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ペンチレンテトラゾール誘発キンドリング獲得マウスの 
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- 定量的リアルタイム PCR を用いて - 
(薬物治療学講座 学籍番号 068016) 

大久保 薫 

 

【背景・目的】 

我が国におけるてんかん患者の約 30% は薬物抵抗性の「難治性てんかん」で

あり、新たな作用機序を有する治療薬の開発が求められている。本研究では、

新規治療薬の開発の基盤となる新たな痙攣獲得/誘発機構の解明のために、全般

痙攣発作の増悪化 (獲得) と血液脳関門 (BBB) の関与に着目した。当講座では、

ペンチレンテトラゾール (PTZ) 誘発キンドリング形成 (痙攣獲得) に、nNOS 

によって産生される NO が関与していることを明らかにした。最近、NO が、BBB 

透過性を亢進させる可能性について報告された。また、PTZ 誘発キンドリング

マウスでは、炎症性 COX-2 の発現量が海馬で増加することが報告され、脳内で

の炎症による BBB の破綻が示唆された。そこで私は、「痙攣に伴い発生する NO 

が BBB の破綻を誘導し、その結果全般痙攣発作を増悪させる」という仮説を立

てた。本研究では全般発作モデルである PTZ キンドリングマウスを用い、BBB 

破綻と関連の深い NO, 血管新生, 炎症関連機能分子の遺伝子発現について検

討した。 

【方法】 

ICR マウスに 40 mg/kg PTZ を一日一回腹腔より投与し、強直間代痙攣が 5 

回続いた時点でキンドリング獲得とした。キンドリング獲得 (24 時間後) マウ

スの脳を 12 部位に分割し、各脳組織から常法に従い mRNA を抽出後、RT-PCR 

を行った。PCR は、各関連分子のプライマーを作成し、SYBR Green 法を用いた

定量的リアルタイム PCR 法で行った。データは、ハウスキーピング遺伝子の 

GAPDH mRNA の発現量を基に、ΔΔCt 法を用い解析した。 

【結果・考察】 

キンドリング獲得マウスの nNOS mRNA 発現量の変化を検討したところ、大脳

皮質全体において増加傾向が見られたが、頭頂葉においてのみ有意な増加が認

められた。一方、血管新生因子である VEGF-A mRNA の発現量と炎症性サイトカ

インの一つである IL-1β の発現量が、側頭葉においてのみ有意な増加が認めら

れた。この結果は、側頭葉における血管新生及び、炎症の関与を示唆する。以

上の結果から、キンドリング獲得時の側頭葉において、血管新生や炎症が起こ

っていると示唆され、BBB の破綻が起こっている可能性があることが示唆され

た。 
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獲得マウスの活性酸素種、脳血管新生獲得マウスの活性酸素種、脳血管新生

及び炎症関連遺伝子発現の検討
- 定量的 リアルタイム PCR を用いて -
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BBB 破綻

相間関係

？
痙攣 (血液脳関門:BBB)

ペンチレンテトラゾール (PTZ) 
誘発キンドリングマウス

GABA の作用を抑制し、グルタミン酸作
動性神経を興奮させる PTZ を連日投与し、

てんかん患者

全般痙攣を誘発するモデル。痙攣にはNO
の関与が報告されている。

コントロール キンドリング獲得時

ガドリニウム投与

(一酸化窒素:NO)

BBB とは・・・
血液と脳実質との間の物質交換を制御する機構。

損傷

BBB と BBB の破綻

脳浮腫などによる脳障害が起こる正常

キンドリング獲得と BBB の破綻との関係を検討し、
BBB 破綻部位及びキンドリング獲得の原因部位を解明
する。

《目的》

BBB の破綻と関連の深い現象

脳浮腫脳浮腫 Albumin
血清タンパク

活性酸素種
(ROS)
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(ROS) nNOS (neuronal nitric oxide synthase )
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血管新生血管新生
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(Vascular endothelial growth factor A )
Angiopoietin 1
Angiopoietin 2
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(ROS)(ROS)
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炎症炎症

IL-1β (Interleukin-1 beta )
IL-6 (Interleukin-6)
TNF-α (Tumor necrosis factor-α )
ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule 1 )
CCL2 (C-C motif chemokine-2 )

本研究では ROSROS, 血管新生血管新生, 炎症炎症関連機能分子の遺伝子
発現について検討した。
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《方法》
〈PTZ 誘発キンドリングモデル作成方法〉

ICR マウス (13週齢, 雄) に 40 mg/kg PTZ を 1 日 1 回腹腔投与し、強直
間代痙攣が 5 回続いた時点でキンドリング獲得とした。

ウス痙攣ス ア

キンドリング獲得時
スコア 4

痙
攣

ス
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5: 間代強直痙攣・全身性の

激しい間代性痙攣・正向
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マウスに、40 mg/kg PTZ を一日一回腹腔より投与すると、痙攣行動は徐々に
悪化した。強直間代痙攣が 5 回続いた時点でキンドリング獲得とした。ほとん
どのマウスは投与 15 回から 22 回投与によってキンドリングを獲得した。(n =
16)

〈定量的リアルタイム PCR 法による mRNA 発現量の測定〉

キンドリング獲得 (24 時間後) マウスまたはキンドリング獲得マウス痙攣
直後の脳を 12 部位 (前頭葉・側頭葉・頭頂葉・後頭葉・海馬・小脳・嗅
球・線条体・視床・視床下部・中脳・橋) に分割し、常法に従い、各脳組織
からtotal RNA を抽出後、High Capacity RNA-to-DNA Kit を用いて逆転写反
応を行い cDNA を得た。

