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肝細胞におけるリポタンパク合成のホルモン

及び細胞内脂質による調節

士
口本 勝

はじめに

脂質は生体のいずれの組織にも大量に存在し，その

量は組織内合成よりもむしろ組織間（ことに肝臓から

の）供与に依存している．また生体各種組織のエネノレ

ギー源として血糖よりむしろ肝臓が供給する脂質によ

る面も大きい．また食物として摂取された脂質はリン

パ管を介して肝臓に運ばれる．このような組織間の脂

質の運搬は小腸や肝臓で合成されるリポタンパクによ

っている（但し脂肪組織からの脂肪酸輸送は血中アル

ブミンによっている）．それゆえリポタンパク合成・

分泌能は栄養素やホノレモンによって複雑に調節されて

いる．とりわけ肝臓は生体全体の脂質のコントローノレ

センターとしての重要な役割をになっており， リボタ

ンパク代謝において中心的な役割を果たす臓器といえ

る．したがってリポタンパク代謝調節の異常（破綻）

としての種々の脂質代謝異常，ことに動脈硬化症の成

因や予防，治療などの重要な問題の解決も， リポタン

パク代謝の機構解明と密接に関係している．ここでは

肝臓におけるリポタンパク合成・分泌能のホ jレモン調

節に関する in vitro の研究の成果について述べ，あ

わせて成熟ラット初代培養肝細胞を用いて明らかにし

た，肝細胞内脂質によるアポタンパク合成の調節に関

する最近の結果について紹介したい．

I 肝リポタンパク合成のホルモン調節

しばしば内分泌疾患（例えば，糖尿病，甲状腺機能

低下症，副腎皮質機能冗進症）患者や経口避妊薬常用

者は高脂血症を示すことが知られ，種々のホノレモンが

リポタンパク代謝lζ 影響を及ぼしていることがうかが

われる．そこで肝臓のリポタンパク合成・分担、能に及

ぼすホルモンの影響について，ラットの濯流肝や遊離

肝細胞を用いてこれまでに報告されている結果と，成
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熟ラット初代培養肝細胞を用いた著者らの成績を述べ

ることにする．肝臓でのホノレモン作用を調べる上で，

従来前者らの系がよく用いられてきたが，これらは著

者らの系に比べ，以下のような多くの欠点がある．①

数時間の実験しか行えず，長期のホノレモン効果を観察

しにくい．②長期のホノレモン効果を調べたい場合には，

in vitro の系にもちこむ前に，あらかじめ目的のホJレ

モンを与えておく必要があるが，この際，他のホノレモ

ン系や神経系が作動して， あるホノレモン単独の効果を

調べる乙とが困難となる．③濯流肝は，肝臓を構成す

るすべての細胞からなる不均一な細胞集団であり， ま

た定量的な取り扱いが困難である．これらの点からも，

著者らはこれまでに肝臓でのホルモン作用を調べる う

えで，初代培養肝細胞が優れた系であることを報告し

てきた山〉．なお肝細胞の分離，及び初代培養法の詳

細については， 著者らの総説を参照されたい3) 4）.以

下，各種ホJレモンの効果について論ずる乙とにする．

表 1 に示したように，クボルココノレチコイドおよびイ

ンスリンは VLDL 合成・分泌促進作用を有し，他方

ク、、ルカゴンは抑制作用を示す乙とが知られている．周

知のように，前者 2つのホノレモンは脂質合成を促進し，

後者は抑制することも明らかにされており，これらか

ら脂質合成と VLDL 合成・分泌との聞に密接な関係

がある乙とが示唆される．そこで著者らは，初代培養

肝細胞を用い，アポタンパク合成速度に及ぼすホルモ

ンの long-term 効果を調べた（表 2 ）.肝細胞をイン

スリンと 2 日間培養すると， VLDL アポタンパク合

成速度は対照の 2～3倍に，さらにデキサメサゾンが

共存すると， 4～5倍に促進される．一方，肝細胞の

脂質合成はインスリンによって， short-term ( 2時間）

及び long-term ( 1～2 日）に促進される山．主要な

脂質合成調節酵素の 1 つである glucose-6-phosphate

dehydrogenase は， インスリンによって酵素合成促
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表 1 ラット肝におけるリポタンパク合成・分泌

