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緒 言

ラッ トやマウスなどの動物 の肝臓 は部分的切除に

よ り,一 定の潜伏期を経 て, DNA合 成 が始 ま り,代

償性細胞肥大,肥 厚並 びに細胞 増殖 によって,約1

ヵ月後に肝臓 は元の大 きさに再生す る。 その ため,

再生肝はDNA合 成及 び細胞 増殖 の制御機構 を知 る

ために,よ くつかわれて いる. 1931年 のHigginsと

Anderson1)に よる簡易な ラッ ト再生肝手術法の紹

介 によ り, DNA合 成の制御機 構に関 して,厖 大な

論文が発表 されて きた.今 回,著 者 はウシ肝臓co

ruinを 用 い, in vivoの 実験 として,ラ ッ ト再生肝

に及ぼす ウシ肝臓corninの 影響,並 びにin vivo

ではあ るが,マ ウスの腹 腔を借 りて生活 して いる故

にin vitroに 近似 してい ると考え られるエ ール リ

ッヒ腹水腫瘍細胞並 びに,発 生期 の細胞 として ウニ

受精卵に及 ぼす ウシ肝臓corninの 影響について調

べ た.

ウシ肝臓corninの 投与量 と抑制効果の点で興味

ある実験結果 を得 たので,こ こに報告す る.

材料及 び実験方法

A. ウシ肝臓corninの 抽 出

以前に報告 された方法2)に よ って,ウ シ肝臓か ら

corninを 抽 出 した.即 ち,ウ シの肝臓 を ミンチ し,

 3倍 量 の脱 イ オ ン水 を加 え, 100℃ で10分 間 煮 沸,

直 ち に冷 却 し,チ ー ズ ク ロス で濾 過,濾 液 に冷 却 し

た99%ア ル コ ール を加 えて70%濃 度 とし, 0°～4℃

の冷 凍 室 に2～3時 間放 置, 12,000rpmの 連 続 遠 沈

機(久 保 田 製model KCF-62)で 沈 澱 物 を除 き,上

清 に再 び99%ア ル コ ール を加 えて90%と し,一 夜 放

置, 70%ア ル コールか ら90%ア ル コールの 間 に落 ち る

沈澱 の 分 離 は,同 様 に 連続 遠 沈 機 を使 用 し, 12,000

rpmで 行 っ た.沈 澱 物 を遠 沈 に よ って,エ タノール,

メ タ ノ ー ル,ア セ トン,エ ー テ ルの 順 に洗 浄 し た.

収 量 は,組 織1kg当 り約3.8grで あ った 。 尚,こ の

方 法 に よ って 得 られ たcorninを 粗 製 のcorninと

し,氷 室 で脱 イ オ ン水 に対 して透 析 を行 い,透 析 膜

内 に残 った非 透 析 分 画 をu-fractionと した.使 用

に 際 して は,各corninの 生理 的 食塩 水 溶 液(0.1%

濃度)を, 10,000rpm 15分 遠 沈 し,そ の上 清 を オ ー

トク レー ブ で滅 菌 し たMillipore filter HA (pore

 size 0.45μ)で 濾 過 した.

B. 完 全 な る同期 的 分 裂 を行 な い,か つ 正常 な 分

裂 経過 を 経 る サ ン シ ョウ ウニ(Temnopleurus tor

eumaticus)を 用 いて,ウ シ肝 臓corninのcrude

及 びu-fractionの 影 響 を調 べ た,こ れ は 岡 山 大 学

理 学部 附 属 臨 海 実験 所 にて 行 った.成 熟 卵 は, 0.5M

 KClに て 排 卵 させ,海 水 を濾 過 した 液 で 洗 った もの

を実験 に 供 した.受 精 率 は常 に97%以 上 の もの を選
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び,比 較対照例(濾 過 した海水使用)が 第2分 裂 ま

で完全 に分裂 を行 った実験例のみの成績 を採用 した。

各corninは,濾 過 した海水溶液 として用 い,そ れ

に卵浮遊液 を加 え,最 終濃度が図1に なるよ う操作

し,ウ ニ卵 は受精前 にcornin溶 液 を作用 させて,

後10分 放置,そ の後加精 し,実 験例 と対照例 の第2

分裂 までを,光 学顕微鏡 にて観察 し,時 間 一分裂細

胞数 曲線 として求 めた.更 に,ウ シ肝臓corninの

u-fractionは,粗 製cornin溶 液 を脱 イオン水 に対

してviskingの セ ロフアンチユーブで透析 し,透 析

膜 内に残 った分画 を非透析性分画 とし,凍 結乾燥 し

た後使用 した.尚,透 析 は4℃ 以下 で1日2回 脱 イ

オン水をかえ,連 続3日 間行 った.

図　1

Fig. 1

続 い て,電 顕 レベ ル で の 形態 学 的変 化 をみ るた め,

 crudeの ウ シ肝 臓cornin10-4g/mlで 前 処 置 した の

と,対 照 例 とを,上 記 と同様 の方 法 で受 精 させ,光

学 顕 微 鏡 観 察 の下 で, 1視 野 に3～5%のfurrow

が認 め られ る時 点 で,手 回 しの遠 沈 器 で受 精 卵 を 沈

澱 させ,そ れ に2.5% glutaraldehyde (50% glut

araldehyde solutionを 海 水 で希 釈)を 加 え,氷 室

(4℃ 以 下)で1.5時 間前 固 定 し, 30分 間,濾 過 した

海 水 で洗 浄 し,さ らに1%の オ ス ミウ ム 酸 固 定 液

(2%オ ス ミウ ム酸 を海 水 で希 釈)で 同様 に氷 室 で2

時 間後 固 定 した後,エ タノール系 列 に よ って 脱 水 し,

 Laft包 埋 法 に て包 埋 した.包 埋 試 料 をPorter'blum

のultramicrotomeで ガ ラス ナ イ フを 用 い,超 薄 切

片 を作 製 し,酢 酸 ウ ラ ニ ウ ム及 び水 酸 化 鉛 で二 重 染

色 を施 し,日 立 製HS-8型 電 子 顕 微 鏡 で観 察 し,写

真 撮 影 した.

