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金沢大学十全医学会雑誌 第99 巻 第 1 号 59 －

8 1 く1 99 0コ

牌内肝組織片移植に関する基礎的研究

金沢大学医学部外科学第，
一 講座 く主 任 こ 岩 喬教掛

席 瀬 宏

く平成 2 年 1 月13 日 受付1

ラ ッ ト牌 内肝組織片移植 に お け る移植片作製法
巨 細胞動態 お よ び生者促進因子 に つ き検討 した ．

F e ul g e n
－ D N A 顕微蛍光測光法 に よ り ， D N A ヒ ス ト グラ ム を作製 し た ． ま た

， 抗 b r o m o d e o x y u rid i －

n e モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 を用 い た免疫組織化学的方法に よ り ，
D N A 合成斯くS 宴剛 細胞 の割合くL ， I ．J を

求め た ． 移植 片作製法 の 検討で は ， 鋏 に よ る 細切 と ， コ ラゲ ナ ー ゼ に よ る酵素消化法の併用 に よ り ，
生

存 率 ， 収 量 と も 良好 な肝組織 片源液 が得 ら れ た ． 移 植 前 ， 肝 組織 片 は大部分 4 倍 体 D N A 重

くt e t r a pl o id c h r o m o s o m al c o m pl e m e n t ， 4 Cl を持 つ 肝細胞で構成さ れ て い た ． 移植後早期の 牌内肝組織

片の D N A ヒ ス ト グラ ム は ， 4 C 以 下の 広い 範囲に 分散 した ． 移植後 6 ケ月以 降の 脾内肝細胞 は集団 と

な っ た ． こ の 肝 細胞 の D N A 畳 は 4 C が 主 で あ っ た が ，
8 倍 体 D N A くo c t a pl o id ch r o m o s o m al

C O m pl e m e n t ， 8 Cl を持 つ 肝細胞 が1 0 ％程 度を占 め た ． S 期細胞 の 割合 は ， 移植直後よ り12 ケ月後ま で
，

低値の ま ま 一 定に 推移 し た ． 肝切除 に よ り
， 宿主肝細胞 の L ． L は著明 に 増加し た ． ま た ポリ プ ロ イ ド化

が 進行 した ．

一 方 ， 移植後早期 の脾内肝組織片の細胞動態 は， 宿主肝切除 に よ り影響 を受 けな か っ た ．

しか し
， 移植後1 2 ケ月目 の 脾内肝細胞集団 は ， 宿主 肝と 同様の 細胞動態を示 した ． 四塩化炭素に よ り急

性肝不全 を作成 す る と ， 宿主肝 の 軽度 の L ． I ． の 増加 お よ びポリ プ ロ イ ド化が 認め ら れ た ． し か し ， 牌内

に 移植さ れ た肝細胞の細胞動態 に は変化が なか っ た ． イ ン ス リ ン ， グ ル カ ゴ ン ，
ヒ ドロ コ ル チ ゾ ン ， 小

腸抽出液 ， 脾臓抽出液を肝組織片濾液内に 添加 して 移植 を試み た が ， 脾内移植肝組織片の 細胞動態 に 影

響 を及ぼ さ な か っ た ． しか し生者面積 を比較す る と ， イ ン ス リ ン 添加 お よ び70 ％宿 主肝切除に よ り ，
牌

内移植肝細胞 の生者は促進 され た ． 以 上 の成績よ り ， 牌 内に 再構築さ れ た肝細胞集団は
，
宿主肝と 同様

徐々 に ポ リプ ロ イ ド化が進行 して い る こ とが 判明 した ． 移植時 に肝細胞濾液 に イ ン ス リ ン を加え る か ，

肝大量切除 を行う と
，
脾内に移植された月輔弼互集団の 再構築が促進された ． ま た移植直後の 急性期で は ， 脾

内肝組織片 は各種肝再生促進国子 の 影響 を受 ける に 至 っ て い な い が
， 慢性 期で は ， 牌内に 再構築さ れ た

肝細胞集団 は ， 肝再生促進因子 に 対 す る応答能 を獲得 して い る も の と 考え られ た ．

5 9

K e y w o r d s 牌 内肝組織片移植 ， 肝再生因子 ，
b r o m od e o x y u ridi n e ， F e ulg e n

－

D N A 顕微蛍光測光法

現在 ， 肝不全 に 対す る 治療 と して
， 各種 人 工肝機能

補助装置 の使用 ， 血 祭交換な どが 行 わ れ て い る り ． こ

れ ら は主 に 有害物質の除去 を目的と して お り ， 肝臓 の

もつ 代謝機能の補助 に は ， 生体肝 の 持つ 酵素系に よ る

代謝経路 を利用 す る以外方法 は な い ． し か し本 邦 で

は
，
脳死体肝移植 に 対 して い ま だ社会的同意が得 ら れ

て い な い ．

一 方生体部分肝 移植 も試 み ら れ つ つ あ る

が
，
現在論議 の 最中で あ る ．

と こ ろで
， 肝臓は 本来非常 に 再生力の 旺 盛な臓 器 で

あ る こ とが 知 られ て い る ． そ こ で
， 肝臓 か ら肝紳胞を

分離後再 び生 体内 に 移植し ，
それ が生者 ， 増殖 して機

能す れ ば
，
い わ ば第 二 の肝臓 と して 肝臓機能の 補助が

A b b r e v i a ti o n s こ A B C
，
a V idi n －b i o tin －

p e r O X y d a s e c o m pl e x ニ A F P ， alp h af e t o p r o t ei n ニ A ． U ．

，

a rb it r a r y u n it 三 B r d U ， 5 －b r o m o －2
，
－ d e o x y u ridi n e ニ2 C ， dipl o id c h r o m o s o m al c o m pl e m e n t ニ4 C ，

t e t r a p l oid c h r o m o s o m al c o m p l e m e m t ニ 8 C ， O Ct a pl o id c h r o m o s o m al c o m pl e m e n t ニ C C 1 4 ，



瀬
60

可宙削こ なる と考 え ら れ る
．

肝 臓 を 締切 し ，
種 々 の 部 位 に 移植 す る 試 み

は

Rib b e rt を喘矢と す る
2
t そ の 衡 水戸

2 ト 51

，
J 順 ら

61
が

実験的 に ラ ッ ト脾 内に 肝細胞
を生者 させ こ と に 成功 し

て以来 ，
脾内肝細胞移植 が主流 と な っ た

． こ の 脾内肝

細胞移植 に 関 し て さ ま ざま
の 報告が な され た が ，

それ

ら は形態学的変化 ，
代謝 の 変化 に 着目 し た も の が 主あ

り ， 移植肝細胞の細胞動態 を検討
した 研究は き わ め て

少な い ． 本研究 で は ， 移植肝細胞
の 細胞動態 を検討 す

る と と も に ，
そ れ を指標 と し て 移植肝細胞再生増殖促

進因子 を検討 し た ． また 移植肝細胞が宿主肝細胞 に
お

よ ぽす 影響 に つ い て も検討 し た
．

材料お よ び 方法

王 ， 実験動物

近交系の雄性 W i st a r 系
ラ ッ トく10

へ 1 2 適齢 ， 静岡実

験動物農業共同組合 よ り入 割 を使用
し た ．

II ． 実験方法

1 ． 肝組織片濾液の調整

6 時間絶食後 S o d i u m p e n t o b a
r b it a 1 4 0 m glk g を腹

腔内投与 し た ． 上 腹部 正 中切開 に て 開腹 ，
H i g gi n s －

A n d e r s o n の 方 即 に従 い 肝左外側葉 ，
中葉切除く約

70 ％1 を行 っ た ． た だ ち に24 ゲ
ー ジ 鄭犬針 を切除肝 に

乱刺 し て0 ．1 ％コ ラ ゲ ナ
ー ゼIV 塾 くS i g m a ， S t － L o ui s ，

米 馴 を 添加 し た C a
十十

，
M g

＋＋

無 添カロ H a n k s 液

くWh itt a k e r ， W a lk e r s v ill e ， 米国，
で 濯流す る こ と に よ

り血液成分を除去 した ． 眼 科用鉄 に て 締切 し径約
1

m m 前 後と し ， 9 5 ％ 0 2 十 5 ％
C O 2 を投与 し なが ら 同

漂流液中で低速凍押 して ， 3 7
0

C
，
2 0 分間イ ン ク ベ

ー

卜

し た ．
つ い で こ れ を

一 重メ ッ シ ュ ガ
ー ゼ に て 源過 し，

得 ら れ た 濾液 を 4
0

C の C a
＋ 十

，
M g

＋＋

無添加 H a n k s 液

に て 2 回 遠心 洗浄く800 r p m ， 1 翻 し た も の を移植
用肝

組織片濾液 と した ． T ri p a n bl u e を 用
い て 染色 し肝細

胞 の 生存率 を検討 し た と こ ろ平均
85 ． 3 ％で あ っ た 一 得

られ た 肝細胞濾液 は ， 肝 細胞数個
へ 十 数個 の集団 と

な っ て い たく囲 い ．

一 匹 の ラ ッ トか ら約10
8

個の 肝細胞

が得 られ た ■ 開腹 か ら肝組織片濾液作成 ま
で の 時間 は

約30 分 で あ っ た ■

2 ． 移植方法

s o d i u m p e n t o b a r b
i t a1 4 0 m gl k g を腹腔内投与 し，

妄 D A B ， 3 ，3
，
－ di a m in o b e n zidi n e i H E ， h e

m a t o x yli n a n d e o si n e 芸
L ． I ．

，

1 a b elin g i n d e x i S 期 ，
D N A 合成凱 光頭 ，光学顕微鏡

t et r a c hl o r o c a r b o n
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上腹部正中切開に て 開腹， 脾臓下極 よ り23 ゲ
ー

