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は し が き

セ

生 体の物 質代 謝 の中枢 で ある肝臓 は、極 めて複雑 多岐 にわ た る機 能を有 す る臓 器であ る。従 って、

ひ とたび重 篤 な機能不全 に 至れば致死 的で あ るこ とは、 日常臨 床上 しば しば経験 する。一 方、肝 臓

は他 臓器 に はみ られ ないよ うな極 めて旺盛 な再生能 力を有 してい るので 、 この再生能 力 を賦 活化 す

る ことによ り救 命 しうる可能性 はある。 しか しなが ら、 この肝 臓 の再生機 栂 ある いは その制御 のメ

カニ ズムは今 日なお 明 らか ではな い。 肝再生 の 引き金因 子、再生 の補助因 子 など も多 数報 告 され て

はい るが 、未 だ一致 した見解 はな い。 本研究 の 目的 は、初 代肝 細胞 培養系 な らび にin-vivo動 物実

験 に よ って、多 方面 か らこの肝再生 の現象を 把え、 これ らの諸 成績 を解析 す る ことによ って、肝 再

生 の制御 機枢 を解 明す ることで ある。
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研 究 成 果

1.初 代 培 養肝 細胞 に対す る肝 切後 血清,イ ンス リン,グ ルカ ゴ ン添加 の効果 に関 す る検 討.

1.方 法

i)初 代培 養肝細 胞 の作 成

体重約200gのWistar系 雄性 ラ ッ トを用 いた。 エーテル麻酔 下 に開腹 し、門脈 内カ ニュー レを 挿入 し、

Ca*,篤 ♂-freeハ ン ク ス 液 で 血 液 をwash-outし 、 肝 を摘 出 して 再 灌 流 シ ス テ ム の 金 ア ミの上 に 肝 を 置 き 、

ついで0.05%の コ ラゲ ナーゼ含有 ハ ンクス液を用 いて循環 灌流 を行 った。約10分 間 灌流 後肝 をペ トリデ イ ッ

シュに移 し、 ハサ ミを用 いて細切 し、 冷ハ ンクス液で3回 細胞 を遠沈洗 浄 し、 得 られ た細胞 は10%牛 胎児 血

清 を含 む イーグルMEM培 養液 に浮遊 した。つ いで、肝細胞5x105ケ ずつ にな るよ うにplasticdishに 移

し、37℃ のCO2イ ンキ ュベー ター内で24時 間培養 した。

ii)各 種溶 液 の添 加法

24時 間培 養後、 培地 を各実験 目的 に応 じて変 更 し、同時 に$H一 チ ミジ ン2μci/dishを 添加 し、16

時 間後 に細 胞 を取 り除 き、 液体 シンチ レー ショ ンカ ウ ンターで放射 能活性 を測 定 した。

肝切除 後 の血清 は、エ ーテル麻酔 下 にHiggins&Andersonの 方法 に従 って70%の 肝 部分 切除を行 い、24,

48,72時 間後 に屠殺 して血 清を採 取 し、10%濃 度 で使 用 した。

-4
モルを 、グル カ ゴンも同様 の量を添 加 した。イ ンス リ ンは3x10

2.成 績

肝 切 除 後 の 血 清 を 加 え た 場 合 の放 射 能 活 性 は、24時 間 後 血 清23,242±1,556cpm、48時 間 後 血 清18,406

±1,585cPm、72時 閲 後 血 清18,406±2,466cpmで 、 対 照 は16,343±1,404cPmで あ り、 肝 切 約24時 闇 後 の 血

清 添 加 群 に お け るDNA合 成 が 最 も高 か った 。

ま た 、 イ ン ス リ ン添 加 群 は31,081±3,827cpm、 グ ル カ ゴ ン添 加 群 は6,855±1,775cpmで 、 この 時 の対 照 群
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は18,046±1,346cPmで あ った 。

