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略語 

 

① 試薬、培地、増殖因子、サイトカイン、シグナル伝達因子など 

SAC         S-allyl-L-cysteine 

EGF epidermal growth factor 

HGF hepatocyte growth factor 

TGF-α transforming growth factor alpha 

IGF-I insulin-like growth factor-I 

IL-6 interleukin-6 

PBS phosphate-buffered saline 

MEM minimum essential medium 

ERK extracellular signal-regulated kinase 

AC adenylate cyclase 

DG diacylglycerol 

IP3 inositol triphosphate 

MAPK mitogen-activated protein kinase 

MEK MAPK/ERK kinase 

mTOR mammalian target of rapamycin 

p70S6K 70-kDa ribosomal protein S6 kinase 

PI3K phosphoinositide 3-kinase 

PKA protein kinase A 

PKC protein kinase C 

PLC phospholipase C 

RTK receptor tyrosine kinase 

 

 

 

 

 

 

 



9 

 

②特異的シグナル伝達因子阻害薬及び活性化薬 

AG1478 

4-(3-Chloroanilino)-6,7-dimethoxyquinazoline 

(RTK inhibitor) 

 

 

LY294002 

2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-one 

(PI3K inhibitor) 

 

PD98059 

2ʹ-Amino-3ʹ-methoxyflavone 

(MEK inhibitor) 

 

U-73122 

1-(6-((17β-3-methoxyestra-1,3,5(10)-trien-17-yl)amino)hexyl)-1H-pyrrole-2,5-dione 

(PLC inhibitor) 

 

U-73343 

1-[6-[[(17β)-3-methoxyestra-1,3,5(10)-trien-17-yl]amino]hexyl]-pyrrolidine-2,5-dione 

(Inactive analog of U-73122) 

 

H-89 

N-[2-(p-Bromocinnamylamino)ethyl]-5-isoquinolinesulfonamide dihydrochloride 

(PKA inhibitor) 

 

GF109203X 

2-[1-(3-Dimethylaminopropyl)-1H-indol-3-yl]-3-(1H-indol-3-yl)maleimide 

(PKC inhibitor) 
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BAPTA/AM 

1,2-Bis(2-aminophenoxy)ethane-N,N,N',N'-tetraacetic acid tetrakis(acetoxymethyl ester) 

(membrane-permeable Ca2+ chelator) 
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第 1 篇 序論 

生体肝移植は、末期肝疾患における治療法として確立しており、肝疾患患者の増加や移植

技術の進歩に伴い、その例数は 1989 年の開始以降、右肩上がりに増加し、ここ数年は 400

～500 例/年で推移している 1)。しかし、生体肝移植ドナーに関する調査報告書によると、ド

ナーの約 4 割が将来の健康への不安を感じていると報告されている 2)。したがって、ドナー

およびレシピエントの QOL の向上または改善のために肝再生促進薬の開発が期待されてい

る。 

 肝臓は、人体の右上腹部に位置し、人体における最大の腺臓器である。肝臓の主な機能と

しては、胆汁酸および血漿タンパクの合成・分泌、異物の解毒、糖新生やグリコーゲン代謝

による血糖調節、脂質の合成・分解、尿酸合成などがあり、生体の恒常性維持に必要不可欠

である。これらの機能は、主に肝臓の細胞数の約 70 %（重量比で約 90 %）を占める肝実質

細胞が担っている。残りの約 30 %を、星細胞、クッパー細胞および類洞上皮細胞などが占

めており、これらは肝非実質細胞と呼ばれている。肝非実質細胞は免疫系に関するものや肝

類洞壁の構成など、それぞれ特有の働きをしている。また、肝臓の解剖学的特徴として、血

管に富んでいることが挙げられる。肝臓に流入する血管は門脈と肝動脈の 2 種類であり、肝

実質細胞及び肝非実質細胞は、門脈から 80 %、肝動脈から 20 %の栄養を受けている。 

一方、肝臓は、特有の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。成熟

した哺乳類の肝臓は、通常、細胞周期における G₀期 (静止期) にあり、増殖反応は停止して

おり、上記に示した機能を営んでいる。しかし、肝臓になんらかの損傷が生じた時に肝再生

が起こる。例えば、ラットの肝臓を外科的に切除した場合や四塩化炭素などによって肝障害

が誘発されて、肝臓の一部が欠損した際には、約 10 日間で元の肝重量にまで回復し、増殖

は自動的に停止する 3)。これは、肝切除後に体内に残存した残りの肝臓の細胞が分裂・増殖

して肥大することによるものである。この肝再生は、生物学的な「再生」とは全く異なった

プロセスで進行すると考えられており、肝再生における「再生」は、「代償性発育」という
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呼ぶ方が適切であると Fausto らは述べている 4)。 

この肝再生という現象は古くから知られており、古代ギリシャ神話にも登場する。オリン

ポスから火を盗んだプロメテウスが生きながらにして、鳥に肝臓をついばまれるという罰

を受けたという話である。プロメテウスの肝臓は、翌日には再生していたとされている 5)。

このように、肝再生は古来より知られていた現象であると考えられる。この肝再生のメカニ

ズムを解明するために、多くの科学者によって様々な研究が行われてきた。この肝再生現象

が科学的に証明されたのが 20 世紀の初めである。その研究を行ったのが、Higgins と

Anderson である 3)。彼らは肝臓の 70 %を外科的に切除すると、マウスやラットでは 10 日ほ

どで元の容積にまで回復することを報告した。Higgins と Anderson が発表した 70 %部分肝

切除術 (partial hepatectomy : PH) は、肝再生の in vivo 実験系モデルとして、今日でもよく採

用されている。 

その後の研究において、肝再生の引き金を引く物質が液性因子であることが示され、肝再

生中の動物の血液中や組織中から、多くの成長因子やサイトカインが単離・精製された 6)。

その例として、肝細胞増殖因子 (hepatocyte growth factor : HGF) が挙げられる。HGF は肝障

害に応答して著しく濃度が上昇する。実際に Ishiki らによって、肝臓を外科的に除去したマ

ウスに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 7)。上記のように、

単独で肝実質細胞の増殖を促進する因子を増殖因子 (mitogen）という。 

肝再生は、まず肝実質細胞が増殖し、その後に肝非実質細胞が増殖すると考えられている。

その開始と終了においては、細胞密度などの物理的因子、様々な液性因子の生化学的因子な

ど、複数の因子が複雑に関与していると考えられている。肝再生を経時的に観察すると、初

期段階では、クッパー細胞から腫瘍壊死因子 α (tumor necrosis factor-α :TNF-α)やインターロ

イキン 6 (interleukin-6:IL-6)などが、開始因子として分泌され、これらが肝実質細胞の細胞周

期を G₀期から G₁期へと移行させる。これらの細胞分裂開始因子の分泌により、肝実質細胞

の転写因子が活性化されるとともに、続いて、その他の様々な増殖因子も生産・分泌される
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8)。例えば、十二指腸からは上皮成長因子 (epidermal growth factor : EGF) が、星細胞からは

HGF がそれぞれ分泌される (Fig. 1)。また、肝実質細胞自身からは、インスリン様増殖因子 

(insulin-like growth factor-Ⅰ : IGF-Ⅰ) やトランスフォーミング増殖因子 α (transforming growth 

factor-α : TGF-α) などの増殖因子が自己分泌され、G₁期から S 期、さらには G2期から M 期

へと細胞周期が移行することにより、肝実質細胞が分裂・増殖すると考えられている。また、

肝臓が元の容積にまで回復すると、増殖抑制因子 (inhibitory mitogen) である transforming 

growth factor-β1 (TGF-β1) などが肝実質細胞から分泌され、肝実質細胞は G0期に戻り増殖が

自動的に停止する (Fig. 2)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 肝再生に関わる液性因子 
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さらに、肝再生は、これら増殖因子やサイトカインの他、インスリンや甲状腺ホルモン、

ノルアドレナリンなどの影響も受けることが知られている 5)。インスリンを例に挙げると、

PH 施行動物において、膵臓からのインスリンの供給を断つと、肝再生の抑制が認められる。

しかし、その動物にインスリンを再び供給することで、肝再生の抑制が解除され、肝細胞の

増殖能が回復したとの報告もされている 9) 。さらに肝再生は甲状腺ホルモン 

(triiodothyronine:T3、thyroxine:T4) の影響も受けるとされている。特に T3は肝細胞の DNA 合

成能を促進させ、肝再生を促進させたとの報告がある 10)。また、カテコールアミン類は単独

では肝細胞増殖促進作用を示さないが、EGF や HGF などの成長因子と併用すると肝実質細

胞増殖促進作用を増強させるため、増殖修飾因子 (co-mitogen) と呼ばれる。 

このように肝再生現象には、様々な因子が複雑に関与しており、全身性の反応であると言

える。よって、in vivo 実験系で肝再生のメカニズムを解明するのは極めて困難だと考えられ

る。一方で、肝細胞の単離・精製の方法や高い生物学的活性もった細胞を培養する技術が進

サイトカイン 

IL-6など 

G₀ G₁ 

S 

G₂ 

M 

低細胞密度 

増殖因子 

EGF、HGFなど 増殖修飾因子 

アドレナリンなど 

高細胞密度 増殖抑制因子 

TGF-βなど 

Cell cycle 

Fig. 2 肝実質細胞の細胞分裂モデル 
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歩したことにより、in vitro 実験系である初代培養肝実質細胞実験系が確立された。この実

験系は、in vivo 実験系で問題となっていた様々な因子の介在を回避することが可能である。

つまり、個々の成長因子やサイトカインの作用機構を解明するには最適な実験系であると

考えられる。その中でも、in situ コラゲナーゼ還流法によって単離される初代培養肝実質細

胞実験系は、再現性、収率、生存率、代謝活性ともに高く、肝機能を長時間維持することが

可能な肝実質細胞実験系である。Kimura らは、この初代培養肝実質細胞実験系を独自に開

発し、様々な増殖因子やサイトカイン、ホルモンなどの肝実質細胞に対する増殖促進 (抑制) 

作用とそのメカニズムを詳細に検討してきた 11,12)。その結果、以下のことが明らかになって

きた。 

 

無血清培地において、肝実質細胞の増殖因子などによる肝実質細胞の細胞増殖では、 

1) 肝実質細胞の播種時の密度が関与する。 

2) 細胞内シグナル伝達経路にはかなりの共通性がある。 

3) 分裂・増殖促進作用は、従来報告されていた時間よりもかなり早期に発現させること

ができる。 

4) 増殖修飾因子には、カテコールアミン (アドレナリンα、β受容体作動薬) などがあ

り、これらは単独では増殖促進作用を示さない。 

5) セロトニン、プロスタグランジン類は、内因性増殖因子の分泌を促進し、間接的に肝

細胞を増殖させる。 

 

このように、in vivo 実験系および in vitro 実験系における肝再生モデルを用いた研究を統

合することで、肝再生現象の実態が明らかになりつつある。 

これらの知見は、生体肝移植におけるドナー（提供者）およびレシピエント（受容者）に

おける肝機能の早期回復や創傷治癒に用いられる肝再生促進薬などの臨床応用に発展させ
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ることも可能と考えられる。すなわち、これらの薬物の開発によってドナーおよびレシピエ

ントの quality of life (QOL) の向上または改善が期待できる。 

SAC は、生ニンニクの熟成過程において、ɤ-glutamyl transpeptidase により、ɤ-glutamyl-S-

allyl-l-cysteine から生合成される含硫アミノ酸の 1 種である。肝再生の促進因子として、上

記の因子以外にも栄養素（アミノ酸など）が挙げられる。肝再生を促進させるアミノ酸とし

て、現時点では、分岐鎖アミノ酸（branched-chain amino acid : BCAA）が報告されている 13)。

また、側鎖にチオール基をもつ還元型の含硫アミノ酸である cysteine（Cys）においては、

様々な公害物質に対する解毒作用、肝再生促進作用、抗炎症作用などが数多く報告されてい

る 14, 15)。これまでに、SAC には、さまざまな薬理作用が報告されている。例えば、抗炎症

作用やがん抑制作用及び SAC の抗酸化作用に基づく、動脈硬化予防効果 16)や四塩化炭素や

アセトアミノフェンにより誘発された肝障害に対する肝保護作用 17)、さらには、肝臓にお

けるグルタチオン-S-トランスフェラーゼ (glutathione S-transferase : GST) の活性を高め、解

毒作用を亢進させる作用などがある 18)。また、SAC のがん抑制作用に関しては、消化器系

のがんに対する予防効果が報告されている。例えば、Velmurugan らは、SAC が肝臓中ある

いは血漿中のグルタチオン濃度とグルタチオンに依存的な酵素の活性を上昇あるいは増強

することで胃がんを抑制したと報告している 19)。一方で、SAC の正常細胞に対する増殖促

進作用は、Nam らの神経芽細胞に対する報告のみである 20)。これは SAC がセロトニン 1A

受容体の発現量の増加を介して、細胞分裂関連タンパク質である ki-67 の発現量を大幅に増

加させることに起因するものである。即ち、SAC はその対象細胞の状態によって、細胞増

殖の「抑制作用」と「促進作用」の相反する作用を示している。 

このように、SAC による肝障害に対する効果については多種多様な報告がさているが、

SAC の正常な肝実質細胞の増殖に対する作用やメカニズムに関する報告はほとんどない。

そこで、本研究では in vivo における SAC の肝再生における影響を検討し、その詳細なシグ

ナル伝達機構について、より単純で明確な実験系である in vitro 初代培養肝実質細胞を用い
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て解明することとした。これにより、肝機能促進薬や肝再生促進薬の開発の基礎とすること

を目的とした。 
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第 2 編 本論 

 

第１章 70 %部分肝切除ラットに対する S-allyl-L-cysteine の肝再生促進作用の検討 

 

1. 緒言 

ニンニクは、古来より人々の健康増進あるいは維持、疾病の治療や予防のために食されて

きた 20)。このため、現在では、サプリメントや健康食品など様々なニンニク製剤が開発さ

れ、市販されている。また、生ニンニクの熟成過程において生合成が促進される熟成ニンニ

ク抽出物 (age garlic extract : AGE) には、様々な薬理作用が報告されている。なお、熟成と

は、食品自身がもつ酵素によって、自身のタンパク質がアミノ酸、ペプチドなどに分解・変

成される過程である。例えば、AGE に特徴的な成分の一つである SAC が挙げられる (Fig. 

