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,
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, J a p a n

R e c ei v ed M a y 8 2 0 0 2 ; a c c @ te d J u n e 1 4 2 0 0 2

S u m T n a T
･

y ･ D i ぽe r e n t c y t o k i n e s a n d g r o w t h f a c t o r s ,

t o g e t h e r w i t h t h ei r r e c e p t o r s , a r e e x p r e s s e d i n b r a i n

ti s s u e ･ O n e s u c h m ol e c u l e i s t h e b a si c fi b r o bl a s t g r o w t h

f a c t o r ( b F G F) t h a t h a s r e c e n tly b e e n s h o w n t o p r o m o t e

s u r v i v a l f o ll o w l n g i n s u lt s t o n e u r o n s i n I)i v o o r i n v i t r o .

I n t h i s st u d y ,
w e f o u n d t h a t r e p e a t e d t r e a t m e n t o f

n e o c o r ti c al c u lt u r e s w it h b F G F m o d u l a t e d t h e e x p r e s ･

si o n o f v a ri o u s P D Z d o m a i n ･ c o n t a i n i n g p r o t e i m s

( S A P 9 7
,
G R I P l

,
P i c k l

,
a n d P S D ･ 9 3 ) a n d t h a t t h e p a t ･

t e rn s o f t h ei r i m m u n o s t a i n i n g m a t c h e d t h e b F G F

e ff e c t s o n t h ei r t o t al p r o t e i n e x p r e s si o n ･ F o r i n s t a n c e ,

b F G F d e c r e a s e d t h e e x p r e s si o n o f S A P 9 7 , G R I P l , a n d

P i c k l ( P D Z p r o t ei n s t h a t i n t e r a c t w i t h t h e A M P A ･ t y p e

g l u t a m a t e r e c e p t o r s u b u n i t s G l u R l a n d Gl u R 2/ 3) . P S D ･

9 3 , w h i c h a s s o ci a t e s wi t h t h e N M I) A ･ t y p e g l u t a m a t e

r e c e p t o r , w a s i n c r e a s e d b y b F G F
. M o r e o v e r , t h e i n t e r

･

a c ti o n s o f G lu R I w i t h S A P 9 7 a n d G It l R 2 w i t h G R I P I

w e r e d o w n ･ r e g u l a t e d b y t h e r e p e a t e d b F G F sti m u l a ti o n
,

a s r e v e a l e d b y c o
･ i m m u n o p r e cip i t a ti o n ･ T o g e t h e r ,

t h e s e r e s u lt s d e s c ri b e a n o v el f u n c ti o n o f b F G F i n t h e

r e g u la ti o n o f e x p r e s si o n o f P I) Z p r o t ei n s .

K e y w o r d s - b a si c fi b r o b l a s t g r o w t h f a c t o r
,

c y t o k i n e s
,

g l u t a m a t e r e c e p t o r
,
P D Z d o m a i n

,
c o rt e x .

I N T R O D U C T I O N

B a sic 丘b r o bl a st g r o w th f a ct o r (b F G F) w a s i niti all y

c h a r a c t e ri z e d a s a p e p tid e f a c t o r a ff e cti n g th e

g r o w t h a n d s u r vi v al of v a ri o u s c ell t y p e s I R e c e n tly ,

h o w e v e r
,

m o r e v e r s a til e f u n c ti o n s h a v e b e e n a s c rib e d

t o b F G F o n n e u r o n s . T h e s e i n clu d e t h e p r o m o ti o n of

n e u r o n al a n d s t e m c ell s u r vi v al
,
i n c r e a si n g n e u rit e

s p r o u ti n g a n d g r o w t h
,

a c u t e m od ul a ti o n of s y n a p ti c

t r a n s m i s si o n
,

a n d a p o t e n ti al r ol e a s a n e u r o -

p r ot e c ti v e a g e n t a g ai n s t a c u t e st r o k e a n d d e g e n e r a -

tiv e di s e a s e s of th e b r a in
ト 9 )

. b F G F h a s als o b e e n

i m p li c a t e d i n c ell -f a t e d et e r m i n a ti o n a n d i n m i g r a ti o n

of d e v el o p l n g n e u r O n S
I O- 1 5)

P D Z d o m ai n - c o n t ai ni n g p r o t ei n s s u c h a s P S D -9 3
,

S A P I O2
,
S A P 97

,
G R I P l

,
a n d Pi c k l a r e i n v ol v e d i n

t h e s u b c ell ul a r d y n a m i c s of i o ni c c h a n n els a n d r e c e -

p t o r p r ot ei n s t o/f r o m t h e c ell s u rf a c e
16 - 19)

,
o r i n th e

e n h a n c e m e n t/ st ab ili z a ti o n o f r e c e p t o r p r o t ei n

e x p r e s si o n
2 0 ･ 2 1)

･ T h e A M P A - t y p e gl u t a m a t e r e c e p t o r s

(G l u R l-4) m ed i a t e th e f a st e x cit at o r y n e u r ot r a n s m is -

si o n i n t h e v a st m aj o rit y of b r ai n s y n a p s e s a n d th eir

a d diti o n t o
,

o r r e m o v al f r o m
,
t h e s y n a p s e h a v e b e e n

c o r r el a t e d w ith i m p o r t a n t p h y si ol o g l C al p h e n o m e n a

s u c h a s l o n g
- t e r m p o t e nti a ti o n a n d d e p r e s si o n (L T P

a n d L T D) ,
r e s p e c ti v ely

1 8
･
2 2- 2 5)

. S o m e P D Z p r ot ein s

C o r r e sp o n d e n c e : H u s s a m J o u r di ,
D e p a rt m e n t o f M ol e c ul a r N e u r o-

bi ol o g y ,
B r ai n R e s e a r c h ln s titu te

,
N ii g a t a U ni v e rsity ,

A s a hi m a c hi -

d o ri ト 7 57
,
N iig a t a 9 5 1- 85 85

, J a p a n .

A b b r e v i a ti o n s - A M P A
,

a l p h a
-

a m i n o- 3 - h y d r o x y - 5 ･ m e th y l- 4 ･

is o x a z o le p r o p ri o n ic a ci d; b F G F
,
b a si c fib r o bl a st g r o w th f a ct o r;

D M E M
,

D u l b e c c o
'

s- m o di 丘e d E a gl e m e di u m ; E D T A
,

e th-
yl e n e di a m i n et e tr a a c e ti c a cid ; F B S

,
P et al b o v in e s e r u m ; G lu R

,

A M P A-ty p e gl u t a m a t e r e c e p to r s u b u n it; G R I P l
,

G l u ta m a t e

1 0 7

r e c e p t o r-i n te r a c ti n g p r o t ei n 1 ; Ⅲ E P E S
,

4-( 2 - h y d r o x y e th y l)- 1-
pi p e r a zi n e etb a n e s u lf o n ic a cid ; L T D

,
L o n g t e r m d e p r e s si o n ; L T P

,

L o n g t e r m p o te n ti a ti o n ; N M D A
,

N - m e th yl- D - a s p a rt a te ,
P A G E ;

p ol y- a c r yl a m id e g el el e c t rp b o r e sis ; P D Z p r o t ein
,
P S D-9 5

,
D lg l ; Z O -1

d o m a i n
･

c o n t ai ni n g p r o tei n ; Pi c k l
,

P r o te in i n t e r a c ti n g wi t h C

k i n a s e; P S D ･9 3
,

P o sts y n a ptic d e n sit y p r o te in 93 k D a; S A P9 7
,

S y n a p s e - A s s o ci a t e d P r o tei n 9 7 k D a ; S A P I O2
,

S y n a p s e- A s s o ci a t e d

P r o t ein 10 2 k D a ; S D S
,
S o di u m d o d e c yl s ulf a t e .



10 8 Ⅲ .

cl u st e r K ＋
c h a n n el s a s w el1

2 6‾2 8)
. L ittl e is k n o w n

,

h o w e v e r
,
a b o u t th e r e g u l ati o n of P D Z p r ot ein e x p r e s ･

si o n b y c y t o ki n e s
, g r o w th f a ct o r s

,
a n d n e u r o t r o p hi n s ･

F a c t o r s t h a t a ff e c t th e e x p r e s si o n of P D Z p r o t ei n s

w ill p o t e n ti all y l e ad t o a ch a n g e i n th e s u b c ell ul a r

di st rib u ti o n of t h eir i n t e r a c tin g p r ot ei n s s u c h a s

A M P A r e c e p t o r s a n d K ＋
c h a n n els

2 1
,
2 6)

･ W e ch r o ni -

c ally a p p li ed b F G F t o n e o c o rti c a l n e u r o n al c ult u r e s

a n d i n v e s ti g at e d it s e ff e c t s o n t h e e x p r e s si o n of

v a ri o u s P D Z p r ot ein s a n d th e o u t c o m e of th eir r e g u
-

l ati o n o n t h e A M P A -t y p e G l u R l a n d G l u R 2 r e c e p t o r

s u b u nit s .

