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緒 言

1931年HigginsとAnderson1)が,ラ ット肝

臓の部分切 除法 を確立 して以来,同 法適用後に

みられ る肝再生の現象は,動 物細胞増殖制御機

構 に関す る研究に,し ば しば利用されて きた.

現 在,肝 再生機構に関する理論は,大 別 して次

のいづれかに分類され る.す なわち,一 つは,

肝の部分切除によって増殖促進物質が,肝 外に

生 じるとす る体液性細胞増殖促進因子説であり,

他 は,元 来正常肝細胞内に存在す る増殖抑制物

質が再生誘導により,そ の抑制力 を失 なうとす

る臓器性細胞増殖抑制因子説である.前 者 によ

る細胞増殖促進 因子 としては,イ ンス リン様物

質2),3),4),5),6),血清成分7),8),ホ ルモン9),10),など

があげられている.従 来の研究により,こ れら

の体液性因子の存在が,肝 再生のための必要条

件であるこ とは,充 分証明されているが,一 方

それが,そ の十分条件 を満たしているとはいい

がたい.後 者の説に よる細胞増殖抑制 因子 とし

て,コ ルニン, Chaloneな どがあげられる。臓

器性細胞増殖抑制因子説は,極 めて興味あ る仮

説である.し か し,抑 制因子の存在 を証明する

ための理想的な検定系がないため,肝 コルニン

11),12),13),14),15),16)を始 め
, Hepatic chalone17),

18),19),20),28),
,そ の他のLiver factor21),22),23),

24),25).26),27)などは
,培 養細胞系,臓 器切片ある

いは, in vivo細 胞系を用いて検索され,こ れらの系

において細胞増殖抑制効果が示 されているにすぎ

ない.臓 器性細胞増殖抑制因子 として,肝 細胞の増

殖を制御する因子であることを示すには,各 因子に

おいて,よ り一層の精製と物性検索 を行な うと同

時に,非 特異的な抑制因子の除外が必要である.

著 者は,西 田らの肝コルニンにつ いてさらに

詳 し く検索す る目的で,培 養L929線 維 芽細 胞

の増殖及びDNA合 成 に対す る効果 を指標に し

て,ラ ット正常肝上清中に存在す る細胞増殖抑

制 因子の分離精製 を行ない,そ の物性 と作用機

序 とを明らかにす るための実験を行なった.そ

の結果,ラ ッ ト正常肝上清よ り二つのL929線

維 芽細胞増殖抑制因子が分離 された.第 一の因

子 は, Arginase活 性 をもつ因子であった.第

二の因子 は, L929線 維 芽細胞の蛋白合成 を第一

義 的に抑制する因子 で, Trypsin, RNaseお よ

び熱処理 に対 して安定 な因子 であった.

材 料 及 び 方 法

I.増 殖抑制効果検定の ため の細胞系

マウス由来線維芽細胞L929株(以 下, L細

胞)を 増殖培養液(Growing Medium,以 下,

 GM)す なわち2% Triptose-Phosphate-Broth

(以下, TPB) (DIFCO)と5%仔 牛血清(半

井化学)を 含有す るEagle's Minimum Essen

tial Medium(以 下, MEM)(日 水)に 継代

培養 した ものを用いた.閉 鎖系の培養は培養用

恒温器内で,プ ラスチ ックシャー レによる開放

系培養は, 5%CO2含 有1気 圧大気培養恒温器

内で行 なった.温 度 は37±2℃ に保 った.

II.正 常 肝及び再生肝材料の調製

当教室で 自家繁殖 させたウィスター系ラッ ト

(生 後4週 ～6週)に おいて, Higgins & An

derson1)の 方 法によ1),そ の 肝臓の3分 の2を

切除 し,切 除肝を正常肝 として, 0°～4℃ の

STE溶 液 すなわ ち, 0.25M Sucroseお よび1

mM EDTAを 含 む10mM Tris-Hcl (pH 7.4)

溶 液 中でよ く脱血洗浄 し, -80℃ で凍結保存 し

た.残 存肝は,肝 切 除手術24時 間後に,ラ ット

を断首屠殺 して採取 し,再 生肝としてSTE溶

液 で脱血洗浄後-80℃ で凍結保存 し,使 用 した .

