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は し が き

急性 肝 不 全 は致 死 的 な疾 患 で あ り、 交 換輸 血,異 種 肝 灌 流 さ らに活性

炭 に よる吸 着 療 法,PAN膜 に よ る透析 療法 な どの肝 機能 補 助 装 置 を含

むい か な る療 法 に よつ て も、70～90%の 患 者 は死 亡 す る○

近年 、 こ れ ま での 中毒物 質 を除 去 す る こ とを主 眼 と した方 法 よ り、 肝 不

全 患 者 の 内部環 境 の乱 れ を正 常 へ と回復 させ る こ と、 す な わ ち、 そ れ に

よつ て肝 再 生 を促 進 させ る 試み と して イ ンス リン,グ ル カゴ ン療 法 、各

種 の ア ミノ酸輸 液 な どが 広 く行 わ れ て い るoし か し、 これ らの 方法 も救

命率 を大 き く上 昇 させ る もの で は な い こ とが知 られ て き た○

一 方
、 肝 臓 の もつ旺 盛 な再 生 力は、 現 在 なお か つ 多 くの分 野 の研 究 者

に とつ て最 も魅 力 あ る研 究 対 象 の一 つ で あ り、invitroの 細 胞 培 養 澄

よびinvivOに おけ る肝 切 除,肝 移 植 な どに加 え て、 門脈 系 の 種 々の

臓 器切 除 を行 う実験 系か ら得 られ た 研究 成果 は枚 挙 に い とまが ない ○

我 々は1976年 以 来 、 同 系 ラ ツ トの脾臓 内 に遊 離 肝細 胞 を 移植 した

結果 、 脾 内 に お いて移植 肝細 胞 が増 殖 して組 織 再 構 築 す る、 細 胞 単 位 で

のinvivOに おけ る肝 再生 実験 モ デ ル を開 発 し、 そ の有 用 性 を報 告 し

て きた1・2)。 この実験 系 に紳 て 、肝細 胞 の増 殖 には脾 の 細 網 雛 の

meshworkが 非 常に 重 要 で あ る こ とよ り、 肝 切 除 後 の再 生 に お け る肝

の網 内 系 の 意 義 を強張 して きた○

本 研 究 にお い ては、急 性 肝不 全 実 験 動物 と しては 現 在最 も現 想的 な モ

デ ル と考 え られ て い る ガ ラク トサ ミン投与 急性 肝 不 全 ラ ツ トを作 製 し、

肝 の 網 内系 賦 活,遊 離肝 細 胞 の脾 内移植 に よる救 命 効 果 を検 討 したo
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実験成果

1.実 験 材 料 蔚 よび 方 法

実 験 動 物:伝 重220～2709の 近 交 系 ラ ツ ト,Flisher雄 を 用 い 、

同 じ時 期 の 実 穀 群 に つ い て は で き る た け 同 じ体 重 の もの を使 用 し たo

肝 不 全 動 物 の 作 製:2種 類 の 急 性 肝 不 全 モ デ ル を作 製 した 。

1)ガ ラ ク トス ァ ミ ン(D‐galactosamin‐Hcl;GalN,Sigma社)

を 生 食 で 溶 解 し、 ラ ツ ド1匹 に つ き1.29/kgをpenialveinよ り静 注

した0

2)ガ ラ ク トス ァ ミ ン,エ ン ド トキ シ ン併 用 急 性 肝 不 全 モ デ ル はGalN

O.r/1-11L▽ 。、24時 間 後 に エ ン ド トキ シ ン(Lipopolys(⊃accaride

Sigma社)0。59/kgi.v.投 与 した ○

肝 網 内 系 賦 活 法;溶 連 菌 に 体 成 分 で 免 疫 賦 活 剤 と して広 く臨 床 で 使 用 さ

れ て い る ピ シ バ ニ ー ル(OK-432,中 外 製 薬)を 用 い た00K-432は

肝RESを 賦 活 す る こ と が 知 られ 、 最 近 で は と くに イ ン ター フ エ ロ ン誘 導

体 と し て使 用 さ れ て い る3)。

肝 細 胞 の 分 籠:ラ ツ ト門脈 内 の カ ニ ユ レ を 過 して 、 コ ラ ゲ ナー ス 消 化 液

に よる循 環 灌 流 方 式 に よつ た。 その 詳 細 はす でに 報告 して あ る1)o
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II。 実 験 群

1)コ ン ト ロー ル群

a)GalN1。29/kgi.v.単 独 投 与

b)GalNO.59/kgi.v.24時 間 後 にEndotoxinO.59/kg

iovo

2)UK-432処 置 群

c)a)群 のGalN投 与24時 間 前 にOK-432,10KE.i.P.

d)b)群 のGalN投 与24時 間 前120K-432,10KE.i.P.

