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緒 言

生体 が組織 に障害 を受 けると一部 の臓器 を除いて

極 めて強力 な修復力 で回復す る.こ の とき障害部位

では細胞分裂或 は細胞 の肥大 によ り元の形態 に復す

るが,正常 な修復では元の大 きさ以上にはな らない.

如何 に して制御機構 が働 くのか?細 胞分裂の制御

機 構の解 明は,生 体 の発生 ・分化 ・生長 ・老化或 は

癌化の機 構を知 る上 に極 めて重要 であ る.こ れ を解

明すべ く哺乳 類中最 も再生 力に優れてい るラ ットに

部分肝切 除を施行 し,脱 制 御下におかれた再生肝 と

制御下 にあ る正常肝 について制御機 構の差異 を検討

した.従 来 ラッ ト肝再生の “引 き金機構"に おいて

は体 液 性説 が主 流 で あ る.即 ち, Christensen &

 Jacobsen,1)Bucher,2)遠 田 ら3)の体液性因子, Cater

,4)Paschkis5)ら の生 長ホルモ ン, Adibis6)Fisher,

7)本庄 ら8)の門脉因子, Marosら の言 う神経因子9)等

である.これ に対 して細胞性因子 につ いての報告は,

 Stich & Florian10)の 肝ホモジネー ト,寺 山&大 塚

11)の アルギナ ーゼ,中 原 ら12)の肝抽出物,西 田 ら13

)のコル ニンな どが ある.ま た肝以外か らの細胞増殖

に対す る細胞性抑制或は促進因子 としては, Bullo

ugh14)のChalone, Szent-Gyorgyi15)のPromine及

びRetine, Gospodarowicz16)の 線 維芽 細胞増 殖因子

(FGF)な どが報告 されてい る.こ れ らの うちPro

mine及 びRetine以 外の物質はすべて単一臓器 か ら

は細胞増殖の抑制または促進作用の一方の活性を示 す

因子 しか分離 されてお らず,或 は他の支持 物質例 え

ば副腎皮質ホ ルモ ン,生 長 ホルモ ン,イ ンス リン等

の添加 を必要 とす る.

著者 は今回西田 ら13),の方法 を改良 し,同 一 ラッ ト

肝上清中 に培養細胞の増殖 を抑制す る因子 と促進 す

る因子の共存 を確認 し,さ らに肝再生誘導によ りそ

れ らの因子が合 目的 に,活 性 を変化 させ るとい う知

見 を得 たの で報 告 す る.

材 料 及 び 実 験方 法

I. 細 胞

マ ウス 由来 線 維 芽 細 胞L-929株 〔岡 山大 学 医学 部

癌 源 研 究 施 設 病 理 学 部 門(佐 藤 二 郎 教 授)よ り恵与

され た〕をGM〔 増 殖 培 養 液: 2% Triptose-Phosp-

hate-Broth (TPB, DIFCO), 10%牛 血清 含 有Eag

le's minimum essential medium (MEM,大 五)〕

に継 代 培 養 した もの を 用 い た.長 期 に わ た り継代 を

繰 返 す と泡 沫 様 細 胞 の 出現 を み るた め,初 期 に凍 結

保 存 を して お き遂 次溶 解 し泡 沫 様 細 胞 の使 用 を可 及

的 に 回避 した.17)鶏胚線 維 芽細 胞(CEF)は 白色 レグ

ホ ン種 の10日 卵 鶏 胚 を2% TPB, 5%仔 牛 血 清含 有.

 MEMに 初 代 培 養 し.18)継代2～3代 まで のCEFを

使 用 した.活 性 検 定 はGMに 増 殖 させ た細 胞 をTEP

〔0.05% Trypsin, 0.02% EDTA (ethylene-diam-

ine-tatra acetate)含 有PBS(一)(phosphate-

buffered-saline)〕 で 集 めSM(付 着 培 養 液: 2%

 TPB, 0.5%牛 血 清 含有MEM)に て 植込 む.植 込

み 後24～36時 間 で 各 々 の 試 料 添 加 培 養 液 に 交 換 し,

 48～96時 間 培 養 後TEP処 理 しCoulter Counter

 (coulter electronics inc. USA)で 細 胞 数 を計

数 した.対 照 と して 抑 制 系 はGMで,促 進 系 はRM

(静 止 培 養 液: 2% TPB含 有MEM)で 同 期 間 培

養 した.

