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ラットの総胆管を結繁切離して閉塞性黄疸モデルを作成し,作 成後 6週 間にわたって,血 清総 ビリ

ルビン,GOT,GPT,ALP,C3,血 策 ibrOnectin(FN)濃 度および肝組織内での FNの 局在の変化

を検討した。血漿 FN濃 度は結繁前95.0±4.38μg/mlと 比較 し,結繁切離 1週後113.6±3。14″g/mlと

有意に増加し,胆 汁性肝硬変 となる5,6週 では165.4±12.14,163.2±8.89μg/mlと さらに有意に増

加した。肝組織内の FNの 局在 も週が経つにつれて線維化の進行とともに増加 した。一方,黄 疸ラッ

トでも非代償期に陥ると78.0±11.0″g/mlと 結繁前値よりも有意に低下した。閉塞性黄痘時には代償

期である限 り血衆 FN濃 度は増加し,線 維化の指標にもなると考えられた。

索引用語 :閉基性黄疸,Ilbronectin,網 内系機能,肝 線維化

はじめに

Fibronectin(以下 FNと 略す)は血液,体 液,組 織

基底膜及び細胞表面に存在 し,多 彩な細胞生理活性を

有する高分子糖蛋白質であるll~D.最近,FNに は網内

系機能を高めるopsonin factorとしての作用があ り,

さらには細胞 と細胞,細 胞 と細胞外基質の接着を促進

し, フィプリンやコラーゲンとの結合能を有する作用

もあることより,FNは 生体防御Dつ。あるいは組織線

維化の面1ル汚)より注 目されてきた。網内系機能の低下

する病態,す なわち外傷,熱 傷,敗 血症,過 大手術侵

襲, シ ョ ック, dissellinated intravascular coagulo‐

pathy(DIC)で は血中 FN値 は低下するとされてい

るの～1,.閉塞性黄痘を有する患者では胆道感染を容易

に併発し, しばしば重篤な敗血症に陥ることがある。

この原因として,細 菌やエン ドトキシンの発生もさる

ことながら,網 内系機能の低下が症状悪化の一助 と

なっていることも否定できない。

われわれはこのような FNの 作用に着眼し,FNの
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血中濃度,お よび肝組織内での FNの 局在が,閉 塞性

黄疸時にどのように変化 していくかを実験的に検討

し,FNの 意義を知ることを目的 とした。

I.対 象 と方法

10週齢前後の Wister系雄 ラット (30頭)を 用いた。

エーテル麻酔下に開腹 し,膵 管を損傷せぬよう膵流入

部直上で総胆管を結繁切離 して閉塞性黄疸を作成 し

た。ラットは結繁切離後屠殺するまでの期間により1

週群, 2週 群, 3週 群, 4週 群, 5週 群,お よび 6週

群 (各群 5頭 )に 分けられた,無 処置のものを対照群

(5頭 )と した。

各群 とも,下 大静脈より採血後直ちに屠殺 し,肝 臓

を摘 出 した。採取 した血液 は血清総 ビ リル ビン,

glutamic oxaloacetic transaminase(COT),glutamic

pyruvic transaminase(GPT), alkaline phosphatase

(ALP),補 体成分 C3,血衆 FN測 定にそれぞれ供され

ブ【=.

血漿 FN測 定用検体には,3.13%ク エン酸ナ トリウ

ムを 9容 対 1容 の害」合で混和後,3,000rpm,15分 間遠

心分離し,血 集lmlに lTrypsin lnhibitor Unitのアプ

ロチエン (ベーリンガー ・マンハイム山之内社)を 添
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加し,測 定まで-20℃ 凍結保存 した。血清総 ビリルビ