尚,部 分 肝切 除術 は前 日午後6時 よりラッ トを

153



154 倉 光 誠

絶 食 ・自由給水 としてお き,当 日午前10時 より

午後1時 の間に施行 した29).

III.肝 細胞分画

-80℃ に保存 した肝臓 を解凍 し
,直 ちに冷

STE溶 液 中で細切 し,充 分血液成分 を除去 した

後, Waring blenderで 破 砕 し,ガ ーゼ布続い

てテ トロン布 で濾過 した.濾 液をテフロンホモ

ゲナ イザーで破砕 した後, 5M KOHを 加 えて

pH 7.4に 調 整 した.次 に10,000×g, 10分 間の

遠沈 を行な って核及び ミトコン ドリア画分 を除

き,そ の上清を105,000×g, 60分 間遠沈 して,

ミクロゾーム画分 を除去 した30).こ の上清を肝

細胞上 清画分(正 常肝 よりの もの をNS2,再 生

肝 よりのものをRS2)と し,β-mercaptoethanol

を5mMの 濃度になるように加 え, 5mM β-

mercaptoethanolを 含 む1mM Tris-Hc1 (pH

 7.4)溶 液 に対 し,充 分透析 した後,濃 縮,凍 結

乾燥 し,さ らに以下の操作 を行 なった.

Ⅳ, DEAE celluloseク ロマ トグラフィーによ

る肝上清画分の分画

Ⅲによ り得 られた肝上清画分 を5mM β-mer

captoethanolを 含 む10mM Tris-Hcl (pH 7.8)

溶 液(以 下, TM溶 液)に 溶解 し,破 砕後,

 10,000×g, 10分 間 遠沈 し,不 溶成分 を除去

し, TM溶 液 で平衡 化 したDEAE cellulose

カ ラムにかけた.非 結合画分(N-A)が 完全に

流出 した後, 0.5M Nac1を 含 むTM溶 液 添加

に より溶出す る画分 をN-B画 分,更 に1.0M

 Naclを 含 むTM溶 液 添加によ り溶出す る画分

をN-C画 分 として,そ れぞれの画分 を, 5mM

β-mercaptoethanol含 有1mM Tris-Hcl (pH

 7.4)溶 液 に対 し充分透析 し,濃 縮,凍 結乾燥

して保存 し,抑 制因子試料 として活性測定に使

用 した.

V.細 胞増殖に対す る試料の抑制活性の測定法

L細 胞を付着培養液(Seeding Medium,以

下, SM)す な わち2%TPBを 含 有するMEM

に1%仔 牛 血清を添加 した培養液中に浮遊 させ,

 7.55cm2プ ラ スチ ックシャー レ(豊 島製作所)に,

 2×104個/シ ャーレの割合で,植 え込んだ.約

24時 間後,休 止培養液(Resting Medium,以

下, RM)す なわち2%TPB含 有MEMに よ

り培養 液を交換 し,さ らに約72時 間培養 して休

止状態にした.そ の後, GMあ るいは, Ⅳ に よ

って得 た試料を添加 したGMに 培養 液交換 し,

 48時 間 培養後に トリプシン ・EDTA溶 液す なわ

ち, 0.05% Trypsin, 0.02% EDTAを 含 有す

るPBS(-) (Phosphate-Buffered-Saline)

で 細胞 を浮遊化 させ, Coulter Counter (CO

ULTER ELECTRONICS INC. USA)で 細 胞

数 を計数 した.

