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[研究の背景と目的]

消化ITでI.止別経は､各個体の11札を通 じて1Wrの)竹姉/Jl化の･.u;みを純ける

高性に税別された租孤である｡'IfrlHヒ･TT･各r,'BLか)的)で性能をjqう卜庄縦様の増
触'JHヒは,他娘笛の'k-fi細胞とriTJlよに,そLHこ飽きかける′I･I車内朋子33よび
外的な項JA閃[･luの牧推な榊(上作mによって,n蹄されている｡その結果.消
化甘 Ll生れ)t的な桟能を果たす構造が形成され.また､⊥皮軌誌のtlnit削こ際

しては同月節tFn拓を背茄にした略綬粥転の飽 きで縦維持1℃的な..Ll;I)｣芹道が

維持されていることが想定されている｡

7円化符はもとより.多細胞′ヒ軌 二おける削 了の応;klYf造形蚊のメカニズム

は十分に解明されているとは古いがたいが.こうした叫でJiくからLl立間fi･

相互作m(叩ldldlid-■ⅧsenchymallnlCraCt10n)とPT'･はれるt二良系とIiは 系の両親

払IEiJの州hA_作mが.上皮組織の機能を調節 し,娘Ti,の三次構造の確g. 社姑

に大きな役1,刈を来たしていることが指摘されているl

上皮剛Tf相,I-1乍mは2つのタイプに分けらJLる｡ ･つはFnJ筋の椎鮒 こよら

ず.LJ立に抽熊川'･)な逝伝的プログラムが引き起こされる言方鞄的な肋さで.こ

の1品合. LTTL刺胞はそのJ/ノムのut寄手1川mJtJでしかr糊tJiの指令に従えない｡

もう 一つは問質の柁掛 こより上政の分化がiJtl:される指JW'Jな働きで.rZi】rr

巾来のシグナルにより上皮組織での迎†L･1一発JR.機能発現が変化し.個々の

,I"UTlrに利光的な上良が誘導される｡前名の例としては外桝 V.貯T3 (すなわ

ち.ほほとの瞭器の問質でも騨 ヒ位の分化p春希能がnZめられる),校名の例

としては呼液附'"'J質による孔腺 上皮の唾液喉-の分化~1.また+i.'L皮の

p呑執 il一宮の間質でしか起きないこと75.などが,;I-けちれる｡

L皮剛節柑Fl_作mの仲介四千としては増池川T･に代衣される液性lJdl-I
.細胞外マ トリノクス6 ,細鞄問の接触~などのシグナルが想･ji:されてい

る｡岬的LJJT-としては llGドによる MDCK細胞の形re芸.形成日 .細胞外マ ト

リノクスとしてはコラーJ/ン分子によるPJ恢上枝Q)請哲7㌧ 細胞fiijの揺茄

としてはエLfモlレフインによる恥 EI.Ti細胞の根号で-形成て̀ などが例として挙
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げられる｡こ7Lらのシグナルは LLL一にネ ノトリ-クを形成Lながら作刑して

いるものと与えられているが.昌羊掛 iJJ='別らかとはなっていない｡
11'jil二おける消化･=上庄器官培養系をnJいた検8.1で.胎IL16Elのラノト

桁児L,川 J服し良を培蕗したところ.Lli組織のみのLlf丘では暇17形成なと形

Its変化が令く見られず,また服門分化のマーカ-であるペプシノゲンの発現
もoEめられなかった｡一方,l･･Jじ胎Jl･'I6tjの般171ZIJFiiJlrドにか ,て上位範

rdのJlTl足をイTつたところ腺･Iで形成が起き,ヘブンノJ/ンの発現が認められた

IW･tmJJ…-nmunlea仙 ∩ ｡これは消化管 rl.トにおいてもE-.皮組枝の発生

･分化にrb順 のサホ-ト(L皮問質醐引 t:用 が締めて.Tl要であることを示

すもU)である｡さらにL皮と問芹の間にコラーゲンゲルを挟んで培兵を行っ

ても,形悠'AIヒ,へブシノケンの発現が認められたことから.その作川がコ

ラー'/ン'F'ルを過しでも飽く,液化閃子を介したものであることが′T-1畷され

た｡

そこで本研'Jh1.では,まず舷初に聞fWI火でL鼓に†川 け るL皮糊質棚互作
用の仲介IklT.特に液性細胞1朋胴 [-の検瀬を行った｡刑化,Ti.胡瓜 二おいて

はrR版系の小1稲もあり上FiFEりTHrlhl作川の検.,IIJ:これまでrkLして)L'しいも

のではなかったが,激写では比和の抑 ヒfLt.･1-_l立Wf･,-1.･7丘系S,mf粗糖足系
q に加え,珊たに各発育段階でラット消化許のJd都城を上JiとfuJ許にコンタ

ミネーションなく分維する手法を開発しており 日ch'nose.M elaJ投偏rf･)

これを刊川 して消化管各部城の上皮HTJ質における代太的な糊納蛸7･及びそ
の受糾 1W)iZflLr-f一発規を検6寸した｡

ll(.,r:(hcpalq:ytegro肌′dlraC仰:肝細胞岬触t人目二 は代)細りな例Ttdl来JFP触

rJJlで,培養肝細胞の増殖を促進する閃rとして発見された. ]=｡劇症

肝炎などの肝障害に際して産生増加Ⅰがみられる lことから,･''J初肝再生の

本作として肝細胞特発I的な増殖閃Tと考えられていL･が.その後.土庄細胞

の拡散/LLr･引き起こす SCauerraCLOrlI,ある椎の肘 ii･,細胞の畑地を抑制する

tumo,C)toIOXLCl-JCLorlSとrL77じ那 iであることが刊明し.これまでに款多く
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の脹H'に対L細目抱増触 遊JE 形tiiE形成など様々な7J汁ほ 4け るユニークな

七7クーJlけ uシンキナー･L;を･2柳 本とする増郎囚 (･では 11(.ト にのみ-LL'.め

らjLている一L｡

llGl-は 728アミノ酸根)kの前駆体(pr叩 0日GJ-)として合成され,卿 如LJで

切川IFi'.又け 一本irlの不7㍍ lr(pru‖GJ;)となる｡さらに糾 包外にてセリンプロテ

ア--t='により49JLLrg-495､′̀Jで卯 斤され,69kL)Jのa紙と14kD̀lのE3鈍よりな

るへテU二_a:1本の成典41JH 21 となる｡JI('l:のPl.容体として C-mel病原逝

If汀 掩拘(C-MCL)が同定 されている30 -3-I ｡C-McIは股1-1適仏道をもつレセ

プタ-型チロシンキナーゼで.llG卜 によって刺激 されると二tTt肘 ヒとチEl

シン桟)左の臼己リン酸化が起きる日 .ltGトの多彩な作mはすべてC_MじLの

チロシンキナーゼ納経を介して(1三JfさiLることが明らかにされている31
3E-)

llGr=の推′とは InLじr】cukm-1 TN ト qlr1.TC'ト lヲ17 などの間子により巡lf

l 訓,Tlのレベルでp耶 行されているが,lIGLlが作川するためには 一LiHt.化が

･it的のたが ≡ zQ ,p,ollGT=の捕性化も lIGI;の清作制御に寸要な役･L91を

月とたしているものとぢ∴られている29 31 1''

