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　　　The　ef「ects　of　elevated　potassium（K）medium　on　the　survival　and　difFerentiation　of　neurons

in　dor8al　root　ga且glia（DRG）and　sympathetic　ganglia（SG）from　chick　embryos　were　studied　in

explant　and　dissociated　cell　cultures．

　　　E1・vat・d（40mM）Kimp・・v・d・u・vi・・1・f　b・th　DRG・nd　SG・・・・…．DRG・・・・…i・th。　high

Km・di・m・h。w・d・yt。P1・・mi・diff・・enti・ti・n　up　t・Murray・s　st・g・3，　b・t・。　f・・ther　d。v，1。Pme。t

or　myelin　formation　could　be　observed　in　long・term　culture，

　　　In　SG　n・u・。…th・nerv・丘bers　t・nd・d　t・f・rm　thi・k　b・ndl・・a・d　th・ir　catech。1・mi・・（CA）

且u。「e・cence　i・creased　with　th…mber・f　d・y・・f・・lture　i・th・high　K　m・di・m．　By，。ntra，t，

CA且…e・c・・ce　w・・。・ly　f・i批ly・b・erv・d，・xcept　i・・f・w　i・t・nsely伽・resce・t　ce11、，　i。　th，

nQ「m・1Km・di・m・ltw・・，　h。w・ver，　i・t・n・i且・d　wh・nth・m・di・m　was　ch。・g。d　f，。m。。rm、1t。

high　K，　and　was　diminished　by　changing　the　medium　from　high　K　to　normal．　Fro皿these　results
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，it　seem・lik・1y　th・t　SG・・・・…c。・ti…t・differenti・te　adre・ergically　i・the　high　K　m，di。m，

while　th・y　bec・me　ch・lin・・gi・i・tゆ。・m・1　K　m・di・m．　Shinshu　Med．み82・554－566，　・984
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Key　w・rCls・symp・th・ti・g・ngli・・，　d・・sal…tg・・gli・・，　tissue　culture，　P。tassi。m，　differ．

entiation

交感神経節，脊髄神経節，組織培養，カリウム，分化

　　　　　　　　　　　　1緒　言　　　　ている1）－9’・しかヒ茂酬1経節細胞については・れ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　までのところ，Ph111ipsonとSandlerlo）が組織片培

　培養液中のカリウム（K）濃度を上昇させると神経細　　養による結果を報告しているだけで，分離培養を用い

胞の生存率が高くなることが，分離培養されたニワト　　た研究はほとんど見られない11）。

リ胚，胎児と新生マウス，ならびにヒト胎児の脊髄神　　　また培養神経細胞に対する高濃度K培養液のその他

経節細胞漸生ラ・1・小脳，二・トリ胚毛様体神経節　の影響につV・ては，職生理学的媛化・）12）や，生化

糸鵬モノアラガイ醐帷節li田脚・ついて鮪され　学的に酵素灘彊飴蒔について麟した幸階は
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培養神経細胞に対するKの影響

あるが7）10）11），長期間培養して形態的な変化を追跡し　　それについて，脊髄神経節細胞では22シ“・　・一レ（4ま

た研究はまだ見られない。　　　　　　　　　　　　　たは5シャーレ×5回）ずつ，交感神経節細胞では16

　そこで今回はニワトリ胚脊髄神経節細胞および交感　　シャ・・一・レ（3または4シャーレ×5阿i）ずつを用いて

神経節細胞を用い，培養神経細胞の生存と分化に対す　　行った。倍率200倍の位相差顕微鏡下で，生存神経細

る高濃度K培養液の影響を形態学的に検索した。特に　　胞と同定される細胞を各シャーレ10視野数えて，その

交感神経節細胞については，培養条件によってアドレ　　合計を各シャーレの神経細胞数とした。培養開始時，

ナリソ作動性にもコリン作動性にもなることが報告さ　　　1，2，4，8日に同じシャーレについて数え，各シ

れており13）”18），catecholamine（CA）合成に対する　　ヤー一レの培養開始時の神経細胞数を100％として生存

高濃度K培養液の影響について組織化学的な検討を加　　率を算出した。

えた・　　　　　　　　　　　　　脊髄神経節細胞の核周囲部曙卜測は，分離培養3，

　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　5，10，20，30日に，対照と高濃度K培養それぞれに
　　　　　　　　ff材料と方法　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＿
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　っいて，各150から180個の神経細胞に対して行った。