1. total RNA 抽出と逆転写反応
(polymerase chain reaction :PCR, messenger RNA :mRNA)

(complementary DNA :cDNA)

各プライマーは Primer Express® Software of Real-Time PCR Version
3.0 を用いて表 1 のように設計し、その特異性は DNA シークエンスによっ
て確認した。total RNA 2 μg 相当の cDNA、設計した各プライマー 、Power

Total 
RNA cDNA

逆転写

マウス脳

抽出
小脳

頭頂葉 後頭葉
前頭葉

嗅球 線条体

橋視床下部

視床 中脳
頭頂葉

側頭葉

海馬

2. SYBR Green 法を用いた定量的リアルタイム PCR 法

SYBR Green PCR Master Mix を用い、7300/7500/7500Fast Real-Time PCR
System にて、PCR を行った。データは、ハウスキーピング遺伝子 GAPDH
mRNA の発現量を基に、比較 Ct 法 (ΔΔCt 法) を用い解析した。

S S S

488 nm 522 nm

S

ポリメラーゼ

S ：SYBR Green

50℃ 2 分 x 1 サイクル
95℃ 10 分 x 1 サイクル
95℃ 15 秒
60℃ 20 秒 x 40 サイクル
72℃ 40 秒

PCR 条件

関連分子 プライマー
Sense

(nucleotides No.)
Antisense

(nucleotides No.)

GC%
(sense, 
antisen

se)

Tm 値
(sense, 
antisen

se)

NO nNOS ACTGCTCAAAGAGATAGAACCTGTGTT
(695-721)

TTTGCCGTCGAGGTCTCTGT
(805-824)

(41, 
55)

(59, 
59)

CGAAGGATGCTGATAACGACAA ACAGGCATCGAACCACCAA (45 (59

表 1 各プライマー配列

血管新生

Angiopoietin 1 CGAAGGATGCTGATAACGACAA
(1614-1633)

ACAGGCATCGAACCACCAA
(1672-1690)

(45, 
53)

(59, 
59)

Angiopoietin 2 CTGTGCGGAAATCTTCAAGTCA
(1122-1143)

CATGTCACAGTAGGCCTTGATCTC
(1195-1218)

(45, 
50)

(59, 
59)

VEGF-A TGTACCTCCACCATGCCAAGT
(1068-1088)

CTTCGCTGGTAGACATCCATGA
(1146-1167)

(52, 
50)

(59, 
59)

VEGF-1 GAAAATCACTGTGAGCCTTGTTCA
(1436-1459)

CGAGTCTGTGTTTTTGCAGGAA
(1507-1528)

(42, 
45)

(59, 
59)

IL-1β TCGCTCAGGGTCACAAGAAA
(995-1014)

AATCAGAATTGCCATTGCACAA
(1044-1066)

(50, 
50)

(63, 
67)

IL-6 GTCGGAGGCTTAATTACACATGTTC
(182-208)

AATCAGAATTGCCATTGCACAA
(236-257)

(44, 
36)

(59, 
59)

炎症 TNF−α GACAAGGCCTGCCCCGACTA
(590-608)

TTTCTCCTGGTATGAGATAGCAAATC
(635-660)

(63, 
38)

(67, 
67)

ICAM-1 GAGGACCTTAACAGTCTACAACTTTTCA
(987-1014)

CACTGTGGGCTTCACACTTCA
(1069-1090)

(39,
52)

(59, 
59)

CCL2 GGCTCAGCCAGATGCAGTTAA
(151-171)

CCTACTCATTGGGATCATCTTGCT
(202-226)

(52, 
45)

(66, 
68)

ハウス
キーピング

GAPDH CTCGTCCCGTAGACAAAATGGT
(34-55)

TGGCAACAATCTCCACTTTGC
(121-141)

(50,
48)

(59, 
60)

GAPDH: glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

1.2

キンドリング獲得マウスにおける ROS (NO 産生因子) の mRNA 
発現量の変化

《結果》

** p < 0.01 (vs 正常マウス)
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頭頂葉においてのみ nNOS mRNA の発現量が、有意に増加した。
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正常マウス

キンドリング
獲得マウス

(痙攣前)

キンドリング

キンドリング獲得マウスにおける 血管新生関連因子の mRNA 発現量変化

* p < 0.05 (vs 正常マウス)

0

2.0m
R

2Δ
Δ

側頭葉 頭頂葉

n=8 n=8n=8 0

0.5m
R

2Δ
Δ

側頭葉 頭頂葉

n=8 n=8n=8

(C)

2 0

3.0

4.0

5.0

op
oi

et
in

1
ex

pr
es

si
on

el
at

iv
e 

ra
tio

) (D) 5.0

2 0

3.0

4.0

po
ie

tin
2

ex
pr

es
si

on
el

at
iv

e 
ra

tio
)

獲得マウス
(痙攣後)

側頭葉における VEGF-A mRNA の発現量と、頭頂葉における Angiopoietin 1 mRNA の
発現量が、有意に増加した (A, C)。 VEGF-1 及び Angiopoietin 2 の発現量の顕著な変化
は認められなかった (B, D)。
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キンドリング獲得マウスにおける炎症性サイトカインの mRNA 発現量変化
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* p < 0.05 (vs 正常マウス) * p < 0.05 (vs 痙攣誘発前キン

ドリング獲得マウス)

(痙攣後)