ジ針 を

上 極方向に 向け 刺入 ， ゆ っ く り と抜去 し なが ら肝組織

片濾液 0 ． 2 m l く約1 ． O X l O
7

個1 を注 入 し た ．

3 ．
F e u l g e n 頗微 蛍光測光法

標本 は36 時 間 P e a s e の 中性緩衝 ホ ル マ リ ン液
8I
に

て 固定後 ，
パ ラ フ ィ ン 包 増 し た ． F e ul g e n 染 色 は

E oi k e らの 方法
9I
に 従 っ て 行 っ た ． す な わ ち12 ノ上 の パ

ラ フ ィ ン 切片 をキ シ レ ン ーア ル コ ー ル 系列 に て脱 パ ラ

フ ィ ン し ， 水道水中 で 水洗 した ． 3 7
0

C I N 塩 酸中で 1

分間， 6 0
0

C I N 塩酸中で 7 分間 ，
3 7

0

C I N 塩 酸中で 1

分間反応さ せ ，
D N A の加水分解 を行 っ た ． 蒸留 水 で

洗浄後 ，
C old S c h iff 試 薬 く和光 ，

大 阪1 30 m l ＋

S o r e n s e n の グ リ シ ン 緩衝液くp H 2 ． 2引 87 0 m l ＋1 5 ％メ

タ重亜硫酸ナ トリ ウム 溶液 100 m l を混 合 し た染色液

中に 室温で 4 時間反応さ せ た ． そ の 後 ，
S o r e n s e n の

グ リ シ ン 綬衝液くp H 2 ．2 即 と1 5 ％メ タ 重亜硫酸ナ トリ

ウ ム 溶液 を 9 ニ 1 の 割合 で 混合 さ せ た 洗浄液 で1 0 分づ

つ 4 回洗浄 し ， 水洗 ，
脱水

，
封 入 した ． な お

，
ス ライ

ドグラ ス お よ び封入 材 に は無蛍光の も の を使 用 した ．

そ の 後 ， 藤田 の 方法
1 0I
に 従 い ， 非特異蛍光 を減弱あ る

い は消失 させ るた め ， 晴天 下 の 自然太陽光線下に 約3

日 間曝光 した ． 蛍光顕微測光 は ， 落射 式蛍光顕微鏡

St a n d a rd 1 8 型くZ ei s s ， O b e r k o c h e n ， 西独1 に ，
顕微測

光装置 N ik o n P l く日本光学，東京l をと り つ け て お こ

な っ た ． 水銀 ラ ン プ光源 か ら ， 励 起 フ ィ ル タ ー

G

くI F 5 0 0 一 旬 5 5 01 く日本光学1 お よ び 吸光 フ ィ ル タ ー

を通し

て 緑色 励 起光 を選択 し ，
ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ ー

くD M 5 7 51 く日本光学1 を経 て F e ul g e n 染色標本 に 照射

した ． 蛍光顕微鏡下で見る と ， 核は 明ら か な 赤色蛍光

を発 した く図 2 1 ． 放 出さ れ る赤色蛍光を ，
吸 収 フ ィ ル

タ ー くピ ー

ク値 620 n m H 日 本光学1 を通 じて 測光 した ．

なお
， 顕微 測光装置 N ik o n P l で は ，

1 個の 核の 測光

に 際 し自動的 に10 回 の 測定 をく り返 し ，
その 平均測光

値が表 示 され る機構 に な っ て い る ． 測光 に あた っ て

は ， プ レ パ ラ
ー

ト を 手動 で 操作 し ，
肝 細 胞 を 各例

100 ノ ー 2 0 0 個測 光 し
， 細 正 博博士 く金 沢 大学第 二 病

理1 作製 の プ ロ グ ラ ム
111
で
，
パ ー ソ ナ ル コ ン ピ ュ

ー

タ
ー

P C － 9 8 0 1 V M 2 く日 本電気1 を 用 い て解析 し た ．

な お
， 変性 ， 壊死 に 陥 っ た細胞や ， 切片上 に 核の 一部

し か 入 っ て い な い と考 え られ る 細胞 は ， 測光の 対象か

ら可能な限り除外 し た ． なお
，
蛍光顕微鏡下 で 単核 ，

多核細胞を区別 す る の は困難な た め ，
両者 を区別せず

核 一

個当た り の 蛍光量 を測定 した ． 肝細胞と ，
それ 以

外の リ ン パ 球 系細胞
，
間英系細胞等 の 区別 は蛍光顕微

鏡下 で は容易 で あ っ た ．

蛍光測光 の コ ン トロ ー ル と して ， 各例 ご と に 組織中

6 1

の リ ン パ 球の 核 を30 ノ ー 5 0 個測光し ，
その 最頻値 を 2 倍

体 D N A 量 くdi pl o id c h r o m o s o m a l c o m pl e m e n t ，

2 Cl と し て用 い た ． F e ul g e n 染色の 染色性や減光処置

の 程度 に よ っ て ， 標本 ご と に 核が発す る 蛍光に 強弱が

あ るた め ， 核 D N A 量の 測定デ ー

タの 数値は 相対的な

も の と なる ． そ の ため核 D N A 量の測定値 を， 各標 本

の リ ン パ 球よ り 求め た 2 C の 値で除 し ， お の お の を 仮

の 共通単位系くA ． U ． 単位 ニ
a r bit r a r y u ni tl で 表 し ，

こ れ を横軸 に ， 核 の 個数を縦軸 に と っ て D N A ヒ ス ト

グ ラ ム を作成 した ．

4 ． 5 －b r o m o －2
，
－d e o x y u rid i n e くB rd U l に よ る

D N A 合成期くS 期さ細胞標識法く酵素抗体法1

B rd U は ， 生 理 的食塩水 に 溶解し
，
犠死 1 時間前 に

50 m g ハくg をラ ッ ト の 腹腔内に 投与 し た ． 摘 出 し た 臓

器は中性緩衝 ホ ル マ リ ン液中 で36 時間固定後 パ ラ フ ィ

ン包 埋 し ， 染色 に 供 した ．

染色 は脱 パ ラ フ ィ ン後 ，
3 7

0

C 4 N 塩酸 中で30 分処理

し
，
D N A を変性さ せ 二 重鎖 D N A を単鎖 D N A と し

た ． 瀾酸緩衝液 に て 中和後 ，
0 ． 3 ％過酸化水素加 メ タ

ノ ー ル に30 分反応さ せ 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ活性 を

阻止 した ． 次 に ウ マ 正 常血清 に30 分反応 させ ， 非特異

反応の減弱 を計 っ た ． そ の 後 ，
1 次 抗体 く抗 5 －b r o ．

m o
－2
，
－d e o x y u ri di n e モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗体
，
2 0 倍希 釈1

くD A K O ， G l o s t r u p ， デ ン マ
ー

クl に 4
O

C で
一 晩 ， 2 次抗

体 くV e c t o r ， B u rli n g a m e ， 米 国ン に 室 温 で 3 0 分 ，

a v idi n ．b i o ti n － p e r O X id a s e c o rn pl e x くA B Cl 試

くV E C T A S T A I N
砂
A B C K itJ くV e ct o rl に 室温 で30 分

反 応さ せ た ． 次 に 過酸化水素加 ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン

く3 ， 3
，
．d i a m i n o b e n zid i n e

，
D A B l 溶液 に 入 れ ，

光学顕微

鏡く光顕I 下 に 観察し な が ら反応 をお こな っ た ． 水道水

Fi g ． 2 ． F e u l g e n s t a i n o f i n t r a s pl e n i c h e p a t o c y t
－

