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H e a d a c ti v a t o r の こ ワ トリ 胚脳細胞 に及 ぼす成長促進効果

金沢 大 学医学部小 児科学講座 く主任 こ 谷 口 昂教授I

梶 原 荘 平

く昭 和6 2 年5 月2 6 日受付1

H e a d a c ti v a t o rくH AI の 中枢神経細胞 に 対す る成長促進効 果を検討す るた め に ニ ワ トリ胚脳細胞を

用い て p r e c u r s o r u p t a k e
，

C y Cli c n u cl e o tid e s の 変化け y
－

a m i n o b u t y ri c a cid くG A B A l濃度，
G A B A 結合

能 を in vit r o
，
i n v i v o で検討 した ． 培養 ニ ワ ト リ胚脳細胞に お い て H A は 10

－ 1 O
M で 仁3

Hj th y m id in e
，

C
3 H j u rid i n e お よ び亡3

Hjl e u ci n e の 取 り込 み を促進 し， 中で も仁
3
H jth y m id i n e の 取り 込 みは H A 添加後 4

時間よ り増加 して 8 時間で添加時の 200 ％ に達 し その 促進効果 は 1 4 時間まで持続 した ． これ に 対 し B A の

合成ア ナ ロ グで あ る くA r g
l

，
P h e

5トh e a d a cti v a t o r くA H Al は10
－ 9

M で 亡3
H j th y m i di n e の 取り込 み を添

加後6 時間よ り抑制し 1 4 時間 ま で 持続 した ． 同様の 抑制 は 亡
3
H j u rid i n e およ び 亡

3
H jl e u c i n e の 取 り込 み

にも 認め られ た
．

ま た ad e n o si n e 3
，

，
5

，
－

m O n O p h o s p h a t e くc A M P l は H A 添加後 4 時間よ り増加 しは じめ ，

6 時間 で 前借 の 170 ％に 達し たが ， A 王1 A 添加で は適 に著明 に低下 し た ． 次 に ニ ワ トリ胚脳細胞 を用しY た

i n vi v o の 実験系 に お い て
，
1 0

－ 1 0
M の H A を胎生5 日 な い し 7 日 に卵黄嚢中に 注入 し12 日目に 採取 した

脳に お い て 亡
3
H j th y m i di n e の 取 り込 み は対照 群の 15 0 ％以 上 に 増加 し

，
C A M P お よ び g u a n o

9
i n e 3

，

，
5

，
－

m o n o ph o s p h a t e くc G M P l も各々 対照群 の 200 ％以 上
，
1 2 0 ％以上 に 増加 した

．
ま た 10

－ 1 O
M H A を胎生 7

日卵黄嚢中に 注入 し 12 日 に採取 し た脳 に お い て ， そ の シ ナ プ トソ
ー ム 分画に お ける G A B A 結合能は対照

群の 200 ％以上 に 増加 し， さ らに G A B A 含量も増力ロ傾 向が 認め られ た
． 以上 よ り

，
H A は 10

－ 1 0
M で培養

ニ ワ トリ胚脳細胞 の D N A
，
R N A お よ び蛋白合成を促 進し

，
i n v i v o に お い て も脳発育の 初期に 作用 して

D N A 合成 を促進 し
，

さら に G A B A ニ ュ
ー

ロ ン の 成熟に も 関与す る 可能性が 考え られ た
．

また
，

C A M P が

i n vit r o お よ びi n vi v o に お い て神経細胞 の 発育制 禦因子 と して作用 す る可能性が 示唆さ れ た
．

K e y w o r d s h e ad a c ti v a t o r
， くA r g

l
，
P h e

5
1 －h e ad a cti v a t o r

， p r e C u rS O r u p t a k e
，

C y Clic n u cle o tid e s
， y

－ a m i n o b u t y ri c a cid

H e a d a cti v a t o r くH Al は 19 7 3 年 S c h a ll e r ら
1
りこよ

り ヒ ド ラか ら 分離 さj L た 分 子 量 1 ，
12 4 ， p G l u

－ P r o
－

P r o
－ G l y ． Gl y

－ S e r － L y s
－ V al －Il e ひ L e u － P h e の ア ミ ノ酸 配

列を有す るポ リ ペ プ タイ ドで
，

その 後イ ソ ギ ン チ ャ ク

やラ ッ ト， 牛，
ブタ さ ら に は ヒ トの 視床下部や 腸管 に

も広く存在 して い る こ と が 明 らか に された
．

2 卜 4I さ ら に

最近で は ヒ ト 血 祭 中に 20 へ 1 0 0 f m olノm l の 濃度 で 存

在して い る こ と が報 告さ れ た
引 が

，
ヒ ドラ に お い て は

頭部発育を促進 し問質細胞 を神経細胞 に 分化誘導す る

作用が認めら れ た
り
も の の ， 晴乳動物 で はi n vi tr o で

ラ ッ ト膵臓か ら の ア ミ ラ ー ゼ分泌 を促進す る作用 が 報

告
6I され て い る だ けで あ り ， H A の 生理的役割， 特 に 中

枢神経 系に お ける作用 は全 く解明さ れ て い な い
．

そ こ

で著者は
， 中枢神経系に 対す る H A の 生理 的作用 を研

究 する た め に ニ ワ トリ胚脳細胞 を用い i n vit r o お よび

i n vi v o の 系に お い て D N A ． R N A ． 蛋白合成，
C y Cli c

n u cl e o tid e s の 経 時 的 変 化， y
－ ア ミ ノ プ チ ル 酸 y

－

a m i n o b u ty ri c a cid くG A B A l 結合能お よ び G A B A 含

量 へ の 影響 を検討 した
．

材料お よ び方法

工
．
i m Yi t r o の 実験系

A b b r e vi a ti o n s こ A H A
，くA r g

l

，
P h e

5

トh e a d a cti v a t o r 三 C A M P
，
a d e n o si n e 3

，

，
5

，
一 m O n O p h o s p at e i

C G M P
， g u a n O Si n e 3

，

，
5

，
． m o n o p h o s p h at e 三 F C S

，
f e t al c alf s e r u m 三 G A B A

， y
－ a m i n o b ut y ri c a cid ニ

H A
，
h e ad a ctiv a t o r 三 M E M

，
m Od ifi ed E a gl e s m e di u m i P B S ， p h o s p h at e b uff e r s alin e



