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ラット脳における小脳酸性蛋白spot35蛋白の発現
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Spot35proteinisacerebellarsolubleproteinwithMr･27KdaltonsandpI5.3,which

localizesinPurkinjecells.Inordertounderstandthedevelopmentofcerebellum atmolecu-

larlevel,itisnecessarytorevealthemechanism controllingthebiosynthesisofspot35pro-

tein. HerelexaminedthedevelopmentalandregionalchangesofmRNAlevelsforspot35

proteininratbrain,byusinginvitrotranslationsystemanddot-blothybridizationwithspot

35proteinCDNAasaprobe.

Dot-blothybridizationanalysisrevealedthatthemRNAinratcerebellum rapidlyincrea-

sedduringpostnatal10-20daysandattaineda-plateaulevelafter20days. Thisresultwas

inagreementwiththedataofanalysisormRNA levelforspot35proteinbymeansorin

vitrotranslationsystem containlngratCerebellarmRNA. Thedataonspt35protein mRNA

correlatewiththeresultofimmunohistochemicalexaminationuslnganti-spot35proteinanti-

serum. Further,thereglOnSexceptCerebellum inratbraincontainedonlynegligibleSpot

35proteinmRNA. Theseresultssuggestatranscriptionalcontrolortheconcentrationof

spot35proteinindevelopingcerebellum andanintensiveexpressionofitsgeneinceret氾llum.
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略 語 表

poly(A)RNA,poly(ad帥ylicaCidト RNA;

cDNA,complementaryDNA;SDS,sodium

dodecylsulfate;PAGE,polyacrylamidegel

electrophoresis

spot35蛋白は,0'Farrelll)の二次元電気泳動法に

よる脳の可溶性蛋白組成の分析の過程で成熟ラット小脳

にのみ認められる蛋白質として最初に吉田 と高橋2)に

よって報告された分子量 27K,等電点5.3の小脳酸性蛋

白質である.山国ら3)はこの蛋白質を牛小脳より精製し,

その抗血清を作製した.この抗血清を用いた免疫組織化

学的研究によりspot35蛋白は小脳プル キ ンエ細胞

に局在することが明らかとなった.また最近 spot

35蛋白がカルシウム結合蛋白であることが報告された4).

更に,丸山ら5)は電気生理学的研究から spot35蛋 白

が小脳プルキンエ細胞の活動の調節に関与していること

を示唆したが,このことはプルキンエ細胞におけるspot

35蛋白の生理学的な機能を知る上で興味ある知見であ

る.

この小脳プルキンエ細胞のマーカ-蛋白質と考えられ

る spot35蛋白の遺伝子の脳の発育過程における発現

調節機構を明らかにすることは中枢神経系の発生 ･分化

過程,特に小脳の発生 ･分化過程を分子レベルで理解す

る上で重要な知見を与えてくれるものと考えられる.そ

こで spot35蛋白の遺伝子の発現を分析するため,ウ

サギ網状赤血球無細胞蛋白合成系と cDNA クローニン

グにより得た ラット spot35蛋白の cDNA をプロー

ブにした blothybridization法を利用 して脳の部位

または発育期による spot35蛋白の mRNA レベルの

変化を検討した.更に,小脳の発育過程における spot

35蛋白の発現の調節機構についても考察する.

実 験 方 法

1.spot35蛋白の精製および抗体の調製

SpOt35蛋白は山国3)らの方法により牛またはラット

小脳より精製された.抗 spot35抗血清は山国 ら3)の

方法に従い精製された牛 spot35蛋白を家兎に免疫して

得た.Ouchterlonyの二重拡散法,immuno-blot血g6)

7)法により抗牛 spot35抗血清は牛 spot35蛋白と特

異的に反応し,またラットspot35蛋白と交叉反応す

ることが示された.

2.RNA の親弛

細胞質 RNA はラット脳より崎射 ち8)の方法に従い

フェノール ･クロロホルム法で抽出した.ラット小脳の

遊離ポリゾーム画分の調製は峰村ら8)の方法に従った.