3.小 括

肝切除後 血清 中に、肝再 生因 子が存在 す るであ ろ うことは以前 よ り知 られて いた こ とで あ り、我

我 の成績 も同様 な所 見 を示 した。 た だ、 肝切後 何時 間目の血清 が良 いか について は、24時 問 目 あ

るい は48時 間 目、 さ らに は72時 間 目 と一定 の見解 が得 られて いない。 また、DNA合 成 の ピー

クが この血 清添加 後何時聞 目 にな るか について も多数 のバ ラツキが ある。 これ らは、 経験 的 にみ る

とラ ッ トの種 類,年 齢,飼 育環境 によ り影 響 され るようであ る。

ま た、 イ ンス リンやグル カ ゴ ンのよ うな膵ホ ルモ ンが肝 再生 に強 く影 響す る こと も、近年 指摘 さ

れて きて お り、 臨床 において もその使用が検 討 されて いる。 と くに、急性 肝不全 時 のイ ンス リ ン ・

グル カゴ ン療法 として応 用 されて いるが、 その成 績 は必ず しも期待 され た ほど向上 してい ない。わ

れわれ の実 験系 で も、 イ ンス リ ンは確 実 にDNA合 成 を促進 させ るが、 グル カゴ ンはむ しろ逆 の成

績 で あり、 ま た両ホ ルモ ンの比 も検討 して みたが、有 意の効果 を確 認す る ことが で きな っか た。

II.A群 型溶 連菌 の菌体成 分OK-432を 用 い た肝 再生に関 す る検討.

1.目 的

OK-432は 、生 体 に投 与す ることによ り網 内系を活 性化す るこ とが知 られてお り、制癌 剤 と

の併用 によ る免 疫賦 活剤 と して、臨 床的 に も使用 されて いる。

さて 、肝臓 は肝実 質細胞 と しての肝細胞 と網 内系細胞で あ るク ッパ ー細 胞 よ り成 り立 って い る。

この網内系細 胞 の機能が、肝 再生 にいか なる影響 を及ぼすか を検討 した。

2.方 法

動 物 は体 重 約2009のWistar雄 性 ラ ッ トを 用 い た。 肝 切 除 はHiggins&Anderson法 に 従 い,7競

_.q
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肝 切除を施 行 した。 網内系 を活性 化 させ るため に、 肝切24時 間前 にOK-432を 腹腔 内 投与 し

また不活性 化 され るため には、 メチル パル ミテー ト2mg/kgを や はり肝 切24時 間 前 に静 脈投 与 し

た。

3H 一チ ミジ ンは、 屠 殺2時 間前 に腹腔 内に投与 し、肝DNA量 はSchmidt-Thannhanser-

Schneider法 にて測定 し、放 射能 活性 は シ ンチ レー ショ ン ・カ ウ ンターで測定 し、cpmで 表現 した

3.成 績

i)OK-432の 正常肝 に及 ぼす効 果.

OK-432を5な らび に20KE/匹,単 独 で投与 した場 合のDNA合 成 能 を測 定 した と ころ、

Table1.の よ うに両群 に有意 の変化 はみ られ なか った。

ii)OK-432お よび メチルパ ル ミテー ト投与 によ るDNA合 成 能 の変 動.

対 照群 で は、 肝切24時 間 目にDNA合 成 の ピー クを 示 したが、OK-432を5KE投 与 した群

で はDNA合 成 が早 く始 ま り、 その ピーク も20時 闇 と早 ま った。一 方、 メチルパ ル ミテ ー ト投与

群 で はDNA合 成 の立 ち上が りが遅 く、 その ピー クも大 部遅れ る こ とが判 明 した(図 一1)。

4.小 括

1

肝 再生 に網内 系の機能 が影響 して い るであ ろう ことは、 網内系機 能 の極 めて低 下 した場 合の肝障

害 の重篤性 な どか ら知 る ことがで きる。 このメ カニズ ムは今 日なお不 明であ るが、 ク ッパ ー細胞 の

賦活 化に よ りプ ロスタグ ラ ンデ ィンの合成活 性が高 ま るこ と、 あ るいは血中 のエ ン ド トキ シ ンのよ

うな中毒性物 質 を浄化 して、肝 臓を取 り巻 く環境 を良 くする ことな どが示 唆 されて い る。我 々 は現

在 プ ロスタグ ラ ンデ ィン合成 を抑制 した場 合に肝細 胞が ど うな るかを研 究中 であ り、 いず れか の影

響 が大か 判明 す るであろ う。
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皿.肝 再生 にお け る活性 酸素 の意 義

