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論文内容の要旨

[目的]

Vitamin D及びその代謝物の血清中の特異的結合蛋白質である Vi tamin D binding protein (D P 

B) の産生臓器は肝臓又はリンパ球とされ，妊娠の継続につれて血清中のDBP (VDBP) 濃度が増

加するがこれまで産生細胞の同定及び産生のホルモン調節について，明確に示された事は無い。これら

の事を，明らかにする目的で，高度に分化し様々な肝細胞機能を保ったヒト肝細胞癌組織由来の株細胞

HuH-7 を用いてDBP の産生とそのホルモン応答について検討した。

[方法]

HuH-7 細胞は無血清の R P M 1 1640 (N a ゚eO 3 を含む)にて 5 %C0 2 95%大気中で維持培養し，

conditioned serum free media (C S F M) を限外漉過にて濃縮した。 CSFMと正常ヒト血清中のDB

P を 3H25-0HD3 との binding assay により同定し，両者を下記の項目について比較検討を加えた。

( 5 -20% (w /v) 庶糖密度勾配法にて沈降定数(S 20.0 W) の測定 ( Sephadex G -150を用いたゲ

ル漉過法による分子量 (Mr) 測定 ( Scatchard plot による親和定数 (Ka) の測定 ④ウサギ抗ヒト

DBP抗血清を用いた Ouchterlony法と Hirschfeld法による免疫学的検討⑤庶糖密度勾配法とゲ、ル漉

過法による DB P -actin複合体形成能の分析

また， O.l%Triton X -100を含んだ抗ヒト DBP抗血清を用いて，蛍光抗体染色法にてHuH-7 細

胞内のDBP の同定を行った。

HuH-7 細胞を10 5 コ /2cnf well に調整後，各種ホルモン Onsulin ， Glucagon , Estradiol, Dihydroｭ

testosterone. Triamcinolone. E G F )添加培地を加え96時間培養し，細胞数及び培地中の DBP の
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3H25-0HD3 との結合活性を検討した。

[成績]

HuH-7 は、 S 20九 =4.1 S , Mr=58 ,000, Kaニ8 .4 x 10 8 M- 1 で inter-α領域に電気泳動されVDB

P と免疫学的同一性をもっDBP を産生した。 VDBP は各々 4.0 S , 8.6 X 10
8 M-

1

であった。両者と

も F -actin を解縮してG -actin と 1 : 1 結合し S 20.0W =5.5 S , Mr= 100 ， 000の複合体を形成した。

蛍光抗体染色法では， HuH-7 の細胞質が特異的に染色された。

Insu1in は1Q-l0MでDBP産生が2.5倍となり， lQ-llMで細胞数が1. 5倍となったo glucagon では1Q-12M

でDBP産生は1.7倍， 10- 8 Mで細胞数は1.4倍となった。 Estradio1では10- 9 Mで2.7倍の， Dihydrotest 

oste1one ではlQ-llMで2.6倍の， Triamcino1oneでは10- 9 Mで3.1倍， EGF では10 三/1 で3.1倍の DB

P産生の最大の増加を認めた。これらのホルモンでは，細胞数の変化は僅かであった。

[総括]

ヒト肝細胞癌組織由来の株細胞HuH-7 は，正常ヒト血清中のDBP とほぼ同ーの免疫学的，生化学

的性質を示すDBP を産生，分泌し，これは各種ホルモンによる応答を受ける事を示した。

論文の審査結果の要旨

本研究は，ヒト血清Vitamin D結合蛋白の産生の調節と起源を明らかにするため， HuH-7 細胞株

(ヒト肝癌由来)を用いて検討したものである。その結果，本細胞株は Vitamin D結合蛋白を産生する

ことが明らかになり，これを精製して，ヒト血清中の Vitamin D結合蛋白と比較検討を行ったところ，

同一であることが確認された。さらに種々のホルモンに対する応答'性についても検討を行った。これら

の成績は， Vitamin D結合蛋白の産生起源と産生調節に新知見を加えたものである O
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