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1.緒言

1-1.腎不全と腹膜透析

1-1-1.腹膜と腹膜中皮細胞

腹膜とは胃や肝臓といった腹部の臓器の全体ないし一部及び腹壁を覆っ

ている薄い衆膜組織である｡この腹膜はたくさんの微繊毛を持つ一層の中皮

細胞と､勝原繊維､弾性繊維､ヒアルロン酸などの細胞外マ トリクスなどが

存在する基底膜下の間質から構成された生体複合膜である｡間質組織中に線

維芽細胞､脂肪細胞､肥満細胞､マクロファージなどの細胞や毛細血管が散在す

る構造をとる(Fig.1-1)｡

(microvilJi,MV;cilium.C;■
junctionaJcomplex.JC日ameffar
body,LB;e一asticlamina,EL;mast
celI.M;fibrobfast,F;Pericyte.P
;endotheIium,E;capillary,CAP,･
basementmembrane,BM)

Fig.ト1正常な腹膜の形態学的模式図

腹膜の厚さは50-15叫mで､壁側腹膜と臓側腹膜に囲まれた空間を腹腔と称す｡

腹膜の機能

①腹部臓器が自由に動けるように滑面を提供する

②臓器 ･器官の癒着防止

腹膜中皮細胞は長さ2-3pm､直径 0.08LLmの微械毛の厚い外套に覆われてい

て､微繊毛は細胞表面一面に一様に広がっている(Fig.1-2)｡微繊毛はリン脂質を分

泌し､臓器間の癒着を防ぐ働きをしている｡中皮細胞同士は斜めに重なり合い､固く

組み合うように接着している｡
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L:層状停車!
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RER:粗面小胞体i;

Fig.1-2正常中皮細胞の形態学的模式図

I-1-2.腹膜透析(CAPD)と合併症
現在日本において食の欧米化が進み､脂質を摂取する機会が増え､メタポ

リックシンドロームの増加が社会的問題となっている｡それに伴い 1998年

以降､透析原疾患としてそれ以前まででは慢性糸球体腎炎が1位であったが､

糖尿病性腎症が 1位となっている(Table.1-1)｡それらの疾患によって腎臓の

働きが30%以下になることを腎不全と言い､10%以下になると末期腎不全と

なり透析療法が必要となる｡本邦では透析患者数は毎年 1万人ずつ増加して

いる一方で全世界でも2010年には210万人に達する勢いである(Fig.1-3)0

透析療法には大きく分類して血液透析と腹膜透析の2種類が存在している｡

腹膜透析(peritonealDialysis:PD)では､Fig.ト4に示すように､患者自身の腹

腔内に高濃度 D-glucoseを主成分とした透析液を注入し､腹膜を介して拡散

と限外漉過によって水 ･老廃物(尿として排出されるべき物質)の除去､電解

質､pHの調整を行う療法である｡血液透析では週に3回､1回4-5時間の通

院治療が必要であるが､腹膜透析は自己管理が中心の在宅療法であるため､

月にト2回の診察だけで良い｡そのため､就学や就労がしやすい事､残存腎

機能の維持がしやすい事､必要な器材や薬液が血液透析に比べ僅かで済み生

産コストの面でも､医療廃棄物処理の面でも､さらには設備投資が全く必要

無い点など､経済効果が大きい事など利点も多い｡医学的にも､連続的な水 ･

老廃物除去による循環器系-の負担軽減から､特に高齢者-の適応がさらに

広がるかと期待される｡しかしその一方で透析液中の主成分であるD-グルコ

ースやグルコース分解産物(Glucosedegradationproducts)の影響による溶質透

過性克進や除水不全､さらには腹膜線維症や腹膜硬化症といった合併症が問

題となっている川｡その為､未来型の腹膜透析の発展には長期透析時におけ

る腹膜機能劣化のメカニズムを解明し､合併症を低減することが不可欠であ

る｡
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Table.ト 1透析原疾患

糖尿病性腎症

慢性糸球体腎炎

不明

腎硬化症

その他

多発性衰胞胃

急速進行性糸球体胃炎

慢性腎孟腎炎

悪性熱 血症

SL日琴炎

移植後再導入

アミロイ ド胃

腎 ･尿路瞳痔

その他分野不能の腎炎

管長放腰

閉塞性尿跨障害

痛風腎

胃 ･尿曙結石

腎形成不全

妊娠腎/妊娠中蒔塵

胃 ･尿路髄核

14,968

8.914

3.454

3.262

903

827

421

295

269

268

224

168

158

14g

137

128

113
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透析液

Fig.ト4腹膜透析 2】

I-2.EMT(Epithelialtomesenchymaltransition)
ト2-1.腹膜透析とEMT

腹膜線維症は間質内に存在する細胞が､コラーゲンなどの細胞外マトリック

スを過産生する事により間質が肥厚化し､線維化することで､さらなる腹膜機

能の低下をもたらす組織編成である[3】｡今まではこのような腹膜組織の機能 ･

構造変化は､主に間質内の線維芽細胞に起因しているものと考えられてきたが､

上皮細胞マーカータンパク質サイトケラチン陽性細胞が間質内で観察された

ことから､上皮細胞の関与も議論され始めている[4】 (Fig.1-5茶色 :サイ トケ

ラチン陽性細胞)0

腹膜の肥厚化･組織化に関与する細胞の起源として以下の三つの説が提案さ

れている｡
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Fig.1-5間質内での上皮細胞の観察[4]

仮説 (1)白血球由来【51

血液中を循環している白血球が炎症部位-遊走し､サイトカイン産生

することにより腹膜間質のマ トリクス産生細胞に働くとする説｡

仮説 (2)腹膜線維芽細胞 [5]

組織傷害が生じた際に､傷害部位-と遊走し増殖する事で療痕形成を

促進し､組織修復を行う線維芽細胞によって引き起こされるとする説｡こ

の細胞は器官形成後に未分化のまま残った間葉系細胞であると考えられ

ている｡

仮説 (3)腹膜中皮細胞【31[4】

透析液の高浸透圧や酸性､加熱滅菌時に生 じる GDPs(glucose

degradationproducts)の影響で､HPMCは剥離し遊走する｡このときHPMC

はEMT (上皮間葉系転換)を引き起こして､細胞間接着を失うことで上

皮細胞の極性を失い､間質層-と遊走する｡

1-2-2.EMTとは

EMT(Epithelialtomesenchymaltransition)とは､癌転移や発生時に見られる､

上皮細胞が間葉系細胞-と形質変化することである｡これは上皮細胞の極性

が失われ､間葉系細胞(線維芽様細胞)の特性が現れるということである[31【6]｡

つまりEMTが起こる際に､上皮細胞が発現していたmRNAやタンパク質は

維持されるものと減少するものがあり､間葉系細胞が持つ特有のmRNAやタ

ンパク質が発現される｡このことは腹膜上皮に存在する腹膜中皮細胞にも同

様な機構が起こる｡例えば､細胞接着分子として知られているE-cadherinは

EMTを起こすことにより､減少することが報告されている[7]｡その他に､
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0ccludins､ZO-1､Desmoplakin､サイ トケラチン等が減少する【8]｡これに対し､

細胞接着分子を減少させる転写因子であるSnail､細胞骨格形成するα-SMA､

間質の主成分である CollagenⅠ/Ⅲ､また､細胞接着 ･遊走に関与すると考

えられているFibronectin等がEMTにより増加する事が報告されている[3】[9]【10】｡

これらの分子マーカーを測定することにより､EMTが起きているのかどうか

を検証することができる｡Table.ト2に､中皮細胞と線維芽(様)細胞の分子マ

ーカー表を示す【5】｡

Table.1-2中皮細胞と線維芽(様)細胞の分子マーカー[51

分子マーカー 中皮細胞 線維芽様細胞 線維芽細胞

E-cadherin +

Snail +/- ++ ++

CytokeratinS ++ +

Fibronectin + ++ ++

CollagenⅠ 十 十+ ++

α-SMA ++ ++

●a5-1n-egnn + +

この EMTを起こした細胞の特徴としては､遊走能や浸潤能を得ることが

挙げられる｡この現象は､癌転移､初期腫発生時における原腸陥入､神経堤

細胞の運動､また､心臓や腎臓､口蓋形成などの器官形成過程において重要

である[111【12]｡

1-2-3.EMT誘導因子

EMTを誘導する物質として様々なサイ トカインやタンパク質の存在が知

られている｡サイトカインとは､細胞の分化､増殖､活性を制御する細胞か

ら分泌されるタンパク性増殖因子である｡細胞表面の受容体に働くことで､

シグナル伝達を引き起こす｡具体的には次の様な物質が報告されている｡

･TGF-β1(transfわrminggrowthfactor-β1)

透析液の中のD-グルコースの影響により中皮細胞がオー トクリンで産生

し､その影響によりEMTを誘導することが知られている[3]囲 ｡

AGEs(advancedglycationendproducts)

タンパク質に糖が結合した物質｡AGEが糖尿病の腎臓における尿細管間

質線維症の発達の役割を担っている事が報告されており､EMTに大きく

関与していると考えられるL141【15]｡
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･EGF(epidermalgrowthfactor)

細胞増殖､遊走､細胞外マ トリックス産生などの機能を持つ｡血小板から

分泌される｡血管新生時にEGFが発現し､EMTを誘導することが知られ

ている[10】｡

･FGF(fibroblastgrowthfactor)

上皮細胞やマクロファージなどから産生され､線維芽細胞など､特定の細

胞を成長､増殖､または分化させる因子【1卿 7】｡ また､創傷時における線

維芽細胞増殖や血管新生時においても発現する｡

･HGF(hepatocytegrowthfactor)

肝細胞増殖因子｡肝細胞に限らず多種の上皮系細胞の増殖､遊走､形態形

成､などの活動を制御することが知られている [18]｡ また､胎児期の器官

形成や成体の組織や臓器の再生と修復､癌などに関わっていることが知ら

れている｡

･礼-1(i山erleukin-1)

リンパ球の分化･増殖を促進する因子として同定されている｡炎症がおこ

ると単球やマクロファージなどから産生され､血管内皮-の付着､および

血管内膜-の侵入を促進すると知られている【18】｡

･TNF-α(tumornecrosisfactor-α)

E-cadherinを抑制し､ビメンチン発現を促進してMMP9活動を活性化させ

ることでEMTを誘導する[19]｡

組織においてはこれら様々な因子が相互作用をしてEMTを進行させること

が報告されていている｡この中でもTGF-β1は顕著にEMTを誘導し､間質線

維症を誘引する主要なサイ トカインとして報告されている【201｡

1-2-4.METとは

1-2で記載したように､TGF-β1などの影響によって上皮系の細胞が間葉系

の細胞-と脱分化してしまう現象の事をEMTと言う｡これに対して､間葉系

の細胞が上皮系の細胞-と分化する､Mesenchymaltoepithelialtransition(MET)

という現象がある｡METは､組織形成の過程において誘導されたり､癌細胞

が転移後にその場に住み着くために誘導されたりするため､EMT同様に必要

な時には誘導をし､生体に害を与える際には防がなければならない現象であ

る｡これを利用して腹膜透析時の線維化の進行を遅らそうとしている研究が

幾つか報告されている[2川22]｡ 詳細なメカニズムに関しては未知な部分が多い

が､現在報告されているMET誘導因子は 2つ存在している｡まず 1づ目は

Bonemorphogeneticprotein-7(BMp-7)､2つ目はHepatocytegrowthfactor(HGF)
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である｡それらがEMTを引き起こした細胞に作用し､細胞間接着を再度結合

させ､久ho-GTPaseの活性化､細胞骨格リモデリングなどを行う事で､上皮系

の細胞-と分化させる(Fig.1-6)｡この現象を理解し､利用することによって､

現在問題視されている長期腹膜透析時における腹膜硬化症を予防､あるいは

治療することができるようになると考えられる｡

TighT･jullCtio.n
dissodafion

上皮マーカー
五一Cadherin
Claudins
0ccludins
Desmopl血
ytokera血 BMP･7

HGF

間葉 系 マーカ ーFibrolleCtin
VitroneCtill

Vblenti壬l
SmoothmuSCleactin
FGFreceptor2

く

Rh0-0TPaseactivation

Tight-jullCtionassembly
CyioskeletollIeOrganizati∝1

E-cadherinc,onTaC†

Fig.ト6EMTとMETの概要【21]

1-2-5.BoneMorphogeneticProtein-7(BMp-7)とは

BoneMorphogeneticProtein(BMP)は､1960年代にUristらが脱灰骨基質を筋

肉内､あるいは皮下移植をすることによって異所性の骨誘導現象が起こるこ

とから発見された分子量約 30kDaのタンパク質である[23]｡その後 Uristらは

この現象を担っているタンパク質を BMP と名付け､以来研究が盛んに行わ

れ､腹側中腰葉の誘導活性や､様々な細胞運動､細胞の分化や器官形成にお

ける役割が明らかとなってきたTGF-βスーパーファミリーに属するタンパク

質である｡BMP2とBMP7は相同性が高く､これらはTGF-βのアミノ酸配列､

3次構造の相同性が高い事から､TGF-βファミリーに分類 されている

(Fig.1-7)[24]｡オレンジの領域であるα1､α2はTGF-βに特有の領域であり､赤

いα4は､BMp-7に特有の領域である｡TGF-βが体中の至る所に存在し､それ

らの組織にレセプターが存在していることからも想像できるように､BMPに

おいても骨のみならず､脳､腎､心臓､皮膚､その他の組織にも発現してい

ることが知られている[25]【26]｡骨以外の組織における役割については不明な点
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が多いが､上述した様に､近年 MET誘導にも大きく関与している可能性が

報告されているため､EMTに関する研究をしている者にとって非常に興味深

いサイトカインの一つであると言える｡
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Fig･1-7BMPのtopologydiagraml24】

BMPにはいくつかのレセプターが存在している(Tabel.1-3)Oレセプターには

typeI､typeIIの二種類のセリン/スレオニンキナーゼ型受容体があり､typeII

レセプターにBMPが結合して複合体を形成し､それがtypeIレセプターに結

合することによってシグナル伝達が開始されると言われている【27][28].TypeII

レセプターとBMp-7の結合様式は､Fig.1-8に示す通りである[29]｡BMPは一

般的に骨形成に関与するタンパク質として知られているが､一方で尿細管細

胞においてBMp-7が特異的smadであるSmadl/5/8を活性化してSmad4と結

合し､核内移行してE-cadherinの発現を上昇させると共に､抑制型smadであ

るSmad6､Smad7を活性化することによって特異的smadのリン酸化を抑制し､

TGF-βか らの Smad2/3の経路も抑制するという経路も報告されている[27]｡こ

れらの事からも､BMp-7がMETに大きく関与している事が容易に想像できる｡
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Table.113BMPのレセプター

type name

Ⅰ ALE-2(ActR-1A)ALE-3(BMPR-1A)

良LK-6(BMPR-ⅠB)

Ⅱ BMfR-Ⅲ
AcTR-II

t;二ILJヂ

BMP_7

転r-尋-r
Act沢MJECD

ECD:£xtrace批Iar.Domain

B加p-7 SS8}L115,L125A111,l112_S113,Ⅹ127■̀ P亨9 桓 フL115

Fig.1-8BMp-7とtypeIIレセプターの結合部位【29]

1-3.細胞遊走

1-3-1.EMT誘導細胞の浸潤 ･遊走

細胞遊走には､EMTによる細胞遊走､癌細胞の浸潤､白血球の炎症部位-

の遊走､組織形成における遊走など様々な遊走がある｡

EMTを引き起こした上皮系細胞は､正常な上皮系細胞で見られる細胞間結合

装置が減少し､細胞の極性を失う｡形態保持を補うために､Rhoなどの影響に

よって細胞骨格であるα-SMAを再構成し､前後の動きを獲得することで遊走

能を得る｡そして､マ トリックス分解酵素(MMP)を産生することで､基底膜

や間質を構成しているCollagentypeI等を分解しながら間質-と浸潤していく

(Fig.1-9)0

● 遍､

【~●亭● 亭● 亭● 亭● 義 ● .'● ●.■■-】 -｣

一1】 間茸 E - + ● ● .【浸潤 E

Fig.1-9EMTを引き起こした細胞遊走
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1-3-2.化学走化性因子

化学走化性因子とは､癌細胞の浸潤､線維芽細胞の遊走[30]､白血球の遊走[31】

など､様々な状況で機能する物質である｡この化学走化性因子を細胞がレセ

プターを介して認識し､遊走のシグナルを伝達して遊走する｡また､化学走

化性因子の濃度勾配に沿って遊走することも知られている【19]｡ Table.1-4に､

化学走化性因子と考えられる因子を記した｡

Table.1-4化学走化性因子

走化性因子 Receptor 発現細胞 機能

FNl30][31] a5PIIntegrin 線維芽細胞 細胞遊走､接着に関与してい
(丘bronectin) 恥β1Integrin る細胞外マ トリクス

ⅠL8[32] ⅠL8R-α マクロファージ 炎症部で大量に産生され､血内皮細胞 管から炎症組織-好中球やT

線維芽細胞 細胞を遊走させる

EGF[明 EGFR 上皮細胞 細胞増殖､遊走､細胞外マ ト
血小板 リクス産生などの働きを持つ

HA[33] CD44 血管平滑筋細胞 細胞の遊走活性を刺激して浸
(hyaluronan) 腫癌細胞 潤の増強に働く
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1-3-3.癌 ･発生における浸潤 ･遊走

癌細胞の浸潤 (転移)のメカニズムは､下の図に示 したように起こる

(Fig.1-10)｡癌化した細胞がEMTを起こすことにより､マトリックス分解酵素

を産生し､基底膜や間質のCollagentypeIを分解し､浸潤していく｡ そして､

血管-と浸潤し､血流に乗って他の組織-と進み､そこで接着増殖を起こす

ことで癌転が増殖する｡

1I

●.● ● ,*

●幸● r●-.J ● ●年●幸●
l ---____-_-__｣

義
●

同賞
●

+ + ILr ●ー●ー● ● ●l● ●ー

I- ●__.■一一

Fig.1-10癌の転移のメカニズム

また､心臓における心内膜床の発達にもEMTが大きく関与している｡初期の

心臓では､心筋と心内膜の 2つの組織層で構成されているが､心内膜細胞が

EMTを起こし間葉系細胞-と形質変化し､遊走を行うことで心臓を4つの部

屋-と分け､弁を形成する(Fig.1-ll)【34]｡このように､組織形成においてもEMT

は重要な役割を担っている｡

Fig.1-11心臓弁形成の流れ
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1-4.3次元細胞遊走モデル

1-4-1.既存の3次元細胞遊走モデル

現在､癌転移､組織形成における遊走など､様々な研究で 3次元細胞遊走

モデルが用いられている閏 ｡染色により下層-浸潤 した細胞数をカウントす

る方法や､共焦点顕微鏡を用いて下層-遊走する様子を可視化する方法など

があり､それらにはそれぞれ異なる利点､欠点が存在する(Table.1-5)｡

モデル① :Transwellを用いた方法｡下層に遊走因子を含ませた培地を入れ､

膜上に細胞を播種 し､EMT発生因子によりEMTを引き起こし､

膜裏-と浸潤 した細胞を染色し､観察する【35][361｡

モデル② :Collagengel上-直接細胞を播種する方法｡膜上にはEMT発生因

子が含まれており､EMTを引き起こさせる｡ゲル中-と浸潤した

細胞を染色し､共焦点顕微鏡にて可視化する[10]【37]｡

モデル③ :モデル①の膜上に細胞外マ トリクス成分をコー トしたモデル｡そ

の他の方法はモデル①と同様【31]｡

Table.1-5既存の3次元細胞遊走モデル

モデル 利点 欠点

廿 ①一問 ･遊走した細胞を観察 ･下層に遊走園子の濃

できる 度勾配が存在しない

･腫上と股下で､腹の厚 ･下層の細胞は観察で

l ''芸l完 'gl' HW L ｣_｣_i さ分だけだが濃度勾配が形成される きない

｢塊 ナ ② 崇巨lriー+:1>T+1ITelpi1+ー●fPli ･ゲル内に浸潤した細 ･下層に遊走因子の濃胞を可視化できる 度勾配が存在しない･基底膜を考慮してい

｢｣L :C..Igfn蒜?｣L ない

廿し ③ 頂 ･生体内に近い基底膜 ･下層に遊走因子の濃を作成できる･遊走した細胞を観察 度勾配が存在しない

号 ;:'15 '--hFl(遮走田子)【 ｣し→ できる
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1-4-3.生体内における濃度勾配

生体内には様々な濃度勾配が存在しており､Fibronectinに関しても濃度勾配

が形成されていると考えられる｡ 例えば糖尿病による腹膜線維症において､

体内の高血糖下においてグルコースやフルクトースによりグリケ-ションが

促進し､血管にAGE(advancedglycationendproducts)が蓄積し､このAGEのレ

セプター(RAGE)を持つマクロファージ､好中球などが AGE を認識 し､

Fibronectinを産生する｡このFibronectinに引き寄せられるようにEMTを起こ

したHPMCが間質-と浸潤すると考えられる(Fig.1-12)｡さらに､EMTを起こ

したHPMCである線維芽様細胞が浸潤した後にFibronectinを産生することが

報告されている[33]【12】｡ これによりHPMCの間質-の浸潤がさらに促進される

と考えられる｡

Fig.1-12HPMCの間質-の浸潤の流れ
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2.日的

HPMCが引き起こすEMTは腹膜線維症･硬化症に関係していると考えられて

いるが､その詳しいメカニズムはまだ解明されていない｡腹膜線維症の透析患

者の腹膜組織特有に見られる cytokeratin(+),α-SMA(+)の細胞群の由来を解明す

ると共に､EMT-HPMCを正常なHPMCに可逆変化させられるかどうかそのメカ

ニズムを探求し､腹膜線維症 ･硬化症の治療 ･予防に貢献することを本研究の

目的とする｡

そこで ｢炎症などにより間質に生 じた化学走化性因子の濃度勾配を

EMTJHPMCが特異的に認識して遊走する｣という仮説を立て､既存の3次元細

胞遊走モデルよりもより定量性を向上させた濃度勾配を持つ 3D遊走モデルを

試作して､本仮説を証明することを目的とした｡

14
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3.方法

本研究で使用 した試薬 ･機器 に関す る詳細なデータに関 しては､

10.APPENDIXに示した｡

実験の概要

本研究の目的を達成するために､次のような流れで実験を行った｡

1.初代培養 ･細胞培養

2.EMT誘導の観察(画像撮影､RT-PCR､WesternBlotting)

3.ゲル中における遊走因子の拡散係数測定

4.3次元細胞遊走試験における遊走能測定

5.MET誘導時における形態変化及びα-SMA発現量変化

3-1.初代培養 ･細胞培養

ヒト腹腔内体網から採取した腹膜中皮細胞を培養して､以後の実験を行った｡

ヒト体網からの腹膜中皮細胞の採取 (初代培養)及び継代培養は生体材料化学

研究室の共通プロトコル (APPENDIXA-1.細胞培養プロトコル 参照)に従っ

た｡ここではその概略を記す｡

3-I-I.ヒト大網由来腹膜中皮細胞 (ⅡpMC)の培養

本研究で使用したHPMCは､予め本学医学部倫理委員会によって患者組織

の採取につき承認Po.369)を得て､infわrmedconsentを得た患者から頂いた体網

組織に由来する｡腹腔内手術から得られたヒト体網塊を親指大の切片に切 り

分けた後､10%trypsinnBS溶液によりHPMCを単離 ･採取し､各種 supplement

及び 10%FBSを添加 した M199を用いて培養フラスコ内で培養 した｡本研究

では継代数が2-3代目の細胞から細胞密度が5×105個/mlの細胞懸濁液を作成

し､6穴プレー ト及び¢35シャーレ､24穴プレー トに播種した後､confluent

またはsubconfluentまで培養 したものを使用した｡培地は3日に1回交換した.

