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実験的てんかんモデルにおける細胞性癌遺伝子

c - f o s の 発 現 に 関 す る 研 究
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は じ め に

神経細胞は成熟するとiT･1.常状態では分化も増殖もしな

いが.個体iこ作用した刺激や個肘勺部J)情報は各種n細

胞外シグナル伝達系を介し細胞レベルの刺激をこ変換され,
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受容体への作用を介Lて細胞内シグ十′L伝達系を活性化

し 最終的をこ神経細胞内での物質合成の変容を引き起こ

していると考えられている.この物質合成の変容は,過

伝子の転写制御という形と,スプライシングなどの転写

後修飾または燐酸化などの翻訳後修飾という形でおもをこ

別刷請求先: 〒951新潟巾旭町適1番町757

新潟大学脳研究所神経内科学部門

中 島 孝



中島 :実験的てんか .̂モデJLにおける細胞性癌遺伝子 e-fosの発現に関する研究 335

行われている.

臨床的な て んかん,実験的な動物けいれんモデルにお

いては発作により脳内の広い範囲で神経細胞の活動性が

克進すると考えられているが,そのような神経活動は脳

内の物質合成をどの様に変容しているのだろうか.奪回

の研究では受容体を介した細胞内シグナル伝逮系の活性

化がどの様に遺伝子の転写調節をしているかについてて

んかんモデルを対象として調べる.

レトロウイルスの FBJおよび FBRmurinesareoma

virusi･こは癌遺伝子である vliosが存在するが1㌧ 細

胞性癌遺伝子 LLfos(i-ellularfo§)とはこの相同体で

正常(7)染色体 r)NA iこ存在するもLT)である.この C-fos

の成熟細胞での基礎発現値は非常に低い寮が知られてい

る.培養細胞糸では nervegrowthfactorL神経成長

因子)2､,fibroblastgrowth factor.(献椎茸細胞成長

因子)などの成長因子,ニコチン3),ダルタミソ酸 4)

などの神経伝達物質などの刺激は細胞応答として細胞内

に cl-rOS を発現させることがわかっている. 綿脂内

シグナル伝達系のセカソドメッセソジャーレベルの知見

!二しては C-AMP の安定同族体である dtXIA入4P5㌧

C-キナ-ゼを活性化 し腫療増殖因子としても知られる

phorbolester51,cal'すンの細胞内流入61などはそれ

ぞれ独立して C-fosを発現させることがLrlれている.

これt､)のことか1､-)A-キナーゼ (cAMP依存惟キナ一一一

ゼ),(こす 十一--ゼ, および Caを介する細胞内シゲ十

･し伝達糸の活性化はすべて C-f｡Sを発現させると考え

rlかる (図 1).このため e-fosmRNA の細胞しベJL

での発現は細胞内シグナル伝達系の活動のよい指標とい

える.それ以上分化増殖 したい神経細胞iこおいては細胞

内シゲナ′し伝達系に直接対応 した神経活動の指標Jこして

使えると考えられる.この C一イosll-1RNA の発現 メカ

ニ-<Lムの分子遺伝学的機構は L-fos遺伝 (-LT)ブrTモlJ一･一

領域の研究により明1-I,かにされてきている.C-fos遺伝

子のプロモタ-蘭域には特徴的な塩基配列が認められて

おりSRE(semm rcspoIISeelement17L=1,CRE (C-AMP

responseelement1819､と呼ばれている (図 11.現在

までLr)とこ/-,C-キナ---I,:-LT)活性化はserunlresponse

factor(SRF)の活性化を引き起こし SRE を介して,

C-fo§mRNA L7)発現を調節 している7､と考えiL,)れてい

ち. また C1utP による A-キナーゼの活性化や Ca

イサバよeyclicAMP responseelemellt結合蛋白

(CREB)a)燐酸化を経てCRF.を活性化Lc-fosmRNA

AP-1結合部位 既的退伝子

図 1 神経細胞における細胞内シグナル伝達系と遺伝子発覗

Gx,Gs,Gi:GTP結合蛋白. PLC:フオス7ォ))パ-ゼ C, AC:アデニル酸シク
ラ-ゼ. PKC:C-キナーゼ. SRF,SRE,CREB.CRE:本 文 参 照 .
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の転写制御を行っているか9､.また,clos〔L_h'りの細胞

性癌遺伝子である e-junはそれぞれ英日産物としてll

Tシソジ･ソバ-構造を持つ Fos-Jun複合体を形成L.

これが転写閃子として遺伝子 r)NA ..l二にある Al)-1 結

合部位 (TPA responseelementまたは TRF.)に結

合する.その結果 AP･-1結合部位を持つ標的遺伝子の

転写が促進する.AP-1結合を持つ遺伝:Tとしてはイr]

-TlンJr7-.･リン,-.fミr-†卜l前駆蛋白､エソトヒ1)ン.