3)肝 細 胞 投 与 群

。)。)群 のG。1N投 与24時 間 後 に 遊 離 肝 細 胞 約4×107コ

(viability70%)脾 内 投 与

f)と)群 のGalN投.与12時 間 後 に 遊 離 肝 細 胞 約4×107コ

(viability70%)脾 内 投 与

皿.処 置後 の検査

肝 機能(GOT,GPT)、 凝 固 能(ヘ パ ブ ラス チ ンテ ス ト、 プ ロ トロ

ン ビン時 間)お よび組 織 学 的 検 査(H.E.,PAS)を 経 時 的 に行 つ た○
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IV.結 果

1)生 存 日数

実 験 群a);GalN投 与48時 間 前 後 に ほ とん ど の例 は 死 亡 し、72時 間 ま

で に す べ て 死 亡 した(N=15)(図1)o

b);Endotoxin投 与6時 間 以 内 、 す な わ ちGa1N投 与 後30時 間

で す べ て の例 は 死 亡 した(N=10)(図2)O

c);15例 す べ て 観 察 期 間 の4週 間 生 存 した(図1)O

d);10例 す べ て 観 察 期 間 の4週 間 生 存 した(図2)o

e);GalN投 与 後72時 間 以 内 に す べ て 死 亡 した(N=10)o

f);Endotoxin投 与 後2～3時 間 以 内 に す べ て 死 亡 した(N=10)o

図1急 性 肝 不 全 ラ ッ トの 生 存 率 図2急 性肝不全ラッ トの生存率
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2)GOT,GPTの 変 化

a)群 に お い て、GOTは12時 間 後 平 均4000Uと 非 常 な 高値 とな

り、48時 間 後 に は10,000U以 上 とさ らに上昇 したoそ れ に比 し、OK

432前 処 置 を行 つたc)群 では 、12時 間後 に平均3,000Uに 上 昇 し
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O)

)

)

た が 、 そ の 後 除 々 に 下 降 し、5日 目に

uは 正 常 と な つ た(図3)
oGPTに っ15

,000

い て も、GOTと ほ ぼ 同 様 の 傾 向 を 示

した0

10,000

ま た 、b)群 で はGalN投 与24時

間 後 に は 平 均700Uと 」=昇 し、

Endotoxin投 与 数 時 間 以 内 に す べ て5'000

死 亡 し た(図4)○

一 方
、OK-432投 一与 のd)群 で は

GalN投 与24時 間 後 す で に対 照 と し

て のb)群 より低 く、Endotoxin投 与24'

時 間 後 に は 平 均135Uと さ ら に 下 降

700

し、48時 間 後 に は平 均70Uと 正 常

に復 した(図4)0500

肝細 胞投 与 のe)とf)群 は、 そ れ300

それ コ ン トmル 群 のa)お よびb)
goo

とほぼ 同 様 で あつ たo

図3GOTの 変 化
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図4GOTの 変化
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3)ヘ パ ブ ラ ス チ ン テ ス トお よび プ ロ ト ロ ン ビ ン値 の 変 化

