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研究ノート

培養細胞を用いたgap-junctionを介する
細胞間`情報交換に関する研究

一Scrape-Ioading法による検討一

宇根桐子'）今井昭一'）

細胞の正常な成長と分化を左右する重要なファクターである「gap-junction(ギャップ結合)を介する細胞間の情報交換

(GapjunctionmtercellularcommunicationGJIC)」の研究にはelectrccoupling、microinjectionした後の色素の移動、

放射性代謝産物の移動、ある代謝系の酵素に欠陥のある細胞同士の代謝協調、FRAP解析(fluorescencerecoveryafter

photObleaching)など、様々な手法が用いられており、それぞれ利点をもっているが、方法が複雑だったり、高価な機器が必

要だったり、実験の遂行に時間がかかったりといった欠点もあって、広く行われるに至っていない。

我々は、“Scrapeloading,，によって、膜不通過性の分子を細胞内に導入することができるというMcNenら(1984)の観察を

もとに、E1-Fouly,TroskoandChang(1987)によって考案されたscrapeloadingによって細胞内に導入した蛍光色素lucifer

yellowの隣接細胞への拡散を利用してＧJICについて研究する方法の有用性について、腎由来の上皮様細胞であるNRKF52E

細胞を用いて検討を行った。Scrapeによって傷ついた細胞に直接入った色素とscrapeによって細胞に入った後、隣接した細

胞にgapjunctionを介して拡散した色素との鑑別は、同時に適用したethidiumbromideによる蛍光を観察することによっ

て行った。その結果、NRK-52E細胞でも、ＧJICが活発に行われていることが明らかとなったが、腫瘍プロモーターとして知

られているTPA(12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate)は、この細胞ではGJICを抑制しなかった。

キーワード：NRK-52ELuciferYellow、Ethidiumbromide、TPA(12-O-tetradecanoylphorboI-13-acetate)、Gap-junction、

Scrape-10ading法

andChang，19847))の一つの要因をなしていると考え

られている。

ＧJICの測定にはelectrocoupling(Loewenstein，

19792))、microinjectionした後の色素の移動(Enomoto

andYamasakL1985l6)；FitzgeraldandMurray，

1980M)；FriedmanandSteinberg,l982l2))、放射性代

謝産物の移動(Hooper,198219))、ある代謝系の酵素に欠

陥のある細胞同士の代謝協調(SUbak-Sharpe,Burkand

Pitts，196620)；Davidson，BaumgartenandHarleyl

l9852I)；Gupta,SinghandStetsko,198522))、FRAP解

析(fluorescencerecoveryafterPhotObleaching）

[Wade,TroskoandSchmdler,198623mなどが用いら

れており、それぞれ利点をもっているが、方法が複雑だっ

たり、高価な機器が必要だったり、実験の遂行に時間が

かかるといった欠点もあり、広く行われるには至ってい

ない。

我々は、この度、“Scrapeloading，，によって、膜不

通過性の分子を細胞内に導入することができるという

McNenら(1984)”の観察をもとに、E1-FoulybTrosko

andChang(1987)25)が考案したscrapeloading法の

GJIC研究における有用性について、NRK-52E細胞を用

いて検討したので報告する。この方法により、形質膜に

一時的に切れ目をつけることによって、細胞のviability

Ｌ緒言

哺乳類の隣接した細胞の間で、栄養素、イオンおよび

分子量およそ〈l500Daの調節物質の交換を可能にして

いる(Loewensteinl981l))、gapjunction(ギャップ結

合)を介する細胞間の`情報交換(Gapjunctionmtercellu-

larcommunicationGJIC)は、細胞の正常な成長と分

化を左右する重要なファクターである(Loewenstein，

19792);BennettandGoodenough，19783)；HertZberg

LawrenceandGilulal981の)。ＧJICが、生理状態や

化学物質によって変化する事は、多くの研究の示す通り

であり（Gnula，ReevesandSteinbach，19725）；

Lawrence，BeersandGUulal9786）；Troskoand

Chang,19847)；Schultz,19858))、その化学物質による

抑制は、癌発生のプローモーター相(YottLChangand

Trosko,1979,)；MurrayandFitzgeraldl979Io))、奇

形発生(Trosko,ChangandNetzloffl982lD；Warner，

GuthrieandGnulal98412)；WelschandStedman，

198413)；Loch-CarusoandTrosko,198514))、神経毒性

(Trosko,JoneandChang,1987'5))、生殖機能不全や

その他の化学物質によって引き起こされる疾患(Trosko
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やコロニー形成能に影響を与えることなく大きな分子を

