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(はじめに)

今回の研究においては、劇症肝炎忠、者血液中に肝再生を抑制する

因子が出現するかどうかを、初代培養肝細胞を用いて検討した。ま

ず、研究の背景となる劇症肝炎患者血液中の肝再生促進因子および

抑制因子に関する現時点での知見と、 これまで著者らがすすめてき

た抑制因子の分析結果について述べてみたい。

劇症肝炎(fu1minanthepatic fai1ure; FHF)は、急激におこる肝
広範性援死に基づいて急速に肝不全症状が現れる肝炎である U 。わ

が国では第12回犬山シンポジウム (1981年)においてその定義がなさ
れており 幻、年間の発症は推計2，000-4，000例、生存率は20%前後の大
変予後の悪い疾患である。

肝臓は旺盛な再生力を有する臓器である 3)4)。臨床の場において

肝臓は、ウイルス性肝炎や薬剤性肝障害等によ る肝細胞壊死、 ある

いは肝切除術に際し、速やかな機能の改善と画像検査上の容積の回

復を示す。ラットにおいては笑に90%の部分肝切除の後でも 良好な肝
再生を認めたという 報告もある日。一方、 80%以上の機能的肝細胞容
積(hepaticfunctional cell mass)脱落が起こっている 1)FHF患者に
おいては、肝再生はきわめて不良である。 その背景には、 FHF患者で
は常に肝再生を上回る量の肝細胞接死が進展しているか、ある いは

肝再生そのものを阻害する病態が生じているのか、いずれかが介在

すると考えられる。

月干再生現象は何らかの液性因子によっ て駆動さ れる らしいことが、

30年以上前から肝移植や体液交流笑験から示唆されていた。 近年

Gohda et a1により、 FHF患者血中から肝細胞増殖因子(humanhepa-
tocyte growth factor; hHGF)が精製された6)0 hHGFは、それ以前に
Nakamura et a1によりラ ット血小板から精製されたHGF1)と併造的に
同ーであり 、invitroでの強力な肝細胞DNA合成促進作用 を有し
ている。最近の報告では、 invivoにおいてもHGFは肝再生促進作用
を認めたと いう 8)。しかしながら、 FHF患者では肝性昏睡度が高くな
る程、血中HGFは高値であり、死亡群においても、むしろ生存群をは
るかに上回る量のHGFが血中に存在していた9)。 これらの症例では血

中に肝再生促進因子が十分に存在するにもかかわらず肝機能の回復

が遅延ないし欠如しており、新たなる病態解明が待たれている。

液性の肝再生抑制l物質がFHFで出現する可能性は、以前から考えら
れてきた10)0 1970年代から1980年代前半にかけて、 Haas、Hughes、
GoveらによりFHF患者血清によるウサギ肝細胞接着阻害11ヘ新生児
ラット培養肝細胞DNA合成抑制 12)、および部分肝切除ラット残存

肝遊離肝細胞におけるDNA合成抑制13)が報告された。 しかし、そ
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の後これらの抑制作用を有する物質を部分精製したという報告はな

く、詳細については明らかにされていない。

著者は1985年 Hughes、Goveの属する研究室に留学し、 FHF患者血

中に肝再生抑制l物質が存在するかどうか、また抑制物質が存在する
ならば肝再生促進因子とのバランスはどのようになっているか、と

のテーマで研究を開始した。研究は、肝再生の旺盛な状態およびJj干

再生が静止状態の動物にFHF忠者血清を注射することから着手し、

FHF患者血清が7阿部分肝切除ラット残存肝の DNA合成をinvivoで

抑制することを報告した 14)。同血清注入により正常肝ラットでの

in vivo D N A合成促進作用は認めなかった。 この抑制活性はFHF患

者間では、肝機能の回復が~く予後不良とされる 15)病因患者群(非

A非B型肝炎およびハロセン肝炎)において、予後が比較的良好な病

因患者群(A型およびB型肝炎、パラセタモール肝障害)に比し有意
に高値であった 16)。更に血清を朕ろ過で分画したところ、抑制活性

は10kD以下の分画に認められた 14)。

以上のFHF患者における肝再生促進および抑制物質の研究の流れを

基に、今回の研究を進めていった。 1980年代半ば以降、初代培養肝

細胞を用いた実験方法が擁立し肝再生の研究は飛躍的に進歩した。

今回の研究は、 10V 1 VOの系において分子量10kD以下のFHF患者血清

分画に認められたDNA合成抑制活性を、初代培養肝細胞を用いて

確認することから着手した。

(対象および方法)

