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成熟ラ
`

ッ .ト肝細胞 の 初代単層培養法 を用 い た

リ ボ 蛋白代謝 に 関する 研究 : 高比重 リ ボ 蛋白

( H D L 3) お よ び A p o A -Ⅰ の 合成 に つ い て

金沢 大学医学部第 2 内科学講座 ( 主任 ; 竹 田亮 祐教授)

山 田 志 郎

( 昭和 53 年10 月3 1 日受 付)

本論文の
一

部は , 第 50 回 日本生化学会大会 ( 昭和 52 年 10 月 , 東京) . 第 10 回日 本動脈

線化学会総会 ( 昭和 53 年 5 月 , 長崎) , 第11 回国際老年学会議 ( 昭和 53 年 8 月 , 東京)

で 発表 した .

従来 , 冠動脈硬化症 の 発症進展 と リ ボ蛋白と の 関係

に つ い て は血 中の βリ ボ 蛋白も しく は 低 比 重 リ ボ 蛋

白( l o w d e n sit y li p o p r o t e i n ,
L D L ) が 冠動脈 硬化 の

成因に 重要な 役割を演 じて い る事 が多数 の 研究者に よ

っ て 強調さ れ て き た
1 削

.

一

方 , M ill e r らが 血欒の 高

比重リ ボ 蛋白 ( hi g h d e n sit y li p o p r o t ei n , H D L ) コ

レ ス テ ロ ー ル と 体 コ レ ス テ ロ ー ル ー プ ー ル と の 問 に 負

の 相関が み ら れ
,

E D L が 末梢 より 肝 へ の コ レ ス テ ロ

ー ル 輸送 に 関与 して い る可能性 を報告3】
し て 以 来,

H D L の 抗動脈硬化作用に つ い て 興味 あ る 報 告 が 相 次

い で なさ れ た . しか し , H D L の 生体 内で の 代謝お よ

ぴ そ の 調節に つ い て は不明な 点が 多い .

H D L の 合成に 関して は R a d d i n g ら が肝 ス ラ イ ス を

用 い て
1 4
c -1 e u ci n e の リ ボ蛋白 へ の 取り込 み を 報 告 し

て い る が
4)

, 近年 , 肝海流法を 利用 して H D L の 合成 を

検討す る方法 が主と して 用 い ら れ て い る
15 卜 1 9I

. し か

し , 肝 海流法 は対象とす る肝細胞の 不均 一 性 , す な わ

ち肝 実質細胞以外の ク
ー パ ー 細胞等の 影響が 問題と な

り
欄

,
さ らに

. 数時間 しか そ の 特異的肝機能を維 持し え

な い 難点が あ り , 約1 3 . 5 時間と 長い 半 減 期
川

を も つ

H D L の 主た る ア ポ蛋白で あ る A p o A ･I の 合成や 分解

の 機序 お よ びそ の 調節機構を 解明する に は不充分と 考

え られ た . そ こ で 著者は長時間 にわ た り観察可能 な実

験 モ デ ル と し て 成熟 ラ ッ ト肝細胞の 初代単層培養法 を

確立 し , こ の 培養肝
■

実質細胞 を用い て H D L 3 特 に そ の

主 た る ア ポ 蛋白 A p o A ｣ の 合成 に つ い て 検討 し た .

S y n th e si s of H D L 3 ( O r A p o A ･Ⅰ) b y r at

材料 お よ び方法

1 . 肝 実 質 細胞 遊 離 法 お よ び 培 養 法 に つ い て

( F i g .1 )

2 4 時間絶食後の S p r a g u e
- D a w l e y 雄 ラ ッ ト (体重

250 ～ 30 0 g) を ベ ン ト パ ル ビ タ
ー ル ( N e m b u tal

S O d i u m , A b o tt L a b .) 麻酔 下に 開腹 し , 門脈 より0 .05

% コ ラ ゲ ナ
ー ゼ ( T y p e Ⅲ

,
W o r th i n g t o n B i o ch e m .

C o r p .) を含む K r e b s
･ H e n s el e it b i c a r b o n a t e b uff e r

( K H B ) で 肝 を潅涜す る B e r r y と F ri e n d の 方法
12
厄

準 じ た 中井 ら の 変法
13I

に て 肝細胞遊離 を行 な っ た . こ

の K H B は あ ら か じ め 5 % C O 2 /9 5 % 0 2 の 混合ガ スで

飽 和 し , 37
0

c p H 7 .4 に 調 整 し , M illi p o r e fi 1te r
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F i g . 1 . I s ol a ti o n a n d c u ltu r e of a d ult r a t liv e r

p a r e n c h y m al c e ll s .

h e p at o c y t e s i n p ri m a r y m o n o l a y e r c ult u r e ･

S h i r o Y a m a d a
,
M . D . T h e S e c o n d D e p a r t m e nt o f I n t e r n al M e d i c i n e (D i r e ct o r ; P r of ･ R ･

T a k e d a) ,
S c h o ol o f M e di ci n e

,
K a n a z a w a U ni v e r si t y .



ラ ッ ト培養肝細胞 に よ る H D L 3 の 合成

(P O r e Si z e : 0 .2 2 iL m
,
M illi p o r e L td .) で 滅菌濾過 し

たも の を使用 した . 肝 海流約20 分後 コ ラ ゲ ナ ー ゼ に よ

り軟化し た 肝 を ラ ッ ト 腹 腔 内 よ り 摘 出 し , 培 養 液

HI/ W O 5/ B A 2 0 0 0 (I n t e r n a ti o n a l S ci e n tifi c I n d .) 中

で 細胞を遊離 し ､ 約90 メ ッ シ ュ の 絹 フ ィ
ル タ ー に て 濾

過し た . 濾液 を約 400 r p m 2 分間遠心 , 洗浄を繰 り 返

し, 約40 ～ 70 mエの 肝実質細胞の 浮遊液を 作 る .
こ の

浮遊液中の 細胞数は トリ バ ン プル ー で 染色 し , 非染色

細胞を血算盤 に て 計測 する
. 約2 .5 ～ 3 × 1 0

6

個 の 遊

離細胞を前 も っ て コ ラ ー ゲ ン ( T y p e Ⅳ , C a lf s k i n .

Si g m a C h e m ･ C o ･) を コ
ー

テ ィ ン グ し た 培養 皿 ( 直

径 60 m m , F a l c o n C o .) を用 い て
14) 2 . 5 mL の H I /

W O 5/ B A 2 0 0 0 中 , 3 7
O

c で 湿潤 し た5 % C O 2/9 5 % ai r

の気相下に 培養 を開始する . 培養液 は培 養4 時 間後 ,

次い で 20 時間後 , 以後2 4 時間毎 に交換 し た . こ れ ら

の操作 はすべ て 無菌的条件下で 行な っ た , 以下の 実験

は主 に 2 4 時間後 の 培養肝細胞 を用い 形態学的 , 生化学

的検討を 行な っ た .

2 . 培養肝実質細胞 の 形態学的, 生化学的特徴に つ

い て

1 ) 形態学的検査

培養2 4 t 4 8 , お よ び 72 時間後の 肝細胞 に つ い て 光

学顕微鏡に て 形態学的検討 を行な っ た . さ ら に 4 %

gl u t a r a ld e h y d e , 1 % o s m i u m t e t r a o x i d e に て 固

定, K a r n o v s k y
'

s l e a d h y d r o x i d e 処理 した . 2 4

時間後の 培養肝細胞 の 微細構造を 日立 H U -

1 1 B 電子顕

微鏡 に て 観察 した .

2 ) 培養肝細胞 に よる ブ ド ウ 糖合成

24 時 間培 養 後 の 単 層 肝 細 胞 を 10 m M l a c t a t e

( 1i th i u m s al t , C al b i o c h e m , C o .) .
1 m M p y r u v a t e

( S i g m a C h e m . C o .) お よ び 2 .6 〟M gl u c a g o n ( L ill y

R e s . L a b .) を含む K H B 中で 37
0

c , 5 % C O 2/ 9 5 % a i r

の 気相 下 に ロ ッ カ ー
｡ イ ン キ ュ

ベ ー

タ
ー ( B ell c o

G l a s s I n c .) を使用 して 2 時間迄イ ン キ エ
ペ ー

卜 し ,
メ

ジウ ム 中に 放 出さ れ た グル コ
ー

ス を h e x o k i n a s e お よ

び gl u c o s e
-6 -

p h o s p h a t e d e h y d r o g e n a s e ( B o e h -

ri n g e r M a n h ei m B i o c h e m .) を用い た酵素法 に て 測

定し た
- 5)

.

一 方 , 対照 実験 と して グル カ ゴ ン の みと イ ン

キ ュ
ベ ー トし た培養肝細胞 か ら グリ コ ー ゲ ン 分解の 結

果放出さ れ た ブ ド ウ 糖畳 を 測定 し,
こ の 値 を差 し引い

て 真の 糖新生能 を算 出 し た . 単 位 は L o w r y ら の 方

法
1 6

厄 より 定 量 し た 細 胞 蛋白 あ た り の グ ル コ ー ス

n M / m g c e ll p r o t ei n ( / h r ) と して 計 算し た .

3 ) d e x a m e th a s o n e ( D X M ) に よ る t y r o si n e a m -
i n o t r a n s f e r a s e ( T A T ) 活性 の 誘導

培養2 4 時間後 の 単層培養肝細胞を新鮮培 養 液 で 洗

759

浄後 , 濃度 10
. 5

M D X M の 培養 液 HI/ W O 5 / B A , ｡ ｡｡ 中

で 6 時間37
0

c , 5 % C O 2 /9 5 % a i r の 気相 下 に 培養 し

細胞内の T A T 活性を S p e n c e r と G elh a r t e r ら の 方

法
-7ト

で 測定 し , D X M を含ま な い 培養液で 培養し た対

照 の 肝細胞 内の T A T 活性と 比較 し た . な お本酵素 活

性 は 37
0

c . 1 分 間 に I n m o l e の p
- h yd r o x y

-

p h e n yl

p y r u v a t e の 生成 に要 する酸素量 を1 m U と し , 細胞蛋

白 m g あ た り の 酵素量と して 算出した .

4 ) 非代謝性 ア ミ ノ 軌 a - a m i n o i s o b u t y ri c a ci d

( A I B ) の 細胞膜輸送

培養2 4 時間後の 肝細胞 に つ い て , α
･〔1

一
日
c 〕･ A I B

( N e w E n gl a n d N u cl e a r C o r p .) を培養液中に加え
,

経 時的 に 24 時間迄細胞 内外の AIB 濃度比 を測定 し ,

培養肝細胞膿 の ア ミ ノ酸輸送を Kl e t z e n らの 方法欄
に

従 っ て 検討し た . ま た D X M の ア ミ ノ 酸輸送 に及 ぼ す

影響 を検討す る た め 10
~

5
M D X M を培養液中に 加 え 同

様 に AIB 比 を測定 し対照 と比較し た
. こ の AI B 濃度比

( AI B d is t ri b u ti o n r a ti o ) を算出する ため の 細胞 内

W a t e r S p a C e は非代謝性 ブ ド ウ 糖 , 3 -0 - m e th yl
1 4
c ･

gl u c o s e ( N e w E n gl a n d N u cl e a r C o r p .) を K H B 中

に 加え 細胞 内外 の m e th yl gl u c o s e が平衡状態に 達 し

た値か ら , 2 . 4 5 5 p L / m g c e11 p r o t ei n と計算さ れ た

( Fi g .2 )
19J

.

5 ) 培 養肝細胞に よ る ア ル ブ ミ ン 合成

24 時間後 の 培養肝細胞 より培養液中に合 成分 泌 さ

れ る ア ル ブミ ン を2 4 時間迄経時的に測定 した . また 蛋

白合成阻害剤 c y cl o h e x i m i d e ( S i g m a C h e m . C o .) を

培養液中に 加え , 培養肝細胞の ア ル ブミ ン 合成に対す

る影響を検討 し た . ア ル ブミ ン の 測定に は L a u r ell の

定量的免疫電気泳動法
2 0】

の 改良法
2 =

を 利用 した , 使 用
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F ig ･ 2 ･ T h e u p t a k e of 14 C , m e th yl gl u c o s e b y

a d ult r a t h e p a t o c y te s in c ult u r e f o r 2 4 h o u r s .



7 6 0

し た抗 ラ ッ ト ｡ ア ル ブミ ン抗体 は ラ ッ ト ｡ ア ル ブ ミ ン

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

4 m g を 等量 の F r e u n d
'

s c o m p l e t e a dj u v a n t ( D if c o .

L a b . I n c .) と ともに 家 兎腹腔内 に 1 週間毎 に 4
～

5 回

免疫する こ と に より得 られ た . しか し , こ の 抗体 は免

疫学的 に培養液の 組成 で あ る ウ シ ｡ ア ル ブ ミ ン と も反

応する ため に 予 めウ シ ･

ア ル ブ ミ ン (P e n t e x F r a c ti o n

V
,
f a tty a ci d f r e e , M il e s L a b . I n c .) と 混和 遠心 す る

こ と に よ り 吸収除去し, ラ ッ ト ･ ア ル ブ ミ ン に 対す る特

異 的抗体を作成 し た .

