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　原 著

副 腎髄 質 の ク ロマ フ ィン細胞 にお け る

神 経終末 タ ンパ ク質amphiphysin Ⅰの発現

岡 本 洋 子
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緒 言

amphiphysin (amph) ⅠはLichteら によってニ ワ

トリの軸索終末部 で検 出 された128kDaの タンパ ク質

であ り1), C末 端のSH 3領 域(src homology 3)

でGTPase dynaminと 結合 して シナプス小胞膜の

ク ラ ス リン仲 介 エ ン ドサ イ トー シ ス(clathrin

mediated endocytosis)2)に 関与す ることで,シ ナプ

ス小 胞膜 の回収機構に重要な役割 を演 じているこ と

が報告 されている3,4).最 近,本 教室 との共 同研 究 で

Floydら5)は, amph Ⅰが乳癌や小細胞性肺癌 などに

随伴 して重篤 な神 経症状 を呈す る腫 瘍随伴 症候群

(paraneoplastic syndrome)を 引き起 こす 自己抗原

のひ とつ であるこ とを証明 した.ま た, amph Ⅰは 中

枢神経系や網 膜の神経細胞の軸索終末部 だけでなく,

肺,精 巣,副 腎,乳 腺な どの非神経組織 において も

発現 して いるこ とが明 らかになって きた5-8).し か し

なが ら, amph Ⅰの非神経組織 内の局在等に関す る形

態学的解析は未だ充分進 んではいない8).

副 腎髄質 では,神 経堤 由来 の クロマ フ ィン細 胞

(chromaffin cells)が 中胚葉 由来 の副腎皮質 原基細

胞集団の内側へ侵入 し,髄 質 を形成す る9).ラ ッ トで

は胎生12日 目(E12)の 副腎原基に幼若 な クロマ フ

ィン細胞が見 られ,電 顕 に よる分 泌穎 粒の所見 か ら

ノルア ドレナ リン(NA)の み を産生 しているこ とが

報告 されている10).出生前後 の数 日間は同一 細胞 内で

NAと ア ドレナ リン(A)の 合成がみ られ11-13),そ

の後,両 者は別々の クロマ フィン細胞 で合成 ・貯 蔵 ・

分 泌 され るようにな る.ま た,副 腎 クロマ フィン細

胞の フ リー ズエ ッチング像 で,シ ナプス前膜表面 に

み られるシナプス小胞膜 と細胞膜 との融合 像14,15)と同

様 の像 が認 め られ てお り16),カテ コルア ミンの分泌様

式が分泌小 胞膜の 開 口放 出であ るこ とが示 され,副

腎髄質細胞 で も何 らかの小胞膜 回収機構 が働 いてい

ると推定 され る.

今 回,副 腎髄質細胞 のNA細 胞 とA細 胞におけ る

amph Ⅰ発現状態の相違 と,副 腎髄質形成期 における

クロマフィン細胞 でのamph Ⅰの発現動 態 を免疫組

織化学的 に検索 した.

材 料 と 方 法

本観察 にはWistar系 ラ ッ ト胎 児お よび新 生仔 を

使用 した.交 配後,膣 栓 あるいは膣 内に精 子 を確認

で きた 日を妊娠1日 目(E 1),出 生 日をP0と した.

 E16に 子宮 より摘 出 した胎 児は,実 体 顕微 鏡下 で副

腎 を摘 出 し,直 ちに4%paraformaldehyde (PA)

含有0.1Mリ ン酸緩衝 液(PB, pH7.4)に 入れ て24時

間(4℃)浸 潤 固定 した. E19以 降の胎児お よび生

後 の ラッ トは心臓左心室 よ り生 食水10mlを 潅 流 して
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駆血後,続 け て4%PA含 有PB (4℃) 150-200

mlを30分 間以上かけ て潅流 し全 身 を固定 した.潅 流

固定後,副 腎を取 り出 し二分割後,新 しい4%PA

含有PB (4℃)で 更 に5時 間後 固定 した.そ の後,

副 腎は20%シ ョ糖添加PB (pH7.4, 4℃)に2-3

日間浸漬 して凍結 に よる組織 細 胞の破壊 を防止 し,

ク リオス タッ トに よる厚 さ10-12μmの 凍結切 片 を作

成 し,シ ラ ン被覆 したス ライ ドガ ラスに貼付 した.

