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緒　言

タウは微小管結合タンパク質の一つであり，多くのリン
酸化部位をもつ．記憶障害を呈するアルツハイマー病では，
過剰なリン酸化を受けたタウが神経細胞内に凝集した神経
原線維変化が見られる．これまでタウ過剰発現マウスが多
く作製され，リン酸化タウの蓄積が認知機能障害を惹起
することが示されてきた 1, 2)．また，近年では，シナプスに
もタウが存在し，グルタミン酸受容体の取り込み制御に関
わっている可能性も示唆されている 3, 4)．
　長期的に見れば，認知症を予防もしくは治療する手だて
を講じるためには，まずアルツハイマー病をはじめとする
認知症の発症過程や進行過程を理解することが必要であろ
う．その中には，所謂「記憶・学習」において，タウがどの
ような役割を果たしているかを理解することも含まれる，
と私は考えている．そこで本研究では，その点についてア
プローチするべく，予備的な検討を行うこととした．
　従来のタウ研究では，タウを過剰発現させたマウス，および
欠損させたマウスが用いられ，多くの知見が得られてきた．上
記で示した知見も，その一部である．しかし，一方で，多くの
データが世に溢れてくる中で，遺伝子操作に依る影響が皆
無とは言えず，それぞれのモデルで，何処までが生理的に
意味があるデータなのか，どの部分がartifactなのか，とい
うことが問題になってきた．もし，遺伝子操作を伴わず，
リン酸化タウのレベルを増加，ないしは減少させることが
出来れば，従来の過剰発現モデルと欠損モデルとの間を繋
ぐものであり，生理的意義のあるデータの抽出に貢献
できるものと思われる．
　そこで，私はこれまでに野生型マウスを用いて，内在性タ
ウのリン酸化が変動する条件を探索してきた．その過程で，
タウのリン酸化を亢進させる条件として間歇的低酸素負荷
(Intermittent hypoxia treatment; IHT)を見出した 5)．また，
タウのリン酸化を減少させる条件も新たに見出した．ここ
では，それらのモデルを用いた検討の一部を報告する．

材料と方法

1) 実験動物
C57BL/6Jマウス（オス，9週齢）を購入し，1週間後から

実験に使用した．動物の取り扱いに際しては，埼玉医科大
学実験動物部門の定める規定を厳守した．
2) 間歇的低酸素負荷（Intermittent Hypoxia Treatment; IHT）
マウスに間歇的低酸素負荷（IHT）を施した 5)．マウスを

チャンバーに入れ，そこに窒素ガスを約 16 L / minで 1 分
間注入し，マウスケージ内の酸素濃度を 5 % まで低下さ
せた．その後，酸素濃度 21 %の室内空気を約 14 L / minで
2 分間注入し，マウスケージ内の酸素濃度を 21 %まで回
復させた．この 3分間の操作を 1日 8時間（9時～ 17時），
28日間行った．
3) Y字迷路
行動試験はY字迷路装置を用いた．三本のアームをそれ

ぞれA, B, Cとし，三本のアームの延長線が交わる正三角
形内にマウスを置き，10分間，迷路内を自由に探索させた．
マウスが進入したアームを順に記録した．異なるアームに
3回連続で進入した場合を「コレクト」，それ以外の場合を
「エラー」とした．そして，評価は総進入回数及び交替行動
（コレクトの数）を総進入回数 - 2 で割って 100 をかけた
値（交替行動率）を求めることによって行った．
4) 新奇物体探索試験
まず試験ケージ内に，同一の物体Aを 2 つ置き，自由に

マウスに 10 分間探索させた．その後，ホームケージに戻
し，5 分間置いた．その後，試験ケージの方は，片方の物
体を新たな物体Bと取り替えておき，マウスに 5 分間探索
させた．このときのA, Bそれぞれの物体を探索する時間を
T A, T Bとし， （T B - T A） / （T A + T B）で定義されるIndexを算出
した．
5) サンプルの調整
脳組織は，タンパク質分解酵素阻害剤を含むTris-buffered 

saline （TBS）中で破砕し，超遠心に供し，TBS-soluble画分
（上清）を得た．ここに含まれるタウについて，一般的な
Western blotting法に依る解析を行った．

結　果

1) 長期IHTによるY-maze試験への影響
これまでに私は，28日間のIHTが，顕著なタウのリン酸化
亢進を引き起こすことを見出している．本研究では，これが
Y-maze試験の遂行に与える影響を調べた．マウスを対照群
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及びIHT群に分け，処置前及び処置後にY-maze試験を実施
した．
　総進入回数は，IHT群においてやや高い傾向が認めら
れたものの，特に有意な差は検出されなかった（Fig.1 A）．
また，交替行動率にも差は認められなかった（Fig.1 B）．
よって，長期 IHTによって引き起こされるリン酸化タウ
の増加は，作業記憶には大きな影響を与えないと考えら
れた．
2)  リン酸化タウが減少する条件の発見
　すでに，IHTが内在性のタウのリン酸化を亢進させるこ
とを確認している．このモデルに対して，タウのリン酸化
が減少するモデルがあれば，タウの生理機能解明を進める

ことが出来る．そこで私は，タウのリン酸化が下がる条件を
探索した．その結果，ある処置（特許申請等を鑑みて，以下，
処置Aと略する）に着目した．処置Aを行うと，タウの総量
自体には影響がないが，AT8という抗体で標識されるリン
酸化タウは，顕著に減少することが分かった（Fig. 2）．今
後，IHT群と比較を進めていきたい．
3)  タウのリン酸化減少が，新奇物体探索試験に与える影響
　処置Aを行ってリン酸化タウが減少したマウスの認知機
能を評価する目的で，新奇物体探索試験を実施した．これ
は，マウスが新しい物体を好んで探索する傾向を利用した
試験である．その結果，処置Aの有無にかかわらず，新奇
物体を見分ける能力には差がないことが分かった．

 Fig. 1. IHT28日間がY-maze試験の結果に与える影響　（A）総進入回数の結果を示す．対照群は，平均 - SEM （n = 7），IHT群は平
均 + SEM （n = 7）を示す．（B） 交替行動率の結果を示す．対照群は，平均 - SEM （n = 7），IHT群は平均 + SEM （n = 7）を示す．

Fig. 2. 処置Aがタウのリン酸化に与える影響　対照群およ
び処置Aを施されたマウスの脳組織からTBS可溶性
画分を調整し，総タウ及びAT8陽性のリン酸化タウ
を検出した．

Fig. 3. 処置Aが新奇物体探索試験に与える影響　新奇物体
を探索する程度を評価するIndexを示す．
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考　察

　本研究内では，まずタウのリン酸化が亢進した状態での
Y-mazeの評価を行ったが，有意な差は認められなかった．
IHTという実験系は睡眠時無呼吸症候群のモデルであり，
認知機能障害が認められることが報告されている．別の種
類の記憶には影響がある可能性，またはIHTを施す期間を
長くすることで影響がある可能性が考えられるため，今後
の検討課題としたい．一方で，顕著な認知機能低下を示さ
ないことから，比較的，認知症初期のモデルであるとの解
釈も成り立つ．
　また，内在性タウのリン酸化が減少する処置を発見した．
特許申請等の関係上，詳細は割愛するが，IHTと同様，比
較的生理的な処置であり，タウの生理機能解明に踏み込
める新たなモデルであると考えている．新奇物体探索試
験では，特に差はなかったが，今後，別の種類の記憶に対
する影響や，認知症モデルに対する処置Aが及ぼす影響等
を検討していきたい．
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緒　言

　びまん性大細胞型B細胞リンパ腫（DLBCL）は悪性リン
パ腫の中で最も多い疾患単位で，その実態は組織像，分
子遺伝学ならびに臨床病理学的にきわめて多様である 1)．
今日まで，この多様なDLBCLの亜分類が多くなされ，と
りわけ遺伝子発現プロファイルを用いたGerminal center 
B-cell（GCB）とActivated B-cell（ABC）を正常対応細胞
とする 2 つ亜型からなる分類は，現在では免疫組織化学
染色（IHC）に応用され，広く用いられている 2, 3)．一方，
MYCが関与する転座はBurkittリンパ腫で古くから知られ
ていたが，DLBCLの一部にもそうした症例が存在するこ
とが近年明らかとなってきた．さらに臨床病理学的解析か
らMYC転座を有する症例は，予後不良であるとする報告
がある一方，そうでないとの報告もあり，今後の検討課題
となっている 4)．さらにMYC転座に加えてBCL2 やBCL6
転座を付加的に持ついわゆる“double hit lymphoma/triple 
hit lymphoma（DHL/THL）”と呼ばれる一群が存在し，既
存の治療法に奏功せず，予後不良群としての認識が高まっ
ている 5)．MYCの発現に関しては，転座を基軸とするのか，
あるいはタンパク発現を基軸とするのか，さらにタンパク
発現を基軸とした場合，その陽性率のcut off値をどうする
かといった問題が新たに生じ，より客観性のある定量法が
求められている．タンパク発現の評価法として，現在，病
理組織検体において 3，3’-diaminobenzidine（DAB）発色
を用いたIHCが主流であるが，反応時間，温度，基質濃度
などに酵素活性が影響され，染色結果のバラツキの原因と
なっており，ひいては観察者内あるいは観察者間の再現性
など客観性の問題の原因ともなっている．
　そこで我々は，コニカミノルタ株式会社によって開発さ
れた新規タンパク定量法である蛍光ナノ粒子を用いたPID
（Phosphor Integrated Dot）法に着目した．PID法では，既
存の蛍光色素と比較して 10000倍の輝度を有し，また耐光
性も 10 倍以上で，高輝度・高耐光性を有するという点が
大きな特徴である 6)．さらに既存のDAB発色では低発現群
における定量的な問題が存在するが，本システムでは広い