3 . 培養肝 細胞 に よる H D L 3 ま た は A p o A -Ⅰ の 合

成 に つ い て

1 ) ラ ッ ト血清 E D L 3 分離法( Fi g .3 ) お よ び抗 ラ ッ

ト H D L 3 抗休の 作成

24 時間絶食後の S p r a g u e - D a w l e y ラ ッ ト ( 姓) の

腹部大動脈 より採血 し , 4
0

c に て 遠心分離し た血 清 に

K B r を 加 え , 密度 d = 1 .1 1 0 g / m⊥ に 調 整 し ,

1 0 5 ,000 × g , 22 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
,

こ の 分画に K B r を 加え , 密度 を

d = 1 .2 10 g/ m⊥に 再調整 し . さ らに 10 5 ,000 × g 4 4

時間遠心 を 行 い , 上 層 す な わ ち 密度 1 .1 1 0 < d <

1 . 21 0 g ノ血エの 口D L 3 分画を分離 した . こ の 分画申の ア

ル ブ ミ ン の 混在を 除く た め に 密 度 d = 1 .2 10 g/ mエの

N a C l ･ K B r 液 に て 超遠心を繰 り 返 した . 4
0

c 下 に 再

潜 水, ま た は 3 m M E D T A を 含 む 0 . 1 5 4 M N a C l

( p H 7 . 5 ) に 対 して 透析を 行 い
, 分離し た ラ ッ ト ロD L 3

を F r e u n d
'

s c o m p l et e a d j u v a n t と 混和( l : 1 v / v )

し . 過 1 回 H D L 3 の 蛋白量 と し て 2 m g 宛家 兎腹腔内に

投与 し
, 4 週後 に 心穿別 に より 家兎 より 採血 し抗 ラ ッ

ト H D L 3 家兎血清を 得た .

2 ) 抗 ラ ッ ト H D L 3 血清 の 特異性 に つ い て

R A T P L A S M A

d = 1 . 1 1 0 g / m l

l O う
,
0 0 0 x g

f o r 2 2 h o u r s

T O P F R A C T 1 0 N

d 〈 1 . 1 1 0 g / m l

B O T T O H F R A C T I O N

d 竿 1 . 2 1 0 g / n l

l O 5 , 0 0 0 Ⅹ g

f o r 4 4 b o u r 畠

T O P F R A C T I O N B O T T O M F R A C T I O N

l . 1 1 0 くd く工 . 2 1 0
g / 山 d 〉1 . 2 1 0 g / m l

H D L
3

F i g . 3 . I s ol ati o n of hi gh d e n sit y lip o p r o t e in (H D L 3)
b y ult r a c e n t rif u g a ti o n .

得 ら れ た抗 ラ ッ ト H D L 3 血清( A n ti -

r a t H D L 3) の特

異性 を確か め るた め ･ こ の 抗 H D L 3 血清と ぅ ッ ト血清
よ り超遠心法 に て 分離し た超低比 重 リ ボ 蛋白 ( v e r y

l o w d e n si t y li p o p r o t e i n V L D L
,
d < 1 . 0 0 6 g/ mL)

お よ び低比重 リボ 蛋白 ( L D L 2 , 1 .01 9 < d < 1 .050 g/

mL ) を 1 % a g a r o s e を用 い て O u ch t e r l o n y の 免疫拡

散法 に より 検討し た .

さ ら に
,

こ の 抗 ラ ッ ト H D L 3 血清が H D L 3 を構成す

る い ず れ の ア ポ蛋白に 対す る免疫 学的特異性を有する

か を 検討 した . す な わ ち
, 超遠JL ､故 に よ り得 られたラ

ッ ト H D L 3 は S c a n u の 方法
2 2J

に 従 い
.

エ タ ノ
ー ル . エ

チ ル エ ー テ ル で 完全脱脂 し A p o H D L 3 を 得 た
. こ の

A p o H D L 3 を S e p h a d e x G ･1 00 ( P h a r m a ci a F i n e

C h e m ･ I n c ･) の カ ラ ム ･ ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー ( カラ ム サ

イ ズ : 2 ･ 5 × 90 c m ) に より . 8 M u r e a を 含む0 .01 M

T ri s b u ff e r ( p H 8 . 0) で 溶 出 し , 各分 画 の 蛋白量を

280 n m の 吸光度で 測定 した . 溶 出 パ タ ー

ン は p e a k

I
, ‡お よ び Ⅲ の 3 峰を 形成し . 各 p e a k 相 当部 分を

Al a u p o v i c ら の 方法
2 3J2 4J

に従 っ て 8 M u r e a を 含 む7

% p ol y a c r yl a m i d e g e l el e c t r o p h o r e si s (P A G E) に

て 分離 し た ( Fi g .4 ) . 泳動後 p o l y a c r yl a m i d e g eI を

縦断 2 分割 し , ア ガ ロ ー ス ･ ゲ ル に 埋め込 み t 抗ラ ッ

ト H D L 3 血清と 免疫 拡散法 に より 反応 さ せ
,

い ずれ の

ア ポ 蛋 白泳動帯 に 免疫沈 降線が 形 成 さ れ る か 観察し

た .

3 ) ラ ッ ト 培養肝 細胞 に よる H D L 3 ま た は A p o A ･

Ⅰ の 合成 に つ い て

培 養4 時間後の 肝 細胞 を新鮮培養液 で 洗浄し , その

後前述の 条件下で 20 時 間培養を続 け . そ の 培養液に つ
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F i g .
4 . G e l filt r a ti o n o f tot ally d e li pid i z e d r a t H D L

3

(A p o H D L J o n c ol u m n o f S e ph a d e x G ,1 0 0 . T h e

i n s e r t sh o w s p o ly a c r yl a m id e g e l e l e c t r o p h o r e ti c

p a tt e r n s o f A p o H D I . 3 仕h e l e ft), p e a k I , I‡ a n d

III .



ラ ッ ト培養肝細胞 に よ る H D L 3 の 合成 761

い て 以下 の 検討を行 な っ た . 培 養液を 集め 200 0 × g

で 1 5 分間遠心し . 死滅 した 細胞等を 除去 し , 上 清 を

ult r a fil t r a ti o n ( A m i c o n P M lO , A mi c o n C o .) で 約

10 倍に 濃縮 した . こ の 濃縮培養液 を用い て 抗 H D L 3 血

清との 免疫反応 を 1 % ア ガ ロ ー ス を用い た免疫拡散法

およ び免疫電気泳動故 にて 検討 し た .

また プ ー ル し た培養液 より H D L 3 分画( 1 . 1 1 0 < d

< 1 .2 1 0 g / m り を前述の 超遠心法 に て 分離し , S c a n u

の方法で 完全脱脂 し た A p o H D L 3 を 8 M u r e a を 用 い

る7 % P A G E に て 分析 し た .

成 績

1 . 培養細胞に つ いて

1 ) 培養肝 細胞 の 形態学的特徴 に つ い て

培養24 時間後の 肝細胞 は隣り合 っ た 細胞 が 互 い に

接し均 一 な単層を 形成 し ( Fi g .5 ) , そ の 細胞 間隙 に は

正常肝組織像の 如く微細胆管や デ ス モ ゾ ー ム 等が 電子

顕微鏡 で 明瞭 に観察 さ れ た . ま た細胞内の ミ ト コ ン ド

リ ア ,
ゴ ル ジ装置, 阻面 およ び滑面小胞 体, さ ら に 細

胞核 等細 胞 の 微 細 構 造 は よ く 維 持 さ れ て い た

(Fi g .6 ) . 電子顧徴鏡下 に 観察 さ れた ク ー パ ー 細胞 は

全細胞数 の 1 % 以 下 で あ っ た . ま た 48 , 7 2 時 間後の 培

養細胞の 形態も2 4 時間後の 細胞 と比較 しう る 程 よ く

維持さ れ て い た .

2 ) ブ ドウ 糖合成 に つ い て ( F i g .7 )

培養 24 時 間 の 肝 細 胞 の グ ル カ ゴ ン 存在 下 で の

10 m M l a c t a t e と 1 m M p y r u v a t e か ら の グ ル コ
ー ス

放出は384 n m o l e s / m 女 c ell p r o t ei n / h r で あ っ た . し

かし , こ の 培養条件下 で の 培養細胞 は飢餓状 態と は考

え難く , メ ジ ウ ム 中に 放出さ れ た グル コ
ー ス の 一 部 は

グリ コ
ー

ゲ ン 分解に よ る もの を含 むと 考え ら れ る . こ

の 影響を除く た め グ ル カ ゴ ン と の みイ ン キ エ
ペ ー 卜 し

Fi g . 5 . L i gh t m i c r o s c o p lC p h o t o g r a ph of a d ult 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 ol a y e r c ult u r e 2 4

h o u r s p o s ti n o c ul a ti o n ( × 2 0 0) .

た肝 細胞よ り放 出さ れ た グル コ ー ス量を測定 し , 全 グ

ル コ
ー ス 量 よ り差引 き真の 糖新生能 を算出した . こ れ

よ り 24 時間培養肝細胞 の p y r u v a t e . 1 a c t a t e か ら グ

ル コ ー ス 新生 能は 179 .5 n m ol e s / m g c ell p r o t e in /h r

で あ っ た . しか し
, 培養 48 時間後 の 肝細 胞 で は 糖 新

Fi g . 6 . E l e c t r o n m i c r o g r a p h o f c u lt u r e d r a t h e p a-
t o c y t e s 2 4 h o u r s p o s ti n o c u l a ti o n ( × 3 1 2 5 0).
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F i g . 7 . G l u c o n e o g e n e si s b y r a t li v e r p a r e n c h y m al

C e 11s i n c ult u r e f o r 2 4 a n d 4 8 h o u r s . C ult u r e d

h e p a t o c yt e s w e r e i n c u b a t e d in K r e b s H e n s e l eit

bi c a rl) O n a t e b uff e r (p H 7
.
4) c o n t a in i n g 2

. 6 FL M

glu c a g o n w ith ( ◎ -

◎) o r w ith o u t l O rn M

l a c t a t e a n d l m M p y r u v a t e ( ○ - ･ M - 0 ) .
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生 は殆 ど認め ら れ なか っ た .

3 ) D X M に よ る T A T 誘 導に つ い て ( F i g ･8 )

培養24 時間 後 の 肝 細 胞 (培 養第 1 日) を 灯
5
M

D X M を 加え た培養液中で , さ ら に6 時間培養 を 続 け

た 後 細 胞 内 の T A T 活 性 を測 定 し た ･ D X M に よ る

T A T 誘導 は 43 .8 m U / m g c e1 1 p r o t ei n で あ り , 対照

に 比し て 約 4 倍の 酵素活性が 認め ら れ た . こ の T A T

誘導の レ ベ ル は培養2 日日( 培養 48 時間後) の 細胞に

お い て も維持さ れて い たが , 第3 日目の 培養細胞で は

第1 , 2 日目の T A T 誘導 レ ベ ル の 約30 % に ま で 低 下

した . し か し ,
こ の D X M に よ る 誘導 の 現象 は培 養第6

日目の 肝細胞 にお い て も観察さ れ た .

4 )
川
C ･ A I B の 細胞膜輸送 に つ い て

培養肝細胞の 細胞膜機能 を ア ミ ノ 酸の 能動輸送 を指

棲と し て 検討し た . 培養2 4 時間後 の 肝細胞を用 い た非

代謝性 ア ミ ノ 酸 AIB の 細胞内 へ の 取 り込 み ･ お よび そ

の ア ミ ノ 酸輸送 に 及ぼ す D X M の 影響 に つ い て 換索 し

た . 培 養 時 間 の 経 過 と と も に AI B 比 ( Al B d i s t r ト

b u ti o n r a ti o ) の 上昇 , すな わ ち細胞 内へ の A I B の 取

り込み の 増加が 観察 され た ( Fi g .9 ) . D X M の A I B 輸

送 に 対する影響 は培養初期3 時間程度 で は殆 ど認め ら

れ ず . 対照と の 間に 差が なか っ たが 培養時間の 経過 に

D a y l D a y 2 D a y 3
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F i g . 8 . I n d u c ti o n of t y r o si n e a m i n o t r a n sf e r a s e

a c ti vit y b y d e x a m e th a s o n e i n c ul t u r e d r at

h e p at o c yt e s 2 4
,
4 8 a n d 7 2 h o u r s p o s ti n o c ul -

a ti o n .
H e p a t o c y t e s w e r e c u ltu r e d wi th

( ○
- ○) o r w ith o u t l O さ M d e x a m e th a s o n e

( ○ 抑 ○) .

つ れ AI B は対鼎 に 比 べ て 増加 し ,
2 4 時 間後 に は 11 .5

と 対照 の 約 20 % の 増加を み た .

