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緒 言

細胞 分 裂 の調節 機構 の解 明 は生 体 の発生,分

化,生 長,老 化,あ るいは組 織再 生や 癌化 等 多

くの生体 制御 機構 を知 る上 で極め て重 要 であ り

これ までに も数 多 くの報告 が な され て いる.

一 定 の環境 下 に あ る細 胞が 分裂 した り休 止状

態 を維持 す るた めに は制御 機 構の 一 員で あ る体

液性 因子 と臓器性 因子 の 関与 が必 要 であ る.前

者 につ いて は イ ンシュ リン1),ハ イ ドロコー チ

ゾン2),血 漿や 血 小坂 か らの ポ リペ プ タイ ド3),4),

成長 ホ ルモ ン5),顎 下 腺 因6), Epidermal Gro

wth Factor(EGF)7), Nerve Growth Factor

 (NGF)8),9),やFibroblast Growth Factor

 (FGF)10),11)等 が報 告 され て い る.一 方,後 者 に

つ いて はSzent-Gyorgyiの プ ロ ミンー レチ ン12),

 Bulloughの カロー ン13),あ るいは西 田 ら14)のコ

ル ニ ン等 が報 告 され て いる.し か しなが らこれ ら

臓 器由 来 の因子 に 関 しては 主 に細 胞分 裂抑 制 物

質 としての検 索が 主体 であ り,細 胞分 裂調 節機

構 の解 明に は まだ 多 くの研 究 を必 要 として いる.

 1966年, Coon15),16)やCahn17)ら は鶏胚抽 出物 中

に細 胞増 殖 及び細 胞分 化 を促 進す る物 質が 存 在

して い るこ とを報 告 して い るが,し か し,そ の

物 質 につ い ての詳 しい物性 や 機能,あ るいは精

製 につ いて今 だ暗 箱 の中 に ある.

本報 告 では 細胞 の分 化 と臓 器性 細胞 分裂 調 節

因子 の 相関 性 につ い て,さ らに その 因子 の物性

と作用機 作 に つ いて検 索す るこ とを 目的 と し,

鶏胚及 び 同一 系統 の成 鶏 筋上 清 中か ら種 々の 方

法に よ り調 節 因子 の抽 出 を試 み た.そ の結 果,

各々 の上 清 中に は, Serum,イ ン シュ リン,ハ

ン ドロ コーチ ゾ ン等 の補助 物 質 を何 ら加 え るこ

とを必要 とせ ず鶏 胚線 維芽 細 胞 の増殖 を低 濃度

で非常 に強 く促 進 す る 因子 が2つ 以上 存 在 して

い るこ と を確 認 した.さ らに これ ら因子 の一 つ

は蛋 白性 成分 を有 して い るこ と,さ らに ま た分

化 ・発育 と促進 因子 の 物性 ・機能 の動態 変化 につ

いて も知 見 を得 たの で報告 す る.

材料 及 び実 験方 法

I.細 胞

白色 レ グホー ン(N-101)の10日 卵鶏胚 か らVo

gt18)の方 法 に従 って鶏 胚 線維芽 細 胞(CEF)を 調

製 し37℃ のCO2ガ スイ ンキ ュベ ー ター 中で培養

した.初 代培養 には10% Triptose-Phosphate-

Broth (TPB, DIFCO), 10%牛 血 清 及び0.5%鶏

血清 を含むEagle's Minimum Essential Medi

um (MEM,大 五)混 合 培 地 を用 いた.活 性 検 索

用に は初 代培養 細 胞 を トリプ シン処理 後 培養 液

を休 止培 養液(RM: 2% TPBの みを含むME-

M混 合培 地)と 交 換 し活 性検 索 を開 始 した. R-

Mに 交換 して48時 間後,ト リプシン処理 してCoul

ter Counter (Coulter Electronics Inc. USA)

で細 胞数 を計 数 した.な お,こ の時 の 細胞 数 測

定過 程 にお け る標準偏差 は平均値 の7.5%以 下 で

あ る.

II.細 胞増 殖促 進 因子 の抽 出 と分 画

N-101の10日 卵鶏胚(Em)及 び同系 の10週 令 成

鶏(M)の 大腿 筋組 織 を用いて冷STE溶 液 〔0.25M
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Sucrose, 10mM Tris-HCl buffer, pH 7.5, 1mM

 Ethylene-Diamine TetraaceticAcid (EDTA)〕

で洗滌 して血 液の 夾雑 を充 分 除去 後, Warring

 Blenderで 破砕 しテ フ ロン ホモゲ ナ イザ ー で ホ

モ ゲナ イズ後5M KOHでpH 7.4に 調 整 した.

