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は し が き

温 度 適 応 、 と く に 寒 冷 に対 す る 適 応 は ヒ トを 含 め た 恒 温 生 体

に と っ て 基 本 的 に 重 要 な機 能 で あ るoこ の 寒 冷 適 応 の 代 謝 性 機

序 に つ い て 、 い わ ゆ る非 ふ る え 熱 産 生 と い う特 異 的 な 熱 産 生 の

方 法 の 存 在 が 明 らか に さ れ て 、 そ の 調 節 機 構 に つ い て も多 くの

研 究 が 発 表 さ れ て い るo本 研 究 で は こ の 非 ふ る え 熱 産 生 組 織 と

して 最 も代 表 的 で あ る こ とが 知 られ て い る福 色 脂 肪 組 織 の 調 節

因 子 を 明 ら か に す る 目的 で 、 組 織 培 養 法 を 利 用 して 行 わ れ た も

の で あ る。 こ の 組 織 の 培 養 に は 種 々 の 困 難 な 問 題 が 見 い 出 さ れ

た が 、 こ の 組 織 の 調 節 に 関 し て 幾 つ か の 知 見 が 得 られ 今 後 の 研

究 に 対 す る 見 通 しが 得 られ た と考 え られ る。

昭 和59年3月

研究代表者 黒 島 農 汎
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研 究 成 果
。
ノ

1.緒 言

ヒ ト を は じ め と す る 恒 温 生 体 の 生 存 に と っ て 環 境 温 度 、 と

く に 寒 冷 に 対 す る 体 温 調 節 能 力 は 基 本 的 生 理 機 能 と し て 重 要

で あ る ○ 寒 冷 に 適 応 す る た め の 代 謝 性 機 序 と し て 特 徴 的 な の

は 非 ふ る え 熱 産 生 の 充 進 で あ り、 そ の 典 型 的 部 位 と し て 、 熱

産 生 を 唯 一 の 機 能 と し て 持 つ こ と が 知 ら れ て い る 褐 色 脂 肪 組

織 が あ げ ら れ る 。 こ の 組 織 の 機 能 は 主 と し て 交 感 神 経 終 末 か

ら 放 出 さ れ る ノ ル ァ ド レ ナ リ ン に よ っ て 調 節 さ れ て い る こ と

が 知 ら れ て い る が 、 そ れ 以 外 の 内 分 泌 性 因 子 も ま た 関 係 し て

い る こ と が 示 唆 さ れ て い るo例 え ば グ ル カ ゴ ン 、 イ ン シ ュ リ

ン 、 甲 状 腺 ホ ル モ ン 、 副 腎 皮 質 ホ ル モ ン な ど が 多 因 子 的 に 関

与 し て い る と 報 告 さ れ て い るo

本 研 究 で は 非 ふ る え 熱 産 生 の 生 理 的 調 節 機 序 を さ ら に 究 明

し て 、 そ の 全 体 像 を 知 る た め に 、 褐 色 脂 肪 組 織 の 組 織 培 養 法

の 手 法 を 用 い て 、 こ の 組 織 の 機 能 の 発 現 と 発 達 に 関 係 す る 因

子 を 直 接 検 討 し よ う と す る も の で あ る 。

2.研 究 方 法

1)組 織 培 養 方 法

実 験 に はWistar系 ラ ッ トの 新 生 児 を 用 い た024時 間 絶 食

さ せ た 生 後1週 間 以 内 の 新 生 児 の 肩 甲 骨 間 褐 色 脂 肪 組 織 を

無 菌 的 に 取 り 出 し 、 培 養 メ デ ィ ウ ム で 湿 ら せ た 滅 菌 櫨 紙 上

で 筋 肉 、 白 色 脂 肪 組 織 、 周 囲 膜 状 組 織 、 血 管 等 を 手 早 く取

り 除 い た 後 薄 刀 の カ ミ ソ リ で0.5‐lmn3の ブ ロ ッ ク に 細 切 し

たoこ の 組 織 ブ ロ ッ ク を ラ ッ ト尾 部 腱 組 織 よ り 抽 出 し た コ

ラ ー ゲ ン で コ ー テ ィ ン グ し て あ る プ ラ ス チ ッ ク 製 カ パ ー ス

　 ッ プ 上 に 乗 せ 、 こ の カ パ ー ス リ ッ プ を3.5㎜ 径 の カ ル チ

ャ ー デ ィ ッ シ ュ に 入 れ そ の ま ま イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 に15分