5 ) ア ル ブ ミ ン 合成 に つ い て

培 養2 4 時間後 の 細胞の ア ル ブ ミ ン 合成 に つ い て メ

ジ ウ ム 中 へ 細胞 か ら合成分泌さ れ た ア ル ブ ミ ン 量を

L a u r e ll の 定量 的免疫電気泳動法 に て 定 量 し 検討し

た . F i g .1 0 は ラ ッ ト ｡ ア ル ブ ミ ン (F r a c ti o n V
.
f a tty

a ci d f r e e
,
S i g m a C h e m . C o ,) の 榛準液と 抗 ラ ッ ト ｡

ア ル ブ ミ ン 抗体と の 定量的 免疫電 気 泳 動 に よ る 沈降

線 .
い わ ゆ る

"

ロ ケ ッ ト
"

の 高さ と ア ル ブ ミ ン 濃 度と

の 関係 を示 し た もの で 両者の 間に は有意 の 直線関係が

認 め ら れ た ( r = 0 .9 99 ) .

培養肝細胞 の ア ル ブ ミ ン 合成は Fi g .1 1 の 如 く 時間

と と も に 直線 的 に 増 加 し . そ の ア ル ブ ミ ン 合成は

1 . 56 FL g/ m g c e ‖ p r o t ei n / h r で あ っ た .

一 方 , 培養液

中 に C y Cl o h e x i m i d e を加え た実験 で は培養肝 細胞 に

よ る ア ル ブ ミ ン 合成 は完全 に阻害さ れ た ( Fi g .1 1 ) .

2 . 培養肝 細胞に よ る B D L 3 また は A p o A -Ⅰ の合

成

1 ) 抗 ラ ッ ト H D L 3 血清の 特異性

ラ ッ ト 血清か ら超遠心 故 に よ り分離 し た H D L 3 を家

兎に 免疫 して 得 られ た 抗 ラ ッ ト H D L 3 血清と , 超嵐L ､

故 に よ り 分維し た ラ ッ ト ･ リ ボ蛋白分画 V L D L (d <

1 , 00 6 g/ mL ) ,
L D L 2 (1 . 0 19 < d < 1 . 0 5 0 g/ nL ) との 間

に は免疫反応を 示さ ず( Fi g .12 ) , ラ ッ ト H D L 3 に 対し
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Alb u m in 山g/ m り

F ig .
1 0 . L i n e a r r e l a ti o n sh ip b e t w e e n r o c k e t h e i gh t

( m m ) a n d a lb u m i n c o n c e n tr a ti o n (FL g / m l) .
T y pic al

r o c k e ts a r e ill u st r a t e d .

24

Fig . 1 1 . T i m e c o u r s e of aIb u m i n s y n th e s is b y

C ult u r e d r a t h e p a t o c y t e s 2 4 h o u r s p o s ti n o c ul a ti o n

( (〕- ¶ (〕). A lb u m i n s y n th e si s w a s c o m pl e t ely

bl o c k e d b y c y c l o h e x i m id e ( 0
･ - ･ " ･

Ll ) .

て の み明瞭 な免疫沈降線を 形成す る こ と が 免疫電気泳

動法で 確認 さ れ た ( Fi g .1 2 ) . ま た
,

こ の 抗 H D L 3 血清

はラ ッ ト ｡ ア ル ブ ミ ン や培養液組成で あ る ウ シ ｡ ア ル

ブ ミ ン と の 間 に も 免疫反応を 示さ なか っ た .

さ らに , ラ ッ ト A p o H D L 3 を S e p h a d e x G -1 0 0 カ ラ

ム ● ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ り 分 離 し て 得 ら れ た

p e a k II の P A G E で は 明瞭 な A p o A ･Ⅰ 帯 が , ま た

P e a k Ⅲ に は A p o A - Ⅲ , A p o C と推定さ れ る 各泳

動帯が確認 さ れ た . ま た p e a k I に は A p o E お よ び

3

A n ti R a t H D L
3

R a t H D L
3

り R a t V L D L

2
,
5 L D L

2
叩 H D L 3

A n ti R a t H D L 3

F ig . 1 2 . A n ti - r a t H D L
3

r e a C t e d wi th H D L
3 ,

a n d

d id n o t r e a c t wi th V L D L a n d L D L 2 b y i m m t l
-

n o diff u si o n (t o p) a n d i m m u n o e le c tr o ph o r e si s

(b o tt o m ) .

A p o A -Ⅰの ポ リ マ
ー

と 推定さ れ る泳動帯 が P A G E に

て 観察 され た . こ の P e a k I , Ⅱお よびEI の P A G E ゲ ル

を 縦断2 分 割 し , ア ガ ロ ー ス ･ ゲ ル に 埋 め 込 み 抗

H D L 3 血清を 用い た免疫拡散法 に よ り 検 討 を 加 え た

が , A p o A -Ⅰ幕 に の み
一 致し た免 疫 沈降 線が 形成 さ

れ他の ア ポ 羞白帯と は 免疫反応 が 認 め ら れ な か っ た

( Fi g ,1 3 ) ,

こ れ ら の 結果 より . 用 い た 抗 ラ ッ ト H D L 3 血清 はす

く なく と も 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 んⅠ に 対 す る 特 異 的 抗血 清 と 考 え

た .

2 ) 培養肝 細胞 の H D L 3 ま た は A p o A -I の 合成 に

つ い て

ラ ッ ト肝細胞 を 20 時間培養 し .
そ の 培養液を 的10

倍に 濃縮し , 抗 H D L 3 血清 を用 い て 免疫学的検討を 行

な っ た . 濃縮培 養液と 抗 H D L 3 血清との 問に は明瞭 な

免疫沈 降線が 確認 さ れ た ( F i g .1 4 ) が , 免疫電気泳動

法で の 沈降線の 移動度 は対照 の ラ ッ ト H D L 3 と の 間 に

み ら れ る沈 降線 の 移動度と は若干異な る( Fi g .1 4 ) . こ

の 免疫沈 降線は 肝細胞 に よ り合成さ れ た ラ ッ ト ｡ ア ル

ブ ミ ン や , 培養液中の ウ シ ｡ ア ル ブ ミ ン と の 免疫反応

と は 明らか に 異 な り , ま た使用 し た抗ラ ッ ト H D L 3 血

清の 特異性 より 考え て 培養肝細胞 に よ り合成分泌 さ れ

た A p o A -Ⅰと の 免疫沈降線と考 え られ た .

培養肝 細胞の 20 時間培養液を プ ー ル し , 超遠心法 に

よ り 分離し た H D L 3 分画( l .1 1 0 く d く 1 . 21 0 g / mL )

を完全脱脂 して 得 た A p o H D L 3 の P A G E を対 照 の ラ

ッ ト血清 A p o H D L 3 の P A G E と 比較し た . 対 照 の ラ
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Fig . 1 3 .
D o u bl e i m m u n o diff u si o n a n al y s e s of p e a k

Il f r o m S e ph a d e x G -1 0 0 c ol u m n c h r o m a t o g r a ph y

Of A p o H D L 3 ,
W ith a n ti - r a t H D L

3
.

R a t H D L 3

c ｡ n C .
C ult u r e 恥 di u m くl)

8

A n ti r a t H D し3

1
,
ヰ R a t Alb u 叫in

2
,
5 R a t H D L 3

2 3
.
6 C o n c . m lt u r e M e diu m ( t)

A nti r a t H P L 3

F i g ,
1 4 . I m m u n o el e c t r o p h o r e si s a n d d o u bl e i m m u

･

n o diff u si o n of c o n c e n t r a t e d c ult u r e m e d i a w ith

a n ti r a t H D L
計

T h e c ult u r e m e di a i n w hi c h r a t

h e p a t o c yt e s w e r e c ult u r e d f o r 2 0 h o u r s w e r e

C O n C e n t r a t e d b y ultr a filtr a ti o n .

ッ ト血清 A p o H D L 3 の 各 ア ポ 蛋白 の 移動 度 に
一 致 し

た泳動帯( 主と し て A p o A ･Ⅰ お よ び A p o C ) が培 養液

よ り 分 離 し た A p o H D L 3 の P A G E で 観 察 さ れ た

( Fi g .1 5 ) .

考 察

1 . 成熟 ラ ッ ト肝細胞の 初代単層培養 法

風｡ e u 陀,
帆 姐 ㈹
軸 0 摘むL3

臥 陀a 巨執刀 矧乱3

Fi g . 1 5 . S e v e n p e r c e n t p ol y a c r yl a m id e g e l el e c tr o
･

ph o r e si s o f t o t all y d eli pidi z e d H D L 3 (A p o H D L
｡)

o b t a i n e d f r o m c ult u r e m e di a ( A ) a n d r a t s e ru m

(B) . A p o A -I b a n d is in di c a t e d b y a n a r r o w .

1 ) 肝 細胞培養法に つ い て

は じ め に 触れ た 如く . 肝臓 を用 い た 代謝実験 に は従

来 , 肝 海流法
5 卜 叩 引2 6I

. 肝 ス ラ イ ス汝 岬 I
ま た は遊離肝細

胞法
1 2 = 3 珊 2 g

等 が広く 利用さ れ , ま た リ ボ蛋白代謝の研

究法 と し て
, 近年 t 肝 海流法を用 い た実験成績が報告

さ れ て い る
5 卜9 1

. しか し , 肝 海流法 や肝 ス ライ ス法で は

リ ボ 蛋白代謝 の 研究上肝 細胞の 不均
一

性 , 特 に網内系

細胞で あ る ク
ー ノヾ - 細胞 の 影響が 無視で きず ,

その 特

異的肝 機能が 数時間しか 維持 しえ ない 難点と あわせリ

ボ 蛋白代謝 を検討す る に は不適当 な実験系と考え られ

る . ま た遊離肝細胞 法で は均 一

な細胞群を使用し同 一

の 条件下 の 代 謝状 態 を 比較 し う る が .

1 4

c -

m e th y l

gl u c o s e の 取 り込 み の 成績か ら . 培養肝 細胞と は細胞

膜透過 性 が 明らか に 異 な る事実が報告 さ れ . 細胞の遊

離過 程に お け る細胞膜障害が 示唆さ れ て い る
一別

. こ の

膜障 害の 影響 を 除く た め に メ ジ ウ ム 申に ア ル ブ ミ ン 等

の 添加が 試み ら れ て い る が
1 3l

, こ の 遊 離肝細胞法は特

に 3 時間以 上の 長時間の 実験 に は 不 適 当 と 考 え ら れ

た .

培養肝 細胞 を各種代謝実験 に 利用 し よう と する試み

は 1932 年 G e y に よ る 回転 培養 法 の 報 告 に は じま

る
3 0 )

. し か し , 従 来 主 と して . C h a n g の と 卜肝 細胞

株紺
, 肝癌細胞株 を用 い た実験成績 の 報告が 多い

3 2】
. し

か し , こ れ ら は必 ず し も正常 な肝 細胞 と比 較し得る代

謝状態を 維持し て い る と は考え 難く . 正常 な成熟肝細

胞の 特異的機能を す べ て 保持 して い る 肝細胞培養株の

樹立 は現在 まで な さ れ て い る . こ の た め . 長時間の 成

熟肝 細胞 の 研究 に は 初代 培養肝 細胞が 主 に 利用さ れて

い る . し か し . 初代培養法で あ っ て も , ラ ッ ト胎児肝
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を使用す る 場合 gl u c o s e 6 ･

P h o s p h a t e d e h y d r o g e
-

n a s e 活 性
3 3,

や胎児 性 a
-f e t o p r o t ei n の 合成

3 4,
等の 如く,

成熟 ラ ッ ト肝 細胞と は明 らか に 異 なる代 謝系が 報告さ

れて い る . 次に ,J e ej e e b o h y ら は浮遊肝 細胞培 養法 を用

い , 成熟 ラ ッ ト肝 細胞 に 対す る ホ ル モ ン の 影響 を報告

して い る
3 5切i

, 大量 の 細胞を 同時に 培養維持する方 法

と して の 長所 はあ るが , 本来 , 肝細胞 は血球 細胞 と は

異なり細胞間相互 の 依存性 は つ よ く
3 引

t 肝 細胞が浮 遊

液中に 存在す る こ と は非生理 的状 態と 考え られ る . こ

れ は 培 養時 間 の 経 過 と と も に , 肝 細 胞 廉 か ら の

P s e u d o p o d i a 形成の 現 象
3 7J

か ら も 示唆さ れる .

以上より , 成熟 ラ ッ ト肝細胞の 初代単層培養法は こ

れまで 述 べ て き た各実験 法の 欠点を補 な い う る 利点 を

具えて い る と考え られ る .

