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研究報告書の作成に当って

本年も厚生省神経疾患研究委託費による筋ジストロフィー症の研究の報告書をお送り

することになりました。

過去3年間「筋ジストロフィー症の基礎的研究班」として多くの研究成果を挙げてき

た班を発展的に解消し，新に二名の班員を加え「筋の発生と分化に関する基礎的研究班」

として本年度より出発致しました。新しい班の名称には「筋ジストロフィー症の研究」

＼という言葉は表面的には入っておりません。しかしこれは筋ジストロフィー症の研究の

最も重要な方向の一つを便宜的に班の名称を用いたものにすぎません。筋ジストロフィ

ー症の研究には一日の僻怠も許されません。従って班の名称は上記のようではあります

が，我々の目的とするところはあくまでも筋ジストロフィーという難病を如何にして解

決するかということであります。

我々はこの目的のために，これまで用いていた筋ジストロフィー症ニワトリのほかに

同症ハムスターを導入し，本年は差当ってその基礎データを集めることを目的としまし

た。そしてすでにいくらかの新しい結果を得ております。

本年度から出発する新しい班が組織されたのは56年の初夏のことでありますが，研究

費の配分が可能になったのは12月に入ってからのことでありました。このような事情に

もかヽわらず，12月初旬に開かれた班会議では，この報告書にみられるような高度の研

究成果が発表されました。このことはいうまでもなく班員および研究協力者各位の筋ジ

ストロフィー症解決に対する熱意と努力の賜物であります。

本年度も班会議後わずかの間に報告集をまとめることができました。多忙な中を執筆

下さいました班員各位に御礼申し上げます。また本委託金の取扱いに色々とお骨折り下

さった厚生省医務局，国立武蔵療養所，日本筋ジストロフィー協会の方々に御礼申し上

げます。

昭和57年3月

班長　江　橋　節　郎
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Ⅰ　特別レポート

1　ジストロフイ・ハムスターに関する知見



1　ジストロフイ・ハムスターに関する知見

野々村　禎　昭

ジストロフイ・ハムスターは1962年，Hom－

burgerらによってはじめて導入された。

ジストロフイ実験動物としてはマウス，鶏に遅れ

て検討されたわけであるが，そのいくつかの特徴

によって筋ジストロフイ実験動物としては秀れた

ものであり，我国においても今後もっと利用すべ

きものと考える。先ず簡単にこれ迄得られている

知見をまとめておく。

遺伝型はもっとも単純な常染色体劣性型である。

はじめはBIOl．501ineとしてとられたが，現

在はBIO14．61ineという系が広く用いられて

おり．この系は白色化してあるので利別が容易で

ある。ジストロフイ・マウス，鶏と較べて異常の

発現が筋細胞に限局されるのが特徴であり，骨格

筋だけでなく心筋にも障碍が発現する。

筋障碍の発現は緩徐であり，心筋障碍に対する

代償として心肥大が生後100日位よりはじまり，

心不全をおこして死に到るが180日位から死亡す

るものが出，一年位の経過ではヾ全て死亡する。

この間血中CPK値は生後30日日頃より上昇しは

じめ70～80日頃ピークに達し以後少し減少したま

ま或る高値を維持する。他の初期診断法としては

筋肉の生検法，水浴超勤法などがあるが容易では

ないム最近，舌の下側部に1－5mの白斑の出現

が舌筋障碍の可視化であり，心筋障碍の発現と平

行化するといわれているプ）

心筋障碍に関してBha。ら詣ミオシン軽針2

に特異的な蛋白分解酵素がジストロフイ・ハムス

ターの心筋では増加していることを報告しその精

★東京大学医学部第二薬理

製を行った。心筋障碍が進行し，壊死部分が広が

っていくと共に心筋ミトコンドリア中のカルシウ

ムイオン含量が増加していく㌔）

本研究においてはジストロフイ・ハムスターの

主として骨格筋の各種を経時的に光顕レベル及び

電顕レベルで観察し組織的変化を概観することを

試みた。

材料と方法　材料としてBIO14．6　ジストロフ

イ・ハムスター雄を用いた。各種筋を腰付きでと

りだし，歯科用ワックス上に生体長迄伸展して固

定し，4％グルタールアルデヒド，0．135Mカコ

ジル酸緩衝液で1時間前固定し，緩衝液で洗い標

本をはずし，細切する。1％オスミック酸・カコ

ジル緩衝液で45分後固定後，水洗，1％酢酸ウラ

ンでブロック染色後アルコール・アセトン脱水し

エボンに包埋した。標本は厚切してトルイジンブ

ルー染色し光顕下で観察し，薄切したものは鉛染

色して電顕下で観察した。心臓は動脈切断後その

まゝグルタールアルデヒド固定し，30分後心房，

心室にわけ，細切してさらに30分固定し，以下他

骨格筋と同様に処理した。骨格筋の障碍程度を測

るのは主として横断切片光顕観察をもちい，縦断

切片のものもこれに加えた。

骨格筋組織障碍度の判定は光顆下観察でHom－

b。rg。，37こ従い，光顔で不確かなところは連続

切片の竃朗観察で確認した。判定は次の様になる。

正常＋）異常全くなし

疑異常闇　縦断100細胞中4以下核列状配列，又

は横断100細胞中4以下の中心核，筋

紡錘，核周辺空孔数の増加

軽度異常（＋）上記同様の変化及び100細胞中4以上
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の核列状配列と中心核

