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第一章 腫瘍壊死因子α（TNF-α）のラット初代培養肝細胞に対する増殖促

進作用機構の検討 

1  緒言 

哺乳動物の肝臓は、脳に次ぐ大きな臓器で、体重の約 2％を占め、約 500 種

以上の多種多様な生化学反応を営んでおり、物質代謝の中心的臓器である。肝

臓を構成している約 3000 億個の総細胞のうち、約 70％(湿重量で約 90%)が実

質細胞で、残りの約 30％が非実質細胞である。肝実質細胞は、肝臓代謝の中心

的な働きを担うとともに、肝臓の容積を形成している。非実質細胞は、類洞壁

を形成する血管内皮細胞、結合組織の線維芽細胞、肝臓の栄養、代謝を担う Ito

細胞や、免疫系に関するKupffer 細胞などから構成されている。 

肝臓に流入する血管系は門脈と肝動脈の２種類あり、門脈から 80％、肝動脈

から 20％栄養を受けている。このような臓器は他には無く、解剖学的構成とし

ては血管系である固有肝動脈、類洞、門脈、肝静脈、および胆管とからなって

いる。構造としては、肝中心静脈を中心に約 50 万個の肝実質細胞が放射状お

よび索状に並んでおり、その外側から顕微鏡下に観察すると約 0.7ｍｍ３の極小

さな六角形または六角錐の形状をとる肝小葉からなる。このような構造により

物質代謝が効率良く行われている。 

肝臓の主たる働きは生体のホメオスタシスを維持することにある。すなわち、

(1)血糖調節と脂質及びタンパク質代謝、(2)血中タンパク質（アルブミン、血液

凝固因子など）の合成、(3)胆汁酸の合成と分泌、(4)毒化合物の分解などを営ん

でいる。肝臓の有するこれらの機能の大部分は、肝実質細胞が担っている。ま

た、これらの代謝過程は、ホルモン、自律神経伝達物質、成長因子、サイトカ

インなどの液性因子により巧妙な調節を受けている。 

さらに肝臓は、これらの重要な役割とともに他の臓器にはあまり見られない

自己増殖能を有しており、この現象は肝再生と呼ばれている。ギリシャ神話に
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おいて、プロメテウスが、ゼウスから、鳥に肝臓をついばませるという刑罰を

受けたが、翌日には肝臓が再生したと記されている 1)。このような資料から類

推すると、古来より人類は、肝再生現象を経験的に知っていたものと思われる。

しかしながら、この肝再生現象が科学的方法により証明されたのは、かなり後

世であり、20 世紀初頭になってからのことである 2)。哺乳動物の肝臓は、その

約 70％を切除しても残余肝が自動的に分裂・増殖を開始し、動物種により違い

があるが、およそ数週間でもとの容積にまでに再生し、この応答は自動的に停

止することが知られている。この肝再生現象は、きわめて精密な機構によるも

のと考えられ、様々な研究が行われてきた。 

その後の in vivo の研究により、肝細胞の増殖を引き起こす物質は液性因子

であることが体液交流実験により示された 3)。さらにその後の研究により、多

くのサイトカインや成長因子が肝再生中の動物中の血液中や組織中から単離精

製されている。例を挙げると、肝細胞増殖因子（hepatocyte growth factor; 

HGF）は、血小板由来因子であり、肝障害に応答して著しく血中濃度が増加す

る。また、人為的に肝障害を起こさせたラットや、肝臓を外科的に除去したラ

ットにHGFを投与すると肝臓の再生が促進されることが報告されている 4)。 

in vivo における成熟した哺乳動物の肝臓は、通常は細胞周期でいう静止期

（Ｇ０期）の状態にあり、増殖反応を停止していて、上記に示した分化機能（肝

特異機能）を営んでいる。しかし、最大で肝臓の約 70％を外科的に除去した場

合や四塩化炭素のような毒性化学的物質を投与して肝障害（肝細胞の壊死）を

誘発した場合、残余の肝細胞が増殖を開始する。この増殖は有限であり、ラッ

トにおいてはおよそ 10 日間で元の容積に戻ると自動的に停止する。一般に、

哺乳動物の生体内での肝再生は、Ｇ０期状態にある肝実質細胞が何らかの因子

による刺激を受けて細胞周期のＧ１期に入り、約 24 時間後にＧ１期から始動し

て、Ｓ期においてDNA の合成がなされ、Ｇ２期に移行して、Ｍ期で細胞が分裂
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することにより増殖し、肝臓が元の大きさにまで戻ると再びＧ０期に戻り増殖

が停止すると考えられている(図 1-1)。またこの肝再生現象では、先ず肝実質細

胞が増殖し、その後、徐々に非実質細胞が増殖すると考えられている。このよ

うな再生現象の開始と終了においては細胞密度などの物理的因子、肝細胞増殖

調節因子などの生化学的因子等、複数の因子が複雑に関与しているものと考え

られている 5)。さらに、肝再生現象の自然な時間経過における個別の成長因子

の役割やその細胞内シグナル伝達機構にはいまだに不明の部分が多く残されて

いる。しかし、in vivo の実験系で肝再生の仕組みを研究するのは、関与する因

子がきわめて多く、その中で何が応答の主な原因なのかについて一定の結論を

導き出すのは大変困難である。 

 

 

その後、初代培養肝実質細胞（以下、肝実質細胞と略す）実験系が確立され

たことによって、in vivo における肝臓にほぼ匹敵する多様な肝機能を長時間維

持させることが可能となり in vivo での実験系の複雑さを回避できる単純なモ

デル実験系が利用可能となった 6)。Kimura らは、肝再生現象の比較的単純な

in vitro モデル系としてのラット初代培養肝実質細胞実験系を独自に開発し、

図 1-1 肝実質細胞分裂機構モデル 

 

G0期 G1期 S期 M期
（静止期）（間期）（合成期）（分裂期） G0期

（静止期）

増殖促進因子（EGF、HGF、
TGF-α、TNF-αなど）

増殖修飾因子
（ノルエピネフリン、cAMPなどのシグナル

伝達因子）
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この実験系を用いて、種々の成長因子の、細胞数で約７割を占めている肝実質

細胞の増殖に対する作用とその仕組みを詳しく研究してきた。その理由は、こ

のような肝実質細胞の増殖の開始、終了の仕組み（シグナル伝達機構）を研究

することにより、臓器の形成、癌化の問題、さらには、いわゆる肝障害に対す

る新しい治療薬の開発など様々な分野への応用が期待できるからである。そし

て、上皮増殖因子（EGF: epidermal growth factor）などの増殖促進薬

（mitogen）やメタプロテレノール（アドレナリンβ２受容体作動薬）などの増

殖修飾薬（co-mitogen）とゲニスティン（チロシンキナーゼ阻害薬）、ワート

マニン（ホスファチジルイノシトール-3-キナーゼ阻害薬）、PD98059（MAPK

キナーゼ阻害薬）ラパマイシン（ｐ70 リボソーマルＳ6 キナーゼ阻害薬）等の

シグナル伝達因子阻害薬を用いた薬理学的な研究から、これらの因子による肝

再生の開始と終了の分子機構の研究が進められ、最近ようやくその実態が明ら

かになってきた 7)8)。 

  これらの因子を分類すると以下のようになる。 

１ 増殖促進因子には、１）成長因子 ２）ホルモン ３）サイトカイン ４）

栄養素（アミノ酸）などがある。 

２ 増殖修飾因子には、カテコールアミン、プロスタグランジン類（PG 類）

などがあり、これらは単独では増殖促進作用がないとされている。 

３ 増殖抑制因子には、サイトカイン（TGF-β１）などがある。 

４ 物理的因子には細胞播種時の密度などがある。 

Kimura らの結果によると、血清不含培養系においては（1）成長因子などに

よる肝実質細胞の分裂・増殖作用は、従来報告されていた時間経過よりもかな

り早期に起こること、（2）カテコールアミンによる修飾効果も成長因子ごとに

異なること、また、（3）細胞内シグナル伝達にかなりの共通性があること、そ

して、（4）増殖促進因子の効果は、肝細胞播種時の密度に影響を受け、肝細胞
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数が多くなり、比較的高密度になるとその作用を発揮できなくなるものと、比

較的高密度でも増殖促進作用を示すものがあることを見出した。前者には、生

体高分子ペプチドである、上皮増殖因子（epidermal growth factor; EGF）、肝

細胞増殖因子（hepatocyte growth factor; HGF）インスリン様成長因子 I

（insulin-like growth factor I; IGF-I）などがあり、後者には、トランスフォー

ミング成長因子α（transforming growth factor α; TGF-α）、血小板由来増

殖因子（platelet-derived growth factor; PDGF）インスリン様成長因子Ⅱ

（insulin-like growth factor 2; IGF-Ⅱ）などがあると報告されている 9)-13)。細

胞間接触（cell-to-cell contact）が、上記の成長因子あるいはサイトカインの作

用との関連でどのようなメカニズムにより、肝細胞の増殖開始と終了に関与し

ているのかは大変重要かつ興味深い問題である。 

 サイトカインは、細胞より分泌される分子量8～30ｋDa程のタンパク質で、

特定の細胞の情報伝達を担う。その生理活性は非常に強く、pmol 程度の低濃

度で作用を示す。サイトカインの一種に分類される腫瘍壊死因子α （Tumor 

Necrosis Factor-α；TNF-α）は、主として活性化マクロファージ（単球）か

ら産生・分泌される 26 kDa のタンパク質で、マウスやその他いくつかの動物

の腫瘍細胞を壊死させる因子として培養液中に初めて見出された 14)。TNF-α

は腫瘍細胞を壊死させる作用のほか、血管内皮細胞の障害、微小血栓の形成や

ミトコンドリアの障害などがあるが、ある種の細胞に対しては、分裂・増殖を

促進させる作用もあることが知られている 15)-17)  。TNF-αは、主にマクロファ

ージ以外にもNK 細胞、T リンパ球、肥満細胞、クッパー細胞、平滑筋細胞や、

ある種の癌細胞など多様な細胞種により産生されることが明らかとなってき

た 18)-20)。また、このTNF-αの産生は、インターフェロン、IL-1などのサイト

カインにより誘導され、TGF-β、IL-4 によって抑制を受ける。肝臓では、TNF-

αはクッパー細胞より産生され、パラクリン様式で分泌される。TNF-αは、
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部分肝切除や肝臓毒性を示す化学物質による肝障害からの早期の肝再生及び

