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1は し が き

近年 、 アル コ ール 性肝 障害 と して一 括 され て い る病態 の な か に 、

その発 生 や 進 展 に免疫 異 常 の関 与 す る とみ られ る病態 の あ る こ とが

指 摘 され て い る。 す な わ ち 、 ウイル ス性 慢性 活 動性 肝 炎 の よ うな 組

織像 を呈 し、 しか もselfperpetuationの 性 格 を有 す る アル コ ール

性慢 性 肝 炎 の 存在 す る こ と1-3,、 また アル コ ール 性 肝 炎 や アル コ ー

ル性肝 硬変 の発 生 に は個 体 差 があ り(大 酒 家 の10～30諾 に発生)、

この個体 差 に遺 伝 免疫 学 的 な制 御 を うけ た免 疫 機 構 の差 が関与 す る

とみ られ て い る4)。

アル コール 性 膵 障 害 の代 表 的 な病 態 で あ る アル コ ール性 慢 性 膵 炎

にお い て も、 発生 の個 体 差 が大 き く(大 酒 家 の1瓢 以 下 に発 生5))、

また成 因 を問 わず 、慢 性 膵 炎 はselfperpetuationの 性 格 を有 し、

アル コ ール 性 の場 合 そ の傾 向 が大 で あ る こ と が指摘 され るs)。

アル コ ール性 肝 障害 に対 す る斬 新 な 免疫 学 的 ア プ ローチ の1つ と

して、 アル コ ール や そ の代 謝 産 物 で あ るア セ トアル デ ヒ ドの作 用 に

よって 肝 細胞 膜 上 に表 出 したneoantigen7}に 対 す る抗 体 を介 した

ADCC(antibodydependentcellmediatedcytotoxicity)に よ る細

胞障 害 性 の検 討 が行 わ れ っ っ あ る8-10).し か し、 アル コ ール性 慢 性

膵 炎 に 関 して は、 この よ うな ア プ ローチ は行 わ れ て いな い。

この研 究 は、 第1にxenogeneicな 膵 腺 房 細 胞 膜 抗 原 で も っ て動 物

を感作 す る場 合ADCCを 介 した膵 障 害 が発 生 す る か ど う か、第2に エ

タノール を投 与 され た動 物 のallogeneicな 膵 腺 房 細胞 膜 抗 原 で も っ

て感 作 した場 合 同様 の膵 障 害 が発 生 す る か ど う か、第3に アル コ ー

ル性 慢 性 膵 炎患 者 の血 清 にADCCを 介 して膵 腺 房 細 胞 にcytotoxicに

作用 す る抗体 が存 在 す る か ど うか を明 らか にす る 目的 で 行 わ れ た。
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皿 研究方法 と研究成績

1、 イヌ膵腺房細胞で ラッ トを感作 した場合の抗膵細胞膜抗体 と

膵組織障害の作製

A,対 象 と方 法

1)、 イ ヌ お よ び ラ ッ ト膵 腺 房 細 胞 の 単 離

雑 種 成 犬 を麻 酔 下 で 開 腹 して 膵 を 切 除 し、 切 除 膵 をphosphate-

bufferedsaline,pH7.4(PBS)で 洗 浄 し た後 に 、Assterdaoら111の

方 法 に 準 じて 膵 腺 房 細 胞 を 単 離 し た 。 す な わ ち 、 脂 肪 組 織 や 線 維 組

織 を充 分 に 除 去 した 後 に 、collagenase(typerV)を1.5匿9/｠1、

hyaluronidaseを9.Omg!n1、trypsininhibitor(Trasylo1)を0.1

mg/●1に 含 む0.5瓢fetalcalfserum(FCS)をEagle'soinieuves-

sentialmedium(MEM)に 加 え た 溶 液(A液)を 、 膵 組 織 内 に少 量 ず

っ 均 等 に 注 入 し、1300scillation/minの 振 溢 下 で50分 間37℃ でin-

cubateし た 。 次 に 、EDTAを 加 え たCa-MgfreeKrebs-Ringerbicar-

bonatebufferと と も に膵 組 織 を5分 間37℃ で2回incubateし 、 再 びA

液 と と も に 振 邊 下 で50分 間37℃ で 膵 組 織 をincubateし た 。 さ らに 、

MEMで 洗 浄 後 、 ピ ペ ッ ト を用 い て 吸 引 、 押 し出 し を反 復 し、 細 胞 塊

を小 さ く し、 そ の 後 メ ッ シ ュ を通 過 さ せ 、PBSで も っ て1x106/mユ

の細 胞 浮 遊 液 を 調 製 し た 。 鏡 見 す る と 、 こ の 浮 遊 液 の 細 胞 の 大 部 分

は腺 房 細 胞 で あ っ た が 、 膵 島 細 胞 、 膵 管 上 皮 細 胞 も 若 干 含 ま れ て い

た 。 細 胞 浮 遊 液 の 一 部 分 に15瓢di●ethylsulfoxide(DMSO)を1:1

に加 え 、 感 作 に使 用 す る 量 に 合 わ せ て 分 注 し、-70℃ に 凍 結 保 存 し

た 。 使 用 時 に は 、 解 凍 後1R106/mlに 再 調 製 し た 。

2)、 イ ヌ お よ び ラ ッ ト膵 組 織 か ら の 細 胞 膜 抗 原 の 抽 出

細 胞 膜 抗 原 の 抽 出 に は 、LeGrueら12)の 方 法 を 採 用 し た 。 す な わ

ち 、 麻 酔 下 で 開 腹 して 得 ら れ た イ ヌ あ る い は ラ ッ トの 膵 組 織 を材 料

と して 、 ま ず 脂 肪 組 織 や 線 維 組 織 を充 分 に 除 去 した 後 に 、 ハ サ ミで

細 切 し た 。 細 切 組 織 をPBS中 で4回 遠 心 し て 洗 浄 し、 得 ら れ た 沈 渣 を
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4倍 量 の2.5男1-buthanolinPBSの な か で5分 間 室 温 で 緩 徐 に 撹 押

した 。 こ れ を4℃ 、500xgで10分 間 遠 心 し、 そ の 上 清 を さ ら に4℃,

2、000Rgで20分 間 遠 心 した 。 得 ら れ た 上 清 を100倍 量 のPBSに 対 し

て24時 間4℃ で 透 析 して1-buthanolを 除 去 し、 さ らに 材 料 を4℃ 、

100,000Rgで1時 間 遠 心 した 。 そ の 上 清 の 蛋 白 濃 度 をLowry法 で 測

定 した 。 こ の 細 胞 膜 抽 出 液 は 、1ynph。cytestimulati。ntestお よ

び 膵 細 胞 膜 抗 体 の 特 異 性 の 検 討 に使 用 し た 。

な お 、 同 様 の 手 技 に よ っ て ラ ッ トの 肝 、 腎 、 脾 お よ び 胃 組 織 に つ

いて も 細 胞 膜 抽 出 液 を 作 製 した 。

膵 細 胞 膜 抽 出 液(1vg!d1の 蛋 白 濃 度 に 調 製)の 膵 酵 素 濃 度 は 、

Table1に 示 す よ うで あ っ た 。 膵 酵 素 の 測 定 に 際 して は 、aaylaseを

bluestarch法13⊃ で 、lipaseをBALB-DTNB法14)で 測 定 し た 。tryp-

sin、chy●otrypsinお よ びelastaseの 測 定 に は 、 そ れ ぞ れbenzoyユ ー

arginine-p-nitroanilide'b',glutaryl-L-phenylalanine-p-nitro-

anilide16)お よ びN-succinyl-1-(L-alanine)3-P-nitroanilidel"

