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はじめに

血小板由来細胞幼殖因子 (PDGF)は、血?苫の線維芽細胞・血管平日Hii細胞に対する

JIfI殖刺激活性が血小板除去血~t!のおfj ・1生より強い事実をきっかけとして発見された細胞増殖

因子であり、且l小板アルフ 7!i1ii粒に含まれている (1)，PDGPはMi(・B鎖、 2穏のポ

リペプチドの組合せから成るが、ヒト血小板巾の PDGFはABタイプである。骨肉種か

らはAAタイプの PDGPが，ブタ j(j[小板からは BBタイプの PDGPが分後されている

(2 -5) 。またV-B呈 gcneによってコードされる産物は BBタイプの PDGFに関連し

ている (6、 7)。細胞膜には PDGFの結合するレセプターが存在する (8-1 4、最

近の総説として 15) ，PDGF-ABに対する結合活性を指標として精製、クロ ニン

グされた PDGFレセプターは分子ill:180-190Kの膜紡蛋白であり、 4つのシステ

イン残i.i;lllJt:Ii合を有する免疫グロプリン瓶似の細胞タトドメインと、アミノ滋 25個からな

る際見通ドメイン、そしてチロシンキナーゼ活性を有する細胞内ドメインから形成されて

いる (16) 。このレセプターは PDGF-AAも結合するが、 PDGF-BBに対しよ

り親和性が強い(1 7 )。この他 PDGF-AAに対するレセプターなど複数のレセプタ

ーが報告されている (18-21) ，PDGFとの結合性の解析から 、PDGFレセプタ

ーは α ・Fふたつのサフユニットから偶成されるという解釈も行なわれている(2 2) 。

PDGFレセプターは前駆体として生成され、細胞膜表面に到達する以前に小胞体・ゴJレ

ジ体でプロセッシンクを受ける (23、 24) 。また PDGFが結合するとレセプターの

degradallonが促進される(9、 25) 。

PDGFがレセプターに結合すると、レセプターのチロシンキナーゼの活性化 (26-

28) 、ホスファチジjレイノシトールのぶ解 (29-31)、細胞内 pHの上昇 (32)

細胞内カルシウム濃度の七界 (33) 、iZ伝子発現の誘導 (34-36)、 cAMPの上

昇 (37)などの変化が;{i起される 。 PDGFの細胞増殖刺激作用、すなわちDNA合成

とこれらの変化とがどのように閃 t:i，しているかは未だに明らかでない 。ホスファチジルイ

ノシ卜ール水解反応はその結)11.イノシトール 3リン酸とジアシjレクリセロールを生じカル

シウムの動民と Cキナーゼの活性化を引き起こすので、 PDGFのcompelence作用のキー

ポイン卜であると考えられていた。し かし PDGFレセプターのキナーゼインサートドメ

インにポイントミューテーションを滋入すると、ホスファチジルイノシトール水解反応は

起こるが D~A合成は起こさないレセプターをつくりうることから 、 ホスファチジlレイノ



シト jレ水 ~fi 反応は PDGF の competence作用にとっ て必妥かもしれないが卜分ではない

ことが明らかとなった (38) ，PDGFレセプターのチロシンキナーゼによって 170

-185K、 130K、 85K、 75Kなどの蛋白質がリンE主化される(2 6、 39 )。

このうち 170-185Kffi白貨は PDGFレセプターである (39-41) ，PDGF 

レセプターの自己リン駿化古川立は Ty r' -857、Ty r -751であリ 、後者はキナーゼインサ

ートドメインに属する。Ty r-751を他のアミノ援に置き換えると下記のホスフアチジル

イノシトールキナーゼ (P1キナーゼ)との相互作用が失われることが知られている(

42) 0 85K 蛋白質は Prキナーゼである可能性がある。 PDGFレセプターに対する

抗体によってレセプタ と必に P1キナーゼ活性が沈降すること、レセプターのチロシン

キナーゼにより P1キナーゼ自身がリン際化され活性が上昇すること、前述のキナ ーセイ

ンサートドメインにミューテーシヨンを導入したD?-JA合成能をもたないレセプターが同

時に P1キナーゼ活性をもたないことなどから、 P1キナーゼが PDGFレセプターの細

胞内シグナjレ伝遂の重要な相官成~~主であることが他定されている (4 3、 44) 。この

P 1キナーゼにはホスファチジjレイノシトー lレ (P1 )、 P1 -4- P、 P1 -4，5- P 2 の

3イ立をリン酸化する活性があり、従来知られていた代謝経路以外のホスフアチジJレイノシ

トール代初系の存在が示唆されている (45、 46) ， 75K蛋白質はRaf二l蛋白質であ

る可能性がある 。 PDGFで刺激し たBalb/c3T3細胞では PDGFレセプターに対する抗

体でRafニ]蛋肉質が、』工二l蛋白質に対する抗体で PDGFレセプターが沈降すること、

白己リン磁化した PDGFレセプターによって!l.a工二1蛋白質のチロシン残基がリン酸化さ

れ、セリン・スレオニンキナーゼ活性が允!iliすることが告11られている (47、48) 。ま

たホスフ才リノそーゼ C日も PDGFリセプターのチロシンキナーゼによってリン酸化され

活性が上昇することが級告されている (49 )。ただしこれらの蛋白質の PDGFレセプ

タ によるリン磁化と活性別節についてはまだ評価が定まっていない。

プロテインキナ ゼc(Cキナーゼ)はカ jレシウム ホスフォリピドにより活性化され

るセリン スレオニンキナーゼであり、細胞地殖、分化、分泌、平滑筋収縮など多彩な細

胞機能に笠裂な役割をはたしていると考えられている。現在まで 7種のアイソザイムが同

定され、それぞれ異なる役 ~IIU を狙っている可能性が恕定されているロ C キナーゼはジアシ

ルグリセロールの存在によりカルシウムイオンに対する lf!和性が高まり、生理的カルシウ

ムイオン泌度下で完全な泊四:を1E得する 。このジア シルグリセロール依存性もアイソザイ
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ム 4iJに;<~なる (50-52) 。