中程度異常Hj　長い核列状配列と100横断細胞中

8以上の中心核

空胞化を伴った核の細胞外突出

高度異常㈹　多数の中心核，pyknosisやfra－

gmentation，hyperchromatosis等

の核異常

極度異常棚　壊死細胞出現，再生細胞の出現，マ

クロファージの浸出，問質組織の増殖

一応この判断規準に従って，77日，97日，110

日各時期の各種骨格筋を判定した。同時に心筋も

心房筋，心室筋にわけて骨格筋同様固定包埋し切

片をつくって観察した。77日の数種の筋をホモジェ

ナイズして，微量二次元電気泳動にかけ，主とし

て酸性蛋白質側についてコントロールとジストロ

フィーの収縮蛋白質パターンについて検討した。

結果と考察　各時期にわたって心房筋には著しい

変化は認められなかった。心室筋は全く正常の場

所もあった。この様に比較的正常な場所でのIn－

tercalated－Diskについても特に間隙が広くな

っているようなことはなかった。独立したブロッ

クの約半数の心室筋では異常が認められた。これ

らの場所ではポリゾームが増加していた。細胞内

間隙がみられ，異常の強いところでは空胞変性が

認められた。この様な場所では，Intercalated

－Disk間隙が広がっていたが，これは細胞変性

の結果のように思われた。

骨格筋としては上肢筋，扁筋，腹直筋，模隔膜

各種下肢筋と，食道横紋筋の12種の筋を調べた。

最終結果は表1に示すが，全ての筋が少くとも77

日以降においては異常像を示していた。

中心核は異常の判定にもっとも容易である（第

1図）。再生細胞に中心核が認められることから，

中心核の存在を再生現象を考えるグループもある

が，少くともジストロフィーハムスターにおいて

は再生とは全く関係なく生来このような状態に筋

細胞があったと思われる。理由は全ての組織に中

心核をもった細胞が認められ，肩筋や背筋の様に

異常皮の高い組織では全ての細胞が中心核をもっ

ている。これを再生とすると全て再生細胞という

ことになってしまう。一一万一部中心核がある細胞

組織でも，いわゆる幼若，未熟型の再生細胞が共

存しているような像はほとんどなく，真の再生像

の中に中心核があるようなパターンが認められて

いない。以上の様な理由でジストロフイハムスタ

ー骨格筋に認められる中心核は特徴的な変化で本

来発達途上で周辺核となるべき機構が失われて中

心核のまゝ細胞が成長してしまったと考えられる。

本来の骨格筋でない食道横紋筋にも異常が認めら

れた。この細胞は直径が小さいので横断像では中

心核を決めるのが難しいと考えられるが，実際は

周辺核とはかなり異なっているので比較的容易に

判定出来る。食道横紋筋は下端附近迄存在してい

るが，異常は中心核だけでなく壊死細胞を含んで

いるものまであり，又縦断像では第2図にみるよ

うに仮りに核が周辺にあっても列状配列をしてい

るので容易に異常といえる。この列状配列は長く

続くことが多いので，横断像で正常の周辺核の出

現頻度に較べて圧倒的に中心核の出現が多くみえ

る理由である。第2図にみられるような核小体の

多数が認められることが多い。核の異常としては

核周辺空孔があるが，Homburgerはこれをtjjよ

り入れているが，むしろ（欄以上の異常度の高いも

のに多い。

中心核の他はほとんど正常の細胞が多い。しか

し竃顕観察によってポリゾームが正常に較べて多

数存在することがわかる。さらに膜結合型リポゾ

ーム又は粗面小胞体も存在することもわかる。こ

れは正常筋では生後70日以降ではほとんど認めら

れないものである。筋紡錘が多出するといわれて

いるが，確かに比較的頻ぽんに筋紡錘を認めるこ

とが出来た。

壊死を生じている細胞の現われ方に3種類認め

られた。ひとつは比較的異常の少い細胞群の中に

突然壊死細胞が出現しているような型で，この時

は空胞変性的なものが多い。他は異常度の高い細

胞群の中に生じるもので，筋線維走行の乱れの著

しいものであるが，縦断像でこの経過をたどって
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第1図　中心核を示す。骨格筋横断光顕像ジストロフイ・ハムスター肩筋の横断切片をトルイジンブルー

染色したもの。矢印は中心核を示している。ほとんど全ての細胞が中心核を示していることに注意○

第2図　核列状配列を示す。骨格筋縦断電顕像ジストロフィ・ハムスター横隔膜の縦断超薄切片を鉛染色

したもの。核が列状配列しているところを示している。核内には核小体が示されている。筋原線

経は全く正常像を示している。
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第3図　広範な組織透明化変性を示した異常都と正常部境界の電顕像。

左端に筋細胞横断像（正常部境界）が示され，他は透明化変性をおこした部分で主として問質細

胞，線維芽細胞から成る。小血管，コラーゲンも含まれている。

みると，空胞の出現，やがて異常収縮，超収縮，

ついに筋線経の乱れと移り変っていく。周辺の細

胞も中心核，一断面2，3核の存在，核周辺空孔

も多くみられる。第3のものは可視的にも生後90

日以降のものに認められるもので，筋組織の一部

が透明化，白蟻化している。この様な部分の正常

部との境界を固定したものが第3図に示される。

この図の左はしにみえる筋細胞は正常部の境界で

以下左側には中心核は存在するが一見正常な筋細

胞群が続く。透明化した部分は実は第3図にみら

れるような線維芽細胞又は問質細胞群であり，こ

の処々に僅かに筋細胞が残っている。この筋細胞

は肥大，空胞変性をおこしているものもあるが，

中心核の点を除いては一見正常のものもある。こ

のような変化がどのような機序で生じたかは全く

不明である。浸潤のように徐々に筋細胞が変性し

線維芽細胞におきかわっていったのが，はじめか

らこのような組織であったのか，現在のところ確

かめる方法はない。

第一表から一般に上肢筋は比較的軽い異常，肩

背筋は強度，横隔膜もやゝ強鼠下肢筋は中等度

の変化といえるかもしれないが，もう少し例数を

みるべきであろう。経時的変化もこの例では少なす

ぎるが，傾向としては生後77日ではすでにかなり

な障碍度に達しており，以後日を追って異常度は

増すというよりすでにピークに達して横ばい気味

というべきであろう。

77日目の心室筋，心房筋，下肢筋（M．soleus

M．extensor digitorumlongus）について正

常及びジストロフィー筋の各々一部をとりホモジ

ェナイズして二次元電気泳動で観察した。主とし

て酸性側蛋白質（アクチン，トロポミオシン，ミ

オシン軽鎖1，2，3及びトロポニンC）について正

常とジストロフィーについて比較検討したが，ほ

とんど差を見出せなかった。Bhanらがいうよう

な心室筋ミオシン軽鎖1の分解などは全く生じて
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いなかった。すなわち正常に対してジストロフィ　　　このようにジストロフィーハムスターでは骨格

一筋での収縮蛋白相対量の減少はなかったし，新　筋の全てに中心核を主とした異常が出現する。し

らしい蛋白の出現等も見出せなかった。　　　　　かし筋自体としては目立った変化は少く，筋蛋白

第1蓑　各種骨格筋の異常

7 7d 97d 110d 130 d

上肢筋

±

≠

M ．extensor digitorum com m unis
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米は変性細胞の出現を示す。

レベルで異常を見出すことは出来ない。変性も一

部で生じるが，生後100日以後著しく増加するわ

けでは射、。むしろ安定した状態が異常をもった

まゝ長く続くといって良いであろう。ジストロフ

ィーモデル動物として安定して異変が筋に限局さ

れるという意味では使い易いが，変化を何を規準

にするかという意味では良い指標を求める基礎的

研究をつみ重さねる必要がある。

文　　　　　献

1）Homburger，F．et aL，（1962）〟ed助p．6，339．
2）Handler，A．H．et止，（1975）ル化助仁政p．βわエ
〟妃148，573．

3）Bhan，A．etaL，（1978）⊥〟0人α払α′dlO，769．
4）Strobeck，E．etal．，（1979）Ann．NYlAcadScL
317，59．

5）的usz，E．etaL，（1966）A〝れ〃r加〃d助£138，
213．
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2　哺乳動物り発生初期で起こる細胞間の
Compactinに関係する細胞表面分子

