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序

肝再生機転 に関 して、19世 紀末に始 まり21世 紀間近の今 日まで約一世

紀 におよんで、 さまざまな研究がお こなわれてきたが、肝再生現象の一部 し

か解明がなされたにす ぎず、その全貌 は未だ不明である。その原因のひとつ

として、一つ の因子は一つの機能だけを持つのではな く、多角 的な機能、相

互的な機能を有 し、 さらには各因子が連環 し有機的に関連 して いることが明

らかとなって きた事があげ られる。例 を挙げれば、免疫系の細胞間信号伝達

物質 と して登 場 したサイ トカイ ンが、神経系および内分泌系の細胞 にも信号

を送 り・脳で も産生 され、様 々の神経..__内分泌反応を誘起す る ことが知 られ

るようにな り・神経一内分泌一免疫系 の情報伝達相関機構が、生体の物質代

謝の恒常性を維持す るためのより高度 な機構 として認識 され るようにな って

きた・肝再生現象について神経、内分 泌、そ して免疫系の個 々の分野で、特

に肝再生のプ ロモーターと して内分泌系の方向か ら盛んに研究 されている。

しか し、生体 の物質代謝の恒常性が肝再生時にも維持 されてい ることを考え

ると・肝再生 に関 して神経一内分泌一免疫系の情報伝達相関機構上で解明す

る研究 こそ今、第1に 求め られている。われわれは、従来、等 閑視 されてき

た神経系の役割 を解析検討 して きた結果、神経活動 が肝再 生機 構の初期認

識・始動 に重要 な役割を演 じているこ とを推察 してきたが、長期の時間経過

を必要 とする肝再生現象を神経系だけで説明することは不可能 と考え、内分

泌系 と神経 系の接点で ある中枢 神経系 の働 きに注 目 した。 中枢神経 系は、

様 々なホメオ スタ シス反応の作用部位であり、また、神経ペプ チ ドによる多

様な影響 も明 らか となった現在、神経系 と免疫系の接点を明 らかにす ること

は重要 と考え られる。 さらにわれわれ は、新 しい細胞間言語 と して注 目され

ている一酸化窒素(NO)に よる肝再生現象にたいす る影響、神経ペプチ ドによ

る影響な どをふまえて、肝再生現象を明 らかにできれば、生体 の物質代謝の

恒常性を維持す るための重要な生体 システム として考え られる生体 内 トリプ

3



レッ トシステム(神 経 内分泌 免疫系三者相関)の 総合的な解明を可 能な ら

しめる ものと考え基礎的研究を行 った。
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肝再生研究の歴史

正常肝において肝細胞は数万個に一個程度の頻度で核分裂像を示すにすぎないが、外科的

切除あるいは薬物、ウイルスなどで傷害されると0転 して激 しい勢いで分裂を始める。こ

の現象を肝再生とよんでいるが、実際は代償性に増殖するものであり、正確な再生現象で

はない。そして、この再生における強い増殖は肝が元の大きさに達すると止まるという点

で腫瘍の増殖とは大きく異なる。再生がどうしておこり、どのような仕組みでコントロー

ルされているかについて過去無数の研究が行われてきたが、現在においてもまだ十分な解

答を得 られてはいない・本章では、その肝細胞再生機転研究の歴史について鳥瞳してみた

い。

人類が肝再生現象を認識しそれを最初に記録した事象は、ギリシャ神話のなかで肝臓を

鳥に食されながら生き長 らえたプロメテウスの神話に始まる。この神秘的な肝再生現象を

科学的に観察 し解析したのは1894年 のvonMeisterが 肝部分切除後に肝組織の修復増殖

が生ずることを定量的に観察 し報告 したことに始まるが、定量的でしかも反復 し再現性の

ある肝再生現象が研究できるまでに、それから40年 近い1931年 のHigginsand

Andersonの ラッ トの肝部分切除の実験報告まで待つことになる。その後、肝再生現象の研

究は飛躍的な発展を遂げることになる。

1血流因子か ら体液性因子解析の歴史

1)血 流因子

二十世紀初頭における肝再生現象研究の主眼は、肝臓に動脈系と門脈系の血流が流入

し、個々の肝細胞が生存と機能を営む肝臓の二重血行支配の特殊性に着目し門脈血流その

ものにおかれていた。1920年 、Rousら は、一側の門脈を結紮すると当該領域の肝葉

は萎縮 し、非結紮側は代償生に肥大することによっで、実験犬は肝不全症状が起こらない

とした。この実験結果は、門脈血流の欠損が肝萎縮を惹起すると、homeostaticな現象で肝

再生をとらえた点で注目される。さらに、1931年 にMannら は、門脈血が直接肝に流

入しない門脈下大静脈吻合 したEck痩 犬に肝部分切除を行うと、残存肝重量がほとんど増

加 しないことか ら、肝再生には、血流量の維持が決定因子であること、また門脈血そのも

のが重要であることを示唆 した。

その後、1953年 、Childらは門脈血と肝再生の関係を検索するために門脈下大静脈

交叉吻合モデルを導入 し、門脈に元来の門脈血とほぼ同量の下大静脈血を流入させて量的

因子を0定 にし肝部分切除を行った。その結果、急速に肝再生が起こることを認め、肝再
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生における流量因子説を決定づけた。さらに翌年、Fishcrら は、門脈血 に換 え て動 脈血 を

流入 させ、肝流入血流量を維持す るな らば肝部分切除後の肝再生が旺盛 に起 こることを示

した。これ らの実験結果により1960年 後半 まで は、肝再生 因子 と して の肝血流量の重

要性(vasculartheory)は 支配 的であ った。

2)体 液 性 因子 一 門脈 因 子 の 同定

現在 ではやや古典的概念 とされる血流因子説に挑戦 し、体液性因子説の導入 に道を開い

たのは、1955年 のWeinbrenの 実験 で ある。彼 らは残存肝 にお けるmitosisを 初 めて肝 再

生 の指標 と して検討 した結果、ラッ トの肝部分切除後、残存肝に門脈血流が欠如 して も、

再生現象が正常肝部分切除 と同様に起こることと、門脈動脈化は肝のmitosisに は何 ら影響

を及ぽす もので はない ことを報告 した。 さらに1968年 、Clarkcら に よ って肝流入血 流

量 の増 加 によ って細胞分裂の増加が起こらないことが指摘された。ただ し、Clarkeら のモ

デルで は、正常肝 に対す る血流の増加による細胞増殖の影響がないことを前提 としてい

た。1964年 にBucher、67年 にMooltcnら に よって肝部分切除 を受 けたラ ッ トと正常

ラッ トの間で交叉循環を行 うと、交叉を受けた正常ラッ トの肝臓において肝細胞の増殖が

認め らることが報告 され、1964年 にLcong、Visolainenら によ って異所性 に 自家移植 さ

れた肝臓において肝細胞の増殖が起 こることなど、次 々と肝切除後の血 中に肝再生を促進

させる物質の存在を強 く示唆する実験結果が報告 され、いわゆる体液性因子説が肝再生機

序究明の主流 となった。これを契機に して肝血流は細胞分裂を促進 させる物質の運搬 に関

与するにすぎないとされ、血流因子は肝再生現象解明の主役の座か ら降板 させ られる結果

となった。

1973年Starzlら によ って 門脈血 中のhcpatotrophicsubstanccの 存在 が大 き くク ローズ

ア ップされ た。すでに、Marchioroら は移 植肝 を異 所性 に移植す る実験か ら門脈血中の

hepatotrophicsubstanceの 存在 を指摘 していたが、移植 による拒絶反応が起 こることが問題

であった。Starzl、Lce、Fisherら は問題 点解決のため 同系 ラ ッ トの異所性肝移植実験を行

い、またPricc、Bucherら は主 に門脈域臓器切 除モデルで門脈血 中のhcpatotrophicsubstancc

を究 明 しようと した。 これ ら多彩 な実験方法を駆使 した動物実験の結果、特 に膵ホルモ ン

の重要性が認識されるに至 った。

Starzlらは さ らに部分 的門脈下大静脈交 叉吻合モデルを導入 し、同一一動物の肝葉の左右

の変化を対比することにより流入血の質的因子を検討 し、門脈血中に膵起源 とす る

hepatotorophicfactorの 存在 を、 さらにはsplanchnicdiversionモ デル に よ って イ ンシュ リンが

肝細胞 の増殖 と大きさを制御する主なhepatotorophicfactorで ある ことを示 唆 し、 同時 にそ
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の実験結果か ら膵因子以外の因子 として小腸因子の存在 も強 く示唆 した。このモデルで論