側頭葉においてのみ IL-1β mRNA 発現量が、有意に増加した (A)。キンドリング獲得マ
ウスに PTZ を投与し痙攣を誘発させると、側頭葉において IL-6 mRNA の発現量が有意
に減少した (B)。TNF-α、ICAM-1 及び CCL2 の発現量の顕著な変化は認められなかっ
た (C, D,E)。

0

0.5

1.0T
m

R
N

A
2Δ

Δ
C

t
(r

側頭葉 頭頂葉

IC
m

R
N

A
2Δ

Δ
C

t
(r

0.5

1.0

0
側頭葉 頭頂葉

n=3 n=4n=4 n=8 n=7n=8 0

0.5

1.0

m
R

N
A

2Δ
Δ

C
t
(

n=3 n=4n=4

側頭葉 頭頂葉

《まとめ》

PTZ 誘発キンドリング獲得マウスにおいて・・・
1. 側頭葉・頭頂葉以外の部位では、mRNA 発現量に顕

著な変化は認められなかった。
2. nNOS・・・

頭頂葉において mRNA 発現量が40% 増加
(vs 正常マウス)

3. 血管新生・・・
側頭葉において VEGF-A mRNA 発現量が 53% 増加

(vs 正常マウス)

頭頂葉において Angiopoietin 1 mRNA 発現量が 35% 
増加増加(vs 正常マウス)

4. 炎症・・・
側頭葉において IL-1β mRNA 発現量が 95% 増加

(vs 正常マウス)

側頭葉において IL-6 mRNA 発現量が 56% 減少
(痙攣前 vs 痙攣直後)

《考察》

・今回、BBB の破綻と関連の深い ROS, 血管新生, 炎症
関連機能分子の mRNA 発現量の検討を行ったが、脳
全体において顕著な発現量の変化は、ほとんど認めら
れなかった。しかし、いくつかの標的遺伝子の側頭葉
や頭頂葉では有意な差が認められた。

・全般発作の原因部位は未だ解明されておらず、発作原
因も未知の部分が多い。

今回の結果から、側頭葉や頭頂葉は、全般発作や全般
発作によって起こる BBB の破綻に関連する部位である
ことが考えられる。



2 
卒業論文発表会 

平成 23 年 5 月 27 日 

MRI を用いたマウス脳内 Redox と血液脳関門の 

解析法の確立 

(薬物治療学講座 学籍番号 068058) 

島田 拓也 

【目的】アルツハイマー型認知症は現時点で予防法や根本的な治療法がなく高

齢になるほど、発症割合が上昇するため高齢化社会に伴い患者数は増加の一途

をたどっている。そこでアルツハイマー型認知症の予防法を開発するために、

AD モデルマウスを用いて MRI で非侵襲的に脳内状態の変化を検討することを目

的とした。 

本研究では、MRI を用いた解析法の基本条件について検討した。 

 

【方法】動物は AD モデルマウス(3×Tg)の野生型マウス(2,4,6 ヶ月齢)を使用し

た。 

小動物用 MRI を用いて脳内 redox 状態を観察するために還元条件下で T1強調

信号を観察できるが、酸化条件下ではその信号が消失する性質を有する

3-Hydroxylmethyl-PROXYL(HMP)を造影剤として用いた。マウスの尾静脈より HMP

を投与した直後より 2分間隔で HMP 投与 20 分後まで MRI を用いて脳内を撮像し

た。 

 一方、BBB の破壊状態を検討するために BBB 不透過性のガドリニウム

(Gd-HP-DO3A)造影剤をマウスに尾静脈投与し、投与直後の脳内を T1 強調画像を

用いて観察した。 

 

【結果・考察】野生型マウスの尾静脈から投与した HMP は、投与直後に BBB を

通過し脳内に届いた。また各月齢の野生型マウスに HMP を投与すると T1強調信

号強度は増加し、その増加に月齢間の差はなかった。このことから、野生型マ

ウス脳内が還元状態で比較的安定していることが明らかとなった。しかし HMP

投与後 4 分程度で T1強調信号は減少していった。このことは脳内が酸化状態に

なったためではなく、HMP の代謝が急速であることが反映していると考えられた。

つまり HMP の投与後、直ちに撮像する必要があると考えられる。 

また BBB の損傷について野生型マウス 6 ヶ月齢においてのみ視床の周囲に T1

強調信号が増加している画像が得られた。この結果は加齢に伴い BBB の損傷が

起こると考えられる。 

これらの結果をもとにアルツハイマー病モデルマウスを用いて撮像を行い、

野生型マウスと比較検討中である。 
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MRIを用いたマウス脳内Redoxと
血液脳関門の解析

徳島文理大学香川薬学部 薬物治療学講座

学籍番号 068058
島田 拓也

目的

アルツハイマー病の治療薬や予防方法を探索する

アルツハイマー病の病態を解明する

アルツハイマー病モデルマウスを用いたin vivo MRI実験系を確立する

本研究ではMRIを用いてアルツハイマー病モデルマウス本研究ではMRIを用いてアルツ イマ 病モデルマウス
(3×Tg)の野生型マウスの脳内酸化還元(Redox)状態、さ
らに血液脳関門(BBB)の時空間的変化を非侵襲的に観察
するための実験条件の確立を目的とした。

MRIにおける、T1WI撮像条件

方法
MRI装置

● 脳内のRedox状態は3-Hydroxyl-methyl
-PROXYL(HMP)を造影剤として用いた。

● 脳内の血液脳関門の観察はGd –HP
-DO3A(Gd)を造影剤として用いた。

脳内脳内

HMPの特徴

・ BBB透過性がある

・ 分子量：172

Gd-HP-DO3Aの特徴

・ BBB透過性を持たない

・ 分子量：558.69

・ ガドテリドール(プロハンス)