岡　田　節　人

研究協力者　小　台　宗　一　吉　田　知加子

1．は　じめに

多くの哺乳動物胚では受精卵が3～4回の分裂

を繰返した後に，Compactinと呼ぶ現象が起こ

る。これは，それまでは割球は殆んど球形であっ

てお互いの接着面がごく僅かであったのが，急に

割球間の接着面が広がって胚全体の形状にも著し

い変化の起こるような現象をいうのである。胚の

発生において細胞間の相互の関係が生じ，多細胞

体制としての組織と呼ぶ系が最初に確立するのは，

このCompactinによってであると考えてよい根

拠がある。従って，この現象は初期発生における

極めて重要なイベントとして最近強く注目されて

いるのである。COmpaCtinは個々の細胞の変形

によって起こる現象であるから，これが個体発生で

みられる最初の細胞収縮の現象であろう，という見

地からの研究も少なからず行なわれつゝある。わ

れわれは，この現象に直接機能する細胞表面分子

の存在することを見出し，かつそのような分子の同

定に成功したので．それらの結果について報告する。

2・マウス奇形がん踵細胞における細胞間接着分子

多細胞動物において細胞間の接着が，その機能

がCaの存在に依存するかどうかによって判然と

区別される，2つの異なったクラスの細胞表面基

の存在によっていることは，1977年以来われわ

れの一連の研究によって明らかにされてきたよ）2）

＊京都大学理学部生物物理学教皇

この≠細胞接着の2元仮税“は現在では一般的に

受け入れられている。

マウス初期胚を生化学的に研究する材料として

129系マウスに生ずる奇形がん腫細胞をモデル的

に利用すると多くの便があるので，まずこの腫瘍

細胞について細胞接着の機構を調べた㌔）その結果，

奇形がん腫細胞の表面にも2つの異なったクラス

の細胞接着基が存在し，特にそのうちCaに依存

して機能するクラスのもの（Calcium－depe－

ndeut site，CDSと略記する）が多くある。と

りわけ，分化能力を欠いたF9株軋ま多量のCD

Sが存在しているので，この細胞を抗原として得

た抗血清を吸収して，CDSに対する抗体を得る

ことができた。

この抗体を利用してCDS分子を電気泳動ゲル

上で同定することが可能である。その結果，CDS

は細胞表面に存在する分子量140Kの蛋白質であ

ることが判った書しかし，このF9細胞を抗原と

して得られた抗CDSは，もろもろの繊維芽細胞の

細胞株とは交叉反応しない。後者の細胞にも，も

ちろんCDS分子は存在しているがこれらは分子

量150Kのもの別の蛋白質である。

従って細胞接着という同じ機能をもったCDS

と呼ぶクラスの分子は一種煩でなく，分子的に多

様性がある。以下では奇形がん腫細胞のものをt

－CDS，繊維芽細胞のものをf－CDSと呼ん

で区別することとする。
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図1　LA）Compactin直前の8細胞期のマウス。

（B）やがてCompactinが起こる。

（C）Compactinを起こした胚を抗t－CDSのFabで処理するとde－COmpaCtinが起こる。
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3．マウス初期胚のCDS分子

それではマウス初期胚にもCDSは存在するの

だろうか？存在するとすればt－CDSであろ

うか，f－CDSであろうか？　この問題に答え

るため，抗t－CDSのFabフラグメントの初期

胚細胞の集合阻止活性の有無を調べた。すると，

このような抗体のFabは集合阻止の働らきがある

が，その活性はf－CDSをもっている細胞で吸

収しても除去されない。しかし，奇形がん腫細胞

で吸収すると非活性となる。従って，マウス初期

胚にはCDS分子は存在し，それはt－CDSで

あって奇形がん脛細胞と共通のものであることが

明らかとなった。なお，t－CDSは分割前から

胚盤胞の時期までにその存在が確認された㌔）

4・CompactinとCDSの機能

マウス初期発生において細胞接着に関係した重

要な現象はCompactinである。この現象にCD

Sが機能しているかどうかを知るために，8細胞

期の胚（図1A）がCompactinを起こした直後

（図1B）に，抗tqCDSのFabを含む培地に

おいた。すると，・COmpaCtion　の状態は維持され

ず各割球問の接着は再びルーズなものとなって，

de－COmpaCtinが起こるのである。抗t－CDS

のFabのもつこのような効果は可逆的であって，

de－COmpaCtinを起こした胚を正常培地に戻す

と再びCOmpaCtinが見られる。

抗t－CDSのde－COmpaCtinを起こさせる

効果は，奇形がん腫細胞で吸収すれば非活性とな

るが繊維芽細胞で吸収しても全く低下しない。

従って，COmpaCtinにはt－CDS分子が特異

的に機能していると結論される。

すでに述べたように，t－CDSは未分割卵か

ら存在している。COmPaCtinが3回の分裂後で

初めて起こる原因は，この時期でt－Ct）Sの合

成がさかんになるのか，或は多量のt－CDSが

割球の表面に露出するのかによると想像される。

5．ま　と　め

マウス初期胚には奇形がん嘩細胞とは共通であ

るが，分化した体細胞とは別の分子量140Kの細

胞接着分子が存在する。この分子が細胞の変形に

よって起こるCOmpaCtinに機能していることが，

抗体Fabを用いた実験から明らかにされた。

文　　　　　献

1）Takeichi，M．（1977）．Functional correlation be－

tween celladhesiYePrOPertiesand some cellsur－

racepTOteins．J C封βわし75，464－474．

2）Takeichi，M．，Ozaki，H．S．，Tokunaga，K．，and

Okada，T．S．（1979）．ExpeTimentalmanipulationof

Cell surface to affect cellular recognition mecha－

nisms．加yebp．βわ上，70，195－205．

3）Takeichi，M．，Atsumi，T．，Yoshida，C．，Uno，K．，and

Okada，T．S．（1981）．Selective．adhesion of em・

bryonalcarcinomacellsanddifferentiatedce11sby

CaJependent sites．Deyetop．Bi01．，87，340－350．

4）Yoshida，C．and Takeichi，M・（1982）・Teratocar－
Cinoma cell adhesion：Identification of a cell

SurfaceproteininYOIYedincalciumdependentcell

aggregation．αtL（inpress）．
5）Ogou，S．－H．，Okada，T．S．，and Takeichi，M．

（Cleavage stage mouse embryos share acommon

Cell adhesion system with teratocarcinoma cells．

βeyeわp．βわエ（hpress）．
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3　バイテリオファージ人にパッケージした遺