ヘ パ プ ラ ス チ ンお よ び プ ロ ト ロ ン ビ ン値 もほ ぼ 同 様 で あ り、Ga1N投 与 後

す

全 くclottingせ ず 、3日 以 」二生 存 した 例 で も約10日 後 に なつ て は じめ て

正 常化 した。
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4)組 織 学 的 検 査

コ ン トロー ル群(aお ・よびbに か か わ らず)は 、GalN投.与24時 間後 の組

織 像 は散 在 す るpiecemea1吾 よびfocalnecrosisと 小出血のみで あつ た が、

48時 間 後 に は肝 の小 葉 構造 は乱 れ 、広 汎 な壊 死 と出血 に進展 し、 す べ ての

ラツ トは死 亡 した○ 一 方 、UK-432処 置 群(c,d群)で は、24時 間後 の

障 害 は コ ン トロー ル とほ とん ど変 らず 軽微 で あつ た。 そ して、48時 間後 も

壊 死 の範 囲 は広 が る こと左 く大 略24時 間 後 と同 様 で あつ た。5日 後

に は 処 置群 の組 織 像 はほ とん と三 常で あ り、 部 分的 に 小 さ な細 胞 浸 潤 巣 を見

るの み で あっ た○

肝 細 胞 投与 群(e,f群)に つ いて は、 コ ン トロー ル 群 とほ とん ど同 様 で

あ つ た が、 脾 内 に生 着 した数 個 の 肝 細胞 集 族 が見 られ たo

V.考 察

ペ ニ シ リンで殺 したStreptococcuspyogeusの 菌 体成 分 で あ るOK -

432は 、 イ ン ター フ エ ロン(IFN)を 強 ぐ誘 起 す る こ とが認 め られ
、 そ

れ にはM/の 関 与 が重 要 で ある こ とが示 唆 され てい る3)0我 々は 、独 自に開

発 した遊 離 肝細 胞脾 内移 植 実験 の 結果 か ら、肝 細 胞 の 増殖 におけ るRESの

働 きの重 要性 に着 眼 し・ また急 性 肝不 全 時 の肝RESの 機 能 低 下が 肝 細 胞膜

障 害 を肝 工死 雌 行 させ る とい うLi・h・ 母G・11un)の 主 張 より、 網 内系 の

賦 活 剤 と して のOK-432を 肝 不 全 動物 に投 与 す る こ とに より救命 し ようと

したo

UK-432の 前投 与 の効 果 は著 明 で、Ga1Nの み 投与 急性 肝 不 全 ラツ ト(
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後48時 間 ま での(OK-432の 前

投与 に か か わ らず)散 在す るfOcal

necrOsisと 軽 度 の 出血 お よび細 胞

浸潤 が、48時 間 後 に 小 葉構 造 の乱 れ

を伴 う広 汎 な壊 死へ と進展 す る像 を示

実験 群c)15例 す べ て を救 命 したo

そ こで、Liehr&Grunの 仮 説,肝RESの 機 能低 下 の た め に、 大腸 壁

を通 して 門脈 系 か ら流 入す る エ ン ド トキ シ ンを除去 す る こ とが で きず 、 そ の

た め に補体(C3)を 活 性化 させ ・ 障 害 した肝細 胞膜 に作 用 し、 広汎 な壊死

巣 に発 展す る とい う図5をGalN十Endtoxinモ デ ルの 実 験群b,dに よ

り・ 間 接 的 に 証 明 し よ うと したo少 量 のGalN(0.59/kg)投 与 で

は肝 に軽微 な変 化 しか もた らさ ない が・Endotoxinの 中程 度 量(0・59イ

kg)を24時 間 後 に追 加 投与 す る と明 らか に小 壊 死巣 は 急激 に拡 大 し、 ま も

な くす べ ての ラツ トは死 亡 した。 この実 験 モ デルにOK-432を 前処 置 す る

と(d群)、Endotoxinの 追 加 投.与に て もmassivenecrosisと は な ら

ず、 そ の結果 、 す べ て の ラ ツ トは 救 命 さ れ た。 この 実験 結果 は、Liehr&

り のし

Grunの 説 を強 く指示 す る もの で あ つ たo

とこ ろで、 この併 用 モ デ ル に知 い て、GalN後 のOK-432の 投 ・与効果 は

な く、 そ れ ど こ ろか⑤ndotoxinの 追 加 投 与後 、 よ り激 しい 工死 が 誘 発 され

た(未 発 表)oこ の こ とにつ いて 現在検 討 中 で あ るが、 肝 細 胞膜 障害 が す で

に存 在 してい る時 にOK-432を 投

図5ガ ラクhザ ミン急性 肝不 全

与 す る ことは、細 胞障 害 を増悪 さ せ ガラクトザミン

る危 険 性 が あ る こと を示 して い るo

肝の繊 学的所見は・G・1N投 与 緬胞騰1警 喫 箆 灘

1
大腸壁の浮腫

網内系機能低下

エ ン ド トキ シ ン血症

←__________一 補体 系の活 性

肝細胞の壊死

(Liehr.Grunの 図 を一 部 変 更)
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したoこ の こと も・Ga1N急 性 肝 障 害 に は48時 間以 降 エ ン ドトキ セ ミァが