Ⅱ. 正常 肝 及 び 再 生 肝 の 調 整

当教 室 で 自家 繁 殖 させ た ウ イ ス タ ー系 ラ ッ ト(生

後約1ケ 月体重100～120g)をHiggins & Anderson

の 方 法20)に よ りエ ー テル 麻 酔 下 で 肝 の2/3に あ た

る中 ・左 葉 を結 紮 切 除 し,切 除 肝 を正 常 肝 と して0

°～4℃ の0 .25 MSucrose・10mM Tris-cl pH7.4
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・1mM EDTA (STE)溶 液 中へ 集 め,よ く脱 血

洗浄後-80℃ へ凍結保存 した。残存 肝は正確 に24時

間或 は72時 間後に ラ ットを断首 し再生肝 として採取

し, STE溶 液で脱血洗浄後-80℃ へ凍結保存 し使用

した.尚 部分肝切除 は前夜 よりラッ トを絶食 ・自由

給水 としてお き,午 前10時 よ り午后1時 の間 に施行

した.21)

Ⅲ. 細 胞 増 殖 抑 制 及 び促 進 因子 の 分画

-80℃ に保 存 した 肝 を 溶 解 し直 ち に冷STE溶 液

中 で細 切 し,充 分 血 液 の夾 雑 を 除 去 した後waring

 blenderで 破 砕 し,ガ ー ゼ 布続 い て テ トロ ン布 で 酒

過 した.〓 液 を テ フ ロ ン ホモ ゲ ナ イ ザ ー で ホモ ゲ ナ

イ ズ した後, 5.0M KOHでpH. 7. 4に 調 整 した.次

に10.000×glO分 間 遠 沈 して核 及 び ミ トコ ン ド リア

画 分 を 除 き,上 清 を105.000×g60分 間 遠 沈 して ミク

ロ ゾ ー ム 画 分 を除 去 し た.22)この 上清 に0 .5mMβ-

mercaptoethanol存 在 下 で攪 拝 し乍 ら-15℃ の 精製

エ タノ ー ル を最 終 濃 度45%ま で 除 々 に加 え, 60分 間

静置 後10.000×g10分 間遠 沈 の沈 渣 を45%画 分 と し

た.さ らに そ の 上 清 に0.5mMβ-mercaptoethanol

存 在 下 で最 終 濃 度70%に まで精 製 エ タノールを加 え,

同様 の 操 作 で 得 られ る沈 渣 を70%画 分 とした(図1).

以 上 の 画 分 につ い て 正 常 肝 か らの 標 品 をN45, N70,

再生 肝 か らの 標 品 をR45, R70,ま た 術 後72時 間の

肝 か らの標 品 をP45, P70と 称 す る.そ して こ れ ら

の 沈 渣 をVisking tubeで100倍 量 の1mM Tris-cl

pH7.4, 0.5mMβ-mercaptoethanol液 を外 液 と し

て72時 間以 上 透 析 し, Po1yethylenglycol(#20000)

で濃 縮 した後 凍結 乾 燥 し4℃ の デ シ ケ ー タ ー中 に保

存 し実 験 に供 した.以 上 の操作 は総て0° ～4℃ で

施行 した.

Ⅳ. 各試料の使用法

凍 結乾 燥 粉 末の試料 をPBS(一)に 溶解 し,ホ モ

ゲナ イズ後10.000×g10分 間の遠 沈に よ り不溶 成分

を除 き,上清をmillipore filterで〓過 した. Lowry

法23)によ り〓液の蛋 白量 を測定 し,抑 制因子 はGM

に,促 進因子 はRMに 適 当量添加 した.各 試料の検

定 は3 tubesの 細胞 を使用 しその平均 を出してある.

抑制率或は 促進率 は次式 による.