伝子の培養細胞への挿入

岡　田　善　雄＊

研究協力者　内　田

1．は　じめに

遺伝病細胞を用いた退伝子解折の研究は，遺伝

病そのものを理解する上からも，ヒト遺伝子その

ものを理解する上からも今後必須の道である事は

論をまたない。その作業としては，遺伝病細胞の

機能失調を回復させ得る遺伝子をヒト遺伝子バン

クから選別するのが第1のステップとなる。然し

1／100万の確率しかない困難な作業で，これを

或功さすためには遺伝子の細胞内注入，及び遺伝

子発現の頻度をできるだけ上げる技術開発が必要

である。現在までの方法としては．DNA断片

を直接リン酸カルシウムでゲル化して細胞に添加

する方法が一般的で，その他SV40に遺伝子を組

込ませたのち細胞に感染させる方法も開発されて

いる。然し効率その他の面で遺伝病細胞に利用す

るには不満である。また細胞核に，微小ガラス管

を用いて，直接DNAを注入する方法もあるが，

これは1回に高々1，000ケの細胞が処理できるぐ

らいのもので，1／100万の頻度の退伝子選別に

利用できる一般方法とはなり得ない。

私共はヘルペスワイスのチミジンキナーゼ構造

遺伝子（HSV－1tk gene）をマーカー遺伝子と

し，マウスLtk‾細胞を用いて遺伝子挿入頻度を

上昇させる方法を種々検討しているが，その中の

1つが有効な頻度上昇を示すものとなったのでこ

ゝに報告する。

＊大阪大学・微研
＊＊国立基礎生物学研究所

鹿＊　石　浦　正　寛＊＊

2．方　　　法

HSV－1tk遺伝子（2kb）を組込んだpBR322

プラスミドをEco Rlで限定分解し，Charon4

AのアームにT4－DNAligase　で連結したの

ち，入ファージ粒子内にパッケージした。この組

換えファージを大量に採取し実験に供した。

ファージは250mM CaC12を含むpH7．9の

バッファーに浮液させ，等量の1．5mM Na2HP04

を含むpH6．87のバッファーと混合し，250cl0

分置いてゲル化した。このリン酸カルシウムゲル

17几～をLtk‾細胞の単層培養（PlOシャーレ）に

加えか024時間して洗い新らしい培地を加えて更らに

370で40時間培養した。その後tk」雫田胞を選別す

るためのHAT培地に代え，10日培養で現われる

細胞のコロニー数を計測し，tk遺伝子の細胞内

発現頻度とした。

3．結　　　果

ファージに迫伝子をパッケージした形のまゝで，

リン酸カルシウムゲル法を用いて，極めて高い遺

伝子挿入，発現頻度の得られることがわかった。

即ち

／transformant／105phage／106Ltk－cells

の頻度が得られ，ファージ数の増加に比例し

て発現細胞数は直線的に増加し5×107pha－

ge　までその傾向は続いた。これは今迄の方法に

比べて10～100倍の高頻度であることを示すもの

で，ヒト遺伝子バンクから特定の遺伝子を選別す

るのに有効な頻度の少くとも下限に入るものであ
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る。

この方法での頻度上昇に関係する大きな因子が

リン酸カルシウムゲルを作るときのpHと放置時

間である事も判明した。ゲルが大粒子になると効

率は極端に落ち，できるだけ微粒子で．しかも充

分の沈澱の得られる事が必要条件のようで，ゲル

化のために加えるバッファのpHが6．87が最適で，

放置時間は25℃7分～20分が適当と結論された。

4．おわり　に

現在までヒト遺伝子の切り出しは主に特殊に分

化した組織細胞からのmRNAをスタート材料とし，

CDNAを経て成功したものであるが，この方法は

特別なもの以外，一般化できる方法ではない。退

15

伝病の機能欠損を利用して，ヒト遺伝子バンクか

らの選別の道こそがより自由度の高いものである

事は論をまたない。そのための1つの新しい技術

として入ファージにパッケージしたヒト遺伝子′ヾ

ンクを利用して，遺伝子注入発現を可能にする具

体的方法が開発されたと考えられる。

5．発　　　表

Phage particleP一mediated gene

transferinto cultured mammalian

cells

MoLCellular Biology

投　稿　中
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4　家鶏ジストロフィー筋の培養法による研究

米　沢

著者等は培養法により家鶏ジストロフィー筋の

研究を行って釆たが，今回その微細構造の検索や，

ベルオキシダーゼ法を用いた筋内空胞と外部との

交通性などの結果をも併せてジストロフ1－病変

の成立について検討を加えた。

〔実験方法〕

ジストロフィー家鶏（Califolnia Davis413）

及び対照の健康鶏（同412）の9－11日鶏胚より

脊髄及び浅胸筋を取り出し次の如きグループに分

けて脊髄及び筋の同時培養を行った。

A：健康動物脊髄及び健康筋

B：健康動物脊髄及びジス筋

C：筋ジス動物脊髄及びジス筋

D：筋ジス動物脊髄及び健康筋

E：健康筋

F：ジス筋

培養には径22mm円形のカバーグラスにラット尾よ

り抽出したコラジェンを塗布し，ゲル化せしめた

ものの上に上述の脊髄と筋とを約1mの間隔をも

つように植えつけた。培養はMaximowの二重カ

′ヾ－グラス法により，培養液は

Gey氏塩煩溶液　　9

Eagle氏MEM　9

馬血清　　　　　　9

鶏胚抽出液　　　　9

10％プドー糖　　　2

のものを用い，毎3日に培養を塩類溶液で洗赦後，

新しい培養液を加えた。

微細構造の検索には塩類溶液で洗藤（5分間）

＊京都府立医科大学病理学教室

後，2．5％グルタールアルデハイド溶液（pH7．4）

塩類溶液で洗藤（30分），1％オスミウム固定

（pH7．4，30分）脱水後，ヴェストパールに包埋

した。これらはカバーグラスに附著した培養をカ

バーグラスのまま処理し，包埋剤を固めた後．－

80℃フリーザー内にてカ′ヾ－グラスをはずす方法

をとった。

また培養経過の種々の時期に0．25／旬Jベルオキ

シダーゼ溶液を培養に加え，約3時間後BSSに

て洗軋　2．5％グルタール溶液にて固定，更にB

SSにて一昼夜洗赦し，0．2％H202存在下にて

発色せしめた。

〔実験結果〕

（1）筋組織を単独で培養した場合，対照筋，ジス

筋ともに12時間後には双極性の筋原細胞が遊出

し，活発な分裂増殖を示した。2日日頃よりこ

れらの細胞の融合による筋管形成が始まり，2

－3日のうちに急速な伸長を示した。融合直後

の筋管は胞体が乏しく，横径は不均一で核は中

心位をとっている。その後4－5日目には胞体

が増大し，内部に縦走する筋原線経を認めるよ

うになり，自発性収縮が始まる。そして横径は

次第に均一化し，横紋が形成され，次いで核は

次第に筋膜直下へと移動する。この発育過程は

培養開始後10～14日で完了するが，時間的経過

は対照とジス筋との問に殆んど差は認められな

かった。

（2）脊髄を加えて培養を行った場合，筋組織片よ

りの筋原細胞の遊出と，その融合開始までの時

間的経過は筋単独培養の場合と同様である。一

方脊髄片から，植え付け12時間頃よりダリア細
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胞及びシュワン細胞の増生とともに運動神経軸

