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慶晒 医 学 ・8〔}(4):T311-T322,2003

学 位 論 文

培養 ア ス トロサ イ トにお け るe-Metの 産生 と分 泌 性 因 子 に よ る そ の調 節

慶匪義鵬大学医学部外科学教室

　　 (指導:河 瀬斌教授)

　 　 ヒま　　　ぎき　　　けん　　　　し

　　 島　崎 賢 仁

(・1城15年5月14日 受 付)

Key　 Word:c-Met,　 astrocyte,　 regeneration,　 brain　 injury,　 cytokine

　 化 学 発 癌 剤 で 処 理 され た ヒ ト骨 肉 腫 細 胞 か らmetと

名付 け られ た 癌 原 遺 伝 子 が 発 見 されP,melの 過 剰 発現

がNIH3T3の 変 異 株 で 多 く認 め られ た2'.　c・met　 原 遣

伝 子 産 物 で あ るc・Metは 膜 貰 通 レセ プ タ ー 型 チ ロ シ ン

キ ナ ー ゼで あ る こと が明 らか に な っ たが,そ の リガ ン ド

は 不 明 で あ うたm.そ の 後,c・Metは,肝 細 胞 増 殖 因 子

(hepatocyte-growth-factor:HGF)の 細 胞 膜 表 面 受

容 体 と して 同定 され たt9.　 HGFは 種 々の 細 胞 に対 して,

mitogen,　 motogen,　 morphogenと して 作 用 す る こ と

が知 られ て い る6句m.HGFとc・Metは 中 枢 神経 系 に お い

て も産 生 さ れ る こ とが 報 告 され て お り9'19,ヒ ト脳 組 織

に お い て は,腫 瘍 性 ま た は 反 応 性 ア ス トロ サ イ トがc・

Metを 産 生 して お り,正 常 ア ス トロサ イ トは これ を 産

生 して い な い こ とが 報 告 され た1>HI.ま た,　c・Metお よ

びHGFのmRNAま た は蛋 白産i生がastrocytomaの 組

織 お よ び細 胞 に認 め られ た と い う,い くっ か の 報 告 が な

され た15馬171.こ れ らの結 果 は,c・Metが 腫 瘍 進 展 過 程 ま

た は神 経 再生 過 程 に お い て　 3一 ロ ンー グ リア ま た は グ

リア ー グ リア問 の重 要 なmediatorで あ る可 能 性 を示 唆

す る.

　 ア ス トロ サ イ トは 神経 系 に お い て ニ ュー ロ ンの 支持 細

胞 で あ り,特 有 の 神経 栄 養 効 果 を持 つ.こ れ ま で に,脳

損 傷暁 に損 傷 部 位 に 供給 さ れ るfibroblast　 growth　 fac・

for(FGF),　 interleukin-1(i(IL-1(S).　 tumor　 necrosis

factor・a(TNF噸)な どの 穐 々の 分 泌性 因 子 が,ア ス ト

ロサ イ トか らの 神 経 成 畏 因 子(nerve　 growth　 factor;

NGF)の 分 泌 や,非NGF型 神 経 栄 養 因 子 の瞳 生 を刺 激

す る こ とで,ア ス トロサ イ トが持 っ コ リ ンf'trlh@ls==一

ロンへの神経栄養効果を増強することが報告 されてい

るい抑,こ れ ら分泌性因子で活燵化されたアス トロサイ

トは揖傷された　 }　 ロンの生存を支持 し,損 傷された

神経回路網の再構築を促進すると考え られている,巾 枢

神経系の再生過#s':におけるc・Me重の役割を明 らかにす

るために,ア ス トロサイ トにおけるc・Metの 産生と分

泌性因子によるその調節を検討した.

実験方法

1.ア ス トロサ イ ト初代 培 養 系 の 作 成

　 ア ス トロ初 代 培 養 系 の 作 成 はYoshidaら の 方 法 に 準

じたzo,.な お 動 物 実 験 は慶 慮 義 塾 大 学 医学 部 動 物 実 験 ガ

イ ドライ ンを避 守 して 施行 した,顕 微鏡 下 に無 菌的 に ラ ッ

ト(Wistar　 a且bino)新 生 仔 の 海 馬 を 摘 出 し,髄 膜,血1

管,脈 絡 叢 を 除 去 した あ と,ス テ ン レ ス メ ッ シ3(孔 径

200ｵm)を 通 し て 細 片 化 し,io%fetal　 calf　serum

(FCS)お よ びgentamicin(GM)AO　 mg/Lを 添 加 し

たminimum　 essentia量medium　 (MEM)を 用 い,

poly・L・lysine(PLL)で コ ー テ ィ ン グ し たculture

flask(Greiner,　 Frickenhausen,　 Germany)内 で 初 代

培 養 した.細 胞 培 養 は す べ て37℃,5%CO2,飽 和 水 燕

気 下 で 行 っ た.0.05%trypsin処 理 に よ り2回 の 継 代

後 の培 養 細 胞 を 本実 験 に用 い た.

z.免 疫 蛍 光 二 垂 染 色 に よ るc・Metの 検 出

　 ア ス ト ロ サ イ トをPLLに て コ ー テ ィ ン グ し た24・

well　 plate(IWAKI,　 Tokyo)内 のcovers巳ip .isに

　 本 輪 文 は 、Shimazaki　 K.　 Yoshida　 K.　Hirose　 Y.　 Ishimori　 H.　 Katayama　 M　 and　 Kawase　 T:Cymkines　 regulate　 c-hiel　 ex・

pression　 in　cultured　 astrocytes.　 Bfdln　 Research　 962:105-Rio,2003の 一 部 を 含 む.
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0.7x10'/cm'の 細 胞 密 度 に て 揺 種 し、　 ion%FCSお よ び

GM　 40　mg/Lを 添 加 し たMEM(10!%FCS・MEM)に

て3日 間 培 養 後,Hank's　 balanced　 salt　 solution

(HBSS)で2回 洗 浄 し,以 下 のD～8)に 示 す 分 泌ri:

因 子 を 添 加 し た10%FCS・MEMを 用 い,さ ら に48時

間 培 養 し た.1)無 添 加;2)acidic　 FGF(25　 ng/m',

R&DSystems,　 Minneapolis,　 MN,　 USA):3)basic

FGF(25　 ng/m1,　 R&D　 Systems,　 Minneapolis,　 MN,

USA):4)IL-Ip(50　 U/ml,　 Cenzyme,　 Cambridge,

MA,　 USA);5)　 TNF・ α　 (100　 ng/m1,　 Dainippon

Pharmaceutical,　 Osaka):6)transforming　 growth

(actor一(il(TGF一(31:10ng/m!.　 Sigma　 St.　Louis.　 MO,

USA):7)epidermal　 growth　 factor(GGF:100

ng/ml,Chemicon　 lnlernational,Temecula.CA,USA);

8)HGF(10ng/ml,　 TOYOBO,　 Osaka).培 養 細 胞 を

4%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドで 固 定 し,5%bovine　 serum

albumin(BSA)で ブ ロ ッ キ ン グ した 後,1次 抗 体 に

rabbit　 polyclonal　 anti・mouse　 c・Meしantibody(且:50,

Santa　 Cruz　 BiotechnolosY.　 Santa　 Cruz,　 CA,　 USA).2

次 抗 体 にfluorescein　 iso[hiocyanate　 (F!TC)・

conjugated　 goat　 anti　rabbit　 IgG　 antibody　 (1:200,

Southern　 Biotechnology　 Associates.　 Birmingham,

AL,　 USA)を 用 い て 免 疫 染 色 し た.さ ら に,1次 抗 体

にmouse　 monoclonal　 anti・porcine　 glial　 fibril且ary

acidic　 protein(GFAP)antibody(1:200.　 Chemicon

lnternational,　 Temecula,　 CA,　 USA),2次 抗 体 に

rhodamine・conjugated　 goat　 antトmouse　 IgG　 anti・

body(1:100,0rganon　 Teknika,　 Durham,　 NC,　 USA)

を 用 い て 免 疫 二 重 染 色 し た.染 色 し た培 養 細 胞 を 封 入 し.