　A　材　料　　　　　　　　　　　　　　　　　　　倍率1000倍の位相差顕微鏡下で，micrometerを用

　材料として，ニワトリ胚の脊髄神経節と交感神経節　　いて核周闘部の長径と短径を測り，その平均を直径と

を用いた。脊髄神経節は鱒卵10日胚より，交感神経節　　した。また核周囲部の上面と底面それぞれにピントを

は艀卵12日ないし13日胚より，それぞれ実体顕微鏡下　　合わせ，微動焦準ハソドルの目盛の差から厚さを算出

で摘出した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　した。核の位遣はHanda20）の方法により核が核周囲

　B　培養方法　　　　　　　　　　　　　　　　　　部の辺縁細胞膜に接している時を10，核周囲部の中心

　組織片培養と分離培養を併用し，シャーレ内で，コ　　にある時を0とし，その間を10等分して偏位の度合

ラーゲン塗布カバースリップ上に培養した。分離培養　　　（D）を調べた。

の場合には，O．　25％トリプシンで12℃，10分間処理　　　培養後は，10％ホルマリソで24時間，さらに70％ア

して細胞を分離した19）。細胞濃度は，脊髄神経節細胞　　ルコールで3時間，80％アルコールで3週間以上固定

では3．0×10s／m1，交感神経節細胞では2．0×105／m1　　した。固定した組織は，　Nissl染色，　Bodian染色を

とした。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　行って観察した。交感神経節細胞に対しては，CAの

　用いた培養液は，Eagle　MEM（Hanks’base）　　蛍光組織化学的検出としてFGS法21）を用い，落射蛍

70％，馬血清20％，ニワ】・リ胚抽出液10％の組成で，　　光顕微鏡（Nikon，　EF）にて観察した。励起フィル

glucoseは500mg／100mlセこ増最し，　penicillinを　　ターとしてV（IF　395－425），吸収フィルターとし

140u／m1の割合に加えた。1（濃度は，40mMでニワ　　て4701（を使用した。

トリ胚脊髄神経節細胞の生存率が一番高くなるという

鮒）縦。て，融灘培謙としてe＊．KC1を加　　　　皿結　果

えて40mMとしたものを用いた。なお対照培養液の　　　A　神経細胞の生存率

K濃度は，5．・3mMである。培養液は週2回交換した　　　高濃度K培養を行うと脊髄神経節細胞，交感神経節

が，交感神経節の場合は，一部のシャーレで培養1週　　細胞ともに，対照培養の場合に比べて生存する神経細

間後に対照培養液から高濃度K培養液に，あるいは高　　胞数が多かった（Figs．1－4）。細胞数を算定した結果

濃度Kから対照に変えて培養した。　　　　　　　　　　（Figs．5，6）では，培養開始時における倍率200倍10

　培養シャーレは湿度100％で，3％のCO2を含む空　　視野の神経細胞数の合計は，各シャーレあたり200個

気下において36°Cに保温した。　　　　　　　　　　　から500個であった。対照培養では培養日数に伴って

　C　形態学的観察法　　　　　　　　　　　　　　　　　生存神経細胞数は次第に減少したが，高濃度K培養で

倒立位相差顕微鏡（Nikon，　MD型，　DLLおよび　　はわずかな減少しか示さなかった。培養4日以降にな

DM）下で経時的に観察するとともに，神経細胞数を　　ると，高濃度Kで培養した場合の神経細胞の生存率は，

算定して培養後の生存率を算出した。また脊髄神経節　　対照培養に比して有意に高い値を示した（危険率1％）。

細胞については，核周囲部の直径と厚さ，ならびに核　　培養8日における生存率は，脊髄神経節細胞の対照培

の位置を計測した。　　　　　　　　　　　　　　　養では，培養開始時の49，3±13．7％であるのに対して，

生榊1経細胞数の算定は，対照と高濃度K培養それ　　高濃度K培養では87．1±16．2％を示した。交感神経節
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Control　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　High　K