3-112.ⅡPMC-のTGF-β1の曝露

6穴プレー ト及び¢35シャーレにsubconfluentまで培養 したHPMCの培地を､

0.1%FBS/M199(SIGMA)と交換し24hgrowtharrestを行った｡その後 10ng/ml

TGF-β1/M199と交換し､12､24､48h培養した｡用いたTGF-β1は､PEPROTECH

ECから購入した｡
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3-2.TGF-β1曝露による細胞の形態変化の静止画撮影
静止画撮影

TGF一β1曝露後､各時間 (0､24､48､72､96h)におけるHPMCの形態を位相
差顕微鏡CK2にて観察し､デジタルカメラCAMEDIAC-3040ZOOM にてその

画像を撮影し､パーソナルコンピューターに取り込んだ｡

Phase-contrastmicroscopeCK2

Fig.3-1画像取り込みダイアグラム

Personalcomputer

313.TGF-β1曝露によるSnail及びE-cadherin､α5-integrin､MMPl2

mRNAの経時的測定

作成した HPMCの TGF-β1曝露モデルより､mRNA の抽出し､Snail及び

E-cadherin､α5-integrin､MMP-2mRNA発現量の経時的測定を行った｡AGPC法､

RNAの定量法､RT-PCR法､電気泳動法は生体材料化学研究室の共通プロトコ

ル (APPENDIXA-3.AGPC法プロトコル､A-3.RNAの定量プロトコル､A-4.

RT-PCRプロトコル 参照)に従った｡ここでは､簡単にその概要を記す｡

3-3-I.AcidGuanidium-Phenol-Chloroform法 (AGPC法)によるmRNAの抽

出と定量

作成 した HPMC の TGF-β1刺激モデルに RNA-BeeTMISOLArION OF

RNA(TeトTest,Inc.)を lml/well加 え細 胞 を掻 き取 っ た ｡ chlorofわrm -

isoamylalcoho124:1(SIGMA)を200pl加え15分間静置した (室温). 12000G/4℃

/15分にて遠心分離､最上層より350pl採取し､isopropanolを500pl加え-80℃
にて一晩保存した｡解凍後 12000G/4℃/10分にて遠心分離､上澄みを除去し､
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75%EtO比心EPC処理水溶液を500pl加えた｡10000G/4℃/5分にて遠心分離､

再び上澄みを除去し､減圧乾燥後DEPC処理水を10pl加え､55℃/5分加温後

4℃に冷却した｡SmartSpecTM3000Spectrophotometer(BIO久AD)を用いて各サン
プルのmRNAを定量した｡

3-3-2.mRNAの逆転写によるcDNA作成とpolymeraseChainReaction(PCR)

によるSnail及びE-cadherin､α5-imtegrincDNAの増幅

mRNAの定量結果を基に､全サンプルのmRNA濃度を統一した｡これらの

mRNAをSuperScriptTMRNase汀 ReverseTranscriptase(Invitrogen)及びRandom

primers(Invitrogen)を用いて cDNAに逆転写した (RTproductの作成)｡得られ

た RTproduct2ト11と､各種 primer(Table.3-1)及び Am pliTaqGoldTMDNA

polymerase(AppliedBiosystems)を含むPCRMasterMixを48pl混合し､サンプ

ル内のcDNAをpCRにより増幅させた (PCRproductの作成)｡等量のcDNA

が用いられているかを確認し､PCRproductを半定量化するため､内部標準と

してhousekeepinggeneであるGAPDHを用いた｡

Table.3-1 PrimerList

Primer Sequence Cyc les Size仲p)

GAPDH[38】 Sense 5'-GATGTCATCATAm GGCAGGTT-3' 29 322
antisense 5'一ccTGCACCACCAACTGCTTAGCCC-3'

snaill39] Sense 5'-TCAGACGAGGACAGTGGGAAAG-3' 38 487
an也sense 5'-GCTTGTGGAGCAGGGACATTC-3'

E-cadherinl39] Sense 5'-TCCCATCAGCTGCCCAGAAA-3' 36 500
an也sense 5'-TGACTCCTGTGTTCCTGTTA-3'

α5-lntegrin[40]● Sense 5'-GGCATCAGAGGTGGCTGGAGGCTT-3' 39 453
an也sense 5'-GGCAGCTATGGCGTCCCACTGTGG-3'

MMp-2[41] Sense 5'-ACAGCCTGGCATGGGGCAAGT-3' 29 292
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3-3-3.電気泳動とバンドの定量

PCRによる増幅後､3%d/VOIAgarosegelと､0.3pg/mlのethidiumbromide

を含む600mlの1xTris-acetate-EDTAbuffer泳動液を用い､80V/80mA/70分の

条件でPCRproductlOplの電気泳動を行った.泳動後､イメージアナライザー

(TOYOBO)にて jpeg型式でゲルの画像を撮影し､画像解析ソフトGe1-Pro⑧

AnalyzerVersion3.1forWindowsTM(MediaCybemetics⑧)を用いてバンドの輝度

を定量化した｡結果はGAPDHの値に対するSnail及びE-cadherin､α5-i山egrin

の値の比として示した｡

314.TGF-β1曝露によるα-SMA,RhoAタンパクの経時的測定

タンパク質を抽出し､α-SMA発現量の経時的測定を行った｡タンパク質の

抽出法及びBCA法によるタンパク質の定量､SDS-PAGE､ウェスタンブロッ

ティング､抗体反応とバンドの定量は体材料化学研究室の共通プロトコル

(APPEND IX.A-10WesternBlotting法 参照)に従った｡ここでは､簡単に

その概要を記す｡

3-4-1.実験条件下での細胞の準備

¢35シャーレにP2-P4のHPMCをコンフルエントに培養し､0.1%FBS/M199

培地で24hgrowtharrestを行った後､実験条件に従って10ng/mlTGF-β1を曝露
した｡

TGF-β1曝露時間

α-SMA:Oh､24h､48h､72h､96h

RhoA:12h､24h､48h

3-4-2.タンパク質の抽出とBCA法による定量

上記の実験条件の細胞に､細胞溶解液を 300pl加え､さらに Protease

inhibitor(SIGMA)及びphosphataseinhibitor(SIGMA)をそれぞれ lplずつ加えた.

室温で 15分ほど軽く浸塗した後､セルスクレーパーで細胞を掻き取った｡冷

却遠心機で15000rpm/30分遠心し､上澄み液を取った｡抽出したタンパク質溶

液は 一20度で冷凍保存した｡A溶液とB溶液を50:1で混合したもの 100トLlに

対して､サンプル及びスタンダード(BSA)を10plずつ加えた037℃/30分静置

し､OD562を測定した｡スタンダードのタンパク質濃度を横軸､吸光度を縦軸

にとり､検量線を作成した｡その検量線を元にサンプルの総タンパク質濃度

を測定した｡

18

三 重 大 学 大 学 院 工学 研 究科



3-413.SDS-PAGEによるタンパク質の分離

ゲル板にrunninggel(10%or15%アクリルアミドゲル(Wako))とstackinggel

(4.5%アクリルアミドゲル)溶液を加え､コ-ムを取り付けて lh静置してゲ

ル化させた｡コ-ムを取り外し､ウェルを作成した｡泳動バッファーを満た

した電気泳動槽にゲル板を固定した｡抽出したタンパク質溶液とサンプルバ

ッファーを1:1で混合し､熱湯 100℃/3分でボイルした｡各ウェル内にサンプ

ルをタンパク量6pgとして計算した量をローディングした.15mA･定電圧で

BPB線が適度な位置に来るまで電気泳動した｡

3-4-4.膜-の転写(westernBlotting)

電気泳動終了前に mminggelと同じ大きさに切ったブロッティング用膜

(ArTO)をメタノールに 20秒浸し､さらに B溶液に 15分浸塗させた｡また

mnninggelと同じ大きさに切ったブロッティング漉紙をA溶液に2枚､B溶

液に1枚､C溶液に3枚浸した｡電気泳動終了後､mminggelをB溶液に浸し

た｡ブロッティング装置に､準備していたA溶液に浸していたブロッティン

グ漉紙2枚を乗せ､さらにB溶液に浸していた漉紙1枚､pvDF膜､mnninggel､

C溶液に浸していた漉紙 3枚の順番に上に重ねてセットした｡膜面積×2mA

の電流で40分ブロッティングした｡ブロッティング後にブロッキング溶液で

10分間ブロッキングを行い､PBSTで 10分毎に3回洗浄した｡その後､一次

抗体溶液を添加して4℃でovernigh行った｡

3-4-5.抗体反応とバンドの定量

pBSTで 10分毎に3回洗浄した｡洗浄後二次抗体をpvDF膜に添加して室

温下で 10分間静置した｡再びpBSTで 10分毎に3回洗浄した｡ECLl液と2

液をそれぞれ 1:1で混ぜ､pvDF膜上に添加し､3分間静置した｡LAS4000mini

EPUVでバンドをスキャンし画像を保存した｡保存した画像をImageJで定量

を行った.具体的な方法は APPEND IX.A-10 WestemBlottingに従った｡
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3-5.化学走化性因子を用いたEMT細胞の3次元細胞遊走評価

具体的な方法はAPPENDIX.A-63次元細胞遊走モデルの作製に従った｡

ここでは簡単な方法を示す｡

3-5-1.FN,BSA,AGEを用いた3次元細胞遊走評価モデルの作成
24穴プレー トに 10pg/mlFN(あるいは 1.5pg/mlBSAorAGE)を含んだ

1.5mg/mlcollagengelを200pl加え､37℃/30分インキュベ-上してゲル化させ

た (controlとして 1.5mg/mlcollagengelを用いた)｡さらにそのゲルの上に､

0.5mg/mlcollagengelを200pl加え､37℃/30分インキュベ-上してゲル化させ

ることにより､FNの拡散層を作成した.FNは48h､72hインキュベ- 上して

濃度勾配を作成した｡またゲル上に膜孔 12トImのインサー トを乗せ､EMT誘

導な しでは 0.1%FBS/M199 で､また EMT 誘導条件 として 10ng/ml

TGF-β1/0.1%FBS/M199を300pl加えた (Fig.3-2a).

予め¢35シャーレにsubconfluentまで培養し､EMT誘導条件の時のみHPMC

に 10ng/mlTGF-β1を48h曝露した｡それを継代操作し､細胞数が 5×104個/
穴となるように作成しておいた24穴プレー トのインサー ト上部-播種後､72h

培養した (Fig.3-2b､Fig.3-2C)0

◆E M T細胞よT欄11
ry--_熟 .熱雲.I-●1'(.一p tt.玩-i-L+j遥

Fig.3-23次元細胞遊走評価モデル

3-5-2.RGDS阻害剤によるFN存在下での実験条件

FNのゲル内の濃度及び拡散時間等は3-5-1に記した｡RGDSによる阻害実

験では､まず予め¢35シャーレに subconfluentまでに培養した細胞に 10ng/ml

TGF-β1を48h曝露した.それを継代操作する際に､5pg/mlのRGDSを曝露し､

30minインキュベ- トを行った｡その後継代培養するときに､細胞数が5×104

個/穴となるように作成しておいた24穴プレー トのインサー ト上部-播種後､

72h培養した｡
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3-5-3.collagengel中の拡散係数測定法

具体的な方法はAPPENDIX.A-6Collagengel中の拡散係数測定法に従った｡

ここでは簡単な方法を示す｡

まず､内径 1mmのシリコンチューブを3cmずつ切断する｡また､それぞれの

濃度のcollagengelを50ml遠沈管に作成する(Table3-2)｡

Table3-2collagengel作成(1.8ml作成時)

(ml) ゲル濃度(mg/ml)2.0 1.5 1.0 0.5

CellmatriXI-A(pl) 1200 900 600 300

濃縮培地 199(pl) 150 112.5 75 37.5

緩衝溶液(pl) 150 112.5 75 37.5

作成したcollagengelを､シリコンチューブ内に作成し､両端をガラスキャピ

ラリーで密閉し､2h､37℃でインキュベ- 上してゲル化させる｡ また､P.BS

中に4kDa,10kDa,70kDaのDextranを溶解させた溶液をそれぞれ暗室にて作成

し､1.5mlアシス トチューブに分注しておく｡アシストチューブの蓋を開き､

パラフイルムで覆い､小さく穴を開け､先ほどゲル化させたシリコンチュー

ブを挿入し､遮光しながら96h､37℃でDextranを拡散させる｡その後､暗室

でシリコンチューブを取り出し､PBSでしっかりと洗浄を行い､カッターで

2mm間隔に切断し､1%collagenase溶液に断片をそれぞれ入れ､軽く振り､逮

光し､37℃で30分インキュベ- トする｡その後蛍光強度測定を行い､拡散距

離(cm)と蛍光強度のグラフを作成し､そこから蛍光強度比等の値を式に代入す

ることで､拡散係数Dを逆算することで求めた(Fig3-3)｡

また､分子量と拡散係数の両対数プロットを行い､近似直線を作成するにあ

たり､傾きは水中の傾きと等しくし､切片を最小二乗法にて求めて作成した｡
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FITC-Dextranin PBS

(4kDa.10kDa.70kI)a)

蛍光強度測定

Fig3-3Collagengel中での拡散係数測定法

3-5-4.Fickの拡散方程式による濃度勾配予測

Fickの拡散方程式(式①)を初期条件､境界条件を設定することにより､濃度

勾配予測の方程式を得た｡詳しい途中式に関しては､APPENDIX.A-9Fickの

拡散方程式による濃度勾配予測 にて記した｡

Fickの拡散方程式を解くことにより､右の式が得られた｡∂C ∂2C
刀

at ax2 J- C(x,i)-C.erfc
X

〕
∝f(R)

ここに､濃度､距離(cm)､拡散係数(cm2/S)､時間(S)を代入することで､濃

度勾配をグラフ化した｡errorfunctionの値に関しては､APPEND IX.A-9に記し

た｡

またこの式は､Amylopectingel中でのBSAの拡散を研究した文献から､濃
度とIRスペクトルのピークの高さが比例するということが報告されている
【35]○

3-5-5.遊走細胞数の計卿

以上の実験条件で行った三次元遊走細胞の測定方法について以下に記す｡

まず三次元遊走実験に用いた培地を取り出し､そこにPBSをいれ､PBSを

取り除いた培地と混ぜ､上澄みとした｡その後インサー トを取り除き､イン

サー トは風乾し､ディフクイック染色(APPENDIX参照)により細胞数を測定し

た｡また上澄みは遠心分離して溶液を取り除き､M199の 50pl程度細胞懸濁

液を作成した｡血球計算盤にて細胞数をカウントし､細胞数を計算した｡
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ゲルにcollagenaseS-1を30pl加え､37℃/30分インキュベ- 上してゲルを分

解した｡その溶液を遠心分離して上澄み液を取り除き､M199を加えて 50pl

程度の細胞懸濁液を作成した｡血球計算版にて細胞数をカウントし､細胞数

を計算した｡

3-5-6.実験条件下での細胞増殖試験

具体的な方法はAPPENDIX.A-8 細胞増殖試験 に従った｡ここでは簡単

な方法を示す｡

¢35シャーレにHPMCを5×104個播種した｡10%FBS/M199で24hインキュ

ベ-上し､細胞を接着させた｡その後0.1%FBS/M199で24hgrowtharrest行い､

各シャーレ毎に以下に示す条件で培養を行った｡●10%FBS/M199●0.1%FBS/M199
●0.1%FBS′M199+long/mlTGF-β1●0.1%FBS/M199+long/mlTGF-β1+10pg/mlFN
培養 24hごとに96hまで各シャーレの同一箇所を写真撮影し､細胞数をカ

ウントした｡

3-5-7.実験条件下でのMTT試験

具体的な方法はAPPENDIX.A-ll MTT試験に従った｡ここでは簡単な方

法を示す｡

96穴プレー トにHPMCを5×103個/well播種し､10%FBSM 199でコン

フルエントになるまで培養した｡その後､以下の条件で培養を行った0

●10%FBS/M199+long/mlTGF-β1●0.1%FBS/M199+long/mlTGF-β1+RGDS
その後MTTl液を添加し､37℃/5%CO2インキュベーター内で4h培養し､

MTT2液を添加して10分間振動させ､37℃/5%CO2インキュベーター内でover

night静置する｡その後MicroplateReaderを用いて測定波長550mmで吸光度を

測定する｡
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3-6.BMp-7曝蕗によるMET誘導

3-6-I.BMp-7曝露濃度の違いによる形態-の影響

¢35シャーレに細胞をコンフルエントで培養し､0.1%FBS/M199で growth

a汀eStを24h行った｡その後10ng/mlのTGF-β1を48h曝露した｡線維芽様に

形態変化し､EMTが誘導されたことを確認した後､1ng/ml､long/mlの濃度

のBMp-7をそれぞれ曝露して形態変化を72h観察した｡比較対象として､

正常HPMCを0.1%FBS/M199でgrowtharrest行った後､1ng/ml､long/mlの

BMp-7をそれぞれ曝露した細胞も準備した｡その後､タンパク抽出を行い､

それぞれのα-SMA発現量をwesternBlottingによって観察したo

<westernBlotting条件>
● 正常HPMC

● 正常HPMC+1ng/mlBMp-7

● 正常HPMC+long/mlBMp-7●EMT-HPMC(48h)
● EMT-HPMC(48h)+1ng/mlBMp -7●EMTIHPMC(48h)+long/mlBMp-7

3-7.統計分析

統計的な有意性はStatVleW⑧-J5.0(SAS社)を使用した.Controlに対する有意差

を出す際には､t検定(対応あり)で試験を行い､control以外のデータの比較の際

には､t検定(対応なし)で試験を行うことで確率値(p値)の算出を行い､P値<0.05

を有意と認識した｡

24

三 重 大学 大 学 院 工 学 研 究 科



4.結果

4-1･TG叩 1曝露による細胞の形態変化の観察

Subconnuentに培養したHPMCに10ng/mlTGF-β1曝露したときの､細胞形態

の経時変化を､デジタルカメラにより撮影 した画像を示す (Fig.4-1)0 TGF-β1

曝露直後 (oh)では細胞間接着がしっかりしており､敷石状の形態であった｡

TGF-β1の曝露時間の経過にしたがって､細胞間が離れ形態が紡錘状に細長く変

化した｡

JJ<輔S(助言,.tieaJ<榔3!̂x～fyj:L<さL<O-,'¥･Ef.'若,J'.捕ま11rJ'-メガ不才,T!h～,JhiSNIJ､{負【xt,<絹かガかtL'1.仰涼.,JC_-I-才.J'.デカ/(rvJt,煤.I.さ･5L.5-抑え-1<03,かガか･主'V<.榔一抑Sv<.事ヾ,̂fi-か文･rJJb<ギこ鞍Tvt33かぷ3紬B.tjBR蕊鮎ぷ悦郎顎?･jCT.J(-)ガ真樹'.Ji.Y,3=,.fxがuj(,輔,tS･%解放IC･>村石X.(･X脚'SxA',T!r和讃ざ･jlvW･̂如拙<YLt･･ギ3!¥･j(7:加古王!･̂.<tEu.如:,I:iA､,Jl.ナIy.t縦Jt{7_'メL<.≠Fv<t･A.J'.事E,<仰(I(､JJ'ff,JLt.=まタ芸>'Sf-J<寸心こぞfvttlv./<
Fig.4･lTGF-Pl曝露によるHPMCの経時的形態変化(×40)