を基 質 とす る 方 法 を用 い た 。

3)、 イ ヌ 膵 腺 房 細 胞 に よ る ラ ッ トの 感 作

(1)、 感 作 方 法

8週 齢 のWistar系 雌 性 ラ ッ ト68匹(体 重130～1359)を 、 実 験 群

(40匹)と 対 照 群(28匹)に 分 け た 。 実 験 群 の ラ ッ トに 対 して は 、 イ ヌ

膵 腺 房 細 胞 浮 遊 液(1x106/mlinPBS)とco叩1eteFreund'sad-

juvantを1:1に 混 合 したe●ulsionの0.4皿1を 、 麻 酔 下 で 背 部 に 皮 下

注 射 し た 。 以 後 、co叩1eteadjuvantの 代 わ り にinco叩1eteadju-

vantを 用 い て 、 毎 週1回39週 に わ た り 、 イ ヌ膵 腺 房 細 胞 浮 遊 液 で ラ

ッ トを 感 作 した 。 対 照 群 の ラ ッ トに 対 して は 、 まずco叩1eteadju-

vantの0.2皿1、 以 後 週1回39週 に わ た りinc。 ●pleteadjuvantの0.2

mlを 、 そ れ ぞ れ 麻 酔 下 で 背 部 に 皮 下 注 射 した 。

(2)、 各 種 臓 器 の 組 織 像 の 経 時 的 な 観 察

実 験 群 に つ い て は 、1、2、4,6、10,20、30お よ び40回 目の 感

作1週 後 に そ れ ぞ れ5匹 を屠 殺 し た 。 対 照 群 に つ い て は 、 同 様 の 間
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隔 で そ れ ぞ れ3匹(但 し 、4お よ び40回 目の 感 作 後 に は そ れ ぞ れ5匹)

を屠 殺 した 。 屠 殺 後 に 摘 出 し た 膵 、 肝 、 腎 、 脾 をホ ル マ リ ン で 固 定

し、 そ れ ら の 組 織 切 片 にHesatoxylin-Eosin染 色 を 施 し、 光 顕 的 に

観 察 した 。

(3)、 体 重 、 血 清lipaseお よ び 耐 糖 能 の 経 時 的 な 観 察

実 験 群 と対 照 群 か ら そ れ ぞ れ5匹 を 選 択 し、 感 作 前 、 感 作 後10,

20お よ び40週 目 に 、 体 重 を 測 定 した 。 両 群 の そ れ ぞ れ8匹 を 無 差 別

に選 択 し、 飽 食 時 に 採 血 し、 血 清1ipase活 性 をBALB-DTNB法14)で 測

定 した 。 ま た 、 感 作 前 、 感 作 後10、20お よ び40週 目 に 両 群 か ら無 差

別 に選 択 した5匹 に つ い て 、 耐 糖 能 を検 討 した 。1晩 絶 食 後 、 体 重

kg当 た り29の20男 ブ ド ウ糖 を経 口 投 与 し、 投 与 前 、 投 与 後30、60お

よ び120分 に採 血 し 、 血 糖 を酵 素 法 で 測 定 し、 そ の 和(ΣBS)を 算

出 した 。

{3),ly●phocytestimulationtest

感 作10回 目 の1週 後 に 、 両 群 か ら5匹 ず つ 選 択 し、 エ ー テ ル 麻 酔

下 で 開 腹 し、 脾 を無 菌 的 に 摘 出 した 。 結 合 組 織 の 除 去 さ れ た 摘 出 脾

を ス テ ン レ ス メ ッ シ ュ 上 で ハ サ ミで 細 切 し、RPMI1640を 滴 下 させ

な が ら ス パ ー テ ル で 圧 迫 した 。 メ ッ シ ュ を通 過 した 脾 組 織 を18Gの

注 射 針 で 吸 引 し、25Gの 注 射 針 で 押 し 出 し 、 脾 細 胞 浮 遊 液 を 作 製 し

た 。

PBSで 洗 浄 し、 混 入 した 赤 血 球 を 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム で 溶 血 させ た

後 に、RPMI1640を も っ て1x106/mlに 調 製 し た 。95瓢 以 上 の 生 存

率 をTrypanblue染 色 で 確 認 し た 後 に 、 脾 細 胞 浮 遊 液 の200μ1を96

well付 き マ イ ク ロ プ レ ー トのwellに 分 注 した 。 脾 細 胞 を含 むWellに

ラ ッ ト膵 細 胞 膜 抽 出 液 の20μ1(蛋 白 と して8μ9)を 加 え 、37℃ でCO、

incubatorで 培 養 し た 。 培 養3日 目 に1μCi(20μ1)の3H-thy皿idine

を各yellに 加 え 、24時 間 後 にharvestし てcountし 、stimulation

indexを 算 出 し た 。

(5)、 抗 膵 細 胞 膜 抗 体 の 特 異 性 の 検 討

40回 目 の 感 作 の 終 了 した1週 後 に 、 実 験 群 の ラ ッ トか ら得 られ た
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血 清 に つ い て 、 イ ヌ 膵 お よ び ラ ッ トの 膵 、 肝 、 腎 、 脾 、 胃 の そ れ ぞ

れ の1-buthano1抽 出 液 に 対 す る 反 応 性 を 、Ouchterlony法 を用 い て

検 討 した 。 ま た 、 同 血 清 の200μ1に ラ ッ ト膵 腺 房 細 胞 浮 遊 液 の200

μ1(1x106/｠1)を 加 え 、60分 間4℃ で 反 応 さ せ 、 そ の 遠 心 上 清(吸

収 血 清)と イ ヌ お よ び ラ ッ トの 膵 細 胞 膜 抽 出 液 と の 反 応 性 を 、 同 様

にOuchterlony法 を 用 い て 検 討 した 。 な お 、 対 照 群 の ラ ッ ト血 清 に

つ い て も イ ヌ お よ び ラ ッ トの 膵 細 胞 膜 抽 出 液 と の 反 応 性 を検 討 し た 。

(6)、 自 己 抗 体 の 有 無 の 検 討

40回 目 の 感 作 終 了 後 、 実 験 群 の ラ ッ トの 膵 組 織 切 片 に つ い て 、 脱

パ ラ フ ィ ン 処 置 後 、 一 次 抗 体 と して 抗 ラ ッ トlgGウ サ ギ 抗 体(RBC 、

02-0010-11)を 用 い たAvidin-Biotin-Peroxidaseco叩 ユex(ABC)法

に よ っ て 、 自 己膵 に沈 着 す る 抗 体 の 有 無 を検 討 し た 。

(7)、 抗 膵 細 胞 抗 体 に 反 応 す る 抗 原 の 局 在 の 検 討

脱 パ ラ フ ィ ン 処 置 後 の 正 常 ラ ッ トの 膵 組 織 切 片 を、 抗 膵 細 胞 膜 抗

体 と4℃ で1晩 反 応 さ せ 、PBSで 洗 浄 し、 さ ら に 抗 ラ ッ トlgGウ サ ギ

抗 体 と4℃ で1晩 反 応 さ せ 、 そ の 後ABC法 で 免 疫 組 織 染 色 を施 し 、 染

色 性 の 局 在 を光 顕 的 に 観 察 した 。

4)、 抗 膵 細 胞 膜 抗 体 の膵 障 害 性 の 検 討

40回 目 の 感 作 終 了 後 、Ouchterlony法 で 抗 膵 細 胞 膜 抗 体 の 産 生 が

確 認 さ れ た ラ ッ トの 血 清 を 、 正 常 ラ ッ トの5匹(体 重1809)に 、6日

間 にわ た り体 重kg当 た り3ml静 注 し た 。 実 験 前 、 実 験 後1,2、4お

よ6日 目 に 採 血 し、 分 離 し た 血 清 のamylaseお よ び1ipase活 性 を そ れ

ぞ れbluestarch法13)お よ びBALB-DTNB法14)で 測 定 し た 。z,5お よ

び8日 目 に そ れ ぞ れ1匹 を屠 殺 して 膵 組 織 を 光 顕 的 に 観 察 した

B、 成 績

1)、 イ ヌ膵 腺 房 細 胞 浮 遊 液 で 感 作 さ れ た ラ ッ トの 生 体 反 応

(1)、 各 種 臓 器 の 組 織 像

イ ヌ膵 腺 房 細 胞 浮 遊 液 とFreund・sadjuvantの 皮 下 注 射 を受 け た

実 験 群 で は6回 目 の 感 作 以 降 に 、 ま たFreund'sadjuvantの み の 皮 下
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注射 を受 け た対 照 群 で は10回 目の 感作 以 降 に 、 それ ぞ れ膵 周 辺 の リ

