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肝臓 はエ ネルギ ー 合成 ､ 代謝 ､ 解毒とい っ た多様な機能を有する器官で あり ､ 肝障害 ,

特に肝線練症お よび肝硬変は生体に重篤な影響を及 ぼす ｡ そ の ため, 多くの 実験動物モ デ

ルが作出され ､ 利用されて きた o 例えば ､ ラ ッ トを用 い た実験モ デル として は ､ 四塩化炭

素､ アル コ
ー

ル あるい はジメチル ニ トロ ソ ア ミ ンの投与や胆管練熟によ る肝線練症が知ら

れて おり､
これ らはい ずれも肝細胞が傷害され ､ 壊死 した後 に生じる壊死後性肝線維化を

特徴 として い る o 一 方 ､ 異種血清をラ ッ トの 腹腔 内に反復投与す る ことで ､ 肝炎や肝線線

化が起 こる こ とが知られて おり ､ 中で もブタ血清 はラ ッ トの 肝線線化惹起物質 と して 汎用

されて い る ｡ ラ ッ トを用 い たブタ血清誘発肝線練化モ デル は､ 上述した肝線維化モデルと

は異なり, 肝細胞の 壊死 を殆 ど伴うこ となく , 線鮭化 を誘導する ことか ら ､ 肝線練症や肝

硬変の 治験モ デル として利用されて いる に もかかわ らず, そ の病態 の 発現機構､ 特に分子

生物学的機構に つ いて はほ とんど知 られて い ない ｡

本研究で は､ こ の 点を解明す べ く , まず､ B r o w n N o r w a y ( B N ) ラ ッ トおよび w ista r

ラ ッ トを用 い ､ ブタ血清誘発 ラ ッ ト肝線維イヒモ デルの 初期病態 に つ いて 病理組織学的検索

を実施 し､ そ の 結果 に基づ いて病態発現初期にお ける遺伝子発現 の網羅的解析 と炎症な ら

び に免疫細胞 の 関与 につ い て 詳細な解析 を行っ た ｡ また ､ 本 モデル に は免疫系の 関与が示

唆 されたた め ､ 胸腺およ び肺臓の 摘出術を実施 し､ 肝線維化 へ の 影響を検討 したo 得 られ



た結果は以下の通 りである ｡

1 . 初期病態

6 週齢雄の B N ラ ッ トお よび W i st a r ラ ッ トにブタ血清 (0 ･ 5 mi / h e a d) を週 2 臥 腹

腔内投与 し､ 1 , 2 , 3 , 4 および 8 週間後に剖検し､ 肝臓に つ い て病理組織学的検索ならびに

炎症細胞お よび細胞外基質に 関す る免疫組織化学的検索を実施 した o さら に ､ M M P 1 1 ､

M M P - 8 , TI M ト1 ､ TI M P - 2 および TIM P - 3 の変動をみる ため､ だト P C R
､ G el r e v e r s e

z y m o g r a p h y お よび免疫組織化学的検索を実施 した o また ､ 血清 に つ い て は ､ E u S A 法

を用 い ､ T I M P - 1 お よび TI M P -

2 の 発現 を観察 した｡ その 結果 ､ B N ラ ッ トで投与 2 週後

か ら ､ お よび w ist a r ラ ッ トで投与 4 週後から ､ そ れぞれ炎症細胞浸潤が観察され ､ B N

ラ ッ トで投与 4 週後から､ お よび W ist a r ラ ッ トで投与 8 週後から, それぞれ肝線維化病

変が確認 された｡ 炎症細胞の 動態 をみる と､ マ クロ フ ァ
ー

ジ､ リ ンパ 球および好酸球が炎

症初期か ら浸潤 し､ そ の後 ､ 活性化星細胞の増数および肥満細胞 の浸潤がみられた ｡ また ､

形成 された線妊中隔の構成要素の 主体 は t y p e ⅡI c o n a g e n で あ っ た ｡ T I M P -

1 ､ Ⅵ M P ニ2

および ⅥM P - 3 は ､ い ずれの 系統で も､
打r-P C R で発現の 増加が確認された .