実験材料

コラゲナ ゼは和光純菜、 William'smedium E (WE)はフローラボ

ラトリ一社、インスリン(I)およびマウス上皮細胞増殖因子 (epi

dermal growth factor; EGF)はコラボラティプリサーチ干上のものを

用いた。ダルベッコ変法イーグル培地は日水製薬、ウシ)l台児血消

(FCS)はギブコ社製を用いた。[メチル_3HJチミジン (1TBq/ mmo 1 )と

[3H-UJロイシン (5.7TBq/mmol)はアマシャム干土のものを用いた。 NR-
M2乳剤はコニカ社のものを用いた。 PM10朕、セントリコ ン10および

セントリコン3はアミコン社より購入した。 6穴プラスチック渚養皿

はコーニング社のものを用いた。リコンビナント hHGFは宮崎医大坪
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表 l

内博仁先生と三菱化成株式会社のご好意によりいただいた。 NIH3T3

細胞は本学細菌学教室岩本愛吉先生がNIHのDr.S. Aaronsonより譲

り受けたものをいただいた。

対象

( 1)イギリス人患者プール11日清ろ液

King' s College Hospital (London)のLiverFailur巴 Unitに入院

したFHF患者9例(男性2名、女性7:?")より、血清をTrey& Davidsonの
定義U による肝性脳症 3度以上を呈した時点で採取した。探血H寺の

臨床デ タを表 lに示す。患者の平均年齢は36才(15才一63才)だっ
た。 FHFの病因はパラセタモール(acetaminophen)中毒2例、非A非B

m肝炎1例、 B型fll炎l例、ハロセン肝炎2例その他3例であった。健
常者9名(男性5名、女性4名、平均年齢28.6才範囲 23才一34才)より

1f江滑を採取し正常コントロールとした。血清は一70'Cで保存した。

Jfrl1青検体を解凍した後、各々3m!をプ ルし、 FHF患者および正常

者プール血清を作成した。プールJfll1青を窒素ガス圧下でアミコンPM

10H莫で膜ろ過(カットオフ10kD)した。約80容量Zがろ過された。得ら
れたろ液をミリポアフィルター (0.2μm)で滅菌した後9分割し、凍結

乾燥の後一20'Cにて保存した。 一木の凍結乾燥検体は元のプール血清
3m!に相当するが、実験に際しては1m!のガラスイオン蒸留水に再溶

解して使用した。

jfJli帯保収時のイギリス人埠'1fJi' AI炎 .'J.'.者の臨床背景
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(2)個々の日本人忠者l組疑ろ液

1981年から1990年の問に東大病院および昭和大学藤ケ丘病院に入

院した、犬山シンポジウムのFHF診断基準2)を満たす患者9例につい

て初回Jfll策交換療法 17)時の血祭を採取した。発症から血紫交換療法

開始までは平均23日 (3日-39日)であり、この時点までに全例が
Trey & Davidsonの定義 1)による jj干性脳症 2度以上を呈していた。忠
者の平均年齢lはま4必5オ才勾(ω30才一5日6才)であつた。 FHFの病因はウイルスjj干

炎8例(非A非BmlまたはC型6例、 B型2例)、急性妊娠脂肪肝1例で

あった。検休探取1時の臨床データおよ び剖検例での肝重量を表 2に

示す。採取した JfjJ.~走はただちに凍結し、ー20'C で保存した。

血疑検休は、解凍後それぞれ2ml、セントリコン10カートリッジに

入れ、 4'C、5，OOOgで24時間膜ろ過(カットオフ10回)した。セントリ

コン10とPM10の分画分子量は同じである。前者は小容量の検休の朕

ろ過にj有いられる。日本赤十字社製新鮮凍結血祭11ロットをセント

リコン10で同様に膜ろ過し、正常コントロールl血柴ろ液群とした。

平均ろ液容量は原Ull淡の81%(79%-84%)であった。ろ液はミリポアフ

ィルター (0.2μm)を通した後、 -80'Cで保存した。

表 2 Illl ~責採取 11与の円木人刷出)/1炎印、有の PlbJ;f.; 'iT Jll 
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セントリコン3によるJfn疑ろ液の分画

