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発達期 ニ ワ ト リ網膜 に特徴的な蛋白 v is i ni n の 解析
－ ニ ワ トリ網膜か らの Visi ni n の部分精製 とその 網膜 内局在に つ い て 一

食沢 大学が ん研 究所薬理 部 く主任 二 三木 直正 教授1

中 幸 子

く昭 和6 0 年 1 月 7 日受付I

ニ ワ トリ網膜 の 発達 に 伴う 蛋白質の 変化に つ い て
， 特 に その 可溶性分画に 注目し検討を行 っ た と こ

ろ， 分子 量 約24
，
0 00

，
等電点約 5 ．5 の 蛋白くvi si ni n と命名l が ふ 卵14 日目以降その加齢 に伴 い 増大 した

．

大脳， 視蓋， 色素上 皮及 び硝子 体 に は こ の 蛋白が見出さ れ な か っ た こ と よ り
，

V i si n i n は網膜 に 特異的に 存

在し， そ の 発達 に伴 い 増加す る こ と がわ か っ た ．
ま た ニ ワ トリ胚網膜細胞 を培養し たと こ ろ vi si n i n は神経

細胞由来の 丸い 細胞が培養後の 時間経過 に 伴い 減少す る の に 比例 して減少 した
．

また培養神経細胞 に 特異

的に 損傷 を与え る ウ ワ パ イ ン 処理 に よ り vi si ni n は明 ら か に 減少 した ． しか し こ れ に 対 しダ リ ア寿 の L 2
－ ア

ミ ノ ア ジ ピ ン 酸処 理 に よ っ て は変化し な か っ た ．
すな わ ち vi si ni n は網膜の 神経網胸 に 特異的 に 存在す る

と 考え られ た ． こ の こ と は vi si ni n に 対す る特異的抗体 を用 い た 免疫組織 化学的観 察よ り確認 され た ．
まず

生後 1 へ 2 過の ニ ワ トリ網膜で 検討し た と こ ろ
，

V i si ni n は視細胞 層の 特に 内節に 多く 存在 し
， 外顆粒層で

は 内節 に 比 べ 少なか っ た ．
これ に 対 し視細胞の 外節 に は有意な存在は見 られ な か っ た ． また

一

部の ア マ タ

リ ン細胞 や 異所性 ア マ ク リ ン細胞 に も vi si n i n が 存在 し て い た ．
し か し網膜 で 唯 一 の グリ ア細胞 で あ る

ミ ュ
ー

ラ
ー 細胞 に は vi si n i n は認め られ なか っ た

．
次 に v i si ni n は加齢に 伴 い 著明 に 増大する

，
の で加齢 に よ

る vi si n i n 分布の 変化を調 べ た ．
ふ 卵 4 日日 で は まだ認 め られ な か っ たが

，
ふ 卵7 日目に なる と 将来視細胞

に 分化す ると 考え られ る最 も遠位端側の 細胞 に vi si n i n が見 ら れ そ の 数 は加齢 に 伴い 次第 に 増加 し てい っ

た ． ふ 卵 11 日目以 降で は将来 内堀粒層の 神経細胞 に 分化す る と考 え られ る 細胞 に も そ の 存在が 認 め られ

た ．
ふ 卵 1 6 日目以 降で は vi si n in の 分布は ふ 化後の も の と ほ とん ど差が 見ら れ なか っ た

．
また 免疫電顕よ

り vi si n i n は視細胞 の 錐体細胞 に 存在 し， 杵体細胞に は存在 しな い こ とが 示 され た ．
ニ ワ ト リ以 外の 動物網

膜に おい ても vi si ni n 様物質の 存在を調 べ た と こ ろ
，

ヒ ト ネ コ
，

カ エ ル
，

コ イ で は視細胞層で は錐体細胞

に の み v i si n in 様物質が認 め られ た ．
こ れ に 対 し マ ウ ス

，
ラ ッ ト

，
ウ シ で は

， 視細胞層 に は vi si n i n の 存在

は 観察さ れ な か っ た ． 以 上 v i si n i n が 動物種 を越 え て 網膜 の 祝 細胞の 特 に 錐体細胞 に 存在 す る こ と は
，

vi si n i n が 網膜錐体細胞 の 機能 に 深く 関与 して い る こ と を 示唆 し て い る ． また こ れ らよ り vi si n i n は錐体細

胞の よ い マ
ー

カ
ー

に な る と 考え られ る
．

K e y w o rd s ch ic k r eti n a ， Visi ni n
，
d e v el o p m e n t

，
i m m u n o hist o c h e m ist r y ．

ニ ワ トリ胚 網膜は
， 受 精か ら ふ 化 ま で 21 日 間の 比 較

的短 い 期 間に
，

その 構造や機能 が完成 する こ と か ら加

齢 に 伴う神経系の 発達
，

分 化 を研究 す るの に適 し て い

る
． 現在 ま で に

， 加齢 に 伴う そ の 形 態変化に つ い て は
，

光受容機能 を有す る視細胞の 分 化や， 神経細胞 間の シ

ナ プ ス 形成 な ど を中心 に i n o v o
り 2I 及 びi n v it r o

3 川 で

の 研究が な され て き て い る ． しか し網膜の 加齢 に 伴う

生 化学的変化 に つ い て は
， 神経伝達物質 の 合成 や代謝

に 関連 した 酵素の 活性変 化5ト 9I
並 び に レ セ プ タ ー 分子

の 量 的変化 期 川
な ど の 検 討が 行 わ れ て い る の み で あ

り
， 未だ 不充分な状態 で あ る

．
ま た加齢 に 伴う蛋 白質

全体の パ タ
ー ン の 変化 に つ い て は

，
S o b ら

1 21が 二 次元

電気泳 動の 手法を 用 い て 2 つ の 胚齢 で検討 して い るの

み で あ る
． 著者 らは す でに 発達期 ニ ワ ト リ網膜 の ， 特

A b b r e v i ati o n s ニ A ■ A ■ A ．

，
D

，
L

，

－

a
－ a m i n o a di pi c a cid i B S ， b r ai n s ol u bl e p r o t ei n 三 C B B

，

C o o m a s si e b rilli a n t b l u e R T 25 0 三 D M E M
，

D ul b e c c o
，

s M o difi e d E a gl e M e d i um ニ F I T C ，

fl u o r e s c ei n is o th i o c y a n a t e － C O nj u g a t ed g o a t a n ti － r a b b it I g G ニ G C L
， g a n gli o n c ell l a y er 三工N L

，



に 可 溶性蛋 白の 加齢 に 伴う変化 に 注 目し て 検討 し， 分

子 量約 24
，
0 0 0

， 等電点約5 ． 5 の 蛋 白 くvi sil 血 と命名う

が ふ 卵 1 4 日日以 降 その 加齢 に 伴 い 増大 する こ と を見

出 して い る
用

． 本研究 は
， 網膜 か らの vi si工血 の 精製，

及 び精製 vi si n i n に 対 す る抗血 清 を用 い て ニ ワ ト リ網

膜内で の vi si n i n の 局在 に つ い て詳細 に 検討 し， 更 に

他の 動物網膜 に お け る vi si n i n 様物質の 存在 に つ い て

も検討 した の で 報告 す る
．

材料お よ び方法

1 ． 試 薬 類

ト リ プ シ ン
，

コ ラ
ー

ゲ ナ
ー

ゼ は Si g m a C h e mi c a l

C o ． の 製品を
，

G － ス ト ロ フ ア ン テ ン け ワ パ イ ンうは E ．

M e r c k の 製品を用 い た
．
D

，
L －

a－ア ミ ノ ア ジ ピ ン酸くA ．

A ． 九1 は 半井化学の製品 を， ア ク リル ア ミ ド， N
，
N

ノ
ー

メ テ レ ンービ ス アク リ ル ア ミ ド
，

ラ ウリ ル 硫酸 ナ トリ

ウ ム くS D 別 の以 上 3 種 は和光純薬の 製 品 を用 い た
0

ペ ニ シ リ ンース ト レ プ ト マ イ シ ン混 合液， ウ シ胎児血

清，
D ul b e c c o

，

s M o d ifi e d E a gl e M e di u m くD M E M l

の 以上 3 種は GI B C O L a b ． の 製品 を使用 した ． フ ロ イ

ン ト完全ア ジ エ バ ン ド， S e p h a d e x G － 7 5 ， D E A E －

C el －

1 u l o s e およ び蛍光標識抗 ウサ ギ Ig G ヤギ抗体くFI T Cl

はそれ ぞれ ，
D I F C O L a b ．

，
P h a r m a ci a Fi n e C h e m

－

i c al s
，

W h a t m a n な ら び に M il e s C o ． の 製 品を 用 い

た ．

2 ． 可溶性蛋白の 分離

ニ ワ トリ 胚 くw h it e L e gh o r n
，
1 2 へ 19 日齢l 及 び生後

約1 週間と約 3 箇月 く成体う の ニ ワ トリよ り網膜 を摘

出 し
，
2 倍量 の 0 ． 3 2 M し ょ糖 液中ホ モ ゲナ イ ズ後， 1 0

万 X g ，
9 0 分遠 心し

，
その 上 清 を可溶性 分画 くR Sl と

した ． ま た 同日齢の ニ ワ トリ大脳 に つ い て も 同様な 方

法 で 可溶性分画 くB Sう を得た ．

3 ． V i si n i n の 精製

成体 RS か らゲ ル ろ過 くS e p h a d e x G － 751 とイ オ ン

交換 くD E A E － C ell u l o s eJ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ り部