のホノレモン調節 （in vitro の系を中心に）

ホノレモン

グルココルチコイド｜トリグリセリド分泌冗進（湛流

肝）

インスリン

グJレカゴン

ゴJレジ装置での VLDL 頼粒の

数，大きさの増加， トリグリセ
リド分泌冗進 （in vivo) 

VLDL のトリグリセリドラ｝泌

冗進，＂ C－オレイン酸からの
VLDL. のトリグリセリドへの

取り込み充進（謹流肝）
3H10 からの VLDL のトリグ

リセリドへの取り込み冗進→ト

リグリセリド分泌過程自身には

影響なし（遊離肝細胞）
3H20 からの VLDL のトリグ

リセリドへの取り込み減少（遊

離肝細胞）

6) 

8) 

8) 

コレステロール分泌減少（遊離｜ 9) 

肝細胞）
甲状腺ホJレモン I VLDL のトリグリセリド，ア

ポタンパク分泌減少
"C －オレイン酸の VLDL のト｜ 10) 

リグリセリドへの取り込み誠少

（濯流肝）

エストロゲン I VLDL のトリグリセリド，コ

レステロール． リン脂質，アポ
タンパク分泌充進 I n) 
uc ーオレイン酸のトリグリセリ

ドへの取り込み冗進（謹流肝・

遊離肝細胞）

表 2 VLDL および HDL アポタンパク合成におよ

ぽすホノレモンの長期的影響

ホルモン

無添加

デキサメサゾン（10-•M)

インスリン（10-1M)

βーエストラジオーJレc10-1M)

ク勺レカゴン（10-1M)

インスリン＋デキサメサゾン

インスリトンラ＋ジデオキーサノメサゾン十
βーヱス レ

ユンスLン＋デキサメサゾン＋｜
Jレカン

一一角×

タ一D一向
ポ一L一μ→

ア一V一mm

ノ一一タ
ン一一一L一r

0. 575 

0. 708 

1. 61 

0. 618 

0. 574 

2. 64 

3. 57 

1.48 

7下上ン、一一
一一，，

度一ru一時
晴一D一品

．切一H一ク
ム口一一f

0.411 

0. 505 

0. 605 

0.732 

0. 675 

同司
Et’ 

ラット肝細胞を 596仔牛血清と 10-•M デキサメサゾンを

含む williams E 培地で初代培養を開始後， 7時間自に種

々のホルモンを含む培地と交換し40 時間培養を続けた．初

代培養開始47 時間後 3fl ーロイシンで 3時間ラベルを行い，

培地を濃縮後，抗L D L 抗体で VLDL を，また抗アポA-

I抗体でH D L を免疫沈降させ，それぞれにとりとまれた

SH のカウントを決定した．
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進を介して 4～5倍誘導されること，酵素誘導とイン

