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温度感受性 SV40T 抗原で不死化した副腎髄質細胞株 tsAM5D の神経栄養因子応答性
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We established adrenal medullary cell lines from transgenic mice expressing an oncogene, the temperature-sensitive
simian virus 40 large T-antigen, under the control of the tyrosine hydroxylase promoter. A clonal cell line, named
tsAM5D, conditionally grew at a permissive temperature of 33°C and exhibited the dopaminergic chroma‹n cell pheno-
type as exempliˆed by the expression pattern of mRNA for catecholamine synthesizing-enzymes and secretory vesicle-as-
sociated proteins. tsAM5D cells proliferated at the permissive temperature in response to glial cell line-derived neuro-
trophic factor (GDNF), basic ˆbroblast growth factor (bFGF) and ciliary neurotrophic factor (CNTF). At a nonper-
missive temperature of 39°C, GDNF and CNTF acted synergistically to diŠerentiate tsAM5D cells into neuron-like cells.
In addition, tsAM5D cells caused to diŠerentiate by GDNF plus CNTF at 39°C became dependent solely on nerve growth
factor for their survival and showed markedly enhanced neurite outgrowth. In the presence of GDNF plus CNTF, the
morphological change induced by the temperature shift was associated with up-regulated expression of neuronal marker
genes including microtubule-associated protein 2, neuron-speciˆc enolase, neuroˆlament, and growth-associated pro-
tein-43, indicating that the cells underwent neuronal diŠerentiation. Thus, we demonstrated that tsAM5D cells could
proliferate at permissive 33°C, and also had the capacity to terminally diŠerentiate into neuron-like cells in response to
GDNF plus CNTF when the oncogene was inactivated by shifting the temperature to nonpermissive 39°C. These results
suggest that tsAM5D cells should be a good tool to allow a detailed study of mechanisms regulating neuronal diŠerentia-
tion.

Key words―adrenal chroma‹n cells; temperature-sensitive SV40 T-antigen; immortalization; tsAM5D cells; neuro-
trophic factor; neuronal diŠerentiation

1. はじめに

通常，細胞の初代培養を行う場合，細胞自体に制

限があり，均一な細胞を多量に使用することは困難

である．このような問題を解決するために，細胞培

養の実験系ではクローン化された細胞株が頻繁に用

いられている．これまでに，SV40 large T-antigen,

c-myc, adenovirus E1A などの癌遺伝子が導入され

た哺乳類動物細胞株が数多く樹立されており，その

利用度は膨大なものである．しかしながら，癌遺伝

子が導入された細胞株では細胞周期が増殖期にある

ために，その細胞が本来有している分化形質が減衰

あるいは消失していることがしばしば認められる．

そこで，SV40 large T-antigen の温度感受性変異株

（tsSV40T）が導入された細胞株が注目されており，

その細胞株では，tsSV40T の発現許容温度である

33°C で培養すると細胞は増殖し，一方，発現非許

容温度である 39°C で培養すると増殖が停止して分

化誘導が起こることが知られている．1―3)特に，神

経生物学の研究分野では，tsSV40T が導入された神

経細胞株4―9)は，39°C 条件下において神経特異的な

分化形質を保持した状態で培養することができるの

で，その利用価値は高いものと考えられている．

生体内では，主として副腎髄質，中脳黒質，嗅球

糸球核及び延髄青斑核などにカテコールアミン産生

細胞が存在している．筆者は，カテコールアミン産
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Fig. 1. Structure of Transgene for Production of Transgenic Mice Carrying the tsSV40T Gene under the Control of the Human Tyro-
sine Hydroxylase Promoter

