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緒 言

肝 再 生 を統 御 す る機 構 につ い て は ホル モ ン,

増 殖 因子 の 関与 が知 ちれ てい るが,な お そ の詳

細 につ い て は不 明 な 点が 多い.

正 常 マウスに肝部 分 切 除 を行 うとlymphokine

activated killer cell (LAK細 胞)の 細 胞 障害 活

性 の 増 強が み られ1),更 に このLAK細 胞 を肝 部

分 切 除 したマ ウス に移 入 す る と肝 再 生 の抑 制 が

認 め られ る2).こ の こ とは 活性 化 され た免 疫系 が

制 御 して い る可 能性 を示 す もの で あ る.そ こ で

LAK細 胞 の 誘 導 に用 い られ る1L-2の 産 生 を阻

害 す るCyclosporin (CsA)の 肝 再 生 に 及 ぼす 影

響 を検 討 した.

材 料 と 方 法

実験 動 物:C3H/Heマ ウ ス雄 性6週 齢(静 岡

実 験動 物)を 用 い た.各 群n=10

肝切 除操 作:エ ー テル 麻 酔下 で開 腹後,Hig

gins & Anderson3)の 方法 に従 い,約70%肝 部 分

切 除(Hep)を 行 った.

肝細 胞分 裂 の指 標:多 田4)の方法 に準 じて検 討

した.即 ちthymidineのanalogueで あ る

Bromodeoxyuridine (BrdU) 40mg/kgを マ ウ ス

に 陰茎 静 脈 に よ り静 注 し,1時 間後 に再 生 肝 を

摘 出 し,70%エ タ ノー ル に24時 間固 定 した.つ

い でパ ラ フ ィン 包埋 切 片 を作 成 し,脱 パ ラ後 モ

ノ クロー ナ ル抗BrdU抗 体 を用 い た免疫 組 織 化

学 的 方 法 に て 染 色 し,そ の 標 識 率Labeling

 Index (L. I.)を 比 較 検 討 した.免 疫 組織 化 学 的

方 法 と して は,抗BrdU抗 体(Becton Dickinson

社 製)を 一 次 抗 体 と し,Avidin-Biotin-

Peroxydase complex法 を用 いた.L. I.は 光 学

顕 微鏡 下 に2,000個 以上 の細 胞 に対す る標 識 細 胞

の割 合 で表 わ した.(表1)CsAの 調整 と投 与 法:

CsA(サ ン ド製 薬)はPBSに て稀 釈 し,0.1mg/

kg～40mg/kgに 調 整 し,マ ウ スの腹 腔 内へ 投 与 し

た.対 照群 に はPBSの み を腹 腔 内へ 投 与 した.

CsAの 投 与 法 はHep 24時 間前 一 回投 与 群 とHep

 24時 間 前 ・Hep直 後 ・Hep 24時 間後 の3日 間 連

続 投 与 した群 で あ る.

表1　 BrdUを 用い た肝細胞分裂 の標識指数測定手

順

肝再生率の算定:肝 重量からの肝再生率の算定

は,Fishback5)ら の方法に従い,術前推定全肝重

量で残存肝重量を除した値を用いた.推 定全肝

重量は,マ ウス5匹 を犠牲死させ,肝 部分切除

時の切除肝重量が68.5%で あることにより,逆

算 して求めた.
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推定全肝重量=切 除肝重量÷0.685

肝再生率=
残存 肝重 量/

推定全肝重量
×100

結 果

PBSの み を投 与 した対 照 群 の再 生 肝 のL. I.

を検 討 した.L. I.はHep 24時 間 後 よ り増 加 し

は じめ,36時 間後 に 最 大 とな り以 後漸 減 した.

(図1)従 って以 下 に 述べ る肝 再 生 に お よぼ す

CsAの 影響 はHep後36時 間 のL. I.を 検 討 す る

こ とに した.

