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研究ノート

グアニル酸によるPC―１２細胞への効果
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Effect of guanylic acid on PC-１２cells
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【要 旨】
先行研究により乾しいたけエキスを PC―１２細胞に暴露したところ神経突起伸長および

細胞増殖に影響を与えている可能性があることが分かった。本研究では乾しいたけのうま
味成分であるグアニル酸に着目し、グアニル酸を PC―１２細胞に暴露して神経突起伸長お
よび細胞増殖を調べた。結果として細胞体から伸びる神経突起の伸長数にわずかな変化が
認められた。また、グアニル酸は濃度依存的に細胞増殖を抑制していることも分かった。
別の主要うま味成分であるグルタミン酸についても同様に実施したが調整した濃度の範囲
内での変化は認められなかった。
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１．はじめに

神経疾患である本態性振戦（原因不明のふる
え）をきたした患者の血漿アミノ酸濃度を測定
したところ興奮性アミノ酸であり、うま味成分
であるグルタミン酸の濃度が高い値を示すこと
が分かった１）－２）。うま味成分に関連のある乾し
いたけエキスを神経分化の研究に用いられる
ラットの副腎髄質褐色細胞腫由来の PC―１２細
胞に暴露すると神経突起伸長に影響がある可能

性も示唆された３）。また、乾しいたけのうま味成
分として様々な研究４）－９）から、グアニル酸がよ
く知られている。これらのことから、乾しいた
けエキスに関与するうま味成分のグアニル酸や
グルタミン酸の機能性を神経学的な見地から
PC―１２細胞への影響を調べ、明らかにすること
が本研究の目的である。グアニル酸およびグル
タミン酸が PC―１２細胞の神経突起伸長に及ぼ
す効果について報告する。
本研究では PC―１２細胞の細胞増殖抑制効果、

神経突起伸長の変化を確認した。PC―１２細胞を
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使用したアミノ酸暴露による報告１０）－１１）は以前よ
りされており、今回はうま味成分に絞り、なか
でもグアニル酸、グルタミン酸に着目して実施
した。神経突起伸長への影響が期待できれば神
経疾患の作用機序にうま味成分が関与している
ことも示唆される。

２．試料・試薬

〇うま味成分
・グアニル酸（グアノシン５’－一リン酸二ナ
トリウム） 東京化成工業株式会社

・グアニル酸 n水和物（グアノシン５’－一リ
ン酸二ナトリウム n水和物） 東京化成工
業株式会社

・グルタミン酸（L―グルタミン酸） 富士フ
イルム和光純薬株式会社

○細胞培養用試薬
※以前報告した文献３）に準じた。
・PC―１２細胞（ラット副腎髄質褐色細胞腫由来）
理研Cell bank より購入
３７℃のCO２インキュベーター E―２２（AS ONE）
を使用し株化された細胞を継代培養した。

・細胞培養用培地の組成
MEM（Minimum Essential Medium）
Earle’s Salts，L―Glutamine 含有（Gibco）
５００ml
Fetal Bovine Serum（Corning）５６．８ml
Penicilline Streptomycin（Gibco）５．６８ml
MEM Non-Essential Amino Acid（Gibco）
５．６８ml

○生細胞・死細胞測定用試薬
・Cell Counting Kit―８（同仁化学研究所）
・Cytotoxicity LDH Assay Kit WST
（同仁化学研究所）

○細胞実験測定用器具
・位相差顕微鏡 Primovert（Zeiss）
・iMark マイクロプレートリーダー（Bio Rad）

・－８０℃超低温フリーザー KANOU LAB－８０℃
（株式会社 カノウ冷機）

○神経突起伸長測定用関連試薬
・神経成長因子（nerve growth factor：NGF）
神経成長因子―β（NGF―β / β―NGF，ヒト組
換え体）（富士フイルム和光純薬株式会社）

