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は じ め に

哨乳類の神経系が器質的損傷を受けたとき,神経細胞

の再生や増殖は観察されていない. しかしなが三二,動物お

よびヒトの疾患,たとえばJ~H剛性脳性蘇峰患者に対して.

大脳半球別除術を行な1た場合‥敵側の運動 ･知覚の機

能および知能が術前よりも改善するこし1二さえある等3ト1､51I

撒能的に相当な回復がムLt-凍 るとい+>)事栗がある.こと

に未熟な動物で払 成熟動物よ･')も神経系の変 化に対 し

てずっとよく機能的にft供すると言わIlてい る . 現在,

形態学的 ･生理学的には中枢神経系の多くの 場 所 で 可塑

性シナ-/'スが兄いだされるようになり.学 習 や 記 憶 な ど

の基礎となる神経機構として注[]されている… 3-16)18日91

それに反 し中枢神経系のip･NT丁塑性に関連 Lで,神経損傷後

の神経回復を生化学的に研究 した報告は著しく少なし､.

成熟ラ･ソトでは片側大脳半球の削除を行な･-､ても,2

週間程度で片麻噂は著明に改善 し,やがてほは正常に近

い行動を示すようになる.また幼若うり卜を大脳半球削

除 した場合は,成熟後も何ら神経学的欠損を示さないよ

うに見える,こC')ことは脳残存部が今まで以上n働きを

新たに獲得 したためと考えられる.ニラ･リ卜人脳半球削除

後の神経職能の回復 ･維持に残存脳組織が関与 している

在と､)ば,神経槻能に必要な物質.特に蛋白代謝が残存脳

組織で高まるであ7-うことが想像される.このことよ ;)

ラ､ソト大脳半球削除後における残存大脳半球皮質の蛋 白

質組成および代謝し')変化をjlるこしL_it二した.神経機構が

のラtソト上 既に基本的神経回路が完成した段階 と考,i

られる3FT-月成熟う･.′卜をLk･験モデノL(L_し大脳半球削除

術を行なった.

材 料 と 方 法

1) 試 薬

Trisbaseは Sigma製,TritonXl()O･ 尿素 ･過

硫酸丁ンモニ｢H､および dimethylsulfoxi(lぼ和光製.

Stditlnlrkd∝ylSulfate(SDS)i':ま平井観 N,N.I-･711eth,-

Iellhisacrylamideと acrylamideは,等電点電気泳

動では Il:astman-Koda上製,SDS電気泳動には半井製

を用いた.TE～fln および β-mercapt(Ythanolは Sigm

魁.AITIPholilleは IJlくⅠう製.DPO は同仁製.その他

2) 実験動物および大脳半球削除術

実験動物は巾(スケ-一系ラ･ソトを用い､生後 1日以内

の幼君ラットおよび生後3ケ月のオス成熟ラットに対 し

て大脳半球削除術を施行した.I--十′L･麻酔下で,右頭

頂部に小骨窓をr~酢十,細い1j∵ラス管で脳実質を吸引除去

することにより右大脳半球を削除 した.手術後 1週間目

および∠l週間目に,手術創に感染がないこ上を確認 し,

また著 しい栄養障害の無い屯ののみを 以 下 の 棄 駿 をこ 供 し

た.

31 脳蛋白の抽よこiJ,
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ラットはエ-テル麻酔下で,心旗より生理食塩 薮 で 霧

流 したし7うち,ただちに断頭し脳を摘出 して,tTLトT)操 作

は氷室 (2-4℃い..トで行な--1た.大脳乾質LT)jtを分離

や簡素化し.Fig.1の如く0.01九.･1TrisbufferpH7.:=l

tT)低張緩衝液.1.9JoTritonXllOO､IOrbSl.)Siこより

連続的に抽出を行ない蛋白成分を:う分画とした.

41 電気泳動

Laemmliの万法l卜に従い∴東洋(･')平板上,上､′し電気泳動

装置を履いて氷室中で行なった.蛋白抽出は蛋白変性を

さけるため抽出襖ただちに2∴30osos,5_Qoβ---111CrCaPtO-

ethanolを含む S;lmPlehufferを等量加:i,4℃以下

に保存 し. 3Rl項類こ使用 した.'ly離拝けざJLは 7.5--15

00の lilleargradit〕111とし,濃縮用でJLの部を 15-20nlA

constant,分離FFけl･′Ln部を先端LT)BPB が 100mm

i二速するまで 3OO＼Jeonstalltで泳動 した.泳動終~ア後

麻で)(.こJTl.ILを取 utLiLlL.O.19･6Coom'TBSieBrillientB一ue

R-25O(CBB)を含む50/QJ6(W:＼リ トリウロ′L酢酸溶
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液ヰ｢ご20分間固定染色 した.その後7/Oi酢酸で十分に脱

色 した1∫′Lは,東洋滴紙 N(十525CT)上くこ乗せ, FrP′し乾

燥装置にて吸引加熱 し~7(ルム状iこした.