蛍 光 顕 微 鏡 で 鏡 検 した.

aprotinine,　 ioNg/ml　 leupeplin)100ｵ1中 に 回 収 し た.

回 収 し た 細 胞 をsonicaterに て 破 砕 し,逮 心(10000

rpm,5分 間)し た 後 の 上 浦 を,蛋 白 濃 度6mg/mlと

な る よ う に 細 胞 融 解 液 に 希 釈 し,ア ス ト ロ サ イ ト抽 出 液

と し た.蛋 白 定 量 はBSAを 標 準 と して 蛋 白 定 樋 キ ッ ト

(Pierce.　 Rockford,　 IL,　 USA)に て 行 っ た.ア ス ト ロ

サ イ ト抽 出 液 を 等 量 のTris・sodium　 dodecyl　 sulfate・a・

mercaptoethanol　 seprasol(Enprotech,　 New　 York,

NY,　 USA)に て 希 釈 し て8分 間 煮 沸 し た,2～15%濃

度 勾 配polyacrylamide　 gel(Daiichi　 Chemicals,

Tokyo)に ア ス ト ロ サ イ ト抽 出 液 を10Nl/lane(30ｵ5

protein/lane)　 泳 動 し,　 polyvinylidene　 difluoride

membrane(Daiichi　 Chemicals,　 Tokyo)に 転 写 し た.

転 写 膜 を1次 抗 体 と してrabbit　 polyclona]anti　 mouse

c・Met　 antibody(1:100),2次 抗 体 と してhorserad-

ish　 peroxidase　 (HRP)一conjugated　 goat　 anti-rabbit

IgG　 antibody(1:1000,　 BioMakor,　 Rehovot,　 Israel)

を 反 応 さ せ た,HRPをchemiluminescence　 reagent

(NEN,　 Boston,　 MA,　 USA)に よ り 化 学 発 光 さ せc-Met

を 検 出 し た.

4.Image　 analyzing　 systemを 用 い たc・Metの 半 定 量

　 ア ス トロ サ イ ト抽 出 液 のWestern　 blot法 に て 得 られ

たc。Metの バ ン ド をimage　 scanner　 (GT-8000,

EPSON,　 Nagano)に て 取 り 込 み,　 Macintoshお よ び

image　 analyzer(LUZEX-F,　 Nireco,　 Tokyo)か ら 構

成 さ れ るsystemに よ り 解 折 し た.バ ン ドの 濃 度 を256

段 階(0～255)に 数 値 化 し,バ ン ドの 面 積 と 濃 度 を 乗

じ た 値(以 下,Area'Denseと 略 す)を 算 出 し,ア ス ト

ロ サ イ ト抽 出 液 中 のC・stetを 半 定 量 し た.

3,Western　 blot法 に よ るc・Metの 検 出

　 ア ス ト ロ サ イ ト をPLLに て コ ー テ ィ ン グ し たcu1・

tore　dish(Corning,　 Corning.　 NY,　 USA)上 に0.7　 x　10'

cells/cm'の 細 胞 密 度 に て 播 種 し,10%FCS-MEMに て

3日 間 培 養 後,HBSSで2回 洗 浄 し,以 下 の1)～8)に

示 す 分 泌 性 因 子 を 添 加 し た10%FCS・MEMを 用 い(5

m1/dish).さ ら に48時 間 培 養 し た.　 D無 添 加;2)

acidic　 FGF(25　 ng/mf):3)basic　 FGF(Z5　 ng/mQ

4)IL-Ip(50　 U/ml);5)TNF-a　 (100　 ng/mの:6)

TGF・ β1　 (10ng/m1):7)　 EGF　 (100　 ng/mi);8)

HGF(10ng/ml).培 養 終 了 後,ア ス ト ロ サ イ ト を

HBSSで2回 洗 浄 し,　ce1l　scraperを 用 い て 細 胞 融 解 液

(20mM　 Tris,15mM　 NaCI,1mM　 EGTA,1mi41

GDTA,　 0.5%NP・40,　 lmM　 PMSF,　 lkU/m!

5.Reverse　 transcription-polymerase　 chain　 reaction

(RT・PCR)法 に よ るc-m｢t　 tiよ びHGF　 mRNAの 検 出

ア ス ト ロ サ イ トをPLLに て コ ー テ ィ ン グ し た6・we】I

plate(IWAKI,　 TOkyO)内 のcoverslip上 に0.5×10`/

cm2の 細 胞 密 度 に て 播 種 し,10%FCS・MEMに て3日

間 培 養 後,HBSSで2回 洗 浄 し,以 下 のi)～4)に 示 す

分 泌 性 因 子 を 添 加 し た10%FCS・MEMを 用 い,さ ら に

0～28時 間 培 養 し た.1)無 添 加;2)acidic　 FGF(25

ng/m!);3)basic　 FGF(25　 ng/mの;4)HGF(10

ng/m!).培 養 終 了 後,　 Trizol(Gibco　 BRL,　 Gaither・

burg,　 MD,　 USA)を 用 い て.　 Acid　 Guanidinium・

Phenol・Chloroform法 に よ り,全RNAを 抽 出 し た.2

NSの 全RNAを,　 random　 hexamerとM・MuLV　 re・

verse　 transcriptaseを 含 むFirst・Strand　 cDNA
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Synthesis　 Kit(Amersham　 Pharmacia　 Biotech　 Inc,

Piscalaway.　 NJ,　 USA)を 用 い て,逆 転 写 し,　 cDNA

を 合 成 し た.c朝2f,　 HGFお よ び 内 因 性 陽 性 コ ン ト ロ ー

ル　　glyceraIdehyde　 　　phosphate　 　 dehydrogenase

(GAPDH)各 々 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー 各0.2ｵMと

cDNA混 合 液1μ を,1.25　 UのTaq　 polymerase(Z-

Taq:TaKaRa　 Shuzo　 Co,　 Otsu.,　 Japan)を 含 むPCR

反 応 液50ｵ1に 添 加 し,programmable　 heating　 b且ock

(MJ　 Reserch,　 Inc..　Waltham。 　MA,　 USA)を 用 い て

PCRを 施 行 し た.　 PCR反 応 液5μ を2%ア ガ ロ ー ス ゲ

ル .isでw気 泳 動 し た.　 PCR産 物 をethidium　 bromide

で 染 色 し,検 出 し た.PCR産 物 を,　 Macintoshお よ び

GDAS　 120　 (Eastman　 Kodak　 Co.,　 Rochester,　 NY,

USA)か ら な るsystemを 用 い て,取 り 込 み,解 析 し

た.デ ー タ はc・met,/GAPDH比 お よ びHGF/GAPDH

比 と し て 算 出 し,c・ 加2'お よ びHGF　 mRNA量 を 半 定

鼠 し た.

