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ζま し 力書 き

昭和60年 度から文部省科学研究費補助金(0般 研究B)の 助成のもとに行

なわれた 「肝臓外科におけ る硬変肝構成細胞の特性に関する基礎的および臨床

的研究」は、3年 間の研究期間を終了し、 ここに報告書をまとめることになっ

た。研究計画の全てが達成 されたわけではないが、細胞 レベルでの解析によ り

い くつかの新 しい知見が得 られ、肝臓外科の基礎的 ・臨床的研究が着実に前進

したものと考え られる。報告書をまとめるにあたって、各分野の専門家の方 々

の率直なご批判を願うものである。
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肝硬変は肝の線維化を主体とする慢性進行性の肝疾患であるが、現在その進

行を阻止するいかなる治療法もな く、肝不全、肝癌、食道静脈瘤などを併発 し、

死の転帰をとる。また肝癌の多 くは肝硬変を合併 しており、肝癌の切除を含め

た外科的治療法も著 しく制限されている。 この肝の線維化と並んで、もう一つ

の肝硬変の病態の特徴は、肝硬変が前癌病変としてとらえられていることであ

る。特 にB型 肝炎を契機 として発生す る肝硬変の半数は発癌するといわれてお

り、肝硬変からの発癌の可能性とその予知は内科的領域においては肝癌発症ハ

イリスクグルーブのより正確な設定、さらに外科領域においては肝切除後の再

発形式、特に多中心性の発癌を予測するうえで、きわめて重要な課題 となって

いる。本研究は、肝硬変細胞が肝硬変に特徴づけ られている2つ の主たる特性、

すなわち肝線維化に果たす肝硬変細胞の関与、 および前癌病変としての肝硬変

細胞の発癌ポテンシャルを解析することを目的とした。前者についてはわれわ

れが独 自に開発 した肝細胞の生体内培養モデルである肝細胞脾内移植実験系で

検討 し、後者についてはフローサイ トメ トリー法を用い、実験肝硬変細胞、 ヒ

ト肝硬変細胞の核DNA量 、その ヒス トグラムパ ターン解析による細胞生物学

的なアブローチを試みた。

そ して、これらの肝硬変細胞の細胞レベルでの特性と臓器全体、すなわち臨

床例における肝硬変症の病態を対比検討することによって、肝硬変症に対す る

理論的かつ合目的な診断 ・治療法の開発を意図 したものである。

2.脾 臓内移植硬変肝細胞の形態と線維産生 について

四塩化炭素(CCIa)投 与により作成 したラッ ト肝硬変より硬変肝細胞を分離

し、同系ラッ ト脾臓内に移植し、その生着、分裂、増殖過程が正常肝細胞移植

といかなる相違がみ られるかを検討 した。 この研究はすでに報告 しているが、

ここではその概要について述べる。
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肝細胞浮遊液0.2旧 置を脾臓内に注入移植するが、浮遊液中の硬変肝細胞は

その収率、viabiIityか ら換算すると、正常肝細胞移植時の300～400分 の1

ときわめて少ない硬変肝細胞が移植されたことになる。 しかしながら、脾臓内

での生着状態は正常肝細胞の場合と同様の生着状態を示す(図1)。4か ら5

ヶ月目より分裂増殖を開始するが、この分裂増殖は正常肝細胞より旺盛で移植

一年後の肝組織 も正常肝細胞移植時より脾臓内占拠率 も大 きいものが多い
。 こ

のように硬変肝細胞 も脾臓内にて生着、1年 後には正常肝細胞移植と同様の肝

組織を形成するが、その索構造は不整であり、また一部には腺腫様構造を示す

部分もみられる。 また類洞構造の構築も正常肝細胞移植の場合、移植6ヶ 月目

から形成されるが、硬変肝細胞移植の場合、それより2～3ヶ 月遅れて形成さ

れ、その形態 も不完全なものが多い。硬変肝細胞移植によって構築された肝組

織を鍍銀などの染色、アザ ン染色にて観察 しても特に線維成分の増加を認める

所見は得 られない。 しか しなが ら電顕にて観察すると、移植4～5ヶ 月 目には

細胞間隙に膠原線維の増生 を認め、さらに移植9ヶ 月目の硬変肝細胞移植肝組
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硬変肝細胞 も正常肝細胞 と同様に脾臓内で増殖 し、肝組織を再構築する。
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織内、特 にDisse腔 内 に膠原 線維 を しば しば検 出 し、 その増生部位、 微細構

造は宿主肝硬 変 と変 わ るとこ ろがな い(図2)。Disse腔 内 の微絨毛 はこの増

生 した膠原線維 によ り、変 形 または消失 す るものもみ られ た。 さ らに灌流固定

を行なった移植9カ 月 目の硬変肝 細胞 につ いて詳細 に観察 す ると、 その出現部

位はDisse腔 内が最 も多 く、 ついで肝細胞 間隙、 さ らに毛細胆管 内にも認め ら

れた(図3-a,b>。 この膠原 線維 は数十本の 同一方向 にほぼ平行 に走 る線
00

維束 と して認め られ、0本 の太 さ は580～600Aで 膠原線維特有 の約600Aの

横紋構造 を有 し、 さ らにその 間に10本 前後のsubbandを 確認 し得 た。 また

興 味ある所見 として、幅約0.1μ の無定形 構造 を示 す基底膜様構造 も、部分 的

ではあるが比較 的細胞 障害 の強 い肝細胞類 洞面 にみ られた。

(a)(b)

図2CC14投 与 後 の宿 主肝Disse腔 に産生 した膠原線維

H;肝 細胞

,

一10一



3.