一

方､ M M P - 1

およ び M M P - 8 には変化はみ られなか っ た｡ G el r e v e r s e z y m o g r a p h y を用い た検索で は ､

T I M P
-

1 およぴ T I M P - 2 が両系統の 8 週投与群で の み有意な活性の増強を示し､
TI M P -

3

には変化 はみられ なかっ た｡ 免疫組織化学的検索で は ､ 全て の 辞 の胆管上皮細胞お よび小

乗中心静脈周囲の 肝細胞で T I M P -

1 凄は び TI M P - 2 の 陽性像が得られ ､ P S 投与群 と対照

群 との 間に差は み られなか っ た ｡ また ､ E u S A 法を用 い た検索で ､ 血清で は肝臓 より早期

に T I M P -

1 およ び TI M P -

2 の有意 な増加がみ られた Q

以上 の結果か ら ､ ブタ血清誘発肝線維化 モ デルで はそ の 進展に ラ ッ ト系統差がみ られ ､

また ､ 病変初期 に マ クロ フ ァ
ー

ジおよ びリン パ球 の 浸潤が 一

定期 間持続 した後に肝線推化

を生ずる こ とが明らか とな っ た o また､ 本モデルで は ､ t y p e III c olla g e n が主体 とな っ た

線維中隔が形成 さ れ T I M P -1 お よび T f M P - 2 の発現増加が病態 の発現 に関与して い る こ

とが示唆された｡ 壊死後性肝線維化 モデル と比較 して , Ⅵ M P の発現が微小 で ､ M M P の発

現がみ られない こ とは､ 肝細胞壊死が は とん どみ られない本モデル の特徴 と考 えられた ｡

2 . 病変形成初期における遺伝子発現に関する網羅的解析

2 お よび 4 週投与群の 肝臓に つ い て ,
A ffy m et ri x 社 G e n e CI止p M i c r o a r r a y を用い , 柄

羅的遺伝子発現解析 を行 っ た o ま た ､ そ の 実験結果 に基づ き ､ 疋ト- P C R まは び免疫組織化

学的検索を実施 した ｡ そ の結果 ,
B N ラ ッ トの 2 週投与群で は , M H C cla s s II 関連遺伝子 ､

炎症関連遺伝子 ､ ス トレス / 細胞傷害 関連遺伝子 ､ 分泌産物お よび増殖反応 タン/てク 関連



遺伝子の 発現の 増加が認め られた .

一

方､ W i st a r ラ ッ トでは ､ 4 週投与群で M H C cl a s s II

関連遺伝子および炎症 関連遺伝子の 発現が増加 したo M H C cla s s II 分子 に関する 和トP C R

を用い た検索で は ､
G e n e C hip M i c r o a r r a y 解析結果 とほ ぼ同様の結果が得 られた ｡ さ ら

に､ 免疫組織化学的検索では ､ B N ラ ッ トで 1 週ある い は 2 週投与群より P S ､ 0 Ⅹ - 6 ､ C D 4

お よ び c D 8 陽性細胞が増加 し ､

一

方 ､ W i st a r ラ ッ トでは 4 週投与群で有意な増加が認め

られた
｡

以上の 結果か ら ､ ブタ血清誘発肝線維化モ デルで は肝炎発症時に 一 致して M H C cla s s II

分子 の発現およ び p s ､ o X -

6 ､ C D 4 および C D 8 陽性細胞の 出現がみ られ､ 本モデル の病

態発現 に M H C cla s s II を介した抗原提示機構が深く関与 して い る ことが強く示唆された ｡

3 . ブタ血清特異的免疫グロ ブリ ンの 動態 と肝臓､ 胸腺､ 肺臓および腎臓の 病理組織学的変

1
'

L
･

.

