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JJì~は数十位もの神経細胞が集-まり、本11 II~ に辿絡を取り??ってネットワークを形

成し、政斜fな機能を 'j;? んでいる。 H出が!I刊行な機能を-*たすためには、付税制11胞が機

能的に分化するのみならず、ヲミ)~をイrll Jxし、シナフスを形成するといった形態「内分

化が必民となる。この慌に彼維な判1 1経剤I!Jl包の分化は、多くの|刈 jとにより厳街に l制筒、j

されていると以われ、近作多くの研究グルーフが独 1'1 の手法を川いて新しい|大|子、

泣伝子を lti I雛 frd JJごし解析を進めている。しかし木だ不 I~J な JJAが多くまだまだ木矢[ 1 の

|材 jえが多数心配すると忠われる。我々のグル」ー フの~ '-ljらは、 JJ出に判I~ ~~ (J~に(/イ 1:す

る物質は、 JJ以の 't .f.IUlí句な働きに|共| 与しているのではないかと巧-え、 JJ出の成長 JVJでぶ

矢11物質を検索したところ、ラットHì~で幼 -r\: J~J 、特に神経剤11胞の成長JVJにあたる午後 1 0

11 11 までにその波山が仁川し、成長刻印|に消火する木矢11 物質を允比し、 日 -C Itry卜L­

glutamate (以~-、日 -CG) と |l{llif した l へそのわ11iiJi は、 Fig. 1 にぷすように、クエン般

の H 仇カルボキシル)J~にグルタミン峻がアミド市ll;介した分 j勺，:: 321 の 1唆Itの化介物

であった。この f-3 -CG の組織分布を制べたところ、幼_(li JJì~ 2)の他にj必然fl'j !1~ ì.11や IIU

球にもイバ1: している 74がわかった。そこで非行は、 {-3 -CG の判 1 I粁組織と 1 1以球におけ

る )"H 1: と、。 -CG の代謝を I~J らかにし、これらの組織における [3 -CG の， 1:. .f_IJl的役 ;jill

を解|りlすべく引先にお T: した。

31l l; 市 [-3 -CiLryl-j J-Glllla l11 att-'の特 )'~(I~分fl)il~~手ぷの中Ilí~

，外可rl、jー -以[11、l 

刀::印、j

江1L 節、j

[-l-Cit ryl-j JーGl l1Ulll1<l Lc ~~，IJ: )JMI~J分角{Þr~手ぷのあij 製

日 -CiU・yl-LーClu t <l lll <l lC、特 Y~r'I句分角ギ両手ぷの消 '1"1:貨の検什

j店長判l経常IIIJ I包における[-3 -C羡 ryl-Lー(;ltllaJììatc 午、.'i:)~ i'I~分解
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今 III[ t3 -CG の細胞レベルでの }IIげ 1: を '~J らかにする 11 的で、 第 l に初代I附1氏a?? 主誌主判判川|ドl 帝帝料粁〉う王~ 1 

剤刺制11川|リ川)J胞!山包とレチノイン何般支により付川|帝帝和粁1需i正4鵠淵湘帝剤納制11川川11山川|リ川)j胞j臼包に分化 IÎ訴i涜秀 j導与でで、 きる)肝げJf'l、"1川i

バ -CG の}， l)げ川イhι|ピ:を京剤刺制11川川川11川川1)川!I胞l山包免;泌長化 J乍~~~戸f毛勺叩:ヰヴ哨(i的"下竹ド内〈句J に検，H し、 いずれの系においても 1-5 -CG がt'l'終末111胞

にのみj心配することを，>>J らかにした。 その際 PI9 剤1[胞がや l'経細胞へと分化・成長す

る 11与に{-5 -CG カTIl-412伎となることがllJ lVJ した。

!l ì近は神経市Il l!l包ひとつにしても保々な機能をよ千った多向郊の市1 1I JJ包から十，V})J父されて

おり解析が|木I~礁である 。 しかし 11以来Il織は脳とは見なり、防成する剤11)J包約が少なく解

析が作劾ではないかと昨定した。 そこでZf1 2 に|似組織に日 1 j し 11同111 に検 11 、I した 。 11以

球では特にノkilll休にf) -CG が，\ ，'J 波山(/イf:することがわかった。 水 Jilll休は本 111111 休 1 --山

知 I)J包と水lull 体級品:1f~剤 11胞のただ、 2 f南町iの帝IU )J包より tl'I})Jえされ解析が作弘である 。 そこで、

/K Ill|ll体の組織レベルでのliM|! な f) -CG の川引を It)l~ べた。 その市lli 米、 1 -5 -CG は水，1 ，，1 1体

の '1' でも /kJIllI体 1-- 皮細胞がノ1< ,1"'1 t本線維剤Il fl包へ分化する [f|川町に 111泌皮 {r= イ I~ していた。

/kl'"llt本 1-- 皮市III)J包は in l' itro の夫:験系でJKIllll!体料品(同111)J包に分化させることができ、条{'!:

によってはレンズ保体を j例J父させることもできる。そこでこの in v;rro でのレンズ以

外ー形成ILIJ= にどの細胞に日 -CG が川イ1:するのか検 l討し、 (-5 -CG は分化しつつある 1KIlllll

体総綿糸111胞に )11) イ 1: し、その分化説導 ILIj:に I~~j 1J農!立となるととを，~ J らかにした 。 以上、

利l経剤11胞のみならずノkJill!体制IJI包においても制IIJ自分化の I l.iWI に-致して/-3 -CG が 1 ~ ,'] {J民

皮となることから、 1-5 -CG はこれらの却11胞の分化・成長JMf'，~で市政:な働きをしてい

ると与えられた。

/-5 -CG のようなほ分子化介物の市11 1)1包 |人j での波山は、 0)J父!特ぷと分角ftM:ぷの Y~-'lt:lvl'û

m によりりとまる 。 /) -CG の '1 :_rIE作川の解明にはその代謝系を I~J らかにする必裂があ

る 。 そこで知 3 に)，~礎的イin先の 1工場から本物質の介)J父、分解Mぷの ìì'~/維を l試みた 。

介 IJ~併ぷの l'ïJ Ji:は|水|難でいまだ ìFI~mすることは 11\ 米ていないが、 いいにも特見j'jl，_)づJ

併併ぷを ~~II \し町、 rp_ にまで中lij 製することに成功した。 本分角f111手ぷは!以来ll;fyfl : の札ii

蛍 1" で、 JI~Z'l村民'1''1:が非常に，\ ，']いこれまでに半li??のない防ぷであるととがわかった。

本防ぷのレチノイン峨li先導した PI9 市III !I包で、の粁 IL1HI{J な川竹の公正りJ を rrNû べたところ、

例経細IIJl包へ分化した後にその分解防ぷ川-'f'tが 1-- j !，- してくることをぶした。

以上、 )I~礎的{り f究の ú)幼から d -CG の神経および、水 lull 体市111)]包の分化における )11)

2 

イ 1:を制 JJ包レベルで|りj らかにし、その代謝料凶の ιJi; として t，'j: )I~ i'1{J分解I~ぷの f ，lí~ に

成功し、その IÎ什lTft をけj らかにできたのでここに↑\lì- 1:論文としてまとめた。

3 



本論 実験材料と)JiL

ド
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JM川

河
初代1;'1- i~t，， 1経細胞における d -CG の)，，)イ I ~ ( 1 )尖験材料および刈!験動物

(-J -CG は、本)J~II: ラット JI断で発凡され、幼fl: j仰の仙に成熟PiljlA 、 11以球に作《じするこ

とはわかっているが ユーへ その 11~ .[l n作川や細胞レベルでの j心配はイベ|別である 。 {3-CG

が本)J~'n以内で |(JJ 波山([~イじすることから脳内、 f、?にや 1 1経系の細胞になんらかの作川を

ぶすのではないかと )5' え、[-5 -CG をラ ッ ト )lW宅内あるいはニワトリ初代れ主主制lf!?京III

胞に 11\1刻ふ)Jll しその効以:を検，i" f したが、いずれも則非な効米ーはl認められなかった。

n -CG のわ111辺 1'，剤 11胞にほり込まれ難いのではないかと巧え、欣射"It t3 -CG を川い剤11

)1包透 j白1"1:を検 li 、I したところ、ほとんど細胞内移f J二 は l認められなかった。 このことか

ら、 n -CG はその /1γ1 :_ ~~II 山内で{lIf らかの働きを~たしているのではないかと批えとさ

れた 。 n -CG のIlì迫での '1 :_ JlI[作ハ l を解|りjするためには、この括l~if~な組織のどの稿11胞に

f) -CG が )11)れするかを Ipj らかにするととがまず必必である 。 そこで (3 -CG に刈ーする

特児n~抗体を作製し、ラット kJl以の初代l:~'1- 1皇制 l帝王制I1J1包を川いてどの細胞にf)曲CG が

)II){I:するのかわ'L /3 -CG t/L休によって細胞免疫化学的に l制べた。

(-) -citryl-L-glutamatc (13 -CG) 、 f3 -citryJ-D-glutamate ({-3 -CdG) 、 í3 -citryJ-Lｭ

glutamine ({3 -CGln) は:七らのノj法 11 に従い介成した 。 N合 FormyトL-glutamate

(NFG) 、 N-formyl-L-glutamine は、 Sheehan と Yang の )J法 l川こ従い介)Jえした。 そ

の仙の化介物、{3 -CG の附iii知似化代物 (NAA 、 N-fonnyl-L-asparta旬、 NAG 、

N-acetyl-L-glutamine (NAGln) 、 NAAG は slgma より jW 人した 。 I-Ethyl-3-(3-

dimetyl-aminopropyl)carbodiimide, hydrochloride (カルボジイミド)は Dojindo

Laboratories より!1M:人した。 成熟雌十七ウサギ(3.2 kg; 11 本 SLC)を免疫に川いた。

ベルオキシダーゼでラベル化したヤギ抗ウサギ IgG 抗体は Bio Mcdical 

Technologies inc.より腕人した。

!:n 白、j 抗日 -CG 抗体の作製とそのネIj= y~仇の検iÌ、I

( 2 )ハフテン化 /3 -CG V'[}JS( によるわ'L/3 -CG 抗体の作製

Schcme 1. に従い、(-) -CG のカルボキシル)J~にキャリアータ ンパケのウ シサ

イログロプリンを脱水稲介斉IJ であるカルボジイミドを川いて!日iノkriffY させ、ハ

フテン化.þ/L)J;Ü [-3 -CG/thyroglobulin) を介成した 。 初 III[ V"èJ支で/-3 -CG/thyroglobuJ in 

とフロイントの完全アジュバントとの J : 1 のエマルジョンを作製し、エマルジ

ョン化した抗以(2 mg/ml/rabbit) を麻酔ドの:) IJじの成熟雌性ウサギの Ilhi l� íj後記間

学 ;'fl) に筋肉内注射するととにより免反感作した 。 以後 JD JJII Yt!.伎は /3 -

日 -CG はグルタミン ~11Z とクヱン般とがアミド結介した低分 jノ‘の化代物である 。

この {3 -CG を抗以として抗体を作製するのはl材難であるとィ号え、ハフテン化抗以

としてウサギに免疫しホリクロ 」ーナル抗体を作製した。

'1 :_体内には(-3 -CG の fl'ti)戊成分であるグルタミン般やクエン般が llastjb位以 fパじす

る 。 また '1 :_ {，本体j にイ/イ I ~が Mf~1泌されている {j -CG 防iiiTjfi似化介物として、日以内では

N-acctyJ-L-aspartate (NAA) 、 N-accty卜L-aspartylglutamate (NAAG)2. (1 . 7)が、 )jFJJJi長で、は、

N-acety卜 L-glutamatc (NAGy<'l))が凶作されている 。 そこで作製したわti休は{3 -CG アフ

ィニティ ーカラムで中Ilí~ し付見れを検什した。

CG/thyroglobulin とフロイントの不完全アジュバントとを 1 : 1 で出介したエマ

ルジョン化抗以(1 mg/O.S ml/rabbit) を 5 迎n¥j 11 U I~\~で 3 1"[ f J: った 。 途 11 1 、訂以に従

い I+ m~Jl*より J采 I (Il した Inl消を川いオクタロニーを行い、抗体イI lI îが卜.がるのを伴

認し、ほ終;ÚJJII免疫の 'J出川後ウサギの頚動脈より全保 I (Il しtJ'L 1(ll 11')'. を利:た 。 ね

られたわ'Llfll 11 1 íは 33 %硫安沈殿により IgG 分 pllÎ とした 。

4 5 



Scheme 1. Preparation of antigen 
(゚ -CG / thyrogloblin) 

P守G 101.2 mg (315.3μmole) 

dissolved in 4 ml of water 

pH adjusted to 4.5 with NaOH 

added thyrogrobulin (40 mg) 

added carbodiimide (400 mg) 

stood at room temp. overnight 

dialyzed against water for two days 

dried 

powder ( ゚  -CG / thyrogloblin) 

( :1) HL Iバ-3 -CG tJν机抗)プ山刈}J八山'd外体イ小本うメ; の :tド:| l7i : 

う全で J係采 I f山fl仇|札l 後(硫i流点 ，交μ沈股させたHLμ川川I f山fl L什山Níμlにこは、 キャリアータンパクを l認 Iii遣する抗体

も fr まれていた。 そこで f3 -CG をリガンドとする(-3 -CG-Sepharo日 4B アフィニ

ティ ーカラムをJ U いて山花Ji した 。 /"3 -CG-Sepharose 4B アフィニティ ーカラムは、

グラスフィルター 1 " で 0 . 5 M NaC l を川いて)]Jl~nl:'J 、洗浄した AH-Scpharose 4B 

(Pharmac i a) と NaOH で pH を 4.5 に補正した [3 -CG (100 mg)総械を 0. 1 M カルボ

ジイミドを川いて宅jill-1卯カッフリングして作製した。

さらに村民，[.t を 卜‘げるため citra le 、 g lutamate 、 NAA 、 NAAG の似介物とラ

ット JJ出 IIJr0'It タンパク (Rat brain soluble protein; RBSP) とをカルボジイミドでカ

ッフリングし f3 -CG 知似化代物/RB SP を作製し(Sc heme 2.)、この似介リガンドー

アフィニティーカラムで不必な抗体を|投打除去し、午、):W'lt の |(7j いわ'L (J -CG 抗体

をねた 。 ?百十'L化 )~I~ アフィニティ ーカラム川文作体には Affi ge l 15 (B i o-Rad ) を J 1] 

いた。

6 

Scheme 2. Preparation of rat brain soluble protein(RBSP) 
and ゚ -CG / RBSP conjugate 

a) Preparation of Rat Brain Soluble Protein (RBSP) 

Rat Brain (about 120 g) 

仁川en iz… 9 vol. of 
10000 xg 20 min 

sup 

トdialyzed against water overnight at 4 oC 

卜-dialyzed against 0.1 M NaHC03, 0.5 M NaCI 

卜-10000 xg 20 min 

sup (RBSP, 4.25 mg Protein / ml) 

b) Preparation of βCG / RBSP Conjugate 

βCG (190 mg) 

tdiSSO附 In… ml)
pH adjusted to 4.5 with NaOH 

evaporated 

residue 

dissolved in 1 ml of 0.1 M bicarbonate , 0.5 M NaCI 

added 10 ml of RBSP 

added 250 mg carbodiimide 

stood for 5 hr at room temp, then at cold room overnight 

dialyzed against 0.1 M bicarbonate 0.5 M NaCI overnight 

repeated 

diaryzed against water overnight 

10000 xg 20 min 

-゚CG / RBSP conjugate 

( ._J) tJ抗L 付 -CG HLげイ小本;の午1、，IJ~ .) 

アフイニテイ一カラムで*I IJ'日j:江民辺!1l したb抗'L f) -CG tJ抗，}i休の4付.'j: .]児込，["!:ゾq叫1:は、ハ フ テン化 rJ­

CG をわ』LM( とし、ハフテン化した f3 -CG 知似化介物を統合物とした r] -CG 知似

化介物/RBSP fJJl介 ELISA (Scheme 3 . )およびハフテン化 1-3 -CG 知似化介物1"iHII化

ELTSA (Schcmc 4.) によって雌I認した。 なお使ハ l したf) -CG 知似化介物の村fliti を

Fig.2 に /Jミす。 37:抗体は horserad is h peroxyda児 (HRP)以 l滋ヤギ抗ウサギ IgG 抗

体、)[色)1~ý1 としては tetra methy1 benzidin (TMB) を J 1 J い 、 m i crop1ate reader (model 

3550; Bio-Rad)で 450 nm における l政J'éJぷを測Jとした。

7 



Scheme 3. Competitive ELISA for rabbit anti -゚CG Ig COOH 

?同
HOOC?同?地
HO・C-CONH-CH-COOH

HOOCC同

βCitryトL-glutamate (13・CG)

96 well plate 

added ゚-CG / RBSP (50μI / well) at room temp. for 2 hr 

washed with H20 

blocked with skim milk at room temp. for 1 hr 

washed with TTBS and H20 

added competitor (5 ~ / well) 

added first antibody (50 ~ / wel り for 2 hr at room temp. 

washed with TTB8 and H20 

added second antibody (50μI / well) for 2 hr at room temp. 

washed with TTBS and H20 

added TMB, Hρ12 (100μ1 / well) 

stopped by 2 N ~804 

measured at 450 / 655 nm 
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HO・C-COOH
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Hoocp同

HO・y-CONH-yH-COOH

HOOCC同防

?同
COOH 

βCitryトD-glutamate (13・CdG)

COOH 

P同
CトもCONH-CH-COOH

N-AcetyトL-aspa口ate (NAA) 

?OOH 

C同
♀ト七

Cト帳ONH-CH-COOH

N-Acetyl-L-glutamate (NAG) 

yOOH 

yOOH 円

判例
CトもCα~H-CH-CONH-CH-COOH

N-Acetyl-a-aspartyl-L-glutamate (NAAG) 

Scheme 4. Acid compound Immobilized ELISA 

for anti -゚CG Ig 

?ON地
。ト七

。ト七

Cト明ONH-CH-COOH

N-Acetyl-L-glutamine (NAGln) 

?ON同
ç~ち

HOocp向。同

HO-y-CONH-CH-COOH 

HOOCC同

。...Citryl-しglutamine (゚-CGln) 96 well plate 

added ゚ -CG I RB8 P (50μ1/ well) at r∞m temp. for 2 hr 

w詆ed wi1h H20 

blω<ed with 法im llilkat r∞m temp. for 1 hr 

w詆ed WiE TTBS and H20 

added first anti凶dy (日~/ well) for 2 hr at room t91lp. 

w詆ed wi1h TTB8 and H20 

added 田∞nd anti凶dy (:D μ1/ well) for 2 hr at r∞mtemp. 

w詆ed wi1h TTB8 and H20 

added TMB, H202 (100 ~ / well) 

stopped by 2 N 同S04

measured at 450 I 655 nm 

COOH 

?同
?同

ト-CONH-CH-COOH

N-FormyトL-glutamate (NFG) 

Fig. 2 Structure of -゚CG-related compounds 
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いかと思われた。尖験の市lljJAL および)ラー去さ

免疫 3 ケ) J 後、 1-分に抗体イI lI iが 1..がっていることを体l認して全採 1 (11.を行い、 33 9十

{耐火沈殿により 19G 分 pllÎ を ?!jzた 。 れJ二 られた~þjL [(11. Nj の午、lj: )1とI't を{~ -CG を ~m(ì物とし

80 

60 

40 
一・- RBSP 
-O-~トCG

NAAG 

一口-NAA

企 C it

-�-Glu 

(
E
C
B也
、
E
C
C
山
守)
d
.
0

た ~}.j'l0 ELISA で検IH した市lliMJ; 、)î_Q念ながら遊14t の/] -CG を ìF独でli.必 IU~する抗体は

またt/[1(11. 11'1 にはキャリア、ータンパクであるかまれていなかった(data n o t 討hown) 。

をリガンドとしたア{う -CGサイログロプリンに刈するわI体が合まれているため、

このあij裂によってれ;=られたフィニティ ーカラムによりわ'L () -CG HL休をネ1121 した 。

日 -CG がタ ンハク ft に結合した状抗体のJxJ~~'lt を J51介 ELISA で検IH したところ、

20 
さらに午、Ultlf| : を検 IHするために態のわ'L)~~ t を lidl識するわti体であることがわかった。

1∞ 

Fig.3 Results of competitive ELlSA for rabbit anti -゚CG Ig 

1 10 

Con誅tration ofcαnpetitor 
(l..l9 Protein I川)