鎌

硬

慮

D

で

、
織

1

考

核

順

織

組

一

1)

(a)(b)

図3-a移 植硬変肝細胞の間隙 に認 め られ た膠原線 維(↓)

(移 植12ヶ 月 目、浸漬 固定)、

b毛 細胆管内にみ られ た未熟 な膠原 線維様構 造(↓)

(移 植9ヶ 月 目)
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一
3.フ ロ ー サ メ リー に よ る' のDNA量 の

1,、'… 、 ～ 、 パ ラ フ ン 旬 埋 曇 に つ い て

硬変肝細胞の核DNA量 の測定にあたっては、硬変肝の組織構築上の特徴 を

考慮した細胞分散法、裸核精製法を確立する必要がある。また、多 くの試料の

核DNA量 を測定 した成績 を解析するためには、再現性があり、かつ簡単な手

順で測定用検体を作成する方法を確立する必要がある。そこで、 まず ヒ ト肝組

織、ラット肝組織を用いて検体作成法を検討 した。試料には、新鮮組織、凍結

組織、パラフィン包埋組織 を用いた。これ ら検討の詳細については、参考論文

一1を 参照されたい。

1)新 鮮組織からの検体作成法

A.肝 細胞分散法

ラッ トでは、 門脈 内カ ニ ュ レーシ ョン ・コラゲ ネー ス酵素灌流 法 を用 いて肝

細胞を分 散す る。 ヒ ト肝組 織か ら肝 実質細胞 を分散す るために、独 自に顕微鏡

の レンズ入れ を加工 して再 灌流式 チ ャンバー を作成 した(図4)。 す なわち、

レンズ入 れの中 に隔壁 をも うけ、 そ こに数個の側孔 をあけた注射針 を5～6本

組み込 んだ もの で、 チ ャンバー の両側にチ ューブ を接続 し、酵素 液(コ ラゲ ネ

ース)が 灌 流す るよ うにな って い る。針 の部分 に肝組織を刺 入装填 し、 ミニポ

ンプを用 いて酵素液 を閉鎖 灌流 す る。 この方法 を用 いると、0.5gの 肝組織

か ら測定 に必要な細胞 を分 散で き る。 図5に ヒ ト肝硬変組織 か ら分 散 した硬変

肝細胞 の塗 末標本 を示 す。

B.裸 核精製 法

a)分 散 した肝細胞 か らの 裸核化

分散 した肝 細胞 に0.瀦NP-40を 加 え、 シ リンジングによ り裸核 化 した。 そ

して、薦糖密 度勾配遠 心法 を用 いて核 を精製 した。

b)組 織 か らの裸核化

約2mm角 の肝組織 に0.5駕NP-40を 加 え、 ホモジナ イズ した。 そ して、核 を

上述の方法 で精製 した。
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2)凍 結組織か らの検 体作成法