ラット小脳の遊離ポリゾーム画分からの spot35蛋白

の mRNA の精製は堤と石川9)の方法に従って行なっ

た.また各 RNA標品からpoly(A)RNA を精製す

る場合には oligo(dT)-celluloseクロマトグラフィー

を用いた10㌧

3.無細胞蛋白合成系での poly(A)RNA の

翻訳と翻訳産物の分析

poly(A)RNA の翻訳は既報11)12)のウサギ網状赤血

球無細胞蛋白合成系中で行なった.反応は 30oCで90分

行ない,反応終了後 5Jtlをとり,〔35S〕-methionine

(1,000Ci/mmol,Amersham,England)の総蛋白-

の取り込み量を Pelham andJackson13)の方法に従

い測定 した. 〔35S〕-methionine標識蛋白の分析は

SDS-PAGE14)(12.5%)および二次元電気泳動法1I2)で

行なった.Fluorographyは BonnerandLaskey15)

の方法に従った.更に翻訳産物の抗 spot35抗体によ

る免疫沈降は吉田ら12)の方法に従って行なった.免疫沈

降物は SDS-PAGEまたは二次元電気泳動後 Fluor0-

graphyを行ない分析した.

4.cDNA ライブラリーの作製

ラット小脳の遊離ポリゾームより免疫吸着法で精製し

た spot35蛋白の mRNA を鋳型にして Okayama

andBerg法16)で cDNA ライブラリーを作製した.

5.spot35蛋白の部分アミノ酸配列の決定と

オリゴヌクレオチドの合成

精製ラットspot35蛋白を CNBrで切断後生じたフ

ラグメントを SDS-PAGEで分離し染色後バンドを切

り出した.この切り出したゲルよりフラグメントを70%ギ

酸で抽出した.このフラグメントのアミノ酸配列を気相

micro-sequenator(AppliedBiosystems,Forster

City,CA)で決定 した.決定されたアミノ酸配列に相

応する2つのオ リゴデオキシヌクレオチ ドプローブ

17merと 14mer(いずれ も32通 り) を化学合成 し

た.

6.Colonyhybridization

cDNA ライブラリーのスクリーニングは桑野ら17)18)

の方法に従って,2つの 〔32p〕標識 した合成デオキシ

ヌクレオチドをプローブにして colonyhybridi21ation

を行なった.17merプローブでの hybridiEationは

35oCで行なった後 37oCで洗いを行なった.また14mer
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プローブを用いた場合には 27oCで hybridizationを

行ない 29oCで洗いを行なった.

7.塩基配列の決定

CurrierandNester19)の方法で単離したプラスミド

を制限酵素で切断した5′末端を 〔32p〕標識 して cDNA

のフラグメントの塩基配列を Maxam andGilbert

法20)で決定した.

8,RNA dot-blothybridiZ:ationiNorthern

blot-hybridiEation分析

前記の方法で抽出した発育期のラットの大脳と小脳の

細胞質 RNA と,同様な方法で抽出した成熟ラットの

大脳皮質,小脳,海馬,線条体の細胞質 RNA を本実

験に用いた.mRNA の blothybridi組tion分析は

基本的には既報の長谷川ら21)の方法に従った.プロー

ブには nick-translationで 〔32p〕標識した spot35

蛋白 cDNA(pRS35-7)insertを用いた.

結 果

1.inDJ'tro系での spot35蛋白の合成

無細胞蛋白合成系において spot35蛋白の合成を確
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かめるために,抗 spot35抗体で免疫沈降した翻訳産

物を SDS-PAGE と二次元電気泳動法で分析した.

図1alの成熟ラット小脳の poly(A)RNA の全翻訳産

物を免疫沈降すると,spot35蛋白に相当する位置に単一

のバンドが認められた (図1a2).また,この免疫沈降物

を二次元電動泳動法で分析すると国lbに示すように

authenticの spot35蛋白と分子量と等電点の同じ単

一スポットが検出された.従って,無細胞蛋白合成系に

おいて spot35蛋白が合成されたことは明らかである.

2.発育過程における spot35蛋白の mRNA

レベルの変化

前述の如く,抗 spot35抗体による翻訳産物の免疫

沈降物中には同じ分子量の爽稚物が検出されなかったこ

とから,一次元の SDS-PAGEで免疫沈降物を分析

することにより発育期の大脳と小脳の spot35蛋白の

mRNA レベルを観察することができると考えた.