∴次元電気泳動は不溶性蛋白の泳動が困難たため水溶

性分画E･ニー~,いての､なはは 0'Farrellの方法20､に準 し丁て

5) 脳蛋白の標識

エー-11=;-′し麻酔下でう.リト頭頂部頭皮に小切開を加え.

bregnlaより外側 5Illnlの点とその後方 5nllllの点の

2カ所に小孔を穿ち,(し†｣℃11euCi11e(12.2GI丸:mmol)

740-1.480KBqを lCIILlて ('71-シりンジを用いて深

さ 3mm の部に注 入l言こ.I,I(､/トーー17L'注 入1時間後

に断頭 し実験iこ供 した.

6) r･adioilutOgraPhyおよび fluorographly

7 IILムはサ ')う XJミLr:lyFilm NO00Scree【1typeN

を用い,乾燥 した電気泳動ゲルをフイルムに密着させ,

ガラス板に挟jl.20℃で灘･-fX)u間請出した.nuorogmphy

は IiooneI･tTuldLaskyt二り方法17､22､に従って行なった.

Fig.2 Theremainingbraintissueafterrighthemispherectomy.
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7) Dcnsitometry

Joyce-L(裾ble社 クlrモスキャンを用いた.Ct3I3て染

い 反 射 測定法で,rこldioautogri:lm L･'うー′'TlL･ムLi透過測

定 法 をこて行い両者を比較 した.

81 表白定量

ユJOW rl,i-1J~リj法11を用いた.

結 果

幼苦う･ソト手術群では,術直後は元気が無いが.まも

なく回復 L特に麻峰等 J)出 現 は認 ふt)で. 行 動 で ;h t-:.常対

照 群 口 車 別 し か た い . 成 熟 一二;Y･L,･卜 手 術 群 で は 術 麿後著

明 な 粁 麻 蹄 を 盤 ず る 軌 摂 食 桁 数 の で き る 屯 の のみ生き

残 り き 望 週 間 程 度 で 麻 将 は政 孝 し て 日 常 行 動 で は障害を

認 め ず , 細 い 棒 の 上 を 移 動 ず る と い う よ う な 細 かい動作

に お い て 稚 拙 さ を 示 す (.I)ん に な る ,

41

剖検所見では,幼若IT7･､ノト手術群は外套が完全に除去

されており,視床 ･嘆球は萎縮を示すが残存L 視抹下

部 ･外側棒状体 ･視神経も温存されていた.成熟こ,)LIJ卜

手術群でこ封問 L々T)例で除去(･り程度に若干t')差が濃､り,汁

套(Lp?)内側部.前肺華氏乱 後頭葉で1部残存してし､たが,

7(lOt汗u二除去さ.ナ｢こい･吊_､(')(･')んを使用した LFig.2).

1)l 薫自抽出条件ハ検討

人脳皮質かいけ溶化j]ハ差に塞いて.低張緩衝液.代

表的互井 -(ナン性勘如lf;性剤である Tt･itollXllOO.お

よび更に強力な陰 仁Jl-ン性界面活性剤で革:::,Sodiurn

I二)od(,,eylSu汀;ltt､LSl)S)を附いて3段階に蛋白質を抽

出した.各伽Eh巨＼ハ蛮E!日L瑚Tl率は 低張緩衝液に約3000,

1Qt､′n･il(m X一･100に約ニー/!(i0.. 1OosDSに約L･11'Poで,

最終的にはごく飽かし,1〕pelt()tを残 し.hotllOgenこIte蛋

白L7)980.が回収された.こい ､l各分画を電気泳動寸か軒

により脳皮質蚕E-f-7L･Tl分析をした.超音波処理は 1)八･1

分を条件と_L,遠心処酢 よ21().(柵 g･60/JIとした.