凍結 組織、 または新鮮 組織 か ら分散 し凍結保存 した肝細胞か らの検体作 成 は

Vindelovら のdetergent-trypsin法 を用 いた。

3)パ ラフィン包埋組織からの検体作成法

パラフィン包埋組織からの検体作成法をラッ ト肝組織を用 いて、基礎的に検

討 した。その詳細については、参考論文 一2を 参照されたい。

4)DNAの 染色 とフ ロー サ イ トメ トリー に よる測定

検体 は、RNaseで 処理 したの ち、プ ロ ピジウムヨー ドを用 いて染色 した。

測定 にはCS-20セ ル ソ ー ター を用 い、3万 個の細胞 または核 を測定 した。

5)各 検体作成 法の特徴 と選択

ヒ トを含む哺乳類 の肝細胞 には、細胞学 的に2核 細胞の存在 と多倍数体 核の

存在 という、他 の臓 器 を構 成す る細胞 にはみ られな いふたつの特徴 をもつ。そ

のため、 フローサ イ トメ トリーでDNA量 を測定 した場合、 同0の 検体 を細 胞

レベルで測定 した結果 と核 レベル で測定 した結果を比較 す ると、DNAヒ ス ト

グラム上、 明 らか に差 が認 め られ る(図6)。 また、 その差異 を表1に ま とめ

た。 すなわち、DNAaneuploidyやDNA合 成期 の割合 など細胞周期 の各分画 の

割合を解析 す るため には、CV値 の 良好な核 レベル での測定 が適 して お り、 ソ

ーテ ィング法 を用 いて2核 細胞 の割合 を解析 す るような場合 には細胞 レベル で

の測定が適 してい る。表2に 、各 検体作成法の長所 ・短所 と解析可能 な項 目な

どをまとめ た。 この表 よ り明 らかな ように、肝細胞の細胞学的特徴 を考 慮 し、

解析 したい項 目をあ らか じめ設定 して、細胞 分散法、裸核精製法 を選択 す る必

要があ る。すな わち、2核 細胞 の割 合や細胞 内蛋 白量 とDNA量 を同時 に測定

す る場合に は、新鮮組 織か ら細胞分 散す る方 法が適 してお り、DNAaneuploidy

を解析 す るため には、再現 性が あ り、かつ簡 単な手順で測定用検 体 を作成 で き

る凍結 組織 か らの検体 作成法 が適 してい る。 また、retrospectiveに 検討 す る

場合にはパ ラフ ィン包埋 組織 か らの検体作成法 が選 択され る。
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評価項目

二核細胞

多倍数体

C>値(%)

DNAaneuploidy

細胞周期鰐析

測 定 レ ベ ル

細胞 レベ ル

保存 され る

細胞 レベ ル

4～8

検 出 しに くい

検体 によって

鵤析 困難

核 レベ ル

保存 され ない

核 レベル

2～3

検出 しや すい

ほ とんど全て の

検体 で解 析可 能

.表 一1:測 定 レベル での差 異

組織

新鮮組織

凍結組織

パ ラフ ィ ン

包 埋組織

測定 レベル

細胞

核

核

核

長所

・肝細 胞 のみ を測定

でき る

・手技が 箇車

・組繊 の保存が でき

る
・針生検 組織で も可

能

・retrospectiveな

検 討 が 可 能
・保 存 が 可 能

短所

・組繊量 が最低

9.59必 要

・摘 出後 直ち に細胞

分散す る必要 があ

る
・手技に慣れ るまで

時 間を要す る

・非 実質細胞 の混入

・デ ブリスの割 合が

高い
・非実質 細胞の 混入

・手技 を確立す るた

めに基礎的 な検 討

が 必要

触 析 項 目 ・

・二核細 胞の割 合

・細胞周 期解析

・多倍数 体

・DNAaneuploidy

・多 倍 数 体

・DNAaneuptoidy

・細 胞 周 期 解 析

・多 倍 数 体

・DNAaneuploidy

・多 倍 数 体

・細 胞 周 期 鵤 析 には

工 夫 が 必 要

表 一2:検 体作成法の長所 ・短所と解析項目
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撚
現在実験 的肝硬変モデル 作 成には、thioacetamide(TCA)を 飲料 水に溶

解 して 自由に摂取 させ る方 法 と、四塩化炭素(CCIa)を 皮下、腹腔内 または吸

入 によって投与 す る方 法 が ある。 われわれは、EdwardandProctorら の方法

に準 じ、初回0.04mlのCC14を 基本単位 として胃ゾ ンデか ら経 口投与 し、

体 重の増減 に ともな って投与 量 を変化 させなが ら、週1回 、合計10週 間投与

することに よって、実験 肝硬変 を作成 した(加 えて、肝細胞 のcytochrome

P450を 活性化 させ、CCIaに 対 す る感受性 を高め るために、初 回投与後10日

目よ り飲料水 に35mg/dlに 調整 したフェノバル ビタール ナ トリウムを混 じて

使用 した。)。

10週 間投与後、1週 間経 過 したラ ッ ト肝は、 肉眼的に硬 く腫大 し、組織学

的にはグ リソン鞘 および 中心 静脈領域 を中心 として線維化 および細胞浸潤 が認

め られ、小葉構 造改築 が必 ず しも肝全体 に及 ばな いものの、偽小 葉形成の像 が

支配的な軽度肝 硬変の所見 を呈 した。
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図7ラ ッ ト正常 肝 ・硬変 肝細胞核 のDNAヒ ス トグ ラム
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1水に溶

1たは吸

・の方法

与し、

澗 投与

1 rome

l 10日

}混 じて

組織学

1潤が認

1の像が

フローサ イ トメ トリー測 定検体 と しての硬変肝細胞 はコラゲネース灌流法 に

よって分離 した(0.1%collagenase,20分 間)。 得 られた硬変肝 細胞 の

viabilityは70～80%で あった。検体処 理方法は、detergent-trypsin法

を用 い、3万 個の核DNA量 を測定 した。

図7右 は、9週 齢(体 重200～250g)よ りCC14投 与 を開始 して実験 肝硬

変を作成 した21週 齢の ラ ッ トの肝 細胞核DNA量 の ヒス トグラムバ ターンで

ある。 図7左 は、同週齢の未 処置 コン トロール ラ ッ トのもの である。 これ らふ

たつのDNAヒ ス トグラムバ ター ンを比べ ると、肝硬変 ラッ トの8Cに 相 当す

る多倍数体核の増加 が特徴 的 であ る。 各多倍数体の割合 は、肝硬変 ラッ トでは、

2C;16.4%、4C;61.4%、8C;20.3%で 、未処置 コン トロ・一ル ラッ トで

は、2C;23.3%、4C;72.0%、8C;2.3%で あった。表3に は、21週

2C 4C 8C

正 常 肝

(n=4)

ー

ハ∠

{」

」4
.

