
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】ミエリン鞘のループを特異的に検出する手段の提供。
【解決手段】特定のアミノ酸配列を認識する抗体、又は特定のアミノ酸配列において１な
いし数個のアミノ酸が欠失、置換、又は挿入されたアミノ酸配列を有する蛋白質であって
中枢ミエリン鞘のループに局在する蛋白質のＣ末１６アミノ酸の配列を認識する抗体。
【選択図】なし

JP 2006-83123 A 2006.3.30



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 認 識 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ な い し 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換
、 又 は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 で あ っ て 中 枢 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ に 局 在 す
る 蛋 白 質 の Ｃ 末 端 の １ ６ ア ミ ノ 酸 の 配 列 を 認 識 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ま た は ４ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 認 識 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
中 枢 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ に 局 在 す る 蛋 白 質 に 結 合 し て 中 枢 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ を 検 出 で き
る 請 求 項 １ な い し ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ な い し ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ な い し ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 若 し く は ４ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 記
載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ な い し 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 、 又 は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ
酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 で あ っ て 中 枢 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ に 局 在 す る 蛋 白 質 の Ｃ 末 １ ６ ア ミ
ノ 酸 の 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 産 生 さ せ た 抗 体 で あ る 請 求 項 １ な い し ６ の
い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 若 し く は ４ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 記
載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ な い し 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 、 又 は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ
酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 で あ っ て 中 枢 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ に 局 在 す る 蛋 白 質 の Ｃ 末 １ ６ ア ミ
ノ 酸 の 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド と 担 体 蛋 白 と の 結 合 物 を 免 疫 原 と し て 産 生 さ せ た 抗 体 で あ
る 請 求 項 １ な い し ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 １ な い し ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 体 を 用 い て 中 枢 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ を 特 異 的
に 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 １ な い し ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 体 を 含 む 中 枢 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ の 検 出 マ ー
カ ー 。

                                                                                
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ に 局 在 す る 蛋 白 質 を 認 識 す る 抗 体 、 及 び そ の 利 用 に 関 す る
。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
神 経 軸 索 の ま わ り を 覆 う ミ エ リ ン 鞘 は 、 中 枢 神 経 系 で は オ リ ゴ デ ン ド ロ グ リ ア 、 末 梢 神 経
系 で は シ ュ ワ ン 細 胞 に よ っ て 形 成 さ れ る 。 ミ エ リ ン 鞘 は 、 脂 質 に 富 ん だ 膜 構 造 で 神 経 情 報
伝 達 路 で あ る 軸 索 の 絶 縁 体 と し て 機 能 し 、 細 い 軸 索 を 介 し た 神 経 細 胞 か ら 標 的 細 胞 へ の 電
気 イ ン パ ル ス 伝 達 が 小 さ な エ ネ ル ギ ー で 高 速 に 行 わ れ る こ と を 可 能 に し て い る 。 高 等 動 物
の 高 度 な 精 神 ・ 運 動 機 能 は ミ エ リ ン に よ り 保 証 さ れ て お り 、 ミ エ リ ン の 損 傷 に よ っ て は 脱
髄 疾 患 等 が 引 き 起 こ さ れ る 。 家 族 性 ま た は 突 発 性 の 脱 髄 疾 患 が 数 多 く 知 ら れ て お り 、 ま た
脱 髄 疾 患 の 神 経 症 状 は 多 岐 に 渡 っ て い る が 、 そ の 病 態 に つ い て は 現 在 ま で に 十 分 な 情 報 が
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な い 。 従 っ て 、 脱 髄 疾 患 の 病 態 解 明 が 急 務 と な っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
ミ エ リ ン 鞘 は 、 コ ン パ ク ト ミ エ リ ン と 呼 ば れ る 細 胞 膜 同 士 が 密 着 し た 構 造 と 、 細 胞 膜 同 士
の 間 に 細 胞 質 を 有 し た ノ ン コ ン パ ク ト ミ エ リ ン 構 造 と か ら な る 。 ノ ン コ ン パ ク ト ミ エ リ ン
構 造 は ル ー プ と も 呼 ば れ 、 ミ エ リ ン 鞘 の 端 部 に 局 在 す る 。 ル ー プ は オ リ ゴ デ ン ド ロ グ リ ア
や シ ュ ワ ン 細 胞 内 で の 情 報 伝 達 の 場 で あ る と 同 時 に 、 脱 髄 疾 患 で は 最 初 に 障 害 を 受 け る 部
位 で あ り 、 ミ エ リ ン 鞘 の 形 成 及 び 維 持 の 研 究 や 脱 髄 疾 患 の 病 態 研 究 に お い て 重 要 視 さ れ て
き た 。 こ れ ら の 研 究 に お い て 、 ル ー プ の 構 造 は 主 に 電 子 顕 微 鏡 に よ っ て 観 察 さ れ て き た が
、 電 子 顕 微 鏡 に よ る 方 法 は 時 間 と 熟 練 を 要 す る も の で あ り 、 応 用 範 囲 も 限 ら れ て い た 。 従
っ て 、 ミ エ リ ン の 生 理 化 学 的 機 能 及 び 脱 髄 疾 患 の 病 態 を 解 明 す る た め に 、 よ り 簡 便 に ル ー
プ 構 造 を 解 析 で き る 手 段 の 開 発 が 望 ま れ て い た 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
本 発 明 の 課 題 は ミ エ リ ン 鞘 の 生 理 化 学 的 機 能 を 解 明 す る こ と に よ り 脱 髄 疾 患 等 の 神 経 疾 患
の 研 究 に 供 す る 手 段 を 提 供 す る こ と に あ る 。 よ り 具 体 的 に は 本 発 明 の 課 題 は ミ エ リ ン 鞘 の
ル ー プ を 特 異 的 に 検 出 す る 手 段 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
本 発 明 者 ら は 脳 に 関 す る 研 究 の 過 程 で 、 マ ウ ス の 脳 で 生 後 １ ２ 日 目 以 降 に 突 如 発 現 す る 脳
特 異 的 遺 伝 子 を 見 出 し 、 オ パ リ ン （ Opalin: Oligodendrocytic paranodal loop protein
） 遺 伝 子 と 命 名 し た 。 マ ウ ス ゲ ノ ム 遺 伝 子 デ ー タ ベ ー ス の 解 析 に よ り 、 オ パ リ ン 遺 伝 子 は
、 ブ タ に お い て 脳 特 異 的 遺 伝 子 と し て 既 に 報 告 さ れ て い た tmp83.5 (Eur. J. Biochem. 25
6, pp24-35, 1998)、 及 び 、 ヒ ト に お い て 家 族 性 側 頭 葉 て ん か ん の 原 因 遺 伝 子 の 近 傍 に あ
る と さ れ た HTMP10(Gene 282, pp 87-94, 2002)の マ ウ ス 相 同 遺 伝 子 で あ る と 考 え ら れ た （
そ れ ぞ れ ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で オ パ リ ン 遺 伝 子 と ７ ６ ％ と ７ ７ ％ で 同 一 で あ っ た ） 。 実 際 、 Ge
ne 282, pp 87-94に お い て は 、 こ れ ら ３ つ の 遺 伝 子 由 来 の 蛋 白 質 が 相 互 に ホ モ ロ ー グ 蛋 白
で あ る と さ れ て お り 、 オ パ リ ン 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は mtmpと し て 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
本 発 明 者 ら は 、 オ パ リ ン 蛋 白 質 を 認 識 す る 抗 体 と し て 、 オ パ リ ン 蛋 白 質 の Ｃ 末 端 １ ６ ア ミ