理的かつ明解 にhepatotorophicfactorを 提示 した感があ ったが 、左右両 葉が独立 した代謝の

場を持つことを前提 としているため、一個体のhomcostasis下 にあ る肝両葉 の競 合現象 を無

視 した点が、かれ らの実験結果の解釈で大きな問題点であった。

3)体 液 性 因子 一一HGF解 明

われわれが1976年 に開発 した脾 臓内肝細胞移植モデルでの検討で、脾臓内に直接注

入された遊離肝細胞は増殖 し組織の再構築を営むことより、肝細胞の増殖には門脈血の直

接的な流入を必要条件 としないことを明示 し、イ ンシュリン以外の因子が存在す ることを

示唆 した。また、肝細胞を遊離 しての細胞培養実験がBissellらによ って確 立 されてか ら数

多 くの肝 細胞再生効果因子(ホ ルモ ンやgrowthfactor)が 効率 よ く同定 され、登場 して き

た。現在 まで少な くとも22種 類の肝細胞再生効果 因子 が 同定 あるいは確認されている。

しか もその うち半分は1980年 以降 に加え られ た ものであ る。 ホルモ ンでは前述にある

ようにイ ンシュリンの肝細胞増殖作用は明らかであるが、グルカゴンに関 しては肝細胞の

代謝状態によってその効果 も大きく変化することが知 られている。両ホルモ ンが協調 して

働 くことによってラッ ト肝部分切除後の肝細胞増殖が進むことはBucher、deDiego、

Takatukiら に よ って報 告 され てい るが、正 常ラッ トの肝細胞のDNA合 成 を誘発 す る事 はな

いこ と も報告 されている。 しか し、EGFを 併 用す ると条件 によ っては核酸代謝を誘発 した

り抑制 したりす ることが明示された。 このようにそれ自身では肝細胞の核酸代謝を促進

できないhepatotorophicfactorsはCo-mitogenと よばれ、その他で はNorepinephrine、

Vasoprcssin、AngiotensinIIな どがそ の仲 間であ る。

1980年 代後 半 にな って劇 症肝炎患者や ラッ ト肝再生時血清に血小板か ら未知の肝再

生因子を発見す ることが精力的に行われ、1986年 、88年 つ いにNakamura,Gohda、

Tubouchiら に よ って ヒ トHGFが 初 めて単離精製 され、その後89年 にMiyazawaら によ って

c-DNAの クロ0ニ ングが成 され た。HGFの 存在 の可能性 はす でに1960年 代 か ら指摘 さ

れ てい たが その全0次 構造解 明までには20年 近 くの年月 を要 した。HGFは 肝 細胞を無

血 清培 地下 で増殖 させ る作用を有するoompletc-mitogenで 、 ラ ッ トにお いて肝 部分切除後1

時 間以 内にHGFは15倍 に上昇す る ことか ら、Michalopoulsら はHGFが 肝再生 にお ける引

き金 因子 と しての可能性、さらに同時に上昇す るNorepinephrineがHGFのCo-mitogenで ある

可能性 を指摘 した。Fujiwaraら もHGF投 与 に よ り正 常肝 での細胞増殖 が誘発されることよ

り引き金因子 としての可能性を示唆 した。

最近、Shiotaら は、HGF遺 伝子を組 み込ん だtransgcnicmouseに 肝部分 切除 を行 った とこ
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ろ、肝DNA量 の回復 に要す る時間が短縮す ることを観察 し、HGFが 調節 因子 と して肝再

生を促進 す る可 能性を示唆 した。肝再生におけるHGFの 作用機構 につ いて、肝傷害 の種

類 によ って肝再生がパラクリン機構つまり非実質細胞か ら周辺の再生肝細胞へ供給 され る

機構に依存す る場合 と、エ ンドクリン機構つまり肝部分切除後にみ られ る血 中HGFが 肺

や脾臓な どの遠 隔臓器か ら分泌 され、再生肝細胞へ供給され る機構 に依存する場合の二つ

の異な った機構を有 していることが指摘され、サイ トカインの作用機構の複雑性が示唆さ

れた。

その他のcomplete-mitogenで はEGF、TGF・ αな どが あ り増殖抑 制因子 と してはTGF一 βや

ActivinAな どがあ げ られ る。EGFは イ ンス リンと同 じよ うに肝細 胞増殖因子 と して注 目さ

れていたが、肝再生時に体 内で増加 しないことが判明し、その重要性が疑問視された。そ

れに比べてEGFと 同 じ受容体を持つTGF・ αは肝再生時 にDNA合 成 時期 に一致 して体 内で

増加す ることより、肝再生にとってより重要な因子である可能性が1989年 、Faustoら

に よって示唆 され た。

一方 、1985年 、Nakamuraら によ ってTGF・ βが培養肝細胞 のDNA合 成 を抑制 す る こ

とが報告 され て以来 、肝細胞増殖抑制因子として注目されている、 しか し、肝切後の

TGF一 β産 生は肝再生初 期 にすで に発現 しており、未だに肝再生の停止因子 として多 くの

解決すべき問題点を抱えている。さらにTGF一 βの仲 間で あるActivinAも オー トク リン増殖

抑制 因子 であ る可能性がTGF。 β同様検討 されて いるが 、そのm-RNAの 発現 時期が増 殖期

に一致 してい るこ とは、肝再生の停止因子 として解決すべき問題点である。最近、

Oberhammer、Schwallら に よ ってTGF一 β、ActivinA両 者 による肝細 胞のapoptosisが 報 告 され

肝再生 の停 止因子 と して注 目されている。

IL神 経性因子解析の歴史

肝再生現象を考える上で神経因子の重要性は疑いのないところである。しか し、従来肝

血流調節因子としての役割つまり交感神経系ばかり重要視され、迷走神経を中心とした副

交感神経系の役割については他の体液性因子の研究に比べて大きく立ち後れていた。

1960年 代から70年 代にかけて神経細胞、神経線維、神経伝達物質および神経終末

の同定手段が格段に進歩し、肝臓内の神経支配の研究は大きく前進 し、特に交感神経系が

肝血管壁に密に分布 し、肝血流調節を行っていることが明らかとなった。1968年 、

Makinoら は、肝動脈周囲神経切除によって肝血流量は増加するが、肝再生への影響は極め

て軽微であると報告 した。

一方
、肝再生現象における副交感神経系の関与についての最初の報告は1963年 、沖
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中らによる、腹部迷走神経切除によって肝部分切除後の肝再生率が低下 したというもので

ある。このことは、肝実質に分布する副交感神経系が肝再生機構に重要な役割を担ってい

る可能性を示唆 した。1968年 にBiliottiも同様に、迷走神経切除によって肝切後3日 目

の再生肝重量が低下したと報告 した。DNA合 成に関してもLamar、Shimazuら によって迷走

神経切除によって、残存肝細胞のDNA合 成充進の開始の遅延とピーク値の抑制 が起こる

ことが報告され、生理的な場における肝再生には体液性因子に劣らず神経性因子、特に迷

走神経が重要な調節作用を営んでおり、その解析の必要性を説いた。 しかし、これらの迷

走神経切断実験のほとんどが横隔膜直下での迷走神経本幹切断実験であり、肝臓だけでな

く膵臓など重要な体液性因子を分泌する腹部臓器にたいする迷走神経支配も同時に遮断さ

れることになり、肝再生現象における神経性因子の役割が直接的なのか、間接的なのかを

論ずるには中枢を含めたより緻密な実験が必要であると考えられた。

1987年 、Tanakaら は、迷走神経肝臓枝を選択的に切断し肝部分切除を行った。その

結果、残存肝におけるDNA合 成は抑制 されず、その時間経過において遅れるのみであ

り、肝重量の回復 も抑制されないと報告した。われわれは、flowcytometry法 を用いて同様

の実験を行ったところ、肝切後のDNA合 成の時間経過が迷走神経肝臓枝を切断すると、

初期の段階から約3時 間遅れるがピーク値の抑制は起こらないことを明らかにした。さら

に、肝実質細胞の染色体構造が迷走神経により維持されていることも示唆 した。これらの

結果から、迷走神経が直接的に肝実質細胞に働き、その増殖過程が協調的に進行するよう

に制御する役割をもつことが推定された。しかし、培養肝細胞の増殖、臨床での部分肝移

植時の再生など、神経系非存在下でも肝再生が起こることτ試神 経系の肝再生機構におけ一一一

る役割が0義 的でないことを考えさせる。

次に、肝再生時における中枢神経系の反応動態に着目し、迷走神経肝臓枝の起始細胞が

存在する延髄迷走神経背側核内の神経活動を電気生理学的に解析を試みた結果、肝部分切

除量に応 じて神経活動が肝切直後から急激に活発化し、DNA合 成が開始される前に終了

することを観察 した。この神経活動が迷走神経肝臓枝切断ラットでは認められなかったこ

とから、肝切直後の求心性情報、つまり肝再生現象の初期認識やDNA合 成開始指令に関

与することを推定 した。さらに、視床下部におけるmicrodialysis法による肝切除後の神経

伝達物質の変動を測定した結果、視床下部外側野でのセロ トニン遊離が充進 し、迷走神経

肝臓枝切断ラットでは充進が認められなかった。これらの一連の実験結果から、視床下

部一下垂体系という内分泌系の中枢と、迷走神経肝臓枝一延髄一視床下部という肝再生現

象における神経性因子の両者の視床下部における接点を見いだす結果となった。しかし、

後述する各種肝再生因子(免 疫系因子、細胞膜性因子、細胞外マ トリックス、そしてサイ
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トカイン関連因子等)と の連環については、その研究の膨大さからか遅々として進んでい

ないのが現状である。

III.免疫 性 因子 解 析 の歴 史

肝再生現 象 における免疫系の関与に関す る研究はそれほど多 くない。1931年 、

Higgins、58年 、Perez-Tamayoら によ って肝部分切 除時 に同時 に脾臓摘出をおこなった

ラットでは肝再生が促進することを観察 した。脾臓を移植するとその差が認め られな くな

り、 しか も異所性に移植 して も同様の結果であったことか ら、かれ らは脾臓そのものに肝

再生に影響を及ぼす因子が存在す ることを推定 した。さらに、1964年 、Craddockら

が リンパ 系臓器 であ る脾臓 、胸腺 、 リンパ節な どの細胞におけるチ ミジンの取 り込み量が

肝部分切除後、増加することか ら免疫系が肝再生時に特異的に活性化され ることを報告 し

た。1975年 、Sakaiら に よって この ような肝部分切除後に起 こる免疫系賦活が・肝切

後8時 間経過 した血清 中の何 らかの物質によって起こることを報告 したが、1980年 、

DesserWiestら は、肝切後18時 間か ら4日 まで の血清 中には胸腺 細胞 のDNA合 成 抑制物質

が存在す るとい う結果 を報告 した。 しか し、肝切後の免疫系に変化を及ぼす非特異 的活性

因子が どこで産生 されるのか全 く明らかになっていない。

1979年 、Sakaiら は再生肝細胞が細胞培養実験上 、同系ラッ トの リンパ節細胞に免

疫応答を惹起させ ることを示唆 し、続いて、1983年 、Miyaharaら に よ って肝切除後 に

起 こる肝再生過程における リンパ細胞の活性化が記憶 と特異性を もつ免疫応答であ り、そ

の抑制活性はB細 胞で はな くT細 胞 とマ クロファー ジの2種 類の細胞群 に よって担 われ る

こ とを示 した。

一方、局所における免疫系の担い手である肝内の リンパ球、常在性マクロファージであ

るクッパー細胞め動向に着 目した研究が進め ら、1983年 、Kanedaら に よって肝 類洞 に

存在す るpit細胞が末梢血 中のlargeglanularlymphocyteと 同0の 細胞 で、naturalkiller

(NK)細 胞で ある ことを報 告 し、1990年 、Shinyaら によ って ラ ッ ト肝 部分切 除後2

週 間後 にpit細胞数が ピー クに達 す るこ とが報告された。マウスにおいて も88年 ・Itohら

に よって肝 切後、3週 間以降 にpit細胞数が ピークに達す ることが報 告 された。また、同時

に再生肝細胞に対 して傷害活性を有する細胞はNK細 胞 であ ることを示 した。 これ らの実

験結果か ら肝再生の停止機構が働いていると考えられ る時期に一致 して増加す るNK細

胞、つ ま りpit細胞 が肝 再生の停止機構 に関与 している可能性が提示 された。

pit細胞以外 の リンパ 球 として胸腺外分化T細 胞があ るが、1992年 ・Aboら によ って

肝類洞が胸腺外分 化T細 胞発現 の重要 な場 であ ることが報告 され、彼 らの最近の研究でマ
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ウス肝部分切除後、胸腺内単核球の減少と同時に胸腺外分化T細 胞の増加を認めたことか