抑制率=GMの 細胞数-実 験 群の細胞敷/GMの細胞数 ×100(%)

促進 率=実 験 群の細 胞数-RMの 細胞数/RMの細胞 数 ×100(%)

V. ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ る分 画

カラム は直 径2.5cm長 さ10cmのDEAE-cellulose

カ ラム を 用 い た.各 試料 を10mM Tris-cl pH7.8,

 0.5mM β-mercaptoethanol (TM)溶 液 に 溶 解 し,

ホ モ ゲ ナ イ ズ 後10.000×g10分 間 遠 沈 で 不 溶 成 分 を

除去 後, TM溶 液 で平 衡 化 した カ ラ ムに か け た.非

結合 画 分 はTM溶 液 で 溶 出 させ,次 に1.0M Nac1添

加TM溶 液 で溶 出,最 後 に0.2M酢 酸 添 加Nac1・TM

溶 液 で 溶 出 させ た.そ れ ぞ れ をTM画 分, Nacl画

分, AA画 分 と 命 名 し 充 分 量 の1 mM Tris-Cl pH

7.8, 0.5mM β-mercaptoethano1溶 液 で72時 間 以

上透 析 し,濃 縮 凍結 乾 燥 して 保存 使 用 した.

VI. 核 酸 ・蛋 白 合成 の測 定

6cm径 の プラ ス チ ックシ ャー レ に植 込 ん だ細 胞 に,

試料 添 加 培 養 液 と交 換 後16時 間 目に3H-Thymidine,

 3H -Uridine , 14C-Leucineを 加 え4時 間 ラベ ル し,

それ ぞれ の放射 活性 をScintilation Counter (Pac

kard, Model 3320)で 測 定 した.24)尚1試 料4 plates

と しそ の平 均 値 を求 め た.

Ⅶ. 熱処 理 に よ る活性 変 化.

Ⅳの〓 液 を100℃ で30秒 及 び60秒 間煮 沸 し,凝 固 物

を3.000rpm5分 間 遠 沈 で 除 去 後 蛋 白量 を 測 定 し 使

用 した.

Ⅷ.　Polyacrylamid　 gel電 気 泳 動

Davis25)の 方 法 で 調 整 した ゲル に,各 試 料 を100μg

負 荷 し1カ ラ ム 当 り2mAで 泳 動 した.泳 動 後 固 定

Fig. 1 Fractionation of Samples. All ope

        rations were conducted at 0•`4•Ž.
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染 色 しデ ン シ トメ ー タ ーで 比 較 し た.

Fig. 2, Dose -dependent Inhibitory and Sti

mulatory Effects of N45 and N70 on 

L-929 growth.

abscissa :amount of samples added 

in ƒÊg/ ml. ordinate :left ;per cent 

control of inhibition induced by ad

dition of N45.

right ;per cent control of stimulation

 induced by addition of N70.

結 果

I. 細 胞 増 殖 抑 制 因 子(N45)と 促 進 因 子(N70)

のDose response.

GMにN45, RMにN70を 種 々の 濃度 に添 加 培 養

し,そ の 増 殖 抑 制 率 及 び促 進 率 を検 索 した. L-細 胞

(図2)に 対 してN45は40μg/ml以 上 で平 均70%の

抑 制 率 を示 し80μg/mlで も略 々同程 度 の抑 制 効 果 を

示 す.ま たN70は 同 じ く40μg/mlで 平 均30%の 促 進

率 を示 し80μg/mlで も同程 度 の促 進 効 果 を示 す 一 方

鶏胚 線 維 芽 細 胞(CEF)(図3)に 対 してN45は20μg/

mlで60%の 抑 制 率 を示 し50μg/m1で も略 々同 程 度

の抑 制 効 果 を示 す.ま たN70は20μg/ml以 上 で促

進 効 果 を発 現 し,濃 度 依 存 的 に その 作 用 を強 め る.

 N70のL-細 胞 とCEFに 対 す る効 果 の違 いはStra

fined cellとPrimary cultured cellの 相 異 によ る

もの か, N70の 種 特 異 性 を示 唆 す る もの か 今 後 の 検

討 が 必 要 で あ る.以 上 の 結 果 よ り試 料 濃 度 は一 般 に

40～60μg/mlと した.

