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第1章　緒　論

動物の生体は,初期発生段階から種々の液性因子の作用を受け,細胞の分化・

増殖の調節を行っている.発生段階におけるこれらの液性因子の作用は,極め

てドラスティックであるが,生体は成熟してからも恒常性維持のために種々の

液性因子を産生し続ける.このように,生体の分化・増殖およびその恒常性の

維持に必要な,細胞間情報伝達を担う一群の液性因子を総称してサイトカイン

(cytokine)と呼ぶ.サイトカインは種々の動物が産生する約10-50キロダルト

ン(kDa)のタンパク質あるいは糖タンパク質性の因子で,オートクライン,

パラクラインもしくはエンドクライン的に細胞に作用する(Fig. 1).サイトカ

インはこれまでに50種類以上が報告されており,その産生細胞,作用細胞,

生理活性作用などからいくつかのグループに分類されている.その中でリンパ

球が産生し,主に免疫系の調節因子として機能しているリンフォカイン

(lymphokine)は,発見者がそれぞれ萄臼に命名していたが, 1979年の回際リ

ンフォカインワークショップで整理統合され,インターロイキン(interleukine,

IL)を頭にして番号を付けるようになった.現在IL-1からIL-25までが知ら

れている.また, ILと同様,リンパ球,単球および線維芽細胞などが産生する

抗ウイルス因子として発見されたインターフェロン(interferon㍉FN)は,抗

腫蕩活性や免疫系の活性化に作用することが明らかとなり,現在までにIFN-α

[1], -β [2], -γ [3】 -a> [4]の4種類が知られている.次にコロニー刺激因子

(colony stimulating factor, CSF)に代表される造血因子は,造血幹細胞が種々の

血液細胞へ分化する際に作用するサイトカインであり, ILや後述する増殖因子

の中にも同様の作用を有するものがある. IFN　とは異なる抗鹿蕩活性をもつ細

胞障害因子として,鹿蕩壊死因子(tumornecrosisfactor, TNF)が知られており,

TNF-α [5]および-β [6]が明らかにされている.これら以外にも細胞の走化性

を誘起するサイトカインとして,ケモカイン(chemokine)が知られている.ケ

モカインはC-X-CとcICの2つのサブファミリーに分類される. IL-8 [7]やIL-

18 [8]は, ILに分類されているが,生物活性から分類すると,ケモカインのグ

)i/-プに分類される.増殖因子(growth factor)は最も古くから解析されたサイ

トカインであり,種々の細胞の増殖を促進する因子として命名されている.増

殖因子の生理活性は多岐にわたっており,増殖抑制,細胞の走化性,分化調節,

炎症反応や免疫調節などにも関与しており,広義のサイトカインとして分類さ



(A) Autocrine signaling

(B) Paracrine signaling

・------^

(C) Endocrime signaling

Fig. 1. Autocrine (A), Paracrine (B) and Endocrine (C) signaling

(A) A cell secretes cytokines that can bind back to its own receptors.

(B) Paracrine signaling depends on cytokines that are released into the

extracellular space and act locally on neighboring cells.

(C) Endocrine signaling deoends on endocrine cells, which secrete

hormones into the bloodstream that are then distributed widely

throughout the body.
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れる.サイトカイン研究は主にマウスやヒトを中心とした噛乳類で進められ,

そのいくつかは,薬剤として臨床応用も行なわれている.

一方,鳥類におけるサイトカイン研究は,発生生物学領域で増殖因子を中心

に解析されてきた.これは,ニワトリ肱が初期発生を解析する上で,恰好の実

験材料であることに起因している.晴乳類で発見された増殖因子の多くは,ニ

ワトリでも遺伝子クローニングされ,ニワトリ初期発生における増殖因子の機

能が解析されている.しかし,鳥類では成体におけるサイトカイン研究は極め

て遅れているのが現状である.この主な要因は,噛乳類と鳥類間におけるサイ

トカインの遺伝的保存性に起因しているものと考えられる.すなわち,初期発

生に関わる多くのサイトカインは,晴乳類と鳥類間で遺伝子塩基配列が極めて

よく保存されており,相同分子の解析が容易であるのに対して,生体の恒常性

に関わるサイトカインは遺伝的保存性が極めて低く,相同分子の解析が困難で

あったためである. Table lとTable 2にニワトリにおいて遺伝子がクローニン

グされた代表的なサイトカインをまとめてみた. Table lに示したように,初期

発生に関わるサイトカイン,特に増殖因子群は,鳥類と噛乳類間で相同性が極

めて高いのに対して, Table 2に示した,成体で重要な機能を有する免疫系サイ

トカインの保存性は極めて低いことがわかる.このことは,鳥類が約2-2.5億

年前に晴乳類の進化から分岐した後も,個体発生のしくみは維持したまま,成

体の恒常性に関わる機能は,その環境に合わせて鳥類独自に進化させてきたた

めではないかと考えられる.

ところで,鳥類は,サイトカイン以外にも独自に進化させたと考えられるユ

ニークな生物学的特徴が多々見受けられる.例えば,鳥類の血液系細胞は,晴

乳類と大きく異なっている点が存在する.晴乳類の赤血球および血小板には核

が存在しないが,鳥類の赤血球および血小凍酎こは核が存在し,形態も大きく異

なっている.特に血小板は,鳥類では歴史的背景から栓球と呼ばれ,血小板が

その前駆体細胞である巨核球の細胞質片で約1けmの小型の細胞であるのに対

して,栓球は前駆体細胞である栓芽球が分裂増殖して産生されたものであり,

血小板に比べて大型の有核細胞(8-12ドm)である.栓球の主な機能は,血小

板と同様,止血作用であり,損傷した血管壁で凝集し止血血栓を形成すること

が知られている[9, 10].晴乳類の血小板は無核であるが,その細胞質内に多く

の粟粒を有し,これまでの研究からこの額粧中に複数のサイトカインを保有し,

止血と同時にこのサイトカインを放出することが知られている.そして,パラ
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Table 1. Chicken growth factor genes: a comparison with

mammalian homologues

Growth factor Sourceofgene　%Identitya References

Brain 83-87

TGF-β 1

TGF-β2

TGF-β3

TGF-β4

HGF

VEGF

Embryo　　　　89-90

Embry o　　　　90-92

Embryo　　　　8 8-93

Embryo　　　　8 8 -90

Embryo　　　　　87

Em bryo

Embryo　　　　75 -80

Embryo　　　　70-77

rllj

【12]

【131

【141

[15】

【16】

[17]

【181

IWl

a Percent amino acid identity to mammalian growth factor homologues.

NGF: nerve growth factor FGF: fibroblast growth factor

TGF: transforming growth factor HGF: hepatocyte growth factor

VEGF: vascular endothehal growth factor
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Table 2. Chicken mterleukin (IL) gemes: a comparison with

mammalia血homologues

IL Sourceofgene　%Identitya References

ILlβ　　HDl lb　　　　25-29

IL Splenocyte　　　1 6-24

IL HD1 1　　　　　　　25-39

IL- 8　　　Erythrocyte　　　28 -48

IL- 15　　　　Liver

IL-18　　　　HDll

[20 ]

[21]

[22]

[23]

【24】

【25]

a Percent amino acid identity to mammalian IL homologues.

" HDl 1: chicken macrophage-like cell line.
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クラインもしくはエンドクライン的に損傷組織に作用し,損傷組織の周りの細

胞の増殖を促進し,損傷部位の修復を行っていることが明らかとなっている

[26].一方,鳥類の栓球は,主に止血機能や会食能の研究が行われているだけ

で,栓球の持つサイトカイン研究はこれまで行なわれてこなかった.血小板が

放出する増殖因子のひとつである血小板由来増殖因子(platelet-derived growth

factor, PDGF)は,ニワトリ肱線維芽細胞(chicken embryo fibroblast, CEF)の培

養実験が契機となり,発見された増殖因子である. 1973年にBalk [27]は, CEF

をinVitroで培養する際にニワトリ血清とニワトリ血費を培地に用いた場合,血

清には細胞増殖効果が認められるのに対して,血祭には細胞増殖効果が低いこ

とを兄いだした.血柴と血清の違いは,単純に言うと血液凝固成分であるフイ

ブリノ-ゲンを含むか含まないかの違いであるが,血清の場合,血液が凝固す

る際に血小板が破壊され多くの血小板由来成分が含まれている. Rossら【28]は

この点に着目し, 1974年に血清中の細胞増殖因子は血小板に由来することを明

らかにした.この研究のきっかけはニワトリを用いた研究であったが,その後,

血小板由来の増殖因子の研究はニワトリから晴乳類に移行し,血小板中には

PDGFをはじめとした多くの増殖因子が含まれていることが明らかとなり,血

小板は止血機能だけではなく,組織修復という生理的に重要な役割を持つこと

が広く知られるようになった.このように血小板と栓球の機能的相同性やBalk

[27】の実験結果から考えると,栓球もまた多くの増殖因子の産生細胞であるこ

とが容易に想像できる.また,栓球は有核細胞であること,また血小板ほど多

くの頼粒を細胞内に保持していないことから考えて,栓球が外来刺激に応じて

増殖因子遺伝子を転写し,増殖因子を産生している可能性も考えられる.

さて,鳥類の血球成分は,晴乳類と同様,赤血球,栓球(血小板),白血球

(リンパ球,単球,穎粒球)から成る.晴乳類の場合,白血球は有核であり,

無核の赤血球および血小板と容易に区別できる.また赤血球と血小板は,細胞

の大きさが著しく異なり,また,ヘモグロビンを持つ赤血球は,血小板と比重

が全く異なることから,単一の細胞種を簡単に分離することが可能である.さ

らに晴乳類では, 200種以上の血液細胞膜上抗原が発見され,それらの抗原に

対するモノクローナル抗体(mAb)が作成されている.このmAbを用いてフ

ローサイトメトリー(flow cytometry, FCM)解析を行えば,血液細胞の種別の

分布や単離までの詳細な解析が可能である.これに対して,ニワトリではすべ

ての細胞が有核であり,栓球とリンパ球の形態が似ている上,噛乳類ほど多く
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の膜抗原が明らかにされているわけではない.また,比重も栓球とリンパ球で

は僅差なために,栓球のみを単一に分離して解析することが困難である.これ

らのことから,ニワトリ栓球に関する研究はほとんど行なわれておらず,その

知見も少ないのが現状である.さらに,鳥類以外でも栓球は魚類から雁虫類に

至るまで存在し,噛乳類とは異なった独特の進化を遂げたユニークな細胞種で

あり,鳥類と晴乳類における系統進化を論じる上でも非常に興味深い細胞であ

る.

そこで本研究では,ニワトリ栓球に由来する増殖因子に焦点を絞り,第2章

では栓球の効率の良い分離方法の構築,また栓球の細胞表面マーカーを明らか

することを目的に,栓球特異的モノクローナル抗体の作成を行った.また,第

3章から第5章では,栓球内に存在するサイトカインを明らかにするために,

栓球放出因子の生物活性の測定および免疫学的・分子生物学的解析を行った.
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第2章　ニワトリ栓球の分離とその検出

2-1　はじめに

血液から単一種の細胞のみを分離する方法には,その細胞の形態,大きさ,

比重および細胞膜抗原などが利用される.晴乳類の血液細胞は,形態的特徴が

それぞれの細胞種で大きく異なっているために,比較的簡単な操作で高純度の

細胞集団が得られる.一方,ニワトリ血液細胞の分離では,晴乳類と同様な方

法が適用できない場合がある.特にニワトリ栓球は,小リンパ球と形態が似て

おり,また比重も大きな差はなく,単一細胞として得られにくいことが知られ

ている[29, 30】.また,晴乳類では血液細胞の膜抗原に対して多くのモノクロ

ーナル抗体(mAb)が樹立されており,これらの抗体を用いて識別される膜抗

原は, CD (clusterofdifferentiation)と呼ばれ,番号により整理されている. CD

には細胞種特異的なものも多く,細胞の解析から分離にいたるまで幅広く利用

されている.ニワトリでは1991年に鳥類cD命名ワークショップが設立され,

統一化が進められているが,その数は晴乳類に比べ圧倒的に少なく,その多く

が白血球膜抗原であり,栓球膜上のCD抗原はCD41とCD61が知られている

のみである[31].

一般的に血球細胞の簡易分離には,フイコールやパーコールを用いた濃度比

重遠心分離法が用いられる.この方法は個々の細胞種の比重が異なることを利

用したもので,血液細胞を濃度比重分離液に重層後,遠心分離することにより,

単一細胞種が試験管内で一群の層をなして分離できるわけである.ニワトリで

は,細胞の大きさから大・中・小のリンパ球が知られており[32】,栓球が大・

中リンパ球よりも比重が軽いことを利用し,低速遠心法やパーコールを用いた

比重遠心分離法による両者の分離が試みられてきた[33].しかしこの方法では,

90%以上の純度で栓球のみを分離する系は構築されていない.また,逆に栓球

が混入しないリンパ球のみの分離法も,この方法では確立されていない.現在,

血液細胞から単一の細胞種を分離する方法として最も優れているものは,抗体

を用いる方法である.この方法は,細胞特異的抗体と細胞を反応させたのち,

2次抗体として荷電標識抗体と反応後　FACS (fluorescent activated cell sorter)

を用いて標識された細胞のみを分取するか,もしくは磁気標識抗体を反応させ

た後　MACS (magnetic activated cell sorter)を用いて標識細胞を分取するか,
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または非標識細胞のみを分取するものである.これらの方法では,抗体の特異

性に基づいて細胞を分離できるために,高純度に単一細胞を分離することが可

能である.しかし,抗体による細胞の刺激や抗体反応,分取操作に時間がかか

るため,細胞に種々の刺激が加わることが予想されるため,分離した細胞の生

物活性を測定するには,目的に応じた方法の選択が必要である.ニワトリ栓球

の場合,有用な栓球特異抗体がほとんど得られていないため,現在のところこ

の方法を汎用することはできない.また同様の理由から,分離した栓球の純度

評価は血球染色を施した後その形態的特徴から算出するしかなく,客観的評価

が不十分であった.

そこで本章の研究では,栓球分離方法の確立を行うとともに,栓球特異的マ

ーカーの検出のため栓球特異的mAbの作出を行い,この抗体の特異性の解析

を行った.
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2.2　材料と方法

(1)供試動物

本研究には,白色プリマスロックニワトリもしくはH-B15系ニワトリの受精

卵,幼雛および成鶏を用いた.また,モノクローナル抗体の作出には, 8週齢

のBALB/c雌マウスを用いた.

(2)供試細胞株

本研究には, Table 3に示した7種の細胞株を使用した.供試細胞株はすべ

て10%FBS (fetal bovine serum)-IMDM (Iscove's modified Dulbecco's medium)で

継代培養したものを用い,ニワトリ由来細胞株は38.5℃　5% C02条件下で,

マウス由来細胞株は37℃　5% C02条件下で培養した.また,培養にはcO2

インキュベーターを使用した.

(3)供試組織および細胞

本研究には3週齢のニワトリから採血して得られた血液細胞(赤血球,白血

球,栓球)と同ニワトリから剖検により得られた牌臓,胸腺,フアブリキウス

嚢を用いた.また,初生雛からは骨髄(bonemarrow)を採取した.さらに, Fig.

2に示した計画に添って,ニワトリ受精卵から旋盤葉(blastoderm),腫血液お

よび腫骨髄を分離した.また,正常ヒト血液から血小板を分離した.なお,い

ずれの場合も3-5検体を使用した.

血液細胞は, 77 mM EDTA-PBS (phosphate buffered saline), pH 7.4を1/10

容含むように,翼下静脈から採血した.採血した血液は, 700 gで10分間遠

心し,血費層,バフィーコート,赤血球層に分離した.血渠層を除去した後,

バフィーコートをpBSに再浮遊させ, Ficolトpaque (AmershambiosciencesKK) 1

に対して,バフィーコート浮遊液2の割合で重層し　700 gで10分間遠心し

て混入した赤血球を除去した.中間層に位置する白血球層を回収し, PBSで遠

心洗浄後,末梢血白血球(pei-ipheral blood leukocyte, PBL)として使用した.

バフィーコートを除去した赤血球はpBSに再浮遊させ, 700 gで10分間遠心

後に残存するバフィーコートを完全に除去し,さらにHBSS (Hanks'balanced

saltsolution,日水製薬)で遠心洗浄して,赤血球を回収した.

剖検から得られた組織は,細切した後,ガラス製のホモジナイザ-で細胞浮
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Table 3. Cell lines used in this study

Cell line S ource Reference

Chicken cell lines

MDCC-MSB I

MDCC-JP2

MDCC-RPI

LSCC-1 104B

IN 24

HDll

Mouse cell line

SP2/0-Ag l 4

T lymphocyte

T lymphocyte

T lymphocyte

B lymphocyte

Monocyte

M acrophage

Myeloma

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

ll



Femur Sections

Bone marrow Smears

Blood Smears

Blastoderm Sections

0

I

I

I

l

3　　　　　　　　9
1111...lll一

一一一一　Days
一.-ll

iこコ
一l-.ll一

i=ヨ

411...llll一

●

19　21

30　　　　　　　　　　　50

Hours

Fig. 2. Time and period for preparation of cell smears and sections from chicken

embryos for immunohistochemial analysis

For preparation of the bone marrow sections and smears, the femurs of chick embryos

were collected丘om day 9 0f embyonic development (E9) until several weeks afi亡er

hatching. Smears were made of blood collected by glass capillary from the vitelline and

allantoic vains, or heart, of chick embryo from E3 to several weeks after hatching.

Blastderms were collected from chick embryo after both 30 and 50 hr incubation.
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遊液を調製した.細胞浮遊液は,セルフィルターを通して組織片を除去した.

組織片を除去した細胞浮遊液は, PBLの分離法の場合と同様にFic。lトpaqueに

重層し,遠心後,中間層に位置する細胞層を回収した.回収した細胞は, HBSS

で遠心洗浄後,牌臓から得られた細胞は牌細胞(splenocyte),フアブリキウス

嚢から得られた細胞はブルザ細胞(bursal cell),胸腺から得られた細胞は胸腺

細胞(thymiccell)として使用した.

初生雛の骨髄組織は,剖検により大腿骨(femur)を採取して行った.大腿

骨の両端を切断し, 7.7 mM EDTA-PBS, pH 7.4を一端から注入し,骨髄組織

ができるだけ損傷しないように注意深く回収した.押し出された骨髄組織は,

凍結切片の作成に使用した.

肱血液は,肱の貯卵日齢に応じて,それぞれ周縁洞,卵黄静脈,心臓および

尿膜血管から採血し, 7.7 mM EDTA-PBS, pH 7.4に浮遊させ,遠心洗浄を行

った後,使用した

大腿骨は,貯卵9日目から毎日,艦体を取り出し実体顕微鏡下で剖検により

取りだした.取りだした大腿骨は, PBSで洗浄後,凍結切片に供試した.

肱盤葉は,貯卵30および50時間の肱から血管域を含むように切り取り,HBSS

中でよく洗浄して使用した.

ヒト血小板は,健常人から末梢血を採血し,得られた末梢血を200 gで15

分間遠心した.この遠心により,赤血球と白血球は沈降するため,その上清を

回収し　2,500 gで15分間遠心した.得られた細胞はHBSSに再浮遊させ,逮

心洗浄後,ヒト血小板として使用した.

(4)供試抗体

本研究には,作成したマウスモノクローナル抗体(mAb)以外に,以下の抗

体を使用した.標識抗体にはFITC (fluorescein isothi。cyanate)標識抗マウス

IgG+M (H+L) (Kirkegarrd and Perry Laboratories), FITC標識抗マウスIgG

[F(abつ21 (Silenus)およびAP (alkaline phosphatase)標識抗マウスIgG+M (H+L)

抗体(Kirkegarrd and perry Laboratories)を使用した.また,ニワトリ白血球共

通膜抗原(CD45)を認識する抗CD45マウスmAb (Southern Biotechn。l。gy

Associates), T細胞共通膜抗原(CD3)を認識する抗cD3マウスmAb (Southern

Biotechnology Associates),およびDl∴ Vainio (Turku University, Finland)か

ら分与されたB細胞膜抗原(Bu-la)を認識する抗Bu-laマウスmAbを使用し

13
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(5)栓球

ニワトリ栓球の分離は, Higashiharaらの方法[33]を一部改変して行った.

ニワトリ末梢血を77 mM EDTA-PBS, pH 7.4を1/10容含むように翼下静脈か

ら採血し,直ちに7.7mMEDTA-PBS,pH7.4で2倍に希釈した.希釈した血液

は　Ficoll-paque l容に対して2容を重層し, 1,500 gで20分間遠心した.

中間層に位置する細胞層を7.7 mM EDTA-PBS, pH 7.4に再浮遊し,同様の条件

で蒋度, Ficolトpaqueに重層して遠心した.中間層に位置する細胞層をHBSS中

に回収し,遠心洗浄後得られた細胞を栓球として使用した.なお,その操作方

法はFig.3に示した.

(6)メイ・グリュ-ンワルド・ギムザ染色

分離したpBLは,メイ・グリュ-ンワルド・ギムザ染色に供試した.メイ・

グリュ-ンワルド・ギムザ染色は, PBLの塗抹標本をカバーグラス上に作成し

て行った・塗抹標本は風乾後,メイ・グリュ-ンワルド染色液(和光純薬工業)

で2-3分間染色した.染色後,メイ・ダリュ-ンワルド染色液を除去し, 7mM

リン酸緩衝液(pH 6.4)で10倍に希釈したギムザ染色液(和光純薬工業)を

用いて30分間染色し,水洗後乾燥させ光学顕微鏡(BX50,オリンパス光学工

莱)を用いて観察した.

(7)抗栓球モノクローナル抗体の作成

免疫原には,末梢血から分離した栓球を使用した. 1×108個の細胞をpBS

に浮遊させ,フロイントコンプリートアジュバント(和光純薬工業)と混和

し, 8週齢のBALB/c雌マウスの腹腔内に初回免疫した.初回免疫後3週間毎

に1×108個の細胞を腹腔内に追加免疫した.追加免疫してから1週間後に,

尾動脈から採血を行い,血清を回収し,後述するELISA (enzyme linked

immuno-sorbentassay)法を用いて,栓球に対する抗体価をチェックした. ELISA

法で抗体価の上昇が十分に確認されてから,尾静脈内に1×108個の細胞を最

終免疫し,そのマウスは3日後に細胞融合法に供試した.

免疫マウスは,頚椎脱臼法を用いて安楽死させた後,無菌的に牌臓を摘出し

牌臓細胞を調製した・細胞融合は,マウス骨髄腫細胞株SP2/0-Ag14と免疫牌

14



Chicken peripheral blood

l
mix with 7.7 mM EDTA-PBS, pH 7.4

1
layer the blood onto Ficoll-paque

l

Ficoll-paque

centrifuge at 1,700 g for 25 min

l

]
1

Thrombocyte layer

transfer the thrombocyte layer in tube

l
wash the cells with HBSS by centrifugation

Fig. 3. Isolation method of chicken thrombocyte-enriched PBL
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臓細胞がそれぞれ1 :5になるように混合し　PEG1500 (Roche)を用いて行っ

た・融合後5% HCF (hybridomacloningfactor, ORIGEN IGEN), 1×HAT (Gibc。

BRL)を含む10%FBS-IMDMで培養した.ハイブリドーマの初回スクリーニン

グはELISA法を用いて行い,陽性反応を示すハイブリドーマの選別を行った

さらに2次スクリーニングとして,後述するFCM(flowcytometry)解析を行った.

FCM解析で陽性反応を示したハイブリドーマは, 10% HCF, 10% FBS-IMDM

を用いた限界希釈法によるクローニングを行った.

クローニングした陽惟ハイブリドーマを安定して増殖する状態まで培養した

後,抗体クラスの同定と腹水抗体の作成を行った.抗体クラスの同定にはmouse

monoclonal sub-isotyping kit (American Qualex)を用いて行い,その方法はキッ

ト添付のプロトコルに準じた.腹水抗体の作成には,雌マウスの腹腔内に0.5ml

のプリスタン(2, 6, 10, 14-tetramethyl pentadecane, SIGMA)を接種し, 2週間

経過したものを使用した　陽性ハイブリドーマクローンは,血清不含IMDMで

2×106個となるように調製し,腹腔内に接種した.腹水はその産生が顕著にな

った段階で注射針を用いて, 0.3 mlのヘパリン(Aventis)が入った遠心管に回

収した.回収した腹水は800gで10分間遠心し,その上清を40%飽和硫安塩新

に使用した.遠心後の沈澱物は少量のP王〕S -溶解させた後pBSに対して透析

し,ゲル櫨過クロマトグラフィー用サンプルとした.ゲル櫨過クロマトグラフ

ィーは, HiPrep Sephacryl S-200 HRで実施し(流速: 0.5 ml/min,バッファー

PBS), IgGフラクションを回収後,抗体濃度を測定し,使用時まで-80℃で保

存した.

(8) ELISA法

抗体の反応性は, ELISA法で解析した. 5×106 cells/mlの濃度に調製した栓

球浮遊液を96ウェルプレートにウェル当たり100ドlずつ添加し　90g, 15

分間遠心して細胞を固相化した.細胞を固相化したプレートは, 1%ゼラチン

(Bio-Rad laboratories), 1% PVP (polyvinylpyrrolidone 25,ナカライテック)

-pBSを用いてブロッキングした.一次抗体反応は,免疫マウスから回収した

抗血清もしくはハイブリドーマ培養上清をウェル当たり50m-1ずつ加え, 37℃,

1時間静置して行った. 0.05% Tween 20-PBSで5回洗浄後,二次抗体として

ブロッキング液で3,000倍希釈したHRPO標識抗マウスIgG抗体をウェル当た

り50yl加え, 37℃, 1時間静置した. 0.05%Tween20-PBSで5回洗浄後, 0-
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フェこレンジアミン(SIGMA)を用いて10分間の発色を行い　492nmの吸光

度をマイクロプレートリーダMPR-A4i (東ソー)で測定した.

(9) FCM解析

陽性反応を示すハイブリドーマ培養上清および得られたmAbの種々の細胞

に対する反応性は,間接蛍光抗体法を用いたFCM解析により検討した. 1×106

個の細胞に対してハイブリドーマ培養上浦もしくは50倍に希釈した精製mAb

を50ト11添加して懸濁後,氷上で30分間反応させた.反応後1% FBS, 0.1%

NaN3-HBSSで遠心洗浄を行った.洗浄後, 50倍に希釈したFITC標識抗マウ

スIgG抗体を50ド1添加して懸濁後,氷上で30分間反応させた.反応後, 1% FBS,

0.1% NaN3-HBSSで遠心洗浄を行いFCM解析の試料とした.

作出したmAbのPBLに対する反応性を試験するために, 2重蛍光染色法を

用いたFCM解析を行った. 1反応系当たり, 1×106個のPBLに対して, 50

倍に希釈した精製mAbを50ト11添加して懸濁後,氷上で30分間反応させた.

反応後1% FBS, 0.1% NaN3-HBSSで遠心洗浄を行った.洗浄後, 50倍に

希釈したFITC標識抗マウスIgG抗体を50 m-1添加して懸濁後,氷上で30分間

反応させた.反応後1% FBS, 0.1% NaNs-HBSSで遠心洗浄を行い, 2重染

色用に,正常マウス血清を100ド1添加して懸濁し,ブロッキングを行った.

次に, 2重染色として, biotin標識抗Bu-r抗体,同標識抗cD3抗体もしくは

同標識抗CD45抗体をそれぞれ500倍, 50倍および10倍希釈濃度で50抄1添

加して懸濁後,氷上で30分間反応させた.反応後,遠心洗浄により標識抗体

を除去し, 50 Lllのstreptavidin-PE (phycoerythrin, PharMingen)を加えて氷上

で30分間反応させ,遠心洗浄後100 nlの1% FBS, 0.1% NaN3-HBSSに再

浮遊させてFCM解析の試料とした.

染色した細胞は　FACS Calibur�"(Becton Dickinson)を用いて測定し,得ら

れた測定結果は, CellQuest�"(BectonDickinson)ソフトを用いて解析した.

(10)ウエスタンブロッテイング解析

得られた抗栓球mAbの認識抗原を検出するために,ウエスタンブロッテイ

ング解析を行った・末梢血から分離した栓球は　0.025% NaNs,0.14MNaCl,2

mMTris-HCl(pH8.0)C浮遊させ,等量の可溶化バッファー[2%TritonX-100, 5

mM iodoacetamide, 1 mM PMSF, 0.025% NaNs, 0.14 M NaCl, 2 mM Tris-HCl(pH
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8.0)】を加え懸濁後, 4℃で一時間処理して可溶化させた. 4,000 gで10分間遠

心し,その上清をSDS-PAGEの試料とし,可溶化栓球はサンプルバッファ1 2%

SDS, 10% glycei-in, 0.1% bromophenol blue, 62.5 mM Tr-is-HCl (pH 6.8)】もしくは

還元化サンプルバッファー(サンプルバッファーに5%濃度で2-mei-capto

ethanolを加えたもの)を等量加えて, 3分間煮沸した.煮沸した試料は　7.5%

ポリアクリルアミドゲル中, 20 mAの定電流で電気泳動した. SDS-PAGE後の

ゲルは,ナイロン膜(Amersham)もしくはPvDF膜(Bil0-Rad)にウエットタ

イププロッター(BioCrafto)を用いて, 180 mAの定電流で転写した.転写後

の抗栓球mAbの認識抗原の検出には, PhototopeTM-Star・ Wester・n Blot Detection

Kit(BioLabs)を使用し,その方法はキット内のプロトコルに準じて行った.

(ll)免疫組織化学的解析

免疫組織化学的解析には,骨髄および腫体の凍結切片及び塗抹標本を試料と

して使用した.採取した組織は,凍結組織包埋剤(O.C.T. compound, Miles)を

用いて凍結ブロックを作成した.凍結ブロックは,クリオスタット(Bright)

で約6-10 ^mに薄切し　0.01% poly-L-lysineをコートしたスライドグラス上

にのせて風乾させ,冷アセトンで10分間固定した.細胞塗抹標本も同様に,

冷アセトンで10分間固定した.酵素抗体法は, VECTASTAYN Elite ABC

peroxidase kit (Vector Laboratories)を使用し,その方法は添付のプロトコルに

準じた.検出抗体には,精製抗栓球mAbを使用し,凍結切片には16,000倍,

塗抹標本には3,000倍にPBSで希釈して用いた.対比染色には,ヘマトキシリ

ンもしくはメチルグリーンを用いた.

