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研究成果の概要： 
腎臓，膀胱，肝臓，胃，心臓を対象に，Eph/ephrinの発現をRT-PCRと免疫染色により解析し，
初代培養細胞を用いてEph/ephrinシグナルの解析を行った。腎臓では遠位尿細管の再吸収機構
に，胃では粘膜上皮細胞の細胞構築維持機構にEph/ephrinシステムが深く関与する可能性を示
唆する成果が得られた。また，副次的に，胚芽腫P19CL6から作出したクローンP19CL6-A1を用い
て，既存の方法を改良して効率的に心筋細胞へ分化させる方法を開発した。加えて，ビデオ画
像から心筋細胞の拍動リズムを解析するソフトウエアVisorhythmも開発した。  
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１．研究開始当初の背景 
 Ephレセプターとそのリガンドephrinには，
次の分子機能特性が示されている。(1)共に
膜タンパクである。(2)Eph と ephrin はそれ
ぞれ A と B のサブクラスに分類される。(3)
サブクラスが同じであれば結合し，レセプタ
ーとリガンドの両側にシグナルが発生する。
(4)臓器・組織形成期（発生期）に一過性に
強く発現する。(5)Eph/ephrin 分子シグナル
は，①神経のネットワーク形成，②血管形成
と血管新生，③組織の境界形成，④細胞の接
着・遊走に関与する。Eph は ephrin に関する

研究はホットで競争の激しい分野であるが，報
告のほとんどは，著しく高い発現が認められる
発生期の臓器・組織あるいは腫瘍を対象にその
機能が検討され，Eph/ephrin と言えば「神経の
発生，血管形成・新生，腫瘍」が研究の主な対
象になっていた。また，Eph/ephrin の分子シグ
ナル機構は，高い発現が認められる株化（腫瘍）
細胞あるいは遺伝子導入による強制発現系を
材料に解明されてきた。成体の正常臓器・組
織を対象にした Eph/ephrin に関する研究報
告は非常に少なく，シナプス形成・可塑性の
制御機構 (Yamaguchi & Pasquale, Curr Opin 
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Neurobiol, 2004)，結腸粘膜上皮内の細胞移
動制御機構(Battle et al, Cell, 2002)，T-
リンパ球の組織浸潤機構(Luo et al, J Clin 
Invest, 2002) ，血小板の凝集制御機構 
(Prevost et al, Blood, 2004)に関する報告
以外には見当たらなかった。発生期の臓器・
組織あるいは腫瘍と比べ正常臓器・組織におけ
る Ephとephrinの発現量は高くない。それ故，
報告の中には，「成体の正常臓器・組織では検
出限界を下回るため発現細胞が特定できな
い。」と記載された論文が散見される。代表研
究者のグループは，少量の発現量でも
Eph/ephrin の発現細胞を免疫組織化学的に
検出し，Eph のリン酸化（活性化）状態を検討
することができる高い技術レベルを修得して
おり，特定不可能とされた報告を覆すデータが
本研究の対象臓器・組織などから得られつつあ
った。神経系を対象にした研究は発生期から
成体期へと広がりつつあること考慮すると，
研究対象が成体の臓器・組織へと広がることは
確実であった。 
  
２．研究の目的 
 代表研究者は，これまでの報告から
Eph/ephrin の働きは細胞接着･遊走制御に帰
着し，次の仮説を提唱するに至った。仮説：
Ephとephrinは仲間である細胞かどうかを判
断する分子システムとして機能する。従って，
発生期に限らず分化した成体の組織にも普
遍的に働いている。細胞の組織化や組織化の
維持を担う分子システムである。仮説の検証
は，組織固有の細胞構築の形成・維持機構を
知る重要な手がかりを与える。裏返して言え
ば，Eph/ephrin 分子システムの機能破綻は組
織の機能不全（炎症の慢性化など）や細胞の
脱組織化（腫瘍化）につながると考えて本研
究を計画した。目的は，成体の主要臓器・組
織の構成細胞における Eph と ephrin の発現
性状と発現細胞における機能的役割を検討
し，上記仮説を実験的に検証することである。
具体的には，再生医療・獣医療や癌などを考
慮して，(1)腎臓，(2)膀胱，(3)肝臓(肝細胞)，
(4)胃(胃粘膜上皮)， (5)心臓(心筋細胞)を
主な対象臓器･組織･細胞として選択した。 
 
３．研究の方法 
(1) 臓器・組織のEph/ephrin の発現解析 
RT-PCR を用いて，どのタイプの Eph と ephrin
が発現しているかスクリーニングする。解析
する上で十分な発現量が認められた場合は，
免疫組織化学的染色により発現細胞を特定する。
また，対象臓器・組織のタンパク溶解液から免
疫沈降でEph 集め，これを試料として抗リン酸
化チロシン抗体でウェスタンブロットし， Eph
発現細胞がephrin 発現細胞と接触しシグナル
を発生しているかどうか検討する。 
(2) 培養細胞のEph/ephrin の発現解析 

