に関する apoA-I

反応性がどのように変化するかを調べた。

(方法)ラットアストロサイトーマ GA-lおよびラッ

ト胎児脳より分離したアストロサイトにe町コレステ
リルエステル含有LDL(25mg/mL)と [3H]コリンを 24

時間負荷してコレステロールとコリンリン脂質を標識

した後、培養液中にヒト apoA-Iを添加して細胞からの

コレステロールとリン脂質の放出を経時的に観察し

た。脂質の分析は、細胞および培養液中から有機溶媒

にて抽出後、薄層クロマトにて分離し放射能を測定し

て行った。

(結果および考察)アストロサイトーマ GA-lはアス

トロサイトと比べapoEの産生が極めて低く、コレステ

ロール放出も低い。一方、外来性apoA-Iに対して高い

反応性を示す。aFGF処理された GA-lはコレステロー

ル合成が約20%、またphosphatidylcholi出合成が約

259も増加した。しかしながら、コレステロール放出に

ついては顕著な増加が認められなかった。GA-lはラッ

トアストロサイトとは異なり、aFGF処理によって

apoEmRNAの発現および分泌に増加が認められな

かったことがその原因と考えられた。一方、外来性

apoA-I Iこ対する反応性は低下し、 apoA-I-mediated

cholesterol releaseは著しく減少した。ラットアストロ

サイトも apoA-I反応性が低いことから、aFGFで処理

されたGA-lはapoA-I反応性に関して分化型に近づい

たことが示唆された。また、 aFGFで処理された GA-l

はLDL負荷によるコレステロール供給によってコレ

ステロール合成が著しく抑制され、コレステロール合

成の制御機構の発達が示唆された。一方、 apoE産生に

は変化が認められず、内在性apoE依存性のコレステ

ロール搬出については未分化型の特性を維持してい

た。

2P・29

恐怖条件付けストレスにおける 3s・
hydroxysteroid dehydrogenaseの関与

。野崎歩tJ，野田幸裕永井拓原明鍋島俊

隆l

1名古屋大学大学院医学研究科医療薬学岐阜薬科大学

生化学

本研究では、恐怖条件付けストレス (CFS)反応におけ

る脳内ステロイドの役割を調べるため、ニューロステ

ロイドの代謝酵素に着目した。そこで、

dehydroepiandrosterone sulfate(D HEAS)を

androstendione に代謝する酵素である 3s-

hydroxysteroid dehydrogenase(3s・HSD)のCFS反応時

の酵素活性およびこの酵素を阻害した時の、ストレス

反応への影響を行動薬理学的および生化学的に検討し

た。動物はマウスを用い、ストレス反応はCFS試験を

用いた。すなわち、第 1日目にマウスを装置に入れ、電

気ショック(ImA、200msec)を床グリッドより 10秒

毎に6分関与えた。第2日目にマウスを同一装置内に

入れ、電気ショックを与えず、行動量を 6分間測定し

た (stress群)0 DHEAS(O.l nmoν'mouse)を脳内投与

または 3s-HSD阻害薬のトリロスタンを連続投与する

と、 CFS反応は有意に緩解され、これらの緩解作用は

シグマ 1受容体詰抗薬(5mglkgip)によって有意に搭抗

された。これらの結果から DHEASのCFS反応の緩解

作用は脳内シグマl受容体を介して発現していることが

示唆される。また、 トリロスタンは 3s-HSDを阻害す

ることによって、 DHEAから androstendioneへの代謝

経路を抑制し、その結果、相対的にDHEAが増加した

ことによりストレス反応が緩解されたものと考えられ

る。事実、ト 1)ロスタン連続投与マウスの脳内3s-HSD

活性は抑制されていた。一方、第 1日目に電気ショッ

クを負荷したマウスの脳内3s-HSD活性は、非ストレ

ス群のそれに比べて有意に増加していたが、恐怖条件

付けストレス反応を呈したマウスのそれは、有意に低

下していた。以上の結果より、 CFSによる緩解作用は

末梢ではなく脳内の sigmal受容体を介していることが

示唆され、 3s-HSD活性の変化に伴う脳内DHEAS含

量の変化が、 CFS反応の発現に重要な役割を果たして

いることが示唆された。



2P・30

胎児性アルコール症候群モデルラット脳の

糖鎖発現

。111島麗l，t中村和生1，3李洪珍斎藤真希田
口雅之斎藤克玉井 i羊_1，4小嶋久子1，3

1北里大院・分子病態医化学北里大・医・産婦人科学，

3北里大・医・生化人間総合科学大学

妊婦のアルコール摂取は“胎児性アルコール症候群"

と呼ばれる中枢神経障害を起こすことがある。我々は、

妊娠中のラットにアルコールを強制摂取させると、生

まれた仔ラット脳ミエリンの 2'，3' ，一環状ヌクレオチ

ド3'ーリン酸水解酵素とミエリン塩基性タンパク質の

mRNA発現が低下すること、プロテオリピドプロテイ

ン (PLP)のmRNA発現が対照に比較して遅延するこ

とを観察し、胎仔期のアルコール被爆によるミエリン

形成の遅れが生化学的検索から示唆された。本研究で

は、ミエリン形成開始に関与するミエリン関連糖タン

パク質 (MAG)の発現をノーザンプロットで調べた。

対照群(生食投与)に比較して胎仔期アルコール被曝

群 (2g!kg体重/目、または 2.5g!kg体重/日)の発現

が著しく遅延し、発現のパターンはPLPと相似してい

た。 MAGはFynチロシンキナーゼと相互作用して細

胞内情報伝達を行うとともに、特定のガングリオシド

とも相互作用することが知られている。最近、胎仔に

対するアルコールの投与が、 GABAレセプターや

NMDAレセプターに影響を与えて、アポトーシスを引

き起こすことなどが報告されている o ガングリオシド

等の糖鎖も神経系ではシグナル伝達に関与する重要な

物質であるので、ガングリオシド合成酵素の動態につ

いても検討した。 CMP シアル酸:ガラクトース s-l，3

ガラクトサミン α2，3ーシアル酸転移酵素の cDNA断片

をプロープとするノーザンプロット分析では、対照群

と胎仔期アルコール被曝群に明瞭な差は認められな

かった。脳のガングリオシド組成を検討すると、薄層

クロマト上、 GD2の増加と GQlbの減少が観察され、

その程度はアルコール被曝量が多い程顕著であった。 α

2，8ーシアル酸転移酵素やN アセチルガラクトサミン転

移酵素の活性変化が予想されるので、ノーザンプロッ

トによるこれら糖転移酵素のmRNA発現と酵素活性を

検討中である。

2P・31

Caspases are involved in hypoxia/ 

ischemia-induced death of oligodendro・

cytes. 

OMamoru SHIBATAi' 2， Shin HlSAHARN， Hideaki 
HARN， Takemori YAMAWAKI4， Yasuo 

FUKUUCHP， Junying YUAN5， Hideyuki OKAN02， 
Masayuki MIURN 

IDepartment of Neurology， School of Medicine， Keio 

Universitysity， 2Division of Neuroanatomy， 

Department of Neuroscience， Osaka University 

Graduate School of Medicine， 3Nara Research and 

Development Center， Santen Pharmaceutical CO. Ltd.， 

4Division of Cerebral Circulation Research， National 

Cardiovascular Center Research Institute， 5Department 

of Cell Biology， Harvard Medical School 
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Caspases play a pivotal role in cell death in normal 
development and pathological conditions. Oligoden-

drocytes (OLGs)紅巳 theonly myelin-forming cells in 
the cen住'alnervous system， and are known to be SUS-
ceptible to hypoxia and ischemia. However，白eprecise 
mechanism whereby such insults lead to OLG death 
remains unknown. We established a transgenic mouse 
line conditionally expressing p35， a baculovirus-
derived wide-range caspase inhibitor， in the context of 
the myelin basic protein promoter (p35 Tg). After 6 
hours of hypoxia， OLG primary cultures prep紅ed
from wild-type mice (WT-OLG)凶 libiteda substan-
tial cellloss and robust DNA fragmentation in remain-
ing cells， which was accompani巴dby caspase-3 
activation. OLGs derived from p35 Tg (p35 Tg-OLG) 

were resistant to the hypoxic insult and， as expected， 
no significant caspase-3 activation occurred after 

hypoxia. This finding indicated that caspases ar巴
important mediators of hypoxia-induced OLG death. 
Western blot analysis revealed that the expression of 

caspase-ll was elevated in both WT -OLG and p35 Tg-
OLG after hypoxia. OLGs prep紅edfrom caspase-ll 
knockout mice were less vulnerable to hypoxia and 
showed only a modest increase in caspase-3 activation， 

suggesting that caspase-ll-dependent caspase-3 acti-
vation is concerned with hypoxia-induce OLG death. 
In a focal permanent ischemia model， wild-type mice 
displayed a time-dependent loss of OLGs and 

increased occurrence of DNA fragmentaion in the 

ischemic cortex. The expression of caspase-l1 was up-

regulated， which started as little as 1 hour after 
ischemia. In p35 Tg and caspase-ll knockout mice， 

OLGs were significantly resistant to ischemic insult. 

These findings suggest白atcaspases play an important 
role in ischemia-induced OLG demise and 血at
caspase-ll is a key ups佐eamarbiter. 
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2P・32

ラット軽度脊髄損傷モデルにおける感覚異
常の検討

。森野忠夫，堀内秀樹，尾形直則，竹葉淳，山本

晴康

愛媛大学医学部整形外科

【目的I脊髄損傷後の痛覚過敏・鈍麻、aIlodyniaなどの
感覚異常は、そのメカニズムが不明であることから有

効な治療法も乏しく、治療に難渋する病態である。我々

はこれまでにラットの脊髄を軽度圧迫すると、圧迫後 1

-3日まで徐々に立ち上がり回数が減少していく遅発

性運動障害モデルを作成してきた。このモデルでは立

ち上がり回数の減少に比例して、圧迫部位の脊髄組織

内にマイクログリアが増殖してきており、遅発性運動

障害にマイクログリア増殖を含む炎症反応が関与して

いる可能性がある。今回我今は、軽度脊髄損傷モデル

の温痛覚閥値を測定し、圧迫後の炎症反応が感覚異常

を引き起こすか否かを検討した。 I方法]3-5ヶ月齢
のWistar系雌ラットの、第 11胸椎レベルで椎弓を切

除し、脊髄軽度損傷ラットは、 20gの重錘を硬膜上に

20分間置くことによって脊髄に軽度な障害を加えた。

shamラットは、椎弓切除のみを行った。障害後 1-7

日まで1日ごとにHargreaves'Plantar test apparatus(U go 

Basil， Varese， Italy)を用いて、両後肢足底部の熱刺激に

よる withdrawaIlatencyの変動を測定した。結果は、処

置を加えていないnormaIラットの latencyに対する割

合として示した。 I結果]椎弓切除のみを行った sham
ラットでは、処置後 1週間まで温痛覚閥値の低下は認

められなかったが(94-105%)、脊髄に圧迫を加えたラッ

トでは処置後 1日目から温痛覚闘値の低下、すなわち

latencyの短縮が認められ(l日目 :84%，2日目 87%)、3

日目から回復し始めて (94%)、4日目から 1週間後には

shamラットとほぼ同じレベルまで回復していた (96-

104%)0 [考察l今回の実験では、ラット胸畿に軽度圧
迫を加えると、一過性の温痛覚の過敏が生じることが

分かった。本研究における温痛覚過敏の出現時期は、脊

髄組織内にマイクログリアが増殖する期間にほぼ一致

しており、マイクログリア増殖をはじめとする炎症反

応が温痛覚過敏の原因の 1つとなっている可能性が考

えられた。

2P・33

ストレスによる脳内ヒスタミン含量の変化

。棲井映子遠藤雅俊揚志博渡主主建彦谷

内一彦1

1東北大学大学院医学系研究科・薬理サントリー基礎

研

生理活性物質ヒスタミンは、日内リズムや摂食行動と

の関係が明らかにされ、最近ではHI、H2、H3受容体

を介した役割が解明されつつある。また外部環境によ

るストレスにもヒスタミンは関与していることが考え

られる。今回は、ストレスとヒスタミン神経系との関

係について検討した。ストレスを負荷したマウスおよ

びラットの脳では、慢性的に与えられたストレスによ

り、コントロールに比べ脳内のヒスタミン含量が増加

していた。強制水泳を行わせながらマイクロダイアリ

ス法を用いて脳内から遊離されるヒスタミン量を測定

したところ、潅流液中のヒスタミン量は基礎レベルの

約1.7倍に増加していた。よってストレス負荷によりヒ

スタミンは遊離すると考えられる。そこで肥満細胞欠

損 (w/wv)マウスと野生型マウス (w+/w+)を個キのホ

ルダーに入れ拘束ストレスを与えて3時間後に脳を取

り出し、ヒスタミン含量を調べた。 w/wvマウスで脳内

ヒスタミンが有意に減少していたのに対して、 w+/w+

マウスでは逆に有意に増加していた。ストレス時には

ヒスタミン神経系からヒスタミンが遊離され脳内のヒ

スタミンは減少し、肥満細胞由来のヒスタミンが増加

すると考えられた。さらに薬物のよるヒスタミン神経

系の賦活効果を、食餌制限下にActivity-stressを負荷し

たラットに観察される hyperactivityを指標として調べ

た。我今は以前にActivity時stress負荷により回転運動量

が増加(hyperactivity)し、 hyperactivity時にはヒスタ

ミン神経系の活動が低下していることを報告してい

る。今回、ヒスタミンの前駆物質であるヒスチジンの

投与群では有意にhyperactivityが抑制され、また脳室

内に持続的に微量投与したヒスタミン処理群において

もhypぽactivityは抑制された。逆にヒスチジン脱炭酸

酵素の特異的阻害剤である α-Fluoromethyl-

histamine(FMH)投与では、 hyperactivityが生理食塩水

投与群より増加した。以上の結果は、ストレスによっ

て誘発される hyperactivityをヒスタミン神経系が抑制

している可能性を示している。



2P・34

Effects of levodopa combined with dopa 

decarboxylase inhibitor on dopaminergic 

dysfunction in the 6・OHDA-Iesioned

mouce striatum 

。NaokoFUJITA， Ken-ichi TANAKA， Norio OGAWA 

Department of Neuroscience， Okayama University 
Medical School 

Levodopa is usually administered as a mixture with 

peripheral dopa decarboxylase inhibitor (DCI)， benser-
azide and carbidopa. Clinically， some reports showed 

no differences between both mixtures in terms of 

improvement insymptoms 組 dadverse effects， but 

many showed由ediscrepancy of pharmacological 

properties between two DCIs. In由epresent study， we 

examined the effects of levodopa combined with DCI 

on 6-0HDA-induced dopaminergic dysfunction in the 

mouse striatum， to clarify the influence of levodopa 

concentrations or combination ratio with levodopa and 

DCI. Daily treatments of levodopa!DCI (50/12.5 mgl 
kg) for 7 days enhanced lipid peroxidation induced by 

auto-oxidation in the 6-0HDA-lesioned mouse stria-

tum. Furthermore， levodopa!DCI also increased 

dopamine and its turnover， and glutathione contents. 

Moreover， it s伐 medthat benserazide， but not carbi-

dopa， acted on central dopa decarboxylase. 

2P・35

Propargylam ine類による神経細胞のアポ

卜ーシス防御の機序

。直井信丸山和佳子三赤尾幸博高橋勤4

1応用生化学研究所脳科学研究部国療長寿医療研究セ

ンター老化機構研究部生化学代謝研究室岐阜国際バ

イオ研究所愛知江南短大
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(ー)depernyl(selegiline)はB型モノアミン酸化酵素

(MAO-B)の阻害剤であるが、近年その神経保護作用が

注目されている。我々は、ドパミン細胞のモデルであ

るMAO-Bが発現していない神経芽細胞腫SH-SY5Y

細胞を用い、 propargylamineによる抗アポトーシス作

用を検討し、その細胞内機構を明らかにした。 invitro 

のアポトーシス実験系として内在性神経毒N-

methyl(R)salsolinol (NM(R)Sal)，合成神経毒6-

hydroxydopamine (6-0HDA)、パーオキシナイトライ

トを生成する SIN-lを用いpropidiumiodine， Hoechst 
33342による蛍光染色を用いた形態変化の測定から抗

アポトーシス作用を検討した。ミトコンドリア

permeabi1ity transition pore (円P)に対する作用を JC-l
を用いたミトコンドリア膜電位の測定より検討し、

ラット肝より単離したミトコンドリアを用いてPTPへ
のpropargylamineの直接作用を検討したoSelegilineを

含むpropargylamine類はlOnMという低濃度において

も抗アポトーシス作用を示した。この作用のためには

propargy lamine基が必須であり、 MAO-B阻害活性と

抗アポトーシス活性の聞には相関は認められなかっ

た。 propargylamineはNM(R)Sal，6-0HDA， SIN-lい
ずれによる細胞死も防御し、その作用発現のためには

予め細胞を propargylamineで処理しておくことが必要

であった。 propargylamine類によりミトコンドリア膜

電位の低下が抑止されたとともに、 caspase-3の活性化

が阻害された。さらに単離ミトコンドリアにおいても、

propargylamine類はミトコンドリア膜電位を保持し

PTPからの Rohdamine123の流出を阻止した。

propargylamine類はミトコンドリアに存在する標的タ

ンパクに直接作用し、抗アポトーシス作用を示した可

能性がある。
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2P・36

ヒ卜ニュー口ブラストーマにおける MPP+

誘発細胞障害とミトコンドリア機能異常

。森厚詞，中井正三，光本泰秀

大塚製薬(株)医薬第二研究所・神経変性疾患グルー

プ

MPTPは脳内でB型モノアミン酸化酵素によって

MPP+に変換され、この毒性代謝物はドパミントラン

スポーターを介してドパミン神経細胞内に特異的に取

り込まれる。取り込まれたMPP+はミトコンドリア電

子伝達系の複合体Iを阻害することによりエネルギー産

生系の障害を惹起し、神経変性を引き起こすと考えら

れている。また培養神経細胞系では、 MPP+の添加に

より細胞内 ATP量の低下並びに NADH量の増加が認

められ、更にはクロマチンの断片化を伴った典型的な

アポトーシスの形態が観察される。そこでSH-SY5Yヒ
トニューロプラストーマを用いMPP+で誘発される形

態的細胞傷害に至るまでのミトコンドリア機能変化に

ついて検討した。

10%牛胎仔血清を含んだDMEMで維持した SH帽

SY5Yヒトニューロプラストーマを無血清N2含有

DMEMに培地交換と同時に種キ渡度のMPP+添加し

た。一定時間処理後、細胞代謝活性はMTI還元能をミ

トコンドリア酸化還元活性はAlamarblue蛍光を各々

指標に測定した。またミトコンドリア内膜電位はJC-l

の蛍光比を指標に測定し、アポトーシスの形態的評価

はHoechst33258染色による核断片化を蛍光顕微鏡に
より観察した。

MPP+24時開処理後のニューロプラストーマ細胞で

は、その濃度依存的 (0.1-2.5mM)にMTI還元能並

びにAlamarblue蛍光の減少が認められ、 2.5mMでコ

ントロールの約 50%であった。この処理時間において

はJC-l蛍光比に殆ど変化は認められなかった。更に

MPP+ 48時間処理後では、その濃度依存的にMTI還

元能並びにAlam紅 blue蛍光の減少が認められ、2.5mM

MPP+でコントロールの約5%であった。またこの処理

時間では、 lmM以上の濃度でJC-l蛍光比の減少が認

められ、核の断片化が観察された。

以上の結果から、このニューロプラストーマにおけ

るMPP+誘発細胞傷害機構として、ミトコンドリア酸

化還元活性の低下並びにそれに引き続いて起こるミト

コンドリア内膜の脱分極によるアポトーシスの誘導が

示唆された。

2P・37

機能不全骨格筋における αBクリスタリン

のリン酸化

。加藤兼房，稲熊裕，伊東秀記，亀井慶子，岩本

郁子

愛知県心身障害者コロニ一発達障害研究所生化学部

細胞・組織中のαBクリスタリンは種身のストレスに応

答して分子内の三カ所のセリン残基 (Ser-19，晶子45，

Ser-59)がリン酸化され、Ser-45は戸4/42MAPキナー

ゼ、 Serδ9はMAPKAPキナーゼ2によってリン酸化

されることを明らかにしてきた (1，2)。ラット心筋・骨
格筋のαBクリスタリンは熱や虚血ストレスによってリ

ン酸化が促進されるがその生理的意義は不明である。

今回、 αBクリスタリンのリン酸化の意義を明らかにす

るために、成獣ラット下肢筋が種身の機能不全状態(除

神経、健切断あるいは尾懸垂による廃用萎縮)に陥っ

た時に、 αBクリスタリンのリン酸化状態がどのように

変化するかを解析した。(方法)それぞれの機能不全状

態のヒラメ筋(SOL)と長指伸筋(EDL)を経目的に採取

して、組織抽出液を可溶性分画と不溶性分画に分け、不

溶性分画は7M尿素を含む緩衝液で溶解し、それぞれ

をSDS-PAGEあるいはIEF後ニトロセルロース膜に転

写し、三カ所のセリン残基のリン酸化を認識する抗体

を含む種々の抗体を用いて解析した。(結果)・ αBクリ

スタリンは赤筋である SOLで多く、リン酸化型(おも

にSer-59)も検出された。上記の三種類の処置のいず

れの場合も Ser-59とSer-45のリン酸化型が増量した

が、とくに廃用萎縮筋で顕著で、懸垂2日目から可溶

性・不溶性分画ともに急増し、 10日目では廃用萎縮筋

でのみSer-59のリン酸化型が高いレベルを示した。Ser-

59とSer-45のリン酸化活性も上昇し、リン酸化型(活

性型)のp44/42MAPキナーゼと p38MAPキナーゼ

が増加していた。(結語)骨格筋の機能不全とくに廃用

萎縮の早期の応答として、抗重力筋中のαBクリスタリ

ンの Ser-59が、 p38MAPキナーゼカスケードの活性
化を伴ってリン酸化されることが明らかになった。1)J. 