ンパ 節 の腫 大 、膵 辺 縁 か らの著 明 な リンパ 球 浸 潤 に よ る膵 実 質 の破

壊(Fig.1)、 幼 若 な線 維 組 織 の 増生 、 さ らに は線 維組 織 の脂 肪 置 換

といっ た所 見 が 出現 した 。 これ らの所 見 の 出現 頻 度 は 次第 に増 加 し

40回 目の感 作 後 に は、 実 験 群 の7匹 中6匹 、対 照 群 の5匹 中3匹 に観 察

され た 。 そ の他 の異 常 所 見 と して は 、腺 房 細 胞 の退 行 性変 化 と考 え

られ る腺 管 構 造 の 出現(tubularcomplex)、 あ る いは腺 房 の萎 縮 、

脱落 が観 察 され た が、 いず れ も低 頻 度 で あ り、限 局 した 区域 に のみ

しかも両 群 に共 通 して観 察 され た 。 な お、 両 群 とも に、脾 に お いて

発達 した リンパ 濾 胞 が観 察 され た が 、肝 と腎 の組織 変 化 は 出現 しな

かっ た 。

(2)、 体 重 、 血 清1ipaseお よ び耐 糖 能

両群 の ラ ッ トの 体重 は 、経 過 中 に ほぼ 同 様 に増加 した が、40週 目

に実験 群 の体 重 は 対照 群 に比 べ て有 意 に大 で あ っ た(Fig.2)。

実験 群 の血 清1ipase活 性 は 、対 照 群 に比 べ て 、 ほぼ 全 経 過 を通 じ

て よ り高 い傾 向 にあ っ た(感 作 後3週 目と21週 目で は有 意 の 差)。 し

か し、 両 群 とも に感 作 前 に対 す る感 作 後 の 変動 は 乏 し く、 膵 の急 性

炎症 を示 唆 す る よ うな顕 著 な血 清1ipaseの 上昇 はみ られ な かっ た

(Fig.3)0

ブ ドウ糖 負荷 時 の ΣBSか らみ た耐 糖 能 の変 動 は 、Fig.4に 示 す よ

うであ った 。40回 目の感 作 後 、 実 験 群 の ΣBSは 、対 照 群 に比 べ て有

意 の高 値 を示 した も のの 、 感 作 前 に比 べ て有 意 な変 動 を示 さな か っ

た 。

(3),lymphocytestimulationtest

10回 目の感 作 後 に施 行 した1ymphocytestimulationtestの 成 績

はTable2に 示 す よ うで あ っ た 。実 験 群 の ラ ッ トの脾 か ら分 離 、培

養 され た リンパ 球 のsH-thymidineの 取 り込 み は、 ラ ッ ト膵 細 胞 膜 抽

出液 の添 加 に よ って 著 明 に増加 した 。 これ に対 して 、 対照 群 の脾 リ

ンパ球 の3H-thymidineの 取 り込 み は膵 細 胞 膜 抽 出液 を添加 して も全

く増加 しな か っ た 。
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(4)、 抗 膵 細 胞 膜 抗 体 の特 異 性

40回 目の感 作 後 に実験 群 の全 ラ ッ ト(5匹)か ら得 られ た 血 清 は 、

イ ヌお よび ラ ッ ト膵 細 胞 膜 抽 出液 と反 応 して 沈 降 線 を形 成 し、特 に

前者 と の沈 降線 は 濃厚 で あ っ た(Fig.5)。 この よ うな沈 降線 の形 成

は、あ らか じめ血 清 をラ ッ ト膵 腺 房 細胞 で 吸収 す る こ とに よ って 消

失 した 。 た だ し、 対 照 群 の ラ ッ ト血 清 とイ ヌ お よ び ラ ッ トの 膵 細胞

膜抽 出液 との間 や 実 験 群 の ラ ッ トの肝 、 腎 お よび 胃抽 出 液 との 間 に

は、 いず れ も沈 降 線 は形 成 さ れ な か っ た 。 これ らの成績 か ら、実 験

群 の ラ ッ トに産 生 され た抗 膵 細 胞 膜 抗 体 は、 種 特 異 的 で は な く、臓

器 特異 的 で あ る と判 断 され た 。

(5)、 自 己膵 と血 清 との反 応

抗 ラ ッ ト膵 細 胞 膜 抗 体 の産 生 され た ラ ッ トの膵 組 織 切 片 にお け る

自己抗 体 の沈 着 は、 免 疫組 織 化 学 的 に確 認 され な か った 。

(6)、 抗 膵 細 胞 膜 抗 体 に反応 す る抗 原 の局 在

実験 群 に得 られ た抗 膵 細 胞 膜 抗 体 を用 い たABC法 に よっ て、 正 常

ラッ トの膵 組織 を染 色 す る と、 膵 腺 房 細 胞 の腺 房 腔 に面 した細 胞膜

(apica1脛egbrane)と 膵 島 細 胞 の 細 胞 質 が染色 され た(Flg6)。

2)、 抗 膵 細 胞 膜 抗 体 の膵 障 害性

抗 ラ ッ ト膵 細 胞 膜 抗 体 を含 む ラ ッ ト血 清 の反 復 静 注 され た正 常 ラ

ッ トに お いて 、 血 清a●ylaseお よ び1ipaseは いず れ も 一過 性 に上 昇

したが、 上 昇 の程 度 は静 注 前 の2倍 以 下 と軽 度 で あ っ た(Fig .7)。

また・ 静 注 開始 後2、5お よび8日 目の膵 光 顕 像 には 、限 局 した 区域

のtubularcoepleaの 形 成 、 腺 房 の脱 落 が観察 され た以 外 には 異 常

所 見は 観察 され な か っ た。

2,エ タ ノール負荷 ラッ ト膵腺房細胞膜抗原でラットを感作 した

場合の抗膵細胞膜抗体 と膵組織障害の作製

A,対 象 と方 法

1)、 ラ ッ ト膵 細 胞 膜 抗 原 の 抽 出
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Wistar系 雌 性 ラ ッ トの 腹 腔 内 に1g/kgの20瓢 ヱ タ ノ ー ル を7日 間

