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慢性活動性肝炎 の 肝細胞崩壊機序

金沢 大学 大学院 医学研 究科病理 学第二 講座 ( 主 任 : 太 田五宗 教撲)

新 谷 寿 久

( 昭和 52 年 12 月 2 8 日 受付)

は じ め に

従来 より , 肝疾 患の 経過 中 , 種々 の 免疫異常の 出現

を み る こ と が 知 られ て い る . 195 6 年 M a c k a y ら
1 1

は
"

ル ポイ ド肝 炎
"

な る 概念溝 提唱 し , 自 己免疫 性肝 障害

の 発 生 と い う 問 題 が 注 目 さ れ だ し た . 1965 年

B l u m b e r g ら
2)

の H B 抗原の 発見 と あ い ま っ て , H B 抗

原 を め ぐ る 肝炎 の 発生と 肝疾 患の 慢 性 化 機 序 に つ い

て , 再 び肝 の 免疫学が 注目を 浴び , 19 72 年 Al m ei d a

ら
3)
0) i m m u n e c o m pl e x 理 論 , 1 972 年 D a d l e y ら

41
の

細 胞 性 免 疫 説 , 1 9 7 2 年 P o p p e r ら
5 )

, 19 7 4 年

E d d l e s t o n ら
6)

, 19 7 5 年 E d gi n gt o n ら
7J o) 細胞性･ 液性

の 自 己 免疫説 など
,

こ れ ら の 諸問題 に 対 して 優れ た仮

説 が う ち だ さ れ て き た . 同 時 に . M e y e r z u m

B ii s C h e n f e ld e ら
8)9J

に よる肝特異 抗 原 ( L S P) の 抽 出

と , そ れ に よ る実験的慢性活動性 肝炎の 作成 は
. 肝 特

異 抗原 に 対する細胞性免疫に よ る 肝 細胞崩壊肴 示唆 し

た . 当教室で も肝 抗原の 研究を197 1 年梶原
Ⅷ

, 19 7 1 年

津田
川

, 1 97 5 年俵 矢
】2 )

に より なさ れ , 1 9 7 6 年野 々 村

ら
- 3 卜 1 引

, 太田 ら
1 6】1 7I

はL S P と は異 な っ た 肝 特異抗原 を

有 す る不溶性肝 細胞膿抗原 (I H S M ) の 重 要 性 を 主 張

し , 白血球遊走阻止試験 の 成緻か ら , 慢 性肝疾患 で

は IH S M に 対 して 遅延 型 ア レ ル ギ ー 状 態 に あ る こ と

を 指摘し た . こ の よ う に . 肝炎の 活 動化 , 慢性化機序 に

っ い て は肝細胞膜 をめ ぐる 免疫 の 問題 が 最近急速に 脚

光を 浴 びて い る . し か し , ま だ統
一 的な 見 解を み て い

な い
. そ こ で , 本研究は , 遅延 型 ア レ ル ギ ー 状態 に あ

る慢性活動性肝炎の 患者末梢血 リ ン パ 球 が , 直接 あ る

い は患者血清を 介 して
, 培養肝細胞 を障 害す る 活性を

も っ か どう か を 研究 し , 肝細胞崩壊 を ひ き お こ す

eff e c t o r c e11 は い か な る種類の リ ン パ 球 で あ るの か
.

ま た そ の 免疫機序 は どの よう な メ カ ニ ズ ム で あ るの か

を追 求し た .

1 1

研究対象および方法

Ⅰ . 対象

慢性肝疾 患患者 46 例 , 内訳は慢性非活動性肝炎患者

7 例. 慢 性活 動性肝炎患者32 例 , 肝硬変患者7 例と 健

常者12 例を 対象と した . 慢性肝疾患患者 の 診断 は血清

生化学的検査 , 腹腔 鏡あ るい は肝生検で 行な い . 血中

H B s A g の 測定 は RI A 法文 は R P H A 法で 行な っ た .

Ⅱ . 方法

1 . d i r e ct l y m p h o c y t e
･

m e d i at e d c y t o t o x i cit y

( D L C )

1 ) 療的肝細胞

r a t li v e r p a r e n c h y m a l c ell : 1 96 8 年 C o o n
欄

に

よ り 株化さ れ た 成熟 ラ ッ ト肝細胞株(C o o n c e11 と 略)

を 用 い た . 培 養液 は グ ル タ ミ ン 加 M E M ( G I B C O ,

U S A ) , 1 0 % 不徳化牛胎児血清( F C S : G I B C O , U S A)､

P c lOO u / mL
,
S M 100 〟g / m ほ 用い た .

2 ) リ ン パ 球

i) w h o l e l y m p h o c y t e s の 分 離 : B ¢y e m
1 9)

の 方

法に 準L: ,
ヘ パ リ ン 如 来 梢血 を 同 量 の H a n k s B S S

( H B S S と 略) と 混 和 し , F i c o ll - P a q u e (P h a r m a ci a

F i n e C h e m i c a l . S w e d e n ) に 重層 し , 400 g3 5 分速心し

て え た 界面の 細胞成分 を分離採取 した .

ii ) E -

r O S e tt e f o r m i n g c e ll (E
- R F C) と n o n E ･

r o s e tt e f o r m i n g c e ll ( n o n E ･ R F C ) の 分 離 : Y a t a

ら
2 0 1

0) 方法 に 準L: , W h o l e l y m p h o c y t e s 5 × 1 0
6

個 /

mL ( F C S に 浮遊) と 等量の 2 % 羊赤血球( S R B C ) 浮遊

FC S を 加え 37
0

c lO 分静置, 300 g5 分 , 水中60 分放 置

し ,
F i c o lトP a q u e に 重層後400 g30 分4

0

c で 遠心 した .

E - R F C は 管 底 部 に n o n E - R F C は 界面 に 集 ま る .