Biol. Chem.， 272， 29934-41，19972) J. Biol. Chem.， 273， 

28346-54， 1998 



2P・38

骨格筋変性過程における， HCNP前駆体蛋

白の経時的発現。

。鈴木日子松川則之人藤森修三上回龍三1，11、
鹿幸生l

1名古屋市立大学医学部第二内科名古屋市立大学医学

部第二解剖学

HCNPは培養内側中隔核コリン作動性神経のアセチル

コリン産生を促進する 11アミノ酸からなるペプチドで

ある。 HCNP前駆蛋白 (HCNPPp)は多機能蛋白と考え

られ，HCNPの前駆蛋白としてのみならず，ATPやフォ

スファチジルエタノールアミンなどの結合蛋白として

も機能している。更に最近Raf-lkinaseのインヒピター

として， Raf!MEKARK系の調節因子として機能して

いることが判明した。また我々はこれまでにHCNP関

連抗原が，ヒト疾患で中枢神経系や骨格筋に封入体と

して沈着している事を報告し，これらの組織の傷害過

程にHCNP関連成分が関与していることを示唆した。

今回，骨格筋組織の傷害モデルを用い筋傷害時の

HCNppp変化について検討したので報告する。

方法:300g -330gのメス Wistar-ratをネンブタール

麻酔し， 640gのアルミニウムブロックを 25cmの高さ

からヒラメ筋に落下して筋に損傷を与えた。損傷後2時

間，4時間，8時間，24時間，2日，4日，5日，7日にラッ

トを麻酔下に4%パラフォルムアルデヒドで瀧流闘定

し，パラフイン包埋した。 5μmの連続切片を作成し，

H.E染色及び抗HCNppp特異抗体，抗デスミン抗体を

用いSAB法で免疫染色を実施した。また，傷害巣とそ

の近傍の骨格筋の抽出蛋白30μgを12%SDS-PAGEで

分離後，ニトロセルロース膜に転写，抗日CNppp抗体

を用い Westemblotを行った.バンドの検出はECL法

によった。

結果及び考察:筋傷害後2時間より，時間の経過と伴

に傷害筋線維は増加し， 4日後には最大に達し，何時に

デスミン抗体陽性の再生線維が観察されるようになっ

た。免疫組織染色に於いて抗HCNPpp抗体に反応する

抗原は，傷害筋線維に検出され，すでに 2時間後の早

期より傷害筋線維に確認された。傷害筋線維の増加と

伴にHCNppp抗原陽性線維も経時的に増加を示した

が， 7日後には観察されなくなった.非傷害部の正常筋

線維や再生筋線維にはHCNppp抗原陽性線維は認めら

れなかった。受傷2日後の筋組織を Westem-blot法で

検討すると，非傷害部筋組織にも HCNppp抗原は認識

されたが，傷害部筋組織で明らかな増加を示した。

これらの結果から， HCNpppの発現は正常筋組織では

少量であるが，骨格筋の傷害により早期に発現し，そ

の傷害過程に重要な役割を果たしている可能性が示唆

された。

2P・39

中大脳動脈皮質枝閉塞後のニュー口ピリン

1、2友ぴセマフォリン 111mRNAの発現変
化

。藤田弘子人張波阪中雅広l

1愛媛大学解剖学第二愛媛大学生理学第一
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ニューロピリンやセマフォリンは、神経軸索ガイダ

ンスに関わる物質としてよく知られているが、神経の

再生や細胞死にも関与することも報告されている。こ

れらの発現が、脳梗塞により神経細胞死や神経変性が

おこる虚血筋でどのような挙動をとるのかは、知られ

ていない。本研究では、特異的な各cRNAプロープを

作成し、左中大脳動脈皮質枝(MCA)閉塞後のニューロ

ピリン 1、2及びセマフォリンmの各mRNAの時間
的・空間的な発現変化を insitu hybridizationで調べた。

大脳皮質梗塞巣は、 12週齢(250-300g)の脳卒中易発症

型高血圧自然発症ラットの、 MCAをハロセン麻酔下で

穿通枝より遠位部で焼灼凝固することにより作成し

た。ニューロピリン 1は、コントロール側に比べ梗塞

側で、閉塞後3hから大脳皮質5・6層の頭頂葉付近で、

6hには梗塞部を除く大脳皮質5・6層の側頭葉でも有意

に上昇した。セマフォリンmは、閉塞後3hから、梗
塞側の頭頂葉付近の6層の一部で有意に上昇したが、そ

の他の部位ではコントロール側と比べ有意な変化はみ

られなかった。ニューロピリン 2は、頭頂葉の2層の

一部での発現が閉塞後 lhから有意に上昇した。これら

のコントロール側との差は、脳梗塞後 12hになると認

められなくなった。またこれらのmRNAの発現は、い
ずれも神経細胞において生じると考えられた。梗塞巣

の神経細胞でのニューロピリンやセマフォリン発現

は、 MCA閉塞後3日目には消失した。皮質梗塞後二次

変性をきたす視床後腹側核では、MCA閉塞後2週間ま

で観察したがニューロピリンやセマフォリンの発現は

みられなかった。 MCA閉塞後 1週間には、梗塞巣での

ニューロピリン 1、2の新たな発現が顕著に観察された。

この梗塞巣での発現細胞はマイクログリア/マクロ

フア ジであると考えられた。以上の結果から、(1)梗

塞脳での神経細胞死にセマフォリン IIIは、あまり関与

していないこと、 (2)ニューロピリン 1の一過性の上

昇は、 ischmicpenumbraの神経細胞の生存に寄与する

可能性があること、(3)梗塞巣でのマイクログリア/

マクロフアージにおけるニューロピリン 1、2の発現は、

これらの細胞が梗塞巣に移動するのに関与する可能性

があることが示唆された。
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2P・40

局所脳虚血・再濯流時のERKsignal 
cascadeの役割

。小堺有史，福内靖男，田中耕太郎，野川茂，伊東

大介，鈴木重明，惇法倫久

慶慮義塾大学医学部神経内科

[目的]:脳虚血時における extracellularsignal-

regulated k:inase (ERK) signal cascadeの役割には、神

経細胞に対して保護作用があるとする報告と障害作用

があるとする報告の両者があり、明らかな結論はでて

いない。今回、ラット局所脳虚血モデルを用いて、リ

ン酸化ERKの発現の分布をTUNEL染色陽性細胞の分

布と比較した。

[方法]: Sprague-Dawleyラットを sham手術群(n=3)

と虚血・再潅流群(n=5)に分けた。虚血・再潅流群で

は、右中大脳動脈起始部を血管内栓子法で90分間閉塞、

その後24時間再潅流した。潅流固定後、脳を凍結し、

クリオスタットで厚さ 20μmの連続切片を作成した。そ

の後、抗リン酸化ERK抗体(NewEngland Biolab)を

用い、ABC法によって免疫染色を行った。また、TUNEL

染色およびcresylviolet染色を行った。

[結果]: sham群のリン酸化ERK陽性細胞は極く少

数で染色強度も弱かった。また、 TUNEL陽性細胞は認

めなかった。虚血・再潅流群では、リン酸化ERKは虚

血周辺部の神経細胞に強く発現しており、これは虚血

中心部のTUNEL陽性細胞の分布領域に隣接した領域

であった。すなはち、リン酸化ERKの発現が明らかな

領域ではTUNEL陽性細胞は認められず、 cresy1 violet 

染色上神経細胞は正常な形態を示していた。

[結論]:ERKリン酸化を介した情報伝達は、梗塞周

辺部で神経保護的に作用している可能性がある。

2P-41 

VEGFはA畑、 ERKの活性化を介して神経
保護効果を示す

。松崎秀夫IJ，玉谷実智夫1ぺ満田憲昭1.3涛川

一彦木山博資九三宅進一1，3山口淳1.3遠山正

瀬川

1大阪大学大学院医学系研究科機能形態学講座旭川医

科大学医学部第一解剖学講座科学技術振興事業団

初代培養神経細胞を用い、 VEGF(血管内皮増殖因子)

の神経保護効果について検討した。 VEGFはグルタミ

ン酸による神経細胞死を用量依存性に抑制し、Akt、

ERKの活性化を誘導した。このVEGFの神経保護作用

はPI-3k:inase、MEKの阻害ないしk:inase-defective Akt 

の発現により抑制された。一方、活性化型Aktないし

MEKを神経細胞に強制発現させることによりグルタミ

ン酸による神経細胞死は有意に抑制された。さらに

VEGF受容体(Flt-l、日k-I)のアンチセンスオリゴを

加えて神経細胞を培養し、各受容体を選択的に阻害す

ると、日k-lを阻害した場合にのみVEGFの神経保護

効果およびA旬、 ERKの活性化が顕著に抑制された。

以上の結果から VEGFはFlk-lを介してAkt、ERKを

活性化することで神経保護効果を示すものと考えられ

Tこ。



2P・42

局所脳虚血・再潅流時の CREBリン酸化、

Bcl-2発現と組織損傷の関係

。田中耕太郎，福内靖男，野川茂，伊東大介，鈴木

重明，健法倫久，小堺有史

慶慮義塾大学医学部神経内科

[目的]:最近、各種神経栄養因子による神経保護効果

が、 cyclicAMP応答エレメント結合蛋白 (CREB)のリ

ン費量化を介するBcl-2蛋白の発現によることが細胞培養

系で示されている。今回、脳虚血モデルで、 CREBリ

ン酸化、Bcl-2発現と組織損傷の関係について検討した。

[方法1: Sprague-Daw1eyラットを用い、 sham手術群
(n=5)と虚血・再潅流群(n=6)に分けた。虚血・再潅流

群では、右中大脳動脈起始部を血管内栓糸法で90分閉

塞し、その後48時間再潅流した。潅流固定後、脳を凍

結し、クリオスタットで厚さ 20μmの連続切片を作成

した。その後、抗リン酸化CREB抗体および抗Bcl-2

抗体を用い、 ABC法によって免疫染色を行った。また、

TUNEL染色およびcresylviolet染色も施行した。これ

ら免疫染色陽性細胞数を各脳領域で計測した。

[結果]: Sham群の大脳皮質でリン酸化CREB陽性細

胞数は61.2:t 5.6(/0.15 mm2)であり、染色強度は軽度
であった。また Bcl-2陽性細胞およびTUNEL染色陽

性細胞は特に認めなかった。虚血・再i雀流群の梗塞巣
中心部大脳皮質ではリン酸化CREB陽性細胞数は24.3

土 7.3と有意に減少し、Bcl-2陽性細胞はO土O、TUNEL

染色陽性細胞は 165.5土 43.3であり、 cresy1 violet染
色上、神経細胞の損傷は明らかであった。一方、梗塞

巣周辺部では、リン酸化CREB陽性細胞数は 148.3:t 

1.5と有意に増加しており染色強度も増加していた。ま

たBcl-2陽性細胞も 121.4:t 9.5と有意に増加し、一

方、 TUNEL染色陽性細胞は1.1:t 0.6と殆ど認めず、

神経細胞は形態的に正常に保たれていた。 2重染色で

Bcl-2陽性細胞は、リン酸化CREB陽性であることが

確認された。

[結論]:CREBリン酸化を介する情報伝達は、梗塞巣

周辺部で、 Bcl-2発現を介しj細胞保護的に作用している

と考えられる。

2P-43 

GRP94(94kDa Glucose-Regulated 

Protein)は虚血性神経細胞死を抑制する

。板東良雄1.2玉谷実智夫1.2谷口学1.2河西克

介遠山正嫡1.2

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)，

Z科学技術振興財団

363 

GRP94はGRP78と同様に小胞体に存在する分子シャ

ペロンである一方、低酸素・虚血などの小胞体ストレ

スにより誘導され、低酸素環境における細胞機能の維

持に重要な役割を担っていると考えられる。しかし、

GRP94が虚血性神経細胞死にどのように関わっている

かについては未だ解明されていない。そこで、 GRP94

の虚血性神経細胞死への関与について検討した。ヒト

神経芽細胞種SY5Y細胞を用いて検討したところ、低

酸素・再酸素負荷やA23187負荷により GRP94は誘導

された。次に GRP94の機能を検討するために、アデノ

ウイルスを用いてGRP94の強制j発現系を作成した。

GRP94を過剰発現させると低酸素・再酸素化やA23187

負荷に対して細胞死は抑制されたが、 GRP94の誘導を

抑制すると viabilityはさらに低下したO このときの細

胞内カルシウムを fura-2を用いて測定したところ、こ

れら負荷に対して細胞内カルシウムの上昇はGRP94を

過剰発現(AdGRP94S)させることにより抑制され、

GRP94の誘導抑制により顕著に上昇した。このことは

小胞体内のカルシウムの漏出が細胞死を進行させる、

さらにその制御にGRP94が関与していることを示唆す

る。次に砂ネズミの一過性脳虚血モデルを用いてinvivo

における役割について検討した。片側のCAl領域に

AdGRP94Sを遺伝子導入し、 AdGRP94による虚血耐

性の獲得について検討した。その結果、導入側は反対

側に比して有為に虚血による神経細胞死を抑制した。

以上の結果から、 GRP94は小胞体においてカルシウム

ホメオスタシスの維持に重要な役割を担っており、細

胞内カルシウムの上昇を防ぐことにより、虚血性神経

細胞死を抑制することが示唆された。



364 神経化学 Vol.39(No.3)，2000 

2P・44

脳虚血再濯流負荷後に投与した 17s・

estradiolによる海馬組織内caspase-3活性
化の抑制効果

。藤田公和山内理充加藤寿章柴山健三

芳本信子永田豊宮地栄一1

2藤田保衛大・医・生理学教室愛知学泉短期大学名

古屋文理短期大学

[目的]砂ネズミの両側総頚動脈を 10分間遮断する一

過性の前脳虚血負荷後に、特に海馬CAl領域で発生す

る遅発性神経細胞死を抑制する目的で、 10陀の 17[3-
es回 diol(17[3・ED)を腹腔内へ投与した。そしてこの抑

制効果を、 Ca2+依存性でタンパク架橋を促進する変性

指標酵素の組織型トランスグルタミナーゼ (TGase)活

性値とTGase酵素蛋白量の変動を指標として証明した。

今回はさらに 17[3-EDの神経細胞死抑制の作用機序を

検討するために、海馬組織中のcaspase-3i舌牲の測定と
TUNEL染色を実施した。
[方法]体重60-70gの砂ネズミ(雄のみ)をフロー

セン・ガスによる全身麻酔下に、両側総頚動脈を同時

に10分間閉塞して脳血流を遮断した。そして脳血流再

濯流後 1日目、3日目および7日目に再び麻酔した動物

を断頭して、脳組織を摘出した。負荷動物に 10開の

17[3-EDを含む生理食塩水 lmlを、手術直後とその後毎

日6日間(1日 1回)、腹腔内へ注射した。脳組織内

caspase-3活性値の測定は CPP32/Capsase-3

colorimetric protease assay kit(MBL社製)を用いて実
施した。

[結果と考察]脳虚血再潅流負荷したネズミの海馬組織

内caspase-3活性値は、対照と比較して 1日後にはほと

んど変動が認められなかったが、 3日後では 119.3%、

7日後には 147.7%まで増加した。一方、脳虚血負荷後

17[3-EDを投与したネズミの海馬組織内caspase-3活性
値は3日後で対照の 103.1%、7日後で 110.8%の増加

に留まった。また、脳虚血再潅流負荷後に海馬組織内

で観察されるTUNEL陽性反応神経細胞数は、 17[3-ED
投与により減少する傾向が認められた。従って、脳虚

血負荷後に投与した 17[3・EDはcaspase-3の活性化を抑
えることによってアポトーシスを抑制することが示唆

された。

2P-45 

脳虚血によるミクログリアの神経細胞にお

ける遊走能と保護作用

。鈴木弘美M，今井文博深田誠1，3

1藤田保健衛生大学・総合医科学研究所・難病治療共同

研究部門藤田保健衛生大学・医学部・脳神経外科，

3科学技術振興事業団さきがけ21

ミクログリアは脳内のマクロフアージ様の性質を持つ

中枢神経系細胞で、脳に対して特異的な役割を持つ細

胞と考えられている。その役割のーっとして、脳虚血

では内在性ミクログリアが活性化し、虚血巣に遊走し

増殖すると言われている。しかし集積・活性化した

ミクログリアが変性巣ではどのような作用をもってい

るのかは明確にはわかっていない。我身は、これまで

に種々の方法で標識したミクログリアを血中投与する

と血液脳関門を通過して脳実質内に侵入すること、さ

らに、他の臓器にはあまり侵入がみられず脳に特異的

に移入する性質を持つことを確認している。今回、こ

れらの実験系を用いて外来性ミクログリアの脳の虚血

巣への遊走及び、その影響を検討した。スナネズミに

蛍光色素 (PKH26)標詳ミクログリアを動脈注入し、

翌日に両側頚動脈の5分間閉塞による一過性前脳虚血
の処置を施した。虚血処理後1・3・5・7日で脳を採取

し、 TUNEL染色・ニツスル染色・サイモシン染色・レ
クチン染色により虚血後の細胞死についてミクログリ

アの動態と虚血後の細胞死について検索を行った。細

胞注入24時間後には脳全体への標識ミクログリアの侵

入は認められたものの、海馬にはあまり認められな

かったのに対し、遅発性神経細胞死が見られる時期に

一致して海馬CAl領域の錐体細胞巣に標識ミクログリ

アが集積していることを確認した。この時、内在性ミ

クログリアも海馬周辺広範囲にわたって集積活性化も

確認できた。さらに、脳内に標識ミクログリアを血中

投与した場合においては有意にCAl錐体細胞の神経細

胞死が抑制されることがわかった。これらの結果から

ミクログリアが神経変性巣に対して保護的に作用する

働きがあることが考えられる。



2P・46

モルモッ卜蝿牛における音響刺激による転

写制御因子の変動

。荻回喜代一松延毅2，1J、111 郁2，SCHACHT
Jochen3 
1摂南大学薬学部薬理学研究室慶懸義塾大学医学部耳

鼻咽喉科学教室ミシガン大学クレスギ聴覚研究所

〔目的〕音響刺激による聴覚障害は、蛸牛内有毛細胞の

障害・壊死に起因することは周知の事実である。近年、

この有毛細胞の音響刺激障害が興奮性アミノ酸による

興奮毒性あるいは活性酸素による酸化的ストレスなど

により惹起される可能性が報告されている。一方、転

写制御因子activatorprotein-l(AP-l)およびNuc1ear
factor kB(NFkB)は、興奮性アミノ酸や活性酸素により
誘導され、神経細胞の障害に関与することが示唆され

ている。したがって本研究では、モルモット嫡牛内組

織における音響外傷による AP-lおよびNFkBの変動
について解析した。〔方法〕モルモットを騒音発生装置

中 (4kHz octave band、115dB)で5時閑音響刺激を
行ったのち、一定時間後に蛸牛肉組織(コルチ器、血

管条、および蛾牛神経組織)を得た。各組織より調製

した細胞核抽出液について、AP-lおよびNFkBのDNA
結合能をゲル移動度シフト法により測定した。〔結果〕

本音響刺激により不可逆的は聴覚障害が惹起されると

ともに、蛸牛内外有毛細胞の選択的障害が観察された。

非音響刺激動物における AP-IDNA結合は、蛾牛神経
組織でもっとも高く、コルチ器および血管条ではほと

んど認められなかった。音響刺激直後では、コルチ器

および血管条のAP-l結合能が著明に増強されたが、鰯
牛神経組織では著変が認められなかった。コルチ器お

よび血管条でのAP-l結合能の増強は、いずれも刺激後
5時間で消失したが、コルチ器のAP-l結合は刺激後15
時間で再度著しい増強が見られた。一方、嫡牛神経組

織では少なくとも刺激後24時間まで変化が観察されな
かった。特異的抗体を用いたスーパーシフト法により、

音響刺激によるコルチ器のAP-l結合能上昇は、ほとん
どすべてのFos関連蛋白質の発現に起因することが確
認されたが、それらの中でも肝心の関与が最も高いこ

とが判明した。一方、 NFkBのDNA結合能はいずれの
組織においても刺激直後に増強すること明らかとなっ

た。〔結論〕蛸牛内外有毛細胞の音響外傷には、 AP-lお
よびNFkBの発現が関与する可能性が示唆される。

2P-47 

NMDA、MK-801投与によるラット大脳皮
質脳微小透析内アセチルコリン、コリンへ

の影響

。小嶋哲史中沢康至永井康雄三知久馬敏幸

加藤武E

1横浜市大・院・総合理学ピーエフ研昭和薬大・薬

品分析
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ラットの大脳皮質神経は、 NMDAレセプターアンタゴ
ニストであるMK-801の全身投薬によって損傷される。
この神経変性のパターンとアルツハイマー病 (AD)で
起こる神経原線維の変性のパターンは酷似しているこ