ニワトリ肱の凍結切片は,間接蛍光抗体法を用いて観察した. 1次抗体には,

精製抗栓球mAbを16,000倍希釈で使用し, 4℃で30分間反応させた. PBS

で洗浄後, 50倍に希釈したFITC標識抗マウスIg抗体をマウントし, 4℃で30

分間反応させた. PBSで洗浄後,検体は落射型蛍光顕微鏡(BX50,オリンパス)

で観察した.

一部の凍結切片は,免疫染色と対比させるためにへマトキシリン・エオシン

(hematoxylin-eosin, HE)染色を行った.アセトン固定を行った検体は,ヘマ

トキシリン染色液で5分間,エオシン染色液で4分間染色し,水洗後,エタノ

ール脱水,キシレンによる透徹を行い,カナダバルサムでスライドグラス上に

封入した.
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2.3.結果

(1)末梢血栓球の形態

末梢血栓球の形態を観察するために,ニワトリPBLのメイ・グリュンワルド・

ギムザ染色をおこなった・末梢血栓球は長径約10-12 (Am,短径約6-8岬

の紡錘形もしくは楕円形で,核も楕円形であることが特徴であり,リンパ球と

区別することができた(Fig. 4).この染色像では細胞質が不明瞭ではあるが,

リンパ球よりも細胞質/核の割合が大きいことが観察された.また,染色像の

視野内には,頼粧球,大小のリンパ球が観察され, PBL中の約70%が栓球で
あった.

(2)抗栓球mAbの樹立

細胞融合法から得られたハイブリドーマ培養上清は,栓球を抗原とした

ELISA法に供試した.その結果,最終的に5種の陽性クローンが得られた.こ

の5種の陽性クローンの培養上浦は,栓球,赤血球,牌細胞,胸腺細胞,フア

ブリキウス嚢細胞および6種のニワトリ細胞株(MSBl,RPl,JP2, 1104B,IN24

およびHDll)に対してFCM解析を実施し, 5種の陽性クローン中で栓球にの

み反応する1種の陽性クローンを選抜した.選抜したクローンは,限界希釈法

をもちいてクローニングし,得られたクローンをHUKT,産生するmAbをHURT

mAbと名付けて,以下の実験に供試した.

HUKT mAbの免疫グロブリンサブクラスはIgGiであることがわかった.

HURTは,プリスタン接種マウスの腹腔内でm vivo培養後,腹水抗体の作出

を行い,精製後に小分けして-80℃に保存した.以下のすべての研究には,こ

の精製HUKT mAbを使用した.

精製HUKT mAbは,まず,ニワトリPBL塗抹標本に対する反応性を試験し

た・その結果, Fig. 5に示したように, PBL中の栓球膜表面がHUKT mAbに

よって染色された.

(3) HUKT mAbを用いたFCM解析

本研究で行った栓球分離法の評価とHUKT mAbの特異性の解析は, FCM解

析を用いて行った・その結果, Table 4に示したように, HUKT mAbはPBL,

TEP (thrombocyte-eni・iched PBL)および牌臓細胞(splen。cyte)以外の細胞お
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Table 4. Reactions of HUKT mAb with live cells as determined by flow

cytometry

Cell origin
C)ど

cell　ヒype

HUKT-Posl亡Ive cells

(%　ァ　SD)a

pB工(P21)b

Thrombocy亡e - enriched

PBL (TEP) (P21)

Erythrocy亡e (P21)

Splenocy亡e (P21)

Bursal cell (P21)

Thymic cell (P21)

Human platelet

Cell lines

MSBI

Jp2

RP1

1104B

HDll

IN24

70　±　8.2

86　+　7.2

0

2　± 1.1

0

0

0

a mean ± standard deviation (SD), n=5

" Pn, number of days posthatching
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よび細胞株とは全く反応しなかった.また, PBL中には70±8.2 (平均値±標準

偏差　n-5) %の割合で陽性細胞が認められ,本研究で行った栓球分離法で回

収したTEPでは陽性細胞率が86±7.2%に増加していることがわかった.また,

牌細胞中の陽性細胞率はわずかであることがわかった.

次にPBL中のHUKT mAb陽性細胞膜表面抗原の特徴を解析するために, 2

重抗体染色法を用いたFCM解析をおこなった.まず, HUKT陽性細胞(HUKT十)

が, T細胞マーカーであるCD3やニワトリB細胞マーカーであるBu-rを発現

しているかどうかを試験した.その結果, PI (propidium iodide)を取り込んで

いない(生細胞　PBLは,前方・側方散乱光ビットマップ領域において1細胞

集団で得られた(Fig. 6A).次に,この細胞集団内のHUKT十およびBu-rもし

くはcD3十細胞の割合を2重抗体染色法により解析した.その結果, Fig. 6B, C

に示したようにBu-la十, HUKT陰性(HUKTつの細胞率は5.0±2, CD3十,HUKT

~の細胞率は26.6±3% (n-5)であることがわかった.この陽性細胞率はそれ

ぞれニワトリPBL中のB細胞とT細胞の割合にほぼ一致していた[41, 42].

また, Bu-r二CD3二HUKT十の細胞率は68.2±3.8%であることがわかった(Fig.

6B.C).さらに　Bu-r+,HUKT+細胞とcD3十,HUKT十細胞の割合は,いずれも1%

未満であることがわかった.以上の結果から, HUKT十細胞は栓球であること,

また, HUKTmAb認識抗原は栓球特異的であることがわかった.

次に,栓球の細胞膜表面抗原の特徴を白血球共通抗原であるCD45の有無に

より解析した. CD45は噛乳類で明らかにされた白血球共通抗原であり,晴乳

類では成熟赤血球と成熟血小板を除くすべての血球に共通に発現する膜抗原で

ある・ニワトリGD45に対するmAbは1991年にParamithiotisら[43]によっ

て得られている.ニワトリ　CD45のPBLにおける発現様式はCD45強発現

(CD45high)とCD45弱発現(CD45low)に分れることがわかっており,これま

での研究からCD45hiEhはB,T細胞であることがわかっていた.しかし　CD45low

細胞の細胞種は特定されてはいなかった.本研究でも同様に,ニワトリPBLの

抗CD45 mAbの反応性をFCM解析したところ, Fig. 6D, Eに示したように,

ニワトリPBLはCD45hiBl-細胞とCD45low細胞に分離されることがわかった.次

に,抗CD45mAbとHUKTmAbを用いて2重抗体染色法を行ったところ, Fig.

6Fに示したようにCD45low細胞はすべてHUKT十細胞であり,そのPBLに占め

る割合は73.1±8.2% (n-5)であり, PBL中に存在する栓球の割合とほぼ一

致していることがわかった.また,結果は示していないが,ニワトリで明らか
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Fig. 6. Flow cytometric analysis of HUKT+ cells in chicken PBL

A: A bidirectional control plot of chicken PBL based on the light-scattering characteristics of

HUKT+, Bu-la+ and CD3+ cells. B and C: Two-color staining with HUKT, and anti-Bu-la

(B) or anti-CD3 (C) in region 'R'of Fig 6A. D and E: The fluorescence profiles of anti-

CD45 mAb in region `R'of Fig 6A. F: Two-color staining with HUKT and anti-CD45
mAb.
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にされているT細胞膜抗原であるCD2, CD4およびcD8に対するmAbを用い

て同様の実験を行った結果, HUKT十細胞はこれらの抗原がすべて陰性であるこ

とを確認した.以上のことから,ニワトリ栓球は　CD45lOw, HUKT十細胞である

ことが明らかとなった.

(4) HUKT mAb認識抗原の検出

HUKTmAb認識抗原はウエスタンブロッテイング法を用いて検出した.その

結果, Fig. 7に示したように,非還元(lane 3),還元(lane 4)条件下におい

て,約150キロダルトン(kDa)の1本のバンドが検出された.また, 60 kDa

付近にも単一のバンド(lane 3, 4)が検出されたが,正常マウスIgGiを用いて

検出した場合においても同様の位置にバンド(lane 1, 2)が検出されたことか

ら,このバンドは使用した正常マウスIgGiかもしくは2次抗体による非特異

的反応の結果によるものであることがわかった.還元,非還元条件下でHUKT

mAb認識抗原の分子量が変化しなかったことから,この抗原は単量体のタンパ

ク質であることが示唆された.

(5) HUKT mAb認識抗原の骨髄(bone marrowJにおける発現

HUKTmAbを用いたFCM解析から,本研究で供試した細胞の中では, HUKT

mAb認識抗原は栓球にのみ発現していることが明らかとなった.そこで, HUKT

mAb認識抗原が末梢血栓球にのみ発現しているのか,もしくは未熟な栓球(栓

球前駆体細胞)に発現しているのかどうかを解析するために,骨髄中のHUKT十

細胞の解析を行った.

まず,ニワトリ骨髄の形態を観察するために, 3.5週齢幼雛の骨髄から凍結

切片を作成し, HE染色を行った.その結果,染色操作により空洞化した脂肪

球(FC)蓄積部分が多数観察された(Fig. 8).また,その空洞域に取り囲まれ

るように細胞密集領域が観察され,赤血球系細胞の分化成熟が起こると考えら

れている薄ピンク色の髄洞(vs)領域と白血球系細胞の分化成熟が起こると考

えられる紫色に染色された髄外部(EV)が観察された(Fig. 8).次に, 3.5週

齢幼雛と初生雛の骨髄凍結切片を用いて, HUKT十細胞の分布を観察した.初生

雛の骨髄では,空洞部に挟まれた髄洞部辺縁領域に陽性細胞が密集しているこ

とがわかった(Fig. 9AandB). 3.5週齢幼雛骨髄では,髄洞領域に密集し`て陽

性細胞が観察された(Fig.9CandD).さらに,採取した骨髄から塗抹標本を
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Fig. 7. Western blotting profile of thrombocyte-enriched PBL lysates

Ten jil samples were subjected to electrophoresis on a 10% SDS-

polyacrylamide gel under non-reducing (lanes 1 and 3) and reducing (lanes

2 and 4) conditions. Lanes 1 and 2 were stained with normal mouse

antibody (IgGi) as a control. Lanes 3 and 4 were stained with HUKT mAb.

Arrow indicates the position of the molecule recognized by HUKT. Protein

molecular weight markers are indicated on the left.
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Fig. 8. HE staining of bone marrow from a 3.5-week-old chicken

V: blood vessel VS: venous sinuse EV: extravascular position

FC: fatcell bar: 50トLm
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1-day-old chick 3.5-week-old chicken

Fig. 9. Immunostaining of bone marrow sections of 1-day-old chick (A and B)

and 3.5-week-old chicken (C and D) with HUKT mAb

B and D correspond to the fields boxed in A and C. The bone marrow sections

of 1-day-old chick and 3.5-week-old chicken counterstained in methyl green and

hematoxylin, respectively, (bar: 50 (im).
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作成し　HUKT+細胞の形態を観察した.その結果, Fig. 10に示したように,

骨髄中には明らかに末梢血栓球とは形態の異なる大型の細胞(直径約14岬)

から小型の細胞(直径約7 ¥im)の陽性細胞が観察された.これらの細胞は,

Campbell [33]が記載している栓球前駆細胞(栓芽球)と形態が一致していた.

(6)肱発生段階におけるHUKT陽性細胞の分布

骨髄において,栓芽球と思われる細胞がHUKT十細胞であったことから, HUKT

mAb認識抗原は未熟な栓球にも発現する抗原であり栓球分化抗原として利用で

きる可能性が示唆された.そこで,栓球の分化段階と肱発生段階におけるHUKT

mAb認識抗原の出現時期を明らかにする目的で,肱血披,肱骨髄,肢体におけ

るHUKT十細胞の分布を免疫染色法により解析した.

まず,粧血液内のHUKT十細胞を検出した.血液の採取が可能な3日腔から19

日肱までの血液塗抹標本を作成し, HUKT mAbを用いた免疫組織化学染色を行

った・その結果, 3日肱から19日肱までの血液塗抹標本中すべてでHUK-T細

胞が認められた(Fig. ll). 3日膝の血液中に認められたHURT十細胞は,観察

された塗抹標本の中で最も大型で,直径が約12 jiin,末梢血栓球よりも核が円

形であり,骨髄中に認められた栓芽球と同様の形態であった(Fig. ll E3).こ

のHUKT十細胞は14日肱血液中まで観察され,その陽性細胞は徐々に小型化し

ていくことがわかった(Fig.11E3,E7,Ell,E14).また, 14日肱からは核が

楕円形の末梢血栓球に類似した細胞も陽性細胞として観察されるようになり,

徐々にその数も増大し, 18日肱血液中では,ほぼ末梢血栓球と同形の細胞種の

みが陽性細胞として観察された(Fig. 11E14.E16,E18).この傾向は, HURT-

細胞でヘモグロビンを持つ赤血球でも同様の形態変化が観察された.

次に,肱大腿骨(embryonic femur)から作成した骨髄凍結切片中のHUKT十

細胞を観察した.骨髄の発達は10肱前後から始まることが知られているため

に, 9日肱骨髄から19日肱骨髄のすべての検体を調べた.その結果, 9日肱か

ら10日肱までは骨形成は認められるものの,骨髄は認められず, HUKT十細胞

は検出されなかった(Fig. 12 A, B).骨髄は11日腔から観察され, 12日肱で

は未熟な軟骨(cartilage, Ca)組織(一部は骨膜骨, periosteal bone, PB)の中央

に広い骨髄が形成され,その中に豊富な細胞集団が認められた(Fig. 12C).ま

た, HUKT十細胞は骨髄形成直後から認められ, 12日肱骨髄中ではHUKT十細胞

が散在していることがわかった(Fig.12D). 13日月引こなると,骨髄は大腿骨
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Fig. 10. Immunostaining of bone marrow sections of 3.5-week-

old chicken with HUKT mAb

Arrows indicate HUKT+ cells, (bar: 20 fim)
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Fig. ll. Immunostaining of embrionic blood smears with HUKT mAb at day

3, 7, ll, 14, 16 andl8 0f embryonic development (E3, 7, ll, 14, 16

and18)
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erythroblasts. (bar: 20 ト上m).
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Fig. 12. Immunostaining of embryonic femur sections with HUKT mAb

A andB, C and D, E and F, and G and H are from the same section atE9, E12, E16 and

E18, respectively. (Magnification: A, x74; C, E and G, x37). B, D, F and H correspond to

the field boxed in A, C, E and G, respectively. Ca, cartilage; Bm, bone marrow; PB,

periosteal bone. Arrow heads indicate HUKT+ cells.
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の骨端の方まで広がっていた(結果は示していない). 16日腫骨髄では,軟骨

が石灰化(calcifying)して形成される骨膜骨がはっきりと観察され,その中に

細胞が密に広がる骨髄とその骨髄を区切るように軟骨が観察された(Fig. 12E).

この時期のHUKT十細胞は,いくつかの細胞が集合し,骨髄中に散在していた

(Fig. 12F). 18日肱骨髄では,大腿骨全体がエンドウ豆状の形態となり,薄

くて密な骨膜骨の中に発達した軟骨組織が形成され,軟骨組織と骨組織の間と

中央部に細胞を密に含む骨髄が,十数個観察されるようになった(Fig. 12G).

その1つの骨髄中のHUKT十細胞は骨髄中に散在しているものの,密集して観

察された(Fig. 12H).腫骨髄中のHUKT+細胞の形態を観察するために, 12肱

と18日肱骨髄を採取し,塗抹標本を作成後, HUKTmAbで免疫染色を行った.

その結果,幼雛骨髄中に観察された栓芽球と同様の細胞がHUKT十細胞である

ことがわかった(Fig.13).

(7)初期膝におけるHUKT陽性細胞の出現時期の解析

HUKT+細胞は,肱骨髄では11日肱から,肱血液では3日肱から観察された

ことから,初期肱におけるHUKT+細胞の出現時期を解析するために,貯卵30

時間および50時間の初期肱の凍結切片を件成し, HE染色およびHUKT mAb

を用いた免疫蛍光染色を行った.酵卵30-50時間のニワトリ腫盤葉では, Fig.

14Aに示したように,体節形成が始まり腫盤葉後半分暗域(血管域, area

vasculosa)に血島(blood island)が形成されている.血島とは肱の血管および

血液形成の最も初期の段階で認められる形成体であり,血島中では卵黄嚢内肱

葉上部に血管に囲まれるように血球が生じる(Fig. 14B).この領域に相当する

凍結切片をHE染色すると,卵黄嚢内肱菓上部に血管域と思われる空洞域が観

察された(Fig. 15A).この領域をHUKT mAbを用いた蛍光免疫染色法で観察

したところ,貯卵30時間後には,卵黄嚢内庭葉上部に極めて微弱ではあるが

HUKT十細胞が観察された(結果は示していない).酵卵50時間後には,卵黄嚢

内肱葉上部の広範囲で陽性細胞が観察された(Fig. 15B).これらの結果から,

HUKT mAb認識抗原は発生初期の最も未熟な細胞にも発現していることがわか

った.
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Fig. 13. Immunostaining of bone marrow smears of E12 and

E18 with HUKT mAb

Arrows indicate HUKT+ cells, (bar; 20 (xm)
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a cross section of area opaca vasculosa (B)
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Fig. 15. HE staining (A) and immunofluorescence staining

(B) of blastoderm (incubation for 50 hr) sections

Arrow heads indicate the blood islands. Arrows indicate HUKT+

cells, (bar: 10 |im).
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2.4.考察

本章では,本研究で一貫して使用するニワトリ末梢血栓球の分離方法の確立

と分離した栓球の正確な純度を検討するために,抗栓球mAbの作出と特異性

の解析を行った.その結果,栓球特異的膜抗原を認識する　HUKT mAbの作出

に成功し,栓球がCD45lOw, HUKT十細胞であり,簡便な濃度比重遠心法を用いる

ことで約85%の純度でニワトリ末梢血から分離できることが明らかとなった.

また, HUKT認識抗原は,成熟栓球膜表面だけでなく,骨髄中の栓芽球や血島

中にも発現していることが明らかとなった.

ニワトリ栓球は,噛乳類血小板と機能的に一致しているものの,形態的には

大きく異なっている.そのため,ニワトリでは末梢血中のリンパ球や栓球の解

析が晴乳類に比べて非常に遅れていた.この最大の要因は,晴乳類血小板と異

なり,ニワトリリンパ球や栓球は,末梢血中から単独で分離することが困難で

あり,また,細胞膜抗原の免疫学的な特徴がほとんど解明されていないためで

ある.一般に,末梢血中の細胞の解析には,解析したい細胞種に特異的なcD抗

原に対するmAbが用いられることが多い.ニワトリでも, T細胞やB細胞表

面抗原に対する複数種のmAbが特徴づけされており, FCM解析や免疫組織化

学染色等に利用されている.しかし,これまで栓球に特異的な細胞表面抗原に

対するmAbはわずかしか得られていなかったため,栓球のFCM解析や免疫組

織化学染色等はほとんど行なわれていなかった.そのため,栓球分離方法の改

変を行っても,栓球がどれだけ高純度に分離されたかの判断は,塗抹標本を作

成後に,栓球の形態的特徴を目安に細胞数をカウントするという主観的な方法

に頼るしかなく,研究者の間でばらつきが多かった.本研究では,栓球中に存

在することが予想される細胞増殖因子を解析することが目的のため,いかに栓

球を刺激することなく簡便に,しかも高純度に分離する必要があった.そのた

め,過去の報告の中から最も簡潔で高純度に栓球を分離する方法を一部改変し

て栓球を分離し,分離した栓球はHUKTmAbを用いて解析した.

作出したHUKT mAbは, ELISA法およびFCM解析の結果,栓球特異的抗原

を認識していることがわかった. HUKTを用いて,従来ニワトリPBLとして分

離されてきた細胞中の栓球の割合をFCM解析したところ, 70±8.2<が栓球で

あることがわかった.次に,本研究で改変した栓球分離方法で得た栓球を解析

したところ,栓球の割合が86±7.2%に増加し,これまで報告されている栓球
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分離方法の中で最も高純度に分離できることがわかった.またこの方法は,濃

度比重遠心法を改変したものであるため簡潔であり,抗体等の添加を行わない

ため外来物質による栓球の刺激がなく,本研究に適していると考えられる.

ニワトリ栓球で最初に報告されたcD抗原は,血小板主要膜タンパク質であ

るCD41 (GPIIb)とCD61 (GPIIIa)の相同分子である[31].また,このニワト

リGPIIbとGPIIIaのヘテロダイマ-を認識するmAbとして, 11C3という抗体

が作出されたf44】 GPIIb-IIIaはフイブリノ-ゲン受容体であり,血小板の止

血血栓形成に寄与しており,細胞接着因子の中のインテグリンファミリーに属

している.すなわちGPIIb-IIIaは,一般的なインテグリンファミリーと同様,

a鎖(IIB)とβ鎖(Ilia)のヘテロダイマ-からなり,血小板の活性化にとも

ない複合体を形成する. 11C3は,可溶化栓球を試料にしたウエスタンブロッ

テイングでは認識抗原を検出することができないが,免疫沈降法では90 kDa

のIlia以外に116 kDaのIIbを沈降させることが明らかにされている[44].こ

れらの結果は, 11C3がGPIIb-IIIaの複合体を認識する抗体であり　GPIIb　と

GPIIIaを別々に認識できないことを示している. HUKTmAb認識抗原は,還元

および非還元条件下で約150 kDaであり,晴乳類GPIIbの分子量に近いが,GPIIb

は軽鎖と重鎮がジスルフイド結合した2量体であること,また, 11C3の認識

抗原分子量と異なることから考えて,ニワトリ　GPIIbを認識しているとは考え

にくい.現在報告されている血小板特異的膜タンパク質でHUKT認識分子に近

い抗原は,約170 kDaのGPIbが考えられる. GPIbは血小板特異的であり,ま

た血小板前駆体細胞でも発現が認められることから, HURT認識抗原の特徴に

近似しているように思われる.

ところで,本研究における栓球特異的mAbの作出は,本来,分離した栓球

の純度を評価することを目的に行ったが,作成したHUKT mAbは本来の目的

以上に興味深い知見を与えてくれた.血液細胞の分化抗原とそのmAbは,免

疫学領域において,血液細胞の特徴付け,単一細胞のみの分離,また血液細胞

の分化成熟段階を探る上で欠かすことのできない実験材料となっている.鳥類

においても,リンパ球系分化マーカーは早くから解析され, T細胞では膜表面

抗原であるCD3, CD4やCD8, B細胞ではBu-rやBu-rといった細胞種特異的

抗原に対するmAbが次々に作出され[41, 42],鳥類免疫学の研究に活用されて

いる.しかし,その数は,晴乳類と比較して圧倒的に少ない.特にリンパ球系

以外の膜表面抗原に関しては,限られた数しか解析されていない.栓球に閑し
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ては,先に11C3の報告があるが, 11C3は先にも述べたように, GPIIb-IIIaの

複合体を認識する抗体であるために,活性化した栓球しか認識できない.すな

わち,栓球分化マーカーとして利用する場合, 11C3よりもHUKTmAbの方が,

より優れているものと思われる.そこで本研究では, HUKTmAbの分化マーカ

ーとしての有用性を実証するために,末梢血栓球と栓球前駆体細胞の分化マー

カーの特徴付けを行った.

末梢血細胞を分化マーカーで分類するには, FCM解析がもっとも簡便な方法

である.また,分化マーカーを用いたFCM解析は,臨床分野から基礎研究ま

で幅広く利用されている. FCM解析の利点は,細胞を生存させたまま蛍光標識

した抗体を反応させて,その陽性細胞を検出することが可能なことである.ま

た,抗体の種類に応じて別の励起波長をもつ蛍光物質を組み合わせることで,

同一細胞集団中の複数種の抗原を解析することができる.さらに, FCMの分収

機能を用いることで,一定の抗原を発現した細胞だけを単離することもできる.

例えば,末梢血中のリンパ球の分布をFCM解析する場合,白血球共通抗原で

あるCD45で白血球集団を特定する.次に, B細胞特異抗原であるCD45R, T

細胞特異抗原であるCD2もしくはcD3で染色することにより,一度の測定か

ら,末梢血中のB細胞, T細胞の割合を算出することができる.さらに,ヘル

パーT細胞特異抗原であるCD4とキラーもしくはサブレッサーT細胞特異抗原

であるCD8を多重染色することで, T細胞の種別の割合を算出することも可能

となる.この方法は,単に末梢血細胞にのみ可能なのではなく,リンパ系組織

やその他の組織においても,細胞を単一に分離できる試料であれば応用可能で

ある.実際にマウスなどでは,特定組織中に存在するリンパ球の分布の測定や

細胞の特徴付けに利用されている.ニワトリの場合でも,同様の解析が可能で

あるが,ニワトリの場合に問題となるのがリンパ球中に混入する栓球の存在で

ある.通常, FCM解析では,測定の最初に,細胞の大きさを示すFSC (前方散

乱光)と細胞内の核の大きさを示すssc (側方散乱光)の2方向で細胞の分布

をビットマップ上に表示させる.晴乳類の場合,末梢血細胞の種類によって細

胞の大きさ,核の有無により,この最初のビットマップ上に血小板,赤血球,

リンパ球および単球,頼粧球が個別の集団として認識することができる.しか

し,ニワトリの場合,ビットマップ上では栓球とリンパ球は同一細胞集団とし

て認識されてしまう.すなわち,ニワトリではリンパ球中のB細胞やT細胞の

割合を,栓球の混入を排除した状態での正確な解析ができなかった.この問題
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を解決するためには,リンパ球特異的もしくは栓球特異的な抗体が必要であっ

た1991年にParamithiotisら匝31は,ニワトリ白血球共通抗原のCD45を明

らかにし,抗CD45 mAbの作出にも成功した.この抗CD45 mAbを用いて,

ニワトリPBLをFCM解析すると, CD45を強発現しているCD451-igh細胞と低

発現のCD451�"に分れることがわかった. Paramithiotisら[43】は,抗Bu-1抗体,

抗CD3, 4, 8各種抗体を用いて, CD45high細胞がBおよびT細胞であることを

明らかにした.しかし,晴乳類ではCD45が成熟赤血球や血小板には発現して

いないことや種々の分化マーカーでもCD45lm細胞を特徴づけることができず,

現在に至っている.本研究においても,ニワトリPBLと抗CD45 mAbを用い

てFCM解析すると,過去の報告通り, CD45hiBh細胞とCD45loT細胞の2つの集

団に分離した(Fig.6).そこで,抗CD45 mAbとHUKTmAbを用いて2重染

色によるFCM解析を実施したところ,ニワトリPBL中のCD45low細胞はすべ

て, HUKT陽性細胞であることがわかった(Fig. 6).この解析結果から,これ

まで不明であったCD45low細胞の細胞種は栓球であることが明らかとなり,栓

球細胞膜表面抗原の新規の特徴として　CD45lOw, HUKT+であることが判明した.

また,これまで鳥類免疫学分野で解析されてきたニワトリ　PBL中の約70%は

栓球であり,残りの約30%がBおよびT細胞であることも証明することがで

きた.以上の結果は,ニワトリPBLをFCM解析に供試する際,抗CD45 mAb

とHUKT mAbを組み合わせて使用することにより,ニワトリのリンパ球を栓

球の混入がない状態で,より正確な解析が可能になることを示しており, HUKT

mAbの有効性を証明している.事実,当研究室では,これまでニワトリでは解

析が困難であったCD3¥ CD4-, CD8-細胞をHUKT mAbを併用することで明ら

かにしている(未発表).噛乳類CD45は成熟血小板では発現がなく,血小板

前駆体細胞の巨核球では発現が認められる.しかし,鳥類では血小板の相同細

胞である栓球にはCD45が発現しており,系統進化的観点からも興味深い結果

である.

本研究において, HUKT mAbはFCM解析における栓球膜表面マーカーとし

てだけではなく,血液細胞の分化成熟段階を解析する上でも有用な抗体である

ことが明らかとなった.すなわち, HUKTmAbを用いた免疫組織化学的解析か

ら, HUKT mAb認識抗原は,骨髄中の栓球前駆細胞である栓芽球に発現してい

るだけでなく,初期発生段階の血球系細胞にも発現していることが明らかとな

った.鳥類の造血系には,版型造血系と成体塑造血系の2種類が知られている
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(45】. Fig. 16にニワトリ造血系の発生段階と確認されたHUKT十細胞の動向を

まとめてみた.陽性細胞は驚くことに,貯卵30時間の肱の血島領域に認めら

れた.肱体内の最初の造血はこの血島で起こることが知られており,血島の内

側の細胞は扇平化して血管内皮細胞-分化し,外側の細胞は血液細胞を形成す

る.この血島中の血液細胞と血管内皮細胞は中拡葉細胞塊から同時期に出現す

ることから,ヘマンジオブラスト(hemangioblast,血球血管前駆細胞)と呼ば

れる共通の前駆体に由来すると考えられている. HUKTmAb認識抗原は,この

ヘマンジオブラストにも発現していることが示唆される.また,この時期の血

球前駆細胞はすべての血液細胞には分化しないことが示されており,好卵4日

後までの腫生期の一過性のものであり,成体骨髄での造血には寄与しないこと

がわかっている. Tahara　ら[45]は,この時期の肱血液細胞中に肱型栓球が存

在し,栄養物質運搬細胞として機能しているのではないかと述べている.本研

究でもこの時期の腫血液中にHUKTmAb陽性細胞を検出しており, HUKTmAb

はこの版型栓球を検出しているのかもしれない.鳥類肱において,いわゆる造

血幹細胞は貯卵4日前後の大動脈領域と貯卵6日前後のパラ大動脈巣に出現し,

連続的な造血を開始することが観察されている[46].この現象は当初,鳥類と

両生類に特異的な現象と考えられていたが,最近,マウスでもパラ大動脈臓側

中庭葉や大動脈一生殖隆起一中腎において造血幹細胞が発見され,この領域を

m vitroで種々の分化因子とともに培養することで赤血球系,リンパ球系や穎

粧球系細胞に分化させることができたことから,成体塑造血幹細胞の起源では

ないかと考えられている[47】.本研究では,この領域の観察は行っていないが,

成体型造血の中心となる骨髄が形成される貯卵10日までの肱血液中にHUKT+

細胞が観察されることから,大動脈領域中にHUKT十細胞が存在するかどうか,

またこの時期のHUKT十細胞の機能などは興味深い点である. HUKT十細胞は,

その後,骨髄が発達する貯卵11日前後から骨髄中に散在して存在するように

なり,この陽性細胞は,その形態から栓芽球であることがわかった.また,同

時にこの時期から肱血液中のHUKT十細胞や赤血球の形態が,円形から成体で

観察される成熟栓球や赤血球の形態に変化し,貯卵19　日には成体の血球と全

く同じ形態をもつことが観察された.このことは,造血の場が大動脈領域から

骨髄領域に完全に移行し,成体型造血が開始されたことを示すものと考えられ

る.