e s si x m o n th s a ft e r tr a n s pl a n t a ti o n ．
N u cl ei

sh e d 幻u o r e s c e n c e ．



6 2

に て 水洗後 へ マ ト キ シ リ ン に て 核染 し， 脱水 ， 封入 し

た ． 光鏡下に 観察 す る と ， 樺識 さ れ た S 期細胞の 核は

暗褐色 に ， 他の 核 は淡青色に 染色さ れ た ．
． 牌内移植肝

細胞 に つ い て は ，
ヘ マ ト キ シ リ ン

ー
エ オ ジ ン くb e m a －

t o x yli n a n d e o si
n
，
H El 染色 t

F e u l g e n 染色標本と対

比 させ ，
壊死

，
変性に 陥っ て い な い 部位の 標識細胞の

割合 くL a b eli n g i n d e x ， L ． り を求 め た ■ 宿主肝 に つ い

て は
，
4 0 0 倍 に拡大 し た任意 の 5 視 野 で 標識細胞 を カ

ウ ン ト し ，
L ． 1 ． を求 め た く図 3 1 ．

5 ． 実験計画

1つ 実験 1

移植用肝組織片濾液作製法 に つ い て検 討 した ■ 前述

し た よう に 鋏に よる 肝締切 に 酵素消化法 を併用 し た群

くA 群 ，
5 匹1 ． 鋏 に よ る 肝細 切 の み の 群 くB 群 ，

5

町 ，
ボ

ー

アサ イ ズ 1 ．O m m の メ ッ シ ュ ワ イ ヤ
ー ス ク

リ ー ン を用 い て 2 旬 3 回 用手圧砕 し た 群 くC 軌 5

匹ナ， ボ
ー

ア サ イ ズ 0 ． 1 m m の メ ッ シ ュ ワ イ ヤ
ー ス ク

リ
ー ン を使用 し用 手圧砕 した の ち ， 4

0

C の ハ ン ク ス 液

にて 洗浄 ， 遠沈 し た群 くD 臥 5 匹う， 鉄 に よ る 細切

後
，
H an k s 液 を加 え超音波 ホ モ ジ ナ イ ザ

ー

T P 1 81

1 0 S 4 型くJ u n k e 8 t K u n k el ， S t a u f e n ， 西 掛 に て数秒破

砕 し ， 濾過 ，
洗 軌 遠沈 した 群 ほ 乳 5 匹上 門脈内

に カ ニ ュ レ
ー シ ョ ン し下大静脈 を切断 ，

37
0

C O ． 0 5 ％ コ

ラ ゲ ナ
ー ゼ加 C a

＋ ＋

，
M g
＋ ＋

無添 加 H a n k s 液 15 0 m l に

潜 流 後 ， 鋏 に て 細 切 ，
4
0

C C a
＋ ＋

，
M g
＋ ＋

無 添 加

H a 血 s 液 に て 数回の洗軌 遠沈 ，
ピペ ッ テ ィ ン グし ，

単 離肝細胞濾液 と し た群 げ 群 ，
5 匹う を 作製 し ，

T r y p a n bl u e を用い て作 製直後 の 肝細胞
生存率 を求 め

る と と も に ，
移植後 1 日目の 脾内に お け る生者状態 を

Fig － 3 ． H i s t ol o g i c al fi n d i n g s
o f li v e r o n e d a y

af t e r 3 0 ％ h e p a t e c t o m y くg r o u p H
－11 ． N u cl ei

o f S r

p h a s e h e p a t o c y t e s くB r d U p o s
iti v el a r e

st ai n e d d a r k b r o w n w it h e n z y m e l a b el e d

a n tib o d y m e th o d くa r r o w sl －

瀬

B E 染色 を用い 検討 した ．

2う 実験 2

肝切除時 に お け る細胞動態 を解析 す る
こ と を目的 と

し た ． 肝切 除前 の 群 くG
一 昭削 ，

7 0 ％ 仲 葉 ， 左外側

熱 肝切除 を施行 し0 ． 5 日後 に 犠死せ し め た群くG
－

0 ． 5

科 ，
1 日 の群くG

－

1 瓢 ，
2 日の 群くG

－ 2 掛 ，
3 日 の群

くG
－ 3 瓢 ，

7 日 の 群 くG － 7 鮒 ，
3 0 ％ 佐 外側葉十肝切

除 を施行 し0 ，5 日後 に 犠死せ しめ た 群くH －0 ． 軋 1 日

の 群 くH －1 群1 ， 2 日 の 群 くH －2群1 ， 3 日
の 群

くE
－

3 鮒 ， 7 日 の 群 くH
－ 7 群H こ分 け た ． な お 各群 6

匹 と し た ． こ れ らの 肝に F e u l g e n ， B rd U 染色 を行
い

細胞動態 を解析 した ． なお 肝切除 は午前10 時
句 1 1 時の

間 に 施行 し た ．

3 う 実験 3

薬剤性肝障害時に お け る細胞動態の解析 を目的
と し

た ． 四 塩 化 炭 素 くt e t r a c hl o r o c a rb o n ， C C 1 41 く和 則

1 m lノk g を オリ
ー ブ油 に て 2 倍 に 希釈 し て腹腔内投与

し
，
1 日 後 に 犠死 せ し め た 群 くト 1君判 ，

2 日 の 群

ロ
ー

2 瓢 ，
3 日 の 群くト 3 珊 ，

7 日 の 群くト 7 珊 に 分 け

た ． 各群 6 匹 と した ． これ ら の 肝 に F e u l g e n ， B r d U 染

色 を行 い 細胞動態を解析 した ． 四塩 化炭素投与は午前

10
ノ ー 1 1 時の 間に 行 っ た ．

4 う 実験 4 こ 脾内移植肝細胞の 経時的細胞動態
の変

化 を検討 し た ．

脾内肝組織片移植 を施行 し 1 日後 に 犠 死
せ しめ た群

く卜 1 D 料 ，
2 日 の 群 く卜 2 D 群立 3 日 の 群 ロー3 D

科 ，
6 ケ月 の 群 く卜 6 M 科 ，

1 2 ケ月 の 群 く卜 12 M

珊 の群 に 分 け た 一 各群 6 匹と し た ． 牌 内移植肝細胞

ぉ よ び宿主肝細胞に F e u l g e n ， B r d U 染色 を行
い 細胞

動態 を解析 した ．

5 う 実験 5

各種 ホ ル モ ン が移 植後早期 の 脾内肝組織
片に 与え る

影響を細胞動態の 変化か ら検討し た ．

肝組 織片演液 0 ． 2 m l に レ ギ ュ ラ
ー

イ ン ス リ ン0 － 5 単

位 を添加 し脾内に移植 し た ． 移植 1 日後くK －1 矧 ，
2

日後 くE
－

2 料 に 犠 死せ しめ た t ま た グ ル カ ゴ ン0 ．2 国

際単位 を添加後移植 し ，
1 日 後 くL

－

1 群立 2 日 後

くレ 2 瓢 に 犠死せ し めた ． 同時 に ヒ ド ロ コ ル チ ゾ ン 5

m g を 添 加後移植 し ，
1 日 後 くM

－ 1 削 ，
2 日 後

くM
－ 2 料 に 犠 死せ しめ た ． 各群 6 匹 と し た ． 脾内移植

肝組織片お よ び宿主肝に F e ul g e n ， B r d U 染色 を行
い

細胞動態 を解析 した ．

6 う 実験 6

各種組織抽出液が移植後早期の 脾内肝組織片
に 与え

る影響 を ． 細 胞動態の 変化 か ら検討 した
■

まず伊藤 ら
12，
の方 法に 従い 小腸粘膜抽出液を作製 し
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た ． す な わ ち非肝切除ラ ッ トの 全小腸 を切除 し
， 内膿

を 4
0

C 生理 食塩水 に て洗浄後 ， 肛門側1ノ3 の 小腸粘膜

をス ラ イ ド グ ラ ス に て擦過採取 した ． こ れ に 2 倍の 生

理食塩水 を加 え ホ モ ジ ナイ ズ後遠沈く4
O

C ， 4 00 0 r p m ．

2 0 分ン し， その 上清 を濾過 し得ら れ た 粗抽出液 0 ． 1 m l

を肝組織片濾液 0 ． 2 m l に 加 え移植 した ． 移植 1 日後

くN
－ 1 群I ， 2 日後 くN － 2 群I に お の お の 6 匹 づ つ 犠死

せ し め た ， 各 群 の 牌 内肝組 織片 お よ び 宿 主肝 に

F e ul g e n ， B rd U 染色 を施行 した ． 同様に70 ％肝切除を

施行 しくN －2 群1 1 日後に 犠死 せ しめ た ラ ッ トの 小腸

抽出液 を作製 した ． そ の 抽出液 を肝組織片渡瀬 に添加

し移植 した ． 移植 1 日後 く0 － 1 群1 ， 2 日 後 く0
－ 2 群1

に お の お の 6 匹犠死 せ しめ ， F e ul g e n ， B r d U 染色 に 供

した ． ま た
，
脾臓抽出液 を作製 した ． 非肝切除 ラ ッ ト

の 全脾臓 を切除 し， 生理 的食塩水 に て濯流 ，
血液成分

除去後 ， 眼科用鉄 を用 い て細切 した ． こ れ に 2 倍の 生

理 的食塩水 を加 え ホ モ ジ ナ イ ズ 後上 清 を遠沈 ， 濾 過

し
， 得 ら れ た牌臓抽出液 0 ．1 m l を肝 組織片濾液 0 ． 2

m l に 加 え移植 し た ． 移植 1 日後 くP －1 群1 ， 2 日 後

くP － 2 群I に お のお の 6 匹づ つ 犠死せ し め ， 同様 に 細胞

動態を解析 し た ．

7 J 実験 7

宿主肝切除が ， 移植後早期の 急性期に 胎内肝組織片

に 与 え る影響 を細胞動態の変化 か ら 検討 した ．

7 0 ％宿主肝切除と同時 に 脾内に 肝組織片を移植 し ，

移植 1 日後 くQ －1 群1 ， 2 日後 くQ － 2 群1 に 6 匹づ つ 犠

死 せ し めた ． 各群 の 牌内移植肝組織片お よ び宿主 肝 に

F e ul g e n ， B r d U 染色 を行い 細胞動態を解析 した ．

8 ン 実験8

宿主 肝切除が ， 移植 後長期の 慢性期 に 脾内に 再構築

さ れた 肝細胞集団に 与 え る影響 を
，
細胞動態 の 変化か

ら検討 した ．

肝組織片移植後1 2 ケ月日 に70 ％宿主 肝切除 を施行 し

た ． 肝切 除 1 日後くS － 1 群I ， 2 日後くS － 2 群1 に お の お

の 3 匹 づ つ 犠死 せ し め た ． 同様 に 30 ％肝 切除 を施行

し
， 1 日後 くT － 1 群1 ， 2 日後 くT － 2 群I お の お の 3 匹

づ つ 犠死 せ し め た ． 各群の 脾内移植肝組織片お よ び 宿

主肝に
，
F e ul g e n ， B rd U 染色 を行い 細胞動態 を解析 し

た ．

9う 実験 9

薬剤性肝障害が
，
移植後早期の 急性期に 移植肝組織

片 に与 え る影 響 を ． 細胞動態の変化 か ら検討 した ．

肝組織片移植と同時 に オ リ ー ブ油 に て 2 倍希釈 し た

四塩化炭素 1 m lノk g を腹腔内投与 し た ． 投与 1 日後

くU －1 珊 ，
2 日後 くU －2 珊 に お の お の 6 匹 づ つ 犠死

せ し め た 一 各群 の 脾内肝組織 片 お よ び 宿主肝 に ，

6 3

F e u l g e n ， B r d U 染色 を行い 細胞動態 を解析 した ．

1 01 実験10

薬剤性肝障害 が ， 移植後長期 の慢性期に 脾内に 再構

築さ れ た肝細胞集団の 細胞動態 に与 える 影響 に つ き検

討 した ．

肝組織片移植後12 ケ月 日に
，
オリ

ー

ブ 油に て 2 倍希

釈 した 四塩化炭素1 m lノk g を腹腔内投与 した ． 投与 1

日後 くV －1 群1 ， 2 日後 くV － 2群1 に お の お の 3 匹づ つ

犠死せ し め た ． 各群 の 牌 内肝細胞お よ び 宿 主 肝 に ，

F e ul g e n ， B rd U 染色を行 い 細胞動態を解析 し た ．

1 1う 実験11

脾 内移植肝細胞の 長期生者促進因子 を検討 し た ． 肝

組織片濾液 0 ． 2 m l に レ ギ ュ ラ ー

イ ン ス リ ン0 ． 5 単位 を

添加 し脾内 に 移植 した群くW － i群 ， 3 匹I ， グル カ ゴ ン

0 ． 2 国際単位添加群 くW
－

g 群， 4 匹1 ， ヒ ド ロ コ ル チ ゾ

ン 5 m g 添加群くW
－

b 群 ，
5 匹ン， 7 0 ％肝切除 し1 日後

に犠死 せ しめ た ラ ッ ト の小腸抽出液 0 ． 1 m l を 添加 し

た群 くW
－

e 群 ，
3 匹1 ， 肺 臓 抽出液 0 ． 1 m l 添加 群

くW －

S 群 ，
3 匹I ， 肝組織片移植と同時 に70 ％宿主肝切

除 を施行 した群 くW
－

7 0 群 ，
5 匹1 ， 同様 に30 ％宿主肝

切除 を移植 と同時に 施行 した 群くW
－

3 0群 ，
3 匹I に つ

き
t 移植 6 ケ月後 ， 脾臓正 中割面 に お ける 生 者肝細胞

集団の 面積 を計測 し た ． す な わ ち
，
脾臓割面に て 肉眼

上白色 を呈 す る 部分 が生者肝細胞集団 に 一 致 し た た

め ， そ の面積 を ト レ ー

ス 紙 を用 い 測定 し ， 割面 に お け

る割合 を概算 し た ． 肉眼 上
，
明らか な細胞集塊 を認 め

な か っ た もの は測定の 対象か ら除外 した ．

6 ． 統計処理 の 方法

得 られ た 百分率デ
ー

タ は す べ て p r o b it 変 換 し た ．

多群 間 比 較 の 場合 ，

一

元 配 置 分散 分析 法 の 後 ，

D u n c a n の 多重 比較法 を用 い 検 定し た ． 2 群 間比較 は

S t u d e n t の t 検 定ま た は W el c h の 方法を 用 い た ．
い ず

れ も危険率 5 ％以 下 を有意差 あ りと判定 し た ．

成 績

王 ． 実験 1

T r y p a n b l u e を用 い た作製直後の 肝細胞生存率は A

群85 ． 3 士7 ． 6 ％， B 群9 4 ． 2 士9 ． 8 ％
，
C 群90 ． 6 士6 ． 9 ％，

D 群58 ， 3 士7 ． 9 ％ ，
E 群52 ． 8 士9 ． 8 ％ ，

F 群7 5 ． 5 士

7 ． 6 ％で あ り
，
D

，
E 群 で は多数の 破壊 さ れ た 肝細胞

が観察さ れ た ． 脾 内移植 1 日 目の H －

E 染色 標本 で

は
，
A

，
F 群 の 肝細胞 は比較的変性 の 少な い 良好な 細

胞形態 を示 した が く図 4 1 ， B ，
C 群 で は多く の 肝細胞

は ヒ ア リ ン変性 に 陥り ， 移植肝組織片辺緑の 肺臓組織

に接 して い る部分に ，

一

部変性の少 ない 良好な細胞形

態を 示 す部分が あ っ た く図 51 ． D ， E 群で は生存 して



6 4 鹿 瀬

Fi g ． 4 ． H i s t ol o gi c al fi n di n g s o f i n t r a s pl e n i c
h e p a t o c y t e s o n e d a y a f t e

r li v e r

ti s s u e t r a n s pl a n t a ti o n くg r o u p A l － L i v e r ti s s u e f r a g m e n t s w e r e p
r e p a r e d b y

c o m bi n a ti o n o f m i n ci n g a n d c o ll a g e n a s e d
i g e s ti o n ， T h e h e p a t o c yt e s s h o w

al r n o st n o r m al s h a p e くH ， E st a i nl ．

Fi g ． 5 ． H i s t o l o gi c al fi n d i n g s o f i h t r a s pl e
n i c h e p a t o c yt e s o n e d a y a ft e r li v e

r

ti s s u e t r a n s pl a n t a ti o n くg r o u p B l ． Li v e r ti s s u e f r a g m e
n t s w e r e p r e p a r e d b y

m i n ci n g o n l y ． H y ali n e d e g e n e r a ti o
n a r e o b s e r v e d i n m o st o f h e p a t o c y t e s ．