Cキナーゼが細胞噌殖に関与していることは、 Cキナーゼを直接活性化する 12-0-

tcLradecanoyl phorbol-13-aceLaLe (T P A) によって細胞噌殖が惹起されること (53

-56)、phorbol 12，13 dibuLYl'aLc (p 0 B u) によって Cキナーゼをダウンレギユレ

ートすると P0 I3 uやバソプレッシンによる細胞増摘が抑制されるヱと(5 7 )、血清に

よって細胞 i由航を認発すると細胞 J'!J嫡とノぞラレルに Cキナ ゼの!!;11:と考えられている蛋

白質のリン磁化がよn ¥'1¥'0ーて‘起ごること (58)、更に Cキナ ーゼを 線維芽細胞に発現さ

せると増殖の血清依存性が減ること(5 9、 60)等から示唆されている。また PDBu

でCキナーゼをダウンレギユレートしたS"1ss3T3*田胞に Cキナーゼをマイクロインジェク

卜すると再び PDBuに反応して D2¥'A合成を起工すようになることも報告されている

(61) 0 PDGFのi骨殖刺激作用に Cキナーゼが関与しているかについては、 PDGF

の刺激により CキナーゼのよH1とされる 80I<lli向質のリン酸化がお工るので、少なくと

もCキナーゼは PDGFの地紙作JIJのー却を姐っていると考えられる(6 2、 63) 。し

かし PDI3uでCキナーゼをダウンレギュレートしでも PDGFによるm殖刺激は完全に

は抑制されないので 、Cキナーゼ以外の経路も関与しているはずである(5 7 )。また、

PDGFによってc-fos (36) 、c-盟主ー(3 5)、c-心血ー (64) あるいは small 

induc1ble gene (3 4、 65) などの一群の遺伝子が誘導されるが、こ の作用にも Cキナ

ーゼを介す る経路と Cキナーゼと別の経路のふたiiliりが存在する (66) 。ヱれらの遺伝

子の誘準はサイクロヘキシミドで抑制されず蛋白合成を必要と しないが、中でもプロモー

タ -̂PJ[械にSerum l'csponse eJcmcmL (SRE)をもっr主主ーは肢も速く読噂される(6 7 )。

c-fo主ーはc-j且L 産物と煩似のAP-lと複合体を形成して TPAによって誘導される遺伝子の

プロモーター領域に存在する TPArcsponse cJement (TRE)に作用することが知られている

(68、 69、総iiJtとして 70)。前述のように PDGFはRaエニlをリン磁化しそのキナ

ーゼ活性を苛めるが、(~号 i主型の也工ニ 1 cD:iAをtransfectすると、 Cキナーゼと独立に SRE

や TREをもっ i立伝子の発現が冗J.lliすることが&近報告された (71 )。これらの知見から

PDGFによるi.1.i伝子誘導にはCキナーゼを含む複数の経路が互いに関係しあっていると

予測される。

PDGFによる Cキナーゼの活性化像情に関しては，ホスホリノTーゼCの活性化を介し

てホスファチジルイノシトールtJi水解され、その結果イノシトール 3リン酸によるカルシ
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ジアシルグリセロールの生成経路

Monoacylglycerol ::;土 1，2Diacylglycerol三土 Triacylglycerol 

PIP勺/ノ H ~ PC 

jp d::::;i::::J1 
t I I ¥ 

CDP引 acylglycerol I ¥ 

PI = Phosphatidylinositol 

PC = Phosphatidylcholine 

PE = Phosphatidylethanolamine 

PIG = Phosphatidylinositol 

glycan 

ウムill.HJ.とジアシ jレグリセロールの生成がおこり C キナ ゼの活性化に至ると考えられて

いる (29-31) 。しかし 、ホスファチジルイノシトールのプールは比較的限られてお

り、ホスファチジルイノシトールの水解のみでは Cキナーゼの持続的活性化に見合うジア

シルグリセロールの生成は説明し %1く、それ以外の供給ルートが存在すると批測される。

ホスファチシルイノシ卜-)レの水解以外のジアシルクリセロール生成経路としては、ホス

ファチシルコリンのiKffi(72)、ホスフォクリコリピドの水解(7 3、 74)、 トリア

シルクリセロ ル の ホ解(7 5 )、ホスフ 7チジンEまからの新生(7 6 )、があげられる

(付図参照)。線維芽細胞や血管平;17ffii細胞に PDGFを作用させるとアラキドン滋・プ

ロスタグランジンートリアシルグリセロールの生成やホスファチジjレイノシトールのリン

級化が冗巡するなど (77-80)、 PDGFは線維芽細胞の脂質代初にさまざまな影響

を与えるので、ホスファチジjレイノシトー jレの水解以外の経路が PDGFによるジアシル



クリセロール生成に関与する可能性がある 。事実、 PDGFによってホスファチジルコリ

ンが水院されジアシルグリセロールが生成されることが報告されている(7 2 )。また

PIP'PIP，に対する抗体を用いた研究により、 Balb/c3T3細胞を PDGF刺激した

とき、初期に生じるジアシルグリセロールは P1 P，に由来するがその後は別の胞質から

ジアシルクリセロールが生じると考えられるという指摘もなされている (81) 。さらに

TPA刺激によりホスホリパーゼCの活性が元;mしてホスファチジjレコリンが水解される

という報告や、ホスホリバーゼ Dが活性化されてホスファチジルコリン ・ホスファチジル

エ タノールアミンが分解されるという報告、そしてホスホリパ ゼA，の活性が完遂しア

ラキドン殺がm成されプロスタグランジンの生成が高まるという級告があり (82-90

)、ひとたびCキナーゼが活性化されると服賀代謝にさまざまな変化が起こることが予測

される 。そこで私は PDGF刺激により起こる細胞内ジ アシルクリセロール代初変化の詳

細を検討する門的で木研究を行な った。

細胞としてはBalb/c3T3細胞を選択した。 Balb/c3T3細胞はマウスの線維芽細胞 から確

立された細胞株であり、 dcnsliy an'cstにより静止期 に入ると、再び D!¥A合成を開始す

るまでに PDGFに代表されるcompetencefactor と 1G F 1 .インシュリンに代表され

るprogresslonfaciorの 2種類の成長因子を必要とする。まずcompetencefactorの飽き

(competence作JiJ)により progresslonfactorに感受性の状態 (competencestate) にな

る。一度 PDGFに暴露されると 5OJ 11UでcompeLcncestateに入り、その後に PDGFを

除去しても数時/flJはcompeLenccsiateが維持される。 PDGFのcompetence作用は蛋白合

成阻合剤であるサイクロヘキシミドによっては，影響されないがmRN;¥転写阻??作用のあるア

クチノマイシン Dにより阻古され る (91、 92) • ::のように細胞周期が l明確で成長因

子安求性が厳密であり、 PDGFの f1omについて詳細な知見が集積していることがこの細

胞を選択した理由である 。

1 )まず PDGF処理絢l胞と治止lUJの細胞に、外部からアイソト プラベルした脂質を

加え、両省ーにおける l、2ジアシJレグリセロー jレへの取込を比'鮫し、 PDGF処理細胞では

飽和脂肪Mがきわめて迅速に1.2ジアシルクリセロールに取り込まれることを明らかにし

た。 2)次に l、2ジアシjレグリセロール以外の脂質への取込と比較することにより l、2ジ

アシルクリセロールへの飽和脂肪放耳元込の絞路を検討した。 3)更にその変化が PDGF

のcompeLence作用と平行するかをかを倹討した。 4)またし 2ジアシルグリセロールへの
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飽和脂肪放の l夜込が酵素的現象であるかを検討した a



