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閉塞性黄疸におけるnitric oxideの肝細胞保護作用に関する実験的検討

獨協医科大学第 2外科

閉塞性黄疸 (閉黄)時 の nitric oxide(NO)の産生および意義に関する報告は少なく,今 回閉黄ラッ

トを用いて実験的に検討 した.門 脈血中 NO万/NO言は閉黄 7日 まで,増 加 し,NO合 成酵素阻害剤

(L‐NAME)の 投与により有意に抑制された.閉 黄後肝組織血流量は有意に低下し,L NAME投 与に

よりさらに低下した。閉黄 7日 の肝組織には,誘 導型 NOS mRNAが 誘導された。胆汁の NO産 生の

影響を調べるため培養細胞を用いた実験では,黄 疸胆汁は NO産 生に影響を及ぼさなかったが,非 黄

疸胆汁は NO産 生を有意に抑制 した。

閉黄により肝組織血流は低下するが,腸 肝循環障害や bacte拭al trandocationによる血中エンドト

キシン増加などにより,肝 類洞や門脈系において NO産 生が元進し,NOは 肝組織血流の低下を抑制

し肝保護的作用があると考えられた.ま た,閉 黄胆汁は NO産 生を抑制せず,閉 黄時の胆汁は NO産

生に関して生体に有利に作用することが示唆された。
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一貝田下

はじめに

閉塞性黄疸 (以下,閉 黄)時 には,胆 汁うっ滞によ

り肝細胞機能低下や肝組織の形態的変化,肝 小葉血流

のうっ滞を主体 とした肝組織血流障害が生じ,術 後肝

不全をはじめ重篤な合併症の原因 となっている。胆道

系悪性腫瘍においては,術 前の減黄処置が一般的とさ

れていたが,欧 米を中心に減黄処置は予後に関与 しな

いとの報告 も見 られるll‐4上 したがって閉黄時の肝病

態の解明が予後改善に重要と考えられる。

以前より,閉 黄時には肝細胞胆管系の破たんにより

血中胆汁酸濃度の上昇 と,胆 汁中胆汁酸濃度の低下が

起 こることが知 られている".特 に,胆汁中胆汁酸濃度

の低下は,腸管壁からのエンドトキシンの吸収を促し,

門脈血中の高エンドトキシン血症,高 サイ トカイン血

症の原因となり,こ れが胆汁 うっ滞や肝細胞障害,肝

組織血流障害の一
因ではないか との報告が見 られ

るい.一 方で,エ ンドトキシンやサイ トカインは,こ れ

まで種々の細胞 において血管拡張物質であるnitric

oxide(以 下,NO)産 生に関与 していることが明らか

にされてお り,肝 実質細胞や Kuprer細 胞 を含 め,

種々の細胞において NO合 成酵素 (NO synthase:以

下,NOS)を 誘導することが証明の働されている。 しか
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しながら,閉黄時におけるNO産 生や胆汁酸の NO産

生に対する影響を検討 した報告は少ない。

今回閉黄 ラットモデルを作製 し,閉 黄時における

NO産 生の有無 と肝組織血流量の低下におけるNOの

関 与,ま た,閉 黄 ラット肝 実 質 内 の誘 導 型 NOS

mRNA発 現の有無を検討した.NOの 発現は数秒 と極

めて短いため,本実験ではその代謝産物であるNC/

NO百を測定した。さらに,閉黄時の胆汁がNO産 生に

影響を与えていると考え,非黄疸ラット胆汁,閉黄ラッ

ト胆汁 と各種胆汁酸の NO産 生に与える影響を,培 養

マクロファージを用いて検討したので報告する。

方  法

1.閉 黄ラット作製

Wistar系 ラット(体重250～350g)を用いネンブター

ル (40mg/kg)腹 腔内投与にて麻酔 し上腹部中切開で

開腹,十 二指腸近傍において総胆管を二重結熱切離 し

た。閉黄ラット群 として,閉 黄 3日 群 (n=14), 5日

群 (n=8), 7日 群 (n=15)を 作製し,対 照群 として,

単開腹 し総胆管の露出のみを行った 説am operadon

ラット (n=7)を 作製した。

1)閉 黄ラットにおける門脈血中総ビリルビン値,肝

組織血流量 とNO代 謝産物の測定

門脈血中の総ビリルビン値,肝 組織血流量,お よび

NO産 生の指標 としてラット門脈血 NO万/NO言を測定

した。
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総ビリルビン値はアルカリアゾビリルビン法 (日立