最近,ニワトリ月扇田胞を急性白血病ウイ)レス　E26でトランスフォームした
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Fig. 16. Schematic representation of the sequence of haemopoiesis in the developing

chicken embryo and appearance of HUKT+ cells

The yolk sac (blood island) is the main erythropoietic organ during development.

Haemopoietic activity in the embryo proper occurs initially in the intra-aortic clusters, then in

the para-aortic foci which are an irregular group of cells that occupy the whole dorsal

mesentery. The spleen receives the first incoming haemopoietic stem cell as early as E4, and

carries out transient erythropoietic and granulopoietic functions before becoming a secondary

lymphoid organ at the time of hatch. Unlike the mammalian liver, the chicken liver plays a

minor role in haemopoiesis, with erythrocytes and myeloid cells predominating. The bone

marrow is the last haemopoietic organ to develop and become colonised, red points or line

indicate appearance of HUKT cells indicates.
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細胞を免疫原に作出されたmAbの一つ, MEP21 [48]が栓球と造血系幹細胞に

反応することが判明し,その認識抗原が解析された.その結果, MEP21が認

識する分子は約150 kDaであり,晴乳類で造血幹細胞に発現するCD34に類似

したタンパク質であることが明らかとなり, thrombomucin　と命名されている

[49].このthrombomucinは,分子量および種々の組織における発現分布がHUKT

認識抗原に極めて類似しており, HUKTはthrombomucinを認識しているのか

もしれない.本研究では　HUKT mAbを用いてHUKT mAb認識抗原をアフ

イこティー精製し, N末アミノ酸解析を行ったが, N末端がブロックされてい

るためか,アミノ酸配列を決定することができなかった(結果は示していない).

現在, HUKT mAb認識抗原を多量に精製し,限定分解法によるアミノ酸の一次

解析を行う準備を進めている.

鳥類ではウズラとニワトリ肱を用いた卵黄嚢キメラの実験から,造血幹細胞

の起源を解析する研究が行われており,成体型造血幹細胞と肱型造血幹細胞は

違うものであるという説が大勢を占めている.しかし晴乳類では,まだこの問

題に明快な回答は得られていない.本研究において, HUKT mAb認識抗原は,

成体型造血幹細胞系では一貫して栓球系列細胞に発現していることは明白であ

るが,肱型造血幹細胞系に見られるHUKT+細胞を特徴づけることはできなか

った.今後, HUKTmAb認識抗原を明らかにするとともに,他の分化抗原等を

活用することで,鳥類血液の発生・分化研究に新たな情報を提供できるのでは

ないかと考えられる.
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第3章　栓球無血清培養上溝の細胞増殖活性と免疫学的解析

3-1　はじめに

血小板は無核であり,他の細胞系と違って種々の刺激に迅速に反応して活性

化され,著しい形態変化を伴う細胞応答が顕著な細胞である.そのため,細胞

の外来刺激の応答機構解明に好都合な研究対象として,古くから研究されてき

た・また,血小坂は止血機能の他に,損傷部位での凝集に伴って血小板頼粧中

に蓄積された血小板由来増殖因子(PDGF, platelet-derived growth factor) ,肝細胞

増殖因子(HGF, hepatocyte growth factor) ,上皮増殖因子(EGF, epidermal growth

factor)や血管内皮細胞増殖因子(VEGF, vascular endothelial growth factor)など

複数の増殖因子を放出し,損傷組織の修復を促進するという役割を持つ[26, 50,

51, 52].さらに,血小板中には細胞増殖抑制活性をもつトランスフォーミング

増殖因子(TGF-p, transforming growth factor-p)や血小板由来増殖抑制因子(platelet

derived growth inhibitor)も存在しており,損傷部位の修復という生体にとって

即効性が要求される生体反応を直接的に調節していると考えられている【53,

54].

一方,ニワトリ栓球は噛乳類の血小板と同様,止血血栓形成過翠において,

損傷部位への粘着,形態変化額粒の放出,フイブリン形成,血栓形成という

過程をたどることが知られている[9, 10].しかし,これまでに栓球に由来す

る増殖因子は全く報告されていない. 1979年にWachowiczら[55]は,血小板

惹起因子であるトロンビン,コラーゲン`やセロトニンでニワトリおよびガチョ

ウの栓球を刺激し,その放出物質をゲル漣過法の溶出パターンで解析した.そ

の結果,トロンビンで刺激して得られた栓球分泌タンパク質は,ブタ血小板か

ら得られた分泌タンパク質と同様の溶出パターンであることを明らかにしてい

る・しかし,その後,栓球分泌タンパク質に関する研究は全く行なわれていな

い・栓球と血小板の機能的相同性を考えれば,栓球中にも血小板と同様,多種

多様な増殖因子を保有していることは十分予測可能であり,また,栓球特異的

な新規増殖因子の発見も期待できる.

細胞増殖因子は動物の発生過程から生体の恒常性の維持まで,生体にとって

重要な役割をもつ.噛乳類ではgrowth factorと命名されたものだけでも数十種

を数え,その生理機能や細胞内シグナル伝達系・細胞増殖周期,発癌機構の解
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明など幅広い分野で研究が進められている.これらの研究分野において,細胞

培養技術は欠かすことのできないものとなっている.また近年,分子生物学的

手法が進歩し,特定タンパク質の機能解析や有用タンパク質生産にも遺伝子導

入もしくは特定遺伝子を欠失させた培養細胞が利用されている.細胞培養には,

一般的に10%程度のFBSを含む基礎培地が用いられるが,ある因子の培養細胞

に対する影響の解析や,培養液から細胞が産生する有用物質を精製する際に,

未知因子を多数含む血清の存在は,しばしば悪影響を及ぼす場合がある.こう

いった場合,その細胞の増殖を促進するいくつかの増殖因子を添加した無血清

培地が利用され,一部は市販化されている.しかしニワトリの場合,培養可能

な株化細胞が噛乳類に比べて少なく,また,細胞培養系における増殖因子の研

究が少ないため,ニワトリ細胞培養系にニワトリ由来増殖因子が応用されてい

る例が極めて少ない.すなわち,ニワトリ由来増殖因子の培養細胞に対する解

析が進展すれば,ニワトリ培養細胞の無血清化や新規株化細胞の作出にも道が

開けるものと考えられる.

そこで本章の研究では,ニワトリ由来増殖因子を多数保有することが予想さ

れるニワトリ栓球中の増殖因子を特徴付けるために,栓球抽出物および栓球放

出因子の生物活性を測定するとともに,栓球由来増殖因子の免疫学的解析を行

った.
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312　材料と方法

(1)供試動物

本研究には,白色プリマスロック成鶏と8週齢のBALB/c雌マウスを用いた.

(2)供試細胞

本研究には, Table 5に示した6種の細胞株と基礎培地を使用した.供試細

胞株はすべて5%もしくは10%FBSを含む基礎培地で継代培養したものを用い,

噛乳類由来細胞株は37℃, 5% C02条件下で培養し,培養にはcO2インキュベ

ーターを使用した.また,本研究には上記細胞株以外に,ニワトリ肱線維芽細

胞(CEF, chicken embryo fibroblasts)と末梢血栓球を使用した.

CEFは酵卵10日後のSPF卵(ゲンコーポレーション株式会社から分与)の

肱から以下のように調製した.貯卵10日肱から肱体を取りだし,四肢,頭部

および内蔵を除去し,軽くホモジナイズした.ホモジナイズした肱体には,0.25%

トリプシン(DIFCO) -PBSを加え37℃で20分間反応させた.上清を静かに回

収し,少量のFBS入り遠心管に回収し,この操作をさらに2回繰り返した.回

収した細胞浮遊液は水中で一時保存しておき,反応終了後,セルフィルターを

通して組織片を除去した・その後,細胞浮遊液はMEM (Eagle's mini甲urn essential

medium)で数回遠心洗浄し, 5% FBS-MEMで培養維持した.培養は38.5℃, 5%

CO2条件下で行った.また,以降のすべての研究には, 1代継代したcEFを使

用した.

なお,末梢血栓球は第2章の方法に準じて調製した.

(3)供試抗体および抗原

本研究には,抗ウシbFGF (basic fibroblast growth factor)抗体とウシbFGF

(R&D systems) ,抗マウスEGF抗体とマウスEGF (Biomedical Te占hn。l。gies

Inc.)抗ヒトPDGF抗体とヒトPDGF (R&D systems) ,抗ブタTGF-β抗体と

ブタTGF-β (R&Dsystems)を使用した.また,標識抗体として　HRPO(horse

radish per-oxidase)標識抗マウスIgG+M (H+L) (Kir・kegar・rd and Perry

Laboratories), HRPO標識抗ウサギIgG+M (H+L) (Kirkegarrd and Perry

Labor・atories), AP標識抗マウスIgG+M (H+L) (Kit・kegai・rd and Perry

Laboratories)およびAP標識抗ウサギIgG+M (H+L) (Kirkegarrd and Perry
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Table 5. Cell lines used in this study

Cell line Source Culture Medium

CHO-K 1

He La

MDBK

RK-13

Vero

SP2/0-Ag l 4

Chinese hamster ovary

Carcinoma of human cervix

Bovine kidney

Rabbit kidney

Monkey kidney

Mouse myeloma

Ham F-12

MEMa

DMEMb

DMEM

MEM

IMDM

Eaglets minimum essential medium

Dulbecc0-s modified Eagle medium
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Laboratories)を使用した.

(4)栓球抽出物および栓球放出物

末梢血から分離した栓球は,栓球抽出物と栓疎放出物の作成に供試した.分

離した栓球は, 1×108cells/mlとなるようにPBSに浮遊させ, 100 mM PMSF

(phenylmethylsulfony fluoride)を1/100容と,終濃度で10 jAg/mlとなるよ

うにaprotininを加えて,超音波発生装置を用いて一分おきに4-6回,氷上で

ホモジナイズした.その後, 4℃ 12,000g, 30分間遠心し,上浦を回収した.

その上清は0.22 (xmポアフイフタ- (ミリポア)を用いてろ過滅菌し, Dye-

binding assayキット(Bio-rad)を用いてタンパク量を測定し,小分けして使用

時まで-80-Cに保存した.この上清を栓球抽出物として供試した.また,保存

は最長で2週間とした.

栓球放出物の作成には,栓球抽出物の場合と同様, 1×108cells/mlとなるよ

うに血清不合MEMに浮遊させ, 38℃, C02インキュベーター内で48時間培

養し,経時的に培養上浦を回収した.回収した培養上清には,直ちに100 mM

PMSFを1/100容加えて冷却し,細胞を遠心により除去した.遠心後, Dye-

binding assayキットを用いてタンパク量を測定し,小分けして使用時まで-

85℃に保存した.この上清を栓球放出物として供試した.また,保存は栓球放

出物と同様,最長で2週間とした.

(5)細胞増殖活性

栓球より得られた試料(栓球抽出物と栓球放出物)の各種培養細胞に対する

細胞増殖活性は,顕微鏡下での増殖形態の観察,細胞染色法を利用した細胞数

を指標にした方法,及びDNA合成活性を指標とした3Hチミジンの取り込み試

験を用いて評価した.

細胞増殖活性の測定では,安定で再現性の高い結果を得るために,培養細胞

は可能な限り細胞周期の揃った状態で試験する必要がある.そこで,本研究で

は,低血清培養法による筒易細胞周期同調法を試みた.各種細胞は,それぞれ

の増殖培地で単層シートを形成するまで培養した.その後,血清不含培地で培

養用ディッシュを数回洗浄後, 1% FBSを含む培地で3日以上維持した.その

細胞は0.3% NonidetP-40 (ナカライテック), 2.5% PI(propidium iodide,ナカラ

イテックトPBSで脱核染色を施し,遠心により細胞核を回収L FCM法により
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細胞周期を解析した.

栓球から得られた試料は種々のタンパク濃度で無血清培地に添加し,顕微鏡

下での増殖形態の観察を行った. CEFは6×104 cells/cm2,その他の細胞は3

×104cells/cm2となるように培地に調製し,培養用ディッシュまたは培養用96-

ウエルプレートに添加し後, CEFは38℃,その他の細胞は37℃のCO2インキ

ュベーター内で培養し経時的に観察した.

細胞数の測定には, KullらのNeutral red染色法[56]を一部改変して行った.

この方法は,生細胞のみを染色する色素であるNeutral redの特徴を利用した

もので,細胞数と細胞染色後の比色を相関させて,細胞数を吸光度の相対値で

表す方法である.細胞は顕微鏡観察の場合と同条件で培養用961ウエルプレー

トに添加した後,経時的に培地を除き, 0.006% Neutral red-PBSをウエル当た

り200^1ずつ添加し, 37℃で1時間染色した.染色後,各ウエルは静かにPBS

で洗浄し, 10mMNaH2PO4-50%エタノールを添加してよく撹拝した.撹拝後,

測定波長540 nm,参照波長630 nmの2波長をマイクロプレート・リーダー

(Bio-Tek)で測定した.測定は5つの同一条件の測定値の平均値および標準

偏差を算定した.なお,本方法は予備試験として細胞数と吸光度の相関を試験

し, 5×103から1×106個の細胞数の範囲内で高い相関(n-40, r-0.993, pく

0.001)が得られた.

3H-チミジンの取り込み試験は, Kawahara　らの方法[571を一部変更して行っ

た.上記方法と同様に培養用96-ウエルプレートで細胞を培養し,経時的に3汁

チミジン(比活性1.5-2.2 TBq/mmole, Amersham)を185 kBq/mlとなるよ

うにそれぞれの試料添加培地に加え,ウエ)i,当たり60^1ずつ分注し, 37-C, 5%

co2インキュベーター内で6時間培養した.培養後,培地をすべて除去し, 0.1N

NaOHを50 nlずつ分注し, 37℃で1時間培養して細胞を溶解させた. 1時間

級,各ウエルを軽く撹拝して,溶解液をグラスフィルター(GF/C,直径21mm,

Whatman)に吸着させて乾燥させた.乾燥させたフィルターは5%トリクロロ

酢酸で3回洗浄し, 100%エタノールで洗浄後乾燥させた.乾燥後,フィルタ

ーをシンチレーションバイアルに移し,シンチレ一夕- (ACS-III, Amersham)

を加え,液体シンチレーションカウンター(LSC-3500, Aloka)でカウントし

た.測定は3つの同一条件の測定値の平均値および標準偏差を算定した.

(6)モノクローナル抗体の作成
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免疫原には,栓疎放出物を使用した.タンパク量で100トLgの栓疎放出物を

フロイント・コンプリートアジュバント(和光純薬工業)と混和し, 8週齢の

BALB/C雌マウスの腹腔内に初回免疫した.初回免疫後3週間毎に100 ¥lgの

栓疎放出物を腹腔内に追加免疫した.追加免疫から1週間後に尾動脈から採血

を行い,血清を回収L ELISA法を用いて栓球に対する抗体価をチェックし

た. ELISA法は第2章と同様の方法で行い, ELISA法で抗体価の上昇が十分に

確認さたマウスには,尾静脈内に50 ngの栓球放出物を最終免疫し,そのマウ

スは3日後に細胞融合法に供試した.

細胞融合は第2章と同様の方法で行い,陽性ハイブリドーマの選抜はELISA

法を用いて行った. ELISA法は第2章と同様の手法を用いて行い,固相化抗原

にはタンパク濃度で5 jig/mlになるように調製した栓球放出物を使用した.

(7) ELISA法

栓球放出物中に存在することが予想される既知増殖因子をELISA法により解

析した. ELISA法は第2章と同様の方法で行い,固相化抗原にはタンパク濃度

で5 jxg/mlになるように調製した栓球放出物もしくは栓球抽出物を使用した.

検出抗体には各種晴乳類由来増殖因子(bFGF, EGF, PDGFおよびTGF-β)に対

するウサギポリクローナル抗体を使用した.また,検出にはHRPO標識抗ウサ

ギIgを使用した.

(8)ウエスタンブロッテイング解析

得られた抗栓球放出物mAbの認識抗原と各種晴乳類由来増殖因子抗体の反

応性を検出するために,ウエスタンブロッテイング解析を行った.方法は第2

章に記載した方法に準拠して行い,試料には栓球放出物をレーン当たり10抄g

添加できるように調製し, 8%ポリアクリルアミドゲルを用いて泳動した.検

出抗体には各種晴乳類由来増殖因子(bFGF, EGF, PDGFおよびTGF-β)に対す

るウサギポリクローナル抗体もしくは抗栓球放出物mAbを使用した.また,

検出にはAP標識抗ウサギIgもしくはAP標識抗マウスIg抗体を使用した.
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3-3　結果

(1)供試細胞の細胞周期の解析

培養細胞は,増殖培地中でDNA合成準備期(GI耕), DNA合成期(S期),

細胞分裂準備期(G2期),細胞分裂期(M期)の順に繰り返し増殖する.増殖

培地中では,この周期が個々の細胞でばらばらであり,また,増殖因子はその

種類により細胞周期の作用点が異なっている.このような状態で細胞増殖活性

を試験すると細胞の状態に左右され,安定性に欠く再現性のない結果が得られ

やすい.そこで,活性因子の細胞増殖活性を試験する際には,できるだけ細胞

周期を同調させて使用することが望まれる.細胞周期の同調法には,簡易法と

して低血清培養法がある【58].接着性の培養細胞は単相シートを形成後,通常

の増殖培地の5-10%の血清濃度から1%以下の低血清濃度で培養するとG1期で

細胞周期を停止させる.本研究では,この現象を利用し,細胞周期の簡易同調

を試み,同調されたかどうかをpIのDNA結合性を利用したFCM解析による

細胞周期の解析を行った.その結果, Fig. 17に示したように10% FBS存在下

で培養したcEFは,約60%の細胞がG1期であり,約40%の細胞がS期もしく

はG2/M期にあることがわかった.次に低血清培養条件下で3日間培養したcEF

は約90%の細胞がG1期にあり,完全ではないもののほとんどの細胞の細胞周

期が同調されていることがわかった.また,他の細胞株でも同様の結果が得ら

れた(結果は示していない).以上の結果から,以下の研究には低血清培養下

で同調培養を施した細胞を使用した.

(2) CEFに対する栓球抽出物および放出物の細胞増殖活性

栓疎放出物および抽出物中に細胞増殖活性が存在するかどうか,まずcEFを

用いて解析した.タンパク濃度で50 ng/mlの濃度となるように栓球抽出物を血

清不含MEMで調製し細胞培養に供試した.その結果,栓球抽出物を含む培地

で培養したcEFは培養直後から培養券面-の急速な細胞接着が認められ,培養

3日後には単層シートを形成するまで細胞が増殖していた(Fig. 18-A).これに

対して,栓球抽出物を含まない培地で培養した細胞では,わずかな増殖しか認

められなかった(Fig. 18-B).

次に,栓球抽出物の細胞増殖活性をNeutral r-ed染色法を用いて比較した.

種々の濃度で調製した試料添加培地でCEFを3日間培養し,相対的細胞数を比
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Fig. 17. DNA contents ofCEF with FCM analysis

Cell cycle analysis was performed using flow cytometry

monovanate propidium iodide (PI) analysis. The cells fall into three

categories: those that have an unreplicated complement of DNA and

are therefore in Gi phase, those that have a fully replicated

complement of DNA (twice the Gi DNA content) and in G2 or M

phase, and those that have an intermediate amount of DNA and are in

S phase. A: CEF were grown in MEM supplemented with 5% FBS.

ち: CEF were grown in MEM supplemented with 5% FBS, and then

cultured in MEM supplemented with 1% FBS for 3 days.

52



Fig. 18. Phase-contrast micrograph of CEF cultures with 50 ¥xg protein/ml

thrombocyte extracts (A) and without thrombocyte extracts (B)

The micrographs were taken at 3 days afiter seeding, (x 500).
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較したところ, Fig. 19に示したように,栓球抽出物は濃度依存的にCEFの細

胞増殖を促進していることがわかった.また,その活性は50 fig/mlの濃度でプ

ラトーに達した.

栓疎放出物は栓球を無血清で培養した培養上清である.栓球は培養開始直後

から,培養器面へ急速に接着し,培養5日後にはマクロファージ様に底面に広

がることが確認されたが,細胞の増殖は認められなかった(Fig.20).次にこの

栓球培養上清中のタンパク質濃度を経時的に測定した.その結果, Fig. 21に示

したように, 72時間後まで培養上浦中のタンパク質濃度が上昇していることが

わかった.結果には示していないが,この測定は最大で5日後まで行い, 72時

間(3日間)以降は減少していた.栓球の培養時間による栓球無血清培養上浦

(栓球放出物)中の細胞増殖活性を比較するために,種々の培養時間で回収し

た栓疎放出物を, CEFに対する細胞増殖活性試験に供試した.その結果Fig. 22

に示したように培養開始1時間後の上清中にすでにCEFに対する増殖活性が認

められ, 24時間後に最大となることがわかった.また24時間以降では徐々に

活性が低下することが明らかとなった.以上の結果から,栓球を24時間培養

した無血清培養上清を栓球放出物として,以下の研究に使用した.

次に,栓球抽出物と栓疎放出物のCEFに対する細胞増殖活性を比較した.そ

の宿果, Fig. 23に示したように栓球放出物の方がcEFに対する準い増殖活性

を有することがわかった.さらに,栓球放出_物に関してCEFに対するDNA合

成活性を促進するかどうか試験したところ,細胞数と同様,栓球放出物はcEF

のDNA合成を濃度依存的に促進していることがわかった(Fig.24).

(3)晴乳類由来細胞に対する栓球放出物の細胞増殖活性

栓球中にCEFに対する細胞増殖を促進する因子の存在が明らかになったこと

から,次に晴乳類由来細胞株に対する細胞増殖活性を試験した.活性試験には,

CEFを用いた測定で最も強い増殖活性を示した50ドg/mlの濃度で行い,培養は

すべて3日間おこなった.その結果, Fig. 25に示したように供試したすべての

細胞株で栓球放出物による細胞増殖の促進が認められ,特にVero, RK-13およ

びcHOで顕著に認められた.また, HeLa細胞は栓球放出物を添加して培養し

た場合,細胞が凝集した形で増殖し,通常の培養形態(単層)での増殖は認め

られなかった.
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Fig. 19. Stimulation of cell growth by different concentrations

of thrombocyte extracts

CEF cells were seeded in　96-well plates in MEM with

thrombocyte extracts (0-100トIg protein/ml). The relative number

of cells was determined by neutral red staining method at 6 days

after seeding. The results were presented as mean ± SD (n=5).
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Fig. 20. Morphological properties of cultured thrombocytes

Chicken thrombocytes were cultured in serum-free MEM. The

micrograph (A) was taken soon after seeding and the micrograph (B)

was taken at 5 days. Bar: 50トIm.
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Fig. 21. The protein concentrations of supernatants obtained

from thrombocyte cultures

The thrombocytes (1XIO cells/ml) suspended in serum-free

MEM were cultured in 6-cm dishes and incubated at 38-C. The

supernatants were collected at 0-72 hr. The protein concentration

of the supernatant was determined by a protein-dye binding assay.

The results were presented as mean ± SD (n=3).
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Fig. 22. Growth effect of serum-free thrombocte cultured media

CEF cells were seeded in 96-well plates in the thrombocyte cultured

media harvested at different time after seeding. The "a indicates the

collected time (hour) after seeding. The relative number of cells was

determined by neutral red staining method at 3 days after seeding.

The results were presented as mean ± SD (n=5).

58



0　6.25 12.5　　25

EiliiZI
E<
fq
lle

負
〇
、・、

E.i
ii
l′)

負
0
1^^

Cカ
ー11-
1ロ-

4)
U
<M
°

Ll
色)
.a

≡
;3
日

4)
>

'B
d

Ill一■

4)

Pd

Protein concentration ([xg/ml)

Fig. 23. Stimulation of cell growth by di恥rent concentrations

of thrombocyte extracts (Q) and thrombocyte-released
proteins (」)

CEF cells were seeded in 96-well plates in MEM with

thrombocyte extracts and thrombocyte-released proteins (0-50トIg

protein/ml). The relative number of cells was determined by neutral

red staining method at 3 days after seeding. The results were

presented as mean ± SD (n=5).
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Fig. 24. Stimulation of DNA synthesis in CEF cells to different

concentrations of thrombocyte-released proteins

CEF cells were seeded in　96-well plates in MEM with

thrombocyte-released proteins (0-100トig protein/ml). Each well

contained 18.5 kBq of [ H] thymidine. After a 6-hr incubation, the

radioactivity was determined by liquid scintillation counting. The

results were presented as mean ± SD (n=3).
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Fig. 25. Phase-contrast micrographs of various mammalian-derived

cell line cultures with 50 pig protein/ml of thrombocyte-

released proteins

Cell lines were seeded in culture dishes in media with (+) or without (-)

thrombocyte-released proteins (50 |xg protein/ml). The micrographs were

taken at 3 days after seeding.
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(4)栓球放出物に対するmAbの作成

栓球放出物中に存在することが予想される細胞増殖因子を検出するために,

栓疎放出物に対するmAbの作成を行った　その結果,栓球放出物に反応する5

種のハイブリドーマの作出に成功した.これらの5種のハイブリドーマ培養上

清を用いて,既知噛乳類由来増殖因子(bFGF, EGF, PDGFおよびTGF-β)に対

する反応性をELISA法により解析した.その結果, Table 6に示したように5

種のハイブリドーマ培養上清は,いくつかの増殖因子と反応することがわかっ

た.そこで,これらのハイブリドーマをクローニングし,同様に既知噛乳類由

来増殖因子に対する反応性をELISA法により解析した.その結果, Table 7に

示したように計12種類のmAbを得たが,いずれの抗体も既知増殖因子に対す

る反応性が弱く,またひとつの増殖因子特異的に反応する抗体は得られなかっ

た.さらに得られたすべての抗体をウエスタンブロッテイング法に供試したが,

栓球放出物および既知増殖因子ともに反応が認められなかった(結果は示して

いない).

(5)既知晴乳類由来細胞増殖因子に対する抗体を用いた免疫学的解析

栓球放出物は, CEFだけでなく各種晴乳類由来細胞の増殖を促進したことか

ら,噛乳類由来細胞増殖因子の相同因子を含むことが示唆された.、また,相同

分子の解析には,本章の結果(4)に示したように,特異性の高いmAbを用いた

解析では困難であることがわかった.そこで,噛乳類由来細胞増殖因子に対す

るポリクローナル抗体を用いた免疫学的解析を行った.

まず, ELISA法を用いて,栓球放出物および栓球抽出物に対する各種ポリク

ローナル抗体の反応性を解析した.その結果, Table 8に示したように抗bFGF

および抗PDGF抗体が,栓球放出物および栓球抽出物と反応することがわかっ

た.そこで次に,この2種の抗体を用いて,ウエスタンブロッテイング解析を

行った.その結果, Fig.26に示したように,抗bFGF抗体は約220kDa,抗PDGF

抗体は約107 kDaの栓球放出物中のタンパク質を検出することがわかった.な

お,陰性対照には1次抗体に正常ウサギ血清を使用した.
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Table 6. Reactivities of supernatant of hybridomas against various

growth factors

ELISA value (Absorbance at 492 nm)

Hybn doma
bFGF EGF PDGF TGFβ

0.082

B 0.093

0.213

0.210

0.106

0. 123　　　　0.048

0. 166

Table 7. Reactivities of mAbs against various growth factors

ELISA value (Absorbance at 492 nm)

Hybndoma
bFGF EGF PDGF　、、・ TGFβ

Al　　　　　0.019

A2　　　　　0.016

A3　　　　0.053

B l　　　　　0.008

B2　　　　　0.01 1

C l　　　　　0.045

C2　　　　0.017

C3　　　　　0.016

0.034　　　　0.027

0.026　　　　0. 023

0.106 0.084

0.0 1 2　　　　0.007

0.025　　　　0.012

0.238

0.186

0.166

0.067　　　　0.059

0.03 1

0.009

0.05 1

0.009

0.012
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Table 8. Reactivities of thrombocyte-released proteins and thrombocyte

lysate with antisera against various growth factors

Antiserum ELISA value (Absorbance at 492 nm)

against Positive Thrombocyte-　Thrombocyte

controla released proteins lysate

bFGF 0.68 8

EGF 1.523

PDGF 0.577

TG印　　0.066

0.378　　　　　　0.391

0.045 0.06、1

0.336　　　　　　0.393

0.008　　　　　　0.005

a ELISA microplate wells were coated with the antigen against

anti serum.
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Fig. 26. Western blotting analysis of thrombocyte-released proteins

with antisera against bFGF (1) or PDGF (2)

Thrombocyte-released proteins were subjected to electrophoresis on a

8% polyacrylamide gel containing 0.1% SDS under non-reducing

conditions. The protein molecular weight markers are shown on the left.
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3.4.考察

本章では,第2章で構築した高純度栓球分離法を用いて分離した栓球中に,

細胞増殖活性が存在するかどうかを試験した.また免疫学的手法を用いて栓球

中に既知増殖因子が存在するかどうか検討した.その結果,栓球中には種々の

細胞の増殖を促進する因子が存在することが明らかとなった.しかしながら,

免疫学的な手法では,この増殖因子を同定することはできなかった.