脳内
酸化条件

OH

N

OH

HMP ヒドロキシアミン

脳内
還元条件

• T1WIで撮像信号が
観察される。

• T1WIで撮像信号が
観察されない。

・ 安価で高濃度使用が可能

・ 非イオン性

● HMPの定量性を確認する。

0

50250

400

450

単上のようにファント

実験： マウス脳内のRedox状態の観察

100200

【mM】

R² = 0.9662
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250

300

350

400

0 100 200 300

信
号

強
度

値
に

お
け

る
生

食

体
と

の
割

合
(%

)

HMPの濃度

上図のようにチューブに
HMPをいれT1WIを用い
て撮像を行った。

ムの周りをROIで
囲みT1WI値を求
め相関性を検討し
た。

HMPは濃度依存的にT1WI値が増加していく。
HMPの値には定量性があることが判明した。

0

2５0

0

2５0

HMPにより信号強度が増強した部
位がわかるように抽出したカラー画
像への処理をRealiaProより得た。
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実験： マウス脳内のRedox状態の観察

● 3×Tgの野生型マウス脳内のRedox状態と月齢に相
関性があるかどうかを検討する

実験スケジュール：HMPを野生型マウス ブレグマより-2 5mmの海馬を含む実験スケジュール：HMPを野生型マウス
(2,4,6ヶ月齢)の尾静脈投
与した後T1WIで撮像を
行った。

pre

HMP
尾静脈へ静注

1min

ブレグマより-2.5mmの海馬を含む
前額脳断面図のHMP投与前とHMP
投与1分後のT1WI信号強度の割合を
比較した。

MRIによる
撮像

Set
1min

ブレグマより-2.5mmの脳図譜

実験： マウス脳内のRedox状態の観察

投与前 1分後

HMP i.v.

2ヶ月齢

T1WI

カラ 画像

105

110

115

120

画
像

と
H
M

P
投

与
1
分

後
の

T
1
W

I値
の

割
合

(%
)

4ヶ月齢

6ヶ月齢

T1WI

T1WI

カラー画像

カラー画像

脳実質をROIで囲み数
値化し、月齢毎に比較
した

で囲った部位を
ROIで囲みT1WI値を求めpre
画像時を100%としたときの
HMP投与直後の増加率を各
月齢で比較した。

100

2 4 6

p
re

画

月齢

一元配置分散分析後 Dunnett検

● ブレグマより-２.5mmの海馬を含む前額脳断面図
２，４，６ヶ月齢の野生型マウスにおけるHMP投与前と投与直後
の脳断面図を示した。

また脳実質を で囲った。

野生型マウスの脳内は各月齢とも還元状態にあり、月齢と脳内の酸化には相関
性がないと考えられる。

カラー画像

6ヶ月齢 元配置分散分析後、Dunnett検
定を用いて有意差を検討したが
有意差は得られなかった。

実験：マウス脳内の血液脳関門の観察

0

25200

● Gdの定量性を確認する。

260

上のようにファント
ムの周りをROIで

50100 【μM】

R² = 0.991
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食

単
体

と
の
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)

Gdの濃度

上図のようにチューブに
各濃度のGdをいれT1WI
を用いて撮像を行った。

ムの周りをROIで
囲みT1WI値を求
め相関性を検討し
た。

200 200

Gdは濃度依存的にT1WI値が増加していく。
Gdの値には定量性があることが判明した。

0 0

Gdにより信号強度が増強した部位
がわかるように抽出したカラー画像
への処理をRealiaProより得た。

実験：マウス脳内の血液脳関門の観察

● 3×Tgの野生型マウス脳内のBBBの状態と月齢に相
関性があるかどうかを検討する

実験スケジュール： 脳内Redoxの観察終了後数日

HMP
尾静脈へ静注

Gd
尾静脈へ静注

実験 脳内 観察終了後数日
空けて、Gdをマウス尾静脈より
投与し後T1WIで撮像を行った。

ブレグマより-2.5mmの海馬を
含む前額脳断面図のGd投与
前とGd投与1分後のT1WI信号
強度の割合を比較した。

pre 1min 1min

MRIによる
撮像

Set
1min

Set
1min ブレグマより-2.5mmの脳図譜
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実験：マウス脳内の血液脳関門の観察

投与前

2ヶ月齢

カラー画像

T1WI

1分後

Gd i.v.

105

110

115

120

p
re

画
像

と
G
d
投

与
1
分

後
の

T
1
W

I値
の

割
合

(%
)

脳実質をROIで囲み
数値化し、月齢毎に
比較した

4ヶ月齢

6ヶ月齢

カラー画像

カラー画像

T1WI

T1WI

で囲った部位を
ROIで囲みT1WI値を求めpre
画像時を100%としたときの
Gd投与直後の増加率を各月
齢で比較した。

100

2 4 6

月齢

一元配置分散分析後、Dunnett検
定を用いて有意差を検討したが

● ブレグマより-2.5mmの海馬を含む前額脳断面図
２，４，６ヶ月齢の野生型マウスにおけるGd投与前と投与直後の
脳断面図を示した。野生型マウスにおいて、どの月齢もGdの漏れによ
るT1信号の強調は確認されなかった。
また脳実質を で囲った。