C. エ ー ル リ ッ ヒ腹 水 腫 瘍 細 胞 に関 す る実 験 は,

腫 瘍 細 胞 と して,岡 山大 学 医学 部 附属 癌 源 研 究 施 設

病 理 部 門 に て, in vitroで2020日 間継 代 維 持 され た

エ ー ル リ ッ ヒ腹 水腫 瘍 細 胞 を再 び マ ウ ス に移 殖 継 代

したJTC-Ⅱ3)を 用 い た, 0.5% crystal violet

に よ る核 数 計 算 法 に よ り, JTC-Ⅱ 細 胞 の4.5～5.0

×106個 を体 重20～25grの 成 熟ddNマ ウス(雄)の 腹

腔 内 に 移 殖 した.継 代 は,移 殖後7日 目の マ ウス の

腹 腔 内 よ り無 菌 的 に 腫 瘍 細胞 を と り出 し,同 様 に

4.5～5.0×106個 を 腹 腔 内 に 移 殖 した.実 験 に は,

 300代 以 上 継 代 した細 胞 を用 い た.マ ウ ス に は,オ リ

エ ン タル 固 型 飼 料(MF)お よ び水 は 自由 に与 え,室

温 は,年 間 を通 じて,冬 期 は15℃,夏 期 は25℃ 前 後

に 保 った.

(Ⅰ)①継 代7日 目のddNマ ウ ス (雄)の 腹 水 中 に 浮

遊 して い る エ ー ル リ ッ ヒ腹 水 腫 瘍 細 胞 を と り出 し,

塗 抹 標 本 を作 成 し,酢 酸:エ タ ノ ール=1:3で30

分 固 定 し,後Feulgen染 色 を行 い,分 裂 指 数 を求

め た.

② 継 代7日 目 colchicine 0.05mgを 生 理 的食 塩

水 に とか し,腹 腔 内 に注 射 し2時 間 作 用 させ た後,

① と同様 に分 裂 指 数 を求 め た.

③ 継 代6日 目 ウシ肝 臓corninを,体 重100gr当

り25mg腹 腔 内 に注 射 し, 7日 目に 分 裂 指 数 を求 め た.

④ 継 代6日 目 ウ シ肝 臓corninを,体 重100gr当

り25mg腹 腔 内 に 注 射 し, 7日 目colchicineを0.05

mg腹 腔 内 注射 し, 2時 間 作 用 させ,分 裂 指 数 を求 め

た.

⑤ 上 記 ③ と④ の 他 colchicineが 細 胞 内 の どの

部 位 に と り込 まれ るか を調 べ る 目的 で, non-labeled

 colchicine 0.05mg/0.5mlの 中 に15μCi含 む よ うに,

 3H -colchicine (the Radiochemical Center , 

Amersham製, ring C-methoxyl-H3, specific

 activity 2Ci/mmol)を 加 え た溶 液 を腹 腔 内 に注 射

し, 2時 間labelさ せ,腹 水 腫 瘍 細 胞 の塗 抹 標 本 を

つ く り, 70%エ タノ ー ル で固 定 した後,所 定 の方 法

に 従 い,ラ ジ オ オ ー トグラ フ を作 成 した.

(Ⅱ) 次 に 同 じ く継 代3日 目のddNマ ウ ス(雄)に,

ウ シ肝 臓corninを 体 重100gr当 り100mg及 び50mg腹 腔

内 に注 射 し,そ の 後12時 間 目に3H-thymidine (the

 Radiochemical Center, Amersham製, specific

 activity 5.0Ci/mmol)15μCiず つ 腹腔 内 に 注 射 し,
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2時 間labelし,腹 腔 内 に浮遊 して い るエ ー ル リ ッ

ヒ腹 水腫 瘍 細 胞 を開 腹 し取 り出 し,後 述 す る再 生 肝

の 場 合 と同様, Schneider法 にて, DNAの 定 量 を

行 い, DNAに と り込 ま れ た3H-thymidineの 量 を

測 定 して, specific activityを 求 め た.

D. 再 生 肝 に 関す る実 験 は,自 家 増 殖 させ たWi

ster系 ラ ッ トで,実 験 に際 して は,生 後 約1ヵ 月 前

後 で,体 重50gr～70grで 同腹 の もの を用 い,飼 料及

び水 は 自由 に与 えた.エ ー テル 麻 酔 の 下 に, 2/3肝切

除(中,左 葉)を 行 い,以 下 の 実 験 を行 った.尚,

 3′-M-DAB実 験 肝 癌 ラ ッ ト用 に は,日 本 ク レ ア動物

ケ ー ジに て作 成 した飼 料 を与 え,そ の 成 分 は 表1に

示 して あ る.又,肝 切 除 は午 前8:30～10:30の 間 に

行 っ た.

Table 1.　 Composition of DAB diet for the rat

(日 本 クレア動 物ケ ージにて作成)

(Ⅰ) 再生肝の分裂指数 に及 ぼすウ シ肝臓cornin

の影響 を調べ る実験は,い ずれ も肝 切除後48時 間目

に断頭 し,再 生肝 を切 り出 し,酢 酸:エ タノール=

1:3に て2時 間固定 し,以 下脱水,包 埋,切 片 を

作 り,ヘ マ トキシ リン ーエオ ジン染色 を行 った.

① 肝切除後24時 間 目に,他 の正常肝 のホモ ジネー

トを体重100gr当 り肝重量800mgの 割合 に腹腔内に注

射 し,そ れか ら24時間後断頭 し,再 生肝の分裂指数

を求めた.尚,肝 ホモ ジネー トは,肝 重量の4倍 量

の生理的食塩水 を加 え, 10,000rpm 10分 で遠 心 し,

その上清部分 を使用 した.

② 上記正常肝の ホモ ジネー トの代わ りに,ウ シ肝

臓corninを 体重100gr当 り50mgの 割合に腹 腔内に注

射 し,分 裂指数 を求 めた.

③ 対照 用 として,生 理的食塩水の み,腹 腔 内に注

射 した.