1.目 的

肝再 生 のinitiation機 構 に、活性 酸素 が関与 して いるか どうかを検 討す るた めに、70%肝 部分

切除 の後 に活性酸 素を選 択的 に減少 させ るスーパ ーオ キサ イ ドデ ィスム ターゼ(SOD)を 投 与 し

活性酸 素 の減少 によ る影 響を みた。

2.方 法

体重250～300gのWistar雄 性 ラ ッ トを用 い、エ ーテル麻酔 下 に前述法 に よる70%肝 切 除

を行 った。肝 切 直後SODと して のOrgoteinを 投与 し、屠殺2時 間 前 に3H一 チ ミジ ンを投 与 して

DNA合 成 を測定 した。 図一2に 実験 の フ●ロ トコールを示す 。

3.成 績

1)血 清SOD濃 度 の変 化.

15mg/kgのOrgoteinを 腹腔 内投与 され た後 の血清SOD濃 度の変 化を 図一3に 示 す。15分 以

内 に急激 に増 加 し、3時 間 目を ピーク として低下 す る。

ii)肝 重量 の変化.

Orgoteinの 有無 にかか わ らず、肝重量 は1週 目で術前 の約80%に 回復 した(図 一4)。

iii)s-GOTの 変化.

肝細 胞 の部分的 障害 によ り遊 離 したGOTは 、1週 目で ピー クを示 し、3日 目に はほぼ正常値 に

復 した。Orgoteinの 有無 は関係 なか った(図 一5)。
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IV)S-GPTの 変 化.

血 中のGPTは 、肝 切後 直 ちに上昇 を示 すが、 や はり3日 目 にほぼ正常値 に復 した。Orgoteinは

影響 しなか った(図 一6)。

v)残 存肝C-AMPの 変化.

Orgoteinを 投与 しない対 照群 で は、 肝切後 直 ちに組織 中のc-AMPは 上 昇 し、3日 目に は正常値

とな る。 一方、Orgotein使 用 群 で は肝 切直後c-AMPは 減少 し、 その後 徐 々に正常値 へ と上昇 し

た(図 一7)。

VI)残 存肝 のSODの 変化.

肝切 直後軽 度上 昇 し、1日 目で逆 に最低 とな り、 以後 少 しずつよ昇 を示 した。 しか しな が ら、 こ

れ らの変 化 は有意 で はなか った(図 一8)。

vri)残 存肝 のDNA合 成 に及 ぼすSODの 効果.

肝 切除後 のDNA合 成 能 は、Orgoteinの 投与 によ って非 投与群 の約70%に 低下 した。 これ はP

<0.01で 有 意 であ った(図 一9)。

4.小 括

活性酸 素 は、 ミ トコ ン ドリアにお け るエネルギ ー産生 系にお いて は重 要な役 割を す るが、逆 に細

胞 障害性 に働 くことも多 い。 これが肝 再生 の引 き金 とな るとす れば、肝 切に伴 う細胞 障害に よって

産 生 された細 胞膜 にお けるア ラキ ドン酸 回路 の活性化 がその原 因 となるか も しれな い。Orgoteinに

よ って、 この活性酸 素が取 り除 かれ たため に、細 胞膜 のア ラキ ドン酸 回路 が働 かず、c-AMPも

上 昇 しない ため に、 プ ロスタ グ ランデ ィン系 も再生 へ と反 応 しないの であ ろう。 この点 を明 らか に

す べ く、 よ り詳 細 な検 討を継 続 中で ある。
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IV。 脾 内胎児 肝移植 に よる肝再生 の検討.