スリンによる long-term の脂質合成の促進の聞に，

密接な相関性が存在することも明らかにした山．先に

述べたように，インスリンは脂質合成能冗進とともに，

VLDL アポタンパク合成能をも促進し，両者協調し

て VLDL 合成能が高まると考えられる．他方グノレカ

ゴンは， short-term に脂質合成を阻害するとともに，

インスリンとデキサメサゾンにより促進された VLDL

アポタンパク合成能を抑制する．他方，デキサメサゾ

ン単独では，脂質合成， VLDL アボタンパク合成に

はほとんど効果が認められず，インスリンの効果をわ

ずかに促進するにすぎない．乙のデキサメサゾンの効

果は，細胞の生存率を高めることによって起乙る二次

的な結果と考えられる．後述するように，著者は肝細

胞内脂質量がアボタンパク合成を調節することを認め

ているので，ホノレモンによる VLDL 合成・分泌能の

変化も，ホJレモンによる肝細胞内脂質量の変化を介し

た二次的なものである可能性と，ホルモン自身が転写

あるいは翻訳レベノレでそれぞれのアポタンパク合成の

調節を行っているという 2つの可能性が考えられる．

最近ラットのアポ A- I 13 り及びアポ EW の m-RNA

量が，無細胞蛋白合成系での翻訳活性を指標にして測

定できるようになった．この系を利用すれば，ホ jレモ

ンによるアボタンパク合成の調節が転写あるいは翻訳

レベノレで研究でき，また脂質合成能とどのように関連

しているのか調べることができる．

甲状腺ホJレモンの作用については，現在までの結果

でも，濯流肝の系ではトリグリセリド分泌低下10 ），ま

た in vivo の系ではトリグリセリド分泌元進15 ）と，

両者で異なり一定した結論が得られていない．著者ら

の系では，脂質合成12), VLDL ・ HDL アポタンパク

合成に対して，甲状腺ホルモンは効果が認められなか

った． しかし， 甲状腺を摘出したラット肝細胞では，

ATP-citrate lyase 活性が甲状腺ホ jレモン依存性に増

加するととが報告されている16 ）.また甲状腺ホ jレモン

の肝臓への影響は，前もって甲状腺摘出を行ったラッ

トを用いないと認められない乙とが指摘されているの

で，我々の結果から肝細胞でのアポタンパク合成に

甲状腺ホノレモンが関与していないとは結論づけられな

エストロゲンについては，現在経口避妊薬の普及に
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伴い，その副作用の 1っとして高脂血症が問題となっ

ている．乙れは主に VLDL 濃度の増加によるが，こ

の機構が VLDL 合成あるいは異化の，どの段階で調

節されているのか興味深い点である．表 11ζ 示すよう

に，ラット肝においては，エストロゲンが VLDL 分

泌を促す乙とが知られている．また初代培養肝細胞を

用いた実験でも， エストラジオールは“C－グリセロ

ールの VLDL 中トリグリセリドへの取り込みを促進

することが報告されている 17 ），一方，我々 の実験では，

ヱストラジオールは， 単独では，脂質合成12 に及び

VLDL アボタンパク合成に対して無効であり， イン

スリンと共存した時にのみ， VLDL 合成能の促進が

認められた．一方，鳥類肝においては，エストロゲン

による VLDL 合成促進作用は古くから知られている

が，とのことは鳥類肝の初代培養細胞でも認められて

いる 18'. VLDL 誘導の際，鳥類 VLDL の主たるア

ポタンパクであるアポ VLDL-II の m-RNA レベ

ノレが増加することが，無細胞蛋白合成系を用いて明ら

かにされている 19 ），その後，アポ VLDL- II mRN A 

の complementary DNA を使ったハイプリダイゼー

ション法による mRNA の直接定量法でも，エスト

ロゲンはアポ VLDL- II mRNA 量を増加させる

乙とが明らかにされており，エストロゲンによる

VLDL 合成の調節が転写レベノレで行われていること

が証明されたω．また最近，遺伝子レベソレでの解析も

進み，アポ VLDL-II 遺伝子が3個あるいはそれ以

上のイントロンlとより分けられた，少なくとも 4 個の

エクソン部分からなるととが明らかにされている 21),

近年， HDL コレステロールレベノレが冠動脈疾患発

症率との聞に逆相関関係が認められることで注目され

ている．インスリンやエストロゲンは血中 HDL レ

ベノレを上昇させるといわれている．我々の成績による

と， HDL アポタンパク合成速度は VLDL と異なり，

表2 に示したいずれのホノレモンによっても変動しない．

とのととから， HDL レベノレのホノレモン調節は，肝臓

での合成よりも，むしろ腸での合成，低比重系リボタ

ンパクからの転換，あるいは HDL 自身の異化段階

において行われているのかもしれない．もし肝細胞で

の HDL 合成・分泌能を促進し，血中 HDL レベル

を人為的に高めることができれば，動脈硬化の予防や

治療に大いに貢献するととができると考えられる．乙
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のような薬物の開発l乙成熟ラット初代培養肝細胞は