ン,GOT,CPT,ALPは ,京都第一科学製 Rapid blood

analyser RaBA‐3010を用いて測定された,補 体成分

C 3 は単 純 平 板 免 疫 拡 散 法 ( s i n g l e  r a d i a l  i m ‐

munodifusion)により預J定された。摘出肝臓は10%ホ

ルマ リン固定後,Hematoxylin‐Eosin染色,Azan染 色

でそれぞれ染色された。さらに酵素抗体法により肝組

織内 FNを 染色し,光 顕的に観察 した。

血漿 FNの 測定 :血衆 FNの 測定 には,ベ ーリン

ガー ●マンハイム山之内社の人血衆中フィブロネクチ

ン測定用キットを用いた。測定原理は抗原抗体反応を

用いた紫外部濁度測定で,Fixed time法である。吸光

度測定には日立557型二波長分光光度計を使用 した。反

応液(抗ヒトフィブPネ クチンヤギ血清)lmlに 凍結保

存 していた検体を0.02ml添加混合 し, 1分 後に波長

340nmで 吸光度 (El)を 測定した。その後30分間室温

に放置し,反 応開始から31分後に吸光度 (E2)を 再び

測定し,ZE(E2-El)を 求めた。あらかじめ標準液を

用いて作成 した検量線のグラフ上に 泌Eを プロット

し,検 体の濃度を求めた。検量線は各測定ごとに作成

し,検 体は二重測定された。

FNの 染色I力1め:組織切片を脱パ ラフィン化 した

後,0.01N HCl溶 液に Sigma社 の Pepsin(Catalogue

No.P‐7012)を 02%の 害」で加えた溶液内に37℃ 2時

間切片を処理 した。切片を PBSで 洗浄後,内 因性ペル

オキシダーゼ反応をブrッ クするため,0.6%H202加

メタノール溶液で室温30分処理した。次いで,500倍希

釈した抗 ラットフィブロネクチンヤギ IgG抗 体 (Cal‐

biochemical社)溶 液内で37℃30分 incubationした.

その後,Vector社 の Vectastatin ABC kit(ヤギ抗体

用,Catalogue No PK‐4005)で,Avidin―biotin perox‐

idase complex法により染色 した。Counter staining

として Hematoxylin染色を用いた,

測定結果は平均値±標準偏差で表 し,有 意差検定に

は Studentのt検定を用い危険率 5%以 下を有意 とし

た。

II.結   果

1,血 清総 ビリルビン,GOT,GPT,ALP値 の変動

血清総 ビリル ビン値は,対 照群0.9±0.12mg/dlで

あったが,結 熱切離後, 1, 2, 3, 4, 5お よび 6

週 間後 にはそれぞれ1 0 . 3 ±2 . 2 3 m g / d l , 1 2 . 0 ±1 . 3 9

mg/dl, 12.0±2.42mg/dl, 11.0±1.77ng/dl, 10.4±

2.55mg/dl,9.2±2.52mg/dlであった。血清ビリルビ

ン値は総胆管結紫切離群で対照群より有意に高 く,結
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図 1 血 清総ビツルビン値の変動

総胆管結繁切離群で対照群より有意に高く,結 繁 2お

よび 3週群が最高値を示した,
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図 2 血 清 GOT値 の変動

総胆管結熱切離の各群における血清 GOT値 は対照群

に比べ,有 意に上昇した.し かし,総 胆管結繁切離期

間が長くなるにつれて,血 清 GOT値 が次第に高値に

なることはなかった。
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繁 2週群, 3週 群で最高値 となり,以 後結繁期間が延

長するにつれて徐々に減少した (図 1).

血清 GOT値 (Karmen単 位)は,対照群58.8±10.63

に対し,結 然 1週群で286.8±49.14と上昇し,以 後結

繁 6週 群まで対照群 と比較 し,有意に上昇していたく図

2 ) .

血清 GPT値 (Kalmen単 位)は 対照群50.8±16.58

であったが,結 繁 1週群で86.5±24.71と上昇し,以後

結繁期間の延長 とともに大きな変動幅を示した.結 熱

1週群のみが対照群より有意に高値であった (図3).