6 4 2 梶

1 ． 培養 ニ ワ トリ胚脳細胞 の調整

胎生 12 日 ニ ワ トリ胚よ り脳 を取 り出 し，
ピペ ッ トを

用い て脳細胞 を細分 した ． 細胞 分離後直 ちに 10 ％ ウ シ

胎 児 血 清 くF e t al C a lf S e r u m
，

F C S H G i b c o

L a b o r a t o ri e s
，
G r a n d I sl a n d

，
N Y l を含 む M o di fi e d

E a gl e s M e d i u m くM E M l ほ 水製薬1 2 m l に 5 X l O
5

細胞 を浮遊 し
，

35 m m 径の F al c o n pl a sti c c u lt u r e

d i sh くF al c o n P l a sti c s
，
L o s A n g el s

，
C A l に て 培養を

お こ な っ た ． 培養は 3 r C ，
9 5 ％ a i r

－ 5 ％ C O 2 下で お

こ な い
， 培地 は培養3 日目に 交換 して

，
他 の血 清因子

の影響 を最小 限に す る た めに 培養 4 日目に 無血清培地

に 再交換 し
，

さ ら に 16 時間培養後 F C S を含む培地 に

交 換 し て H A あ る い は そ の 合 成 ア ナ ロ グ 仏r g
l

，

P h e
5

l － H A くA H Al く北陸大学生物薬品化学科橋 本忠博

士
， 佐倉直樹博士 よ り供与う を添加 して 各々 の 作用 を

検討 した ．
な お

， 細胞 の生存率 は 0 ． 2 ％ トリ バ ン プル ー

を用い て 検討 した が
，

常時90 ％以上 の 生存率 を 示 し

た ．

2 ． 亡
3
Hコth y m id i n e

， 亡
3
H j u ri di n e お よ び 亡3 H コ

I e u ci n e の取 り込 み の測定

培地に 10
－ 12 － 1 0

－ 9 M 王i A あ る い は 10
－ 1 2 －

1 0．8
M

A H A を添加 し て経時的に くM e th yl l －
3
H l th y m i di n e

く2 ．O Ci J
I

m m o l
，
N e w E n gl a n d n u cl e a r C o r p ． B o st o n

，

M A I
，

く5 －
3 印 u ri di n e く30 C il m m ol

，
A m e r sh a m l

S e al e C o r p ． A rli n g t o n H ei gh t s
，
I U ある い は D L －く4

，

5 －
3
H Il e u ci n e く32 Cil m m ol

，
A m e r sh a m J

I
S e al e C o r p ．

A rli n g t o n H ei gh t s
，
I Ll を 最終 濃 度 が 1 m l あ た り

0 ． 2 5 ある い は0 ． 5 ノ尤i とな る よ う に 添加 した ． 1 時間

培 養 後， 直 ち に 培 養 細 胞 を 水 冷 リ ン 酸 緩 衝 液

くPh o s ph a t e b u ff e r s al in e
，
P B S1 3 m l で 3 回 洗浄 し

て培養皿 よ り 1 m l の P B S 中に 細胞 を浮遊 させ ， 超音

波 に て 細 胞 融 解 を お こ な っ た ．
そ の う ち 200 直 は

L o w r y 法 7りこよ る 蛋白定量 に 使 用 し
， 残 り は 2 ． 4 c m

W h a t m an G F I C ガ ラ ス フ ィ ル タ
ー くポ アサ イ ズ 1 ． 2

JLl くWh a t m a n P a p e r L td
．
M ai d st o n e

，
E n gl a n dl で吸

引濾過 し，
フ ィ ル タ

ー を脱 イ オ ン 水 5 m l で 3 回 洗浄

後，
シ ン テ レ 一 夕

ー くトル エ ン IL
，

P O P O P 5 0 m g ，

D P O 4 g 1 5 m l を加 え放射活性 を1i q u id s ci n til a ti o n

S p e C t r O p h o t o m e t e r くB e c k m a n I n st r u m e n t s
，

P al o

A lt o
，

C A l に て 測 定 し た ． 取 り込 み率 は C p m l m g ．

p r o t ei n で表現 した ．

3 ． 細 胞 内 ad e n o si n e 3
，

，
5

，
－

m O n O p h o s p h a t e

くc A M P l ， g u a n O Si n e 3
，

，
5

，
．

m o n o ph o s p h a t e くc G M Pl

の 変動

10
－

1 0 M の H A を添加 あるい は無添加で 培養 し， 4 ，

6 お よび 8 時間日に お け る細胞 内 cA M P 濃度 の 変化

を検討 した
．

さ ら に培養6 時間目に 10
． 10 M の H A あ

る い は 10
－ 9

M の A H A 添 加 に よ る 細胞 内 c A M P お

よ び c G M P 濃度の 変化 を検討 した ． 細胞 は 0 ．0 2 ％エ

チ レ ン ジア ミ ン 四酢酸 くE D T A l を 含む 0 ． 1 ％トリ プ

シ ン で遊離させ
， 水冷 P B S に て 3 回洗浄後

，
1 m l の 水

冷 P B S 中 に 細 胞 を浮 遊 さ せ 超 音 波破搾 を お こ な っ

た ． そ のう ち 200 声1 を L o w r y 法
7
りこよ る蛋白定量に用

い
， 残り は c A M P あ る い は c G M P キ ッ ト くヤ マ サ醤

油l に て cA M P ある い は c G M P の 測定に 用 い た ．

工I ． i n Y i Y O の 実験 系

1 ．
ニ ワ トリ胚 脳細胞 の 調整

図 1 に 示 す よう に 10－10
M の H A あ る い は 生理的

食塩水 く生食う を胎生 3 ， 5 ，
7

， 9 日 の ニ ワ トリ胚

卵黄嚢 中に 注入 し，
3 7

0

C の膵卵寒中に 貯置 して各々 胎

生10
，
1 2

，
14 日 に脳 を採取 し

，
それ ぞれ に つ い て亡

3

机

th y m id i n e u pt a k e と i n c o r p o r a ti o n を検 討 し た ． ま

た
，

1 0
－ 1 0 M の H A ある い は生食 を胎生 7 日 の ニ ワト

リ胚卵貴 嚢中 に 注入 し
，

3 7
0

C の 膵 卵器中 で 膵置して

各 々 胎生 12 日 に 採取 した 脳 に つ い て 亡
3
H j G A B A 結

合 能 と G A B A 濃 度 を 検 討 し た ． さ ら に 10
－ 1 0

M の

lて岬 侶 I 11 くっI t dl I－
川
1 い－1 －1

l ，

－

H ttl yl lliく1ill e 叩 I ak くさ 紺 I H ll 川 叩 Or a lげm

相
川
M h e a d a c ti v a l o r

illj e c t e tl i n y olk s a ck

l J l ユ

G e st 8 1i o ロal a g e

3 5 7 9 川 1 2 川 d aさ
．

S

． や tI 二
．

し
－
1

こ
二l

lO
6

c elVt ub e i n c ub at ed

a t 2 ，
LI ． 6 ， 8 a nd 10 h r s

r－－ ＋ －1 ユ

T C A sol ubl e T C A p r e cipiL ab le

くu p l a k e I くin c o r p o ra li o 両

2 ．

3
H ．G A B A bi ndi 喝 a nd G A B A c o n t e n t

1 0
一

拍
M h e ad a ctiv a t o r

l nJ e C t e d h y o lk s a 亡k

3 5 丁 9 1 0 12 1 4 d ay s

l

B r ai n i 5 0l a l ed

S y n ap t o s o m e a q uir ed G A B A c o n t e n l

b y D o o
d

．

s p r o c ed u r e

l
ユ

H
－

G A B A bi ndi ng

くG ra b a m
－

s m etb o 郎

G e s t a tio n al a g e

3 ． c A M P a nd c G M p c o n t e nt

10
，
l中
M b e ad a e ti v a t o r

