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9 8 金沢大学十全医学会雑誌 第93 巻 第 1 号 98 －111 く19 朗1

副交感神経節 ニ ュ
ー ロ ン に働く神経突起伸展 因子 に 関する研究

一 砂のう筋抽出液より の部分精製と諸性質， およびその抗血清作製に つ い て 一

食沢 大学が ん研究所薬理 部 く主 任 こ 三木直正 教授I

林 要 喜 知

く昭 和5 9 年 1 月2 6 日受付I

ニ ワ ト リ砂のう 抽出液に は，
ニ ワ ト リ胚毛様体神経節 くcili a r y g a n gli o n

，
以下 C G と旺酎 細 胞に 働

き
， 神経突起伸展 を促進 させ る 高分子 物 質が 含ま れ て い る

．
こ の促進 国子 持中経突起伸展因子 ，

n e u rit e

o u t g r o w th f a ct o r
， 以 下 N O F とF酎 を砂 の う 抽出液 よ り

，
硫安 塩析 く0

－

3 5 ％I ， 温度処理 く56
0

C
，

3 0 分

間1 ，
D E A E c ell ul o s e

，
D E A E S e p h a r o s e C L ． 6 B お よ び S e ph a r o s e C し6 B な どに よ り

， 約 20 0 0 倍部分精

製 した
．

回収率 は 3 ％で
，

1 4 8 n g p r o t ei n l m l で C G ニ ュ
ー ロ ン の 最大 突起伸展を ひ き お こ した ． 砂の う

N O F は ， 6 8 0 K ダル ト ン 以 上 の 分子 量 を持 つ 酸性糖蛋白質あ る い は プ ロ テオ グ リ カ ン と推定さ れ た
． 砂の

う N O F に 対 す る C G ニ ュ ー ロ ンの 応答性は ， 胚 の 日齢 に 厳密に 依存 した
．
1 0 日齢 以 前 の月杢か ら得 た C G

ニ ュ ー ロ ン は
，
N O F に よ く応答 し， 最大突起伸展反応 を示 し た

．
1 1 日齢以降の こ ワ トリ胚で は ，

C G ニ ュ
ー

ロ ン の 応答性 は急激 に 低下 し，
14 日齢胚 で は

，
ほ と ん ど認め られ な か っ た ． 次 に

，
D E A E c ell ul o s e イ オ

ン 交換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー に よ り得 られ た N O F 標品 に対 す る抗血清を 作製 した ． この 抗血 清は，

N O F に

ょ る C G ニ ュ
ー ロ ン の 突起伸展反応 を用 量依存的 に 抑制 した が

，
ニ ュ

ー ロ ン の 生存率 に は 無影響 で あり
，
ま

た
，

ニ ュ
ー

ロ ン に 不可逆的損傷を与 え な か っ た
． 種々 の 動物組織 由来の N O F 作用に 及 ぼす抗血清 の 阻害効

果を調 べ た と こ ろ，
ニ ワ トリ 各組織 由来の N O F に 対 して 強い 抑制作用を示 した が

，
げ っ 歯類の N O F に 対

す る抗血清阻害は
，
1 0 0

－

1 0 0 0 倍程低か っ た ．
N O F は ， 交感 ． 知覚両神経節細胞の み な らず， 網膜 や脊髄

由来の 神経細胞に も働 き， 突起伸展 をひ き お こ した
．

これ らの 神経細胞 に よ る突起伸展 は， す べ て N O F の

抗血 清に よ り阻害 され た ． 以上
，

N O F は
， 中枢お よ び末梢神経の 発 生．分化，

さ ら に は
， 神経の 再生過程

に お い て，
ニ ュ

ー

ロ ン の 神経突起伸展 に 不可欠な栄養因子 と考 え ら れ る
．

ま た
，

N O F 分子 の 抗原性に は，

す く な く と も ニ ワ ト リ とげ っ 歯類 と の 問 で 種差が存在 する こ とが 示唆 され た ．

K e y w o r d s cili a r y g a n g li o n n e u r o n s
，

n e u rit e o u t g r o w th f a ct o r
，

gi z z a rd e x t r a c t ．

脊椎動物 の発生 に お い て， 細胞の 外側に 存在 す る細

胞間隙基質 くe x t r a c ell ul a r s u b st r a t e
，
以下 ES と略l

は， 隣接す る細胞 の分化 ． 成長 に 重要 な役割を演 じて

い る こ とが 知 られ て い る
1I 2I

． 神経 系の E S の 中に は
，神

経細胞 や非神経細胞 で生産 され る い く つ か の 神経栄養

因子 が 含ま れ てお り ， 神経細胞 は
，

こ れ ら の 因子 の 作

用を受 けな が ら
， 標的組織 と正 確 に シ ナ プ ス を形成す

る も の と考 えら れて い る
3 川

．
しか しな が ら

，
こ れ ら栄

養因子 の 実体に つ い て は
， 未 だ に 不明な 点が 多い

．

現在， 化学構造が 明 らか に さ れ て い る唯
一

の 栄養因

子 と して ， 交感神経 や知覚神経節細胞 に 働く 神経成長

因子 くn e r v e g r o w th f a c t o r
，

以 下 N G F と田削 が あ

る
5 刷

．
N G F は

，
こ れ ら の 神経節細胞 に 作用 して

， 神経

突起の 伸展
，

生 存維持効果，
ド ー パ ミ ン ダー水酸化酵素

の 誘 執 さ ら に は
， 細胞体横 の 増加な どの 促進効 果 を

示 すが
， 副交感神経や 運動神経， ある い は 多くの 中枢

神経 系の 細胞に は， 作用 を示 さ な い
．

即 ち
，
後者に 属す る神経系の 発生過程 に は ，

N G F と

S t u di e s o n N e u rit e O u t g r o w t h F a c t o r t h a t A ct s o n P a r a s y m p a t h eti c N e u r o n s こ P a rti al

P u ri fi c a tio n f r o m G iz z a r d E x t r a ct
，

it s P r o p e rti e s a n d P r e p a r a ti o n of A n tis e r u m ． Y o k ic h i

H a y a s h i ， D e p a r t m e n t of P h a r m a c ol o g y ， のir e c t o r こ P r of ． N ． M ik iJ C a n c e r R e s e a r c h