細胞内に導入することができる。

け、パスツールピペットで細胞を吸い上げ、予め５０

ｍlのファルコンチューブに入れておいた培養液(10％

ＦＢＳ・Dulbecco'ｓＭＥＭ、以下同様)10ｍ'中に注入し

た。

③パスツールピペットで軽く撹枠した後、血球計算盤

にて細胞数を数え、全細胞数を算出した。

④1,500rpm、１５ｍｍで遠沈し、上清をアスピレーター

で吸い上げて除去した。

⑤細胞数が5×105個／４ｍlになる様に、培養液を加え、

ピペットで撹枠した後、４ｍlずつ25ｃｍ2の培養フラス

コに分注、３７度Ｃに設定されたCO2インキユベーター

で、２日に１回培地替えを行いながら、コンフルエン

トになるまで、約１週間培養した。

⑥コンフルエントの状態になった所で、培養液を棄て、

PBS(+)*で２～３回洗浄してから、２ｍlのPETを加

え、位相差顕微鏡で、細胞が壁から剥がれ丸くなって

いく様子を監視しながら、約４～５ｍin反応させた上

で(反応時間が長すぎると細胞が死ぬので注意)、パス

ツールピペットで回収し、１５ｍlファルコンプラスチッ

クチューブに入れておいた培養液(４ｍl)に加えて

（Total6mlになる)、トリプシンの作用を停止させた。

＊細胞の組織培養ディッシヘの付着には、２価の陽イ

オン(Ca2+、Ｍ92千)が必須であるので、細胞mono‐

layerの洗浄には、PBS(+)を用いた）

⑧1,500rpm、１５ｍｍで遠沈し、上清をアスピレーター

で吸い上げ除去した。

⑨培養液を２ｍl加え、ピペットでよく撹拝してから、

少量をパスツールピペットで吸い上げ血球計算盤にの

せ、細胞数を数え、全細胞数を算出した上で、細胞を

更に培養する必要のある場合は、もう一度、⑤以下の

操作を、細胞を凍結保存する場合は、⑩以下の操作を
行った。

⑩細胞数が約１×106個/1.8ｍlになるように培養液を

加え、パスツールピペットで撹拝した後、セラムチュー

ブに1.8ｍlずつ分注し、クライオボックスに収めて、

液体窒素タンクに保存した。

Ⅱ実験方法

細胞の培養・継代と保存

実験には、新潟大学医学部腎研究施設から分与して頂

いた、ラット腎由来の上皮性細胞と言われるNRKF52E

細胞を用いた。この細胞にはconnexm43が含まれてい

る(PaulsonAF，JohnsonRG，ＡｔｋｍｓｏｎＭ､Mb

l99426))といわれる。

１）使用した試薬、器具、機器類

①試薬

・FBS;FetalBovmeSerum(ウイタッカー）

・Dulbecco'ｓＭＢＭ[Low]無血清培地(旭テクノグラス

IWAKI）

・PBS(+)[Dulbecco'sPhosphateBufferdSalinewith

Ca＆Ｍｇ(和光純薬)］

・PBS(-)[Dulbecco'sPhosphateBufferdSaline

withOutＣａ＆Ｍｇ(和光純薬)］

・１０倍濃度PBS(-)[Dulbecco'SPhoSphateBufferd

SalinewithoutＣａ＆Ｍｇ(和光純薬)］

ＥＤＴＡ・２Na(和光純薬）

・トリプシン(和光純薬）

・ＰＥＴ：トリプシン調製液(精製水450ｍ１，１０倍濃度

PBS(-）５０ｍl、ＥＤＴＡ・２Ｎａ２３ｍｇ、トリプシン500

ｍｇ）

・細胞凍結保存液：セルバンカー(ダイヤトロン）

②器具(全て滅菌して使用）

２５ｃｍ２培養フラスコ、蓋付きプラスチックチューブ

（15ｍ1,50,1用、ファルコン)、セラムチューブ(2,1用)、

駒込ピペット(5,1用)､バスツールピペット

③機器類

・CO2インキュベーター(池本理科学10-0212）

・安全キャビネット(mTACmSCvL1303ECIIA）

・遠心機(KUBOTAKN-70）

・倒立顕微鏡(NikonECUPSETE300）

Ⅲ．“Scrape-Io鋤､g''法の検討

１）使用する器具および試薬

外科用メス*、６０ｍｍ培養diSm(ファルコン)、PBS(+)、

0.05％LuciferYellowCH(シグマ)幹、PBS(-)…、

Ethidiumbromide(シグマ)帯、PBS(-)、１０%FBS・Ｄ

ＭＥＭ培養液

*Scrape-1oading法で、細胞を傷つけるのには、爪楊枝

(woodenprObe、EL-Fouly，TroskoandChang，

1987)１５)、外科用メス(OpsahlandRivedal，2000)'7)か

２）凍結保存した細胞の培養

①ドライアイス冷却下に持ち帰り、到着後ただちにク

ライオポックスに入れて液体窒素中で凍結保存した

NRKF52E細胞の入った2ｍlのセラムチューブを取り

出し、チューブの蓋口が温水につからないように注意

しながら、３７度Ｃの温水で解凍させた。

②蓋口を、アルコール綿で拭い、安全キャビネット内

でバーナーの火で軽くあぶった後、チューブの蓋を開

－１２２－
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､悪性化した細胞同士はGⅡCを行っているが、悪性化し