とや、 NMDAレセプターは加齢やAD患者で機能低下
することから、01neyらはNMDA機能低下はADにお
ける神経変性を説明する候補として提案した。一方、

ADの脳ではリン脂質代謝の異常や機能障害はADの原

因と成りうることを示す報告もされている。

そこで本研究では、 MK-801とNMDAを投与し、前頭
皮質と posteriorcingulate and retrosplenial cortex( PS/ 
RSC)でのAChとChの変化を脳微小透析法によって
測定した。 MK-801(0.5mglkg，i.p)は両部位において
AChの増加を起こしたが、潅流液を介しての投与では
変化は見られなかった。 NMDAの潅流液を介しての直
接的な投与(100μM)では、両部位においてAChは増
加しなかったが、 Chの増加が見られた。 PCIRSCでの
Chの増加は前頭皮質での3分の lであった。また、
NMDAとMK-801の共瀧流は両部位においてNMDA
による Chの増加を完全に抑制した。
これらの結果はラットPCIRSCでのNMDAレセプター
によるコリン神経終末の調節機構は前頭皮質での調節

機構と異なる事を示している。 MK-801の低濃度(0.5、
lmglkg i.p.)の投薬による損傷は可逆的であるが、高濃
度の投薬(5，lOmglkgi.p.)は3日後から 10日後にかけ
て不可逆的な損傷を起こすことが報告されている。今

後、高濃度のMK-801の投薬による効果を検証したい。
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2P・48

アルツハイマー型初期症状を誘発する MK-

801体性投与のラット脳内コレシストキニ

ン神経に与える影響

。粕谷知之大山佳悟武田克道知久馬敏幸

加藤武1

2横浜市大・院・総合理学ダイナボット昭和薬大・

薬品分析

鴫乳類の脳内において、コレシストキニン (CCK)は

CCK-8Sの形で皮質、海馬などの脳領域に多く存在し

ており、記憶、学習との関連が示唆されている神経ペ

プチドの一つである。この事は実際に、 CCKが長期増

強に関わるグルタミン酸の放出を制御し、痴呆モデル

ラットにおいて記憶改善効果を持つ事から示唆されて

いる。CCKによる記憶調節機構を研究するために、我々

はMK-801投与によるアルツハイマー (AD)型記憶障

害モデルラットを使用した。 NMDAレセプターアンタ

ゴニストである MK-801はグルタミン酸、 GABA、ァ

セチルコリンなどの神経を含む神経ネットワークを介

して、後部帯状束/後膨大部皮質 (PCIRSC)における
神経細胞の空胞化を引き起こし、解剖学的および行動

学的にAD型モデルを誘発する薬物と言われている。低

濃度のMK-801投与によるアセチルコリン放出の増加

を伴った細胞障害効果は、数時間で消失してしまうた

め、 ADのモデル動物として使用できない。そのため本

研究では高濃度 (10mg/kg)のMK-801をラット腹腔

内に投与したAD型若年性痴呆モデルを使用した。投

与3日後に脳を摘出し、CCKmRNA量の変化をNorthem

Hybridization法によって、CCKペプチド様免疫活性の

変化を酵素免疫測定法によって定量した。その結果、皮

質、海馬においてはCCKmRNA量の有意な増加が見ら

れたが、PCIRSCにおいては有意な変化は見られなかっ
た。前頭皮質における CCKmRNA量の増加は、NMDA

受容体を介してドーパミン、 CCKなどの神経が活性化

されたためであると思われる。これらの変化と比較し

たCCKペプチドのレベルの変化については現在検討中

である。

2P・49

細胞内コレステロール量依存的タウ蛋白リ

ン酸化調節の検討

。道川誠諮企文津村直哉愈君主主千田隆

夫九柳津勝彦1

t国立長寿医療研究センター名古屋大学第一解剖学教

室

[目的]我身は、アポリポ蛋白 E(apoE)4のアルツハイ

マー病発症促進に関与する分子機構解明にあたり、

apoEの脂質代謝調節作用に着目して研究を行ってき

た。その結果、 (1)コレステロール代謝の恒常性維持が

神経細胞生存に重要であること、 (2)神経細胞のコレス
テロール代謝はapoEによりアイソフォーム特異的に調

節されることを明らかにした。本研究では更に、細胞

外から取り込んだ後のコレステロール輸送障害を持つ

Neimann Pick disease type C (NPC)の脳に神経原線維
変化が生じることから、細胞内コレステロール代謝の

変動がタウ蛋白のリン酸化状態に与える影響を検討し

た。

{方法}胎生 17日目のラット大脳皮質から神経細胞を

無血清培地下に初代培養した。培養6時間後にコレス

テロール合成阻害剤(コンパクチン)処理を開始し、 1

から 3日間の処理後に回収し、非リン酸化およびリン
酸化タウ蛋白をそれぞれ認識する各種抗体でのウエス

タンプロットによる検討を行った。同時に軸索微小管

の安定性につき、免疫染色法、電子顕微鏡および生化

学的検討を行った。また、細胞内コレステロール量に

依存する kinase活性につきウエスタンプロットにより

検討した。

【結果】細胞内コレステロールの低下に伴い、 (1)タウ

蛋白のリン酸化の充進、 (2)微小管の脱重合およびそれ

に伴う軸索輸送障害、および (3)MAPkinaseの活性

化誘導が認められた。

[考察]細胞内コレステロール量の減少に伴い、 MAP

kinaseが活性化され、タウ蛋白のリン酸化促進および

微小管の脱重合が引き起こされると考えられた。アル

ツハイマー病脳においてコレステロール代謝異常が起

こっているとすれば、タウ蛋白のリン酸化ー神経原線維

変化をコレステロール代謝変動から説明できる可能性

がある。なお、我々はNPCモデルマウス脳におけるタ

ウ蛋白リン酸化充進を確認した。(当学会別演題参照)



2P・50

孤発性アルツハイマー病脳にみられるプレ

セニリンー2スプライシング異常一 スプ

ライシング制御因子の同定を目指して 一

。E妻都孝幸リ，今泉和則I，2J，佐藤直也口.3，遠山
正漏1，3

1大阪大学大学院医学系研究科機能形態学教室回辺製

薬株式会社創薬研究所科学技術振興事業団

これまでに孤発性アルツハイマー病患者の脳に、家

族性アルツハイマー病原因遺伝子のひとつであるプレ

セニリン 2(PS)遺伝子のエクソン5を欠くスプライシ

ング変種(PS2V)が発現することを明らかにしてきた。

このスプライシング変種はヒト神経芽細胞腫SK-N-SH

細胞に低酸素刺激を行うことにより発現する。また、ス

プライシング変種がコードする蛋白質が、実際に孤発

性アルツハイマー病患者の海馬や大脳皮質神経細胞に

発現する。発現細胞の多くはアポトーシス様形態を示

し、中には PS2Vを含む細胞質内封入体を形成する神
経細胞も認められる。

我々は孤発性アルツハイマー病脳でPS2Vがどのよ

うな機序で産生されるのかを明らかにする目的で、 PS2

遺伝子のエクソン5をスキップさせる因子の同定を試

みた。スプライシングに関わる因子の同定のために、

我身は独自のRNA結合実験法を構築した。すなわち、

低酸素刺激時のみに、エクソン5前後のPS2プレメッ

センジャー RNA(pre-mRNA)に直接結合する因子を

RNAゲルシフトを指標にして検出する方法である。ヒ

ト神経芽細胞腫SK-N-SH細胞に22時間低酸素刺激し、

核抽出液を回収してPS2p児ーmRNAの一部配列を有す

る合成RNAを用いてゲルシフトアッセイを行った。そ

の結果、低酸素刺激により結合が確認できる分子量約

18kDaの蛋白質を見出した。この結合蛋白質は、 PS2

pre-mRNAのエクソン5の3'側とイントロン部分の約

50bpの領域に結合することも明らかとなった。低酸素

刺激した SK-N-SH細胞から PS2pre-mRNA結合蛋白

質の単離精製を試み、銀染色で単一のバンドになる程

度まで精製できた。現在、アミノ酸配列の決定を行っ

ている。

2P-51 

ニュー口ン内カスパーゼ3活性化に関与す
るAPPドメインの解析

。西村伊三男，桑子賢一郎，原とも子，植月太一，

音川和明

阪大・蛋白研・機能制御
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野生型アミロイド前駆体蛋白質(amy1oidprecursor 

protein: APP)を過剰発現させると，ラット脳ニューロ

ンやヒト匪性ガン細胞由来の分裂終了ニューロン

(NT2ニューロン)は，カスパーゼ3活性化に引き続い

てアポトーシスを起こす(Nishimuraet a1，]， Neurosci. 

18: 2387-2398，1998; Uetsuki et aL]， Neurosci. 19: 

6955-6964， 1999)，今回我々は，このニューロン死に関

与する APPのドメインあるいはアミノ酸配列を明らか

にすることを目的として，アデノウイルスベクターを

用いて変異型APPをNT2ニューロンに遺伝子導入し

カスパーゼ3の活性化に関わる領域を調べた.
野生型APPをNT2ニューロンに過剰発現させると

カスパーゼ3が活性化された.そこで， APP細胞内ド

メインに存在するカスパーゼ至適切断部位661-

664(VEVD)においてAPPが切断され生成される断片

APP-dC31のC末端側と APP-C31のN末端側に対す

る断端特異的抗体を作製した.これらの抗体を用いて

免疫染色，ウエスタンプロットを行ったところ，導入

後48時間以降にAPP-dC31およびC31の断片が検出

された.また，野生型APPをBu17グリオーマ細胞な

どの増殖性細胞に発現させても，カスパーゼ3は活性

化せずアポトーシスも誘導されなかった.これに対し

て， APP-dC31をNT2ニューロンやBu17細胞などに

発現させると，凝縮した核， TUNEL反応陽性の核を伴

うアポトーシスが誘導されたが，カスパーゼ3の活性

化は認められなかった.一方， As(1-20)を欠失した

APP(APP-d As)，あるいはAsから膜貫通領域までを

notchの膜貫通領域に置換したもの(APP-LNM)をNT2

ニューロンに発現させた場合，カスパーゼ3は活性化

されず細胞死も起こらなかった.

以上の結果より， APP過剰発現によるニューロン特

異的なカスパーゼ3の活性化機構はAsドメインに依存
するものと考えられる.さらに，カスパーゼ3により

APPが切断された結果生じる APP-dC31が二次的に

カスパーゼ3非依存性のアポトーシスを誘導し，ニュー

ロン死を増強するものと推定される.



368 神経化学 Vol. 39 (No. 3)， 2000 

2P-52 

アルツハイマー病患者脳脊髄液中の

Abe祖40、Abe也42、apoEおよびGFAP
の測定とAPOEの2つの遺伝子多型(e2/
e3/e4および-491A庁)について

。福山隆一¥水野俊樹三水野哲也九柳津勝彦九

伊豆本種野畑中弘樹中島健次伏木信次1

1京都府立医科大学付属脳血管系老化研究センター病態

病理京都府立医科大学附属脳血管系老化研究セン

ター神経内科学国立長寿医療研究センター痴呆疾患

研究部

アルツハイマー病(AD)における診断マーカーとしての

有用性とこの疾患の発症機構における意義を探るた

め、コントロールおよびAD患者脳脊健液(CSF)中の

Ab40、Ab42、apoEおよびGFAP量をサンドイツチ

ELISA法にて測定した。神経学的症候が否定された患

者のもの、および、当大学病院にて採取されたCSFの

うち、生化学的、細胞学的、血清学的異常がないもの

よりランダムにサンプリングしたものをコントロール

とした。 ADの診断はNINCD-ADRDAによった。痴

呆度評価にはMMSE値を用いたoまず、加齢による変

化を調べると、 Ab40、 Ab42は小児期に最低であり、青

年期に最高値をとった後、暫滅した。 apoEは小児期に

最高値をとり、それ以降暫減した。 GFAPは加齢と供

に上昇傾向を示した。 ADではコントロールに比べ、

Ab42のAb40に対する割合は減少し、 apoEおよび

GFAPは高値を示した。 MMSEとの連関でも同様の傾

向を示した。これと平行してAPOEのふたつ遺伝子多

型を調べた。 ADではAPOEe4およびー491Tの頻度が

上昇していた。これは両者がハーデイー=ワインバー

グ平衡にあるためと推定された。 以上のことより、

ADの大脳では神経細胞の変性にともなって、 Ab42が

特異的に減少する一方、反応性グリアは増加し、その

結果apoE産生および分泌が克進していると考えられ

た。細胞内線維である GFAPがCSF中に増加していた

ことは、 ADの大脳では神経細胞のみならず、アストロ

サイトも変性していることを推測させる。これらの

マーカーの量的変化と痴呆度との閑には相関があった

ので、以上の検査はADの進行のモニターとして臨床

応用できる可能性が高い。 APOEe4の保持と CSF中

apoE量の間に統計的な連関がなく、 apoEの遺伝子発

現を促進する効果がない-491T多型と ADが連関する

という結果は、 ADの病態発生における apoEの関与は

量的なものではなく、質的なものであるとの考えを示

唆している。

2P・53

凝集したAmyloids-proteinは神経細胞にお
けるコレステロール代謝に大きな影響を及

ぼす

。キョウ建生，津村直哉，蒐企文，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

【目的]我身は、アポリポ蛋白 E(apoE)4のアルツハイ

マー病発症促進に関与する分子機構解明のため、 apoE

の脂質代謝調節作用に着目して研究を行ってきた。そ

の結果、 (1)コレステロール代謝の恒常性維持が神経細

胞生存に重要であること、 (2)神経細胞のコレステロー
ル代謝はapoEによりアイソフォーム特異的に調節され

ることを明らかにした。さらに、細胞内コレステロー

ル代謝の変動がタウのリン酸化を充進させることを in

vitro および~invivoで明らかにした(前出の2演題参

照)。本研究では、コレステロール代謝に対する阻lyloid

s-protein (As)の影響を検討した。

I方法]胎生 17日目のラット大脳皮質から神経細胞お
よびアストロサイトをそれぞれ初代培養した。合成

AsI-40 (ペプチド研)は使用前に PBSに350μMの濃

度で溶解し 37度Cで24時間インキュベーションした

(凝集A向。神経細胞およびアストロサイトを培養した

培地はKBrによる密度勾配法により分画し、各分画の

脂質解析、免疫沈降ー脂質解析、免疫沈降ーウエスタン

プロット解析を行った。また免疫電顕により HDL粒子

を解析した。

[結果】(1)凝集Asはコレステロールおよびリン脂質を

細胞外へ搬出しHDL様粒子を形成した。 (2)用時調整

した合eshなAsには搬出作用を認めなかった。 (3)凝

集Asによって形成された HDLは、細胞に取り込まれ

なかった。

【考察]凝集Asは、細胞から脂質を搬出し HDLを形

成するが、そのHDLは細胞内へ取り込まれないため、

細胞内コレステロールを減少させる可能性がある。当

学会で我#が明らかにしたように、細胞内コレステ

ロール量の減少がタウの異常リン酸化を誘導すること

を考え合わせると、 As凝集からタウの異常リン酸化に

至るamyloidcascadeの分子機構にコレステロールが重

要な役割を果たしている可能性が示唆される。



2P・54

propentofyllineによる s-amyloidprotein毒

性からの神経細胞保護作用における cAMP

の役割

。郡山恵樹，千葉賢三，毛利哲郎

北陸大・薬生物活性教室

[目的]我々はすでにアルツハイマー病の発症との関連

で注目されている samyloidprotein s(1-42)を用い、そ
のラット胎仔海馬培養神経細胞毒性に対する

prope凶ofylline(PPF)の保護効果について報告してい
る。今回、その作用機序について、 PPFが持つ
phosphodiesterase(PDE)阻害作用による神経細胞の
cAMP量の上昇、 proteinkinase A(PKA)作用の寄与に
ついて調べた。[方法]ラット胎仔海馬培養神経細胞は

ラット 18日齢胎仔から調製し、 10%牛準胎仔血清を含
むDulbecco'smodified Eagle medium(DMEM)を用い
て、ポリリジンコートした48Wellマルチウエルプレー
トに培養した。培養2日目でAraC処理によりグリア

の増殖を止め、 4日目に各薬物処理を行った。一定期間

培養し、細胞障害とそれに対する抑制作用を、 MIT

reduction assay、あるいは培養液中に漏出する LDHの
活性測定により判定した。また、海馬神経細胞を 10分
間各薬物処理した後、cAMPEIA systemキットを用い、
細胞内cAMPの定量を行った。[結果及び考察)PPF 
(0，10，20，40μglml) 10分閑処理した海馬神経細胞内の
cAMP量は、濃度依存的な上昇が確認された。また、 20
μglmlPPFは20μMs(l-42) 7 ~ 8日処理による細胞毒
性をいずれの指標を用いた場合にも軽減することが示

された。さらに細胞内cAMPレベルの上昇による s(l-
42)の神経細胞毒性抑制効果を試験するため、 s(I-42)
の海馬培養神経細胞障害に対する dbcAMP添加の影響
について調べた結果、いずれの assayによっても、
dbcAMPによって有意に s(1-42)による細胞障害が抑
制された。 PPFによる s(I-42)細胞毒性に対する抑制
効果はPKAの選択的阻害剤である H-89(1μM)添加で
見られなくなったことから s(1-42)細胞毒性の一部が、
PKAの活性低下、あるいはPDE活性の上昇による可
能性が示された。現在、 s(I-42)による apoptosisと
cAMP濃度の関連を検討している。

2P・55

老齢犬脳におけるアミ口イド戸蛋白、

APP、Bcl2、Baxに関する免疫組織化学的
検討一年令、痴呆評点との相関

。伊藤龍生佐藤隆夫林義之玉井良尚三橋

本重夫1

1近畿大学医学部第二病理学近畿大学医学部第三内科
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目的:犬脳においても加齢性変化としてアミロイドp蛋
白(AB)の沈着が生じており、臨床的にも老齢犬の中で
痴呆症状を呈するものがあることが近年明らかにされ

てきた。今回我々は、犬脳の前頭葉に関してAB、アミ
ロイド前駆体蛋白 (APP)とアポトーシスに関連する
Bcl2、Baxに関して免疫組織化学的に検討した。そし
て、それらの免疫染色結果と年令及び内野らによるイ

ヌ痴呆診断基準による痴呆評点 (score)との関係を解
析した。

方法 :11歳から 19歳の犬(13匹)の全脳を摘出し、 4
%paraformaldehydeにて浸漬固定後、前頭葉より脳を
切り出し、マイクロスライサーにて、 50μmの連続切片
を作製した。 AB、APP、Bcl2及びBaxに関して免疫
染色を行った。その後、AB陽性面積を NIHimage 1.61 
ソフトを用いて測定した。 APP陽性神経細胞数、 Bcl2
陽性神経細胞数、 Bax陽性神経細胞数を対物20倍で顕
微鏡下にて数えた。

結果:Scoreと年令、 scoreとAB陽性面積、年令と AB
陽性面積、年令とBax陽性神経細胞数には有意(p<O.05)
な相関が得られた。 AB陽性面積と Bax陽性神経細胞
数は相関する傾向を示した。年令と Bcl2陽性神経細胞
数、 scoreとAPP陽性神経細胞数、 Bcl2陽性神経細施
数と AB陽性面積、 Bcl2陽性神経細胞数と Bax陽性神
経細施数は有意(p<0.05)な逆相関を示した。年令と
APP陽性神経細胞数、 AB陽性面積と APP陽性神経細
胞数は逆相関の傾向を示した。

考察 :ABの沈着の程度は加齢による記憶・学習の変化

と関係した。 Bcl2及びBaxの変化は加齢により神経細
胞のアポトーシスが惹起きれやすいことを示唆し、

AB、Bcl2、Baxの関係はABの沈着がアボトーシスを
誘導する可能性を示唆した。老齢犬脳における ABの
沈着はAPPのupregulationなしに生じる可能性が年齢、
APP陽性細胞数、 ABの沈着の関係より示唆された。
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2P・56

アルツハイマー病患者脳由来タウタンパク

質のアスパラギン結合型糖鎖構造

。佐藤雄治1，W ANG Jian-Zhi2，内藤康秀九

GRUNDKE-IQBAL Inge2， IQBAL KhalW，遠藤玉夫1

2東京都老人総合研究所糖鎖生物学部門，2NewYork 

State Institute for Basic Research in Developmental 

Disabilities， 3北陸先端科学技術大学院大学材料科学研

究科

(目的)神経原線維変化(NFT)はアルツハイマー病

(AD)に特徴的な病理所見の一つであり、その構成単位

として高度にリン酸化等の修飾を受けたタウタンパク

質がpairedhelical filaments(PHF)を形成し神経細胞内

に蓄積している。我今は AD患者に見られる細胞質の

高リン酸化タウ (ADP-Tau)及びPHFに含まれるタウ

(PHF-Tau)はレクチンプロッティングの結果アスパラ

ギン結合型糖鎖による修飾を受けている可能性を示し

た。 (NatureMed.， 2， 871-875， 1996)。今回 ADの発症

機構を明らかにする研究の一環として、このADP-Tau

及びPHF-Tauの糖鎖構造を詳細に解析した。

(方法)AD患者より調製した ADP-Tau、PHF-Tau

からヒドラジン分解法によりアスパラギン結合型糖鎖

を遊離させ、 2-arninobenzamide(2AB)により蛍光標識

した。これらの糖鎖混合物を各種カラムクロマトグラ

フィーにより分離精製し、各々の構造を糖鎖構造特異

的exoglycosidase消化及ぴ質量分析計を用いて解析し

た。

(結果)AD P-Tau、PHF-Tauともに高マンノース型

糖鎖、複合型糖鎖を含んでいた。しかしながら、各々

の構造及び構成比率は異なっていた。 PHF-Tauには高

マンノース型糖鎖が多く存在し、更に分子量の小さな

ものが多く検出された。一方ADP-Tauからは高マン

ノース型糖鎖に加え複合型3本鎖構造が検出され、細

胞内の存在状態によってタウタンパク質の糖鎖構造が

異なることが明らかになった。

(考察)本来タウタンパク質は正常な状態では細胞質

に存在し、アスパラギン結合型糖鎖による修飾は受け

ない。今回の検討から AD患者のADP-Tau、PHF-Tau

にはアスパラギン結合型糖鎖が存在することが明らか

となり、AD患者ではアスパラギン結合型糖鎖の生合成

に関わる機能に異常をきたし、糖鎖付加を受けたタウ

タンパク質が発現している可能性が示唆された。

2P-57 

組換えアデノウイルスを用いたラット脳内

APP遺伝子導入によるカスパーゼ3活性化

と炎症反応誘導

。升村誠秦龍二1，3西村伊三男三績月太一九津

田徹吉川和明2

tピーエフ研究所阪大・蛋白研・機能制御愛媛大・

医・二解剖

本学会において我々は、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(APP)をinvitro， in vivo 

