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筋の発生と分化に関する基礎的研究班
総　括　報　告

班長　江　橋　節　郎

総　　　　　論

本研究班では，筋ジストロフィー症という疾患

名を表面的には班の名称としては唱っていない。

しかし我々の目的は，筋ジストロフィー症の病因

を現代の基礎医学，生物学の基盤において解明す

ることを当面の目標としつつも，終局的には本疾

患の根本的治療法確立と根絶を期するものである。

筋ジストロフィー症の研究の基礎として筋の発

生と分化の問題が重要であることは，世界的に広

く認められて既にかなりな年月が経つが，その重

要性は益々大きくなって来ている。例えば1983年

アメリカのMuscular DystrophyAssociation

（MDA）のコロキウムにも遺伝子発現と成長因子

がとり上げられている。それでは何故に本疾患の

研究のために筋の発生や分化の問題が重要なので

あろうか。大きくいって三つの点があげられると

思われる。

第一点は，本疾患では発症時は筋の発生期から

はかなりの年月を経ているにも拘らず羅患筋に筋

の発生期に見られるような種々の現象がみられる

ことである。このことは想像の巽を伸ばすと筋の

分化が充分でないことに病因を求め得るかもしれ

ないという期待を持たせたし，またそれを示唆す

る報告も行われても来た。しかしながら我々の班

員は，全く新しい事実を過去において観察してい

る。すなわちジストロフィー筋では分化の停滞が

あるというよりは，一度正常のように分化するに

もかかわらず何らかの原因によって分化した状態

を保ち得ず，再び幼若時代に類似した状態に戻る

のである。こゝに於いて我々は本疾患の研究に於

いて如何にして分化が行われるかという発生生物

学の基本問題として広くとり組まれている問題の他

に，分化した状態が如何にして保たれているかと

いう問題が重要なものとして認識することになる。

第二点は，分化した状態の崩壊に対する別の面

からの見方である。上述の分化の「若返り現象」

が退伝子発現の質的な制御の乱れであるならば，

この場合は割り切った言い方をすれば量的な乱れ

である。健康な筋細胞がその正常な姿を保ち機能

を発揮するためには．一定量の蛋白質が常に合成

されると共に分解されていくことが必要である。

すなわち蛋白質の代謝が厳重なバランスのもとに

遂行されていることが要求される。これらの制御

も究極に於いては遺伝子の発現の問題であろうが，

筋ジストロフィー症羅患筋に於いては筋蛋白質代

謝の乱れが存在する。すなわち羅患筋に於ては，

蛋白質の合成が促進されているにも拘らず，分解

がそれを上まわっているという事実が知られてい

る。このことは常識的には蛋白分解酵素作用の冗

進状態があって，それが分化の安定性を乱す要因

の一つとなっていることが考えられる。病的な機

転をこのような立場からみる時，逆に正常な筋は

如何にして昌的にも分化した状態を保つかを探る

ことが，本疾患研究への一つのアプローチになる

であろう。

第三点は筋の再生の問題である。本疾患の過程

に於て再生がみられることは周知の事実である。

いうまでもなく再生は筋の衛星細胞が活性化され

て増殖し，新に筋緑経を形成するか，既存の筋線

経にとり込まれて行く過程である。多くの考えで
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は，衛星細胞は，発生時期の筋芽細胞が活動を停

止して筋線経に接触して存在するものである。こ

れが再生の時に如何にして活性化されるかは，発

生生物学の根本問題の一つである。もしこの活性

化の本態が分かれば，不幸にして再生が停止ある

いは相対的に低下する本疾患の進行期の問題を解

明するのに大きな力を示すであろう。

第二点で述べた分化を保つために必要な要因，

また第三点で述べた再生を促すための要因を物質

の形で把握できるならば，それは終局の目的であ

る治療法の確立に何等かの光を与えることになる

であろう。

以上に述べたことは到達するには誠に困難な事

柄であるが，我々は此の難病の解決のアプローチ

として筋の発生と分化の問題を取り挙げることの

必要性についての一端を披起した。

実験のないところに科学は存在しない。本疾患

の場合には通常の臨床実験のもつ困難さを遥かに

超えた障碍が存在する。この困難さを回避するた

めには，できるだけ人間の筋ジストロフィー症に

似た動物モデルを用いなければならない。本疾患

とモデル動物の疾患が異った面を多く持っている

であろうことは充分に認識しつつも，我々はモデ

ル動物を重要な研究材料として，その病態の解明

を上に述べた視点を踏まえて行ってきた。

本年度の研究の概要

上記総論に述べた基本的な理解の上に立った研

究が本年も引き続き行われた。

総論の第一点に関与して，発生の各ステップが

どのように行われるかを探ることを目的として研

究が行われた。これは一つは遺伝子発現の問題で

あり，もう一つは細胞オーダーの発生生物学の立

場からのアプローチである。第一の問題について

の最も簡単な手段の一つは，遺伝子の発現の結果

合成されるタンパク質について正しい記載をする

ことであり，まず正常動物のそれが行われた。こ

れは前年度の進歩に引続いて行われたもので，嶋

田はモノクロナル抗体を用いてニワトリ胸筋およ

び足筋におけるトロポニンTの発生の過程を追っ

た。小林はアクチン結合蛋白の発現について報告

した。大日方の研究は病的過程に進み，蛋白の発

現は大まかに胚型，新生児型から親型へと進む

が，除神経やジストロフィーでは親型から新生児

型へと逆戻りすることを示した。また杉山はアセ

チルコリンレセプターの生合成について報告した。

同じ線上にある研究としては丸山及び大槻の研究

がある。また酒井は筋ジストロフィー症様患者由

来の筋小胞体のCa－uptakeについて報告した。

一方直接の遺伝子の表現の問題とのか、わり合

いはまだ不明だが真崎はpoly－ADP－riboseとそ

の合成酵素活性が，筋ジスおよび正常鶏で大きく

異ることを報告した。

このようにして発現された遺伝子を蛋白という形

で合成する過程の形態学的裏づけを野々村が報告

し，石川は筋腱連結部について，岩崎は凍結割断

像について報告を行っている。同様にアセチルコ

リンレセプター形成の段階に於いて起る集合と分

散について萩原が報告した。

この様にして形成される筋細胞がやがて膜興奮

性を，また一方では収縮能を獲得するが，それら

の基礎実験としてCaチャンネルについて高橋（国）

と加濃が，また損傷後のhealingoverについて

栗山が，収縮系の分化について堀田と遠藤が報告

を行った。また大塚は筋ジス筋では多神経支配と

いう現象が正常よりも後々迄残ることを示した。

一方，畑山はラット脳に筋芽細胞の増殖を促す

新しい物質の存在を示唆し．小沢はトランスフェ

リンのinvivo実験を行うべく予備実験としての

その体内代謝の報告を行った。また胸腺の骨格筋

が神経冠に由来するという証明を仲村が行った。

第二の点は筋の破壊効果及びおそらくそれに関

与すると思われるプロテアーゼとそのインヒビター

の問題である。マーカインは筋の急性破壊を惹起

するが，このモデルを用いての研究が杉田によっ

て報告された。勝沼は，リソゾーム・チオール・

プロテアーゼの内在性インヒビターについて一次

構造を報告し，それが普遍的に存在すること及び
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肝型や皮膚型が存在すること等について述べた。