肝機能の回復において、比較的初期の段階で重要な役割を果たす因子であると

されている 20)。しかし、全体としてTNF-αに関した研究は,細胞死（アポトー

シス）や炎症に関するものが多く 21)、増殖促進作用に関する研究は極めて少な

い。そのため、肝実質細胞増殖のシグナル伝達の詳細については、依然として

不明のままである。 

一方、TNF-αが種々の細胞に対して応答を発現させるには、先ず、その細胞

膜の受容体に結合する必要がある。分子生物学的検討の結果では、TNF-αに結

合する受容体には免疫学的に異なる２つの受容体（TNF 受容体 1, 分子量約 55 

kDa； TNF 受容体 2、分子量約 75 kDa）が存在することが明らかになってお

り、これらの受容体サブタイプに対応するヒト及びマウスの cDNA が単離され

て、その性質が検討されてきている 22)-25)。肝細胞膜表面には約 60％のTNF 受

容体 2 が、約 40％のTNF 受容体 １が発現しているといわれている。２つの細

胞膜表面受容体には、20％程度の相同性があるが、細胞内領域には有意な相同

性がないといわれている。このことは、２つの受容体が異なったシグナル伝達

経路と共役していることを支持している。TNF-αは、２つの受容体にほぼ同じ

親和性で結合するものの、TNF-αの大部分の生物学的な効果は、TNF 受容体 

１を介するものであると報告されている 17)。TNF-αがその受容体に結合すると、

多くのシグナル伝達システムが活性化され、多くの遺伝子が発現される。TNF 

受容体１は、アポトーシス経路と共役しており、そしてまたサバイバル経路を

も活性化する。一方、TNF 受容体 2 を介するシグナル伝達経路の詳細について

はは不明のままである 26)-29)。 

 先述したように、肝臓は、in vivo において通常は、細胞増殖を停止している

が、外科的部分肝切除や肝臓毒を示す化学物質の投与による肝障害に応答して、

増殖を開始し、再生を開始する能力をもっている 1)5)。In vivo 部分肝切除実験



 10 

系において、肝切除の前に抗TNF-α抗体を前投与しておくと、その肝再生が

抑制されたことから、この一連の現象において、TNF-αは肝再生の初期に、

調節因子として働いている可能性が、示唆されている 9)10)30)。しかし、それが

肝再生を誘発する直接的な刺激を起こしているのか否かは、明確になっていな

い。また、Yamadaらは、TNF 受容体１が、肝再生時に重要な働きを示してい

ると、TNF 受容体 1 ノックアウトマウスを用いた in vivo 実験で示している

31)-33)。しかし、TNF 受容体 2に関しては検討を十分には行なっておらず、現

時点では、TNF-αの肝細胞増殖促進作用及びその作用機構は明確になってい

ない 34)35)。 

このような背景から本論文では、増殖促進因子としての TNF-αに焦点を当

てて、in vitro ラット初代培養肝実質細胞実験系におけるTNF-αの肝実質細胞

増殖促進作用について、そのシグナル伝達機構を詳しく検討し、明らかにする

ことを目的とした。 
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2  実験材料及び実験方法 

2-1 実験材料及び試薬 

Wistar 系雄性ラット(体重 200～220 g)は、東京実験動物(株)から購入した。 

コラーゲン(typeⅠ)コートプラスチックディッシュ(35mmΦ)は、岩城硝子(株)

から購入した。Williams’ medium E、DDA (2,4-dideoxyadenosine)、

AG1478(4-(3’-chloroanilino)-6,7-dimethoxy-guinazoline)は、Sigma(St. Louis, 

MO, USA)から購入した。Newborn calf serumは、Flow Laboratories (Irvine, 

Scotland,UK)から購入した。コラゲナーゼ(typeⅡ)は、Worthington(Freehold, 

NJ, USA) か ら 購 入 し た 。 TNF- α (tumor necrosis factor- α , 

human,recombinant ）は、 Wako （ Osaka, Japan ）から購入した。

H-89(N[2-(p-bromocinnamyl-amino)ethyl]-5-quinolinsulfonamide-dihydro 

chloride)は、Biomol Reseach Laboratores, Inc.(Plymouth Meeting,PA,USA)

から購入した。PD98059(2’-amino-3’-methoxyflavone)は、Calbiochem-Behing 

(La,Jolla,CA,USA)から購入した。その他の試薬は市販の特級品を購入して用

いた。 

 

2-2 実験動物 

 東京実験動物(株)から購入したWistar系雄ラットは実験前に最低 3日間、湿

度、温度管理の飼育舎で馴化飼育した。これらには通常の食餌及び水を自由摂

取させた。実験動物の取り扱いは、城西大学生命科学研究センター実験動物規

範およびThe National Institutes of Health Guidelines for the Care and Use 

of Laboratory Animals.に準拠して飼育した。     
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2-3 ラット肝実質細胞の単離と初代培養 

ラット肝実質細胞の単離は当研究室で行っている in situ コラゲナーゼ還流法

を用いた 6)9)。 

Wistar系雄性ラット(体重200～220 g)をペントバルビタール(50 mg/kg, i.p.)

麻酔下で開腹し、門脈と下大静脈にカニュレーションを行い、前還流液、コラ

ゲナーゼ液でそれぞれ還流し、肝臓の結合組織を消化させた。その肝臓を取り

出しCa2+-free-Hanks 液で十分に肝細胞を分散させ、メッシュでろ過し、ろ液

を 50×g、600 rpm で１分間の遠心分離を 2回行った。得られた肝実質細胞を

5%Newborn calf serumを含むWilliams’ medium Eに分散し、50×g、600 rpm

で１分間の遠心分離を 2回行い、肝実質細胞を単離、精製した。精製した肝実

質細胞は、trypan blue 排除試験によって細胞の生死を判別し、97%以上の生

存率のものを実験に用いた。単離した肝実質細胞は、コラーゲンコートしたプ

ラスチックディッシュに、細胞密度が3.3×10 4 cells/cm2となるように調整し、

CO2インキュベーターで 5% CO2、37℃条件下で、3時間培養し、肝実質細胞

をディッシュに接着させた。培養 3時間後、培地を血清不含 Williams’ medium 

E に替え、種々の薬物を添加しさらに培養した。 

 

2-4 DNA 合成能の測定 

 Morley と Kingdon の方法 36) に従い DNA 画分に取り込まれた

3H-thymidine の取り込み量を測定し、DNA 合成能を求めた。特異的

3H-thymidine 量は 10μＭ aphidicolin 共存下の計数量を差し引いて求めた。

DNA 合成能としては単位時間、単位タンパク質当たり 37)の 3H-thymidine 量

（dpm/mg protein/h）で表した。 
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2-5 核数計測 

無血清培地に交換後、直ちに種々の薬物を添加し、4～21 時間培養した肝実

質細胞を phosphate-buffered saline (PBS) 2 mL で洗浄し、0.1% Triton X-100

溶液 0.1M クエン酸溶液 300 μL で細胞膜を溶解し、裸核を得た。溶解した液

を同量の 0.1% trypan blue で着色し、血球計算盤で核数を計測し、薬物による

肝実質細胞の増殖を判定した; 9)38)。この方法を用いたのは、培養した肝実質細

胞が一度ディッシュに接着すると、酵素処理によっても容易に剥がれなくなり、

細胞数を直接カウントするのが困難なためである。 

 

2-6 受容体チロシンキナーゼ（RTK）および MAP キナーゼ（MAPK）活性

の測定 

 Towbin らの方法 39)に従い、RTK 活性は、抗リン酸化抗RTKモノクローナ

ル抗体を用い、175ｋDaのRTK 活性を、MAPK活性は抗リン酸化MAPK モ

ノクローナル抗体を用い 42 kDa と 44kDa のMAPK（ERK2,ERK1）活性を、

各々Western blot 解析法にて測定した。無血清培地に交換後、一定時間成長因

子などで培養した肝実質細胞をPBSで洗浄し、lysis buffer（1 mM PMSF, 1 

mM Na3VO4, 2 mM  DDT 含有 10 mM Tris, pH7.4）を加え、細胞を採取し

た。16,300g で遠心した上清画分をSDS-PAGE 電気泳動法にて分離後、PVDF

膜に転写した 40)。転写膜上のリン酸化 RTK に対し、抗リン酸化 RTK モノク

ローナル抗体を、リン酸化MAPK に対し、抗リン酸化MAPK モノクローナル

抗体を、各々一次抗体として、HRP 標識抗ウサギ IgG抗体を二次抗体として、

それぞれ反応させた。さらに、特異的にHRPで標識されたリン酸化MAPKは、

ECL キットを用いて発色させ、Ｘ線フィルムで検出した。黒化度の解析は、

NIH image 6.20 を用いて行った。 
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2-7 細胞内ｃAMP 濃度の測定 