のニューロンへ遺伝子導入、強制発現させるとカス

パーゼ3が活性化され、アポトーシスの特徴を示す変

性が引き起こされることを既に報告した。今回は、ラッ

ト脳へのAPP遺伝子導入により引き起こされる病理組

織学的経時変化について更に検討を加えたので報告す

る。

APP発現アデノウイルスをラット海馬に注入後、3-

7日後にAPP免疫陽性細胞が数多く観察され、その後

ヘキスト染色による核の分断化を示すニューロンの変

性像が認められた。活性型カスパーゼ3断端特異的抗

体の免疫陽性は、 7-14日後に観察され、 APPが発現

していないニューロンにおいても観察された。特に

APP発現ウイルス感染 14日後では、 APP免疫陽性が

認められない細胞に活性型カスパーゼ3断端特異的抗

体の免疫陽性が数多く観察された。この損傷部位の近

傍ではC3bi受容体陽性ミクログリア・マクロファージ

に加えてCD45、CD4免疫陽性を示す浸潤性のリンパ

球も観察された。また、 LacZ発現コントロールウイル

スを注入したラット海馬では、上記のような細胞死も

炎症反応も注入後 14日後までには観察されなかった。

以上の結果から、強制発現された APPは直接ニュー

ロンにアポトーシスを誘導するのみならず、ミクログ

リア活性化やその他の炎症反応をも誘導し、その炎症

反応によって更に二次的な神経変性が引き起こされる

と考えられた。



2P・58

Apolipoprotein E4はp44/p42MAP kinase 

系の活性化により CREBのリン酸化を行う

。大久保信孝1.2満田憲昭I，2，玉谷美智夫1.2山口

淳lj，李永敦1.2遠山正瀬川

1大阪大学大学院医学系研究科機能形態学講座(A-2)，

2CREST，JST 

Apolipoprotein E (ApoE)のアイソフォーム ApoE4は

アルツハイマー病の危険因子とされているが、その発

症メカニズムは充分に解明されていない。そこでApoE

peptide (aa.141-155)2により活性化される転写因子を

スクリーニングしたところ、 CREBが活性化されるこ

とがわかった。さらに p44/p42MAP kinase系の活性
化、細胞内カルシウム濃度の上昇もみられた。また、

ApoE peptideではreceptorassociated protein (RAP)、
MK801、Nifedipineなどの阻害剤により、 CREBのリ

ン酸化だけでなく細胞内カルシウムの上昇も抑えられ

た。 CREBの活性化はApoE4では見られたが、 ApoE3

では見られなかった。 以上より ApoE4はCREBを

活性化し、下流のタンパク合成を調節していることが

示唆された。また、この経路にはカルシウムの流入や

凶4/p42MAP kinase系の活性化が関与していることも
示唆された。

2P・59

非ステ口イド性消炎鎮痛薬は NOによる神

経細胞死を抑制する

。宮崎育子，浅沼幹人，小川紀雄

岡山大学医学部神経情報学部門
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炎症反応がアルツハイマー病の病態形成に関与してい

ると考えられており，非ステロイド性消炎鎮痛薬

(NSAIDs)投与が進行を抑制することが報告されてい

る.また，一酸化窒素ラジカル(NO')は炎症反応の増

悪因子であり，神経細胞のアポトーシス様の細胞死を

惹起する.本検討では， NSAIDsおよびステロイドの

NO ・消去能と NO・による B65培養神経細胞傷害に対

する効果を検討した.4種の NSAIDs(aspirin， 

mefenarnic acid， indomethacin， ketoprofen)はNO・供
与体から発生する NO・を用量依存的に消去したが，ス

テロイド(hydrocortisone，dexamethason)は消去作用を

示さなかった.NO ・供与体添加による神経細胞の生存

率の低下とアポトーシスと考えられる核の分葉化，ク

ロマチンの凝集は， NSAIDsの問時添加により有意に

抑制されたが， inducible NO合成酵素陽性シグナルの

増加は不変であった.しかし，ステロイドは保護効果

を示さなかった.これらの結果より，この神経保護効

果は主としてNSAIDsのNO'に対する直接消去作用

に基づくと考えられる.NSAIDsは消炎鎮痛作用のみ

ならずNO'の直接消去という新たな薬理作用により神

経保護効果を発揮しうることを明らかにできた.
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2P・60

神経細胞に対する終末糖化反応生成物

(AGEs)の細胞障害に関する研究

。竹内正義鈴木貴子大窪忠利山崎農津美己

杉江智則柳瀬由紀子亀田幸彦牧田善二4

E北陸大学薬学部生化学教室救急薬品工業株式会社，

3北陸大学薬学部生物活性教室久留米大学医学部内分

泌代謝内科

メイラード反応(非酵素的タンパク質糖化反応)の後

期段階で生成される終末糖化反応生成物 (Advanced

Glycation End-products: AGEs)は，老化および糖尿病

性慢性合併症の成因として注目されている。また，近年

ではこの終末糖化反応生成物がアルツハイマー病の病

因になっているとする仮説が多数報告されている。し

かしながら，これまで直接的にAGEsの神経細胞障害性

を証明した報告はなされていない。そこで我々は ，in 

vitroで作製した各種AGEs構造体ならびにinvivoより

調製したAGEs分画を用いてラット胎仔大脳皮質神経

細胞に対する細胞毒性を検討した。

初代培養神経細胞を用いて各種AGEsの細胞毒性を

MTT assayおよびTrypanblue染色法により検討した

結果，AGEs-I--5 (Mol. Med. 5:393 (1999) & 6: 114 

(2ω0))に有意な細胞毒性が認められたが，既知構造体

のCarboxymethyllysine(CML)では毒性は認められな

かった。特にAGEsの中でも AGE-2(Glyceraldehyde 

由来AGE構造体)に強力な細胞毒性が認められ，この

毒性はAGE-2抗体の添加により特異的に中和された。

次に健常者ならびに糖尿病性腎不全透析 (DM-HD)患

者血清中の各種AGEs量をAGEs特異抗体を用いた競

合ELISA法(Mol.Med. 5:393 (1999) & 6:114 (2000)) 

により測定した結果，AGE-lおよびCML構造体では

分子量の異なる 3種のピーク (Peaks-l，-2， & -3)が検

出されたのに対して，AGEs-2-ろではAGE-lと分子

量的に一致した2種のピーク (Peaks-l& -3)が検出さ

れた。これら 3種のAGEs分画に対する神経細胞毒性

を検討した結果，DM-HD患者由来のPeaks-l&-3に

おいてのみ有意な細胞毒性が認、められた。各種AGEs

抗体を用いた中和実験の結果，両ピ}ク共に AGE-2抗

体の添加により特異的に細胞毒性が中和されることが

明らかとなった。

以上の結果より .in vitroならびに inνivoより調製した

AGEsが直接的な神経細胞毒性を示し，特にAGE-2構

造体に強力な作用があることが明らかとなった。

2P・61

PS1ミスセンス変異を有するノックインマ

ウス胎児の神経発達に対するアルミニウム

の影響

。福所英里子，柏木雄次郎，中村祐，中野有香，松

本均彦，工藤喬，武田雅俊

大阪大学大学院医学系研究科生体統合医学専攻神経機

能医学講座精神医学

プレセニリン 1(psO変異は、家族性アルツハイマー

病 (FAD)の主要な原因の一つです。既に報告した

1213Lの変異の家系では、 45土 4.2歳で発症し、 FAD

の典型的な症状を呈する。我々は既にこのミスセンス

変異を有するノックインマウスを作成し、16-20週齢

のノックインマウスの脳組織において、ミスセンス変

異を有する PSlの遺伝子発現量に応じてアミロイドp
(As)、特にAs40ではなく As42(43)が増加するこ
とが判明している。

また、慢性的なアルミニウム神経毒性は、すでに確立

されているが、その毒性とアルツハイマー病の病理の

関連については、いまだ明らかにされていない。我々

は、ラット初代神経培養細胞において培養初期にアル

ミニウムをパルス曝露すると、チュプリン・アクチン・

クラスリンなどの軸索輸送タンパク質には異常が生じ

ないにもかかわらず、ニューロフィラメント Lと速い

軸索輸送タンパク質の分布に異常が生じることを報告

している。

今回、我身はPSlノックインマウスの遺伝子型ヘテロ

マウスの胎児においてinvivoにおけるアルミニウムの

神経毒性について検討した。妊娠マウスへのアルミニ

ウムの曝露の影響を検討するために、妊娠9日目の遺

伝子型ヘテロマウスにアルミニウム溶液を腹腔内投与

とした。このアルミニウム溶液は、塩化アルミニウム

とマルトールを等モル濃度混合したものである。その

結果、二つの行動発達テストにおいて、コントロール

群との比較でアルミニウム投与群において発達が遅れ

る傾向が認められた。 Rightingreflexにおいては、生後

0・7日目において差異は認められないが、生後3日目

において反射が遅れる傾向がみられた。 Negative

geotaxisでは生後7日目において神経発達が遅延する

傾向が認められた。胎児における免疫組織学的手法に

よると、アルミニウムの毒性により様々の部位、特に

piriforrn cortexにおいてニューロフィラメント陽性の

線維状構造物の分布の変化が認められた。 PSl変異を

もっ遺伝子型ヘテロマウスの胎児へのアルミニウム曝

露はニューロフィラメント分布異常を伴う神経発達障

害を起こすものと考えられる。



2P・62

ニーマンピック病C型モデルマウスにおけ
るタウ蛋白のリン酸化の検討

。津村直哉，キョウ建生，柳津勝彦，道川誠

国立中部病院長寿医療研究センター痴呆疾患研究部

神経原線維変化はアルツハイマー病の病理学的特徴

の一つであり、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pairedhelical filament (PHF)であり、その主要構

成成分は異常にリン酸化されたタウ蛋白である。しか

し、 PHF形成および神経変性に至る機序については不

明である。一方、 NiemannPick disease， type C (NPC) 

は細胞外コレステロールを取り込んだ後のコレステ

ロールの細胞内輸送機構に障害があり、主にライソ

ソームにコレステロールを含む脂質が沈着する疾患で

ある。この疾患脳にも神経原線維変化が認められる。し

たがって、アルツハイマー病脳に出現する神経原線維

変化の形成機構をコレステロールとの関連で解明する

ための重要なモデルになると考えられる。これまでに

我々は、コレステロール合成阻害剤を用いてコレステ

ロールの慢性的欠乏状態を培養系で確立し、この系で

タウ蛋白のリン酸化が促進することを明らかにした。

本研究では、 NPCのモデルマウス (np♂勺を用いて、コ
レステロール代謝の変化とタウ蛋白のリン酸化の分子

メカニズムについて検討を行った。

はじめにマウス大脳、小脳、肝臓のホモジェネート

より postnuclearsupernatantを調製し、 NPClに対する

抗体でウエスタンプロットを行った。正常マウスの大

脳と小脳では分子量約 165kDaの位置に、肝臓では約

180kDaの位置に NPCl蛋白の発現が確認できた。こ

れに対し、 npc'曲のホモ接合体ではこれらのバンドは消

失していた。次に数種のタウ蛋白に対する抗体でウエ

スタンプロットを行った。正常マウスに比較して、npcnih

のホモ接合体の大脳、小脳、肝臓ではタウ蛋白の脱リ

ン酸化部位を認識する抗体による染色性が減少し、リ

ン酸化を認識する抗体での染色性が増加する傾向が見

られた。以上の結果より生体内でもコレステロール代

謝の変化によりタウ蛋白のリン酸化が促進される可能

性が示唆された。

2P・63

ラット脳におけるコンブレキシン遺伝子発

現に対するハロペリドール長期投与の影響

。中原辰雄本村啓介植木裕司橋本喜次郎

後藤玲央中根博三堤哲之本藤久雄黒木

俊秀平野誠九内村英幸2

1九州大学大学院理学研院化学部門国立肥前療養所情

動行動障害センター臨床研究部九州大学大学院医学

研究院精神病態医学分野
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コンプレキシンはシナプス前蛋白質複合体に作用して

神経伝達物質の関口放出(エキソサイトシス)を制御

するが、 2種類のアイソフォームが存在し、コンプレキ

シン Iは細胞体に投射する神経線維(抑制性神経線維)、

コンプレキシン IIは樹状突起に投射する神経線維(興

奮性神経線維)の末端に局在する。本研究では、長期

の抗精神病薬投与に応答する神経線維が興奮性である

か抑制性であるかを決定するために、ハロペリドール

長期投与ラットのコンブレキシン IおよびEの遺伝子

発現を検討した。

Wistar系雄性ラット (240-260g)を用い、ハロペリ

ドールの持続型製剤、 haloperidoldecanoate (ハロマン

ス、大日本製薬)の 25eq. mg/O.5ml1kgあるいは vehicle

O.5ml/kgを投与し、 28日後に断頭して前頭葉皮質、側
坐核、線条体、黒質および腹側被蓋野から RNAを抽出

した。コンブレキシンの mRNA レベルは~アクチン

を内部標準とした RT縛PCRによって測定した。

コンプレキシン I立lRNAレベルはハロベリドールの

長期投与によって、前頭葉皮質 (-23%)、側坐核 (-37

%)および腹側被蓋野 (-40%)で有意に減少した。線

条体および黒質にはコンブレキシン ImRNAの変化は

見られなかった。全ての脳部位で、ハロベリドールの

長期投与によるコンプレキシンIImRNAレベルの変化

は認められなかった。コンプレキシンはシナプス蜜自

のSNARE複合体に結合してαSNAP結合を阻害する

ので、コンブレキシンが減少するとエキソサイトシス

は増強される。コンブレキシン Iは抑制性神経線維に局

在することから、腹仰j被蓋野、側坐核、前頭葉皮質に

おけるコンブレキシン I発現の減少はこれらの部位の

神経活動が抑制されていることを示唆する。これらの

結果は、皮質辺縁系ドーパミンニューロンの活動が長

期のハロペリドール投与で抑制されること

(depolarization block)を反映したものであろう。他方、

精神分裂病の死後脳ではコンプレキシン 11の減少が報

告され、この変化は薬剤の影響によるのもではないと

されているが、今回の結果はこの報告を支持する。
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ラット大脳皮質におけるメタンフヱタミン

急性投与による遺伝子発現の変化:Serial 

Analysis 01 Gene Expression (SAGE)法に
よる解析

。窪田恭彦倉増敦朗渡遁建彦三佐藤光源

伊藤千裕t

t東北大学大学院医学系研究科精神神経学分野東北大

学大学院医学系研究科細胞薬理学分野

メタンフェタミン (MAP)はドパミントランスポー

ターに作用し，急性投与により移所運動量や常同行動

の増加をもたらす。さらにMAPの反復投与により、こ

れらの行動が長期持続的に増強されることが知られて

おり、逆耐性現象あるいは行動感作と呼ばれている。行

動感作は、その長期持続性から脳の可塑性に基づく現

象であり、遺伝子発現及び蛋白合成の変化を伴うと考

えられている。メタンフェタミン投与による遺伝子発

現の変化を包括的に把握することは、メタンフェタミ

ンが脳の可塑性に及ぼす影響を理解するうえで非常に

重要である。そこで今回われわれは、メタンフェタミ

ン急性投与による遺伝子発現の変化を、 Seria1Ana1ysis 

of Gene Expression (SAGE)法を用いて解析した。

SAGE法は、ある細胞で発現している全ての遺伝子

を同時にかつ定量的に解析する方法である。この方法

の特徴は以下の2点である。(1)cDNAの決まった位

置にある 9-lObpの短い断片 (tag)を作成する。この

tagは、個々の mRNAを同定するのに十分な情報を含

んでいる。(2)多数のtagを繋げて、ひとつの分子にし

た後シークエンスすることにより、たくさんのtagの塩

基配列を効率的に決定する。

このようにして得られたシークエンスのデータをも

とにtagの出現頻度の一覧表を作れば、ある細胞でどの

ような遺伝子がどれくらい発現しているかがわかる。

また複数のSAGEライブラリー間での比較から，いろ

いろな遺伝子の発現量の違いを知ることもできる。こ

れまでに、メタンフエタミン (4mglkg)および生理食塩

水(lml/kg)を投与し、 1時間後に断頭したラット大脳

皮質から作成したSAGEライブラリーより、それぞれ

約20，∞0個のtagを解析し、 9，0∞種以上のmRNAを

同定している。この SAGEの解析結果をもとに、メタ

ンフェタミン急性投与伴う遺伝子発現の変化について

報告する。

2P・65

メタンフェタミンによるドーパミン遊離に

対するトリヘキシフヱニディルの抑制効果

について

。霜里和朗長尾憲樹渡辺悟北山滋雄3

リ11崎医科大学薬理学教室， 2J11崎医療福祉大学健康体育

学科広島大学歯学部歯科薬理学講座

私たちは、抗コリン薬トリヘキシフェニデイル

(THP)がコカインアナログのドーパミントランスポー

ター結合を阻害するにもかかわらず、ドーパミン (DA)

再取り込み阻害活性が弱いことを報告した。これは

THPがコカインの報酬効果を滅弱する可能性を示す。

しかしそれに続く行動薬理学実験により、 THPは期待
されたコカインではなく、メタンフェタミン (MAP)

によるマウスのconditionedplace prefe民nce(cpp)を

抑制することが明らかになった。本研究はそのメカニ

ズムを解明するため、マウス側坐核における DAとセ

ロトニンにおよぼすコカインおよび'MAPの増加効果と

それに対する THPの影響を、脳内微小透析法を用いて

検討した。

THP5mglkg前処理は生理食塩水投与の対照マウス

における側坐核DAレベルには影響を与えなかった。

MAP 1 mglkgは投与後20-40分をピークとして、投

与前に比べて最大600%のDA放出を引き起こした。こ

のDA放出はTHP前処理によりピーク時のレベルで投

与前の280-290%にまで有意に抑制された。一方、コ

カインlOmglkgによる側坐核DAレベルの増加はTHP

前処理により影響は認められなかった。 DAの代謝物

3，4・dihydroxyphenylaceticacid (DOPAC)はMAPに

より投与後40-80分、投与前値の 50-67%に減少

したが、この減少は百IPと生理食塩水前処理群で差は

認められなかった。側坐核セロトニンおよびその代謝

物5-hydroxyindoleaceticacid (5・HIAA)は中枢興奮薬

投与には影響を受けなかった。

以上の結果は、 THPは側坐核における MAPによる

DA放出を抑制することにより、マウスのMAP誘発

CPPを抑制した可能性を示唆する。
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マイクロアレイ法による抗うつ薬慢性投与

誘導遺伝子の探索

。西田朗久岡一恵前正秀宣I，2，岡本泰昌三森

信繁山脇成人2

1国立呉病院臨床研究部精神神経科学研究室広島大学

医学部神経精神医学教室

(目的)マイクロアレイ (DNAchip)法は一度に多数

(数百一数万個)の遺伝子の発現変化をスクリーニング

できる最新の分子生物学的手法である。本法により薬

物投与誘導性の遺伝子発現変化のモニタリングが可能

になる。そこで、我々はマイクロアレイ法を利用して

抗うつ薬慢性投与により発現変化する遺伝子の解析を

行なったので報告する。

(方法)慢性amitriptyline処理(4臼問、 1μM)をマ

ウスneuroblastoma由来のN18TG2細胞に行いmRNA

を精製した。遺伝子スクリーニングをマイクロアレイ

法で行い発現量に変化のあった遺伝子についてノーザ

ンプロット解析を行って再現確認と発現様式の詳細を

検討した。

(結果)マイクロアレイ法により、 9，800種の遺伝子

の発現変化を検討し、対照と比べて創出triptyline処置

群で上昇した (2，5倍以上)遺伝子は一つ、低下した

(2，5倍以下)遺伝子は二つで、あった。増大した遺伝子

についてノーザンプロット法でも確認した。この遺伝

子はamitriptyline処置一日日では発現増大せず、二日

目から増大し始め、四日目まで発現増大しており慢性

処置により発現することが判った。また、 1-10ドM ま

でamitriptyline処理浪度依存性に増大することが判っ

た。他の抗うつ薬処置 (clomipramine、mianserin)で

も遺伝子発現が増大していた。

(考察)抗うつ薬慢性投与により誘導される遺伝子の

探索にマイクロアレイ法が有効であることが示され

た。臨床使用渡度に相当する比較的低濃度の抗うつ薬

処置で発現変化が検出できた遺伝子が予想以上に少な

いこと明らかになった。発現量に変化のあった遺伝子

については全配列の決定や遺伝子機能解析を進めるて

いる。マイクロアレイ法により新規の抗うつ薬誘導遺

伝子が明らかにされて、うつ病の病態の解明や新規抗

うつ薬の創薬に寄与しうる可能性があることが示され

fこ。

2P・67

工タノールによるアネキシン IVの発現変化

。橋本恵理人大川浩子相馬仁九黒木由夫1， IJ、
浮寛樹斎藤利和1

1札幌医科大学医学部神経精神医学講座札幌医科大学

保健医療学部作業療法学科札幌医科大学医学部生化

学第一講座
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精神的・身体的障害を引き起こしうるエタノールの作