対象臓器･組織の中でEphと ephrinを発現して
いた細胞を対象に，初代培養を行う。初代培養
方法が確立されていない場合は，方法を開発す
る。初代培養細胞を対象にRT-PCR で Eph と
ephrin の発現解析を行う。 
(3) 培養細胞のEph/ephrin の機能解析 
①可溶性 ephrin を添加後の Eph の活性化動態
を解析する。同様に可溶性ephrin およびEph
を培養液に添加して，培養細胞の接着･運動性状
どのように変化するか，②タイムラプス観察，
③免疫染色により焦点接着やアクチンフィラメ
ントを可視させてその動態を観察する。動態変
化が認められた場合は，④アクチンフィラメン
トや焦点接着の形成を制御して細胞の接着･運
動のシグナルを制御するRho ファミリーGTPase
が Eph/ephrin シグナルの下流で働くか調べる。 
(4)心筋細胞の拍動リズムの解析法 
ビデオ画像をもとに拍動リズムを解析できるソ
フトVisorhythm を開発し，心筋細胞において
Eph/ephrin シグナルが拍動に及ぼす影響を検
討する。 
(5)初代培養心筋細胞の代替法 
対象細胞として選択した心筋細胞の初代培養法
は確立しており，修得済みの技術であるが，心
筋細胞におけるEph/ephrin を機能解析するに
は多量の心筋細胞を必要とする。そこで胚芽腫
P19CL6 から効率的に心筋細胞へ分化する方法
の改良を既報の5-azacytidine/DMSO 分化法を
基に試みる。 
 
４．研究成果 
(1)腎臓 
①in vivo の発現解析：EphB/ephrin-B サブ
クラスについて RT-PCR および免疫組織化学
的染色により発現解析を行った結果，EphB2
は遠位直尿細管およびヘンレのループの細
い部分の尿細管に，特に遠位直尿細管細胞で
は基底陥入の細胞膜に発現していること，ま
た，ephrin-B1 はネフロンの全領域の尿細管
に発現していることを明らかにした(図 1, 
2,3)。 
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②初代培養細胞を用いた解析：培養髄質尿細
管細胞のEphB/ephrin-B サブクラスの発現パ
ターンは in vivo における遠位直尿細管細胞
の発現パターンと同様であることを RT-PCR
により確認した。この細胞を材料に，可溶性
ephrin-B1-Fcを添加してEphB2を活性化させ
ると，Rac1 活性の低下と RhoA の活性化が誘
導され，アクチンフィラメントと焦点接着の
再構成を介した膜退縮が起こること(図 4)を
明らかにした。また，RhoA 阻害剤添加により
EphB 活性化による膜退縮が抑制されること
も明示した。これらの点から，遠位尿細管に
発現するEphB2/ephrin-B1 システムは基底陥
入の間隙と外側部の細胞間隙の大きさや接
着状態を制御して尿の再吸収を制御する可
能性が示唆された(図 5)。 

 (2)膀胱 
①in vivo の発現解析：RT-PCR および免疫組
織化学的染色による発現解析を行い，移行上
皮の構成細胞間および平滑筋細胞と神経線
維間で細胞の接触により Eph/ephrin シグナ
ルが発生する発現様式が認められることを
明らかにした。 
②初代培養細胞を用いた解析：培養移行上皮
細胞でシグナル解析を行い，可溶性リガンド
を添加してEphの活性化させると細胞の膜退
縮が誘導され，可溶性レセプターを添加して
ephrin の活性化させると細胞の運動性が上
昇することを明らかにした。 
③ヒトおよび動物の膀胱癌細胞株と膀胱粘
膜における Eph/ephrin 発現を RT-PCR により
検索した結果，癌細胞特有の発現パターンを
検出することはできなかった。 
(3)肝臓(肝細胞) 
①in vivo の発現解析：RT-PCR および免疫組
織化学的染色による発現解析を行い，肝細胞
間でEphB/ephrin-B シグナルが発生する発現
様式が認められることを明らかにした。 
②初代培養細胞を用いた解析：培養肝細胞を
用いて培養 1-3 日目の Bサブクラスの発現パ
ターンと肝細胞の分化マーカー(Albumin, 
Alb; Glutamic-Pyruvate Transaminase 1, 
GTP1; alpha-Feto Protein, AFP)の発現パタ
ーンを解析し，培養 1日目が in vivo により
近い性状を示すが，培養時間が進むにつれて
脱分化し，これに伴い ephrin-B2 発現が有意
に上昇すること（図 6,7），培養 1 日目に細胞
皮質に出現するアクチンフィラメントから
なる帯状の構造体が EphB シグナルにより消
失することを明らかにした。 
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(4)胃(胃粘膜上皮) 
①in vivo の発現解析：胃底部・胃体部の粘
膜上皮を対象に EphB と ephrin-B サブクラス
についてRT-PCRと免疫組織化学的染色により
発現解析を行い，管腔側に移動する細胞は
ephrin-B1 を，基底側に移動する細胞はEphB2，
EphB3，EphB4 を発現し幹細胞を境に発現境界
が存在することを明らかにした（図 8）。 