方法

読料

PDGPは日本赤十字社のJUJ限切れ血小板から部分精製した。[メチjレ3 HJチミジン

(~2Ci/mmo 1)、 [9、10- 3 H Jミリスチン後 (22.4Ci/mmol)、 [2-3 H Jグリセロ jレ(

200mCilmmol)、 [l-14CJ アラキドンIij((54. 9mCi/mrnol)、 [1- 14 CJ ノ~)レミチン酸 (8.9

mCi/mmol)、 [1_14CJ然水酢放 (lOmCilmmol)、0-[1-14 C Jグルコース (16mCi/mmol) 

はNewEngland Xuclcar担から、 [14 C Jミリストイ jレC 0 A (54mC1I mmol)はAmersham

Corp 社より総入した。 2ーモノー C18' 1ーアシルグリセロール以外の脂質およびRhizopus

arrhizus トリアシルクリセロール・リノ号ーゼはSigma社より、 2-モノーC18'1 -アシル

グリセロールはScrdaryResearch Laboratories社より成人した。iW府クロマトグラフイ

一周の slllcagel G plaleは)fcr'ck社製を使用した。

細胞峻養

液体主主索中で保存した日a1b/c3T3細胞 (c1oneA31) は解凍後、 10%ウシ血治加

Dulbecco 5 modificd Eagles (DME)綾地中で継代し 、すべての実験を 6週以内に行なっ

た。脂質取込実験には35mmFalcon plastlc plaleに2mlの10%ウシ血清加DトIE培地を入

れて 2X105 コの細胞を、 Dう;A合成実験にはCornlng24-well plateにIm1の10%ウシ血

清加DME府地を入れて 5X104 コの細胞を、モノアシルクリセロールーアシルトランスフエ

ラーゼの測定には 100mmFaJcon plastic p1ate に10mlの JO%ウシ血清加 DトIE培地を入れ

てlXlOfi コの細胞をまき、 6日rlに実験を行なった。

脂質のllllll'.と 'i'!l府ク ロマトグラフィ ー

~I i生JI日質は、 35mmFa1con p)aslic p1alc 1枚分の細胞を 0.8mlの生理食温水中で 27ゲ

ージの注射針を用いて破砕し、 slighの方法 (93) に準じ 1.0m1 クロロホルム/2.0ml

メタノール/0.1m1 iJ'j庖裁を加えlllll'l¥した後、水 1.Omllクロロホルム I.Om1 を加え遠心に

より分離した下層を集め主主系ガスで乾lililし、 60μlのクロロホjレムに浴かし40μl を薄層

プレートで展開した。1容燃はベンゼン/クロロホルム/メタノール(16:3:1 by vol)を用

いた。リン脂質は0.5ml クロロホルム/1.Omlエタノールで抽出し、水0.5m11クロロホル

ム 0.5mJを加え遠心分設しクロロホルムj習を集め、クロロホルム/メタノール/28 ;，1アン
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モニア水 (13:7:1by ¥'01)の溶媒で皮肉した。この方法ではホスファチジルセリンとホス

ファチジルイノシトールは十分分縫されないので、両者ーをあわせて解析した。またメタノ

-)レ/水/しゅう強力リウムIeLhylencd1i1minctetraacet1c acid (E D T A) (40mll 

50mll Ig1 lm:'I) であらかじめ展開した汚府プレートを用いた。ホスファチジン裁を分析す

る場合は、クロロホルム/メタノール/百1・1後/0.1;1 ほう殻 (125:50:25:25:3by ¥，01)を

溶媒として用いた。

務用クロマトグラフィーで分残した )J百貨は、ヨード蒸気によって倹出した a 14Cでラベ

ルしたtJ);合にはオートラジオグラフィーを用いた。必要に応じて ニンヒドリン、ローダミ

ン 6Gを併用した。

トリ アシル グ リセロール ・リバーゼ処理

35mm Falcon plastlc plaLeで清美しm止状態に透した細胞を PDGFで 3時間処理し

lμC1/m1の [3 HJミリスチン援、 0.1 μCi/m1の [J4C ]ア ラキドンfij(を含む

DME借地で 10分間ラベルした。Ilfji&の方法により細胞からlltJ出した中性脂質を薄屑クロマ

トグラフィ で展開し、ジヱチ/レエーテルによって l、2ジアシルクリセロールに相当する

節分をプレートから抽出し宝茶ガスで乾回し、 [3 HJ ミリスチン訟と [14C ]アラキド

ン放でラベルされたl、2ジアシルクリセロールを調整した。 35mmFa1con plastic plate 

5 枚分のし 2 ジアシルグリセロ ー ルを基質として 0 . 02~ acetate buffer、ptl5.6， lmg/ml 

ウシ血清アルブミン， 20mト1CaCJ l を含 む反応液 10ml巾で 40単位Imlの Rhizopus

arrh1zusトリアシjレグ リセロー jレ・アシjレトランスフ エラーゼを作 用させた。インキ ュベ

ーションはよく舵作しながら 30・Cで50分続け、生じ た遊難脂肪君主とモノアシルグリセロ

ール をヘキサン/ジエチルエーテjレ/昨竣 (80:40:1by ¥'01) を溶燃とする薄層クロマト

グラフィーで分析した。

DNA合成

Corn1ng 24-~el1 plateで』許認し飾止j切に入った細胞を、 100mMacetic acid 10μ1 に

浴かした 10単位の PDGFを合むJm1Dト'IE培地で所定の時IHlインキ ユペートし、 PDG

F 処 >'11 細胞とした。対照は JOOm~ acctlc acid 10μ1のみを含む lmlDi1E借地で同じ時間

インキュベー卜した。処>'11のすんだプレートを Di'IE培地で 3回洗浄し、所定時間DME培地
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中でインキュベー卜した後、 1μCi/ml [3 H Jチミジンを含む5%血小板除去血妓加 D:m

局地に置き換え、 24時間に D:¥'Aに取り込まれた放射活性を測定した。この際 10% トリク

ロロ併殺沈降物を D:¥'Aとして符倒した(9 4 )。

モノアシルグリセロール・アシルトランフエラーゼの主L.Y.よおこ♀ assay

100mm Palcon plastic plaLcの細胞を併止状悠のまま或いは PDGf'処理後、 rubber

policcman をJTlい 1プレートあたり 4m] の 10m~! Tris/IIC1， pll 7.4， 10m:-! EDTA， 2m)! 