M A T E R I A L S A N D M E T H O D S

N e u r o n al c ult u r e s

p r e g n a n t s p r a g u e - D a w l e y r a t s w e r e p u r c h a s e d f r o m

S L C L td . ( S h iz u o k a
, J a p a n) ,

a n d c e r e b r al n e o c o rti c e s

of d a y 18 e m b r y o s w e r e di s s o ci a t ed w ith p a p ain (1

m g/ m l) a n d pl at e d o n t o p oly
- D -1 y si n e - c o a t e d dish e s

o r c h a m b e r slid e s (P e r m a n o x
,

L ab - T e k
,

N u n c
,

N a p e r ville
,
I L) a t a l o w t o m e di u m c ell d e n sit y (80 0-

120 0 c ells/ m m
2

) i n t o D ulb e c c o
'

s - m o d i丘e d E a g l e

m ed iu m ( D M E M ) c o n t ai n i n g l O % c alf s e r u m ･ D is-

s o ci at e d c ells w e r e all o w e d t o a tt a c h t o th e c o at e d

s u rf a c e s f o r 1 h . T h e y w e r e th e n t r a n sf e r r e d i n t o

f r e sh D M E M c o n t ai ni n g 0 .5 m M p u r e g lu t a m i n e

( Aji n o m ot o
,
T o k y o

, J a p a n) ,
2 % f e t al b o vin e s e r u m

(F B S) ,
n u t ri e n t m i x t u r e N 2

,
a n d l O m M H E P E S

(p H 7 .3) ,
w h e r e th e y w e r e m ain t ai n e d o v e r nig h t ･ T h e

f oll o w i n g d a y ,
t h e m edi u m w a s r e p l a c ed w it h s e r u m -

f r e e N 2 D M E M . T his p r o c ed u r e r ed u c e d g li al c o n
-

t a m i n a ti o n t o le s s t h a n 5 % of t h e t o t al c ells
2 9)

.

U n t r e a t e d c o n t r ol c ult u r e s o r c ult u r e s th a t w e r e

s u p p l e m e n t e d d aily w ith p u ri丘ed h u m a n r e c o m b i n a n t

b F G F (20 n g/ m l; Si g m a C h e m ic als
,
S t . L o ui s

,
M O)

f o r 4 d w e r e u s e d f o r all s u b s e q u e n t e x p e ri m e n t s .

I m m u n o bl o t ti n g

C ult u r e d n e u r o n s w e r e h a r v e st ed w ith s a m p le b uff e r

[1 0 % gly c e r ol
,
2 % s odi u m d o d e c yl s ulf a t e (S D S) ,

6 5

m M T ris - H C l; p Ⅲ 7 .5] . T o t al c ell l y s a t e s o r i m m u n o -

p r e ci pit a t e d p r ot ei n s ( s e e b el o w ) w e r e d e n a t u r e d b y

b oili n g i n 3 Ⅹ s a m p l e b u ff e r c o n t ain in g 0 . 1 M dithi o t h -

r eit ol f o r 5 m i n
,

s e p a r at e d b y S D S -

p oly a c r yl a m id e

g el el e c t r o p h o r e si s (P A G E) w ith 4/2 0 p oly a c r yl a m id e

sl a b g els ( D aii ch i P u r e C h e m i c als
,
T o k y o) ,

a n d bl ot -

t ed t o nit r o c ell ul o s e m e m b r a n e s . T h e m e m b r a n e s

w e r e i n c u b a t ed w it h p ri m a r y a n tib o die s ( s e e b el o w )

a t 4 ℃ o v e r n ig h t . I m m u n o r e a c ti vit y w a s d et e c t ed

u si n g g o a t a n ti - r a b bit (D A K O
,
K y o t o

, J a p a n) o r g o a t

a n ti - m o u s e (J a c k s o n l m m u n o R e s e a r c h L a b o r a t o ri es
,

w e s t G r o v e
,
P A) a n tib o di e s c o nj u g a t e d t o p e r o x id a s e

(dilu t e d 1 : 1 00 00) f oll o w e d b y c h e m il u m i n e s c e n c e

r e a c ti o n (E C L kit ; A m e r s h a m
,

U p p s al a
,

S w e d e n)

c o m bi n ed w ith 丘1 m e x p o s u r e . P ri m a r y a n tib o di e s

u s e d in th is st u d y w e r e a s f oll o w s : A n ti - S A P 9 7

m o n o cl o n al (1 ′上g/ m l; S t r e s s G e n B i ot e c h n ol o g i e s
,

s a m D i e g o
,
C A) ,

a n ti ･ G R I P l (1 /J g/ m l; U p st a t e Bi o t e -

c h n ol o g y ,
N e w Y o rk

,
N Y ) ,

a n ti -S A P I O 2
,

a n ti - P S D ･

9 3 3 0)
, ( b o th 1 /∠g/ m l; g ift s f r o m D r . M ･ W a t a n a b e) ,

a n ti - Pi c k l
1 9)

(2 ′上g/ m l) ,
a n ti - C - t e r m i n al Gl u R 1 2 9) (1

〟g/ m l)
,
a n ti - G l u R 2/ 3 (1 / J g/ m l; C h e m i c o n

,
T e m e c ul a

,

C A ) ,
a n d a n ti - β

- A c ti n (1 / J g/ m l; B o e h ri n g e r -

M a n n h ei m
,

I n di a n a p olis
,

I N ) a n tib o di e s . T h e

s p e ci丘cit y of t h e i m m u n o r e a c tivit y w a s d et e r m in e d

b y c o m p a ri n g th e si z e of t h e d et e ct e d b a n d s t o th o s e

of t h e r e p o r t ed m ol e c ul a r w eig h t s
1 6

,
2 0

･
3 1‾3 4 )

I m m u m o st ai n i n g

c ult u r e d n e u r o n s w e r e w a sh e d w it h p h o s p h a t e -

b u ff e r ed s alin e a n d fi x e d f o r 3 0 m i n w it h 4 0
/. p a r af o r -

m ald eh y d e in a 0 .1 M p h o s p h a t e b uff e r ( p H 7 ･3) I

N e u r o n s w e r e i m m u n o s t ain e d w ith th e a n ti - G lu R I

C - t e r m i n u s a n tib o d y ( 15 /J g/ m l) ,
a n ti - G l u R I N -

t e r m i n u s a n tib o d y
3 5)

, (5 〟g/ m l) ,
a n ti-S A P 9 7 (1 0 〃g/

m l; S t r e s s G e n B i o t e ch .) ,
a n ti - P S D - 93 (5 FE E/ m l) ,

a n ti -

G R I P l (1 /J g/ m l U p s t a t e B i o t e c h .) ,
a n ti ･ P i c k l (5 le g/

m l) o r a n ti - P a n P D Z (0 .5 l e g/ m l; T r a n s d u c ti o n L a b o -

r a t o ri e s
,
S a m J o s e

,
C A ) a n tib o di e s . I m m u n o r e a cti vit y

w a s r e v e al e d u sin g th e di a m i n o b e n zidi n e m et h o d a n d

vi s u ali z ed w ith th e aid of a Z eis s m i c r o s c o p e ( A xi o s -

k o p) 丘tt e d w ith L C D c ol o r c a m e r a ( D P 50- C U ;

O l y m p u s C o .
,
T o k y o) . A ll p ic t u r e s w e r e t a k e n w it h a

2 0 Ⅹ o bj e cti v e
,
1 .2 5 Ⅹ z o o m at 1/ 2 50 s sh ut t e r s p e e d

u si n g S t u di o L it e s o ft w a r e (P i x e r a C o r p .

,
L o s G a t o s

,

C A) .

I m m u n o p r e cip it ati o n

C ult u r e d n e u r o n s w e r e ly s ed w ith i m m u n o p r e ci pit a -

ti o n b u ff e r (1 0 m M T ris - H C l
,
14 0 m M N a C l

,
1 m M

E D T A
,

a n d l % d e o x y c h ol a t e ; p H 7 .5) s u p p l e m e n t ed

w it h p r ot e a s e a n d p h o s p h a t a s e i n hibit o r s (1 0 U / m l

l e u p e p ti n
,
W a k o P u r e C h e m i c als

,
O s a k a

, J a p a n ; 0 ･5

m M N a F
,
0 .0 5 m M p oly m e th yl s ulf o n ylfl u o rid e

,
1 ji g/

m l p e p s t ati n A
,

a n d l m M N a 3 V O 4 ,
S i g m a C h e m i -

c als) . I m m u n o p r e cip it a ti o n w a s p e rf o r m e d a s p r e vi -

o u sly i n di c at e d
3 6)

. T y p i c ally ,
3-5 〟g of a n ti - N -

t e r m i n al G l u R 1 3 5)

,
o r a n ti - N - t e r m i n a l G l u R 2

(C h e m i c o n) a n tib o d ie s
,

w hi c h h a d b e e n p r e - a d s o r b e d

t o P r o t ei n A / P r o t ei n G - S e p h a r o s e b e a d s
,

w e r e in -

c u b a t ed w ith 20 0 / J g Of t ot al c ell l y s a t e at 4 ℃ o v e r -

n ig h t
,

w a sh ed w it h a b in di n g b u ff e r a n d s ubj e c t e d t o

i m m u n o bl o tti n g a s in dic a t ed a b o v e .