H o w e v e r
，
S O m e h e p a t o c y t e s l o c a t

e d b o r d e r a r e a o f li v e r ti s s u e f r a g m e n t s

くa r r o w sI s h o w a l m o st n o r m al sh a p e く牲 E s t ai nl ．
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T a bl e l ． V i a b ilit y a n d yi eld o f li v e r ti s s u e f r a g m e n t s

G r o u p N u m b e r of r a t s Vi a bilityf％J

A

B

C

D

E

F

5 8 5 ．3 士7
． 6

5 9 4 ． 2 士9 ． 8

5 9 0 ． 6 士6 ． 9

5 5 8 ．3 士7 ． 9

5 52 ． 8 士9 ． 8

5 7 5 ． 5 士7 ． 6

V al u e s aT e 171 e a n S 士 S D － G r o u p o f r a t s

Y i eldく％J

61 ． 7 士 5 ． 9

8 8 ． 9 士4
． 3

86
．7 士8 ．9

2 3 ．1 士7
．8

9 ．3 士3 ． 6

72 ．5 士6 ． 9

A
，
C O m bi n a －

ti o n o f mi n c l n g a n d c o11 a g e n a s e d i g e s ti o n i B ， mi n c －
i n g o n ly こC ， P r e S S a n d p a s s th r o u gh wi r e s c r e e n 創te r
tp o r e si z e l －O m m J ニ D ， p r e S S a n d p a s s th r o u gh wi r e
S C r9 e n m t e r くp o r e si z e O ．1 m m JニE ， C r u Sh wi th h o m o ，
g e n l Z e r こ F ， p e rf u si o n wi th O ．0 5 ％ c o ll a g e n a s e ．
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7 く 血 ぃ り

D a y B 8 f t e r p 8 r t i a J h e p 8 t e C t O m Y

Fi g － 6 － C h a n g e s o f l a b eli n g i n d e x くm e a n a n d
S t a n d a rd d e v i a ti o nJ o f li v e r a ft e r p a r ti al
h e p a t e c t o m y ．

砂 N 砂， g r O u p G w i th 3 0 ％ h e p a t e c t o m y ．
0

． ． ． 0
， g r O u p H wi th 7 0 ％ h e p a t e c t o m y ．

Fi g ． 7 ． N u cl e a r D N A c o n t e n t h i st o g r a m s o f
li v e r a f t e r 7 0 ％ h e p a t e c t o m y ． T h e a b s ci s s a i s
D N A c o n t e n t e x p r e s s e d i n a r bit r a r y u n it s ．
T h e o rd i n a t e i s th e n u m b e r o f n u cl ei m e a s u ，
r e d － G r o u p G －0

，
b e f o r e h e p a t e c t o m y ニ G

－0 ． 5
，

1 2h r a ft e r h e p a t e c t o m y 三 G
－1
，
O n e d a y a f t e r

h e p a t e c t o m y i G －2
，
t W O d a y s a f t e r h e p a t e c t o

－

m y ニ G－3 ， th r e e d a y s af t e r h e p a t e c t o m y ニ G ． 7 ，
S e V e n d a y s a ft e r h e p a t e c t o m y ．

叫
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－

U
n

こ

払
O

L

む

q
E
コ
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D N A c o n t e n t くA ． U ． 1
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い る肝細胞 は ご くわ ずか で あ
っ た － 収量 は ，

A 群61 ． 7

士5 ． 9 ％ ，
B 翻8 －9 士4 ． 3 ％ ，

C 群86 ． 7 士 8 － 9 ％ －
D 群

23 ． 1 士7 ． 8 ％ ，
E 群9 ． 3 士3 ． 6 ％ ，

F 群7 2 ■ 5 士6 ． 9 ％ で

ぁ っ た 俵 1 ト 従 っ て鋏 に よ る細切
と酵素消化法の 併

用に て 肝組織片演液 を作製 し
て も 十分で ある との 結果

で あ っ た ．

肝切 除後 1 日目 で は ， 残存肝 は 肉眼的 に 白色調
を呈

した ． 7 日目に は大き く靡大 し ． 肝切除前の肝重量と

ほ ぼ 同等 と な っ た － L ． L は G
－

0 群0 ． 0 5 士 0 ． 0 2 ％ ，

G
－

0 ． 5 群1 ． 9 7 士 0 ． 2 1 ％ ，
G

－ 1 群1 9 ． 8 9 士5 ． 3 6 ％ －

G
－ 2 瓢 39 士0 ． 9 4 ％ ，

G － 3 群5 ． 6 8 士0 ， 4 5 ％ ，
G

－ 7 群

0 ． 3 6 士0 ．2 0 ％， B
－ 0 ． 5 群0 － 1 3 士0 ． 1 1 ％， H

－ 1 群4 ． 9 7

士2 ． 3 2 ％ ，
H

－ 2 群2 ． 7 9 士0 ． 8 3 ％ ，
H

－ 3 群 2 ． 3 5 士

0 ． 2 0 ％ ，
H － 7 瓢 27 士0 ■ 0 8 ％ で あ り ， G 群 ，

H 群い ず

れ も肝切除 1 日後 を ピ
ー ク に S 期 細胞 の 割合が 増加

し
，
7 日目 に は ほ ぼ肝切除前の 値

に 復 した ■ G 群 に 比

べ 肝切除量の 少 な い H 群 は ，
S 期細 胞 の 増加率 も低

か っ た 個 6 1 ． こ れ に 対 し D N A
ヒ ス ト グラ ム を検討

す る と ， 肝切 除前 の G
－

0 群 で は 4 倍 体 D N
A 量

くt et r a pl oid c h r o m o s o m al
c o m pl e m e n t ， 4 Cl を持つ 肝

細胞が主体 であ り ， 2 僧体 D N
A 重 くdi pl oid c h r o m

－

o s o m al c o m pl e m e n t ， 2 Cl を持
つ 細胞 は15 ％前後 ，

8

倍体 D N A 量くO Ct a pl o id c h r o
m o s o m al c o m pl e m e n t ，

8 Cう以 上 を持つ 肝細胞 は
2 へ 3 ％で あ っ た ． 肝切 除 1

日後 よ り ，
4 C 以上の D N A 量 を持 つ 肝細胞

の割合 が

増加 し， これ は 7 日後 ま で持続 し
た ■
こ の ポ リ プ ロ イ

ド化の 程度は ，
G 群 で より 著明 で あ り ，

H 群 で は 7 日

後 に わ ずか に 認 めら れ た の
み で あ っ た 個 7 ，

8う．

I11 ． 実験3

四塩化炭素投与 1 日後 よ り い 粁小葉中心性 に 肝細胞

壊死お よ び そ の周囲 の 肝細胞
の 風船状膨化像が認 め ら

れ た 個 9 1 ， い ． は ト 1 群2 ． 0 9 士0 － 3 8 ％ ，
ト 2群

2 ． 5 8 士0 ．3 5 ％ ，
ト 3 群2 ． 5 6 士0 ． 2 9 ％ ，

ト 7 群2 ． 0 9 士

0 ． 4 7 ％で あ り， 四塩化炭素投与後
2 へ 3 日目 を ピ

ー

ク

に わ ずか で は あ っ た が S 期細 胞
の 増加 が認 め ら れ た

く図10ト D N A ヒ ス ト グラ
ム に お い て は ，

四 塩 化炭素

投与 7 日後 に 軽度の ポ リ プ
ロ イ ド化が認 め ら れ た 個

11う．

1 V ． 実験 4

移植肝組織片 は移植後脾赤色髄
に 密集 して い た が t

その 後徐 々 に 変 阻 消失 し ， 1 週間後
に は赤色髄辺緑

部 に 数個づ つ 集塊を な し て散在 し
て い る に す ぎな か っ

た ． 1 ケ月後 で は ， 肝細 胞は ほ と ん ど脾内
に 確認で き

なく な っ た ． そ の後徐々 に 増殖 し ， 6 ケ月後 に は肝細

胞集団 を形成 し ，

一 部 索状構造 を呈 した ． しか し ， 明

ら か な 小葉構造 は認 め られ なか っ た
－ こ の 肝細胞集団

は赤色髄 を占拠 した が ， 全 期間を通
じ白色髄内に は肝

細胞 は認 め ら れ な か っ た く図
12－－ 脾内肝細胞 の い

．

芯
一
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J

叫
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q

u
コ
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D N A c o n t e n t t A I U 1 1

Fi g ． 8 ．
N u cl e a r D N A c o n t e n t h i st

o g r a m s O
f

li v e r aft e r 3 0 ％ h e p a t e ct o r rl y ． G
r o u p H

－ 0 ． 5
，

1 2 h r a ft e r h e p a t e ct o m y 言外1 ， O
n e d a y a ft e r

h e p a t e ct o m y i
H －2

，
t W O d a y s a f t e r h e p a t e

c t o －

m y ニ G
－ 3
，
th r e e d a y s a ft e r h e p a

t e ct o m y i H
－7
，

s e v e n d a y s a f t e r h e p
a t e c t o m y ．
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， J

－

1 D 群0 ． 2 7 士0 ． 38 ％ ， 卜 2 D 群0 ．1 6 士0 ．2 7 ％ ，

J－3 D 群0 ■ 3 4 士0 ． 4 6 ％
， J － 6 M 群0 ． 7 2 士 0 ． 2 9 ％ ．

J
－ 1 2 M 群0 ． 8 0 士0 － 1 9 ％と 低値の ま ま 推移 し

，
各群 間

に 有意差 は認 め られ な か っ た ． 宿 主肝 の L ． I ． は す べ

て0 － 1 ％以 下で あ っ た く表2 I ． 脾内肝細胞の D N A ヒ

．ノ
0

レ
ぺ

X

O

P

こ
叫

ひ

こ

二
む

上

巾

J

2

．
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ス ト グ ラ ム は
， 移植後1 週間ま で は 4 C 以 下比較的広

い 範囲 に 分 布 した ． そ の 乳 徐々 に ポ リ プ ロ イ ド化が

進行 し
，
1 2 ケ月日の 卜 12 群 で は， 8 C 前後 の 細胞が

全体の1 0 ％前後を 占め た ． 宿主肝の D N A ヒ ス トグ ラ

ム は
， 移植後 1 週 間まで は非移植群くG － 0ま削 と 同様

0 一 之 3 丁 伽 y 書I

D a Y S a f t e r C C I 4 a d m i n i B t r a t i o n

F i g ． 1 0 ． C h an g e S O f l a b e li n g i n d e x くm e a n a n d
St a n d a r d d e v i a ti o nJ o f li v e r af t e r C C1 4 a d m i n －

i st r a ti o n くg r o u p Il ．

T a b l e 2 ． L a b eli n g i n d e x of i n tr a s pl e ni c h e p a t o c y t e s
a n d h o s t li v e r af te r li v e r ti s s u e tr a n s pl a n t a ti o n