4-2.TGF-βl曝露によるSnail,E-cadherin,α5-integrin,MMP-2mRNA

の経時的変化

以下に示す snail及びE-cadherin､α5-integrin､MW -2mRNA発現結果に用い

た値は､RT-PCR法によって測定したそれぞれの発現量を､内部標準である

GAPDHmRNAの発現量で除し､controlが1となるように補正を行った｡
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4-2-1.Snai)mRNA

Fig.4-2にTGF-β1(long/ml)曝露に対するSnailmRNA発現の経時的変化を

示す｡TGF-β1曝露後からSnailmRNA発現は増加した.また曝露24時間後で

最大となり､controlの約1.8倍の発現を示した｡48hではやや減少したが､control

よりも高い発現レベルを維持していた (n-6)0
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Fig.4-2TGF-β1曝露によるSnailmRNAの経時変化

4-2-2.E-cadherinmRNA

Fig.4-3にTGF-β1(long/ml)曝露に対するE-cadherinmRNA発現の経時的変
化を示す｡E-cadherinmRNAは曝露時間依存的に減少した｡また曝露後48時

間後ではcontrolの約0.7倍の発現の減少を示した (n-6)｡

26

三 重大 学大学 院 工 学研究 科



E-cadherin

GAPDH

TG叩 1誘導時間 Oh 12h 24h 48h
P=0.0052

10
｣tu
O
3
S
A
H
G
d

V
D

fuTraLfP空
1
日

l P=0.0027 ll I

H=-̂

-p炉pl-,/●→ ll--jt {=,,-3':iI-才委影-51{:fH

,pi,pI if十 a__÷
-gJLg琴 ､ゝ

-賢警;-そこ彰:̂lf---ji{ゝ繁I;i- 声望 /∫

≠象 i-1<1-I:--l--lFJ"/JJ3I //I/_了
-/i4-2 i__> .}=i･■J,iii ///

---妻 i-･† ∴言i/{_ラ/チ∵壬,i.項+ _/ihf芸'{_-J孝J 斉ニ㍗読 ･F 召

準i-_%_J/ff'-,i/ JI.i Y,/JyA:.-/-iJ-- ;I,-:宕ヽ1A-/_///+->ノ- fj 十.∴ヽl一乙

control 陀h 24h 4811

TGF-β1曝露時間
Fig.4-3TGF-β1曝露によるE･cadherinmRNAの経時変化

4-2-3.TGF-β1曝露によるα5-inte-grinmRNAの経時的測定

Fig.4-4にTGF-β1(long/ml)曝露に対するα5-integrinmRNA発現の経時的変

化を示す｡TGF-β1曝露に対してα5-integrinmRNAは 12hの時点から強い発現

を示し､48hでもその強い発現を維持していた (n-6)0

●
α5-integrln

GAPDH

TGF-β1誘導時間 oh 12h 24h 48h
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Fig.4-4TGF-β1曝露によるα5-integrinmRNAの経時変化

4-2-4.TGF-β1曝露によるMMP-2mRNAの経時的測定
Fig.4-5にTGF-β1(long/ml)曝露に対するMMP-2mRNA発現の経時的変化

を示す｡TGF-β1曝露に対してMMP-2mRNAは12hの時点から強い発現を示

し､48hでもその強い発現を維持していた (n-6)｡

MMp-2

GAPDH

TG叩 1曝露時間 Oh 12h 24h 48h
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4-3.TGF-β1曝露によるα-SMA,RhoAタンパクの経時的変化

4-3-1.α-SA4A

Fig.4-6にTGF-β1(long/ml)曝露に対するα-SMA発現の経時的変化を示す｡
TGF-β1曝露時間が長くなるほどα-SMAの発現が強発現した(n-4)｡
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Fig.4-6EMT曝露によるα･SMA発現量の経時的変化
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4-3-2.RhoA

Fig.4-7にTGF-β1(long/ml)曝露に対するRhoA発現の経時的変化を示す｡

TGF-β1曝露時間に関係なく､RhoA発現量は一定の傾向を示した(n=5)0
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Fig.4･7TGF-β1曝露によるRhoA発現量の経時的変化

4-4.collagengel中の拡散係数測定

シリコンチューブ内に0.5mg/ml,1.0mg/ml,1.5mg/mlのcollagengelを作製し､

そのゲル内に4kDa,10kDa,70kDaのFITC-Dextranを96h,37℃で拡散させて蛍光

強度を測定した結果の一例を示す(Fig4-8)｡また､このグラフから得られた蛍

光強度比や､距離(cm)､濃度(pg/ml)を､Fickの拡散方程式から得られた式に

代入し､拡散係数を逆算した｡それらの拡散係数値と､分子量の両対数プロ

ットしたグラフを示す(Fig4-9)0
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Fig.4-9分子量と拡散係数の両対数プロット(左列から4kDa,10kDa,70kDa)

これらから0.5mg/mlCollagengel中でのFibronectin､Albuminの拡散係数は

Fibronectinの拡散係数D-1.9×10~11(m2/S)

Albuminの拡散係数D-4.32×10-ll(m2/S)

4-5.Fickの拡散方程式による理論的濃度勾配

であった｡

3-5でも述べたように､Fickの拡散方程式を初期条件､境界条件を設定し解

くことにより､余誤差関数(errorfunction)を含む式を得ることができた(式 1)0
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C'x,t'-coerfc(
この式 1を用いて､Fibronectin､Albuminの濃度勾配を､横軸に距離(cm)､縦

軸に C/Coをとり､グラフ化を行った｡その結果を示す(Fig4-10)｡このグラフ

は､何時間拡散させたら､距離 Ⅹにどの程度の遊走因子が到達するかを理論

的に示したものである｡まず､Fibronectinの濃度勾配のグラフ化を行い､その

グラフの形状をそのまま一致させた状態から Albuminの時間を逆算し､

Albuminの濃度勾配のグラフ化を行った｡これにより､FibronectinとAlbumin

で実験を行う際､同様の濃度勾配が作成された系で実験を行うことができる｡

この結果､Fibronectinではある程度高濃度が細胞付近-到達していて､濃度勾

配も形成されている､72hを選択した.またAlbuminに関しては､72hと対応

した24hを選択した｡

Fig.4-10Fibronectinの濃度勾配 の グラフ化
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4-6.走化性因子を用いた3次元細胞遊走試験

4-6-1.EMT(-)vsEMT(+)

10ng/mlの TGF-β1を曝露し､EMTを誘導した細胞と､誘導しない正常

HpMCを用いて遊走因子を含まない条件下で 3次元細胞遊走試験を行った

(n-3)｡その結果､有意差は得られなかったものの､EMT誘導HPMCの方が
高い遊走能を示唆する結果となった(Fig.4-ll)｡
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FN濃度勾配

Fig.4-ll3次元細胞遊走実験 EMT(-)vsEMT(+)

4-6-2.FN存在下でのEMT(-)vsEMT(+)

4-6-1の実験条件に10pg/mlのFNを72h拡散させ､濃度勾配を形成させ､

3次元細胞遊走試験を行った(n=4)｡その結果､有意な差は得られなかったも

のの､EMT誘導有り､FN濃度勾配有りの条件下において遊走能の上昇が観

察された(Fig.4･11)0
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Fig.4-12FN存在下の3次元細胞遊走実験 EMT(･)vsEMT(+)
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4-6-3.EMT誘導下でのAlbvsAGE-BSAvsFN

HPMCにとってFNが特異的な遊走因子であるかどうかを検証するために､

血液中に存在するAlbumin､また透析患者において蓄積が報告されている最

終糖化産物(AGE)を用いて比較を行った(n=5)｡その結果､FNの濃度勾配を

形成させた系においてのみ､有意な遊走能の上昇が観察された(Fig.4･13)0Alb

に関して若干の遊走能の上昇が観察されているが､有意差は得られず､この3

つの中ではFNのみHPMCが特異的に認識 している可能性が示唆された｡
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十 十

(48h) (72h)

Fig.4･133次元細胞遊走実験 AlbuminvsAGE･BSAvsFN

4-6-4.FN存在下でのRGDS(-)vsRGDS(+)

FNが遊走因子であるかを検証するために､FNのレセプターである

α5-integrinの阻害剤として5Ltg/mlのRGDSペプチドをHPMCに30分曝露

し､3次元細胞遊走試験を行った(n=3)｡FNの濃度勾配を形成させ､RGDS

ペプチ ドを曝露した系において､有意に遊走能が抑制された｡
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Fig.4･14FN存在下の3次元細胞遊走実験 RGDS(-)vsRGDS(+)

4-6-5.細胞増殖試験

Fig.4-15に各条件下において細胞増殖-の影響を測定した結果を示す｡条件

は以下の4種類で行った (n-3)｡●10%FBS/M199●0.1%FBS/M199●0･1%FBS/M199+long/mlTGF-β1●0.1%FBSバM199+long/mlTGF-β1+10トIg/mlFN
通常の細胞培養条件下である 10%FBS/M199では細胞は増殖し続けた｡ 一方

growtharrestやEMTを起こさせる条件化では細胞は増殖しなかった0
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Fig.4･15細胞増殖試験の経時的観察
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4-6-6.MTT試験

RGDSペプチドによって細胞活性に影響がないかどうかをMTT試験によ

って検証した.実験条件は以下の通りである(n=6)｡

● long/mlTGF-β1

● long/mlTGF-β1+5pg/mlRGDSペプチド

その結果､RGDSペプチドを曝露しても細胞活性には全く影響を与えなか

った(Fig.4･16)｡この事から､RGDSペプチド曝露時の遊走能の減少は､RGDS

ペプチ ドが細胞活性に影響を与えたからではなく､α5-integrinに結合してFN

認識能力を抑制したため遊走能が減少したという可能性が示唆された0

0.80
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g
E)
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緊
密

柑pg/mlTGF･Bl + +

5p密mlRGDS +

Fig.4･16RGDSペプチド添加時におけるMTT試験

4-7.BMp-7曝露によるMET誘導

4-7-I.BMp-7曝露濃度の違いによる形態-の影響

10ng/mlTGF-β1によって48hEMT誘導を行ったEMTLHPMCに対して､

1mg/ml､lo且g/mlのBMp-7を72h曝露し､形態に影響を与えるかどうかを

写真撮影によって観察した(Fig.4･17･(b))｡比較対象として､正常HPMCに対

しても同等のBMp-7を曝露し､撮影を行った(Fig.4･17･(a)).EMT誘導を行

った細胞にBMP･7を曝露することによって､はっきりと敷石状の細胞-の形

態変化は観察されなかった｡しかし､正常HPMC-のBMP･7曝露は､より

敷石状-と形態が変化していた｡
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4-7-2.EMT誘導細胞-のBMp-7曝露によるα-SMA発現量変化

4-7-1で形態変化を観察した細胞からタンパク抽出を行い､α-SMAの発現

量変化をwesternBlottingによって観察した(control,EMT(48h);n-8,BMp-7曝

露;n-4)｡実験条件は以下の通りである｡

● 正常HPMC●long/mlTGF-β1(48h)+long/mlTGF-Pl(48h)+1ng/mlBMp-7(72h)+long/mlTGF-Pl(48h)+long/mlBMp-7(72h)
EMT誘導HPMCにBMp-7を曝露することによってα-SMA発現量はcontrol

とほぼ同等の発現量-と減少した(Fig.4-18)｡
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Fig.4-18BMp-7曝露時のα-SMA発現量変化
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5.考察

5-1.腹膜透析におけるTGF-β1の産生機序

高濃度glucoseが細胞に作用すると､ROS(ReactiveOxigenSpecies)が産生され

ることが知 られている【42]｡このROSによってPKC(proteinkinaseC)活性化を誘

導する役割を担っているNADPHオキシダーゼ過活性が生 じ､PKCの活性化が

起こる[43]o活性化 PKCにより脱 リン酸化 した転写因子 C-FosとC-Junの複合体

(AP-1:activatedprotein-1)は､TGF-β1遺伝子上のプロモーター領域のAP-1結

合部位に結合 し､TGF-βlmRNAが発現する｡ それによりTGF-β1の産生が促進
される (Fig.5-1)【叫｡このような経路によって､HPMCではTGF-β1がオー トク
リンに産生され､TGF-β1がHPMC自身に作用する事でEMTが進行 していくと

考えられる【6]｡

Fig.5-1TGF-β1の産生経路【40]
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5-2.TGF-β1によるSnailmRNA発現に伴うE-cadherinmRNAの減

少メカニズムとその役割

細胞間接着分子である E-cadherinは､Fig.5-2のように裏打ちタンパクの

p-cateninやα-cateninによって支えられながら存在 している｡これらは細胞質に

おいてアクチン細胞骨格タンパクと連結 しており､接着構造を安定化させて細

胞全体の形態維持を担ったり､細胞と細胞の間隙を充填したりすることで外界

からの分子､細菌､ウイルスなどの侵入を防ぐといったバリアー機能を有して

いる[45]｡本研究においてTGF-β1をHPMCに作用させることでSnailmRNAは曝

露 12時間後に有意な発現の増加を示し(Fig.4-2)､E-cadherinmRNAは24hで有意

な減少を示した(Fig.4-3)｡これら二つの mRNA発現時間のずれは以下のシグナ

ル伝達経路を経由することで生じると考えられている｡

TGF-β1が HPMC細胞の膜上に存在するTGF-β1レセプター (セリン/スレオ

ニンキナーゼレセプター)に結合すると､レセプターの細胞内ドメインにある

･セリン/スレオニン残基がリン酸化する｡続いて TGF-β1が結合したレセプター

がエンドサイ トーシスし､SH2/SH3ドメインを有するPI3K (ホスファチジルイ

ノシ トール 3-キナーゼ)がリン酸化部位に結合する｡PI3Kは細胞膜上のPIP2(ホ

スファチジルイノシ トール4,5-ビスリン酸)をpIP3(ホスファチジル 3,4,5-トリ

スリン酸)-とリン酸化する｡続いてSARA(SmadAnchorfTorReceptorActivation)

はPIP3及びTGFレセプターと結合する｡Smad2/3はSARAを介してTGFレセ

プターと結合しリン酸化される[461[47]｡リン酸化したSmad2/3はCo-Smadである

Smad4と複合体を作ることで核内-と移行し､SnailmRNAのプロモーター領域

に作用する事でSnailmRNAを発観させる[101｡またもう一つの経路としてMAPK

カスケー ドがある｡それはRas､Raf,MEK､ERKという経路のリン酸化を通し

て活性化し､SnailmRNAを発現させる[46]｡これらの経路によって発現した転写

因子であるSnailはE-cadherinmRNAのプロモーター領域に直接作用する事で､

E-cadherinmRNAの発現を抑制すると言われている(Fig.5-3)【48]｡このようなメカ

ニズムで細胞間接着が剥がれるため､SnailmRNA 発現が強発現 した後に

E-cadherinmRNA の発現が最大となるといった時間のずれが生じると考えられ

る｡

AdherenceJunctionを構成するE-cadherinは細胞間接着を維持する事で､細胞

の形態を維持している(Fig.5-2)｡しかし､詳細は次項で記載するが､上記のよう

な過程でTGF-β1などによってE-cadherinが減少すると､細胞間接着が失われる

ことで形態変化を起こし､その後FAKの活性化が生じることで接着斑を活発に

形成し､さらにそのFAXがα-SMAの発現を促進することで､平滑筋細胞や線維
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芽細胞のような間葉系細胞同様に遊走能を持つと考えられている[491｡このため､

細胞間接着の指標 (EMTの指標)としてはα-SMA以外にも､TightJunctionの構

成成分であるZO-1や 0ccludinsなどが用いられている【7｣【501｡zo-1や 0ccludins
はglucose添加によってリン酸化され､down-regulateL､溶質透過性の克進に関

与する主要なタンパク質である[51】｡AdherenceJunctionや TightJunctionはそれぞ

れが細胞内で細胞骨格タンパク質アクチンと結合していることから､EMTと溶

質透過性克進の間には関連性があると思われる｡
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5-3.EMT誘導HPMCにおけるa5-integrinmRNA､MMP-2mRNA､

α-sMAタンパク､RhoAタンパクの遊走における役割

細胞遊走に大きく関わっていると考えられている因子は様々存在し､その中で

も FN との相互作用 により遊走に関す るシグナル を細胞に伝達す る

α5-integrinl53][54]【551､コラーゲンなどの細胞外マ トリクスを分解する役割を持つ

MMP-2[561､遊走時のス トレスファイバーであり､EMT の指標でもある

α-SMA【20]､またそのストレスファイバー形成に大きく関与している低分子量G

タンパク質であるRhoA【7]に着目した｡Liuらは4つのステップを経て遊走が起

こることを提唱している【491｡ それらは以下の通りである｡(1)細胞間接着の減少

(2)α･SMAや細胞骨格の構築 (3)MMPsによる基底膜の分解 (4)遊走の促進.

Fig.4･2,4-3に示したように､10mg/mlのTGF･β1曝露から12h後にSn吉山mRNA

が強発現し､24h後にE-ca曲ednの減少が観察された｡また､α･SMA発現は､

TGF･β1曝露時間が長時間になればなるほど強発現となった｡この事から

TGF･β1によってHPMCはEMT誘導が起こり､細胞骨格の構築が起こり遊走

能を獲得している状態だと考えられる｡また､MMP-2mRNAの発現は24h後

に最大を示したことから､生体内環軌 こおい､基底膜や間質を加水分解して遊

走していく事が考えられる｡RhoAの発現に関しては､今回の測定は不活性型

RhoA(GDP-RhoA)と活性型 RhoA(GTP･RhoA)の トータル量を測定したもので

あり､ トータル量は TGF-β1によって変化しないという結果が得られた｡しか

し､GTP･RhoAの割合が増加している可能性が考えられるため､今後GTP-RhoA

の検出を行っていく必要性があるといえる｡内部標準としてβ-actinを用いて規

格化 していない理由としては､'¢35シャーレから得たタンパクに含まれる

β-actin量がほぼ一律であるという結果が別の実験において得られており､単位

タンパク量当たりの発現量という形でデータを記載した｡

TGF-β1によってE･ca曲ednの減少が引き起こされ､それと共に接着斑の形成

に大きく関与しているFocalAdhesionKinase(FAR)､アクチン制御を行うモー

タータンパク質であるMyosinlightchain(MLC)のリン酸化を経てα･SMAを発

現する｡EMTを引き起こされたHPMCがα5･integrinを強発現していることか

らも､FN を認識した EMTLHPMCが TGF･β1の経路と共にα･SMA発現や

RhoA侃OCKを活性化し､遊走能を高める事が考えられる｡
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5-4.HPMCの3次元遊走に関与する遊走因子と遊走促進メカニズム

遊走能を獲得したEMTtHPMCが､基底膜や間質をMMPsで加水分解しなが
ら方向性を持って遊走していくためには遊走因子の存在が必要不可欠と考えた｡

市販の3次元遊走モデルは､ラミニンやコラーゲンⅠⅤを混合して基底膜を模倣

したマ トリゲルを膜孔8pmのストレートポアに封入しただけのものであり､定

量的な細胞遊走判定には不十分である｡そこで､間質を模倣して遊走因子の濃

度勾配を形成させた新規3次元細胞遊走モデルを作成した｡

本研究において遊走因子の選択は非常に重要である｡EMTLHPMCが

α5-integrinを強発現していること､そして炎症などが生じると必ず存在しうる

こと､かつ､線維芽細胞や筋線維芽細胞から産生されるなどの理由から､細胞

遊走や接着に重要な役割を担っていると考えられているFNが､EMTLHPMC
の遊走因子の一つの候補と考えた｡また､腹膜線維症の患者組織中に存在して

いる最終糖化産物のモデルである糖化アルブミン(AGE･BSA)､及びそのネガテ

ィブコントロールとしてアルブミンの3種類を用いて3次元遊走試験を行った

(Fig.5･4).
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その結果22nMのFNの濃度勾配(C/C｡=0.7)を形成させた系でEMTLHPMC
の遊走能がFNを含まない系に比べて約2.1倍にも高められた(§3)｡また､

5pg/mlのRGDSペプチドをα5･integrinの阻害剤として用いた結果､遊走能を
コントロールと同等にまで抑制できた(§6)｡これらのことからFNが
EMTLHPMCの遊走因子の一つであることが明らかとなった｡
今回の3次元細胞遊走試験の結果から考えられる事は､

①EMTを誘導すると遊走能が高まる(§1,§2)
②EMT誘導しない場合､FN濃度勾配が存在しても遊走能を獲得しない
③EMT誘導とFN濃度勾配が存在する場合､遊走能が極めて高くなる(§3)
ここで問題となるのが､遊走能の上昇にはFN(遊走因子)が必要なのか､濃度
勾配が必要なのかという点である｡結論から言えば､どちらも必要であるが､

FNの様な遊走因子をまず認識する事が必要不可欠と考えている｡その理由とし
て､アルブミンや糖化アルブミンの濃度勾配に対して有意な遊走能の増加は見

られなかったことが挙げられる.EMTLHPMCが一旦FNをα5-integrinを介し
て認識した細胞は､よりFNの濃度の高い方向-と遊走していくことは､従来
から研究されている白血球がケモカインを認識して濃度勾配に沿ってより高濃

度の方-と遊走するメカニズムと同様であろう[57]｡また､EMT誘導を行ってい
ない正常HPMCに対してFN濃度勾配を形成させた系では､EMT誘導を行っ
た系に比べて遊走能の上昇が認められなかった(§2)｡この理由としては､

Fig.5･5の様なシグナル伝達が発生している可能性が考えられる｡
育:TGF-Blか らの経路 TGF･Pl

AGE-BSA 緑:FNからの経路
赤:共通経路

/ 々 PI3-K
</

Smad213

亮 1】
Smad4
Smad2/3

王pithelialcell

PKB/Akt

′-∫---PIT-i--I--

ネ

RboA
pI声 一才P P3

㌦ RllOGEF

!63]這 ｢ - iltDia
ROCK 一一.- _～__.