症例 2および 3(表 2)のJ[l1紫ろ液それぞれ1.8mlをセントリコン3

カートリッジに入れ、 4'C、5，OOOgで24時間膜ろ過(カットオフ3凶)

した。股保持分画はカートリッジを反転倒置し遠心して回収した。

保持分閥、ろ過分画それぞれの肝細胞DNA合成への作用は、セン

トリコン10ろ液検体同様以下に述べる方法で測定した。
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成熟ラット肝細胞の初代培養

成熟雄性ウイスター系ラット(体重180-200g)からSeg1enの方法
18)により O.05%コラ ゲナーゼを用いて肝実質細胞を分離した。生存
率はトリ パンブルー排除で算定し、 90%以上の生存率の細胞集団を笑
験に使用した。Jl干細胞は100U/m1ペニシ リン、 100μg/m1ストレプト
マイシン (SM+PC)、5%FCSを含むWEに浮遊させ、 直後35mmコーニング
杜6穴培養皿に2x104/0.2m1/cm2の密度で播き、 5%C02-95%空気の飽和
水蒸気下37'Cで単層培養した。

培養手順

荷主主開始3時間後、 SM+PC、5%FCSの他に10-1mo1インスリン、 10ng
Im1EGF (1 +E)を含んだWE培地に培地交換し、培養皿に付着していな
い細胞を取り除いた。実験の一部は5%FCSを含まない培地で、 一部は
1+Eの代わりにリコンビナントhHGFを加えた培地で培地交換した。
臨床検体は、培長3U寺問目培地交換直後に添加した。 3分のlに濃縮

再溶解されたプール血117ろ液の成熟ラット肝細胞DNA合成への作
用は、 2.7%NaC1溶液を等容量添加し測定したベ スラインDNA令
成と比較した。 一方血祭ろ液は、 生理食塩水を等容量添加し測定し

たベースライ ンDNA合成 と比較した。実験が2日以上に及ぶ場合、
培地は24時間毎に交換した。肝細胞核数はNakamuraet a1の方法19) 
により算定した。

成熟ラット肝細胞のDNA合成活性の測定
DNA合成活性のiJI.lJ定はMcGowanet a1の方法20)によって行った。
培養24ないし48時間目 に37凶q/m1 (100kBqlμmo1 )の [3HJチミジンを
培地に加えて37'Cで2時間パルスラベリングを行い、 DNAへの取り
込みを測定した。ラベリング後、細胞屑を氷冷生理食塩水で2回洗浄
後10%トリクロル酢酸(TCA)および95%エタノールで洗海し室温下で乾
燥させた。乾燥後細胞をNaOHに溶解し、 その一部をとり、蛋白質の
定量と液体シンチレーションカウンターによる加熱TCA可溶分画の放
射活性の測定を行った。蛋白質の定量は牛血清アルブミンを標準と

して用い、 Lowryet a1の方法21)で行った。DNA合成活性はdpml
μg蛋白質/時で表した。

オートラジオグラフイー

オー トラジオグラフィーは以下のように行った。21時間 [3HJチミ
ジン (37kBq/m1、100kBqlμmo1)でラベル後、培養皿をPBSで2回洗i'ft
し、 Gendre液で国定した。SakuraNR-M2乳剤でデイッピングを行い
17日間暗室で露出させた。

-6 -



培養液中の LDH活性の測定

血液ろ液検体の細胞障害性の有無を検討する為、培養3時間自にプ
ール血清ろ液50μ 1/培養皿または血祭ろ液450μ 1/培養皿を加えI+E、
5%FCS存在下で更に23時間培養した。得られた培養上清を軽く遠心し
て浮遊細胞を取り除いた後、上j背中の LDH活性をWorb1ewskiet 
a1の方法22)により測定した。