た細胞と周囲の正常細胞との間ではGJICが行われない

(EnomotoandYamazakM98516))。腫瘍プロモーター

は、悪性化した細胞と周囲の正常細胞との間のGJICを

阻害して、悪性化した細胞を、正常細胞の成長制御的影

響から解放するのだという。

らRubberPoliceman(McNemMurphy，Lanniand

Taylor，198424)；ＥしFbuly，TroskoandChang，

198725))まで、様々な器具が用いられているが、我々は、

外科用の替え刃メスを用いた。

幹この蛍光色素についてはStewart(1978)”を参照のこと。

…Ca２４、Ｍｇ２１が存在すると、蛍光色素の移動が悪くな

る細胞があると言われているので(OpsahlandRivedaL

200027))、蛍光色素は、PBS(-)に溶解した。

…この蛍光色素については分子生物学辞典(1997)29)を参

照のこと。

Ⅳ、TPAによる実験

１）方法

①６０ｍｍの培養dishに１×105個の細胞をまき、コン

フルエントになるまで約1週間培養した。

②コンフルエントになった所で、培養液を捨て、ＰＢＳ

（+)約2ｍlで2～3度、洗浄した後PBS(+)4ｍlを加えた。

③PBS(+)でilOOng/ｍｌと4必g/ｍｌになるように調製し

たTPA液を10～10Ｍ１添加し、常温で反応させた。

④反応液を除去し、PBS(+)で５～６回洗浄した後、

0.05％LuciferYellowCHinPBS(-)を２ｍl加え、

外科用ナイフで数カ所に傷を入れ、２～３分静置した。

⑤色素液を除去し、PBS(+)約２ｍlで５～６回洗浄し

た後、励起波長450-490nｍで蛍光の観察を行った。

⑥ＴＰＡを加えずに同様な操作を行った細胞を対照と

した。

２）実験

①60ｍｍの培養dishに１×105個の細胞をまき、コンフ

ルエントになるまで、約1週間培養＊した。

②培養液を除去し、PBS(+)で数回洗ってから、0.05％

LuciferYellowCHinPBS(-)幹[StewarL197828)，

198130)］２ｍ１，０００２％EthidiumblomidemPBS(）…

２ｍlを加えた。

*この細胞で色素の伝播を見るのに最も適しているのは、

培養5～6日目であると思われる。

幹EIFoulybTroSkoandChang(1987)鰯)に従って0.05

％を選んだ。

…LuciferYellowと同じ0.05％では、蛍光が強すぎる事

が、予備実験でわかったので濃度は0002％とした。

③外科用ナイフで数カ所にすばやく傷を入れ、３ｍｍ

静置して、色素を取り込ませた。

④色素液を除去し、PBS(+)で５～６回洗浄した後、倒

立蛍光顕微鏡で、日本光学Ｂ２フィルター(励起波長450-

490ｍ､)によりLuciferYeUowの蛍光を(最大吸収428

nｍ;最大蛍光536ｎｍ,BHerman,199831))、日本光学

０２Ａフィルター(励起波長510-560nｍ)によりEthidium

bromideの蛍光を観察、撮影した。色素の槌色を避ける

ため、撮影は20ｍｍ以内に行った。

図に、蛍光写真の代表例を示す。Ethidiumbromide

(最大吸収518nｍ;最大蛍光605nmBHerman,199831)）

の蛍光(図１－３，図２－３)は、メスによる切れ目に沿っ

た細胞でのみ認められたが、LuciferYellowの蛍光(図

１－２，図２－２)は、Ethidiumbromide蛍光の認められ

る細胞のみでなく、蛍光の認められない他の多くの細胞

でも認められ、NRKF52E細胞でもLuciferYellowが、

gapjunctionを介して隣接した細胞に伝えられることが

わかった。

そこで、gapFjunctionを介する細胞間の情報交換

(GJIC)を抑制すると言われる、腫瘍プロモーター、１２‐

Otetradecanoyl-Phorbol-12-acetate(TPA)の、Lucifer

YeUow移動に対する作用について検討した゛。

２）結果および考察

先ず、ＴＰＡの最終濃度を20ng/ｍｌ、反応時間を10,20,

30,60ｍｍに設定して実験を行ったが、TPAで処理した

細胞での色素の拡散と処理しなかった細胞での色素の拡

散との間には、殆ど差が認められなかった。

そこで、TPAの最終濃度を10倍の200,9/ｍｌに設定し、

反応時間30および60ｍinで実験を行ったが、ＴＰＡを３０

ｍｍ作用させた細胞で色素の移動が多少抑制される傾向

が認められたが、ＴＰＡを60ｍin作用させた細胞では、

対照と殆ど差が認められなかった。

以上２つのシリーズの実験では、ＴＰＡを室温で作用

させたので、次に最終濃度を20,9/mlおよび200ng/ｍｌ

とし、３７度Ｃに設定したホットプレート上でTPAを作用

させた実験も行ったが、色素移動の抑制は殆ど認めらな

かった。

そこで、最終濃度10,9のTPAについては、作用時間

を4および7hrに、100ng/ｍｌについては4,7およびl6hrに

延長して実験を行ったが、（反応時間が長時間にわたる

ので、ＴＰＡは培養液に添加し、CO2インキュベーター

の中で作用させた)、100,9/ｍＬ７ｈｒで、色素の拡散が

やや少なかったのを除き、対照と殆ど差が見られなかっ

た。

E1-Fbulyら(1987)25)は、Scrapeloading法による実

1２３－
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図111 コントロ-ル(偏光,×20) 図211 TPA IOOng/ml,20mln反応(偏光,×20)