血 清 ALP値 (King‐Armstrottg)は対照 群39.6士

4.99に対し結繁 5週群のみで67.7±8.33と有意に上昇

した.結紫 6週群では39.7±13.71と結熱前値 となった

(図4).
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図 3 血 清 GPT値 の変動

総胆管結熱切離により血清 GPTの 平均値は高値 とな

る傾向を示したが,結 熱 1週群のみが対照群より有意

に高値であった。
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図 6 血 漿 FNの 変動

総胆管結繁切離により,血 漿 FNの 平均値は上昇 し

た。とくに結紫 5, 6週 群で血漿 FN値 の上昇が著明

であった。結熱 1, 2, 5, 6週 群が対照群に比べ有

意に高値であった.
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図 4 血 清 ALP値 の変動

総胆管結繁切離により血清ALPの 平均値は結繁 2,
3, 4, 5週 群で対照群より高値であったが,結 紫 5

週群においてのみ対照群との間に有意差があった。
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構胆官格来切離期間 (週 )

図 7 瀕 死状態ラットにおける血漿 FN値

総胆管結繁切離後瀕死状態に陥ったラットの血漿 FN

値は対照群に比べ有意に低下した。
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図 5 血 清補体成分C3値の変動

総胆管結繁切離によりC3の平均値は結繁 1,2,3,

4週群で対照群より高値であった。しかし,い ずれの

群も対照群との間に有意差がなかった。
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図 8 正 常肝におけるFNの 局在 (ABC法 ,X50)

グリソン輸内の門脈壁 ・動脈壁 ・胆管周囲,中 心静

脈壁,お よび類洞の壁に沿ってFNを 認める。
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2.血 清補体成分 C3値の変動

補体成分 C3は,対 照群44.8±12,24mg/dlに対 し結

紫 1週 群62.4±13.05mg/dl, 2週群56.8±17.92mg/

dl,3週 群54.4±17.83mg/dl,4週群59.4±16.92mg/

dlと高値であった。しかし5週 群, 6週 群ではそれぞ

れ43.6±24.28mg/dl,37.6±10,48mg/dlと対照群の

値まで低下した。いずれの時期においても対照群 との

間に有意差はなかった (図5).

3.血 衆 FNの 変動
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血漿 FNは 対照群95.0±4.38μg/mlに対し,結繁 1

週 群 で1 1 3 . 6 ±3 . 1 4 μg / m l と有 意 に上 昇 し ( p <

0.001),以後,結 紫 4週群までほぼこの値が維持され

た.結繁 5週群では165。4±12.14μg/ml,結繁 6週群で

は163.2±8.89μg/mlと対照群に比べさらに有意に上

昇した (p<0,001)(図6)。これに対し,総 胆管結紫

切離後 7,11,20,35日 目にそれぞれ瀕死状態 (剖検

で肺炎および肝膿瘍がみられたもの)に 陥った4頭の

黄疸 ラットの血衆 FN濃 度は78.0±11.Oμg/mlと対

図 9 総 胆管結繁切離後の肝組織像(Azan染色,X25)A:結 繁前,B:結 繁 2週 ,Ci

結繁 4週 ,D:結 繁 6週

総胆管結繁切離後の経過時間が長 くなるにつれて,肝 細胞変性 ・壊死,細 胆管の増

生,線 維性隔壁の出現が増強した.結 繁 5, 6週 群では小葉構造が破壊された.
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図10 総胆管結紫切離後の肝におけるFNの 局在 (ABC法 )

A(結 紫 5週 群,×200)i増生した細胆管周囲にみられるFNの 沈着.B(結 索 5週

群,X50)i線 維増生部にみられるFNと FibrOblastの集族.C(結 来 6週群,×50)i

肝細胞の網状壊死部にみられるFNの 沈着.D(左 :結紫 2週群,右 1結繁 6週群,×

50)i胆汁性肝硬変への移行とともに増加した肝組織内の FNの 沈着

図11 総 胆管結熱切離後の Kuptter細胞の変化 (ABC法 ,×200)A:結 繁前,B:結

紫 5週群

腫大した Kuprer細 胞内にFNの 局在を認める。
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照群 と比較 し有意に低下した (p<0_05)(図 7).