メlJH+すネ仁ノなどの興味深い蛋白が多く含まIlてい

ら.

いままで述べてきたように, 神経細胞においては C-

fosmRNA は細胞内tL'f十′L伝達糸cf)活動に対応した

指標と考え1二･一れ AP･-1結合部位依存性LT)遺伝子発現が

は し:護り.そIl吊r)蛮自合成の活動性を示している と考

丈it:,,Ilる.

ここでは各種けいわ/i..モデ′Lで脳内でどcT)様に e･････-fos

が発現 しているかそナ1ぞIt(T)千:iI′レを比較 しながr)まと

めてふる.具体的にはけいれん1:デJLとして電撃けいれ

んシ三･7･ソク.カ-Jrr_1'ソによるけいれん, りトカヤンに

よるけいItん,カ11エソ酸くこよるけいれんモア′Lを利用

し,脳内の closmRNA の発現を ノー-1fンブT--′卜

胞の可塑性および変性に-~･)いても考察する.

材料お よび方 法

動物モデル

柾の Swissてrt/1 (20--･-25g)を使用 した.

電撃けいれんシ:トソ17は eaI-Clip電極を使用 し, 6

mA, 1秒にて作成 し (n二二3.また earclip電極を

使用するが電流を流さない sham 二Zントロ-′Lも作成

した (n=:3).

力-I:r,pTンによるけいれんは胞腔内にけいれん闇値を

(n-6)同時に生理食塩水(I)んを腹陛内iこ注射 したsham

ニーン トロールも作成 した い1-6).また,Fi]最反応実

験 として lO.32.56.100mg:,､'kh7-Jj一丁_1.1ンUj投与群

も作成 した (各々n-3).

リドカイ洲こよるけいれんはけいれん閉健を越える慶

(100mg,I:-kg)を腹腔内に投与する~軒 でイ乍成 した tn-

りドかイン投与群も作成 した (各々I･1- 4).

カ (ニン酸によるけいれんは 60mg､kgを腹腔内に

注射 し作成 した (n-3).

これらの授与後またはけいれん後15分-で断頭 し,脳を

取 LHliLイソペンテン中で-45℃にて凍結 Lたそ(T)後.

--70℃にて保存 した.

時間反応実験のために 15,30,60,120,240分後に

断頭する群 (各々n-3)を電撃けいれんシ三TL､･′I)お{-L

ぴ sham 二Jソ トロ一一′し群の両者について作成 した. こ

Ilr)Cf)脳は液体襲来にて凍結 し-70℃にて保存 した.

また. が /_I.Iン及び りドカ(ンの用量反応実験用の

月削よ液体窒素にて凍結 し,た後,-70℃にて保存 した.

方 法

l■.'の方法を--一部饗更 して施行 した 10､.凍結 した脳を 15

ILmCOrOndlyorsilgitt;山ycuteryostatseetionを･1

,OrbPar'TJormaldehydeで (2分間)固定 した後､acety-

lation.glycinationを施行した.J､仁′りす--tぎーシ三･･･t

ンはランダムプライマー.1法を利けjL ;15S で:-iJヾ′lした

HindIIIIBamHImouseLl(芯r)NAfTて脚11ent(SlガぐifiC

dextransulfate,3XSSCの条件で42℃で -昆夜行･･･､た.

OM T̂film iこ感光 した.

ノ日.A+fンブt~- ′卜分析 :t.otこllRNA は 'rl'こジrTJJ'､

--･･･塩化-ty_シr17人法 日､で抽質 L各LI-ン 15/哨 または 2()

泳動 した.ニ トLZ七,Lrト--<膜にノー.-→fントうンス-~1-i---I

を行-)J=.C-LlosDNA prot1,ば insitu ′､[-/り'/一

'JIム イ:,)1㌧I･一法で 3坤 でニト ,ヾLした (sIXチeificactivity:

･Lpムア ミドLJ)存在 卜t:.5XSSC,;12℃にて行--､た.洗浄

の条件は最終的には ().lXSS(㌔ 5OTにて行1-､た.12時

間 X--OMAT fill11に感光した. (ilrllは LIくBUhTO

standardとの比較で cll-.fosmRNA L')相対巌を定巌 し

た.