その代如 'JなTlT''作化IJH ･が IIGI･'tcL-vinOr(HGE.̂)で川 ,血h';rいより如d･)

てzJI榔さjL.bloodc｡agulaI-onELtCLOrXELaと4LIJのホモロジーを持つプuテ7

-七であるこ とがrgJちかに なっている｡ そのほかに も urok'n.bC-I)･PC

plasmln｡gen弧tvalOrlu" UC-L)･FX;PLdSnu10gCnaCtlVatOrH 6i.bloodcoilgulaLLLJn

rib:torXlLaH がproTIGドを活性化することが維H.7--されているが,pJa.wl-nOgCn

の p,0日m;活性化作用は締めて低く 2q､65 ,hloodcoagulal■unr̀-clu√XIlaも
71川 _は IIGl;A に比べ低く,また zlGF̂ とy･:なり血(.'川･のフLJテ7-ゼイン

ヒビタ-によってr･TLLL-される65｡

‖GドA u lI('r｢の所作化を過 して発Lトや暢割 喜子如二'.七与することが想定 さ

れ肝瞭て!言,一汗陥'.与さらに門絶域Iを独 ■lLH へのl判うーが維;'子されているが.
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A)).H.,'tT発'Lにおけるは'!川はryJらかではない｡本研究で 【まラノト消化1"T,-発

'FAf'Iでの ltr,L.の役'L.mおよびそQ)zT,什別納のメカ_ズムをrylちか:こするた

め ll(;l Hr;F･2.'IF経てあるC-mLIL.II(汁 .̂さら.二ltGl･̂ Q)インヒビタ一一で

ある Ir(ilI iK=日､utOTmhlh伽rI)TICl川八日)日 を含め遇fL.(-JJLiBiu)那折をr(-)
た｡



〔材料と方法〕

IlhCl-亡r系ラノト(o l∬lt}hR■､L･rJJPin nC)を交配させ,附 勺スメ7にて打坂

を確 ,-LLq.0II'1I-が認められJJ=tl/Lr･桁'Louとした｡托軸ラノトf_,JPLi脈脱臼にて

IE殺校.胎七 15Hから2lnの胎児より消化も各nW-2Itl;lrJ,蛇口 (ラノト

門は前 日と脱門に分けられる｡FliHlJは屯F:jh占I′上肢に扱われているが.脱II7
は｢rljF.｣.枝に披われ 板およびペプシノ'/ンを分泌する｡) 卜J.指腸.大

脂)をjl&lLLu｡新たにrhrl先したキレー トと'ji作以微鏡を川いたT-･7L(lchlnosc.M
ctal J2稲(1])で l二蚊 ･I;l･J斑を分赦した｡各組掛 まphL)叩hJLe-burr亡rCd A.山nc

(PLIS)で洗い./ト.化′芦的郎折にTHいるサンプJt,は･80℃で保h:した｡

1)机抹'.;''･rl'J検討

各組孤はアセ トン同定後,パラフィン包埋 し切片を !-∧.S-hcl-1aLOXylm で屯

色した｡上皮棚胞岬柄の"lf一帖のため771化棺終灘f_2軌範を切耕し1/校.細片に

Jh割｡ フ ィル ター(Tyrk;Il̂Wl- NlhonMLlllrX)rC.Tl)kyo.J.lPIul)に収せ.

Dulbecco'smodlfled Eagle'srnedunl(DMEM)中に 5-bro"10-21-deoxyuTldLne

(BrdU,01mg/ml,SIgma)を加え5% CO2,37℃で I相即,1応を行った｡ほ本は

rl.]じく7セ トン凶定役.パラフィン包推 し. BrdUを収り込んだ棺を特異的

抗体を用い免婚耕筏染色で検出した｡1(氾0細胞あたりのほ止された細胞鼓を
各組経につき3サンプルずつ計I11JL･l'-均値を出した｡

2)RNA の仙LLH及び Nothernhybrid)zalion

各軌範よ()OMnC7ynゝkLと siK.ChlJio)方法により trllalRN∧ を仙川J｡lO

FL里を変什後ホルムアルデヒド-アガロースJ/)L,でrtLシモ泳動 し.ナイUンフ

ィルターに トランス77-.フィルタ-を ':pでラベルした終りプ'/U-ン

のcDN∧でハイブリダイズした｡



3)-cverselranscrlPl.On-pOl)rmerasechalnreactlon

rい m HranscTLPll0n-rX)IyrTtlraSCChaLnrL.JCbon(kT-l)Ck)を川 いmlくN∧の解Fr

をiT-,た toLdlRNA5/LgよりcD.TiTA合成キノト(GlheonRL)を川いcL)N∧を

n蚊,稚y川勺プライマ- I)淵 で.AmpllTiqI)N∧rnl)TTm Lゝt(Perk■nトImLJ

CL:tu.i.U.1̂ )を川い.15一斗)サイクルでPClミを施行し七｡pcR鮮杓は三信7カ

ロ~スゲル･TA仁burterで73i'i泳動を子iった｡また ･んでPCRq-杓をpL'CIR

の SmJlゝ ltcにサブクローニングし,dldt=ot)chain-temlLnau()nrTk;LhodH でシ

ークエンスを行った｡rnRtm のf-'jiiLiにはcL"nrk:ut■､CPCR1-を用いた｡サ

ブクU一二ン'/Lた各cL):tl̂ J:り,糾L'Ji僻,Jrl.11イトを偵･];し,･祁切り.Ll=/
1=後,仙u.ライゲーションすることで.r‖】LプライマーでJC)えるサイズの′ト

さいcom叫 IO,を作製した｡ 日 fgI)G3PDIIcL)N∧よりのComFXtltO'作成

pUCほのSmaJ.qLCにサブクローニングされた(I,3PDLlcL)N八にはAcclサイ

トが2AL47所-ll:J]三する｡しかしこのまま鮮ぶ処jlllしたのではプラスミドも∧∝I

で切断されてしまうため.ます rxoRl,lh11川 処理でcL)N八を含むフラグメ

ントを切り山し.その上で ∧∝ l処LIEを4Irった｡∧cclで切り目出される l(llhp

をJ:jいて.止めて JicoRI.Ll.u-1 llI処刑ILq Lた llLS(KS-)にライ'/-ションし

た. これをさらにPCRで岬やし,液圧を測左LA.叔タL.Iをn放した｡)

サンプルの cDN̂ とともに compcLILOrを加え )'cR を施rrすると,それぞ

れが濃度依存的に増幅される｡PCRは反応が必ずしも -I,王ではないため既知

のiた攻の comrk:t】LOrをコントロールとして軌と･のばらつきを補IEiること那

できる｡7ガロースゲJL,'･i;;:1泳動を行うと,ComlYulorよりのl-CR健脚 i元

のcDNAよりサイズが小さく分簸される(,立!.tにはイ}-ジアナライザーを

用い泳動J/ルを解析した｡



ScqL-rlCt:ゝOrP川nL:rSubdforE'CJidrLLl)yilS

gL;rLL. PnJTICT SLJI.OrnTnPhLLGd lゝ,.COfaTnPILllt=d
rrJgmL･lH llTagmL,nL.JrL'OmPL_u(Or