尚,ウ シ肝臓corninの3′-M-DAB発 癌 ラ ッ トの

再生肝 に及 ぼす影響 をみるため, DAB投 与6ヵ 月目

の ラ ッ トを使 用 した.尚,こ の ラ ッ トは,肝 切 除 時,

中,左 葉 の組 織 標 本 を作 製 し, hepatomaと 診 断 さ

れ た。

① 肝 切 除 後24時 間 目 に,生 理 的 食 塩 水 の み腹 腔

内 に注 射 し, 48時 間 目 に断 頭 し,分 裂 指 数 を求 め た.

② 肝 切 除後24時 間 目 に,ウ シ肝 臓corninを 体

重100gr当 り50mg腹 腔 内 に注 射 し,分 裂 指 数 を求 め

た.

③ 対 照 用 と して, DAB投 与 ラ ッ トを 断頭 し,分

裂 指 数 を求 め た.

(Ⅱ) 次 に再 生 肝 のDNA合 成 に及 ぼ す ウ シ肝 臓

corninの 影 響 を調 べ る実 験 は,肝 切 除後,所 定 の時

間 に,種 々 の 濃度 のcorninを 腹 腔 内 に注 射 し,そ

の後3H-thymidine (100μci/100gr体 重 或 い は40μci/

100gr体 重)を 腹 腔 内 に注 射 し, 2時 間labelし,

断頭 し,肝 切 片 を切 り出 し, Schneider法 に よ り,

 DNAの 定 量 とDNAに と り込 ま れ た3H-thymidine

を測定 した.測 定 法 は,ラ ッ ト肝1grに10倍 量 の氷

冷 した10% TCAを 加 え,ホ モ ジ ネ ー トし,そ れ を

3,000rpm 5分 遠 心 し,そ の 沈 澱 物 に 氷 冷 した5%

 TCAを 加 え,よ く洗 浄 し, 3,000rpm 5分 遠 心 した.

上 記操 作 を4回 繰 り返 し,酸 可 溶 性 画 分 を と り除 い

た.以 上 の 操 作 は す べ て冷 室(0～4℃)で 行 っ た.

続 い て その 沈 澱 物 に, 5% TCA 1mlを 加 え, 90℃

 15分 熱 処 理 し た後, 3,000rpm 15分 遠 心 し,そ の 上

清 を メ ス シ リン ダ ー に保存 し,さ らに 沈 澱 物 に5%

 TCA 0.5ml加 え,よ く洗 浄 し, 3,000rpm 15分 遠 心

し,上 清 を メ ス シ リン ダ ー に追加 し, 5% TCAを

適 当量 加 え,総 量 を2mlに し,中1mlをDNA定 量

に,残 りを バ イ ア ル 中 に入 れ, 10mlのBrayのsc

intillation liquidを 加 えて, Packard liquid sc

intillation spectrometer (Aloka LSC-650)に て

DNAに と り込 まれ た3H-thymidineの 量 を測 定 した.

尚, scintillation liquidの 組 成 は, naphtalene 60

gr, PPO 4gr, POPOP 0.2gr, methanol (absolute)

 100ml, ethylene glycol in 1l dioxaneで あ る.尚

DNA定 量 は, Burton, K. (1956)4)の 方 法 に 従 い,分

光 光 度 計 を用 い, OD 600mμ で 測 定 した.

① 肝 切 除 後12時 間 目 に,ウ シ肝 臓corninを 体 重

100gr当 り5mg, 50mg, 100mg, 200mgの 割 合 い に腹

腔 内 に注 射 し,そ の 後12時 間 目 に3H-thymidineを

40μCi/100gr体 重 あて 腹 腔 内 に注 射 し, 2時 間label

し,断 頭 し, relative specific activityを 求 め た.

② 肝 切 除後12時 間 目 に,ウ シ肝 臓corninを 体

重100gr当 り50mg, 100mgの 割 合 い に 腹腔 内 に注 射 し,
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そ の後6時 間 目 に3H-thymidineを40μCi/100gr体

重 あ て腹 腔 内 に注 射 し, 2時 間labelし,断 頭 し,

 relative specific activityを 求 め た.

③ 肝 切 除 と同時 に,ウ シ肝 臓corninを,体 重

100gr当 り50mg, 100mgの 割 合 い に腹 腔 内 に注 射 し,

そ の後24時 間 目 に3H-thymidine 40μCi/100gr体 重

あ て 腹 腔 内 に 注 射 し, 2時 間labelし,断 頭 し,

 relative specific activityを 求 め た.

④ 対 照 用 と して は,ウ シ肝 臓corninの 代 わ り

に,生 理 的 食塩 水 を腹 腔 内 に注 射 した.

尚, 3H-thymidine腹 腔 内 注 射 に よ る再 生 肝 へ の

3Hの と り込 み は
,同 時 に所 定 の 方 法 に従 い,ラ ジ オ

オ-ト グ ラフ を行 い,光 学 顕 微 鏡 写 真 に よ っ て確 認

され た.

(Ⅲ) 次 に,ウ シ肝 臓corninの 生 理 的濃 度 以 上 の

投 与 に よ る正 常 肝 のDNA合 成 に及 ぼす 影 響 を調 べ

る実験 は,約70gr位 の 幼 若 ラ ッ トを使 用 して,ウ シ

肝 臓corninを200mg/100gr体 重 の割 合 い に腹 腔 内 に

注 射 し, 12時 間後, 3H-thymidine (40μCi/100gr体

重)を 腹 腔 内 に注 射 し, 2時 間labelし,断 頭 後,

肝 切片 を 切 り出 し,前 記 と同 様 に, Schneider法 に

よ りDNAの 定量 と, DNAに と り込 ま れ た3H-thy

midineを 測 定 した.尚,対 照 用 として,生 理 的 食 塩

水 を 用 い た.