新生仔,生後10日目,30日日および90日目のラットの

大脳,小脳の poly(A)RNA を用いて発育期に伴なう

spot35蛋白の mRNA レベルの変化を調べた.図2

に示すように,小脳では生後10日目から90日目のラット
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図 1 成熟ラット小脳の mRNA による網状赤血球無細胞系での翻訳産物の Fluorogram

(al)全翻訳産物の SDS-PAGEパターン, (a2)抗 spot35抗休による全翻訳産
物の免疫沈降物の SDS-PAGEパターン, (b)同免疫沈降物の二次元電気泳動パ
ターン.
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で spot35蛋白の mRNA 活性が認められた.またそ

の mRNA レベルは生後10日目から30日目の問に急激

に上昇することが示された (図2,6-8).一方,大脳で

はいずれの発育期でもspot35蛋白の mRNA 活性は

ほとんど認められなかった (図2,1-5).

3.spot35蛋白の cDNA クローンの単離と

同定

前述の如く,ラット小脳遊離ポリゾーム画分より免疫

吸着法と 01igo(dT)celluloseクロマトグラフィーで

spot35蛋白の mRNA を精製した.この mRNAの

inuitT･0翻訳系での翻訳産物を前記の方法で分析した

ところ,authenticの spot35蛋白と同じ分子量と等

電点をもつスポットが認められた.また spot35蛋白

の mRNA が高純度に精製されたことをその Fluoro-

1 2 3 4 5

gram は示していた.

この poly(A)RNA より OkayamaandBerg法

で作製した cDNA ライブラリーを 17merと 14mer

の合成オリゴデオキシヌクレオチドをプローブに して

colonyhybridizationを行なった結果,4,000個の

コロニーよ り2つの合成プローブと反応する陽性 ク

ローン14個を検出することができた.これ らの陽性ク

ローンよりプラスミドを単離 し,EcoRIで切断後アガ

ロースゲル電気泳動にかけ各クローンの insertの長さ

を分析した.この14個のクローンの中で最長の insert

を含むと考えられた cDNA クローン pRS35-7(図3)

の insertの塩基配列を Maxam andGilbert法で決

定した.またその制限酵素地図を作製した.現在のとこ

ろ,なお一部分未決定の部分があるので本論文にはspot

6 7 B 9 -origin

図 2 発育過程での翻訳産物の FluorogTam の変化

(1)小脳 poly(A)RNA による全翻訳産物,(2-5)大脳の poly(A)RNA による全翻訳産
物の免疫沈降物の Fluorogram,(2)新生仔,(3)生後10日目,(4)30日目,(5)90日目,
(6-9)小脳の poly(A)RNA による全翻訳産物の免疫沈降物の Fluorogram.(6)新生仔,
(7)生後10日目, (8)30日目, (9)90日目.
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(a) (b)

図 3 17merと 14merの合成プローブによる colonyhybridi2:ation

(a)17merの合成プローブ. (b)14mer合成プローブによる.矢印は pRS35-7のcDNA
クローンを示す.

35蛋白の cDNA の塩基配列を記載しないが,気相 mi_

croSequenatOrで決定した59個のアミノ酸配列に対応

した塩基配列が認め られた.従って,この cDNA ク

ローン (pRS35-7)は spot35蛋白の cDNAクロー

ンと考えられる.

4.Blothybridizationによる spot35蛋白の

mRNA 分析

spot35蛋白の cDNA クローン (pRS35-7)を単

離,同定できたので,本実験には nick-translationで

〔32p〕標識した cDNA(pRS35-7)をプローブに用い

た.成熟ラット小脳の細胞質 RNAをNorthernblot

分析した結果,ラット18S リボゾーム RNA (1919塩

塞)の位置に majorなバンドが一本とこれよりも高分

子の位置に minorバンドが認められた (図4).ここ

では示さなかったが成熟 ラット小脳の poly(A)RNA

を用いても同様な結果が得られた.

次に,発育期のラット小脳より抽出した細胞質 RNA

を用いて発育過程におけるspot35蛋白の mRNA レ

ベルの変化を調べてみた.その結果,spot35蛋白の

mRNA レベルは生後10日目から20日目の間に急激に上

昇し,20日日以降はほとんどプラトーに遷した (図5).

またデータは示さなかったが,大脳ではいずれの発育期

でもspot35蛋白の mRNA は検出できなかった.こ

の結果は無細胞蛋白合成系で分析した発育期の小脳にお

ける spot35蛋白の mRNA レベルの変化とよく一致

_ 2BS

_18S

図 4 spot35蛋白の mRNA の norhern
blot分析

ラット小脳の細胞質 RNA(20J噌)を電気泳動後,
ニトロセルロースフィルターにうつし,〔32p〕標識

の cDNA と hybridi2iationを行なった.
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図 5 ラット小脳における spot35蛋白の mRNA の発育過程における変化

発育期のラット小脳 (新生仔から生後110日日)の細胞質 RNA をニトロセルロースメンブレ

ンにスポットし, 〔32p〕標識の cDNA と hybridizationを行なった.細胞質 RNAの濃度
は (a)9JLg. (b)4.5JLgである.