phenylmeLhancsul[onyl [luoride 緩街液で回収し、氷上で超音波で破砕し '..hole cell 

lysaLcとした。細胞のli!i!俸はassayの直前に行なった図

モノアシルクリセロール・アシルトランスフエラーゼの測定はColcman らの方法に準じ

た (95) 。反応は 175m:'1Trjs/IIC1， pll 7.0、 lmg/mlウシ血清アルブミン， 7.5μEホス

ファチジjレコリン ，7.5μEホスファチジjレセリン， 10nCi[14CJミリストイル CoA、

75 n、!-sn- モノ C 18: 1ーアシルクリセロールと測定サンプルを含む 200μ1 の反応液中

で、 37' Cで行なった。所定時rrtl後に 3.1ml のメタノー jレ/クロロホルム /V.是正言議(10: 

20:1 by 1'01)を加え反応を停止し、産生された1、2ジアシルグリセロールを測定した。

ジアシルグリセロ ル:!ij;の翻定

ジアシルグリセロ jレの測定は日anschbachらの方法で行なった (96) ， 100mm Falcon 

plasLic platc に培Jをした細胞から、 D:-JA合成実験と同じ手順で PDGF処理細胞と静

止状態の細胞を調整した。 PDGf処耳l[時Ii日は 3時間とした。この細胞からおlllliした中性

)]旨貨を展開した湾周プレートから、 l、2ジアシルクリセロールに相当する的分を削りジヱ

チルエーテルで回収した。 100mmFolcon plastic plate 10枚分の l、2シアシルクリセロ

ールに 25μl ピリジン， 0.3μl 過 J~I~ 点政， 6.0μ1 [14CJ :f!l.¥;}:開放(:オ リジナルの

[14 C ]然水酢訟を非放射性無;}:併殺で希釈しo.15mCi/mlに調設して使用した)を加え、

室温で 30分インキュベー卜してジアシjレグリセロ ーJレを完全にアセチル化した。アセチル

化したジアシルグリセロールは水0.3ml/へプタン0.5ml を加えへプタン尽から回収し、ヘ

プタン/ジエチルエーテル/開設 (40:10: 1 by vol) で展開し、取り込まれた放射活性を

測定した。 l災知1:!]¥;のl、2ジパルミトイ jレグリセロールを用いて標準 l泊級を作成した。ヱの

方法では 0.02μmoJ から O.~μmol 迄の純凶で測定が可能であった。

1 0 



ffi白定iii

E在自の定:監はウシ且1mアルブミンをスタンダードとして sradfordの方法で行なった

(9 7 )。



結見4

E事止状態および PDGF処理細胞における 1、2ジアシルグリセロールへのミリスチン酸の

J&込

静止状態および PDGF処理細胞における l、2ジアシルグリセロール代謝状態を比較す

る目的で、静止状態 PDGF処理後の salb/c3T3細胞への脂肪放の取込を、ラベルした

脂肪酸を月]いて測定した。

静止状態・ PDGF処理細胞は"方法"の項目に記載した方法で詞澄した。これらの細

胞に lμCilml [' HJ ミリスチン級、 0.05μ Ci/ml [14CJアラキドン夜、 lmg/ml脂肪

酸除去アルブミンを含む lml のD:vIE培地を加えてインキュベートし、図 lの償制に示し

た各時I!日に冷生理食温水 lml によって反応を停止し、 l、2ジアシルグリセロ jレ分画に取

り込まれた放射活性を H!~ 主̂した。

静止状態の細胞におけるミリスチン訟のl、2ジアシルグリセロールへの取込は 5分後に

ピークをぷし、その後少なくとも 120分間はほぼ一定のレベルを保った。 PDGF処理細

胞のl、2ジアシルグリセロールへのミリスチン後の取込は 2峨性で、 5分後にピークを示

した後、ピークの60%前後のプラトーに移行した。 PDGF処理細胞のピークは静止状態

の細胞に認められるピークの約 2(;古の値であり、プラトーのMもPDGF処理細胞でより

高い傾向を示した(閃 1/¥.) 0 

アラキ|、ン援の l、2ジアシルクリセロ ールへの取込も、 PDGF処理細胞で治止状態の

細胞より冗逃していた。アラキドン訟の取込の timecourse はミリスチン訟にみられるよ

うな顕著な初期ピークを示さず、 60分後までほぼ漸増した([到 1B) 。

次に他の飽和脂肪裁のし 2ジアシルグリセロールへの取込を加べるため、放射性のパル

ミチン酸を用いた。ノぞjレミチン員長もミリスチン機と同じように PDGF処理細胞で 2峰性

の取込を示した(図 1C)。

トリアシルクリセロールへのミリスチン後の取込は、 l、2ジアシルクリセロールへの取

込に遮れて、ゆっくりと上昇し 60分後に最大値に達した。トリアシJレグリセロールへのア

ラキドン放のl良込も飽和脂肪訟とほぼ同様のパタ ーンを示した。また PDGF処理細胞と

静止状態の耳目胞を比較すると、 ミリスチン後・アラキドン訟のいずれも PDGF処理細胞

で取込の冗進を認めた(図 2A) 。なおパルミチン訟でもミリスチン滋と同様の結果であ

った。



国 1 ド H]ミリスチン画量、 [ .‘C] 7ラキドン慮、 [“C]パルミチン般の

1.2ジアシルグリセロ ールへの取込
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35mm Falcon plastic plateに6 日間培養し静止期に遣したBalb/c3T3細胞IS:PDGF

在官むDHE培地 (0) あるいは PDGFのvehicleを宮むDHE培地(・)で3時間インキ

ュベート した後、Iμ Ci/ml ド H]ミリスチン磁 (A) ， 0.05μCilml ['‘C]アラキ

ドン政 (B)、0.05μCi/ml ['，'C]パルミチン酸 (C) を含む培地に置き換え、償軸に

示す各時間に l、2ジアシルグリセロールに取り込まれた放射活性を測定した.以下特に

断らないかぎりデータは3つの培益の平均と標噂餓差で表示した.
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[' H] ミリスチン慮、 ["C] 7ラキド ン騒の卜リ アシJレグリセロ ール

およ び細胞内遊園E脂肪班プールへの取込

図 2
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図 1と同様の方法でIμ Ci/叫 [' H]ミリスチン酸 (0、・)、 0.05μ Ci/ml["C 

]アラ キ ドン敵 (6、.A.)在官む培地中で PDGF処理細胞 (0、ム)あ るい は静止状態

の細胞(・、.A.)のト リアシルグ リセロー ル (A) および細胞内遊離脂肪酸プール (B)

60 
Time(min) 

10 20 

に取 り込まれた放射活性を測定し た.

