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論文内容の要旨

(目的)

細胞内情報伝達系は，細胞増殖や細胞機能発現のメカニズム解明の鍵として注目を集めているO 細胞内カルシウム

( [Ca2+J J は， pheny lephrine 等のホルモンの細胞内メッセンジャーとして知られているが，近年 EGF 等の増殖因子

が PLC-y の tyrosine リン酸化により [Ca2+J j の上昇を起こす可能性が示され，増殖シグナルにおける伝達系間の

クロストークが注目されつつある。そこでデジタル蛍光顕微鏡を用い初代培養肝細胞における EGF および

comitogen として知られる phenylephrine による [Ca2 +Jj の反応，相互作用について単一細胞レベ、ルで検討した。

(方法)

①初代培養肝細胞の調整

SD 系雄性ラット肝臓を経門脈的に， Ca2 +free , 0.5mM EGTA を含む Hanks-HEPES buffer (pH7.4)にて前濯流

し，次に 5mM  Ca2 +, 0.5 % albumin , 0.05 % collagenase , 0.005 % trypsin inhibitor を含む Hanks-HEPESbuffer 

(pH7.5) にで瀧流して遊離肝細胞を得た。 5 % fetal bovine serum , 1μM insulin , 1μM dexamethasone を含

む Williams E 培養液にて肝細胞浮遊液とし， collagen にて coating したカバーグラス上に 1 xl05 cells/0.2 ml / cnf 

の細胞密度でまき 3TC. 5 % C02 の条件で培養した。

②細胞内カルシウムの測定

培養後 2--8 時間で fura- 2 を負荷したのち (3.3 --5μM fura-2/AM を含む Hanks-HEPES buffer にて

370C 60 分間 incubation) 新しい Hanks-HEPES buffer Iこ交換し，カルシウム測定に供した。 [Ca2 +Jj は，デジタル

蛍光顕微鏡システムを用い， 340nm , 380nm 二波長励起による， 510nm 蛍光比より単一細胞レベルで測定した。すな

わち， fura -2 を取り込んだ培養肝細胞の付着した chamber を顕微鏡上に設置し，経時的に上記 2 波長にて交互に励

起し， 5 --20 分間にわたって，視野内の数十個の細胞の出す 510nm の蛍光像をSIT- カメラにて取り込み，分解能 8

bit にてコンピュータのメモリーに取り込ませた。測定終了後，画像間演算により， 510nm 蛍光比画像を算出させ，

各細胞ごとに関心領域を設定し単一細胞ごとの agonist 刺激による [Ca2 +J j の経時的変動を検討した。蛍光比から

[Ca2 +J j への変換は， Grynkiewicz らの方法により作成した calibration curve を用いて行った。

(成績)

1.単一細胞と細胞集団での観測される細胞内カルシウム反応の差異

nu 



pheny lephrine 刺激により，単一細胞レベルでは視野内のほとんどの細胞で周期的に繰り返すピークからなる

oscilla tion が検出されたが，これら同一視野内の細胞の蛍光データを使って，シミュレーションにより，細胞集団と

してのカルシウムの反応を計算すると，僅かに biphasic な反応しか得られなかった。

ll. 増殖因子 (EGF ， phenylephrine) による細胞内カルシウム動態

①細胞内カルシウム oscillation

EGF 刺激による [Ca2+ J i は，従来より細胞集団にて報告されている持続性の上昇と異なり，周期的に繰り返すピー

クからなる oscillation を示した。 EGFO.1nM 刺激で，視野内の 79%の細胞が反応し，そのうち 78 %が oscillation

を示したが，その周波数は同一刺激，同一視野内であるにもかかわらず細胞間でかなりの差が認められた。

( oscilla tion 周波数の刺激濃度依存性

EGF に対する反応性に 細胞間でかなりの差が認められたため，刺激濃度による反応性の変化を調べるため，潅流

下に同一細胞を順次異なる濃度の EGF で刺激して反応を比較した。刺激濃度の増加により oscillation の周波数が増

加したが，各ピークの振幅には明らかな増加は認められなかった。

③EGF と phenylephrine での oscillation パターン

oscilla tion のパターンは tyrosine kinase 系を介するとされている EGF 刺激と， phosphatidylinositol 系を介する

とされている phenylephrine 刺激とではかなり異なり， pheny lephrine に比して， EGF では刺激から oscillation 開始

までの latency が著明に長く，各ピークの duration が長く，より低い周波数の oscillation を示した。飽和刺激濃度

とその 1/10 濃度でoscillation のパターンを比較したところ， latency , duration , frequency いずれの parameter

においても両 agonist 間で有意差を認めた。

④EGF による [Ca2 +J i oscillation の phenylephrine 追加刺激による影響

comitogen とされている phenylephrine による， EGF の情報伝達系への影響を調べるため，同一肝細胞をまず

EGF で刺激し，引き続いて phenylephrine で刺激したところ， EGF により引き起こされた oscillation の周波数が増

加し fこ O

(総括)

① [Ca2つ l 反応の測定には単一細胞レベルでの検討が重要と考えられた。

②EGF 刺激により，従来からの報告と異なり [Ca2+J i の oscillation が認められた。

③EGF においても周波数依存性の情報伝達が行われている可能性が示唆された。

④EGF と phenylephrine では oscillation のパターンに差が認められ，伝達系の差が反映されていると考えられた。

( pheny lephrine の comitogenic な作用が EGF の細胞内情報伝達系の修飾により行われている可能性が示唆さた。

論文審査の結果の要旨

近年，細胞内カルシウムが， EGF 等の増殖因子の細胞内セカンドメッセンジャーとして働いている可能性が示唆さ

れているが，増殖因子による細胞内カルシウム動態に関しては単一細胞レベルでの検討がほとんどなく，その詳細は

まだほとんど判明していない。本論文は， fura - 2 を付加した初代培養肝細胞を用い，デジタル蛍光顕微鏡により，

肝細胞における増殖因子である EGF と， comitogen として知られる phenylephrine による肝細胞内カルシウム動態

を検討し， EGF による肝細胞内 oscillation，その刺激濃度依存性，および両アゴニスト聞の相互作用を初めて明かに

したものであり，その意義は大きく，学位論文に値すると考えられる。
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