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エンドトキシン投与後の肝病変発生について

一分離肝細胞および分離 Kuprer細 胞を用いた in vitroにおける

生化学的 ・形態学的研究―
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エンドトキシン (ET)に よる肝細胞変化におけるKuprer細 胞の果たす役害」について,実 験的に

ラットの分離肝細胞と分離 Kuprer細 胞を用いて in vitroで検討した。肝細胞変化の指標として電子

顕微鏡を用いた形態学的所見とリツツーム酵素活性 (酸性ホスファターゼ・酸性 DNAase)と 糸粒体

ATPase活 性変化を用いた。

その結果,血 清因子の存在下で ETと Kuprer細 胞を反応させて肝細胞を加えると,肝 細胞に形態

学約変性所見とリソソーム酵素活性の上昇をまた糸粒体 ATPase活 性の代償性上昇あるいは消耗性

低下 (前者は短期間培養,後 者は長期間培養)が 生じた。一方.Kuprer細 胞にあらかじめ大量の

zymosanを 貴食させておくと,既 述の変化がかなり抑制された。

以上の結果からETと Kuprer細 胞の反応の結果,肝細胞障害性が生じ,また大量の zymosan処 理

でこれがかなり抑制されることが理解できた.

索引用語 tエンドトキシン,肝 細胞変性,Kuprer細 胞,細 胞障害性

はじめに            (以 下肝細胞)変性は顕著な類洞内病変に随伴あるいは

幾種かの肝疾患においては肝予備能とくに KupFer  連 続して発生すると考えられた。しかしこの in vivo   ,

細胞の処理能が低下していることが多く, このため外   に おける実験方法は必ずしも厳密に肝障害因子検索の

科手術療法前後にしばしばendOtOxemiaの 発生を認   目 的を果たしていないともいえる。 と いうのは,肝 内

めll~り,_層 肝病変を増悪させることを経験している.  に は ETの 標的細胞 としての貪食能をもつ Kuprer   ,

エンドトキシン (ET)血 症時の肝病変発生に関与す   細 胞,類 洞内皮細胞が多数存在し, しかもそれらの細

る因子について,数 多くの in vivoにおける研究報告   胞 は ET投 与後きわめて早期に反応 しており,ET血

が成されており,わ れわれもラットを用いて ET投 与   症 発現後一定時間経た肝内でこれらの細胞が相互に肝

後の肝変化を経時的に光 ・電顕的,組 織化学的あるい  細 胞障害性に作用している可能性もあり,ま たその混

は生化学的に検索してきた。
～。,その結果,肝実質細胞   在 した病態を把握している危険性があるためである。
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そこで今回は ET投 与時に発生する肝細胞障害に対

して,肝 内非実質細胞とくにKuprer細 胞が関与して

いるか否かを明らかにする目的で,分 離肝細胞 ・分離

Kuprer細 胞を用いて in vitroにおけるETと の相互

関連性から形態学的 ・生化学的に検討した.

実験材料および方法

(1)肝 細胞分離および Kuprer細 胞分離方法

動物はWistar系雄ラット (生後 2カ 月)を 使用し,

細胞分離前12時間を絶食とした。なお水分については

自由に与えた。肝細胞分離は Howard et al.の方法
のに

従って分離した。 ラ ットをエ
ーテル麻酔下で開腹し門

脈から0,05%コ ラゲナ
ーゼ (type I,Sigma)と0。10%

ヒアルコンダーゼ (type I,Sをma)を 含んだ Ca+十_free

の Hanks氏 液で潅流した。肝を細片とし上記酵素を

含む Hanks氏 液で さらに37℃で60分間 incubateし

た。ナイロンメッシュで濾過し,低 速遠心により分離

した。

Kuprer細 胞分離法は Mllls and Zucker‐Franklin

の方法めに準じた。消化液 としては0。25%の pronase

(科研化学工業社製)を 含む Eisen氏緩衝液 (pH 7.4)

を用いた。ラットをエーテル麻酔下で開腹し,肝 を門

脈から消化液で潅流後摘出し細片にした。30ml消 化液

中に細片を入れ37℃のもとマグネティックスタ
ーラー

で60分間攪拌した.消化液を pH 7.4に維持する目的で

0.5N NaOHを 使用した。なお遊離してきた裸核を消

化する目的で0.5mg DNase(Sigma)を 攪拌開始後20

分および40分後に加えた。消化液を鋼性ガ
ーゼで濾過

し末消化の組織片を除去し,そ の櫨液を1,500rpmで

5分 聞遠心し,沈 造を MEM 199(pH 7.4,1%‐

glutamine,10%fetal calf serurn)にす混和し,1,500

rpm 5分 間遠心を 2度繰 り返し洗浄した.こ の沈澄を

bovine serum albumin(Sittna)による不連続密度勾

配遠心分離法で Kuptter細胞分画を得た。

(2)in vitrOにおける実験方法

用いた ETヤまE.coll lipopoysaccharide 0127:B8

(Difco Lab)である。培養液 (3ml)の 中に ETを 総

量300/g混 入 した。用 いた培養液 は Krebs‐Ringer

bicarbonate緩衝液 (5%fetal calf serun,pH 7.4)