一方、細胞内の遊離胸肪酸プールに取り 込まれた ['HJミリスチン磁の放射活性には

PDGF処理細胞と静止状態とで有意な遣いはなかった(図 2B) 。



ミリスチン般の取り込まれる位置

ミリスチン酸がl、2ジアシルグリセロールのsn-1分校と sn-2分校のいずれに取り込まれ

るかを明らかにするため、 l、2ジアシルグリセロールのsn-1分校に選択的に作用す る

Rhizopus arrhizus由来の卜リアシルグリセロール・リバーゼを用いた。 PDGF処理し

た細胞を [3j-1]ミリスチン酸、 [14 C Jアラキドン酸で 10分間ラベルし、両者が取り込

まれた1、2ジアシjレグリセロー lレを拍出した。このl、2ジアシlレグリセロー lレを Rhizopus

arrhizus由来のトリアシルグリセロ ール・リバーゼで分解した。60分間の処理で、 l、2ジ

アシルグリセロールに取り込まれた [3HJミリスチン後の70%が遊離脂肪酸として回収

されたが、 [14 C Jアラキドン酸は遊離されなかった。更に、トリアシルグリセロール・

リバーゼ処理後に生じるモノアシルグリセロールに残存する放射活性を測定した。モノア

シルグリセロールには少量の [3 H Jミリスチン首長しか検出されなかったが、 [14 C Jア

ラキドン酸は検出された。すなわちミリスチン酸はl、2ジアシルグリセロ ールのsn-l分後

に取り込まれると考えられた(表 1)。

表1 Rhi zopus arrhi zusトリアシルグリセロール ・リパーゼ処理の効果

PDGF処理細胞にlμCilml ド Hlミリスチン酸.0.1μCi/ml [1' C 1アラキド

ン敵を含む婿地を加え10分間イン キユベートし、両者 によ ってラベルされたし 2ジアルグ

リセロールを得た.この1.2ジアシルグリセ ローjレを用いて"方法"に記事Zしたようにト

リアシルグリセロール処理を行ない、処理後に1.2ジアシルグリセロールに残存する放射

活性および遊陛脂騎酸・ モノアシルグリセロールとして回収される放射活性をそれぞれ測

定した.結果は処愚前の1、2ジアシルグリセロールの放射活性を 100%として表示した.

Radioactivity % 

Fr田 FattyAcid Monoacylglycerol 1，2 Diacylglycerol 

3H 14C 3H 14C 3H 14C 

Before 100 100 

After 70士6 20土8 14土5 63士6 14士5 19土5

1 5 



図 3 [' H]グリセロールの 1，2ジアシルグリセロールおよび

トリアシルグリセロー Jレへの取込
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図 lと同舗の方法で2μCi/ml ド H]グリセロールを宮む培地中で PDGF処理細胞

(0) あるいは静止状態の細胞(・)の1，2ジアシルグリセロール (A)およびトリアシ

ルグリセ ロール (B) に取り込まれた放射活性を測定した.

1、2ジアシルグリセロー ルのd立』型旦一合成

PDGF処理細胞において、 l、2ジアシルグリセロールのdι』且!lSL合成が元逃している

か否かを調べた。

[3 HJ グリセロールの取込を PDGF処理細胞と静止状態の細胞で比較した。 PDG

F処理細胞でやや高い傾向がみられたが、少なくとも飽和脂肪援にみられる初期のピーク

に対応する取込完遂はなかった(図 3)。グルコースからのグリセロール生成を考慮し、

[14 C ] グルコースの取込も比較したが、やはり l、2ジアシルグリセロールへの取込に有

意な違いを認めなかった(図 4)。



図 4 ["CJグルコースの 1，2ジ7シルグリセロ ール八の取込
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図 lと同様の方法で2μCiI.l ["CJ グルコースを含む培地中で PDGF処理細胞(

0) あるいは静止状態の細胞(・)の1.2ジアシルグリセロールに取り込まれた放射活性

を測定した.データは狐立した2回の実験結果を代表する.

リン脂質への ミリスチン酸 ・アラキドン酸の取込

PDGF処理細胞にみられるミリスチン酸取込の初期ピークとし 2ジアシjレグリセロー

ルの主要な供給源であるリン脂質の水解の関係を知るために、ミリスチン酸のリン脂質へ

の取込のtimecourseを調べた。ホスファチジルコリン、ホスフ 7チジルセリン+ホスフ

アチジルイノシト ールへのミリスチン首長取込は PDGF処理細胞で完進していたが、その

time courseはし 2ジアシルグリセロ ールへの取込とは異なり、 120分まで漸増していっ

た。ホスフ 7チジルエ タノ ールアミンへの取込は初期 にピークを形成したが、 PDGF処

理細胞と静止状悠の細胞で有志:差がなかった(図 5) 。



闘 5 [' H] ミリスチン磁のリン脂質への取込
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図 1と同禄の方法で lμCi/.l [' H]ミリスチン磁を宮む培地中で PDGF処理細胞

(0. 口、 l>) あるいは静比状態の細胞(・、・、"')のホス 77チジルエタノーlレアミ

ン (0、・)、ホスフアチジルコ リン(口、 ・)、およびホ スフアチジルイノシトール+

ホスフアチジルセリン(!:;.、 ...)に取り込まれ白た放射活性を測定した.



PDGFによりホスファチジjレエタノールアミンに対するホスホリノマーゼCが活性化さ

れ、ホスファチジルヱタノールア ミンに取り込まれた [3 H] ミリスチン酸が PDGF処

理細胞においてのみ1、2ジアシルグリセロールとして回収される可能性を除外するため、

[14 C]エタノールアミンと [3 H] ミリスチン駿であらかじめラベルした静止状態の

8alb/c3T3細胞に PDGFを作用させたが、 PDGFによるホスファチジルエタノー jレア

ミンの水解は認めなかった(図 6)。

図 6 ホス 77チジルエ:SIノール7ミンの PDGFによる分解
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Bal b/c3T3細胞を 10%ウシ血清およびlμCi/.1 [1‘Clエタノーlレアミン、lμCi

Iml ド Hlミリスチン磁を宮むDME培地で6日間培養し静止状態に噂いた後、 PDGF

在官む崎地 (0‘ム)あるいは PDGFのvehlcleを宮む崎地(・、"')を加え、横倒に

示す害時間にホス 77チジルエタノ ー!1I7ミン中に残存する川C (0、・). 3 H (ム、

...)の放射活性を測定した.

ホスファチジン酸への取込はホスファチジルコリン、ホスフ 7チジルセリン+ホスフア

チジルイノシトールへの取込よりははやいtimecourseを示したが、 PDGF処理細胞と

目下止状態の籾胞ではやはり有怠な差がなかった(図 7)。



関 7 ド H] ミリスチン砲のホスファチジン血への取込

4 

内

‘

日

・

内

J

-

z
g宅
N
b
F
H
E
a
u
b
z
z
u冊
。
-
古
川
区

nu 

p
h
u
w
 

i
 

n
H
 m

 

(
 

白
匂m

 

nu
マ
t

n
‘JU -nu 

n
U
 

図 1と同憾の方法でlμCi/ml [' H] ミリスチン酸を宮む培地中で PDGF処理細胞

(0)あるいは静止状態の細胞(・)のホスファチジン酸に取り込まれた放射活性を測定

した.データは強立した2回の実験結果を代表する.