間 放 置 し た ○ カ パ ー ス リ ッ プ に 乗 せ る 組 織 ブ ロ ッ ク 数 は10

ケ と し た ○ そ の 後 こ の カ ル チ ャ ー デ ィ ッ シ ュ に2m1の 培 養
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メ デ ィ ウ ム を 加 え 、33℃ 又 は37℃ の 水 蒸 気 飽 和 一95%空 気

一5%CO2気 相 下 で 組 織 培 養 を 行 っ た
o培 養 メ デ ィ ウ ム は

10%牛 胎 児 血 清 添 加 メ ジ ュ ウ ム199で あ り、 抗 生 物 質(ゲ

ン タ シ ン)を20qμg/n1の 割 合 で 含 ん で い るo培 養2日 目 に

培 養 メ ジ ュ ウ ム を 交 換 す る 際 に 次 に 掲 げ る 種 々 ホ ル モ ン を

添 加 し た 。 そ の 後2日 毎 に ホ ル モ ン 添 加 メ ジ ュ ウ ム を 交 換

し、1な い し2週 間 培 養 し た0

2)添 加 ホ ル モ ン

褐 色 脂 肪 細 胞 の 分 化 ・成 長 へ の 効 果 を 検 討 す る の に 使 用

し た ホ ル モ ン 及 び 因 子 の 種 類 と 添 加 濃 度 は 次 の 通 り で あ る。

イ ン シsリ ン40nM;グ ル カ ゴ ン40011M;ノ ル ア ド レ

ナ リ ン6mM;イ ン シsリ ン40nM十 グ ル カ ゴ ン400nM;

イ ン シ ュ リ ン40nM+ノ ル ア ド レ ナ リ ン6mM;2.5S神 経 成 長

因 子IOnM;イ ン シ ュ リ ン40nM+2.5S神 経 成 長 因 子10

TIM

3)細 胞 学 的 検 索

組 織 ブ ロ ッ ク か ら の 褐 色 脂 肪 細 胞 のoutgrowthを チ ェ ッ

ク し な が ら1な い し2週 間 培 養 を 行 っ たo培 養 組 織 を2%

パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド 十2%グ ル タ ル ァ ル デ ヒ ド で4℃

2時 間 固 定 、1%オ ス ミ ッ ク 酸 で4℃2時 間 固 定 後 エ ポ ン

樹 脂 に 包 埋 し、 こ れ を 超 薄 切 片 と し電 子 顕 微 鏡 に よ る 細 胞

内 微 細 構 造 観 察 を 行 っ た 。 褐 色 脂 肪 細 胞 分 化 、 活 性 化 の 指

標 と し てoutgrowth細 胞 の 脂 肪 蓄 積 状 況 、 細 胞 サ イ ズ 及 び

培 養 ブ ロ ッ ク 内 細 胞 の 微 細 構 造 、 特 に ミ ト コ ン ド リ ア の 変

化 に 注 目 し て 添 加 ホ ル モ ン ・因 子 の 効 果 を 検 討 し たo

3.研 究 結 果

1)培 養 法 の 検 討

褐 色 脂 肪 細 胞 は 、 白 色 脂 肪 細 胞 程 で は な い に し て も 多 量

の 脂 質 を 含 ん で い る た め 比 重 が 軽 く、 そ の ま ま で は 組 織 が

浮 い て し ま い う ま く培 養 が 出 来 な いoこ の 組 織 あ る い は 細

胞 を カ バ ー ス リ ッ プ に 付 着 さ せ る に は 脂 肪 含 有 の 少 い 組 織
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一