ノ 酸 を 含 む ペ プ チ ド を ウ サ ギ に 免 疫 す る こ と に よ っ て 得 ら れ た 抗 体 を 作 成 し 、 本 抗 体 を 用
い て 研 究 を 重 ね た 。 そ の 結 果 、 本 抗 体 が オ パ リ ン 蛋 白 質 と 高 い 特 異 性 と 親 和 性 で 結 合 す る
こ と を 見 出 し 、 ま た 本 抗 体 を 用 い て オ パ リ ン 蛋 白 質 が 中 枢 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ に 局 在 す る
こ と を 見 出 し た 。 さ ら に 本 抗 体 を 用 い て 中 枢 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ を 極 め て 特 異 的 に 高 感 度
に 検 出 す る こ と が で き る こ と を 見 出 し た 。 本 発 明 は 上 記 の 知 見 に 基 づ い て 完 成 さ れ た も の
で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
即 ち 、 本 発 明 に よ れ ば 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 認 識 す る 抗 体 ； 配 列
表 の 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ な い し 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 、 又
は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 で あ っ て 中 枢 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ に 局 在 す る 蛋
白 質 の Ｃ 末 端 の １ ６ ア ミ ノ 酸 の 配 列 を 認 識 す る 抗 体 ； 及 び 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ま た は ４
に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 認 識 す る 抗 体 が 提 供 さ れ る 。
本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 中 枢 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ に 局 在 す る 蛋 白 質 に 結 合 し て 中
枢 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ を 検 出 で き る 上 記 い ず れ か の 抗 体 が 提 供 さ れ る 。 ま た 、 本 発 明 の 抗
体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で も よ い し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で も よ い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
本 発 明 の 別 の 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 若 し く は ４ に 記 載 の ア ミ ノ
酸 配 列 、 又 は 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ な い し 数 個 の ア ミ ノ 酸
が 欠 失 、 置 換 、 又 は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 で あ っ て 中 枢 ミ エ リ ン 鞘 の ル
ー プ に 局 在 す る 蛋 白 質 の Ｃ 末 １ ６ ア ミ ノ 酸 の 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 産 生
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さ せ た 抗 体 で あ る 上 記 い ず れ か の 抗 体 ； 及 び 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 若 し く は ４ に 記 載
の ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ な い し 数 個 の
ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 、 又 は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 で あ っ て 中 枢 ミ エ リ
ン 鞘 の ル ー プ に 局 在 す る 蛋 白 質 の Ｃ 末 １ ６ ア ミ ノ 酸 の 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド と 担 体 蛋 白
と の 結 合 物 を 免 疫 原 と し て 産 生 さ せ た 抗 体 で あ る 上 記 い ず れ か の 抗 体 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 に よ れ ば 、 上 記 い ず れ か の 抗 体 を 用 い て 、 中 枢 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ を
特 異 的 に 検 出 す る 方 法 ； 及 び 上 記 い ず れ か の 抗 体 を 含 む 中 枢 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ の 検 出 マ
ー カ ー が 提 供 さ れ る 。
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 側 面 に よ れ ば 、 上 記 い ず れ か の 抗 体 を 用 い て 成 熟 中 枢 ミ エ リ ン 鞘 の
ル ー プ を 特 異 的 に 検 出 す る 工 程 を 含 む 脱 髄 疾 患 の 診 断 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 の 抗 体 は 、 高 い 親 和 性 と 特 異 性 で オ パ リ ン 蛋 白 質 に 結 合 す る 。 オ パ リ ン 蛋 白 質 は 中
枢 神 経 系 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ の み に 発 現 し 他 の 部 位 に は 発 現 し な い た め 、 本 発 明 の 抗 体 は
中 枢 神 経 系 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ を 極 め て 高 感 度 に 検 出 す る こ と が 可 能 で あ り 、 脱 髄 疾 患 等
の 病 態 解 明 に 有 用 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ １ 】
上 述 の よ う に 、 本 発 明 の 抗 体 は オ パ リ ン 蛋 白 質 と 高 い 特 異 性 と 親 和 性 で 結 合 す る 。 さ ら に
本 抗 体 を 用 い て オ パ リ ン 蛋 白 質 が 中 枢 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ に 局 在 す る 蛋 白 質 で あ る こ と が
本 発 明 者 ら の 研 究 の 過 程 で 明 ら か に な っ た 。 オ パ リ ン 蛋 白 質 が 中 枢 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ に
局 在 す る 蛋 白 質 で あ る と い う 結 果 は オ パ リ ン 遺 伝 子 の ホ モ ロ ー グ で あ る tmp83.5 が 神 経 細
胞 に 存 在 し て い る と し た 文 献 (Eur. J. Biochem. 256, pp24-35, 1998)で の 報 告 と 異 な る
も の で あ っ た 。 従 っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 In　 situ　 hybridizationに よ っ て オ パ リ ン 遺 伝
子 の 発 現 部 位 を 解 析 し た 。 そ の 結 果 、 後 述 の 実 施 例 に 示 す よ う に 、 全 て の プ ロ ー ブ で オ パ
リ ン 遺 伝 子 が 脳 の 白 質 特 異 的 に 発 現 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 こ れ は 、 オ パ リ ン 蛋 白 質 が 中
枢 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ に 局 在 す る 蛋 白 質 で あ る こ と を 裏 付 け る 結 果 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 明 細 書 に お い て 、 「 オ パ リ ン 蛋 白 質 」 と の 用 語 で 、 「 オ パ リ ン 蛋 白 質 及 び そ の ホ モ ロ ー
グ 蛋 白 質 」 を 意 味 す る こ と が あ る 。 オ パ リ ン 蛋 白 質 の ホ モ ロ ー グ 蛋 白 質 と し て は 、 例 え ば
上 述 の tmp83.5遺 伝 子 又 は HTMP10遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 等 が 挙 げ ら れ る 。
配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 は オ パ リ ン 蛋 白 質 の Ｃ 末 端 の １ ６ ア ミ ノ 酸 配 列
に 該 当 す る 。 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 は HTMP10遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る 蛋
白 質 の Ｃ 末 端 の １ ６ ア ミ ノ 酸 配 列 に 該 当 す る 。 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列
は tmp83.5遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 の Ｃ 末 端 の １ ６ ア ミ ノ 酸 配 列 に 該 当 す る 。 配 列 表
の 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 本 発 明 者 ら が 見 出 し た オ パ リ ン 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ
る 蛋 白 質 の Ｃ 末 端 の １ ６ ア ミ ノ 酸 配 列 に 該 当 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 明 細 書 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 認 識 す る 抗 体 と は 、 該 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ
ド 又 は 該 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 部 分 構 造 と し て 有 す る 物 質 を 認 識 す る 抗 体 を
