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2 種頼の ヒ ト肝癌細胞軌 P L CノP R Fl5 ， H e p G
2 を 用 い て ，

a
－ フ ェ トプ ロ テ ィ ソ くa －f e t o p r o t ei n ， A F Pl と組織 ポ リ

ペ プ

チ ド抗原くti s s u e p ol y p e p tid e a n ti g e n ， T P A， の 産生
に つ い て調 べ た ． T P A に つ い て ， 免疫街織化学的手法を用 い て ， 細胞 内

局在を調 べ る と ， 両培養細胞株共に 細胞質に明らか な網 目状の 染色が み られ
た ． 肝癌細胞株に おt

l て T P A の 存在 を明 らか に

した の は これ が初 めて で あ る ． P L CI P R Fl 5 細胞株 の 培養液に おけ る A F P と T P A
の 動態を み る と 1

増殖期で は ， 培養液中

の A F P ほ高 風 T P A は逆 に 低値を 示 した ．
こ れ に 反 し， 定常期 に は ，

A F P は低 胤 T P A は高値と増殖期 と相反する動態

を示 した ． こ の 磯序を 明 らか に する た め ，
分化誘導 をもた らす 両酪酸 ナ ト リウ ム と デ キサ メ サ ゾ

ソ 添加 に て 検討 した ． 低濃度

の デ キ サ メ サ ゾ ソ く1 0
パ
へ十川

り
M う 添加に お い ては ，

細胞増殖 に ほ と ん ど変化は な く ， 培養液中の A F P ほ 高値 を 示 した が 一

T P A は 変化 しな か っ た ． 高濃度 の デ キ サ メ サ ゾ ソ く1 x H r
仁 v 5 X l O一価 添加に お い て は ， 逆 に ， 細胞増殖 は抑制 され 1

A F P は 低値 と な り ，
T P A は高値を 示 した － ま た ，

n一酪酸 ナ り ウ ム 添加に て は ， 細胞増殖は濃度依存性
に 抑制 され ， 培養液

中の A F P は 減少 し ， T P A は 増加を 示 した ■ 以上 の 結果か ら ， A F P は細胞増殖時に 増加傾向を示 し， 分化機能を誘発す
る薬

物添加に よ っ て 減少す る と い う分化機能に 相反
して 変動す る物質である が ，

T P A は A F P とは 逆に ，
細胞 増殖抑制時に 増加傾

向を示 し， 分化機能を誘発す る薬物添加に よ っ て 増加す ると
い う 分化機能 に 呼応 して変動する物質 で ある こ と が示唆 され た －

K e y w o r d s h u m a n h e p at o m a c ell lin e s ， d e x
a m et h a s o n e ， S O di u m n