5-cĉ Ĉ̂ Ĉ ^ Ĉ̂ ｢̂̂ Gr̂q 7-3
5-∧AC∧∧1cĉ ĈĈ Ĝ̂ ĈC∧-3
5'-CIĈ ^rĜ ClTCTIĈ Ĉ̂ Ĝ̂ T'IGT-3'
5-CCIGĜ GAĈ Ĉ GG l̂I八cĉ T̂C-3
51GrAGCG∧rĈ ĈrĈ ĜGlr･11
51̂-lTr̂ ĜGCĈ CĜ Ĉ̂ TTr･3
5-GTĈ Ĝ Ĉ ^̂ GGĈ ĈT∧Ĉ 13■
51cĉ GĈ lTĈ 'ICTCCGTĈ C13
51ccĜ ^̂ Ĉ GT̂ Ĉ̂ Ĉ GG13
5/r̂GG ĈĈ Ĉ ^̂ CĈ ĈG13
5-人Ĝ C∧CClGC(二Ĉ CĈ Cl､C∧13
51̂^IÂ TĈ CAlC(rĈ lĈ C131

5-cc(TGCGCICGG∧∧G八一lG一3
5●-GGCACGGC八cc<CTC∧C八･3
5-G∧01-CĜ ĜGĜ CrĜ lrlGĜ 13
5IrAGGGIĈ (irCĈ lCr̂Ĉ CCTC･1●
5･̂CrlĈ CÎG｢lĜ Ĉ̂ GGTĜ 11̂ ĜCC･3
5-cĉ '｢rlTr(~rCĈ Ĉ ぐCGTIT-j

51CITĈ G(1CL'̂Ĉ UAĜ Û∧∧CICC-3

5I-CACĜ TĈ TGITGĜ Ĉ ĈTGCTCC13
5-Tr̂ t八八八GCC)GCĈ Ĉ CCĈ GCrCA･3
5㌧GCmTGCrAGCĜ CACCCGC13I
5㌧ACL̂GTCCGl℃∧Ĉ T̂GrĜ CACG･3
5､-̂CrĜ ĜTCĈ rGT̂ G∧GCĜ r̂G-I
5㌧CllĜ Ĝ̂ ĜAG∧CCCG∧TGl('̂C･3'

5･̂ Ĉ̂ Ĝ CGĜ lGClrĜ ClllGGIC･3
5-∧GGCAAC∧GrlCl-1C八lTC∧ClTlでCCCト3

51AGCCL̂Ĉ CrCCTCĈ Ĉ T̂Ĉ rG'Tlr13

5､-GGC八八GAGGC∧CAAG∧∧GAG-3
5-CAGĈ ĈĈ GGGGG八ccAGT-3

5-GTGĜ ĈTGTGGGĜ CTĈ A･3

5Il一:GCTĜ ĈGGGTrGr̂Gr̂一31

5-TĜ ĜGlて:GGIGlĉ ĈGĜ 111-GGC･3'
5--Ĉ lGl'̂GGCCA1GAG(llcĉ CĈ r-3

bP

･JIP

bp

hp

bp

bP

bp

-p

bP

hP

M

醐

5-｡

川

柳

607

4-7

細

2～5

獅

hB

b

.D

l

′0

′0

67

34

刀

300hp

∴

∴

∵

∴

-

∵

‥



G3PDLJcL)N̂

(13)'DIIcDNAをl'UCIW)
Snlalサイトにサブクローニング｡

l三coRIIIlam川でcl)NAを含む
フラグメントを切り出す｡

l

AccI処理｡
(フラグメントは3分別され7U)

l

Ill.coRトHim lll処丹 されたBLS(KS-)とともに
ライグーションを行う｡ EcoRISILE:

ComrulLorとなるフラグメントが入った
7ラス ミド (llCIiにてPl..悲 ) をテンプレ ー トと L
Ml3プライマ ーでPCR施行｡

t

I'CR産物の濃度を測iEL,JTl,-釈列を作成｡

G:‖)DllじDN̂

licoI州 e: ; llu.n‖Inle

AccI AceI
l l

+ - ' 1r

dt三IuLeされるフラグメント

+ Acc.言 .･.千

compct■torとなる
サイズの小さい
フラグメント

(例)サブクローニングしたC3l'L)ElCDNAよりのcomrk'Llnr作成

8



[結果]

i)各純増始閃7-の･(iJi化･AB:仁岐 問ITflrにおける)1伝/発現

とJE手はにより胎牛 16 Uのラット消化‡:,･の各部城において上瓜 FuJ質を

コンタミネーションなく/Jl維することができた (同 1)｡まずノーザンプロ

yティングで上肢 FZl･J質における各也増他l増子の退1云+発現を検討したが.

シグナルが撞めて低く析折が閉経であった｡検体はラノト胎児消化JTでさら

にFIjL F;r,Jrlrに分ける捌 乍を加えているため.多石lrのサンプルを得るのが難

しく,そのためRT-PCRを用い退L7:+先鋭の耶折を進めた｡今tu]THいたプラ

イマーによE)1別品されるcDN∧はシークエンスの結果いずれも,巨川')とする

迎伝 [-にrr]火するものであることが紅詔 されたO胎生 16UのラノトriLi化管

各部城における糾 屯増柚因T (今回解IrTした増殖因 T-は, ▲鮫にl'.iJ質rh来増

殖PJTと考えられているIIGl-,KGF(keraLLnOCyLLtgrO､Vthlacl(汁),位も■l'-くより

研究が進められている EGF(ern(JcrnlaLgrowulFactor)及びそのファミリーであ

る TGFa (b-anslormtng呈rOWLhlaCtoTa) lln-EGr(htlr)annbl■1dlngli(;ド E■kc

rkLPl'dc). l̂t(AmphL'Ct;ulLn),分化誘導Prf.としでその働きが江口されている

TGFP supcrtm lly(TGF β1,BM】'12(bonemorphogencLLCI-rOLel･12),liMl'-4,

Ĉ=＼′tn)である｡)の遺伝f発現は下n己の通りであった (図2)｡

(I)Flり許にのみ退TL;子発BLが認められるのは11Gr,KGFであった.

(2)その実容体C-mcI,KGF rcccplOrnlRN∧a)発現は上虹 間質ともに認めら

れ,KG卜rcc叩10rm]くN∧の充抑 よ上位に多く.JLj.めらiLた｡

【ユ)EGHa'l川yではEGL.IIB-rlGFはL皮.例Tl;ともに退(iil一発硯が認めら

れたDHli-EGrlの避tL.17-発現は上皮優(;IIであった｡

(4)TGFα,ARmRNAは上皮にのみ発現が.iLjJ/)ら九た｡

(5)rrrrlinllly非過の受容体であるl三GFrじC叩tOrnlRN∧はF-_li.糊f了ともに

発.現が.J!.められた.