投 与 し、8日 目 に エ ー テ ル 麻 酔 下 で 屠 殺 し、 膵 を摘 出 し た 。 エ タ ノ

ール 非 投 与 の ラ ッ トの 膵 も 同 様 に 摘 出 した 。 摘 出 膵 か ら の 膵 細 胞 膜

抗 原 の 抽 出 に は 、LeGrueら12)の 方 法 を 採 用 し た 。 前 述 の よ う な 抽

出操 作 の 後 に250mg/d1に 蛋 白 濃 度 を 調 製 し 、1回 の 感 作 に 使 用 す

る量 に合 わ せ て 分 注 し、-20℃ に 凍 結 保 存 した 。

2)、 ラ ッ ト膵 細 胞 膜 抗 原 に よ る ラ ッ トの 感 作

8週 齢 のWistar系 雌 性 ラ ッ ト160匹 を長 期 間 の エ タ ノ ール 経 口 投 与

の 有 無 に よ っ て2群 に 分 け た 。 エ タ ノ ー ル 群(80匹)に 対 し て は 、5、

10,20瓢 と2週 間 隔 で 段 階 的 に 濃 度 を 上 昇 さ せ た エ タ ノ ー ル を 水 の

代 わ り に 自 由 に 摂 取 さ せ 、 標 準 飼 料 で 飼 育 した 。 非 エ タ ノ ー ル 群

(80匹)に 対 して は 、 エ タ ノ ー ル の 代 わ り に水 を与 え 、 同 様 に 標 準 飼

料 で 飼 育 し た 。 全 動 物 はspecificpath。genfreeの 環 境 で 飼 育 さ

れ た 。 上 述 の2群 は 、 感 作 方 法 の 相 違 に よ っ て 、 そ れ ぞ れ 以 下 の4

亜 群 に 分 け られ た 。

① エ タ ノ ー ル 投 与 ラ ッ ト膵 細 胞 膜 抗 原 群(20匹):初 回 に は エ タ

ノ ール 腹 腔 内 投 与 ラ ッ トの 膵 細 胞 膜 抽 出 液 の0.2mlとFreund・s

co叩leteadjuvantの0.2皿1を 混 合 し たe●ulsionを 、2回 以 降 に は

inc。 ■1eteadjuvantと のe●ulsionを そ れ ぞ れ エ ー テ ル 麻 酔 下 で 背 部

に皮 下 注 射 し た 。 ② 正 常 ラ ッ ト膵 細 胞 膜 抗 原 群(20匹):初 回 に は 正

常 ラ ッ トの 膵 細 胞 膜 抽 出 液 の0.2mlとFreund'scompleteadjuvant

の0・2mlと のeoulsionを 、2回 以 降 に はinco●pleteadjuvantと の

e皿ulsionを 同 様 に 皮 下 注 射 し た 。 ③adjuvant群(20匹):初 回 に は

c。叩1eteadjuvantの0.2mlの み を、2回 以 降 に はinco叩1eteadju-

vantの0.2■1の み を皮 下 注 射 し た 。 ④ 生 食 水 群(20匹):終 始 生 食 水

の み を皮 下 注 射 し た 。 各 亜 群 に お け る皮 下 注 射 は 週1回 と した 。

3)、 体 重 、 血 清1ipaseお よ び 耐 糖 能 の 経 時 的 な 観 察

エ タ ノ ー ル 群 お よ び 非 エ タ ノル 群 に お い て 生 存 中 の ラ ッ トに つ い

て 、 感 作 前 、 感 作 後10,24,30お よ び40週 目 に 体 重 を測 定 し た 。

エ タ ノ ー ル 群 お よ び 非 エ タ ノ ール 群 に つ い て 、 感 作 前 、5、10,
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20お よび40回 目の感 作1週 後 に それ ぞ れ20匹(各 亜 群 か ら5匹 ず っ)

を選択 し、飽 食 時 に採 血 し、 分 離 した 血 清 のlipase活 性 をBALB-

DTNB法14)で 測 定 した 。

両群 か ら同様 に20匹 ず っ 選 択 し、 感 作 前 、10お よ び40回 目の感 作

1週 後 に、 前述 の よ うな方 法 で ブ ドウ糖 を経 口負 荷 し、 ΣBSを 算 出

した。

4)、 各 種 臓 器 の組 織 像 の経 時 的 な観 察

10、20お よび40回 目の感 作1週 後 に 、 エ タ ノ ール 群 と非 エ タ ノー

ル群 の それ ぞ れ4亜 群 か ら5匹 ず っ を選 択 し、 エ ーテ ル麻 酔下 で屠 殺

し、膵 、 肝 、 腎 お よび脾 を摘 出 した 。摘 出臓 器 をホ ル マ リン で 固定

し、 そ の組 織 切 片 にNe●atoxylin-Eosin染 色 を施 し、 光顕 的 に観 察

した。

膵組 織 切 片 につ いて は 、脱 パ ラ フィ ン後 、抗 ラ ッ トIgGウ サ ギ血

清(Lot,1011/1273)を 一 次抗 体 と して 、ABC法 を用 いて 沈着 抗 体(自

己抗体)の 有 無 を観 察 した 。

5)、 抗 膵 細 胞 膜 抗 体 の特 異性 の検 討

20回 目の感 作1週 後 に屠 殺 した 全 ラ ッ トか ら得 られ た 血 清 につ い

て 、エ タ ノール 投 与 ラ ッ ト膵細 胞 膜 抽 出 液 、 エ タ ノール 非 投 与 ラ ッ

ト膵細 胞 膜 抽 出液 、 エ タ ノ ール非 投 与 ラ ッ トの肝 、腎 、 脾 お よび 胃

細胞膜 抽 出液 の それ ぞ れ に対 す る抗 体 産 生 の有 無 を、Ouchterlony

法 にお け る沈 降 線 の有 無 をも っ て判 定 した 。

また 、 エ タ ノール 投 与 ラ ッ トお よび非 投 与 ラ ッ トの膵 細 胞膜 抗原

に対す る抗 体 の異 同 を検 討 す るた め に、 以 下 の よ うに吸 収 試 験 を施

行 した 。 エ タ ノール 投 与 ラ ッ ト膵 細 胞 膜 抽 出液 に対 して 反 応 す る血

清 の50μ1に エ タ ノール 非 投 与 ラ ッ ト膵 細胞 膜 抽 出 液 の150μ1を 加

え、1時 間37℃ でincubateし 、 さ らに18時 間4℃ でincubateし た 。

その後 、10分 間30,0aoxgで 遠 心 し、 その 上清 を吸収 血 清 と し、 エ

タ ノール 投与 ラ ッ トお よび 非 エ タ ノ ール 投 与 ラ ッ トの膵 細 胞 膜 抽 出

液 に対 す る沈 降線 の形 成 の有 無 を検 討 した 。 な お 、 同血 清50μ1と

生 食水150μ1の 混 合 液 を吸 収 血 清 の 対 照 と した 。

一
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6)、 抗 膵 細 胞 膜 抗 体 の 膵 障 害 性 の 検 討

エ タ ノ ー ル 群 の な か の エ タ ノ ー ル 投 与 ラ ッ ト膵 細 胞 膜 抗 原 群 の ラ

ッ ト5匹 か ら40回 目 の 感 作 後 に得 ら れ た 血 清(い ず れ も 抗 体 産 生 が 確

認)を 、 お よ そ40週 間 エ タ ノ ー ル を経 口投 与 さ れ た ラ ッ ト5匹 お よ び

投 与 さ れ な か っ た ラ ッ ト5匹 に そ れ ぞ れ3皿1/kg静 注 した 。 静 注 前 、

静 注 後1,2、4お よ び6日 目 に採 血 し、 分 離 し た 血 清 のamylaseお よ

び1ipase活 性 を 、 そ れ ぞ れbluestarch法13)お よ びBALB-DTNB法14)