A 2.7-kb part of tsSV40T genomic DNA was fused at its 5′end with 2.5 kb of hTH 5′-‰anking sequence containing the non-coding region of exon 1, and at its
3′end with a 8.2-kb NotI-HindIII fragment of hTH genomic sequence containing the exon-intron structure from a NotI site of intron 1 to exon 14 and the 3′-‰ank-
ing region. The resulting 13.35 kb-fusion gene was used to generate transgenic mice.
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生細胞の生物学的特性を解析することを目的として，

tsSV40T が導入されたカテコールアミン産生細胞の

株化を目指した研究を進めてきた．今回，カテコー

ルアミン産生細胞に特異的に発現している tyrosine

hydroxylase (TH）遺伝子のプロモーター領域の下

流に tsSV40T 遺伝子を連結させ，導入遺伝子を用

いてトランスジェニックマウスを作製し，組織特異

的に tsSV40T を発現させることに成功した．作製

したトランスジェニックマウスにおいて生後数ヵ月

後にカテコールアミン産生組織である副腎髄質が腫

瘍化することが認められた．これまでに副腎髄質細

胞は種々の神経栄養因子に応答して神経細胞様に分

化することが報告されていたので，筆者は，

tsSV40T が導入された副腎髄質細胞株を樹立すれば，

tsSV40T の温度感受性を利用して神経栄養因子によ

る神経分化誘導を温度制御することができると考え

た．そこで，腫瘍化した副腎髄質組織から細胞株の

樹立を試みたところ，温度感受性の副腎髄質細胞株

の樹立に成功したので，その知見について報告する．

2. 温度感受性副腎髄質細胞株 tsAM5D の単離

TH はカテコールアミン合成経路の第 1 律速酵素

であり，ヒト TH 遺伝子のプロモーター領域の下

流に tsSV40T 遺伝子を連結させた導入遺伝子（Fig.

1）を用いて，トランスジェニックマウスを作製し

たところ，TH の主要な発現部位の 1 つである副腎

髄質に腫瘍が高頻度で発生することが明らかになっ

た．そこで，腫瘍化した副腎髄質からパラフィン切

片を作製し，抗 TH 抗体又は抗 tsSV40T 抗体を用

いた免疫組織化学染色を行ったところ，TH の発現

と一致して，髄質部分に tsSV40T が発現していた

（Fig. 2）．そして，この腫瘍化した副腎髄質から細

胞の株化を試みたところ，tsSV40T が発現している

TH 陽性細胞を数クローン単離することができ，そ

の中から増殖能が良好なクローンを 1 つ選定し，

tsAM5D 細胞と命名した．

tsAM5D 細胞の培養条件を検討したところ，10％

fetal bovine serum（FBS）と特定の細胞増殖因子

（G5 サプリメント：Invitrogen 社）を含むメディウ

ムを用いることで，33°C にて継代培養が可能とな

った．この時，TH と tsSV40T の発現を免疫蛍光染

色で調べたところ，核内蛋白質である tsSV40T は

核に，TH は細胞質に発現していた（Fig. 3）ので，

継代培養条件下における細胞の増殖は tsSV40T の

発現に基づくものと思われた．また，副腎髄質は代

表的なカテコールアミン産生組織として知られてい

ることから，tsAM5D 細胞のカテコールアミン含量

を調べたところ，ドパミン（167±20 pmol/mg pro-

tein）のみが検出され，ノルエピネフリンやエピネ

フリンなど他のカテコールアミンは検出されなかっ

た．Figure 4 に示すように，RT-PCR 法により，

tsAM5D 細胞ではカテコールアミン合成酵素のう

ち，チロシンからドパミンが合成される際に必要と

なる TH と aromatic L-amino acid decarboxylase が

高発現していたのに対し，ドパミンをノルエピネフ

リンに変換する dopamine b-hydroxylase の発現は

ごくわずかで，ノルエピネフリンをエピネフリンに

変換する phenylethanolamine N-methyltransferase

の発現は認められなかったので，カテコールアミン

合成酵素の発現様式に基づいてドパミンのみが検出

されたと思われる．さらに，副腎髄質組織の大部分
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Fig. 2. Immunohistochemical Analysis of the Adrenal Gland of Transgenic Mice Carrying the TH-tsSV40T Transgene
Serial sections were prepared from an adrenal tumor of a 9-month-old transgenic mouse. The immunostaining for TH (A) and tsSV40T (B) was performed by

the peroxidase-avidin/biotinylated enzyme complex method. Bars: 50 mm.