2 ) 肝 細胞遊離法に つ い て

肝実質細胞 の 遊離 に は従来,
コ ラ ゲ ナ

ー ゼ
,

ヒ ア ル

ロ ユ ダ
ー ゼや ト リ プ シ ン 等の 酵素を 含む海流液 に よる

肝海流法が基本的 に 用 い ら れ て い る が
,

そ の 海流条件

は細胞の 形態や機能に 著 しく影響す る た め , こ れ らの

基本的条件の 検討 は極め て 重要と 考え ら れ る . 著者 は ,

基本的に はB e r r y と F ri e n d の 方法
12 J

に 準L: て 行 な っ

たが コ ラ ゲ ナ ー ゼ の みを 用い て ヒ ア ル ロ ニ ダ
ー ゼを 使

用しな い 中井ら の 改良法
1 3
協 使用 した . 本法 で は体 重

250 ～ 300 g の S p r a g u e D a w l e y の 成熟 ラ ッ ト 肝 よ

り . 平均 8
～

1 0 × 1 0
8

個 の 肝実質細胞を 常時得る事が

可能で あ る . 遊離後 の 肝 細胞の 生存率 は 0 .2 % t r y p a n

bl u e に よ る非染色率 も 95
～

9 8 % と 良好 な 結 果が え

られ た . 電子顕微鏡 に よ る観察に て も細胞膜お よ び細

胞の 微細構造が よ く保持さ れて い た . ま た , 1 a c t a t e ,

p y r u v a t e か らの 臆断生 も認 めら れ , ク ー パ p 細胞 の

混入も1 % 以 下で あ り , 本法 はき わ め て 満足す べ き肝

実質細胞遊離法と 考え ら れ た .

3 ) 肝細胞培養条件 に つ い て

成熟 ラ ッ ト肝 細胞の 初代単層培養で は , 現在ま で 多

く の研 究者に より 種々 の 培養液 に つ い て 検討が なさ れ

てき た
3 8 卜 4 2l

. 培養細胞 を 維持 して い く た め に
. ま た培

養細胞 の 培養皿底 へ の 付着率 ( p l a ti n g effi ci e n c y :

P E) を増加さ せ る ため に , ウ シ胎 児血清 等が培 養液 に

添加さ れて い る . しか し培養液中 に 加え ら れ た血清の

細胞の 代謝 へ の 影響 は不明で t 特 に 本研究の 目的と す

るリ ボ蛋白代謝を検討す るに は加え ら れ た 血清 中の リ

ボ蛋白の 影響は無視 しえ ない と考え ら れ た .
こ の た め

B o n n e y ら に よ り 伺 い ら れ て い る 無 血 清 培 養 液

H レW O 5/ B A 2 0 8 0

3 8 抑
を第 1 選択 と し 淵

: 細胞 の 初代培

養に使用 され て い る L ei b o v it z
- 1 5

4 4l
, お よ び H a m F ･

1 2
4 引

培養液 と比較検討 し た . た だ , 培養初期2 4 時間の

み L eib o v i t z 1 5 ,
H a m F ･ 12 に 10 % ウ シ 胎 児 血 清

(I n t e r n a ti o n l S c i e n ti n c l n d .) を 加え.以 後 無血清状態

とす る Li n と S n o d g r a s s の 方法 刷
に 従い

, 遊 離 肝 細

胞 を培養し た . 3 7
Q

c . 5 % C O 2/ 95 % ai r の 気相 下 に 肝

細胞を 培養し たが
.

L e i b o v i t z
･1 5 は無 bi c a r b o n a te

b u ff e r で 緩衝力 が弱 い た め t 2 8 m M H E P E S ( N
-2

-

H y
-

d r o x y e th yl p i p e r a zi n e
- N -2 ･E th e n e s u l f o n i c a ci d .

S i g m a C h e m . C o .) を加え た . ま た . い ずれ の 培 養液

に も 抗生物 質 と し て G e n t a m i ci n (50FL g / mL , S c h e
.

ri n g C o r p .) を加 え . 2 4 時間後 の 培 養肝 細胞 を 光 学

顕微鏡を用 い て 形態学的検討を 行な っ た . H a m F ･ 1 2

中で は不明瞭な 構造の 培養細胞集 塊 が 多数 観 察さ れ t

肝細胞の 単層形成 が悪く . 極め て 低 い P E が観察さ れ

た . こ れ に 対し て t L ei b o v i t z
･1 5 , H l / W O 5/ B A 2 0 00

で は細胞構造 の 比較的明瞭な多角形細胞の 単層が 形成

さオ1
, 特 に H レW O 5 / B A 20 0 8 の 培養肝細胞は多 数 の 2

核細胞の 存在 が観察さ れ た が , そ の 高い P E . 均 一 な細

胞群 , 細胞の 微細構造が よく維持さ れ て い る 等. ま た

代謝性 ア ミ ノ 酸 AIB の 膜透過性 , さ らに ア ル ブミ ン の

合成等に つ い て の 成績か らも HI / W O岳/ B A 2 0 0 O の 培 養

液と し て の 優位 性が確認さ れ
, 本実験で は以降培 養液

と し て HI / W O 5/ B A 2 0 0 0 を使用し た .

H I/ W O 5/ B A 2 0 0 0 は , 1 972 年 M o r ri s o n とJ e n k i n

が m o u s e L c ell の 培 養 の た め に W a y m o u th M B

7 5 2 /1 を 基本と して . オ レ イ ン 酸 ( 5 m g/ L ) お よ び ウ

シ ｡ ア ル ブ ミ ン( 2 0 00 m g / L ) を加え 改良し た もの で あ

る
細

. こ の 培養液 の 特徴と し て , 高濃 度 グ ル コ
ー ス

( 5 0 0 0 m g/ L ) を含 ん で い る が . こ の 高波度 グル コ ー ス

は培 養肝 細胞 の グリ コ
ー

ゲ ン 分解を 抑制 し , そ の 結果 ,

細胞 の a u t o p h a g o c y t o s i s を 防止 し 細胞 の 微細 構 造

を よ く維持す る作用 があ る と考 え られ て い る
4 6I

.

P E を増加さ せ る た め に , B i s s ell ら は ラ ッ ト肝 を予

め 部分切除 し , そ の 後 の 再生肝 を用 い て い る . しか し ,

こ の 方法で は ア ル ブ ミ ン 合成の 低下 や , D N A 合成 の

変化が あり .
こ れ は 再生肝 細胞 が正常代謝状態に あ る

と は考え難 い 事を 示唆して い る
3 9)

. そ の た め著者 は ,

L i n と S n o d g r a s s の 方法
1 41

に 準じて ウ シ ｡ コ ラ ー ゲ

ン( C alf s k i n c o ll a g e n ) を コ
ー

テ ィ ン グし た プ ラ ス チ

ッ ク 培養皿 を使用 した と こ ろ ,
コ ラ ゲ ン 処理 し な い 場

合 の 1 .5 ～ 2 倍の P E の 増加が 認 め ら れ た .

培養細胞 と培養液量 の 関係 に つ い て は . 培養液 の 深

さが 増す に つ れ , 培養時間の 経過と と も に , 培養細胞

数は幾何級数的 に 減少 した . こ れ は培養液の 探さ が 増

す に つ れ , 空気 と培養液と の 間の 0 2 ｡ C O 2 の 交 換 お

よび拡 散が 不充分と なり , 細胞呼吸の 障害が お こ る た

めと 考え られ た . 3 7
O

c
, 湿潤し た 5 % C O 2/95 % ai r
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の 気 相 下 で は . 直径 60 m m の 培 養 皿 を 用い
, 2 . 5 ～

3 . 0 × 10 $
偶の 肝 細胞を 2 .5 m且の HI / W O 5/ B A 2 0 0 0 中

で 培 養する 姦件 が 至適と考え られ た . 当初 , 培養24 時

間毎に 培養液を 交換 して い た が , 培養細胞が 培養皿 に

付着 す る 4 時間後に 新鮮な 培養液と交換す る こ と に よ

り . さ ら に 良好な 培養肝 細胞を 得る こ とが で き た .

3 ) 培養肝細胞の 代謝機能 に つ い て

グル コ
ー

ス 合 成能 , ス テ ロ イ ド に よ る 肝 細 胞 の

T A T 誘導 . ア ル ブ ミ ン 合成等 は特異 的肝機能と し て

広く認 め ら れて い る . D X M に よ る T A T 誘導 は 第 1 ,

2 日目 の 培養肝細胞で よく 維持さ れ t 少な く とも 培 養

24 ～

4 8 時間の 肝細胞 で は生体 にお け る と 同様 の 酵素

誘導が み と め られ た . ま た . 細胞膜の ア ミ ノ 酸輸送 に

つ い て は , ア ラ ニ ン と 同様 A s y s t e m に よ る
47)

と考 え

ら れて い る非代謝性 ア ミ ノ 酸 , A I B の 細胞 内 へ の 取 り

込 み に 対する ス テ ロ イ ドの 影響 に つ い て の 成績 か ら ,

ス テ ロ イ ドに よ り促進さ れ る
欄

. また は不変で
岬

あ る

と 一 致 した 見解が 得 られ て い な い
.

こ の 不 一 致 の 理由

は , A I B の 取 り込 みが 2 ～ 3 時間程度 しか 検討 さ れ て

い な か っ たた め と考 え られ , 著者の 長時間の 実験 に よ

る培養肝細胞で は ,
D X M に より AI B の 細胞内 取 り 込

み は冗進する と考え られ た . 従来 の 報隻に 比し て 細胞

内 へ の AI B 取 り込み が低 い が . 細胞 を長時間維 持す る

た め に 用い た培養液中の 他 の ア ミ ノ 酸 の 影響等 , 実験

的条件 の 差に よ るもの と 考え られ た .

24 時間培養肝細胞 によ り , ア ル ブミ ン の 合成お よ び

メ ジ ウ ム 申 へ の 分泌が 観察さ れ た が t こ の ア ル ブ ミ ン

は細胞内に 貯漉 さ れ て い た ア ル ブ ミ ン が細胞の 培養過

程 に お い て 生 じた細胞の 変性な い し 細胞膜障害 に より

培養液中に漏出し た可能性も考え られ た . しか し .

C y Cl o h e x i mi d e を培養液中 に加え た 際に , 培養液中の

ア ル ブ ミ ン増加が 完全 に 阻止さ れ た 事実よ り . 培養液

中 の ア ル ブミ ン は明らか に 培養肝細胞に よ り新 しく 合

成 ･ 分泌 さ れ たもの と考え られ た .

以上を ま と める と , 無血清培 養 液 HI/ W O 5/ B A 2 0 0 0

中で
, 2 4 時間培養し た成熟 ラ ッ ト 肝 細胞 は 形 態 学 的

に も. グル コ ー ス 合成. ス テ ロ イ ド に よる T A T 誘導 ,

ア ル ブ ミ ン 合成等 , 特異的肝機能を よく維持 して い る .

特 に
, 培養24 ～ 4 8 時間まで の 肝細胞は , ア ミ ノ 酸の

輸送 の 面か ら も , 本来の 細胞膜機能 をよ く維持 し て い

る事が 確認さ れ た .

2
. 高比重リ ボ蛋白 ( H D L 3) の 合成

1 ) H D L の 抗動脈硬化作用 に つ い て

近年 , リボ 蛋白と冠動脈硬化症 と の 関連を研究 する

上 の 新 し い 考え方 と して , H D L の 抗動脈硬化作用 の

可能性が M ill e r ら に よ っ て 示唆
3 )
さ れ , こ れ を 支持す

る 多 く の 報告 が 相 次 い で い る .
F r a mi n g h a m

s t u d y
5 0J

.
T r o m s¢ s t u d y

5 H 等 の 疫学調 査で も H DL .

コ レ ス テ ロ ー ル と 冠動脈 硬化症の 発生頻度と の 問に負

の 相関が 報告さ れ て い る
5 2I

.

一

方 , 血中 H D L の 高い家

族性高 α リ ボ 蛋白血症 で は冠動脈硬化症 が少 なく , 平

均余命が 長 い との 報告や
5 叩刷

, さ ら に , 大動脈平滑偏頗

胞 や
5 引 ヒ ト培養線維 芽細胞 を 剛 ､ た実験で は. 細胞の

L D L の 取 り込 みが H D L に よ り阻害 さ れ る と す る事

実 や
5 引

, 大動脈壁 より コ レ ス テ ロ ー ル の H D L へ の移行

が H D L の 濃度 の 上昇 に つ れ 冗遷す る
5 刀
等 , 臨床的, お

よ び
, 実験的成績か ら も H D L の 抗動脈硬化作用 が示

唆さ れ て い る . しか し , H D L の 抗 動脈 硬 化作 用の機

序 や H D L の 代謝調節 に つ い て は 未 だ 不 明 の 点 が多

く , 協同研究者 の 中井 は以 前よ り H D L の 主 た る ア ポ

蛋白 , A p o A ･Ⅰが 肝 で 異 化さ れ , その 過程に 細胞内の

ラ イ ソ ゾ ー ム が 重要 な役割を演 じて い る事をすで に報

告 し て き た
1 31 58 囲

今 臥 H D L の 合成面 , 樽 に A p o A -I に 注目し 無血

清培養液を使用 し た培養 ラ ッ ト肝 細胞法 を確立し
, そ

の 合成 に 関 して 検討 を試 み た .