6.ブ ラ イ マ ーお よ びPCRプ ロ トコ ー ル

　 PT・PCRに 使 用 した 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ラ イ

マ ーは 以 下 の通 りで あ る.

　 HGF　 mRNAに 対 す る特 異 的 プ ラ イ マ ー は5'・GGGG

AATGAGAAATGCAGTCAG3'(1920-1941)お よ び

5'・CCTGTATCCATGGATGCTTC・3'(2215-2234),

c・met　mRNAに 対 す る特 異 的 プ ラ イ マ ー は5'・ACAGT

GGCATGTCAACATCGCT・3'(2413-2434)お よ び5'一

GCTCGGTAGTCTACAGATTC-3'　 (3049-3068),

GAPDH　 mRNAに 対 す る特 異 的 プ ライ マ ー は5'・CCTG

CACCACCAACTGCTTAGC・3'(517-538)お よ び5'・

GCCAGTGAGCTTCCCGTTCAGC・3'(734-755) .

　 HGFとc・melに 対 す るPCRプ ロ トコ ー ル は,変 性 反

応 を98℃io秒 間,ア ニ ー リン グを56。CIO秒 間,伸 長

反 応 を72℃10秒 間 行 い,こ の サ イ ク ル を35回 繰 り返

した.GAPDHに 対 す るPCRプ ロ トコ ー ル は,変 性 反

応 を98℃10秒 間,ア ニ ー リ ン グを62℃10秒 間,伸 長

反ie;を72℃10秒 間 行 い,こ の サ イ クル を25回 繰 り返

した.HGF,6M61,　 GAPDH　 mRNAに 対 して 予 測 され

るPCR産 物 は そ れ ぞれ314,655,239　 base　pairsで あ

る.

7.統 計

　 デ ー タは平 均 値 ±標準 偏 差 で 示 した,多 群 閻 の 比 較 は

one-way　 ANOVAに て 有 意 差 が み と め られ た もの に対

してFisher's　 PLSDを 施 行 した.危 険 率5%未 満 の 場

合 を統 計学 的 に有 意 差 あ りと した.

結　　果

1.免 疫蛍 光 二 蚕 染 色 に よ る培 養 ア ス トロ サ イ トに お け

るc-Metの 産 生 の 検 討

　 免 疫 蛍 光 二 重 染 色 に よ り培 養 細 胞 に お い てc・Metが

検 出 され た(第1図A).c・Met陽 性 細 胞 はGFAP陽 性

細 胞 と同一 で あ る こ とが 示 され た(第1図B).こ の こ

とか らc・Meし は 培 養 ア ス トロ サ イ トに お い て 産 生 さ れ

る こ とが 明 らか に され た.c-Metの 染 色 パ タ ー ンは 稲 々

の 分 泌 性 因 子 に よ り影 響 を受 け な い こ とが 示 さ れ(第1

図C.E,G.　 i,K.M,0).

2,Western　 blot法 に よ る培 餐 ア ス トロ サ イ トに お け

るc・Metの 産 生 の 検 討.

　 Western　 blot法 に よ り,培 養 ア ス トロサ イ トに お け

るc-btet　 fist検出 され た.培 養 ア ス トロサ イ トは145お

よ び170kD　 isoformのc-Metを 産 生 して い る こ と が

明 らか に さ れ た(第3図).無 処 理 の ア ス トロサ イ ト抽

出 液 を,1～12mg/mlの 蛋 白濃 度 と な る よ う細 胞 融 解

液 で 希 釈 し,Western　 blot法 に よ り検 出 され た145お

よ び170kD　 c・Met　iso[ormの バ ン ドか らimage　 ana・

lyzerを 用 い てArea'Densを 算 出 した ,ア ス トロ サ イ

ト抽 出 液 の 蛋 白 濃 度 とArea'Densは 直 線 関 係 に あ る こ

とが 判 明 した(第2図A,B) .　Image　 analyzerを 用 い,

無 処 理 の ア ス トロ サ イ トに お け るc・Metの 座 生 癒 に対

す る 分 泌 性 因 子 で 処 理 した ア ス トロ サ イ トに お け るc.

Metの 産 生 嚴 の 比 を 比 較 しc・Met産 生 撮 を 半 定 量 し た

桔 果.170kD　 iso(ormの 産 生 はaFGF,　 bFGFに よ り

有 意 に 増 強 さ れ,HGFに よ り有 意 に 減 弱 され る こ とが

明 らか に され た(第4図A).145kD　 isoformの 産 生

は 種 々 の 分 泌 性 因 子 に よ り有 意 な 変 化 を 示 さ な か った

(第4図B),

3.RT・PCRに よ る培 養 ア ス トロ サ イ トに お け るc覗 θ'

発現 の検 討

　 RT・PCRに よ り,培 養 ア ス トロ サ イ トに お け るc・泌θε

の 発現 が 明 らか に され た(第5図) .ま た,培 養 ア ス ト

ロサ イ トにお け るHGFの 遺 伝 子 の 発 現 も明 らか に さ れ

た(第5図).内 因 性 陽 性 コ ン トロ ー ルGAPDHの

mRIVA　 fi4に対 す るc-met・mRNA量 の 比c・met/GAPDH

を 比 較 し半 定 量 した 結 果,aFGF,　 bFGF ,　HGFはc・met

の 発 現 を 有 意 に増 強 さ せ た(第6図A) .c-met　 mRNA

の 産 生 凪 はaFGF,　 bFGF ,　HGFの 刺 激 後3時 問 で 最 大

に な る こ とが 観 察 され た(第7図A) .HGF　 mRNAの
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第2図 　 培 羨 ア ス トロ サ イ トに お け るc-MetのWestern　 blot法 ・画 像 解 析 に よ る定 斑.　A,無 処理

　 ア ス トロサ イ ト抽 出 液 を 蛋 白 濃 度 で 希釈 系 列 を 作成 しWestern　 610t法 で 解 析.　U　 6　mg/ml.2)

　 3mg/m1,3)2mg〆m!,4)1.5　 mg/m',　 5)img,/m'.6)0.5　 mg〆ml.　 B,蛋 白 濃 度 と

　 Area'Densと の 相 関関 係(adjusted　 R'=0.95)
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　 　 　 第3図 　 各 種 分泌 性 閃 子 に よ り刺 激 し た培 養 ア ス トロサ イ トに お け るc-MetのWestern　 blot　 に

　 　 　 　 よ る解tr.　 D　 control.　 2)acidic　 FGF.　 3)TNF・ α.　9)IL・1仏 　 5)basic　 FGF.　 6)TGF一(11,

　 　 　 　 t)EGF.　 8)HGF.(Shimazaki　 K,　el　al:Drain　 Research　 962=105-110.2003　 MAR.2よ り

　 　 　 　 許 可 を 得 て 転載,)
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第4図 　 各 糧 分 泌牲 因 子 に よ り刺激 した 培 養 ア ス トロ サ イ トに おけ るc・MetをWestern　 blot法 ・画 像解 析 に て 定 量 し.