Fig. 3. Morphological and Immunocytochemical Characteristics of Immortalized Adrenal Medullary Cell Line tsAM5D
tsAM5D cells were cultured at 33°C in Dulbecco's modiˆed Eagle medium (DMEM) containing 10％ FBS and G5 supplement and then processed for morpho-

logical and immunocytochemical analyses. Panel A: cell morphology under growth conditions, as observed by phase-contrast microscopy. Original magniˆcation:
×100. Panel B: double-immuno‰uorescence staining for tsSV40T (red) and TH (green) in tsAM5D cells maintained under growth conditions. Cells were double-
stained with TH polyclonal and SV40T monoclonal antibodies followed by ‰uorescein-conjugated donkey anti-rabbit IgG and Texas Red-conjugated sheep anti-
mouse IgG, and inspected by confocal ‰uorescence microscopy. Bar: 50 mm.
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がクロム親和性細胞であるため，RT-PCR 法によっ

て副腎髄質クロム親和性細胞のマーカー分子の発現

を調べたところ，副腎髄質クロム親和性細胞で特異

的に発現することが知られる chromogranin A,10)

chromogranin B,10) secretogranin II10)及び vesicular

monoamine transporter 111―13)が tsAM5D 細胞に発

現していた（Fig. 4）．このことから，tsAM5D 細

胞が副腎髄質クロム親和性細胞由来の細胞株である

と考えられた．

3. tsAM5D 細胞の神経栄養因子応答性

副腎髄質クロム親和性細胞は，basic ˆbroblast

growth factor (bFGF),14) ciliary neurotrophic factor

(CNTF),15,16) glial cell line-derived neurotrophic fac-

tor (GDNF),17) nerve growth factor (NGF),18,19)

neurotrophin420)など多くの神経栄養因子に応答し

て，神経細胞様に分化することが知られている．そ

こで，tsAM5D 細胞の神経栄養因子に対する応答性

について検討したところ，bFGF, CNTF, GDNF に

対して強い応答性が認められたので，その知見につ

いて紹介する．まず初めに，tsSV40T の発現許容温

度である 33°C において，細胞数の変化を指標にし

て神経栄養因子に対する応答性を調べた（Fig. 5

(A)）．なお，細胞数の測定には，生細胞数を比色

定量することのできる MTS 試薬（プロメガ社）を

用いた．まず，10％ FBS のみを含むコントロール

メディウムでは，細胞増殖は認められなかった．こ

のとき，10％ FBS を含むメディウムに bFGF，

CNTF あるいは GDNF を単独添加すると，経時的

な細胞増殖が認められた．さらに，GDNF に対し

て bFGF や CNTF を併用した場合では，GDNF 単
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Fig. 4. Expression of the Chroma‹n Cell Marker mRNAs in
tsAM5D Cells

Total RNA was extracted from tsAM5D cells maintained in deˆned
growth medium. A: expression of catecholamine synthesizing-enzyme. The
presence of mRNAs for tyrosine hydroxylase (TH), aromatic L-amino acid
decarboxylase (AADC ) , dopamine b-hydroxylase (DBH ) , and
phenylethanolamine N-methyltransferase (PNMT) was examined by RT-
PCR. B: expression of secretory vesicle-associated proteins. The presence of
mRNAs for chromogranin A (CgA), chromogranin B (CgB), secretogranin
II (SgII), vesicular monoamine transporter 1 (VMAT1), and vesicular
monoamine transporter 2 (VMAT2) was examined by RTPCR. The ampli-
ˆed products were visualized on 1.5％ agarose gel stained with ethidium
bromide. The expected size of RT-PCR products for TH, AADC, DBH,
PNMT, CgA, CgB, SgII, VMAT1, and VMAT2 are 446, 485, 372, 359, 322,
323, 351, 215, and 408 bp, respectively. Marker: 100-bp DNA ladder.