分精製 した もの
1 引 を更 に 電気 泳動に よ り精製 した

．

4 ． 抗 v i si ni n 血 清の作製

抗 vi si n i n 血 清 は電 気泳動的に精製した vi si ni n く60 0

メg 蛋 白ノm 11 を同量 の フ ロ イ ン ト完全ア ジ エ バ ン ドと

混合 し，
これ を抗原 と して ニ ュ

ー

ジ
ー

ラ ン ド白 ウサ ギ

に 注射 し て 作製 し た ．

一 週 間毎 に 4 回 注射 し く1 m lノ

回う， 最終 注射後
一

週 間目 に 採血 した
．

血 清 を非 動化

く56
0

C ， 3 0 分1 して か ら以下 の 実験 に 用 い た ． 抗血 清

の 反応性 は オ ク タ ロ ニ ー 川
並 び に 免疫電 気泳動

15I に よ

り確認 し た ．

5 ． 免疫組織化学的手法

1 う 光学顕微 鏡的観察

ニ ワ トリ胚く16 日齢以 降う，
ニ ワ トリく生 後1 へ 2 週

間ユ， ウ シ ガ エ ル ほ 加 闇 路 お 地 肌 れ マ ウス はd Y I

及 び ラ ッ トくS p r a g u e － D a w l e yl は
，
Z a m b o ni 液

1 61 で 濯

流固定後眼 球 を摘出 し
， 同液 で 後固定 を行 い

，
10 句 2 0

i L m の 凍結切 片 を作製 し
，

C o o n s
1 71

の 間接蛍光抗体法

に て 染色 し た ．

ニ ワ ト リ胚く4 へ 1 3 日齢う，
ヒ ト， ネ コ

，

ウ シ
，

コ イくq 少ri n u s c a ゆi o l は
， 湾流せ ず に Z a m b o n i

液 で の 固定 を行い 以 下同様 な手法で行 っ た ．

2 1 電子 顕微鏡的観察

生後 1 へ 2 週の ニ ワ トリ を濯流固定後， 眼球 を摘 出

し S t e r n b e r g e r ら
1 8J

の 方法 に 従い
， 酵素抗体法 C P A P

法コ に よ る免疫染色 を行 っ た
0

6 ． 細胞培養

ニ ワ トリ胚 く12
ノ
ー 1 6 日 齢う 眼 球よ り網膜 を摘出 しリ

ン 酸緩衝生 理 食 塩 水 くp h o s ph a t e b u ff e r ed s ali n e

W ith o u t C a
＋ ＋

a n d M g
＋ ＋

， p H 7 ．り 中で
， 酵 素処理

く0 ． 1 ％ トリ プ シ ン
， 0 ． 1 ％ コ ラ

ー

ゲ ナ
ー

ゼ ， 3 7
0

C ， 15

分1 した後， 培養液で 洗 っ た ． その 後， 新たな培養液中

に て ピ ペ ッ ト操作 に よ り細胞 を分散さ せ
， 細胞の 懸濁

液 と し ， 培養皿 く亭35 m m ， 1ノ2 網膜ノ皿う を用 い 1 0 ％

C O 2 を 含 む 空 気 中37
0

C で 培 養 し た ．
ウ ワ パ イ ン

く0 ． レ ー 0 ． 5 m M I 及 び 庄
一 ア ミ ノ ア ジ ピ ン酸く1 ． 2 5

ノ
ー 5 ．O

m M プの 効果 は， 細胞培養3 日目 に それ ぞ れ の 薬剤 を8

句 2 4 時間処理 し その 後 2 〆 －

3 日 間培 養 し た後検討 し

た ． 細胞単離前に お ける こ れ ら薬剤処理 の 効果 は
， 網

膜摘出後 24 時間 そ れ ぞれ の 薬剤 と反応 さ せ た の ち細

胞 を単離し 5 日 間培養 し検討 し た
． 培養液 は

，
D M E M

に 1 0 ％ウ シ 胎児血 清
，
1 0 0 Uノm l ペ ニ シ リ ン 及 び 10 0

声 gノm l ス ト レ プ トマ イ シ ン か ら成 る溶液 を用 い た ． ポ

リ オ ル ニ テ ン 塗 布 は培 養皿 を 0 ． 1 ％ポ リ オ ル ニ テ ン

く分子 量 10 4d al t o n s
，
ほう 酸緩衝 液 判 と 37

0

C ， 2 4 時

間以 上 反 応させ る こ と に よ り作成 した
．

7 ． 電気泳 動

S D S － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 くS D S ．

P A G E l は L a e m m li2 01
の 方法を

，
二 次 元 電 気泳 動 は

0
，

F a r r e l1 21
切 方法を用 い た ． 蛋 白質定量 は

，
L o w r y ら

22，

の 方法及 び B r a d f o rd
23
切 方法に 従 い

， 蛋 白染色 は ク マ

シ プリ リ ア ン ト ブ ル ー

R －2 5 0 くC B 別 ま た は ア ミ ド ブ

ラ ッ ク 10 B を用 い た
．

in n e r n u cl e a r l a y e r i I P L ， in n e r p le x if o r m l a y e r
，
IS ，

in n e r s e g m e n t 三 O N L
，

O u t e r n u Cl e a r

l a y e r ニ O P L
，

O u t e r p l e x if o r m l a y e r i O S
，

O u t e r S e g m e n t 三 R S
，

r e tin a s ol u bl e p r o t ei n ニ S D S －

P A G E
，
S O di u m d o d e c yl s ulf a t e p oly a c r y l a m id e g el el e c r t o p h o r e sis ．



発達期 ニ ワ トリ網膜 に お ける Vi si ni n の 解析

Fi g ． 1 ． S D S － P A G E o f d e v el o pi n g c hi clく r e ti n a くAl
a n d c e r e b r u m くBJ ． S ol u b l e p r o t ei n s f r o m t h e

C h i c k r eti n a a n d c e r e b r u m a t v a ri o u s d e v el o p
－

m e n t al s t a g e s w e r e s u bj e c t e d t o S D S －

p O ly
－

a c r ylEl m i d e g el el e c t r o p h o r e si sくS D S － P A G El a n d

St ai n ed wi th C o o m a si e b rilli a n t b l u e R －2 5 0 くC B BJ ．

A p p r o x i m a t el y 3 0 FE g O f p r o t ei n w e r e a p pli e d t o

e a c h l a n e ． 1
，
1 2 th d a y e m b r y o こ 2

， 1 4 th d a y
e m b r y o i 3

，
1 6 th d a y e m b r y o こ 4

，
1 9 th d a y

e m b r y o ニ 5
， y O u n g くa b o u t l w e ek o ld l c h i c k こ 6

，

a d u lt くa b o u t 3 m o n th s old J c hi c k ． A n a r r o w

i n d i c a t e s vi si ni n く24 K dl 三 T
， t u b u li n く55 K dJ ニ A

，

a c ti n く4 3 K dJ ．

成 績

1 ． 加齢に 伴 う蛋 白パ タ ー ン の 変化

加齢 に 伴う ニ ワ l
l

リ R S の S D S － P A G E の パ タ
ー ン

を C B B の 染色強度よ り比 較 す る と
， 加齢 に伴 い い 増

加傾向 を示 す もの
，

2 1 ほと ん ど変化 しな い も の
，

3 う

減少傾向を示 す も の
，

の 3 つ に 大別で きる く図 1 A う
．

ア ク チ ンくA う及 び チ エ プ リ ンくT うに 相当す る バ ン ドは

加齢 に 伴う 量 的変化 はば と ん ど見 られ ず ， また 減少傾

向を示 す 蛋白は大部 鉄 分子 量 の 小さ い も の で あ っ た ．

加齢 に 伴 い 著明 に 増加傾 向を示 す 蛋白の う ち分 子量 約

24
，
0 0 0 の 蛋白 くv i si n i n

，図 1 A 矢 抑 は ふ 卵 1 4 日目以

降 その 存在 が明確と な り ふ 化ま で 次第に 増加 して い っ

た ． な お こ の 蛋 白 は硝子 体及 び色 素上 皮 に は 認め られ

な か っ た ． 次 に こ の v i si王血 が 網膜 に 特異 的に 存在す

る か どう か を確 か め る た め に 同 日 齢の ニ ワ ト リ 大脳

くBSうと比 較 した ． 図 1 B に 示 す よ う に
， 主 た る蛋白

バ ン ド は RS と ほ と ん ど差 が 認 め ら れ な か っ た が ，

V i si n i n に対応 す る バ ン ドは見 られ な か っ た ．

3

F i g ． 2 ． S D S － P A G E o f th e D E A E － C e11 u l o s e f r a c ti o n s

O f a d u lt c h i c k r e ti n a くAl a n d o f a d ul t c hi c k

C e r e b r u m くBl ． E a c h f r a c ti o n w a s d i al y z ed o v e r
－

ni g h t a g ai n st 2 0 0 v o l ． o f 5 m M T ri s － H C l b u ff e r

くp H 8 ．01 a t 4
O

C
，
1 y o p hili z ed

，
a n d d i s s o I v e d i n

d i s till e d w a t e r ． A b o u t l O ．1 5 JL g O f p r o t ei n w e r e

a p pli e d t o e a c h l a n e a n d s t ai n e d wi th C B B
， I

，

n o n － ab s o rb e d f r a cti o n ． II ， 5 0 m M N a Cl el u t e d
f r a c ti o n