136 201kmYt' 11.7 28.6 13 53 68

Fig.3 rknsitometricpattemsoftheeleCtrOPhore-

togTamSOftherateettlbralcortexproteins.
･.･CBB:e(淵ImLSSiebrillientbluestaining

pattern.

samegel.
A. watersolublefraction

B. 1% TritonXIOOsolublefraction
C. 1% SDSsolublefraction
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Fig.4 大脳半球劇除後4週 目における対側残存半球の各蛋白分画の電気泳動像 densitogram
の比較

上段が CBB染色パタ-ン.下段が radioautographyバターンでの対照 との

比較

A:生下時大脳半球削除後4週 日, B:成熟 ラット大脳半球削除後4週 目,

H:hemispherectomy,C:control
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3) 電気泳動

電気泳動に乗せる蛋白量は.牛 albumin単一.一一band

では 67.まで,脳水溶性蛋白分画では 6()7･まで各 band

は CBB染色濃度と蛋白慶の間をこ直線的相関がみられ

た. しかし C13日 淡色では種々の蛋白の間で染色性が

輿な;).lJOWryt､)の方法で測定 した値と比較 したL,L_普.

例えば牛 albuminを基準に取れ i'ovalbum inは95.QIJ

cyloehrom cは70.%である.すなわち CBBは現在愚

i)よくfljいL､,れている蛋白染色開色素であるが個々の蛋

白に..ト,てこの色素に対する親和性が畢なることかL､ニー絶

対的蛋白鼠の比較は糊難である. しか し C-Ⅰ3B染色と

いr')条件の下に相対的蚤白鼠C･')比較を行なった.電気泳

動は LaemmliLT)方法11､に従い, A/,l′し濃度を7.5-･･15

.%'lineargradientとした場合最も分離が優れており

離された.

ルでは radioautogram と合わせてふて,水溶性分画で

約 70band.Triton可溶性分向で約 6Oband,Sr)S可

溶性分画で約 70bandが densitogram .1二で 識 別 で き

た.各分画CT)densitogram .L.検知できる蛋 自ビ 一･一 '7iこ

便宜上高分子側より通 し番号をつけた (Fig.31.

汰.ナビ鑑気泳動バターンとも照合し,N(十41は分f-塵53.(料),

56.000の tubulinの (Y.メsubunitが重な一･)て llに

な-､ているもので.N0-45は分子量 43.OOOLl)こICtin

致する. しかしなが1､-･)Schlaepfer･L▲127㌧ Lien ド-.-29､

(,T)結果かt､､n(W･ofilamentは2(W.0伏1,150.(X机 68.()α)

fibr･illaII,llCi(lilpt･ot(油1(GFA1-))机 ､Lは net1rOfilanlent

の de打adati＼･丁(1I)r(Xh/】CtLET)可能性が強し､31､.そn値 N(ナ9.

26,27.33.58等比較的高分1･織成て寸ヒ放射能の高いも

のが卑し､.

Triton 可溶性蛋白でく･上 水溶性蛋白かまTlの若干cT)

C()ntaminationを伴 うが N(T7.15,i)二.3∴17.L17,53

などは Triton処理で特異的に抽出される.N0-17,21

でやや isotopeの取 ;)込LLが冬いが全体的iこは棚対的

比活性は低い.

Sr_)S可溶性蛋白では,電気泳動_llN(T-39が tuhulin

に柑 IゝH...N0-67-70は histone相当する.聞かと')ち

明LL-か左上r')に高分子覇域で isotopeLr)取 り込jAL'7)高

い薫日が多く.比較的 turnoverが速いものと思わか

Fig.5 DensitogramofradioとIutOgraPhieprofile
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ら. 一方低分子領域の No156,61.65および67-70の

Ilistoneは isotopeの取り込んが少なく著しくtumover

が遅い.

4) 脇蛋白の標識

各分画蛋白の比放射能の相対比は,水溶性蛋白を 1(i二

すわは Triton可溶性蛋白は l.3,Sr)S可溶性蛋白は

1･2となり,細胞内に取 り込まれた Ieuejllt,は比較的

59

短時間の内に不溶性の膜成分にも移行することがわかる.

乾燥ゲ′レによる radioautographyは蚤か7)111C比

活性が5-8×まがd･p.m./mgpTOteinのと凱 50㌢(約

間X線-7(ルムに露出することにより適度な濃度の′ミ,)･･-

ンが得i､_-I'Lた.rluorogI-aPhyを行な･'7ことにより露出

期間を数分CT)1に短縮できるが,操作中に Clil_i染色

SPErlrl(1 KALIlO r̂T)l■1Tl' OF tヽAlN PROTELN ～

SIIS SoILlblfPlOlei■I
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Fig.6 Relativespecificactivitiy ofmainproteins.
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が脱色されてしまうため,代謝も含めて観察することが

できないという難点があり,二次元電気泳動のみをこ利頗

した.

