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Abstract：Hepatic　Ito（stellate ）cells　represent 　the　guiescen吐phcnotype （Lc．　many 　Iipid　droplets，　low　proliferative　activity ）in
healthy］ivcr．　During　chronic 　inflammation　ofthe 　llver，　Ito　cells 　acquirc 　Ihc　activated 　phcnotype　characterized 　by　Ioss　o 「lipid
droplets，　high　proliferatjve　ability ，　cxpressed 　a−smooth 　muscle （SM ）actin ，　and 　highly　increased　production　of 　fibrous　extracellu −
lar　matrix （ECM ）proteins．　T 塾ererore ，　Ito　cel！s　bave　been　considcred 　to　play　a　central　role 　in　pathogenesis　of

’
　hepatic　fibrosis．　In

order 　to　explorc 　endogenous 重aclors　l〔｝ control 　Ihc　phenotypic　activati （⊃n　ofIIo 　cells，　we 　established 　an 　in　vitro 　culture　system 　ot
’

Ito　cells ，　in　which 　primary　and 　subculturcd 　lto　cells 　reprcscnted 　typical　properties　of　thc　quiescen1　and 　aclive 　phenotypes，　respec −
tively

：
Using　these　twc 〕types　of　cultured　Ito　cells ，　hcre　we 　showed 　lhat　a　proteolytic　fragment　dcrived　from　thc　heparin−binding

domam 　of 　FN （30kDa 　Hep2 　fra琴ment ）was 　capable 　of 　suppressing 足he　phenotypic　activation 　of 　primary　Ito　cells，　asjudged 　by
consum μion　of　vitamin 　A −contalnin 婆

1ipid　droplets，　low　proliferative　ability，　and 　decrcased　expression 　of　a−SM 　ac1in，　Further
study 　shou ［d　be　required 　to　definc　cft

’
ects 　of 　the　Hep2 　fragment　on　thc　production　of 　fibrous　ECM 　pr〔⊃teins　by　lto　cel ］s，

key　words ：hepatic　Ito（stellate ）cells，　hcpatic　fibrosis，　fibronecIin，
　fibronecIin　fragmcnt，　 anti−adhesive 　t

’
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は じめに

　肝伊東細胞は正常肝内で は ビタ ミ ンA の貯蔵 ・分泌、あ

る い は類洞 の 血流調節に関 与して い る と考え られ て い る

が、何ら か の 刺激に応 じて 筋線維芽細胞様に変化 し、細

胞外 マ トリッ ク ス を盛んに産生する活性化した形質にな

る こ とか ら、肝線維化に深 く関与する もの と考え られ て

い る
1−3〕。従 っ て 、線維化に お ける 主 要な細胞外 マ トリ ッ

クス 産生細胞で ある伊東細胞の 形質転換、すなわ ち活性

化を制御する こ とに より肝線維化 を調節 で き る 可能性が

推測され る 。

　本研究で は、伊東細胞 の 形質転換制御因子を探索する

ため に伊東細胞の in　vitro モ デル 培養系を構築す るとと

も に 、こ れ を用 い て フ ィ プ ロ ネク チ ン （FN ）由来 の フ ラグ
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メ ン トが伊東細胞の活性化を抑制す る作用 をもつ 口∫能性

を示す。

材料および 方法

材料

細胞分 散用 コ ラゲナ
ー

ゼ は和光純薬か ら、Percol1 は

Pharmacia 　Biotcch．か らそ れ ぞれ購入 した。　 Eaglc
’
s

minimum 　essential 　medium （EMEM ）は （株）日水製薬

か ら、また fetal　bovine 　serum （FBS ）は JRH 　Bio−

sciences か ら購入 し た。　 Ccll　counting 　kitは （株）同仁

化学研究所の もの を用 い た。抗 α
一
smooth 　muscle （SM ）

actin マ ウ ス 抗体は Sigma 　Chemical　Co．製 を使用 した。

伊東細胞 の 分離 ・精製

　伊東細胞 は妹尾 ・畑 の 方？X　
’i）に 従 い 雄性 ウ ィ ス ター

ラ ッ ト （400 −600g ）か ら分離し た。ビタ ミ ン A を含む細

胞 内油滴 の存在及びデ ス ミ ン の 発現 を指標 として 、分離

伊 東細胞 の 純度 は 90％以 上 で あ る こ とを確認 した。こ の

分離伊東細胞を 15％ FBS を含む EMEM で 3 口間静置培
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養した もの を初代伊東細胞 として 、また、初代伊東細胞