． III
，
2 5 0 m M N a CI el u t e d f r a c ti o n ． I V

，

1 ．5 M N a C l el u t ed f r a c ti o n ． A n a r r o w i n d i c a te s

V i si n in p o siti o n ．

2 ． V i si ni n の 部分精製

12 日目胚 R S 及び B S に vi si n i n の 存在 が 認め られ

な か っ た こ と は
， 相対的含量が低い こ と に よる 可能性

が考 え られ る
． そ こ で vi si n i n の 部分精製 を試み た

．
ま

ず S e p h a d e x G －7 5 に よる ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

を行 っ

た と こ ろ 成体 R S で は 限外 排除体積 に 続 く 分子 量 2

へ 3 万 の 領域 に 明 瞭な 第 2 ピ ー

ク が 見 ら れ
，

こ こ に

Vi si n i n が 回収さ れ た ． 12 日目胚 R S 及 び成体 B S で は

成体 R S と は異な り第 2 ピ
ー

クは認 め られ ず， ま た極

わ ず か に 12 日目胚 R S で vi si n in の 存在が認 め られ た

の み で あ っ た ． 更 に 成体 R S の vi si n i n 含有 分画 と
， 成

体 B S の 対 応 す る 分 画 を D E A EL C e11 ul o s e を 用 い
，

N a C l の 濃度 勾配 に よ り溶 出 した と こ ろ
， V i si n i n は

O ．2 5 M N a C l 分画 に 回収さ れ たく図2 Al ． 成体 BS で

は い ずれ の 分 画に も vi si ni n は見出せ な か っ た く図 2

Bう■ 次 に こ の 様 に して 得 られ た部 分精製 vi si ni n を用

い て
， 0

，

F a r r ell の 二 次元 電気泳動に よ り等電点を もと

めた と こ ろ的 5 ． 5 で あ っ た ．

3 ．
ニ ワ ト リ網膜培養細胞 に お け る vi si ni n の 変化

ニ ワ トリ胚 網膜 よ り えら れ た細胞 を培養 す る とi 培

養後約 24 時間で神経細胞 由来の 丸 い 細胞 が， グ リ ア細

胞 由来 の 扁平 な細 胞の 上 に 付着 し ロ ゼ ッ ト状 に な っ
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Fi g ． 3 ．
P h a s e ． c o n t r a s t p h o t o mi c r o g r a p h s o f

m o n ol a y e r c ult u r e o f n e u r o r e ti n a l c ell s di s s o－

ci a t e d f r o m a 1 6 th d a y e m b r y o ． a
，

3 d a y s

c u lt u r e i b
，
6 d a y s c ult u r e こ C

，
3 ti m e s

．

s u b c u lt u r e ．

た ．
こ の 丸い 細胞 く神経細胞う は そ の 後の 培養時間の

経過 に 伴 い 次第 に そ の 数が 減少し
， 約 3 週 間後 に は ほ

と ん ど扁平 な細胞の み と な っ た
．

ま た網膜単離細胞初

代 培養 を 4 日日毎 に 3 回継代培養す る と丸 い細胞 は減

少 しつ い に 扁平 な細胞の み とな っ た く図3 a－Cン
．

こ の

よ う な条件下 で vi si n i n の 量的 変化 を S D S－P A G E で

調 べ た と こ ろ
，
1 2 日目胚 網膜細胞 で は v i si n i n は ほ と

ん ど認 め られ ず ， また 1 6 日目胚 網膜細 胞で は丸い 細胞

の 減少 と とも に vi si ni n が 減少 して い た く図 4 A う．

次に
， 培養神経細胞 に 特異的 に 損傷を あ た え ると い

わ れ る ウ ワ パ イ ン241
及 び， グ リ ア毒 の d い ア ミ ノ ア ジ ピ

ン 酸 くA ． A ．
A

．1 処理
2 5 卜 2 別 に よ る v isi n i n の 量 的変化 を

調 べ た
．
16 日目胚網膜細胞 を用 い 培養 3 日 目に ウ ワ パ

イ ン く0 ． 1 旬 0 ．5 m M う を処 理 した と こ ろ
，

ウ ワ パ イ ン

の 濃度と 処理 時間に 比 例 し て 丸 い 細 胞の 減少と ，
Vi －

s 血 n の 減少が み られ た ． 網膜細胞単離前 に ウ ワ パ イ ン

処理 を行っ た と こ ろ 0 ． 1 m M ウ ワ パ イ ン で は v isi n i n

の 有意 な減 少は 見 ら れ な か っ た が 0 ．5 m M で は 明 ら

か に 減少 し たく図4 B
， ト3ナ

．

こ れ に 対 し培養後の A ． A －

A ．く1 ．2 5
ル 5 ． O m M l 処理 に よ っ て は有意 な形態変化 は

み られ ず，
ま た vi si n i n の 減少 も認 め られ な か っ た ． し

か し網膜細胞単離前に A ． A ． A ． を処理 した と こ ろ
，

そ

Fi g ． 4 ． A n al y s I S Of v isi n i n f r o m v a ri o u s c ult u r e

c o n d i ti o n s ． T h e s o l u b l e p r o t ei n s f r o m v a ri o u s

c ul t u r e s w e r e s u b j e c t e d t o S D S－P A G E a n d

st ai n e d w ith C B B ． A n a r r o w s i n d i c a t e v i si n i n

p o si ti o n ． A こ E ff e c t o f c u lt u r e d a y o n th e

c o n t e n t o f vi si n i n ． 1
，
1 6 t h d a y e m b r y o ni c r e ti n a

くO d a y c u lt u r e h 2
，
6 d a y s c ult u r e こ 3

，
9 d a y s

c u lt u r e i 4
，

1 1 d a y s c ult u r e ． B 二 E ff e c t s o f

o u a b a i n a n d D
，
L －

L r
－

a m i n o a di pi c a cid くA ． A ． A ．1

t r e a t m e n t d u ri n g c t11t u r e ． 1 ， C O n t r O l こ 2
．
0 ．1 m M

o u a b a i n a d d e d t o th e 3 d a y s
，

c ul t u r e f o r 8 h l
一

ニ 3
，

0 ．1 m M f o r 2 4 h r ．
A f t e r w a sh i n g o u t o tl a b a i n

，
th e

c ult u r e w a s i n c u b a t e d f o r a n o th e r s e v e r al d a y s ．

4
，
C O n tr Ol i 5 a n d 6

，
1 ．2 5 m M A ． A ． A ． w a s a d d e d t o

th e 3 d a y s
，

c ul t u r e f o r 8 h r く引 o r 2 4 h r く61 ，

f oll o w i n g c u lt u r e c o n d iti o n s w e r e e s s e n ti a 11 y th e

s a m e a s th e o u a b ai n e x p e ri m e n t ．
A p p r o x i m a t e－

1 y 3 0 JJ g p r O t ei n w e r e a p pli e d t o e a c h l a n e ．

の 濃度に し たが い 基 壁 へ の 細胞の 接着性が 劣化 した の

で
，

ポリ オ ル ニ チ ン塗 布培養皿 を用 い て 培養 し たが ，

や は り vi si n i n の 量的変化は み ら れ な か っ た く図 4 B
，

4－6う
．

4 ． 抗 v i s in i n 血 清

抗 vi si n i n 血 清 は
， 部分精製 vi si n i n を更 に 電気泳 動

的 に 精製 し
，

こ れ を抗原と し て ウサ ギ で 作製 した く図

5 Al ．
こ の 抗血 清は

， 精製 v i si n i n
， 部分精製 vi si ni n

と反 応 し
，

一

本 の 沈降線 を形成し たく図 5 B
，
Cう． しか

し成体 B S 及 び ニ ワ トリ網膜顆粒分 画 と は
， 反 応 しな

か っ た ．

5 ． 免疫組織化学

い 光学顕微鏡的観察

ま ず生 後 レー 2 週 目 の ニ ワ ト リ 網膜 を 用 い V i si ni n

の 網膜内で の 局 在に つ い て 検討 した と こ ろ， 視細胞 層



発 達期 ニ ワ トリ網膜に お ける Vi si ni n の 解析

に 最 も強 い 蛍光 が見ら れ
， 特 に 外顆 粒層 くO N Lフ に 比

べ 視細胞の 内節 くISl が 強か っ た く図 6 a J ． しか し視

細胞 の外節くO Sうに は 有意 な蛍光 は認 め られ な か っ た
．

ま た内顆粒 層 く工N Lう の ア マ ク リ ン 細胞 く図 6 a
，矢 師

及 び神経節細胞層 くG C Lう に存在 す る異 所性 ア マ ク リ

ン 細胞に も蛍光が 認め られ ， ア マ ク リ ン細胞か ら は 内

網状層 く王P u へ 突起が の び て い た ． V i s in i n 前処理 抗

血 嵐 非免疫血清及 び F 汀 C の み で は有意な染色は認

A B

ゆ

利
一

ハニぐ．
さ

紗

C くD
1 －

柵 蜘 〆
〆

ゆ

Fi g ． 5 ． P r e p a r a ti o n o f a n ti－V i si n i n s e ru rn ． A 二

E l e c t r o ph o r e ti c p a tt e r n of 3 FL g 仰 a n d 6 JL g く2l o f

el e c tr o p h o r e ti c a11y p u rifi e d v i si n i n o n S D S －

P A G E ． A n a r r o w i n di c a t e s th e v i si ni n p o siti o n
．

P r o t ei n w a s st ai n e d w i th C B B ． B こ O u c h t e rl o n y

d o しIbl eLi m m u n o diff u si o n of a n ti－Vi si ni n s e ru rn

a g a i n s t a n el e c t r o ph o r e ti c a ll y p u rifi e d v isi n i n ．

1
，
3 J L g O f p u rifi e d v i si ni n ニ 2

，
15 J Ll o f p r ei m m u n e

S e ru m こ 3
， 3 0 FL g O f I g G f r o m p r ei m m u n e s e ru m i

4
，
1 5 jLl of a n ti －

Vi si n i n s e r u m i 5
，
3 0 JJ g O f I g G

f r o m a n ti － V i si n i n s e r u m ． C こ I m m u n o e l e c－
t r o ph o r e si s of p u rifi ed vi si ni n a n d p a rti all y