51 大脳半球別除群との比較

手術後.･l週目で.幼苦う｡′卜手術群では麻碑は見:一木

ず,正常対照群と見分けのつかない行動をし 盤後3ケ

.日日に半球削除 した成熟ニラ･リ卜手術群では麻坤が著明に

改善 しているので,この時親の尭脳皮質各発自浄画の電

,Ill､､二一と_対比させて比活性T':Fig.二Iに示す.高分 T･箱

域において太髄半球劇除群と対照群との問に若干の差が

みられるもの屯あるが,電気泳動パタ-yで再現性がな

く蚕自抽出1串ニ(leLrrl-ldこItion左上によ一一､て生する Lulifact

と思われた,その他の部骨で屯再現性を掃った変化はみ
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いて人f針 ｢球削除後残存大脳半球皮質の蛋白には特に変

化は見られないのとするのが妥当と考えた.

大脳半球削除群における蛋白代謝L･')変化をよL)定敏的

grこltllLT)(iensitogmm の各々について圭などm IJを各

豪農を測定 し,各々全蛋由塵をこ対する割合および全放射

能に対する割合を出しチ両者の女転を取って相対的比放射

蛋白合成率は平均 0.Goohrで h1.llllifeは turtlmrer

の速いもL･')でも 15hr.平均10t-トごある. したが--て l

時間しりILlbL､litlgtin･1P;･こ頼 トll'相対的比放射能値はそ

Fig.8 Fluorographiepatternsofwatersolubleprotein･

yL1ungA:h(mlisphPl･ぐetOmy, L3:Control

ArlultL':h州lisptleT･し､CtOmy.T~):C(〕tltrOlt,



62 新潟医学会雑誌 第107巻 第 1号 平成 5年 1月

際 radioaut()gram については lineargradientgelを

用いているた裾 こ生じたβ線の自己吸収に対Lて補iEを

行なった.すなわち標識蛋白を均-･に含んだ acrylanlidc

で IineaI･訂adientgelをつくり,乾燥 した後 radioaut(I

graphyを行い,その densitogram から補正値を貸出

し各ビ- クcT)値iこ掛けた.最終的には異なるゲpJL･間での

比較を可能とするために tubuliI一の相対的比放射能値

を 1として,他の蛋白の相対的比放射能値を算出 した.

なお tubulillは大脳におし､て半球削除をしても優位

の変化を示さない15､.測定比較 し得た主な蛋白の相対

的比放射能について人脳半球削除群と対照群との問でT

検定を行な一一,たが有意差は見r'Il在か一つた (Fig.6).

両群の水溶性蚤鉦こ対して O-ド三･uT(Ill(け方法-101に従っ

て二次元電気泳動を行い比較 した (Fig.7).しか しな

がr)両群の問で肉眼的観察では sI)Otの相対的な大きさ

と濃度において再現性のある著明な変化はムLL-.,かなかっ

た,またこの二次元電気泳動'Tl,Lを用いて fluoro印-aPhy

を行い両者を比較 した (Fig.辞).2-こhJIspot,にお

いて若干 densityの差が生ずるが,半球削除 した例で

蛋白はみられない.

O'Farrellの方法による二次元電気泳動ぼ分解能にお

いて従来の電気泳動に比 し飛躍的な改善がんl:)かるが,

高分子蛋白の入i)Cこくいこと,不溶性蛋白の泳動が欝L

く困難なこと,泳動できる蛋白等電点の pH 幅が狭い

等の聞抱があり改良が′tZ､要である.また蛋白 spotの定

量性iこ困難な面があり,今後代謝面での検討にはぜひ正

確在走農法の開発が望まftる.

考 察

中枢神経系には rー反射や本能行動といった型にはまっ

た遺伝の枠内での機能 Jに加えて r学習や記憶.f.ti慣機

鰭,すなわち行動を異な一一二･､た状況に適応させる能力｣が

あi),後者は神経系の可塑性 (plastic.ity)と【剰よれる,

この可塑性は分子構造CJ)変化も含めた特殊な形態変化と.

正常脳での可塑性,特に記憶と学習に-''いては海馬に

おけるシナプス特にグルタミン酸受容体にかかわるシナ

プスの可塑的性質について,生理学的,分f一生物学的研

究が著 しく進んできた. しかし神経組織損傷後の機能回

復に関わる可塑的性質の本体についての報告はト主とし

て形態学と生理学的研究によってなされている.例えば

中枢神経系のある領域への求心線維の.一部を切断 した場

育,健常線維から側枝発芽 (collateralsprouting)杏

きたし,それが他の神経細胞と新 しい機能的接続 (シナ

プス形成)を持つことは,多くの事実かLt-,明ド'かにな･--I

てきた…0､L3､19､21､.化学的報告は′1亘亡いが Lynchi-A-']･l､

鞘粒層外側部の AchE活性(,')増加を組織化学的に証明

した.また KrcllChi､.'-11は.visualalldsomesthetie

cortcxを除去 し,25lJ後に村側大脳皮質の AchE活

性o)増加を見ている.YoungiT)L8＼は,猫の大脳半球削

除fX)日経に残存人脳半球を生化′制 に検索し､homogenatc,

ミJ･リンおよび IOO.OOOg 日 存 分 画 t7')蛋 白 量 の 増 加 ,

homogen;lt.e･ゲりp-r核分画 の IミN A 含 最 〔')減 少 を 見

ている.