Ⅱ. N45とN70のCEFに 対 す る拮 抗 作 用

RMにN70(120μg/m1)を 添加 しCEFに 作 用 さ

せ,別 系で さらにN45(60μg/m1)添 加培養す ると,

前 者に比 し後者 は60%の 増加 に とどま る.つ ま りN

45の 抑制効果はN70の 促進効 果に対 して拮抗的に作

用す ることを示 してい る.そ の結果 を表1に 示す.

Fig. 3, Dose dependent Inhibitory and Sti

mulatory Effects of N45 and N70 on 

CEF growth.

abscissa :amount of samples added

 in ƒÊg/ ml.•@ ordinate :left ;per cent

 control of inhibition induced by ad

dition of N45.

right ;per cent control of stimulation

 induced by addition of N70.

Table 1 Competitive Effects of N45 and

•@N 70 on CEF Growth

Ⅲ. 肝再生誘導の細胞増殖に及 ぼす抑制因子(N45

→R45)と 促進因子(N70→R70)の 活性変換 .

 L-細 胞を一定(24～36)時 間 の休止状態 での培養

後,各 試料添加培養液 に交換後96時 間の抑制 率,促

進 率(表2),及 び交換後24, 48, 72時 間の各細胞数

(図4)を 示す.正 常 肝抑制画分(N45)は 強力 な
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細胞増殖抑制作用 を示すが,再 生肝の同一画分 は殆

ど失活 するか或 はか えって促進作用 さえ も示す.さ

らに部分肝切除後72時 間の 同一画分P45はR45よ り

僅かに抑制作用 を回復 したか に見 える ものの, N45

には程遠い.こ の結果 よ り肝の修復 に従 って抑制因

子の活性化が再現 され ると推察 され る.ま た促進因

子群 の再生 肝誘導に よる変換は,そ の活性に殆 ど変

Table 2 Effects of 45% and 70% Fractions on Cell Growth

* Each sample was added 40 ƒÊg per ml in media
.

Fig. 5, Elution Pattern of N45 from DEAE-

cellulose Column.

Fig. 4, Growth Curve of L-929.

The culture media were changed at 

0 hour with fresh media with or 

without samples•F

(•›)Growing media (GM) system,

(•œ)Resting media (RM) system,

(•¢)N45 in GM, (•£)N70 in RM,

(• )R45 in GM, (•¡)R70 in RM,

respectively.

Fig. 6, Elution Pattern of R45 from DEAE

- cellulose Column.
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Table 3 Effects of DEAE-Cellulose Fractions on Cell Growth

* Each sample was added 50 ƒÊg per ml in media
.

Table 4 Effects of N45 and R45 on DNA, RNA and Protein 

Synthesis

a; 100% represented 5.92•~104cpm per mg protein.

b; 100% represented 10.7•~104cpm per mg protein.

c; 100 % represented 1.12•~103cpm.

Table 5 Effects of DEAE-Cellulose Fractions of N45 and R45

 on DNA synthesis

Table 6 Loss of Activity by Heat-Treatment

* Each sample was added 40ƒÊg per ml in media
. 

* * 30" and 60" show that each sample was heated at 100•Ž 

for 30 and 60 seconds, respectively.
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化 を示 さない.即 ち, 70%肝 切除 とい う刺激 に対 し

て残存肝 の細 胞側の応答機構の構成員 として肝再生

を惹起 し継 続 させ るのは,促 進因子の活性化 ではな

く,抑 制因子の活性低下 が大 きく関与 して いるこ と

を強 く示唆す る結果で ある.次 にこれ らの因子の精

製 と物 性 検索 のためDEAE-celluloseカ ラム クロ

マ トグラフ ィーの画各分(図5, 6)の 効果 を検索

した結果 を表3に 示す.抑 制 因子(N45)の 活性 の

大部分がTM画 分 に回収 され,促 進 因子(N70, R70)

の活性がNacl画 分 に回収 され る.こ こで注目すべ

きは粗画分 で全然抑制活性 を発 現 しなか ったR45に

もTM画 分にN45と 略 々同程度の抑制活性が溶出回

収 された ことであ り,こ の事 実 は正常 肝 抑制 因 子

(N45)がR45に 変換 し失活す る機構 を考察す る う

えで重要 な知見であ る.