を用い95%02・ 5%C02の もとで incubateした。in―

cubation時間は,30分 と90分の 2群 について検討し

ブ【= .

zymOsan前処置はin vivoのもとで行った。まず0.5

mg zymosan/0.2mlを経静脈的に投与し48時間後に

1.Omg zymosan/0.5mlを腹腔内に追加投与した。そ
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してその24時間後にET処 理あるいは Kupffer細 胞

分離を行った。なお in v市oで ET処 理を行った場合,

投与時点と細胞分離操作あるいは採血操作までの間隔

を 6時 間とした。in vitroで用いた細胞数は KupFer

細胞で 3× 106個/dish,肝細胞数で 5～ 7× 106個/dish

とした。

(3)酵 素活性測定方法

β‐gluCurOnidase活性預!定方法は Fishman et al.の

方法めに従い,ア ルカリ液可溶成分を室温で420nmの

もとで比色定量した。

Acid DNAase活 性は Barrettの方法
1いに従い,基質

としてヤまcalf th5何lus DNAを 用いた。

糸粒体 ATPa並 活性は,まず小田らの方法で糸粒体

分画を取 り出した後糸粒体浮遊液を作 り66mM NaCl,

33mM KCl,5mM MgC12,15mM tris― HCl(pH 7.4)

の反応液中で 5mM ATPを 添加して37℃10分間反応

させ,氷 冷した10%TCAを 加えて反応を止め,直 ちに

Pi量 を測定した。なお total ATPase活性測定に対し

ては1.25×105M2.4‐ dinitrophenol(DNP)を 添加す

ることで測定した。

(4)電 顕的検索

試料細胞を細毛管に吸入し低遠心を行い,沈 造を

2.5%glutaraldehyde (0.25M sucrose, 0.lM

cacodylate pH 7.4)で固定した後 2%Osmiumで 後

固定した。超薄切片は酢酸ウラニルとクエン酸鉛で二

重染色を行った後鏡検に供した。

実験結果

in vivoおよび in vitroにおける実験群を表 1に示

した。なお30分および90分 incubation後における対照

群肝細胞のviabilityはtrypan blue染色法でいずれ

も92～93%以 上であった。

(1)分 離肝細胞 ・非実質細胞の酵素活性

表 2に示した ,gluCurOnidase,Acid DNAase活 性

値は,分 離後30分におけるそれを示したものである。

表 1 各 グループの実験条件

供残手亀転室草革隼こ紺 緩嶋&38
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表2 分 離細胞における酵素活性および蛋白量の分布
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表 3 各 実験群における肝実質細胞 リツゾーム酵素活

性の対照群に対する相対活性

latent ATPase活 性 とDNP‐stimulated ATPase活

性を測定しGroup 2,3,5,6,7,8に ついて比較検討し

た。

30分での実験結果を比較するとDNP―stimulated

ATPase活 性は全 GrOups間 で有意差はなかったが,

latent ATPase活性については変化が認められた。た

だしGroup 2に おける活性値は対照群 と差がなかっ

た.Group 3お よび 5～ 8で latent ATPase活性は明

らかに有意な増加を示し,と くに GrOup 5と 7の それ

は対照群値の150%以 上を示した。

90分におけるlatent ATPase活性値は,Group 2で

30分における場合と同様に活性変化が無いのに対し,

ほかの Groupに おいては30分 incubationの活性値よ

り低値を示し,と くに GrOup 5.6.7の低下は著しかっ

た,DNP,stimulated ATPase活 性は,Group 2で 変

化がないのに対し,ほ かの Croupで は,ATPase活 性

値と同様に低値を示した。とくにGrOup 5および 7で

著しく,対 照群値の65～70%で あった (表4).