意 味 す る 。 該 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド と し て は 、 該 ア ミ ノ 酸 配 列 を Ｃ 末 端 に 有 す
る ポ リ ペ プ チ ド が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
免 疫 原 又 は 免 疫 原 の 一 部 と な る ポ リ ペ プ チ ド の 調 製 方 法 と し て は 、 生 体 組 織 か ら 単 離 し た
蛋 白 質 か ら 調 製 す る 方 法 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る 形 質 転 換 体 を 培
養 し て 調 製 す る 方 法 、 又 は 化 学 的 に 合 成 す る 方 法 な ど が 挙 げ ら れ 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、
ペ プ チ ド ・ シ ン セ サ イ ザ ー 等 を 用 い た ペ プ チ ド 合 成 方 法 で 化 学 的 に 合 成 す る 方 法 が 好 ま し
い 。 ペ プ チ ド 合 成 法 と し て は 、 例 え ば 固 相 合 成 法 、 液 相 合 成 法 の い ず れ に よ っ て も よ い 。
担 体 蛋 白 と の 結 合 物 を 調 製 す る 場 合 に は 、 担 体 蛋 白 へ の 結 合 の 前 に 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ
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フ ィ ー で 精 製 す る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 の 抗 体 は 、 好 ま し く は 、 上 記 の ポ リ ペ プ チ ド と 担 体 蛋 白 と の 結 合 物 を 免 疫 原 と し て
哺 乳 動 物 に 投 与 し て 免 疫 す る こ と に よ り 産 生 さ せ る 。 担 体 蛋 白 と し て は 当 技 術 分 野 に お い
て 、 担 体 と し て 用 い ら れ て い る 蛋 白 を 用 い れ ば よ く 、 例 と し て は 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （
Ｂ Ｓ Ａ ） 、 キ ー ホ ー ル リ ム ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ Ｋ Ｌ Ｈ ） 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 の 抗 体 は 、 上 記 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 上 記 の ポ リ ペ プ チ ド と 担 体 蛋 白 と の 結 合 物 を リ
ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） な ど の 適 当 な 緩 衝 液 に 溶 解 し 、 こ の 溶 液 を 哺 乳 動 物 に 投 与
し て 免 疫 す る こ と に よ り 容 易 に 製 造 可 能 で あ る 。 ま た 、 必 要 に 応 じ て 、 上 記 抗 原 を 通 常 用
い ら れ る ア ジ ュ バ ン ト を 含 有 す る 適 当 な 緩 衝 液 に 溶 解 し て 得 ら れ る 乳 濁 液 を 用 い て 免 疫 を
行 っ て も よ い 。 ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 油 中 水 型 乳 剤 、 水 中 油 中 水 型 乳 剤 、 水 中 油 型 乳 剤
、 リ ポ ソ ー ム 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル な ど の ア ジ ュ バ ン ト 、 生 体 成 分 由 来 の 蛋 白 質 及 び
ペ プ チ ド 性 物 質 な ど が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し く は 、 フ ロ イ ン ト の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 又 は フ
ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト な ど 用 い る こ と が で き る 。 ア ジ ュ バ ン ト の 投 与 経 路 、 投 与 量
、 投 与 時 期 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 所 望 の 免 疫 応 答 を 増 強 で き る よ う に 適 宜 選 択 す る こ と
が 望 ま し い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
免 疫 す る 哺 乳 動 物 と し て は 、 マ ウ ス 、 ハ ム ス タ ー 、 モ ル モ ッ ト 、 ニ ワ ト リ 、 ラ ッ ト 、 ウ サ
ギ 、 イ ヌ 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ シ 等 が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し く は Ｎ Ｚ Ｗ ウ サ ギ （ Ｎ ｅ ｗ  Ｚ ｅ
ａ ｌ ａ ｎ ｄ  Ｗ ｈ ｉ ｔ ｅ  Ｒ ａ ｂ ｂ ｉ ｔ ） な ど 抗 体 作 成 用 に 用 い ら れ て い る ウ サ ギ な ど を 用
い る こ と が で き る 。 哺 乳 動 物 の 免 疫 感 作 の 方 法 と し て は 、 当 業 者 に 公 知 の 通 常 の 免 疫 感 作
の 方 法 を 用 い て 行 え ば よ く 、 例 え ば 抗 原 の 溶 液 又 は 乳 濁 液 を 哺 乳 動 物 に 皮 下 投 与 、 皮 内 投
与 、 腹 膜 腔 内 投 与 、 静 脈 内 投 与 、 又 は 筋 肉 内 投 与 、 好 ま し く は 静 脈 内 、 腹 膜 腔 内 も し く は
皮 下 に 注 射 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 こ の よ う な 抗 原 投 与 は 例 え ば ７ か ら ３ ０ 日
、 特 に １ ２ か ら １ ６ 日 間 隔 で ２ 回 以 上 投 与 す る こ と が で き 、 ４ ～ ６ 回 行 う の が 好 ま し い 。
抗 原 の 投 与 量 と し て は １ 回 に つ き 、 例 え ば 抗 原 約 ０ ． ０ ５ か ら ２ ｍ ｇ 程 度 を 目 安 と す る こ
と が で き 、 こ の 投 与 量 を 免 疫 す る 哺 乳 動 物 の 複 数 箇 所 に 分 け て 投 与 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
最 終 の 抗 原 の 投 与 か ら １ ０ 日 ～ ２ ケ 月 後 に 免 疫 感 作 し た 哺 乳 動 物 か ら 通 常 の 方 法 に よ り 血
液 を 採 取 し て 、 該 血 液 を 、 例 え ば 遠 心 分 離 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ
ー ル を 用 い た 沈 澱 、 ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ
ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 通 常 の 方 法 に よ っ て 分 離 ・ 精 製
す る こ と に よ り 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 と し て 、 本 発 明 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 の 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 何 れ で も よ い 。 本 発 明 の
抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 場 合 、 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の グ ロ ブ リ ン タ イ プ は 特 に 限 定
さ れ ず 、 例 え ば Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｄ 等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 本 発 明
の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ヒ ト 化 抗 体 又 は ヒ ト 抗 体 で も よ い 。
本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 株 は 特 に 制 限 さ れ な い が 、 例 え ば 、 抗 体 産 生
細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 と の 細 胞 融 合 に よ り ハ イ ブ リ ド ー マ と し て 得 る こ と が で き る 。 本
発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 例 え ば 以 下 の よ う な 細 胞 融 合 法
に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
抗 体 産 生 細 胞 と し て は 、 免 疫 さ れ た 動 物 か ら の 脾 細 胞 、 リ ン パ 節 細 胞 、 Ｂ リ ン パ 球 等 が 使
用 で き る 。 免 疫 原 は 、 上 述 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 の 場 合 と 同 様 の 免 疫 原 を 使 用 す る
こ と が で き る 。 免 疫 さ れ る 哺 乳 動 物 と し て は マ ウ ス 、 ラ ッ ト 等 が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら の 哺 乳
動 物 へ の 免 疫 原 の 投 与 は 常 法 に 従 っ て 行 え ば よ い 。 例 え ば 完 全 フ ロ イ ン ド ア ジ ュ バ ン ト 、
不 完 全 フ ロ イ ン ド ア ジ ュ バ ン ト な ど の ア ジ ュ バ ン ト と 抗 原 ペ プ チ ド と の 懸 濁 液 も し く は 乳
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化 液 を 調 製 し 、 こ れ を 動 物 の 静 脈 、 皮 下 、 皮 内 、 腹 腔 内 等 に 数 回 投 与 す る こ と に よ っ て 動
物 を 免 疫 化 す る こ と が で き る 。 免 疫 化 し た 動 物 か ら 抗 体 産 生 細 胞 と し て 例 え ば 脾 細 胞 を 取
得 し 、 こ れ と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を そ れ 自 体 公 知 の 方 法 （ G.Kohler et al .,Nature,256 49
5(1975)） に よ り 融 合 す る こ と に よ っ て ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
