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閉塞性黄疸のヒトnatural killer活性に及ぼす影響

についての実験的ならびに臨床的研究

新潟大学医学部第 1外科学教室 (指導 :武藤輝一教授)

伊  賀   芳  朗

閉塞性黄痘の natural kller(NK)活性に及ぼす影響とその要因について検討した。 7例 の閉塞性

黄疸症例において 4種 の胆汁酸すなわちglycocholicacid(GCA),taurocholic acid(TCA),glyco‐

chenOdeoxycholic acid(GCDCA), taurochenO‐ deoxycholic acid(TCDCA)ヤ ま, 著明な高値を示

した。閉塞性黄疸症frlのNK活 性 (12.2±2.8%)は コン トロール (43.9±6.7%)に 比べ低値を示し

たが,減 黄後には改善傾向を認めた。6例 の黄痘血清で 7日 間,in vitroにおいて前培養処理 した健常

人の リンパ球 NK活 性は顕著に抑制 された (4.9±56%),抱 合型 ビリルビン,TCA,TCDCAお よ

び GCAに よる前培養処理では 7日 目まで影響を認めなかった。CCDCAで は 5日 目以降 (5日 目 !

5.6±26%, 7日 目 ;4.3±3.5%)に 有意の低下を認めた (p<0.01)。以上より閉塞性黄痘血清が ヒ

トNK活 性を抑制することが明らかとなり,CCDCAが 重要な抑制因子の 1つ であることが示 され

た。
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はじめに

閉塞性黄疸症例においては,外 科手術および術後の

合併症などの侵襲を契機 として容易に敗血症や多臓器

不全へと進展することがしばしば経験される。このよ

うな症f/11では,網 内系機能をはじめとした種々の白血

球機能の低下が観察され,い わゆる生体防御機様が著

しく障害されていると思われる1ン)。近年,多 方面にわ

たる基礎的および臨床的研究により閉塞性黄疸の病態

が明らかになるにつれて, このような点からも免疫担

当細胞の機能維持の重要性が認識されるようになって

きたり。一方,閉塞性黄疸における細胞性免疫機能の低

下の機序 として,そ の原因を血清因子, とくにビツル

ビンおよび胆汁酸に帰する報告が散見される。的が,最

近においても閉塞性黄疸に起因する細胞性免疫能の変

動そのものに疑間を投げかけるものいや抑制因子に関

してさらに検討の余地があると指摘 したつ報告 もみら

れ,必 ずしも閉塞性黄痘症例での細胞性免疫機能は十

分に解明されてはいない。本稿においては,細 胞性免

疫能 として natural killer活性 (以下 NK活 性)に 注

目し,閉 基性黄疸の影響ならびにその要因について臨
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床症例を対象 として検討した.

対象と方法

1.対 象症例

閉塞性黄痘症42j7例 (平均年齢639± 77歳 )を 対象

としたが, 7例 の うち case 3(慢性陳炎症711,ただし

術前診断は膵頭部癌),case 4(総胆管結石症症例)の

2症 plJを除き,他 の 5例 は悪性疾患であった。黄痘の

持続期間は case 4が4～ 6日 と最も短期間で比較的明

確であったが,他 の 6例 においては少なくとも1週 間

以上の期間であったと推定されたが,不明瞭であった。

経皮経肝胆道 ドレナージ (以下 PTCD)施 行後に採取

した胆汁の培養により2例 に細菌の存在が確認された

が,発 熱,腹 痛など臨床的に胆管炎を併発 していると

思われる症例はなかった。全例に PTCDが 施行され,

case 5の肝転移を併存 した胆嚢癌症例を除いた 6例 で

有効な減黄が得 られた。case l, 2, 3の 3例 はいず

れも膵頭十二指腸切除術により根治手術が施行された

が,case 5, 6, 7は 肝の広範転移や腹膜播種性転移

が認められたため,切 除不能 (case 5は非手術)であっ

た。すべての症例において,PTCD後 および手術後に

重篤な合併症は認められなかった (Table l).