CsAをHep 24時 間 前 に1回 投 与 し,そ の 投

与 量 を0.01mg/kgよ り20mg/kgま で段 階 的 に変 え

てHep 36時 間 後 の再 生 肝 のL. I.に 与 え る影 響

を検 討 した.L. I.はCsAの5mg/kgの 投 与量 で

最 大 とな り,そ の値 は46.3±8.4で 対 照群 に対 し

有 意 の増 加(P<0.05)を 示 した。CsA 20mg/kg

投 与 した場 合L. I.は9±7.5と 著 しい低 値 を示

した.(図2)

つ ぎにCsA 5mg/kg, 10mg/kgを それ ぞれHep

 24時 間前,Hep直 後,Hep 24時 間後 の3日 間連

続 投与 した場合,Hep 36時 間後 の再 生 肝 のL. I.

を比 較検 討 した.5mg/kgの3日 間 連 続 投与 群 の

L. I.は48.3±12.5 (P<0.05), 10mg/kg 3日 間

連 続 投 与群 のL. I.は68.6±6.7 (P<0.01)で

それ ぞれ有 意 の増 加 を示 した.(図3)図4Aは

PBSの み投 与 した 対照 群 のHep 36時 間 後 の顕

微 鏡 写 真 で あ る。 核 が 濃 染 され て い る もの が陽

性 細 胞 で あ り,そ のL. I.は34.6で あ った.図

4BはCsA 10mg/kgをHep 24時 間 前,Hep直

後,Hep 24時 間後 の3日 間連 続 投 与 したHep 36

時 間 後 の 顕微 鏡 写 真 であ り,L. I.は64.8で 顕 著

な増 加 を認 め た.

再 生 肝 重 量 を推 定 全 肝 重 量 で除 して 算定 した

肝 再 生 率 に 及 ぼすCsAの 影 響 をPBSの み投 与

した対 照 群 とCsA 10mg/kg Hep前 後3日 間連 続

投 与 群 と比 較検 討 した.対 照群 で は,Hep 24時

間後 よ り増加 しは じめ,Hep 14日 後 にほ ぼ100%

に達 した.CsA 10mg 3日 間 連続 投 与 群 で は,Hep

 48時 間 後(P<0.05), Hep 60時 間後(P<0.05)

で対 照 群 に 比 し有 意 の増 加 を認め た.(図5)

考 察

細 胞 分 裂 の 一 指標 と してLabeling Index (L.

図1　 70%部 分肝切除後 の肝再 生L. I.の 動 態

3　 CsAの 各 種 投 与 量(0.01mg/kg～20mg/kg)に

よ る肝 再 生L. I.に 及 ぼ す 影 響.各 群n=10

 *: P<0.05
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図3　 CsA連 続投 与 に よ る肝 再 生L. I.に 及 ぼ す 効

果.Hep前24時 間CsA 5mg/kg 1回 投 与 群.

Hep前 後CsA 5mg/kg 3日 連 続 投 与 群.Hep

前 後CsA 10mg/kg 3日 連 続 投 与 群 のHep36

時 間 後 のL. I.を 検 討 した.各 群n=10 *:

 P<0.05 **: P<0.01

図4　 抗BrdU抗 体 に よ る再 生 肝 の 染 色(200×)

 AはPBSの み 投 与 した 対 照 群.

Hep 36時 間後 のL. I.は34.6

 BはCsA 10mg/kg Hep前 後3日 連 続 投 与 群.

L. I.は64.8

図5　 肝再生率に及ぼすCsAの 効果.