細 胞 融 合 に 使 用 す る ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 と し て は 、 例 え ば マ ウ ス で は Ｐ ３ Ｘ ６ ３ Ａ ｇ ８ 、 Ｐ
３ Ｕ １ 株 、 Ｓ ｐ ２ ／ ０ 株 な ど が 挙 げ ら れ る 。 細 胞 融 合 を 行 な う に 際 し て は 、 ポ リ エ チ レ ン
グ リ コ ー ル 、 セ ン ダ イ ウ イ ル ス な ど の 融 合 促 進 剤 を 用 い 、 細 胞 融 合 後 の ハ イ ブ リ ド ー マ の
選 抜 に は ヒ ポ キ サ ン チ ン ・ ア ミ ノ プ テ リ ン ・ チ ミ ジ ン （ Ｈ Ａ Ｔ ） 培 地 を 常 法 に 従 っ て 使 用
す る こ と が で き る 。 細 胞 融 合 に よ り 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ は 限 界 希 釈 法 等 に よ り ク ロ ー
ニ ン グ す る こ と が で き る 。 更 に 、 酵 素 免 疫 測 定 法 等 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ を 行 な う こ と に
よ り 、 オ パ リ ン 蛋 白 質 を 特 異 的 に 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 株 を 得 る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
こ の よ う に し て 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 目 的 と す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る に
は 、 通 常 の 細 胞 培 養 法 や 腹 水 形 成 法 に よ り 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 養 し 、 培 養 上 清 あ る い は
腹 水 か ら 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 精 製 す れ ば よ い 。 培 養 上 清 も し く は 腹 水 か ら の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 の 精 製 は 、 常 法 に よ り 行 な う こ と が で き る 。 例 え ば 、 硫 安 分 画 、 ゲ ル ろ 過 、 イ
オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど を 適 宜 組 み 合 わ せ
て 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
上 記 の 各 種 抗 体 の 断 片 も 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。 抗 体 の 断 片 と し て は 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２
フ ラ グ メ ン ト 、 Ｆ ａ ｂ ’ フ ラ グ メ ン ト 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
上 述 の よ う に 、 本 発 明 の 抗 体 は オ パ リ ン 蛋 白 質 と 高 い 特 異 性 と 親 和 性 で 結 合 し 、 ま た オ パ
リ ン 蛋 白 質 は 中 枢 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ に 局 在 し て い る の で 、 本 発 明 の 抗 体 を マ ー カ ー と し
て 使 用 す る こ と に よ り 、 中 枢 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ の 検 出 や 測 定 を 簡 便 に 行 う こ と が で き る
。 本 発 明 の 抗 体 を 用 い た 中 枢 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ の 検 出 方 法 は 当 業 者 に 知 ら れ て い る も の
か ら 適 宜 選 択 す る こ と が で き 、 一 般 的 に は 、 蛍 光 抗 体 法 、 酵 素 免 疫 法 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ
セ イ 、 免 疫 組 織 染 色 法 、 免 疫 組 織 染 色 法 等 の 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 の
分 析 は 当 業 者 に 周 知 の 方 法 で 行 な う こ と が で き 、 そ の 実 験 条 件 も 当 業 者 な ら ば 適 宜 選 択 す
る こ と が で き る
【 ０ ０ ２ ５ 】
上 記 の 免 疫 学 的 方 法 に お い て は 、 本 発 明 の 抗 体 自 体 を 標 識 し て 用 い て も よ い し 、 標 識 抗 体
を ２ 次 抗 体 と し て 用 い て も よ い 。 標 識 と し て は 、 例 え ば 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ （ フ ル オ レ セ イ ン イ ソ
チ オ シ ア ネ ー ト ） 又 は Ｔ Ｒ Ｉ Ｔ Ｃ （ テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン Ｂ イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト ） 等 の
蛍 光 色 素 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ
ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 、 炭 酸 ア ン ヒ ド ラ ー ゼ 、 ア セ チ ル コ リ ン
エ ス テ ラ ー ゼ 、 リ ゾ チ ー ム 、 マ レ ー ト デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス － ６ － ホ ス フ ェ ー ト
デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 等 の 酵 素 、 コ ロ イ ド 金 属 お よ び 着 色 ラ テ ッ ク ス 等 の 呈 色 標 識 、 ビ オ チ ン
等 の ア フ ィ ニ テ ィ ー 標 識 、 又 は 1 2 5 Ｉ 等 の 同 位 体 標 識 を 用 い る こ と が で き る 。 ２ 次 抗 体 と
し て 用 い る 標 識 抗 体 と し て は 、 本 発 明 の 抗 体 の 産 生 に 用 い た 哺 乳 動 物 に 合 わ せ て 、 市 販 の
標 識 抗 体 を 適 宜 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 抗 体 に よ り 、 中 枢 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ を 検 出 又 は 測 定 す る こ と が で き る 。 な お
、 本 明 細 書 に お い て 、 中 枢 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ と は 、 中 枢 ミ エ リ ン 鞘 の ノ ン コ ン パ ク ト ミ
エ リ ン 構 造 を 示 し 、 ミ エ リ ン 鞘 の 端 部 （ パ ラ ノ ー ド 、 イ ン ナ ー 、 ア ウ タ ー ） に 局 在 す る 構
造 を 示 す 。 オ パ リ ン 蛋 白 質 は 特 に 成 熟 中 枢 ミ エ リ ン 鞘 の パ ラ ノ ー ド ル ー プ 膜 と イ ン ナ ー ル
ー プ 膜 に 局 在 し て い る と 考 え ら れ る 。 本 発 明 の 抗 体 に よ り 中 枢 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ の 特 異
的 検 出 が 可 能 で あ り 、 本 発 明 の 抗 体 は 中 枢 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ の 検 出 マ ー カ ー と し て 有 用
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で あ る 。 ま た 、 本 発 明 の 抗 体 に よ り 、 中 枢 ミ エ リ ン 鞘 の ル ー プ の 構 造 等 の 解 明 が 可 能 と な
る た め 、 脱 髄 疾 患 を 診 断 す る こ と が で き る 。 即 ち 、 本 発 明 の 抗 体 は 脱 髄 疾 患 の 診 断 薬 と し
て も 有 用 で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
以 下 の 実 施 例 に よ り 本 発 明 を さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 実 施 例 に よ っ て 限 定 さ
れ る も の で は な い 。
参 考 例 １
In　 situ　 hybridizationに よ る オ パ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 部 位 の 解 析
Ｐ ２ １ マ ウ ス 脳 に お け る オ パ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 部 位 を In　 situ　 hybridization法 に よ り
解 析 し た 。 結 果 を 図 １ に 示 す 。 図 １ か ら 明 ら か な よ う に オ パ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 は 脳 白 質 の
み に 検 出 さ れ た 。 こ の 結 果 は オ パ リ ン 遺 伝 子 の 異 な る ３ 箇 所 に 対 す る プ ロ ー ブ を 用 い た 実
験 に お い て 同 一 で あ っ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
例 １ ： ポ リ ペ プ チ ド の 合 成 と 精 製
　 ペ プ チ ド シ ン セ サ イ ザ ー (ABI 433A;Applied Biosystems)を 使 っ て 、 オ パ リ ン の C末 端 16
ア ミ ノ 酸 の N末 端 に シ ス テ イ ン を 付 加 し た 17ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ペ プ チ ド (CERRRGLWWLVPSLSL
E)を 固 相 法 (Fmoc法 )に よ っ て 合 成 し た 。 合 成 ペ プ チ ド は 、 0.1％ (v/v)ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 (T
FA)に 溶 解 し 、 オ ク タ チ シ ル シ リ ル (ODS)-3カ ラ ム (250mm× 4.6mm)を 装 着 し た 逆 層 高 速 液 体
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー シ ス テ ム (日 立 D-7000型 )に よ っ て 精 製 し た 。 吸 着 し た ペ プ チ ド を 、 0.