I n s tit u t e ， K a n a z a w a U n i v e r sit y ．



副交感神経節 ニ ュ
ー ロ ン に 働く神経突起伸展因子

は異な る栄襲因子 の 関与が示 唆さ れ て い る
7I

．

一 方
，

副交感神経節細胞 に 作用 す る栄養因子 の 存在

は
，
最初 に

， 培養心筋細胞 に よ り 生産 され る こ とが 報

告さ れ た別 91
．

その 後， 同様 な活性因子 が種々 の 組織で

報告され ， ま た
， 中枢や 末梢神経系に 作用 す る 新らた

な栄賓因子 の 存在 も報告さ れ てい る
川

．

そ こ で
， 著者ら は

， 副交感神経節細胞 に 作用 す る栄

養因子 を詳細に 調べ る目的で
，

まず
， 神経突起伸展 に

促進効果 を持 つ 栄養 因子 く神経突起伸 展因子
，

n e u rit e

o u t g r o w th f a c t o r
，

以 下 N O F と 略I に 注目 した ．

ニ

ワ トリ胚 毛 様体神経節細胞を培養 し
，
i n v it r o の 神経

突起伸展反 応 を指標 に N O F の 組織分布 を調 べ た と こ

ろ， 砂の う平滑筋組織 に 多量の N O F が存在 す る こ と

を見い 出し た
1 111 2 I

本研究 で は
，
砂の う組織 か らの N O F の部分精製，

お

よび， 部分精製 し た N O F に 対す る抗血清 を用 い て
，

N O F の 諸性質，
さ ら に は

， 培養 ニ ュ
ー

ロ ン の 神経突起

伸展反 応 に 及 ぼ す効果 を検討 した の で報告す る
．

材料お よ び方法

1 ． 試薬類

トリ プ シ ン
， P－g al a c t o sid a s e

，
n e u r a m id a s e お よ び

h y al u r o ni d a s e く以上 4 種， S i g m a c h e mi c al C o ．1 ニ

h e p a ri n a s eく生化学工 業1 三dith i o th r ei th o lく以 下 D T T

と略1 く半井化学l ニ ラ ウ リル 硫酸 ナ ト リ ウム くs o d i u m

d o d e c yl s ulf a t e ， 以 下 S D S と略1 く和光純薬巨 フ ロ

イ ン ト完全ア ジ ュ バ ン ト くDI F C O L a b ． 巨 p e n i cili n
－

st r e pt o m y ci n 混 合 液，
ウ シ 胎 児 血 清，

D ul b e c c o
，

s

M o difi e d E a gl e M e d iu m く以下 D M E M と 略l く以 上

3 種， G I B C O L a b ． 巨 D E A E S e p h a r o s e C し6 B
，

S h e p h a r o s e
－ C し6 B ，

C o n c a n a v a li n A S e p h a r o s e く以

上 3 種，
P h a r m a ci a F in e C e mi c al sI ．

こ れ ら の試薬

類は それ ぞ れ括弧内 に 記入 し た市販 品 を用 い た ．

2 ．
ニ ュ

ー

ロ ン の 調整

ニ ワ トリ胚 く6 へ 14 日齢1 あ る い は マ ウ ス 新生児 よ

り 毛様体神経節 くcili a r y g a n gli o n
， 以 下 C G と略l ，

交感神経節 くsy m p a th e ti c g a n gli o n
，

以下 S G と 略l ，

知覚神経節 C d o r s a l r o o t g a n gli o n
， 以 下 D R G と昭主

脊髄 くs pi n al c o r d
， 以 下 S C と田削 あ る い は 網 膜

くr e ti n a ， 以 下 R E と際鋸 をと り 出 し
，

リ ン 酸横衝化生

理 食塩 水 くp h o s p h a t e b u ff e r ed s ali n e w i th 。 u t C a
2 ＋

a n d M g
2 ＋

，
以 下 P B S 卜l と略l に加 え た ． 各神経節

や 神経組織片に ト リ プ シ ン処理 く0 ．0 5 ％，
3 7

0

C
，
2 0 分

剛 し
， 培養液 で 洗 っ た ． その 後， 新 らた な 培養液中

に神経節や組織片 を移 し
，

ピ ペ ッ ト操作に て 細胞 を分

散さ せ ，
ニ ュ ー

ロ ン の 懸濁液 徽 700 0 ニ ュ
ー

ロ ンノm り

を得た
．

9 9

神経組織小片の 調整は
，
加藤 らの方法に 従 っ た

細
． 即

ち
，

R E
， S C あ るい は D R G を切 り出し

，
培養液 中で 眼

科用 勢刀 を用 い て組織小片 く約1 皿 m
2 以下う に き ざん

だ ． その 後
，

パ ス ツ ー ル ピ ペ
ッ ト で す い あげ， 培養皿

に 移した ．

3 ．
ニ ュ

ー

ロ ン の 培養

ニ ュ ー ロ ン の 培 養 に は
，

ほ う 酸緩 衝 液 く150 m 工吼

p H 8 Al に 溶 か した ポ リオ ル ニ テ ンく0 ． 1 m gl m l
，
M

． W ．

1 0
4
d alt o n sl で 2 4 時間以 上塗布 した培養皿 くポ リオ ル

チ ン 塗布皿
， p O l y o r ni thi n e－C O a t e d c ul t u r e w e ll

，
以

下 P O R －

W ell と 略l を用 い た
． 培養液 は

，
D M E M に

1 0 ％ ウ シ 胎児血 清
，

10 0 U ノm l ペ ニ シ リ ン お よ び 100

月gノm l ス ト レ プ トマ イ シ ンか ら な る溶液 を用 い
，
1 0 ％

C O 2 を含 む空気 中，
37

0

C で 培養した
．

4 ．
ニ ュ ー ロ ン の 生存活性 と神経突起伸展活性の 測

定

C G ニ ュ
ー

ロ ン の懸濁液 く300 ノノ11 と同量 の種々 の 組

織抽 出液 けBS 卜I で透析 したも の1 ある い は種々 の

組織細胞の c o n di ti o n e d m e di u m を P O R － W ell く〆 16

m m l に 同時添加 して
， 培養を 開始 した

．

ニ ュ
ー

ロ ン の

生存活性は
， 培養開始直後の ニ ュ

ー

ロ ン数 に 対す る生

存 ニ ュ
ー

ロ ン 数の 割合 を， 各培養時間 ごと に 算出 して

求め た ． 神経突起伸展活性 は
， 通常， 培養16 時間目 に

，

生存 ニ ュ
ー

ロ ン 数に 対す る神経突起伸展 ニ ュ
ー

ロ ン 数

の 割合で算出 して 求めた
．

ニ ュ
ー

ロ ン の 観察 は
，

培養

開始後
，
位相差顕微鏡く200 倍つを用 い て経時的 に 行っ

た
．

5 ． 砂 のう N O F の 定量

P O R －

W e11ぐ
，
6 ノ6 m r n l k

， 各精製段階の N O F 標 晶

を P B Sく－1 で連続的に 稀釈 して
，

4 0 ノバ ずつ 加 えて プ

レ コ ー ト した
．
2 4 時間く37

0

C l 後， 各 w ell の 上 清 を除

去 し
，

8 0 声1 の 蒸留水 で 2 度水洗 し
，

P B Sく
－

I を 36 ノ上1

加 えた ． 次 に
， C G ニ ュ

ー

ロ ンく8 日齢胚うの 懸濁液く40

声11 と
， 眼球抽出液 く4 ノノ1I とを加 えて

，
培養 を開始

した ． 培養 1 6 時間お よ び 24 時間目 に
， それ ぞ れ神経

