
無血清培地を用いた初代培養成人肝細胞に関する研
究

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2017-10-04

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/2297/9001URL



金沢大学十全医学会
雑誌 第91 巻 第 4 号 629

-

6 41 (1 9 8 2)

無血清培地 を用 い た初代培養成人肝細胞 に関する研究

金沢大学 が ん研 究所内科部 ( 主 任 : 故 倉金丘
一 教授)

金沢 大学医学部第二 内科学講座 ( 主任 : 竹田 亮祐教授)

西 野 逸 男

( 昭 和5 7 年8 月3 1 日受付)

62 9

ヒ ト肝細胞の リ ボ蛋白合成 に つ い て 研究す る手段と して, 無血清培地を用 い た成人肝細胞初代培養

を行っ た . 生検され た 成人 肝切片は, 細切後, コ ラ
ー

ゲ ナ
ー ゼ とデ ィ ス パ

ー

ゼ に より 消化 した･ 単離細胞

は
,
D M - 17 0 を基礎培地 と した, イ ン ス リ ン

･ デキ サメ サ ゾン ･ ウ シ ア ル ブ ミ ン
･ ヒ トフ ァ イ ブ ロ ネク ナ

ン添加無血清培地 に よ り, コ ラ
ー ゲ ン を コ

ー テ ィ ン グ した培養皿中で , 5 % C O 2/9 5 % ai r , 37
0

C に培養 し

た. 形態学的に 培養細胞は少なく と も 5 日間良好 な形態を維持 してお り , 電顕像で は 血
vi v o に 捌ナる肝

実質細胞と同様の 微細構造を備 えて い た ･

= C - ロ イ シ ン に よる T C A 沈殿物中の放射能活性で表わ した培養

細胞の 総蛋白合成量は, 培養96 時間ま で 直線的に 増加 して
い た ･ 抗 ヒ ト全血清と 96 時間後の 肝細胞培養

液の 間で の免疫学的検討 では, 数本の 沈降線が認め られ た ･
さ らに

,
ヒ ト肝細胞に お ける A p o B と A p o

A
-

Ⅰの 合成は,
1 4
C

一

口 イ シ ン を用い て放射能活性 を測定する こ と に よ り証明 した.
こ の培養 シ ス テム は,

生化学的に よ り安定 した状態で ,
ヒ ト肝細胞 の 形態や代謝上 の特徴 を研究 しうる実験 モ デ ル と考 えられ る ･

E e y w o r d s 成人肝細胞, 初代培養法, 無血清培地, ア ポ蛋白合成

担癌生体に は多くの複雑 な代謝上 の 変化が認 め られ

るが
,
こ の よう な生 化学的変化 を引き起 こ す 多くの メ

カ ニ ズム に つ い て は不 明 で あ る
り
. 近年, K e y s は

2)冠動

脈硬化症と血祭リボ蛋白 に つ い て検討中, 悪性新生物

で死亡した 32 例 に お い て H D L コ レ ス テロ
ー ル が有意

に高値で あ っ た こ と を見 い 出 し, 臨床的 に 興味深い 報

告として注目され た . 従来, 悪性腰痛と リ ボ蛋白の 関

係2 ト 8) に つ い て は十分解明され て い な い の で , 著者 は担

癌生体に お ける リ ボ蛋 白代謝 を検討す る手段 と して ,

まず成人肝細胞の 無血 清下初代培養法 を試み た .

肝細胞の 培養実験 に つ い て は, 動物 で は B e r r y &

F ri e nd
9)
がラ ッ ト単離肝細胞の 初代培養に 成功 し, 本実

験系が盛ん に行わ れ る よう に な り, 無血 清下 で の 培養

も可能に な っ てき た
1 0 卜 1 3)

.
し か し

,
ヒ トの 場合は, 肝

細胞間の組織結合が ラ ッ トな どの 実験動物 よ りも は る

かに 強固で あり, また , 肝濯流法 な どの 操作が 不可能

である こと な どか ら
, 成人肝細胞単離培養法 は技術的

St u die s of A d ult H u m a n H e p a t o c y t e s i n

に 非常に 困難 で あ る とさ れ てい る1 4) . 従 っ て , 従来 より

報告さ れ て き た 成人 肝細胞培養法
1 4 ト 2 4〉の ほ と ん どは

E x pl a n t 法 を用 い てお り, 培養細胞が形態学的･ 機能的

に 肝実質細胞であると 同定され たもの は稀有で ある
1 4) 2 0)

ま た
, 従来の 成人肝細胞 を用 い た 培養系で は, す べ

て 培地申に 血清が添加さ れ てお り , 無血清培養に 成功

した報告は ない . も し , 成人肝細胞 の 形態と機能 を維

持 したま ま無血清下で 培養す る こ と が可 能に なれ ば,

肝細胞固有の 機能や発癌機構を解明す る に は極め て有

用 な実験手段 に な ると考 え られ る .

本研究 で , 著者 は, 血 清中の 多く の 不 明因子 を除外

し, か つ , 血 清の 細胞代謝 へ の 影響を無視 しう る単純

な実験 モ デル と し て , 無血清培地 を用 い た成人 肝細胞

単離初代培養法を確立 し, こ の 培養細胞 に つ い て の 形

態学的 ･

生 化学的検討 を行 い , 特 に アポ蛋白合成 に つ

い て の 検討 を加え た .

P ri m a r y M o n ol a y e r C ult u r e u n d er S e r u m
-fr e e

C o n diti o n . I t s u o N is hi n o , D e p a r t m e n t of I n t e r n al M e di cin e , ( D ir e c t o r : D e c e a s e d P r of ･

K . K u r a k a n e) , C a n c e r R e s e a r ch I n stit u t e , K a n a z a w a U n iv e r sit y , a n d D e p a
rt m e n t of I n -

t e r n al M e di ci n e
, ( Dir e ct o r : P r of . R . T a k ed a) , S ch o ol of M e dici n e , K a n a z a w a U niv e r si ty ･
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材 料及 び方 法

金沢大学が ん研究所付属病院に 入 院し た鞘化器疾患

患者 のうち 30 歳か ら69 歳ま で を対象と し, 手術中に

切除され た肝お よ び組織検索用 に 生検 され た肝組織の

う ち, 形態学的に 正 常 と思わ れ る部分を用い た .

1 . 肝実質細胞単離法1 4) ( 図1 )

術 中 に 無菌的 に 採取 さ れ た 肝切 片 を H a n k s 液

( G r a n d I sl a n d Bi ol o gi c al C o .) に 入 れ , 可及的す み

や か に勢刀 を用い て細切 した. 締切 した肝切片は
,
ま

ず H a n k s ( C a 2 十 ･ M g
2 十
f r e e) 液 に て 洗浄 し, 遠 心機

( T o m y S eik o C o . C D - 5 0 S R) に て 約50 ×g , 3 分

間低速遠心 した 乳 0 . 5 m M e th yl e n e gl y c o 卜 bi s (β
-

a mi n o e th yl e t e r) N N
,
-

t e t r a a C eti c a c id ( E G T A )

( Si g m a C h e m . C o .) を加 え て p H 7 . 4 に 調整 した

H a n k s ( C a 2+ ･ M g
2 +
f r e e) 液 に て 4

0

C
,
3 0 分間洗浄

した
. 低速遠心 に て上 清 を除去 した 後

,
さ ら に 0 . 0 5 %

コ ラ
ー

ゲ ナ
ー

ゼ ( T y p e I V , S i g m a C h e m . C o .) を加

え た H a n k s 液 で 37
0

C
,
2 0 分 間お よ び デ ィ ス パ ー ゼ

(1 , 0 0 0 P ロ/ m l : 合同酒精社) を加 え た H a n k s 液で

37
0

C , 3 0 分間振塗 し連続消化 を行 っ た .
つ い で充分 に

L h H = ■ b l o p 8 y さ P O e i m o n

M i n ¢●

t
R i n 8 ●

0 . 5 m M E G T A I n C ㌔1 M ㌔t I r 0 0 H a n k さ
･

さ O l u ti ｡ ∩

■t 4 0 c †o r 3 0 m れ

C o n t ‖†u g ■tl o n

$ O x o †o r a m i n .

P r 8 C i p i t a t ●

0 . 0 5 t ■ C o tl a g o n a 8 0 I n H a n k 8
-

8 0 1 u ti o n

山 さア
O
c †o r 2 0 m l n .

C ● n t rl†u o a tl o n

5 0 x o †o r 8 m れ

P r o ¢i p it 8 t ●

1 0 0 0 P U / m l D 1 8 P a 8 0 1 n H a n k a
一

さO l u tl o n

a t 3 7 ℃ †o r 3 0 爪i n .

FI l t r さtl o n

H y l o n 事t O ki n ll

C o n t rl†u il a t l o n

らO x o I o r 凱m 拍 .
x 3

P r o ¢l p l t a t o (l a o l a t o d h o p a t o c y t ¢ 8 )

¢ O u n t ¢ Otl n u m b o r

C u l t u r ●

Fi g . 1 . I s ol a ti o n a n d c ul t u r e o f a d ul t h u m a n

h e p a t o c yt e s .

野

ピペ ッ テ ィ ン グ を行 っ た後, ナイ ロ ン ス トッ キングで

濾過 し, 濾液 を約 50 ×g の低速遠心 で 3 分間3 固練り

返 し, 肝実質細胞 を単離 した. 細胞 は トリバ ン プル ー

で染色 し, 非染細胞 を血算盤 で計測 した.