3)。SAC は AGE の活性を発現するための重要な成分であると考えられており、SAC は生ニ

ンニク中に前駆体として存在する ɤ-glutamyl-S-allyl-cysteine が浸漬処理中の加水分解によっ

て生成する。AGE は、15 % ~20 %のエタノール中で最大 20 ヵ月熟成することで得られ、サ

プリメントとしても利用されている。また、熟成過程における SAC の濃度は、熟成 0 ヵ月

目と比較すると 24 か月後には 36 倍にもなる 21)。 

SAC は 98 %と高いバイオアベイラビリティでよく吸収されることが知られている。加え

て、経口投与可能で高い消化管吸収性があることも報告されている 22)。消化管吸収後、SAC

は、主に 3 つの代謝物に代謝される。それは S-allyl-L-cysteine sulfoxide (SACS)、N-acetyl-S-

allyl-L-cysteine (NAc-SAC) および N-acetyl-S-allyl-L-cysteine sulfoxide (NAc-SACS)である 20)。

また、SAC は flavin-containing monooxygenase (FMOs) の基質で

あり、in vivo において、SAC は FMOs によって代謝され、SACS

に変換される。一方で、N-acetyl transferase によって NAc-SAC

Fig. 3 S-allyl-L-cysteine 
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が生成する。その後、SACS は N-acetyl transferase によって NAc-SACS になり、NAc-SAC は

FMOs によって NAc-SACS へと変換される (Fig.4)。  

 

 

 

SAC は、AGE の薬効を担う主な成分の一つとされ、これまでに、様々な作用が報告され

ている。例えば、SAC の抗酸化作用に基づく、動脈硬化予防効果 16)や四塩化炭素やアセト

アミノフェンによる肝障害に対する肝保護作用 17)、さらには、肝臓における GST の活性を

高め、解毒作用を亢進させる作用などが報告されている 18)。さらに、Hsu らは、アセトアミ

ノフェンによる肝障害モデル動物を用いた実験において、SAC が IL-6、IL-10 や TNF-α な

どの炎症性サイトカインの分泌を抑制し、加えて、グルタチオンペルオキシダーゼの活性を

上昇させることにより、アセトアミノフェンによる aspartate aminotransferase (AST)と alanine 

aminotransferase (ALT)の上昇を抑制したと報告している 24)。これらの知見は SAC が、脂質

の過酸化や血漿中のマロンジアルデヒドの増加を用量依存的に抑制したことに起因するこ

とが明らかとなっている。さらに、Shin らは、SAC が心血管系の緊張や収縮の調整を行う

硫化水素（H2S）を生成する pyridoxal-5-phosphate-dependent enzyme である cysthathionine-γ

- lyase (CSE) の活性の増強を介して心筋梗塞ラットモデルに対して心臓保護作用を示すと

報告している 25)。 

また、SAC は、アメリカの国立がん研究所 (NCI)のデザイナーフーズ計画の研究で、がん

Fig. 4 SAC の代謝 

S-allyl-L-cysteine (SAC)

FMOs

N-Acetyl Transferase

N-acetyl S-allyl-L-cysteine (NAc-SAC)

S-allyl-L-cysteine sulfoxide (SACS)

FMOs

N-Acetyl Transferase

N-acetyl S-allyl-L-cysteine sulfoxide (Nac-SACS)



20 

 

を予防する効果がある可能性の高い物質として、着目されている。がん抑制作用に関しては、

消化器系や生殖器系のがん化したハイブリット型細胞に対して報告されている。

Velmurugan らは、N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine および塩化ナトリウム誘発胃がんに

対する SAC の予防効果について報告しており 19)、これは、SAC が肝臓中あるいは血漿中の

グルタチオン濃度とグルタチオンに依存的な酵素の活性を、上昇あるいは増強することに

よるものであると考えられている。また、Liu らは、SAC によるヒト前立腺がん細胞に対す

るアポトーシスを誘導し、この作用は、Bcl2 の発現量減少および Bax の発現量の増加作用

などを介し、SAC が細胞をアポトーシスに導く酵素であるカスパーゼの発現量を、時間依

存的に増加させることによると考えられている 26)。さらに、Feng らは SAC が E-cadherin の

調節を介して悪性口腔癌の進行を阻害すると報告している 27)。これは、ヒト口腔がん細胞

株 CAL-27 細胞において SAC が濃度依存的に MAPK/ERK 経路を阻害したことに起因して

いる。このように、SAC の抗酸化作用による抗炎症作用やがん抑制作用について、数多く

の報告がある。その一方で、SAC の正常な細胞に対する増殖促進作用（又は抑制作用）に関

する報告は、Nam らの神経芽細胞に対する報告のみである 20)。これは、SAC がマウスの海

馬歯状回におけるセロトニン 1A 受容体の発現量の増加を介して、ki-67 の発現量を大幅に

増加させることにより、神経芽細胞の増殖を促進したと考えられている。しかし、肝実質細

胞に対する細胞増殖促進 (あるいは抑制) 作用 やそのメカニズムなどに関する報告は未だ

にない。 

SAC の肝実質細胞に対する細胞増殖促進 (あるいは抑制) 作用のメカニズムが明らかに

なれば、SAC の正常な肝細胞に対する細胞増殖に関する作用という全く新しい知見を提供

できると考えられる。さらに、本研究で得られた基礎的データは、肝再生現象の解明のみな

らず、臓器の形成の解明など様々な研究分野への応用が期待できる。また、肝再生を促進す

る新たな治療薬の開発に極めて貢献できると思われる。そこで、第 1 章では in vivo 実験系

の肝再生モデルである PH 施行ラットを用いて、SAC が肝再生にどのような影響を与える
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のかを検討し、明らかにすることを目的とした。 

2．実験材料及び実験方法 

2-1．実験動物 

 本実験では、Wistar 系雄性ラット (170-200 g) を用いた。実験動物は、実験前に少なくと

も 3 日間、湿度、温度管理及び 12 時間明暗周期の飼育舎で通常の食餌及び水を自由摂取さ

せ、馴化飼育した。尚、実験動物の飼育と取り扱いは、城西大学実験動物実験規定 (動物管

理委員会) に準拠した。さらに、以下の動物を用いた実験は、城西大学動物実験管理委員会

に承認された後、城西大学動物実験規定に基づいて行った (承認番号:JU19032, JU20035)。 

 

2-2．70 %部分肝切除モデル動物の作製および薬物投与 

 70 %部分肝切除術は Higgins と Anderson の方法に基づいて施術した 3)。イソフルラン麻

酔下で腹部を正中切開し、肝臓の 70 ％にあたる左葉と中葉を開腹部から露出させ、それら

の根本の血管を結紮し、切除したのち、開腹部を縫合して閉腹した。生理食塩水 (control) 、

S-allyl-L-cysteine (SAC, 300 mg/kg) 、 S-methyl-L-cysteine (SMC, 300 mg/kg) および 

L-cysteine (Cys, 300 mg/kg) を 1 日 1 回ラットに経口投与し、肝切除日を 0 日目として 12

日間、1 匹ずつ個別のケージで飼育した。 

 

2-3.  5-Bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) 免疫組織化学的染色 

残余肝の DNA 合成能を評価するために BrdU 免疫組織化学的染色を用いて評価した。開

腹 2 時間前に 50 mg/kg BrdU を腹腔内投与した後、イソフルラン麻酔下で開腹・開胸し、

残余肝を摘出した。摘出肝をリン酸緩衝生理食塩水 (phosphate-buffered saline : PBS, pH 

7.4) で洗浄し、10 %緩衝ホルマリン液で固定した。3 日間の固定後、肝臓を 1-2 mm の厚

さに切り、PBS で洗浄後、エタノール脱水、キシレン置換、パラフィン包埋させ、ミクロ

トームで 5 µm に薄切した。得られた組織切片を水浴 (40℃) に浮かべ約 10 min 伸展さ
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せ、アミノシラン (APS) コートされたスライドガラスにのせ、インキュベーターで60 min

乾燥させた。切片が付着したスライドガラスを乾燥させた後に脱パラフィンし、20 mM 

Tris-HCl buffer (pH9.0) 中で 60 ℃、40 min、抗原の賦活化を行った。その後、BrdU 

immunohistochemistry Kit (Exalpha Biologicals)を用いて組織染色した。それを元に、一

つの組織切片に対し、顕微鏡下で任意に 3 ヵ所を撮影し、BrdU 抗体で染色された褐色の

核数と、ヘマトキシリンで対比染色された全核数をカウントした。なお、核数は以下の式

を用いて標識細胞率 (Labeling Index : LI)を算出し、その平均値より求めた。 

 

 

 

2-4．血清トランスアミナーゼ活性の測定 

PH 施行後、一定期間飼育したモデル動物をイソフルラン麻酔下で開腹・開胸し、下大静

脈より採血した。採血した血液は 5,000 rpm、10 min で遠心分離し、血清を採取して、血清

トランスアミナーゼを測定した。測定には、トランスアミナーゼ CⅡテストワコーを使用し、

血清トランスアミナーゼ活性値は国際単位 (IU/L) として算出した。 

 

2-5．RNA 抽出および定量的 real-time (RT) -PCR 

 PH ラットの肝臓における様々な増殖因子の遺伝子の発現を TaqMan® assay に基づいて定

量的 RT-PCR を用いて調べた。TRIZOL®試薬を用いてトータル RNA を抽出した。その後、

200 μl のクロロホルムを加え、サンプルを遠心分離し、上清を採取した。次に、得られた

上清にイソプロピルアルコールを加え RNA を沈殿させ、得られた RNA を 75 %エタノール

で洗浄した。その後、cDNA に逆転写し、RT-PCR を行った。 

 

 

LI(%) ＝                           ×100           

一視野(倍率 200 倍)の全核数 

染色により暗褐色に標識された核数 
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2-6. 血清中の growth hormone (GH) 濃度の測定 

 

 血清中の GH 濃度は、GH ELISA kit を用いて測定した。PH 施行後、一定期間飼育したモ

デル動物をイソフルラン麻酔下で開腹・開胸し、下大静脈より採血した。採血した血液は

5,000 rpm、10 min で遠心分離し、血清を採取し、サンプルとした。GH ポリクローナル抗体

固相化 96 ウェルマイクロプレートへ回収したサンプルまたは標準液を加え、室温で 2 h 静

置した。その後、ウェルを洗浄し、ビオチン結合抗 GH 抗体を加え、室温で 2 h 静置した。

洗浄後、ペルオキシダーゼ・アビジン結合物を加え、室温で 30 min 静置した。再度、洗浄

した後、ウェルに残存したペルオキシダーゼを発色液と反応させた。次に、測定波長 450 nm

で吸光度をマイクロプレートリーダー (TECAN, WAKO) で測定し、血清 GH 濃度を定量し

た。 

 

2-7. Mitogen-activated protein kinase (MAPK) および Akt リン酸化活性の測定 

 MAPK および Akt のリン酸化活性は、抗リン酸化 p44 kDa/p42 kDa MAPK  (extracellular 

signal-regulated kinase (以下、ERK と略す)1、ERK2) および抗リン酸化 Akt モノクローナル

抗体を用いて、Western blot 解析法により測定した 52,53)。 

 TRIZOL®試薬を用いて肝臓をホモジナイズし、200 μl のクロロホルムを加え、サンプル

を遠心分離した後、上清を採取した。得られたタンパク質サンプルからイソプロピルアルコ

ールにより高分子タンパク質を沈殿させ、0.3 M 塩酸グアニジンを含む 95 %エタノールで

洗浄した。これによって、上層には mRNA、中層には低分子および中分子タンパク質、下層

には高分子タンパク質がそれぞれ分離した。 

得られたサンプルを 3 min 超音波にかけ、遠心分離 (16,300×g, 30 min, 4℃) し、得られた

上清画分を 5 min 煮沸した。そのサンプル (20 μg/lane) を 10% polyacrylamide resolving gel を

用いた SDS-PAGE により分離し、PVDF membrane に転写させた。その後、抗リン酸化 MAPK



24 

 

および Akt モノクローナル抗体と反応させ、続いて HRP 標識抗ウサギ IgG ポリクローナル

抗体を用いて標識した。そして、リン酸化 MAPK およびリン酸化 Akt を ECL kit を用いて

測定及び解析を行った。尚、リン酸化 MAPK (P-p44 kDa /P-p42 kDa (Thr202/tyr204)) および

リン酸化 Akt (P-Akt (Ser473)) は、非リン酸化 MAPK モノクローナル抗体 (total p44 kDa/p42 

kDa) および非リン酸化 Akt モノクローナル抗体 (total Akt) を用いて基準化補正を行った。 
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2-8. 実験材料 

 

・Wistar 系雄性ラットは、三協ラボサービス (株) (Tokyo, Japan) から購入した。 

・SAC、SMC、Cys は、東京化成工業(株) (Tokyo, Japan)から購入した。 

・BrdU Immunohistochemistry Assay kit は Exalpha Biologicals (Shirley, MA, U.S.A.)か

ら購入した。 

・CII Test Wako kit は富士フィルム和光純薬工業  (株) (Osaka, Japan) から購入した。 

・GH enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit は富士フィルムワコーシバヤギ  

(株) (Gunma, Japan)から購入した。 

・TRIZOL® 試薬 は Invitrogen (Carlsbad, CA, U.S.A.) から購入した。 

・Highcapacity cDNA reverse transcription kit は Applied Biosystems (Foster City, CA, 

U.S.A.) から購入した。 

・抗リン酸化 MAPK 抗体、抗 MAPK 抗体、抗リン酸化 Akt 抗体および抗 Akt 抗体は Cell 

Signaling Technology (Beverly, MA,U.S.A.) 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。 

 

2-9．データの統計処理 

 

 データは、平均値 ± S.E.M.で表した。また、有意差検定は、一元配置分散分析 (ANOVA)

後、post hoc 検定として、Dunnett の多重比較検定を用いて、比較を行った。尚、危険率 0.05

未満 (P<0.05) を統計上有意とみなした。 
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3. 実験結果 

 

3-1．70 %部分肝切除 (PH) ラットにおける SAC とその他の含硫アミノ酸による肝再生促進

作用の経時的変化の検討 

 

In vivo 実験系の PH 施行ラットを用いて、SAC およびその他の含硫アミノ酸の肝再生促進

作用を検討した。肝再生促進作用は、体重 100 g あたりの肝重量 (LW/100 g BW) で評価し

た。Fig.5-Ⅰに PH 後の肝重量変化 (LW/100 g BW) を、Fig.5-Ⅱには、体重変化を示した。ま

た、薬物は経口投与した。 

疑似手術 (Sham) 群における PH 後 12 日間の LW/100 g BW は、3.08±0.09 g/day であった。

一方で、各群において体重変化の大きな差はみられなかった。Control 群は PH 後 3 日に急

激な LW/100 g BW の増加がみられた。その後、PH 後 7 日目では LW/100 g BW の減少がみ

られ、PH 後 12 日目にかけて LW/100 g BW が再び増加した。これに対して、300 mg/kg SAC

投与群では control 群と同様に PH 後 3 日目に急激な LW/100 g BW の増加がみられた。その

後、PH 後 12 日目まで増加傾向であった。また、control 群における LW/100 g BW のピーク

は PH 後 5 日目に認められたのに対し、300 mg/kg SAC 投与群では PH 後 3 日目に認められ

た。PH 後 3 日目における LW/100 g BW は、SAC 投与群では control 群と比べて、約 1.2 倍

高かった。LW/100 g BW の２つめのピークは PH 後 10 日目にみられ、PH 前とほぼ同等であ

った。また、PH 後 1 日目から 12 日目の間で、3 日目および 5 日目以外では有意な差はみら

れなかった。対照的に、SMC 投与群および Cys 投与群は、PH 後 1 日目から 12 日目の間で

control 群と比較して肝重量の変化はみられなかった。 
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Fig.5 70 %部分肝切除ラットにおける SAC とその他含硫アミノ酸の肝再生促進作用の経時