試 料の添加は,次 の方法で行 なった.ま ず,

凍 結乾燥粉末状態の試料 をPBS(-) に溶解

し,破 砕 後, 10,000×g, 10分 間 の遠 沈により

不 溶成分を除 き,上 清 をmillipore filter (TY

PE HA 0.45μm MILLIPORE CORPORA

TION, Bedford, Massachusetts 01730)で 濾

過 した.次 に, Lowry法31)に よ り試料の蛋白

量 を測定 し,そ れによって添加すべ き試料の量

を決定 して, GMに 添加 した.

試 料の細胞増殖抑制活性 の算定のために,各

試料につき, 3シ ャー レの培養細胞 を使用 し,

各 シャーレごとに細胞数 を計測 して,そ の平均

値 を求めた.コ ン トロール系 との比較 は次式に

よ り行なった.

Percent of control=
試料添加GM系 における

/ GM系 における平均

平均細胞数

/細胞数
×100(%)

VI. L-arginineの 添加 の方法及びArginase活

性 の測定法

L-arginineを 培 養液に添加す る場合, L-ar

ginine(半 井 化学)をPBS(-)に 溶解 し, mi

llipore filter (0.45μm)で 濾過 した後,一 定

の 濃度になるように培養液に添加 した.

Arginase活 性 は, Van Slykeの 方 法32)に

よ り測定 した.

Ⅶ. G-150 Sephadexク ロマ トグラフ ィーに よ

る分画

TM溶 液 で平衡化 したG-150 Sephadex

 (Phamlacia Fine Chemical)カ ラムに, Ⅳ

で述べた操作 により可 溶化 したN-B画 分 をか

け,分 画 した.

Ⅷ.核 酸 ・蛋白質合 成能の測定

SMに 浮遊 させた細胞を18.1c㎡ の プラスチ ッ

クシャー レ(豊 島製作所)に,約4×105個/シ

ャーレの割合 でまきこみ,細 胞が互 いに接触す

るまで増殖 させ たあと,培 養液 をRMに 交換 し

休 止状態にする.そ の後 さらに, RMをGMに

変 換す る(Turn-on)こ とに よ り, G1-S変 換期
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への誘導 をはかった40).こ こ で, G1-S変 換期

とは,準 同調培養系におけるG1-S変 換期であ

り, Tum-onよ り16時 間後 までの時期 をい う.

 Turn-on 16時 間後 より20時 間後までの4時 間は

3H-thymidineの と りこみの最 も盛んな時期で
,

こ の時期 を準同調系のS期 という.

培 養細胞のDNA合 成能 の評価は, S期 に おけ

る3H-thymidineの と りこみ をRudlandの 方

法33)に 従 って測定することによって行 なった.

蛋 白合成能の評価のために14C-1eucineの と

りこみ をRudlandの 方法で測定 した.

またRNA合 成 能の評価は, 3H-uridineの

と りこみを測定す ることによって行なった.す

なわち,ラ ベ リング後, Rozengurtの 方 法34)

で 酸可溶性画分を取 り除 き,その後細胞 をNaOH

で 処理 し,遠 沈を行 なった後,上 清中の放射活

性 をTriton X-100シ ンチ レー タ-41)を 用 いて

測定 した. DNA合 成 系及び蛋白合成系に とり

こまれた放射活性の測定は,ト ルエンベースシ

ンチレー ター351を 用 いて行 なった.

測 定は,す べて, Packard Scintillation Co

unterで 行 なった. RNA合 成 系及び蛋白合成系

での放射活性前駆体 のとりこみは,と もに, G1-

S変 換 期において, 30分, 60分, 120分 間のラベ

リング,す なわちkineticな 系 により行なった.

 3H-thymidine
, 3H-uridineお よび14C-leucine

は, Radiochemical Centre (Amersham, En

gland)よ り購入した ものを使用 した.

培養細胞の核酸及び蛋白合成能に対する各試

料の効果 を評価す るために, Vに 述べ た方法 で

滅菌処理 した試料 を, DNA合 成系の場合は,

 Turn-onと 同時に, RNA合 成 系 と蛋白合成系

の場合は,放 射活性前駆体の添加 と同時にGM

に 添加 した.コ ン トロール培養系お よび,試 料

添加培養系 ともに, 3シ ャー レの細胞 を使用し,

と りこまれた放射活性の平均値 を求めた.次 式

に よりコン トロール系 との比較 を行なった.