Y 8'ltU忘 :､ すL弧 eoflhMLC

p-catenin
LEF一甘

a也cT

i
,1.LYHβ-caはnin
LEF-且

LEF-i

＼
Å

AP-1

iiZ
MR甘F一

八 日65】

aclill

塵 重 苦笥 不 一--
1:IRT貴重

Migration
lllVaSion

Myo批roblasTS

Fig.5･5HPM C の遊 走 メカニズム【491[58][59][60][61][621【63][64･]

44

三 重大 学 大 学 院 工 学研 究科



EMT誘導が無い状況でも､α5･integrinを介したFNのシグナル伝達はある

程度起こっている｡ FNの結合により､Rho〟ROCK経路を活性化し､MMP-2

やMMp-9の発現を上昇させるが､PKB/Aktの経路により細胞間接着分子

E･ca曲erinの局在化が促進される[591(Fig.5･5:蘇)｡このため､HPMC(十,-,-)

が遊走できないが､ここにTGF･β1が作用することによりE-cadherinの減少､

及びRhoNROCK経路の相乗的な活性化(Fig.5-5:水色)によって､HPMC(I,-,･,I)

と比べて遊走能が約4倍にまで高められたと考えられる(§2)｡

一方､糖化アルブミンが遊走能の強化を引き起こさなかった理由は､Fig.5･5

からも､糖化アルブミンがα-SMA､MMP･9､MMP･2の発現､特にその上流で

あるRhoAの活性化に関与していないからではないかと考えられる｡RhoA活性

化メカニズムとして､TGF･β1によってRhoAの活性化が引き起こされること

[用65]や､FNによってRhoAの活性化が引き起こされること[66】は､文献で報告

されている｡RhoAは､TGF･βR､Integrinを介してRho･GEFの活性化が生じ

ることでGDP･RhoAがGTP･RhoAとリン酸化される事が報告されており[67】

(Fig.5･6)､特にα5-integrinを介したRhoAの活性化は､アクトミオシンの形成､

細胞の収縮に大きく寄与しているという報告もされている[681｡ これらの事から

も､RhoAの活性化が遊走時において必要不可欠であることは明らかであり､ア

ルブミンや糖化アルブミンではその活性化が生じず､遊走能の促進が見られな

かったと考えられる｡残念ながら､本実験では活性型RhoAを計測するに至ら

ず､結論を出すことが出来なかったため､これは今後の課題の一つである｡

Fig.5-6Rhoの活性化メカニズム
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ここまでの結果をまとめると､HPMCの間質-の遊走メカニズムは次の様

になる｡

(1)TGF-β1がHPMCにオー トクリンで作用して細胞間接着が消失

(2)α-SMAの発現(EMTの誘導)

(3)RhoAの活性化(遊走能の強化)

(4)MMPsによる基底膜､間質の分解

(5)FNを認識 したEMTLHPMCがより高濃度のFN-と遊走

この様にして間質-と遊走した細胞が､コラーゲンなどの細胞外マ トリクス

を過産生し､腹膜肥厚を形成するのであろう｡従って､腹膜肥厚を防ぐために

は､いかにしてEMTを防ぐか､あるいはEMTLHPMCを正常なHPMCに可

逆的に形質変換できるかが重要である｡

515.BMp-7による腹膜機能維持メカニズム

EMTが可逆的であるかという点について､幾つかの文献でHGFやBMp-7

をEMT細胞に作用させるとMETという現象が起こり､正常な中皮細胞-と

可逆的に形質変換する事が報告されている[23】[69]｡今回我々はEMT誘導

HPMCに対してBMp-7曝露時の形態変化､及びα･SMA発現量変化を検討し

た｡その結果､形態においては正常HPMCに近づくことは観察されなかった

が､α-SMA発現量はBMP･7を曝露した系においてcontrolと同等にまで抑制

されることが認められた(Fig.4-17,18)｡BMp-7によるMET誘導のシグナル

伝達経路としては､BMP･7がレセプターを介して特異的Smadl/5/8をリン酸

化して､Smad4と複合体を形成し､E-ca曲ednの発現を高めると共に､抑制

型Smadと呼ばれているSmad7を活性化することによってTGF･β1からのシ

グナルを阻害している可能性が考えられる(Fig.5-7)冊｡これらの事から､

BMp-7がMETを誘導している可能性が高い｡形態変化が観察されなかった

事に関しては､今回はRTLPCRや免疫蛍光染色によってE-cadherinの様な細

胞間接着をBMP･7曝露時に観察していないため､今後行っていく必要がある

と考えられる｡また､早期のEMTに対してBMP･7が効果を発揮するという

報告もあるため､TGF･β1の曝露時間､あるいは濃度を変化させた実験系や､

TGF･β1とBMp-7を同時に曝露させた系での実験を行う必要もあると考えて

いる｡HPMCにおいてα･SMAが継代数を重ねていくことで､より顕著に発現

量が増加しているといったデータが得られている(データは載せていない)｡こ

の事とBMp-7曝露時にα･SMA発現が抑制された結果を合わせて考えると､

BMp-7曝露を行う事で正常な状態､あるいはそれに近い状態でHPMCを長
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期維持することができる可能性が示唆された｡しかし､BMP･7によるMET

誘導の詳細なメカニズムは現段階では解明されていないため､今後行っていく

必要がある｡また､BMP･7と同様､あるいはそれ以上の効果を発揮する物質

が他にも存在する可能性があるため､メカニズム解明と並行に検討していく必

要性があると考えている｡

dF; @

Fig.5-7BMp-7によるMET誘導シグナル伝達経路【701
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5-6.総括

本研究において達成できた事は以下の通りである｡

①TGF-β1によるHPMCのEMT誘導
②生体内模倣した遊走因子の濃度勾配を形成した3次元細胞遊走モデルの確立

③EMTLHPMCの間質-の遊走メカニズム

④BMP･7によるα･SMA発現の抑制

本研究で用いた 3次元細胞遊走モデルによってTG⊥ がEMTを誘導し､

MMP･2を発現してコラーゲンを溶解しながらFNの濃L 下己を認識して間質-

と遊走することが示された｡本 3次元細胞遊走モデルは :々 な分野-の応用

が可能なモデルであると考えられる｡またBMP･7によっ 三常HPMCの長期

維持ができる可能性が示唆されたため､これは透析患者のt′ならず､継代数を

重ねることで形質変化をし始めてしまうHPMCを用いて研究を行っている研究

者に多大な貢献をもたらす結果であると言える｡

了
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6.結論

本研究より以下のことが導き出せた｡

①TGF-β1曝露によるHPMCの形態変化の観察及びmRNA測定からのEMT誘

導の確認

10ng/mlTGF-β1を曝露されたHPMCは
･敷石状の形態から扇平で細長い形態に変化した

･E-cadherinの転写因子であるSnailmRNA発現が増加し､曝露後24hで

最大の発現を示した

･細胞間接着タンパク質E-cadherinmRNAが時間依存的に減少した

･EMTの指標とされているα-SMAの強発現が観察された

形態変化を伴うEMT発生の主な3種類の指標を確認することができたの

で､本モデルをEMT発生モデルとして3次元細胞遊走実験に使用した｡

またこの条件時のその他のmRNAは

･FNレセプターであるα5-integrinmRNAはTGF-β1曝露 12hから発現を

増し､48時間後でも維持した

･コラーゲン分解酵素MMP-2mRNAはα5-i山egrinと同じように12hから

強発現し始め､48hにおいても発現が維持された

これらから､EMT誘導されたⅠ廿MCはα5-integrinを強発現して､FN認識

能力が高められている可能性が示唆された｡また､コラーゲン分解酵素で

あるMMp-2によって間質層中のコラーゲンを分解することが可能であるこ

とが観察できた｡

②EMT誘導中皮細胞が化学層化性因子の濃度勾配を認識して遊走することを

invitro実験系で実証

･3次元遊走モデルを用い､化学走化性因子としてBSAを用いると､下

層-遊走した細胞数はco山rolと比較して 1.2倍ほどであった

･一方､化学走化性因子として FN を用いると､下層-遊走した細胞数

はcontrolと比較して2.1倍ほど増加し､RGDSペプチ ドを添加した場

合､遊走能が抑制されることが分かった

･細胞増殖試験から本実験で使用したEMT発生モデル及び3次元遊走モ

デルで細胞数は変化しなかった
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EMT誘導されたHPMCは､周囲に存在する化学走化性因子を特異的に認識

して遊走している可能性が示唆された｡

③従来の3次元遊走評価法をより改良した新規3次元細胞遊走装置を試作

今回作成した新規 3次元細胞遊走装置は､化学層化性因子の濃度勾配を考

慮したものである｡本実験の結果から､EMT誘導HPMCは化学層化性因子特

にFNを特異的に認識し､そのFNの濃度勾配に従って遊走する事を定量化で

きた｡

この事から今回作成した新規 3次元細胞遊走モデルは既存のモデルと比較

すると､より生体環境に近い条件を作り出し､定量性に特化しているため､

様々な細胞遊走メカニズムの解明を助ける有用なツールとなりうる事が言え

る｡

④BMp-7曝露における形態変化､及びα-SMA発現の変化

今回の実験において形態変化を観察することは出来なかった｡しかしなが

ら､BMp-7を曝露することによってEMTの指標とされているα-SMA発現量

はcontrolと同等にまで抑制できた｡この事からも､BMp-7がEMTを引き起

こしたHPMCを元に戻そうとするシグナルが働いていることが考えられ､シ

グナル伝達経路を解明することによってEMTを阻止し､正常状態を維持する

ことが可能となることが考えられる｡

TGF-β1によってEMTを誘導されたHPMCは遊走能を獲得し､α5-integrin､
MMP-2を発現する事によって基底膜､間質を破壊し､FN を特異的に認識した

後により高濃度のFN-と向かって遊走し､そこでコラーゲンを過産生する事が

腹膜硬化症を引き起こす原因の一つとなることが示された｡そして､BMp-7に

よって長期腹膜機能維持が可能となる可能性が示唆された｡
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7.今後の展望

･細胞遊走に関与が考えられるシグナル伝達物質の変化の測定

今回はRhoA(不活性型+活性型)の全体量を観察したが､EMT誘導時にお

ける遊走能の上昇を考慮すると､活性型RhoA(GTP-RhoA)の発現が強化され

る可能性が十分に考えられるため､Westemblottingによって観察する｡

･様々な化学走化性因子 (礼-8､変性collagenなど)を用いて3次元遊走実験

HPMCがFNの濃度勾配を特異的に認識している事から､他の遊走因子の

存在が考えられるため､様々な化学走化性因子と考えられる物質を用いて

検証し､EMT誘導HPMCの遊走を促進する化学走化性因子を発見する｡

･EMTの治療として着目しているMETの誘導､及び誘導時の遊走能測定

腹膜劣化を防ぐためには EMTを誘導させない事が理想であるが､EMT

誘導された細胞を元に戻すことも同等に重要であると考えられる｡そのた

めにMETを如何にして誘導させるか､MET誘導された細胞はどの様な性

質を持っているか､遊走能を失うか､そしてどの様なシグナル伝達経路で

あるか､詳細に検討を行っていく必要がある｡
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A-3.AGPC法

A-4.RNA定量プロトコル

A-5.RT-PCRa

A-6.Collagengel中の拡散係数測定法

A-7.3次元細胞浸潤モデルの作成

A-8.細胞増殖試験

A-9.Fickの拡散方程式による濃度勾配予測

A-10.WesternBlottinga

A-ll.MTT試験

B-1.滅菌について

B-2.Primer兼

B_3.RTnCR プログラム

B-4.本研究で使用した試薬について
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A-1.細胞培養プロトコル

A-1-1.培地調整

<使用機器 ･器具 ･試薬>

･50mlシリンジ(TERUMO⑧)

･30mlアシス トチューブ(アシス ト/Cat.No.60.543.001S)

･注射針

･pHメータ一

･Millex-GV(MILLIPORE/Cat.No.SLGVO25LS/孔径 0.22pm)

･strivexGS(MILLIPORE/Cat.No.SVGSBIOIO/膜孔径 0.22Ltm)

･sTERICUPTMフィルター(MILLIPORE/Cat.No.SCGVUO5RE)

･15ml遠沈管

･0.5mlアシス トチューブ(アシス ト/Cat.No.72.699S)

･Medium199(SIGMA/Cat.No.M2154)

･Penicillinstreptomycin(SIGMA/Cat.No.p-0781)

･InsulinTransfTerinSelenate(SIGMA/Cat.No.Ⅰ-1844)

･LGlutamine(SIGMA/Cat.No.G-7513)

･Hydrocortisone(SIGMA/Cat.No.H-0888)

･lNNAOHaq

･1NHCLaq(080-08065N ako)

･FetalBovineSerum(SIGMA/Cat.No.F9423)

･Diethylpyrocarbonate

<各溶液調整>

○ 培地調整
●

●

●

●

ITS(InsulinTransfTerinSelenate)

ITS(パウダー状)の瓶にDEPC処理水 50mlを入れ撹拝し､1.5mlアシ

ス トチューブに500plずつ分注し､冷蔵庫にて4℃で保存した｡

L-G (LGlutamine)

15ml遠沈管に5mlずつ分注し､冷蔵庫にて4℃で保存した｡

p-S(Penicillin-StreptomycinSolution)

5mlアシス トチューブに5mlずつ分注し､冷凍庫にて-20℃で保存した｡

HC (Hydrocortisone)

HC4mgを2mlの無水ethanolで溶解 し､DEPC処理水2mlを加えて漉

過した.0.5mlアシス トチューブに200plずつ分注し､室温で保存した｡
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[操作]

① LIG､p-S各 5mlを一本のチューブにまとめ､L-G,HCをそれぞれ 50pl

ずつ加えた｡

② 上記のサプリメントを､10mlシリンジ (TERUMO⑧)を用いてMillex-GV

を通してフィルター滅菌し､Medium-199に添加 した｡

*pHを調整する場合

③ 培地のpHを調整 した｡また､pHは7.2に調整 した｡

※体内の pHは7.4である｡

※pHを7.2にするのは､フィルター滅菌後にpHの値がおよそ0.2大きく

なるためである｡1N-HClaqや lN-NaOHaqを使用してpHを調整 した｡

OFetalbovinesemm (牛胎児血清)の不活性化､分注､保存
[操作]

① 凍結の状態で送られてきたFBSは37℃で溶かした｡溶かし終わったら数

回振り､55-56℃で､時折振り混ぜながら30分間温めた (不活性化)0

② 50mlのシリンジ(TERUMO⑧)で吸い取り､StrivexGS､もしくは､Stericup

フィルターユニットにてフィルター滅菌し､30mlアシス トチューブに

25mlずつ分注した｡作業はクリーンベンチ内､滅菌操作で行った｡

③ 冷凍庫 (-20℃)で保存した｡

0Trypsin-EDTAsolution(lox)
[操作]

(∋ 納品後､冷凍保存 (-20℃以下)した｡
② 37℃で解凍し､5mlアシス トチューブに4mlずつ分注し､-20℃にて保

存した｡

○ 滅菌水の作製

[操作]

① Milli-q水又は蒸留水 (用途に応 じて)滅菌瓶に小分けし､高圧蒸気滅菌

(121℃､20分)した｡

② 滅菌後､栓をしたまま棚に保管した｡

ODEPC処理水の作製
[操作]

① メディウムビンをMilli-Q水で2回洗浄し､Milli-Q水をメディウムビンに

入れた｡

② Milli-Q水の体積に対して0.1%のDEPC(Diethylpyrocarbonate)を加え(500

m lのミリQ水に対してならばDEPCを500pl)､蓋をきっちり締めてよ

く振り混ぜた｡

※ DEPCは発癌性があるため､この作業は全て ドラフト内で行 うこと｡

61

三 重 大 学 大 学 院 工 学 研 究 科



③ そのまま37℃のインキュベーター内に入れ､2時間加温した｡加温の際に

は30分に1回振り混ぜること｡

※ 振り混ぜることでビンの蓋や首の部分､液体内に DEPCが均一に広がり､全

体のRNaseを失活させる｡

④ ビンの蓋を十分緩めて､121℃/40分(1本あたり500mlならば)オー トク

レーブにかけた｡

※ オー トクレーブをすることによりDEPCを除去する｡オー トクレーブ後にも

DEPCの臭いが残っている場合は､もう一度オートクレーブにかける｡

※ DEPCは発癌性であるため､むやみに蒸気を吸うことのないように気を付ける

こと｡ また､オートクレーブに溜まった水は気化して抜けた DEPCが溶け込

んでいるので､その排水は責任を持って処理すること(大量の水と共に排水口

-流す)0

A-1-2.初代培養

<使用機器 ･器具 ･試薬>

･co2インキュベーター (池本理科工業/10-0212)

･摸拝遠心機(LABINCO/2790001)

･ ウオーターバス

･Vortex

･手術器具一式 (滅菌済)

･25cm2培養フラスコ(住友ベークライト株式会社/cat.No.MS-21050)

･15ml遠沈管(住友ベークライト株式会社/cat.No.MS-56150)

･50ml遠沈管(住友ベークライ ト株式会社/cat.No.MS-56500)

･遠沈管立て

･10mlピペット(住友ベークライト株式会社/cat.No.MS-66100)

･ ピペッタ一

･タイマー

･Medium-199(SIdMAM2154)

･PBS(SIGMAD8537)

･TRYPSIN-EDTASOLUTION(10x)(SIGMA/T4174)

･PetalBovineSemm(SIGMA/Cat.No.F9423)

<組織の入手>

本研究で用いた HPMCは､予め本学医学部倫理委員会にて患者組織の採取につき承

認を得て､かつinfbrmedconsentを得た患者より頂いた大網組織である｡
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<組織の切断>

[操作]

① オー トクレーブ滅菌処理した金属 トレイに､滅菌済み (新品)のPBSを 1本

(500ml)入れた｡

② すぐさま組織を浸し､切断箇所の上下を減菌糸で固く縛 り､縛った箇所の間

を滅菌済みハサミにて切断した｡

③ 同様の操作を繰 り返し､数個の親指大の切片に切り分けた｡

<細胞剥離>

[操作]

① 25cm2培養フラスコに10%FBS/M-199を5ml加えてプレインキュベ- 上した｡

② 50ml遠心管に､分注した5.0%トリプ トシン/2.0%EDTA溶液2mlとM-199培

地溶液 18mlを加え､0.5%トリプシン/2.0%EDTA溶液/M-199培地溶液 (以下

トリプシン溶液)を作成した｡

③ 用意した トリプシン溶液20mlに､親指大の大きさにした大網組織を入れて､

37℃20分間ローテーターにより摸拝しながら､インキュベ- 上した｡

④ 擾拝した大網を遠心管から取り出し､次の遠心管に入れ､口の操作を行 う｡ま

た､大網を取り出した遠心管は50G (遠心半径 10cm 750rpm原則4℃)5分間

遠心分離を行った｡

⑤ 上澄みを抜き取りcellpelletを作った.50%FCS/M-199を2ml加え､ボルテッ

クスをかけて､再び50G (遠心半径 10cm 750rpm原則 4℃)5分間遠心分離を

行った｡

⑥ 再び上澄みを抜き取り､10%FBS/M-199をlml加えて 10回のピペッティング

により細胞懸濁液を作成した｡この懸濁液を①で調整 した 25C適培養フラスコ

に播種し,37度の5%CO2インキュベ- ト内にて培養した｡

⑦ ③～⑥の操作を繰 り返した｡

AJ-3.継代培養

<使用機器 ･器具 ･試薬>

･co2インキュベーター (池本理科工業/10-0212)

･ ウオーターバス

･Vortex

･25cm2培養フラスコ(住友ベークライ ト株式会社/cat.No.MS-21050)

･75cm2培養フラスコ(住友ベークライ ト株式会社/cat.No.MS-21250)

･6穴プレー ト(友ベークライ ト株式会社/cat.No.MS-80060)
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･甲35mmシャーレ(住友ベークライ ト株式会社/cat.No.MSl80240)

･15ml遠沈管(住友ベークライ ト株式会社/cat.No.MS-56150)

･50ml遠沈管(住友ベークライ ト株式会社/cat.No.MS-56500)

･遠沈管立て

･10mlピペット(住友ベークライ ト株式会社/cat.No.MS-66100)

･ ピペッタ一

･パスツールピペット

･チップ各種

･セルスクレーパー(住友ベークライ ト株式会社/cat.No.MS-93170)

･カウンター

･血球計算盤

･Medium-199(SIGMA仇蛇154)

･PBS(SIGMAM8537)

･TRYPSIN-EDTASOLUTION(10Ⅹ)(SIGMA/T4174)

･PetalBovineSemm(SIGMA/Cat.No.F9423)

<細胞の洗浄>

[操作]

① 培養フラスコの蓋を開け､口元を加熱殺菌した｡

② 滅菌済み 10mlピペットを加熱滅菌し培養フラスコ内に挿入し､培養液を

吸引した｡

③ pBS溶液 5ml/25cm2フラスコ又は10ml/75cm2フラスコを添加し､前後左

右に振り洗浄した｡

④ 滅菌済み 10mlピペットを加熱滅菌し培養フラスコ内に挿入し､洗浄液を

吸引した｡

<継代作業>

[操作]

① 冷凍保存してあるトリプシンlmlに培地9mlを加え､10倍希釈した｡(以

下 トリプシン溶液)