成熟ラット肝細胞の蛋白合成活性の測定

蛋白合成活性は [3H]ロイシンの細胞内蛋白への取り込みにより求

めた。培養手)1慣に従っ て5%FCS、I+E添加WEで23時間培養した後、培
地をFCSを含まないI+E添加WEに交換し、 37kBqlμ1[3 H]ロイ シンを

添加後更に3時間培養した。培養26時間目細胞層を氷冷生理食塩水で

2回洗浄した後、 1NNaC11.5m1で溶解した。肝細胞内蛋白中の [3H] 
ロイシン活性はNakamuraet a1の方法23)により測定し、 dpmlμg蛋
白質/時で表した。

線維芽細胞のDNA合成の測定

線維芽細胞の DNA合成活性は肝細胞と同様の手)1慎で測定した。

NIH3T3細胞を10%FCS、SM+PC添加ダルベツコ変法イーグル培地で継
代培養した。実験に際しては、細胞を1x104個Icm2で24時間新鮮な培
地で培養した後、更に血清非存在下で24!時間培養した。再び10%FCS
添加培地に交換した後血祭ろ液を6-23容量Zで培地中に添加した。

統計

笑験成績は平均土S.D.で表した。有意差検定はStudent'stテスト
を用い、危険率5%以下を有意差とした。
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(成績)

成熟ラット初代培養JI1キ111胞のDNA合成は、 I+E刺激により培養開
始24時間自には、 I+E非刺激の場合に比し有意(p<O.OOl)に上昇し、
4811寺間目に最大となった(図 lA、 1 B) 0 5%FCSの添加により DNA
合成活性は、凶11背非添加に比べH寺[:日経過不変で有意 (pく0.01)に増加
した(図 1A)o J1HIlIJ泡数は3日目のH寺点でよく維持されていた(図 l

B)。以上の検討より、臨床検休のJJ干制l泡DNA合成活性への作用は、
1 +Eおよび5%FCSを加えた以地で、培養開始24時間目、あるいは4811す
間目、あるいはその双方の|時点で測定した。この培養条件で40μ 1/
附 11までの2.7%トlaCI溶液の氾'養液への添加、あるいは600μ 1/wellま
での生理食塩水の添加は、 DNA合成活性に有意の変動を与えなか
った(データは省略した)。

成熟ラット宇11il J活発JJr-剖11胞の
DNA合成il!"i自のlI'f間経過

li!l 1 A 細胞数、ラベリングインデヂス
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培養311年間目、借地を ]+E.5%FCS力11WEに交換した。

0;細胞数 ・ ;labelingindex 1. m土S.D. n=3 

}書養 3 時間目、以下の}持地に交 I~ した。・.1+E.5XFCS，WE O:I+E，WE 6.5%FCS，WE 
また、 10mmol/Lhydroxyureaを添)111し(x)、

backgroundを測定した。 m:tS. D. n=3 。。



FHFプ ルJI日清ろ液40μ 1/well添加で、 DNA合成活性はベ スラ
インと比較しはほ完全に抑制lされ、 10mmollLハイドロキシウレア添
加により求めた非特異的な[3HJチミジン取りこみのレベルまで低下

した(表 3)。この抑制はm量依存↑生で、 FHFプ ル血、消ろ液2.7μ 1/
wellで明かな活性が検出され、 35μ 1/同11で最大となった(デ タは
省略した)。一方、正常者プールJf日清ろ液40μ 1/wellを投与しでも D
NA合成活性はベースラインと差がなかった(表 3)。以上の成績は
オ トラジオグラフィ によっても般かめられた。 35μ 1/wellFHF血
清ろ液添加で、培養開始2711寺IlG日から481時間自にかけての [3HJチミ
ジンのラベリングインデクスは1%以下であった。ベースラインおよ
び正常者プールI血清ろ液のラベリングインデクスはそれぞれ45.5%土
1. 9%と48.9%:!: 3.3% (n=3)であった。