p し1 rifi e d vi s i n i n ， 1
，

5 p g o f el e c t r o ph o r e ti c all y

P u rifi e d v i si n i n こ 2
，

2 0
F
L g O f p a r ti dll y p u rifi e d

V i si ni n ． T h e t r o u gh w a s fill e d w it h 5 0 JLl o f a n t ト

V i si ni n s e r u m ． T h e a n o d e i s t o th e ri g h t ．

P r o t ei n w a s s t ai n e d w ith A m id e B l a c k lO B
．

F ig － 6 ． I n d i r e c t i m m u n o fl u o r e s c e n t s t a i ni n g o f

C h i c k r e ti n a e d u ri n g d e v el o p m e n t ． a
．

ch i c k

r e ti n a u o r 2 w e e k s old l s t a i n ed w ith a n ti－Vi si n i n

S e r u m W ith a n a r r o w i n d i c a ti n g a n a m a c ri n e c e ll こ

b
， C hi c k r e ti n a s t ai n e d w ith v i si n i n 了 a b s o rb e d

a n ti s e r u m i C
，
4 th d a y e m b r y o n i c r e ti n a ニ d

，
7 th

d a y e m b r y o n i c r eti n a 三 e
，

9 th d a y e m b r y o n i c

r e ti n a こ f
，
1 3 th d a y e m b r y o n i c r e ti n a ニ g ， 16 th

d a y e m b r y o n i c r e ti n a ニ h
，
1 9 th d a y e m b r y o n i c

r e ti n a ． A n ti s e r u m d il u ti o n s w e r e a t l二1
，
0 0 0 くb ， CJ

a n d a t lこ80
，
0 0 0 くa

， d －hJ ． O S
，

O u t e r S e g m e n t Sニ I S
，

i n n e r s e g m e n t s ニ O N L
，

O u t e r n u Cl e a r l a y e r i O P L
，

O u t e r Pl e x if o r m l a y e r バ N L
，
i n n e r n u cl e a r l a y e r 三

I P L
，
i n n e r pl e x if o r m l a y e r ニ G C L

， g a n gli o n c ell

l a y e r 三 N L
，

n u Cl e a r l a y e r ．

5

めら れ な か っ たく図 6 bl ． 図 1 A に 示 す よう に vi si n i n

は網膜 の 発達に 伴 い 著明 に 増加した
． そ こ で つ ぎ に網

膜の 発 達 に伴 う抗 vi si ni n 血 清の 染色 パ タ ー ン の 変化

に つ い て 検討 した
．

ふ 卵 4 日目で は ま だ有意な蛍光は

認め られ なか っ たが く図 6 cI
，

ふ 卵7 日目に な ると
，

将来視細胞に 分化す る と考 えられ る細胞に 蛍光が 認め

られ るよ う に な っ た く図6 dう．
こ の 時蛍光の 認 めら れ

る細胞 は網膜 の 中JL 一部 に 多く周辺 部で は少な か っ た ．
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ふ 卵 9 日目に な る と視細胞層と G C L の あ い だ の 連絡

繊維 に も 蛍光が認 め られ る よう に な っ た ． ま た 蛍光強

度及 び蛍光の 認め られ る細胞の 数は 7 日日 に 比 べ 増加

して い た く図6 el ．
ふ 卵 1 1 日目以 降， 将来工N L の 神

経細胞 に 分化す る と考 えられ る細 胞に も蛍光が認 め ら

れ る よう に な り ， そ の 数は加齢 に 伴い 次第 に 増加し た

く図 6 fl ．
ふ 卵1 6 日目以 降で は

，
ふ 化後 の染色パ タ

ー

F i g ． 7 ． I n di r e c t i m m u n o fl u o r e s c e n t s t a i ni n g o f

v a ri o u s v e rt e b r a t e r e ti n a e w ith a n ti － vi si n i n

s e r u m ． a
，
h u m a n r e ti n a ニ b ， C a t r e ti n a ，

W ith a n

a r r o w i n d i c a ti n g a x o n al p r o c e s s e s o f h o ri z o n t al

c ell s ニ C
，
f r o g r e ti n a ニ d

，
C a r p r e ti n a

，
W i th a n

a r r o w i n d i c a ti n g th e c o n n e c ti n g fib e r s i e
，

m O u S e

r e ti n a ． A u t o
－ fl u o r e s c e n c e くy ell o w c ol o rl w a s

o b s e rv e d i n m o u s e p h o t o r e c e p t o r c ell l a y e r ．

A n ti s e r u m d il u ti o n w a s a t l ニ1 ，
0 0 0 くa －

el ． A ll

a b b r e v i a ti o n s a r e th e s a m e a s i n Fi g ． 6 ．

ン と ほ と ん ど差が 認 め られ な か っ た が
，

ま だI S は ふ

化後 の も の に 比 べ て 短 く ，
ア マ ク リ ン細胞 の 突起の 蛍

光も弱 か っ たく図6 gコ．
ふ 卵 1 9 日目 で は1S も充分 長

く な り ，
工S と O N L の 蛍光強度の 羞が は っ き り し てい

たく図6 hl ． また い ずれ の 日齢 の 網膜 で も
，

ミ ュ
ー ラ ー

細胞及 び色素上 皮層 に は 蛍光 は認め られ な か っ た
．

ニ ワ ト リ網膜 の 祝細胞で は錐体細胞が 優位と 言われ

て い る
．

そ こ で 錐体細胞と杵体細胞が適当な 比 で混 在

す ると 言われ る
，

ヒ ト
，

ネ コ
，

カ エ ル 及 び コ イ ，
ま た

ニ ワ トリ と は逆 に杵体細胞が優位と 言われ る マ ウ ス
，

ラ ッ ト及 び ウ シ の 網膜 に つ い て
， 抗 v i si n ill 血 清 に よ

る染色 を行 い ニ ワ トリ との 比較 を試み た ．
ヒ ト及 びネ

コ の 網膜に お い て は
， 祝細胞層で は錐体細胞 に の み 蛍

光が 認め ら れ杵体細 胞に は認め られ なか っ た く図7 a ，

bン． ま た 一 部の ア マ ク リ ン細胞， 異所性ア マ ク リ ン細

胞及 び水平細胞や その 軸索 に も 蛍光が 認 め ら れ た
．

カ

エ ル 及び コ イ の 網膜 で も や は り
，
錐体細胞 に の み 蛍光

が認 め られ た
．

し か し他 の 神経細胞 に は 蛍光 が認 め ら

れ な か っ た く図 7 c
，
dン． た だ し水平細胞 に つ い て は

，

錐体細胞の シ ナ プ ス 末端 と 区別が つ き に く く 現在 の と

こ ろ で は不 明 で あ る ．
マ ウ ス

， ラ ッ ト及 び ウ シ の 網膜

で は
，

ア マ ク リ ン細胞や異所性ア マ ク リ ン 細胞，
水平

細胞に は蛍光が認 め られ た が視細胞 に は有意な 蛍光 は

認め ら れ なか っ た く図7 eう． なお い ずれ の 網膜に お い

Fi g － 8 ． E l e c t r o n m i c r o s c o p i c i m m u n o
－

hi st o c h e m i c a 1 l o c a li z a ti o n o f v i si n i n i n a c o n e

C ell o f c hi c k r e ti n a く1 q2 w e e k s oldl ． M
，
mi t o c h o n－

d ri a バS ，
i n n e r s e g m e n t of c o n e c ell ニ O S

，
O u t e r

S e g m e n t ．
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Fi g － 9 ． I n d i r e c t i m m u n o fl u o r e s c e n t s t ai n l n g O f