的変化 

   薬物処理：control (saline 0.5 ml/kg), SAC (300 mg/kg), SMC (300 mg/kg), Cys (300 mg/kg)             

矢印：70 %PH および薬物投与 

       値：平均値±S.E.M. (n=5～8) 

    有意差 ：control に対する有意差 (*P＜0.05)  
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3-2. 70 % 部分肝切除 (PH) 後 3 日目における SAC とその他の含硫アミノ酸の用量-反応関

係の検討 

 

3-1 の結果より、PH 施行ラットにおける SAC の肝再生促進作用は、PH 後 3 日目に認め

られた。そこで、PH 後 3 日目における LW / 100 g BW の変化と SAC 投与量との関係を SMC

および Cys 投与群と比較し、検討した。PH 後 3 日目において、SAC (1-700  mg/kg) は、用

量依存的に肝再生促進作用を示した (Fig.6-Ⅰ) 。また、最大反応は 300 mg/kg SAC でみられ

た。対照的に、SMC (1-700 mg/kg) と Cys (1-700 mg/kg) は LW / 100 g BW に対して影響を及

ぼさず、肝再生促進作用を示さなかった。 

尚、各群において体重変化に有意差はみられなかった (Fig.6-Ⅱ)。 
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Ⅰ 

Ⅱ 

 

 

Fig. 6 70 % 肝切除後 3 日目における SAC とその他の含硫アミノ酸の用量-反応関係 

肝切除 後：3 日目            

矢印：70%PH および薬物投与 

            値：平均値±S.E.M. (n=5～8) 

            有意差 ：control に対する有意差 (*P＜0.05)  
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3-3. 70 %部分肝切除 (PH) ラットにおける SAC とその他の含硫アミノ酸の DNA 合成能促

進作用の経時的変化の検討 

 

70 %PH 施行ラットにおける SAC とその他の含硫アミノ酸の DNA 合成能促進作用の経時

的変化を BrdU 免疫化学的染色法を用いて検討した。 

Fig.7 に PH 後 1 日目における control(Ⅰ)、300 mg/kg SAC(Ⅱ)、300 mg/kg SMC(Ⅲ)および 300 

mg/kg Cys(Ⅳ)の免疫組織化学染色の顕微鏡像を示した。活発な DNA 合成能を示している肝

細胞核は BrdU を取り込み、茶褐色に染色された。PH 後 1 日目における BrdU 陽性核は、

SMC 投与群あるいは Cys 投与群よりも SAC 投与群でより多く認められた（Fig.7）。 

Fig.8 には、PH 後 0-5 日目における SAC の効果の経時的変化を BrdU labeling index (BrdU-

LI)を用いて示した。BrdU-LI は、Sham 群において 0.2 % 以下と少なかった。Control 群にお

いて BrdU-LI は緩やかに増加し、PH 後 1 日目にピークに達し、その後 3 日目までに control

レベルまで減少した。これらに対し、300 mg/kg SAC 投与群の BrdU-LI は PH 後 1 日目にお

いて control 群と比較して、約 2.8 倍に増加し、その後、その後 3 日目までに control レベル

まで減少した。一方で、SMC 投与群および Cys 投与群は control 群と比較して有意な差は認

められなかった。 
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Fig.7  部分肝切除 1 日目における BrdU 免疫染色の顕微鏡像 

Ⅰ：control (saline 0.5 ml/kg) , Ⅱ：SAC (300 mg/kg), Ⅲ：SMC (300 mg/kg),  

Ⅳ：Cys (300 mg/kg) 

肝切除後：1 日目            
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Fig.8  70 %部分肝切除ラットにおける SAC とその他含硫アミノ酸の DNA 合成能促進作用

の経時的変化 

薬物処理：control(saline 0.5 ml/kg), SAC (300 mg/kg), SMC (300 mg/kg), Cys (300 mg/kg) 

肝切除後：1-5 日目            

      値：平均値±S.E.M.(n=3) 

      有意差 ：control に対する有意差 (*P＜0.05) 
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3-4. 70 %部分肝切除 (PH) ラットにおける血清トランスアミナーゼ活性の経時的変化に及

ぼす SAC とその他の含硫アミノ酸の作用の効果の検討 

 

SAC が PH 後の肝機能に作用するかを血清トランスアミナーゼ活性 (ALT および AST) 

を測定することで評価した。Control 群において血清 ALT 活性値のピークは肝切除後 1 日

目にみられた (Fig.9-Ⅰ)。肝切除後 3 日目において、血清 ALT 活性値は部分肝切除前の値ま

で急激に減少し、部分肝切除後 5 日目まで持続した。対照的に、部分肝切除後 1 日目にお

ける SAC 投与群および SMC 投与群の血清 ALT 活性値は control 群と比較して減少がみら

れた。Cys 投与群では control 群と比較して、血清 ALT 活性値の有意な差は認められなかっ

た。 

Control 群では PH 後の血清 AST 活性の急激な増加がみられ、部分肝切除後 1 日目におい

てピークがみられた。SAC、SMC および Cys は control 群と同様の挙動を示し、血清 AST

活性に影響を及ぼさなかった (Fig.9-Ⅱ)。 
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Fig.9 70 %部分肝切除ラットにおける血清トランスアミナーゼ活性に及ぼす SAC とその

他の含硫アミノ酸の作用の経時的変化  

薬物処理：control (saline 0.5 ml/kg), SAC (300 mg/kg), SMC (300 mg/kg), 

 Cys (300 mg/kg) 

肝切除後：1-10 日目            

        値：平均値±標 S.E.M. (n=3) 

        有意差 ：control に対する有意差 (*P＜0.05) 

                  

1 2 3 5400

200

50

150

100

6 7 108 9

control

SAC

SMC(s-methylcysteine)

Cys(Cysteine)

Days after partial hepatectomy

S
er

um
 A

S
T

 a
ct

iv
it

y(
IU

/L
)

(Ⅰ) 

(Ⅱ) 

0
1 2 3 540 6 7 108 9

100

20

90

50

80

70

60

40

30

10

＊

control

SAC

SMC (S-methyl-cysteine)

Cys (L-cysteine)

Days after partial hepatectomy

Se
ru

m
A

LT
 a

ct
iv

ity
(I

U
/L

)

＊



35 

 

3-5. 70 %部分肝切除 (PH) ラットにおける種々の成長因子の mRNA 発現に及ぼす SAC

の作用の検討 

 

SAC の肝再生促進作用は、成長因子を介しているのではないかという仮説を立て、どの

成長因子が関与しているのかを調べるために、種々の成長因子およびそれらの受容体をコ

ードする mRNA の残余肝中の発現量の変化を RT-PCR を用いて検討した。その結果、IGF-

1 mRNA が SAC 投与後、control 群と比較して約 1.6 倍と急速に増加し、PH 後 1 時間でピ

ークに達した。その後、IGF-1 mRNA は急速に減少し、PH 後 6 時間で control レベルに戻

った。（Fig.10 Ⅰ-Ⅱ）また、IGF-1 受容体 mRNA は、IGF-1 mRNA よりはやや弱いものの、

control 群と比較して約 1.3 倍と有意に上昇した (Fig.10-Ⅱ)。対照的に、HGF、TGF-α、

HGF 受容体および TGF-α受容体の mRNA は control 群と比較して変化はみられなかった

（Fig.10 Ⅲ-Ⅵ）。 

一方、SMC および Cys は、PH 後 1 時間において、IGF-1 およびその受容体の mRNA レ

ベルに有意な影響を及ぼさなかった (Fig.11 Ⅰ-Ⅱ）。 
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Fig. 10 70 %部分肝切除ラットにおける種々の成長因子の mRNA 発現に及ぼす SAC の

作用  

Ⅰ：IGF-1, Ⅱ：IGF-1 receptor, Ⅲ：HGF, Ⅳ：Met, Ⅴ：TGF-α, Ⅵ：TGF-α receptor 

薬物処理：control (saline 0.5 ml/kg), SAC (300 mg/kg) 

肝切除後：1~6 時間            

          値：平均値±S.E.M. (n=3) 

          有意差 ：control に対する有意差 (*P＜0.05) 
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Fig. 11 70 %部分肝切除ラットにおける IGF-1 および IGF-1 receptor mRNA 発現に及ぼす

SAC とその他の含硫アミノ酸の作用  

薬物処理：control (saline 0.5 ml/kg), SAC (300 mg/kg), SMC (300 mg/kg),  

Cys (300 mg/kg) 

肝切除後：1 時間            

          値：平均値±S.E.M. (n=3) 

           有意差 ：control に対する有意差 (*P＜0.05) 
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3-6. 70 %部分肝切除 (PH) ラットにおける SAC 投与による血清 growth hormone (GH) 濃

度の経時的変化の検討 

 

3-5. より SAC の投与によって IGF-Ⅰ mRNA の発現量の増加に増加が認められた。一方

で IGF-Ⅰ mRNA の発現量の増加させる因子として、GH が挙げられる 37,38)。 

 そこで、SAC 投与による IGF-Ⅰ 発現量の増加が、血清 GH 濃度の上昇を介しているか

を GH ELISA kit を用いて検討した。 

PH 後 0~3 時間において、control 群および 300 mg/kg SAC 投与群では、有意な差はみら

れず、SAC は、血清 GH 濃度の変化に影響を及ぼさなかった。 
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Fig. 12 70 %部分肝切除ラットにおける SAC 投与による血清 Growth hormone (GH) 濃度

の経時的変化  

薬物処理：control (saline 0.5 ml/kg), SAC (300 mg/kg) 

肝切除後：1~3 時間            

          値：平均値±S.E.M. (n=3) 

          有意差 ：control に対する有意差 (*P＜0.05) 
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3-7. 70 %部分肝切除 (PH) ラットにおける SAC の ERK1/2 および Akt リン酸化活性促進

作用の検討 

 

 ERK1/2 (p44 ERK1, p42 ERK2) および Akt のリン酸化活性を測定することで、SAC の

投与によって誘発された IGF-1 mRNA が細胞内シグナル伝達因子を介するかどうかを調べ

た。PH 後 1 時間において、control 群では p42 ERK2 リン酸化活性が増加した (Fig.13-Ⅰ)。

その後、PH 後 3 時間で PH 前のレベルまで減少した。対照的に、300 mg/kg SAC 投与群に

おける p42 ERK2 リン酸化活性は PH 後 1 時間から活性値の増加がみられ、PH 後 3 時間ま

で活性値の増加が持続した (Fig.13-Ⅰ)。一方で、p44 ERK1 は PH および SAC 投与の影響を

受けなかった (Fig. 13-Ⅱ) 。 

 Akt のリン酸化パターンは、PH 後の p42 ERK2 リン酸化パターンと類似した挙動を示

した (Fig.13-Ⅲ)。すなわち、SAC 投与群における Akt リン酸化活性は、PH 後 3 時間にお

いて、control 群と比較して有意に増加した。 
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Fig. 13 70 %部分肝切除ラットにおける SAC の ERK1/2 および Akt リン酸化活性促進作

用  

薬物処理：control (saline 0.5 ml/kg), SAC (300 mg/kg) 

肝切除後：0.5~3 時間            

          値：平均値±S.E.M. (n=5) 

          有意差 ：control に対する有意差 (*P＜0.05) 
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4.考察 

 

4-1．70 %部分肝切除ラットにおける SAC とその他の含硫アミノ酸の肝再生促進作用の検   

   討 

 

本研究では in vivo 実験系の肝再生モデルである PH ラットを用いて SAC の肝再生促進作

用の経時的変化を検討した。Control 群は PH 後 12 日までに肝臓の再生がほぼ完了してい

た。この結果は Higgins と Anderson の報告と一致する 3)。Fig.5-Ⅰより PH 後 3 日目におい

て、SAC 投与群の LW / 100 g BW は control 群と比較して有意な増加を示した。また、SAC

投与群の LW / 100 g BW は、PH 後 3 日目までに PH 前肝重量の 90 %以上に達した。即ち、

SAC は PH 後の肝再生を促進させることが示された。 

Fig.6-Ⅰより、PH 後 3 日目において、SAC (1-700 mg/kg) は、用量依存的に肝再生促進作用

を示し、その最大反応は SAC (300 mg/kg) であった。SAC はこれまでに様々な作用が報告

されている。例えば、SAC の抗酸化作用に基づく肝細胞保護効果は、その用量が一般的に、

1 - 150 mg/kg で得られることが報告されている 28)~31)。一方で、Nam らは、SAC (300 mg/kg)

がマウスの海馬歯状回におけるセロトニン 1A 受容体発現量の増加を介して ki-67 の発現量

を大幅に増加させることにより、神経芽細胞の増殖を促進したと報告している 20)。即ち、

SAC は 1-150 mg/kg と低用量では抗酸化作用を示し、300 mg/kg と比較的高用量で細胞の増

殖促進作用を示すことが考えられる。そして、本研究でも同様に、70 %PH ラットにおける

SAC の肝再生促進作用は 300 mg/kg 以上の高用量で発現することが示された。 
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4-2. 70 %部分肝切除ラットにおける SAC とその他の含硫アミノ酸の DNA 合成能促進作用

の検討 

 

 PH ラットにおける SAC とその他の含硫アミノ酸の DNA 合成能促進作用を BrdU 免疫

化学的染色法を用いて検討した (Fig. 7)。Control 群は、70 % PH 後 1 日目に DNA 合成のピ

ークに達した (Fig. 8)。Michalopoulos らは、ラット肝臓における DNA 合成は、PH 後 12 時

間後から開始され、24 時間後にはピークに達すると報告している 5)。SAC 投与群では 70 % 

PH 後 1 日目において、control 群と比較して、BrdU-LI の有意な増加がみられた。グリチル

リチンとビタミン A 誘導体である NIK-333 が PH 後の肝再生を促進し、この時の肝細胞の

DNA 合成のピークが 70 % PH 後 1 日目にみられたとの報告がある 32,33)。これらと同様に、

PH ラットにおける SAC 投与は、肝細胞の DNA 合成を有意に促進し、それに伴い、肝細胞

増殖促進作用を増強したと考えられる。 
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4-3. 70 %部分肝切除ラットにおける血清トランスアミナーゼ活性に及ぼす SAC とその他の

含硫アミノ酸の作用の経時的変化の検討 

 

