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　　　The　localization　and　the　time　of　appearance　of　NGF　in　subrharidibular　glands　of　male

and　female　mice　was　studied　during　postnata1’development．byt’using：immunofluorescence

technique．　The　hormonal　effects　to　the　content　of　NGF　in　the　gland　of　adult　mice　were

also　examined．

　　　Results　were　as　follows；　　　　　　　　　　　　　　　　t　／，．t　l

　　　1）NGF　w・・1・・ali・ed　i・the　cyt・pl・・m・f　g・anul・・t・b吻｛GT）cell・i・th・・ub’

mandibular　gland　of　adult　male　and　female　mice．　　　　，1・

　　　2）NGF　was　firstly　detectable　in　the　GT　cells　in　the　gland　of　males　at　25　days　of　age，

and　of　females　at　30　days　of．　age．　These　results　indicated　that　distributions　of　NGF　were

represented　dimorphically　from　the　frist　appearance　in　the　submandibular　glands　of　both

sexes．

　　　3）lnjections　of　testosterone　to　female　mice　resulted　in　increase　in　the　size　of　the　GT

cells　and　the　quantity　of　secretory　gra皿les　of　their　cells　and　in　parallel　increment　in　their

NGF　contents，　whereas　castration　clearly　decreased　in　size　of　the　GT　cells　and　the

quantity　of　secretory　granules　and　the　content　of　NGF　in　the　submandibular　glands．

緒 言

　神経成長因子（Nerve　Growth　Factor：NGF）

とは，交感神経節や知覚神経節の神経細胞に特異

的に作用し，その分化，成長を促進させる働きを

もったポリペプチドである1）．

（1980年4月30日受理）

　NGFは脊椎動物めさまざまな組織中に存在し

ていることが知られているが，特にマウス，ラッ

トなどの蓄歯類の顎下腺ではその含有量は他の組

織に較べ異常なほど高い2）．

　マウス顎下腺のNGFの活性は新生マウスでは

低く，成熟期以後に急激に増大すること，またそ

の活性には著しい性差が認められることから性ホ
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ルモンの支配下にあると考えられ，テストステロ

