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神経細胞内における S-100蛋白の分布
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The Distribution of the S-100 Protein in the Nerve Cell 

YosHIFUMI ODA, Jun TAKEUCHI and HAJIME RANDA 

The Department of Neurosurgery, Kyoto University Medical School 

The localization of the S-100 protein, which is specific to the nervous tissue, 

was studied in the cultured nerve cells derived from the chick embryo cerebellum 

and in the nerve cell::; of the cerebrum, cerebellum and spinal cord of the new born 

chicken. In the former,the S-100 protein was not noted in the nucleus, but in the 

cytoplasm with direct fluorescent antibody technique. In the latter, the same dis-

tribution was also demonstrated. Such a topographic localization in the nerve cells 

is the same as that in the glial cells. Thus, it may be considered that the S-100 

protein is a common protein in the cells which are originated from the neural tube 

and plays a fundamental role in the function of the nervous system, such as the 

excitability or active transport mechnism of the cell membrane, etc. 

緒 = F司

1965年 MooreはDEAEセルローズカラムとデン

プンゲル電気泳動法を組み合せた2次元展開の方法を

用いて，ウシの肝臓と脳の蛋白質を比較し，脳にのみ

存在する強酸性の蛋白質（S-100蛋白）を発見し，こ

の蛋白が脳以外の組織にはほとんど存在しないことを

証明したへ その後の研究でこの蛋白が種々の脊椎動

物の神経組織に存在すること2)3りまた動物の成長と

ともに（とくに神経機能の発達と平行して）増加する

ことへ そしてまた各々の動物によってもほとんど免

疫学的な種族差がないこと2)3）などがわかり， ますま

す神経機能に何らかの関連性があることを示唆するこ

ととなった．

さらに細胞内におけるs100蛋白の分布については
1966年Hyd何らが間接後光抗体法をグリア細胞及び

Deiters神経細胞に応用して，グリア細胞では細胞質

に，神経細胞ではその核に S-100蛋白が存在すると

報告したsi,

一方， Dravid,Moore, Perez, De Rrobertisらけ，

脳組織ホモゲネートから得た全細胞の核分画内にdisc

electrophoresis法で s100蛋白を証明しえないこ
とへ定量補体結合法 cc’－fixation）によってs100 
蛋白が神経線維にも存在すること7), W allerian変性

による神経線維の破壊に平行してs100蛋白含有量が
増減すること8）などを証明し， Hydenの説に反論し

ている．

S-100蛋白の細胞内における分布が確定されれば，

それかこの蛋白質の機能を類推するための1つの有力

な手段になるものと考えられる．しかし，前述のよう

に分布に関しては定説がないので，我々は廻転培養

法，静置培養法の両者を用いて鶏胎の小脳組織を培養

しこれに直接鐙光抗体法を応用して，グリア細胞，神

経細胞における S-100蛋白の分布を検討した．そし

てグリア細胞では Hydenの云うように細胞質にのみ

存在することを証明したので先に報告したがへ 今回

神経細胞では Hydenの主張ど異なって，グリア細胞

と同じくs100蛋白が細胞質に寄在し，核内には存在
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しない所見を得た．更に invivoにおいても，ヒヨコ