(4)形 態学的検索結果

肝細胞あるいは Kuprer細 胞分離直後のいわゆる

対照群としての形態については既に報告済みなので今

回は省いた
11】分と

肝細胞の形態学的変化はGroups 5～8に おいて著

しかった。胞体は凝縮し,多数の変性空胞,ラ インソー

表 4 各 実験群における肝実質細胞糸粧体ATPase

活性変化

辞 輪  部

価

∞

３

コ

い
∞

０
弱

一定細胞数あたりの酵素活性値は,二 者の酵素におい

てはいずれも肝細胞で高く,み gluCurOnidaseで約2.6

倍,acid DNAaseで 約1.3倍を示した。肝細胞は非肝

細胞 (Kuprer細 胞分画)に比べ約11.6倍の蛋自量を含

むため,単位蛋白量当たりの酵素活性は,逆に Kuprer

細胞分画で高かった。すなわちβ‐glucuronidaseで約

5.0倍acid DNAaseで 約9.2倍を示した。

(2)各 実験群における分離肝細胞 リソツーム酵素活

性の変化

GrOup lは in vivoでET処 理した後一定時間後に

肝細胞を分離 したものである.対 照群に比べてβ‐

glucuronidase活性は約2.5倍,acid DNAase活 性は

約2.1倍の上昇を示した。Group 2と GrOup 4に おい

ては酵素活性変化はなく,対照群とほぼ同値を示した。

Croup 3は GrOup 2の条件に血清を加えたものである

が,GrOup 2で 酵素活性に変化がなかったのに対し,

Group 3であずかな上昇を認めた。この活性変化の幅

は他の変化のみられた群に比べて量 も少なかった。

Group 5と Group 6に おいては in vivoでマウスを

ET処 理して得た血清の分離肝細胞へ与える影響につ

いて検討したものである。後者については ET処 理前

に zymosan処 理を加えている。両方の GrOupsに おい

て リソソーム酵素活性の上昇を認めたが,Group 6に

おいてはその上昇率が低 くGroup 5の 65～70%値 で

あった。対照群と比較して,Croup 5で 2.2～2.4倍,

GrOup 6 1.5～1.8倍であった。CrOup 7と Greup 8の

組み合わせによりETと Kuprer細 胞を in vitroで

incubationした反応液 の肝細胞 へ与 える影響 を

zymosan前 処置 Kupter細 胞群 (GrOup 8)と非処置

群 (GrOup 7)で比較検討した。

Croup 7においては対照群と比べ,acid DNAase活

性が2.5倍,β‐giuCurOnidase活性が3.2倍に上昇した。

しかしGrOup 8においてはそれぞれ2.1倍,1.8倍の上

昇で CrOup 7と比較すると16～44%減 であった (表

3 ) .

(3)肝細胞糸粒体 ATPase活 性の変化

異なるincubation時間 (30分および90分)に おける
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ムの出現,小 器官の崩壊が著しく,細 胞内構造はほと

んど正常構造を失っていた。しかしmicrOvilllは維持

されており,細 胞膜の連続性も失っていない細胞が大

部分を占めた。以上の所見 (図 1)が 共通に観察され

た終末像であるが,比 較的膨大化した細胞においては

粗面小胞体構造および糸粒体のそれも変性所見を著し

く塁してはいたが,判 別可能であった (図2).ETと

Kufffer細胞 を incubationするとKuprer細 胞 は偽

足を著しく発達させ,不 整形を示すライソソームを多

数有した (図3)。 し かし糸粒体はほぼ正常で多数の

vesicleと貪食空胞とは明らかに鑑別できた.

z y m o s a n で前 処 置 した K p t t e r 細胞 とE T を i n ‐

cubationするとKuprer細 胞は,胞体の周辺に無構造

物質を含み,か なりの細胞において細胞膜の連続性を

失っていた。胞体は全体的に凝集し,小 器官の占める

害J合も少なく偽足も末発達であった。細胞周辺には,

細胞内小器官が散在していた (図4).

なお図 5は 分離正常肝細胞から分離した糸粒体分画

の電顕像である.ク リステはその構造を維持し,基 本

的に二重膜構造も大部分の糸粒体に存在した。なお数

パーセン ト未満ではあるが ライツゾーム様の dese

図 l GrOup 7の肝細胞電顕所見

細胞膜の連続性およびMicrovilllは維持されて

いるが,細 胞内には各種の空胞が多数出現し,個 有

の構造を失っている。×5950
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図 2 Group 6の 肝細胞電顕所見

粗面小胞体および糸粒体構造の変性が主体で,い

ずれも膜構造だけが遺残している.×37,800

図 3 Group 7の Kuptter細胞所見

ラインソームの増加を認める。糸粒体をはじめ細

胞内小器官構造はよく維持されている.×18,800
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bodyの 混在が認められた。変性肝細胞から分離した糸