2.対 象症例の血清胆汁酸の測定

対象症例 7例 について,末 浦血中の血清 ビリルビン
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Table 2 Serum bilirubin and bile acids levels in volunteers (NC), in the patients

of obstructive jaundice (OJ) and post PTCD (analysed by Duncan's method)
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濃度ならびに血清胆汁酸分画を測定 した。採血は全例

早朝空腹時とし,胆 汁酸の測定には血清を遠心分離 し

たのち-20℃ にて凍結保存 し,後 日奥山ら的の方法に

したがい,高 速液体クロマ トグラフィー法を用いて施

行した。ヨントロールとして正常ボランティア(n=8,

平均年齢31.9±6.9歳)を用いた。また, 7例 の うち 5

例については減黄後の血清胆汁酸分画を測定 した

(Table 2).

3.閉 塞性黄痘症例の末給血 NK活 性の測定

閉塞性黄痘症例 4711(case l, 2, 3, 4)に つい

て,末 浦血 NK活 性を測定した。case lとcase 4は減

黄後 (PTCD後 1週 間)に ついてもNK活 性を測定し

えた。NK活 性の測定は標的細胞 として K562(本学医

動物学教室より恵与)を用い,Hirschbergめの方法に準

じ,51cr放 出法により施行した.す なわち早朝空腹時

Mean tt SD

NS i not s砲"fi― t
N D i not detected

に患者末精血をヘパ リン化採血 しFicoll‐Paque(d=

1.077, PHARMACIA FINE CHEMICALS)を 用い

て比重遠心法によリリンパ球分画を分離 し, 5%FBS

(GIBCO)加 RPM1 1640(NISSUI)培 養液にて洗浄

後5×106/mlの細胞数に調整 した。同時に標的細胞

K562と 51crを 5X106celiS/0.5m1/100″ Ci,37℃ にて60

分間接触標識 させ,洗 浄後1×10S/mlの標的細胞浮遊

液 とした。ついで96穴 U型 マイクPタ イ トレーション

プレー ト(CORNINC)の 各孔に測定群 として100″1の

リンパ球浮遊液 (erecctor cell)と,100μlの標的細胞

浮遊液 (target cell)とを加えた (E:T=50:1,25:

1)反応系を, 5%C02,37℃ 下に 4時 間培養 した。最

大遊離 (maximal release)は100μlの標的細胞浮遊液

に 2 % t r i t o n  x を加 え, 自 然 遊 離 ( s p o n t a n e O u s

release)は100μlの標的細胞浮遊液に100″1の培養液
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を加え,コ ン トロールとした,反 応終了後,上 澄100″l

を採取 しガンマーカウンターによりおのおのの放射活

性 (experimental release)を預J定し,次 式により%

cytOtOxityにて表示した。同時に,正 常ボランティア

の末精血 リンパ球を同 日同様に処理 しNK活 性を測

定 して, コントロールとした。なお, リンパ球の分離

処理はすべて 2時 間以内に行い,測 定はすべて tripli‐

cateにて施行 した。式 :%cytotoxity=(experimen‐

tal release一spontaneous release)×100/(maximal

release一spontaneous release)(%).

4.黄 痘血清による前培養 (in vttrO)後の正常 リン

パ球 NK活 性の測定

閉塞性黄疸症例 6例 (case l, 2, 3, 5, 6, 7)

および正常ボランティアの血清を56℃,30分 間非働化

処理丑し,マ イクロフィルター(GELMAN SCIENCES)

にて濾過 したのち-80℃ にて凍結保存 し,使 用時解凍

して用いた。正常ボランティアの末精血 リンパ球分画

を比重遠心法によって分離 し,各 黄疸症例の全血清中

において2X106cellS/mlの細胞濃度で 7日 間培養 し

た.同 時に,正 常 リンパ球を他の正常ボランティアの

全血清中で同様に 7日 間処理 (n=2)し たのち NK活

性を測定して, コン トロールとした。

5。前培養後の正常ボランティア末裕血 NK活 性の

測定

正常 ボ ランティア末浦血 リンパ球 を通常 の10%

FBS tt RPM11640培 養液中にて通常の条件 5%C02,

37℃下に培養したのち, 2, 5, 7日 目に NK活 性を

測定 した。この間,細 胞維持のために培養液の変換な

どの処置を施行しなかった.