結 果

電撃けいれんモデル

はほとんど認められなかった.eaTdipによる痛み刺激

では C-fosnlRNA の発現値は刺激後約15分で基礎値

の2から3倍の値にまで上昇することがわかった (図 '2l

A,B).またこのし･ベ)L･は時間とともに減少し4時間後

には基礎値に戻るバター一一ンを示 した.この C-fosmRNA

の脳内の分布は 呈nsitu-イプリダイゼ-ショソをこよ
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･')歯状回頬粒細胞,海馬錐体細胞,梨状皮質.小脳鞘粒

細胞などをこ認められた (図 3),

電撃けいかん.I｡.ソクではけいれん後に CイosnlRNA

は15分以内をこ最高値に適 した.このレベルは基礎億の約

8倍であり,時間とともに減少し4時間襖をこぼ基礎俵ま

で戻るバ'1-1ンを示した し図2-A,B上 そC')F釦勺分布

ば insitu-イブリダイゼ-ショyにより外側中隔,

梨状皮質,海馬錐体細胞 (CAl中心工 歯状回取粒細

脂,扇桃体,嘆内野,脂内側視沫下部.内側膝状体, ド

丘,一次視覚野を中心とする大脳皮質,小脳常粒層など

に ビーfosmRNA L')強い発現を認めた (図 3).

カフェインモデル

カフェインのマウスへの腹腔内注射をこよりC-fcS血RNA

の発現を調べた.けいれん閣僚を越える畳 (178mg/kg)

で crfosmRNA '')量は最高を示すがけいれん聞値以

ド(7う投Ljh簸てj鉦鼓依存性の発現を示 し 100mgLkgでは

基礎値LT)!1倍を示した (図 4lA).illSitu ,､仁/Lりダ

イゼ-ショyではカフェイソによるけいれん後手線魚体,

側座核,及び喚結節に強い C-fo§mRNA の発現を認

めた (図4-a).また,腹腔内注射刺激などの弱い痛み

刺激でも前述の earclipによる痛み刺激と同様の脳内

分軒でe-f()snRNAの軽度の発現を認めた し図 ･トB).

リドカインモデル

カイン投 射こより C-fosmRNA が強 く発現 し基礎値

の約4倍を示 した し図 5-A).闇値以 卜の りトわ-(ン投

与では摺畳依存性の e-fosmRNA 発現は有意に認め

られなかったご リドカインによるけいれんをこよる C-fo§

mRNllLT)分布は線条体,側姓核.嘆結節,外側中隔,

梨状乾質,海馬錐体細胞 (CAl中心),歯状回粕粒細胞.

扇桃衡 嘆内野,人脳皮質に強く認められた.小脳の C-

カイニン酸モデル

カ仁二ン懐iこよるけいれんでは外側中隔､梨状皮質,

扇桃休.～,罵錐体細胞 LCAl,CA〕,CA射.視床下部,

嘆内野.大脳皮質に強 く C-fL1SnlRNA が発現 した.

小脳の e-f()smRNA のしベノLは変化しなかった し図

6).

考 察

eaTdipや腹腔内注射刺激などの軽度の痛み刺激が

生体に加わった際の反応として情動に関係する大脳辺縁

系を中心として刺激直後より C-fo§ mRNA が発現す

る事が明らかをこされた,これはス トレスをこより引き起こ

された逓伝-I-発現の変化として興味深い.ストレスと小

脇願粒層との関係は今のところよくわかっていない.脊

髄では HuntEL)LTl研究 L2)により,痛ふ刺激が同側cT)育

髄後角の神経細胞の-部に C-fosを発現させることが

以前報告されている.また,Sagayら13)をこよりマウス

('')絶水IL卜し-くfJでは Al)H を産生する視床 卜都(I)塞

資角をこのみ cjosが発現する率が報暫されている.

電撃けいれんショックは,薬剤を使わず全身けいれん

を引き起こすことができる.こLl欄J激において eJos

mRNA は大脳辺縁系を中心iこ発現するといえるが,痛

ム刺激の時と比較し,分布はより広く発現巌は強か1た.

またこの他に満腹中枢である脂内側視昧下部の神経細胞

や内側膝状体や下段といった知覚をこ開適 した神経核の神

経細胞も活性化されていた.カフェイソは少盈投与では

認知増強[勾f･(C(唱nitivLIHlhこlnCer)などLT)中枢神経

刺激作用をもりが,大慶投与では全身けいれん誘発作用

を持っている14),C-fo§mRNA はカフェインをこよるけ

いれん後,線状体を中心とする神経細胞をこのみ発現した.

電撃けいれんショックをこよる全身けいれんの際をこe-fo§

mRNA が人足に発現 した海馬歯状核帝粒細胞などJ)大

脳辺縁系をこまったく発現されなかった.カフェイソによ

るけいれんも電撃けいれんショックも強直間代性の全身

けいれんを望するが病態が異なることが示癒された. り

トーJJT'ンは局所麻嘩作用の他に大量の全身投Ej-にて全身

けいれんを引き起こすが15)マウスにおいては C戎osmRNA

の分布は電撃けいれん後の C弓osmRNA の分布の両

者を合わせたものに煩机していた.しかし, FIL 内側

膝状体,小脳などには e-fo§ mRNA は発現 し在か-)

た. また-わ7ーr_†ンLJ:r)場合と異なりて e一･イosTllRNA

(･T)発現には明i■)かな用鼠依存関係を示さなか--.-た.カ(

エソ酸によるけいれんでは脳内の特産の部位をこ神経細胞

死が起きることかしと､･凍 ているが.そ(:')神経細胞変性部

位は G-fosmRNA cZ)発現部位にはば類似していた16-.