ダイナミックレンジを示すため，低発現から高発現までの
検出が可能となっている．こうした特性を踏まえると，既
存のIHCでは検出されえなかった範囲を含め，タンパク発
現をより定量的に測定できることが期待される．

材料と方法

1) 症例の抽出およびMYCに対する免疫組織化学染色
　総合医療センター病理部で 2002 -2015 年までに診断さ
れ保管しているR-CHOPが施行されたDLBCL症例を抽出
し，年齢・予後などの臨床病理学的事項を踏まえたリスト
を作成し，その患者検体症例の初発時ホルマリン固定パ
ラフィン包埋組織（FFPE）ブロックから組織マイクロアレ
イ（TMA）を作製した．このTMA検体を用いて，MYC
（clone Y69，Rabbit monoclonal，Epitomics, Inc.）に対する
IHCを行った．MYCのIHC -DAB発色による発現解析を
独立した 3 人の病理医によって行い，乖離が生じた際に
はマルチヘッド顕微鏡による討議と同意の後に，結果を算
出した．現在標準となっているDAB発色によるMYCタン
パク発現のカットオフ値は 40 %であるので，40 %以上を
陽性と判断した．その際，核内での強度は問わない．今回，
40 例のDLBCL症例にて臨床病理学的検討を行った．統計
的解析には関してはEZRを用いて行った．
2) PID法を用いたMYCタンパク検出法の確立
　MYCタンパクを強発現すると考えられる 5 つの異なる
Burkittリンパ腫細胞株のタンパク発現をウェスタンブ
ロットにて検討し，MYCの定量化を行った．次にこれ
らの細胞株を用いたCell blockを作成し，MYCのIHCの
DAB発色（MYC -DAB）による結果とPID法（MYC -PID）
による定量結果を解析した．さらに実際の組織検体として
ヒト扁桃について検討し，あわせて当院のDLBCL40 例に
ついても検討を行った．

結　果

1) PID法によるMYCタンパク発現定量系の確立
　Burkittリンパ腫培養細胞株を用いてウェスタンブロッ
トと同時にDAB発色によるIHC -DABにてMYCの発現
について検討した．結果，MYCの発現はウェスタンブ
ロットとIHC -DABで正の発現相関が認められた．さらに
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高悪性度B細胞リンパ腫がHigh grade B-cell lymphoma，
NOSに分類されることが予想されるが 9)，MYCを基軸と
したDLBCLを含むB細胞リンパ腫の分類においてMYCの
発現を再現的に定量することは，病理診断はもとより臨床
病態ならびに治療層別化等を鑑みた際に重要である．
　今回われわれは蛍光ナノ粒子を用いたPID法による
MYCのタンパク発現の客観的定量法を構築し，さらに本
院でDLBCLと診断されR-CHOP療法で治療された 40 例
に対してPID法によるMYCの発現と予後に対する影響
を検討した．その結果，既存のDAB発色では見出しえな
かった予後不良群をPID法で抽出できた意義は大きいもの
と考えられる．
　MYCはもともと転写因子であり，MYCのタンパク発
現量が下流の応答遺伝子群の制御に大きく関わり，とりわ
けMYCが増殖などのがん遺伝子として機能することを想
定した場合にMYCタンパク量をその腫瘍の一定領域で定
量化することは重要であると考えられる．このことを踏ま
え，MYCを基軸とした腫瘍の生物活性をみるには，その
発現をある一定量域での平均値として測定することがより
理に適っている．従って今回のPIDによる結果も，標本上
の病変部における一定領域のMYCタンパクの定量を行う
が腫瘍の悪性度を反映することを示す結果と考えられた．
今後より多くの症例かつ多施設での検討を行い，再現性
をみる必要はあるが，今回の結果はMYCの発現量を定量
することで治療の階層化を含めた臨床病理学的意義を見出
したものと考えられた．
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MYC -PIDの検討で，MYC -PIDの粒子数とウェスタンブ
ロットの発現量に正の相関が認められた．
　次にヒト扁桃でのMYC -DABとMYC -PIDの結果，ヒ
ト組織においてもMYC -PIDはMYC -DABでの染色結果
と良好な相関が認められた（図 1）．以上，我々は蛍光ナノ
粒子を用いたMYC-PIDの系を確立した．

2) DLBCLのMYC-PID法によるMYCタンパク定量化の結果
　DLBCLにおけるMYC -DAB法とMYC -PID法における
タンパク発現の定量法と予後に対する影響について検討
した．
　現在標準となっているIHCにおけるMYC -DABのカッ
トオフ値は 40 %で，これを基準に当院のDLBCL40 例に
ついて検討した．その結果，DLBCLにおいてMYC -DAB
での陽性と陰性群において予後に有意な相関はみられな
かった．一方，同症例においてPIDによるMYCの定量結果
では，カットオフ値を 3.4 とした場合，その 3.4 以上の群
は3.4未満の群と比べて有意に予後不良であった（p<0.05）．

考　察

　DAB発色を用いたIHCはタンパク発現の評価法として
主流である一方，酵素反応によって色素沈着を検出するた
め，反応時間や温度，基質濃度などに染色性が依存し，定
量性や再現性などの問題がある．
　悪性リンパ腫の中でもっとも頻度の高い疾患単位である
DLBCLはヘテロな疾患群であり，今日まで種々のバイオ
マーカーの検索がなされてきた．2000 年以降，遺伝子発
現プロファイルから見出されたGCBとABCの亜型は分子
病態，遺伝子異常などの違いがみられ，今日でも予後階
層化の分類の一つとして定着している．この分類はさら
にIHCでも一般化されCD10，BCL6，MUM1 の 3 つの抗
体を用いたGCB，non -GCBの亜分類がなされている．し
かしながらGCBとnon -GCBでの分類は必ずしも予後と相
関しないとの指摘もなされ 7)，治療層別化をするまでには
至っていない．
　FISHの普及はDLBCLのおけるMYC転座症例群の抽出
を可能にし，それらが予後不良であることを示す報告が
相次いでなされた 8)．WHO分類の次版ではMYCおよび
BCL2 とBCL6 の両方かいずれかに転座を有する症例が
High grade B-cell lymphoma，with MYC and BCL2 and/or 
BCL6 rearrangementとなり，MYC単独陽性例などを含めた

図 1. 

IHC-DAB IHC-PID
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Siebert R, et al. The 2016 revision of the World Health 
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緒　言

　美白剤に含まれる白樺樹皮由来のフェノール化合物で
あるロドデノール（英語表記：rhododendrol）は皮膚の白斑
症を誘発するため，近年社会的問題になっている 1)．当初
ロドデノールはチロシナーゼと結合しその働きを抑制する
だけでなくハイドロキシロドデノール（ロドデノール自体
より有毒）に変化しメラノサイトのアポトーシスを誘発
するという報告がされたが 2)，このアポトーシス誘導に必
要なロドデノールの濃度は実際の皮膚局所で生じうる濃度
の 100 倍以上と推測されている．さらに化粧品利用者のわ
ずか 2 %しか影響を受けていない事や，免疫抑制剤（例え
ばタクロリムス）がロドデノール誘発性白斑に効果がある
事など 3)，当初考えられていた機序だけでは白斑症発症を
説明することは難しい．アロステリック効果にみられるよ
うに，結合する基質の構造によっては酵素のコンフォー
メーションが変化することがあり，これによってプロテ
アーゼのアクセシビリティも変化し得る．そこで今回我々
は，ロドデノールはチロシナーゼと結合する事により生理
的には存在しないチロシナーゼ由来ペプチド断片 (免疫学
的非自己 )を産生させ，Ｔ細胞の活性化が起こったという
作業仮説のもと，研究を行う事にした．
　隠蔽自己ペプチド分子機構の基礎的見地となる発見は
我々の研究で，自己のインスリン分子に反応するT細胞に
よって引き起こされる自己免疫不全症（インスリン自己免
疫症候群）からだった．インスリン分子はS-S結合が 3箇所
存在するペプチドダイマーだが，ここにバセドウ病の治療
に用いられるメチマゾールのような還元剤が作用すると一
部のS-S結合が切断されて，α鎖のモノマーが出現する．こ
の分子はHLA-DRB1*04: 06 に高親和性で結合する構造モ
チーフを持っているため，生理的には存在しないHLA-ペ
プチド複合体が多数出現する.生体はこれを「免疫学的非自
己」と勘違いしてT細胞を活性化し，インスリンに対する
抗体が産生されて低血糖のような症状を引き起す 4)． 
   何らかの環境要因が引き金となり，生理的に存在しない
自己抗原(隠蔽自己ペプチド)を出現させ，自己免疫病を発
症させる可能性が示唆される．我々は，ロドデノール誘発

性白斑症がインスリン自己免疫症候群と同様「隠蔽自己ペ
プチド(cryptic-self peptides)」を介した自己免疫病である
こと .HLA-DR4 が遺伝要因であること．さらにこのような
免疫応答がロドデノールで誘発されるのであれば，ロドデ
ノールはメラノーマに対する抗腫瘍免疫応答を誘導できる
はずであると考え，メラノーマ動物モデルの治療の有効性
を明らかにすることを本研究の目的とした．

材料と方法

ペプチド合成
　ヒトメラノーマ関連T細胞エピトープの各種報告に基
づいてペプチドを合成，精製した 5, 6)．

末梢血単核細胞（PBMCs）
　埼玉医科大学病院IRBの承認を得て研究を開始した．同
意を得られたロドデノール誘発性白斑の患者 8名より静脈
血の提供を受け，Ficoll-Paqueを用いた勾配遠心分離を用い
て調製した．PBMCはペプチドと共培養，残りの細胞は凍
結保存した．顆粒白血球から得られたDNAはHLA研究所
（京都）でHLAタイピングを行った．