の小脳 Purkinje細胞，頚髄前角細胞などにおいて同

様の所見を得たので報告する．

実験材料および実験方法

l 組織t音養

7～13日目の鶏胎の小脳皮質を 0.5～1.0mm角に鋭

l乙細切し， reconstitutedrat-tail collagen coated 

cover slip10i上に移植し， rollertube methodおよ

び Earleフラスコによる静置庭養を行なった．培地

は EagleMinimum Essential Medium 65°0・

chick embryo extract 5%, Bovine serum 30°0 

よりなり， Glucose を最終濃度で 500~／dl どなるよ

うにぷJJll，最後に微量 HCIl乙て培地のpHを6.8～7.0

K調整した抗生物質は使用しなかった培地交換は

roller tube methodの場合は週l回，静置培養の場

合は3～4日！1:1回とした.t'R本lま if~立位相差顕微鏡

（日本光学 MD型）で毎日観察し，培養10日目～20

日目で良好な神経細胞の得られたときに， 一部を0.1o/o 

thionine による Nissle染色に11）， 一部を直接後光

抗体法による染色に使用した．

2. s 100 蛋白抗血清
s 100蛋臼は Mooreの方法を一部 modifyした
武内の方法的に従って抽出桁製した． この蛋白質は

DEAEセフ ァデックス，セファデックス G-100カラ

ムク ロマトグラフィーでいずれも単一ピークをなし，

アクリルアマイドゲル電気泳動法てd buffer frontよ

りわずかに陽概側に単一帯として現われることから，

Mooreの云う S-100蛋白と同ーのものであることが

確認された的.Levine and Mooreの方法で山家兎に

抗血清を作った．この r－グロブリン分闘は Kekwick

13lF::従い硫酸ナトリウム沈降法を用い， 次いで 5mM

リン酸緩衝液凶 8.0でDEAEセル口ーズカラムクロ

マトグラフィーで精製した．

3.畿光色素による抗体のラベル

精製したTーグロプリンを Goldsteinl4lらK従い，

Fluorescent Isothiocyanate (FITC) : BBL製ヒ

結合させ，セファデックスカラムクロ 7 トグラフィー

で未結合色素を除去し，更に DEAEセルロースカラ

ムクロ 7 トグラフィーで 0.05Mリン酸緩衝食指浴液

pH 7.2で精製したこの色素 ー蛋白モノレ比（F/P ratio 

モル比）は1 1である．

4. 畿光抗体による染色

c;:over slip上に培養された細胞を位相差顕微鏡（日

本光学 SUR-Ke型）で観察，神経細胞を同定の後

diamond markerでチェ ックし，これを浜島，京極

の法l5lに従い染色した．染色用緩衝液は＇ 0店M

T、faClO.OlMリン酸ソーダ緩衝液 pH7.2を使用し，
培養細胞を10分間，冷純メタノールて‘固定後， FITC

標識後光抗体で37c. 60分処理した観察には Carl
Zeiss 後光顕微鏡， OsramHBC-200光源， BG-12

exciter filter, Zeiss barrier filter，明視野コンデ

ンサーを使用， フィルムは Tri-Xpan (ASA 400) 

を使用した．

5. in vivo標本

in vivoの標本は，生後1日目の鶏雛を断首後すば

やく大脳，小脳，頚髄を摘出し，同じく浜島， 京極の

安田変法l引に従い，後光染色に応用した．

実験結果

rat tail collagenで処理した coverslip上に植

えた組織片からは，培養2日目頃よ り周聞に向って線

維芽細胞， グリア細胞の遊出が盛んに見られるように

なり，どんどん組織小片の平坦化がすすんだ．ほぽ1

週目頃には，かつて組織小片が占めていたど考えられ

る培養片の中央部と，これに続く傾斜部に円形，楕円

形あるいは三角形状の大型細胞が認められるようにな

った．核は円形で大きく，核形質は明かるく半透明泡

状に見え，特別の内部構造を示さなかった．絞小体l士

通常1個，円形で大きく，かっ明確，核内に占める位

置は不定であった．細胞形質は比較的 phasedense 

で，多数の粗大あるいは微細額約と無数のi1'd！＼.樟状

あるいは亜鈴状をしたミト コンドリ ア様物質を含有し

ていた． （図1）これらの形態学的特徴から 17)' この

大型細胞は神経細胞であると椛定できたが，これを更

に確実にするために Nissie染色を行なった．（図2)