A

S A P 9 7

G R I P 1

Pi c k l

S A P I O 2

P SI) -9 3

A cti n

B

S A P 9 7

G R I P I

S A P I O 2

P S I) - 9 3

P i c kl

C o n t r ol b F G F

1 0 0 2 0 0

F i g ･ 1 ･ b F G F a lt e r s t h e e x p r e s si o n o f P D Z p r o t e i n s i n

n e o c o rti c al c u l t u r e s . C o n t r o l o r b F G F -t r e a t e d c u lt u r e s

w e r e l y s e d a n d e q u a l p r o t e i n a m o u n t s w e r e p r o b e d w ith

a n tib o d i e s s p e ci丘c f o r t h e A M P A r e c e p t o r - a s s o c i a t e d

P D Z d o m a i n
-

c o n t a i ni n g p r o t ei n s S A P 9 7
,

G R I P l a n d

P i c k l
,
f o r a n o th e r t w o P D Z p r o t ei n s

,
S A P I O 2 a n d P S D -9 3

,

a s w e ll a s f o r β- a c ti n a s a c o n t r o l . R e p r e s e n t ati v e r e s u lt s

s h o w t h a t b F G F t r e at m e n t r e s u lt e d i n a g e n e r ali z e d

d e c r e a s e i n v a ri o u s P D Z p r o t ei n s
,

w it h t h e e x c e p ti o n o f

P S D - 9 3 t h a t w a s i n st e a d i n c r e a s e d ( A) . T h e m a g n it u d e s o f

t h e b F G F -

m e d i a t e d c h a n g e i n t h e l e v e l s o f e x p r e s si o n o f

t h e s e p r o t ei n s w e r e q u a n ti丘ed b y d e n sit o m et r y a n d t h e

r e s u lt s a r e sh o w n i n ( B ) .

～
: p < 0 .0 5 wi th th e M a n n -

W hit n e y U -t e st ( n - 8 c u lt u r e s) .

R E S tT L T S

R e g ul a ti o n of P D Z p r ot ei n e x p r e s si o n b y b F G F

T ot al c ell ul a r p r o t ei n w a s o b t ai n ed fr o m n e o c o rti c al

n e u r o n s g r o w n i n c ult u r e f o r 5 d a y s in th e p r e s e n c e o r

a b s e n c e of b F G F ( a d d e d d ail y f o r 4 d a y s ; 2 0 n g/ m l)

a n d u s ed f o r i m m u n o bl o t ti n g t o i n v e sti g at e th e

b F G F R e g u l a t e s P D Z P r o t ei n E x p r e s si o n 1 0 9

e ff e ct s of t his c y t o ki n e o n th e e x p r e s si o n of v a ri o u s

P D Z p r o t ei n s s u c h a s S A P 9 7
,
G RI P l

,
P ic k l

,
S A P I O 2

a n d P S D ･9 3 (F ig ･ 1 A ) . T h e t o t al p r o t ei n yi eld s f r o m

10 c m c ult u r e dis h e s w e r e si m il a r i n th e c o n t r ol a n d

b F G F - s ti m u l at e d c ult u r e s : 1 .50 ±0 .3 4 m g/ di sh f o r

c o n t r ol c ult u r e s
,

a n d 1 .5 9 ±0 .42 m g/di sh f o r b F G F -

t r e a t ed c ult u r e s ( n - 7
, p

- 0 .1 9) . D e n sit o m e t ri c

q u a n ti丘c a ti o n of t h e b a n d s fr o m f o u r d u pli c a t e c ul -

t u r e s r e v e ale d th a t th ei r i n t e n siti e s w er e s l g ni丘c a n tl y

diff e r e n t i n t h e b F G F ･t r e a t e d s a m p l e s f r o m th e

u n t r e a t ed c o n t r ol s (t o t al n - 8
,
Fi g . 1 B) . F o r i n st a n c e

,

b F G F d e c r e a s e d th e a m o u n t s of n a tiv e S A P 9 7
,

G R I P l
,

a n d P i ck l . T h e S A P I O 2 p r o t ei n l e v el i n t h e

b F G F -t r e a t e d s a m pl e w a s n o t sig nifi c a n tl y di ff e r e n t

f r o m t h a t of th e c o n t r ol ･ H o w e v e r
,
t h e t ot al p r o t ei n

e x p r e s si o n of P S D - 93 w a s i n c r e a s ed f ollo w i n g t h e

l o n g
-

t e r m i n c u b a ti o n w ith b F G F .

E ff e ct s o f b F G F o n P D Z p r ot ei n i m m u n o st ai n i n g

N e o c o r ti c al n e u r o n al c ult u r e s
,
w hi ch h a d b e e n g r o w n

w it h o r w ith o u t b F G F
,

w e r e 丘Ⅹe d w it h 4 % p a r af o r -

m ald e h y d e
,

a n d p ri m a r y a n tib o di e s f o r th e P D Z

p r o t ei n s w e r e a d d ed o v e r ni g h t at t h e c o n c e n t r ati o n s

in dic a t e d i n M a t e ri als a n d M et h o d s ･ T h e d e n sit y of

t h e c ells w a s d e t e r m in e d i n c o n t r ol a n d b F G F _

sti m ul a t e d c ult u r e s : 1 0 92 ±3 05 c ell/ m m
2

in c o n t r ol

c ult u r e s a n d 12 8 0 ±33 3 c ell/ m m
2

i n b F G F -t r e a t e d

c ult u r e s ( p
- 0 .1 62) . T h e r e s ult s sh o w e d t h a t t h e i n t e n -

sit y of th e i m m u n o r e a c tiv it y a s w ell a s t h e n u m b e r of

st r o n gl y l a b el ed c ell s w e r e i n d e e d diff e r e n t b et w e e n

t h e b F G F -t r e a t e d a n d c o n t r ol c u lt u r e s ( Fi g . 2) : T h e

p e r c e n t a g e of d e n s el y st ai n e d c ell s d e c r e a s ed o r i n
-

c r e a s ed m a t ch in g t h e e ff e ct s of b F G F o n t h e t o t al

p r ot ein l e v els . F o r in s t a n c e
,

G R I P l-lik e i m m u n o r -

e a cti vit y d e c r e a s ed i n t h e b F G F t r e a t e d c ult u r e s a s

c o m p a r e d w it h t h e c o nt r ol (F ig . 2 A a n d D) . Pi c k l -
1ik e a n d S A P 9 7-lik e i m m u n o st ai ni n g d e c r e a s e d i n

th e b F G F -t r e a t e d c ult u r e s a s w ell (d a t a n o t sh o w n) .

C o n v e r s el y , y e t i n a c c o rd a n c e w it h t h e i m m u n o b l ot -

ti n g r e s ult s
,
P S D -9 3-lik e i m m u n o r e a c tiv it y w a s e n -

h a n c e d b y b F G F (F ig . 2 B a n d E) . F u rt h e r m o r e
,

in c u b a ti n g 丘Ⅹe d c ult u r e s w it h a n a n tib o d y t h a t r e c o g
-

niz e s a s c o p e of P D Z d o m ai n s c o m m o n t o v a ri o u s

P D Z p r ot ein s
3 7)

r e v e al ed a d e c r e a s e in t h e a m o u n t of

la b eli n g i n t h e b F G F -

t r e a t e d c ult u r es a s w ell a s i n th e

n u m b e r of in t e n s ely s t ai n ed c ells a s c o m p a r e d w it h

t h e u nt r e a t ed c o n t r ols (F ig . 2 C a n d F) . M o r e o v e r
,
t his

l a st r e s ult f u r th e r s u g g e st s th at th e n e g a tiv e e ff e c t of

b F G F o n th e e x p r e s si o n of P D Z p r o t ei n s is r at h e r

g e n e r ali z e d d e s p it e th e P S D -9 3 e x c e p ti o n . D e n s ely

st ai n e d c ells w e r e c o u n t e d a n d th eir p e r c e n t a g e o v e r

t h e t o t al n u m b e r of c ells d et e r m in ed a n d p l o tt e d (F ig .