6。エタノール添加,前 培養 (in vttrO)後の正常 リ

ンパ球 NK活 性の測定

10%FBS tt RPM11640培 養液に0.5%,1%,2%,

3%, 5%の 濃度 となるようにエタノール (99.5,

m「AKO PURE CHEMICALINDUSTRIES, LTD)

を添加し,正 常ボランティア末檎血 リンパ球を2×106

cells/mlの細胞濃度で 5%C02,37℃ 下に 7日 間培養

した。培養後 NK活 性を測定した.

7.抱 合型 ビリルビン添加,前 培養 (in vitrO)後の

正常 リンパ球 NK活 性の測定

精 製 抱 合型 ビ リル ビン (PORPHIRIN PROD‐

UCTS,INC.)を 100/g/ml,200μg/mlの 濃度 となる

ように10%FBS tt RPM1 1640培養液に溶解添加 し,

マイクロフィルターにて濾過 したのち,正 常ボラン

ティア末浦血 リンパ球を培養した。培養後,お のおの
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2, 5, 7日 目に NK活 性を測定 した。

8.遊 離型胆汁酸添加,前 培養 (in vitrO)後の正常

リンパ球 NK活 性の源J定

コール酸 (LORDAN FINE CHEMICALS), ケ ノ

デオキシヨール酸 (LFC),デ オキシヨール酸 (LFC)

および リトコール酸 (WAKO PURE CHEMICAL

INDUSTRIES,LTD)の 各精製胆汁酸をあらかじめエ

タノールで溶解 し, これを10%FBS tt RPM1 1640培

養液に溶解し最終濃度が100,50,25,12.5/Mo1/L,

ユタノールの最終濃度は 1%と なるように調整した。

正常ボランティア末浦血 リンパ球をこれらの培養液中

において 2日 間培養 したのち,NK活 性を測定 した。

9.抱 合型胆汁酸添加,前 培養 (in vitrO)後 の正常

リンパ球 NK活 性の測定

タ ウ rコ ール 酸 (LARODAN FINE CHEMI―

CALS), タ ウ ロケ ノデ オ キ シ ョール画交 (SIGMA

CHEMICAL CO), グ リコール酸 (SICMA CHEMI‐

CAL CO。 )お よび グ リコケ ノデ オキ シ ヨール酸

(SICMA CHEMICAL CO)の 各精製胆汁酸をエタ

ノールで溶解 し, これを10%FBS tt RPM1 1640培 養

液に溶解 し最終濃度が100μMO1/L,エ タノールの最終

濃度は 1%と なるように調整した。正常ボランティア

末精血 リンパ球をこの培養液中において培養し,お の

おの 2, 5, 7日 目に NK活 性を測定した。培養後の

培養液の浸透圧,pHを 測定したが,コ ン トロールとの

間に差を認めなかった.

10,統 計学的解析

各平均値間の差の検定は多重比較試験 (Duncanま

たは Dunnettの方法)を 用いて行い,危 険率 5%未 満

をもって統計学的有意 とした,

成  績

1.閉 塞性黄痘症例の血清胆汁酸分画

閉塞性黄痘症例においては,血 清 ビツルビン濃度 と

総胆汁酸濃度の増加 とともに抱合型胆汁酸であるタウ

,コ ール酸 (以下 TCA),タ ウPケ ノデオキシヨール

酸 (以下 TCDCA),グ リヨコール酸 (以下 GCA)お

よびグ リコケノデオキシヨール酸(以下 GCDCA)が 著

明な高値を示 した。またコール酸/ケノデオキシヨール

酸比 (以下 C/CDC比 )の 増加 とグ リシン抱合型胆汁

酸/タウリン抱合型胆汁酸比 (以下 G/T比 )の 減少が

認められた。一方, 5種 類の遊離胆汁酸すなわちウル

ソデオキシヨール酸 (以下 UDCA), コ ール酸 (以下

CA),ケ ノデオキシヨール酸(以下 CDCA),デ オキシ

ヨール酸(以下 DCA)お よび リトコール酸(以下 LCA)
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Fig. l  Time kinetics of NK activity in the 7‐ day

in vitro culture

2

f ,  e ' r - s o , r

5           7
( day )