i nj e c t ed i n y o lk s a c k

G e st a ti o n al a g e

3 5 7 9 10 1 2 14 d a y
s

ユ J
l

樗j 可日面 日量冨口甲声書聖

ユ

Fi g ． 1 ． E x p e ri m e n t al p r o t o c ol ．



H e a d a c ti v a t o r の ニ ワ ト リ胚脳細胞に 及 ぼ す成長促進効果

H A ある い は生 食 を胎生7 日の ニ ワ トリ胚卵黄嚢中に

注入し，
3 7

0

C の 膵卵器 中で 酵置 して各 々 胎生 10 ，
1 2

，

1 4 日 に 採取 し た脳 に つ い て c A M P の 変化 を 検討 し

た ．
また胎生 7 日の ニ ワ トリ胚 卵貴重中に H A あ る い

は生食 を注入 し， 胎 生12 日 に 採取 し た脳 で は c G M P

も検討し た ．

2 ． 亡
3
H j th y m id i n e u pt a k e とi n c o r p o r a ti o n の 測

定

無菌的に 採取した 脳 を ピペ ッ テ ィ ン グに よ り脳細胞

を細分し， 無血清 M E M 培地に 1 m l 中2 X l O
6

細胞と

な る よ う に 浮 遊 さ せ て 0 ■ 5 m l ず つ p ol y p r o p yl e n e

F al c o n t u b e く1 2 X 7 5 m m H 下al c o n P l a s ti c s ， L o s

A n g el s ，
C A い こ分注 した ． 3 7

0

C ， 9 5 ％ ai r －5 ％C O 2 下

で培養を行い
，

2
，

4
，

6
，

8
，
1 0 時間後 に 各々亡

3 損

th ym id i n e を培地 1 mi に つ き 1 ． O JJ C i 添加 し て 1 時

間培養し た
．

そ の 後各々 に つ き 3 m l の 無血 清 M E M

培地を加え
，

4
0

C ，
1 0 0 0 g で 5 分間冷却遠心 して上 清

を除去した後，
さ ら に 同様の 操作 を 2 回 く り返 した ．

得ら れ た細胞 塊 に 1 0 ％ト リ ク ロ ル 酢酸 くT C Aう 0 ．5

m l と 1 ．2 ％牛 血 清 ア ル ブ ミ ン くSi g m a C h e m i c a l

C o m p a n y ，
S t ． L o ui s

，
M O 1 0 ． 1 m l を加 え， 4

O

C で
一

晩静置後遠心 して上 清 を酸可溶性分画 くu p t a k el と し

た
．

ま た ， 沈漆は 5 ％ T C A 3 m l で 2 回 洗浄後
，

1 N

N a O H O ．5 m l に溶解して酸不溶性分画 くi n c o r p o r a ti o n

l とした ． 両分 画に 各々10 m l の A q u e o u s c o u n ti n g

s ci n till a n t くA C S II
，

A m e r s h a m l S e a l e C o r p ．

A rli n g t o n h e i gh t s
，
I u を加え

，
1i q u id s ci n till a ti o n

s p e ct r o p h o t o m et e r くB e c k m a n I n s t r u m e n t s
，

P al o

A lt o
，
C A l に て放射活性を測定し た

．
U pt a k e お よ び

in c o r p o r a ti o n は c p m 1 1 0
6

c ell で 表現 した ．

3 ． 亡
3
H コG A B A 結合能の 測定

採取し た脳 を大脳 ＋ 間脳 と小 脳十 脳 幹 に 2 分 し
，

各々 に つ き シ ョ 糖密度勾配を応用 し た D o d d らの 迅速

法則
に よ り シ ナ プ ト ソ ー ム 分 画 を得 た

．
こ の シ ナ プ ト

ソ ー ム 分画 を蛋 白量 10 m gノm l とな る よ う に 調整 し
，

そ の 0 ． 1 m l に 5 0 m M ト リ ス ． ク エ ン 酸 綬 衡 液

くp H 7 ． い 0 ． 7 m l を加 え， 終末濃度 が 25 n M に な るよ

う に調整し た y
－ く2

，
3－

3
Hl a m i n o b u ty ri c a cid く亡

3
H j

G A B A
，

比 活 性 34 ． 7 C il m m ol
，

N e w E n gl a n d

N u cl e a r
， B o st o n ， M A 1 0 ． 1 m l

， 脱 イ オ ン 水0 ． 1 m l を

加え計1 m l と して
，
45 分間氷水中で 反 応させ た ． 反 応

後速 や か に 2 ． 4 c m W h a t m a n G F I C ガ ラ ス フ ィ ル

タ ー

げ アサ イ ズ1 ． 2 扉 で 吸引濾過 し
，

フ ィ ル タ ー を

脱イ オ ン 水5 m l で 3 回洗 浄後，
シ ン チ レ

一

夕
ー

くトル

エ ンIL
，

P O P O P 50 m g ，
D P O 4 g1 5 m l を加 え

B e c k m a n li q u id s ci n till a ti o n s p e c t r o ph o t o m et e r に

て放射活性を測定 し
，

こ れ を総括含量 と した ． 上 記脱

64 3

イ オ ン水 の 代わ り に 4 ． ア ミ ノ ー

n
一 酪酸 くG A B A

，
和光純

薬H 最終濃度 1 m M ン0 ． 1 m l を加 えた も の を非特異的

結合と し
，

総括含量よ り こ れ を差引 い た値 を特 異的結

合 と した ．

4 ． G A B A 濃度の 測定

採取 し た 脳の う ち大脳 十 間脳 に つ い て 水冷 75 ％エ

タ ノ ー ル で 抽 出後凍結乾燥 に よ り得た分画に 含 まれ る

G A B A 濃度 を，
G r a h a m らの 酵素的微量測定法

91 で測

定し た ．

5 ． 脳細胞 内 c A M P およ び c G M P 濃度の 測定

採 取 した 脳 を大脳 ＋ 間脳 お よ び小脳＋ 脳幹 に 2 分

し
，
0 ． 1 N 塩 酸に て煮沸抽出後， 各々 に つ い て ヤ マ サ

c A M P お よ び cG M P キ ッ ト を 用 い て細 胞 内 c A M P
，

c G M P 濃度 を測定 した
．

6 ． 神経細胞 お よび グ リ ア細胞分画に よ る差違の検

討

10
－ 1 0 M B A あ るい は生食 を胎生 7 日 ニ ワ トリ胚卵

貴嚢中に 注入 し
，
胎生 12 日 に 無菌的に 採取 した脳 に つ

い て
，
無血滑 M E M 培地 中で ピ ペ ッテ ィ ン グに て脳細

胞 を分離 し
，

3 7
0

C
，

9 5 ％ ai r
－5 ％ C O ， 下 で 2 時間培養

後， 亡
3
H j th y mi d i n e を 2 JL C i 投与 して 1 時間培 養 し

た ． その 後，
N a g a t a ら の フ ィ コ

ー ル を用 い た b ul k

s e p a r a ti o n
l Ol に よ り神経細胞 と グ リ ア細胞を 分離 し

，

各々 に つ い て亡
3
H jt h y m i di n e の 放射活性 を B e c k m a n

li q ui d s ci n till a ti o n s p e ct r o p h o t o m et e r に て測定し，

C p m lt u b e で 表わ し た
．

工土工． 統計 学的検討

有意差検定 に は s t u d e n t
，

s t －t e St を用 い た ．

成

I ． i m Y it r o の 実験系

1 ． 亡
3
H j th y mi d i n e の 取 り込 み に 対す る H A あ る

い は A H A の 濃度 の 影響

図2 に 培 養8 時間 で の 亡3
H j th y m id i n e の 取 り込 み

に 対 す る 10．12
1 10－9

M の H A あ る い は 10－1 2
へ 1 0．8

M の A H A の 影響 を示 した ． 仁3
H jth y m id i n e の 取 り込

み は 10－1 0
M の H A 添加で 対照 の 2 ． 5 7 士0 ． 0 7 X l O

3
に

比 し，
4 ． 1 4 士0 ．2 3 X l O

3
c p m ノm g ． p r o t ei n と 最 大 に 達

し
，

10－9
M で も対照に 比 し有意 に 高か っ た ．

こ れに 対