S R B C は0 . 83 % N H 4C l , 20 m M t ri s s b u ff e r , PH 7 . 4

で 完全溶血さ せ て 使用 した .

iii ) E A -

r O S e tte f o r m i n g c e ll (E A - R F C ) と n o n

E A -

r O S e tt e f o r mi n g c ell ( n o n E A - R F C ) の 分

T h e m e c h a ni s m of h e p a t o c y ti c i nj u r y i n p ati e n t w i t h c h r o n i c a cti v e h e p atiti s ･

T o s h i h i s a S h i n t a ni , D e p a rt m e n t of P at h ol o g y (II) , (D i r e ct o r : P r o f ･ G ･ O h t a) S c h o ol of

M e di ci n e , K a n a z a w a U ni v e r s it y .
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離 ; P a r i s h ら
2 H

の 方法に 準じ . 5 % S R B C ( LIB S S に

浮 遊) と 等亀の 了S 則 Iti S R B C a tl tib o d y と を 37
O

c 3O

分静置L . 20 u g l U 分3 回洗浄し . 感 作 E A と す る .

w h o l e l )
･

tⅥ P h o c y t e s l x I O
7

個 / mL ( 培 養液に 浮 遊)

と 等 敏の 5 % 感作E A を 加え , 水平回転振塗器30 回転

/ 分で 3了
♪

c 1 5 分接 触 さ せ .
こ の 浮 遊 液 を F i c o lト

P a q u e 比 重遠心し . 前述 の ご と く . E A ･ R F C と n o n

E A - R F C に 分離 した .

iii) E A C ･

r O S e tte f o r m i n g c e 11 (E A C - R F C ) と

n o n E A C ･ r O S e tt e f o r m i n g c el = n o n E A C - R F C ) の

分離 : P a ri s h ら
2 1J

の 方法に 準L: . 5 % S R B C と 等 量

の 19S a n ti S R B C a n ti b o d y と を3 7
O

c 20 分 静 置 し ,

20 0 gl O 分3 回洗浄 し た . こ の 5 % 感作 E A ( H B S S に 浮

遊) と 補体( C ) と して 等量の 10
~ 1

希釈 C3 H マ ウ ス 血

清を 加え 37
ロ

C 20 分静置 し . 20 0 gl O 分3 回洗浄 し ､ 感作

E A C と L た , W h o l e l y m p h o c y t e s 3 × 10
6
個 /

′

mL と

等量 の 1 % 感作 E A C ( 培 養液 に浮遊) を 加え . 水平回

転板 塗器で 37
0

c 1 5 分接触 させ , こ の 浮遊液 を Fi c o ll ･

P a q u e 比 重遠JL ､ し , 前述の ご とく . E A C - R F C と n o n

E A C ･ R F C を分離 L た . a n ti s R B C a n ti b o d y は西 岡2 2)

の 方法 に よ り . S R B C 5 × 10 9
個を ウ サ ギ 耳静脈 に 注

射 し作 成 し た .
こ の a n ti S R B C a n ti b o d y を 50 % 飽

和 硫
■

安 塩 析 法で 粗 グ ロ ブ リ ン 分画 をえ , こ れ を Fl o di n

ら
2 3)

の 方 法に 準L: , S e p h a d e x G -200 ゲル 濾過法で

負r s t p e a k を 1 9 S a n ti S R B C a n ti b o d y とし , S e C O n d

p e a k を 7 S a n ti S R B C a n tib o d y と した . 至適抗体

温 度 は 赤 血球 凝集反応で 赤血球凝集を お こ す 最 小 希

釈 濃 度 の 1 /ノ2 と し た .

3 ) mi c r o
-

C y t O t O X i ci t y a s s a y 法

T a k a s u gi
- K l ei n

2 4)
の 方 法 に 準 L: た . 培 養 C o o n

C e ll を 0 .0 5 % ト リ プ シ ン ( D I F C O
.

U S A ) .0 .02 %

E D T A で 処理 し
, 洗浄 し ,

マ イ ク ロ プ レ ー

ト(F al c o n ,

N o .3 0 3 4
.
U S A ) の 小孔 に 100 個 づ っ 散 布 し た . こ の

C o o n ヒell に t｣ ン パ 球を 1 対300 の 比 で 加 え , 95 %

a i r ･ 5 % C O 2 I3 7
O

c で 48 時間培養 しキ･ リ ン パ 球 肝細

胞障害値の 測定 は マ イ ク ロ プ レ ー ト を2 時間倒立 し.

小孔を H B S S で 3 回洗浄 し , エ タ ノ ー ル 固定後 . ギ ム

ザ染色を 施し , 生者 して い た 標的 C o o n c e ll を 数え ,

無添加 コ ン ト ロ ー ル と 比較 し , 減少率を% で 求め た .

% c y t o t o x i c it y

= 10 0 - 耀 × 10 0

4 ) D L C の b l o c ki n g t e s t

i ) a g g r e g at e d I g G に よ る bl o c k i n g t e s t : 慢 性

活動性 肝 炎 患 者 の n o n E - R F C を a g g r e g a t e d I g G

1 0 0 LL g/ mL で 37
0

c 4 5 分前処理 し . D L C t e s t を 行 な っ

た . 之I g g r e g a t e d I g G は健常者血清を 50 % 飽和硫安 塩

折 = 司 , 3 3 % 飽 和硫 安塩折 3 回行 い I g G を と り 出し .

こ れ を H al lb e r g
2 5 1

の 方法 に し たが い
, 6 3

0

c 1 5 分加 熱

変性 し て a g g r e g a t e d I g G と し た .

ii ) a n ti I g G
･ F c に よ る b l o c k i n g t e s t : 慢性活動

性 肝 炎患者の n o n E - R F C を e Ff e c t o r c ell と し て ,

D L C te s t を 行う 際 . a n ti l g G - F c を 希釈し て 培 地に 添

加 し た . a n ti I g G - F c は 市 販 ウ サ ギ 抗 人 Ig G - F c

( H o e c h s t
.
N o .293 4

.
G e r m a n y ) を10 5 ,0 00 g30 分 速JL ､

し , 上清 を用 い た .

iii ) L S P に よ る bl o c k i n g t e s t : 慢性活動性 肝 炎

患者 の n o n E - R F C を LS P lOO LL g / m L で 3 7
0
c 3 0 分 前

処理 し . D L C t e s t を 行な っ た . L S P は M e y e r z u m

B ti s c h e n f el d e ら
81
の 方法に 準 じ . ラ ッ ト肝 を m e d i u m

(0 .2 5 M s u c r o s e
,
0 . 5 m M C a C l

2
,
5 m M t ri s s b u ff e r ,

pH 7 . 4 ) で 海流 し , 細切粥化 し , 1 50 ,000 g60 分速心し

て 上清 を と り , そ れを S e p h a d e x G - 100 ゲ ル 濾過し ,

丘r s t p e a k を S e p h a d e x G -200 ゲ ル 櫨 過 し , M ill e r

ら
2 6)