今堀は，チオールプロテアーゼのmCANP及び

JLCANPについての高次構造や，自己溶解などに

ついて報告を行った。この他青柳，高橋（健），松

下らもそれぞれプロテアーゼに関する報告を行った。

第三の点に関しては，寺尾は筋ジスハムスター

と正常ハムスターの交換移植を行い，筋の再生が

環境によって大きな影響を受けることを示した。

さらに再移植．再々移植が可能であることをも報

告した。香川は筋ジスマウスの衛星細胞を用いて

invivo及びinvitroでの再生を調べ，クローン培

養における衛星細胞の分化をクレアチンキナーゼ

をマーカーとして研究した。

これらの研究以外にも戸塚は筋ジスマウスの小

人症変異種の筋ジス病変の発現が，野生種筋ジス

マウスよりも少いことに注目し，筋と骨との成長

の程度の違いが本症の修飾にかヽわっているので

あろうと推論した。また，江橋，岡田（節），岡田

（善）が本症研究の基礎的手技についての報告を行

った。

結　　　　　語

個々の研究の進展の度合や，筋ジストロフィー

症そのものとの直接のかゝわり合いの度合などに

はいろいろな違いがみられる。しかし研究班全体

としては，世界の筋ジストロフィー症研究に比し

て勝るとも劣らないレベルを保ちながら，着実に

5

前進しているといえる。

本年度は，三年に亘って行って来た「筋の発生

と分化に関する基礎的研究」の最後の年に当る。

この間に筋蛋白の分化について，特にその基本的

なことがかなり明瞭になり，これらの結果から，

さらにこれらがどのような過程により分化が修飾

されるか，更にそれらが病的過程がどのように現

われるかを調べるための準備が，完全とはいえな

いにしても，できて来たと思われる。また病的過

程における種々のプロテアーゼの持つ役割に対す

る或る程度の見方ができ上ったようである。しか

しまだ再生過程という筋ジストロフィー症の病態

生理学において非常に重要な過程に対する理解は

まだ不充分であるといわなければならない。

さらにこの数年間世界的に急速に普及しかつ著

しいレベルの同上をみた遺伝子工学およびモノク

ロナル抗体法については，後者については一応の

レベルを持つに至っているが，少くとも筋発生分

化はもちろん遺伝子疾患である筋ジストロフィー

症研究のためには非常に強力な武器であるにもか

かわらずまだ研究者の層が薄くこの面での研究者

の養成が急ぎ望まれる。前述のMDAのコロキウ

ムではこれらの手法を用いた研究が主流を占めて

いる。

筋ジストロフィー症の研究の道は倹しい。しか

し我々は一歩一歩地道な努力を重ねてゆかなけれ

ばならない。
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1筋ジストロフィー症一小人症（dy－dw）

