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Abstract

Hepatocytes of carp, Cyprinus Carpio, were cultured in completely medium, Williams E

containing fetal bovine serum and insulin for 3 days and in its thiamin free medium for 1

day.　C-Thiamin was added into the medium to investigate thiamin metabolism in the

primary culture of carp hepatocytes.　Radioactivity was mainly found in thiamin diphos-

phate (TDP) fraction in the cell, and in TDP and thiamin monophosphate (TMP) fraction

and in thiazole (Tz) fraction in the medium of carp hepatocytes by high-performance liquid

chromatography (HPLC).

ビタミンBl代謝についてはラットや他の実験動物にBlを投与し組織や臓器のBl代謝回転を

みる研究が進められている卜3)｡動物の固体全体を用いるこれらの方法は貴重なものであるが,

複雑な問題が多く関係しているため代謝を詳細に検討するには個々の組織または臓器について細

胞レベルで代謝をみることが必要である｡細胞培養の技術が進歩し肝臓やその他の臓器の初代培

養細胞の調製が可能になったので4-7) gj代謝について初代培養肝細胞を調整し検討を加えた｡

振塗法によりコイの肝細胞を分離し牛胎児血清及びインシュリンを含むウイリアムEの培地で

3日間培養し培養肝細胞を調整後,培地に14C-Biを添加して24時間培養し細胞と培地のB▲代

謝産物を高速液体クロマトグラフィー(HPLC)で分画した｡放射活性の分析から細胞ではTDP

が高く,培地にはTDP, TMPのほかTzが分泌あるいは排推されることが明らかにされた｡

実　験　方　法

振遵法によるコイの肝細胞の調製法8-10)

魚類の肝細胞の調製は林8,9)によって報告されているのでその方法に準じてコイの肝細胞を調製
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した｡コイの肝謄臓は腸の周りに付着して存在しており,組織も軟弱であるため,他の動物のよ

うに港流法で分離肝細胞を調製することは困難であるので振塗法により分離肝細胞を調製した｡

1) 3　　匹の体重200-250gのコイをMS222で麻酔後　70%エタノールで体表面を滅菌し

た｡クリーンベンチ内で口頭部からハサミを入れ腹線に沿って旺門の手前まで開腹し片側の腹部

を切除し肝障臓を露出させた｡旺門に近い部分の腸をピンセットでほぐし左指で軽くつまみ上げ

ながら,屈折した腸をほぐし,腸の周りに付着している肝障臓をピンセットで取り外し約50ml

のCa2-freeリンゲル液の入ったビーカー内で軽くすすぎ,このすすぎを3回繰り返し血液を洗

い流した｡

2) 20mlの5mMコラーゲナ-ゼ/リンゲル液の入ったビーカー内に入れハサミで細切した｡

細切したものを20mlの注射筒に入れ注射筒の穴を通過させ更に18Gの注射針を付した注射筒

を通過させ肝豚臓を出来るかぎり細切した｡

3) 5%C0-95% Oをガス滅菌用フィルターを通して30秒間通気し密栓した｡

4)インキュベーター内で25℃, 30分間, 110往復/分の振塗をした｡

5) 110メッシュのステンレス製フィルターで細胞を滅過した｡

6)漉液はIOOOrpm (100×g)で1.5分間遠心分離し上清はパスツールピペットで吸引除去

した｡

7)沈殿に約40mlの2mMEDTAリンゲル液を加え,駒込めピペットで充分ピベッチングL

IOOOrpmで1.5分遠心分離し,この操作を2回繰り返した｡

8)沈殿に約40mlのリンゲル液を加え,同様にピベッチングし遠心分離する操作を2回繰り

返した｡

9)淡黄褐色のペレット状態の細胞に15-20mlの培地を加え細胞懸濁液を調製した｡

10)細胞懸濁液から一定量を試験管に取り　0.5%トリパンブルーを加え血球計算盤を用いて

生細胞数および死細胞数を測定した｡

コイの分離肝細胞の単層培養法

1)培養ディッシュはコラーゲン(豚臆由来ペプシン可溶化Type I Collagen, Cellmatrix I

-p,新田ゼラチン)を1mMHClで希釈し, 0.5mg蛋白質/mlとし10cmディッシュに1ml添

加した｡ 2時間以上クリーンベンチ内で乾燥させた後リン酸緩衝液(PBS)で2回洗浄し,ウイ

リアムE培地にインシュリンを0.16/∠Mお

よび牛胎児血清　FBS)を5%となるように

加えた培養液(Tablel)を7-10ml添加し

て28℃　5%COインキュベーター内に静

置した｡

2)コイの分離肝細胞は2 ×105cells/cm2

Table 1. Medium composition.