実 験 結 果

ウ シ肝 臓corninの サ ン シ ヨ ウ ウニ 受 精 卵 に及 ぼ

す 影 響 に つ い て,図1に 示 す. crudeの ウ シ肝 臓

corninの10-3g/ml溶 液 中で の 分 裂 阻 害 効 果 は著 し

く,星 状 体 の形 成 並 び に受 精 膜 の 形 成 は,ほ とん ど

な されず,第1分 裂 は殆 ん ど完 全 に 阻止 され て い る.

 10-5g/ml溶 液 で も,第1分 裂 及 び 第2分 裂 共 に か な

り 阻害 され て お り,最 終 有 効 濃 度 は, 10-5g/mlで

あ り,ウ シ肝 臓cornin u-fractionに お け る最 終 有

効 濃 度 は, 10-4g/mlで あ る.

次 に,ウ ニ受 精 卵 に 及 ぼす ウ シ肝 臓corninの 影

響 の 中 で,電 子 顕 微 鏡 レ ベル で の 形 態 学 的 変 化 の 有

無 につ い て 調 べ,そ の 結 果 を写 真(3), (4), (5), (6)に

示 す 。 写 真(3)及 び(4)は, cornin非 投 与 で 核 膜 が 消

失 し か か っ て お り,卵 由 来 と思 わ れ るannulate

 lamellae及 び, microtubulesとendoplasmic re

ticulumのcolumnが み られ る.一 方cornin投 与

群 は,写 真(5) (6)に 示 して い る. annulate lamellae

は観 察 され るが,未 だ, microtubules likeの 物 は

見 られ な い.写 真(6)で はannulate lamellaeとen

doplasmic reticulumの 移 行 が よ く観 察 で きる.

corninの ウニ 受 精 卵 の 発 生 に 及 ぼ す 影 響 は,電 子 顕

微 鏡 で の観 察 で は,形 態 学 的 に は特 異 的 な変 化 を も

た ら して お らず,図1に 示 す よ う に,発 生 の 進 行 に遅

れ を生 じ させ るの が 主 な る作 用 と云 え る.

次 に,エ ール リッ ヒ腹 水 腫瘍 細 胞 に 及 ぼ す ウ シ肝

臓corninの 影響 に つ い て は,以 下 の 如 くで あ る.

(Ⅰ)①継 代7日 目の エ ール リッ ヒ腹 水腫 瘍 細 胞 の 分 裂

指 数: 37.3‰

② 継 代7日 目 colchicine 0.05mgを 腹 腔 内 注射 し,

 2時 間作 用 させ た 場 合 の 分 裂指 数: 60.1‰

③ 継 代6日 目 ウ シ肝 臓corninを 体 重100gr当 り

25mg腹 腔 内 に 注射 し, 7目 日の分 裂 指 数: 10.0‰

④ 継 代6日 目 ウ シ肝 臓corninを 体 重100gr当 り

25mg腹 腔 内 に 注射 し, 7日 目にcolchicineを0.05

mg腹 腔 内 に 注射, 2時 間作 用 させ た 場 合 の 分 裂 指 数

: 17.1‰

⑤ 継 代7日 目 non-labeled colchicineの 中 に

15μci含 む よ うに3H-colchicineを 加 えた溶 液 を腹

腔 内 に 注射 し, 2時 間labelさ せ た後 の ラジ オ オ ー

トグ ラ フは,写 真1に 示 す. 3Hの 取 り込 み は,分 裂

中 の細 胞 だ け で な く,あ ら ゆ る時 期 の細 胞 中 に取 り

込 ま れ て い るの が わ か る.

(Ⅱ) 次 に,エ ール リ ッヒ腹 水 腫瘍 細 胞 のDNA合 成

に及 ぼ す ウ シ肝 臓corninの 影 響 につ い て は,対 照

例 を100%と した と きのrelative specific activity

で あ らわ す と以下 の 如 くで,ウ シ肝 臓corninの 濃

度 に 応 じて,抑 制 効 果 が大 で あ る.

対 照 群: 100%

ウ シ肝 臓cornin 50mg/100gr体 重: 38.3% (2匹)

ウ シ肝 臓cornin100mg/100gr体 重: 24.6% (2匹)

以 上 よ り,ウ シ肝 臓corninの 腹 腔 内注 射 に よ り,

エ ー ル リ ッ ヒ腹 水腫 瘍細 胞 の分 裂 指数 は,著 明 に抑

制 され て お り,又, DNA合 成 に 対 して も, cornin

の投 与 量 が 多 い 程,抑 制 も著 しい 事 を示 して い る.

次 に,再 生 肝 の分 裂 指 数 に及 ぼす 影 響 につ いて は,

表2及 び3に 示 す.

健 康 な 他 の ラ ッ トの 肝 ホ モ ジ ネ ー ト及 び ウ シ肝 臓

corninは,著 明 に 再 生 肝 の 分 裂 指 数 を抑 制 して い る

が,抑 制 程 度 は,ウ シ肝 臓corninの 方 が 著 しい.

しか しな が ら, 3′-M-DAB投 与 に よ り発癌 した ラ

ッ ト肝 で は,部 分 的 肝 切 除 に よ る再 生 もほん の わず

か で あ る し,従 つ て,そ れ に 対 す る ウ シ 肝 臓cornin

の 影 響 も,ほ とん どわず か で あ る.

続 い て,再 生 肝 のDNA合 成 に 対 す る ウ シ 肝 臓
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Table 2.　 The influence of liver homogenates and bovine liver cornin on the mitotic rate in

 regenerating rat liver

Partial hepatectomies were performed at 8:30 A. M. to 10:30 A. M., the homogenates and

 bovine liver cornin were prepared and were injected at 9:30 A. M. on the following day, and

 the tissues were fixed at 9:30 A. M. of the third day.

Table 3.　The influence of bovine liver cornin on the mitotic rate in regenerating rat liver of

 rat fed on a DAB diet.

Table 4.　 The influence of bovine liver cornin on the DNA synthesis in regenerating rat liver

Partial hepatectomies were performed at 8:30 A. M. to 10:30 A. M., freshly prepared bovine

 liver cornin was injected intraperitoneally at 12 hours later and 3H-thymidine was administered

 at 9:30 A. M. on the following day and the rat sacrificed 2 hours after 3H-thymidine applica

tion.



