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学位論文内容の要旨

  哺乳動物の肝実質細胞は、通常、静止期にあり分裂・増殖しないが、薬物による傷

害や外科的切除により、残余肝が分裂・増殖を開始し、元の容積になると自動的に停

止する。この肝再生現象において、肝実質細胞の増殖の開始には、肝組織中の細胞密

度の低下や増殖促進因子が関与し、増殖の終了には、細胞密度の増加や増殖抑制因子

が関与するものと考えられている。しかし、in vivoの実験系で肝再生における個別の

成長因子の役割やその情報伝達機構を検討するには、関与する因子が多岐にわたり応

答の解析が困難なため、いまだにそのメカニズムは不明な部分が多い。そこで本研究

では、より単純なラットの初代培養肝細胞をモデル実験系として用い、肝細胞の増殖

を促進することが示唆されている上皮増殖因子(EGF)、インスリン(Ins〕、肝細胞増

殖因子(HGF)および血小板由来増殖因子(PDGF)を取り上げ、これらの成長因子の肝

細胞に対する増殖促進作用機構と、各々に対するアドレナリン作動薬の修飾効果を薬

理学的手法を用いて検討した。

  実験は、加srtuコラゲナーセ法により単離した肝細胞を種々の細胞密度で3時間培

養し肝細胞を培養皿に接着させた後、無血清培地に変え各成長因子や種々の薬物を添

加し、さらに一定時間培養して行った。肝細胞の細胞内cAMP量の定量とa2―および

ロュ‐受容体mRNAのノーザンブロット解析を行しゝ、成長因子によるa2―およびB2一受

容体の発現について検討した。また、DNA合成能および、細胞数の代わりに核数を

計 測 し 、 肝 実 質 細 胞 に 対 す る 成 長 因 子 の 増 殖 促 進 作 用 を 評価 し た。

  EGF、Ins、HGF、PDGFの各々単独処理により、肝細胞のアドレナリン作動性a2―

およびB2ー応答能が培養開始4時間後から増加し始め、6時間後から有意に発現して

くることが見出された。また、ノーザンブ口ット解析からa2―およびロュ・受容体mRNA

が各成長因子により培養2-3時間で有意に発現したことから、これらの応答能の発現

は、a2‐および ロュ‐受容 体の発現に 起因してい ることが示 唆された。

  種々の密度の肝細胞をEGF (20 ng/ml)で培養すると、培養開始3―4時間後から経時

的にDNA合成能および核数が低密度（3．3xl04 cell/cmz)で有意に増加し、高密度では

減弱されることが見出された。このEGFの増殖促進作用は、ロェ―作動薬のmetaproterenol

（10'6 M)および細胞膜透過型のcAMP誘導体であるdめutyryl-cAMP (db-cAMP：10-7 M)

により増強されることが見出された。また、細胞内cAMPレベルを間接的に減少させ

るaz‐作動薬のUK―14304（10-6 M)はdb-cA MPの効果には影響せず、metaproterenol



の増強効果のみを抑制したことから、細胞内cAMPのレベルの変化によりEGFの増殖

促進作用が調節されている可能性が示された。さらにmetaproterenolの増強効果が、

cAMP依存性プロテインキナーゼ(PKA)の特異的阻害薬のH-89（10．’M）により抑制

されたことから、EGFの増殖促進作用はロ2―受容体一PKA系により増強されることが

示唆された。また、EGFの効果がgenistein（5x10．。M）、rapamycin（10 ng/ml)によ

り完全に抑制されたことからEGFのシグナル伝達には少なくとも、receptor tyrosine

kinase (RTK)およびp70 ribosomal S6 kmase(p70 S6K)が関与していることが示唆され

た。

  一方、比較的高濃度のIns（l0'7啣は培養3-4時間後から経時的に肝細胞のDNA合成

能および核数を有意に増加させ、その作用は細胞密度の影響をほとんど受けないこと

が判明し、EGFと全く異なることが見出された。Insの増殖促進作用は、EGFと同様

にmetaproterenol（10・8 M)およびdb-cAMP(lO・8 M)により増強され、両薬物の作用がH-

89（l0.7lVDで遮断されたことから、8：‐受容体―PKA系により増強されることが示唆さ

れた。また、Insの増ヲ直促進作用がgenistein、rapamycinに加えてwortmannin (10-’M)に
より完全に抑制されたことからInsのシグナル伝達には少なくとも、RTK、

phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)およびp70 S6Kが関与しており、EGFとは異なる伝