T細胞ラインの樹立
　PBMCは10 % HS（human serum）/PRMI1640培地を用い
て培養した．96 穴プレート（平底）60 wellの 1 well当た
り 1.5×10

5 の細胞とTable 1 に示したチロシナーゼ由来の
ペプチドで共培養を開始し，8 -10 日後には自己PBMC

（1.5×10
5
/well）にペプチドパルスとX線照射（30 Gy）処理

を行った細胞をブラスト化したT細胞へ添加した．さらに
7 日間培養を維持した後にペプチドに対する反応性を決定
した．

T細胞ラインのペプチド誘発性増殖反応
   チロシナーゼペプチド（0.1 μM当量）とX線照射（30 Gy）
処理を行った自己PBMC（1.5×10

5）を 96穴プレート（平底）
を用いてT細胞（3×10

4）と共培養した．72 時間培養後に
1 μCi/well濃度の 3

H-thymidineで 16時間処理し，液体シン
チレーションによって放射活性を測定した．

平成 27年度　研究マインド支援グラント（若手）報告書

メラノーマの新規治療法に関する基礎的研究

研究代表者　高木　理英 （医学部　免疫学）
研究分担者　川野　雅章 ＊
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サイトカイン解析
　患者R02，R07，R08 から得られたT細胞ラインは，ペ
プチド 5 または 10 の存在下でX線照射した自己PBMC

（4.5×10
5
/well）と共に 48 穴プレートを用いて共培養した．

培養開始から 2 日後，培養上清を集め，IFNγ，IL-4，
IL-5，IL-17，TNFαとGM-CSFをELISA測定法を用いて測
定した．（R&Dシステム）．

ロドデノールによるB16メラノーマ（黒色腫）の治療
　C57/BL6 由来のB16 黒色腫細胞を 10 %FCS/RPMIで培
養し，ロドデノールと 20 μg/mlで 18 時間共培養ののち洗
浄し，完全にロドデノールを除去した後に使用した．

メラノーマに対するロドデノール処理B16細胞免疫化の効果
　動物実験は実験動物委員会の承認を得て研究を開始
した．6～ 8週令の雌マウス（C57/BL6・チャールズリバー）
を用い，ロドデノール処理したB16細胞とコントロールと

してmock処理したB16 細胞をX線照射（60 Gy）し，PBS

で調整後 2×10
6 個をマウスの背部皮下に免疫した．10 日

の間隔をあけて 3 回マウスに免疫し，最終接種から 10 日
後，2×10

6 個のX線照射無しのB16 細胞を皮下接種し，腫
瘍の長軸の長さを観察し続けた．

組織学的分析
　ロドデノールとX線照射処理のB16 細胞によって免疫
され，腫瘍細胞を移植されたマウスより白斑・メラノーマ
組織を採取し，10 %の中性ホルマリンに固定しHE染色を
行った.

結　果

　患者 8 名中 7 名がHLA-DR4 陽性であった（Table 2）．
（日本人集団でのHLA-DR4 の陽性率は 30-40 %）そして，
Table 2 に示したように，チロシナーゼ由来の自己ペプチド
に反応するT細胞を観察するとペプチド 2，5，9，そし

Table 1.  Tyrosinase-derived synthetic peptides

Table 2.  The HLA-DRB1 types and the peptide specificity of T-cell lines



170 高木　理英，他

て 10 に特異的だった．ペプチド 2，5 はクラスI拘束性で
Tc17 のサイトカイン産生パターンを示し，ペプチド 9，
10はクラスII拘束性でTh0のパターンを示している．対象
としてHLA-DR4 陽性の健康人ボランティア 3 人から採血
を行い用い同様の実験を行ったが，ペプチド選択性を示さ
なかった．これらの結果は，感受性にはHLAが遺伝要因と
して関与しており，患者PBMC中には自己チロシナーゼペ
プチドに特異的な自己反応性ヘルパー T（Th）細胞および
キラー T（Tc）細胞が存在することを示唆している．
　このような免疫応答がロドデノールで誘発されるのであ
れば，ロドデノールはメラノーマに対する抗腫瘍免疫応答
を誘導できるはずである．マウスを用いた実験では以下の
ような腫瘍抑制効果を認めた．ロドデノール処理したB16

細胞で免疫されたマウスは，免疫されなかったマウスに比
べて体内における腫瘍の成長抑制を有意に示し，25日目
の時点ではロドデノール処理群では 0 mm，対象群では10 mm

という大きな差が見られた（Fig. 1）．そして，予想通りロ
ドデノール処理群は全身性の白斑症を発症した．同じ実験
を 4回繰り返したが，同様の結果を得る事が出来た（Fig. 2）．
マウスにはロドデノールを直接注射したり塗ったりしたわ
けではないので，ロドデノールによる直接的な細胞障害は
考えられない．自己の免疫系を介して起こった事象である
と思われる．また，その組織像は腫瘍内への炎症細胞浸潤
のみならず，真皮への細胞浸潤とその表皮内への浸潤が観
察出来た．炎症細胞は単核球と，多核球からなっており，
後者には少量の好酸球も含まれていた．

考　察

　チロシナーゼは抗体依存的細胞媒介細胞障害（ADCC）
のためのターゲット分子になりえる 7)．なぜならばGERL

システム（ゴルジ体Golgi apparatus→小胞体endoplasmic 

reticulum→リソソーム lysosome）と関連した膜タンパク質
であるからである 8)．そして，それはエンドサイトーシス
に関連しているだけではなくエキトサイトーシスも関連
している．立体構造的に正常なチロシナーゼタンパク分子
（ADCCに至ることができる）とIgG抗体が反応する場合，
全身性の白斑症がロドデノールによって誘発され得る．し
かし，患者におけるロドデノール誘発性白斑の発症は主
に繰り返し化学物質と接触した部分に制限されている．患
者Th細胞は主にTh1 細胞で，ロドデノールの暴露に反応
して，IgG反応よりもむしろTc細胞の生成を助けているよ
うに考えられるが，実際，患者とマウスメラノーマモデル
の間には免疫活性のメカニズムは格段に違いがある．これ
は，マウスはロドデノール処理し照射したB16細胞を皮下
に免疫された間，患者の免疫細胞は本来の場所である表皮
のみでロドデノール処理された皮膚メラノサイトにさらさ
れていることが考えられる．

結　論

• ロドデノール誘発性白斑症はHLA-DR4 を遺伝要因
とする自己免疫病である．
• ロドデノールはメラノーマの免疫療法に応用可能
である．
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  本研究は平成 27年度研究マインド支援グラント（若手限
定）の助成を受けて行われたものであり, ここに深謝いた
します.

Fig. 1.  Tx with rhododendrol. Fig. 2. Generalized vitiligo induced by immunization
 with rhododendrol-treated and irradiated B16 cells.
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緒　言

　RNAもDNAやヒストンと同様にメチル化やアセチル
化といった化学修飾を受ける．しかし，その生理的な意義
については未解明な部分が多い．最近の研究によりRNA

のメチル化がRNAとタンパク質との結合に影響を与え，
mRNAの安定性に関与していることが報告された．この考
えはRNAエピジェネティクスと呼ばれ，「RNAもDNAや
ヒストンと同様に，アセチル化やメチル化修飾を受け，こ
れらの修飾が重要な機能を持つ」という概念である 1)．
　RNAは，5’ capとして知られる 7 -メチルグアノシン
（m

7
G）の他に，5 -メチルシトシン（m

5
C）やN6 -メチル

アデノシン（m
6
A）などのメチル化を受けることが知られ

ている．しかし，その機能に関してはようやく報告が増え
てきたばかりであり，m

5
C修飾とm

6
A修飾は，RNA-タン

パク質間の結合を変化させることが示されている 2, 3)．そ
こで，本研究ではRNAの中でもタンパク質をコードし
ない long noncoding RNA（lncRNA）に注目し，そのメチル
化 /非メチル化により，RNA結合タンパク質との結合がど
の様に変化するのかを明らかにすることを目的とした．
　Cyclin D1（CCND1）上流領域から転写される lncRNAに
注目して，RNAメチル化がRNA結合タンパク質との結合
に及ぼす影響を調べた．CCND1 は，細胞周期のG1/S期
チェックポイントを制御しており，B細胞リンパ腫，乳が
ん，肺がん等で過剰発現が報告されている．その上流領域
からは，DNA損傷によって誘導されるいくつかの lncRNA

が発現している．これらの lncRNAがRNA結合タンパ
ク質Translocated in Liposarcoma（TLS，またはFused in 

Sarcoma （FUS））と結合し，ヒストンアセチル基転移酵素
（HAT）であるCBPのHAT活性を阻害することで，DNA

損傷によるCCND1 遺伝子の発現を抑制すると考えられ
ている 4)．今回は，発現している lncRNAの中で最も発現
量が高い lncRNA（promoter associated noncoding RNA-D 

（pncRNA-D））に着目して，pncRNA-DとTLSとの結合に
おけるRNAメチル化の効果を検証した．

材料・方法

　本研究では主にヒト子宮頸がん由来のHeLa細胞を

用いた．HeLa細胞のRNAを抽出し，m
5
Cおよびm

6
A修飾

を認識する抗体を用いたRNA免疫沈降法（RIPアッセイ）
により，pncRNA-Dのメチル化部位を同定した．また，放
射線の代わりに 0.4 MのソルビトールをHeLa細胞に処理
することで，pncRNA-Dの発現を誘導し，m