398　 大 野 尚 文

corninの 影 響 につ いて表4, 5, 6に 示 す.こ れ ら

よ り,ウ シ肝 臓cornin 50mg/100gr体 重 の腹 腔 内注

射 で は, cornin並 び に3H-thymidineの 打 ち込 む

時期 及 び作 用 期 間 を か えて も,著 明 にDNA合 成 を

抑 えて い るが,ウ シ肝 臓cornin 5mg/100gr体 重,

 100mg/100gr体 重, 200mg/100gr体 重 の腹 腔 内注 射 で

は,ほ とん ど抑 制 効 果 は み られな い し,か えっ て少

しで は あ るが,促 進 効 果 を示 す 場 合 さ えあ る.し か

し,ウ シ肝 臓cornin 100mg/100gr体 重 の場 合, 3H-

thymidine打 ち込 み を,肝 切 除 後18時 間 目に した場

合,若 干 の抑制効果 がみ られた.

次 に,生 理 的濃度以上 のウシ肝臓corninの 投与

による正常肝 のDNA合 成に及 ぼす影響 については,

表7に 示すが,対 照用 の生理的食塩水 の腹腔 内注射

と比較す ると,ウ シ肝臓cornin 200mg/100gr体 重

の腹 腔内注射 によ り, DNA合 成 は, 2～3倍 に亢進

して いる.

尚, 3H-thymidineの 再 生 肝 への取 り込み は,所

定の方法に従 い,ラ ジオオー トグラフを作成 し,写

真(2)にて確 認 された.

Table 5.　 The influence of bovine liver cornin on the DNA synthesis in regenerating rat liver

Partial hepatectomies were performed at 8:30 A. M. to 10:30 A. M., bovine liver cornin

 was prepared and was injected intraperitoneally at 12 hours later and 3H-thymidine was admin

istered at 3:30 A. M. on the following day and the rat sacrificed 2 hours after 3H-thymidine

 application.

Table 6.　 The influence of bovine liver cornin on the DNA synthesis in regenerating rat liver

Partial hepatectomies were performed at 8:30 A. M. to 10:30 A. M., simultaneously bovine

 liver cornin was injected intraperitoneally, and 3H-thymidine was administered at 24 hours later

 and the rat sacrificed 2 hours after 3H-thymidine application.

Table 7.　 The influence of bovine liver cornin on the DNA synthesis in normal rat liver.

Bovine liver cornin was prepared and was injected at 9:30 P. M. intraperitoneally, and

 3H -thymidine was administered at 9:30 A . M. on the following day and the rat sacrificed 2 hours

 after 3H-thymidine application.
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考 察

細胞分裂及び細胞 の分化 に関す る研究 は,発 癌や

癌細胞の増殖 と,その抑制 とい う時代 的要求 の下 に,

現代医学界で最 も注 目をあびて いる課題の一つで あ

る.と ころで細胞 の増殖 が行 われ るた めには,細 胞

は必 らず細胞周期 を廻 らね ばな らな い.生 体内或い

は生体外にある細胞 は,あ る時期 には増殖 を くり返

し,あ る場合 には,分 裂能力 は保有 しなが ら も非増

殖性の状態 に とどま り,と きには特有の分化 をす る.