細胞中の生理活性物質を解析するには,その因子の生理活性を保持したまま

分離・精製し,標的細胞を選択し生物活性を測定しなければならない.また,

その生理活性因子を同定するには抗体を利用した免疫学的解析や遺伝子クロー

ニングを行わなければならない.細胞が産生する生理活性因子を分離・精製,

もしくは生物活性を測定する場合,一般的にプロテアーゼ阻害剤存在下で細胞

を破砕し試料とする場合が多い.血小板から最初に精製されたヒトPDGFは,

50リットルの血液から分離した血小坂を破砕して精製している[59].本研究で

もまず,栓球を超音波により破砕した栓球抽出物を用いて, CEFに対する細胞

増殖活性を試験した.その結果,極めて租雑である栓球抽出物中にCEFに対す

る細胞増殖活性が存在することが判明した(Fig. 18).しかし,この抽出物は,

プロテアーゼ阻害剤存在下で180℃保存を行っても,その活性が2、週間以内に

低下することがわかった(結果は示していない).栓球は有核細胞であり,巨

核球の細胞片である血小板とはその内容物構成が大きく異なっていると考えら

れる.すなわち,血小板の抽出物と栓球の抽出物では,細胞を破砕した際に生

じる分解産物が栓球では血小板より多量に含まれており,この影響で栓球中に

存在する活性因子の生理活性の安定性を低下させていると考えられる. PDGF

に続き血小坂から分離されたHGFは,その生理活性の安定性試験でPDGFよ

りも酸や熟に対して不安定であることがわかっている[50].これらのことは,

細胞から生理活性物質を抽出するには,熱やプロテアーゼに対する対策はもち

ろんのこと,細胞を破砕することなく穏やかな条件で抽出する必要性を示唆し

ている.生理活性の不安定なHGFは,ラット血小板をトロンビンで刺激した

放出因子の中から精製されている[50].この方法は細胞の分泌機構を利用した

もので,細胞を物理的に破壊しないために爽雑物が少なく,目的の生理活性物

質が得られやすかったと考えられる.ニワトリ栓球は血小坂と同様,トロンビ

ン,セロトニンやコラーゲンといった凝集惹起因子の刺激により凝集し細胞内
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タンパク質を放出することが知られている.しかし,栓球をこれらの因子で刺

激するには,血小板を刺激する場合よりも10倍以上の高濃度で使用する必要

がある[55].すなわち,栓球放出物質を得るために,これらの凝集惹起因子を

利用すると,栓球放出物質中にこれらの惹起因子が高濃度混入した状態となる.

このような試料を用いて細胞に対する生物活性を測定するには,これらの因子

の混入を考慮しなければならない.本研究では,栓球放出物質が有する細胞増

殖活性を測定しているが,コラーゲン,トロンビンやセロトニンなどいずれの

惹起因子も細胞に対して,増殖促進効果を示すことが知られている[60, 61, 62].

実際,栓球を凝集させる濃度のトロンビンとセロトニンを用いて,混入する濃

度で調製したMEMでCEFに対する細胞増殖活性を測定したところ,栓球抽出

物質と同程度の細胞増殖活性が検出された(結果は示していない).そこで本

研究では凝集惹起因子を使用しない方法で栓球を刺激し,放出因子を回収する

方法を考案した.栓球は生体外において,ガラスやプラスティック表面に速や

かに粘着することが知られている.この現象はちょうど生体内で栓球が損傷部

位に粘着し,止血血栓を形成する過程に類似している.そこで,栓球を組織培

養用ディッシュで培養する方法を発想した.栓球は培養により増殖することは

なかったが,培養直後に速やかに培養用ディッシュに接着し,その後,偽足を

伸ばす細胞などマクロファージ様の形態変化を起こすことがわか?た(Fig.20).

また,栓球培養上浦中のタンパク質濃度は経時的に増加し,培養72時間後に

最大となった(Fig.21).これらの結果は,凝集惹起因子を加えなくても,栓球

を培養するだけで栓球放出タンパク質を得ることができることを示している.

また,これらの栓球放出タンパク質を50ドg/mlの濃度でMEMに添加して培養

したcEFは, 24時間後に回収した栓球放出タンパク質で最も強く細胞増殖が

促進されることがわかった(Fig. 22).さらに, 24時間後に回収した栓球放出

タンパク質中には,栓球を破砕して得た栓球抽出物よりcEFに対して高い増殖

活性が認められることがわかった(Fig.23).このことは栓球放出物療中に含ま

れる増殖因子の量が栓球抽出物よりも多いためか,もしくは栓疎放出物質中に

は選択的に増殖因子が放出されその濃度が高められたためではないかと考えら

れる.本研究で考案した栓球放出タンパク質回収方法は,物理的化学的なタン

パク質の変性が少なく,また,外来因子の添加のない方法であり,栓球中の増

殖因子の生物活性の測定ならびに精製を行う際の試料に最も適していると思わ

れる.
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一般的に増殖因子を含めた多くのサイトカインは多機能性を持つことが知ら

れている.例えばPDGFは,閉業系細胞の遁走・増殖刺激活性を有する因子と

して分離精製されたが,その後の研究から中肱葉由来細胞の平滑筋細胞,線維

芽細胞,グリア細胞や軟骨細胞など多様な細胞に対して増殖活性を示すことが

明らかとなっている[26].また, TGF-βは線維芽細胞や平滑筋細胞など一部の

細胞に対しては細胞増殖を促進するのに対して,それ以外の多くの細胞に対し

ては細胞増殖を抑制する[63].このように増殖因子は,細胞の種類により細胞

内情報伝達系を調節し,種々の細胞に対し多機能性を発揮しながら,生体の恒

常性を維持していると考えられている.そこで栓球放出物が, CEF以外の細胞

株に対して細胞増殖活性を有するかどうかを試験した.ニワトリでは,晴乳類

ほど多くの接着性の細胞株が得られていないため,本研究では当研究室で継代

維持している噛乳類由来培養細胞を供試した.その結果,栓球放出物中には種々

の晴乳類由来細胞に対する増殖活性を有する因子の存在が明らかとなった(Fig.

25).この結果は,栓球中に血小板と同様,複数種の増殖因子の存在を示唆し

ている.

ところでTable lに示したように発生過程で重要な役割を持つFGFやTGF-β

などの増殖因子は,晴乳類とニワトリ間でそのアミノ酸配列がよく保存されて

いる・すなわち,栓球中にこれらの増殖因子が存在するならば,与れらの国子

に対して作成された抗体はニワトリ由来因子と交差することが予想される.ま

た逆に,栓球放出物質に対して作成したmAbは晴乳類由来増殖因子と交差す

ることも考えられる.さらに, mAbは増殖活性の中和試験やタンパク質の抗体

アフイニティー精製にも利用できる.そこで,本研究では栓球放出物中に存在

することが予想される増殖因子を検出することを冒的に,二つの免疫学的手法

を用いて解析した.栓球放出物質に対するmAb作成実験では,栓疎放出物に

反応するいくつかのmAbを得たが(Table 7),その中には噛乳類由来増殖因子

を特異的に認識するmAbは含まれていなかった. mAbは極めて特異性の高い

抗体であり,晴乳類由来増殖因子と異なるエピトープを認識しているか,もし

くは噛乳類由来増殖因子と禰同性の高い部分に対しては抗体が産生されにくい

ことが予想される.そこで次に,晴乳類由来増殖因子に対するポリクローナル

抗体を用いて,栓球放出物中に存在する増殖因子の検出を試みた.ポリクロー

ナ)i/抗体は,モノクローナル抗体とは異なり,特異性は低いものの抗原に対し

て複数のエピトープを認識できる.すなわち,栓球放出物中の増殖因子と交差
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反応を示す確率が高いものと思われた.栓球抽出物を抗原に用いたELISAでは,

bFGFと　PDGFに対する抗体が交差反応を示すことがわかった.そこでこれら

の抗体を用いたウエスタンブロッテイング法により交差反応を示すタンパク質

の分子量の比較を行った.その結果. Fig.26に示したように抗bFGF抗体は220

kDa,抗PDGF抗体は107 kDaの栓球抽出物中のタンパク質と交差反応を示す

ことがわかった.しかし,遺伝子クローニングされたニワトリ　bFGFの塩基配

列から予想されるタンパク質は約20kDaであり,抗bFGF抗体と交差反応を示

したバンドと比較して高分子であった.また, PDGFもまた,晴乳類PDGFが

約20kDaであり,やはり栓球放出物中に検出されたタンパク質は高分子であっ

た.噛乳類では, bFGFやPDGFは細胞から産生され放出されるとすぐにα21

マクログロブリンといった巨大タンパク質と複合体を形成し,実際の分子量よ

りも高分子で検出されることが知られており【64, 65],ニワトリの場合も同様

に別のタンパク質と複合体を形成しているのかもしれない.いずれにしろ,異

種動物間で交差性が明らかではない抗体では,非特異的反応の可能性も十分に

考えられ,免疫学的な手法を用いることの限界を示していると思われる.

ところで,本研究では種々の細胞を栓球抽出物と放出物を添加して培養した

場合,細胞増殖の促進活性以外に,強力な細胞接着促進活性が認められた.こ

の活性は通常,細胞増殖因子にはない活性であることから,栓球中に細胞接着

因子の存在が示唆される.細胞接着因子はin γiγOでは細胞外マトリクスとして

機能しin vitroでは培養用基質に対する細胞接着を促進し,また同時に細胞増

殖を促進する.この栓球中に存在する接着因子に関しては,第4章で詳細に解

析した.

本章では,栓球中に複数種の細胞株に対する増殖因子の存在を生物活性の面

から確認することができたが,免疫学的な手法ではその因子の同定を行うこと

ができなかった.今後,栓球中の増殖因子を明らかにするためには活性を指標

としたタンパク質精製や分子生物学的な解析方法を取入れる必要があると考え

られた.
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第4章　栓球無血清培養上溝の細胞接着伸展活性と接着因子の同定

4-1　はじめに

第3章において,栓球無血清培養上浦(栓球放出物)は種々の細胞に対する

増殖促進活性だけではなく,培養開始直後に培養基質-の著しい接着促進活性

を有することが観察された.一般的に細胞増殖因子には細胞接着促進活性はな

く,栓球には増殖因子とは別に細胞接着因子の存在が示唆された.

細胞接着には細胞が接着する相手によって大きく　2つに分類される.接着す

る相手が細胞の場合には,細胞一細胞間接着と呼ばれ,相手が基質の場合には細

胞一基質問接着と呼ばれる.栓疎放出物中に含まれる接着因子は,基質への細胞

接着を促進しているので,後者の細胞∵基質間接着に分類される因子の存在が想

定される. invivoにおいて基質とは一般的に細胞外マトリックス(extracellular

matrix, ECM)と呼ばれ,コラーゲン(collagen),ラミニン(laminin),フイブ

ロネクチン(fibronectin)やビトロネクチン(vitronectin)など20種程が知ら

れている.これらの接着因子はin vitroでは培養器面と細胞の間で培養器面へ

の細胞接着を促す役割をもつ.特にフイブロネクチンやビトロネクチンは血小

板中に存在することが報告されており,血小板の凝集刺激に応じて血小板から

放出される[66, 67].フイブロネクチンやビトロネクチンは血祭中にも多量に

存在するために,血小板中のこれらの接着因子の生理的意義については現在も

なお不明な点が多いが,ニワトリ栓球中にもこれらの接着因子が存在すること

は容易に想像できる.

細胞接着因子は単に細胞と細胞同士を接着させたり,細胞を基質面に固定す

るだけの機能ではなく,細胞走化性,細胞情報伝達,細胞増殖,細胞分化,細

胞認識と広範な生命現象に関与しており,その研究も莫大である.本研究にお

いても,ニワトリ栓球中の増殖因子を解明する上で,接着因子の存在を明らか

にすることは重要であり,増殖因子とともに生体内における栓球の機能を明ら

かにするための新しい知見を提供できるものと思われる.

そこで本章では,栓球中に存在する細胞接着因子の生物活性の測定を行い,

免疫学的手法を用いた接着因子の同定,並びに栓球からの接着分子の放出機構

の解析を行った.
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4-2　材料と方法

(1)供試動物

本研究には,白色プリマスロック成鳥を用いた.

(2)供試細胞

本研究には,第3章, Table 5に示した6種の細胞株のうちSP2/0を除く5

種の細胞株およびcEFと,それぞれの細胞に適した基礎培地を使用した.供試

細胞はすべて5%もしくは10%FBSを含む基礎培地で継代培養したものを用い,

CEFは38.5℃, 5% C02条件下で,晴乳類由来細胞株は37℃, 5% C02条件下

で培養した.また,培養にはcO2インキュベーターを使用した.なお　CEF

は貯卵10日後のSPF卵(ゲンコーポレーション株式会社から分与)の肱から

調製し,その方法は第3章に記載した方法と同様におこなった.また,末梢血

栓球は第2章の方法に準じて調製した.

(3)供試抗体および抗原

本研究には,お茶の水女子大学理学部の林正男助教授から分与された精製ニ

ワトリビトロネクチンと市販の精製ニワトリフイブロネクチン(Biomedical

Technologies),およびそれぞれの接着因子に対するウサギポリクローナル抗体

を使用した.また標識抗体として, FITC標識抗ウサギIgG+M (H+L)抗体

(Kirkegarrd and Pen・y Laboratories)およびAP標識抗ウサギIgG+M (H+L)抗体

(Kir-kegarrd and Pei・1-y Laboratories)を使用した.

(4)栓球放出物

栓球放出物の作成には,第3章に記述したように1×108cells/mlとなるよう

に血清不含MEMに浮遊させ, 38℃ co2インキュベーター内で24時間培養し,

その培養上清を回収した.回収した培養上清には,直ちに100 mM PMSFを

1/100溶加えて冷却し,細胞を遠心により除去した.遠心後, Dye-bindingassay

キットを用いてタンパク量を測定し,小分けしてた後,使用時まで-80℃に保

存し,この上清を栓球放出物として供試した.また,保存は最長で2週間とし

た.
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(5)細胞接着活性

種々の細胞に対する栓球放出物の細胞接着・伸展活性は,栓球放出物をタン

パク濃度で50ドg/ml含む血清不含培地で細胞培養し,経時的に細胞を倒立型

位相差顕微鏡(IMT-2,オリンパス)下で観察した.

CEFに対する栓球放出物の細胞接着活性測定は, Vilcekらのアミドブラック

10B (amido black lOB)を用いた染色法[681を一部変更して行った.栓球放出

物は0-100けg/ml,精製ニワトリフイブロネクチンとどトロネクチンは0-10

ドg/mlの濃度で96ウエルプレートに50ドlずつ添加して, 37℃で1時間イン

キュベ-下した. 1時間後,プレートをpBSで3回洗浄した.次に細胞のプレ

ート面への非特異的接着を防ぐために, 1%ウシ血清アルブミン(BSA, bovine

serum albumin) -PBSを各ウエルに100 nlずつ添加して37℃, 30分間インキ

ユベ-下した.インキュベ-ト後,プレートをpBSで3回洗浄した. 1×105

cells/mlに調製したcEFをウエルあたり100ドl添加して, 37℃, 5%C02条件

下で培養した.細胞は培養開始30分から4時間まで培養し,血清不含培地で

各ウエルを軽く洗浄し,接着していない細胞を除去した.次に, 10%ホルマリ

ン, 9%酢酸, 0.1M酢酸ナトリウム水溶液をウエル当たり50piずつ加え,室

温で15分間細胞の固定を行った. 15分後固定液を除去し, 0.05%アミドブラ

ック10B, 9%酢酸, 0.1M酢酸ナトリウム水溶液をウエル当たり50ドlずつ加

え,室温で30分間細胞の染色を行った.染色後,各ウエルは蒸留水でよく洗

浄し,乾燥後, 50mMNaOHを各ウエルに100ド1ずつ添加し,よく撹拝した.

撹拝後,マイクロプレートリーダー(Bio-Tek)を用いて,測定波長540 nm,

参照波長630 nmの2波長を測定した.測定結果は5ウェルの同一条件の測定

値の平均値および標準偏差を算出した.なお,本方法は予備試験として細胞数

と吸光度の相関を試験し, 1×103から2×104個の細胞数の範囲内で高い相関

(n-40, ・-0.998,pく0.001)が得られた.

(6)細胞接着阻害試験

細胞接着阻害試験は,合成ペプチドを用いた受容体ブロック法と抗体を用い

たリガンドブロック法の2つの方法を用いて行った.また,その阻害様式をFig.

27に示した.

フイブロネクチンやビトロネクチンは,インテグリンと称される受容体ファ

ミリーと結合することで細胞に対して接着活怪を発揮する. 1984年に
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A. Cell attachment of ECM

斥M
B. Inhibition of cell attachment by RGD peptides

C. Inhibition of cell attachment by anti-ECM antibodies

Fig. 27. Inhibition of cell attachment by RGD-peptides or anti-
ECM antibodies

The linkage of the extracellular matrix (ECM, e. g. fibronectin,

vitronectin etc. ) to the cell requires transmembrane cell adhesion

proteins, integrin, that act as matrix receptors and tie matrix to the

cell's cytoskeleton. Short peptides containing RGD sequence can

compete with both fibronectin and vitronectm for the binding site

on cells, thereby inhibiting the attachment of the cells to ECM.
Anti-ECM antibodies also inhibited the attachment of the cells to

ECM.
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Piei-schbacherら[69】は,フイブロネクチンやビトロネクチンのアミノ酸配列

の中で,インテグリンに結合する際に重要な4つのアミノ酸(Al甘Gly-Asp-Ser,

RGDS)を特定した.さらに,合成されたRGDペプチドは単独で細胞接着を促

進すること,また細胞浮遊液に合成RGDペプチドを添加しておくと,細胞側

のインテグリンの結合領域がブロックされて,フイブロネクチンやビトロネク

チンをコートしたプレートに接着できないことがわかっている(Fig. 27B).そ

こでこの原理を利用して細胞接着阻害試験をおこなった　その方法は本章4-2

材料と方法(5)の細胞接着活性をアミドブラック10B染色法で測定する際に,

最初のCEFの細胞浮遊液に0.85 M合成GRGDSPペプチド(岩娩硝子)と対照

として同濃度の合成GRGESPペプチド(岩妨硝子)を添加して行った.それ以

外の部分はアミドブラック10B染色法と同様に行った.

リガンドブロック法は,フイブロネクチンもしくはビトロネクチンに対する

ポリクローナル抗体を用いて行った.タンパク質濃度で50汁g/mlの濃度の栓

疎放出物を96ウエルプレートに50 nlずつ添加して, 37℃, 1時間インキュ

ベ-下した1時間後,プレートはpBSで3回洗浄した.その後100-10,000

倍に希釈したそれぞれの抗体を50 (xlずつ添加して, 37-C, 1時間インキュベ

-下した.次にアミドブラック10B染色法で測定する際と同様の方法で1%

BSA-PBSでブロック操作を行い,細胞数をアミドブラック染色による相対値で

測定した・なお,対照実験として,上記実験と合わせて, 5ドg/mlの濃度で同

様にコートしたフイブロネクチンプレートとビトロネクチンプレートを使用し

た・また,対照実験では,抗体を反応させていない条件から得られた値を接着

率100%とした割合で示した.

(7)ウエスタンブロッテイング法

栓球放出物中に存在する細胞接着因子を同定するために,フイブロネクチン

もしくはビトロネクチンに対するポリクローナル抗体を用いてウエスタンブロ

ッテイング解析を行った.方法は第2章に記載した方法に準拠して行い,試料

には栓球放出物をレーン当たり10 ng添加できるように調製し, SDS-PAGEは

6%もしくは10%ポリアクリルアミドゲルで行った.一次抗体には抗フイブロ

ネクチンもしくは抗ビトロネクチン・ウサギポリクローナル抗体を3,000倍希

釈で使用し,検出抗体には1,000倍希釈のAP標識抗ウサギIg抗体を使用した.

また,検出には化学発光法を利用したスマイライト・ウエスタンブロッテイ
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ングキット(住友金属)を用いて行った.

(8)蛍光抗体法

栓球中に存在する細胞接着因子を同定するために,フイブロネクチンもしく

はビトロネクチンに対するポリクローナル抗体を用いて間接蛍光抗体法を実施

した.分離した末梢血栓球をカバースリップ上にスメア-し,冷アセトンで1

20℃, 10分間の固定か,もしくは3.7%ホルマリンーPBSで5分間固定したス

メア-を準備した.固定後,カバースリップはpBSで洗浄し,ホルマリン固定

した試料は,細胞質検出用には0.1% Triton-XIOO-PBSで5分間反応させ,細

胞膜検出用はそのまま使用した.抗体は1% BSA-PBSで100倍に希釈したそ

れぞれのポリクローナル抗体を使用し,湿潤箱内で37℃, 1時間反応させた.

反応後, 1% BSA-PBSで3回洗浄し, 1% BSA-PBSで50倍に希釈したFITC

標識抗ウサギIg抗体をマウントし,湿潤箱内で37℃, 30分間反応させた.皮

応後, 1%BSA-PBSで3回洗浄し,試料は落射型蛍光顕微鏡(BX50,オリンパ

ス)で観察した.

(9)サンドイッチELISA法

栓球から放出されるフイブロネクチン量を定量するために,フイブロネクチ

ンのゼラチン高親和性を利用したサンドイッチELISAを行った.その方法は

Ruoslahtiらの方法[70姥一部改変して行った.定量には栓球放出物と1% NP-

40-PBSもしくは1% Triton-XIOO-PBSで2×108個の栓球を可溶化したものを

使用した・いずれの試料も回収後直ちに終濃度で0.1 raM PMSFと10 [xg/ml

aprotininを添加し,細胞内プロテアーゼを阻害した.

また,栓球を凝集惹起因子で刺激した際に放出されるフイブロネクチン量を

定量した.分離した末梢血栓球は2 mM CaCl2-PBSに2×10scells/mlとなるよ

うに浮遊させて,シリコナイズ処理した1.5mlチューブに1mlずつ分注した.

それぞれのチューブに終濃度で5 units/mlウシトロンビン, 2 mMセロトニン

および20ドMカルシウムイオノフォアA23187を別々に添加し,穏やかに撹

拝して38℃恒温槽内でインキュベ-下した.経時的にチューブを回収し,直ち

に終濃度で1 mM PMSFと10 JAg/ml aprotininを添加した後,遠心により細胞

を除去し,その上清を別のチューブに回収した.

サンドイッチELISAには3ドg/mlゼラチン-0.1 Msodiumcarbonate buffer (pH
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9.5)を96ウエルプレートにウエル当たり100 m-1ずつ添加して,室温で一昼夜

コートものを使用した.プレートは使用前にゼラチン溶液を除去して, 0.15%

Tween-20-PBSで軽く洗浄した.洗浄後, 0.03-1ドg/mlの濃度に調製した精

製ニワトリフイブロネクチンと試料をウエル当たり100 ¥il加え,室温で3時

間反応させた.反応後, 0.15% Tween-20-PBSで各ウエルを3回洗浄し,洗浄

液を除去後, 5,000倍にPBSで希釈した抗ニワトリフイブロネクチン抗体をウ

エル当たり50Lllずつ添加した.抗体反応は37℃で1時間行い,反応後, 0.15%

Tween-20-PBSで各ウエルを5回洗浄した.洗浄液を除去した後, PBSで3,000

倍に希釈したHRPO標識抗ウサギIg抗体をウエル当たり50ド1ずつ添加し,37℃

で1時間反応させた.発色反応は0-7ェこレンジアミンを用いて10分間行い,

492nmの吸光度をマイクロプレートリーダー(Bio-Tek)で測定した.なお,

測定は3ウェルの同一試料について行い,測定値は平均値と標準偏差を算定し

た.また,精製フイブロネクチンを試料とした場合には,測定値から標準曲線

と相関係数を決定した.
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4-3　結果

(1)種々の培養細胞に対する栓球放出物の細胞接着促進効果

栓疎放出物(50汁g/ml)を含む無血清培地で種々の培養細胞を培養し,経時

的に顕微鏡下で観察した.その結果,すべての細胞は栓球放出物存在下で速や

かに培養面に接着することが観察された.また,培養1時間後にはcHOとHeLa

を除く細胞で細胞伸展の促進が観察された(Fig. 28).また,その活性はcEF

とveroで特に顕著であった.

(2) CEFを用いた細胞接着促進活性の測定

栓球放出物中に種々の細胞に対する細胞接着・伸展促進活性が認められたこ

とから,次にニワトリ由来細胞であるCEFを用いて,細胞接着促進活性の測定

を行った. (1)の実験では通常の培養系に栓球放出物を添加して培養しているた

め,栓球放出物を含まない培養系においても培養面の特性から細胞の接着が起

きることもあり,顕微鏡観察では客観的な結果が得られにくい.そこで,栓球

放出物中にフイブロネクチンなどのECMが存在するのであれば,栓球放出物

成分を培養液に直接添加するのではなく,培養器画にコートできると考えた.

また,培養器面へのコートが可能であれば,コート後BSAなどの接着活性を持

たないタンパク質で培養器面をブロックすることで,培養器面への非特異的な

細胞接着を排除した状態で客観的に測定できる.そこで,まず栓球放出物を種々

の濃度で培養用プレートにコートし, BSAでブロック後の細胞接着をアミドブ

ラック10B染色法で測定した.その結果　Fig. 29に示したように,栓球放出

物を含まないプレート上でも細胞の接着は認められたものの,栓球放出物コー

トプレートではタンパク濃度で50ドg/mlまで濃度依存的に細胞接着が増加し,

それ以降プラトーに達することがわかった.そこで以降の実験には,栓球放出

物を50 [xg/mlのタンパク濃度でコートしたプレートを使用した.次に,栓疎

放出物コートプレート上におけるCEFの細胞接着を経時的に測定した.その結

莱, Fig. 30に示したように,栓疎放出物をコートしていないBSAコートプレ

ートでは,培養開始15分で細胞が接着し,以後接着細胞数は増加しなかった.

これに対して,栓疎放出物コートプレートでは, 15分間の培養時間からすでに

BSAコートプレートを上回る接着細胞数が測定され, 60分まで増加すること

がわかった.また, 60分後にはBSAコートプレートの約3倍の細胞が栓疎放
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Fig. 28. Phase-contrast micrograph of various mammalian derived

cell line cultures with 50 ¥ig protein/ml of thrombocyte-

released proteins

Cell lines were seeded in culture dishes in media with (+) or without (-)

thrombocyte-released proteins (50 [ig protein/ml). The micrographs were

taken at 1 hour after seeding.
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Fig. 29. Cell attachment assay by different concentrations of

thrombocyte -released proteins

CEF cells were seeded in 96-well plates in MEM with

thrombocyte-released proteins (0-100トig protein/ml). The relative

number of cells was determined by amido black lOB staining

method at 1 hour after seeding. The results were presented as mean

± SD (n=5).

79



l^d
E.i

等
負
O
i=さ

育
Ln

良
C)
＼-′

∽
▼lll■
一■ll

Q)
U

も■l

°

」
Q)
,a

≡
s
白

む
>
'J=
d

r===

qJ

白`

0　　　　　　　　　60

Incubation time (mm)

Fig. 30. Time kinetics in cell attachment activity of thrombocyte-

released proteins

CEF cells were seeded in 96-well plates coated with thrombocyte-

released proteins (0) or BSA (○). The relative number of cells was
determined by amido black lOB staining method after seeding. The

results were presented as mean ± SD (n=5).
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出物コートプレートに接着していることがわかった.

(3)合成ペプチドを用いた細胞接着阻害試験

栓球放出物中に存在する接着因子を特定するために,接着因子中にRGD配

列が存在するかどうか試験した.その結果, Fig. 31に示したように,栓疎放出

物コートプレートにおけるcEFの接着促進活性はGRG旦SPペプチドでは阻害

されず, GRGBSPペプチドの添加により阻害されることがわかった.この結果

は,栓球放出物中に存在する接着因子がRGD配列に関連した接着因子である

ことを示している.

(4)栓球放出物中の接着因子のウエスタンブロッテイング解析

栓疎放出物中に存在する接着因子を免疫学的に同定するために,栓球放出物

とニワトリフイブロネクチンおよびビトロネクチンに対するポリクローナル抗

体を用いたウエスタンブロッテイング解析を行った.

その結果,抗フイブロネクチン抗体を用いた解析では,栓疎放出物中に血渠

フイブロネクチンを示す約220 kDa (Fig. 32-Al)とほぼ同じ位置に抗体と反

応するバンドが検出された(Fig. 32-A2).抗ビトロネクチン抗体を用いた解析

では,ニワトリ血寮に存在するビトロネクチンを示す約70kDa (Fig. 32-B3)

とほぼ同じ位置に抗体と反応するバンドが検出された(Fig. 32-B2).以上の結

果は,栓球放出物中にフイブロネクチンとどトロネクチンが存在することを示

している.

(5)抗体を用いた細胞接着阻害試験

RGD配列に関連した接着因子で,血小板中に存在する接着国子にはフイブロ

ネクチンやビトロネクチンがあげられる.そこで次に,ニワトリフイブロネク

チンおよびビトロネクチンに対するポリクローナル抗体を用いた接着阻害試験

を行い,接着活性国子の特定を行った.はじめに,使用したポリクローナル抗

体が,特異的にフイブロネクチンやビトロネクチンの細胞接着を阻害するかど

うか,フイブロネクチンもしくはビトロネクチンコートプレートを用いて接着

阻害試験を行った.その結果, Fig.33に示したようにいずれの抗体も, 10,000

倍希釈抗体の添加では接着阻害が認められなかったものの,反応させる抗体濃

度を高めることで細胞接着阻害効果が認められ, 100倍希釈抗体を使用するこ
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Fig. 31. Inhibition of cell attachment activity of thrombocyte-

released proteins by RGD-containing peptide

After distribution into each of the microculture wells coated

with thrombocyte-released proteins (A-C) or BSA (D), CEF cells

were incubated without (A) or with the synthetic peptides,

GRGDSP (B) and GRGESP (C) and cell attachment activities

were then measured by amido black lOB staining method. The

results were presented as mean ± SD (n=5).
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Fig. 32. Western blotting analysis of purified chicken plasma

fibronectin (1), thrombocyte-released proteins (2) and

chicken plasma (3) by using anti-chicken fibronectin

antibody (A) and anti-chicken vitronectin antibody (B)

The samples were subjected to electrophoresis on a 6% (A) or

10% (B) polyacrylamide slab gel containing 0.1%　SDS under

reducing conditions. The protein molecular weight markers are

shown on the left.
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Fig. 33. Inhibitory effect of antibodies against chicken fibronectin

and vitronectin on cell attachment

Serial diluted anti-fibronectin serum (%i) or anti-vitronectin serum (iO)
was added to culture wells of plate coated with fibronectin (A) and

vitronectin (B), and the plates were incubated for 1 hr at 37-C. After

rinsing extensively, CEF cells were distributed into each well of the

plates and incubated for 2 hr at 37-C. The attached cells were then

measured by amido black lOB staining method. Percentage of attached

cells was calculated as (OD540 value of the staining cells with

antiserum/OD540 value of the staining cells without antiserum) xlOO.