ら、胸腺外分化T細 胞が再生肝細胞を認識 し肝再生の停止機構に関与 していることが示唆

された。1993年 、Ohnishi、Mutohら は広汎性肝壊死モデルにより肝壊死後の肝再生に

おいて脾臓内NK細 胞による再生肝細胞に対する傷害活性を報告 し、さらに劇症肝炎臨床

例での検討結果からNK細 胞ならびに胸腺外分化T細 胞が肝再生を抑制している可能性を

臨床的検討か ら示唆し、免疫性因子が肝再生現象の中で終止に特異的に関連 している可能

性を指摘した。

クッパー細胞については、Shinyaら によって肝再生過程において特異的にNK細 胞と

クッパー細胞の膠着率が増大することが報告され、活性化されたクッパー細胞により種々

のサイ トカインによりNK細 胞は活性化され、再生肝細胞におけるHLAclassl抗 原量の低

下を認識 し、再生肝細胞に抑制をかける可能性が指摘された。しか し、どのような仕組み

で肝細胞 自身が十分再生 したと判断しHLAclassl抗原量を低下させ、再生を抑制させるの

か、さらに、非実質細胞であるクッパー細胞がどのように、対象となる再生肝細胞が十分

再生したと認識するのか全 く分かっていない。これらの点に関する解明が今後早急に進む

ことが望まれる。

IV.肝 細胞膜因子解析の歴史

肝細胞増殖に関与する因子は直接的であれ間接的であれ、前述のように多数の因子が複

雑に絡み合っているが、肝細胞膜自身、または肝細胞間の変化に着 目した研究が進められ

ている。 肝再生過程における細胞間接着装置の変化についての最初の研究は、1979

年のYancey、Mctzら によるgapjunction(GJ)が 肝再生直後から急激に減少するとする報

告である。その後、Moriら によってGJに 対する抗体が開発され、さらにtightjunction

(TJ)に 対する抗体が開発され、GJ、TJが 肝細胞再生時に特異的に変化することが

報告されたが、その現象の生理的な意義については十分証明されていない。

その他、細胞間関連因子として細胞膜に存在するタンパクである細胞接着分子があげら

れるが、再生肝における細胞接着分子の変動について、Ecadhc血 のmRNAが 著明に減少

する報告などがあるが、肝再生に関する研究は少なく、不明な点が多い。いずれにしても

再生開始時に肝細胞の細胞接着が変化することは確かであるが、各種増殖因子に対する応

答を獲得するためなのか、または、応答 した結果なのか全く不明である。

また、肝細胞周囲に存在する細胞外マ トリックスと肝細胞増殖との関連では1984

年、Enatらが肝部分切除後の残存再生肝から抽出したbiomatrixが肝細胞の増殖促進効果を

報告 したのが最初である。その成分の検討では、フィプロネクチンが最 も増殖促進効果が
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強かったことがTomomuraら に よって培養 系実験で報告 され た。 しか し、ラッ トでの生体

系実験では、肝再生24時 間後 での細胞外 マ トリックスのなかで特異的に増加 しているの

はフィプロネクチ ンではな く、ラ ミニ ンであったということは今後の解決すべき問題点で

ある。

肝細胞 自身、特 に肝細胞膜そのものについて1990年 にHirataら に よって 、正 常肝細

胞膜 自身 に肝細胞増殖 因子に対する反応性を高める過程を抑制す る働きがあることが報告

された。さらにHirataら は、 これ とは反 対の作用を有す るcomitogenタ ンパ クが再生肝 細胞

膜 に発現 されて いることを報告 し、肝細胞膜その ものによる肝再生調節機構の存在を示唆

し、今後の研究、特 にhomcostasisの 維持 とい う観 点か ら、 どの よ うに肝細胞膜 自身が、神

経、内分泌系な どと関連 してい くのかその解明が期待される。

V.肝 細 胞 内遺 伝 子 発 現 因子 解 析 の歴 史

1980年 代 に入 り癌遺 伝子が次 々と発 見 され、それに従い肝再生時において も各種特

異的な遺伝子が発現 していることが報告 され、肝再生現象における役割について盛んに研

究が進め られている。核内癌遺伝子であるc-fos、c-mycが 肝 切直後か ら急 激 に増 大す る こ

とを1984年 、Makino、86年 、Thompson、Kruijerら に よって ラ ッ トとマ ウスで報告

され たのを機会 にその他の核 内癌遺伝子であるjunに つ いて も1990年 、Mo㎞ 、Alcom

らによ って肝 切直後か ら急激 に増 大することが報告 されたが、その意義につ いては解明さ

れていない。

受容体型の仲間ではEGFだ けでな くTGF一 α受容体で あるEGF受 容体 を コー ドして い るc・

erbBが 、肝再 生時 に重要 な働 きを してい る可能性が指摘され、その解析か ら、最近EGF

/TGF一 α系がGO/GI期 だけで な くGI/S期 にも重要な系で あるこ とが判 明 した。

また、HGFの 受容体 で ある ことが判明 したc-mctの 肝切後の変動 を解 析 した実験 結果が

相次いで報告された。その結果、HGF受 容体 とEGF受 容体で は シグナル伝達 系が 同一 でな

いことが推定された。

癌遺伝子を中心に して肝再生直後から経時的にまた複雑 に変化 していることが各種実験

で明 らかとな ってきたが、EGF、TGF一 α、HGFな どの肝再生増殖 因子 との関連 そ して相

互の連環について今後の解明が期待 される。そこで、現在までに明らかとな っている肝細

胞増殖因子の細胞内伝達機構を考えると、複数のα)-mitogcnとComplctc-mitogcnが 協 調 し時

間的、空間的 に複数 の作 用点に働いていることが分かる。 しか し、前述の免疫系を加えた

三者連環機構 とが どのように結びついてい くのかは今後の大 きな課題であると考える。
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1.中 枢神経系 と肝再生現象

1)自 律神経系における複数臓器同時支配神経細胞の存在

【目的】

肝内における血糖値センサーの存在、肝再生促進因子として働 くといわれる膵ホルモン

(イ ンスリン、グルカゴン)等 、肝膵が互いに生理機能的に極めて密接に関連 していると

考えられているが、肝再生時における肝膵相関の調節因子のひとっとしての自律神経系の

役割を神経解剖学的、電気生理学的に解明を試みることで、病態生理学的な観点か らの肝

再生時における合目的な複数臓器相関機構解明を意図した。

【方法】

実験モデル として、正常ラッ ト(Wistar)、 自然発症 型糖尿病 ラ ッ ト(BBWistar)を 使

用。各 ラ ッ トの迷 走神経肝臓枝 と膵臓枝 に神経細胞標識物質であるTrueblue(TB)と

Diamidinoyellow(DY)を 別 々に取 り込 ませ 、延髄迷走神経背側核、疑核及び頚神経節 内にお

けるTB、DY染 色神経 細胞 の分布 を蛍光顕 微鏡下に比較検討 した。同時に、二重免疫組織

化学染色法を利用 してTB、DY二 重染色神 経細胞つ ま り肝膵 同時支配神経細胞の神経伝達

物質及び神経ペプタイ ドを同定 した。肝膵同時支配神経細胞を電気生理学的に同定 し、そ

の神経活動を経時的に導出記録 し、各種肝、膵疾患モデルや肝再生モデルにおいて正常

ラッ トと比較検討 した。

【成績】

正常ラッ トの迷走神経肝臓枝 と膵臓枝 に二種類の神経細胞標識物質TB、DYを 別 々に取 り

込 ませ た場合 、延髄 の二つの迷走神経運動核(背 側核 と疑核)お よび頚神経 節(感 覚系)