その中,非 増殖性 の状態 にある細胞の細胞周期上の

位置 を解明するためには,何 らかの方法で,非 増殖

性細胞 を増殖 で きる状態 にす るか,顕 微分光光度計

な どで,核 当 りのDNA量 を調べ ることによ り解析

で きうる.部 分的肝切除や, PHAな どで処理 され

た末梢 リンパ球な どでは,各 処理後DNA合 成 を行

ったあ とM期 に入 ることによ り,こ れ らの元 の細胞

は, G1期 にとめ られていた と思 われ る.次 に細胞周

期の模式図 と細胞増殖の調節を支配 してい る要素 を,

図25)に 示すが,非 増殖性細胞 を増殖 しうる状態 に

させ る刺激 としては,薬 品や抗原性刺激,ホ ルモ ン,

傷,細 胞密度の低下,血 清濃度,細 胞 を殺す な ど数

多 くの ものが知 られてい る.一 方,種 々の生体組織

による部分的 自己制 御機構 を説 明す るため,い くつ

か の 考 え が な され て きて い る,そ の うちの1つ の 有

名 な 考 え方 は, Bullough6) (1962)に よ って 提 唱 さ

れ たchalone説 で あ る. chaloneと い うの は,組 織

細 胞 か ら抽 出 され た 物 質 で,種 特 異 性 は あ ま りな く,

非 常 に 強 い 組 織 特 異 性 を もった分 裂 抑 制作 用 を持 っ

て い る.例 え ば,マ ウス の耳 上 皮 よ り抽 出 され た 標

品 は, 20,000～40,000く らい の分 子 量 を もつ糖 蛋 白

質 で あ り,局 部 的 に, chaloneの 濃 度 が あ る レベ ル

よ り以 下 に な れ ば い つ で も,細 胞 数 を正 常 に戻 す た

め,胚 芽 細胞 が 増殖 す る様 に な り,逆 に余 りに も細

胞数 が 多 くな れ ばchaloneの 濃 度 は正 常 の場 合 よ り

高 くな り,分 裂 能力 は低 下 す る様 に な る とい う説 で

あ る.そ の 後,腫 瘍 の 由 来 し た 正 常 組 織 か ら得 た

chaloneは,そ の腫 瘍 の増 殖 を特 異 的 に抑 制 す る こ

とが示 され,更 に そ の後,顆 粒 球 よ り得 た標 品 で は,

もっ と小 さな分 子量 を もつ こ とが 知 られ,組 織 に よ

るchaloneの 異 質 性 の存 在 が示 唆 され た. chalone

につ い て は, Ryotomaa & kiviniemi7) (1968),

 Mohr & Althoff8) (1968), Frankfurt9) (1971)等

の総 説 もあ る. Teiretal10) (1969)は,細 胞 の 類 壊

死(necrobiosis)の 分 解 産 物 は,細 胞 の 産 生 と消 去

との間 の均 衝 に影 響 を与 えて い るか も知 れ な い と述

べ て お り,実 際異 常 増 殖 反 応 は損 傷 を受 け た組 織 に

み られ て い る.そ れ 以外 に, Whitfield11)ら(1969),

 Rixon12) (1968), Perris13)ら(1968)は, CaCl2の

濃 度 を変 更 す る こ とに よ り, invitro或 い はin vivo

に お け る ラ ッ トの骨 髄 細 胞 や胸 腺 細 胞 の分 裂 活 性 の

変 動 を起 こ させ た.そ してin vivoで は, thyroc

arcitoninと 副 甲状 腺 ホ ル モ ンの 拮 抗 作 用 で血 中 の

Ca++濃 度 を変 動 し,そ の効 果 と して 分 裂 活 性 が 支 配

され る と考 え た. Egyud14) (1968)は, α-ケ トー ア

ル デ ー ドや2-メ チ ル ー ビニ ー ル ケ トン に よ る増 殖 阻

害 がSH化 合 物 の投 与 に よ り解 除 され る こ とを み て

い る.

図　2

Fig. 2　 Factors which control the cell cycle

 and the regulation of cell proliferation

Stich15) (1960), Goutier16)17) (1962, 1963)は,

ラ ッ ト再 生 肝 で の実 験 で,正 常 肝 の ホ モ ジ ネ ー トを

腹 腔 内 に注 射 す る と,再 生 肝 の 分 裂細 胞 数 が 減 少 し,

更 に ホ モ ジ ネ ー トを分 画 し, microsome分 画 に この

作 用 が あ る 事 を 見 い 出 して い る.こ の 場 合,特 に

DNA合 成 が 抑 制 さ れ る 事 が 言 わ れて い る.又,

 Goutierは,再 生 肝 のmicrosome分 画 に は,こ の

様 な 分 裂 抑 制 作 用 は な い事 を 見 い 出 して お り,こ れ

らか ら,再 生 肝 の状 態 に な る と,分 裂 抑 制 因 子 が な

くな るの か,或 い は分 裂 促 進 物 質 が 出現 して く る こ

と に起 因 して い るの で は な い か と考 え られ た.こ の
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DNA合 成 促 進物 質 の存 在 につ い て は, Morley and

 Kingdon18) (1973)が,ラ ッ ト肝 切 除 後24時 間 目に

血 清 を採 り,そ の血 清 を正 常 マ ウス の腹 腔 内 に注 射

し,マ ウス肝 のDNA合 成 が 惹 起 され る こ とを述 べ

て い る.そ して,そ の血 清 か ら,イ オ ン文 換 セ ル ロ

ー ズ とSephadex G-100ク ロマ トグラフ ィ とに よ り,

分 子 量 約26,000で 熱 に安 定 な蛋 白 質 が,分 裂促 進 要

素 で あ る こ とを 報告 して い る.又, Szent-Gyorgyi

19)等(1963)は
,胸 腺,大 動 脈,筋 肉 や腱 か ら細 胞

分 裂 に対 して,促 進 的 に働 く物 質"Promine"と 抑

制 的 に 働 く物 質"Retine"の2者 の 抽 出 に 成功 して

い る.と ころ で,我 々 の 教 室 で 研 究 を 続 け て い る

corninに 関 して は,西 田,村 上20)(1972)が 総 説 し

て い る よ うに,金 尾2)(1965)は,家 兎 の 骨格 筋 か

らウ ニ卵 の初 期 分 裂 を著 し く抑 制 す る物 質 ”筋cor

nin” の抽 出 に成 功 し,又,寺 坂21)(1967)は,ウ サ

ギ 及 び イ ヌ の 各 種 内 臓 よ りcorninを 抽 出 し,筋

cornin及 び角 膜corninよ りは弱 い が,ウ ニ卵 初 期

分 裂 を抑 制 す る作 用 が あ る事 を見 い 出 して い る 。又,

 Kobayashi22) (1969)は,ウ ニ卵 の 核酸 合 成 に対 す

るcorninの 影 響 を ア イ ソ トー プ を用 い て調 べ,ウ

サ ギ筋corninは,ウ ニ卵 の3H-uridineの 取 り込 み

を増 す が, 3H-thymidine 3H-thymine, 3H-uracil

の 取 り込 み を抑 制 す る事 を報 告 した.今 回,図1に

示 す よ うに,正 確 に20℃ の 恒 温槽 中 で発 生 させ る こ

と に よ り,寺 坂 の ウ シ肝 臓corninの 最 終 有 効 濃 度

10-4g/mlよ り1/10低濃度 の10-5g/mlで も,ウ ニ卵 の

初 期 分 裂 を著 し く抑 制 す る作 用 の あ る事 を 見 い 出 し

た.又,藤 田23)(1969)は, 3H-thymidineは,エ ー

ル リッ ヒ腹 水 腫 瘍 細 胞 のwhole cell,酸 不 溶 性 画 分

共 にlogarithmic phaseに 取 り込 まれ,そ の取 り込

み は,筋corninに よ って 抑 制 され る事 を見 い 出 し

た.又,半 井24)(1972)は,各 種 海 産動 物 か ら抽 出

したcorninの エ ール リッ ヒ腹 水腫 瘍 細 胞 の増 殖 に

及 ぼす 影 響 を調 べ,特 に イガイか らアル コール分 画 法

で 得 た分 画 は,エ ール リッ ヒ腹水 腫 瘍 細 胞 の増 殖 を

抑 制す る事 を見 い出 した.原 田25)(1967), T. Ohya

26) (1967)は
,マ ウ ス を用 いてin vivoで のcornin

の 抗 腫 瘍 効 果 を 確 め た.そ れ に よ る と,イ ヌ小 腸

cornin,ウ サ ギ筋cornin共 に,エ ー ル リ ッ ヒ腹 水

腫 瘍 に対 し,毎 日の腹 腔 内投 与 で増 殖 抑 制 作 用 を示

し,特 に,イ ヌ小腸corninが 強 力 で あ った.皮 下

投 与 で,筋corninは 無 効 で,イ ヌ小 腸corninは,

雄 にや や 抑 制作 用 を示 した,次 に,越 宗27)(1966)