Ⅳ. 核酸 ・蛋 白合成 に及ぼす効果.

一定時間休止状態で培養後各試料添加培養液 に交

換 し,前 述の方法で放射活性前駆物質の各 ポ リマー

への取 り込み に対 す る効 果 を検 索 し, DNA・RNA

・蛋 白合成 に対す る抑制及 び促進効果 を測定 した結

果 を表4に 示す.抑 制 率 はGMの 値 を100%と して

計算 した.こ の結果 よ りN45はDNA合 成 に対 して

最 も強 く抑 制作 用 を示 し,次 でRNA,蛋 白合成の

順 に抑 制 して いる.こ れ に対 してR45はDNA合 成

に全然抑制作用 を示 さず, N45はDNA合 成抑 制 に

よ り抑制作用 を発現す ると考えられる.次 にDEAE-

celluloseク ロマ トグラフィーの画分のDNA合 成 に

対 す る効果 の検 索の結果を表5に 示 す.あ ま り顕著

な差は見 られないがN45・R45共 にTM画 分に抑制

活 性が存 在す るのは細胞数 におけ る各画分 の結果 と

同様 であ る.

Ⅴ. 熱処 理によ る活性変化.

N45とN70を 熱処理 した場 合の活性変化 を表6に

示 す.各 々100℃30秒 で 大部 分 失活 しさらに60秒 で

殆 ど完全に失 活す る.こ の結 果よ りN45, N70と も

に蛋 白性 物質 と推察 し得 る.

VI. Polyacrylamid gel電 気 泳 動

3種 の 粗 抑 制 画 分(N45, R45, P45)のPoly

acrylamid gel電 気 泳 動 に よる分析 の結果 を図7, 8

に示 す. N45とR45の 比 較 で最 も著 明 な 変 化 はR45

に お い て 新 た にPIが 出現 した こ とで あ る. PIは 術

後72時 間 のP45に も僅か 乍 ら残 存 して お り,細 胞 数

Fig. 7, Polyacrylamid gel Electrophoresis.

 left: N45, medium: R45, right: P45.

 PI shows the PI of Fig. 8.

Fig. 8, Densitometory of Polyacrylamid gel

 Electrophoresis of N45, R45, and 

P45.
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に対 す る抑制 活性失 活の持続 と平行 して いる.ま た

DEAE-celluloseク ロマ トグラフ ィーで抑制活性が

非結 合(TM)画 分に回収 され るこ とによ り, PIが

N→R変 換 の本体 であ る可能性 も強い.

考 察

著者 の報告 した結 果 を考察す るにあた り,こ の報

告の意 義を先 づ文献学的に位置づ けるところか ら始

めたい.即 ち “肝再生機構"の 全体像 を解析す る場

合,(i)引 き金機構にお ける体液性因子 と残存肝細胞

の応答機構,(ii)残存肝及 び細胞中 にお ける増殖開始

並 びに維持 に関す る機構,(iii)回復時の増殖停止機構

等々の課題が解決 され なけれ ばな らないが,著 者は

この報告 においては(ii)を中心 として研究 し増殖制御

因子 と考 え られ る物質(抑 制因子及 び促進因子)の

実在 と,そ れ らの応答変化を認 めた結果 を示 したわ

けであ る.即 ち,肝 細胞性因子 として正 常肝上清 中

に蛋白性の細 胞増 殖抑制因子 と促進因子が共存 し,

肝再生誘導によ り促進因子は殆 ど不変であ るが,抑

制因子は殆 ど完全に失活す るとい う極めて合 目的な

変換 を認め,こ れ を体液性情報入力の応答機 構 とし

て肝細胞性の増殖制御機構の重要要素 と推察 してい

るわ けで ある.