索の延長が認められる。この軸索は当初裸のま

まのこともあるが，次第にシュワン細胞が髄伴

してくる占いずれにせよ運動神経軸索は，培養

開始後2日目には筋管細胞との接触を示し，そ

の後間もなく，筋菅の周期性収縮が開始される。

そして筋胞体は急速に増大し，4日日頃までに

は，ほとんど全ての筋線経で槙紋形成と核の筋

膜直下への移動が行われ，7日目までにこれら

の変化が終了し，ほぼ成熟した形態を示してく

る。しかし支配神経に髄鞘形成が見られるのは，

なお1～2週間を要する。

このように脊髄を加えて筋の培養を行った場

合は，加えない場合に比して，運動神経が筋線

経に接触した後に筋の成熟が促進される。この

促進は健康筋とジス筋との間で差は見られなか

った。

ジス筋における変化：ジス筋に於てはその発育

と成熟に伴って種々の変化が出現する。そのうち

ジス筋特有の変化と見倣されるものを挙げると

①　筋芽細胞融合の異常：ジス筋では筋管形成に

際して，筋芽細胞の集合融合が対照に比し不規

則であり，従って形成された筋管の径にばらつ

きが多く，かつ，全般に径の細いものが多かっ

た。11日日鶏胚浅胸筋を単独培養した場合，培

養開始後3週目で筋緑経の最大径の平均は対照

群13．80±0．79／‘m（P＜0．01）であるのに対し，

ジス筋では9．77±1．20JJm（P＜0．01）で有意

に細い事が明らかにされた。また個々の筋繰経

においても，太い部分と細い部分の差が著しい。

㊥　空胞形成：脊髄添加の有無に拘らず，浅胸筋

培養開始後．4～5日頃より一部の筋線経に大

小の空胞形成がみられる。このような空胞の周

囲には筋菜は変性を伴う事は殆どない。これら

空胞はHRP処理染色によって外表との交通性

が証明され，T管の拡張によるものと思われる。

この空胞は必ずしもジス筋特有の変化ではなく，

健康筋においても同様の時期に少数ではあるが

認められる。

17

㊥　筋の表面膜の細孔形成と細胞外との異常な交

通性：培養約2週以降になると筋の表面膜は細

孔形成が認められるが，このような部ではHR

Pによって筋内の管構造と外界との異常な交通

が認められ，HRPに対する透過性が冗進して

いる。屡々胞体の浮腫状変化によると思われる

腫大が見られる。そしてSarcomereの過収縮

と縦配列のズレが認められる。

このような部では，それまで同期して収縮，弛

緩を繰り返していた筋線維群内に，過度の収縮や

弛緩過程の緩徐な筋繰経が出現してくる。その他

過収縮を示しているいわゆるopaque fiberの出

現も認める事が出来る。

このような過収縮に伴い，上記の異常な交通性

のある部では，筋の収縮異常の出現後，Sarc0－

mereの配列に乱れが生じ，横紋が不鮮明となり，

やがて筋緑経の断裂および融解が生ずる。

それと相前後して，その郡の筋胞体は次第に顆粒

状を呈して壊死に陥る。この壊死性変化は，通常，

筋線経の一部に限局しており，節性壊死（Seg一

mental necrosis）　と呼ばれる状態をとる。こ

のように外界との異常交通性を示す部位で，筋の

過収縮及び節性壊死の変化が進行するわけである。

〔考　　案〕

この対照筋およびジス筋のin vitroでの増殖

・成熟に閲し，その時間的経過より見る限り両者

間に有意の差は認められない。この事はWilson

らによるin vitroでの増殖・代謝の解析におい

ても同様の結果が報告されている。これらの事実

から，この家鶏筋ジストロフィーにおける遺伝的

欠陥は筋の増殖・分化能力に関与する生合成系に

は大きな異常をもたらさない事が示唆される。

骨格筋の分化および保持に関し，運動神経支配

が重要な役割を有しているが，脊髄添加に伴う神

経支配とそれによる成熟過程への影響は，対照お

よびジス筋と右同様であり，この事はジストロフ

ィーおよび対照鶏間の脊髄と筋肉との組み換え培

養実験において，神経因子の異常にもとずく病変

出現は認め得なかった。ジス筋に特有な変化は，
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発生の比較的初期に筋芽細胞の融合の異常として

認められる。この異常そのものは変性壊死と直接

結びつくものではないが，ジス鶏の遺伝的欠陥の

細胞膜上での表現として理解出来るものであろう。

この膜異常は，ヒトのDuchenne型筋ジストロフ

ィー症においても赤血球膜での異常が指摘されて

いる事実とともに，これらジストロフィー症群で

は，膜を介して異常な形質の表現がなされるとい

う共通性がある。ジス筋での壊死性変化は表面膜

の細孔形成およびそれと密に関連したHRPの異

常なとり込みを示す部位から進展する。また，こ

の壊死性変化のみならず筋原線経の過収縮および

それにもとずく筋原線経の断裂などもこのHRP

の取り込みの昂進した部に認められる。

このようにジス筋変性に際して見られる節性壊

死や過収縮などの変化は何れもHRPの取り込み

で示される如く，筋細胞への外液の侵入と貯潜と

関係している。この事はT管内でのCJト濃度の

上昇による筋原緑経過収縮や，蛋白分解酵素の賦

癌化による節性壊死の原因となるのであろう。ま

た，ジス病変出現には，筋緑経の成熟を要する。

この成熟には，神経支配は必須ではないが，神経

支配が筋組織の成熟を促進している。そしてこの

ことが筋線経での変性の出現を促進せしめている

と思われる。

〔要　　約〕

筋ジストロフィー鶏（California Davis413）

とその対照鶏の9－13日鶏胚浅胸筋と脊髄とを培

養し，HRP法による筋線維内管構造と外液との

交通性を検討し，併せて竃顕による検索を行った。

その結果，①ジス鶏の特異なジス病変として，筋

発生早期に筋芽細胞の融合の異常が認められ，対

照に比し筋径の大小不同および小径緑経の出現が

有意に高い。②ジス病変としては培養約1過後頃

より筋表面の細孔形成，T管の異常拡張が見られ，

この部はHRP法により外液の侵入と貯溜が昂進

している。（参このHRP侵入部位では筋線経の過

収縮や節性壊死が見られる。この事は筋でのこれ

らの病変は筋の外界との異常な交通性に基因する

ものと思われる。④このようなジス病変の出現に

は筋の神経支配は必ずしも必要ではないが，神経

支配のある筋では成熟や分化が促進され，かつ壊

死性病変がすみやかに大量に出現する。
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5．「筋ジストロフィ（d班y）マウス筋

芽細胞の分裂能低下の機作の研究」

香　川　　務＊

研究協力者　智　片　英　治＊：実　　典　之＊＊

橋　本　孝　二＊＊

各種動物で見られる筋ジストロフィ羅患動物

の筋，その他諸組織の形態的，機能的異常は多彩

且つ複雑である。我々は筋ジストロフィ症の病因

の解析の為に，最も顕著な変化を示す筋組織に研

究の対象を絞り，既に以下の事について報告した。

（1）正常成熟（V＋）及び筋ジストロフイ発症（dy

／dy）マウスから単核筋芽細胞を分離し，各々の

i乃如JrOにおける筋線推分化の実験系を開発し

た吾2）この実験系を利用して，正常及び筋ジスト

ロフイ発症マウス由来筋芽細胞の培養（disper－

Sed cell culture）を行い，いづれも，invitro

で収縮性を示す筋線経に分化する事を明らかには

（3）dy遺伝子発現の結果とされた筋ジストロフイ

（dyAy）マウス筋の，invitroにおけるpseudo－

straps形成ま，dy遺伝子を持た別、正常

（七／＋）マウス筋の培養に於いても．培養条件に

よって見られる事を証明し，pSeudostraps形成

はdy遺伝子と関係の射、事を明らかにし震）（4）正

常筋，ジストロフイ筋の定量的な比較を可能とす

る為に，正常（＋／＋）及び筋ジストロフイ（dy／

dy）再生筋由来細胞の筋クロン培養の方法を開発

しだ（5協ク。ン培養を利用して，正常（＋／＋）

及び筋ジストロフイ（dy／dy）再生筋由来単核細

胞の分裂能を定量的に比較した。その結果，筋ジ

ス再生筋由来筋芽細胞は．正常再生筋由来筋芽細

胞に比較して，その分裂能が有意に低下している

＊国立療養所刀根山病院
＊＊大阪市立大学医学部

事，一万，線維芽細胞の分裂能は，正常，筋ジス

の間で有意の差の削、事を明らかにし鳶以上の

各結果をふまえて，次の各実験を計画した。

Ⅰ〕筋ジストロフイ再生筋由来筋芽細胞の分裂能

低下の機作の解析

（a）正常及び筋ジス再生筋芽細胞の各成長曲線

をとる。

（b）正常及び筋ジス骨格筋のサテライト細胞の

培養。

］〕一正常（＋／＋）及び筋ジストロフィ（dルdy）

マウス骨格筋の九日症川における再生

今年度は〔Ⅰ〕（a），〔Ⅰ〕（b）について行ったが，〔Ⅰ〕

（b）については未だ発表するだけのデータを得てい

ないので〔Ⅰ〕（aIについて報告する。

材料と方法

再生筋，8～12週令の正常（C57Bl／6＋／十）

及び筋ジストロフイ発症（C57Bl／唱J dy／dy）

マウス大腿直筋に20％食塩水を注射（正常マウス

では各0．1mg／肢チ）筋ジスマウスでは各0．05mみ

肢）し，3日後に同筋を採り，再生筋として．以

下の各実験に用いた。なお，各実験内で用いた，

正常，筋ジスマウスの日令の違いは14日以内であ

る。

単核細胞の分離．各再生筋を細切し，10・戒の

Freshmedium　を入れた硝子遠心管に加え，ピ

ペット撹拝法鼠単核細胞を遊離し，白金網

150－meSh）でろ過，各再生筋由来単核細胞浮遊

液を得た。Fr。Shm。di。孟）を適宜加え，細胞数
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Table l