RBSP /) -CG 飢(以化イマ物をサイロ グロブリンと)'~なるキャリアータンハクである

y) 
。これを istィマ物とした成介 ELlSA によりにハフテン化し(t，I，}店主J'I似化 fY物/RBS P ) 、

日 -CG/RBSP とよ1立も，'， :J い存1liその市lli 米ーとの ;711分半!?製したわ L体は、l ,lj: )'~'Iゾ 1 : をMI~I;.忍した 。

介 '1"1:をぶしたが、仙の H'J治安ú似体/RBSP ともわず、かに以 jぶすることがわかった(data

そこで行 -CG 知似化介物/RBSP をリガンドとしたアフィニティーカラnot shown) 。

このわ1体について 1 11 び/) -CG 知似化介物IRBSP を続介物としムで l政/;'J} * ， 11製した。

Table 1. 50 % Inhibition of rabbit anti βCG Ig 
Fig. 3 でぶすようにほほ {1 -によって特民性を検討したところ、た }ij{ 0 ELlSA 

生体|勾にイパ[:が{itil認されCG/RBSP 特 .W- (i~に JX: Jぷする抗体が利= られたと jぷわれた。

Concentration 
(ドgProtein 1m) 

>>100 

ている NAA司 NAG 、 NAAG， Glu 、 Cit/RBSP はノト [11[ の実験系では 50 %統fT1111'11 7 さ せる

Competitor 少なくとも {1-CG/RBSP のがjii;; を添 )JIIできなかったため I I ~仰にはわからないが、

6 

RBSP 
-゚CG/RBSP 

つ:ーイ本 |人j で、，'，'，'J rl住民イバ1:が1i告し認され1/1 000 以ト.のお凶 lれしかないことがJ;fはりされた。

48 

40 

-゚CdG/RBSP 
0・CGln/RBSP

NAG/RBSP 

{) -CG が11)のに刈し、ている Glu ， NAA でjJ以内か lltがあくJ 10μ ll1ol/g ti ssuc である

0,5"" 1.0 ~mol/g tissue に述する 1 2 ) ことを弔えると、 }/d本の4jjtj込れに 1 ，lId lill はないので

>>100 
>>100 NAAlRBSP 

はないかと以われた。 なお続介 ELISA の市川以:から"(;( 11 11 した 50 %ISll'， Î;: の市l|i 以を Tablc

>>100 NAAG/RBSP 
ノ?| l 11114 また Fig.4 でノj七すように、 HL)~;t を 1 ， 1 ，川11イじした ELJSA では、1 . にまとめた。

>>100 

>>100 

NFG/RBSP 
NAGln/RBSP 

べたぬ IJ t:11付のわ'W;i の 11 1 には /) -CG/RBSP 以外特山内にlLgliE されるわ'W~t は(/イ 1:してい

>>100 CitlRBSP 
なかった。 以トーの市Ili~とか ら今 1"[ 1~;' られた抗体はタンハケ民にアミド結介した/) -CG 

を村民i'1{J (こ lidl殺する抗体であることがわかり、示11 織染色には川いられるのではな
>>100 Glu/RBSP 

11 ハ
U

唱
E
E
-
-

‘



fibrillary acidic protein(GFAP)t/C {，本 l幻(DAKO)を川いた。

ラ ッ ト)()Jì~の初代I庁長( 2 ) 

IX) Adler らPettmann ら l 州、 Skaper ら 1 7) 、新 'I ~ {[- ラットより大脳を ll~ り n\ し、

ヒンセ ッ. ì'f[)の&:公を加えて行った 。 UJj微鋭|ヘRiopelle と Cameron 1 り ) のノ'j?L に

卜を川いて髄版や 1(ll ~Y~; を|徐ぷ後、判1 1f.f: t亥 (fls{，'l を ll~ り /1\ し、 0.025 % trypsin-O.I mM  

C , 10 分処JIH し剤11胞を分散させた。 M ，k~ 処J;11~ したEDT A-0.008 O/C DNase I で 37
RBSP 

-゚CG/RBSP 

NAA/RBSP 

NAAG/RBSP 

一一・ー一
一一0ーー
一一「企一一

一一一合一一
組織をレ ンズヘ}イトーに通し大きな見を除去し市11111包懸~~;)*伐とした 。 制 II J1包はあ ら

0.1 %ホリオルニチンをコーティングした|汽何 18 mm かじめ 0.1 %ゼラチン、CitlRBSP 

Glu/RBSP 
-

F

 

0.7 

0.6 

(
E
c
m
m
∞
三

c
c
o
m
-
S
.
o
.
0

0.2 

0.5 

0.4 

0.3 

0.1 

2 X 105 ce ll s/we ll の納IJJ包件Jのガラスシー ト(山城仰のを入れた 12 í'(フレー トに、
0.75 1.5 3.0 

Concentration 01 acid compound (μ9 protein I ml) 

0.0 

Cのインキュベーターでよ庁長維持した。)支に調製し、 5 %C02 を合む空気ト ， 37 

lì'1地交換は 2 I 11l)~ 10 % FCS をプマむ DME tì'~' l山をJf l いた 。 なお、j垣市の防長は、Fig. 4 Acid compound-immobilized ELISA 
に行った。

(:1 )細胞の|114lとおよび染色

1IIIft絞をffむ 10 % 4 o/c carbodiimide Jì円安市fll !I包を PBS(-)で 2 1 11 1洗沖した後、
ラ ッ ト大)]ì近の初代前益や 1 1料調11)1包における [1 -CG の川イ1:

-，ぜPず

ー日 1)
日ー

ォ;

0.5 iillfホルムアルデヒドr~液 (4 %ホルムアルデヒドを合む;ナカライテスク )

ぐに冷却した 5 0/<-附:-20 宅ilntで 30 分 11 \J処.fI IJ した 。 次に、ml を作 weJl に )JII え、
ラ ッ ト大)J自の初代的益伊1 1経常fl lJJ包 11 1 の作 J~作

(、で 5 分 1/¥J -20 メタノ ール 0.5 ml を各 wcll に 0.5 ml ずつ)JII え、

処:E1H した 。 保存被は 0.15 M NaCl と 0.1

同支をイケむ 95 % 
大JJ出の初代的益判1 1どの奈川胞に [-3 -CG が )111 {I:するのか剤IIJJ包免炭化予IYJ に検討した。

Tris-HCI をイマむ 0.05 mM  弥 Triton-X帝f:剤 II)J包は、ニュ 」一 口 ンの仙にアストログリアやオリゴデン ドログリアなども合み、

Cで似存した。buffer (pH 7.6) を川い 4
11 1 村毛布 1 1科系の刷先に;11 \'i\'o に非常に近い状態でJ:ì'~'主主できるイJ 川な夫験系であり、

以ドの T~HI!'Jで行った 。 1 ， 'il fË?芥の剤 11胞を protcin blokcing agent (PBA, 染色は、
!よく川いられている 。

Lipshaw) を) 11 い計百lllで 15 分 11りブロッキングJ栄作を行った。以後の操作は千年 wcll

ら 2(J j のノ'jiL にHsu スライドガラス卜.で行った。からガラスシー トを取りだし、
:たjE食材料とノhl~

従いアビジンービオチンーアフィニティ ー (ABA)法で抗体以jぷft を検 li l した 。 以

.}/[体として、 tiL [-3 -CG 抗体あるいはわ'c MAP 2 抗体、ドに 11同111 に述べると、す7
( 1 )実験材料

ネガティブコントロールtJ'C GFAP 抗体をそれぞれ川いた。 なお、抗 NF H[{t 、
午後 24 11.'):川以内のラ ッ ト新 'I :.{[-)寸断を夫験に供した。 判l終末HIJI包マ ーーカ ー と

.H[体としてj l!を免疫する f}í1 に I制黙しておいた免疫 I}íj 1(11 Ntを第(:3 -CG として、‘lu L

れ
υ

lì l(Amersham) 、2) Hc イ本2(MAP protem asぉociatedmicrotubule 1/c して、

もしく

はビオチ ン431l識ロパ抗ウサギ IgG 抗体 (Amersham)をガラスシーー トが従われる

いたo !1'}抗体にはビオチン保l識ロバ抗マウス IgG 抗体 (Amersham) 、
またグリア剤1111包マ 』ー カ ー として抗 glial1 4)(Sigma) を、neLII叶ïlamcnt(NF) t/[体
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ように約 70μi を泊 f し '4fiJIllで 60 分間以Jぶさせた。 おu争後 Streptavidin-peroxidasc

conjugatc 1試柴 (Boeringer) を 70 ド I y，:;~ 1". し、 30 分川 Jx)ぷさせた。 発白川 J4il主と

して免疫組織化予染色l試薬システムキ ッ ト IMMUNOTAGS (Lipshaw)を川いた。

そして発色ぷ伐としては 3-amino-9-ethyl-carbazole (AEC)を佐川し、 ノ~y)tにより

1c~ を仰， 1 .. した 。 サンフルの保存は、 20 % グリセリンで玉、!人後ノk分がぶ発し

ないようにガラスシー一 トの J r'iJ りをマニキュアで封入した。

実験の高lリJ;および巧-祭

Fig. 5 にぷすように、形態!'1~に付1*毛布ITIJI包の特徴をt、千つ細胞のうと-起および市111)1山本

の Irlrj )j が、 }/L N -CG 抗体で強く染色された。 これらの細胞は神経細胞の特児(I~J マ

・ー カ 』 である MAP 2 や NF に刈-するわti休で染色されたので、 MI終末111)1包と与えられ

た 。 . jj 、形態(I~に神経剤11)1包とは見なる市111)1包は、グリア剤11胞の特 .'N !'I~J マー カーで

ある GFAP に刈aするわfL体で染色されたが、ゎ'L f) -CG 抗体では全く染色されなかっ

た。

また、t/L f~ -CG 抗体による剤11)1包免疫化学的検討をニワトリ似品初代的益tll'料剤 11

Jl包でも行ったが、 ラット)(JJì当初代Iff 主主や II ~細胞での存11;;↓J， と IlîJt.長に、神経市111胞のみ

が村民的に染色された。 さらに、料IL1HI句に HL jj -CG f/L体で染色したところ、ニワ

トリ制 15t初代れよ定例経市IIIJ]包の分化・ j戊 iえがjfuむにつれて、より強く染色されるよ

うになった(data not s hown) 。 これらの紡*から、 {l -CG はtql~制 II Jl包に特見n~ に({イ1 :

し、ネ11 1粁剤11胞の分化・成長に作って I'，，'J 波山となることがI~ J らかとなった。

14 

{ω (b) 

(c) (d) 

(e) 

Fig. 5. Immunocytochemical localization of ゚ -CG in neuronal 
cells cultured from neonatal rat cerebral co吋ex
(a)-(e): Immunostaining of the neuronal cells cultured for 5 days 
(x200). (a): antト0・CG antibody, (b): anti-MAP 2 antibody, (c): antト
NF antibody, (d): anti-GFAP antibody, (e): preimmune rabbit serum 
Bar = 50μm. 

15 



第三節 小括 r>Y，・ a 、'，._

~J -', 1- レチノイン般により神経制胞に分化，i元将した肝'ltJW均剤11)1包 Pl9 における

I~ -CG の )II]{I:

。 -CG に対する抗体の作製を試み 13 -CG がタンパク質にアミド結介した状態の

抗原を認識する抗体を符ることが出米た。 この抗体を精製する事で小体内にr了;在

が知られている ß-CG の構造類似体にはほとんど反応性のない、。 -CG に特見的

な抗体が件られた。

千日られた抗体を用いてラ ッ ト)..:JJ内の初代培養作1-1経細胞、ニワトリ制金初代J:g­

主主十'1'終細胞(data not shown)における日 -CG の局什:を検討した結果、神終細胞に特異

|刊に存化し 、 相 li終細胞の分化・成長に伴って|的農jぶとなることが明らかとなった。

以上の結果より、日 -CG は神経細胞が分化・成長する時期に神経細胞に局什:

することがわかった。

zn ポで、 I~ -CG はラット初代Jì刊主制l続出111胞を川いた高III Jl包免疫化学n~検討で、 trjl

経細胞のみによJれする 'ji をぶした。しかし、新'I~� [JJì~からの初代防長州l経制IIJJ包はす

でに神経細胞になることが決まっている剤11胞の成長段附での )1μI~ を凡ているにすぎ

ない。そこでレチノイン峻により神経細胞に分化説導できる)J{牧師泌細胞“P 1 9" を

t'l'約束111胞に分化させた 11寺にも I~ -CG が神経剤IIJJ包に )11J イ 1:するのか何か検討した。また

PI9 から分化した判1 1粁剤11胞の成i毛に ír い f) -CG 濃度がどの係に変動するのかも，Ol~べた。

,f,
li h

}
u
 

r
i
J
 

H川
河 レチノイン峻誘導した PI9 剤 11胞における [3 -CG の剤11)]包免役-化J河川介ぷ

)J{'I.fl~服泌細胞である P 1 9 21 )は、通常J|:?i? にj:'(I ~lHtの 117i い制 )1包であるが、レチノ

イン般イ{-イj: ト， :~ "-' --J-1 1 1 日 l の i疑~% l庁長により神科高IIIJI包へ分化成将でき、さ らに 判 1 1

粁ネットワーク形成まで I'f -ê，l できるイ() IJ な制 Ú~細胞である 。 F i g. “にぷすように

レチノイ ン限誘導した PI9 は、大きく 3 fiぽtIの形態の市I HJJ包、すなわち線維ル+;附11

!I包、神経剤IIJJ包およびグリア制IIJJ包に分化する め。 まず、 シトシンアラビノシド (CA)

無添加|では、 11秀平:j-後すぐに線維ぷ様市111胞が、説得後 1 '"'--' 2 r 111 には例l粁市111胞が" 11, 

-ê，l し、 9 ，...，_， 12 11 引まで突起イ，jlh~が起こり シナフスを形成する。誘J持後 -1- '"'--' ;) 111-1 

にはグリア市III JI包が反れよ??ダ，i'i を繰り返し、 9 ，...，_， 12 1111 には収益 Illl の氏 -1M を従い J~Z

くすようになる (Fig. � (a) CA-)o CA をM~)JIIすると、 3 f'事実rlの細胞が IIÎI じ)11(1 J r;で

1114lするが、グリア細胞の Wl:'i[l'[が JIIJ fl Jl I され、その 11 \引ががJ 3 11)出れて '1 I.j=(1" Jでは

あるが州l経系Ifl Jl包が町山なれ主主が 'IJ能である (Fi g_ � (b) CA+)。このようにレチノイ

ン般湯引により神経細胞に分化させた Pl9 奈川胞における/) -CG の細胞レベルでの

)11げ 1~を抗日目CG 抗体を)1 J いて剤11)1包免疫化予的に検 i討した 。
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0.1 mM  EDTA-0.008 % DNase 1 で 37 oC 10 分処開し細胞を分散させた。 1特素処

月!した組織をレンズペーパ』ーに通し大きな塊を除去し細胞懸燭液とした。 細胞
(days) ー12 9 7 5 

0.1 % ホリオルニチンをコ ーティ ング した|白:径% ゼラチン 、はあらかじめ 0.1

の市[Il!l包信義用ガラスシ」ー ト(行#REìrjチ)を入れた 12 ;I(プレー トに 2 X 1 0月18 mm  

(a) CA-
|市@叩Iíù@U@ @@O(Q] 

+J  
〆/ /〆ノ〆ノノ〆 T .II

4 〆〆〆/ /〆/ノ〆〆〆 1 1 2 
ノノノノ〆ノノノ〆〆ノノI

'〆ノノ J 〆〆ノノノノノ .，f <二Flbroblast-lI ke cells 
J 〆〆〆〆〆〆 J 〆〆/ ..... 

， 〆ノノノノノノ/ / / /イ < Neurons 
〆/ / J 〆〆/ /〆〆/ /. 

:;;|InductionI ~ ~ 1 
，〆ノノノノノノノ〆〆〆 q

'〆ノノノノ/ノノ〆〆ノノ.

4 

C のイ ンキュベーター5 % CQ， を含むや気 F 37 celJ s/well の細胞信広に調繋し、

(b) CA+ 
肉@UU Iiil@U@ @@U@] 

t 
で維1.1: した 。 なおよ計養液は 2 日ごとに交換した。

C~Ql~i i1@ ~lT~lbli ll'il@~idl@ 

t (:-3)細胞の |市|定および染色
(days) 12 

� 

9 7 5 

第二節(:-3 )に従いfiった。
一τヤエ
I手 、第

二二三〉

くご Gflalcells

4;;;;;;;;;;;7 

;;;;;;;;;;;;!司直as…IIs
〆〆ノ〆〆〆/ ~・ ー二 Neurons 

:;;|InductionI ~ ~ 1 
〆〆〆〆/ 1 

叫
4 2 1 

実験の結果および4考察

Fig. 6. Typical growth profiles of three types of RA-treated P19 cells 
(a): Under the conditions in the absence of cytosine arabinoside (CA-) , 
(b): Under the conditions in the presence of cytosine arabinoside (CA+) 

形態的7 (a)に示すように PI9 をレチノイ ン般誘導後、Fig. CA)ド存在 1'" では、

に神経様細胞に分化した細胞の突j起、調iI!J包体の l山jみが抗 日 -CG 抗体で特異的に強
d~験材料と )J法

7 (b)(c) にぶすように、.J1L MAP 2 抗体これらの神経阪細胞は Fig.く染色された。

や抗 NF 抗体でも染色された。 7 (d) にノJ之すようにわI L GFAP 抗体で染

これらの.J1[ !3 -CG 抗体で全く 染色されなかった。

Fig. しかし、

色されるような非神経細胞は、
実験材料( 1 ) 

!凶作JHt協系lilJJ包 PI9 は American Type Culture Collection (ATCC) より入手した。

-致し、

。 -CG がレチノイ ン酸誘導した PI9 でも神経細胞のみに局在することをぶしてい

ニワ トリネ~l長初代情養神経細胞で、観察された市!?果と結果は、ラ ッ ト大脳、
:館jで川いたものを佐川した。tfi ,',: 

• 1.1 
1 .、IÎ式~さて手はおその仙のわti体、

レチノイ ン酸誘導する l~rÍの P19 細胞もまた 、

る 。

以ドにその

( :2 )剤I IJJ包 .t;，~.益および、 P19 の神経剤II JI~~.秀導

. ì'fI)の改変を川|えて行 っ た 。McBurney nJのノj法にRudnicki と

百I~の細胞が弱いながら染色さ

一部の細胞内に少民ながら f-3 -CG が白花する IIJ 能'f''f:れ、未分化な P19 細胞でも、
l' I ~ ~ J，....~ I l'μI~ ， 11.. 
JllJ 1了iム<.)1 1 ;m J1;;り庁長は P19 制11胞が非常によVIFlit性tS約を述べると、

を示唆した(data not shown) 。
主主によってド 17Cl切に級々な剤11 胞 に分化してしまう下がわかっているので、

.)~ 2.5 % FCS と 7.5 % calf serum (CS)を介む α -MEM で縦代前益し、1 "-'3 11 に

1 '1発的な分化をf[iJえるため 11 11 米るだけ京IlIII包が低符皮な状態になるように維J、?し

o (a) にぷすタイムスケジュールで行っ た 。判 l 料剤lI JJ包への分化 l涜導は Fig.。た

の剤11胞を 5x 10-7 M a1l -tr，μI1 S retinoic acid (S i gma)の人った 2.5 % FCS 1 x 105 cclls/ml 

と 7.5 % CS を合む ct' -MEM Jì'f地で p\作 100 mm の )1 = 市IUJI包 I庁長川シャー レで 96

0.025 o/c trypsin-l流将 4 1 111 に剤f! IJ包凝尖塊を 1 1 ~ r 以し、1 1 、Hill維持し凝_it.l:庁長した。
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{ω (b) 

, . 