の 報告に あ る よ う に . 更 に S e p h al o s e 6 B で 精 製

分離し た . LS P は 調整 後10 日以 内に使用 し た .

i v) I H S M に よ る bl o c k i n g t e s t : 慢 性 活 動 性 肝

炎患者の n o n E - R F C を IH S M lOO 〝g / m L で3 7
0

c 30 分

前 処理 し , D L C t e s t を 行 っ た . I H S M は B e r m a n
2 7 )

の

方法 に 準L: , ラ ッ ト 肝 を m e d i u m (0 .2 5 M s u c r o s e ,

0 . 5 m M C a C l 2 , 5 m M t ri s s b u 汗e r
, pH 7 . 4 ) で 海流 ,

細切 し ,
D o u n c e h o m o gi n i z e r を 用 い 粥化 し ,

150 glO

分遠心 し
, 上浦を2

,
0 0 0 g 2 0 分遠心 し , さらに 沈漆を 2 ,000 g

20 分7 回流 浄し粗順分画と した . これ を m e d i u m (0 ･ 5 m M

C a C 1 2 . 5 m M t ri s s b u ff e r
, pH 7 .4) に 再浮遊 し , 庶 糖

勾 配 相 に 重 層 し , B e c k m a n S W -27 ロ
p

ク
ー で

2 5 ,0 00 r p m 2 時 間遠心 した . I H S M は d = 1 .160 と

d = 1 . 1 80 の 相 に集 まり , こ れを採取 し 4 倍量 の 純水

と 混 和 し , 2 7 , 0 00 r p m 30 分速JL､ 後 の 沈 連 を え た .

I H S M は使 用時, 超音波 で 破砕 し て 用 い た ,

2 . a n ti b o d y
- d e p e n d e n t c el ト m e d i a t e d

C y t O t O X i ci ty ( A D C C )

1 ) 標的細胞 は慢性活動性肝 炎患者 の 56
0

c30 分不

活化血清 で コ
ー ト した C o o n c ell を 用い た .

2 ) リ ン パ 球 は健常人 の n o n i m m u n e n o n E ･ R F C

を 用 い た .

3 ) A D C C の m i c r o ･ C y t O t O X i ci t y a s s a y 法 は

T a k a s u gi
- K l e i n

2 4 J
の 方法 に 準 じ . C o o n c ell を マ イ

ク ロ プ レ ー トの 小孔 に 100 個散布 し , 6 時 間培 養生 者

さ せ , 小孔の 培養液を 排除 した あ と , 上記 の 10
~ 1

希釈

不徳化血清 を加え 2 時間作用さ せ た . そ の 後 , 小孔 を
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T a b l e l % c y t o t o x i c it y i n v a v i o u s c h r o n i c li v e r d i s e a s e s a n d c o n t r o I s
,

u Si n g w h o l e

l y m p h o c y te s
,
E ･ R F C a n d n o n E - R F C

W h o l e

l y m p h o c y t e s
E - R F C n o r】 E - R F C

C h r o n i c
6 . 4 ± 9 . 6 -

7 , 2 士1 2 . 4 2 2 . 3 ± 2 1 . 8

P e r Si s t e n t ( n ニ 6 ) ( n = 7 ) ( n 二
= 7 )

h e p a ti ti s P < 0 . 1 N . S .

*
N . S .

*

C h r o n i c .24 . 2 ± 5 . 9 -

1 . 2 ± 2 5 . 8 4 4 . 9 士 1 5 . 6

a c ti v e ( n = 8 ) ( n = 1 6 ) ( n = 2 8 )
h e p a ti ti s P < 0 . 0 0 1 N . S .

*
P < 0

. 0 01

1 i v e r

C i r r h o si s

1 . 0 ± 1 3 . 8
-

1 2 . 8 ± 1 1 . 1 2 3 . 1 ± 2 7 . 4

( n = 6 ) ( n = 6 ) ( n = 7 )

N . S .

*
N . S .

*
N . S .

*

C O n tr O I s

憫

1 1 . 8 =ヒ1 4 . 9 -

8 , 4 ±1 5 . 9 1 6 . 8 ± 4 . 4

( n = = 5 ) ( n = 5 ) ( n = 5 )

*
N . S . : S t a ti s ti c all y n o t si g n i fi c a n t .

3 回 H B S S で 充分洗浄し た . こ の 披検血清で コ
ー

ト し

た標 的C o o n c ell に 健 常 人 の n o n i m m u n e n o n E -

R F C を 1 対 30 0 の 比 で 加 え , 95 % ai r
, 5 %

C o 2 ,3 7
0

c で 4 8 時間培養し た . A D C C t e st に よ る リ ン

パ 球 肝 細胞 障害値 の 測定 は前述の 方法に よ っ た .

4 ) A D C C の b l o c k i n g t es t

i) a g g r e g a t e d I g G に よる bl o c k i n g t e s t, : 健 常

人 の n o n i m m u n e n o n E - R F C を a g g r e g a t e d I g G

l O O iL g / mL で 3 7
O

c 4 5 分前処理 し
, 上記の A D C C t e s t を

行 っ た .

ii) a n ti I g G
-F c に よ る bl o c k i n g te s t : 上 記

A D C C t e s t を 行う 際に
, 希釈 した a n ti I g G - F c を培地

に 添 加 した .

5 ) ウ サ ギ抗C o o n c ell 抗血清 に よ る A D C C t e s t

慢性活動性肝 炎患者血清 の 代 り に . ウ サ ギ 抗 C o o n

C ell 抗血清を 漸次希釈し て C o o n c e11 を 前処理 し , 健

常 人 の n o n i m m u n e n o n E ･ R F C を 用 い て A D C C

t e s t を 行 っ た . ウ サ ギ 抗 C o o n c e11 抗 血 清 は

P e rl m a n n ら
2 8)

の 方法に 準L: て
.
C o o n c ell l x lO

7

個と 等量1 nL の C O m p l e t e F r e u n d
'

s a d j v a n t と 共 に

ウ サ ギ筋肉内注射し , 3 過後 に C o o n c el1 1 × 10
7
個

を 耳 静 脈 注 射 し て 作 成 し た . こ の 抗 血 清 は

O u c h t e rl o n y 法で 8 倍 まで 沈降線が え られ , 使 用 時

56
0

c 30 分不活化 し , 8 倍 に 希釈 し たも の を標準力価と

し た .