Percent of control=
試料添加GM系 における

/ GM系 における平均

平 均c. p. m./

c. p. m.
/×100(%)

Ⅸ.紫 外部吸収測定

試料の紫外部吸 収測定 は,日 立分光光 度計

(EPS 3T自 記 分光計)を 使用 して行 なった.

 X. Trypsin, RNaseお よび熱処理に よる試料

の活性変化

Vに 述べた方法で滅菌処理 したB-5(詳 し く

は後述)の1mgあ た りに, 10μgのTrypsin

 (DIFCO)を 添 加 し, 37℃ で1時 間処理 を行な

った.処 理後直 ちに, 10μgのTrypsin Inhi

bitor (T9003, SIGMA)を 加 えて反応 を停止

させた. RNaseに よ る処理は, B-5 1mgあ た

りに, 1mM Mgc12を 含 む25μgのRNase A

 (15140, Boehringer Mann.)を 添加 し, 37℃

で1時 間行ない,そ の後, 2mM EDTAを 加

えて反応を停 止させ た.熱 処理 は, B-5を 沸 湯

槽 内に, 1分, 10分, 60分 間保ったのち,直 ち

に冷却す ることに よって行 なった.こ れらの処

理 を加 えた試料のDNA合 成 抑制効果をⅧに述

べ た方法に従って調べ,処 理に よる抑制活性の

変化 を検索 した.測 定系 と同様の処理 を行なっ

たPBS(-)をDNA合 成 系に添加 し, Trypsin,

 Trypsin Inhibitor, RNase A, Mgcl2, EDTA

な どの添加がDNA合 成 に認むべ き影響 を与え

ないことを確認 している.

結 果

正常肝上清(NS2)は, 100μg/meの 濃度で

L細 胞の増殖 を約14%抑 制 した(Table 1).

Table 1. Effects of NS2 fractionated by DEAE

- cellulose on cell proliferation.

a) Triplicate identical dishes were used for 

one assay point to calculate the mean value 
of the cell number.

The standard deviation did not exceed 10% 
of mean value.

b) Percent of control was calculated by the 
formula described in the Materials and Me

thods.

NS2に 存 在する細胞増殖抑制 因子 を精製す る目

的で,ま ず, DEAE celluloseに よ る分画 を行

なった.こ の分画法によって得 られた, N-A,

 N-B, N-Cの 各画分(Fig. 1)に つ いて細胞増
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Fig. 1. Elution pattern of NS2 from DEAE

- Cellulos column.

殖抑制効果を検索 した結果,非 結合画分のN-A

に は,強 い抑制活性が認め られ, 0.5MNac1

添 加 によ り溶出する画分N-Bに は約10%の 抑

制活性が認め られた. 1MNacl添 加 により溶

出す る画分N-Cに は,ほ とん ど抑制効果は認

め られなか った.

ラ ッ ト肝よ り抽出され るArginaseは 生理 的

pHの 範 囲内では正に荷電するので36), DEAE

 cellulose非 結 合画.分N-Aに は, Arginase活

性 の存在する可能性が考 えられたが,検 索した

結果, Fig. 2に 示 す如 く, N-Aに は, Arginase

活 性 が著明に認め られた.

Fig.2. Arginase activity in N-A.
Curve showed the proportionality be
tween the amount of arginine hydroly
zed and the amount of enzyme pre
sent in N-A.

次にN-Aが 持 つ強 い細胞増殖抑制作用は,

 N-A中 のArginase活 性 のみに起因する ものか

否かを明 らかにするために, L-arginine(以 下,

 L-arg.)を 培養液に添加して, N-Aの 細 胞増殖抑

制効果の変化 を検索 した.そ の結果, Fig. 3に

示 す様に, L-arg.を 約7.5mM添 加 することによ

りN-Aの 細胞増殖抑制効果は完全に消失 した.