これ を10,000×g, 10分 間 遠心 して核 及び ミ ト

コン ドリア画 分 を沈澱 除去 し,さ らに105,000×

g, 60分 間遠心 して ミクロ ゾー ム画 分 を沈澱 除

去 した.鶏 胚 か らの105,000×gの 上 清(EmS2)

と成鶏 筋か らの105,000×g上 清(MS2)を1mM

 2-Mercaptoethanol (2-Met)を 含む1mM Tris-

HCl buffer, pH 7.4, (MT溶 液)で 充分透 析 後 ポ

ポ リエ チ レ ン グ リコー ル(#20,000)で 濃縮 し,

凍 結乾 燥 して保 存,あ るいは 濃縮 溶液 の ま ま以

下 の分 画操 作 に使 用 した.

II-1.硫 安 分 画

固形 硫安 を最 終 濃度 が30%に な る よ うにEm-

S2あ るいはMS2に ゆ っ くりと加 え60分 間攪 拌 し,

 10,000×g, 10分 間遠 心後 の 沈渣 を30%硫 安 画

分(鶏 胚 よ りの もの をEmA30,成 鶏筋 よ りの も

の をMA30)と した.さ らにその上清 に固形硫 安

を同様 な操 作 で最 終 濃度が60%に な る まで加 え

て遠 心後 の沈 渣 を60%硫 安 分 画(EmA60あ るい

はMA60)と した.な お,遠 心 後得 られた上 清 液

はEmSupあ るいはMSupと した.こ れ ら画 分

をMT溶 液 で充分 透析 後,凍 結 乾燥 して使 用 直

前 に溶解 して用 い た.

II-2.エ タノー ル分 画

EmS2あ るいはMS2に1mM2-Metを 含 む冷

エ タノー ル(-15℃)を 最 終 濃度 が50%に な る ま

で除々 に攪拝 しなが ら加 え60分 間静置後, 10,000

×g, 10分 間遠 心 して得 られ た沈渣 を50%画 分

(鶏胚 よ りの もの をEm50,成 鶏 筋 よ りの もの を

M50)と した.さ らにその上 清に同上 の エ タ ノー

ル を最 終 濃度 が70%に な る まで加 え10,000×g,

 10分 間遠心 後得 られ た沈渣 を70%画 分(Em70あ

るいはM70)と した.こ れ を充分MT溶 液 で透析

後凍結 乾燥 して使 用直 前 に溶解 して用 い た.

II-3.等 電 沈澱 分画

EmS2あ るい はMS2に1N Na2HPO4を ゆっ

くりと混 和 しpH 4,0に 調 整 し60分 間静 置 後遠心

分 離 して得 られ た沈渣 の鶏 胚 よ りの もの をEm-

pH 4,成 鶏 筋 よ りの もの をMpH4と し,そ の上

清 をpH 7.0に 調 整 した もの をEm7Supあ るいは

M7Supと した.こ れ らをMT溶 液に 対 して充分

透析 した後凍結乾燥 し,使 用直前に溶解 して用いた.

III.ク ロマ トグラフ ィー に よ る分 画

イオ ン交 換 クロマ トグラ フ ィー に はDEAE-

Celluloseカ ラム(直 径2.5cm,長 さ10cm)とCM-

Sephadex c-25カ ラム(直 径2.0cm,長 さ15cm)

を用 い た.前 者 の カ ラム の場合,凍 結 乾燥 して

い たEm70及 びM70を0.5m M2-Metを 含 む10

mM Tris-HCl buffer, pH 7.8,(M2T溶 液)に 溶

解 しホ モゲ ナ イ ズ後10,000×g, 10分 間遠心 して

不 溶 性 成分 を除 去 し,同 上 溶 液 で平衡 化 したカ

ラム に 各試 料 を吸着 させ た.充 分 量 のM2T溶 液

で非 結合 画 分 を流 出 させEmFr. 1あ るいはMFr.

 1と した.さ らに0.1M NaClを 添加 したM2T

溶液 で 溶 出 して きた画 分 をEmFr. 2あ るいはM

Fr. 2と した.さ らに1.0M NaClを 前段階 の溶液

に加 えて溶 出 して きた画分 をEmFr. 3あ るいは

MFr. 3と した.各 画 分 はMT溶 液で 充分透 析後,

濃縮,凍 結 乾燥 して保 存 し実 験 に供 した.