－ b u t y ra t e ， A F P ， T P A

阻織 ポ リ ペ プ チ ド抗 原 くti s s u e p oly p e p tid e a n tig e n ， T P A l

は ． B j6 r kl u n d が ヒ ト痛組織 の ホ モ ジ ネ
ー

トに よ り抽出 した 腫

瘍関連抗原
り
で あ る ． 彼は癌 の 共通抗原を検索する過程 で得 ら

れた抗体が 仁
種 々 の ヒ ト癌組織や培養細胞 で 吸収され る が ， と

ほ 常軌織で は吸収 されな い こ と に 注目 し， そ の 対応抗原を分

離精製
1 川
した ． しか し

，
T P A は 分離精製法が複雑 で あり ， ま

た赤血 球凝集阻止反応
珊
に よ る測定が煩雑である こ と が 障害 と

な り
一 般検査法と して 広く普及す るに い た らな か っ た － と こ ろ

が
，
ラ ジオ イ ム ノ ア ッ セ イ くr a d i oi m m u n o a s s a y ， R I A H 法に よ る

T P A 測定法 が 開発され るに 至 り． T P A の 臨床的有用性 が再確

認され
叩，

，
新 しい 腫瘍 マ ー カ

ー

と して 注目 され てきた ．
T P A は

食道癌 ， 胃 癌 ， 肝癌 な ど の ヒ ト 癌組織
5I 柵

，
ヒ ト 胎盤組織 や

H e L a 細 駄 D e tr oit－6 ， H e p－2 な どの 癌細胞株 の 培養細胞上清

中
l町に 証 明され ，

さ らに 食道 ， 胃 ， 肝な どの 正 常組織 に も微量

なが ら存在す る こ と が 報告 され て い る ．
戊－フ ヱ ト プ ロ テ ィ ン

くa －f e t o p r o t ei n ， A F P l に 関 して は ， 肝癌細胞株 を用 い て ，
そ の 産

生の 有無を みた 多数 の 報告があり ， 薬剤添加 に よ る細胞生物学

的特性を検討 した 報告も多い
－1 卜 231

．
しか し

，
T P A に 関 して は肝

癌細胞増殖 と T P A 合成 と の 関係 ，
ホ ル モ ン

，
薬 剤 に よ る

T P A 合成 へ の 影響 に つ い て 基礎的に 検討 した報告 ほ皆無 で あ

る ． 今 臥 P L CI P R Fノ5
24，tP L Cl お よび H e p G 2

251
の 2 種類 の ヒ

ト肝 癌細胞株を 用 い て ， 踵瘍 マ
ー カ ー で あ る T P A の 産生を明

らか に した ． 更 に ，
P L C を 用い て ， 薬剤無添加状態 で の 肝癌細

胞増殖期よ り定常期に かけて の A F P と T P A 産生
の 変化， さ

ら に ，
A F P の 産 生に 変化を与 え ると 言わ れ て い る デ キ サ

メ サ

ゾ ン
川

と n一酪酸ナ トリ ウ ム
刷

を使用 し ， 増殖期に お け る A F P

ぉ よ び T P A 産生 へ の 影響 を検討 し ， 肝癌細胞 に おける これ ら

2 つ の 物 質の 細胞生物学的特性を明 らか に した ．

材料お よび方法

I ． 培養肝癌細胞お よび培養液

Al e x a n d e r ら
24
丹こよ り樹立 され た ヒ ト 肝癌由来培養細胞P L C

く金沢大学 が ん研究所 ウ ィ ル ス 学 教室 よ り 供 引 と B a r b a
r a

ら
25
砿 よ り樹立 され た H e p G 2 細 胞く金沢大学が ん研究所 ウ ィ

ル

ス 学教室よ り供引 を使用 した ． 培養液は ダル べ ッ コ 変法イ
ー

グ ル 培地くD u r b e c c o
，

s m o difi e d E a gl e m e di u m ， D M E M H 日水製

薬， 東京う を基礎培地 と し ，
7 ％炭酸水素ナ ト リ ウ ム くGIB C O ，

グ ラ ン ドア イ ラ ン ド ，
ア メ リ が を 0 ．7 m lノd l ， カ ナ マ イ シ ン く大

日 本製 軋 大阪1 1 0恥gノm l ， フ ァ ン ギ
ー

ゾ ソ く大 日 本製率削

125 p gノm l の 濃度で添加軋 37 C 非動化ウ
シ胎 児血 清くGIB C Ol

を10 ％とな るよ う に 添加 して調整 した ．

細 胞の 培 養は 付着面積 25 c m
2

の 培 養 フ ラ ス コ tF A L C O 一

平成 5 年11 月2 4 日受付 ， 平成 6 年 2 月1 6 日受理

A b b r e vi atio n s 二 A F P ， a －f et o p r ot ei n ニ B M G ， B 2
－ m i c r o g l o b uli n 3 C A 19T

9
，
C a rb o h y d r a t e a n tig e n 1 9

M9 ニ C E A ，

c artin o e m b r y o ni c a n tig e n ニ H C G ， h u m a n c h o ri o nic g o n a d ot r o pi n I 5
，

－ N P D － V ， 5
，

一 n u C le otid e p h o s p h o die st e r a s e

is o e n z y m e
－ V ニ N S E ， n e u r O n

－ S p e Cific e n ol a s e ニ P A P ， p r O St atic a cid p h o s p h a t a s e 三 P O A ， p
a n C r e ati c o n c of e t al

－ a n tig e r Lニ P
一 斑 － P ，t p r O C bll a g e n H p e p tid e 3 R I A ，－r a dioi m m u n o a s s a y i T P A ， tis sT

l声 p Oly p e p tid e arn tig e n
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ニ
ュ

ー ジ ャ
ー

ジ
，
ア メ リ 利 を 用 い 37 C ，

5 ％ C O 2 イ ン キ ュ

ベ ー タ
ー 中 に て お こ な い ，

5 日 毎 に 0 ． 1 2 5 ％ ト リ プ シ ン

くGIB C Ol ， 0 ． 0 1 ％ エ チ レ ン ジ ア ミ ノ 四 酢酸 くeth yl e n e di a m i n e

t e t r a a c e ta
．
t e
．
E D T A lく大日本製薬卜溶液に て 細胞 を剥離 し ， 分

割 比1 ニ 8 に て継代培養 した ．

E ． 墳墓肝癌細胞に おける各種腫瘍マ ー カ ー の 定量

継代培養 4 日 目に お ける培養液中の 腫瘍 マ
ー カ ー お よ び コ ン

ト ロ ー ル と して 未使用の 培養液中の 腫瘍 マ ー カ ー を測定 した ．

検索 した腫瘍 マ
ー カ ー ほ A F P

， 癌胎 児性抗原くc a r ti n o e m b r y－

o n i c a n tig e n ， C E A l ， フ ェ リ チ ン くF e r riti nl ， 糖鎖抗原くc a r b o h y－

d r a t e a n ti g e n 1 9－9 ， C A 1 9
－ 9J ， C A 1 2 5 ， C A 1 5－3 ， B 2－マ イ ク ロ グ ロ