　無 処 理 群(control)と の 比:c;を パ ー セ ン トで 表 示.　A.且70・kD　 isoIorm.　 Controlと 比 較 して':p<0,05.　 B.　M5・
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800by

1

繍

2 3 4

壌 噸鱒隣.硝鱒 簾 c-lnel 655by

400by 一 HGF 314by

GAPDH　 239　 by

200by

第5図?4NII分 泌 性 因 子 に よ り 刺 激 した 培 養 ア ス トロサ イ トに お け るc・met,　 HGF　 mRNAのRT・

　 PCRに よ る解 折.1)control,　 2)acidic　 FGF,　 3)basic　 FGF,　 4)HGF.(Shimazaki　 K.

　 et　al:Brain　 Research　 962;105-uo.2003　 Fig,3よ り許 可 を 得 て 転 載,)
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第6図 　 各 樋 分 泌性 因 子 に よ り刺 激 した培 養 ア ス トロサ イ トにお け るc-met,　 HGF　 mRNAをRT・PCR・ 【由i像解 折 に て定 ・

　 reし 、 無 処 理 群(contra])と 比 較 し衷 示(刺 激 後3時 間).　 A,内 因 性 陽 性 コ ン トロ ー ルGAPDHのmRNA量 に 対

　 す るrmet　 mRNA駈 の 比C-mei/GAPDHを 求 め 単定 量 したrr　 ,　Controlと 比 較 して8:pくo.os.　 B.内 因 性 陽 性 コ

　 ン トロ ー ルGAPDHのmRNA鼠 に 対 す るHGF　 mRNA量 の 比HGF/GAPDHを 求 め 半 定 鼠 した 結 果,(Shimazaki

　 K,et　al:Brain　 Research　 962:105-Rio.2003　 Fig.3よ り許 可 を 得 て 一 部 を6iddi.)
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第7図 　 各 種 分 泌 性 因 子 に よ り刺 激 した 培 養 アス トロ サ イ トに お け るc朝2',HGF　 mRNA渡 生 猷 の時 間 経 過 によ る変

　 化.A.　 c-me!mRNA.　 Controlと 比 較 して':p〈0.os.　 B,　HGF　 mRNA.(Shimazaki　 K,et　al:Brain　 Research　 962=

　 105-110..2003Fig,3よ り許 可 を 得 て 一 部 を 転 載,)

産生猷は種 々の分泌性因子により影響を受けなか った

(第6図B,第7図B).

考　　察

　 本 研究 に お い て,ラ ッ ト海馬 の 培 養 ア ス トロサ イ トに

お け るc・Met蛋 白 の 産 生 が,免 疫 蛍 光 二 重 染 色 と

Wes1ern　 blot法 に よ り初 め て 示 され た,こ れ まで にc・

Met蛋 白 の 産 生 は,ミ ク ロ グ リアA111,ニ ュ ー ロ ンm,

glioma組 織u、 旧 乳3P,　glioma　 cell　lines""n'に お い て

報 告 が あ り,c弼e'mRNAの 産 生 は,ミ ク ロ グ リア瑠21,

ニ ュ ー ロ ン12923},ア ス ト ロ サ イ トisi,　glioma　 celI

lines'a""'z4》 に お い て 麹 告 が あ る,　HGFの ア ス トロ サ

イ トに お け る産 生 も報 告 され て い るm.し か し,ラ ッ ト

海 馬 の 培 養 ア ス トロ サ イ トに お け るc-Met蛋 白 の 産 生

は これ まで 報 告 が み られ なか っ た,

　 本 研 究 で 使 用 した培 養 細 胞 はGFAP陽 性 細 胞 で 構 成

さ れ て い る.こ れ らの 培 養 細 胞 はYoshidaらzwに よ る

方 法 に よ り得 られ,95%以 一ヒが ア ス トロサ イ トで あ り,

培 養 ア ス トロサ イ トと特 後 づ け るに 十分 で あ る,こ れ ら

培 養 アス トロサ イ トは,継 代 操 作 に よ り機 賊 的 お よび 酵

素 的 に刺 激 され る.刺 激 され.活 性 化 状 態 に あ る培 養 ア

ス トロサ イ トはNGFお よ び他 の 神 経 栄 餐 因 子 を 産 生 し

て お り,神 経 栄 養因 子 の 産生 は,脳 掲 傷 時 に供 給 され る

と考 え られ る分 泌性 因 子 によ り増 加 す る'㈱'.そ れ ゆ え,

この 培 養細 胞 は脳 損 傷 後 の巾 枢 神 経 系 の 再 生 過 程 の ア ス

トロ サ イhに お け るc・Metの 産 生 とそ の 調 節 を 検 討 す

るの に適 した もの と考 え られ る.も ち ろん.ア ス トロサ

イ トi3　in　VIUOで はin　vitroと は異 な った活 動 をす るが,

これ ら活 性 化 され た ア ス トロサ イ トは,分 泌性 因 子 に対

す る ア ス トロ サ イ トの 反 応 を 検討 す る に有 用 で あ る と考

え られ る,本 研 究 に お いて,分 泌 牲 因 子 は,ア ス トロ サ

イ トに お け るNGFお よ び他 の 神経 栄 養因 子 の 産 生 を 最

大 限 引 き出 す と考 え られ る濃 度 で 使 用 したin-am.　HGF

は,培 養 肝 細 胞 に お け るDNA合 成 を 刺 激 す る 至適 濃 度

で使 用 した0.11.

　 こ れ まで にc-Metに は種 々 のisoformが 報 告 さ れ て

い る.主 に 産 生 され るの は,50kDのasubunitと145

kDのRsubunitか ら な る190　 kD　 isoformで あ るss,

こ のisotormは170　 kD　 immature　 protein(prepro

c・Met　 protein)か らglycosylationとproleolytic

cleavageに よ り産 生 さ れ る26).も う ひ と つ の170　 kD

isoformはalternative　 splicingに よ り産 生 さ れ,こ れ

は 細 胞 外 ドメ イ ンに18ア ミノ酸 が付 加 され て い る罰.

一 方 ,カ ル ボ キ シ 側 を 欠 い た130と140kD　 isoform

も産 生 さ れ,こ れ は細 胞 内 チ ロ シ ンキ ナ ー ゼ ドメ イ ンを

欠 くza:).190と140とalternative　 splicingに よ り産 生

され た170kD　 isoformは 細 胞 膜 」;に存 在 し:5+]bl,前 駆

体170kD　 isofomは 細 胞 質 内 に 存 在 し:6,130　 kD

isoformは 可 溶性 で あ るxe:.