Figs．1－4　Phase－contrast　photomicrographs　of　dissociated　neurons　5　days　in　culture．

　　　　Living　neurons　are　more　numerous　in　the　high　K　medium　than　in　the　control

　　　　　medium．　Fibroblasts　in　background　are　sparse　in　the　high　K　medium　as　com－

　　　　pared　with　the　control　medium．　（×150）

　　　　　Fig．1　Dorsal　root　ganglion（DRG）cells　maintained　in　the　control　medium．

　　　　　Fig．2　DRG　cells　maintained　in　the　high　K　medium．

　　　　　Fig．3　Sympathetic　ganglion（SG）cells　maintained　in　the　control　medium．

　　　　　Fig．4　SG　cells　maintained　in　the　high　K　rnedium．　Note　the　neurons　showing

　　　　　　co皿pact　aggregation（［〉）and　forming　thick　bundles　of　nerve　fibers（〉）．

Figs．7－10　Phase－contrast　photomicrographs　of　DRGs　in　explant　culture．

　　　　　Figs．7，8　2days　in　culture．　Nerve　fibers　radiate　in　bundles　from　the　explant

　　　　　　of　the　ganglion（G）preceding　outgrowth　of丘brobIasts．　Fig．7：Maintained　in

　　　　　　the　control　medium．　Fig．8：Maintained　in　the　high　K　medium．（×75）

　　　　　Fig．923　days　in　the　co且trol　medium．　Myelinated丘bers（⇒）are　clearly　seen．（×600）

　　　　　Fig．10　30　days　in　the　high　K　medium．　Note　the　axon　thickening（〉）．　No　my－

　　　　　　elinated丘bers　can　be　observed．　Most　of　the　neurons　are　in　immature　form．・

　　　　　　（x600）
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Figs．5，6　The　effect　of　potassium　on　the　survival　of　dissociated　neurons　in　culture．

　　　　　Neuron　survival　is　expressed　as　the　percentage　of　the　i且itial　neuron　count．

　　　　　Each　point　represents　the　mean　percentage±SD　of　neuron　counts　from　22

　　　　　（DRG）or　16（SG）dishes．　The　high　K　media（○）produce　signi丘cantly　higher

　　　　　survival　as　compared　with　co且trol　media（●〉．

　　　　　Fig．5：DRG　cells．　　Fig．6：SG　ce11s．

Control　　　　　　　　　　　　　　　High　K
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Control　　　　　　　　　　　　　　　High　K

Figs．11－14　Phase－contrast　photomicrographs　of　the　DRG　cells．（×1500）

　　　　　Figs．11，12　3　days　in　culture．　The　perikarya　of　the　nerve　cells　are　small　in

　　　　　　　　size’and　their　cytoplasm　is　rather　homogeneous．　The　nuclei　are　eccentric

　　　　　　　　in　position．　Fig．11：Maintained　in　the　control　medium．　Fig．12：Maintained

　　　　　　　　in　the　high　K　medium．

　　　　　Fig．13　30　days　in　the　control　medium．　The　neuron　has　differentiated　into

　　　　　　　　mature　form．　Light　spiral　channels　are　clearly　seen　in　the　cytoplasm．　The

　　　　　　　　nucleus　is　located　centrally．　The　satellite　cells（⇒）are　embedded　in　the　　　’

