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無血清培地に おけ る初代培養ラ ッ ト肝緬胞 の DNA

合成 の 誘起
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Induction　 of 　 DNA 　synthesis 　in　 adult 　 rat 　 hep −

atocy しes　 cultured 　in　 a　 serum −free　 medium
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　細胞増殖 の 調節機構 を 知 る 目的で ，無 血 清培 地 を

用 い て 正常成熟 ラ ッ ト よ り得 られ た 肝細胞 の 初代培

養を行な い ，DNA 合成を誘起す る条件を 調 べ た 。

　培養期間を Pl （〜4h），　P2 （4〜22｝1），　 P3 （22〜

48h ） に 分け．4h ，22h に 培地交換を 行 な っ た。

Pユ に FD ，　 P3 に グ ル カ ゴ γ （G ） と イ ソ シ ユ リ ソ

（1） を 基本培地 に 加え る と顕著な DNA 合成 の 上

昇 が み ら れ た。G や 1単独で は 効果 は 小 さ か っ た 。

G と 1 は P3 に 加え る こ と が 必要 で ．　 Pl ，　 P2 だ け

に 加 え て も効果は 無 か っ た。G の 代 わ りに cAMP や

メ チ ル キ サ ン チ ソ を 用 い て も同 じ結果が 得 られた の

で G の 作用 は cAMP を介 して い る と 思わ れ る。我

々 の in　 vivo で の 実験 か ら，肝 DNA 合成 の 誘起 に

は 2 段階必要と考え られ．G や 1は第 2 段階 ｝こ属 す

る。第 1 段階 に 属す る もの は 多 い が，第 1 段階 で 必

要 な 細胞内変化の 1 つ は イ オ ソ 化 で あ る とい う可 能

性 を 調 べ る た め に Na ＋

の 細胞内流 入 を 阻 害 す る

amiioride を 用 い て 調 べ た と こ ろ，培 養 前 期 ｝こ amilu

oride を 加 え る と DNA の 合成 は 誘起さ れ な い こ と

が わ か っ た 。 培地 の 構成成分 に っ い て DNA 合成に

及ぼす影響を 調べ た と こ ろ， ピル ビ ソ 酸 （Na 塩）を

10mM 以上 で 用 い る と肝細胞 は 無血 清で も 生 存 し

た 。10mM 以．ヒで は濃度依 存的 ｝こ DNA 台成 を高め

た 。 DNA 合成 の ピー
ク は 40m 粥 で観察 さ れ た 。

ピ ル ビ ン 酸 の 効果 は 六 炭糖 で は 置き換わ ら な か っ

た 。 高濃度 の ピ ル ビ ソ 酸の 詳 し い 役割 に つ い て は 不

明で あ る。

　 以上 の 結果 よ り，高濃度 の ピル ビ ン 酸 を 用 い る こ

とに よ っ て 無血 清培地 で 肝細胞 の 初代培養 が 可能 で

あ り．ま た 肝 DNA 合成 の 誘起に は ，培 養 初 期 の

N ゴ の 細胞内流 入 と，そ の 後 に 起 こ る 細 胞 内 の

cA ．MP 量 の 増加 が 必 要で あ る こ と がわ か っ た 。
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　近年動物細胞 の 細胞周期 と細胞 内 pH との 関連が

注 日され て い る 。 た と え ば ウ ユ 卵で は 受精時 に 卵内

の pH が 増 し．それ に 伴 い 蛋白質合成等が開始す る

と考 えられ て い る。異常分裂をす る ガ ソ 細胞 で は 細

胞内 p｝｛ が正 常細胞 に 比 べ 低 い と言 わ れ て い る 。 真

性粘菌の 変形 体は 1個 の 巨大 な 多核の 細胞で 栄養培

地上 で は 正確な同調核分裂が進行 し細胞周期 の 研究

に 格 好 の 材 料で あ る。Th 。mas 型微小 ガ ラ ス pH 電

極 で 測定 した変形体細胞 内 pH は ，中闘期 で は 7．0

で 分裂期に 近 づ くに つ れ上 昇す る。分裂の 3 時間前

に は 小 ピ ーク を 示 し，分裂期に ば pH7 ．5 に 達す る 。

以後次第に 下降し分裂後 6時間 で は pH7 ．0 に 戻る 。

酢 酸 ナ ト リ ウ ム を 栄養培地 に 加 え る と人為的に 細胞

内 pH を 下降 させ る こ とが で き る 。 細胞 内 pH を

6．7 に 保っ と核分 裂は 阻止され る 。 こ の 細胞 を 正常

栄養培 地 に 戻す と 細胞 内 pH は 上昇 し pH7 ．3− 7．4

に達す る と分裂す る 。

一
方生長期 の 変形体を 非栄養

培地 に 移す と網 口状 の 飢餓変形体 とな る．蝕餓状態

へ の 移行過程 で は 細胞 内 pH は 次第に 下降 し15時間

後に は pH6 ，5 とな る。それ に 什 い 核 の 分裂周期 は

著 し く遅れ，分裂 の 同 調性 は 失な わ れ る 。 飢餓変形

体を正常培地 に 移す と再 び 円盤状の生 長変形体 と な

る。そ れ に 伴 い 細胞 内 PH は 上 昇 し，数時間後に は

pH7 ．4 に達 し正 常 な 同調核分裂を行な う。 加え て，

酢酸 ナ ト リ ウ ム で 継胞内 pH を 低 くし た 変 形 体 で

は ， 細胞内pH の 低い 飢餓変形体 と 同様，網 目状構

造 に 変化す る こ と が観察 さ れた 。 以 上 の 結果 か ら細

胞内 pH が 細胞同期，特 に 核分 裂 の 開始 お よび そ の

同調性 に重要な役割 を 果 して い る こ とは 明 らか で あ

る 。 また 細胞内 pH が変形体 の 形態変化 に も影響 を

お よぼす こ．と も今後 の 研究課題 と して 興 味深 い 。
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