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研究成果の概要（和文）：　アルコール飲酒に伴い、各種の脂肪エチルエステル（FAEEs)が体内で精製され、膵腺房細
胞や血球系細胞ではFAEEsによって細胞内情報伝達系の乱れが引き起こされると報告されたことから、各種FAEEsに対す
る反応を、血管系や血球系、外分泌細胞で検討した。
　実験には共焦点レーザー顕微鏡を用いてカルシウムイメージングと生細胞・死細胞分別をおこなった。その結果、各
種FAEEsによる刺激は、先行研究で示されたほど明瞭なものではなかった。この理由は、組織形態を保ったままの標本
でありダメージを受けにくかったためと思われる。また単離細胞で観察された反応は、溶媒に用いたDMSOによる非特異
的反応であった。

研究成果の概要（英文）： To investigate whether free fatty acid ethylesters (FAEEs) can induce cell damage
, we observed intracellular [Ca2+] dynamics in peritoneal cells, pancreatic acinar cells and isolated vasc
ular specimens. Palmitoleic acid ethyl ester might induce slight invrease of [Ca2+]i in some peritoneal ce
lls, and Oleic acid ethyl wster caused [Ca2+]i increase in pancreatic acinus. In pacreatic specimens, dead
 cells increase in number after FAEEs-perfusion, however the increase cannot statistically verified. FAEEs
 were dissolved in DMSO, however the solvent can induce cell damage. In conclusion, in the experiment, we 
cannot detect any evidences of FAEEs' effect on intracellular signalling.
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１．研究開始当初の背景 

【着想に至った経緯】 

 私たちはこれまで、組織形態を保った生組

織標本を用いて細胞内カルシウムイオン濃度

([Ca2+]i)変動の画像解析を行ってきたが、異

種細胞間あるいは臓器間に著しい機能的な

差異があることを指摘してきた。細胞の機能は

生理的な伝達物質のみならず、体内で生成さ

れた代謝物質によっても影響を受けると思わ

れたことから、本実験計画を立案した。 

【学術的背景】 

アルコール飲酒による精神・身体的な障害

は大きな社会問題になっている。飲酒による

細胞障害は、1) エチルアルコールそのもの

が細胞に直接に悪影響を与えるものと、2) そ

の代謝産物によるもの、とに大別される。後者

の例として着目されているのが脂肪酸エチル

エステル(FAEEs)である。エチルアルコールは

体内で脂肪酸のカルボキシル基とエステル結

合することで、様々な FAEEs を生成する。最

近になり、FAEEs の或るものは、膵臓や単核

血球細胞に障害を引き起こすことがわかって

きた（Gerasimenko et al., PNAS 106, 2009; 