12･5 6･2 3･1 1･5 pgRNA

図 6 ラット脳の各部位における spot35蛋白の mRNA の分布

脳の各部位より抽出した細胞質 RNA を dot-blothybridizationで分析した.(a)大脳皮
質,(也)小脳,(C)海馬,(d)線条体,(e)リボゾーム RNA.

していた･また,図6には脳の部位別の spot35蛋白

の mRNA レベルを示した.小脳以外の大脳皮質,港

局,線条体の mRNA レベルは対照のリボゾーム RNA

のそれとほぼ同じであった.従って脳では spot35蛋

白の遺伝子は小脳で非常に強く発現していると考えられ

る.

考 棄

無細胞蛋白合成系とクローニングによって得た cDNA

をプローブに用いて spot35蛋白の mRNA レベルを

分析し,脳における spot35蛋白の発現について検討

した.

先に荒木ら22)は小脳の切片や網状赤血球無細胞蛋白

合成系で小脳の蛋白合成を行ない spot35蛋白と分子
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量,等電点ともに同 じ蛋白の合成を観察 した.また

Mo汀isonら23㌦ soreqら24)は網状赤血球無細胞蛋

白合成系で小脳の蛋白合成を行なった.今回,抗 spot

35抗体を用いることにより無細胞蛋白合成系での spot

35蛋白の合成を証明することができた.

また,発育期に伴なうspot35空自の mRNA レベ

ルの変化を同様に無細胞蛋白合成系で観察し,小脳にお

いて生後10日目から30日目の間にspc435蛋白のmRNA

レベルが急激に増加するという結果を得た.この点につ

いて更に正確を期するため,クローニングによって得た

spot35蛋白の cDNA をプローブにして dot-blot

hybridization法によりspot35蛋白の mRNA レ

ベルを検討した.その結果は無細胞蛋白合成系で観察で

きた spot35蛋白の mRNA レベルの変化とよい一致

を示し,生後10日目から20日目の間にその mRNA レ

ベルは急激に上昇し,それ以降はプラトーに遷した.

spot35蛋白は小脳のプルキンエ細胞に局在しているこ

とが報告されたが3),最近抗 spot35抗休を用いた小

脳プルキンエ細胞の発生,分化の過程の免疫組織化学的

な研究25)が行なわれた.これによればラット小脳のプ

ルキンエ細胞は生後約 1週間から2過の間にその樹状突

起が発達し生後21日で成熟ラットと同様の拡がりを示し

た25).またこれと並行 して抗 spot35抗体でのプルキ

ンエ細胞の細胞体の染色性が強くなり,樹状突起と軸索

も染色された25).従って小脳の発育過程におけるspot

35蛋白の mRNA レベルの変化はほぼプ ルキンエ細胞

における蛋白レベルの変化と一致した.以上のことから,

小脳における spot35蛋白の濃度は主に転写レベルで

調節されていることが示唆される.

最近 spot35蛋白がプルキンエ細胞以外に,網膜の

水平細胞,その他2,3の細胞にも存在することが示さ

れた261.今回調べた小脳以外の部位においては spot35

蛋白の mRNA レベルは対照のリボゾーム RNAとほ

ぼ同じことから,小脳以外の脳の部位では spot35蛋

白はほとんど発現していないと考えられる.この点に関

しては更に検討が必要であるが,spot35蛋白がプル

キンエ細胞の発生,分化の研究上有力なマーカーとなる

蛋白であることには変わりない.

今後 spot35蛋白の一次構造が明らかになれば,蛋

白の生理学的な機能に関する情報が得られるかもしれな

い.また,遺伝子の発現機構を解明するためにもspot

35蛋白の遺伝子構造は今後第 1に解明されなければな

らない問題である.

395

要 約

小脳プルキンエ細胞に局在する空白である SPOt35

蛋白の脳における発現機構を解明するため,spot35蛋

白の mRNA レベルを 1)無細胞蛋白合成系と2)spot

35蛋白の cDNA を hybridizationのプローブに利用

して検討を行なった.