CM-Sephadex c-25に よる ク ロマ トグラ フィ

ー は凍 結乾 燥 したEmS2を5mM 2-Metを 含む

10mM Phosphate buffer, pH 6.0,に 溶解 してホ

モゲナ イズ後10,000×g, 10分 間遠 心 して不溶

性 成分 を除去 し,同 上 溶 液 で平 衡化 した カラム

に試料 を吸着 させ た.こ の 時溶 出 して きた非結

合画分 をCM-I画 分 とした.次 に1.0M NaClを 添

加 した5mM 2-Met, 0.2M Phosphate buffer,

 pH 7.9,で 溶 出 して きた結合 画 分 をCM-II画 分

とした.

CM-I及 びCM-II画 分 を共 に5mM 2-Metを

含む 多量 の1mM Tris-HCl buffer, pH 7. 8, (M-

3T溶 液)で 充分 透析 後 濃縮 して凍 結 乾燥 した.

さ らにCM-I及 びCM-II各 画分 を クロマ ト的に

精製 す る時 に はSephadex G-200カ ラム(直 径

2.6cm,長 さ40cm)を 使 用 してM2T溶 液 で 溶出

させ た.溶 出 した各 画分(I-P-1, I-P-2, 

I-P-3, I-P-4及 びII-P-1, II-P-2,

 II-P-3, II-P-4)はM3T溶 液 で充分透析

後 濃縮,凍 結 乾燥 して保 存 して実験に供 した.

以 上 の操 作 はDEAE-Cellulose分 画 とCM-II分

画 の場 合(室 温)を 除 きすべ て0～4℃ 下 で行

な った.
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IV.各 試 料 の使 用法 と促 進率

各凍結 乾燥 試料 をPhosphate Buffered Sal

ine〔PBS(-)〕 に溶解 しホモ ゲナ イ ズ後, 10,000

×g, 10分 間遠心 して得 られ た上 清 を ミリポア

フ イル ター(タ イプHA, Millipore Corp.)で 濾

過滅 菌 して使 用 した.

各蛋 白濃度 はBSAを 標 準 としてLowry法19)

に よ り測定 した.各 試 料 の検 定に は3枚 の同一

プ ラス チ ッ クシャー レ(直 径3.0cm)を 用 いて検

索 し細 胞数 の平均 値 を出 して促 進率 の 計算 に用

い た.促 進率 は休 止培 養 系(RM)の 細 胞数 を100

%と す る次式 に よ り算 出 した.

促進 率(%)=(実 験群 の細 胞数)/(RM中 の細胞

数)×100

V.核 酸 ・蛋 白質 各合 成 の測定

直径6cmの プ ラス チ ッ クシ ャー レに休 止 培養

液RMを 満 した上 にCEFを 植込み48時 間後に試

料 添加 培 養液 と交 換 した20).さ らに16時 間後 に

一 定量 の3H-Thymidine21) , 3H-Uridine21),あ

る いは, 14)C-Leucine22)を 加 え各 々2時 間 ラベ

ル レし細胞 の不 溶画分 に取 りこまれた それ ぞれの

放 射 活性 をScintil1ation Counter (Packard,

 Model 3320)で 測 定 した23).な お,一 試 料 の値

は3枚 の シャー レ か ら得 た値 の平均 を求 め て表

示 した.

VI. Polyacrylamide gel電 気泳 動

Davis24)の 原法 に基 づ いてgelを 作 製 し一 カ

ラム 当 り2mAで 泳 動 した. 0.1%SDSを 含 むPo

lyacrylamidegel電 気 泳動 法 はWeberら25)の

方 法 に従 って行 った.ど ち らのgelも0.25%

Coomassie Brilliant Brue, 50% Methanol, 9

% Acetic Acid混 液 で固定,染 色 した.脱 色 は

Methano1, Acetic Acid混 液 で行 な い,最 終 的

には7.5% Acetic Acid中 に保 存 した.

結 果

I.硫 安,エ タ ノー ル 及び等 電 沈澱 各分 画 法 に

よ り得 られ た 各 画 分 中 の細 胞増 殖促 進 効 果

硫 安 分 画 法 に よる と いず れ の画 分 に も細 胞 増

殖促 進効 果 が 認め られ,特 に鶏 胚(Em)系 で は

EmSup画 分 に よ り強 い促 進 効 果 が 認め られ た

(図1).つ ぎにエ タノー ル分画 法 に よ る と硫 安

分画 法 に比 して各画 分 とも よ り強 い細 胞増 殖促

Fig. 1 Growth Promoting Effects of Embryonic and 

Muscular Fractions obtained by Ammonium 

Sulfate Fractionation

Assay procedure and calculation formula were des

cribed in Materials and Methods. The concentration 

of samples used was 50ƒÊg/ml, and the 100% in rest

ing cell system indicated 5.2•~104 cells per plate.