従 って, N-A中 に存在する細胞増殖抑制因子 は,

 Arginaseで あ るこ とが示 され た.

つ ぎに, N-Bは100μg/meの 濃度 で, L細 胞

Fig. 3. Competitive effect of L-arginine on the 

inhibitory effect of N-A on cell proli

feration.

The percent of inhibition was calcul

ated by the following formula:[cell 

number in GM+L-arg.-cell no. in GM 

+N-A(50ƒÊg/me)+L-arg.]+[cell no. in 

GM-cell no. in GM+N-A(50ƒÊg/me)] 

The abscissa indicates concentrations 

of L-arg. in GM.

Fig. 4. The elution pattern of G-150 Sephadex

 chromatography of N-B.
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の増殖 を約10%抑 制 したが(Table 1),こ の 中

に存在する抑制因子 を精製する為に, N-BをSe

phadex G-150で 分 画 し,分 子量の大 きい順に,

 N-B-1, N-B-2, N-B-3, N-B-4 N-B-5の 五 つの

画分に分けた(Fig. 4).こ の5画 分 のそれぞれ

につ いて, L細 胞 のS期DNA合 成 に対す る効

果を検索 した結果, N-B-5に,強 いDNA合 成

抑制効果が認め られた. Table 2にN-B-5のS

Table 2. Effects of N-B-5 and R-B-5 on DNA 

synthesisa)

a) The assay system of DNA synthesis in S phase 
was described in the Materials and Methods.

b) The sample from different batches was used in 
each Experiment.

c) Percent of control was calculated by the form
ula described in the Materials and Methods.

期DNA合 成抑 制効果が示 されているが,こ こ

で明 らかな様に, N-B-5のDNA合 成抑制効果

の大きさは,そ の添加量 を蛋白量で表示 した場

合,添 加量に比例 しない.こ こで,こ の抑制因

子の活性が,バ ッチにより,大 きく違わないと

仮定すれば,こ の結果は,こ の因子が,蛋 白質

性の ものではないという可能性 を示すものであ

った.

N-B-5に, Arginase活 性が存在するか否か検

索 したが, Arginase活 性 は,ま った く認め られ

なかった.

次 に, N-B-5のDNA合 成 抑制効果が,直 接

的効果あるいは間接的効果のいずれであるかを

検索す る目的で,準 同調培養系について,4時

間ご とに区切ったG1-S変 換期の各期,な らびに

S期 の4時 間に, N-B-5を 作 用 させ, S期DNA

合成 すなわち, Turn-on 16時 間 後か ら20時 間後

までの期間における3H-thymidineの と りこみ

を調べた(Fig. 5).そ の結果, Fig. 5に 示 され

ている様に, G1-S変 換期に作用させた場合の方

が, S期 に作用させた場合よ り抑制効果が大で

あった.こ の結果か ら, N-B-5のDNA合 成 抑

制効果は,間 接的効果である可能性が示唆された.