プ リ ン くP 2－m i c r o glo b u li n ． B M G l ， プ ロ
コ ラ

ー ゲ ン 田 ペ プ チ ド

くp r o c o11 a g e n 孤 p e p tid e ， P一皿－PJ ， T P A ， ヒ ト絨毛性 ゴ ナ ドト ロ

ピ ン くh u m a n c h o ri o ni c g o n a d o tr o pi n ， H C G l ， 前立腺性酸性 フ ォ

ス フ ァ タ
ー ゼ くp r o s t a tic a cid p h o s p h at a s e ， P A P l ． 神経特異

ユ

ノ ラ
ー ゼ くn e u r o n

－

S p e S Cifi c e n ol a s e ， N S E l ， 扁 平 上 皮 痛

くs q u a m o u s c e11 c a r ci n o m a S C Cl ， 膵癌胎 児抗原 くp a n c r e a ti c

o n c of e t al a n ti g e n ， P O A l ， 5
J

－ヌ ク レ オチ ドホ ス ホ ジ ュ ス テ ラ
ー

ゼ ア イ ソザ イ ム V く5
一

－

n u Cl e o tid e p h o s p h o d i e s t e r a s e is o e n z y m e－

V
，
5
，

－N P D
－ V I ， デ ス

．

ガ ン マ
ー ． カ ル ポ キ シ プ ロ ト ロ ソ ビ ン

くd e s l －

C a r b o x y p r o th r o m bi n ， P I V K A 皿1 で ある ． こ れ ら主要な

腫瘍 マ
ー

カ
ー

1 6 種莱酌ま R工A 法 に て測定 した ．

m ． T P A の免疫組織化学的染色法

肝癌培養細胞 の T P A 染色法ほ ，

一 次抗体 に T P A の B l 亜分

画 に対する家兎血清 くS a n g t e c ， ブ ロ
ー マ

，
ス ウ ェ ー

デ ン1 を 用

い
，
ア ピ ジ ン ー ビ オ チ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合 体

くa vi d i n －b i o ti n p e r o x id a s e c o m pl e x ， A B C 卜陰に よ り免疫阻織化

学的 に 行な っ た ． ま た 発色 に ほ ，
3
，
3
J

－ジ ア ミ ノ
ベ ン チ ジ ン

く3 ，3
，

T di a r n i n o b e n zidi n e ． D A Bl 反応を ． 核染色 に は へ マ ト キ シ リ

ソ を 使用 した ．

N ． デキ サ メ サ ゾン ，
n

一酪 酸ナ トリウム の 添加

培養 に ほ 直径 6 c m の 培養 デ イ ツ ュ くF A L C O l を 用 い ，

1 0 x 1 0
4

個の 細胞を 3 m t の 培養液 に て 培養 した ． 播種翌 日 よ り

2 日 毎 に 培養液 の 交換 を行 な い ， 細胞数 と 培養液 中 の 細胞

1 X l O
4

個 当た り ， 4 8 時 間 に 産 生 さ れ る A F P ， T P A 濃 度

R工A 法 にて 測定 した ． また ， デ キ サ メ サ ゾ ソ ， n
－ 酪酸ナ l リ ウ

ム は細胞播種24 時間後 よ り投与 し ， 培養細胞数は デ イ シ ュ に 付

着 した生細胞数を 血 球計算盤に て 測定 した ．

各 実験 は 3 回 ず つ 行 な い ，
デ キ サ メ サ ゾ ン は 1 x l O－

8

，

1 x l O－8
，
l x l O

－ l

，
3 x l O－

l

，
5 X l O－

4

M の 5 段階 の 濃 度 に 調整

し ， n
一 酪酸 ナ ト リ ウ ム は 5 x l O

－ 5

，
1 X l O－4

，
4 x l O－l

，
6 x 1 0M 4

，

1 x l O．3 M
，
の 5 段階 の 濃度に 調整 し使用 した ，

さ らに ， 増殖遅延期よ り増殖期 ， 定常期ま で の 増 殖曲線に お

ける細胞数と培養液中の A F P な らび に T P A 濃度を 経時的に

測定 し ， 対照 と した 薬剤無添加群 で の 細 胞数 ，
A F P お よ び

T P A 濃度 と 比較 した ．

成績はす べ て 平均値 士標準誤差で示 した ．

成 績

t ． 培養肝癌細胞に よ る腫瘍 マ
ー カ ー の 産生

A F P
．
T P A は コ ン ト ロ

ー ル 培養液で ほ検出 されな か っ た が ，

P L C で は 各 々 371 0 n gノm l ， 1 6 0 0 Ul l ， H e p G 2 に お い て も

107 0 n gl m l， 9 5 0 Uノl と著 しい 産 生 が みちれ た ． ま た P L C で

C E A お よび H C G が ，－IH e p G 2 で は フ ェ リ チ ン お よ び N S E が
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肝癌培養細胞 に おけ る A F P ， T P A の 放出機構 の 検討