し A H A 添 加 で は 10－
9

か ら 10－8
M で 対 照 の 2 ． 9 8 士

0 ． 1 8 x lO
3

に 比 し
，
2 ． 0 5 士0 ． 2 1 X l O

3
c p m l m g ．p r o t ei n

と最低を 示 し た ． 従 っ て以下 の 実験は 10－1 0
M の H A

と 10－9
M の A H A の 添加 に よ っ て 行う こ と と し た

．

2 ． 10－1 0
M H A ある い は 10－9

M A H A 添加に よ る

亡
3
H j th y m id i n e

，
仁3

H コu ridi n e およ び 亡
3
H jl e u ci n e の

取り込 み の 経時的変化

亡
3
H jth y m idi n e の 取り込 み に 対す る 10J l O

M H A



6 4 4

お よ ぴ 10
－ 9

M A H A の 影響 を 図 3 に 示 し た ． 亡3
H コ

th y m idi n e の 取 り込 み は H A 添 加 に よ り 培養 4 時間

よ り増加 し
，

8 時間で 対照 の 200 ％以上 に 増加 し て最

大 と な っ た ．
こ の刺激効 果 は そ の 後徐々 に 減 少 し て

い っ たが
，
1 0 へ 一1 2 時間まで 有意に 増加 して い た ． これ

に 対 して A H A 添加 で は培 養6 時間よ り 亡3
H コth y m i －

d i n e の取り込み が低下 しは じ め
， 以後 8 時間低下 した

ま まで あ っ た
，
さ ら に ． 1 0

－ 1 0
M H A の 刺激効果 は 10

． 9

M A H A の 添加に よ っ て完全 に 阻害 され た ．

C
3
H コu rid i n e の取 り込 み を図 4 に 示 した

．
H A 添加

に より亡3
H コu ri di n e の取 り込 み は培養 6 時間よ り増加

しは じめ
，
そ の後 4 時間は対 照の 150 ％以上 を維持 し

，

培養 10 時間よ り徐々 に 低下 した ．

一 方 ， A H A 添加で

は培養 6 時間よ り低下 しは じめ
， 以後 10 時間は対照に

比 し有意に 低値 を示 した ．

図 5 に は 亡3
H jl e u ci n e の取り 込 み に 対 す る 1 0－1 0

M

H A お よ び 10
－

9 M A H A の 効 果 を 示 し た ． 亡
3
H j

l e u ci n e の取 り込 み に 対す る H A の 刺激効果 は他の ヌ

ク レ オ シ ドほ ど顕著 で な く ， 培養 10 ノ ー 12 時間で対照の

115 へ ノ 1 2 0 ％の増加 を示 す程度で あり
，

逆 に A E A 添加

で は 80
〆

－ 90 ％の 低下 を示 す程度で あっ た ．

3
H T

xl 虎p m ノ m g
．P ．O teI n

F i g ． 2 ． R e s p o n s e o f 亡3
H コt h y m i di n e く

3
H － T l t o

g r a d ed d o s e s o f H A く■
一

書l o r A H A く0
－

O I ．

A ft e r 5 d a y s o f c u lt u r e
，
b r a i n c ell s w e r e t r e a t e d

W ith v a ri o u s c o n c e n t r a ti o n s o f H A o r A H A ， a S

i n di c a t e d ． C 3
H j th y m id i n e w a s a d d e d a t a fi n a l

C O n C e n t r a ti o n o f O ．2 5 J J C il m 1 8h a ft e r H A o r

A H A a d d i ti o n
， a n d th e r a t e o f 亡

3
H j th y m id i n e

u pt a k e w a s m e a s u r e d ． E a c h p o in t r e p r e s e n t s

m e a n 士S D o f 6 c ul t u r e s ．
米

p く0 ．0 5
，

十 p く0 ．0 0 1

V S C O n t r O l ．

3 ． 1 0．1 0
M H A お よ び10－9

M A H A の 細胞内

CA M P
，

C G M P 濃度 に 及ぼ す影響

10
－ 10

M H A 添加 に よ る c A M P の 経時的変化を図

6 － A に 示 した
．
H A 添加 に より cA M P は 培養 4 時間よ

り上 昇 しは じめ， 6 時間 に は 対照 の 170 ％以上 と 最大

に 達 し 8 時間で も有意に 高値 を呈 し てい た ． 図6 ． B に

は H A あ る い は A H A 添加 に よ る 培 養 6 時 間で の

C A M P お よ び c G M P の 変化を 示 し た ． c A M P は H A

添カロで対照 の 12 0 ％に 上 昇 した が
，

A H A 添加で は逆

に 対照 の 85 ％に 減 少 し た ．
こ れ に 対 し て c G M P は

H A 添加 で対照 の 65 ％ に 減少 し，
A H A 添 加で対照の

130 ％ に ま で上 昇 した ．

工工 ． i m Yi Y O の 実験系

1 ． 10
， 1 0

M H A の 亡
3
H jth y m id i n e u pt a k e および

i n c o r p o r a ti o n に及 ぼす 影 響

1 0
－ 1 0

M H A の 卵貴重内投与時期と ニ ワ トリ胚脳採

xl Oもp m 仙 g
■

P r O t e了n

6 8 1 0 1 2 14 16

p rei n c u b a ti o n t7 m e

2 4
h o u r s

F i g ．
3 ． T i m e c o u r s e of 亡

3
H jth y mi di n e u p t a k e i n

C u lt u r e d c h i c k e m b r y o n al b r ai n c ell s i n c u b a t ed

W ith h e a d a c ti v a t o r くIi AI o r an al o g u e of H A

くA H Aン．
A ft e r 5 d a y s o f c u lt u r e

，
C ell s w e r e

i n c u b a t e d wi th l O ％ F C S くc o n t r ol ，
争 －さ1 ，

1 0 ％

F C S 十 H A l O
－ 1 0

M くO N O l ，
10 ％ F C S ＋ A H A l OJ 9

M くム
ー A l ，

O r lO ％ F C S ＋ H A l O
－ 1 0

M ＋ A H A lO，9

M くn － ロ1f o r v a ri o u s p e ri o d s o f ti m e
，

a n d th e r a te

o f 亡3 H jth y m i di n e u p t a k e a t a fi n al c o n c e n tr a ti o n

O f O ．5 JL C il m l w a s m e a s u r e d a t th e e n d o f i n c u b a
－

ti o n
，

a S d e s c rib e d in M a t e ri al s a n d M eth o d s ．

E a c h p oi n t r e p r e s e n t s m e a n 士 S D o f 6 c u lt u r e s 一

業
p く0 ．0 5

，
米 X P く0 ．0 2

，
十

p く0 ．0 0 1 v s c o n t r o l ．



H e a d a c ti v a t o r の ニ ワ ト リ胚脳細胞に 及 ぼす 成長促進効果

取 時 期 に よ る 亡
3
H j th y m i d i n e u pt a k e お よ び

i n c o r p O r a ti o n の 変化 を図7 ， 8 に 示 した ■ 図 7 に は

灯
1 0

M H A を胎生 3
，

5 ， 7
，

9 日 ニ ワ トリ胚卵黄

嚢中に注入 し
， 胎生 12 日 に 採 取 し た脳 に つ い て の

d Oミ叩
肘 甘 叩 k ln

5

4

3

2

1

0

4 6 8 1 0 1 2 1 4 1 6

P rein c u b at io n H m e h o u r 5

Fi g ． 4 ．
T i m e c o u r s e of 亡

3
