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1． 背景

　 生 体 内 の 細胞や組織は，絶えず，何 らか の メ カ ニ カ ル ス

トレ ス （機械 的 刺激 ） を 受 け て い る．こ れ らは 生 体 の 動 作

や 重 力 な どに 起 因 し，適 度 な 刺激 は 細 胞 や 組 織 に とっ て 重

要 か つ 不可欠な もの で あ る．例えば血管内皮細胞 は，血流

に よ る剪 断応 力 や拍 動 に よ る 引張 刺 激 が負荷 され て い るが ，
こ れ らの 物 理 的 刺 激 に 血 管 内皮 細 胞 は 応答 し，機能を維持

す る こ と が 知 られ て い る．

　 外 部 刺 激 を 受 け て か ら形 態変化や遺伝子発現な ど長期的

応答 を示 す ま で ，細胞内で は 各種 タン パ ク の 活性化が ドミ

ノ 倒 しの 如 く起 こ る が，各 イ ベ ン ト間で は メ ッ セ ン ジ ャ
ー

（細胞 内情報 伝 達物 質）の 動きが シ グ ナ ル の 役 目 を 果 た す．

そ の メ ッ セ ン ジ ャ
ー

と して よ り重 要 視 され て い る も の に

Ca2＋

が あ り ， 生 理 活 性 物 質や メ カ ニ カ ル ス トレ ス に 対 して ，
細 胞 が そ の 内 部で 濃度を上 昇 させ る こ とが 分 か っ て い る．

　患者本人 の 細胞 か ら組 織 や 臓 器 を 再 構 築 させ よ う とい う

再 生 医療 で は，組織再生 の 確実性 ・迅速性 が 求められ る．

それ に は，極力生体内 に近 い 環境 で の 細胞培 養 が 不 可欠 で

あ り ， 前述 の よ うな メ カ ニ カ ル ス ト レ ス が 必 要 で あると考

え られ る こ とか ら．細胞培養 への メ カ ニ カ ル ス ト レ ス の 適

用 が 期待され て い る，しか し な が ら，細 胞 応答 の メ カ ニ ズ

ム は 勿論 ， 細 胞 の メ カ ニ カル ス トレ ス 感知機構 の 特定 は未

だ 達成 され て い ない ．

　細 胞 膜 に は EGF 受 容 体 （琶pid  al　 Growth　 Factor

R   eptor ；EGFR ）が存在す る．EGFR は 分子 量 17 万 の ポ リペ

プ チ ド単鎖 で，細胞 外 部 位 に EGF が結 合す る と，細 胞 内側

の チ m シ ン キナ ーゼ 部位 が 活性化 され る．こ れ が分化 ・増
殖 の 制御 に あた る ERK （Extracellular。signal　Regulated　prote血
Kinase）の 活 性 化 に 繋が る と され る ．そ の

一方 で ，周期的引

張刺激 に よ っ て ERK が 活性化 され る との 報告があ り
1），1

回 1 回 の 引張 刺 激 に 対 し ERK 活 性 化 の 上 流 に 位置す る

EGFR が 活 性 化 され て い る 可 能性 が あ る こ とか ら．本研究

で は EGFR に 着 目す る こ と と した．

2． 目的

　血管内皮細胞 に
一

軸 の 引 張 変 位 を 負 荷 す る と同 時 に 細 胞

内 CaV 濃度変化 の リア ル タ イ ム 観察 を行 い ，単発 の 引 張剃

激 に 対 し て EGFR が活性化 され る か ど うか 検証す る．

3．1　細胞 の 培 養

3。 爽験方法

　細 胞 は ヒ ト臍 帯 静脈 内 皮 細 胞 （Human 　 Umbilical　 Vein
Endothclial　Cell；HUVEC ）を 用 い ，専 用 培地 EGM −2 中 に お い