低濃度 で は あ る が 確 認 さ れ
た － し か し 一

P 一 皿－P お よ び

5
一

一 肝 D － V の 存在も認 め られ た が ，
コ ン ト ロ ー ル と し た 培養液

中に お い ても同程度
か

，
やや 低濃度に 検出 され た た め肝癌細胞

に よ る特異的産生と ほ 断定で き な
か っ た 康 11 ．

正 ．
T P A の免疫組織化学的染色

増殖期に ある P L C お よ び H e p G 2 の 2 種頼
の 肝癌細胞株 を

用い て T P A の 免疫観織化学的染色を施行
したく図1 1 ． P L C に

ぉい て ほ ，
T P A は細胞質内に 編目状 に 濃染 され たく図 トAl ■ ま

た
．
H e p G 2 に おけ る T P A も， 同 じよ う に 編目 状 に 染色

さ れ

く因1
－ Bl ， これ ら の 成績か ら両肝癌細胞株 と も に

T P A を産生 し

てい る こ とが証 明 され た ．

m ． 増殖期より定常期に か け ての A F P お よび T P A 産生の

変化

p L C 培養肝癌細胞を 用 い て ， 増殖期 よ り定常期 ま で
の 増殖

曲線及び培養肝癌細胞 の 培養液中の A F P お よび
T P A 濃度 の

経時的変化を検討 した ． 培養液中の A F P 濃度 は培養肝癌細胞

p L C の 増殖期に お い て ほ高値を 示 した が ，
定常 期 に お い て 低

下した ． また
，
T P A 濃度ほ 逆に 細胞増殖期 に お い て は 低値 を

示 し， 定常期 に 著 しく上 昇 した く囲 2 I ．

F ig ． 1 ． I m m u n oh i s to c h e mi c al s t ai n i n g of T P A o n h e p a t o c eト

1u la ．r c a r ci n o m a－d e riv e d c e11 1i n e s ． A n ti
－

h u m a n T P A r a b bit

m o n o cl o n al a n tib o d y w a s u s e d f o r th e fir st a n tib o d y ． T P
A

p r e s e n t e d s ti c k
－1ik el y in c yt o pla s m ． A

，
P L CI P R Fl 5 c e u sニ

B
，
H e p G 2 c ells ． くX 2 0 01

4 6 7

N ． ホ ルモ ン ， 薬剤添カロに よる増殖の変化 と A F P ， T P A 産

生 へ の 影響

1 ． デ キ サ メ サ ゾ ン 添加

5 x 川戸 よ り1 x H r
8

M まで の 各種濃度 の デキサ メ サ ゾ ン を 培

養液 に 添加 した 際の P L C 増殖の 変化を 検討 した ． デ キ サ メ サ

ゾ ン 添 加濃度 の 上 昇 に つ れ 肝 癌細 胞増殖 は 抑制 さ れ ，

0
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Fig ． 8 ． D o s e － r e S p O n S e C u r V e S Of c ell g r o
w th

，
A F P a n d T P A

s e c r e ti o n t o s o di u m n －b u ty r a t e ． T h e c ell w e r e s e e d e d at a

d e n si ty of l x l O
4
c ell s p e r w ell ， a n d m e d i a w a s c h a n g e d t o

D M E M wi th v a r yi n g c o n c e n t r a ti o n s o f s o di u m n
－ b u ty r a t e ．

A v e r a g e A F P く0 1 a n d T P A くA I s e c r etio n w a s c al c u l at e d

f r o m th e a m o u n t of A F P ， T P A a n d th e n u m b e r of c ell s

く砂1 p r e s e n t a t th e e n d of 4 d a y i n c u b a ti o n ． E a c h p oi n t
－