(6)TGFJ71.LlMP-2,LiMP-4.∧cLLVlnP/i ĉt■､･■nPn■1､RN八の党別は上皮.帆

9
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G3PDH 一 ･｢亡 ■= ALJ- ~-i" - 1 - - -983bp

C･rTd ,I - - .ー Jrq L'=ユ⊂ -359bp

KGF ~~~- ー571池p

KGFR E‡ □ uE31 - L 342bp
EGFR ~-----1-~~J ー807bf)

HB-EGF - - -T - JL - - - ー260bf)

⊂ -298bp

E)MP-2 ー871bp

hh旧〟■¢tMnβA L -- ~~- - ｣■ -336bp

hh旧rvrJC廿vlnβB --------~】ー300bp
E M E M E M E M

F G D C

図2 ラノト消化･芯各部城の上蚊 ･間質における
各位増地閃√-およびその受容体mRN八の党規

｢前門.G腺LI')'.D十 二指腸.C入隅,E上皮.M問質

ll



官でともに認められたか.T(汁JI/iぴ∧CLl'叫 ∧mlミN∧の先LRはF;相 性

f一丈であった｡

(7)J6,1Ei峻(り川 I附IJr l･二指腸,大腸)関での比較では.K(,ド rC叩 LurmRN八

の党別,I.Lが､F'1川 の J-_蚊にて他のLW城の｣二FEより約 10倍多く党規が,.lJ.

められたが,他には.附釧 JのイJ-意な追いは認められなかった (lズr3 0

2)HGFFXJ辿逝伝子のナ1■J'化管 ヒ皮閃Jjirにおける蒐税

目(.L-rXJ地道†云子について,I叫並に上瓜 IZl7)質における分布を解析 したと

ころ,tl(ilnlRNAは制質に限局して認めらiLたが IJGド̂ 及び IJN_1mlミN∧

の発IRは 卜皮のみに見られた｡また C-nlClmlくN八 は上皮 関節とも発現が.Ji,.

められた (r-R]4)｡この C-mじLnllミN∧の先l光跡 まと皮 FiL.Jilで同柁皮であっ
た｡11(.'F.C-mcLnlRNAの発現;'IEは消化管各都城で大きな追いは認めbれrJ.･か

つたが,IIGF∧mlくN八の党規は前田で特に少なく,大腸で多いという,uLi尼軸

にそった党別:tと-の帆 句が認めらiLた (凶5)｡脱-,1.r.r一二刷 込の比較ではや

や ｢二指腸でJjt:uN;l1-が多く.前門ではその 10%.ノく腸ではその IO陪従皮で

あった｡Il∧H mRN∧は,前II')で他の都城に較べ発現Iボ:が少ない帆IJHこあっ

た｡

3)HGFfXJi車道は7-の消化管発生における発現変化

れより徐々に増加L z')日にビ-クが認め られ.その後川/ト前まで減少して

いた (rxJ6)｡脱Ff.Il二皮におけるC-melおよびIIGt-∧mRN∧の発抑 まlllI以し

たハターンをraLた.前Y･ではこiLらも発現h1-が比較的少な く.胎TJj.18[J

で小さなピークを形成した栓,19日でやや減少,その後増加し出JF.前で拡大

の発現 こ11-となっていた (図7)0 IJGトr泊池避fL-t･子の子吉卿 ry加はtl｢j化T･;二の他

の['.Eij成 り17IL2ll. 卜二指階,大脳)においても.認められた｡ttGlmRN∧の

12



FE GE

lヨ ー ヨ 白:王 ヨ12 3 12 3

DE CE

lココ ヨ EiEZ
1 2 3 12 3

ー342bp
-165bp

ー34Zbp

ー165bp

凶3 消化管各部城にぶKGFrc叩 LO'mRN∧発現li･の比戟
L:E前札 GE脱胃,I)Ef二 指脂,cE.大脳,のJdLJi
342bpKGFrcccpLOrlTlRN∧,165hpcoITITk:LILOrのシグナル

1,2.3はそれぞれcomrk;【■LOr石とlo1.102,103コピーと.
各riIJia･のC-DNAサンプルでPCRを行った結果を,示す｡



G3PDH E I ヨ Eコ コ L- EIヨ ー 983b,

HGF l』 臼 J E l ■ コ J - - 585bp

c-met - I - - - - 348bp

HGFA l『 ■ - E 』 E l 『 - 508bp

HALI J- E) ⊂ ■ E ) 一 572bp

E M E M E M E M

F G D C

凶4 ラノト胎児iF7化3'己-各部城におけるtlGl:.C一meL,
llGl=∧,11∧TIL及びC3PL)ll遺伝 (-の発現
IFJgのpoly(A+)RNAよりRT-PCRを施行｡
｢前 門,G昧門,D トー.指脂,C.大鵬,E上伎,M間質

FE GE

i l l l～ 『

0 1 0 1 2

DE cE

jE Z I ii E T
O 1 2 1 2 3

ー508bp

ー252bp

ー508bp

ー252bp

図5 消化管各部域におけるIIGFAmRN∧発Biiiiの比較
ll-E:前門.GE:恨t!).I)Fトー_指脂,cl･:人脂.の各上皮
508bpltGF̂ mRN人.252hlH ;OmlXlltOrのシグナル

0.1.2.3はそれぞれcomrxl.tor:た1d).10llo2,101コヒーと.
各同誌のC-L)N∧サンプルでl'CJtを行った耗米を示す｡
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l文16 腺Ill発生過椎におけ7J71'J許のIIGFn-RN∧発現変化
^ サンプルRN̂ rPのGIPL)HmRNAの交JR変化
983bp･G3PDHmRN̂ .822bpcomFk:tLtOrのシグナル

F3:11GFrTIRN人の発現変化

5月5bp.HGZ:mRNA.482hp_conlrL:utOTのシグナル.
C:日GFmRN人の先攻ilrの変化.泳動//)L,のバンドをイメー
ジアナライザーをmL､ct州 Th:tiLOr対比で解帆 G3PDHで補正
し蛙高点をtとした｡il.某は平均士SL)(n=3)｡
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A ■■lI一二 二ui- 二g鞠

r~- ~- - - T I i

c I

-348bp

ー186bp

+508bp

ー252bp

28642

1.10.000.0

lヒ

161718192021day

凶7線tI')発JL過111こおける上位のC-rnじlおよひ
11GトacILVaLOr道Ij:-)'･発現変化｡

A'サンプルRN̂rflのG3PL)IlnRNAの発現変化_ 983bpG3PDIZmRN̂.
822bpcomrk:tl10rのシグナル

Ll:C-metrnRN∧の発現変化.
3-18bp-C-mcLrnRNA186bp･compelLLOrのシグナル

C:lIG)-̂mRNAの発現･&化
50引)p-HGF∧rnRN八.
252bpcompctllOrのシグナル
D.E c-nleL
図6と
mRNA(I))及びIIGr̂ mRNA(E)の発現丑の変化
刷.kの解析そそテった｡地袋は平均±sD(n=3)｡
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発現はBEI1=_L(1r=[り増加し.IIJnlZでは lホE7.ド_指隅では )7日.)く隔て

は19日でと-クを杉岐し.その後.1'.11=IJ;tまで減少している.C-mL･lrnRN̂ の

発現もこれら払器の形鰻形成過純で発別冊JJpがみられた HGFAmRNAの死

別は.FilHlIでは発現iTミが少なく定FL不能であったが,ド_桁脳,人脂ではこれ

も党別Jn加がT.だめられた (図8)｡

-I)ラッ ト7iri化管発 /ヒ過程 での軌.識 字 的変化

(吸LI■l')胎'LL6日に見られる71-_層｢lJ性 したは徐々に単噌化し.胎/Ll9口に

はIIl.モ引11化上枝に変化する｡この頃よりEri削練の空胞化が明らかになり.