C ul t u r ed c h i c k r e ti n a l c ell s ． a ． c o n t r oI c ult tl r e

f o r b a n d c f r o m 16 th d a y e m b r y o n i c r e ti n a i b
，

0 ．l m M o u a b a in a d d e d t o th e 3 d a y s
，

c u lt u r e f o r

2 4 h r
，

a n d a ft e r w a s hi n g o u t o u a b a i n
，
th e y w e r e

C ul t u r ed f o r a n o th e r 3 d a y s ニ C
，
5 ．O m M D

，
L － a －

a m i n o a d i pi c a ci d t r e a t m e n t w a s c a r ri e d o u t i n

th e m a n n e r si mi 1 a r t o th a t b y o u a b a i n ． A n ti ．

S e r u m d il u ti o n w a s a t lニ10
，
0 0 0

．

て も ミ ュ
ー

ラー細 胞並 び に 色素上 皮層 に は 有意 な蛍 光

は見 られ な か っ た ．

2 ン 電子顕微鏡的観察

生 後 1 へ 2 週 目 の こ ワ トリ 網膜 を 用 い P A P 法 に よ

る免疫電 顕 を行 な っ た ． V i si ni n は錐 体細胞 の 細 胞質

に 認 め ら れ
， 杵体細胞 に は認 め ら れ な か っ た く図 8 う．

ま た錐体細胞の 外節部分 に は存在 し な か っ た
．

3 う 培養細胞

扁 平 な細胞の 上 で ロ ゼ ッ ト を形 成 す る丸 い 細胞 に の

み 蛍光が 認 め られ
， 扁平 な細胞 に は有意な 蛍光は認 め

られ な か っ た ． また 培養後及 び細胞単 離前の ウ ワ パ イ

ン処 理 に よ っ て は
，

Vi si 血 1 の 減少 に 比 例 して 蛍光の 認

め ら れ る 細胞数 の 減少が 見 られ た
． し か し vi si ni n の

量 的変化を お こさ な い A ． A ． A ． 処 理 で は
， 蛍光の 認 め

ら れ る細胞 の 減少 は見られ な か っ た く図 9 a－Cj ．

考 察

本研究に よ り ，
ニ ワ ト リ網膜 で は

，
その 発達 に 伴い

7

Vi si n i n が 著明 に 増加 す る こ と
， そ して 主と して 視細胞

に 多量 存在す る こ とが 示 され た
．

ニ ワ ト リ網膜 R S の S D S － P A G E の 比 較 よ り vi si n i n

は ふ 卵 14 日 目以 降 その 加齢に 伴 い ふ 化ま で 次 第に 増

大 す る こ と が わ か っ た ． 大脳， 色素上皮及 び硝 子体 に

は こ の 蛋 白が存在 しな い こと よ り
，

Vi s in i n は網膜 に 特

異 的に 存在 し
，

その 発達 に 伴い 増加す る こ と が 示 され

た ． なお 哺乳動物の 視覚 中枢に 相当す る ニ ワ トリの 視

蓋 に お い て は v i si ni n は認 め られ な か っ た
．

ま た 培養

系に お い て神経細胞由来の 丸い 細胞の 減少 に 伴 い Vi－

Si 血1 が減少 する こ と， 培養神経細胞に 特異 的 に損傷 を

与 える ウ ワ パ イ ン処理 に よ り vi si n i n が 減少 し
，

グ リ

ア 毒の A ． A ． A ． で は影響さ れ ない こ と は
，
vi si ni n が グ

リア 細胞 で はな く神経細胞 に特異的に 存在す る こ と を

示 唆し て い る
．

こ の こ と は ウサ ギ で 作成 し た抗 vi si ni n

血 清を用 し1 た 免疫組織化学的観察よ り確認さ れ た ． す

なわ ち vi si n i n は網膜 に ある 5 種類 の 神経細胞 く錐体

及 び杵体細胞よ り なる視細胞， 水平細胞， 双極細胞，

ア マ ク リ ン 細胞， 神経節細胞ぅ の う ち
， 特 に視細胞の

錐体細胞 くO N L
，
工SI に 多く存在 して い た

．
な お 視細

胞の O S や
， 杵体細胞 で は vi si nill の 存在は 認め られ な

か っ た ． その 他一鵬部の ア マ ク リ ン 細胞や 異 所性 ア マ ク

リ ン細胞 に も 見られ た が グリ ア細胞で ある ミ ュ ー ラ ー

細胞 に は全 く そ の 存在が認め られ な か っ た ．

ニ ワ ト リ網膜 の 視細胞 は錐体細胞が優位と い われ て

い る の で
，

V i si ni n は錐体細胞に 多く存在す る も の と考

えら れ るが
， 視細胞層の 覚光は非常に 強く 錐体細胞と

杵体細胞の 識別が困 難で ある ． そ こ で 電顕 に よ る検討

に 先だ ち様々 な割合で 錐体細胞 と杵体細胞が 混在 する

と い われ る網膜くじ 卜
， ネ コ

，
カ エ ル

，
コ イブ， 逆 に 杵

体細胞が 優位と い わ れ る ものくマ ウス
，

ラ ッ ト
，

ウ シン

に つ い て 抗 vi sil 血 血 清に よ る 染色を試 み た
． 何れ の

網膜 に お い て も視細胞層で は
， 錐体細胞 に の み 蛍光 が

認め られ ， 杵体細胞 に有意 な蛍光が 見 ら れな い こ と は，

Vi si n i n ぐ又 は vi si n i n 様物質J が動物の 種 を越 えて 広 く

網膜 の 錐 体細胞 に 存在す る こ と を 示唆し て い る ． また

Vi si n i n が 錐体細 胞に の み 存在 し杵体細胞 に 存在 しな

い こ とは
，

ニ ワ ト
l リ網膜 を用 い て の 免疫電 顕 か ら も支

持さ れ た
．

す な わ ち vi si n i n は網膜 の 錐体細 胞の よ い

マ
ー カ ー で あ る と考 えら れる

．

V i si n i n く又 は vi si ni n 様物質l が－d 部の ア マ ク リ ン 細

胞 や異 所性ア マ ク リ ン細胞， 水平細胞 や その 軸 索に も

認め られ た こ と は
，
vi sin i n それ自身が それ ら の 細胞 に

存在 し抗血 清と反 応 した可能性 と
，

一

部ア ミ ノ 酸配列

の 類似 した 蛋白が こ れ ら の 細胞 に 存在 し交叉 反応 した

可能性の 2 つ が考 えら れ る
．

こ の 点 を明 らか に す る に

は vi si n i n の ア ミ ノ 酸 の
一 次構造の 解明 が 必 要 で あり
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今後の 課題 で あ る
．