2 ･ 無血清下肝実質細胞初代培養法 (図2)

無血 清培地 は, 極東 D M -

1 7 0 (極東製薬工業社) を

基礎培地 と し て用 い (表 1) , 1 ･ 5 % ウ シ ア ル ブミン

( F r a c ti o n V ! F a tt y a cid f r e e) (S i g m a C h e m . C o .)
,

1 0
～ 6
M デ キ サメ サ ゾン(S c h e ri n g C o ･) , 1 0

- 6

M 正規イ

ン ス リ ン(S h i m i z u C or.)
,
2 ×1 0. 1 0 M ヒ ト フ ァイ ブロ

ネ ク チ ン ( C oll a b o r a ti v e R e s . I n c .)
,
ゲ ンタマ イ シン

H o p 8 t O C y t 0 8 1 ･ 2 x l O
●
G O 栂′d i -h

C u l t u r ● d i 8h ( C o = 8 叩 n ¢ ○さt O d )

( d ■ 3 5 m m )

C 山t u r o m ●d 1 1 D M
-

1 T O

l . $ ≠ 8 0 Vi n ● ▲lb u m l n

( F 8 t t y 8 Cl d lr 0 0 )

1 √
●
H D o … m O t 旭 80 n ●

1 √
l
M l n ● Ull n

2 x l √
1
‰ F 柏 r o n o ¢tln

Fi g . 2 . C ul t u r e c o n d iti o n .

T a bl e l . C o m p o siti o n o f m e di u m D M - 1 70 .

A m l n O a C l d s a n d V ⊥ヒa m l n S

( m q / L l

l n o r q a n l C a ⊂ 1 d s a n d O t h 亡 r
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無血清下初代培養成人肝細胞 に 関す る研究

(50 y g/ m l ‥S c h e
ri n g C o ･) を加 えて作成 した ･ 培養

皿(直径35 m
m , F al c o n C o ･) に は前も っ て ウ シ コ ラ

p ゲン ( c alf s ki n , V i t r o g e
n ⑧

,
C oll a g e n C o r p ･) を

コ
㌦ ティ ングして おき , 無血清培地1 ･ 2 m l に 約 1 ･ 2 ×

1 0憫 の単離肝細胞 を浮遊
させ て

,
37
0

C で 湿潤 した 5 %

仙/95 % A i r の気相下
に 培養を開始 した 溜 嚢 12 時間

目には, 新た に培養
液 を交換 し培養皿 に 付着 しな い 細

齢 除去した後･ 再
び培養 を続け た ･

こ れ ら の操作は

すべ て無菌的条件下で行
っ た

･

また , コ ラ
ー

ゲ ン お よぴ フ ァイ ブ ロ ネク テ ン の有効

性を検討す るた め に ,
コ ラ ー ゲン を コ ー テ ィ ン グしな

い場合と フ ァイ ブ ロ ネ タ チ ン を加 えな
い 場合な どの組

み合わせ条件で それ ぞ れ培養 し, 細胞接着率
に つ い て

比較した .
さ らに , 15 % ウ シ 胎児血清 ( Fl o w L a b ･)

を加えて培養し, 同様に 細胞の 接着状態 を観察 し比較

検討した.

3 , 培養肝細胞の形態学的観察

培養5 日目まで は12 時間毎に光学顕微鏡に て培養細

胞の形態学的追跡を行 い 検討した .
さ ら に 48 時間後の

培贅細胞 を, 2 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド, 2 % グル タ

ルアル ヂ ヒ ド , 1 % 四酸化オ ス ミ ウム (Si g m a C h e m .

C 乱) にて固定 し, 2 % 酢酸 ウラ ニ
ー ル に て 染色後, 3 0 %

～ 90 % エ タ ノ
ー ル に て 脱水 し

,
E p o n お よ び H P M A

( m e th a c r yli c a ci d 2 h yd r o x y p r o p yl e st e r) (東京化

成工業社) に て漸時包壊 して試料 を作成 し微細構造 を

透過型電子顕微鏡下で観察 した .

4 . 培養肝細胞の生化学的特徴

1) 培養肝細胞に よ り合成 され た総蛋白量の測定

培養液中に〔
14
C トロ イ シ ン(0 . 05 JL C i , N e w E n gl a n d

N u cl e a r C o r p .) を添加 し, 培養開始後 4 日 間 (96 時

間) まで各12 時間毎に 培養液を集め, それ ぞれ 2 , 0 0 0 ×

g で15 分間遠心 し, 死 細胞を除去して 上 清を得た. 新

しく合成さ れた 蛋白童 は
,
得 られ た上 清に 10 % トリク

ロ
ー ル 酢酸 ( T C A) を加 えて 生じ た沈殿物中の 放射能

活性を指標と して測定 した.

2) 培襲液中の 蛋白成分に つ い て

培養開始後4 日間の 培 養液 を集め て 2 , 0 0 0 × g で 1 5

分間遠心 し
,
上 清を ダイ ア フ ロ

ー 法 ( ミ ニ コ ン , 分画

分子量 15
,
0 0 0

,
A m i c o n C o .) に て約50 倍 に 演縮 した .

この 濃縮液と抗 ヒ ト全血 清家兎抗体 ( B e h ri n g I n s ti ･

t ut e) を
,
1 % ア ガ ロ ー ス を用 い た O u c h t e rl o n y の 免

壕拡散法お よび 免疫電気泳動法に て 検討 した .

3 ) 培養液中の ヒ トア ル ブ ミ ン の 存在 に つ い て

抗ヒ ト アル ブ ミ ン 抗体の 作成 は, ヒ ト ア ル ブ ミ ン

(Si g m a C h e m . C o .) 1 0 m g を生食水 2 m l に 溶解 し

等量の F r e u n d
,

s c o m pl et e a dj u v a n t( D if c o L ab . I n c .)

ととも に ラ ッ ト腹腔内 へ 毎週 1 回 4 週間免疫す る こ と

631

に より得 られ た . 得 られ た抗 ヒ トアル ブ ミ ン血清を用

い て
, 培養 48 時間後の 濃縮培養液 を免疫拡散法及び免

疫電気泳動法 に よ り検討 した.

4 ) 培養肝細胞 に お ける A p oli p o p r o tei n B (以下,

A p o B ) お よ び A p o li p o p r o t ei n A
- Ⅰ( 以 下,

A p o A
- Ⅰ) の 合成 に つ い て

i ) ヒ ト L D L 2 分離法 お よび抗 ヒ ト A p o B 抗体 の作

成

H a v el ら の方法 に準 じて
2 5)

- 2 7)
,
正 常ヒ ト血 熟こ K B r

を加え, 密度 1 . 0 3 0 g/ m l に 合わ せ て, B e ck m a n L 5
-

5 0 超 遠 心機 お よ び40 .3 型 ロ ー

タ
ー

を 使 用 し て

105 , 0 00 × g , 4 4 時 間遠心 した . 遠心後 t u b e sli c e r を用

い て下層を分取 し, さら に E B r を加え, 密度1 . 0 5 0 g/

m l に合わ せ て 105 , 0 0 0 × g , 4 4 時間遠心し上清を得た.

こ の 上 清を密度 1 . 05 0 g/ m l で 2 回超遠心洗浄衡 密度

1 .0 3 0 < d < 1 . 05 0 g/ m l の L D L 三分画を分離 した .
つ い

で 4
0

C 下 に 3 m M E D T A を 含 む 0 . 1 5 M N a C l

( p H 7 .4) に 対 して十分透析後 L D L 2 2 m l (蛋白量

3 . 2 m g) と等量の F r e u n d
'

s c o m pl e t e a dj u v a n t を混

和 し, ウサ ギ腹腔内 へ 毎週 1 回 注射免疫 し抗 ヒ ト L D L 2

家兎血清 を得 た.
こ の抗 L D L 2 血清は, O u c h t e rl o n y 法

で ヒ トア ル ブ ミ ン と沈降線 を示 さ ず, L D L 2 との 間にの

み単 一

の免疫沈降線 を認 めた.
また

, 免疫電気泳動法

で V L D L (d < 1 . 0 0 6 g/ m l) お よ び H D L 3 (1 .1 1 0 < d <

1 . 2 1 0 g/ m l) と の 間に A p o C , A p o A
-

Ⅰ
,
A p o A

-

ⅠⅠに 対す る免疫沈降線は認 め られ なか っ た . 従 っ て ,

こ の 抗 L D L 2 血 清 は A p o B に 対す る m o n o s p e cifi c

a n tib o d y で あ ると考 えら れた .

ii ) ヒ ト H D L 3 分離法お よ び抗 ヒ ト A p o A , Ⅰ抗体

の 作成

ヒ ト L D L 2 分離 法と同様な方法
2 8)
に て, 正 常 ヒ ト血祭

よ り密度 1 . 1 1 0 < d < 1 .2 1 0 g/ m l の H D L 3 分 画を 分離

し, 抗 L D L 2 家 兎血清 を得 た と 同様 な方法 に て , 抗

H D L 3 家兎血 清 を得た｡ この 抗 H D L ,d l 清は , 免疫学的

方法 に よ り A p o A
- Ⅰに の み

一

致 した免疫沈降線が認

め られ
,
A p o B , A p o C , A p o A -ⅠⅠと は免疫反応 を

示さ ず, A p o A
-

Ⅰ に 対す る m o n o s p e cifi c a n tib o d y

で ある と考 え られ た .

iii) 肝細胞培養液中の A p o B お よ び A p o A
- Ⅰ の

存在 に つ い て

培養 48 時間後 の 濃縮培養液 を用 い て, 抗 ヒ ト A p o B

抗体 お よ び抗 ヒ ト A p o A
- Ⅰ抗体と の間で の 免疫反 応

を, 1 % ア ガ ロ ー ス を用 い た免疫拡散法およ び免疫電

気泳動法に て検討 した.

i v ) 培養肝細胞 に より合成された A p o B お よび A p o

A - Ⅰ量 の 測定

培養液中に 〔1 4 C〕 一

口 イ シ ン 0 . 0 5 /J Ci を添加し, 培
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養 4 日 間の 培養液 を集めて 2 ,
0 0 0 × g で 1 5 分間遠心 し

上 清 を得た.
上 帯各3 m l に 抗 ヒ ト A p o B 抗体 お よび

抗 ヒ ト A p o A - I 抗体 をそ れ ぞ れ 300 F El 加 え , 4
0

C に

1 2 時間静置後さ らに 抗 ヒ トIg G 家兎血 清を各々300 J バ

加え て, 再 び4
0

C に 12 時間静置 した. その 後, 3 .0 0 0 ×

g , 3 0 分間遠心 して得ら れ たそれ ぞれ の 免疫沈殿物中の

放射能活性 を測定 した.