次 の問題は, N-B-5の 第一義的作用点が, G1-S

変 換期におけ る,い か なる過程にあるかを決定

す ることであ った.そ のため,こ の期におけ る

蛋 白合成, RNA合 成 に対す るN-B-5のkinetic

な抑 制パ ター ンを見ることにした. Turn-on後

8時 間目に, N-B-5と,放 射性前駆体す なわち,

蛋 白合成抑制効果 を検索する実験 においては,

 14C-leucine ,ま たRNA合 成抑制効果に関する実

験においては, 3H-uridineを 同 時に培養液に添

加 し, 30分, 60分, 120分 間の放射性物質の とり

こみをしらべた.そ の結果,蛋 白合成は, N-B-5

添加 直後よ りただちに抑制を受け,以 後同程度

の抑制効果が持続することが明 らかになった

(Fig. 7).一 方RNA合 成 に対 しては, N-B-5

添加 後120分 の間には明 らかな抑制効果は認めら

れなか った(Fig. 6).こ の結果は, N-B-5の 抑

制作用の第一義的な作用点が,蛋 白合成にある

ことを示唆 した ものである. Fig. 5に 示 される

様に, G1-S変 換期中の,ど の4時 間にN-B-5を

作 用させ て も,同 程度の3H-thymidineと りこみ

抑制効果がもた らされ,特 異的な時期に,特 異

的な蛋白合成 を抑制する可能性は とぼ しく,む

しろ, N-B-5を 作 用 させ た4時 間の間の蛋白合

成抑制が,一 様にS期 の始 まりを遅延 させ たと

いう可能性が強い と思われた.ま た, S期 の4

時 間に作用させ た場合には, 3H-thymidineと り

こみ抑制効果が, G1-S変 換期作用の場合の約2

分 の1程 度認め られたが,こ れは, S期 に おけ

るDNA合 成 過程は,同 時的に進む蛋 白合成過

程に依存する37)ため であると解釈 された.

次 に, N-B-5中 に存在す る抑制因子の物性 に

つ いて,検 索 を行 なった.

N-B-5の 紫 外部吸収曲線は, Fig. 8に 示 す如

く, 260mμ に最大吸収 を持 ち,ヌ クレオチ ドの

含量の多い画分であることが示された.

N-B-5,及 び,再 生肝上清 より抽出 した同様

の画分R-B-5 (Fig. 9, Table 2)に 対 し, Trypsin,

 RNase.あ るいは熱処理 を行 ない, DNA合 成

抑制活性の変化 をみたところ,末 処理のB-5画
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Fig. 5. Effect of N-B-5 on DNA synthesis in S phase by the treatment in G1-S 

transitional phase.

Percent of control was calculated by the formula described in the Materials 

and Methods.

The mean value of the incorporated amount of 3H+thymidine was calculated 

from 3 identical experimental dishes in each system.

Fig. 6. Kinetic effect of N-B-5 on RNA synthesis 

in G1-S transitional phase.

At 8 h after turning-on the resting L-cell, the incor

poration of 3H-uridine to RNA was assayed for 30

min., 60min. and 120min. in the presence of N-B-5 

(50ƒÊg/ml).

Percent of control was calculated by the formula 

described in the Materials and Methods.

Fig. 7. Kinetic effect of N-B-5 on protein synthe

sis in G1-S transitional phase.

At 8 h after turning-on the resting L-cell, the incor

poration of 14C-leucine to protein was assayed for 

30min., 60min. and 120min. in the presence of N-B

-5 (30ƒÊg/ml).

Percent of control was calculated by the formula 

described in the Materials and Methods.
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Fig. 8. Ultraviolet absorption spectra of N-B-5.

Fig. 9, The elution pattern of G-150 Sephadex 

chromatography of R-B.

分 とくらべて,そ の抑制活性に変化が認められ

なかった.す なわ ち, B-5(N及 びR)に 存在す

る因子は,こ のどの処理に対 しても安定な物質

であることが示 された(Table 3).

考 察

ラット肝上清か ら二つのL細 胞増殖抑制因子

を分離 し,そ の性質を調べ た.こ れ らの培養細

胞増殖抑制 因子が,そ の由来する肝細胞 自身の

増殖 も抑制す る臓器性細胞増殖抑制因子である

ことを示すためには,少 な くとも次の四つの条

件 を満足 させ ることが必要 であろ う.す なわち,

まず第一に,そ の抑制因子は,培 養液組成に変

化 をおこすことによって培養細胞の増殖 を抑制

す るような,非 特異的な抑制因子 でないこと.

第 二に,再 生肝上清よ り抽出した同様の因子の

抑制 活性 が,正 常肝のそれ と比較 して低 いこ と.