切 片 を正常 血 清 で30分 間 ブ ロ ッキ ン グ した後,抗

amphiphysin (amph) Ⅰ抗体(ヒ ト由来, 3.5μg/ml)

を12時 間(室 温)で 作 用 させ た. amph Ⅰに対 す る抗

体 は,乳 癌 に伴 いparaneoplastic sensory neur-

opathyを 示 した患者血清中の 自己抗体 をカ ラムに

protein G sepharoseを 充〓 したアフ ィニテ ィ ク

ロマ トグラフィー キッ ト(MAb Trap G Ⅱ, Phar-

macia Biotech社)を 用 いてlgGに 精製 して使用

した.な お,本 抗体 のamph Ⅰに対 す る高い特 異性

はFloydら によ り報告 され ている5).切 片は0.3%

 triton Xと0.85%食 塩 添加PB (PBS-Tx)で 洗 っ

た後, ABC法(avidin-biotin-peroxidase complex

 kit, Vector社)に よる免疫組織化 学反応 を施 し,

 0.05%DAB (3, 3'-diaminobenzidine)と0.03%

 H2O2で 発色 させ た(ABC-DAB法).必 要 に応 じ,

ヘマ トキシ リンに よる後染 色 を施 し細 胞核の染色性

を確認 した.

また, Zamboni液 で潅 流固定 した正常成体 ラ ッ ト

副 腎の ク リオス タッ ト連 続切片 を用 いて,連 続す る

切片 にそれぞれ抗amph Ⅰ抗体 と抗dynamin抗 体

(Transduction Laboratories, Lexington, KY)を

用 いて上述 のABC-DAB法 で免疫染色 し,同 一細

胞集 団内にamph Ⅰとdynaminが 共存す るか否か

を調べ た.

ア ミン含有細胞の蛍光組織化学 同定法17)により,動

物 をFaglu固 定液(0.01% glutaraldehydeと4%

 PA混 合 リン酸緩衝液; 0.1M, pH7.3)で 浸潤 固定

(E16)な い し潅流固定(E19以 降)し た後,摘 出

した副 腎を前述 同様10-12μm厚 凍結切 片 とした.切

片 をグ リセ リン とPBSの 等量稀釈液 で封入 し,蛍

光顕微鏡 で観察,撮 影 した.そ の後,切 片 をPBSで

充分 洗浄 し,抗amph Ⅰ抗体 を用い たABC-DAB法

で標識 し,封 入後,透 過光 に よる観察,撮 影 を行 い,

蛍光顕微鏡観察 に よる同一切 片の画像 と比較 して二

重標識 の有無 を検討 した.

4%PA-PBで 固定 したE16とP0の 副腎凍結切

片 を,抗dopamine-β-hydroxylase (DBH)抗 体(ウ

サ ギ由来, Eugen Tech. Internat.社)と 抗amph

 I抗 体(ヒ ト由来)を 用 いて間接蛍光抗体 法で二重

標識 した.

各発生段階の副 腎凍結切片か ら,ヘ マ トキ シ リン

エオシン(Hx-E)染 色標本 を作製 した.