ンを投与した雌マウスの顎下腺ではNGFの活性

が増大することが知られている3）4）．

　一方，古くからLacassagneら5）　6）により，マ

ウス顎下腺には著しい形態学的性差が存在するこ

とが報告されているが，これらの形態学的性差と

NGFの活性の性差は密接な関連性をもってい
る．

　このような多量のNGFが顎下腺のどの部位に

局在しているかについては，Levi－Montalciniら

7），Goldstainら8｝，Kumarら9｝の螢光抗体法に

よる研究，Schwabら10｝の酵素抗体法による研究

などがあるが，NGFが顎下腺の穎粒管細胞に局

在しているということに関しては一致している

が，穎粒管細胞の細胞内の局在については微妙な

違いがある．

　本実験ではNGF（β一subunit）抗体を用い，螢

光抗体法により下記のことについて観察した．

　顎下腺のNGFの局在部位について発育過程に

おいてNGFがいっごろ，どこに現われるか，さ

らにその日齢的変化および性ホルモンの影響によ

るNGFの含有量の変化と形態学的変化との比較

を行った．

材料および方法

　実験には固型飼料と自由飲水で飼育した雌雄マ

ウス（ddy）を使用した．それぞれの実験群に使用

したものは以下のようなものである．

　正常マウス

　50日齢の雌雄マウス各2匹の顎下腺を用いた．

　去勢手術マウス

　50日齢の雄マウス5匹をエーテル麻酔下で去

勢手術を行い，術後10日おきに1匹つつから顎下

腺を採取した．

　テストステロン投与マウス

　50日齢の雌マウス5匹にtestosterone　propio・

nateを01ive　oi1に溶解し，それぞれ0．5　mgを

隔日10回皮下注射した．投与後，5日おきに1匹

つつから顎下腺を採取した．なお対照マウス5匹

にはolive　oilのみを隔日10回皮下注射した．

　発育段階のマウス

　生後1日齢から45日齢まで，5日おきに10段

階の発育段階に分け，それぞれの日齢の雌雄マウ

ス各2匹から顎下腺を採取した．

　顎下腺はクロロホルム麻酔下で採取し，10％中

性ホルマリンで12時間固定し，エタノール系列で

脱水した．．その後，軟パラフィン（42℃～44℃）

で包埋，薄切し，無螢光スライドグラスに5μの

切片の標本を作製した．

　標本はリンタングステン酸ヘマトキシリン

（PTAH）染色，または螢光抗体法で反応させた．

　螢光抗体法

　Anti－NGF（β一subunit）馬血清から，　DEAE－

celluloseカラムでたグロプリンを分離し，これ

にNairn　11）により　fluorescein　isothi㏄yanate

（FITC）を50：1の割合でconjugateした．そ

の後，Sephadex　G－25で遊離色素を除去し，タン

パク量を20mg／mlに濃縮し反応に用いた．標本

は，10分間キシレンで脱パラフィンし，ドライ

ヤーで乾燥後エタノール系列で脱キシレンを行

なった．その後2－3回0．01M　pH　7．2　phosphate

buffered　saline（PBS）　eこ通し，室温で1時間抗原

抗体反応をさせた．反応終了後，PBSでよく洗い，

グリセリン・PBS混合液で封入，螢光顕微鏡

（FLM－Tr－1型オリンパス光学）でUV励起下

で検鏡した．なお対照として，正常馬血清を上記

と同条件でFITCとconjugateしたものを反応

させた．

　なおAnti－NGF馬血清はWellcome　Research

社，testoste「one　ProPionateは半井化学，　FITC

はBBL社のものを使用した．

結 果

　50日齢マウス

　雄マウスの顎下腺では終末部の腺房と導管部

（線条部）の間によく発達した直径約40～50μの

穎粒管部が存在し，穎粒管部を構成している穎粒

管細胞内には，PTAH染色で濃染される分泌穎粒

が多量に認められる．これに較べ，同じ日齢の雌

マウスの顎下腺では穎粒管部の発達がわるく，直

径20～30μと約」2の大きさである．また穎粒管細

胞内の分泌穎粒の量もかなり少なく，穎粒管部に

著しい形態学的性差が観察できた．しかし，その

他の部位，線条部，介在部，終末部の腺房に関し

てはこのような性差は認められない．

　螢光抗体法によるNGFの反応像を観察する

と，雌雄とも反応は穎粒管部に局在し，その他の

部位には，まったく反応が認められなかった．反
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応は穎粒管部の頼粒管細胞の細胞質にあったが，

細胞の基底部および核などには螢光が認められ

ず，反応は細胞の上部に集中していた．また一部

では細胞内の分泌頼粒のみに反応がある細胞も

あった．雌雄の反応像を比較すると，雌にくらべ

雄の穎粒管部が強い反応を示し，NGFの含有量

の性差が反応像として観察することができる（図

1，2）．

　去勢マウス

　去勢したマウスの顎下腺を術後10日おきに観

察すると，術後10日の顎下腺においてすでに変化

が認められ，穎粒管部の直径，その中に含まれる

分泌頼粒の量などが減少していた．この形態学的

変化はその後次第に増し，術後40日目の顎下腺で

は雌の顎下腺で観察できる穎粒管部の形態とほと

んど同じ形態が観察された．螢光抗体法による反

応像はこのような形態学的変化と一致し，術後40

日の反応像は，正常の雌の反応像とよく似ていた

（図3）．

　なお終末部の腺房，線条部，介在部などでは，

形態的および螢光抗体法の反応像において，去勢

手術による変化はまったく認められなかった．

　テストステロン投与マウス

　テストステロンを隔日10回投与した雌マウス

の顎下腺を，投与後5日おきに観察すると，投与

後5日では形態学的変化がなく，投与後10日すぎ

に急激な形態学的変化が現われ始めた．投与後15

日以降の顎下腺では，穎粒管部の直径，それに含

まれる分泌穎粒の量が増大し，正常な雄マウス顎

下腺に似た組織が観察された．螢光抗体法による

反応像でも，上記の形態学的変化と一致し，テス

トステロンを投与した雌マウスではNGFの反

応が増大することが認められた（図4）．

　終末部の腺房，介在部，線条部などでは，形態

学的変化および螢光抗体法の反応像において，テ

ストステロン投与による変化はまったく認められ

なかった．

　発育段階のマウス

　生後1日から45日まで5日おきに10段階に分

けたマウス顎下腺では，雌雄とも生後1日から20

日までに終末部の腺房の量の増大，介在部，線条

部などの導管系の細胞の分化の過程が観察され

た．その中でも最も特徴的だったのは，穎粒管部

の分化であった．穎粒管部は生後15日から20日
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に出現し，その時には性差が認められ，雄にくら