SAC が PH 後の肝機能に影響を及ぼすかどうかを血清トランスアミナーゼ活性 (ALT お

よび AST) を測定することで評価した。Control 群において、PH 後 1 日目に ALT および AST

の急激な増加がみられ、PH 後 1 日目にピークに達し、PH 後 3 日目までに control レベルに

戻った (Fig. 9-ⅠおよびⅡ) 。これらの一時的な増加は、肝臓の切除部位あるいは結紮部位の

損傷に応答している可能性が考えられた。 

PH 後 1 日目における血清 ALT 活性は、SAC 投与群と SMC 投与群で control 群と比較し

て有意に低かった (Fig. 9-Ⅰ) 。Cys は血清 ALT 活性値および血清 AST 活性値のどちらにも

影響を与えなかった。ストレプトゾトシン誘発糖尿病マウスやアセトアミノフェン誘発肝

障害マウスにおいて、SAC や SMC が炎症性サイトカインである TNF-α や IL-6 の生合成を

阻害することで抗炎症作用を示すことが証明されている 34)。一方で、TNF-α や IL-6 は肝再

生の開始因子としても知られており、これらのノックアウトマウスでは肝再生が開始され

なかったことが報告されている 35,36)。これらに対し、本研究では Fig. 5 および Fig. 6 に示し

たように、SAC や SMC 投与によって、肝再生は阻害されなかった。TNF-α や IL-6 などの

肝再生開始因子の生合成を抑制しながらも、肝再生を促進する化合物にグリチルリチンが

挙げられる。例えば、Kimura らは、PH ラットにおいて、グリチルリチンが肝再生を促進し、

血清トランスアミナーゼ活性を低下させることを報告している 36)。一方で、Wang らは PH

ラットにおいてグリチルリチンが TNF-α や IL-6 の生合成を阻害することを報告している

37)。このように肝再生に関して相反する作用を持つ化合物は SAC 以外にも存在する。 

また、NSAIDs 誘発急性胃障害に対して、ニンニクから抽出された SAC である PMK-S005

が IL-1β などの炎症性サイトカインの減少を介して胃保護作用を発揮したとの報告がある

38)。即ち、SAC および SMC の作用は、炎症性メディエーターの合成を阻害している可能性
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が考えられる。 

SAC および SMC が血清 AST 活性値を減少させなかった明確な理由は不明であるが、AST

は ALT とは異なり、肝臓以外の臓器にも多く存在していることがわかっている。即ち、SAC

および SMC は肝特異的に作用することによって、血清 ALT 活性値のみを減少させたと考

えられる。 
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4-4. 70 %部分肝切除ラットにおける種々の成長因子の mRNA 発現に及ぼす SAC の影響

および SAC の ERK1/2 および Akt リン酸化活性促進作用の検討 

 

RT-PCR を用いて、SAC の肝再生促進作用に関わる成長因子の mRNA の発現を測定す

ることにより検討した。SAC 投与群において PH 後 1 時間で血中ならびに肝臓中の IGF-Ⅰ 

および IGF-Ⅰ 受容体の mRNA の発現量が有意に増加した (Fig. 10-ⅠおよびⅡ)。IGF-Ⅰは増殖

と生存に関与する成長因子の 1 つであり、その細胞内シグナル伝達経路には MAPK（p44 

MAPK、ERK1、p42 MAPK、ERK2）経路と phosphoinositide 3-kinase（PI3K）-Akt1 経路が

含まれる。以前、In vitro 初代培養肝実質細胞実験系において、IGF-1 が PI3K を介して

ERK2 による肝細胞の増殖を促進したことが報告されている 39)。本研究結果より、SAC の

増殖促進作用は、IGF-1 とその受容体をコードする mRNA の発現増加、および二次性の

IGF-1 合成による ERK2 と Akt の活性化を介していることが示唆された。 

IGF-Ⅰ の合成は下垂体前葉から分泌される GH によって促進される 40)。GH は、肝細胞

における Janus kinase/signal transducer and activator of transcription (JAK/STAT) 経路の活性化

を介して、IGF-Ⅰ およびその受容体の mRNA の発現を促進することがわかっている 41,42)。

以上のことから、SAC による IGF-Ⅰ mRNA の発現量の増加が GH の分泌によって促進され

ている可能性が考えられた。そこで、SAC 投与による IGF-Ⅰ 発現量の増加が、血清 GH 濃

度の上昇を介しているのかどうかを検討した。Fig. 12 より、SAC 投与群における血清 GH

濃度は、control 群と比較して有意な増加を示さなかったことから、SAC は肝細胞において

GH 受容体/JAK/STAT 経路を直接的に刺激して IGF-Ⅰ および IGF-Ⅰ 受容体の mRNA の発現

量を増加する可能性が考えられた。 

 SAC 投与群における HGF、TGF-α およびそれらの受容体の mRNA レベルは、control 群

と比較して有意な増加は認められず、PH 後 6 時間以内ではそれらの mRNA の上昇はみら

れなかった。Michalopoulos と DeFrances は、HGF および TGF-α mRNA 発現レベルが、
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control と同じ条件下において PH 後 12 時間でピークに達すると報告している 5)。さらに、

HGF は、PH 後直ちにウロキナーゼ/プラスミノーゲンアクチベーター (uPA) の増加によっ

て、不活性型である一本鎖 HGF (pro-HGF) から活性化され、HGF の血清レベルは PH 後 1

時間以内に 10~20 倍に増加することがわかっている 6)。しかし、これらに対し、本実験で

は SAC を投与した場合、HGF、TGF-α およびそれらの受容体の mRNA レベルは、PH 後 6

時間以内に上昇しなかった。即ち、SAC の肝再生促進作用は IGF-1 およびその受容体の

mRNA の増加を介している可能性が示唆された。 

SMC および Cys の投与が、PH 後 1 時間で IGF-Ⅰ とその受容体をコードする mRNA の発

現を増加させるかどうかを調べたところ、SMC および Cys の投与は、IGF-Ⅰ およびその受

容体をコードする mRNA の発現に影響を与えなかった。したがって、SMC 投与群でみら

れた血清 ALT 活性値の低下は、IGF-Ⅰ またはその受容体を介していないと考えられた。 
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小括 

 

第 1 章では、SAC の肝再生促進作用を in vivo 実験系モデルである PH ラットを用いて

検討した。SAC の肝再生促進作用は、用量依存的であり、DNA 合成促進作用に伴って肝

重量を増加させることを見出した。SAC は、その構造にアリル基を含む含硫化合物であ

る。アリル化合物は、SMC や S-propylcysteine などの非アリル化合物よりも強力なスカベ

ンジャー活性を有している 42,43)。さらに、Nrf2 の活性化に関与することも知られている

43)。Nrf2 は活性酸素などで活性化される転写因子であり、細胞保護効果や抗炎症作用をも

つことが知られている。SAC は Nrf2-keap1 複合体のシステイン残基を修飾することによ

って Nrf2 を活性化する 43)。また、Nrf2 活性化作用は allyl isothiocyanate や allyl methyl 

trisulfide などの含硫化合物でも報告されている 44,45)。一方で、その構造中にアリル基をも

たない SMC や Cys は、IGF-1 およびその受容体をコードする mRNA を増加させなかっ

た。したがって、アリル基を有する SAC は、in vivo 実験系モデルである PH ラットにおい

て、少なくとも IGF-1 およびその受容体をコードする mRNA の発現を増加させることを介

して、肝再生を促進させる働きを示す可能性が考えられる。 
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第 2 章 成熟ラット初代培養肝実質細胞に対する SAC の細胞増殖促進作用とその機構に関

する検討 

 

1. 諸言 

 

 第 1 章では、SAC が PH ラットに対して、肝再生促進作用を示すことを見出した。また、

SAC は 、(1) PH ラットにおいて早期に IGF-1 およびその受容体をコードする mRNA の発

現を増加させること、(2) SAC の肝再生促進作用には、ERK および Akt の活性化が関与して

いるということが示唆された。そこで、本章では、SAC の肝実質細胞に対する増殖促進作

用とそのシグナル伝達機構に関して、in vitro 実験系である初代培養肝実質細胞実験系を用

いて、細胞増殖の主要なシグナル伝達因子である p95-kDa IGF-Ⅰ 受容体 (p95-kDa IGF-Ⅰ 

receptor) と ERK、さらに、肝実質細胞の増殖に関与しているとされる p70S6 キナーゼ   

(p70S6K) のリン酸化活性を測定することでより詳細な検討をすることを目的とした。 

肝再生は、肝切除や化学物質などによって肝臓に何らかの損傷が生じた時に起こり、ホル

モンやサイトカイン、成長因子などによって制御されている。例えば、部分肝切除後では、

種々の細胞から放出されたホルモンやサイトカイン、成長因子などが肝実質細胞等の RTK

や ERK といった細胞内シグナル伝達因子を活性化することが知られている。RTK は、細胞

外のリガンドの情報を細胞内へと伝達する役割を担っている。例えば、p95-kDa IGF-Ⅰ 受容

体を介した細胞内シグナル伝達は、細胞の生存維持、発がん性や腫瘍の成長などを促進する。

また、ERK は、肝実質細胞における増殖関連シグナル伝達因子であることがわかっており、

成長因子などによって活性化された ERK は遺伝子発現などを調節し、細胞の分化、生存お

よび増殖において重要な役割を担うことが知られている 46)。p95-kDa IGF-Ⅰ 受容体と ERK

の関連性についても報告がなされており、例えば、Fu らは骨格筋の肥大と再生に必要であ

る骨格筋芽細胞の増殖過程において、その細胞内の ERK の活性化が p95-kDa IGF-Ⅰ 受容体
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によって制御されていると報告している 47)。また、SAC と ERK の関連性について、第 1 編

の本論でも述べたように Feng らは SAC がヒト口腔がん細胞株 CAL-27 細胞において濃度

依存的に MAPK/ERK 経路を阻害する結果、悪性口腔がんの進行を抑制したと報告している

25)。このように p95-kDa IGF-Ⅰ 受容体と ERK は細胞増殖において非常に重要なシグナル伝

達因子であると考えられる。そして、第 1 章で明らかになったように、SAC の肝再生促進

作用においても、RTK や ERK やその下流に存在するシグナル伝達因子の関与が予想され

る。 

そこで、第 2 章では、in vitro 実験系である初代培養肝実質細胞実験系を用いて、SAC の

肝実質細胞に対する増殖促進作用を明らかにし、細胞増殖に関連する細胞内シグナル伝達

因子のリン酸化活性を検出することで、肝実質細胞に対する SAC の増殖促進作用の詳細な

シグナル伝達機構の解明を試みた。 
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2．実験材料及び実験方法 

2-1．実験動物 

 

 第 1 章の「実験動物」の項目に準じた。 

 

2-2．肝実質細胞の単離と培養 

 

 ラット肝実質細胞の単離は、in situ コラゲナーゼ還流法により行った 49)。Wistar 系雄性ラ

ットに対し、ペントバルビタール (45 mg/kg) を腹腔内投与し麻酔した後、開腹し、門脈と

下大静脈にカニュレーションを行い、前還流液及びコラゼナーゼ還流液を用いて、それぞれ

一定時間還流し、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 液中

で十分に肝細胞を分散させ、遠心分離 (600 rpm, 1 min×2 times) した。更に、肝細胞を 5%ウ

シ新生児血清 (newborn bovine serum：NBS) 含有の minimum essential medium 液 (以下、MEM

と略す) に分散し、遠心分離 (600 rpm, 1 min×2) を行い、肝実質細胞を単離した。単離した

肝実質細胞は、トリパンブルー排除試験により細胞の生死を判断し、生存率 97%以上のも

のを実験に用いた。 

 単離した肝実質細胞を 5 % NBS 及び 10-10 M dexamethasone 含有 MEM に細胞播種密度が

3.3×104 cells/cm2 となるように調製し、それを 6-well collagen-coated plastic culture dish (35 

mmφ) に播種した。その後、37 ℃、5 % CO2 存在下で 3 時間培養し、ディッシュに肝実質

細胞を接着させた 47)。肝実質細胞接着後、培地を無血清 MEM に交換し、SAC や特異的シ

グナル伝達因子阻害薬などの薬物を添加し、一定時間培養した。 
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2-3． 肝実質細胞の核数計測 

 

核数の計測は、Nakamura らの方法を一部改変して行った 49)。肝実質細胞を単離し、接着

させ、無血清 MEM に交換後、種々の薬物で刺激し、一定時間培養した。その後、細胞を PBS

で 2 回洗浄し、1 % Triton X-100 含有 0.1 M クエン酸水溶液を 0.3 mL 加え、37℃で 5 分間静

置し、細胞膜を溶解し裸核を得た。この液に同量の 0.3 % trypan blue 含有 PBS を加え、核を

染色し、血球計算盤を用いて核数を計測した。 

  

2-4．肝実質細胞の細胞周期の測定 

 

 肝実質細胞の細胞周期は、セルアナライザー (フローサイトメーター) を用いて S 期を測

定した。肝実質細胞を単離し、接着させ、無血清 MEM に交換後、SAC を添加し、一定時間

培養した。その後、細胞を PBS で 2 回洗浄し、1 % Triton X-100 含有 0.1 M クエン酸水溶液

を加え、37℃で 5 分間静置し、細胞膜を溶解し裸核を得た。この核懸濁液とクエン酸緩衝液

及び 1 mg/ml ヨウ化プロピジウム液を混和し、暗所にて 15 分間静置した。その後、MuseTM 

Cell Analyzer (Merck Millipore Inc.) を用い、肝実質細胞の S 期を測定した。 

 

2-5． リン酸化 IGF-1 受容体チロシンキナーゼの測定 

 

リン酸化 IGF-1 RTK (95-kDa) は、抗リン酸化 IGF-1 RTK モノクローナル抗体 (Cell 

Signaling Technology)を用いた Western blot 解析法により測定した。2-2．の方法により、肝実

質細胞を単離し、ディッシュに接着させた後、無血清 MEM へ交換し、SAC などを添加し、

培養した。一定時間培養した後、肝実質細胞を冷 PBS で 2 回洗浄し、0.2 mL の lysis buffer 

(20 mM Tris buffer, pH 7.5, 1% Triton X-100, 150 mM NaCl,  1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 2.5mM 
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tetrasodium pyrophosphate, 1 mM sodium orthovanadate, 1 mM β-glycerophophate, 1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride) を加え、細胞をディッシュから剥離し、採取した。これを 3 min

超音波にかけ、遠心分離 (16,300×g, 30 min, 4℃)し、上清画分を煮沸 (5 min) し、サンプル

とした。得られたサンプル (20 μg/lane)を 7.5% polyacrylamide resolving gel を用いた SDS-

PAGE により分離し、PVDF membrane に転写させた。その後、抗リン酸化 IGF-1 RTK モノ

クローナル抗体と反応させ、続けて horseradish peroxidase (HRP) 標識抗ウサギ IgG ポリクロ

ーナル抗体を用いて標識した。次に、リン酸化 IGF-1 RTK を ECL kit を用いて発光標識し、

検出した。発光強度は化学発光解析装置 (KURABO, ChemiStage CC-16) を用いて測定及び

解析を行った。尚、リン酸化 IGF-1 RTK (P-p95 kDa) は、非リン酸化 IGF-1 RTK モノクロー

ナル抗体 (total p95kDa) を用いて標準化補正を行った。 

 

2-6．リン酸化 ERK の測定 

 

リン酸 ERK は、抗リン酸化 42/44 kDa MAPK モノクローナル抗体  (Cell Signaling 

Technology)を用いて、MAP キナーゼのアイソファームである ERK1 (44 kDa) 及び ERK2 (42 

kDa) 各々について Western blot 解析法により測定した 48,49)。2-2．の方法により、肝実質細

胞を単離し、ディッシュに接着させ、無血清 MEM へ交換し、SAC などを添加し、培養し

た。一定時間培養した後、肝実質細胞を冷 PBS で 2 回洗浄し、0.2 mL の lysis buffer (10 mM 

Tris buffer, pH7.4,  2 mM EGTA, 2 mM dithiothreitol, 1 mM sodium orthovanadate, 1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 μg/mL leupeptin, 10 μg/mL aprotinin) を加え、細胞をディッシ