ま た
,
対照と して 同 一 条件下 で〔1 4C ト ロ イ シ ン を加

､えイ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン し , 培地 に 抗 ヒ トア ポ蛋 白血清

の 代り に 正 常家兎血清を加 え, 以下 同様の 方法で免疫

沈殿物の 放射能活性を測定 した .

成 績

1 . 培養肝細胞 の形態学的特徴

1 ) 単離肝細胞の形態学的観察

単離後 に 得 られ た肝細胞収量は 1 ～ 2 × 1 0
6

個/ g 肝

湿 重量 で , ほぼ均 一 な大き さ を示 し, 赤血球の 混入も

わずか で あ っ た (図3 ) . また , 0 . 2 % トリ バ ン プル
ー

に よる非染色率でみ た単離直後 の 肝細胞生存率は 85 %

以上 で あっ た .

F ig . 3 . Li g h t mi c r o s c o pi c p h o t o g r a ph o f i s ol a t e d

a d ult h u m a n h e p a t o c y t e s .

Fi g . 4 , L i gh t m i c r o s c o p l C ph o t o g r a p h o f a d ul t

h u m a n h e p a t o c yt e s in c u b a te d f o r 4 8 h o u r s .

野

2 ) 培養肝細胞 の形態学的観察

培養 12 時間後の 肝細胞は培養皿底に 接着し始め
,
2 4

時間後に は隣 り合 っ た細胞と互 い に 接する ようにして

単層 を形成 し, 培養5 日後に も同様な形 態が観察され

た( 図4 ) ･ 電子 顕微鏡下 の 培養肝細胞は
一 明瞭な核小

体 を有す る大空巨 円形 の 核 を中心 に 持 っ た直径20 ～ 48

〟 の 大 きさ を示 す 多角形 の 細胞で, 細胞質に はミトコ ン

ドリ ア ･ 粗面小胞体 ･ 滑面小胞体 ･ ゴ ル ジ装置などが

観察さ れ, さ ら に細胞膜 の 培養液 と接する 自由緑には

ミ ク ロ ビ リ ー が 存在 し, ま た 30 0 Å以 下の 間隙 で密接す

る隣接細胞間の 一 部に デ ス モ ゾ ー

ム や g a p j u n c ti o n に

はさ ま れ た毛細胆管の 形 成 を確認 し, 内腔に むか っ て

多数 の ミ ク ロ ビリ ー

が突出 して い る像が 観察された(回

5) .

F i g . 5 . E l e c t r o n m i c r o g r a p h o f h e p a t o c yt e s

C u lt u r e d f o r 4 8 h o u r s . N o ti c e th e n e w l y f o r m e d

b il e c a n ali c uli ( F ig . 5 B , b c) (5 A : ×2 ,OOO ,

5 B : × 1 0
,
0 00) .
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無血清状態で あ る本条件下
の 24 時間後の 細胞接着

率は約35% で あ っ た ･
こ れ に比 較 して , コ ラ ー ゲ ン を

コ
ー ティ ン グ しな い 培養皿 を使用 した り, フ ァイ ブ ロ

ネ クテ ン を加 えな い 条件下 で 培養 した場合 は, 細胞接

着が極め て悪 く, それ ら の 間に 明 らか な差が 認め られ

た.
15 % ウ シ 胎児血清 を加 え て 培養 し た 場合 は,

35
～ 4 5 % の 細胞接着率 を示 した が, 血清の ロ ッ トに よ

っ て接着率の 艮
･ 不良が あ り, 極端 な バ ラ ツ キが み ら

れた .

2 . 培養肝細胞の 生化学的特徴

1 ) 培養肝細胞の 総蛋 白合成能

各培養時間毎の 培養液 に お け る T C A 沈 殿物中の 放

射能活性で 表わ した経時的な総蛋白合成量は , 9 6 時間

1 2

4 3

C o n c . C 山 t u r e M e d i a

1
,
3 * H u m a n S e r u m

2
,
4 * C o n c ■ C 山 t u r e M e 郎 a

A n ti H u m a n S e r u m

Å n ti H u m a n S e r u m

H u m a n S e r u m

F ig . 7 . D o u b l e i m m u n o d i ff u si o n a n d i m m u n o -

eI e c t r o ph o r e si s o f th e c o n c e n t r a t e d c ul tu r e

m e di a a n d h u m a n s e r u m w i th a n t 卜 h u m a n

S e r u m . T h e s e v e r al i m m u n o p r e ci piti n li n e s

W e r e O b s e r v e d b e t w e e n a n ti - h u m a n s e r a a n d
th e c o n c e n t r a t ed c ul t u r e m e di a .

二去

1
.
3 1 = H u m a n A lb u m i n

2
,
4 * C o n c t c 山t u r e M ed i a

A nt i H u m a n A I b u m i n

5
,
了 * B o v j n e A 帖 u m i n

6
,
8 * C o n c . c 山t u r e M e d i a

Fi g ･ 8 ･ A n ti - h u m a n a lb u m i n r e a c t e d wi th th e
C O n C e n t r a t ed c ult u r e m e di a a n d h u m a n al b u -

m in a n d d id n o t r e a c t wi th b o vi n e al b u mi n b y
d o u bl e i m m u n o diff u si o n .

6 3 3

目ま で ほ ぼ直線的に 増加 してお り , 培養肝細胞が少な

く とも 4 日目 ま で 十分 な蛋白合成機能を維持し てい る

こ と を確認 した ( 図6 ) .

2 ) 培養液中の 蛋白成分

培養開始後 4 日 間の 培養液 を集めて作成 した漉締液

と抗 ヒ ト全血 清 を用 い て免疫学的検討を行 っ た . 免疫

電気泳動法 で は, 対照の健常 ヒ ト血 清と の間に 共通 す

る 5 ～ 6 本の 免疫沈降線が認め ら れた(図 7) . コ ン ト

ロ
ー ル と し て用 い た培養前の細胞 を含ま ない 培地お よ

び コ ー テ ィ ン グに 使用さ れ た コ ラ ー

ゲ ン と抗 ヒ ト全血

清との 間に は
,
同様 な免疫沈降線 を認め なか っ た . 従

っ て
, 培養肝細胞 は少 なく とも 数種類の ヒ ト血清蛋白

を合成あ る い は分泌し てい るも の と推測 され た .

3 ) 培養液中の ヒ ト アル ブ ミ ン の 存在 に つ い て

肝細胞 の 生成機能 を示 す指標 の 一

つ と して 重 要な ア

ル ブ ミ ン が培養液中に 存在 して い る こ と を確認す る た

め に
, 抗 ヒ ト アル ブ ミ ン血 清 を作成 し, 濃縮培養液 お

よ び と トア ル ブ ミ ンと こ の 抗血清との 間で 免疫学的検

討を行 っ た . 培養 48 時間後の 培養液と抗 ヒ トアル プ ミ

C o n c . C u I t u r e M e d i a

A n t i H u m a n Al b u m i n

H u m a n A lb u r rli n

F i g . 9 . I m m u n o el e c t r o p h o r e si s o f th e c o n c e n t -

r a t ed c ul t u r
･

e m e d i a w ith a n ti- h u m a n a lb u m i n .

1 2

4 3

C o n c . C u I t u r e M e d i a

1 * C o n c . C uIt u r e M e di a

2 * H u m a n A p o 8

3 * H ロ m a n S e r u m

4 * C o n t r o I

A n ti H u m a n A p o B

A n tj H u m a n A p o
B

H u m a n A p o B

Fi g . 10 . A n al y si s o f A p o B b y d o u bl e i m m u n o
-

diff u si o n a n d i m m u n o el e c t r o p h o r e si s . A si n gl e

P r e Ci piti n li n e w a s o b s e r v ed b e t w e e n a n ti -
A p o B s e r a a n d th e c o n c e n tr a t e d c u lt u r e

m ed i a .
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ン 血清との 間に は, ヒ トア ル ブ ミ ン と 同
一

の 明瞭 な免

疫沈降線が認 め られ た .