製作所),肝 組織血流量はレーザー ドップラー血流計

(Perinux System4000:Premid社)を 用いて測定 し

た。血流測定用プロープは,心 拍動の影響を避けるた

め肝中間葉下縁に固定した。NO万/NO百の測定は,自動

計測器 (Model TIC NOX1000:東 京化生工業社)を

用いて以下のように行った.サ ンプルの作製は,Green

らの方法911こ
準 じて35%ス ルホサ リチル酸0.2mlを加

え血策成分を除去,遠 沈後,上 澄液を5%NH4C1/5%

NaOHで 中和 した。その後,高性能 Cd‐Cuカ ラムを用

ヤゝて N03か らN02に 還元 し,Griess reagent(1%

sulfonanlide, 0.1°/。N‐1‐naphthyl‐ethylene‐diaHline‐

dihydrO‐chioride,5%H3P04)を 加え,反 応後のサン

プルの吸光度を分光光度計 を使用 し540nmの 波長で

測定した。

2)閉 黄ラットに対す るNOS阻 害剤,N6nitrO‐L‐

arginine‐methyl‐ester(以下,L NAME,Sigma社 )

投与の影響

L NAMEの 投与量を決定するために予備実験を行

い,至 適投与量を60mg/kg/dayと し閉黄 7日 群の腹

腔内に連 日投与 した L,NAME投 与群 (n=5)を 作製 し

た。対照は,L NAMEを 投与 しない閉黄 7日群 (非投

与群)と した。

2.閉 黄 ラット肝 組 織 にお け る誘 導 体 型 NO S

m R N Aの 測定

7日間閉黄 としたラット,s h a m  o p e r a t i o nラット,

素テよ0ドlipopolysaccharide (E.colitype LPS,Sigma

社)10m宮 /kgを 静注 し, 3時 間後に肝臓 を摘出 した

LPS投 与群ラットを作製した。それぞれの肝臓を摘出

後, acidguanidiu■l phenol chloroform法 ヤこ て total

RNAを 抽出した。それぞれlμgの total RNAを用い

て, reverse transcription―polymerase chain reation

(以下,RT‐PCR)法 で各ラット肝における誘導型 NOS

お よ び gけceraldehyde‐3‐phosphate‐dehydrogenase

(以下,GAPDH)の mRNAレ ベルの検討を行った。

RT―PCRは RNA PCR kit(Perkin Elmer)を 用いて

増幅は30サイクル行った.用 いた primerは NOS for‐

ward 21‐mer, 5′‐CTCCAGGTCTTTGACGCTCGG,

3′;NOS reverse 21‐mer,5′‐GTGGAACACAGGGG‐

TGATCCT 3′ ,GAPDH forward 21‐ mer, 5′GCA―

GGTCTTTGACGCTCGG‐ 3′;GAPDH reverse 21

mer,5′‐GTGGAACACAGGGGTGATGCT‐ 3′であっ

た1い111そ の生成物を2%ア ガロースゲルにて電気泳

動し,エ チジウムブロマイドで染色 し撮影した。

25(685)