ュから剥離し、採取した。これを 3 分間超音波にかけ、遠心分離 (16,300×g, 30 min, 4℃) し、

得られた上清画分を煮沸(5 min)した。そのサンプル (20 μg/lane) を 10% polyacrylamide 

resolving gel を用いた SDS-PAGE により分離し、PVDF membrane に転写させた。その後、抗

リン酸化 MAPK モノクローナル抗体と反応させ、続いて HRP 標識抗ウサギ IgG ポリクロ
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ーナル抗体を用いて標識した。そして、リン酸化 MAPK を ECL kit を用いて測定し、解析を

行った。尚、リン酸化 MAPK (P-p44 kDa /P-p42 kDa) は、非リン酸化 MAPK モノクローナ

ル抗体 (total p44 kDa/p42 kDa) を用いて標準化補正を行った。 

 

2-7．リン酸化 p70S6 キナーゼの測定 

 

リン酸化 p70S6K は、抗リン酸化 p70S6K モノクローナル抗体 (Cell Signaling Technology)

を用いた Western blot 解析法により測定した。2-2．の方法により、肝実質細胞を単離し、デ

ィッシュに接着させ、無血清 MEM へ交換し、SAC などを添加し、培養した。一定時間培養

した後、肝実質細胞を冷 PBS で 2 回洗浄し、0.2 mL の lysis buffer (10 mM Tris buffer, pH 7.4, 

0.1% SDS, 2 mM EGTA, 2 mM dithiothreitol, 1 mM sodium orthovanadate, 1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 μg/mL leupeptin, 10 μg/mL aprotinin) を加え、細胞をディッシ

ュから剥離し、採取した。これを 3 分間超音波にかけ、遠心分離 (16,300×g, 30 min, 4℃) し、

得られた上清画分を煮沸 (5 min) した。そのサンプル (20 μg/lane) を 10% polyacrylamide 

resolving gel を用いた SDS-PAGE により分離し、PVDF membrane に転写させた。その後、抗

リン酸化 p70S6K モノクローナル抗体と反応させ、続いて HRP 標識抗ウサギ IgG ポリクロ

ーナル抗体を用いて標識した。そして、リン酸化 p70S6K を ECL kit を用いて測定及び解析

を行った。尚、リン酸化 p70S6K (P-p70 kDa) は、非リン酸化 p70S6K モノクローナル抗体 

(total p70 kDa) を用いて標準化補正を行った。 
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2-8．実験材料 

 

・Wistar 系雄性ラットは、三協ラボサービス (株) (東京) から購入した。 

・SAC、SMC、Cys は、東京化成工業(株) (東京)から購入した。 

・U-73122、U-73343、GF109203X、H-89、AG1478、LY294002、rapamycin は、Enzo Life Sciences 

(Dallas,TX,U.S.A.) から購入した。 

・BAPTA/AM は、Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, U.S.A.) から購入した。 

・PD98059 は、Calbiochem-Behring (La Jolla, CA, U.S.A.) から購入した。 

・Minimum essential medium (MEM)、newborn bovine serum (NBS) は、Flow Laboratories (Irvine, 

Scotland) から購入した。 

・Collagenase (type II) は、Worthington Biochemical Co. (Freehold, NJ, U.S.A.) 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。 

 

 

 

2-7．データの統計処理 

 

 第 1 章の「データの統計処理」の項目に準じた。 
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3．実験結果 

3-1-1．SACによる肝実質細胞増殖促進作用の経時的変化の検討 

 

In vitro実験系の成熟ラット初代培養肝実質細胞において、SACが肝実質細胞に対して増殖促

進作用を示すかどうかを検討した。細胞を接着させるために血清含有培地で 3 時間培養後、培地

を無血清MEMに交換し、SAC (10-6 M) を添加した時間を培養時間の 0時間とし、培養 21時間

後までの肝実質細胞の核数の経時的変化を検討した結果を Fig. 14に示した。 

SAC は、培養 3.5 時間後から肝実質細胞の核数を増加させ始め、培養 5 時間後には最大とな

り、有意な核数の増加がみられた。また、培養 5 時間後の SAC 添加群では、control と比較し、約

1.16倍と核数の有意な増加がみられた (Fig. 14)。 
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Fig. 14 SAC による肝実質細胞増殖促進作用の経時的変化 

細胞密度：5.0×104 cells/cm2 

薬物処理：SAC (10-6 M) 

ああ値：平均値±S.E.M. (n=3)  

有意差：各々の control に対する有意差 (*P<0.05) 
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3-1-2．SACによる肝実質細胞増殖促進作用の用量-反応関係 

 

次に、SAC による増殖促進作用の用量-反応関係を検討した。経時的変化の結果より、培養時

間を肝実質細胞増殖促進作用の最大反応が得られた 5 時間に設定し、種々濃度の SAC あるい

は SACの代謝物を添加し、核数の変化を検討した。 

SACは、用量依存的に肝実質細胞の核数を増加させた。SAC 3×10-7 Mで、核数の増加がみら

れ、SAC 10-6 M で有意な核数の増加が認められた。この時、control 群と比較して約 1.2 倍となっ

た。10-6 M よりも高濃度である 3×10-6 M、10-5 Mでは 10-6 M と比較して核数の減少が認められた。

一方、SAC の代謝物である Alliin および Allicin は 10-8-10-5 M において、肝実質細胞の細胞増

殖促進作用に対してほとんど影響を与えなかった (Fig. 15)。 

尚、陽性 control として epidermal growth factor (EGF) を添加した結果、EGF添加群は control

群と比較して 1.13倍と核数の増加傾向がみられた (Fig. 15)。 
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Fig 15. SAC による肝実質細胞増殖促進作用の経時的変化 

細胞密度：5.0×104 cells/cm2 

培養時間：無血清培地へ交換後 5 時間 

薬物処理：SAC, Alliin, Allicin, epidermal growth factor (EGF 20 ng/ml) 

あああ値：平均値±S.E.M. (n=3)  

あ有意差：各々の control に対する有意差 (*P<0.05) 
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3-1-3. SACの肝実質細胞増殖促進作用における播種時の細胞密度の影響の検討 

 

 初代培養肝実質細胞における SAC の増殖促進作用に対する播種時の細胞密度 (1.0～10×104 

cells/cm2) の影響を検討した。3-1 および 3-2 の結果より培養時間は 5 時間、SAC の濃度は 10-6 

Mに設定した。 

低密度条件下 (1.0～2.0×104 cells/cm2) における SAC の肝実質細胞増殖促進作用は密度依

存的に大きくなり、5.0×104 cells/cm2 で、control群と比較して、1.26倍の核数の増加が認められた。

一方、高密度条件下 (7.0～10×104 cells/cm2) における SACの肝実質細胞増殖促進作用は密度

依存的に小さくなり、コンフルエントな 10×104 cells/cm2 では、ほとんど核数の増加は認められなか

った (Fig. 16)。 
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Fig 16. SACの肝実質細胞増殖促進作用における播種時の細胞密度の影響 

培養時間：無血清培地へ交換後 5 時間 

薬物処理：SAC (10-6 M) 

あああ値：平均値±S.E.M. (n=3)  

あ有意差：各々の control に対する有意差 (*P<0.05) 
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3-1-4．SACの肝実質細胞増殖促進作用に関するシグナル伝達機構の薬理学的検討 

 

 次に SAC の肝実質細胞増殖促進作用がどのような細胞内シグナル伝達経路を介して細胞増殖

を果たしているのかを明らかにするために特異的シグナル伝達因子阻害薬を併用し、その効果を

検討した。 

 本研究では、増殖関連シグナル伝達因子の特異的阻害薬として AG1478 (受容体チロシンキナ

ーゼ阻害薬, 10-6 M) 54)、LY294002 (PI3K阻害薬, 3×10-7 M) 55)、PD98059 (MEK阻害薬, 10-6 M) 

56)、rapamycin (mTOR 阻害薬, 10 ng/mL) 57),58)を用いた。また、2, 4-dideoxyadenosine (adenylate 

cyclase :AC 阻害薬, 10-6 M) 59)、H-89 (protein kinase A : PKA 阻害薬, 10-6 M) 60)、U-73122 

(phospholipase C : PLC阻害薬, 10-6 M)、GF109203X (protein kinase C : PKC阻害薬, 10-6 M) 61)、

BAPTA/AM (細胞膜透過性 Ca2+キレート剤, 10-7 M) 62)を、TG101209 (janus kinase 2 : JAK2阻害

薬 10-6 M) 用いた。 

その結果、SAC (10-6 M) により誘発された肝実質細胞増殖促進作用は、AG1478、LY294002、

PD98059および rapamycinにより controlレベルまで抑制された (Fig. 17) 。これらのことから、SAC

による細胞増殖促進作用は少なくとも受容体チロシンキナーゼ、PI3K、MEK、mTOR といったシグ

ナル伝達因子を介していることが示唆された。さらに、U-73122、BAPTA/AM、TG101209 によって

も細胞増殖促進作用が抑制されたことから、JAK2/PLC/Ca2+経路の関与も示唆された。一方、AC

阻害薬である 2, 4-dideoxyadenosine、PKA 阻害薬である H-89、PKC 阻害薬である GF109203X 

STAT (signal transducer and activator of transcription) 阻害薬である SH-4-54は、それぞれ SAC

による細胞増殖促進作用に対して影響を与えなかった。尚、本実験で用いた特異的シグナル因子

阻害薬は、用いた濃度では単独で肝実質細胞の細胞増殖促進作用に対し、影響を与えなかった。 
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Fig 17. SACの肝実質細胞増殖促進作用に関する特異的シグナル伝達因子阻害薬の効果 

細胞密度：5.0×104 cells/cm2 

培養時間：無血清培地へ交換後 5 時間 

薬物処理：SAC (10
-6

 M), AG1478 (10
-6

 M),LY294002 (10
-6

 M), PD98059 (10
-6

 M),  

rapamycin (10 ng/ml), U-73122 (10
-6

 M),  H-89 (10
-6

 M), GF109203X (10
-6

 M), 

BAPTA/AM (10
-7

M), TG101209 (10
-7

M), SH-4-54 (10
-6

 M) 

値：平均値±S.E.M. (n=3)  

あ有意差：SAC 単独添加群に対する有意差 (*P<0.05, **P<0.01) 
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3-1-5．SACの初代培養肝実質細胞に対する細胞周期の S期移行性に関する検討 

 

 次に、実際に SAC により肝実質細胞の細胞周期の S 期への移行が促進しているか否かを検討

した。SACを添加した時間を培養時間の 0時間とし、培養 5時間後までの S期の割合を測定した。 

 その結果、肝実質細胞の S期の割合は、controlでは培養 0時間と比較し、培養 5時間後までの

間で有意な変化はなかった。一方、SAC (10-6 M) は、control 群と比較して時間依存的に S 期へ

の移行を促進した。培養 1時間以降では control群と比較し、S期の増加がみられ、培養 3時間後

では約 2 倍と S 期の割合が増加した。その後、培養 5 時間後で control レベルまで戻った (Fig. 

18)。 
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Fig 18. 初代培養肝実質細胞に対する SAC の S 期移行性の経時的変化 

薬物処理：SAC (10
-6

 M) 

細胞密度：5.0×104 cells/cm2 

培養時間：無血清培地へ交換後 5 時間 

値：平均値±S.E.M. (n=3)  

あ 有意差：各々の control に対する有意差 (*P<0.05) 
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3-2-1. SACの初代培養肝実質細胞におけるリン酸化 RTKの経時的変化の検討 

 

 3-1-4の結果から、SACの初代培養肝実質細胞増殖促進作用は RTK/ERK経路を介している可

能性が示唆された。そこでRTK/ERK経路に関して、より詳細な細胞内シグナル伝達機構を調べる

ために、SACによるリン酸化 RTKの経時的変化を検討した。 

 培地を無血清培地に交換し、SAC (10-6 M) を添加した時の時間を培養 0 min とし、培養 45 min

までの肝実質細胞における p95-kDa RTK リン酸化活性の経時的変化を検討した。SAC (10-6 M) 

による p95-kDa RTK リン酸化活性は、培養 5 min後には上昇がみられ、培養 10 min後には有意

な上昇ピークを示した。その後は、培養 30 min までリン酸化活性の緩やかな減少を示し、培養 45 

minにはほぼ controlレベルとなった (Fig. 19)。 
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Fig 19. SAC の初代培養肝実質細胞における RTK のリン酸化活性促進作用の経時的変化 

薬物処理：SAC (10
-6

 M) 

細胞密度：5.0×104 cells/cm2 

培養時間：無血清培地へ交換後 5 時間 

値：平均値±S.E.M. (n=3)  

あ 有意差：各々の control に対する有意差 (*P<0.05) 
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3-2-2. SACの初代培養肝実質細胞におけるリン酸化 ERKの経時的変化の検討 

 

 培地を無血清培地に交換し、SAC (10-6 M) を添加した時の時間を培養 0分とし、培養 60分まで

の肝実質細胞におけるリン酸化 ERKの経時的変化を検討した。 

MAPKには ERK1 (p44-kDa)  と ERK2 (p42-kDa) の 2つのアイソフォームが存在するが、SAC 

(10-6 M) 刺激による MAPK リン酸化活性は ERK2 のみに認められ、ERK2 リン酸化活性は培養

30 min に一過性の上昇ピークが認められ、この時の活性は、control 群と比較して、約 2 倍であっ

た。その後、ERK2 リン酸化活性は培養 60 min 後まで高い値を示した。一方、SAC 刺激による

ERK1 リン酸化活性は培養 60 min間では認められなかった (Fig. 20)。 
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薬物処理：SAC (10
-6

 M) 

細胞密度：5.0×104 cells/cm2 

培養時間：無血清培地へ交換後 5 時間 

値：平均値±S.E.M. (n=3)  

あ 有意差：各々の control に対する有意差 (*P<0.05) 
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Fig 20. SAC の初代培養肝実質細胞における MAPK のリン酸化活性促進作用の経時的変化 
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3-2-3. SACの初代培養肝実質細胞におけるリン酸化 p70S6Kの経時的変化の検討 

 

培地を無血清培地に交換後、SAC (10⁻⁶M)を添加したときの時間を培養 0 時間とし、培養 60 分

までの肝実質細胞におけるリン酸化 p70S6Kの経時的変化を検討した。 

その結果、SAC刺激による p70S6K リン酸化活性は培養 15分後から上昇し、培養 30分後にピ

ークとなった。この時の活性は、control と比較して約 1.4 倍であった。また、培養 30 分以降、SAC

刺激による p70S6K リン酸化活性は、control付近まで減少した (Fig. 21)。 
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Fig 21. SAC の初代培養肝実質細胞における p70S6K のリン酸化活性促進作用の経時的変化 

薬物処理：SAC (10
-6

 M) 

細胞密度：5.0×104 cells/cm2 

培養時間：無血清培地へ交換後 5 時間 

値：平均値±S.E.M. (n=3)  

あ 有意差：各々の control に対する有意差 (*P<0.05) 
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3-3-1. SAC の初代培養肝実質細胞におけるリン酸化 RTK に対する特異的シグナル伝達因子阻

害薬の効果 

 

 3-2-1. の結果から、SACによるリン酸化 RTKの経時的変化は、SAC 添加後 10分後で最大とな

ることが判明した。そこで、培養時間を 10 分に固定し、SAC による RTK のリン酸化活性がどの特

異的シグナル伝達因子を介しているのかを推測するために、特異的シグナル伝達因子阻害薬 

(分子標的薬) を用いて薬理学的検討を行った。尚、特異的シグナル伝達因子阻害薬は、3-1-4. 