３．方法

１×１０５cells/ml になるように調整した PC―
１２細胞を９６well のマルチウェルプレートで１２
時間血清培地で培養した。培養後、培地を無血
清培地に交換し、うま味成分のグアニル酸、グ
アニル酸ｎ水和物は１００μM，１mM，１０mMに、
グルタミン酸は１０ μM，１００ μM，１mMになる
ように、濃度を調整して暴露させ、細胞増殖抑
制効果を検討した。暴露時間は２４時間、４８時
間、７２時間、９６時間と変更して同一のサンプル
を３つのウェルで実施した。時間経過後に、マ
イクロプレートリーダーによる吸光度の測定を
生細胞は４５０nmと６３０nmの２波長、死細胞は
４９０nmと６３０nmの２波長で行った。生細胞の
評価にはCell Counting Kit―８を使用し、死細胞
の評価にはCytotoxicity LDH Assay Kit WST
を使用した。また、並行して、継代培養した
PC―１２細胞に１０ng/ml に濃度調整した神経成
長因子を暴露して、暴露後の神経突起伸長の変
化を調べた。方法としては、PC―１２細胞を血清
培地で約１２時間培養後、無血清培地に交換しグ
アニル酸とグアニル酸 n水和物は１０mM、グ
ルタミン酸は１mMになるように濃度を調整
し暴露した。併せて神経成長因子１０ng/ml を
２ μl 加えて、さらに２４時間培養して、神経突
起伸長を測定した。神経突起伸長の測定方法は
Wang S ら１２）、Kamata Y ら１３）の方法に準じた。
細胞体の最小長径より長い神経突起をもつ細胞
２０個を選択し、長さを測定して分化に神経突起
が影響しているかを調べた。
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４．結果

うま味成分ごとにグアニル酸暴露の生細胞
（図１）、グアニル酸暴露の死細胞（図２）、グ
アニル酸 n水和物暴露の生細胞（図３）、グア
ニル酸n水和物暴露の死細胞（図４）、グルタミ
ン酸暴露の生細胞（図５）、グルタミン酸暴露の死
細胞（図６）の経時的変化をまとめた。生細胞

は波長４５０nmの吸光度の値が高いほど生きて
いる細胞が多く存在していることを示し、死細
胞は波長４９０nmの吸光度の値が高いほど死ん
でいる細胞が多いことを示している。結果とし
てグアニル酸、グアニル酸 n水和物ともに高
濃度になると、濃度依存的に PC―１２細胞の生
細胞は減少し、死細胞は増加することが分かっ
た。また、グルタミン酸は生細胞、死細胞の濃
度依存的な変化は１０μMから１mMの範囲で

図１：グアニル酸暴露の生細胞の経時的変化 図２：グアニル酸暴露の死細胞の経時的変化

図３：グアニル酸 n水和物暴露の生細胞の経時的変化 図４：グアニル酸 n水和物暴露の死細胞の経時的変化

図５：グルタミン酸暴露の生細胞の経時的変化 図６：グルタミン酸暴露の死細胞の経時的変化
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は認められなかった。
並行して、うま味成分（グアニル酸、グルタ

ミン酸）を暴露した PC―１２細胞に神経成長因
子（NGF）を暴露し神経突起伸長の比較も行っ
た。２０個の細胞の形態（n＝２０）を位相差顕微
鏡で確認した。図７のように神経突起伸長数
（細胞体からの本数）、神経突起最大長（μm）、
神経突起最短長（μm）、細胞体最大直径（μm）、
細胞体最小直径（μm）を比較した。結果を計
測値とともに蒸留水（コントロール）を１とし
た割合を表１に示した。結果としてグアニル酸
は神経突起伸長数が蒸留水の約１．５倍となり
PC―１２細胞に影響を与えていることが示唆され
た。また、グルタミン酸は、神経突起最大長、
神経突起最短長がグアニル酸よりも約１．５～１．６
倍長い傾向が見られた。比較のために表１に乾
しいたけで実施した先行研究の結果３）を示し