3.培 養細胞を用いた NO産 生に及ぼす胆汁および

胆汁酸に関する実験

培養細胞実験 には,マ ウスか ら抽 出 したマ クロ

ファージ様細胞株 J774を用いた.」774は10%牛 仔血清

含有 Duibecco変法,Eagle培 地にて37°Cで浮遊培養

し,実験には96-wellプレー トに付着させた細胞を用い

た。

J774細胞におけるNOSの 誘導は1〃g/mlの LPSを

行い,24時 間培養後,培 養上清中の N02濃 度をGttess

法りにて測定し,以 下の検討を加えた。

1)ラ ット胆汁の NC産 生および細胞障害に与える

影響

LPS刺 激 と同時に培養液に05,1.25,2_5, 5%の

濃度 となるよう対照ラットおよび 7日 間閉黄ラットの

胆汁を加え,そ の NOぢ産生に与える影響を検索した。

さらに細胞呼吸障害についても検討を加えた。胆汁あ

るいは胆汁酸の細胞障害については,24時 間培養後の

ミトコンドリア依存的細胞呼吸を NTTア ッセイで測

定
12)することによって行った.

2)各 種胆汁酸のNC産 生に与える影響

0.1,1,3,10,25,100μMの 濃度の5種類の胆汁酸

(コール酸 iCA,デ オキシヨール酸 :DCA,リ トコー

ル酸 :LCA,ケ ノデオキシコール酸 :CDCA,Sigma

社,およびウルソデオキシヨール酸 :CDCA,東 京田辺

社)を 加え,Nα 産生に与える影響を検討した。

4.統 計学的解析

成績はmean± S.EMで 表 し,F検 査にて等分散 を

確認後,Studenぜ st検 定を行い,有 意水準 (危険度)

p<0.05で 有意差ありとした。

結  果

1.閉 黄ラットを用いた実験

1)総 ビリルビン値,NO代 謝産物,肝 組織血流量の

測定

a.総 ビリルビン値

総 ビリルビン値は,閉 黄 3日 群から6.9±0,2mg/di

と対照群に比べ有意に増加を始め, 7日 群で8.3±05

111g/dlと最高値 となった (Fig.1).

b. N02/N03値

閉黄 3日群ラットでは68.9±6.5μM,5日 群ラット

864± 11.8μM, 7日 群ラット120.3±18.2μMと 経日

的に増加 を認め,対 照群に比べ全群有意差 を認めた

(Fig。 2).

c.肝 組織血流量

肝組織血流量は閉黄 3日 群から76.1±8.OperfuSon
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Fig. 2 NOriNO, concentrations in portal plasma
in rats with bile duct ligation. Data are meanst
SEM of n observations. *p(0.01 versus control
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し, 5日 群で67.6±6.5PUと

最低値をとり, 7日 群でも有意に低値を示した (Fig.

3 ) .

2)L‐NAME投 与による変化

L‐NAME投 与群の問脈血中 NO/NO言 は51.0±3.1

″Mと 非投与の115,6±11.3″Mと 比べ,明 らかに減少

した。肝組織血流量においても,投 与群では478± 3.1

PUと 非投与群の75,9±5.9PUに 比べ有意な低下を認

めた (Fig.4).

2.肝 組織内誘導型 NOS mRNA

対照ラット肝組織内には誘導型 NOS mRNAは 検

出されなかったが,LPS投 与ラット肝組織には明白な

NOS mRNAが 認められた, 7日 間閉黄ラットにおい

ては,LPS投 与ラットよりも低いレベルではあるが,

Fig. 3 Peripheral blood flow of the liver in rats
with bile duct ligation. Data are means+SEM of
n observations. *p(0.01 versus control (sham

operation).

PU.
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Fig.4 Ettect Of L‐NAME treatment in vivo on

NOぢ/NOtt cOncentration in portal platta and

peripheral b100d io、v Of the liver in rats、vith bile

duct ligatiOn.Data are means± SEM of n obser‐

vations ⅢⅢ
p<0.01・ p<0.05 versus nO L‐ NANIE

,U
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Fig. 5 The inducible NOS mRNA expression in
the rat liver. The rats were untreated (1), bile
duct ligated for Tdays (2), or LPS treated (10mg/
kg, IV, 3hs) (3). Arrows indicate the predicted
size of the PCR products.