で 測 定 し た 。

}
B、 成 績

1)、 ラ ッ ト膵 細 胞膜 抗原 で感 作 され た ラ ッ トの 生体 反応

(1)、 体 重 、 血 清lipaseお よ び耐 糖 能

ヱ タ ノール 群 お よび 非 エ タ ノール 群 の それ ぞ れ4亜 群 の体 重 は 、

実験 開 始10週 まで比 較 的急 速 に増 加 し、 そ の後40週 まで緩 徐 に増 加

した。 また 、 エ タ ノ ール 群 の体 重 の増 加 傾 向は 、非 エ タ ノール 群 に

比 べて 、 実 験 開 始後10週 か ら有 意 に少 な く、 両 群 の体 重 間 の差 は30

週 まで 有 意 で あ っ た(Fig.8)。

エ タ ノ ール経 口投 与 の有 無 を問 わ ず 、 エ タ ノ ール 投 与 ラ ッ ト膵 細

胞膜 抗 原 群 、非 エ タ ノール 投 与 ラ ッ ト膵 細 胞膜 抗 原 群 、adjuvant群 、

生食 水群 に分 け てみ る と、 いず れ の群 にお いて も20お よび40回 目の

感作後 に 血清1ipaseは や や 上 昇 す る傾 向 がみ られ た が、 各 群 間 の 差

は有意 で な か っ た 。 この よ うな 血 清1ipaseの 経 時 的 な変 動 は 、 エ タ

ノール群 と非 エ タ ノール 群 に大別 して み て も 同様 で あ った 。 た だ し、

10お よ び20週 に お け るエ タ ノ ール群 の 血清1ipaseは 、 非 エ タ ノ ール

群 に比 べ て有 意 な低 値 を示 した(Fig.9)。

エ タ ノール 経 口投 与 の有無 を問 わず 、 エ タ ノール 投 与 ラ ッ ト膵 細

胞膜抗 原 群 、エ タ ノール 非 投 与 ラ ッ ト膵 細 胞 膜 抗 原 群 、adjuvant群 、

生食 水群 に分 けて み る と、 いず れ も40回 目の感 作 後 に ΣBSは や や増

加す る傾 向 がみ られ た が、 各 群 間 の差 は 有意 で な か った 。 さ ら に、

エ タ ノール 群 と非 エ タ ノ ール群 に大別 して みて も 同様 で あ っ た 。 た
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だ し、40週 に お け るエ タ ノ ール 群 の ΣBSは 、非 ヱ タ ノ ール 群 に比 べ

て有意 な低 値 を示 した(Fig.10)。

(2)、 各 種 臓 器 の 組 織像

エ タ ノール 群 お よび 非 エ タ ノ ール 群 の膵 組 織 に観察 され た 著 明 な

リンパ 球 浸 潤 に よ る実質 の破 壊 、tubularco●pleaお よび 腺 房 の萎

縮、脱 落 の観 察 され た頻 度 を各 亜 群 別 に総 括 す る と、Table5の よ

うで あ っ た。 す な わ ち 、 リンパ 球 浸 潤 に よ る膵 実 質 の破 壊 は 、生 食

水群 に は観 察 され な かっ た が 、 そ の他 の亜 群 で は エ タ ノ ール経 口投

与 の有 無 に よ らず 観 察 され た 。 ま た、 限 局 した 区域 のTubularc。m-

pleaの 形成 、腺 房 の萎 縮 、 脱 落 と いっ た所 見 も、 エ タ ノ ール経 口

投 与の 有無 に よ らず 各 亜 群 で 散 見 され た 。 な お 、生 食 水群 を除 く各

亜 群 にお い て 、脾 の リンパ 濾 胞 の発 達 が観察 され た が、肝 お よ び腎

にお け る異 常 所 見 は各 亜 群 を通 じて光 顕 的 に観 察 され な か っ た 。

免疫 組 織 学 的 に膵 に お け る 自 己抗体 の 沈着 の有 無 を検 討 した が、

全動 物 に お いて 沈 着 は確 認 され な か っ た 。

(3)、 抗 膵 細 胞 膜 抗 体 の 特異 性

エタ ノール 投 与 ラ ッ ト膵 細 胞 膜 抗 原 群 お よび 正 常 ラ ッ ト膵 細胞 膜

抗原群 の全 動 物 か ら20回 の感 作 後 に得 られ た血 清 は 、エ タ ノ ール の

経 口投 与 の有 無 を問 わ ず 、Ouchterl。ny法 に お いて エ タ ノ ール 投 与

お よび非 投 与 ラ ッ ト膵 細胞 膜 抽 出液 に対 してfuseす る沈 降線 を形 成

した(Fig.11)が 、 肝 、 腎 、脾 お よび 胃細 胞 膜抽 出液 に対 して は 反

応 しな か っ た。 次 に、 エ タ ノール 投 与 ラ ッ ト膵 細 胞 膜 抽 出 液 に対 し

て沈降 線 を形 成す る血 清 をあ らか じめ非 エ タ ノ ール投 与 ラ ッ ト膵 細

胞膜 抽 出 液 で 吸収 す る と、 沈 降 線 の形 成 は観 察 され な かっ た 。

2)、 抗 膵 細胞 膜 抗 体 の膵 障 害 性

エ タ ノ ール 群 の エ タ ノール 投 与 ラ ッ ト膵 細胞 膜 抗 原 群 か ら得 られ

た抗 膵 細胞 膜 血 清 を、長 期 間 エ タ ノ ール の経 口投 与 され た ラ ッ トお

よび投 与 され な か っ た ラ ッ トに静 注 した 場 合 の血 清a■ylaseお よ び

lipaseの 経 時 的 な変 動 は、Fig.12に 示 す よ うで あ っ た。す な わ ち 、

エタ ノ ール の経 口投 与 の有 無 を問 わ ず 、 血 清膵 酵 素 の変動 は 乏 し く、
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急 性膵 炎 にみ られ る よ うな血 清 膵 酵 素 の著 増 は 観 察 され な かっ た 。

また 、経 過 中 の膵 組 織 像 に も特 別 の 変 化 は 観 察 され な か っ た 。

3,慢 性膵 炎患 者 血 清 のエ タ ノール 負 荷 ウサ ギ膵 腺 房 細 胞 に対 す

るcytotoxicityの 検 討

1

1

A、 対 象 と方 法

1)、Targetce11の 調 製

体 重 約2kgの 家 兎 の 腹 腔 内 に1g/kgの10瓢 エ タ ノ ー ル を1日1

回7日 間 に わ た っ て 注 射 し、8日 目 に エ ー テ ル 麻 酔 下 で 脱 血 死 さ せ、

速 や か に膵 を摘 出 し た 。 摘 出 膵 か らの 腺 房 細 胞 浮 遊 液 は 、 以 下 の よ

う にAmsterdamら11》 の 方 法 に 準 じて 作 製 さ れ た 。

まず 、Trasylo1を7労 に 加 え たDulbeccoのPBSの な か で 、 脂 肪 組 織

や 結 合 組 織 を除 去 し た 。 次 に 、0.0畷c。11agenase(typeI)、0・ 協

hyaluronidaseお よ び7瓢Trasylolを 含 むEagle'sMEM(溶 液A)を

27ゲ ー ジ の 注 射 針 で 膵 組 織 内 に 少 量 ず つ 均 等 に 注 入 して 膨 化 させ.

130。scillation/●inの 振 邉 下 で15分 間37℃ でincubateし た 。 さ ら

に 、5傷EDTA、Ca-MgfreePBSで5分 間37℃ で 同 様 にincubateし.

