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１１） 解糖系制御によるマウス肝細胞の分化調節メカニ

ズムの検討

研究代表者　藤井　清永

【目　的】

　肝臓は全身の物質代謝の中心に位置する臓器であ

り、その代謝機能のほとんどは実質細胞である肝細胞

が担っている。初代培養肝細胞は、肝臓の機能や薬物

代謝の研究に実用的な研究材料として広く用いられて

おり、肝細胞の増殖・分化のダイナミクスを検討する

上で有用なモデルである。しかし、分離肝細胞は、培

養初期には多くの生理的機能を維持しているが、培養

の経過に伴って形態や分化状態が劇的に変化する。し

たがって、初代培養肝細胞を研究に適用する際に、そ

の分化状態や機能的な変化を把握しておくことは重要

である。我々はこれまで、初代培養に伴う肝細胞の機

能的な変化を体系的に捉えるため、プロテオミクスの

手法を用いて、マウス肝細胞の培養後のタンパク質発

現の変化を検討してきた。プロテオミクスによる解析

により初代培養肝細胞の代謝状態の全体像を把握する

ことが可能であり、培養条件の違いに応じて代謝関連

タンパク質の発現レベルが劇的に変動することが明ら

かになった。特に、通常の単層培養では解糖系に関わ

るタンパク質の発現が著明に減少するが、肝細胞の増

殖が抑制され、分化形質が長期間にわたり維持される

スフェロイド（凝集）培養では、これらの多くのタン

パク質の発現が保たれるか、亢進する傾向が見出され

た。そこで本研究では、解糖系の最終産物であり肝細

胞機能に影響を与える可能性のあるピルビン酸を単層

培養系に添加した場合におけるタンパク質の発現と分

化状態の変化について調べた。

【方　法】

　肝細胞は、C５７BL/６Jマウスの肝臓よりコラゲナー

ゼ灌流法を用いて単離した後、EGFとinsulin、nicotin-

amideを添加した無血清Williams' E培地に懸濁し、Ⅰ

型コラーゲンを塗布したコラーゲン塗布ディッシュ上

で単層培養した。ピルビン酸は３０ mMの濃度で培地

に添加した。経時的に回収した細胞から可溶性タンパ

ク質とtotal RNAを調製し、可溶性タンパク質は酵素

消化した後に、LC-MS/MSによる定量プロテオーム解

析を行った。Total RNAはcDNAに逆転写後、分化マ

ーカー遺伝子類を対象に、定量RT-PCRによる発現解

た１，２）。そこで、血小板におけるPGF２αの標的受容体

を同定するため、これらプロスタノイドの各受容体欠

損マウスの血小板を用いてPGF２αの凝集促進作用を

検討した。その結果、FPもしくはIPを欠損したマウ

スにおいては、野生型マウスと比較して有意な差は認

められなかった。一方、EP３もしくはTPを欠損したマ

ウスにおいては、PGF２αの凝集促進作用は有意に減弱

した。また、TP欠損マウスにおいては、PGF２αによる

血小板の形態変化を示す凝集波形が認められなくなっ

た。さらに、EP３とTPの両欠損マウスにおいては、

PGF２αの凝集促進作用がほぼ完全に消失した。

PGF２αのヒト血小板凝集に対する作用

　ヒト血小板を用いて検討した結果、マウス血小板同

様、PGF２αは単独では血小板凝集を惹起しなかった。

そこで、ADPで弱い血小板凝集を惹起して検討したが、

PGF２αはADPによる凝集にほとんど影響しなかった。

【考　察】

　PGF２αは、マウス血小板の凝集を濃度依存的に促進

したが、この促進作用はFPを介したものではなく、

EP３およびTPを介したものであることが示唆された。

心疾患、脳血管疾患は、悪性新生物に次いで永らく日

本の死亡率の上位を占めている。なかでも心筋梗塞や

脳梗塞は高い割合を示しており、これら疾患の再発予

防を目的に使用される抗血小板薬の重要性が高まって

いる。血小板の機能を調節している因子として新たに

PGF２αを提案することにより、本研究が新規作用機序

を持つ抗血小板薬開発の一助となることを期待してい

たが、PGF２αの凝集促進作用はヒト血小板においては

認められなかった。PGF２αの血小板凝集に対する作用

には、ヒトとマウス間で種差があることが示唆された。
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【考　察】

　以上の結果は、解糖系の制御がタンパク質合成やエ

ネルギー代謝に影響を与え、肝細胞の分化や増殖の調

節に関連している可能性が示唆している。最近、肝細

胞と胆管上皮細胞の間には相互的な可塑性があること

が明らかになってきたが、肝上皮系細胞の分化調節メ

カニズムに代謝制御が関与していることはまだ報告さ

れていない。今回の結果に基づいて、肝細胞の分化調

節に関わる代謝制御の役割について、特に解糖系に焦

点を当て、さらに検討を進めていきたいと考えている。

析を行った。

【結　果】

　プロテオーム解析の結果、単層培養系にピルビン酸

を添加すると、培養後１日目から６日目にかけてクエ

ン酸回路ならびに解糖系に関わるタンパク質の発現が

全体的に低下する一方で、リボソームタンパク質、ア

ミノ酸活性化酵素類および酸化的リン酸化に関わるタ

ンパク質の発現が上昇した（図１）。また、肝細胞マー

カーであるalbumin（Alb）ならびに胆管上皮細胞マー

カーであるkeratin １９（Krt１９）、osteopontin（Spp１）、SRY

（sex determining region Y）-box ９（Sox９）の mRNAの

発現変化を調べたところ、ピルビン酸の添加により

Albの発現が軽度に抑制される一方、胆管上皮細胞マ

ーカーの発現が培養後３日目から６日目にかけて有意

に亢進することが判明した（図２）。

図１　単層培養マウス肝細胞に対するピルビン酸添加

の効果：機能分類されたタンパク質群の発現量変化

図２　単層培養マウス肝細胞に対するピルビン酸添加

の効果：肝細胞・胆管上皮細胞マーカーのmRNA
発現変化（Reference gene, １８S rRNA）
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