を 使 え ぱ 良 い の で あ る が 、 そ の た め の1つ の 方 法 は 胎 児 又

は 出 生 直 後 で 未 だ 乳 を 飲 ん で い な い 新 生 児 の 褐 色 脂 肪 組 織

を 用 い る こ と で あ る 。 こ の 様 に し て 得 ら れ た 褐 色 脂 肪 組 織

は 細 胞 のoutgrowthが 良 い 様 で あ る が 、 こ の 方 法 は タ イ ミ

ン グ が 難 し い 上 に 得 ら れ る 組 織 量 も 少 い と こ ろ に 難 点 が あ

る 。 脂 肪 含 有 量 の 少 な い 組 織 を 得 る た め の 他 の 方 法 は 、 組

織 提 供 動 物 を 絶 食 さ せ る こ と で あ るo生 後1週 目 位 迄 の 新

生 ラ ッ トを 一 晩 絶 食 さ せ る こ と に よ り 比 較 的 良 好 な 結 果 を

得 た が 、 生 後 日 数 が 長 く な る とoutgrowthが 低 下 す る 様 で

あ っ た の で 本 研 究 で は 生 後3日 目 位 の 新 生 ラ ッ ト を 使 用 し

たo

次 に 組 織 片 の カ バ ー ス リ ッ プ へ の 付 着 及 び 付 着 さ せ た 組

織 ブ ロ ッ ク か ら の 細 胞 のoutgrowthの 問 題 で あ る が 、 こ れ

は あ ら か じ め ラ ッ ト尾 部 腱 組 織 か ら 抽 出 し た コ ラ ー ゲ ン で

カ パ ー ス リ ッ プ を コ ー テ ィ ン グ し て 於 き 、 ま た 組 織 ブ ロ ッ

ク を こ の カ バ ー ス リ ッ プ に 乗 せ た 際 直 ち に 培 養 メ デ ィ ウ ム

を 加 え ず 、15分 間 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 に 置 い た 後 に 培 養 メ