肝実質細胞内のｃAMP 量は、ｃAMP  ELISA assay kit と細胞内伝達物質

測定システムを併用して測定した。細胞接着後、無血清培地に交換し、TNF-

αや種々の薬物を添加して一定時間培養した肝実質細胞に、最終濃度0.1M に

なるように 1N HCl を加え、反応を停止した。その細胞をラバーポリスマンで

かきとり、1500 ×g、５分で遠心分離し、上清を採取した。このサンプルを以

下の ELISA 法により検出した。サンプルをマイクロプレートのウェルやプラ

スチックチューブ等の固相に、あらかじめ cAMP に対する抗体を結合させ、こ

れに conditioned medium を添加し、サンプル中のｃAMP を抗原抗体反応に

より固相に結合させた。夾雑物を流去後、酵素標識した第二の抗体を添加し再

度抗原抗体反応させ、固相化抗体/目的物質/酵素標識抗体のサンドイッチ構造

を構築させた。遊離の酵素標識抗体を流去後、発色基質を添加して固相化抗体/

目的物質/酵素標識抗体に比例して起こる発色反応の発色物質の吸光度

（450nm）を細胞内伝達物質測定システムで測定し、濃度既知の標準品を用い

て作成した標準曲線からサンプル中の目的物質を定量した 41)  
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3  実験結果 

3-1 初代培養肝実質細胞に対するTNF-αの増殖促進作用の経時変化 

in vitro の成熟ラット初代培養肝実質細胞実験系において TNF-αが細胞増

殖を促進するか否か、その経時変化を DNA 合成能（S 期の指標とした）と核

数の増加反応（細胞数増加の指標とした）で検討した。図１-2 には、肝実質細

胞に対する TNF-αの増殖促進作用の位相差顕微鏡写真像を示した。詳しい培

養条件は、図の説明の項に記した。図 1-3 には TNF-αの初代培養肝細胞に対

する DNA 合成能と核数の増加反応の経時変化を示したものである。単離した

肝実質細胞をコラーゲンコートしたプラスチックディッシュに細胞密度が 3.3

×104 cells/cm2となるように播種し、CO２インキュベーターを用い 5%CO２の

条件下、37℃で培養し、肝実質細胞をディッシュに接着させた。培養 3時間後、

培養液を血清不含 Williams’ medium E に替え、TNF-αを 30 ng/mL 添加し、

さらに種々の時間培養してDNA 合成能と核数を測定した。その結果、DNA の

合成能においては、添加後約 2.5 時間で、核数については、約 3 時間で有意に

増加し、DNA の合成能が増加した後に核数が増加することを示した。DNA の

合成能、核数共に約 3.5 時間で最大反応に達した後、24 時間まで増殖促進作用

は持続した。またその最大反応はコントロール（TNF-α無処理群）と比較し

てDNA 合成能で最大約 6倍、核数で最大約 1.2 倍の増加作用を示した。 

 

3-2 肝実質細胞に対するTNF-αの増殖促進作用の用量‐反応関係 

図 1-3 で TNF-αによる肝実質細胞の増殖促進作用が見出されたので、肝細

胞の培養時間を最大反応の見られた４時間に設定して、用量-反応関係を検討し

た。図 1-4は、肝実質細胞に対するTNF-αの用量-反応関係を検討したもので

ある。細胞接着後、無血清培養液に培養液を交換後、直ちに種々の濃度のTNF-

αを添加し、4時間培養し、肝実質細胞のDNA 合成能と核数の用量-反応関係
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を検討した。その結果、コントロール（TNF-α無処理群）と比較して、TNF-

αによるDNA の合成能および核数の変化は、各々10ng/mL 付近から有意に増

加を示し始め、用量依存的に増加して、30ng/mL 付近で最大反応となった。そ

の反応は、コントロールと比較すると、DNA の合成能は最大約 6 倍、核数で

約 1.2 倍の増加を示した。このDNA の合成能、核数の変化は 30 ng/mL 以上

の濃度ではほぼ一定の増殖促進作用を示した。その結果、50％有効濃度（EC50

値）は DNA 合成能、核数の変化において、共に 10.20 ±0.03 ng/mL であっ

た。図 1-3 及び図 1-4 の結果から、最大反応の応答を観察するため刺激する

TNF-αを 30 ng/mL の濃度に固定して添加し、無血清培養後、培養 4時間およ

び 21時間後のDNA の合成能と核数を測定し、TNF-αの詳細な増殖能を検討

することにした。 

 

 

       

  

図 1-2 初代培養肝実質細胞におけるTNF- α の増殖 促進作用：  
位相差顕微鏡像 
 
A 図：Control； Ｂ 図：TNF-α 30 ng/mL  
播種密度：3.3 x 104 cells/cm2 、培養時間：無血清培地へ交換後４時間 
撮影倍率：━ , 50 μｍ 

A B



 17 

図 1-4   初代培養肝実質細胞に対するTNF -αの用量反応関係  
播種密度：3.3 x 104 cells/cm2 、培養時間：無血清培地へ交換後４時間 
有意差：Control (TNF-α無処理群）に対する有意差、 

*P<0.05, **P<0.01 (mean ±S.E.M., n=3)  
EC50値 ：DNA 合成能 10.16±0.03 ng/mL; 核数, 10.31±0.14 ng/mL  
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図 1-3 初代培養肝実質細胞に対するTNF -αの増殖促進作用の経時的変化 
 
播種密度：3.3 x 104 cells/cm2 、薬物処理：TNF-α 30 ng/mL  
培養時間：無血清培地へ交換後０～2４時間 
有意差：Control (TNF-α無処理群）に対する有意差、 

*P<0.05, **P<0.01 (mean ±S.E.M., n=3)  
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3-3 肝実質細胞における TNF-αの増殖促進作用に対する播種時の細胞密度

の影響。 

肝実質細胞におけるTNF-α（30 ng/mL ）の増殖促進作用について、播種

時の細胞密度がどのように影響するかを、播種時の細胞密度を変えて、TNF-

αによるDNA 合成能と核数の変化を検討した。図 1-5 と図 1-6 は、肝実質細

胞におけるTNF-α（30 ng/mL）の増殖促進作用に対する播種時細胞密度の影

響を示したものである。単離した肝実質細胞を様々な播種時密度で播種し、CO

２インキュベーターを用い、5%CO２、37℃の条件下で培養し、肝実質細胞をプ

ラスチックディッシュに接着させた。培養 3時間後、培地を血清不含Williams’ 

medium E に替え、TNF-αを 30 ng/mL 添加し、４時間培養して、DNA 合成

能(図 1-5)と核数(図 1-6)を測定した。その結果、DNA 合成能と核数の増加促進

反応は、3.3×104 cells/cm2 より低密度側から密度依存的に増加し、共に 3.3

×104 cells/cm2で最大反応を示した。それ以降の、高密度では、増殖反応は有

意に低下した。よって、TNF-α（30 ng/mL）の肝実質細胞増殖促進作用は細

胞密度に依存することが明らかとなった。図 1-5 と図 1-6 の結果から最大反応

の応答が観察できる播種時の初代培養肝実質細胞を 3.3×104 cells/cm2に固定

し、以後の実験では、DNA の合成能および核数を測定することにより、TNF-

αの詳細な増殖促進作用について検討することにした。 
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図 1-5  初代培養肝実質細胞におけるTNF -αのDNA 合成促進作用に

対する播種時細胞密度の影響  
薬物処理：TNF-α 30 ng/mL、培養時間：無血清培地へ交換後４時間 
有意差：Control (TNF-α無処理群）に対する有意差、 

*P<0.05, **P<0.01 (mean ±S.E.M., n=3)  
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図1-6  初代培養肝実質細胞におけるTNF -αの増殖促進作用に対する     
播種時細胞密度の影響  

 
薬物処理：TNF-α 30 ng/mL、培養時間：無血清培地へ交換後４時間 
有意差：Control (TNF-α無処理群）に対する有意差、 

*P<0.05, **P<0.01 (mean ±S.E.M., n=3)  
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3-4 TNF-αの肝実質細胞増殖促進作用に対する抗 TNF 受容体モノクローナ

ル抗体の作用 

次に TNF-αによる肝実質細胞の増殖促進作用が、主に TNF-αのどちらの

受容体サブタイプを介して発現しているのかについて、それぞれの受容体を特

異的に中和するモノクローナル抗体を用いて検討した。図 1-7 と図 1-8 は、各

TNF-α受容体サブタイプに対する特異的モノクローナル抗体（mAb TNF 受容

体 1、mAb TNF 受容体 2）を用いて、TNF-αによる肝実質細胞の増殖促進作

用（DNA 合成能と核数の変化）に対する用量‐反応関係を示した受容体中和

実験を行った。その結果、TNF-α（30ng/mL）とmAb TNF 受容体 2を併用 
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図 1-7  TNF-αによるDNA 合成能促進作用に対する抗TNF 受容体 
モノクローナル抗体及び抗 TNF 受容体２モノクローナル抗体