2 G) .
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P a n P D Z G R I P I P S D -9 3 S A P 9 7

F i g . 2 . I m m u n o h i st o c h e mi s t r y of P D Z p r o t ei n s i n c o n t r o l ( A
,
B a n d C) o r b F G F-t r e a t e d ( D

,

E a n d F) n e u r o n a l c u l t u r e s . D i s s o ci a t e d c o r ti c a l n e u r o n s w e r e e it h e r s ti m u l a t e d w i th b F G F

o r n o t f o r 4 d a y s
,

a n d 丘Ⅹ e d a n d i n c u b a t e d w it h a n ti b o di e s s p e ci丘c t o th e G R I P l ( A a n d D) ,

P S D -9 3 ( B a n d E) p r o t e i n s o r w it h a P a n P D Z (C a n d F) a n ti b o d y . T h e P a n P D Z a n ti b o d y

r e c o g n i z e s P D Z d o m a i n s s h a r e d b y m a n y p o st s y n a p ti c d e n sit y p r o t ei n s a n d th e r e s u lt s s h o w

a d e c r e a s e i n th e n u m b e r o f i n t e n s el y st a i n e d c ell s i n th e b F G F -t r e a t e d c u lt u r e s . I n p a r a ll e l

w it h t h e i m m u n o b l o tti n g r e s u lt s
,
b F G F-t r e a t e d c u lt u r e s b a d a l o w e r n u m b e r o f c ell s d e n s el y

s t a i n e d f o r G R I P l b u t a hi g h e r n u m b e r o f t h o s e s t a i n e d f o r P S D -9 3 . ( G) T h e p e r c e n t a g e o f

i n t e n s el y p o siti v e c e ll s w a s d e t e r m i n e d f r o m 5 d iff e r e n t 丘el d s o f e a c h c o n d iti o n i n t w o si s t e r

c u lt u r e s .

*
: P < 0 .0 5 b y S t u d e n t

'

s i -t e s t . S c a l e b a r
,
5 0 /J m ･



A
I P .

･ A n ti - N -t e r G l u R l

C o n t r ol b F G F

S A P 9 7 > 書 一 ● 棚 恥 一 ㌦

G l ⅦR l ト 弘一 ♯ w " 如 ■ _ w

B I P : A n ti _ N _ t e r G l u R 2

C o n t r ol b F G F

G R IP 1 >

G l u R 2/3 >

Fi g ･ 3 ･ b F G F d e c r e a s e s t h e b i n d in g o f A M P A -t y p e

gl u t a m a t e r e c e p t o r s t o P D Z p r o t ei n s . D a y 5 c o r ti c al

c ul t u r e s
,

w hi c h w e r e ei th e r t r e a t e d w it h b F G F f o r 4 d a y s

o r n o t
,

w e r e l y s e d i n a n i m m u n o p r e c i pit a ti o n b u ff e r .

E q u al a m o u n t s o f p r o t ei n s w e r e i n c u b a t e d o v e r n i g h t w it h

P r o t ei n A / P r o t e i n G S e p h a r o s e b e a d s o n w hi c h a n tib o d i e s

t h a t r e c o g ni z e th e N ･t e r m i n i o f G l u R l o r G l u R 2 b a d b e e n

p r e a d s o r b e d ･ R e p r e s e n t a ti v e r e s u lt s o f i m m u n o b l o tti n g

w it h a n ti -S A P 9 7 a n d a n ti ･ G R I P l r e v e a l e d t h a t th e t o t a l

a m o u n t s o f S A P 9 7 a n d G R I P l r e s p e c ti v e l y ,
a s s o c i a t e d

w it h Gl u R l a n d Gl u R 2 w e r e d e c r e a s e d b y p ri o r t r e a t m e n t

w it h b F G F (b o t h ♪< 0 .0 0 1 b y S t u d e n t
'

s オー t e s t) . L o w e r

p a n el s i n ( A) a n d ( B) a r e c o n t r o l s s h o w i n g G l u R l a n d

G l u R 2 p r o t ei n s a s p r o b e d w ith t h e a n ti - C -t e r m i ni o f G l u R l

a n d G l u R 2
,

r e s p e c ti v el y ･ T h e e x p e ri m e n t w a s r e p e a t e d

t w i c e w it h t rip li c a t e si s t e r c u lt u r e s o f e a c h c o n d iti o n

(t o t a l n - 6) .

b F G F t r e at m e n t r ed u c e d t h e i n t e r a c ti o n of A M P A .

r e c e p t o r s u b u nit s w it h th ei r a s s o ci a t e d P D Z p r o ･

t ei n s

l n o rd e r t o a s s e s s
,

a t l e a s t p a r ti ally ,
t h e o u t c o m e of

P D Z p r o t ei n r e g u l ati o n b y b F G F
,

c o
-i m m u n o p r e ci -

b F G F R e g ul a t e s P D Z P r o t ei n E x p r e s si o n 1 11

p it ati o n e x p e ri m e n t s w e r e u n d e rt a k e n s u c h th a t

a n ti - N ･t e r m i n al G l u R l o r a n ti - N -t e r mi n al G l u R 2 a n ti _

b o di e s w e r e us e d t o p ull d o w n i nt e r a cti n g P D Z p r o -

t ein s f r o m c o n t r ol o r b F G F - s ti m ul at e d c ult u r e s . T h e

i m m u n o p r e ci pit a ti o n r e s ult s r e v e al e d t h a t t h e l e v els

o f S A P 9 7 a n d G R I P l r e s p e cti v el y i n t e r a cti n g w it h

G l u R l a n d Gl u R 2 w e r e d e c r e a s e d b y b F G F t r e at m e n t

a s c o m p a r e d w ith t h e c o n t r ol ( Fi g . 3 A a n d B ; u p p e r

p a n els) ･ T h e s a m e m e m b r a n e s w e r e r e -

p r o b e d w ith

a n ti - C -t e r m i n al G l u R l a n d a n ti - C -t e r m i n al G l u R 2

a n tib o di e s a n d th e r e s ult s a r e sh o w n i n t h e l o w e r

p a n els (Fi g ･ 3 A a n d B) ,
ill u s t r ati n g th a t e q u al

a m o u n t s of G l u R l a n d G l u R 2 r e a c t ed w ith th e

s p e ci丘c a n ti - N -t e r m in al a n tib o di e s a n d i m pl yi n g t h a t

b F G F did n ot a ff e c t t h e t o t al a m o u n t s of G lu R l a n d

G l u R 2 p r ot ei n s p r o t ei n s .

b F G F e n h a n c e d G l u R l-lik e i m m u n o st a i ni n g w it h

t h e C - t e r m i n al a n tib o d y

A p r e vi o u s r e p o r t f r o m o u r l a b o r a t o r y sh o w e d th a t

d aily t r e a t m e n t of n e o c o r tic al n e u r o n al c ult u r e s w it h

b F G F did n o t c h a n g e t h e e x p r e s si o n of t h e G lu R I

s ub u nit
2 9)

. T o c o n 丘r m th e e ff e ct s of b F G F o n t h e

i n t e r a cti o n b et w e e n G l u R l a n d S A P 9 7
,
w e at t e m p t e d

t o i m m u n o s t ai n c ult u r e d c o rti c al n e u r o n s w it h

a n ti - C - t e r m i n a l G l u R l a n tib o d y (Fi g , 4
,

u p p e r

m id dl e p a n els) . A s s u m i n g t h a t th e C - t e r m i n u s

G l u R l i s lib e r a t ed f r o m it s bi n di n g t o S A P 9 7
,

a n

a n d

of

t h e

e p it o p e r e c o g ni z e d b y t h e a n tib o d y b e c o m e s u n m a s -

k ed a n d c o n s e q u e n tl y t h e i m m u n o r e a c ti vit y s h o uld b e

el e v a t ed ･ T h e r e s ult s r e v e al e d th a t t h e p e r c e n t a g e of

i n t e n s ely st ai n e d c ell s w it h t h e a n ti - C - t e r m i n u s G l u R l

a n tib o d y w a s i n d e e d i n c r e a s e d in th e b F G F -t r e a t e d

c ult u r e s (8 ･6 % ±4 .3 i n t h e c o n t r ol c ult u r e
,
2 1 .7 % ±8 .0

i n b F G F - t r e a t ed c ult u r e s n - 7 ; p
- 0 .0 0 7) . D e n s e

G l u R ト1ik e st ai ni n g w it h th e C -t e r m i n al a n tib o d y i n

b F G F - t r e a t e d n e u r o n s w a s c y t o pl a s m i c a n d a p p e a r e d

i n th e n e u ritic p r o c e s s e s ( Fi g . 4
,

m id dl e p a n els) . I n

o rd e r t o c o n 丘r m th a t thi s o b s e r v a ti o n i s s p e ci丘c
,

w e

al s o s t ain e d n e u r o n s w it h a n a n ti - N -t e r m i n u s G l u R l

a n tib o d y ( Fi g . 4
,
l o w e r p a n el s) . It sh o uld b e n o t ed

th a t
,

w it h t h e a n ti - N ･t e r mi n u s a n tib o d y ,
th e p e r c e n t -

a g e of i n t e n s ely l a b ele d c ells i n t h e b F G F -t r e a t ed

c u lt u r e s did n o t di ff e r f r o m t h e c o n t r ol (6 3 .9 0
/. j = 5 .9 i n

c o n t r ol c u lt u r e
,
5 8 .8 % ±4 .8 i n b F G F - t r e a t ed c ult u r e s

n - 5 ; p
- 0 ･2 9 9) . T h e s e o b s e r v ati o n s s u g g e st t h at th e

b F G F -d e p e n d e n t d e c r e a s e i n S A P 9 7 p r ot ei n m i g h t

r e s ult i n t h e e x p o s u r e of t h e G l u R I C ･ t e r m i n al

d o m ai n .
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b F G F

Fi g . 4 . I m m u n o h i s t o c h e m i st r y o f t h e A M P A -t y p e g l u t a m a t e r e c e p t o r s u b u n it Gl u R l i n c o n t r o l ( A) o r b F G F -

t r e a t e d n e u r o n a l c u lt u r e s ( B) . N e o c o rti c a l n e u r o n s w e r e di s s o ci a t e d a n d c ul t u r e d i n t h e a b s e n c e o r p r e s e n c e o f

b F G F ( 2 0 n g/ m l; a d d e d d ail y) f o r 4 d a y s
,
fi x e d w it h 4

0

/o p a r a f o r m a ld e h y d e i n a p h o s p h a t e b u ff e r e d s a li n e

s o l u ti o n
,

a n d i n c u b a t e d w it h a n tib o d i e s r e c o g n i zi n g t h e C-t e r m i n u s ( u p p e r a n d m id dl e p a n el s) o r t h e N -t e r m i n u s