N u r n b e r

Of r a t s

J － 1 D 6

J － 2 D 6

J － 3 D 6

十6 M 6

J
－

12 M 6

L a b e li n g i n d e x く％j

I n t r a s pl e ni c
h e p a t o c yt e s

H o st li v e r

0 ．2 7 土0
． 3 8 0 ． 0 5 士し1 ．tl ユ

0
． 16 士0 ． 2 7 0 ．t15 士くJ ．く12

0 ． 3 4 士0 ． 4 6 0 ． 04 土0 ． 02

0
． 7 2 士0 ． 2 9 0 ． 06 士く1 ．

t13

0 ． 8 0 士tl ． 1 9 0 ． 04 士0 ．0 3

V al u e s a r e m e a n s 士 S D ． G r o u p of r a t s こJ －1 D
，
O n e d a y

af t e r tr a n s pl a n ta i o n i J －2 D ， t W O d a y s aft e r tr a n s pl a n ta －
ti o nI J －3 D

，
th r e e d a y s a ft e r t r a n s pl a n t ai n J －6 M

， Si x
m o n th s a ft e r t r a np pl a n t a ti o n J

－1 2 M
， t W el v e m o n th s

a ft e r t r a n s pl a n t a tl O n
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で あ っ た が ，
そ の後加齢 とと も に ポ リ

プ ロ イ ド化が 進

行 した く図131 ■

V ． 実験5

光頗上 ，
各群に 特徴的な所見 は認 め ら

れ な か っ た ．

L l は K
－ 1群0 ． 33 士0 ． 4 0 ％ ，

K
－

2 群0 ． 4 4 士0 ■ 5 1 ％ ．

レ 1 群0 ．3 2 士0 ． 3 6 ％ ，
L

－ 2 群0 ． 2 4 士0 ． 3 8 ％ ，
M － 1 群

0 ． 3 5 士0 ． 3 1 ％ ，
M

－ 2 群0 － 52 士0 ぷ ％ ，
い ず れ も 低値

で
，
コ ン トロ

ー ル 群く卜 1 D ， 卜 2 D 料 に 比 較
して 有意

菱 は な か っ た ． D N A ヒ ス ト グラ ム も コ ン トロ
ー ル 群

と ほ ぼ 同様 で あ っ た ．

芯
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U
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q

E
コ
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D N A c o n t e n t t A ． U － 1

F i g ． 1 1 － N u
cl e a r D N A c o n t e n t hi st o g r a

m s af t e r

c c 1 4 a d m i ni st r a t
i o n － G r o u p I

－1
，
O n e d a y a ft e r

c c1 4 a d m i n i s t r a ti o n 妄工
－ 2
，
t W O d a y s aft e r C

C 1 4

a d m i ni s t r a ti o n こ 1
－3
，
th r e e d a y s a ft e r C

C 1 4

a d m i ni st r a ti o n 3 I
－ 7
，
S e V e n d a y s af t e

r C C1 4

a d m i n i s t r a ti o n ．

光顕 上 脾内移植肝組織片 ． 宿 主肝 と も 各群 す
べ て

コ ン ト ロ
ー ル 群 く卜 1 ， 卜 2 料 と 大差

な か っ た ■ L ．

壬． は牌 内 移植肝組織片で N
－ 1 群0 ． 3 3 士0 ． 2 7 ％ ，

N －2 群0 ． 3 8 士 0 ． 3 2 ％ ，
0

－ 1 群0 ． 2 7 士 0 － 3 8 ％ ，．0
－ 2群

0 ． 2 4 士0 ． 2 7 ％
，
P － 1 群0 ， 3 0 士0 ． 3 8 ％ ，

P － 2 群0 － 3 0 士

0 ． 3 6 ％と い ずれ も 低値 で あ り ，
コ ン トロ

ー ル 群 と比較

して 有意差 は認 め られ なか っ た
■ 宿主肝の い は

い

ず れ も0 ．1 ％以下 で あ っ た － D N A ヒ ス トグラ ム は脾内

移植肝組織片 ，
宿主肝と も コ ン ト ロ

ー ル 群と ほぼ 同等

で あ っ た く表31 ．

用 ． 実験 7

牌内肝組織片 の い ． は
，
Q － 1 群0 － 2 9 士0 ． 3 4 ％ ，

Q － 2 群0 －3 3 士0 ■ 3 7 ％ ，
R

－ 1 群0 ■ 3 4 士0 ． 2 7 ％ ，
R － 2 群

0 ． 3 0 士0 ． 8 9 ％ と い ず れ も低値 で ，
コ ン ト ロ

ー ル 群
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r t r a n s pl a n t a ti o n w

ith m i x t u r e o f h y d r o
－

c o r ti s o n e ニ N －2
，
t W O d a y s af t e r t r a n s p

l a t a ti o n w i th

m i x t u r e of e x tr a c t f r o r n
th e il e u m くw ith o u t h e p a t e c to

－

m yl i O
－2
，
t W O d a y s a ft e r t

r a n s pl a n t a ti o n w it
h m i x t u r e

of e x t r a ct f r o m th e
il e u m くw ith 7 0 ％ h e p a t e c

t o m yl こ

p－2 ， t W O d a y s a ft e r
t r a n s pl a n t a ti o n

w ith m i x tu r e of

e x t r a c t f r o m th e s p
l e e n くw ith o u t h e p a t e c t o m yl

．
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く卜 1 D ， J －2 D 群ン と比 較 して 有意差 はな か っ た ． 宿主

肝 の L ． 工， は
， Q －1 群20 ．9 5 士3 ． 0 5 ％ ， Q －2 群7 ．7 0 士

1 ． 1 4 ％ ，
R －1 群6 ． 0 0 士0 ．8 9 ％， R －2 群2 ， 7 1 士 0 ． 7 9 ％

と ， 非移植肝切除群くG 鵬1 ， G 帽2 ， H －1 ， H － 2 群ンと ほ

T a bl e 4 ． P r o lif e r a ti o n o f h e p a t o c y t e s i n th e s pl e e n

Si x m o n th s a ft e r li v e r ti s s u e tr a n s pl a n t a ti o n

G r o u p N u m b e r of r a ts

W －i

W －g

W －b

W －e

W －S

W －7 0

W －30

W u c

3

4

5

3

3

5

3

3

T h e r at e of r e pl a c e m e n t

i n th e spl e e nく％I

3 8 ． 0 士5 ． 2 9
ヰ

3 l ． 0 士5 ． 2 9

2 0 ． 6 士7 ． 4 4

1 9 ． 5 士6 ． 2 1

1 8 ． 3 士2 ． 5 2

4 9 ． 4 士 10 ． 4
ホ 傘

2 4 ． 0 士 5 ． 2 6

1 9 ．3 士8 ． 3 3

V al u e s a r e m e a n s 士 S D ． G r o u p of r a t s 二 W
－i
， Jn i x

－

t u r e of O ．5 u n it r e g u l a r i n s uli n i n t o th e li v e r tl S S u e

f r a g m e n ts こ W
－

g ， mi x tu r e o f O ．2 i n t e r n a ti o n al u nit

gl u c a g o n i W －h
，
mi x tu r e of 5 m g h y d r o c o rti s o n e ニ W

－

e
，
mi x t u r e of e x t r a c t f r o m th e il e u m こ W － S

，
mi x tu r e

Of e x tr a c t f r o m th e s pl e e n i W
－7 0

，
7 0 ％h e p at e c t o m y こ

W －30
，
3 0 ％ h e p a t e c t o m y ニ W － C

，
1i v e r ti s s u e tr a n s pl a n

－

t a ti o n くc o n t r oIJ ．
蠣

p く0 ．0 5 v s W
． c g r o u p i

H

p く 0 ．0 5 v s W
－

C 8 z W －3 0

g r O u p

6 9

ぼ同等 で あ っ た く図1 41 ． D N A ヒ ス ト グ ラ ム の 検 討で

も ， 脾 内肝組織片 は コ ン ト ロ ー ル 群と ， 宿主 肝は 非移

植肝切除群 と
，
ほぼ 同様の プ ロ イ ディ パ タ

ー

ン を示 し

た く図15ト

VIU
． 実験 8

脾内 に 再構築さ れ た肝細胞集団の L ．
工

． は
，
S －1 群

1 9 ． 1 士4 ． 7 4 ％ ，
S 岬 2 群7 ．1 2 士 1 ．亡J9 ％

，
T －1 群6 ． 4 2 士

0 ． 9 6 ％
，
T －2 群2 ．0 8 士0 ． 5 8 ％で あ り ， 一山

一 方宿 主 肝 の

L
．
I

． は
，
S －1群2 0 ． 6 1 士 3 ． 7 7 ％ ，

S －2 群7 ． 7 9 士

1 ． 3 7 ％ ，
T －1 群6 ． 2 0 士0 ． 5 5 ％， T

－

2 群2 ． 5 6 士0 ． 8 7 ％

で あ っ た く図16 ， 1 71 ． 脾内肝細胞集団 と宿主肝 は ほぼ

同等で あ っ た ． D N A ヒ ス ト グ ラ ム を検討 す る と ，
S

群の 脾内肝細胞集臥 宿 主肝 とも ポリ プ ロ イ ド化 が認

め られ た く図1 81 ．

IX ． 実験 9

光顕 上
， 宿主肝に は U －1 群 ，

U －2 群と も ， 小葉中

心 部の 肝細胞壊死お よ び そ の 周囲の 肝細胞 の 風船状膨

化像 が認め ら れ た ． こ れ に 対 し ， 脾内移植肝組織片に

は特 に 変化が認め ら れ な か っ た ． 牌 内肝組織片 の L ．

I ． は
，
U 鵬1 群0 ． 17 士0 ． 2 6 ％ ， U

叫

2 群0 ．2 8 士0 ， 3 1 ％と

低値 の ま ま で あ っ た が ， 宿主 肝 の L ，
I

． は
，
U －1 群

1 ．9 8 士0 ． 3 6 ％， U －2 群1 ． 73 士0 ． 2 7 ％ と 軽度 の 上 昇 を

示 し た ． こ れ は 非移植 四塩化炭素投与群 り一1 ， ト 2

群1 と ほ ぼ 同等で あ っ た ． D N A ヒ ス トグ ラ ム は
， 牌内

Fi g ． 1 2 ． H i s tl o g l C a l fi n i di n g s o f i n t r a s pl e ni c h e p a t o c y t e s t w el v e m o n th s a ft e r

t r a n s pl a n t a ti o n くH ． E s t a i nl ． R e d p u l p o f s pl e e n i s o c c u pi e d b y h e p a t o c y t e s ．



7 0

爛

む
－

U
ヨ
こ

叫
O

L

む

q
E
コ
N

H o st H v e r

鹿 瀬

岬 閥 卵 胞 輌 冊 嘲 融 朋 卵 錮

D N A c o n t e n t t A ． U ． う

Fi g ． 1 3 ． N u cl e a
r D N A c o n t e n t h i s t o g r a m s o f i n t r a s p

l e ni c h e p a t o c yt e s a n d
h o s t li v e r a f t e r

i n t r a s pl e n i c li v e r ti s s u e t
r a n s pl a n t a ti o n ． G r o u p J －1 D ， O n e d a y a f t e r t r a n s p

l a n t a ti o n こJ － 2 D ， t W O

d a y s a ft e r t r a n s pl a n t a
i o n ニ J －3 D ， th r e e d a y s a f t e r t r a n s p

l a n t ai o n こ 6 M ，
Si x m o n th s a ft e r

t r a n s pl a n t a ti o n J
－1 2 M

，
t W el v e m o n th s a ft e r t r a n s pl a n t a ti o n ．
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移植肝組織片 で は コ ン ト ロ ー ル 群 くJ－1 D ， J －2 D葺削