　 本 研 究 で 使 用 し たrabbit　 polyclonal　 anti・mouse

c-Met　 antibodyは,マ ウ スMet蛋 白の カ ル ボ キ シ末 の

28個 の ペ プ チ ドに対 す る抗 体 で あ る2り.そ れ ゆ え,こ

の 抗 体 は190kD　 isoformの145　 kDβsubunitま た は

alternative　 splicingに よ り産 生 され た170　 kD　isoform

お よ び細 胞 質 内 に局 在 す る前 駆 体170kD　 isoformを 検

出 で き る が,カ ル ボ キ シ末 を 欠 く130お よ び140kD

isoformは 検 出 で きな い.

　 免疫 蛍 光 二 重 染 色 に よ り.培 養 ア ス トロサ イ トにお け

るc・Metの 染 色 パ タ ー ンは 種 々 の 分 泌 性 因 子 に よ り影
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響 を受 けな い こ とが 示 さ れ,検 出 され たc-Metの 細 胞

内局 在 は分泌 性 因 子 の 影 響 を 受 け な いの で は な いか と考

え られ た.検 出 さ れ たc・Metは,細 胞 膜 上 の190　 kD

isoformの145　 kD　p　subunitま た はalternative　 split・

ingに よ り産 生 され た170　 kD　 iso(ormお よ び 細 胞 質 内

に 局 在 す る 前駆 体170kD　 isoformの 可 能ri:が あ る.今

後 。 細胞 外 ドメ イ ンの 違 い を認 識 す る抗 体 を 使 っ た免 疫

染 色 や,細 胞 内局 在 にっ いて,共 焦 点 レー ザ ー蛍 光 顕 微

鏡 等 をmい た厳 密 な解 析 を行 うな ど の検 討 を要 す る.

　 Western　 blot法 に よ り,検 出 され た170　 kD　 isoform

は,細 胞 質 内 に局 在 す る前 駆f#170kD　 isotormも し く

はalternative　 splicingに よ り 産 生 さ れ た170　 kD

iso(ormの 可 能 性 が あ る.こ れ らを 区 別 す るに は,細 胞

外 ドメ イ ンの 違 い を 認 識 す る抗 体 を 使 った 免 疫 染 色 や

Western　 blottingを 行 う な ど,今 後 の 検 討 を 要 す る.

　 本研 究 に お い て,培 養 ア ス トロサ イ トに お け るc-Met

の170kD　 isoformの 産 生 がaFGF。 　bFGFに よ り増 強

さ れ る こ とが 示 さ れ た.ま た,c-mel　 mRNAの 産 生 も

aFGF,　 bFGFに よ り増 強 され る こ とが 示 さ れ た.産 生

が 増 強 され た170kD　 isofomがn7SP_体 蛋 白 で あ る と仮

定 す る と,活 性 化 され た ア ス トロサ イ トに お いて,分 泌

VJ｢因子 はc朝2ごmRNAお よ びc・Met蛋 白 の産 生 を 増 加

させ,HGFに 対 す る反 応 性 をup・regu】ateす る 可 能 性

が考 え られ る.

　 HGFはc-Metの チ ロ シ ン リ ン酸 化 を刺 激 し51.　c・Me匡

の ド流 の シグ ナ ル伝 達 を刺 激 し30♪,種 々の 細 胞 へ の 作 用

を 発現 す る こ とが 知 られ て い る.組 織 旧 傷 時 に 放 出 され

る こ と が 知 ら れ て い る 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン で あ る

1L一且a,　IL-6,　 TNF-aやTGF一(i且,　 EGF,　 HGF,ス テ ロ イ

ドホ ルモ ンが,human　 carcinoma　 cell　linesに お け る8

kbc-met　 mRNAの 産 生 レベ ルに 著 し く影 響 す る こ とが

報 告 さ れ て い るsu.ま た,　c-met遺 伝 子 が 血 清,　 HGF

やTPAに よ り誘 導 さ れ,そ の 誘 導 は 転 写 レベ ルで あ る

こ とが 報告 され て い るzn.

　 諜 細 な分 子 機 構 は 未 だ 明 らか で は な い が,HGFは,

慶 生 が 増 強 さ れ たc・Metを 刺 激 し,シ グ ナ ル伝 達 経 路

を活 性 化 させ る こ とに よ り,活 性 化 ア ス トロサ イ トに よ

る 神経栄 養 効果 が 増 強 す る可 能 性 が 考 え られ る.今 後.

シグ ナ ル伝 達経 路 に関 して,洋 細 な 検討 が 必 要 と され る。

　 別 の分 子 機 構 も推 測 され て い る.座 骨 神経 の 損 傷 後 に

Schwann細 胞 がc-Metを 産 生 して い る こ とが 免 疫 組 織

化学 的 分 析 で認 め られ た と い う帽 告 が な され て い る謝.

この 假 告 で は,座 骨 神 経 損 傷 後 のc-Metの 産 生 の 増 強

は,座 骨 神経 損 傷 部 位 遠 位 部 のSchwann細 胞 表 面 に お

け るHGFの 濃 度 を 一ヒげ る メ カニ ズ ム で あ り,　recruit

さ れ たHGFはSchwann細 胞 に 作 用 せ ず,直 接 　 3

ロ ンに作 用 し神 経 再 生 を 促 進 す るの で は な い か,と 推 測

して い る.し か しな が ら,中 枢 神 経 系 で も同 様 の メ カ ニ

ズムが ア ス トロサ イ トとニ ュ ー ロ ンの 間 に 俘 在 す るか は

明 らか で な い.

　 HGFとC・me!のmRNAの 産 生 が 胎 生 期,発 逮 期,

成 体 の 脳 に 忽 め られ,HGFが 神 経 栄 獲 因 子 と して 中 枢

神経 系 の 発連 お よ び 再生 過 程 に関 与 す る 可bpi生 が 報 告 さ

れ て い る,.'・15..ま た,HGFとc・Metの 産 生 が ラ ッ ト

海 馬 の 　 3一 ロ ンに 忽 め ら れ た が,HGFがautocrine

かparacrineに 作 用 す るか は不 明 で あ るlo'.一 方。　HGF

とc-Metの 座 生 がastrocytomaに 認 め ら れ,

autocrine　 Ioopが,腫 鱈 形 成 と浸 潤.転 移,増 殖 に関

与 し て い る の で は な い か と の 報 告 が な さ れ て い

るu.is.uam.