(l o w e r p a n el s) o f G l u R l ･ T h e r e s u lt s d e p i c t a n i n c r e a s e i n t h e n u m b e r o f s t r o n g l y st a i n e d c ell s w it h th e

a n ti-C
- t e r m i n u s a n ti b o d y w i th o u t a ff e c ti n g t h e st a i n i n g p a tt e r n w it h t h e a n ti - N -t e r m i n u s a n ti b o d y ･ S c al e b a r

,

5 0 /J m .

D I S C tJ S S I O N

S p e ci丘c m e m b e r s of t h e P D Z f a m il y of p r o t ei n s h a v e

r e c e n tly b e e n i m pli c a t e d i n i m p o rt a n t a n d d isti n c t

a s p e c t s of b r ain f u n c ti o n a n d s y n a p ti c p l a s ti c -

it y
1 6‾1 8

,
2 0

･
2 2‾2 5)

. H o w e v e r
,

v e r y lit tl e i s k n o w n a s t o

w h et h e r t h e s e m ole c ul e s r e s p o n d di ff e r e n tly t o v a ri 1

o u s c y t o k in e s o r g r o w t h f a c t o r s ･ R e s ol vi n g s u ch a n

i s s u e is i m p o r t a n t si n c e t h e s e p r o t ei n s h a v e o v e rl a p
-

p l n g p a tt e r n s Of e x p r e s si o n a n d in t e r a cti o n
2 3‾2 6 ,

3 8)

F o r i n s t a n c e
,
a n y f a c t o r t h a t aff e c t s t h e e x p r e s si o n o f

a p a r ti c ul a r P D Z p r o t ei n

m o d u l ati o n of th e c ell ul a r

I n p u t
,

ulti m at ely r e s ulti n g

r e s p o n s e a t s y n a p s e s t h at

m ig h t l e a d t o a u n iq u e

r e s p o n s e t o a n aff e r e n t

i n a di v e r g e n c e of t h e

h a v e diff e r e n t c o m bi n a -

ti o n s of P D Z m ole c ul e s .

T h e r e g ul a ti o n of g l u t a m a t e r g l C r e C e p t O r S b y

b F G F h a s r e c ei v e d m u ch at t e n ti o n a s t h e s e r e c e p t o r s

h a v e b e e n i m pli c a t e d i n i m p o r t a n t a s p e c t s of b r ai n

p h y si ol o g y s u c h a s th e i n d u c ti o n of L T P o r

L T D l ･
2

, 5 ･
1 9

, 3 9
,
4 0)

. F e w r e p o rt s dis c u s s w h et h e r b F G F

a ff e ct s th e A M P A -t y p e r e c e p t o r s i n n e u r o n s
,
th eir

s u b c ell ul a r dis t rib u ti o n
,

o r th e m e c h a n i s m s a p p li e d



t h e r ein 2 ･ 2 9)
. S A P 9 7 a n d G R I P l i n t e r a c t w ith t h e

G l u R l a n d G l u R 2 s u b u n it s ･ T h e y h a v e als o b e e n

i m pli c a t e d i n t h e s y n a p ti c t a r g e ti n g a n d/ o r s t a bili z a -

ti o n of A M P A r e c e p t o r s
1 8 ･ 2 0 , 2 1)

. S u c h st a bili z a ti o n

m i g h t i n c r e a s e n e u r o t r a n s m is si o n a n d s y n a p ti c r e -

s p o n si v e n e s s t o a n i n c o m l n g Sti m ul u s
,

w h e r e a s th ei r

r e m o v al c o uld b e c r u ci al in a v oi din g t h e h a r m f ul

eff e c t s of e x t e n d ed n e u r o n al e x cit a ti o n th a t yi eld s

e x cit o t o x icit y a n d n e u r o n al d e at h
l

･
3 9

,
4 0)

. T o el u cid a t e

t h e e ff e c t s of b F G F o n s u ch i nt e r a c ti o n s
,

w e u s e d

a n ti - N - t er m i n a l G l u R l o r a n ti - N -t e r m i n al G l u R 2 a n ti _

b o di e s t o c o -i m m u n o p r e ci pit at e t h e i n t e r a c ti n g P D Z

p r ot ei n s (S A P 9 7 a n d G R I P l
,

r e s p e c ti v el y) a n d

c o m p a r e d th ei r l e v el s i n b o th c ult u r e c o n diti o n s . O u r

r e s ult s sh o w t h a t b F G F d o w n - r e g ul at e d th e P D Z

p r o t ei n s th a t in t e r a ct w ith A M P A r e c e p t o r s (F ig . 1) ,

w hi c h w a s r e fl e c t ed i n th e dis s o ci ati o n of G l u R l f r o m

it s in t e r a c ti o n w it h S A P 97 (F i g . 3) ,
r e n d e ri n g th e

G lu R I C - t e r m i n al e p it o p e e x p o s e d t o b i n d t h e c o r r e -

s p o n di n g a n tib o d y (F i g . 4) . W hil e el a b o r a t e st u di e s

h a v e b e e n p u b li sh e d o n t h e e x p r e s si o n of P D Z p r o -

t ei n s a n d g l u t a m a t e r e c e p t o r s
2 9

･
3 0)

,
m o st of th e p u b li -

sh ed d a t a u s e d 4 % p a r af o r m ald eh y d e a s a c r o s sli n k ･

i n g r e a g e n t/丘Ⅹa ti v e
,

a n d diff e r e n t
,
s o m e ti m e s o p p o s -

i n g ,
r e s ult s h a v e b e e n o b t ai n e d . S u c h h a s b e e n t h e

c a s e f o r t h e C -

t e r m in i of N M D A -t y p e gl u t a m a t e

r e c e p t o r s a n d t h eir i nt e r a c ti n g P D Z p r ot ei n s P S D 掴5
,

P S D ･9 3 a n d S A P I O 2 . T his dis c r e p a n c y h a s b e e n

r e s olv ed u si n g p r e -i n c u b a ti o n w it h a p r o t e a s e o r

e x p o s u r e t o m i c r o w a v e s . S u c h d e n a t u ri n g p r o c e d u r e s

a r e k n o w n t o r e v e al th o s e e p it o p e s t h a t h a d b e e n

m a s k ed b y i n t e r a cti o n w ith p a r t n e r m ol e c u le s
3 0)

.

L a b eli n g of A M P A r e c e p t o r s i n y o u n g n e u r o n s in

c ult u r e w h e r e
=

m a t u r e
り

s y n a p s e s h a v e n ot y et f o r ･

m e d d o e s n o t r e q ui r e s u c h d e n a t u r a ti n g c o n di -

ti o n s
2 9

,
3 0)

･ O u r s t ai ni n g r e s u lt s sh o w e d l ab eli n g i n

p e ri - n u cle a r a n d c y t o p l a s m i c c o m p a r t m e n t s a n d i n

d e n d ritic s h af t s
,

s u g g e sti n g th a t b y 丘Ⅹ a ti o n ti m e
,

s lg ni丘c a n t a m o u n t s of th e r e a c ti v e m ol e c ul e s

r e m ai n e d o u t sid e t h e p o s t s y n a p ti c c o m p a r t m e n t .