2 ) H D L お よぴ ァ ポ 蛋白 に つ い て

高比重 リ ボ蛋白 ( H D L) と は , 動物 ま た は ヒ トの 血

清 ま た は血祭か ら超 遠JL ､法 にて 分 離 さ れ る リ ボ 蛋白

で , そ の 密度 は , 1 .0 6 3 < d < 1 .2 10 g/ 最と 定義さ

れて い る
8 の

. さ らに
,

こ の 分 画 は 密 度 1 .063 < d く

1 . 1 1 0 g / mL の H D L 2 , 1 .1 10 < d < 1 .2 1 0 g / mL

H D L 3 の 亜分画 に 分類さ れ て い る
6 1J

. H D L は 他 の リ

ボ 蛋 白 V L D L
.
L D L 等と 同様 , 脂質 ･ 蛋白複合体で あ

り . リ ン脂質 . 遊離型お よ び エ ス テ ル 型 コ レ ス テ ロ ー

ル
. トリ グリ セ リ ド , ア ポ 蛋 白と呼ば れ る 蛋白質, お

よ び少量 の 糖質 より 構成さ れ て い る
6 2】

. そ の た め他 の

リ ボ 蛋 白と同様 . H D L は 形態 , 構造 l 大き さ 等が不均

一 で , 構成す る各脂質 ･ 蛋白も連続的 に 変化したリ ボ

蛋 白 の 集 合 と 考 え ら れ る . こ の p o l y d i s p e r si ty .

h e t e r o g e n ei t y が 従来の 超遠 心故 に よ り分類され たリ

ボ 蛋白の 概念( す なわ ち V L D L
, L D L , H D L 等) の みで

は , リ ボ 蛋白代謝の 本態を理 解する に は不充分で ある

こ と を 示し , ま た リ ボ 蛋白代謝研 究上 の 混乱 を招く原

因と な っ て い た . し か し , A l a u p o v i c ら はリ ボ蛋白

の 構造お よ び機能 を規定す る もの は 各リ ボ蛋白申の ア

ポ 蛋白で あ る と して , リ ボ 蛋白中の 各 ア ポ 蛋白を純化

し ,
そ の 機能面お よ び構造等 より . A p o A ,

B
,
C

,
D .

E
,
と 命名し た

6 3J6 8J
. 最近 , さ ら に H D L 中より A p o F

が , 0 l o ff s o n ら に よ り分離報告さ れ て い る
6 9l

.
こ の分

類 の 論 理 性 は A p o A ･Ⅰ が I e cith i n
-

C h o l e s te r ol

a c yl t r a n sf e r a s e ( L C A T ) を活性化さ せ る機能
70 )71 協有
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し .
A p o C -Ⅰ

.
C ･ Ⅱが 1i p o p r o t ei n li p a s e (L P L) を 活

性化し
7 2 卜 n J

, 逆 に A p o C ･ Ⅲ
7 引

,
A p o E

79 1
が L P L 活性

を抑制する 等多 く の 実験的事実 より 裏付 け ら れて い る .

その た め , リ ボ 蛋白代謝 の 研究に は Al a u p o v i c らの 提

唱するf a m il y c o n c e p t の 概念に 基づ き進め ら れ る事

が望ま し い と 考え ら れ
, 著者も こ の 考え 方に 基づ い て

実験を行 な い
, 考察し た .

3 ) ラ ッ ト 培養肝細胞の H D L 3 ま た は A p o A -Ⅰ の

合成 に つ い て

抗ラ ッ ト A p o A ･Ⅰ血清と 20 時間成熟 ラ ッ ト肝細 胞

を培養し た培養液と の 問 に 明瞭な免疫沈降線 が免疫電

気泳動法お よ び免疫拡散法 に よ り確認さ れ た .

ま た肝細胞を 20 時間培養 した培養液か ら超 遠 心 法

に て 分離し た A p o H D L 3 を P A G E に て 分析 し , 対 照

の ラ ッ ト血清 A p o H D L 3 と 比較す ると . はぼ 移動度の

等し い H D L 3 ペ ブ タ イ ド泳動帯 ( 主と し て A p o A ･Ⅰ
,

A p o C ) が観察さ れ た .

以上の 結果か ら著者は成熟 ラ ッ トの 初代培養肝細胞

によ り H D L 3 ま た は A p o A ,Ⅰが 合成分泌 さ れ て い る

事を証 明し た .

H D L の 合成 に つ い て は , M a r s h お よ び
1 61

F e lk e r

らが
-8】

ラ ッ ト肝海流法を 利用 し肝で の H D L 合 成 を 報

告して い る . しか し , 彼ら に よる と 海流液中 に 分泌 さ

れた H D L 中の ア ポ 蛋白の 組成 は血欒 H D L 申 の ア ポ

蛋白 の 組 成 と は 見 なり . A p o E が主 で む し ろ A p o

んⅠは極め て わず か で あ る と して い る . こ れ に 対し て ,

N o el ら の 同様の 肝海流実験 で
1 4

c ･ V al i n e の ア ポ 蛋 白

へ の 取 り込 み を 検 討 し た 報 告
7 ト

で は , A p o A ･Ⅰ へ の

取り込 みが A p o E へ の 取り込 み より多 い と 報 告 し て

おりさ ら に 同様の 肝 海流 を利用 し . 放射 性 ア ミ ノ 酸の

A p o A -Ⅰお よび A p o E へ の 取 り込み に は殆 ど差が な

い とす る W i n d m u e11 e r らの 報告等5J
, 現在結論 の ～

致をみ て い ない
. ま た , N a k a y a ら は ブタ肝 海流 実 験

によ り , 海流液中の 密度 d > 1 . 2 1 0 g / mエ分画中に A p o

A ･Ⅰが 多く 存在す る事 を報告し , ア ポ 蛋白の 分離 過 程

で 人工 的に 遊離し た可能性を 示唆して い る
9 )

.

一

方 , 腸 管 に よ り合成さ れ た A p o A -Ⅰに 関し て もそ

の 存在 す る 分 画 が 主･ に d く 1 .0 0 6 g / m上 と す る

I m ai z u m i らの 報告
80
厄 対 して , 逆 に d ニン 1 .0 6 3 g / rnL

に存在す る とす る Gli c k m a n ら の 対 立 す る 報 告 が あ

る
抑

. こ れ ら の 腸 で 合成され る A p o A ･Ⅰと , 肝 で 合成

され る A p o A -Ⅰと の 代謝関係や , 量 的関係 に つ い て は

現在ま っ たく 不明で あ る . ま た , H D L , V L D L 中 の

A p o C に 関して は , 現在腸管で の 合成 は否定的で
, む

しろ肝で 合成さ れ る と 考え られ て い る
51

. しか し , 肝 で

合成さ れた A p o C は V L D L と し て 分泌さ れ る の か ,

H D L と し て 分泌 され るの か , さ ら に 分泌さ れ た A p o

C が どの よ う に して 腸 管で V L D L な い し C h yl o mi c
･

r o n 分画 に 組み込 まれ る の か不明な点 が 多い
.

著者も . 肝 細胞培養液の A p o H D L , の P A G E 分 析

で , 明瞭な A p o C と 推定さ れる泳動帯右 詰 め . 肝 で

A p o C が合成 され . H D L と して 肝 より合成分泌 され

る事を確認 した ･ し か し , 肝で 合成さ れ た H D L 申 の

A p o C と A p o A ｣ と の 量的関係 は泳動帯の 染色性 よ

り 推察して 相対的 に ラ ッ ト 血清 B D L 3 の それ に 比 し て

A p o C が多 い と 考え られ た が
,
こ の 点 に つ い て は更 に

検討が必 要と 考え ら れ た .

4 ) 抗 ラ ッ ト H D L 3 血清に つ い て

ラ ッ ト血清 H D L 3 を家兎に 免疫 し 得 ら れ た 抗 血 清

は , 抗原 と して 用い た H D L 3 の 蛋 白 は A p o A -Ⅰ, A ･

Ⅱ . C -Ⅰ
,
C -

Ⅲ ,
C - Ⅲ . D , E 等より 構成さ れ て い る

63 ト

叩
た め個 々 の ア ポ蛋白に対する抗 体 を 有 し て い る の

で は な い か と い う疑問が残 る . し か し
, 今回使用し た

抗 ラ ッ ト H D L 3 血清 は V L D L , L D L との 問に 免疫 反 応

が認 め られ ず , A p o 王∋ に 対する抗体を もた な い こ と ,

S e p h a d e x G - 1 0 0 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー で 分離 し

た p e a k I
, Ⅲ に 含ま れ る A p o E .

A p o A - Ⅲ , A p o D
,

A p o C と の 問に 免疫 反 応 を 示 さ な い こ と . p e a k Ⅱ

の A p o A ･Ⅰ に 対し て の み 免疫沈降線が 形成さ れ た事

実よ り ,
A p o A -Ⅰに 対す る特異的抗血 清と考え られ

た .

リ ボ 蛋白中の ア ポ 蛋白は脂質に より
一 部覆わ れて お

り , ま た 抗原 と して の ア ポ 蛋白塵 に も差があ る た め
.

抗原 と して 使用 し た H D L 3 申の す べ て の ア ポ 蛋白に 対

.し て , 均等に 抗体が 産生され る わ けで は ない
. ま た .

脱脂 した リ ボ 蛋白 ( すな わち ァ ポ 蛋白) と . 無処理 の

リ ボ 蛋白を家兎 に 免疫 し た場合 , 産生さ れる 抗体 の 特

異性 に 差が あ る こ と も 報告
8 21

さ れて い る .

こ の 抗 ラ ッ ト H D L 3 血清と濃縮 し た培養液と の 間 に

形成さ れ た沈降線と , 対照 の ラ ッ ト血清 H D L ｡ と の 沈

降線 の 移動度 とが
一 致L なか っ た点 に つ い て は , 肝 細

胞 に より 合成 さ れた リ ボ 蛋白 A の 電気的荷電の 差 , い

い か え れ ば合成さ れ た リ ボ 蛋白の 構造な い し組成上の

差 の ため と考え られ た .

ラ ッ ト遊離肝 細胞を用 い
8 3J

, ま た .
ニ ワ トリ の 肝 細胞

培養を 用い て V L D L の 合成を検討 し た 報 告細
は あ る

が . 現在ま で
, 培 養肝 細胞 を利用 し H D L の 合成に つ い

て の 報告は著者の 成績 が最初の 報告で あ る . こ の よう

な培養肝 細胞を 利用し た リボ 蛋白代謝の 実験 系は各種

の 薬物や ホ ル モ ン の 影響 を検討す る 上で 極め て 有利な

実験系と考え られ た .
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結 語

1 . 初代成熟 ラ ッ ト肝 細胞の 無血清培養液 を用い た

単層培養法 を確立 し , 形態学的お よび代謝学的 に検討

を加え た . 培 養24 ～ 4 8 時 間迄 の 培養肝細胞 は グ ル コ

ー ス合成能 , ス テ ロ イ ドに よ る T A T 誘導 , ア ル ブ ミ ン

合成等 の 特異 的肝 機能や細胞膜機能 を十分維持し て い

る事が確認 さ れ た ,

2 . ラ ッ ト肝細胞 によ る H D L 3 な い し A p o A ･I の

合成が 確認さ れ た .
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,
T . J . C . Ⅴ.

, T ol , A . Ⅴ. & E o st n e r , J . F .

: I o d i n e l a b el e d h u m a n
･

a n d r a t l o w - d e n sit y a n d

h i g h
･d e n sit y li p o p r o t e i n d e g r a d a ti o n b y h u m a n

li v e r a n d p a r e n c h y m al a n d n o n p a r e e c h y m al

C ell s f r o m r a t li v e r . B i o c h i m . B i o p h y s . A c ta
,

5 2 9
,
1 3 8 ･1 4 6 (1 9 7 8 ) .

1 1) Ei s e n b e r g ,
S .

,
W i n d m u ell e r

,
H . G . & L e v y ,

R . Ⅰ.
: M e t a b oli c f a t e o f r a t a n d h u m a n li p o

･

p r o t ei n a p o p r o t e i n s i n th e r a t . J .
L i p id R e s . ,

1 4
,
4 4 6 ･ 4 5 8 (1 9 7 3 ) .

1 2) B e r r y , M . N . & F ri e n d
,
I) . S . : H i g h yi el d

p r e p a r a ti o n o f i s o l a t e d r a t li v e r p a r e n c h y m al

C ell s . A . B i o c h e m i c al a n d fi n e s t r u c t u r al s t u d y .

J . C ell B i o l . , 4 3
,
5 0 6 - 5 2 0 (1 9 6 9) .

1 3 ) N a k a i , T . , O tt o
,
P . S .