6
Aとm

5
Cとい

う二つのRNAメチル化レベルがどの様に変化するか観察
した．またm

6
A修飾については認識するタンパク質を同定

するため，YTHDF1 および 2，そしてYTHDC1 に対する
抗体を用いたRIPアッセイを行った．

結　果

1) pncRNA-Dのメチル化部位の同定
　まず，pncRNA-Dのm

5
Cおよびm

6
Aの修飾部位の同定

を行った．m
5
C修飾については，DNAのメチル化部位を

同定するときに使用されるbisulfite法を用いた．その結
果，m

5
C修飾はpncRNA-Dの 72 番目と 277 番目のシト

シンに起こる事がわかった（図 1）．m
6
A修飾に関しては，

RRACH （R: A/G, H: G以外）配列のアデノシンに起こりや
すいことが分かっており，中でもGGACU配列のアデノ
シンに修飾が入ることが多い．pncRNA-Dには 467番目の
アデノシンがその配列にあたり，抗m

6
A抗体を用いたRIP

後の次世代シーケンサー解析の結果でも，この配列が含
まれる断片が多く検出されることから，467 番目のアデノ
シンがm

6
A修飾を受けていると判断した．
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図 1. 白いボックスはm
5
C修飾を受けるCを，黒いボックスはm

6
A 

修飾を受けるAの位置を示している．下にはpncRNA-Dの各
断片とTLSとの結合をRNA pull down assay後のwestern blot 

の結果により検出した．
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2) in vitro RNAメチル化系の確立
　RNAメチル化が実際にpncRNA-DとTLSとの結合に影
響を及ぼすかを検証するため，in vitro RNAメチル化系の
立ち上げを試みた．m

5
C，m

6
Aのメチル化酵素としてそ

れぞれNSun2 と，METTL3 および 14，WTAPが知られ
ているため，これらのリコンビナントタンパク質を，大
腸菌を用いて作製した．メチル化基質であるSAMを加
え，RNAのメチル化を試みたが，メチル化を検出できな
かった．原因として上記の酵素単体ではなく，複合体と
して機能していることが予想されたため，現在は細胞に
FLAGタグをつけたNSun2 とWTAPを発現させ，FLAG

タグで複合体そのものを取ってきて，メチル化を試み
ている．
3) RNAメチル化によるTLSとの結合の変化
　in vitro RNAメチル化系がうまく機能しなかったため，
TLSとpncRNA-Dとの結合にRNAのメチル化が関与し
ているのかを間接的に調べた．初めにpncRNA-DとTLSと
の相互作用におけるソルビトール処理による影響を見るた
め，TLS抗体を用いたRIPアッセイを行った．その結果，
ソルビトール未処理の状態に比べ約 2 倍，結合が強まる
ことを明らかにした（図 2 左）．一方で，m

6
A修飾レベルを

調べた結果，ソルビトール処理後に著しく低下すること
が分かった（図 2 右）．さらに，pncRNA-DとTLSとの結合
を詳しく検証した．具体的には，pncRNA-Dを 7 つの断片
に分け，それぞれの断片をビオチン化し，どの断片がTLS

と強い相互作用を示すか検討した．その結果，m
5
Cとm

6
A

修飾が起こる配列がTLSと強く結合することを明らかに
した 5)

 （図 1下）．in vitroで合成したビオチン化pncRNA-D

断片はメチル化を受けていないため，m
5
Cとm

6
A修飾は

pncRNA-DとTLSとの結合を阻害している可能性が考えら
れる．

く抗体を用いたRIPアッセイを行った結果，pncRNA-D

は主にYTHDC1 と結合していることが分かった．しか
し，pncRNA-Dはスプライシングを受けていないので，
YTHDC1 との結合がどの様な影響を及ぼしているのかを
今後，明らかにしていく．

考　察

　上記の結果から間接的にではあるが，RNAメチル化が
pncRNA-DとTLSとの結合を阻害している可能性が示唆
された．もう一つの可能性として，pncRNA-Dの分解を促
進する事によってTLSとの結合を阻害している事も考え
られる（図 3 上）．しかし，ソルビトールや放射線による
外部刺激により，pncRNA-Dの発現が強く誘導されると，
RNAメチル化レベルは減少し，TLSとpncRNA-Dとの相
互作用が強まり，最終的にCCND1 の発現が抑制されると
予想される（図 3下）．
　RNAメチル化とがんとの関連については，肺がんの細
胞株を用いた研究により，転移の際に起きる上皮間葉転換
に置いてMEG3 というlncRNAのメチル化が関与している
ことが報告されている 6)．CCND1 も肺がんや乳がんを含
む多くのがんで，その過剰発現が報告されていることか
ら，pncRNA-Dのメチル化とがんとの関連も今後明らかに

図 2. ソルビトール処理後のpncRNA-DとTLSとの結合とm
6
A修飾

レベル．

図 3. pncRNA-DによるCCND1の発現抑制モデル図．通常時，
pncRNA-Dは転写量が低くRNAメチル化レベルも高い（上）．
しかし，放射線などによるストレスを受けると，pncRNA-D 

の発現が誘導され，メチル化レベルが減少し，最終的に
CCND1の発現を抑制する（下）．

4) m6A修飾を認識するタンパク質の同定
　m

6
A修飾は認識するタンパク質の違いにより，RNA

に及ぼす影響が変わる．現在，認識タンパク質として
YTHDF1，YTHDF2，hnRNP-A2/B1，そしてYTHDC1 が
知られており，それぞれ翻訳促進，RNA分解，miRNA

生成，そしてRNAスプライシングに関与しているとさ
れる．これらのタンパク質のうち，hnRNAP-A2/B1 を除
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していく．CCND1 の過剰発現はがん細胞の増殖異常を介
して，予後の悪化につながる事が多く，CCND1 の発現を
特異的に低下させる事で，上記のがんにおける治療へと本
研究を発展させていく．
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緒　言

　前部帯状回（ACC）は前頭前皮質（mPFC）に含まれ，扁
桃体や海馬とも相互の神経連絡をもち，情動機能への統
合的な役割がある．その背景として，mPFCの興奮が扁桃
体の抑制をもたらし，いずれもが中脳腹側皮蓋野（VTA）
からのドーパミンの影響を受けることが解明されている．
また，前部帯状回における神経回路オシレーション（特に
速い周波数）は，覚醒時や注意時に頻繁に観察され，知覚
等高次機能の基盤となることが推定されている．その際，
異なる領野の脳機能を連合，統合し，局所回路内ではシナ
プス可塑性を調節することが重要である．また，GABA作
動性ニューロンがオシレーションのリズミックな活動を起
こすために重要な役割を担っている．
　一方，精神疾患，特に統合失調症脳ではこのGABA作動
性ニューロン機能が減弱していることがわかっている．殊
に，カルシウム結合タンパク質のパルブアルブミン（Pv）
陽性GABAニューロンが本質的な役割を担っており，その
機能の減弱が知られている 1)．
　さらには，統合失調症等の精神疾患の増悪因子として，
遺伝子背景とともに生後環境によるストレスが考えられ，
ストレスによる直接的影響の一つとしてGABAニュー
ロン機能減弱が予想されている．そこから考えられる結果
としては，複数のストレスが加わるほど，前部帯状回にお
けるオシレーションの異常が強くなり，加えてアミン系の
作用にも正常と異なるプロファイルが見られると予想さ
れる．それと並行してGABAニューロンおよびドーパミン
受容体の数的質的変化が観察されることが期待される．
　以上より，統合失調症を基本とした認知情動機能異常の
病態の一面を理解するうえで各種ストレス負荷とGABA機
能，オシレーション活動との相互関係を解析することは重要
な意義をもつと考えた．そこで，methylazoxymethanol acetate

（MAM，細胞増殖阻害剤）投与による統合失調症様モデル
マウスの作製とそのオシレーション活動を解析し，それに
加えて，生後直後の母子分離によるストレス，慢性拘束ス
トレスによる若年期のストレス，さらにそれらの組み合わ
せによる多重ストレスによるオシレーション活動の変化を
GABAニューロン異常とアミン性修飾との関係に焦点を

あてて解析することを最終課題とし，本研究期間において
はその中の若年期の拘束によるストレスとオシレーション
活動について解析を試みた．

材料と方法

　本実験は埼玉医科大学動物実験規定に即し，埼玉医科大
学動物実験委員会の承認を得て行われた．実験動物の使用
数は必要最小限になるよう努めた．

慢性拘束ストレス
　マウス（C57BL/6J）雄に対し生後 4 週齢から 7 日間連
日，1 日にあたり 2 時間の身体的拘束を行った. 具体的に
はチューブにマウスを閉じ込め，動けないようにし，2

時間後もとのケージへ戻した．コントロール群に関して
は，そのままケージで飼育した．実験は最終日の翌日より
行った．

強制水泳試験
　拘束の最終日に行動学的な変化を調べるため，強制水泳
試験（24～ 26 ℃の水中に 6 分間放った際に泳ぎを諦めて
不動となる時間を測定）を行った．

電気生理
　In vitro電気生理学的実験としてマウスをイソフルラン
吸入深麻酔下により断頭による安楽死後，脳を取り出
してスライス切片を作製した．スライスは人工脳脊髄液
（ACSF : artificial cerebrospinal fluid; 組成 : 120 mM NaCl，
3  mM NaHCO3，1.25  mM NaH2PO4，15  mM glucose，2.5  mM 

CaCO3，1.3 mM MgCl2）を回復液として 95 % O2 - 5 % CO2 

混合ガスで満たされたチャンバー内にて室温で 1 時間以
上静置した．その後，前部帯状回領域の浅層から細胞外
電極を用いてフィールド記録を行った．細胞内液には
0.5 M NaClを使用した．スライス標本では自家発火が起き
にくいため，カイニン酸（KA; グルタミン受容体作動薬）
を使用し，オシレーションを誘発した．1 枚のスライスに
対してACSF灌流下で，カイニン酸を 1 分間暴露し誘発さ
れたオシレーション（1 st KA）と次にドーパミン（DA; 10 μM）
またはノルアドレナリン（NA; 10 μM）をそれぞれ 10 分間
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図 1. カイニン酸（KA）暴露の手順．

図 3. 3 μMカイニン酸を暴露したときのオシレーションと拡大図：左
図がコントロール群（Ct），右図が拘束をかけたマウス（CRS）．

図 4A. 3 μMカイニン酸を暴露したときのオシレーションのパワー
スペクトルの平均（実線がCt, 点線がCRS）Ct recording: 
n=85, CRS recording n=92.