結 果

正常 ラ ッ ト副腎髄質の発生:

妊娠16日 目(E16)ラ ッ トの副 腎原基のHx-E染

色標本 では,大 部分 が将来皮質 とな る10×10μm大 の

エ オシン好性の細胞質 をもつ 多角 形細胞(cpr)で 占

め られてお り,こ れ らは不 規則 な細胞列 あ るいは細

胞集団 を構成 していた(Fig. 1-A).細 胞核 は円形

でヘマ トキシ リン(Hx)に 淡 く染 まってい た.副 腎

皮質原基の表面近 くではcprが 比較的密に分布 して

いたが,そ の配列は不規則で球状 帯形成はみ られな

か った. cpr集 団内には,細 胞質 が塩 基好性 に淡 く

染 まる5×5-5×3μm位 の大 きさの多角 形ないし楕

円形の細胞(chc)が,小 さな集 団 を形成 して島状 に

散在 して いた(Fig. 1-A). chcの 細胞質は塩 基好

性で,細 胞核 はHxに 濃染す るの で, cprと は明瞭

に区別 で きた.

E19のcprで は,表 層部 の細 胞が球状 帯 を形成 し

始めていたが,深 部 の細胞集 団はE16同 様,配 列が

不規 則で束状帯や網状帯 の形成 は未だ認 め られなか

った(Fig. 1-B).一 方, chcは 細胞体 の大 きさが

やや増 し,塩 基好性 の細胞質 は一様 に染 まっていた.

小 さな島状 の細 胞集 団はその数 も増え,周 囲に毛細

血管が 多 く認 め られた.

出生 時(P0)の 皮質原 基では, cpr集 団内の層

形成が進 んでい るが,束 状帯 は まだ薄 く球状帯近 く

でのみ 索状配列 をとっていた. cprの 細胞集 団の中

心部 では, chcの 島状集団が大 き くまとま りは じめ
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Fig. 1 Photomicrographs showing the developing rat adrenal mendulla. A: E16, B: E19, C: P0, D: P2, E: P11 and F: P90.

 Hematoxylin-eosin staining. Bar indicates 50ƒÊm. Medullary chromaffin cell groups are encircled by dots in A-D .

 Abbreviations: chc: chromaffin cells, cpr: cortical premordial cells, cx: adrenal cortex, med: adrenal medulla., v: 

blood vessel.
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てお り(Fig. 1-C),そ の塩 基好性 の細胞質は微 細

顆粒状に染 まって いた.

P2で は,皮 質原基は3層 構造 を形成 し,そ の深

部 にchcが 毛細血管や神経線維 束 をともない,髄 質

と呼べ る大 きな細 胞集 団 と して認 め られ た(Fig.

 1-D).

P11で は,3層 構造 の皮質(cx)と その深部の髄

質(med)と が明確 に区分 され る成体副 腎(Fig. 1-F)

と同 じ構成 を示 した(Fig. 1-E).髄 質のchcは10×

10μmの 大 きさの 多角形細胞で細胞質は淡 く塩基好性

に染 まり微細穎粒状 を呈 し,細 胞核は3-4μm径 でHx

に濃染 して いた.ま た, chc集 団の間にはchcよ り

大型(10-15μm)の 多極 性細胞が1-7個 程度 の集団

を形成 して いるのが散見 された.そ の細胞質 はエオ

シン好性で細胞核 は10μmと 大 きくHxに 淡 く染 まっ

てい た.こ の細胞集団の周囲や その近 傍には神経線

維が 多 く認め られ た.

副腎髄質 におけ るamphiphysin Ⅰの発現:

成体 ラ ッ ト(Fig. 2):副 腎被膜 ならびに球状帯,

束状帯お よび網状帯 を構成す る皮質細胞は抗amph

 Ⅰ抗体 で免疫染色 され なか った(Fig. 2, cx).髄 質

細胞 の細胞質がamph Ⅰに対 し免疫染色性 を示 した

が,そ の染色性の強 さは3段 階[非 常 に強い,中 等

度の強 さおよび弱 い](そ れぞれFig. 2-Bの 矢頭,

 Fig. 2-Aの 矢印お よび*印)に 区別 され た.非 常 に

強 い免疫染 色性 を示 した もの は,少 数 であるが大型

(20-18μm径)多 極性 の細胞体 をもち,単 独 あ るいは

5-7個 程度 の小集団 を形成 して髄質内に散在 してい

た(Fig. 2-B).こ れ らの細胞のamph Ⅰに対す る

免疫 反応は細胞質 内に均等 に認め られ たが,細 胞核

は免疫 反応 陰性 で10μm径 の大型円形 を呈 し核 小体 が

明瞭 に認め られた.ま た,髄 質細胞周囲には非常 に

強 く免疫染 色性 を示す神経線維終末が 多 く認め られ

た(Fig. 2-C, 矢頭).抗amph Ⅰ抗体 に対 し中等

度の強 さの免疫染色性 を示 した細胞は1Oμm大 の多角

形細胞 で, 20-100個 程度の細胞が集 まって不規則 な

島 状 細 胞 集 団 を つ く り髄 質 内 に 分 布 し て い た

(Fig. 2-A,矢 印).残 りの 多数 の 細 胞 集 団 は抗

amph Ⅰ 抗体 に対 す る免疫染色 性 は非常 に低か った

(Fig. 2-A, *).こ れ らの細胞の形状や大 きさは,

中等度 の強 さの免疫染 色性 を示 した細胞 と同 じであ

り,免 疫 反応 も細胞質内に均一 にみ られ,細 胞核 に

は反応は全 く認め られなかった.

連続切片に よるamph Ιとdynaminの 同一細胞

集団内共存の有 無 を調べ た ところ,髄 質 細胞の内,

 amph Ιで中等度 の強 さの免疫染 色性 を示 した細 胞

(Fig. 2-A,矢 印)は, dynaminに 対 して強い免

疫染色性 を(Fig. 2-D,矢 印), amph Ιに弱い免疫

染色性 を示 した細胞(Fig. 2-A, *)は, dynamin

に対 してほとんど免疫染 色性 を示 さない(Fig. 2-D,

 *)こ とが判明 した.ま た, amph Ⅰ に対 して非常 に

強 い免疫染色性 を呈 した細 胞や その周囲の神経 線維

はdynaminに 対する染 色性 を殆 ど示 さなかった(Fig.

 2-E,矢 頭, Fig. 2-F).

グルタールアルデ ヒ ドとパ ラフォルムアルデ ヒ ド

混合 固定液(Faglu)に よるア ミン含有細 胞の蛍光組

織化学的 同定(Fig. 2-G)と 免疫 組織化 学法による

amph Ⅰの免疫反応(Fig. 2-H)を 同一切 片上 で行

って観察す る と,蛍 光が認め られた ノルア ドレナ リ

ン産生細胞集団(Fig. 2-G, na)が,抗amph Ι抗

体 に対 し中等度 の強 さの免 疫 反 応 を示 した(Fig.

 2-H, **).一 方,蛍 光が殆 ど認め られないア ドレ

ナ リン産生細胞 は抗amph Ⅰ抗体 に対 し弱い免疫反

応 を示す こ とが判明 した(Fig. 2-G, a, Fig. 2-H,

 *).

胎 児期及 び新生 児ラッ ト(Fig. 3-4):

E16の 副 腎原基 で は,小 さな 島状 細 胞 集 団が抗

amph Ⅰ抗体 に対 し免疫染色 され たが,そ の染色性は

弱かった.ま た, Hx後 染色標本 によ り陽性反応 を

示 した細 胞は,細 胞核が濃染 し細胞質が一様に塩 基

好性 に染 まるchcで あ り, amph Ⅰに対す る免疫反

応 が陰性 の細胞 はcprで あることが確 認 された(Fig.

 3-A). E19 (Fig. 3-C), P0 (Fig. 3-E)お よ

びP2 (Fig. 4-A)で のchcの 抗amph Ⅰ抗体 に

対す る免疫染色性 は, E16(Fig. 3-A)と 比べ て大

きな変化 はみ られなか ったが, P11の 髄質(Fig. 4-
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Fl g. 2 A-F: Consective sections through the adult adrenal medulla immunostained with anti-amphiphysin (amph) I (A-C

 and anti-dynamin antibodies (D-F). Cell groups with intermediately (arrows in A) and weakly (* in A) immunor

eactive to amph I are immuno-positive (arrows in D) and-negative (* in D) to anti-dynamin antibody, respectively .