(c) (d) 

(e) 

Fig. 7. Immunocytochemicallocalization of ß・CG in the RA 
treated-P19 cells 
(a)- (c) , (e): Immunostaining of cells cultured for 7 days. 

(d): Immunostaining of cells cultured for 5 days. (a): antトß-CG
antibody, (b): anti-MAP 2 antibody, (c): anti-NF antibody, (d): anti圃

GFAP antibody, (e): preimmune rabbit serum Bar = 50μm. 

20 

tfi:節 レチノイン般l沈吟ー した PI9 剤11胞の判jr粁細胞分化における/) -CG の変動

|)Mfjでラット、ニワトリ初代I庁長村l 約制11胞のみならずレチノイン円愛読導した

PI9 から州統制IJJ包に分化した制lIJJ包でも f) -CG が )11) イ I~していることがわかった。次

に PI9 から神経常1J1JJ包へ分化を l涜砕した11 ，'1'に、 日 -CG 波jぷがどの級に変動するのか

検討するために、 レチノイン 1峻1唆愛あI誠涜ヰ砕導手手:した PI円9 を川い fi -CG ~泌民ωfJ皮交を lH:「L介'，'jl 

トクグF ラフイ 一 (川HPLC)で終|川1，山、』午訂'H刊:イ哨(i的!内句に l対沈iとヒ二ご，;川1Jパ:i; した。

実験材料とノj法

( 1 )尖験材料およびI庁長条件

21: 市、加 αjに従い PI9 をレチノイン般 l沈砕しやIr約束111胞に分化させた。

ただし、 Iff益は 100 mm のI庁長 Illlで fiい、経 11日1\) に細胞を 1"1 i以しf) -CG のl'fl~分

半Ilí~ を行った。 また例|終調IIJJ包リッチな条件を作るため、 RA ， 1秀 J持後 2"'4 1 1 1 1 ま

で制JJ包IW刑 líll'， Îf斉IJであるシトシンアラビノシドをlì'1地に添加|した。

(2) llUdijィ刻本クロマトグラフィー (HPLC)による f) -CG の定 il;;

来IJ1 JJ包からの !i -CG のj:!l ltl \はは!1.it 12)に少しの改変を)JII えて行った。 その操作

了: JlltI を Schcme ，).にノjミす。 市!I IJJ包に 9{;?ii;; の 75 %エタノ 、 ール、 0.01 M Tris 出械

を力11 え、ホリトロン )~I~ホモジナイザ」ーで剤11胞をホモジナイズした。 30 分 I/ \j 4 じ

で、 i'({t i;'L した後、ホモジネー一 卜を 10 ，000 rpm で 20 分 1111法心分14m した。 1 '.Ní を lG

イオン尖131カラム、 Amberlitc IRA-400 formatc form (Q,7x 1,5 cm, 100-200 rnesh) に

アフライしf) -CG を結介させた。 沈j肢を 9{fflfi; の 75 %エタノール、 0 ，01 M Tris 

出版に 1 1 }懸測し 10 、000 rpm で 20 分 1111述心分i縦した。 1'. 11'1 を 1 r iJ じカラムに 1 1 }び

アフライした。 カラムを 75 %エタノール、ぷfYi 水、 0.5 :\ギ恨のJiI氏でおt沖し

た後、 3 :\ギ般でj利 1\ した (1 ~II以本 72.9 %)。また、 HPLC での分析条件 24 Jは Table

1) に /Jミす。 沈ibf1 を 1 N ノk同変化ナトリウムに的解し、 Lowry らのノjn~ 25)に少し

の&変を )JII えたタン八ク定 li: キット (Bio-Rad) を川いてウシ J(IL Ní アルブミ ノ

(bovine 児rum albumin; BSA)を保冷とし、タ ンパク ，['1: 1/~~}Jf を測定した。
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実験の京llf米およびJg-祭Scheme 5. Determination of かCG by HPLC 

homogenized with 75 % EtOH, 0.01 M Tris 
DNA 、 lí たりの !1-CG :d~は I庁長 4 11 CA J&U;ß )JII(O )では 、8 にノドすように、Fig. 

extracted at 4 oC for 30 min 

II r I 以降の泌J}，t の減少は、この 4その後徐々に減少した。ハ までは l\YI)JII したが、
10,000 rpm for 20 min 

神経剤1 1胞の1 1 11 以降急激に 1\"Î }J[) してくるため 、グリア剤IIH包等のIW州'1"1: の剤 1 1胞が 4

~~かけ I~減少しているように比えるのでは情益 Im' l ' に ， 1 ，- める訓介が少なくなり、

そこで市111 1 1ω川'1111) 1 1内庁IJ である CA を添加 1 (.) して J I : ~II経論11胞のないかと推定した。

DNA の泌)ぷ変化を検什した。相 1 1経細胞の分化 ・ 成長に fl~ う/-3 -CG よ円抗r[ を打IHljlJ し、

ppt … … %日叩一E日m悶…tの削川O飢山…H川山OωO引1

10,000 r巾pm for 20 min 

cell 

sup 

これはJì円安、 !? たりの/) -CG : ， (はよ庁長 4"'-'7 11 1 1 ま で非しく 1\"'I)J I I しその後減少した。

111 1. ' 1 1 にイバ1:する 判|経系IH胞の成長とパラ レルであった。applied to the Amberlite IRA400 (100-200 mesh) formate form 

6 に / Jミすようにレチノイン般"秀洋によってえきく-印、j Fig. 汀3P1 9 は217: 市、
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washed with 

線維JJil茶剤lIiJ包、や 1 1経剤li ll包およびグリア剤1111包に分化しれ益 r 1 数にイ、I~- って成長する 22) 。

の粁 11 、j: (Il，_] jt化この() -CG -Qfj で述べたわ'L f) -CG 抗体での染色系1li以と、ワ;. t夫、31 
eluted with 3 N formate 

その分化 ・ 成長ー と jh に， '， ,'] (-3 -CG が判1 M:剤1I!l包のみに特 .W I'I~J に fバ1 : し、の市llj JJミから、
evaporated 

波j斗ニ となることがI~J らかとなった。

一'一一一-0-一一一 CA( ) 
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米 non .nducllon 

T • 1工、
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washed with water 
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residue 

上ヤdi出似…i氾邸S釘S
HPLC 

1 

Table 2. Analytical conditions on HPLC 

TOSOH TSKgel ODS-80Tm : 250 "'4.6 mm column 

8 

Days 

Fig. 8. Changes of -゚CG in the RA treated P19 cells 
The ゚-CG level in cultured P19 cells was determined 
by HPLC. Values were corrected on the basis of the 
recovery rate. Data are expressed as the mean :!: 
S.E.M (bar)values for three samples . ・ ; CA+, (J ; CA-

4 。-4 

。

O. ﾎ % Phosphoric acid 
ﾎ .5 mM Tetra-n-butylammonium phosphate 

0.7 ml / min 

30 
30 min 

mobile phase 

lonpalr 

flow rate 

temp. 

analysis time 
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Zf} r3 -CG の水Ilif!イ本における組織レベルでの解析

PI9 をレチノイン限誘将し判|経常I !l JJ包に分化させた場介でも、f) -CG は判I ff:剤11

JJ包のみに )1 1) イj:することがわかった。 この新民はラット大Jlì近、ニワトリ似長初代Iih

主主神経細胞で飽12ざされた市，'i* と-殺するものであった。 また染色系lリ占では、形態

(I~) に州統制IIJJ包阪の制11胞がほとんどすべて染色されていたので、日 -CG はヘテロな

~卜"1 である神経剤11胞に共通して存イ1:する l可能性をぷ 11変した。 さらに、 PI9 から分

化した例l粁布111胞の分化・成長に作い、{-3-CG 1，間交がどの燥に変動するのか検討し

たところ、やはり神経細胞の分化・成長にパラレルにその濃度が卜~'r 1'. した 。 これ

らの市ll;以から、ラット大JJì~、ニワトリ似長初代J庁長tljl経剤IIJJ包での結果と 1 1 îJ級月一CG

が例l粁市IIIJI包のみにイバ1: し、その波jぷは trjl 終車IIIJJ包の分化・成長にイ、I~ い卜.ケlLすること

がわかった。

lìü 市までに )J肉では判 1 1終細胞のみに /j -CG が川イじすることを I~J らかにしてきた。 し

かし脳は神科細胞ひとつにしても段々な機itip- を JJ!とった多祁類の剤11胞から陥成されて

おり、相 1 1科系111)]包における jj -CG の 'I:， DH作川の解析が|水|燥である 。 そこでニワトリ 11民

球 11 I にも j-] -CG が尚波山弁イじすることを凡 11'1 していたので、"以来日織における(1 -CG

の )1 Jイピについて '1下期 11 に検什ーした。

31-ぽi ニワトリ IIhU求の成長に{l う {j -CG の炎化

ニワトリの脳と IIL4 J~<の成長に伴う ij -CG の変化を l調べた。 ニワトリは卵の '1 1

でほとんどの以下fが形成されて生まれてくるが、その JJ川允 '1:: はj滋絡にコントロー

ルされており、仙の動物穐に比べ|以来1 L織が大きく解析には~f nlsf"ìである 。

実験材料とノ:j l1~

( 1 )実験動物

1
1

1 色レグホンの鶏卵(兵) Iì (ハイチック(株))を尖験に供した 。 !Wf0li には I/IWJ

'1弘 91~ 装，，'::ィ、 J ' きの駒91~ 以 (11行手11 フランキ研究所)を伎J I j し、 Fig ， 9 にノJミすタイム

スケジューサレでおiJ ï守した。 山内 il"UJt 37.5 ぐ ::l:0.5 C 、れIIU交 58""-'68 %の通公の

良い 11汗宅で解明t させた。 鶏91'1 のとがったノjを 1'. にして項li仲に íi' i: き、ニワトリ Jlぞ

が策以!以に総J守するのを|りj ぐために、 1'] 動転倒、l尖山で 1 IL'illl1 ごとにがJ 90 11弘

卵した。 また、解卵 IJfJ始後 18 1111 から僻化するまでの約 3 IIII \Jは '1弘卵を停止し

保11111 した 。 解化後はノt< l之び、d， iJ~~I， を(1 111 に阪 11)( させftiÎ] ff した 。
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Scheme 6. Determination 01 ゚ -CG by gas chromatography 検卵
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homogenized with 75 % EtOH, 0.01 M Tris 

extracted at 4 oC for 30 min 

10,000 rpm for 20 min 

( ~ ) 11民球の j'I;~j 111
1 

jJ{ をザ |、'J "設から j'I;~í 11 11 し、 11以不1 .J 1 J ハサミで|析以後 n民球を 11河川した 。 また、 ヒ ヨ

コは 1 1μ不1 .川ハサミで断以、切断した:i11i711 を数秒 I/ \j 80 % 前 dJJIJ エタノ ールにもJ，

すことでや]f:の JI ~ I放を l í ll ，， : した 。 }lJ1 1支を切lJþJ しヒ ンセ ッ トで 1114球を姉j ill した 。

(:す ) ガ スク ロマ ト グラ フィ ーによる /i -CG の店 iit

組織 11 1 f) -CG のえとはは、 wtに本側完本で純白されてい る ガスク ロマト グラ

フ ィ 、 - YLにより行った。 この jjtL を Scheme t).にぷす。 組織を 7S o/c エ タ ノ ー

ル、 0.0 1 M Tris r1d波でホモジナイ ズ し、述心分断した "-Nf を Amberlite IRA-400 

fonn に通し /-J -CG を帝l liry させた。 75 0/('エタノ ール、 ぷfY{ ノk 、 l N ギ般でおt 7'f1 し

た後、 3 N ギ般で治 1 1 1 した ( 1 1 1 1 1JX }.苧 82 %)0 (-) -CG の 4 つのカルボキシル)，Çをメ

チルエステルとし、さらにノk般)，~をトリメチルシ リル化後、 ガスクロマト グラ

フィ ーで測定した。 訓IJ Jl:条件は 2.S m の 1 % OV -17 (Gas Chrom Q ,80-1 00 mesh ) カ

ラム、 inj ecto r temp. 300 ( "' 司 column temp. 270 C , N2 ガス 20 ml / min, FID とした。

v 
sup ppt 

pended i …o… 
10,000 rpm for 20 min 

applied to the Amberlite IRA400 (100-200 mesh) formate form 

Fig. 9. Time schedule of eg9 incubation 

washed with (75 % EtOH 

I water 

¥ 0.5 N formate 

eluted with 3 N formate 

evaporated 

residue 

methylesterificat 

sililation 

:iミi験車lり↓)_およびJ51さ

ニワトリ受本r'í0 1 ~ を 37 C ~I昨9 liml i l で~rf01~ させ、解01~IJ �J �f� 6 I 1 I 1 から併化後 I S

111 i ま での 11以球および脳を終11午1'11，)に採取し、 (-J -CG :， t を 1と lit した 。 京lli沢を Fig. 10 

にぷす。 ニワトリ脳内(3 -CG 泌jぷは、 1附昨9釧卵I~川d川叩IJ山j別H似k始fì lω0 '"'-' 1凶61什i 七引rIをヒ - クに .J過t品仕凶~I[計げJ↑V竹|↑["ゾ/

川後、〈心;ぷl;辿必に U減北少した 。 ラ ッ トは脳が木剣な状態で !I ~ まれ、午後日以の )J父然、や1 1経

細胞のネ ッ トワ ー ク形1戊が1起こるのに刈し 、 ニワトリ脳では、 W?イヒ I}íj に脳の成熟

が起こり 、 神経細胞ネ ッ トワ ークが形成されて ' 1 :. まれてくることが'I=I J っ ており、
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。 問@U@[Ìù

Lens この市llj栄はラット 11出での /j -CG の挙到J と 111j段、ニワトリ脳でも神経の分化・成長

の II.J; Jm にf) -CG が 1" ,'J '{間交となり、その後減少することをぶしている。

. )j 、 11以球内の/) -CG rl.::l Jit は、山球の愉 /1\が III能な卵fÝl1 1J~Jýfì 9 1111 にはすで

に 1 ~ ，')波 J長山イ 1: しており、約化日まで徐々に減少するものの併化後もほぼ .jとの波

山を制f~n: したままであることがわかった。
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Fig. 11. The structure of eyeball 5 7 9 11 13 15 17 19 21 C・5 C・10 C・15
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Fig. 10. Developmental changes of ﾟ -CG in the chick brain and eye 

-゚CG was determined by gas chromatography. Values were corrected on the 
basis of the recovery rate and expressed as means for four samples (eye) and 

two samples (brain). The vertical bars represent S.D. _, eyeball ; 0, brain 
JI5店食ネイド|とノjyよ

んデ・ -ﾁ"Aｭ

!.-i .~以I J ウシ 1 1以球における (j -CG の分布

( 1 )実験材料

死後 2 11.'11 日j以内の食|刈 IJ の成， 1 二 (}JII ，'，.川食肉センタ 」 ー)から tl;~j 川した 11民球を、

強以(f{J JJ見以外の fill分を巡っている )1メい)J失)を除く 1'-つの ffl~仇(frJ )J英、山;彩、ノ1< i,,', 

体、イi!'j (-体、制限)に分け、冷凍仏げがしたものをソミ験に供した。

(2) HPLC による f) -CG の店 ilt

ヨ::「戸、 21:師、ì (2) に従い行った。
211: 市、 31 臼↑jで、ニワトリの発生初JVl の段階で、 1111球に日 -CG が i口~ tJ~)主作

イじすることがわかった。 11以球内の組織は、 Fig. 1 1 にぷすように、大きく分実見する

と flJ)]民 (cornca) 、 虫 L彩 ( i ris) 、 1J;長イ本 (ciliary body) 、 ノkill ll l体 (lcn s) 、 川j(体 ( vilreous 

body)、糾)J失 (ret in a)、制判l帝王 (optic nerve) の 7 つの ìtl~イ立に分かれる。そ こで、 H民球

のどの ;'fl~イJC にバ -CG が)11){I ~するのか検討するため、 )J文体のウシ 11以球を ffJ Jj英、虹彩、

ノklull体、イiì'j r-体、制)j交の大きく 5 つの ì'f l sイウ:に分けて (i -CG 濃度を比'1攻した 。
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実験車h*および)5'然

11以球|付の科 fillイウ;におけるパーCG 泌J支の定以来lljJ44 を Fig. 12 に /Jえす。

ノkilllll体、制)]丸山'j {-体、 f{J J1~1 ， 9! t:彩の 5 つの ì'fl~1\'f~ のうち、日 -CG はì::として

/1< 1111 1 1休に fバ1: し、その浪)えは仙のì'fl~イウ;に比べて 10"-'20 れも 111j波J主であった。また、

微 iitながら帝国政にもイパ1:することがわかった。 綱引見はもともと例経剤11胞を frむ組

織であるので、ここに f) -CG が f子山:するのではないかと予処!していたが、 11以球内

の fJ -CG のほとんど、が/1< MI休に({-イ I~ していた。ノkfI111休は fkilllll イ小;卜j支出IIIH包とえKl11l1lt本

線維市IIIIJ包とのただ 2 杭知の市111)]包よりなり、ノkhill休卜.皮細胞が '1~併にわたり Jp~IWf し

続け、総統制11胞に分化する特殊な組織であることが矢11 られている。

Lens 

Retina 

V.B. 