百 E : T = 2 5 : 1

M03n i SD

卒: p < 0 0 1

4.培 養期間の影響

前培養せず,採 血後 2時 間以内に処理した正常ボラ

ンティアの末浦血 リンパ球分画の NK活 性は E:T=

50:1に て43.9±6.7%で あった。一方, 5%FBS加

RPM1 1640培養液のみで 2日 間前培養 した後の正常

リンパ 球 の NK活 性 は36.3±3.4%,5日 間 で は

31.4±6.8%, 7日 間では18.4±2.0%と前培養の期間

とともに低下する傾向を認めた (Fig,1).

5,ユ タノールの NK活 性に及ぼす影響

0.5%エ タノール添加培養液で培養後,正常 リンパ球

NK活 性は E:T=50!1に て22.5±10.9%,1.0%で

は22.8±6.6%,2.0%で は23.4±18.3%,3.0%で は

0.3±0.2%,5.0%で は0.4±0.7%と 3.0%お よび5.0%

では正常 リンパ球 NK活 性は消失した。すなわち本実

験系 に影響を及ぼ さないエタノール添加の濃度 は

2.0%以 下であった (Table 5).

6.抱 合型 ビリルビンの NK活 性に及ぼす影響

抱合型ビリルビン100″g/mlを培養液に添加して,

2日 間培養した後の正常 リンパ球 NK活 性は32.7土

6.9%,5日 間では21.5±3`6%,7日 間では23.5±

8.4%で あった。200μg/ml添 加 では 2日 目30.5土

2.5%,5日 目21.0±4.2%,7日 目20.9±7.9%と経時

的に低下したが,コ ントロールとの間に差を認めな

組
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Table 4 NK activity of normal volunteers' periph-
eral blood lymphocytes in decomplementized
sera from patients with jaundice or other normal
volunteers' on the 7-day in vitro culture (%

cytotoxity K562)
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はいずれも検出できない程度の低値 となり,遊 離型胆

汁酸/抱合型胆汁酸比 (以下 F/C)は 著明に低下した。

また,減黄後におけるCCA,TCA,GCDCA,TCDCA

はいずれ も減黄前値 に比べ有意に低下 した (Table

2 ) .

2.閉 塞性黄痘症例の末浦血 NK活 性

閉塞性黄痘症例 4例 の NK活 性はいずれも低値で

あったが, うち 2例 では減黄後の NK活 性 も測定 し

え,明 らかな改善が認められた (Table 3).

3,黄 疸血清の影響

コン トロールの NK活 性は 7日 間培養後,E:T=

50:1に て20.9%,25.3%で あったのに対 して,case

2,3,6,7の 血清で 7日 間培養した正常 リンパ球 NK

活性は,お のおの0.0%,-1.0%,4.0%,1.6%(4.9±

5.6%)と ほぼ消失していた。case l, 6ではおのおの

11.4%,13.4%と 活性を認めたもののコン トロールに

比べ低値を示 した (Table 4).
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Fig. 2 Influence of added conjugated bilirubin on
peripheral lymphocyte NK activity in the 7-day
in vitro culture

閉塞性黄疸のヒトnatural killer活性に及ぼす影響    日 消外会誌 25巻  4号

Fig. 3 Influence of added free bile acids on periph-

eral lymphocytes NK activity on the 2-day in

vitro culture
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かった (Fig.2).

7.遊 離型胆汁酸の NK活 性に及ぼす影響

Fig. 4 Influence of added conjugated bile acids on
peripheral lymphocytes NK activity in the 7-day
in vitro culture
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CDCA,DCA,LCA 100/Mo1/Lの 培養 2日 日にお

いて正常 リンパ球 NK活 性は消失 し,50/Mo1/Lで も

低下を認めた。同胆汁酸25″Mo1/Lま での濃度ではい

ずれも低下を認めず,CAは 100/Mo1/L濃 度の前培養

でも影響を受けなかった (Fig。3).