の効果 
  

播種密度 ：3.3 x 104 cells/cm2、 薬物処理：TNF-α, 30 ng/mL 
培養時間：無血清培地へ交換後４時間 
有意差：TNF-α処理群に対する有意差、*P<0.05, **P<0.01  

(mean ±S.E.M., n=3)  
IC50 値：DNA 合成能 36.76±0.03 ng/mL 
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すると、陽性コントロール（TNF-α処理群）と比較して、mAb TNF 受容体 2

は、その濃度が 30 ng/mL から用量依存的に有意に TNF-αによる肝実質細胞

の DNA 合成能と核数の増加を抑制し、40 ng/mL でほぼコントロールと同程

度にまで抑制した。一方、TNF-α（30 ng/mL）とmAb TNF 受容体 1との併

用では、TNF-α単独と比較して、mAb TNF 受容体 1 は、添加濃度 10 ng/mL

～100 ng/mL の間において、DNA 合成能および核数の変化に有意な差は示さ

なかった。すなわち、このことから、TNF-αによる肝実質細胞の増殖促進に

は、主としてTNF 受容体２が関与していることを見出した（図 1-9）。 

なお、mAb TNF 受容体 1とmAb TNF 受容体 2は、それぞれ単独に添加し

ても、ともに肝実質細胞の増殖には影響を及ぼさなかった（結果未提示）。 

 

 

図1-8  TNF-αによる細胞増殖促進作用に対する抗TNF受容体１モノ

ローナル抗体及び抗TNF 受容体２モノクローナル抗体の効果    
  

播種密度 ：3.3 x 104 cells/cm2、 薬物処理：TNF-α 30 ng/mL、 
培養時間：無血清培地へ交換後４時間 
有意差：TNF-α処理群に対する有意差、*P<0.05, **P<0.01 (mean ±

S.E.M., n=3)  
IC50 値：核数の変化 37.31±0.12 ng/mL 
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図 1-9 抗TNF 受容体 1モノクローナル抗体１及び２による

受容体中和実験 
 

nucleus
DNA

TNFreceptor 2

TNF-α

Proliferation

TNF

receptor 1

TNF-α
:mAb to TNF receptor 2

nucleus
DNA

TNFreceptor 2

TNF-α

Proliferation

TNF

receptor 1

TNF-α

:mAb to TNF receptor 1



 23 

3-5 TNF-αの肝実質細胞増殖促進作用に対する特異的シグナル伝達因子阻害

薬の作用 

次に、TNF-αによる肝実質細胞のDNA 合成及び細胞増殖のシグナル伝達機

構を検討するために、アデニル酸シクラーゼ/A キナーゼ系および受容体チロシ

ンキナーゼ/MAP キナーゼ系における以下の特異的なシグナル伝達因子阻害薬

（DDA：アデニル酸シクラーゼ阻害薬；H-89：A キナーゼ阻害薬；AG1478：

受容体チロシンキナーゼ阻害薬; LY294002：PI3キナーゼ阻害薬; PD98059：

MAP キナーゼキナーゼ阻害薬; ラパマイシン：p70 S6 キナーゼ阻害薬）を用

いて、これらのシグナル伝達因子が関与しているかどうかを薬理学的に検討し

た。図 1-10 と図 1-11 は、TNF-αの肝実質細胞増殖促進作用に対する種々の

シグナル伝達因子阻害薬の効果を示したものである。シグナル伝達阻害剤とし

ては、10-7M  DDA（アデニル酸シクラーゼ阻害薬; 42）、10-7M  H-89（A キナ

ーゼ阻害薬; 43）、10-6 M ソマトスタチン（分泌顆粒共役アデニル酸シクラーゼ

の間接的阻害薬;44）、 1 ng/mL  百日咳毒素（Gi タンパク阻害薬; 45）、10-7 M 

AG1478（受容体チロシンキナーゼ阻害薬; 46）、10-7 M LY294002（ホスファチ

ジルイノシトール3キナーゼ阻害薬;47）、10-6 M  PD98059（MAPKK阻害薬; 48）、

100 ng/mL ラパマイシン（p70リボソーマルS6キナーゼ阻害薬; 49）50)をそれ

ぞれ単独で添加した。コントロールと比較してこれら特異的シグナル伝達阻害

剤は、どれも単独では肝実質細胞の DNA 合成と核数の変化には影響を及ぼさ

なかった。 

次にTNF-α（30 ng/mL）による肝実質細胞増殖促進作用のシグナル伝達経

路を検討する目的で、シグナル伝達因子阻害剤を併用添加した。TNF-α（30 

ng/mL） による肝実質細胞のDNA合成と核数の変化は、共に10-7M  AG1478、

10-7M  LY294002、10-6M  PD98059、100 ng/mL  ラパマイシンによりほぼ

完全に抑制された。これらの結果は、TNF-α（30 ng/mL）添加による増殖促
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進作用が、受容体チロシンキナーゼ/MAP キナーゼ経路に、完全に依存してい

ることを示唆した。また、培養 4時間において、10-7M  DDA、10-7M  H-89、

10-6M ソマトスタチンは、TNF-α（30 ng/mL）による肝実質細胞のDNA 合

成と核数の増加が、コントロールレベルまで、著しく抑制された。さらに、こ

の 10-6M ソマトスタチンの TNF-αの増殖促進作用に対する抑制効果は、Gi

タンパク質活性を阻害する 1 ng/mL 百日咳毒素の前処理によって完全に解除

された。これらの結果は、アデニル酸シクラーゼ阻害薬/ A キナーゼ経路が、

TNF-α（30 ng/mL）による肝実質細胞のDNA 合成と増殖促進作用に深く関

与することを示唆していた。 
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図 1-10  TNF-αのDNA 合成促進作用に対するシグナル伝達因子阻害剤の作用  
 

播種密度 ：3.3 x 104 cells/cm2、培養時間：無血清培地へ交換後４時間 
薬物処理：TNF-α  30 ng/mL; dideoxyadenosine, 10-7 M; H-89, 10-7 M; 

somatostatin, 10-6 M; pertussis toxin 1 ng/mL; AG1478, 10-7 M; 
LY294002, 10-7 M; PD98059, 10-6 M;  rapamycin, 100 ng/ml.  

有意差：TNF-α処理群に対する有意差、*P<0.05, **P<0.01 (mean ±S.E.M., n=3)  
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図 1-11   TNF-αの肝実質細胞増殖促進作用に対するシグナル伝達因子阻害剤の作用  
 

播種密度 ：3.3 x 104 cells/cm2、培養時間：無血清培地へ交換後４時間 
薬物処理： TNF- α  30 ng/mL; dideoxyadenosine, 10-7 M; H-89, 10-7 M; 

somatostatin, 10-6 M;  pertussis toxin 1 ng/mL; AG1478, 10-7 M; 
LY294002, 10-7 M; PD98059, 10-6 M;  rapamycin, 100 ng/ml.  

有意差：TNF-α処理群に対する有意差、*P<0.05, **P<0.01 (mean ±S.E.M., n=3)  
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3-6 TNF-αの肝実質細胞受容体チロシンキナーゼ活性に対する効果 

前節では、肝実質細胞のDNA 合成能と核数の変化を指標にして、TNF-αの

肝実質細胞増殖促進作用のシグナル伝達因子機構を検討するために、特異的シ

グナル伝達因子阻害剤を用いて薬理学的検討を行った(図 1-10 と図 1-11)。その

結果、TNF-αによる肝実質細胞の増殖促進作用が、受容体チロシンキナーゼ

/MAP キナーゼ経路に完全に依存することが示唆された。そこで、本節では、

種々の特異的シグナル伝達阻害剤を用いて、TNF-αによる肝実質細胞の受容

体チロシンキナーゼ活性をWestern blot 解析法にて、直接測定した。その結果、

TNF-αによる p175kDa 受容体チロシンキナーゼ（RTK）活性促進作用は、

RTK 阻害薬の AG1478 （10-7M）によって、コントロールレベルまで著しく

抑制された。これに対し、PI3K 阻害薬のLY294002（10-6M）とMEK阻害薬

のPD98059（10-6 M）は、TNF-αの受容体チロシンキナーゼの活性促進作用

に影響を及ぼさず、PI3KとMEKは、TNF-αの増殖促進作用のシグナル伝達

において、RTK の下流に位置していることが示唆された。さらに、TNF-αの

受容体チロシンキナーゼの活性促進作用は、ソマトスタチン（10-7M）により

AG1478 と同様に、コントロールレベルにまで完全に抑制された。このソマト

スタチンの抑制効果は、百日咳毒素の前処理により解除された。すなわち、肝

実質細胞において TNF-αの TNF 受容体 2 を介した増殖のシグナル伝達機構

には、アデニル酸シクラーゼ/Ａキナーゼ系も介することが示唆された。なお、

これらの伝達因子阻害薬それぞれ単独では、肝実質細胞の 175kDa 受容体チロ

シンキナーゼのリン酸化活性には影響を及ぼさなかった（図 1-12）。 
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図 1-12  TNF-αによる受容体チロシンキナーゼ活性に対する特異的シグナル伝達

因子阻害剤の効果  
 

播種密度 ：3.3 x 104 cells/cm2、培養時間：無血清培地へ交換後 10分 
薬物処理：TNF-α, 30 ng/mL; AG1478, 10-7 M; LY294002, 10-7 M; PD98059, 

10-6 M; somatostatin, 10-6 M 
有意差：TNF-α処理群に対する有意差、*P<0.05, **P<0.01 (mean ±S.E.M., n=3)  
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3-7 TNF-αの肝実質細胞MAP キナーゼ活性に対する効果 

