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エンドトキシン肝障害におけるKuptter細 胞の関与の検討

福島県立医科大学第2外科

井上 典 夫  遠 藤 清 次  阿 部 力 哉

エンドトキシン肝障害において Kuprer細 胞の関与の有無を,ラ ットの初代培養系を用いて検討し

た。肝細胞を LPS(1lpopolysaccharide)濃度0,25,50,100″ g/mlで 24時間培養してもviabilityに

有意差はなく,LPSの 直接障害性は認めなかった。Kuprer細 胞を LPS濃 度0,25,50,100″g/mlで

24時間培養した培養上澄みで,別に分離した肝細胞を24時間培養して viabilityを測定すると25″g/ml

以上で有意に障害性を認めた。また,LPSを ラットの尾静脈より投与しエンドトキシン血症を作成し,

24時間後に分離した Kuprer細 胞を用いて同様の検討をすると25″g/ml以 上でさらに強い障害性が

認められた.こ れを LPSの 静脈投与しない場合と比較すると有意に強い肝細胞障害性を示した。in

vitroではエンドトキシンに直接的な肝細胞障害作用はなくKuprer細 胞を介して肝細胞障害性を示

した.さ らにエンドトキシン血症の病態では Kuprer細 胞はより活性化されていることが示された,
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`よじめに

Multiple organ failure(MOF)ヤよEisemanl)が記載

してから重症感染症の終末像としてとらえられるよう

になった。また,エンドトキシンの測定法が可能になっ

てから術後の縫合不全など重症腹腔内感染においてエ

ンドトキシン血症が証明されるようになり, さらにエ

ンドトキシン血症時の肝障害も広 く認識されるように

なった。その病態の一部として,直 接的な細菌進入の

ない肝障害では肝内胆汁 うっ滞で,エ ンドトキシンに

よる胆汁排出路の障害が示唆されているの。.し かしな

がらエンドトキシン血症が肝障害を引き起こすのか,

肝障害の結果エンドトキシン血症となるのか発症のメ

カニズムは複雑であり,い まだ十分に解明されていな

い。生体では複数の因子が複雑に関連して肝障害が起

こるものと思われる。

最近,エ ンドトキシン血症時の肝障害に肝臓の reSiP

dent macrOphageで あるKuprer細 胞の関与が示唆

されている。肝障害の複雑な発症のメカニズムを解明

するためにはより単純な実験系を用いて検討すること

が有用であ り,わ れわれはラットの肝細胞および

Kuprer細 胞の初代培養系を用い, より迅速簡便な細

胞 障 害 判 定 法 と考 え るM T T ( 3 ‐〔4 , 5 ‐d i m e t h y l ‐
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thiazo卜2‐yl〕‐2,5‐diphenyltetrazolium bronlide)を用

いた M T T  a s s a yによりi n  v i t r oでのエンドトキシン

肝障害におけるK u p r e r細胞の関与の有無を検討 し

亨ti.

対象および方法

1,実 験動物

Wistar系 雄性ラット200～250gを 用いた。

2.Kuprer細 胞の分離 ・培養

肝細胞の分離は,pentbarbital腹腔内麻酔下に開腹

し,門脈にカニューレを挿入し5mM EGTA Ca2+Mg2+

free(CMF)Hanks液 で前灌流 した後,005%col‐

lagenase Hanks液で濯流し,肝 臓を摘出し細胞を分

散後,0.2%pronase E RPM11640培地で60分 incubate

しメッシュろ過し比重遠心法で非実質細胞 (NPC)を

分離したり。これをプラスティクディッシュに播種し,

ディッシュに付着した細胞を Kuprer細 胞とした。こ

れは NPCの 約40%で あった。実験 には分離後10%

FBS(fetal bOvin serum)RPM11640培 地で24時間培

養した Kuprer細 胞を用いた (Fig,lA).分 離 した

Kuprer細 胞に直径約4″mの ヒツジ赤血球を投与す

ると,1時 間後には Kupfflr細胞によるphagocytosis

が確認された (Fig,lB).

3.肝 細胞の分離 ・培養および MTT assay

肝細胞分離と同様に collagenase濯流法で灌流し,

細胞を分散後,50g l分 の低速遠心で沈殿した肝細胞
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Fig. 1 Primarily cultured rat Kupffer cells (A).