べ雌のほうが遅れていた．また，この時期の穎粒

管細胞には，まだPTAH染色で濃染される分泌

穎粒は認められなかった．分泌穎粒の出現は穎粒

管部の出現より遅れ，雄では生後25日，雌では30

日で，分泌穎粒の出現，その時期の分泌頼粒の量

についても性差が認められた．穎粒管部は雌雄と

も生後30日以降は次第に増大し，穎粒管細胞に含

まれる分泌穎粒の量も増え続け，生後45日にはそ

の形態学的変化は最大になった．しかし終末部の

腺房，介在部，線条部などでは穎粒管部に見られ

たこのような急激な変化は認められなかった．

　螢光抗体法による反応像では，生後1日から20

日までは全く反応が認められず，雄では生後25

日，雌では30日に穎粒管細胞の細胞質に弱いなが

ら反応が出現するのが観察された（図5，6）．

　30日以降は，その反応が次第に強くなり，生後

45日にはその反応は最大になった．螢光抗体法に

よる反応像のこのような変化は，上記の発育過程

における形態学的変化と一致し，穎粒管細胞の分

泌穎粒の出現の時期にNGFの反応が始まり，そ

れ以降は穎粒管部，分泌穎粒の量が増大するのと

平行し，穎粒管細胞に局在するNGFの量も増大

することが観察された．

　なお対照の抗体を使用した螢光抗体法ではすべ

ての標本で，パラフィン包埋による自己螢光のみ

で，非特異的な螢光は認められなかった．

考 察

　マウス顎下腺には多量のNGFが存在し，その

活性には著しい性差がみられ，雄は雌の約10倍の

活性をもっている．さらにこれらの活性の性差は

顎下腺の形態的性差と密接な関連性をもち，共に

性ホルモンの支配下にあることは知られている3）

4｝．

　本実験の観察では，50日齢の雌雄マウスにおい

て，形態学的性差とともに螢光抗体法による反応

に性差が認められたこと，またテストステロンを

投与したマウス，去勢手術を行ったマウスの顎下

腺の形態学的変化は螢光抗体法による反応像の変

化とほぼ一致したことから，NGFおよび形態学

的性差が性ホルモンにより支配されていること

が，組織像の上で直接観察することができた．

　発育段階での実験では雌雄とも生後25日すぎ
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まではNGFの反応はなく，雄では生後25日目，

雌では30日目に穎粒管細胞に初めてNGFの反

応が認められ，それ以後はこの反応は急激に増大

し，生後50日にはNGFの反応は最大に達した．

この結果は本実験で用いたと同じβ一subunit抗

体を使ったradioimmunoassay法によるNGF
の活性の変化と一致していた2）．

　マウス顎下腺では，穎粒管細胞は生後2～3週

目に線条部から分化し，初期の穎粒管細胞では電

子密度の低い小さな分泌頼粒が存在し，その後し

ばらくたつと電子密度の高い大きな分泌穎粒が出

現すると言われているが12｝13｝1ρ，本実験では生後

15日目から穎粒管細胞が出現するのを認めたが，

その時期には細胞内にPTAH染色に濃染される

分泌穎粒が観察できなかった。このことは彼らの

言う電子密度の高い大きな分泌穎粒とPTAH染

色による分泌穎粒とは同じものと考えられる．こ

の分泌穎粒が穎粒管細胞に初めて出現する時期

は，NGFの反応が同じ細胞に認められる時期と

雌雄マウスにおいてほぼ一致し，またその分泌頼

粒の量にも性差が認められた．

　以上のことから，顎下腺のNGFはその出現時

からすでに性差をもち，また発生過程においても

NGFの反応の性差は形態学的性差とも密接な関

連性をもつことがわかった．
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　顎下腺のNGFの局在部位については
Levi－Montalciniら7｝，　Goldstainらs），　Kumar