② トリプシン溶液5ml/25cm2フラスコ又は10ml/75cm2フラスコを加え､37℃

のCO2インキュベ- ト内にて 10分間放置した｡

③ 顕微鏡で細胞が剥がれたことを確認後､FBSlml/25cm2フラスコ又は

2ml/75cm2フラスコを加えた｡

④ 滅菌済みセルスクレーパーを培養フラスコ内に挿入し､細胞を剥離 した｡

⑤ 滅菌済み 10mlピペットで培養フラスコ内の細胞懸濁液を吸引し､15ml遠
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心管に入れた｡

⑥ 50G (750rpm5分間原則4℃)遠心分離した｡

⑦ 培養フラスコに 10%FBS/M-199を入れ､37℃の 5%CO2インキュベ-ト

内にて放置した｡

⑧ ⑥で遠心分離した上澄みをピペットで吸引した｡

⑨ 10%FBS/M-199をlml又は3mlを遠心管に沈殿している細胞に加え､細

胞懸濁液を作成し､10回ピペッティングを行った｡

⑩ 細胞懸濁液を取り､⑦で用意しておいた培養フラスコに 200pl/25cm2フラ

スコ､lml/75cm2フラスコ播種し､37℃のCO2インキュベ- ト内にて培養

した｡

A-2.動画撮影

<使用機器 ･器具 ･試薬>

･オリンパス倒立高級培養顕微鏡(OLYMPUS/IX50/IX70)

･オリンパス倒立落射蛍光観察装置(OLYMPUS/IX-FLA)

･オリンパスCO2培養装置(OLYMPUS/ⅠⅩ-FLA)

･パーソナルコンピュータ

･写真撮影ソフト Ⅹ-cap

･動画作成ソフト VlrtualDub

<準備>

① ステージと培養装置をアルコールで消毒した｡

② 培養装置の水を捨て､内側をミリq水､あるいは脱イオン水で洗浄した｡

③ ミリq水を線の部分まで入れた｡

④ ステージの保温装置のスイッチを入れた｡

⑤ ポンプのねじを30度ほど開き､さらに他の2つのねじも根元から開いた｡

⑥ co2調節装置を左側200､右側 10にセットした｡

⑦ 細胞を培養し､シャーレをセットし､細胞の形態変化を撮影した｡

<写真撮影>

① 顕微鏡とつながっているパーソナルコンピュータの電源を入れた｡

② x-capforwindowsを起動させたo

③ メニューバーの ｢PIXCI｣から ｢Ope〟Close｣を選択し､さらに ｢MultipleDevices｣

を選択した｡
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④ 顕微鏡から送られてくる画像をモニターに映し､焦点をセットして､撮影場所､

坐像の明るさ調整を行った｡

⑤ ツールバーの｢Capture｣､｢Sequencecapture｣､｢videotoimagefile｣を順に選択した｡

⑥ ｢file｣､｢Browse｣の順に選択し､ファイル名をつけ､取り込み方式を ｢JPEG｣に

設定した｡

⑦ ｢capture｣､｢ImagetoSave｣で撮影枚数を決定し､｢TimelnteⅣal｣で撮影間隔を

設定した｡また､｢SnapⅥdeoatTimelnteⅣal｣､｢LinearSequenceEventFree｣がチ

ェックされていることを確認した｡

⑧ ｢Record｣で撮影を開始した｡

<vlrtualDubによる動画作成>

①.vlrtualDubを起動する

②.メニューバーの ｢ファイル｣から ｢ビデオファイルを開く｣を選択し､

画像番号の一番始めのファイルを選択し ｢開く｣ボタンをクリックした｡

③.メニューバーの｢映像｣から｢フィルター｣を選択し､｢追加｣をクリックし､｢resize｣

を選択後､｢OK｣をクリックし新しい幅 ･新しい高さの値を入力し画面のサイズ

を640×480に指定し ｢OK｣をクリックした｡

再び､追加をクリックし ｢HSVadjust｣を選択し ｢OK｣をクリックした｡

｢プレビューの表示｣をクリックし｢値｣を変化させ､最適な明るさに調整し｢OK｣

をクリックした｡｢OK｣をクリックし､フィルター調整を終了した｡

④.｢映像｣から ｢フレームレー ト｣を選択し､｢ソースレー ト調整｣の

｢変更する｣をチェックし､適当な値を入力した｡

⑤.｢映像｣から ｢圧縮｣を選択し､｢CinepakCodecbyRadius｣を選択し､

｢oK｣をクリックした｡

⑥.｢ファイル｣から｢名前を付けて保存｣を選択し､適当な名前を入力し作成し｢OK｣

をクリックした｡(動画の作成が開始される)

A-3.AGPC法

<原理>

RNAを構成するリボースは､DNAのデオキシリボースに比べて2位の炭素に水酸基

が一つ多くあるため､酸性下でフェノール処理するとDNAは疎水性に勝るフェノー

ル層に分配されるが､RNAはリボースの水酸基があるため水相に分配される｡AGPC

法は､この性質を利用してRNAを抽出する方法である(fig.Al5-1)｡一般的に､チオシ

アン酸グアニジンで細胞膜の可溶化をするとともに､RNaseを失活させる｡pHを酸

性に保ち､フェノール処理を行うことによりDNAはフェノール層､RNAは水屑､そ

の間の中間層には変性した蛋白と､3層に分けることができる｡RNAの入った水屑を
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取り出し､アルコールで塩析することで純粋なRNAを得て､乾燥後にRNaseを失活

させたDEPC水に溶解することで精製する｡

本実験では市販のRNA-BEETMISOLArIONOFRNAと呼ばれる試薬によりRNA抽出
を行っているが､基本的には原理は同じである｡

<RNA･DNAを扱う上での注意点>

細胞は細胞の種類､状態に応じて特定のDNAを選択的に活性化して機能を発言して

いる｡この仲立ちをするのが mRNAであり､細胞の状態をフレキシブルに変化させ

るには古い mRNAがいっまでも残っていて問題である｡そこで､細胞や組織液中に

はRNAを分解する酵素(RNase)が豊富に含まれている｡実際に我々がRNAの分析を
行うにあたって､このRNaseによるRNAの分解が障害となってくる｡RNaseは我々

の汗 ･唾液 ･皮膚など様々な部分に存在していて､熱による失活も難しいため､実験

においてRNaseの混入をいかに防ぐかがポイントとなる｡そのため､以下の点に気を

つけること｡
●

●

●

●

●

各チューブ ･チップは素手で触れたものは使用しないこと｡

使用するガラス器具は乾熱滅菌(RNasefree)を行うこと｡
実験中は必ずゴム手袋 (利き腕でない方のみで良い)､マスク､帽子､白衣を

着用し､唾液を飛ばさないように会話を極力控えること｡

ゴム手袋を着用した手ではサンプル使用以外に使用しないこと｡

サンプルに触れるものを素手で扱わないこと｡

また､AGPC法に特有な注意点として以下の点に気をつけること｡

･高速遠心機は予冷運転を行っておくこと｡

･操作は全体的に素早く正確に行うこと｡

Fig.A-3-1RNA抽出の流れ
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<使用機器 ･器具 ･試薬>

･ 日立微量高速遠心機(日立/cR15B型)

･DNAmini(HETOLABEqUpMENT/Ⅲ 872146)

･ MINICENTRIFUGE(COSTERJMVSS-06618)

･Vortex

･ ウオーターバス

･1.5mlアシストチューブ(アシスト/72.690S)

･チューブ立て

･マイクロピペッタ-各種

･チップ各種

･タイマー

･crashice用発泡スチロール

･Crashice

･nlRAfILM⑧(PechineyPlasticPackaging,Inc.仲M-996)

･注射針(TERUMO⑧伽N-2432R)

･RNA-BEETMISOLArIONOFRNA(Tel-Test,Inc./CS-104B)
･Chlorofbm-isoamylalcoho124:1(SIGMA/C-0549)

･Isopropanol(SIGMA/Ⅰ-9516)

･PBS(SIGMAD l8537)

･75%EtOHDEPC処理水溶液(無水EtOHをDEPC処理水で希釈)

-無水EtOH(Wako/321-00025)

･DEPC処理水-Diethylpyrocarbonate(CALBIOCHEM⑧/298711)

<AGPC法(前半)>

[操作]

(D細胞に刺激を与え､6穴プレー トから培地を吸引してPBSを lml/well加えて細

胞を洗浄した｡

※後の作業を考慮し､3穴毎に行うのが良い｡

② 洗浄後PBSを吸引して､素早くRNA-BEETMをlml/well加えた.

③ 2連にしたピペットチップの先端で細胞を剥がすように掻いた後､10回程度ピ

ペッティングを行い､懸濁液を1.5mlアシス トチューブに移し入れた｡

※②と③の操作は5分間で行うこと｡

※チップはwell毎に交換すること｡

④ チューブに入った各サンプルにchloroform-isoamylalcoho124:1を200plずっ加え､

しっかりと蓋を閉めた後 15回程度上下に振り混ぜた｡

⑤ 室温にて 15分間静置した｡
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⑥ 12000α4℃/15分遠心分離を行った｡

⑦ 3層に分離するため､最上層(透明な水屑)を液面近傍よりそれぞれ 350plずつ採

取して､別の 1.5mlアシス トチューブに移し入れた｡

⑧ 移 し入れた各サンプルにisopropanolを500plずつ加えて､Vortexにて擾拝し､

その後すぐに-80℃の冷凍庫で一晩保存した｡

<AGPC法(後半)>

【全て氷上操作】

① サンプルを解凍し､12000G/4℃/10分遠心分離を行った｡

※この時チューブの継ぎ手を外側に向けて遠心分離を行 うこと｡

② チューブを傾け､ある程度の上澄み液を慎重に取り除いた｡

※沈殿は肉眼で確認できないので､チューブの継ぎ手側に沈殿が存在していると想

定し､上澄み液を取り除くこと｡

③ 各サンプルに75%EtOHDEPC処理水溶液を500plずつ加えてVortexで摸拝した

後､10000G/4℃/5分遠心分離を行った｡

④ チューブを傾け､より慎重に上澄み液をぎりぎりまで取り除いた｡

⑤ チューブの口にPM ILM㊨を張り､注射針で 10個程度の穴を開けた.

※pARA∬ILM⑧は絶対に素手では触らないこと.

⑥ DNAminiにサンプルをセットし､減圧乾燥を行った｡

※サンプル残量により乾燥時間が異なるので､乾燥しすぎないように様子を見なが

ら慎重に行うこと｡ (1セット3-5分)

⑦ 各サンプルにDEPC処理水を10plずつ加えて､Vortexによる擾拝､続いてMINI

cENTRⅣUGEによる軽い遠心を2回繰り返した｡

※減圧乾燥の際にRNAが壁に付着する可能性があるため､念入りに行うこと｡

⑧ ウオーターバスにて55℃/5分加温後､4℃冷蔵庫にて冷却した｡

⑨ 得られたサンプルはRNAの定量後､RT-PCR法に使用した｡

A-4.RNA定量プロトコル

<原理>

分光光度計を用いて吸光度 oD260､OD280を測定し､その値をもとにして全サンプ

ルのRNA濃度を一律に揃える｡ここでのOD260はRNAを示しており､一方でOD280

はそれ以外のタンパク質等の物質を示しており､その吸光度比(OD260/OD280)はサンプ
ルのRNA純度を示している｡一般的に､この値は1.5以上が望ましいとされている｡

RT-PCR法はmRNAを鋳型にしてDNA合成 ･増幅を行い､得られたDNAの定量を

行 うため､鋳型であるmRNA量を揃えることによりPCRの反応生成物に定量性を持
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たせることができる｡

<注意点>

oD260/OD280は､比がいくら大きくても吸光度が低いとRNA濃度は低くなってしまう

ため､理想的なサンプル濃度である0.2-0.5pg/mlにするためには､少なくともOD260

-0.085以上は必要となる｡また､逆にサンプル濃度が高すぎる場合には､希釈して

用いることが必要である｡

<使用機器 ･器具 ･試薬>

･smartspecTM3000Spectrophotometer(BIORAD/170-2501)
･Cuvette(BIORAD/170-2505)

･MINICENTRIFUGE(COSTERJMVSS-06618)

･Vortex

･0.5mlアシス トチューブ(アシスト/72.699S)

･チューブ立て

･マイクロピペッタ-各種

･チップ各種

･0.1NHClaq

･DEPC処理水

･キムワイプ⑧S-200(株式会社クレシア/62011)

<RNAの定量>

① AGPC法により得られた各サンプル 10plより1plずつ採取し､サンプル数分用意

した0.5mlアシス トチューブの底部にそれぞれ入れた｡

② DEPC処理水を59plずつ①のチューブに入れ､Vortexで擾拝後､MINICENTRⅣUGE

で軽く遠心を行った｡

③ 0.lNHClaqに浸しておいたCuvetteを脱イオン水でよく洗い水気を切った｡

④ マイクロピペッタ-を用いてCuvetteにDEPC処理水を60pl入れ､SmartSpecTM

3000Spectrophotometerにセットし､零点補正(ReadBla止)を行った｡

⑤ マイクロピペッタ-を用いてDEPC処理水を抜き取り､1つ目のサンプルを 60pl

入れ､セットして､3回吸光度測定(ReadSample)を行った｡

※測定し終えたサンプルは､測定のやり直しが出来るように､再びマイクロピペッタ

-を用いて元のチューブに戻しておくこと｡

⑥ cuvetteを脱イオン水でしっかり洗浄し､水気を取った｡

⑦ ④～⑥をサンプル数分繰り返した｡

⑧ 測定結果が異常であったサンプルを再測定した｡

⑨ 得られたデータのデータ処理を次のように行った｡
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<データ処理>

得られたデータより､次の2つの計算を行った｡

i)各サンプルの濃度

ii)全サンプルの濃度を最低サンプル濃度に合わせるために必要なサンプル と

DEPC処理水の量

サンプル濃度(Ltg/pl)-(OD260)×(換算濃度)×(希釈倍率)

RNA最低量(pg)-最低のサンプル濃度(pg/pl)×サンプル残量(pl)

必要サンプル量(pl)-RNAの最低量(pg)/希釈対象のサンプル濃度

必要DEPC処理水量(pl)-サンプル残量(pl)一 必要サンプル量(pl)

※換算係数はRNA測定の場合 0.04(pg/pl)

※希釈倍率は60倍

※サンプル残量はAGPC法にて得られたサンプル 1叫1からRNAの定量に用い

た 1plを差し引いた9pl｡

A-5.RT-PCR
<原理>

pcRは微量なDNAの存在を非常に鋭敏に検出できる方法であるので､これを用いて

わずかなmRNAの発現を検出したいが､DNA合成酵素はRNAを鋳型としてDNAを

合成する活性を持たないため､そのままではRNAの検出を行えない｡そこで､逆転

写酵素を用いてRNAを鋳型としたDNAの合成反応(逆転写反応)をあらかじめ行い､

そのDNAをあらためて鋳型としてPCRを行 う方法がRT-PCRである(Fig.A･5-1)0

Primer-
mRf･JA

CDNA

cDNAの合成
亡逆転写反応)

3-

3~

3-
AAAA

TTTT5-

Primer

3-～

日日日日日日∪

2本魚DNA
5~

3-
TTTT

匝 I pmer

2叫吾に増殖

Fig.A-5-1RT-PCR法
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A-5-1.ReverseTranscription
<原理>

細胞から発現したmRNAにPrimer(RandomHexamer)を結合させて､逆転写酵素を

用いてmRNAに相補的な一本鎖DNA(CDNA)を逆転写反応により合成する｡この時点

ではDNAとRNAが繋がった2本鎖の状態であり､安定性が高いため､PCRの熱変

悼(denature)時に十分に一本鎖にならないことがあるため､DNA鎖と対をなしている

mRNA鎖を､RNA分解酵素(RNase)を用いて分解する｡これにより､完全長 cDNAを

合成できる｡

<注意点>

･PROG… TEMPCONTROLSYSTEMにRTprogram01/02を予め入力しておく

こと｡

･ReactionTubewithCapは必ず専用の滅菌缶に入れて､滅菌しておくこと｡その

際素手では触れないこと｡

･ReactionTubewithCapにラベルする際､分かりやすく､消えない箇所に記入す

ること｡

<使用機器 ･器具 ･試薬>

･PROGRAMTEMPCONTROLSYSTEM(ASTEC/PC-708)

･ MINICENTRIFUGE(COSTERJMVSS-06618)

･Vortex

･ReactionTubewithCap(MicroAmp/N801-0540)

･チューブ立て

･マイクロピペッタ-各種

･チップ各種

･crashice用発泡スチロール

･Crashice

･RandomPrimers(Invitroge〟48190-011)

･dÅ∫p(AmershamBiosciences/27-2050-01)

･dTTP(AmershamBiosciences/272080)

･dGTP(AmershamBiosciences/272070)

･dCTP(AmershamBiosciences/272060)

･loxPCRbuffer(PERKm ELMERJE12387)

･Recombina山RNasin⑧Ribonucleaselnhibitor(Promeg〟N2511)

･superscrlptTMRNase汀ReverseTranscriptase(Invitroge〟18053-017)
●

･DTT(Invitroge〟YOO147)
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･DEPC処理水

<RTMasterMix>

【全て氷上操作】

Table.A-5-1に従い､各試薬を混合してRTMasterMixを作製する｡微量を扱 うので､

サンプル数丁度の量では不足する恐れがあるため､サンプル数が多い場合は ト2サン

プル多めに作製すること｡その後､Table.A-5-2に従ってRNaseinhibitorとSuperScnptTM
●

を加える｡

Table.A-5-1RTMasterMix(単位:pl)

Sample数 1 6(+1) 9(+2) 12(+2) 18(+3) 24(+4)

RandomPrimers(100mM) 1 7 ll 14 21 28

dATP(2.5mM) 1 7 ll 14 21 28

dTTP(2.5mM) 1 7 ll 14 21 28

dCTP(2.5mM) 1 7 ll 14 21 28

dGTP(2.5mM) 1 7 ll 14 21 28

10xPCRbuffer 2 14 22 28 42 56

DTT 2 14 22 28 42 56

Table.A-5-2RNaseinhibitorとSuperScrlPtTMの必要量(単位:pl)
●

Sample数 1 6(+1) 9(+2) 12(+2) 18(+3) 24(+4)

RNaseinhibitor 1 7 ll 14 21 28

superscnptTM● 1 7 ll 14 21 28

<ReverseTranscrlptlOn>

【全て氷上操作】

① 各サンプルを扱 う前にRTMasterMixを作製 した｡

② RNA の定量結果に基づいて､AGPC法により得たサンプル原液を ReactionTube

withCap内に希釈し､9Lllとした｡

③ 希釈後の各サンプル 9p=こ､RTMasterMixを9Lllずつ加えて､Vortexで擾拝 し､

73

三 重 大 学 大 学 院 工 学 研 究 科



MINICENTRIFUGEによって軽く遠心を行った｡

④ pROGRjM TEMPCONTROLSYSTEMにサンプルをセットし､RTprogramOlを実

行した｡

⑤ 各サンプルにRNaseinhibitorとSuperScnptTMを叫 ずつ加えた｡
●

※予めサンプルにRNaseinhibitorとSuperScriptTM を加えても良いが､その場合混合

液の量を4サンプル分程多めに作製しておくこと｡

⑥ PROGRAMTEMPCONTROLSYSTEM にサンプルをセットし､RTprogram02を実

行した｡

⑦ 作製したRTproductは-20℃の冷凍庫で保存した (数ヶ月保存可)0

A-5-2.PolymeraseChainReaction
<原理>

pcRの原理は3段階から成るDNA合成反応を繰り返して行うことにある｡まず､鋳

型となる2本鎖DNAを加熱して変性し､一本鎖にする(denature)o次に､増幅したい

特定部位のDNA鎖の両端に相補的な2種類のオリゴヌクレオチドプライマーを反応

系に過剰に加えた状態で温度を下げると､プライマーが DNA鎖の相補的な部位と2

本鎖を形成する(annealing)｡この状態でDNA合成基質のデオキシヌクレオシド三リン

酸と DNA ポリメラーゼを作用させると､ポリメラーゼはプライマー部位からDNA

相補鎖を合成していく(伸長反応､extension)｡初めの 2サイクルでは長さが不定な部

分 2本鎖 DNAが合成されるが､3サイクル目からはプライマー対に挟まれた部位の

長さの揃った2本鎖が生成され､その数が指数関数的に増加していく0 1回の合成反

応で生成した DNAは次の反応の鋳型となるため､連鎖反応的にDNAが合成され､

20-30サイクルの反応の後には､莫大な数のDNA分子が得られることとなる｡

<注意点>

注意すべきことは､RNaseの混入を防ぐことである｡PCR法に特有の注意点として

以下の点に気を付けること｡
●

●

●

●

PROGM TEMPCONTROLSYSTEMに各プライマーに対応したPCRprogram

を予め入力しておくこと｡

サイクル数を上下させる場合は､4サイクル刻みで増減させ､2サイクル刻み

で微調整すること｡

RTproduct内に白い沈殿がある場合は､cDNAが壊れてしまっている可能性が

高い｡そのサンプルで PCRを行っても結果が得られない場合が多いので注意

すること｡

RT法と同様､ReactionTubewithCapの扱いに気を付けること.
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<使用機器 ･器具 ･試薬>

･PROGRAM TEMPCONTROLSYSTEM(ASTEC/PC-708)

･ MINICENTRIFUGE(COSTERJMVSS-06618)

･Vortex

･ReactionTubewithCap(MicroAmp/N801-0540)

･チューブ立て

･マイクロピペッタ-各種

･チップ各種

･crashice用発泡スチロール

･Crashice

･dArP(AmershamBiosciences/27-2050-01)

･dTTP(AmershamBiosciences/272080)

･dGTP(AmershamBiosciences/272070)

･dCTP(AmershamBiosciences/272060)

･primer(sense/antisense)各種

･Am pliTaqGoldTM(AppliedBiosystems伽808-0242)
･loxPCRbuffer(PERKm ELMERJE12387)

･DEPC処理水

<PCRMasterMix>

【全て氷上操作】

Table.A-5-3に従い､各試薬を混合してPCRMasterMixを作製する.プライマーは目

的に応じて変更する｡RTMasterMixと同様に､サンプル数が多い場合は1,2サンプル

分余分にPCRMasterMixを作製すること｡また､AmpliTaqGoldTMは各サンプルを加

える直前に加えること｡
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Table.A-5-3PCRMasterMix(単位:pl)

Sample数 1 6(+1) 9(+2) 12(+2) 18(+3) 24(+4)

dATP(2.5mM) 1 7 ll 14 21 28

dTTP(2.5mM) 1 7 ll 14 21 28

dCTP(2.5mM) 1 7 ll 14 21 28

dGTP(2.5mM) 1 7 ll 14 21 28

Primer(sens e ) (20LJM) 1.25 8.75 ll.25 17.5 26.25 35

Primer(antisense)(20LiM) 1.25 8.75 ll.25 17.5 26.25 35

10xPCRbuffer 5 35 55 70 105 140

DEPC処理水 36.25 253.75 398.75 507.5 761.25 1015

AmpliTaqGoldTM 0.25 1.75 2.75 3.5 5.25 7

<PolymeraseChainReaction>

【全て氷上操作】

① 各サンプルを扱 う直前にPCRMasterMix(AmpliTaqGoldTM抜き)を作製した｡

② RT法により作製した各RTproductから2Lllずつ採取し､予め用意しておいた

ReactionTubewithCapに移し入れた｡

③ PCRMasterMixに Am pliTaqGoldTMを加え､vortexにより擾拝 し､MIM

cENTR肝UGEによる軽い遠心を行った｡

④ 口で用意したチューブにPCRMasterMixを48plずつ加えて､Vortexにより按

拝し､MINICENTRIFUGEにて 1分間遠心を行った.