重複疾患マウスとdy筋病変

戸　塚　　　武＊

研究協力者　渡　辺　貴　美＊　浦　本　　　勲＊

大　平　敦　彦＊　伊　藤　　　均＊＊

マウスの筋ジストロフィー（dy）症は，筋の成

熟成長障害（4，6，9，12，14）による疾患であり，成

長の止った筋が成長し続ける骨により強制的に引

き伸ばされることが発症の直接的原因であろう，

と提唱してきた。その証拠として，筋は後肢筋同

様異常（1．14）でありながら骨が低成長の前肢の

症状が軽いこと（7），骨を含む全身の成長も抑制

されたdy－dw（dw：小人症）重複疾患マウスでdy

症状が不顕化すること（Pro（二極αnAcαd．，57B：

109－113），を報告した。同じ年（1981），ヒト

とニワトリでよく似た結果が発表された。ブラジ

ルのZatzらはdy（Duchenne型）－dw（GH欠乏に

よる）重複疾患児を発見し，dy症状が著しく軽い

こと（Am．J Afe（乙Genef．，10：301－304＆305

－307）を，アメリカのKingらは，抗甲状腺剤投

与により一種のdw症にしたdyニワトリのdy症状

がやはり著しく軽いこと（上中Scより　28：577－

585）を発表した。骨成長の抑制が一種の対症療

法になるだろうと考えられる。

dy－dwマウスの筋にdy－SpeCificな病変が見られ

るならば，それは前臨床期のdy病変と考えられる。

残念なことに，dy－dwマウスは外見上dwマウスと

区別できなかった。成長ホルモンとチロキシンを

授与しdw症の治療を行うと，dy－dwマウスはdy症

を発症する（後肢を引きずる）ようになることで

＊愛知県心身障害者コロニー　発達障害研究所

＊＊三重大学医学部

初めて同定が可能であった。最近になって我々は，

電気生理学的方法によりdy－dwマウスを同定する

ことに成功した（8，10）。そこで本研究は，dy－dw

マウスの前肢筋の組織学的分析を行った。また，

dy筋の結合織成分のプロテオグリカンの糖鎖グリ

コサミノグリカンの量の分析と，dyマウスがEhト

lich腹水ガン接種に対してどのような反応を示す

か，検討した。

材料　と　方法

動　物

dyマウス（C57BL／6J　4y／4y），dwマウス

（DW／J dw／dw），dy－dwマウス（前二者の雉

種BL－DW4y／4y dw／dw）とそれぞれに対

応する正常マウスを用いた。

dy－dwマウスの同定

ウレタン麻酔したマウスの坐骨神経を電気刺激

し，Gastrocnemiusからの誘発筋電位（オシロス

コープ上のパターン）を写真記録した。5Hz連続

刺激による誘発筋電位の振幅の経時的変化を解析

したところ，dy－dwマウスはdyマウスの特徴（一

種の疲労抵抗性：別の観点からは未熟性）（11，

13，15）を持っていることがわかった（8，10）。

すなわち，正常マウスとdwマウスの誘発筋電位の

振幅は5Hz刺激開始後数分で，数十％も減少した

が，dyマウスとdy－dwと思われるマウスの誘発筋

電位の振幅は，せいぜい十数％の変化を示しただ

けであった。
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筋線経の直径測定

前肢筋（triceps）のパラフィン包埋切片（厚さ

7／弓を，通常の方法でHE染色し，光学顕微鏡

写真を用いて筋線経の直径を測定した。

グリコサミノダリカンの定量

結合織成分プロテオグリカンの糖鎖グリコサミ

ノグリカンの量としてウロン酸量を測定した。マ

ウス後肢筋のアセトン乾燥粉末を水に浸した後，

充分量のプロナーゼで蛋白質を分解（40－45℃，

一晩）し，グリコサミノダリカンを抽出単離後，

かレバゾール硫酸法に従いウロン酸として定量した。

Ehrlich腹水ガン接種

マウス腹腔内にEbrlich腹水ガン細胞（2×106

Cells／mouse）を接種し，ガン細胞の増殖に伴う宿

主マウスの体重変動を調べた。また，実際のガン

細胞増殖を知るため，腹水中のガン細胞（チュル

Dwarf

DW／J dw／dw

ク液で染色）の数を血球計算坂で測定した。

結果　と　考察

dy－dw筋の特徴

dwマウスの前肢筋の筋線経は，正常マウスの筋

線経と比べて著しく細いことを，昨年報告した。

今回は，dwマウスとdy－dwマウスの筋線経を比べ

た。図1に，dw筋とdydw筋の光学顕微鏡写真

（横断切片）を示す。dy－dw筋には，dw筋に見ら

れない二つの特徴があることがわかった。筋線経

の大小不同と，中心核である。dw筋に見られる中

心核繰経の数は，正常筋（全線経の1％前後かそ

れ以下）に比べれば多い（約5％）が，dy－dw筋

では更に多くの中心核線経が観察された。このこ

とは，図2で筋線経の直径の分布の様子を見れば

明らかである。dw筋の線経の直径は，10－40Jjの

hic－dwarf

BL：DWdy／dydw柑W

FbretimbTricepsMusctesofMice（DaylOO）

第1図　dwマウスとdy－dwマウスの前肢筋（横断）の光顕像。
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Dwarf Dystrophic－dwarf

DW／Jdw／dw BL：DWdy／dydwIdw

0　　　20　　40　　0　　　20　　　40　　　60

Diameter of Muscte Fibers（pm）

FbrelimbTricepsMuscLesofMice（DaylOO）

Dark shading：CentralLy－nUCIeated fibers

第2図　dwマウスとdy－dwマウスの前肢筋の筋緑維直径分布。

範囲にほぼ収まっていた。ただ，今回の実験で

は固定とパラフィン包哩のせいで，実際の直径よ

り細めの答になっている。中心核線経の直径分布

は図中に，黒塗りで示してある。dw筋と比べて，

dy－dw筋の線経の直径は，10－60JHこ分布し，異

常に肥大した線経の存在が確かめられた。しかも，

dy－dw筋には，多数の中心核線経があり，その直

径分布は全線経の直径分布とほぼ似ていた。dyJ

dw筋に見られたこれらの特徴は，前臨床期のdy－

specific筋病変と考えられる。この二つの特徴は，

dy筋線経が未熟な状態に留まっているとする我々

の考えを，強く支持するものと思われる。dy筋に

見られる線経の大小不同がdyの本質的特徴の一つ

であろうとする考えは，dyニワトリを用いた杉田，

埜中らの報告（3）でも指摘されている。dy筋の成

熟成長障害（我々は停止と考えているが，脱分化

または変性に続く再生による可能性も否定できな

い）の機構の解明が待たれる。一つの可能性は，

11

我々の電気生理学的研究（8．10，11，13，15）からも

指摘されるように，生休膜（とくに筋緑経の膜）

の成熟変化が停止していることが考えられる。最

近，Jaros＆Jenkisonにより神経細胞の成熟障害

も報告された（瓜〃eJ叩．βrαf几月朗．，6：231－

242）。難病の研究には優れたモデル動物の開発

が重要である。成長途上に発現する難病の研究に

は，dw症を合併させることで成長による二次的要

素が除去されたdy－dwのようなモデル動物が，特

に重要であろう。我々のdy－dwマウスに続いて，

dy－dwニワトリの開発に成功したとの菊池らの報

告（2）は，大変興味深い。

dy筋のグリコサミノダリカン含量異常

、dy筋の特徴として，∫結合織の異常増殖が指摘さ

れている。たしかに，筋湿重あたりでは結合繊成

分の一つであるコラゲン含量がdy筋中で異常に高

い。しかし我々は，後喝あたりの全筋中コラゲン

総量は，dy筋のほうがかえって少なめであること
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を明らかにした。そこで今回，このことをさらに

確かめるために，やはり結合織の成分であるプロ

テオグリカンの糖鎖グリコサミノグリカンの定量

を行った。グリコサミノダリカンは，ウロン酸と

して定量した。後肢あたりの全筋湿重量は，正常

マウスでは加令に伴って（10週令頃まで）著しく

増加したけれど，dyマウスでは加令変化がほとん

どなかった（10過令を過ぎると減少傾向が見られ

た）。このことは，以前に報告した結果と同じで

あるが，面白いことに，筋湿重あたりの筋乾燥重

畳についても同様な現象が観察され，正常筋の加

令変化がdy筋では停止しているらしいことが，こ

のことからも推察された（図3）。図4からわか

るように，筋湿垂あたりでみる限りdy筋でウロン

酸含量の異常高進が認められた。しかし，コラゲ

ンの場合と同様に，後肢あたりの全筋中ウロン酸

総量は，dy筋と正常筋の間にほとんど差がなく，

どちらかといえばdy筋のほうがかえって少なめで

あった（図5）。最近になって，dy筋中の結合織

（
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細胞に，成熟成長障害（5）や接着性異常があると

の報告があいついで発表されている。

少なくともコラゲンとグリコサミノダリカンの

量からみる限り，dy筋に結合織の異常増殖がある

とは考え難い。dy筋では筋繰経の成熟成長が停止

しているにもかかわらず結合織の成長は準正常に

進んでしまうため，見掛け上結合織が異常増殖す

るかのようにみえるだけであろう。この考え方を

簡単に模式的に示したのが図6である。もしそう

なら，筋中で筋線経と結合織細胞は別々の成長制

御を受けていると考えられ，両者の成長に差があ

るdyマウスの筋は，筋線経と結合織細胞の成長機

構を調べるための良い材料となるであろう。

dyマウスに対するEhrlich腹水ガンの影響

dyマウスは一種の成長障害を受けているので，

発症機構における成長ホルモンやテロキシンの質

的，量的異常の関与も考えられる。もしこのよう

なことがあるとすれば，成長ホルモンやチロキシ

ンに依存性を示すガン細胞の増殖は，dyマウス体
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第3図　dyマウス後肢筋の湿垂に対するアセトン乾燥重量の加令変化。
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A：両者とも成長停止　B：筋線維のみ成長停止　C：結合織の