Phagocytosis after 60-minute incubation with
sheep erythrocytes (B).

を9 6 w e l i  m i c r o p l a t e に5 ×1 0 4 c e l l S / w e l l で播 種 し2 4

時間培養した (Fig。2A).

培養肝細胞に MTT(フ ナロシ)を 200″g/mlの 濃度

で含む FBS(一 )WE培 地に交換して 4時 間培養後培

地を除去し,生 成した紫色の針状の MTT formazan

を DMSOで 溶解し,そ の吸光度を ELISA readerで

測定した。Tetrazorium塩であるMTTは ,肝 細胞の

ミトコンドリア内膜の脱水素酵素などにより針状の

formazanを 形成し(Fig.2B),紫 色に発色する。生肝

細胞数とMTTの 吸光度とは相関係数0.992と良好な

正の相関を示す直線関係が得られ,MTT assayに よ

り肝細胞の viabilityの評価が可能であった (Fig。3).

(1)LPSの 肝細胞に対する直接作用

LPSの 直接作用を検討する目的で,分離24時間後の

培養肝細胞を LPS(E.coi1 026:B6:Difco)の 濃度

0,25,50,100″ g/mlと した FBS(一 )WE培 地で24

時間培奏 して MTT assayで 肝細胞の viabilityを測

定した (Fig。4).
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Fig.2 Primarily cultured rat hepatocytes(A).

MTT fonnazan aier 4‐ hour incubation with

MTT(B)

Fig. 3 Optical density of MTT and varying num-
ber of alive hepatocytes after 4-hour incubation
in the medium containing 200pe/ml MTT. (n=

12)

o 1 2 3 4 5

Number of hepatocytes(X104/welじ

(2)LPS肝 障害に対する Kuprer細 胞の関与

分離後24時間の Kuprer細 胞を LPSの 濃度0,25,

50,100/g/mlと した FBS(一 )RPM11640培 地で24時

間培養 した。分離後24時間の肝細胞をこの Kuprer細
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4) After 24 hours of incubation medium were changed
and replaced with FBS(-)RPMI1640 medium containing
LPS of following concentrations.

LPS( !1r g,/ml) 0 25 50 100

5) After 24 hours of incubation, viability of hepatocytes
was measured by MTT assay.

Fig. 5 Experimental design of Kupffer cell
mediated LPS hepatotoxicity.

1) Male Wistar ras, weighing 200-2509.

2) Kupffer cell isolation

3)24 hours ofincubadon mcdttm was changed and rcplaccd
with FB駁―)RPM11640 containiB fO110■ring concctration of LPS

①    ②     ③     ④

轟 イ
WS(μ g/mめ   0   万      50     1KXl

4)Attcr 24 hours of cutture,thc mcdium ①―④WCrC 30t

↓  ↓   ↓   サ
5) Hcpatocytc s'as isolated from anothcr rat. and aftcr 24 hours of

culture, its medium was changed and rcplaccd with the above-
mcnlioned mcdium@-@ md FBS(-)RPMI1640 mcdium as a control

え 翻 ヌ 輸 え
control  ①

(0)  ② 05)  ③ (5tlj  ①(100)
6)ARc「24 hours of cdture,viabH■y of hcPatocyttS Was
mcasurcd by MTT assay.

胞 培 養 上 澄 み お よ び c o n t r o l とし て F B S ( 一)

RPM11640培 地でそれぞれ24時間培養 し,MTT attay

に よ り肝細胞 の viabilityを測定 しcontrolに対す る

害J合を求めた (Fig.5).

(3)Kuprer細 胞数 と障害性

LPS(″g/ml)    0       25       50       11Xl

5 ) A ■c r  2 4  h o u r s  o f  c u t t u r c , t h c  m c d u m  ①―③・7 c r C  g 価

↓ ↓ ↓ ↓
6)HcpatOCytc was isolatcd iom anothcr rat and a■er 24 hou応
of culture,its mcdiun was changed and rcPlaccd胡th thc above一
mcntioncd mcdium①―④ and FBS(―)RPM11640 mcdium as a control

翻 ナ ヌ ト ヌ
control    ① (0)   ② (25)  ③ oり   c(100)
7)Attcr 24 hours of cutturc,viabHly of hcpat∝ytcs was
mcasurcd by MT assay