MEMで 洗 浄 後 、A液 と と も に45分 間37℃ でincubateし た 。MCMで 洗 浄

後 、 ピ ペ ッ トで 吸 引 、 押 し出 し を 反 復 し、 細 胞 塊 を小 さ く し 、5瓢

にFCSを 加 え た 高 濃 度ph。sphatebuffersaline中 で 凝 集 塊 を 沈 殿 さ

せ 、 さ ら に 上 清 中 の 赤 血 球 をTrisNH4c1で 溶 血 さ せ 、 残 っ た 膵 腺 房

細 胞 を7瓢Trasylol加MEM中 に1.2x107/皿1に 浮 遊 さ せ 、Trypan

blue染 色 で9幅 以 上 の 生 存 率 を確 認 した 。

ADCCassayに 際 して は 、 上 述 の 膵 腺 房 細 胞 浮 遊 液 の200μ1に200

μCiの51Crsodiu●chro皿ateを 加 え 、pipettingで 緩 徐 に 混 合 し、5

%COZ下 で30分 間37℃ でincubateし た 。 そ の 後 、7瓢TrasylolMEMで

も っ て2回 遠 心 洗 浄 し(800rpm、5分 間)、7瓢TrasylolMEM中

に再 浮 遊 さ せ.4x105/mlに 調 製 し てtargetcel1と した 。

2)、 被 検 血 清 の 調 製
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1

1

慢 性 膵 炎 患 者15例(男 性:15例 、 年 齢:50.9±10.8歳 、 ア ル コ ー

ル 過 飲 を成 因 とす る も の:13例)お よ び 膵 管 造 影 像 の 正 常 な 非 膵 疾

患 患 者15例(男 性:3例 、 女 性:12例 、 年 齢:51.4±18.0歳 、 大 酒

家 は 含 ま れ ず)か ら採 血 し、 分 離 し た 血 清 は 一20℃ に保 存 し た 。

Assayに 際 して は 、 血 清 を30分 間56℃ でincubateし て 補 体 を 不 活

性 化 した 。 こ の 血 清 に 、 無 処 置 の 家 兎 か ら前 述 の 方 法 で 作 製 した 膵

腺 房 細 胞 浮 遊 液(1R106/ml)の 等 量 を 混 合 し、30分 間4℃ でin-

cubateし た 。 遠 心 分 離 後 の 上 清 に 再 び 同 量 の 膵 腺 房 細 胞 浮 遊 液 を加

え 、30分 間 室 温 で 放 置 し、 さ ら に 遠 心 分 離 の 上 清 を7男Trasylol

MEMで 希 釈 し、 最 終 的 に 血 清 を10倍 に 希 釈 調 製 し た 。

3)、Effectorce11の 調 製

Targetce11と し て ニ ワ ト リ赤 血 球 を 、 抗 体 と して 抗 ニ ワ ト リ赤

血 球 ウ サ ギ抗 体 を用 い たADCCassaysystemに お い てKcellfun-

ctionが 正 常 で あ っ た1名 の 健 常 人(30歳 の 男 性)か ら採 血 し、Fic-

。11-Conray比 重 遠 心 法 に よ っ て 単 核 細 胞 を分 離 し、FCSを 含 むMEMを

も っ て4R106/mlに 調 製 してeffectorcellと し た 。

4),ADCCassaysystem

Targetcellの50μ1、effectorce11の100μ1お よ び 被 検 血 清 の

50μ1を96well付 きmicroplateのwell中 で 混 合 した(t。talvolume:

200ｵ1,0ffector/targetratio:20/1)。3分 間800rpmで 遠 心 後 、

5瓢CO2下 で6時 間37℃ で 反 応 さ せ 、 再 度3分 間800rp● で 遠 心 し た 。

遠 心 上 清 の100μ1を 採 取 し 、 そ の 放 射 活 性 をgam皿acounしerで 測 定

した 。 被 検 血 清 のpercentcytot。xicityは 、 以 下 の よ う に 算 定 した 。

す な わ ち 、 〔(effectorcell,被 検 血 清 と の 反 応 に よ っ てtarget

ce11か ら遊 離 した51Cr)一(targetcel1の み で 遊 離 し たs'Cr)〕/

〔(甥TritonXに よ っ てtargetcellか ら遊 離 し た51Cr)一(target

cellの み で 遊 離 し た51Cr)〕 を 求 め 、 こ れ を100倍 して 鉛で 表 現 した .

B、 成 績

51Crで 標 識 し たtargetcellに 甥T
ritonXを 加 え た 場 合 のtarget
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ce11か ら の5・Cr遊 離 は2,643cpmで あ り、 ま たtargetcellか ら の

51Crの 自然 遊 離 は762cpnで あ っ た 。Table5に は 、 個 々 の 患 者 血

清 のPercentcytotoxicityの 成 績 を示 し た 。 す な わ ち 、 慢 性 膵 炎 群

の 平 均 値(2.22±2.99紛 は 、 非 膵 疾 患 群 の 平 均 値(3.77±4.11幻 に

比 べ て 、 む し ろ や や 高 値 を示 し た が 、 両 群 の 平 均 値 間 に は 有 意 の 差

は な か っ た 。

m考 察

》

進行性 の膵 線 維 化 を特 異 的 な病 態 とす る慢性 膵 炎 に お いて は 、経

過 中 に反復 す るclinicalま た はsubclinicalな 膵 の 炎症 が膵 線 維 化

の推 進 因子 と して 重 要視 され る 。 しか し、 単 な る急 性 膵 炎 の 反 復 が

進行性 の膵 線 維 化 をも た らす こ とは否 定 的 で あ る 。 そ こで 、 慢 性 膵

炎では 、(1)膵 の 急性 炎症 をも た らす 機 序 に、 あ る い は(2)膵 にお け

る急性 炎症 の修復 過程 に 、特 異 的 な要 因の 存在 す る こと が推 測 され

る。 この よ うな要 因 と して免 疫 異 常 を示 唆す る知 見 は、 以 下 の よ う

に要約 され る 。

まず 、液 性 免疫 に関 して は、1959年 にTha1ら18)は 剖 検 膵 の抽 出

液 と反応 して 沈 降線 を形 成 す る抗 体 が慢 性膵 炎 や膵 癌 患 者 の血 清 中

に高率 に検 出 され る こ と を報 告 した 。以 来 、膵 疾 患 患 者 の血 中 に抗

膵抗体 が存 在 す る とい う報 告19-25)が み られ る が 、 そ の存 在 を否 定

す る報告aspも み られ る 。 ま た、 慢 性 膵 炎 で は血 中 のIgAとIgG27)

あるい はIgAとIgMa8)が 増 加 して い る と い う報告 、 さ らに は抗 核

抗体29,30)やi● ●unec。 ●plex28,as)が 検 出 され る と い う報 告 も散 見

され る 。

次に 、細 胞 性 免疫 に関 して は 、慢 性 膵 炎 で は末 梢 血 中 のTcel1が

減少す る こ と28,30》 、膵 組 織 抗 原 に対 して リンパ 球 の幼 若化 現 象 が

み られ る こ と31・32》、膵 組 織 抗 原 に よ って 白血 球 の 遊 走 が阻 止 され

る こと29,33)が 報 告 され て い る。 しか し、以 上 の よ うな免 疫 異 常 が

慢性膵 炎 のpathogenesisに 関 連 す る現 象 で あ る か 、 あ る い は単 に慢
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性膵 炎 に付 随 した二 次 的 な現 象 で あ る か は 、不 明 で あ る 。