小脳の poly(A)RNAのウサギ網状赤血球無細胞蛋

白合成系での翻訳産物を抗 SpOt35抗体で免疫沈降す

ることにより,spot35蛋白の合成を確認できた.合成

された spot35蛋白は,authenticの spot35蛋白と

分子量,等電点共に同一であった.無細胞蛋白合成系で

合成された spot35蛋白を測定することによりspot35

蛋白の mRNA レベルを検討 した.発育期のラット小

脳では生後10日目か ら30E]目の問に spot35蛋白の

mRNA レベルは上昇した.一方,発育期のラット大脳

について同様な検討を行なったが,いずれの発育期でも

mRNA 活性はほとんど検出されなかった.

cDNAクロ-ニングにより得た 芦田 t35蛋白の cDNA

をプローブに用いて,dot-blothybridization法で小

脳の発育過程におけるspot35蛋白の mRNA レベル

を検討した.その結果,生後10日日以後から mRNA

レベルは急激な上昇を示し,20日目以降ほぼプラトーに

通した.これは翻訳可能な mRNA レベルの変化とよ

い相関を示した.小脳の発育過程での spot35蛋白の

mRNA レベルの変化は小脳プルキンエ細胞における蛋

白レベルの変化とよい一致をみた.また,成熟ラット脳

を大脳皮質,小脳,海馬,線条体に分け,各々の spot

35蛋白の mRNA レベルを dot-blothybridization

法で検討したが,小脳以外の部位では mRNAはほと

んど検出されなかった.

以上の結果より,小脳の発育過程における spot35

蛋白の発現は転写レベルで制御されていることが示され

た.また spot35蛋白の遺伝子は小脳で強く発現して

いることが明らかとなった .

稿を終えるにあたり,終始御指導,御校閲を賜っ

た高橋康夫教授に深謝します.また御指導,御協力

をいただいた医学部第2生化学教室の小谷昌司博士,

第三解剖学教室の岩永敏彦博士に感謝いたします.

併せて,終始研究に御協力いただいた教室の方々に

感謝いたします.



396 新潟医学会雑誌 第 100巻 第7号 昭和61年7月

参 考 文 献

1)0'Farrel,P.H.:High resK)1utiontwo-dimen-

sionalelectrophoresisofproteins,J.Biol.

Chem.,250:4007-4021,1975.

2)Yoshida,Y.andTakahashi,Y.1.Composi-

tionalchangesinsolubleproteinsofo田℃bral

mantle,cerebellum andbrainstem ofrat

brainduringdevelopment:atwo-dimepsionaLl

gelelectrophoreticanalysis,Neurochem･Res･,

5:81-96,1980.

3)Yamakuni,T.,UstJi,H.,Iwanaga,T.,Rondo,

H.,Odani,S.andTaknhashi,Y.:Isolation

andimmunohistochemicallocali組tionofa

cerebellarprotein.Neurosci.Lett.,45:235-

240,1984.

4)Yamakuni,T.,An8血i,K.andTakahashi,Y.:

ThedevelopmentalchangesofmRNA levels

foracerebellarprotein(spot35protein)in

theratbrain,FEBSLett.,188:127-130,1985.

5)Maruyama,S.,Bhang,G.,Tamura,Y.,Ya-

maknni,T.andTakahashi,Y.:Involvement

or叩Ot35protein,acerebellarprotein in

modulationofPurkinjecellactiyityorthe

ratcerebellum,Eur.∫.Pharmaco1.,108:

309--314,1985.

6)Towbin,H.,Staehelin,T.andCordon,a.:

Electrophoretictransferorproteinsfrom

polyacrylamidegelstonitrocellulosesheets:

procedureandsomeapplications,h･oc.Natl,

Acad.S°i.U.S.Aり79:4350-4354,1979.

7)Peteroen,M.,Huybrechts.,R.,andDeI.oof,

A∴ Vacuum-blotting:anewsimpleandef-

ficienttransferofproteinsfrom sodium do-

decylsulfate-polyacrylamidegelstonitro-

cellulose,FEBSLett.,145:369-372,1982.

8)Sakimura.,K.,Araki,a.,Kushiya,E.and

Taknhashi,Y.: Partialpurificationand

characteriZ;ationofmessengerRNAcoding

14-3-2proteinfrom ratbrain,∫.Neuro-

chem.,39:366-370,1982.

9)TsutziLmi,K.andlshikawa,汰.:Purification

ofmessen酢rRNA codingforratliveraldo-

1aseBsubunit.,Biochem.Biophys.Res.Cbm-

mun.,100:407-412,1981.