1.目 的

脾 内に移 植 された胎児肝 組織 は、旺盛 な分化 ・分 裂増殖 を示 し、本 来 のin-viVOの 状 態 と同 様 の

発展段 階を示 す。 そ こで、 この実験モ デルを用 いて、 宿主 ラ ッ トに肝 切やEck手 術 を加 え、脾 内移

植胎児 肝が どの よ うな影響 を受 け るか検 討 した。

2.方 法

胎 児肝 は、胎生18～20日 目の近 交系Wistarラ ッ トよ り摘 出 し、 直径0.5mm大 の小 組織片 に細

切後、22ゲ ー ジ注射針 を用 いて同系 ラ ッ トの脾 内に注入 した。 移植 後10～14日 目に、前 述 の

方法 に従 った70%肝 切 除群、 さ らに この残存 肝が 大 き くな らない よ うに、 ガー ゼで包 んだ機械 的

再生 抑制 群、 そ して エ ック手術 群を作製 し、DNA合 成能 イ ンス リン濃度 の測定 な どを行 な った

(図一10)。

3.成 績

i)肝 切後肝車量と脾内胎児肝DNA.

宿主肝重量を体重で除した相対的肝重量と、脾内移植胎児肝細胞のDNA合 成の関係をみると

(図一11)、 宿主肝重量の回復につれてDNA合 成は低下する。

ii)脾 内胎児肝 のDNA合 成能

各 群の脾 内に移植 され た胎 児肝細胞 のDNAを 経 時 的に観察 した(図 一12)。 シ ャム群 は全 く

変化 を示 さなか ったが、肝 切群 は1日 目に高 い ピー クを示 し、 以後徐 々 に低 下 し、7日 目 にはほ ぼ

前値 に復 した。一方、 エ ック群 ば1日 目に示 した高 値 を、1週 以後 も同様 に維持 し続 け るこ とが判

明 した。
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図10〔 方 法 〕
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iii)血 中 イ ンス リンの変 化

エ ック群 の旺盛 な脾 内胎 児肝 のDNA合 成 能が 、末梢 血中 のイ ンス リン濃度 と何 らか の関係が あ

るか ど うか を検討 した(図 一13)。 しか しなが ら、肝 切群 では比 較的 イ ンス リ ン濃 度 の低い に も

かか わ らずDNA合 成 は広 く分布 し、 またエ ック群で は比 較的 血中 イ ンス リン濃度 が高 いに もか か

わ らず 同様 にDNA合 成能 は広 く分布 し、 インス リン濃度 とDNA合 成能 の直接 的 な関係 は明 らか

で はなか った。

4.小 括

宿主肝 切除 によ り、宿主肝 と同 様 に脾内胎 児肝 にお いて も早期 か らの変 化 は同様で あ り、 ま たエ

ック手術 に よ り、移 植肝 のDNA合 成 のみが高 値 を維持 した とい う興味 のあ る事実 は、宿主 肝の縮

小 によ る液性 因子が 、脾 内移 植肝 細胞 の増殖 に極 めて第 一義的 で あ ることを示す 。 これ は、 ラ ッ

ト個体 か らみた全体 的な肝機 能量 の維持 とい う 一種 のホ メオスター ジスの メカニ ズムの基 にあ る こ

とを示 唆す る ものと考え られ る。

V.肝 再生時 の細胞 回転

1.目 的

細胞 増殖 に伴 うDNA量 を細胞 集団 の全体像 として把 握 し、 かつ分 裂像 と対 比 して検索 で きる方

法 として、flowcytometry(FCM)は 極めて有 意義 な もの であ る。 そ こで、 肝切後 の変 化を 中心

に検 索 した。 ノ

2.方 法

肝 細 胞 分 離 法 は 、 研 究 項 目(Dの 場 合 と同 様 で あ る 。DNA蛍 光 染 料 と して はPropidium

Iodideを 使 翔 し、 昭 和 電 工 製flowcytometerCS-20に よ り、488nm励 起 に よ る630nm光 を 測

一16一
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図14肝 細胞分離法
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定 した(図 一14)。