異常増殖によって筋線経の成長が抑制されている。我々は，Bの

可能性が高いと考えている（本文参照）。

内では抑制されるであろう。それを調べるために，

Ehrlich腹水ガン細胞を用いた。Ehrlich腹水ガン

細胞の増殖は，宿主マウスの体内ホルモン，とく

に成長ホルモンとチロキシンの影響を強く受ける

ことが知られている。実際，下垂休の萎縮により

成長ホルモンとチロキシンをほとんど欠いている

dwマウスの腹腔内では，ガン細胞の増殖が抑制さ

れることがわかった。生存日数も正常マウスの二

倍以上であった（図7）。dyマウスも，ガン細胞

接種後の体重変動をみる限り，ガン細胞の増殖に

抵抗性を持っているようにみえた。個体によって

また日令によって異なるものの，腹水ガンによる

体重変動は，正常マウスに比べれば明らかに，dy

マウスの方が少なかった（図8）。実際，外見的

にも正常マウスと比べてdyマウスの腹部の膨脹は

あまり目立たなかった。ただ，生存日数は，正常

マウスとdyマウスで差はみられなかった。そこで，

dyマウスで腹水ガン細胞の増殖が抑制されている

のかどうかを知るため，腹水中のガン細胞数を測

定した。その結果，dyマウスでもガン細胞は正常

マウスなみに増殖すること，dyマウスでは腹水の

貯留が著しく少ないことがわかった。ガン細胞接

種後13日目の腹水量と腹水中のガン細胞数は，dy

マウス（成獣3匹の平均±標準偏差）の0．63±

0・70ml，（6・4±7．6）×108cellsに対して，正

常マウス（成獣9匹）では7．3±4．Oml，（13．0

±9．2）×108cellsであった。

Ehrlich腹水ガン細胞接種に伴う腹部の膨脹と

腹水の貯留に，dyマウスが抵抗性を示したことの

意味は不明である。しかし現時点で，二つの可能

性が考えられる。一つは，腹部の筋も骨の伸長成

長によって伸びるところまで引き伸ばされていて，

それ以上の引き伸ばしに抵抗性が高まっていた。

もう一つは，dyマウスでは浸透圧調節能に異常が

あるため，腹水の貯留ができないという可能性で

ある。我々は今のところ前者を考えているけれど，
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後者の可能性も充分考えられる。もし後者の考え

方が正しいとすれば，それは即dy症の病因につな

がっているとも考えられる。最近Entrikinらは，

症状軽減に有効な薬物が同時に体重減少をもたら

すことに注目し，dyニワトリを数日間絶水させ，

その後のようすを調べたところ，体重成長の抑制

と同時にdy症状の軽減が見られたと報告している。

同じく体重成長抑制が見られるものの，絶食では

dy症状の軽減が見られないことから，彼らは，dy

症の重要な発生要因として浸透圧調節能異常の可

能性を指摘している（軸．〃e〟rれ79：746－

752）。

結　　　　　語

1．dy症の不顕化したdy－dw重役疾患マウスの筋

に，dy－SpeCificな病変が認められた。電気生理学

的に一種の疲労抵抗性（別の観点からは未熟性），

組織学的に筋線経の大小不同と中心核，が観察さ

れた。

2．dyマウスの後肢筋で，湿重あたりのグリコサ

ミノダリカン含量は異常に多かったが，後肢あた

りの全筋中グリコサミノグリカン総量に異常は認

められなかった。

3．Ehrli申腹水ガン細胞の増殖はほぼ正常マウ

スなみであったが，dyマウスでは，ガン細胞の増

殖に伴う腹水の貯留が著しく少なかった。下垂体

萎縮により成長ホルモンとチロキシンを殆ど欠く

dwマウスでは，ガン細胞の増殖は強く抑制された。
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2　ジストロフィーおよび正常チキンにおける

長槙側手根伸筋の神経支配

大　塚　正　徳＊

研究協力者　弘　中　哲　治＊＊五十里　良　生＊＊

筋ジストロフィー症の発症の原因を究明する目

的で，ジストロフィーチキン（line412）および

正常チキン（line413）の長横側手根伸（ECRL）

筋を用いて，1）筋の交換移雇）2）生理学的およ

び解剖学的性質の経時的変化　について実験を行

なった。1）の実験から筋の発生・成長において筋

外性の要因，とくに神経原性の要因が重要である

ことを示す結果が得られ，2）の実験から僻化後

初期（～13日）における筋線維数の増加がジスト

ロフィーチキンにおいて著しく抑制されているが，

その後の時期には筋の種々のパラメタ一に与える

神経性の影響には特に異常を認めないという結果

を得た。しかも脾化直後にはECRL筋の諸種性

質に正常およびジストロフィーチキンの間に差が

ないことから…’ジストロフィーチキンにおいて酵

化後初期に一過性の神経性異常が存在することが

示唆された。

この節化直後の時期は，筋に対する神経支配が

polyinnevationからsingleinnervationに変わ

るいわゆるeliminationの時期に相当し，神経・

筋の相互作用の観点からも大きな変化が起こりや

すい時期であるものと思われる。この初期におけ

る神経性の変化を筋発生の異常との関係において

追究することにより，筋の発生の基礎的機構を窺

い知ることができ，延いては筋ジストロフィー症

の発症の原因を知る手掛かりが得られるものと考

＊東京医科歯科大学・医学部・薬理学教室

＊＊帝京大学・医学部・薬理学教室

え，以下の実験を行なった。今回は特に貯化後2

週間にわたるECRL筋の筋緑維数の経時的変化

と，これに対応する同筋支配神経の数の経時的変

化を調べた。

方　　　　　法

僻化後1～14日目の正常チキン（line412）と

ジストロフィーチキン（line413）を用いた。エ

ーテル麻酔下にチキンを腹位に固定し，実体顕微

鏡下でECRL筋と榛骨神経を露出し神経・筋標

本としてaviansaline中に摘出した後，さらに結

合組織を取り除きECRL筋への筋枝を見出した。

標本をKarnovsky固定液に移した後，その筋枝

を正中神経からの分岐部とECRL筋へ入る直前

で切断し，さらにオスミウムで固定した。この筋

枝が分岐してECRL筋に入る手前で横断切片を

っくり，ウランと鉛の二重染色を行なった後，電

子顕微鏡写真を撮り（1000倍），ミエリン鞘を指

標にして神経軸索の数を測定した。筋標本はホル

マリンで固定した後，近位端から毎の所で横断

し，へマトキシリン・エオジン染色を施した後，

適当な大きさに拡大して写鄭こ撮り筋線維数を計
2）

測した。

結　　　　　果

筋線維数の経時変化：図1に測定した筋線経

の数の経時変化を示した。貯化後2～3日目の正常

チキンのECRL筋の線維数は平均14375（n＝4），

ジストロフィーチキンのそれは14912（几＝4）で
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あり，両者の間に差はみられなかった。この線維数

は正常では4日目，8日目と著しく増加し12～13

日目にはほぼピークに達した。13日目における線

維数は3日目の約1．8倍に相当していた。一方ジ

ストロフィーチキンではこの僻化後の筋線維数の

増加が強く抑制されていることが明らかとなり，

8日目の筋線維数は正常のそれにくらべ有意の差

を示した（P＜0．05）。

神経線維数の経時変化：酵化後3日目までは

ECRL筋を支配する神経線経の数は筋線維数の

増加に対応して増加を示し，正常チキンとジスト

ロフィーチキンとの問に差が認められなかった

（図2）。しかし4日目以降では正常チキンでは神

経線維数が減少するのに対して，ジストロフィー

チキンでは減少の傾向が弱く殆んど一定値を保っ

た（図2）。

ジストロフィーチキンの神経線維数は8日目で

明らかに正常チキンのそれより大であった（P＜0．05）。

この事実はジストロフィーチキンの醇化後の筋重

量の増加が正常チキンのそれに比較して勝るとも

劣らか実験事実2）をよく説明しているものと思

われる。しかしながら婚化後の筋線維数の増加が

ジストロフィーチキンで著しく抑えられている事

実（図1）とは明らかに食い違っている。

考　　　　　察

正常チキンでは酵化後4日目までの筋線維数の

増加に平行して神経線維数も増加することがわ

かった（図1，2）。しかし照化後∴筋緑維数は3日

目から13日目にかけて1．8倍に増加したのに対し

て，神経線経は1日日から4日目にかけて1．25

倍に増加したが，13日目には1．13倍となったに過

ぎなかった。神経線維数の増加は筋線維数の増加
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に先んじて，僻化以前の時期に起こっているのか