あ るいは,量 的に少ないこと.第 三に,培 養細

Table 3. Loss of inhibitory activity of B-5 treated 

with Trypsin, RNase and Heat.a)

a) B-5 was treated according to the schedule des
cribed in the Materials and Methods.

b) The assay system of DNA synthesis in S phase 
was described in the Materials and Methods.
c) R-B-5

d) N-B-5

胞系のみでなく, in vivo細 胞系においても抑制

効果を示す こと.す なわち,再 生誘導後の ラッ

ト肝の肝細胞増殖あるいはDNA合 成 に対 して

も抑制活性 を持つ こと.そ して第四に,培 養細

胞及び肝細胞において,共 通の作用様式 をとる

こと.す なわち,両 細胞系にたい し,細 胞内に

取 り込 まれて作用するか,あ るいは細胞表面に

作用す るかのいづれか一つの作用様式 をとるこ

と.以 上の四つの条件 を満足す る培養細胞増殖

抑制因子は,臓 器性細胞増殖抑制 因子である可

能性が非常 に強いといえるであ ろう.

著者が検索 を行 なつた二つのL細 胞増殖抑制

因子の うち第一の因子は, Arginase活1生 を持つ

因子であった.こ の因子に よるL細 胞増殖抑制

効果が, L-arg.の 添加 によって完全に消失 した

ことか ら,こ の因子は,培 養液中のL-arg.を 分

解することによ り,そ の増殖抑制効果 を発現す

る因子 であることが示 され た.従 って,こ の因

子 は,上 記の条件の うちの第一 の条件を満足 し

ない,非 特異的抑制 因子であるというこ とがで

きる. Arginaseに よるL-arg.分 解 に限らず,

一 般に培養液か ら
,ど の必須ア ミノ酸 を欠乏 さ

せ ても培養細胞は, S期 に おいて顕著な抑制作

用を受 ける38),39).

第二 の因子B-5は,以 下にのべるように,今
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までに知 られていない培養細胞増殖抑制 因子 で

ある.

肝 臓か ら抽出された培養細胞増殖抑制 因子 に

関しては,現 在 まで次の様 な報告がなされてい

る. Ohtsukiは 西 田らの方法によ り,牛 肝臓か

ら肝 コルニンを抽出 した.こ れは, L細 胞 のD

NA合 成 抑制効果を持ち,非 透析性 で,熱 に安

定な物質であった13) 14).し か し, Ohtsukiは,

これ以上,こ の因子の物性あるいは作用機序に

ついてのべ ていない. Terayamaら は ラッ ト肝

臓の105,000×g上 清 より,腹 水肝癌細胞のDN

A合 成 を抑制する二つの因子 を分離 したが,こ

れは, ArginaseとThymidine分 解 酵素 であ る

ことが明 らかにされた21),22),23). Thymidine分

解 酵素は,透 析 により失活す る20)ことか ら,強

力な透析に安定 で,熱 処理に対 して安定なB-5

は本酵素 ではあ りえない. Nilssonは ヒ ト肝抽

出物の38,000×g上 清よ り, HeLa細 胞 の蛋白

合成 を第一義的に抑制する分子量約90,000の 蛋

白質性物質 を分離 した24),25).この 因子は, B-5と

異な り,熱 に不安定な因子 である. Vinetは ウサ

ギ肝臓の105,000×g上 清 よ り, Novikoff cell

のDNA合 成 を抑制 し,非 肝由来の培養細胞 に

は効果 を持 たない分子量約40,000の 蛋 白質性物

質を分離 し報告 している27). Aujardら は ラット

肝臓か ら抽 出されたDNA合 成 抑制 因子の作用

点が, G1期 にあることをラット肝癌由来LF細

胞の同調培養系 を用いて明 らかに したが,彼 ら

はこの因子のその他の性質については,言 及 し

ていない26). Verleyの 報 告 しているHepatic

 chaloneは 分 子量約1,000の 熱 に安定な物質であ

るが, Trypsinに よ って不活性化 されるので,

ポ リペ プチ ドであろうと考 えられている17) 28).