1％ (v/v) TFA、 15％ (v/v)ア セ ト ニ ト リ ル と 0.1％ (％ ) TFA、 45％ (v/v)ア セ ト ニ ト リ ル の
グ ラ ジ エ ン ト を 分 解 溶 媒 に 用 い 、 １ mL/分 の 流 速 で 溶 出 し た 。 ABS 2 1 5 の モ ニ タ ー 下 、 ピ ー
ク 画 分 を 回 収 し た 。 回 収 し た ペ プ チ ド は MALDI TOF-MSに よ っ て 分 子 量 測 定 を 行 い 、 目 的 ペ
プ チ ド ([M+H] + :2100.5)が 正 確 に 合 成 さ れ た こ と を 確 認 し た 後 、 凍 結 乾 燥 し -80℃ に 保 存 し
た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
例 ２ ： ポ リ ペ プ チ ド と 蛋 白 と の 結 合 物 の 調 製
　 キ ー ホ ー ル リ ム ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン (Ｋ Ｌ Ｈ )(Sigma、 Cat,#H7017)49mgを 1.5 mLの リ ン
酸 ナ ト
リ ウ ム バ ッ フ ァ ー (pH 7.5)に 溶 解 し た (Ｋ Ｌ Ｈ 液 )、 m-マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル -N-ヒ ド ロ キ
シ ス ク シ ニ ミ ド エ ス テ ル （  (Ｍ Ｂ Ｓ ) (Pierce, Cat,#2311)9.3mgを 0.38 mLの ジ メ チ ル ホ
ル ム ア ミ ド に 溶
解 し た (Ｍ Ｂ Ｓ 液 )、 Ｋ Ｌ Ｈ 液 と Ｍ Ｂ Ｓ 液 を 混 合 し 、 室 温 で 30分 間 攪 拌 後 、 20,000× g， ４
℃ に て ２ 分 間 遠 心 し た 、 遠 心 後 の 上 清 (約 1.5 mL)を PD-10脱 塩 カ ラ ム (Amersham Rioscicne
es, Cat,#17-0851-01)に か け 、 50 mMリ ン 酸 ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー (pH 6.0)で 溶 出 し た 。 OD 2
8 0 の モ ニ タ ー 下 、 最 初 に 現 れ た ピ ー ク ２ mL分 を 回 収 し た (Ｍ Ｂ Ｓ 活 性 化  Ｋ Ｌ Ｈ )、 Ｍ Ｂ Ｓ
活 性 化  Ｋ Ｌ Ｈ は 0.5 mLず つ ４ 本 に 小 分 け し て -20℃ に 保 存 し た 。
　 フ タ 付 き チ ュ ー ブ 内 に て 、 例 １ の 方 法 で 作 成 し た ペ プ チ ド 5mgを 4.5 mLの ペ プ チ ド 溶 解
バ ッ フ ァ
ー [100 mM  リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (pH 7.2)、 0.1％ (w/v)SDS、 0.1％ (v/v)DMSO]に 溶 解 し た 後
、 0.5 mL　 Ｍ Ｂ Ｓ 活 性 化  Ｋ Ｌ Ｈ を 加 え た 。 反 応 液 に 窒 素 ガ ス を 吹 き つ け た 後 、 直 ち に フ
タ を 閉 じ 、 ４ ℃ で 12時 間 転 倒 混 和 し た 。 反 応 液 を １ mLず つ ５ 本 に 小 分 け し て -20℃ に 保 存
し た (Ｋ Ｌ Ｈ -ペ プ チ ド )。
【 ０ ０ ３ ０ 】
例 ３ ： 免 疫
　 ２ 本 の ３ mL容 量 ガ ラ ス 注 射 筒 に 、 そ れ ぞ れ 例 ２ で 作 成 し た Ｋ Ｌ Ｈ -ペ プ チ ド  １ mLと フ ロ
イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト (FCA) (Sigma, Cat,#F-5881)１ mLを 吸 入 し た 後 、 両 注 射 間 を ス
テ ン レ ス 製 接 続 管 (長 さ 20mm、 内 径 1mm)で 接 続 し た 。 注 射 器 の 内 筒 を 交 互 に 動 か し 液 を 徐
々 に 混 合 す る こ と に よ り 、 乳 濁 液 (2 mL)を 作 成 し た 。 注 射 筒 に 23ゲ ー ジ 針 を 装 着 し 、 １ mL
乳 濁 液 を ウ サ ギ (ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド ホ ワ イ ト 、 メ ス 、 体 重 2.5kg後 )の 頸 部 と 背 部 の 皮 下 10
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箇 所 に 0.1 mLず つ 注 射 し た 。 こ の 操 作 を ２ 週 間 毎 に 計 ５ 回 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
例 ４ ： 採 血 と 血 清 分 離
　 最 終 免 疫 の ２ 週 間 後 、 ウ サ ギ の 耳 の 中 央 に 走 る 動 脈 か ら 20ゲ ー ジ 翼 状 針 を 使 っ て 、 血 液
を 約 100 mL 採 取 し た 。 採 取 し た 血 液 を 37℃ で １ 時 間 、 さ ら に ４ ℃ で 12時 間 静 置 し た 後 、 1
,750× g、 ４ ℃ で ５ 分 間 遠 心 し た 、 遠 心 後 の 上 清 (血 清 ； 約 50 mL)を 回 収 し た 、 血 清 に 10％
(w/v)ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 1/300量 添 加 し た 後 ４ ℃ に て 保 存 し た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
例 5: 抗 体 精 製 用 カ ラ ム の 作 製
　 例 １ で 作 成 し た ペ プ チ ド 5mgを 1 mLカ ッ プ リ ン グ バ ッ フ ァ ー [0.1 M炭 酸 ナ ト リ ウ ム (pH 8
.3)、 0.
1％ (w/v)SDS, 0.1％ (v/v)DMSO]に 溶 解 し た 後 、 20,000× g、 ４ ℃ で ５ 分 間 遠 心 を 行 い 、 上
清 を 回 収 し た (リ ガ ン ド 液 )、 以 降 の カ ラ ム 操 作 は 、 室 温 に て 流 速 １ mL/分 で 行 っ た 。 １ mL
カ ラ ム 体 積 の HiTrap NHS-activated HPカ ラ ム (Amersham Bioscicoccs, Cat,#17-0716-01)
を ６ mL １ mM塩 酸 で 洗 浄 後 、 直 ち に リ ガ ン ド 液 を カ ラ ム に 注 入 し 、 室 温 で 30分 静 置 す る こ
と に よ り 反 応 さ せ た 、 反 応 後 の カ ラ ム を ６ mL洗 浄 液 A(0.5 Mエ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 0.5 M塩 化
ナ ト リ ウ ム 、 0.1％ (w/v)SDS、 0.1％ (v/v)DMSO、 pH 8.3)、 ６ mL洗 浄 液 B(0.1 M酢 酸 、 0.5M
塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 0.1％ (w/v)SDS、 0.1％ (v/v)DMSO、 pH 8.3)で 、 順 に 洗 浄 し た 。 そ の 後 ６
mL洗 浄 液 Aを 注 入 し た 後 、 室 温 30分 静 置 す る こ と に よ り 未 反 応 基 を ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 そ
の 後 、 各 ６ mL洗 浄 液 B, A, Bの 順 に 洗 浄 し た 後 、 0.03％ (w/v)ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 入 り TBS緩
衝 液 ６ mL [20 mM Tris-HCl(pH 7.4)、 150 mM 塩 化 ナ ト リ ウ ム ]で 平 衡 化 し ４ ℃ に て 保 存 し
た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
例 ６ : 抗 体 精 製
　 血 清 ３ mLを 20,000× g、 ４ ℃ で 10分 間 遠 心 し た 後 、 上 清 を 0.45μ mフ ィ ル タ ー (Millipore
 Cat,#SLHV033RS)で 濾 過 し た (血 清 上 澄 み ： 約 ３ mL)、 カ ラ ム 操 作 は 室 温 、 流 速 １ mL/分 で
行 っ た 。 抗 体 精 製 用 カ ラ ム を ４ mL溶 出 バ ッ フ ァ ー [0.1 Mグ リ シ ン -塩 酸 (pH 2.5)]、 ４ mL蒸
留 水 、 ８ mL TBS緩 衝 液 [20 mM Tris-HCl(pH 7.4)、 150 mM 塩 化 ナ ト リ ウ ム ]で 順 に 洗 浄 し
た 。 血 清 上 澄 み を １ mLず つ ３ 回 に 分 け て 30分 毎 に カ ラ ム に 注 入 し た 。 ３ 回 目 の 血 清 上 澄 み
を 注 入 し た 後 30分 静 置 し た 。 カ ラ ム を TBS緩 衝 液 ４ mL、 洗 浄 緩 衝 液 [20 mM Tris-HCl(pH 7.