野生型マウス脳内は各月齢ともT1WI値の増大はなくBBBに損傷は起こっていな
いと考えられる。
また月齢間の差はなく加齢によるBBBの損傷はないと考えられる。

定を用いて有意差を検討したが
有意差は得られなかった。

総括

２． 3×Tgの野生型マウス脳内のRedox状態は還元状態に保たれ
ている。

１． HMP及びGdは尾静脈より投与することでT1WIでの撮像が可
能であることが確認された。

る。
またこの状態は加齢とは関係ない。

３． 3×Tgの野生型マウス脳内のBBBは加齢によっても顕著な損
傷は起きていない。

本実験より、MRIを用いた、脳内Redox状態と、BBBの損傷状
態を観察する方法が確立された。
この方法を用いてアルツハイマー病モデルマウス脳内の
Redox状態やBBBの損傷状態を観察することができる。
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細胞接着分子 L1 (L1CAM) の糖鎖修飾構造解析 

(薬物治療学講座 学籍番号 068124) 

見市 直樹 

 

【目的・背景】細胞接着分子 L1 (L1CAM) は、細胞接着・細胞移動・軸索伸張・

軸索線維束形成などの脳の高次構造形成過程に関与している。神経特異的に発

現する L1CAM は中枢神経細胞では 200 kDa 、末梢神経細胞では 230 kDa の分

子量を有する 1 回膜貫通型の糖タンパク質として発見された。L1CAM は中枢神

経細胞で約 40 kDa 、末梢神経細胞で約 70 kDa の糖鎖修飾を受けていると考

えられている。しかし、細胞膜上での糖鎖修飾構造は、未だ明らかでない。そ

こで、本研究では細胞膜上の L1CAM の糖鎖修飾構造を解明することを目的とし

た。 

【方法】 L1CAM の糖鎖修飾構造の生化学的特性を解析するために、 L1CAM を

発現する末梢神経細胞由来のマウス神経芽細胞腫 Neuro2a (N2a) 細胞と中枢神

経細胞としてマウス小脳顆粒神経細胞 (Cerebellar Granule Neuron (CGN)) を

用いた。糖鎖修飾構造の推定には、アスパラギン (N) 結合型糖鎖を切断するペ

プチド N グリコシダーゼ F (PNGaseF) およびエンドグリコシダーゼ H 

(EndoH) を用い、 L1CAM を消化することで特徴づけた。また小胞体における糖

鎖修飾過程に関しては、マンノシダーゼ阻害剤 Deoxymannojirimycin (DMJ) と

グリコシダーゼ阻害剤 Castanospermine (CAST) を用いた。L1CAM バンドの分

子量は、抗 L1 抗体を用いてウエスタンブロット法で検討した。各分子量は電

気泳動用マーカーの移動度から検量線を作成し求めた。 

【結果および考察】 N2a 細胞に発現する L1CAM 

の分子量は 227.59 kDa、CGN では 210.95 kDa 

であった。 N2a 細胞および CGN に発現する 

L1CAM コアタンパク質はいずれも 162.64 kDa 

であり、結合する糖鎖修飾構造はいずれも複合型の N 結合型糖鎖構造を有する

ことが明らかとなった。しかし両者の分子量が異なることから、糖鎖修飾過程

の違いについて検討した。その結果 N2a 細胞に発現する L1CAM は 

GlcNAc2Man3(GlcNAcGal)5 の 構 造 を 有 し 、 CGN に お け る  L1CAM は

GlcNAc2Man3(GlcNAcGal)3 の構造を有していることが推測された。つまり分子量

の差は、小胞体ではなくゴルジ体における糖鎖成熟過程の相違に基づくことが

示唆された。以上より、中枢神経細胞と末梢神経細胞で発現している L1CAM の

分子量の違いは、その糖鎖修飾の違いによること明らかとなった。 
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細胞接着分子 L1 (L1CAM) の
糖鎖修飾構造解析

香川薬学部 薬学科香川薬学部 薬学科

薬物治療学講座

学籍番号: 068124
見市 直樹
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ン

NH2

L1CAM とは・・・

1. 
免疫グロブリンスーパーファミリーに属する

2.
細胞外ドメイン (アミノ酸 1113 個)

細胞膜

細
胞

外
ド
メ
イ

イ
ン

Ig
C

2
様

FN
Ⅲ

様
ド
メ

イ
ン

細胞外 イン (ア 酸 個)
免疫グロブリン (IgC2) 様ドメイン 6 個
フィブロネクチン (FN Ⅲ) 様ドメイン 5 個
細胞膜ドメイン (アミノ酸 30 個)
細胞内ドメイン (アミノ酸 114 個)
3.
1 回膜貫通型糖タンパク質
末梢神経細胞 230 kDa

L1CAM の構造
: N 結合型糖鎖修飾部位

22 ヶ所

細
胞
内
ド

メ
イ

COOH4.
アスパラギン (N) 結合型糖鎖修飾部位
22 ヶ所

中枢神経細胞 200 kDa

L1CAM の機能

神経細胞

軸索線維束形成

フ
ィ

リ
ッ

ク
結

合

神経細胞
核

L1CAM による
細胞接着細胞接着

シナプス形成

ホ
モ
フ

細胞移動
軸索伸長

ミエリン鞘形成

末梢神経細胞及び中枢神経細胞に発現する L1CAM の分子量の相違は何に
よるものか明らかにし、L1CAM の糖鎖修飾構造を推定する。

実験材料

目的

1. 末梢神経細胞としてマウス神経芽細胞腫 Neuro2a (N2a) 細胞
2. 中枢神経細胞としてマウス小脳顆粒神経細胞

(Cerebellar Granule Neuron (CGN))