葺
芯

芯
○

}

○

}

ご
網

C Prl C A H L C C O n t r Ol
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C y t O t O X i ci t y o f w h o l e l y m p h o c y t e s f r o m
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C P H : C h r o n i c p e r si st e n t h e p a titi s .

C A H : C h r o n i c a i ti v e h e p a ti ti s .

L C : 1i v e r ci r r h o s i s .
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結 果

1 , D L C t e s t

T a b l e l .
F i g .1 に示す よ

.
う に . 慢性活動性肝炎患者

の W h o l e l y m p h o c y t e s を e ff e c t o r c ell に 用 い る と .

% c y t o t o x i ci t y ( m e a n ± S D ) は 24 .2 ±5 .9 % で

あ り . 健常者 の
-

1 1 . 8 ± 1 4 .9 % に 比し て 明らか に 高

か っ た ( p < 0 .00 1 ) . 慢性非活動 性肝炎 と肝硬変 で は

健常者と の 問に 有意の 差が な か っ た . そ こ で Fi g . 2 に

示すよ う に , E ･ R F C を e ff e c t o r c ell に 用い る と , い ず

れ の 慢性肝疾患 に も健常者と の 間 に 有意差を み な か っ

た . こ れ に 対し て , F i g .3 に 示すよ う に , 慢性活動性肝

炎患者の n o n E ･ R F C を eff e c t o r c e11 に 用い る と . %

C y t O t O X i c it y は 4 4 .9 ± 1 5 .6 % で あ り , 健 常 者 の

1 6 . 8 ± 4 .4 % に 比 し て 明 ら か に 高 か っ た ( p く

= 0 1 ) . 慢性非活動性肝炎と月手硬変で は健常者と の 問

に 有意の 差が な か っ た . ま た
,
T a b l e 2 , F i g .4 に示す よ

う に , 慢 性 活 動性 肝 炎 患 者 の E A - R F C を eff e ct o r

C e11 に 用 い る と , % c yt o t o x i ci t y ほ 53 .6 ± 19 .3 % で

あ り . 健常者で の 17 .8 ± 2 4 .5 % に 比 して 明 らか に 高

か っ た( p < 0 .01 ) . し か し ,
n O n E A ･ R F C , E A C ･ R F C ,

き
芯
サ

×

0

}

0
}

ゝ
リ

ボ

C P H C A H L C c o n t r o l

◎ H B s A g p o S i ti v e

O H 8 s A g n e g a ti v e

F i g .2 D i r e ct l y m p h o c y t e
- m e d i a t e d

C y t O t O X i ci t y o f E - R F C f r o m p a ti e n t s w i th

c h r o n i c li v e r d i s e a s e s a n d c o n t r oI s t o C o o n

c e 11 s .

5 0

き
芯
γ

×
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霊
宝
じ
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C P H C A H L C c o n t r ol

⑳ H B s A g p o si t i v e

O H B s A g n e g a t i v e

F i g .3 D i r e c t l y m p h o c y t e
･

m e d i a t e d

C y t O t O X i ci t y o f n o n E - R F C f r o m p a ti e n t s

w i th c h r o n i c li v e r d i s e a s e s a n d c o n t r o I s t o

C o o n c el l s .

E A n o n E A E A C n o n EA C

F i g .4 D i r e c t l y r n p h o c y t e
･

m e d i a t e d

C y t O t O X i c it y o f v a ri o u s l y m p h o c yt e

f r a c ti o n s f r o m p a ti e n t s w i th C A H t o C o o n

C e ll s .
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T a b l e 2 % c y t o t o x i ci t y i n p a ti e n ts w i th c h r o n i c a cti v e h e p a ti ti s a n d c o n t r o I s , u Si n g
E A ･ R F C , n O n E A - R F C

,
E A C ･ R F C a n d n o n E A C ▼ R F C .

1 5

C a S e S E A - R F C n o n E A - R F C E A C - R F C n o n E A C - R F C

C h r o n i c

a cti v e 1 0

5 3 . 6 士 1 3 . 0
-

2 9 . 2 士 1 3 . 5 1 5 . 3 :土2 5 . 4
一

々6
.
2 士 1 2

. 4

h e p a ti ti s P < 0 , 0 1 N . S .

*
N . S .

*
N . S .

*

C O n t r OI s 7 1 7 . 8 士2 4 . 5 ー

ゼ0 . 6 ± 1 0 . 7 0 , 2 士1 4 . 9
-

1 5 . 9 ± 1 8 . 7

*
N ･ S . : S t a ti s ti c a lly n o t si g n i fi c a n t .

T a b l e 3 P o si ti v e c y t o t o x i c a c ti v it y o f n o n E - R F C f r o m p ati e n t s w ith c h r o n i c li v e r d i s e a s e s

W i th o r w i th o u t H B s A g .

H B s A g C a S e S

p o si ti v e

C a S e S Of
C y tO t O X i c ity

p o si ti v e %

C h r o n i c

p e r si s t e n t

ト) 6 口 1 7 %

h e p a ti ti s (+ ) ロ 0 0 %

C h r o n i c ト】 1 5 1 5 1 00 %
a c tl V e

h e p a ti ti s (+ ) 1 3
口
凹 85 %

1i v e r 皿 3 ロ 33 %

C i r r h o s i s
〔+ ) 4 0 0 %

n o n E A C - R F C を e ff e c t o r c ell に 用い る と . 慢性活動

性肝 炎患者と 健常者と の 間に 有意差を み い だ さ なか っ

た ･ T a b l e 3 に 示す よ う に , D L C テ ス トに お け る健常

者の n o n E- R F C に よ る % c y t o t o x i c i ty の m e a n 十

2 S D 以 上を リ ン パ 球 肝細胞障害能陽性例と する と . 慢

性活動性肝 炎患者2 8 例 中26 例の n o n E T R F C に 陽 性

例が み られ た ( P く 0 .00 1 ) . リ ン パ 球肝細胞 障害能陽

性 例 と トIB s A g 保 有の 有軌 こ つ い て 検討す る と , 両 者

の 相関 は見出さ な か っ た .