を同じメディ ウム 条件下で 14 〜 18 回継代培養 し た も の

を継代伊東細胞と して用いた 。細胞の 剥離には 0．25％ ト

リプシ ン ー0．025％ EDTA ・2Na ／PBS （一）を使用 した。

こ れ ら 2 種 の 伊東細胞 の 活 性化 の 有無を判断す るた め、

ビタ ミ ン A を含む細胞内油滴の 蓄積量と α
一SM 　actin の

発現を観察 した。細胞内油滴の 蓄積は Oil　red 　O 法によ

り、また α 　−SM 　actin の発現は抗 α　−SM 　actin 抗体を用

いた間接蛍光抗体法に よ りそれぞれ検出した。なお 、α
一

SM 　actin の 間接蛍光抗体法による検出は、相互 に比較す

る細胞 の 写 真撮影 を露光時間 を
一

定 に して 行 っ た。

FN お よびそ の フ ラ グ メ ン トの 精製

　 ヒ ト血漿性 FN は Miekka 等の方法
5）に従い、ゼ ラ チ ン

ア フ ィ ニ テ ィ
ー

ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

によ っ て 精製 した 。

FN の ヘ パ リ ン結合 ド メ イ ン 2由来の 反接着性 30　kDa フ

ラグメ ン ト （30K 　Hep2 ）は先に報告した方法 ti〕・ア1
に従 っ

て精製した。すなわ ち、血漿性 FN の サ
ー

モ リ シ ン 分解

物 か ら、150kDa の フ ラグメ ン ト（細胞 結合 ドメイ ン と

ヘ パ リン結合 ドメイ ン2を含む）を精製 し、こ れを更にキ

モ トリプシ ン で 分解 し た後、ヘ パ リ ン ア フ ィ ニ テ ィ
ー

ク

ロ マ トグラ フ ィ
ーに よ っ て 30K 　Hep2 フ ラグメ ン トを精

製 した。な お精 製 した こ の 30K　Hep2 フ ラ グ メ ン トは4M

尿 素処理 7）した後 、PBS （
一
）に 対 して 透析す る こ と に よ

り尿素を除去 して か ら実験に供 した。

初代お よ び継代伊東細胞に 対する 30K 　Hep2 フ ラ グ メ ン

トの作用 の解析

　初代伊東細胞は 5％FBS を含む EMEM 中に 、ま た 継代

伊 東細胞 （18代）は無血 清 の EMEM （0．1mg ／ml レ チ ノー

ル含有）中 に 懸濁 し て、それぞれ FN を コ
ー

トした カバ ー

ガラス の 入 っ た 12wellプレ
ー

トに播種 し、細胞が伸展 し

た こ とを確認 し た後 に 30K 　Hep2 フ ラ グ メ ン ト添加 ある

い は無添加 の 各 々 の メデ ィ ウム と交換 した。 ・
定期間培

養 後に細胞 をホル マ リ ン 固定 した の ち、細胞 内油滴及び

α
一SM 　actin の発現 を前述の 方法に従 っ て 観察した。

継代伊東細胞の増殖の 測定

　無血清の EMEM （0，1rng／ml レチ ノ
ー

ル含有）に懸濁

した継代伊東細胞 （16代，9× 103　cells ／well ）をFN コ
ー

トした 96well プレ
ートに播種し、16 時間イ ンキ ュ ベ ー

ト後に種 々 の 濃度 の 30K 　Hep2 フ ラグメ ン トを含む メ

デ ィ ウムに交換 した。こ の 細胞をさらに 27時間イ ンキ ュ

ベ ー
トした後に 、Ccll　counting 　kitによ り細胞増殖を評

価 した。

結　果

⊥E常お よ び活性化伊東細胞の モ デル 培養系

　正 常お よ び活性化伊東細胞 の 形質 を 反映する 伊東細胞

の モデル培養系の 構築を試みた。初代伊東細胞は、ビタ

ミンA を含む多量 の 油滴を保持す る とともに、活 性化の

最もよ い マ ーカーで あ る α
一SM 　actin の 発現はほ と ん ど