において 多数 のTB、DY二 重染色神 経細胞が観察 され た。 とくに疑核 においては約50%

が二重染色神経 細胞で あ った。糖尿病ラッ トでは、背側核内の二重染色神経細胞の数の変

化はなかったが、疑核においては10%以 下 に減少 して いた。 また、感覚 系である頚神経

節でも約40%近 くあ った二 重染色神経細胞が10%以 下に激減 して いた。 同時 に行 った

二重免疫組織化学によって、これ らTB、DY二 重染色神経細胞 は、substanceP,neuropeptide

Y、calcitoninegenerelatedpeptideな ど多数の神経ペ プチ ドを含有 していた。 しか も、肝内に

同じ神経ペプチ ド含有繊維が多数認められた。
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【結論】

ラットの迷走神経肝臓枝と膵臓枝に二種類の神経細胞標識物質を別々に取 り込ませたとこ

ろ、延髄の二つの迷走神経運動核および頚神経節(感 覚系)に おいて多数の二重染色神経

細胞が観察され、他の中枢神経系と同様に、自律神経系においても、Axoncollateral(肝 膵

同時支配神経細胞)が 存在 し、肝膵臓器相関の担い手となる可能性が強 く示唆された。

さらに、臓器相関を理解するうえで、自律神経系の役割が重要視されながらも解明が

遅れていた。今回発見 した肝膵同時支配神経細胞は、各種肝、膵疾患モデルにおいて変化

することが明かとなり、臨床的に極めて重要な肝再生機序が複数臓器相関から成り立って

いる現象であるという新しい視点の妥当性を示した。

2)自 律神経系による複数臓器同時支配の肝再生機構への関与の検討

【目的】

われわれは、正常ラットにおける神経解剖学的実験結果から、副交感神経系による肝膵臓

器同時支配神経系が存在すること、また自然発症型糖尿病ラットにおいては、その肝膵臓

器同時支配神経系の破格つまり、門脈における感覚神経系(脈 圧、血糖値センサーの存在

等)と 膵臓に分布する運動神経系(肝 再生促進因子であるイ ンスリン分泌等)が 特異的に

減少 していることを報告 した。今回、肝再生時における調節因子のひとつとしての自律神

経系の肝膵およびそれ以外の複数臓器同時支配神経系の解明を進めることで、肝再生時に

おける合 目的な複数臓器相関機構解明を意図した。

【方法】

実験モデル として、正常ラッ ト(Wistar)、 自然発症型糖尿病 ラ ッ ト(BBWistar)を 使

用。各 ラ ッ トの迷走神経 肝臓枝 と小腸枝、大腸枝、脾臓枝または腎臓枝 に神経細胞標識物

質であるTrucblue(TB)とDiamidinoycllow(DY)を 別 々に取 り込 ませ、延髄迷 走神経背側核、

疑核及び節神経節内におけるTB、DY染 色神経細 胞の分布 を蛍光顕微鏡 下に比較検討 し

た。同時に、二重免疫組織化学染色法を利用 してTB、DY二 重染色神経細 胞の神経 伝達物

質及 び神経ペプタイ ドを同定 した。70%肝 切肝再生 モデル にお いて肝再 生状況をBrdU摂

取率で正 常 ラ ッ トと 自然発症 型糖尿病ラッ トの間で比較検討 した。
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【成績】

正常ラッ トの迷走神経肝臓枝 と小腸枝、大腸枝、脾臓枝 または腎臓枝 に二種類の神経細胞

標識物質TB、DYを 別 々に取 り込 ませ た場合 、延髄 の二つの迷走神経運動核(背 側核 と疑

核)お よび節神経節(感 覚系)に おいて多数 のTB、DY二 重染色神経細 胞が観察 され た。

糖尿病 ラッ トでは二重染色神経細胞数が減少 していた。また、感覚系である節神経節で も

二重染色神経細胞が減少 していた。同時に行 った二重免疫組織化学によって、これ ら

TB、DY二 重 染色神経細 胞は、substanceP,neuropeptideY、calcitoninegenerelatedpeptideな ど

多数 の神経 ペ プチ ドを含有 して いた。70%肝 切 モデルにお ける肝切24時 間後 のBrdU摂 取

率は正常 ラ ッ トの半 分以下で あ った。

【結論】

ラットの自律神経系において肝臓と他臓器との間に同時支配神経系が存在し、肝再生時に

おける複数臓器相関の担い手となる可能性が示唆された。また、同時支配神経系の解剖学

的破格がある自然発症型糖尿病ラットにおいて肝再生が抑制されたことは、肝再生機構に

おける自律神経系による複数臓器同時支配神経系の役割を解明するという新 しい視点への

研究方向の妥当性を示した。

3)中 枢 性Thyrotropine-ReleasingHormone(TRH)の 肝 増 殖 に 及 ぼ す 影 響 に つ い

て の 検 討

【目的】

古典的神経伝達物質であるアセチルコ リンやア ドレナ リンに加え、近年、新 しい神経伝達

物質あるいは神経修飾物質 として、神経ペプチ ドが注 目されている。種 々の神経ペプチ ド

が、脳内において神経伝達物質 として作用 し、 自律神経系経 由で呼吸 ・循環系および消化

管における生理機能の調節や病態に重要な役割を果たしていることが、明 らかにされてい

る。なかで も、内分泌ホルモ ンとして視床下部で同定 されたThyrotropine-Relcasing

Hormone(TRH)は 、延髄 の迷 走神経運動核 にて神経伝達物質 として働き、胃生理機能に対

して促進的に作用す ることが知 られている。0方 、肝臓 も自律 神経が密 に分布 してお り、

更に肝再生において自律神経系が不可欠であることが明 らかにされているが、神経ペプチ

ドによる肝生理機能の中枢性作用については、何 も明らかにされていない。そこで今回、

我々は中枢性TRHの 肝増殖 に対す る作用 につ いて検討 した。

22



【方 法 】

肝 増 殖 は 、3H-thymidine肝DNAへ の取 り込 み に よ って検 討 した 。 ウ ィス タ0系 雄 性 ラ ッ ト

(200-220g)を エ ー テル 麻 酔 下 で 定 位 脳 手 術 装 置 に 固定 の上 、TRH安 定 型 ア ナ ログ の

RX77368(1-100ng)お よび コ ン トロー ル と して 生 理 食 塩 水 を脳 槽 内 に投 与 し、6-72時

間後 に3H-thymidin(20uCi/1009)を 腹 腔 内投 与 して 、 更 に2時 間後 に 屠 殺 して肝 臓 を 取 り出

した。 肝 を ホ モ ジ ュネ ー トした 後 、3H-thymidinc肝DNAへ の 取 り込 み はSchneidcrの 方 法 に

従 って 検 討 した 。 コ リン作 働 性 神 経 遮 断 剤 で あ るア トロ ピ ン(0.15mg/kg,ip,15分 前)、 プ

ロス タ グ ラ ン ジ ン合 成 阻 害 剤 で あ るイ ン ドメサ シ ン(5mg/kg,ip,30分 前)お よ びNitric

Oxide合 成 阻害 剤 で あ るNG-nitro-L-argininemethylester(L-NAME ,10mg/kg,1V,15分 前)の

前 投 与 あ る い は迷 走 神 経 肝 臓 枝 切 断術 を施 し、 中枢 性TRHの 肝 増 殖 に対 す る効 果 へ の

作 用 機 序 の 検 討 も行 った 。

【成 績 】

TRH(10ng)の 脳 槽 内 投 与 に よ り、24時 間 に ピー ク を持 つ3H-thymidineの 肝DNAへ の取 り

込 み が 認 め られ た(Mcan+/-SEM;cpm/mgDNA:0時 間92+/-6;6時 間131+/-11;12時 間

195+/・42;24時 間693+/-78;72時 間120+/-27;n=5-8)。 中枢 性TRHの 肝 増 殖 作 用 は、1-

10ngで 容 量 依 存 性 で あ っ た。(Mcan+/・SE:cpm/mgDNA:生 理 食塩 水95+/・6;1ng114+/L

14;Sng318+/-57;10ng693+/-78;100ng710+/-135;n=5-7)。 中枢 性TRHの 肝 増 殖 作 用

は 、 ア トロ ピ ン、 イ ン ドメサ シ ンお よび迷 走 神 経 切 断 術 に よ り消失 した が 、1!NAMEは 影

響 を及 ぼ さ な か っ た。TRHの 静 脈 内投 与 は3H-thymidineの 肝DNAへ の 取 り込 み を 増 加 させ

なか った 。

【結論】

TRHは 、中枢神経系に作用し、迷走神経ムスカリンレセプターおよびプロスタグランジン

合成を介 して肝増殖を刺激した。本所見は、中枢性神経ペプチ ドによる肝増殖調節を示唆

するものである。

4)中 枢性制御における延髄迷走神経運動核内Y1お よびY2レ セプターの関与

【目的】

近年、神経伝達物質として中枢性神経ペプチ ドが注目されており、生体内の様々な生理作
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用を中枢性にコン トロール していることが知 られている。我々は、NcuropcptideY(NPY)