七難な腹背が形成される｡その役さらに純も様の突出がみられ細胞分化が起

きる (国9)｡さらに遺伝(･斬折用に用いた上皮 ･問質を分けたサンプJL,で

は,こうした党Jtの各段階で腺Tl.上舷 ･聞賃がコンタミネーションなく分社

されていることが分かる Ell10)｡

(FIJi1円)胎'J116nの前門では卿.･1H什上皮がみられるが.17LlにはL.政細

胞の多層化,胎′L1-_18Elより去mll二位のIFIH'.化が起き,さらに州 ヒがはじま

っている｡胎生20口では上皮のJ･J化がりJらかとなっている (図1I)｡

(十二指暇 H.L惟 16E]では 1二指搬粘映 し皮は未分化な細胞が 2-3掛 こ屯

朋している｡胎′L17-18日に軌綴分化の泣初の苑険であるL皮の管腔脚へ

の不繋な.AL‥.751'妨まっており,-1)一問だ1系細胞が と皮細胞屑に陥入し試~引h

この後さらに形1iiE変化は進み.胎Il:_20 日､二はIiuu/･上性にはわれた純毛がみ

られている (LiH 2)0

(大腸)胎生 lGnにみられる屯研上皮Ii胎/ト18- 19日朝より-.附戸層化

し.内腔のJlL人と糊笈系細胞のh'tl人が進行し初AJ陰概が形成される｡さらに
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I-X18 Iiilrl 卜二指脂.人脱党′巨過椎におけるIIC.ド,C･mcL,llGl̂ の発jji変化｡
J耶 lr(̂,lu.Tl-_捌 a(C-]三),大脳(ト川におけるIIGr(̂ CJl c一mct((i,I)､(り,‖rl'l:aCL】vu10r(E.ll)
mRN∧の充jR変化を'T=しており,['Rl6及びtx17とIriJJ.策の解析をマテった｡軸米は17均士SD(n=3)｡
I削 -JlにJjけるIr(iド∧過は /は允Dii■tが少なく.定'71的粥折は不能であった｡
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t!19 ラノト腺胃の発IL通事王における形態形或およびLlrdUは歳細胞款の変化｡

^-r-:妊垢後15-20El,矢頭 11rdUPTJされた他｡椎掛 ilprnを示す｡
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, k

閉10 ラノト駄児腺rI')l上皮.間節の糾払ほ

Ĵ=完F(i.lp.Tt%L,56(慧 F:gLr-警;15:0某誓 ′Jfljfjく分維されている｡







杯細胞や内分re･細胞の,&別が"(能となる.コ11日すぎには畔.Wの L皮に校われ

たに縄がさらに仲良し.出生Il;Ft二は蚊だ左と･王:ぞ｢■･]じ構造となる (図13 ｡

5)ラット消化管上皮細胞増柄の(奔りす

li†dU は&による上皮細胞増姐の解析L'T'Jlは,同 lLIに示すと)川 であっ

た｡暇ItJ'に13ける琵議･封土桁't は 日でわTか.に増加がみられるものの,全

体としては折/F_Ⅰ6Flより.LLsI+-前にかけ徐 々に減少する紹llJJが 7̂られた｡前

rI'.卜二指臓.人脂は特にJm]llLil.kgtめられず.胎′116EJから2日ほ で肺.戒

していた｡何れの泉L様においても,標識細胞は机lgJではL-_Ji全作に見られた

が.発生が進むに従い)1底側に駅唱している (同9.同1i- I3)｡
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図14 ラノト消化管発生過椎での各部城における
L)rdU標識上皮細胞のtrJ分の変化｡
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[考察]

器'Fl発′l.において上皮 rll順 柵TLJ_作川がfbめて重要な働きを川っているこ

とはlT(よりbTられているが L -3 .そのメデイエイタ-にrJEする検[.11は必

ずしも卜分とはLjえない｡本研究ではまず消化幣におけるL馴 l慣 fHrL作拝J

の仲介名.特に液性用地囚+をスクリーニングするrl的でir川二･T･1,-各部域の上
良および問質(二おける各種増殖lqr一及びその受容体の過†云(発規の検訂を

行った｡その縦果,fZ-1Jfiにのみ遺伝TF･発現が.止められたのは JIGF.KGFで.

上皮にはその安'1'11本C-mcLKGFrCCePlOrの分別が認められた｡これらのil与果

は llGF.KGJ.が的'化ITf各部増においてIjl】ffで産′Iこされ.･1･才日本を発現して
いる上位組経に作川していることを小唆するものである｡'尖際.救宅におけ

る初代培長系を用いた検討で 】lGll.K(1Fの都城特発･的なil'ilヒ幣-上位細胞増

始促進作mが認められている (文献68JjよぴFX'TSOnaIcommunKtatlくれ)｡

本研究では.その多彩な生稚活性より 11(1J･に注uL検n.Iを進めた｡増机

閃子の糾或恥取作に問 しては,今岡検索 した範閲では御門E_皮における

KGドRmRNAの.-:.'''発JRを除き,消化苛祁lり釧 】ではっきりしたinlL;子発現の
ZEが認められなかった｡この結果より,これら和気(掴 (-がIFL川二･AEにおいて也

めて限元的な役.I.lJを杓っており,上位の介化を決定する都城特心U)桁令的シ

グナルではなく‥速源的なシグナルにlW'J-一していることが示唆された｡

ltGF関連退任7-の消化管各部域の上位関所における発fRハターンはヒト
脈の掻きは1.柴とは対照的 (白質星状細胞ではHGF.HGL-A退伝-1･の発現がJt-

に認められている一l)であるが.マウス肝院とは -放したバターンとなっ

ている (pa'cndlymd｡ell 上皮に相｡'' にIl(;トAmRN .̂Ron-pmnChymalQ:L)

rnrJ賢に相コ)に tlGFTTlRNAが1'められている)｡ヒト胎児iFl'化管におい

て上皮に ltGト mlくNAの党規が認められ7r･との朝'L--もあ7Uが 5 .これらの

実験il'.火より'(l'j化･～uT=JL7119-rにおいて閃質よりJIitWt刊 IIC'ドが/jlL･F.され,標的
糾織の上政レベルで 】IGl=A により子.T,化化され作Jlけ る.さらにその 日GFA

も仁政より分泌されるインヒビターにより糾御される.というシステムが仔
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lllすることが示唆された (Egll5 ｡いくつかの･):験も●.果⊥り-lfi性刊二芯作

のIl(;Z7が不安定であることがホされてお.)1 0.そうした八からproLL(;[:

の純化化かレセプターの近按で1Tわれることは.締めて介埋的といえる｡刷

賃でe-mL:LmRNAの発現が認められているが.llGl̂ mlくN∧の発現は認めら

れておらず.その庶苑ははっき.)しないが,ヒト消化管の前掛 二おけるC-met

ト 退†.((-の発現が視i･,I-されている6･a

It(1ドヤC-TTICLmRN∧の発現姐は消化管の各.ち8城ではっきt)した差照が見ら

れないが,ltGL=∧及びllN-ImRNAの発現必 よntB域による追いが認められて

いる｡この追いが.何に由来するのか明らかではないが.前1-7においでは

llGF̂ J l∧111mkNAの発現過がともに少なく.HGF̂ の Lurnowl:Tの状態が

灰岨となっているpl能性はある｡

ラノト胎児消化管は胎生後期の 16円からコ1日で者明な構造変化が起きる

那.このIFZ想形成鰍 こおける幌別iiJ質での 11(汁 mlくN∧先取噌帆 上Jiにお

けるe-met.ll(if=̂ mRNA党規増加からLIGl-r削垂逝IL三1-が駁衡なコントロー

ル 卜にあり, F;l所におけるHGトシステムが tlGl:̂ の IIGr全損鮮l=･としで

の働きとともに腺門の脱管形成に深く関り-していることが示唆されたCまた

C-mCl,HCl:̂ nlRNAの発現変化はほほ同じバターンであり,この1JJJJ逝(I;(･の

発IRが,その本体は不明であるが,方i似のメカニズムによりNJ糾されている
l】lllt=tl1'kが示されたoc一mel.lIGFAmLIN^の充Blが川/L血前に州加しているの
に対 し.日GFmR:N^ の党別はこの時lgJに減少している｡この解錐に対する

説ryJとしては.過剰に在生された IlGトが細胞外益田にス トノクされJa A

r い ,発′ヒ過程が進むに従い HGF̂ によりib-惟化n LI:-melに鵜合して

いる可能性が考えられる｡

IIGト.C･mctmRNA の発現増加は消化･汗の他のL.'6城 (lJn'I.十二榊 .bl.大

脂)の形惣形成過椎でも認められた｡TlrdU Iだ歳に⊥る解析では対応するよ

うな上皮細胞増地は認めらiLず.LtGFの持つ細胞増姐促進作mとは異なっ

た作川が紛いていることが不唆された｡It(1トは町,乳札 細胆管 l二良細胞
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などに対し.娘'-Lli=肘 古道の形尉 111日が?.'Dd'･',れて13･)い S~ .11左
別様の形態形成什f日をJl'するものとぢえら九ている｡E二..EJ:験枯淡で IIGf
mRN∧発規のピークがいずれも形態形成のFiJ姑と時期が 一致しており.iFl川二

管恭齢城の発'f'退化においでも ll(.,トが形態形成にrRIワしていることが強く

示唆された｡'E際ラ/トEHJ】股F･J立納税を rlGF肺牛細胞仇としてB]られる

MlミC5のlt托下で培蕗すると.上Ii組桃の著明な増始と脱･tf形成の机gHこ認

められるvacuolutLOnに類似した変化が生じている(rx=rsonalcommun.canon)0

HGlノ ノクアウトマウス (C･mcLノ ノク7ウトマウス与6もはば同-の炎

現形 は拾J1-日 3.5-155日にかけて死亡する二1 5三｡このとき肘牡形成不

令,肝文才了細胞の穎屠な減少,肢 横桁枚 方などの骨格筋の肘.%Lが粗筋さ

れるが,消化･～L1-においては特別な災淋 土IJめられないCそのため消化管発生

に Il(il=はrqりしないのではないかとの疑問も生じるが,消化管に畏常が認

めらiLないのは.死亡する胎生 135-15日までのことであり.検討された形

態形成期以前の時糊にあたる｡従ってノ yク7ウトマウスの船引とは本研究の

結果となんらJ･JFJ'するものではない｡前TJ'ではIt(jF∧itfL.J'･の党別が少なく

定鼠不llEであったが.十二指脂.大鵬ではやはり形無形成過椎でHGI･Ajhtl王

子の語規Jn加が認められた｡これらの肺尖より消化管形1L_9形成退化での劇的

な構造変化において ZIGFの作川が掛Trにおける党別増加のみならず llG)･̂

による手Ti性化によっても調節されている可能性が示唆された｡

llC'Fはその多彩な生稚活性から様々な検討がなされているが.そのi占t't

机鰍 こついては末だ不明な点が多い｡IIGトの泊性は粗放のレベルで調節さ

れていることが明らかにされており.FLiil空に耗糾された机軸性仏か形成され

ている｡その一つは道†云7一群訳のレベルである｡本研究LL.斗土でも示されたよ

うに,HGFの過Lj=+党規はある#L粒 (fLrJ㌍)に収Iujしている｡FliJTfの細胞

にIIGFの与tii規を.冶源するcIS-fK:(■ngCIcmenLは同定されている77ものの,そ

こに反応し.llr,F を誘ifT,するFru.つ5:閃J'･は 卜分に検別されているとはいえな

い｡rICJJ:iHl1-;(-の発現を増力n.あるいは抑制する凶(-もいくつか稚Ii-され
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ているが~- .どのように転写hrJ刺がおこなわれているのかは小明である｡

もう 一つの砧化机伽段階が本研究で取 り｢げた炎山 占作化のステ'1であ

るが光にも述べ/J=ように,HGJ=清作化閃T･とLてHC,F∧以外にもr;i.CIo,Xll

uP∧･LP̂ が知ら1Lてい7i'｡これら榊 1.化囚fがそれぞれとのfrL蛭間 ナ̀してい

るのか.さらにll(;r;̂ 日仏も作川するのに!占性化のステノブが行(Eこしており

" 7き,こちらも不IyJなたが多く報されている｡今後こうしたrt汁tLり榊の

メカニズムをさらに明らかにしていくとともに.もともとの出発点である上

皮l指摘 相互作川におけるサイトカイン,細胞外7 トリノクスなどとのネ ノト

ワークを解明していきたい｡

今後の換れmBとしてもうひとつ可算なのは.IIGト のI川 Jの多は帆 す

なわち細胞内シグナル伝達である｡lIGl .こより C-hlcLのチロシン韓堰の臼

己リン倍化が起きるが,リン酎 ヒされたC大端側の 13J9筋目と1356蕗Uの

チtjシンダ隻他は sH2 ドメインをもついくつかのシグナル分f-が結/E,>する部

1LT_としで トtGト のシグナル伝)引こおいて本rir的な役'lnを米･たしており.

mulLLrunCuOnuld∝ktngsltLLと呼ばれてい7/ ｡ここにき.1冶 する分(-としては

Grb2,Gilbl.SHC.Phospho･nosJ=dc 3-kmこbe(]一日 -klZlu･it=).phoSPholIPitS亡Cγ
(J'LC-γ)などがあるが5',こうした各シグナル～=/･,シグナル伝達船路の

