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　我 々 は 成熟 Fischerラ ッ ト末梢神経 の 初代培 養系 か らt 不

死 化 シ ”ワ ン 細胞株 IFRSI を 樹 立 し た。　 IFRSI 細 胞 は，
SIOO，　 GFAP 等 の グ リ ア 系 細 胞 マ

ー
カ
ー

や NGF ，　 GDNF ，
CNTF 等 の 神経栄養因子を 発現 し，成熟 シ J ワ ン 細胞 と し

て の 特性を 保持 し て い た 。ま た IFRSI は，後根神経節 （DRG ）

二
＝
一

ロ ン や PCI2 細胞 との 共培養 に お い て 髄鞘形 成 能 を

有す る こ と が 明 らか と な っ た。成熟勤物 由 来 の 細 胞 同 士，
あ る い は 株化細 胞 同 士 に よ る共 培 養 系 確 立 ・髄 鞘 形 成 は

こ れ ま で 報告 が な く，末 梢 神 経 の 変 性 ・再 生 機構 の 解析

に 有 用 と 考 え ら れ る。現 在 こ れ ら の 共 培養系 を 用 い て ，

glucagon−hke　peptide（GLP ）−1 受 容 体 作 動 薬 exendin −4 （Ex−4）
に よ る 軸索再 生 ・髄 鞘 形 成 誘 導 作 用 の メ カ ニ ズ ム や，抗 不

整脈薬 amiodarone （AMD ）に よ る 脱髄性 ［＝・。・　一一ロ パ チ ーの 病

態を 解析 して い る。

　1）Ex−4 ； 培養液中 に 投与 さ れ た Ex −4 は，濃度依 存 的

（lnM く IO　 nM く 100　 nM ）に DRG ニ ュー ロ ン の 生 存 。神 経 突

起伸長 を 促進す る と と もに，DRG ニ ュー ロ ン ーIFRSI 共 培

養系 に お け る 髄鞘形 成 を 誘 導 した 。
Ex −4 は 膵 β細 胞 刺激 に

よ る 生理 的 な イ ン ス リ ン 分 泌 促 進 に 加 え，末 梢 神経系 に 直

接作用 し て 糖尿 病性 ニ ュー ロ パ チ ーを 改 善 す る 可 能 性 が 示

唆さ れ た 。

　 ii）AMD ： 培養液中 に 投与 され た AMD は，濃度依存的

（IpM 〈 5 μM 〈 10 μM ）に IFRSl 糸田胞内 リ ン 脂質の 蓄積 や オ ー

ト フ ァ ジー
マ
ー

カ
ーLC3 −IIお よ び p62 の 発現を誘導 した。

また 20 μM の AMD 負荷 に よ り，　 PCI2 −IFRSI 共培養系 に お

け る IFRSI細胞 の 脱落や 髄鞘蛋白PO の 発現低下 が み られ た．
AMD は シ ＝ワ ン 細胞 内に リ ン 脂質代謝異 常や オ ート フ ァ

ジー
不 全 を惹 起 し ，こ れ らが 脱 髄 の 誘因 と な る 可 能性 が示

唆 され た 。

　我 々 は ，「免疫電顕 1 を 用い て ホ ル モ ン 動態解析 か らエ キ

ソ サ イ ト ー
シ ス の 分 子 機 構 の 解 明 を 目指 し た 機 能 神 経 解 剖

学 的 研 究 を 展 開 し て い る 。 そ の 中 で 現 在，生 き た ニ ュー
ロ

ン を 用 い て バ ソ プ レ シ ン 〔VP ）お よ び オ キ シ ト シ ン （OT ）

の エ キ ソ サ イ ト ー
シ ス

・分 子 機 構 を 超 微形 態 レ ベ ル で 解析

す る試 み を 行 っ て い る。まず，脳，脊髄，下 垂 体後葉 な ど

の 急 吽 ス ラ イ ス に 高 カ リ ウ ム 刺激 を 与 え る こ とに よ り，エ

キ ソ サ イ ト
ー

シ ス を 人為的 に 誘発 し た 。 そ の 後，ス ラ イ ス

を 速や か に 固定 し，常法 に 従 い 樹脂包埋を行 い，包埋後染

色 と し て VP 〆OT に 対す る 免疫染色 を 施 し，電顕観察 し た 。
結 果，エ キ ソ サ イ ト ー

シ ス 活 性 を 電 顕 で 解析 で きる 手法 を

確 立 し た。現 在，こ の 手 法 を用 い て，中 枢神経 系 に お け る

シ ナ プ ス 領 域 以 外 （樹 状突起 や 軸索） か らの VPIOT の 放 出

活性 を超 微形 態 レ ベ ル で 解析 し て い る。

　
一

方，VPIOT 遺 伝 子 と蛍 光 タ ン パ ク 質 （GFPtRFP ） と の

融 合 遺 伝子 を 導入 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェニ
ッ ク

・
ラ ッ トが 作

出さ れ た 。
こ れ ら の 遺伝子改変 ラ ッ トを 用い れ ば，蛍光 シ

グ ナ ル を指標 と し て ，VP10T の 分子動態を ラ イ ブ イ メ ージ

ン グ す る こ とが 可能 に な る と考 え られ る 。 我 々 は 予備的解

析 と して ，こ れ らの 遺 伝 子 改 変 ラ ッ ト に お い て ，GFPIRFP

は VP10T と同様 に 分 泌 顆 粒 内 に 取 り込 ま れ て お り，エ キ ソ

サ イ トーシ ス に よ り血 中 へ 放 出 され る こ とを 電顕 的 に 明 ら

か に した。即 ち，こ れ らの 遺伝子 改変 ラ ッ ト は，VP10T の

蛍光 ラ イ ブ イ メ ージ ン グ に お い て，優れ た モ デ ル で あ る と

言 え る。

　今 回 ， 免疫電 顕 を 用 い た 超 微形 態 レ ベ ル で の 解析 か ら ，

エ キ ソ サ イ トーシ ス の 分 子 機構 に 迫れ る 可 能性 を 示 し た 。

近 い 将来，こ れ ら の 超微形態解析 と 蛍光 ラ イ ブ イ メ ージ ン

グ と の 融合解析 の 実現 に よ り，先端的 な 機能神経解剖 学 的

ア プ ロ
ー

チ が可 能 に な る と期待 さ れ る。
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