36.0

23.3

32.5

26.7

55.8

72.0

64.5

69.6

2.74

2.33

1.24

..

平均 29.69665.5962.05%

硬 変 肝

(n=10)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

01

32.2

35.7

24.4

26.7

12.4

15.6

16.4

17.8

25.3

16.7

52.9

48.2

54.2

57.2

65.7

63.5

61.4

56.1

56.6

.:・

13.8

14.7

19.3

14.3

20.4

19.7

20.3

23.7

15.7

14.4

平均 22.3%58.49617.6%

表3正 常肝 ・硬変肝の各倍数体の割合
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{

齢の ラ ッ トの正常肝DNAヒ ス トグ ラム(n=4)と 硬変肝 モデル(n=10)の 解

析 結果 を示 した。 正常肝では平均で、2C;29.6%、4C;65.5%、8C;

2.1%で あった。一方、硬変肝では、2C;22.3%、4C;58.4%、8C;1?.

6%と2C,4Cの 割合の軽度 の減少 と8Cの 割合の 著 明な増加 を認めた。

以 上の ような肝細胞核 レベル でのDNA量 の測定 に加 え、肝細胞 レベルで核

DNAを プ ロピジ ウムヨー ドで、細胞内蛋 白をFITCで 染 色 し、すなわち二

重染色 を施 し、twoparameter解 析 を行な った。 図8右 は、硬 変肝細胞の2次

元dotplot表 示 であ る。横 軸は核DNA量 、縦軸 は細胞内蛋 白量を表わす。

図8左 の同週 齢ラッ トの正常 肝細胞 の もの と比較 す ると、8C細 胞 の増加 が明

らかで あるとともに、各倍数体構成細胞 の全体的 な蛋 白量の低下 が認め られ た。
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[0)の 解

8C;

C;17.

[た。

慌ル で核

まわち二

包の2次

蛙わ す。

曽加が 明

bら れ た。

1
次 に肝硬変 を作成 した ラ ッ トに、70%肝 切除を加 えた場合 の変化 を検討 し

た。肝切除後24時 間、27時 間、48時 間、72時 間、7日 目に再生肝硬 変

細胞 を分離 し、その細胞 核 のDNAヒ ス トグラムを正常 ラ ッ トのそれ と比較 し

た。図9は 正常 ラッ ト肝 の70%肝 切除24、48時 間後、7日 後 のDNAヒ

ス トグ ラムであ る。肝切 除後24時 問 目に2C-4C問 に3.45%、4C-8

C間 に7.37%のS期 に相 当す る細胞が認め られた。一方、図10は 硬 変肝7

0%肝 切 除後 のDNAヒ ス トグラムであ る。肝切 除24時 間 目で は、2C-4

C問 に1.1%、4C-8C間 に5.0%のS期 細胞が認め られ るの みであ った。

さらに,2C-4C間 、4C-8C間 に、肝切除27時 間後 ではそれぞ れ0.92

%、3.48%、48時 間後で は0.95%、2.41%、72時 間後で は0.73%、

0.44%のS期 細胞 が認 め られ た。 硬変 肝70%肝 切除後のDNA合 成 の ビ.._.

クは、正常肝70%肝 切除 と同様 に肝切 除24時 間後にあ るようだが、細胞 増

殖相 にはいる細胞 の絶 対数 は減少 してい ることが明 らかにな った。___.方、硬 変

肝肝切除72時 間後 にお いても、緩徐 にDNA合 成が続 いてい ることが示 され、

硬変肝肝切除後の肝再生 の遅 延 を解 明す る手 がか りにな るもの と推 定 された。

以上、フローサ イ トメ トリー を用 いた実験肝硬変 の細胞動態 的変 化 をま とめ

ると、①CC14投 与 によ り作成 され た肝硬変構成細胞 は、多倍数体 化(poly-

ploidization)が 進行 す るこ と、②硬変肝細胞 内の蛋 白量 が減少 して いるこ と、

③硬変肝70%肝 切除後 のDNA合 成の ピ.._.クは、正常肝70%肝 切 除後 と同

様 に肝切除24時 間後 に認 め られ るが、増殖相 にはいる細胞数 は少 な く、緩徐

なDNA合 成 が長 時間継続 す る ことが明 らか とな った。
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難
実験 肝癌モデル として は芳 香族 ア ミン類 と並んでよ く用 いられ る2-acetyl-

aminotluorene(2-AAF)を 用 いた。 長期投与 によって過形結節さ らには肝

癌 が生 じる。Digernesは このモデル を用い、1984年 に初めてフ ローサ イ

トメ トリーに よって肝細 胞動態 の解析 を行 なった。彼 は、発癌 前状態 の過形結

節の集族 を、 組織学 的に周囲肝組織 と明瞭に区別されることか ら"Cirrhotic

nodules"と 呼称 し、 臨床的 に肝硬変 を母体 に発癌 する肝癌 との類似性を指摘

して いる。 われわれ はAAFの 長期投与 によって作成 され る肝癌の発癌に至 る

までの経過の細胞 動態解析 を行 な うとともに、AAF投 与後早期の細胞動態 解

析 を合わせて行 な った。 そ して、結果的 にこの細胞動態が前述 したCCIa投 与

によ り作成 され た実験 肝硬 変 と異な ることを見 いだ した(参 考 論文 一3)。

[材 料 と方法]