4.肝 組織像と肝組織内 FNの 局在

正常肝小美内では, グリソン輸内の門脈および動脈

壁,胆 管周囲や,中 心静脈壁, さらに類洞壁に沿って

FNが 局在した (図8).こ れに対し黄疸ラットでは,

結紫切離後の経過が長 くなるにつれて肝細胞の変性 ・

壊死が進み, グリソン鞘内の細胆管数が増加し門脈域

が拡大し,好 中球の浸潤も認められた。 4週 目になる

とグリソン輸から小葉内に向かって線維が増生 し, 5

週, 6週 になると小葉構造は破壊され,変 性した肝細

胞 と増生 した細胆管が混在した (図9).類 洞の壁に

沿ってみられるコラーゲンの厚みも,週 が経つにつれ

て増 し,Kupier細 胞は,3週 目より腫大し5週 目には

その数,大 きさとも増加した。FNは ,Azan染 色で染

まるコラーゲンの部に局在した.す なわち増生した細

胆管周囲(図 10A),小 葉内へ伸びた線維増生部 (図10

B),肝 細胞の壊死部 (図 10C)に ,FNが 局在 し,週

が経つにつれて増加 した (図 10D).ま た,腫 大 した

Kupfer細 胞内にもFNの 局在が認められた (図11).

考  察

FNは 主 として線維茅細胞を中心 とした間葉系細胞

や,血 管内皮細胞い,肝 細胞1り
,マ クロファージ15)など

で産生される22糖蛋白の一種である.FNの 機能は多

岐にわたるが,免 疫学的には宿主の感染防御機構に大

きな役害」を演 じ,opsonin蛋 白として細網内皮系に関

与するものとされている。

Sabaら つゆは,網 内系機能の低下状態では血漿中の

opsonic tt surface binding proteinが欠乏してヽヽる■

とを報 告 し, この glycoproteinすなわ ち FNに は

丘brin micrOaggregates,collagenOus debrisや他の粒

子を macrOphageが貪食する作用を媒介するopsonin

factOrとしての働 きがあると述べている。また,外 傷

性ショック時に低下 した血漿 FNが ,そ の後 rebound

で異常に増加し,そ れにつれて網内系機能 も克進 して

くることも報告され16), このような血衆 FNの 低下 し

た状態では FNの 補充療法の有効性 も報告 されてい

るの1つ181.

一方,FNは 接着性を有し,細胞 と細胞,細胞 と基質

との接着を促進する働きがある。すなわち細胞外基質

の一成分で,活性型血液凝固第 XIII因子のもつ トラン

スグルタミナーゼ作用に FNは 触媒され,フ ィブリン

や コラーゲンに架橋結合 し1),それらと細胞の接着に

関与している。また細胞の移動,特 に,血 管新生にお

ける内皮細胞や,炎 症や創傷治癒時の単球あるいは線
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維 芽 細 胞 の 移 動 に F N が c h e m O t a c t i c に作 用 す

る1)4い).したがって,血漿 FNは 損傷組織や炎症部位に

沈着 し491-21),組織損傷の修復や血管透過性維持に重要

な役害Jを果たしていると考えられる。

開塞性黄疸時には合併症 として,胆 道感染,敗 血症

を併発 しやすい。胆道閉塞が起こると,胆 道内圧が上

昇するため,胆 汁内エンドトキシンが血中に容易に逆

流する22).また,エン ドトキシンの腸粘膜透過性を抑制

する胆汁酸塩の作用が消失するため,腸 粘膜でエン ド

トキシン透過性が元進 し,門 脈血中のエン ドトキシン

が増加する20。 こ れらが胆道閉塞時に感染し易い状態

となる原因と考えられる。いずれにせよ,感 染症は体

内に侵入してきた細菌,エ ン ドトキシンと生体の自己

防御機構 との相互関係により成立する.

閉塞性黄疸が遷延すれば胆汁性肝硬変へと移行し,

肝実質の丘brosisが起 こり肝内シャン トが増加 し有効

肝血流量は減少する20。また,網内系細胞にビリルビン

が沈着するため20,c。1loid carbon26),細菌2つなどの投

与後, これらの血中消失率 (phagocytic index)は低

下する。網内系機能は肝血流量,血 中オプソニン活性,

Kuptter細胞数 と細胞機能などに左右 されるために,

閉塞性黄疸の持続で網内系機能は次第に障害される.