2 . 慢性活動性肝 炎患者 n o n E - R F C に よ る D L C

の b l o c k i n g t e s t .

F i g ･5 に 示す よ う に , a g g r e g a t e d l g G で n o n E-
R F C を 前処理 する と , % c y t o t o x i c it y は 16 . 8 ± 4 . 4

% と なり , 無処理 n o n E - R F C の 62 .9 ± 12 . 8 % に 比

し て明 らか に 低下 し た ( P < 0 .00 1 ) . a n ti I g G - F c を

D L C 培 地に 添加し て お く と , % c y t o t o x i ci t y は3 2 . 8

± 1 3 ･6 % と 明らか に 低下 した( p < 0 .00 1 ) . F i g .6 に

示す よう に
, L S P で n o n E - R F C を 前処理 す ると , %

C y t O t O X i c it y は 1 3 . 9 ± 23 .0 % と なり , 無 処 理 n o n

E - R F C の 5 0 ･ 5 ± 2 3 .6 % に 比し て 明ら か に 低 下 し た

a l o n e p r ei n c u b a t e + a n t i I g G
- F c

吉 a g g . I g G

F i g ･5 B l o c k i n g t e s t s o f D L C w i th a g g r e g a t e d

I g G a n d a n ti I g G - F c
,

u S i n g n o n E - R F C f r o m

P a ti e n t s w i th C A H .

( P く 0 . 01 ) . 同様 ,
I H S M で 前 処 理 し て も, %

C y t O t O X i ci ty は 2 5 .5 ±2 4 .5 % と 明らか に 低 下 し た

( P < 0 .0 5 ) .
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D LC A D C C D L C A DC C

C A H c O n t Y
l

O I

F i g .7 C o m p a ri s o n w it h d i r e ct l y m p h o c y t e
･

m e d i a t e d c y t o t o x i cit y o f n o n E - R F C a n d

A D C C o f n o n i m m u n e n o n E - R F C t o s e r a
･

c o at e d C o o n c ell s (1 e ft : C A H
,

ri g h t :

C O n t r O I s) .

3 . 牒 性活動性肝炎患者血清を 用い た A D C C t e st ･

F i g .7 の 各々 の 左側に示す よう に , 慢性活動 性 肝 炎

患者血清 で コ
ー

トし た C o o n c ell を標的細胞と し , 健

常 者 か ら 分 離 し た n o n i m m u n e n o n E - R F C を

e ff e c t o r c ell と し て , A D C C を 測 定 す る と , %

c y t o t o x i cit y は 4 8 . 4 ±9 .0 % で あ り , 健常者血清 コ

a l o n e p r e i n c u b a t e + a n ti I g G
- F c

て a g g . I g G

n o n i m m u n e n o n E - R F C

F i g .8 A D C C t e s t a n d b l o c k i n g t e s t s t o C A H

s e r a
-

C O a t e d C o o n c e ll s b ef o r e a n d af t e r

t r e a t e d w i th a g g r e g a t e d I g G o r a n ti I g G ･ F c ,

u si n g n o n i m m u n e n o n E - R F C f r o m h e al th y

V O l u n te e r .

A D C C b y a n t i C o o n s e r u m

■

3 ぐ･ 5 6 7 8 9 1 0

l / l o g 1 0 d il u t i o n o f a n t i s e r u m

F i g .9 A D C C b y p r e in c u b a ti o n o f r a b b it a n ti

C o o n c ell a n ti s e r a to C o o n c ell
,

u Si n g

n o n i m m u n e n O n E - R F C f r o m h e a lth y

V O l u n t e e r .

-

ト標 的 C o o n c e11 を用 い た ときの 26 .0 ± 5 .0 % に

比 して 明 らか に リ ン パ 球肝 細胞障害能が み られ た ( p

< 0 . 0 0 1 ) .
A D C C テ ス トを 行な っ た慢性活動性肝炎患

者 9 例 中 7 例 の D L C テ ス ト に み ら れ る %

c y t o t o x i ci t y は 4 7 .9 ± 15 .9 % で あ り , 健常者 4 例 の

D L C テ ス ト の % c y t o t o x i c it y は20 .3 ± 3 . 5 % で あ
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っ た . ま た A D C C テ ス ト に お け る 健常者 血清 コ ー ト標

的 C o o n c e ll を 剛 ､ た c o n t r o l 群の % c y t o t o x i ci ty

の m e a n + 2 S D 以 上を リ ン パ 球肝細 胞障害 陽性 例 と

す ると , 慢性活動性肝 炎患者 9 例申全例 陽性 と な っ た

( P < 0 .001 ) .

4 . A D C C の b l o c k i n g t e s t .

F i g ･ 8 に 示 す よ う に , a g g r e g a t e d I g G で 健常 人

n o n i m m u n e n o n E ･ R E C を前処理 し , 慢 性活動肝 炎

患者血清 コ
ー

トC o o n c ell に対す る % c y t o t o x i ci t y

を 測定す ると , 31 .1 ± 1 0 . 5 % と な り , 無 処 理 群 の

48 . 4 ± 9 , 0 % に 比 し て 明 ら か に 低 下 し た ( p <

0 . 0 0 5 ) . a n ti -I g G - F c を 培地 に 添加 して A D C C テ ス ト

を行 な う と , 同様3 2 . 5 ±8 .5 % と 明 らか に 低 下 し た

( p く 0 . 0 0 5 ) .

5 . ウ サ ギ 抗 C o o n c ell 抗 血清 を 用 い た A D C C

t e s t .

F i g .9 に 示す よ う に , 標 準 力価 を も つ ウ サ ギ 抗

C o o n c e ll 抗血 清 を 10
.