優れたスクリーニング法となりうる．

Il 肝細胞内脂質によるアポタンパク

合成の調節

Ruderman ら22 ）はラット濯流肝において，脂肪酸を

含む培養液で瀧流を行うと， VLDL のトリグリセリ

ドとアポタンパクの両者とも分泌が増加し，アポタン

パクへのアミ ノ酸の取り込みも著明に増加することを

報告した． しかし， LDL・HDL の合成は脂肪酸濃度

によっては， 影響を受けない．そζで彼らは細胞内で

新しくエステノレ化されたトリグリセリド，あるいは他

の脂質代謝物の濃度が， VLDL の合成あるいは分泌

に特異的に影響を与えている可能性を考えている．ま

た Alcindor ら23 ）は，同様に濯流肝を使い，高濃度脂

肪酸による VLDL・LDL への 140 －ロイシンの取り込

みの増加を認め，乙の誘導がアクチノマイシン D でお

さえられることを示した．彼らも小胞体での脂肪酸エ

ステノレ化の増加が，局所的に脂質の濃度を増加させ，

これが特異的な受容体として働き，アボタンパク合成

を刺激するのだろうと予想している．またアクチノマ

イシンD を使った実験から転写レベノレで調節されて

いるのではなし、かと考えている． これに反して， Da-

vis24 ＇は初代培養肝細胞を用い，脂肪酸による VLDL

のトリグリセリド，アポタンパク合成誘導機構が短期

間でおこる乙と，またこの誘導がサイクロヘキシミド

で阻止されるが，アクチノマイシンD では影響されな

いことを示した．これらの結果は，脂肪酸による誘導

が転写レベルではなく，おそらくリボゾームでの翻訳

段階による調節である可能性を示している．以上のよ

うに，合成促進機構については，まだ明確でない．

我々は，肝細胞の脂質合成能とアボタンパク合成能

の間に何らかの相互作用が存在するのではないかと

考えて研究をはじめた．まずラット肝細胞をインスリ

ンとデキサメサゾン存在下で 2 日間培養し，前もって

VLDL 合成・分泌能を高めた状態で，強力な脂肪酸合

成阻害剤である TOFA 〔5-(tetradecyloxy)-2-furoic

acid 〕を用い，肝細胞の脂質合成を阻害した時， アポ

タンパク合成がどのような影響を受けるかについて調

べた. TOFA は TOFyl CoA となり， acetyl CoA 

carboxylase を阻害することによって，脂質合成を特



かじめ枯渇させた時，アポタンパク合成能がどのよう

に影響を受けるかについて調べた. TOFA 存在下で，

脂質合成を停止させた状態で培養を続けると，図1に

示すように20時間で肝細胞内（可溶性画分）のトリグ

リセリド， リン脂質，コレステロールなどの脂質が枯

渇する．この時 VLDL アポタンパク合成は，脂質プ

ーノレの枯渇lとともなって低下し， TOFA 添加20時間

後にはほとんど停止してしまう（図2）.このアポタ

ンパク合成能の低下は， TOFA を長期間作用させた

ため，肝細胞のタンパク合成能が阻害されたためでは

ない（図3）.細胞の健康度を鋭敏に反映する細胞外

タンパク（分泌タンパク）合成能ならびに細胞内タン

パク合成能は， TOFA 無添加に比べて差がなく，また

形態的にみても， TOFA による細胞傷害作用はみら

れない．他方細胞内 VLDL アボタンパク合成速度を

みると（図2），対照に比べ差がないことから， TOFA

長期処理による VLDL 合成・分泌の抑制は，分泌が

限害されたためでなく，肝細胞内脂質量の低下に伴う
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TOFA による脂質合成阻害と VLDL アポタ

ンパク合成におよぼす影響

i uc 
｜τI ロイシンのタンノぞク

｜り込み dpm/mg タンパク Img タンパク質／時間×
I 'n!時問×10-2 I 10-3 

I T o I Ch I Ch-E lvLDI 片LDL! 細胞内｜分泌タ
｜  ｜  ｜  ｜  ｜  「タンノマク｜ンノfク

対照 Iao. o I 8. 90 I 1. 40 I 6. 40 I 1. 80 I 20. 4 I 11. o 
TOFA I  I  I  I  I  I  I 