H j u ridi n e u p t a k e i n

c ul t u r e d ch i ck e m b r y o n al b r ai n c ell s i n c u b a t e d

w ith H A o r A H A ． A ft e r 5 d a y s of c u lt u r e
，
C ell s

w e r e i n c u b a t ed w ith l O ％ F C S くc o n t r o l
，
■

M

さ1 ，

1 0 ％ F C S ＋ H A l O，1 0
M く0

－ 0 1 ， O r l O ％ F C S ＋

A H A l O－9
M くA － ム1 ，

a n d th e r a t e o f 亡
3
11 j u rid i n e

u p t a k e a t a fi n a l c o n c e n tr a ti o n o f O ．5 JL C il m l w a s

m e a s u r e d ． E a c h p oi n t r e p r e s e n t s m e a n 士S D of 6

c ult u r e s ．
米 p く0 ．05

，
米 米 p く0 ．0 2

，
兼 米 菓 p く0 ．0 1

，

十 p く0 ．0 01 v s c o n t r o l ．

点 0毎n ノ 叩
．

帥 t モIn

p r e I n c u b atJ o n l暮m e
r m r S

F ig ． 5 ． T i m e c o u r s e of 亡
3
H jl e u ci n e u p t a k e i n

C ul tu r e d c hi c k e m b r y o n a l b r ai n c ell s i n c u b a t e d

wi th H A o r A H A ． A ft e r 5 d a y s o f c ult u r e
，

C ell s

W e r e i n c u b a t ed w ith l O ％ F C S くc o n t r o l
，
中

一

■1 ，

1 0 ％F C S ＋ H A l O，1 0 M く0
－

O J ，
1 0 ％ F C S ＋A H A

lO－9
M くA － ムl ，

a n d th e r a t e o f 亡
3
H jl e u ci n e

u p t a k e a t a fi n a l c o n c e n tr a ti o n o f O ．5 JL C il mi w a s

m e a s u r e d ． F a c h p oi n t r e p r e s e n t s m e a n 士S D of 6

C u lt u r e s ．
米

p く0 ．0 5
，

兼 兼
p く0 ．0 2

，

兼 米 米
p く0 ．0 1

，

＋ p く0 ．0 01 v s c o n t r ol ．

6 4 5

C
3
H j th y m id i n e u p t a k e とi n c o r p o r a ti o n を 示 して あ

り， 図 8 に 10
－ 1 0

M H A を胎生 7 日 ニ ワ ト胚 卵黄嚢 中

に 注入 し
，
胎生 10

，
1 2

，
1 4 日に 採取し た 脳 に お け る

C
3
H j th y mi d in e u p t a k e とi n c o r p o r a ti o n を示 す

．
1 0

－ 1 0

A ．

B ．

C A M P

P m O lノm g ． P r O t ei n

4 6 8
h o u r s

p r e i n c u b a ti o n ti m e

F i g ． 6 A a n d B

A I S e q u e n ti al c h a g e s i n c A M P c o n t e n t s o f

c u lt u r e d c h i c k e m b r y o n a l b r ai n c ell s i n d u c e d b y

H A ． A f t e r 5 d a y s of c u lt u r e
，
C e11 s w e r e i n c u b a t ．

ed w ith lO ％ F C S くC O n t r Ol ，
■ －

■I o r l O ％ F C S ＋

H A l O－1 0

M く0 － OJ f o r 4
， 6 a n d 8 h ．

BI C y cli c A M P くD 可 a n d c y cli c G M P いH り i n

C u lt u r e d c hi c k e m b r y o b r a i n c ell s a ft e r t h e

s ti m u l a ti o n o f H A o r A H A ． A f t e r 5 d a y s of

c u lt u r e
，

C ell s w e r e i n c u b a t e d wi th l O ％ F C S
，
1 0 ％

F C S ＋ H A lO－1 0
M

，
O r l O ％ F C S ＋ A H A l OL 9

M f o r

6h ．
E a c h p o i n t r e p r e s e n t s m e a n 士 S D of 6

C ul t u r e s ，
米

p く0 ．05
，

米 菓
p く0 ．0 1

，
＋ p く0 ．0 0 1 v s

c o n t r ol ．



6 4 6 梶

ML H A を胎生 5 日卵黄嚢 中 に 注入 し胎生 12 日 に 採取

した脳で
， 亡

3
H jth y mi d in e i n c o r p o r a ti o n は培衰 2

，

4
，

6 時間で 1 ． 8 1 へ 1 ． 9 4 x l O
3

c p m 1 1 0
6
c ell と 同日 令

対照の 1 ．4 8 へ 1 ． 6 5 X l O
3

c p m J
，
1 0 6

c ell に 比 し 有意 に 高

値 亡p く0 ．0 5 句

p く0 ．0 01う を呈 し
，

こ の 傾向 は 10－1 0
M

H A を胎 生7 日卵黄嚢中に 注 入 し胎 生 12 日 に 採取 し

た 脳 で よ り 著明 で
， 培養 2

，
4

，
6

，
8

，
1 0 時 間で

1 ． 9 5 へ 3 ． 0 9 X l O 3
c p m 11 0

6
c ell と 同 日 令 対 照 の

1 ． 48 旬 1 ． 65 X l O
3

c p m 1 1 0
6

c ell に 比 し 有 意 に 高 値 くp

く0 ．0 1 旬

p く0 ．0 0 い で あ っ た
．

こ の 傾向 は 10．1 0
M 王1 A

を胎生 7 日卵黄喪 中に 注 入 し胎生 1 4 日 に 採取 し た脳

に つ い ても認 め られた が
， C

3
Hコth y mi di n e i n c o r p o r a －

ti o n は低下傾向に あり
，

10－1 0
M H A を胎生9 日卵黄

嚢 中に 注入 し胎生 12 日に 採取 し た脳 に お い て は 亡
3
王iコ

D a y 3

c p m 用鳥d b

油が

5

0

む

コ
コ
ー

O
S

P

ち
V

th y m id in e i n c o r p o r a ti o n の 増加 傾 向 は 認 め な か っ

た ．

2 ． 10－1 0
M H A の 亡

3
H j G A B A 結合能 に 及 ぼす影

響

図9 － A に 胎生 7 日 卵黄嚢 中 に 10T 1 0
M H A ある い

は 生食 を注 入 し， 胎生 12 日 に 採取 した脳 の シ ナ プ ト

ソ
ー

ム 分画 に お ける 亡
3
H j G A B A 結合能 を示 し た

． 大

脳 十 間脳 の シ ナ プト ソ
ー ム 分画 で は 10－1 0

M 王1 A 投与

群 で 21 ． 1 士2 ． 9 f m ol ノ m g ．p r o t ei n と対 照 群の 10 ． 2 士

3 ． 4 f m oll m g ．p r o t ei n に 比 し有意に 高値 くp く0 ．Olj を

呈 し， 小脳 ＋ 脳幹の シ ナ プ トソ ー ム 分画で も同様の結

果が 得られ た ．

3 ． H A の G A B A 濃度 に 及 ぼす影響

図9 － B に 胎生 7 日卵黄嚢中に 10J 1 0 M H A ある い は

P r el n c u b a u o n ti m e

Fi g ． 7 ． T i m e c o u r s e o f 亡
3
H j th y m i di n e u p t a k e o r i n c o r p o r a ti o n i n c h i c k e m b r y o n al