Cornea 

Iris 

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 

。~CG (μmoll 9 tissue) 

Fig. 12. Distribution of ß・CG in the bovine eye 
Bovine eyes were divided into cornea, aqueous humor, lens, iris, 
vitreous body and retina, and the ゚-CG concentrations in these pa吋S
were determined by HPLC. Values were corrected on the basis of 

the recovery rate and expressed as means for three samples. 
The vertical bars represent 8.0. V.B.: vitreous body 
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Fすずi~ 6 1,,-/,­

!A J 三 μn ノkllull休における t3 -CG の分布

23 心i、jでウシ IIU球に fパじする/) -CG が、 /水1<くυ11山山川l1hVlHdlJMl

を!リ別y引j らかにした。 水 lull 外;はJJJl '，~;~の組織と j'Qなり I(IL 1;'~; の{{イ1: しない組織で、 j(J Jl失と

共に透明示Il織として外ì'fl~からの yc; を制 JJ史上に結像させる役;ijリをもち、 11以の機能の

if(誌な引自を.j:llっている。水J1111休はノk fillll体卜.皮細胞と水 llHll 体総来日米1I1Jl包というただ

2 Fll飢の剤IIIJ包から~:t'IJ )J父される比較的 qt純な組織である 。ノkJIlll体 I:}文京111胞はノKIllJl 体

形成初Jm には L)支の全域で俗んによVI~jI'iするが、発 '1:がjftむにつれて Fig. 13 にノjミす

lft1Wi'I::; (gerrninatiyc 乙onc) と呼ばれる似城で|以 )It) して Jf'?JJi{ iするようになる 。 fl州|レい川J山川il川付休i の

プ允c'ぺ町1::が進むにつれてこの上1(?、》判t

)皮主で/付午I~ V訓d引粁H にわたり I附円州刑iがi料似i1古坂!丸必i1{l り j返起されている 。 ーノj1KIlll11休線維剤IIJJ包は、 ノKIll111 休 1'.皮

細胞がノkillll休が辺 1-. のが~J 1111 したぷ辺 ì';:I~ (Bow area)で形態変化を起こして級品H~状に

やIlk し、 11 1 心の核 ì'fI~の Lへ外から次々と取なるように形成される。分化したノkJIlll

休線維剤IIJ]包 (Iens fiber cell) は、 ~JU!1j II'~ しく ~~cダIJ しているが、全く l\"'I~"n'itì~ を火ってお

り線維化にイ、1': いミトコンドリアなどの剤II Jl包|人j オルガネラはもとより、 DNA)文び核

の Jú)壊を /1:. じることが矢11 られている 26. ~にこの織にノkfil11体は、その (fl~イイr:によって

μイ 1:する剤11仰やその市111胞の性ftが見なっている。日 -CG の/1< Illfll休でのよげ1:を検，;'J

することは日 -CG の 1killI l体での '1:. .f! HIY)役 ;jill の解 I~J に紫がるかもしれない。そこで

本節では、ノkhill体における o -CG の分布を l制べた。

Bowarea 
ト寸

Gerzinative乙

一+

2LZi川ve~

Fig. 13. The structure of lens 
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1111球|刈f) -CG の系統発生n句分イrî;r} IJLJ í:7I、j実験材料とノ/法

の系統允 '1 :.1'1句分布が我々のグルーフ により IljJ らかにさ.t1~ イ J: までに脳内f)-CG 

カエルm辺にコイ及びカメ jJ出にはガJ~'I二ラッ ト脳とほぼ|14411!Jit の濃度、2) れており
( 1 )実験材料

μ?31は IIHì乳企庁、はそのがJ 3 れの濃度の() -CG が (1イ 1 :することがぶされている 。
ウシのノ1< 1'1I川メを fl;~j ，1[1，後、凍結乾燥し Fig. 14(a) にぷすように、核 (Nucleuぉ)、

lfJi t手'[ ~物から 1'- ケ;i/11物この様に、雲氏と [11阪に低1K~}itであることがわかっている 。
被}.';J 辺 ì'il~ (Pcrinucleus) 、皮質 lìíî�11j (Anterior cortex) 、皮質後 ;'fïls (Postcrior cortex) 、

グlHj立 ì11~ (Equator; Bow arca) の 11:つの nls分に分;11 して (3 -CG の;限度をえiJU した。
-V 

，

、‘ 
'
 

!日出、j までの尖!鉄系山また、はイパ1: している 。までイベ変 fl句に jj以内に N -CG 

先tt之び、IlIÜ乳郊の 11民球内には I~ -CG が 1" ，'J 波皮イバ1:することがI~J らかとなった。 本自↑l

IIN球内のf) -CG の系統発'[:: I~"J分布を IÎ 、陥III に検 1 i"'J した 。では、

(三) HPLC による f) -CG の;七社

( 2 )に准じて行った。第 '- 1号、l の
. 、・， 二

'.1 -'，'-、ヨ:

'だ験材料と liIL
実験車lljJAおよびJ認さ

( 1 )夫験材料
その市lijJ4!a を Figの波J交をfi.: :，~: し、ウ シノKIlli11113; を 11:つの部分に分刻してパ -CG

1IIIj '1:: ~fIとし(chick) 、)\:ぽa1としてニワトリ111日乳飢としてウサギ (rabb it) 、
1KJill!休 I -.J支持III)J包から ノklullイ本線維細胞への分

化が椛んに起こっているぷ辺市 (Bow area) に以も 111濃度= にイパ1: しており、分化を

ウシノ1<，111 1 ，，0':::で N-CG は、1 4(b) にぷす。

てカエル(什og) 、 f(l~fi としてタイ (seabream) 、軟体動物としてイカ (squid) の

ニワトリ似たRはよ主鶏場より il立も新鮮なものを人11以球をそれぞれ尖験に供した。
終えて京IIIJJ包内オルガネラが消火しているとィ号えられる核 (Nucleuぉ) 1刊にはほとんど

イバI~ しなかった 。
タイ u民球及びイカ IIL~球はfü IIJ- J幼より以も新鮮なものを入手し尖!験に供し下し、

JJ~道 ;'il~ あ るい

f) -CG が以も lbi 浪)立μイ 1 : していた(data not shown) 。

ウサギノklull休やラ ッ ト zkill111休でも r ， îJ 級に、

はJJ~ 辺ì'í:l~ をプマむ皮質' の ì'fls分に、

また、

f{J JJ英、虫[彩の hつの ;'fl ~分に分け、制jJ英、 行ì'j {-イ本、ウサギ IIhl球はノk filll イ本、。た

. 1'11) をイマむ)、 {i�1j (イ本、イfl~ を合む)、制服(出[彩のワトリ ' IL~球は水filll休(虻彩のb) 

f{J )J~ の IJLj つイiìJj Jヘイイド、京|司jJ史、カエル IINJ~~はぷJill 体、f{J )J見の 1) LJ つの ;'fl~分に分けた。Nucleus 

イカリ民球はノkilll11体及びぇKI'1I111.t以外の 2 つの isill分に分知また、の (fils分に分けた。
Perinucleus 

それぞれ凍結保存した後に突験に供した。した 。
一一→4 Posterior cortex 

HPLC による {3 -CG の定 iii( 2 ) 
一寸5 Bowarea 

a) 

3 

I.¥. 
ノJニワトリの場介のみ、l

u
 

だた( :2 )に準じて行った。ー μ 1 1
(TT 
ン1 J 

-、'.r:.
1 巴?. ， ・、zn 

4 1 23  

酔CG(μmoll9 protein) 
。

の分析条件によるニワトリ 11μ球内 f) -CGHPLC 析条件に少しの改炎を加えた。

3 に /Jミす。を TableFig. 14. Concentration 01βCG in bovine lens 

a) Tt砲泊tJCtU陪 d 恰ns. b) Di舗ibution of -゚cG in the 凶W間断1S. TI砲
陶磁ヨs we陪ゆが1i随d and a.rt into t同 3 ∞はex r句ions， n凶eus and 

perinωeωw財1 a1e謝1ef凶ade aax>r甘旬 to tt砲同制わn in tt砲 figu陪.β
CG ∞~ntration was deterr刊n剖 by HPLC. Values we陪∞rrected on 
the basis 01 tt砲陪∞lvery rate and expreg:刻ぉ ræans f，αfour 
samples , The vertical bars represent 8.0. 
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Table 3. Analytical conditions on HPLC 

column 

mobile phase 

lonpalr 

flow rate 

temp. 

analysis time 

TOSOH TSKgel ODS-80Tm: 250X4.6 mm  

0.1 % Phosphoric acid 

2 mM  Tetra-n-butylammonium phosphate 

0.5 ml / min. 

30
0

C 

60 min. 

実験車lけと-および)].祭

そオれ1 ぞぞ、れの F川l信E のノ本Í(ιωく仏υω仙lf山山川lihViHdlJMlilバイイ小本hメ;における l行-} -CG の l礼店iととJ:， i川lパtほ偽州来私配lJ山l

l付J -CG 花託泌~~ I山ぷはグラムf蛍長 |ド什t I I{氏t i川iパi 、 l竹1 たりで」ぷミわした。

ほとんどの同においてウシ 1 111球と I l d 段、 /J氷j(丈叫吋lJA川f1hVlHdlJMl

しかし二ワ卜リでは、仙の純に比べ比i絞i'I".)低濃 I~であることがわかった。それぞ

れの利で {J-CG の 1111球内分布も rrJI~べたが、ニワトリ、カエルu民球では制収に以も

1" ，'J 泌!長 (/イ I ~ し 、 次いでzklul l体に I ~ ，'J 濃度存配していた。 また、タイ IIL4 球の場介はlI!lj

乳知のウシやウサギと l ， îJ，t誌にノkJi ll l休に以も 111i波皮に fパ1: し、次いで制JI史に山政j長

μイ 1: していた(dat a not ぉhown ) 。 ま た、イカ似た|とからは付 -CG を全く検J 11することが

できなかった。 以 上より、 {J-CG が純によって分布の比本は見なるものの 1 111球|人!

のノÍ( II II'I体あるいは制服に分布することがわかった。
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Table 4. Concentration of ß ・CG in lenses of 
varlous specles 

Species 
number of かCG concentration 

experiment ( μ moll 9 protein ) 

Mollusc 
squid ( 4 ) く 0.010

Fish 
saury ( 3 ) 0.125 十 0 . 005

sea bream ( 3 ) 0.840 + 0.150 
horse mackerel ( 4 ) 0 .760 士 0 . 110

Amphibian 
frog ( 4 ) 0 . 302 十 0.130

Bird 
chick ( 5 ) 0.014 + 0.001 

Mammalia 
rat ( 4 ) 0.225 + 0.055 
rabbit ( 4 ) 1 . 220 士 0 .353

bovine ( 4 ) 0 . 982 士 0.147

-゚CG contents in the lenses of various species were 
determined by HPLC. Values were corrected on the basis 
of the recovery rate for three ~ five samples. The value of 

S.O. was indicated '+ 5.0.'. 

第 hU↑ì ;]\十円

ニワトリの成長に fl う 1111球内 /J-CG の:1 (1'1".) 変動を Il}lij べたところ、 ' 1 ~ 11:が完全

に形成される駒化 11 までは~.ìiÈ! IYJ に ltj波山となりその後減少するが、船化後も消

火せずに . �l: 1J~~山を刺H、11 していた 。 また、 ノ氷Í( I判|1||Mイ本メにおいてはノ水Í(札Uく七叫(1 1 1山i1Ui川I'dイ小~ 1上: )皮j文〈A帝制制11川川11川川IJ川Jj山l山包カかA ら

j移新線3話山~高剤紺縦(引住r~涜北訓京剤刺制11川川川|リ川川lり川JI胞i白包への分化が:悦徒んに 1起出こつているノ木Í( I川lJl1hVlHJIJM1

がイμJ五fイ紅|ピ:していた 。 /1ぷj(丈 lJlい1Hd山lJ山1ll イ休イ本メでは . ，ぺ午|七.v訓U訓れ|じ; ノポklJlilN|

高創紺縦H仕f~同:采湘訓市剤納制11川川川11川川IJ川!リ仰l臼包への分イ七が起こつている 。 パ -CG カリ昨化後も )n( くならず ・〉との泌j主維持さ

れていたがゴミは、 i付す -CG が水|J川l1UV仙l川J山lJ山ll1休卜J皮j文〈布剤削制11川IIJ胞j白包の 11ì、、刊t

fリLするのではないかというイ巧宅号.えをJえ文kど.十村、j1:する 。

IIU球|人J f) -CG の系統ブC'1 =, (I~J分布を 11下京111 に検 l討したれii氏、軟体動物の以なドヤjE
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動物の限球 11 1 には {1-CG がイパ1:せず、 f〈dJiから IIfIJ 手L獄までの有陥動物の 1I1U求 1 ¥ 1 に

は{-3 -CG がイlイじすることをぶした。 また 、 11山求内の {1-CG は、1VJ物問により分布

に本1 1 ;立はあるが、 主としてノ1< r11，体あるいは制限に aイじすることを |り!らかにした。

以 卜.の市llj 見Jー から、 (i-CG は杭を超えて;.1<品体 I'Jl 剤 1I J1包のよ??夕、j l'{や分化に |笑l lj- し

ている "J能性
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zr~I)LI 市 1(11走水 |lull 体 1 :皮細胞のノklull体級品ft剤IIJj包への分化における 11 -CG の )11J{ 1:

第:「;tで似球、なかでもノk川休の市111)]包の分化 . WIゲjl'(が俗んないBowarca刊に rJ -CG 

が )11) イ 1: したことから、 iバ1-CG が/水1< 1判lJl川(体小本i渦訓剤刺制11川|り川)j包の Im(?円tqリ1 ダ1(( や分化に|凶見刈刈l日〕述主が j派京いのではないカか= 

と打抗t 弘訓測!制リした。 ;J氷丈υiJllhl日|

+，1村仲梢/h的I1月11 J成戊さ 4れl る J非|ド~ JI~;:; に qtれi純な示創飢|札L織でで、あり、 その透 I~ J '["1: と 11 ， 11 折 f'!: を特徴とする以'1' ç で、 そ

のほとんどがノkとタンハク民で、 f"'I成されている料水性の波，III' ， IYJな的jli体である。こ

のタンパケ伎の Lな成分として、水持;十1"1:タンハクのクリスタリンがあげられる。ク

リス夕リンはノ水1<，ω"川lihV川l日d山|J山|1I 体に午t，'判特、J4午i1?げjtl

-クリス夕リンの 3 ，Hi是Eがμイ|ピ:している 2lì 刷ヘ。 γ -クリス夕リンは、ノkfill| 件、;線維剤IIJj包のみ

に「パ1: し、ノJ'( 1'11" 体の分化の性化，' ;~:n~)な析出によく川いられている (Tablc ，).) 。

Table 5. Characterization of crys'匂lIin

α・クリスタリン β・クリスタリン γ・クリスタリン δ ・クリスタリン

分子量 200...400 KDa 43...180 KDa 19 KDa 200 KDa 

サプユニット A鎖:22 KOa, B鎖 :24 KOa 24...34 KDa 圃 43,48,50 KDa 

等電点 pH5 pH 5.6-7 pH7.以上 pH5・7

発現の種差 すべての種 すべての種 晴乳類 鳥類、健虫類

発現の時期 上皮細胞と線維細胞 上皮細胞と線維細胞 線維細胞に特異的 上皮細胞と線維細胞

氷河S性タンパク中の含量 50% 30% 20 ちら 70%(ニワトリ匪}

ウシやヒヨコのノ本ド I|VlNd|JM11iJイ休+本; 卜‘J皮ぷ剤刺制11川1 I川JI胞l山包は比 4絞i攻交i'的'1下ηド内4サJ ì巾iドR川l附胡縦t が半作予』ι幼アJj でよ耳(円川1'/'l刊'1 'i'1夕抗''n'(午廿η'('1"十けけげ'1↑f性!↑Y‘ゾ/

主長主すると i的Fη1 V川itrο においてノ水1<，'川i1hV川lけJ山lJ山1，休総系住所11111包へと分化し、 レンズ似体 (Icn toi d body)を形

成することがわかっている。このような利点から剤11)自分化の良いモデル系として)よ

く J 1 J いられている 。 そこで、J:ì'~-主主氷 lul l体 1:;主剤 1 11 1包のノk JIlll 体料品:1f調 II JI包への分化の |際 、

{1 -CG がど、の燥な不思Jをぶすのか検討した。
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A
円
J
? ウシノKIll111 イ本 1 '.皮部1"1包の初代lì'~-益 100 mm のシャ ーレに、本hill体力フセルの卜.以前11I1包側を卜-にしてカフセルを計十

円すると、 1 ~皮剤11胞がシャ、ーレのノjへ移動してくる。的地には 10 ok ウシJlfìf[­

l匀l Ht (FCS)を合むダルベッコ変法イ 、一一グル1ì'~.地 (DME; 11 ノK~民主主Dを川いて 5 9十

CO~‘ 37 C のインキュベーータ」ー 11 1 でよ庁長維持した。なお、 1;り山交換は 2 111fJ に

� J.- った。

cす)紙代的主主

水 JIlll体 L皮細胞は水，1，，1，体の，jíI側にわずかイ付の市111 JI包 }f"/ をわI~)J比しているだけ

である 。 そのため、実験材料としては的に少なすぎる 。 そこで初代前主主-zkfilll体

細胞を{IJJI"I か紙代附益して細胞数をIWやした後実験に川いた。 また、ノK"III，休 1 .. 

皮制11胞は 1 '"'-'2 X 10-" ccl1sll 00 mm dish の京III Jl包 3岳山に li}M~脅した。

1KIll11体 1 ~皮剤11 IJ包の指示制t剤 1I!1包への分化における ()-CG の変動を検討するにあた

り、まず比 I校IY~入手が特製1で、允 '1:. をコントロールできるニワトリ!J{I!1 米の t庁長 1killl!l

体制|胞を川いて{-3 -CG の定!止を l試みた。しかし、出益ニワトリノK ， III" 体 I1 1 の tJ -CG 

111 は、 HPLC では今[II[ の条 fドドで検 11\1船主以ドであった。これは~~rs 市での系統

j't 'I : i'，~分 {!J でもぶしたように、)，:ばtl ノ'1<， l lI lrí-本での t~ -CG は仙の的と比11攻して非常に

íl-U段位しか (r=イ 1: しないためとィ考えられた。 そこで、 比 11絞i校攻 f的|内句 ji-ぐCG が，'，刈:(山川':j tJ波史)皮ぷ fι戸バイι|じ:し、

制飢-店市織i哉官 l'什'1 イ休本が)(三きいウ シ /J本k丈 lJ|lUVl川IIl ， t

した。

支:!験材料と )jU~ ゾミ験車liiJJJ: およびィ号去を

( 1 )実験材料

死後 2|lJtliij以内の食|勾川の j戊'[二 (}JII r'I"川食内向性センター)から JlH|lli した 11μ

球を実験に供した。

( 2 )ヴシノkJIll!休 1'-皮細胞の初代I庁長

ウシノklull体 1:皮細胞の初代桁主主は、 Simomnneau 川)及び Hughe ~())らの )j法に

少しの改変を加えて行った。以ドに 11下部 11 を述べる。

IIUJ:J(にイ、Irf している)J\1 !J}j組織や筋肉組織などを切除し、 ì}c冷した PBS(-)に

以した。以後の操作は全てクリ、一ンベンチ|村で行った。こうして引=られた IIl~球を

氷冷した印私エタノ ールに?見し洗n~する以作を-+ 1 11 I縦- り jg し、その後、水冷

した滅的 PBS(ー)で-+ 1 11 1 洗浄した。次に、滅的した IIL~球からノ'1<， 1 11'バ本を分断し、ノk

lull休以外の組織をできる限り|徐Jよし、ノ1'<"11 1，体の後川が I ~ を 1 (IJ くように，f[tii/ ;: した 。

夫体以微鋭ドで、 !似|以以不不利科~I干|↓-川川宇内守"山"川11 ピ ンセ、ツソ卜を川いて水 i川|lUVl川11' ， 1休小本;後 4倒耐の A木て， 1 11

をつまみ |上; げげ、る ように l引jハ|き雲忽裂:1! き/ポ'1<，川|lUV仙l川J山lJ山l1lバイ休本料紋;縦紺維f)塊;忠包を II取|以父り|陥除句徐ミいた 。 ノ水kiJl!Hl

j大三心υi(川1l1MiH出|日:分は/本K幻iJllhVl日dlJl川う;カフセル 1-- に j伐')長j長;-る ので、 オ」ー トクレーブマ域的した 10 mM  HCI で

10 川和釈した TypeIV コラーゲン (新川ゼラチ ン ) 4 ml をコ ーーテイング した|町内

初代IiT益 1itJIlll体 1-.皮細胞のい:411 jcwi微鋭ツ11 を Fig ， 15(a)'"'-'(c) に ノメす。 1ì'~.長初j

J~J は、 (a) に/J"'すように j :))~jHI胞の形態を刺fJS:する。 lì'~.1主 7 1111 には、 (b)にぶすよ

うに、 1~)}JIlI胞がよ(ν，fi しほぼコンフル工ントになった。 附長 30'"'-'40 1 1 1 1 には、 (c)

にぷすようにレンズ保体 (Ientoid body)が似然された 。 また、ノk JIlll 休 1-.皮細胞は

sccding した市III!I包待度によって細胞の形態が凡なった。 1 X lO'i cclls 以下の制的情山

では、細胞が充分にIYげ，I'[せずに似の状態で税制f~化を始め、 (c) にノjミすようなレンズ

保体は形成せず、制IIkい線維状の|咋起物を J Iラ )J父した。 また、 2 X 10う cclls 以上の被

い剤11伯仲J皮では剤IIJl包は，(;:しく術の状態になり、レンズ級体はほとんど )1ラ!戊しなか

った(data not shown) 。
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(a) (b) 

ムゾ ‘

Fig. 15. Pho.se contrast microgr匀ph of primary cultures of 

bovine lens epitheli匀l cells 

(匀); 1 day after inocullltion , (b); 7 days. after inoculo.tion: 
(c); 40 dciys Qfter inoculo.tion , showing the appearo.nce of 

one lentoid body 

一!，-j j 品以 11 ウシノMIll体卜j主剤1111包の級品:1f~剤 1111包分化におけるけ -CG の制 1I包免疫化γ:的

検'ぷ

r] -CG は、 /kJIll!休の 11' でも午、?にぷ 111111 体 1'. 店制I1Jl包の lf(/Ijl i'( 、ノkf1111体線維京111)]包への