Alhomsi et al., Alcohol Clin Exp Res 32, 

2008） 
 
２．研究の目的 

膵臓腺房細胞では、或る FAEE がイノシト

ール三リン酸(IP3)受容体を介して、細胞内カ

ルシウム貯蔵場からのCa2+動員を引き起こし、

結果として細胞内カルシウムイオン濃度

([Ca2+]i)を上昇させることが示された。しかしな

がら、[Ca2+]i 上昇そのものは通常の分泌機転

でも起きており、FAEEs刺激による[Ca2+]i上昇

がなぜ膵腺房細胞の細胞障害に結びつくの

か、はっきりしていない。細胞外への消化酵素

逸脱がどういった機構で生じているかも不明

である。また、唾液腺や涙腺などの分泌腺組

織でも同様のことが起きているかどうかは、全

く調べられていない。腺細胞は内腔側と基底

側では構造的な相違（すなわち機能的な極

性）が明瞭であることから、[Ca2+]i 変動を空間

的および時間的解像度に優れた機器で解析

する意義は極めて大きいと思われる。また、

FAEEsが血中の単核細胞（細胞種は未同定）

にネクローシスやアポトーシスを起すとされて

いるが、それがどんな状態のいかなる血球な

のか、また細胞死に陥る経緯や[Ca2+]i 動態に

及ぼす効果も、いまだ詳細に調べられていな

い。 

これまでの報告からすると、FAEEsが何らか

の機序を介して[Ca2+]i動態などの細胞内情報

伝達系を乱していることが容易に想像できると

は言え、細胞内情報伝達系は細胞の種類に

より大きく異なる上に、臓器あるいは部位に応

じて各種リガンドの受容体の分布も変わって

いることから、FAEEs に対する反応を各種細

胞・臓器で比較検討する必要があろう。また一

方では、FAEEsにも飽和・不飽和の別があり、

FAEEs と総称される全てのものが一様に細胞

障害を引き起こすとは思われないが、その比

較検証はなされていない。ちなみに、アルコ

ール代謝物に最初に暴露される血管系や、

嗜癖の座である神経系で FAEEs の効果を見

た例は無い。 

そこで本研究では、各種FAEEsが血管系、神

経系、血球系、外分泌系の各種細胞に及ぼ

す効果を、細胞内情報伝達系の要とも言うべ

き[Ca2+]i 変動の解析と、免疫組織化学や in 

situ hybridization と（透過型ならびに走査型）

電子顕微鏡などの形態学的な手法、および

Western blotなどの生化学的方法を組み合せ

て、機能と形態の両面から検討した。 

 
３．研究の方法 

標本 

動物：ラット（Wistar ♂、BW 250-350gr） 

細胞：腹腔内遊離細胞（マスト細胞、遊走性

白血球） 

組織：単離細動脈と細静脈（精巣）、単離膵



臓腺房 

標本採取法は、これまでの Ca2+ imaging方

に準じた。できるだけ組織形態を保ったまま

の標本とするため、採取組織・細胞は保護的

作用のある BSAを加えたリンゲル液内で処

理し、純化コラゲナーゼで結合組織を除去し

た。 

試薬 

Ca2+感受性色素として、INDO-1あるいは

Fluo-8を用いた。また損傷細胞を可視化する

ため、Ethidium homodimerと Calcein/AM

を負荷した（生細胞は緑、損傷細胞は赤色蛍

光を発する）。 

顕微鏡 

紫外線励起のできる高速共焦点レーザー走

査型顕微鏡（Nikon RCM-8000改良型）で｀

Indo-1`負荷標本を観察し、[Ca2+]i を表す画
像を取得し、各細胞に ROIを定めて時系列的

な変化を解析した。また Fluo-8 あるいは

Calcein/Ethidiumhomodimer 負荷標本は一

般的な共焦点レーザー走査型顕微鏡（Zeiss 

LSM 510）を使用し、[Ca2+]i変動あるいは、

また生細胞・死細胞の割合を求めた。 

刺激ならびにイメージング 

上記組織・細胞をレーザー顕微鏡で観察しな

がら、以下の脂肪酸を含んだリンゲル液で 30～

1 時間周囲を灌流し、細胞内カルシウム濃度

（[Ca2+]i）変動を観察した。得られた画像デー

タは RCM の画像解析プログラムでデータ処理

するとともに、Image J とプラグインを使って

TIFF あるいは JPEG 画像とし、動画作成を試

みた。 
 
灌流液に加えた FAEEs（DMSO を溶媒として
使用） 

Strearic acid (10-3～-5 M) 
Myristic Acid (10-3～-5 M) 
Linoleic Acid (10-3～-5 M) 
Linolenic Acid (10-3～-5 M) 
Arachidonic Acid (10-3～-5 M) 

Oleic Acid (10-3～-5 M) 
Palmitic Acid (10-3～-5 M) 
Lauric Acid (10-3～-5 M) 
Palmitoleic Acid (10-3～-5 M) 
 

４．研究成果 
平成 23 年度 

ラットから膵臓腺房および腹腔内単核球、

肥満細胞の標本を作成し、各種 FAEEs を

10-7～10-4M の濃度で作用させた。その結

果、先行研究の報告で効果があるとされて

いた Palmitoleic Acid Ethyl Esterは膵臓

の [Ca2+]i 変動をきたさなかった。また

Oleic Acid Ethyl Esterも幾分の上昇をみ

たものの、さほど明瞭な変動ではなかった。 

しかしながら、エチジウムホモダイマー

による細胞死イメージングでは死に至る細

胞が多くみられた。Ca2+イメージング法で

は、観察対象細胞が限られるため、反応し

た細胞を見落としている可能性が高い。ま

た、膵腺房の形がきちんと保たれている正

常な腺房では変化がほとんど無いのに対し、

腺房分離処理中に傷害をうけて腺房の形が

歪になった標本ほど、FAEEs による細胞

死は顕著にみられた。血球系の細胞では、

Palmitoleic Acid Ethyl Esterで一部の単

核細胞で急激な[Ca2+]i 変動を引き起こし

たが、マスト細胞にはほとんど効果がなか

った。エチジウムホモダイマーによる細胞

死イメージングの結果もほぼ同様であった。 

 