ら9）の螢光抗体法による研究，Schwabらlo）の酵

素抗体法による研究などがあり，共にNGFが穎

粒管細胞に局在しているという同じ結果を得てい

るが，穎粒管細胞のどのような部位にNGFが局

在しているかにっいては徴妙な違いがある．つ

まり，Levi－Montalciniら7）は細胞の基底部，

Goldstainら8）は分沁穎粒の周囲の細胞質，

Kumarら9）は核，　Schwabら10）は分泌穎粒にそれ

ぞれ局在すると報告している、本実験の結果は，

NGFの局在は細胞質中に認められたことから，

Goldstainら8）やSchwabらlo）の結果と似ていた

がすべて一致したわけではなかった．

　このような局在部位の微妙な違いはどのような

原因によるものか考えてみると，Levi－Montal・

ciniら7），Goldstainら8｝，Kumarら9）はChone

ら15｝による方法で製精した7S　NGFの抗体を用

い，Schwabら10jや本実験ではこの7S．NGFを構

成している3つのSubunitの中で唯一のNGF活

性をもつβ一Subunit16）の抗体を用いたという抗

体に関して違いがあるが，Goldstainら8｝と本実

験の結果とは，ほぼ同様な結果であることから，

用いた抗体による違いによるものではないと思わ

れる、それよりむしろ，Levi－Montalciniら7），

　図1から6は，NGF（β一subunit）抗体にFITCをconjugateした螢光抗体法による反応像である．

　螢光で明るく見える部位が反応部位．

　細胞膜などには，パラフィン包埋による自己螢光で明るく見える部位があるが，これは特異的な反応

ではない．

　標本はすべてパラフィン包埋の5μの切片である．

図1：50日齢雄マウス．

　　　反応は穎粒管細胞（GT）の細胞質に局在し，核や細胞の基底には反応は認められない．なお終末

　　　部の腺房（A）Vこは全く反応がない．　（×800）

図2：50日齢雌マウス．

　　　反応は穎粒管細胞に認められるが，雄（図1）と比較すると反応が弱く，NGFの含量の性差が反応

　　　像でも認められる．（×800）

図3：去勢雄マウス．（去勢後30日）

　　　50齢の雄（図1）に比較すると，去勢により頼粒管細胞の萎縮と反応が弱まっているのが認められ

　　　る．　（×800）

図4：テストステロン投与雌マウス．（投与後20日）

　　　50齢の雌（図2）に比較すると穎粒管細胞が増大し反応も強まっているのが認められる．（×800）

図5：生後25日雄．

　　　穎粒管部に弱い反応が始めて認められる．（矢印）（×400）

図6：生後30日雌．

　　　穎粒管部に弱い反応が始めて認められる．（矢印）しかし雄（図5）に較べその反応が弱く，出現の

　　　時期，その反応の強さに性差があることがわかる．（×400）
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Kumarら9）の研究では，　NGFの製精そのものに

問題点があるのではないかと思われ，特に

Kumarら9）の研究ではimmunodiffusionの像に

明らかに2本の沈降パンドが認められる．彼らは

このバンドについてはNGFのsubumitによるも

のと考えているが，精製したNGF中に核タンパ

ク様の物質が含まれていて，それが核での反応を

引き起こしている可能性も考えられる．またこれ

とは別に，NGFの含量の性差と形態学的性差が

密接な関係をもっているということから，細胞の

基底部，核などにNGFが局在しているという

Levi－Montalciniら7）やKumarら9｝の結果は説

得力に欠ける．

　本実験ではNGFの局在は細胞質中に認めら

れ，分泌穎粒の周囲の細胞質に局在を認めた

Goldstainら8｝の結果と似ていたが，分泌穎粒に

はまったく反応を認められなかった彼らの結果よ

り，分泌穎粒tC局在しているというSchwabら10｝

の結果により似ていた．事実，本実験でも一部の

穎粒管細胞では分泌穎粒にのみ反応が認められた

こと，発育過程で分泌穎粒の出現と螢光抗体法の

反応の出現が同時期であったという結果からも，

NGFが分泌穎粒に局在しているというSchwab

ら10）の結果を間接的であるが示唆している．また

Pasquiniら17）はまったく別の方法で，顎下腺から

大小2種類の分泌穎粒をそのままの形で取り出

し，この小さな分泌穎粒にNGFの活性があるこ

とを報告している．この結果はSchwabら10）の結

果を直接的に示唆するものであると思われる．

　いままで述べてきたように，NGFが穎粒管細

胞に局在していることは確実なことであるが，

NGFがはたしてこの穎粒管細胞で合成されてい

るかどうかについては現在でも議論されている18｝

19｝．穎粒管細胞の分泌穎粒が他の外分泌細胞の分

泌穎粒と同じ様式で作られることが明らかになり

14），もしSchwabら10｝の結果のようにNGFが分

泌穎粒に局在しているとすれば，NGFがこの穎

粒管細胞で合成，貯臓されている可能性が高いと

思われる．初期のNGFの研究では，　NGFは内分

泌様の働きを持つものと考えられていたが4），最

近では外分泌としての働きについて注目されてき

たのは，このためだと思われる20｝21｝．

　マウス顎下腺の穎粒管細胞の分泌頼粒には
NGFの他にも，　EGF22）23｝，　renin24｝25），　kallikre・

in26）などが局在しているという報告があるが，こ

の分泌穎粒の生理学的意義については不明な点が

多い．

結 論

　NGF（β一subunit）抗体を用い，螢光抗体法によ

り，マウス顎下腺のNGFの局在部位，　NGFが発

育過程でいつ，どこに現われるか，また性ホルモ

ンによるNGF含量の変化と形態学的変化の比較

考察を行った．

　1）NGFは雌雄とも穎粒管細胞の細胞質に局

在し，螢光抗体法の反応像にも性差が認められた．

　2）発育過程では，雄は生後25日目，雌は30日

目に，穎粒管細胞に初めて反応が現われ，NGFは

発育過程でもすでに性差があることがわかった．

　3）性ホルモンによる形態学的変化と螢光抗体

法の反応像の変化は一致し，NGFの含量と形態

学的構造は密接な関連性をもち，共に性ホルモン

の支配下にあることが，組織の上で直接観察する

ことができた．
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