I  I  I  I 0. 50 I 1. 91 I 21. 2 I 13. 4 
(5 μM) I  I  I  I  I  I  I 

10-1M インスリンと 10-eM デキサメサゾンを合む培地で

40時間初代培養したラット肝細胞を 5μM TOFA 有無で

uc＿酢酸および 3fl ーロイシンとインキュベートした．

T G ；トリグリセリド， Ch ；コレステロール， Ch-E ；コ

レステローJレエステル
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TOFA 長期処理による肝細胞内脂質プーノレ

の減少

10-1M ン ンと 10-•M デキサメサゾン

養後7時間で 5μ,M TOFA を添加した．

白：無添加 黒： TOFA 添加

50 20 10 

図1

30 

時間

TOFA 長期処理による VLDL アボタンパク

合成の低下と VLDL 添加による回復

0 ：分泌された VLDL アボタンパ

ク合成 ／白：無添加 ¥ 
a：細胞内 VLDL アボタンパク合 I黒： TOFA 添加／

成

(t: TOFA 添加20時間後， TOFA 含有培地をすて

細胞を洗浄後， TOFA を合まない培地で培養
・： TOFA 存在下で血清濃度の 5倍になるように

VLDL を添加

60 50 40 20 10 
。。

図2

異的に阻害するといわれている25），表3に示すように，

TOFA は 5μM の低濃度で， uc－酢酸の各脂質への

取り込みをほぼ完全に阻害する. TOFA によって脂

質合成を阻害した条件下でも， VLDL アボタンパク

合成・分泌能はほとんど影響を受けない．乙の乙とは，

VLDL 合成に利用される脂質が，肝細胞内にすでに

プーノレされていた脂質によってまかなわれたためであ

ろうと考えられる．そこで肝細胞内脂質プーノレをあら
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図3 TOFA 長期処理による肝細胞のアノレブ唱ミン

及び細胞内，分泌蛋白合成におよぼす影響

anーロイシンのそれぞれの蛋白への取り込みでしらべた．
培養条件は図 1と同一

白：無添加 黒： TOFA 添加

アポタンパク合成能の低下によるといえる．図2で示

したように， TOFA 長期処理により脂質プールが枯

渇した肝細胞に，脂質を VLDL の形で外から与える

と，アポタンパク合成能が速やかに回復する．また

TOFA を除去して肝細胞の脂質合成能を動かせた場

合も，肝細胞内脂質プーjレの回復に伴ってアポタンパ

ク合成能の回復がみられる．この時，脂質合成能の回

復は約2時間でおとるが，アポタンパク合成能の回復

は約20時間かかって対照レベソレまで達する．この時間

のずれは，細胞内脂質プールがアボタンパク合成を充

分に回復させるまでに要する時間と考えられる．同様

な結果は， HDL アポタンパク合成能についても認め

られる．

お わ り

以上肝細胞のリポタンパク合成の調節機構について

述べたが，この調節は脂質合成と密接に関係している

のが特徴で，その関係はヘモグロビン合成調節と似て

いる．現在，ヘミンがグロビン合成をリボゾームレベ

ノレで調節していることが知られている．これはヘミン

を添加すると， hemin controlled translation inhi-
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bitor がリン酸化されずに，そのため真核細胞翻訳開

始因子－2(eIF-2 ）のαサブ、ユニットがリン酸化を受

けないととにより，翻訳が進行すると考えられてい

る26).

著者らは， リポタンパクの合成においても，細胞内

の脂質がアポタンパクの合成を，翻訳レベルで調節し

ている可能性があるのではなかろうかと考えている．

今後アポタンパクの m-RNA レベルを測定すること

によって，ホルモン及び：脂質によるアポタンパク合成

の調節が，どの段階で，どのような機構でおこなわれ

ているのかについて，分子レベノレでの解析を進めてい

きたいと考えている．

おわりに種々御助言いただいたIP原 明教慢に感謝します．
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