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ラ ッ ト初代培養肝細胞 に お け る DNA 合成 の調節

小 路 武 彦，寺 山　宏 （東大 ・理 ・動物）

The 　 control 　of 　DNA 　 synthesis 　 in　primary 　 cui ・

tures　 of 　 adu 葦t　rat 　hepa亡ocytes

TAKEHIKO 　 KoJI，｝｛IROSHI 　 TERAYAMA ．

　　ラ ッ ト肝細胞 の 増殖制御iこ 関す る 研究 の
一

環 と し

て ．以 前の 大 会で papaln の 腹 腔 内投与・に よ る 肝細

胞 増殖誘起 に adenylate 　 cyclase （AC ）活性 の 増大

と それ に 伴 う細胞内 cAMP 量 の 増大 が 鬨与す る こ

と を示 し た 。 今回，親 ラ ッ ト肝 細胞 の 初代培養 を試

み ，DNA 合成 に 影響を与え る 種 々 の 要因 に つ い て

検討 し た。〔材料 ・方法〕肝細胞 は Wistar 雄 ラ ッ ト

か ら略ぼ Seglen の 方法 で 調製し， ユO％ 牛血清 。

10
−5M

　Dex ・≦Omu ！ml 　Ins．を 含 む WE を培地 と

し て 培養 し た 。一
日 後，培地 を Ins．を 含 む 無血清

培地 に 替え種 々 の 因 子を 藤 えた 。DNA 合成 は 咀 一

TdR の DNA 両 分へ の 取 りこ み と flow 　 cytometry

に よ っ て 講 べ た。〔結果〕 1 ） 肝細胞 は 培養後 4：〜

48hr に 細 胞密度 に 依 存 し た D 逗 A 合 成 の peak を

示 し，高密度 で は 殆 ど DNA 合成 を示 さ な い 。 2 ）

密度依存性阻害 に は ， LJ下 の 知見 か ら細胞膜 argi −

nase の 関与が示 さ れ た 。 低密度培 養 で ，精製肝 細

胞膜は 顕著 に DNA 合成 を 阻害す る が そ の 盟 害 は

Arg ・Orn 添加 ｝こ よ り軽減さ れ る ， 牛肝 arginase

も DNA 合成 を 隰害す る，　 Arg を Orn 十 urea で 代

替し た培地 で も DNA 合成 が 阻害 され る，更に 密度

依存性増殖阻害を示 さ な い 腹水 肝 ガ ソ 細胞 で は 細胞

膜 arginase を消失 し て い る 事等。 3 ）
一

方，低密

度 で 肝 リ ソ ゾーム 抽 出物 （LF・）は 復製的 DNA 合成

を 顕 著に 促 進 す る が leupeptin で 有効 に 抑 え られ

た 。ま た ，精製 cathepsin 　L （CL ）は 肝細胞 DNA 合

成 を 促進 し た 。 4 ）CL は 肝 細胞膜 AC 活性 を増大

させ る が ，Bts　cAMP も有意に DNA 合成を 促進 し

た 。 5）低密度培養系 ？一　EGF を 加 え る と 40〜6G％

の 核数増大 を 示 し た が，LE は更に核分裂を 促進 し

た。〔結論〕 初代培養肝細胞 DNA 合成 に 対 し 細胞

膜 arginase が 抑制的 に ，　 cAMP を 介 して 働 くと思

：われ る CL が促進的 に 作用す る こ とが判明 した 。

ヒ ト胎児肺繊雄芽細 胞の増殖とハ イ F ロ コ ー一チ ゾン

： ア ン チゲ ル コ コ
ーチ コ イ ドの効果

春 日博子，近藤　昊 （都老人研 ・生物）

Growth 　of　hurnan　fetal　lung　fibroblasts （TIG −1）
and 　hydrocortisone： Effects　 ef 　antiglucocerti ・

coidsHIROKO

　KAsuGA ，　HIRoSHI 　KoNDO

　
ハ イ ド 卩 コ ーチ ゾ ソ （HC ）は ，

ヒ ト胎児肺繊維芽

細胞 （TIG 一ユ） の 増殖促進を誘起 す る。そ の 機搆に

つ い て は ，ま だ 不 明で あ る 。ア ン ドロ ジ ニン ．プ ロ

ジ ェ ス テ ロ ソ ．コ ル テ ク ソ 卩 ン が ， rat の 胸腺 リ ン

パ 球 で antiglucecorticoid 活性 を示 す こ と が ，最

近報告 され た 。 こ れ ら の antiglucocorticoidi 活性

を調べ る こ とに よ っ て ，TiG −1 に 対す る HC の 作用

の
一

端が 明 らか に な る こ と が期待 され る 。
HC の 前

駆体で あ る コ ル テ ク ソ p ソ は，一
般 的 に g ；ucocor ・

ticoid 活性 は な い と 言わ れ て お り，今回 の 実験 で も

認 め られ なか っ た。　1．4x10
−7MHC

と共 1こ 各種濃

度 の コ ル テ ク ソ ロ ン を 入 れ た 場 合 iこ 1 × 10
一

δ雌 で

68％，2xlO ’fiM
で 100％ 細胞 増殖 の 促進効果 を消

失 さ せ た 。 そ の 50％消失させ る 濃度 は ，HC の 濃度

の 約 64倍 で あ っ た。す な わ ち． コ ル テ ク ソ ロ ン で ，

an 亡iglucocortico三d 活性 を 検出 す る こ と が で きた 。

し か し，ア ソ ド ロ ジ ェ ン や プ P ジ ＝ス テ 卩 ン は そ れ

自体に強 い 増殖抑制効果 が あ り，antiglucocorticoiCl

活性を検 出す る こ とは 難 しい
。 次 に ，antiglUCOC 。 r・

ticoid活 牲 は ，ホ ル モ ソ の binding で HC と com −

pete す る こ と よ り生 じる の か を 検討す る た め た ，
3H −HC 　binding を 50 弩抑 制す る の に 必要 な ス テ ロ

イ ドの 濃度 を測定 し た 。そ の 結果 は ， プ ロ ジ ェス テ

ロ ソ で 34倍，コ ル テ ク ソ P ン で 124 倍 で あ り，こ の

2 つ の ス テ ロ イ ドは ，
｝
’
｛C 　｝こ 対す る強 い competitor

で あ る こ と が わ か っ た 。他方． テ ス トス テ ロ ソ ば

9ひ0 倍 ．エ ス ト ラ ジ オ ール は 2550 倍で あ り，弱 い

competitor で あ る 。 すなわ ち ，先に見ら れ た コ ル テ

ク ソ ロ ソ の antiglucocorticoid 活 ｛生1ま HC の spe ・

cific 　binding を 阻害す る こ と に よ っ て お き る こ と

が 示唆 され た。
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