表 3 イギリス人別 I，rfll炎.¥1'.者ブ ー 1レ1111ii~ ろ液 IMr ぐ 10kDI

のラ y トfll細胞 D N ̂ 令成 )111伽Jil'i tI 

I>N八冥y・lth('則見 (dpmh'gprolci"n，r) 
11山;:;;;::;r FMF Nnrmn1 13悶 cllnc 10 mmol川 y山町u，'cn

2~ln2G 1月 土 08(11 ~ ;;)~." GQ.Oょ}(i，fj (11 '" 5) 64.6 -= 16.6 (n = 5) -1.9 =. 0.9 (11 '" -1)" 
;R Iη.')0 10.2 :!: 22 (11 0: 5)' ri.17..) = 220. [ (n '"" 5) 609.7土 105.1(n :::: 5) 13.1土 7.8("=0)'

向J)nl:lcxprc-"srd :'1巧 mC:1!1-= S日
んp-::: 0.01 v，o;. h[l1':c1inc (Sludf'ul'5 ( lcstl 

'p < 0.001 V!':i. b;:t1'ciinc 

同様のアツセイ方法で日本人FHF患者J(o.紫ろ液(表 2の症例 2)添加に
より、 DNA合成活性は用量依存性に抑NJIJされた(図 2)。この用量
依存性の抑制はオートラジオグラフイーによっても確かめられた。

同FHF患者.uJl祭ろ液300および600μ lIwellの添加によりペースライン
(47%)はそれぞれ15%および1%以下に低下した。新鮮凍結lUl紫ろ液に
はDNA合成抑制活性はみられなかった(図 2)。
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次に18容量Zの検体添加最にて、個々の日本人忠者血祭ろ液のDN
A合成抑制活性を測定した。図 3に示すように、培養開始24時間目
のDNA合成活性は、 FHFJ血柴ろ液群では 27.0土12，5(n=9) dpml 
μg蛋白質/時であり、正常コントロール血柴ろ液約二の53，9土7，6(n 
=11) dpmlμg蛋白質/時に比し有意(p<O.001)に低他であった。 F問HF広
者群問では、初回I血疑交換療法の|時点で脳症3度および4度の患者検

体は 22.6土12.5(n=5) dpmlμg蛋白質/時であり、脳症2皮の忠者検
イ本の32.4土11.4(n=4) dpmlμg蛋白質/時に比し低値の傾向を示した
が、有意差には至らなかった。生存群、死亡群聞の比較では、検休

のDNA合成抑制活性には差はなかった。同様に、プロトロンピン
時間と DNA合成抑制活性は相関しなかった (r=-O.271)。
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FHFプール血消ろ液あるいはFHF血祭ろ液添加によ り培養肝細胞数

に有意の変化は生じ なかった(データは省略した)0FHFおよび正常者

プールlfl1清ろ液添加]培養液中のLDH活性はそれぞれ31.7土5.5 (n 
=7)、33，8土3，4(n=6) Uであり、ベースライン培養液の35Uに比し上
昇はみられなかった。同様にf'HFlflJ.!!託ろ液および正'ltコントロールI(U
策ろ液添加の培養液でも LDH活性の上昇はみられなかった(データ
は省略した)。以上の成紋に加え、 DNA合成抑制は可逆的であった。

図4に示すように、精義開始48時間目までFHFプ ルj1:日清ろ液あるい

はFHFlf[l疑ろ液によりほぼ前十止状態のレベルに抑制lされていた DNA
合成活性は、この|時点で検体を除いた培地に交換すると、培養開始

72時間自に急峻な上昇を示した。

ー 11-



培養液中のFCSが抑制l活性発現に必須かどうか検討する為、 FCSを
除いたI+E添加WE培地で問機の手順で培養した。表 2の症例3の血紫

ろ液450μ 1/we11添加により DNA合成活性はベースラインの14.3%

土2.6% (n=3)に有意 (p<0.001)にJi{JililJされた。 FCSは補因子ではない

ことが示唆された。

抑制活性は、熱処理によりわすV、に低下するものの、大半が保持

された。 70"C30分加熱したFHrプール血清ろ液40μ 1/we11添加の DN

A合成活性は、 2.1土O.5 dpmlμg蛋白質/時 (n=3)であり、非加熱の

0.4土O.1 dpmlμg蚕Ij111時 (n=3)に比し上昇したもののベースライ
ンの11.4土3.0dpmlμg蛋白質11時 (n=3)に比しなお有意 (p<0.01)に