　 HGFは 培 養 ア ス ト ロ サ イ トに お け るc-met　 mRNA

とc・MeI撮 白 の 産 生 に 対 して 対 立 す る反 応 を 引 き 起 こ

した.HGFもc・mel　 mRNAの 産 生 を増 強 し.　c-Met蛋

白 の 崖 生 を増 強 し,HGFは さ らにc・Metを 刺 激 す る の

か も しれ な い.HGF　 mRNAの 産 生 は分 泌ri:因 子 に よ

り影 響 を受 け なか った が,HGFは 活 性 化 され た ア ス ト

ロ サ イ トに お い てautocrineに よ り作 用 す る 可 能 性 が

考 え られ る.そ の 後,HGFはnegative　 feedbackに よ

りc-Metの 合 成 を 抑 制 す る可 能 性 が 考 え られ る.な ぜ

な ら,本 研 究 に お い て,外 因 性 のHGFの 刺 激 後3時 間

に お い て はmRNAの 産 生 は 増 強 す る が,6時 間 一一28

時 間 後 に は元 の レベ ル まで 低 下 し,そ の 後48時 問 後 に

は蛋 白 レベ ル でmatureなc-Met　 190　kD　 isoformの 産

生 量 に 変 化 は な い もの の,c-Metの 前駆 体 の 可 能 性 の あ

る170kD　 isoformの 産 生 が 減 弱 して お り.こ れ らの 変

化 は,RT-PCRは 初 期 の 転 写 の 増 強 を,　Western　 blot-

tingは 後 期 の 蛋 白 合 成 の 抑 制 を 見 て い る 可能 性 が あ る

か らで あ る.こ の 可 能 性 に つ い てt3.　 Western　 blot-

ting,　RT・PCRに よ り分 泌 性 因 子 刺 激 後3時 間 ～48時

間 で のmRNAお よ び 蛋 白 双 方 の 藍 生 駄 を調 べ る な ど,

今 後 の 検 討 を 要 す る.

　 以i:,培 養 ア ス トロ サ イ トに お い てc-Metの 産 生 が

認 め られ た.c・Metは,分 泌 性 因 子 に よ り産 生 の 調 節 を

受 け る こ と に よ り,HGFに 対 す る 反 応 姓 をup-

regulateさ れ る可 能 性 が あ る こ とが 示 唆 さ れ た.　HGF

に よ りc・Metの シ グ ナ ル 伝 達 経 路 が 活 性 化 され る こ と

で,ア ス トロサ イ トの 持 っ 神経 栄 盤 効 果 が 増 強 す る可 能

性 が あ り,c・Metが 中 枢 神 経 系 の 再生 過 程 に 関 与・して い

る こ とが 示 唆 され た.
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　 中 枢 神 経 系 の 再 生 過 程 に お け るc-Metの 役割 を 明 ら

か に す る た め に,脳 損 傷 時 に 損 傷 部 位 に 供 給 さ れ る

FGF,　 IL-lp,　TNF・ α な どの 種 々 の 分 泌 幟 に て 刺 激 した

培 養 ア ス トロサ イ トに お け るc-Metの 産 生 を,免 疫 蛍

光 二重 染 色,Western　 blot法,　 RT・PCRに て検 討 した.

培 養 ア ス ト ロ サ イ ト に お け るc-Metお よ びc-me1

mRNAの 産 生 量 を指 標 と し,上 記 の 分 泌 性 因 子 に よ る

影 暫 を 検 討 す る こと に よ り,以 下 の結 巣 を得 た.

　 L免 疫 蛍 光 二 重 染 邑 に よ る検 討 に よ り,培 養 ア ス ト

ロ サ イ トに お い てc・Metの 産 生 が 認 め ら れ た.　c-Met

の 染 色 パ ター ンは分泌 性 因 子 に よ り影 響 を 受 け ない こ と

が 示 唆 され た3RI.今 後,細 胞 内局 在 に つ い て 共 焦点 レー

ザ ー蛍 光顕 微 鏡 等 を 用 い た厳 密 な 解 析 を 進 め る予定 で あ

る.

　 2.Western　 blot　Yxに よ る検 討 に よ り,培 養 ア ス トロ

サ イ トに お け るc-Metの 産 生 が 明 らか に さ れ た.ま た,

培 養 ア ス トロ サ イ トは195お よ び170kD　 isotormの

c・Metを 産 生 して い る こ とが 明 らか に さ れ た、170　 kD

isoformの 産生 はaFGF,　 bFGFに よ り有 意 に増 強 され,

HGFに よ り有 意 に減 弱 され る こ と が認 め られ た がJ61,

145kD　 isoformの 産 生 は 分泌 性 因 子 に よ り有 意 な 変 化

を示 さ な か った.Western　 b【ot法 の精 果 よ り,分 泌 性

因 子 に よ り産 生 の調 節 を受 け た110kD　 isoformが,細

胞 質 内 に 局 在 す る前 駆 体170kD　 isoformも しく はaト

ternative　 splicingに よ り産 生 さ れ た170　 kD　 isoform

で あ るか につ いてi3,細 胞 外 ドメ イ ンの 違 い を 認識 す る

抗 体 を 使 っ た免 疫 染 色 やWestern　 blottingに よ り 今 後

の検 討 を行 う予 定 で あ る.

　 3.RT-PCRに よ る検 討 に よ り,　to　 ア ス トロサ イ ト

に お け るc-met　 mRNAの 産 生 が 明 ら か に さ れ た.

aFGF,　 bFGF,　 HGFはc・ π;g'mRNAの 産 生 を有 意 に増

強 さ せ た.c-met　 mRNAの 産 生 燈 はaFGF,　 bFGF,

HGFの 刺 激 後3時 間 で 最 大 に な る こ とが 観 察 され た 鉤.

　 4.RT・PCRに よ る 検 討 に よ り,培 養 ア ス トロサ イ ト

に お け るHGF　 mRNAの 産 生 も 明 ら か に さ れ た 舗P.

HGF　 mRNAの 産 生 猛 は分 泌 性 因 子 に よ り影 響 を 受 け

な か った.

　 以 ヒ,培 養 ア ス トロサ イ トに お い てc-Metの 産 生 が

認 め られ た,c・Metは,分 泌性 因 子 に よ り産 生 の 調 節 を

受 け る こ と に よ り,HGFに 対 す る 反 応 性 をup-

regulateさ れ る 可能 性 が あ る こ とが 示 唆 さ れ た.　HGF

に よ りc-Metの シ グ ナ ル 伝 達 経 路 が 活 性 化 さ れ る こ と

で,ア ス ト回サイ トの持つ神経栄養効果が増強する可能

性があり、c-Metが 巾枢神経系の再生過程に関与 してい

ることが示唆 された.

謝　　辞

　彊を終えるに当たり,本 研究に終始懇篤なるご指導,

ご高閲を賜 りました慶慮義塾大学医学部外科学教室河瀬

斌教授に深甚なる謝意を表 します.ま た本研究を直接 ご

指導いただ きました吉田一成講師に深謝いたします.さ

らに多大なご協力をいただきました脳神経外科研究室の

諸先生方に感謝いたします.

　本研究 の一部は文部省科学研究費補助金(基 盤研究

(C)(2)(No,08671615),奨 励研 究(A)(No.

10770691))の 援助を受けた.

文　　献

DCooper　 CS,　 Park　 M,　 Blair　 DG.　 Talnsky　 MA,　 Huebner

　 K,Croce　 CM,　 Vande　 Woude　 GF:Molecular　 cloning

　 of　a　new　 transforming　 gene　 from　 a　chemically　 trans・

　 formed　 human　 ce旧ine.　 Na竃ure　 3U:29-33.1984

2)Cooper　 CS,　 Tempest　 PR,　 Beckman　 MP,　 Heldin　 CH
,

　 Brookes　 P:Amplification　 and　 overexpression　 of　the

　 met　 gene　 in　 spontaneously　 transformed　 NIH3T3

　 mouse[ibroblasts.　 EMBO]5:2623-2628,1986

3)Park　 M.　 Dean　 M.　 Cooper　 CS.　 Schmidt　 M,　 O'Brien　 Sl.