の実験と同様である。さらに本実験では、ベラパミル (Ca2+チャネル阻害薬 10
-6

 M) と somatostatin 

(分泌顆粒分泌阻害薬 10
-7

 M) も用いた。 

 SAC添加後 10分における RTKのリン酸化活性は、AG1478 (10-6 M)、U-73122 (10-6 M)、

BAPTA/AM (10-7 M)、verapamil (10-6 M)、somatostatin (10-7M) によって、各々controlレベルまで

抑制された。一方、LY294002 (10-7 M), PD98059 (10-6 M)、rapamycin (10 ng/ml)、U-73343 (10-6 

M)、H-89 (10-6 M)、GF109203X (10-6 M)、2,4-dideoxyadenosine (10-6 M) はいずれも、SAC誘発

RTK リン酸化活性に対して影響を及ぼさなかった (Fig. 22) 。 
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Fig 22. SAC の初代培養肝実質細胞における RTK のリン酸化活性に対する 

特異的シグナル伝達因子阻害薬の効果 

薬物処理：SAC (10-6 M), AG1478 (10-6 M), LY294002 (10-7 M), PD98059 (10-6 M),  

rapamycin (10 ng/ml), U-73122 (10-6 M), U-73343 (10-6 M), H-89 (10-6 M), 

GF109203X (10-6 M), 2,4-dideoxyadenosine (10-6 M), BAPTA/AM (10-7 M), 

verapamil (10-6 M), somatostatin (10-7M) 

細胞密度：5.0×104 cells/cm2 

培養時間：SAC 添加後 10 分  

値：平均値±S.E.M. (n=3)  

あ 有意差：SAC 単独添加群に対する有意差 (*P<0.05) 
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3-3-2. SACの初代培養肝実質細胞におけるリン酸化 ERK2に対する特異的シグナル伝達因子阻

害薬の効果 

 

3-2-2. の結果から、SAC によるリン酸化 ERK2 経時的変化は、SAC 添加後 30 分後で最大とな

ることが判明した。そこで、培養時間を 30 分に設定し、肝実質細胞における SAC の ERK2 リン酸

化活性に対する特異的シグナル伝達因子阻害薬の効果を検討した。尚、本実験で用いた特異的

シグナル伝達因子阻害薬は 3-3-1. と同様である。 

 SAC誘発 ERK2 リン酸化活性は、AG1478 (10-6 M)、LY294002 (10-7 M)、PD98059 (10-6 M)、U-

73122 (10-6 M)、BAPTA/AM (10-7 M)、verapamil (10-6 M)、somatostatin (10-7M)によって、各々

control レベルまで抑制された。一方、rapamycin (10 ng/ml)、U-73343 (10-6 M)、H-89 (10-6 M)、

GF109203X (10-6 M)、2,4-dideoxyadenosine (10-6 M) はいずれも SAC誘発 ERK2 リン酸化活性に

対して影響を及ぼさなかった (Fig. 23)。 
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Fig 23. SAC の初代培養肝実質細胞における ERK2 のリン酸化活性に対する特異的シグナ

ル伝達因子阻害薬の効果 

薬物処理：SAC (10-6 M), AG1478 (10-6 M), LY294002 (10-7 M), PD98059 (10-6 M),  

rapamycin (10 ng/ml), U-73122 (10-6 M), U-73343 (10-6 M), H-89 (10-6 M), 

GF109203X (10-6 M), 2,4-dideoxyadenosine (10-6 M), BAPTA/AM (10-7 M), 

verapamil (10-6 M), somatostatin (10-7M) 

細胞密度：5.0×104 cells/cm2 

培養時間：SAC 添加後 10 分  

値：平均値±S.E.M. (n=3)  

あ 有意差：SAC 単独添加群に対する有意差 (*P<0.05)   
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3-3-3. SAC の初代培養肝実質細胞におけるリン酸化 p70S6K に対する特異的シグナル伝達因子

阻害薬の効果 

 

3-2-3. の結果から、SACによるリン酸化 p70S6Kの経時的変化は、SAC添加後 30分後で最大

となることが判明した。そこで、培養時間を 30分に設定し、肝実質細胞における SACの p70S6K リ

ン酸化活性に対する特異的シグナル伝達因子阻害薬の効果を検討した。尚、本実験で用いた特

異的シグナル伝達因子阻害薬は 3-3-1. と同様である。 

 その結果、SAC誘発 p70S6K リン酸化活性は、AG1478 (10-6 M)、LY294002 (10-7 M)、PD98059 

(10-6 M)、rapamycin (10 ng/ml)、U-73122 (10-6 M)、BAPTA/AM (10-7 M)、verapamil (10-6 M) およ

び somatostatin (10-7M)によって、各々controlレベルまで抑制された。一方、U-73343 (10-6 M)、H-

89 (10-6 M)、GF109203X (10-6 M) と 2,4-dideoxyadenosine (10-6 M) はいずれも SAC誘発 ERK2

リン酸化活性に対して影響を及ぼさなかった (Fig. 24)。 
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Fig 24. SAC の初代培養肝実質細胞における p70S6K のリン酸化活性に対する特異的シ

グナル伝達因子阻害薬の効果 薬物処理：SAC (10-6 M), AG1478 (10-6 M), LY294002 (10-7 M), PD98059 (10-6 M),  

rapamycin (10 ng/ml), U-73122 (10-6 M), U-73343 (10-6 M), H-89 (10-6 M), 

GF109203X (10-6 M), 2,4-dideoxyadenosine (10-6 M), BAPTA/AM (10-7 M), 

verapamil (10-6 M), somatostatin (10-7M) 

細胞密度：5.0×104 cells/cm2 

培養時間：SAC 添加後 30 分  

値：平均値±S.E.M. (n=3)  

あ 有意差：SAC 単独添加群に対する有意差 (*P<0.05) 



78 

 

4．考察 

4-1．SAC の成熟ラット初代培養肝実質細胞に対する効果 

  

 本研究では、in vitro 実験系の肝再生モデルである初代培養肝実質細胞実験系において

SAC の肝実質細胞増殖促進作用について検討を行った。 

 Fig. 14 では、SAC による肝実質細胞増殖促進作用の経時的変化を検討した。その結果、

SAC (10-6 M) 添加後の培養時間に依存した細胞増殖促進作用が認められた。SAC (10-6 M) 添

加後 3.5 時間で、肝実質細胞の核数が増加し始め、培養 5 時間後には最大反応を示した。こ

れは、従来報告されていた肝実質細胞増殖促進作用より早期に細胞増殖が起こったことに

なる 48)。この早期の細胞増殖促進作用は EGF や HGF といった増殖因子でも同様の傾向が

みられている 49,53)。細胞増殖が早期に起こった原因としてはいくつか考えられる。その 1 つ

として、細胞播種時の細胞密度が挙げられる。肝実質細胞の増殖機構には、細胞密度が関係

していると考えられている。In vitro 実験系において、肝実質細胞は高細胞密度条件下では

培養約 40 時間以上経過しないと DNA 合成能の上昇がみられないのに対し、低細胞密度条

件下では培養 5 時間程度で DNA 合成能の有意な上昇がみられた 51)。さらに、in vivo 実験系

では、肝切除後ラットの腹腔内スペースを制限することで肝再生が遅延するといった報告

がある 55)。肝再生機構では詳しくは判明していないが、cell-to-cell communication や cell-to-

cell contact といった細胞間での情報伝達が行われていると考えられている 55)。肝実質細胞

増殖促進作用が早期に起こった 2 つ目の理由として、培養液中に含まれる dexamethasone の

濃度が挙げられる。dexamethasone は初代培養肝実質細胞に対してその用量に依存して、HGF

や EGF による肝実質細胞増殖促進作用を遅延させることがわかっている 56,57)。本研究の条

件では、dexamethasone の濃度は 10-10 M であり、従来の研究と比較して低濃度であったた

め、細胞増殖が早期に起こった可能性がある。3 つ目としては、本実験で肝実質細胞の単離

に用いたコラゲナーゼ還流法の影響である。通常の肝細胞は G0期であり、細胞周期が静止



79 

 

している状態であるが、コラゲナーゼによる還流を行い、結合組織を消化し、肝実質細胞を

単離した場合、G0期から G1期への移行が始まる 58)。そして、血清含有培地で肝実質細胞を

接着させるために 3 時間要しているため、肝実質細胞の細胞周期は S 期へ移行する手前ま

である程度進行していると推測される。そのため、薬物の刺激に対して素早い反応を示し、

DNA 合成期である S 期へ早期に移行したと考えられる。 

 SAC による肝実質細胞増殖促進作用の用量-反応関係の検討において、SAC (10-8-10-6 M) 

は、用量依存的な肝実質細胞増殖促進作用を示した (Fig. 15)。SAC により誘発された細胞

増殖促進作用の最大反応 (約 1.2 倍) は、既存の増殖因子である EGF や TGF-α、IGF-I など

と同程度であった 61,63)。一方で、10-6 M よりも高濃度である 3×10-5 M および 10-5 M では、

10-6 M と比較して核数の減少が認められた。SAC は高濃度で肝癌細胞の増殖を抑制すると

の報告があり 24)、正常細胞においても、SAC は高濃度で増殖を抑制する作用があるのでは

ないかと考えられる。 
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4-2．SAC の肝実質細胞増殖促進作用に関するシグナル伝達機構の検討 

 

 SAC がどのようなシグナル伝達機構により、肝実質細胞増殖促進作用を示したのかを明

確にするため、特異的シグナル伝達因子阻害薬 (分子標的薬) を用いて薬理学的検討を行っ

た。特異的シグナル伝達因子阻害薬を用いた実験は、何らかの増殖因子やサイトカインによ

り誘発された細胞増殖が、どのようなシグナル伝達因子を介するのかを調査するうえで非

常に有用である。 

 Fig. 17 において明らかになったように、SAC 誘発肝実質細胞増殖促進作用は、RTK 阻害

薬の AG1478、PI3K 阻害薬の LY294002、MEK 阻害薬の PD98059、mTOR 阻害薬の rapamycin

によって各々コントロールレベルまで抑制された。これらの結果は、少なくとも SAC によ

る肝実質細胞増殖促進作用が、それぞれの阻害薬の標的である受容体チロシンキナーゼ、

PI3K、MEK および mTOR を介していることを示唆している。肝実質細胞では、多くの増殖

因 子  (HGF 、 TGF-α 、 IGF-1 な ど ) に お い て 、 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ

→Ras→Raf→PI3K→MAP キナーゼ→mTOR といったシグナル伝達が行われ、細胞増殖が誘

発されることがわかっている 54,58,59)。Fig. 17 に示すように SAC による肝実質細胞増殖促進

作用もこれらの増殖因子と同様のシグナル伝達因子を介している可能性が高い。さらに、

JAK2 阻害薬である TG101209、PLC 阻害薬である U-73122 および細胞膜透過性 Ca2+キレー

ト剤である BAPTA/AM によって、SAC による肝実質細胞増殖促進作用が抑制されたことか

ら、上記の増殖関連シグナル伝達因子に加え、JAK2/PLC/Ca2+経路を介している可能性が考

えられた。即ち、細胞内の Ca2+濃度が上昇したことで、増殖因子受容体の受容体チロシンキ

ナーゼを活性化したか、あるいは肝実質細胞からの何らかの増殖因子の自己分泌を促進さ

せたということが考えられる。実際、肝実質細胞は TGF-α や IGF-I といった増殖因子を自

身の細胞内に貯蔵しており、自己分泌する能力を持つ。また、growth hormone (GH) が肝実
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質細胞からの IGF-1 の分泌を促進したという報告が既になされている 62)。 

 以上のことから、SAC は肝実質細胞に対して増殖促進因子として働くことが判明した。

さ ら に 、 そ の シ グ ナ ル 伝 達 の 一 部 に 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (RTK) 

/PI3K/MEK/mTOR/PLC/Ca2+を介することが示唆された。 
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4-3．肝実質細胞における SAC による p95-kDa RTK、MAPK 及び p70S6K のリン酸化作用の

経時的変化の検討 

 

3-2-1. 、3-2-2. 及び 3-2-3. では初代培養肝実質細胞における SAC による p95-kDa 

RTK/MAPK 及び p70S6K リン酸化活性に対する影響の基礎的検討を行った。 

SAC 誘発 p95-kDa RTK のリン酸化活性は SAC 添加後、培養 10 分後で一過性の上昇を示し

た (Fig. 19)。同様の実験系において、EGF や TGF-α などの成長因子を添加した場合、

EGF/TGF-α-RTK のリン酸化は、添加後約 3~5 分ほどで一過性のピークを示す 59,61)。即ち、

SAC による p95-kDa RTK リン酸化作用は、成長因子と比較して数分のタイムラグが生じて

いた。また、SAC 誘発 MAPK リン酸化活性は、SAC 添加後 30 分後に一過性のピークを示

した (Fig. 20)。通常、初代培養肝実質細胞に増殖因子を添加した場合、およそ 5 分で

MAPK リン酸化活性の最大反応を得られることがわかっている。    

EGF や TGF-α などの成長因子は直接受容体を刺激するため、RTK リン酸化活性は約 5 分

と素早い反応になる。これに対し、SAC 誘発 p95-kDa RTK および MAPK リン酸化活性が、

従来の報告と比較してタイムラグを生じたことは、SAC によって p95-kDa RTK/MAPK 経路

が何らかの因子により間接的に刺激されたことによると考えられる。 

SAC による肝実質細胞の MAPK リン酸化は ERK2 のみに認められた。ERK1 は主に細胞

の生存・維持に関与しており、ERK2 は細胞増殖を調節していると考えられており、実際に

PH 施行動物において ERK2 の活性化が報告されている 63,64)。 

SAC による肝実質細胞の p70S6K リン酸化は、SAC 添加後、培養 30 分後に一過性のピー

クが認められた (Fig. 21)。SAC 添加後の p95-kDa RTK、MAPK 及び p70S6K のリン酸化活

性が最大反応を示す時間を比較すると、各タンパク質のリン酸化の順番が予想できる。少

なくとも、p70S6K の上流に p95-kDa RTK 及び MAPK が存在すると考えられた。 
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4-4．肝実質細胞における SAC の p95-kDa RTK、MAPK 及び p70S6K のリン酸化活性促進

作用に関する細胞内シグナル伝達機構の検討 

 

