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P−493　ヒ ト子宮内膜 に お け る calpain の 存 在 と活性 D．　calpain の 細胞機能へ の 影響
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【目的 】ヒ ト子宮内膜 に お ける calpain の 局在と ， 活性型 calpain の 細胞接着に 関与す る integrinβ3，　talin及び細胞骨格，細胞表面

蛋白の 機能調節を担 うfodrinに対す る影響 を検討 した．
【方法】正常 月経 周期 を有する患者 よ り同意の もとに得た 子宮内膜 組織及 び常法 に よ り分離した内膜上皮 と間質培養細胞 を実験
に供し た．前駆体及 び活牲型 calpain と，　in　vitro で 基質で あ る こ とが 報告さ れ て い る integrinβ3，　talin，　fedrinの ペ プチ ド抗体を
作 製 し，　　　　 光学及 び共焦点 レーザー顕微鏡 を用 い た免疫染色法 と SDS −PAGE

，
　Western　Blottlng法に よ っ て その 動態を観察 した，

1成績】免疫染色法で 内膜上皮と間質細胞に お い て 前駆体型 calpain は 主 に細 胞 質に 観 察され，低酸素培養下 で 活 性 calpain の 細
胞膜近傍で の 染色性が 増加 した．integrinβ3，

　fodrinは 主に細胞膜近傍 に観察され，低酸素培養
1
ドでそ の 染色性 は低

一
Fした．　talin

の calpain 特異 的分解産物 （TDP ）の 染色性は 通常培養下 に お い て も細胞膜近傍 に 観察 され低酸素培 養 下 で 染 色 性が 増加 した．
黄体期 ヒ ト子宮内膜組織 で は活性a9　calpain ，　fodrln，　integrinβ3は TDP の 局在 と

一
致 した．　Western　Blottingで は低酸素培養 に

よ っ て 苗駆体型　calpain，　fodrin，　integrinβ3の 染色性が 減少 し，通常培養で も存 在 した 活性 型　calpain と TDP の 染色性の 増加が 観
察さ れ た．
【結論】ヒ ト子宮内膜 組織及び細胞 レベ ル におい て ， 活性型 calpain の 生理 的作用へ の 関与の 町能性 が示 唆 され た．また低酸素状
態 な ど に よ っ て 過 剰 に 活性化 した ca 且pain が integrinβ3，　fodrin．　talinを分解 し， 子宮内膜の機能障害を惹起す る こ とが考えられ
た．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ．

P−494　Srcフ ァ ミ リーチ ロ シ ン キナーゼ 阻害剤 PPI は 子宮内膜間質細胞の 分化 を促進す る
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【目的】わ れ わ れ は こ れ ま で ， 子 宮内 膜 間質細胞の 分化 （脱落膜化）過程で c−Srcの チ ロ シ ン キナ
ー

ゼ 活性 が 上 昇す る こ と を

報告 し て きた．今回 は ， 脱落膜化 におけ る c−Srcの 役割を明 らか に す る た め に ，　 Src フ ァ ミ リ
ー

チ ロ シ ン キ ナーゼ 阻 害剤 で あ

る PPIの in　vitro 脱 落膜化に 対する 影響を検討 した．
【方法】患者の 同意を得 て 摘出 した良性疾患子宮の 内膜 よ り問質細胞を分離 ・純化 した後，性 ス テ ロ イ ド（17β一estradiol ＋ pr（）−
gesterone ）な ら び に PP1 の 存在 下 で 培 養 し，形 態 変化に 加えて 脱落膜化マ ーカーで あ る IGFBP −1の 発現を解析 し， 脱落膜化
の 指標とし た．ま た ， 活性化型 c・Src（チ ロ シ ン530脱 リ ン 酸化型）を認 識 す る モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体　clone 　28を用 い た ウ ェ ス

タ ン ブ ロ ッ トに よ り活性化型 c−Src の 発現を， さ ら に ，
　in　vltro キ ナーゼ ア ッ セ イに よ り c−Srcの キ ナーゼ 活性 に つ い て も検討

し た．
【成 績】脱落膜化の 際 に 活性化 され る c−Srcは，　 PPI （O．1−−1μM ）の 存在 下 に お い て掬制 され ず，逆 に 活性化型 c−Srcの発 現 増

強 とその キ ナーゼ 活性の 上 昇 を認め た．また，PPI は，形態的な脱落膜様変 化 を促進す る の み ならず，　 IGF・BPI発 現 を濃 度依
存性 に約10倍 程 度 増 強 した．
【結論】至適濃度下 にお い て PPユは逆 に cSrc を活性化 し，そ の 挙動 と ほ ぼ

一
致して ス テ ロ イ ド依存性 の 脱落膜化が 促進 され

た 形態的 に も機能的 に も in　vitro 　脱 落 膜 化が 促進 さ れ た．　C−Src は チ ロ シ ン 530の 脱 リ ン 酸化 と キナ
ー

ゼ 活性 の 上 昇 を通 じて

脱落膜化をま さ に制御す る こ とが 示唆され た．

★ P −495 　 Melanoma　cell　adhesion 　molecule （MCAM ＞発現を指標 と した ヒ トExtravil1・us ・trophoblast の 分化機 構 の 解析
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【目的】ヒ ト胎盤を構成する trophoblastは，絨毛を形成す る villous　trophoblast（VT ＞と子宮内膜 に 浸潤し胎盤循環の確 立 に関与
す る extravillous 　trophoblast（EVT ）に分化す る．　 VT に関 して は hCG 産生 等の 機能を指標に分化機構を含め た解析が行われ て き
たが，EVT に 関 して の 詳細 は不 明 で あ る．そ こ で 今回 EVT に 対 して マ ウ ス 単ク ロ ーン抗体 （mAb ）を作製し，得 られた分 子情 報
を基に EVT の 分化機構の 解析を試み た．
【方法】ヒ トEVT を含む 妊娠後 期卵膜を免疫源 に mAb を作製 した，そ の 中で 免疫組織染色法 に て EVT に特異的 に反応 す る mAb

CHLIを選別 し，その 認識抗原（CHL1抗原）を cDNA バ ニ ン グ法 に よ り同定した．次に CHLI抗原 発現陽性 の ヒ ト絨毛癌細胞株 JEG
3を用 い て 種々 の 刺激 に よ る CHLI 抗原 の 発 現 変化 を検 討 した．なお，ヒ ト由来組織 は 文書 に よる同意を得た もの を用い た．
【成績】CHLI 抗原はヒ トEVT にお け る特異 的 な発 現 が既 に報告されて い る Melanoma　cell　adhesion 　molecule （MCAM ）で あ る こ

とが 明 らか に な っ た．JEG3細胞にお い て 脱落膜組織 との 共培養に よ り MCAM の 発現 増 強が観察 された が ， 脱落膜組織 での 産 歳が

報告 さ れ て い る IL−1β，TNF α ，TGFβ3等の 添加で は明かな変化は認め られ なか っ た．一一
方 Ferskolinに よる細胞内 cAMP の 増加 は

JEG3細胞に お け る MCAM 発現を増強 した．
【結論】今 回 EvT に特異的に発現する MCAM を指標 と した解析に よ り，絨毛癌細胞株 JEG3にお い て脱 落膜由来因子及び細胞内
cAMP の 増加が MCAM の 発現を増強す る こ とが 明 らか に なっ た，こ れらの 結果 よ り EVT の 分 化 機構 に 脱 落膜因子が 関 与する 可
能 性，更 に従来 VT の 分化機構へ の 関与が 知 られ て い た cAMP が EVT の 分化に も関 与す る可 能性 が示唆され た，
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