Fig. 5. EŠect of Neurotrophic Factors on tsAM5D Cell
Growth and Morphology under the Permissive Condition

A: growth rate determination. The cells were grown on 96-well plates
coated with collagen type IV in deˆned growth medium at 33°C for 1 day. Af-
ter the cells had been washed with DMEM containing 10％ FBS (day 0), the
medium was changed to 10％ FBS-containing DMEM supplemented with
various neurotrophic factor (s) (50 ng/ml). Control experiment was per-
formed without neurotrophic factor. After the indicated period of culture at
33°C, the number of viable cells was estimated by using CellTiter 96 Aqueous
reagent (Promega). The cell number at the indicated time points is expressed
as a percentage of the cell number on day 0. All values represent the means ±
S.E. of 3 independent experiments, in which measurements in each were
made in triplicate. : p＜0.05 compared with control. B: cell morphology.
Cells were treated with various neurotrophic factors (50 ng/ml) in DMEM
containing 10％ FBS at 33°C for 3 days and then viewed by phase-contrast
microscopy. Original magniˆcation: ×200.
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独の場合に比べて，細胞増殖がわずかに増大した．

これらのことから， 33°C 条件下では， bFGF,

CNTF あるいは GDNF の単独処理によって十分な

細胞増殖が見られ，それぞれの因子の栄養効果によ

って tsSV40T の細胞増殖シグナルが増強されるこ

とが示唆された．また，bFGF,14) CNTF15,16) 及び

GDNF17) は，初代培養した副腎髄質細胞に対し

て，突起伸長を伴った分化誘導活性を示すことが知

られているが，tsSV40T が発現する 33°C ではいず

れの神経栄養因子を添加しても，突起形成などの形

態的変化は認められなかった（Fig. 5(B)）．この理

由としては，33°C では tsSV40T の発現によって細

胞は増殖ステージにあり，神経栄養因子の分化誘導

活性が抑制され，その結果として突起形成などの分

化形質が現れなかったと考えられる．

次に，tsSV40T の発現非許容温度である 39°C に

おいて，tsAM5D 細胞の神経栄養因子に対する応答
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Fig. 6. EŠect of Neurotrophic Factors on tsAM5D Cell
Growth and Morphology under the Nonpermissive Condi-
tion

A: growth rate determination. The cell number was determined as
described in the legend of Fig. 5(A) except that treatment of cells with the
neurotrophic factor(s) was carried out at 39°C. All values represent the
means±S.E. of 3 independent experiments, in which measurements in each
were made in triplicate. : p＜0.05 compared with control. B: cell morpholo-
gy. Cells were treated with various neurotrophic factors (50 ng/ml) in
DMEM containing 10％ FBS at 39°C for 3 days and then viewed by phase-
contrast microscopy. Original magniˆcation: ×200.
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性を調べた（Figs. 6(A),(B)）．その結果，10％