次に｛立中目差顕微鏡下で比較的平坦な部に孤立している

神経細胞を選び， これに FITC標識後光抗体を反応

させると明らかに核を除く細胞質のみが反応した

（図3a. b）後光の強さはグリ ア細胞における反応

（図4)よりやや弱く，その細胞質内におけ る分布

は，不均一で核膜近くで強く，ときに神経細線維様構

造物にそってより高濃度に存在するようにみえた

この invitro における神経細胞における局在を更に

確認するため invivoの根本として， 生後1日目の

鶏雛の小脳 Purkinjecell，脊髄前角細胞． 大脳神経

細胞について調べたが，その低温パラフィン切片標本

での反応は（区15,6. 7）いずれも 核を除いた細胞質に
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Fig. 1 cultured cerebellar nerve cell of the 

chick embryo (12 deys in vitro); 

The round and clear-cut nucleolus 

is definitely noted and eccentrically 

situated in the nucleus that is 

relatively phase bright and round 
shaped. The cytoplasm is phase 
dense. Cellular boundary is not 
noted clearly in this figure.: phase 

contrast × 1500 

のみ認められた．鐙光は細胞質内に均一性にみられ，

ややその中央部において強いように感じられた．この

所見とin vitroでの所見の軽度のx：は，前者にはi限
度の熱操作が加わること，また組織固有後光が強いこ

とによるものと思われた 更に細胞質から神経線維に

続く後光も認められた．（図8,9）尚対照として，まず

S-100抗体を作用させた後， FITC標識 S-100抗体

を作用させた頚髄，小脳細胞では特異的鐙光を認める

ことができなかった （図10.11)

考按

1965年， B.W. Mooreによって脳および神経組織

－ 

． 
Fig. 2 cul tu red nerve cell (12 DIV) ; 

Nissle stain >< 600 

にのみ特異的に存在する，きわめて酸性の蛋白質が発

見され s100蛋白と命名された．この s100蛋白が
免疫学的に広v'Hi族にわたって共通性がみられること

から脳および神経系の機能にかなり共通かつ重要な役

割をもつものと±LI像されたが，その伐能についてはま

だいずれも推定の域にとどまっている．

山， HydenらIt. ウサギの脳幹の側前庭核

(lateral vestibular nucl巴us）の神経細胞ど，その

周辺のグリア細胞を microscopicfree hand tech-

niqueで取り出し，闘拡01光抗体法による組織化学

的，形態学的検査から S-100蛋白がグリア細胞では

細胞質に存在し，収内には在存しなロこと．また神経

細胞では絞小体を｜徐く抜内lこ存在し，細胞質内には存

在しないことを報告した．そして｜亥内の酸性蛋自の役

割りとして histoneピ結合して DNAのは伝的活性

を制御する可能性を述べた． しかし， この Hyden

の説に対して Dravidらは全脳組織の料を集めて

分析したところ，強酸性の蛋白は証明したが，この蛋



80 
日・外.]','. :;j¥42、G 1'f, 1号 （閉fl148q 1月）

Fig-. ：~ 'a 1 cultured nerve cell (14DIY l ; 
The uneven fluorヒscentspots are 
observed in the cytoplasm except 
the nucleus (arrowsト. FITC 
Jabelle<l fluorescent antibody stain 
1000 

司F

Fig. 3 < b 1 same as Fig. 3(a); Nissie stain 
"1000 

Fig. 4 cultured glial cell 170¥V 1: Note the strong and thick fluorescence 
in the glial cell around the nonfluorescent nuclei (arrows1. FITC 
labelled fluorescent antibody stain x 1000 
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Fig. 5, 6, 7 

．、、

⑦ 

spinal anterior horn cells, cerebral 

nerve cells, and Purkinje cells 

on the first day after hatching; 

They all demonstrate the diffuse 
cytoplasmic fluorescence but the 
nuclei are not reacted. . FITC 

labelled fluorescent antibody stain 

×1000 (in a bracket Nissie stain 
x 150) 
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Fig. 8, 9 Purkinje cells and cerebral nerve cells; From the cytoplasm the 
fluorescence extends to the nerve fiber (arrow). FITC labelled 
fluorescent antibody stain Y 1000 