4)、 １ M NaCl、 １ ％ (w/v)Triton X-100]10 mL、 TBS緩 衝 液 10 mL、 0.15 M 塩 化 ナ ト リ ウ ム
４ mLで 順 に 洗 浄 し た 。 溶 出 緩 衝 液 0.5 mLを カ ラ ム に 注 入 し た 後 、 直 ち に 溶 出 緩 衝 液 １ mLを
カ ラ ム に 注 入 し 抗 体 を 溶 出 し た 。 溶 出 液 は 、 あ ら か じ め １ M Trisを 50μ L入 れ て お い た サ
ン プ ル チ ュ ー ブ に 直 接 回 収 し た 。 溶 出 抗 体 は 透 析 チ ュ ー ブ (Spectra/Por Membrane、 MWCO
： 12-14,000、 Spectrum Cat,#132676)に 入 れ 3L PBS[10 mM Na2HPO4、 1.76 mM KH2PO4、 13
7 mM NaCl、 2.68 mM KCl、 (pH 7.4)]に 対 し て ４ ℃ で 12時 間 透 析 を 行 っ た 。 こ れ を 抗 オ パ
リ ン 抗 体 (４ ℃ 保 存 )と し て 実 験 に 用 い た 。 大 海 ら の 方 法 [大 海 　 忍 　 他 (1994)抗 ペ プ チ ド
抗 体 実 験 プ ロ ト コ ー ル 、 秀 潤 社 ]に 従 っ て 、 抗 体 の 一 部 を 蒸 留 水 で 10倍 希 釈 し た 後 ABS 2 8 0
を 測 定 し 、 こ の 値 を 式 １ に 代 入 す る こ と に よ っ て 抗 体 濃 度 を 算 出 し た 。

式 １ ： 抗 体 濃 度 (mg/mL)＝ ABS 2 8 0 × 10/1.35
【 ０ ０ ３ ４ 】
例 ７ ： 細 胞 内 分 画
　 サ ン プ ル と し て 、 純 ミ エ リ ン 画 分 及 び 粗 ミ エ リ ン 画 分 、 並 び に 細 胞 質 画 分 (S3)、 核 画 分
(P1)、 粗 ミ ク ロ ソ ー ム 画 分 (P2+3)画 分 を 以 下 の よ う に 調 製 し た 。
　 純 ミ エ リ ン 画 分 と 粗 ミ エ リ ン 画 分 は 、 マ ウ ス (ICR マ ウ ス ； 日 本 SLC)摘 出 脳 か ら 、 Norto
nの 方 法 ( Methods in Enzymology XXXI:435-444, 1974)に 従 っ て 精 製 し 、 サ ス ペ ン ジ ョ ン
バ ッ フ ァ ー [20 mM Tris-HCl (pH7.4),150 mM NaCl、 1 mM DTT、 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ
ー カ ク テ ル (1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 10μ M pepstatin A, 10μ M Icupcpti
n)]に 懸 濁 し た 。
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　 細 胞 質 画 分 (S3)、 核 画 分 (P1)、 粗 ミ ク ロ ソ ー ム 画 分 (P2+3)画 分 は 、 Yoshikawa F. ら の
方 法  (J. Biol. Chem. 274:316-327, 1999)に 記 し た 方 法 に 準 じ て 調 製 し た 。 摘 出 マ ウ ス
小 脳 を ９ 倍 容 量 の ホ モ ジ ナ イ ズ バ ッ フ ァ ー [0.32M ス ク ロ ー ス 、 ５ mM Tris-HCl (pH 7.4)
、 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー カ ク テ ル ]中 で ホ モ ジ ナ イ ズ し た 後 、 1,000× g４ ℃ で 、 10分
間 遠 心 し た 。 遠 心 後 の 沈 殿 を P1画 分 と し た 。 上 清 を 105,000× g１ 時 間 ４ ℃ で 遠 心 し た 。 遠
心 後 の 沈 殿 を P2+3画 分 、 上 清 を S3画 分 と し た 。 P1と P2+3画 分 は サ ス ペ ン ジ ョ ン バ ッ フ ァ ー
に 懸 濁 し た 。
蛋 白 濃 度 は 、 BCA protein assay kit (Pierce)を 用 い て 測 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
例 ８ ： ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト
例 ７ で 得 ら れ た 純 ミ エ リ ン 画 分 と 粗 ミ エ リ ン 画 分 の そ れ ぞ れ ２ μ gを 　 Laemmliの 方 法 (Nat
ure 227;680-685, 1970)に 従 っ て 、 SDS-PAGE(ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム -ポ リ ア ク リ ル ア ミ
ド ゲ ル 電 気 泳 動 )で 展 開 し た 後 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 (Hybond-ECL;Amersham Biosciences.
 Cat,#RPN2020D)に 電 気 泳 動 的 に 転 写 し た 。 膜 を ブ ロ ッ キ ン グ 液 15％ (w/v)ス キ ム ミ ル ク (
雪 印 )、 0.1％ (v/v)Tween 20を 含 む PBS]に 室 温 で １ 時 間 浸 潤 し た 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ 液 で １
μ g/mLに 希 釈 し た 抗 オ パ リ ン 抗 体 と 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 PBS-T [0.1％ (v/v)Tween 2
0を 含 む PBS]で 洗 浄 後 、 PBS-Tで １ μ g/mLに 希 釈 し た Horseradish peroxides (HRP)標 識 抗
ウ サ ギ 抗 体 (Amersham Biosciences, Cat, #NA9340)と 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 PBS-Tで
洗 浄 し た 後 、 ECLウ エ ス タ ン プ ロ ッ テ ィ ン グ 検 出 試 薬 (Amersham Biosciences, Cat,#RPN21
06)と 室 温 で １ 分 間 反 応 さ せ 、 生 じ た 化 学 発 光 を Ｘ 線 フ ィ ル ム (Kodak MXJB Film;Kodak, C
at,#838 5841)で 検 出 し た 。 結 果 を 図 ２ に 示 す 。 図 ２ か ら 、 オ パ リ ン が 純 ミ エ リ ン 画 分 に
濃 縮 し て 存 在 し て い る こ と が 分 か る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
例 ７ の 方 法 で 得 ら れ た 細 胞 質 画 分 (S3)、 核 画 分 (P1)、 粗 ミ ク ロ ソ ー ム 画 分 (P2+3)画 分 に つ
い て 、 上 記 と 同 様 に ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。 生 後 １ 日 （ Ｐ １ ） 、 ７ 日 （ Ｐ ７ ） 、 及
び ２ １ 日 （ Ｐ ２ １ ） の マ ウ ス の そ れ ぞ れ の 画 分 に つ い て の 結 果 を 図 ３ に 示 す 。 図 ３ か ら 明
ら か な よ う に 、 オ パ リ ン の 発 現 は Ｐ １ ４ 以 降 の P2+3画 分 に 見 ら れ た 。 こ の 結 果 は オ パ リ ン
遺 伝 子 の 発 現 と 一 致 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
例 ９ ： 免 疫 沈 降
　 免 疫 沈 降 は Yoshikawaら の 方 法 (J.Biol, Chem, 274:316-327, 1999)に 従 っ た 。 ３ 週 齢 マ
ウ ス 小 脳 P2+3画 分 ３ mgを １ mLの プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー カ ク テ ル を 含 む 免 疫 沈 降 バ ッ フ
ァ ー [１ ％  (w/v) Triton X-100， 20 mM Tris-HCl (pH 7.4)， 150 mM NaCl， 1 mM DTT]に
懸 濁 (start)し た 後 、 ４ ℃ で 30分 間 攪 拌 す る こ と に よ り 可 溶 化 し た 。 20,000× g、 ４ ℃ で 60
分 間 遠 心 し 、 上 清 (Tx-sup)と 沈 殿 (Tx-ppl)を 分 け た 。 Tx-supに ５ μ g/mLの ウ サ ギ TgG(Sigm
a, Cat,#)と 40μ Lビ ー ズ 体 積 の Protein G Sepharose(Amersham Biosciences, Cat, #17-0
618-01)添 加 し た 後 、 ４ ℃ で 30分 間 攪 拌 し た 。 20,000× g、 ４ ℃ で ３ 分 間 遠 心 し た 後 、 上 清
[PS (Precleared sup.)]を 回 収 し た 。 PSを 400μ Lず つ ２ つ の チ ュ ー ブ に 分 割 し 、 一 方 に ５