デ ィ ウ ム を 加 え る こ と で 良 い 結 果 が 得 ら れ たo培 養 メ デ ィ

ウ ム は 初 代 培 養 に 良 い と さ れ て い る メ デ ィ ウ ム199で 検 討

し 一 応 の 成 果 が 得 ら れ た の で こ れ を 用 い た 。 ま た 、 培 養 温

度 に 関 し て は33℃ の 方 が37℃ よ り も 組 織 ブ ロ ッ ク 内 細 胞 の

壊 死 が 少 な い こ と が 分 っ た の で 、 以 後33℃ で 行 う こ と に し

た0

2)培 養 褐 色 脂 肪 組 織 か ら の 細 胞 成 長

組 織 の 条 件 が 良 け れ ば 、 培 養 開 始 翌 日 に は か な り の 数 の

細 胞 が 組 織 ブ ロ ッ ク か らoutgrowthし て 澄 り 、 こ の 細 胞 は

分 裂 を 重 ね1な い し2週 間 目 に はoutgrowthし た 細 胞 で カ

バ ー ス リ ッ プ は 被 わ れ る 様 に な っ たoこ の 細 胞 はfibro-

blast様 の 形 態 を 示 し て い る が 、 培 養4、5日 頃 よ り 多 く の

脂 肪 滴 を 蓄 積 す る 細 胞 が 出 現 し た ○ 脂 肪 を 蓄 積 し た 細 胞 は

次 第 に 数 を 増 し、 細 胞 サ イ ズ も 増 大 し たoま た そ れ に 伴 い、

脂 肪 滴 の 数 、 サ イ ズ も 増 加 し て き たQま た 同 じ く培 養4、5

4

E

)3

a

フ

ク

乙

2
ん



台児 又

防組 織

防組 織

タ イ ミ

点 が あ

は 、 組

迄 の 新

結 果 を

る 様 で

使 用 し

せ た 組

これ、

ゲ ン で

1フ ロ ソ

Pイ ウ ム

ニ培 養 メ

きメ ア イ

)で 検 討

培 養 温

ヨ細 胞 の

二 と に し

りの 数 の

の細 胞 は

細 胞 で カ

fibro一

り 多 く の

た 細 胞 は

れ に 伴 い、

培 養4、5

日 目 頃 よ り 若 い 脂 肪 細 胞 が 組 織 ブ ロ ッ ク よ り 出 て 来 て カ バ

ー ス リ ッ プ 上 で 成 長 す る の が 見 ら れ た 。

3)培 養 褐 色 脂 肪 細 胞 へ の ホ ル モ ン の 効 果

a.イ ン シ ュ リ ン 、 グ ル カ ゴ ン お・よ び ノ ル ア ド レ ナ リ ン の

効 果

outgrowthし た 細 胞 で 見 る と 、 ホ ル モ ン 無 添 加 の コ ン

ト ロ ー ル(C)(図6)に 比 べ 、 イ ン シsリ ン40nMを 投 一与 し た

群(1)で は 脂 肪 蓄 積 開 始 時 期 も 早 く ま た 脂 肪 蓄 積 量 も 著 し

く 多 い(図7)o脂 肪 含 有 細 胞 の サ イ ズ を 面 積 で 表 わ し そ

の ヒ ス ト グ ラ ム を と っ て み る と 、Cで は1000～2000ノ 】2

の も の が50%強 を 占 め て 澄 り 、 大 型 の 細 胞 は 見 当 ら な い。

平 均 サ イ ズ はX485土145.6μ2で あ っ た(図1:上 段)o～ 二れ

に 対 し 、1で は 大 型 の 細 胞 が 多 く 出 現 し て 澄 り 、 平 均 値

は2,668±191.7/u2とCよ り 有 意 に 大 き い(図1:中 段)。

一 方 グ ル カ ゴ ン400nMを イ ン シ ュ リ ン40nMと 同 時 に 投 与

し た 群(1+G)で も 細 胞 サ イ ズ の 分 布 パ タ ー ン は 、1と

ほ と ん ど 同 じ で 平 均 値 は2,605±167.7刀2と や は りCよ り

も有 意 に 大 き く な っ て い た(図1:下 段)oし か し 、1+

Gで は 細 胞 内 の 脂 肪 滴 の サ イ ズ 、 量 が1よ り 小 さ く な っ

て い た(図8)o組 織 ブ ロ ッ ク 内 の 細 胞 に つ い て も 同 様 の

傾 向 が 得 ら れ 、1で 脂 肪 蓄 積 が 促 進 し 、1+Gで は1の

脂 肪 蓄 積 効 果 が 抑 制 さ れ て い たoま た イ ン シ ュ リ ン40nM

+ノ ル ア ド レ ナ リ ン6mM投 一与(1+NA)で も1+Gと 同 様

で あ っ たo

組 織 ブ ロ ッ ク 内 細 胞 に つ い て 微 細 構 造 を 見 て み る と、

Cの ミ ト コ ン ド リ ア は ク リ ス テ が 明 瞭 な 物 が 多 く ミ ト コ

ン ド リ ア の 長 軸 に 平 行 に 配 列 し て い る も の が 多 数 見 ら れ

た(図9)oIで は 小 型 の ミ ト コ ン ド リ ア が 多 く ク リス テ

は 未 発 達 の も の が 多 い(図10)。 ま た 細 胞 表 面 に は ピ ノ サ