細胞周期 の安定 しだ8週 齢 のWinstar系 雄生 ラッ トを用い、長期投与群 では

0.005%AAFを 含有 させ た餌料 を2週 間投与、 その後1週 間休薬 させ ること

を1サ イクル と し、最長9ヶ 月 間(計12サ イクル)投 与 した。投与 開始3ヶ

月 目(4サ イクル)以 降 よ り発癌 のinitiatorと して35mg/dlの 濃度 に調整

したフェ ノバル ビタール を飲料 水に混 じて与えた。 また、長期投与 と併行 して

投 与開始後早期 の肝細胞 動態 を知 るために以下の3群 を用 い実験 を行な った。

実験1:0.05%AAFを 連 日投与 し、 ラッ トの生存曲線 と死亡直前の ヒス ト

グラムパ ター ンを観察 した(n=10)。

実験2:AAF投 与開始後3日 、5日 、10日 、14日 目の経 日的な ヒス トグ

ラムパ ター ンの変 化 を観察 した(n=30)。

実験3:AAF投 与で知 られて い る肝細胞 増殖抑制作用 を明 らかに し、 さらに

発癌のpromotionと して このモデル で位置づけ られ ている70%肝 切除後 の

細胞動態解析 を行 な うため に、AAF投 与後5日 、10日 、14日 目に70%

肝切除 を行 な い、24時 間、 ・時間、7日 後の肝再生現象をcontrol群 と

比較検討 した(n=18)。 肝 細胞分離 は非実質細胞の混入 を避け るためにコラゲ

ネー ス灌流法 にて行 い、得 られた肝細胞 はdetergent-tripsinmethodに て処

理 し、プ ロ ビジ ウム ヨー ドで染色後、 フローサイ トメ トリーで核DNA量 を測

定 した。
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1.長 期 投与群

6カ 月 間(計8サ イクル)の 投与 ではラ ッ ト肝 に は、大小不同の多数の結節

を生 じ(図11)、 組織学 的には大型肝 細胞 で構 成 され る過形結節で あ り、 こ

の時点 では肝癌の発生 は認 め られ なか った。 図11下 段 に示 したように非過形

結節 部分 の ヒス トグ ラムバ ターン は2C(89.2%)、4C(8.03%)、8C(

0.37%)で あ った。 一方、過形 結節部分 の ヒス トグ ラムバ ター ンは2C(69.1

%)、4C(27.8%)、8C(0.48%)で 、過形結 節部分 にわずか に4C、 及

び8Cピ ークの増加を認め るものの、両者 とも2C超 有意の ヒス トグ ラムパ タ

ーン を示 し、4C有 意 の同週齢 未処置 ラ ッ トの ヒス トグラムパ ター ンとは大 き

く異 な っていた。 また、8Cは ご くわ ずかに認 め られ るのみで ある。

9カ 月間投与 ラ ッ トでは図12に 示す よ うに、黄 白色小豆大の硬 い腫瘍が発

生 し、 組織学 的には胆管細胞癌 に類似す る高分化肝 癌で あった。 この肝癌部の

DNAヒ ス トグラムパ ター ンは、2C(64.3%)、4C(23.8%)と2C超 有

意 であ り、DNAaneuploidyは 認 め られ なか った。 しか し、同一肝非癌部組織

のDNAヒ ス トグラムパ ターン(2C;87.0%、4C;8.87%)に 比べ、4C

成分 の増加 と2C-4C間 のS期 の増加(2.69%)が 特徴的であ った。
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n.短 期投与群

実 験1:(図13)

AAF投 与 後28日 目か らラッ トは体 重減少、腹水 貯留、肝萎縮が著明 とな

り、50%生 存 日数 は投与 開始後29日 、 最長生存例 は投 与開始後42日 であ

った。死亡 直前 のラ ッ ト肝 には黄色粟粒大 の過形結節 が全 例に3～4個 出現 し

て いた。非過形結節部肝組織 の ヒス トグラムは図13下 段右 に示 した ように、

長期投与実験の結果 と同様 に2C超 有 意 であ った(2C;85.7%、4C;9.88

%、8C;0%)。 図13下 段左 は同週齢 の未処 置 ラッ トの ヒス トグラムで、

2C;17.6%、4C;?4.0%、8C;5.3%で あ った。 またAAF投 与 ラッ ト

では2C-4C問 に1.41%のS期 を認 め た。

実験2:(図14)