Average nuInber

Of celi divisions（0－7　days）

Cuiture l Cuiture　2　Cuiture　3

Norm．6．21士2．08　5．02士2．04　5．24士2．18

（43）　　　　（31）　　　　（23）

Dyst．3．80士1．73　2・37士1・11　4・25士1・86

（29）　　　　（16）　　　　（26）

七一Stat．　p O．01　　　　0・01　　　　NS

七一Stat．：七一Statistics．（）：Number of

C010nies used for the count of number

Of celi divisions．NS：nOt Significant．
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Figure

100個／戒の各細胞浮遊液を調製し，以下の各培

養に用いた。

培養方法　0．2％ゼラチン処理，60m研一Fal－

con培養皿を用い細胞培養を行った。培養開始24

時間後，各5meのGrowthm。di。r振培地交換を

行い，更に6日間培養し，固定した。培養条件は

37℃，湿度100％，CO2　5％，空気95％である。

（1）Freshmediuml）Eag16sMEM85％

馬血清　　　10％

鶏胚抽出液　　5％

（2）G，。Wthm。di。孟）※条件培地　90％

牛胎児血清　10％

※条件培地　Freshmedium　を正常マウス再

生筋由来細胞培養に加え，24時間培養した後，培

地を回収し，3000rpm20分間遠心沈殿を行い，

上宿を条件培地として使用した。なおこの実験で

用いた馳glds MEM（阪大微研），馬血清（阪

大微研），牛胎児血清（M．B．A．）は各々，同じ

ロット番号のものを使用した。

培養開始2日目，倒立顕微鏡上で観察しながら

培養皿の底面から，各コロニーを円で囲み，番号

をつけた。各コロニーの細胞数を培養2日目から

7日目まで毎日算定し，次の式で定義されるXを

各コロニーの細胞分裂回数とした。Ⅹ＝logN／

log2　N：各コロニーの細胞数。成長曲線をとる

為の培養は3回行った。細胞数の算定を始めて後．

細胞数の増加を認めないコロニーは除外した。又

培養の途中で細胞数の増加の停止，或いは，細胞

数の減少を見たコロニーはその後の細胞分裂回数

の計算から除外した。従って，正常，筋ジスのい

づれの培養においても，分裂回数の計算に用いた

コロニーの数は，培養日数と共に域少した。増殖

を示すコロニーの数及び，その細胞数から，次の

各′ヾラメータを求め，正常及び筋ジストロフイ筋

芽細胞の間で比較した。

（1）細胞分裂回数の平均：各コロニーで同調的に

細胞分裂が起ったと仮定し，各コロニーの最大
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Table　2