も知れない。

正常チキンで4日目以降，神経線経の数が減少

しているが（図2），この事実は中枢神経系において

発生途上で細胞の自然死が起こること5’に対応す

るものと思われる。この神経細胞の死が対応する

筋の活動に密接に関係していること6）から，本実

験が見出されたジストロフィーチキンの神経線経

が減少することなく残存していることは（図2）

その神経細胞が筋細胞とシナプスを形成している

可能性を示唆している。

本研究で明らかとなった楷化後初期におけるジ

ストロフィー筋線維数の増加の抑制が神経側の要

因に起因するか，筋側の要因によるかは今後さら

に追究する必要がある。
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3　ジストロフィーハムスターと正常ハムスター間

の筋の交換移植についての研究および再生筋
の再移植に関する研究

寺　尾　寿　夫

研究協力者　増　野　和　子　　高　津　成　美

ジストロフィー筋が正常な動物に移植された時

に如何なる再生を受け，また逆に正常筋がジスト

ロフィー動物に移植された場合に如何なる変化を

受けるかを知ることは，筋ジストロフィーの発症

に関する筋内性または筋外性因子の存在を明らか

にする上にきわめて重要である。

昨年我々は筋ジストロフィーハムスターBIO

14．6とコントロールハムスターFIBを用いて，骨

格筋の交換移植を行ってその再生現象を研究した

が，その後もこの研究は続けられ，新しい知見を

得たのでこれを報告する。

また筋の再生はsatellitecellが活性化されて起

るといわれているが，この様にして再生した筋に

もsatellite ce11は形成されていると考えられ，こ

れを再び移植すれば再度再生現象が起ると思われ

る。本年はこの再生筋の再生能力がどの程度保た

れているかについても検討を加えた。

1）筋ジストロフィーハムスターの骨格筋の

交換移植について

方法および動物

使用した動物はジストロフィーハムスターBIO

14．6とコントロールハムスターBIO FIBであり，

これらの動物のEDLを次の組合せで移植した。

移植法は先回報告したものと同じである。

＊帝京大学第1内幸斗

Donor（EDL）　Host

l）　dystrophy contro1

2）　control dystrophy

3）　controI contro1

4）　dystrophy dystrophy

これらのgraftは移植後種々の時間を経て取り

出し，直ちにcryostattにより切片を作製し，組織

学的および組織化学的に染色を行って再生状態を

研究した。

筋の再生の指標としては，今回も再生筋線経の

直径と再生筋線経の数を用いた。

再生筋線経の直径は，1本の再生筋を上中下の

3部分に分けその各部より合計1，000本の直径を

測定した。また再生筋線経の数は3部分の各々の

cross－SeCtion標本につき，筋線経の数を数えそ

れらの平均をもってそのgraft中の再生筋線経の

数とした。

結果および考察

EDLの移植後，再生筋がどの位長期間保たれ

るかは興味のある問題である。ジストロフィーの

EDLを正常のhostに移植し，1年目に観察して

みると第1図に示す様な1ケの筋に発育している。

またこれを取り出しcross－SeCtionの標本を作っ

てみると，第2図の如く新しい筋緑経の束となっ

ているのが見られる。

再生筋線経の直径：

さて，上述の4組の組合せについて移植後4ケ
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第1図　ジストロフィーハムスターのEDLを正常ハムスターに移植し，1年目の再生筋

第2図　第1図のCrOSS－SeCtion標本（H－E）

月まで経時的に再生筋線経の直径の平均を示した　でも正常のhostに移植した場合は，ほとんど差は

のが第3図である。これに示す様に再生筋線経の　みられなかった。またいずれのEDLでも正常の

直径はジストロフィーのEDLでも，正常のEDL hostに移植された場合の方が，ジストロフィーの
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第3図　種々の組合せによるEDLの交換移植後4ケ月

までの再生筋線経の直径の変化

hostに移植された場合より再生筋の直径は

大きかった。即ち再生筋の直径は或程度

hostに依存することを示している。

これらの組合せの中，ジストロフィーの

EDLをジストロフィーのhostに移植した場

合は，再生筋の直径に大小不同が目立った。

第4図は正常ハムスター同志（左側）とジ

ストロフィーハムスター同志（右側）の交

換移植4ケ月目の再生筋を比較したもので

ある。この様にジストロフィー同志の交換

移植の場合の方が再生筋線経は大小不同が

明らかである。

再生筋線経の数：

一方，再生筋線経の数を数えてみると，

移植後2ケ月位までは，いずれの組合せの

交換移植でも大きな差はみられなかった。

第4図　正常ハムスター問（左側）およびジストロフィーハムスター間のEDLの交換移植後

4ケ月目の再生筋線維

しかし，それ以上時間が経つと変化が目立ってく　　また移植後2ケ月と4ケ月の間にも大きな差はな

る。第5図はそれを示したものである。　　　　　　かった。

正常のEDLを移植した時にはhostは正常でも　　　しかしジストロフィーのEDLを移植した場合

ジスト。フィーでも再生筋線経の数は大差なく，　にはhostにより非常に異る。hostが正常の時は
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までの再生筋線経の数の変化