肝再生率 をPBSの み投 与群 とHep前 後CsA

 10mg/kg3日 連続投与群 で検 討 した.各 群n=

10 *P<0.05

I.)　の有 意 性 が認 め られ て い る.従 来行 われ て い

る 〔3H〕thymidine法 は,ア イ ソ トー プ を使 用

す る ため,限 られ た 施設 で しか 実施 で きず,し

か もauto radiography法 を用 い るため,結 果

を得 る まで に長 時 間 を要 した.一 方,Gratzner6)

に よ り開発 され たthymidineのanalogueで あ

るbromodeoxy uridineに 対 す るモ ノ ク ロー ナ

ル 抗体 は,免 疫 組織 化 学 的 方 法 を用 い る こ とに

よ り,短 時 間 で しか もア イ ソ トー プ を用 い るこ

と な く,L. I.を 得 る こ とが で き る.従 来 の 方法

に よるL. I.やmitotic indexと もよ く相 関 して

お り,有 用 な方 法 とい え る.

部 分 肝 切 除 に よっ て免 疫 系 に様 々 な影響 がみ

られ るが7),8),それ らの 実 験 結果 の 中に は 肝切 除

に よ っ て生 じた免 疫 系 の 変化 が フ ィー ドバ ッ ク

さ れ て,肝 再 生 を抑 制 す るよ うに働 くこ とを示

唆 す る もの が み られ る.即 ち肝 部分 切 除後 には

脾 細 胞 な どのNK活 性 の上 昇 が み られ るが,そ

の脾細胞をIL-2と ともに培養 してLAK細 胞

を誘導すると,そ の活性は再生肝細胞に対 し細

胞障害活1生を示す1).肝部分切除後の再生肝より

分離 した非実質性細胞はIL-2と の培養を行わ

なくともそのままで再生肝細胞に対し障害活性

を示すことなどである9).肝部分切除後にはIL
-2の 産生の充進がみられるので10)

,こ の肝非実

質性細胞の活性化にはIL-2が 関与していると

考えられる.LAK細 胞を肝部分切除後のマウス

に大量に移入すると再生肝の細胞分裂過程の抑

制がみられる2).このことか らリンパ球の再生肝

細胞への作用は単にin vitroで の現象ではなく
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実 際 にin vivoで も発 揮 し うる もの と思 われ る.

そこでIL-2の 産 生 を強力 に阻 害す るCyclospor

in A11),12)を投 与 す るこ とに よ り,脾 細 胞 ・肝 非

実 質 細 胞 の 活性 化 の抑 制 を もた ら し,こ れ らの

細 胞 の肝 再 生 抑制 作 用 を阻 害 す る こ とは,肝 再

生 の促 進 とな る と考 え本 実 験 を行 っ た.結 果 は

一 応期 待 ど う りの もの で あ った が
,果 してCsA

の 肝再 生 促 進 作 用 は この よ うな免 疫 系 を介 した

もの で あ るの か ど うか 問 題 は残 って い る.ま ず

第 一 に今 回 の実 験 で はCsA投 与 による肝 非実 質

細 胞 の細 胞 障 害 活性 を検 討 して い な い.た だ し

CsAが 末梢 血 のNK活 性 に対 し抑 制 的 に働 く

こ とは指 摘 され て い る13).第 二 にCsAの リセ プ

ター で あ るサ イ クロ フ ィ リンは リンパ球 以外 の

ほ とん どす べ て の組 織 に 均 等 に分 布 して お り,

CsAはTリ ンパ 球 だけ で な く,他 の 組 織 の細 胞

に も働 く可 能性 が あ る14).近 年,CsAが 上 皮 系

細 胞増 殖 に対 し直接 的 抑 制 作用 を有 す るこ とが

皮 膚領 域 の 基礎 的 ・臨 床 的研 究 か ら報告 され て

い る.例 えば,epidermal kematinocytes (EKCs)

の過 剰 増 殖状 態 であ る乾癬 はCsAを 用 いて改 善

が み られ る15).乾癬 に リンパ球 の浸 潤 もみ られ る

の で,リ ンパ球 系 へ の 作 用 の結 果 と も考 え られ

るが,in vitroで 培養 され たEKCsに 対 し,CsA

は増 殖 抑制 効 果 をもつ ことが示 されてお り16),CsA

の上 皮 系細 胞に 対 す る直接 効 果 を裏 付 けて いる.