ちな み に ア マ タ リ ン細胞 に は多く

の 神経 ペ プチ ド
3 0 ト 叫

や神経伝達物質
3 S ト 細

の 存 在が報

告 され て い るが
，

V a S O a C ti v e i n t e s ti n a l p o l y p e ptid e

くV I Pラ，
ニ ュ

ー

ロ テ ン シ ン
，

ソ マ トス タ チ ン
， サブ ス

タ ン ス P
，
L e u

－ エ ン ケ フ ァ リ ン
， M et ． エ ン ケ フ ァ リ ン

く1 へ 1 0 jL M l に よ っ て は 抗 vi si n i n 血 清 は吸収 さ れ

な か っ た ．

近 年 マ ウ ス や ラ ッ ト を用 い 種々 の 細 胞 に 対 す る

m o n o cl o n al 抗体の 作 成が 盛ん に 行わ れ て い る ． 網膜

に 対 す る m o n o cl o n al 抗体 も 報 告 さ れ て お り
3 9ト 42I そ

れ らの 抗体で は網膜以 外の神経組織に お い て も 抗血清

と反応す る物質の 存在が 示 され て い る
3 9 ト 相

． 今後網膜

以 外の 神経組織 に お い て も抗 vi si n i n 血 清と 反応 す る

物質の 検討 を行う予定で ある
．

現在 まで 種々 の 動物網膜に お い て 神経ペ プ チ ド
3 0 卜

．

叫
， 神経伝達物質及び そ の 関連酵素

3 5 ト 3 8

や そ の 他い く

つ か の物 質
4 3ト 瑚 に つ い て

，
そ の 特異抗体 に よ り網膜内

での 局在 が報告さ れ て い る ． 2
I

，
3

，
－

C y Cli c n u cl e o ti d e 3
，

一

p h o s ph o d i e st e r a s e
4 51

，
虻 e x o k i n a s e

欄
，

L －

gl u t a m a t e

a m i n o t r a n sf e r a s e
期 3 6

や ウ シ 網膜 の S －

a n ti g e n
4 71 5 01

な

どは，
V i si n i n の 分布 と

一 部類似 して い る が
， 分子量や

そ の 他 の 性質 く例え ば等電点な どl が vi si n i n と は明 ら

か に異 な っ て い る ． ま た網膜の発達 に 伴 い その 活性の

上昇 が 認め られ て い る c a rb o n i c a n h y d r a s e C
461

gl u t a m i n e s y n th et a s e
91 2 81

そ して 網 膜 に お い て V i－

t a m i n A の 代謝 に 重 要な r e ti n o id －b i n di n g p r o t ei n
瑚

な

どは， 主と して ミ ュ
ー ラ ー 細胞 に局在 して お り神経細

胞 に は存在 が ほ と ん ど認 め ら れ て い な い
． す な わ ち

vi si ni n は今迄網膜に お い て報 告さ れ て き て い る前記

の も の な どと は異 な っ た 蛋白と考 え られ る
o

V i si n i n が 網膜 の 発達 に 伴 い 著 明 に 増加 し， 特 に 視

細胞 に 多量存在す る こ と は ，
vi si n i n が 視細胞 の 機能 と

密接 に 関係 して い る こ と を示 唆 して い る が
，
V i si n i n の

生理活 性に 関 して は， 今の と こ ろ全く 不明 で あ り今後

の 解明が待 たれ る ．

結 論

1 l ニ ワ トリ 網膜 で は その 加齢 に 伴 い V i si n i n く分子

量 約 24
，
00 0

，
等電点約 5 ． 5 の 蛋 白質うが 著明 に 増大 し

た ．

2 1 免疫組織 化学 よ り ，
V i si n i n は網膜 の 視細胞 の 錐

体細胞 に 多く存在 し
，
杵体細胞に は存在 しな か っ た ．

ま た
一 部の ア マ ク リ ン細胞や 異所性 ア マ ク リ ン細胞 に

も その 存在 が認 め られ た
．

3 ユ ニ ワ トリ 以外の 動物 網膜 に お い て も vi si ni n は

視細胞で は 錐体細胞に の み存在 し
， 杵体細胞 に存在 し

な か っ た ．

4 1 以 上 vi si n i n が網膜の発達 に 伴い 増大す る こ と
，

ニ ワ ト リ以外 の 動物で も種 を越 え て広く網膜の 錐体細

胞 に 存在す る こ と は ， Vi si n in が網膜褐細胞の 特 に 錐体

細胞 の 機能 と 密接 に 関係 し て い る こ と を 示 唆 し て い

る
．

ま た こ れ ら よ り vi si n i n は網膜 錐体 細 胞 の よ い

マ ー カ
ー

とな る と考 えら れ る
．
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a c e t yl c h oli n e r e c e p t o r s d u ri n g s y n a p t o g e n e si s i n

r e ti n a ． P r o c ． n a tl ． A c a d ． S ci ．くU ． S ． A ．1 ，
73

，
1 8 0 6

－

1 8 1 0

く19 7 6I ．

1 リ マo g el
，
Z ．

，
D a n i el s

，
M ． P ． 也 N i r e n b e r g ，

肌 こ

S y n a p s e a n d a c e t yl c h o li n e r e c e pt o r s y n th e si s b y

n e u r o n s di s s o ci a t e d f r o m r e ti n a ． P r o c ． n a tl ． A c a d ．

S ci ．くU ． S ． A ．I ，
7 3

，
2 37 0 － 2 3 7 4 く19 7 6l ．

1 2I S o b
，
B ． M ．

，
F o x

，
L ． E ． 虚言M o s e o n a

，
A ． A ． こ

C h a n g e s i n p a tt e r n s a n d s y n th e si s o f p r o t ei n s i n

e m b r y o ni c n e u r al r e ti n a s t u d i e d b y 2 － di m e n si o n al

g el el e c t r o ph o r e si s ． D e v el o p ． B r ai n R e s ．
，
3

，
3 2 9

－

3 4 0

く19 8 2ン．

1 3I H a t a li e n a k a
，

S
リ

K u o
，

C － H ． 良 二M i k i
，

N ． こ

A n al y si s o f a di sti n c ti v e p r o t ei n i n c h i c k r e ti n a

d u ri n g d e v el o p m e n t
，
D e v el o p ． B r ai n R e s ．

，
10

，
1 55

－ 1 6 3 く19 8 31 ．

14 I O u c h t e rl o n y ，
0 ． こ P r o g r e s s i n A ll e r g y ，

V ol ．

V I
， p 3 0

p

1 5 4 ． I n P ． K all o s n d a n d B ． H ． W a k s m a n

くeくり，
D if f u si o n

．i n
．

g el m e th o d s f o r i m m u n o l o gi c al

a n al y si s
，
II ． K a r g e r

，
B a s el a n d N e w Y o r k ， 1 9 62 ．

1 51 G r a b a r
，

P ． 及 W i11i a m s
，

C ． A ． 二 M 6 th o d e

p e r m ett a n t l
，

6t u d e c o nj u g u 6 e d e s p r o p r姶te s el e c t r o
－

p h o r 6 ti q u e s et i m m u n o ch i mi q u e s d
，

u n m さ1 a n g e d e

p r o tさi n e s ． A p pli c a ti o n a u sさr u m s a n g u i n
，
B i o c h e m ．

B i o p h y s ． A c t a ．
，
1 0

，
1 9 3－19 4 く19 5 31 ．

16J Z a m b o ni
，

L
． 鹿 D e M a r ti n o

，
C ． 二 B u ff e r e d

pi c ri c
－

a Ci d f o r m a ld e h y d e 二 a n e W r a pid fi x a ti v e f o r

el e c t r o m i c r o s c o p y ． J ． C ell B i ol ．
，
3 5

，
1 48 A く19 6 71 ．

17J C o o n s
，
A ． H ． 二 G e n e r al C y t o c h e m i c al M eth o d －

S
， P 3 9 9－42 2

，
I n J ． F ． D a n i elli くe d ．1 ，

F l u o r e s c e n t

a n tib o d y m e th o d ． A c a d e m i c P r e s s
，
N e w Y o r k

，
19 5 8 ．

1 8I S t r e n b e r g e r
，
L ． A ．

，
H a r d y ，

P ． H ．
，
C u c u li u s

，

J r ．
，

J ． J ．
，

及 M e y e r
，

H ． G ． 二 T h e u nl a b el e d

a n ti b o d y－e n Z y m e m e t h o d o f i m m u n o h i st o
－

C h e mi st r y i p r e p a r a ti o n a n d p r o p e rti e s o f s ol u b l e

a n ti g e n － a n tib o d y c o m pl e x くh o r s e r a di s h p e r o x id a s e －

a n tih o r s e r a d i sh p e r o x i d a s eJ a n d i t s u s e i n i d e n tifiT

C a ti o n o f s pi r o c h e t e s
， J ． H i s t o c h e m i ． C y t o c h e m ．

，
1 8

，

3 1 5－33 3 く19 7 0I ．

19I C olli n s
，
F ． ニ I n d u c ti o n o f n e u rit e o u t g r o w t h b y

9

a c o n d iti o n e d －

m e d i u m f a c t o r b o u n d t o th e c ul tu r e

S u b st r a t u m ． P r o c ． n a tl ． A c a d ． S ci ．くU ． S ． A ．I ，
7 5

，
52 1 0

－5 21 3 り97 軋

20I L a e m m li
，

U ． K ． こ C l e a v a g e o f s t r u c t u r a l

p r o t ei n s d u ri n g th e a s s e m b l y o f th e h e a d o f

b a c t e ri o ph a g e T 4 ． N a t u r e
，
2 2 7

，
6 80 － 6 8 5 く19 7 01 ．

2 11 0
，

F a r r ell
，
P ． H ． こ H i gh r e s o l u ti o n t w o －d i m e n －

Si o n al el e c t r o p h o r e si s of p r o t ei n s ． J ． b i ol ． C h e m ．
，

2 5仇40 0 7－40 21 く19 7引．

2 2I L o w r y ，
0 ． H ．

，
R o s eb r o ll g h ，

N ． J ．

，
F a r r

，
A ．

L ． 鹿 R a n d all ， R ． J ． 二 P r o t ei n m e a s u r e m e n t w ith

th e F oli n p h e n ol r e a g e n t ． J ． b i o l ． C h e m ．
，
1 9 3

，
2 6 5

－

2 7 5

く19 5 11 ．

2 3I B r a d f o r d
，

M ． M ． こ A r a pid a n d s e n siti v e

m et h o d f o r th e q u a n tit a ti o n of mi c r o g r a m q u a n ti －

ti e s o f p r ot ei n u tili zi n g th e p ri n ci pl e o f p r o t ei n d y e

bi n d i n g ． A n al ． B i o c h e m ．
，
7 2

，
2 4 8－254 く19 7 6J ．

24ナ M i k i
，
N

．
，
K u o

，
C － H ．

，
A k i y a m a ， M ． 也 I sh i d a ，

H ． こ O u a b ai n b i n d i n g t o ch i c k e m b r y o n e u r o r e ti n a

d u ri n g d e v el o p m e n t i n o v o a n d i n m o n ol a y e r

C ult u r e ． D e v el o p ． B r ai n R e s ．
，
1

，
5 3 l－53 8 く19 8 1J ．

25I O l n q れ J ． W ． ， H o
，

0 ． L ． 及 R h e e
，

V ． こ

C y t o t o x i c e ff e ct s o f a cid i c a n d s ul p h u r c o n t ai n i n g