関与 す るこ とを暗示 して い る。

GOT,GPTは 、肝 の組 織 像 とほぼ 一致 した変 化 を示 した が、凝 固系 は

GalN投 与 直後 より極 度 に障 害 され 、そ の正 常化 には約10日 間 も要 したo

臨 床 に お け る劇 症 肝 炎 にて も凝 固系 の正 常化 が 遅 れ る ことは 時 に 見 られ る現

象 で ある○ 次 に、 遊 離 肝 細 胞 の急 性 肝 不全 に対 す る効 果 で あるが、1976

年 よ りSuther1・nd毫 ぬ びM・k・wka① らに よ り、CCI4,DMNA規 び

Ga1N投 与 肝不 全 ラ ッ トの 約12～24時 間 後 に種 々の遊 離 肝細 胞(同 種,

異種 診 よび凍 結 細 胞)を 投 与 す るこ とに よつZ、 か な りの救 命が得 られ る こ

とを報 告 しZい る○ しか し、 我 々の今 回 の追 試 では 成功 しなかつ たo

彼 らの実験 に て の最 大 の問 題 は、 薬 物 性 急 性肝 不 全 モ デ ルの再現 性 で あ り、

特 にGalN単 独 投 与 量 に つ し(ては研 究 者 間 に大 きな差 異 が み られ るoい ずれ

にせ よ、 これ らの実験 は最 近 開始 され た もの で あ り、 なお 数 多 くの 追 試が 必

要 で あ るoた だ、 我 々のOK-432の 結 果 か ら考 え る と、 遊離 肝 細 胞 の脾 内

あ る いは腹 腔 内 投 与 に よる急性 肝 不 全 ラッ トの救命 効果 は、移 植 した 肝細 胞

の 直接 効 果 とい う よりは 、肝RESを 介 して の前 述 した エン ドトキ シ ン除 去

に 関係 して い る可 能 性 が 強 い もの と思 われ るo我 国 で も昨 年 ・CC14急 性肝

不全 ラ ツ トに前 投 与 した遊 離 肝細 胞(脾 内投 与)が 救 命 率 を 向上 させ る とい

う報 告 が 見 られ た7)o特 に前投 与 の 場合 には 肝RESの 賦 活効 果 は 大 きい も

の と考 え る。

肝 細 胞 を生 体 内 に投 与 して 急性 肝 不 全 を治 療 し ようとす る試 み は全 く新 ら

し く、今 後 は再現 性 の あ る急 性 肝不 全 のモ デル に対 し、 投 与期 間,量,さ ら 髄

に 肝細 胞 の質(生 あ るいは死 細 胞,同 種 齢 よび異 種 細 胞)ま た肝 細 胞 のSub-

cellularfractionな どを検 討 す る こ とに より、期 待 の もて る方法 とな
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り うる可 能性 が あるo

w.結 果

1)GalN1.29/《gi.v.お よ びGalNO.59/kg24時 間 後 にEndo‐

toxinO。59/kgi.v.併 用 の2種 類 の再 現性 の あ る急 性 肝 不 全 モ デ

ル を 確 立 した0

2)OK-432のGalN24時 間 前 投 与 に よ り100%救 命 さ れ た 。 対 照

群 は す べ てGalN投 与3日 以 内 に 死 亡 した 。

3)肝 の 組 織 像 は、GalN48時 間 後 にfocalよ りmassiveに 移 行

(エ ン ド トキ シ ン追 加 モ デ ル で は エ ン ド トキ シ ン 投 与 直 後 よ り)し 、

こ の 像 と トラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ 値 の 高 値 は一 致 し た0

4)同 系 ラ ッ ト遊 離 肝 細 胞 のGalN24時 間 後 投 与(脾 内)の 救 命 効 果

は み ら れ な か つ たo

一一一11
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