 Intramedullary neuronal cell bodies (arrowheads in B) and their nerve terminals (arrowheads in C) are very

 strongly immunoreactive to amph I but not to dynamin (E and F).

G and H: Consecutive demonstration of noradrenalin (na)-and adrenalin (a)-storing cell groups by histofluorescen

ce (G) and amph I -immunoreactivity (H) in the same section of the adult adrenal medulla. Noradrenalin-cell 

groups are strongly immunoreactive to amph I, while a-cell groups show the weak immunoreactivity. Bars in A 

and D, B and E, C and F, and G and H represent 100, 20, 50 and 100ƒÊm, respectively .
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Fig. 3 and Fig. 4 Consecutive demonstration of catecholamine histofluorescence and immunoreactivity for amphi

-physin I in the same section through the developing adrenal medulla. Fig. 3: E16 (A, B), E19 (C, D) and P0 (E, F).
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Fig. 4: P2 (A, B) and Pll (C, D). Bars indicate 50ƒÊm.

C) では強 く免疫染色 され る島状細胞集 団(Fig. 4-

C, **)以 外の クロマ フィン細胞集団は弱 い免疫 反

応を示 し(Fig. 4-c, *),成 体 の副 腎髄質 クロマ

フィン細胞のamph Ⅰに対す る免疫染 色パ ター ン

(Fig. 2-H)と 同 じであ った.

FagIu固 定のE16, E19, PO, P2お よびP11

副腎のchcを 同一切 片上 で蛍光組織化学 的同定法 と

免疫組織化学法 で観察す る と,E16か らP2ま では

蛍光 を発す る細 胞は殆 ど認め られなかった(Fig. 3B-

D, Fig. 4-B)が,P11(Fig, 4-D)で は蛍光 を発

してい る細胞集 団 と蛍光 のみ られ ない細胞集団が認

め られ,前 者はamph Ιに対 し中等度の強 さの免疫

染 色性 を示 した(Fig. 4-c, **).こ の こ とか ら,

 P11で は成体 副腎同様,抗amph Ⅰ抗体 に比較 的強

く反 応す るchc(Fig. 4-C, **)は ノルア ドレナ

-ルン産生細胞(Fig . 4-D, na), amph Ⅰに対 し弱 い

反応 を示すchc(Fig. 4-C, *)は ア ドレナ リン産

生細 胞(Fig. 4-D, a)で あ るこ とが判明 した.蛍

光 組織化学 法の感度 が必ず しも高 くないの で, chcを

抗DBH抗 体(ウ サ ギ由来)と 抗amph Ⅰ抗体(ヒ

ト由来)を 用 いて間接蛍光 抗体法 で二重標識 し,E16

(Fig. 5. A, B)とPO(Fig. 5-C, D)のamph Ⅰ

に対す る免疫組織化学反応陽性のchc集 団にカテコ

ルア ミンが発現 して いるか否か を検索 した.そ の結

果,E16お よびPOで ご く少数 の細 胞で二重標 識 さ

れない ものが認め られたが(Fig. 5, 矢頭, 矢 印お

よび*),抗amph Ⅰ抗体 に強 く反応す るchc集 団

の大部分 が抗DBH抗 体 に対 して も強 い免疫染 色性
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Fig. 5 Colocalization of amphipysin I (A and C) and DBH (B and D) in the developing adrenal medulla cells . A and B:

 E16, C and D: P0. Arrowhead and arrow in A and B: Amph ƒ§ negative but DBH positive cells. Arrowhead and 

* in C and D: Amph I positive but DBH negative cells. Bars indicate 20 ƒÊm.