NOS 4741bp

GAPDH t309 bp

明らかに NOS mRNAの 誘導が見られた。一方,RT‐

PCRの 対照 として検討 した GAPDHの mRNAレ ベ

ルには,こ れ らのラット間で差 は認められなかった
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Fig. I Bilirubin concentrations in portal plasma
in rats with bile duct ligation. Data are meanst
SEM of n observations. *p(0.01 versus control
(sham operation)
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Fig. 7 Effect of bile acids on nitrite production in
LPS-stimulated J774 cells. Cells were treated
with LPS Ope/ml) in the presence of various
concentration of bile acids for 24hrs, after which
nitrite accumulation in the culture medium were
measured. Data are means+SEM of triplicate
determinations. .*p(0.05 versus 0. 1pM

,10

Concentration ( rr M)

(Fig.5).

3.培 養細胞を用いた実験

1)ラ ット胆汁の N02産 生および細胞障害に与える

影響

対照ラット胆汁は,閉 黄 ラット胆汁に比べ有意 に

Nα産生を抑制し,その抑制は濃度依存的であった
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W h o l e  b n e  c o n c e n t r a t i o n ( % )

(Fig。6A).0,5,1.25,2.5,5%の 濃度で,閉 黄ラッ

ト胆汁では細胞呼吸障害は認められなかった。対照

ラットでは5%の 濃度で閉黄胆汁 と比較 して有意な細

胞呼吸障害を示 した (Fig.6B).

2)各 種胆汁酸の NOぢ産生に与える影響

検討 した 5種 類の胆汁酸は,25,100″ Mの 濃度で

N02産 生を抑待Jした (Fig.7).

考  察

NOは L‐アルギエンからNOSに よって産生される

が,NOSに は複数のイソフォームカゞ存在するめゆ.す な

わち,Ca2+に よって活性化される構成型 NOSと して

は脳型および血管内皮型があり,一 方,Ca2り 卜依存性

である誘導型 NOSは ,マ クロファージをはじめ種々

の細胞においてエンドトキシンやサイ トカイン刺激に

よって発現することが知 られているD.

NOの 有する多彩な作用は,広 範な臓器組織にわた

りその機能や病態に関与 していることが明らかにされ

てきた12)131特に肝臓においても多 くの役割を有する

ことが既に報告されている。10～1",in Vivoでは,NO

が肝内血栓の形成 を抑制 した り2の
,LPS刺 激 により

NOを 産生させたマウスで,NOS阻 害剤の投与により

さらに肝障害が増悪 した報告
1。や,LPSを 投与 した

ラットでは, NOの 産/Lは認められるが ミトコンドリ

ア機能には低下を来さない報告
10などcytoprotedve

な報告が多い.一 方で,in vitroにおいては,肝 細胞や

マクロファージで産生された NOが ,肝 細胞の蛋白合

Fig. 6 Effect of whole bile juice on nitrite production and cellular respiration in
LPS-stimulated J774 cells. Cells were treated with LPS (lpg/ml) in the pres-

ence of various concentrations of bile juice from control rat (l) or bile duct
ligated rat (8) for 24hrs, after which nitrite accumulation in the culture
medium (A) and cellular respiration (MTT values) (B) were measured. Data
are means-FSEM of tr ipl icate determinations. **p(0.01 versus control (no bi le
juice)

(B)
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成能21レ劾ゃ ミトコンドリア機能を低下
2めさせるといっ

た cytotoxicな報告 も見 られ,NOの 評価にはいまだ

議論が多い。

閉黄時には胆汁の欠如により腸内細菌の増殖が起 こ

り,腸管壁からのエンドトキシンの吸収が促進される。

さらに網内系機能低下によるspi1lover現象により血

中エンドトキシンが出現するものと考えられる。閉責

時には門脈血中エンドトキシンはしばしば高値 を示

し24)29,このエンドトキシンは類洞内 KupFer細 胞に

より処理され,こ の際,Kuprer細 胞は,腫 瘍壊死因子

(TNF),IL‐ 1などのサイ トカインや炎症性メディエー

ターを産生分泌すると考えられている。これらのサイ

トカインはエンドトキシンと相乗的に作用 し,肝 組織

に NOSを 誘導するものと考えられている2の
.