① 実験方法
成熟 (細胞膜上) L1CAM の糖鎖修飾型の同定
1. peptide-N-glycosidase F (PNGase F) 処理
2 endoglycosidase H (Endo H) 処理

ウエスタンブロット
分子量計算2. endoglycosidase H (Endo H) 処理 (WB) 法 分子量計算

② 実験方法
未成熟 (小胞体、ゴルジ体) L1CAM の糖鎖修飾過程同定
1. deoxymannojirimycin (DMJ) 処理
2. castanospermine (CAST) 処理

ウエスタンブロット
(WB) 法
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kDa

① PNGase F と Endo H の消化後の
L1CAM の分子量変化

L1CAM の N 結合型糖鎖構造

複合型ハイマンノース型 ハイブリット型

：Endo H 切断部位

250 －

150 －

100 －

－250

－150

－100

kDa

：N- アセチルグルコサミン (GlcNAc)

：マンノース (Man)

：ガラクトース (Gal)

：PNGase F 切断部位
80 －

－80

5 % gel

1 次抗体: pAb-L1Y1 0.62 μg/mL 4℃ o/n

2 次抗体: HRP-labeled anti Rabbit IgG 0.32 μg/mL RT 1hr

N結合型糖鎖の種類と酵素切断部位

sample 移動距離 (mm) 移動度 分子量 (kDa)

Control N2a 43.9 0.37 227.59 
CGN 48 0.40 210.95 

PNGase F N2a 61.6 0.51 164.45 
CGN 61.6 0.51 164.45

A. 電気泳動用マーカーの移動度 C. 各条件下での L1CAM の分子量

分子量 (kDa) 移動距離 (mm) 移動度
250 39.9 0.33 
150 63.3 0.53 
100 87.15 0.73 
80 99.3 0.83

SDS-PAGE での分子移動度を用いた
L1CAM 分子量の検討

ゲルの全長: 119.9 mm

500

(対
数

値
)

CGN 61.6 0.51 164.45 

Endo H N2a 43.7 0.36 228.44 
CGN 47.9 0.40 211.34 

B. マーカーを用いて分子量計測のための検量線

80 99.3 0.83 

① 小括
1. N2a 細胞に発現する L1CAM の分子
量は約 228 kDa 、CGN では約 211 
kDa であった。
2. N2a 細胞及び CGN に発現する
L1CAM アタンパク質はいずれも約

移動度 = バンドの移動距離 / ゲルの全長

400
300
200
100

90

80

y = -186.4ln(x) + 40.308
R² = 0.9925

50
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

分
子

量

移動度

L1CAM コアタンパク質はいずれも約
163 kDa であり、結合する糖鎖修飾構
造はいずれも N 結合型糖鎖構造を有す
る。
3. N2a 細胞及び CGN に発現する成熟
(細胞膜上) L1CAM はいずれも複合型で
ある。
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② 小胞体での L1CAM 分子量
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② 小括
DMJ 及び CAST によりマンノシダー

ゼ及びグリコシダーゼ阻害剤にて処理
した。N2a 細胞 及び CGN に発現す
る L1CAM の小胞体における糖鎖修飾

ー
ゼ
1

ー
ゼ
1

ー
ゼ

各酵素阻害剤の作用部位

：グルコース (Glu)

5 % gel

1 次抗体: pAb-L1Y1 0.62 μg/mL 4℃ o/n
2 次抗体: HRP-labeled anti Rabbit IgG 0.32 μg/mL RT 1hr

る L1CAM の小胞体における糖鎖修飾
過程は、同じである。
以上のことから、 N2a 細胞及び CGN
に発現する L1CAM の分子量の相違は、

ゴルジ体における糖鎖修飾過程が異な
ることを示唆する。

CGNN2a 細胞

L1CAM 227.59 kDa
コアタンパク質 162.64 kDa
糖鎖 64 95 kDa

L1CAM 210.95 kDa
コアタンパク質 162.64 kDa
糖鎖 48 31 kDa

22 ヶ所の N 結合型糖鎖構造がすべて同じであると仮定すると・・・

考察

1 22 3

糖鎖 64.95 kDa
N 結合型糖鎖 22 ヶ所
基本骨格 (GlcNAc2Man3 = 982.9 g/mol)
GlcNAcGal = 401.37 g/mol より

(糖鎖 / 22 ヶ所 – GlcNAc2Man3) /
GlcNAcGal

= (64950 / 22 – 982.9) / 401.37
= 5

糖鎖 48.31 kDa
N 結合型糖鎖 22 ヶ所
基本骨格 (GlcNAc2Man3 = 982.9 g/mol)
GlcNAcGal = 401.37 g/mol より

(糖鎖 / 22 ヶ所 – GlcNAc2Man3) /
GlcNAcGal

= (48310 / 22 – 982.9) / 401.37
= 3

計算上、GlcNAcGal は 5 個存在 計算上、GlcNAcGal は 3 個存在計算 、 個存在

すると考えられた。

計算 、 は 個存在
すると考えられた。

以上のように、成熟 L1CAM の糖鎖構造を推測することができる。しかし・・・
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中枢神経細胞 (CGN) の成熟型 L1CAM

x y
複合型糖鎖の基本骨格から推測すると、
GlcNAcGal の数は以下の 4 個の組み合わせが考えられる

成熟型 L1CAM は、複合型 N 結合型糖鎖構造を有する。

GlcNAcGal の数は以下の 4 個の組み合わせが考えられる
(x, y) = (0, 3) , (1, 2) , (2, 1) , (3, 0)