突起伸展活性お よ び生存活性 を算 出した
．

その 後，
プ

レ コ
ー ト した N O F 標品 の 蛋 白質量 を横軸に

，
それ ぞ

れ の 突起伸展活性 を縦軸 に プ ロ ッ ト した ．

こ の グ ラ フ よ り
， 最 大突 起 伸 展 活 性 く約 90 ％の

ニ ュ ー ロ ン が神経突起を伸展させ てい る状態1 の 半値

の 反応 を与え る タ ン パ ク質量 を求 め， その 逆数を用 い

て N O F 括性 の 比 活性 を 表 示 し た ． 蛋 白 質 定 量 は

L o w r y ら の 方法 に 従い 14J
，

ま た
，

N O F 標品 を用 い た

S D S － ポリ ア ク リル ア ミ ド電気泳動 C以 下S D S ． P A G E

と 晰 は
，

L a e m m li の 方法に 従 っ た
1 5，

． 電気泳動後の

タ ン パ ク 質染色 は， C o o m a si e B rilli a n t B l u e G 2 5 0 を

用 い て お こ な っ た ．



1 0 0

6 ． 組織抽 出液の 調整

成体 ニ ワ ト リよ り心臓， 肝臓， 大脳ある い は砂 のう

を と り出し
， 脂肪組織や 結合組織 を除去 した後

， 組織

重量 の 5 倍量の P B Sく
－

1 中で ホ モ ゲ ナ イ ゼ し た ． ま

た
，

ニ ワ トリ胚抽出液 は
， 1 2 日齢胚 を P BSく － 1 中で ホ

モ ゲナ イ ズす る こ と で 調整 した
．
4 0 0 0 0 X g ，

1 時間の

遠心操作 を施 し
，

そ の上 滞 を回 収 した ． その 後，
滅菌

フ ィ ル タ
ー く0 ． 4 5 ノ上，

ミ リポ ア社1 に よ り滅菌 し，
こ れ

を組織抽出液 と して 用 い た
． 生存国子 を含 む眼球抽出

液は
，

A d l e r ら の方法に 従 い 調整 した
1 61

．

7 ． C o n di ti o n e d m e d i u m の 調整

ニ ワ トリ胚 く10 － 1 4 日齢う お よ びマ ウス や ラ ッ トの

新生児 より とり 出した 心臓， 骨格筋， 大脳， 砂 の う あ

る い は紅彩 を トリ プ シ ン 処理 く0 ．2 ％
，

2 0 分間，
3 7

0

Cン

し
，
培養液で 洗 っ た ． その 後，

ピペ ッ ト操作 で単離細

胞懸濁液 を得， 培養 皿 く〆 35 m m う に 移 し， 培養 を開

始 した
． 培養細胞で培養皿 基壁面が 完全 に 覆わ れ た後，

4 8 時間毎 に 培養液 を交換 し
，
回 収 した 培養液 を c o n di ．

ti o n e d m e d i u m く以下 C M と略l と して用 い た ．

ニ ュ
ー

ロ ブ ラ ス ト ー

マ や グ リ オ ー マ な どの ク ロ
ー

ン細胞 C M

の 調整 は，
三 木 らの 方法 に 従 っ た

川
．

8 ． 抗血清 の作製

砂の う N O F の部 分精製標晶 のE A E c ell u1 0 S e 分

画I を蒸留水 で透析 した後
， 凍結乾燥 を お こ な っ た

．

こ の乾燥標晶 く2 m g 蛋白質I に
，

P B Sく － 1 と フ ロ イ

ン ト完全 ア ジ エ バ ン トを 1 m l ずつ 加 えて 乳化 し
， 免疫

原と した ． こ れ を ニ ュ
ー

ジ ー ラ ン ド白ウサ ギの 足蹴お

よ び背部皮下 に 分割注射 した ． そ の後，
1 週間毎 に 3

回注射 く乳化液，
1 m lノ回う し， 最終注射後 1 週間目 に

採血 した ． 血清の非動化 く56
0

C
，

30 分間1 後， ミ リ ポ

ア フ ィ ル タ
ー

で滅菌 し
，
使用 時ま で － 8 0

0

C で 貯蔵 した ．

抗血清 中の I g G は ， G o di n g らの 方法 に従 い 分画 し

た
1 71

． ま た
，

S e ph a r o s e C L ．6 B フ ラク シ ョ ンの N O F

標 晶に 対す る抗血清作製 に は
， 凍結乾燥標晶50 声g 蛋

白質 に P BSく1 と フ ロ イ ン ト完全 ア ジ ュ バ ン ト を 1

m l ず つ 加 えて乳化後， 免疫原 と して 用 い た ．

9 ． 抗血 清 に よ る N O F 活性の 阻害実験

C G ニ ュ
ー

ロ ン の 最大突起伸展活性く反応うを ひ きお

こ す の に 充分な 量の 砂の う N O F 標晶 くD E A E c ell u－

l o s e 分画
，
6 0 jL g p r O te in l m l1 4 0 JL l を ， ある い は各組

林

Fi g ． 1 ． P h a s e c o n tr a s t m i c r o p h o t o g r a ph s o f cili a r y g a n gli o n くC Gl n e u r o n s c u lt u r e d f o r 2 4 h r

i n v a ri o u s c o n d iti o n s ． T h r e e h u n d r e d s FLl o f C G n e u r o n s s u s p e n e d i n th e c u lt u r e m e d i u m

W a S di s p e n s ed i n t o e a c h c u lt u r e w ell くj6 1 6 m m J ． T h e n
，

e a C h w ell r e c ei v ed th e s a m e

V Ol u m e o f P B Sく
－

H A l o r p a rti a11 y p u rifi e d gi z z a r d e x t r a c t s a t e a c h p u rifi c a ti o n st e p くB －

E 巨 くBl ，
0－35 ％ a m m o ni u m s u lf at e f r a c ti o n く1 0 0 JL g p r O t ei nl m ll こくCl ，

el u e n t く4 0 JL g

p r o t ei n l m ll w i th l ．5 M N a Cl f r o m D E A E c ell ul o s e c ol u m n ch r o m a t o g r a p h y p r e s e n t e d i n

F i g ． 3 i t Dl ，
fl o w th r o u gh f r a c ti o n く53 FL g p r O t e in l m lJ o f D E A E c ell u l o s e c ol u m n c h r o m a t o

－

g r a ph y i くEI ，
1 t o l m i x t u r e s a m pl e s o f l ．5 M N a C l el u e n t a n d fl o w th r o u g h f r a c ti o n ．

A ft e r a 24 － h r in c u b a ti o n a t 37
0

C in 1 0 ％ C O 2 i n ai r
，
C G n e u r o n s i n e a c h w ell w e r e o b s e rv e d

a n d ph o t o g r a p h ed o n p h a s e c o n tr a s t m i c r o s c o r p e ．
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織 よ り 得 た C M 3 0 0 JLl を そ れ ぞ れ P O R－W ell くJ 6 6