今回の検討においては,閉 黄ラット門脈血中 NO万/

N03濃 度は明らかに増加 しており,こ の上昇は NO合

成酸素阻害剤である L‐NAMEの 投与 により抑待Jさ

れ,無 処置ラットの NO/NO言 濃度 とほぼ同じであっ

た。このことより,閉黄ラット門脈血中 NO言/Nα 濃度

上昇は NOSに より産生された NOに 由来するものと

考えられた。L‐NAMEの 投与量については,予備実験

を行い決定した口すなわち,そ れぞれ100,80,60,40

mg/kg/dayを 投与 したラットを作製 した ところ,

100,80mg投 与のラットは全例死亡 し,60mg投 与ラッ

トは 1週間の生存が得 られ,ま た,NO万 /NO:濃 度の抑

制が認められた。40mg投 与ラットでは,1週 間の生存

は得 られたが NO万/N伍 濃度の抑制が認められなかっ

た。以上の結果から,60mg/kg/dayを 至適投与量 とし

て投与 した。

閉黄ラット肝組織内には誘導型 NOS mRNAの 発

現が確認されたことから,門 脈血中 NO万/NO言濃度の

経日的増加は構成型 NOSの 活性化ではな く,誘 導型

NOSに よるものと考えられた,ラディカルであるNO

は発現時間が数秒 と極めて短 く,そ のほとんどの作用

は局所で発揮されると考えられるので,閉 黄時の肝臓

内で NOが 役割を果たすとすれば,肝 内で合成される

ことが前提 となる。閉黄時のラット肝臓組織に NOS

mRNAが 誘導された という事実は,産 生された NO

が少なくとも肝臓組織内において合成されたものであ

ることを裏づけている。

肝組織血流量を検討すると,閉 黄ラット群では, 7

日目まで対照群ラットに比べ有意に低下 した。閉黄 7

日群ラットに対 しL NAMEを 投与すると,肝 組織血

流量は非投与群に比べさらに低下した。このことから,
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NOが 肝組織血流量においては維持機構の一
部を担 う