工e p r e S e n tS th e m e a n 士S E くn 土3I ．

5 x 1 0－4 M 濃度下 で の 増殖ほほ とん ど認 め られ な く な っ た く図

3 1 ．

次に ，
5 x 甘

4

よ り I x l O－
8
M ま で の 各種濃度デ キ サ メ サ ゾ ン

添加時の 肝癌細胞 P L C に おけ る A F P の 培養液中
へ の 分泌を

検討 した ． 培養液中の A F P は 1 x l Or
4
よ り 1 x l O．

B
M の 低濃

度で ほ 増加 し， 5 X 甘
4

よ り 3 x 肝
4
M ま で の 高濃度で は逆に 低

下 した く図 4 － A l ． 同様に ，
デ キ サ メ サ ゾ ン 添加後 P L C 肝癌細

胞培養液中の T P A 濃度の 変化 を 経時的に 測定 し た と こ ろ ，

l x l O－8 よ り 1 x 甘
4
M ま での 低濃度で は変化 なく ，

3 x l O－
1

M

の 高濃度で初め て 増加を示 し ， 培養 6 日 目 に ほ デ キ サ メ
サ ゾ ン

5 x 1 0－
4

M の 濃度 に お い て コ ン ト ロ
ー ル の 約 4 倍の 増加を 認 め

た く図 4一別 ．

因5 は各種濃度 の デ キ サ メ サ ゾ ン 添加後4 日 目 に おける細胞

の 増殖 と A F P お よ び T P A の 分泌 を み た 結果 を 示 した ．

A F P の 培養液中 へ の 分泌は デ キ サ メ サ ゾ ン 1 x l O
J 4M ま で の

濃度に お い て は ，
濃度依存性に 増加をき た し ， 分泌克進状態 に

あ っ た が ， 増殖 が強く抑制 され るに した が い 分泌の 低下をきた

し
， 分泌先進状態か ら抑制状態

へ と 変化 して い っ た ． また ，

T P A ほ増殖が 強く抑制 されて か ら初め て 分泌 の 増加を認
めた ．

2 ． ，十酪酸ナ トリ ウ ム 添加に よ る増殖の 変化 と A F P お よ び

T P A 産生 へ の 影響

肝癌細胞 P L C 培地 に I x 肝
3
よ り 5 x 肝

5
M ま で の 濃度 の

n－酪酸ナ トリ ウ ム を 添加 し， 経時的に 細胞増殖を観察
した ． 添

加薬物濃度の 上 昇に つ れ増殖 の 抑制が み ら れ ，
1 x H ド

3

M に お

い て細胞増殖は ほ と ん どみ られ なくな っ た く図 61 ．

次に ，
肝癌細胞 P L C 培地に 各種濃度 の n

一 酪酸ナ I リウ ム を

添加 した 際の 培養液中 へ の A F P 分泌を 経時的に 測定 した
一 培

養液中の 町 酪酸ナ ヒリせ 阜中濃蜃の増加笹伴いニーーA E P一産生が抑
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制 された く図 7一郎 ． 同様 に ， 各種濃度 n 一酪酸 ナ ト リ ウ ム 添 加

