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論文 の 内容 の 要 旨

論文題 目 肝星細胞 コ ラ ーゲ ン ゲル退縮にお けるリ ゾ フ ォ ス フ ァ チ ジン酸 の 作用

一 低分子量 G 蛋白質 R h o の標的蛋白質 R h o ヰ ナ ーゼ と の 関連 -
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背景

肝臓 の 非実質細胞の ひと つ 肝星細胞は肝類洞脇 の D is s e 腔に存在 し
､ 静止 時には ビ タ ミ ン

A ( レ チ ノ イ ド) の体内で の貯蔵 に ､ 肝障害に際 して は静止 時の形質か ら ｢ 活性化｣ して筋

線椎芽細胞様 に変化 し
､ 増殖お よび細胞外 マ トリ ッ ク ス 産生を増すo また各種 の 細胞骨格

蛋 白や モ ー ター蛋 白を有 し
､ 肝類洞 内の 血 流調節や門脈圧 - の 関与

､
肝 障害治癒過程で の

創傷収縮に 関与す る｡

グ リ セ ロ リ ン 脂 質 の ひ と つ リ ゾ フ ォ ス フ ァ チ ジ ン 酸 ( L y s o p h o s p h atidic a cid :

i - a c yl
- s n - gl y c e r o l - 3 -

p h o s p h at e
,
以下 L P A) は細胞増殖 因子様 の は たらきをも つ リ ン脂質メデ

ィ ェ ー タ ーと して 近年注目されて い る
｡
I n vit r o で は細胞増殖 ･ 収縮 ･ 遊走 ･ 細胞形態形成 ･

ア ポ トー シ ス に関連 した多彩な作用が
､

また臨床 的に は卵巣癌 ､ 多発性骨髄腫 などの 疾患

で の 血清濃度 上昇 ､ 動脈硬化患者の 粥状硬化巣で の 高濃度の検出が報告 され
､

そ の 重要性

が注 目され て い る｡

L P A の 生理活性機序 に関 して は種 々 の G 蛋白質を介す る こ とが知 られて い る ｡ なかで も､

細胞接着 ･ 収縮等 ､
細胞運動 にお い て重要な役割を果たす とともに ､ 細胞外 マ トリ ッ ク ス

の情報 を細胞内 シ グナ ル 伝達系に 中継す る接着斑構成分子 の 制御にも 関与す る低分子量 G

蛋白質 R h . を介 したシ グナ ル伝達系が注目されて い る o 当論文 にお い て は
､

R h o の標 的蛋

白質 の 中で ア ク トミオ シ ン相互 作用や細胞接着斑 の制御 に直接 関与す る標的蛋白質 と し て

知 られ る R 血｡ ヰ ナ ー ゼ に着目､ 肝 星細胞 の 創傷収縮モ デル にお ける L P A の 作用お よび R血o



シ グナ ル 伝達系と の 関連 をみ る目的で
､ 肝星細胞 の コ ラーゲ ン ゲル退絹モ デ ル にお ける L P A

の 作用を R h o - キ ナ ーゼ の役割 と関連させ て 検討 したo

方 法

肝星 細胞 は ､ S D 系雄性 ラ ッ トより ､ 既報に準 じて コ ラゲナ
ー ゼ濯流法お よ びメ トリザ マ

イ ド添加遠 心分離法に よ り単離 ､
1 0 % ウシ胎児血清 (F C S) 添加 ダ ル べ ッ コ 変法イ ー グル

培養液 (D M E M ) 下培養後 ､
トリ プ シ ン ･ コ ラゲナ ーゼ法 に て継代 した ｢ 活性化｣ 星細脂

を用 い て 下記検討 した ｡

L P A 結合実験 : 培養プ レ ー

ト上 に 上記星細胞を播種 ､ [
3

H] L F A の 星細胞と の結合 を調 べ

L P A 結合部位 の 親和性( K d) お よび結合容積( B
m a x) を算出 した

｡

コ ラー ゲン ゲル 退締実験 : 液体 タイ プ Ⅰ コ ラーゲン コ ラ - ゲ ン マ トリ ッ ク ス 液 を 3 7
o

C ･

6 0 分静置で ゲル化 し c oll ag e n l atti c e を作製､ c oll ag e n l atti c e 上 に星細胞を播種
､

1 0 % F C S 添

加 D M E M 下培養 ､ 無 血清 D M E M に交換後 6 時間目に L P A を添加 ､ そ の 直後 に c oll ag e n l aぬc e