The results were presented as mean ± SD (n=5).
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とで50%以上の細胞が抗体特異的に接着阻害を受けることがわかった.そこで

次に,栓球放出物コートプレートと100倍希釈の抗フイブロネクチンもしくは

ビトロネクチン抗体を使用して, CEFの接着阻害試験を行った.その結果, Fig.

34に示したように,栓球放出物の細胞接着促進効果は抗ビトロネクチン抗体で

は阻害を受けないものの,抗フイブロネクチン抗体では陽性対照実験(Fig.33)

の場合と同様, 100倍希釈濃度で強い接着阻害効果を示すことがわかった.以

上の結果は,栓疎放出物の細胞接着促進活性の1つはニワトリフイブロネクチ

ンによる効果であることを示している.

(6)栓球中フイブロネクチンおよびビトロネクチンの免疫蛍光観察

ここまでの研究から,栓球放出物中の細胞接着活性はフイブロネクチンによ

るものであるあることが判明したが,栓球放出物中にはフイブロネクチンもビ

トロネクチンもともに含まれていることが明らかとなった.そこで,栓球のフ

イブロネクチンやビトロネクチンの局在を解析するために,抗体を用いた免疫

蛍光法を実施した.その結果　Fig.35に示したように,栓球中にフイブロネク

チンおよびビトロネクチンの存在を示すそれぞれの抗体の陽性蛍光像が認めら

れた.しかし,フイブロネクチンの局在は細胞質全体に広がっているのに対し

て,ビトロネクチンの局在は細胞膜や凝集した細胞同士が接する細胞膜領域に

強く認められることがわかった.また,蛍光強度も抗フイブロネクチン抗体を

使用した方が強いことがわかった.以上の結果は,回収直後の栓球において栓

球フイブロネクチンは細胞質中に存在し,栓球ビトロネクチンは細胞膜周辺に

局在していることを示している.

(7)栓球フイブロネクチンの潜在的存在量と放出量の解析

栓球細胞質中にフイブロネクチンの存在を示す強い免疫蛍光像が得られたこ

とから,次にこの栓球フイブロネクチンの放出機構を解析した.まず,フイブ

ロネクチンが強いゼラチン親和性を有することを利用した定量的サンドイッチ

ELISAの有効性を試験した.ゼラチンを固相化したプレート上に精製ニワトリ

フイブロネクチンを種々の濃度で添加し,吸着したフイブロネクチンをELISA

法で検出し,得られた吸光度と添加したフイブロネクチン量を相関させたとこ

ろ,Fig. 36に示したように相関係数が0.995と高い相関が得られ,試験した0.03

・1 H-g/mlの間であれば試料中のフイブロネクチン量が算出できることが明ら
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Fig. 34. Inhibitory effect of antibodies against chicken fibronectin

and vitronectin on cell attachment

Serial diluted anti-fibronectin serum (0) or anti-vitronectin serum (Q)
was added to culture wells of plate coated with thrombocyte-released

proteins (50トtg protein/ml), and the plates were incubated for 1 hr at

37-C. After rinsing extensively, CEF cells were distributed into each

well of the plates and incubated for 2 hr at 37oC. The attached cells were

then measured by amido black lOB staining method. The results were

presented as mean ± SD (n=5).
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Fig. 35. Localization of fibronectin (A) and vitronectin (B) in

chicken thrombocytes by indirect unmunofluorescent

test

Acetone-fixed thrombocytes were stained with anti-chicken

fibronectin antibody and FITC-conjugated anti-rabbit Ig (A).

Formaldehyde-fixed thrombocytes were stained with anti-chicken

vitronectin antibody and FITC-conjugated anti-rabbit Ig (B).
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Fig. 36. Quantisation of fibronectin by binding to gelatin

A standard binding curve was obtained with increasing amounts of

chicken fibronectin in gelatin-coated 96-well plate. Anti-chicken

fibronectin antibody and HRPO-labeled anti-rabbit Ig were used to

detect the bound fibronectin. (n=30, r=0.995, p<0.001).
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かとなった.

次に,栓球を可溶化した試料と栓疎放出物質に含まれるフイブロネクチン量

を定量した.その結果,可溶化栓球中には0.55±0.12トもg/1×108栓球(n-10)

のフイブロネクチンが検出された.また,栓埠放出物中には0.45±0.01 fig/ml

(n-5)の濃度でフイブロネクチンが検出された.そこで,栓球無血清培養条

件下でのフイブロネクチンの放出量をトロンビン存在下と非存在下で経時的に

比較した.その結果, Fig. 37に示したようにトロンビン非存在下で培養した栓

球から120分後までフイブロネクチンの放出量が徐々に増加し,その放出量は

0.414±0.004汁g/ml (n-5)に達していた.さらにトロンビン存在下では30分

後以降に放出量が激増し,その量は0.773±0.004 fig/ml (n-5)に達すること

がわかった.以上の結果から,凝集惹起因子であるトロンビンで栓球を刺激す

ることで,栓球中のフイブロネクチンの放出が促進されることがわかった.し

かし,この実験条件は栓疎放出物を回収する方法にトロンビンを添加している

ために,培養画への栓球の吸着(Fig. 20)など,トロンビン以外の要因も含ん

だ結果となっている.また,放出されたフイブロネクチンが培養器面へ吸着す

ることも考えられる.そこで次に,培養器面への接着などが無い状態で種々の

凝集惹起因子によるフイブロネクチンの放出量を検討するために,シリコンコ

ート処理を施したプラスティックチューブ内でフイブロネクチン放出実験を行

った.その結果　Fig.38に示したようにトロンビンで刺激した栓球からは添加

10分後に0.685±0.005 |ig/ml (n-3)のフイブロネクチンが放出されることが

わかった.その後,トロンビンで刺激した栓球上浦中のフイブロネクチンは

0.273±0.003 ng/ml (n-3)まで減少した.一方,他の凝集惹起因子の添加では,

トロンビン添加程多くのフイブロネクチンの放出は起こらず,イオノフォア

A23187の添加で10分後に0.226±0.003ドg/ml (n-3)の最大放出量が認めら

れ,逆にセロトニンの添加では凝集惹起因子非添加の場合よりもフイブロネク

チンの放出が抑制されていた.また,トロンビン以外の凝集惹起因子添加群と

非添加群では5分後に放出されたフイブロネクチン量が30分後まで変化しな

かった.
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Fig. 37. Release of fibronectin from chicken thrombocytes by

thrombin stimulation

Chicken fibronectin from thrombocyte cultures with (Q) or without
(0 ) thrombin was measured using a sensitive ELISA. The results
were presented as mean ± SD (n=3).
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Fig. 38. Release of fibronectin from chicken thrombocytes by

various aggregating agents

Chicken fibronectin from thrombocyte cultures with carboxyl

ionophore A23187 (0), thrombin (○) or serotonin (H)> or without
agents ( □ was measured using a sensitive ELISA. The results were
presented as mean ± SD (n=3).
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4-4　考察

本章では,栓球放出物中に存在する細胞接着因子を明らかにすることを目的

に栓球放出物質の接着促進活性と阻害試験から接着因子の絞り込みを行い,義

終的に免疫学的手法を用いることで,栓疎放出物並びに栓球中にECMのひと

つであるフイブロネクチンとどトロネクチンが存在することを明らかにした.

接着性の培養細胞の継代は,継代毎に低濃度のトリプシンやEDTAで細胞を

培養器画から剥離させ,また細胞-細胞間結合を分離させて単--m胞までばらば

らにして行う.その後,単一細胞は血清入り培地で培養器-植えつぐと,細胞

は速やかに培養器面に接着し,球型の細胞から伸展を始め,細胞分裂を開始す

る.通常の培養器は細胞が接着しやすいように表面が加工されており,また,

血清中には種々の細胞接着因子が含まれており,これらの作用により,細胞は

m vitroで継代維持されている.このECMを介した細胞の接着様式はFig. 27

に示したが,培養細胞における主要な接着因子は補体系の膜侵襲複合体C5b-9

の細胞障害作用を阻害する因子として知られていたSタンパク質と同一である

ことがわかり　m vitroで細胞の接着を促す因子という意味からビトロネクチ

ンと命名された[71].また,血清中にはビトロネクチン以外にもフイブロネク

チンも存在しており,これらが培養券面-の細胞接着・伸展作用を担っている

と考えられている.本章では,第3章において栓球放出物を添加して培養した

種々の培養細胞において,接着伸展の著しい促進が観察されたことから,栓球

放出物中にECM成分が含まれていることが予想された.

現在, ECM成分には20種類もの因子が知られており,この中から栓疎放出

物中に含まれる接着因子を同定することは困難である.しかし,晴乳類血小板

中にはフイブロネクチンとどトロネクチンが共に存在し,トロンビンなど凝集

刺激に応じて放出されることが知られていた[66, 67].そこで,本章ではフイ

ブロネクチンとどトロネクチンに焦点を絞り,解析をおこなった.フイブロネ

クチンやビトロネクチンはそのアミノ酸配列中にRGD配列を有し,フイブロ

ネクチンはインテグリンファミリーであるVLA-5受容体(α5/β1のヘテロダ

イマ-)と,ビトロネクチンは同じくインテグリンファミリーのαⅤ/β3のヘ

テロダイマ-と結合する.これらのインテグリンと接着因子が結合する際に重

要な領域がRGD配列である. RGD配列の最初の発見はフイブロネクチンの研

究による.フイブロネクチンが発見された当時はまだそのリセプターであるイ
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ンテグリンが詳細に解析されておらず,フイブロネクチンのどの領域が細胞接

着に重要な部分かを競って解析していた.そして1984年にPier・schbacher-　ら

[68]は,フイブロネクチンのアミノ酸配列の中でたった3つのアミノ酸配列で

あるRGD配列が細胞接着活性に重要な領域であることを兄いだした.さらに

RGD配列を含む短い合成ペプチドは完全ではないものの,フイブロネクチンと

細胞との結合を阻害すること,またRGD配列を用いたアフイこティークロマ

トグラフィーによりフイブロネクチン受容体も明らかにされた.驚くべきこと

は,同時期に発見された別の接着因子であるビトロネクチン中にもこのRGD

配列が存在し, RGD配列を含む短い合成ペプチドは,ビトロネクチンと細胞の

結合をも阻害するというものであった[71】.その後,このRGD配列はいろい

ろな生理活性物質中に存在することが明らかにされている.本章の実験でも,

このRGD配列を利用した細胞接着阻害実験を行い, RGDを含む合成ペプチド

で栓球抽出物コートプレート上での細胞接着が阻害され(Fig. 31),予想通り

栓球抽出物中に細胞接着に関連したRGD配列を持つフイブロネクチンやビト

ロネクチンといった細胞接着因子の存在を間接的に証明することができた.

そこで次に,栓球放出物中にフイブロネタチンやビトロネクチンが存在する

かどうかを明らかにするために,これらの接着因子に対するポリクローナル抗

体を用いてウエスタンブロッテイング解析を実施した.その結果,栓球放出物

中にフイブロネクチンもビトロネクチンも存在することが明らかとなった(Fig.

34).フイブロネクチンには血祭性フイブロネクチンと細胞性フイブロネクチ

ンの2種が存在する[72】.血祭性フイブロネクチンの起源は肝臓であり,肝細

胞により産生されたフイブロネクチンが血渠中に放出されたものである.この

血渠怪フイブロネクチンと細胞性フイブロネクチンをSDS-PAGEで比較すると,

分子種の違いが明らかとなる.すなわち,血資性フイブロネクチンと細胞性フ

イブロネクチンは選択的スプライシングにより,異なる分子量として発現され

る[73, 74, 75】. Fig. 39にフイブロネクチンのドメイン構造とモジュール構

造を示した.フイブロネクチンは,スプライシングの違いにより産生されるA

鎖とB鎖がC末側でジスルフイド(S-S)結合して約460 kDaの巨大分子とし

て存在する. A鎖とB鎖の違いは, RGD以外の細胞接着に関係していることが

知られるIIICSがB鎖では欠失している点である.さらに,血資性フイブロネ

クチンではモジュール構造のうちED-AとED-BがB鎖で欠失している.その

ため, A鎖とB鎖では分子量に差が生じ,還元条件下におけるSDS-PAGEでは
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Fig. 39. Domain and module structure of fibronectin

94



約220-230 kDa付近に2本のバンドとして検出される.これに対して細胞性

フイブロネクチンは, ED-AとED-Bがともに発現しているかもしくは一方が欠

失しているだけなので, SDS-PAGE上では血渠性フイブロネクチンのA鎖の位

置に一本のバンドで検出される.栓疎放出物中で検出されたフイブロネクチン

は(Fig.34A-2),約230kDa付近に単一のバンドとして検出されたことから,

栓球に存在するフイブロネクチンは細胞怪であると考えられる.血小坂中に検

出されるフイブロネクチンもまた,細胞性であることが証明されている[76主

一方,ビトロネクチンはそのアミノ酸配列から約52 kDaと推定されるが,糖

鎖付加の違いによりsDS-PAGE上では70 kDa前後の分子として検出される.

ニワトリ血菜から精製されたビトロネクチンは約68 kDa付近にブロードなバ

ンドとして検出されたが,栓球放出物中から検出されたビトロネクチンはほぼ

68kDaの位置に単一のバンドとして検出された.これは血祭ビトロネクチンと

栓球ビトロネクチンで糖鎖付加が異なっているためかもしれない.

本研究では,栓球放出物中にフイブロネクテンとビトロネクチンがともに存

在することを明らかにした.しかし,栓球放出物をプレートにコートした際に

認められる細胞接着活性はどちらによるものであるのか,もしくはそれ以外の

接着田子も存在するかは不明である.細胞培養に用いるFBS中にはフイプロネ

クチンもビトロネクチンも存在するが,フイブロネクチンを除いた血清でも細

胞は接着伸展するのに対して,ビトロネクチンを除いた血清では細胞接着伸展

が起こらないことから, FBSにおける細胞接着伸展活性はビトロネクチンの効

果によることが知られている[77].しかし,本研究ではフイブロネクチンとど

トロネクチンに対するそれぞれの抗体を用いた接着阻害試験を行った結果,栓

疎放出物コートプレートではフイブロネクチンがcEFの細胞接着に寄与し,ど

トロネクチンは細胞接着に寄与していないことがわかった(Fig.34).このFBS

と栓疎放出物の違いは,単純に栓球放出物中に含まれるそれぞれの接着因子の

量を反映したものかもしれないが,噛乳類とニワトリでは接着活性の強さに違

いがある可能性も否定できない.事実,ニワトリビトロネクチンの糖鎖構造は

晴乳類由来ビトロネクチンと大きく異なっていることがわかっており[78],輿

味深い知見である.

栓球に由来するフイブロネクチンとどトロネクチンは,その活性以外にも栓

球中の局在にも大きな違いが認められた. Fig.35に示したように,フイブロネ

クチンが栓球の細胞質全体に広く分布しているのに対して,ビトロネクチンは
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主に細胞膜に観察された.また,ビトロネクチンは細胞同士が凝集した部位で

特に強く発現していることがわかった.これらの結果は,フイブロネクチンは

栓球の細胞内に蓄積された後放出されるが,一方ビトロネクチンは細胞膜リセ

プターに結合した状態で膜から分離していることが考えられる.血小板では,

細胞内額粒中にフイブロネクチンとどトロネクチンが蓄積されており,また血

小板の活性化に伴い細胞膜上に存在するそれぞれのリセプターにも,両方の因

子が結合することがわかっている[79, 80].本研究で得られたフイブロネクチ

ンとどトロネクチンの局在の知見は,血小板とは異なっているものの,血小板

と同様の現象が起きているのかもしれない.栓球は血小板と異なり核を有して

おり,種々の刺激に応じてフイブロネクチンとどトロネクチンを合成している

可能性もあり,今後,分子生物学的な解析が必要である.

ところで,晴乳類ではフイブロネクチンやビトロネクチンの簡易定量法が確

立されており,血費や血小板中に存在するこれらの接着因子量が算出されてい

る.例えば,フイブロネクチンはゼラチン高親和性であることを利用して,ゼ

ラチンコートプレートを利用したサンドイッチELISA法により定量される[70].

すなわち,コートされたゼラチンに一定量のフイブロネクチンを結合させ,そ

れを標識抗体法により検出し,その発色反応を標準フイブロネクチンの標準曲

線から算出する.この方法を用いて,ヒト血祭中には約0.3 mg/mlのフイブロ

ネクチンが存在し[701,血小板中には2.85±1.24トIg/1×10ycellsのフイブロネ

クチンが存在することが明らかとなっている[79].また,ビトロネクチンの定

量は,ビトロネクチンがフイブロネクチンと同じようにヘパリン高親和性領域

を持っているものの,通常この領域が立体構造の中に隠れて露出していないた

めに, 2抗体法が利用される.すなわち,ビトロネクチンに対する抗体をプレ

ートにコートし,ビトロネクチンを抗体によって一定量結合させたのち異種動

物由来の抗体で検出する方法である.この方法から血祭および血清中には約0.2

mg/mlの濃度で,血小板中には8.1±4.6ドg/1×109 cellsのビトロネクチンが存

在することが明らかとなっている[67].ニワトリでは,これらの接着因子に対

する抗体の種類が晴乳類に比べ極端に少ないため, 1種類の抗体で測定できる

フイブロネクチンの定量は可能であったが, 2種類の抗体が必要などトロネク

チンの定量はできなかった.フイブロネクチンはゼラチンコートプレートを用

いて定量したところ,ニワトリ血祭中のフイブロネクチンはヒ下血渠中のフイ

ブロネクチンとほぼ同量の約0.2 mg/mlの濃度で存在し,一方,栓球中では,
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約0.55±0.12ドg/1×108 cellsのフイブロネクチンが存在することがわかった.

この量は細胞当たりで換算すると,血小板中に存在するフイブロネクチンの約

2倍量含まれることになるが,栓球は血小板よりも5倍以上大きい細胞である

ことを考えると栓球のほうがより多くのフイブロネクチンを保有していること

は十分予測できる.本研究で生物活性試験に供試した栓球放出物中には,

0.414±0.004 Fig/mlのフイブロネクチンが検出され,栓球中のフイブロネクチ

ンの約75%が栓球を培養することで放出されることがわかった.驚くべきこと

にこの培養系-ウシトロンビンを添加すると　60分後には無添加のものの約2

倍ものフイブロネクチンが放出されることがわかった.この量は栓球中に保有

されるフイブロネクチン量をも上回っており,栓球がトロンビンの刺激で活性

化されフイブロネクチンを合成する可能性を示唆している.無核の血小板には

この能力はないため,この点は晴乳類とニワトリの大きな違いであろう.

血小板も栓球も種々の刺激に対して極めて感受性が高く　m vivoのネイティ

ブな状態を維持したまま　m vitroで解析することが極めて困難な細胞である.

血液からの分離過程における物理的な刺激や抗凝固剤の種類によってもこれら

の細胞を刺激してしまう.しかし,本研究やは血小板のm vitro研究における

豊富な知見を参考に栓球放出試験を実施した.例えば,使用する器具はすべて

栓球の吸着が少ないプラスチック製のものを使用し,抗凝固剤には最も刺激の

少ないクエン酸ナトリウムを使用した.また,放出試験を行うチューブはすべ

てシリコンコートを施した.血小板からはトロンビンやイオノフォアの刺激に

より,多量のフイブロネクチンとどトロネクチンが放出される.栓球ではイオ

ノフォアによるフイブロネクチン放出の促進はわずかであったが,トロンビン

刺激では10分後に多量のフイブロネクチンが放出されることがわかった(Fig.

38).この結果は,血小板と栓球では凝集惹起因子に対する感受性が異なって

いることを示している.さらに,栓球から放出されたフイブロネクチンは短時

間に急速に減少することがわかった.本研究ではこの現象を解明することはで

きなかったが,二つのことが予想される.一つは,フイブロネクチンはプロテ

アーゼに対して感受性が高く,放出後速やかに分解されてしまったのかもしれ

ない.もう一つは,血小板を用いたフイブロネクチン研究から,トロンビンで

活性化した血小坂にフイブロネクチンが結合することがわかっている.すなわ

ち,栓球から放出されたフイブロネクチンは活性化した栓球の膜上に速やかに

結合したためかもしれない.
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本章では,栓球中に存在する接着因子に焦点を絞り,栓疎放出物中に存在す

る接着因子を同定するとともに,その放出実験を行った.その結果,すでに血

小板で明らかにされている結果と同様の結果が得られたが,いくつかの点で血

小板とは異なる点が明らかとなった.これらの違いは,鳥類と晴乳類における

系統進化の違いによる可能性が高く,今後さらに解析する必要がある.また,

栓球は有核細胞であり,血小板と違い分子生物学的解析が可能なため,栓球に

おけるフイブロネクチンやビトロネクチンの合成といった問題も分子レベルで

解析が可能ではないかと考えられる.
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第5章　栓球由来細胞増殖因子の分子生物学的解析

5-1　はじめに

第4章までの研究では,ニワトリ栓球中に存在する細胞増殖因子の存在を解

明するために種々の実験を行い,栓球中にも血小板と同様,細胞増殖因子の存

在を示唆する生物活性を得るとともに,接着因子であるフイブロネクチンとど

トロネクチンが存在することを明らかにした.しかし,細胞増殖因子に関して

は,確かな免疫学的交差性は得られず,また因子を単離精製し活性因子を特定

するまでには至らなかった.

血小板と栓球は止血血栓形成という機能的類似性だけではなく,損傷組織の

修復という生体にとって重要な機能においても類似していると考えられる.し

かし,その一方で血小板と栓球には大きな違いも明らかになってきた.例えば,

第4章において栓球中のフイブロネクチンは,トロンビンで刺激することで,

栓球が無刺激状態で保持している量以上に細胞外-放出していることが明らか

となった.また, Kunickiら[31]は血小板膜糖タンパク質であるGPIIb-IIIaのニ

ワトリ相同分子が栓球中で生合成されていることを明らかにしている.栓球は

血小板と異なり有核細胞であることを合わせて考えると,栓球は自らの遺伝情

報を基にmRNAを転写し,タンパク質を合成していることが考えられる.

一方,ニワトリ由来の細胞増殖因子遺伝子の解析は,晴乳類と比較してかな

り遅れていたが,近年の分子生物学的手法の進歩にともない多くのニワトリ増

殖因子遺伝子がクローニングされている.その一部をTable lに示したが,発

生に関わる増殖因子群はニワトリと晴乳類間で相同性が高く,比較的遺伝子ク

ローニングが容易であったものと思われる.晴乳類の血小板中に存在する増殖

因子のうち,ニワトリではTG叩, HGFやVEGFがクローニングされているが

(Table l),血小板中の増殖因子で最初に発見されたPDGF遺伝子だけはニワ

トリではまだクローニングされてはいない.

晴乳類で発見されたPDGFは,異なる遺伝子から翻訳されたA鎖とB鎖の

ホモもしくはヘテロダイマ-として機能する.最近, PDGF　もまた他の増殖因

子と同様発生過程における役割が注目されている.しかし,発生生物学で恰好

の実験動物であるニワトリでは, PDGF遺伝子がクローニングされていないた

め,ニワトリ肱を用いた解析では,晴乳類由来PDGFやその抗体が使用されて
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きた.もし,ニワトリ栓球がmRNAの転写とタンパク質の翻訳能力を有してい

るとすれば,栓球中には, PDGFを含めた増殖因子のmRNAが発現しているこ

とが予想される.

そこで本章では,栓球に由来する細胞増殖因子の機能を分子生物学的手法に

より明らかにすることを目的に,ニワトリPDGF遺伝子のクローニングと種々

の増殖因子の栓球における発現解析を行った.
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5.2　材料と方法

(1)供試動物

本研究には, H-B15系鶏の幼雛および成鶏を使用した.

(2)供試細胞株

本研究には, Table 9に示した5種の細胞株と基礎培地を使用した.供試細

胞株はすべて10% FBS存在下で継代培養し, LMHは37℃,それ以外の細胞株

は38.5℃の5%CO2条件のCO2インキュベーター内で培養した.

(3)供試細胞および組織

末梢血栓球は第2章の方法に準じて調製した.また,本研究には7週齢のH-

B15鶏から剖検により摘出した骨髄,脂,フアブリキウス嚢,心臓,腎臓,肝

臓,節,牌臓および胸腺を使用した.各組織はシャーレ上で細切後,ホモジナ

イザ-を用いて,さらに細切し_た.細切した組織はpBSで洗浄後, RNA抽出

もしくはゲノムDNAの分離に使用した.

(4)栓球の刺激培養

種々の増殖因子mRNAの発現を試験するために,栓球の刺激培養を行った.

分離した栓球は,培養面への吸着による刺激が加わらないように,直径3 cm

の浮遊細胞培養用ディッシュを使用し,シリコンコートを施したものとコラー

ゲンコートを施したものを準備した.コラーゲンは, I型ニワトリコラーゲン

(Chemicon International)を用いて, 1 mg/mlの濃度で20 mM酢酸に溶解し,

非培養用ディッシュに薄く塗り広げた.その後すぐコラーゲン溶液を除去し,

クリーンベンチ内で1時間乾燥させた.培地で数回洗浄後, 1% BSA-PBSで室

温1時間ブロッキングを行い,コラーゲンコート・ディッシュとして使用した.

また,シリコンコート・ディッシュでは,トロンビン添加もしくは非添加の培

地で栓球を培養した.トロンビンは,ウシトロンビン(ナカライテック)を1

unit/mlの濃度でHBSSに添加した.栓球の培養は, 1ディッシュ当たり1×108

cellsで行い, 38.5℃, 5% C02条件下のCO2インキュベーター内で行い, 4時

間置きに細胞を回収LRNAを抽出した.
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Table 9. Cell lines used in this study

Chicken Cell line Source Culture Medium

HDll

IN24

LMH

MSBl

1 lO4Bl

mac rophage IMDM

monocyte IMDM

hepato cyte IM DM

T lymphocyte IMDM

B lymphocyte IMDM
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(5)全RNAの抽出とpoly(A)十RNAの精製

種々の組織および細胞からの全RNAの抽出にはISOGEN-LS (和光純薬)

を,全RNAからpoly(A)+ RNAの精製には, Oligotex-dT30 <Supei・'(第一化学

薬品)を使用した.

培養細胞からの全RNAの抽出は,接着細胞の場合は培地を完全に除去した

後,直接ディッシュにISOGEN-LSを添加し,また,浮遊細胞,組織細胞およ

び栓球の場合,遠心により遠心管底部に回収した細胞から培地を完全に除去し

た後,タッビングにより細胞塊を撹拝しISOGEN-LSを添加した.いずれの場

合も細胞が完全に溶解するまで少量ずつ(1 ml単位) ISOGEN-LSを添加した.

なお,この操作以降の方法は添付のプロトコルに準じて行った.

抽出した全RNAの一部は, poly(A)十RNAの精製に供試し,その方法は

Oligotex-dT30<Supei・)に添付の方法に準じて行った.精製は必要に応じて　2　回

行った.

(6)ゲノムDNAの抽出

ゲノムDNAの抽出は,貯卵10日肱の肝臓から行った.剖検で摘出した肝臓

は細切後ホモジネイ上し,冷pBSで遠心洗浄した.細胞沈薩に10-40倍量の

可溶化緩衝液[10 mg protease K, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA 2Na, 10 mM

Tris-HCl(pH 8.0)]を加えて撹拝後, 1/100容の10%SDSを添加した.添加後,

55℃で1時間加温し,この間時々穏やかに撹拝し,続いて37℃で一昼夜穏や

かに撹拝しながらインキュベ-下した.等量の中性飽和フェノールを加え,室

温で穏やかに1時間回転混和した. 2,300gで10分間遠心した後,口太のピペ

ットで穏やかに上層を回収した.回収した上層には,中性飽和フェノール,ク

ロロホルムおよびイソアミルアルコールを25:24:iの割合で混合したpcI

を等量加え,室温で20分間回転混和した.混和後　2,300gで10分間遠心し,

口太のピペットで穏やかに上層を回収した.回収した上層の2倍量の100%エ

タノールを重層し,ガラス棒で静かに撹拝しながらゲノムDNAをガラス棒に

巻き取った.巻き取ったガラス棒は70%エタノールで数回洗浄し,風乾させ

た.風乾したゲノムDNAは適量のTEにガラス棒ごと浸けて, 4℃で一昼夜溶

解させた.溶解後, OD260の吸光度によりゲノムDNA濃度を測定し, 0.8%ア

ガロースゲル電気泳動によりゲノムDNAに切断がないことを確認した.
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(7) Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT・PCR)とゲノムPCR

各組織および細胞から調製した全RNAもしくはpoly(A)+ RNAは,ニワトリ

PDGF遺伝子解析と各種増殖因子の発現解析に使用した.また,ニワトリ肱肝

臓から調製したゲノムDNAは,ゲノムPCRに使用した.

全RNA (5 |xg)もしくはpoly(A)+ RNA (0.5帽)はSuperscriptpreamplification

system (GIBCO BRL)を用いた逆転写反応により,一本鎖cDNAを合成した.そ

の方法は添付のプロトコルに準じて行った.合成したcDNAはフェノール・ク

ロロホルム抽出とクロロホルム抽出を行い,エタノール沈殿後適量のTE媛衝

液(1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl, pH 7.5)に溶解後, OD260の吸光度を測定

しcDNA濃度を概算した.