Williams'Medium E

Penicillin

Kanamysin

NaHCOa

Fetal bovine serum

Insulin

ll mg/ml

100 U/ml

100 〝g/m1

23　mM

5%

0.16 /∠M
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の密度でディッシュに加え前後左右に揺り動かし細胞を均等に分散させた｡ 28℃, 5%COイ

ンキュベーターに静置すると細胞はディッシュの底面に接着し大体3日後には球状であった細胞

はやや偏平となり伸展が見られ,細胞核が認められるようになるので培養液を交換した｡

コイの培養肝細胞のビタミンB.代謝

1)培養2 - 3日後の培養肝細胞にBl･を含まない培養液を添加して24時間培養後新しい培養

液と交換し,チアゾ-ルのC-2にラベルしたチアミン(14C-Bi)を添加し24時間培養した｡培

養液はパスツールピペットで分取し1mlのPBSで2回細胞表面を洗浄し直ちにTCAを終濃度

5%になるように加えた｡細胞には5%TCAを加えシリコンラバーで細胞を掻き集めテフロン

製ホモジナイザ-でホモジナイズした｡ TCAで除蛋白した培地および細胞は遠心分離し上清に

同量のエーテルを加えてこの操作を2回繰返しTCAを取り除いた｡試料は凍結乾燥し標準の

TTP, TDP, TMP,チアミン(T), Tzを添加しカラムクロマトでBl代謝産物を分画した｡

HPLCによるビタミンB.代謝産物の分画及び定量

jj.Bondapack Cis (39×300mm)及びCosmosil 5Ci8-AR　4.6×150mm)を用いた逆相系

HPLCによるビタミンBl代謝産物の分画を行った｡溶出液は253nmの紫外部吸収を測定しその

一部を取り放射活性を測定した｡

結果及び考察

振違法によるコイの肝細胞の調製

コイの肝障臓は腸の周りに付着して存在し組織も軟弱であるため他の動物のように港流法で分

離肝細胞を調製することは困難であるので振盗法により分離肝細胞を調製したが,分離されない

細胞集団が一部観察され回収率も低くなる傾向が見られた｡均一な分離肝細胞を効率よく調製す

るため細胞の細切をハサミで細切した後注射筒や注射針を通過させ更に細かくしたり,ステンレ

ス製フィルターで細胞を渡過したりすることなどで写真1のように均一な分離肝細胞を調製する

ことが出来た｡このようにして調製された分離肝細胞の生存率はトリパンブルー染色によると

90%以上であった｡調製直後の分離肝細胞(写真1)は培養3日後(写真2)には接着し核が見

えるようになり, 5日後(写真3, 4　にはディッシュ全体に細胞の接着伸展が進んでいること

がわかる(Fig.1)｡

HPLCによるビタミンB.代謝産物の分画及び定量

ビタミンBl及びそのリン酸エステルのHPLCによる分画及び定量は詳細に研究されているID-

14)｡ Blの分解産物であるチアゾ-ルについても報告されているが11,12)この実験では培養肝細胞
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(3) (4)

Fig. 1　Micrographs of carp hepatocytes cultured in Williams'medium E for 0 day (1), 3 days (2), 5

days (3) and5days (4). Magnification; ×200 (1-3), ×82　4.

10　　　　　20

Retention time (min)

Fig. 2　Chromatogram of TDP, TMP, thiamin and thiazole.

Column : Cosmoci1 5Ci8-AR(4.6×150 mm), Mobile

phase : 0.05M KH2PO4+0.005M Octan sulfonate

Na : Metanol (3 : 1), Apparatus : Multisolvent De-

livery System (Waters 600) , Detector : Lamb-

da-Max 481 LC Spectrophotometer (253nm UV) ,

Recorder : Data Module M 741 (Waters) , Flow

rate : lml/min, 1 :TDP,2 :TMP,3 :Thiazole,4 :

Thiamin.
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100

Thiamin (pmol)

200

Fig. 3　Calibration graph of TDP, TMP, thiamin and thiazole. (l) : TMP, (2) : TDP, (3) : Thiamin,

(4) : Thiazole.