て ，5ef。CO2存在下
・37 ℃ で 培養 した．継代 は ，70〜90 ％

コ ン フ ル エ ン ト に な っ た フ ラ ス コ 中 の 細 胞 を

0．05 ％Trypsin溶 液 に よっ て 剥 離 させ ，必 要な 細 胞 数 だ け採

取 して 新 た な フ ラ ス コ に播種する こ と で 行 っ た．

3．2　シ リコ ン容器製作 ・細胞の 播種

2 鯒 の シ リ コ ン ラ バ ー
（5  厚 と 50ym 厚 ｝を Fig．1の よ

うな形状 に加 工 ，貼 り合 わせ て 製 作 した容 器 を オートク レ

ープ （高温 高圧 滅菌） した．乾燥後，細胞接着性 タ ン パ ク

質 ラ ミ ニ ン で 表面 を コ
ー

テ ィ ン グし
，

一
昼 夜 乾 燥 させ た．

更 に 培 地 で洗 っ た後 ，HUVEC を 4 万 cellslcm2 　rs種 し た．

無…

、翻 鞦

Fig．1　Silicone　chamber

Cells　were 　cultured 　in征1e　s（四are

spaoe ，1c ロ置 on 　a　side ．

（bar＝10m ）

3．3　細胞の 染色 ・
引張変位負荷

　 2 日また は 3 日間培養す る と 80％ コ ン フ ル エ ン トとなる．
こ の 時 点 で Ca2＋蛍光指示 薬 Fura・2 で 染色 した ．染色 は，適

量の HEPES 緩衝溶液 で洗浄後，有機溶媒 DMSO 　30μ1で希

釈 した 1．7　pM 　Fura−2 溶液 ，界 面 活 性 剤 Pluronic，　HEPES の

混合液 を 加 え室 温 で 20 分間放置す る こ とで 行 い ，余剰な

Fura−2 は HEPES で洗浄後，再 び HEPES を加え 5 ％CO2存

在下 37 ℃ ・20 分間 の イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン で 取 り除い た．

　そ し て ，細胞 が接着 し た 容器 の
一

端 を引張 る こ とで ， 細

胞自身 に 引 張 変位 を 負荷 した（Fig，2）．なお 本 研 究 で は，ス

テ ッ ピ ン グモ
ータ を用 い て 変位 を制御 し，一

様に引張変位

量を 20％ と した．

3。4　Ca2’濃度解析

Fig．2　Cell−stre 之ching 　apParatus

StepPing　motor ・controlled 　ax 言al

stietch 　was 　applied 　te　ce 且ls　cultuτed

on 　sihcone 　membrane 、

　細胞内の Ca2粮 度変 化 を リア ル タ イ ム に 計 測す る 為 ， 引

張 変 位 負 荷 と 同 時 に 波 長 380  と 360  の 励 起 光 を

HUVEC に 照 射 し て 倒 立 型蛍 光 顕 微鏡 で観 察 を行 い ，得 ら

れ た 蛍光画 像 を 高感度 ICCD カ メ ラ で 捕捉 した ．次 に，2
つ の 励 起 光に 対す る蛍光強 度 の 比 （以下 Ratio）を算出す る こ

とで 細 胞 内 Fura−2 濃 度 の 違 い ，励 起 用 光源 の 照 明ム ラ，細

胞 の 厚み な ど に よ る誤差を補正 し，細胞 内 Ca2膿 度 に代 わ

る 指標 と した．但 し，Ca2膿 度上 昇 に 対 して ， 380  の 励

起 光 に 対す る 蛍光の 強度 が 減少 す る（360Rm 励起光の 場合

は 不 変 ）た め，Ratio は 低 下 す る ．こ れ ら
一

連 の リ ア ル タ イ

ム な Ca2＋

イ メ
ージ ン グ に は ，蛍 光 画像解析 シ ス テ ム

「ARGUS −501 （浜 松 ホ トニ ク ス 社）を使 用 した．
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3．5 阻害剤

　本研 究 で は，細 胞 の Ca2
＋
応答に お け る EGFR の 役割 を検

証 す るた め，EGFR の チ ロ シ ン リン 酸 化 阻 害剤 AG1478 　in
solution（calbiochem，　cA ； 当 初 は 10mM ）を HEPEs も し くは

HEPES （一）／EGTA （5　mM ）（以 下 EGTA ）で 500　nM に希釈 して 細

胞 に加 え た．

　更 に，Ca2＋

応答に 至 る ま で に EGFR の 関与す る経 路 を特

定す る た め，EGTA ，　 Thapsigargin（l　pM に希 釈 ）を加 え る こ

とで ，細胞外 Ca2＋

の キ レ ート，細胞内 Ca2＋ ス トア （小 胞体；

ER）内 の 枯 渇 を そ れ ぞ れ 行 っ た ．

4． 結果と考察

4．1EGFR 阻害下 での 引張刺激に対する紬胞応 答

　AGI478 に よっ て EGFR の チ ロ シ ン リン 酸化 が 阻害 され

る と ， ERK の 活 性 化 が 抑制 され る こ とが 報 告 され て い る
2）．

そ こ で ，AG1478 を 負荷した HUVEC に 引張刺激 を加 える

と同 時 に 細胞 内 Ca2
〒
濃度を計測す る と，　 Ratioは一

過 的 に

変 化 した もの の （Fig．3），全 く阻 害 しな い 場 合（control ）に 比 べ

て Ratio変化率 は 大 き く低下 した （Fig．4）．こ こ で ，　 Ratio変
化 率 は 次 の よ うに 定 義す る．引張刺激負荷直 前 の Ratio値
を R ，引張刺激負荷後 の Ratio変 化 量 の 最 大 値（但 し，負荷