10)Ayiy,H.andLeder,P.:nlrifiCationofbiO-

loglCallyactiveglobin messengerRNA by

chromatography on oligothymidylicacid

cellulose,Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.,69:

1408-1412,1972.

ll)Masuda,T.,Sakimura,K.,Yoshida,Y.,

Kuwano,氏.,Ⅰsobe,T.andTakahashi,Y.:

Developmentalchangesinthetranslatable

mRNAforβsubunitofS-100proteininrat

brain,Biochim.Biophys.Ada,740:249-254,
1983.

12)Yoshida,YリSakimura,R.,Masuda,T.,

Kushiya,E.andTakahashi,Y.:Changes

inlevelsortranslatablemRNA forneuron_

specificenolaseandnon-neuronalenolase

duringdevelopmentorratbrainandliver,

J.Biochem.,94:1443-1450,1983.

13)Pelham,H.R.B.andJackson,A.a.: An

euicientmRNA-dependenttranslationsystem

from reticulocytelysate,Eur.J.Biochem.,

67:247-256,1976.

14)hemmli,U.K.:Cleavageofstructuralpro-

teinsduringtheassemblyoftheheadofbac-

terioplmgeT4,Nature(Lond.),227:680-685,
1970.

15)Ibnner,W.M.andLaskey,R.A.:Afilm de-

tectionmethodfortritium-1atxlledproteins

andnucleicacids inpolyacrylamidegels,

Eur.∫.Biochem.,46:83-88,1974.

16)Okayama,H.andBerg,P.:High euiciency

clonlngOffulllengthCDNA,Mol.Cell.Bio1.,

2:161-170,1982.

17)Kuwano,A.,Usui,H.,Maeda,T.,Fukui,

T"Yamanari,N･,Ohtsuka,E.,Ikehara,M.

andTakahashiIY･:Molecula-rclonlngand

thecompletenucleotidesequenceofCDNA to

mRNA forS-100 proteinofratbrain,Nu-

cleicAcidsResり12:7455-7465,19糾.

18)Kuwano,R.,Araki,K.,Usui,H.,Fulmi,T.,

Ohtsuka,E･,Ikehara,M･andTakahashi,Y.:

Molecularcloning andnucleotidesequence

orCDNA co°ingforratbrainCholecysto-

kininprecursor,a.Biochem.,96:923-926,



山国 : ラット脳における小脳酸性蛋白 spot35蛋白の発現

1984.

19)Currier,T.C.and相ester,E.W.:Isolation

ofcovalentlyclosedcircularDNA ofhigh

molecularweightfrom bacteria,Anal.Bio-

chem.,76:431-441,1976.

20)Maxam,A.M.andGilbert,W.:Sequencing

endllatcledDNAwithbasespecificchemical

cleavages,MethodsEn2:ymO1.,65:499-560,

1980.

21)Hasegawa,M.,Usui,班.,Araki,K.,Kuwano,

R.andTakahashi,Y.:Developmentaland

reglOnalchangesofcholecystokininmRNA

inratbrains,FEBSLett.,194:224-226,1986.

22)荒木一明,嶋村建司,吉田 豊,高橋康夫:発達

期のラット脳における蛋白合成及び mRNA レベ

ル変化一二次元電気泳動法による分析,神経化学,

20:164-167,1981.

23)Morrison,M.氏.,Pardue,S.and Griain,

W.S.T.:Developmmtalalterationinthelevels

oftranslationallyactivemessengerRNAs

397

inthepostnatalI･atcerebellum,a.Biol.

Chem.,256:3550-3556,1981.

24)Soreq,H.,Safran,A.andZisling,氏.:Varia一

七ionsingeneexpressionduringdevelopment

oftheratcerebellum,Dev.BrainRes.,3:

65-79,1982.

25)Takahashi-1wanaga,H.,Rondo,H.,Yama-

knni,T.andTakahashi,Y.: Animmuno-

histochemicalstudyontheontogenyofcell

immunoreactiveforspot､35protein,anovel

Purkinjecell-speci丘cprotein,intheratcere-

bella,Dev.BrainRes.inpress.

26)Iwanaga,T.,Takahashi-Iwanaga,H.,Fujita,

T.,Yamakuni,T.andTakahashi,T.:lm-

munohistochemicaldemonstrationofacere-

bellarprotein(spot35protein)insomesen-

sorycellsof釘llnlaPュg,Biomed･Res.,6:329

-334,1985.

(昭和61年2月28日受付)