さてHiggins & Anderson20)に よってラットの部

分肝切除法が確立 されて以来,肝 再生の機構につい

て多数の報告がな されて いる.こ の肝再生の “引 き

金機構"に つ いて大別す ると,(i)部 分肝切除によ り

何か細胞増殖促進機構 が駆動 され る,或 は促進因子

が新生 され る.(ii)正常 な成熟肝細胞中 に肝細胞の増

殖 を抑制す る物質或 は機構 が存在 し,肝 が障害 され

る と抑制作用 が低下する.(iii)或は(i)と(ii)が同時に

進行す る,と いったこ とが考 え られ る.

Stich & Florian10)ら は正常肝 ホモジネー ト或は

血清 は再生肝 の分裂指数 を低下 させ るが,再 生肝ホ

モジネー ト或 は血清は無効 であ ると報告 した. Cater

 & Hemingway,26)Paschkis,5)ら は下垂 体切 除 ラ ット

を用 いて の研究 か ら生長 ホルモンの関与 を推測 した

が,コ ン トロール群 に比 し24時間近 く遅延す る もの

の確実 に再生す るので この推測 は否定 され た.ま た

副腎摘除 によって も肝再生 は阻害 されない.こ れ ら

は体液性因子 として下垂体 ホルモンや副腎の ホルモ

ンの関与 が低 いこ とを示 している.

Christensen & Jacobsen,1)Moolten & Bucher

27)らのParabiosis或 は交又循環 によ る研究 で,肝

切除 を受 けたラ ットの 血 液 が正 常 肝 の分 裂指 数,

 DNA合 成を上 昇 させるこ と7,28)肝切 除 された動物 に

移植 された肝 に細胞分裂, DNA合 成 が認め られるこ

と,29)肝切除 され た動物の血清 は正常 肝の分裂指数 を

上昇 させ5,6,30)さらに線維芽細胞 の増 殖 を促進す るこ

と31)等々 肝切除 され た動物の血液 中に体 液性因子 と

して細胞増殖 を促進す る物質 か,そ れ とも抑 制機 構

を解除す る物質が存在す る可能性が強 く示唆 され た.

しか しFisherら7)に よ り肝全摘 を受 けた ラッ トと

のParabiosisで も正 常 肝のDNA合 成 が上 昇す る

ことが示 され,細 胞増殖促進物質 が肝臓 由来 の もの

に限定 され ないこ とも明 らか となった.彼 は門豚血

中 に膵由来の ミトコン ドリア促進因子(MSF)が 存

在す ることを推測 し,ま た本庄 ら81は門 詠結 紮によ

る実験か らMSFは 膵由来の物質 であ り本体 はイ ン

ス リンで あ る と報 告 してい る.ま たPaul32)は 肝再

生 ラッ トの血清 か ら培 養 細 胞 増殖 因子 を, Morley

 & Kingdon33)は 肝細胞 のDNA合 成促進 物質 を抽 出

し,そ れが分子量26.000の 蛋白物質で あると報告 し

た.遠 田 ら3,34)は部分肝切 除によ り血中α1-グ ロブ リ

ンの変動 を認 め, α1-グ ロブ リンの肝細胞増殖抑制

因子はα1-酸性糖蛋 白(α1-AG)で あ り,部 分肝 切

除により肝細 胞内のα1-AGが 血中に放出 きれ細胞 内

濃度 が低下 するため脱 制御 されて増 殖促進 がお こる

と推 論 してい る.ま た三 浦 ら35,36)も肝細胞増殖制御

物質 の報 告 を してい る. Teir&Ravanti37)は 成熟

ラ ット肝 よ りも幼 若 ラッ ト肝の浮遊 液に よ り強い増

殖 促進 作 用のあ ることを認め, Blomqvist38)は 新生

仔肝或 は再生肝 ホモジネー トには さらに強 力 な増殖

促進 効 果 を認 めてい る.ま たPaschkis39)も 再生肝

か らGrowth promoting agentsの 遊離(分 泌)が

あるのではないかと推論 してい る.さ らにMarshake

 & Walker,40)Kelly & Jones41)ら も肝抽出物 に細 胞

増殖 やDNA合 成促進効果 のあることを報告 している.