,
K e n n e d y ,

D . L . &

W h e y n e J r .
. T . F . : R a t h i g h d e n si t y li p o p r o tei n

S u b f r a c ti o n ( H D L 3) u p t a k e a n d c a ta b o li s m b y

i s o l a t e d r a t li v e r p a r e n c h y m al c ell s . J . B i ol .

C h e m .
,
2 5 l

,
4 9 1 4 ･ 4 9 2 1 (1 9 7 6 ) .

1 4 ) Li n , R . C . & S n o d g r a s s , P . J . : P ri m a r y

C u l t u r e o f n o r m a l a d u lt r a t li v e r c e ll s w h i c h

m ai n t ai n s t a b l e u r e a c y cl e e n z y m e s .
B i o ch e m .

Bi o p h y s . R e s . C o m m u n
り
6 4

,
7 2 5 - 7 3 4 ( 1 9 7 5 ) .

1 5 ) Sl ei n , M . W . : D - G l u c o s e : D e t e r m i n ati o n

W it h h e x i o k i n a s e a n d gl u c o s e
- 6 -

P h o s p h a t e d e
･

h y d r o g e n a s e , P l 1 7 q1 2 3
,

I n B e r g m e y e r
,

H ･ U .

(e d .) , M e th o d s o f e n z y m a ti c a n al y si s
.

V e rl a g

C h e m i e A c a d e m i c P r e s s , N e w Y o r k , 1 9 6 5 .

1 6) L o w r y ,
0 . H .

, R o s e b r o u gh , N . J . , F a r r
,
A . L ･

& R a n d el l
,
R . J . : P r o t ei n m e a s u r e m e n t w ith th e

f o li n p h e n ol r e a g e n t . J . B i o l . C h e m .
,
1 9 3

,
2 6 5 - 2 7 5

(1 9 5 1) .

1 7) S p e n c e r
, C . J . & G e l e h rt e r , T .

D . P s e u d o
･

i s o e n z y m e s o f h e p a ti c t y r o si n e a mi n o tr a n s
･

f e r a s e . J . B i o l . C h e m . , 2 4 9 , 5 7 7 ･ 5 8 3 (1 9 7 4) ,

ト
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ラ ッ ト培養肝細胞に よ る H D L 3 の 合成

18) K l e t zi e n , R . F .
,
P a ri z a , M . W " B e c k e r , J . E .

& P ott e r , Ⅴ. R . : I n d u cti o n o f a m i n o a ci d

t r a n s p o r t i n

.
p ri m a r y c u l t u r e s o f a d u lt r a t li v e r

p a r e n c h y m al c el l s b y i n s u li n ･ J ･ B i o l ･ C h e m ･ ,

2 5 1
,
3 0 1 4 ･ 3 0 2 0 (1 9 7 6 ) .

1 9) K l e t zi e n
,
R . F .

,
P a ri z a

,
M . W .

t
B e c k e r

,
J . E .

& P ott e r
,
Ⅴ. R . : A m e th o d u s i n g 3 - 0 -

m et h y トD ･

gl u c o s e a n d p h l o r eti n f o r th e d e t e r m i n a ti o n o f

i n t r a C ell u l a r w a t e r s p a c e o f c e11 s i n m o n o l a y e r

c ul t u r e . B i o c h e m i s t r y . , 6 8
,
5 3 7 - 5 4 4 (1 9 7 5) .

2 0) L a u r ell , C . G . : Q u a n tit ati v e e s ti m a ti o n o f

p r o t ei n
■
s b y e l e c t r o p h o r e s i s i n a g a r o s e g el

c o n t ai ni n g a n tib o d i e s , A n al . B i o c h e m
. , 1 5

,
4 5 ･ 5 2

(1 9 6 6) .

2 1) C u r r y , M . D . , M c C o n a t h y , W . J . , A l a u p o v i c ,

P .
,
Le d f o rd , J . H . & P o p o v i c , M . : D e t e r m i n a ti o n

of h u m a n a p oli p o p r o t ei n E b y e l e ct r o i m m u n o
-

a s s a y . B i o c h i m . B i o p h y s . A ct a . 4 3 9 ,
4 1 3 -4 2 5

(1 9 7 6).

2 2) S c a n u , A . : F o r m s o f h u m a n s e r u m h i gh

d e n sit y li p o p r o t ei n p r o t ei n . J . L i pi d R e s .
,

7
,

2 9 5 - 3 0 6 (1 9 6 6) .

2 3) A l a u p o v i c , P . , L e e , D . M . & M c C o n a t h y , W .

J . : S t u d i e s o n th e c o m p o si tf o n a n d st r u ct u r e o f

pl a s m a li p o p r o te i n s : D i s t ri b u ti o n o f li p o p r o
･

tei n f a m ili e s i n m aj o r d e n si t y cl a s s e s o f n o r m a l

h u m a n pl a s m a li p o p r o te i n s . B i o c h i m .
B i o p h y s .

A ct a , 2 6 0 , 6 8 9 , 7 0 7 (1 9 7 2) .

2 4) D a v i s
, B . J . : D i s c el e c t r o p h o r e s i s . Ⅱ , M e

･

th o d a n d a p b li c a ti o n t o h u m a n s e r u m p r o t e ･

i n s A n n , N Y A c a d . S ci . , 1 2 l
,

4 0 4 - 4 2 7 (1 9

6 4) .

2 5 ) C h aj e k
,
T .

.
F ri ed m a n

, G . , S t ei n
,

0 . & S t ei n ,

Y . : E ff e ct o f c o I c h i c i n e
,

C y C l o h e x i m i d e a n d

C hl o r o q u i n e o n th e h e p a ti c t r i a c yl gl y c e r o l

h y d r o l a s e i n th e i n ta ct r a t a n d p e rf u s e d li v e r .

B i o c h i m . B i o p h y s . A c t a
,
4 8 8

,
2 7 0 - 2 7 9 (1 9 7 7 ) .

2 6) A r gil a g a , C . S . & H ei m b e r g ,
M . : C o m -

P a ri s o n o f m e t a b o li s m of f r e e f a tty a ci d b y

i s ol a te d p e rf u s e d li v e r s f r o m m a l e a n d f e m al e

r at s . J . L i pi d R e s .
.
1 7

,
6 0 5 - 6 1 5 (1 9 7 6) .

2 7) T e w s , J . K . & H a r p e r , A . E . : T r a n s p o r t o f

n o n m et a b o li z ab l e a m i n o a c id s i n r at li v e r

Sli c e s . B i o c h i m . B i o p h y s . A c t a , 1 8 3 ,
6 0 1 - 6 1 0

(1 9 6 9 ) .

2 8 ) E d m o n d s o n
.
J . D .

,
L u m e n g ,

L . & L i
,
T . K . :

7 69

D i r e c t m e a s u r e m e n t o f a cti v e t r a n s p o r t s y s t e m s

f o r a l a ni n e . B i o c h i m . B i o p h y s . R e s . C o m m u n .
.

7 6
,
7 5 1 ･ 7 5 7 (1 9 7 7) ,

2 9 ) B 8 u r , H . , K a s p e r e k
,
S . & P f a f f , E .

: C rit e ri a

O f v i a b ili t y o f i s o l a t e d li v e r c ell s ▲ H o p p e -S e yl e r
,

s

Z . P h y si o l . C h e m .
, 3 5 6

, 8 2 7 - 8 3 8 (1 9 7 5) .

3 0 ) G e y , G . 0 . : A n i m p r o v e d t e c h n i q u e f o r

m a s si v e ti s s u e c u l t u r e . A m . J . C a n c e r
,
1 7

,
7 5 2 -

7 5 6 (1 9 3 2 ) .

3 1) C h a n g , R . S . : C o n ti n u o u s s u b c u lti v a ti o n o f

e pit h eli al c e 11 s f o r m n o r m al h u m a n ti s s u e s .

P r o c . S o c . E x p tl . B i o l . M e d . , 8 7
,
4 4 0 - 4 4 3 (1 9 5 4) .

3 2) R ij m
,
Ⅲ. Ⅴ.

, B e v e r s t M . M . , W ij k
,

Ⅴ. R . &

W i c k s
,
W . 0 .

: R e g u l a ti o n o f p h o s p h o e n o l p y r u
-

V at e C a r b o x yl a s e･ a n d t y r o si n e t r a n s a m i n a s e i n

h e p a t o m a c ell c u lt u r e s . Ⅲ . C o m p a r a ti v e s t u d i e s

i n H 3 5
,

H T C
,

M H T C l a n d R L C c ell s . J . C ell B i o l . ,

6 0 , 1 8 1 - 1 9 1 (1 9 7 4) .

3 3 ) P e r $ k e , Ⅴ . F . , P 8 r k s J r , R . E . & W
■

al k e r , D .

L . : M e t ab o li c d iff e r e n c e s b e t w e e n h e p a ti c p a r e n
･

C h y m al c ell s a n d a c ul t u r ed c ell li n e f r o r n li v e r ,

S ci e n c e ､ 1 2 5
,
1 2 9 0 - 1 2 9 1 (1 9 5 7) .

3 4 ) L e f f e rt
, H .

L . & S e11 s , S . : A l p h a l f e t o ･

p r o t ei n b i o s y n th e si s d u ri n g th e g r o w th c y cl e

O f d iff e r e n ti at e d f et a l r a t h e p at o c yt e s i n p ri -

m a r y m o n o l a y e r c u lt u r e . J . C ell B i o l .
,
6 1

,
8 2 3 -

8 2 9 (1 9 7 4) .

3 5) J e ej e e b h o y ,
K . N .

,
R o b e rt s o n , A . B .

,
H o

,
J . &

S od k e
.
U . : T h e eff e c t o f c o r ti s ol o n r a t p l a s m a

al b u m i n , fi b ri n o g e n a n d t r a n sf e r ri n . B i o c h e m .

J り
1 3 0

, 5 3 3 ･ 5 3 8 (1 9 7 2 ) .

3 6 ) 黒木登 志夫 : 細胞の 癌化 , P 3 2 1 ･ 3 5 9
, 細 胞 生

物学 7 . 細胞 の 分化 (小川 , 木村 . 村松, 掘j11編) 理 工

学社 , 東京 ,
1 9 7 7 .

3 7 ) P h illi p s , M . J .
,

O d a
,

M .
,

E d w a rd s
.

Ⅴ. D .
,

G r e e n b e r g ,
G . R . & J e ej e e b h o y , K . N . : U l t r a ･

s t r u ct u r al a n d f u n c ti o n aI s t u d i e s o f c u lt u r e d

h e p a t o c y t e s . L a b . r n v e s t . . 3 1 , 5 3 3 - 5 4 2 (1 9 7 4 ) ,

3 8) B o n n e y , R . J . , B e c k e r , J . E .
,
W a l k e r P . R . &

P ott e r , Ⅴ. R . : P ri m a r y m o n o l a y e r s o f a d u l t r at

li v e r p a r e n c h y m a l c ell s s ui t a b l e f o r s t u d y o f

th e r e g ul a ti o n o f e n z y m e s y n th e s i s ､ I n V i t r o , 9 ,

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

3 9) B i s s e11 , D . M . , H a m m a k e r , L . E . & M e y e r , Ⅴ.

A . : P a r e n ch y m al c ell s f r o m a d u l t r a t li v e r i n

n o n p r o lif e r a ti n g m o n o l a y e r c u lt u r e . Ⅰ. F u n c
･



7 7 0

ti o n al s t u di e s . J . C e 11 Bi o l
り

5 9
,

7 2 2 ･ 7 3 4 (1 9

7 3j ,

4 0 ) L 8i s h e s
,
B . A . & W illi a m s

,
G . : C o n d i ti o n s

aff e c ti n g p ri m a r y c ell c u l t u r e s o f f u n cti o n al

a d u l t r a t h e p a t o c y te s . l . T h e eff e c t o f i n s u li n . I n

V i t r o
,
1 2

,
5 2 1 - 5 3 2 (1 9 7 6) .

4 1 ) Y a m 8 d 払 S .
,

O tt o
, P . S . , K e n n ed y , D . L . &

W h a y n e J r . , T . F . : T h e eff e c t s o f d e x m a e th a s o n e

O n m e t a b o li c a c ti v i t y 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 u lt u r e . I n V i t r o , l n p r e s s .

4 2) M i c h a l o p o u l o s
,
G . & Pi t o t

,
H . C . : P ri m a r y

C u lt u r e o f p a r e n c h y m a 1 1i v e r c e 11 s o n a c o ll a g e n

m e m b r a n e .
E x p . C ell R e s .

,
8 4

, 7 0
-

7 8 (1 9 7 5) .

4 3) M o r ri s o n
,
S

. J . & J e n ki n
,
H . M . : G r o w t h o f

C h l a m y d i a p si tt a ci st r a i n m e n i n g o p n e u m o n iti s

i n m o u s r L c ell s c u l ti v a te d i n a d efi n e d m e d i u m

i n s pi n n e r c u l t u r e s . I n V it r o
, 8 , 9 4 - 1 0 0 (1 9 7 2) .