用は、様々な側面から注目されている。我々は、セカ

ンドメッセンジャー系へのエタノールの影響に注目し

てきた。すなわち、アルコール慢性投与した動物モデ

ル及び、アルコール依存症患者サンプルでG問、アデ

ニル酸シクラーゼ(AC)量の低下に伴う細胞内cAMP

濃度低下が起こることを示してきた。一方、エタノー

ルの長期暴露により細胞内Ca2+濃度に影響を与えるこ
とが明らかにされ、 NMDA受容体充進を伴うことが注

目されている。本研究では、アルコールのCa2+シグナ
ル変化に注目し、その動態をCa2+結合蛋白質(アネキ
シン)で検討した。 NMDA受容体充進は、虚血・スト

レス性傷害で起こることが知られ、アルツハイマ一、脳

虚血では、アネキシンアイソフォームの発現量の増大・

局在の変化が起こることが示されている。今回、アル

コールのCa2+シグナル伝達機構への影響を更に調べる
目的で培養細胞 (A549)を用いてアネキシンアイソ

フォームのmRNA、蛋自発現量の変化を検討した。そ

の結果、特に、アネキシンIVの発現量がエタノールで
増大することがわかった。しかし、アネキシン I、アネ

キシン V共に発現量は、コントロールと比較して変化

が認められなかった。一方、アルコール依存症患者死

後脳を用いたウエスタンプロットから、海j馬領域でア

ネキシンIVの発現量がコントロールと比較して有意に
増大していることが示された。また、アルコール依存

症患者血清には、健常者と比べてアネキシンIVに対す
るより高い自己抗体も検出された。以上のことから、ア

ルコールのCa2+シグナル変化にアネキシンIVが関与
することが示唆され、今後アネキシンNがどのように
関わるか興味がもたれる。
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ソマン類似物質bis(pinacolylmethyl) 
phosphonate (BPMP)の培養ラットアスト
口サイトに対する影響

。磯部一郎，前野善孝，長尾正崇，岩佐峰雄，小山

宏義，中村昌美，大瀧純，杉原樹梨

名古屋市立大学医学部法医学講座

サリン、ソマンなどの有機リン系神経剤の生体への毒

性機序はアセチルコリンエステラーゼ阻害を介したコ

リン作動性神経系の異常充進によるものと考えられて

いるが、これらの神経剤の細胞への直接の毒性など、そ

の他の作用についての詳細は明らかにされていない。

また、これらの神経剤のグリア細胞に対する影響につ

いてはこれまでほとんど検討されてこなかった。我h

はこれまでに、日本ではその製造、使用が厳しく制限

されているサリン、ソマンの構造的類似物質

bis(isopropyl methyl)phosphonate(BIMP)および

bis(pinacolyl methyl)phosphonate(BPMP)を合成し、そ
の生体作用などもまた、サリン、ソマンと多くの類似

性を有することを報告してきた。今回、我身はBPMP

を用いて、培養ラットアストロサイトに対する作用に

ついて検討した。

実験には、胎生 18日令のSDラット胎児大脳皮質より

調製したアストロサイトを使用し、 BPMPの合成は既

に報告した方法 (Niりima，H.et al. Toxicol.Appl. 

Pharrnacol. 156，64-69， 1999)に従って行った。はじめ
にアストロサイトに対する細胞毒性について、 BPMP
暴露後24時間で、細胞数をコントロールと比較したと

ころ、軽度の細胞数減少傾向が認められたが、

tetrazolium saltのひとつであるWST-8からなる細胞増

殖のアッセイ系ではBPMPによりアストロサイトによ

るこのtetrazoliumsaltの還元能の充進が認められた。

また、 BPMPによりアストロサイトの顕著な形態変化

が認められた。すなわち、 BPMPで約24時間刺激する

と、広がった細胞体を有する形質性アストロサイトか

ら細長い突起を持った線維性アストロサイトへの変化

が認められた。このときの細胞内シグナル伝達系の挙

動を明らかにするために、凶4/42MAPキナーゼのリ

ン酸化の状態を抗リン酸化抗体によるウエスタンプ

ロットで検討したところ、 BPMP暴露直後には、 MAP

キナーゼのリン酸化状態にはっきりした変化はなかっ

たが、刺激開始後約8-24時間において持続的なリン
酸化の充進が認められた。

2P・69

Release 01 amino acids 1rom hippocam-
pal synaptosomes 01 kindled rats 

。KazuhihsaMAEDA， Hideaki MITANI， Sin-ichi 

YOSHIOKA， Takefusa NAGAMI， Ryuzo 

KAWAHARA 

Department of Neuropsychiatry， Faculty of Medicine， 

Tottori University 

Many studies have been repo巾 don the changes of 

amino acids in experimental epilepsy models by using 

slices of the brain or microdialysis methods. In this 

study， we use the superfusion technique of synaptoso・

mal fraction to evaluate the kindling induced changes 

of presynaptic amino acid systems in the brain. 

Wistar rats were used for this study. Bipolar elω-

trode was implanted into the right amygdala and the 

stimulus was a 50 Hz biphasic squ紅ewave at intensity 

above the threshold for after discharges. In the course 

of kindling， three consecutive stage 5 seizures were 

considered as fully kindled. Control group was 

implanted electrode but was not elec凶callystimulated. 

One week a負erthe last stimulation， rats wer巴 killed

and the hippocampus was quickly removed. The tissue 

was homogenized in 0.32 M sucrose， buffered with 20 

mM Tris-HCl. The homogenate was cen住ifugedat 

1000 x g for 5 min and the pellet was resuspended in 

KRB. Synaptosomes were isolated from the supema-

tant by re-centrifugation and were layered on filters. 

Superfusion was conducted at a flow rate of 0.5 ml/ 

min with KRB. 40 minutes after the start of superftト

sion，由esynaptosomes were stimulated with 30mM 

KCl for 2 min. Endogenous gulutamic acid (Glu) and 

GABA released from syanptosomes were measured by 

HPLC methods and the amount of amino acid 問leased

into each fraction was expressed as pmoUminlmg pro-

tein of synaptosomes.τ'he basal amounts of Glu佃 d

GABA released of control rats were 16.0組 d2.8， 

respectively.百lebasal amounts of these amino acids 

released of ipsilateral side of kindled rats were 15.5 

叩 d3.1. When the synaptosome was exposed to KCl， 
significant increases in the amounts of Glu and GABA 

rel回 sedwere observed. The increasing rate of Glu in 

kindled rats by depolarization was greater白anthat of 

control rats. 
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てんかん原性確立過程において eNOSは必
要か

。村島善也 L.'，吉井光信鈴木二郎2

1東京都精神医学総合研究所神経生理研究部r'，2東邦大
学医学部精神医学

[目的]学習や記憶に関与する長期増強 (LTP)は、

てんかん原性の獲得にも関与する可能性がある。 Nitric

Oxide (NO)はLTPに関する逆行性メッセンジャーの

候補のひとつがであり、 NO合成酵素 (NOS)により

生成される。 NOSには主として神経系に局在している

nNOSと、主として免疫系細胞に局在しており、酵素

誘導の起こりやすい iNOSと、さらに血管内皮細胞に

局在している eNOSの3つの代表的アイソザイムが知

られている。 LTPにはnNOSとeNOSの両方が関与し

ている。 iNOSについてはフリーラジカルを産生し、細

胞死を起こして免疫系の制御に関与しており、一方、

nNOSは神経伝達上の役割が示唆されている。血管拡

張作用を有する eNOSが、 ELマウスのてんかん原性確

立過程でどのような役割を果たしているのかを、 ELマ

ウスの母系であDDY汀IPマウスと比較しながら半定量

的に検討した。

[方法]10，20，30週齢の発作履歴を繰り返したELマ

ウス(EL[s])、観察する限り発作履歴のないEL(EL[ns])、

DDYffIPマウス各6匹を用いた。海馬の試料を

homogenateとし、これを 15，00伽pmで20分4
0

Cで遠

心した上清を Westernblot にかけた。 SDS

polyacrylamidegelで電気泳動を行い、Sigma杜のnNOS

(N末，C末)、 iNOS(N末)、 eNOS(N末，C末)ポリ

クローナル抗体を 1次抗体として用い、 horseradish

peroxidaseを結合した2次抗体を用い、市販のLumino

Subs仕ateKitで発色検出した。このフィルムをデンシ

トメーターにて半定量し、比較した。

[結果]EL[s]海馬のiNOSは10週齢から徐今に上昇

し始め 20週齢で既にピークを迎え、 30週齢でも 20週

齢と同じレベであった。 nNOSは10週齢で既に検出さ

れ、 20週齢ではさらに明確に認められ、 30週齢では急

激に増大していた。これに反して、 eNOSの発現量は極

めて低かった。 DDYについては週齢を問わず、 eNOS、

nNOしか検出きれなかった。

[考察]nNOSの産成する NOが異常可塑性成立過程

において逆行性メッセンジャーとして、神経伝達に関

与している可能性を示している。一方フリーラジカル

の上昇を示唆する iNOSも発作の結果はなく異常可塑

性成立のトリガー因子として働いているいるものと思

われる。さらに巴NOS発現が極めて低いことが異常可

塑性成立の基礎をなしているものと思われる。

2P・71

Alzheimer's disease-related gene expres-

sion in human cell lines following infection 

with Mycobac抱riumleprae 

OMasumi ENDOH 

Leprosy Research Center， National Institute of 

Infectious Diseases 
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In our previous study， elderly patients with leprosy 
have a low prevalence of senile dementia of Alzheimer 

type. In addition， the仕巴quencyof s-amyloid protein 

deposition was lower， and hippocampal neurons were 

well preserved in the brain of non-demented patients 

with leprosy than in controls. In the present study， we 

examined the levels of Alzheimer's disease-related 

genes (s-amyloid precursor protein， presenilin-l，-2， 

apolipoprotein E， tau)， neurotrofic factors and cytok-

ines (NGF， GDNF， CNTF， BDNF， IGF-l， NT-3， TGF-

s， IL-2， IL-6， IL-12)， proinflammatory cytokines 

(TNF司α，IFN-y， IL-lαIs) and C-C chemokines (MCP-
1， RANTES) mRNA by reverse transcription-competi-

tive PCR in human neural cell lines (SK-N-SH， IMR-

32) following infection with Mycobacterium leprae. 

The constitutive expression of every kind of Alzhe-

imer's disease-related genes， and CNTF， BDNF， IGF-l， 

NT-3， IL-12， TNF-α， IL-lαIs， RANTES mRNA was 

identified in these cell lines. The levels of Alzheimer's 

disease-related genes mRNA were unaltered in IMR-

32 cell lines following exposure to lysate of Mycobac-

terium leprae， whereas PS-2 mRNA expression was 

upregulated in SK-N-SH cells after this treatment. The 

levels of RANTES mRNA was also upregulated in 

both cell lines after this treatment. These results indi-

cate白紙 theexistence of cell specific mechanisms 

andlor di妊erentregulatory system for the expression of 

PS-l，2 genes in human neural cells.τnese finding is 

also speculated that Mycobacterium leprae-infected 

human neural cells produce C-C chemokine RANTES， 

its induce focal inflammatory with resulting nerve 

damage in central nervous system. Further work is in 

progress to clear the significance of expression of 

Alzheimer's disease-related genes in human neural 

c巴llsfollowing infection with Mycobacterium leprae. 
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2P・72

ストレス負荷に伴う副腎内 AP1DNA結合

能上昇に対する NMDAレセプターの関与

。藤森さゆ美，檎井栄一，中村洋一，米国幸雄

金沢大学薬学部薬物学研究室

環境ストレスは、生体内において様身な長期的機能変

化を生じさせるが、これは一過性のストレス負荷の影

響が、生体内に長期間固定される可塑性変化の結果だ

と考えられる。我々は、以前にストレス負荷に伴う

NMDAレセプターの誘導、およびNMDAレセプター

活性化による細胞核内転写制御因子発現を見いだし

た。したがって、今回はストレス負荷による生体機能

的変化と可塑性変化との関係を明らかにするため、ス

トレス負荷に伴うロイシンジッパー型転写制御因子発

現について検討した。

8適齢のWistar系雄性ラットを金属製ストレスゲージ

にて拘束し、 25tの恒温槽中で1.5-6時間鎖骨下まで
水に浸すことにより、水浸拘束ストレス負荷を行った。

ストレス負荷終了一定時間経過後に、脳内各部位、下

垂体および副腎を摘出して細胞核抽出液を調製し、ゲ

ルシフトアッセイにより転写制御因子APlのDNA結

合能を測定した。また、ストレス負荷前にNMDA(100 

mg/kg)およびNMDAレセプターのアンタゴニストで

ある MK-801(10 mg/kg)を、それぞれ腹腔内投与し

た場合についても、同様に APIDNA結合能を測定し
百九。
3時間ストレス負荷直後では、脳内各部位および下垂体

ではAPlDNA結合能にいずれも著明な変化は認めら

れなかったのに対して、副腎において対照群の約5倍
のAPl結合上昇が認められた。この副腎APl結合の上

昇は、ストレス負荷終了直後で最も大きく、負荷終了

後9時間目までは持続したが、 24時間目には有意な結

合変化は認められなかった。3時間ストレス負荷終了直
後の副腎内APl結合上昇は、 NMDAレセプターアン

タゴニストである MK・801前投与では影響を受けな

かったが、 NMDAを前投与すると有意に抑制された。

免疫組織化学的検討を行ったところ、国j腎髄質部に

NRl、NR2CおよびNR2Dサブユニットタンパク質の

発現が認められた。

以上の結果より、一過性のストレス負荷の影響が、特

定転写制御因子APlの発現を介して、副腎で長期固定

されると推察される。また、この発現メカニズムに少

なくとも一部は、副腎髄質内NMDAレセプターが関与

する可能性が示唆される。

2P-73 

Effect of antidepressants on expression 

of dopamine receptor mRNA 

。JunMIURA， Teruaki T ANAKA， Kensuke 
KAMEDA， Ichiro KUSUMI， Tsukasa KOY AMA 

Department of Psychiatry， Hokkaido University 

Antidepressant drugs have been assumed to exert their 

c1inical effects through noradrenergic and serotonergic 

systems. However， the locomotor stimulant effects of 

dopamine (DA) agonists have a1so been found to be 

potentiated after chronic treatment with antidepressant 

drugs.We therefore examined the expression of mRNA 

coding for dopamine Dl receptor (DIR)， D2 receptor 

(D2R) and D3 receptor (D3R) in the rat brain. Ma1e 

W istar rats (180・2∞g)received daily 吋ectionsof 
amitriptyline (20mg/kg BW i.pふdesipr創凶ne(20mgl 
kg BW i.pふ fluvoxamine(20mg/kg BW i.p.) and 
sulpiride (10加 d1∞mg/kg BW i.p.) for 21days.Four 
hours after the last injection， total RNA was extracted 
from striatum， nuc1eus accumbens and fronta1 cortex. 
Expression of mRNA was ana1ysed by northem 

hybridization. In the striatum， there were trends that 

DIR mRNA increased after treatment with fluvoxam-
ine and白紙 D2RmRNA decreased after treatment 
with arni凶ptyline.In nucleus accumbens， DIR mRNA 
significantly decreased and D2R and D3R mRNA 
tended to de氾reaseafter treatment with amitriptyline. 

There is a trend that D2R and D3R mRNA decreased 

after tereatment with sulpiride (lOmg/kg BW). In fron-

ta1 cortex， DIR mRNA increased and D2R mRNA 
decreased significant1y after treatment with ar凶trip-

tyline. There is a trend白atDIR mRNA decreased 

after treatment wi由 sulpiride(lOmg/kg BW). In sum-

mary， antidepressant drugs have some effect on 
dopaminergic system. 
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脳及び胸腺に特異的に発現する

p38MAPKαの新規スプライス産物の同定

と解析

。日下永子，石川保幸，池内俊彦，畠中寛

大阪大学蛋白質研究所蛋白質生合成部門

Mitogen-activated protein kinases (MAPKs)は細胞質に

存在するセリンースレオニンキナーゼであり、細胞外か

らの種々の刺激に対して広く応答する。このMAPK

ファミリーの中で、特にp38MAPKファミリーに注目

した。p38ωRK/CSBP2や、 p38s、p38y，厄RK6/SAPK3、

p381i/SAPK4のように、 MAPKファミリーには、いく
つかのアイソフォームが存在する。さらに、これらの

アイソフォームには、 p38α に対する Mxi2，p38sに対

する p38s2というスプライスバリアントが有ることが

知られている。今回、 p38α に新規のスプライス産物

(p38α2と命名)が存在することを見い出したので報告

する。このp38α2は、 p38αの既知のスプライスバリア

ントである Mxi2とは明らかに異ったスプライシング

を受けていた。また、 MAPKには、その活性化に重要

である MAPKK結合ドメインである CDドメインが存

在することがすでに知られているが、 p38α2はC末端

に存在している CDドメインを欠損していた。実際、

p38α及びp38α2をcos細胞で強制発現させたところ、

p38αはリン酸化されたが、 p38α2はリン酸化を受けな

かった。また、 p38α2のmRNA発現における組織分布

を調べたところ、会脳と胸腺に特異的に発現している

ことがわかった。これらの結果から、 p38α2は組織特

異的に重要な機能を担っていると考えられるので、そ

の機能を明らかにすべく研究を続行中である。

379 
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第43回日本神経化学会(金沢)大会の開催に際しましては多くの団体、医療機関、企業
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株式会社半田、塩野義製薬株式会社、片岡薬品株式会社、丸文通商株式会社、ジェンザイム・

ジャパン株式会社、木村科学器械株式会社、藤沢薬品工業株式会社、藤本製薬株式会社、株

式会社医学書院、近畿日本ツーリスト株式会社、山之内製薬株式会社、冨木医療器株式会社、

日本光電工業株式会社、明治製菓株式会社、大鵬薬品工業株式会社、第一製薬株式会社、レ
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トミー精工株式会社、ベックマン・コールター株式会社、インターメデイカル、ライフテッ

クオリエンタル、松下電気 ME営業所

(平成 12年9月6日現在)

第43回日本神経化学会(金沢)大会

大会長東田陽博
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編集後記

学会誌「神経化学J第39巻第3号をお届けいたします。本号は第43回日本神経化学会(金沢)
大会抄録号です。本抄録は三木理事長はじめ学会関係者のご助言を賜り、インターネットによっ

て投稿していただいた演題を日本学会事務センターのご尽力のもとで作製しました。その結果プ

ログラム号と抄録号の編集が、教室員の人手を借りなくてすみました。主催する側にとって大変

ありがたい事でした。ただミスがないよう細心の注意をしたつもりですが、最後まで間違いがな

いか不安です。この点会員の皆様のご理解とご協力に期待します。

1900年代を締めくくる本大会では、シンポジウム委員会により日本生物学的精神医学会との合

同公開シンポジウムが企画され、また、第一回の奨励賞受賞者が決定される奨励賞選考シンポジ

ウムが組まれています。昨年のノーベル賞の対象になりました細胞内輸送に関連した教育講演と

ワーキンググループセミナーも行われます。公募によるシンポジウム 77題、一般演題212題を

みているとやはり神経化学会独自のテーマがあるようです。あまりかたくなであってはいけない

と思いますが、神経化学会のアイデンティティを高める機会であれば幸いです。

21世紀の幕開け間近となりました。金沢に多数の会員の皆様がご参集下さり神経化学の真髄を

語り合われることを心よりお待ち申し上げます。

(第43回日本神経化学会大会長東田陽博)
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動の多点
測定に最適

プローブの採用により、
ンネJII電気生理澗定を実硯しました。

従来の電気生理実験と異恕口、
特殊な実験訓練や複雑な装置・
環境を準備すること芯くマルチ
チャンネル電気生理測定が行え
ます。

MEDプローブ上で神経細胞や脳切片等の培養が可能です。従来の電気生
理実験法と異1aOt)微小電極を細胞または組織内に挿入する必要が恕いた
め組織に与えるダメージが少砿く、長期間にわたる測定b可ラえます。神経
回路網の可塑的変化・発達過程の研究や長期にわたる薬物効果の研究に
有効です。
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Tel: 03-5472-8282 Fax: 03-5472-5716 Eメール med.sales@crl.mei. co. jp 
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迅速で籍難拡操作手職ι“

-希釈不要で即使用可能なトランスフエクション試薬

・ トランスフ工クション複合体の形成はわずか5分

・ トランスフェクション複合体除去も不要

・必要なDNAは他の試薬に比較して著しく少量

…最高のパフォーマンス

-エンドトキシンフリー 高いトランスフ士クション効率

・細胞にやさしい低い細胞毒性

・高い安定性 日々の実験で常に再現性のある結果

最高のトランスフェクション結果は簡単で迅速な
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詳細はテクニカルサポート部にお問い合わせください。
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1，OOO，OOOgの壁を突破!
世界をリードするベックマン・コールターが、
パワフルなOptimaMAXシリーズを発表。
究極の未体験ゾーンをお楽しみくたさい。

-既存の全てのTLlTLXロータもそのまま使用できます。

・ロータのセットは回転軸にのせるだけ。ロックの必要はありません0

・必要電源はlOOV、15Aです0

・タンパク質、 DNA、RNA、細胞内成分、膜、ウイルス、リボタンパク等

すべての分離がより迅速に行えます。

・最大遠心容量は sxsmeです。

2.2mlx72本の

同時多量遠心を実現した

鯛X-300
-最高回転数 16.000rpm

・量大遠心加速度 21.130白

.m大容量 50mlx4本

ベックマン・コールター株式会社(川二岡山l回coJ
本社干105-0001東京都港区虎ノ門3-5-1虎ノ門37森ビルお客様専用函 0120-70-5201TEL 03-5404-8359 FAX 03-357eト4606

札幌 "(011)825-9243・仙台 "(022)225-8057・つくば "(0298)52-6640・名古屋 "(052)934-3081・大阪 "(06)4863-1671・福岡宮(092)622-7391



顕概観察をより高精度、効率的にする最新鋭デジタル力メラ0

.最高1200万画素解像度 (3900(H) x 3090 (V)) 

・全ての顕微鏡観察に対応

.最高水準の色再現性

・自由に設定可能な解像度

・顕微鏡システムへの拡張性

AxioCam (アキシオ力ム)は、顕微鏡のカ ルツアイスが提供する、

あらゆる顕微鏡観察に対応した画期的なデジタルカメラです。ピ工ゾ

制御方式により最高1200万画素まで解喰度を選択可能です。リアルタ

イムのオンライン画像は位置決め、ピント合わせを簡単にし、ペルチ

工冷却方式の採用により明視野だけでなく、位相差、微分干渉、偏光、

そして蛍光等、¢全ての検鏡において高解像度画像を提供します。

とのほかにも数多くの新開発・新設計・すぐれた技術が搭載されております。



The International Society for Neurochemistry 

is pJeased to introduce its 

NEW COMMUNITY PORTAL 

at 

http://www.neurochem.org 

This new site replaces the existing one， is free to all will open on 

September 1， 2000. The Society expects that this site will become the 

in加rnational回 urceof comprehensive information on neur町 hemistry

and will become interactive. Please visit. 