m m う に 加 えた ． 3 7
0

C で 1 2 時間静置 した 後
，

上 浦を と

りの ぞき
，

P B Sく －

J で 連続的に 稀釈 した抗血清200 月1

を加 えた ． 1 2 時間以 上反 応さ せ た後
， 抗血清 をの ぞ き

，

P B Sく － I で 2 回 洗っ た
．

3 4 JLl の P B Sく
－

1 ，
ニ ュ

ー ロ ン

の 懸濁液 40 声1 ，
お よ び眼球抽 出液 4 月1 を加 え て

，
C G

ニ ュ
ー

ロ ン の 培 養 を 開始 し た ． 培 養16 時 間後 に
，

ニ ュ
ー ロ ン の 突起伸展 活性 と生存活性 を求め た

． 抗血

清 に よ る突起伸 展阻害効果 は
， 最大突起 伸展反応 を

50 ％阻害す る の に 必要な抗血 清量 で表示 した
．

成 績

1 ． 砂 の う 抽出 掛 こよる C G ニ ュ
ー

ロ ン の 神経 突起

伸展

ニ ワ トリ胚く8 日齢ンよ り調整 した C G ニ ュ
ー

ロ ン を

培養液の み で 培養す る と
， 培養 24 時間 で ほ と ん どの

ニ ュ ー ロ ン が 死滅 し たく図1
， 射 ．

ニ ワ ト リ成体砂の

う抽 出液や ニ ワ トリ胚 く14 日僅削 砂の う C M の 存在下

で培養す る と
，

ニ ュ
ー

ロ ンの 生存 は良好 に な り
，

しか

も著明な 神経突起の 伸展が 観察され たく図 1 ， 別 ． 砂

の う抽 出液 に よ る神経突起の 伸展は
， 培 養 24 時 間で

ニ ュ
ー

ロ ン 細 胞体 の 数十 倍 か ら 数 百倍 に も 達 し
，

ニ ュ ー ロ ン 間に 突起 に よる ネ ッ ト ワ ー

ク を形成 した
．

最大効果 の抽出液で
，

ほぼ 90 ％の こ ユ
ー ロ ン に 突起伸

展が認 め られ た ．

次 に， 砂 のう 抽出液に よ る 突起伸展反応が
，

ニ ュ
ー

ロ ン の 加齢 に より
，

どの よ う に 変化す る か を調べ た と

こ ろ， 9 日齢胚ま で の C G ニ ュ
ー

ロ ン はよ く反応 する

が
，
1 0 日齢胚以 後の C G ニ ュ

ー

ロ ンで は突起伸 展能が

急激 に低下消失 して い っ たく図2
，

A L 一 方
， 砂 のう

抽出液中に 含ま れ る
， 神経突起伸展に 促進効果 を もつ

括性因子 くN O 円 の 組織含有量を加齢 を追 っ て調 べ た

く図2
， B い 1 日齢胚ま で の砂の う で はほ と ん ど認め

られ ない が
，
1 2 日齢胚 よ り急激 に 上昇 し， 16 日齢胚の

砂の う で 最大 の 活性 を 示 し た
． 以 後， 成体組 織 で も

N O F の 高 い 活性が 認め られ た ．

種々 の 組織抽出液や C M 中の N O F 活性 を表 1 に ま

と めた ．

2 ． 砂のう 抽出液 申の N O F と生存因子 の分離

砂の う抽出液添加 に よ り認め ら れ る C G ニ ュ
ー

ロ ン

の 生存維持と神経突起伸展が 同 一

因子 に よ る作用 か 否

か を調べ た ． ま ず
，
砂の う抽出液に 硫安塩析 川 － 3 5 ％J

を施 し
， 塩析沈澱 物 を トリ ス 緩 衝化食塩水 く20 m M

T ri s
－ H C l p H 7 ．4 ＋1 40 m M N a Cll で 溶か し

， 同 じ溶

液で透析 した ． その 後
，
D E A E c ell ul o s e カ ラ ム に の せ

，

ス テ ッ プ ワ イ ズ法 に て 分画 した く図 31 ． 各三 分 画の

N O F 活性 を調 べ た と こ ろ
，
1 ． 5 M 分画 に は 弱 い 活性

が 認めら れ たが ，
ニ ュ

ー

ロ ン は死滅 して 行 っ たく図1
，

C l ． 素通 り分画 く0 ． 1 4 M N a C l 分 断 で は
，

ニ ュ
ー

ロ ン の 生存 は良好 だ が
， 突起 伸展 は全く 観察 さ れ な

T a bl e l ． E ff e c t of c o n diti o n e d m e di a a n d ti s s u e e x tr a c ts o n n e u rit e o u t g r o w th of c u lt u r e d cili a r y
g a n gli o n くC G l n e u r o n s

S o u r c e s R el a ti v e n e u rit e o u tg r o w th
＋

C o n diti o n e d M e di u m 二

C hi c k e m b r y o

C hi c k e m b r y o

C hi c lく e m b r y o

C hi c k e m b r y o

C hi c k e m b r y o

C h i c k e m b r y o

T i s s u e e x t r a c t 二

h e a r t

S k e l et a l m u s cl e

iri s m u s c l e

gi z z a r d

b r ai n

li v e r

C h i c k e m b r y o w h o l e ti s s u e

C h i c k e n h e a rt

C h i c k e n s k el e t al m u s cl e

C hi c k e n g l Z Z a rd

C hi c k e n b r ai n

C hi c k e n li v e r

鼎

．甘

H刊
H

珊

H

甘

＋

■

t

書

一
丁

奪

ホ

十

一

皿

珊

一

一

T h e e x p e ri m e n t w a s r e p e a t e d f o u r ti m e s w ith th e s a m e r e s u lts ．

串
ニ A c ti vi ty f o r n e u ri t e o ut g r o w th w a s a s s a y e d b y d e t e r m i n g a p e r c e n t a g e of n e u r o n s w ith

n e u rit e s t o th e t o t a l s u r vi vi n g n e u r o n s a ft e r 1 6 h r i n th e c ult u r e こ q ，
0 ％ i 十 ，

20 ％三 甘，

4 0 ％ い侶 60 ％i 淋，
m O r e th a n 8 0 ％．

料
こ F i n e p r e ci pi t at e s w e r e f o r m e d a n d c o v e r ed all th e c ult u r e di s h s u b s t r a t u m ．
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5 7 9 1 1 1 3 1 5