一 九 培地中に 加 え られ て い

る ウ シ ア ル ブ ミ ン を対照 と して抗 ヒ トア ル ブ ミ ン と の

間で行っ た免疫反応で は, 沈降線 を認 めなか っ た ( 図

8) . また , 免疫電気泳動法 に お い て も培養液と抗 ヒ ト

アル ブ ミ ン血 清と の間に で きた 免疫沈降線 は ヒ ト アル

ブ ミ ン と同 一 の移動度 を示 してお り, こ の こ と か ら培

養液中に ヒ トア ル ブ ミ ン が存在 してい る こ と を確認 し

た (図9 ) .

4 ) 培養液中の A p o B お よ び A p o A - Ⅰの 存在に

つ い て

48 時間後 の濃縮培養液 と抗 ヒ トA p o B 抗体 と の 間

に 明瞭 な免疫沈降線が認め られ , また , 対照と して用

い た ヒ ト A p o B お よ び ヒ ト全血清 と抗 ヒ ト A p o B 抗

体 との 間に も 単
一

の免疫沈降線 が確認さ れ たが ,
コ ン

トロ ー ル と して 用 い た培養前の細胞 を含 まな い 培地と

抗 ヒ ト A p o B 抗体 との間に こ の ような沈降線は免疫反

応と し て認 め られ なか っ た . さ ら に , 培養液と抗 ヒ ト

1 2

4 3

H u m a n A p
o A - t

1 * C o n c . C ult u r e M e d i a

2 * H u m a n A p o A
- J

3 * H u m a n S e r u m

4 * C o n t r o I

A n t i H u m a n A p o A
- l

A n t i H u m a n A p o A
- l

Fi g . 11 . A n al y si s of A p o A - I b y d o u bl e

i m m u n o diff u si o n a n d i m m u n o el e ct r o p h o r e si s .

N o p r e ci piti n li n e w a s o b s e r v e d b e t w e e n a n t 卜

A p o A - I s e r a a n d th e c o n c e n t r a t e d c ult u r e

m e d i a .

T a bl e 2 . T h e i n c o r p o r a t e d r a di o
- a C ti vi ti e s o f

[
1 4 C] -1 e u ci n e i n t o a p o p r o t ei n s ･

( d p m / d ほ血/ 4 血 y a )

E x p . 1 E x p . 2

A p o p r o t ei n A
- 1 2 7 9 3 5 5

A p o p r ot e i n B 2 7 0 3 3 2 8 6

野

A p o B 抗体 との 間に で きた免疫沈降線 は, 免疫電気泳

動法で も 明らか に ヒ ト A p o B と同
一

の移動度であるこ

と を確認 した (図 10) .

以上 の 結果 よ り
,
こ の 沈降線は培養肝細胞によ り合

成 あ るい は分泌され た A p o B との 間の免疫反応によっ

て で き た免疫沈降線である と考 えられ た .

また , 同様に 48 時間後の濃縮培養液と抗 ヒ トA p o A

- Ⅰ との 間 で行 っ た免疫学的検討で は免疫沈降線を確認

で き ず ( 図1 1) , 本法で 培養液中の A p o A -

Ⅰの存在

を明 らか に す る こ と はで き な か っ た .

5 ) 培養肝細胞に よ り合成さ れた A p o B お よび Ap o

A - Ⅰ に つ い て

培養液中に〔
1 4
C ト ロ イ シ ン を添加 し, 培養後細胞内

に 取 り込 ま れ た放射能活性 に より表わ した合成 A p o B

お よ び A p o A
-

Ⅰ は , コ ン ト ロ
ー ル に 比 べ 明らか に高

値 を示 した (表 2 ) . 以上 よ り, 培養肝細胞は A p o B

お よ び A p o A - Ⅰ を合成 して い る もの と考えられたが,

A p o B に 比 べ て A p o A
- Ⅰの 放射能活性は低値であ

っ た
.

考 察

ヒ ト肝細胞培養の歴 史は Cb a n g の報告
1 5)
に 初まり

,

以 来主 に E x pl a n t に よ る 培 養法 が試 み ら れ てきた

が
Ⅰ5)

～ 2 2 )
,
こ の E x pl a n t 法 に より得 られ た培養細胞は常

に 均 一

な細胞集団か ら構成さ れ て い る と は限らず, 形

態的 ･ 機能的 に 肝実質細胞 で ある とす る に は問題があ

っ た . そ こ で , K ai g b n らは
23)
,
コ ラ

ー

ゲ ナ
ー ゼとヒア

ル ロ ニ ダ ー ゼ を用 い て 肝細胞 を分散 させ て培養するこ

と を試み
,
また , その 他に も コ ラ ー ゲ ナ

ー

ゼやトリ プ

シ ン な どの 酵 素 を用 い た細胞 分散法が報告さ れて い

る
2 4)

. しか し, い ずれ も こ れ らの 培 養細胞は均
一

な肝細

胞集団と は い えず, 形態的
･ 機能的に も 肝実質細胞と

は断定 しが た い .
M i y a z a k i ら は

1 4)
,
ヒ ト肝組織が動物

に 比 べ て は る か に 強力な細胞組織間
･ 細胞細胞間の結

合 を も っ て お り , ま た動 物に 対す る よ う な湾流法が行

えな い な どの 困難な 点に 留意 し, 振漁法と コ ラ
ー ゲナ

ー ゼ お よ びデ ィ ス パ
ー ゼ に よる化学的細胞分散法を組

み合 わせ て肝細胞 の 単離培養 を行 っ た .
こ の 方法で は,

W a n s o n ら
29)
の 報告した組織構築 を応用 して, カ ル シ ウ

ム イ オ ン除去 に よ る細胞間接着と く に デ ス モ ゾ
ー ム い

開裂, コ ラ
ー

ゲナ
ー

ゼ消化に よ る組織骨格の 解離, 物

理 的 な方法に よる 細胞間の 解離, さ ら に フ ァ イ ブ ロ ネ

ク ナ ン な どの 糖蛋白の 存在も考慮 して 各段階のナ削ヒを

行 っ て い る . 著者 は, こ れ らの 基本的条件 を検討 し,

M i y a z a k i らの 方法 に準 じて肝細胞の 単離を行
い 約1 g

の 肝湿 重量あ たり平 均 1 ～ 2 ×1 0
6

偶の 肝実質細胞を得

る こ と が可能 で あ っ た .
ま た

,
単離直後の 肝細胞の 生
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存率はル 2% トリ
バ ン プ ル

ー

に よる非染色率が 85 % 以

上と良好な結果が得 られ, こ の単離肝細胞 を用 い て無

血清下での 初代培養 を試み た .

一 方
,
近年

,
血 清中に

はアル ブ ミ ン , フ ァイ ブ
ロ ネク テ ン , リ ボ蛋 白お よ び

その 他の 細胞増殖促進国子 が 存在 し, こ れ ら に よ り細

胞の 発育が促進さ れ るも の と考え られ て い る . 従来 よ

り
,

一 般に 細胞培養 に は 血 清が 用 い られ る こ とが 多く,

既報の ヒ ト肝細胞培養法で もす べ て血 清が添加さ れ て

いる
1 4ト 2 4】

.
しか し, 血 清と く に ウ シ 胎児血 清 は, 年々

供給量の不 足や 高価 で ある な どの 理 由の た め良質な ロ

ッ トの 定常的な入手が 困難で , ま た , 血 清に よ っ て は

ロ ッ トに より細胞増殖促進性が異な り, 時に は毒性が

あるとの 指摘もあ る . 山根 ら30)も 無血清下 の 方が血清を

加えた培地よ りも細胞の 表現形質が安定 して い た と報

告して お り, 著者の実験 に お い て も血清 を加 えた場合

の培養の 良否に か な り ば らつ きが ある よう に思 わ れた .

さら に , 血 清を加え た培養実験系で は, 血清 の 細胞代

謝へ の 影響が不明で あ り, また , 血清中の 多くの 不明

因子も無視 で き ない な どの 欠点が あ る . そ こ で , 著者

はよ り単純な実験モ デ ル の 作成 を目指 し, 無血 帯下 で

肝細胞を培養す る こ と を試み てき た .

無血清下で の 細胞培養の 歴史 は, 細胞の 栄養要求を

できる限り満た しう る組成を も っ た合成培地 を作成す

る努力に初ま り, 現在 ま で に 数種の 無血清培養用培地

が考案さ れて い る
3 1 ト 3 3)

. 著者が 用 い た D M - 1 7 0 は ,

K a ts u t a ら
3 4) ～ 3 6) に よ り 考案さ れ た培地 で , 多く の 種類

の細胞が血 清下 で も無血 清下でも培養 で き る こ と を目

的として作成され た も の で , ラ ッ ト R L C -

1 0
,
マ ウス

3T 3
,
L ･ P 3

,
ハ ム ス タ ー C H O - K l , な どの 細胞系で

培養可能な こ とが 確認 され て い る3 4) . さ らに
,
D M - 1 70

はヒ ト胎児肝の 培養に も用 い られ , K a t s u t a らは , ヒ ト

の細胞培養に 好適な培地 で あ ると 述 べ て い る
3 5)

.
ま た

,

無血清状態で は pIi の 変動をき たしや すい が, D M - 1 7 0

の培地組成の 特徴 と して ガラ ク ト ー ス と ピル ビ ン酸が

グ/レコ ー ス の 代わ りに 加 えら れ てお り
,
この た め グル

コ ー ス に よ る培養細胞 の 急速な有機酸発酵 に と も なう

培地の p B 低下 を防 ぐこ とが で きる もの と考えられて い

る細
. しか し

,
D M - 1 7 0 は ホ ル モ ン や成長因子 を含ん

でい な い ため, こ の 培地単独で は充分な培養効果 を得

る ことがで き なか っ た . 以上 よ り著者は
,
本研究が ヒ

ト肝細胞を用 い た培養実験 で あ る こ と や 無血 清下 で 細

胞を維持する必 要が ある こ とな どを考慮 し, D M - 17 0

を基礎培地と して 使用 し, さ ら に 培養効果を高め るた

めに 必要と思わ れ る もの を添加し て 無血清培地 を作成

した
. な お

,
D M T 1 7 0 , D u lb e c c o

,

s m o difi e d E a gl e

(D M E )
,
H I/ W O 5/ B A 2｡ ｡ ｡ 1 3) 3 2 ) お よび H a m F - 12 と

の比較検討を行 っ た結果, い ずれも D M 叫

1 70 に 比 べ て

635

光顕 的な形態変化や細胞接着率が劣 っ て お り , D M
疇

1 70 が 既存 の 培地中最適 で あろう と考え られ た .