は,ラ ッ トの再 生 肝 へ の32Pの と り込 み に関 して は,

筋 肉corninは,無 機 燐 の と り込 み を抑 制 し,か つ

nucleotideへ の32 Pの と り込 み を約1/3に 抑 え る こ と

を報 告 した.又,山 田28)(1970)は,呑 竜 系 ダ イ コ

クネ ズ ミの 肝 臓 か ら抽 出 したcorninを 用 い,同 系

動 物 の 肝 臓 由来 の 長 期 培 養 株 の1種 で あ るRLN-10

細 胞 の分 裂 抑 制 作 用 を,位 相差 顕 微 鏡16mm映 画 撮 影

法 と,オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ を 用 い て,ラ ッ ト肝 臓

corninは,ラ ッ ト由来 の 肝 細胞 の 増殖 を抑 制 す る こ

と を報 告 した.

今 回使 用 した ウ シ肝臓corninは, RNAを 含 む

核 蛋 白の1種 で,ア ミノ酸 分 析 機 に よ る ア ミノ酸 組

成 は,酸 性 ア ミノ酸 と して は,ア ス パ ラ ギ ン酸,グ

ル タ ミン酸 及 び グ リシ ン を,塩 基 性 ア ミノ酸 と して

は,リ ジ ン を多 く含 ん で い る.今 回の 実 験 で,ウ ニ

受 精 卵 及 び エ ール リッ ヒ腹 水腫 瘍 細 胞 にお い て は,

実 験 結 果 で 述 べ た 様 に,ウ シ肝 臓corninの 濃 度 に

応 じて,ウ ニ卵 の 初 期 分 裂 及 び エ ール リッ ヒ腹水

腫 瘍 細 胞 の 増 殖 は 抑 制 され た.又,表3に 示 す よ う

に, DAB投 与 に よ り発癌 した ラ ッ トにお い て は,

 Stichも 言 及 して い る様 に,部 分 的肝 切 除 に よ って

も,細 胞 分 裂 は ほ とん ど促 進 せ ず,又,部 分 的 肝 切

除 後 の ウ シ肝 臓cornin投 与 に よ って も,何 ら影響

を与 え られ ない 点 か らみ て も もは や, transformed

 cellで は,正 規 の 細 胞分 裂 の調 節 機 構 範 囲 よ り逸 脱

して い る もの と考 え られ る.一 方,再 生 肝 にお い て

は,表4に 示 す よ うに,肝 切 除後12時 間 目 に,ウ シ

肝 臓corninを い ろい ろ の 濃度 で腹 腔 内注 射 し, 2

時 間labelし, DNA合 成 に及 ぼす 影 響 をみ る と,

 cornin濃 度 が50mg/100gr体 重 を注 射 した 場 合 は,抑

制 効 果 は著 しい が, cornin濃 度 を100mg/100gr体 重

200mg/100gr体 重 に す る と,対 照 群 との 差 はな くな

り,場 合 に よ って は逆 に,若 千 の促 進 効 果 さえ み ら

れ た.そ こ で, cornin濃 度 が, 100mg/100gr体 重,

或 い は200mg/100gr体 重 投 与 の 場 合,生 理 的 濃度

よ り2～4倍 もの 高 濃 度 で あ るた め, DNA合 成 に及

ぼす 抑 制 作 用 が 顕 著 で あ り,そ の 為,肝 切 除後24時

間 目 で は,そ のreboundが 出 現 し,そ れ でDNA

合 成 の 抑 制 作 用 が な くな った の で は な い か と考 え,

 3H -thymidineを
,肝 切 除 後18時 間 目 に注 射 して み

たが,少 し抑 制 作 用がみ られ た が,あ ま り差 は な か

っ た.次 にcorninの 作 用 時 間 が 関 係 して い るの で

は な い か と考 え,肝 切 除 と同時 に,ウ シ肝 臓cornin

を腹 腔 内 に注 射 して み た が,や は りcornin濃 度 が

100mg/100gr体 重 投 与 で は, DNA合 成 抑 制 効 果 は

み られ な か った.以 上 の ウ シ肝 臓cornin及 び3H-
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thymidineの 投与 時期及 び作用時間 をわか りやす く,

図3に 示す.

図-3

Fig. 3

上記 の結果 よ り,ウ シ肝臓cornin作 用機序 に就

いて,以 下 の様 に考 えて みた.生 体には,細 胞 分裂

抑制物質 と細胞分裂促進物質が あ り,さ らにそれ ら

のbalanceを 調節す るため,高 位のmitotic rec

eptorが あると予想 され る.分 裂抑制物質 としては,

我々が抽出 に成功 してい るcorninが あ り,こ れは

組織特異性が あ り,肝切除後完全 に再生す るまでに,

約1ヵ 月かか ることか ら,こ の抑制物質 の合成 には

時間がかか ると考 え られ る.一 方,分 裂促進 物質 と

して は,前 述 したPromine等 が あり,こ れ らは,

組織特 異性 はな く,全 身か ら総動 員 され うる.ウ ニ

受精卵及 びエール リッヒ腹 水腫瘍細胞 は, in vivo

といって も, in vitroに 近 い もので,ホ メオス ター

シス を受けていない状態で あると考 え られる.従 っ

て,ウ ニ受精卵や エール リッヒ腹水腫 瘍細胞 では,

細胞 の増殖 の抑制 は,ウ シ肝臓corninの 濃度 に応

じ た 抑 制 を受 けて いる.と ころが一方,再 生 肝で

は, comin濃 度 が,生 理的濃度以下 になると,分 裂

促進 物質 の濃度 が相 対 的 に大 となるため,上 位の

mitotic receptorが 探知 し,あ るtriggerが ひか

れ,そ の結果 と してDNA合 成 が増加す る もの と考

えられる.そ して細胞分裂 が くり返 され,丁 度co

rnin濃 度 が生理的濃度 になれば, DNA合 成並 びに

細胞 の増殖 は中止 される.部 分的肝切除後,約1ヵ

月で元 の重量 に戻 り,そ こで細胞 の増殖 が中止 され

るのは,こ の ためであろ うと考 え られ る.表(41(5×6)

に示す様 に,ウ シ肝臓cominを, 100mg/100gr体 重

200mg/100gr体 重の割合 いに投与すれ ば,ラ ット再

生肝 でのcomin濃 度 は生理的濃度以上 にな り,そ

れに対抗 して,分 裂促進 物質が 総動員 され,結 果的

には分裂促進効果 が出 るの ではないか と考 え られる.