　 Blair　 DG,　 Vande　 Woude　 GF:ivtecAanism　 of　 met

　 oncogene　 activation.　 Cell　 45:895-904,1986

4)Bottaro　 DP,　 Rubin　 JS,　Faletto　 DL.　 Chan　 AM,　 Kmiecik

　 TE,　 Vande　 Woude　 GF,　 Aaronson　 SA:Identification

　 of[hc　 hepatocyte　 growth　 factor　 receptor　 as　the　 c-met

　 protooncogene　 product.　 Science　 251:802-804.199]

5)Naldini　 L,　 Vigna　 E.　 Narsimhan　 RP,　 Gaudino　 G.

　 Zarnegar　 R.　Michabpoulos　 GK,　 Comoglio　 PM=Hep・

　 atocytc　 growth　 factor(HGF)stimulates　 the　 tyrosine

　 kinase　 activity　 of　the　 receptor　 encoded　 by　 the　 proto・

　 oncogene　 c-MET.　 Oncogene　 6:50ト504,1991

6)Gohda　 E,　 Tsubouchi　 H,　 Nakayama　 H.　 Hirono　 S,

　 Sakiyama　 O,　Takahashi　 K,　Miyazaki　 H,　 Hashimoto　 S,

　 Daikuhara　 Y:Purification　 and　 partial　 charac豊eriza・

　 lion　 of　 hepatocyte　 growth　 factor　 from　 plasma　 of　 a

　 patient　 with　 fulminant　 hepatic　 failure.　 J　CIin　 Invest

　 81:414-419,1988

7)Nakamura　 T,　 Nawa　 K.　 lchihara　 A,　 Kaise　 N.　 Nishino

　 T:Purification　 and　 subunit　 str腫cture　 of　hepatocyte

　 growlh　 factor　 from　 r飢platelets　 FEBS　 Lett　 224:

　 311-316.1987

8?Rubin]S,　 Bottaro　 DP,　 Aaronson　 SA:Hepatocyte

　 growth　 factor/scatter　 factor　 and　 its　receptor,　 the　 c

　 臨t21　ProIo・oncogene　 Product.　 Biochim　 Biophys　 Acta

　 1155:357-371,1993

一T320一



島 崎:ア ス トロサ イ トに お け る011etの 産 生

9)Di　 Renzo　 MF。 　Bertolotta　 A,　 Olivcro　 M.　 Putzolu　 P,

　　　Crepaldi　 T.　 Schitfer　 D.　 Pagni　 CA.　 Comoglio　 PM二

　　　Selective　 expression　 of　 the　 Met/HGF　 receptor　 in

　　　human　 central　 nervous　 system　 microglia.　 Oncogenc

　　　8:219-222,1993

10)Honda　 S,　 Kagoshima　 M,　 Wanaka　 A,　 Tohyama　 M.

　　　Matsumolo　 K,　Nakamura'C:Localization　 and　 tune

　　　tional　 coupling　 of　 HGF　 and　 c-Met/HGF　 receptor　 in

　　　rat　 brain:implication　 as　 neurotrophic(actor.　 Brain

　　　Rcs　 X401　 Brain　 Res　 32:197-210,1995

111Yamada　 T.　 Tsubouchi　 H,　 Daikuhara　 Y,　 Prat　 M,

　　　Comoglio　 PM,　 McGeer　 PL,　 McGeer　 EG　 l　Immunohi・

　　　stochemistry　 wi【h　 an1ibodiesこo　 hepa電oc)'lc　 growth

　　　factor　 and　 its　receptor　 protein(c-MET)in　 human

　　　brain　 tissues.　 Brain　 Res　 637:308-312,1994

12)Yamagata　 T,　 hfuroya　 K,　 Mukasa　 T,18arashi　 H,

　　　Momoi　 M,　 Tsukahara　 T,　 Arahata　 K,　 Kumagai　 H.

　　　Momoi　 T:Hepatocyte　 growth　 factor　 specifically　 ex-

　　　pressed　 in　 microglia　 activated　 Ras　 in　 the　 neurons.

　　　similar　 to　 　the　 　action　 　of　 neurotrophic　 　(actors.

　　　Biochem　 Biophys　 Res　 Commun　 210:231-237.1995

13)Hirosc　 Y,　Kojima　 M,　 Sa{{oh　 M,　 Murakami　 H,　Yoshida

　　　K,Shimazaki　 K,　 Kawase　 T:Immunohistochemical

　　　examination　 of　 c-Met　 protein　 expression　 in

　　　astrocytic　 tumors.　 Acta　 Neuropathol(BcrU　 95

　　　345-351,1998

14)Nabeshima　 K,　 Shimao　 Y,　 Sato　 S,　 Kataoka　 H,

　　　Moriyama　 T,　Kawam　 H,　 Wakisaka　 S,　Koono　 M:Ex

　　　pression　 of　 c-Met　 correlates　 with　 grade　 of　 malig-

　　　nancy　 in　 human　 astrocytic　 tumours　 　 an

　　　immunohistachemical　 study.　 HistopatholoBT　 31

　　　436-443,1997

15)Koochekpour　 S,　 letters　 Pot,　Rulong　 5,　 Taylor　 G,

　　　Klinebcrg　 E,　Hudson　 EA,　 Resau　 JH,　 Vande　 tVoudc

　　　GF:Mel　 and　 hepatocyte　 growth　 factor/scatter　 fac-

　　　for　 expression　 in　 human　 gliomas.　 Cancer　 Res　 57

　　　5391-5398.1997

16)Moriyama　 T.　 Kataoka　 H.　 Tsubouchi　 H,　Koono　 M:C

　　　oncomitant　 expression　 of　 hepatocyle　 growth　 factor

　　　 (HGF),　 HGF　 activator　 and　 c-me!xencs　 in　 human

　　　glioma　 cells　 rn　vitro.　 FEES　 Lelt　 372:78-82.1995

璽7)Yamamoto　 S,　Wakimo【o　 H.　 Aoyagi　 M,　 Hirakawa　 K,

　　　Hamada[i:Ytodulalion　 of　motility　 and　 proliferation

　　　of　 glioma　 cells　 by　 hepatocyte　 growth(actor.　 Jpn　 J

　　　Canccr　 Res　 88:564-577,1997

18)Kamiguchi　 H,　 Yoshida　 K.　 Sagoh　 M.　 Sasaki　 H,　 Inaba

　　　 M,Wakamoto　 H.　Otani　 M,Toya　 S;Release　 of　ciliary

　　　 neurolrophic(actor　 from　 cultured　 astrocytes　 and　 its

　　　 modulation　 by　 cglokincs.　 Ncurochem　 Res　 20:1187-

　　　 --93,1995

19)KamiRUChi　 H,　 Yoshida　 K,　 Wakamoto　 H,　 Inaba　 Vt,

　　　 Sasaki　 H.　Otani　 VI,　Toya　 S:Cytokine-induced　 selec-

　　　 rive　 increase　 of　 high-molecular-weight　 bFGF

　　　 isoforms　 and　 their　 subcellular　 kinetics　 in　 cultured

　　　 rat　 hippocampal　 aslrocytes.　 Neurochem　 Res　 21

　　　 70且 一706,1996

20)Yoshida　 K.　 Gate　 FH:Fibroblast　 growth　 factors

　　　s【imulate　 nerve　 growth　 factor　 spn[hesis　 and　 secre・

　　　lion　 by　 astrocytes.　 Brain　 Res　 538:118-126,1991

2D　 Rosen　 EM.　 Laterra　 J.　Joseph　 A.　 Jin　 L,　Fuchs　 A.　 R'a>.