E u S A 法を用 い ､ 血中の ブタ血清特異的免疫グロ ブリンの 動態に つ い て検討する と とも

に ､ 肝臓 ､ 胸腺 ､ 牌臓お よ び腎臓に つ い て病理組織学杓お よ び免疫組織化学的検索を実施

したo そ の結果 ､ E LIS A 法では ､ 血中の ブタ血清特異的 Ig G l ､ I g G 2 a および 短 M の増加

が両系統で認 められたo 肝炎お よび肝線維化が遅延す る W ist a r ラ ッ トでは､ B N ラ ッ トと

比 べ ､ 発現値が低値 を示 し､ また､ 発現時期が遅延す る傾 向を示 した｡ 両系統で 牌臓で は

1 週あるい は 2 週投与群よ り ､ 臓器相対重量の 有意な増加がみられ ､ 白牌髄 の腫大が認め

られた ｡ B N ラ ッ トの 8 週投与群で 自陣髄歴中心 の拡大が観察された｡ また ､ 免疫組織化

学的検索で は ､ 肝臓で肝炎発症時に
一

致 して I g G l お よび 垣 G 2 a 陽性細胞が有意に増加 し ､

線練中隔に Ig G l まほ び L g G 2 a の 沈着が認められた.
8 週投与群の 降臨で は白肺髄の 肱中

心に P S ､ 垣 G l およ び I g G 2 a 陽性細胞がみられ ､ また ､ 腎臓でも糸球体メサ ンギウム顧域

に P S およびIg G l の 沈着が認め られたo

以上 の 結果か ら ､ ブタ血清誘発肝線推化 モデルで は､ 肝炎発症時か らブタ血清特異的免

疫グロ ブリ ンの産生増加がみられ ､ 高免疫グロ ブリン血症を生ずる こ とが明らかとなっ た｡

免疫 グロ ブリン産生細胞は肝臓およ び肺臓で観察され､ これらの 細胞か らの免疫グロ ブリ

ン産生が病態 の進展 に関与して い る もの と推察された｡ 肝臓の 線維中隔および腎糸球体メ

サ ンギウム 蘭域で の 免疫 グロ ブリ ンの 沈着は ､ 高免疫 グロ ブリン血症 に起因す るもの と思

われ , 特 に腎糸球体 の所 見は本モデル の長期投与群 で報告されて い る ような免疫グロ ブリ

ン沈着によ る糸球体腎炎 の初期病態 に相当する もの と考えられた｡

4 . 胸腺 ･ 陣臓摘出による肝線維化抑制効果

本モ デル の 病態発現 に免疫機構が密接に関与 して い る こ とが推察された た め ､ 5 週齢雄



の B N ラ ッ トお よび w i st a r ラ ッ トに胸腺ある い は牌臓摘出術 を実施 し ､ 主に肝臓 につ い

て病理組織学的検索､ 免疫組織化学的検索､ フ ロ
- サイ トメ トリ ー

解析および R T I P C R を

用 い た検索 を実施 した｡ その 結果 ､ 系統に拘 らず､ 胸腺 あるい は肺臓 の 摘出に よ っ て肝炎

お よび肝線練化病変が著 しく抑制され た｡ 牌臓摘出 に比 べ , 胸腺摘出で は抑制効果は弱か

っ た ｡ フ ロ ー サイ トメ トリ ー

解析で は ､ 胸腺 ､ 牌臓お よび末梢血 か ら肝臓 へ の細胞動員は ､

C D 4 5 R A お よび R T l . B 陽性細胞 を除き ､ ほ とん どみ られなか っ た. サイ トカイ ンに関す

る 打Ⅰし P C R を用い た検索で は ､ 肝臓で のみ T G ト b et al , N F - k a p p a B および p D G F の発

現の 増加がみられ ､ 牌臓で は発現は減少 しており､ 胸腺では変化 はみられなか っ た
｡

一 方 ､

ケモ カイ ンに関する F U I P C R を用い た検索で は肝臓 , 胸腺および肺臓で M I P 11 al p h a およ

び E ot a x i n の 発現の 増加ならびに胸腺および肺臓で IP 1 1 0 の発現の 増加が認められた o

以上 の結果から ､ ブタ血清誘発肝線緑化モ デルで は ､ 病態発現 に胸腺お よび牌騰が密接

に関与して いる こ とが明らかとな っ た｡ 胸腺および牌臓が本モデル に果たす役割 として は ,

細胞動員とい うよ りはむ しろ炎症細胞誘導因子 で ある ケモ カイ ンの 産生組織 と して 働い て

い る こ とが示唆さ れた ｡ すなわ ち肝臓 でみ られる炎症 は胸腺および牌臓か らの ケモ カイ ン

産生によ り支持されて い る可能性が示唆された ｡

上述 したように ､ 本研究 はこ れまで 不明な点 の 多か っ たラ ッ トで の ブタ血清誘発肝線維

化 モ デル の 病態発現機構の 大筋を分子 生物学 的レ ベ ル で明らかに したもの で , 肝線練化お

よび肝硬変 の 治験 モ デル と して 本モデル を用 い る上 で極めて有用な基礎資料 とな るもの と

考えられる ｡