　　　　　　　　perikaryon．

　　　　　Fig．14　30　days　in　the　high　K　medium，　The　nucleus　is　Iocated　centrally，　but

　　　　　　　　the　size　of　the　perikaryon　is　smaller　than　that　in　the　control　medium．

　　　　　　　　The　satellite　cells（⇒）project　out　from　the　perikaryon．

細胞でも，対照の生存率は30．5±19．9％であったが，　　経線維は，線維芽細胞を背景として，その上に神経細

高濃度Kでは73，9±18．5％の高い生存率を示した。　　　胞間を結ぶ線維網を形成した（Figs．1，2）。組織片培

　　B　脊髄神経節細胞の分化　　　　　　　　　　　　　　養では，対照および高濃度K培養ともに，神経線維は

　　1　神経線維　　　　　　　　　　　　　　　　　培養3日頃まで，線維束を形成しながら線維芽細胞の

　分離培養の場合，対照および高濃度K培養ともに神　　遊出に先行して組織片より放射状に伸び出した（Figs．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　K培養では，培養30日になっても，髄鞘形成は見られ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　なかった（Fig．10）。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2　核周囲部
『”一囲”“’一一一一’一＝＝＝一＝tr＝－ @t’一“一一一一’””一一’　　　　　　脊髄神経節細胞の核周囲部の分化の程度について見

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ると，培養1週頃までは，対照と高濃度K培養との間

。Control　　　　　　　　　　　　　　　　に明らかな差はなかった（Figs．11，12）。両条件とも

゜Hlgh　K　　　　　　　　　　　　　　　に，核周囲部は小型で，その直径は約15μmから25μm，

35　　ro　　　　20　　　　30　　　　厚さは約20μmであった。核は細胞膜に接するように
　　　　Days　in　cultu「e　　　　　　　　薯しく偏在し，1個または2個の核小体を持っていた。

F’

b謙欝：、羅鱗：li直謹漿驚矯灘驚警撰罵齢
　　the　culture，　The　high　K　media（○）pro・　　　の直径は，平均で約30μ皿になり，50μm以上のもの

　　duce　no　significant　difference　in　the　　　　　も認められた。しかし，核周囲部の厚さにはほとんど

謡騰）．as　c°mpa「ed　with　the　c°nt「°1変化・・認め・れな…た（・igJ2・）・・た，核職

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　いに核周囲部の中央に移動し（Fig．17），核小体は1

7，8）。その後は線維芽細胞の広がりに伴ってほぼ同じ　　個の場合が多くなった。細胞質内には，位相差顕微鏡

範囲まで伸びていった。高濃度K培養では，対照に比　　下で電顕像の粗面小胞体に相当すると思われる同心円

して線維芽細胞の遊出が少なく，培養3日以後も線維　　的に走る明るい輪状の構造が認められ，成熟した形態

芽細胞の広がりに大きく先行して伸びる神経線維束を　　を示すようになった（Fig．13）。外套細胞は，細胞体に

認めた例も一部にはあったが，大部分の場合は，神経　　埋めこまれた様に密着していた。すなわちMurray22）

線維の伸び，密度において対照との間に明らかな差を　　のStage　4に相当する段階までの分化が認められたe

認めなかった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　しかし，高濃度K培養では，核は核周囲部の中心に

　対照および高濃度K培養ともに，神経線維は培養日　　移動したが，培養日数を経ても核周囲部は小型のまま

数に伴って太さを増し，対照培養では培養2週後頃か　　で，細胞質内の輪状構造の発達も悪く，未熟な形態を

ら髄鞘形成が認められてきた（Fig．9）。しかし高濃度　　示すものが多かった（Figs．10，14）。また外套細胞は，
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Control　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　High　K