PCRには10-100ngのcDNA,もしくは40ngのゲノムDNAを鋳型とし,

DNAポリメラーゼには, AmpliTaq-Gold (アプライドバイオシステムズジャパ

ン)を使用した.基本反応液は, 10 mMプライマーセット(センスとアンチセ

ンスプライマー), 0.2mMdNTP(dATP,dTTP,dGTPとdCTPの混合液) , 1×

Taqポリメラーゼ緩衝液(50 mMKCl, 1.5 mMMgC12, 10 mMTris-HCl,pH 8.3)

を用い1.5unitsのTaqポリメラーゼを添加して使用した.基本条件は, 95℃,

10分間の加熱のあと, 94℃, 1分間(変性),プライマーの至適アニーリング

温度1分間および72℃, 2-3分間(伸長,目的の長さに応じて時間を変更)

を1サイクルとして目的に応じて25-40サイクル行い,最後に70℃, 10分

間反応させた.反応後, PCR産物(5ド1)は0.8-1.5%アガロースゲル電気泳

動を行い,エチジウムブロマイド染色によりpcR産物を確認した.サーマルサ

イクラ-はPC-700 (アステック), PTC-100 (エムジェイジャパン), RoboCycler

GRADIENT96 (Stratagene)を使用した.

ニワトリPDGF-A鎖遺伝子解析に使用したプライマー配列,プライマーセッ

トおよびその至適アニーリング温度はTablelOに示した.また,同様にPDGF-B

鎖解析に使用したプライマー情報はTable llに,種々の増殖因子の発現解析に

使用したプライマー情報はTable12に示した.また,プライマー配列中の下線

はベクタークローニングの際に利用する制限酵素部位を示し,発現解析を行う

前にすべての増幅断片は後述する方法でベクターへクローニングし,塩基配列

の決定を行った.なお,本章で使用した合成オl)ゴプライマーはすべて,北海

道システム・サイエンス社に依託して合成した.
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Table 10. PCR primers (5'-3') used in the analyses of the chicken PDGF-A chain gene

Code Sequence
optimal annealing

temperature ( C)

RT-PCR

A2F

A2R

A3F

A3R

A4F

A4R

genomic PCR
ALIF

ALIR

AT GGATC C TGGC C GAGGAAGC C GAGAT

ATAAGC TT GC TGGCAC T TGACAC TGC TC

CAC C C TGAATGC GGAGAGC

GAAAATC TTTGC TTC TATCA

GGCTACCTGTCCTTTACCTC

TGTTAACATAAGGGCAGGG

AGC GGC C GCAC C TGTACATCAACAAA

CCCTCGAGACTCCCAATA姐TACCTG

60

54

54

Table ll. PCR primers (5'-3') used in the analyses of the chicken PDGF-B chain gene

Code Sequence
optimal annealing

temperature (-C)

RT-PCR

PB2F

PB2R

B2F

B2R

3 '-RACE

Adaptor primer
RA2

RA3

5†-RACE

API

GSPI

AP2

GSP2

genomic PCR
5BNR

GC GGATC C C GAGGAGC T TTATGAGAT

GC GAATTC GGC CACAC CAGGAAGTTGG

GC GGATCC TC TAGC C TGGAC C TGAAT GC

GCAAGCT TAAATAAAC C TGC C T TGTGC

GAC TC GAGTC GACATC GA

GC GAATTCACAC GGAC GGTGGTC TTTGA

GC GAATTCATGGTGGACAGCAC CAAT

GGCAATGT C GAC C TC C C TACAAC

C GAAGC TT GGT GAATGGAC GGGC GAGAA

CTCCCTACAACCCGAATTCCTAC

58

60

48

58

CGAAGCTTGAGTTGCATTCAGGTCCAGGCTA　5 8

C GAAGC TT TC CAC CATGTCAC GGGAGAT
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Table 12. PCR primers (5--3') used in the expression analyses

Code Sequence
optimal annealing

temperature ( C)

HGF

cHGIF

cHGIR

PDGF-A (S l)
A4F

A4R

PDGF-A (Sl, S2, L)

A4F

A3R

PDGF-B

B2F

B2R

TGFβ2

CTg2F

CTg2R

TGF-β3

CTg3F

CTg3R

TGF-β4

T4CF

T4C R

β-actin

BAC-F

BAC-R

GAPDH

GAP-F

GAP-R

C GGGATC C CAGTGC CAAC GGTGGGAC TC

C CAAGC TTT TGGGATTC CATTTACAAC T

GGCTACCTGTCCTTTACCTC

TGTTAACATAAGGGCAGGG

GGCTACCTGTCCTTTACCTC

GAAAATC T TTGC TTC TATCA

GC GGATC C TC TAGC C TGGAC C TGAATGC

GCAAGC TTAAATAAAC C TGC C TTGTGC

C GGGATC C GC GAGAGGGAGC GGAGC GAC

C CAAGC TTTGACATCAAAAGACAAC CAT

CGGGATCCGCTGCTCTCGCTGCTGAGCT

CCAAGCTTTCTTCTCTGCGGAGGACACG

C GGAATTC GTTCAAC GTC GTC C C GC GTG

C CAAGC TTGTGTC GGC GC TC CAGATGTA

GC GGATC C TAC CACAATGTAC C C TGGC

GCAAGCTTCTCGTCTTGTTTTATGCGC

GC GGATC C TCACAGC CACACAGAAGAC G

GC GAATTCAGCAGGGGC TC CAACAAAGG
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(8)PCR産物のベクタークローニングと塩基配列の決定

pcR産物は目的に応じてpBluescript II SK (-) (Stratagene)ベクターへクロ

ーニングし,塩基配列の決定を行った. pBluescript II SK (-)-のPCR産物のク

ローニングには,ベクター内のマルチクローニングサイト内にある制限酵素部

位を利用してライゲ-ション反応を行った.ベクターとpcR産物は制限酵素処

理を行い,低融点アガロースである1.5% SeaPlaque GTGアガロースゲル(宝

酒造)で電気泳動を行った.泳動後,アガロースゲルはEtBr染色を行い目的

のバンドを切り出し, 65℃で5分間の加温によりゲルを溶解させて目的のベク

ターおよびpcR産物を回収した.ベクターとpcR産物のライゲ-ションは,

TAKARA ligation kit ver. 1 (宝酒造)を使用し,その方法は添付のプロトコル

に従った.ライゲ-ション産物は　xL1-Blue (Stratagene)コンビテント大腸

菌に形質転換し, PCR　もしくは制限酵素処理により目的の遺伝子断片を持つク

ローンを選抜した.

得られた遺伝子断片が500 bp以上の場合,そのクローンのデイレーション

変異クローンを作成し,塩基配列の決定を行った・デイレ-ショ_ン変異クロー

ンの作成には,Takaraキロシークエンス用デイレーションキットを用いて行い,

方法は添付のプロトコルに従って行った.

ベクターにクローニングした遺伝子断片の塩基配列は　Dye terminator

sequencing kit (Amersham Pharmacia Biotech)およびオートシクエンサー

(Mode1373A, Applied Biosystems)を用いて決定した.なお,使用したキット

並びに使用した機器の使用は添付のプロトコルに従って行った.また,得られ

た塩基配列は, GENETYX-MAC ver. 9.0 (SOFTWARE DEVELOPMENT)を用

いて解析した.なお,サイクルシークエンスに使用したベクター特異的プライ

マー(T3およびT7プライマー)はTable13に示した.

(9)cDNAライブラリーの作成

ニワトリ　PDGF cDNAをクローニングするために,栓球とLMHから調製し

たpoly(A)+RNAからcDNAライブラリーを作成した.それぞれ5ドgのpoly(A)+

RNAからZap-CDNA Synthesis kit (Str-atagene)を用いてcDNAを合成した.

合成したcDNAはキット内のUni-ZAP XRベクターにライゲ-ションし,

GIGPACK II Gold (Stratagene)を用いてAZap IIファージにパッケージングし

た.パッケージングしたファージライブラリーはXL1-BlueMRF'(Stratagene)
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Table 13. Sequence primers (5--3')

Code Sequence
Tm (melting out

temperature, C)

T 3　　　　　AATTAAC C C TCAC TAAAGGG

T 7　　　　　GTAATAC GAC TCAC TATAGGGC
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に感染させてファージカ価を測定した.また,ファージカ価測定に使用したプ

レートからファージDNAを回収し, Table13のT3とT7プライマーセット

でPCRを行い,ライブラリー中の平均インサート長を割り出した.なお, PCR

は本章(7)に記述した方法で,アニーリング温度は50℃で行った.

初期cDNAライブラリーは不安定であるため,このライブラリーから目的の

遺伝子を選抜することが困難な場合が多い.そこで,安定したcDNAライブラ

リーを保存するために2次増幅をかけた. 2次増幅は直径150 mmディッシュ

に3×104pfuとなるようにファージプラークを形成させ,ディッシュ当たり10

mlのSM緩衝液(0.1 MNaCl, 10 mMMgSO4, 50mMTris-HCl,pH 7.5)中にフ

ァージを浮遊させ,ディッシュ毎に回収した.回収したファージ溶液は,プロ

ーブの増幅に使用したPDGF用プライマーペアーを用いてPCRに供試し,ど

のライブラリーストック中にPDGF cDNAが含まれるかを確認した.また,各

ライブラリーは小分けして　-80℃に保存した.

(10)プラークハイブリダイゼ-ション法

ニワトリPDGF-A鎖cDNAのクローニングは, LMHcDNAライブラリーから

プラークハイブリダイゼ-ション法を用いて行った. PCRにより　PDGF-A鎖

cDNAの増幅が認められたLMH cDNAライブラリーストックから2.5×104 pfu

'となるようにXLl-Blue MRF'に感染させ, 10×14 cmの角形ディッシュにプラ

ークを形成させた.なお,一つのライブラリーストックからディッシュ4枚分

(lX105プラーク)を選抜した.プラークが形成されたプレートは, 4℃で1

時間冷却した後, 9×13 cmにカットしたHybond N十膜(Amersham Pharmacia

Biotech)に転写した.転写膜は変性液(1.5 MNaCl. 0.5 M NaOH)をしみ込ま

せた櫨紙上に5分間置き,直ちに中和液(1.5 MNaCl, 0.5 MT王-is-HCl, pH 8.0)

をしみ込ませた櫨紙上に5分間静置し, 0.3MNaCl,30mMクエン酸3ナトリ

ウム, 0.2 MTris-HCl,pH 7.5に浸した　その後,転写膜は櫨紙上で乾燥させ,

120℃, 30分の加熱でファージDNAを固定した.固定した転写膜は使用時ま

でデシケ一夕-内で保存した.

プローブは, DIG-DNAラベリングキット(BoehringerMannheim)を用いて,

Table lOのA2F-A2Rプライマーセットで増幅したニワトリPDGF-A鎖cDNA

断片をDIGラベルして使用した.固定した転写膜はプレハイブリダイゼ-ショ

ン液[2% blocking reagent (Boehringer Mannheim), 50%ホルムアミド, 0.02%
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SDS, 0.1% N-ラウリルサ)i/コシンNa, 5×SSC】に浸し, 42℃, 2時間以上加温

した.次にプレハイブリダイゼ-ション液に50 ng/mlの濃度でプローブを添

加し,このハイブリダイゼ-ション液に転写膜を浸し, 42℃で一昼夜反応させ

た.転写膜はDIG緩衝液1 (150 mM NaCl, 100 mMTris-HCl, pH 7.5)で軽く

洗浄後,転写膜を0.1% SDS, 2×SSCに移し,室温で浸透しながら5分間2回

洗浄した.次に0J SDS, 0ユ×SSCに転写膜を移した後, 68℃で15分間洗

浄し,この操作を計2回行った.

転写膜上の陽性プラークは,ハイブリダイズしたDIG-7ローブを, AP標識

抗DIG抗体(Boehringer Mannheim)とCDP-Star (Amersham Pharmacia Bi。tech)

を用いた化学発光抗体法により検出した.洗浄した転写膜は, MBS (maleic

buffered saline, 0ユ5 M NaCl, 0.1 M maleic acid, pH 7.5)で軽く洗浄後, 1%

blocking reagent-MBSに浸し,室温で1時間振塗した.次に,転写膜は1% blocking

reagent-MBSで5,000倍に希釈したAP標識抗DIG抗体に移し,室温で30分

間振塗した.抗体を反応させた転写膜は,洗浄液(0.2% Tween-20-MBS)で1

回10分の間隔で洗浄液を交換し,合計3回室温で振畳洗浄した.洗浄後,転

写膜をCDPStarと5分間反応させた後ラップに包み, 37℃で15分間加温し,

Ⅹ線フイルム(フジフイルム)に感光させた. x線フイルムを現像後,転写膜

とファージプレートを重ね合わせ,陽性プラークをsM緩衝液中に回収した後,

上記方法と同様にファージカ価を測定し2次選抜を行った. 2次選抜後,陽性

ファージクローンは,ExAssisthelper phage(Stratagene)を用いたm vivoexcision

法によりpBluescriptファージミドに変換し,本章,材料と方法(8)に記載した

方法で塩基配列の決定を行った.

(ll) RACE (rapid amplification of CDNA end)法

ニワトリPDGF-B鎖cDNAのクローニングは,RT-PCR法から得られたPDGF-B

鎖様塩基配列を利用した3'-RACEおよび5'-RACE法により行った.

3'-RACE法はFrohmanらの方法[81】に準じて行った.また, 3'-RACE法に

使用したプライマー配列はTable llに示した.ニワトリ栓球から精製した

poly(A)十　RNA　と　poly(dT)アダプタープライマー(dTi7-A) [5'-

GACTCGAGTCGACATCGA(T)17-3']を用いて,本章,材料と方法(7)に記載し

た方法と同様にcDNAを合成した.次に,このcDNAを鋳型にRA2プライマ

ーとアダプタープライマーを用いて一次pcRを行った.このPCR産物を鋳型
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とし, RA3プライマーとアダプタープライマーを用いて二次pcRを行った.

得られたcDNA断片はpBluescript II (SK-)にクローニングし,塩基配列の決定

を行った.なお, PCRおよびクローニング方法は本章,材料と方法(7)および(8)

に記載した方法と同様に行った.また, PCRのアニーリングは48℃で行った.

5'-RACE法はChenの方法[82】に準じて行った.また, 5'-RACE法に使用し

たプライマー配列はTable llに示した1 M-gの栓球poly(Af RNAから本章の

材料と方法(7)に記載した方法に準じてcDNAを合成L SephacryトS300 CDNA

spin column (Amersham Phar-macia Biotech)を用いてcDNAを精製した.次に

20 unitsのT4 RNA ligase (New England BioLab)を用いてcDNAの3'側にアダ

プター(5'-GTAGGAATTCGGGTTGTAGGGAGGTCGACATTGCC-3')を連結さ

せた.アダプター中の配列を持つAPlとGSPlで一次pcRを行った後,その

PCR産物を鋳型として, AP2とGSP2のプライマー対でnestedPCRを行った.

PCRは本章,材料と方法(7)に記載した方法と同様に行い, PCRにおけるアニ

ーリングは58℃で行った.得られたpcR産物は本章,材料と方法(7)および(8)

に記載した方法でpBluescript II (SK-)にクローニングし,塩基配列の決定を行

った.

(12)ノーザンブロッテイング法

いくつかの細胞から抽出した全RNAを用いて,ニワトリPDGF-A鎖とB鎖

のノーザンブロッテイング解析を行った抽出した全RNAは,試料緩衝液[18%

formaldehyde, 50% formamide, 1×MOPS緩衝液pH 7.0(0.2 MMOPS, 50 mM酢

酸ナトリウム10mMEDTA・2Na)姥用いて,泳動レーン当たり1pgのRNA

が泳動できるように調製した.電気泳動はMupidミニゲル泳動漕(ADOVANCE

Co.)を用いて,ゲル溶液の1/6がformaldehyde溶液となるように調製した1%ア

ガロースゲルを用いて50Vの定電圧で泳動した.泳動後,ゲル内で分離したRNA

はHybond N十膜にキヤピラリー法を用いて一昼夜転写した. RNAを転写した膜

は, 50 mM NaOHで5分間反応させ(アルがノ固定), 2×SSCで軽く洗浄し

て風乾した.乾燥した転写膜は80℃, 2時間の加熱で膜上に固定した.

プローブは,RT-PCR法から得られたcDNA断片を鋳型として使用し,PDGF-A

鎖mRNAの検出にはA2F-A2R増幅断片を, PDGF-B鎖mRNAの検出には

B2F-B2R増幅断片をDIG-RNAラベリングキット(Boehringer Mannheim)によ

りDIG標識したRNAプローブを使用した.なお,プレハイブリダイゼ-ショ
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ン以降の操作は本章・材料と方法(10)に準じて行い,プレハイブリダイゼ-シ

ヨン及びハイブリダイゼ-ション温度を68-C,使用プローブ濃度を100 ng/ml

に変更して行った・また,ニワトリGAPDH cDNAからもプローブを作成し,

対照として使用した.

(13)サザンブロッテイング法

ニワトリPDGF-A鎖とB鎖のゲノム解析を行うために, 10日肱から得た肝

臓ゲノムDNAを用いて,サザンブロッテイング解析を行った　7 M」のゲノム

DNAをBamE I, EcoR I, Hind III, Kpn Iもしくはpst Iで完全に制限酵素処理

(37℃で16時間)し, 0.8%アガロースゲルで電気泳動した.泳動後,エチ

ジウムブロマイド染色を行い,ゲノムDNAが完全に制限酵素処理されている

ことを確認した.次に,ゲルを0.25 N HClに移し, 5分間振渡しゲノムDNA

の脱プリン反応を行った.蒸留水でゲルを洗浄後, 1.5 MNaCl, 0.5 N NaOHの

溶液へ移し15分間2回の反応でゲノムDNAの変性を行った.変性後,3MNaCl,

0.5 M Tris-HCl pH 7.5にゲルを移し, 15分間2回の振達でゲ)i,を中和し,ゲ

ル中のゲノムDNAはHybondN+膜にキヤピラリー法を用いて一昼夜転写した.

転写膜は, 2×SSCで軽く洗浄し,風乾後, 120℃, 30分間の加熱により,ゲ

ノムDNAを膜上に固定した.

サザンブロッテイング解析のためのプローブには,ゲノムPCRから得られた

A2F-A2RのPDGF-A鎖ゲノムDNA増幅断片とB2F-5BNRのPDGF-B鎖ゲノ

ムDNA増幅断片をDIG-DNAラベリングキットによりDIG標識して使用した.

なお,プレハイブリダイゼ-ション以降の操作は本章・材料と方法(10)に準じ

て行い,プレハイプリグイゼ-ション及びハイブリダイゼ-ション温度を68℃,

使用プローブ濃度を20 ng/mlに変更して行った.

(14)半定量的pcR

ニワトリ由来細胞増殖因子(HGF, PDGF-A鎖, PDGF-B鎖およびTGF-β)

のmRNA発現解析を行うために,半定量的pcRを行った.半定量的pcRでは,

ハウスキーピング遺伝子であるGAPDHもしくはβアクチンの発現量をもとに

PCRに使用するcDNA量を均一化し,また各プライマー対毎にPCR産物が対

数増幅期にあり,かつ,エチジウムブロマイド染色下で可視化できるPCRサイ

クル数を検討した・まず, cDNA量を均一化するために　OD260の吸光度を基
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に算出した10 ngのcDNAを鋳型に用いて20, 25, 30, 35サイクルでβア

クチンもしくはGAPDHのPCRを行った. PCR産物はアガロース電気泳動後エ

チジウムブロマイドで染色し,染色像をポラロイドカメラで撮影後NIH image

(National Institute of Health, USA)でバンドの濃淡を定量し,至適サイクル数を

決定した.次にOD260の吸光度を基に算出した量のcDNA (1, 5, 10, 20, 50

ng)と決定したサイクル数でPCRを行い,上記と同様の方法でバンドの濃淡を

定量し,ハウスキーピング遺伝子の発現量に換算した.換算したそれぞれの

cDNAが均一かつエチジウムブロマイド染色下で可視化できるcDNA量を算出

し,決定したサイクル数及びcDNA量でハウスキーピング遺伝子と種々の増殖

因子遺伝子の発現解析を行った.なお,それぞれの増殖因子において,上記と

同じ方法でPCRサイクル数を検討し,またpcRの基本操作は本章・材料と方

法(7)に準じて行い,発現解析に使用したプライマーはTable 12に示した.

(15)分子生物学的手法における基本操作

本章で行った分子生物学的手法における基本操作(エタノール沈殿,フェノ

ール・クロロホルム抽出,制限酵素処理,アガロース電気泳動, RNAの取扱等)

はすべて"Molecular Cloning; A LABORATORY MANUAL" (CSHL PRESS) [83]

に準じて行った.
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.33.・・I
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(1)ニワトリPDGF-A鎖cDNAのクローニング

本実験では,まずニワトリPDGF-A鎖cDNAをLMH mRNAからクローニン

グした. Fig. 40AにcDNAの3'側の塩基配列が異なる3種のニワトリPDGF・A

鎖cDNAの模式図とニワトリPDGF-A鎖遺伝子解析に使用したpcRプライマ

ーの位置を示した(プライマーの情報は材料と方法のTable lOに示している).

ニワトリPDGF-A鎖cDNAのクローニングは,異種動物間(ヒトとマウス)

で高度に保存されているPDGF-A鎖アミノ酸配列の中から,さらに塩基配列の

保存性が高い領域をもとにA2FとA2Rプライマーを設計し,種々のニワトリ

細胞から作成したcDNAを鋳型にPCRを行った.その結果, Fig. 40B,レーン

1に示したように, LMH cDNAを鋳型に用いた場合に約400 bpの位置に明瞭

に増幅産物が認められた.そこでこのPCR産物をクローニングし,塩基配列を

決宝後,決定した塩基配列はBLASTNプログラム[84]を用いてGenBankデー

タベースに照合したところ,ヒトPDGF-A鎖塩基配列と最も高い相同性を示す

ことがわかった(結果は示していない).そこで次にLMH cDNAライブラリー

を作成し,このPCR産物をプローブにPDGF-A鎖cDNAのクローニングを行

った.

LMH cDNAライブラリーの約2.5×105プラークをp2プローブ(A2F-A2R

PCR産物)でスクリーニングしたところ, 19個の陽性ファージクローンを得

た.これらのファージクローンはm vivo excision法によりpBluescriptファー

ジミドに置換し,すべての塩基配列を決定した.その結果,最終的に2種の

PDGF・A鎖cDNAを得た.一つは全長1,137bpで597bpのORF (openreading

frame)をもつクローンであり"PDGF-A short form type 1 (SI)"と名付けた.

もう一つは,全長が1,290bpでSlよりも長い636bpのORFを持つクローン

であることから"PDGF-A long form (L)"と名付けた.塩基配列を解析した結

莱,この二つのクローンの違いは, ORFの3'側の違いであることがわかった.

すなわち, Fig. 40Aに示したように, SlにはLに存在しない20 bpの塩基が

存在し,非翻訳領域にLの3'側ORFの塩基配列が存在していた.またLはsl

の20 bpの塩基が存在せず,結果的にORFがLにおいて長くなっていること

がわかった.そこで次に,これらのクローンがライブラリー構築の際に生じた

エラーでないことを確認するために, LMHpoly(A)十RNAとA3F-A3Rプライマ
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Fig. 40. Isolation and cloning of three forms of chicken PDGF-A CDNA

(A) Schematic diagram of three forms of chicken PDGF-A CDNA and PCR

primers. The coding regions are indicated by large boxes. Small dotted and closed

boxes in Sl and L CDNA show areas of untranslated regions that are translated after

mRNA splicing. The primer positions are shown above CDNA illustration by

arrows. Base pair numbers are shown above and below sequences of two clones.

(B) PCR product of chicken PDGF-A cDNAs amplified with two primer pairs (lane

1, A2F-A2R; lane 2, A3F-A3R). DNA size marker (100-base ladder) and 10 |il of

PCR products were separated on 1% agarose gel and stained with EtdBr.
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-ペアーを用いてRT-PCRを行った.その結果, Fig. 4OB,レーン2に示した

ように,約900bpと約800bpの増幅断片が得られることがわかった.そこで,

これらのPCR産物をクローニングし塩基配列の決定を行ったところ,約900bp

の増幅断片中にはslとLの2種のcDNAが含まれていることがわかった.ま

た,約800 bpの増幅断片の塩基配列を決定したところ,全長777 bpでSlよ

りさらに短い585bpのORFを持つことがわかった.さらに,このcDNAは5'

末端から726bpまではslの配列と完全に一致していることがわかった.また,

この配列はLの103塩基が欠失している配列であることがわかった(Fig.40A).

そこで,このcDNAを…PDGF-Ashortformtype2(S2)と名付けた.

(2)ニワト'J PDGF-A鎖cDNAの特徴

決定した3種のニワトリPDGF-A鎖cDNAの塩基配列と予想されるアミノ酸

配列をFig. 41に示した.図中の塩基配列はslに関しては全長を記載し, Lと

S2に関しては異なる部分のみの塩基配列を示し,一致した部分は線で省略した.

ORFの検索はGENETYX-MAC ver. 9.0を用いて行った.その結果,予想され

るアミノ酸はslが198, S2が194, Lが211アミノ酸であることがわかった.

Lの5'側UTR (非翻訳領域)には,開始コドンであるATG (Fig. 41, △)が

2ヶ所存在したが,その直後に停止コドンであるTGA(Fig. 41, ○)が位置し,

ともに開始コドンとして機能しないことがわかった.また, ORF検索によって

得られた開始コドンは,ヒトPDGF-A鎖の開始コドンと一致しており,また一

般的に開始コドンの上流および下流にみられるコザック配列がニワトリ　PDGF-

A鎖cDNAの開始コドンにも認められた.塩基の違いはLで2ヶ所認められ,

Lの339塩基がTに　526塩基がCに置き変わっていた.しかし,これらの

置換はアミノ酸配列には影響がないことから,どちらか一方は対立遺伝子の可

能性が示唆された. 3'側UTRには, Aが連続して連なる特徴的な配列が認め

られた(Fig. 41,点線).また,ニワトリPDGF-A鎖cDNAの3'側UTRはAT

が豊富な配列であることがわかった. 3'側UTRはSlで最も長く, 3'末端には

poly(A)テイルと思われるAの連続した配列が認められた.一般的に其核細胞で

はpoly(A)テイルの上流30 bp前後にAATAAAというシグナル配列が認められ

るが,本章で得られたニワトリPDGF-A鎖cDNAにはこのシグナル配列は認め

られなかった.予想されるアミノ酸配列の特徴としては,潜在的な糖鎖付加部

位として知られるアミノ酸配列(Asn-X-SerもしくはAsn-X-Thr)が134-136
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L :　1　GGCACGAGTTCGGCTGCGCTCCGGATCGACTCCTTGGGTTTCACTTTGGTCTGATCTAAG
△△△

L : 6 1　CAAATATGCAGAAGTACCGGCTGGTCTAGTCCTAAGAGCCAAGAGGAGCGAGCGAGAGCG

L : 1 2 1　GCAG.AAAGGAGAGCGGCCGCGCTCCCGTTGGAGAGGAACGTACA姐CAGCGGCAGCGCCG
△△△

L : 1 8 1　TAATTCCAGCACCGCCGCCCCGAGGCAGCCCCGAGCCACCCTGAATGCGGAGGACCCCCG

S2:
oq〉　　△△△　　　ooo

L : 2 4 1　AAGCCACCCCGCTGCCTTTCCCCTGAGGGATGGTACTGAATTTCTGCGCGGCAGGAGCCG
S2: 26

SI:

L:30
S2: 8

AGCTCCTCTCCATCAGCGTTGCCTTCCCTCCGCATCTAAAGTGCACTAGACCGC

GCCTGC
6

M R T W A C V L L I G F G Y L S F T S C

S I : 5 5　GATGAGGACCTGGGCTTGCGTTTTGCTGATAGGTTTTGGCTACCTGTCCTTTACCTCCTG

L:361
S2:146

21　　E E A E I P Q E L I E R L A H S E H S
S 1 : 1 1 5　CGAGGAGGCCGAGATCCCGCAGGAGCTGATCGAGCGGCTGGCGCACAGCGAGATCCACAG
L:421
S2:206

41　　I R D L Q R　工一　　　　　　　　　　　　　V G D D V

S 1 : 1 7 5　CATCCGCGACTTGCAGCGCCTCCTGGAGATTGACTCCGTAGGATATGATGATGTTTCAGA

L:481
S2:266

61　　T N L R S Y S V H S A K H V Q E N R P V
S 1 : 23 5　GACAAACTTGAGGTCTTATAGTGTTCATTCTGCTAAACATGTGCAAGAGAACCGTCCTGT
L:541

S2:326

81　　　P I R R K R S I E E A I P A V C K T R T
S 1 : 2 9 5　GCCCATTCGCAGAAAAAGAAGCATTGAGGAGGCCATCCCGGCTGTCTGCAAAACACGGAC
L:601

S2:386

101　　V I Y E I P R S Q I D P T S A N F L I W
S 1 : 3 55　GGTGATATATGAGATACCTCGGAGTCAGATTGATCCCACCTCGGCCAACTTCCTGATATG
L:661

S2:446

121　　　P P C V E V K R C T G C C IN T SI S V K C
S 1 : 4 1 5　　GCCGCCGTGCGTGGAGGTGAAGCGCTGCACTGGCTGCTGCAACACCAGCAGTGTGA姐TG
L:721

S2-.506

141　　Q P S R I H H R S V K V A K V E Y V R K
S 1 : 4 7 5　CCAGCCCTCCCGGATACATCACAGAAGTGTCAAGGTGGCAAAAGTGGAATATGTTAGAAA
L:781

S2:566

161　　　K P K L K E V L V R L E E H M E C T C T
S 1 : 5 3 5　AAAGCCAAAATTAAAAGAAGTTCTGGTGAGATTAGAAGAGCATATGGAATGCACCTGTAC
L:841
S2:626

181
Sl:595

L:901
S2:686

194

ATさTNTN
AACAAATACTAATT昌AGEyR
TTATAGAG芸AG呈AG芸姐T
CTGきcc毒p
GCCC品品芸急呈8(Sl)
G R P R E S G K K R K R K K L K P T　***211(L)

S 1 : 6 5 5　GGAAGGCCTAGGGAATCAGGTAAAAAACGGAAACGAAAAAAGTTAAAACCAACATAAAAC
L:942

194　　　　　　　　　　　　　　　　　　　★★★194(S2)

S 1 : 7 1 5　　CTACTGGAACTATTTGATATTCAGATTAACAGGTATTTATTGGGAGTAGTATGATAGAAG
L:1001
S2:727

S 1 : 7 7 5　　CAAAGATTTTCTAAAATTCAACCTTAAAAGTGCGCATGTAAACTCAATCAGAGCAGCATG

L:1061
S2:763 773(S2)

S 1 : 8 3 5　TAGAGCTTCTTGCCCCAGATGTAAGGTGAAAATAAGCTAGAAAAAAAACTTCTCTCTGGG

L:1121

S 1 : 8 9 5　ACATGGATGTACATGGTTTGTTACATTCCTGAACCTACTATGTATGGTGCTTATTGACTG
L:1181

SI : 955　TATACTTTATTTGTTCTCCTGTGTGG
L:1241

C TGGC T GAAAAGAAC

1290(L)

S 1 : 1 0 1 5　ACTTAATGAGAACAAAGAGACAATGTACATTTGTTTAATGTGACATCAAAGCAAGTATTG

S 1 : 1 0 7 5　TAGCACTCTGTGAAACAATAGGAAGCTTCCCTGTCCAAAAAAG

Sl:1135　AAA　1137(Sl)

Fig. 41. Nucleotide and deduced amino acid sequences of three forms of chicken
PDGF-A cDNAs (SI, L and S2)

The CDNA and deduced ammo acid sequences of SI CDNA are shown in full. The sequences of L and S2

show only differences from SI nucleotides and identical sequences are shown by lines. A potential N-

glycosylation site is boxed. The termination codons of three cDNAs are indicated by three asterisks. The oligo-

(dA) strech of 3㌧UTR is oveトIined with a broken line. ATG and TGA codons in the 5㌧UTR are indicated by

three open triangles and open circles, respectively.
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アミノ酸に一ヶ所認められた(Fig.41,口内).