first

transplantation

↓　　　　　1－2W　　　　1－4W

first

transplantation

◆

再生筋線経の数はもっとも多く，4ケ月で

もなお増加を示していた。他方hostがdy－

strophyの時は再生筋線経の数は非常に減

少した。

2）再生筋の再移植について

骨格筋の再生がsatellite cellによって始

められることは現在通説になっている。こ

の様にして出来た再生筋中にもまたsate－

Ilitecellが形成され含まれているわけで，

これを移植すれば再び再生が起ると考えら

れる。この再生筋の再生能力を知るために

我々は次の実験を行った。

動物および方法

この実験では動物はWister系のラットを

SeCOnd

transplantation

◆　　　　　　2－2W　　　　　2－4W

3W

†irst

transplantation

◆

SeCOnd

transplantation

◆

third

transplantation

◆　　　　　　3－2W　　　　　3－4W

3W 3W

4W

第6図　再移植（2回移植）および再々移植実験（ラットEDL）

使用した。移植に使用した筋肉はすべてEDLであ

り，方法はすべてautotransplantationを行った。

EDLを取り出し，これをまずもとの位置に移植

する。3週間を経てからその再生筋を取り出し，

他側のEDLを取り除いた場所に再び移植する。

この再移植後，2週目と4週目にこれを取り出し，

型の如く組織標本を作製して再生状態を検討した。

また一部のラットは再移植筋をさらにもう一度取

り出し，再び反対側すなわちスタートの位置に再

々移植を行った。この場合も最終の移植後2週日

と4週目に筋を取り出して観察した。これらの実

験プランを第6図に示してある。
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結　　　　　果

この実験の結果をまとめてみると次の如くなる。

（1）再生筋も再移植を行うと再び再生過程をくり

返す。再々移植の場合も同様である。

再生筋が再生する場合も，第1回移植の時の

様にoriginalの筋は一部を残して，変性消失

し，再び新しい筋線経が形成されてくる。

（2）再移植の場合は筋再生の過程が早い，ラット

のEDLの場合，移植後の再生過程をみると，

移植後4日目ではgraft周辺にintermediate

zoneが形成され始めているが大部分はまだori－

ginalの筋線経で占められている。また移植後

1週目でも中心部はまだdonor本来の筋線経が

残っているのが普通である。

しかし，再生筋の再移植の場合は筋線経は急

速に変性し，4日目では既にほとんど見られず，

graft内は増殖した細胞の核で満たされている。

そして移植後1過日には再生筋は中心部にも出

現している。この様な再生過程の促進現象は再

々移植の場合も同様である。

（3）次に再生筋線経の数についてみると（第7図）

初回移植と再移植の場合につき，最終移植後2

週目と4週目の比較では，再移植筋の方が少い

傾向がみられた。すなわち，初回移植の場合に

は移植後2週目と4週目の再生筋緑経の数はそ

れぞれ2052±543，2157±499であったのに

対し，再移植の場合はそれぞれ1967±355，

1534±487であった。しかしこの差は統計学的

に有意ではなかった。なお，3回移植すなわち

再々移植の場合は再生筋線経の数は2週目，4

週目ともに有意に減少していた。

（4）再生筋線経の直径は再移植筋では明らかに細

かった。第8図はこれを示したものである。初

回移植の時の再生筋の平均直径は移植後2過日

と4週目でそれぞれ20．7±0．35，24．1±5．8で

あったのに対し，再移植筋の場合はそれぞれ，

15．6±3．1，14．7±4．5と有意に小さかった。

3回移植を行うと再生筋の平均直径は最終移植

後2週目で11．6±1．1，4週目で9．7±2．0とさ
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第7図1回移植および反復移植後の再生筋線経

の数の変化

らに細くなっていた。

考　　　　　案

骨格筋を移植した場合，筋線経の再生と共に岳a－

tellite cellも新たに形成されて来ると考えられる。

しかし，これらがどれだけ再生されるか，またそ

の活性が反復移植により変化するかについては明

らかになっていない。この研究で示される様に，

再移植の場合には初回移植に比し，やゝ少い再生

筋が形成されることから，Satellitecellの活性が

同じと仮定すればその数はoriginalのEDLより

やゝ少なく形成されると想像される。

一方，再生筋の直径は再移植の場合は小さくな

り，とくに3回移植ではさらに細くなり数も減少

する。この現象は移植を反復することによりgraft
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第8図1回移植および反復移植後の再生筋緑経

の直径の変化

への神経の再支配，血液供給などの条件の悪化，

結合組織の増加などの影響を受けることが大きい

と考えられる。しかLsatellitecellの能力の低下

も完全には否定できないだろう。この反復移植の

影響がジストロフィー筋と正常筋で差があるか否

かについて現在研究中である。

ま　　と　　め

1）ジストロフィーハムスターBIO14．6とコン

トロールハムスターBIO FIBとの間およびそれ

ぞれの動物問にEDLの交換移植を行い，再生筋

の直径および数を比較し次の結果を得た。

a）再生筋線経の直径はEDLの由来に拘らず正

常のhost内ではジストロフィーのhost内より

も大きくなる。

b）再生筋線経の数は，正常のEDLを移植した

時はhostが正常でもジストロフィーでも移植

後4ケ月までは大きな差がみられない。しか

しジストロフィーのEDLを移植した場合は

正常のhost内では数が増加するがジストロ

フィーのhost内では著しく減少する。

2）ラットのEDLの自家移植により，再生筋の

再移植（2回移植）または再々移植（3回移植）

を行い次の結果を得た。

a）再生筋も再移植により再び再生する。

b）再移植の場合は再生過程が初回移植より速い。

C）再生筋緑経の数は初回移植に比し再移植の場

合はや、少なく，再々移植では有意に減少し

た。

d）同様に再生筋線経の直径は再移植および再々

移植で有意に′トさかった。
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4　外来性トランスフェリンの体内代謝－ニワトリ

筋のヌードマウスへの移植のための基礎的研究

小　沢　瑛二郎

研究協力者　木　村　一　郎　斎　藤　公　司

培養系における筋原細胞の増殖と分化には鉄ま

たはその供与体としての鉄結合型トランスフェリ

ン（Tf）が必須である　。このTfのもつ筋成長

促進作用には綱特異性という一般別がはば成立し，

哺乳類Tfは鳥類細胞には無効である岬。

ニワトリ骨核筋をヌードマウスに移植したとき，

長期にわたって活着させ，維持することは一般に

は困難である。これは培養系で確認されたTfの作

用の一般別から考えて，ニワトリ筋原細胞に対し

てヌードマウスのTfが無効であることに起因する

ものと思われる。従って，外から適当な方法でニ

ワトリTfを投与すれば，ニワトリ筋がヌードマウ

ス体内でも維持され，さらには成長する可能性が

あるように思われる。こ．の実験条件を確立するこ

とは，in vitro系とinvivo系をつなぐ中間的実

験系としてのヌードマウス実験系の確立にとって

極めて重要なことである。ここではその第一段階

として，ニワトリTfをマウスに投与したとき，そ

の血中濃度が経時的にどのように推移するかを調

べた結果を報告する。血中糖タンパク質の血中か

らの消失の速度は，その糖鎖構造，特に末端シア

ール酸残基（NANA）の存在に大きく左右され

ることが知られているので6），糖鎖構造の異なる

いくつかの精製ニワトリTf種について比較するこ

とを試みた。

＊国立武蔵療養所神経センター，機能研究部

方　　　　　法

（1）ニワトリTfの精製2）ニワトリ血清より精製

したNANA2つのもの（Tf2），1つのもの（Tfl），

Tf2をneuraminidase処理したものから分別精

製したNANAlつのもの（Tfl′），NANAを欠く

もの（TfO′），および卵白より精製したNANAを

欠くオボTf（oTf，TfO′と異なって末端ガラクト

ースも欠いている）の5種を用いた。

（2）¶の筋成長促進活性の測定2）11日令のニワ

トリ胚胸筋細胞を85％イーグルMEM－15％馬血

清から成る基本培養液に一定量の各種ニワトリTf

を加えて培養し，筋成長の程度を細胞中に蓄積さ

れたクレアチンキナーゼ活性を測定することによ

り調べた。

ほ）マウス血中のニワトリTfの濃度の測定7’0．15

MNaClに溶かした各種ニワトリTfをマウス

（BALB／cAJcl，5－6過令，雄）に尾静脈また

は背部皮下より投与し，経時的に尾部先端を切断

することにより採血し，血清を得た。血清中のニ

ワトリTfの濃度を抗Tf2ウサギ血清を用いたMan＿

ciniの方法で測定した。

（4）マウス血中のニワトリTfの等電点電気泳動に

ょる分析と“無傷なTf〝の定量8）マウス血清を

0．15MNaCl，またはTfを鉄で飽和するために，

0．15MNaC1－0．1mMFeCl3－1mMNacitrate－

lmMNaHCO3（pH8．6）で適当に稀釈したもの

を，平板ポリアクリルアミド等電点電気泳動した

あと，ニワトリTfを抗Tf2ウサギ血清で選択的
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に直接免疫固定し，固定物をCoomassie Brilliant・