22 ヶ所のすべての N 結合型糖鎖修飾部位で同じ構造と
は限らない。

ゴルジ体で 4 種の糖鎖修飾構造が形成されている可能性
がある。

複合型糖鎖の基本骨格
GlcNAc2Man3
982.9 g/mol

22 ヶ所の N 結合型糖鎖修飾部位の構造は質量分析計を
用いれば同定できる。
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平成 23 年 5 月 27 日 

希少糖・D-アロースの活性酸素種消去作用について 

－in vitro を中心に－ 
（薬物治療学講座  068001） 

相澤 茉実 
【背景】 

D-アロースとは希少糖の一種で自然界には微量にしか存在しない糖であり、

今回、私はその中で、D-グルコースの 3 位のエピマーである D-アロースの活性

酸素種(ROS)に対する効果について研究を行った。最近、D-アロースには、脳虚

血再灌流障害に対して、脳保護作用があることが報告された。この保護作用に

は ROS が関与していることが考えられるため、D-アロースの ROS 消去能に関

して検討した。 
【方法】 

ROS 消去能の検討には、ROS の中でもヒドロキシラジカル(OH ラジカル)と
スーパーオキシド(･O2-)に着目した。OH ラジカルの消去能の測定には、電子常

磁性共鳴法(EPR)法を用いた。OH ラジカルの発生には Fenton 反応を用い、発

生した OH ラジカルをスピントラップ剤として DMPO(5,5-dimethyl-1- 
pyrroline-N-oxide)により補足した(DMPO アダクト)。また･O2-は、プリンとキ

サンチンオキシダーゼ(XOD)により発生させ、シトクロム C 法を用いて測定し

た。 
【結果及び考察】 

OH ラジカルの消去能の検討では、D-グルコース(0 μM、30 μM、100 μM、

300 μM)、D-アロース(0 μM、30 μM、100 μM、300 μM)の両者とも濃度依存

的に EPR の OH ラジカル特異的なスペクトルのピーク値が減少した。また D-
グルコースと D-アロースの間では消去能に違いがあるのかを検討するため、有

意差検定を行った。その結果、両者の間に有意な差は認められなかった。この

ことは、DMPO と反応する前に OH ラジカルが、有機酸である D-グルコースま

たは D-アロースと反応してしまう為、DMPO アダクトの生成が減少したと考え

られた。つまり D-アロースには OH ラジカル消去作用がないことが明らかとな

った。次に･O2-の消去能は、スーパーオキシドジスムダーゼ(SOD)(U/mL)では

約 90%の･O2-消去能が認められたが、D-アロース(1 mM、10 mM、100 mM)と
D-グルコース(1 mM、10 mM、100 mM)では、全く･O2-消去能は検出されなか

った。 
以上のことより、D-アロースには直接 OH ラジカルと SOD 様の･O2-を消去する

効果を有していないことが示唆された。 
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平成 23 年 5 月 27 日 

希少糖・D-アロースが活性酸素種に及ぼす影響 

－in vitro と in vivo 条件下で－ 
（薬物治療学講座  068068） 

高良 美波 
【背景】D-アロースとは希少糖の一種で自然界には微量にしか存在しない糖で

あり、今回、私はその中で D-グルコースの 3 位のエピマーである D-アロースの

活性酸素種(ROS)に対する効果について、研究を行った。最近、D-アロースには、

脳虚血再灌流障害に対して、脳保護作用があると報告された。この保護作用に

は ROS が関与していることが考えられる。一般に生体内では、ROS は内因性

消去物質である、スーパーオキシドイスムターゼ(SOD)により消去される。そこ

で、私は in vitro で D-アロースの、ROS 消去能を有するかに関して検討し、さ

らに in vivo で D-アロースの SOD 活性に対する影響するかについて検討した。 
 
【方法】ROS の中でもヒドロキシラジカル(OH ラジカル)に対する D-アロース

の消去能の測定には、電子常磁性共鳴法(EPR 法)を用いた。OH ラジカル発生は

Fenton 反応により行い、スピントラップ剤である 5,5-dimethyl-pyrroline-N- 
oxide (DMPO)を用いて OH ラジカル(DMPO アダクト)を測定した。一方、D-
アロースの SOD 活性に及ぼす影響への検討は、ラットの脳 Homognate 中に存

在する SOD 活性を吸光光度法によるシトクロム c 法を用いて測定した。 
 
【結果及び考察】OH ラジカルの消去能の検討では、D-グルコース(10 µM、30 
µM、100 µM、300 µM)、D-アロース(10 µM、30 µM、100 µM、300 µM)の両

者とも濃度依存的に EPR の OH ラジカル特異的なスペクトルのピーク値が減

少した。また、D-グルコースと D-アロース間では消去能に違いがあるのかを検

討するために、有意差検定を行った。その結果、両者の間に有意な差は認めら

れなかった。このことは、DMPO と反応する前に有機酸である D-グルコースま

たは D-アロースが OH ラジカルと反応してしまう為、DMPO アダクトの生成が

減少したと考えられた。つまり D-アロースには OH ラジカル消去作用がないこ

とが明らかとなった。次に in vivo における D-アロースの SOD 活性に及ぼす影

響は、糖不添加条件での脳 SDO 活性は 21.60 mg/U であった。それに対し、D-
グルコース (1 mⅯ、10 mⅯ、100 mⅯ)、D-アロース (1 mⅯ、10 mⅯ、100 m
Ⅿ)添加により、脳 SOD 活性は有意な変化を認めなかった。以上のことより、