b r ai n c ell s p r e t r e a t e d w ith H A く0
－

0 l o r n o r m a l s ali n e く中
一

争 1 ． A ft e r l O，1 0
M H A

O r n O r m al s a li n e w a s i nj e c t e d i n y o lk s a c k o f 3
，
5

，
7 0 r 9 d a y old c h i c k e m b r y o ， a n d

th e r a t e o f 仁
3
H コth y m i di n e u pt a k e o r i n c o r p o r a ti o n a t a fi n al c o n c e n tr a ti o n o f l ．O

JL Cil m l w a s m e a s u r e d a t th e e n d of i n c u b a ti o n
，

a S d e s c rib e d i n M a t e ri al s a n d

M e th o d s ． E a ch p oi n t r e p r e s e n t s m e a n 士S D o f 6 m a t e ri a l s ．
米 p く0 ．0 5

，
兼 米 p く0 ．

0 1
，

十
p く0 ．0 0 1 v s c o n t r ol ．
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生食を注入し
，
胎生 1 2 日 に 採取 した脳 の 大 脳 十 間脳 に

お ける G A B A 濃度 を示 し た
．

1 0，10 M H A 投与群 で

15 ． 1 士2 ．5 J J gノg ．ti s s u e と 対 照 群 の 10 ， 4 士3 ． 4 JL gノg ．

ti s s u e に くら べ て 有意差 は認め な い も の の 高 い 値 向を

示した ．

4 ． H A の C y Cli c n u cl e o tid e s に 及 ぼす影響

図10 － A に 胎生 7 日卵 黄嚢 中に 1 0，1 0
M H A あ る い

は生食 を注入 し
，
胎生 12 日に 採取 した 脳の 大脳 十 間脳

およ び小脳 ＋脳幹に お け る c A M P ， C G M P の 変化を，

図 抑 B に 胎生 7 日卵黄 嚢中 に 10－1 0
M H A あ る い は

生食を注入 し胎生 1 0
，
12

，
1 4 日 に 採取 した脳 に つ い て

c A M P の 変化を図示 し た
． 胎生 12 日 に 採 取し た脳 の

大脳 ＋間脳 に つ い て c A M P は H A 投与群4 ． 3 6 士0 ．1 7

p m olノm g ．p r o t ei n
， 生食投与群 1 ．9 2 士0 － 11 p m olノm g ．

p r o t ei n と H A 投与群が 有意に 高値 くp く0 － 0 0 11 を呈

し
，

C G M P も H A 投 与 群 1 4 4 ． 3 士 1 5 ． 9 f m oll m g ．

p r o t ei n ， 生食投与群 107 ．6 士 12 ■7 f m o ll m g ．p r o t ei n と

D 8 y l O

c p m ノ1 0 もell s

x l O
3
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牽
い
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．

む
－

q

コ
ー

O
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P

て
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ヱ
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ヱ
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－
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巴
d

D a y 12

6 4 7

H A 投与群が 有意に 高値 くp く0 ．0 い を呈 した ． 小 脳＋

脳幹 に お い て も同様 の 結果が 得ら れた
． 次 に C A M P の

経時的変化 で は
， H A 投与群 で 1 ． 5 7 士0 ． 13一う 4 ． 96 士

0 ． 1 3hL－L＋ 3 ■ 7 7 士0 ．2 1 p m o ll m g ． p r o t ei n
， 生 食投与群 で

1 －5 1 士0 ． 12 っ 3 ． 9 2 士0 ■3 4－－ 3 ． 8 7 士0 ． 3 9 p m o lノm g ．

p r o t ei n と
， 胎生 1 2 日採取脳 に お い ての み H A 投与群

で 有意に 高値 くp く0 ．0 1う を呈 した
．

5 ． 神経細 胞お よ び グ リ ア細胞 に お け る H A 効果

の 差違

B u lk s e p a r a ti o n
l O l

に よ る神経細胞 分画お よ び グリ

ア 細 胞 分 画 に お け る 仁
3
H j th y m id i n e u pt a k e 8 E

i n c o r p o r a ti o n を図11 に 示 した
． 神経細胞分画に お け

る 亡
3
H コth y mi di n e u pt a k e 8 E i n c o r p o r a ti o n は H A

投 与 群 2 ． 0 7 士0 ． 1 8 X lO
3

c p m l t u b e
， 生 食 投 与 群

1 ．3 0 士0 ． 2 5 X l O
3

c p m ノt u b e と H A 投与 群に お い て 有

意に 高値 くp く0 ． 0 2I を示 し たが
，

グ リア細胞 分画 に お

ける 亡
3

H jth y m id in e u p t a k e 8 z i n c o r p o r a ti o n は H A

D a y 14

6 8 1 00 2 4

息
0 2 4

h o u r 8

p r eI n c u b a tI o n tJ m e

Fi g ． 8 ． T i m e c o u r s e o f し3 H j th y m i di n e u p t a k e o r i n c o r p o r a ti o n i n ch i c k e m b r y o n al

b r a in c e11 s p r e t r e a t e d w ith H A くO － O I くJ r n O r m al s a li n e り仁 一 叫 ． A ft e r lOq lO
M

H A o r n o r m al s al in e w a s i nj e c t ed i n y ol k s a c k o f 7 d a y ol d c h i c k e m b r y o
，
b r a in s

W e r e i s ol a t ed f r o m lO
，
1 2 0 r 1 4 d a y o ld c hi c k e m b r y o

，
a n d th e r a t e of 亡

3
H j

th y m id i n e u pt a k e o r i n c o r p o r a ti o n a t a fi n al c o n c e n tr a ti o n o f l ．O FL Ci l mi w a s

m e a s u r e d ．
E a c h p o in t r e p r e s e n t s m e a n 士 S D o f 6 m a t e ri al s ．