後， 培養液中の T P A 濃 度を経時的 に 測定 した と こ ろ ， T P A ほ

n一酪酸ナ ト リ ウ ム 濃度 の 増加 に 伴い 増加 し ， 1 x l O－
3
M に お い

て は 204 x l O－
3

リノ48 b rパ0
4

細胞と著増 した く図 7一別 ．

図 8 は各種濃度 の n 一 酪酸 ナ ト リ ウ ム 添加後 4 日 目 に お け る

細胞の 増穂 と A F P お よ び T P A の 分泌を み た結果 を示 した ．

A F P の 培 養液中 へ の 分泌 ほ 濃度依存性 に 抑制 さ れ
， 逆 に ，

T P A ほ 濃度依存性 に 増加をきた した が ， 特に 増殖 が 強く抑制

され た 際に 急激 な上 昇 を示 した ．

考 察

肝癌細胞培養系 を用 い て
，
A F P の 産生 ， 分泌を 検討 した 報

告ほ多数 み られ る が
11 卜 23－

，
T P A に 関 して は

l
こ れ ま で 報告が な

い ． 今回 著者は肝癌細胞培養株に お い て ， T P A が産生
， 放出 さ

れ て い る こ と を R工A 法な らび に 免疫組織学的手法 に よ り ， 初

め て 明 らか に した ．

T P A は食道癌 ， 胃痛 J 結腸癌 ， 肝癌 巨 胆道癌， 膵癌 ， 肺癌t

乳癌 ， 子 宮癌 ， 卵巣癌 ，
腎癌 ， 前立腺癌 な どの 多く の ヒ ト 癌覿

織混合ホ モ ジ ネ ー

ト の 不 溶性分頭か ら抽出 ． 分離操作を重ね て

精製 され た ヒ ト癌鼠織 の 抗原蛋白 で あ り
l ト 印 I狗

， 癌 の 共 通抗原

性の 研究過程 で発見 され ， 臓器特異性 が な い の が 特徴 で あ る ．

した が っ て
，
血 中 T P A ほ消化幕系以外 の 癌 に お い て も上 昇

し
， 急性肺炎 に お い ても

ー

過性 に 上 昇す る こ と が 知 ら れ て い

る
2 乃

． 血 中 A F P と T P A と の 間 に ほ 相関関係が あ る と の 報

告
28I
が あ るが

，
これ に 反 する報告

2gl もあ る ． 特 に 肝細胞癌 に お

い て は ， 血 中 A F P 陰性例で も T P A 陽性 の 症例も存在 し ，

A F P 陰性例 の 肝細胞癌 の 診断 に T P A ほ 有用 と の 報 告
8I

も あ

る ． また ， A F P ほ 肝細胞が癌化する こ と に よ っ て 過剰 に 産生

され る ように な っ た腫瘍胎児性蛋白で あ るの に 対 して
，
T P A

に つ い て は細胞 の 増殖性 と の 関連が問題 に され ， 細胞骨格をな

す蛋白の
一

種と 考え られ て い る
80I

．

そ こ で t 今 回 ， 著 者 は 肝癌細胞培養系 を 用 い て ，
A F P

，

T P A の 産生 ， 分泌動態 を検討 した ． そ の 結果， 通常の 形態培養

の 増殖期 で は ， 培養液中の A F P は高値
，
T P A ほ 低値を 示 し ，

定常期で は A F P は 逆に 低値， T P A ほ 高値 を示 した ， す な わ

ち
，
A F P に 関 して ほ ， 従来の 腫瘍 マ ー カ ー

と同様 の 動 態 を 示

すが ，
T P A の 分泌動態 は これ ま で の 腫瘍 マ ー カ ー

と 異 な り ，

む しろ細胞増殖抑制時 の マ
ー

カ
ー

と して 意義が あ るの で ほ な い

か と推定され た ．

な お ， 本実験 で は増殖期 よ り定常期 ま で の 増殖曲線の 検討と

増殖期に お ける薬物負荷試験 に ほ P L C 細胞株 が用 い られ た ．

こ の P L C 細胞株は 単層で増殖 し， コ ロ ニ
ー

を形成 した 後 ， 融

合 した 状態 と な り接触阻止 が 強くか か り， 増殖が 抑制 され 仁
定

常期の 細胞 へ と変化 して い く細胞株 であ っ た ． H e p G 2 細胞 株

ほ 小 コ ロ ニ
ー

の 状態 よ り ， す ぐに 上 に 盛 り上 が っ て 増殖 し ， 融

合 した 状態 に は な り に く い 細胞株 で ある の で ， きれ い な 増殖曲

線が得 られ な い 可 能性 があ っ た ． 同様 に ， 薬物負荷試験 に お い

て も H e p G 2 細胞株で は 問題 があ る と 考えら れ
， 本実験 で は

P L C 細胞株 に つ い て 形態培養 ， 薬物負荷試験を行 っ た ．

一

般に 細胞 の 増殖が抑制 され ると ， そ の 細胞の 分化機能ほ発

現 され やすく ， 逆 に ， 細胞は 増殖状態 で ほ分化機能を失うと い

う事実があり ， こ の こ と は
一一

増殖と分化 の 相反性
，，

と して よ く

知 られ て い る和 ． 線維芽細胞ゐ培養株に お い て増殖休止期 に コ

ラ ー ゲ ン 合成 が起こ り工 事中経芽細胞腫に お い て 増殖阻止の 際に

壕

ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ や コ リ ン ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ 活性