なお,本章で得られた3種のニワトリ　PDGF-A鎖cDNAの塩基配列は,

DDBJ/EMBL/GenBankのデータベースに, SlはAB031021, LはAB031022,

S2はAB031023で登録した.

(3)ニワトリPDGF-A鎖のゲノム解析

本章で得られた3種のニワトリPDGF-A鎖cDNAは,塩基配列の3,側の一

部が付加もしくは欠失することにより発現することがわかった.この現象は

mRNAの転写過程におこるスプライシングで説明できる.そこで,ニワトリ

PDGF-A鎖cDNAの3'側領域に限定してゲノム解析を行った.ゲノム解析には

Table lOとFig. 40Aに記載したALIFとALIRプライマーを用いて, 10日肱

肝臓から抽出したゲノムDNAを鋳型としたgenomic PCRにより解析した.そ

の結果約2,600 bpの増幅断片が得られ,この増幅断片をクローニングし塩基

配列の決定を行った.決定した塩基は2,596bpであり, 3種のニワトリPDGF-A

鎖cDNAとの塩基配列の比較から,エクソン,イントロン構造を推測した.そ

の結果　Fig. 42Aに示したように, ALIFとALIRプライマー間には3つのエ

クソン(a,b,c)と2つのイントロンia,b)が存在することがわかった.エク

ソンaとエクソンbに挟まれたイントロンaは1,340bpで,エクソンbとエ

クソンCに挟まれたイントロンbは969bpであることがわかった.またイン

トロン両末端にはスプライシング部位を示すGU-AG (ドナーとアクセプター)

が存在した.また,エクソンb中にはslとLの3,側翻訳領域と非翻訳領域の

一部が連続してコードされており(エクソンblとエクソンb2),エクソンbl

の末端にはスプライシング部位のアクセプター配列(AG)が存在していた.

以上の結果から,ニワトリPDGF-A鎖の部分的ゲノム構造を模式的にFig.42

Bにまとめた. 3つのニワトリPDGF-A鎖mRNAは, slがエクソンa-エクソ

ンb-エクソンC, Lがエクソンa-エクソンb2-エクソンc, S2がエクソンa-

エクソンCという順に転写されたものであることがわかi'た.

そこで次に　PDGF-A鎖遺伝子がニワトリゲノム上に何コピー存在するのか

を確認するために,サザンブロッテイング解析を行った.その結果, Fig.43に

示したように, 4種の制限酵素(BamEI,HindIII,KpnI,PstI)で処理したゲノ

ム上で単一のバンドが検出され, PDGF-A鎖遺伝子がニワトリゲノム上に1コ

ピー存在することがわかった.以上の結果から,ニワトリPDGF-A鎖mRNAは,
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A

exon a

ThrCys ThrSerThrAs nThrAs nSerAspTyrArgGluGluGluTh
1 CACCTGTACATCAACAAATACTAATTCAGATTATAGAGAAGAAGAAACT gtatgttttc

61 cttttatttttgcattaatgcttatttc・・・・　1340　bp　・・・・tttgaaatgtaaac

144 1 ggtttgagtatttattacttcagtgttcaacaaaatgcattaccttggggcttttgacca
exon bl exon b2

1621 gaacaccctaatagcacaagtactggaa一・・・　　798　bp　・・・・ctaatgcccttat

246 1 gatggtgaactgaattgcaaacacctctttttgcacctaagctcccagcggcagttttcg

exon c

252 1 tttttactgatgtgtcttttctaaagaatgctaaacttgatatcctgtttca

2581 GGTATTTATTGGGAGT　2596

Fig. 42. Sequence and organization of chicken PDGF-A gene

(A) Sequence of chicken PDGF-A gene. Part of chicken PDGF-A gene was

isolated and sequenced after PCR amplification (ALIF-ALIR primer) with

genomic DNA. Genomic nucleotide sequence was 2596-bp in length and exon-

intron borders were established on the basis of sequence homology with three

forms of cDNAs and consensus spliced signal sequences. Exons are surrounded

by lines. The deduced ammo acid sequence is shown above nucleotide sequence
in the exon.

(B) Schematic representation of chicken PDGF-A gene. Boxes represent exon.

Donor and acceptor sites are shown by open and closed circles, respectively.

Translated region in exon is lined in bold.
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23,130

9,416ゝ

6′557

2′322-

1′500

1,000

Fig. 43. Southern blot of chicken PDGF-A gene

Chicken genomic DNA from chick liver was digested

with Bam H I, Hind III, Kpn I and Pst I and hybridized

with a chicken PDGF-A CDNA probe as described in
Materials and Methods.
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ゲノム上にコードされた単一コピーのDNAから選択的スプヲイシングを経て,

3種のmRNAを転写可能であることが明らかとなった.

(4)異種動物間におけるPDGF-A鎖アミノ酸配列の比較

本章でクローニングした3種のニワトリPDGF-A鎖cDNAの塩基配列から予

想されるアミノ酸配列を,既知の異種動物由来PDGF-A鎖アミノ酸配列と比較

した.ニワトリ,ヒト及びアフリカツメガエル(Xenopus)のPDGF-A鎖アミ

ノ酸配列[85, 86, 87姥GCG programのPileup command(GCG sequence analysis

softwar・ev. 9, GCGInc.)を用いて相同怪を比較した.その結果, Fig. 44に示し

たように,予想されるシグナルおよびプロペプチドの領域では異種動物間で異

なるアミノ酸配列が多く認められたが,成熟型PDGF-Aの領域は良く保存され

ていることがわかった.また,成熟型PDGF-A鎖に存在する8ヶ所のシステイ

ン残基(▼)の位置と, 1ヶ所存在する潜在的糖鎖付加部位(▽▽▽)の位置

が完全に保存されていることがわかった.また,晴乳類由来PDGFの解析から

明らかになっている受容体結合部位であり,増殖活性の重要な配列ではないか

と考えられているRKKPの塩基性に富んだ配列[88】 (Fig.440)は,ニワトリ

でも完全に保存されていた.ニワトリPDGF-A鎖アミノ酸配列のシグナル配列

はNielsenらの方法[89]に基づいて推定したところ20残基目のCysと21残基

目のGluで切断されやすいことがわかり,シグナル配列は20残基であること

が推定された.ヒト及びアフリカツメガエルでは,選択的スプライシングによ

り2種(longformとshortform)のPDGF-A鎖タンパク質が産生されることが

知られている[87, 90].これらの種とニワトリとのアミノ酸配列を比較すると,

longformはニワトリPDGF-A鎖のLタイプに相当し, short formはニワトリ

PDGF-A鎖のS2タイプに相当することが示唆された(Fig. 44).また,ニワト

リのSlタイプはニワトリ特有のタイプと考えられ, C末端のCysを除く4残

基は疎水性アミノ酸から構成されていることがわかった.

次に,異種動物間におけるPDGF-A鎖のIong formのアミノ酸配列の相同性

(%)を比較した・その結果, Table 14に示したようにニワトリPDGF-Aは,

ヒトとマウスPDGF-Aのシグナル配列を含む前駆体との比較で80%以上の相同

性があり,成熟型だけで比較すると約90%の高い相同性があることがわかった.

一方,アフリカツメガエルのPDGF-A鎖との比較では,前駆体で約75%,成熟

型で約85%の相同性があり,ニワトリPDGF-A鎖はアフリカツメガエルよりは
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Chicken

Human

Xenopu s

Ch土cken　39

Human　　　3 9

Xenopus　41

Ch土cken　76

Human　　　7 6

Xenopus　81

Chicken 156

Human　　15 6

Xenopus 161

Propeptide

.　　　.

Mature peptide
▼　　　　　▼

N F L IW P P C V E V K R C T G C C N T S SV K C Q P S R IH HR SV K VA K V
酔3H R SV K VA K V

N F L IW P P C V E V K R C T G C C N T S SV K C Q P S R IH H R SV K VA K V

Chicken(long form) 194

Human(long form)　194

Xenopus(long form) 198　GFFTSPALVL

Chicken(Sl )

・・・・I

194　ALPLC

Chicken( S2 )　　　　194

Human(short form) 194

Xenopus( short form) 198

Fig. 44. Comparison of predicted amino acid sequences among three forms

of PDGF-A precursor peptides among chicken, human and Xenopus

Residue numbers are indicated on the left. Arrowheads indicate eight conserved

cysteine residues of mature peptide. Potential N-glycosylation site is indicated

three open triangles. Hydrophobic amino acid residues (ALPL) are shown

by

by

closed circles in C-terminus region of SI. Sequences listed are cited as follows:

human PDGF long form [85], human PDGF short form [86], and Xenopus PDGF

long and short forms [871.
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Table 14. Homology score at the amino acid level among the

chicken, human, mouse and Xenopus PDGF-A chains

Amino acid homology (%)

Human M ou s e Xenopus

Chicken　　　8 1 (89.6)a　　81.0 (88.8)　74.9 (84.6)

Human

Mouse

Xenop us

93.4 (96.0)　　71.7 (80.1)

72.6 (79.4)

a Precursor (mature)
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噛乳類に近縁であることがわかった.

(5)ニワトリPDGF-B鎖cDNAのクローニング

ニワトリPDGF-A鎖cDNAに続き, PDGF-B鎖cDNAのクローニングを行っ

た.最終的にクローニングされたニワトリPDGF-B鎖cDNAの模式図とクロー

ニングに使用したプライマーの位置とその手順をFig.45に示した.

ニワトリ　PDGF-B鎖cDNAのクローニングは,ヒトとラットのPDGF-B鎖

cDNA塩基配列の高度保存領域をもとに作成したPB2F-PB2Rプライマーセッ

トを用いたRT-PCRから始めた.種々のニワトリ細胞から調製したcDNAを鋳

型にPCRを行い,栓球cDNAを鋳型にした場合に約250 bpの明瞭な増幅産物

を得た.この増幅産物をクローニングし246bpの塩基配列を決定し, BLASTN

プログラムを用いてGenBankデータベースに照合したところ,ヒトPDGF-B鎖

塩基配列と約67%の相同性を示すことがわかった(結果は示していない).

そこで次に,ニワトリPDGF-A鎖cDNAのクローニングと同様,栓球mRNA

からcDNAライブラリーを作成し, PB2F-PB2RのPCR断片をプローブに用い

てプラークハイプリグイゼ-ションを行ったが,陽性クローンは得られたもの

の,長いcDNAクローンは得られなかった.そこで,ニワトリPDGF-B鎖cDNA

のクローニングには, RACE法を用いて行った.

RACE法はクローニングされた短い遺伝子断片から3'側と5'側に付加したア

ダプター配列を利用して,未決定の3'側と5'側の遺伝子をpcRにより増幅し,

クローニングする方法である.そこで, RT-PCRから得られたニワトリ　PDGF-

B鎖cDNA断片である246 bpのPB2塩基配列をもとに, 5'-RACE用にGSPl

とGSP2, 3'-RACE用にRA2とRA3プライマーを合成し,材料と方法に記載

した方法に従ってRACE法を実施した.実施したRACE法では,最終的にnested

PCRもしくは2次pcRから得られたpcR産物をクローニングし塩基配列を決

定した.その結果, Fig. 45の模式図に示したように, 295 bpの5'-RACEクロ

ーンと664 bpの3'-RACEクローンを得た.次に得られた3つのクローンをオ

ーバーラップさせて全長1,083 bpのニワトリPDGF-B鎖cDNAの塩基配列を

決定した.決定した塩基配列が正しいかどうかを確認するために　5'-RACEク

ローンの塩基配列中にB2Fプライマーと, 3'-RACEクローンの塩基配列中に

B2Rプライマーを設計し,栓球cDNAを用いてPCRを行い,目的の長さ(601

bp)の増幅断片が得られた.また,この断片をクローニングし塩基配列を決定
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Mature protein Propeptide　3'UTR

1?3 PB2(246bp) 438

PB2F
と芝コ

5--RACE clone

(295 bp)

PPR

295　　　　　420

gSP2

269

3㌧RACE clone (664 bp)

1059

可poly(A)

1083

RA2 RA3　　　　　　　Adaptor pr票r

B2 (601 bp)
869

BiF

Fig. 45. Schematic diagram of chicken PDGF-B CDNA and the strategy for

cloning

The top hne represents chicken PDGF-B CDNA. The ORF for the PDGF-B protein

was depicted by a box, in which the regions encoding the signal peptide, propeptide,

and mature protein (closed box) are indicated. The strategy for cloning of chicken

PDGFB CDNA is shown below by lines. PB2 and B2 clone were derived from RT-

PCR, and 3 - and 5 -RACE clone were obtained by RACE method. The primers

used for each amplification and the sizes of the PCR products are indicated.
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後,オーバーラップさせたニワトリPDGF-B鎖cDNA塩基配列と一致すること

を確認した.

(6)ニワトリPDGF-B鎖cDNA塩基配列の特徴

RT-PCR法およびRACE法を用いて決定したニワトリPDGF-B鎖cDNA塩基

配列の特徴をFig.46に示した.決定した塩基配列は全長1,083 bpであり, ORF

検索の結果753 bpのORFを含み　251残基の完全長のニワトリPDGF-B鎖を

コードしていることがわかった(Fig.46,口内).また,予想されるアミノ酸配

列からN末側のシグナル配列をNielsenらの方法[88]に基づいて推定したとこ

ろ, 31残基目のGlyと32残基目のAspの間がシグナルペプチダーゼにより切

断されやすいことがわかり,シグナル配列は31残基のアミノ酸からなること

がわかった(Fig. 46,矢印及び上線部).ニワトリ　PDGF-B鎖cDNAの3'末端

には, poly(A)テイルと思われる24塩基の連続したA配列が存在し, poly(A)チ

イルの始めから約30塩基上流には, poly(A)シグナル配列(AATAAA)と類似

したCTTAAA配列が存在した.また,予想されるアミノ酸配列中には潜在的

な糖鎖付加部位を示す配列は認められなかった.

なお,本章で得られたニワトリ　PDGF-B　鎖　cDNA　の塩基配列は,

DDBJ/EMBL/GenBankのデータベースにAB031025で登録した.

(7)ニワトリPDGF-B鎖のゲノム解析

ニワトリ　PDGF-B鎖遺伝子のゲノム上におけるコピー数を解析するために,

サザンブロッテイングを行った.サザンブロッテイングには, 10日肱肝臓から

抽出したゲノムをBamE I, EcoR IもしくはHind IIIの制限酵素で処理して使用

した.検出プローブには, B2Fと新たに作成した5BNRプライマー(Tablell)

を用いたgenomic PCRから得られた381 bpのイントロンを含む増幅断片を使

用した.その結果, Fig. 47に示したように3種の制限酵素で処理したゲノム

中で単一のシグナルが検出され,ニワトリPDGF-B鎖遺伝子はゲノム上に1コ

ピー存在することがわかった.

(8)異種動物間におけるPDGF-B鎖アミノ酸配列の比較

クローニングしたニワトリPDGF-B鎖cDNA塩基配列から予想されるアミノ

酸配列を,本章・結果(4)と同様の手法を用いて,ヒトおよびマウスPDGF-B鎖
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ACGCGGGAACAGGCAGCCTGCTTGCTGCCTGAGGCCGGCTGCCACCGCTTCCCTCCCGGGGC℡CTCCGTCC

1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10

72

132

192

252

312

372

432

492

552

612

672

732

792

MET Cys Pro Gin Pro Ala Arg Leu Glu Pro Gly MET Asn Phe Gly Val Val Phe Ala Val
ATG TGC CCG CAG CCG GCA AGG CTT GAA CCC GGC ATG AAT TTC GGC GTG GTC TTC GCC GTC

30　4　　　　　　　　　　　　　40
lie Leu Ser Leu Pro Leu Ala Arg Leu Glu Gly Asp Pro lie Pro Glu Asp lie Tyr Glu

ATC CTC TCC CTG CCC CTG GCC CGC CTG GAG GGG GAC CCC ATA CCC GAA GAT ATT TAT GAG

50　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　60

lie Leu Gly Gly Ser Ser Val Arg Ser lie Ser Asp Leu Gin Arg Ala Leu Arg lie Asp

ATT TTG GGT GGC AGC TCC GTG CGC TCC ATC AGT GAC CTC CAG CGT GCC CTG CGG ATA GAC

70　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　80

Ser Val Glu Glu Asp Ser Ser Ser Leu Asp Leu Asn Ala Thr Gin Pro Ser Gin Asn His

TCC GTA GAG GAG GAC AGC TCT AGC CTG GAC CTG AAT GCA ACT CAG CCC AGC CAA AAC CAT

90　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100

Val Ser Leu Ser Arg Glu Arg Arg Ser Leu Asp Ala Leu Ala Ala Ala Glu Pro Ala Val

GTG TCC CTG TCT CGA GAG AGG CGA AGC CTT GAT GCT CTG GCA GCA GCA GAG CCA GCT GTC

110　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　120

Leu Ala Glu Cys Lys Thr Arg Thr Val Val Phe Glu lie Ser Arg Asp MET Val Asp Ser

CTC GCC GAG TGC AAG ACA CGG ACG GTG GTC TTT GAG ATC TCC CGT GAC ATG GTG GAC AGC

130　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　140

Thr Asn Ala Asn Phe Val Val Trp Pro Pro Cys Val Glu Val Gin Arg Cys Ser Gly Cys
ACC AAT GCC AAC TTC GTG GTG TGG CCA CCC TGC GTG GAG GTG CAG CGG TGC TCC GGC TGC

150　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　160

Cys Asn Asn Arg Asn Val Gin Cys Arg Pro MET Gin lie Arg Val Arg His Val Gin Val

TGC AAC AAC CGC AAC GTG CAG TGC CGC CCC ATG CAG ATT CGC GTC CGG CAT GTC CAG GTG

170　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　180

Asn Lys lie Glu Phe Phe Gin Arg Lys Pro lie Phe Lys Lys Val lie Val Pro Leu Glu

AAC AAG ATT GAG TTT TTC CAG AGG AAG CCA ATA TTC AAA AAA GTC ATC GTG CCT TTG GAG

190　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　200

Asp His Val Gin Cys Arg Cys Glu Val Val Ser Arg Pro Pro Pro Arg Ser Asn Arg Pro

GAC CAC GTG CAG TGC CGG TGC GAA GTG GTG TCC CGG CCG CCA CCC AGG AGC AAC CGA CCG

210　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　220

Ala Ser Arg Glu Gin Arg Arg Phe Ser Pro Ser Phe Thr Thr Ala Ala lie Ser Gin Arg

GCA TCC CGT GAG CAG AGA CGC TTC TCG CCG TCA TTC ACC ACA GCC GCC ATC TCC CAG AGG

230　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　240

Lys Arg Val Arg Arg Pro Pro Ala Gin Lys Arg Lys His Lys Lys Tyr Lys His Val Asn
AAG CGG GTA CGC CGG CCG CCA GCA CAG AAG AGA AAA CAC AAG AAA TAC AAG CAT GTC AAC

250

Asp Lys Lys Val Leu Lys Glu lie Leu lie Ala
GAT AAG AAA GTG CTG AAA GAA ATC CTC ATA GCA

★★★

TAG AAGTGCTGGCAGGGGAGAGAGAGCACAAGGC

8 5 9　AGGTTTATTTAATATATTTGCTGTATTGCCCCCATGGGGTCCTTGGAGTGATAACTTTTCCTCTTTGCCGGTCTGCCTC

9 3 8　AACGACTGATTCAGGCGGCAAATGGTGCTTCCCTTTCCATCAGTGGACCTTCTCCTACCGAAGCCTCTCCCTTCTTTCA

1 0 1 7　TTTATTAACATCTTAAAGTTTTACAAAAAACAAAAAACCAACC

Fig. 46. Nucleotide and deduced amino acid sequences of the chicken PDGF-B CDNA

The numbers above refere to the amino acid sequence; the numbers on the left refered to

the nucleotide sequence. The ORF of 753 bp is boxed. The putative signal peptide of the 5-

termini are overlined. The predicted cleavage site for the signal peptidase is indicated by an

arrow. A termination codon is marked with three asterisks. The sequence of CTTAAA

which is similar to the typical polyadenylation signal (AATAAA) is underlined.
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6′557

2′322-
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Fig. 47. Southern blot of chicken PDGF-B gene

Chicken genomic DNA from chick liver was digested

with Bam H I, EcoR I and Hind III and hybridized with a

chicken PDGF-B probe as described in Materials and
Methods.
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アミノ酸配列[91, 92]と比較した.その結果, 3つのアミノ酸配列をアライメ

ントで配列させたものをFig.48に示した.

ヒトおよびマウスPDGF-B鎖アミノ酸は全長241アミノ酸残基からなり, N

末から22アミノ酸からなるシグナル配列, 59アミノ酸からなるプロペプチド

と続き, 109アミノ酸からなる成熟型ペプチドがある.また, PDGF-B鎖アミ

ノ酸配列で特徴的なことは,成熟型ペプチドのC末端側にさらに51アミノ酸

からなるプロペプチドが存在している点である.アライメント解析の結果, Fig.

48に示したように,LニワトリPDGF-B鎖アミノ酸は晴乳類よりも10アミノ酸

長い251アミノ酸からなり, N末から31アミノ酸からなるシグナル配列, 57

アミノ酸からなるプロペプチドと続き,ヒトやマウスと同様109アミノ酸から

なる成熟型ペプチドがあり,さらに54アミノ酸からなるプロペプチドにより

構成されていることが予想された.晴乳類間で保存されている8ヶ所のシステ

イン残基の位置は,ニワトリにおいても完全に保存されていた(Fig.48, *).

また, PDGF-β受容体との結合に重要と考えられているCNNRNV配列(93)は

ニワトリでも完全に保存されて.いるのに対し,ニワトリPDGF-A鎖アミノ酸配

列でも完全に保存されていたPDGFの活性中心と考えられているVRKK配列は,

ニワトリPDGF-B鎖アミノ酸配列中では異なっていた(Fig.48, ※).

次に,ニワトリと晴乳類由来PDGF-B鎖アミノ酸配列の前駆体と成熟型で相

同性(%)を比較した.その結果,異種動物間におけるPDGF-B鎖アミノ酸配

列の相同性は, Table 15に示したように噛乳類間での相同性がいずれも85%以

上で高度に保存されたタンパク質であるのに対して,ニワトリ　PDGF-B鎖は前

駆体で56-57%,成熟型でも　67-70%と晴乳類間との相同性と比べて低いこ

とがわかった.

(9)種々の組織及び細胞におけるニワトリPDGFmRNAの発現

本研究でクローニングしたニワトリPDGF mRNAの発現は,種々のニワトリ

細胞株及び組織から調製したmRNAを用いた半定量的pcRにより解析した.

解析には, β-actmの発現量をもとにcDNA量を統一した各種細胞および組織由

来cDNAを使用し,使用したプライマー毎に対数増幅期にあるPCRサイクル数

を設定した.

その結果, Fig. 49に示したように, PDGF-A鎖のSlタイプは, PCRサイク

ル数30において, IN24,LMHおよび腎臓で強い発現が認められた.また, PCR
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Chicken

Human

Mouse

Chicken

Human

Mouse

Chicken

Human

Mouse

Chicken

Human

Mouse

蕪嗣貰.'t旨胃喜嗣ia*iv*ii

iiT:"誓"U(i:_

146

139

139

Chicken 195

Human　　1 8 8

Mouse　　188

Ch土cken　244

Human　　2 3 4

Mouse　　2 34

.　　　　　　　　　.

251

241

241

Fig. 48. Comparison of predicted amino acid sequences among three forms of

PDGF-B precursor peptides from chicken, human and Mouse

The residue numbers are indicated on the left. Arrowheads indicate the eight conserved

cysteine residues of the mature peptide. Two regions that were important for binding to

the receptor are indicated with asterisks. The sequences listed are cited as follows:

human PDGF-B [91], mouse PDGFB 【92].
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Table 15. Homology score at the ammo acid level among the
chicken and mammalian PDGF-Bs

Amin° Acid h°瓜°1°gy (%)

Chicken Cat Human M°u Se

Cat　　　56 (67)★

Human　　57 (69)　91 (94)

Mouse　　57 (70)　85 (85)　89 (89)

Sheep　　56 (70)　89 (87)　91 (88)　86 (83)

詛precursor (mature)
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Fig. 49. Expression of chicken PDGF-A and -B mRNA in vaious cells

and tissues

Poly(A)+ RNA was isolated from various chicken cells and tissues and

amplified by RT-PCR using chicken PDGF primers as indicated in Table 10

and 1 1. The primers positions in nucleotide sequences were indicated in Fig.

40 and 45. PCR products were separated on 1% agarose gels. Chicken β-

actin amplification products were served as internal controls.
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産物がプラトーに達するPCRサイクル数40で増幅した場合, 1104BとHDll

ではsl　タイプの発現は全く検出されなかった(結果は示していない).次に

PDGF-A鎖のLタイプとS2タイプの発現解析を行った. slタイプの発現解析

では, sl　タイプにのみ存在する塩基配列を用いてPCRプライマーを設計する

ことで, Slタイプのみの発現解析を行うことができたが, PDGF-A鎖のLタイ

プとS2タイプは, slの塩基配列と一致しているため(Fig. 40),タイプ別の

発現解析は不可能である.そこで, SlとLタイプおよびS2を同時に検出して

比較した　その結果, S2タイプはIN24,LMH,MSBl,脳,腎臓と牌臓で強い発

現が観察され,その他の細胞でも発現が認められた.また, PCR産物がプラト

ーに達するPCRサイクル数40で増幅した場合, 1104BではSlとLの増幅を

示す564 bpのバンドが検出されず, 1104BではS2タイプのみが発現してい

ることがわかった.また, HDllではslタイプの発現が認められなかったこと

から, Lタイプと　S2　タイプが発現していることがわかった.その他の細胞及

び組織では, slタイプとS2　タイプが発現量に差があるものの,少なくとも

同時に発現していることがわかった.

PDGF-B鎖の発現は, 1104B,栓球,肺および牌臓で強い発現が認められ,

特に栓球で最も強く発現していることがわかった. HDll, IN24やLMHではほ

とんど発現が認められず,その他の細胞および組織でも　PDGF-B鎖mRNAの

発現は微弱であった.

次にニワトリPDGFのmRNA転写産物を検出するためにノーザンブロッテイ

ング解析を実施した. mRNAは, PDGF-A鎖の発現が強かったIN24とLMHを,

またPDGF-B鎖の発現が強かった1104Bと栓球から抽出したものを使用した.

その結果, Fig. 50に示したように, PDGF-A鎖の転写産物は約4 kbと約2 kb

の位置にバンドが検出された.また, PDGF-B鎖の転写産物は約4.2 kbの位置

に確認された.

(10)活性化栓球におけるニワトリPDGFmRNAの発現解析

コラーゲンやトロンビンで栓球を刺激した際に,栓球における　PDGF mRNA

の発現量を半定量的pcR法により解析した.陰性対照には,培養器をシリコン

処理したものを使用した.その結果, Fig. 51に示したように,非刺激栓球では

ほとんど発現が認められないPDGF-A鎖mRNAは,コラーゲン刺激およびトロ

ンビン刺激4時間後で強い発現が認められ経時的に減少することがわかった.
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A. PDGF-A mRNA
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Fig. 50. Northern blot analyses of RNAs from the cultured

cells and chicken thrombocytes

Total RNAs (1トig) from various cells were subjected to

Northern analysis. The antisense RNA transcripts of PDGF-A

(A) and PDGF-B (B) CDNA were used as a probe.

Hybridization with a chicken GAPDH probe is shown below

for comparison. As size markers, 18S and 28S ribosomal
RNAs are indicated on the left.
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0　4　8 12162024　4　8 12162024　4　8 12162024(hour)
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Fig. 51. Expression of chicken PDGF-A and -B mRNA in thrombocytes

stimulated with type 1 collagen or thrombin in yhro

A Poly(A)+RNA was isolated from various chicken cells and tissues, and RT-

PCR was performed using the chicken PDGF-A-specific primers (A2F-A2R) and

chicken PDGF-B-specific primers (B2F-B2R). PCR products were separated on a

1% agarose gel. Chicken GAPDH amplification products were used as an internal
control.
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また, A鎖のSl　タイプはコラーゲン刺激よりもトロンビン刺激で強く発現が

誘導され,また, Lタイプは相対的にコラーゲン刺激で強い発現が観察された.

また, S2タイプはコラーゲン刺激でトロンビン刺激よりも強い発現が認められ

た.これに対して, PDGF-B鎖mRNAは,未刺激の状態でも培養時間に係わら

ず一定の発現が認められ,トロンビン刺激による発現の変化は認められなかっ

た.一方,コラーゲン刺激では, 12時間後に発現が強くなりその後徐々に減少

することがわかった.

