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培養肝癖細胞 の 表層における Mg −ATPase 活性と

そ の 細胞密度依存性の 変化につ い て

木村資 亜 利　（東工 大 ・総合 理 工 ・
生命化〉，大西孝

之 （東 工 大 ・理 ・生物）

Contact．mediated 　 ehanges 　 in　 Mg ・ATPase　 acti ．

v 孟ty　 at 　the 　 surface 　 of 　 prlrnary　 cultured 　 hepa−

toma 　cellS

　 細胞表層 の ATPase 活性 に つ い て は ，神経細胞

（Stefanovic　et　al ．）や腫瘍細胞 （Ronquist　 et　al．）

の 培養系 で その 存在が ほ ぼ確認 さ れて お り， 膜の 外

側 に 活性 が あ る こ とか ら ecto
−ATPase とも呼ばれ

て い る 。 我 ・≒は ラ ッ ト培養肝癌細胞 （AH66 ）を 用 い

て，その 細胞表層 の ATPase 活性 を 測 定 した 。

　 こ の 酵素 は 】OmM の PCMB （♪．chloromercuric

benzoate） で そ の 活性が約 80％ 抑制 され，1mM お

よ び 10mM の ouabain で は 全 く阻害 され ず ，また

Ca イ オ ン に よ っ て 活性が 促進 され る こ と も な か っ

た こ と か ら，Mg −ATPase で ある と鑑定され る 。

　 こ の ATPase の 特微は ，培養 日 数 の 経 過 に 伴 っ

て そ の 単位細胞数あ た りの 活性 が上 が る こ と で ，こ

の こ とか ら細胞密度 と表層 ATPase と の 関係が 示

唆 され た 。 そ こ で 燐酸鉛法 （Sug6r に よ る変法，1972）

に よ っ て ATPase 活性部位を組織化学的 に 観察 し

た と こ ろ，こ の 酵素が細胞どうし の 接触面 で 特 に 強

い 活性 を示 す こ とが わ か っ た 。 した が っ て ，細胞密

度が低 く細胞ど う しの 接触 が 少ない 状態 で は 活性 は

低 くな る 。 また AH66 細胞は 正 常細胞 と 異 な り，

培養系 で 単 層を 形成 し た の ち も接触阻 害 を起 こ す こ

とな く増殖 し続け る が，そ の 状態で の 接触 面 に お け

る ATPase 活性 は
一

層強 くな る。 こ こ で 用 い た 燐

酸鉛法は Mg −ATPase に 特異的 な ATPase 検出法

で あ り，接触面に 現わ れ る活挽 は や は り PCMB で

抑 え られ る。

　以上 の 結果 か ら，AH66 細胞 の 表層 Mg ・ATPase

活性 は ，癌細胞 に 接触阻害が起 こ らな い とい う事実

と何 らか の 関連 を もつ もの と考え られ る。

cAMP 処理 を した培養肝癌細胞 の 細胞表層 ATPase

活性 の 変化に つ い て
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Changes　 on 　 Mg ．ATPase 　 activity 　 at 　 the 　 outer

surface 　 of 　 cAMP ・tieated 　 ascites 　hepatoma　 cells

　 初代培養 し た 腹 水 肝癌細胞 AH66 は 互 い に 接触

す る と， そ の 接触面 で Mg −ATPase 活性 か著 し く

増大す る こ とが 木村 に よ っ て 見出され，そ し て こ れ

が癌細胞 に お い て contact 　inhibtion が 欠 如 して い

る こ と と ， な ん らか の 関保があ る の で は な い か と示

唆 され た 。

　 そ こ で ，こ の よ うな AH66 細 胞 に cAMP を 加 え

る と，contact 　hibitionが 出現す るか ど うか，そ し

て さらに 細胞 ど う しの 接触面 の Mg −ATPase 活 性

が cAMP の 存 在 に よ っ て ど う変化 す る か を組織化

学的 に 調 べ た。

　 1mM （But ）2　 cAMP と 1mM テ オ フ ィ リ ン と で 連

続処 理 を した 場 合，飽和密度 で あ る 20 × lo4 細胞 ／

cm
：

で 細胞 の 増殖は ほ ぼ完 全 に 停止 し た。つ い で

（But）2cAMP と テ オ フ ィ リ ン と を除 く と直ち に 増

殖を再開す る の が み られ た 。

　細胞 の 形態 は，cAMP 処理 の もの は よ り 扁平 に

そ し て 大 き くな り，細胞 ど う しの 接 触面 が 不 明瞭 と

な る傾向が あ る。

　一万，Mg − ATPase 活性は 培養 日数 の 増加に つ

れ ，細胞 ど う しの 接 触 が 密 に な る ほ ど接触面 で の 活

性 は 著 し く強 くな っ た 。 cAMP で処 理 した も の で

は，接触面 の Mg − ATPase 活性 は 顕著に 低下 して

い た 。 cAMP を 除 くと 24時間 で Mg − ATPase 活

性 は 再 び 上 昇 した 。

　島 を 形成 し て い る AH7974 を培養 し島内の 細胞

ど う しの 接触面 の Mg − ATPase 活性 を 調べ た と こ

ろ，活性 は 局部的な差 は あ る もの の ，一
般 に 極 め て

低 か っ た。

　以上 の こ と か ら，細胞表層 の Mg − ATPase は

contact 　 inhibition と直接あ る い は 間接的 に なん ら

か の 関孫が あ る もの と推測す る 。
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