一

方 , 培地 中に細胞発育促進因子 を添加 して 無血清

下で の 細胞培養 を試 み た報告も多い . W a y m o u th ら

は
I O)
,
コ

ー

チ ゾ ン を加 えて マ ウ ス 肝細胞 を培養 し,

G e r s c h e n s o n ら は
11)
, イ ン ス リン とア)L, プミ ン を加 えて

ラ ッ ト肝細胞 を培養 した. 著者は, 無血清下で 培養 さ

れ た こ れ ら の報告 を重 視 し, D M
-

1 7 0 培地に デキ サメ

サ ゾン
,
イ ン ス リ ン

,
アル ブ ミ ン を加え た . なお , デ

キサメ サ ゾン お よびイ ン ス リ ン に つ い て は
, 本邦 で も

市原ら
37) に よ り詳細な報告が なさ れ, 主に 細胞接着 や

Sp r e a di n g を促進す る
一 方

, 細胞推持 にも必要なホ ル モ

ン で ある と い わ れ て い る . また
,
ア ル ブ ミ ン に つ い て

も
,
F i sb e r ら

3 郎 を は じめ多くの 研究 に よ り細胞増殖促

進作用 が ある こ とが認 め られて い る . 最近, 山根は
3 g)
,

ウ シ ア ル ブ ミ ン Ⅴ 分画を培地中に 添加す ると細胞の増

殖能 が高ま るが
,
こ の 作用 は アル ブ ミ ン に 含まれ る不

純物 の 脂肪酸 で ある こ と を報告 した. しか し
,
ア ル ブ

ミ ン は脂質の 可 溶性を増 して 毒性を除き, さ ら に イ ン

ス リ ン活性の 喪失を防ぐ作用 もあるとい われてお り11) 3 9)
,

また
,
N a k ai ら は

40)
,
アル ブ ミ ン添加が細胞膜の 安定

性を増す と報告 して い る こ と か ら
, 著者もと く に 無血

清下 で の 培養 に はア ル ブ ミ ンが 必 要で あ ると 考えて い

る .

他方, 培養細胞の 培養皿底 へ の 接着率をよ り確実に

増加 させ る た めの 工 夫も なされ て い る .
M i ch al o p o ul o s

らは
41)
,
ラ ッ ト尾 よ り抽出した コ ラ ー

ゲ ン を用 い て浮遊

コ ラ ー ゲ ン膜 の 状態で ラ ッ ト肝細胞 を培養し, 同 じく

Li n らは
Ⅰ2)
,
ウ シ 皮膚 よ り抽出した コ ラ

ー

ゲ ン を培養皿

底 へ コ ー テ ィ ン グ し良好な培養成績 を得て い る . また ,

フ ァイ ブ ロ ネ クテ ン は
, 最近特 に細胞の 悪 性転換お よ

び正常化と の 関係4 2 卜 4 7)に お い て注目をあびて きた物質

で あ るが
,
P e a rl s t ei n は

48)
,
コ ラ ー ゲ ン を コ

ー テ ィ ン グ

した プ ラ ス チ ッ ク表面 へ の 細胞接着率が フ ァ イ ブ ロ ネ

ク チ ン に よ り著 しく 促進す る こ と を報告し た.
こ の 物

質は, 分子量 約 22 万の 糖蛋 白質で
4 9 卜 5 3)細胞表面に 存在

し て 細胞 と基質 あ る い は 細胞と細胞の 接着を高 め
,

S p r e a d i n g を促進さ せ ,
さ らに コ ラ ー ゲ ンとも よく結合

する と い わ れ て い る
4 抑銅 ト 5 6)

. ま た , この 物質は プ ロ テ

ア ー ゼ で 容易 に 分解され るため 57) , 本法の ように 細胞単

離 に 際して 長時間 プ ロ テ ア ー

ゼ ( デ ィ ス パ ー ゼ) を作

用 さ せ た後の 細胞回復に は不可欠の 添加物質で ある と

考 えられ る . 著者が 行 っ た 実験 に お い て も, 無血 清下

で の 細胞接着率の 比 較で は, 培養皿 に コ ラ ー

ゲ ン を コ

ー

テ ィ ン グ しフ ァ イ ブ ロ ネ ク チ ン を加 えた培養条件 で

の 成績が最も良 く, い ずれ か の 欠損した条件下 で は細

胞接着が 不 良で あ っ た .
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と こ ろで , 肝臓は肝実質細胞以外 に胆管上皮細胞,

網内系細胞, 血管内皮細胞, 結合織細胞 な どが 混在 し

てい る た め に , 培養細胞が肝実質細胞である こ と を形

態学的及 び生化学的方法 に よ り決定 す るヱ と が重要で

あ る . 形態学的同定と し て, 光顕的に 上 皮性 を示 す細

胞 を肝実質細胞で ある と して報告 して い る研究者も あ

るが ,
上皮性細胞が必ず しも肝実質細胞由来と は限 ら

ず
, 胆管上皮細胞や血管内皮細胞な ども上 皮性の 形態

を示 して く る . 著者 は, 電顕 レ ベ ル で の培養細胞 の 形

態観察 に よ り, ①核は大型円形 で明瞭な核小体 を有し,

細胞は多角形を示 してい る, ②ミ ト コ ン ドリ ア
･ 粗面

小 腹体 ･ 滑面小胞体な ど の細胞内小器官が細胞質に 散

在 して見 られ る, ③隣接 する 2 個の 細胞の 間に デス モ

ゾ
ー ム や g a p j u n c ti o n に 囲まれて毛 細胆管が形成され

て い る
, 喀)毛細胆管の近 く に ゴ ル ジ装置が 見ら れ る,

⑤細胞遊離緑 に 多数の ミ ク ロ ビリ
ー があ るな どの所見

を認 め, 培養細胞が肝実質細胞の微細構造 に お け る特

徴を十分 に備 えて い る こ と
5 8) 5 g)
を確認 した .

さ らに ア ル

ブ ミ ン合成な らび に その 分泌能 は, 肝実質細胞の 示 す

重要な機能であ り, 培養細胞 が肝実質細胞由来 で あ る

か どうか の 生化学的同定 をす る場合 に 最も よ く利用 さ

れ る肝特異機能の 1 つ で ある .
F o u a d ら は

6 0)
,
ラ ッ ト

初代培養肝細胞 か ら分泌 され た 蛋白成分 を分析 し, i n

v i v o に お け る成分の構成 と全く同 じである こ とを証明

して い る
. 著者も, 培養液の免疫学的検討 に よ り数種

類の蛋白成分が存在 して い る こ と を見た が, 特 に , 培

養液中の ヒ トア ル ブミ ン の 同定 を行 っ た .
そ の結果,

免疫拡散法お よ び免疫電気泳動法に よ り得ら れた 沈降

線 は, あらか じめ培地に加 え られ た ウ シ ア ル ブ ミ ン と

は明 らか に 異な り, ヒ トア ル ブ ミ ン と同
一 の も ので あ

る こ と を証明 した.
また

,
T C A 沈殿物中の放射能活性

で表わ した経時的な蛋白合成量測定の結果 に よ り, 本

研究に お ける培養肝実質細胞 は, 無血 清状態で少な く

と も 4 日 間は 十分な蛋白合成機能 を維持 して い る こ と

を証明 した.

次 に , 肝細胞に お ける A p o B お よび A p o A
- Ⅰ の

合成 に つ い て考察を加 える. 現在, 1 0 種類以 上 の アポ

蛋白が同定さ れて い るが , 肝臓 に お け る リボ 蛋白合成

に 関す るi n v it r o で の 実験研究 は主 に 実験動物を用 い

て 行わ れ てき た . す な わ ち, ラ ッ ト肝濯流法 に よ っ て

得 られ た濯流液中の リ ボ蛋白
6 1 ト 6 5)
や アポ蛋白4 0) 66)に 関

す る報告お よびラ ッ ト遊離肝細胞 を用 い た実験報告
48)6 7)

が あ り , リ ボ蛋白代謝の研究 に 大き な役割を果 して き

た . し か し
, 肝濯流法は実験動物に の み使用 可能な方

法で あ り ヒ トの実験系 と して は応用 で き ない . ただ
,

近年, 細胞培養法の 発展 ･ 普及 に より , 培養細胞 を用

い た実験成績 が多数報告さ れ る よ う に な っ て き た .