a m i n o a cid s o n th e in f a n t m o u s e c e n t r al n e rv O u S

S y S t e m ． E x p ． B r a i n R e s ．
，
1 4

，
61－76 く19 7 1l ．

26I O l n e y ，
J ． W ． こ T h e t o x i c eff e c t s o f gl u t a m a t e

a n d r el a t e d c o m p o u n d s i n th e r e ti n a a n d th e b r ai n ．

R e ti n a ， 4 ， 3 4 ト3 5 9 く19 8 2ン．

27ナ P e d e r s e n
，
0 ． 0 ． 及 K a rl s e rL

，
R ． L ．

ニD e s tr u c －

C ti o n o f M ti11 e r c ell s i n th e a d ul t r a t b y i n t r a vit r e al

i nj e cti o n of D
，
L －

a －a m i n o a di pi c a cid ． A n el e c tr o n

mi c r o s c o pi c st u d y ．
，

E x p ． E y e R e s ．
，

2 8
，

56 9－57 5

く19 7 91 ．

2 8I Li n s e r
，
P ． J ． 艮H M o s c o n a

，
A ． A ． こ I n d u c ti o n o f

gl u t a mi n e s y n th e t a s e i n e m b r y o n i c n e u r al r eti n a ニ

i t s s u p p r e s si o n b y th e gli a t o x i c a g e n t a
－

a mi n o
．

a di pi c a cid ． D e v el o p ． B r a i n R e s ．
，
1

，
1 0 3－1 1 9 く1 9 811 ．

2 9I K a t o
，

S ．
，

H i g a s h id a
，

H ．
，

H i g u c hi
． Y ．

，

H a t a k e n a k a
，

S ． 鹿 N e gi s hi
，

K ． こ S e n siti v e a n d

i n s e n si ti v e s t a t e s of c u lt u r e d gli o m a c ell s t o

gl u t a m a t e d a m a g e ． B r ai n R e s ．
，
3 03

，
3 6 5－37 3 く19 8 4I ．

3 0I B r e c h a
，
N ．

，
K a r t e n

，
臥 J ． 皮 L a Y e r a C k

， C ． こ

E n k e p h ali n － C O n t ai ni n g a m a c ri n e c ell s in th e a vi a n

r e ti n a こ I m m u n o －h i st c h e m i c al l o c ali z a ti o n ．
，

P r o c ．

n a tl ． A c a d ． S ci ．くU ． S ． A ．1 ，
7 6

，
3 01 0－301 4 く19 7 9ナ．

3 11 E lli s
， J ． P ．

，
S u lli v a れ ， J ． M ． 息 R a n a

，
M ． W ． 二

S o m a t o s t a ti n －1ik e i m m u n o r e a c ti v it y in th e r eti n a e



1 0

Of a d ult a rld e m b r y9 ni c c hi c k e n s ． P r o c ． S o c ． E x p ．

Bi ol ． M e d ．
，
17 2

，
4 6 3

－

4 71 く19 8 3ン．

3 2I F t血u d a
，

肌
，

E n w a y a m a
，

Y ．

，
S h i o s a k a

，
S ．

，

I n a g a k i
，
S ．

，
I s h i m o t o

，
I ．

，
S hi m i z u

，
Y ．

，
T a k a gi ，

H ．
，

S a k a l l a k a
，

M ．
，

T a k a t s t血i
，

K ．
，

S e n b a
，

E ． 鹿

T o h y a m a
，

M ． こ L o c ali z a ti o n o f v a s o a c ti v e i n t e s －

ti n al p ol y p e ptid e a n d n e u r o t e n si n i m m u n o r e a c
－

ti viti e s in th e a vi a n r e ti n a ．
C u r r e n t E y e R e s ．

，
1

，
1 1 5

－

1 1 8 く19 81I ．

3 3I 工sh i m o t o
，

I ．
，

S bi 鵬 a k a
，

S ．
，

S b i m iヱu
，

Y ．
，

E u w a y a m a ， Y ．

，
F u k u d a

，
M ．

，
I n a g a k i

，
S ．

，
T a k a gi ，

H ． ， S a k a n a k a
，

M ．
，

S a s a o k a
，

A ．
，

S e n b a
，

E ．
，

S a ki y a m a
，
T ． 鹿 T o h y a m a

，
M ． ニ L e u ci n e

－

e n k e p h
．

ali n
－1ik e i m m u n o r e a cti v it y i n th e c h i c k e n r e ti n a

W i th a s p e ci al r e f e r e n c e t o it s fi n e s t ru C t u r e S ．

I n v e st ． O ph th al m ol ． V i s ． S c i ．
，
2 4

，
8 7 9

－

8 85 く19 83I ．

3 4I T o r n q Y i s t
，
K ．

，
L o r むl

，
王

り
E 免k a n s o m

，
R ． 鹿

S u n d l e r ， F ． ニ P e p ti d e
－

C O n t ai n i n g n e u r o n s i n th e

C hi c k e n r e ti n a ．
E x p ． E y e R e s ．

，
33

，
5 5

－

64 く1 98 1I ．

3 5I Al t s c lm 1 e r ， R ． A ． ， M o 8i n g e r
， J ． L ．

，
E a r rEti －

8 0 n ， G ． G ．

，
P a r a k k al ， M ． H ． 鹿 W e n t h o ld ， R ． J ． こ

A s p a r t a t e a m i n o tr a n s f e r a s e
－1ik e i m m u n o r e a c ti vi t y

a s a m a rk e r f o r a s p a r t a t eJ gl u t a m a t e i n g ui n e a pi g

p h o t o r e c e p t o r s ． N a t u r e
，
29 8

，
6 5 7－65 9 く19 8 2ン．

3 6I B r a rLd o n
，
C ． 及 L a m ， D ． M 一 正． こ L － G l u t a m i c

．
a ci d こ A n e u r o

－t r a n S m itt e r c a n d id a t e f o r c o n e

p h o t o r e c e p t o r s i n h u m a n a n d r a t r eti n a s ． P r o c ． n a tl ．

A c a d ． S ci ．くU ． S ． A ．I ，
8 0

，
51 17 － 5 12 1 く19 8 31 ．

3 7I N g u y e n
－ L e g r o s

，
J ．

，
V i g n y ，

A ． 及 G a y ，
M ． こ

P o st ．

n a t al d e v el o p m e n t o f T H －1i k e i m m u n o
－

r e a c ti vit y i n th e r a t r eti n a ． E x p ． E y e R e s ．
，
3 7

，
2 3 －

3 2 く19 8 31 ．

3 8I O sb o r n e
，

N ． N ． 二 U p t a k e
，
l o c a li z a ti o n a n d

r el e a s e o f s e r o t o ni n i n th e c hi c k r e ti n a ． J ． P h y si ol ． ，

3 3 1
，
4 6 9 － 4 7 9 く19 8 2ン．

3 9I B a r n s t a b l e
，

C ． J ． ニ M o n o cl o n a l a n tib o di e s

W h i c h r e c o g n l Z e d iff e r e n t c e11 t y p e s i n th e r a t

r e ti n a ． N a t u r e
，
2 8 6

，
2 3 ト23 5 く19 8 0I ．

4 0I E i s e n b a r th
，
G ． S ．

，
W al s h

，
F ． S ． 鹿 N i r e n b e r g ，

M ． ニ M o n o cl o n al a n tib o d y t o a pl a s m a m e m b r a n e

an ti g e n of n e u r o n s ．
P r o c ．

n a tl ． A c a d ． S ci ． くU ． S ． A ．J ，

7 6
，
4 9 1 3

－

4 9 17 く19 7 9I ．

4 11 C ol e
，

G ． J ． 及 G l a s e r
，
l ．． ニ I d e n tifi c a ti o n of

n o v el n e u r a l － a n d n e u r al r e ti n a
．

s p e cifi c a n ti g e n s

W ith a m o n o cl o n al a n ti b o d y ． P r o c ． n a tl ． A c a d ． S ci ．

くU ． S ． A ．1 ，
8 1

，
2 2 6 0－2 2 6 4 く19 8 4I ．

4 2I Y o n n g ，
L I L Y ． 良工D o w li n g ， J ． E ． こ M o n o

－

cl o n a l a n tib o d i e s d i sti n g ui sh s u b ty p e s o f r e tin al

h o ri z o n t al c ell s ． P r o c ． n a tl ． A c a d ． S ci ．くU ． S ， A ．I ，
8 1

，

6 25 5－62 5 9 く19 8 4I ．

4 3J B l o o m
，
W ． S ． 鹿 P u s E k i n

，
S ． ニ B r ai n cl a t h ri n こ

I m m u n o fl u o r e s c e n t l o c ali z a ti o n i n r a t r eti n a ． J ．

H i st o c h e m ． C yt o c h e m ．
，
3 1

，
4 6

－ 5 2 く19 8 3ン．

441 B u n t － M il a m
，
A ． H ． 息 S a a ri

，
J ． C ． 二 I m m u n o

－

c y t o c h e m i c a1 l o c ali z a ti o n of t w o r e ti n o id －b i n di n g

p r o t ei n s i n v e rt e b r at e r e ti n a ． J ． C ell B i ol ．
，
9 7

，
70 3

－71 2 く19 8 31 ．

4 5I K o h s a k a
，
S ．

，
N i s h i m 11 r a

，
Y ．

，
T a k a m a t s u

，
K ．

，

S h i m a i
，
K ． 鹿 T s u k a d a

，
Y ． 二I m m u n o h i s t o c h e m i c al

l o c ali z a ti o n o f 2
，

，
3

，
－

C y Cli c n u cl e o tid e 3
l

－

ph o s p h o
．

di e st e r a s e a n d m y eli n b a si c p r o t ei n i n th e c hi c k

r e ti n a ． J ． N e u r o c h e m ．
，
4 1

，
4 3 4 － 4 3 9 く19 8 3ン．

4 6I Li rL S e r
，

P ． 良 二M o s c o n a
，

A ． A ． こ C a r b o n i c

a n h y d r a s e C i n th e n e u r al r eti n a こ T r a n si ti o n f r o m

g e n e r a li z e d t o gli a
－

S p e Cifi c c ell l o c a li z a ti o n d u ri n g

e m b r y o n i c d e v el o p m e n t ． P r o c ． n a tl ． A c a d ． S ci ． くU ．