イ ト ー シ ス に よ る 陥 入 が 多 数 見 ら れ(図11)、 細 胞 質 内 に

は こ れ に 由 来 す る と 考 え ら れ る 小 胞 で 占 め ら れ て い る 域

が 広 く 見 ら れ た(図12)o

5



グ ル カ ゴ ン400nM投 与 群((∋ で は ゴ ル ジ 体 、 粗 面 小 胞 体

の 発 達 が 良 く、 ミ ト コ ン ド リ ア はCの も の に 似 て い た(

図13)oI+G(図14)、1+NA(図15)で もGに 似 て 粗 面

小 胞 体 、 ゴ ル ジ 体 が 多 く見 ら れ て お り 、 ミ ト コ ン ド リ ア

の 状 態 はCに 似 て い た 。

ミ ト コ ン ド リ ア の サ イ ズ を 比 較 し て み る と 、Cの 平 均

0.24±0.005に 対 し 、1で は 小 型 の ミ ト コ ン ド リ ア が 多

く な り、 平 均 値 はo.13±0.004刃2と 有 意 に 小 さ か っ たoI

+NAの 分 布 パ タ ー ン は1の も の に 似 て 澄 り平 均 値 は0.14

±0.004メ で あ っ た(図2)oI+Gで は 平 均0.18±0.005β

と1よ り有 意 に 大 き く な っ て 澄 りGで は0.16±0.006刀2と

1+Gと ほ ぼ 同 じ で あ っ た(図3)O

b.神 経 成 長 因 子 の 効 果

イ ン シ ュ リ ン と神 経 成 長 因 子 の 効 果 を 比 較 し たo細 胞

サ イ ズ の ヒ ス ト グ ラ ム を 図4に 示 す ○

培 養1週 目 のoutgrowth褐 色 脂 肪 細 胞 の サ イ ズ はC(

図16)で380±{加2、1で700±20刃2で あ り 、 前 記 実 験 で

の 結 果 同 様 、1で は 脂 肪 の 蓄 積 が 促 進 し て い る(図17)o

神 経 成 長 因 子10nM投 与 群(NGF)(図18)で は350土11ノ 】2と

Cと 変 ら ず 、 一 方 イ ン シ ュ リ ン+神 経 成 長 因 子 投 与 群(

1十NGF)(図19)で は540±17,u2と1よ り有 意 に 小 さ か

っ た 。 培 養2週 目 で は こ の 傾 向 が さ ら に は っ きhす るo

C(図20)で570土18ノ β 、1(図21)で1,050±51/12、NGF(

図22)で490±10ノ 】2、1十NGF(図23)で930土12/u2で あ

り1で はCよ り 有 意 に 大 と な り、NGFはCよ り 、 ま た1

+NGFは1よ り そ れ ぞ れ 有 意 に 小 さ く脂 肪 滴 サ イ ズ も小

さ か っ た0

1週 間 培 養 後 の 細 胞 の 微 細 構 造 を み る と、C(図24)、

1(図25)で は 前 記 同 様 の 特 徴 が 見 ら れ たoNGF添 加 で は

極 め て 細 長 い ミ ト コ ン ド リ ァ が 多 数 見 ら れ(図26,27)、 ま た

粗 面 小 胞 体 の 発 達 が 著 し い(図27)OI+NGFで は 円 形 の

ミ ト コ ン ド リ ア が 多 く 、 ま た ミ ト コ ン ド リ ア の 径 と ほ ぼ
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小 胞 体

い た(

て 粗 面

ド リ ア

の 平 均

ア が 多

たoI

は0.14

).005声

06メ と

o細 胞

はC(

燦 験 で

図17)0

11メ と

1与 群(

二小 さ か

・す るo

NGF

」112で あ

ま た1

「ズ も 小

図24)、

蛋加 で は

?7)、ま た

ま円 形 の

蚤 と ほ ぼ

同 じ大 き さ の 小 胞 が 沢 山 存 在 し て い た(図28,29)oミ ト コ ン

ド リ ア の ク リ ス テ はNGF、1十NGFと も ミ ト コ ン ド リ ア

の 大 型 の も の で 顕 著 で あ っ た 。 ミ ト コ ン ド リ ア の サ イ ズ

はCの 平 均0.18土0.004}(図5)に 対 し 、1で は 小 型 の も

の の 割 合 が 多 く な っ て い る に も か か わ ら ず 平 均 値 は0 .19

±o・007ノ 】2(図5)とCと 差 が み ら れ な か っ たoI+NGFで

は0・16±0・006メ と1よ り 有 意 に 小 さ く な っ て い た(図5

)o一 方 ・NGFで は0・26土0.008ノ 】2とCよ り 有 意 に 大 き ぐ

な っ て い た(図5)o

4.考 察

褐 色 脂 肪 組 織 細 胞 の 培 養 に つ い て は い く つ か の 研 究 が な さ

れ て い る(Masters,1965;Sidman,1956a,b;Dyer
,1968;