Average number

of ceii divisions（2－7　daYS）

Cuiture i Cuiture　2

Norm．3．06士1．89　2．99士1．86

（43）　　　　（31）

Dyst・1・45土1・47　1・32士0・92

Culture　3

2．93士1．63

（23）

2．51±1．50

（29）　　　（16）　　　　（26）

七一Stat．　p O．01 0．01　　　　　　　NS

七一Stat． 七一Stat土st土cs．（） Number of

C01onies．used for the count of number
of ce11divisions．NS：nOt Significant・

細胞数に達する迄の細胞分裂回数の平均。　　（3）増殖能を示すコロニーの数：その時点迄持続

（2）細胞分裂速度：その時点迄細胞増殖を示した　的に細胞数の増加を示したコロニーの数。

コロニーの平均分裂回数を時間（日数）に対して　　結　果

プロットし，その時の勾配を平均細胞分裂速度と　　培養は3回繰り返し行った（培養1，培養2，

した。
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（1）細胞分裂回数

培養開始から培養7日目迄に見られた正常及び

筋ジス筋芽細胞の分裂回数の平均値を（Tablel）

にまとめた。全ての培養において，筋ジス筋芽細

胞の分裂回数の平均値は，正常筋芽細胞のそれよ

りも小さく，培養1，2でその差は有意であった。

培養開始2日目に，培養1及び2において，正常，

筋ジス筋芽細胞の間でその分裂回数に有意の差を

認めた（Figs．1，2）。この差の原因として，（a）

筋ジス筋芽細胞は正常筋芽細胞に比較して，細胞

分裂を起す迄の1ag timeが長い，（b）正常筋芽細

胞のコロニーの中には．いくつかのコロニーが融

合して，細胞数が多くなったものがある，の2つ

の可能性が考えられる。（b）の可能性は少いが否定

出来射、。（b）の原因による誤りを除外する為に培

養2日目以後の分裂回数を求め1もble2にまとめ

た。培養2日目以後の分裂回数の平均値も．いづ

れの培養に於ても，筋ジス筋芽細胞の培養で小さ

く，培養1，2でその差は有意であった。以上の
6）

結果は我々の昨年度の報告の結果と一致する。

（21細胞分裂速度

正常及び筋ジス筋芽細胞の細胞分裂速度を

Figs．1，2，3に示した（各グラフの勾配）。正常及

び筋ジス筋芽細胞の細胞分裂速度の平均値の差の

有意性の検定をする為に培養2日目の細胞数を各

コロニー共1個と仮定し，その後の正常及び筋ジ

ス筋芽細抱の各培養日における各平均分裂回数を

求め，各々の間で平均値の有意性の検定を行い，

その結果をFigs．1，2，3に示した。3回行った

全ての培養において，正常及び筋ジス筋芽細胞の

平均分裂回数の間に有意の差を認めなかった。即

ち，正常及び筋ジス筋芽細胞の分裂速度の間に有

意の差がないと結論出来る。

（3）増殖能を示すコロニーの数

前記の様に，正常，筋ジスのいづれの培養にお

いても，増殖能を示すコロニーの数は，培養日数

と共に減少した。各培養日数での増殖能を示すコ

ロニーの数をFig．4にまとめb培養1，2では筋

ジス培養での増殖能を示すコロニーの数は，正常

培養のそれに比べて，著しく急速に域少した。し

かし，培養3では，正常と筋ジスの問で，差を認

めなかった。

検　討

培養1，2，3の札培養1，2に於いて筋ジス筋芽

細胞の平均分裂回数は正常筋芽細胞のそれよりも

有意に少なかった。筋芽細胞の平均分裂速度は3

回行った全ての培養において，正常と筋ジスとの

間で有意の差を認めなかった。筋ジス筋芽細胞の

平均分裂回数が有意に減少していた培養1，2にお

いて，筋ジス培養の増殖能を示すコロニー数の減

少は，正常培養のそれに比較して著明であった。

以上の結果から，筋ジス筋芽細胞の平均分裂回数

の減少があるとすればそれは細胞分裂速度の減少

（世代時間の延長）によるものでなく，筋ジス筋

芽細胞は正常筋芽細胞に比し，より早期に細胞分

裂を停止する事によると考えられる。又，Figs．

1，2，3に示す様に，培養開始後，細胞分裂を起す

迄のlag timeが筋ジス筋芽細胞において延長し

ている事もその原因の1つとして考えられよう。

全く同じ条件で3回の培養を行ったが，培養1，2

と培養3との間で，一致した結果を得る事は出来

なかった。用いた血清（馬血清，牛胎児血清），

鶏胚抽出液，基礎培地は，3回の培養で同じロッ

トのものを使用した。しかし，細抱培養には細抱

分離操作，培地の条件化等，未だ完全に同じ条件

下で行う事が不可能な過程を含む。この様な事情

が関与しているかも知れない。

結　論

（1）正常（＋／＋）及び筋ジストロフイ（dル旬の

筋芽細胞の細胞分裂速度（又は世代時間）には有

意の差を認めな．かった。

（2）3回行った培養の内2回の培養で．筋ジス筋

芽細胞のコロニーは，正常筋芽細胞のコロニーに

比較して，著しく早期に細胞の増殖を停止した。
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6．トランスフェリンと筋細胞の成長

小　沢　瑛二郎

研究協力者　木村一郎

伊井一夫

培養ニワトリ筋細胞が成長するためには，培

養液としてEagleのminimum essential me－

dium（MEM）とウマ血清とニワトリ胚抽出物

（EE）の混合液が適しており，広く用いられて

いる。我々はEEの代りにニワトリ血清を，さら

にニワトリ血清の構成成分である筋成長因子（M

TF）を用いてもよいことを繰返し発表して来た。

MTFは，筋芽細胞の増殖を促進し，筋管細胞の

変性を抑制してクレアチンキナーゼ（CK）活性

の蓄積を促進する物質である。分子量80Kdalト

On，鮭紅色の蛋白である。酸性において脱色され

ると同時に，蛋白はfloccula．tionとなり，遠沈

によって集めることができる。この蛋白には筋細

胞成長促進能はない。しかし塩基性で蛋白と上宿

とを混合すると蛙紅色は回復し．筋細胞成長促進

能も回復する。分子量や色調はトランスフェリン

（Tf）のそれと一致する。またTfは酸性でFe

を遊離し，塩基性で結合することを考慮に入れる

と，MTFはTfである可能性が考えられた。

以下の報文では，MTFがTfであること，筋

細胞成長促進にはTfはFeを結合した形が必要

であること，Feイオンそのものでも有効である

こと，Tfには哺乳煩，一馬頬間では類特異性があ

ることを示した。

材料と方法

培養細胞：11日日ニワトリ胚胸筋を機械的に解

＊国立武蔵療養所神経センター．機能研究部

斎藤公司　　萩原康子

長谷川孝幸

けて細胞を分散させて単細胞を得た。細胞を85％

MEM，15％ウマ血清から成る培養液（avian

basal culturemedium，ABCM）に浮涼し，

ゲラチンをぬった35mmのプラスチックシャーレに

1～3×105cell／旬ishに播いた。培養液量は25

戒でこれに適当量の附加物を加え，CO2インキュ

ベーターで4日培養し写真を撮り筋管細胞中に含

まれるCK活性を測定するために細胞を集めた。

生後2日目ラット後肢筋をWfeの方法に従っ

、てトリプシン処理をして単細胞をとり，ニワトリ

筋細胞と同じようにして培養を行った。ただし培

養液は．85％MEN，15％ニワトリ血液の混合液

（mammalian basal cultureI代dium，MBC

MTFは以前報告した方法モ）ニワトリTfは

L。ilmanとAis。nのリヴアノ＿ルを用いた方法

で精製し，オヴオトランスフェリン（OT）は卵

白のアセトン粉末から抽出した。その他のTfはM

TFの精製法にはゞ等しい方法によったが，アセ

トン処理を省略し，DEAE Sephadexの代りに

CM Sephadexを用いた。

EEは12日ニワトリ胚を，等量の0．9％NaCl

中でホモジェナイズし，その遠沈上清を用いた。

免疫血清はTfやOTを雄家兎に注射すること

によって得た。

CK活性は，クレアチン燐酸とADPからATP

を合成させ，最終的にNADPHを測定する方法と．

ATPとクレアチンとからクレアチン燐酸を合成

させ，移った燐酸量を測定する方法とを用いた。

′
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第1図　ニワトリトランスフェリンのSDSゲル電気泳動パターン3）

左から分子量マーカーの位置，MTF，MTFとTfの混合試料，Tf，とOT。MTFとTfは区別

できないがOTは分子量がやヽ小さいところに現われた。
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6．トランスフェリンと筋細胞の成長