と
， 宿主肝 で は 非移植 四塩化炭素投与群くト 1 ， ト 2

群1 と 大差 は な か っ た ．

X ． 実験10

光席 上 宿主肝 は実験 9 と 同様の 変化 を示 した が
，

脾内に 再構築 され た肝細胞集団 に は 特に 変化が認め ら

れ な か っ た く図1 9ナ． 脾 内肝細 胞集団 の L ． I
． は

．

H o st ll v e r

膿

む
岬

U

コ
こ

恥
O

L

む
血
E
コ
Z

0

0

4

2

0

2 C 4 C 8 C

71

V － 1 群0 ． 7 5 士0 ． 3 4 ％
．
V － 2 群0 ．朗 士0 ．2 1 ％ で あ り ，

コ ン ト ロ ー ル 群くJ －12 M 群j に 対 し有意差 は認め ら れ

な か っ た ． 宿 主肝の L ． い ま
，
V －1 群1 ． 7 2 士0 ． 2 7 ％ ，

V 仙2 群1 ■ 8 8 士0 ．2 4 ％で あ り
， 非移植 四 塩化炭素投与

群くト 1 ， ト 2君割 と ほ ぼ同等で あ っ たく図20ト D N A ヒ

ス ト グ ラ ム は
， 宿主 肝 ， 脾内肝細胞集団し1 ず れ も コ ン

ト ロ ー ル 群と ほぼ 同様 で あ っ た く図2 い．

抽tr a s p ヨe nl c 計沌 P a t O C y 電e s

．．1111ll．
．

．

2 C 4 C 8 C

D N A c o n 七e n 七 亡A ． U ．う
Fi g ． 1 5 ． N u cl e a r D N A c o n t e n t hi s t o g r a m s o f i n t r a s pl e n i c h e p a t o c yt e s a n d h o s t li v e r a ft e r
p a rti al h e p a t e c t o m y l n a C u t e Ph a s e o f t r a n s pl a n t a ti o n － T h e n a m e s o f g r o u p a r eJ th e s a m e
W i th fi g ． 1 4 ．
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G r o u P O f r a t S
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n i c h e p a t o c

－
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i v e r a ft e r p a rti al h e p a t e c t o m y

i n a c u t e p h a s e of t r a n s pl a n t a ti o
n ． G r o u p Q －1

，

o n e d a y a f t e r 7 0 ％ h e p a t e c t o m y ニ Q－2 ， t W O

d a y s a ft e r 7 0 ％ h e p a t e ct o m y こ R
－1
，
O n e d a y

a ft e r 3 0 ％ h e p a t e c t o m y ニ R ．2
，
t W O d a y s a ft e r

3 0 ％ h e p a t e c t o m y － E a c h b a r r e p r e s e n t s t
h e

m e a n an d s t a n d a rd d e v i a ti o n i n si x r a t s ．

O p e n b a r s ， h o s t li v e
r ニ S Olid b a r s ， i n t
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h e p a t o c y t e s －
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二
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0
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y t e s a n d h o st li v e r a
ft e r p a rti al h e p a

t e c t o m y
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G r o u p

S －1
，
O n e d a y a ft e r 7 0 ％ h e p a t e c t o m y ニ

S－2 ， t W O

d a y s a ft e r 7 0 ％ h e p a t e c t o m y ニ T
－1
，
O n e d a y

a f t e r 3 0 ％ h e p a te c t o m y 芸 T
－2
，
t W O d a y s a ft e r

3 0 ％ h e p at e ct o m y ． E a c h b a r r e p r e s e n t s t
h e

m e a n a n d st a n d a r d d e vi a ti o n i n th r e e r a t s
．
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X I ． 実験11

脾 内移植肝細胞集団の 占拠率 は
，
W

－

i群 38 ． 0 土

5 － 2 9 ％， W －

g 群31 ． 0 士 5 ．2 9 ％
，
W －h 群20 ． 6 士7 ． 4 4 ％

．

W －e 群19 － 5 士6 ． 2 1 ％
，
W －

S群18 ． 3 士2 ． 5 2 ％
，
W － 7 0

群4 9 － 4 士10 ． 4 ％
t
W － 3 0 群2 4 ． 0 士5 ． 2 6 ％

， W －

C 群

19 ■ 3 士 8 ． 3 3 ％ で あ っ た 便 り ． イ ン ス リ ン 添加 群

くW －i雇約 ，
7 0 ％肝切除群くW 一 明 削 で は コ ン ト ロ ー ル

H o s t l蔓v e r
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む
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U
コ
亡

叫
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む
q

E
コ
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人
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2

7 3

群 くW 軸

C 群H こ比 べ 占拠率 は有意に 上 回 っ てい た ． ま

た70 ％肝切除群と30 ％肝切 除群 くW －

3 0 群 H 閤で も 占
拠率に 有意差 が み られ た くp く0 ． 岬 ．

考 察

生体内で最も大き な 実質臓器で あ る肝臓 は， 生命維
持 に 不可欠な臓器であり多種多様 な機能 を有す る ． 肝

h 吊r a 叫 e n i c h e p a t o c y t e s

D N A c o n t e n t くA ． U ． l

F i g ． 18 ． N u cl e a r D N A c o n t e n t h i s t o g r a m s o f i n t r a s pl e n i c h e p a t o c yt e s a n d h o s t li v e r a ft e r
p a rti al h e p a te c t o m y i n c h r o ni c p h a s e of t r a n s pl a n t a ti o n － T h e n a m e s o f g r o u p a r e th e s a m e
W i th fi g ． 1 7 ．
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F i g ． 1 9 ．
H i st ol o gi c al fi n d i n g s o f i n t r a s pl e n i c
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o n e d a y a ft e r C C 1 4

a d m i n i s t r a ti o n i n ch r o n i c p
h a s e o f t r a n s pl a n t a ti o

n － T h e h e p a t o c y t e s k e e p

al m 。 St n O r m a l sh a p e くg r o u p V
－ 1
，
H － E s t a i nl ．

U － 1 U
－ 2 V

－ 1 V － 2

G r o u p O f r a t s

F i g ． 2 0 ． L a b eli n g
i n d e x o f i n t r a s pl e n i c h e p a t o c

－

yt e s a n d h o st
li v e r a f t e r C C 1 4 a d m i n i st r a ti o n ．

G r o u p U
－ 1
，
O n e d a y a f t e r C C 1 4 a d m i ni s t r a t

i o n

i n a c u t e ph a s e of t r a n s pl
a n t a ti o n i U

－2 ， t W O

d a y s a ft e r C C 1 4 a d m i
n i st r a ti o n i n a c u t e ph a s e

o f t r a n s pl a n t a ti o n i V
－ 1
，
O n e d a y a ft e r C C1 4

a d m i n i s tr a ti o n i n ch r o n i c ph a s e o f t
r a n s pl a n

－

t a ti o n i V
－ 2
，
t W O d a y s af t e r C C

1 4 a d m i n i s t r a t
，

i o n i n c h r o ni c p h a s e o f t r a n s p
l a n t a ti o n ． E a c h

b a r r e p r e s e n t s th e m e a n a n d s
t a n d a rd d e v i a ti －

。n i n th r e e o r si x r a t s ． O p e n b a r s ， h o s t

li v e r ニ S Oli d b a r s ， i n t r a s p
l e ni c h e p a t o c yt e s ．

不全 に 対 し， 現 在臨床的 に は 血祭交換法
が普及 して い

る が ， あ く ま で 肝の 解毒機能の
一 部 を代行 して い る に

す ぎな い ． 現時点 で は肝臓機能 を十分 に 代行 す る唯
一

の 方法 が肝移植 で あ る が ，
生体肝 ， 脳死体肝移植 い ず

れ も倫 理 的問題が解決 して お らず ，
た と え肝移植が社

会的 に 容認さ れ た と し て も ， 絶対的 に ド ナ
ー 肝の 数が

不足す る ． そ こ で体 内に 肝細胞 を移植 し増殖 させ ， 宿

主肝 の 補助 を さ せ る 試み が 生ま れ た ．

R ib b e ，t
2一
に よ り肝 組 織片移植 が ，

ま た R u g s t a d

ら
12，
に よ り 単離肝細胞移植が な さ れ て 以来 ， 皮下

12－

．
門

脈内
13 ト 15l

，
腸 間膜

拘

， 膵
l刀
な ど， 様 々 な臓器 に 肝組織片

移植 ，
肝細胞移植が試み ら れ て き た ． しか し ， 移植後

肝細胞は急激 に 壊死 ， 消失 し ， 長期 に わた り生 者さ せ

る こ と は非常 に 困難 で あ っ た ． そ の 後 ， 水戸
3 ト 5

リ 順

ら
6－

は ， 肝細胞移植 に 最適な臓器 は脾臓で あ り ， 脾 内

で肝細胞 は 1 年以 上 生存 ，
増殖 して い く こ と を 報告し

た ． 脾臓 は血流が豊富 で あ り ，
正 常肝類洞 に 額似 した

牌洞 を有す る こ と な どが そ の 理 由と さ れ る
1 8I

． そ こ で

本実験 で も移植部位 と して ， 脾臓 を選択 した ．

実験 1 で は 移植肝細軋 肝組織片作製法
に つ き検討

し た ． 現 在 ， 肝細 胞濾液作製法 と し て は
B e 汀 y 皮

F ri e n d
1 9一
に よ っ て確立 され た酵素消化法が 主 流と な っ

て い る ． す な わ ち ， 門脈 か ら 酵素液を港流せ しめ単離



牌内肝組織片移植 の 研究

肝細胞 を得る方法 で あ る ． こ の 方法 で 得ら れ た肝細胞

濾液 を脾内に 移植 した と こ ろ
， 移植 1 日目 で は変性も

少な く肝細胞濾液作製法 と し て 適当 で あ る と 思 わ れ

た ． しか し部分 切除肝 に は門脈内カ ニ ュ レ ー シ ョ ン が

困難 で あ り ， 本法の 臨床応 用 は 困難 で あ る と 考え ら れ

た ．

こ れ に 対 し ， 肝細胞 を単離せ ず， 組織 片の ま ま移植

す る 試み も 古く よ り行わ れ てき た ■ こ の 作製法も ， 鋏

H o s t ll v o r

鵬

む
一

U
コ

u

虹
O

L

む
ぷ

E
コ
Z

75

に よ る細切 の み 恥
一 鋏に よ る細切 に 酵素消化法 を併 用

し た も の
けI

，
ス テ ン レ ス メ ッ シ ュ を伺 い て 圧 挫 す る 方

法
14I

， 電動 回転式の ス テ ン レ ス 製 2 枚 刃 に よ り機械的
に 細切す る 方法

朋

な ど各種 ある ． これ ら に つ き 検討 を
加 えた － 著者の 実験 で は

． 鉄 に よ る細切 の み で は ， 移
植後数時間で大部分の 移植肝組織片は ヒ ア リ ン 変性に

陥 っ た ． し か し
一 組織片辺 緑の 血流患者と考 えら れ る

部分 は良好な細胞形態を 示 した ． この こ と か ら
， 個 々

輌 r 8 印 細 雨 h 印 a 紬 C y 紬 S

D N A c o n t e n 七 くA ． U I
Fi g － 2 1 － N u cl e a r D N A c o n t e n t h i st o g r a m s o f in t r a s pl e n i c h e p a t o c yt e s a n d h o s t li v e r a f t e r C C l