が み られ るの は 増殖抑制に 伴う分化機能 の 発現 と理 解 され て い

る
31I

． 田崎
32，
ほ腎細胞癌培養細胞 に お け る エ リ ス ロ ポ エ チ ン 塵

生は ， コ ロ ニ ー

どう しが 集ま っ て融 合 した状態を過ぎた時期の

ド ー ム 形成期に 一

致 し ， 細 胞分化 に よ っ て 起 こ る と考 え て い

る ． ま た ，
H ir o h a s hi ら

33I
は ， 分化度の 異な っ た ヒ ト肝癌細胞を

用 い て A F P の 産生 を比較検討 し， 増殖 の 速 い 肝癌細胞ほ未分

化の 状態に あ っ て 多量の A F P を 産生 し
，

一 方
， 増殖 の 遅い 肝

癌細胞は分化が よ く ，
わ ずか の A F P しか産生 しな か っ た こと

か ら
，
A F P 産生も細胞分化に 左右さ れ る こ と を示 唆 してい る ．

これ ら の 報告 を 考 え 合わ せ る と ，
T P A ほ

一

般 的 な腫瘍 マ ー

カ ー で ある A F P と異 な る動態を 示 し， 細胞増殖抑制時に 増加

する こ と よ り ， む しろ 細胞分化誘導 の マ
ー

カ
ー

と して の 意義を

もつ の では ない か と 推測 され た ．

そ こ で
， 分 化 誘導 をも た ら す n－酪酸 ナ ト リ ウ ム

12I2 2 珊
と

A F P の 分泌 に 変 化 を 与 え る デ キ サ メ サ ゾ ゾ 即 咽 を 用 い て

A F P と T P A と の 相互 関係を検討 した ．

そ の 結果 ， 低濃度デ キ サ メ サ ゾ ン 負荷 に お い てほ 巨 細胞増殖

に は変化なく ，
A F P 分泌ほ 増加 した が ， T P A 分泌ほ 変化 しな

か っ た ． しか し
， 高濃度く5 x l O

－ 4

M J 負荷で は
， 増殖 は 抑制 ，

A F P 分泌は 低下 し ， T P A ほ コ ン ト ロ ー ル 値 の 4 倍 に 上 昇 し

た ． すな わ ち A F P に 関 して は 同 一 の 薬剤負荷で濃度 に よ っ て

逆 の 結果に な る こ と が 明 らか と な っ た ．

これ まで ， A F P 産生， 分泌に 対す る グ ル コ コ ル チ コ イ ドの

影響 に 関 して は ， 生体内の 実験 か ， ある い は生体外 の 実験か ，

ま た ， 用 い る細胞系の ち が い に よ っ て も結果 が
一

致 して い な い

が， 肝癌の 細胞系に お い て は ，

一 般 に A F P 濃度 の 上 昇が 確認

され て い る
1 り13 ト l 印 榔

． 今回 ， 認め た 低濃度デ キ サ メ サ ゾ ン に よ

る A F P 分泌の 増加は こ れ ま で の 報告と 同様 デ キ サ メ サ ゾ ソ の

特異的作用と考え られ る ． しか し
， 高濃度負荷時 に 細胞増殖，

A F P 分泌を 抑制す ると の 報告ほ これ ま で なく ， 薬剤 の 特異的

作用以外の 機序が想定さ れ る ．

低濃度デ キ サ メ サ ゾ ン 負荷で
，
T P A 分泌 に 変化 が み られ な

か っ た の は デ キ サ メ サ ゾ ン が
，
T P A に 対 して準異的作 用 が な

い こ とを 意味 して い る ． しか し
， 高濃度 で増殖が強 く抑制され

た時 に ，
A F P 産生は 低下 し， T P A の 産生の 増加を 認め た ． こ

の T P A の 変化は 分化機能 の 発現に 伴う非特異的な変化 でほ な

い か と推定 され る ． また
， 通常 形態培養 に お い て ， 増殖期に お

い て低値であ っ た T P A が 定常期 に 産生増加を 示 した こ と は 一

高濃度デ キサ メ サ ゾ ソ 添加 で 増殖が 強く抑制 さ れ た 状態 で の

T P A 増加 と 同 じ現象 では な い か と 推測 され た ．

n
一酪酸ナ ト リ ウ ム 添加に て ， 壊度依存性 に 細胞増殖 と A F P

分泌 は抑制 され ト 逆に T P A 分泌は増加 した ． n一酪酸 ナ ト リ ウ

ム は結腸細菌叢の 自然発酵産物 であ り， 結腸腫瘍 ， 赤白血 病お

よ び子宮頭痛細胞系等の 強力な分化誘導剤 である と い わ れ て い

が
8 ト 38I

． 著者 と 同様 ，
N a k a g a w a ら

12，
ほ
，
n 一 酪酸 ナ トリ ウ ム が ヒ

ト の P L C 培養液中の A F P を 著 しく減少 させ た が ，
ア ル ブ ミ

ン を逆 に 増加 させ る こ と を 確認 した ． 今 回 の 実験で T P A 分泌

に 関 して は ア ル ブ ミ ン の 変 化と
一

致 した成績が得 られ ，
ア ル ブ

ミ ン は分化機能の 冗進で上昇す る蛋白で あ る こ と を 考慮す る

と ， T P A 産生充進も分化機能 に 呼応 して 変動する物質で ある

と考 え られた ．

n
－酪酸ナ トリ ウ ム 添加に よ っ て

，
P L C 細胞 に は ， 観織学的に

も腫脹 ， 扇平化や核数減少等が 認め られ ， ま た 成長速度 の 低
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肝癌培養細胞 に おける A F P ， T P A の 放 出機構の 検討