以上 の各研究者の報告か ら明 らかな様に,本

論文 で とりあげたB-5の よ うな,熱, Trypsin,

 RNase処 理 に対 して安定で, L細 胞の蛋白合成

を第一義的に抑制す る因子の存在につ いては,

今 までに報告がなされていない.

B-5の 分 子 量については,現 在正確 な数字は

得 られていないが,非 透析性の下限付近の分子

量 をもつ ことが示唆されている.非 透析性 であ

ることか ら, B-5は 放 射活性前駆体 を希釈 させ

ることによって取 り込み を低下 させ るThymi

dineやUridineあ るいはLeucineな どではない

ことが示 された.ま た,強 力な透析に安定 で60

分 間の熱処理 に対 して も安定であるこ とか ら,

 B-5は, Terayamaら の報告 した抑制因子であ

るThymidine分 解 酵素ではあ りえないのみな ら

ず, Arginase以 外の必須ア ミノ酸分解酵素 ある

いは,そ の他の水解酵素である可能性は,き わ

めて薄い といえる.従 って,現 在 の ところ, B-5

は,前 述の臓器性細胞増殖抑制 因子であるため

の第一の条件 を満た してい ると考え られ る.

つ ぎに, B-5は,第 二の 条件 を満 足させ るで

あろうか.い いかえれば, R-B-5に お いて,肝

再生誘導に よる抑制活性 の量的あるいは質的低

下が,認 め られるであ ろうか, B-5が,蛋 白質

性の物質である可能性 は,前 に述べ た様に薄 く,

従 って, 280mμ 吸 収に よるパ ター ン(Fig. 4と

Fig. 9)を も とに した量的な比較や,蛋 白量 を

基準に した活性の比較(Table 2)か ら,正 常肝

お よび再生肝の間での抑制因子 の量的,あ るい

は質的差異を検討することは不可能である.従

つて,現 在の ところ, B-5が 第 二の条件 を満足

さぜ るか否か については,結 論 を引 き出す こと

ができない.こ の問題は, B-5の 物 性 が一層明

らかに された上では じめて明らかに されるべ き

ものであろ う.

さ らに, B-5が,第 三,第 四の 条件 を満たす

か否かにつ いては,本 論文 では検討す るまでに

いた らなか った.今 まで知 られ てい なか った

培養細胞増殖抑制 因子B-5が,臓 器性細胞増殖

抑制因子 として,肝 細胞の増殖 を制御す る とい

う可能性 については,換 言す れば, B-5が,コ

ルニ ンの概念に該 当す る因子 であるか否かは,

今 後第二,第 三,第 四の条件 をB-5に つ いて検

討す る過程 で,明 らかになるはずであ る.

結 語

培養L929線 維芽細胞 を用 いて,ラ ッ ト肝上清

中に存在す る二つの細胞増殖抑制 因子 の諸性質

をしらべ た.

1)第 一 の因子 は, Arginase活 性 を持ち,こ の因

子による細胞増殖抑制効果 は,培 養液 中のAr

ginine分 解 によるものであった.

2)第 二の 因子 は, Trypsin, RNaseお よ び熱処

理に対 し安定な因子であ り,蛋 白合 成を第一義

的に抑制 した. DNA合 成 に対 する抑制効果は,

第 二義的 なもの と考 えられ た.
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3)肝 再 生誘導による第二の因子の活性 変化につ

いては,更 に検討が必要である.
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Inhibitors of cell proliferation in a rat liver supernatant 

Makoto KURAMITSU
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(Director: Prof. Y. Hori)

The activities and properties of two inhibitors of cell proliferation, which are present in 
the supernatant of rat liver, have been studied in L929 fibloblast systems.
1) One factor, which had arginase activity, completely inhibited cell proliferation by de

pletion of arginine in the culture medium.
2) The other factor was stable to Trypsin-, RNase and Heat-treatment, and primarily inhibit
ed protein synthesis. Inhibition of DNA synthesis was thought to be a secondary effect.
3) Whether the second factor changes the biological activity in regenerating liver is now 

under investigation.