3
～

10
, 5

希釈 し て , C o o n

C el l を 前処理 し , A D C C テ ス ト を行 う と , 100 % 近く の

% c y t o t o x i ci t y が 出現 し . こ の シ ス テ ム で も A D C C

が 成立し た . 抗血清濃度 を漸次希釈 し て C o o n c e11 を

前処理 して い く と , % c y t o t o x i ci t y も低下 し . 抗血清

の 10
~ 1 0

希釈濃度 で ほ ゞ A D C C が み ら れ な く な っ た .

こ れ を 遂 に い え ば , 10
~ 9

ま で 希釈し た 抗血清を用 い て

C o o n c ell を 前処理 し て も ･ 健常者 n o n i m m u n e n o n

E ･ R E C の A D C C が 陽性と な る こ と が 知 られ た .

考 案

慢性活動性肝 炎の 組織像 は , グ リ ソ ン斡 内の リ ン パ

球浸潤 と そ の 部位 に 接着し た/卜彙辺縁の 持続する 肝細

胞崩壊 に 特徴ず け られ る . こ の 機序 の 一

つ は免疫 的な

も の と考 え られ , 液性免疫 と細胞性免疫の 両面か ら の

追求 が なさ れ て き た . ごく 最近で は
, 慢性活動性肝炎

患者 の リ ン パ 球と 肝 細胞と を , i n v i t r o で , 培養し ,

肝 細胞崩壊 を み る 研 究 が 試 み ら れ て お り , 197 4 年

T h o m s o n ら
2 9 1

, 19 7 5 年 P a r o n e tt o ら
3 01

, W a n d s

ら
3 1J

, 1 976 年 C o c h r a n e ら
3 21

,
G e u b el ら

3 3J
, 1 97 7 年

K a k u m u ら
3 4J

. 原 ら
3 5)

は標的肝 細胞 に そ れぞ れ , ウ サ

ギ 培養肝 細胞 . 自 己肝 細胞 , 人肝由来の C h a n g c ell な

ど を 用い , D L C テ ス ト を行 っ て い る . そ し て . 慢性活

動 性肝 炎患者の 末梢血 リ ン パ 球に そ れ ら の 標的細胞を

障害す る活性の あ る こ と を指摘し て い る . 本実験で は ,

標的細胞 に ラ ッ ト 成熟肝 実質細 胞 由 来 の C o o n c ell

を 用 い
, 各種の 慢性肝 疾患患者の 末梢血リ ン パ 球 の 肝

細胞障害能 ( D L C ) を し ら べ た . ま ず , 患者 の W h o l e

l y m p h o c y t e s を e ff e ct o r c e11 に 用い る と , 慢性活 動

17

性肝炎患者 にリ ン パ 球肝細胞障害能が み られ , 慢性非

活動性肝炎や 肝 硬変に はみ られず , 諸家の 成績に
一 致

し た ･ そ こ で . w h ol e l y m p h o c y t e s の い か な るリ ン パ

球が 肝 細胞崩壊を ひ き お こ す活性 をもっ の か を み る た

め に
. リ ン パ 球の 各種 の S u b p o p u l ati o n を分 離 検討

し て み た . 羊赤血球 と ロ ゼ ッ ト形成 能 を も っ E - R E C

( T -

C ell) に は肝細胞障害 の 活性が なく , 羊赤血球と ロ

ゼ ッ ト 形成能 の ない n o n E - R E C に 肝細胞障害の 活 性

が み ら れ . と りわ け慢性活動性肝炎患者 n o n E - R E C

に は9 3 % の 高率 に 肝細胞 障害陽性例が み ら れ た .
こ の

n o n E ･ R F C は多種の S u b p o p u l ati o n を含 む 分 画 な

の で
, 慢 性活動性肝炎患者 の n o n E ･ R F C の 中で , どの

よう な s u rf a c e m a rk e r を もっ s u b p o p u l ati o n が 同

宿性を も つ か を し ら べ た . 慢性活動性肝炎患者 リ ン パ

球 を F c
-

r e C e p t O r を 有 す る s u b p o p u l a ti o n (E A -

R F C ) と C3 -

r e C e p t O r を 有 す る s u b p o p u l a ti o n

(E A C - R F C) と に 分 け検討する と ,F c
･

r e C e p t O r を有す

る E A ･ R F C に 肝細胞障害 の 漕 性 を み と め た が , C 3 ･

r e c e p t o r を 有する E A C - R F C に は健常者 に比し て , 同

宿性の 統計上の 有意差をみ と め なか っ た . ま た , F c
-

r e c e p t o r を ブ ロ
ッ クする a g g r e g at e d I g G で n o n E ･

R F C を 前処理 する と
, 同活性 は は ゞ 完全 に 消失 し .

a n ti I g G ･ F c を D L C テ ス トの 培地 に添加する と , 同活

性 は同様消失を み る こ と か ら , D L C 活性 は慢性活動性

肝 炎患者リ ン パ 球 の n o n E - R F C に 含ま れ るリ ン パ 球

の 中で も F c
-

r e C e P t O r を 有する リ ン パ 球だ と 考え た .

C o c h r a n e ら
3 2)

はウ サ ギ培養肝細胞 を標的細胞 に 用 い

た D L C テ ス トで
. 慢性活動性肝炎患者の リ ン パ 球中 .

D L C の 活性 をも っ の は , B ･

C ell ri c h f r acti o n ( n o n E -

R F C と 同義)で あ り , T -

C ell ri c h f r a c ti o n ( n o n E A C -

R F C) で な い と し , こ の よう な活性 をもつ リ ン パ 球 は

P e rl m a n n ら
2 81

の い う C3 -

r e C e p t O r を も っ k ill e r

l y m p h o c y t e (
"

K ･

C e ll
"

) で あ ろう と してい る . 原 ら
3 5)