下， D N A 合成 の 低下な ど ， 正常細胞 と近似の 特性が観察 され

た
12I

．

n 腐 酸 ナ ト リ ウ ム の A F P に 対する 作用磯序 と して は ， 本物

質が 肝臓の 主要蛋白 で あるア ル ブ ミ ン の 分泌を 克進 さ
せ る こ と

か ら推定する と ，
蛋白合成低下， また ほ分泌過程を障害 さ せ た

と は考え に く い ． ま た ， 蛋白合成阻害剤で ある シ ク ロ へ キ シ ミ

ドの 添加 に よ り ，
A F P

，
ア ル ブ ミ ン は い ずれ も分泌が完全に 阻

害 され る こ とか ら ， 新た な 蛋白合成が介入 して い る の で ほ な
い

かと 推測 され る
ほ1

．

一 般に ， 細胞 の 基本的な性質で ある分化 の 現象は ， 腫瘍細胞

に お い て も古く か ら観察 され て い た が ， 近年 ， 白血 病細胞 をほ

じめ各種腫瘍細胞は細胞毒性の 弱い サ イ ト カ イ
ン
，
ビ タ ミ ソ

，

ホ ル モ ン な どの 多彩な 生理活性物質や ，
そ の 他の 化学物質に 反

応して ， 生体外 の み で な く， 生体内 に お い て も分化機能
の 発現

がお こ り， 増殖性や 腫瘍性が喪失す る こ とが 明 らか に され て い

る
39 卜 仰

． また ，
こ れ らの 分化誘導剤を各種腫瘍細胞移植動物に

投与す る と延命効果 が得 られ る こ と も確認 され
39 卜 刷

， 分 化誘導

剤は従来 の 細胞毒性抗癌剤 と本質的に異な る腫瘍細胞 に 対する

分化誘導 の 機序を介 して 制癌効果 を発揮す る こ と が 明 ら
か と

な っ た ． した が っ て
，
最近分化誘導療法が注目 を あ つ め ， 臨床

的に も白血病 な どで ， そ の 効果が確認 され て い る
調叫都

■ 今 回 の 分

化誘導剤に よ る T P A の 反応を 考え る と腫瘍
マ ー カ ー の 放出に

関 して ， 薬剤負荷に よ る反応を み た 場乱 それ に よ る特異的変

化以外 に ， 増殖の 変化に 伴う分化機能の 発現と い う非特異的な

変化を考慮す る必要があ る こ と が示唆 された ■

結 論

臓器特異性の な い 腫瘍 マ
ー カ

ー

で ある T P A の 細胞生物学的

特性を 明 らか に する た め ，
ヒ ト培養肝癌細胞を用 い ， 増殖曲線

の 検討と増殖期 に お け る薬物負荷試験を行い ，
腫 劇台児性蛋白

である A F P と 比較検討 し， 以下 の 結論を得 た ．

1 ． ヒ ト肝癌細胞株くP L C J
Ip R F1 5 ， H e p G 2I は A F P お よび

T P A を産生す る こ とを 確認 した ．

2 ． 培養肝癌細胞 P L C は増 殖期 に お い て 培養液中に 高濃度

の A F P を 分泌する が ，
T P A 濃度は む し ろ低値 を示 した ■

一

方 ， 定常 期に お い て は ， 逆に A F P 分泌が 低く ，
T P A 濃度が 高

値 を示 した ．

3 ． 添加デ キ サ メ サ ゾ ソ 濃度が 低く ，
細胞増殖 の 抑制が な い

か
， 増殖 の 抑制が 軽度の 条件下 で ほ 1

培養液中 へ の A F P 分泌

は増加す るが ，
T P A に は 変化ほ な か っ た ． 添加デ キ サ メ サ ゾ

ソ 濃度が 高く ， 細胞増殖の 抑制 が強 い 場乱 A F P 分泌 ほ減少

し
， 逆に T P A 分 掛 ま増加 した ．

4 ． 増殖期に お い て は培養液中に 添加され た n一酪酸ナ ト リ ウ

ム ほ濃度依存性に A F P 分泌を減少 させ ， 逆に T P A を 増加 さ

せ た ．

5 ． 以上 の 結果 よ り ，
A F P

，
T P A 等 の 腫瘍 マ ー カ

ー

の 放 出

に 関 して ， 薬剤等 の 負荷に よ る反応 を理解す るに は ， それ に よ

る特異的変化以外 に ， 増殖の 変 化に 伴う分化機能の 発現と い う

細胞自体の 非特異的な変化を考慮す る必要が あ る と考 え られ

た ．
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c a u s e a hi gh v alu e of A F P i n th e c ult ur e m e di un W i th n o c h a n g e i n T P A ． H o w e v er
，
a high 1 e v e1 0f d e x am e th as o n e く1 X lO

．4

句 5 X l O－
4 M J c a u s ed th e i nhibitio n of c e11 p r olift r ati o n ， S h o w in g

l o w A F P a nd high T P A i n th e c ult u r e m e di a ． S o d
i un n

－

b uty r ate c a u s ed d o s e
－ d e pe n d e nt in hibiti o n o f c ell p r olifb

r ati o n ， a d e c re as e i n A F P an d an i n c re as e i n T P A － T h e A b o v e r e s ults

s u gg est d l at A 押 i s a s ub st a n c e t o in c r e as e at th e c e
ll pr oli ft r ati v e st a g e an d t o d e c r e as e w i也 th e ad d id o

n o f a d ru g th at

sti m ul ate s di 蝕r e n ti al f un Cti o n ． O n th e o th er h an d ， th e p r o d u c ti o n o f T P A b eh a v e s i n a re v er s e m an
n e r t O A F P ．