3-6 では、TNF-αによる肝実質細胞の 175 kDa 受容体チロシンキナーゼを

Western blot 解析にて直接測定した結果、3-5で示唆されたTNF-αのTNF 受

容体 2 を介した増殖のシグナル伝達に、RTK の直接的な関与と、その下流に

PI3KとMAPキナーゼが存在している可能性が示唆された（図1-12）。そこで、

特異的シグナル伝達阻害剤を用いて、TNF-αによる肝実質細胞のMAP キナー

ゼ活性に対する効果を、Western blot 解析法にて直接測定した。その結果、ま

ずTNF-αの肝実質細胞MAP 活性は、p42 kDa MAPK (ERK)を特異的に活性

化した。一方、p44 kDa MAPK (ERK1) 活性には影響を及ぼさなかった。次

に、シグナル伝達因子の特異的阻害薬であるAG1478、LY29002, PD98059 お

よびソマトスタチンを用い、TNF-αによるp42 MAP キナーゼ活性促進作用に

対する効果を検討した。その結果、TNF-αによる p42 kDa MAK 活性促進作

用は、RTK 阻害薬の AG1478、PI3K 阻害薬の LY294002 と MEK 阻害薬の

PD98059 により、それぞれ、コントロールレベルまで、完全に抑制された。

すなわち、TNF-αのTNF 受容体 2 を介する肝実質細胞増殖促進作用のシグナ

ル伝達には、p42 kDa MAPK 活性化が深く関与しており、その上流に、RTK

とPI3Kが、その下流にp70S6Kが位置していることが示された。さらに、TNF-

αの p42 kDa MAPK 活性促進作用は、RTK同様、ソマトスタチンにより、コ

ントロールレベルにまで完全に抑制され、RTK同様、肝実質細胞においてTNF-

αのTNF 受容体 2を介した増殖のシグナル伝達に、アデニル酸シクラーゼ/Ａ

キナーゼ系も介することがさらに示唆された。なお、これらの伝達因子阻害薬

単独では、肝実質細胞のp42 および p44 MAPK のリン酸化活性には影響を及

ぼさなかった（図 1-13）。 
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図 1-13  TNF-αによるMAPキナーゼ活性に対する特異的シグナル伝達因子 
阻害剤の効果  

 
播種密度 ：3.3 x 104 cells/cm2、培養時間：無血清培地へ交換後 10分 
薬物処理：TNF-α, 30 ng/mL; AG1478, 10-7 M; LY294002, 10-7 M; PD98059, 

10-6 M; somatostatin, 10-6 M 
有意差：TNF-α処理群に対する有意差、*P<0.05, **P<0.01 (mean ±S.E.M., n=3)  
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3-8 TNF-αの肝実質細胞内ｃＡＭＰ濃度に対する作用の経時変化 

図 1-10 と図 1-11 における、TNF-αの肝実質細胞の DNA 合成能と核数に

対する効果の検討において、TNF-α（30 ng/mL）は、TNF 受容体２を介して、

促進性 G タンパク質（Gs）/アデニル酸シクラーゼを活性化させて細胞内の

cAMP を増加させることが示唆された。そこで、このことを証明するために

TNF-α（30 ng/mL）による肝実質細胞内 cAMP 濃度の変化を直接測定した。 

図 1-14 は、TNF-α（30 ng/mL）添加による肝実質細胞内 cAMP 濃度の経時

的変化を示したものである。無血清培地交換 10 分後に、無血清培地のコント

ロール群の肝実質細胞内 cAMP 濃度は 2.00±0.02 pmol/mg protein であった

のに対して、TNF-α30 ng/mL）添加群の肝実質細胞内 cAMP 濃度は、4.00±

0.02 pmol/mg protein と有意な増加が認められ、添加 25 分後には、最大応答

を示し、コントロール群の約 4倍の増加を示した。このことから、TNF-α（30 

ng/mL）は、アデニル酸シクラーゼを活性化させて細胞内の cAMP 濃度を有意

に増加させることが、直接的に証明された。 
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図 1-14  TNF-αによる細胞内 cAMPレベルの経時的変化 
 

播種密度 ：3.3 x 104 cells/cm2、培養時間：無血清培地へ交換後 0--30分 
薬物処理：TNF-α, 30 ng/mL 
有意差：Control (TNF-α無処理群)に対する有意差、*P<0.05, **P<0.01 (mean 

±S.E.M., n=3)  
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3-9 ホスフォジエステラーゼ阻害剤存在下における肝実質細胞内 cAMP 濃度

に対するTNF-αの効果 

図 1-14 の結果から、TNF-α（30 ng/mL）による肝実質細胞内の DNA 合

成能と増殖促進作用が、アデニル酸シクラーゼ/A キナーゼ系を活性化させて細

胞内の cAMP 濃度を増加させることが示されたため、ホスフォジエステラーゼ

阻害剤IBMX 51)存在下におけるTNF-αによる細胞内cAMPレベルの蓄積効果

を検討した。図 1-15 は、ホスフォジエステラーゼ阻害剤 IBMX 存在下におけ

る細胞内 cAMP レベルへの蓄積におけるTNF-α（30 ng/mL）の効果を示した

ものである。IBMX 存在下、TNF-α（30 ng/mL）による肝実質細胞の細胞内

cAMP レベルは、TNF-α添加後、5 分から 10分で急激に蓄積がおこり、20 分

で最大反応（コントロールの 15 倍）を示した。TNF 受容体 2 を介するTNF-

αの肝実質細胞増殖促進シグナルには、アデニル酸シクラーゼ/A キナーゼ系の

活性化が深く関与していることが、IBMX 存在下での TNF-αによる細胞内の

cAMP 蓄積を増強させたことからより強く支持された。 
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図 1-15 TNF-αの細胞内 cAMPレベル増加作用に対するホスフォジエステ 
ラーゼ阻害薬の効果 

 
播種密度 ：3.3 x 104 cells/cm2、培養時間：無血清培地へ交換後 0--30分 
薬物処理：TNF-α, 30 ng/mL;  IBMX ,10-4 M 
有意差：Control (TNF-α無処理群)に対する有意差、*P<0.05, **P<0.01 (mean 

±S.E.M., n=3)  
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第一章 考察    

図 1-3 と図 1-4 に示したように、TNF-αの添加により初代培養肝実質細胞

は、時間依存的にまた、用量依存的に増殖を促進することを見出した。TNF 受

容体１、及びTNF 受容体２に対する、それぞれ特異的なモノクローナル抗体

を用いた実験により、DNA 合成と細胞増殖が、抗TNF 受容体１抗体でなく抗

TNF 受容体２抗体に強く影響を受けることを見出した。このことから、TNF-

αによる肝実質細胞の増殖促進作用には、主としてTNF 受容体２が関与して

いることが明らかになった。今回の結果に一致して、Tartaglia や他の研究グ

ループでは、in vitro の実験において、TNF 受容体１でなく、TNF 受容体２が、

げっ歯類の胸腺細胞の増殖を促進することを報告している18)52)。これに対して、

Yamadaらは、TNF 受容体１ノックアウトマウスを用いて、部分肝切除や肝臓

毒である化学物質を用いた肝再生実験を行ったところ、肝再生は強く抑制され

ることを見出した。この、in vivo の結果は、肝再生にTNF 受容体１が、関与

していることを示している 31）-33)。彼らの研究結果と in vitro での研究結果と

の矛盾の理由は、現時点で不明であるが以下のことが考えられる。１）動物種

が異なること、２）実験条件が異なること、３）ノックアウトマウスの実験で

は、TNF 受容体２あるいは、TNF 受容体１及び２をノックアウトした動物で

の検討結果が必ずしも明確でないことなどがあげられ、全体像の解明には、今

後の研究を待たなければならない。しかし、本論文におけるそれぞれのTNF-

α受容体サブタイプに対して特異的なモノクローナル抗体を用いた受容体の中

和実験結果では、TNF-αによる初代培養肝実質細胞の増殖促進作用には、主

にTNF 受容体２が関与していることを明確に示していることから、次に、TNF

受容体２を介する肝実質細胞の増殖促進作用の、細胞内シグナル伝達機構を詳

しく検討することにした。 

 細胞の増殖に関与するシグナル伝達因子は、しばしば、リン酸化反応により調
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節されていることが知られている 53)54)。特に、受容体チロシンキナーゼ/MAP

キナーゼ系が重要な役割を果たすことは良く知られている。この過程は、細胞

増殖の信号が、細胞膜から核にまで伝達されるためにきわめて重要である。し

かし、他の多くの成長因子（例、HGF やEGF）とは異なり、TNF 受容体２は、

細胞膜領域にチロシンキナーゼ領域を持っていないとされている 55)。TNF 受

容体１に TNF-αが結合すると受容体に会合するチロシンキナーゼを活性化し、

受容体をリン酸化することが知られているが、TNF 受容体２を介する細胞内シ

グナル伝達経路の大部分は、不明のままである。 TNF-αによる肝実質細胞

の DNA 合成及び細胞増殖のシグナル伝達機構を検討するために、受容体チロ

シンキナーゼ/MAP キナーゼ系のシグナル伝達因子に対する以下の特異的な阻

害薬（AG1478：受容体チロシンキナーゼ阻害薬; LY294002：PI3 キナーゼ阻

害薬; PD98059：MAP キナーゼキナーゼ阻害薬; ラパマイシン：p70 S6 キナ

ーゼ阻害薬）を用いて、それらのシグナル伝達因子が関与しているかどうかを

薬理学的に検討した。図 1-10 と図 1-11 に示したように、TNF-α（30 ng/ml）

による肝実質細胞の DNA 合成及び細胞増殖促進作用は、これらの阻害薬によ

りそれぞれほぼ完全に抑制されることが見出された。これらの結果は、TNF-

αによる TNF 受容体２を介する肝実質細胞の増殖促進作用には、受容体チロ

シンキナーゼ、PI3キナーゼ、MAP キナーゼキナーゼ、p70 S6 キナーゼの活

性化が関与していることを示唆している。その結果をさらに支持する目的で、

MAP キナーゼ (MAPK) 及び受容体チロシンキナーゼ活性を直接測定した。図

1-12 と図 1-13 に示したように、TNF-αは、実際に受容体チロシンキナーゼ

（p175kDa）、p42 MAP キナーゼを活性化することが見出された。本論文の結
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果と同様に、Vietor らは、TNF-αがヒト線維芽細胞のMAP キナーゼを活性化