Figs．18－21　Phase－contrast　photomicrographs　of　SGs　in　explant　culture．

　　　　　Fig．18　2　days　in　the　control　medium．　Nerve飾ers　show　fine　network　on　the

　　　　　　　　sheet　of且broblasts．　（×75）

　　　　　Fig．19　2　days　in　the　high　I（medium．　Nerve丘bers　are　dense　and　form　thick

　　　　　　　　bundles．　（×75）

　　　　　Figs．20，21　20　days　in　culture．　No　obvious　difference　can　be　observed　between

　　　　　　　　the　nerve　cells　in　the　control　and　in　the　high　K　medium．　Fig．20：Maintained

　　　　　　　　in　the　control　medium．　Fig．21：Maintained　in　the　high　K　medium．（×860）

Figs．22－26　CA　fluorescence　photomicrographs　of　SG　cells　in　dissociated　culture．（×200）

　　　　　Fig．22　12　days　in　the　control　medium．　CA　fluorescence　is　faintly　observed

　　　　　　　　except　in　a　few　intensely　fluorescent　cells（⇒）．

　　　　　Fig．23　12　days　in　the　high　K　medium．　Nerve丘bers　with　intense且uorescence

　　　　　　　　show　dense　network．

　　　　　Fig．24　7　days　in　the　control　medium　and　then　10　days　in　the　high　K　medium．

　　　　　　　　Fluorescence　of　nerve　fibers　appears．

　　　　　Fig．25　7　days　in　the　high　K　medium　and　then　10　days　in　the　control　medium．

　　　　　　　　Fluorescence　of　nerve　fibers　diminishes．

　　　　　Fig．26　7　days　in　the　high　K　medium　and　then　10　days　in　the　control　medium．

　　　　　　　　The　arrow（⇒）indicates　a　few　intensely　fluorescent　cells　with　long　processes．
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核周囲部をとり囲んではいるが，外側に突出した形を　　　　C　交感神経節細胞の分化

示した。すなわちMurray22）のStage　3までの分化　　　1　神経線維と核周囲部

しか認められなかった。計測した結果では，核周囲部　　　対照培養では，分離培養および組織片培養ともに，神

の厚さと核の偏位には対照との間に有意差を認めなか　　経線維は束形成せず，細かな線維網を形成した（Figs．

ったが，・核周囲部の直径は培養10日以降対照に比べて　　3，18）。高濃度K培養では，生存神経細胞数が多く，

有意に小さい値を示した（Fig．15）。　　　　　　　　特に分離培養では細胞が強いaggregationを作るこ
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Table　l　The　effects　of　the　high　K　medium　on　the　CA且uorescence　of　SGs

E。p。，im，。t　　＿璽！竺・rescent　ne「ve丘be「s　Intensely　flu°「escent　cells

　　　　　　　　　　　　　lweek　　　　　2　weeks　　　　　lweek　　　　　2　weeks

Control　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　十　　　　　　　　　　　　　　　十

High　K　　　　　　　　十　　　　　柵　　　　　 ±　　　　　±
＊Contro1→High　K　　　　　　　一　　　　　　　　朴　　　　　　　　　　十　　　　　　　　±

＊High　K→Control　　　　十　　　　　一　　　　　　±　　　　　十

＊The　medium　is　changed　from　control　to　high　K，　or　from　high　K　to　control　after

　one　week　in　cUlture．

　　　　　　　ζ

とに伴って，神経線維の密度が高く，しかも太い神経　　出現した（Fig．26）。

束を形成するのが認められた（Figs．4，19）。また高
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　IV　考　　　察
濃度K培養では，対照に比べて線維芽細胞が少なかっ

た。培養液を対照から高濃度Kに変えても，神経線維　　　　A　生存率

は細かな線維網を示したままであり，高濃度K培養液　　　高濃度K培養により，脊髄神経節細胞の坐存率が上

から対照に変えても高い線維密度と線維束には変化を　　昇したことは，これまでの報告1ン5）とほぼ一致する。

認めなかった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　交感神経節細胞については，PhillipsonとSandlerlo）