S i n c e b F G F

t ai ni n g w it h

t h e G l u R l

In c r e a s e l n

did n ot aff e c t th e p a tt e r n of i m m u n o s -

t h e a n ti - N -t e r m i n al G l u R l a n tib o d y n o r

p r o t ei n le v els
,

t h e b F G F ･ d e p e n d e n t

i m m u n o r e a c ti vit y w it h th e C -t e r m i n al

a n tib od y i s lik el y t o r e p r e s e nt a q u alit ati v e c h a n g e i n

Gl u R l a n ti g e ni cit y . I n a g r e e m e n t
,
th e r e d u c ed i n t e r ･

a c ti o n b et w e e n S A P 97 a n d G l u R I C -t e r m i ni i n t h e

b F G F - t r e a t e d c ult u r e w a s p r e s u m a b ly r efl e c t ed i n t h e

u n m a s k i n g of t h e C - t e r m i n al e p it o p e . O u r s t ai ni n g

r e s ult s als o s u g g e st t h a t b F G F t r e a t m e n t m ig h t le a d

t o t h e d e c r e a s e d s u rf a c e e x p r e s si o n of A M P A r e c e -

p t o r p r o t ei n s a n d p o s sibly t h e a m o u n t of c u r r e n t

c o n t rib ut e d vi a t h e A M P A c h a n n els a t t h e p o st -

s y n a p ti c sit e s . A lth o u g h o u r r e s ult s d o n o t e x clu d e

b F G F R e g u l a t e s P D Z P r o t ei n E x p r e s si o n 1 1 3

th e p o s sibilit y t h a t b F G F m ig h t i n t e rf e r e w it h th e

t r a n sl o c ati o n/ t a r g eti n g of P D Z p r ot ein s o r v a ri o u s

t y p e s of i o ni c ch a n n els t o t h e s y n a p ti c c o m p a r t m e n t
,

t h e r e s ol u ti o n of th e s e i s s u e s r e q uir e s m o r e d e t ail e d

i n v e stig a ti o n s u sl n g el e ct r o n m ic r o s c o p y a s w ell a s

t h e st u d y of t h e eff e c t s of b F G F o n th e ele c t r . _

p h y si ol o g y of A M P A r e c e p t o r s .

b F G F c a n i n d u c e a n o p p o sit e eff e c t o n a dis ti n c t

m e m b e r of th e P D Z f a m ily of p r o t ei n s . b F G F i n -

c r e a s e d t h e e x p r e s si o n of P S D -9 3
,

w hi ch in t e r a c t s

w it h t h e N M D A r e c e p t o r s u b u nit s
40 )

･ W e c a n n o t d e n y

th at b F G F m i gh t i n fl u e n c e t h e N M D A r e c e p t o r f u n c
-

ti o n i n o u r n e o c o r ti c al c u lt u r e s .

st u di e s u si n g c e r eb ell a r g r a n ul e

h ip p o c a m p al c ult u r e s
,

s u g g e st e d

i n d e e d i n fl u e n c e t h e e x p r e s si o n

S e v e r al p r e vi o u s

c ell c ult u r e s o r

t h a t b F G F c a n

a n d f u n c ti o n of

N M D A r e c e p t o r s
l ･ 2 ･ 4- 6 ･3 9 , 4 1)

. I t w ill th e r ef o r e b e i n t e r _

e s ti n g t o st u d y t h e c o n s e q u e n c e s o f o u r o b s e r v a ti o n s
,

n a m ely w h e th e r P S D -9 3 c o n t rib u t e s t o th e e ff e c t s of

b F G F o n t h e N M D A r e c e p t o r f u n c ti o n in y o u n g

n e o c o rti c al c ult u r e s ･ M o r e o v e r
,
st u d yi n g th e r ol e of

P D Z p r o t ei n s i n n e u r o n al c ult u r e s eit h e r i n c u b a t e d

w ith b F G F o r n ot
,
a s w ell a s th ei r p ot e n ti a l c o n t rib u -

ti o n t o t h e s u r vi v al p r o m o ti n g a c ti o n of b F G F m i g h t

als o h el p i n d e 丘ni n g a n e w r ol e f o r P D Z p r o t ein s .

T his w ill ulti m a t el y le a d t o th e dis c o v e r y of a n e w

m e c h a nis m w h e r e b y th e b F G F - d e p e n d e n t r e g ul a ti o n

of P D Z p r o t ei n s p r o vid e s a n e w p r o t e cti v e m e c h a -

n is m a g ai n st g lu t a m at e t o x i cit y
4- 8

,
1 4

･ 3 9 , 4 1 )

W e h a v e p r e vi o u sl y r e p o r t ed th a t th e b r ai n ･ d e ri v ed

n e u r o t r o p hi c f a ct o r e n h a n c e s S A P 97
,

G R I P l a n d

P i c k l p r o t ei n e x p r e s si o n
2 1)

. O u r c u r r e n t r e s u lt s f u r -

th er i n di c a t e th at b F G F h a s a n o p p o sit e eff e ct o n

th e s e s a m e p r ot ei n s
,
a n d a s c rib e a n e w r ol e t o b F G F

i n th e r e g ul a ti o n of P D Z p r ot ei n e x p r e s si o n .

T o g e th e r
,

t h e s e d a t a s u g g e s t t h a t c y t o ki n e s a n d

n e u r ot r o p h i n s diff e r e n ti ally r e g ul a t e t h e e x p r e s si o n

of P D Z m ole c ul e s p o t e n ti ally c o n t rib u ti n g t o th e

s y n a p ti c di v e r sit y of gl u t a m a t e r e c e p t o r f u n c ti o n .

F u t u r e s t u die s w ill h el p cl a rif y th e s p e ci丘c r ol e of

e a ch P D Z p r o t e in i n m e di a ti n g t h e e ff e ct s of b F G F o n

n e u r o n al s u r vi v al a s w ell a s s y n a p ti c d e v el o p m e n t/
pl a sti cit y .

A c k n o w l e d g m e n t s . W e w o u ld li k e t o t h a n k D r . M .

W a t a n a b e ( Ⅲ o k k ai d o U n i v e rsit y , J a p a n) f o r t h e P S D - 9 3

a n d S A P I O 2 a n tib o d i e s ･ T hi s w o r k w a s s u p p o rt e d b y a

G r a n トi n
- A i d f o r C r e a ti v e S ci e n ti丘c R e s e a r c h .

R E F E R E N C E S

1) I n k l e s t ei n S P
,
K e m m o u A

,
C a d a y C G

,
B e rl o v e D J :

B a si c 丘b r o bl a s t g r o w t h f a c t o r p r o t e c t s c e r e b r o c o r
-



11 4 H . J o u R D I a n d H . N A W A :

ti c a l n e u r o n s a g ai n st e x cit a t o r y a m i n o a ci d t o x i ci t y

i n v it r o . St r o k e 2 4 : I 1 4 1- 1 4 3 ,
1 9 9 3 .

2) C h e n g B
,
F u r u k a w a K

,
0

'

K e e f e J A
,

G o o g m a n Y
,

K ih i k o M
,
F a b i a n T

,
M a tt s o n M P : B a si c 丘b r o b l a s t

g r o w th f a c t o r s el e cti v el y I n c r e a s e s A M P A ィ e c e p t o r

s u b u n it Gl u R I p r o t e i n l e v el a n d d i ff e r e n ti a ll y m o d u
1

1 a t e s C a 2 ＋ r e s p o n s e s t o A M P A a n d N M D A i n

h i p p o c a m p al n e u r o n s . I N e u r o c h e m 6 5 : 2 5 2 5- 2 5 3 6
,

1 9 9 5 .

3) A y H
,
A y I

,
K o r o s h e t z W J ,

F i n k l e st ei n S P : P o t e n ti al

u s e f u l n e s s o f b a si c 丘b r o b l a st g r o w th f a c t o r a s a

t r e a t m e n t f o r st r o k e . C e r e b r o v a s c D i s 9 : 1 3 ト1 3 5
,

1 9 9 9 .

4) B l a n ° E M
, J a ll a g e a s M

,
R e c a s e n s M

,
G u i r a m a n d ∫:

p o t e n ti a ti o n o f gl u t a m a t e r g i c a g o n i s t -i n d u c e d

i n o sit ol p h o s p h a t e f o r m a ti o n b y b a si c 丘b r o bl a st

g r o w th f a c t o r i s r el a t e d t o d e v e l o p m e n t al f e a t u r e s

i n h i p p o c a m p a l c u lt u r e s : n e u r o n a l s u r v i v al a n d g li a l

c e ll p r o li f e r a ti o n . E u r I N e u r o s ci l l : 3 3 7 7- 3 3 8 6
,

1 9 9 9 .

5) B o x e r A L
,

M o r e n o H
,

R u d y B
,

Z i ff E B : F G F- 2

p o t e n ti a t e s C a( 2 ＋ トd e p e n d e n t i n a c ti v a ti o n o f

N M D A r e c e p t o r c u r r e n t s i n hi p p o c a m p al n e u r o n s ･ ∫

N e u r oP h y si o 1 8 2 : 3 3 6 7- 3 3 7 7
,
1 9 9 9 ･

6) E I I d ri s si A
,
T r e n k n e r E : G r o w t h f a c t o r a n d t a u ri n e

p r o t e c t a g a i n st e x ci t o t o x i cit y b y st a bili zi n g c a l ci u m

h o m e o st a si s a n d e n e r g y m e t a b o li s m . I N e u r o s ci 1 9 :

9 4 5 9- 9 4 6 8
,
1 9 9 9 .