Slavin&Elias,1969,1970Dyer&Pirie
,1978Nechad

etal・ ・1983;Nechad,1983;Sugiharaetal .,1983)oこ

れ ら は 前 駆 細 胞 か ら の 褐 色 脂 肪 細 胞 へ の 分 化 に 関 し て の 研 究

で あ り 、 培 養 が 長 期 化 す る に つ れ 褐 色 脂 肪 細 胞 の ミ ト コ ン ド

リ ァ が 小 型 化 し て 白 色 脂 肪 細 胞 化 し(Sidman,1956;Dyer
,

1968;Dyer&Pirie,1978;Nechad,1983)、 ま たNAに 対 す

る 反 応 が 見 ら れ な い(Nechadetal. ,1983)な ど 、 褐 色 脂 肪

細 胞 の 機 能 の 発 現 ・ 維 持 或 い は 機 能 充 進 と い う 点 か ら の 明

確 な 結 論 は 得 ら れ て い な いo褐 色 脂 肪 組 織 で の 熱 産 生 を 起 す

主 因 子 はNAで あ り(Jansky,1973)、 グ ル カ ゴ ン が 褐 色 脂 肪 組

織 機 能 を 尤 進 さ せ る こ と が 示 さ れ て い る(Yahata&Kuroshi-

ma,1981)の で 先 づ こ れ ら に つ い て 検 討 を 加 え たo

イ ン シ ュ リ ン が 褐 色 脂 肪 細 胞 で 脂 肪 の 蓄 積 を 促 進 す る こ と

は 明 ら か で あ り(Sidman,1956;Masters,1965;Slavin&

Elias,1970Dyer&Pirie,1978Sugiharaetal .,1983)0

本 研 究 の 結 果 も こ れ ら の 報 告 と 一 致 し て 誇 り 、 コ ン ト ロ ー ル

に 比 ベ イ ン シ ュ リ ン 投 与 群 で は 脂 肪 蓄 積 開 始 の 時 期 も 早 く 、

蓄 積 速 度 も 早 い ○ そ の た め 褐 色 脂 肪 細 胞 は 大 き な 脂 肪 滴 を 含

む 様 に な り 細 胞 サ イ ズ は 有 意 に 大 き く な るoこ れ は イ ン シ ュ

7
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一

リ ン の 細 胞 基 質 取 り 込 み 促 進 作 用 の 結 果 を 反 映 し て い る も の

と 考 え られ るoし か し、 イ ン シ ュ リ ン 投 与 細 胞 の ミ ト コ ン ド

リ ア は 小 型 の も の が 多 く、 ま た ク リ ス テ の 発 達 も 良 く な い も

の が 多 い と こ ろ か ら 、 こ の 細 胞 の 機 能 は 高 ぐ な い も の と 考 え

ら れ るo一 方 イ ン シ ュ リ ン と 共 に グ ル カ ゴ ン を 投 与 す る と 、

細 胞 内 脂 肪 滴 は 小 さ く 量 も 少 な く な るoし か し 細 胞 サ イ ズ 自

体 は 大 き い ま ま で あ る ○ こ れ は 核 の 肥 大 と 細 胞 質 の 増 大 に よ

る も の で あ ろ う 。 実 際 、 培 養 肝 細 胞 で イ ン シzリ ン と グ ル カ