Fig. 2 Growth Promoting Effects of Embryonic and 

Muscular Fractions obtained by Ethanol

 Fractionation

Assay procedure and calculation formula were des

cribed in Materials and Methods. The concentration 

of samples used was 50ƒÊ/ml, and the 100% in rest

ing cell system indicated 8.8•~104cells per plate.
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進効 果 が認 め られ たがEm系 で はEm50画 分 に

よ り強 い効 果が, M系 で はM50, M70と もにほ

とん ど同等 の促 進効 果が 検 出 され た(図2).ま

た等電 沈 澱分 画 法 に よる とEm系 では細 胞増 殖

を促進 す る効果 が いず れの画 分 に も検 出 され た

が, EmpH4に 比べ てEm7Supの 方 に よ り強 い

促 進効 果 がみ とめ られ た.ま たM系 で はM7Sup

よ りもMpH4の 方 に よ り強 い促 進効 果が 認め ら

れ た(図3).

Fig. 3 Growth Promoting Effects of Embryonic and

 Muscular Fractions obtained by Isoelectric 

Precipitation

Assay procedure and calculation formula were des

cribed in Materials and Methods. The concentration 

of samples used was 50ƒÊg/ml, and the 100% in rest

ing cell system indicated 3.75•~104 cells per plate.

以 上 の よ うに それ ぞれ 異 った分 画方 法 を行 な

った結果 は 活性 の強弱 に差 はあ る もののEm系,

 M系 を とわ ずCEFの 細 胞増殖促 進効果 を示 す 因

子 が各 画分 に認 め られ た.こ の こ とは二 つ あ る

いは それ以 上 の促 進 因子 群が 各 系 に存在 して い

る こ とを示 してい る.な お,こ れ ら各分 画 法 に

お い てEm系 とM系 の細 胞増 殖促 進効 果 を比 較

した場 合,明 らか にEm系 の方 がM系 よ りもよ

り強 い促進 効 果 を示 してお り,鶏 胚 か ら成 鶏へ

と発生,分 化,成 長 す る過程 にお いて 細胞 増 殖

促 進 因子群 の 質的 変換 が起 って い るこ とを強 く

示 唆 してい る.

II.細 胞 増殖 促進 因子群 の 物性

エ タノー ル分 画法 に よって得 られ たEm50を

トリプ シ ンで処理(試 料 量:ト リプ シ ン量=50

:1)す る と37℃, 1分 間で完全 に失活 した(図

4).つ ぎにEm50を37℃ で2時 間RNase処 理

Fig. 4 Loss of Growth Promoting Activity of Em50

 treated with Trypsin, RNase, NEM, and

 Heat

Assay procedure and calculation formula were des

cribed in Materials and Methods, and the amount 

of samples used after treatment was 50ƒÊg/ml. The 

100% in resting cell system indicated 1.87•~104 cells 

per one plate.

Em50 (500ƒÊg/ml) was treated by 10ƒÊg of trypsin 

(RM+(1)), 25ƒÊg of RNase (RM+(2)), 25ƒÊM of 

NEM(RM+(3))per ml system for 2h at 37•‹, and 

treated by heat at 100•‹ for 60 sec (RM+(4)),respec

tively.

(試料 量:RNase量=25:1)し て もその活性は

なん らの影響 を うけ なか っ た(図4).一 方N

ethylmaleimide (NEM)(試 料量:NEM量=25

:1)に よ り37℃, 2時 間Em50を 処理 す る と

約20%失 活 した(図4).さ らに100℃ で1分 間加

熱処 理 す る と約60%が 失 活 した(図4).こ れ ら

の結 果 は本 報 で使 用 して い る細 胞 増殖促 進 因子

群 の一 つ が 蛋 白性 物 質 を主 体 と して構 成 されて

い るこ とを示 して い る.

III.細 胞 増 殖促 進 因子 の部 分 精 製

DEAE-Celluloseク ロマ トグラフ ィーに よりエ

タノー ル分 画法 で得 られ たEm70とM70を 用い
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Fig. 5 Step-wise Fraction of Em70 and M70 Ethanol

 Fraction by DEAE-cellulose Chromatography

The solid line(-) indicates the elution pattern of Em
70 fraction, and the dotted line(---)indicates that of 
M70 fraction. Fractionation procedure and nomen
clature were described in Materials and Methods.

