
匡

監

匹

吾

肇

も

r

幹

枢

短

毛

善

言

蛋

唇

音

邑

窪

詣

忘

さ

変

駁

撃

鶉

ぢ

ぎ

宗

軒

吋

義

塾

富

旨

だ

線

状

詰

底

魚

好

評

醸

墓

氏名・（本籍）

学位の種類

学位記番号

学位授与の要件

学位授与年月日

学位論文題目

柿　原　直　樹（大阪府）

博士（医学）

博士第338号

学位規則第4条第1項該当

平成12年3月27日

Hypoxicconditionsrestorelost sensitivitytothegrOWthinhibitory effect of trans

forminggrowthfactorbet8－1（TGF　β－1）in proliferating rat hepatocytesinvitro

（低酸素条件下培養肝細胞におけるTGFβ－1の感受性に関する検討）

審査委員　　主査　教授　　服　部　隆

副査　教授　　木　村

副査　教授　　小　玉　正

論文内容の要旨

【目　的】

Transforminggrowthfactorβ－1は肝細胞において、DNA合成抑制因子およびapoptosisを誘導す

る因子として知られている。TGFβ－1は肝切後早期より血中に分泌されるが、そのDNA合成抑制

効果はみられず肝再生が開始される。

肝再生時には、肝細胞の増殖が肝類洞細胞の増殖より著しく速いために、肝細胞は細胞集塊を造

り一時的な低酸素状態に陥る可能性が報告されている。

そこで増殖期肝細胞のTGFβ－1に対する感受性、および低酸素条件における増殖期肝細胞の

TGPβ－1に対する感受性の変化を検討した。

【ノJ　法】

1）ラット初代肝細胞培養を10日間施行し、BrdUlabelingindexを用いて培養、2、4、6、8、

10日目における増殖期肝細胞数を計測した。

2）培養2、5、8、10日目におけるTGFβ－1の効果を検討するため、TGPβ一1投与48時間後に

肝細胞をpropidiumiodide（以下PI）で染色し、核内のDNA量をFACS－Canで測定した。また

培養2、5、8日目の肝細胞における、TGFβreceptortypeI，Ⅱ，ⅢmRNAの発現を、

Northernblot法にて検討した。

3）TGFβ－1投与後のS期肝細胞の変化をみるため、TGFβ－1投与後BrdUでパルスラベリング

した後、FITCで1abelした抗BrdU抗体とPIで肝細胞を染色し、FACS－CanでS期肝細胞数の

変化を測定した。

4）培養肝細胞に対する低酸素の影響を検討するため、四隅に0．3皿の脚をつけた7×7cmのガラ

ス板を作成し、このガラス坂下の肝細胞が低酸素（培地中酸素分圧＝2mmHg）であることを

計測確認した。これを培養2、5、8、10日目に被せ肝細胞を12時間低酸素状態とし、肝細胞

核のDNA量をFACScanで測定した。

5）増殖期肝細胞に対するTGPβ－1と低酸素の影響を検討するため、培養8日目の肝細胞を低酸

素条件に置き、TGFβ－1投与後の肝細胞のDNAをFACScanで、またTGFβreceptormRNA

の発現をNorthernblot法にて検討した。

【結　果】

1）10日間の初代培養肝細胞において、増殖期肝細胞数は培養7日目までわずか数％であったが、

培養8日目には約30％に上昇した。

2）培養2、5、10日目ではTGFβ－1投与により、80％以上の肝細胞にapoptosisが誘導されたが、

培養8日目ではapoptosisの誘導は30％に減少した。またTGFβreceptortypeI，Ⅱ，ⅢmRNA

は、培養2、5、10日目の発現量に比べ培養8日目では低下していた。

3）培養8日目ではTGPβ－1投与で、S期肝細胞数の割合に変化は認められなかった。
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4）また肝細胞を低酸素条件にした結果、培養2、5、10日目には約70％以上の肝細胞にapoptosis