野

B r e sl o w ら は 68)
, 継代培養 マ ウス 肝細胞を用い て培養液

中に H D L の 存在 を確認 し, J e ej e e b h o y らは
69)
, 初代

培養 ラ ッ ト肝細胞の培養液中 に V L D L を証明した. ま

た
,
K e m p e n は

7 0)
,

1 4
C を用 い て初代培養ラ ッ ト肝細胞

の V L D L 合成 を証明 し
,
T a rl o w ら も

7Ⅰ)
,

3
H を用いて

初代培養 ニ ワ トリ肝細胞の V L D L 合成 を明らか にした.

さ ら に D a sh ti ら は
72)
, 初代培 養ラ ッ ト肝細胞より Ap o

A
-

Ⅰ
,
A p o E の 合成を明 らか に した . また

, 山田ら

は
2 8)
,
無血 清培養液 H I/ W O 5/ B A 2｡ ｡ ｡ を用 い たラット肝

細胞初代培養法を確立 し培養液中に A p o A -

Ⅰの存在

を確言乱 同 じく D a v i s らも
7 3)
,
D M E 培地を用 いて無血

清下 で の初代培養ラ ッ ト肝細胞よ り A p o B の 合成を証

明 し報告 した . し か し , これ らの 報告 はラ ッ トやマ ウ

ス
,
ニ ワ トリ な どの実験動物肝 を材料 とした ものであ

り, 動物種差に よ る影響が 重要な問題と して あげられ瑚
,

こ れ ら の 実験成績 を直 ちに ヒ トの リ ボ蛋白代謝に結び

つ ける の は危険で ある.

一 方
,
ヒ トで も肝由来の 培養細胞を用 い て リボ蛋白

代謝の検討 を試み た と の 以下 の報告も ある . すなわち
,

K ai gh n ら は
2 3)
,
正 常 ヒ ト肝組織 を培養 し, 各種蛋白合

成の検討の 中で β1
-

リ ボ 蛋白の合成 を認め て いるが,培

養細胞の形態 は線推芽細胞様 を示 し, 肝実質細胞とは

言 い 難い . 最近
,
Z a n ni s ら は

75)
,
ヒ ト胎児肝の器官培

養 によ り得 ら れた 培養液中に ,
A p o A

-

Ⅰ , A p o A
-

II
,
A p o B , A p o C - II , A p o C

-

III s , A p o E が存在

して い る こ と を明 らか に して い る . ま た, K n o w l e s ら

は
76)
,
幼児の 肝芽細胞腫お よび肝細胞癌よ り継代培養し

た培養細胞株 ( H e p G 2 , H e p 3 B) を用 い て, 培養

液中に β
-

リ ボ蛋白の 存在 を見た. その 後, R a s h らは
77)
,

同 じ H e p G 2 よ り A p o A - Ⅰ , A p o B ( A p o B ^ ,

A p o B E) , A p o C , A p o E の 存在 を, Z a n n i s らも
78)
,

H e p G 2 お よ び H e p 3 B よ り A p o A -ⅠⅠ, A p o C- II ,

A p o C
-

III- 1 , A p o C
-

III
-

2 を証明 した .
これらの

諸報告は, い ずれ も今後 の リ ボ蛋白代謝に お ける研究

に は極 めて重要な もの であ るが , 培地中に 種々 の濃度

の ウ シ胎児血 清が 添加さ れ て お り , ま た , 正常な成人

肝実質細胞の 単
一

な集団で は ない た め に , 生理的な正

常 ヒ ト肝細胞 に お ける リ ボ蛋白代謝の 実験 とする には

問題が残る.

以上 の 観点 か ら著者は , 無血 清下の 初代培養成人肝

細胞 を用 い て ア ポ蛋白合成に つ い て の 検討を加えた.

まず
, 家兎の 免疫 で 得 られ た特異 的抗体( 抗 A p o B お

よ び 抗 A p o A - Ⅰ) を用 い て , 培養48 時間後の濃縮醤

養液と の 間で 免疫反応 を行 っ た と こ ろ, 抗 A p o B に対

して 明瞭 な免疫沈降線が出現 し, 培養肝細胞に より合

成 ある い は分泌され た A p o B が培養液中に存在し
てい

る こ と を確認 した .
し か し

, 抗 A p o A - Ⅰ に 対して
の



無血清下初代培養成人肝細胞 に 関す る研究

免疫沈降線 は認
めら れ なか っ た ･

一 九 〔1
4

C ト ロ イ シ

ン を培養液中に 添加 し
て細胞内 に 新 し く合成 さ れ た

A p o B , A p
o A d I に 取 り込 まれ た 放射能活性に よ り

襲わした アポ蛋白の 合成は,
コ ン ト ロ

ー ル に 比 べ 明 ら

か に高値を示 し, 培養肝細胞が A p o B お よ び A p o A

-

Ⅰを合成 してい る もの と考 えら れた ･ しか し , A p o A

- Ⅰの放射能活性が A p o B に 比
べ て 低値 を示 した こ と

払 肝細胞に お ける A p o A - Ⅰの合成量が A p o B
に

比べ て低 い と の 報告
66) 7 5) 7 7 )

に ほぼ合致 して い る ･
また

,

免疫沈降線が A p o A -
Ⅰ で 確認 で き な か っ た の も その

ためで あろう と推測され る . また , 著者は , ペ ル オ キ

･シダ ー ゼ標識抗家兎I g G ヤ ギ抗体 を用 い て酵素組織化

学的方法に よ り生検肝組織の ア
ポ蛋白局在を検討 した･

その 結果, A p o B は細胞質内に
d

様に 染色さ れ A p o A

- Ⅰは散在性に観察さ れ ( 未発表) , や は り
A p o A - Ⅰ

の合成量が低い も の と考 えられ た . 本研究 に おい て,

著者は, 無血清下の ヒ ト肝実質細胞初代培養法 を確立

し, ヒ ト肝細胞 に お け る A p o B およ び A p o A
- I の

合成を直接証明 したが, 現在ま で , 初代培養
ヒ ト肝細

胞を利用 してア ポ蛋白の 合成に つ い て検討 した報告は

著者の成績が最初で あ る . 今後, 肝臓 に お い て重要な

アポ蛋白の 1 つ で ある A p o E な どを含め, 他の ア ポ蛋

白につ い ても本実験系で の 検討が必 要と 考え てい る .

結 論

1 . 無血清培地を用い て, 成人 肝実質細胞 の初代単

離培養法を確立 し, 形態学杓お よ び生化学的 に 検討 を

加えた. 培養細胞 は, 光頭像 ･ 電頭像で肝実質細胞 と

しての 形態学的特徴 を備 えてい る こと が確認 され た .

また, 肝実質細胞の マ ー カ ー

と して ヒ トア ル ブ ミ ン が

培養液中に 存在 して い る こ と を証明 した . さ ら に , 培

養肝細胞は
,
少な く とも 培養 4 日目 ま で は十分 な蛋白

合成機能を維持 して い る こ と を確認 した .

2 . 成人 肝細胞に よ る A p o B およ び A p o A - Ⅰ の

合成が確認さ れ た .
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s e r u m
-

f r e e c ul t u r e m e di u m a n d i t s a p pli c a ti o n .

N a tl . C an C e r I n st . M o n o g r . , 4 8 , 1 3 ト 1 3 3 (1 9 7 8) .

40) N a k ai , T ･
,
O tt o

,
P ･ S ･ , E e rt n e d y , D ･ L ･ &

W h a y n e T .
F . J r .

,
: R a t h i gh d e n sit y li p o p r o t ei n

s ubf r a c ti o n ( H D L ,) u pt a k e a n d c a t a b oli s m b y

i$ 01 a t ed r a t li v e r p a r e n c h y m al c e11 s . J . B i o l . C h e m .
,

251
,
4 91 4

- 4 9 2 1 (1 97 6) .

41) M i c h al o p o ul o s , G ･ & P it o t , H ･ C ∴ P ri m a r y

c ult u r e of p a r e n c h y m al h e p a t o c yt e s o n C oll a g e n

m e m b r a n e s . E x p . C ell R e s り 94 , 7 0
-

7 8 (19 75) .

42) H y n e s , R . 0 . : A lt e r a ti o n o f c e11- S u rf a c e

p r o tei n s b y vi r al t r a n sf o r m a ti o n a n d p r o th e o
l y s I S ･

P r o c . N a t . A c a d . S ci . , 7 0 , 31 70 - 31 74 (1 97 3) .

43) V a h e ri , A . & R u o sl a h ti , 臥 : D i s a p p e a r a n c e

Of 竺 m aj o r c ell
-

t y p e
-

S p e Cifi c s u rf a c e gl y c o
-

p r ot ei n a n ti g e n (S F) a f t e r t r a n rf o r m a ti o n of fib r o
-

bl a st s b y R o u s s a r c o m a vi r u s . I n t . J . C a n c e r , 1 3 , 57 9

-

586 (19 7 4) .

胡) Y a m a d a , K . M .
,
Y a m a d a

,
S . S . & P a st a m

,
Ⅰ∴

C e11 s u rf a c e p r o t ei n p a r ti all y r e st o r e s m o r p h ol o g y ,

ad h e si v e n e s s
,
a n d c o n s t a n t i n hi biti o n o f m o v e m e n t

t o tr a n sf o r m ed fib r o bl a st s . P r o c . N a t . A c a d . S c i . ,

73
,
12 17 - 1 2 2 1 (1 9 76) .