分離後24時間の Kuprer細 胞を05,10,1.5,20×

106cellS/mlに 調 整 して LPS 50/g/mlを 含 む FBS

(一)RPM11640培 地で24時間培養した.そ れぞれの培

養上澄みを用いて肝細胞を24時間培養し肝細胞のvia‐

bilityを測定した.測 定値は(2)と同様にcontrolに 対

する割合で計算した。

(4)エ ン ドトキシン血症 ラットKupier細 胞の肝

障害への関与

LPS 20/g尾 静脈 投 与24時間 後 の ラットか ら

Kupfer細胞を分離し,(2)同様に LPS存 在下で24時

間培養した培養上澄みで肝細胞を24時間培養しvia‐

bilityを測定した (Fを.6).

有意差の検定は StudentのT検 定で行った。

結  果

肝細胞を LPS濃 度25,50,100″g/mlの FBS(一 )

WE培 地で24時間培養した肝細胞の viabilttyはLPS

を含まない場合 (1007±157%)に 対して,そ れぞれ

91.7±160,1055± 150,108.5±16.0%であり(Fig.

7),LPS各 濃度間に有意差は認めなかった。

LPS肝 障害に対するKuptter細胞の関与について,

Kupffer細胞を LPS存 在下に培養した培養上澄みで

肝細胞を24時間培養することにより肝細胞の生存率を
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Fig. 6 Experimental design of Kupffer

mediated LPS hepatotoxicity.

1) Male wistar mts, weighing 200-2509. 
"r9}

2) LPS20 /z g(iv) 
*4r/--\ 
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V:4
3) Kupffcr cell isolation
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4)24 hous of hcubabn mcdum wcrc changcd and rcJaCCd
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Fig. 7 Direct effect of LPS on hepatocytes.
(meantSD, n:12, NS : not significant)

NS
!     NS

 ` NS        i

o 25 50 100
Concentration of LPS ( p g/ml.medium)

Fig. 8 The role of Kupffer cells in hepatotoxicity

of LPS. (mean+SD, n= 12, NS : not significant, *

p < 0 . 0 5 ,  * * p { 0 . 0 1 )

contro1    0      25      50     100
Conccntration of LPS(μg/ml・mCdium)

測定した。肝細胞生存率は LPS濃 度0,25,50,100/g/

mlで それぞれ90.5±105,88.6± 8.6,82.1±11.2,

699± 6.8%(Fig.8)で あった。LPSを 含む培地で培

養した Kuprer細 胞の培養上澄みで培養した肝細胞

の viabilityはLPS濃 度依存性に有意に低下した。

LPS濃 度を50″g/mlと しKuprer細 胞数を変えて

培養 した場合の肝細胞障害性を検討 した結果,

Kuprer細 胞数0.5,1.0,1.5,2.0× 106cellS/mlのと

きの肝細胞の viabilityは88.6±24.9,84.8±10.6,

80.5±8.7,78.4±12.0%(Fig。 9)で あった。いずれ

もcontrolに対して有意差が認められた。Kupier細

胞数が増加するにしたがい障害性は増す傾向にあるが

それぞれの間には有意差はなかった。

LPS 20″g尾 静脈投与しエンドトキシン血症ラット

から分離した Kuprer細 胞をさらに LPS存 在下で増

養した培養上澄みで肝細胞を24時間培養すると,生 存

率は LPS濃 度0,25,50,100″g/mlで それぞれ92.3±
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Fig. 9 Hepatotoxicity of the medium of LPS

stimulated Kupffer cells: Effect of varying
Kupffer cell number. (mean+SD, n=12, NS: not
signif icant, *p(0.05, * 'p{0.01)
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Fig.10 HepatotOxicity of the medium of LPS‐

stilnulated Kuprfer cells from rat in endotox‐
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Fig. U Comparison between hepatotoxicities of
the medium of the Kupffer cells from normal rat

E, and from preinjected rat X. (NS: not

significant, 'p < 0. 01)
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14.8,584± 147,55.8± 18.6,45.8±10.5%で あっ