本 実 験 でみ られ たCsAの 肝 細 胞 増 殖刺 激 効 果

は,CsAの 肝細 胞 に 対 す る直接 的効 果 で あ る可

能 性 もあ り,再 生 肝 組 織 の サ イ ク ロフ ィ リン濃

度 の検 討 が 必要 であ ろ う.一 般 的 に はCsAは 肝

に 対 し障害 性 を有 す るこ とが知 られ て お り,胆

汁 の 流 出 を阻害 し,血 清 中 の胆 汁 酸 を上 昇 させ

る17).CsAは 肝再 生 を阻 害せ ず,オ ル ニ チ ンデ

カル ボ キ シ ラー ゼ,サ イ ミジン キナ ー ゼ 活性 な

どに影 響 しな い.in vitroで も培 養 再 生 肝 細胞

の 〔3H〕 thymidine uptakeに 対 し本 実 験 で用

い られ た濃 度 のCsAは 影響 しな い の で2),現 状

で は再 生肝 に対 す るCsAの 増殖 促 進 作 用 は リン

パ球 系 の増 殖 抑 制作 用 を ブ ロ ッ ク した結果 で あ

ろ う と考 えて い る.

結 論

IL-2産 生 を阻 害す るCyclosporinA (CsA)を

部 分 肝 切 除 前,部 分 肝 切 除 前 後 のマ ウ スに投 与

し て,BrdUを 用 い た 肝 実 質 細 胞 のLabeling

 Index (L. I.)及 び肝 再 生率 を指 標 に 肝再 生 を

検 討 した。

1)　部分 肝 切 除 後36時 間 にお け る肝細 胞 の 増殖

はCsA投 与 に よっ て,5mg/kgで 最 強 の増 殖促

進効 果 を認 め た.

2)　肝 切 除 前後 にお いてCsA 10mg/kgを3日 間

連 続 投 与 を行 う と,更 に 強 い増 殖促 進効 果 を

認 め た。

3)　肝 切 除 前後 にお いてCsA 10mg/kgを3日 間

連 続 投 与 を行 う と,肝 切 除後48時 間,60時 間

で肝 再 生率 の有 意 の増加 が み られ た.

以上 の結 果 よ りCyclosporinAは 肝 切 除後 の肝 再

生 に対 し促 進効 果 を有 す る もの と考 え られ た.

稿 を終え るにあた り,御 指導御校 閲 を賜 りました

折 田薫 三教授 に深甚 なる感 謝 を捧げ ます とともに,

直接御 指導下 さいま した田中紀章先生 に心か ら感謝

いた します.

本論文 の要 旨は第88回 日本外科学会,第24回 日本

肝 臓学会 にお いて発表 した.
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The effect of cyclosporin A on liver regeneration

Hiroshi YAMAMOTO

First Department of Surgery, 

Okayama University Medical School,

Okayama 700, Japan

(Director: Prof. K. Orita)

When lymphokine activated killer cells (LAK cell) induced by IL-2 are infused into the same 

strain C3H mice following 70% partial hepatectomy, they display an action to suppress liver 

regeneration. Therefore, when Cyclosporin A (CsA) which inhibits IL-2 production was 

administered to mice following partial hepatectomy, we studied as our indicator the labeling 

index of hepatic parenchyma cells using Brdu. Our findings showed that proliferation of liver 

cells at 36 hours following partial hepatectomy was promoted by CsA, and the strongest 

promotion occuring at a dose of 5mg/kg. Before and after hepatectomy when CsA was 

administered at 10mg/kg for 3 days, a further strong proliferation increasing effect was 

observed, and under these conditions at 48 and 60 hours after hepatectomy a significant 

increase in liver weight was observed. Given the above results, CsA is thought to have a 

promoting effect in liver regeneration following hepatectomy.