経 日的な ヒス トグラムバ ター ンの変化 で は、投与 開始 後20日 までの観察で

は、2C;52.0%、4C;45.6%、8C;0.38%と2C、4Cの 逆転現象 と、

8Cの 減少消失 を認め た。 しか し、 この変化 は投与 日数 に比例 した連続 的変化

ではな く、投与開始後3日 目で、2Cの 増加 と4C、8Cの 減 少(2C;51.1

%、4C;45.2%、8C;0.48%)が 認め られ、非常 に早 期か らAAFの 作用

が発現す ることが示唆 され た。

実験3:(図15)

AAF5日 間投与群 では70%肝 切 除後、観察期 間内 にS期 の増加は認め ら

れなか った。 しか し図 に示 す ように、AAF10日 間投与群では肝切除後7日

目に2C--4Cの 間に3.96%のS期 が存在 した。AAF14日 間投与 群では、

肝 切除後24時 間、48時 間 ではS期 細胞 は認め られず、7日 観察群(n=2)

では肝切除後、4日 目、5日 目に死 亡 した。 この結果、AAF10日 間投与 ラ

ッ トでの70%肝 切除後のDNA合 成の ピークは、肝切 除後168時 間 目に発

現 す ることが明 らかにな った。
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AAF投 与 日数 と肝細胞DNA量 の変化
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[ま とめ]

AAFの 発癌機序としては、肝内でふたつの代謝産物を経た後、発癌の

initiatorと して直接肝細胞核DNAに 結合 して癌が誘発されるとされている

が、その詳細は明らかでない。今回の実験成績から、AAFは 投与開始後早期

に8C、4CとDNA量 が多 い肝細胞核を標的とすることが示唆されており、

その結果 として、2C超 有意のDNAヒ ス トグラムパ ターンが得られる。この

成績は、 先に述べたCCI4で 作成 した実験肝硬変のpolyploid現 象とはきわ

めて対照的である。長期投与によって生 じた肝癌や過形結節の ヒス トグラムバ

ターンからは、AAFに よる肝細胞の変性消失と2C-4C問 の新たな再生増

生の繰 り返 しによって、過形結節の発生や発癌が促進されるものと考えられる。

フローサイ トメ トリーによる肝切除後のS期 相当細胞の評価に関してはいま

だ問題点はあるが、フローサイ トメ トリーは多倍数体細胞によって構成 される

肝臓の硬変化、発癌などのメカニズムを解明するうえで有効な方法 と思われる。

本研究期間内に明らかにできた点はそのメカニズムの一部ではあるが、今後も

この手法を十分に活用 し、 とくにAAF投 与ラッ トに対する肝切除が発癌 とい

かなる関係があるのかをさらに検討 したい。
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肝 切 除 後 の 肝 細 胞 動 態
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幽
肝 硬変、特 にB型 肝炎 を契機 に発生 した炎症性肝硬変の半数 は肝癌 を併発 す

るといわれ てい る。 この よ うに肝硬変 は肝癌の前癌病態 と して と らえ られてお

り、 この肝 硬変 が どの ようなDNAhistogramを 示すかは きわめて興 味のあ る

ところであ る。 これ まで肝 癌非合併肝硬変14例 、肝癌合 併肝 硬変21例 につ

いて核DNA量 を測 定 し、2例 にDNAaneuploidyを 認め た(図16)。 また、

フロー サ イ トメ トリー にて 測定 した組織 に近接 した組綾 を病理学 的に も検討 し

た結果 では、 核細胞 異型 を ともな う肝 硬変像が認め られたものの、 肝硬変組織

には癌組織 は含 まれていな か った。

われわ れは、 現在 までに約500の 消化器系 臨床検体 につ いても同様 に検討

して いるが、非 癌病巣 でDNAaneuploidyを 示 したものは直腸癌 を合 併す る潰

瘍性大 腸炎 の1例 の みであ る。 また、 胃のdysplasiaでDNAaneuploidyを

示 した とす る報 告 もある。 したが って、DNAaneuploidyを 示 した肝 硬変 は、

DNAhis七 〇gram上 、発癌 リスクの 高い肝硬変 と考 え られ る。
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難
固形 癌 を中心 にこれ まで多 くの腫瘍 の核DNA量 が フローサ イ トメ トリーを

用 いて測定 ・報告 されてい るが、 ヒ ト肝癌 につ いての報告 は本邦、 欧米 におい

てもみ られ ていな い。

ヒス トグ ラ ムパ タ ー ン ー 原 発 性肝 癌 一
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図17:典 型的な原発性肝癌のDNAヒ ス トグラム
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典 型 的 な原 発 性 肝 癌 のDNAhistogramを 示 す(図17)。 肝 癌 に お いて も