しかし,歯状軒精粋細胞左とは C-rosmRNA が発現

するが変性(･エおきにくく,かなi､.-lT'Lも closmRNA

た.海馬において(:エ電撃けいれんうコリ')やりドカイン

によるけい新人での cd--AfosmRNA の分布とは多少J)

差があり.CA3,CALlでの C-fosmRNA LT)発現が-lJ

卜二ン酸によるけいれんではより強いといえる.CA3,

CALlには1JT二ン酸受容体密度が高いと報告されてい

る車17)をこ対応すると考えられる.

これらの窯験で,各種けいれん刺激では脳内に C司os

mRNA が発現する事が分かったが,その脳内分布は誘
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発の仕方によって異なっていた.行動･.L･.頓似 した全身け

糸の活動を C-fosmRNA の発現iこより調べてふると,

その分和･よ異なっている事が明らかになった.けいれん

の後に,C-fosmRNA が発現 した特定の部位の神経細

胞群に AP-1依存性の遺伝子発現がおき,蛋白合成が

変化 していると考えられるが,今後.神経系の可嬰性に

ついて考察 してい く上で も今回の報告で用いた C-fos

mliNA の発現についての研究は董要であると思われる.
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図 2-A マウス脳の C-fosmRNAのノーザンプロ-′卜,電撃けいれん

ショ-/ク後 15,30,60,120,240/J)漢の C-fosmRNA n 発現

と,耳菜電極のんを装着した後,15,30,60,120,24O分綾 (C)
LT)e-fosmRNAの発現を示す.
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図 2-B 2A のデンシトメ トリーによる

C-fosmRNA の定量

実線は電撃けいれん群を破線は葦莞電極装着群を示

す (n一二-3,Mean±SEM).
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IrI高 論 立 付 図 ･ J! :

図 3 C-fosmRNAの insitu-イブJTJダイゼーションオートラジオグラフィ

(マウス脳の冠状断)

A:無治療コントロール. B:耳崇電極装苦後15分後

C:電撃けいれんショック15分後

略語 :PO:梨状皮質, PYR:海馬錐体細胞. DG:歯伏回頬粒細胞, VMll:
内腹側視床下郡 , PMC:扇桃体後内側皮質核. MG:内側膝状体. IC:
下丘.GrC:小脳轍粒層 .
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図 4-A カフェイン投与による C-fosmRNAの発現 し用量反応曲線)

カフェイン (17,8,32,56,100,178mg/kg.i,p.)及び生食注射後15分後のノー

ザ ンブロッ ト (左),その定量 (右). (n-3,Mean±S濫M),



申 高 論 k-LJ匡l:tTV.･

UNTREATED
CONTROL

SALINEINJ.

CONTROL
C A F F E INE(178mg/kg,i.p,)

( C O N V ULSNEDOSE)

i.iIli i I:iさ:一･こい､＼ ･T-し:ll/L･ 一 一 L'-~- ･･､ ~ ●
ジオグラフィ (マウス脳冠状断)

左よ･') 無治療コントtj-ル,腹腔内生食注射15/I)後,

けし､わん嶺カフェイン し178mg/kg)の腹腔内掩与後15分撞

;l:.i- .･･亡､. ド.;I---:∴1.1卜:･･.
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図 5-A リドカイン投与による C-rosmRNA の発現 (用量反応曲線)

I)ドカイン(10,17.8,32,56,100mg/kg,i.p.)及び生食注射後15分後の ノー

ザンプロL:/卜(左). その定量 (右). (n-4,Mean±SEM).
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申 高 論 丈 付 図 ､早い

図 5-B c-rosmRNA の insitu ′＼イブ りダイゼ-ションオー トラ

ジオゲラ7 f (7rLJス脳矢状断)

A:腹腔内f-_I:.食注射15分後,

B:けいれん嶺 リドカイン(100mg/kgl川 )腹腔内投与筏15/})後

略語:BST:bednucleusstriaterminalis.()B:‖緋主i. BM:ba s 0 -

medialamygdaloidnucleus.ACo:antLeriorcortiealam-
),gdaloidnucletlS,PI.Co:posterolat･eralcorticalanlygda-
Oidnucleus,他lLlIJJtLh.
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図 6 C-fosmRNAの insitu -イブ りダイゼー シ ョン寸- トラジオ グラ

フィ (マウス脳冠状断)

A:腹腔内生食注射後 (B の コントローIL,〕

B.･1}イニ ン舵 60mg/kg腹腔内注射,けいれん後15分後

略語:前ELtJ,.