文分化が悦んなぷ:ii2Jaili に JI1)れすることをゆj らかにした。 次に i川1'1 \げyヅi f仰でで、の/水t丸ω℃向υ1J川llhV1HJlJl1 外体: 1上J以

剤刺制lリ|リ)山!山包から/木1< 1判lJli日i

るのか(昨前昨;，沼沼、するために、 b抗'L{付す -CG わ机lLi体を川いてt約f口~Iい川Jル川し川11'巾;戸t仁、 Z約: .釘節j の干 H川11町似lí似úで 11形|形ラ )J成J戊Rさせ

たレンズ以i外体イ小本、正;における lバi -CG の分-11 j を市Il I Jl包免技化，'/(I~ に，V，1ilべた。

実験材料とノjyL

( 1 )市111胞の l州製

的 IJLI ì戸、江3 ・釘j の千JiI[~に従いウシ /1< 1' ，， 1 1 体 1'0 皮細胞を利=た 。 ただし染色に川

いるため、 10 111M HCI で才fi釈した 0.03 mg/ml TypeIV コラ 』ーゲン(新川ゼラチン)

をqjillで 2 11 午 1 1\ 1 }j文 iiせすることであらかじめコ 一一ティングした 11'(作 18 mm のガラ

スシ』一 卜 (YJ城fîì'j ()を入れた 12 '/(フレ ー一 卜でI庁長した。 またウシノK11111休トJぷ細

胞は 2.6 x 1 0-1 cells/cm~ の市IU !I包常山に dNû 製し、 5 o/c CO、をイマむ引なし 1" 37 ぐのイン

キュベーターでよ庁長維持した。

( :2 ) 細胞の I ， [îlJi: 

万: 品市、 zn -.L1!'j (:-3) に従い1 J二 った。

(仁:-3引) 1J抗E=Lγ 司クリス夕リンお抗』LLイ休小本;の刊作:製ならびにヰ1判、Jりj

抗 γ-クリス夕リンb抗'dイ小本;を作主製:1lするため、 ウシ γ-クリス夕リン (S幻IGMA) を

抗)J以}月瓜.~~としてハ川j いた。~免{!.皮!感i必;主E則イ作イ乍:は!成戊熟批附雌(任Hけ~'1"↑f性l'ド.ザf

μg/mlν仇/raめbb凶it) とフ口イ ン卜の〉完己イ全そアジユバントとの 1 : 1 のエマ jルレジジ、ヨンとし、

f汗?、)阪 (fl) 、差点ì'f'~ 、 1) LI)!支折ß!~ ~'f'~など I tI- 10 カ)貯に筋肉内注射した。 以ド氾)JII免疫は

抗以 li: を 1/5 にし、フロイン卜の不完全アジ、ユバントと 1 : 1 で出作し l カ )J1fj~

:2 1"[1 i った。以終免疫の J国 111.1後、ウサギの頚動脈より全採 I(IL し抗 I(IL 11'í を利=た 。

れ i- られた抗山L 11'tは 33 9も術交沈殿した後、 3 、000 rpm で 10 分川法心分断した。

沈殿は等 lJ; の PBS(-)で Il}fnp併し保作のために l 弘 BSA と NaN，を )JI I えた 。

作柄クリスタリン471Mill と 1KAlll体ホモジネー トは、終jJ1)lJ.ぷ 1 O/C， となるように

SDS を )JII え 100 (、 5 分!日j)JI民共し、終試~J長 25 o/cサッカロース、 0. 1 C;'c bromphenol 

blue (BPB)になるように )JII え、 SDS-PAGE 川サンフルとした。 泳動後、セミ r

ライ)\'~似 '1メ川:1'< 11';: Sartoblot-2 (Sarìtorius) を川い店 '1t1btt 100 mA で 100 分 11 1]

polyvinylidene nuoride membrane (PVDF: Millipore) に 'Ii'少した。 'IiiびJf l緩衝液と

して、 25 mM Tris-192 mM  Glycinc buffcr in 20 0/( EtOH(pH 8.3) を川いた。 '1弘 '1バ愛

の PVDF j]見を 1 % BSA に以し'-<<YlrÆで o }tl~ィ文似Fhi させることによりブロッキン

グした。 0.05 o/c Twcen 20 (Bio-Rad)を合む Tris- HCl 緩衝液 (TTBS)で 3 1'11 洗n~ し、

第 o i=/L休として 1000 的希釈した抗 γ-クリスタリン抗 1(ll 前を本1111" で 90 分以凶さ

せた後洗沖した。 次に第;抗体として 1000 イff才fi釈した Biotinylated donkey-antiｭ

rabbit 19G (Amersham)を宅引で 90 分以 Lじさせ、洗浄後さらに 20(則的希釈した

Streptavidin-POD conjugate (Bocringer) を'ぷ 11'1~で 90 分以応させた後洗浄版作を行

った。 プを色t栄作は)，~f)l として、 4-chloro-l-naphthol (和〉lC純柴) 6 mg とメタノ ー
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ル 2 ml と TBS IOml(pH7.4)と H202 5 !J l を川 11午 IUM 裂し発色させた。

( --l-)染色(アビジン・ビオチン・アフィニティー法)

サ ンフルは PBA を )Jll え、宿泊tで 15 分 IIU ブロ ッ キ ング操作を行った。 以後

の倣作は科 well からガラスシー トを取り 11'1 し、スライドガラス卜.で行った。 加

わ L体として、日 -CG と I1日 "JN十1"1:分Il li i の ?11介体をハフテン化tJ'L!;;{として作製し

た 1 000 {�'�: ，fu'釈した抗f} -CG HL体、!JXいは、 500 lì'1希釈したわ Lγ ーケリスタリ ン

抗体 70 !J I を力11 え 37 ぐで 60 分 IIU 以jぷさせた後 TTBS で 3 1"[rJttfr した 。 仰の1

体には、ビオチン化ヤギ抗ウサギ IgG f/L体 (Boer i nger) を 2000 {ì'~希釈して川い、

ガラスシートが従われるようにがJ 70 ドl を消ドし'宅11ntで 60 分 IHI)x)むさせた後、

TTBS で 3 111[洗沖した。 さらに、 Streptavidin-POD conjugate 拭柴 (Boer i ngeけを

70 ド 1 71:;ij 1 ，0 し 30 分川以jぶさせた後、 TTBS で 3 I II[洗浄した。 )C色川試薬として

免戊組織化乍染色ltt ijiE- システムキット lMMUNOTAGS (Lipshaw) をハ l いた 。 そし

て 3-am i no-9-cth yl-carbazo l e (AEC)を発色ぷ伐として允色させた後、 ノ'k nëにより

発色を十}11'0 した。サンフルの保存は 20 %グリセリンで川人後ガラスシートの

川りをマニキュアで付人した。

夫!験車ii-*およびィ号祭

/kJIll| 体系米副長剤1111包への分化の折棋である γ-クリスタリンに対するわ L体を川いた

染色では、レンズ以休のみ午、1f!Jい"J に染色された(Fig ， 16(a))0 ・ノjtJ'C {-3 -CG .J:iL体では、

レン ズ保体 1 '1 身ではなくむしろその川辺の剤11 )1包が染色された(Fig. 1 6(b))。 この知県

ょ η 、 tJ -CG は/1< ， 1 11 1 1 イ本 1 '，)J(制 IIJI包からノkillJ!イ本線新f~剤 11)]包への分イ七を終えたレンズ以イ本

1" 身に)，，)イ 1 ~ しているのではなく、分化途 '1 1 と与えられる剤111 1包に fバヒしているので

はないかと推測した。 しかしレ ンズ本長体はその{まりに|文|を Fig. 16(d) にぷすように、

ノk JIllI 体 1'.)J( *IIIJ ]包がよれダI(f し水 JIlll体料品作細胞に分化し、!どに )/iJ りの l'，)J( *IU 胞のよ'J"191i' i (こ

より 1'11 1 し 1 1 11 されて慌の卜ーがり、欠 I:IJ のノIJ I (lj ~こ内側から外側に|村dlJη をするように

レ ンズ、以外;が形成されることが矢11 られている 41 1。つ まり、 ノ1<- 1 1 11" イ本 1'，皮細胞はレ ン

ズ保体の内側から外側に 1 (1] かつて分化してわ二く ので、分化の悦んなレ ンズ保体の
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中心部にまで抗体が到達できなかっ た可能性も考えられた。

(a) y-crystall in (b) ゚ -CG (c) normal rabbit serum 

(d)mα制 of蜘toidb凶y

Fig. 16. Immunocytochemical stain localization of゚-CGin the fiber cells cultured from 
the bovine lens epithelial cells 

(a)-(c) : Immnostaining of the lens cells cultured for 30 days , (a): anti十 crystallin antibody, 

(b): anti-ß・CG antibody, (c): normal rabbit serum Bar 二 100μm (d) model of lentoid body 

43 



第:節 ウ シ71<，t占体 rJ支京III!j包の線維制11 tJ包分化における f3 -CG の炎動

l�j J_Qの抗 (-) -CG 抗体を~~いた市IH胞免疫化学的検索の結果から、 (3 -CG は水品休

卜'.J5L剤 II!J包から水品イ本線維剤IIJJ包への分化を終えたレンズ機体自身ではなく、分化途

'1' と4・えられる剤"胞に行任する円J能性を示唆した。 そこで情養水品休 iて皮市1 11 Jj包の

線維細胞への分化過科における 13 -CG 濃度の経[I，'f変化を制べた。 なお前項では分

化の折襟としてノ:kRr，体線維細胞でのみ声 '1て される γ-クリスタリンを分化マーカー

タンパクとして州いたが、経日、'1 1' 1句な変動を tllì らえるには発現量;が少ないために定

量できなかった。 そこでぶ品1~線維細胞への分化の 1 1-:.化学的な指標として、細胞

の線維化に{、|モい憎加することがわかっている α-クリスタリンを用いた。 ウシでの

ノkJFl体抑制t細胞への分化の指標として、 αークリスタリンは水品体上皮細胞でも発

羽していて、分化のマーカー としては少し問題はあるが、 ノ1<，弘イ本に存在する ノk溶

けタ ンパクの 50 % を" i めかつ、ノ:k，日|体線維市1 11 JJ包への分化によって高濃度となると

ともわかっ ているので線維刺|胞分化の指燃とした。

実験材料と方法

( 1 )細胞の制製

tf'} 章、第 .JJlの手 ) 11員に従い、ウシ水lH休上皮細胞を得た。

( :2) (3 -CG の定量方法

倍長細胞からの (3 -CG の trlJ山は既法 1 2)に少しの改変を)JII えて行った。 その

以作手 ) 11氏を Scheme 7. に /Jミす 。 情養指I H! J包に 0.0 1 M Tris を含む 75 % エタノ ー

ル 5ml を加え、ホリトロ ン但ホモジナイザーでホモジナイズした。 更に、 Handy

Sonic model UR-20P (TOMY SEIKO) を )i1 いて 20 W で 30 秒間担??波彼砕した。

ホモジネー トを 30 分間 4 ぐで静置した後、 10 ，000 rpm で 30 分間遠心分断した。

遠心卜j百を陰イオ ン尖.換カラム Amberlite IRA-400 formate form (100-200 mesh)に

ア フ ライした。 カラムを 75 o/cエタノ ール、 ノk 、 0.1 N ギ酸、 1 N ギ酸で)11民次洗浄

した後 3N ギ般で治H-lした([11 [収不 74.7 % ) 。 総出物をスピー ドバ ッ ク(アムコ)を
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川 いてぷJt l :吃 I ，'i]した後、 Milli-Q ノ1< 50μl で j I t的解しこれを HPLC )IJ のサンフル

とした。 サ ンフ ル 10μ l を HPLC (Watcrs)にイ ンジェ ク ション し分析した。 HPLC

の条件は抗 ; 市、 21 : fifj のノ'hL に従っ た。

Scheme 7. Determination of ゚ -CG by HPLC 

Bovine cultured lens epithelial cells 

sup 

homogenized with 5 ml of 0.01 M Tris in 75 % EtOH 

sonicated by Handy Sonic 

stood on ice for 30 min 

centrifuged at 10,000 rpm for 30 min 

ppt 

r……5 ml of 0.01 M…0/0 E削
stood on ice for 30 min 

centrifuged at 10,000 rpm for 30 min__' Scheme 8. 

applied on Amberlite IRA-400 column (formate form: 0.5X2 cm) 

washed by 4.9 ml of water 

4 , 9 ml of 0.1 N formate 

4.9 ml of 1 N formate 

eluted by 4.9 ml of 3 N formate 

evapolated by Automatic Evironment Speed Vack 

dissolved in 2 ml of water 

evapolated by Automatic Evironment Speed Vack 

dissolved in 50μ1 of water 

injected into reversed-HPLC (Waters) 
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(;~ ) α ークリスタリンのli:;li

1 )サンフルの pJI~j~

日 -CG の十11111 \に)1 1 いた残りの 75 %工タノ ール沈殿分 I Ú I Î を川いて

Cy - クリスタリンを庄はした (Scheme 8.)。まず、 SOS-PAGE Jl J緩衝液

に懸濁し、終泌jぷ 1 %になるように SDS を加え 1 00 C 5 分で加熱し

11I1特化した 。 そし終濃度 25 %スクロースと 0. 1 % BPB となるように

)JII えこれを SDS-PAGE 川のサンフルとした。

SOS-PAGE )I J 緩衝液には 1 % SDS in 25 mM  Tris-192 mM  Glycine 

huffcr (pH 8.3)を川いた。

実験の高円以:および巧然

3) SDS-PAGE -12) 

サンフルを 1 5-25 % gradient ge1 (!:Tj -イ t;[~栄:IVI) にアフライし、 5mA

で 40 分川泳動した後さらに 1 5 mA で 3 IIS~日j泳動を行った。

;~ )銀染色

ゲルを 20-銀染色 l試薬日(第-化学薬品)を川いて銀染色した後、

SLAB GEL ORYER (ATTO)を川いて、泌紙 Lで乾~x した。

~) Irnage Mωter による Ilhi像角fi析

(y - クリスタリンのサブユニットである A 鎖と B ~n に州、J)，する 22.6

と 24.5 KDa のバンドのうち、 A鎖に州、lj する 22.6 KDa のバンドを Image

Master (Pharmacia)で II II Î像解析し数仙化することにより lii'llt した。

Fig. 1 7 にぷすように {j -CG は、 I庁長初IJJUJ には低濃!ぶしか ，(/イ I~しないが、 lì'~.長

II 数がJiliむにつれて;む辿に 1r'1 )JII し収益 4'"'-'5;凶でヒークに迷し、その後徐々に減少

した。 ゾj 、 (y -クリスタリンは(1 -CG の 111ì'J )JIIより遅れて11(1 )JII し始め、特に店長 4

'" 5 ;JI~J にかけてぷ:しく 1r'1 JJII した 。 組織染色の市lVJAJ- と介わせ巧-えると、/) -CG は分

化したノk品体線維細胞よりはむしろ分化，，'( liíj の制 )J包で尚治皮となることがノjミ 11変さ

れ、ノkJIllj体形成のf)JJW に!1 ~ L'1l (1")な役;i討を十I[ っているのではないかと与えられた。
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dissolved in 400μ1 of electrophoresis buffer 

(1 % SOS in 25 mM Tris-192 mM Glycine (pH 8.3)) 

boiled for 5 min 

10 喝。ω ‘=d ーh 

。と3
。

3 5 7 9 11 

weeks 

Scheme 8. Determination of α，-crystallin by SDS-PAGE 

。

added 25 % sucrose and 1μ1 of BPB 

sample for SOS-PAGE 

applied on 15-25 % gradient gel 

electrophoreted at 5 mA for 40 min at 15 mA for 3 hr 

stained by Silver Stain 11 

dried with SLAB GEL ORYER 

analyzed by Image Master 

Fig. 17. Change of -゚CG in the differentiation from bovine 

lens epithelial cells to fiber cells 
。-CG in the cultured lens epithelial cells was determined by HPLC. 

Values were corrected on the basis of the recovery rate .α-crystallin 

was applied to SOS-PAGE, then determined by Image Master. 
Oata are expressed as mean + SEM (bar) values for three samples. 
.; ß-CG ， Q ;α-crystallin 
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H
J川 ~n /，~ I\'l~ r3 -CG の特則的分角{I~ ~~手ぷの*，']製およびその lî什It貨の検，H

ウシノkJIlll休 111 米の水 lull 休 1 '，皮細胞を川い、ノ1< I '， i，休 1'， )之市111胞が水JIll| 体総統制jj包

へ分化する|僚に/-3 -CG がどのようなや到jをぷすか検，H したところ、 f) -CG は y- ク

リ λ タリンを発射しているノ1< 1 ' 11日本総制服IIIJJ包の fu0体である lentoid body ではなく、

分化途 '1 ' と巧-えられる lentoid body !， f7J 辺の市IH胞に)~)化していた。 I庁長に{、1': う f-j -CG 

~I~)主の粁 11午変化を定 iJ; したところ、分化マ、ーカ 」ー である α ークリスタリンの lrl)JII よ

り少し，，'，く f) ぐG 浪皮はヒーク に注しその後減少した。 この紡沢はわ'( f) -CG HL体

での染色市lliJJJ: を ~Uイ、l'けるもので、ぷ lllll休 L 以来IlIJJ包が水 11111 休線維剤IIIJ包へ分化する，，\

IJ íj に/) -CG が 111i波皮となることをxJ、干している。

1'3 -CG のような瓜分子化作物の細胞|人!で、の iJ;~JJt二 は、 介b此記 1併1特干井みぷiミ;と分角併平 1防1枠手ぷの?爪円丹斤川川-リイ十1'1'[門l'ド、イf

臼釘節(1'行、，'j によりり決とまる 。 /1 -CG が神経細胞とえkJillバイメ剤 IIJJ包という)'~なる :附の剤IIjJ包で剤IIJ自分

化の I l，j Jm に a殺して l川濃度となり成熟とんに減少することから、 f-3 -CG にどのよう

な働きがあるのかは非常に興味が持たれるが、その '1 ~JIH作川解IPl にはその代 l謝系を

1 ~ J らかにする必!起がある 。

/-J -CG の 0JJえについて、これまでには -CG がシトリル CoA とグルタミン般から

介JJえされるのではないかという子似のもと、 liU!似物ft としてラジオアイソト ーフ で

ラベル化したヒルビン般やアラニン、グルタミン峨やグルタミンをニワトリ初代lì'~'

長十'1'帝JMil!胞に添加すると、 手弁守々の化介物は帝帝和終うモ刊削~引刊引1 1，'日、J引l

の 11取|伐文り j込ムまれる l川l止tは l付-3 -CG 7波股肋j山ぷの l上;hL と .芳致(する'引jμL も :_ '-G らによつてぷされている 12ヘ)」
。

しかし、 バーCG の介 j戊は総務〈の段ドト?を粁ている 'IIíì~ 'ltがあり、作成昨ぷ 1'[ 身は 11 むと

が l木1~1f:で伐念ながらぷだ ìp_[雛するにはでっていなし 1 。 ゾj 子仙実験で f) ・CG をケエ

ン慢とグルタミン般とに分併する分解|鴨井;im f/| :が f) -CG のイ/イ I ~する幼 {'nJìXJおよび)J比

itliJF!?!ij; でぽ'f ，泌されている:'i)。 そこで f-J -CG 分角{(r~手ぷのあ'í~ を l試みた。

日 -CG は、神奈州IIjJ包のみならずノklull休卜.皮高III Jl包が総雑系IIIJJ包へ分化する iilull!で、

も )'1) 所I'l"J に，'，'，'j 1J~J主となることから、作々の制11胞の分化i[Mli! に{I1J らかの役;ijリを~~た

すことが予処!された 。 そこでI庁長ネ"，粁京111胞に l3 -CG を |flJ長添)JII し、そのう{)J 米， を検

li 、l したが、 ~Jl -fí:な効民:はよL られなかった。 /-J -CG の梢jti l : 、 lì'~'l山に /-3 -CG を j，ß )JII