The International Society for Neurochemistry 

is pleased to announce that the 

JOURNAL OF NEUROCHEMISTRY 

is now available online at 

http://wwwjneurochem.org/ 
This site is free and available to all on the Intemet un叫 theend of the 

trial period which is 31 st January 2001. 

Please see Subscription Infonnation for further details. 
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人名索引

(A) 

AGARW ALA Kishan Lal S55 
AHMED Md.Mahiuddin 3A14OO 

ABLESON A1an S20 

ASANUMA Masato 2P-13 

阿部一樹 2P-20 

阿部康二 1P-77 

阿部貴子 S52 
阿部輝雄 S33 
安達直樹 1P-78 2P-1O 

安食京子 2P-07 

赤川公朗 1P-29 

赤尾幸博 2P-35 3D1320 

赤阪啓子 2P-02 

秋本達之 3C13∞ 
秋貞盛人 2P-11 2P-12 

アリム Mアブドウル M. 3Dl4∞ 
天野賢示 3B1420 

網野真也 1P-30 

青野幸子 2P-05 

青山蜂芳 3B134O 

荒井直亮 1C14∞ 
荒木敏行 1P-79 

荒町勝英 1P-12 

有賀寛芳 1C14∞ 
有馬邦正 3D14∞ 
有岡学 S35 
浅井清文 1P-22 1P-23 3B134O 

3B1520 

浅井巨弘 1P-56 

浅野雅秀 2P-02 

浅野富子 2P-06 3B13∞ 
浅沼幹人 2P-59 3D15∞ 
浅輪玲子 3B1540 

阿相陪晃 1P-32 1P-58 1P-59 

(B) 

Bird Phillip 2P-ll 

BROWN Anthony S77 

馬場広子 1P-64 

馬場勝弘 1P-27 

板東良雄 2P-43 
パスネット プル、ノタム 1C16∞ 
許波 2P-23 

(C) 

Chai Wengang 1P-69 

COLMAN R. Dvid 2P-04 

CREUZCar1 E 3C1340 
曹綾 1P叩65

陳小良 1P-31 

千葉賢三 2P-54 

近島博道 1D15∞ 
知久間敏幸 3A14∞
知久馬敏幸 1P-07 1P-45 2P-47 

2P-48 

(D) 

DEVADAS Malini S41 
得法倫久 2P-40 2P-42 
土肥敏博 3C1320 

堂前直 1P-58 2P-ll 

土内瞳 1C1540 
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(E) 
ENDOH Masumi 2P-71 

江頭亨 2P-24 

遠藤玉夫 2P-56 

遠藤雅俊 2P-33 

榎戸靖 2P-15 

衛藤義勝 1P-61 

(F) 

FETNI Raouf 2P-16 

FUKUUCHIYasuo 2P-31 

FUJIMOTO Takahiro 2P-03 

FUJITA Naoko 2P-13 2P-34 

m企文 2P-49 2P-53 
藤川直人 1P-80 

藤川徹 S13 

藤牧香代 1P-59 

藤森修 2P-38 

藤森きゅ美 2P-72

藤本貞毅 3C1440 

藤野一郎 1P-29 

藤岡しほ 1C1520 

藤田弘子 2P-39 

藤田公和 2P-44 

藤田哲也 S43 
藤田義人 1P-22 1P-23 

藤田悠一 1P-38 

福永浩司 1P-39 3C1420 

福所英理子 1C16201P-46 2P-61 

福内靖男 2P-40 2P-42 

福山隆一 2P-52 3Dl420 

古市貞一 1P-73 

古川昭栄 1P-76 3B1320 S81 
古川美子 S81 
古屋茂樹 S82 
伏木信次 2P-52 3Dl420 

(G) 

GARRISON James C 3C1340 

Ghosh Manik L2 

GRUNDKE-IQBALInge 2P-56 

五味不二也1B15∞
キョウ建生 2P-53 2P-62 

五嶋良郎 S47 
後藤勝年 S64 

五斗進 S17 
後藤玲央 2P-63 

(H) 

HAGINO Seita 1P-52 1P-53 

1P-67 1P-68 

HAKIM Antoine M 2P-16 

HARA Hideaki 2P-31 

HASHIGUCHI MITSUKO 3A1520 

HASHIGUCHI TOSHIO 3A1520 

HIDAKA Hiroya 1P-70 

HISAHARA Shin 2P-31 

HORIOsamu 1P-26 

芳賀達也 lP-17 1P-18 1P-25 

S12 
漬登希子 3B15∞ 
韓春錫 1P-63 

原明 2P-29 

原淳子 S64 

原とも子 2P-14 2P-51 

長谷川明子 1P-51

長谷川歩未 1P-19 2P-22 

長谷川浩史 S71
長谷川政美 1P-65

長谷川光広 1P-02

橋井美奈子 S37
橋本恵理 2P-67 

橋本喜次郎 2P-63

橋本浩一 S57 
橋本重夫 2P-55 

秦龍二 2P-57 

畑裕 S59 
畑中弘樹 2P-52 

畠中寛 1B1420 1ド78 lP-79 

1P-81 2P-1O 2P-15 

2P-18 2P-74 3B14OO 
服部征雄 1P-72 

林美都子 2P-21 

林光紀 1P-42 
林剛史 S47 
林義之 2P-55 

秀和泉 S23 
東田陽博 1D14OO 1P-02 

1P-31 1P-40 

S37 
樋口宗史 1P-19 2P-22 

S67 
樋川直司 3B1540 
氷見敏行 1D16∞1P-57 
槍井栄一 1P-15 2P-72 

平林義雄 S82 
平原幸恵 1P-64 

平居貴生 1P-36 

平野久 1P-45 

平野誠 2P-63 
平岡秀仁 3C1420 

平田加奈子 1P-09 1P-1O 

贋井智子 3B1540 

久原真 2P-31 

久永真市 1P-35 1P-38 

1P-47 S79 
久岡一恵 2P-66 

久岡朋子 S62 
人見淳一 1B14∞ 
本田章子 3A1320 

本田晶 S34 
本国静世 1P-55 S22 
本田岳夫 S52 
本藤久雄 2P-63 

本郷茂樹 1C15∞ 
本家孝一 1P-64 

堀均 1P-32 

場修 S27 
堀琢也 S81 
堀江秀典 3B1540 

嬬込和利 1P-20 

堀内秀樹 1P-54 2P-32 

保坂早苗 1P-42 

星直人 1P-06 

ホセイン シャハナラ MST. 

3D14ω 

堀田優子 S52 

(I) 

1P-06 

1P-41 

2P-23 

1P-44 

lKEDAJoh-E 1B16側】 2P-16

3D13ω 

IQBAL Khalid 2P-56 
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ISEKI Ken 1P-52 1P-53 K1ee C1aude L2 菊池章 3A1340 

1P-67 1P-68 KLENCHIN Vadim A. S35 菊地蒸 S47 
茨木京子 1P-24 KOHAMA Keiko 2P-01 S54 菊野玲子 S19 
一宮智美 1P-65 KOTLYARM田 S20 木村文隆 S14 
一瀬宏 1P-08 KOY AMA Tsukasa 2P-73 木村哲也 301520 
五十嵐道弘 1P-28 KUSUMI Ichiro 2P-73 木村徹 S47 
井原康夫 3A15∞ 門屋利彦 3B1540 木下美香 2P-21 
池田正行 1016∞ 鏡良弘 1P-73 岸 J忠明 2P-ll 
池本桂子 1P-13 鹿川哲史 1C1420 1P-60 岸川正大 2P-06 
池中一祐 1P-64 貝淵弘三 S39 岸本あずさ 3CI440
池中一裕 1C1420 1P-51 IP-60 艮津雅稔 IP-19 2P-22 S67 北本勝ひこ S35

S42 梶畑俊雄 101520 北村邦男 1P-63 1P-66 
池内俊彦 2P-18 2P-74 蒲地智寛 2P-II 北村佳久 S74 
今井文博 2P-45 亀田幸彦 2P-60 北尾康子 S27 
今井嘉紀 IP-48 S22 亀井慶子 2P-37 北山滋雄 2P-65 3C1320 
今泉和則 1B14似】 2P-50 3A1320 亀谷富由樹 3A13∞ 北山友也 IP-34 

3C1520 上口裕之 S48 鬼頭昭三 IP-l1 3CI5∞ 
今泉美佳 1P-42 金保安則 S34 木山博資 2P-41 S38 S83 
稲垣雅昭 IP-22 1P-23 金井好克 1D1540 小林淳子 lP-58 IP-59 
稲垣忍 1C1520 金松知幸 2P-25 2P-26 小林正明 1015∞ 
稲熊裕 2P-37 3BI3∞ 金津裕子 1P-48 S22 小林悟 2P-02 
井ノ口馨 S56 諌回泰成 IP-14 小林三和子 lCI4∞
井上敦子 S23 金田小幸 101620 高坂新一 IP-48 lP-55 S22 
井上和秀 S21 S24 金子勲 3A1420 上村公一 IB1540 
井上順雄 lP-21 2P-20 金子葉子 IP-13 小出隆司 IP-50 
井上雄一朗 3BI520 神成一哉 1D1420 小池達郎 1B1620 2P-17 2P-19 
乾誠 IP-05 狩野方伸 S57 S82 小泉修一 S24 
石橋智子 IP-64 唐津博史 S13 小嶋哲史 2P-47 
石黒幸一 IP-44 唐沢淳一 1P-20 小嶋久子 IP-65 2P-30 
石井寿幸 IP-74 笠原二郎 IP-39 小島正己 IP-81 
石川l哲也 IP-49 河西克介 2P-43 駒野宏人 3A1340 
石川保幸 2P-18 2P-74 笠井陽子 IP-09 IP-1O 小松かつ子 ICI6∞1P-72
石川義弘 3BI540 柏原健一 IP守77 小宮義薄 IP-28 IP-43 IP-47 
石尾将吾 2P-21 柏原めぐみ 3BI4∞ 小宮百合子 SI3
磯部一郎 2P-68 柏木雄次郎 ICI620IP-46 2P-61 近藤俊三 IP-09 IP-1O 
磯辺俊明 IP-44 粕谷知之 2P-48 木下雅之 1B1620 
板倉誠 IP-1O IP-30 片岡正和 IP-30 郡山恵樹 2P-54 
伊藤千裕 2P-64 片山泰一 IBI4∞3A1320 小堺有史 2P-40 2P-42 
伊東大介 2P-40 2P-42 加藤総夫 S26 小笹貴史 SI6 
伊東秀記 2P-37 加藤兼房 2P-06 2P-37 3B 1300 小清水久嗣 IP-79
伊藤久則 1P-76 加藤啓子 2P-08 2P-11 2P-12 小山宏義 2P-68 
伊藤仁一 2P-09 2P-27 2P-28 加藤聖 S41 小山司 3C13ω 
伊藤隆司 101440 S18 加藤泰治 1P-22 1P-23 3B1340 小山純正 SI5 
伊藤龍生 2P-55 3B1520 小堺郁夫 S52 
岩倉洋郎 2P-02 加藤尚彦 1P-21 2P-20 小崎俊司 1P-09 S84 
岩間久行 101620 加藤武 IP-07 IP-45 2P-47 久保幸穂 IP-33 
岩本郁子 2P-37 2P-48 3AI4oo 301440 久保武一 3AI420 
岩本敬 1P-05 加藤寿章 2P-44 窪田恭彦 2P-64 
岩本武史 S62 勝屋弘，忠 1P-22 久保山友晴 IP-72
岩室康司 1P-03 川口綾乃 S8 工藤喬 2P-61 
岩佐峰雄 2P-68 川口直恵 101620 熊谷善弘 3AI420 
岩崎靖乃 1P-51 川原健 101520 熊倉鴻之助 1P-42
岩島牧夫 3B15∞ 川井千景 1P-49 久野みゆき S75
岩田健 1P-18 河合洋子 3BI520 倉知正 1P-43 
泉山洋子 3DI4∞ 川上政勝 S84 倉増敦朗 2P-64 
伊豆本種野 2P-52 河本竹正 3BI340 倉本展行 1P-12 1P-36 3CI540 

(J) 
河村則子 2P-06 栗原正 IP-55 1P-65 
河村靖次 1P-74 黒田洋一郎 IP-74

蒋健 S13 川村勇樹 3A1340 黒木俊秀 1015202P--63 

(K) 
川野裕美 1C14∞ 黒木康富 IP-14 
川野仁 2P-02 2P-07 黒木由夫 2P-67 3C1340 

KAMEOA Kensuke 2P-73 川島麗 2P-30 日下永子 2P-74 
KA TSUY AMA Tsutomu IP-70 川島祥子 2P-05 楠田敏博 3CI440 
KAWAHARAR戸zo 2P-69 川戸佳 S4 久住一郎 3C13∞ 
KA W AI Y oshikuni 1P-26 香山雪彦 S15 桑原玲子 1P-1O 
KIKUCHI Shin-ichi 1P-53 慶野宏臣 2P-05 桑子賢一郎 1BI4402P-51 
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桑野良三 S52 三富明夫 S67 永田豊 2P-44 

(L) 
満田憲昭 2P-41 2P-58 S83 永津俊治 IP-08 L3 
光本泰秀 2P-36 301340 長安祐子 2P-27 

Leterrier Je岨ーF阻ncoisIP-43 三浦正幸 2P-31 内藤康秀 2P-56 
李憲 IP-03 三浦裕 IP-22 IP-23 3B1340 中別府雄作 S31
李順姫 2P-02 3B1520 中国規之 lC1500 
李永敦 2P-58 三輪聡ー IP-03 中福雅人 S7 
李洪珍 2P-30 宮地栄一 2P-44 中川原章 3B1340 
劉中武 S41 宮地泰士 3B1340 中原辰雄 lD 1520 2P-63 

(M) 三宅進一 2P-41 中平英子 lC1420 IP-60 
三宅義雅 2P-ll 中井正三 2P-36 301340 

MAEOA Kazuhihsa 2P-69 宮本英七 lP-39 3CI420 中井真通 S7I 
MARTIN百10m描 F. S35 宮坂知宏 3AI5ω 中嶋一行 IP-55 
MC別TIREWilliam E 3CI340 宮田卓樹 S8 中島健次 2P-52 
MIKI Naomasa 2P-OI 2P-03 宮崎秀幸 S34 中島利博 301520 

S54 宮崎浩之 IP-37 中島八束 S29 
MISENER Steve S20 宮崎育子 2P-59 301500 中道範隆 3CI540 
MITANIHide紘i 2P-69 三好淳 S49 中村史雄 S47 
MITSUOA Noriaki lP-26 溝口明 S49 sω 中村浩 IP-73 
MIURAJun 2P-73 水野勝重 lP-14 中村和生 2P-30 
MIURAM拙a卯 ki 2P-31 水野哲也 2P-52 中村昌美 2P-68 
MIY AKE Shin-ichi IP-26 水野俊樹 2P-52 中村洋一 IP-12 IP-15 IP-27 
MORI Tetsuji IP-52 IP-53 水島和幸 101440 IP-33 IP-34 IP-36 

IP-67 IP-68 毛利哲郎 2P-54 IP-62 2P-72 3CI540 
MURAKA W A Masahiro IP-52 木綿しのぶ IP-37 中村祐 ICI620 IP-46 2P-61 
町田敦紀 2P-08 森厚調 2P-36 301340 S78 
前田信治 S73 森啓 3A13∞ 中根博 2P-63 
前野善孝 2P-68 森和俊 3A1320 中西博 S70 
牧悶善二 2P-60 森啓至 IP-13 中西宏之 S49 
興部孝幸 2P-50 森泰丈 3CI520 中野亮一 IP-50 
真鍋俊也 S58 森畑宏一 S75 中野有香 2P-61 
真漣泰宏 IP-77 森川吉博 S62 中瀬泰然 301420 
高代研二 S49 森野忠夫 IP-54 2P-32 中島問 IP-13 
丸岡弘規 2P田15 森信繁 2P-66 中島欽一 SIO 
丸山裕子 IP-36 森島真帆 3AI5∞ 仲田義啓 S23 
丸山敬 3A1300 森下学 IP-16 中谷俊幸 ICI400 
丸山六三 3BI5α3 森下理香 2P-06 3BI3ω 中坪純 3BI440 
丸山直記 IP-33 森田育夫 IP-57 中塚修一 2P-21 
丸山和佳子 2P-35 301320 森田克也 3C1320 中山学 SI9 
正木孝幸 S63 森山昭彦 3BI520 中山たかね ICI440
増田健太 ICI520 森山芳則 101540 2P-21 中山孝 2P-20 
益本将司 2P-19 本村大輔 SI3 中沢康至 2P-47 
升村誠 2P-57 本村啓介 2P-63 南部篤 2P-25 
松井ふみ子 2P司05 向井由幸 3CI400 涛川一彦 S83 2P-41 
松井稔 SI3 村上哲郎 lP-77 直井信 2P-35 301320 
松川則之 IP-16 2P-38 村岡修 2P-23 S67 奈良清光 3BI5∞ 
松川通 S41 村島善也 L 2P-70 成瀬聡 301520 
松本暁子 2P-26 村山俊彦 3C14∞ 那波宏之 IP-24 
松本和政 2P-ll 室田誠逸 101600 IP-57 名和田新 S3 
松本和也 3C1420 

(N) 
根岸隆之 IP-74 

松本健一 lCI4∞ 二本松伊都子 S84 
松本均彦 IC1620 lP-46 2P-61 NAGAMI Takefusa 2P-69 新延道夫 IP-71 
松本知也 IP-78 2P-1O NAKABA Y ASHI Tetsuo IP-70 二宮貢士 lBl440 
松永宗雄 lD1420 NAKAZATO Mas副ni臼u S65 三宮孝文 lBI620 
松延毅 2P-46 NEMOTO Yasuo S36 西克治 IP-45 
松岡一郎 lCI4∞ NIKAIOO Takuya IP-52 IP-53 西国朗 2P-66 
松山知弘 S29 IP-67 IP-68 西井一宏 IP-08 
松山知弘 S28 NOOA Tetsuo IP-70 西川徹 lDI620 
松崎秀夫 2P-41 S83 鍋島俊隆 2P-29 3AI440 S2 西村裕之 S29 
道川誠 2P-49 2P-53 2P-62 永井拓 2P-29 西村伊三男lBl4402P-14 2P-51 
三木直正 S50 永井康雄 2P-47 2P-57 
三園雅彦 S6 長尾正崇 2P-68 仁科博史 2P-15 
南雅文 S72 長尾憲樹 2P-65 西野仁雄 IP-64 
南野直人 IP-J7 永沢秀子 lP-32 西尾チカ lB14202P-1O 3BI400 
湊川洋介 IP-49 長瀬隆弘 S19 西尾昌洋 IP-14 
三苫純也 S82 長嶋和郎 3AI5∞ 西岡博史 3B1320 
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西奥剛 S70 奥山茂 1P-20 桜井武 S64 
西屋禎 1P-37 小野勝彦 S45 桜井洋子 1P-58 1P-59 
西山啓次 1B1420 小野健治 1P-56 S44 佐内豊 IP-69 
西崎知之 S25 小野寺理 301520 三五一憲 2P-07 3BI540 
新田淳美 3B1320 S81 大平敦彦 2P-05 2P-07 佐野護 1P-49 1P-75 
野田百美 1P-41 S69 大塚正人 2P-21 笹川展幸 1P-42 
野田幸裕 2P-29 S2 小坂田健一 2P-20 佐々木彰一 S80
野上真宏 S34 小山内たか 1P-69 佐々木孝寛 1P-44
野川茂 2P-40 2P-42 大橋典子 S9 佐々木泰治 3C1420
野元裕 1P-76 太田明 1P-13 佐々木洋 1P-48 S22 
野村正彦 1P-58 1P-59 1P-66 大塚康史 1P-16 佐々木由紀 3C13∞
野村靖幸 1D14ω1P-37 3C14ω 大槻泰介 2P-25 2P-26 佐々木幸生 S47
野崎歩 2P司29 大厳友利子 1P-32 佐藤明 1P-73 
野崎兼吉 301520 小宅睦郎 301520 佐藤光 2P-20 
額田敏秀 1P-20 大山佳悟 2P-48 佐藤真奈美 3B1540
沼川忠広 1P-78 2P-1O 小津寛樹 2P-67 佐藤光源 2P-64 

