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論文内容の要旨

肝細胞増殖因子は仇 vwo における強力な増殖能をはじめとした多彩な生理活性を有するが肝再生過程における

生物活性の発現機序については未だ不明な点が多い。一方，その受容体である肝細胞増殖因子受容体は c-met 遺伝

子産物であるチロシンキナーゼ受容体ファミリーの一つであることが知られているO 今回，肝再生過程における肝細

胞増殖因子による細胞内情報伝達を明らかにするため，四塩化炭素投与によるラット肝再生モデルを用いて，肝細胞

増殖因子受容体の発現動態及びそれにより活性化される細胞内情報伝達機構について解析した。

【対象と方法】

動物モデルとして SD 雄性ラット (220-250 g) に，四塩化炭素，オリープオイル当量混合液を体重100 9 あたり 0.5

ml経口投与した四塩化炭素投与群 (42匹)と，同量のオリーブオイルのみを投与したコントロール群 (28匹)とを作

製した。投与後 0-72時間で経時的に両群より肝を摘出した後， RNA，組織ホモジネート，組織切片を調製したo

met mRNA の発現動態を， RT-PCR により部分クローニングした cDNA をプロープとして Northern blot analysis 

および In situ hybridization にて検討した。さらに蛋白質発現動態を検討するために，抗マウス MET ポリクローナ

ル抗体，あるいは上述のラット met cDNA 部分塩基配列より予想されるアミノ酸配列を基にした合成ペプチドを免

疫して得られた抗ラット MET 家兎抗体を用いて， Western blot analysis ならびに免疫組織染色を行った。また抗

proliferating cell nuclear antigen (PCNA) 抗体を用いて各肝細胞における DNA 合成期を検討し細胞周期 S 期に

存在する肝細胞を同定した。受容体以後の情報伝達機構については，抗フォスフォチロシン抗体を用いて MET 蛋白

の自己燐酸化を検討し さらに受容体のリン酸化チロシンに結合する SH2 ドメインを有する細胞内情報伝達物質で

ある PLC r , Ptdlns 3 -kinase , GRB 2 , rasGAP との結合を解析するために，抗 MET 抗体との免疫沈降物を SDS­

PAGE で分離した後，それぞれの抗体を用いて Western blot analysis を行った。

【結果】

抗 PCNA 抗体による検討から，四塩化炭素投与後肝再生モデルでは投与後24から 48時間後に DNA 合成のピーク

があることが示されたo met mRNA の発現は四塩化炭素投与後24時間に正常肝(投与前)に比べ約 3 倍のピークを

もって増強しており MET 蛋白の発現もほぼ同様の時間的経過をもって約 2 倍のピークを示した。またこれらの発

現冗進が認められる時相で，四塩化炭素投与により生ずる障害領域(中心静脈域)の周囲の肝細胞に， met mRNA , 
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MET 蛋白の発現を認めたが，これら陽性細胞の分布は PCNA 陽性細胞の分布と部位的に一致していた。コントロー

ル群には核酸，蛋白質ともに c-met の発現増強は認められなかった。一方， MET 蛋白の自己燐酸化は肝再生過程の

DNA 合成に先行して四塩化炭素投与後12時間に正常肝に比し約30倍のピークをもって増強していた。更に SH 2 領

域を持つ細胞内情報伝達物質である PLC r , Ptdlns 3 -kinase , GRB 2 , rasGAP と MET 蛋白との結合は， MET 蛋

白の燐酸化の程度に応じて約 3-9 倍と増強していた。それぞれの情報伝達物質と MET 蛋白との結合は時間的な連

続性を有しており HGF により活性化される情報伝達経路が肝再生過程の時相によって異なることが示唆された。

【総括】

以上より四塩化炭素投与ラット肝再生過程において， HGF 受容体/MET 蛋白は肝小葉内偏街性をもって発現して

おり，自己燐酸化を介して種々の細胞内情報伝達物質と時間的規則性をもって結合することで， HGF 刺激を効率よ

く核へと伝達し肝細胞増殖に貢献していることが明らかになった。

論文審査の結果の要旨

肝細胞増殖因子 (HGF) は仇 uwo において強力な増殖能をはじめとした多彩な生物活性を有しているが，肝再生

過程における生物、活性の発現機序については未だ不明な点が多い。一方肝細胞増殖因子受容体は c-met 遺伝子産

物で，チロシンキナーゼ受容体ファミリーの一つであることが知られているo

本論文では，四塩化炭素障害ラット肝再生過程において，肝細胞増殖因子受容体が肝小葉内で偏街性をもって発現

しており，自己リン酸化を介して種々の細胞内情報伝達物質と時間的規則性をもって結合することで， HGF 刺激を

効率よく伝達し肝細胞増殖に貢献している事を明らかにした。

今後，肝硬変，肝不全治療に対する HGF の臨床応用を考慮するうえで本知見は受容体活性化という観点からの

基礎的な論拠を提供するものと期待される。よって本論文は学位に値すると思われる。
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