た。神経突起伸長数は乾しいたけの冬菇の１．４３
倍、香信の１．５１倍と比較すると、グアニル酸で
は１．５０倍で同程度であった。

５．考察

うま味成分が PC―１２細胞の細胞増殖に影響
を与えることが示唆され、グアニル酸では濃度
依存的に変化することが分かった。グルタミン
酸については濃度依存的な細胞増殖の変化は認
められなかった。このことから１０μM，１００μM，
１mMの濃度では、グルタミン酸よりもグアニル
酸がPC―１２細胞の細胞増殖に影響を与えている
ことが分かった。Miura S ら１）の結果では、本
態性振戦患者２名の血漿のグルタミン酸濃度が
Case１は８７．６nmol/ml、Case２は６５．１nmol/ml
と基準値（１２．６nmol/ml～６２．５nmol/ml）より
高く、Miura Sら２）の別の報告でも本態性振戦の
患者７名の平均値が６３．８４nmol/ml と基準値よ
り高い結果が得られている。本研究のグルタミ
ン酸濃度と比較すると、１０μMから１００μMの
範囲内に該当するが、細胞増殖の変化は確認で
きなかった。しかし、グルタミン酸１mMで
暴露している神経突起伸長の計測では、神経突
起の最大長、最短長がグアニル酸やコントロー
ルよりもわずかに長い可能性が示唆された。ま
た、グアニル酸は蒸留水（コントロール）と比
較して神経突起伸長数が１．５倍多いことからも
神経突起に影響している可能性もあることが分

神経突起伸長数
（本）

神経突起最大長
（㎛）

神経突起最短長
（㎛）

細胞体最大直径
（㎛）

細胞体最小直径
（㎛）

グアニル酸 ３．６０ （１．５０） ５．２３ （０．８４） ２．３２ （０．７１） ４．６０ （０．８３） ２．３３ （０．７３）

グアニル酸 n水和物 ３．４０ （１．４２） ６．２６ （１．００） ２．５６ （０．７９） ４．２５ （０．７６） ３．４６ （１．０８）

グルタミン酸 ２．７０ （１．１３） ８．５８ （１．３７） ３．４６ （１．０５） ４．８５ （０．８７） ３．０８ （０．９６）

蒸留水（コントロール） ２．４０ （１．００） ６．２６ （１．００） ３．２５ （１．００） ５．５８ （１．００） ３．２０ （１．００）

冬菇＊ ３．８０ （１．４３） ６．２０ （０．９３） ２．０４ （１．１５） ５．６０ （１．０９） ３．６５ （１．２３）

香信＊ ４．００ （１．５１） ６．２１ （０．９２） １．４８ （０．８３） ５．８３ （１．１５） ４．０４ （１．３６）

血清培地＊ ３．１５ （１．１９） ９．４３ （１．４２） ２．４８ （１．３９） ６．７６ （１．３４） ４．０４ （１．３６）

蒸留水（コントロール）＊ ２．６５ （１．００） ６．６５ （１．００） １．７８ （１．００） ５．０６ （１．００） ２．９４ （１．００）

表１：神経突起伸長の計測比較（n＝２０）

神経突起伸長数は、細胞体からの本数を示している。
表中の（ ）は蒸留水（コントロール）を１とした時の割合を示している。
＊は文献３）からの引用。

図７：PC―１２細胞の神経突起伸長の計測項目
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かった。しかし、神経突起最大長、神経突起最
短長、細胞体最大直径、細胞体最小直径につい
ては、１．５倍以上の明らかな差は認められな
かった。これらのことから、乾しいたけエキス
の神経突起伸長の変化にうま味成分のグアニル
酸、グルタミン酸が影響しているかは明らかに
できなかった。引き続き、神経学的な観点か
ら、うま味成分（グアニル酸、グルタミン酸）
との関連について、PC―１２細胞の神経突起伸長
の研究をもとに、検討していきたい。
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