図 4B. オシレーションパワー β 帯域（13 -30 Hz）のCtとCRSの比較
** p < 0.01（Mann-Whiney U-test）．図 2. 強制水泳試験の不動時間(s)．

表 1. コントロール群とCRS群の体重，胸線，副腎重量

灌流させ，それら薬剤存在下でのカイニン酸を暴露し誘発
されたオシレーション（2nd KA）とを比較した（図1）． デー
タは，pClampにより解析し，power spectrum density（PSD）
を θ（4-7 Hz），α（7-12 Hz），β（12-30 Hz），γ（30-80 Hz）の周波
数帯域に分けて積分し，powerの値を算出した．

　オシレーションに関しては，コントロール群と比べて
CRS群のオシレーション活動は小さくなった．周波数帯域
を解析してみると，特に β帯域での統計学的に有意な減少
がみられた（図 3，4）．

結　果

　拘束をかけたことにより，CRS群はコントロール群に比
べるとマウスの体重増加が少なく，胸線も委縮していた．
副腎重量に関しては，やや増加傾向を示した（表 1）．行動
学的実験として，強制水泳試験を行った結果，拘束をか
けると不動時間がやや短くなった（図 2）．
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　また，同じスライス上で 1st KAと 2nd KAのオシレー
ションパワーの比率をコントロール群とCRS群で比較
することでDAおよびNAの修飾作用を解析したところ，
CRS群ではDAの増強が非常に強く，特にθ領域において
有意に大きかった．これに対し，NAはコントロール群と
CRS群の間で差がなかった．

の減少もしくはGABAシナプス機能の抑制が考えられる．
　θ領域では，拘束をかけたマウスではDA存在下でオシ
レーションパワーの比率が増加した．この結果から，ア
ミン系の修飾作用の少なくとも一部に影響を与えているこ
とが示唆された．
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図 5. θ 領域（3 - 8Hz）での2nd KA / 1st KA比率
 ** p<0.01, *** p<0.005, **** p<0.001 
 #; Ct（DA）とCRS（DA）で p<0.01（2要因分散分析）．

考　察

　拘束をかけたマウスの胸線が萎縮していたことや，副腎
重量がやや増加していたため，ストレスをうけた効果が表
れたと思われる．また，強制水泳テストで不動時間が短く
なったことから，行動量が増加したと考えられる．
　電気生理学的実験では，拘束をかけたマウスのKA誘導
によるオシレーションパワーの減弱がみられた．先行研究
よりストレスを受けるとGABA機能の減弱が起こること
が分かっている 2)．このことから，GABAニューロンの数
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緒　言

　扁桃体は動物の情動を司る脳部位であり，特に恐怖・不
安やストレスなどの負の情動との関わりについて多くの
研究が行われてきた．古典的な恐怖条件付け実験では，ネ
ズミに音を聴かせながら電気ショックを与えると，翌日
には音を聴かせるだけで硬直状態に陥ることが確認され
ている．そして硬直時間を計測することで恐怖記憶獲得の
程度を測る指標としてきた．またこの操作は扁桃体基底外
側核の錐体細胞と，聴覚情報を伝える視床由来の入力線維
との間に長期増強を引き起こすことが知られており，恐怖
記憶獲得の細胞モデルであると考えられている．また，動
物は電気ショックを与えられた場所のことを強く記憶し
ており，電気ショック負荷の翌日に同じ実験用ケージに入
れると，やはり長い時間硬直する様子が観察される．この
現象には扁桃体だけでなく空間記憶を司る海馬も関係し
ていることが知られている．
　扁桃体と海馬はともに大脳辺縁系に属しており，また
相互に神経軸索を送り合っている．それゆえ，恐怖条件付
け記憶の想起時にこの 2 つの部位から細胞外記録を行う
と，θ帯域（4 -8 Hz）のオシレーション活動の同期が上昇
していることが知られている．一方，個々の扁桃体基底外
側核の錐体細胞は周辺の抑制性介在ニューロンから周期
的な入力を受け取っている．この自発性の抑制性オシレー
ション活動（0.1 -3 Hz）は複数の錐体細胞間で同期してい
て，発生・維持には外部ではなく内部の興奮性入力を必要
としている．最近，我々の研究室ではこのオシレーション
活動が断眠ストレス負荷によって減弱することを示して
きた．この現象が扁桃体機能にどのような生理的意義を
もたらしているかはいまだ解明されていないが，海馬との
関わりから記憶の固定などに影響を与えているのではない
かと予想される．
　本研究ではラットの恐怖条件付け学習が，条件付けの前
後において断眠ストレス負荷による扁桃体の抑制性オシ
レーション減弱が誘発された場合に，どのような影響を受
けるのかを解析する．それによってオシレーション活動の
生理的意義について考察することを試みる．

材料と方法

　全ての実験は埼玉医科大学動物実験指針に従い，埼玉医
科大学動物実験委員会の承認を得て行われた．実験動物の
使用数は必要最小限となるように努めた．
　生後 2 -3 週齢のラットをFear Condition実験用ケージに
入れ，3 分間自由に行動しているときの様子をビデオカメ
ラで撮影した．その後卓上型ショッカースクランブラーを
使って 1 mA，1 秒間の電気ショックを与え，それを 7 -15

秒間隔で 10 回繰り返した．電気ショック終了後，ラット
を再び 3 分間自由に行動させた後で本来の飼育ケージに
戻した．それから 24 時間後，ラットを再びFear Condition

実験用ケージに入れて 3 分間自由行動させ，その様子を
ビデオカメラで撮影し，電気ショック負荷前と負荷一日
後の動画から動物の硬直時間を計測した．そして 3 分の自
由行動時間に対する硬直時間の割合を算出して比較した．
また一部のラットは恐怖条件付け実験を行う前，あるいは
行った後のいずれかの時間に断眠ストレスを負荷した．断
眠ストレスは水深 2 -3 cmの水と，同じ高さの小型プラッ
トフォーム（直径 4 cm程度）を設置した飼育ケージにラッ
トを 3 時間居住させることによって行った．なお断眠の
後に恐怖条件付け実験を行う場合は，ラットを乾かすた
めに本来の飼育ケージに 10 分間居住させ，それからFear 

Condition実験用ケージに入れた．

結　果

　ラットをFear Condition実験用ケージに入れて 3 分間自
由に行動させると，新規の環境に対して盛んに探索行動を
行っていた．具体的にはケージの壁に沿って歩行・走行し，
ケージの隅に鼻先を突き込みながらヒゲを盛んに動かし
て空間を認知し，後肢で立ち上がって垂直方向を探索し，
あるいは移動を停止してグルーミング（毛づくろい行動）
を行っていた．一方，電気ショック刺激による恐怖条件付
け操作を行った後のラットでは，その 24 時間後に実験用
ケージに入れたときにこのような行動をしている時間が著
しく減少し，身体をまったく動かさない硬直時間が 1日目
と比較して有意に上昇した（図 1）．
　次に恐怖条件付け学習と断眠ストレス負荷を同時に
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図 1. 電気ショック負荷前後の硬直時間．硬直時間は180秒間の全撮影時間あたりのラットの停止時間で表示した．それぞれ恐怖条件付け
学習のみを行った9匹（左），学習後に3時間断眠を行った5匹（中央）， 学習前に3時間断眠を行った6匹（右）のデータと, その平均値を
グラフに示している．

行ったグループを解析すると，学習を行ってから断眠した
ラットは恐怖記憶が正常に形成されていた一方，断眠を
行ってから学習を経験したラットでは記憶の形成が充分で
はなく，硬直時間が有意に減少していた．

考　察

　本研究の結果，ラットの文脈依存的な恐怖条件付け記
憶は，その直前に断眠ストレスを受けていた場合にのみ，
定着しにくくなることが明らかとなった．一方で学習後
に断眠ストレスを負荷した場合には記憶の定着に影響が

なかったことから，扁桃体基底外側核の抑制性オシレー
ションは記憶の獲得時において，正常な活動レベルが保た
れている必要があると考えられる．
　また恐怖記憶の獲得と抑制性オシレーションの関係に
ついて，現時点では記憶の獲得とパワーの減少は関連の
ある要素なのか，まったく独立の現象であるのかは区別で
きない．今後は記憶獲得の程度（硬直時間の長さ）とパワー
の大きさとの間に相関関係があるかどうかを詳細に分析し
ていく予定である．
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緒　言