するだけでは細胞に取り込まれないのではないかとィ考え、アイソト 、ーーフ でラベル

化した /J -CG をハ!い剤11胞内への取り込みを検討したところ、細胞には11)( り込まれ

てなかった(data not shown)。日 -CG が剤IIJJ包|付に取り込まれてその 'I:JII~作川を)[押す

るか行かはイベIpj であるが、 日 -CG の京IIIJ]包に対する II/(般的な '1 :: L'H作川を，i' ， EI ij jするに

はヤっておらず、今後さらなる検 1;'，[が必~であろうと思われる 。

21 ・的1 (-3 -CG 午、1=見I'J{J分角fl~r~手ぷのネ|lj製

これまでにバ -CG をクエン般とグルタミン椴とに分解する t，'j: S~ l'自分解時ぷ?百

十1: を会}J ，rnJì~(data 110t ぉhown)および、成熟京1'1-*で体 l出している ヘ幼_('，: jj出は組織も小さ

く入手が|水|難である 。 そこで比較的材料の入手が作幼でその 1IT;-.["[:が他の組織に比

べて以も 11.Ji いラット 1:|ijjAから f) -CG t ,'j: ,W 1円分解階ぷを*，'í製することをIi式みた 。 京村!J山l? j 

2製1するにあたり T予う刊0似似仙ii前i白れjハI'l内サにパ -CG 分角解平 1防特 Aぷ毛の 1;市布将什刑.叶イイ』↑v性1"、ゾ/

すように、 !版!必以l只~*I系乱鮎lJ庁l1Yif介~)ベ卯刷\1刊~でその j爪丹汗川d性l

j以，l<俄礎デデ、』一 タを fれ利(リ;=た 。 そこでこの)I~俗データをもとに料製を行った。
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Table 6. Properties of the partially purified ß-CG ・.hydrolysing enzyme 

Distribution 

Solubility 

Substrate specificity 

Metal ions 

Inhibitor 

Optimal pH 

Testis , Brain (newborn) 
Membrane bound 

N-formy卜L-glutamate ， -゚CG 

Mn2+ 

ATP. GTP. Citrate 

Glutamate, Phosphate 
6.8 

実験材料と )j法

( 1 )夫!験材料およびJAiib:

Wistar 系 ラット(I I 本 SLC)をエーテル麻酔ドで殺死せしめ、 1m!複後悩 i | 1 した

あlj ljL を実験に供した。

(三) /1 -CG-Sepharose 4B のイ乍)J父

AH-Sepharose 4B (Phannacia)をグラスフィルタ』司 1:で 0.5 M NaCl を川いて

15 分 I IUJ阪 ~IJJ 、洗沖した。次に(3 -CG 100 mg をぷ ff1水に沿岸解した後、 NaOH で pH

を 4 .5 にやilì r I ~し AH-Sepharose 4B と出介した。 さらに 0.1 M カルボジイミドを

)JII え、際宇I~ し なが ら本rUで・|ぬカ ッフリングさせた 。 カッフリング後日 -CG­

Sepharose 4B はぷ間ノkで卜分に洗浄した。

( :1) n -CG ヰ，'J'Y& i'1ワ分角{，i 11特点前↑'1:り!ll kiJ-jl;

(1 -CG 分解~手ぷ川↑'[:の訓IJ Ji・は、 デむらのコンフリートアッセイ系訂にホじて

1f った。以 ドに伐PFに述べると、 Fig. 18 にぷすよ うに日 -CG のグルタミン般の

すべての以ぷを 14C でラベルした [3 -citryl-L-[U- ' 4C]-glutamatc を合成し、 これを

JI~1)lC8.7 fJ M) として併ぷ).>(泌を行なった。 JJt'l の分解により ' 1~じる )i文 身，j- 'I"I: のグ

ルタミン慢を本)xJぶの f3 -CG からイオン交険樹脂で分断し、グルタミン恨の放

射前十Lを以|は:し併ぷ Yr~"lt とした。 併ぷ以応で佐川した緩衝被写は Tablc 7 に

まとめた 。 なお、本)xJぶの ri -CG と分解されて生成したクエ ン般からのグルタ
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ミン恨の分離は、イオンうと換樹桁で分i主任したが、 Scheme ~).にノドすようなカラ

ム法とバッチ法の 2miriのノパ去を I1 的に jぶじて使い分けた。

Fig. 18. ß-CG圃hydrolysing enzyme activity assay system 

*COOH 

*CH2 

吟-COOH *CH2 

HO?C0・NH-*CH:COOH

。CG hydrolysing 
enzyme 

H2C-COOH 

HO・C-COOH

H2C-COOH 

Complete system 
bu行er:O.08 M Imidazole buffer 

(0.67 mM MnCI (pH 6.8)) 
substrate: やcitryト[U14_C]-glutamate

COOH 

CH2 

もH2
*とH毛OOH
Nト12
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Table 7. Used buffer and reagents 

Enzyme Buffer 

Substrate 

0.1 M Imidazole-HCI (pH 6.8), 4 mM  MnCI2 

270 mCi I mmol ß-citryl -し[U・1 4C]-glutamate (used 1/180) 

Stop reagents (1) Amberlite IR・120 H+ form(200-400 mesh) 10 % TCA 

(2) Dowex 1 X8 formate form (200-400 mesh) resin 

slurry containing 0.05 N formic acid, 
1 m M  Glutamate, 10 mM  EDTA (resin:water=1 :2) 

Scheme 9. -゚CG-hydrolysing enzyme activity assay system 

a) the ∞nditions of enzyme r伺ctlon

Enzyme buffer 50μl 
+ substrate 20μl 
+ enzyme 
+ distilled water 

Total 300 μl 

incubated for 30 min at 37 Oc 

stopped with Method A or Method B 

b) the stop method of enzyme r朗ction

A Method (column) 
reaction m喆ture 

よト十ドS司拘to…3000 r巾pm， 5 min 

sup 

applied to Amberl咜e IR ・ 120 H+ form(200・400 mesh) 
and washed with 1 ml of 5 % TCA 

washed 3 times with 1 ml of distilled water 

eluted with 2 ml of 3 M N~OH 

collected in scintillation vial and added 10 ml of scintillator 

scintillation counter 

B Method (batch) 
reaction mixture 

stopped with 1 ml of slurry {Dowex 1 X8 formate form (200・400 mesh) 
0.05 N formic acid, 1 mM Glu, 10 mM EDTA (resin:waterニ 1 :2)} 

vortex mixed and stood at room temp for 30 min 

3000 rpm, 5 min 

sup (usually 0.8 ml aliquot) 

よ山i川n吋附s釘ω釧釧ci伽州in同n川ti山i

scintillation counter 
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A (カラム )jLは 、 1 0 与を TCA によってJx Jぶを 11: め、|場イオン交J受付1" 11日である

Amberlite IR-120 H+ form (200-400 mcsh) (夕、ウケミカ jレ)カラムにアフライし、

防ぷJx応によってつ:じたグルタミン般を|政 J37 させてポ以応の /j -CG と分離した

後、欣身J 'f'tグルタミン般を 3 M アンモニアでカラムから総lli し、その放射j円1"1:

を担|仏とした。

B (パッチ)法は、 I~イオン交換樹脂である Dowex 1 x8 formate f01m (200-400 

mesh ; 夕、ウケミカ jレ)を 0.05 N formic ac id 、 1 mM  Glu, 10 mM  EDTA で

resin:water= 1 . 2 v/v となるように p~h~~ した slurry を 1 ml )J I I えてJxJぶを 1 1 :め、 Illj

1 1 、

りグルタミン般の欣身、Jy;r;.'ltを測定した。

( -+) (3 -CG 特兇J'I"J分館1111手ぷの ，~N~製

f) -CG 分解防ぷ日'Itは、成熟ラ ッ ト中，'j*};之び本}J )"，:ラット )j討に~~いだされて

いるが、和製材料としては lit的にねやすく、また防ぷ前十I ~ も 1 1.Jj い成熟1111!jL を}1 J 

いた 。 本併ぷはj以来ll i 代)~'~で ({ イ 1~しているので、組織をホモジネー トとした後そ

の遠心沈殿IHIÎ分をねた。 その分 l'可から Scheme 1 0 にぷすように、 Lubro l PX で .1111

11\後述心してねた}U II H 泌を{流災分JlI I Î 、 Hydroxyapati te、次いで Che l atin g Sepharosc 

6B column chromatography を行なった後、 日島CG -Scpharosc 4B aff�ity 

chromatog raph y を行ない、以後に Sephac ry l S-300 gel lï 1trati on により料製した。

以下に IÎ下剤 11 をぷす。

中I'í !，ìミは摘 1 1 '，後すぐに)}<卜.に移し JI日jjJなどを 11文り |徐いた。 さらに外皮をはが

し内部の I (I L~.\ を|徐ムした後冷 ' 1 =. .fJ H 食品l ノkでおもい、化川するまでそo ぐで似μ し

た。 集めたラ ッ ト川県 100 g に Homogenatc buffer (0 , 1 M imidazolc-HCI (pH 6 , 8) , 

0.5 m M  EDTA) 900 ml を加え、ワー リングブレ ンダーを川いてホモジナイズし

た 。 ホモジネー卜を I :' ，'j j~冷却述心機 (HITACHI 20PR ) を川いて 10000 rpm で

20 min 述心分断し(以後、法心分縦は I".J じ条件)、 Ilf治性分1'11 Î を|徐いた 。 ねられ

た沈般に 1 1 })長 900 ml の homogen ate buffer を加え、さらにホモジナイズした後述ー

心分141t し JJ見分 I " ' Î を件た。 その )J失分I' t lÎ に ex trac t buffcr (0.1 M imidazole-HCI (pH 6 .旬、

0.5 mM  MnC l ~) を 1 000 m] )J 1 1 え、 1 W 午 I IU股仲しながら行11 ，']\ した後泌心分断し併ぶ
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+-111川被をねた。 このMぶれ1 11' 1\淡を硫般アンモニウム 30""90 %飽ポ11 で分 I l lJ i を行

ない、 ?!;τ られた沈殿物を Buffer A (0.01 M imidazole-HC1 (pH 6.8) , 0.5 mM MnC I ~ ， 

0.1 係 Lubrol PX)で院解し、さらに Buffcr A で 'I~~透析した。 1'. lj~ の倣イイ:はこと

わりのないかぎりすべて氷冷ド、もしくは 4 C の条件ドで行なった。

透析泌を Bu ffer A で、jf-衡化した Hydroxyapati te (BIO-GEL HTP (2.5x 1 0 cm; 

Bio-Rad))カラムにアフライし、洗浄後 2 M NaCl を合む Buffer A で前1'1 11 した 。

なおフラクショネー ションは、 450 Y向(5.6 ml)ずつ行なった。

千!?られた作フラク シ ョンから階ぷy;r;" lt測定保ll1 111 として 5 !J I をとり、クi己に述

べたコ ン フリ ー トアッセイ系で前十午を測定し、 1桁丹川，性|

(仇Am川11 1Cωon) を) 1] いた似外泌過;法よで 3珂o m州l にまで泌縮した後、 Buffer B (0.05 M 

Tris-HCI (pH 7.2) 今 0 . 5 mM MnC1,‘ 0. 1 % Lubrol PX , 0.4 M NaCl )に対し透析した。

j盃 f}Î" 1-ィ長を B u ffer B で、ド衡化した Cu2七Chelating Sepharo問 6B (1.5x9 cm; 

Pharmacia) カラムにアフライし、洗浄後令 f1{ 200 ml のグリシンを 0""0.4 M ま

で，，'1:絞殺反勾 r~~ させた Buffer B でタ ンパク貨を前川させた。 またフラク ショネ

ー ションは、 250 Y尚 (3.5 ml)ずつ行なった。 ねられた科フラクションから併ぷ所

'1、"[: ?JliJ店標JIll 1 として 5 !J l をとり 、 先に述べたコンフリ 』一 卜アッセイ系で?斤|咋を訓IJ

kとし、活性分 11村 i をアミコン PM30 肢を川いた|坂外泌jfJ!I1l~で 30 ml にまで濃縮し

た後、 Bu ffer A に対し透析した。

透析被を Buffer A で平衡化した {j -CG-Sepharose 4B (1.5x9 cm) カラムにア

フライし、洗n~後 NaC l を 0~0 . 3 M まで、 |内:線設定皮勾配させた Buffer A でタンパ

ク ft を tfì: 11 \させた。 またフラクショネーションは、 250 前 (3.5 ml )ず、つ行なったo

fU= られた作フラクションから MJ~祈件以ll kii 411JI ll! として 5 !J l をとり、先に述べた

コンフリ ー トアッセイ系で削れを測定し、 Y~'lt:分 Jl l lj をアミコン PM30 J肢を川い

た |以外被過法で 5 ml にまで濃縮した。

以後に、作られた濃縮液を Seph acry l S-300 super fine (2.5x 120 cm; Pharmacia) 

カラムにアフライし分 Irllj した 。 またフラクショネーションは、 250 1尚 (3.5 ml) 

ずつ行なった。 ねられた符フラクションから酔ぷ?百十/13!|l liJ棋 11 11 として 5 μ! をと

り、先に述べたコ ンフリ 』 ー トアッセイ系で?万件
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PM30JJ見を川いた以外泌H&iLで 10 m1 にまで濃縮し、つぎに Lubrol-PX を合まな

い Buffer A を 30 ml )Jll え、さらに 10 m l にまで濃縮した。 この傑作を 3 1 11 1繰り

返し、サンフル 1 1' の Lubro l PX を取り|徐いた後以終的に 5 ml にまで波析した。

その後セントリフロー CF50 (Amicon)を川いて、 500 μi に濃縮した。 これを t~ -CG 

午、?児 rl"J分 f~fl~~梓- ぷ京!?製サ ンフルとした。

Adu It rat testes 
ト homogenized with 0.1 M i 川dazole -HCI

hor�genate (0.5 mM EDTA, pH 6.8) 

卜 ωnt向ed 10000 巾m ， 20 min 
ppt …d w~h 0.1…… 

(0.5 mM MnC ~ ， 0.5 % Lubro l, pH 6.8) 
ωntrifuged 10000 rpm, 20 min 

precipitated with ammonium sulfate (30"'90 0/0) 

applied to Hydroxyapatite 

applied to Cu2+ーChelating Sepharose 

applied to -゚CG Sepharose 48 

applied to Sephacryl S-300 

purified enzyme 

Scheme 10. Purification of やCG-hydrolysing enzyme 

( ;)) Mix detergents ?LゲルァG54泳動

)J民タ ンパク伎は、しばしば通'J;? の I也54泳 ili)J を行なうのが|木|難な場合がある 。

本~手ぷの場介も!山市lij介十1:であるためか j垣市の条1'1 : 卜‘ではゲル |刈に人らず、泳!日jが

不 II Iíìgで、あった。 そこで、 Mix dctergents it という Lubro l と dcoxycolatc (OOC) 

とを合むμ介料 l(lÎ];r;-'1" 1 :剤による屯54泳助法 -ß)で純山の検定を行なった。 以ドに
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lf12剤 11 をぷす。

本~~手ぷのゲル泌過による分子はが約 380 KDa であったので、ゲル波山は、 7%

もしくは 5%となるように作成した。 (3 -CG H~ Y~ (I<j分角fl~ 11特ぷ京|時:lサンフル(0.2 mg 

pro te in/rnl ) に Lubro l と DOC それぞれ 1 %となるように )J11 え成作した。ついで

拡散を |りj ぐためにおucrose を 25 %となるように加え、 2 f.1g/1 ane となるように泳

動ゲ、ルに添加した。 分子 id;マ 』ーカーは、 HMW Calibratiol1 Kit (Thyroglobulin 669 

KDa, Ferritin 440 KDa, Cata l a児 232 KDa, Lactatc Dchydrogenase 140 KDa, Albumin 

67 KDa; Pharmac i a) を7JJdîlJ J IJ Upper Buffer に院解させ佐川した。 また泳動先立llli マ

ー 力 、ー として 0.1 % BPB を川いた。泳IVJ ~ii/lはマイ ク ロスラブデ、ィスク首公L泳

!日J 主主 ;i'/: KS-80 I 0 (MAR YSOL) を川いた 。 泳 [tlJは s tacking gel 11 1 は T山 ， :. 50V 、

はparating gel 11 1 は 1立川 100V の条刊:で宅百ll[でわ:なった。 泳動終 f後 、 ゲルを 0.1 係

coomassic br川 iant blue R-250, 50 % MeOH, 10 % acetic ac id で 211年 IIU染色し、その

後 25 % methanoJ (MeOH) 、 10 % acetic ac id で十分にm~ 色した。

( ti )札iiタンハク ftの検 1 1 11 および糊タンハク賃制鎖の防ぷ(I<j 切断

相タンパク伎の染色には、 periodic acid-Schiff (PAS )染色法を川 いた州。 泳動

終 f後ゲルを 7.5 % acctic acid に反し'主出で 1 Il,i j: rlU放 ìl'1:した 。 その後 0. 2 %過ヨ

ウぷ限水総被 1 1 1 にゲルを 4 Cで 45 分間以した。さらにシッフ試薬(不11 YC:純柴)に

以して 45 分 II \J ?<} )ほした後、 10 % acetic ac id で，.分に)悦色した 。

相l |ゆ1't の 切)1析は、 日 -CG 午、午 ，)'6(1<j分解階ぷ中1121サンフル(0.2 mg protein/ml) 50μl 

に N-Glycos idase F (PNGa日 F; Bochringer ) を 20 凶 )Jl l え 37 C で -ィ支)又瓜さ せた 。

切断した f) -CG 午、，Ij: !Nn<J分解|時点精製サンフルは、 Mix detergents 法ゲルTG34泳IVJ

によって泳1UJ後初，lf~l'1の検 / 1 \ を行った。
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実験車ltJA;および汚然

令中l咋~;t針ld の以〉名、比Y，~"I" I :などを Tabl e 討 . にぷす。

Table 8. Purification of ゚ -CG-hydrolysing enzyme 

Steps 

Homogenate 
Extract 
Ammonium sulfate 
Hydroxyapatite 

Cu2+-Chelating Sepharose 

かCG Sepharose 
Sepacryl S・300

Protein (mg) 

21400 
1240 
605 
40.8 

7.66 
1.81 

0.12 

Spec.act 

1.5 
19.5 
20.3 

244 
1280 
3240 

19200 

Recovery (0/0) 

100 
81 
40 

38 
32 

19 
7 

Fold 

13 
14 

168 
883 

2230 
13200 

Spec.act. : Specific activity (pmol / mg / min) 

Hydroxyapatite ク ロマトグラフイ 、一 ーを行なうと本酔ぷj斤1"1:はほぼすべて|政~，，(し、

ぷ迎り分 l叫に階ぷ活性は全く l認められなかった。 そしし， て、 2 Ml卜N、\刈、~ a Cαl をイ合守む B伽u f汀fcr A 

で持総:予予 l山lハi すると |畔!併1特予 Aぶぷ〈毛， (祈百 ' 1"性ザ

イι|ヒ;することを /J式としていた。 イメ !特ぷ-が Mn2φ 泣:ボ 1・'tであることから合)，~イオンにアフ

ィニティ ーがあるのではないかと巧‘え Cu 2+-Chelating Sepharosc クロマトグラフィ

ー を l試みたところ、本防ぷ爪れはほぼすべて |投石し、 予処!j且りぷ通り分 p l l Î に昨ぷ

日性は全く l認められなかった。 11\線的グリシン波山勾配により |政J? タンハク伐を

総 11 '1 させると、グリシン 0 . 1 M イ、I近にタンパク貨のヒ 』ー クが引われ、グリシン

0.15 M イ、J近にシャ ーフ な桁竹ピークがあらわれた。 日 -CG -S epharose アフィニテ

ィ ーク ロマ卜のぷ通り分 pllÎ には、 1特ぷ?円 ' Itは全く l認められなかったので (1 -CG に

~ ,IJ: .'N '1''1:が 111i いことが予処(された。 11'C記長 |下J NaC I 松山勾 i9~ により|汲jf?タンパク伐を的

/ 1 \ させると、ト~aC10.15M 付近にシャ 一フなy{i'lt ヒ ークが引われた。以後に Scphacry l

S -300 ケロマトを行なうと本併ぷのシャ 一一 フな折ft ヒ ークが分[- : ， :~ 380 KDa の枚

目に伴ligできた。 その市l li米ラット Ní栄 100 g より以終n句にタンパク1'1 :I:~ 1 20 同 の

あij製物をねた。 またホモジネー 卜からが) 1 3000 的に*， Ij裂でき、その 1 " 1以本は 7 吸

であった。 さらにゲル泌過の r~~I H *"ひとから分 Jぺ li i は約 3g0 KDa と勺1111 した 。
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Mix detcrgcnts-polyacrylamide gel electrophoresis (Mix detergents-PAGE) による本

両手品~の泳動指1';* を Fig.19 にぷす。

レーン 1 が本併ぷを泳動したものであるが、|文| に /Jミすように分子はがj 460 KDa 

と 380 KDa 付近に I~U_\)よい 2 本のバンドとしてlJ，lわれた O また Id ， jバ ン ド jk に PAS 染

色|助作であったことから、料iiタンパク ff と舵lとした。

おtj 製1特ぶ-目UJ1 がよLかけ 1-_ 2 本のバンドとなったのは制鎖の泣いによるもので

はないかとィ号え、イー二階ぷの相ji鎖を切断するために N-Glycos idase F で処則した後、

，甘えし泳到J をわ二なったところ、 460 KDa のバ ン ドが的くなり 380 KDa のバンドが濃

くなった(Fig. 19(Lane 2)) 。 このバンドもなお PAS 染色|場作であったので、 N­

Glycos idaぉcF で切断されないねiゆ:11が作イピするとイ号えている 。

N-Glycosidase - + 
M.W. 1 PAS 2 PAS 
KDa 

669-炉

440ー炉 + 
+ + 

232ー炉

140'" 

67-ー

Fig. 19. Native polyacrylamide gel electrophoresis 

of -゚CG-hydrolysing enzyme 

Proteins (2 -4μg ) were applied to each lane and 

stained with Coomassie brilliant blue. Lane 1, the 
purified enzyme; lane 2, the purified enzyme 
digested with N-glycosidase F. 
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1立 54L む~iWJで分子社系J 460 KDa と 380 KDa イ、I近によL られた 2 本のバン ドに防ぷ

y~ .[.'1:があるか行かを調べるために、官~(泳動後ゲルからのt:il lI l \を l試み活性を調べ

た。 その市lリミを Fig.20 にぷす。 460 KDa および 380 KDa の I d l jバンドともに併ぷ前

作が認められた。 またデンシトメーターで測定したタンハク伎のヒークと?川、生ヒ

ークはJli 'ji? に良く -致していた。

凶

。<t色

E x 

注A¥ 

+ 0 2000 4000 

Enzyme activity (dpm x 10・3 I m m  slice) 

Fig.20. ゚ -CG activity in an acrylamide gel 

6000 

After native 5 % PAGE, one gel was stained with CBB and the other 

was cut into 1 mm  slice to extract the enzyme. The activities was 

measured in the extract as described in methods. 