述いによりyeなった作mが発伽するものと考えられている.例えば MDCK

細胞の分散ではpl3-klnaSeP13-knalSeM やRas-Rac爪llO耗旅のi六･性化が必要

8■ 日 であることが示されているが,細胞増穐促進作用にはGrb2-SOSf史

郎 本を介したRJS-nilOgの-aCtl､aLedp,oLCn (ト1AP)klnaSePath"･a〉･の結肘 ヒが必

要である- ことが雑吉されている｡また形繁形成作川に関しては C,ablに

よってllGFを加えなくてもhllX:K細胞の形態形成が起きることが知られて

おりい .その他にもS.goalLransducerゝ'in'lact■valorortJIJnくCrlPuL)n(ST̂ T)特に

ST∧T3a)TXJ与が地tJ-されている｡ST∧Tの析†'t化をr:u'L'すると llGドによる

MLX:KA"JYdの形態形成は抑制されるが.JT:l地J(,遊か ま抑糾されない阜'･

本GjF兜はこれから多岐にわたり拡がるもU)であるが.こういった正7i,,.党′l-
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､こおけるノカーズムは1IpI幡lを紬においてTu衝いていることが想,JIされ,さら

に発′ヒ分化の粍仇を明らかにすることは党私 宅の進姓のシステムのP7輝 に

も役､'F.つことが期待される｡その舶郷 土払14(に屯要な知識をも!.:らすもので

ある｡



[まとめ]

1 消化･持古都城のl二庄･f.urJffに)3ける終LF増殖因子及びその･TTilもの道fEl･

発現の検n寸において.rii順 にのみ過は+栄城が認められたのはLlGl･,KGFで.

⊥虹にはその資客体C-nk'LKG];'cc叩IOrの党規が認められた｡これらの結果よ

り IrGlコ.K(1Fが消化･Gl各部城において即】TTrで麻生され,受不休/._r･発LRしてい

る上位組孤に作rr)していることが′11-唆された｡

2)HGF関越逝伝Fの消化17各部城の上良rlSJ質における発LRバターン (IIGF

mRN̂ は問質に限局して認められたがllGF∧及び71̂H mRN人の党規はLJi

のみに見られたbまたe-11℃lmRN̂ は上吐 ruJ質とも発Blが認められた｡ よ

り消化TlulTfTTにおいて問質より非7.号仲村 llGlが分泌され.ほ的縦級の l二度レ

ベ)L,で IIGl:̂ により清作化され作Jllする.さらにその IIGI:̂ もJ.皮より分泌

されるインヒビターにより削御される,というシステムが(Tl/tすることが示唆

された｡

3)消化管各,稚域の形態形成過程でllGl･.C-metmRが∧.の発加増J)I)がみられた

が.hrdU だ誠による解析では対応するようなL皮細胞J附へは.i)d)られす,削

私恨との対応からもItGl･lが細胞1倍姫促進作mとは粍なった作川,すなわち形

態形成に幼いていること7.{不唆された｡ LIGF∧mRNAも発生通事呈で発現増,Iln

を示しており.IJGFの作用が局所における発現増加のみならず,lIGF八による

括惟化によっても.N節さLLでいる可能作が示唆さil.た｡
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958 1993

(6Ll)NaJdLn･･LlⅥgna･li,BaTdcLllA.FoLIcnLl.JL Galmlド.Comogl.O ]-_M

nlnLogtcaJacLl､allOnOrrlrO-HGトbyurokm iL･lS CtXILrOlld b)asLuIChlOTTKLTICreilCLi仰

JlllOLCht:m_270.603-611_】995

(65)ShLnlOmLLra.T-.わ11yaLLL､＼-a.K.KornLyamJ.Y,HImOka.tL .TJdka.D.

MorlmOI".Y･,KILaTnuril.N ∧cllVauOn OlhLLrlatocyLL=grOWth raclOrby two

homotLlgOuゝ ProLCaSeS･blood-coagulaLIOn rJCIOrXllaandllCPaLuCyLL:Pro"dlfaelOr

actlVaLorl二ur_∫BIOChl3m 229257-26l､1995

(67日llじWkt1,D ド andSecds,ド W ExprcゝSIOnOrhcpuL(x.yLCgrUWlhliR:tor/scaucr

liKLOr･ltSn:C叩tOT,C-met,andLLSSuL1-Ly叩PklSmlnOgCnaCtlValOrdurlngdL=NClopnldlLOr

LhL=murlnCOIr.lCLorysysltlm iNeuroSClenCCI6.6933-6914.1996

(68)LukとUlla:hl,ll,1chLnOSC,M,TsukiKla.S,Kakcl,N,Su/ukl,T,MI仁I.K,

Kur｡kuWil,K.andMasul.T llepaL∝ylegrowthlnc10rrq:lOnSrX:ClrJCaHystHnuliltじS

phLJ･O-lnhlゝlLnaJ叩 Tuldlalgro､V山 ln PrHllaTyCUllurじ L)IOChCm 13LOPhys 良lls

ComnlUn205,】445-1451,1994

(69)('･umbLnCr.LiM_EpLdleLlaLmoTPhogcneslSCt:ll69.385-387.]992

(70)SonnCnkrgE.Meyer.D.Weldt}r,K M‥aTIdllLrChn℃lCr.C ScalL亡rriELOr

hL･Pal∝ytL;growthracLOraTltltS reeePtOr.LllCC-mtlH)rOSulL:klnaSじ Cannd LaLea

slgnaJL･XChaTlPLbcLWeenTnCSendly一m andcpLUleLladurLngmousedcvelopmEnL∫-CelI

lllOL)21.223-235.)993.

(71)RosLn.E･,NIgam.S K.in°GDldberg,I L).SCaLICrraCIOrandlhcc-met

rcc.lpLorapこmdLgmro√n℃Seneh)rllaL/Cpldlt･lLalintじraCtlOn J.Cel‖itoI127.17831

L787

(72)MIγA/jnVa,KIShlmO.T"ra.T,Naka.D,in(1Kllamura.N ProLL:0lyllCaCtL､･aUOn

orhepatocytegrowthh:loTLn TeSPOrLdsIDLLSSuL:Injury∫ Il101Chcm 269.8966-

40



8970,)99･l

(7γ=･'t･lH'rl･uld(1roklc.n･C TheLnrluL･nC‥ -ILIXtm-CP.dlelLaJliL=LO'SInlhe竺rO"dl

olmL'USeI-1UILTC･ttte叩.LhtIllunll叩 CL=HRL･S_U.-()1-30-4.196吊

(74)KraLr血､"l･K･■l-hbr)onLClnducuon'lnCeLlntcrik･1)ml､alldLk､｡opmLtnL

Md cculJrhlcchanlゝmS(cTd･K 入1Yamada-JohnW uLt)NldSonゝ.NewYork･pp･

99-1コ2,1983

(75)SiLXCn･L (h-ganogじnLStSOrLhck.dne)･CambrldgcUmvtirSlr)rl'rcssICm brkl旦L･,

[-/1g)Jnd 1987.

(76日 llraJIY･Takarx.K TakashLna.M..Koba)iujhl.5..肌 d TakL･icht.M_

EplmOTPhln∧r化SenChl･maJp-oLelnL･SSCnudJroT叩ldlellaJrnorElhogcmslSCell69.