FBS のみを含むコントロールメディウムでは細胞

数が急激に減少し，3 日以内にすべての細胞が死滅

した．また，10％ FBS を含むメディウムに bFGF,

CNTF あるいは GDNF を単独添加した場合や

GDNF と bFGF を併用した場合では，コントロー

ルに比べて細胞数の減少が抑制されたものの，経時

的に細胞が死滅し，3 日後に残存していた細胞はご

くわずかな突起しか形成していなかった．しかし，

GDNF と CNTF を併用した場合では，細胞は著し

く突起を形成して神経細胞様に分化し，安定に生存

した．つまり，GDNF と CNTF を併用すること

で，培養温度を 33°C から 39°C へシフトすることに

より，安定した神経分化を誘導することができたこ

とになる．

4. GDNF/CNTF 処理した tsAM5D 細胞の特性

33°C 及び 39°C で 3 日間，GDNF/CNTF 処理し

た細胞における TH と tsSV40T の発現を免疫蛍光

染色により調べたところ，33°C では TH が細胞質

に，tsSV40T が核に発現していたのに対して，39°C

では TH の発現は細胞質や突起上に認められたも

のの，核における tsSV40T の発現は全く認められ

なかった（Fig. 7）．これらの結果から，33°C では

tsSV40T の発現によって細胞は増殖ステージにあ

り，一方，39°C では tsSV40T の発現低下に伴っ

て，細胞周期が増殖期から分化期に入り，GDNF

と CNTF が相乗的に神経分化を誘導したと考えら

れる．

近年，神経細胞に作用する神経栄養因子が相次い

で報告されており，ニューロトロフィンファミリー

に属する NGF, brain-derived neurotrophic factor

(BDNF), neurotrophin-3 (NT-3）は神経細胞の分

化・生存維持・再生修復に必須となる代表的な神経

栄養因子である．21―23)今回，GDNF/CNTF 存在下

で，33°C で増殖した細胞と 39°C で神経分化した細

胞を用いて，39°C 条件下でニューロトロフィンに

対する応答性を検討した（Fig. 8）．その結果，33

°C で GDNF/CNTF によって増殖した細胞を，39°C

条件下で GDNF/CNTF に作用させた場合では神経

分化が誘導されたものの，ニューロトロフィンに作

用させた場合では細胞死が認められた．一方，39°C

で GDNF/CNTF によって神経細胞様に分化した細

胞を，39°C 条件下でニューロトロフィンに作用さ

せたところ，分化した細胞は NGF に応答してさら

に突起を伸長したが，BDNF と NT3 には応答せ

ずに死滅した．このことから，GDNF/CNTF によ

って神経分化が起こる際には，NGF 応答性が誘導
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Fig. 7. Immunocytochemical Analysis of GDNF/CNTF-treated tsAM5D Cells Grown at the Permissive and Nonpermissive Temper-
atures

tsAM5D cells were treated with a combination of GDNF and CNTF (50 ng/ml each) in 10％ FBS-containing DMEM for 3 days at either 33 (A) or 39 (B)°C
and then processed for immunocytochemical analysis. Panels A and B show double-immuno‰uorescence staining for tsSV40T (red) and TH (green). Cells were
stained with the appropriate ˆrst and second antibodies as described in the legend of Fig. 3 and inspected by confocal ‰uorescence microscopy. Bars: 50 mm.

Fig. 8. NGF Responsiveness of tsAM5D Cells after DiŠerentiation to Neuron-like Cells with GDNF/CNTF
tsAM5D cells were treated with a combination of GDNF and CNTF (50 ng/ml each） in 10％ FBS-containing DMEM for 3 days at either 33 (A) or 39 (B)°C.

After the medium had been switched to serum-containing medium supplemented with either GDNF/CNTF, NGF, BDNF or NT3 (50 ng/ml each), the cells were
cultured at 39°C for 5 days. Original magniˆcation: ×100.

270 Vol. 126 (2006)
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Table 1. Change in Expression of Neuronal Marker Genes in
GDNF/CNTF-treated tsAM5D Cells by the Temperature
Shift

Neuronal
marker

mRNA level
(copies/ng total RNA) 39°C/33°C

-fold
increase33°C 39°C

MAP2 3.28±0.71 511±12 156

NSE 15.5±1.4 743±58 47.9

NF160K 7510±290 41200±2800 5.49

GAP-43 23500±1600 60100±1900 2.56

TrkA 6.52±0.23 61.1±1.8 9.38

p75NTR 147±5.4 1640±63 11.2

tsAM5D cells were treated with a combination of GDNF and CNTF (50
ng/ml each) in 10％ FBS-containing DMEM for 3 days at either 33 or 39°C.
The total RNAs were extracted and processed for real-time RT-PCR anal-
ysis. All values represent the means±S.D. of 3 independent experiments,
in which measurements in each were made in triplicate. : Signiˆcantly in-
creased by the temperature shift from 33°C to 39°C (p＜0.05). MAP2:
microtubule-associated protein 2, NSE: neuron-speciˆc enolase, NF160K:
160-kDa neuroˆlament, GAP-43: growth-associated protein-43, p75NTR:
p75 neurotrophin receptor.
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されることが判明した．