米
p く0 ．05

，
米 米 p く0 ．

02
，

光 三黒 X
p く 0

，
O l

，
十 p く0 ．

00 1 v s c o n t r ol ．
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投 与 群 0 ． 6 3 士0 ． 0 5 X lO
3

c p m J t u b e
， 生 食 投 与 群

0 ． 7 0 士0 ． 0 2 X l O
3

c p m l t u b e と 両群間に 差は な か っ た ．

A
．

8 ．

3 H － G A B A U ld l 咽

C e r e b r al
■ m u b r aI n

f w t 血 g － P m tel n

tr e at l l l e n t

G A 8 A c o n t e n t

r g 也．tI s s u 噸

C モ re b d tu m

－ b rai n st e m

在

tre a tlれ e nt

C e r e b r a l ． m 暮d b 何I n

F i g ． 9 A a n d B

A l 亡
3
H コG A B A bi n d in g t o s y n a pt o s o m e f r a cti o n

Of c e r e b r al pl u s mi d b r ai n o r c e r e b ell u m pl u s

b r ai n st e m s e cti o n ． A ft e r l O
－ 1 0

M H A o r n o r m al

S al i n e w a s i nj e ct e d i n y ol k s a c k o f 7 d a y ol d c h i c k

e m b r y o
，
b r a i n s w e r e i s o l a t e d f r o m 1 2 d a y old

c h i c k e m b r y o s
，

a n d th e r a t e o f 仁
3
H j G A B A

b i n di n g t o s y n a p t o s o m e f r a c ti o n w a s m e a s u r e d ．

E a c h p oi n t r e p r e s e n t s m e a n 士 S D o f 4 m a t e ri al s ．

薫
p く0 ．0 1 v s c o n t r o l ．

BI G A B A c o n t e n t i n c e r eb r al pl u s m id b r ai n

S e C ti o n ． A ft e r l O
－ 1 0

M H A o r n o r m a l s ali n e w a s

i nj e c t e d i n y olk s a c k o f 7 d a y ol d c h i c k e m b r y o
，

a n d th e c o n t e n t o f G A B A w a s m e a s u r e d ． E a c h

p o i n t r e p r e s e n t s m e a n 士S D o f 5 m a t e ri al s ．

考 察

H e a d a c ti v a t o r は ヒ ド ラ に お い て 問質細胞 を神経

細胞 に 分化誘導り
し

， 晴乳動物で はi n vi t r o で ラ ッ ト膵

臓 よ り ア ミ ラ
ー

ゼ分泌 を促進 粧
す る作用 が 認め られ て

い るが
， 中枢神経系 に お け る作用 は依然不 明のまま で

あ る
． 我々 は本 研究に おい て H A が神経細胞 に お い て

成長促進効果を有 す る こ と を初 めて明 ら かに した
．

培養 ニ ワ トリ胚 脳細胞に お い て H A は E
3

H j th y m i ．

d i n e
， 仁

3
H j u ri di n e お よ び 亡

3
H jl e u ci n e の 取り込みを

A
．

C モーモb ra l

■ m j d h h

州 一

曲 ．

抽 h

G 色代 k l 山m
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c e r e b r al pl u s mi d b r a i n o r c e r e b ell u m pl u s b r ai n

s t e m s e c ti o n o f 1 2 d a y o ld ch i c k e m b r y o b r ai n

a ft e r l O－1 0
M H A o r n o r m al s ali n e w a s i nj e c t ed i n

y o lk s a c k o f 7 d a y ol d ch i c k e m b r y o ．
E a ch p oi nt

r e p r e s e n ts m e a 士 S D o f 6 m a t e ri al s ．
米 p く 0 ．

01 ，

十 p く0
．
0 0 1 v s c o n tr o l ．

BI D e v el o p m e n t a l c h a n g e s i n c A M P c o n t e n ts i n

c e r e b r al pl u s m id b r a i n s e c ti o n of l O
，
1 2 0 r 14 d a y

ol d c hi c k e m b r y o b r a i n a ft e r l O－1 0
M H A く0 鮒O l

o r n o r m al s ali n e く■
一

書1 w a s i nj e c t e d i n y olk
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t r 朗 血 w t

N e r v e c ell
f r a c ti o n

削
tre a t m e n t

G li a c e11
f r a c ti o n

F ig ． 1 1 ． 亡3
H j th y m id i n e u p t a k e a n d i n c o r p o r a ti o n o f