の脳槽 内お よび左側延髄迷 走神経運動核(DorsalMotorNucleus:DMN)へ の投与 が 自律神 経

系を介 して胆汁分 泌を刺激することを見い出 した。更 に最近の薬理学的 ・分子生物学的検

討により、NPYレ セプ ターは数種のサ ブタイプに分類 され＼脳内にもY1お よびY2レ セプ

ターが分布 して い ることが明 らか となった。そこで特異的NPYセ プ ター ・ア ゴニ ス トを

DMNにmicroinjectionし て胆汁分泌 に及ぽす効果 を検討 した。

【方法】

ラッ トをウ レタ ン麻酔下で開腹、総胆管にポ リエチ レンカテーテルを挿入 して外胆汁痩 と

し、タウロコール酸(30umol/kg/h)を 十二指腸 に持続 注入 した。基礎分泌測定の後、 ラッ ト

を定位脳手術装置に固定の上、特異的Y1お よびY2ア ゴニ ス トで ある[Leu31,Pro34]NPYお

よびNPY3-36(0.1-15pmol)をDMNに 微量注入 し、胆 汁分泌の反応 を観察 した。

【成 績 】

Y1ア ゴニ ス トで あ る【Leu31,Pro34】NPYの 左 側DMNへ の 投 与 に よ って 、 用 量 依 存 性(1-8

pmol)に 胆 汁 分 泌量 の 増 加 が 観 察 され た(uml/20min/100g:生 食4+/-2;0.1pmol-5+/・3;0.3

pmol7+/-6;1pmol68+/-16;4pmol148+/-24;8pmol268+/一.45)。 そ れ に反 して 、Y2ア ゴニ

ス トで あ るNPY3・36の 左 側DMNへ の投 与 で は 、 用量 依 存 性(1-8pmol)に 胆 汁 分 泌量 の減 少

が 認 め られ た(生 食4+/-2;0.1pmol4+/-3;0.3pmol3+/-6;1pmol-33+/-16;4pmol-48+/-

26;8pmol-62+/-18)。 どち らの ア ゴニ ス トも右 側DMNへ の 投 与 で は効 果 を 示 さな か っ

た。 それ ぞ れ の特 異 的NPYア ゴニ ス トに よ る胆 汁 分 泌 調 節 作 用 は迷 走 神 経 肝 臓 枝 の切 断 に

よ り消 失 した 。

【結論】

NPYは 左側 延髄迷走神経運動核 内の異 な った レセプターを介 して、胆汁分泌に対 し

paradoxicalな作 用を有す る ことが確認 された。

24



2.HGFと 肝 再 生 現 象

1)ラ ッ ト脾 内 移 植 肝 細 胞 の 再 生 に及 ぼすHepatocytegrowthfactor(HGF)の 効 果

【目的】

我 々は、脾 内肝細胞移植が先天性肝酵素欠損症や急性肝不全モデル に対 し有効であるある

ことを報告 してきた。 しか しなが ら本療法が臨床応用されるためには、その安全性ととも

に移植肝細胞の生着効率の向上および迅速な再生を誘導することが必要である。そこで、

hepatocytegrowthfactor(HGF)を 用 いて脾臓 内に移植 された肝細胞に対 しその生着率および

再生に及ぼす効果 について検討を加えた。

【方法】

10-12週 齢 のwistarratを 用いて肝細胞分離、脾 内肝細 胞移植をおこなった。脾内肝細

胞移植は肝細胞浮遊液0.2ml(1x107cells)を 脾臓 に直接 注入 した。脾臓 内の肝細胞生着率

および再生率 は、それぞれ画像解析装置による単位面積あた りの肝細胞数および

Bromodexy-uridinelabelingindex(BrdULI)に て評価 した。

【成 績 】

実 験 群 は1)コ ン トロー ル 群:脾 内肝 細 胞 移 植(HTx)の み を 施 行 した 群 、

2)HGF群:humanrecombinantHGF(hHGF)360μg/kgBWをoneshotに て 静 脈 内投 与 し

た群 、3)HGF・CIV群:hHGF1000μg/kgBWを 持 続 静 脈 内投 与 した群 を 作 成 した 。肝

細 胞 移 植5日 目 に お け る生 着 率 は コ ン トロール 群 で は14.9±7.7個 、HGF群 で は455±

12.9個 、HGF-CIV群 で は61.6±3.8個 で 、 有 意(P〈0.05)に 各 群 と も コ ン トロ ー ル に 比 し高

か っ た 。BrdULIは コ ン トロ0ル 群 で は1.8±0.7、HGF群 で は2.9±1.0、HGF-CIV群 で は

5.8±0.9で あ り、有 意(p<0.05)に 各 群 と もコ ン トロール に 比 し高 か っ た。

【結論】

脾臓内に移植された肝細胞に対 しその生着率および再生に及ぼす効果について検討を加え

たところ、HGFは 有意に脾内移植肝細胞の再生を促進した。
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2)HGFISFト ラ ンス ジ ェニ ックマ ウ ス を用 い た肝再生の解析

【目的】

われわれはマウスメタロチオネイ ンプロモータ0の 制御下 に、全身 の上皮 系組織 でHGF

/SFを 過剰 発現す る トラ ンス ジェニ ックマウスを作成 して、HGF/SFの 肝再生 に対す る作 用

を検 討 した。

【方法】

ヒ トHGF/SFcDNAを プ ローブ と して、NIH3T3線 維芽細胞 由来cDNAラ イブ ラ リーを スク

リ0ニ ング してマ ウスHGF/SFcDNAを 単 離 した。 このcDNAを 新 しく開発 され たメ タ ロチ

オネイ ンプロモーターに挿入 し、このDNA断 片を マイク ロイ ンジェク シ ョン法により

FVB/N由 来 マ ウス受精卵 に導 入 して トラ ンスジェニ ックマウスを得た。

【成績】

このHGF/SFマ ウスにおいては肝臓は著 明に腫大 し、肝重量は対照マウスの2倍 以上 に達

した。組織学 的 に肝細胞は著明な多形性を示 した。肝小葉内では、中心静脈周囲に大型の

肝細胞が、その周 りを小型の肝細胞が取 り囲むという分布を示 した。肝細胞の増殖能に関

しては、BrdUを 用 いた肝細 胞のLabelingIndexは トラ ンス ジェニ ックマ ウスで著 明に増加

しており、対照に比べて4.7週 令 で11倍 、12.3週 令で4.7倍 の取 り込 み の増加 が見 られ た。

肝臓 にHGFの 過剰発現 した トラ ンス ジェニ ックマウスでは、70%部 分肝切 除後 の肝再生

が約3倍 の速度で進行 し、切除後5日 目には切 除前 の肝 重量 に回復 した。

【結論】

すでにinvivoで めHGF/SFの 肝細胞増殖促進 な らびに肝再 生促進作用に関 して、アルブ ミ

ンプロモーターを用いた トランスジェニ ックマウスでの解析の報告がある。 しか し、我 々

の トランスジェニ ックマウスにおいては、より高濃度のHGF/SFが パ ラク リン、オ ー トク

リンに存在す るため、HGF/SFの 究極 の作 用を さ らに検 討す るこ とが可能になった。その

結果、肝重量の増加や、肝細胞増殖能の著明な充進が認め られた。 しか し、70%部 分肝 切

除後の肝再生 実験 で はアル ブ ミンプロモーターを用いた トランスジェニ ックマウスと比較

して も、著名な違 いは認めなかった。このことは、HGF/SFの 肝再 生刺激 は、あ る一 定の

閾値 に達すれば、 もうそれ以上細胞内に細胞増殖の シグナルを伝達 しな くなることを示唆

している。 したが って、今後はHGF/SFの 受容体mctを 介す る細胞 内情報伝達 機構 の解 明

が、肝再生機構を解明す る上で重要であると考え られた。以上の結果は、HGF/SFがin
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VIVOに おい て も肝細胞 の きわ めて強 力なmitogenで あるこ とを示 し
、肝臓 の再生 に重要な

役割を果た していることが強 く示唆 された。
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3.HSSと 肝 再 生 現 象

1)肝 細胞増殖刺激因子(HSS)の 脾内移植肝細胞に対す る増殖促進効果

【目的】

近年、欧米における臓器移植の成績向上はめざま しく、一年生存率は90%ま で達 して い

る。 しか し、 この成績 向上は0方 で深刻 な ドナー臓 器不足を もたらしている。また、我が

国のような一部の国では、脳死者からの臓器摘出がいまだに認められず、脳死臓器移植の

めどす ら立 っていない。1970年 代前半 よ り、肝臓を細胞単位 に分離す るコラゲナーゼ消化法が

開発され、急性 ・慢性肝機能不全および先天性肝酵素欠損症に対す る新 しい治療法 とし

て、肝細胞移植の可能性が検討 されている。 しか し、肝細胞移植による肝機能補助には、

充分な量の肝細胞が長期に生着す ることが必要であり、移植肝細胞の確実な生着 ・早期分

裂増殖法を確立す ることが臨床応用上の大きな課題である。

胎児肝、乳児肝、および再生肝か ら抽出されるHepaticStimulatorySubstance(HSS)は 、

熱 ・酸 ・アル カ リに安 定な分子量10-30kDの へ.フ。タイドであ り、部分肝切 除後の残存肝再生

ならびに培養肝細胞の増殖を促進 し、D一ガラクトサミンも しくは四塩 化炭素誘導急性肝不全動物

の治療にも有効であると報告されている。また、その効果は肝特異的かつ種非特異的であ

る。本研究では、レシピ.エントラットに門脈下大静脈 吻合を造設 して慢性肝機能不全を誘導 し、そ

の脾内に移植 した同系肝細胞に対す るHSSの 増殖促進効 果を検討 した。

【方 法】

HSSは 、LaBrecqueら の方法 に したが って豚 再生肝 よ り抽出した。体重約20kgの 雄性豚

に40%部 分肝切 除を行 い、 その48時 間後 に再 生肝 を摘 出 しホモ ジナ イズ した。肝ホモジネー

トを65℃ に加 熱 じた後 、2回 遠心分離 して得 られた上 清がHSSで あ り、使用 まで一70℃で保

存 した。肝細 胞 は、Wistar系 雄性 ラットの肝臓 よ りコラゲナーゼ消化法にて分離 し、1x107個 の肝

細胞 を含 む0.5mlの 浮遊液 を22G注 射 針を用いて体 重約200gの 同系 ラットの脾 内に直接注 入

し、以 下の各群に分けて移植肝細胞に対するHSSの 増殖促進効果 を検 討 した。Gr

oupl:sham手 術+脾 内移植(n=5)、Group2:sham手 術+脾 内移植+HSS(n=5)、Group3:門 脈下

大静脈 吻合+脾 内移植(n=5)、Group4:門 脈下大静脈吻合+脾 内移植+HSS(n=5)。

門脈 下大静脈 吻合 は、移植1週 間後 にエーテル麻酔下 に再 開腹 し、7-OSilk(Ethicon、

USA)を 用いて端側連続縫 合 にて行 った。HSSは 、 門脈下大静脈 吻合 お よびsham手 術 後週2

回静注(3ml)に て投与 し、投与 開始後2,4週 目に犠牲死 させ て脾臓 を摘 出 した。

脾 内肝細胞の組織学的検索および増殖能を検討するために、摘出 した脾臓を縦軸に
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沿 って中心で薄切 し、HEお よびPAS染 色 を行 った。HSSに よる脾 内移 植肝細胞 の増殖促