E r 愉 r y o n b 8 g e く血 y I

8 1 0 1 2 1 4 1 6 1 8 2 0 8 5

D a y a 伽 r 紬 rt川三色t1 0 n

Fi g ． 2 ． E ff e ct s o f e m b r y o n al a g e s o n n e u rit e

o u t gf o w th o f C G n e u r o n sくAJ a n d o n th e a m o u n t s

o f n e u rit e o u tg r o w th f a c t o r くN O Fl i n th e gi z z a r d

e x tr a c t s くBl ． くAJ C G n e u r o n s w e r e p r e p a r e d

f r o m c hi c k e m b r y o s f r o m 6 －t O 1 5 ．d a y old ．
3 0 0 J Ll

o f C G n e u r o n s s u s p e n si o n f r o m e a c h a g e w a s

a d d ed t o e a c h c ul t u r e w e11 く〆1 6 m m l th a t

p r e vi o u sl y r e c ei v e d 3 0 0 JLl o f gi z z a r d ti s s u e

e x t r a c t く2 m g p r o t ei n l m ll s u s p e n d e d i n P B Sく
－

l ．

くBI S e v e r a l t o l O O gi z z a r d s w e r e c o ll e ct ed f r o m

eith e r c h i c k e m b r y o s o r c hi c k e n o f e a c h a g e
，
a n d

h o m o g e n i z e d w i th 5 v ol u m e s P B Sく－1 ，
3 0 0 F Ll o f

gi z z a r d e x t r a c t く0 ．4 m g p r o t ei nl m ll f r o m e a c h

a g e a n d o f C G n e u r o n s s u s p e n si o n f r o m 8 d a y

e m b r y o s w e r e a d d e d t o e a c h c u lt u r e w ell ．
I n

b o th e x p e ri m e n t s
，
C G n e u r o n s w e r e c u lt u r e d f o r

1 6 h r a n d th e n th e r a ti o o f t h e n e u r o n s w ith

n e u rit e o u t g r o w th t o th e t o t a l s u r v i v l n g n e u r O n S

W a S d et e r m i n ed ． E a c h p oi n t i s th e m e a n o f

d u pli c a t e n u m b e r s o b t a in ed f r o m s e p a r a t e e x
－

p e ri m e n t s ． V a ri a ti o n f r o m th e m e a n w a s l e s s

th a n 6 ％ ．

か っ た く図 1
，

Dン．
こ れ ら両分画 を共存 さ せ る と

，

ニ ュ
ー ロ ン の 良好な生存 と著 し い 突起伸展が 回復 した

く図1
，

E l ． 近年， A d l e r ら は
， 眼球抽出 掛 こ多量の

生存維持 因子 くs u r vi v a l f a c t o r
，

以下 S F と 略1 が 存

在す る こ と を報告 して い る
抽

． そ こ で
，

こ の S F を 1 ． 5

M 分画と共存 させ た と こ ろ，
ニ ュ

ー

ロ ン の 良好な生 存

と著明な 突起伸展 が認 め られ た
．

以 上
， 砂の う 抽出液

に は， す く な く と も N O F と S F の 2 種の 栄養因子 が

存在す る と 考え られ た ． 表 2 に
，

こ れ ら 2 種の 因子 と

眼 球抽出液中の S F の 諸性質 を比 較 し た ．

3 ． N O F の 定量 と部分精製

表 2 に 示 す よ う に
，

N O F は培養皿 基壁塗 布 剤と し

て用 い た ポ リオ ル ニ テ ン に 吸着 した ．

N O F 分子 が 基壁 に 吸着 す る こ と で の み
，

そ の 作 用

が発揮 され るも の か どう か を調 べ た と こ ろ ， 吸着お よ

び未吸着 N O F の 両方 を含む 培養皿 と， 吸 着 N O F の

み を含む 培養皿 で は
，

C G ニ ュ
ー ロ ン の 突起伸展 反 応

に は 全く差異が 認め られ な か っ たく図 4 I ． ま た ， 吸 着

した N O F に よ る C G ニ ュ
ー

ロ ン の 突起伸展反 応 は用

量 依存的反応で ある こ と も明 らか と な っ た
． 従 っ て

，

N O F 活性 は
， 基壁 に 吸 着 した N O F に よ る神経突起伸

展 反応 に よ り定量が 可能 で あ ると 考 えられ た ．

次 に
，

砂の う 抽出液よ り，
N O F の 部分精製 を試 み

た ． 砂 のう 抽出液 の 硫安分画を熱処理く56
0

C
，
3 0 分間う

し
，

そ の 上 清に
，

D E A E －

C ell u l o s e
，
D E A E S e ph a r o s e

C L － 6 B く図 5l
，

お よび S e p h a r o s e C し6 B く図6
，

A I

を用 い た カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー を行 っ た ． この 精

製過程 の 結果を 表3 に ま と めた ．

最終標品の N O F 標品は 約200 0 倍の 比 活性 を示 し
，

1 4 8 JJ g p r O t ei n l m l で 著明 な突起伸展反応 が誘導さ れ

た ．
こ の 標 品を S D S － P A G E く3 鵬15 ％l で 分析し たと

こ ろ
，

数本の 蛋白 バ ン ドが認 め られ た ．

そ こ で
，

N O F 活性 を も つ 蛋白質分子 の 同定 を め ざ

し ，
ゲ ル ろ過で 得ら れ た N O F 標品 憫 6 ，

A うを，
さ

ら に C o n c a n a v ali n A S e p h a r o s e カ ラ ム ク ロ マ ト グラ

フ ィ
ー お よ び

，
2 度目の S e p h a r o s e C L ．6 B ゲ ル ろ過法

を用 い て分画 したく図 6
，

B う．
こ の 段階で は ，

N O F の

回 収率 が 0 ． 3 ％以 下と な り ， 極 めて低 か っ た ．
し か し，

ヵ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

で の 蛋 白 溶 出 ピ
ー ク と

N O F 清性 ピ
ー ク が ほ ぼ対 応し た ．

こ の 活性 ピ ー ク を

s D S － P A G E で 分析す る と ，
2 本の 蛋白 バ ン ド M ． W －

9 0 K ダル トン と 70 0 K ダ ル ト ンう を認 め た く図7 う．

また ，
D T T 処理 に よ る還元 状態で は

，
2 3 0 K ダル ト

ン の 主 蛋白 バ ン ドの 他 に
，

い く つ か の 微量 の バ ン ドが

検出さ れ た ．

4 ． 砂の う抽出液中の N O F の 性質
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砂 の う 抽出液 のE A E c eli u l o s e 分 酎 に 含ま れ る

N O F の 諸性質 を調べ た ． 砂の う N O F は ， トリ プシ ン

処理 く100 JL g p r O t e in l m l
，

3 7
0

C
， 1 時間l や 80

O

C ， 5

分間の 熱処理 で 失活し
， p H l ．5 や p m 2く37

0

C
，
2 時間う

で は不安定 で あ っ た
． p H 4

－8 へ 1 0 ．6 で は
，

N O F 活性は

比 較的安定で あ り ， 5 6
0

C の 熱処 理 く30 分間う で 失活 し

なか っ た ■ 分 子量 は
，

ゲ ル ろ過法で 680 K ダル ト ン 以

上 と 推 定 さ れ た く図 6 う．
5 鵬

2 0 ％粛 糖 密 度勾 配 法

くS W 2 7 ロ ー タ ー

，
2 ．5 x l O

4
r p m

， 1 6 時間I で は 1 2 S

の 沈降係数を示 した
．

ま た ， N O F は
，
h e p a ri n a s eく50

Ul m り，
n e u r a mi d a s e く5 U ノm り， P －

g a l a c t o sid a s e

CO ． 3 U l m ll お よ び h y a l u r o n id a s e く10 0 U l m り な ど

の 酵素処理 く37
0

C
，
2 4 時間， P B Sく

－

ン中1 に よ り全 く

失活し なか っ た が
，

C o n c a n a v ali n A S e p h a r o s e に結

合 く表 2 I し
，

a
－

m e th yl m a n n o sid e で溶 出した ．

砂の う N O F が他 の 単離 した神経細 胞 に 作用 す る か

否か を調 べ た と こ ろ
，

交感神経 や知覚神経節細胞に も

働き， 神経 突起 をひ き お こ した
．

さ らに
， 中枢の 網膜

や脊髄 か ら の 神経細胞 に も作用 し
，

突起伸展 をひ きお

こ した
．

5 － N O F 活性 に及 ぼ す抗血 清の 抑制作用

砂の う N O F の 部 分精製標晶 のE A E c ell u l。S e 分

画H こ対す る抗血清 をウ サ ギで作製 し
，
C G ニ ュ

ー

ロ ン

0 ． 1 4 M N 戚コ

2 ． 0

q

E
U

O

噌

N

山

i

d
．

0

b a m pl 母I
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■

－
－

1

1
．

1

1 0 3

の 突起伸展お よ び生存悟性 に 及 ぼ す効果 を調 べ た ． 抗

血 清量の増加と と も に
，
N O F 活性は抑制 され たが ， 生

存活性 に は 無影響 で あ っ たく図8 ニ図9
，

A
，

Bつ．
ま

た
， 抗血清よ り調整 したI g G 分画や

， S e p h a r o s e C L ．

6 B 分画を抗原 と した抗血 清を用 い た実験で も， ほ ぼ上

記と 同様な抑制効果が確 かめ ら れた ． 更 に
， 抗血清に

よ り ニ ュ
ー ロ ン自体が障害さ れ て い ない こ と を示 す た

め に
， 図8 で

，
3 0 0 nlノw ell の 抗血 清あ るい は免疫前血

清 で処理 した培養 C G ニ ュ
ー ロ ン を， 培養16 時間冒に

ト リプ シ ン処理 く0 ．0 2 ％， 3 7
0

C
，

5 分間1 に よ り回収

した ．
こ れ らの 回 収 ニ ュ

ー

ロ ン を射い て ， N O F に 対す

る用量 依存曲線 を抽い て調べ たと こ ろ， 新 ら たに 調整

した C G ニ ュ ー ロ ン と全く同 じ反応性を示 した
．

次 に
，

ニ ワ ト リ や げっ 歯 類 の 種々 の 組 織 由来 の

N O F 活性 に 及 ぼ す阻害効果 を検討 した
．

各組織由来の N O F による最大 樹 申展反応を50 ％

阻害する抗血 清童を比 較 したく表4 う． 抗血 清 は
，

ニ ワ

ト リ各組織 由来 の N O F に 対 して は
， 砂 の う N O F と

同 じよ う に 強 い 抑 制作 用 を 示 した が
， げっ 歯 類 の

N O F に 対す る 阻害作用 は
，
10 0

－

10 0 0 倍程弱か っ た ．

6 ． 神経組織片に よる 神経突起の伸展と抗血清に よ

る 阻害作用

ニ ワ ト リ胚 D R G や S C は組織小 片と して 培養す る
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と ， 外来の N O F を添加 し な くと も
， 培養 娼 時間ま で