GDNF/CNTF 存在下で 33°C 又は 39°C で培養し

た細胞から mRNA を抽出し，神経特異的遺伝子の

発現量をリアルタイム定量 RT-PCR 法により定量

し，両温度間における発現量を比較検討した（Ta-

ble 1）．その結果，突起形成を伴った分化誘導が起

こる 39°C では，増殖期にある 33°C に比べて，神経

細胞骨格マーカーである microtubule-associated

protein 2 や neuroˆlament，神経特異的酵素である

neuron-speciˆc enolase，神経成長円錐に発現する

growth-associated protein-43 などの神経マーカー遺

伝子の発現量が顕著に増加していた．この知見は，

温度シフトによって神経分化形質が誘導されたこと

を裏付ける結果である．また，NGF のレセプター

として，高親和性レセプターである trkA と低親和

性レセプターである p75 が知られている24)が，39

°C の神経分化時に両レセプターの発現量が著しく

増加した．Figure 8 において，GDNF/CNTF によ

って神経細胞様に分化した細胞が NGF に応答する

ようになることを示したが，その理由として，

trkA と p75 の発現上昇によるシグナル伝達の増強

が考えられた．

5. tsAM5D の基礎的研究への応用

現在，神経特異的な分化メカニズムを解明するた

めに，神経分化を制御する因子を同定することが国

内外で精力的に行われている．そこで，GDNF/

CNTF 存在下にて，tsAM5D 細胞は 33°C で増殖し，

39°C では神経細胞様に分化する特性を有している

ので，温度シフトに伴って発現量の変化する分子を

diŠerential display 法，RNA subtraction 法，プロ

テオーム解析などで網羅的に解析することで，突起

形成を制御する分子や細胞周期をスイッチする分子

など神経分化に関与する因子を探索することができ

ると考えられる．現在，この方法を用いて，神経分

化制御因子を遺伝子・蛋白質レベルで解析してい

る．特に，プロテオーム解析については，GDNF/

CNTF 存在下にて 33°C で増殖した細胞と 39°C で神

経細胞様に分化した細胞から cell lysate を調製し，

2 次元泳動を行い，スポットの発現強度を増殖期と

神経分化期で比較し，発現量の変化する蛋白質分子

を MALDI-TOF MS などの質量分析法を駆使して

同定している．同定された蛋白質分子のなかには，

神経分化に関与することが知られている分子がいく

つか認められ，tsAM5D 細胞の特性を利用したプロ

テオーム解析は有用であると思われる．現在，神経

分化との関連性が明らかにされていない分子につい

て機能解析を進めており，神経分化制御因子となり

得る候補分子を新たにいくつか見出している．

39°C において tsAM5D 細胞は神経分化誘導活性

を有する GDNF や CNTF に応答して神経細胞様に

分化することから，この特性を利用して GDNF や

CNTF と類似する生理活性を持つ化合物や新規神

経栄養因子のスクリーニング系を構築することも可

能になると考えられる．現在，天然資源から単離し

た化合物を 39°C にて tsAM5D 細胞に作用させ，神

経分化が誘導されるか否かを調べ，神経分化誘導活

性を有するリード化合物を探索している．

6. おわりに

以上の研究によって，発生工学的な手法を用い

て，副腎髄質細胞に tsSV40T を発現させた不死化

細胞株 tsAM5D の樹立に成功した．さらに，GDNF

/CNTF による tsAM5D 細胞の神経分化誘導を温度

制御することができたことから，tsAM5D 細胞は神

経分化誘導機序を解析するうえで有用なモデル細胞

になると考えられる．そこで，tsAM5D 細胞の細胞

生物学的な特性を利用して，今後，「神経分化を制

御する分子の探索」や「神経分化誘導作用を有する

化合物や生体内因子のスクリーニング」を目的とし

た基礎的研究を実施することができるものと思われ
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