　培養日数を経ると交感神経節細胞においても，核周　　が組織片培養を用いた連続切片による結果を報告して

囲部が幾分大きくなり，核が核周囲部の中心に移動し　　いるが，それによると高濃度K（45mM）で培養した

たが，脊髄神経節細胞に比べるとその変化はわずかで　　場食の生存率は，培養7日において，1対照（5・　3mMK）

あった（Figs．20，21）。この点では，対照培養と高濃　　の約6・6倍である。今1亘1の分離培養を用いた場合の交

度K培養との間に明らかな差は認められなかった。　　　感神経節細胞の生存率は，高濃度K培養8日で，対照

　2　CA蛍光染色（Table　1）　　　　　　　　　　　の約2・4倍であった。　PhillipsonとSancllerl°）の報告

　対照培養では，ほとんどの神経細胞は弱い蛍光しか　　と今回の結果において見られた生存率の差は培養方法

示さず，神経線維には蛍光が認められなかった（Fig．　　の違いによるものと思われる。

22）。また培養20日に至っても変化は認められなかっ　　　ChalazonitisとFischbach5）は，高濃度K培養に

た。高濃度K培養では，培養3日頃より強い蛍光を示　　おける神経細胞の生存率の上昇は，神経細胞の変性率

す線維が認められ，培養日数に伴ってその数は増した。　が減少することと，前駆細胞が分化することによる神

培養10日を過ぎる頃には蛍光を示す線維の密なネット　　経細胞の増加によってもたらされたものであり，神経

ワークが観察された（Fig．23）。培養液を対照から高　　細胞の分裂増殖によるものではないとしている。今回

濃度Kに変えると神経線維に蛍光が認められるように　　の実験において，生存率がわずかに上昇を示す場合が

なり（Fig．24），逆に高濃度K培養から対照に変える　　あったのは，培養の極く初期には神経細胞と同定し得

と蛍光が消失した（Fig．25）。　　　　　　　　　　　　なかった細胞の中には，前駆細胞も含まれており，こ

　また対照培養および高濃度K培養のいずれにおいて　　れが後になって分化したため神経細胞として錦：定され

も，培養初期から細胞体に特に強い蛍光を示す細胞が　　るようになったことも原因の1つと考えられる。

少数認められた（Fig．22）。この様な細胞の数は，対　　　NishiとBerg7）によるとニワトリ胚毛様体神経節

照培養でより多かったが，培養日数に伴う変化は認め　　細胞では，高濃度K培養により生存率が上昇すると

られなかった。しかし培養液を対照から高濃度Kに変　　ともに，細胞あたりのcholine　acetyl－transferase

えるとこの細胞の数は減少し，高濃度Kから対照に変　　（CAT）活性，　lactate　dehydrogenase（LDH）活性，

えると増加する傾向が認められた。この細胞では線維　　acetylcholine（Ach）合成，蛋白合成等も増加する。

にも強い蛍光が認められたが，その蛍光を示す線維の　　この高濃度Kによるのと同じようなCAT活性の増加

長さは一般に短かった。しかし培養液を高濃度Kから　　は，Naチャンネルの阻害剤であるveratridineを用

対照に変えた場合には，長い蛍光線維を有するものが　　いて細胞膜を脱分極させた場合にも認められる。一方，
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高濃度KによるCAT活性の増加は，　Mgや，　Ca拮抗　　外の細胞をほとんど取り除いた状態で培養すると，