の 辺 縁 を剥離 し経時 的に c oll ag e n l atti c e の 面積 を計測 した o なお R L o - キ ナ ー ゼ 阻害剤

v 2 7 6 3 2 添加群で は無血清 D M E M に交換後 5 時間 目に V 2 7 6 3 2 を添加 した｡

肝 星細胞 の 形態 ､
ス ト レ ス 線椎形成 : 培養用 ch a m b e r slid e 上 に星細胞 を播種 ､

1 0 % F C S

添加 D M E M 下培養 し
､ 無血 清 D M E M に交換後 6 時間目に実験に供 した

｡
Y ･2 7 6 3 2 添加群

で は無血清 D M E M に交換後 5 時間目に添加 したo L P A 添加後 ､
3 7

o

C ･ 3 0 分静置後 固定処理 ､

T R I T C - c . nj u g at ed p h all oidi n にて F - a ctin 染色 を行 い蛍光顕微鏡にて rh od a mi n e 蛍光下で観察

した ｡

ミオ シ ン 軽鎖 リ ン 酸化: 培養 用 n o n - c o at e d di sh 上 に 星細胞を播種 ､
1 0 % F C S 添加 D M E M

下培養し
､

無血清 D M E M に交換後 6 時間目に実験に供 した
｡

V 2 7 6 3 2 添加群で は無血晴

D M E M に交換後 5 時間目 に添加 した
｡

L P A 添加後 5 分後に細胞 を回収 ､
リ ン酸化 ミオ シ ン

軽鎖抗体を用 いたウ エ ス タ ン プ ロ ッ トに て検討 した ｡

フ ィ ブ ロ ネクチ ン コ ー ト ラテ ッ ク ス ビ ーズ に対する細胞側接着斑 関与物質の検出‥ 既報

に従 い フ ィ ブ ロ ネ クチ ン に よる ラテ ッ ク ス ビー ズ の コ ーテ ィ ン グ後 ､ 同ビ ー ズ を L P A お よ

び Y _ 2 7 63 2 と共に c h a m b e r slid e 下培養星細胞上 に添加混和 ､
3 0 分間静置 した 後細胞を固定

した ｡ 続 い て細胞染色 を an ti - fo c al a d h e si o n ki n a s e ( a n ti - F A K ) ,
a n ti - R h o A 各抗体 を 1 次抗体 に ､

2 次抗体 は各蛍光抗体 を用 い
､ 蛍光顕微鏡に て観 察した o 接着斑形成に関わ る F A K お よ び

R h ｡ A に つ い て細 胞に接着 した ど - ズ を取り巻く様 に蛍光免疫 染色 上検出され る星細胞 の



割合 を調 べ た ｡

細胞 ･ 細胞外基 質接着動態 の 検出 : 細胞 の細 胞外基質と の 接着面積 を電気抵抗で表示す

る E l e ct ri c c ell - s u b str at e i m p e d a n c e s e n si n g s y s t e m ( E C I S) 装置 を用 い た ｡ 上記星細胞 を装置内

