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研究成果の概要（和文）：本研究ではneurosecretory protein VGF precursorのペプチド断片(373-417残基目)；VGFペ
プチド373の脳・神経細胞などに与える影響に関して基礎的な探索することを目的とし、VGF373に対する特異的抗体を
作成した。その反応に対して脳組織蛋白のwestern blot法によるvalidationを行った。作成した抗体によりラット、マ
ウスの大脳皮質、黒質、海馬の神経細胞の核が染色され、核内蛋白のwestern blotでも確認されたことよりVGF373は主
に神経細胞の核内に存在していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The aim of the investigation was to explore the characterization of peptide 
fragment of neurosecretory protein VGF precursor (373-417) in the brain. We made the antibodies against 
the peptide and stained the mouse and rat brain tissue. We found the antibodies recognized nuclear 
protein in the neural cells in cerebral cortex, alveus hippocamp, nigra by immunohistochemistry and 
western blot. These results suggested the VGF peptide might act as nuclear protein.

研究分野：小児科学
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１．研究開始当初の背景 

脳症患児の髄液では neurosecretory protein 

VGF precursor の断片ペプチドが低下す
る：我々は脳症と熱性痙攣児(単純型、複雑型)

の脳脊髄液のプロテオミクス解析から
neurosecretory protein VGF precursor の断
片(373-417 残基目；以下 VGF ペプチド 373)

が脳症例で低下していることを発見した
(BMC Neurology (2011).11.101、特許審査請
求中)。この VGF ペプチド 373 はアルツハイ
マー病、筋委縮性側索硬化症（ALS）、 

frontotemporal dementia （ Proteomics 

(2003) 3, 1486–1494, Neurology (2006) 66, 
1218-1222 、 Journal of Neurochemistry 

(2005) 95,1461 – 1471,  Experimental 

Neurology (2005) 196,273–281) においても
患者脳脊髄液で正常対照に比べて有意に低
下していることが報告されている。しかしい
ずれの報告でもこの VGF ペプチド 373 の生
理学的、病態学的な検討は全くなされていな
かった。 

別の VGF nerve growth factor の断片
(556-616 残基目)を肥満誘導マウスの脳室内
に投与した実験ではマウスの活動性があり、
体重の減少を認めたという報告 (Proc Nat 

Acad Sci (2006)103:14584-14589)や、統合失
調症においては脳脊髄液内 VGF nerve 

growth factor の断片（23-62 残基目）の濃度
が 上 昇 す る 報 告 （ PLoS Medicine 

(2006)3:e428、Nature Medicine(2007)13:3）
があり、脳内の生理活性ペプチドとしての可
能性があり、本ペプチドの研究を開始する重
要性は増していると考えられる。 

 

２．研究の目的 

本 研 究 は neurosecretory protein VGF 

precursor のペプチド断片 (373-417 残基
目)；VGF ペプチド 373 が脳内の生理活性ペ
プチドとして脳・神経細胞などに与える影響
に関して基礎的な探索することを目的とし
ている。そのため、VGF ペプチド 373 の正
常マウス脳内での遺伝子発現、発現局在、蛋
白発現変動を基礎的な検索をすることを目
的とした。具体的には 

1）VGF ペプチド 373 の神経細胞での遺伝
子・蛋白発現を検討する。 

2）VGF ペプチド 373 の神経細胞への遺伝
子・蛋白発現を検討する 

3）VGF ペプチド 373 の脳内受容体を同定す
る。 

4）VGF ペプチド 373 の脳内、体内の遺伝子・
蛋白の発現局在を検討する。 

5) VGF ペプチド 373 の生理活性をマウスモ
デルで検討する。 

の 5 つである。 

 

３．研究の方法 

①VGF373 の抗体、RNA プローブの作成 
VGF373 に対する特異的抗体を作成する。同様
に 非 ア イ ソ ト ー プ 性 の in situ 

hybridization system を確立し、脳内分布に
ついて検索する。 
②in vitro の培養細胞での解析 
In vitro の神経細胞培養系における VGF の発
現、および VGF373 添加による遺伝子発現の
網羅的変化、蛋白発現の網羅的変化、細胞の
phenotype の変化をマイクロアレイ、プロテ
インチップなどを用いて検討する。 
③VGF373 の脳内における発現と分布様式に
ついての画像解析 
VGF373 の脳内における分布について、抗体、
in situ hybridization 法などを用いて詳細
を検索する。 
④VGF373 発現細胞と神経機能の解析 
脳の神経細胞で発現する神経伝達物質やグ
リア細胞のマーカーを用いて、VGF373 の発
現の状態について二重標識、三重標識などの
多重標識蛍光免疫染色を行い解析する。 
⑤in vivo の系での生理活性作用は正常また
は疾患マウスへの直接投与などで検討する 
 
４．研究成果 
1）VGF ペプチド 373 の神経細胞での遺伝子・
蛋白発現を検討する。 
 
VGF ペプチド 373 に対するポリクロナールナ
ール抗体を 4種類作成した。この抗体を用い
てその脳内での発現を免疫組織化学法と脳
組織の western blot 法によりまず、検証し
た。 
抗体作成のためのペプチドは SAJ500542、
SAJ500543 は QNALLFAEEEDGEAGAED、SQ2682R、
SQ2682B は AEAEAEEAERARQ の配列を用いた。 
 
 
SAJ500542：マウスの大脳皮質、黒質、海馬、
の神経細胞の核が染色された。この結果をも
とにマウスの大脳皮質、海馬の細胞の核を分
離し、その核内蛋白を抽出、ウエスタンブロ
ットを行ったところ、陽性コントロールの
VGF ペプチドと同じ分子量に大脳皮質、海馬
からの核抽出蛋白が反応を示した。 

 
 
 



 
 
SAJ500543：ラットの脳では脳室周囲の神経
細胞の核が SAJ500542 と同様に免疫染色され
た。ウェスタンブロットにおいても脳神経細
胞の核成分に抗体の反応を認めた。 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
SQ2682R：マウスの脳では脳室周囲の神経細
胞の細胞質が染色された。また赤血球も染色
された。マウスの組織から抽出した蛋白によ
るウエスタンブロットではマウス血清での
み反応が認められ、マウスの海馬、ヒトの血
清では反応しなかった。 

 
 
 



 
 
 

 
 
 
SQ2682B はマウスの脳の大脳皮質、黒質の神
経細胞に染色を認めた。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
現在これらの抗体の validation を行ってい
る。 
 
遺伝子発現： 
In situ hybridization 用のプローブの設計
を試みたが、ペプチドが低分子過ぎて作成で
きなかった。 
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