D-アロースには直接 OH ラジカルを消去する効果、また SOD 活性を促進する効

果も有していない事が明らかとなった。 
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希少糖・D‐アロースの希少糖 D‐アロ スの
活性酸素種に及ぼす効果

徳島文理大学 薬物治療学講座

【目的】

脳障害に対する、希少糖Ｄ‐アロースの改善効果

に、抗酸化作用が関与している可能性が報告され
た。そこで、我々はin vitro及びex vivo条件下で、D‐
アロースの活性酸素種（ROS）に対する影響につい

検討したて検討した。

実験1A：D‐アロースのSuperoxide anion
（ ・O₂⁻ ）消去能の検討ｰｉn vitro を中心にｰ

薬物治療学講座
068001 相澤 茉実

実験1B：D‐アロースのSOD活性に対する
効果の検討ｰin vitro と ex ｖｉｖｏ の条件下でｰ効果の検討 in vitro と ex ｖｉｖｏ の条件下で

薬物治療学講座

068068 高良 美波

D‐アロースとは・・・

D‐アロースは希少糖

D‐グルコース D‐アロース

D アロ スは希少糖
の一種である。

今でも作用や効果な
どは解明されていな
い。

同じ糖類として分類されるのに、3位の炭素の構
造が反対なだけで、D‐グルコースの作用との違い
にどのようなものがあるのか??
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ミトコンドリアで発生したROSは
細胞障害に影響を及ぼす

脳虚血再灌流障害
例えば・・・

e⁻ e⁻ e⁻ e⁻ 4H⁺
O₂
³

・O₂⁻（ｽﾊﾟｰｵｷｼﾄﾞ） O₂²⁻ O₂³⁻ O₂⁴⁻ 2H₂O

Fe2⁺ Fe3⁺

Fenton反応

カタラーゼ

SOD
(³O₂)

¹O₂
(一重項酸素)

H₂O₂(過酸化水素)

H₂O

・OH(ヒドロキシラジカル)

赤字：ROS

ROSと抗酸化酵素

ROS 抗酸化
酵素

抗酸化
酵素ROSROS 酵素 ROS

正常状態 ストレス・加齢

このバランスを保つことで細胞障害のリスク軽減このバランスを保つことで細胞障害のリスク軽減

この抗酸化酵素のサポートとなる働きに、D‐ア
ロースを用いることができる?!

実験１で用いた・O₂⁻測定法
ーシトクロムＣ法ー

スーパーオキシドジスムダーゼ(SOD)活性単位の基準となる方法

吸光度測定器を用いて測定 実験1A

・O₂⁻ O₂

XOD

1/2H₂O₂
SOD

H⁺1/2O₂

尿酸 キサンチン（プリン）

フェリ・シトクロムC フェロ・シトクロムC

実験1A
実験1B

550nmに吸収極大

リ シ ク
（Fe⁺3、酸化型）

シ ク
（Fe⁺2、還元型）ハーバー・ワイス反応

吸光光度計（SHIMADZU CORPORATION/UV2450FC）

実験1A：結果（相澤）
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スーパーオキシドジスムダーゼ(SOD)(U/mL)では約90%の･O2
‐

消去能が認められたが、D‐アロースには、直接･O2
‐を消去する

効果は認められなかった。

NoAdd +Glucose +Allose +SOD
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実験1B：結果（高良）
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Noadd +Glucose +Allose

糖不添加条件での脳SDO活性は21.60 mg/Uであった。D‐アロー
ス には、脳SOD活性に対して有意な変化は認められなかった。
つまりD‐アロースにはSODを介した･O2

‐消去能がないことが明ら

かとなった。

実験2：D‐アロースが及ぼすOHラジカル消去作用
（相澤・高良）

DMPO・・・ 5,5‐dimethyl‐1‐ pyrroline‐N‐oxide

OHラジカルの消去能の測定には、電子常磁性共鳴法(EPR)法を用いた。OHラジカルの発生
にはFenton反応を用い、発生したOHラジカルをスピントラップ剤であるDMPOにより補足した
(DMPOアダクト)

DMPO DMPO OHアダクト

★

★ ★

★

DMPO‐OHアダクトEPRスペクトル

Fe²⁺＋H2O2 →Fe²⁺＋OH⁻＋・OH

OHラジカル発生方法（Fenton反応）
DMPO DMPO-OHアダクト

3400 3450 3500 3550 3600 3650

3410～3510(g)の範
囲で観測

4本の典型的なEPRスペクトルが見られる。

電子常磁性共鳴装置

Elexsys E500 X‐band EPRスペクトルメーター(ブローカーバイオ

スピン株式会社)

実験2：結果

35000
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45000

50000

値

Glucose

D‐グルコースD‐アロース
の両者とも濃度は10 
μM～300 μMで測定し

0
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た。しかし100 μM、300 
μMは生体内において考

えにくいほどの高濃度
である。そのため、10 
μMと0 μMを比較したが
差は認められなかった。

また、濃度依存的にスペクトルピーク値は減少した。それは、OHラジカルが
DMPOと反応する前に、有機酸であるD‐アロースと反応してしまう為、DMPO
アダクトの生成が減少したと考えられる。
つまり、D‐アロースには特異的にかつ直接的にOHラジカルを消去する作用
がないことが明らかとなった。

0 10μM 30μM 100μM 300μM

まとめ

実験１（A・B）
【ROSの発生】

実験２

ア にはD‐アロースには
１．直接･O2

‐を消去する効果
２． SODを介した･O2

‐消去能
３．特異的かつ直接的なOHラジカル消去能

を有していない事が明らかとなった
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