Fig. 6 Growth Promoting Effects of Em70 and M70
 Fractions fractionated by DEAE-cellulose 

Chromatography

Assay procedure and calculation formula were des

cribed in Materials and Methods. The concentration 

of samples used . was 40ƒÊg/ml, except for 20ƒÊg/ml in 

M Fr. 3 system. The 100% in resting cell system of 

Exp. I was 6.0•~104 cells per plate and Exp. II was 

5.3•~104 cells per one plate and Exp. II was 5.3•~104 

cells per plate. DEAF-cellulose chromatography was 

described in Materials and Methods, and the fracti

onated names were also described in the same section

て細 胞増 殖促 進 因子群 の部 分精 製 を行 った結 果

(図5), Em及 びM系 共 にDEAE-Celluloseカ

ラム に結合 しな い画分(EmFr. 1お よびMFr. 1)

に強 い活性 が 認め られ た(図6).さ らにDEAE-

Ce1luloseと はイオ ンチ ャー ジが反 対 のCM-Se-

phadex c-25に よ る因子群 の精 製 を行 なっ た.

なお,ク ロマ トグ ラフ ィー的 に各 因子 の分 離 ・

精製 す る こ とを 目的 とした ため使 用 した 試料 は

EmS2の み であ った. CM-Sephadex c-25と 結

合 しな いで溶 出 して きた 画分CM-IとCM-Se-

phadex c-25に 結 合 して い たCM-II画 分の溶 出

曲線 を図7に 示 した.

Fig. 7 Elution Pattern of EmS2 by CM-Sephadex c

-25 Chromatography

Fractionation procedure and nomenclature were 

described in Materials and Methods.

さ らに,こ れ ら画 分 中に含 まれ てい る細 胞増

殖促 進 因子 を精 製す る 目的 でSephadex G-200

カラム に よ りCM-I及 びCM-II画 分 を各 々分画

した.そ の 時の 溶 出曲線 を図8に 示 した.

Sephadex G-200ク ロマ トグラフ イー で溶出 し

て きた4つ の主 ピー クをM3T溶 液 で充分透析 後,

ポ リエ チ レ ング リコー ル(#20,000)で 濃縮 して

実験 に供 した.

CM-I及 びCM-II,さ らにSephadex G-200

ク ロマ トで分 画 した各 ピー クの細 胞増 殖促 進 効

果 を検 索 した のが表1で あ る.

DEAE-Celluloseカ ラムに よる分画法 の場合 と

こ とな りCM-Sephadex c-25カ ラムで は結合 画

分 で あ るCM-II画 分 に よ り強い細 胞 増殖 促進 効

果 を認め た.こ のCM-II画 分 を さ らにSephadex
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Fig. 8 Elution Pattern of Sephadex G-200 Chroma

tography of CM-I and CM-II

CM-I and CM-II were obtained by CM-Sephadex 
c-25 chromatography (see Fig. 2). The procedure is 
described in Materials and Methods.

Table 1. Fractionated Activity of EmS2 by CM-Se

- phadex c-25 and Sephadex G-200 Chroma
tography

SystemsStimulation in Percenta

a. Assay procedure and calculation formula were 

described in Materials and Methods, and the amo

unt of samples used after elution was 50ƒÊg/ml.

 The 100% in the resting cell system was 8.2•~104

 cells per plate.

b. Fractionation procedure and nomenclature were

 described in Materials and Methods and in Fig.7 

or Fig. 8.

G-200カ ラ ム で 精 製 す る と ピ ー ク1(II-P-1)と

ピ ー ク2(II-p-2)画 分 に よ り強 い 活 性 成 分 が 検

出 さ れ た(表1).

IV.核 酸 ・蛋 白質合 成 に 及ぼす 効 果

一 定時 間休 止 状態 で培 養 したCEFの 培養液 を

CM-II, II-P-1あ る いはII-P-2(図8参 照)を 含

む休 止培 養 液(RM)に 置換 し,前 述(方 法 の頃参

照)の 方法 で放 射 活1生前 駆物質 の各 ポ リマ ーへ の

取 り込み に対 す る効 果 を検 索 し,そ のDNA, R-

NA,蛋 白質各合成 に対す る促 進効 果 を表2に 示

した.