②初代培養細胞を用いた解析：ラット胃腺細
胞の初代培養法を確立した。可溶性リガンド
ephrin-B1-Fc あるいは可溶性レセプター
EphB2-Fc を用いて EphB/ephrin-B1 シグナル
解析を行い，EphB シグナルが細胞の膜退縮を
誘導することを明らかにした（図 9）。培養液
に可溶性リガンドを添加するとEphB2 の活性
化は 30 分後にピークを取り，活性化に相関
して膜退縮は誘導されるが，可溶性レセプタ
ー添加による ephrin-B の活性化では膜退縮
は誘導されないこと，また，EphB の活性化は， 
RhoA の活性化を有意に誘導するが，Rac1 の
活性化を誘導しないことも明らかにした。加
えて，ROCK 阻害剤である Y27632 を用いて細
胞の形状，Focal Adhesion の状態，アクチン
フィラメントの状態を，可溶性リガンド添加
により EphB を活性化させた初代培養細胞を
使って検討し，EphB シグナルによる胃腺細胞
の膜退縮が RhoA を介した作用であることを
確実に証明した。これらの結果から，胃粘膜
上皮に発現する EphB と ephrin-B は幹細胞領
域で新たに分裂し分化を開始した細胞の移
動方向（腺腔側または基底側）を決定づける
働きを担うと推察された（図 10）。 

③胃潰瘍の解析：酢酸塗布法で作製した胃潰
瘍モデルマウスにおける再生胃粘膜上皮を
材料に免疫組織化学的染色により発現解析を
行い，幹細胞領域（発現境界）の EphB およ
び ephrin-B 発現が上昇することを明らかに
した。酢酸塗布法による胃潰瘍モデルは，胃
壁の穿孔を起こす可能性が高いため広範囲
に潰瘍を作製することは困難であり，免疫沈
降試料のウエスタンブロット解析など多量
の材料を必要とする解析には向かない。そこ
で，塩酸アルコールの経口投与および水浸拘
束により胃潰瘍モデルラットの作製を試み
た。前者の方が，潰瘍が深く，比較的広範囲
に潰瘍が形成されていたが，個体により粘膜
上皮の再生に時間的な差異が認められ，改良
が必要と判断された。 
④胃癌の解析：4 種の胃癌細胞と初代胃腺細
胞の EphB/ephrin-B 発現を RT-PCR により検
討した結果，癌細胞に特有な発現パターンは
検出できなかった。また，MNNG の経口単回投
与で胃癌モデルラットの作製を試みたが，固
有胃腺あるいは幽門腺領域に肉眼で明確に
判別できる固形癌を作製することはできな
かった。免疫染色により細胞増殖性(Ki67 陽
性)を示す細胞塊が，胃腺の幹細胞領域外に
認められたため，投与方法を再検討し，胃癌
モデルラットを作製して発現解析する予定
である。 
(5)心臓(心筋細胞) 
①in vivo の発現解析：RT-PCR および免疫組
織化学的染色による発現解析を行い，心筋細
胞と毛細血管内皮細胞間で細胞接触により
Eph/ephrin シグナルが発生する発現様式が
認められることを明らかにした。 
②初代培養細胞を用いた解析：初代培養心筋
細胞に可溶性リガンドを添加してEph の活性
化させると，添加後 20 分前後でそれまで同
期して拍動していた隣接する２つの心筋細
胞塊の拍動リズムが乱れ（図 11），この同調
性阻害作用はEph の強い活性化と相関性を示



 

 

すことを明らかにした。この心筋細胞拍動リ
ズムの解析には代表研究者らが開発したソ
フトウエア Visorhythm を使用した。ビデオ
画像をもとに，心筋細胞の拍動リズムを選択
領域の白黒階調の経時的変化として捉え，相
関係数の変化として表すソフトウエアであ
り，ビデオ画像の 1 フレーム画像から最大で
6 領域を選択しの拍動リズムを表示すること
ができる。 

③分化心筋細胞：Eph 活性化と拍動リズムの
乱れとの関連性を詳細に調べる目的で，心筋
細胞に比較的簡単に遺伝子導入できる実験
系の作出に着手した。遺伝子導入が容易で心
筋細胞への分化が比較的簡単な胚芽腫細胞
P19CL6 からの作出を試みた。P19CL6 を心筋
細胞に分化誘導する既存の方法は，分化率が
一定せず実験間の再現性に乏しいため，サブ
クローンP19CL6-A1 を作製し再現性の高い分
化誘導法を開発した（図12）。転写因子GATA4，
Nkx2-4 と収縮蛋白α-MHC の発現動態を比較
して親株よりもP19CL6-A1 の方が効率的に心
筋細胞へ分化することを明示した。拍動リズ
ムを解析するソフト Visorhythm と強心剤
（ouabain, IBMX）を使用して，P19CL6-A1 由
来の心筋細胞が初代培養心筋細胞に代替で
きる細胞であることを証明した。P19CL6-A1
由来の心筋細胞を材料に，Eph シグナルが心
筋細胞間の拍動同調性を乱す要因を検討す
る予定である。 
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