進 効果 は、画像解析装置(Nachet,France)に 接続 され た光学顕微鏡 下 にPAS染 色 標本 を観

察 し、脾臓 縦 断面 にお ける肝細胞の占有面積を測定 して比率(%)で 表 して評価 した。測定

値 はmcan±SDで 表 し、有意 差検定 はStudcnt'st-testで 行 い、危 険率5%以 下 を有意 差有 りと

した。

【成績】

投与開始2週 間後における正常ラット脾臓の組織学的観察では、HSS投 与群 ・非投与群とも

にPAS染 色陽性穎粒を細胞質内に有する十数個の肝細胞が小さな集団を形成 して生着して

いるのが観察された。画像解析装置による肝細胞占有率の検討では、両群ともに1%程 度

であった。投与開始4週 間後になると、生着細胞数はさらに減少 し、両群の肝細胞占有率

はともに0.5%以 下にまで低下 した。

投与開始2週 間後のHSS投 与群の組織学的検索では、数十個の肝細胞が大きな集団を形

成 して赤脾髄に淵漫性に生着 していることが観察され、肝細胞占有率は約6%と 非投与群

の3%に 比 して有意に(p〈0.05)高 い値を示した。投与開始4週 間後の投与群の組織学的

観察では、肝細胞以外に胆管様構造が多 くみられるようになり、占有率は3%に まで低下

した。非投与群では胆管様構造は少ないが、肝細胞占有率は1%に まで低下していた。

【結論】

近年、慢性肝不全や先天性肝酵素欠損症の新 しい治療法として、肝細胞移植による障害肝

の代謝機能補助の可能性が報告されている。しか しながら、移植肝細胞による代謝補助能

は以下に示す如 くいまだ不十分である。ビリルビン抱合酵素欠損であるGunnラットの場合、移

植肝細胞によるゼリルビン抱合能は、移植後一年以上経過 しても正常の約30%程 度 と低 く、

無アルブミンラットにおいても、正常ラットのわずか1%程 度のアルブミン産生能を示すに過ぎない。こ

れらの結果は、異所性に移植された肝細胞の絶対数が不足 していることを示している。移

植部位によって異なるが、一度 に移植可能な細胞数には限界があり、何 らかの方法で移植

された肝細胞の増殖を促進する方法の確立が必要である。

従来より、異所性移植肝細胞の分裂増殖に及ぽす宿主肝部分切除の影響が多 くの研究者

によって検討されている。部分肝切除により移植肝細胞の一時的なDNA合 成上昇が認め

られるものの、生着肝細胞数の増加は報告されていない。我々は、 レシピエントに肝毒性

物質であるacetoaminofluoren(AAF〕を前投与 した後に、70%肝 切除と肝細胞脾内移植を同時

に行うと移植肝細胞の著明な増殖がみられることを報告している。これは、AAFの 前投与
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により70%肝 切除後の残存肝再生が阻害され、利用されなかった肝再生促進物質が脾臓内

の肝細胞に作用したためと考えられる。また、我々は、アスコルビン酸(AsA)を 投与 しないかぎ

り壊血病類似症状によって死亡するAsA生 合成酵素欠損ラットを用いて・肝細胞移植による

救命の可能性を検討 した。この場合、肝細胞移植のみでの救命は得 られず、移植肝細胞の

分裂増殖促進するためにレシピoエントへの肝毒性物質(AAF)の 投与と70%部 分肝切除を行うこと

により初めて救命率の向上が得られた。 しかし、この..投 与と70%肝 切除による死亡率

は10・15%であり、肝機能障害を有する患者に施行することは非現実的と考え られる。し

たがって、肝細胞移植の臨床応用を考慮 した場合、臨床応用可能な方法で移植肝細胞の増

殖を促進 しなければならない。

宿主肝が正常である場合、HSSに よる脾内肝細胞の増殖促進効果は極めて微弱であり・

投与開始4週 間後には占有率が0.5%以 下にまで低下し、非投与群との間に有意差は認めら

れなかった。一方、門脈下大静脈吻合により慢性肝不全を誘導された群では、HSSの 投与

により著明な肝細胞増殖促進効果が認められた。これらの結果により・以下に示す二つの

可能性が示唆された。i)門脈下大静脈吻合により誘導された肝不全は不可逆的であるた

め、肝臓が慢性肝不全により産生された何らかの内因性肝再生因子を利用できないため、

Hssと 内因性肝再生因子が相乗効果を発揮した。ii)慢性肝不全により肝再生抑制因子が減

少 し、HSSの 増殖促進効果がより著明に発揮された。

脾内移植肝細胞の経過をみた場合、移植後徐々に移植肝細胞の壊死脱落がみられ、4-8

週間後に生着細胞数が最低値に達し以降漸増する傾向にある。本研究においても、投与開

始後2週間目と比較 した場合、4週 間目ではHSS投 与群においても肝細胞占有面積率の低下

が認められた。これは上述の機序によるものと考えられるが、HSSの 投与は少な くとも生

着細胞数の減少を抑制したと考えられた。

今回用いたHSSは 異種である豚再生肝由来であるが、アレルギー反応などの副作用も認

められず、門脈下大静脈吻合ラットの脾内に移植された肝細胞の増殖を著明に促進 した。本

研究の結果は、異所性に移植 した肝細胞の分裂増殖を誘導することが可能であることを示

し、今後の肝細胞移植の研究に寄与するものと考えられる。
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4.NOと 肝 再 生 現 象

1)再 生 肝 組 織 に お け る 誘 導 型___.酸 化 窒 素 合 成 酵 素(inducibleNitric

OxideSynthase,iNOS)発 現 の 意 義

【目的】

生体内において一酸化窒素(以 下NO)は 様々な細胞か ら発生し、循環系 ・神経系 ・免疫

系などにおける多機能性の生理活性物質として働いていることが報告されつつある。しか

し、過剰に産生されるとNO自 体が強い細胞毒性を示 し、炎症反応や自己免疫機序で起こ

る組織破壊において、細胞障害因子として関与 している可能性やNOに よる直接的、また

はその発癌性の高い代謝産物やニ トロソ化合物によって間接的に発癌因子となる可能性が

指摘されている。肝細胞培養系において種々のサイ トカインによってiNOSが 誘導される

ことが知 られているが、その意義は明らかでない。今回我々は、70%肝 切モデルから採

取 した残存再生肝組織におけるiNOSの 産生とNADPH-diaphorase活 性について比較検討

し、肝再生時におけるNO発 生の意義について検討を加えた。

【方 法 】

70%、40%肝 切 モ デ ル を作 製 し、経 時 間 的 に残 存 再 生 肝 組 織 を 採 取 。iNosの 発 現

は、 抗iNOS抗 体 を 用 い た免 疫 組 織 化 学 的手 法(iNOS-LikeImmunoreactivity,以 下iNOS-LIR

)とNADPH-diaphorase活 性 組 織 化 学 の 両 者 で 検 討 した 。

【成績 ・結論】

正常肝組織 においてiNOS-LIR、NADPH-diaphorasc活 性 の両者 は検 出で きなか った。肝

切 モデルか ら採取 した肝組織においては、iNOS-LIR、NADPH・diaphorase活 性 の両者が 陽

性で あ り、 しか も両者の分布はほとん ど0致 してお り、染色程度 も両者 は極めて一致 して

いた。肝切後6時 間を ピー ク として 門脈領域 の肝細胞においてiNOS-LIR、NADPH-

diaphorase活 性 の両者 が陽性 であ った。が、 その意義については現在検討 中である。可能

性としては、NOに よる類洞 、門脈な どの血流増加(NOは 強 力な血 管拡張 因子)が 考 え ら

れ るが不 明であ る。今後、NOプ ロ ッカーによる、肝再生実験 によって明 らかに していき

たい。
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2)急 性肝 炎モ デル にお けるiNos発 現 と腹腔 内NOガ ス測定

【目的】

生体内において0酸 化窒素(以 下NO)は 様々な細胞から発生し・循環系 ・神経系 ・免

疫系などにおける多機能性の生理活性物質として働いていることが報告されつつある。し

かし、過剰に産生されるとNO自 体が強い細胞毒性を示し、炎症反応や自己免疫機序で起

こる組織破壊において、細胞障害因子として関与している可能性やNOに よる直接的・ま

たはその発癌性の高い代謝産物やニ トロソ化合物によって間接的に発癌因子 となる可能性

が指摘されている。細胞培養系において種々のサイ トカインによってiNOSが 誘導される

ことが知 られているが、その意義は明らかでない。今回我々は、ガラク トサ ミン+エ ンド

トキシン投与急性肝不全モデルによる肝組織におけるiNOSの 産生とNADPH-diaphorase活

性および経時間的に腹腔内より採取したNOgasに ついて比較検討 し・炎症の増悪における

NOの 病因論的意義について検討を加えた。

【方 法 】

ガ ラ ク トサ ミ ン+エ ン ド トキ シ ン投 与 急 性 肝 不 全 モ デ ル を 作 製 。iNosの 発 現 は 、 抗

iNOS抗 体 を用 い た 免 疫 組 織 化 学 的手 法(iNOS-LikeImmunoreactivity,以 下iNOS-LIR)と

NADPH-diaphorase活 性 組 織 化 学 の両 者 で 検 討 した 。NOgasに つ いて は 、 経 時 間 的 に腹 腔 内

よ り採 取 、NOgas分 析 機 に て測 定 。

【結果 ・結論】

ガラク トサ ミン+エ ン ド トキ シ ン投与 前 においてiNOS-LIR、NADPH-diaphorase活 性 の両

者お よびNOgasほ 検 出できなか った。投与2時 間で、 ガラク トサ ミン+エ ン ド トキ シ ン投

与急性肝不全 モデルか ら採取 した生検組織において、iNOS・LIR、NADPH-diaphorase活 性

の両者 が陽性で あ り、 しか もNOgasも 産生 され は じめ た。6時 間後NOgas産 生が 、 ピー ク

とな り、炎症程度 と も相関 していた。12時 間後で は減少 しは じめ、24時 間後 で は、 ほ

とん ど検 出出来 なか った。 しか も、炎症の程度に比例 してNOgas産 生が増 強す る傾 向が認

め られ た ことより急性肝不全の増悪に、誘導型NOSで 生 成 されたNOが 関与 してい る可能

性が示 唆 された。 また、炎症の程度、治療効果判定、治療に役立つ可能性 も示唆された。

今後、NO産 生を抑制 した状態で の急性肝不全発生が抑制 されるか どうか検討 したい。

TNF,IL-1はNoを 産生す る合成酵素で あるiNosを 誘導 す るこ とが培養 肝細胞 ですでに知 ら

れている。 したが ってサイ トカイ ンによって誘導 されたiNOSに よ って過剰 に産 生 され た
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NOが 肝細胞傷害を誘発している可能性が高い。したがって、過剰なNO産 生を促すNO合

成酵素を抑制 すれば肝障害発生が軽減される可能性がでてきた。
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5.肝 細胞移植 と肝再生現象