Table 2. Effect of Sephadex G-200 Fraction on D

- NA, RNA, and Protein Synthesis

SystemsStimulation in Percent4

a. Stimulation percent was calculated by the next 

formula.•k(c. p. m. in sample)/(c. p. m. in resting

 cells)•l•~100.

b. Fractionation procedure and nomenculature were 

described in Materials and Methods and in Fig. 8.

c. Secondary cultured cells were seeded in the rest

 ing medium (RM), and after 48h the RM was re

placed with the sample contained medium to

 turn-on the resting celis20), and after 16h radio

active precusors were added for 2h. The assay 

of DNA was performed by the method of Sch

aefer21) with 3H-thymidine and the assay of RNA 

  and protein synthesis was performed by the me

 thod of Rudland22) with 3H-Uridine, and 14G-Leu

- cine, respectively. Radioactivity was counted by 

the method of Kobayashi et. a1.23). The concentra

 tion of samples used was each 50ƒÊg/ml, and 100 

control indicated 2881c.p.m./plate in protein 

synthesis, 641c.p.m./plate in DNA synthesis,

 1026c.p.m./plate in RNA synthesis, respectively.

II-P-1あ るい はII-P-2は 共 にDNA合 成 に 対

し て 促 進 効 果 を示 し,つ い でRNA,蛋 白 質 の

順 に 促 進 効 果 を 示 し た.

V. Polyacrylamide gel電 気 泳 動 法

写 真1はEmS2, CM-I及 びCM-II(図8参

照)をPolyacrylamidege1電 気 泳 動 法 に よ1)得

ら れ た パ ター ン で あ る.写 真2はCM-II及 び

II-P-2を0-1% SDSを 含 むPolyacrylamide

 ge1電 気 泳 動 法 で 検 索 した パ ター ン で あ る. CM-
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Photo. 1. Polyacrylamide gel electrophoresis

left gel: EmS2, middle gel: CM I, right gel: CM-II 

Polyacrylamide gel (7.5%) electrophoresis was per

formed by the method of Davis24). The samples(100

ƒÊ g)were charged on one gel column.

II画 分 に お いて量 的 には低 分子 量側 の バ ン ドが

多 く検 出 され,こ の低分 子 側 のバ ン ドが細 胞増

殖 促進効 果 を表 わす 因子 の 一つ で あ る可能性 が

示 され た-さ らに分離 ・精製 して得 られたII-P-2

画分 の構 成 成分 は ほ とん ど低 分 子側 の物 質 と し

て検 出され た.

考 察

細 胞が 静 止期(G0期 又 はG1期)か ら増 殖状 態

さらに細 胞分 裂 とサ イ クル を くり返す ため には,

適 当 な環境(pH,栄 養,呼 吸,湿 度,温 度 等)以

外に細 胞 増殖促 進 因子 が 必要 で あ るこ とは よ く

Photo. 2. SDS-polyacylamide gel electrophoresis

left gel: CM-II, right gel: CM-II-G-200-P-2 

SDS polyacrylamide gel (10%) electrophoresis was 

performed by the method of Weber et. a125a). The 

samples (50ƒÊg) were charged on one gel column.

知 られ た事実 であ る.中 で もSerumは 最 もよい

増 殖 調節 作用 を有 して い るため細 胞 培養 系 に お

け る必須 成分 の一 つ と して取 り扱 われ て い る.

しか しなが ら, Serumを 用いて細 胞 増殖 調 節機

構 を解 明 す るため に は主 に以下 の2点 にお い て

非 常 に大 きな困難 性 を有 して いるためSerumに

代 用 で き る簡 略 な細 胞増 殖調 節 因子 の 発見 とそ

の 作 用機構 の解 明 が 急が れ て いる26).

一つ はSerumの もつ構 成成分の 複雑性 であ る
.

も う一 つ はSerum中 に存在 してい る活性 成分 の

抽 出 ・濃縮 の量 的 困難性 で ある.
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本報 では鶏胚 か ら成鶏 へ と分 化,発 育 して い