われ わ れ は 、慢 性 膵 炎 、 な かで も アル コ ール 性 慢 性 膵 炎 に お いて

膵 の急 性 炎症 をも た らす機 序 に細 胞 性 免 疫 の関 与 す る可 能 性 を検 討

す る 目的 で.今 回の 実 験 を施 行 した 。第1に 、 イ ヌ膵 腺房 細胞 をも

って ラ ッ トを感 作 す る こ と に よっ て 、(1)被 感 作 ラ ッ トの脾 リ ンパ

球 はラ ッ ト膵 細 胞 膜 抗 原 に対 して幼 若 化 反 応 を示 す こ と(細 胞 性 免

疫 の成 立)、(2)被 感 作 ラ ッ トの血 中 に イ ヌ お よび ラ ッ トの膵 細 胞 膜

抗原 と反応 す る抗 体 が出現 す る こ と(臓 器 特 異 的 な 抗体 の産 生)を 明

らかに した 。 こ の抗 体 は 、免 疫 組 織 化 学 的 に同 種 膵 の腺 房 細 胞 の細

胞膜の 一部 や 膵 島 細 胞 の細 胞 質 と反 応 した が、 自 己膵 組 織 とは反 応

せず、 した が ってautoantib。dyで は な く、is。antibodyで あ る と推

定 され た 。 この点 に関 して は 、 これ ま で に慢 性 膵 炎患 者 や 実 験 的 膵

炎動物 に検 出 され て い る抗 膵 抗 体 と一 致 す る。

しか し、 被 感 作 ラ ッ トに 出現 した リンパ 球 浸 潤 に よる膵 実 質 の破

壊 、 これ を充 填 す る よ うな幼 若 な線 維 化 、 さ らには線 維 組 織 の脂 肪

組織 へ の置 換 と いっ た 慢性 の 炎症 所 見 は、adjuvantの み の皮 下 注 射

を受 け た ラ ッ トの 膵 にも観 察 され る こと か ら、膵 細 胞 膜 抽 出液 の 感

作 で形 成 され た とは 考 え難 い 。す なわ ち、 これ らの膵 組 織 変 化 は 、

Steinerら34⊃ やGeduldigら3b)が 指 摘 す る よ う に、adjuvant自 体 の

臓器障 害 で あ る可 能 性 が濃 厚 で あ る 。 ま た、 経 過 中 の血 中膵 酵 素 か

らみて 膵 の 急 性 炎症 の 出現 は否 定 的 で あ り、 耐 糖能 か らみ て も慢性

膵 炎にみ られ る よ うな膵 機 能 障 害 は 出現 しな かっ た 。

第2に 、 アル コ ール性 肝 障 害 に お いて 推 測 され て い る よ う に、 エ

タ ノール 負 荷 に よっ て細 胞 膜 上 に表 出 され るneoantigenに 対 す る抗

体 の産 生 を期待 して 、 エ タ ノール の負 荷 され た ラ ッ ト膵 お よび 正 常

ラッ ト膵 か ら抽 出 した2種 類 の細 胞 膜 抗 原 で ラ ッ トを感 作 し、 産生

され た抗 体 の異 同 を検 討 した 。 そ の結 果 、 被感 作 ラ ッ トに は、is。-

antibodyが 産生 され た が 、 この抗 体 は両 細胞 膜 抗 原 に同様 に反 応 し
、

した が っ てneoantigenの 表 出 は な か っ た と 推 察 さ れ た 。 ま た 、 被 感

作 ラ ッ トに お け る抗 体 の 産 生 に は 、 長 期 間 の エ タ ノ ール 経 口 投 与 の

一
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影響 はみ られ な かっ た 。 こ の実 験 にお い て も 、被 感 作 ラ ッ ト膵 に 出