ゴ ン 同 時 投 与 に よ りDNA合 成 が 促 進 す る 事 が 報 告 さ れ て い る

(Price,Jr.,1976;FriedmanetaL,1981)oイ ン シ ュ リ ン

+グ ル カ ゴ ン 投 与 群 の ミ ト コ ン ド リ ア は イ ン シ ュ リ ン 投 与 群

の も の よ り 大 き く ク リ ス テ も 密 で あ る も の が 多 か っ た か ら 、

こ の 細 胞 で は 細 胞 機 能 が 充 進 し て い る も の と 考 え ら れ るo一

方 、 グ ル カ ゴ ン 投 与 群 の ミ ト コ ン ド リ ア は コ ン ト ロ ー ル の も

の よ り 小 型 化 し て い た が 、 ク リ ス テ の 発 達 は 良 い も の が 多 い

と こ ろ か ら 、 恐 ら く こ の 群 で は ミ ト コ ン ド リ ァ の 分 裂 増 殖 が

起 き た こ と に よ る と 考 え ら れ るoま た 、 イ ン シ ュ リ ン とNAを

同 時 投 与 し た も の の ミ ト コ ン ド リ ア サ イ ズ の ヒ ス ト グ ラ ム は

イ ン シ ュ リ ン 投 与 の も の に 良 く似 て い るoし か し ミ ト コ ン ド

リ ア の 構 造 は む し ろ コ ン ト ロ ー ル に 類 似 し て い たoMasters

(1972)は イ ン シ ュ リ ン は 褐 色 脂 肪 細 胞 で ミ ト コ ン ド リ ア の モ

ノ ァ ミ ン ォ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を 増 加 さ せ る と 報 告 し て い る の で

本 実 験 で もNAの 作 用 が イ ン シ ュ リ ン に よ っ て 拮 抗 さ れ て い る

可 能 性 も あ る 。 こ の 点 に 関 し て は 更 に 検 討 す る 必 要 が あ る 。

神 経 成 長 因 子 の 効 果 は お お む ね グ ル カ ゴ ン の 効 果 に 似 て い

た 。 す な わ ち 、 イ ン シ ュ リ ン と の 同 時 投 与 で は イ ン シ ュ リ ン

の 脂 肪 蓄 積 効 果 を 抑 制 し、 細 胞 質 の 増 大 を 起 す 点 、 ミ ト コ ン

ド リ ア の 大 型 化 と 多 数 の 小 胞 の 存 在 が 見 ら れ て い る 点 、 ま た、

神 経 成 長 因 子 単 独 投 与 で は ゴ ル ジ 体 、 粗 面 小 胞 体 の 発 達 が 促

さ れ て い る 点 な ど で あ るo神 経 成 長 因 子 は 交 感 神 経 の 神 経 節

に 作 用 し て 神 経 細 胞 の 成 長 を 促 進 さ せ 更 にNA生 合 成 を 促 進 さ

せ る(Ko.rnblum&Johnson,Jr.,1982)o従 っ て 本 実 験 で 見 ら
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れ た 神 経 成 長 因 子 の 効 果 は 培 養 組 織 ブ ロ ッ ク 内 の 神 経 節(