4 4) L ei b o v it2:
, A . : T h e g r o w th a n d m a i n t e n a n c e

O f ti s s u e c e ll c u l t u r e s i n f r e e g a s e x c h a n g e w i th

t h e a t m o s p h e r e . A m e r . J . H y g . , 7 8 . 1 7 3
N

1 8 0

(1 9 6 3) .

4 5 ) H a m
,
R . G . : C l o n al g r o w th o f m a m m ali a n

C ell s i n a c h e m i c a ll y d efi n e d . s y n th e ti c m e d i u m .

P r o c ･ N a t ･ A c a d . S ci . U S A
,
5 3

,
2 8 8

q

2 9 3 (1 9 6 5) .

4 6 ) C h a p m a n , G . S . , J o n e s
.
A . I J .

, M e y e r , U . A . &

& Bi s s ell , D . M . : P a r e n c h y m a l c e ll s f r o m a d u lt

r a t li v e r i n n o n p r o lif e r a ti n g m o n o l a y e r c u l t u r e .

n ･ U lt r a s t r u c t u r al s t u d i e s . J . C e ll B i o l .
.
5 9

,
7 3 5 .

7 4 7 (1 9 7 3 ) .

4 7 ) C a m
･

A ･ L ･ & F r e y c h e t
,

P . : G l u c a g o n

S ti m ul a t e s th e A -

S y St e m f o r n e u t r al a m i n o a c id

t r a n s p o r t i n i s o l a t e d h e p a t o c y t e s o f a d u lt r a t .

B i o c h e m . B i o p h y s . R e s . C o m m u n
り 7 2

, 8 9 3
-

9 0 1

(1 9 7 6) .

4 8 ) C h a m b e r s
,
J . W .

, G e o r g e , R . H . & B a s s
,
A .

D . : E ff e c t o f h y d r o c o rti s o n e a n d i n s u li n o n

u p ta k e o f a - a m i n o
･i s o b u t y ri c a ci d b y i s o l a t e d

p e rf u s e d r at li v e r . M ol . P h a r m . t l
,

6 6 - 7 6

(1 9 6 5) .

4 9) R l et 2:i e n , R . F . , P a ri z a
.
M . W .

,
B e c k e r , J . E .

& P ott e r
,

Ⅴ. R . : A
"

p e r m i s si v e
, .

e ff e c t o f

d e x a m e th a s o n e o n th e gl u c a g o n i n d u c ti o n o f

a mi n o a ci d t r a n s p o rt i n c u l t u r e d h e p a t o c y t e s .

N a t u r e
, 2 5 6 , 4 6

-

4 7 (1 9 7 5) .

5 0 ) G o rd o n
,
T .

, C a s t elli
,
W . P .

, Hj o rtl a n d , M . C . ,

K a n n e l
,
W . B . & D a w b e r

,
T . R . : H i g h d e n si ty

li p o p r o t ei n a s a p r o t e cti v e f a c t o r a g ai n st

C O r O n a r y h e a rt d i s e a s e : T h e F r a m i n g h a m s t u d y

A m e r . J . M e d .
, 6 2

, 7 0 7
M

7 1 4 (1 9 7 7) .

5 1) M i ll e r , N ･ E .
,
F 如d e

, 0 . H . , T h ell e , D . S .
, &

M j如 , 0 ･ D ･ : T h e T r o m s¢ h e a r t s t u d y , h i gh

d e n si ty li p o p r o t ei n s a n d c o r o n a r y h e a r t di s e a s e

; A p r o s p e c ti v e c a s e
- C O n t r OI s t u d y ･ L a n c e t

, l
,

9 6 5
-

9 6 7 (1 9 7 7 ) .

5 2 ) N i c h oI s , A . Ⅴ. : H u m a n s e r u m li p o p r o t ei n s

a n d t h e i r i n t e r r el a ti o n s h i p s . A d v a n c . B i o l . M e d .

P h y s
り
1 1

,
1 0 9 (1 9 6 7 ) .

5 3) G l u e c k
,
C ･ J .

,
F a ll a t R . W . , M ill e tt

,
F

. ,

G a r t sid e , P . , EI st o n
,
R . C . & G o , R . C . P . : F a m ili al

h y p e r
･

α
-1i p o p r o t ei n e m i a : S t u d i e s i n ei gh te e n

k i n d r e d s . M e t a b o li s m
,
2 4

,
1 2 4 3 - 1 2 6 5 (1 9 7 5 ).

5 4) A v o g a r o , P ･ & G a 2: Z O l a t o
, G .

: F m ili al h y p e r ･

H D L -( α) v

c h o l e s t e r o l e m i a ･ A th e r o s c l e r o si s
, 2 2 ,

6 3
-

7 7 (1 9 7 5 ) .

5 5) G a r e w
,
T ･ E

. . K o s e血i n s k y , T .
,
H a y e s

, S . B . &

S t ei n b e r g ･ D ‥ A m e c h a n i s m b y w h i c h h i gh ･

d e n si t y li p o p r o t ei n s m a y s l o w th e a th e r o g e ni c

P r O C e S S . L a n c e t
. l , 1 3 1 5

-

1 3 1 7 (1 9 7 6) .

5 6) M ill e r , N . E .
.
W ei n st ei n , D . B .

,
C a r e w

,
T . E .

.

E o s c h i n s k y , T . & S t e o m b e r g , D . : l n t e r a c ti o n

b e t w e e n h i g h d e n si t y a n d l o w d e n si t y li p o
･

p r o te i n s d u ri n g u p ta k e a n d d e g r a d a ti o n b y

C u l t u r e d h u m a n fi b r o b l a s t . J . C l i n . I n v e s t . . 6 0
,

7 8 - 8 8 (1 9 7 7) .

5 7) B o n dj e r s
,
G . & B j6 r k e r u d

,
S . : C h o l e s t e r ol

t r a n s f e r i n v i t r o b e t w e e n t h e r a b b i t a o r t a a n d

S e r u m li p o p r o t ei n s . p l l O - 1 1 3 , l n G . S c h e ttl e r

& A . W ei z el ( e d .) ,
A th e r o s cl e r o si s ( 1Iり S p ri n g e r

-

V e rl a r g . B e rli n
,
1 9 7 4 .

5 8 ) N a k a i , T .
,
O tt o

,
P . S . & W h a y n e J r . , T . F . :

P r o t e o l y si s o f c a n i n e a p o li p o p r o t e i n b y a ci d

p r o t e a s e s i n c a n i n e li v e r l y s o s o m e s . B i o c h i m .

B i o p h y s . A c t a
,
4 2 2

,
3 8 0 M 3 8 9 (1 9 7 6 ) .

5 9) N a k a i , T . & W h a y n e J r .
.
T . F . : C a t a b o li s m

O f c a n i n e a p o li p o p r o t ei n A ･I : P u rifi c a ti o n .

C a ta b o li c r a t e
,

O r g a n S O f c a t a b o li s m a n d th e

li v e r s u b c ell u l a r c a t a b o li c s it e . J . L a b .
C li n .

M e d .
, 8 8 , 6 8

-

8 0 (1 9 7 6 ) .

6 0) S k i p s k i , Ⅴ. P . : Q u a n tit a ti o n
,

C O m p O Siti o n

a n d m e t a b o li s m
, p 4 7 ト5 8 3 , I n B l o o d li p i d s a n d

li p o p r o t ei n s
,

W il e y ･I n t e r s ci e n c e , N e w Y o r k ,

1 9 7 2 .
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6 1 ) F r e e n - a n
,
N lI L Li n d g r e n

.
F . T . & N i c h oI s

.
A .

Ⅴ. : T h e c h e mi s t r y o f s e r u m li p o p r o t e i n s .

PLr O g r . C h e m . F a t s O th e r L i p id s , 6
,
2 1 5

-

2 5 0

(1 9 6 3) ･

6 2) Li n d g r e n
,
F . T .

.
F r e e m a n

,
N . E . & E wi n g ,

A .

M .
: U lt r a - C e n t rif u g a l a n al y si s o f s e r u m li p o

･

p r o t ei n s . P r o g r . B i o c h e m . P h a r m . , 2 , 4 7 5 - 4 9 9

(1 9 6 7) ,

6 3) S c a n u , A .
,
T ot h

,
J .

,
E d el st e i n

, C .
,
K o g a

.
S . &

Still e r ,
E . : F r a c ti o n a ti o n o f h u m a n s e r u m h i gh

d e n si ty li p o p r o t ei n i n u r e a s o l u ti o n s . E v i d e n c e

f o r p o l y p e p ti d e h e t el o g e n ei t y . B i o c h e m i s t r y り 8 ,

3 3 0 9
-

3 3 1 6 (1 9 6 9) .

6 4) S h o r e
, B . & S h o r e , Ⅴ.

: I s o l a ti o n a n d c h a r a

c te ri z a ti o n o f p o l y p e p ti d e s o f h u m a n s e r u m

li p o p r o t ei n s ･ B i o c h e m i s t r y ･
, 8 ,

4 5 1 0
-

4 5 1 6

(1 9 6 9 ) .

6 5) B o r u t
,
T . C . & A l a dj e m

,
F . :I m m u n o c h e m i c al

h et e r o g e n ei t y o f h u m a n h i g h d e n si t y s e r u m

li p o p r o t ei n s .
I m m u n o c h e m i s t r y , 8

,
8 5 1 - 8 6 3

(1 9 7 4 ) .

6 6) K o st Ⅲ e r , G . M . , P a t s c b , J . R .
,

S ail e r , S . ,

B r a u n st e i n e r , H . & H ol a s e k , A . : P o l y p e p ti d e

d i s tri b u ti o n o f m ai n li p o p r o t ei n d e n s it y cl a s s e s

s e p a r a t e d f r o m h u m a n p l a s m a b y r a t e z o n al

u lt r a c e n t rif u g a ti o n . E u r . J . B i o c h e m . . 1 5 , 6 1 1 -

6 2 1 (1 9 7 4 ) .

6 7) F a i n a r u , M .
, H a v el , R . J . & I m a i z u m i

,
K . :

A p o li p o p r o te i n c o n t e n t o f p l a s m a li p o p r o t ei n s

O f th e r a t s e p a r a t e d b y g el c h r o m a t o g r a p h y o r

ult r a c e n t rif u g a ti o n . B i o c h e m . M e d . , 1 7
,

3 4 7 欄

35 5 ( 1 9 7 7 ) .

6 8) M c C o n a th y , W . J . & A l a u p o v i c
,
P . : I s o l aT

ti o n a n d p a r ti al c h a r a c t e ri z a ti o n o f a p o li p o
-

p r o t ei n D . A n e w p r o t ei n m o i e ty o f th e h u m a n

p l a s m a li p o p r o t ei n s y s te m . F e d . E u r . B i o c h e m .

S o c
. L e tt . , 3 7

,
1 7 8 - 1 8 2 (1 9 7 3 ) .

6 9) O i o f s s o n , S . 0 . , M cC o n at h y , W . J . &

A l a u p o v i c
, P .

: l s o l a ti o n a n d p a r ti al c h a r a c ･

t e ri z a ti o n o f a n e w a c i d i c a p o li p o p r o t e i n (

a p oIi p o p t o t ei n F ) f r o m h i g h d e n s it y li p o p r o
-

t ei n s o f h u m a n pI a s m a . B i o c h e m i s t r y . , 1 7 ,

1 0 3 2 - 1 0 3 6 (1 9 7 8 ) .

7 0) S o u t a r , A . , G a r n e r , C . , B a k e r , H . N . ,

S p a r r o w
,
J . T .

, J a e k s o n
, 軋 L . , G o tt o ,

A . M . &

S mi th
.
L . C . : T h e eff e c t s o f p l a s m a a p o li p o

･

p r o t ei n s o n l e cit h i n
･

C h o l e st e r o l a c yl t r a n s -

f e r a s e . B i o c h e m i st r y . . 1 4
, 3 0 5 7 -

3 0 6 4 (1 9 7 5) .

7 1) F i el di n g . C . J .
,
S h o r e

.
Ⅴ. C . & F i e ldi n g , P .

E .

: A p r o t ei n c o f a c to r o f l e c ith i n : C h o l e s t e r o l

a c yl t r a n sf e r a s e .
B i o c h e m . B i o p h y s , R e s . C o m

.

m u n ･ , 4 6 , 1 4 9 3 - 1 4 9 8 (1 9 7 2 ) .

7 2) G a n e s a n
,
D . & B 8 S S

, H . B . : I s ol a ti o n o f C -l

a n d C ･ Ⅱ a c ti v a t e d li p o p r o t ei n li p a s e s a n d

p r o t a m i n e i n s e n si ti v e t r i g l y c e ri d e li p a s e b y

h e p a ri n S e p h a r o s e affi n it y c h r o m a t o g r a p h y .

F e d . E u r . B i o c h e m . S o c . L e tt . . 5 3
,
1 - 4 (1 9 7 5) .