(0) (p) 
佐藤直也 2P-50 

佐藤俊哉 301520 
OGAWANorio 2P-13 2P-34 PARKOavidS 2P-16 佐藤雄治 2P-56 
OKANO Hideyuki 2P-31 PAUOEL HEMANT K 3A1520 佐藤公道 S72 
OKUMURA Shigeki 2P-01 S54 PHAMH泊 S20 佐藤洋助 1P-81 
OLARIUAna 3A144O 

(R) 
佐藤隆夫 2P-55 

Onoe Kyuichiro 3013∞ 津田浩秀 1P-08 
OSUGA Hitoshi 2P-16 301300 RAHMAN Md.Khalilur 3A1400 津田誠 IP-56 2P-45 S44 
OSUGA Sachiko 2P-16 RAVIDRivka 3A15oo 津田徹 2P-57 
OTOMOAsako 1B16∞ RenHao L2 津本和延 S8 
落合和 S10 RENXiuHai 3AI440 津村直哉 2P-49 2P-53 2P-62 
小田正記 2P-25 

(S) 関口真理子 IP-30 S84 
尾方英俊 3C1440 仙波恵美子 S62
尾形直員。 1P-54 2P-32 Saffen Oavid IP-04 仙波 りつ子 2P-06 3B13∞ 
小)11 郁 2P-46 SAKAI Harumi IB16∞ 千回陵夫 2P-49 
小川正晴 1P-51 Sl1 Samouilov Alex阻 d田 L2 沈活 1D1420 
小川紀雄 2P羽 3Dl5∞ SATOKohji IP-26 沈勤松 IP-61 
小川智 S27 S28 Sato Yukio IP-67 施虹 2P-03 
荻凹喜代一 2P-46 SCHACHT Jochen 2P-46 芝本さゆみ 3A1340
小倉明彦 1P-80 Schrnid AnnMarie S53 柴崎芳一 S35 
小倉博雄 S16 SCHMIOT Ann M. Ll 柴山健三 2P-44 
小原収 S19 SCHW ARTZ Micha1 S40 七里元売 3C1420 
大橋十也 1P-61 SENBAEmiko lP-26 重本和宏 IP-33 
大川浩子 2P-67 3C1340 SHIBATA Mamoru 2P-31 島崎琢也 S8 
大木武 lC15∞ SHIHong 2P-03 清水秀夫 2P-09 
大久保岩男 1P-45 Shinohara Yukito 301300 霜田靖 IP-58 1P-59 1P-69 
大久保信孝 2P-58 SOBUE KAZUYA 3A1520 下積俊 3CI440 
大窪忠、利 2P-60 SOMOGYI Roland S20 下畑享良 301520 
大倉多美子 lP-32 STEEGEvan S20 下永友和 1P-80 
大西浩史 1P-09 1P-30 StemOaivid S53 霜里和朗 2P-65 
大野博司 3C1540 L4 STERN Oavid M. Ll 申然淑 1P-02 1P-40 
大津圭子 1P-48 S22 SUGITANIYoshinobu lP-70 新郷明子 S. IP-l1 3CI5∞ 
大山晃弘 1P-28 SUGIURAI五roko 2P-03 篠原春夫 2P-06 
大瀧純 2P-68 鷺直樹 1P-20 塩坂貞夫 2P-08 2P-11 2P-12 
大屋敷孝雄1B1520 斎藤克 2P-30 宍倉腕胤 3B1340 
大江瑞恵 1P-08 斎藤真希 2P-30 周尾卓也 2P-05 
小鹿幸生 1P-16 2P-38 斎藤太郎 lP-35 IP-38 IP-44 祖父江和哉 1P-22 lP-23 
岡卓也 2P-08 2P-11 2P-12 斉藤達哉 2P-17 祖父江憲治 IP-05
岡部明仁 2P-08 斉藤哲一郎 1CI420 曽我智子 IP-21 
岡田知明 1P-17 斎藤利和 2P-67 祖)11由美 ICl540 
岡本和也 2P-25 2P-26 斎藤文典 2P【ゆ 相馬仁 2P-67 3C1340 
岡本昌也 S29 斉藤宏 S52 宗時栄 301440 
岡本泰昌 2P-66 才脇卓也 301420 曽良一郎 IP-20 
岡村理子 1P-17 1P-25 酒井久美子 2P-24 須田俊宏 1D1420 
岡村将平 3C1440 榊佳之 1D1440 須藤 カツ子 2P-02
岡野栄之 S8 坂本安 lNi6 菅原正伯 lP-50 
大久保晋吾 1P-42 坂本ゆかり lBI520 杉江智則 2P-60 
奥田隆志 1P-25 S12 阪中雅広 2P-39 S73 杉原樹梨 2P-68 
大熊康修 lP-37 3Cl4ω 坂田利家 S63 杉田賓 S29 
奥瀬賢司 lP-Ol 標井映子 2P-33 杉谷加代 S41 
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杉浦弘子 S50 竹下歌織 3B1540 上回祐司 lP-32 
鈴木日子 2P-38 武藤誠 M.S13 植月太一 2P-14 2P-5l 2P-57 
鈴木弘美 lP-56 2P-45 竹内郁夫 3Bl3∞ 上山栄子 S62 
鈴木二郎 2P-70 竹内正義 2P-60 上江洲章吉 lP-39
鈴木克治 3C13∞ 瀧尾按士 lP-58 2P-1l 梅田匡朗 2P-25 2P-26 
鈴木健二 lP-8l 滝沢琢己 SIO 海野麻未 IDl620 
鈴木重明 2P-40 2P-42 玉井洋一 lP-65 2P-30 宇佐美美穫子 3Al3∞ 
鈴木貴子 2P-60 玉井良尚 2P-55 植村慶一 lP-32 lP-63 
鈴木龍雄 2P心9 玉谷実智夫 2P-4l 2P-43 S28 

(V) 鈴木智久 S23 S83 
錫村明生 S68 玉谷美智夫 2P-58 VANSWIE1芭NJohnC. 3Al5∞ 
(T) 

田辺勝久 S38 (W) 
田中千賀子 S7l

TA1RAEiichi 2P-Ol 2P-03 田中潤也 S73 WANAKAAkio lP-52 lP-53 
S54 田中健一 3Dl5∞ lP-67 lP-68 

TAKAKI Hironu lP-52 lP-53 田中謙二 lP-56 W ANG Jian-Z1喧 2P-56 
lP司67 lP-68 田中喜久子 3A13ω WangXutong L2 

TAKEDA Junko lP-52 lP司53 田中耕太郎 2P-40 2P-42 WOODJohnN. lP-Ol 
lP-67 lP-68 問中秀逸 2P-17 和田千鶴 lP-50 

TAKETOMI Tarnotsu lP-70 谷口学 2P-43 S28 和田恵津子 S66
TAKEUCIs MaYl皿1I lP-52 lP-53 谷口直子 lP-7l 和田圭司 S66 

lP-67 lP-68 谷野浩子 3C1440 和田圭樹 lC1420 lP-60 
TAMATANI Michio lP-26 谷減秀夫 lP-7l 2P-14 割田仁 lP-77 
TANAKAI五dekazu 2P-Ol 2P-03 田岡万悟 lP-44 渡部和彦 lP-6l 

2P心4 S50 田代信維 1D1520 渡部昭仁 3Dl340 
TANAKA Ken-ichi 2P-13 2P-34 田代朋子 lP-43 lP-47 S76 渡遁英宏 2P-25 2P-26 
TANAKA Teruaki 2P-73 俵俊江 2P-08 渡辺裕司 1014∞ 
TANIGUCHIManahu lP司26 鳥羽裕恵 301420 渡辺和忠 2P-02 
TOHY AMA Masaya lP-26 藤堂謙一 S53 渡遁学 S53 
TOZUKA Minoru lP-70 東田千尋 lCl600 lP-72 渡辺雅彦 S46 S82 
TRAN ManhHung 3A144O 東田道久 1D14∞ 渡辺悟 2P-65 
TSUKAMOTO Yasuhiro 2P-Ol 遠山正嫡 lB14∞2P-41 2P-43 渡港建彦 2P-33 2P-64 

S54 2P-50 2P-58 3A1320 渡辺康裕 lP-14 
田端俊英 S82 3C1520 S27 S28 貌 111研 lP-35 
岡測明子 3B1420 3Bl440 S83 (y) 田湖博孝 3Cl420 遠山陽子 lP-55 lP-65 
多田 豊岡責 3Bl520 渡嘉敷晶子 2P-07 YAMAGATA Kanato 2P-03 
田賀哲也 SlO 時国義人 2P-05 Y AMA W AKI Takemori2P-3l 
回日明彦 553 徳和子 S73 YANShi-Ou Ll 
回口雅之 2P-30 徳野博信 2P-25 YOKOY A Sachihiko lP-52 lP-53 
田口康智 lP-54 冨永恵子 lP-80 lP-67 lP-68 
岡高陽一 lP-69 富田麗 1D1620 YOSHIDA Erin N lBl600 
高間昌彦 2P-25 豊島至 lP-50 Yoshii Fumihito 3013∞ 
高田律子 3A1340 土田英人 IDl620 YOSIsOKA Sin-ichi 2P-69 
高田慎治 3A1340 土田健 lP-07 Yuan Junying 2P-3l 
高寺恒雄 IBl520 津田正明 3Bl420 3B144O Yuen Chun-Ting lP-69 
高木博 2P-09 津田喬子 lP-22 矢嶋隆一 lP-07 lP-45 
高橋均 3D1520 立木秀樹 3Bl520 山田敦子 3B13∞ 
高橋正身 lP-09 lP-1O lP-30 辻省次 3Dl520 山田浩司 2P-2l 

56l S84 塚田裕三 2P-25 2P-26 山田和維 S32 
高橋信一 S13 塚本吉胤 S28 山田一之 S66 
高橋真司 lP-20 弦巻立 2P-23 山田恵子 582 
高橋勤 2P-35 堤哲之 2Pる3 山田清文 3Al44O 
高井里美 lP-79 

(U) 
山田真久 lP-5l 

高井義美 S49 山田雅司 lB1420 lP-79 lP-8l 
高松研 1D15∞ 内田敦子 lP-43 lP-44 lP-47 山田光則 301520 
高山千利 lP-7l 内田千晴 3Dl520 山田康枝 lP-05 
高山房子 2P-24 内回洋子 IBl500 山形要人 S50 
高柳雅子 3Cl540 内村英幸 2P-63 山岸覚 2P-l5 
竹葉淳 lP-54 2P-32 上田浩 2P-06 3B13∞ 山口淳 2P-4l 2P-58 S27 
武田克道 2P-48 植田弘師 S5 S28 583 
武田雅俊 lCl620 lP-46 2P-61 上田健治 3014ω 山口繭 lP-l9 2P-22 S67 

S78 上回睦明 lP-48 山川和弘 S55 
竹田稔 lCl5∞ 上回龍三 lP-l6 2P-38 山国徹 301440 
武田茂樹 lP-17 上原孝 lP-37 山森秀長 lCl620 
武田泰生 lP-63 2P-02 植木裕司 2P-63 山森早織 lP-ωlP-30 
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山本章嗣 2P-21 山崎 量草津美 2P-60 吉田成孝 S51 
山本晴康 1P-54 2P-32 閤剣虹 1P-66 吉井光信 2P-70 
山本秀子 1P-20 3DI440 柳秀樹 S28 古川和明 1BI440 1P-71 2P-14 
山本秀幸 3C1420 柳津勝彦 2P-49 2P-52 2P-53 2P-57 
山本和彦 2P-1J 2P-62 3AI340 吾川和明 2P-51 
山本健二 S70 柳津亮 SIO 吉川泰弘 1P-74 
山本愛美 3B1520 谷内一彦 2P-33 吉松博信 S63 
山本賢 1P-45 柳瀬由紀子 2P-ω 芳本信子 2P-44 
山本直樹 1D1620 1P-22 1P-23 揚志博 2P-33 吉村和法 1P-58 1P司59
山本敏文 1P-20 3DI440 安田新 S50 愈産 2P-49 
山本好男 1P-45 八代聖基 1D15402P-21 湯山耕平 3D 1440 
山中章弘 S64 横井誉 3B1340 3B1520 

(z) 山中康光 2P-24 横幕大作 1P-78 2P-1O 
山西嘉晴 S16 横山茂 1P-02 1P-06 1P-31 zh加 gLei 1P-Q4 
山之端万里 1CI440 1P-41 ZHANGYuxi阻 g 1P-52 1P-53 
山崎美和子 S82 横山信治 2P-27 2P-28 1P-67 1P-68 
山嶋哲盛 S30 米田和広 1P-22 1P-23 Zweier Jay L2 
山下純宏 1P-02 米田幸雄 1P-12 1P-15 1P-27 前正秀宣 2P-66 
大和博 1D1420 1P-34 lP-36 lP-62 張波 2P-39 
山内理充 2P-44 2P-72 3C1540 張家生 1P-06 1P-41 
山内忍 2P-05 米山雅紀 1P-34 張力勇 2P-28 
山内卓 1C1540 吉田明 S5 張暁峰 lP-03 
山脇成人 2P-66 SI 吉田弘美 1P-65 趨静 1P-72 
山脇健盛 2P-31 吉田謙一 1B1540 
山崎正和 S34 吉田典弘 1P-18 
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キ}ワード索引

(A) 

Abeta 3A13∞ 
Accelerated lipolysis in viscera1 fat 

S63 
ACCUMBENS 2P-63 

ACETYLCHOLINE [ACH] IP-18 

IP-25 2P-47 3AI440 

SI2 SI3 SI4 

SI5 SI6 

ACETYLCHOLINESTERASE[ACHE] 

IP-31 SI6 

ACID S75 

ACIDIC FGF 2P剖

ACT悶 IP-42 2P-OI S60 
ACTIVATION 2P-23 S73 
ACTIVITY IP-24 IP-80 2P-03 

2P-04 S50 

ADDICTION 2P-65 

ADENOSINE TRIPHOSPHA百

IP-54 

Adenovirus 2P-43 

ADENOVIRUS VECTOR 2P-57 

ADHESION IC1520 1P-63 

2P-02 2P-03 2P-04 

2P-07 SI9 S48 

S50 S51 S52 

S54 S58 S60 

ADRENAL 3CI320 

ADRENERGIC 1P-56 

Madin S49 

AGING [AGEING] 1P-47 2P-24 

2P-60 3A1420 
agrin 1P-33 

ALCOHOL 2P-30 2P-67 

ALS [AMYOTROPHIC LATERAL 

SCLEROSIS] 1P-50 S80 

ALUM別UM 1P-46 2P-61 

ALZHEIMER 1BI440 1P-46 

2P-47 2P-48 2P-49 

2P-50 2P-51 2P-52 

2P-53 2P-54 2P-56 

2P-58 2P-59 2P-6O 

2P-61 2P-62 2P-71 

3A13ω3A1320 3A1340 

3A14ω3A1420 3AI520 

3CI440 L1 S16 
Alzheimer Disease S71 

Alzheimer' s dise酪e 3AI440 

AM町oACID 2P-69 S46 

S82 

AMPA 1P-24 2P-09 

AMYGDALA 2P-20 

amy10id 2P-55 

amyloid beta protein S71 

AMYLOID PRECURSOR PROTEIN 

Anoxia 

ANTAGONIST 

ANTICHOLINERGIC 

ANTICONVULSANT 

ANTIDEPRESSANT 

Antidepressant agent 

2P-57 3A13∞ 
S25 

2P-47 2P-48 

2P-65 

3B13∞ 
2P-66 

2P-73 

S6 

神経化学 Vol. 39 (No. 3)， 2000 

antigen presentation S70 

ANTISERUM 3AI500 

ANXIETY S2 

APOLIPOPROTEIN 2P-28 

apolipoprotein A-I 2P-27 

APOLIPOPROTE町 E 2P-58 

apoptosis 2P-35 2P-43 2P-55 

2P-57 S30 S73 

APPETITE 2P-22 

aquaporin S32 

arcuate nucleus S62 

arou岨s64
ASSOCIATION IP-32 

ASτROCYτ'E [ASTROGLIA] 

ICI420 101600 1P-23 

IP-51 IP-52 1P-53 

2P-27 2P-28 2P-68 

3C14OO S21 S42 

S46 S74 S82 

田町cytes S24 

ASTROCYTOMA 2P-28 

ATP S24 S25 

ATPr，田eptor S21 

AUTOIMMUNITY 1P-67 

autonomic S 13 

AUTONOMIC CONTROL S26 

AXON IC1520 1P-43 2P-49 

S39 S41 S48 

AXONAL TRANSPORT 

[AXOPLASMIC TRANSPORT] 

IP-45 1P-46 1P-47 

S76 S77 S80 

AXOTOMY 3B1540 

(B) 

BASAL FOREBRAIN 1P司68

BDNF 3B1340 

BEHA VIOR 1P-77 2P-02 

3D 13∞ 
3s←hydroxysteroid dehydrogenase 

BINDING 

bioinformatics 

bombesin 

BOVINE 

Brain 

Brain function 

(c) 

CA1 

2P-29 

1P-29 

S17 S18 

S66 
IP-22 

1P-26 S81 

S21 

2P-44 

Cadherin S49 

CALCIUM [CA] 1B1520 1P-03 

1P-04 1P-29 1P-31 

1P-41 1P-71 2P-58 

2P-67 3BI440 3C1300 

3C1320 3C1340 3C1540 

L2 S37 S4 

CALMODULIN 1C1540 1P-21 

IP-39 3C13ω3C1420 

3C1520 L2 S78 

CAM 2P-01 S54 

CASPASE-3 2P-57 

CATECHOLAM別E 3C1320 

cathepsin E S70 

Ca2+ wave S24 

CCK[CHOLECYSTOKIN別]

2P-48 

CDNA S19 

Cell Adhesion Molecule S55 

Cell-Cell Adhesion S49 

cerebellum IP-73 1P-80 2P-05 

2P-1O 3BI440 S19 

S57 

cerebra1 cortex S 11 

cefぬra1ischemia channel位岨spo武田
S32 

CHANNEL IP-03 IP-04 

IP-06 IP-22 1P-23 

2P-19 3B13∞3BI420 
S75 

chaperone S28 

CHEMORECEPTOR S72 

CHICK EMBRYO S45 

cholesterol 

CHOLINERGIC 

2P-27 

1P-25 S12 

SI6 

CHROMAFFlN IP-03 IP-42 

3CI320 

Ci住ate IP-26 

c1athrin S36 

COCAlNE 2P-65 

COCf乱厄A 2P-46 

CORD 2P-32 

CORTEX 1B1420 IBI520 IP-70 

2P-1O 2P-18 2P-39 

2P-63 3B 1420 

CREB 2P-58 

CTCLOSPORIN A 3B1320 

CULTURE IC1440 IP-03 

IP-36 IP-72 IP-75 

IP-80 3B1320 S52 

CUNEATE S14 

CYCLIC ADP RIBOSE IP-41 

3C1320 S37 

CYCLIC AMP [CAMP， C-AMP] 
ICI540 2P-54 

cystatin C IP-51 

cytokines S 10 

CYTOSKELETON IP-43 IP-48 

S76 S79 

(D) 

DATABASE SI8 

DEATH IBI4ωlBI420 1B1440 

IB1520 IBI540 IBI620 

IP-57 IP-75 2P-14 

2P-17 2P-18 2P-19 

2P-31 2P-36 2P-51 

2P-59 S72 

DEGENERATION IBI620 2P-38 

2P-44 3DI4∞301520 
DEMENTIA 3AI4ω3AI420 

3AI5∞ 
DEMYELINATION IP-61 

dendrite ICI6∞3C1520 
DENERVATION 2P-37 

DENTATE S50 

DEPRESSION S2 S6 

DEVELOPMENT 1B1440 ICI420 

IC15∞IP-60 IP-66 
IP-68 IP-70 2P-15 

2P-61 S47 S52 



DHEA(5) 