3-3-1.、3-3-2.、3-3-3. では、SAC による肝実質細胞における p95-kDa RTK、MAPK 及び

p70S6K リン酸化活性に対する特異的シグナル伝達因子阻害薬 (分子標的薬) の効果を検討

した。 

PLC 阻害薬 (U-73122)、細胞膜透過性 Ca2+キレート剤 (BAPTA/AM)、L 型 Ca2+チャネル

阻害薬 (verapamil)、分泌顆粒分泌阻害薬 (somatostatin)、RTK 阻害薬 (AG1478) は、SAC

誘発 p95-kDa RTK、ERK2 及び p70S6K リン酸化活性をコントロールレベルまで抑制させ

た。即ち、SAC による p95-kDa RTK、ERK2 及び p70S6K リン酸化活性には、PLC/Ca2+経

路が深く関与しているということが明らかとなった。さらに、これらの阻害薬に加えて、

PI3K 阻害薬 (LY294002)、MEK 阻害薬 (PD98059) も SAC 誘発 ERK2 及び p70S6K リン酸

化活性をコントロールレベルまで抑制した。また、mTOR 阻害薬 (rapamycin) は、p70S6K

リン酸化活性のみを抑制した。以上のことから、SAC は p95-kDa RTK→ERK2→p70S6K→

mTOR の順にリン酸化活性を促進させたことが考えられ、SAC の肝実質細胞増殖促進作用

には、少なくとも PLC/Ca2+経路に加えて、p95-kDa RTK/ERK2/p70S6K 経路を介しているこ

とが明らかになった。 
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5. 小括 

 

第 2 章では、SAC の肝実質細胞増殖促進作用に関する細胞内シグナル伝達経路を詳細に

検討するために、特異的シグナル伝達因子阻害薬 (分子標的薬) を用いて薬理学的検討を

行った。その結果、SAC による p95-kDa RTK、ERK2 及び p70S6K リン酸化活性は、SAC

添加後それぞれ、10 分、30 分、30 分で一過性のピークを示した。SAC は ERK2 のみのリ

ン酸化活性を促進し、ERK1 のリン酸化活性促進作用は認められなかった。また、ERK2

のリン酸化活性には、p95-kDa RTK 、PI3K、MEK の関与が明らかになった。加えて、

ERK2 の上流には PLC/Ca2+経路の存在が示唆され、その下流には mTOR や p70S6K などの

関与が明らかになった。分泌顆粒分泌阻害薬 である somatostatin は、SAC 誘発 p95-kDa 

RTK、ERK2 及び p70S6K リン酸化活性をコントロールレベルまで抑制したことから、何ら

かのオートクリン機構が働いている可能性が示唆された。 

これらの結果をまとめると、Fig. 25 のような SAC による肝実質細胞増殖促進作用のシ

グナル伝達機構が推測された。すなわち、SAC は、PLC/Ca2+経路を活性化させることで、

何らかのオートクリン因子の分泌を促進し、そのオートクリン因子が p95-kDa 

RTK/ERK2/p70S6K 経路を活性化し、細胞増殖を引き起こしたと考えられた (Fig. 25) 。 
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Fig. 25 SAC による初代培養肝実質細胞増殖促進作用機構の推測モデル 
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第 3 章 SAC の肝実質細胞増殖促進作用におけるオートクリン因子分泌促進作用機構に関

する検討 

1. 諸言 

 

 第 1 章及び第 2 章の結果から、SAC による肝実質細胞増殖促進作用は、PLC/Ca2+経路お

よび p95 kDa-RTK/ERK2/ p70S6K 経路が関与することが明らかになった。さらに、分泌顆粒

からの分泌を抑制する somatostatin とその分泌の引き金となる細胞内 Ca2+濃度の上昇を抑制

する BAPTA/AM によって、SAC による p-95kDa RTK、MAPK 及び p70S6K のリン酸化活性

が阻害されたことから、SAC の細胞増殖促進作用は、肝実質細胞から何らかのオートクリ

ン因子の分泌を介していることが示唆された。 

TGF-α や IGF-I は、肝実質細胞が産生・貯蔵するオートクリン因子として知られている。

実際に、初代培養肝実質細胞実験系において、TGF-α (transforming growth factor-α) や IGF-Ⅰ

の分泌を促進する薬物が見出されている。例えば、初代培養肝実質細胞実験系において、GH

が IGF-Ⅰの分泌を促進させることが確認されている 60)。 IGF-Ⅰは、約 7.5 kDa の単鎖のポリ

ペプチドであり、構造的にインスリンと相同性が高い 66)。血漿中では約 20 – 80 nM ほど存

在し、IGF-Ⅰ 結合タンパク質 (insulin-like growth factor binding protein : IGFBP) と結合し、血

液中を循環している 67)。IGF-Ⅰ の主な働きとして、細胞増殖促進作用やアポトーシス抑制作

用などが挙げられる 68)。例えば、Kimura らは初代培養肝実質細胞実験系において、IGF-Ⅰ が

肝実質細胞増殖促進作用を示すことを報告している 59)。 

第 1 章および第 2 章の結果から、SAC が肝実質細胞増殖促進作用を示すことが明らかと

なった。肝細胞の増殖を促進するものとして、アミノ酸やホルモン、増殖因子などが挙げら

れる。その中でも直接、肝細胞の増殖を促進させるものの代表が EGF や TGF-α といった増

殖因子である。例えば、EGF は、直接、EGF 受容体を介して、細胞増殖促進作用を発現す

る。EGF 受容体は、チロシンキナーゼを内蔵しており、チロシンキナーゼは細胞外で受け取
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ったリガンドの情報を細胞内に伝える重要な役割を担っている。L-アスコルビン酸は細胞内

に取り込まれてから肝細胞増殖促進作用を示すのではなく、直接的に IGF-Ⅰ 受容体を介し

て肝実質細胞の増殖を促進していることが明らかとなっている 67)。また、SAC の代謝物で

ある S-allyl-L-cysteine sulfoxide (SACS) は、epidermal growth factor receptor (EGFR) に対して

高い親和性を示し、大腸がん細胞に対して、抗がん剤として有効性を示したことが確認され

ている 68)。即ち、SAC の肝実質細胞増殖促進作用も細胞膜上の何らかの受容体を介して発

現していると考えられる。一方で、SAC の細胞増殖促進作用の受容体に関する報告は皆無

であり、SAC がどのような増殖因子受容体あるいはサイトカイン受容体を介して、肝実質

細胞増殖促進作用を示すのかは未だ不明のままである。 

 そこで、第 3 章では SAC による肝実質細胞からのオートクリン因子を特定し、その自己

分泌のシグナル伝達経路と SAC がどのような増殖因子受容体あるいはサイトカイン受容体

を刺激するのかを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．実験動物 

 

 第 1 章の「動物実験」の項目に準じた。 

 

2-2．肝実質細胞の単離と培養 

 

 第 1 章の「肝実質細胞の単離と培養」の項目に準じた。 

 

2-3． 肝実質細胞の核数計測 

 

第 1 章の「核数計測」の項目に準じた。 

 

2-4．増殖因子および増殖因子受容体に対するモノクローナル抗体を用いた中和実験 

 

 増殖因子および増殖因子受容体に対する中和実験は、増殖因子および増殖因子受容体に

対するモノクローナル抗体を用いて行った。肝実質細胞を単離し、血清含有 MEM で培養

し、肝細胞を接着させた後、無血清 MEM に交換し、SAC、増殖因子および増殖因子受容体

に対するモノクローナル抗体を添加し、さらに培養した。一定時間培養後、2-3．に準じて

肝実質細胞の核数を測定した。 

 

2-5. 肝実質細胞内 IGF-Ⅰ の蛍光免疫染色法 
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蛍光免疫染色法により肝実質細胞内の IGF-Ⅰを検出した。肝実質細胞を単離し、コラーゲ

ンコートされたチャンバースライドに接着させた後、無血清 MEM に交換し、SAC および

シグナル伝達因子阻害薬を添加し、培養した。一定時間培養後、PBS で 2 回洗浄し、10 %中

性ホルマリン緩衝液中に 15 分間静置し、細胞を固定した。その後、0.1 % Triton X-100 含有

PBS により、浸透化処理を行った後、1 % BSA 含有 PBS を用い、ブロッキングを行った。

次に、抗 IGF-Ⅰマウスモノクローナル抗体 (一次抗体) を肝実質細胞内の IGF-Ⅰ と反応させ、

蛍光標識された抗マウス抗体 (二次抗体) を反応させることで、IGF-Ⅰ を標識した。また、

肝実質細胞の核をヨウ化プロピジウムにより二重蛍光標識した。蛍光顕微鏡 (Leica, DMi8) 

により、二次抗体による蛍光を検出した。尚、蛍光強度は、一視野中の細胞内の輝度を一視

野中の細胞数で標準化した。 

 

2-6．培養液中における IGF-Ⅰ 濃度の測定 

 

肝実質細胞の培養液中の IGF-Ⅰ 濃度は、IGF-Ⅰ ELISA kit を用いて測定した。MEM には、

ELISA の妨げになる成分が含まれているため、測定用培地として PBS/Ca2+/glucose 溶液を用

いた。2-2. の方法により、肝実質細胞を単離し、MEM (+)で接着後、PBS (+) (1.0 mM CaCl2, 

5.5 mM glucose and 0.1 μg/ml aprotinin 含有)で 2 回洗浄し、交換した。この PBS (+)中に SAC

および特異的シグナル伝達因子阻害薬などを添加した。一定時間培養後、培地を 50 μL 回収

し、ELISA のサンプルとした。特異的 IGF-Ⅰポリクローナル抗体が接着しているマイクロプ

レートへ回収したサンプルを加え、さらにビオチン標識された IGF-Ⅰ 抗体を加え、室温で 3

時間静置した。その後、ウェルを洗浄し、アビシン-ビオチン-ペルオキシダーゼを加え、室

温で 1 時間静置した。次に 3, 3’, 5, 5’ - tetramethyl benzidine (TMB) 発色剤を加え、室温で 10

分間静置した。その後、波長 450 nm での吸光度を測定し、IGF-Ⅰ を定量した。 
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2-7. SAC の growth hormone receptor (GHR) への結合実験 

SAC の GHR に対する結合実験は、Rat Growth Hormone R ELISA Kit を用いて行った。特

異的 GH 受容体ポリクローナル抗体が接着している 96 ウェルマイクロプレートへ GHR 

standard および SAC を添加し、一定時間静置した。ビオチン化された GHR 抗体を各ウェル

に加え、室温で 1 時間静置した。その後、ウェルを洗浄し、ストレプトアビシン結合 HRP

を加え、45 分間室温で静置した。次に TMB 発色剤を加え、室温で 10 分間静置し、反応停

止液を加え、波長 450 nm での吸光度をマイクロプレートリーダーで測定した。 

 

2-8．実験材料 

 

第 2 章の「実験材料」の項目に準じた。 

 

2-9．データの統計処理 

 

 第 1 章の「データの統計処理」の項目に準じた。 
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3. 実験結果 

 

3-1. SAC の肝実質細胞増殖促進作用に対する抗増殖因子抗体および抗増殖因子受容体抗体

の効果に関する検討 

 

 これまでの結果より、SAC による肝実質細胞増殖促進作用は、何らかのオートクリン因

子を介している可能性が示唆された。肝実質細胞が貯蔵する増殖に関連したオートクリン

因子としては、TGF-α や IGF-Ⅰが知られている。そこで、本実験では、抗 TGF-α モノクロー

ナル抗体 (TGF-α mAb) および抗 IGF-Ⅰ モノクローナル抗体 (IGF-Ⅰ mAb)、抗 TGF-α 受容体

モノクローナル抗体 (TGF-α R mAb)、抗 IGF-Ⅰ 受容体モノクローナル抗体 (IGF-Ⅰ R mAb)、

これらの他に、抗 GH モノクローナル抗体 (GH mAb)、抗 GH 受容体モノクローナル抗体 

(GHRmAb)、抗 IGF-Ⅱ モノクローナル抗体 (IGF-Ⅱ mAb)、抗 IGF-Ⅱ 受容体モノクローナル

抗体 (IGF-Ⅱ R mAb)、抗 EGF 受容体モノクローナル抗体 (EGFR mAb)及び抗 hepatocyte 

growth factor (HGF) 受容体モノクローナル抗体 (HGFR mAb)を用いて、SAC の肝実質細胞

増殖促進作用への影響を検討した。 

 Fig. 25 には、SAC と抗増殖因子抗体および抗増殖因子受容体抗体を併用した時の核数の

変化を示した。SAC (10-6 M) による肝実質細胞増殖促進作用は、GHR mAb (100 ng/ml)、IGF-

Ⅰ R mAb (100 ng/ml)および IGF-Ⅰ mAb (100 ng/ml)によって、それぞれ完全に抑制された。一

方で、IGF-IIR mAb (100 ng/ml)、EGFR mAb (100 ng/ml)、TGF-α R mAb (100 ng/ml)、HGFR 

mAb (100 ng/ml)、IGF-II mAb (100 ng/ml)、TGF-α mAb (100 ng/ml)、GH mAb (100 ng/ml)は、

全て SAC による肝実質細胞増殖促進作用に対して影響を与えなかった (Fig. 25)。 

 

 



92 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N
u

m
b

er
 o

f 
n
u

cl
ei

(%
 o

f 
co

n
tr

o
l)

120

110

100

0

** ** **

##

Treatment

細胞密度：5.0×10⁴ cells/cm²  

培養時間：5 時間 

薬物処理：SAC (10⁻⁶ M), GHR mAb (100 ng/ml), IGF-I R mAb (100 ng/ml), 

IGF-IIR mAb (100 ng/ml), EGFR mAb (100 ng/ml), TGF-α R mAb (100 ng/ml) 

HGFR mAb (100 ng/ml), IGF-I mAb (100 ng/ml), IGF-II mAb (100 ng/ml), 

TGF-α mAb (100 ng/ml), GH mAb (100 ng/ml) 

  データ：平均値 ± S.E.M. (n=3) 

有意差：control に対する有意差 (#P<0.05,  ##P<0.01)   

SAC 添加群に対する有意差：(*P<0.05,  **P<0.01) 

Fig. 25 SAC の肝実質細胞増殖促進作用に対する抗増殖因子抗体および抗増殖因子受容

体抗体の効果 
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3-2. 初代培養肝実質細胞における SAC の IGF-Ⅰの分泌促進作用に関する検討 

 

 3-1 の結果より、SAC の肝実質細胞増殖促進作用は IGF-Ⅰの分泌を介していると考えられ

た。そこで、この仮説を検証するため、本実験では、肝実質細胞内の IGF-Ⅰを蛍光標識する

ことで、SAC の刺激によって、実際に細胞外へ分泌されるのかを確認した。その結果を Fig. 