4 5) J a ff e , E . A . & M o s h e r
,
I) . F . : S y n th e si s of

fib r o n e c ti n b y c u lt u r e d h u m a n e n d o th eli al c ell s .

A n n . N . Y . A c a d . S ci .
,
31 2

,
1 2 2 - 1 31 (1 9 7 8) .

46) Li p k i n , G -
,
E n e c h t

,
M . E . & R o s e n b e r g , M . :

G ly c o p r o t ei n ～C O n t ai ni n g f a c t o r th a t m e di a t e s

C O nt a C t i n h ib iti o n o f g r o w th . A n n . N . Y . A c a d . S ci .
,

312
,
3 82- 3 9 1 (1 97 8) .

47) 箱守仙 一 郎: 癌細胞膜. 代謝, 1 7 , 1 4 03
-

1 41 6

(19 80) .

48) P e a rl s t ei n
,
E . : P l a s m a m e m b r a n e gl y c o

-

pr ot ei n w h i c h m e d i a te s a d h e si o n o f fib r o bl a st s t o

C Oll a g e n . N a t u r e , 2 6 2
,
4 9 7- 5 0 0 (1 9 76) .

6 39

4 9) R u o sl a h ti , E .
& V a h e ri , A . : N o v el h u m a n

S e ru m p r O t ei n f r o m fib r o b l a st pl a s m a m e m b r a n e .

N a t u r e
,
2 4 8

,
7 8 9

-

7 9 1 (1 9 7 4) .

5 0) M o s e s s o rL , M . W
.
,
C h e n

,
A . B . & H u s eb y , R .

M . : T h e c ol d - i n s o l u bl e gl o b ul i n o f h u m a n

pl a s m a . S t u di e s o f i t s e s s e n ti al s t r u ct u r al f e a t u r e s .

B i o c h e m .
B i o ph y s . A c t a , 3 8 6 , 5 0 9

- 5 2 4 (1 9 75) .

5 1) M o s h e r , D . F . : C r o s s - 1i n k in g of c o ld -

i n s o l u b l e gl o b u li n b y fi b ri n
-

St a b ili z in g f a c t o r . J .

B i o l . C b e m .
,
2 5 0

,
6 61 4 - 6 62 1 (1 9 7 5) .

5 2) M o s e s s o rL , M . W . : S t ru Ct u r e Of h u m a n

pl a s m a･C Old
-

i n s o l u b l e gl o b uli n a n d th e m e c h a n i s m

O f it s p r e ci pit a ti o n i n th e c ol d wi th h e p a r in o r fib ri n

-

fib r in o g e n c o m pl e x e s . A n n . N . Y . A c a d . S ci .
,
3 1 2

,

1 1
-

30 (1 9 7 8) .

5 3) M a t s u d a , M .
,
Y o s bi d a , N .

,
A o k i , N . &

W a k a b a y a s h i , K . : D i st rib u ti o n of c ol d
-

i n s ol u b l e

gl o b uli n i n pl a s m a a n d in ti s s u e s . A n n . N . Y . A c a d .

S ci
り
3 1 2

,
7 4 - 9 2 (1 9 7 8) .

5 4) E n g v all , E . & R u o sl a h ti
,
E . : B i n di n g of

S Ol u bl e f o rm O f fib r ot)1 a st s u rf a c e p r o t ei n , F ib r o
･

n e cti n
,
t O C O ll a g e n . I n t , J . C a n c e r , 2 0 , 1

-

5 (1 9 7 7) .

55) G ri n n ell , F . & M i n t e r
,
D

. : A tt a c h m e n t a n d

S p r e a di n g o f b a b y h a m st e r k id n e y c ell s t o c oll a g e n

S u b s t r a t a . E ff e c t s o f c old
-

i n s ol u bl e gl o b u li n . P r o c .

N a t . A c a d . S ci . , 7 5 , 4 4 0 8
- 44 1 2 (1 9 7 8) .

56) 中井継彦, 久津見 恭典 , 山 田志郎 : リ ボ蛋 白代

謝: 肝細胞. 動脈硬化, 8
,
6 4 9

-

66 0 (1 9 81) .

57) C a rt e r , W . G . & lI a k o m o ri
,
S . : I s ol a ti o n a n d

p a r ti a l ch a r a c t e ri z a ti o n of
t t

G a r a c t o p r o t ei n a
"

(L E T S) a n d
"

G a r a c t o p r o t ei n b
"

f r o m h a m s t e r

e m b r y o fi b r o bl a s t s . B i o c h e m . B i o p h y s . R e s .

C o m m u n .
,
7 6

,
2 9 9

-

3 0 8 (1 9 7 7) .

5 8) 海保正義, 久 米川正 好: 培養肝細胞の 微細構造.

組織培養, 1 , 2 2 5
-

23 5 (19 7 5) .

59) W a n s o n , J . C .
,
D r o c h m a n s

,
P .
,
M o s s e lm a I I S ,

R . & R o n v e a u x , M J F . : A d u lt r a t h e p a t o c y t e s i n

p ri m a r y m o n o l a y e r c ul t u r e . U l t r a s t r u c t u r a l

c h a r a c t e ri s ti c s o f i n t e r c ell ul a r c o n t a c t s a n d c ell

m e m b r a n e di ff e r e n ti a ti o n s . J . C ell B i ol . , 7 4 , 8 5 8
-

8 7 7 (1 9 77) .

6 0) F o u a d , F . M .
,
S c h e r e r

,
1R .

,
A b d - E l

-

F a tt a h
,

M . & R u h e n s t r o t h
-

B a u e r
,
G . : B i o s y n th e si s of

pl a s m a p r o t ei n s i n s e r u m - f r e e m e d i u m b y p rl m a r y

m o n ol a y e r c ult u r e o f r a t h e p a t o c yt e s . E u r o p . J . C ell

B i ol .
,
2 1

,
1 75

-

1 7 9 (1 9 糾) .

6 1) M a bl e y , R .
W

り
B e r s ot

,
T . P . & L eQ ui r e , Ⅴ .
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S . : Id e n tit y o f v e r y d e n sit y li p o p r o t ei n a p o p r o t ei n s

o f pl a s m a a n d li v e r G ol gi a p p a r a t u s ･ S ci e n c e , 1 6 8 ,

3 80 - 3 8 2 (1 9 7 0) .

6 2) W i n d m u ell e r , H . G .
,
H e rb e r t

,
R ･ N ･ & Le v y ,

R . I . : B i o s y n th e si s o f l y m ph a n d p
l a s m a li p o

･

p r o t ei n s b y i s ol a t e d p e rf u s e d r a
t li v e r a n d i n t e sti n e ･

J . Li pi d R e s . , 14 , 2 1 5
- 2 2 3 (1 9 7 3) ･

6 3) N o el , S . P . & R u b i n s t ei n
,
D ･ : S e c r e ti o n o f

a p oli p o p r o t ei n i n v e r y l o w d e n sit y a n d hi gh d e n sit y

li p o p r o t ei n s b y p e r fu s e d r a t li v e r ･ J ･ Li pid R e s ･ , 1 5 ,

3 0 1 - 3 0 8 (1 9 7 4) .

6 4) M a r s h , J . B . : A p oli p o p r o t ei n s o f t h e
li p o

･

p r o t ei n s i n a n o n r e ci r c ul a ti n g p e
rf u s a t e of r a t li v e r ･

J . Li pid R e s . , 1 7 , 8 5
- 9 0 (1 9 7 6) .

65) H a m ilt o n , R . L .
,
W i11i a rrL S

,
M ･ C ･

,
F i el di n g ,

C . J . & Ⅱ a v el , R . J . : D i s c oi d al bil a y e r st r u c t u r e o f

n a s c e n t hi gh d e n sit y li p o p r o t ei n s f r o m p e r f u s e d r a t

li v e r . J . C li n . I n v e st . , 5 8 , 6 6 7
-

6 8 0 (1 9 7 6) .

66) W u , A . L . & W i n d m ll ell e r , H ･ G ･ : R el a ti v e

c o n t ri b u ti o n s b y li v e r a n d i n t e sti n e t o i n d
i v id u al

pl a s m a a p oli p o p r o t ei n s i n t h e r a t , J ･ B i ol ･ C h e m ･
,

2 54
,
7 3 1 6

-

73 2 2 (1 9 7 9) .

6 7) F elk e r , T . E .
,
F ai n a ru

,
M ･

,
H a m il t o n , R ･

L . & H a v el
,
R . J . : S e c r e ti o n o f t h e a r gi n i n e -

ri c h

a n d A
-

I a p oli p o p r o t ei n s b y th e i s o l a t ed p e
rf u s e d

r a t li v e r . J . L i pi d R e s . , 1 8 , 4 6 5
- 4 7 4 (19 7 7) ･

6 8) B r e 8l o w , J .
L .
, S l o a n , H ･ R ･

,
F e r r a n s

,
V ･ J ･

,

A n d e r B O n , J . I . . & Le v y , R . Ⅰ. : C h a r a c t e ri z a ti o n o f

th e m o u s e li v e r c ell li n e F L 8 3 B . E x p . C e11 R e s . , 7 8 ,

4 4 1
- 4 5 3 (1 9 7 3) .