認め られなか っ た（Figs，　IA ，　 c）。 正 常伊東細胞に特徴

的な こ れ らの 形質は、伊東細胞を分離後少なく と も5 口

間は保たれて い る こ とが確認 され た。一方、初代伊 東細

胞を 14〜18 回継代培養して得た継代伊東細胞は、油滴

をほ ぼ完全に消失して い る とともに、α
一SM 　actin を顕

著に発現して い た（Figs．1B ，　 D ）。更に、初代お よび継

代伊東細胞の 増殖能を測定 した結果、初代伊東細胞 を5％

FBS 存在 下 に 4 日間培養 した時、そ の細胞数に は ほ と ん

ど変化がみ られ なか っ たの に対し、継代伊東細胞は同 じ

条件下で 3倍に増殖 して い た 。 こ の ように初代及び継代

伊東細胞は 、そ れ ぞ れ 正 常及 び活性化伊東細胞の 形質 を

保持 してお り、伊東細胞の 活 1生化制御因 子を探索 して ゆ

くた め の in　vitro 実験系に充分適用 しう る もの と考 え ら

れた。そ こ で 、こ れ ら初代及 び 継代伊東細胞を用 い て 以

ドの 検討を行 っ た 。

継代 伊東細胞 に対す る フ ィ プ ロ ネクチ ン フ ラ グ メ ン ト

の 作用

FN の プロ テ ア
ー

ゼ分解物に は 様 々 な生物活性が あ る こ

と が報告され て い る fi
．
12）

。 そ こで まず、継代伊東細胞の

増殖に 対する種々 FN フ ラ グメ ン トの作用 を解析 し た。

本実験で は、メディ ウ ム条件を単純化す る た め に 無血 清

メディ ウム を用 い た 。 継代伊東細胞は無血清メディ ウム

中で 弱い なが らも増殖性が 認め られたが、こ の 増殖 に 対

し て FN の ヘ パ リ ン 結合 ドメイ ン 2 （Ilep2）に 由来す る 分

f量 30kDa の フ ラグメン トは用 量依存 的な増殖抑 制作

用 を示 した（Fig．2）。他 の ドメイ ン に由来 する フ ラグメ

ン トはい つれ も有意な抑制作用 を示 さなか っ た （デー
タ省

略）。

　 こ の 30K　Hep2 フ ラグメ ン トは、我々 が先に反接着活

性を有する フ ラ グ メ ン トと して見 い 出した もの で ある が

7｝．13）、少な くとも 15 μ g ／ml 以下の濃度で は継代伊東細

胞の 接着に対 して 大きな影響を示さなか っ た。従 っ て 、

こ の濃度範囲内で の 増殖抑制は伊東細胞の脱着を促進し

たこ とに よる二 次的効果に墓つ いたもの ではな い と考え

られ、30K 　Hep2 フ ラグメ ン トが伊東細胞 の 形質に何ら

か の 変化 を促 した ：．lf能性 が 考 え られた 。そ こ で次 に、

30K 　Hep2 フ ラグメ ン トによ る伊東細胞の そ の 他の 形 質

変化 の 有無を解析 した。継代伊東細胞を 30K 　Hep2 フ ラ

グメ ン ト存在下に培 養する と、培養 1日目頃か ら細胞内

に油滴様粒 r の 蓄 積がみ られ るようにな り、4 日間培養

後の 細胞を Oil　red 　O 染色 した と こ ろ中性脂肪 の 蓄積が

確認された（Fig．3）。こ の 結果か ら、活性化 した形質 を
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Fig．2Dose −depen“e耐 inhibition　of　subcu 聖加 red 　Ito　cell　prolifera・
tion　by　the　Hep2 　fragmen吐．　Subc山 ur ¢ d　］to　cells　in　passage　16were
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もつ 継代伊東細胞が 30K 　Hep2 フ ラ グメ ン ト存在下 で 培