1)先 天牲アルブ ミン合成欠損無アルブ ミンラッ トに対する脾内肝細胞移植

【目的】

肝硬変などによる肝不全、肝臓の先天性代謝疾患に対 し、現在肝臓移植が有効な手段 と

して海外では行われているが、供給される ドナーの絶対的、相対的不足が深刻化 してい

る.ま た 日本 では脳死判定 の社会 的合意が得 られていないなどの問題で臨床応用がなされ

てお らず、一部で生体部分肝移植が行われているにすぎない。一方、肝機能補助の目的で

は、肝臓移植をす る必要はな く、失われた一部の機能を補 う選択的移植の考えが唱え られ

ている。その一つの試み としての分離肝細抱移植法は、ガラク トサ ミン急柱肝不全モデル

や虚血性肝障害モデルにこ対する延命効果が示 され、またBilirubinUDP・glucuronyl

transferase(BUDP-GT)活 性の欠損 したGunnラ ッ トに対 す る ビリル ビン代 謝能 の維持な どの

成績が報告 され注 目されている。 しか しなが ら、これ らの多 くは、移植肝細胞の特異的機

能発現は移植初期の短い期間に限 られて検討されており、生体 内での長期間にわたる移植

肝細胞の機能維持は困難 とされている.一 方、 ラ ッ ト分離肝細 胞の脾 内移植法では、脾臓

内で移植肝細胞が持続的に増殖 し、約1年 後 には脾臓 断面 の約40%を 占め、 ア ンモニア代

謝 ・ビ リル ビン代謝能力が維持 されていることがMitoら によ り報告 されて い る.今 回、

我 々はアル ブ ミン合成能 を欠如 している先天性代謝疾患の一つである無アルブ ミンラッ ト

(Nagasc'sanalbuminemicrat)の 脾 臓内 に同系正 常 ラ ッ トの アル ブ ミン産生肝細胞の移植を

行い、移植肝細胞が脾臓内で増殖 し正常肝とほぼ同様の組織を再構築するとともにアルブ

ミン合成能を維持 し、無アルブ ミンラットの血 中アルブ ミン値を上昇 させ、その上昇値が

脾臓内肝組織量 に対応す ることを観察 した。

【方 法 】

1)実 験 動 物:実 験 動 物 は 、12週 令 の雄 性F344Fischcrラ ッ ト(以 下F344ラ ッ ト)(RTIl

)(日 本 ク レア 、 東 京)を ドナ ー と正 常 コ ン トロー ル と して 、 佐 々木 研 究 所(東 京)よ り

供 与 され 明海 大 学 実 験 動 物 セ ンタ ー で継 代 したF344と コ ンジ ェニ ッ ク系 統 の12週 令 雄 性

の無 ア ル ブ ミン ラ ッ ト(Nagase'sanalbuminemicrat)(以 下NARと 略)(RTIl)を レ シ ピエ

ン トと未 処 置 コ ン トロ0ル と して 用 い た 。 これ らの ラ ッ トを 、1群:正 常F344ラ ッ ト群(n

=5)、II群:未 処 置NAR群(n=9)、HI群:F344ラ ッ トよ り分 離 した 肝 細 胞 をNAR脾 臓

内 に移 植 した群(n=10)(以 下Hcrxと 略)の3群 に わ けた 。 各 群 を 同 条 件 の も とオ リエ

ンタル 固 形 食 飼 科 、 水 道 水 にて 飼 育 した。
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2)脾 臓 内肝 細 胞 移 植:肝 細 胞 分 離 は 、Scglenら の方 法 に準 じて 行 った.エ ー テ ル 麻 酔

下 にF344ラ ッ トを 開腹 し、Ca2+freeのHanks'balancedsaltsolution(HBSS)で 前 灌 流後 、

0.05%collagenase(type1,Sigma)solutionに て 灌 流 し細 胞 を分 離 した。 低 速 遠 心(50xg

,1min)を3回 繰 り返 して 分 離 肝 細 胞 を 回 収 し、 トリパ ンブル ー染 色 にてvaiabilityを 判 定

した.1×107個 の 肝 細 胞 を0.2mlのHBSSに 懸 濁 し、25ゲ ー ジ針 を 用 いて レシ ピエ ン トの脾

臓 下極 よ り直 接 注 入 し移 植 した.注 入 時 、脾 門 部 を0時 的 に クラ ンプ し、 注入 部 は漏 出 を

防 ぐた め7-0針 つ き絹 糸 で 縫 合 閉鎖 した 。

3)血 中ア ル ブ ミン値 の 測 定:各 群 につ い て 、移 植 前 と後1カ 月 ご と に採 血 、18カ 月 間観

察 した 。 な お 、1、II群 に は 同週 齢 の ラ ッ トを 選 ん だ 。血 液 サ ンプル は 、 採 血 前 日よ り絶 食

させ た 各 群 ラ ッ トか ら移 植 前 ・後1カ 月毎 に エ ー テ ル 麻 酔 下 に頚 静 脈 よ り採 血 し、3,

000xgで 遠 心 後 、 測 定 ま で 一600Cで 凍 結 保 存 した.血 中 ア ル ブ ミンは 、 抗 ラ ッ トア ル ブ ミ

ン抗 体 を 用 い たradioimmunoassay法 に て測 定 した 。 移 植16カ 月 の ラ ッ ト1000倍 希 釈血 清 を

用 いて 抗 ラ ッ トア ル ブ ミ ン抗 体(Cappel,USA)に よ るWcstcmblotに よ り、 血 清 中 ラ ッ ト

アル ブ ミンの存 在 を 確 認 した 。 な お 、数 値 はmean士S.D.で 表 した。

4)脾 内肝 細 胞 組 織 の 形 態 学 的 検 索:肝 細 胞 移 植 後16ヶ 月 に、 血 中 ア ル ブ ミン値 にぱ

らつ き の あ る3匹 のNARを 犠 牲死 させ 、 腔 内肝 組 織 を形 態 学 的 に検 索 した.脾 臓 は 、 門 脈

内 に留 置 した カ テ ー テ ル よ り経 脾 静 脈 的 に0.1%glutalaldehydeを 含 むperiodatelysine

paraformaldehydesolutionに て 灌 流 固 定 し、 固 定 後 脾 臓 を 長 軸 方 向 に3mmに ス ライ ス してパ

ラ フ ィ ン包 埋 しH.E染 色PAS染 色,渡 銀 染 色 、 ア ル ブ ミン抗 体 免 疫 染 色 を行 った。 な

お 、 ラ ッ トア ル ブ ミ ンの 免 疫 染 色 で は 、0次 抗 体 にrabbitanti-ratalbuminserumを 用 い 、

DABに て 発 色 させ た 。 ま た電 顕 用 に 脾 臓 の一 部 を 細 切 して1%オ ス ミウ ム酸 に て 固 定 し

Epon821に 包 埋 した後 、 酢 酸 ウ ラニ ール 、鉛 に て二 重 染 色 し、 電顕 にて 観 察 した 。 脾 内肝

組 織 占拠 率 は 、 画 像 解 析 装 置CB・TaspcrSystem(Kontron)を 用 い て 、 脾 臓 長 軸 断 面 積 中

の ア ル ブ ミン陽 性 肝 細 胞 の 占 め る割 合 で 示 した 。

【成 績 】

1)移 植 後 、 血 中 ア ル ブ ミ ンの 推 移

HCTx後 のNARの 体 重 は12カ 月 間漸 次 増 加 し、 そ れ 以 降 は減 少 した 。 生 存 率 は12カ 月

で100%で あ った が 、16カ 月 、18カ 月 の 時 点 で感 染 症 に よ り各1匹 が死 亡 した 。NARの 血

中 アル ブ ミン値 は 、1.8士0.3mg/dl,と 正 常F344ラ ッ トの2,680土179.Omg/dlに 比 べ 著 し く

低 値 を示 した.移 植 後1カ 月:6.9士1.1mg/dl、6カ 月:30.8土6.1mg/dl,12カ 月:37.2±8.7

mg/dlと 経 時 的 に増 加 し、14カ 月:53.9土9.2mg/dlと 増 加 した 。 な お移 植16カ 月 後 に犠 牲 死
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させた3匹 の うち血 中アル ブ ミンの最 大値 は88.3mg/dlで あ り、正 常F344ラ ッ トの約4%に