に は組織片周囲 よ り著 し い 突起伸 展 を示 した く図9
，

E i D R G l ． R E や C G の 組織 小片 の 突 起伸 展反 応 に

は ， 外来の N O F を必要と したく図 9
， C ニ R El 刷

．
こ

れ らの神経組織 小片の 培養開始時 に 砂の う N O F の 抗

血 清 を共存さ せ た と こ ろ
，

そ れ ぞれ の伸展反応が 完全

に 阻害され たく図 9 ， D
，

円 ． ま た ， 培養開始後 24 時

間目 に抗血清 を加え る と ， そ れ ま で続 い てい た突起伸

展 が停止 し， す く なく と も 72 時間は
，

ニ ュ ー ロ ン や神

経突起は 変性 す る こ とが なか っ た ．

考 察

本 実験 に よ り，
ニ ワ ト リ 砂 の う に 多 量存 在 す る

N O F と 同様 な 因子 が ， 様々 な こ ワ ト リ組織 に も存在

して お り
，
C G ニ ュ

ー

ロ ン の み な ら ず
，
多くの 末梢お よ

び中枢神経系 の ニ ュ
ー

ロ ン に 作用 す る こ とが 明ら かと

な っ た
．

砂 の う 抽 出液存在 下 で C G ニ ュ ー ロ ン を培養 す る

と， 抽出液中に 存在す る
，

す くな く と も 2 種の 栄養因

子 ， 即 ち生存因子 くS Fっ と突起伸 展因子 くN O Fl が

ニ ュ
ー ロ ン に 作用 し

， 著 しい 突起伸展と 良好 な生存状

態 を維持す る と 考え られ た
．
砂の う 中の S F は

， 眼球 由

来の S F と極め て似た性質 を示 す が ，
こ れ ら は 明ら か

に N O F と は異 な っ て い たく表 2う．
N O F の み で培養し

た C G ニ ュ
ー

ロ ン は
，
N O F と S F の 共存下で培蓑 した

ニ ュ
ー

ロ ン と ， 培養開始 より数時間 まで は全 く同 じよ

う な 突起伸展反応を示 した が ，
ニ ュ

ー

ロ ン の 生存率が

急激 に 低下す る 10 時間以後 で は ， 突起伸展反応に 大き
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刷交嫉神経節 ニ ュ
ー

rJ ン に 働く神経突起伸展国子 lくJ5

な差が認 め られ たし未発 表I ．
こ れ ら の こ と は

，
すく な

く と も ， 突起伸展の 開始は
，
N O F の 作用 に の み 依存し

て い る こ と を示 唆 す る
．

砂 の う N O F に 対す る ニ ュ
ー ロ ン の 応答性 は

， 1 0 日

齢胚 以 後の ニ ュ
ー

ロ ン で 急激 に 減少消 失した く図2
，

A コ．
し か し， 逆に

， 砂 の う組織 に 含ま れ る N O F 活性

は
，

J
一

度逆相関 をな して増加 しく図2
，

B l ， し か も i n

o v o に お け る C G ニ ュ ーロ ンの シ ナ プ ス形成率と－一 致

し た
刷

． 即 ち
， 神経 ． 筋 シ ナ プ ス 軌 如こ あず か る ニ ュ

ー

ロ ン と その 標的組織 に 認め ら れ る相互 作用 に N O F が

介在し て い る 可能性が 示 唆さ れ る
． 事 実，

三木 ら 川 は
，

ラ ッ ト 骨 格 筋 と 併置 培 茸 を行 っ た C G ニ ュ ー ロ ン で

は
， 砂の う N O F の 添加 に よ り ， 神経 ．筋 シ ナ プ ス の 形

成を 高め た と報 告し て い る
．

N O F に 対 す る ニ ュ
ー

ロ

ン の 応答性の 変化 は
，

ニ ュ
ー

ロ ン の 細胞膜の 状態の 変

化 く例 えば N O F を 認識 する細胞受 容体の 数の 減少や

作用 効率の 低下 な どう が加齢 に よ り進行す る た めか も

しれ な い が ， 現 在の と こ ろ は全く不 明 で あ る ．

砂の う N O F は
，
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t r a n sf e r r e d t o g r o u p C w e11 s f r o m w h i ch th e

i n iti al P B S 仁1 h a d b e e n r e m o v e d
，
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2 4 h r ． T h e n
，

40 JLI o f C G n e u r o n s i n c u lt u r e

m ed i u m a n d 4 JLl o f e y e e x t r a c t w e r e a d d e d t o

e a c h w ell a n d c し11 t u r ed i n l O ％ C O 2 i n ai r a t 3 7
O

C ．

N e u ri t e o u tg r o w th a c ti vit y w a s s c o r e d a ft e r 16 h r

Of i n c u b a ti o n ． E a c h v al u e i s th e m e a n of fi v e

diff e r e n t e x p e ri m e h t s w i th d u pli c a t e s a m pl e s ．

V e r tic al b a r s sh o w S ． D ．

を 示 す が
， 沈 降定 数 は12 S と 小 さ い

． ま た ， C o n
－

C a n a V a li n A と結合す る性質 をも つ こ と よ り，
N O F は

線状構造 をも つ 糖蛋 白質 と考 えられ る
．

分子 の p H 安

定性や 分 子 サイ ズよ り
，

N O F は
，

マ ウス N G F と は全

く異 なる 栄養因 子 と考 え られ る
．
ま た

，
N O F に ヘ パ リ

ン
，

レ ン テ イ ル レ ク チ ン
， あ る い は w h e a t g e r m レ ク

チ ンな どを リ ガ ン ドと した ア フ ィ ニ テ ィ
ー カ ラ ム ク ロ

マ ト グラ フ ィ
ー

を施 こ した と こ ろ
，

こ れ ら に 吸 着す る

分画お よ び非吸 着分画 の 両方に N O F 活性が検 出さ れ

た く未発 表う． こ の こ と は
，

N O F 自 身が 多様な 糖蛋白

質の 集団か ら成 る もの か
，

ある い は
，
N O F の 糖 鎖成 分

に の み 多様性が求 めら れ るも の と考 えられ る
．

S e p h a r o s e C し6 B カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

の 活

性 フ ラ ク シ ョ ン に C o n c a n a v a l
．

i n A S e ph a r o s e カ ラ ム

ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

を施 し た後 に
， 再 度S e p h a r o s e

C し6 B カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

を行う と N O F 回 収

率は 0 ． 3 ％以 下 とな っ た ． しか し
， 分画操作に よ っ て 得

ら れた 蛋白 ピ ー

ク と N O F 活性 ピ ー

ク が ほぼ 対応 して

い る こ と よ りく図 6
，

Bう， 活性 ピ ー ク に 存在 し てい る

主 な蛋 白質が N O F 活性 を保 持 し て い る 可能 性が 高

い
． しか しな が ら

，
S D S－P A G E で 2 本の 主な タ ン パ ク
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Of e a c h f r a c ti o n th a t w a s d il u t e d t o 30 0 f old wi th
P B S 卜J w a s d e pi ct e d a s くO J i n th e fi g u r e ．

F r a c ti o n s tf r a c ti o n n u rn b e r s 6 5
－

95J w e r e c oll e c t e d
a s a D E A E S e p h a r o s e C L －6 B f r a c ti o n t o a p pl y o n