養する こ と に よ り正常化した の で はな い か と推測された 。

しか しな が ら、形質 転換 を決定づけ る最 も有効な マ ー

カ
ー

で ある α
一SM 　actin は継代伊東細胞 を 30K 　Hep2 フ

ラ グ メ ン ト存 在 ドで培養して も変化はな く、依然と し て

強 く発現 した まま で あ っ た （デ
ー

タ省略）。こ の よ う に既

に活性化 して い る 継代伊東細胞を30K 　Hep2 フ ラ グメ ン

ト存在下で 培養する と、増殖抑制、細胞内油滴 の 蓄積が

観察され る な ど、活性化 し て いない 正常伊東細胞の 形質

の
一

部を示すよ う になる こ とが承 さ れた。

初代伊東細胞の 活性化 に 対する 30K 　Hep2 フ ラグメ ン ト

の 作用

　初代伊 東細胞 は前述 の ように血清存在 ドで の 長期間培

養 ある い は繰 り返 し継代培養 によ り活性化す る
／s）・　1’1）。初

代伊東細胞 の 培養過程 に み ら れ る こ の 活性 化に 対する

30K 　IIep2 フ ラ グ メ ン トの作用を解析 した 。 初代伊東細

胞 を FN で コ
ー

トした デ ィ ッ シ ュ 上 に播種 し、5％FBS 存

在 ドで 培 養す る と経 日的に油滴の 減少が認 め ら れ 、8 日

後には顕著な油滴の減少が観察された（Fig．4A ）。 こ の よ

うに、血 清含有メ デ ィ ウ ム に よ る培養過程に お い て実際

に 伊東細胞 の 活性化が進行す る こ と が確認 さ れ た こ と か

ら、こ の 活性化に対する 30KIIep2 フ ラグメ ン トの作用

を観察す べ く、上記の 培養系に 30K 　Hep2 フ ラ グメン ト

を加 えて 初代伊東細胞を 培養 した 。30K 　Hep2 フ ラグメ

ン トの 作用 は血清存在下で はそ の 効果が減弱する ため （未

発表デ
ー

タ）、無血 清メ デ ィ ウ ム 中で の 前述の 実験 と比

べ 、高用 量 の 30K 　IIep2 フ ラグメ ン トを 使用 し た。そ の

結果、30KIIep2 フ ラグメン ト非存在下 で 観察 され る 油

滴の減少は抑え られ、30K 　Hep2 フ ラグメ ン ト存在 ドで

は 8 日後 で も多量 の 油滴が残存して い た （Fig．4B ）。 同

じ条件 下 で 培養 した細胞の α
一SM 　actin に つ い て 観察す

ると、30KHep2 フ ラ グメ ン ト非存在 ドで は 8 日後に は

既に顕著な α
一SM 　actin の 発現が認 め られた の に対 し、

30K 　Hep2 フ ラ グメ ン ト存在下では α
一SM 　actin の 発現

は分離直後の 初代伊東細胞 と同 じレベ ル に抑え られ て い

た （Figs．4c ，　D ）。更 に、上記 の条件下 におけ る 培養前

後で の 伊東細胞 の 細胞数を比較 した と こ ろ、30K 　Hep2

フ ラグメ ン ト非存在 ドで は約 1．5 倍に 増 殖し て い た の に

対 し、フ ラグメ ン ト存在 ドで は細胞数に ほ と ん ど変化が

見 られなか っ た。以 ．ヒの 結果よ り、30K 　Hep2 フ ラグメ

ン トは 血清含有メ デ ィ ウ ム に よ る初代伊東細胞の 培養過

程で の活性化を抑制する作用がある こ とが示 された。

考　察

　 正常および活性化伊東細胞の 形質に つ い て 、これ まで

に次の よ うな こ とが明 らか に され て い る
13 ）。即ち、正 常

肝伊東細胞は、細胞内 にビタ ミ ン A を含む油滴を豊富に

有し 、増殖及 び細胞外マ トリ ッ ク ス 産生能を ほ と ん ど示