1、2ジアシルグリセロール分画への ミリスチン酸耳元込完遂と PDGF処理時間の関係

次に、 PDGF処理による 1、2ジアシルクリセロールへのミリスチン酸取込元進と

competence作用の相関を検討した。静止状態の細胞に 10単位 /m1の PDGFを加えると 60

分でcompetence状態に逮し血小板除去血撲に反応して DNA合成を行なうようになった。

180分の処思後 PDGFを除去しても、少なくとも 300分間はcompetence状悠にとどまり

血小板除去血撲 に対する反応性が維持された(図 8B) 

培地にラベルしたミリスチン君主を加えたとき 10分間にし 2ジアシルグリセロ Jレに取り

込まれる放射活性を指標としてミリスチン酸取込を評価すると、 PD G F 60分処理E後にミ

リスチン君主の耳元込活性は静止状態の約 3倍に達し最大値を示した。 180分間の PDGF処

理後に PDGFを除去すると、漸次ミリスチン酸取込活性は低下し 300分後には静止状態

と向レベルになった(図 8A) 。
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闘 B PDGF処理後および PDGF除去後のし2ジ7シルグリセロールへの

ド H] ミリスチン趨取込およびCO・petence状鑑の変化
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A 静止状態のBalb/c3T3細胞に PDGFを宮むDME崎地を加え20分間、 60分間、 180

分間インキュベートした後、 1μCiI.1 ド H] ミリスチン酸を宮む培地に置き換えそれ

ぞれ10分間にし 2ジアシルゲリセロールに取り込まれる放射活性を測定した.また 180分

間 PDGF存在下でインキュベー卜した後、 PDGFを含まない培地に移し l時間、 3時

間、5時間後に、 lμCi/ml [' H]ミリスチン放を含む培地に置き換え 10分間にし2ジ

アシJレグリセロールに取り込まれる放射活性を測定した.

B.静止状餓のBalb/c3T3細胞を PDGF存在下で 180分インキュベー卜した後、 PD

GFを含まない培地に移し l時間、 2時間、 3時間、 5時間後に、 5%血小板除去血嫌お

よび lμCi/皿1 [' H]チミジンを宮む培地に置き換え、 24時間に 10%トリヲロロ酢酸沈

隙物に取り込まれる放射活性を測定した.
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PDGFによる I、2ジアシルグリセロールへのミリスチン際取込元進作用に対するサイク

ロヘキシミドおよびアクチ ノマイシン Dの影響

PDGFのcompelence作用はサイクロヘキシミドに影響されずアクチノマイシン Dで仰

制される 。 PDGFによる1.2ジアシルクリセロールへのミリスチン酸取込完遂作用に、

蛋白合成あるいはmRNAへの transcription が関与しているかを検討する目的で、 100μg/

mlのサイクロヘキシミドあるいは10μg/mlのアクチノマイシン Dの共存下で 180分間 PD

GF処理した後のミリスチン磁取込活性を調べた。サイクロヘキシミドによりミリスチン

酸取込冗進は抑制されたが、アクチノマイシンDでは影響されなかった(表 2) 

PDGFによる 1、2ジ アシル グ リセロー ル へのミリスチン際耳元込充進作用に対する Cキナ

ーゼ -ダウン レギュレーションの影響

PDGFのcompetence作用は Cキナーゼ依存性の都分と非依存性の部分があると考えら

表 2 POGFによる1.2ジアシルグリセロールへのド H] ミリスチン磁取込克進作用

に対するサイヲロヘキシミド、アクチノマイシン D、Cキナーゼ・ダウンレギュレーショ

ンの影響

静止状餓のSalb/c3T3細胞を 100μg/mlサイクロヘキシミド、 10μg/mlアタチノマイ

シンD存在下で 180分間 POGF処理軍した後、 lμCilml [3 H]ミリスチン取を含む

DHE培地を加え10分間にl、2ジアシルグリセロールに取り込まれる放射活性を測定し、静

止状態の細胞および POGFのみで処理した細胞と比較した.また静止状態のSalb/c3T3

細胞を 5%血小板除去血蛾および200nH?OBuを含むOHE培地中で24時間インキュベー卜し

てCキナーゼをダウンレギュレーションした細胞を網整し、この細胞を POGF処理した

ときのド H] ミリスチン訟の1.2ジアシルグリセロールへの取込を検討した.さらに静

止状態のSalb/c3T3細胞を 100nHT?Aを宮む OHE培地中で5分間インキュベー卜した後、

10分間に1.2ジアシルグリセロ ールに取り込まれるド H] ミリスチン磁を測定した.

Quiescent PDGF Cyclo. Act¥ncト PDBu I TPA 

Celi Treatment heximide mycin D 

Radioact¥v¥ty 1498 4079 1592 3266 2563 1290 

cpm/dish 土221 士259 士209 上176 土 61 士 65
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れる 。 PDGFによる l、2ジアシル グリセロールへのミリスチ ン酸取込完進作用が、 Cキ

ナーゼ系の下流 に位置するか否かを検討するため、 200nMの PDBuに24時間1細胞を暴露

しCキナーゼを ダウンレギュレ ー トした後、 PDGF処理 を行なった。 PDBu結合能か

らは、 この処置により Cキナーゼは 40%以下 に抑制されると役定される (57)， cキ

ナーゼ・タウンレギユレーションによって、ミリ スチン君主冗進作用は部分的 に抑制された

(表 2) 。 しかし、短期間の TPA処理により Cキナーゼを刺激しても、 PDGFのミ リ

スチン酸取込充進作用はmimicされなかった(表 2)。

図9 salb/c3T3細胞のwholeccll lysate中の

モノアシルグリセロ ール ーアシルトランスフエラーゼ活性
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PDGF処理BaJb/c3T3細胞 (0)、静止状態のBaJb/c3T3細胞(・) の whoJeceJ J 

Jysateを周い、 モノアシルグリセロール・アシjレトランスフエラ ーゼ活性を"方法"に記

献したように測定した. A. インキ ュベーシ ヨンの時間を JO分に限定 し償軸に示す各蛋白

量を用いた. B.蛋白量を 10μzに限定し償紬に示す各時間インキ ュベー 卜した.