が誘導されたが、培養8日目ではapoptosisの誘導率は30％と低下した。

5）培養8日目において、TGFβ－1投与により30％の肝細胞にapoptosisが誘導されたが、低酸素

条件下肝細胞にTGFβ－1投与すると、80％以上の肝細胞にapoptosisが誘導された。また低

下していたTGFβreceptortypeI，Ⅱ，ⅢmRNAの発現量は、低酸素条件下では培養2、5

日目の発現量にまで上昇した。

E考　察ヨ

10日間に遮る長期間の初代肝細胞培養を用いて、肝細胞の増殖を検討したところ、Blockらの報告

とほぼ同様に、培養8日目に肝細胞はDNA合成期となることが確認された。この長期間培養は、肝

再生におけるTGFβ一1および低酸素条件の、肝細胞に対する効果を検討するには有用と考えた。

そこで、培養2、5、8、10日目にTGPβ－1を投与しその効果を検討したところ、約30％の肝

細胞が増殖期にある培養8日目において、TGFβ一1の効果は増殖期肝細胞において有意に抑制さ

れた。またTGFβreceptortypeI，Ⅱ，ⅢmRNAの発現も低下していた。このことから増殖期で

ない肝細胞は、TGF8－1により増殖抑制を受けるが、増殖期肝細胞では、そのreceptorの発現低

下により増殖抑制を受けないことが示唆された。

次に増殖期肝細胞を低酸素条件下に置きTGf．β一1を投与したところ、80％以上の肝細胞に肝細

胞死が誘導され、同時に低下していたTGFβreceptortypeI，Ⅲ，ⅢmRNAが再発現した。すな

わち増殖期肝細胞は、低酸素条件に陥ることでTGFβreceptorを再発現し、TGFβ一1に対する感

受性を回複することが示唆された。MartinesTHernandezとAmentaは、肝細胞の増殖は肝類洞細胞

の増殖より速く開始され、増殖期肝細胞‘は一時的に細胞集塊を造る。その後肝類洞細胞の増殖によっ

て再生肝の再構築が行われ、増殖期肝細胞は一時的な低酸素状態に置かれる可能性を報告した。ま

たBraumらは、肝再生時におけるTGP才一1の役割は、肝細胞の異常増殖を制御するものではない

かと提言した。

今回の検討で肝再生時におけるTGFβ－1の役割は、肝切後早期に肝細胞は増殖期にはいるため、

血中のTGPβ－1上昇にもかかわらず肝再生が開始されたが、増殖が進み細胞集塊を造ることによ

り肝細胞は低酸素条件下に置かれ、TGPβ－1に対する感受性を回復することで、肝再生を終息さ

せるか、肝細胞増殖におけるチェック機構の一因となる可能性が示唆された。

臣結　論】

増殖期肝細胞TGFβ－1に対する感受性が低下している。しかし低酸素条件に置くことでTGP

β－1の感受性が瓦進し、失っていたTGPβ一1の作用が再発現することが判明した。

論文審査の結果の要旨

TGPβ一1は肝細胞の増殖抑制因子とされているが、増殖制御の実体はよく分かっていない。申

請者は、ラット肝細胞初代培養系の細胞増殖をBrdUで調べ、培養2、5、8と10日目にTGFβ－1

を投与し、増殖能の変化、aPOPtOSis（AP）の出現とTGFβreceptorのtypeI，ⅡとⅢのmRNAの

発現などについて調べている。また、これらの低酸素下における変化について検討している。

その結果、初代培養肝細胞の大半は培養8日目に同調的にDNA合成すること、TGPβ－1を投与

すると、培養2、5と10日目には70％以上の肝細胞にAPがおこるのに対し、8日目の増殖期肝細

胞では30％ほどにAPの誘導が抑えられること、TGFβreceptormRNAの発現は、2と5日に比

して、8日目には低下することが分かった。一方、培養細胞を低酸素下におくと、TGPβ－1投与

と同様の変化がみられたが、低酸素下にTGFβ－1を投与すると、APの誘導率とTGFβreceptor

mRNAの発現量が再び上昇した。これらのこと．より、増殖期肝細胞はTGFβ一1に対する感受性が

低下しているが、低酸素下では回復することが分かった。

本研究は、肝再生早期におけるTGFβ－1の役割を明らかにしたもので、肝再生のメカニズム解

明に有用であり、博士（医学）授与に値するものと認める。
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