大脳半球削除後iこ--)いてLrf)化 学 的 研 究 と し て 的 杵 r_'15L'

は,脳の各部位についてその組 成 を 分 析 し . 統 計 的 iこ 有

意な増減L,')幅がい-_叛 の物質に -.-)い て も ′恒 こい こ 上 を 検

出し,更にその中で脳幹以 下で 7人と､_〕Ilた cel･ebt･oside ,

Sulfatide.cholesterolお よび coleh it.in 結 合 蛋 白

(I.LlbLllillト等有髄神経線維構成 要 素 の 増 加 が . 大 脳 半 球

削除ニケLリトの神経系の可塑性に関わ り て い か け 能 性 を 示

唆Lた. また外山ら23)30､は, 大脳半球削除後(I)NA

上 5日'rの含量,AchE活性,およびこれ上ニー祁Ⅰ経伝達

んを観察 し.成熟う-卜では術後 1--2遇LT)早備にこれ

ら神経伝達物質禽慶の減少が見られたが,長期的観察で

は多くは元L')値iこ回復するかまたは更に増加するこ上を

見た.幼苦う･ソトでは脱幹 ･小脳において NA 含量(り

r,ンの側枝発芽の可能性を示唆 している.

･L/電気泳動あるし､は二次元電気泳動iこよ･')分離 したのち.

染色および rこIdioこluOtOgmPhy を行なって半定敬的に

蛋良禽慶の変化と代謝の変化を見ることをこより大脳半球

削除群の残存大脳皮質において特艶的に増加する蛋白あ

か否かを明らかをこしょうと試みたが,後者すなわち存在

しないであろうという結果を得た. しかしながLL,,分析

方法に内在する限界の他に,ある特定の小さな局所でLI')

ム変化が起こっていて微細な変化を検出できなか-､たと

いう可能性はある.だが大脳の機能を考えるとき.その

半球を失っていながら残存半球の蛋白質組成と代謝をこ本

実験で用いた方法で変化が兄いだせなかったたい･r)こ上

は驚 くべきことと考える.またう.ソトにおける機能回復

をこ残存東脳半球はあまり関与せず,主をこ脳幹 レベル以下

で代償される可能性も考えられるが,現在までの定性的
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究験では,脳酪 小脳､脊髄の電気泳動 べセ-ンでは大

脳半球削除群iこ特興的な変化はふLI-)かていない.Nakanlura

半球の処理能力は正常脳と同等であるといっているが,

これだけ大きな脳損傷を受け,麻将の改善馴 ＼供作用が

鬼られるをこも関わらず,本研究で示 し得たように何等著

明な蛋白代謝の変化を易いだせないことは,むしろ不可

思議なことと思われる.

結 語

中枢神経系の可塑性に関連 して,ラット大脳半球削除

後の神経機能の回復 〇線狩をこ残存大脳半球が関与 してい

るとするならば,神経機能をこ必要な物質,特にある特定

の蛋白の代謝が残存脳組織で高まるであろうという仮定

のもとに,大脳半球易唱除後の残存大脳半球皮質蛋白とそ

(T)代謝について電気泳動および radioautogl･aPhyを用

いて分析 した.そL')結果.大脳半球削除群LT)残存大脳皮

質において特異的に増加する蛋白あるいは代謝回転の速

くなっているような蛋白は温いだし得なかった.即ち,

本実験によって大脇半球削除後の著 しい顔能改善あるい

は正常に近い神経機能の維持に,残存大脳半球での蛋白

質代謝の変化をほとんど必要としないことを明らかにし

た.

楠を終えるに当た り,御指導,御校閲をいただい

た鮭武 明教授にjLから感謝致 します.また適切な

御助言,御指導をいただいた田中隆一教授ならびに

簡田綜含病院脳神経外科嘗滞 萱先生に深謝致 しま

す.

本論文L')要旨は第17回日本神経化学会 し1978)(･こ

て報告 した.
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