S ．
A ．1 ，

7 8
，
71 9 0

－ 7 1 9 4 く19 811 ．

射り M e y e r s － E lli o tt
，

R ． H ．
，

J a c o b s
，

D ． R ． 鹿

G a m m o n
，

R ． A ． こ L o c ali z a ti o n o f s p e cifi c a u t o－

a n tib o di e s i n th e r e ti n a l p h o t o r e c e pt o r c ell l a y e r

i n e x p e ri m e n t al r e ti n al a u t oi m m u n it y ． J ． N e u r o －

i m m u n ol ．
，
4

，
2 5－34 く1 9 8 31 ．

4 即 Si m u r d a
，
M ． 及 W il s o n

，
J ． E ． こ L o c a li z a ti o n of

h e x o k i n a s e i n n e u r a l ti s s u e こ I m m u n o
－

fl u o r e s c e n c e st u d i e s o n th e d e v el o p l n g C e r e b ell u m

a n d r eti n a o f th e r a t ． J ． N e u r o c h e m ．
，
3 5

，
58 － 6 6

く19 8 0ン．

4 9I T e r e n g h i ，
G ．

，
C o c c hi a

，
I L

，
二M i c h e r ri

，
F ．

，

D i a n i
，
A ． R ．

，
P e t e r 8 0 n

，
T ．

，
C o l e

，
D ． F ．

，
B l o o m

，
S ．

R ． 息 P o l a k
，
J ． M ． こ L o c ali z a ti o n o f S －1 0 0 p r o t ei n i n

M ull e r c ell s o f th e r e ti n a
，
1

． Li gh t m i c r o s c o p l C a l

i m m u n o c yt o c h e m i s tr y ． I n v e st ． O ph th a l m o l ． V i s ．

S c i
リ

24
，
9 76

－

9 8 0 く19 8 3う．

50I W a c k e r
，
W ． B ．

，
D o n o s o

，
L ． A ．

，
E al s o w

，
C ．

M ．
，
Y a n k e el o v ， J r ．

，
A ． J ．

，
及 O r g a n i s ci a k

，
D ． T ． ニ

E x p e ri m e n t al all e r g l C u V eiti s ． I s ol a ti o n
，

C h a r a
－

C t e ri z a ti o n a n d l o c ali z a ti o n o f a s ol u b l e u v eit o－

p h a th o g e n i c a n ti g e n f r o m b o v i n e r e ti n a ． J ．

1 m m u n ol ．
，
1 1 9

，
1 9 4 9 － 1 9 5 8 く19 7 71 ．
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A n aly sis of a D istin c ti v e P r o t ei n くV isin inl in C h ick R e tin a d u ri n g D e v e且o p m e n tこ P a rtia且

P u rific a ti o n fr o m C hic k R eti n a a n d I m m u n o hist o c h e mi c al L o c ali z atio n of D e v elo p m g C hic k

R etin a e a n d V a ri o u s V e rt e b r a t e R e tin a e S a ch ik o H at a k e n a k a
，
D e p a rt m e n t o f P h a r m a c ol o gy ，

C a n c e r R e s e a r c h I n stit u t e
，

K a n a z a w a U ni v er sit y ，
K a n a z a w a

， 9 2 0 － J ． J u z e n M e d ． S o c ．， 9 4 ，

l －1 1 り9 8 5J

K e y w o rd sこ C hic k r eti n a
，

D e v el o p m e n t
，

Vi si ni n
，
I m m u n o hi st o c h e m i st r y

A b st r a c t

S o l u b l e p r o t ei n s f r o m t h e c h i c k r e ti n a w e r e a n al y z e d at v a ri o u s d e v el o p m e n t al st a g e s ． A

P e P ti d e o f a b o u t 2 4
，
0 0 0 d alt o n s

， P I ニ 5 ．5 くv isi n i nJ a p p e a r e d i n t h e 1 4 t h d a y e m b r y o a n d g r a d u ally

i n c r e a s e d wi t h e m b r y o n i c a g e
． V i n i n i n w a s n o t d et e ct e d i n t h e c e r e b r u m ． t e ct u m

， P lg m e n t

e p it h eli u m a n d v it r e o u s b o d y a t a n y a g e ． It i s s u g g e st e d t h a t vi si n i n i s o n e o f t h e d i sti n c ti v e

P r Ot ei n s t h a t i n c r e a s e i n c o n c e n t r ati o n d u ri n g t h e d e v el o p m e n t o f t h e c h i c k r eti n a ． I n p ri m a r y

C u lt u r e s o f t h e c h i c k e m b r y o n i c r e ti n a
， t h e v isi n i n c o n t e n t w a s g r a d u a ll y d e c r e a s e d d u ri n g c 111t u r e

i n p a r a 11 el w it h t h e d e c r e a s e i n n u m b e r o f n e u r o n al c ell s ． W h e n t h e c u lt u r e d r e ti n al c e ll s w e r e

e x p o s e d t o o u a b ai n w h i c h s el e c ti v el y d e g e n e r at e d t h e n e u r o n al c e 11 s i n m o n o l a y e r c u lt u r e
，
t h e

Vi si n i n c o n t e n t al s o d e c r e a s e d ． D e g e n e r ati o n o f gli a l c ell s b y t h e a d d iti o n o f ct－

a m i n o a d i p i c a cid

t o t h e m e d i u m
，
h o w e v e r

，
d i d n o t c a u s e a n y a p p r e ci a b l e c h a n g e i n t h e vi si mi n c o nt e n t ． T h e s e d at a

i n d i c at e t h at vi si ni n o rig i n a t e s f r o m n e u r o n al c e11 s ， b u t n o t f r o m gli al c ell s ． T h i s w a s al s o s u p
－

P O rt e d b y t h e i m m u n o h i st o c h e m i c al st u d y u si n g t h e a n ti b o d y r ai s e d a g ai n st vi si ni n ． V isi n i n

W a S m O Stl y l o c ali z e d i n t h e p h o t o r e c e p t o r c ell l a y e r i n l t o 2 －

W e e k －

0 1d c h i c k r e ti n a ． S t a in i n g

i n t e n sit y o f t h e i n n e r s e g m e n t s w a s m o r e t h a n t h a t o f t h e o u t e r n u cl e a r l a y e r
，
b u t n o sl g n ifi c a nt

l a b eli n g w a s f o u n d i n o u t e r s e g m e n ts ． I n a d d iti o n s o m e a m a c ri n e a n d d i sp l a c e d a m a c ri n e c ell s

W e r e St a i n e d
．

M u 11 e r c e ll s w e r e n o t r e a cti v e
，
h o w e v e r ． C h a n g e s i n r eti n al l o c ali z ati o n o f vi si ni n

W e r e e X a mi n e d i n t h e c o u r s e o f m at u r a ti o n ． N o o b v i o u s st ai n i n g w a s d e t e ct e d i n t h e 4 t h d a y

e m b r y o n i c r eti n a e
． I n t h e 7 t h d a y e m b r y o n i c r et i n a e

， P u t a ti v e p h o t o r e c e p t o r c ell s w e r e a p p a r
－

e n tly s t ai n e d
，

a n d t h e r e a ft e r i n c r e a s e d i n t h e i n t e n sit y ． I n t h e l l t h d a y e m b r y o n i c r eti n a e
，

P u t ati v e n e u r o n al c ell s i n t h e i n n e r n u cl e a r l a y e r b e g a n t o b e r e a c ti v e ． I n t h e 1 6 t h d a y e m b r y o －

n i c r eti n a e
，
fl u o r e s c e n t p a tt e r n o f t h e w h o l e r e ti n a w a s e ss e n ti a ll y t h e s a m e a s t h at o f t h e c h i c k ．

I n el e c t r o n m i c r o s c o p I C S t u d y
，
i m m u n o r e a cti v e s t r u ct u r e w a s f o u n d i n c o n e c ell s

，
b u t n o t i n r o d

C ell s ．
H u m a n

，
C a t

，
f r o g a n d c a rp r e ti n a e

，
W h i c h c o n t ai n b o t h r o d s a n d c o n e s

，
W e r e al s o e x a m i n e d

．

I n all t h e a n i m al s
，
t h e v i si n i n －1i k e i m m u n o r e a c ti v it y w a s cl e a rly o b s e r v e d i n c o n e c ell s

，
b u t n o t i n

t h e r o d s ． F u rt h e r m o r e
，
t h e i m m u n o r e a cti v i ty w a s b a r e ly d e t e c t ab l e i n t h e p h o t o r e c e p t o r c ell s o f

m o u s e
，

r a t a n d b o v i n e r e ti n a e c o n t ai n i n g m o s tl y r o d c e11 s ． T h e s e r e s u l ts s u g g e s t t h at vi si n i n i s a

g o o d m a r k e r f o r c o n e c ell s a n d i n v o I v e d i n a n i m p o rt a n t f u n cti o n o f t h e r eti n a
，
Si n c e it i s

a b u n d a n t i n c o n e
－ d o m i n a n t r e ti n a e a n d e x i si t s i n v e rt e b r a t e r e ti n a e b e y o n d s p e ci e s b a r ri e r s ．