は C h a n g c ell を 棲的細胞 に 用 い
, n O n E - R F C をさ ら

に a n ti - F a b S e p h a d e x c o l u m n を 用 い て S u rf a c e

i m m u n o gl o b u li n を も っ B -

C ell と s u rf a c e

i m m u n o gl o b u li n を も た な い n u ll c e11 と に分 け , 慢

性活動性 肝 炎患者 の D LC 活 性 を し ら べ る と , n u ll

C ell が D L C 活性 をも つ リ ン パ 球で あ ると し て い る . こ

の よ う に , 慢性活動性肝炎患者末梢血リ ン パ 球 を用 い ,

肝 細胞 障害の 活性 を D LC テ ス トで 検索す る と , 同活性

を もっ リ ン パ 球 は . 羊赤血球 と ロ ゼ ッ ト形成能 を もた

ない こ と で は 一 致 して い る が , F c
-

r e C e P t O r を有す る

リ ン パ 球 な の か , C 3 ･

r e C e p t O r を有するリ ン パ 球 な の

か , S u rf a c e i m m u n o gl o b u li n をもた ない n u ll c ell

なの か ,

一 定の 見解 に 達し て い ない . こ の こ と は , 用
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い た 標的肝細胞の 種類 . リ ン パ 球分離法の 相 違に よ る

こ と も 考 え ら れ る . し か■し , F c
-

r e C e p t O r を も つ

s u b p o p u l a ti o n は C3'-

r e C e p t O r を も つ S u b p o

p u l a ti o n や n u 1 1 c ell 分画と , そ れ ぞ れ オ
ー バ ラ ッ プ

す る部分が あ り , e ff e c t o r c el l の 同定は 今後 の 重要 な

課題で あ る .

著者 の 榛的細胞と して 用い た ラ ッ ト肝実質細胞 由来

の C o o n c ell は , 野々 村 Ⅷ 川1
, 太 田 ら

仰 7)
の 主張する ラ

ッ トI H S M 抗原 をも つ こ と を前報 細
で 報告 した . こ の

こ と ば株化以来 10 年を 経た C o o n c ell が株化 当 時 と

ほ異 なり , 肝細 胞と して の 多く の 特性 を消失 して い る

で あ ろう が
. 肝膜特異性をもち つ づ け て い る の で は な

い か と考え る . しか し . C o o n c e ll の 細胞 膜 に は .

M e y e r z u m B ii s c h e n f el d e ら
8Ig 也 主張す る L SP 抗原

を 蛍光抗休法上 みい だ し え なか っ た( 未発表) . と こ ろ

が , ラ ッ トL S P と ラ ッ トIH S M で 慢性活動性肝炎患者

の n o n E ･ R F C を前処理 して か ら , 棲的C o o n c ell で

D L C テ ス トを 検する と , 共に 明 らか に 肝細胞崩壊 の 活

性が低 下し た . こ の よう な D L C 反応の 阻止現 象は , こ

れ ま で の 発表に ない 全く未知 の 免疫現象に よ る 阻止反

応 で あ る . そ し て , LS P を含 ん で い
･

な い と 思 わ れ る

C o o n c e11 で あ っ て も , 検出不能 の 微量 の L S P を膜表

面 に有 して お れ ば, I H S M と 同様 , L S P の リ ン パ 球前

処 理 に よ っ て 阻止反応が お こ っ て もよ い よ うに思 わ れ

る . T h o m s o n ら
2 9)

は人 L S P と共通抗原 を も つ ウ サ ギ

培養肝細胞
3 7I

を用い
. 慢性活動性肝炎患者末梢血リ ン

パ 球と の D L C テ ス ト培地 に L S P を添加 して
,
D L C が

55 .6 % か ら5 . 3 % へ と低下し た こ と か ら , 爆撃活動性

肝炎で は L S P で 感作さ れ た状 態に あり , こ の 感作 リ ン

パ 球 が肝細胞崩壊の 活性 を発輝す るの で あ ろうと し て

い る . 著者の 実験で は , L S P の み な らずI H S M で も慢

性活動性肝炎患者リ ン パ 球が 感作 さ れて お り , 野々 村

ら
t 3 卜1 51

, 太田 ら
t 8 冊 の M IF テ ス トで の 成績 を 裏 付 け

た .
つ 削 こ

, 本実験 の D L C が い か な る機序 で肝細胞崩

壊 を ひ き お こ すの か を考え て み ると . D L C の 阻止反応

の 実験 で 述 べ た よう に , a g g r e g a t e d I g G , a n ti I g G ･

F c で 同活 性の 阻止が み ら れ る こ とか ら , F c
-

r e C e p t O r

を もつ 感作 E A ･ R F C が , 肝細胞膜 とi n v i t r o で 反 応

して い る不明の I g G 抗体の F c t) O r ti o n と結合 し . 肝

細胞崩壊を ひきお こ すと 考え る の が 妥当で あ ろ う . - こ

の こ と は C o c h r a事1 e ら
3 2J

の 推定 と
一 致 し .

一 般的 な 考

ネ方と な り つ つ あ るよ うで あ る .
つ ま り t 本 実験 の

D L C に▼働 い て い る メ カ ニ ズ ム は a n ti b o d y
･

ヰe p e n

d e n t c elト m ed i at e d c y t o t o x i ci t y の 機序 に よ る も の

と 考え る
.

. レか し , 本実験の
●

b L C テ ス ト に は抗体 の 特

別の 添加が な さ れ て ぉ らず , 抗体 の 由来に つ い て は不

明で あ る . そ こ で , 別の 実験と し て 確 実な A D C C シ ス

テ ム を つ く り , 抗体の 由来を 検討し た . こ こ に 用い た

A D C C シ ス テ ム は抗体 の ソ ー ス と し て 慢 性 活 動性 肝

炎患者血清 を用 い , こ の 血清 で コ ー ト した C o o n c e ll

を標 的細胞と し . 健常者 の ㌻ 定 の n o n i m m u n e n o n

E - R F C を eff e ct o r c el l と し: D L C の メ カ ニ ズ ム を 考

え
.
る上で 有用で

･
より純な 姿で の A D C C シ ス テ ム と考

え る . こ の 結果 , 慢性活動性肝炎患者血清 9 例 中全例

に A D C C を 陽性化す る因子 の 出現を み と め た . そ し

て . こ の 反応 は D L C テ ス トと 同様 , a g g r e g a te d I g G

や a n ti I g G
･ F c で 明らか に 阻止 さ れ た

. K a w a n i s h i
38 1

は慢性活動性 肝疾 患患 者 血 清 で コ
ー

ト し た C h a n g

c e11 を標的細胞 に健常者の n o n i m m u n e l y m p h o c y t e s

を e ff e c t o r c e ll に 用 い , A D C C テス トを行ない
, a n ti

I g G , a n ti I g G - F c で こ の 反応が 阻 止 さ れ た が t a n ti

I g A
,

a n ti I g M
,

a n ti I g G ･ F a b で は阻止さ れ な か っ た

と し て い る . 又 , こ の 慢性括動性肝疾患患者血清中に

は C h a n g c ell と 反応す る肝細胞表面膜結合性I g G を

証 明 し , H o が ら
3 9】4 0】の 自己 肝 細胞 や ウ サ ギ培養肝 細胞

を 用 い七 成績 を支持 して い る . 著者ら も C o o n c ell 表

面 膜結合性I g G を慢性活動性肝炎患者 A D C C 陽性 血

清9 例 を6 例 に 証明し . すで に 報 告 し た
4 り

～ 4 3l
.