　長期間にわたる慢性ストレスは，神経細胞を萎縮させ，
樹状突起の分岐を減らす．重篤化すると神経細胞の脱落
も生じる．このような慢性ストレスの作用メカニズムは， 
以下のようによく知られている．すなわち，ストレスホ
ルモン（ヒトではコルチゾール，げっ歯類ではコルチコス
テロン）が受容体（GR: glucocorticoid receptor）に結合し，
GRが核に移行してDNAに結合し，遺伝子転写を制御する
というメカニズムである 1)．
　これに対して，一時間程度の急性ストレスでは，樹
状突起の分岐の減少などの劇的変化は起こらない．
海馬を用いた先行研究において，コルチコステロン
（corticosterone. 以下CORT）1 μMを 1 時間作用させると， 
頭部の大きなスパイン（シナプス後部）が増加する現象を
我々は発見した 2)．これは遺伝子転写を伴わない，ステロ
イドの新しい分子メカニズムに基づくものであることも
我々は証明した 3, 4)． 

　前部帯状回（anterior cingulate cortex: ACC）は，注意・共
感・意思決定といった高次の機能を司り，海馬と並んでス
トレスに対して脆弱な部位である 5, 6)．しかし，この部位に
対する急性ストレス作用については全く分かっていない．
そこで，本研究では，ストレスホルモンであるCORTが前
部帯状回に急性的に作用したときに，どのように応答する
のか，（1）神経回路レベル（2）細胞・シナプスレベルで解
析することを試みた．神経回路レベルでは前部帯状回が活
動する時に発する，神経回路の発振現象（oscillation）に着
目し，これがCORT作用時にどう変化するかを解析した．
次に，そのような発振現象に必要な神経回路の構成要素の
うち，どこにCORTが作用するのか，その作用サイトの特
定を，GRに対する免疫組織染色を用いて解析した．

材料と方法

　すべての実験は埼玉医科大学動物実験指針に従い，埼玉
医科大学動物実験委員会の承認を得たうえで行われた．実
験動物の使用数を減らすように努めた．実験動物にはC57/

BL6J系統のマウス（両性）またはWistar系統のラット（両
性）を用いた．

（1）電気生理学的測定
スライス標本作成およびグルココルチコイド処理
　イソフルランを気化させた麻酔によりマウスを深麻酔
した後，断頭して脳を取り出した．取り出した脳は直ち
に 95 % O2 / 5 % CO2

 混合ガスで飽和した氷冷Na- Choline 

Chloride置換液（組成 : 120 mM 塩化コリン，3 mM KCl，
8 mM MgCl2，28 mM NaHCO3，1.25 mM NaH2PO4，
22 mM グルコース）中で冷却したのち，ろ紙上に移して
小脳よりも後ろの部分を冠状断で除いた．続いてスライ
サー（Leica VT1000S，Germany）のチャンバー上に脳を
固定し，チャンバー内を 95 % O2 / 5 % CO2 混合ガスにて
飽和した氷冷Na- Choline Chloride置換液で満たし，前部
帯状回を含む冠状断脳スライス（厚さ 450 μm）標本を作
成した．脳スライス標本は人工脳脊髄液（aCSF: artificial 
cerebrospinal fluid; 組成: 120 mM NaCl，3 mM NaHCO3，1.25 

mM NaH2PO4 ，15 mM glucose，2.5 mM CaCl2，1.3 mM 
MgCl2）を回復液として，95 % O2 / 5 % CO2

 混合ガスで満た
されたチャンバー内にて室温で 1時間以上静置した．
　急性ストレスを再現するために，脳スライス標本に 1 μM
のCORT溶液を作用させ，さらに 1 時間静置した．対照群
として，CORT溶液の代わりにaCSFを作用させ，1時間静
置した脳スライス標本を用いた．
細胞外集合電位の記録
　作成したスライス標本を，正立型顕微鏡ステージ上の
記録用サブマージ型チャンバーに移し，前部帯状回のCg1

領域における皮質表層（Ⅱ /Ⅲ層）を確認しながら記録を
行った．記録中，スライス標本は，95 % O2 / 5 % CO2

 混
合ガスで飽和したaCSF（32～ 33 ℃）を灌流し（流速 6 mL 

/ 分），十分に酸素を供給した．記録電極はホウケイ酸ガラ
スキャピラリーを電極プラーで加熱して作成し，電極内部
は 0.5 M NaClで満たした．電極は抵抗が 2～ 4 MΩのもの
を使用した． 

　前部帯状回の神経回路が発する発振現象（network 

oscillation）を再現するために，3 μMカイニン酸（kainite:  

KA）/aCSF溶液を 1 分間灌流し，前部帯状回の神経細胞を
興奮させ，神経ネットワークを活動させた．ここからアン
プ（WPI， DAM80，USA）を用いて細胞外集合電位を測
定し，ADコンバータとソフトウェア（Axon Instruments，
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Digidata1440A，USA）を介してコンピュータに取り込んだ. 
データ解析
　解析領域（60秒間）は，KA投与による細胞外集合電位が
最大となる点を含むように設定した．本研究では，通常，
KA灌流開始から 40～ 60 秒後にこの最大点が現れた．記
録した細胞外集合電位は高速フーリエ変換（Fast Fourier 

Transform: FFT）を用いて，パワースペクトル密度（power 

spectral density: PSD）を計算し，各周波数帯域（θ: 3 -8 Hz，
α: 8 -12 Hz，β: 13 -30 Hz，low γ: 30 -50 Hz，high γ: 50 -80 
Hz）のパワーをCORT投与群と対照群で比較した．

（2）免疫組織染色
灌流固定から凍結切片作成
　実験動物（マウスまたはラット）を深麻酔し，胸部を開い
て心臓を露出させた．血液中に含まれるペルオキシダーゼ
を除去するために，ペリスタポンプを用いて心臓からPBS

（ 組 成 : 137 mM NaCl，2.7 mM KCl，8.1 mM Na2HPO4，
1.47 mM KH2PO4，0.02 % EDTA・4Na （w/v））を血管内に
送り込んだ（灌流）．灌流液は，全て氷冷した状態で送り込
んだ．実験動物体内の血液がPBSに置き換わった時点で，
灌流液をPBSから 4 %パラホルムアルデヒド / PBS溶液に
切り替えて，約 30 分間灌流し，臓器を固定した．固定が
終了した実験動物から脳を取り出し，4 %パラホルムアル
デヒド / PBS溶液に浸し，4 ℃で 24 から 48 時間，後固定
（postfixation）した．後固定した脳を，凍結による組織の破
壊を防ぐために，30 %ショ糖溶液（30 % sucrose in PBS（w/

v）） に浸し , 脳が完全にショ糖溶液に沈むまで 4 ℃で静置
した（cryoprotection）．cryoprotection処理した脳の前部帯
状回を含む領域を，冠状（coronal）に約 2 mmの厚さに切断
し，コルク板の上に置き，水性包埋液（O.C.T. Compound;  
SAKURA, Japan）を用いて包埋した後，液体窒素で冷や
したイソペンタンに浸して急速凍結した．凍結・包埋した
前部帯状回を含む脳組織は，使用直前まで - 80 ℃で保存
し，使用時にクリオスタット（CM1900; Leica, Germany）
を用いて， - 15 ℃において 20 ～ 30 μmの厚さに切断し前
部帯状回を含む脳切片を作成した．
免疫組織染色: ABC（Avidin-Biotin Complex）法
　前部帯状回切片を過酸化水素－メタノール溶液（0.3 % 

H2O2, in absolute methanol）に 30 分間浸し，切片内の内因
性ペルオキシダーゼを失活させた．切片をPBSで洗浄した
後，非特異的な抗体結合を防ぐために，ブロッキング溶液
（5 %正常ヤギ血清，3 %スキムミルク，0.5 % Triton X-100 

in PBS）中に移し，室温で 2時間浸透させた． 

　一次抗体溶液（anti-glucocorticoid receptor antibody – 

ChIP grade ab3579，abcam，USA）に脳切片を浸して 4 ℃
で抗原抗体反応させた．希釈率は 1: 1000，反応時間は 18

時間とした. 

　一次抗体との抗原抗体反応後，脳切片をPBST（0.5 % 

Tween 20 in PBS）に 5 分間浸し，余分な一次抗体を洗浄
した．洗浄は 3 回行なった．次にビオチン標識抗ウサギ

IgG抗体（Vector Lab.）を 0.5 %スキムミルク（0.5 % skim 

milk in PBS）で希釈し（希釈率 1: 200），ここに洗浄済みの
脳切片を移して，ビオチン標識抗ウサギIgG抗体を一次抗
体に結合させた. 反応は，室温で 30分間行なった．  
　ビオチン標識抗ウサギIgG抗体との反応後，PBSTを用い
て脳切片を 5 分間 3 回洗浄した．次に，アビジン・西洋ワ
サビペルオキシダーゼ複合体（Vector Lab., USA）を 0.5 %

スキムミルクで希釈し（希釈率 1: 100），ここに洗浄済みの
脳切片を移して，アビジン・西洋ワサビペルオキシダーゼ
複合体をビオチンに結合させた．反応は，室温で 30 分間
行なった．
　アビジン・西洋わさびペルオキシダーゼ複合体との反
応後，PBSTを用いて脳切片を 5 分間 3 回洗浄した．洗浄
後の切片を発色液（0.05 % diaminobenzidine: DAB，0.1 % 

H2O2，0.3 % ammonium nickel sulfate in Tris-HCl buffer （pH 
7.2））に 2～ 20分浸し，GRを検出した．
　発色した脳切片は，エタノール希釈列（20 %，40 %，80 

%，100 %のエタノール溶液）に 5 分間ずつ順次浸した後， 
キシレンに 5 分間浸して，脱水・透徹を行った．脱水・透
徹した脳切片は，キシレン系封入剤（エンテランニュー）
を用いてカバーグラス内に封入し，顕微鏡で観察した．
免疫組織染色: 蛍光二重染色法
　ABC法で用いた抗GR抗体と，パルブアルブミン
（parvalbumin: PV）に対する抗体を一次抗体として用いて， 
二重染色を行った．希釈率は抗GR抗体が 1: 500，抗PV抗
体が 1: 1000とし，反応時間は 18時間とした．
　染色はABC法に述べた方法と同じ手順で行った．ただ
し，一次抗体処理ののち，ビオチン標識抗ウサギIgG抗
体処理の代わりにAlexa Fluor