またStichら10,42)は 正常肝の ミク ロゾーム画分 が再

生肝 の分裂指数 を低下 させ るが,再 生肝の それ は無

効 と報告 し,大 塚 ・寺 山11)も腹水肝癌 のDNA合 成

を抑制す る正常肝 抽出物 質が再生肝 には存在 しない

ことを報告 し,本 体は アルギ ナーゼで あろ うと推察

した.

次に再生肝 にお ける肝再生応答機構 を解析す る場

合,肝 再生誘導 に よる残存肝 にお ける核酸.蛋 白合

成系 酵素群 の活性 化 と分解酵素群の不活性化 も合 目

的に行われてい るが,43～50)各々の酵素群の変換 は,“細

胞性制御 因子"そ の もので はな く,制 御因子 によ り

2次 的に誘導 された結 果 と考 えるの が妥 当であ る.
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そこで著者 の報 告 した蛋 白性の “肝細 胞 性制 御 因

子"は,体 液 性 情 報 入力 の 変 換に応答 して環 状 ヌ

クレオチ ドや核蛋 白燐酸化活性酵素 など と相関 し乍

ら,核 酸 ・蛋 白合成系 に直接 ・間接 に効果 を及 ぼ し

てい ると推察 し得 る.勿 論 この報告 に述べて い る両

因子の制御機構 にお ける真 の機能 を解析す るには,

精製 をはじめ多 くの実験 が積 み重 ね られねばな らな

いが,少 くと もこの 様な制御因子が上清中に も存在

し部分肝切除 とい う入力 に対応 した活性変換 を示す

とい う事実 は,一 般論 と しての “細胞増殖制御系"

にお ける細胞性因子 の重要性 を強 く示唆す る もので

ある.

この論文 において報告 した結果 は,同 一肝上清中

に線維芽細胞 の増殖 を抑制及 び促進す る物質が共存

し,こ れ らの両物質 が肝再生誘導 によ り合 目的 に活

性変化 を示す とい うことである.エ タノール分画法

とい う比較的簡単 な方法 で分離 される粗画分 は,正

常肝か らの画分 は線維芽細胞 の増殖 を強 く抑制す る

が,再 生誘導肝 か ら同一方法 で得 られ る再生肝画分

ではその抑制活性 が消失 してお り,さ らに術後72時

間のP45に おいて も殆 ど抑制活性 は回復 してお らず,

残存肝 が回復 するには目的に合 った変化 である.し

か し肝再生誘導 による促進 因子 の活性化 は認 め られ

ず,肝 再生 は抑制 因子の失活 に大 きく依存 している

こ とを強 く示 唆 してい る.唯,こ こには示 さないが

核酸 ・蛋白合成に対 す る促進 因子 の効果 はN→R変

換 によ り著 しく活性 化 され る結果 もあ り,促 進 因子

の関与 も否 定はで きない.