剤であるD600によって，　Caの細胞内流入を遮断す　　CAが合成され，有芯小胞を持つシナプスが形成され

ると抑制されるという。またSchubertら23）による　　る25）26）。しかし，交感神経節細胞を，骨格・筋や心筋，

と高濃度KはPC12細胞の粘着性を増加させるが，こ　　線維芽細胞などの非神経細胞，これらを培養して得た

の作用もCaの細胞内流入を遮断すると阻害される。　　conditioned　medium，ニワトリ胚抽出液，人胎盤血

これらのことより高濃度Kによる細胞膜の脱分極と，　　清などを加えて培養すると，Achが合成され，神経

それに伴うCaの細胞内流入が，蛋白合成その他の細　　細胞相互間や，骨格筋・心筋との間にコリソ作動性シ

胞内の物質代謝過程を促進し24），その結果として神経　　ナプスが形成されてくる13）－18）27）28）。この場合，同一

節細胞の生存率を上昇させることが推定される。　　　　の神経細胞が，同時にアドレナリン作動性およびコリ

　B　脊髄神経節細胞の分化　　　　　　　　　　　　ソ作動性双方の伝達物質を有し，両方のシナプス伝達

　脊髄神経節細胞の対照培養では，培養日数に伴って　　を行う場合があることが報告されている17）18）29）。こ

核周囲部の厚さには変化を認めなかったが，核周囲部　　のような現象はすでにアドレナリソ作動性を示してい

の直径が増加し，核の偏位が減少した。また神経線維　　る神経細胞にも，まだ伝達物質を変更し得る可塑性が

の髄鞘形成を伴うMurray22）のStage　4までの核周　　あり，非神経細胞由来の物質によってコリソ作動性に

囲部の分化が認められた。以上の結果はHanda20）の　　変化するため生じたものと考えられている13）14）。

報告とほぼ一致する。しかし高濃度K培養では，核周　　　とeうが成熟生体内では，非神経細胞が多数存在す

囲部の厚さと核の偏位については対照との間に差を認　　るにもかかわらず，大部分の交感神経節細胞はアドレ

めなかったが，核周囲部の直径の増加は対照に比べて　　ナリン作動性である13）。Blackら30）31）は，若いラ・ソ

有意に小さく，Murray22）のStage　3までの核周囲　　　トやマウスで節前神経の切断やganglion　blockerの

部の分化は認められたが，それ以上の分化はなく，ま　　投与にょり，交感神経節細胞のノルアドレナリン合成

た髄鞘形成も認められなかった。　　　　　　　　　　能が低下することを報告している。Walickeら11）は，

　脊髄神経節細胞では，培養日数とともに神経細胞が　　骨格筋や心筋のconditioned　mediumを加えて培養

分化するに従って，静止膜電位が深くなり，Ca成分　　されている交感神経節細胞を，1（やveratridineで

による活動電位の再分極相に見られるhumpが消失　　脱分極させたり，あるいは電気刺激すると，　Ach合

し，活動電位の持続時間も短くなる2。）24）。Chalaz。一　成が抑制され，　CA合成が増強することを示した。そ

nitisとFischbach5），　Scottら12）は，高濃度Kで培　　　してこの結果からアドレナリン作動性交感神経節細胞

養すると，このより分化した電気生理学的性質を示す　　の維持には，中枢からの入力信号が重要な役割を果た

神経細胞が，対照に比べて多くなることを報告してお　　しているのではないかと述べている。彼らはさらにこ

り，このことから高濃度Kが，興奮膜の分化を促進す　　の脱分極による交感神経節細胞の伝達物質の選択にも

ることを示唆している。しかし，この高濃度Kによる　　Caが関与していることを示唆した32）。

興奮膜の分化の促進と，今回の実験では高濃度K培養　　　今回の突験では，対照培養においてほとんどの神経

で一定以下の形態的分化しか認められなかったことと　　線維V：　CA蛍光が認められなかった。、このことは，共

の関係は，今のところ明らかではなく，今後なお検討　　存する線維芽細胞や培養液中のニワトリ胚抽出液など

する必要がある。　　　　　　　　　　　　　　　　　により，交感神経節細胞がアドレナリソ作動性からコ

　C　交感神経節細胞の分化　　　　　　　　　　　　リソ作動性に転換した可能性を示している。

　1　伝達物質の選択　　　　　　　　　　　　　　　　　一方高濃度K培養では，線維芽細胞やニワトリ胚抽

