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論文内容の要旨

骨芽細胞より多量の transforming growth f actor-βCTGF-β) が分泌および生成されていることが知られてお

り，骨代謝において TGF-βが重要な働きをしていることが推測される. しかしながら，骨芽細胞の増殖，分化にお

ける TGF-β の作用は細胞の種類，報告者によりまちまちで必ずしも統ーした見解はない.また近年，骨芽細胞での

TGF-β 受容体の存在が明らかにされたが，その変化における役割については未だ明かでない.わたしは，マウスの

骨芽細胞株である MC3T3-E1 細胞を用いてその増殖におけるTGF-β および TGF-β 受容体の役割さらには EGF の

影響について検討した.

【方法】

① ミンクの肺上皮細胞株 MV1-Lu 細胞をもちいて， 3H-thymidine の取り込みを測定することにより， MC3T3-E1 

細胞の培養上清中の TGF-β 活性を測定した。 MC3T3-E1 細胞は10%胎児牛血清を含む α-MEM 培地下で継代培

養し， 48時間無血清培地下での培養上清を酸処理し測定した。

② MC3T3-E1 細胞より CsC1 法にて total RNA を抽出し，マウス TGF-βcDNA をプローブとして， Northern 

analysis をおこない， TGF-βmRNA の発現を検討した。

③ 10%胎児牛血清を含む α-MEM 培地下で， TGF-β および EGF を 12-48時間投与した後に， MC3T3-E1 細胞の

3H-thymidine 取り込み能を測定した。

④ MC3T3-E1 細胞を10%胎児牛血清を含む α-MEM 培地下で3日間培養し，ほぼ confluent になった後培養上清を

洗浄後， 125I_TGF_β と 15 0Cで3時間 incubation し， TGF-β の特異的結合能を検討した。また， EGF の添加による

その変化を検討した。

⑤ 125I_TGF_β を用いて cross-linking study をおこない， TGF-β 受容体を検討した。

⑥ 10%胎児牛血清存在下で TGF-βC1ng/ml) あるいは EGF (lOnM) で 18時間前培養の後，培養上清洗浄後再

度 TGF-βC1ng/ml) で24時間 incubation し 3H-thymidine の取り込みを測定した。
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【成績】

① MC3T3-El 細胞培養上清により MVI-Lu 細胞への 3H廿lymidine の取り込みが抑制され， TGF-β 活性が認めら

れた (2040 :::1::157pg/ml/ xl06cells/ 48hr)。培養上清の酸処理によりさらに強い取り込み抑制を認めた。その抑

制は TGF-β の中和抗体により解除された。

② N orthern blot 解析で2.5Kb の単一の band を認め， MC3T3-El 細胞より多量の TGF-βmRNA の発現を認めたの

③ TGF-β (1ng/ml) あるいは EGF (lOnM) を24-48時間添加することにより， MC3T3-E1 細胞の 3H-thymidine 

の取り込みを増加させ，細胞増殖を促進した。

④ Kd 196 pM , 2.8x104 sites/ cell の高親和性の TGF-β受容体が検出され， EGF の添加によりその受容体数が減少

した。その受容体数の減少はlOnM EGF の添加20時間で plateau に達し約60%まで減少した。また EGF の濃度依

存的に受容体数が減少することを確認した。

( cross-linking study により 280 ， 95 ，65KDa の3種の TGF-βreceptor 複合体を確認した。

⑥ 10nM EGF で18時間前処置の後， 1 ng/ml TGF-β を24時間添加することにより， TGF-β 単独添加に比し，

MC3T3-E1 細胞への 3H廿lymidine の取り込みが約1/2倍に抑制された。

【総括】

骨芽細胞株 MC3T3-El 細胞は多量の TGF-βを産生，分泌し TGF-β受容体を保有している。この細胞において i、

TGF-β は細胞増殖に対して促進的に働いており， EGF は TGF-β 受容体数を減少させ， TGF-β の細胞増殖促進作!日

を抑制した。したがって， MC3T3-El 細胞においては一部には TGFβ 受容体の調節による細胞増殖制御機構が存在

する可能性が示唆された。

論文審査の結果の要旨

本論文は，マウスの骨芽細胞株である MC3T3-El 細胞を用いてその増殖における TGF-β および TGF-β 受容体の

役割さらには EGF の影響について検討した。その結果， MC3T3-El 細胞において TGF-β は細胞増殖に対して促進

的に働いており， EGF は TGF-ß受容体数を減少させ， TGF-β の細胞増殖促進作用を抑制した。 MC3T3-El 細胞に

おいては一部には TGF-β受容体の調節による細胞増殖制御機構が存在する可能性が示唆され，この論文は博士(医

学)の学位を授与するに値するものと考える。
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