平成 24年度 

先行研究に比べて反応が弱かったのは、

FAEEsが灌流液中のBSAと結合したせい

かもしれないということから、精製 BSA

を使用したバッファーで実験をおこなった。 

 それにもかかわらず、本年度も同様に

[Ca2+]i では変化が少なく、先行研究で記載

されているほど、[Ca2+]i 上昇による細胞障

害は重要でないように思われた。先行研究で

は完全単離腺細胞を使用していたが、我々は



腺房構造を維持したままの生組織標本を用

いていることから、細胞に対するダメージが

軽減されたせいかもしれない。また、平成 24

年度に用いた高速レーザー顕微鏡は光ダメ

ージがおきにくく、生理的な反応を人工産物

無しに観察することに適したものであるの

に対し、先行研究で用いられた顕微鏡ではゆ

っくりした走査による光ダメージが生じて

いた可能性もある。なお、前年同様に、ラッ

ト腹腔から得られた血球系の細胞では、

Palmitoleic Acid Ethyl Esterで一部の単核

細胞で急激な[Ca2+]i 変動を引き起こしたが、

その細胞種を同定するには至らなかった。 

 

平成 25 年度 

先行研究に倣って、もう一度試薬を調整しな

おし、実験を継続したが、同様に[Ca2+]i で

は変化が少なかった。組織形態を保ったまま

の標本はダメージを受けがたい状況にある

と思われたことから単離細胞（ラット腹腔か

ら得られた血球系の細胞）で実験をおこなっ

た。Palmitoleic Acid Ethyl Esterで一部の単

核細胞で急激な[Ca2+]i 変動を引き起こした

ことから、濃度を変えて実験をおこなってい

たが、実験途中で DMSO 単体を流したとこ

ろ、同様の[Ca2+]i 変動が観察された。従っ

て、予備実験から観察していた変動は、人工

産物であった可能性がでてきたことから、全

て実験をやりなおしたところ、DMSO による細

胞膜の透過性向上による非特異的な反応で

あることが明らかとなった。 

 

副次的実験結果（平成 24 年度～） 

 この実験をおこなうに際し、血管系へ及ぼ

す影響を調べるため、臍動脈に加え細静脈標

本の作製を企画し、カルシウムイメージング

をおこなったところ、興味深い知見が得られ

た。 

【血管平滑筋の形態観察】 

 蛍光像では、細動脈では紡錘形の平滑筋が

1～3層輪状に取り巻くのに対し、細静脈では

1 層の多角形～星形の平滑筋細胞が配列して

いた。また細静脈の平滑筋細胞は敷石状に並

んでいるとは言え、細胞間に隙間が見られた。

但し、これは血管標本を取り出す際に伸展を

余儀無くされたため生じた人工産物である

可能性が高い。そこで、細胞間の接合を詳細

に観察するため、通常の電顕組織標本を作成

し、連続した薄切切片をもとに STEM モード

で観察して立体構築を試みる実験を始めた。

→新規研究手法の開発へつながる研究 

【細動脈と細静脈の血管平滑筋の反応性の

解析】 

 細動脈は組織内血流制御において、また細

静脈は炎症機転の場として重要である。そう

した血管本来の組織形態を保ったままの血

管標本で[Ca2+]i 変動を観察したところ、細

動脈の紡錘形をした平滑筋は、ノルアドレナ

リン、セロトニン、ATP、アンギオテンシン

Ⅱ（10-4～-5M）によって[Ca2+]iが上昇し

たが、細静脈の多角形をした平滑筋はノルア

ドレナリンとアンギオテンシンに対する反

応が見られたものの、セロトニンや ATP に対

する反応は認められなかった。ノルアドレナ

リンとアンギオテンシンⅡに対する細静脈

平滑筋の反応は、細胞外カルシウムを除去し

ても観察されたが、サプシガルギン前処理で

抑制されたことから、細胞内カルシウム貯蔵

場からの動員機転が関与していることが確

かめられた。但し、眼球から採取された細静

脈の血管平滑筋はATPによって反応が引き起

こされた。これが P2X 受容体によるものか、

P2Y 受容体が関与しているものかを明らかに

する必要がある。 

平滑筋細胞の形が異なることから、機能的

意義も異なることが容易に想像されるとは

言え、いままできちんとした解析がなされて

こなかった。今回の結果は、いわいる昇圧物

質は静脈平滑筋の反応を引き起こすが、局所

的な伝達物質に過ぎないATPやセロトニンは、



細静脈の反応を引き起こしていない。則ち、

全身的な血圧上昇という現象は細動脈血管

抵抗だけではなく静脈系の反応も考慮しな

ければいけないことを示していると思われ

る。尤も、中枢神経系の静脈は、他の臓器の

静脈系と異なっていることが予想されるこ

とから、脳表面の細静脈を採取した実験を加

えなければならないが、昨年度は比較的採取

が簡単な眼球の血管系で実験を施行した。 
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