　交感神経節細胞は，神経堤からの遊走中にアドレナ　　出液の存在にもかかわらず，CA蛍光線維の増加が著

リソ作動性となる信号をその周囲の環境から受けると　　明であった。また始め対照培養液で培養しておき，途

考えられており，神経節を形成した時点ではすでに　　中で高濃度K培養液に交換すると神経線維にCA蛍光

CA蛍光を示している13）14）。　　　　　　　　　　　が出現した。さ嚇こ培養液を高濃度Kから対照に交換

　この交感神経節細胞は培養下に置かれるとその培養　　するとCA蛍光が消失した。このことから，高濃度K

条件の違いによって，アドレナリソ作動性，あるいは　　による神経細胞膜の脱分極が，中枢からの興奮性入力

コリン作動性のいずれにも分化しうることが報告され　　による脱分極に代わって，交感神経節細胞にアドレナ

ている13）一’18）25）’29）。i交感神経節細胞を，神経細胞以　　リソ作動性を保持させる作用を持っているのではない
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かと考えられる。また高濃度K培養では，交感神経節
細胞にコリン作動性を誘導する作用を持つと言われて　　　　　　　　　　　V　結　　　語

いる線維芽細胞が対照培養に比べて少なかったが，こ　　　ニワトリ胚より得た脊髄神経節細胞および交感神経

のことも交感神経節細胞のアドレナリン作動性維持に　　節細胞を高濃度K培養液を用いて培養し，以下の結果

影響していると思われる。　　　　　　　　　　　　　を得た。

　しかし，交感神経節細胞にコリン作動性が誘導され　　　1　高濃度K培養により，脊髄神経節細胞，交感神経

ても，CA合成には変化がない場合も報告されてい　　　節細胞ともにその生存率が高められた。

る27）。今後，高濃度K培養における交感神経節細胞の　　　2　高濃度Kでの長期培養において，脊髄神経節細胞

コリン作動性の変化を追跡する必要があると考えられ　　　は，MurrayのStage　3程度までは分化するが，

る。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　それ以上の分化ならびに髄鞘形成は認められなかっ

　2　SIF細胞　　　　　　　　　　　　　　　　　　　た。

特謙讐灘嬬響灘濫淫二’3と欝鶯灘欝隷鷲驚驚
cent（SIF）細胞と呼ばれる細胞が存在する33）。これ　　4　交感神経節細胞の神経線維のCA蛍光は，高濃度

は，交感神経細胞と副腎髄質細胞の中間的形態を示し，　　K培養では培養日数に伴って増強したが，対照培養

通常突起は短く，細胞内に多数の大きな有芯小胞を持　　　ではほとんど蛍光が認められなかった。また培養液

ち，機能的には介在神経細胞あるいは内分泌細胞，　　　を対照から高濃度Kに変えると蛍光が増強し，高濃

receptor細胞とも考えられている。また発生段階に　　　度Kから対照に変えると減弱した。

おいては，91ucocorticoidやネ申経成長因子（NGF）　　5　以上の所見より，交感神経節細胞は，対照培養で

の影響により，副腎髄質細胞，SIF細胞，交感神経　　　はコリン作動性に転換するが，高濃度Kではアドレ

細胞は相互に変化し得ることが報告されている。さら　　　ナリン作動性が保たれるものと考えられる。

にシナプス伝達を阻害するとSIF細胞の形態が変化

することも報告されている14）33）。　　　　　　　　　　　　本論文の要旨は，第7回神経科学学術集会（1984年

　今回の実験で認められた細胞体に特に強い蛍光を示　　1月，千葉）および第89回日本解剖学会総会（1984年

す細胞は，大ぎさが他の神経細胞と変わらず，SIF細　　4月，仙台）において発表した。

胞であるか否かは明らかでない。しかし，神経細胞と　　　稿を終わるにあたり，終始御指導を賜りました恩師

SIF細胞の移行形の可能性もあり，その移行に高濃　　志水義房教授，半田康延助教授に深く感謝いたします。

度Kが影響していることも考えられ，今後なお検討を　　また御助力いただきました当教蜜中野知房氏，宮田康

進めたい。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　夫民，横内久美子氏に対し，厚くお礼申しあげます。
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