(ll)活性化栓球における種々の増殖因子mRNAの発現解析

ニワトリでクローニングされている種々の増殖因子のうち, HGFとTGF-βフ

ァミリー遺伝子の発現を,活性化栓球から分離したmRNAの半定量的pcRに

より解析した.その結果　Fig.5:に示したように,試験したいずれの増殖田子

mRNAも分離直後の培養0時間ではわずかな発現しか認められないものの,刺

激・末刺激に関わらず培養4時間後に発現が高まることがわかった. HGFmRNA

は,未刺激状態で培養した12時間後に最も強い発現が認められ,培養24時間

後までその発現が維持されていた.一方,コラーゲン刺激では,刺激から徐々

にHGF mRNAの発現が強くなり, 16時間後に最も強い発現が認められたが,

末刺激に比べ発現量が低いことがわかった. HGF mRNAの発現を最も強く誘導

したのはトロンビン刺激であった.トロンビン刺激後, 12時間で最も強い発現

が認められ,この発現は20時間後まで持続し, 24時間後には減少しているこ

とがわかった. TGF-β2mRNAの発現解析では, HGFの場合と同様な結果が得

られたが,未刺激よりはコラーゲンもしくはトロンビン刺激で発現が強くなっ

ており,特にトロンビン刺激では刺激4時間後に強い発現が認められ, 20時間

後までその発現が維持されていた.また, TGF-β3mRNAの発現は, TGF-

β2mRNAの発現パターンに類似していたが,トロンビン刺激による強い発現

誘導は観察されなかった. TGF-β4mRNAの発現は,いずれの条件においても

培養4時間後から強い発現が認められ,特にコラーゲン刺激で強い発現誘導が

認められた.トロンビン刺激において, 8時間後に発現の一過的な低下が認め

られたが,追試験においては同様の現象が認められなかった(結果は示してい

ない).
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Fig. 52. Expression of chicken various growth factor mRNA in thrombocytes

stimulated with type 1 collagen or thrombin in vitro

A Poly(A)+RNA was isolated from various chicken cells and tissues, and RT-PCR

was pe血rmed using the chicken HGF and TGFβ2-4-specific primers. The primer

sequences were indicated in Table 12. PCR products were separated on a 1%

agarose gel. Chicken GAPDH amplification products were used as an internal

control.
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5-4

PDGFは血小板中に存在し,閉業系細胞に対して遊走・増殖刺激活性を有す

る因子として1979年に精製された[59].その後, PDGFは先に精製されたA

鎖と構造が類似したB鎖とダイマ-を形成することが明らかとなった[26].覗

衣, PDGFは血小板以外の多くの細胞が産生・分泌することが解り,生物の発

生過程や損傷治癒過程といった生理的現象の他,動脈硬化症などの種々の病態

発症にも重要な関わりがあることが判明し,現在もなお研究が進められている.

これに対して,鳥類ではFGFを始めとする発生に関わる多くの増殖因子遺伝子

がクローニングされ,その機能が解析されているにも関わらず,鳥類PDGF遺

伝子の解析は全く行なわれてこなかった.

そこで,本研究ではニワトリ栓球が有核細胞であり分子細胞学的解析に適し

ていること,また,ニワトリ栓球がmRNAからタンパク質を翻訳している可能

性が示唆されていたことから,栓球からのPDGF遺伝子のクローニングを試み

た.まず,既知晴乳類由来PDGF-A鎖もしくはB鎖のアミノ酸配列から,異種

動物間で高度に保存されている領域を数ヶ所選抜して,その塩基配列をもとに

数種のPCRプライマーを作出した.これらのプライマーと栓球を含む各種ニワ

トリ由来細胞RNAを用いてRT-PCRを行った.その結果, PDGF-A鎖増幅用プ

ライマーではLMHから, PDGF-B鎖増幅用プライマーでは栓球から,プライ

マー設計から予想される増幅産物が認められた.そこでこれらの産物をクロー

ニングし塩基配列を決定したところ,それぞれ既知PDGF-A鎖およびB鎖と相

同怪があることがわかり,最終的にcDNAライブラリーからのスクリーニング

もしくはRACE法を行ってニワトリPDGFのクローニングに成功した.

クローニングしたニワトリPDGF-A鎖cDNAは,ゲノム解析からmRNAの

スプライシングの差違により3種存在することが明らかとなった.既にクロー

ニングされているヒト,マウス及びアフリカツメガエルのPDGF-A鎖は,スプ

ライシングの差異により長短の2種が存在することが解っており【87, 90],ニ

ワトリにおいて3種存在するのは鳥類の特徴であるものと思われる.また,噛

乳類のゲノム解析から, PDGF-A鎖のエクソンの数は7つであり,エクソン6

に長型が,エクソン7に短型のC末端がコードされており,エクソン6が転写

されないことで短型が翻訳される[901.ニワトリではPDGF-Aの全ゲノム遺伝

子の解析は行っていないが,その部分的解析から(Fig.44),ニワトリでもエク
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ソンb2に長型と相同性の高いLタイプがコードされており,エクソンCに短

型と相同性が高いS2タイプがコードされていた(Fig. 42).すなわち,エクソ

ンblにコードされたニワトリPDGF-A鎖slタイプは,ニワトリ特有の転写産

物であることが想像される.クローニングされたニワトリPDGF-A鎖cDNAの

3'非翻訳領域はATの豊富な特徴的な配列であり, slタイプやLタイプの3'末

端にはpoly(A)の配列が認められるが,いずれも真核細胞に見られる本質的な

poly(A) tailに比べて短く. poly(A)が途中で切断されたのか,それともニワトリ

PDGF-A鎖の3'非翻訳領域は,さらに長いのかもしれない.また,塩基配列

から予想されるアミノ酸配列では晴乳類で保存されている8ヶ所のシステイン

残基の位置,潜在的糖鎖付加部位がニワトリでも完全に保存されており,また

成熟塑PDGF-Aの比較では晴乳類由来のものと90%近い相同性があり, NGF

やFGFといった他の増殖因子と同様,鳥類と噛乳類間で良く保存されたタンパ

ク質の一つであることがわかった.

一方,ニワトリ栓球からクローニングされたPDGF-B鎖cDNAは,全長が1,083

bpであり,既知の晴乳類由来B鎖cDNAと同様, A鎖のスプライシングの差

違により翻訳される数種のアイソフォームは認められなかった.また, CDNA

の3'末端には24 bpの長いpoly(A) tailとその30 bp上流にはpoly(A)シグナル

配列であるAATAAAと似たCTTAAAの配列があり(Fig.46), A鎖cDNAとは

異なり, B鎖cDNAは3'末端までクローニングされた可能性が考えられる.塩

基配列から予想されるアミノ酸配列の特徴は, A鎖と同様,晴乳類で保存され

ている8ヶ所のシステイン残基の位置が完全に保存されており,また潜在的糖

鎖付加部位が存在しない点も一致していたが,ニワトリpDGFB鎖では,シグ

ナル配列が晴乳類よりも長いとう特徴が認められた(Fig.48).アミノ酸レベル

での晴乳類とニワトリでの比較では, A鎖が80%以上の高い相同性が認められ

たのに対して, B鎖では60%以下の低い相同性であった.しかし,成熟型B鎖

のみの比較では, 70%前後に相同性が上昇することが明らかとなった.晴乳類

のPDGF-B鎖は生合成の際に, N末端とC末端が切断を受け,成熟蛋白質とな

る.この前駆体と成熟型で比較すると明らかに切断を受ける前駆体部分の相同

怪が低いことがわかった(Fig. 48).さらに,晴乳類では成熟型のA鎖とB鎖

で約60%の相同性が認められるが,ニワトリでは53%であることがわかった.

これらの相違点は,生物活性をもつ成熟型タンパク質のアミノ酸配列は,異種

動物間でもよく保存されていることを示しており,鳥類と噛乳類の系統進化を
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考える上で非常に興味深い点であると思われる.

PDGFは先にも述べたように, A鎖とB鎖のホモもしくはヘテロ2量体とし

て細胞外に分泌されることが明らかとなっている[26, 94].この様式は, Fig.53

に示したようにA鎖とB鎖の前駆体が別々に翻訳された後,保存された8つの

システイン残基のうちN末側から2番目と4番目でジスルフイド結合し,

PDGF-AA, -AB, -BBの3種の前駆体が生合成され,修飾を受けた後,細胞外-

分泌される.また, PDGF-BBの大部分は膜結合型として細胞膜表面にとどま

ることも解っている.このように, PDGFは2種(ニワトリでは3種)のA鎖

と1種のB鎖が3種の異なったアイソフォームを形成し,それらの生物活性に

どのような相違があるのか関心が寄せられているが,未だ明確な解答は得られ

ていない.というのも, PDGF受容体がさらに問題を複雑にしているためであ

る.ニワトリではまだ, PDGF受容体の解析は進んでいないが,晴乳類での知

見から, PDGF受容体にはαサブユニットとβサブユニットの2種があること

が明らかとなった[95, 96]. αサブユニットはAおよびB鎖と, βサブユニ

ットはB鎖のみと結合する(Fig. 54).細胞膜上せはαサブユニットとβサブ

ユニットはともに単量体で存在するが, PDGFのダイマ-が近づくとその種類

に応じて, a-α, a-β, β-βの3種の受容体サブユニットの2量体が形成さ

れることが明らかとなった【97] (Fig.54).即ち, PDGF-AAはα-a受容体にの

み結合するが, PDGF-ABはa-αとa-β受容体に, PDGF-BBはa-α, a-βと

β-β受容体といったように複数の受容体に結合できることになる[97].この

ことは一見,すべての受容体に結合できるPDGF-BBが最も活性が強く,また,

幅広い細胞に生物活性を示すように考えがちであるが,問題はそう単純ではな

い.これは,産生細胞と作用細胞間で,産生細胞がどのような状況で,どのタ

イプのPDGFを産生するのか,また,作用細胞はどのタイプの受容体をどの程

度の割合で発現するかにより生物活性に変化が見られることが予想され, PDGF

の生物学的解析をさらに困難にしている.最近,受容体もしくはリガンドに対

する部位特異的モノクローナル抗体を用いた受容体-リガンド結合阻害・活性阻

害実験やPDGF分子の立体構造解析から,受容体の結合や細胞内情報伝達に重

要なリガンド部位が明らかにされつつある.これらの知見から, PDGFの受容

体結合や活性中心として,ヒトではA鎖及びB鎖に共通して保存されている

VRKK(P)の塩基性の配列が重要であることが報告されている【88].また, βサ

ブユニットの結合に重要な配列として, B鎖中のCNNRNVが明らかとなって
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Fig. 53. Schematic illustration of the biosynthesis, assembly, and processing of the
dimeric forms of PDGF

The A and B chains of PDGF are synthesized as precursor molecules with single

peptides. After assembly into disulfide-bonded dimers proteolytic processing occurs (arrow

heads).
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Fig. 54. Schematic illustration of the model of the dimeric forms of

PDGF receptors

The (X subunit binds both A- and B-chains, while the β subunit binds

only B-chain. Thus, PDGF-AA binds a-q receptor, PDGF-AB binds cXー

α and a-β receptors, and PDGF-BB binds α-α, α-β and β-β receptors.
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いる[93].ニワトリでは, A鎖アミノ酸配列にはVRKK(P)配列が完全に保存

されている(Fig. 44)ちのの, B鎖アミノ酸配列中では保存されていないこと

がわかった(Fig. 48).また, βサブユニットの結合に重要なCNNRNV配列は

ニワトリでも完全に保存されていることがわかった(Fig. 48).晴乳類ではA

鎖およびB鎖ともにVRKK(P)の配列が重要であることが示唆されており,こ

の部分がニワトリPDGF-B鎖で異なっている点は興味深い.また, Fig. 55に示

したように,ニワトリとヒトPDGFで共通に保存されている配列が他にも数ヶ

所存在しており,まだ未解析のこのような部分が受容体結合やPDGFの立体構

造の決定に関わっている可能性も考えられる.今後,ニワトリ　PDGF受容体の

解析の進展により,さらにリガント受容体の相互作用に重要な配列が解析され

るのではないかと考えられる.

このように, PDGFとその受容体の複数の組合せと生物活性の多様性を,受

容体とリガンドの相互作用だけで解析することは困難である.すなわち,上述

の解析以外にも培養細胞や組織でのPDGFの発現,またその中から細胞もしく

は組織特異的な発現を考慮してモデル化することが重要である.そこで,今後

ニワトリPDGFの解析結果を,晴乳類を含めたPDGFの機能解析に活用できる

ように,ニワトリPDGFの種々の細胞及び組織における発現解析をおこなった.

晴乳類では2種のPDGF-A鎖のうち,短型が種々の細胞ではるかに有意に発現

していることが知られている[85】.ニワトリでは2種の短型(slとS2)が存

在するが,mRNAレベルではLタイプとslタイプとの区別ができないものの,

噛乳類と同様,短塑(slとS2)が強く発現していることがわかった(Fig.49).

また, B鎖mRNAが特定の細胞や組織に限局して発現しているのに対して, A

鎖mRNAはいずれかのタイプが,解析したすべての細胞で発現していることが

わかった(Fig.49).特に興味深い点は,ニワトリ特有の転写産物であるPDGF-A

鎖slタイプが単球系細胞株(IN24),肝細胞系細胞株(LMH)と腎臓で特に強

く発現していることと, B鎖mRNAは組織および細胞の中で栓球が最も強い発

現を示した点である.さらに栓球ではA鎖mRNAの発現はわずかであり, B

鎖遺伝子がはるかに有意に発現していることは非常に興味深い点である.ヒト

では血小板中にはpDGFABが多く存在する[98].また,ブタ血小板では

PDGF-BBが多いことがわかっている[99].ニワトリ栓球は,発現解析の結果

から踏まえるとBB　タイプが主であり,常時膜結合型のPDGF-BBが存在して

いることが予想される.いずれにしろ,今後これらの細胞種特異的な発現様式
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とその細胞から産生されたPDGFの作用細胞の間で,受容体解析を含めた解析

が重要であると思われる.

ところで,本研究における重要な要点は,栓球中の増殖因子の解析にある.

本章のニワトリPDGFのクローニングとその遺伝子の解析から,ニワトリ栓球

では, A鎖遺伝子よりもB鎖遺伝子のほうがはるかに有意に発現していること

が明らかとなった.そこで,栓球におけるPDGFの機能解析を行うための一つ

の手段として,栓球の凝集刺激におけるPDGFmRNAの発現の変化を解析した.

なお,この実験は有核細胞であるニワトリ栓球でのみ可能なもので,無核であ

る晴乳類血小板では不可能な実験系である.ニワトリ栓球を凝集惹起因子であ

るコラーゲンやトロンビンで刺激したところ,無刺激ではわずかな発現しか認

められなかったPDGF-A鎖mRNAが刺激により短時間に発現を高め,その後

また短時間のうちに発現レベルを低下させることが明らかとなった(Fig. 51).

PDGF-B鎖mRNAは,コラーゲン処理においてのみ刺激16時間後に発現の上

昇が観察されたが,それ以外は刺激・無刺激に関わらずほぼ一定の発現レベル

を保っていた.晴乳類では,一部の細胞種においてPDGF-AAよりもPDGF-AB

の方がはるかに高い増殖活性を示すことが解っており[98],栓球は活性化する

ことで,産生するPDGFのタイプと発現量を変化させているものと思われる.

栓球が活性化される生理学的な部位は,生体にとって緊急性を要する損傷部位

であり,今後この仮説を裏付けるためには,タンパク質レベルでの生化学的な

解析が必要であると思われる.

最後に本研究では,これまでにニワトリで遺伝子クローニングが行なわれて

いる増殖因子のうち,噛乳類血小板に存在し損傷組織の修復や免疫・炎症反応

に関係が深いHGFとTGFβに関して,栓球における発現解析を実施した.な

お本論文を作成中に,血小板中に存在し血管内皮細胞を増殖させるVEGFがニ

ワトリからクローニングされた(データベースへの登録のみ)が,残念ながら

栓球における解析はできなかった. TGF-βは正常の線維芽細胞をin vitroで形

質転換させる因子として発見され,晴乳類ではβ1からβ3までの3つのアイ

ソフォームが存在する.ニワトリでは,これまでの解析からβ2とβ3の相同

分子の他に, β4のニワトリ固有のTGF-βがクローニングされている[17].

TGF-βの生物活性は,細胞増殖に関して線維芽細胞や血管内皮細胞に対しては

促進活性を持つのに対して,上皮細胞や血球細胞に対しては抑制活性を示すユ

ニークな多機能性サイトカインである.また, TGF-βはアイソフォーム間でよ
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く保存されており,アイソフォーム間に生物活性の違いは少ないと考えられて

いる.ニワトリ栓球を凝集惹起因子であるコラーゲンやトロンビンで刺激した

ところ,これらの増殖因子mRNAは無刺激ではいずれも低い発現レベルであっ

たのに対し、刺激後にその発現レベルを一斉に上昇させることがわかった(Fig.

52).特徴的なことは,凝集惹起因子の刺激を加えなくても, in γitroの培養系

へ栓球を移しただけで,栓球が鋭敏に反応し発現が上昇することである.この

点はPDGFの発現と大きく異なっている点である.中でも, HGFはトロンビン

刺激により刺激16-20時間で最も発現が強くなり,また, TGF-β2は明らかに

トロンビン刺激に対して鋭敏に発現を強めていることがわかった.これらの

PDGFとその他の増殖因子の発現パターンの相違は,栓球の活性化,即ち止血

凝集過程に密接に関わっていることが容易に想像され,栓球は増殖因子の産生

を短時間のうちに微妙に調節し,損傷組織の修復における細胞の増殖命令と増

殖停止命令を調節していることが予想される.今後,これらの増殖因子mRNA

の発現パターンと実際の生合成されたタンパク質レベルでの解析を融合させた

inviV0もしくはinvitroでのモデル実験を構築することで,複雑な生体内でのサ

イトカイン作用の一端を解明できるのでないかと考える.

本章では,栓球由来細胞増殖因子を分子生物学的に明らかにすることを目的

に, PDGFのクローニングからいくつかの実験を行った.その中で,ニワトリ

を実験動物に用いることで初めて明らかとなった多くの知見を得ることができ

た.今後,血小板の研究から得られている多くの知見と,栓球を利用すること

から明らかにできる分子レベルでの解析を合わせて考えることで,噛乳類血小

板では明らかにできなかった部分の解明ができるのではないかと考えられる.
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第6章　総　括

本論文は,晴乳類血小板に相当するニワトリ栓球に着目し,ニワトリの発生

段階における栓球の特徴と,栓球中に存在する細胞接着因子を含む細胞増殖因

子を免疫学的,生化学的および分子生物学的に解析を行ったものである.

鳥類は2-2.5億年前に晴乳類と共通の祖先から分岐し,独自の進化を遂げて

きたと考えられている.すなわち,その形態的特徴や生理学的な観点から,晴

乳類とは異なった鳥類独自の機能を発達させてきた.しかし,その一方で鳥類

と晴乳類間では共通に発達させた機能も少なくない.例えば個体発生では,卵

生と胎生の違いはあるものの,その発生の過程は極めて類似している.また,

ニワトリの免疫機構は晴乳類に次いで良く発達しており,免疫グロブリンの多

様性獲得機構こそ違いがあるものの,その多様性はヒトと比べても劣ることは

ない.さらに糖鎖構造に関しては,ヒト以外の晴乳類よりもニワトリはヒトに

近いことが解っている.このように,鳥類は,はるか昔に晴乳類と進化の襖を

分かち独自に進化してきたにも関わらず,地球環境に適応するために重要な生

体の機能は晴乳類と同様に高度に進化させ,またその類似点が多いことには驚

かされる.

一方,鳥類と晴乳類では大きく異なっている点も多々存在し,その一例が血

液細胞である.鳥類も晴乳類も血液細胞の構成は同じであり,赤血球,血小板

(栓球),リンパ球,単球,額粧球からなり,その構成割合は90%以上が赤血

球と血小板(栓球)が占めている.この2種の細胞に関して晴乳類と鳥類で形

態的に大きく異なっており,晴乳類では無核細胞であるのに対して,鳥類では

有核細胞である.魚類から鳥類まではすべて有核細胞であることから考えると,

晴乳類が進化の過程で有核から無核へ変化したと考えられる.なぜ,晴乳類で

は無核になってしまったのかについては明確な証拠は得られていないが,赤血

球は生体の酸素運搬に携わり,また血小板は止血血栓形成に携わっており,そ

の機能を特化させるために核をなくしてしまったのではないかと想像される.

そのため,血小板では実質的な核酸からのタンパク質の生合成が行えず,細胞

内に存在する多くの頼粧中に増殖因子等の必要なタンパク質を貯蔵していると

考えられている.これに対して栓球は有核細胞であり,機能に関連したタンパ

ク質の生合成を核酸から行うことが可能である.

ニワトリ栓球の研究は, 1961年に形態的特徴を解析したものが初めての報告
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であり[100],その後の研究からこの細胞が血栓を形成する細胞として栓球

(thrombocyte]と名付けられた.栓球という言葉はもともとヒトの血小板

(platelet)の別名として使用されていたもので,血小板がその形態的特徴から

の名称であり,栓球はその機能的特徴に由来するが, 1910年以降血小板

(platelet)に統一された.その後,血小板に関する研究は,初期の止血機構に

関する研究から,現在では動脈硬化症,癌転移,炎症,移植,免疫応答といっ

た生体内生理現象の多岐多様な分野の基礎から応用まで広範囲に行なわれてい

る.しかし,ニワトリ栓球はその細胞の発見から血小板と同様,止血との関わ

りを中心に解析が進められてきたが,その他の機能に関してはほとんど解析さ

れていないのが実状である.その要因の一つには,栓球を特徴づける種々のマ

ーカーが少ないことが挙げられる.栓球は,個体発生的にも血小板と大きく異

なっており,また有核細胞であることから血小板では不可能な分子生物学的解

析が可能な極めてユニークな細胞である.本研究では,血小坂の持つ止血機能

の次に重要な機能である損傷組織の修復に関わる増殖因子群に着目し,まず,

栓球の免疫学的な特徴付けから分化段階の解明を行い,続いて栓球中に存在す

ることが予想される増殖因子群の生物学的・生化学的特徴付けを行うとともに,

最終的に栓球の有する核酸を利用した分子生物学的手法を用いて,栓球由来増

殖因子の解析を行った.

第2章では,ニワトリ栓球分離方法の確立を行うとともに,栓球特異的マー

カーの検出のため栓球特異的mAbの作出を行い,この抗体の特異性解析を行

うと同時に,栓球の分化過程を肱発生をさかのぼって解析した.その結果,栓

球を特異的に認識するHUKT mAbの作出に成功し,栓球の新たな膜表面抗原

の特徴として　HUKT+, CD45蝣Iow細胞であることを発見した.また,本研究で

改良した簡便な濃度比重遠心法を用いることで,ニワトリ末梢血から約85%の

純度で栓球を分離できることが解った. HUKT mAbは約150 kDaの単量体膜タ

ンパク質を認識しており,これまで唯一栓球マーカーとして報告されている

gpIIb-IIIaとは異なる分子を認識していることがわかった.また, HUKT認識抗

原は成熟栓球膜表面抗原だけではなく,未分化な骨髄中の栓芽球や肱骨髄中の

栓球前駆体細胞と思われる細胞にも発現していることが明らかとなった.さら

に, HUKT認識抗原は肱性血液のみならず,発生過程で最初に血液細胞が出現

する血島領域にも認められた.以上の結果は, HUKT mAbが栓球の特異的マー

カーとしてだけではなく,栓球の分化マーカーとしても使用できることを示し
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一二^*・*∴

第3章では,ニワトリ栓球が晴乳類血小板と同様,止血機構のみならず損傷

組織の修復に関与するならば,多くの増殖因子を細胞内に保有していると考え

た.そこで,栓球抽出物並びに栓疎放出物の種々の培養細胞に対する生物活性

を測定すると伴に,既知晴乳類由来増殖因子に対する抗体を用いて,栓球由来

増殖因子の免疫学的解析を試みた.その結果,栓球を超音波破砕して得られた

栓球抽出物が,ニワトリ肱線維芽細胞(CEF)の接着伸展と細胞増殖を促進す

ることを明らかにした.また,栓球を24時間培養して回収した栓疎放出物は,

同じ細胞数を超音波破砕して得られた栓球抽出物よりもcEFに対して強い増殖

活性を示すことが判った.この栓球抽出物は, CEFのDNA合成活性をタンパ

ク質濃度依存的に促進し,また, CEF以外の晴乳類由来細胞株であるCHO,

MDBK, RK-13やVero細胞の増殖をも促進した.以上の結果は,栓球中に血小

板と同様複数種の増殖因子の存在を示唆していた.そこで,栓球放出物質に対

するmAbを作出し,作出したmAbの中から既知増殖因子(bFGF, EGF, PDGF,

TGF-β)に対する抗体が含まれているかどうか試験したが,使用した増殖因子

を特異的に認識するmAbを得ることはできなかった　次に,既知増殖因子に

対するポリクローナル抗体を用いて,栓疎放出物質中に含まれる増殖因子の同

定を試みた.その結果,ELISA及びウエスタンブロッテイング解析から,抗bFGF

抗体と抗PDGF抗体を用いた場合に特異的な反応を示す結果を得たが,最終的

に栓球中のこれらの増殖因子の生化学的な同定には至らなかった.しかし,本

実験結果から,明らかに栓球中に複数種の増殖因子の存在を示す生物学的証拠

を得ることができた.

第4章では,第3章で認められた栓疎放出物質中の細胞接着伸展促進活性に

着目し,栓疎放出物質の細胞接着活怪の測定,免疫学的手法を用いた接着因子

の同定と栓球からの接着因子の放出機構の解析を行った　その結果,栓疎放出

物質は,培養面にコートすることで種々の培養細胞の接着と伸展を促進するこ

と,また,この活性はコートする蛋白濃度依存的に増加し, 50トig/mlの濃度で

コートした場合にプラトーに達することがわかった.さらに,この活性は,フ

イブロネクチンやビトロネクチンといった既知細胞接着因子の細胞結合部位で

ある　RGD配列の添加により,有意に接着活性が阻害されることがわかった.

そこで,次に抗フイブロネクチン抗体と抗ビトロネクチン抗体を用いて栓球放

出物質中のフイブロネクチンやビトロネクテンの存在を検討したところ,栓球

149



放出物質中にはフイブロネクチンとどトロネクチンが共に存在することがわか

った.また,ウエスタンブロッテイングの結果から,血渠中に存在するフイブ

ロネクチンやビトロネクチンと分子種が異なっていることがわかり,フイブロ

ネクチンは細胞性フイブロネクチンであることが示唆された.さらに,これら

の抗体を用いた細胞接着阻害試験を実施し,栓球放出物質中の接着活性は主に

栓球由来フイブロネクチンによるものであることがわかった.また,同抗体を

用いた免疫蛍光染色により,フイブロネクチンは栓球細胞質中に,ビトロネク

チンは細胞膜表面に局在していることがわかった.簡便な定量法が確立してい

るフイブロネクチンの系を用いて,栓球由来フイブロネクチン量を定量したと

ころ,約0.55 pig/1×10s cellsのフイブロネクチンが栓球中に存在することが明

らかとなり,また,このフイブロネクチンはトロンビン刺激により10分間と

いう短時間の間に放出されることを明らかにした.

第5章では,栓球に由来する細胞増殖因子の存在を分子生物学的手法により

明らかにすることを目的に,これまで未解析であったニワトリ　PDGF遺伝子の

クローニングとその遺伝子の特徴付けを行い,さらに,ニワトリでクローニン

グされている増殖因子の栓球における遺伝子発現解析を行った.その結果, LMH

細胞株からPDGF-A鎖cDNAが,栓球からPDGF-B鎖cDNAがクローニングさ

れた.ニワトリPDGFA鎖及びB鎖遺伝子はニワトリゲノム上にいずれも1コ

ピー存在し,ニワトリPDGF-A鎖は既知PDGF-A鎖とは異なり,選択的スプラ

イシングにより3種の転写産物を産生することが明らかとなった.また,ニワ

トリPDGF-A鎖のアミノ酸配列は晴乳類由来PDGF-A鎖のものと約80%の相同

性を示したのに対して,ニワトリPDGF-B鎖アミノ酸配列は晴乳類由来PDGF-

B鎖と約50%の相同性しかなくPDGF-A鎖は,異種動物間で良く保存されてい

る増殖因子の一つであることがわかった.ニワトリ　PDGFの種々の細胞及び組

織における発現解析から, PDGFA鎖mRNAはいずれかのタイプのA鎖mRNA

が広範に発現しているのに対して, B鎖mRNAはいくつかの組織および細胞に

限局して発現しており,特に栓球で高発現していた.コラーゲンやトロンビン

で刺激した活性化栓球における　PDGF mRNAの発現解析の結果, PDGF-A鎖

mRNAは刺激4時間後の短時間で急速に発現が高まることが明らかとなり,産

生するPDGFのダイマ-タイプを変化させていることが示唆された.同様にHGF

及びTGFβファミリーのmRNA発現解析では,いずれの増殖因子もpDGFと

は異なりin vitroの培養系へ栓球を移しただけで,それぞれの増殖因子mRNA

150



の発現が増加することがわかったが, HGFとTGFβ2はトロンビン刺激に鋭敏

に反応し,刺激16時間後に最も強く発現していることが明らかとなった.以

上の結果は,栓球は血小板とは異なり,凝集刺激により活性化した際に細胞内

で核酸からの転写,翻訳を経て増殖因子を発現させ,また,その発現時期を調

節して増殖因子を放出し,損傷組織の修復を行っている可能性を示唆している.

以上のように,本研究では,ニワトリ栓球に由来する増殖因子の解析から,

これまでニワトリでは不明であったいくつかの新しい知見を得ることができた.

これらの知見は,晴乳類血小板を用いた研究からは得られないものも多く,今

級,鳥類の系統進化を考える上で重要な情報源になるとともに,晴乳類のサイ

トカイン研究や血小板の機能解析にフィードバックできるものと思われる.
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