達経路であることが示唆された。

  また、HGF（5ng/ml)は、低密度における肝細胞のDNA合成能および核数を培養2―3

時間後から経時的に有意に増加させ、高密度では有意に減弱されることが見出され

た。HGFの増殖促進作用は、metaproterenolおよびdb-cAMPに加えて、a1‐作動薬の
phenylephrine（10-6 M)およびPMA(1017 M)でも増強された。さらに、HGFに対する

phenylephrineの増強効果は、protein kinaseC(PKC)の特異的阻害薬であるsphingosine（3

xl0-6 M)で有意に抑制されたことから、HGF単独の肝細胞増殖促進作用はロ：－受容体

ーPKA系に加えて、al―受容体一PKC系で修飾されることが見出された。HGFの増

殖促進作用がgenistein、U-73122、sphingosine、worunannin, rapamycinにより完全に抑

制されたことから、HGFのシグナル伝達には少なくともRTK、phospholipaseC(PLC)、

PKC、PI3Kおよびp70 S6Kがそれぞれ介在することが判明した。したがって、HGF
の シ グ ナ ル 伝 達 経路 は 、 先のEGF、Insと は異な るこ とが 示唆 された 。

  さらに、PDGF (10 ng/rnl）も、培養3－4時間後から、経時的に肝細胞のDNA合成能お

よび核数を有意に増加させ、その作用は、hsと同様に播種時の細胞密度の影響をほと

んど受けないことが見出された。PDGFの肝細胞増殖促進作用は、alー作動薬の

pheツ1ephrme（10・6M）およびPMA（10t7Mにより増強されたことから、al‐受容体ーPKC

系により、修飾されることが見出された。さらに、PDGFの増殖作用はgenbtein、U‐
73122、sph加gosine、wonmannin、raparnyc弧によりほぼ完全に抑制されたことから、

PDGFのシグナル伝達経路には少なくともRTK、PLC、PKC、P13Kおよびp70S6Kが

介在することが示唆された。

  以上の結果から、EGF、Ins、HGFおよびPDGFは、各々肝実質細胞を低密度培養

下で早期に増殖させることが見出された。各成長因子は、培養時の細胞密度に依存す

るもの（EGF、HGF）と依存しないもの（hs、PDGF）に分類できた。またアドレナリン
al‐および口エ‐作動薬は、上記の成長因子の作用を増強する修飾因子であり、a2―作

動薬はcAMP量を低下させることによりp：作動薬の効果を抑制しているものと考えら

れた。さらに、各成長因子はそれぞれ特有のシグナル伝達経路をもつことから、これ

らの成長因子には、肝細胞の増殖促進作用において固有の役割があるものと推察され

た。
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ラット初代培養肝細胞の増殖におよぼす

    因子とその調節機構

  肝実質細胞の増殖の開始には、肝組織中の細胞密度の低下や増殖促進因子

が関与し、増殖の終了には、細胞密度の増加や増殖抑制因子が関与するもの

と考えられている。しかし、む汀voの実験系で肝再生における個別の成長

因子の役割やその情報伝達機構を検討するには関与する因子が多岐にわたり、
そのメカニズムは不明な点が多い。

  本論文提出者は、より単純なラットの初代培養肝細胞をモデル実験系とし

て、肝細胞の増殖を促進する上皮増殖因子(EGF)、インスリン（エns)、肝細

胞増殖 因子(HGF)お よび血小板 由来増殖因子(PDGF)の肝細胞に対する増殖

促進の作用機構の解明、さらにこれらの因子に対して、アドレナリン作動性

a2－および口2―応答能が発現し、アドレナリン作動性の修飾効果を示すこ
とをノーザンプbット解析および薬理的解析から追求し、以下のような成果

をおさめた。

（1）肝細胞はEGFで培養すると、DNA合成能および核数が低密度で増加し、

高 密 度 で は 減 弱 し た 。 こ の EGFの 増 殖 促 進 作 用 は ゛、 ロ 2― 作 動薬 の

metaproterenolおよび細胞膜透過型のcAMP誘導体のdibutyryl―cAMP (db-

cAMP)に より増強し た。また、 細胞内cAMP生成を減少させるa2一作動薬の
UKー14304はdb―cAMPの効果には影響せず、metaproterenolの増強効果のみを