することを見出している 56)。 

別の、よく知られたシグナル伝達経路としては、G タンパク質に共役した受

容体が、アデニル酸シクラーゼを活性化（あるいは、抑制）して、細胞内 cAMP

濃度を変化させて、タンパク質キナーゼA（A キナーゼ）活性を調節して代謝

や成長を制御するというものがある 57)。しかし、TNF-αによる肝実質細胞の

増殖促進作用におけるアデニル酸シクラーゼ/A キナーゼ系の役割については

不明な点が多い。TNF-α（30 ng/ml）による肝実質細胞のDNA 合成及び細胞

増殖のシグナル伝達機構を検討するために、アデニル酸シクラーゼ/A キナーゼ

系における以下の特異的なシグナル伝達因子阻害薬（dideoxyadenosine：アデ

ニル酸シクラーゼの直接的阻害薬； ソマトスタチン：アデニル酸シクラーゼの

間接的阻害薬, H-89：A キナーゼの阻害薬）を用いて、それらのシグナル伝達

因子が関与しているかどうかを薬理学的に検討した。図 1-10 と図 1-11 に示し

たように、TNF-α（30 ng/ml）による肝実質細胞のDNA 合成及び細胞増殖促

進作用は、これらの阻害薬によりそれぞれほぼ完全に抑制されることが見出さ

れた。そこで、新たに見出されたシグナル伝達経路をさらに確認するために、

ソマトスタチンを用いてその作用を検討した。ソマトスタチンは、内分泌線か

らのホルモンの分泌を抑制する物質としてよく知られている。このソマトスタ

チンによる抑制効果は、抑制性G タンパク質（Gi）を介して、アデニル酸シク

ラーゼ活性を低下させることに起因している。図 1-10 と図 1-11 で示したよう

に、TNF-αによる肝実質細胞のDNA 合成及び細胞増殖促進作用が、ソマトス

タチンによりほぼ完全に抑制されることが見出され、この抑制作用が百日咳毒
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素の前処理により解除された。百日咳毒素は、Gi タンパク質の活性の特異的阻

害剤であり、受容体と効果器へのシグナル伝達を特異的に遮断することが知ら

れていることから、このソマトスタチンによる抑制効果は、抑制性Gタンパク

質（Gi）を介して、アデニル酸シクラーゼ活性を低下させることにより起因し

ていることが確認された。これらの事実を総合すると、TNF-αによるTNF 受

容体２を介する肝実質細胞の増殖促進作用には、アデニル酸シクラーゼ、A キ

ナーゼの活性化が関与していることが支持された。これらの結果をさらに支持

するデータとして、図 1-14 および図 1-15 では、TNF-α（30 ng/ml）により

肝実質細胞内の cAMP 濃度が急速にかつ有意に増加することを見出した。

TNF-αによる細胞内 cAMP 濃度増加作用については、Zhangらがヒトの線維

芽細胞を用いた実験でも示している 58)。 

上記の結果は、TNF-αによる肝実質細胞の DNA 合成及び細胞増殖促進のシ

グナル伝達機構に、受容体チロシンキナーゼ/MAP キナーゼ系、及びアデニル

酸シクラーゼ/A キナーゼ系が深く関与していることを初めて示したものであ

る。ホルモンなどの分泌阻害剤として知られるソマトスタチンを用いた実験結

果から、TNF-αの肝実質細胞DNA 合成及び増殖促進作用には何らかの増殖因

子（メディエーター）が自己分泌されている可能性が見出されたが、これらの

２つのシグナル伝達経路の関連性については不明であり、さらに詳しく検討す

る必要がある。 
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第二章 腫瘍壊死因子α（TNF-α）によるラット初代培養肝細胞からのトラ

ンスフォーミング成長因子α（TGF-α）の分泌に対する作用 

１ 緒言 

本論文の第一章においては、TNF-α（30ng/mL）の刺激によりラット初代培

養肝実質細胞の増殖が、TNF 受容体２を介して促進されることが新たに見出さ

れた。また、TNF 受容体２を介して促進される増殖応答には、（１）アデニル

酸シクラーゼ/A キナーゼ系が関与していること、（２）受容体チロシンキナー

ゼ/MAP キナーゼ系が関与していることが示唆された。そして、ホルモンなど

の分泌阻害剤として知られるソマトスタチンを用いた実験結果から、TNF-α

の肝実質細胞 DNA 合成及び増殖促進作用には何らかの増殖因子（メディエー

ター）が自己分泌されている可能性が見出されたことから、本章では、TNF-

αにより自己分泌される増殖因子の探索とそのオートクリン分泌機構を生化

学・薬理学的手法を用いて解明することを目的とした。 

初代培養肝実質細胞内で生合成・貯蔵され、何らかの刺激でオートクリン分

泌される成長因子の候補としては、IGF-I 及びTGF-αが知られている。最近、

サイトカインが、肝実質細胞の増殖を促進したり抑制したりすることに関して

詳しく研究されてきている 59)。その中でTGF-αの検討も行われている。TGF-

αはオートクリン因子とされており、癌化した線維芽細胞の培養液中に発見さ

れたものである 60)。さらに、TGF-αは、幼若、新生そして成熟ラットの肝部

分切除後の肝臓に存在することが報告されている 61)62)。TGF-αは、色々な細

胞種において、単に癌化の因子としてだけでなく、正常な細胞の生理的な増殖

にも重要な役割を果たしているものとして知られている 63)。TGF-αによる肝

実質細胞の増殖促進のシグナル伝達機構について及びα、βアドレナリン受容

体作動薬との相互作用については、すでに報告がある 13)。 
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また、インスリン様成長因子（IGF）は、ポリペプチドホルモンファミリー

の１つであり、インスリンと構造と機能がよく似ているとされている 64)。IGF

ペプタイドはオートクリン因子として働き、胎児の成長の調節及び in vitro 系

で肝細胞及びその他の株化細胞の増殖促進に関与しているといわれている65)66)。

IGF-I の生理的な作用は細胞膜の特異的な受容体に結合して発現するとされて

いる 67)。IGF-I（及び IGF-II）の肝実質細胞の増殖促進作用及びそのシグナル

伝達機構について、さらにα、βアドレナリン受容体作動薬との相互作用につ

いては、すでに報告がある 12)。 

そこで、第二章において検討する具体的な項目を以下のように設定した。す

なわち、（１）TNF-αにより肝実質細胞より自己分泌される増殖因子が何であ

るかの対応するモノクローナル抗体を用いた検討、（２）TNF-αにより分泌さ

れるオートクリン因子の分泌の経時変化、及び用量-反応関係（３）TNF-αの

用量とオートクリン因子の分泌反応との関係の検討、（４）TNF-αによるオー

トクリン因子の分泌が TNF-αによりＴＮＦ受容体２を介するのか否かの検討、

（５）TNF-αによるオートクリン因子分泌のシグナル伝達経路について検討

することにした。そして、これらの検討結果から、TNF-αによる肝実質細胞

増殖促進作用機構の一連の全体像を明らかにすることを試みた。 
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2  実験材料及び実験方法 

 

2-1 実験材料及び試薬 

第一章の実験材料および試薬の項目に準じた。 

 

2-2 実験動物 

第一章の実験動物の項目に準じた。 

 

2-3 ラット肝実質細胞の初代培養 

第一章のラット肝実質細胞の初代培養の項目に準じた。 

 

2-4 DNA 合成能の測定 

第一章のDNA 合成能の測定の項目に準じた。 

 

2-5 核数計測 

第一章の核数計測の測定の項目に準じた。 

 

2-6 MAP キナーゼ（MAPK）活性の測定 

第一章のMAP キナーゼ（MAPK）活性の測定の項目に準じた。 

 

2-7 トランスフォーミング成長因子α(TGF-α)の測定 

培養液中のTGF-αの測定は、TGF-α  ELISA assay kit と細胞内伝達物質

測定システムを併用して測定した。細胞接着後、無血清培地に交換し、TNF-

αや種々の薬物を添加して一定時間培養した。肝実質細胞を培養した

conditioned medium から一定量をサンプルリングし、ELISA 用プレートに既
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知量を分取し、その中のTGF- αを抗原抗体反応により固相に結合させた。夾