く筋組織 上清 中にSerum以 外 の鶏 胚線維 芽細 胞

増 殖促 進 因子(臓 器性 因子)が 存 在 して い るこ と

を報告 した.し か も,鶏胚か ら抽出た因子は成鶏か ら

の因子に比べ て高 い生物 活性 を有 してお り,予 想通

り中胚葉の発生 ・分化過程で この因子の質的変換が

起 ってい ることも確 認 した.さ らに,こ れ ら各 筋

上 清 中か ら硫 安 分画 法,エ タ ノー ル 分画 法 あ る

いは等 電 沈澱分 画法 に よ り調 製 した各画 分 中に

は細 胞増殖 を促 進す る因子が,そ の 生 物 活 性

に強弱 は あ るのに して も,あ らゆ る画分 中に 存

在 して いる こ とが判 明 した.つ ま り各筋上 清 中

には細 胞増 殖促 進効 果 を有す る因子 が複数 存 在

して い るこ と を示 して い る.各 筋上 清 中に含 ま

れて い る細 胞増 殖促 進 因子 が個 々別 々 に作用 し

て いるの か あ るいは数種 が お互 いに な ん らか の

関連 をもち なが ら作 用 して い るのか は不 明 で あ

るが,生 物活性 を発現 し,そ の 結果,鶏 胚か ら

成鶏へ と分化,発 育 す るため に数 種 の細 胞増 殖

促 進 因子 が必要 であ るこ と を示唆 して い る.な

お,こ れ ら因子 群 の一つ(Em50)はRNase, NE-

M,熱,ト リプ シ ン処理 等 に対 す る物性 変化 よ

り蛋 白性 成分 を主体 とした もの よ り構成 され て

い るこ とが判 明 した.一 方,本 報 で取 り扱 っ た

細胞 増殖 促進 因子 はDEAE-Celluloseカ ラム で

は非 結合 画分 に, CM-Sephadexカ ラム では結

合 画 分 に よ り強 い生物 活性 を有 す る因子 が抽 出

された こ とた よ り,か な り塩 基 性 の成分 であ る

こ とが示 唆 され る.こ の塩 基性 成分 をさらに クロ

マ ト法 に よ り部分 精製 した所,細 胞の特 にDNA

合 成 を促 進 させ る効 果 を有 す る低分 子 量(約1

万 ～2万)成 分の 存在 が電 気泳動法 よ り示 され た.

本報 で抽 出に成 功 した細 胞 増殖促 進 因子 は 以

下 に述べ る よ うに これ まで報告 され ていたpossi

tiveな 成長 因子26)とは全 く異 った新 しい もの で

あ る.

まず 第一 に,本 報 では 因子 の抽 出操 作 中 に2-

Metを 含有 され て行 な った に もか か わ らず強 い

生 物活性 を保 持 してい るこ とに よ り2-Metに よ

り失活 を示すSerumか ら取 り出 され た成 長 因 子

とは性 質 を全 く異 に してい る.牛 脳下 垂体 その

他 の臓器 よ り分 離 され てい る分子 量13,400のF-

GFは 線維芽細 胞の増殖 を促 進す るが しか しその

ため に は低 濃度 のSerumと さらにハ イ ドロゴー

チ ゾン とか インシュ リンの よ うな 補助 物 質 の共

在 を必要 と して お り27),本 報 で取 り扱 った因子

が 全 く何 らの補助 物 質 も必 要 とせ ず に強 い生物

活 性 を有 して い るこ とな ど,全 く別 の因子 であ

る こ とを示 して い る.

第二 に,鶏 胚細 胞 中 に も存在 して い るFibro

nectin28),29),30)に代表 され る細胞 表 層蛋 白質が細

胞 増殖 に 関与 して い る と報告 され て い るが,そ

れ は分 子 量が220,000と い う大 きな糖 蛋 白であ り,

さ らに近年,こ の物 質 の作 用機 作 としては細胞

増 殖 とい うよ りもむ しろ,細 胞 間 の接着 に必要

な蛋 白質 で あ るこ とが報告 され,本 因子 とは区

別 され る28).

第三 に, Cohen31)が マ ウス顎 下 腺か ら抽 出し

た分子 量6,000のEGF6),7)を 報告 してい るが,酸

性 蛋 白質 で あ るこ と よ り本 因子 とは全 く異 って

い る.

第四 に, Klagsbrun32)ら は3T3 Cellの 細胞分

裂 とDNA合 成 を促 進 させ,塩 基性 の低 分子量

成 分(約11,000～13,000)で2-Metに 対 して も影

響 されず,さ らに 本報 の 因子 と同 じよ うに生物

活性検 定 に お いて いか な る補助 物 質 も必要 とし

な い因子 に つ いて報 告 して いる.し か し,本 報

で は筋組 織 を原 材料 とし, STE溶 液, pH 7.4,

とい う非常 に生 理 的 に温和 な方法 で 因子 を抽 出

したが,上 記 因子 は牛 の肩 軟 骨 を原材 料 とし,

 IM塩 酸 グアニ ジン と0.02M2 (N-Morpholino)

 Ethane Sulfonic Acid, pH 6.0,混 液 で25℃, 24

時 間処 理 した後,さ らに有機 溶媒 処 理 して抽出

され て くる ポ リペ ブ チ ド生長 因子 であ るこ とに

よ り本 因子 とは 異質 の もの で あ る可 能性 が強い.