□GeneAmp⑧PCRsystem2400(サーマルサイクラ-)を使用する場合､pcR中にサ

ンプルが蒸発 して組成が変化するのを防ぐために､この時点でサンプルの液面

にMINERALOIL(SIGMA/M5904)を50plずつ壁側にゆっくりと流し込むこと.
⑤ PROGRAM TEMPCONTROLSYSTEM にサンプルをセットし､各プライマー

に合ったPCRprogramを実行した｡

⑥ 作製したPCRproductは-20℃の冷凍庫にて保存した (数カ月保存可)0
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A-5-3.電気泳動

<原理>

核酸検出の手段として､電気泳動は一般的な方法である｡DNA 分子はリン酸基を

持つため､水溶液中で負に荷電している｡よって､DNA を電場に置くと､陽極に向

かって動く｡そして､ゲル内を移動するDNA分子は､分子量の小さいものほど早く

移動するので､分子量の違いによりDNAを分離することができる｡電気泳動によっ

てゲル上に分離されたDNAを､エチジウムブロマイ ドで染色することで､エチジウ

ムブロマイ ドが 2本鎖 DNAと結合し､紫外線照射装置をゲルに当てるとDNAが樺

色の蛍光を発色し､DNAの存在を確認できる(fig.A-5-2)｡

奄pqgqg

十

蒙喜孤

孤

E ]
十

Fig.A-5-2アガロース電気泳動法の原理

<注意点>

AGPC法､RT法､pcR法に比べてそれほど神経質にならなくても良いが､ゴム手袋

と白衣は必ず着用すること｡RNaseの混入を防ぐ意味もあるが､ここでは Ethidium

Bromideから身を守るという意味の方が大きい｡

%EthidiumBromide

EthidiumBromideは核酸のバンド検出に用いられる蛍光試薬であり､2本鎖DNA

の間に挿入(インターカレーション)されるという性質上､DNAの正常な複製や転写

を妨げ､突然変異誘起させるという効果から､強力な発癌作用と毒性が生まれる｡

取り扱いには必ずゴム手袋をはめ､粉末の計量にはマスクを着用すること｡また､

EthidiumBromideを含んだ泳動用bufferなどの廃液やアガロースゲル､廃チップや

廃ビンは必ず他のものと区別して集め､適切な処置を施してから廃棄すること｡ も

しくは業者に委託して廃棄してもらうこと｡
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※電気泳動に特有の注意点として､以下の点に気をつけること｡

※使用する三角フラスコとメスシリンダーは口にアルミホイルで蓋をし､180℃､8

時間以上(overNight)乾熱滅菌を行うこと｡

<使用機器 ･器具 ･試薬>

･WdeMini-SubCell⑧GTSystem(BIORAD/170-4485)

･POWERPAC300(BIO久AD/282BR11443)

･LIBROR(株式会社 島津製作所/AEL-200)

･電子レンジ

･ゲル作製用三角フラスコ(100ml)

･メスシリンダー(100ml)

･マイクロピペッタ-各種

･チップ各種

･アルミホイル

･サランラップ

･PARAfILM⑧(PechineyPlasticPackaging,Inc.仲M-996)

･NuSieve⑧GTG⑧Agarose(BMA/50080)

･UltraPureAgarose(Im/血ogen/15510-019)

･50xT良Ebuffer(INTERGEN/S4300)

･loxmEbuffer(Invitrogen/15558-042)

･EthidiumBromide(SIGMJW -1510)

･Blue山ceTM(Invitrogen/10816-015)

･123bpDNALadder(Invitroge〟15613-011)

･DEPC処理水

<AgaroseGel(3%wt/vol)の作製>

① wdeMini-SubCell⑧GTSystemのGelcasterにゲル トレイをセットし､水準器を

用いてゲル トレイが地面に対し水平になるように調整した｡

② NuSieve⑧ GTG⑧AgaroseとultraPureAgaroseを秤量し､乾熱滅菌済みのゲル作

製用三角フラスコに入れた(Table.A-5-3)｡

※秤量には薬包紙ではなく､乾熱滅菌した三角フラスコの口を包んでいた､アルミ

ホイルを用いること｡ また､アルミホイルの内側は素手で触らないこと｡

※秤量にはスパチュラを用いないこと｡

③ 50xmEbufferを乾熱滅菌済みのメスシリンダーに入れ､DEPC処理水を所定量

加え､50倍に希釈し､1xTAEbuffer(from50x)を作製した(Table.A-5-3).
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Table.A-5-4AgaroseGel(3%d/vol)作製に必要な各薬の量

NuSieVe⑧GTG⑧Agarose(g) 1.2

UltraPureAgarose(g) 0.6

50xTAEbuffer(ml) 1.2

DEPC処理水(ml) 58.8

④ ②の三角フラスコに③で調整 した1xTAEbuffer(&om50x)を加え､ゲルの塊が出

来ないように振り混ぜた後､bufferの蒸発を防ぐためサランラップでフラスコの

口を閉じ､電子レンジを用いて加熱してagaroseを溶解させた｡

※細かい気泡が出なくなり､完全に透明になるまで加熱すること｡

※急騰防止のため､様子を見ながら行うこと(目安:1分毎に止めること)｡

※加熱し過ぎてbufferが多量に蒸発した場合､ゲルの濃度が変わってしまうため1X

mEbuffer(&om50x)を適量加えること.

⑤ 完全に溶解させたアガロース溶液にEthidiumBromideを6pl加えてよく振り混ぜ

た時､ゲル トレイに気泡が出来ないようにゆっくりと流し入れ､気泡が付着し

ないようにコ-ムをセットした｡

⑥ 10分程度静置しゲルを固めた後､10xTAEbufferをDEPC処理水で 10倍に希釈

して作製した 1XTAEbuffer(&omlox)にてゲル表面を浸し､冷蔵庫に10分程度

入れて完全に固めた｡

<電気泳動>

① 水準器を用いて､地面に対して水平になるように調整したWdeMini-SubCell⑧

GTSystemの泳動槽に､lxTAEbuffer(&omlox)を600ml､EthidiumBromideを20pl

加えた｡

② 完全に固まったゲルからコ-ムを慎重に抜き取り､サンプル側が陰極となるよ

うに､ゲル トレイごと泳動槽に移し入れた｡

※ゲル本体及び穴が崩れた場合は作り直すこと｡

③ pARAfILM⑧を20cm程度切り出し､その上にBlueJuiceTMを3plずつ滴下した｡

※BlueJuiceTMはすぐに乾燥してしまうため､1度に全サンプル分を滴下しない方.が

良い｡

④ 123bpDNALadder(3pl)は､BlueJuiceTM(3pl)及び lxTAEbuffer(&om50x)(3pl)と混

合し､ピペッティング後にゲルの所定の穴に静かに流し込んだ｡

⑤ 各pcRproductから1叫 ずつサンプルを採取し､BlueJuiceTM(3抑 こ加えた後ピ
ペッティングを行い､ゲルの所定の穴に静かに流し込んだ｡

⑥ positiveCo山rolを1叫1採取し､所定の位置のBlueJuiceTM(3抑 こ加えた後ピペッ

ティングを行い､ゲルの所定の穴に静かに流し込んだ｡
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※混合後の溶液(13pl)は残さず吸い取り､流し込んだ｡

⑦ 電流がゲル内をまっすぐに流れるようにゲル トレイの位置を調整した｡

⑧ 電極を取り付けpOWERPAC300に接続した後､80V80mA70分の条件で泳動を

開始した｡

A-5-4.PCR反応生成物の確認と定量化

<原理>

核酸は280nm付近の波長に吸収ピークがあるoこの核酸のUV光を吸収する性質は､
対象となる2本鎖DNAの内部にEthidiumBromide分子をインターカレートすること

で､PCR反応生成物の確認に応用することができる｡すなわち､核酸(ここでは2本

鎖DNA)に吸収された280nmのUV光がEthidiumBromide分子にエネルギー転移され
ると励起されて590nmの蛍光を放射する｡EthidiumBromide本来の吸収は300nmなの

で､この 300nm の波長をあまり含まず､280nm 付近の波長を豊富に含む UV光で
EthidiumBromide染色を行ったゲルを照らすと､遊離したEthidiumBromide分子は励

起されず､インターカレー上した分子のみがDNAからのエネルギー転移により励起

されて蛍光を発する｡つまり､ゲル中で2本鎖DNAが存在する部分のみが光るとい

うことになる｡この蛍光強度はインターカレー トしたEthidiumBromide分子の個数に

些例し､また､インターカレーションは2本鎖DNAの量(長さ×本数)に比例して起こ

るため､蛍光強度を測定することでゲル中のDNA量を推定することが可能になる｡

但し､測定する2本鎖DNAが全て十分量のEthidiumBromideと結合し､飽和してい

なければ､その定量は意味を成さないので注意しなくてはならない｡

<内部標準>

内部標準とは､それぞれ検出したサンプル量を補正するために必要となる基準のこ

とである｡定量的 pcR一般において一義的に明らかにされることは､反応系に加え

たサンプルに含まれる目的DNAの相対量であり､絶対量ではない｡その絶対量を知

るためには､予め絶対量の分かっているDNAで標準サンプルを調整してPCRを行い､

目的DNAと標準サンプルとの相対量を比較する必要がある｡この標準となるものを

内部標準という｡本研究で用いた GAPDH(グリセルアルデヒド-3-リン酸脱水素酵素)

はhousekeepinggeneの一種であり､組織によって発現量に差がないため､内部標準

として用いることが出来る｡また､GAPDHの他にもα-actinや β-actinなども内部標準

としてよく用いられる｡

<注意点>

ここでもEthidiumBromide汚染の危険性があるため､その扱いには十分注意するこ

と｡また､PCR反応生成物の確認と定量化に特有の注意点として､以下の点に気を付
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けること｡

･ゲルは崩れやすいため､無理な力を加えないこと｡

･ゲルをイメージアナライザーに付属のプレー トに移す際は､隙間に気泡を入れ

ないこと｡

･ フロッピーディスクに画像データOpeg形式)を記録する際は､自動的にファイ

ル名が連番の番号のみとなるため､大量に撮影する場合には､どの画像がどの

結果なのか確認できるようにしておくこと｡

<使用機器 ･器具 ･試薬>
●

●

●

●

●

イメージアナライザー一式(TOYOBO作AS-□)

Gel-Pro⑧ Analyzer Ⅵrsion 3.1 f♭r WndowsTM(Media Cybernetics⑧ /

50N31000-11851)

パーソナルコンピュータ

フロッピーディスク(Wndows⑧フォーマットのもの)

サランラップ

<pcR反応生成物の確認>

① 電気泳動終了後､ゲルをイメージアナライザーに付属のプレー トを移してセッ

トした後､モニターに映ったゲルの位置､被写体の大きさを調整し､カメラの

フォーカスを合わせた｡

② Uvトランスイルミネ一夕-よりUV光を照射し､バンドの確認を行った｡
③ 鮮明なバンドの確認が出来た場合､露光時間を変えて数パターンの写真を撮影

し､付属のドライブよりフロッピーディスクに画像データOpeg形式)を記録した.

④ positiveCo山rolを含め､バンドが確認できなかった場合は､作製したゲルや電気

泳動操作に問題があったと考え､もう一度やり直した｡

⑤ 記録 した画像データをパソコンに移 し､画像解析ソフ トGe1-Pro⑧ Analyzer

version3.1fbrWindowsTMを用いてバンドの解析を行ったo

<データの扱い ･処理>

画像解析ソフトGe1-Pro㊨AnalyzerVersion3.1forWindowsTMを用いて以下の2点

を解析する｡なお､解析操作はソフトに付属の取扱説明書に従って行う｡

i)サイズマーカーと比較し､PCR反応生成物のSize(bp)を解析する｡

近)各泳動レーン内の目的のバンドを選定し､バンドの輝度(max.oD)を測定する｡
得られた各データ値は内部標準のデータ値で除し､controlを1として補正する｡
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A-6.Collagengel中の拡散係数測定法

<原理>

一般的な拡散係数は､水中における拡散係数が知られている｡しかし､今回行った

3次元細胞遊走実験では､コラーゲンゲル内を拡散させるため､コラーゲンゲル中で

の拡散係数が必要となってくる｡そこで､シリコンチューブ内にコラーゲンゲルを形

成させ､時間､距離を設定し､FITC-Dextranをコラーゲンゲル内に拡散させることで､

拡散係数を求める方法を用いた｡これにより作製されたグラフから､Fibronectin､

Albuminなどの､他の物質の拡散係数を逆算した｡

<実験器具 ･機器 ･試薬>

･シリコンチューブ(アズワン株式会社/Cat.No.986903)

･ガラスキヤピラリー

･50ml遠沈管(BIOLOGI㍊Cat.No.BI10-9152)

･1.5mlアシストチューブ(アシスト/Cat.No.72･690S)

･1mlシリンジ

･18G注射針(テルモルJN-1838R)

･インキュベーター

･カッターナイフ

･定規

･cellmatrixTypeI-A (新田ゼラチン/637-00653)

･FITC-Dextran(4kDalOkDa70kDa)

･Medium-199(Sigma/Cat.No.M2154)

･10倍濃縮培地(M199借地)(新田ゼラチン/02-069-010)

･NaHCO3 (Wako/038110531)

･HEPES2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethanesulfonicacid (Wako/340-01371)

･lNHCl(080-08065N ako)

<ガラスキヤピラリーの作製>

① ガラスキャピラリーを1.5cmほどの大きさに切断した｡

② バーナーで先端を衆り､先が丸くなってきたらバーナーから離した｡

※ガラスキヤピラリーはすぐに熱くなるため､素手で触らないように､熱した後はピ

ンセット等を用いて扱うこと｡
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<操作>

全て氷上操作

① 0.5mg/ml,1mg/ml,1.5mg/mlのコラーゲンゲルを作成した｡(table.A-5･5)

Table.A-6･1 Collagengel作成(1.8ml作成時)

(ml) ゲル濃度 (mg/ml)2.0 1.5 1.0 0.5

CellmatriXI-A(pl) 1200 900 600 300

濃縮培地 199(pl) 150 112.5 75 37.5

緩衝溶液(pl) 150 112.5 75 37.5

② 1000rpm,2min遠心分離を､行い脱気した.
③ シリンジに注射針をつけ､針の先端にシリコンチューブを差し込み､コラーゲン

ゲルを吸引した｡

④ 針に付けていない側の穴をガラスキヤピラリーで塞ぎ､その後針からシリコンチ

ューブを取り､別の穴を塞いだ｡シリコンチューブを遠沈管に入れ 1000rpm,2min

遠心分離して脱気した｡

⑤ 37℃,1hインキュベータに入れ､ゲル化させた｡

⑥ デキストランPBS溶液をそれぞれ作成した｡(暗室)

70kDa:3000pg/m1- 2ml(3本分)

10kDa:3000pg/m1- 2ml(本分)

4kDa:140pg/m1- 10ml(デキストラン微量のため)

⑦ 1.5mlアシス トチューブに 500ト止ずつ溶液をいれ､シリコンチューブの一端を浸

した｡

⑧ 96hデキス トランを拡散させた｡

<4日後>

① Collagenase/PBS溶液を作成(PBS45mlに対し､Collagenase20pl入れる)し､

1.5mlアシス トチューブに 1mlずっ入れておいた｡また､ブランク用にPBSlml

を1.5mlアシス トチューブに1ml入れておいた｡

② シリコンチューブを取り出し､PBSで洗浄､キムワイプで軽く拭いた｡

③ シリコンチューブを2mmずつ等間隔に5つの断片に切断した｡

※一番端の断片は､誤差が大きいために捨て､残りの4つを用いること｡

④ 切断部分をアシス トチューブに入れ､ボルテックスして 37℃で 30分インキュベ

- 上した｡
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<蛍光強度測定>

① 蛍光顕微鏡のスイッチを左から順に入れた｡

② 測定入力メニュー 【4】を押して【入力】を押した｡

③ 【1】を押して【入力】を押した｡

④ 再び【1】を押して【入力】を押した｡

⑤ ブランクを測定するために､キュベットにPBSを入れ【蛍光】を押した｡

⑥ 5回以上脱イオン水で洗浄し､中の水を綿棒で拭いた｡

⑦ 濃度の低いものから順に試料をピペッティングした後入れ､【蛍光]を押した｡

⑧ 値をノー トにメモした｡

⑨ 測定終了後､電源を右から順に切った｡

A-7.3次元細胞浸潤モデルの作成

A-7-I.TypeICollagengel溶液の作成

<使用機器 ･器具 ･試薬>

･Millex-GV (MILLIPORE/Cat.No.SLGVO25LS/孔径 0.22pm)

･strivexGS(MILLIPORE/Cat.No.SVGSBIOIO/孔径 0.22pm)

･15ml遠心管 (住友ベークライ ト/MS-56150)

･50ml遠心管 (住友ベークライ ト/MS-56500)

･cellmatrixTypeI-A (新田ゼラチン/637-00653)

･HEPES2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethanesulfbnicacid
(wako/340-01371)

･NaHCO3 (Wako/038-10531)

･1NNaOH(196-05635/Ⅵねko)

･1NHCl(080-08065N ako)

･10倍濃縮培地(M199借地)(新田ゼラチン/02-069-010)

<準備>

##A.3.0mg/mlpH3.0CellmatrixTypeI-A

試薬B.10倍濃縮培地

試薬C.再構成用緩衝溶液

0.05NNaOH溶液 100mlに対してNaHCO32.2g､HEPES4.77gを溶解させ､

0.22pmフィルターで漉過滅菌を行った｡

※大量に貯蔵しておくと､NaHC03からC02が抜けていくため､5mlずつ分注
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して密封保存しておく｡

<操作>

しっかりと低温状態を保つため､全て氷上操作で行う｡またゲル濃度によって

各溶液の混合量が異なるためTable.A-6-1に従 うこと｡

① A､B､C液を8:日 となるように50ml遠心管内で混合した｡この際 A液

とB液を混合した後にあわ立てないようによく撹拝し､さらにC液を加え

よく混ぜた｡

※色を見ながらpH7.4になるように､緩衝溶液の量で調節する｡あるいは lN

HClやNaOHで調節を行 う.5pl前後を加えながら微調整するとよい.

※あらかじめpH7.3､7.4､7.5の標識標本を水:10倍濃縮培地:緩衝溶液が8:日

となるようにして作っておくこと｡

② M199培地を加え､ゆっくりと振り混ぜた｡

Al7-2.FibronectininTypeI Collagengelまたは BSAintypeI

Collagengel溶液の作成

<使用機器 ･器具 ･試薬>

･Millex-GV (MILLIPORE/Cat.No.SLGVO25LS/孔径 0.22pm)

･strivexGS (MILLIPORE/Cat.No.SVGSBIOIO/孔径 0.22pm)

･15ml遠心管 (住友ベークライ ト株式会社/cat.No.MS-56150)

･50ml遠心管 (住友ベークライ ト株式会社/cat.No.MS-56500)

･cellmatrixType I-A (新田ゼラチン/637-00653)

･HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl)ll-piperazinyl]ethanesulfonicacid
(wako/340-01371)

･NaHCO3 (Wako/191-01305)

･1NNaOH(196-05635N ako)

･1NHC1(080-08065N ako)

･10倍濃縮培地(M199倍地) (新田ゼラチン/02-069-010)

･BSA (Wako/019-07494)

･Fibronectin(三光純薬/341635)

※原液濃度 1g/ml ⇒ M199培地で50pg/mlに希釈して分注後､冷凍庫にて

-20℃で保存｡解凍する際にはゲル化してしまうため振 り混ぜないこと｡
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<準備>

##A.3.0mg/mlpH3.0CellmatrixTypeI-A

試薬B.10倍濃縮培地

試薬C.再構成用緩衝溶液

0.05NNaOH溶液 100mlに対してNaHCO32.2g､HEPES4.77gを溶解させ､

0.22pmフィルターで漉過滅菌を行った.