の細胞および培地についてBlとそのリン酸エステルおよびチアゾ-ルのBl代謝産物を同時に

分画出来る条件を検討した｡ /∠ Bondapack Cisでも分画は可能であったがCosmosil 5Cisを使用

したイオン会合法による分画は分離度がはるかに高かったので(Fig.2)以下Cosmosil5Cisで

Bl代謝産物を分画した｡検量曲線をFig.3に示しているが200pmolまで直線関係が得られた｡

紫外部吸光による検出であるため蛍光分析に比べ最小検出量は大きかった｡溶出液の分画量は溶

出位置が隣接しているBlリン酸エステルをうまく分取するよう0.5mlとし溶出液の一部をとり

放射活性を測定した｡

コイの培養肝細胞のビタミンBl代謝

14C-Blの添加量を変えて細胞および培地のBl代謝産物の放射活性を測定したものである

(Table.2, Fig.4,5)｡細胞の放射活性を見るとTDPの比率が高く14C-Biの添加量を増加さ

せるとTDPも高くなるが16nmol添加では増加は横這いとなった｡ TTP, TMP, T, Tz,その

他未確認物質も存在したがいずれもTDPに比べると低い比率であった｡培地の放射活性はTの

比率が2nmol添加では添加量の約10%であるが6nmolでは約50%, 16nmol添加では約70%と

高くなった｡これは過剰投与のため細胞に取り込まれず培地に残存した未代謝の14C-Biである

と思われる｡培地のBl代謝産物について放射活性はTzの比率が高く, TDPは細胞内と同じく

らいの放射活性であり, TMPは細胞内よりも高く,これらの代謝産物は14C-Biの添加量を増

加させると高くなった｡未確認の代謝産物も存在したが培地にはTTPは検出されなかった｡細

胞内,培地のBl代謝産物の比率は細胞のBlレベルやこれらに影響を及ぼす酵素の活性により
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変動することが考えられるので検討を加えたい｡

細胞内のTDPが高かったがコイの肝細胞でも他の動物2,3)と同じように脱炭酸酵素の補酵素とし

てエネルギー代謝に関与していることが考えられる｡培地のTDP, TMPの値が高かったことに

ついて細胞に取り込まれたBlの一部はTDP, TMPに合成され細胞内に保留されるがこれらの

一部は培地に分泌あるいは排推されたものと考えられる｡ラットやマウスなどの動物では血液中

のBl形態はTDPやTMPがかなり高いこと13)からコイでもTDPやTMPはBlの輸送形態であ

ることも考えられる｡コイの培養肝細胞のBl代謝ではTTP, TDP, TMPなどBlの合成系が存

在することが確認されたが,培地ではBl分解産物であるTzの比率が高く分解系も存在するこ

Table. 2　Metabolites of C-thiamin in cultured hepatocytes of carp.

uC-thiamin Total TTP TDP TMP Thiamin Thiazole Unidentified

(nmol)Radioactivity(dpmX1(T3)

Cell16.2±2.10.6±0.212.5±3.20.7±0.20.6±0.20.7±0.20.5±0.1

Medium104.0±7.613.8±1.18.1±0.912.6±3.651.6±6.29.8±2.2

Cel136.0±2.70.4±0.026.1±3.64.2±1.21.7±0.52.8±0.50.1±0.2

Medium293.7±9Qz.022.6±3.423.1±11.1156.2±10.777.2±4.411.6±2.4

16Cell45.0±5.50.4±0.127.0±4.16.4±1.34.6±0.85.1±0.61.3±0.5

Medium853.5±37.930.5±1.234.8±2.0671.6±37.5101.6±9.618.1±0.9

Carp hepatocytes were cultured in Williams'medium E-5% FBS-0.16 /∠M insulin for 3 days and in its
thiamin free medium for 1 day, and then cultured in the latter medium containing Othiamin for 1 day at

28℃. Values are means ± SD (n-3).
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Fig. 4　Metabolites of C-thiamin in the cell of carp hepatocytes.
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14C-thiamin (nmol)

田TTP I TDP　　良TMP　　因TZ　　　　□Unidentified

Fig. 5　Metabolites of 14C-thiamin in the medium of carp hepatocytes.
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とが明らかにされた｡コイにはBl分解酵素が存在し肝豚臓でも酵素活性がかなり高いことはin

vitroの実験ですでに明らかにされている15-17)｡コイの培養肝細胞でTzが生成されたことはin

vitroだけでなくinvivoでもBlが分解されることを示すものである｡コイに非径口的に14C-Bi

を投与すると飼育水にTzが排推され(未発表),ラットやマウスでも同様に非径口的に　C-Bi

を投与すると尿中にBl分解産物が排推される18-20)｡ Bl分解産物はコイでは4-メチルー5-ヒドロ

キシエチルチアゾ-ルであるのに対しラットやマウスでは4-メチルー5-ヒドロキシエチルチア

ゾ-ルを径て4-メチルチアゾ-ル5-酢酸が尿中に排推される18)｡ invitroの実験ではコイには

Bl分解酵素の活性が認められるが15-17)ラットやマウスではBl分解酵素の存在は認められていな

い｡ラットやマウスについては遊離肝細胞のBl代謝の報告はあるが6,7)培養肝細胞のBl代謝は

明らかにされていない｡コイの培養肝細胞でBl分解産物が生成されることは明らかでありラッ

トやマウスの培養肝細胞のBl代謝と比較しながらBl分解の意義について検討したい｡
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