第五 に,細 胞増 殖促 進 因子 として血 液中にあ

るPlasmaやPlatelet由 来の 因子3),4)が報告 され

てい るが,こ れ らの生物 活性 発現 にはFGFを 必

要 と してい る.さ らに こ の成長 因子 は低分子 で

塩 基性 の ポ リペ プ タ イ ドで あ るが,熱 に対 して

安 定 で あ る こ とよ り本 因子 とは 異 ってい る.

本 報 での 因子 が細 胞 表 面 で作 用機 作 を発揮 し

しているのか,あ るいは直接細胞内に侵入 してDNA

合 成 のtriggerと な ってい るのか は オー トラジオ

グラ フ ィー に よる形 態学 的検 索, cyclic Nudeo

tide33)あ るいはOrnithine Decarboxylase34)の
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よ うな 細 胞内濃 度や 活性 変 動の検 討 を加 え なけ

れ ば な らないが,少 な くと も鶏胚 及 び成鶏 筋上

清 中 よ り抽 出 した細 胞増 殖促 進 因子 は これ まで

に報 告 され た種 々 の因子 とは上述 の よ うに 多 く

の点 にお いて 異 ってい る もの であ る.

臓器 性 の増殖 抑制 因子 として カロー ン13)や コ

ルニ ン14)等が報 告 され て い るが,本 報 にお け る

臓器性 細 胞増殖 促進 因子 は前述 の抑 制 因子 との

相関性 に お いて細 胞増 殖調 節機 構 の解 明 に重要

な一 貝 として今 後役立 つ もの と考 え られ る.

結 語

鶏 胚 及び 同系 の成 鶏筋 上清 中 に存在 す る細 胞

増殖 促進 因子 の物性 とその部 分精 製 につ い て研

究 した.

1)鶏 胚及 び成 鶏 筋上清 中には 鶏胚 線維芽 細 胞

を増 殖 さす 複数 の 因子 が存 在 して いた.

2)鶏 胚 か ら抽 出 した細 胞 増殖促 進 因子 の生 物

活性 は成鶏の もの よ り数 倍高い活性 を示 した.

3)鶏 胚か ら抽 出 した細 胞 増殖 促進 因子 の一 つ

は蛋 白性 成分 よ り構 成 され て いた.

4)部 分 精 製 した 因子 の一 つは 塩基 性 の低 分子

量 成分 で構 成 され て いた.

5)こ の 因子 は細胞 のDNA合 成 に対 して最 も

強 い促 進効 果 を示 した.

以上 述べ た こ とよ り,鶏 胚か ら成鶏へ と分化

・成長 の過 程 で細 胞増 殖促 進 因子 の 質的変 換 が

行 な われ てい る こ と,ま た,そ の よ うな 因子 は

筋組織 中に単一 成 分 としてで はな く数 種 の もの

が存 在 して い るこ とが示 され た.

稿 を終 るに当 り,御 指導,御 校 閲下 され た堀泰雄

教授,香 川医科大学 副学長西田勇教授 に深 く感謝す

ると共に,終 始,御 指導,御 鞭撻下された畠瀬修講

師か ら多くの貴重な示唆や御教示 を頂いたことを深

謝 します.ま た,種 々の御忠告,御 助力を頂 いた第

一生理学教室員各位に感謝 します.最 後に本研究が

出来 る機会 と御理解 を与 えて下 さった山陽学 園短期

大学上代晧三学長に感謝 します.

本論の要 旨は第47回 日本生化学会大会,第35回 日

本癌学会総会 及び第36回 日本癌学会総会において発

表 した.
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Factors stimulating cell proliferation were extracted from the supernatant of chick 

embryo carcases and adult chicken leg muscles of the same strain.

Partial purification was done, and the mechanism of stimulation (without supplements) 

and physicochemical properties were studied.

1). There were at least two or more stimulating factors for cell proliferation of chick em

bryo fibroblasts in the supernatant of embryo carcases and adult leg muscles of chickens.

2). The embryonic stimulating factors were several times more active than the muscular 

ones.

3). One of these stimulants was basic and had a low molecular weight protein-like compo

nent.

4). One of the partially purified stimulants showed its strongest activity on DNA synthesis 

in a chick embryo fibroblast system.