次に抑制 因子が如何な る機構によ り失 活す るかを

考察す ると,(i)量 的な変化(抑 制因子の減少),(ii)質

的な変化(因 子その ものの物性変化或は抗抑制 因子

の活性化),(iii)量的質 的な変化が同時にお こる場合

が考 えられ る.(i)は 肝湿重量 に対す る各画分の収量

はN45=4.2%, N70=0.5%, R45=3.8%, R70=

0.3%で 粗分画 である ため 厳密 には断定で きないが

量的な変化の可能性は低い と推察で きる.(ii)の場合

DEAE-celluloseク ロマ トグラフィーによる分画 で,

分画前の粗画分 において はまった く抑制活性 を示 さ

なか ったR45か ら, N45と 同程度の抑制活性画分が

回収 され たことは,肝 再生誘導 によ りN45の 抑制活

性 をマス ク して いた “抗抑制因子"と もい うべ きも

のが, DEAE-cellulose分 画法 によ り他の画分(例

えばNacl画 分)に 分離 されたか,或 は失活 した こ

とに よ り,マ ス ク されていた抑制因子の効果が再び

回収 された可能性 を示 してい る.さ らにPolyacry

 lamid gel電 気泳動のパ ター ンによ りこの可能 性 は

さ らに強 め られ た.即 ち, N45で は認 め られ ない

peakがR45で よ り低 分子(陽 極)側 に出現 した こと

で ある.ま たこのpeakは 術後72時 間 のP45に も僅

か乍 ら残存 してお り,こ れ らの ことは一層 質的な変

化,即 ち,抗 抑制 因子物質の新生或 は活性化 によ り,

再生肝にお いて は抑制因子が失活状態 にな り増殖 が

促 され ると考 え られ る.

これ らの因子が細胞増殖 を如何 に制御 しているか

をみる と, G1～G1後 期 に静止 してい るであろ うL-

細胞 に各試料 を作 用 させ増殖 を開始 させた後の放射

活性前駆物質 の取込 み実 験で, N45はS～G2期 の細

胞 のDNA合 成 を最 も強力 に抑制 し,次 でRNA・ 蛋

白合成 の順 で抑 制 す る.一 方R45はDNA合 成 に対

して全然抑制作用 を示 さず, N→R変 換 による抑制

活性 の失活 はDNA合 成抑制 低 下 による もの と推察

し得 る.こ の様 な抑制 因子の作用機作 につ いて はオ

ー トラジオ グラフィーや キネ テ ィカル な分析等今後

さらに検 討 を加 えな くて は な らな いが,少 くと も

DNA合 成 に対す る抑 制 効果 が最 も著 しいことな ど

か ら,細 胞内に取込 まれてか ら機能 して いる可能性

が強 い.

結 語

ラ ットに部分肝切除 を施行 し,肝 再生誘導時 に惹

起 され る残存肝細胞の応答機構 を研究 した.

1) ラ ット同一肝上清 中に線維芽細胞増殖抑制因

子 と促進因子が共存 し,工 タノール分画法 で分離 さ

れ た.

2) これ ら抑制因子 と促進因子 は熱処理 によ り失

活す る蛋 白性物質 であ り,お互に拮抗作 用 を有 す る.

3) 再生肝の同一画分 では,促 進画分 は不 変であ

るが,抑 制 同一画分 は殆 ど失活 し,こ の ことは肝再

生 に とって極 めて合 目的 であ る.

4) 再生肝抑制同一画分のDEAE-cellulose分 画

で抑制活性 が回収 され,ま た同 じくPolyacrylamid

ge1電 気泳動で,正 常肝抑制画分 には存在 しない新

しいpeakが 認 め られた.こ の ことは肝再 生誘 導 に

よ る新 たな抗抑制 因子 の出現 を示唆するものである.

本論の要 旨は第47回 日本生 化学会大会及 び第35回

日本癌学会総会 において発表 した.

稿 を終 るに当 り,御 指導,御 校閲下 され た恩師西

田勇教授に深 く感謝致 します と共 に,終 始御指導,

御校閲下 された畠瀬修講師 に感謝致 します.ま た種
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Co-existence of inhibitory and stimulatory factors on cell proliferation

in a same rat liver supernatant and their regenerating changes
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Responding mechanism of regenerating hepatocytes induced by partial hepatectomy 
was studied.
1) Fibroblast inhibitory and stimulatory factors on fibroblast proliferation co-exist in the 

same rat liver supernatant, and they were simply isolated each other by ethanol fractio

nation.
2) These factors have protein components and lose the biological activities by heat-treatment,

 and they show the competitive activity each other, respectively.
3) In regenerating liver, stimulatory factor(s) was not remarkably changed, but inhibitory 

one almost lost the inhibitory activity. These phenomena are very rational and suitable for
 hepatocyte regeneration.

4) The inhibitory activity was separatedly eluted by DEAE-cellulose chromatography of
 inactive regenerating liver fraction, and new peak that did not exist in normal inhibitory 
fraction was detected in polyacrylamid gel electrophoresis of regenerating liver same frac
tion.

5) These phenomena suggest that a possible new anti-inhibitory factor(s) would be formed by 

partial hepatectomy.