th e n e x t s t e p ．



1 0 6 林

質バ ン ドが認 め られ た こ と よ りく図 7 う
，

この 2 本の タ

ン パ ク質か ら活性 N O F が構成 さ れ て い る の か
， ある

い は ど ちら か
一

方 に N O F 括 性が あ る の か に つ い て は

明らか で は な い
． また， 微量 な タ ン パ ク質が分子 量 800

E ダ ル ト ン に 相 当す る 位 置 に も認 め ら れ
，

こ れ が

N O F 分子 で ある 可能性 も考 え ら れ る ． 還元 状 態で の

電気泳動 に よ り
，
2 3 0 K ダ ル トン の タ ン パ ク 質 バ ン ド

の他 に
， 数本 の バ ン ドが認 め1 られ たく図 7う． 最近

，
ラ

ミ ニ ン や フ ァ イ ブ ロ ネク ナ ン な どの 細胞外腰高分子 糖

蛋白質が
，

N O F と類似 の活性 を持 つ こ と が 明ら か と

な っ た
191 2 研

が ， 今 回の S D S － P A G E の結果 よ り
， 砂 のう

N O F は こ れ ら糖蛋 白質 と は異 な る も の と 考 え ら れ

た
．

し か しな が ら，
N O F が こ れ ら糖蛋 白質 と 同 じ グ

ル
ー

プ に 属す る糖蛋白質で あれ ば
，
N O F が，

ニ ュ
ー ロ

ン の細胞膜や 伸長し つ つ あ る神経突起の 成長錐 と物理

的に接触で き ， 標的組織ま で神経突起 をガ イ ド す る こ

8 D T G 8 S A

盲
－
■
V

E
C

O

の

N

l

d

d
．

0

と が可能 である ．

砂のう N O F 標品 に 対す る 抗血清は，
ニ ュ

ー

ロ ン の

生存活性低下や 不可逆的損傷 を与 え る こ と な く， 突起

伸展 を 阻害 した ． ま た
，

ニ ュ
ー

ロ ン を抗血 清 と 共 に

37
0

C
，

60 分間反応 させ た後， 抗血 清 を と り の ぞ き ，

ニ ュ
ー

ロ ン の N O F に 対する反応性 を調 べ た と こ ろ，

全く 正 常な反応性 を示 した
．

こ れ ら の こ と よ り
， 抗血

清 に よ る 突起伸展阻害は
，

抗血清 と N O F 分子 との 直

接的な 抗原抗体反応に よ るも の で あり， 抗血清の 非特

異的反 応に よ るも の で は ない と 結論 され る
．

抗血清 に よ る阻害効果は
，

ニ ワ トリ と げっ 歯類 と で

約 100
－

1 0 00 倍 の差異が認 め られ た く表 4 う．
こ れ は ，

N O F タ ン パ ク質 の抗原性 に 動物種差が 存在 す る た め

と考 え られ る ．

一 方 ， 同 じ動物で は
， 異 な る組織 由来

の N O F の 中に は多少阻害度 に 差が あ る が
，

互 い に か

な り分子 構造や抗原性が類似 して い る と 考え られ る
．

3 0 5 0 T O 9 0

F r a c ti o n N u nわ e r く0
．
5 m lハ l血 合I
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r
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．
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幸
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E
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コ

0

空
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む
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三
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亡
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コ

む

N

ボ

B c ol u m n c h r o m a t o g r a p h y くAI a n d a r e
－

C h r o m a t o g r a p h y of th e N O F i c ti v e f r a c ti o n f r o m a S e ph a r o s e C L －6 B

C Ol u m n ch r o m a t o g r a ph y くBJ ． くAI N O F ri c h f r a cti o n o f D E A E S e ph a r o s e

C し6 B c ol u m n c h r o m a t o g r a ph y w e r e c o n c e n t r a t e d t o 3 －5 m g p r o t ei n l m l

b y ul t r a fil t r a ti o n th r o u gh a m i c o n X M 3 0 0 m e m b r a n e ． A h al f m l o f th e

C O n C e n t r a t e W a S a p pli e d o n a S e ph a r o s e C L 6 B c ol u m n く〆 1 c m X 6 0 c m J ，

a n d p r o t ei n s w e r e el u t e d w ith 2 0 m M T ri s
． H CI c o n t a i ni n g O ．4 2 M N a C l ．

くBJ S a m pl e s o f S e p h a r o s e C L ．6 B c ol u m n c h r o m a t o g r a p h y tf r a c ti o n

n u m b e r s 3 8 － 4 4ンw e r e c h all e n g e d t o C o n c a n a v a li n A S e p h a r o s e くP r l c m X 2

C m J a ffi n it y c ol u m n c h r o m a t o g r a ph y wi th a fl o w r a t e o f 4 m ll h rl c m
2

，

P r o t ei n s w e r e el u t e d w ith l M a
－

m eth yl m a n n o sid e a n d th e n c o n c e n t r a t ed

th r o u g h ul t r a fil t r a ti o n ． A h alf m l o f th e c o n c e n t r a t e w a s s u bj e c t e d t o t h e

S e C O n d S e p h a r o s e C L －6 B c ol u m n ch r o m a t o g r a ph y ． N O F a c ti v it y o f e a ch

f r a cti o n i n b o th c o l u m n c h r o m a t o g r a p hi e s w a s a s s a y ed a s d e s c rib e d i n th e

l e g e n d o f Fi g ． 5 ．



副交感神経節 ニ ュ ー ロ ン に 働く神経突起伸展因子

わ ずか な阻害度 の差異は
， 各組織細胞 に よ り産生さ

れた N O F の存在状態 に 差異が あ る た め か
， あ る い は

N O F 分子 の 多様性に よ るも の と推察さ れ る ．

C

M r x 1 6
3

N R R

8 5 0
－

4 4 0 鵬

2 0 0 －

1 1 6 鵬

6 6
岬

－ － J

Fi g － 7 ． S o d i u m d o d e c yl s ulf a t e
－

p Ol y a c r yl a mi d e g el
el e ct r o p h o r e si s ． N O F a c ti v e f r a c ti o n s el u t e d

wi th r e
－

Ch r o m a t o g r a ph y o f S e ph a r o s e C L －6 B

tf r a c ti o n n u m b e r s 3 8 一

瑚 w e r e d i a l y z e d a g ai n st

O ．1 m M T ri s
－ H C l くp H 7 ．4J a n d l y o p hili z ed ． T h e

d ri e d p r o t ei n く30 0 iL g P r O t ei nJ w a s d i s s oI v e d w it h

l m l o f 4 2 m M T ri s
－ H Cl くp H 6 ．81 c o n t a i n i n g 2 ％

S D S
，
1 5 ％ gl y c e r o l a n d O ．0 0 16 ％ b r o m o ph e n o l

bl u e a n d a p pli e d t o s o di u m d o d e c yl s u lf a te －

P Ol y a c r yl a m i d e g e l el e c t r o ph o r e si s くS D S － P A G El ．

3
－

1 5 ％ 1i n e a r g r a d i e n t a c r yl a m id e g el w a s u s e d ．

P r o t ei n s o n S D S － P A G E w a s s t a i n e d wi th

C o o m a s si e bl u e ． S o m e s a m pl e s w e r e r u n w i th －

O u t r e d u c ti o n o f d i s ulfid e b o n d s くN R J ． I n r ed u c
－

i n g c o n d iti o n くRJ ，
th e s a m pl e s w e r e t r e a t e d wi th

8 0 m M dith i o th r e it o l a n d h e a t e d i n a b oili n g

W a t e r b a th f o r 3 m i n b ef o r e a p pli c a ti o n o n S D S －

P A G E ． N u m b e r s o n th e ri gh t r e p r e s e n t m ol e －

C ul a r w ei gh t ． T h e f oll o w i n g p r o t ei n s w e r e u s e d

f o r s t an d a r d o f r n ol e c u l a r w ei gh t こ m O u S e l a m i －

ni n く85 0 k dl ，
a l a r g e r s u b u n it o f l a m i ni n く44 0 k dl ，

m y o si n く20 0 k di ， P
－

g al a c t o sid a s e く11 6 k dン，
b o vi n e

S e r u m al b u mi n く66 k dl a n d o v alb u m i n く4 5 k dJ ．
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N O F 標 品に 対 す る抗血清 は， 中枢神経で ある 脊髄

や 網膜， ある い は，
N G F に 感受性の ある交感．知覚両

神経節 ニ ュ ー ロ ン の 突起伸展 をも阻害す る こ と よ り，

こ れ ら の神経細胞 に も N O F が関与 して い る こ とが 示

唆さ れ た ． しか し， i n o v o の神経系の発 生過程 に ， 同

様な 因子 が 実際に作用 して い るか否か に つ い て は
，
全

く知ら れ てい な い
．

今後 は
，
N O F の 精製を通 して， 生体内の局在や生合

成，
あ る い は生理作用 や作用 機作 の解明が期待さ れ る

．

結 論

1ユニ ワ トリ胚 C G ニ ュ
ー

ロ ン に働 く N O F が
， 砂 の

う組織 中に 多量存在 した． 砂 のう 中の N O F 含有量 は
，
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L 一 言 － 一