を示 す こ とが 判 明 した．

考 察

amph Ⅰは ニ ュー ロ ンの軸 索 終 末部 に発 現 す るタン

パ ク質1)で ,dynaminと 結 合 す る と と もに,clathrin

被 覆 小 胞 の構 成 タン パ クで あ るclathrin adaptor

 AP2 adaptinと も結合 す る3,4).amph Ⅰは,細 胞 膜

よ りclathrin被 覆 小 胞 を 切 り 離 す 働 き を 持 つ

dynamin18,19)を 被 覆 小 胞 周 辺 に補 充す るこ とでシナプ

ス膜 の 回収 機 構 に重 要 な働 きを演 じて い る と され て

い る4).ク ロ マ フ ィ ン細 胞 やPC12細 胞 で のamph Ⅰ

の 発 現1,6),さ ら にclathrinやdynaminの 副 腎髄 質

細 胞 で の 存 在20-22)か ら,こ れ らの タ ンパ ク質 が,髄

質 ク ロマ フ ィ ン細 胞 か ら開 口放 出 に よ るカ テ コル ア

ミン の分 泌 後,小 胞 膜 のendocytosisに 関 与 す る可

能性が高 い.

今 回,我 々は抗amph Ⅰ特 異抗体 を用 いて,副 腎

髄質細胞が3段 階(強, 中等度, 弱)の 免疫染色性

を示す ことを見いだ した.強 い免疫染 色 性を示 した

ものはHx-E標 本 にみ られた大型 多極性細胞に相 当

し髄質内ニュー ロンであった.ク ロマフ ィン細胞 に

は免疫染 色性 が中等度 の強 さの もの と弱い もの とが

区別 され,前 者 は20-100個 程度 の細 胞が島状集 団を

形成 して免疫染 色性 の低 い細胞集 団の間に分布 して

いた.さ らに,Faglu液 で固定 した髄質細 胞の蛍光

観察 に よ り,amph Ⅰに対 し中等度の免疫染 色性 を示

した クロマフ ィン細胞が ノルア ドレナ リン(NA)細

胞17,23)であ り,免疫染 色性 の低 い ものが ア ドレナ リン

(A)細 胞 であ る17,23)ことが判明 した．

副 腎の形成過程 におけ るamph Ιの発現動態 を胎
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生16日 目 (E16)か ら生後11日 目 (P11)ま で調べ