7) G u o Q ,
S e b a sti a n L

,
S o p h e r B L

,
M ill e r M W

,
G l a z n e r

G W
,

W a z r e C B
,
M a r ti n G M

,
M a tt s o n M P : N e u r-

o t r o p h i c f a ct o r s [ a c ti v it y
-d e p e n d e n t n e u r o t r o p h i c

f a c t o r ( A D N F) a n d b a si c 丘b r o b l a s t g r o w t h f a c t o r

( b F G F)] i n t e r r u p t e x ci t o t o x i c n e u r o d e g e n e r a ti v e

c a s c a d e s p r o m o t e d b y a P S l m u t a ti o n ･
P r o c N a il

A c a d S ci U S A 9 6 : 4 1 2 5- 4 1 3 0
,
1 9 9 9 .

8 ) Li a u X
,
Z h u X Z : R o l e s o f p 5 3

,
c- M y c

,
B cト2

,
B a x a n d

c a s p a s e s i n gl u t a m a t e
-i n d u c e d n e u r o n al a p o p t o si s

a n d t h e p o s sib l e n e u r o p r o t e c ti v e m e c h a n i s m o f b a si c

fi b r o bl a st g r o w t h f a c t o r ･
M oI B ylai n R e s 7 1 : 2 1 0- 2 1 6

,

1 9 9 9 .

9) A b e K
,
S a it o H : E ff e c t s o f b a si c fi b r o bl a st g r o w t h

f a c t o r o n c e n t r al n e r v o u s s y s t e m fu n c ti o n s . P h a r-

m a c o I R e s 4 3 : 3 0 7- 3 1 2
,
2 0 0 1 .

1 0) O h s a w a F
,
W i d m e r H R

,
K n u s e l B

,
D e n t o n T L

,
H e fti

F : R e s p o n s e o f e m b r y o n i c r a t hi p p o c a m p al n e u r o n s

i n c ul t u r e t o n e u r o t r o p hi n-3 ,
b r a i n

- d e ri v e d n e u r o t r o
-

p h i c f a c t o r a n d b a si c 丘b r o bl a st g r o w t h f a c t o r ･

N e u r o s c i e n c e 5 7 : 6 7- 7 7
,
1 9 9 3 .

l l) Q i a n X
,

T e m pl e S : b F G F
,

n e u r o t r o p hi n s
,

a n d th e

c o n t r o l o f c o rti c a l n e u r o g e n e si s .
N e u r o n 1 5 : 2 4 9- 2 5 2

,

1 9 9 5 .

1 2 ) G ritti A
,
P a r a ti E A

,
C o v a L

,
F r o li c h st b a l P

,
G alli R

,

W a n k e E
,

F a r a v elli L
,

M o r a s s u tti D J ,
R o i s e n F

,

N i c k e l D D
,
V e s c o v i A L : M u lti p o t e n ti a l st e m c ell s

f r o m th e a d ul t m o u s e b r a i n p r o li f e r a t e a n d s elf-

r e n e w i n r e s p o n s e t o b a si c 丘b r o b l a s t g r o w t h f a c t o r ･

J N e u r o s ci 1 6 : 1 0 9 11 1 1 0 0
,
1 9 9 6 .

1 3) M e h l e r M F
,
G o k h a n S : P o st n a t a l c e r e b r a l c o r ti c a l

m u lti p o t e n t p r o g e n i t o r s : r e g ul a t o r y m e c b a n i s m s

1 4)

1 5)

1 6 )

1 7)

1 8 )

1 9)

2 0)

2 1)

2 2)

2 3)

2 4 )

2 5)

2 6)

2 7)

a n d p o t e n ti al r ol e i n th e d e v e l o p m e n t o f n o v el n e u
-

r a l r e g e n e r a ti v e st r a t e gi e s ･ B r a i n P a th o 1 9 : 5 1 5- 5 2 6
,

1 9 9 9 .

G r e m o F
,

P r e st a M : R ol e o f 丘b r o bl a s t g r o w th

f a ct o r -2 i n h u m a n b r a i n ; f o c u s o n d e v el o p m e n t ･ I n t I

D e u N e u r o s c i 1 8 : 2 7 1- 2 7 9
,
2 0 0 0 .

s z e b e n yi G
,
D e n t E W

,
C all a w a y J L

,
S e y s C

,
L u e th

tl
,
K alil K : F ib r o b l a st g r o w th f a c t o r

- 2 p r o m o t e s

a x o n b r a n c h i n g o f c o r ti c a l n e u r o n s b y i n 8 u e n ci n g

m o r p h ol o g y a n d b e h a v i o r o f t h e p ri m a r y g r o w t h

c o n e . I N e u r o s ci 2 1 : 3 9 3 2- 3 9 4 1
,
2 0 0 1 1

D e v K K
,
N i s b i m u n e A

,
H e n l e y J M

,
N a k a n i sh i S :

T h e p r o t e i n k i n a s e C a lp h a b i n di n g p r o t e i n P I C K l

i n t e r a c t s w it h s h o rt b u t n o t l o n g f o r m a lt e r n a ti v e

s p li c e v a ri a n t s o f A M P A r e c e p t o r s u b u n it s ･ N e u r oI

p h a r m a c ol o g y 3 8 : 6 3 51 6 4 4
,
1 9 9 9 ･

Ⅹi a ∫,
Z h a n g X

,
S t a u di n g e r ∫,

Ⅲ u g a ni r R L : C l u st e r
-

i n g o f A M P A r e c e p t o r s b y t h e s y n a pti c P D Z

d o m a i n
-

c o n t a i n i n g p r o t ei n P I C K 1 . N e u r o n 2 2 : 1 7 9-

1 8 7
,
1 9 9 9 .

H a y a s h i Y
,
S h i S H

,
E st e b a n J A

,
Pi c c i n i A

,
P o n c e r

J C
,

M ali n o w R : D ri v i n g A M P A r e c e p t o r s i n t o

s y n a p s e s b y L T P a n d C a M K II : r e q u i r e m e n t f o r

G l u R l a n d P D Z d o m a i n i n t e r a c ti o n . S c i e n c e 2 8 7 :

2 2 6 2- 2 2 6 7
,
2 0 0 0 .

I w a k u r a Y
,
N a g a n o T

,
K a w a m u r a M

,
Ⅲ o ri k a w a Ⅲ

,

I b a r a k i K
,

T a k e i N
,

N a w a Ⅲ : N M D A -i n d u c e d

A M P A r e c e pt o r d o w n
-

r e g u l a ti o n i n v ol v e s i n t e r a c-

ti o n o f c a rb o x yl t e r m i n u

?
o f G l u R 2/ 3 w it h P i c k l ･

L i g a n d -b i n di n g st u di e s u s i n g S i n d b i s v e ct o r s c a r r y
-

i n g A M P A r e c e p t o r d e c o y s . I B i o I C h e m 2 7 6 : 4 0 0 2 5-

4 0 0 3 2
,
2 0 0 1 .

D o n g H
,

Z h a n g P
,
S o n g I

,
P et r a li a R S

,
L i a o D

,

H u g a n i r R L : C h a r a c t e ri z a ti o n o f t h e g l u t a m a t e

r e c e pt o r
-i n t e r a c ti n g p r o t e i n s G R I P l a n d G R I P 2 ･ ∫

N e u yTO S Ci 1 9 : 6 9 3 0- 6 9 4 1
,
1 9 9 9 .

J o u r d i H
,

Ⅹi o n g H
,
N a ri s a w a

- S a it o M
,

T a k ei N
,

N a w a Ⅲ : D iff e r e n ti al R e g u l a ti o n o f P o st -S y n a p ti c

D e n sit y P r o t ei n s b y B D N F : C o r r e l a ti o n t o it s

E ff e ct s o n t h e E x p r e s si o n o f A M P A -ty p e G l u t a m a t e

R e c e p t o r s . S o c N e u r o s c i A b st r 2 7 : 2 0 0 1 ･

R i m E
,

N i e th a m m e r M
,

R o t h s c h il d A
,
J a n Y N

,

S h e n g M : C l u s t e ri n g o f S h a k e r
-t yp e K ＋ c h a n n e l s

b y i n t e r a c ti o n w ith a f a m il y o f m e m b r a n e
-

a s s o ci a t e d g u a n yl a t e k i n a s e s . N a t u r e 3 7 8 : 8 5- 8 8
,

1 9 9 5 .

S h e n g M
,

W y s z y n s k i M : 二o n c h a n n e l t a r g e ti n g i n

n e u r o n s .
B i o e s s a y s 1 0 : 8 4 7- 8 5 3

,
1 9 9 7 .