抑制された。

FHrJfrl疑ろ液をセントリコン3により更に分画した。セントリコン
10ろ液の97容量Z以上がろ過されたが、抑制活性は朕の上に残ったわ

ずかの容量中に約40%保持された。ベースライン DNA合成活性を

100%とした時の膜保持分画(上)と朕ろ過分画(下)添加による DNA

合成活性は、以下の如くであった。症例2 上、 43.9%土5.2%、下、

28. 8%:t 5.7% ;症例3 上、 52.6%土3.7%、下、 27.3%土4.3%。セント
リコン3膜ろ過での上下双方の分画に有意(pく0.001、n=3)の抑制活性

がみられた。

FHF血紫ろ液は、 I+Eのみな

らずhHGFにより刺激されたD

NA合成をも抑制した。図 5に
示すようにhHGFのDNA合成促

進作用は 10ng/m1で最大となっ
た。この成績は、他の研究者の

報告とも一致した。 FHF血紫ろ液

(表 2、症例2)450μ 1/阿11添加
によりこのDNA合成活性は、

8.4%に抑制された。
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FHFプール血清ろ液は肝細胞蛋白合成に影響を与えなかった。患者

検体50μ l/wellを添加した群及び非添加群で、蛋白合成活性はそれ

ぞれ 80.5:t 18. 6、81.7土23.4dpmlμg蛋白質/時 (n=4)であった。
20μg/mlシクロヘキシミドを加えて測定した非特異的な [3H]ロイシ

ンのとりこみは8.7土3.1 dpmlμg蛋白質/時 (n=4)であった。同様に、
FHF血策ろ液600μ lIwell添加により[3H]ロイシンとりこみ活性は有
意の変動を示さなかった(データは省略した)。

線維芽細胞(NIH3T3細胞)のDNA合成はFHF血祭ろ液(表 2の症例

2)により抑制されなかった。無瓜11，'i'培養の後FCS再添加とともに450

μl/wellFHF血疑ろ液を添加し24時間培養した時点でのDNA合成活

性は2，460:t896 dpmlμg蛋白質/時 (n=3)で、ベ スラインの2，348
士430dpmlμg蛋白質/時 (n=7)と不変であった。更に、同様の培養
手順でFHFおよび正常コントロール血祭ろ液を用量を変えて (6-23%)

投与したが、両群とも、いずれの用量においても DNA合成活性は

ベースラインと比べ不変 (n=4)であった(データの詳細は省略した)。

内
〈

υ
ー



(考案)