Derryetal.,1969)か ら のNA分 泌 促 進 に よ る2次 的 な も の

の 可 能 性 が あ る が 、 も し そ う で あ る な ら イ ン シ ュ リ ン+NA投

与 群 で も ミ ト コ ン ド リ ァ の 大 型 化 が 起 き て い る 筈 で あ る 。 勿

論 、 ホ ル モ ン 濃 度 に つ い て は 検 討 を 加 え ね ば な ら な い が 、 神

経 成 長 因 子 に は 神 経 成 長 を 促 進 す る 作 用 の 他 に プ ロ イ ン シ ュ

リ ン と し て の 作 用(Mukherjee&Mukherjee,1982)や 、 細 胞

分 裂 促 進 作 用 と 抑 制 作 用 の 双 方 を 持 つ(Burstein&Greene,

1982)な ど種 々 の ホ ル モ ン 様 作 用 が あ る と こ ろ か ら こ こ で み

ら れ た 効 果 は 神 経 成 長 因 子 の 直 接 的 な 作 用 に よ る も の か も 知

れ な い 。 し か し、 褐 色 脂 肪 細 胞 の 成 長 は 内 皮 細 胞 の 共 存 下 で

促 進 さ れ る 事 も 報 告 さ れ て い る(Bjorntorp,1983)か ら 、 神

経 成 長 因 子 が 、 褐 色 脂 肪 組 織 内 或 い は 添 加 血 清 中 の 未 知 の 物

質 と 協 調 的 に 働 い て い る 可 能 性 は 考 え ら れ る 。

以 上 の 研 究 の 結 果 は 、 グ ル カ ゴ ン 及 び 神 経 成 長 因 子 が 交 感

神 経 の ノ ル ア ド レ ナ リ ン と と も に 褐 色 脂 肪 細 胞 の 機 能 発 現 及

び そ の 維 持 に 関 与 し て い る 事 を 示 唆 し て い る ○ 今 後 は こ れ ら

細 胞 の 代 謝 機 能 へ の 効 果 を 調 べ る こ と に よ り、 褐 色 脂 肪 細 胞

の 分 化 、 機 能 発 現 と そ の 維 持 に 関 す る 調 節 機 構 を さ ら に 明 ら

か に し て 行 き た いoま た 褐 色 脂 肪 細 胞 培 養 に よ っ て 、 よ り 直

接 的 に 細 胞 レ ベ ル で の 検 討 を 進 め た いo
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Platelの 説 明

図6-8組 織 外 成 長 褐 色 脂 肪 細 胞 の

位 相 着 顕 微 鏡 写 真

X160

図6.コ ン ト ロ ー ル 例

図7.イ ン シ ュ リ ン(40nM)投 与 例

図8.イ ン シ ュ リ ン(40nM)・ グ ル カ

ゴ ン(400nM)同 時 投 与 例
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PlateHの 説 明

図9,10培 養 褐 色 脂 肪 組 織 ブ ロ ッ ク

内 細 胞 の 電 子 顕 微 鏡 写 真

L:脂 肪

x12,000

図9.コ ン ト ロ ー ル 例

図10.イ ン シ ュ リ ン(40nM)投 与 例
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Plate皿 の 説 明

図11-13培 養 褐 色 脂 肪 組 織 ブ ロ ッ ク

内 細 胞 の 電 子 顕 微 鏡 写 真

L:脂 肪N:核

x20,000

図11.イ ン シ ュ リ ン(40nM)投 与 例 で

見 ら れ た ピ ノ サ イ ト シ ス.矢 印

図12.同 上 例 で 見 ら れ た 小 胞 群

図13.グ ル カ ゴ ン(400nM)投 与 例
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一

PlatelVの 説 明

図14,15培 養 褐 色 脂 肪 組 織 ブ ロ ッ ク

内 細 胞 の 電 子 顕 微 鏡 写 真

L:脂 肪

x12,000

図14.イ ン シ ュ リ ン(40nM)・ グ ル カ

ゴ ン(400nM)同 時 投 与 例

図15.イ ン シ ュ リ ン(40nM)・ ノ ル ァ

ド レ ナ リ ン(6mM)同 時 投 与 例
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PlateVの 説 明

図16-19組 織 培 養1週 目 の 組 織 外 成 長

褐 色 脂 肪 細 胞 の 位 相 差 顕 微 鏡

写 真

X120

図16.コ ン ト ロ ー ル 例

図17.イ ン シ ュ リ ン(40nM)投.与 例

図18.神 経 成 長 因 子(10nM)投 与 例

図19.イ ン シ ュ リ ン(40nM)・ 神 経 成

長 因 子(10nM)同 時 投 与 例
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一 一- 一

PlateV皿 の 説 明

図26.27培 養 褐 色 脂 肪 組 織 ブ ロ ッ ク 内

細 胞 の 電 子 顕 微 鏡 写 真

L:脂 肪

x12,000

図26,27神 経 成 長 因 子(10nM)投 与 例
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一

1
PlateD(の 説 明

図28,29培 養 褐 色 脂 肪 組 織 ブ ロ ッ ク 内

細 胞 の 電 子 顕 微 鏡 写 真

図28イ ン シ ュ リ ン(40nM)・ 神 経 成

長 因 子(10nM)同 時 投 一与 例

N:核

x12,000

図29同 上 例 で 見 ら れ た 小 胞 群

x20,000
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