6 9) J e ej e eb h o y , K . N . , II o , J . , B r e c k e n ri d g e , C ･
,

R o b e r t s o n , A . B .
,
S t ei n e r

,
G . & J e ej e e b h o y , J ･ :

S y n th e si s o f V L D L b y i s ol a t e d r
a t h e p a t o c y t e s i n

s u s p e n si o n . B i o c h e m . B i o ph y s . R e s ･ C o m m u n ･
,
6 6

,

1 1 4 7
- 1 1 5 3 (1 9 75) .

7 0) 駄 e m p e n , lI . J ∴M . : L i p o p r o t ei n s e c r eti o n b y

i s ol a t e d r a t h e p a t o c y t e s , C h a r a c t e ri z a ti o n o f th e

野

1i pid
-

C a r r Y l n g p a r ti cl e s a n d m o d u l a ti o n of th eir

r el e a s e . J . Li pid R e s . , 2 1 , 6 7 ト 6 8 0 (1 9 80) .

7 1) T a rl o w , D ･ M ･
･
W a tk i n s

･
I) ･ A ･

,
R e e d

, R ･ E .

,

M ill e r
,
R ･ 乱 I Z w e r g el , 軋∴臥 & L a n e , 軋 D

. :

L i p o g e n e si s a n d th e s y n th e si s a n d s e c r e ti o n of v e ry

l o w d e n sit y li p o p r o t ei n b y a vi a n li v e r c e11 s i n

n o n p r o lif e r a ti n g m o n ol a y e r c u lt u r e . H o r m o n al

e ff e c t s . J . C e 11 B i o l . , 7 3 , 33 2
-

3 5 3 (1 9 7 7) .

7 2) D a sh ti , N ･
,
M c C o n a th y , W ･ J ･ & O n tk o

,
J .

A ･ : P r o d u c ti o n o f a p oli p o p r o t ei n s E a n d A
-

I b y

r a t h e p a t o c y t e s i n p r l m a r y C u lt u r e . Bi o c hi m
,

B i o p h y s . A c t a , 6 18 , 3 4 7 - 3 5 8 (1 9 8 0) .

7 3) I) a v i s , R . A .
,
E n g el h o rn , S . C .

,
W ei n s t ei n

,
D .

B . & S t ei n b e r g , D . : V e r y l o w d e n sit y li p o p r o tein

S e C r e ti o n b y c ult u r e d r a t h e p a t o c y t e s . J . B i ol .

C h e m
り
2 5 5

,
2 0 3 9

-

2 0 45 (1 98 0) .

74 ) C h a p m a n , M . J . : A n i m a l li p o p r o t ei n s :

C h e m i st r y , S t r u Ct u r e , a n d c o m p a r a ti v e a s p e cts . J .

Li pid R e s . , 2 1 , 7 8 9
-

8 5 3 (1 9 8 0) .

7 5) Z a Ⅱ m i s , Ⅴ. Ⅰ.
,
E u r n it

,
D . M ･ & B r e sl o w

,
J . L :

H e p a ti c A p o A
-

I a n d A p o E a n d i n t e sti n al A p o A

-

I a r e s y n th e si z e d i n p r e c u r s o r i s o p r o tei n f o r m s b y

o r g a n c u lt u r e s o f h u m a n f e t al ti s s u e s ･ J ･ B i ol .

C b e m .
,
2 5 7

,
5 3 6

-

54 4 (1 98 2) .

7 6) E m o v l e s , B . B .
,
仔 o w e

,
C . C ･ & A d e m

,
D ･ P ∴

H u r n a n h e p a t o c ell ul a r c a r ci n o m a c ell li n e s s e c r ete

th e m a J O r pl a s m a p r o t ei n s a n d h e p a titi s B s u rf a c e

a n ti g e n . S ci e n c e
,
2 0 9

,
49 7 - 49 9 (1 98 0) ･

7 7) R a s h , J . M .
,
R o th bl a t , G . H ･ & S p a rk s , C ･

E . : Li p o p r o t ei n a p ol
i p o p r o t ei n s y n t h e si s

b y h u m a n

h e p a t o m a c ell s i n c ult u r e ･ B i o c hi m ･
B i o p h y s ･ A cta ･

6 6 6 , 2 9 4
- 2 9 8 (1 98 1) .

7 8) Z a mi s , V ･
Ⅰ･
,
B r e sl o w

,
J ･
L ･

･
S a n G i a c o m o , T ･

R .
,
A d e n , D ･ P ･ & K n o w l e s , B ･ B ･ : C h a r a ct e riz a

,

ti o n o f th e m aj o r a p oli p o p r o t ei n s s e c r et ed b y t w o

h u m a n h e p a t o m a c ell li
n e s ･ B i o c h e m ･

,
2 0 , 7 089

-

7 0 96 (1 9 81) .

S t u die s of A d ult H u m a n H e p at o cy t es i n P ri m a r y M o n ol ay e r C ult u r e t n d e r S e ru m
-fr e e C o ndi･

ti o n It s u o N ish i n o , M . D .

,
D e p art m e n t o f I nt e r n al M e dici n e , C a n c e r R e s e a r

c h I n stit u te
,

K a n a z a w a U ni ve r sit y , K an a Z a W a , 9 2 0
- J

.
J u z e n M ed . S o c .

,
9 l
,
6 2 9 - 6 4 1 (1 9 8 2)

K e y w o r d s: A d ult h u m a n h e p at o c y t e s, S e ru m
一 丘e e m e di u m , P ri m ary m o n ola y e r c ult ur

e
,

A p olip o p r o t ei n s y n th e sis ･

A b st m c t

I n o r d e r t o st u d y li p o p r o t e in s y n t h e si s i n h u m a n h v e r , a P ri m
a r y m o n o l a y e r c u l t u r

e o f a d u lt

､･..
･く
･
･.･･-
…

.-‥･‥･
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h u m a n h
e p a t o c y t e s i

n s e ru m
-f r e e m e d i u m w a s i n v e s tig at e d ･ B i o p s y s p e ci m e n s o f a d u lt h u m a n

li v e r W e r e C u t i n t
o fi n e p i e c e s a n d t h e h e p a t o c y t e s w e r e d i s s o c i a t

e d w it h c o ll a g e n a s e f o ll o w e d b y

D is p a s e ( G o d o S h u s e i C o ･) ･ I s o l a t e d c ells w e r e i n c u b a t e d i n s e r u m -f r e e m e d i u m , D M
-1 7 0 ,

s u p p
l e m e n t e d w it h l O

- 6
M i n s山i n

･
1 0

- 6
M d e x a m et h a s o n e , 1 ･ 5 % b o v i n e alb u m i n a n d 2 × 1 0

- 1 0
M

h u m a n fib r o n e c t in , O n
C Oll ag e n p r e c o a t e d c u l t u r e di s h e s ･ T h e s e d e s h e s w e r e p l a c e d i n a h u m id i

一

触d i n c u b a t o r
at 3 7

0

c u n d e r 5 % C O 2/ 9 5 % ai r . M o r p h o l o g i c al e x a m i n ati o n w i t h lig h t
- a n d

el e ct r o n
-

m i c r o s c o p e s s h o w e d t h at t h e a p p e ar a n C e O f c u l t1 1 r e d h e p at o c y t e s w a s w e n m ai n t a i n e d

i n s e r u m
-f r e e c u lt u r e m e d i u m a t l e a st f o r 5 d a y s a ft e r c e n c u l ti v a ti o n ･ El e c t r o n m i c r o s c o p y

r e v e al e d t h a t t h e c ell s i n p ri m a r y c u l t u r e h a d a fi n e st r u ct u r e i d e n ti c al w it h t h
e li v e r p a r e n c h y m al

c en s i n v i v o .
C ell u l a r p r o t ei n s y n t h e si s , d e t e r m i n e d b y 【

1 4
c] - 1 e u ci n e i n c o r p o r at i o n i nt o t ri c h

l o r o a c eti c a ci d ( T C A) in s ol u b l e f r a c ti o n s o f e x t r a c e u u l a rl y r el e a s e d p r o t e i n s , i n c r e a s e d li n e a rl y

u p t o 9 6
h o u r s o f t h e c u l t u r e p e ri o d ･ A n d s e v e r al i m m u n o -

P r e Ci p iti n li n e s w e r e r e c o g n i z e d

b et w e e n a n ti
- h u m a n s e r a a n d t h e c o n d iti o n i n g c u lt u r e m e d i a i n w h i c h t h e h ep a t o c y t e s w e r e

c ult u r e d f o r 9 6 h o u r s . M o r e o v e r , Sy n t h e si s o f b o t h ap oli p o p r o t ei n s ( A p o B a nd A p o A
- Ⅰ) b y

h u m a n h e p at o c y t e s w a s al s o c o n fi r m e d b y m e a s u ri n g th e i n c o r p o r a t e d r a d i o
-

a Cti vi ti e s i n t o A p o

B a n d A p o A
- I a ft e r t h e c ell i n c u b a ti o n w it h [

1 4
c ト 1 e u c i n e .

B a s e d o n t h e s e fi n d i n g s it i s c l a i m e d t h a t t h e p r e s e n t c u lt u r e s y st e m i s a g o o d m o d el t o st u d y

th e m o rp h o l o g i c al a n d m et a b o li c c h a r a ct
e ri sti c s o f h u m a n h e p at o c y t e s u n d e r t h e m o r e c o n

-

t r o ll e d a n d r eli a bl e i n vi tr o c o n d iti o n .