※大量に貯蔵しておくと､NaHC03からC02が抜けていくため､5mlずつ分

注して密封保存しておく｡

<操作>

しっかりと低温状態を保つため､全て氷上操作で行 う｡またゲル濃度によって

各溶液の混合量が異なるためTable.Al7-1に従 うことO

① A､B､C液を8:1:1となるように遠心管内で混合する｡この際A液とB液

を混合した後にあわ立てないようによく撹拝し､さらにC液を加えよく混

ぜた｡

※色を見ながらpH7.4になるように､緩衝溶液の量で調節する｡あるいはlN

HClやNaOHで調節を行 う｡5ト山前後を加えながら微調整するとよい｡

※あらかじめpH7.3､7.4､7.5の標識標本を水:10倍濃縮培地:緩衝溶液が8:1:1

となるようにして作っておくこと｡

② FNまたはBSA及びM199培地を加え､撹拝 したo

それぞれのゲル濃度の溶液を1.8ml作るとすると､それぞれの溶液の割合は以下

の表のようになる｡

TableA-7-1FN及びBSAinTypeIcollagengel作成

(pl) ゲル濃度 (mg/ml)2.0 1.5 1.0 0.5

CellmatriXⅠ_A 1200 900 600 300

濃縮培地M199 150 112.5 75 37.5

緩衝溶液 150 112.5 75 37.5

M199培地 300 315 690 1065

FNまたはBSA(pl) 360 360 360

※FN または BSA有りの場合 (ゲル作成時は FN 濃度 10pg/ml ⇒ 拡散後は

5pg/ml､BSA濃度 7.5pg/ml ⇒ 1.5pg/ml)
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A-7-3.HPMC-のTGF-β1曝露によるEMTの誘導

<使用機器 ･器具 ･試薬>

･6穴プレー ト (住友ベークライ ト/NS80060)

･TGF-β1(SIGMA/T7039-2-UG)

･M199(SIGMA/F9423)

･FBS(SIGMA/F9423)

<操作>

① 6穴プレー トにHPMCを播種し､subconfluentになるまで培養 した｡

② 0.1%FBS/M199で24時間growtha汀eStした｡

③ 6穴プレー トの培地を吸引し､3穴分に 10ng/mlTGF-β1/0.1%FBS/M199を

2ml/wellずつ加え､48h培養した｡

A-7-4.トランスウェルを用いたHPMCの間質-の遊走モデルの作成

<使用機器 ･器具 ･試薬>

･ ミリセルPCF(膜孔 12pm)(MILLIPORE/PIXPO1250)

･24穴プレー ト (住友ベークライ ト/MS-80240)

･APPEND IXA-5-1で作成した混合用液

･APPENDIXA-5-2で作成した混合用液

･M199(SIGMAM 154)

･FBS(SIGMA/F9423)

･PBS(SIGMjW 8537)

･TRYPSIN-EDTASOLUTION (lox)(SIGMA/T4174)

･血球計算盤

<操作>

① あらかじめ膜を300plのM199で浸しておいた.

② APPENDIXA-6-1またはAPPENDIXA-7-2で作成した1.5mg/mlコラーゲンゲ

ル200ト11を24穴プレー トlowerに加え､均一になるように整えた｡

※ピペットを押し切ると空気が入るため､ゲルに空気が入らないように注

意する事｡

③ 37℃で30分間インキュベ- 上した｡

④ ②で作成したゲル上にAPPENDIXA-6-1で作成した0.5mg/mlコラーゲンゲ

ル200plを積層し､均一になるように整えた｡

87

三 重大学大学 院 工学研 究科



⑤ ①の膜から培地を抜き取り､コラーゲンゲル上-乗せた｡

※膜とゲルの間に空気が入らないように､ゆっくりと乗せる｡

⑥ 0.1%FBS/M199300plを膜に加え､37℃でFNの拡散の場合は48hまたは72h､

BSAの拡散の場合は16hまたは24hインキュベ- 上した｡

⑦ 膜から0.1%FBS/M199を抜き取り､long/mlTGF-β1/0.1%FBS/M199を300pl

加え､プレインキュベ- 上した｡またupperとlower液面が同一になるよう

に､lowerのゲル上部にM199を100plほど加えて調節した｡

⑧ APPENDIXA-7-3で培養した6穴プレー トから培地を吸引し､PBSを加え洗

浄した｡

⑨ 10%trypsinnBSを1ml加え､細胞がはがれているか顕微鏡で確認 した｡

⑩ セルスクレイパーで細胞をはがし､3穴分をまとめて 15ml遠心管に移 した｡

⑪ 750rpm/5分遠心分離を行った｡

⑫ 上澄み液を吸い取り､lmlの 0.1%FBS/M199を加え､細胞懸濁液を作成し

た｡

⑬ 血球計算盤で細胞数をカウントし､1穴当り細胞数が 5万個となるように

upperに播種後､軽くピペッティングを行った｡

⑭ 72h培養した｡

A-7-5.遊走細胞数の計測

<使用機器 ･器具>

･撹拝遠心機 (LABINCO/2790001)

･血球計算盤

･オリンパス倒立型顕微鏡 (OLW US/CK2)

･CollagenaseS-1(Wako/038-10531)

･M199(SIGMA仙蛇154)

･PBS(SIGMAD8537)

･TRYPSIN-EDTASOLUTION (lox)(SIGMA/T4174)

･ディフ･クイック (シスメックス/16920)

<操作>

Iupper側

① APPENDIXA-7-4で培養した トランスウェルのupperから培地を吸い取り､

15ml遠心管に移した｡

② 750rpm/5分遠心分離を行った｡

③ 上澄み液を吸い取り､70pl程度のM199を加え､細胞懸濁液を作成した｡
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※上澄み液の吸い取ったあとに残った液量によって､細胞懸濁液量が多少異

なってしまうため､この際にピペットなどで全容液量を確認 しておくこと｡

④ 血球計算盤にて細胞数を計測した｡

Ⅱ 膜上､膜下

① 膜上､膜下に10%trypsin仲BS溶液に浸し､10分間インキュベ- トをした｡

② プレー トを軽くゆすり､数回膜-ピペッティングを行い､膜上､膜下の液

をそれぞれ 15ml遠心管に移 した｡

③ 750rpm/5分遠心分離を行った｡

④ 上澄み液を吸い取り､70LLl程度のM199を加え､細胞懸濁液を作成した｡

※上澄み液の吸い取ったあとに残った液量によって､細胞懸濁液量が多少異

なってしまうため､この際にピペットなどで全容液量を確認 しておくこと｡

⑤ 血球計算盤にて細胞数を測定した｡

Ⅲ 膜内

① ディフクイック固定液に5回/秒浸した｡

② ディフクイック染色液 Ⅰに5回/秒浸した｡

③ ディフクイック染色液Ⅱに5回/秒浸した｡

④ CAMEDIA (200倍)で染色された細胞数を数えた (10視野)0

※染色液に浸す時間及び回数は染色の度合いを見て､調節すること0

Ⅳ gel

① lower内collagengelをピペットチップでゆっくりとかき回し､細かい断片

にわけた｡

② collagenaseS-1を40pl(最終濃度が0.02%となるように､すなわちゲル 1ml

に対して 100pl)を加え､溶液が全体に浸透するように再びピペットチップ

でかき混ぜた｡

③ 37℃で30分インキュベ- 上した｡

④ lowerからピペットを用いて液を吸い､15ml遠心管に移 した｡

⑤ 750rpm/5分遠心分離を行った.

⑥ 上澄みを吸い取り､M1991mlを加えて､軽くvortexをかけた.

⑦ 750rpm/5分遠心分離を行った｡

※⑥､⑦の操作を2､3回繰り返し､細胞をしっかりと洗浄すること｡

⑧ 上澄み液を吸い取り､M199 70pl程度加え､細胞懸濁液を作成した.

※上澄み液の吸い取ったあとに残った液量によって､細胞懸濁液量が多少異

なってしまうため､この際にピペットなどで全容液量を確認しておくこと｡
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⑨ 血球計算盤にて細胞数を測定した｡

A-8.細胞増殖試験

<使用機器 ･器具 ･試薬>

･6穴プレー ト (住友ベークライ ト/NS80060)

･M199培地 (sIGMA仇蛇154)

･FBS(SIGMA/F9423)

･TGF-Pl(SIGMA/T7039-2-UG)

･FN (三光純薬/341635)

･デジタルカメラCAMEDIAC-3040ZOOM

･位相差顕微鏡 cK2(OLYMPUS/CK2)

<操作>

① 6穴プレー トに10%FBS/M199を2mlずつ加え､プレインキュベ- トした｡

② 75cm2にconfluentに培養したHPMCを継代作業し､細胞懸濁液を作成した｡

③ 血球計算盤にて細胞数をカウントし､5×104個/1穴となるように6穴プレー

トに播種した｡

④ 播種後24h培養し､細胞を接着させた｡

⑤ 培地を吸引後､0.1%FBS/M199を2ml加え24h培養し､Growtharrestを行った｡

⑥ 培地を吸引し､以下の4種類の条件の培地をそれぞれ2ml加えた｡

･10%FBS/M199

･0.1%FBS/M199

･0.1%FBS/M199+long/mlTGF-β1
･0.1%FBSバM199+long/mlTGF-β1+10pg/mlFN

⑦ 位相差顕微鏡で確認 しながら注射針を用いて､それぞれの条件のプレー ト底

面に3箇所ずつ印 (傷)をつけた｡

⑧ 培養 0､24､48､72､96hごとに印を付けた同一部位を､デジタルカメラにて

撮影を行った｡

⑨ 撮影した画像データから細胞数をカウントした｡
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A-9.Fickの拡散方程式による濃度勾配予測

Fickの拡散方程式(1)を初期条件､境界条件を設定することで方程式を解く｡∂C _∂2C
D
at - ax2 - - ¢)

初期条件では､時間0である距離において､濃度は0であると設定した｡

つまり､

C(x,o)-o･････(2)
また､境界条件では､次の二つを設定した｡

(i)ある時間において､距離0の点では濃度は初期濃度のままである｡

C (.,,)-C.･････(3)
(近)ある時間において､距離-の位置では､濃度は0である｡

C(∞,t)-o･････(4)
これらの条件を用い､以下で方程式を解く｡

(1)をラプラス変換することで､

左辺=SX-C(x,.)

初期条件(2)より､

SX=D
d2x

右辺-刀

d2x s

dx2 よって､ dx2 D

d2x

dx2

X=0

この常微分方程式を解くと､

x(x,i,-cleXP(Jf lxIC2eXP｢J Ix

ここで､C1､C2は積分定数であるた め ､それ らを 境 界 条 件 (3),(4)を 用 い て 求める｡
X(0,S)-C1+C2-C(0,S)=Co

x(-,り - CleXP｢J吾 l
× ∞ +0=0

これらより､ C1-0 C2-Co
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よって､

x(x,I,-cexp｢一店 Ix･････(5)
(5)を(Ⅹ,t)領域に逆変換する(MArHEMATICSOFDIFFUSIONtable2.2参照)0

解は､ C'x,t'-coerfc( erfc-error function

となる｡

この式に､ 時間(S)､距離(cm)､濃度､拡散 係数(cm2/S)を代 入することによ り､何 時間
後にどれぐ らいの濃度勾配が形成されてい るかをグラフ化 することが できる｡

errorfunctionの表を以下に記した｡

TableA-9･1errorfunction表

X er氏(Ⅹ) X er氏(Ⅹ) x erfc(x) x erfc(x)

0 1 0.55 0.436677 1.1 0.119795 2.1 0.002979

0.05 0.943628 0.6 0.396144 1.2 0.089686 2.2 0.001863

0.1 0.887537 0.65 0.357971 1.3 0.065992 2.3 0.001143

0.15 0.832004 0.7 0.322199 1.4 0.047715 2.4 0.000689

0.2 0.777297 0.75 0.288845 1.5 0.033895 2.5 0.000407

0.25 0.723674 0.8 0.257899 1.6 0.023652 2.6 0.000236

0.3 0.671373 0.85 0.229332 1.7 0.01621 2.7 0.000134

0.35 0.620618 0.9 0.203092 1.8 0.010909 2.8 7.5E-05

0.4 0.571608 0.95 0.179109 1.9 0.00721 2.9 4.llE-05

0.45 0.5245180.5 0.4795 1 0.157299 2 0.004678 3 2.21E-05

(MATHEMATICSOFDIFFUSIONtable2.1参照)
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A-10.WesternBlotting
◎目的
目的のタンパク質を電気泳動による分離と抗原抗体反応の組み合わせで高感度に検出し､

定量する方法

◎操作の流れ

1.細胞からタンパク質の抽出

t
2.タンパク質の定量(BCA法)

t
3.SDS-PAGE *電気泳動で分子量ごとに分離させる

t
4.ウェスタンブロッティング *ゲル中のタンパクを膜に転写させる

t
5.一次抗体 *目的のタンパク質を特異的に認識させる

t
6.二次抗体

t
7.バンドの定量

◎測定の原理

･BCA法

蛋白はアルカリ溶液中で2価の銅イオンに作用し､1価の銅を生成させます｡この1価の銅イ

オンが2分子のBCA(BicinchoninicAcid)分子と錯体を形成し紫紅色を発します｡その際の

吸光度を測定することでタンパク質濃度を求める

･SDS-PAGE

sDSは水溶性タンパク質 1g当たり約 1.4g結合してSDS-タンパク質複合体を形成します｡タ

ンパク質分子自身が持つ電荷はSDSとの結合によってほとんど打ち消されている｡また､還

元剤である2-メルカプトエタノールによってタンパク質の S-S結合(ジスルフィド結合)が切

断され､SDSが結合したタンパク質の形状はほぼ直鎖状になっているため､タンパク質分子

の本来の形状は移動速度に影響を及ぼさない｡これらのことから､ゲル内でのタンパク質の

移動のしやすさは分子の大きさとそれに比例した負電荷の量にのみ左右され､分子量に従

って分離することができる｡
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A-10-1.細胞からのタンパク抽出

〔使用器具･試薬〕

･タンパク抽出液､PBS(冷やした物)､phosphataseinhibitor､proteinaseinhibitor､セルスクレ

ーパー､遠心分離機

〔操作〕

① 培地を吸引し､冷やしたPBSで洗浄する｡

② タンパク抽出液を300Lll加えて､そこにphosphataseinhibitor､proteinaseinhibitorをそれ

ぞれ 1Lll加えて､10分間振返する.

③ セルスクレーパーで細胞をしっかりと剥がし､1.5mlのアシストチューブに溶液を移す｡

④ 4℃の遠心分離機で 15000rpm､30min遠心分離する｡

⑤ 上澄み溶液だけをできる限り取り出し､500mlのアシストチューブに移し替える｡

⑥ -80℃の冷凍庫に保存する｡(保存前にBCA法を行っても良い)

※

保存の際には､用いた細胞､実験条件､実験日などをシールに記載し､はっておくと良い

A-10-2.タンパク質の定量pCA法)

〔使用器具･試薬〕

･spectrophotometer(SmartSpecTMplus,BIO-RAD)

･ビシンコニン酸､酒石酸ナトリウム､Na2CO3､NaOH､NaHCO3､硫酸銅(Ⅱ)5水和物

〔操作〕

①A溶液､B溶液をそれぞれ作製する｡

･A溶液 (数ヶ月室温保存1

ビシンコニン酸

酒石酸ナトリウム

Na2CO3

NaOH

NaHC03

DW

CuSO4･5H20 4g

DW 1OOml

100mlにメスアップ後NaOHを加え､

pHll.25にする｡
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② スタンダード(1mg/mA BSA)を作製し､下表のように加える｡

1… g′… 一BSA DVV 言式験 管 1本 当 た り
(〟 l) (〟 l) の BSA量 (〟 l)

○ 10 ○

2 8 2

4 ら 4

ら 4 ら

8 2 8

③A溶液とB溶液を50:1で混合する｡

④ サンプルとスタンダードをそれぞれ 10plずつアシストチューブにとり(各サンプル 2本ず

つ)､(3)で作製した溶液を100pずつ加える.

⑤ ボルテックスで摸拝する｡

⑥ 37℃､30分で静置する｡

⑦ oD562を測定する｡

⑧ タンパク質濃度を横軸､吸光度を縦軸にとり､検量線を作り､総タンパク質量を測定す

る｡

*sDeCtrOt)hotometer(SmartSDeCTMplus,BIO-RAD
1.電源を入れる

2.九を押す

3.e山erを押す (波長の読み取り1)

4.波長を562mmに設定する

5.enterを押す (バックグラウンド読み取りをひきますか No)

6.select-e山erを押す (繰り返して読むサンプルはありますか YES)

7.enterを押す (試料の反復番号 3)

8.セルにBla止(A液+B液)を10叫1入れ､ReadBlankを押す

9.→を押す

10.試料を戻して､セルを脱イオン水で洗浄し､脱イオン水を取り除く

ll.セルに試料を入れ､ReadSampleを3回押す

12.試料を戻して､セルを脱イオン水で洗浄し､脱イオン水を取り除く

13.10-11を繰り返す
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A-10-3.SDS-PAGEによる蛋白質の分離

〔使用器具･試薬〕

･ゲル板(前面ガラス板､ミミ付ガラス板)､シリコンガスケット､プラスチック製クリップ､コ-ム､

電気泳動槽(AE-6410型,ArTO)､電源装置(クロスパワー500,ArTO)

･Tris(トリスヒドリキシメチルアミノメタン)､SDS(ドデシル硫酸ナトリウム)､HCl､アクリルアミド

(wako)､Bis(N.Nリ チレンビスアクリルアミド)(Wako)､APS(過硫酸アンモニウム)､グリシ

ン､BPB(プロムフェノールブルー)､2-メルカプトエタノール､グリセロール､

TEMEDP,N,N',N'-テトラメチルエチレンジアミン)､分子量マーカー(HMW SDSMarker

Kit,Amersham)､MagicMarkXPウェスタンプロテインスタンダード(Invitrogen)

〔操作〕

1)電気泳動用試薬の調製

･1.5MTris-ECl(pE8.8),0.4%SDS
Tris54.5g､SDSl.2gを脱イオン水に溶かし､5NHCl(約 17ml)を加えてpH8.8に合わせ､脱

イオン水で300mlにメスアップする｡

･0.5Mn.is-ⅡCl(pⅡ6.8),0.4%SDS
Tris6.0g､SDSO.4gを脱イオン水に溶かし､5NHCl(約 9ml)を加えてpH6.8に合わせ､脱イ

オン水で 100mlにメスアップする｡

･30%アクリルアミド溶液

アクリルアミド58g､Bis2.0gを脱イオン水に溶かし､脱イオン水で200mlにメスアップする｡

･0.4%SOS

SDSO.2gに脱イオン水 50mlを加えて溶解する｡

･100/OAPS

APS0.1gに脱イオン水 lmlを加えて溶解する｡

･泳動バッファー

Tris3.0g､グリシン14.4gを脱イオン水に溶串､し､脱イオン水で1000mlにメスアップ する｡そ

の後､SDSl.Ogを加え､溶解させる｡

･サンプルバッファー

0.5MTris-HCl(pH6.8)2m1､0.4%SDS4m1､2-メルカプトエタノール 1.2ml､グリセロール

2ml､脱イオン水 0.8m1､0.1%BPB数滴を混ぜる｡

..LFJ ,.,.Lj;LALA. ∫.LJLjLJ†7
∴信輔 露表 震こ∴ よ:._

runninggel
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2)ゲル板の組み立て

① 前面ガラス板とミミ付ガラス板､シリコンガスケットをエタノールで拭く｡

前面ガラス板

コ-ム

ミミ付ガラス板 シリコンガスケット

クリップ

② ミミ付ガラス板にシリコンガスケットをセットし､前面ガラス板をのせて､クリップでとめる｡

∵

J････
･-･]I
..I
･
L.