CK活性は殆んどすべて筋管細胞に由来し，単

核細胞には極くわずかしか含まれない。筋管細胞

は筋芽細胞が分裂した後融合して形成されるので，

CK活性は筋細胞の成長の度合を示す指標として

用いることができる。

結　　　　　果

ニワトリMTF，Tf，OTは，何れもSDS

ゲル電気泳動上単一バンドを示した（第1図）。

MTF，Tfは分子量80Kで，二つを混合して泳

動した場合にも単一′ヾンドを示した。OTの分子

量はやゝ低い値を示した。

MTF，Tf，OTの蛋白構造の異同の大よそ

の目安をつけるために，α－ChymOtrypSinやpap－

ainで処理した後，SDSゲル電気泳動を行って

ペプチドマップを作ったところ，三種の物質は区

別できないパターンを示した。

抗Tf及び抗OTウサギIgGに対するMTF，

Tf，OTの反応をOuchterlonyの二重拡散法

で検討した。何れの組合せでも単一の沈降線を生

じそれらはお互に融合した。

以上から三種の蛋白は同一性質を持つと思われ

るが，この三種の蛋白とFeの結合性と筋細胞成

長促進作用との関係を調べた。

MでF，Tfを0．1MNaqAcetate，0．2MNb－

phosphate，10mMEDTA（pH4．5）に透析し

てFeを除き，apOMTF，apOTfを作った。O

TはFeを持っていない。三種の蛋白に一定量の

Feを与えた後結合しないFeをゲJL／炉過をして

除いた。与えるFeの量が増すにつれて結合した

Feの量も増加し，465miLm（Fe　を結合したトラ

ンスフェリンに特徴的であるとされる波長）の吸

収が増加した。蛋白量1モル：Fe2モルに与えた

時に最高に達しそれ以上のFeを与えてもFeの結合

は増一さなかった。このモル比はトランスフェリン

の性質として報告されているFeの結合量と一致

する。このようにしてFeを結合した蛋白の筋細

胞成長促進能は，結合したFeの量と比例して増

加しモル比1：2の点で最高に達し以後プラトー

29

になった。（第2図参照）

Tfには種々の金属イオンが結合することが分

っているが，OTにFeの代りにCu PMnを結

合させたものでは筋細抱成長促進能は認められな

かった。

トランスフェリン蛋白に結合していないFeイ

オンの筋細胞成長促進能を調べた。Tfに結合し

たFeの約200Xの濃度のFe　イオンにはかなり

の作用が認められた。ABCMには，ウマ血清が

含まれているので，当然ウマTf　が大屋に含まれ

ている。そのうちはヾ％はaI刀Tfであるし，apO

TfめFe結合能は非常に高いので少量のFeはウ

マapOTfにとられることになる。従ってこの効果

を差引いて考えなければならない。（第3図）

ニワトリ筋細胞はABCM中では成長しない。

このことはウマTfがニワトリ筋細胞には有効で

ないことを示す。事実MEMとウマ血清の割合を

広範囲にかえてみても，ABCMにウマTfを加

えてみても，その中ではニワトリ筋の成長はみら

れなかった。

ニワトリ筋細胞をABCMに各種動物のTfを

加えた培養液で培養した。ニワトリ，ガチョウ，

シチメンチョウのTfは有効であったが，ウマ，ウ

サギのTfは無効であった（第4図）。ラット筋細

胞をMBCMに各種動物のTfを加えた培養液で

培養した。ウマ，ウサギのTfは有効であったが，

ニワトリ，ガチョウ，シチメンチョウのTfは無

効であった（第5図）。ウシのTfは高い濃度では

ニワトリ，ラットの筋細胞に対して有効であった

が，程度は低かった。

筋細胞成長促進という作用に関しては，EEと

Tfとは類似の作用を呈するので，EEとTfの

関係を調べた≡）EEを抗ニワトリTfIgGで処理

し沈降物を除いたものや，EEを酸性で透析LTf

に結合したFeを除く条件で処理したものは，E

Eは筋細胞成長促進能を失った。しかしこれにニワ

トリTfか，Feを加えると成長促進能が回復した。

またEEからTfを精製することも可能であった。

一方Tfを除いたEEのみでは成長促進能はないが．
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Tfを加えると加えたTfの持つ成長促進能より

もずっと大きな成長促進能を示した。従ってEE

はTfを増強する物質も含んでいる。

ca，r。指i1911年初めてEEを導入して以来

その本体をになっている物質を知ろうとする試み

は，繰返して行われた。しかし何れも成功するに

至らなかった。上に述べたように我々はEEの最

も重要な因子の一つがTfであることを明らかに

した。しかもそれはTf蛋白そのものではなく，

蛋白についているF、eに本質的な意味があり，Tfは

Feの担体として細胞表面のレセプターにつき，

何らかの方法で細胞へFeを与える役割を行うと

考えられる。我々はすでに筋原綿抱にTfに対す

るレセプターが存在していることを確認した。

我々はTfが筋芽細胞の増殖に必要であること

のみならず，筋原細胞特に大きな筋管細胞の“健

康∬　を保つために必要であることを示した。すな

わち，一度成長した筋管細胞も，Tfを培養液か

ら除くことによって変性してしまう。我々はこの

変化がFeイオンによってもある程度阻止し得る

ことを認めた。

これらのin vitro研究の結果をただちにin

Vivoの筋疾患と結びつけて考えることは困難に

．しても，筋疾患の一つの原因としてFeの欠乏を

挙げ得る可能性は顧慮してもよいだろうと思われ

る。我々はFe欠乏というと貧血を考え勝ちであ

るし，それは又正しい。しかし骨髄における造血

組織は血清そのものと接触するためにかなり大量

のTfの供給が可能である。一方筋細胞は組織液

と接触するだけなのでかなり稀釈されたTfが供

給されるにすぎない。従ってわずかの血清Tfの

低下が，筋細胞に供給されるFeの絶対量の低下

を釆たす可能性は存在すると思われる。なお組織夜

の一種と考えられる脊髄液中に含まれるTfの濃

度が，培養液で必要とされるTfの濃度とはヾ同

じ桁であることは，Tfの生理機能を知る上での

一つの手がかりとなるだろう。
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7．筋再生に及ぼす神経支配の影響

寺　尾　寿　夫＊

研究協力者　増　野　和　子＊　大　沢　仲　昭＊＊

目　　　　　的

動物の筋肉を取り出し，これを再びもとの動物

に移植したり，またはヌードマウスなどの他の動

物に移植した場合，これがどの様な変化を受け，

再生してくるかについて研究を行なってきた。移

植された筋肉はSatellite cellよりmyotube

が形成され，さらに構紋が作られて，成熟した筋

線維となる。しかし，もとの筋線維にく．らべ，と

くに異なるのは再生して出来た筋線経の直径が細

いことである。この現象は皮下に／ト筋肉を移植し

た場合も，Studitskyの方法によりminced fr－

agmentを移植した場合も，EDLなどの筋肉を

そのまゝの形で移植した場合も同様である。

これらの再生筋の直径の増大には，血流の回復

や筋に加わるtensionなどが関係していることは

明らかであるが，これと共に重要なのは移植筋に

対する神経の再支配，すなわち，hげSt側からの

神経の再生と再生筋への連絡も重要なものと考え

られる。

この研究は．このような神経の再支配が筋の再

生に及ぼす影響を知るために行なったものである。

方　　　　　法

筋肉の移植には種々の方法があるが，この研究

ではラットのEDLを用いてOrthatopical au－

totransplantationを行なった。すなわち，ネ

ンブタール麻酔下にラットの長指伸筋を，これに

入れる深誹旨神経などをなるべく長く残して切り

＊帝京大学第一内科
＊＊東京大学第三内科

出し，その後すぐにその部位に軽いtenSionをか

けて移植を行なった。この移植は左右のEDLに

ついて行ない，さらにその際に一側の坐骨神経を

背部の大腿骨頭附近で切断し，約5mに亘って切

除した。

移植筋は，種々の時間後に左右とも取り出し重量

など測定の後，クリオスタットを用いて薄切LH．E．，

Trichromeなどによる通常の染色とATPase，

DPNH，SDHなどの組織化学的染色を行なって，

control側とdenervation側とを比較した。

結　　　　　果

移植後の変化を時間を追ってみてみよう。

1）移植後4日目の移植筋を見ると，中心部には

もとのEDLの筋緑経が残存している。しかし，

graft周辺部にはfilroblast．myoblast，ma－

CrOPhagdなどの細胞が増し，核の増加がみられ

る。これをへマトキシリンのみで染色してみると

第1図の如く，graft周辺部に環状に核の濃染す

る帯がみられる。それらの変化は除神経側とコン

トロール側でほとんど差がみられなかった。

2）さらに．移植後1週を経過すると，この細胞

分裂帯の輪は中央に向って進み，その後に再生筋

がみられるようになる。これをAT Pase染色

（pH9．4）でみると，最外層にすでに酵素活性を

有する再生筋がとりまき，中央部はなお残存する

EDLによるCheckerboard patternが残って

いる。第2図はco丘（テol側の移植1週目のATP

ase染色を示したものである。これをdenervaト

ion側と比べると，denervation側でやヽ筋の再
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第1図　移植後4日目の再生筋　へマトキシリン染色
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第2園　移植後1週目の再生筋　ATPase染色（pH9．4）



7．筋再生に及ぼす神経支配の影響
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第3図　移植後2週目の再生筋　左：コントロール側，右：除神経側

ヽ■t　●

・・・（一・：

∴　∫－’．

ず挽
TJ■・ごVh‘

第4園　移植後3週目の再生筋　上：コントロール側，下：除神経側
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