26 および Fig.27 に示した。Fig. 26 に示した顕微鏡像では、IGF-Ⅰを緑色で標識し、核を赤色

で表している。SAC による刺激がない場合、ほぼ全ての細胞で IGF-Ⅰの細胞内における存在

が確認できた (0 min：Fig. 25A)。SAC (10-6 M) 刺激後は、刺激時間に依存して、肝実質細胞

内の IGF-Ⅰの減少が認められ、刺激 20 分後以降では、ほとんどの細胞で IGF-Ⅰの枯渇を確認

できた (10 min, 20 min：Fig. 25 C, D)。 

 

 

 

Fig. 26 SAC による肝実質細胞内 IGF-Ⅰの自己分泌促進作用 

細胞密度：5.0×10⁴ cells/cm² 培養時間：A, 0 min, B, 10 min, C, 20 min, D, 30 min 

薬物処理：SAC (10⁻⁶ M) 倍率：100 倍 

A 

D C 

B 
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Fig. 27 SAC による肝実質細胞内 IGF-Ⅰの自己分泌促進作用の経時的変化 

細胞密度：5.0×10⁴ cells/cm²  

培養時間：5 時間 

薬物処理：SAC (10⁻⁶ M) 

  データ：平均値 ± S.E.M. (n=3) 

有意差：各々control に対する有意差(#P<0.05,  ##P<0.01)   
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3-3. 初代培養肝実質細胞における SAC による IGF-Ⅰの自己分泌促進作用に関する検討 

 

 3-1 の結果より、SAC の肝実質細胞増殖促進作用は IGF-Ⅰ の分泌を介していると考えられ

た。そこで、本実験では、培養液中の IGF-Ⅰ の濃度を ELISA 法により測定した。 

Fig. 26 には、SAC (10-6 M) 添加後、0-30 分培養したときの培養液中に分泌される IGF-Ⅰ 濃

度の経時的変化を示した。SAC (10-6 M) 添加後 10 分後には、IGF-Ⅰ 濃度の増加がみられ、

20 分後には IGF-Ⅰ 濃度が約 400 pg/ml と最大となった (Fig. 28)。 
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Fig. 28 SAC による肝実質細胞の IGF-Ⅰ の培養液中への分泌促進作用の経時的変化 

細胞密度：5.0×10⁴ cells/cm²  

薬物処理：SAC (10⁻⁶ M) 

  データ：平均値 ± S.E.M. (n=3) 

有意差：control に対する有意差 (*P<0.05,  **P<0.01)   
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3-4．初代培養肝実質細胞における SAC の IGF-Ⅰ 分泌促進作用に関する細胞内シグナル伝達

機構の検討 

 

 Fig. 29 には、SAC と特異的シグナル伝達因子阻害薬 (分子標的薬) を併用した時の培養

液中への IGF-Ⅰの分泌量を示した。SAC (10-6 M) による IGF-Ⅰ 分泌促進作用は、PLC 阻害薬

である U-73122 (10-6 M)、細胞膜透過性 Ca2+キレート剤である BAPTA/AM (10-7 M)、L 型 Ca2+

チャネル阻害薬である verapamil (10-6 M) 、分泌顆粒分泌阻害薬である somatostatin (10-7 M)、 

及び JAK2 阻害薬である TG101209 (10-6 M)によって、それぞれ control レベルまで抑制され

た。一方、AC 阻害薬である 2,4-dideoxyadenosine (10-6 M)、PKA 阻害薬である H-89 (10-6 M)、

PKC 阻害薬である GF109203X (10-6 M)、RTK 阻害薬である AG1478 (10-6 M)、PI3K 阻害薬で

ある LY294002 (3×10-7 M)、MEK 阻害薬である PD98059 (10-6 M)並びに mTOR 阻害薬である

rapamycin (10 ng/ml) は、それぞれ SAC による IGF-Ⅰ 分泌促進作用に対して影響を与えなか

った (Fig. 29)。 
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Fig. 29 初代培養肝実質細胞における SAC の IGF-Ⅰ 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 細胞密度：5.0×104 cells/cm2 培養時間：20 分 

薬物処理：SAC (10-6 M), U-73122 (10-6 M),  H-89 (10-6 M), GF109203X (10-6 M),  

2,4-dideoxyadenosine (10-6 M), BAPTA/AM (10-7 M), verapamil (10-6 M), 

somatostatin (10-7 M), AG1478 (10-6 M), LY294002 (3×10-7 M),  

PD98059 (10-6 M), rapamycin (10 ng/ml), TG101209 (10
-7

M) 

データ：平均値 ± S.E.M. (n=3) 

有意差：control に対する有意差 (#P<0.05,  ##P<0.01)   

SAC 添加群に対する有意差 (*P<0.05, **P<0.01) 
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3-5. SAC 及びその他の含硫アミノ酸の GH 受容体に対する結合性の検討 

 

 これまでの検討結果より、SAC は GH 受容体に結合するのではないかと考えられた。そ

こで、本実験では GHR ELISA kit を用いて、抗 GHR 抗体存在下で SAC と GHR standard を

GH 受容体に対して競合させることで、SAC の GH 受容体に対する結合性を検討した。 

Fig. 30 に示したように、SAC の GH 受容体に対する結合性は、その用量に依存して増加

した。一方で、その他の含硫アミノ酸である SMC および Alliin は、GH 受容体に対して結

合性を示さなかった (Fig. 29) 。  
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Fig. 30 SAC とその他含硫アミノ酸の GH 受容体に対する結合性 

薬物処理：SAC (10-9 - 10-5 M), SMC (10-9 - 10-5 M), Alliin (10-9 - 10-5 M) 

データ：平均値 ± S.E.M. (n=3) 

有意差：control (GH 1.234 ng/ml) に対する有意差(*P<0.05, **P<0.01)  
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4．考察 

 

4-1．初代培養肝実質細胞における SAC のオートクリン因子分泌促進作用に関する検討 

  

これまでの結果から、SAC による肝実質細胞増殖促進作用は何らかの増殖因子の自己分

泌を誘発したことに起因するという仮説を立てた。オートクリン因子としての候補を TGF-

α と IGF-I とし、SAC によるオートクリン因子の分泌に対する抗 TGF-α モノクローナル抗

体及び抗 IGF-I モノクローナル抗体の効果を検討した。 

 Fig. 25 の結果より、SAC (10-6 M) による肝実質細胞増殖促進作用は、GH 受容体、IGF-I

の分泌およびその受容体を介している可能性が考えられた。実際に、GH が GH 受容体を活

性化すると、PLC-γ の活性化を介して細胞内の DG と IP3量が増加し、それが引き金となり、

細胞内 Ca2+濃度の上昇が起こり、IGF-Ⅰ が分泌される 60)。細胞からのエキソサイトーシス機

構にカルシウム依存性エキソサイトーシスがある。同様のメカニズムとして、例えば、膵臓

の β 細胞からのインスリン分泌や神経細胞からの神経伝達物質の分泌は、細胞内 Ca2+濃度

の上昇が関与することが明らかになっている 69,70)。 

 次に SAC の肝実質細胞に対する IGF-Ⅰ 分泌促進作用の経時的変化を検討した。蛍光免疫

染色法を用いて、細胞内の IGF-Ⅰ を染色し、その局在を確認した。そして、SAC の肝実質

細胞に対する IGF-Ⅰ 分泌促進作用の経時的変化を検討したところ、SAC 添加 20 分後には

control と比較して、多くの細胞で IGF-Ⅰ の枯渇が確認できた (Fig. 26, 27)。さらに、ELISA

法による培養液中の IGF-Ⅰ の分泌を測定する実験では、SAC 添加 20 分後で培養液中への

IGF-Ⅰ 分泌量が最大となった (Fig. 28)。このように IGF-Ⅰ 分泌促進作用に関して、IGF-Ⅰ が

枯渇する時間と分泌量が最大となる時間が逆相関する結果が得られた。また、SAC による

肝実質細胞からの IGF-Ⅰ の分泌が、PLC 阻害薬である U-73122 や分泌顆粒分泌阻害薬であ

る somatostatin との併用により、それぞれ control レベルまで抑制されたことは、SAC によ
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り肝実質細胞からの IGF-Ⅰ の自己分泌が惹起されたことの裏付けになった。 
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4-2．SAC の肝実質細胞に対する IGF-Ⅰ 分泌促進作用のシグナル伝達機構の検討 

 

SAC による肝実質細胞の IGF-Ⅰ 分泌促進作用機構を明らかにするために特異的シグナル

伝達因子阻害薬を用いて、IGF-Ⅰ 分泌能に対する効果を検討した。 

 Fig. 25 および Fig.29 の結果で示す通り、SAC による肝実質細胞に対する IGF-Ⅰ 分泌促進

作用は、GHR mAb、IGF-Ⅰ R mAb、IGF-Ⅰ mAb 、U-73122 (PLC 阻害薬)、BAPTA/AM (細胞内

Ca2+キレート剤)、verapamil (L 型 Ca2+チャネル阻害薬) および somatostatin (分泌顆粒分泌阻

害薬)によって完全に抑制された。一方、GF102903X (PKC 阻害薬)、2,4-dideoxyadenosine (AC

阻害薬)、H-89 (PKA 阻害薬)、AG1478 (RTK 阻害薬)、PD98059 (MEK 阻害薬)、LY294002 (PI3K

阻害薬) および rapamycin (mTOR 阻害薬) は、SAC による IGF-Ⅰ 分泌促進作用を抑制しな

かった。即ち、肝実質細胞に貯蔵されていた IGF-Ⅰ は、SAC の刺激によって上昇する細胞

内 Ca2+を引き金として、分泌されたと考えられる。実際に、GH が肝実質細胞からの IGF-Ⅰ 

の分泌を、SAC の場合と同様の経時変化により促進するということが報告されている 60)。 

 Fig. 25 の結果から、SAC は GH 受容体に結合する可能性が示唆された。そこで、更なる

検討を行うために GHR ELISA kit を用いて、GHR 存在下で SAC が GH 受容体に対して、ど

の程度、結合するのかを置換実験にて検証した。 

Fig. 30 の結果に示すように、SAC は濃度依存的に GH 受容体に結合することが明らかと

なった。SAC の 3×10-7 M 付近から GH 受容体に結合する割合が増加し、10-5 M では、完全

に SAC が GH 受容体に結合する結果となった。即ち、SAC の肝実質細胞増殖促進作用は、

GH 受容体を介していることが明らかになった。 
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5． 小括 

 第 3 章では、肝実質細胞における SAC の IGF-Ⅰ 分泌促進作用機構を検討した。その結果

をまとめると下記のようになると考えられる。 

(1) 肝実質細胞に対して SAC を添加すると IGF-Ⅰ が分泌され、その分泌活性は、20 分で最

大となる。そして、この時の培養液中の IGF-Ⅰ 濃度は、約 400 pg/ml である。 

(2) SAC による IGF-Ⅰ 分泌促進作用には GH 受容体/PLC/Ca2+経路が関与しており、肝実質

細胞からの IGF-Ⅰ の分泌は Ca2＋濃度の上昇に起因する。 

 

 

 

 

 

 

 

＊( )内は活性化のピーク時間 

Fig. 31 SAC による初代培養肝実質細胞増殖促進機構モデル 
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第 3 篇 結論 

 

 本研究では SAC の肝実質細胞増殖促進作用とその詳細な作用機構を検討してきた。得ら

れた結果を総合的に解釈すると、SAC の肝実質細胞増殖促進作用機構は下記の模式図のよ

うになると考えられる (Fig. 32)。SAC は、肝実質細胞膜上に発現している GH 受容体に直

接結合して、これを刺激することにより、PLC が活性化される。活性化された PLC が、PIP2

から DG と IP3を生成し、その IP3が細胞内 Ca2+濃度を上昇させる。そして、この細胞内 Ca2+

濃度の上昇に伴い、肝実質細胞内に貯蔵されていた IGF-Ⅰ が自己分泌される。分泌された

IGF-Ⅰ は、 IGF-Ⅰ 受容体に結合し、 IGF-Ⅰ-RTK を活性し、その増殖シグナルが

PI3K→ERK2→mTOR→p70S6K と伝達され、核内へ移行し、肝実質細胞増殖へと至ると考え

られる。 

 

 

 

Fig. 32 SACの成熟ラット初代培養肝実質細胞増殖促進作用機構のモデル 
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SAC に関しては、現在でも様々な研究が行われており、その薬理作用は多岐にわたるこ

とが明らかになってきている。SAC の主な薬理作用は抗酸化作用であるが、近年、細胞増

殖促進作用も報告されており 18)、その新たな薬理作用に注目が集まっている。一方で、SAC

の細胞増殖促進作用は、どの受容体に結合し、どういった細胞内シグナル伝達経路を介して

いるのかを明らかにした報告はなかった。本研究では、初代培養肝実質細胞における SAC

の細胞増殖促進作用に注目し、その詳細な作用メカニズムを検討してきた。その結果、SAC

が GH 受容体に結合し、肝実質細胞内に蓄えられている増殖因子でもあり、オートクリン因

子でもある IGF-Ⅰの自己分泌を促進するという新たな知見を得ることが出来た。また、SAC

は比較的低用量で初代培養肝実質細胞の増殖を促進することを見出した。本研究を通して、

SAC による肝実質細胞に対する増殖促進作用やそのメカニズムを詳しく検討したことによ

り、肝再生現象に関わる因子やタンパク質などの作用メカニズムの一端を解明することが

出来た。即ち、IGF-Ⅰ は、GH 受容体の刺激により肝実質細胞内からの自己分泌されること

や、元来、肝実質細胞内に蓄えられていることから肝再生にとって非常に重要な増殖因子で

あることは明らかである。本研究の目的でもある肝再生のメカニズムの解明という点でも、

これらの研究結果が役立つと考えられる。 

最後に、本研究で得られた知見の臨床的意義と社会的意義を考察する。本研究から得られ

た基礎的データは、癌化および臓器形成の仕組みの解明や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。例えば、肝炎等に対する肝庇護薬や生体肝移植

手術後のドナーおよびレシピエントの肝機能を早期に回復させる新しい治療薬（いわゆる

肝再生促進薬）の開発や切除肝の保存や運搬などに用いる保存液など臨床分野への応用が

期待できる。特に、肝再生促進薬の開発は急務であると考えられる。現在、肝疾患の終末像

として挙げられる肝硬変や肝がんに対しては、外科手術による生体肝移植がその適応であ

り、生体肝移植の件数は、年々増加している 1)。しかし、ドナーの不足から生体肝移植を望

む患者一人一人に移植を行うことは難しいのが現状である。また、生体肝移植後、ドナーお



107 

 

よびレシピエントの肝機能が正常化し、社会復帰できるようになるまでに 2-3 か月を要し、

その期間、術後の痛みや肝機能低下による倦怠感、食欲不振、吐き気などが現れる 9)。つま

り、ドナーおよびレシピエントの QOL の低下が起こり、これらは、生体肝移植の問題点の

一つである。そこで、ドナーおよびレシピエント双方の早期回復のために肝再生促進薬の開

発が求められている。昨今、増殖因子の臨床応用は進みつつあるが、いくつか問題点がある。

その一つとして、増殖因子の副作用が挙げられる。増殖因子は、様々な細胞に作用する可能

性があり、予期せぬ副作用が発現する可能性がある。また、増殖因子であるため、癌化のリ

スクの増大があると考えられる。一方で、SAC のような水溶性アミノ酸は、体内に蓄積し

にくいため、副作用も少なく安全であると考えられる。さらに、SAC は熟成ニンニクに多

く含有されている低分子アミノ酸であることから、増殖因子と比較すると安価であり、経済

的負担を軽減することが可能である。これによって、医療費削減に貢献することが出来る。

以上より、SAC は安心で安全な肝細胞増殖促進薬として臨床応用することが期待できる。

本研究の成果がそれらの一助として役立つことを期待したい。 
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