．
a d m i n i str a ti o n ． T h e n a m e s o f g r o u p a r e th e s a m e wi th fi g ． 2 0 ．
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の 組織片の 大き さ を小 さ く し血流
と の接触面積 を増大

さ せ る こ とが 重要 と考 えら れ た ． し か し機械的 に 超音

波 ホ モ ジナイ ザ
ー な ど を使用 し て肝臓 を破砕 す る と ，

多く の肝細胞は破壊 さ れ ， 移植 1 日後 の 生存肝細胞 は

き わ め て少数であ っ た 一 そ こ で 鋏 に よ る 細切 と酵素消

化法 を併用し ， 肝細胞数個
叫 十数個程度の組織片 と し

て 移植す ると ， 単離肝細胞 に 遜色 な
い 良好 な細胞形態

を 示 し た ． しか し ， 本法に て得 られ た 肝組織片渡波
か

らさ ら に 単離肝細胞の み を分離 す る と ， 収量が10 ％程

度 に 低下 し実用的 と は い えな か
っ た 0 よ っ て細切 と酵

素消化法併用 に よ る 脾内肝組織片移植
が最も合理的で

ある と判断した ．

従来の 脾内肝組織片移胤 あ る い は肝細胞移植
に 関

す る研究 は ， 形態 軋 ある い は代謝 ，
解 毒面 に 着目 し

た も の が ほ と ん どで
2 012 2 川

， 細胞 動態 を詳細 に検討 し

た も の は 見当た ら な い ． わ ず か に 肝 細胞 の有系分裂

像 ，
あ る い は 2 核細胞 の割合 を計測 した も の

が 散見さ

れ る の み で あ る
幼
． 本研究で は ， 抗 B r d U モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗体 に よ る S 期細胞標識法 と F e u
l g e n

－ D N A 顕微

蛍光測光法 を併用 し， 詳細 な細胞動態 の評価
を行う と

と も に ，
それ を指標と して ， 脾 内肝細胞増殖促進因子

の 検討を行っ た －

B r d U は p y ri m i di n e n u cl e o
sid e の ひ と つ で あ る

th y m i di n e の 化学煩似体 で あ る た
め
，
D N A 合成期くS

期ナ細胞 に 与 えられ る と その 構成材料
と し て D N A に

取 り こ まれ る ． した が っ て ，
G r a t z n e r

盗I に よ っ て 開発

さ れ た抗 B r d U モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体 を用 い 染色 す る

こ と に よ り
，
容 易 に S 期細 胞 を 同定 す る こ と が

で き

る ． し か し ，
S 期は G l ， S ， G 2 ， M 期 と め ぐ る細胞周期

の
一

部分 に過ぎず ，
D N A ヒ ス トグ ラ ム と 合わ せ て 評

価す る こ と に よ り ．
は じめ て 細胞動態の全体像 を把握

す る こ とが 可能と な る ．

近年 ，
D N A ヒ ス ト グラ ム 作 成に は フ

ロ ー サ イ ト メ

トリ J fl o w c yt o m e t r yl が 盛 ん に 用
い ら れ て い る ． 本

法 は 1 秒間に 約500 0 偶 の 細胞 を測定
で き る の で ，

き わ

め て定量性が高 い
瑚

． しか し脾内肝組織片 ，
あ る い は

肝細胞集団を対象 とす る場合， 多量 の脾内リ
ン パ 系細

胞混入が避け ら れ ず利用不可能 であっ た
． そ こ で パ ラ

フ ィn．
ン 包埋 切片 を用い ，

こ れ に 対 し て S c hiff 反応 に

基づ く F e u l g e n
－ D N A 染色 を お こ な い ． 落射型蛍光顕

微鏡に て測光 ， 解析 した 一 測光用試料 と して は12 声 の

厚切切片 を 剛
ユ
9－

，
連続 す る H －E 染色標本 と対応 さ

せ なが ら測光 した ． 本法で は 多核細胞の区別が困難で

ぁる こ と ， 核 の 重 な りや切断が避 け られ な
い こ と

， 非

特異蛍光の影響が大 き い こ と な どの 欠点 があ
る
打1
が

，

B r d U 染色 と併用す る こ と に よ り細胞動態の傾向 を見

る こ と が で き た ． 生者 した 牌内肝細胞 を単離 ，
分散す

る こ と は困難な ため ，
脾内肝細胞の伸展塗抹標本 に よ

る測光 は施行で き な か っ た ．

実験 2 で は基 礎実験と して ，
肝切 除後 の残存肝 の 紳

胞動態 につ い て 検討 した ■ こ れ に つ い て は現在 まで ，

多数の 報告が ある
28 卜 31 1

． 著者の 実験結果 はお お む ね 諸

家 の報告と
一 致 した ． すな わ ち ， 肝切 除後， 残存肝 は

急速 に 増大 し ， ほぼ 1 週間で も と の 重畳
に回復す る こ

と ，
S 期細胞の 割合 は切除後 1 日目 を

ピ
ー

ク に 急速 に

増加 し ， 7 日 目に は 旧に 復する
こ と

， 肝切 除畳が大 き

い ほ ど残存肝 の増殖 が活発な こ と ， 肝切 除施行後 ポ リ

プ ロ イ ド化が 進行 し ， そ れ は長期間持続す る
こ と な ど

実験 3 で は 同 じく 基礎実験と して ， 急性薬斉
雌肝障

割寺に お け る肝細胞動態 に つ き 検討 し
た ， 薬剤 は ， 実

験的肝障害 モ デル 作製 に 頻用 され る 四塩化炭
素 を使用

した ． 四塩化炭素に よ る肝障害の発生機序と
して

－
肝

ミ ク ロ ゾ ー ム で ，
フ リ

ー ラ ジ カ ル で あ る ト リク ロ
ー ル

エ チ レ ン が 産生 さ れ ，
こ れ が 引 き 金 と な っ て ミ ク ロ

ゾ ー ム に 存在 す る抗酸化物質 が減少 し ， 膜
リ ン脂質 の

不飽和脂肪酸 ，
特に ア ラ キ ド ン 酸が 過酸化 され ，

膜の

生理 機能が損 な われ 肝障害を きた す と
い う 説

均

， ま た

そ の 膜障害 の結果細胞内 へ C a
十 ＋

蓄積 が助長さ れ
83I

，

ひ い て は ミ ト コ ン ドリ ア 内の C a
十 ＋
が 増加 し，

ミ ト コ

ン ド リア に お け る 酸化的燐酸化が抑制 さ れ
る と い う

針
，
が ある ． 著者は ，

四 塩化炭素障害肝の 細胞動態 を

解析 した 結果 ， 四 塩化炭素投与後 2
句 3 日目 を ピ

ー ク

に S 期細胞の割合が増加 す る こ と ，
軽度 なが ら ポリ プ

ロ イ ド化 が進行す る こ と を あき ら
か に し た ■ 以上 よ

り
，
B r d U 染色お よび F e u l g e n 染色に よ る 蛍光測光

法

は
，
肝細胞の 細胞動態解析 に き わ め て有用

で ある こ と

が 確認 さ れた ．

以 上の 結果 を基礎と して ， ま ず脾内移植さ れ た肝細

胞の 細胞動態 を経時的 に 解析
し た ． その 結果 ，

移植

直後 よ り12 ケ月日 ま で は S 期細胞 の 割合
は低値 の ま ま

一 定 に 推移 した ．

一 方 ，
D N A 量 を検 討す る と ，

移植

後 1 週間ま で は脾内肝組織片 は変性過程
を反映 し ， 4

c 以下広 い 範囲に分散 す るが ，
脾 内に 肝細胞集団が再

構築さ れ て か ら は宿 主 肝細胞 と同様 4 C 細 胞
が 主体 を

な し ， さ ら に 8 C 細胞 も 増加 し て く る
こ と が 判明 し

た ． A lf e rt
弱，

，
N a d al

抑

，
そ の 他

糊
に よ っ て報告 され た

よう に ，
ラ ッ ト宿 主肝 で は ， 出生直後 は 1 核 2 C 細胞

が 主体で あ る が ，
そ の 後間も な く 2 核 2 C 細胞が増加

し
， 離乳期 に は 1 核4 C 細胞が 急速

に 増加 し 8 週齢 に

い た っ て肝細胞 の 主体 と な る ． そ の後 も ポ リ プ ロ イ ド

化 は進行 し ， 1 核 8 C 細胞も徐
々 に 増加 して く る ．

こ
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の 現象の意義は明 ら か で は な い が
， 生理 的な肝細胞の