8.抱 合型胆汁酸の NK活 性に及ぼす影響

黄疸血清中に増加する4種類の抱合型胆汁酸につい

て,in vitro添加試験を施行した。TCA,TCDCA,GCA

100μMo1/Lの 前培養により正常 リンパ球の NK活 性

の経時的低下を認めたが,培 養液のみの前培養 との間

に差を認めなかった。CCDCA 100/Mo1/L濃 度では,

2日 間の前培養後の正常 リンパ球 NK活 性は33.1士
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2.1%と 差を認めなかったが, 5日 日では5.6±2.6%,

7日 目では43± 3.5%と 明らかに低下した(Fig。4).

考  察

閉塞性黄疸症例では細胞性免疫機能が抑制されてい

ることが指摘され,そ の原因として黄痘血清中に増加

する胆汁酸の影響が注 目されてきた1レ
1ま た,閉 基性

黄痘りあるいは胆汁酸り1のによって T細 胞,B細 胞,好

中球およびマクロファージなどの機能低下がみられる

ことがすでに明らかにされている。
一方,閉 塞性黄痘の リンパ球 NK活 性に対する影響

についてもいくつかの報告があるがいの,現 在のところ

その評価は必ず しも一定していない。また胆汁酸によ

る影響について論 じた報告もみられない。NK活 性は

前感作なしに in vitrOで腫瘍細胞を障害する機構で,

生体においては免疫学的監視機構に関与し生体防御機

構の重要な構成因子であると考 えられ る。そのため

NK活 性の抑制因子に関しても,担癌,低 栄養ll),手
術

侵襲1カ
,化 学療法1つなど多 くの報告があ り,胆 道,棒臓

の進行した悪性腫場に合併することが多い閉塞性黄痘

症例の複雑な免疫環境を一元的に論ずることは困難で

ある.し かしながら自験例の検討においては,閉 塞性

黄痘症例の NK活 性はいずれも明らかな低値を示 し,

in vitroにおいても黄痘血清は正常 ヒトの NK活 性に

対 して強い抑制効果を及ぼした。また今回の 7症 例に

含まれていた 2例 の良性疾患による黄疸症例において

も,NK活 性の低下が認められたことや,減黄後の 2症

例の NK活 性に改善傾向を認めたことから,閉 塞性黄

痘そのものによって NK活 性が抑制を受けているも

のと思われる。また閉塞性黄痘症例は,正常ボランティ

アに比べ有意に高齢であったが,一 般にヒト末浦血の

NK細 胞1りあるいは NK活 性IDは生涯にわたって維持

されるかまたは増加するとされ,こ の NK活 性の低下

を加齢の影響のみによって説明することもできなかっ

た。 ビ リルビンに関してはとくに小児科領域において

非抱合型 ビリルビンが細胞性免疫能抑制因子のひとつ

として注 目されている10が
,今 回閉塞性黄痘で上昇す

る抱合型 ビリルビンの添加試験では,NK活 性は経時

的低下を認めたものの, コン トロールとの間に差を認

めず,閉 塞性黄疸におけるNK活 性の抑制因子 として

は除外されるべきであると思われた。また T,B細 胞,

好中球,マ クFフ ァージおよびクッパー細胞ではすで

に証現されている遊離型胆汁酸による抑制効果は,今

回,NK活 性についても確認された。しかしながら,従

来の報告
1つと同様,血 清胆汁酸分析によれば閉基性黄
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痘症例の血清中遊離型胆汁酸は著明に減少していたこ