直後の 焦点の ず れ に よ る 乱れ を除 く）を dR とす る とき，

R。・i。変化率f％1．室 ． …

　 こ の こ とか ら，引張 刺激 に対 す る細 胞 内 の Ca2
＋
濃度上 昇

要 因 の ひ とつ と して ，EGFR の 関与す る経路が 存在す る こ

と が示 唆 され ，EGFR 阻 害時 の Ratio変化率 の 減少分は ，こ

の 経路 を経 た 場 合 の Ca2
＋
導 入 分 に 相当す る と考 え られ る．

　ま た，EGF の 結合による EGFR の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 に よ

っ て，細胞 内 Ca2＋

ス トア か ら Ca2＋が 放出され る との 報告が

あ る
3 ｝．しか しこ の 応答 に つ い て は，AGI478 に よ り EGFR

の チ ロ シ ン リン 酸化 を 阻 害 した 場 合 で も，完 全 な 抑制 は 観

察 されなか っ た，

　 した が っ て ，引張刺激 に よ る EGFR 活 性 化 か ら細 胞 内

Ca2＋濃度上 昇 に 至 る 細胞内 シ グナ ル 伝達経路 は，　 EGF 結合

の 場 合 の そ れ とは 異 な る可能 性 が あ る．

　　　　　Fig．3　Time−course 　changes 　of　R8tio
Tens畫lostrain　of20 ％ was 　app1 貢ed 　to　HUVEC 　with 具GFR 　inhibited，
　 　 　 　 　 　 　 when 　aπ owhead ユnd 童cates

　 　 　 　 　 　 　 　 　 （bar 齧50  μm ）

Fig．4　Deereese　in　Ratio　when 　stretGhed

　 Mean ± S．E ．，榊
／p 〈 0．Olvs 　control

4．2EGFR の 関与す る Ca2°応答 メ カ ニ ズ ム

　EGTA で 細胞 外 Ca2＋をキ レ ー
トした HUVEC に 引 張 刺 激

を負荷した 際の Ratio変化 率 に，EGFR の 阻 害 如 何 に よ る差

異 が 存在す るか 検 証 した と こ ろ，EGFR を阻 害 した 場 合 の

Ratio変 化 率 が ，阻害 し な い 場合 に 比 べ 小 さ く な っ た

（Fig，5A）．

　
一

方，Thapsigarginで 細 胞 内 Ca2＋

ス トア を枯 渇 した 場 合

に も同様 の 検証を行 っ たとこ ろ，EGFR の 阻 害 に よ る Ratio

変化率の 差異 は 見 られ な か っ た（Fig．5B）．

　 した が っ て ，引張刺激 に よ る EGFR 活 性 化 に始 ま る シ グ

ナ ル 伝達経路を経 た 細胞内 Ca2＋の 濃 度 上 昇 は，細 胞 内 Ca2
＋

ス トア か ら の 放 出 に よ る もの で あ る こ とが 示 唆 され る．

　　　　　 Fig，5　E刊：ecbS 　of　AG1478

　 A ，Extracellular　Ca2
＋

was 　ohe 置eted 　with 　EGTA ．

　 B ．Ca！’in　ER　w 呂s　reduoed 　wi 山 Thapsigargin．
Mean ± S．E．，癖

；p ＜ 0、05　vs 　only −EGTA 鵬 ated　ce11

5． 結論

　 本 研 究 に よ り，以下の 結論 が 得られ た．

  引 張 刺激を受けた 際 の 細胞内 Ca2＋

濃度上昇 に ，　 EGFR
　　が 関与 して い る こ とが 示 唆 され た．

  　引張 刺 激 に よ る EGFR 活性化 に 始 まる細胞内 シ グナ ル

　　伝達 に よ っ て，細胞内 Ca2＋ス トア か ら の Ca2
＋
放出が 促

　　進 され る こ とが 示 唆 され た．

  引張 刺激 と EGF に よ る刺 激 で，　 EGFR の チ ロ シ ン リン

　　酸化 阻 害の 効 果 に違 い が 見 られ た、
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