他 の 腫 瘍 と同 様 にDNAhistogramは 、DNAdiploidyとDNAaneuploidyを 示

す もの に大 別 され た。 後 者 を さ らにDNAindexが1.5以 下 の2倍 体 近 傍 型 と

1.5以 上 の4倍 体 近 傍 型 に 分 類 し、 臨床 像 、 腫 瘍 マ ー カ ー で あ るアル フ ァ ・フ

ェ トプ ロ テ イン 、HBs抗 原 な ど との 関連 性 に つ い て検 索 した(表4)。 明 か

なDNAaneuploidyは18例 中13例 、72%に 認 め られ(表5)、DNA

indexは1.2～2.1で あ っ た 。 ま た そ の半 数 が アル フ ァ ・フ ェ トプ ロ テ イ ン が

200ng/ml以 上 で あ っ た。 ま た 、DNAaneuploidyを 示 した12例 中8例 が 、

HBs抗 原 は 陰性 で あ った 。 現 在 の とこ ろ症 例 数 が少 な い ため 、Edmondson分

類 、 発 育 形 式 な ど との 関 連 性 は 見 い だ せて い な い。

罎;宜

平均年令

H8s-Ag

(十 ⊃

(一)

α・Fp(ngノ 醍)

200L

zoo1

Edmondson

分 頴

1旬9I

ll旬1鵬

飛冒型式

膨 脹 翌

1畳潤 型

2陪 体翌

%

52.8才

%

%
%

%

%
%

Aneup80idγ 出 三見`同

2倍 体近傍型

%

58.5才

%
%

%
%

%
%

%
%

4倍 体近傍翌

%a

56.7オ

%
%

%

%
%

%
%

表4肝 癌の ヒス トグ ラムパ ター ン と臨床像
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正 常 肝(n寓38》

慢性肝 炎(n富8)

肝 硬 変

肝癌合併(一 》(n=14)

肝癌合併(十)(n=40》

肝 癌(n=43)

Diploidy

36

8

2

0

1

2

10
(2696)

Aneuploidy

0

0

4
屠
8

1

33

(74%)

解析不能

2

0

1

1

0

表5肝 疾 患別のDNAヒ ス トグ ラムパ ターン

DNAaneupioidyを 有す る肝 癌 とDNAdiploidyを 示す肝癌 とはその発癌形

態、発育速度、進展、再発形式 に相違 があ ると考 えられ る。今後、 さ らに症例

を積 み重ね ることで、 肝切除後 の再発が 多中心性 発癌か脈管内播種 によるもの

かな どの鑑別 も可能 とな り、生命予 後、疾 患予後判定 の重要なパ ラメー ターに

な り得 るとの感触 を得 てい る。 この場合、 同一の腫瘍 内に おいて異な るDNA

量 をもつ細胞集 団(stemlinehe七erogeneity)が 存 在す ることに留 意す る必要

があ ろう(図18)。
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4.考 案 および まとめ oI

本研究の当初の課題 としては、① ヒト肝硬変に類似 した不可逆性の実験肝硬

変モデルの確立、② ヒト肝硬変および実験肝硬変からの肝硬変細胞の分離、③

生体内培養実験によるこれ ら分離肝硬変細胞の形態 ・機能的特性の検討である。

しか し、肝硬変の前癌状態 としての特性を検索する必要があるとの考えから、

61年 度 より、④の課題と して肝硬変細胞の細胞生物学的特性、特にその細胞

動態的変化に関 しても検索を進めてきた。

①不可逆性実験肝硬変モデルの確立

肝線維化における肝硬変細胞の役割については、四塩化炭素投与により作成

した肝硬変ラッ トの肝硬変細胞を脾臓内に移植 した実験成績か ら、肝硬変細胞

が線維形成に関与する主たる担当細胞であることをすでに確認 している。本研

究は、dimethylnitrosamine(DMN)投 与による不可逆性の肝硬変モデルの

作成と、その肝硬変細胞を脾臓内に移植 し、脾臓内再構築肝の肝硬変細胞周囲

にみられる線維が移植された肝硬変細胞が産生 したものであるか否かを検証す

る目的で行なった。 しか し、DMN投 与による肝硬変作成法では、ラッ トの死

亡率が約90%と 高 く、数匹のラッ トに肝硬変を作成できたものの、肝硬変細

胞を分離 して脾臓内に移植するまでにはいたらなかった。今後、他の肝硬変誘

発性薬剤投与による実験的肝硬変の作成と脾臓内移植、そ して本研究で用いた

形態学的手法に加え、コラーゲンなどに対するモノクロナル抗体を用いた免疫

組織化学的手法を用いて、 詳細に検討する必要があると考えられた。

②肝硬変細胞の分離

ヒト肝硬変細胞の分離に関しては独 自に開発 した多肢灌流法および再灌流式

チャンバーを用 いることにより、大きな肝組織からでも、0.5g程 度のご く少量

の肝組織からでも、十分な収量の肝硬変細胞 を分離することが可能であった。

これら肝硬変細胞分離法の確立により、以後の検索が容易になった。ラッ トで

は、コラゲネース灌流法を用いることで実験肝硬変においても問題な く肝細胞

が分離できた。

10'

・

殖

化

形

築

定

組

績

力

り

さ

侭

C

3

、

オ

、

多

》4

糸

馬

}

一3?一

一 一



一

lo

」

幽

、
`

謬
'

一↓
覇

)