c ult ur e dis h に播種 ､
1 0 % F C S 添加 D M E M 下培養 し

､ さらに無血清 D M E M に て培養 した｡

v 2 7 6 3 2 添加群で は V 2 7 6 3 2 を添加
､

こ の 時点から EC IS 電気抵抗測定を開始 した｡ 4 0 分経

過時点で L P A 添加群で L P A を添加 し引き続き E C IS 測定を続けたo E C IS 電気抵抗 の 時間経

過 は V 2 7 6 3 2 添加時点 を基準 と して
､

そ の 時点で の 電気抵抗と の 比(n o r m ali z e d r e sis t a n c e) と

し て 検 出した｡

結果

L P A 結合実験 : 肝星細胞にお い て[
3
H ] L P A の飽和結合をみ とめた o S c at c h ar d 解析を行 っ

た結果 ､
同星細胞上 には 少なくとも 1 つ の結合部位が あり ､ そ の親和悼( 臥) は 7 ,S x 1 0-

7
M

､

結合容積(B m a x) は 5 .2 ×1 0
7

sit es/ c e11 ､
5 0 % 飽和濃度は 2 0 0 n M で あ っ た ｡

肝星 細胞 コ ラー ゲン ゲル 退確実験 : L P A 添加群は
､
無添加対照群に比 して 1 atti c e 剥離後 6

時間ま で濃度依存 的に I at ti c e 面積が減少 した
｡

Y 1 2 7 6 3 2 前添加群で は濃度依存 的に 1 a血c e 面

積 の減少が抑制された o Y 1 2 7 6 3 2 前添加後 L P A I O1
5
M 添加群で は L P A I O~

5
M 単独添加群 に比

し
､

Y - 2 7 6 3 2 濃度依存性 に 1 atti c e 面積 の 減少 は抑制されたo

肝 星細胞 の 形態 ､
ス ト レ ス 線椎形成 : L P A I O1

5
M 添加群で は無添加対照群に比 して 細胞体

が 方形 で
､

細胞体中心部 の ス ト レ ス 線椎形成 の めだ っ 細胞 が多か っ た
0

Y - 2 7 6 3 2 1 0ー
5

M 前添

加群で は細胞体が 球形化 し､ 細胞体中心部 の ス ト レ ス麻縄形成が失われた細胞が多か っ た,

y _ 2 7 6 3 2 1 0-
5
M 前添加後 L P A I O1

5
M 添加 群で は L P A 1 0-

5
M 単独添加群に比 し

,
細胞体中心部

の ス ト レ ス 線椎形 成がみ とめ られ る細胞 の 割合が減少 して い た｡

リ ン酸化 ミ オ シ ン軽鎖蛋 白発現 : L P A 1 0-
5
M 添加群で は無添加対照群に比 して ミオ シ ン 軽

鎖蛋白リ ン酸化が克進 したo また Y - 2 7 6 3 2 1 0-
5
M 前添加後 L P A 1 0-

5
M 添加群で は L P A I O~

5
M

単独 添加群に比 し同リ ン酸化 が減弱 して い たo

フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン コ ー ト
･

ラテ ッ ク ス ビ ー ズ に対 す る細胞側 接着斑 関与物質 の 検 出:

L P A I O-
5
M 添加群で は無添加対照群 に比 して

､
F A K ある い は R h o A が ど - ズ を取り巻く細胞

の割合が 多か っ た o また Y - 2 7 6 3 2 1 0-
5
M 前添加後 L P A 1 0-

5
M 添加群では L P A 1 0-

5
M 単独添加

群 に比 し F A K ある い は R h o A が ビ
ー ズ を取 り巻く細胞 の 割合は減少 し て い た ｡

細胞 ･ 細胞外基質接着動態 の 検出 ‥ V 2 7 6 3 2 1 0~
5
M 添加後 ､

電気抵抗比 は漸次低下 した
o



一 方 L P A 1 0-
5
M 添加群で は コ ン ト ロ

ー

ル に比 し電気抵抗比 は漸次増加 した o また Y - 2 7 6 3 2

1 0-
5

M 添加後電気抵抗比 が低下 した星細胞に お い て 4 0 分後 L P A I O~
5
M 添加 した と こ ろ

､
電

気抵抗比 は一 転増加 に向 っ た ｡

結論

L P A の 肝星細胞に お ける作用 に関 し下記検討 した
｡

L P A 結合実験 の 結果 ､ 肝 星細胞 は少

なく とも 1 つ の L P A の結合部位 を有した
｡ 創傷収縮 モ デル とされ る コ ラー ゲン ゲル 退縮モ

デル にお い て ､
L P A 添加 に より肝星細胞 によ る同退縮の 作用 が克進 した o また L P A I OJ

5
M 添

加 に より細胞体の ア クチ ン ス ト レ ス 線椎 の 増加 ､
ア ク トミ オ シ ン相 互作用 の 要となる ミオ

シ ン 軽鎖リ ン酸化 の克進
､

E CI S に よる肝 星細胞 の 細胞外基質 - の接着の 増加 をみ と めた｡

上記作用 は いずれも R h o - キ ナ ー ゼ 阻害剤 y 12 7 6 3 2 1 01
5
M 共添加 に より抑制され ､

L P A の 上記

作用 に R L o ヰ ナ ーゼ系 シ グナ ル が 関連 して い る こ とが推定 され た
o