-1
暮
-I_

E

.I.I-

.▲■■14TJ

r'-I
T
I.･トー
7
Lll一山hrヽ

JI->IJ
rTl
一気

Ii
,I,-A

③ コ-ム(co血b)を差し込み､コ-ムの下底から5mmのところに目印を入れる｡
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3)mminggel､st礼ckinggelの作製

REAGENT アクリルアミド濃度(%)
Runnnlnggel Stackinggel

5% 7.5% 10% 12.5% 4.5%

分画分子量範囲 30-200kDa 40-200kDa 20-130kDa 14-80kDa -

30%アクリルアミド溶液 2.OmJ 3.0m) 4.Oml 5.Oml 0.9mI

1.5MTris-HCl(pH8.8),0.4%SDS 3.Oml 3.Oml 3.Oml 3.Oml -

0.5MTris-HCl(pH6.8),0.4%SDS - - - - 1.5ml

APS 120〟I 120〟l 120〟l 120〃l 60〟l

TEMED 12LL] 12〟l 12〟l 12〟l 6〟l

脱イオン水 7.Oml 6.Oml 5.Oml 4.Oml 3.6ml

TotalVo山me 12.Oml 12.Oml 12.Oml 12.Oml 6.Oml

* 目的とするタンパク質の分子量に対応して､ゲル濃度を決定する0

* 表はゲル 1枚分の量を示している｡

* アクリルアミドのモノマーは神経毒であるので､試薬を扱う時は手袋､マスクを着用する｡

① mminggel溶液､stackinggel溶液を上の表に従って作成する｡(但し､TEMEDはこの

時点では加えない)

②mminggel溶液をアスピレーターで脱気する｡(1-2時間程度)

③ 脱気後､TEMED12plを加え､軽く混ぜる｡

* 微量なのでピペット操作は要注意｡

④ 素早く､2)で準備したゲル板の目印のところまでmnninggel溶液を入れる｡

* フラスコから直接注ぎ込む｡

⑤ ピペットで脱イオン水をゲル液面上に重層する｡

⑥ ゲル化するまで静置する｡(1時間程度)

* アクリルアミドは20℃以下では重合しにくいため､室温に注意｡(特に冬期は注意)
* ゲルと水の界面ができていればゲル化しているので､水を捨ててキムワイプで軽く拭

く｡

⑦ ゲル化させている間にstackinggel溶液をアスピレーターで脱気する｡

⑧ 脱気後､TEMED6plを加え､軽く混ぜる｡
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* 微量なのでピペット操作は要注意｡

⑨ 素早く､ミミ付ガラス板の切り欠きの少し下までstackinggel溶液を入れる｡

⑩ コ-ムを気泡が入らないように差し込み､1時間静置してゲル化させる｡

* コ-ムを両手で持ち､水平に差し込む｡

4)各ウェルにローディングする試料溶液の調製

① 各ウェルに加えるタンパク量に相当する試料の体積をBCA法により測定した濃度から

算出する｡

② ①で算出してタンパク量とサンプルバッファーを1:1で混合する｡

③ ボルテックスで摸拝する｡

④ 100℃の熱湯で3分間ボイルする｡

⑤ ボルテックスで摸拝する｡

5)電気泳動

① 電気泳動槽に底から(陽極側)泳動バッファーを入れる｡

② ゲル化したらコ-ムをそっと抜き取る｡

③ クリップとシリコンガスケットを外し､ゲル板を締め付け具に固定し､電気泳動槽に入れ

る｡

④ ゲルの上部(陰極側)が十分に浸るぐらい電解槽液を入れる｡

⑤ シリンジを用いて､ウェルを電解槽液で洗浄する｡

⑥ サンプルをピペットでウェル内にゆっくり注入する｡

* ガラスにマジックでサンプル番号を書くと見やすい｡

* 分子量マーカーはサンプルバッファーを加えずに､分子量マーカー5Lll注入.

Magicmarkerは､最終的に発現物質の分子量を確認しなければならない時に3pl流

す｡

⑦ 電極端末を接続し電源を入れ､ゲル 1枚のときは15mAの定電流で､ゲル2枚のとき

は30mAの定電流で泳動する｡

*BPB線がゲル下端から5mmの位置にくるまで泳動する｡
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A-10-4.ゲル(膜)の染色 (cBB染色)

〔使用試薬〕

メタノール､酢酸､CBB-R250(クマシーブリリアントブルー)

〔操作〕

1)試薬の調製

･染色液 → 室温で保存&再使用

CBB-R2502.5g､メタノール 500ml､酢酸50ml､脱イオン水450ml

･脱色液 → 室温で保存

メタノール 50ml､酢酸70ml､脱イオン水880ml

2)操作

1.電気泳動の終わったゲルを染色液に入れる｡

2.室温で 15分間振塗する｡

3.膜を染色する場合は､数十秒振塗する程度でよい｡

4.染色液をビンに戻し､脱色液を少量入れる｡

5.容器を軽く揺すり､染色液をすすぎ､脱色液を捨てる｡

6.脱色液をたっぷり入れて､キムワイプを2,3枚脱色液に浸けこむ｡

7.脱色の際にキムワイプを適宜交換することで､脱色を早くすることが出来る｡

8.室温で数時間～一晩振塗する｡

9.膜の場合は乾燥させることでバンドが確認できるため､冷風などで膜を乾燥させ

る｡
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A-10-5.ゲルから膜-の転写(westernblotting)

〔使用器具･試薬〕

･pvDF膜(ポリフッ化ビニリデンメンブレン)､ブロッティング漉紙､ブロッティング装置

･Tris(トリスヒドリキシメチルアミノメタン)､メタノール､6-アミノカプロン酸

〔操作〕

1)試薬の調製

･A溶液(0.3%MTris 5%メタノール溶液)

Tris3.6342gを脱イオン水50mlに溶かし､5mlのメタノールを加えて､最後に脱イオン水を

加えて計 100mlとする｡

･B溶液(トランスファーバッファー )

まず､10Ⅹトランスファーバッファー(Tris:15.15gグリシン:72.05gSDS:0.5gを500mlの脱イ

オン水に溶かす)を作成する｡

その後､10Ⅹトランスファーバッファー:50ml+メタノール:100ml+脱イオン水:350mlを混

ぜる｡

･C溶液(25mMTris 40mM6-アミノカプロン酸 5%メタノール溶液)
Tris0.3029g､40mM6-7ミノカプロン酸 0.5247gを脱イオン水50mlに溶かし､5mlのメタノ

ールを加えて､最後に脱イオン水を加えて計 100mlとする｡

2)Westemblotting

① 電気泳動終了前に､PVDF膜をmnninggelと同じ大きさに切り､メタノールに30秒ほ

ど浸し､次にB溶液に浸し30分ほど振塗させる｡

② さらに､電気泳動終了前に､ブロッティング漉紙6枚をmminggelと同じ大きさに切り､

A溶液に2枚､B溶液に1枚､C溶液に3枚浸す｡

③ 電気泳動終了後､ガラス板の隙間にスパチュラを差し込み､この原理でガラス板をは

がす

④ st礼ckinggelを取り除き､mnninggel部分のみにして､脱イオン水で軽く洗浄した後､B

溶液に10分間浸す｡

⑤ 準備してあったブロッティング漉紙で､まず A溶液に浸した漉紙 2枚をブロッティング

装置にのせる｡さらに､B溶液に浸した漉紙 1枚､pvDF膜､ゲル､C溶液に浸した漉

紙 3枚の順に上-重ねる｡

⑥ グローブをはめ､手のひらで全体を押しつぶすように気泡を抜き､膜とゲルを密着させ

る｡

⑦ 一番上の櫨紙にC溶液をかけ､陰極板をセットし､リード線をつなぐ｡

⑧ ゲルの面積 1cm2あたり2mAの定電流で約40分間ブロッティングする｡

⑨ 膜を脱イオン水で軽く洗浄し､乾燥させる(overnight)0
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A-10-6.抗体処理

〔使用試薬〕

･pvDFBlockingReagentforCanGetSignal(東洋紡)､pBS､TritonX-100､PBS粉末､

ImmunoreactionEnhancerSolution1(東洋紡)

β-actinの場合:RabbitpolyclonaltobetaActin､HRp-Goatanti-RabbitlgG(H+L)

α-sMA の場合:Rabbitpolyclonaltoalphasmoothmuscleactin､HRp-Goatanti-Rabbit

lgG(H+L)

〔操作〕

1)試薬の調製

･PBS

pBS粉末を脱イオン水に溶解して全量を1000mlにする｡

･0.1%PBST

PBSltにTritonl.Omlを加える.

･一次抗体

ImmunoreactionEnhancerSolutionl(東洋紡)1mlに一次抗体 1plを加え1000倍希釈する.

(α-sMAの場合は､Solutionlを1mlに対して一次抗体2plを加える.)

2)操作

① PVDFBlockingReagentforCanGetSignalをサランラップに3ml置き(膜の大きさで量

を調節)､タンパク面を溶液に浸してサランラップ を包み､常温で 20分ブロッキングす

る｡

②pBSTで5分洗浄を3回繰り返す｡(室温)

③ サランラップにパラフイルムを乗せ､その上に一次抗体溶液を乗せ､タンパク面を溶液

に浸してサランラップを包み､4℃でovernight｡

※一次抗体を良く結合させたい場合はovernight｡時間を短縮したい場合は､常温で 1時

間静置して､次の作業を開始する｡(overnighを推奨)

〔操作〕

1)試薬の調製

･二次抗体

ImmunoreactionEnhancerSolution2(東洋紡)2mlに HRP標識二次抗体(HRp-Goat

anti-RabbitlgG(H+L))を叫 加え､2000倍希釈する｡
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･ECL

l液と2液を必要量とる｡測定直前に混ぜる｡

*アルミで遮光､氷上

*1液と2液は等量混ぜ､0.125ml/cm2を目安にECLの量を決める｡

2)操作

①pBSTで5分毎に3回洗浄｡(バックグラウンドに影響するため､しっかりと洗浄すること)

② サランラップにパラフイルムをセットし､その上に二次抗体溶液を乗せてタンパク面を

重ねるようにしてPVDF膜をのせ､室温下で15分静置させる0

* 抗体溶液が移動しないように水平にセットする｡

③ (Dの操作を行う.

A-10-7.バンドの定量

〔使用器具･試薬〕

･ルミノイメージアナライザー(LAS-4000miniEPUVFUJⅣmM)

･ECL(EnhancedChemiLuminescence)

〔操作〕

① 洗浄した膜をラップ上にのせる｡

②ECLの1液､2液を混ぜ､膜上に添加する｡

*3分間静置させる｡
③ 新しいラップ上に膜を移し､ラップ で包み込む｡

*しわがつかないように包む

④光にさらさないように箱に入れて､ルミノイメージアナライザーの場所-行く｡

[ルミノイメージアナライザーの操作方法]

※予約表と使用表に名前などを記載すること(ルミノイメージアナライザーの横のファイル

に紙が入っている)

① 装置の電源と､コンピュータの電源を付ける｡

② ルミノイメージアナライザーのアイコンを選択し､装置が-25℃に設定されるまで待機｡

③ 膜をセットする｡

※分子量マーカーが真っ直ぐ縦になるように膜をセットすると定量化の際便利

④ Method/Traypositionを選択し､Chemiluminescence､EPIにチェックが入っていること

を確認する｡

⑤ Traypositionを､選択したポジションの番号にチェックを入れ､OKを押す｡

⑥ Focusingを選択し､明るさや焦点を合わせる｡
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⑦ ExposureTypeをprecisionあるいはIncrementを選択｡

precision:光を指定時間照射し､1枚だけ写真を撮影する

Increment:指定時間毎に写真を撮影し､画像を積み重ねていく

⑧ 時間を指定し､Startを押す｡

⑨ 画像を保存する際､1枚目から最後の画像までを保存するように指定し､Nextを押し､

保存先を指定した後に8bitTifffileに保存方法を変更して保存する｡

⑩ USBに画像を入れて持ち帰る｡

*ImageJによる定量方法
<使用方法>

① 四角くレーンを選択する(できるだけ小さく囲う)

② Analyze⇒ Gels⇒ SelectFirstLaneを選択

③ Analyze⇒ Gels ⇒ SelectSecondLaneを選択し､次のレーンを選択

④ 測定したいレーンを②を繰り返す

⑤ Analyze⇒ PlotLaneを選択

⑥ グラフ化されて表示される

面 調べたい部分の面積をクリックすることで面積が表示される

⑧ コントロールを1として比でグラフ化を行う

FiIB Editlmagc Procoss

白虫垂gb也二通±
Poi州seLechns

NeaSLJrB C桝◆M

Ama恢eParUcles...

Summa佃e
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Calibrale.‥

Histogram CW+H
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SLJ向cePIDL.

ToDIs I SelecINedLarle Clrl+2

FIlotLarLes Clrl+3

ResetCouner

LabolPoaks
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i
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結果例

A-ll.MTT試験

[原理]

MTTl3-(4,5-dimethylthiaz0-2,5-diphenyltetrazoliumbromide);C18H16N5SBr(分子量414.3)]

等のテ トラゾリウム塩はミトコンドリアの酸化的リン酸化反応である TCA回路の脱

水素酵素(コハク酸脱水素酵素)の基質である｡ ミトコンドリアは､真核細胞の細胞質

中に見られる小器官であり､酸化的リン酸化反応によるエネルギー産出の場として重

要な役割を担っている｡活発に活動 ･増殖する細胞はエネルギー産出量が多くなる｡

細胞が活発であれば､細胞がより多く分裂するために酵素活性が高くなり､MTTを

多く分解する｡MTTは分解されると青紫色のホルマザンに変化するので､吸光度を

測定すれば生存細胞数や細胞-の毒性傷害効果を定量することができる｡本実験にお

いては､播種細胞数をほぼ一定の条件にし､常に異なる培地で細胞培養を行ったので､

MTT法によって得られた値は細胞活性を示すものとする｡

[使用装置 ･器具 ･試薬]

･co2インキュベーター (池本理化工業株式会社)

･浸透機 (MICROTUBEMIXER) (TAlTEC)

MicroplateReaderModel550 (BIO-RAD)

96穴プレー ト (Cat.No.MS-8096F/SUMILON)

オー トクレーブ滅菌済みクリーンベンチ内器具

各種ピペットおよびチップ
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●

●

[操作]
1)

パスツーノレ

吸引ポンプ

エルマ血球計算盤 (Ema)

CellProliferationKitI(MTT) (Cat.No.1465007瓜oche)

> 1液 (MTTlabelingreagent)

> 2iG (solubilizationbuffer)

96穴プレー ト-の播種 ※周 りの36穴は利用しないこととする

① 10%FBS/M199を37℃/5% CO2インキュベーター内で 100plプレインキュ

ベ- 上した｡

② HPMCを5×103個/well播種するo

③ 37℃/5%CO2インキュベーター内でコンフルエントになるまで培養する0

2) 試験

① 実験条件に合わせてTGF-β1,RGDSを細胞に曝露する｡

② 実験条件が整い次第､MTTl液(MTTlabelingreagent)を10pl/well添加する.

③ 37℃/5%CO2インキュベーター内で4時間培養する｡

④ MTT2(Solubilizationbuffer)液を100pl/well添加し､10分間振動させる.

⑤ 37℃/5%CO2インキュベーター内でovernight静置する｡

⑥ MicroplateReaderを用いて､測定波長 550nmの吸光度を測定する｡
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B-1.滅菌について

<高圧蒸気滅菌>

高圧蒸気滅菌(オートクレーブ)は､滅菌したい器具を専用の滅菌缶や金属缶､ケース

などに入れ､滅菌テープで封印し､121℃/20分にて行う｡滅菌後は 50度のオーブン

に入れ､乾燥 ･保管する｡

液体の高圧蒸気滅菌は専用の耐圧ビンに入れて行う｡但し､液体は全体が均一な温

皮(121℃)になるまで時間が掛かるため､通常の器具滅菌の場合よりも lLあたり20

分程余分に行う｡

<乾熱滅菌>

乾熱滅菌も滅菌したい器具を専用の滅菌缶や金属缶に入れて行う｡ピペットの場合

は吸入口に専用の綿を詰め､滅菌缶に入れて滅菌する｡その他のガラス器具などは口

にアルミホイルで蓋をし､そのまま滅菌する｡乾熱滅菌の温度と時間は以下の通り

(Table.B-2-1)o

一般的な滅菌 RNase斤eeにするための滅菌

160-170℃/2-4h 180℃/8h以上(oVerNight)

もしくは もしくは

Table.B-2-1乾熱滅菌

※ 乾熱滅菌は冷めるまでが滅菌なので､必ず冷めるまでまつこと｡

※ 高圧蒸気滅菌と乾熱滅菌のいずれの場合も､必ず滅菌対象の材質･耐熱温度を

確認すること｡ 機器の損傷の恐れもある｡

<ガス滅菌>

高温耐性のない器具を滅菌する際に使用する｡滅菌対象物とガスのバイアル瓶を

専用の袋に入れて､密封後のガスのバイアル瓶を折り､ガスを充満させる｡この

ガスは人体にも有害であるため､作業は必ずドラフト内で行い､開始後2週間程

度 ドラフト内に放置する｡

<Uv##>

クリーンベンチは使用後に必ずUv滅菌灯を点灯し､ベンチ内を殺菌した｡そ
の際､ベンチ内のプラスチック製品は全てアルミホイルで巻くこと｡
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<主要器具の滅菌方法>

○クリーンベンチ内器具一式

･ ピンセット×1

･50m1､100mlビーカー×各 1

･シャーレ×2

① ブラッシングにより洗浄後､水洗いし､蒸留水で軽くリンスした｡

② 滅菌缶に器具を詰め､滅菌テープで封印し121℃/20分にて高圧蒸気滅菌を行った｡

○手術器具一式

･ ピンセット(拘つき)×1､(拘無し)×3-4

･ハサミ(直､先丸)×各 1

･紺子×1

･滅菌糸(20cm程度のもの)×20

専用の金属 トレイに器具を詰め､滅菌テープで封印し､121℃/20分にて高圧蒸気滅菌

を行った｡

○チップ､ReactionTubewithCap(PCR専用チューブ)

専用のケース､金属缶に詰め､滅菌テープで封印し､121℃/20分にて高圧蒸気滅菌を

行った｡詰める作業は必ず手袋を着用して行った｡

010mlピペット､パスツールピペット

①20倍希釈の無リン洗剤に約 24時間浸漬後､約 24時間水洗いした(浸漬液は 2

ケ月毎に交換した)0

②水気を取り､10mlピペットは吸入口に綿栓をし､滅菌缶につめた｡パスツール

ピペットは綿栓をせずに3本毎にアルミホイルで巻いて滅菌缶につめた｡

③180℃で4時間乾熱滅菌した｡

○ゲル作製用三角フラスコ､メスシリンダー

①ブラッシングにより洗浄後､水洗いし､蒸留水で軽くリンスした0

②乾燥後､口に7cm四方程度のアルミホイルで蓋をした｡

③そのまま 180度/overNightにて乾熱滅菌を行った｡
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B-2.Primeri

本研究にて使用したPrimerの詳細を以下に示す｡

Primer Sequence Cycles Size(bp)

GAPDH Sense 5'一ccTGCACCACCAACTGCTTAGCCC-3' 29 322

antisense 5'-GATGTCATCATATTTGGCAGGTT-3'

Snail Sense 5'-TCAGACGAGGACAGTGGGAAAG-3' 38 487

●ant-Sense 5'-TAGGACCAGAGGTTGTFTTTFC-3'

E-cadherin Sense 5'-TCCCATCAGCTGCCCAGAAAA-3' 36 500

※primerの作製はInvitrogen株式会社に外注した｡

B-3.RTnCR プログラム

本研究に使用したRT及びpCRprogramの詳細を以下に示す｡

<RTprogram>

Program Step Temp/Time

RTprogramOl 1 95.0℃/5min

Hold 4.0℃/の

RTprogramO2 1 20.0℃/20min2 42.0℃/40min

3 95.0℃/5min
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<PCRprogram>

Primer Cycles Step Pre-PCR PCR-cycles Post-PCR

GAPDH 29 denature 94.0℃/5min 94.0℃/30sec 94.0℃/40secannea ling 60.0℃/lmin 60.0℃/lmin 60.0℃/10min

extension 72.0℃/1min 72.0℃/1.5min -

Hold - - 4.0℃/-

Snail 38 denature 95.0℃/3min 94.0℃/lmin -annealing - 55.0℃/lmin -

extension - 72.0℃/lmin 72.0℃/10min

Hold - - 4.0℃/め

E-cadherin 36 denature 95.0℃/3min 94.0℃/lmin -annealing - 55.0℃/lmin -

extension - 72.0℃/lmin 72.0/10min

※ 出展はPrimerと同様(B-4.PrimerList参照)0

Bl4.本研究で使用した試薬について

<FBSの不活化 ･分注 ･保存>

① -20℃にて凍結保存されているFBS(500ml)を 37℃のウオーターバスに浸け､振り

混ぜながら溶かした｡

② 完全に溶かし終えたら､数回振り混ぜた｡

③ 55-56℃のウオーターバスで30分加熱した｡

④ sTERICUPTMにてフィルター滅菌し､30mlアシストチューブに20～25mlずつ分注

した｡作業はクリーンベンチ内､滅菌操作で行った｡

⑤ -20℃の冷凍庫にて保存した｡

※分注後初めて解凍､使用する場合は､必ずvortexにかけることo

<ITS>

ITS(粉末状)の瓶にDEPC処理水50mlを入れ､擾拝､溶解させたものを分注した｡

<HC>

HCの粉末2mgを量り取り､無水EtOHとDEPC処理水をそれぞれ lmlずつ加えて溶

解させたものをMILLEX⑧GPにて漉過､分注した｡
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<DEPC処理水の作製>

① Milli-q水を密閉できるガラス瓶(青蓋の500mlメディウムビン)に入れた｡

② 500mlのMilli-Q水に対しDEPCを500pl(0.1%)加えて､蓋をきっちり閉めてよく

振り混ぜた｡

※DEPCは発癌性があるため､この作業は全てドラフト内で行うこと｡

③ そのまま37℃のオーブン内に入れ､2時間加温した｡30分に一度振り混ぜた｡

※ 振り混ぜることで瓶の蓋や首の部分､液体内に DEPCが均一に広がり､全体

のRNaseを失活させる｡

④ 瓶の蓋を十分緩めて､121℃/40分(1分あたり500mlの場合)高圧蒸気滅菌にかけた｡

※高圧蒸気滅菌をすることによりDEPCを除去する｡滅菌後にもDEPCの臭いが残っ

ている場合は､もう一度高圧蒸気滅菌を行う｡

※DEPCは発癌性であるため､むやみに蒸気を吸わないように気を付けること｡また､

滅菌装置内に溜まった水は､気化して抜けたDEPCが溶け込んでいるため､その排水

は責任をもって処理すること(大量の水と共に排水口-)0

<RandomPrimers､各primerについて>

これらのStockSolution(S.S)は粉末状の試薬にDEPC処理水を適宜加えて作成した｡

詳細は添付の取扱説明書に従った｡

<滅菌水の作製>

① 脱イオン水を密閉できるガラス瓶(赤蓋の lLメディウムビン)に入れた｡

② 蓋をきっちり閉めた後､滅菌テープで封印し､121℃/40分にて高圧蒸気滅菌を行

った｡
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