た ところ, E16で 副腎皮質細胞 を形成す る細胞集 団

内に入 り込んだ クロマフ ィン細胞にamph Ⅰの弱い

発現がすで に認め られた. P2で 免疫染 色性 が強 く

な り,成 体副 腎髄質 とほぼ同 じ組織構造 をとるよう

にな るP11で は,中 等度の強 さの免疫染 色性 と弱い

免疫染色性 を示す二種 の クロマ フィン細 胞集 団が 明

瞭に認め られた.カ テコルア ミン合 成酵素 の内,ド

ミンをNAに 変換す るDBHに 対す る特 異抗体

をもちいて, E16お よびP0の 髄質 クロマフ ィン細

胞 を免疫染色 した ところ,す でにE16でDBHに 対

す る免疫組織化学反応が弱 いなが らも認め られ,こ

の時期 の クロマ フィン細胞でNAの 合 成が行 われて

いることが示唆 され た.こ れは カテ コルア ミン合成

酵素 の内, TH (tyrosine hydroxylase)とDBHは

E1424)あ るいはE1525)か ら発現するとい う免疫組織化

学的所 見やE15で 最 初の顆粒含有細胞 を認め た電子

顕微鏡観察所見26)とよく一致 した. E16でamph Ⅰの

発現が弱いなが らも認め られた ことは,モ ノア ミン

の合成だけでな く,分 泌 とそれに伴 う細胞膜か らの

小胞膜の回収機構 も作動 し始めてい る可能性が考 え

られ る.髄 質 クロマ フィン細胞でAが 合成 されは じ

め る時期 はE17以 降24,25)とされているが,電 子顕微鏡

に よる分泌顆粒の形状か らは,こ の時期の前後数 日

間(E16-E18)は 電子密度の高い分 泌顆粒 と低 い分

泌顆粒 の二種が 同一細胞に混在す るこ とが知 られ て

い る10,27).報 告 者によ り多少の時期的なずれはあるも

のの, E17か らP2ま での髄質 クロマフィン細胞で,

免疫組織化学的に 同一細胞内にDBHとNAをA

に変換す る酵素 であるPNMT (phenylethanolamine

 N-methyltransferase)と が共存す る,つ ま りNA

とAの 混在が報告 されてい る9,12,24,27,28).今回, amph

 Ⅰに対 して弱 い免疫反応 を示 したE19, P0お よび

P2の クロマ フィン細胞は,あ まり感度の高 くない

モノア ミンに対す る蛍光組織化学法 では陰性であ っ

たが, DBHやPNMTに 対す る抗体 による免疫 染

色 で二重標識すれば, E19, P0お よびP2の クロ

マ フィン細胞の同一細 胞内にNA(P0でDBHの

発現 を認めた)とAと の混在が認め られ ると考 えら

れ る.副 腎髄質細 胞にNA細 胞 とA細 胞 とが区別 さ

れ るよ うにな るのは,電 顕 に よる分泌顆粒 の電子 密

度や形状 の違 い10),さ らに免疫組織化学9,12)から, P

4以 降 である とされ てい る.今 回, P11で 髄質 クロ

マ フィン細胞集団 を蛍光組織化学法 で観 察 して,蛍

光 を発す る細胞(NA細 胞)と 発 しない もの(A細 胞)

とを確認 したが, amph Ⅰに対す る免疫 染色性は前者

が高 く,後 者は極め て低 いこ とが判 明 した.

Holgertら29)は,ラ ッ ト副 腎のDBHmRNA量 は

P O-P 4ま ではE21の3.5-4倍 程度 に増 え,そ の後

さらに著明に増加 し成熟副腎では5.7倍 に増 え るが,

PNMTmRNAはP4ま では胎 児期 と変わ らずP4

以降に増加 す るがその増加 量はE21の 時の2倍 程度

に とどまるとしてい る. amph Ⅰに対す る免疫染 色性

は, NA合 成 の始 まった胎生期 クロマ フィン細胞 に

弱いなが らみ られ,生 後, NA細 胞で増強 した.一

方, A細 胞 に関 してはamph Ⅰの発現は極 めて弱 く,

カテコルア ミン含有 量 とamph Ⅰ発現 との間に は正

の相 関があ るように思 われた.さ らに,カ テコルア

ミン分 泌 を行 ってい る成熟副 腎細 胞の内,A細 胞 で

のamph Ⅰの発現がNA細 胞のそれに比 して著 し く

弱いのは,分 泌後 の小胞膜 回収機構 に両 細胞間 で違

いがあ る可能性 も考 え られ る. Artalejo et al. 21,30)

は副腎 クロマフ ィン細胞 で,細 胞内へのCa2+流 入 を

必要 とし, GTPhydroxylase依 存性でdynaminを

必要 とす るがclathrinは 必要 と しないrapid en

docytosis (RE)を 報告 してい る.ニ ュー ロン等 でみ

られ るclathrin被 覆小胞 による受容体仲介en

docytosisと は異なる膜 回収機構が クロマフィン細胞

に存在す る興 味深 い報告 であるが,彼 らの所見がNA

細胞 とA細 胞 の内の どち らでの機能解析 に よる もの

なのかは不 明であ る.ほ 乳類 のdynaminに は,神

経組織 にみ られ る Ι型,広 範 な組織 に分 布 して い る

Ⅱ型お よび主 として精 巣に発現す るⅢ型の存在 が知

られている30). Artalejo et al.31)は, REに はdynamin

 Ⅰが,受 容体仲介endocytosisに はdynamin Ⅱが

それぞれ関与 す るとしてい るが, dynamin Ⅰは受容

体仲介endocytosis32)に, dynamin ⅡはGolgi装 置

での分 泌小 胞形成 とその放 出に関与する33)という報告
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もあ り,な お検討 の余 地があ る.一 方, amphiphysin