細胞保護的な作用があることが示唆された。エンドト

キシン血症時の肝障害に,NOが 肝組織血流維持機構

をはじめとする肝組織の保護,機 能改善の方向に作用

しているという報告
1の23)とを併せると,本 病態におけ

るNOS誘 導も肝血流保持を含め,肝 組織保護に働い

ている可能性が考えられた。

閉黄による NO産 生について,腸 肝循環障害や bac‐

terial translocationなどの影響 を除いて検討するた

めにin vitroでの実験を行った。培養細胞に胆汁を加

えることで,胆 汁自体の NO産 生に対する効果を検討

した。その結果,対 照ラットの非黄疸胆汁は,有 意差

をもって濃度依存的に NO産 生を抑制 し,5%の 濃度

では細胞呼吸 も抑制 した。それに対 し,7日 間閉黄ラッ

トの閉黄胆汁は,NO産 生を抑制せず,ま た,細胞呼吸

の障害 も行わなかった。in vitroの条件では,非黄疸胆

汁 と閉黄胆汁に NO産 生や細胞障害に対する有意な

差が認められた。 こ の結果から閉黄の状態では,黄 疸

胆汁 と非黄疸胆汁 との間に胆汁成分の差において NO

産生に対する相違があることが示唆された。

この実験で閉黄胆汁 として用いたのは,閉 黄 7日 目

の胆汁である。黄疸胆汁は,非 黄疸胆汁 と比較 して胆

汁酸濃度が低いことが考えられる。そのため,胆 汁酸

の NO産 生に関する影響をin vitroで検討 した.そ の

結果,CA,DCA,LCA,CDCA,UDCAの すべての

胆汁酸で,25,100″ Mの 濃度で NO産 生を抑制 した。

これより,胆 汁酸には NO産 生抑制効果があることが

示唆された。前記の培養実験では,閉 黄胆汁は非黄疸

胆汁 と異なりNO産 生を抑制せず,細 胞障害の誘導も

認めなかった。その原因 として,胆 汁酸濃度の低下が

1つ の因子になると考えられた。

以上の結果から,閉 黄時における肝組織血流量に対

しての NOの 意義について,以 下のように考えられ

る。すなわち,閉 黄時の肝組織血流量は,閉 黄 3日 目

には対照群の約50%ま で低下 した。それに対 して,腸

間膜の微小循環を含めた門脈系において NO産 生が

元進 し,肝臓においても誘導型 NOS mRNAが 発現 し

NO産 生が克進した。そのため,閉黄による肝組織血流

量の低下が阻止され,閉 黄後 7日 目まで肝組織血流量

は閉黄前の約50%で 維持されると考えられた。また,

NOの 肝組織血流量に対する維持効果は,L NAME投

与により肝組織血流が低下することでも明らかであっ

た。

NO発 現の機序 としては,前 述 したように腸肝循環
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障害 な どに起因す る Kupfer細 胞 か らのサイ トカイ

ン分泌が関与 していると考 えられる。また,in vitrOに

おいて非黄疸胆汁では NO産 生抑制効果があること

が認められた。 しかし,閉 黄胆汁では非黄疸胆汁 と異

な り,胆汁酸濃度が低いことなどにより,NO産 生 を抑

制せず,細 胞呼吸障害 も認めなかった。このことか ら,

閉黄胆汁の組成 は閉黄時の NOに よる肝組織血流量

維持に対 して,有 利 に働いていると考えられる。 これ

らの機序 によ りNOは サイ トカイ ンネッ トワークに

よる生体防御機構の調整因子 として,細 胞保護的に存

在 していると考えられた。

稿を終えるにあたり,御 指導を賜 りました獨協医科大学

第 2外科小暮洋暉教授に深謝致します。また,終始御指導賜

りました同内分泌内科服部良之助手,中村 勤 講師,第 2外

科木多秀彰助手に感謝致します。

本論文の要旨は第32回日本臨床代謝学会総会 (1995年4

月,大 阪),第 46回日本消化器外科学会総会 (1995年7月 ,

福井)に おいて発表した。
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Experimental Study on Hepatic Cytoprotective Function of

Nitric Oxide in Obstructive Jaundice

Mitsugi Shimoda
Second Department of Surgery, Dokkyo University School of Medicine

Obstructive jaundice is closely associated with endotoxemia. Bacterial endotoxin (LPS) and proin-

flammatory cytokines induce nitric oxide (NO) synthase in various organs in uiuo as well as in a variety
of cells in uitro. I investigated whether NO production is increased in obstructive jaundice by determining
NG/NO; levels in portal plasma of common bile duct-ligated rats. While the NO'/NO; levels in portal
plasma of control rats did not change during the observation, a gradual increase up to day 7 was seen
after the ligation. Although the NO synthase mRNA in the liver was undetectable before the bile duct
ligation, it was substantially induced by day 7 following the ligation. A decreased peripheral blood flow
in the liver was observed in the bile duct-ligated rats, which was further reduced by treatment of the rats
with the NO synthase inhibitor, L-NAME. I also investigated the effect of bile acids on the induction of
NO synthase in LPS-stimulated J774 macrophages.Whole bile from control rats and, to a lesser extent,
from the bile duct ligated-rats inhibited NO synthase induction in macrophages. Five different bile acids
(cholic acid, lithocholic acid, chenodeoxycholic acid and ursodeoxycholic acid), all inhibited NO synthase
with similar dose dependency. In conclusion, obstructive jaundice is associated with increased NO
production which is derived from induced NO synthase. Elevated NO may play an important role in
obstructive jaundice, especially in the peripheral blood flow in the liver.