こ の

A D C C シ ス テ ム で , 患者血清 の 代り に , ウ サ ギ 抗 C o o n

c e ll 抗血清を用い て 検す る と , 10
~ 9

希釈濃度の 抗血清

が A D C C 成立の 轟低線 で あ
.り , 10

,

3
～ 10

-

5 希釈 濃

抗血清 で A D C C が は ゞ 100 % 近く と な り , ごく微量 の

抗血清で も こ の 反応が 成立す る こ と を 知 っ た . こ れ ら

の こ とか ら , 慢性活動性肝炎患者 血 清 中 に み ら れ る

A D C C を 陽性化 する因子 は恐 らく I g G 膜抗 体 そ の も

の で あ り , そ の ごく微塵 の 存 在下 で A D C C が 起る こ と

を 示唆 して い る .

さ て , 慢性活動性肝炎患者の リ ン パ 球 が D L C 活性を

も つ の は A D C C と 同 一 の 免疫 メ カ ニ ズ ム に よ る で あ

ろう か と推定す る に は , どう して も D L C テ ス ト の 培地

中に I g G 膜 抗体 の 存在 を証 明し な けれ ば な らな い . そ

の 抗体の 由来に つ い て t 第 1 に リ ン パ 球 に より 培地中

で 産生さ れ る
, 第2 に リ ン パ 球 に よ り培地 に 遊離あ る

い は複合体 の 姿で 持ち こ ま れ ろ , と す る2 っ の 考え 方

が 出来 る . 著者 は後者の 持 ち込み説を 支持する . と い

う の は ,1 慢性活動性 肝 炎 患 者 の D L C 活 性 を 有 す る

n o n E ･ R F C を 48 時 間培養 して か ら
,
C o o n c ell 培地

に 添加 して D L C テ ス ト を試み る と , 肝 細胞障害の 活性

は完全 に 消失す る ( 未発表) . こ の こ と は , リ ン パ 球表

面膿 に 持 ち込 まれ て い た I g G 膜 抗体 あ る い は そ の 複

合体が 最初 の リ ン パ 球 の 培養中 に 放出さ れ ,
そ の よう

な リ ン パ 球 を D LC テ ス トの 培地 に加え て も D L C が 発
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現 し な い と 考え た . こ れ に つ い て は目下 さ ら に 詳細な

検討を 試み て い る .

結 語

慢性肝 疾患患者の 末梢血リ ン パ 球が , 培養肝細胞を

障害す る活性 を有す るか 否か を di r e c t l y m p h o c y te -

m e d i a t e d c y t o t o x i ci ty t e s t で 検 し , ま た慢性活動性

肝 炎患者血清 で コ ー ト し た 標 的 肝細 胞 と 健 常 人 の

n o n i m m u n e n o n E - R F C と 用 い た a n ti b o d y
-

d e p e n d e n t c e lト m e d i a t e d c yt o t o x i c i ty t e s t で 調

べ
, 以 下の 結論を え た .

1 ) D L C テ ス ト で は慢性 活 動 性 肝 炎 患 者 28 例 中

26 例 ( P く 0 .00 1 ) , 慢 性非活動性肝炎患者7 例 中 1

例 , 肝 硬変患者7 例申1 例 に リ ン パ 球肝細胞障害陽性

例 を み と め た .

2 ) こ の リ ン パ 球肝細胞障害 陽性例 と血 中 H B s A g

の 有無 と は相 関を み い だ さ な か っ た .

3 ) ℃L C テ ス ト で 肝 細 胞 障 害 を ひ き お こ す

eff e c t o r c e 11 は n o n E - R F C 分画( p < Cl . 00 1 ) . E A -

R F C 分 画 ( p く 0 .0 1 ) に み と め ら れ た の で
,

F c
-

r e c e p t o r c e = を もっ リ ン パ 球で あ ろう と 考え た .

4 ) D L C テ ス トで慢性活 動 性 肝 炎 患 者 の n o n E ･

R F C に よ る 肝 細胞 障害 の 活 性 は a g g r e g a t e d I g G ,

a n ti I g G - F c で 処 理 す る と 共 に 低 下 し た ( p <

0 . 0 0 1 ) . ま た , こ の n o n E- R F C を L S P や I H S M で 前

処理 す る と 活 性 は 共 に 低 下 し た ( p く 0 . 01 , p <

0 . 0 5 ) .

5 ) 慢性活動性肝 炎患者血清 中に は , A D C C テ ス ト

を 陽性化す る因子が 全例 に み ら れ , 健常者血清中 に は

み ら れ な か っ た ( p く 0 .001 ) .

6 ) こ の A D C C の 反 応 は ,
a g g r e g a t e d I g G や a n ti

I g G - F c で 共に 阻 止さ れた ( P < 0 .00 5 ) .

7 ) 抗 C o o n c e 11 抗 血清を 用い て
P

A D C C テ ス ト を

行 な う と , ごく 微量 の 抗血清( 10
~

9
で 標的肝細胞 を コ

ー ト して も A D C C 陽性で あ っ た .

以 上 の i n v i t r o の C y t O t O X i ci t y テ ス ト の 結 果か

ら , 慢性活動性肝 炎患者の 遷延 す る肝 細胞崩壊は肝 内

で 肝 細胞腰 を反応の 場と す る a n ti b o d y ･ d e p e n d e n t

c ell -

m e d i a t e d c y t o t o x i c it y が 持続 し て い る 結 果 で

あ ろ う と考え られ る .
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