自は S-100抗血清とはIi応しなかった耐と述べ， in vivoで神経細胞の電気生I理学的性質を ＇）；わせ

Mooreらは家兎の網膜の ganglioncell layerや るという報告聞をし，いずれも神経細胞の細胞質に

nerve fiber layerにも S100蛋臼か（f-夜するとい s 100蛋白は存在しないとした Hyden 説IL疑問を
い7），また Perezらは家兎の股骨神経内における なげかけている．

S-100 1fi白星が Wallerian変性による axonの変 これらのヂ盾11. Perezらは s100蛋白の分子
化lこ一致することから， jく梢神経における S-100仮iI 景品5小さく，酸性皮がきわめて高いために（II細胞の

の局ffを神経線維に求めた8) 恒に DeRobertis I士 dissectionや間定の聞に失われたり，分布が異なっ

抗 S-100抗体がinvitroで神経終末を破壊し，また てくるか， （コ）dissection によって神経細胞やグリア



神経細胞内におけるs100蛋白の分布 83 

Fig. 10, 11 spinal anterior horn cells and Purkinje cells; There is no specific 
reaction in the nerve cells on blocking samples. cf. Fig. 5, 7.: FITC 
labelled fluorescent antibody stain ×400 

細胞の突起が失われ本来の分布と異なってくるためで

はないかと述べている8)

我々はこの dissectionや固定操作による欠点を補

うため invitroで培養された神経細胞を intactの

まま瞬時にアルコール処理し，直接鐙光抗体法を応用

した．そしてその結果，神経細胞内においてもグリア

細胞と同様に細胞質内に s100蛋自の存在する所見
を得た．

S-100蛋自の機能については，神経系細胞の増殖の

際ではなしその細胞の機能的分化の時点で S-100蛋

白が著増するという Cicero20iの報告があり，この蛋

白が可溶性であることから構造蛋白とは思われない

し21），酵素作用も今までのととろ見いだされていな

い．そこで神経における伝達機構におけるS-100蛋自

の役割について考えてみると次の4つの可能性が考え
られる22)

1) 化学伝達物質として働く，

2) 代謝活性の高いところから axonalflowとし

て神経線維内を定常的に流れる axonal proteinと

して働く，

3) 神経細胞膜の興奮性もしくは能動輸送と関連し

て作用する．

4) 抗原抗体反応のようにシナプスにおける高分子

化学的伝達物質の確認の siteとして働く．

このいずれであるかは結論を述べ得ないが我々は

s 100蛋白が細胞質に存在することより 3）の可能性
は証明し得たものと考える．

以上の如くs100蛋白は神経細胞では細胞質に分布
し核内には存在しない．培養神経細胞内においては核

膜周辺に密度が高く，神経線維の中ではおそらく

neurofibril に沿って高濃度に分布するものと思わ

れ，グリア細胞の細胞質内に存在することも考えあわ

せると胎生期の neuraltubeより生ずる細胞に共通

した蛋白であって，神経機能の基本的役割をになって

いる可能性が強い、

結 論

我々は，鶏胎の小脳を組織培養して得た神経細胞お

よび鶏雛の大脳，小脳，脊髄の低ノマラフィン切片より

得た神経細胞に FITC標識 S-100抗体を作用させ，
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直接鐙光抗体法でS-100蛋白が神経細胞の細胞質にの

み存在して，核内には存在しないこどを証明した．そ

して，この分布がグリア細胞における分布と一致する

ことから， S-100蛋白が neuraltub巴から生ずる細

胞に共通した蛋白であって，神経系細胞膜の興奮性も

しくは能動輸送等と関連して，神経機能の基本的役割

をになっているものと推定している．

稿を終るにあたり，神経組織給養について御指導下

さった．大阪成人病センター西野幸典先生，および技

術補助に貢献いに t：•いた石井富栄氏IC 深謝いたしま

す．まf二本研究は京都大学解剖学第1講座および放射

線基礎医学教室の協力をうけた ものであり，附記して

謝意を表します．

研究費の一部は昭和46.47年度厚生省研究助成金に

よります．
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