モノアシルグリセロール・アシルトランスフエラーゼの invit工旦での翻定

ここまでの結果から、 PDGF処理細胞における l、2ジアシルクリセロールへのミリス

チン酸取込冗進は、モノアシルグリセロールのsn-l分校へのミリスチン酸の直後的な取込

冗進を反映していると考えられた。この反応が酵素的過程であるか、非酵素的過程である

かを検討するため、ヱの反応を媒介する苦手索活性がsalb/c3T3細胞に存在するか、そして

PDGF処狸によってその活性が刺激されるかをよnvi主工旦で調べた。

3時間の PDGF処理細胞と静止状態の細胞のwholecell lysateを用いてモノアシル

グリセロール・アシルトランスフエラーゼ活性を測定した。酵素活性は4-20μgの蛋白金

の範囲で直線性を示し、また10μEの蛋自重を用いたとき 15分のインキュベーション時間

まで直線伎を示した(図 9) 0 PDGF処理細胞、静止状態の細胞の酵素活性はそれぞれ

33.4:!::4.0、33.9:!:3.9 pmol/min/mg of proteinであり有意差がなかった。更にwhole

cell lysateを膜分画と細胞質分碩に分雛して酵素活性を比較したが有意差は認めなかっ

た(表 3)。

1.2ジアシル グリセ ロールの絶対量

PDGF処理細胞と静止状態の細胞の1、2ジアシルグリセロ ールの霊を測定した。100

mm Falcon plastic plateあたりそれぞ.れ1.27:!: 0.25 nmol、1.95:!::O. 53nmolであった。

表 3 Ba1b/c3T3細胞の可溶性画分 膜画分中のモノアシルグ リセロール・ アシルトラン

スフエラーゼ活性

静止状態のあるい はPDGF処理後のBa1b/c3T3細胞のwho1ecell 1ysateを100、ooox

E で60分間違心し上清(可溶性画分)、沈殿物(膜函分)中のモノアシルグリセロ ール・

アシルトランスフ エラーゼを測定した.

Enzyme Activity pmol/min/mg 01 protein 

Cytosol Fraction Membrane Fraction 

Quiescent Cell 40目1土 5.2 51.0土 2.0

PDGF.treated Cell 40.3士 2.1 54.6士 1.3



考察

本研究の結果以 Fのことが明らかになった。 1) POGF処理を受けたsalb/c3T3細胞

では、細胞タ卜から加えた飽和脂肪畿がし2ジアシルグリセロールのsn-l分伎へ念、速に取り

込まれる 。 2)この飽和脂肪磁取込冗進作用の最大発現には60分の POGF処埋が必要で

ある。また POGF除去後は、細胞がcompetence状態にとどまっていても、この作用は漸

次iたわれていく 。 3)POGFのこの作用はサイクロヘキシミドで抑制され、蛋白合成の

プロセスが直後ないし間接に関与していると考えられる。またCキナ ゼを抑制すると部

分的に抑制されるがCキナーゼの活性化のみでは起こらない。 4) Balb/c3T3細胞にはモ

ノアシルグリセロール・アシルトランスフエラーゼの活性が存在するが、この酵素活性は

POGF処理によって変化しない。

ジアシルクリセロールはリン脂質や鰭脂質の水解、ホスファチジン酸からのden旦旦一合

成、 トリアシルグリセロールの脱アシjレ化、モノアシルグリセロー Jレのアシjレ化によって

生成される (72-76) 0 POGFは主としてホスファチジルイノシトールの水鮮によ

ってジアシjレグリセロ ールを 生成するが、ホスファチジルコリンの水解も関与していると

級告されている (72)。しかし、本研究にみられるミリスチン酸のし 2ジアシルクリセ

ロールへの取込はホスファチジルイノシトール・ホスファチジルコリンへの取込に先行し

ている 。従って、一度これらのリン脂質に取り込まれたミリスチン裁が、水解によって

し2ジアシルクリセロールの分画に検出されているとは考えにくい。ホスファチジルエタ

ノールアミンへのミリスチン裁の取込ははやいtimecourseを示すが、 POGF処理細胞

と静止状態の細胞の聞に有意差がない。また POGFを作用させたとき、ホスファチジル

エタノールアミンの水解は認められず、ホスファチジルエタノールアミンを経由して

[3 HJ ミリスチン酸がl、2ジアシルグリセロールとして回収される可能性も否定的であ

る。グリセロール・グルコースの取込は PDGF処理細胞でも軽度な上昇を示すのみであ

った。またトリアシルグ リセロ ールへのミリスチン酸取込は1、2ジアシルグリセロールへ

の取込に遅れていた。すなわちfk_旦包旦一合成やトリアシルグリセロールへの取込とその後

の脱アシル化を介して、 l、2ジアシルグリセロー jレ分画へのミリスチン後取込が起とって

いるとは考えにくい。以上から、 POGF処理細胞で顕著にみられるし 2ジアシルクリセ

ロールへのミリスチン君主取込は、モノアシJレグリセ ロールのア シル化によると想定した。

但し、ホスファチジン酸へのミリスチン酸の取込は POGF処理細胞と静止状態の細胞に
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有意差を認めなかったが、はやい L.imecourseを示 した。従って、ホスフアチジン放に対