Blue R250で染色した。また染色されたq無傷

のTf”をそのバンドをデンシトメトリーすること

により定量した。

結果　と　考察

（1）各種ニワトリTfの性状　　糖の分析結果は，

Tfl分子あたり，NANAはTf2で2，Tfl．Tfl，で1，

TfOて　oTfで0，またへキソースはTf2，Tfl，

Tflて　TfO′で5，OTfで3にそれぞれ近い値を

示し，これまでに報告されている値とよく一致し

た9）。また，等電点は，Tf2が5．7，Tflが5．9，

。Tfが6．1であるが2ミTfl′ほTflと，TfO′はoTf

とそれぞれ区別できなかった。Ouchterlony法に

より，5種のTfの問には抗原性に差がないことも

（
工
∽
苛
∋
）
＞
l
ち
葛
＜
ゞ
0

示された（図1）。また，in vitro系での筋成長促

進活性について調べたところ，5種のTfの問には

差がみられなかった（図2）。

第1図　各種TfのOuchterlony test．

（0）oTf；（1）Tfl；（2）Tf2；（0′）TfO′；（1′）Tfl′；

（A－0）抗oTf血清；（A－2）抗Tf2血清

oTf Tfl Tf2　TfO■　Tfl’

第2図　各種Tfの筋成長促進活性
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ほ）静脈注射したときの血中濃度の往時変化

5種のTfについて調べたところ，それらの血中か

らの消失速度に大きな差があることがわかった（図

3）。消失速度はTf2＜Tfl≒Tfl′＜TfO′＜oTf

の順であった。この結果は糖鎖の構造がTfの血中

からの消失速度に大きく影響することを示してい

る。末端NANAの数が少いほど，またNANAを欠

く場合（TfO′とoTf）はその末端ガラクトースが

なく，N一アセチルグリコサミンが露出している

方（oTr）がそれぞれ速かに消失することを示し

ている。

ほ）皮下注射したときの血中濃度の経時変化

Tf2，Tfl，OTfの3種について比較した。結果

は図4に示されている。この場合も血中濃度の径

時的推移は糖鎖構造に左右されることがわかった。

皮下部から血中への移行は，NANAの数が少いも

のほど速い傾向がみられた。精製も容易であり，

かつ大量に得ることができるため，将来のヌード

マウスへの投与実験では有用なTf種となることが

期待されるoTfは他のTf種に比べて皮下から速か

に血中に入る反面，血中に入ったものは速やかに

消失してゆく傾向を持つということがわかった。

しかし，適当な塁のTfを適当な時間間隔で皮下か

ら投与してやれば，ある一定程度の血中濃度を維

0　　3、　6　　9　12　　　　　　　　22

Hours afterlntravenousInjection

第3図　静脈注射の場合の血中濃度の経時変化
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0　3　0　012　　　　　24　　　　　36　　　　　48

HoursafterSubcutaneousInjectjon

第4図　皮下注射の場合の血中濃度の往時変化

持しうることが予想された。事実，ヌードマウス

に12時間毎に皮下よりoTfを投与したとき，あ

る一定濃度以上のoTfを血中に維持できるという

結果を得ている。

（4）循環血中のニワトリTfの性状と　≠無傷なTf〝

の消失速度　　マウス血中のニワトリTf分子の性

状を等電点電気泳動によって径時的に調べてみる

と（図5），循環中にNANAの数が変化すること

はないこと，Tfの一部は鉄を失ってアポ型になる

ことがわかった。さらに，時間とともにTfの分解物

が血中に著明に蓄積することが示された。この分

解物が抗原性を保持していることは明らかである。

このことは抗原抗体反応に基づくManciniの方法

で得られた上記（2），（3）の測定結果は抗体との反応

性をもった分解産物をも定量したものといえる。

実際に，“無傷なTf〝分子のみを定量してみると，

予想通り“無傷なTf〝は抗Tf抗体と反応するもの

よりもかなり速やかに血中から消失してゆくこと

がわかった（図6）。これまで報告されたタンパク

質の血中消失速度に関する実験の多くが，125Ⅰな

どで標識したタンパク質を投与して血究または血

清の放射能を測定し，その値をそのままタンパク

濃度の指標としたり，lmmunoassayによって定

量したりすることにより行われているが，今回我

々の得た結果はそれらの報告におけるタンパク質

の血中消失速度は真の値を与えておらず，過小評

価している可能性が強いことを示唆している。

ところで，移植筋に有効に作用するTfは血中の

ものではなく，組織液中のものである。今回の実

験では組織液中のTf濃度と血中のそれとの関係は
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第5図　血中Tf分子の性状の経時変化。Tf2について鉄飽和したものと

しないものについて比較した。＋極側に存在するものが分解産物。

0　　3　　6　　　9　　12　　　　　　　　　　22
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第6図　無傷なTf分子の血中からの消失。実線はManciniの方法で“抗

休と反応する〝Tfについて，破線は等電点電気泳動／直接免疫

固定／デンシトメーターにより“無傷な〝Tfについて測定したもの。

●
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明らかではない。また，Tfの一部は循環過程で鉄

を失って筋成長促進活性を持たないアポ型となる。

投与されたTfが移植筋に対して有効な形で作用し

うる条件を確立することはかなり困難な作業のよ

うに思われるが，我々はこれまでに得た基礎的デ

ータをもとに今後更に検討を加えてゆきたいと思

っている。
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5　筋芽細胞の成長を促進するラット脳由来酸
性蛋白の性質

研究協力者

＊

　

　