現 した組 織 変 化 はadjuvantの 障 害 作 用 に起 因す る と考 え られ た 。

第1お よび第2の 実 験 で 作 製 され たis。antibodyを 静 注す る こ とに

よって 同種 動物 に膵 障害 の作 製 を試 み た が、一 過 性 の 軽度 の血 中膵

酵素 の上 昇 が観察 さ れ た も の の、膵 組 織 変 化 は観 察 され な か っ た 。

同様 の実験 モ デル に お いて 、Fonkalsrudら21}やAlarc。n-Segovia

ら36)は 、イ ヌ膵homogenateで ウサ ギ を感 作 して 作 製 した抗 体 をイ ヌ

に静注 した と ころ 、血 中膵 酵 素 の__..過性 の上 昇 がみ られ た が 、膵 組

織変化 は 出現 しな か っ た と報 告 して い る。 しか し、Pokornyら37)は

抗 モル モ ッ ト膵 ウサ ギ血 清 をモ ル モ ッ トの腹 腔 内 へ 投与 して 間 質 性

膵炎 を観察 し、 ま たRichter38)は 抗 ラ ッ ト膵 ウサ ギ血清 をラ ッ トの

腹腔 内へ投 与 して 膵 腺 房細 胞 の 萎縮 と変 性 、線 維組 織 の増 生 を観 察

して い る。 この よ うな成 績 の 不0致 は 、抗 原 の 由来 す る動 物 種 や 感

作 され た動 物 種 あ る い は抗 体 の 投与 部位 の相 違 に よ る と推 測 され る。

Neubergerら9}は 、1週 間 エ タ ノ ール を腹 腔 内へ 注入 した ウサ ギ

から単 離 した肝 細 胞 をtargetcellと し、正 常 人 の リンパ 球 をeffe-

ctorce11と して 、 これ に被検 血 清 を加 え たcyt。toxicityassayを

施行 し、 アル コ ール 性 肝 障 害 患者 の お よ そ半 数 にエ タ ノール 処 置 ウ

サ ギ肝細 胞 に対 してcyt。toxicityを 有す る抗 体 の 存在 す る こと を報

告 して い る 。第3の 実 験 にお いて 、 わ れ わ れ は、 同 様 の抗 体 が アル

コール性 慢 性 膵 炎 に存 在す る か ど うか を明 らか にす る 目的 で 、主 と

してアル コ ール 過 飲 を成 因 とす る慢 性 膵 炎患 者15例 につ いて 、 エ タ

ノール 処 置 ウサ ギ膵 腺 房細 胞 をtargetce11と してcyt。t。RICIty

assayを 施 行 した 。 その結 果 、 非 膵疾 患 患 者 以 上 にCytOtOXICItyの

高 い抗体 を有 す る慢 性 膵 炎患 者 は み られ な か っ た 。 その理 由 の1つ

として 、 ヒ トと ウサ ギ の膵 腺 房細 胞 膜 に共 通 抗 原 が存在 しな い可 能

性が考 え られ る 。 した がっ て 、 この課 題 につ いて は、 ヒ ト膵 に共 通

した抗 原 の存 在 が確 認 され た 動物 膵 か ら調 製 したtargetcel1を 使

用 して再 検 討 す る必 要 があ る。

一
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IV結 論

1、 イ ヌ膵 腺 房 細 胞 浮 遊 液(xenogeneicantigen)で ラ ッ ト を長 期

間 感 作 した と こ ろ 、 以 下 の 成 績 が 得 られ た 。

1)、 被 感 作 ラ ッ トに お い て 、 イ ヌ お よ び ラ ッ トの 膵 細 胞 膜 抗 原 に

対 して 細 胞 性 免 疫 が成 立 し 、 し か も 両 抗 原 と 反 応 す る 臓 器 特 異 的 な

抗 体 が産 生 さ れ た 。 被 感 作 ラ ッ トの 膵 に は リン パ 球 浸 潤 に よ る 実 質

の 破 壊 が 観 察 さ れ た が 、 こ の 所 見 は 感 作 に使 用 し たadjuvantの 障 害

作 用 に 起 因 す る と考 え られ た 。

2)、 ラ ッ ト膵 に お け る 免 疫 組 織 化 学 的 な 染 色 態 度 か ら、 得 ら れ た

抗 体 はautoantibodyで は な く、isoantibodyで あ る と 判 断 さ れ た 。

3)、 抗 体 を正 常 ラ ッ トに 反 復 静 注 し た 場 合 、 血 中 膵 酵 素 の 軽 度 の

上 昇 が 観 察 さ れ た が 、 膵 組 織 障 害 は 観 察 さ れ な か っ た 。

2、 エ タ ノ ー ル の 負 荷 さ れ た ラ ッ トの 膵 お よ び 正 常 ラ ッ トの 膵 か

ら抽 出 さ れ た2種 類 の 細 胞 膜 抗 原(allogeneicantigen)で ラ ッ ト を

長期 間 感 作 し た と こ ろ 、以 下 の 成 績 が 得 られ た 。

1)、 被 感 作 ラ ッ トにisoantibodyが 作 製 さ れ た が 、 こ の 抗 体 は2種

類 の抗 原 に 同 様 に 反 応 した 。 し か も 、 被 感 作 ラ ッ ト に お け る 抗 体 の

産 生 に は 、 長 期 間 の エ タ ノ ー ル 経 口 投 与 の 影 響 は み られ な か っ た 。

2)、Allogeineicantigenで 感 作 さ れ た 場 合 の 膵 組 織 変 化 、 ま た

得 られ た 抗 体 を正 常 ラ ッ トに 静 注 した 場 合 の 反 応 も 、xenogeneic

antigenで 感 作 さ れ た 場 合 と 、 全 く同 様 で あ っ た 。

3、 エ タ ノ ー ル の 腹 腔 内 投 与 を受 け た 家 兎 か ら単 離 さ れ た 膵 腺 房

細 胞 をtargetce11と し、 正 常 人 リン パ 球 をeffectorcellと して 、

これ に被 検 血 清 を 加 え るcytot。xicityassayを 施 行 した 。 そ の 結 果

アル コ ー ル 性 慢 性 膵 炎 患 者 の 血 清 は 、 非 膵 疾 患 患 者 の 血 清 と 同 様 な

percentcytotoxicityを 示 した 。 た だ し、 こ のaasaysyste● に お い

て は、targetcellの 選 択 な ど に 検 討 の 余 地 が あ る と考 え られ た 。
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Table  1 Pancreatic enzyme 
of a dog and a rat

activities  in buthanol extracts from pancreatic acinar cell membrane

Buthanol extracts 
   (1 mg/dl)

From rat pancreas

From dog pancreas

Amylase 
(IU/1)

Lipase 
(IU/1)

Trypsin 
(µ g/ml)

Chymotrypsin 
(µg/ml)

Elastase-1 
(µg/m1)

997 286 0 7.4 0.28

1,898 1,040 2.4 34.5 0.28



Table 2  3H-thymidine uptake of 

rats after stimulation 

extract (8µg/well)

lymphocytes isolated from the spleen of 

with pancreatic acinar cell membrane

Rats

Experimental 

1 

     2 

     3 

4 

     5

group

Mean ±SD

Control 

1 

   2 

   3 

   4 

   5

group

Mean ±SD

Stimulation index

1.50 

4.56 

2.63 

5.59 

8.65

4.59±2.48*

1.44 

0.78 

0.69 

0.94 

0.86

0. 94 ± 0. 26

The 

was

difference 

significant

between 

(p<0.

experimental 

01).

and control groups



Table 3 Frequency of pancreatic lesions in the 

from pancreatic acinar cell membrane of 

(control group) immunized with  Freund's

rats (experimental 

 dogs plus Freund's 

 adjuvant alone.

group) immunized 

adjuvant and in

with 

the

 extract 

rats

Pancreatic lesions

Panrenchymal destruction by 

lymphocyte infiltration 

   Experimental group 

   Control group 

Tublar complex 

   Experimental group 

   Control group 

Atrophy and loss of acini 

   Experimental group 

   Control group

After the beginning of immunization (weeks)

1 2 4 6 10 20 30 40

0/5 

0/3 

0/5 

0/3 

0/5 

0/3

0/5 

0/3 

0/5 

0/3 

1/5 

0/3

0/5 

0/5 

0/5 

0/5 

0/5 

0/5

1/5 

0/3 

0/5 

0/3 

0/5 

0/3

2/5 

1/3 

0/5 

0/3 

0/5 

0/3

3/5 

1/3 

0/5 

0/3 

2/5 

0/3

2/5 

3/3 

0/5 

0/3 

0/5 

0/3

6/7 

3/5 

1/7 

3/5 

3/7 

0/5



Table 4 Frequency of pancreatic lesions observed in the course of immunization

Pancreatic lesions

Panrenchymal destruction by 

lymphocyte infiltration 

  Ethanol-fed group: 1 

                2 

                3 

                4 

  Nonethanol-fed group: 1 

                2 

                3 

                4 

Tubular complex 

 Ethanol-fed group: 1 

                2 

                3 

                4 

  Nonethanol-fed group: 1 

                 2 

                3 

                4 

Atrophy and loss of acini 

 Ethanol-fed group: 1 

                2 

               3 

                4 

 Nonethanol-fed group: 1 

               2 

                3 

                4

After the beginning of immunization 

   10 20 40 weeks

2/5 

5/5 

3/5 

0/5 

2/5 

1/5 

2/5 

0/5 

1/5 

0/5 

1/5 

0/5 

0/5 

1/5 

0/5 

1/5 

0/5 

0/5 

2/5 

1/5 

1/5 

0/5 

0/5 

0/5

4/5 

3/5 

3/5 

0/5 

4/5 

2/5 

4/5 

0/5 

1/5 

1/5 

0/5 

1/5 

0/5 

1/5 

1/5 

0/5 

2/5 

0/5 

2/5 

0/5 

2/5 

1/5 

1/5 

0/5

 5/5 

5/5 

3/5 

0/5 

4/5 

4/5 

3/5 

0/5 

0/5 

0/5 

1/5 

2/5 

2/5 

1/5 

1/5 

0/5 

3/5 

1/5 

1/5 

1/5 

1/5 

1/5 

2/5 

1/5

Subgroup 

group 2: 

group 3:

1: Immunized with ethanol-fed rat pancreas extract plus adjuvant , Sub-
Immunized with nonethanol-fed rat pancreas extract plus sdjuvant, Sub-

Immunized with adjuvant, Subgroup 4: Injected with saline



Table  5 Percent cytotoxicity of serum from patients 

pancreatitis and non-pancreatic diseases

with chronic

Case Age Sex Diagnosis

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 
9 

10 

11 
12 

13 

14 
15

16 

55 

66 

74 

25 

31 

50 

48 
71 

54 

58 

60 

59 

28 

76

 F 

M 

F 
F 

F 

F 

F 

M 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

M

Normal 

Normal 

Normal 
Normal 

Colon diverticulum 

Colon polyp 

Colon polyp 

Cholelithiasis 

Cholelithiasis 

Diabetes mellitus 

Diabetes mellitus 

Diabetes mellitus 

Hyperthyroidism 

Hyperamylasemia 

Macroamylasemia

Mean±SD in non-pancreatic disease group

1 
2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 
15

35 

37 
39 

42 

42 
47 

49 

50 

51 

53 

60 

65 

66 

56 

72

M 

M 

M 

M 

M 
M 

M 

M 

M 

M 

M 

M 

M 
M 

M

Alcoholc chronic 

 pancreatitis

i] Non-alcoholic chronic       pancreatitis

Mean ±SD i n chronic pancreatitis group

Percent cytotoxicity

0 

2.6 

1.3 

0 
8.9 

7.7 

0 
9.7 

0 

14.4 

2.1 

0 
0 

6.3 

3.5

3.77±4.11

0.9 

0 
0 

6.5 

0.7 

0.1 

0.5 

2.7 

1.6 
3.5 

2.5 

11.4 

0 

2.3 

0.6

2.22±2.99

The difference between 

pancreatic groups was

 non-pancreatic 

not significant.

disease and ch ronic