n e rv e C ell f r a c ti o n o r gli a c ell f r a c ti o n p r e p a r e d

f r o m 1 2 d a y o ld c hi c k e m b r y o b r a i n a ft e r l O
， 1 0

M

H A o r n o r m al s a li n e i nj e cti o n t o y o lk s a c k o f 7

d a y old c hi c k e m b r y o ． E a c h p oi n t r e p r e s e n t s

m e a n 士S D o f 3 m a t e ri al s ．
x

p く 0 ．0 2 v s c o n tr ol ．

促進し，
A H A は抑制す る こ とが 明確 に 示 さ れ た が

，

H A の 刺激効果や A 王i A の 抑制効果は濃度依存性 で あ

り， H A は 10，1 0
M

，
そ して A H A は 10－9

M で効果発

現が最大で あ っ た ． さ ら に H A は 10－9
M で も刺激効

果を有して い た が
，

その 刺激効果 は 1 0
－ 1 0

M と比 べ る

とか な り弱く ，
こ れ は S c h all e r らの 報告111

Lこ もあ る よ

うに 高濃度で は縮合傾向が強く な るた め に 刺激効果が

低下する もの と考 え られ る ． 1 0－1 0
M と い う H A の 濃

度は ヒ ト血 奨中の 濃度や ラ ッ ト腸管内濃度 と
一 致 して

お り，
ニ ワ トリ胚 脳 を用 い た i n vi v o の 我々 の 実験 に

お い ても
， 最も D N A 合成の 盛 んな 胎生 5

ノ
ー 7 日 の 卵

黄真申に 10－10
M の H A を注入 し胎 生 12 日 に 採取 し

た脳に お い て亡3
Hj th y m id i n e i n c o r p o r a ti o n は著明 に

促進され て い た
． ま た ， 培養 ニ ワ ト リ胚脳細胞 に お い

て 10
－

1 0
M H A の 刺激効 果は10－9

M A H A を同時に

添加する と完全 に 阻害 され る こ と か ら
，

A 王i A は細胞

表面の H A 結合部位 に 指抗的 に 作用 す る こ とが 考え

られる
．
さ ら に 別の 機序と し て H A と A王1 A の ア ミ ノ

酸配列の 違い が 生 物学 的活性 の 通 い に な っ て あ ら わ

れ
，
C A M P 産生また は仁

3
H jt h y mi di n e の 取り込 みに 対

して全く 逆の 作用 を呈 した可能性 も考 えら れ る
． 培養

ニ ワ トリ胚脳細胞 を用 い たi n v it r o の 実験 系で は単
一

の 脳細胞 を使用 した わ け で は な い の で ， H A あ る い は

A H A が どの 脳細胞 に特異的に 作用 した か は特定で き

な か っ た が
，
i n vi v o の実験系で 促進効果が 特定の発生

時期に 認め ら れ る 点
， 神経細胞分画で有意差 が認め

ら れ た点よ り ，
H A ある い は A H A は 主と して神経細

胞 に 作用 す る と考え られ る
．

I n v it r o に お い て H A あ る い は A H A の 亡3
H j

th y mi d i n e の取 り込 み に 対す る効果が 出現す る の に 4

時 間の 潜時が 認め られ るが
，

こ の 時間は G l 期 よ り S

期 に 移行 す る時間とも 考え られ る ． 脳細胞 の 発育 に対

す る H A の 作 用機構は明 らか で はな い が ， S c h a ll e r
131

は ヒ ドラ に お い て肺胞増殖 の G 2 期 に H A は作用 して

その 期間 を短縮させ 細胞分裂 をひき お けす こ と を示 し

た
． 我々 の itl V i Y O の 実験 に お い て も胎生5 日お よ び

7 日 卵 黄 真 申 に H A を投 与 す る と 亡
3
H j th ym i di n e

i n c o r p o r a ti o n は著明 に 増加 す るが
，

9 日卵東条 中に

H A を投与 して も増加し ない こ と
， そ して ニ ワ トリ胚

脳 に お い て は胎生4 日よ り神経芽細胞 の成熟脳 にお け

る正 常位置 へ の 移動が 開始 され て細胞増殖が お こり 9

日 に 終了す る と い う 報告川
を考 えあわせ る と

，
H A は

脳細胞 の細胞周期 に 何ら か の 影響 を与 え て細胞増殖 を

ひ き お こ す 可 能性が 考 えられ る ．

ラ ッ トで は胎生 15 日 に 神経 化学的 に G A B A レ セ

プタ
ー

が 認 めら れ
，

G A B A 濃度 は成熟 ラ ッ トの 19 ％，

G A B A 結合能 も成熟 ラ ッ トの 5 ％程度 み られ る こ と

が 報告期
され て い る が

， 我 々 の i n v i v o の 実験系に お

い て も ニ ワ ト リ胚脳 シ ナ プ ト ソ
ー ム 分画の G A B A 浪

度， G A B A 結合能が 10．1 0
M H A の卵黄集中投与 に よ

り増大 し， H A が G A B A 系 ニ ュ ー ロ ン の 成熟過程 に

何ら か の 影響 を与 えて い る と考え られ た ．

I n v it r o の 実験系で H A 添加群 に お い て c A M P は

亡
3
Hj th y m id i n e の 取り込 み が増 加す る 2 時間前よ り

増加 し， ま たi n v i v o の 実験系で も 亡3 Hj th y mi di n e

i n c o r p o r a ti o n が 最大 と な る 胎生12 日 に 採取 し た脳

に お い て c A M P は H A 投与群で 対照 に 比 し有 意に 高

値を呈 した ． c A M P は細胞増殖に お い て阻害伝達物質

で あ る と い う 報告1 6 ト 2 21
が 散見さ れ る が

，
M a c M a n u s

ら
2 3

や W illi n gh a m ら
2 4I

は c A M P は G l 期 に お い て

D N A 合成 の 開始 を制禦 する こ と を見出 した ． 3 T 3 細

胞 や 乳腺 上 皮細 胞 に お け る 最 近 の 知見
2 5 ト 抑 で は

C A M P は D N A 合成 を促進す る こ とが い わ れ て い る
．

こ の よう な事実 を考え あわ せ ると
，

H A 添加あ る い は

卵黄 嚢中 投与 に よ る 亡
3
H jth y mi d i n e の 取 り 込 み や

i n c o r p o r a ti o n に 対 す る 刺激 効果 は c A M P の 上 昇 に

よ っ て惹起さ れ てい る可能性 が考 えられ る ．
こ れ に 対

して c G M P はi n v it r o に お い て H A 添加 に よ っ て減

少 し
，
A H A 添加 に よ っ て 増加 する とも1 う変動 を示 し

，
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この c A M P と c G M P の 相反 す る変化 は D N A 合成の

促進ある い は抑制 と相関す る よう に 思われ る
．
しか し

，

i n v i v o で は H A 投与群で c G M P はi n vi t r o の 場合と

逆に 増加 した ．
こ れ はi n v it r o に お い て は急性期の 変

化を，
i n v i v o に お い て は慢性 期の 変化 を示 し て い ると

も 考え られ る が ， 他方 G o rid i s ら
2 81 が 報告 した よ う に

c G M P の 増加 は神経系 の 分化 や シ ナ プ ト ソ
ー ム 形成

に 関係 して お り
， 今 回 の 我々 の 研究 に お い て G A B A

ニ ュ
ー

ロ ン の 成熟 とも 関連 して い る と 考え られ た
．

以

上 よ り cG M P およ び c A M P が脳細胞の 増殖 や 分化 を

誘導す る可能性が 示唆さ れ たが
，

その 詳細 に つ い て は

今後 さ らに 検討が 必要 で あ る ．

結 論

H A を培養 ニ ワ ト リ胚脳細胞お よび ニ ワ トリ 胚脳 に

投与 し て脳細胞の 増殖お よ び 分化 に つ い て検討 し， 次

の結論 を得た
．

1 ． 培養 ニ ワ トリ胚脳細胞 に 対 し て H A は 10
－ 1 0

M

で 最も D N A
，
R N A お よ び蛋白合成 を促進 して 増殖 を

促 し
，

また ニ ワ トリ胚脳細胞 に 対 して も H A は 10
－ 1 0

M で主 と して 神経細胞 の D N A 合成 を促進 し増殖 を

促す ． なお
，

この効果 は胎生 5 へ 7 日の ニ ワ ト リ胚 に

お い て神経芽細胞が盛 んに 細胞増殖 をお こ して い る時

期 に 投与 した場 合に 限 られ る
．

ま た
，

こ の 増殖 に は

c A M P の 上 昇が関与 して い る可能性が 示 唆さ れ た ．

2 ． H A は ニ ワ ト リ 胚 脳 細 胞 に 作 用 し て G A B A

ニ ュ
ー

ロ ン の 分化 を促 し
，

こ れ に c G M P の上 昇が 関与

して い る可能性が示 唆さ れ た ．

3 ． H A の 合成 ア ナ ロ グで あ る A H A は 10
－ 9

M で

培養 ニ ワ トリ胚脳細胞 の D N A
，
R N A お よ び蛋白奄成

を抑制 し，
こ の効果は 10

． 1 0
M H A の成長促進効果と

托抗す る
．
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t h e l e v el o f s ali n e tr e a te d c o n tr oI s ． C y cli c A M P w a s i n c r e a s e d i n H A －

P r et r e a t e d c hi c k e m b ry o

b r ain
，
fb llo w e d b y a n i n c r e as e i n th e r at e o f 亡3

H j th y m idi n e i n c o r p o r a ti o n ． H A al s o i n c r e a s ed

亡
3 HコG A B A b in d i n g t o th e s y n a p t o s o m e fr a c ti o n

，
r e a C h i n g o v e r 2 0 0％ o f t h e l e v el o f s ali n e tr e a te d

C O ntr OI s
，

a n d th e c o n te n t o f G A B A w a s el e v at ed ． T h e s e r e s u lt s i n d i c a te t h at l O
－ 1 0

M H A

S ti m ul at es D N A
，
R N A a n d p r ot ei n s y n t h esi s i n t h e e a rl y st a g e o f g r o w l n g b r ai n c ell s i n v i tr o a s

W ell a s i n viv o
，
i n w hi c h c A M P m ay b e i n v oI v e d a s a r e g u l at o r o f n e rv e C e11 g r o w t h

，
a n d th a t l O

－
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M H A m a y p r o m ot e a m at u r ati o n o f G A B A e r g l C n e u r O n S i n v i v o ．