百

E

罫

舜

,
二

之

肝
～

醇
巳

露
」

包

③生体内培養実験によるこれら分離肝硬変細胞の形態 ・機能的特性

移植生細胞数からみた肝細胞のもつ増殖力は、正常肝細胞移植例では最低

105個 の細胞数が必要であるが、肝硬変細胞移植例では10° 個の細胞数で生着

・分裂増殖を認めた。 したがって、肝硬変細胞には正常肝細胞以上の旺盛な増

殖力 をもつ と考えられた。

障害程度の差による膠原線維増生度の相違については、CCIaの 投与量を変

化させることにより肝硬変を作成 し、分離 した肝硬変細胞を脾臓内に移植して

形態学的に検討 した。 しかしなが ら、薬剤投与量が同量であっても脾臓内再構

築肝の線維化の程度は一定せず、障害程度の差による膠原線維増生度の相違を

定量的に解析することは困難であった。

その他の硬変肝構成細胞(Kupffer細 胞、脂肪摂取細胞)の 脾臓内再構築肝

組織の線維化、肝硬変細胞の増殖に対する役割は、本研究年度中には明かな成

績 を出すことはできなかった。 しか し、その研究を遂行するうえでの基礎的な

方法論を確立できた(参 考論文一4>。 すなわち、Percollgradient法 によ

り、Kupffer細 胞を分離す ることに成功 し、さらにFITC-latexbeadsを 貧食

させ、フローサイ トメ トリー法 と組み合わせ ることで、Kupffer細 胞の機能的

側面をも評価することが可能となった。

④肝硬変細胞の細胞生物学的特性

これまで、肝細胞の細胞動態的変化は、放射性チ ミジンのDNAへ の取 り込

み率やオー トラジオグラフィーによる標識率、細胞分裂指数(MitoticIndex>

を指標 として評価されてきた。本研究では、その変化を近年、細胞生物学の研

究に広 く用いられるようになってきたフローサ イ トメ トリー法を用いて評価す

ることを試みた。その場合、 ヒ トを含む哺乳類の肝細胞には、細胞学的に2核

細胞の存在と多倍数体核の存在 という、他の臓器を構成する細胞にはみられな

いふたつの特徴をもつため、 まず方法論について基礎的な検討を加えた。

そして、確立されたそれ らの方法を用いて正常肝、正常肝の肝切除後、CC14

投与により作成 した硬変肝、それぞれの肝細胞の細胞動態の変化を検討 した。

その結果、肝切除後の再生肝細胞、硬変肝細胞では、正常肝細胞に比べS期 と

G2M期 、すなわち細胞増殖期に相当する分画の細胞が増加 していた。さらに、

硬変肝細胞では、著明なpolyploid化 が認め られた。 これらの成績は、 プロ

._..サイ トメ トリー法を研究方法に導入したことによって、非常に簡単にかつ高

一38一



い信頼性をもって得ることができた。

一方、この ような肝切除後の再生肝細胞、硬変肝細胞、さらには肝癌細胞は

増殖坑進状態にあると考えられ、これら三者に共通する多 くの細胞生物学的特

性をもっている。 しか しながら、共通性 と同時に多 くの異なった特性も持ち合

わせている。その相違を検索することが本研究の課題の0つ であった。 この点

についても、その一部について基礎実験的 ・臨床的に検討を加えた。肝癌を発

生 させるためにAAFを 投与 し、その発癌経過の肝細胞動態を解析 した結果で

は、投与初期に4C主 体の細胞集団から2C主 体(2C超 有意型のDNAヒ ス

トグラムを示す)へ 変化するという顕著な所見をとらえることができた。この

成績は、CC14投 与により肝硬変を作成 した場合の細胞動態の変化 とは明 らか

に異なっていた。

臨床的検索においては、ほとんどの肝硬変細胞はDNAaneuploidyを 示さな

かったが、2例 ではあるがDNAaneuploidyを 示した例を認め、肝硬変が前癌

病変としての意味あいをもつものと考えられた。一方、AAFに よる発癌過程

では、DNAaneuploidyは 認められず、AAFに よるラッ ト発癌モデルが、 ヒ

トの場合のどのような発癌に対応するものか、今後検討する必要性を感 じた。

また、肝癌細胞の臨床的検索において、DNAaneupioidyを 示 した肝癌患者

の生命予後は不良の傾向があり、肝硬変からの発癌予知 と肝癌の悪性度を知 る

新たな指標が生 まれる可能性を見いだせた。

以上、肝硬変細胞の線維化と発癌ポテンシャル というふたつの肝臓外科領域

に密接に関連する研究課題 について、基礎的 ・臨床的に検索 し、近 い将来、臨

床の場で新 たな診断 ・治療法に寄与 し得るいくつかの興味ある知見を得ること

ができた。

最後に本研究の遂行にあた り、ご助言頂いた、岩手医大産婦人科教室 ・西谷

巌、善積昇先生、山口大学病理学教室 ・高橋学先生に深謝致します。 また、労

を惜 しまず協力頂いた岡田陽子氏、実験実習機器センター ・阿久津弘明技官に

感謝致 します。
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