®
 488 標識抗ウサギIgG抗体

（ThermoFisher Scientific，USA）を用いてGRの一次抗体
に結合させて蛍光標識した．PVはAlexa Fluor

®
 555 標識

抗マウスIgG抗体（ThermoFisher Scientific，USA）を一次
抗体に結合させて蛍光標識した．二次抗体の希釈率はと
もに 1: 1000 であり，反応時間は 1 時間である．蛍光標識
した脳切片は，Fluosaveを用いてカバーグラス内に封入
した．Alexa Fluor

®
 488およびAlexa Fluor

®
 555から発する

蛍光は，蛍光顕微鏡（BZ 9000 またはBZ X710，Keyence， 
Japan）を用いて観察した．

結　果

（1）電気生理学的手法による前部帯状回神経回路発振
　3 μM KAを 1分間灌流し，前部帯状回の神経回路に発振
を誘導したところ，対照群，CORT処理群ともに細胞外集
合電位の発振活動が記録された（図 1）．FFTを用いて， 図
1 で記録された信号のパワースペクトル密度（PSD）を計算
したところ，CORT処理群ではパワーが減少する傾向が観
察された（図 2）．各周波数帯域（θ: 3 -8 Hz，α: 8 -12 Hz，β: 
13 -30 Hz，low γ: 30 - 50 Hz，high γ: 50 -80 Hz）に分割し
て解析した結果，ピークを示す帯域は対照群，CORT処理
群ともに 13 -30 Hzのβ帯域で変わらなかった．パワーの減
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少はβ帯域が最も大きかった．
（2）前部帯状回におけるGRの局在解析
　方法に述べたABC法に従い，ラット，マウスの前部帯
状回を含む脳切片でGRの局在を検討した（図 3）. DABを
用いて発色させた結果，ラット，マウスともに前部帯状回
に染色が確認された（図 3 左，マウスのみ）．染色された細

図 1. 前部帯状回における細胞外集合電位の発振活動の例．前部帯状回スライスに3 μM KAを1分間灌流し（黒横棒），誘
発される発振活動を解析した．Control: 対照群，CORT: CORT処理群．

図 2. （左）前部帯状回細胞外集合電位の発振活動のパワースペクトル密度（PSD）の例．（右）各周波数帯域におけるパワー
の比較（対照群，CORT処理群ともに n = 3）．CORT処理群でパワーの減少傾向がみられるが，有意差はなかった．

図 3. （左）マウス前部帯状回凍結切片におけるGRの局在．DAB発色．前部帯状回にはGRが存在する．Scale bar, 300 μm．
（右）抗GR抗体と抗PV抗体を用いた，ラット前部帯状回凍結切片の傾向二重染色像．GRとPVがともに発現する細
胞が観察された（矢印）．Scale bar, 600 μm．

胞種を特定するために，抗PV抗体と抗GR抗体を用いて，
蛍光二重染色を行った．その結果，ラットの前部帯状回に
おいて，PVを発現する細胞とGRを発現する細胞の一部が
重なった（図 3 右）．マウスに関しては，この方法ではGR

が染色されなかった．
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考　察

　本研究により，CORTは 1 時間程度の短時間で前部帯状
回の神経回路の発振（oscillation）を抑える傾向があること
がわかった．このことから，急性ストレスによって前部帯
状回の神経回路活動が抑制されると示唆される．前部帯状
回の神経活動の発振は，この部位の機能と密接に関連し
ているという研究が報告されている 7)．本研究は，その機
能を急性ストレスが弱めることを示唆するものである．有
意差は出ていないが，これは実験の例数が未だ少ない（対
照群，CORT処理群ともに3例ずつ）ためと考えられ，今後，
実験を追加することで，前部帯状回に対する急性ストレス
効果を明らかにすることができると期待している． 

　前部帯状回の発振を生じさせる神経回路は，興奮性
のグルタミン酸作動神経と抑制性のGABA（gamma-

aminobutyric acid）作動性神経から構成される 7)．本研究で
は，急性ストレスの作用サイトとしてGRを想定し，GRが
神経回路のどの構成要素に局在しているかを解明するこ
とを試みた．その結果，PV陽性のGABA作動性神経にGR

が局在していることがわかった．PV陽性のGABA作動性
神経は，別名fast-spiking neuronとも呼ばれ，神経細胞の
集団が同期して活動するタイミングを制御している 8)．本
研究の結果から，CORTはPVに存在するGRを通じて神経
細胞集団の活動の同期を弱め，発振のパワーを減少させた
と考えられる．ただし，DABによる発色では確認された
マウスのGRが，蛍光染色においては観察できなかったこ
とから，蛍光染色の感度を向上させることが今後の課題で
ある．また，前部帯状回の神経活動の発振に関わる，別の
構成要素，例えば，グルタミン酸作動神経やPV陽性以外
のGABA作動性神経にGRが局在することの解明も必要で
あると考える．さらには，より微細なシナプスレベルの変
化も観察したい（現在，準備中）．
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　乳がん，子宮内膜がんは共に女性ホルモンであるエス
トロゲンがその増殖に関与するホルモン依存性のがんで
あり，両者ともにエストロゲン受容体α（ERα）を発現し
ているものが多い．エストロゲン受容体は，核内受容体
スーパーファミリーに属するリガンド依存性の転写因子と
して機能し，応答遺伝子の発現量を制御することによって
がん増殖，進展に関わっている 1)．臨床においては，乳が
んでは，ERαの機能阻害を目的としてアンタゴニスト（タ
モキシフェンなど）や，エストロゲン産生の阻害を目的と
したアロマターゼ阻害剤などを用いたホルモン療法が行
なわれている．しかし，治療過程においてホルモン療法に
対して耐性を獲得するがんが生じることが問題になって
おり，このようながんに対しては有効な治療方法が存在
しない．また，ホルモン療法に対して抵抗性を獲得した後
もERが陽性のままであることが多く，その分子機構は不
明である．子宮がんでは，ホルモン療法としてプロゲステ
ロン療法が行われている．しかしながら，術後補助療法と
してのホルモン療法による生存率の改善効果が乏しいこと
から，子宮がんではホルモン療法の使用は限定的である．
これらの状況を克服するには，乳がんと子宮がんにおける
エストロゲン応答性の特異性，ホルモン療法に対する反応
性，ならびにエストロゲン依存性から非依存性の増殖機構
を獲得する過程におけるスイッチングのメカニズムなどを
明らかにする必要があると考えられる．
　我々は，エストロゲンシグナルの解明を目的に，エスト
ロゲン応答遺伝子の同定，機能解析を進めている．Efpは
乳がん細胞においてエストロゲン応答遺伝子として単離
したものであり，Efp遺伝子の 3’非翻訳領域にERαの結合
配列が存在し，エストロゲンによって転写が活性化される
ことを見出した 2)．Efpの生体における機能解明を目的に
Efp遺伝子を欠損したノックアウトマウスを作製したとこ
ろ，子宮の低形成が認められるとともに，Efpのエストロ
ゲン誘発性発現が消失しており，Efpは子宮の生理的機能
に重要な役割を担うことが明らかになった 3)．Efpの乳が
んにおける作用に関しては，乳がん細胞MCF -7において，
エストロゲン誘導性にEfpの発現が誘導されることが認め
られた．また，乳がんの臨床病理学的解析により，Efp免
疫反応性がリンパ節転移，ERαの発現と正の相関があり，