μ g/mL抗 オ パ リ ン 抗 体 (α  オ パ リ ン )、 他 方 に ５ μ g/mL ウ サ ギ IgG(Sigma) 0を 添 加 し た 後
、 ４ ℃ で １ 時 間 攪 拌 し た 。 そ れ ぞ れ の チ ュ ー ブ に 各 20μ Lビ ー ズ 体 積 の Protein G Sepharo
seを 添 加 し 、 ４ ℃ で 60分 間 攪 拌 し た 後 、 遠 心 し 上 清 [FT (フ ロ ー ス ル ー )]を 除 い た 。 ビ ー
ズ を 免 疫 沈 降 バ ッ フ ァ ー 洗 浄 し た 後 、 200μ Lの ２ × SDS-PAGEサ ン プ ル バ ッ フ ァ ー [４ ％ (w/
v)SDS, 10％ (v/v)2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 20％ (w/v)グ リ セ リ ン 、 125 mM Tris-HCl、 pH
 6.8]に 懸 濁 し 、 55℃ で 20分 間 加 温 し た 。 遠 心 後 、 上 清 [IP(４ × )]を 回 収 し た 。 さ ら に IP(
４ × )を １ × SDS-PAGEサ ン プ ル バ ッ フ ァ ー で ４ 倍 に 希 釈 し た [IP(１ × )]、 Start, Tx-sup, 
Tx-ppt, PS, FTサ ン プ ル に 等 量 の ２ × SDS-PAGEサ ン プ ル バ ッ フ ァ ー を 添 加 し た 後 、 55℃ 20
分 加 温 処 理 し た 。 Start, Tx-sup, Tx-ppt, PS, IP(４ × ), IP(１ × ), FTを 等 量 ず つ ウ エ
ス タ ン ブ ロ ッ ト し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
結 果 を 図 ４ に 示 す 。 図 ４ か ら 明 ら か な よ う に 、 オ パ リ ン は 抗 オ パ リ ン 抗 体 に よ っ て 、 特 異
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的 に 免 疫 沈 降 さ れ た 。 抗 オ パ リ ン 抗 体 と 反 応 後 の フ ロ ー ス ル ー に オ パ リ ン （ FT、 α  オ パ
リ ン )が な く な っ て お り 、 ま た 免 疫 沈 降 に 用 い た サ ン プ ル 中 の オ パ リ ン （ Ｐ Ｓ ） が ほ ぼ 完
全 に 抗 オ パ リ ン 抗 体 に よ る 免 疫 沈 降 物 （ IP、 α  オ パ リ ン )中 に 回 収 さ れ て い る た め 、 抗 オ
パ リ ン 抗 体 は オ パ リ ン を ほ ぼ １ ０ ０ ％ の 効 率 で 免 疫 沈 降 し た こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
例 １ ０ ： 凍 結 切 片 の 作 製
ICRマ ウ ス (２ － ３ 週 齢 )を 固 定 液 PFA固 定 液 [４ ％ (w/v)パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド (PFA)を 含 む P
BS]で 経 心 灌 流 固 定 し た 後 、 脳 及 び 視 神 経 を 摘 出 し た 。 摘 出 臓 器 は PFA固 定 液 中 に ４ ℃ １ 時
間 浸 し た 後 、 20％ (w/v)ス ク ロ ー ス を 含 む PBSに ４ ℃ 12時 間 浸 透 し た 。 臓 器 を Tissue-Tek O
.C.T. Compound (Sakura Cat,#4583)で 包 埋 後 、 ド ラ イ ア イ ス 上 で 凍 結 し 凍 結 試 料 を 作 成
し た 。 凍 結 試 料 か ら ク リ オ ス タ ッ ト (Lcica CM50)を 用 い て 厚 さ 12μ mの 凍 結 切 片 を 作 成 し
た 。 凍 結 切 片 は 室 温 で 12時 間 自 然 乾 燥 後 、 染 色 に 供 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
例 １ １ ： 免 疫 組 織 Diaminobenzidine(DAB)染 色
　 例 １ ０ の 方 法 で 作 成 し た 凍 結 切 片 を PBSで 洗 浄 後 、 ３ ％ 　 過 酸 化 水 素 、 ３ ％ (v/v)メ タ ノ
ー ル を 含 む PBSに 室 温 15分 浸 潤 し た 。 PBSで 洗 浄 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ 液 [10 %(v/v)ヤ ギ 血 清 (
一 次 抗 体 が ヤ ギ 由 来 抗 体 の 場 合 、 ロ バ 血 清 を 用 い た )、 0.3％ (v/v)Triton X-100を 含 む PBS
]に 室 温 ２ 時 間 浸 透 さ せ た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 液 を 用 い て １ μ g/mLに 希 釈 し た 抗 オ パ リ ン 抗 体
及 び 5.9μ g/l に 希 釈 し た マ ウ ス 抗 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト 160モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Sigma,
 Cat.#N5264） と ４ ℃ で  12～ 16時 間 反 応 さ せ た 。 PBS-T(0.3％ (v/v)Triton X-100を 含 む PB
S)で 洗 浄 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ 液 で 1,000倍 に 希 釈 し た ビ オ チ ン 化 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 (Vector)を
室 温 １ 時 間 反 応 さ せ た 。 PBS-Tで 洗 浄 後 、 ABC complex(Vectastation ABC klt;Vector)を
室 温 30分 反 応 さ せ た 。 PBSで 洗 浄 後 、 DAB発 色 液 (0.05％ (w/v)DAB、 0.01％ 過 酸 化 水 素 を 含
む PBS)で 発 色 さ せ た 。 エ タ ノ ー ル で 脱 水 素 、 キ シ レ ン で 透 徹 し た 。 封 入 剤 (Permount:Fish
er Scientitic)で 封 入 し た 後 、 光 学 顕 微 鏡 観 察 を 行 っ た 。 比 較 と し て ミ エ リ ン の マ ー カ ー
で あ る ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク （ Ｍ Ｂ Ｐ ） に つ い て も 抗 Ｍ Ｂ Ｐ 抗 体 を 用 い て 同 様 に 実 験 を
行 っ た 。 結 果 を 図 ５ に 示 す 。
図 ５ か ら 、 抗 オ パ リ ン 抗 体 陽 性 部 位 は 抗 Ｍ Ｂ Ｐ 抗 体 陽 性 部 位 と 完 全 に 一 致 し て い る こ と が
わ か る 。 従 っ て 、 オ パ リ ン は ミ エ リ ン に 存 在 し て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
例 １ ２ ： 免 疫 組 織 蛍 光 染 色
例 １ ０ の 方 法 で 作 成 し た 視 神 経 切 片 を PBSで 洗 浄 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ と 一 次 抗 体 反 応 を 例 １
１ に 記 載 の 方 法 と 同 様 に 行 っ た 。 PBSで 洗 浄 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ 液 を 用 い て １ μ g/mLに 希 釈
し た 蛍 光 標 識 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 (Alexa Fluor 488 chicken anti-rabbit IgG(H+L):Molecul
ar Probes, Cat,#A-21441)及 び 蛍 光 標 識 抗 マ ウ ス IgG抗 体 （ Alexa Fluor 594 goat anti-m
ouse IgG(H+L):Molecular Probes, Cat,#A-11005)と 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 PBSで 洗 浄
後 、 退 色 防 止 剤 (Fluorometant-G, Southern Biotechnology Associates, Inc, Cat,#0100
-01)で 封 入 し た 後 、 共 焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 (Zelss LSM510)観 察 を 行 っ た 。
結 果 を 図 ６ （ 上 ） に 示 す 。 抗 オ パ リ ン 抗 体 と 神 経 軸 索 の マ ー カ ー で あ る 抗 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ
メ ン ト 抗 体 を 二 重 染 色 し た 。 図 ６ （ 下 ） の 模 式 図 と 比 較 す る と 、 軸 索 の 周 り に ら せ ん 状 に
オ パ リ ン が 存 在 す る こ と が わ か る 。 こ の 結 果 は オ パ リ ン が ミ エ リ ン イ ン ナ ー ル ー プ に 存 在
す る と い う 後 述 の 免 疫 電 子 顕 微 鏡 の 結 果 と 一 致 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
例 １ ３ ： 免 疫 細 胞 染 色
　 オ リ ゴ デ ン ド ロ グ リ ア の 分 散 培 養 は 、 Itoh K.の 方 法 (Brain Res Brain Res Protoc. 10
 23-30, 2002)を 改 変 し た 方 法 で 行 っ た 。 Itoh K.の 方 法 か ら の 変 更 点 は 、 ２ 回 目 の 継 代 後
、 細 胞 を ポ リ Lリ ジ ン (100μ g/mL)で コ ー ト し た カ バ ー ガ ラ ス に 100,000細 胞 /カ バ ー ガ ラ ス
の 割 合 で 播 い た 点 で あ る 。 成 熱 オ リ ゴ デ ン ド ロ グ リ ア へ 分 化 誘 導 し 、 ２ 週 間 培 養 し た 後 、
細 胞 を ４ ％ ホ ル マ リ ン を 含 む PBSに 室 温 に て 10分 固 定 し た 。 PBSで 洗 浄 し た 後 、 0.1％ (w/v)
Triton X-100を 含 む PBSに 室 温 ２ 分 浸 潤 し た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 液 [10％  (v/v)ヤ ギ 血 清 (一 次
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抗 体 が ヤ ギ 由 来 抗 体 の 場 合 、 ロ バ 血 清 を 用 い た )、 0.1％ (v/v)Triton X-100を 含 む PBS]に
室 温 １ 時 間 浸 透 さ せ た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 液 を 用 い て １ μ g/mLに 希 釈 し た 抗 オ パ リ ン 抗 体 及 び
マ ウ ス 抗 オ リ ゴ デ ン ド ロ サ イ ト マ ー カ ー Ｏ 4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Chemicon, Cat. #MAB34
5） と ４ ℃ で 12～ 16時 間 又 は 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 後 、 PBSで 洗 浄 し た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 液
を 用 い て １ μ g/mLに 希 釈 し た 蛍 光 標 識 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 (Alexa Fluor 488 chicken anti-r
abbit IgG(H+L):Molecular Probes, Cat,#A-21441及 び Alexa Fluor 594 goat anti-rabbi
t IgG(H+L);Molecular Probes, Cat,#A-11012)及 び 蛍 光 標 識 抗 マ ウ ス IgM抗 体 （ Alexa Flu
or 594 goat anti-mouse IgM(μ chain):Molecular Probes, Cat,#A21044)と 室 温 で １ 時 間
反 応 さ せ た 。 PBSで 洗 浄 し て 退 色 防 止 剤 (Fluoromount-G, Southem Biotechnology Associa
tes, Inc, Cat,#0100-01)で 封 入 し た 後 、 共 焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 (Zeiss LSM510)観 察 を 行
っ た 。
結 果 を 図 ７ に 示 す 。 図 ７ よ り 、 オ パ リ ン の 発 現 は オ リ ゴ デ ン ド ロ グ リ ア 特 異 的 マ ー カ ー （
Ｏ 4） 陽 性 細 胞 に の み 観 測 さ れ て い る こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
例 １ ４ ： 免 疫 電 子 顕 微 鏡
　 PLP固 定 液 (４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 10 mMメ タ 過 ヨ ウ 素 酸 ナ ト リ ウ ム 、 7.5 mMリ ジ
ン 、 100 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH 7.4)で 経 心 冠 流 固 定 し た ICRマ ウ ス (２ 週 齢 )の 視 神 経 を
、 20％ Polyvimylpyrrolidon-1.8 M ス ク ロ ー ス に て 室 温 で ２ 時 間 浸 透 後 、 急 速 凍 結 装 置 (L
eica FCS)で 急 速 凍 結 し て (-185℃ )、 凍 結 試 料 を 作 成 し た 。 そ の 後 、 凍 結 ウ ル ト ラ ミ ク ロ
ト ー ム (Leica FCS)で 、 凍 結 超 薄 切 片 （ 軸 索 矢 状 及 び 軸 索 冠 状 ） を 作 成 し た 。 得 ら れ た 凍
結 超 薄 切 片 は 徳 安 の 方 法 [Histochemical J. 21;1G3-171, 1989]に 従 い 、 親 水 処 理 ・ カ ー
ボ ン 補 強 を 施 し た ニ ッ ケ ル メ ッ シ ュ に 回 収 し た 。 そ の 後 、 凍 結 切 片 を 室 温 に 戻 し 、 0.1％ (
w/v)ア ガ ロ ー ス -１ ％ ゼ ラ チ ン ゲ ル 層 で シ ョ 糖 拡 散 除 去 し た 。 １ μ g/mL抗 オ パ リ ン 抗 体 と
反 応 さ せ た 後 、 金 コ ロ イ ド 法 で 免 疫 染 色 を 行 い 、 20％ ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル -0.2％  Urany
lacetateに よ り 吸 着 染 色 を 施 し 自 然 乾 燥 後 、 電 子 顕 微 鏡 観 察 を 行 っ た 。
結 果 を 図 ８ に 示 す 。 図 ８ よ り 、 オ パ リ ン （ 黒 い ド ッ ト ） は ミ エ リ ン の パ ラ ノ ー ド ル ー プ （
矢 状 断 面 ） と イ ン ナ ー ル ー プ （ 冠 状 断 面 ） に の み 検 出 さ れ て い る こ と が わ か る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ４ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 In　 situ　 hybridizationに よ り オ パ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 部 位 を 解 析 し た
結 果 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 ミ エ リ ン 画 分 を 抗 オ パ リ ン 抗 体 で ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト し た 結 果 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 マ ウ ス 小 脳 分 画 サ ン プ ル を 抗 オ パ リ ン 抗 体 で ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト し た 結
果 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 抗 オ パ リ ン 抗 体 に よ る マ ウ ス 小 脳 分 画 サ ン プ ル の 免 疫 沈 降 実 験 の 結 果 を
示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 抗 オ パ リ ン 抗 体 を 用 い た マ ウ ス 脳 の 免 疫 組 織 DAB染 色 結 果 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 抗 オ パ リ ン 抗 体 を 用 い た マ ウ ス 視 神 経 の 免 疫 蛍 光 染 色 の 結 果 を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 抗 オ パ リ ン 抗 体 を 用 い た 、 分 散 培 養 し た オ リ ゴ デ ン ド ロ グ リ ア の 免 疫 細
胞 染 色 の 結 果 を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 抗 オ パ リ ン 抗 体 を 用 い た マ ウ ス 視 神 経 軸 索 の 免 疫 電 子 顕 微 鏡 染 色 の 結 果
を 示 す 。
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