さ な い quiescent な形質 を保 っ て い る が、線維化肝内で

み られ る活性化伊 東細胞 は、油滴 を消失 して い る と と も

に旺盛な増殖能 と細胞 外 マ トリ ッ ク ス 産 生能を獲得 し た

active な形質へ と変化 して い る 。 また こ の活性化伊東細

胞は、⊥E常時には見られな い α　−SM 　actin を強く発現 し

て お り、伊東細胞の 活性化を 識別 す る た め の 最 も有効な

マ ーカーと さ れ て い る 。 本研究で用 い た初代および継代

伊東細胞は少なく と も油滴の蓄積、α・
−SM ・actin の 発現

お よ び増殖 と い う 指標 で 評価す る 限 り、それぞれ正常お

よび活性化伊東細胞 の 形質 をそれぞれよ く反映 して い る

こ とが示 された。し か しなが ら、伊東細胞 の 肝線維 化と

の 関わ りを考慮 し た場合 、コ ラ
ー

ゲ ン を初め とした細胞

外 マ トリッ ク ス 産生能 に つ い て の デー
タが必須で あ り、

今後 の 重要な課題 で あるとい える。

　肝伊東細胞は デ ィ ッ セ腔内に 位置 し、実質細胞が産

生 ・放出す る 血漿性 FN に絶えず さ ら され て い る 。

一方、

FN は炎症性 プ ロ テ ア
ー

ゼな どによ る作用 をうけやすく、

容易に分解され て インタク トFN で は観察され な い特異

な 生物作用を有す る フ ラ グ メ ン トを放出する こ とが報告

され て い る
6−12）。今回、反接着作用を有する こ と が明 ら

か に な っ て い る 30K 　Hep2 フ ラグメ ン トが伊東細胞の 形

質変化に及ぼす作用 を解析した と こ ろ、継代伊東細胞の

活性化した形質の
一
部を正 常伊東細胞様へ と変化さ せ る
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とともに、血清存在下 で の 培養過程 にみ られ る初代伊東

細胞の活性化を抑制する こ と が 示 された 。 現時点で は、

30K 　Hep2 フ ラ グメ ン トが どの よ うな作用機構を経て伊

東細胞 の 活性化を抑制 した の か 不明で あるが、我 々 は

30KHep2 フ ラグメン トには反接着作用以外にも様々 な

生物活性が あることを確認 して い る
15｝。FN 分子 の Hep2

ドメイ ン領域には反接着部位を含め て い くつ か の 機能部

位が見い 出され て お り
］6”19｝、FN の 多彩な生理作用の

一

端が こ の分子領域によ っ て 制御され て い る こ とが推測さ

れ興味深 い 。

　伊東細胞 に限らず、細胞の 形質はそ の 細胞を とりまく

様々 な因子 によ っ て制御されて い る。なか で もサ イ トカ

イ ン は最 も強力な エ フ ェ クタ
ー

と して注 目され て い る調

節因 r一で あ り、伊東細胞 の 形質転換 に つ い て も TGF 一
β

や PDGF が最 も有力な制御因子 として 同定され て い る
1）。

本研究で 我 々 が行 っ た観察 は、ln　vitro とい う極めて 単

純化 した環 境下の もの で ある こ とは言 うま で もな く、今

後、こ れ ら の サイ トカイン の影響下 で の 検討は も と よ り、

線維化の 進展を決定づ ける コ ラ
ー

ゲ ン を初め と した細胞

外マ トリク ス成分の 産生 に対する FN フ ラ グメ ン トの作

用 に つ い て も研究を 進 め る 必要が あ ろ う。
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