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３．動物細胞を用いた機能性評価 

１）PC-12 細胞を用いた神経突起伸長測定法 
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はじめに 

PC-12 細胞(図１)は，1976 年 Greene らによってラット副腎髄質褐色腫より単離

され株化された細胞である．その生存には神経成長因子(NGF)を必要としないが，

NGF により増殖を停止し神経線維を伸長し，交換神経節ニューロン様性質をもつ

ようになるため，神経分化モデルとして広く使われている．また，NGF による分

化に伴い，アセチルコリンエステラーゼ(AchE)の活性が上昇することが知られて

いるため，AchE 活性を神経分化の指標として用いた． 

AchE は PC-12 細胞の神経分化のマーカーとして知られている．神経筋接合部で

は，神経伝達物質であるアセチルコリンがその受容体に結合することで，神経伝

達物質のゲートであるイオンチャネルが開くが，その後イオンチャネルはすみや

かに閉口し，アセチルコリンは受容体から解離し，AchE によって分解される．こ

のように，AchE はコリン作動性のシナプス伝達において重要な役割を担い，神経

細胞において多く発現している酵素である． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   図１ PC-12 の写真 

 

 

準備するもの 

１．神経細胞分化確認実験 

１）実験器具 
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・ PC-12 細胞；理研 cell bank から購入した細胞株 

・ CO2 インキュベータ (37°C) 

・ クリーンベンチ 

・ 滅菌メスピペット(5ml，10ml)；BD Falcon 社 

・ 顕微鏡；Leica 社 

・ T-25，T-75 細胞培養用フラスコ；BD Falcon 社 

・ ディッシュ；BD Falcon 社 

・ ピペットエイド 

２）試薬 

・ NGF；神経成長因子 

・ 細胞培養用培地(DMEM) 

・ PBS(-) 

２．AchE 活性測定実験 

１）実験器具 

・ PC-12 細胞；理研 cell bank から購入した細胞株 

・ CO2 インキュベータ (37°C) 

・ クリーンベンチ 

・ 滅菌メスピペット(5ml，10ml)；BD Falcon 社 

・ 顕微鏡；Leica 社 

・ T-25，T-75 細胞培養用フラスコ；BD Falcon 社 

・ ピペットエイド 

・ 96well 細胞培養マルチウェルプレート；BD Falcon 社 

・ 8，12 チャンネルマルチピッペトマン 

・ 蛍光測定用プレートリーダー 

２）試薬 

・ NGF；神経成長因子 

・ 細胞培養用培地(DMEM) 

・ PBS(-) 

・ Acetythicholine iodide；5.6mM  

・ Buffer solutionⅠ；0.12M NaCl, 0.2% Triton X-100, 1mM EDTA, 50mM HEPES 

(pH 7.5) 

・ Buffer solutionⅡ；1mM EDTA, 0.2% Triton X-100, 50mM acetate buffer (pH 5.0) 

・ 7-diethylamino-3-(4’-maleimidyl -phenyl)-4-methylcoumarin； 0.4mM in

acetonitrile 
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プロトコール 

１．ラット副腎髄質褐色腫細胞（PC-12）の培養 

培養培地は Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; Sigma Chemical Co. 

Ltd.)に 10%の Horse Serum (Sigma Chemical Co. Ltd.)， 5%の FBS， 1% 

streptomycin (5000I.U./ml)-penicillin(5000g/ml)solution(ICN Biomedicals, Inc.)

を添加したものを用い，37 °C，CO2 濃度 5%のインキュベータ内で培養を行っ

た．増殖状態を観察しながら，培地交換及びフラスコ内 80%コンフルエント

の状態で継代を行った． 

２．神経細胞分化確認実験 

１）細胞を 1×10
5
cells/ml で 10ml ずつディッシュに播く． 

２）37 °C，5%の CO2 で培養する． 

３）次の日に NGF を加える(NGF の最終濃度が 50ng/ml になるように)． 

４）サンプルを添加する． 

５）24~48 時間，37°C，5%の CO2 で培養する． 

６）PC-12 細胞突起が伸びているかを顕微鏡で確認する(図２)． 

７）PC-12 細胞突起の写真を撮る． 

 

 

図２ PC-12 細胞突起の写真 

 

３．AchE 活性測定実験 

１）5×10
3
cells/well の PC-12 細胞を 96well プレートに播く． 

２）24 時間，37°C，5%の CO2 で培養する． 

３）サンプルを加え，48 時間，37°C，5%の CO2 で培養する． 

４）NGF を加える．(NGF の最終濃度が 50ng/ml になるように) 

 ＊サンプルによっては，４）は省略可能． 

５）37°C，5%の CO2 で 24 時間培養する． 

突起 
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６）200μl の PBS で 2 回洗浄する． 

７）5.6mM Acetylthiocholine iodide を 20μl，Buffer sol.Ⅰ (0.12M NaCl, 0.2% Triton 

X-100, 1mM EDTA, 50mM HEPES；pH7.5) を 180μl 加える． 

８）室温で 2 時間放置する． 

９）20μl の細胞 lysate を新しい 96well プレートに移し，Buffer sol.Ⅱ (1mM EDTA, 

0.2% Triton X-100, 50mM acetate buffer；pH5.0)を 160μl,0.4mM の 7-diethylamino 

-3(4’-maleimidyl-phenyl)-4-methylcoumarin (in acetonitrile) を 20μl 加え，1 時

間放置する． 

10）Fluorescence plate reader (Fluoroskan Ascent FL) により，EX:365nm, Em:450nm

の蛍光度を測定した． 

 

計算方法 

測定にて得られた結果は，各 NGF 濃度に対応する NGF 濃度のコントロール値

に対する相対活性値として算出した(図３)． 

         

相対活性値＝ 
（試料と各濃度の NGF を添加した細胞の蛍光度） 

（各濃度の NGF を添加した細胞の蛍光度） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３ NGF 処理後の AchE の活性度測定結果 

 

 

 

 
 

 

 
 Cont. with NGF Cont. no NGF 
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