雑物を流去後、酵素標識した第二の抗体を添加し再度抗原抗体反応させ、固相

化抗体/目的物質/酵素標識抗体のサンドイッチ構造を構築させた。遊離の酵素

標識抗体を流去後、発色基質 を添加して固相化抗体/目的物質/酵素標識抗体に

比例して起こる発色反応の発色物質の吸光度（450 nm）を細胞内伝達物質測定

システムで測定し、濃度既知の標準品を用いて作成した標準曲線からサンプル

中の目的物質を定量した 68)。 
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3 実験結果 

3-1 肝実質細胞におけるTNF-αによるp42 kDa MAPK活性促進作用の経時

変化 

TNF-αによる p42 kDa MAPK 活性の経時変化を、肝実質細胞の増殖を促進

させる因子としてよく知られている TGF-α13)と比較して、検討した。その結

果、TGF-α（5 ng/ml）を添加した培養では、約 5分を頂点とする急激な一過

性の活性促進作用が認められた。これに対し、TNF-α（30 ng/ml）の p42 kDa 

MAPK 活性化促進作用は、刺激後、それよりも遅れて発現し、20 分を頂点と

する活性上昇が認められ、その後、緩やかな低下が認められた。そして、この

TNF-αによる活性上昇は、抗TNF 受容体 2モノクローナル抗体 (50 ng/mL) 

やソマトスタチン(10-6 M)共存下で、それぞれ完全に抑制された。すなわち、

TNF-α刺激によるp42 KDa MAPK 活性の促進作用は、発現までに約 15分の

遅延時間が生したことからも、TNF-αの増殖シグナル伝達経路は、TGF-αの

ようなRTKやMAPKなどの増殖関連因子と直性連関しているシグナル伝達系

とは異なり、何らかの因子を分泌し、その結果、細胞外に分泌された因子が肝

実質細胞に対して増殖促進作用を示している可能性が示唆された(図 2-1)。 
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図 2-1 初代培養肝細胞におけるTNF-αによるp42  MAPキナーゼ活性促進

作用の経時変化  
 

播種密度 ：3.3 x 104 cells/cm2、培養時間：無血清培地へ交換後 0--60分 
薬物処理：TNF-α, 30 ng/mL;  TGF-α, 5 ng/mL;  somatostatin, 10-6 M. 
有意差：Control (TNF-α無処理群) に対する有意差、*P<0.05, **P<0.01 

(mean ±S.E.M., n=3)  
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3-2 TNF-αの肝実質細胞増殖促進作用に対するモノクローナル抗 IGF-I 抗

体, モノクローナル抗 TGF-α抗体の作用 

第一章により、TNF-αの肝実質細胞に対する増殖促進作用のシグナル伝達

機構の中には、TNF 受容体 2 を介したアデニル酸シクラーゼ/A キナーゼ系と

受容体(175 kDa)チロシンキナーゼ/MAPK系の少なくとも主要な2系統の伝達 

機構が含まれることが明らかとなった。これらの系列は、受容体チロシンキナ

ーゼの特異的なシグナル伝達因子阻害薬の AG1478 で完全に抑制されたこと

と、分泌ゲート連関阻害薬であるソマトスタチンで増殖促進作用と各種キナー

ゼ活性が抑制されたことから次のような作業仮説を考えた。すなわち、TNF 受

容体 2を介する肝細胞増殖促進作用は、ある増殖因子が、オートクリン分泌さ

れ、それが肝実質細胞の DNA 合成と増殖を刺激するものであると仮定した。

肝実質細胞には、TGF-αか IGF-I が存在することが明らかとなっており肝実

質細胞からオートクリン分泌される増殖因子の候補としては、これらの増殖因

子がこの仮説に合致する有力な候補であると考えられた。そこで TGF-αか

IGF-I が、TNF-αによる初代培養肝実質細胞のDNA 合成能と細胞増殖促進作

用に関係しているのか否かを、IGF-I または TGF-αを特異的に中和するモノ

クローナル抗体を用いて中和実験を行った。 

図 2-2 と図 2-3 は、TNF-αの肝実質細胞増殖促進作用に対するモノクロー

ナル抗 IGF-I抗体, モノクローナル抗 TGF-α抗体の作用を示したものである。

抗TGF-αモノクローナル抗体はTNF-αによる肝実質細胞のDNA合成能と核

数の増加を IC50値 36.76±0.03ng/mL で用量依存的に抑制し、抗体濃度が 50 

ng/mL 以上の用量では、TNF-αの増殖促進効果は、完全に抑制された。一方、

抗 IGF-I モノクローナル抗体には TNF-αによる肝実質細胞のＤＮＡ合成能と

核数の増加に有意な影響はなかった。したがって、これらの結果より TNF-α

は、培養培地中へ TGF-αを分泌させることによって、肝実質細胞の DNA 合
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成能と細胞増殖促進作用を示すことが示唆された(図 2-4)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-2 TNF-αによる肝実質細胞 DNA 合成促進作用に対する抗 TGF-α抗体

および 抗 IGF-I抗体の効果 
 

播種密度 ：3.3 x 104 cells/cm2、培養時間：無血清培地へ交換後 4時間 
薬物処理：TNF-α, 30 ng/mL;  mAb to IGF-I, 10-75 ng/mL;  mAb to 

TGF-α, 10-75 ng/mL 
有意差 TNF-α処理群に対する有意差、*P<0.05, **P<0.01 (mean ±S.E.M., 

n=3)  
IC50値：DNA合成能 36.76±0.03 ng/mL  
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図 2-3 TNF-αによる肝実質細胞の核数増加作用に対する抗TGF-α抗体およ

び抗 IGF-I抗体の効果 
 

播種密度 ：3.3 x 104 cells/cm2、培養時間：無血清培地へ交換後 4時間 
薬物処理：TNF-α, 30 ng/mL;  mAb to IGF-I, 10-75 ng/mL;   

mAb to TGF-α, 10-75 ng/mL 
有意差TNF-α処理群に対する有意差、*P<0.05, **P<0.01 

 (mean ±S.E.M., n=3)  
IC50値：核数, 37.31±0.12 ng/mL  

図 2-4 TNF-αによるTGF-αまたは、IGF-Iの自己分泌機構 
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3-3 TNF-αによるTGF-α分泌促進作用の経時変化及び用量-反応関係 

In vitro の実験系において、TNF-αを添加し、肝実質細胞を培養した際に、

実際に培養液中へTGF-αを分泌させるかどうかを、高感度ELISA 法で定量す

ることは、先の作業仮説を実証する手段と考えた。図 2-5 は、TNF-α（30 

ng/mL）添加による培養液中でのTGF-α濃度の経時変化を示したものである。

TNF-αを添加しないコントロール群では、培養液中のTGF-α濃度は検出限界

の 2 pg/mL 前後とほぼ一定であった。これに対し、TNF-α（30 ng/mL）単独

で刺激をすると、培溶液中のTGF-α濃度は、TNF-α添加後 3 分で検出可能な

有意な増加が認められた。この有意な TGF-α濃度の増加は、TNF-α刺激後、

10 分から 30 分まで増加し、一定となり、コントロールの 10 倍に上昇した。

一方、TNF-α（30 ng/mL）と抗 TNF 受容体 2 モノクーナル抗体を併用する

と、培養液中のTGF-α濃度の有意な上昇は認められず、抗TNF 受容体 2 抗体

によりTNF-αによるTGF-αの自己分泌作用が完全に抑制された。さらに、抗

TNF 受容体 1 モノクローナル抗体を併用した際は、TNF-αによる TGF-αの

自己分泌作用は、TNF-α単独と同様に分泌が促進され、よって、TNF-αのこ

の効果には、TNF 受容体 1 は関与していないことが示された（結果未提示）。 

図 2-6 は、TNF-αによるTGF-α分泌促進作用の用量‐反応関係を検討した

ものである。その結果、初代培養肝実質細胞において、TNF-αのTNF 受容体

2 を介した TGF-α分泌促進作用は、添加した TNF-αの用量に依存して増加

し、DNA 合成能ならびに核数の変化と同様に 30 ng/mL のTNF-αで、最大反

応に達することが示された。このTGF-α濃度の用量依存的増加は、抗TNF 受

容体 2モノクローナル抗体の共存下で、完全に抑制された。 

これらのことから TNF-αによる肝実質細胞の DNA 合成能と細胞増殖作用

は、TNF 受容体 2を介したTGF-αのオートクリン分泌に起因していることが

示された。 
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図 2-5 TNF-αによる培養液中のTGF-α濃度の経時変化 
 

播種密度 ：3.3 x 104 cells/cm2、培養時間：無血清培地へ交換後 0-30分 
薬物処理：TNF-α, 30 ng/mL;  mAb to TNF receptor 2, 50 ng/mL 
有意差 Control (TNF-α無処理群) に対する有意差、*P<0.05, **P<0.01 

(mean ±S.E.M., n=3)  

図 2-6 TNF-α による培養液中のTGF-α濃度の変化；用量-反応関係 
 

播種密度 ：3.3 x 104 cells/cm2、培養時間：無血清培地へ交換後 10分 
薬物処理：TNF-α, 30 ng/mL;  mAb to TNF receptor 2, 50 ng/mL 
有意差 Control (TNF-α無処理群) に対する有意差、*P<0.05, **P<0.01 

(mean ±S.E.M., n=3)  
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3-4 TNF-αによる TGF-αの分泌促進作用に対する特異的シグナル伝達因子