7 3 ) G a n e s a n
,
D . & B r a d f o r d , R . H . : I s o l a ti o n o f

a p o li p o p r o t e i n
-f r e e li p o p r o t ei n li p a s e f r o m

h u m a n p o s t h e p a ri n p l a s m a . B i o c h e m ,
B i o p h y s .

R e s . C o m m u n .
, 4 3 , 5 4 4 - 5 4 9 (1 9 7 1 ) .

7 4 ) L a R o s a
,
J . C .

,
Le v y , R . Ⅰ. , 用e r b e rt

,
R .

,
L u x e ,

S ･ E ･ & F r e d ri c k s o n , D . S . : A s p e cifi c a p o p r o t ei n

a cti v a t o r f o r
･

1i p o p r o te i n li p a s e , B i o c h e m . 8 i o
.

p h y s L R e s ･ C o m m u n .
,
4 1

,
5 ト 6 2 (1 9 7 0 ) .

7 5) H a v e l , R ･ J ･ ･ S h o r e
･
Ⅴ･ G ･

･ S h ? r e ･ B ･ & B i e r
,

D ･ M ･ : R o l e o f s p e cifi c gl y c o p e p ti d e s o f h u m a n

S e r u m li p o p r o t ei n i n th e a c ti v a ti o n o f li p o
-

p r o tei n li p a s e . C i r c u l a ti o n R e s . , 2 7
,
5 9 5 - 6 0 0

( 1 9 7 0 ) .

7 6 ) H a v el , R . J .
,
F i e ldi n g , C . J .

,
0 1i v e r c r o n a

,
T .

,

S h o r e ･ Ⅴ. G . . F i eld i n g , P . E . & E g el r u d
,

T . :

C o f a c t o r a c ti v i ty o f p r o te i n c o m p o n e n t s o f

h u m a n v e r y l o w d e n si ty li p o p r o t ei n s i n t h e

h y d r ol y si s o f t ri gl y c e ri d e s b y li p o p r o t e i n

li p a s e f r o m d iff e r e n t s o u r c e s , B i o c h e m i s t r y ,
1 2

,

8 2 8
-

1 8 3 3 ( 1 9 7 3) .

7 7) B i e r
, D . M . & H a v el

,
R . J . : A c ti v a ti o n o f

li p o p r o t ei n li p a s e b y li p o p r o t ei n f r a c ti o n s o f

h u m a n s e r u m . J , L i pi d . R e s . , l l
,

5 6 5 - 5 7 0

(1 9 7 0) .

7 8 ) B r o w n , W . Ⅴ. & B a gi n s k y , M . L . :

I n h i b iti o n o f li p o p r o t ei n li p a s e b y a n a p o
･

p r o te i n o f h u m a n v e r y l o w d e n si ty li p o p
･

r o t ei n . B i o c h e m . B i o p h y s . R e s . C o m m u n
り 4 6

,

3 7 5 ｢ 3 8 1 ( 1 9 7 2 ) .

7 9) G a n e s a n , D . , B a s s
,
H . B .

,
M c C o n a th y , W . J .

& A l a u p o v i c
,
P . : I s d e c r e a s e d a c ti v it y o f C - ‡

a c ti v a te d li p o p r o t ei n l i p a s e i n ty p e Ⅲ h y p e rh
li p o p r o t ei n e m i a (b r o a d -β･ d i s e a s e) : A c a u s e

O r a n e ff e c t o f i n c r e a s e d a p oli p o p r o t ei n E

l e v el s ? M e t a b o li s m
.
2 5

,
1 1 8 9 - 1 1 9 5 (1 9 7 6) .
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8 0) 今泉勝 己 & 技8 V e l . R . J . : ラ ッ ト腸管 リ ン パ の

A p o A ･I とA R P の 輸 送 と 起 源 , 脂 質生 化 学 研 究 ,2 0 ,

1 1 3
- 1 1 6 (1 9 7 8 ) .･

8 1) G li c k m a n
.
R . M .

■

& G r e e n
,
P . H . R .

: T h e

i n t e s ti n e a s a s o u r c e o f a p o li p r o t ei n A -Ⅰ. P r o c .

N a tl . A c a d . S ci . U S A . , 7 4 . 2 5 6 9
-

2 5 7 3 (1 9 7 7) .

8 2 ) E o g 8 , S . , 臥 Ir W i 転 D . L . & S c a n n
,

A . M . :

I s o l a ti o n a n d p r o p e rti e s o f li p o p r o t ei n s f r o m

n o r m al r at s e r u m . J . L i pi d R e s .
.
1 0

,
5 7 7

～

5 8 8

(1 9 6 9) .

8 3) J e ej e e b h o y ,
K . N .

,
H o

,
J .

,
B r e c k e n ri d g e , C .

.

B ･ R o b e r t s o rL
,

A .
,
S t ei n e r

,
G . & J e e j e e b h o y , J :

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

i n s u s p e n si o n . Bi o c h e m . B i o p h y s . R e s . C o m m u n .
.

6 6 . 1 1 4 7
-

1 1 5 3 ( 1 9 7 5 ) .

8 4 ) T a rl o w , D . M . . W 且t k i n s , I) . A .
, R e e d , R . E .

,

M i11 e r
,

R . S
り

Z w e 柑 el
,
E . E . & L a n e

,
軋 D . :

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

v e r y l o w d i n s it y li p o p r o t ei n b y a v i 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 o l a y e r c u lt u r e .

H o r m o n al eff e c t s . J . C ell B i o l . , 7 3 , 3 3 2 - 3 53

(1 9 7 7) .

A b s t r a c t

It i s i n dic at ed th at t h e li v e r p l a y s a n i m p o r t a n t r o l e i n li p o p r o t ei n m et ab o lis m .

R e c e n tl y t h e r el a ti o n s h i p b e t w e e n l o w p l a s m a c o n c e n t r a ti o n s of h i g h d e n sity

li p o p r o t ei n (H D L) a n d c o r o n a r y h e a rt d i s e a s e h a s b e e n r e p o r t e d ･ T h e p u r p o s e of th e

p r e s e n t st u d y w a s t o i n v e s ti g a t e li p o p r ot ei n s y n t h e si s ･ e S p e Ci all y H D L 3 0 r A p o A ･I ･ u Si n g

a p ri m a r y c ult u r e s y st e m of r at li v e r p a r e n ch y m al c ell s ･ T h e c el l c ul t u r e s y s t e m h as

s e v e r al a d v a n t a g e s s u c h a s c ell h o m o g e n eit y an d th e p o s s i b il it y o f l o n g e r i n c u b a ti o n

t h a n t h e li v e r p e rf u si o n s y st e m th at h a s b e e n u s e d b y o t h e r i n v e s ti g a t o r s ･

I s o l ati o n of r at li v e r p a r e n ch y m al c ells w a s p e rf o r m e d a c c o r d i n g t o t h e m e th o d of

B e r r y an d F ri e n d w i t h s o m e m o d fi c ati o n s . I s o l at e d h e p a t o c y t e s ( a p p r o x i m at ely 3 ･O

m illi o n s c ell s) i n 2 . 5 m l of s e r u m f r e e c ult u r e m e d i a
,
H I/ W O 6/ B A 2 0 0 0 , W e r e i n o c u l at e d i n

tis s u e c u lt u r e di sh e s . T h e s e di s h e s w e r e p l a c e d i n a h u m i d ifi e d i n c u b a t o r at 3 7
O

c u n d e r

5 % C O 2/ 9 5 % ai r . A ll p r o c e d u r e s f o r i s o la ti o n a n d c u lt u r e o f li v e r c ell s w e r e c a r ri e d o ut

u n d e r a s e p ti c c o n d iti o n s .

M et a b oli c f u n c ti o n s o f c u lt u r e d h e p at o c y t e s 2 4 h o u r s p o s ti n o c ul ati o n w e re

s u m m a ri z e d a s f oll o w s : 1 . G l u c o n e o g e n e si s f r o m l m M p y r u v a t e a n d l O m M la c at at e

w a s 1 7 9 . 5 n m o l e s / m g c e11 p r o t ei n / h o u r ･ 2 ･ I n d u c ti o n of t y r o si n e a m i n o t r a n sf e r as e

a c ti vi t y (T A T) b y d e x a m e th a s o n e w a s 4 3 .8 m U / m g c ell p r o t ei n ･ T h i s e n z y m e a cti vit y

w a s a s s a y e d b y th e m e t h o d o f S p e n c e r a n d G el h a r t e r ･ 3 ･ T o e v al u at e t h e i n t e g ri t y o f t h e

p l a s m a m e m b r a n e
,

m e m b r an e t r a n S p O r t Of n o n m et ab o li z ab l e a m i n o a ci d w a s st u di e d ･

T h e dis t rib u ti o n r a ti o ｡f
1 4
C _ α - a mi n o i s o b u t y ri c a ci d (A IB) w a s 9 . 5 , 4 ･ A l b u m i n s y n t h e sis

b y li v e r p a r e n c h y m al c ells w a s l .5 6 FL g / m g c ell p r o t ei n / h o u r ･ A lb u m i n w a s m e as u re d

b y q u a n tit a ti v e el e ct r o i m m u n o a s s a y a c c o r di n g t o t h e L a u r ell
,

s m e t h o d ･

A n d als o
, m O r p h o l o g i c al e x a mi n ati o n b y li g h t a n d el e c t r o n m i c r o s c o p e s h o w e d t h at

i n t e g rit y c u lt u r e d c ells w a s m ai nt ai n e d i n s e r u m f r e e c u lt u r e m e d i a
,
H I/ W O 5/ B A 2 0 0 0 ･

at

l e a st 2 4 h o u r s aft e r c e ll i n o c u la ti o n .

R a t H D L 3 (1 .1 1 0 < d < 1 .2 1 0 g / m l) w a s i s o l at e d b y s e q u e n ti al u lt r a c e n t rif u g ati o n ･

A n ti - r a t H D L 3 S e r u m W a S P r e p a r e d b y i m m u n i zi n g r a b b i t s w i th r e p e at e d i n t r a p e rit o n e al

i nj e c ti o n s of e q u al v ol u m e s of r a t H D L 3 a n d F r e u n d
,

s c o m p l e t e a d j u v a n t ･ A n ti
- r at H D L 3

r e a ct e d o n l y w it h H D L 3
,
di d n o t r e a ct w ith v e r y l o w d e n ci t y li p o p r o t ei n ( V L D L ‥ d <

■
■
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1 .0 0 6 g / m l) a n d l o w d e n s it y li p o p r o t e i n (L D L 2 : 1 .O 1 9 < d < 1 .0 5 0 g / m l) . T ot all y

d eli p i d i z e d r at H D L 3 ,
A p o H D L 3 , W a S a n aly z e d b y c ol u m n c h r o m a t o g r a p h y of S e p h a d e x

G - 1 0 0 i n O .0 1 M T ris b uff e r
, P H 8 .O w ith 8 M u r e a . A p o H D L 3 W a S S e P a r at e d i n t o t h r e e

p e a k s
, p e a k I

,
Ⅱ a n d Ⅲ . A n ti -

r at H D L 3 r e a C t e d w it h p e a k II ( m ai n l y c o n t ai n i g A p o A ･ I)

a n d di d n o t r e a ct w it h p e ak I a n d p e a k Ⅲ w h i c h c o n t ai n e d A p o A - Ⅱ
,
C

,
D

,
a n d E .

T h e r ef o r e , t h i s a n ti - r a t H D L 3 h a d t h e m o n o s p e cifi c a n ti g e n e si t y a g ai n s t A p o A -Ⅰ.

T h e p o ol e d c u lt u r e m e di a i n w h i c h r at li v e r p a r e n c h y m al c el l s w e r e c u lt u r e d f o r 2 0

h o u r s w e r e C O n C e n t r at e d a p p r o xi m at el y l O t i m e s b y ul t r a filt r at i o n . Si n g l e p r e ci p i ti n

li n e w a s o b s e r v e d b y i m m u n o d iff u s i o n a n d i rn m u n O el e ct r o p h o si s b et w e e n a nti - r at H D L 3

s e r u m ( a n ti - r at A p o A -I) a n d c o n c e n t r at e d c u lt u r e m e d i a . H D L 3 W a S f r a c ti o n a t e d f r o m

P O Ole d c ul t u r e m e di a b y u lt r a c e n t rif u g ati o n . T o t al d eli p id i z e d H D L 3 f r a cti o n s w e r e

a n aly z e d b y 7 % P A G E w it h 8 M u r e a . A p o A -I a n d A p o C p e p ti d e s w e r e o b s e r v e d o n

P A G E
,

a n d t h e P A G E p at t e r n of A p o H D L 3 fr o m c u lt u r e rn e d i a w a s i d e n ti c al t o t h e

p att e r n o f r at s e r u m A p o H D L , .

T his c ult u r e s y s t e m of r at li v e r p a r e n c h y m al c ell s c a n b e u tili z e d f o r th e st u d y of

r at li p o p r o t ei n s m et ab olis m a n d p o s sib l e r e g u la ti o n b y h o r m o n e s a n d ot h e r a g e nt s .