70%肝 切は前法 と全 く同様 で あ り、FCM測 定 によ るDNAヒ ス トグ ラム と各細 胞周期 との関係 を図一

15に 示 す。Go-G1は2Cに 、G2+Mは4Cに 、そ してSは2Cと4Cの 間 に位 置 す る。

3.成 績 と小括

70%肝 切除後 のDNAヒ ス トグ ラムを み る と(図 一16)、 肝 切12時 間 目よ り2Cが 減少 し、4C、

さ らに は8Cの 著 増を示 し、1週 間後 にむ けて復 元 して ゆ く。 これを、Go+G1、S、G2÷Mの 動 きと

して 図示す ると(図 一17)、Go+G1は 肝切後 第1,2病 臼に最 も少 な く、以 後回復 を示 し、G2+M

はこれ と全 く逆 の動 きを す る ことがわか る。Sは1日 目に高値 を示 し、以後 その値 を維持 す る。

以上 の変 化をみ る と、 肝切 直後か ら約1週 聞 にわた る細胞 回韓 の様 子が極 めて明瞭 に把 えるこ とが 可能で

あ る。 肝切 に よって、2Cの 細 胞群 が一期 に4C,8Cへ と動 いて い く有 り様 が良 くわか る。今 回 は肝切 の

み しか報告 しなか ったが 、エ ックなどの変化 も極 めて 興味 ある ところであ る。

図 薯6肝 切除後肝細胞のDNAヒ ストグラム
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図17肝 切除後細胞回転各期の変動
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VI.総 括

生体 の代 謝機 能を担 う肝臓 は、 その80%を 切除 して も、 自分 の再生能力 で もとの大 きさに回復 す る こと

がで きる。 昔か ら、 この脅威的 な再生 の メカニ ズムを解 明す る努力 が続 け られて い るが、 なお解 決 され て は

いない。 ひ とつの理 由と して 、in-vitroに お け る単純 な実 験モデ ルが なか った こ とが あげ られ る。 肝 細胞

の初代培養 法 も、 コラゲ ナ ーゼ消化法 が開発 されて か ら成功 す るよ うにな った と言 って も良 く、 今 日で も

cellcultureの システムで は分裂 ・増 殖を営 ませ る ことは難 しい。 我 々は、細胞培 養系,flowcytometry
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卜蓬

昌
属
「

あ る い は脾 臓 内 移 植 法 な ど の 様 々 な 方 法 か らの ア プ ロー チ を 試 み た 。 そ の 結 果 、initiaterと して の 活

性 酸 素 の 意 義 、flowcytometryで み られ た 再 生 時 の2C,4C ,8Cの 各populationの 意 義,脾 内 移 植 実 験

で み られ た 肝 再 生 も 、 ホ メ ォ ス タ ー ジ ス の 枠 内 で 変 動 す る こ と な ど の新 知 見 が 得 られ た 。

一 方 、Howard&Pelcが 提 唱 した 細 胞 周 期 と い う概 念 も、Lajthaら に よ るGO期 の 存 在 や 、Smith&

Martir.のtransitionprobabilitymodelと い う新 し い細 胞 増 殖 制 御 の考 え 方 に よ っ て
、 新 た な る展 開 を

見 せ 始 め て い る 。Go期 に あ る肝 細 胞 が 、 肝 切 除 と い う増 殖 の 誘 導 機 転 に よ って こ のcellcycleを 進 行 す

る と い う把 え 方 は 、flowcytometoryのdataと も一 致 しそ うで あ る 。 しか し なが ら、 エ ッ ク手 術 時 に み ら

れ た よ うな ホ メ オス タ ー ジ ス の 影 響 下 に あ る場 合 に は 、 ど う な るで あ ろ う か 。 こ の点 、 今 後 検 討 す る問 題 と

して 大 変 興 味 の あ る と こ ろ で あ る

以 上 、 肝 再 生 の 制 御 機 構 に 関 して 、in-vitro,ex-vivo,in-vivoの 実 験 モ デ ル に よ り検 討 を加 え 報 告 した 。
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