17l-4ド1.19()2

(77)PLaゝChkc-SdIuLtL･r A ut=hrens.J.GhCmTdl,F.. tvld F】IrChmCICr.W

ChuriJ=LC血 IIL抑OrLht,scallcrriKLorhcpdt【X･ylとgrO､Vu=aL.torgenePrt'mOh=rJ I-▲oI

Chじm 270.mO-836,1995

(78)ShlmOmL.r̀LITIKondoI･αhlal,MINaku,L).ML)･iL/''Wa. KIMortmo10,Y.

andKILlnlura･N ∧…vaLl()nOrtJlじZymOgCnOIhq)atocyl亡grO､VdlluctoracIEVal(rrh)･

tJITOmbLn∫IllOIChcn1268,22927-22932.J993

(79)P川,LJ:LLo,C,Ba,dc川一九,孜en,Z,MtlJnこトド,didhZDnCa,P.G10rd抑0.5,

cm7-lan.･九･PNla)･OtOUIG-IComogl.(,.ド M･Jhuluruncl■onaldockulgSuじrTd ■aLCS

sign山1.ngNldLrnnSrormadonb)d.ehcpatocytCgrOWdlraCLOrノ､C批 rraclOrr∝CPLOr･

riVnllyCe‖77,26l-27L1994.

(HO)lくo)rid.L iudPark.M IIcpaLrK=ytt,grOW山raClorl.nduu二dscdLLerOrMadtn-I)drhy

ciJnLnt3kKlnL:y Ct:lLsr亡qulreS帥osphdlldylJnOMolj･klnnSt:∫.BIOlChem.270.
277S0-27787.】995

(81)SiK'hs.M WcldntlrK.M llrlnk-1Ⅶ 1n,V,Wd川1Cr,).Oh:my:IL1r.JL UL)ndlA

andlilrChlTk:lt;r,W ∫CellTit(1日 13,)095-1107,19リ6

(紀)k.LILe).A )･Como笠IJO,Ⅰ' M and =dLL Jt Rcgulauon orscatLc'

4)



liK-lorhepalLr)LegrowthriELOrrCSP0-､､亡Sb)R瓜.Ra=.Zrldlu oLn入ttX:KcL:ll_iMol

u･llHIOll5,1日0-日221995_
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今trllの f̀●IIFのT3d=-日日こあたり本iL5に数多くの方々の御指巧 おノ)添えをいただきまし

た.糾 UJのご協力なくしては,決して心研究は成り､▲′ちませんでした.心より御礼
申し卜げます｡

r .:.!':I".=宗 ∴ .I.∴ ∴ ...∵ .:."::一嵩 :;:..言 ,;:L'.;.".:./I/ :‥lL'Lr l:

かくあるべし.という姿を身をもっても示し下さいました.私が.チ-夕がまとまら
ず7'5ち込んで御迷盛をおかけしているときも本当に雌1't強く励ましていただき.進む

べき道を救えて下さいました｡

7.人 ･lT.光'tには公私にわたり本当にひとかたならず.おtrt話になりました｡研究

するご詳r,Jを<だきり,払拭両.研究面iITめ昭か<見Tfってくだきり,抜々な先占の
博会をおり･えいただきました｡

町 ㌢[部分 1'･発生 深町帥史先′巨には'*'巌F別紙､一硝Jより澄切丁呼に御指導いただき,

7日化rT増益系を川いた検札 検体のサン71)/グ,ぱ本の搬影をはじめとし.本､一jに
おIlLd.nこなりました｡お忙しい般中,熱にあふれる恥味汚いお話をうかがわさせてい

ただき.本､■'[に多くのことを教えていただきました .

桁や孜'L/の!.TJJll 消光/E.木村 +L,,rr光′Iには人Jll'=院で勉強させていただ<ことをご

杵T,1いただき.論文作dAにあたってはかhなご助.;{をいただきました｡
小tX政ク3先JLは払床に研究に.石部折の私を†pJかにつけ御桁;,qFさいました.
密hlがんセンター捕PJ!/芦第-部 立松Lr三瓶先′1-'., -湘lm,k郎光′I;には本論文にもあ

ります BldUI票.-芯による上皮Rlr胞増姉の検討のご払))をいただきました｡
);i-休)く乍'tlJL;良frlW究所/生化学 )TLILl｣ 恥兜/Jiには研究基に(榊つさせていただき
HGFactlVaLolの機能解析の御括靖をいただきました｡

仙 ;tr.党人ノF'セ命理1-/7-黙′巨命哩｣二一;'II i/多相血R先/卜はラットHCFacLIVaLor
の sequenceを教えて下さり,抗作をご柁Ilt.fさいました｡'F,,将恕二九生,下村 指

先′卜にはHGFact)vatorの発別解折に際しおt什掛 こなりました｡

Lll';!:部′L化 ì-I: 石丸 聡先生は私が父験開始､う机のまだイ了も左も分からぬF'j,ご自
身の火験の忙しいLd rll.それこそプラスミドの抽出から榊桁や下さいました.メ,{l't_の

JJJ々 にも何かとお階紺 こなりました｡也砺 稲光'j=にはrJ:教機材の鮫肌 出入り許nJ
をいただきました.t9-殺伐文先生には尖験機材の他川を軌 午Hlいただき.懇切r撃に

Id指等いただきました｡

町;I:部分F発'F. 塩川光一郎先't.は'̂'験機Hの放Jn.Hi入りを御許可下さいました.
uj代光'i･には'̂'験f一掛 こFklL,fi弔なアドバイスをいただきました｡Jjl-･性の方々にも

お枇訳になりました｡

J'Jti)i:LIL先生は増勉内子の検討にあたり プライマー.RNAの御供与･卜さいまし
た
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軌の所1崩します消化器内科55八研究室の人目▲L/I.久光'i=.岡Lr:xふ九生.加藤liJ'･光′1.

iBLJJ鎖+光′ト.fT形秀Illj先')I_,和m力JLllJ九′l 城FilE閥A;一I=.辻 l卜弘光′L iF'1水gf'l･
I.九fti.鈴木封t久光生のp諸先生方には私の'̂'幼時r札 スヘトス.火薮蚊川なと多人な
ご迷感をおかけしました｡それにもかか1)らず,･inニ励ましていただき,御桁鞘.御

協ノJ下さいましたこと心より御礼r7lLlこげます｡矢作先J生にはいつも頼りきりで.汁

えてごtl拍ばかりおかけしてしまいました｡開先生は実験.コンヒュ-一夕によるデー

タ処L唯を:ibめ.何かにつけご助ノ)いただきました｡JJn威光生は小論文でも班川しまし
たラット紬続伸のff,!本作製をして下さいました｡

7Ii水緊Tさんには本当にいつも細かいれ純標本を作製していただきました｡

鬼九さんにはラットのtIt.1.!で本当にお虻話になりました.医T-1]の神祁さんにはT'J-lli粘影でいつも.'Ll.ぎの無理なお節いをきいていただきました｡
身内になりますが.rJ･1親,また安にはいつも励まされ irl'jtを与えてもらいました.

皆様に深<fi=TM伸 しJ･.げるととともに ごJ.i_llYに恥じないよう.Jti研究を道しるべ

とLf...進したいと思います｡
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