抑制したことから、細胞内cAMPのレベルの変化によりEGFの増殖促進作用が調

節されている可能性が示された。さらにmetaproterenolの増強効果が、cAMP

依存性プロテインキナーゼ(PKA)の特異的阻害薬のH―89により抑制されたこ

とから、EGFの増殖促進作用はロ2一受容体―PKA系により増強されることが示

唆された。また、EGFの効果がgenistein、rapamycinにより完全に抑制され

たことから、EGFのシグナル伝達にはreceptor tyrosine kinase (RTK)および
p70 ribosomal S6 kinase(p70 S6K)が 関与してい ることが示唆された。

（2）Insは肝細胞のDNA合成能および核数を増加させ、その作用は細胞密度
の影響をほとんど受けず、EGFと全く異なることが見出された。Insの増殖促



進作用は、EGFと同様にmetaproterenolおよびdb―cAMPにより増強され、両薬
物の作用がH―89で遮断されたことから、ロ2一受容体-PKA系により増強される
ことが示唆された。また、Insの増殖促進作用がgenistein、rapamycin、
wortmanninにより完全に抑制されたことから、Insのシグナル伝達には、RTK、
phosphatidylinositol3－kinase (PI3―K）およびp70 S6Kが関与しており、EGF
とは異なる伝達経路であることが示された。
（3）HGFは肝細胞のDNA合成能および核数を増加させるが、高密度ではその
作用は減弱した。HGFの増殖促進作用は  一作動薬のphenylephrine、
metaproterenol、db―cAMPおよびPMAで増轟雲えた。さらに、HGFに対する
phenylephrineの増強効果は、protein kinaseC(PKC)の特異的阻害薬の
sphingosineで抑制されたことから、HGF単独の肝細胞増殖促進作用はロ2―受
容体- PKA系およびal一受容体- PKC系で修飾されることが分かった。HGF
の増殖促進作用がgenistein、U―73122、sphingosine、wortmannin，rapamycln
により完全に抑制されたことから、HGFのシグナル伝達は少なくともRTK、
phospholipaseC (PLC)、PKC、PI3一Kおよびp70、S6Kが介在し、EGF、Insの作
用とは異なっていた。
（4）PDGFは肝細胞のDNA合成能および核数を増加させ、その作用は、Ins
と同様に細胞密度の影響を受けなかった。PDGFの細胞増殖促進作用は、
phenylephrineおよびPMAにより増強されたことから、  受容体―PKC系
により修飾されることが見出された。さらに、PDGFの増嘉籀肓はgenistein、
U―73122、sphingosine、wortmannin、rapamycinにより完全に抑制されたこと
から、PDGFのシグナル伝達経路には少なくともRTK、PLC、PKC、PI3Kおよびp70
S6Kが介在することが示された。
  以上の結果から、EGF、エns、HGFおよびPDGFは、各々肝実質細胞を低密度培
養下で早期に増殖させることが見出された。各々の成長因子は、培養時の細
胞密度に依存するもの(EGF、HGF)と依存しないもの(Ins、PDGF)に分類でき
た。肝細胞の増殖促進作用において、これらの成長因子は固有の生理的意義
をもつことを明らかにした。またアドレナリンal一およびロ2ー作動薬は、上
記の成長因子の作用を増強する修飾因子であり、a2一作動薬はcAMP量を低下
させ る こ と に よ ル ロ2― 作 動 薬の 効果 を抑制 する ことを 示し た。
  以上の新知見は成長因子の作用機構とこれらの作用を修飾するアドレナリ
ン作動薬の生理的意義を明らかにしたものである。審査員一同これらの研究
を高く評価し、本論文提出者が博士（薬学）の称号を受けるにふさわしいも
のと一致して判断した。