イギリス人FHF怠者のプール血清ろ液を用いた笑験は、かつて著者

らが報告 したこれらの患者個々の血清ろ液中のinvivo D N A合成
抑制活性14)1引を、 invitroの系で般認する為に行われた。オート

ラジオグラフイーの成績から、 FHFプール血清ろ液の存在により、本

来I+E刺激下で旺嫌なDNA合成を行う肝細胞のほとんどすべてが、

S期への細胞周期の進行を阻止されている ことが示唆された。この

DNA合成抑制lは可逆的であり、蛋白合成の抑制lや培養肝細胞の生
存率の悪化の結果ではなかった。プール血清を供給したFHF患者の中

にはパラセタモール肝障害が2例含まれている。FHF患者でのアセト

アミノフェンの体内半減期が5ないし15時間24)25)であることを考え

ると、パラセタモールがプール血清ろ液中に残存し実験結果に影響

を与えた可能性は否定される。

イギリスと異なり、日本ではFHFの治療として血祭交換療法が広〈

行われている 26リ円。 この場合大量の血祭サンプルを研究に使える

という平IJ点がある。成熟ラット初代培養肝細胞における DNA合成

抑制活性は、日本人の個々のFHF患者から得た血祭ろ液にも認められ

た。 DNA合成抑制l活性が、患者血液中に存在する何らかの薬剤に
由来する可能性は否定きれよう。図 3に示すように9例ほほ全例に抑

制活性を認めたが、 これらの患者間で血柴交換療法開始前共通に使

用されていた治療薬はなかった。Sanderset al. 28)によるとへパリ
ンは初代培養肝細胞において1U/ml以よの濃度で細胞毒性を示した。

ヘパリンは、血紫交換療法中1時間あたり 1，OOOUの割合で抗凝血剤と

して投与されていた。 しかし、除去血築中に含まれるヘパリン濃度

は1U/ml以下と算定され、更にセントリコン10JJ莫ろ過により大半はろ

液中より排除されると考えられる 29)。更に、我々は逆相系高速液体

クロマトグラフイーを使ったFHF血紫ろ液の分析から、抑制活性はへ

パリンの溶出位置に認められないことを確認した30)。

イギリスと 日本の両国のFHF患者においてそれぞれ認められた血液

中の抑制l活性にはいくつかの共通の特徴がある。両者とも分子量10

kD以下の分画にみられ、可逆的であり(図 4)、明かな細胞障害性や

蛋白合成障害を伴わなかった。以上より両者の存/lNJlJ活性は、おそら

く共通の物質 抑制因子と呼んでいいかもしれないーに由来してい

ると恩われる。抑制活性のみかけ上の血中濃度はFHFプール血清ろ液

の方がFHF血祭ろ液に比べ高い。この違いの理由は明かではない。表

l、 2に示したプロトロンピン時間の差に反映されるようにイギリ

ス人FHF患者群の方がより重篤な肝障害を有している結果かもしれな

い。更に、両国のFHFの病因の違いにも注目しなければならない。イ

ギリスのFHFは薬剤性、日本のFHFはウイルス性が主体であり、この
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差が血中抑制因子の総量及び性質に影響を及ぼしている可能性があ

る。 また、 日本人患者では血紫交換療法中連続して新鮮凍結血塁走が

投与されている。除去血柴は治療開始早期に採取しているとはいう

ものの、新鮮凍結血祭による希釈の結果、実際の患者血袋一に比べ抑

制活性が低めに現れている可能性がある。血清と血祭の違いは重要

ではないと考える。初代培養肝細胞DNA合成を抑制する血小板由
来の因子(plateletderived growth inhibitor; PDGI)がすでに同定

されているが31)、あとで述べるようにこの因子は、 分子量から セン

トリコ ン10膜ろ過により 100%排除される。

本研究で認められた抑制因子は既報の抑制物質とは異なると考え

られる。これまでにEGFまたはEGF+インスリンで刺激した成熟ラ ット

初代培養肝細胞を用いてDNA合成抑制活性が報告されている物質
で、 FHF患者血液中 にも微量ながらも存在する可能性があるものには、

IL-632)， IL-1s33ヘTGF-s34)、PDGP1)があげられる。これらの
物質はいずれも分子量10kD以上であり、セントリコン10およびPM10

朕をろ過されない。近年Woodmanet a1.はEGFのみならずHGFで刺激

された初代培養肝細胞のDNA合成を抑制する新しい因子を報告し
た35)。この抑制l因子は、部分肝切除後24時間目 に残存肝より 得られ
た非実質細胞の培養液中に認められた。 しかし彼らの因子の部分精