廿

0 ， 1 0 8 0 1 0 0 a O O 8 0 0

ポ A n ti s 即 u m くn り w e l り

Fi g ． 8 ． E ff e c t of a n ti s e ru m C O n C e n t r a ti o n o n th e

S u r V i v al a n d n e u ri te o u t g r o w th o f C G n e u r o n s ．

P ol y o m ith i n e
，

C O a t e d w ell sくP O R w ell sJ w e r e fi r s t

e x p o s e d t o 4 0 JLl o f gi z z a r d N O F m E A E c ell u l o s e

f r a c ti o n
，
6 0 JL g p r O t ei n J

I
m り a n d w a sh ed ． T h e n ，

th e w ell s くN O F －b o u n d P O R w ell sl r e c ei v e d 4 0 J Ll

Of a n ti s e r u m s e ri all y d il u t e d w ith P B Sく － 1 ． E a c h

W ell w a s i n c u b a t e d f o r 1 2 h r a t 3 7
0

C ． A ft e r

a n ti s e r a w e r e w a sh ed o u t
，
4 0 pl o f C G n e u r o n s

W e r e S u S p e n d e d i n th e c u lt u r e m e di u m a n d 3 6 J Ll

O f P B Sく －ンa n d 4 JLl o f e y e e x t r a c t w e r e a d d e d t o

e a c h w ell ． C G n e u r o n s w e r e c ul t u r e d f o r 2 4 h r
，

a n d th e n u m b e r of s u rv i v i n g C G n e u r o n s くO l a n d

n e u r o n s w ith n e u rit e o u t g r o w th く中1 w e r e

d e t e r m i n e d ． P o i n ts m a r k e d w ith a n a st e ri s k

Si g nif y v al u e s o f b o th s u rv i v a l r a t e a n d n e u rit e

O u t g r O W th r a t e o f C G n e u r o n s c ul t u r ed o n P O R

W ell s th a t w e r e n o t p r ei n c u b a t ed wi th gi z z a r d

N O F
． 口 a n d 蓼

，
S u rv i v al r a t e o f th e C G

n e u r o n s c ul t u r e d i n th e p r e s e n c e a n d a b s e n c e o f

e y e e x t r a c t
，
r e S p e C ti v el y 三 ム a n d A

，
r a t e O f th e

C G n e u r o n s p o s s e s si n g n e u rit e o ut g r o w th w h i c h

W e r e C u lt u r e d w i th a n d w ith o u t e y e e x t r a c t
，

r e s p e c ti v el y ． E a c h v al u e i s th e m e a n of th r e e

diff e r e n t e x p e ri m e n t s w i th d u pli c a t e s a m pl e s ．

V e rti c al b a r s sh o w S ． D ．
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膵卵 16 日齢胚ま で は加齢 に 伴 い 上 昇 し
，
そ の後 は その

レ ベ ル を維持 した
．

2う 砂の う抽 出掛 こよ る C G ニ ュ
ー

ロ ン の 著明な 突

起伸展に は， N O F と ，
N O F と は性質の こ と な る生存

因子 くS 円 が 必 要で あ っ た ．

3 フN O F に 対 す る C G ニ ュ
ー

ロ ン の感受性は ， 膵卵

10 日齢胚ま で は良好だ が ， その 後， 加齢 とと も に 急速

に 低下 して い っ た ．

り 砂の う N O F を組織抽出液 よ り約 200 0 倍部分精

製 した
． 回 収率は 3 ％ で あ り

，
1 4 8 n gノm l の N O F 標晶

で最大突起伸展反 応が誘 導さ れ た ．

5 コ砂の う N O F 分子 は
，
6 8 0 K ダル ト ン 以 上 の 分子

量 を もつ 酸性糖蛋白質あ るい はプ ロ テ オ グリ カ ン で
，

線状構造 をも つ と考 え られ た ．

6 う N O F 標品 に 対 す る抗血 清は
，

N O F 清性 を特異

的に 抑制 した が
，

これ は ニ ュ
ー

ロ ン へ の 非特異的損傷

Fi g ． 9 ． P h a s e c o n t r a s t m i c r o p h o t o g r a p h s of C G n e u r o n s くA ，
B，，

a n d n e u r o n a l e x pl a n t s f r o m

r e ti n a くC ，
Dl a n d d o r s al r o o t g a n gli a くE ，

F， c u lt u r e d i n th e a b s e n c e o r p r e s e n C e O f th e

a n ti s e r u m ． Cili a r y g a n gli o n くC Gl ，
r eti n a 仁R E， a n d d o r s a l r o o t g a n gli a m R GI w e r e

di s s e c t e d f r o m c h i c k e m b r y o s o f 8 －

，
8 － a n d 9 － d a y ，

r e S p e Cti v el y ． C G n e u r o n s w e r e

s e p a r a t e d a n d c u lt u r e d f o r 1 6 h r o n N O F －b o u n d P O R －

W ell s w hi c h w e r e e x p o s e d t o eith e r

p r ei m m u n e s e r u m くA l o r a n ti s e r u m くB，． R E a n d D R G w e r e c u t i n t o pi e c e s l e s s th a n l m m

s q u a r e w ith s ci s s o r s ． T w o g r o u p s o f e x pl a n t s f r o m e a ch ti s s u e w e r e c ul t u r ed o n P O R

w ell s く〆16 m m l w ith 6 0 0 p l of th e c ult u r e m e di u m w ith gi z z a r d N O F のE A E c ell ul o s e

f r a cti o n
，
3 0 p g p r o t ei nl m lJ f o r R E くC ，

D，a n d w ith o u t gi z z a r d N O F f o r D R G くE
，
Fl ． A t th e

b e gi n n i n g o f i n c u b a ti o n
，
O n e Of e a ch g r o u p r e c ei v e d 3 p l o f p r ei m m u n e s e r u m くC

，
El o r th e

o th e r 3 pl of a n ti s e r u m くD
，
Fl ． E a c h g r o u p o f e x pl a n t s w a s f u r th e r c ul t u r ed u p t o 48 h r －

c G n e u r o n s t A a n d Bl a n d e x pl a n t s くC ，
D

，
E a n d FI w e r e ph o t o g r a p h e d o n a ph a s e c o n t r a st

hli c r o s c o p e a t 1 6 a n d 4 8 h r
，
r e S p e Cti v el y ■ S c a l e

，

r4 0 JL m ．
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T a bl c 4 ． C o m p a ris o n o f a m o p n ts o f a n ti s e r u m th a t c a u s e 5 0 ％i n hib iti o n of th e n e u rit e o u tg r o w th
O f C G n e u r o n s m a x l m a 11y i n d u c e d b y N O F s f r o m v a ri o u s s o u r c e s
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A

謁 恕蕊 鵠謁
t R

三治慧諾 忠 恕
f
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C M こ C O n d iti o n ed m e di u m

T h e a m o u n t of a n ti s e r u m r e q ui r e d f o r 5 0 ％i n hib iti o n w a s d e t e r m i n e d f r o m i n hib iti o n c u r v e s a s s h o w n

i n F i g ． 8 ■ F a c h v a l u e i s th e m e a n o f 3 di ff e r e n t e x p e ri m e n ts ．

作用 で は な か っ た ．

7 1 種 々 の 組織由来の N O F に 対 す る 抗血 清の 阻害

効率 は
，

ニ ワ トリ と げ っ 歯の 間 で約 1 0 0－10 0 0 倍の 差

異 が認 め られ た ． N O F 分 子 に 異 種動物 間で の 種差 が

存在す る と考 えら れ た
．

8 1 D R G
，
S G

，
C G

，
R E お よ び S C の 各神経細胞 に

よ る突起伸展反 応 も抗血 清に よ り 阻 害 さ れ た ． N O F

因子が 中枢お よ び末梢の 神経系に 作用 して い る可能性

が 示唆さ れ た ．
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