組織学的グレードと負の相関があることが認められている
4)．さらに，乳がん患者の無再発生存率および全生存率の
多変量解析により，Efp免疫反応性は予後不良と相関する
ことが示された 4)．Efpを介する乳がんの増殖に関わるメ
カニズムとしては，Efpがユビキチンリガーゼとして，細
胞周期チェックポイントとして機能する 14 -3 -3 σのユビ
キチン修飾を行い，プロテアソームによる分解を促進する
ことを明らかにした 5)．これらのことより，Efpがエスト
ロゲン依存性のがん増殖に重要な因子であり，新たな治療
標的となることが考えられた．
　一方，近年，二本鎖RNAと相補的な塩基配列を持つ
mRNAが分解される現象を利用したRNA干渉（RNAi）の
技術が，基礎研究のみならず，臨床応用を目指して開発さ
れている．特に，21 -23 塩基の二本鎖低分子RNAである
small interfering RNA（siRNA）は，がん関連遺伝子の発現
抑制を可能にする治療法への応用が注目されている．しか
し，siRNAはしばしば標的遺伝子以外の遺伝子をノックダ
ウンする（オフターゲット効果）ことが知られており，望ま
しくない副作用を引き起こす可能性が指摘されている．加
えて，二本鎖RNAは，炎症性サイトカインおよびI型イン
ターフェロンの産生を誘導することが知られており，副作
用の要因の 1 つになりうる．最近，siRNA配列とRNAi活
性との相関関係について系統的な研究が行われ，オフター
ゲット効果が低く，且つ，遺伝子発現抑制有効に優れた
siRNA配列を検索するための新しいアルゴリズムが開発
された 6)．さらに，siRNAの一部の配列をDNAで置換した
DNA修飾siRNA（キメラsiRNA）は，オフターゲット効果
が少なく，免疫応答誘導性が低いことが明らかにされ，臨
床での応用に好都合な性質をもつsiRNAとして期待され
ている．
　そこで我々は，Efpを標的とする有効なsiRNAを設計
するため，上記のアルゴリズムを用いて，有力な候補配
列を複数得た．これらのEfpに対するsiRNA（siEfp）を
MCF -7 細胞に導入し，Efp遺伝子の発現抑制効率を評価
し，最も発現抑制効果の高い配列を選別した 7). また, キメ
ラsiEfpは，siEfpと同様に効率的にMCF -7 細胞における
Efp発現を抑制することが確かめられた．さらに，14-3-3 σ
タンパク質の発現に対するsiEfpおよびキメラsiEfpの効果
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を解析したところ，siEfpおよびキメラsiEfpは，MCF -7
細胞における 14 -3 -3 σタンパク質の発現を増加させるこ
とが判明した．また，これらのsiRNAおよびキメラsiRNA
をMCF -7 細胞に導入したところ細胞増殖を抑制すること
が確かめられた．
　MCF-7 細胞の細胞周期進行に対するこれらsiRNAの影
響を解析したところ，エストロゲン存在下ならびに非存在
下においても，siEfpおよびキメラsiEfpはS期の細胞の割
合を減少させ，反対にG0/G1期の細胞の割合を増加させる
ことが確かめられた．
　乳がん細胞のin vivo増殖に対するsiRNAおよびキメラ
siEfpの効果を評価するため，MCF -7 細胞を免疫不全マ
ウスの皮下に注射し異種移植モデルを作製した．この形
成された腫瘍にsiEfpを投与することにより，コントロー
ルのsiRNA（siControl）と比較して有意に腫瘍増殖が抑制
された．また，形成された腫瘍組織におけるEfpおよび
14 - 3 -3 σタンパク質の発現レベルは，siControl処置マウ
スと比較して，Efpタンパク質の発現量は減少し，14-3-3 
σタンパク質の発現量は増加していた．また，同一のin 
vivoモデルを用いて，MCF -7 細胞の腫瘍形成に対するキ
メラsiEfpの効果を調べたところ，キメラsiEfpはキメラ
siControlと比較して，腫瘍の増殖を有意に抑制することが
示された．キメラsiEfpを投与した腫瘍において，Efpタン
パク質の発現が有意に抑制され，14 -3 -3 σの発現が上昇
することが認められた．これらの結果より，siEfpおよび
キメラsiEfpが，乳がん細胞におけるEfp発現を特異的に抑
制することにより，生体において腫瘍増殖を効果的に抑制
することが示された．
　加えて，Efpは子宮内膜がんにおいても発現しており，
がん増殖に関与している可能性が考えられている．Efpは
乳がんの約 70 %で発現しており，さらに，ERαの発現に
関わらず，乳がんの独立した予後因子となることが示され
ている 4)．従って，Efpは，ERα陽性の乳がん，子宮がんの
みにとどまらず，ERαを発現していない内分泌抵抗性の乳
がん，子宮がんにおいても新しい治療標的となりうる可能
性が示唆された．
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緒　言

　脊椎動物網膜は，その構造（神経回路網の構造や神経細
胞の形態など）が比較的規則的であり，かつ，入力（光刺激）
と出力（神経細胞の応答）の関係を定量的に解析できるユ
ニークな神経系である．
　多くの網膜細胞間の神経伝達は，傍分泌性神経調節因
子であるドーパミンによって調節され，その結果として
光応答の明順応（光のまぶしさに眼が慣れる現象）がひき
おこされる 1)．そのドーパミンは，網膜の介在ニューロン
のひとつであるドーパミン作動性アマクリン細胞（DA細
胞）によって傍分泌様に放出される．そして，そのDA細
胞は一般的に抑制性神経伝達物質として知られているγ -
アミノ酪酸（GABA）をも合成し 2)，そのGABAはドーパ
ミンと共に共放出される 3)．一方，代謝型GABAB受容体
（GABAB -R）がさまざまな網膜細胞のシナプス外領域に発
現しており，これらは傍分泌様に作用するGABAの標的
と考えられている 4)．したがって，網膜においてGABAは
ドーパミンと同様に傍分泌性神経調節因子しても役割を
果たしていると考えられる 5)．しかしながら，それが網膜
組織の光応答においてどのような役割を果たすのかについ
ては不明である．
　網膜電図法は，光刺激によって誘発された網膜電位の変
化を記録することにより，網膜の機能（2 次ニューロンの
機能や順応状態など）を大まかに評価するものである．網
膜の光応答には，光の明るさを伝える応答（ON応答）と光
の暗さを伝える応答（OFF応答）があり，それぞれ網膜電
図上ではb波，d波としてあらわれる 6)．
　b波（ON応答）に関してはほとんどの動物から記録で
きるが，d波（OFF応答）に関しては霊長類および冷血脊
椎動物などといった錐体系OFF経路が発達している動物
に限られる 7)．一方，網膜電図の研究において広く使われ
ているマウスなどではd波は観測できない（錐体系OFF経
路が発達していないため）．このため，b波と比べるとd波
の詳細な成り立ちの理解は不十分である．このため，さま
ざまな視覚情報処理に関与するON経路とOFF経路間の相
互抑制（Crossover inhibition）8)の効果が，どのようにして
網膜電図のON・OFF応答の変化として現れるのかについ

ては十分に検討されていない 9)．
　本研究は，網膜組織の光応答に対するGABAB -Rの役割
について網膜電図法で検討し，新規神経調節因子としての
GABAの役割を明らかにすることを目指すものである．当
年度においては，その基盤研究として，錐体系経路が発達
しているイモリの網膜電図がどの神経回路由来で成り立っ
ているのかについて明らかにするための研究を行った．
当研究の結果を踏まえ，今後は，網膜の光応答に対する
GABAB -Rの役割，すなわち，GABAB -Rに作用する新規
神経調節因子としてのGABAの役割を明らかにすること
を目指す．

材料と方法

　本研究は埼玉医科大学実験動物委員会によって承認さ
れ，埼玉医科大学動物実験指針に基づいて実施された．
　眼杯標本と薬物投与 : 氷冷麻酔したアカハライモリ
（Cynops pyrrhogaster）を断頭・脊髄穿刺した後に眼球を摘
出し, 角膜とレンズを取り除いて眼杯標本を作製した. そ
して，酵素処理（ヒアルローニダーゼ : 15 U/ml）によって
網膜を覆っている硝子体を取り除き, 灌流液から投与する
薬物が網膜組織に到達するようにした．投与する薬物とし
て，ON経路神経伝達の阻害剤（L- APB: Tocris），OFF経
路神経伝達の阻害剤（CNQX: Sigma）およびGABAA受容体
の阻害剤（Bicuculline: Sigma）を使用した．
　網膜電図測定法 : アクリル板を加工し，専用の記録用
チェンバーを自作した．眼杯標本をチェンバーにセット
し，網膜側が灌流液に浸るようにした．眼杯標本の網膜側
と強膜側は硬質塩化ビニール板とシリコングリースによっ
て電気的に絶縁し，光刺激によってそこに発生する電位差
を網膜電図として計測した．
　光刺激法 : ハロゲンランプ光をバンドパスフィルター
（620 nm: 緑色）に透過し，刺激光とした．その刺激光は正
立顕微鏡（オリンパスBX50 -WI）の投光管から標本に照射
した．光強度（明視野レベル : 1×10 - 9 ～ 5×10 - 7 W/mm2）は
ハロゲンランプの出力とNDフィルターを変えることによ
り制御した．光刺激のタイミングと照射時間はPCコント
ロール下の電磁シャッターで制御した．
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（図 2 灰色線上の矢印）．このことから，GABAA受容体依
存性の抑制性経路は主にON経路を持続的に抑制している
と考えられる．

図 1. 網膜電図上でのON・OFF経路阻害薬の効果　A: コントロー
ル時では光照射直後にON応答（b波: 黒矢印），照射後にOFF
応答（d波）が現れた．B: ON経路神経伝達の阻害薬（L -APB）
を投与すると, その効果はON応答の選択的な消失として現れ
た（黒矢印）. C: さらにOFF経路神経伝達の阻害薬（CNQX）
を投与すると, その効果はOFF応答の減少として現れた（白矢
印）. 残った応答は視細胞由来のものと考えられる．最下段は
光刺激（1秒）のタイミング．スケール: 20 μV．

図 2. 網膜電図上での抑制性経路阻害薬の効果　コントロール（黒
線）と比べ，抑制性経路阻害薬（Bicuculline: GABAA受容体
の阻害薬）を投与すると，その効果は主にON応答の増大とし
て現れた（灰色線上の矢印）．下段は光刺激（1秒）のタイミング．
スケール: 20 μV．

考　察

　当研究において，これまで未報告であったイモリの網
膜電図はON・OFF経路，および視細胞由来の応答からな
り，とくにON経路がGABAA受容体依存性の抑制性経路
によって制御を受けていることが分かった．次のステップ
として，ON・OFF経路および抑制性経路に作用する薬物
を組み合わせて投与することにより，ON・OFF経路間の
相互抑制（crossover inhibition）8)の効果が，どのようにし
て網膜電図の変化として現れるのかについて検討を行う．
これら一連の実験により，イモリ網膜電図のON・OFF応
答の成り立ちのしくみを体系的に理解する．さらに以上の
結果を踏まえた上で，網膜の光応答に対するGABAB -Rの
役割，すなわち，GABAB -Rに作用する新規神経調節因子
としてのGABAの役割を網膜電図法で明らかにすること
を目指す．具体的には，GABAB -Rの抑制剤や増強剤の作
用を網膜電図上で評価し，GABAB -Rに作用する内在性
GABAの役割を検討する．将来的にはよりヒトに近い哺乳
類を用いた研究に発展させていきたい．
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