た (Fig.10),生 体で LPSを 投与し,Kuprer細 胞に

LPSを 含まない群では肝細胞の生存率の低下は得ら

れなかった。これに対して,LPSを 含む培地で培養し

た Kuprer細 胞の上澄みの場合には,(2)同 様に LPS

濃度依存性に有意に生存率が低下した。Kuprer細 胞

分離前の LPS尾 静脈投与をした場合の(4)と投与しな

かった場合の(2)の実験結果を比較すると,それぞれの

濃度でいずれも有意に強い肝細胞障害性を示 した

(Fig。 11),

考  察

In vivoでエンドトキシン肝障害におl―lる中心的な

生物学的活性は Shwartzman反 応であり,本質的には

エンドトキシンによる局所の血液凝固元進反応によっ

てもたらされる局所。および全身諸臓器いの出血性壊

死である。Tumor necrotizing facter(TNF)に弱い

Shwartzman活 性を認めるが,Shwartzman反 応にお

けるmediatorについては不明であるの。

このようなエンドトキシンによるin vivoの肝障害

を解明するために,実 験的な動物モデルや培養細胞を

用いた in vitroでも検討されるようになった。肝細胞

の障害度の判定には GOT,GPT,LDHな どの酵素活

性測定法,蛋 自合成能などの機能判定法などが用いら

れている。MTT assayは 生細胞のミトコンドリアの

エネルギーレベルを反映する測定法で,DNAの 合成

能に比f/11するとされ8ちょり迅速かつ的確な肝細胞の

viabilityの評価法であるり。

エンドトキシンの肝細胞に対する障害作用について

は, ウイルス肝炎や濠」症肝炎のモデルとして広 く用い

られているD、ガラクトサ ミン(GalN)を用いた実験的

肝障害で検討されているものが多い。Resenackら 1い

は分離肝を CalNで 前濯流しLPSを 進流液に加えて

も肝障害は増強されないと報告しており,同 様にエン

ドトキシンに直接的肝障害作用がないとする報告が多

ぃ11)121._方,Paganiら 1的はラットの分離肝細胞の培

養液に14c_LPSを加え,LPSが 肝細胞膜に結合するこ

とを明らかにし,中 村ら
1つはラットの初代培養肝細胞

に無血清下で GalNの 前処置後に LPSを 添加 して

GOT,LDHの 酵素測定法で検討し,機序は不明ながら

エンドトキシンの直接作用による肝細胞の障害作用が

認められ,LPSは 肝細胞に直接作用がないとするもの

は培養液中の FCSや アルブミンなどにより,LPSが

蜜白や リポ質白と結合し肝細胞に対する作用がプロッ

クされた り不活化されたのではないかと推測 してい
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る.

われわれの実験は肝細胞,Kuprer細 胞 ともに分離

から実験に使用するまでの24時間は FBSを 用い,そ

の後は洗浄し無血清下に培養した。LPSの 濃度をかえ

て肝細胞を培養してもviabilityに有意差は生ぜず,ニ

ンドトキシンには肝細胞に対して直接的障害性はない

との結論を得た。

マクロファージなどの単球系貪食細胞は種々の生理

活性物質を放出することが明らかにされ1",エ ンドト

キシンはマクロファージを活性化しエンドトキシンの

致死作用に関与することも明らかにされた1●.

肝 臓 に お いて もresident macrophageで あ る

Kuprer細 胞がサイトカインなどの活性物質を放出す

ることが報告され
1の
,肝 細胞に対して Kuprer細 胞を

介する作用も報告されている。Kellerら1ゆは Kuprer

細胞と肝細胞の co‐cultureにLPSを 加え,3H_leucine

を指標とした肝細胞の蛋白合成能が抑制されることを

報告している.

われわれの実験では,Kuprer細 胞を介した肝細胞

障害性を MTT assayに より確認することができた.

