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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。

5-一



 0K432

OK432

Table

5KE

20KE

9

24hr

.05±0

15.5

1. [6-3 11

.85

thymidine

48hr

17.3±4.3

16.5

up take

96hr

8.2

in the`nai'f

±0.49

15.2

:1n gmg DNA)

1

dpm/mg DNA 
2000-

  I800_ 
1700_ 
1600. 
1500. 
1100_ 
1300_ 
  1200_ 
1 iOv_
1000. 
900. 
um 700

. 
um 

100 
300 200 

100 
0
0 6

h 
r

4 
0 
h 
r

controll 

OK-432 5KE 

Metylpalmitate 

0K432-20KE

1 
2 
h 
r

2 
0 

r

2 
4 
h 
r

3 
0 
h 
r

Fig.' Change of DNA synthesis after 68% hepatectomy

— —



T一

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。

一13一



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

C%)

ioo

50

0

1 T

●一一→Go十Gl

HS

ムー 織G2十M

＼
1 ワ

一
∩
O 4 5 G 7days

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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