するホスフアターゼ活性が PDCF処理細胞において完遂してい るかについては検討して

いないので、ホスブアチジン援を経由して l、2ジアシルグリセロールにミリスチン放が取

り込まれている可能性は残る。

次にl、2ジアシルグリセロールのsn-l分校にミリスチン訟が取り込まれていることを、

sn-l分校に:@択的に作用するRhjzopusarrhizus由来のトリアシルクリセロール・リバー

ゼを用いて示した。1.2ジアシルグリセローlレのsn-l分校には飽和服肪設が、 sn-2分校

には不飽和Jl日Jl方酸が位置すると従来より報告されており (g8)、今回の私の結果は従来

の結果と 一致する。

モノアシjレグリセロ ーlレのアシル化はモノアシルグリセロール・アシルトランスフェラ

ゼによって起こる。この砂素は小腸細胞と JJf細胞に存在が線告されている (g5、 99 

)。この酔;長活性がsalb/c3T3細胞にも存在することがぷL.¥'.よLroの系で明らかになったが

PDGF処理細胞と静止状態の細胞の聞に酵素活性の違いを認めなかった。また酵素活性

の可溶性画分・版画分間の分布も PDCFにより変化しなかった。よム___y_iy旦ーの系との相違

の原因として以下の可能性があげられた。 1)タトから加えた放射性ミリスチン滋が PDC

F処理細胞でより活発に取り込まれ、細胞内の放射性ミリスチン酸の比活性が上昇する。

2 )モノアシルグリセロー jレのアシル化のステップはl、2ジアシルグリセロール代謝の律

速段階でない。すなわち、 PDGFにより活性が冗進するステップが他にあり、モノアシ

jレグリセロールのアシル化は二次的に完遂している。 3)モノアシルクリセロール・アシ

ル トランスフェラ ゼの活性は PDCF処理細胞で元逃しているが、細胞を破砕する過程

でその活性先進が失われる。 4) PDCF処理細胞のモノアシルグリセロールの絶対量が

地加 しており、酵素活性が一定であっても取り込まれるミリスチン訟の霊がふえる。第一

の可能性については細胞内の遊難路肪訟の放射活性を測定したが、 PDCF処理細胞と静

止状態の細胞の聞に相違がなかった。但 し、アシルCoAの放射活性は測定していないの

で遊離脂肪援がアシルCoAに転換されるステップに相違がある可能性は残る。第二の可

能性をチェックするためには、ジアシルグリセロールの代謝に関わる番手素、ジアシルグリ

セロール リバーゼ、キナーゼ、アシル トランスフ エラーゼの活性を測定しなければなら

ない。ジアシルグ リセロール・ リバ ーゼは血小板で検出されている (100、 101) 。

この苦手素はsn-]分枝の脂肪酸を sn-2分枝の脂肪酸より速く水解するので、この酵素が PD
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GF処理細胞でより活性化していれば、 sn-l分校へのミリスチン般の取込が PDGF処理

で元進するという本研究の結巣に整合する。ジアシルグリセロー jレ・キナーゼはジアシル

グリセロールからホスファチジン君主を生成する。血小板でこの酵素を抑制することにより

Cキナーゼが活性化されることが知られている (10 2、 103)。これらの事実から は

ジアシルクリセロール・キナーゼはジアシルクリセロー jレ代M-tにおいて重要な役;切を果た

していると他定される。ヱの酵素活性の測定を salb/c3T3細胞で試みたが、酵素活性が低

く卜分な紡来を得られなかった。 MacDonald らは PDGF刺激を受けたSwiss3T3細胞では

ジアシjレグリセロールのリン酸化が完遂しているが、キナーゼ活性には変化がなくむしろ

ジアシjレクリセロールの絶対量の変化を反映していると報告している(1 04)。ミリス

チン裁のジアシルグリセロールおよびトリアシルグリセロールへの取込の timecourseか

らは、 salb/c3T3細胞においてもジアシルグリセロールはアシjレ化によってトリアシルグ

リセロールに代謝されていると考えられる。しかしこのステップに PDGF依存性の調節

が存在するかは明らかでない。

PDGF処浬を受けたBalb/c3T3細胞のモノアシルグリセロール・アシルトランスフエ

ラーゼ活性は35mmFalcon plastic plate 1枚あたり 6.78pmol/minと推定される。 96時間

ド HJミリスチンEまあるいは[' H Jグリセロー jレで Balb/c3T3細胞をラベルしたとき

の放射活性の分布から、 salb/c3T3細胞の遊経脂肪酸はl、2ジアシルクリセロールの約

1.7倍と惟定される。従って 35mmFalcon plastic plate 1枚あたりの遊離脂肪酸は0.79

nmolと概算される。放射性ミリスチン援をタトから加えたときはじめのi分間に細胞内に取

り込まれる放射活性は2.32xlO 4 cpmであり、細胞内のミリスチン援の比活性は29.3cpm 

/pmol になる。すなわちはじめの l分間にl、2ジアシルグリセロールに取り込まれた放射

活性960cpmはミリスチン君主33pmolに相当する。ヱのことはよnvit玉虫の系で検出される酵素

活性はよ~の系の 20% しか反映していないヱとを意味し、細胞を破砕する過程で酵素

活性が失われている可能性が示唆される。或いは三の酵素活性に依存しないミリスチン殺

の取込が起こっている可能性もある。

第四の可能性に関しては、モノアシルグリセロールの絶対量は直接測定しなかったが、

1，2ジアシルクリセロールの絶対量は PDGF処理細胞ではむしろやや減少していた。こ

の結果 1;1:前述のMacDonaldの報告とは一致しない。この解離の理由は本研究で使用した

1，2ジアシルグリセロールの定霊法の感度が低いことにあるかもしれない。

27 



PDGI"による l、2ジアシルクリセロールへのミリスチン酸取込元巡は、 PDGFを除

去すると細胞がcompetence状態 にとどまっても漸次失われる 。またサイクロヘキシミド、

アクチノマイシン D に対する反応性も competence状態とは異なる。すなわちし 2 ジアシル

クリセロールへのミリスチン酸取込先進の現象は一度成立したcompeLence状態の維持には

必要でない。また直接ないし間接的に蛋白合成を必要とし、 PDGFの作用のなかではむ

しろ遅い現象に属すると考えられる。更に PDBuによるダウンレギュレ ションで部分

的に抑制されるので、 Cキナーゼが関係していることが示唆される。

本研究で惚告したi、2ジアシルグリセロールの代謝経路の生理的意義は不明だが、 PD

GFによりホスファチジルイノシトールの水解以外にもし 2ジアシルグリセロールの代謝

状態が変化することが明らかになった。

まとめ

血小板由来精殖因子 (PDGF) を含む培地中でインキュベー卜したsalb/c3T3細胞に

ミリスチン談を加えるとし 2ジアシルグリセロールのsn-l分校に急速に取り込まれる。こ

のミリスチン酸取込はリン脂質 ・トリアシルグリセロ ールへの取込に先行するので、モノ

アシルグリセロールのsn-l分校に直接取り込まれると考えられる。実際、 salb/c3T3細胞

にはモノアシルグリセロー jレからし2ジアシルグリセロールを生成する酵素活性が存在す

る。しかしこの酵素活性は PDGF処理細胞と静止状悠の細胞の問で有意な差を認めず、

酵素活性の調節によっては PDGF処理細胞におけるこの現象を説明できない。 1、2ジア

シルグリセロールへのミリスチン酸取込冗i1l1は、培地から PDGFが除去されると漸次減

少し competence状悠とは解磁する。またサイクロヘキシミドにより抑制され、蛋白合成を

介すると考えられる。

本研究をご指導くださいました東京大学第四内科尾形悦1111教授、小鳥至博士(現群馬大

学内分泌研究所教授)に深刻いたします。



本治文中でもtJTIした略号は以下の通りである。

PDGF; plaLleL-derlved growth factor 

PI; phosphaLidyllnoslLol 

PI-4-P; phosphatidyllnosltol 4 phosphate 

PI-4，5-P2 ; phosphatldyllnoslLol 4，5 blsphosphate 

PDsu; phorbol 12，13 dlbutyrate 

SRE; serum response element 

TRE; TPA response element 

DトlE; Dulbcco s modlfied Eagles 

EDTA; ethylenedlamlneLetraacetic acid 

TPA; 12-0-tetradecanoyl phorbol-13-acetate 
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