バンドが N-Glycos idase F 処Jl Hで 380 KDa にシフトし、 I ， llj ノjのバンドに !i -CG 

分解防ェ奈川れがよL られたことから、今1"1 のあlj 裂で{i -CG l.'y ~~(Jサ分解併ぷは、ほぼ

q傔 _に ~f ，'í~できたとィ考えた。また本Mぷーは~ ._- グリコシド市lij介した札iiだけでも分

子吊約 80 KDa、以1Iち全体の分子 fi l のがJ 1/5 : ， t という Wf合 iAの |(Jj いタンパク民であ

ると推測した。
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21:節 N -CG 4,j-: )11 i'l~分角i~r~手ぷの ri打性ftの検討

日 -CG 特~Nn句分解!特ぷのあlj f裂に成功したので、次に小;併ぷのiÏ什!?25 を liJ，~べ、

日正夫11 のM 1f~ と比 '1攻しその特)11'1''1:について検討した 。

実験)J法

( 1) t3 -CG 4，lj:)'~ i'I~分解併ぷ活性の time-coursc の測定

)メ J4iILl-:|iij() 、 10 、 30 、 60 分の 4 }ぷで帝~11 ，j:的に活性を測定した。併ぷ ili は、

卜2 ドg protein / ml を合む 10 ド l を川い、また1特ぷ市Y1: iHIJ店法は、 !J} IL ì戸、知町j

に可r~ じた 。

( ~) {'] -CG 4,')' _)L~ i'l <J分解併ぷの Km 1'p'(および Vmax Íl I\の iJtiJ�1:: 

'，~;nl~ に従い本rq手ぷの j忠良濃度依イJそれについて検討した。佐川 lする )t~f1浪jぷ

は、放射性の f) -CG 1.11 ドM に JI:)j文射性の 付ーCG を }Jll え、 id終波皮1. 1 1 、1.36 、

1. 61 、 2_11 、 6 . 11 、 1 1.1 1 、 5 1. 11 、 10 ト ll l-'M の 8 点を川いた。ついで科波皮での

防ぷ?汗1"1:を訓IJ íi:した。両手ぷ iii は、 2 .4 μg protein/ml のものを 10μl 則いた。 また

r~手品く;m frl i測定訟は、約 h 市、 31 ・ îflî に Y1i~ じた。

( ;-3) /付-3 -CG 4，1村、，7:) 

?常;片?η;μ法i去;に従しい、/-3帽CG の実飢:ú似物f質Tを川いた C∞0111ηlp戸3冗淵etition assay による4法Lf質ミ午1、り引ゾ1: を

検iÌ汁J した。 l統み万涜:'L介物としては、 i郎a?官i市R防づ分〉恥料粕l:i 製/-3 -CG 分角解平 f併1梓予 Aぷ:に刈刈企して比 '1絞|校攻 I l的'l竹|内句νj人必1占~f'伎tυ1爪市川'1"ドf

が |A“;f心山川，'J か つた j付j -CGln 、 NFG 、 NAA を川いた。 0.555 ドM の欣射性の f) -CG をぷ伐

として川いた I I.'l に /Jえした併ぷlrr-'It を 100 %とし、その系に J I :欣射性の/-3 -CG を

1t~~冬泌!_i 2 、 4 、 10 、 100μM となるように加え、 iUifT物である j-3 -CGln , NFG, NAA 

は、それぞれ 4 、 10 、 100 、 1000μM となるように)JIlえ昨ぷ-mvhを jj!lilt- した 。 併

ぷ川は、1.2μg protcin/ml のものを 10 1-'1 ) IJ いた。また rq予ぷ 11î'It iJ!'J ﾆ i L は、 f71li

I 、 7X'} -[1I'J に 1{r~ じた 。
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(-J.) 1付-3 -CG 4~、りν!均句ω3分〉内解午州円昨手ぷの 4令奇 j胤l再4イオ ン !必必ユ求民R怜阿附~'1'↑門|↑、

小本~r内防1特手ぷは川水分角解平仰1併特ぷであり、 合)，~~イオン'}2~ボ竹で、 その?川イ!:に Mn~+ を必

要とすることをすでに川いだしていた。 そこで*1) 製した t-3 -CG 4,'j: YUI~ 分解併ぷ

でも令k~~イオン嬰ポ'ft について検，i 、l した。

Mn2+の以終濃度が 0.67 111M であるコンフリ ー トシステム系に EDTA を以終

濃度 1 mM となるように }Jll え、コンフリ ー トシステムIj l の Mn2+ を完全にYì'íJょし

た EDTA-令j同イオン緩衝系を作成した。 この EDTA-合同イオン緩衝系に、さら

に過剰の MnCI 2 ， CaCIュ， MgCI 2 をそれぞれ 2 mM 添加し、コンフリ ー トシステム

系での1， ('-'1"1:を 100 %として比1絞した。 Mぷ lJ; は、それぞれ1.2μg protein/ml のも

のを 10μl 川いた。また~手糸二爪↑'l:iJ1IJ Ji:法は、第 11: ，';'î:、初日7 に可f~ じた。

(.')) 日明CG 特J'~i'1句分解f特ぷの 1~ll" í~~ガ IJ の検 li・J

イメ rq手ぷは、 ATP や GTP などのヌクレオチドでIsll'，j i されることをr'fl~ 分中!?事~r~手

ぷについて凡い 11 \していた 。 そこで、中11製した j-3 -CG ヰ，'j: .'N (I<J分解併ぷでも Ijll内

庁IJ について検討した。

コンフリ ー トシステム系に Ijll'， í;:斉IJ を以終泌jム: 0.1 mM および ImM となるよ

うに加え、 1~1l'， í;.斉IJJtfメドで?斤1・t を測}jごした 。 1\ 1l'， 'i:剤は、 ATP 、 GTP および併ぷ

!又応 IJ:.成物であるクヱン般とグルタミン般、さらにや1[1統制11山のグルタミン般レ

セフターのアゴニス卜であり、グルタミン峻とそのイl体的jCが知似の Qllisqllalate

および N-methyl-D-aspartic acid (NMDA)を川いた。 1 \1 L門店性は、コンフリ 』ー トシ

ステム系での Yrr- '1''1: に対する0/(' Isll', í;: でぶぶした 。 併ぷ iJ; は、それぞれ 1.2 問

protein/ml の波山のものを 10μl 佐川した。また防ぷ?川ゾL訓IJ íi: i去は第 I L ，\戸、ワ1 ・

節に Yí1~ じた 。

( �) /-3 -CG ヰ，'j: J'~I円分解併ぷのねii鎖に!則する検 ， 1-'J

イメ r~手ぷが特ifタンハク Tiであることは先に述べたが、さらに小;防本;の料li鎖が

~干ぷ店内に J;-~糾するか行かを検付した。

N-Glycosidase F (PNGasc F)的町長以 IIlJ1 には、 EDTA をはじめ、リン限緩衝被J，'字、

本 1特ぷ 11，- '1''1:を Iíll'， f;: する物質がてすイjーされていたので本尖験に川いる!泊に N-

Glycosidaぉe F 総脱出lull の治以交換を行なった。 N-Glycosidase F 治波 50μl を
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CENTRICON-IO (Amicon)に人れ、 Mn イオンを除いた Buffer A 500 ドi を }JII え 、 4 ぐ

で 3000 rpm で述心し、 50 ドl にまで以外泌過してお年以うと換を行なった。 この以

作を 1 1 })ぷ繰り返した後、 N-Glycosidase F 然減として夫!倹に伎J Il した 。

本 I'~~:;?}~ 50 μ1 (12μg protcin) に上，iiJの )j訟で'V'~製した N-Glycosidase F 折半減 25 

ド l を }JII え、 37 (、でー I!%))(Jぶした。コントロールとして、 i:li-U のノjH~で，1M製した

N-G l ycosida同 F を 1 00 (、 で 5 分 n~J熱処DH して火活させたものを川い、 1 ， ilf;長の版

作を î J'- なった 。 その後、それぞれの防ぷの触媒以応初速j主のJJJ?'l 依({'i"I : を ;lじに

述べたノflLに Yí'~ じて検，;'1 した 。 f特ぷ Jiiは、それぞれ 3 ，2 問 prote in/ml の波山とし

たものを 10 !J I 川いた。

( 7) N -CG t ,'i' _W 1'1<) 分作，i f~千点の SOS ïld:~(泳動

/) -CG 特児1'1<)分解~~手ぷにサブユニッ ト .tl'，jむがあるのか椛l認するために SDS­

PAGE を î J-' っ た 。

Lacmml i のノJY1~ -1 2) に従って、 SOS-PAGE を行なった。ゲル1i~JJ之- は、 7 %をハ l

いた。 ~; I'j 製サ ンフル 20 !JI (4 ドg protcin )に SOS を 1 % となるように)JII えた後、

1 00 ぐで 5 分 I /U 熱処 J'H した。分子 i Ui マ 」ー カ 」ー は、 LMW Calibration Kit 
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Fig. 21 Time course of ゚-CG-hydrolysing enzyme activity 
Purified ゚-CG-hydrolysing enzyme was incubated for various time 
at 37 oC. Velocity (V) is expressed as pmol/30 min. 
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斤』
。 10 却 却 相 部 1∞ 
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( Phosphory l a児 b 94 KDa 、 Albumin 67 KOa、 Oval bumin 43 KOa、 Carbonic anhydrase 

30 KDa 、 Tryps in inhibitor 20.1 KDa、印 -Lactal bumin 14.4 KDa; Pharmacia) を J 1 J し 1

た 。 その仙の泳!fVJ 条1'1 :は 、 ZH /1: r'戸、 ZH -霳� (，))に准じた。

Fig.2 1 に本Mぷ祈'1 ''1=.の time course を /Jミす。 本Mぷは、 lìíîJÆ の条イ午 1'.で 30 分ま

では、ほぼ I ， I( 総I'I<Jに以応がJitむことがわかった 。 また、小:~手ぷの触媒 )X)J~~初J 辿)え

の jfLft泌ljt{火(1-刊:を検 ，H したところ、 Fig ， 22 にノjミすように、 日 -CG 泌皮 10 ドM ま

で急速に 卜ーケ11 し、その後、 50 ドM でほぼフラ卜 』ーに述した。 また、 この市lU↓」につ

いて Lincwcavcr-Burlくフロ ッ トをおこなったものを抑人 |刈にぷすO これらの結*よ

り、 Km ，i( はがJ 2 _ 5 ドM 、 Vmax l'if(は 230 nmol/mg protein/m i n であった。

Fig. 22 Effect of substrate concentration 

Purified ゚-CG-hydrolysing enzyme was incubated with various amounts 

of ゚ -CG at 37 OC for 30 min. Velocity (V) is expressed as pmol /30 min. 
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付 -CG 分解M*~のjμ-tf午児|‘'I:の奇1104!- を Fig.23 にぷす。 放射11"l: li -CG の分解は、 ~JI:

}jý_射1ftの r3 -CG 約 10 ~M により -f/I~I に山内された。 また、 ("j -CG ln は{} -CG と f，11}

iliが非常に凱似しているにも関わらず、 さらに llV浪肢を加えないと{) -CG 分角午を

日Il '1 f;~ しなかった。 j) -CG と l-J 幽CG ln との 50 % f)ll'J千波伎には、 が) 30 イ;.7 もの JCがlLG

められた。 また NFG および NAA の 50 9十 I)Jl内政皮は、 日 -CG に比べ約 300 íì" ，:以

1 -- の jれがあった。
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Fig. 23 Substrate specificity of ß ・CG-hydrolysing enzyme 
Substrate specificity was examined by the competition assay 

NFG 

NAA 

トCGln

(・) -゚CG : ß-Citryl-L-Glutamate, (0) βCGln : ß - Citryl ーしGlutamine ，

( ム ) NAA : N-Acety卜しAspartate ， (企) NFG : N-Formyl-L-Glutamate 

合j瓜イオン tどEJょたれの系ll;JJ:: を F i g . 24 にノjミす 。 コンフリ ー トシステム系に EDTA

を添加すると ~SlJí: に併ぷ川↑tを打IJ ~1J 11 したが、 さらにJMi釆IJ の Mn2+ を )) 1 1 えると Y~-'Itは

完全に 1 1 '[1反した。 しかし、 Ca2rでは約 30 o/c、 Mg2+では約 ]3 %しか I"[復しなかった。

これらの市lijJJミは、 ;?ll分FJJ;以内手ぷについて見いだしていた矢I1 t~ とほぼ[， ïJ じであった。
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EDTA 
1 m M  + 

Mn2+0.67 m M  

+EDTA 1 mM  

Mn2+ 2 m M  

Ca2+ 2 m M  

MQ2+ 2 mM  

。 50 100 

Eほymeactivity (0/0) 

Fig. 24 Effects of metal ,ions on 酔CG-hydrolysing enzyme activity 
Purified βCG-hydrolising enzyme was incubated with EDT A and 
then incubated with various metal ions. The 100 % activity 
represents the percen匂ge of the activity under the conditions of 
complete assay. Data were expressed as the meani:S.D. 

日 -CG ヰU ~. にぷす。 *，ゆJi した(1 -CG

4U GTPO.1 mM でそれぞれ 78 弘 89 o/cと、 Jl : ?;? にリ

く同 l '1与された。 また、 クエン般 0. 1 mM で 77 %、 グルタミ ン般 0. 1 mM で 34 %の

I)Jl '1 i{ をぶし、 IIJJえ物 1)ll ~ i子が係 l訟できた。さらに、 QUl sq ua latc では、 0. 1 mM で約 80 併

閉じ与と強 く 閉じ ij されたが、 NMDA ではほとんど l'JIl'Xされなかった。

compounds 

ATP 

GTP 

Glutamate 

Citrate 

Quisqalate 

NMDA 

percent inhibition 

0.1 mM  1.0 mM  

77.7士2.9

89.1 土 5.9

33.7土 5.0

77.0土 9.8

79.5土 1.9

0.6土 1.3

96.9土 3.5

99.0土2.9

81.8+1.0 

98.4+0.6 

96.3+0.1 

16.6+1.5 

Percent inhibition : mean::tS.D. 

Table 9. Effect of nucleotides and the other 

∞mpounds on ゚-CG-hydrolysing enzyme 
Purified 砕CG-hydrolysing enzyme was incubated 
with or without inhibitors. Results are expressed as 
a percent inhibition. 
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f) -CG 特 .W!'I"J分解階ぷii?;' '["1 ~に末、Iするねi似iの;;手料を検討し、そのれけとを Fig. 25 

に /Jミす。 本 ~~，k1 は、 N-Glycosidaぽ処JlI[により、コントロ ーー ルと比べると Vmax 1[1'( 

が、約 2 的 1 '，'，'j い{[I'(をぶした 。 このときの Km f[I'( は、コント口 、ーー ルfi'r:ではがJ 2.0μM 、

N -G I ycos idase 処11 1[ {t，(:ではがJ 2.2μM とす:l:lil され、 l"lî~- にぷはほとんどなかった。

本f特ぷの limflirt をまとめ、 Table 10. にノjとす。

中!?裂した 1-3 -CG 村民(1<] 分解~~手ぷを SDS-PAGE したところ、 Fig. 26 にぷすよう

に 4 本のバンドが伴i認できた。 分 ([1::はそれぞれ 130 ， 110、 100.90 KDa であった。

また N-Glycosidase 処則した後、 /IÎJt長に SDS-PAGE を行なったところ、 N-G I ycos idasc 

処JlH したものは、 N-Glycosidase 処DI!していないものと比べると多少分子 lえが減少

していたが、 /1 î]じく 4 本のバンドが検/1\できた。 分 [-:IUi，それぞれ 1 20， 105, 90, 

80KDa であった。

N-treated 

ロ ロ
ψ M.W. 

KDa 

ロ

目/
ロ Control 200.0 .... 