新生交替が生 じ る過程 で細胞増殖活性が発揮 さ れ ，
そ

れ が加算蓄積 さ れ た
一

種 の 老化現象 と解釈 さ れ て い

る
抑

． 牌内に 再構築さ れ れ た肝細胞集団に お い て も こ

の よ う な ポ リ プ ロ イ ド化 が 認 め ら れ た こ と は 興味深

と こ ろ で 脾内肝細胞移植 ， 肝組織片移植 に お い て

は
， 移植肝細胞 は移植後急速 に 減少 し

，
1 ケ月後 に は

肝細胞 はほ と ん ど認め ら れ な く な る ． そ の後徐 々 に 増

殖 を開始 し， 6 ケ月 を過ぎる と結節状 の 肝細胞集団を

構築す る ． 蹄床応 用 を考 え た場合 ， 移植直後
，
およ び

細胞集団再構築後 の 移植肝細胞 それ ぞれ に 対 し ， 対策

が必要で あ る ． す なわ ち
， 前者で は肝細胞変性

， 消失

の 阻止 お よ び活性の維持
，
後 者で は肝細胞生者 ， 増殖

の促進が重要な課題と な る ． そ の 日的で 各種 か レモ ン

お よ び組織抽出液 を肝組織片濾液 に 添加 し， そ の 効果

を検討 した ．

初代培養肝細胞 に お い て 3
H ．th y m i di n e の 取 り こ み

に よ り D N A 合成 酒性 を評価 し た と こ ろ ， イ ン ス リ

ン
瑚

， グル カ ゴ ン 晰 へ 小腸抽出液
刷
な どは合成促進因

子 ，
グル コ コ ル ナ コ イ ド

42，

， 牌臓抽出液
伯，

な ど は抑制因

子 と して作用 す る と され て い る ． 著者の 実験 で は
， 移

植後早壬軋 こ れ ら国子 は牌内移植肝細胞 の細胞動態に

影響 を与 えな か っ た ． そ の 理 由と して
， 移植後急激 に

肝細胞が消失 して い く こ と か ら明 ら か な よ う に
， 脾臓

内は肝細胞生存 に と り非常 に 厳 し い 環境 で あ り
，
こ れ

ら国子 に 対 す る応答能 を獲得 で き な い 可能性 が考 え ら

れる ． ま た こ の 応答能 を獲得す る に は肝細胞同志の細

胞間接合が密 で な い こ とが 重 要で あ り小け
－ 小釘

， 本実験 の

よう に 肝細胞 を単離 せ ず 組織片 を そ の ま ま 移植 す る

と
， 細胞間接合が密で あり す ぎる た め こ れ ら 各種因子

に対 す る応答能 を獲得で き な い 可能性も考え ら れ る ．

これ に 対 し ， 著者の 実験 で は移植慢性期の 脾内肝組

織再構築に イ ン ス リ ン は促進的 に 作 用 し た ． 川滞 ら
4 7，

は
， イ ン ス リ ン は移植後 1 週間連 日皮下注射 し て も再

構築促進効果 を示 さ ず， 肝細胞と と も に 注入 され て は

じ めて牌内肝組織再構築促進効果 を呈 し たと 報告 して

い る ． 著者の 実験 でも 当初イ ン ス リ ン を肝組織片濾液

に 混合し たの み で
，
そ の 後 の 追加投与 は お こ な わ な

か っ た ． よ っ て ． 高濃度の イ ン ス リ ン は 肝組織片濾液

内の肝細胞に 直接保護的作用 を お よ ぽ す こ と に よ っ て

移植直後の 脾内肝細胞 の 急速 な変性消失を抑制 し
，
そ

の 結果牌内に生 き残 る肝細胞数が増加 し て 6 ケ月後 の

脾内肝細胞占拠面積が増大 し たも の と考 え られ る ．

宿主肝の肝切除が移植肝組織片 に お よ ぼす 影響 を検

討する と
， 移植直後 と再構築後 の 肝細胞で は ， そ の 細

77

胞動態 に 大き な 適い が認 め られ た ． す な わ ち移植直後

の 肝細胞 は宿主肝切 除 に よ り ほ と ん ど 影響 を受 け な

か っ た が
， 再構 築後 の 肝細胞は宿主肝 と同様急激な増

殖をき た した ． M o olt e n ら
欄

は
，
2 匹の ラ ッ ト に 体外

交差循環 を行 い
．
1 匹 に 肝部分切除 を施行す る と 一 方

の 非切除 ラ ッ トの 肝細胞 に D N A 畳の 高ま り と有糸分

裂の 増加 とが 経時的 に進 む こ と を報告 した ． これ は
，

肝再生が 体液性因子 の 制御を受 ける こ と を意味す る ．

そ の 後 ， 多く の 研究者に よ っ て肝 切除後 の ラ ッ ト血清

よ り 肝再生促進因子 が 抽出 さ れ 嘲

， 初代 培養肝細

胞 に 対 し D N A 合成促進作用 が認 めら れ た ． 慢性期，

脾 内に 再構築 さ れた 肝細胞集団は
， 宿主 肝細胞 と同 じ

よう に こ の 肝再生促進因 子 に 反応 し た も の と 思わ れ

た 一 こ れ に 対 し て移植直後の脾内肝細胞は ， 各種 ホ ル

モ ン
， 組織抽出液な どと 同様 に こ の 肝再生促進因子 に

対す る応答能 を獲得 して い な い もの と 考 えら れ た ．

草野ら
1 別
は脾内移植肝細胞 を電子顕微鏡学的に 検討

した と こ ろ
， 移植後 8 ケ 月頃よ り ， 肝細胞表面 をお お

う微絨毛 お よ び そ れ に 接 し た内皮細胞に よ っ て Di s s e

脛 の 形成 と さ ら に 内皮細胞 に 囲ま れ た ジ ヌ ソ イ ド腔を

認 め る と と も に ， 個々 の 移植肝細胞 は正 常肝細胞 に 酷

似 し て く る と報告した ． P A S 染色の 染色性 ， ア ル ブ ミ

ン 合成の 点 で も牌内移植肝細胞は正 常宿主肝細胞 と ほ

ぼ同等である と い う ． 著 者の 実験 で
， 移植12 ケ月日の

肝細胞は形態学的， 機能的の み な らず細胞動態的 に も

正 常肝細胞 と ほ ぼ 同等で あ る こと が 強く 示唆さ れ た ．

ま た ， 移植 と 同時 に70 ％宿主肝切除し た群 は
，
6 ケ

月後 の 脾内肝細胞築団占拠率 が増大 し た ． イ ン ス リ

ン と 同様 に ， 肝切 除時産生さ れ る肝再生促進因子 は移

植直後 の 牌内肝組織片に 対 して細胞動態の 変化は ひ き

お こ さな い けれ ども ， な ん ら か の 保護的作用 を お よぽ

す も の 考 え られ た ．

肝組織あ る い は肝細胞移植 に よ り ， 急性肝不全 モ デ

ル 動物 の 生存率が向上 し た と の 報告は 多い
14 紬 1

． し か

し移植 さ れ た肝細胞 は宿主肝 の た か だ か数 パ ー セ ン ト

に 過 ぎず ， 移植肝細胞が解毒能 を発揮 し た結果と は考

え に く い ． M a k o w k a ら
51I
は肝細胞移植 に よ っ て 劇症

肝炎 ラ ッ トの 生 存率が向上 す る に は
， 組織適合性 の 影

響 は あ ま り な く ， 異種間の 移植 で も生存率の 向上 が認

め られ た と報告 し ，
こ の 理由 と し て

，
移植 さ れ た肝細

胞自体 ， あ る い は肝細胞 の 細胞質分画が宿主肝の 内因

性再生能 を刺激 す る た め で あ る と 説明 し た ．

一 方
，

0
，

N e il1
52，
ら は肝細胞培養 に 際 し て 得 ら れ た上 清瀬 を

急性肝障害 を惹起 させ た ラ ッ トの 勝 取 腹腔 札 静脈

内に 注入 し， こ れ ら す べ ての 群で 生存率 の 改善が得ら

れ
，
さ ら に そ の成績 は肝細胞注入群 よ り長好 で あ っ た
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と 報告 して い
．

る ． こ れ ら は
，
移植 さ れ た肝細胞が解毒

機能 を発揮 した た め で はな く ， 移植肝細胞 よ り再生さ

れ た物質が生存率の改善 をも た ら し た可能性 を 示 して

い る ． 著 者の実験 で は ， 急性肝不全 ラ ッ トに 脾 内肝組

織片移植 をす る こ と に よ っ て ， 宿主 肝 の 細胞動態 は影

響を受 けず ， 宿 主肝細胞の 再生 ，
増 殖促進作用 を認 め

なか っ た ． 今後肝障害惹起物質の種類 ， 投与量 な どの

検討が必要 で あ ろう が ， 移植肝組織片は宿主肝細胞 に

対 し再生促進作用 は持たず ， む し ろ保護作用 ，
あ る い

は 解毒機能活性化作用 を お よ ぼ し て い る も の と推察さ

れ た ． 石橋 瑚 は牌内肝細胞移植後四塩化炭素 を投与 し

た と こ ろ
，
非移植群 に比 し， al p h a f e t o p r o t e i n くA F Pl

の 上 昇 が ほ と ん ど認 め ら れ な い こ と を 報告 し た ．

A F P は
，
四塩化炭素 に よる 肝細胞障害 の 修復過程 に

お け る蛋白合成異常 に よ り産生 され る
瑚

． よ っ て 脾 内

肝細胞移植 に よ り ， 宿主肝 の 細胞障害の程度 は より 軽

度 とな ると 考え た ．
こ れ は ， 牌 内移植肝細胞が宿主肝

に 対す る保護作用 を持つ こ と を意味 し ， 著者 の 推定 を

裏付 け た ．

著者 の実験 で ，
四塩化炭素投与 ラ ッ トの 宿 主肝 と牌

内に 移植さ れ た肝組織片 ，
あ る い は脾内に 再構築さ れ

た肝細胞集団と の あい だ で は組織像 に 大き な 適い が 認

め られ た ． す な わ ち 前者 は小葉中心帝の高度の 壊死 ，

変性お よび その 周囲の肝細胞 の風船状膨化像 を示 し た

の に対 し， 後者 は ほ とん ど変化が なか っ た ． 宿 主肝 に

認 め ら れ た選択的小葉中心帯壊死 お よ び変性 は ， 四塩

化炭素に よ る 1 次的細胞障害 の結果肝細胞腫脹 が お こ

り
，
こ れ が 1 次的に 類洞狭窄 を ひ き お こ す た め と推定

され てい る
瑚

． 脾 内移植肝組織片あ る い は 脾内肝細胞

集団 に 形態学的変化が認 め ら れ な い の は ， こ れ ら が小

葉構造 を持 たず ， 宿主肝 と解剖学的構造 が相違 して い

る た め と思 われ た ． ま た
，
腹腔 内投与 さ れ た 四塩化炭

素は宿主肝 で多く代謝 さ れ る た め肺臓 に 達す る 童が 少

な く ，
そ の た め 脾内移植肝組織片あ る い は脾内肝細胞

集団 は宿主肝 に 比 べ細胞障害 が軽度 で あ っ た もの と推

察 され た ． こ の こ とよ り ， 移植12 ケ月目 に お け る 四塩

化炭素投与時 の 脾内肝細胞 と宿主肝 の 細胞動態 の 相違

は
，
両者 の増殖機能 の差 と い う よ り肝細胞障害の程度

の 差 に よ る も の と考 え ら れ た ．

結 論

肝組織片移植 に つ t l て ， そ の 最適 の移植組織片作製

法 を検討 す る と と も K ，
B rd U 染色 ，

F e u l g e n 顕微 蛍

光測光 を行 い そ の細胞動態 の経時的変化 ，
お よ び移植

肝細胞再生増殖促進因子 を検討 した － ま た肝 切除時 ，

急性肝不全時の移植肝組織片， 宿 主肝細胞の細胞動態

を解析 し以下 の 結論 を得 た ．

1 ． 機械 的分散法と酵素消化法 を併 用 す る こ と に よ

り
， 収量 ，

生存率と も 満足す べ き 肝組織片源液が得 ら

れ た ．

2 ． 牌内移植肝組織片 の細胞動態 を経時的に 検討 し

た と こ ろ
，
S 嗣細胞標識率は低値 の ま ま．

一 定に 推移 し

たが ，
D N A ヒ ス トグラ ム に お い て ポ リ プ ロ イ ド化 が

徐 々 に 進 行 して い る こ と が 判明 した ．

3 ． イ ン ス リ ン を肝組織片濾液 に添加 す る こ と に よ

り
， 脾内肝細胞集団の 再構築 は促進 さ れ た ．

4 ． 宿主肝 の大量 切 除 に よ り ， 牌 内肝細胞集団の再

構築が促進 さ れ た ．

5 ． 脾 内に 肝 細胞集団が再構築さ れ た 後 ， 宿主 肝切

除 を行 い 細胞動態 を解析す る と ，
牌内肝細胞集団 は宿

主肝 と同様 ， 活発 に 増殖 す る こ とが 判明 し た 一

6 ． 牌内肝細胞集団再構築後 ， 四塩化炭素投与 に よ

り急性肝不全状態 と した と こ ろ ， 宿 主肝 の S 期細胞 は

軽度増加 した が ，
牌内肝細胞集団の細胞動態 に 変化は

認 め ら れ な か っ た ．

7 ． 各種ホ ル モ ン ， 組織抽出液の 肝組織片濾液内添

加
， 宿 主肝切除 ， 四塩化炭素腹腔内投与 は ， 移植直後

の牌内肝組織片 の細胞動態 に影響 を お よ ぽ さ な か っ

た ．

以上 の結果 か ら ，
脾内肝組織片移植に お ける 牌内肝

細胞集団再構築促進因子 が あ き ら か とな っ た ． また ，

脾 内移植後再構築さ れ た 肝細胞集団 は宿主肝 と類似 し

た D N A プ ロ イ ディ パ タ ー ン を持 ち ， 共通 の 増殖因子

の 制御下 に ある こ と が示 唆 さ れ た ．
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