B u r k e N A
,
T a k i m o t o K

,
L i D

,
H a m W

,
W a t k i n s S C

,

L e v i t a n E S : D i sti n c t s t r u c t u r a l r e q u i r e m e n t s f o r

c l u s t e ri n g a n d i m m o b ili z a ti o n o f K ＋ c h a n n el s b y

P S D1 9 5 . I G e n P h y si o 1 1 1 3 : 7 1- 8 0
,
1 9 9 9 1

0
'

B ri e n R J ,
L a u L F

,
Ⅲ u g a n i r R L : M o l e c u l a r m e c h a

-

ni s m s o f g l u t a m a t e r e c e p t o r c l u st e ri n g a t e x c it a t o r y

s y n a p s e s . C u r r O p i n N e u r o bi o 1 8 : 3 6 4- 3 6 9
,
1 9 9 8 ･

T u r ri gi a n o G G : A M P A r e c e p t o r s u n b o u n d : M e m
-

b r a n e c y cli n g a n d s y n a pti c pl a sti c it y .
N e u r o n 2 6 : 51

8
,
2 0 0 0 .

S h e n g M : M o l e c u l a r o r g a n i z a ti o n o f t h e p o st-



s y n a p ti c sp e c i a li z a ti o n . P r o c N a il A c a d S ci U S A 9 8 :

7 0 5 8- 7 0 6 1
,
2 0 0 1 .

2 8) S h i S
,
H a y a s h i Y

,
E st e b a n J A

,
M al in o w R : S u b u n i t -

s p e ci丘c r u l e s g o v e r ni n g A M P A r e c e p t o r t r a 氏 c k i n g
t o s y n a p s e s i n h ip p o c a m p a l p y r a mi d a l n e u r o n s . C ell

1 0 5 : 3 3 1- 3 4 3
,
2 0 0 1 .

2 9) N a ri s a w a
･S ait o M

,
Sil v a A J ,

Y a m a g u c bi T
,
H a y a -

s h i T
,

Y a m a m o t o T
,

N a w a H : G r o w th f a c t o r

m e d i a t e d F y n si g n a li n g r e g u l a t e s a l p h a
-

a m i n o
- 3-

h y d r o x y
- 5 - m e t h y l

- 4 - i s o x a z o l e p r o p i o n i c a c i d

( A M P A) r e c e p t o r e x p r e s si o n i n r o d e n t n e o c o rti c a l

n e u r o n s ･ P r o c N a il A c a d S ci U S A 9 6 : 2 4 6 l- 2 4 6 6
,

1 9 9 9 .

3 0) F u k a y a M
,
W a t a n a b e M : I m p r o v e d i m m u n o hi st o-

c h e m i c al d e t e c ti o n o f p o st s y n a p ti c a ll y l o c a t e d P S D -

9 5/ S A P 9 0 p r o t e i n f a m il y b y p r o t e a s e s e c ti o n

p r e t r e a t m e n t: A st u d y i n t h e a d u lt m o u s e b r a i n
. ∫

C o m p N e u 7 10 1 4 2 6 : 5 7 2- 5 8 6
,
2 0 0 0 .

3 1) M u ll e r B M
,
K i st n e r U

,
V e h R W

,
C a s e s

- L a n gh o ff C
,

B e c k e r B
,
G u n d el丘n g e r E D

,
G a r n e r C C : M ol e c u l a r

c h a r a c t e ri z a ti o n a n d s p a ti a l di st ri b u ti o n o f S A P 9 7
,

a n o v e l p r e s y n a p ti c p r o t e i n h o m o l o g o u s t o S A P 9 0

a n d th e D r o s o p h il a d i s c s
-l a r g e t u m o r s u p p r e s s o r

p r o t e in . I N e u r o s ci 1 5 : 2 3 5 41 2 3 6 6
,
1 9 9 5 .

3 2) M u ll e r B M
,
K i st n e r U

,
K i n d l e r S

,
C h u n g W J ,

K u h -

1 e n d a h l S
,
F e n st e r S D

,
L a u L F

,
V e h R W

,
H u g a n i r

R L
,
G u n d e 岨 n g e r E D

,
G a r n e r C C : S A P I O 2

,
a n o v el

p o s t s y n a p ti c p r o t ei n t h a t i n t e r a c t s w it h N M D A

r e c e p t o r c o m pl e x e s i n v i v o . N e u r o n 1 7 : 2 5 51 2 6 5
,

1 9 9 6 .

3 3) L a u L F
,
M a m m e n A

,
E hl e r s M D

,
K i n d l e r S

,
C h u n g

W J ,
G a r n e r C C

,
H u g a n i r R L : I n t e r a c ti o n o f t h e

N -

m et h yl-D -

a s p a rt a t e r e c e p t o r c o m p l e x w ith a

n o v el s y n a p s e
-

a s s o c i a t e d p r o t e in
,
S A P I O 2 . I B i o I

C h e m 2 7 1 : 2 1 6 2 21 2 1 6 2 8
,
1 9 9 6 .

3 4) B r e n m a n J E
, C h ri st o p h e r s o n K S

,
C r a v e n S E

,
M c G e e

A W
,

B r e d t D S : C l o n i n g a n d c h a r a c t e ri z a ti o n o f

b F G F R e g u l a t e s P D Z P r o t ei n E x p r e s si o n 11 5

P S D - 9 3
,

a n it ri c o x i d e s y n t b a s e i n t e r a c ti n g p r o t ei n .

J N e u r o s ci 1 6 : 7 4 0 7- 7 4 1 5
,
1 9 9 6 .

3 5 ) I b a r a k i K
,

O t s u Y
,

N a w a H : A n o v e l t w o
-

si t e

e n z y m e i m m u n o a s s a y r e v e a l s t h e r e g i o n a l d i s t ri b u
-

ti o n s o f a n d d e v el o p m e n t a l c h a n g e s i n G l u R l a n d

N M D A R l p r o t ei n c o n t e n t s i n t h e r a t b r ai n . ∫
N e u y10 C h e m 7 3 : 4 0 8- 4 1 7

,
1 9 9 9 .

3 6) W y s z y n s k i M
, V a lt s c h a n o ff J G

,
N a i sb i tt S

,
D u n a h

A W
･
R i m E

,
S t a n d a e rt D G

,
W e i n b e r g R

,
S h e n g M :

A s s o ci a ti o n o f A M P A r e c e p t o r s w it h a s u b s e t o f

g l u t a m a t e r e c e p t o r
-i n t e r a c ti n g p r o t ei n i n vi v o . I

N e u r o s ci 1 9 : 6 5 2 81 6 5 3 7
,
1 9 9 9 .

3 7) S a n s N
,
P e t r ali a R S

,
W a n g Y X

,
B l a h o s J 2 n d

,
H ell

J W
, W e n t h o l d R J : A d e v e l o p m e n t a l c h a n g e i n

N M D A r e c e p t o r -

a s s o ci a t e d p r o t ei n s a t h ip p o c a m p a l

s y n a p s e s . I N e u r o s ci 2 0 : 1 2 6 0- 1 2 7 1
,
2 0 0 0 .

3 8) F e r n a n d e z
･S a n c h e z M T

,
N o v elli A : B a si c 丘b r o b l a s t

g r o w t h f a c t o r p r o t e c t s c e r e b ell a r n e u r o n s i n p ri -

m a r y c u lt u r e f r o m N M D A a n d n o n
- N M D A r e c e p t o r

m e di a t e d n e u r o t o x i cit y ･ F E E S L e tt 3 3 5 : 1 2 4- 1 3 1
,

1 9 9 3 .

3 9) B r a n d o li C
,
S a n n a A

,
D e B e r n a r d i M A

,
F o ll e s a P

,

B r o o k e r G
,
M o c c h e t ti I : B r a i n

-d e ri v e d n e u r o t r o p h i c

f a c t o r a n d b a si c fi b r o bl a st g r o w t h f a c t o r d o w
-

n r e g u l a t e N M D A r e c e p t o r f u n c ti o n i n c e r e b ell a r

g r an u l e c ell s . I N e u 710 S Ci 1 8 : 7 9 5 3- 7 9 6 1
,
1 9 9 8 .

4 0 ) N i e t h a m m e r M
,

R i m E
,
S h e n g M : I n t e r a c ti o n

b e t w e e n t h e C t e r m i n u s o f N M D A r e c e p t o r s u b u n it s

a n d m u ltip l e m e m b e r s o f t h e P S D - 9 5 f a m il y o f

m e m b r a n e -

a s s o c i a t e d g u a n y l a t e k in a s e s . I N e u r o s ci

1 6 : 2 1 5 7- 2 1 6 3
,
1 9 9 6 .

4 1) M a t t s o n M P
,
K u m a r K N

,
W a n g H

,
C h e n g B

,
M i-

c h a eli s E K : B a si c F G F r e g ul at e s t h e e x p r e s si o n o f a

f u n cti o n a1 7 1 k D a N M D A r e c e p t o r p r o t e i n th a t

m e d i a t e s c a l ci u m i n a u x a n d n e u r o t o x i c it y i n

h i p p o c a m p a l n e u r o n s . I N e u 710 S Ci 1 3 : 4 5 7 5- 4 5 8 8
,

1 9 9 3 .