＊

郎
　
美

一
．
活

山
　
藤

畑
　
佐

神経栄養因子の分子的性状および生物活性に関

する特徴を明らかにすることは，正常筋の分化発

達のみならず筋ジストロフィーの発症解明に重要

な役割りを果すものと考えられる。神経栄養因子

に関する研究は，種々の神経組織抽出液やその部

分楕製品の培養骨格筋細胞に対する添加効果を，

細胞増殖や形態的，生化学的分化皮を指標として

行われてきた。これまで，性質の異なる多くの神

経栄養因子が報告されてきたが，はじめて物質的

に精製純化し，性状を明確にしたのはOhのグル

－プ　で，この因子をSciatinと命名した。一方

小沢ら　がニワトリ血清に存在する筋成長因子を

トランスフェリン汀Pと同定し，神経組織におい

てもその存在を確認して以来，SciatinやPopiela

のNTFも，TfそのものあるいはTfに非常に

近い性質を有する蛋白質であることが判明した。

我々も，ラット脳にラット筋細胞の成長を促進す

る二種の活性物質か存在し，一つは分子員，等電

点，免疫学的成績よりラット血清Tfと区別され

ないことを確認したご’本研究では，もう一種の活

性物質に関し，特に生物活性に関する特徴を中心

として検索した。

材料　と　方法

筋細胞培養：出生直後または1日後のラット後肢

筋をトリプシンにより細胞を分散させ，Yarreの

方法により単核の筋細胞を集めた。EagleのMEM

＊弘前大学・医学部・第二生化学教室

に10％の仔午血清を添加した培養液を用い，ゼラ

チンで被膜を作った35mmプラスティックシャー

レに2×1♂cells／〃ishになるように播種した。培

養は，37℃，5％CO2卜95％空気の条件で行った

脳抽出液または脳由来活性物質は，培養開始時に

添加した。

脳由来活性物質の精製：Sprague－Dawleyラッ

ト脳を生理食塩水で洗篠後，使用時まで－20℃に

保存しておいたものを用いた。Gospodarowicz

の方法　に準じて，0．15M硫安溶液で破砕後，

pH8．5で4℃，2時間撹拝抽出した遠心上宿を脳

抽出液とした。硫安35－73％飽和で活性を沈澱部

分に回収し，10mMTris－HCl，PH7．4に透析

した後，DE52イオン交換クロマトグラフィーを

NaClの段階溶液で行った。生物活性は0－0．15

M NaClおよび0．25－0．50MNaClで溶出される

二つの画分に認められた。前者はTfと区別され

なかった。後者のSephadex G－200によるゲル

ろ過で，活性はvoid付近に溶出された。そのカ

ラム等電点電気泳動で活性は，pH3．5に回収され
5）

た。

結　　　　　果

Tfの混入のないラット脳由来筋成長因子を

Brain－derivedgrowth factor，以下BDGF

と称する。図1にBDGFの分子的性質を示した。

ゲル内等竃分画においてpH3．5－4．0に1本の蛋

白帯が認められ，BDGFは脳の酸性蛋白の一つで

あることが判明した。PAGEで1本の蛋白帯が認
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図1　BDGFの分子的性質

左からゲル内等電分画，ポリアクリルアミドゲル電気泳動

（PAGE），0．1％SDSを含むPAGE
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図2　筋細胞増殖に対するBDGFの用量反応曲線
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図3　BDGFによる筋細胞数の経時変化

表1　BDGFの精製

Speciflc
Protein octlvity Activity Yleld
（mg）　（U／rng）（Units）（Z）Purity

Crude extrQCt　5，822　　10．0　58，220100．0　1．O

DEAE－Cellulose q5　　100．0　　4，500　16．8　10．O

Sephodex6－200　　　22　158．6　　5ノq90　　9．2　15．9

められるのに対し．SDS／払GEでは4本の蛋白

帯が検出され，4種の蛋白成分が会合した高分子

として生体中に存在するものと考えられる。

次に，BDGFのラット筋細胞の増殖に対する

影響を調べた。図2は筋和胞増殖におけるBDGF

の用量反応曲線を示す。終濃度10〃拍βで活性が
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発現し，以下250／上が触Zまで直線的な上昇がみ

られた。一方，Tfは終濃度10〝㌢勿βで最大活

性が発現し，より高濃度では活性の低下傾向がみ

られた。図3は，BDGFlOOFLgM添加後の筋

和胞増殖に関し，時間経過を追ったものであるが，

培養4日目から6日目に対数的な増殖が認められ，
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図4　BDGFおよびTfの筋細胞増殖に対する相乗効果

それ以降プラトーに達した。また，BDGF未添

加の対照では，細胞数の増減はみられなかった。

以上の結果をもとに，BDGFの各精製段階のサ

ンプルについて精製の程度を検討した。終濃度

100FLghBの蛋白が2×104cellsAishを培養5

El目に1×105cellsAish，すなわち，培養時の5

倍に細胞増殖を促す活性を1Unit　と規定した時

の精製度を表1に示す。Sephadex G－200の段

階で，回収率9．2％，純度15．9倍であった。しか

し，粗抽出液には，二種の活性物質，TfとBDGF

が混在しており，両者が共存した場合に強い相乗

効果が認められることから，粗抽出液中のBDGF

単独の活性は表の数値よりかなり小さなものと考

えられ，Sephadex G，200での回収率，純度は

低く算出しているものと考えられる。そのTr，

BDGFの相乗効果発現の結果を図4に示す。

Tf20fLgmまたはBDGFlOOFLg／如β各々単独

添加で，培養3～5日目での細胞数は両者ではぼ

同様の値を示した。Tf濃度を一定にし，BDGF

濃度を変えて添加した場合には，BDGF単独では

活性発現しないような低濃度で相乗効果が認めら

れ，さらに，BDGFlOOFLgM同時添加により，

いずれの計測時においてもTf，BdGF単独の和

以上の効果が発現していた。図5は，この効果を

写真で示したものである。培養4日目で，Tf，

BDGF単独添加では未添加系に比較してmyoblast

の数は多いが，一方，両者の共存した場合には，

すでにmyoblastのalignment，fusionが始まっ

ている。6日目には単独添加系でmyotube形成が

認められるが，共存系ではさらに大きなnwotube

が形成されていた。以上のことは，生理的にも二

種の活性物質が筋あるいは他の細胞に対し協同的

に作用している可能性を示唆する。
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図5　BDGFおよびTfの筋細胞成長に対する相乗効果

BDGFは100F嶋／血色，Tfは20FLg／血£添加した。

培養4日目と6E］目の矢印はmyotubeを指す。

考　　　　　察

本研究において，ラット脳由来の，Tfとは異

なる筋成長因子，BDGFの分子的性状および生

物活性に関する特徴について検討した。このBDGF

は，脳の酸性蛋白の一つであるが，既知の蛋白質

に相当するものは認められない。1975年に，Oh

は，ニワトリ脳に分子量30万以上の蛋白性の筋成

長因子が存在することを報告している。BDGF

は，この因子に相当するものと推測される。BDGF

の活性サブユニットの検索に先立ち，1％SDS

または6M尿素処理実験では，活性の完全な消失

をもたらしたので（成績省略），SDS／今AGEで

認められた4種の成分は，疏水的に結合して活性

を発現しているものと考えられる。
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、
‥
∵
・
・

39

BDGFは，Tf共存下で，筋細胞の増殖分化に

相乗的効果を発現した。Tfは鉄原子の運搬蛋白

として，Tf受容体を介して，種々の細胞の増殖

や機能発現に関与していることが知られている。

ラットTfなしにBDGFの作用が発現することか

ら，BDGFはTfとは異なった機構で筋細胞に作

用しているものと考えられるが，その詳しい機構

については今後究明したい。
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