製分画はSDS-PAGEで分子量14から 17kDの位置に洛出され、我々の扱

っている分画よりも高い分子量領域に属すると思われる。 一方、我

#の検討した分子量10kD以下のFHF患者ろ液分函には、低分子量のい
わゆる古典的トキシンが含まれる可能性がある。これらはメルカブ

タン等の低級脂肪駿、アンモニアであり、いずれもFHF患者血中で著

増しているだけではなく、 ln VIVOでのラット11干DNA合成抑制活性
が報告されている 36)37)。初代培養肝細胞に対するこれら古典的ト

キシンの作用は、アミノ酸代謝に関する報告が散見されるのみで38)、

DNA合成を抑制するかどうか明かではない。 しかしながらこれら
のトキシンは閣発性である。凍結乾燥処理を加えなかったFHF血疑ろ

液のみならず、凍結乾燥処理を加えているFHF患者プール血清ろ液や

セントリコン3分画でも 活性が認められたことから、我々の抑制因子

は古典的 トキシンとは異なる物質と考える。我々が注目 したFHF患者

血液中のこの分画では、いわゆる中分子量物質(分子量0.5-5回)が正

常人に比べて著増していることが報告されている 39川引。 セントリ

コン3膜で抑制活性が100%阻止、あるいはろ過されなかった結果から、

抑制l因子は膜の分商分子量(3kD)に近い分子サイズを有する可能性が
高い。しかし抑制活性が複数の物質から成り、低分子量の抑制物質

によって活性が付加されている可能性も考えられる。抑制物質のさ

らなる特徴づけが必要である。

予備的な笑験成績ではあるが、培養線維芽細胞のDNA合成は、

-15 



初代培養肝細胞のDNA合成を完全に抑I!fIJするFHF患者血祭ろ液濃度
で抑 ~JIJ さ れなか っ た。 このことから FHF患者ろ液の作用は、核酸サル

ページ代謝経路におけるチミジンと低分子量イオンとの競合作用で

はなく、むしろ肝細胞のDNA合成に特異的な抑制をみていると考

えられる。

FHF患者血築中には、初代培養肝細胞のDNA合成を逆に促進する
活性がTsubouchiet a1により 報告さ れている 9)4 1)。 この発見が、
hHGF同定へ とつながった。我々の成績は、彼らの報告と矛盾しない。
彼らは、 培養液中に我々よりも少ない波度(5容量%)でFHF患者血祭を
添加している。初代培養肝細胞のDNA合成活性が最大になるHGF濃
度は10ng/m1と報告されている 42)0 FHF患者血祭ろ液は18容量Zの濃
度でこの最大DNA合成活性を完全に抑制した(図 5) 0 Tsubouchi 
et a1によると、 EIA法で測定されたFHF患者23人の血清hHGF濃度は
8.06土1.76 ng/m1 (平均土S.E. M.)である 43)。我々の抑制活性はFH
F患者血築由来セントリコン10ろ液分画の代わりに患者全血殺を添加
した際含まれるであろうhHGFにより刺激される DNA合成を抑制す
ると考える。今後、我々の抑制l因子の作用機序のさらなる解明が必
要である。

(総括)

成熟ラット初代培養肝細胞のDNA合成を指標として劇症肝炎患
者血中の肝細胞増殖抑制因子の存在について検討した。

イギリスの劇症肝炎患者9例のプール血清、あるいは血祭交換療法
時に得られた日本の劇症肝炎怠者9例の血祭を用いて、膜ろ過で分子

量10kD以下のろ液分画を得た。劇症肝炎患者ろ液は、 EGF+insu1inに
より刺激されたDNA合成を用量依存性にほぼ静止状態に抑制した。

この抑制は可逆的で、細胞障害や蛋白合成抑制lを伴わなかった。正
常者ろ液には抑制活性を認めなかった。抑制l活性は加熱処理に対し
安定であり、分画分子量3kDの牒ろ過では、阻止分画、ろ過分画双方

に活性がみられた。

抑制活性は、肝細胞に特異的と考えられた。即ち、予備的実験で

はあるが線維芽細胞(NIH3T3細胞)のDNA合成は患者ろ液により抑
制されなかった。劇症肝炎患者血紫ろ液は、 EGF+insul i nのみならず
肝細胞増殖因子(HGF)により 最大に刺激された初代培養肝細胞DNA
合成をも強力に抑制した。

これらの事実は、これまでに著者らが報告してきた劇症肝炎患者

血清の同分画(分子量10kD以下)中のinvi vo D N A合成抑制活性を
うらづけるものである。本因子は、劇症肝炎患者において血中に肝

再生促進因子が存在するにもかかわらず再生が遅延する事実を説明
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する、 重要な手がかりの一つである可能性がある。
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