阻害薬の効果 

TNF-α（30 ng/mL）添加による培養液中での TGF-α濃度の増加が確認さ

れたことから、TNF-αにより分泌されたTGF-αが、どのようなシグナル伝達

経路で分泌されるのかについて、細胞内シグナル伝達因子阻害薬を用いて、薬

理学的な検討を行い、TNF-αの増殖促進機構を一層明確にすることを目的と

した。 

そこで、TNF-α（30 ng/mL）が、アデニル酸シクラーゼ/A キナーゼ経路を

介して TGF-αを培養液中へ分泌している可能性を検証するため、アデニル酸

シクラーゼの直接の阻害剤DDA およびH-89（A キナーゼ阻害薬）および、分

泌ゲート連関間接的アデニル酸シクラーゼ阻害薬であるソマトスタチンを用い

て検討をした。その結果、TNF-α（30 ng/mL）による TGF-αの培養液中の

分泌促進作用は、DDA、H-89、ソマトスタチンともに、コントロールレベル

まで完全に抑制した(図 2-7)。また、ソマトスタチンの抑制効果は、Gi タンパ

ク質活性を抑制する百日咳毒素の前処理により、完全に解除された。 

一方、初代培養肝実質におけるTNF-α（30 ng/mL）によるTGF-α分泌促

進作用は 増殖を十分に抑制する濃度の AG1478（RTK 阻害薬）、LY294002

（PI3K 阻害薬）およびPD98059 (MEK 阻害薬)では、影響を受けなかった(図

2-7)。したがって、受容体チロシンキナーゼ/MAP キナーゼ経路のシグナル伝

達阻害薬は、初代培養肝実質細胞からの TGF-αの分泌に影響を与えずに、

TNF-α（30 ng/mL）による肝実質細胞のDNA 合成能と細胞増殖促進作用を

抑制したことになる。これらシグナル伝達阻害剤はそれぞれ単独では、初代培

養肝実質細胞のTGF-α分泌のコントロールレベルにも影響を与えなかった。 
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図 2-7   TNF-αによるTGF-α分泌促進作用に対する特異的伝達因子阻害剤の効果 
 

播種密度 ：3.3 x 104 cells/cm2、培養時間：無血清培地へ交換後 10分 
薬物処理：TNF-α , 30 ng/mL; dideoxyadenosine, 10-7 M; H-89, 10-7 M; 

somatostatin, 10-6 M;  pertussis toxin 1 ng/mL; AG1478, 10-7 M; 
LY294002, 10-7 M; PD98059, 10-6 M.  

有意差：TNF-α処理群に対する有意差、*P<0.05, **P<0.01 (mean ±S.E.M., n=3)  
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第二章 考察 

第一章の結果から in vitro の実験系においてTNF-α(30 ng/mL）によるラ

ット初代培養肝実質細胞の DNA 合成能と細胞増殖促進作用が確認された。第

二章では、TNF-α及び TGF-αのMAP キナーゼ活性に対する効果の経時変化

の検討から TNF-αの肝細胞増殖促進作用には、肝実質細胞から成長因子が自

己分泌されることが示唆された（図 2-1）。すなわち、TNF-α（30 ng/mL）そ

れ自体が、一次的な増殖因子(primary mitogen)でなく、二次的な増殖因子

（secondary mitogen）であることが示唆された。そこで、以下の作業仮説を

立てて、さらにシグナル伝達系路を検討することにした。すなわち、TNF-α

は、TNF 受容体 2 を介して、アデニル酸シクラーゼ/A キナーゼ系を活性化し、

何らかの成長因子をオートクリン分泌する。そしてその分泌された成長因子が、

実際に肝実質細胞膜上に存在する受容体チロシンキナーゼ/MAP キナーゼ系

を活性化して、肝実質細胞の DNA 合成能及び細胞増殖を促進するというもの

である。この仮説に合致する肝実質細胞に関するオートクリン分泌される成長

因子の候補としては、TGF-αおよび IGF-I が考えられる 69)。図 2-2、図 2-3に

示したようにTNF-α（30 ng/mL）による初代培養肝実質細胞の増殖促進作用

は、抗 TGF-αモノクローナル抗体の添加で、用量依存的に有意に抑制された

が、抗 IGF-I モノクローナル抗体の添加では、影響を受けなかった。これらの

ことは、内在性のTGF-αが、TNF-α（30ng/mL）の刺激により誘導される肝

実質細胞の増殖促進作用の主たるメディエーターであることを示していた。そ

こで、これらの結果を証明するために、TNF-α（30ng/mL）が肝実質細胞を

刺激して、実際に TGF-αを分泌することができるか否かについて培養液中の

TGF-αの濃度を直接測定して検討した。 

図 2-5、図 2-6 に示したように肝実質細胞に、TNF-α（30ng/mL）を添加し

て培養すると、培養液に急速に、かつ用量依存的に TGF-αが分泌されること
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が見出された。さらに、ソマトスタチンはこの分泌を抑制し、百日咳毒素の前

処理によりソマトスタチンの抑制効果は解除された(図 2-7)。そして、抗 TNF

受容体 2 モノクローナル抗体の存在下では、TNFαによるTGF-αの分泌促進

作用が有意に抑制され、抗 TNF 受容体 1 モノクローナル抗体の存在下では、

影響を受けないことが明らかとなった(図 2-5, 図 2-6)。また、これらの結果か

ら肝実質細胞内には、それ自身の増殖を促進させる十分な量の TGF-αタンパ

ク質が含まれることが示唆された(結果未提示)。次に、自己分泌された TGF-

αがEGF/ TGF-α受容体(175kDa)の結合部位に結合して(Lee et al.,1995)、自

身の受容体チロシンキナーゼを活性化し、さらに下流の MAP キナーゼをも活

性化して、肝実質細胞の DNA 合成能及び細胞増殖を引き起こすことが明らか

となった(図 2-4)。この結果を支持するデータとして、肝実質細胞の増殖を抑

制することのできる濃度の AG1478、PD98059、LY294002 は、TGF-αの分

泌には影響しなかったことが挙げられる。 

一方、本研究では、TNF-αによる IGF-I の培養液中への分泌については、

直接測定していないので不明であるが、抗 IGF-I 抗体を用いた実験から、肝実

質細胞を増殖させるレベルの IGF-Iのオートクリン分泌はなかったものと考え

られる。これらの結果は、TNF-αによる TNF 受容体２を介する TGF-αの分

泌促進機構は、TNF 受容体２/Gs/アデニル酸シクラーゼ/A キナーゼ系によって

調節を受けていることが示され、二章において提唱した作業仮説が証明された。 

今回の実験結果と同様のメカニズムで初代培養肝実質細胞の増殖を促進さ

せる例が報告されている。Kimura らは、はエイコサノイドの一種、プロスタ

グランジンE2（ Prostaglandin E2 ：PGE2 ）が、in vitro の初代培養肝実質

細胞実験系において、低濃度で細胞の増殖を促進することを初めて見出した

68)70)。さらにその仕組みを検討したところ、PGE2 それ自体が増殖因子なので

はなく、PGE2 が肝実質細胞の EP 受容体に結合し、これに働いて TGF-αの
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分泌を促進することを定量的に示した。そして、オートクリン様式でごく微量

ではあるが有意な量の TGF-αが培養液中に分泌され、それが二次的に肝細胞

の増殖を促進するのであることを、TGF-αのシグナル伝達機構も確認すること

で初めて証明した 70)。従って、PGE2 は二次的な増殖因子（secondary mitogen）

であり TGF-αは一次的増殖因子（primary mitogen）であるといえる。この

ように比較的単純な in vitro 初代培養肝細胞系でも、TNF-αによる細胞増殖の

仕組みはやや複雑であることが見出された。In vivo における肝障害時には、本

来の肝機能を速やかに回復させる必要があり、このようなオートクリン様式に

より、局所的に増殖因子を分泌させ、細胞増殖を早期に促進させることは、合

目的的応答であると考えられた。 
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結論 

以上の、主な研究結果を総合すると、TNF-αによる初代培養肝実質細胞の

増殖促進作用機構は、以下のように考えられた。TNF-αは、肝実質細胞のTNF

受容体２を刺激する。そして、その受容体に共役しているアデニル酸シクラー

ゼ/cAMP/A キナーゼ系を活性化して、TGF-αを自己分泌する。細胞外に自己

分泌された TGF-αは、175kDa 受容体に結合してチロシンキナーゼ/MAP キ

ナーゼ系を活性化して肝実質細胞の DNA 合成及び細胞増殖を誘導する。この

一連のシグナル伝達経路を、図 2-8 に模式的に示した。これらの結果から、TNF-

αによる肝実質細胞のDNA 合成及び肝細胞増殖促進作用は、TNF 受容体２を

介し、自己分泌された TGF-αをメディエーターとする間接的な作用（二次的

作用）であるということが新たに見出された。 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

外科的部分肝切除や肝毒性を示す化学物質による肝障害からの肝再生におい

て、TNF-αは、比較的初期に重要な役割を果たす因子の１つとされているの

で、今回 in vitro で新たに見出された TNF 受容体２を介するシグナル伝達経

路が in vivo でも作動するのかどうかの詳しい検討については、今後の課題と
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なる。 

本研究の意義としては、次のようなことが考えられる。すなわち、TNF-α

のような増殖促進因子（あるいは増殖抑止因子など）の肝実質細胞に対する増

殖の開始、及び停止の仕組みをより詳しく研究することにより、臓器形成の仕

組みの解明、癌化の仕組みの解明、肝障害からの早期の機能回復（肝再生）、そ

して肝障害に対する新しい治療薬（いわゆる肝庇護薬）の開発など様々な研究

分野への応用が期待できる。 
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