とから,閉 塞性黄疸症例の末浦血におけるNK活 性抑

待J因子としてはやは り除外されるべきであろう.逆に,

4種 類 の 抱 合 型 胆 汁 酸 す な わ ち TCA,CCA,

TCDCA,GCDCAは 黄痘血清中に著明に増加 してお

り,そ の うちの GCDCAと の接触培養によって,NK

活性に低下を認めた。以上より,GCDCAは 閉塞性黄痘

において肝細胞あるいは胆管上皮細胞に対して障害性

を有する10のみならず,NK活 性を抑制する因子のひ

とつであることが判明した。

Gianniらりの in vttro実験モデルでは,黄 疸生体の

平均的な胆汁酸濃度に比べてはるかに高濃度で接触試

験を施行 しているが,そ れによれば CAよ りもCDCA

が, タウリン抱合型よりもグリシン抱合型のほうが,

よリリンパ球機能に対する抑制作用が強かったとして

いる. 自験frlの閉塞性黄痘 7例 の 4種 類の平均胆汁酸

濃度が TCA(103.83/Mo1/L),GCA(77.87/Mo1/L),

TCDCA(61.35″ Mo1/L), CCDCA(41.01μ Mo1/L)

の順に低 くなってお り,C/CDC比 の増加およびG/T

比の低下がみられた。このことは, リンパ球 NK活 性

の上からもより障害作用の強い胆汁酸の蓄積を避ける

胆汁酸の代謝反応1のを示しているのかもしれない.

さて,黄 痘の持続により,肝 障害の程度が増強する

ことは多数の報告によって認められてお り2い21ちその

理由のひとつとして BloOmerら 221は
,黄疸が遷延する

ことによりCDCAが 優位になることを指摘 している。

細胞性免疫について Fox力は,正 常 ヒトリンパ球 と黄

痘血清 とを in vitroで72時間接触させた場合 PHAに

対する反応性が低下したと報告 したが,Fraserら 611ま

同様あ24時間接触試験で NK活 性を含めた リンパ球

機能に抑制を認めなかったとしてお り,接 触時間すな

わち黄痘持続期間が リンパ球機能を評価するうえで,

大きな要因であることが うかがわれる。今回の検討の

結果では,GCDCAの in vitrOにおける正常 リンパ球

NK活 性に対する抑制効果は 2日 間の前培養では認め

られず, 5日 目および 7日 目においてはじめて認めら

れることが確認された。自験例の正確な黄痘期間は不

明確ではあったが,少 なくとも1週 間前後の期間は経

過 していたと推察され,そ の時点ですでに NK活 性が

低下 していたこと,減 黄によりすでに血中胆汁酸のほ

とんどが消失 した症例の NK活 性は改善 されていた

ことから,臨 床例においてもNK活 性抑制因子 として

GCDCAの 関与が強 く示唆された。

閉塞性黄疸症例の手術を安全に施行し,術 前後にお
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ける管理を容易 とす るため,術 前減黄が有効である2め

とされているが,生 体防御機構を維持するとい う意味

においてその一翼を担 うリンパ球 NK活 性の検討か

らも減黄術の必要性が裏付けられた。

本論文の要旨は第37回日本消化器外科学会総会において

発表した。
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An Experimental and Clinical Study of Influence of Obstructive Jaundice on
Human Natural Killer Activity

Yoshiro Iga
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@irector: Prof. Terukazu Muto)

The present study was designed to evaluate the influence of obstructive jaundice on human natural killer (NK)
cell activity and to elucidate the mechanism whereby this influence is exerted. In 7 clinical cases of jaundice the
serum levels of 4 bile acids, i.e., glycocholic acid (GCA), taurocholic acid (TAC), glycochenodeoxycholic acid (GDCA)
and taurochenodeoxycholic acid (TCDCA), were markedly elevated. NK activity in patients with obstructive
jaundice (12.2 + 2.8%) was lower than normal (43.9 A 6.7%), but it returned to normal after biliary drainage.
Seven-day incubation of lymphocytes from normal volunteers with sera from 6 patients with jaundice resulted
invariably in strongly suppressd NK activity in vitro (4.9 t 5.6%). In a similar experiment, NK activity was
entirely unaffected by 7-day incubation with conjugated bilirubin, TCA, TCDCA and GCA, whereas it was
significantly inhibited by over 5-day incubation with GCDCA (5-day; 5.6 t2.6%,7Aay1'43 a 3.5%, p(0.01). These
data clearly indicate that sera from patients with obstructive jaundice suppress NK activity, sugesting that
GCDCA is one of the important factors inhibiting NK activity.
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