DIABETE5 

DIALY515 

di任'erentialdisplay 

DIFFERENTIA TION 

DI5U5E 

DNArep曲r

dog 

DOPA 

DOPAMlNE 

554 557 57 

576 S81 59 

53 

2P-60 Ll 

1D1520 

lP-73 

1Cl4∞ 
1CI440 1Cl5α】lC1540

1P-51 1P-69 1P-70 

1P-71 1P-76 58 

2P-37 

531 

2P-55 

1D14202P-34 3D15∞ 
1D1420 1D1520 

1P-lO 2P司65 2P-73 

3D1320 3D1500 

DOPAMlNERGIC 2P-34 2P-36 

301340 
DOR5AL HORN lP-02 

DOR5AL ROOT GANGLION [DRG] 

1P-02 1P-07 lP-61 

1P-75 2P-07 

Down 5yndrome 

DRUG 

(E) 

EAR 

ElA 

ELECTROPORATION 

EMBRYO 

ENDOCRlNE 

endocytosis 

Endop1asmic reticu1um 

endosome 

ENDOTHELIAL 

ENERGY 

ENOLA5E 

ENZYME 

EPILEPSY 

555 

2P-59 

2P-46 

581 

59 

1B1440 

2P-23 

536 
2P-43 

528 

S70 
1P-22 

Ll 566 

lP-32 

541 
2P-08 2P-69 

2P-70 
EPITHELIUM L4 

E5TROGEN [ESTRADIOL] lP-l4 

2P-1O 3B14∞3C15∞ 
EVOLUTION lP-65 

EXOCYT0515 1P-(ゆ lP-1O

1P-28 1P-29 1P-30 

1P-42 2P-21 3C1420 

535 56l 584 

EXTRACELLULAR 551 

EXTRACELLULAR POTA55IUM 

(F) 

FEAR 

FEEDING 

feeding behavior 

FIBRIL 

food 

lP-2l 

2P-20 

1P-19 2P-22 565 

567 

564 

3014∞ 
566 

FOREBRAIN 

FUNCTIONALGENOMIC5 518 

function ana1ysis 

1CI440 

517 

(G) 
GABA [GAMMA-AMINOBUTYRIC] 

lP-74 525 

1P-70 2P-30 GANGLIOSIDE 

GDNF 

GENE 

581 

1D14∞1D1440 1P-22 

1P-27 2P-17 2P-66 

519 556 562 

59 
gene exp町田ion 1P-73 

genome 517 

GFA [GLlAL FIBRILLARY AClDIC 

PROTEIN] 1P-5l 

GLIA 1Cl420 1P-37 546 

S68 58 

glial differentiation 

gliogenesis 

GLIOMA 

GLUC05E 

GLUTAMATE 

543 

510 

lP-23 553 

2P-25 2P-26 

IDl500 1D1540 

IDl600 1D1620 lP-l5 
1P-35 1P-55 2P-1O 
2P-21 2P-25 2P-26 

2P-41 3B13∞546 
558 

GLUT AMATE RECEPTOR lP-2l 

569 
GLUT AMATE RELEASE 526 
glutamate 仕組sporter 569 
GLYClNE 1D1620 

GLYCOLIPID 1P-69 1P-70 

GLYCOPROTEIN 1P-63 1P-66 

lP-69 2P-02 2P-56 

GLYC05YLTRAN5FERA5E 

lP-69 2P-08 2P-30 

2P-56 

GMFG 3B1520 

GRANULE CELL 1P-80 2P-17 

GROWTH CONE lP-28 1P-49 

539 548 552 

GTP 2P-06 3Cl340 55 

GTPCYCLOHYDROLA5E 1P-13 

GTP cyclohydro1ase 1 1P-08 

GUIDANCE 1C1520 547 

(H) 

HALOPERIDOL 1P-20 2P-63 

Iuppocamp1us 524 

HIPPOCAMPU5 1D1500 lP-ll 

1P-14 1P-16 1P-34 

1P-36 2P-08 2P-1O 
2P-11 2P-20 2P-44 

2P-54 2P-70 3AI440 

3B13∞3B1320 3B14∞ 
3C15似】 529 54 

S50 558 

HI5TAMlNE 2P-33 515 

HI5T AMlNE NEURON5 563 

HI5TOCHEMI5TRY 1P-77 

HPA-axis 

HPLC 
56 

3A1500 

H，-receptorknockout (H1KO) mice 
563 

HYBRIDlZATION 2P-39 

2-hydroxyadenine 531 

HYPERACTIVITY 2P-33 

389 

HYPERALGE51A 2P-32 

HYPOTHALAMU5 1P-19 3B14ω 

562 567 

HYPOXIA 2P-31 2P-41 2P-43 

2P-50 528 S83 

hypoxia/ischemia S27 

(1) 

Immunog1obulin super family 555 
IMMUNOREACTIVITY 1CI440 

1P-67 3015ω574 

凪~MUN05UPPRES5ION 2P-13 

INI司ECTION 2P-71 

INFLAMMATION 2P-57 

INHIBmON 2P-ll 

問JURY lP-52 1P-53 2P-32 

2P-38 2P-46 S38 

別OSITOL S37 

別5UL別 lC1620 3C1420 

INTERLEUKlN 573 

別TRACELLULAR 1D15∞1P-03 
Intracellu1ar calcium 1P-74 

ION 2P-19 S75 

15CHEMlA 2P-31 2P-39 
2P-40 2P-42 2P-44 

2P-45 528 529 

572 S84 

(K) 
KAINICACID 1P-35 

KEGG 517 

KlNA5E 1P-06 1P-39 2P-18 

535 561 

KINDLING 2P-08 2P-69 551 

KlNETIC [KlNETIC5] 1P-16 

2P-11 

(L) 
LAMELIPODIA S34 

1ayer formation 511 

1eptin 562 563 564 

LIPID 2P-53 2P-62 

LIPOPROTEIlオ 2P-49 2P-53 

LOCALlZATION 1P-39 3D15∞ 
LP5 1P-62 

L-serine S73 

LTP [LONG-TERM POTENTIATION] 

2P-09 551 556 

558 560 578 

LY50S0ME L4 

判s
E
 

O
υ
Q
J
M
 

S
守

A
U円

m
D
 

沼

氾
;

0

 

R
u
 m
 

-

M

 

m
u
M
 

臥

問
問

服

、yC
o

a
u
A
A
 

m
v
M
M
 2P-35 

加IAPK 571 

MAP kinase 559 

Matema1 deprivation S6 

matrix cell S43 

MEMBRANE 1P-32 1P-63 

MEMBRANE POTENTIAL 2P-35 

3D 1320 

MEMBRANE RUFFLING 534 

MEMORY 2P-20 

MEPP lP-40 

METABOLI5M 2P-25 2P-26 



390 神経化学 Vol.39 (No. 3)，2000 

~ET~PflETAlÆUNE IBI540 S8 OXYGEN 1B15∞ 
2P-64 2P‘65 Neuronal cell dea白 S30 OXYGENE 3C 1 440 

ffilce 2P-29 neuronal d回出 S28 
(P) ffilCro町四y IP-73 NEUROPATHOLOGY 2P-14 

~ICROGLIA IP-48 IP-54 NEUROPEPTIDE IP-07 IP-19 PAIN IP-OI IP-07 
IP-55 IP-56 IP・57 IP-45 2P-22 2P-23 par司node IP-64 
IP-62 2P-32 2P-45 S65 S67 PARASY~PATHETIC SI3 
S21 S22 S23 NEUROSECRETION 2P-12 PARK悶SON 101420 lP-77 
S43 S44 S68 neurosteroid S3 2P-25 2P-34 2P-35 
S69 S70 S71 neurosteroids 2P-29 3013∞301320 301340 
S72 S73 S74 NEUROTOXICITY lP-14 L3 

S75 lP-35 lP-46 2P-13 patch clamp S69 
~ICROTUBULE 2P-62 3AI52(】 2P-14 2P-16 2P-51 pathway analysis SI7 
~IGRATION S45 S53 2P-54 2P-61 301320 PAX6 S9 
~ITOCHONORIA IBI5∞IP-26 301440 PCI2 IP-ω 

IP-57 2P-35 2P-36 NEUROTRANS~ITTER IP-IO pedigr田 S43 
301320 301340 301420 IP-78 2P-21 L3 PEROXIDATION 2P-34 
LI S31 neuro町田smit胞rrel回se S61 PEROXISO~E IP-49 

~OSSYFmER S60 NEUROTROPHIC 1B1520 IP-OI PHEOCHRO~OCYTOMA [PCI2， 
~OTILlTY S22 IP-37 IP-72 IP-77 PC-12] IBI420 IP-IO IP-49 
mouse S57 IP-78 IP-79 IP-80 IP-76 
~PTP 2P-36 3013∞301340 IP-81 2P-13 2P-18 PHOSPHATASE ICI620 L2 
MRNA 2P-48 2P-71 2P-73 3BI3∞3BI4∞3B1420 PHOSPHATIDYLINOSITOL 1014∞ 

3CI520 3BI440 3BI5∞3B1540 lP-40 S33 S35 
MUSCARINIC lP-04 IP-18 S82 PHOSPHATIDYL別 OSITOL

S13 SI4 NEUROTROPIC 3B1320 4-PHOSPHATE 5-KINASE S34 
MUSCLE 2P-38 NGF [NERVE GROWTH FACTOR] PHOSPHOINOSmOE lP-30 
MuskRTK lP-33 IP-76 IP-81 2P-15 S36 
MUTANT lP-68 2P-70 3A15∞ L3 PHOSPHOLIP ASE 3CI440 
Mycobacterium leprae 2P-71 NICOTINE IP-11 PHOSPHOLIPID 2P-47 S36 
~YELlN lP-63 lP-64 lP-65 NICOTINIC Sl4 PHOSPHORYLATION ICl620 

IP-66 2P-30 Nitric oxide 3AI440 1015∞lP-38 lP-39 
MYELlNATION S45 NMOA [N-METHYL-O-ASPARTATE] lP-43 lP-44 2P-18 
~YOTUBE lP-40 lBl520 101520 101620 2P-37 2P-62 2P-74 

(N) 
lP-05 lP-12 lP-34 3A15ω3A1520 3C15∞ 
lP-35 IP-36 lP-74 L2 S61 S78 

NACP 3014∞ 2P-47 2P-48 3AI400 S79 
NA-KATPASE lP-21 3Bl420 3Cl540 physiologiical action of OHEA S3 
NECROSIS 2P-42 S30 NMOA receptor S59 PKC S71 
Nectin S49 NMR 2P-25 2P-26 PLAS~ ~EMBRANE [AXOLEMMA] 
NERVE S38 NO lP-62 3C1340 L4 
NEURAL STEM CELL S8 NOCICEPTION S5 platelet 3C13∞ 
neural stem cells SIO NOISE 2P-46 POLARITY S39 
NEURAL TUBE [NEURAL CREST， NOREPlNEPHRINE POLYAMINE lP-12 
NEURAL PLATE] S9 [NORADRENALll叩] lP-13 POSTSYNAPTIC 2P-09 
NEURITE 1B1620 lCI5∞ICI520 lP-56 S15 S35 POSTSYNAPTIC CURRENT S26 

lC1540 lCl“旧 lCl620 NUCLEOTIDE S22 postsynaptic density S59 
lP-49 S34 NUCLEUS lP-71 2P-14 301500 potassium channel lP-64 

NEUROBLA5TOMA 1014∞ NUCLEUS OF THE SOLITARY POTASSlUM [K] lP-06 
2P-36 2P-71 3A1340 TRACT 526 POT ASSIUM [K] CHANNEL lP-02 

3B1340 
(0) 

P2-purinoceptor S24 
NEUROENDOCR削E S4 PREFRONTAL 101520 
NEUROFILAMENT lP-43 obesity S64 S66 P毘senilin 3A13ω 

lP-44 lP-46 lP-47 OLlGODENDROCYTE P肥ventionof Adult dis回 se 53 
2P-61 S76 S77 [OLIGODENDROGLIA] lC1420 Primate 530 
S78 S79 580 lP-58 lP-59 lP-60 PROLlFERATION ICI440 lP-76 

neurogenesls SIO 57 2P-31 S42 545 2P-06 S45 
neuromuscular synapse lP-33 ON 2P-59 PROTEASE lP-45 IP-51 
NEURON 1B14∞lBI440 1B15∞ OOCYTE lP-05 2P-ll 2P-12 3Al4∞ 

1B16∞lBl620 lP-20 oreXID S64 S65 551 
lP-21 lP-27 lP-36 ORGANOPH05PHATE 2P-68 Protection 525 
lP-69 2P-16 2P-20 ovalbmin 570 PROTEIN lB16∞2P-16 2P-38 
2P-39 2P-40 2P-42 OXIDATION IB1420 lP-24 L4 
2P-51 2P-59 2P-60 2P-13 PROTEIN KINASE 1B1540 lC1540 
3B1320 3C1540 521 Oxidative DNA damage 531 lP-44 lP-62 2P-37 
537 540 546 8-oxoguanine S31 2P-68 3Al520 3C13(泊



391 

3C14∞3CI420 S79 SEROTONIN 1014∞101420 2P-07 
PROTEIN-PROTEIN INTERACTION 101520 SI5 tissue distribution 3BI520 

SI8 SIGMA 1P-20 S2 S5 TNF-a1pha S69 
protem secre岨on S27 sigma毘ceptors 2P-29 TOXICITY 2P-19 2P-68 3D13∞ 
PROTEOGLYCAN 1P-52 2P-05 SIGNAL TRANSDUCTION 2P-58 TOXIN 1P-(ゆ

2P-07 SLICE SI4 TRANSCRIPTION 1C1400 1CI420 
PROTEOLIPID 1P司65 SMALL GTPASE S34 1P-19 1P-27 IP-34 
PROTEOL YSIS 1P-35 IP-38 SNARE IP-28 1P-36 1P-53 2P-23 
PURlNERGIC 3CI400 S22 sodium channe1 1P-64 2P-42 2P-46 2P-72 

S23 sodium-myoinositol tr祖国porter 3BI420 3C14∞L2 
PURlNERGIC RECEPTOR S26 S32 S67 
PURKINJE CELL 2P-05 S57 SODIUM[NA) 101540 IP-01 TRANSDUCTION 1P-06 

S82 SPINAL 2P-15 2P-32 transgemc mouse 1P-08 
P2X receptor S25 stemcell S7 τ'RANSMISSION S29 S33 

(Q) 
STEROID 2P-44 S2 s4 TRANSPLANT S44 S8 

S5 τRANSPORT 1015401016∞ 
QUINOL町IC IP-14 STRESS 1B1420 1P-52 IP-53 IP-12 1P-49 2P-27 

(R) 
2P-29 2P-33 2P-72 L4 S58 

3AI320 3CI440 S2 τ'RAUMA S40 
Rat 3AI440 3BI520 S74 τ'RIGEMINAL 2P-15 
rats S81 Stre渇sprotein 2P-43 τ'RIGEM到ALGANGLION IP-02 
RECEPTOR 101440 101500 STRUCTURE IP-66 TRKB 3B1340 

1P-04 IP-05 IP-ll SUBSTANCEP 1P-07 TROPffiC 1016ω1P-ll IP-75 
1P-14 IP-16 IP-17 SUBSTANTIA NIGRA IP-79 3CI5∞ 
IP-18 IP-19 IP-20 SUCROSE IP-1O TRP6 IP-04 
IP-56 IP-76 IP-81 sulfatide IP-64 TTX [TETRODOTOX別] IP-OI 
2P-21 2P-73 3B1500 SUPPRESSION 2P-23 TUMOR 1P-67 S53 
3CI4∞S13 S22 SYMPATHETIC 1BI620 IP-41 TUMOR NECROSIS FACTOR ALPHA 
S5 S52 S67 2P-19 1P-54 

r田Iin Sll SYNAPSE IP-31 IP-40 IP-74 TWO-HYBRID SYSTEM SI8 
REGENERATION 2P-07 2P-38 2P-03 2P-04 2P-63 TYROS町EHYDROXYLASE 

3BI540 S38 S40 S37 S56 S57 IP-13 
S41 S7 S76 S61 S84 

(U) REINNERVATION S38 SYNAPSIN 3C1420 
RELEASE IP-42 S23 SYNAPTIC IP-32 IP-78 ubiquitin-Iike protein S27 
REMSLEEP Sl5 S29 S33 S35 Up-regulation of unc唱uplingprotein 
RHO S39 synaptic plasticity S59 fami1y S63 
Risk factor S6 synaptic vesicle S36 UPTAKE 101620 lP-20 S12 
RNA 2P-30 2P-66 SYNAPTOGENESIS IP-28 

SYNAPTOSOME 101620 IP-32 (V) 
(S) 

2P-69 3D 1340 VASCULAR 2P-41 
SAGE 2P-64 Synchronous oscillation IP-74 VENTRICLE 2P-06 
scaffold S59 syntaxm 1P-28 VIRUS 1P-61 1P-79 
SCHWANN CELL IP-61 SYNUCLEIN 3014∞ VISUAL S78 
SECRETION lP-31 lP-42 

SEIZURE lP-24 S50 (T) (W) 
SENSORY NEURONS lP-01 TELENCEPHA工βN 2P-15 WATER IP-22 IP-23 

lP-02 lP-75 tetrahydrobiopterin lP-08 IP-13 
(Z) serial叩a1ysisof gene exprl目白on THALAMUS 2P-08 

2P-64 TISSUE CULTURE IP-61 ZINC 1P-05 



神経化学 39巻 第3号 111川川11111111111111111川 H川

平成12年10月1日発行

編集兼発行者 日本神経化学会

代表者 三木直正

発行所 日本神経化学会

〒113-8622 東京都文京区本駒込5-16-9

財団法人 日本学会事務センター内

印刷所 阿部写真印刷附

11川11川11川11川11川11川11川1111川11川11川11川11川11川11川11川I川11川11川11川11川11川11川11川11川11川111川11川11川11川11川11川11川1111川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川111川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川111川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川l川11川11川11川11川11川11川111川11川11川111川11川111川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川111川11川111川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川111川11川11川11山11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川11川111川11川111川111l 


	aa0001
	aa0002
	aa0003
	aa0004
	aa0005
	aa0006
	aa0007
	aa0008
	aa0009
	aa0010
	aa0011
	aa0012
	aa0013
	aa0014
	aa0015
	aa0016
	aa0017
	aa0018
	aa0019
	aa0020
	aa0021
	aa0022
	aa0023
	aa0024
	aa0025
	aa0026
	aa0027
	aa0028
	aa0029
	aa0030
	aa0031
	aa0032
	aa0033
	aa0034
	aa0035
	aa0036
	aa0037
	aa0038
	aa0039
	aa0040
	aa0041
	aa0042
	aa0043
	aa0044
	aa0045
	aa0046
	aa0047
	aa0048
	aa0049
	aa0050
	aa0051
	aa0052
	aa0053
	aa0054
	aa0055
	aa0056
	aa0057
	aa0058
	aa0059
	aa0060
	aa0061
	aa0062
	aa0063
	aa0064
	aa0065
	aa0066
	aa0067
	aa0068
	aa0069
	aa0070
	aa0071
	aa0072
	aa0073
	aa0074
	aa0075
	aa0076
	aa0077
	aa0078
	aa0079
	aa0080
	aa0081
	aa0082
	aa0083
	aa0084
	aa0085
	aa0086
	aa0087
	aa0088
	aa0089
	aa0090
	aa0091
	aa0092
	aa0093
	aa0094
	aa0095
	aa0096
	aa0097
	aa0098
	aa0099
	aa0100
	aa0101
	aa0102
	aa0103
	aa0104
	aa0105
	aa0106
	aa0107
	aa0108
	aa0109
	aa0110
	aa0111
	aa0112
	aa0113
	aa0114
	aa0115
	aa0116
	aa0117
	aa0118
	aa0119
	aa0120
	aa0121
	aa0122
	aa0123
	aa0124
	aa0125
	aa0126
	aa0127
	aa0128
	aa0129
	aa0130
	aa0131
	aa0132
	aa0133
	aa0134
	aa0135
	aa0136
	aa0137
	aa0138
	aa0139
	aa0140
	aa0141
	aa0142
	aa0143
	aa0144
	aa0145
	aa0146
	aa0147
	aa0148
	aa0149
	aa0150
	aa0151
	aa0152
	aa0153
	aa0154
	aa0155
	aa0156
	aa0157
	aa0158
	aa0159
	aa0160
	aa0161
	aa0162
	aa0163
	aa0164
	aa0165
	aa0166
	aa0167
	aa0168
	aa0169
	aa0170
	aa0171
	aa0172
	aa0173
	aa0174
	aa0175
	aa0176
	aa0177
	aa0178
	aa0179
	aa0180
	aa0181
	aa0182
	aa0183
	aa0184
	aa0185
	aa0186
	aa0187
	aa0188
	aa0189
	aa0190
	aa0191
	aa0192
	aa0193
	aa0194
	aa0195
	aa0196
	aa0197
	aa0198
	aa0199
	aa0200
	aa0201
	aa0202
	aa0203
	aa0204
	aa0205
	aa0206
	aa0207
	aa0208
	aa0209
	aa0210
	aa0211
	aa0212
	aa0213
	aa0214
	aa0215
	aa0216
	aa0217
	aa0218
	aa0219
	aa0220
	aa0221
	aa0222
	aa0223
	aa0224
	aa0225
	aa0226
	aa0227
	aa0228
	aa0229
	aa0230
	aa0231
	aa0232
	aa0233
	aa0234
	aa0235
	aa0236
	aa0237
	aa0238
	aa0239
	aa0240
	aa0241
	aa0244