ψ 

• • 

468  

-゚CG concentration (μM) 

Fig. 25 Effect of N-glycosidase toβCG-hydrolysing enzyme 

Purified -゚CG-hydrolysing enzyme was incubated with N-glycosidase, 
and then incubated with various amounts of -゚CG at 37 .C for 30min. 
Velocity (V) is expressed as pmol / 30min. N-treated : purified -゚CG-
hydrolysing enzyme treated with N-glycosidase, Control : purified -゚CGｭ
hydrolysing enzyme treated with boiled N-glycosidase 
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Table 10. Propeパies of ゚ -CG-hydrolysing enzyme 

Testis, brain (newborn) 
Bound 

。CG
380・460 KDa (glycoprotein) 

2.5μM 
230 nmol / mg protein/min 
Mn2+ 

ATP, GTP, phosphate,quisqualate 
6.8 

Fig.26. SDS-PAGE of ゚ -CG-hydrolysing enzyme 

The protein (2μ9 / lane) was applied to a SOS / 

7 % polyacrylamide slab gel. 
Distribution 

Solubility 

Substrate specificity 

MW  

Km 
Vmax 
Metal ions 

Inhibitor 

Optimal pH 
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到、j に可1~ じた 。日1'["1:決IJ íl: yl~ は第 f ，~口、 ffI:次ノ山立%か}dV)さらに中1521サ ンフルを Míx detergents-P AGE と SDS-PAGE との

N-N-Glycosidase 木処f'g では惚数のスホットが必められたが、を行なった 。

実験記l'i~およびィ号祭これら 2 つのスホットの分子Glycosidase 処 flHすると 2 つのスホットが消失した。

これらは Mix detergcnts-PAGE の 460 KDa 111;はそれぞれ 130 KDa, 1 I () KDa であり、

レチノイン般歳導後I庁長 7 11 r 1 Fig. 26 にぷすように日 -CG 分解~~*~ l~- J[t: は、111 )j(のスホットであることがわかった(data not sown) 。

:節の Fig. 8 で示すよう-î夜、 tfJこれはおから 9 1I11 にかけて急激に 1'. 外した 。:次 Jêí';首公L泳 IVJで、 も JI ソji? に 'Þt' ，\Jl、;いバンドをノJ之SDS-PAGE でもまた小~~特ぷは、

日 -CG 泌)交がt~-茶 4 1I11 から 7 111 1 にかけて急激に 1'，舛しその後減少するこしかも\ー グリコシド結介した制だこれは本M :k2ーが特ii タンパク ftであり、した。

合成 l'特ぷの 1~"["I::を?J!IJ íl:していないので I~JMf.なことはとと逆111 1共l の |共l 係であった。はという :lfiifTキ lit の fhi いタンパク ftであるので、料法1~けでも全体の分 f-litのがJ I/S 

この 13 -CG 濃反の減少が[3 -CG 特児(I~)分解MALT'Y11の 1 '，ケ 11 によるィー I~j であるが、_ ' 1 ・tが以|大!と巧-えられた 。の微少イJ均

ものであるとィ号えられるかもしれない。:次ノGU5孔泳到Jで 1111，&のサブユニットから梢!ぶされていることがイ刈作品: は、
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|リ!かとな っ たがl :MIll については羽イピ検討 11 1 である 。
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tì'~- 主主判[，帝~市IIIJI包における f3 -CG 特3引~J分解l時ぷl;~- ↑"1=. の変動二 μIJヨ:

その治性質も調べた。 1;~-性初IJ Jtの系H-CG fU 

日 -CG次に店主主神経剤"胞における本陣ぷ 1~' '["1:の公到~ ;を調べ、も{催、Iにできたので、

tìtft~11経剤IIJI包は既に [-5 -CG の;f，t 1)))を ，i1 tD べ濃度の変動との |込1mを検討した。 なお、

た Pl9 を川いた。

実験)j法

。0-( 1 )剤11日包出益および P I9 の十IjJ約束1I 1 J1包誘将

Days 
Fig. 27. Changes of 酔CG-hydrolytic activity in the RA treated-P19 cells 
in the presence of cytosine arabinoside 

The ゚-CG-hydrolysing activity in cultured cell was determined by counting 
the radioactivity of the [14(;] glutamic acid residue hydrolyzed from ゚-citlyl-

L_[14C] glutamate. Data are expressed as the mean土S.E.M(bar)values

for three samples. ・; -゚CG-hydrolysing activity,O ; -゚CG concentration, 
* : ゚-CG-hydrolysing activity in RA non treated-P19 cells 

12 8 4 。-4 レチノイン般誘砕をわ二なった。 なお、目、j に従ってれ主主を î i' い、:市、第第

lì刊さは IO{) mrn の lì'~~ 主主 llllで行い、終n午r'1':! に前"胞を|川以し/-3 -CG 分解併ぷを作た。

RA 誘導.後 2 ，-..__4 1111 まで細胞別抗I'i 1~ll'， j;: 

なお、 Mぷ

n -CG 特JlQi'I句分解~~千点?川中社(ll;む il~

経 11年内J に 1"11以したれ益剤"胞の f) -CG 分解併ぷ間性を凱IJ JJ.::した 。

ti 1lであるシトシンアラビノシドを附地に添加|した。

、
、
，
，

〆

つ
〕

また判l'経剤 11)]包リッチな条件を作るため、
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ノ NAG があり、これらはいず、れも本併ぷの)t~1'1 とはならなかった。

本Mぷは令)，'1，\イオン~;-t<:'1・'1:であり、その?円1"1:には Mn2+が必 I~であった 。 また

小:~平井;は、 1 mM の ATP や GTP などのヌクレオチド郊で 96~99 O/C の I)II)~: を受け

た 。 ヌクレオチド飢で酔ぷ11，"1"1:が山内されるようなアシラ 』 ゼは、これまでに域

行された例はなく興味がもたれた。 また Quisqualate で Isl L刀されるが、 NMDA では

ほとんど Isll"与されなかった。 イメ 1特*の祈'1 ‘'1: ' l' 心 ;'iIH\r，~ と Quisqualate )~I~ のグルタミン

般レセフター との度目似'l't{こり1Îli I床が持たれるが11下剤11 は|リ l らかでない。

イメ 1特ぷは料ii合 ili の |(Ji い肘タンパク TIであり、この紙11鎖と併ぷy1，- '1''1:との|共l 係に

興味が}，):たれた。本 l'特ぷを N-Glycosidase 処DHするとコント口 、 ールに比べ、 Vmax

111'iが約 2 れとなった。 これは本防ぷの爪↑'1: '1 1 心が、 N-グリコシド市llifY した羽iii鎖で

マスクされているため、 N-Glycosidase 処 J'I~ により?川''1:'1' 心が川われ 11，"1"[:化された

のか、あるいは N-G 1 ycos idase 処D Il により本1将来:の災fË'l"I:がよ[つしたなどの 'II能性が

考えられた。相lij鎖がはずれて:i( fl土1''1:が附すという'jJ:')<:は仙の私il タンハク fi でも似|

がないのでさらなる検 ，Hが必裂である 。 また、今 1 I1 I本分解防ぷを成熟ラット Wí リL

から ìì Í. 1縦できたが、 1呉市llj 介 )\l~ の和lli タンハクロという難しさもあって、成長111:|lj!たよ

りも活性の低いその他の組織からその性伎を比 1[\交、検 I;'，jーするのに | ー分な分解~~~ ，k~ 

を{，I]裂するのは|水|難であると判断した 。 ゆえに、これまでに机十11111 II 物で 11崎山分11ì

がぶされているおlj 栄以外の臓保 111 米の {3 -CG 分解併ぶ-が、今 II 11 ì ÌÍ- lkiif~できた分解防

ぷと 11 iJ ーであるかどうかは不明であり、今後泣伝子レベルでの解析の准h~ により

I~J らかになるであろうと巧えている 。

本~~予ぷは:;火ノ己泊44L泳æJJで、惚ß::のサブユ二ッ卜からなる sji:が lリ j かとなった。

Mix dctcrgents-PAGE での 460 KDa バンドは、 130 KDa と 1 JO KDa の 2 つのサブ

ユニットからなると汚えられる 。 次ノ乙γ白~(tふく ]}J で、の 130 KDa と 1 JO KDa の 2 つ

のサブユニットの染色比や分子 :1;; から~' えると、 Mix dctcrgcnts-PAGE での

460 KDa のバ ンドは、 130 KDa が 1 11爪 Il0KDa が 3 Wi] という 4 :，:~休から村山えされ

ているとィ号えると liiA17k-致するが、その，i下京III については今後の課題である 。

日 -CG が判|終市111)1包に )IIJ イ 1: し、そのYJ~~J文が減少する n ,11' JVJ に r~ -CG 分解併ぷ 11，' '1''1:が

1: ケ|Iーする 。 イ子)戊 1特ぷ?百円についての '1' ， 11 械が乏しいので抑制IJでしかないが、ノì['II~;行

-f�: -X'は、{-3 -CG のような低分子化介物の制1])]包内での波山は、介)J川特ぷと分解

~手ぷの 1~~''It IÖI~節により決まるので、日 -CG の fl~ l'J1作川の解 r~ J にはその代 11射系を lリ j

らかにする必要があると巧-え、 Jt~従 1'1句研究の、工場からみ;物ftの fì )J父、分角予防ぷの

ì')í_ I~m を l試みた。合)Jえ f特ぷは |ldliiが休!難でいまだ単雌することは 11 1，米ていないが、

予いにも t,'i: Yt1 (1" J分解酔ぷを比 11 \し 77i-にまで粘製することに成功し、そのぷ「lift

を I~J らかにすることができた。

バ -CG の分解酔ぷ活性がイメイ1:することをすでに見い t 1 1，していたので、材料が

人干しやすく、比較則 ri手ぷ11，"1・'4:の，'，，'j い i~ ， Jí栄を川発材料として村裂を行った。本併

-*~は LlI brol PX 行 1111 1，、{計t'次分 1IIIj 、 Hydroxyapatite、次いで ClI ':+-Chelating Sepharose 6B 

COlll1ll11 chromatography をわ二なった後、 日 -CG-Sepharose 4B affinity chromatography 

を îlない、以後に Sephacryl S-300 gel filtration を行なうととにより京1121できた。ラ

ットホ'l~ 100 g より以終的にタンパク ~F~ 120 Ilg の村裂物をねた。比11，- 11"1=.はホモジ

ネートに比べ約 13000 佑となり、 [II[収不は 7%であった。

ゲル泌過による分子 :ii は約 380 KDa であったが、出介界 11l i ì百件剤を)I J いた

mix detergents 法7654泳弱Jを行なった新民、約 460 KDa イ、JJ止と約 380 KDa イ、n止に 111日i

広い 2 本のバンドを伴 1也、した。その 2 本のバンドの併=索活性を伴 li必したととろ jh

に防ぷ日れがあった。さらに本併ぷは制タンパク質であり、 N-Glycosidase 処 JlH に

よる和lfi鎖切 I~rで 460 KDa イ、I近のバンドから 380 KDa のバンドへのシフトを椛lid し

た 。 とれらの Eli: より泳動卜'_ :2本のバンドが引われたのは、初防1の泣いによるもの

であると与えた。また本併ぷは N-glycoside 結介した拡ifだけでも全体の分子 !ilのがj

1/5 :1\: というねfi frli:の lfJj いタンパク伎であった。

み:~枠ぷの Km (p't は 2.5 ドM と悦川された0*， 11巣における {3 -CG の波j長は、約 lmM

であり、 m込|人j の日 -CG 濃度は、以，~~lj 11与でがJ 0.6 mM に達する。これらのことより、

本防ぷの Km Í!"(が 2.5μM という新米は、'r=.体内で本f伴家二が l'分働きうるととをぶ

している。また本併ぷ-のjμ!{午、げI~ ，[，tはJ147;?に lUJj かった。 f) -CG の村liiiJi知似物質の

うち '1~体内に心配が伴1認されているのは、脳内では NAA， NAAG が、 )11:1械では
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裂した{1 -CG 分解酔ぷは(1 -CG の濃度rV，~îm に爪裂な役訓を泌じている IIJ能性が111i

いとィ号えている。

引イI~ 、 f) -CG 分解M :k~ のあるサブユニットの ;'il~分アミノ峻~~~ダIJ を決定し、泣

イLi ffl分解析を 111刊に研究を続行 '1 'であり、平行して(3 -CG 介j戊系についても引き

続き例究を 1 J二っている。これらが解明されれば 1 -3 -CG の '1川!作川の解IY J に、ひい

ては市111)1包の分化誘導機構の解IY J に l'Ú:献をもたらすものと係 Lj している 。

72 

総抗

1 . f) -CG の防長やl'料細胞における Jn) イ 1 ~と判 l'帝王朝11胞の分化・成長 IL'i' の/-3 -CG 

濃度の変動

[-3 -CG は:L，}J~'i ラット!Jì~に 1fJi 濃度イメイI~する物質として発凡され、その後

の研究で成品中古巣や IJU球にも lfJj 泌皮イパ 1~することがわかった。ノト川この{-3

-CG の市111)]包レベルで、の }I I){I ~ を検討するべく 、店主主神経系111胞を Jfl い制)]包免疫

化予(1サに検討し、神経細胞のみに}，，)イJ~するととをぶした。日 -CG の化， J吋，'，j

iiJj と添加 i夫験の布lljJ44から、/} -CG の細胞内外への移動は与え~1f:く、川イI~の

よL られる神経常1 1I II包でイIl f らかの't-: .ffll 1'1句役;i討を米たしているとィ14- えられる。よ店

長や l' 帝~剤 IIJJ包の成長に fl~ う(-3 -CG の波皮変動と巧え合わせると、 f-3 -CG は判 l'

約束111胞の分化・成長ILj J~l にイII[ らかの役得IJ を fl t っていると以われるが、相I'~

市Il IJI包に対する III( 1史的な '1 -= .flll作ハ!を解 IYJするにはでらなかった。

2. JJイ'~YUJtn協剤 1111包 P19 のレチノイ ン般誘導によるやl' 帝王制 1111包分化 11 ，'1 の (-3 -CG の

}II){I: とその濃皮の変動

初代lì~-主主判 l経系111胞において、十"1帝王細胞に f) -CG の}11) イ 1: を儲lid した。 ノ

ゐ (I<Jな誘導によりネ"1統制11胞に分化する)J{'lt:JHt協調Jl JJ包 PI9 をレチノイン般'Î.秀

与により分化させた場介でも、 fJ -CG が神経剤1I胞のみに }'I) イ 1:していた。 し

かも fJ -CG は神経系11111包の分化・成長が悦んな 11 、'l JOI に.)1&性に l川被)えとなり、

十II'~剤 11胞の成熟とんにその泌皮が減少することをぶした。

;-3 • IlL{球内における fJ -CG の分イ11

日 -CG は脳のみならずIIUJi にも lLj濃度イパじすることを見111 していたの

で、まず1111球内の{-3 -CG の分布を訓べた。 その新民、ウシ11μ球では太郎分

が水lull体にμイピしていた。さらにr1(::剤11 にノkillll|体における f-3 -CG の分布を IV，IÜ

べたところ、イくJIlll体 1 ~皮細胞がノkJIlliイ本線維剤11胞に分化する"bow arca" に1:

に川れする 'ji:がわかった。 また純によってはの炎1UJ 、 μイ 1:比ボの泣いはあ

るものの、ほぼイ〈変(11，) にノKIlll1体あるいは綱引肢にイメイ1:することをぶした。
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4. J庁長ノkJIll!体細胞における{3 -CG の )， ó イ L: と水 llll|体卜.皮細胞の線新f~細胞分化

におけるの [-3 -CG 濃肢の変動

{-3 -CG が、水山市外~ 1 -，皮細胞がノK1111114本線維高Ilリl包に分化するす-ì: で tll られ

る "bow area" に L に )nJイじする zjl:がわかったので、初代附益ノ1< IIIIJI体 1 :皮剤IIJJ包

の水 lull体線維市IIIJJ包への分化に伴う{-3 -CG の;?，t Jf}J を検討した。 その帝llijA 、 H

-CG は水f111体 1 '，皮剤n胞の分化により形成されるレンズ以外;には心配せず、

むしろその川りにイfイ亡する分化途'1 1 とィ号えられる細胞に )IlJ イ 1: していた。ノ水k 

|I|lUVl川J|Jμl

が、ノK I ll1114本線維細胞への分化に先行して|は濃皮となることがわかった。こ

れらの車lliJJJ- から[J -CG は、水lull体 j-，皮細胞が水llull体線維細胞に分化する IJむ

に ïf(必な fj:則的役;ijリ をねっているのではないかとィ考えられた。

ろ {-3 -CG 特J'Q (Iり分解階点の*，1裂とその諸性質の検討

(3 -CG のような低分子化介物は、細胞の 11 1 で介 JJ見解ぷにより作 られ、

分解併ぷにより消火する 。 つまり、細胞内濃度は合成酵ぷと分解併ぷの前

↑' 1: のバランスにより謝C!?j されていると忠われる 。 もし、。 -CG が'1=.体にお

いて ïf(~な働きをしているのなら、特異的な合成~与ぷと分解両手ぷによって

j滋絡にその濃度がコントロールされているはずである 。 そこで、日 -CG の

代謝について検討をした。合成併点については、アッセイ系の確か;が難し

くボだ不IPJである 。 しかし、日 -CG をグルタミン般とクヱン般とに特見|約

に分解する両手ぷを幼)，7!J潟、成熟あ11 !-ìさに検 /1'1 していたので、この (3 -CG村=見 i'I"J

分1Vri~手ぷの事!?裂を試み、ノテ 1"1 ほぼ qJ， .に まで粕製することに成功した。

13 -CG 特 yth I'I~ 分解併ぷはJI呉市lij 介)~~で t7fl合 lli が非常にふ7 く、ネl官!i は JI :

?i? に |木|苅tであったが、泊44泳31JJで{確認する|出りではほぼ q-í， 'に まで京!?製す

ることに J点以j した 。 その riお性質を IÎ下剤 11 に検討した車内民、 これまでに械行さ

れたことのない新しいアシラーゼであることがわかった。 またこの~孝ぷーの

十Ij l経細胞に分化誘導した Pl9 細胞の分化 ・ 成長にともなう y;r，" lf l : の変動を制

べたところ、 13 -CG 濃度の減少とは逆にその両手ぷy;r，"["I:が卜~!dすることがわ
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かった。介JJ父~手ぷ本体が木だイく|リj で、 11-:係な介J)Z~予ぷ y;r，. 'f''L:をiJ!IJ Í-とできない

iJL:1犬では|りLfできないが、制I[JJ包|付 f1 -CG 波!ムニの減少はノト IJ ， r*llí~に成以J した

1-3 -CG 特児(i~分解両手ぷによる IIJ能性が!日iいとィ号えられた。今後、この 1-3 -CG 

t-'i= J'~lí句分解~手ぷの遺伝子レベルでの解析、 [3 -CG t,'j= J'~n{_)介成~平井;の解析が

進めば、剤IIJJ包|付 íJ -CG ~脱皮のコントロールメカニズムも併|リj されるものと

与えられる 。
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I1L N-CG は 11以球 '1 1 でもノrJ< "IIH本 j'_)x剤 IIJj包から線維細胞への分化が悦んに起

本研究の j丞行ににあたり、終始 i反かい御指導、佐11鞭従を!1弘りました、判|戸乍
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It'c薬や研究科教段、九~') !i~範先生に心から感Il射いたします。

また、本研究の遂行は次の多くのノj々の御協力のもとになしえたものであり

ます。 大阪大'??大学院:徳学研究科助教授、'1 1 川 illf作光州、んや|らγj;_として実験に

栴々徒IJ 1お )J [只きました、 i別f?ll|キ _~tTfl( 、 1-12:守 1， :1~、|川崎将之、焔接近引J It~ '1 い

ならびに川野|存 !-I溝口Ilj 、 111Jイ予約-講師、 i貸川災失11 (-U)J J:を始めとする仲) Î'下院

大学薬学部'LE'll化学lilttjA14 の J花氏、以卜.のノj々に深く感謝いたします。こる水lllM本の bowarea に)，，]イ 1=する 。

IV_ N -CG はウシIftJUKJIll14本来Il I Jl包で lentoid body 1" 身ではなくむしろその}，'tl

ill の剤 11胞に )υj イ 1 ~し、ノklull体 I-_;支制UJl包から線維細胞への分化より先1 J: し

て，'，;; 11脱皮となる。

V 成熟ラット中lii巣から{3 -CG 特民的分解fIj手来こをほぼ ìF -(こ京Ilj~ した 。 小;

fIj手来二は、その諸fli ftからこれまでに1強行されたことのないアシラーゼ

であった。

以上、(-3 -CG のや 1 1粁および、水 J1111休組織における JIl) {I: とその波皮の変動を|リj ら

かにした。 また、 [-3 -CG を f午特、与?り}見主山いn的1η句に分角解午する 1併特来二 を;巾lれÍ_ に*ド:九ヂ抗IJ山占i::jji 主虫製!1l し、 その1机円 f

が判判仰|ドl 経市刺制制11川IIJI山|白包の )J成J戊兄熟と j共七に 1 :ケh引lL.する BゴHをぷした 。 これらの til: より、 日 -CG がtljl

経剤1111包および、ノKAlll体細胞の分化・成長と非常に密政な|民!辿があることをゆl ら

かにした。
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