正常 ラ ットにウシ肝 臓comin 200mg/100gr体 重

投与 した場合,表(7)に 示 してい るが, DNA合 成 が

増加 しているの もこの為 であろ うと推察 され る.ウ

シ肝臓cominを50mg/100gr体 重投与 した場合,抑

制 効果 が あ るのは, corninが 元 の生理 的濃度 にな

り,分 裂促進物質 とのbalanceが とれ,肝 切除 によ

るDNA合 成の促進 効果が な くな り,従 って再生 肝

のDNA合 成 に対 す るcorninの 影響 は,こ の濃度

において,最 も強 い抑制 を受 けて いる.即 ち,正 常

肝 におけ るDNA合 成 に近 い状態, G0←G1に 返 そ

うとしてい るもの と考 え られ る.し か し, mitotic

 receptorが,果 して存在 す るのか?も し存在すれ

ば どこにあるのか?こ の2点 は,現 在の所,末 だ不

明であ る.し か し,大 脳,小 脳 な どの中枢 神経系 に

多量 に存在 してい るsubstance Pは,細 胞 分裂 に対

し促進作用 を持 っでお り29),同じ脳組織 よ り分裂抑制

因子 も抽出 されてお り,こ れ らは高 位 の 分裂 調 節

物質の存在 を暗示 して いる.生 物 は全 て,あ る程 度

成長すれ ば,自 か らその成長 を中止 してい る点,皮

膚や角膜 上皮,消 化管の上皮 細胞 の再生 時 に見 られ

る様 に,決 して元以上 に再生 す るこ とはない点,及

び,低 血糖,飢 餓 時 には成長 ホル モ ン(GH)の 分

泌 が増加 し30)31),その結果DNA合 成が高 まる点 な ど

よ り, mitotic receptorの 存在 が推察 され,そ れ と

成長 ホルモン との関係等,必 らずや,ど こか で結 び

つ く所 があるだろ うと思 う.

次 に,ウ シ肝臓corninの ウニ受精卵 に及 ぼす影

響 について,電 顕 レベルでの形態学 的変化 が生 じて

くるか否か につ いて は,写 真(3), (4), (5), (6)に示 し

ている様 に, cornin非 投与で は, annulate lamellae

や, microtubules likeの 物 が見 られ る時期 に,

 cornin投 与 で は,写 真(5), (6)の如 く, annulate la

mellaeだ けで,未 だmicrotubulesは 見 あ た らな

い.つ まり分裂 の進 行が遅延 させ られてい るのがわ

か る.し か しなが ら,他 の細胞 内構 成 物 は,何 ら

cornin投 与 によって も変形 ない しは,崩 壊 は されて

いない事がわか った.

結 論

ウシ肝臓corninを 用 い,ウ ニ受精卵及 びエ ール

リッヒ腹 水腫 瘍細胞 並 びにラ ッ ト再生肝 の増殖 に及

ぼす影響 を調べ た.

1) ウニ受精卵の発生 を抑制す る.し か し,電 子

顕微鏡 による観察で は,形 態学的 な変化 は認 め られ

なか った.
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2) エール リッヒ腹水腫瘍細胞 の増殖 に対 して は,

投与 した ウシ肝臓corninの 量 に応 じて,分 裂指数

は減少 し, DNA合 成 も抑制 された.

3) ラッ ト再生肝 の増殖 に対 しては,投 与 したウ

シ肝臓corninに よ り,分 裂指数 は減少 した.

4) ラ ット再生肝 のDNA合 成 に対 して は,ウ シ

肝臓corninの 濃度 が生理 的濃度 において,最 も著

し く抑制 され,生 理的濃度 をはずれて過少又 は,過

大 に投与す ると,抑 制効 果は,減 少す る.

5) この現象 は,高 次 の分裂調節 中枢 の存在 を示

唆 している と思 われ る.
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写 真 説 明

写 真1. The autoradiography when 3H-colchicine was administered to Ehrlich ascites carcinoma

 cells.

写 真2. The sutoradiography when 3H-thymidine was administered to regenerating rat liver.

写 真3. The arrow points to regions of the nuclear envelope which are breaking down.

 AL: annulate lamellae 4300×2.2

写 真4. The arrows point the columns of microtubules and endoplasmic reticulum. 9600×3.2

写 真5. AL: annulate lamellae 5900×2.2

写 真6. The arrows indicate the continuity of cisternae of annulate lamellae and endoplasmic

 reticulum. 15000×2.2

Regulation of mitosis in regenerating rat liver

Naohumi Ohno

Department of Physiology, Okayama University Medical School, Okayama, Japan

(Director: Prof. Isamu Nisida)

summary

The antimitotic effect of cornin extracted from bovine liver was studied. Obtained results 

are summerized as follows.

1) Bovine liver cornin has antimitotic effect on sea urchin eggs. But the author has not 

recognized the morphological differencies on their, development when observing sea urchin eggs 

under the electron microscopy.

2) The mitotic rate of Ehrlich ascites carcinoma cells decreased by injections of bovine 

liver cornin and also the DNA synthesis was inhibited in propotion to the doses of bovine liver 

cornin.

3) The mitotic rate in regenerating rat liver decreased by injections of bovine liver cornin.

4) The inhibition of bovine cornin on the DNA synthesis in regenerating rat liver, was the 
most strongest when administered in equal to the physiological concentration.

5) Above results suggest the existense of the higher mitotic autoregulating center.
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大 野 尚 文 論 文 附 図
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