相 当 した。 また、 これ ら3匹 の移植 ラ ッ ト血清 中には、抗 ラッ トアルブ ミン抗体による

Wcstcmblotに て、分子量67,000の ラ ッ トアルブ ミンの存在が確認 された。

2)形 態学 的検 索

移植後16カ 月 目の灌 流固定 の脾臓 割面では、異所性肝組織は脾臓の下部1/2を 占め 、

同部の脾 臓 には腫大 は見 られず逆に萎縮 している。HE染 色で は、脾 内肝細 胞 は 白脾 髄 を

取 り巻 くように、不規則な肝細胞索構造を もつ肝組織を再構築 していたが、肝小葉構造は

み られず、胆道系組織や悪性像 もみ られなか った。PAS染 色で は、正 常肝組 織 と同様 にほ

ぼすべ ての移植肝細胞に陽性で、グリコーゲ ンの存在が確認 された。渡銀染色では、形成

された肝細胞索はreticulinfiberによる繊細な骨組み に囲まれ ていた。抗ラ ッ トアルブ ミン

抗体による免疫染色では、ほとん どの脾内肝細胞に陽性像がみ られた。また、移植群

NARの 肝 臓 にはアル ブ ミン陽性肝細胞が散見されるが、コ,ロニ0を 形成 して いるアル ブ

ミン陽性 肝細胞群はみ られず、移植を していないNAR肝 臓 に もほぼ 同 じ程度 にアル ブ ミ

ン陽性 肝細胞が散見 された。電顕像では、脾臓内の肝細胞によく発達 した ミトコン ドリア

や豊富な粗面小胞体、グリコーゲ ン穎粒がみ られ、活性の高い組胞像が確認 された。内皮

細胞は、肝細胞のperivascularspaceを 覆 うように存在 し、肝臓 同様 のsinusoidの 形成 がみ ら

れ、fenestrationもみ られた。Disses'spa㏄ にはfat-storagecellが散見 され た。肝 細胞 どう しが

接す る面には、bilecanaliculiの形成がみ られた。

3)脾 内肝細胞 の 占有率

移植 後16カ 月 目に犠 牲死 させたNARの3匹 の脾 内肝細胞 の 占有面積 はそれ ぞれ16・5

mm2,29.7mm2,32.7mm2で 、脾臓長軸 断面積 はそれ ぞれ の27.1%,36.1%,40.9%で

あ った。従 って 、算 出され る異所性肝組織重量は、それぞれ120mg,350mg,420mgと な

り正常肝臓重量 の0.8%,2.4%,2.9%に 相 当 した。 また、 この推 定脾 内肝組織重量 は血中

アルブ ミン上昇値 とほぽ対応 した。

【考察 ・結論】

無アルブ ミンラッ トは、1979年 長瀬 らによ り発 見 された常染色体劣性遺伝による ミュータ

ントで、肝細胞質 におけるアルブ ミン合成mRNAの スプライ シ ング異常 に よ り、正 常アル

ブ ミン合成能を有 しない先天性代謝病モデルである。本研究に用いたNARは 、Spraguc

Dawlcy無 アルブ ミンラ ッ トのアル ブ ミン合成スプライシング異常mRNA遺 伝子 を、近交 系

F344-Fischerラ ッ トに導入 し作 出 した もので ある。 したがって、これ らラッ ト間の移植は

同系移植であることか ら拒絶反応を来す ことな く、免疫抑制をする必要がない。NARの
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血 中アルブ ミン値 は0.8～1.8mg/dlで あ り、 この値は正常 ラ ッ トの約0.05%に 相 当 し、極

めて低値 で ある。 しか も血 中ラッ トアルブ ミンをradioimmunoassay法 に より微量 測定す る

こ とが可 能で 、動物を犠牲死させ ることな く、移植肝細胞の機能を経時的に鋭敏に知 りえ

るこどができるな ど、移植後の機能を評価するに有用なモデルである。我 々はすでにこの

NARに 対 しアル ブ ミンを産 出す る正 常肝臓を同所性に移植することにより、 レシピェ ン

トのNARの 血 中アル ブ ミン値1.30士0.21mg/dlが 移植後1週 で1,490±72mg/dlと 上昇 し、4

カ月で2063土133mg/dl、 と正常 ラ ッ トのアルブ ミン値 まで回復することを報告 した.さ ら

に短期 間の検討 で はあ るが、肝細胞、胎児肝移植で も有意 に上昇す ることを報告 し、代用

肝 としての可能性を示唆 した。今回、脾内肝細胞移植の長期効果を機能的、形態学的に判

定するために、NAR脾 臓 内 にアル ブ ミン産 生肝細胞を移植 し、血中ラ ッ トアルブ ミンの

推移を検討 した。その結果、移植後血中ラッ トアルブ ミン値は経時的に上昇 し、移植後16

カ月で は正 常F344ラ ッ ト血 中アル ブ ミン値 の2.1%(最 高4.0%)ま で上昇 した。 この血 中

アル ブ ミンは抗 ラッ トアルブ ミン抗体によるimmunotransblotに よ りラ ッ トアル ブ ミンであ

るこ とが確認された。他方、形態学的にみると、Mitoら と同様、 この時期で は 白脾 髄を

と りま くように肝細胞の増殖が認められ、不規則な肝細胞索構造を持つ肝組織を再構築 し

てお り、脾臓の下部約2分 の1の 面積 を 占め るようにな るな ど、生化学的な成績を裏づける

成果が得 られた。肝細胞移植後の血中アルブ ミンの上昇が、腔内で生着 した肝細胞 由来で

あるかないかを確認するため、移植14カ 月 目に脾臓 を摘 出 し、上昇 したNAR血 中アル ブ

ミン値の推移 を みた ところ、脾摘出前の血中アルブ ミン値37.2±8.7mg/dlか ら脾摘2カ 月

後:8.8土0.2mg/dl,4カ 月後:7.6土1.Omg/dlと 経時 的にNAR血 中アル ブ ミン値 は減少 した

か、未処置NAR血 中アル ブ ミン値:1.8士0.3mg/dlま で は至 らなか った。 これは、脾臓内に

移植 した肝細胞が脾臓に生着するとともに、細胞注入時に脾静脈を介 して一部が肝臓にも

流出 し生着 した可能性を示唆 している。Guputaら は、HBsAgを 産 生分 泌す るG7HBV形 質

転換 マ ウスの分 離肝 細胞をC57BL16Jマ ウスの脾臓 内に移植 し、血 中HBsAgを 測定す る こ

とに よ り、移植 肝細 胞の機能判定が可能であることを報告 し、Ogawaら も、アルブ ミン産

生肝細 胞をNARの 門脈 内に移植 して、移植肝細胞が肝臓内に生着 した肝細胞量を反映 し

ていることを報告 している。今回、我々は、肝臓に移植肝細胞が生着 しているのか否かを

同定す るために、肝細胞移植16カ 月 目にNAR肝 臓 内アル ブ ミン陽性肝 細胞 の存在を

immunostainingに て試 みた ところ、移植 を しなか ったコン トロールNARの 肝臓 に も加令 に

ともな うアル ブ ミン陽性肝細胞を多数認め、移植 したNARの 肝臓 との間 に差 を認 めな

か った。 これ らの結果 より、今回の経時的な血 中アルブ ミン値の上昇 は主に、脾臓内に生

着 した肝細胞由来であると考え られた。移植肝細胞は、長期にわた り、肝の特異 的機能で
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あるアルブ ミン産生能を維持 し、血中アルブ ミン値を上昇させるが、これ らのアルブ ミン

値 と移植肝細胞の脾 内占拠率の関係について検討 した。肝細胞移植脾臓を酵素抗体免疫染

色によりアルブ ミン陽性細胞を染色 し、これを画像解析によって脾内占有率を定量化 した

ところ、脾内肝細胞の占有面積は27%-41%で 、推 定肝組織重量 は約120mg/dl、420mg/al

、正 常肝重量 の0.8-2.9%に 相 当 した。 この値 は脾 内肝組織重量 とNARア ルブ ミン上 昇値

どの間 に対応 関係 が みられた。このように、この血中アルブ ミン値は、生着 している移植

肝細胞量によ り決定され るものと考え られる。他方、NARに 対す る脾 内移 植胎児肝 にお

いて も、 同方法で占有面積か ら肝組織重量を測定 した結果でも、移植18カ 月後 の血 清 アル

ブ ミンは30.8±2.Omg/dlど 正 常 ラ ッ トの1.5%、 脾 内移植肝細胞 の グラ フ ト含有率は33.5

±2.8%で 、 この さい推定肝 重量は1.5%に 達 し、血清 アル ブ ミンと腔 内移 植肝細胞のグラ

フ ト重量 との間に比例関係を示す成績が得 られている。また、国土 らのGunnラ ッ ト腔 内

肝細胞移植12カ 月後 の肝細胞 に、特異 的に存在するアシアロ糖蛋 白受容体 に結合する

99mTc-GSA(99mTc-diethylenetriaminepentaaceticacid-galactosyl-humanserumalbumin)に 用

いた定量 的評価で は99mTc-GSAの 脾臓へ の取 り込 みの肝臓へ の取 り込みに対す る比率は

0.06-1.33%(0.06土0.13)で 、 これか ら推定 され た腔 内肝細 胞重量は5.1-147.5(60.2士

13.3)mg、 腔 内肝 細胞 占有率 は1.3-16.8(10.2土1.5)が 、Gunnラ ッ トにおいて、黄疸 を

正常化 す るに必要な肝重量は生肝の約12%と 報告 してい る点か らみ ると、Gunnラ ッ トに

対す る我 々の肝細 胞移植量では代償 しきれなかったどいえる。同様に先天性肝アスコル ビ

ン酸生合成酵素欠損 ラッ トに対する肝細胞移植においては、生命を維持する閾値に達 して

いない とされている先天性アルブ ミン合成能欠損無アルブ ミンラッ ト(NAR)の 腔 内に

正常 ラ ッ トのアル ブ ミン産生肝細胞を同系移植 し、長期的効果をアルブ ミン合成能の面か

ら、機能的、形態学的に検討 した。肝細胞移植後、ラッ トは12カ 月以上 生存 し体重 の増 加

がみ られ た。NARの 血 中アル ブ ミン(1.8土0.3mg/dl)は 、肝細胞移 植後 、経 時 的に増 加

し、14カ 月(53.9土9.2mg/dl)に 頂値 に達 した。16カ 月後の ラ ッ トの血 中アル ブ ミンの最

大値(88.3mg/dl)は 正常 ラ ッ ト血 中濃度(2,680±179mg/dl)の 約4%に 相 当 した 。肝細

胞移植脾摘 出後 、経 時的に血中アルブ ミンが減少 したことか ら、腔 内肝細胞が長期 にわた

りアルブ ミン産生能を維持 していたことが裏づけられた。 しか も血 中アルブ ミンは抗 ラッ

トアルブ ミン抗体によるWcstcmblotで 、分子量67,000の ラ ッ トアルブ ミンの存在が 明 らか

にされた。光顕によると移植肝細胞か腔内で増殖 し、正常肝 とほぼ同様の組織を再構築 し

た。電顕において もミトコン ドリア等の発達 も良 く活性の高い細胞であった。アルブ ミン

免疫染色では腔内肝細胞にアルブ ミン陽性像か認められた。画像解析による移植後16カ 月

目の脾臓 内肝細胞 の 占有 面積率 は27-41%、 推定組織重量 は120-420mgで 正常肝 重量 の
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0.8-2.9%に 相 当 した。脾 内肝細胞移植 に よ り無アルブ ミンラッ トの血 中アルブ ミン値を

上昇させ、その上昇値が、生着 している脾内肝組織量 によることか ら、血中アルブ ミン値

をモニタすることにより、移植肝細胞の機能を経時的に定量化することか可能 とな りえ

た.
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