Kuprer細 胞を LPSを 含んだ培地で培養した上澄み

は肝細胞に対し明らかに障害性を示した。これは LPS

を含んだ培地中で活性化された Kuprer細 胞が培養

液中に障害性物質を産生し, この上澄みで培養した肝

細胞の viabilityが低下すると考えられる。LPSを 含

まないで培養した Kuprer細 胞の培養上澄みには肝

細胞障害性に有意差はないものの多少の変動があり,

障害性の存在があることが示唆される。ラットによる

個体差はないが分離培養操作によるKuptter細胞 自

体の活性の変化や24時間 KupFer細 胞を培養したこ

とによる培養液の性状の変化に起因するものと推測し

ている。培地中の LPS濃 度を50″g/mlと
一定にして,

培養 Kuprer細 胞数を変えた場合の肝細胞障害性は,

細胞数1.0～2.0×106/mlの範囲で障害性を示した。

この範囲内で,細 胞数が増加するにつれ障害性も強

くなる傾向にはあるが細胞数の違いに有意差は認めな

かった。Kuprer細 胞数が0.5×106cellS/ml以下にな

るとplateに付着する細胞がまばらであり,測 定値に

もばらつきが生じた。また,2.O X 106以上になると培養

plate上の細胞は飽和状態となりそれ以上の検討はで

きなかった。なお,(2)(4)の Kuprer細 胞を介した障

害実験では Kuprer細 胞数を1.5～2.O X 106で行って

おり,(2)の LPSを 含まない場合に有意の障害性を示

さなかった。したがって培養液中に LPSを 含まない場
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合では Kuprer細 胞数の違いによる有意差はないと

いえる。

活性化された Kuprer細 胞から放出される障害物

質に関しては不明であるが種々の chemical mediator

などが複雑に networkを 形成して起こるものと推預」

される。in vivoで は特に,既 存のサイトカインnet‐

workに しても作用するルートが複数存在し,複 雑で

巧妙であるがゆえに解明するための困難さが有 り,方

法や実験モデルの単純化が必要であり,今 後の課題で

あると考えている.

In vivoで観察されるShwartzmanゆ反応はエン ド

トキシンが 2回 注入されて起こる現象であり何らかの

段階的活性化が推測される7).血液凝固系を介さない

培養系を用いた本実験でもKupter細 胞が分離前に

エンドトキシンにさらされた状態ではさらに強い障害

性が起こると予測し,LPSの 経静脈投与後24時間の

ラットから分離した Kuptter細胞について検討した。

正常ラットから分離した Kuprer細 胞 と比較 して有

意に強い障害性が確認され,血 液凝固系を介さない肝

障害も段階的活性化が有ることが示唆された。溝 口

ら1り
～2つは, ラットやマウスに P.acnes加 熱死菌を投

与した後 7日 目にエンドトキシンを静脈内投与すると

広範な肝細胞壊死を生ずるという実験モデルで,粘 着

性細胞 (Kuprer細 胞およびマクロファージ系細胞)が

2段 階に活性化され肝細胞障害因子を産生することを

示し,さ らにこの障害因子が TNFな ど既存の media‐

torでないと述べており興味深い。

以上,in vitrOの検討では,肝細胞に対してエンドト

キシンが直接的に障害作用は示さず,Kuprer細 胞が

介在して肝の障害性の影響を与えることが実験的に確

認された。

エンドトキシンによる肝障害の病態を解明するため

に,Kuprer細 胞から放出される既存の,または今後発

見されると予測される多くの mediatorに ついて複雑

な networkを 解明しなければならない。

本論文の要旨は第39回日本消化器外科学会総会 (1992年

2月神戸)に て発表した.
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Effect of Endotoxin on Primarily Cultured Rat Hepatocyte and Kupffer Cell
Mediated Hepatotoxicity

Norio lnoue, Seiji Endo and Rikiya Abe
The Second Department of Surgery, Fukushima Medical School

We studied the role of Kupffer cells in the endotoxin-induced liver injury. Rat hepatocytes and Kupffer cells
were primarily cultured, and viability of the hepatocytes were evaluated by MTT assay in vitro. Isolated
hepatocytes were cultured in a medium containing different concentrations of lipopolysaccharide (LPS) (0,25, 50,
100 pe/ml) for 24 hours. Viability of hepatocytes was not affected by LPS at any concentration. Isolated Kupffer
cells were cultured for 24 hours in medium containing the same concentrations of LPS and no fetal bovine serum,
and the medium was harvested. Isolated hepatocytes were added to these media replaced with these medium and
cultured for 24 hours. Viability of the hepatocytes cultured in the medium in whick Kupffer cells had been cultured
for 24 hours with LPS decreased significantly with increasing LPS concentration. We then performed the same
experiment using Kupffer cells isolated from endotoxinemic rats which had been injected LPS (20 pg) 24 hours
earlier. The same Kupffer cell-mediated hepatotoxicity was obtained and the toxicity was much stronger than in
the case of Kupffer cells isolated from normal rats. Hepatotoxicity of endotoxin in not a direct effect of endotoxin on
hepatocytes, but is a Kupffer cell-mediated effect. It is suggested that Kupffer cells might be activated in
endotoxinemia.
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