に関 しては1997年 にamph Ⅰの他 に,よ り広範 な組

織に発現す るamph Ⅱが報告 され34-37),し か も組織

特異的 なamph Ⅱのsplice variantsも 同定 されて

お り37), amphΙ とⅡは種 々の組織 で細 胞の種類 ご と

に固有 なendocytosisの 機構 に重要 な役割 を担 って

い る可能性 があ る38).今 後,副 腎髄 質NA細 胞 とA

細 胞 を含 めた各種 の内分 泌細胞におけ る小 胞膜回収

機構 を理解 す る上 で, amph Ⅰとamph Ⅱ, dynamin

 ⅠとdynaminⅡ といった各isoformの 発現量,発

現時期,細 胞 内局在 などの相違 を詳細に検 索す る必

要が ある.

結 論

1.　成 熟 ラ ッ ト副 腎髄 質 細 胞 で は, amphiphysin

 (amph) Ⅰに対 して中等度の強 さの免疫染色性 を

示す細 胞 と弱い免疫染 色性 を示す細 胞 とが認め ら

れた.

Faglu液 で固定 した髄 質ア ミン含有細胞の蛍光組

織化 学法に よ り,前 者は ノルア ドレナ リン(NA)

細 胞,後 者はア ドレナ リン(A)細 胞にそれぞれ一

致 した. amph Ⅰに対 し強い免疫染色性 を示 したの

は,髄 質内ニュー ロンであ った.

2.　胎児期 お よび新 生仔 ラット副腎では, E16, E19,

 P0お よびP2の クロマ フィン細胞でamph Ⅰに

対 し弱 い免疫染色性 を示 した. E16とP0の クロ

マ フィン細胞はDBH陽 性であ り, NAの 合成が

行 われて いる と考 えられ た.組 織構 造が成 熟副腎

のそれ とほぼ同 じとなるP11で は, amph Ⅰに対 し

て強弱二種の免疫染色性 を示す細胞集団が認め ら

れ,強 い反応がみ られ た髄質細胞がNA細 胞,弱

いの もがA細 胞で あった.

3.　 amph Ⅰに対 して中等度の強 さの免疫染 色性 を示

したNA細 胞 はdynaminに 対 して も陽性 反応 を

示 した.一 方, amph Ⅰに対す る免疫 染色性 が弱い

A細 胞はdynaminに 殆ん ど免疫 反応 を示 さなか

った.こ う した免疫染 色性 の差は,カ テ コルア ミ

ンの開 口分 泌後に起 こる小 胞膜の回収機構 にNA

細 胞 とA細 胞 とでは何 らかの違 いが あ るこ とを思

わ せ た.
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Amphiphysin (amph) I, a protein concentrated in the nerve terminals, plays an essential role in clathrin

mediated endocytosis of synaptic vesicle membrane through an interaction with GTPase dynamin. A specific 

antibody against amph I revealed that the protein was also expressed in adrenal medullary cells. In the 

postnatal 11th day (P11) and adult rats, combined fluorescence histochemistry for catecholamine

containing cells with immunohistochemistry for amph I disclosed strong and weak immunochemical signal 

of amph I in noradrenalin (NA)- and adrenalin (A)-storing cells, respectively. Very strong immunor

eactivity to amph I was found in the intramedullary neurons but not in the adrenal cortex. In developmental 

stages, amph I was discernible in the medullary chromaffin cells on 16th embryonic day (E16), E19, P0 and 

P2. Dopamin-ƒÀ-hydroxylase (a catecholamine-synthesizing enzyme converting dopamin to noradrenalin) 

was immunohistochemically detected in the chromaffin cells during the perinatal periods. Colocalization of 

amph I with dynamin was seen in NA-cells but not in A-cells. The present findings suggest that amph I in 

the adrenal medullary NA-and A-storing cells is involved in membraine recycling mechanisms, which may 

be unique to each cell type, through endocytic activities.