粒体は,膜 構造の破壊, クリステの消失などほとんど

原型をとどめていなかった。

考  察

われわれは今日までラットを用いた in vivoにおけ

る生化学的 ・形態学的実験結果からET投 与後の肝細

砲変性は,類 洞内細胞とくに Kuptter細胞,好 中球,

血小板等の変化 ・凝集に引き続いて発生することを確

認している41~ω.し かしながらその反応形式には個体

間で,著 しい差があり,単 に一定の処理能を超えてな

お流血中に存在するETが 肝細胞に直接作用するとい

う機構とは別の因子の関与が充分考えられる。この直

接作用の有無を検討するために in vitroの実験系で肝

スライス (200μm厚 )を 用いて ET混 在の培養液中で

incubationし,形 態学的変化が肝スライス構成細胞に

発生しているか否かを検索した結果,高 濃度の ETを

培養液中に合んでいるにもかかわらず,形 態学的にほ

とんど変化がなく,か つグリコーゲン量も低下してい

ないことを確かめている1め。したがって ETの 直接肝

細胞障害性は in vivoにおける病変の主因でないと解

釈できた。今回の生化学的な実験結果でも上記の肝ス

ライスを用いた実験条件とほぼ同じであるCrOup 2

の結果が対照群となとんど差がなかったことから上記

の結果は支持されるべきものと考えられる。このよう

に ETの 直接作用が主因でないと考えるならば,in

vivoにおける形態学的変化に基づくと,類洞内変化に

主因があると考えるべきであろう。そのひとつとして

類洞内血栓形成1つを,そ してほかのひとつ として

Agarwal et al.1いの唱える肝細胞一KupFer細 胞の相

互作用をあげることができよう。血栓形成防止剤とし

てのヘパ リン前投与で肝細胞変性の発生をある程度抑

えることができるのは事実である1の。しかしそれだけ

で血栓形成に主因があると断定することはむつかし

い。今回の分離細胞を用いた in vitroの実験 目的はこ

の問題点を明らかにする点にあった。

incubation時間を30分と90分の二点で検討 した理

由としては in vivoにおける形態学的検索結果で,ET

投与後 1～ 2時 間後から著しい肝変化が発生するこ

と,お よび類洞内病変発生は ET投 与後30分以前には

観察されなかったため,ETに より類洞内細胞変化が

発生するまでの時間として30分を,類 洞内細胞が ET

と充分に反応し終える時間として90分を選択した。

以上のような実験目的 ・実験条件にふまえて今回の

実験結果を分析すると,ま ず第 1に ETと の細胞反応

図 4 Group 8の Kuprerの 細胞電顕所見

Zymosanの 貴食と胞体の膨化を認め細胞周辺に

小器官が散乱している.×8,200

図 5 正 常肝細胞からの分離糸粒体分面

ライソツーム様構造物のわずかな混在を認め

る。×37, 8 0 0
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を発現させるには血清因子の関与が必須であること,

第 2に ETの 肝細胞直接障害性はきわめて軽微な範囲

にとどまること,第 3に Kuprer細 胞 とETを in‐

cubationした培養液中に肝細胞障害因子が存在する

こと,第 4に in vivoでETを 静として
一定時間後に

得た血清中にも肝細胞障害因子が存在すること。第 5

に in vivoおよび in vitroの条件下で zymOsan前 処

置を行 うと血清中および培養液中の肝細胞障害性をあ

る程度抑制できる,な どの点をあげることができる.

血清因子の関与については従来から数多くの報告が

あり,ライソソーム酵素
1的による障害,アラキ ドン酸代

謝産物などに関する研究1のが多い。最近,早坂
1ゆはラッ

ト肝において ETと 補体の complexが Kuprer細 胞

や類洞内皮細胞に作用した結果,一 連の細胞障害反応

が発生する可能性を指摘している。今回の in vitroに

おける実験結果は早坂の示凌した点にほぼ合致するも

のといえよう。なぜならば ETの 細胞障害性は血清因

子の関与を必須としており,す なわち補体の重要性を

推定させる結果であることETお よび ETの Kuprer

細胞との反応が肝細胞障害発生に重要な因子となって

いることなどである。zymosan前 処置が,ETに よる

肝細胞障害性を抑制することについては今回充分な検

索が成されていない.分 離した KupFer細 胞分画の電

顕像で,そ れぞれの細胞が zymOsanを 貪食している

のが確認されており,そ の結果として外困的に ETを

血中に投与してもKuprer細 胞の ETに 対する反応

は,zymosan貧 食前に比べかなり低下していると予想

される。したがって ETと Kuprer細 胞の血中内反応

産物も低下すると考えられる。

以上今回は,in vivoにおける実験条件の限界性を克

服すべき点について in vitroの実験系で検索した。

結  語

ETの 肝細胞に対する障害性について,分離肝細胞,

分離 Kuprer細 胞を用いて in vitroの条件下で検索し

た。

(1)血 清の存在のもとで ETの 細胞障害性が生 じ

る。

(2)ETの 肝細胞障害性は,直 接作用としては極め

て軽微で,む しろKuprer細 胞を介して増強する。

(3)Kuprer細 胞を zymOnanで 前処置す るとET

とKuprer細 胞の反応後に生じる肝細胞障害性をあ

る程度抑制できる。

などの点が明らかになった。
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