図ト2 コントロ-ル,LuciferYellow染色 図2-2 TPA IOOng/ml.20mln反応.Luclfer

(B励鼠 ×20) Yellow染色(B励虫,×20)

図1-3 コントロール,Ethidumbromlde染色 図213 TPA IOOng/mL,20mln反応,ElhJdurn

(G励鼠 ×20) bromlde染色(G励鼠 ×20)
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験で、5-10ng/ｍｌのＴＰＡを15minF1hr作用させたＶ79細

胞(5,9/ｍｌｌ５ｍｍ)、NIH/3T3細胞(5ng/ｍｌｌｈｒ)、仔ウ

シ大動脈筋細胞のprimaryculture(１０ｎｇ/ｍｌ３０ｍｍ)、

ヒト包皮線維芽細胞(MSU-2)(５ｎｇ/ｍｌｌｈｒ)では、周辺

細胞へのLuciferYenowの伝搬の完全な抑制が認めら

れると報告している。又、scrapeloading法ではなく、

microinjection法による実験ではあるが、Enomoto

andKanno(1986)32)も、マウス表皮細胞のprimary

cultureで、100ng/ｍｌのＴＰＡ４ｈｒで、LuciferYeUow

拡散の完全な抑制を報告している。問題は、濃度や作用

時間ではなく、腫瘍プロモーターに何を使うかにあるの

かも知れない。NRK52E細胞を用いた今回の実験で、

何故TPAが作用を発揮しなかったのか、その理由は不

明であるが、我々と同じNRKF52E細胞を用いたKonishi，

DonovanandWard(1990)33)のmicroinjection実験の

結果を見ると、腎のcarcinogenであるstreptozotocmお

よび腎特異的な腫瘍プロモーターであるsodium

barbitalは、NRK-52E細胞のＧＪＩＣを抑制するが、肝特

異的な腫瘍プロモーターで、腎ではプロモーターでない

sodiumphenObarbitalでは抑制は認められないという

ことであり、腫瘍プロモーターの臓器特異性を考える必

要があるのかも知れない。今後は腎特異的と言われる腫

瘍プロモーターを使った実験も試みてみたい。
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A study on gap junction intercellular communication of
NRK-52E cells in culture with a scrape loading method

Une Kiriko, B.S.A. l
) Imai Shoichi, M.D., Ph.D 1)

Using NRK-52E cells (an epithelial cell line derived from rat kidney) in culture, usefulness of "scrape-loading

method" as developed by EL-Fouly, Trosko and Chang (1987) for studying the intercellular communication

through gap junction(GJIC) was assessed. Lucifer yellow and ethidium bromide were used as fluorescent probes

and were allowed to be taken up by the cells through the scratch made on the cells by a surgical scissor.

Ethiclium bromide was bound to the nucleus of the scratched cells and was retained within the cells, while

lucifer yellow diffused widely to adjacent cells through gap junction Thus, the extent of GllC could be deter­

mined by counting the numbers of cells which were stained not only by ethidium bromide but also by lucifer
yellow. A representative tumor promoter, TPA (12-Q-tetradecanoylphorbol-13-acetate), failed to inhibit the GllC in
NRK-52E cells. The use of the tumor promoters that are specific to kidney cells such as sodium barbital

(Konishi, Donovan and Ward, 1990) seems to be necessary.

Key word: NRK-52E, Lucifer Yellow, Ethidium bromide. TPA(12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetate), Gap-junction. Scrape­

loading
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