　　　D.WiUC　 M,　 Wcinand　 M.　 GoldbcrA　 ID:Scatlcr　 factor

　　　expression　 and　 regulation　 in　human　 glial　 tumors.　 Int

　　　lCancer　 67:2A6-255.1996

22)Morirama　 T.　 Kataoka　 H,　 Seguchi　 K,　 Tsubouchi　 II,

　　　Koono　 M:Effects　 of　 hepatocyte　 growth　 (actor

　　　 (HGF)on　 human　 glioma　 cells　 in　 vitro:HGF　 acts　 as

　　　amotility　 factor　 in　 glioma　 cells.　 Int　 J　Cancer　 66

　　　678-685.1996

23)jung　 W,　 Casこren　 E,　Odenthal　 M,　 Vande　 R'oudc　 GF,

　　　]shii　 T.　 Uicnes　 I{P.　 Lindholm　 D,　 Schirmachcr　 P

　　　Expression　 and　 functional　 interaction　 of　 hepatocyte

　　　growth　 tactorscatter(actor　 and　 its　receptor　 emet　 in

　　　mammalian　 brain.]Cell　 Bio]126:485-494,1994

24)Welch　 WC.　 Kornblilh　 Pし.　 Michalopoulos　 GK,

　　　Peterxn　 BE.　 Beedle　 A.　 Gollin　 SM.　 Goldfarb　 RH

　　　Hepatocptc　 growth　 factor　 (HGF)　 and　 rccepIor

　　　 (c-met)in　 normal　 and　 malignant　 astrocytic　 cells.

　　　 Anticancer　 Res皇9:且635-1640,且999

'25)Tempest　 PR
.　Slralton　 MR,　 Cooper　 CS:Structure　 of

　　　the　 mel　 protein　 and　 variation　 o[met　 protein　 kinase

　　　aclivityamong　 human　 tumour　 cell　 lines.　 Br」CaIucer

　　　58=3-7,1988

2fi)Giordano　 S.　Di　Renzo　 MF,　 Narsimhan　 RP,　 Coopcr　 CS,

　　　 Rosa　 C,　 Comoglia　 PM:Biosynthesis　 of　 the　 protein

　　　encoded　 by　 the　 c-m｢!proto・oncogene.　 Onwgenc'1=

　　　 !383一 且388.ヨ989

27)Rodrigues　 GA。 　Naujokas　 MA.　 Park　 M;Alterna巳ivc

　　　splicing　 generates　 isoIorms　 of　 the　 met　 receptor　 tpr`}・

　　　sine　 kinase　 which　 undergo　 differential　 processing.

　　　 Mol　 Cell　 Biol　 l　1:2962-2970.1991

28)Prat　 M.　 Crepaldi　 T,　 Gandino　 L.　Giordano　 S.　LOngaU

　　　 P.Comoglio　 P:C・terminal　 t「uncated　 forms　 o「Me【,

　　　 the　 hepatocyle　 growth　 factor　 receptor.　 Mol　 Ccll　 viol

　　　 I1:595A-5962,1991

29)Rong　 S,　 BI)dcscol　 M,　 Blair　 D,　 Dulm　 J.　Nakamurパ 「,

　　　Mizuno　 K,　 Park　 M,　 Chan　 A.　 Aaronson　 5,　 Vandc

　　　Woude　 GF;Tumorigenicity　 of!he　 met　 pro!o・

　　　onco窪ene　 and　 the　 gene　 for　hepatoc5'te　 Srossth　 fa《=鳳or,

　　　¥101Cell　 Biol]2:515?一5155,199?

30)Faleuo　 DL,　 Kaplan　 DR,　 Halverson　 DO.　 Rosen　 r:ｻ,

　　　Vande"'Dude　 GF:Signal　 Iransduc1ion　 in　c・me'me・

　　　diated　 moヒogenesis.　 Exs　 65:107一130,　 t993

3D　 Moghul　 A.　 Lin　 L,　 Becdlc　 a.　 Kanboar-Shakir八,

　　　DeFrances　 MC,　 Liu　 Y,　 Zarnegar　 K:Modulation　 of

　　　c・MET　 proto・oncogene(HGF　 receplor)mRNAこibun・

　　　dan[e　 by　 cylokines　 and　 hormones　 :evidence　 (or

　　　rapid　 decay　 of　 the　 8　kb　 c-MET　 transcript.　 Om:ogene

　　　9:2045-2002.1994

1'?)Ooccaccio　 C.　 Gaudino　 G,　 Gambarotta　 G.　 Galimi　 P,

　　　Comoglio　 PM=i.lepat㏄}'tc　 growthぼac竃or(HGF〕re・

　　　cep肛or　 exprcssi(ro　 is　induciblc　 and　 is　part　 of【hc　 Ac・

　　　laycd-early　 rじsl)onsじlo　 HGF.　 J　 Biol　 Chem　 269:

一T321一



慶曄医学　 80巻4号(平 成15軍 且2月)

　　　 12846-1285且,1994

33)Hashimolo　 N.　Yamanaka　 H,　Fukuoka　 T,　Dai　 Y,　 Ohata

　　　K,Mashimoτ,　 Noguchi　 K=Exprcuion　 of}3GF　 and

　　　cMet　 in[hc　 peripheral　 nervous　 system　 of　 adult　 rats

　　　following　 sciatic　 nerve　 injury.　 Neuroreport　 12;

　　　 1403-1407.2001

34)Sonnenberg　 E,　Meycr　 D,　Weidner　 KM.6irchmeier　 C

　　　Scatter　 factor!hopa重ocyte　 growth　 factor　 and　 itS　re・

　　　ceptor,　 the　 c・metヒyrosine　 kinase.　 can　 medヨa亀e　 a　sig・

　　　nal　 exchanSC　 between　 mesenchyme　 and　 epithelia

　　　Burins　 mouse　 development.]Cell　 Biol　 123:223一

　　　 235,且993

35)Thewke　 DP,　 Seeds　 NW:Expression　 of　 hepatocyte

　　　growth　 factor/scatter　 factor,　 its　receptor,　 c-mel,　 and

　　　tissue・type　 plasminogen　 activator　 dur:ng　 deΨe巳op・

　　　ment　 of　 the　 murinc　 oltnctory　 system.JNe町osci　 l6:

　　　6933-69A4,1996

36)Shimazaki　 K,　 Yoshida　 K.　 Hirose　 Y,　 Ishimori　 H .

　　　ISatayama　 M,　 Kawase　 T:Cytokines　 regulate　 c-Met

　　　expression　 in　 cultured　 astrocytes.　 Brain　 Res　 962

　　　 tO5-110.2003

一7322一