生体はこのような網内系機能の低下を代償 しようとす

るため,血 中オプソニンならびに Kupffer細胞数は増

加す る.事 実,有 井 ら28)はォ プ ソニン活性 を培養

Kuprer細 胞中の bloassayで求め,黄疸 ラットでは代

償性に元進 していると報告している。

閉塞性黄疸時の血中 FNの 変動について,Stathakis

ら20は原発性胆汁性肝硬変あるいは陣癌により閉塞性

黄疸を来した患者では血衆 FNは 増加したと報告 し,

小嶋3いは肝硬変時には FNの 組織沈着元進のため,血

衆 FNは 低下 したと述べている。また松田らの報告3,

によると肝硬変でも,代 償期の患者では血装 FNは 増

加し非代償期では低下した。このように報告者により

血乗 FN値 の変動は一定でない.FNの 血衆濃度 レベ

ルは他の血漿蛋 白と同様に FNの 合成 と消費の度合

ヤこより決定されるが, FN″よrapid turnover protein

であり,飢 餓時には合成能の低下によりその血漿濃度

は低下する3分.生体内において,FNが 細菌のクリアラ

ンスに対してオプソニン作用を有すかどうかはまだ明

らかではない3ゆが,重 篤な感染時には細菌のもつ コラ

ゲナーゼ, ヒアルロニダーゼにより組織が破壊され,

この破壊産物を処理するために血漿 FNが 消耗 され,

低下する。。このように,血漿 FN値 は疾患の重篤性に
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関与するものと考 えられる。村田 ら30は閉塞性黄疸

ラットを作成し,血 衆 FN値 を総胆管結繁後21日まで

経 日的に預J定したところ,血 漿 FN値 は結繁後14日目

に最高となり,以 後漸減 したと述べている。

本実験では血漿 FN値 は総胆管結繁前に比べ結熱

切離後 1週 で有意に上昇し,結 熱切離後 5お よび 6週

目ではさらに有意に上昇した。組織学的にも結紫切離

後 3週 目よりKuprer細 胞の腫大および数の増加が

みられ,Kuptter細 胞内にもFNが 局在 しopsoninと

して取 り込まれているものと考えられた。遷延性閉塞

性黄痘下では易感染状態下にあるため,網 内系細胞が

抗原刺激にたえずさらされてお り,一 方では肝細胞の

変性,壊 死,線 維化が進行し,細 胞破壊産物, フィブ

リン塊,変 性コラーゲンなどが増加する. このために

代償性の閉塞性黄痘下では生体内の homeostasisと

して hyperopsonemiaが生じ,FNの turnoverの元進

により血衆 FN値 が高まるものと想像される。

肺炎や肝膿瘍を併発し,瀕 死状態に陥った黄疸 ラッ

トの血策 FN濃 度は極めて低かった。血衆 FNの 低下

が瀕死状態に陥った原因であるか,あ るいはその結果

であるかは断定できない。しかし,閉 塞性黄疸が合併

症のため重篤になると,FNの 合成能の低下,FN消 費

の急増により血衆 FNが 低下し,網 内系の異物処理能

力が低下するため病態は確実に悪化するものと思われ

る.

組織学的には閉塞性黄疸の期間が長 くなるにつれて

グリソン輸内の細胆管増生部,グ リソン韓から小美内

に向かって伸びた線維増生部,肝 細胞壊死後の虚脱部

分に FNの 増加が証明された。この結果は高橋 ら1め
,

DeFeitasら3,,Hahnら 3いの報告 と一致した,こ れら

の組織学的所見は血漿 FNの 変動を反映 した もの と

考えられた.線 維化の進行 とともに血装 FNは 増加

し,血 衆 FNレ ベルは線維化の指標にもなると考えら

れる。

このように血漿 FN濃 度は閉塞性黄痘の病態を表

現するものとして臨床的に有意義な指標であることが

示唆された。

結  語

実験的に閉塞性黄痘 ラットを作成 し,血 衆 FN濃

度,肝 組織内での FNの 局在の変化を検討し,以 下の

ような結論を得た,

(1)閉 塞性黄疸作成 6週 間後においても,代 償期で

ある限 り血漿 FNは 増加し,網 内系機能も賦活されて

いると考えられた。
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(2)感 染症を併発 し非代償期に陥ると,血 装 FNは

低下 した。

(3)肝 組織の線維化が進行す るにつれて,組 織 FN

の増加 とともに,血 漿 FNは 増加 した。血衆 FN値 は

肝線維化の指標になると考 えられた。
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