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肝内コレステロール結石の発生機序に関する

実験的検討

森 俊幸



緒言

本邦における胆石症は､近年の食事習順の欧米化などに伴い疾病構造が大きく変貌 し､

コレステロール系石が著 しい増加を示 し､胆嚢結石症では､ビリルビンカルシウム結石

との比率は逆転 したと言われている')2)｡同時に胆石保有率もこの半世紀で2倍以上に増

加 し､羅患率も16.4%に達すると言う3)0

肝内結石症は胆石症全体の4-8%を占めるに過ぎない4)が治療成績の向上がめざま

しい胆石症の中で､その難治性の故にますます強い関心を集めつつある｡肝内結石には､

通常の胆管胆石症にみられるビリルビンカルシウム石とは異なり､コレステロールや脂

肪酸を主成分とする結石が少なからず存在 し､コレステロールを50重量%以上含有する

結石が約 3割を占めるとも指摘されている5)｡また原発性肝内純コレステロール結石も

言うべき症例もあり6)7)肝内結石症の特異性を示す証拠として注目を集めている｡

これらの肝内結石症の特徴は､従来の成因に関する仮説一胆道感染を基盤にしたビリ

ルビンカルシウム石の発生8)~'2｣ についても見直 しをせまるものである｡

肝内結石症の成因を解明し治療法を確立する上で､適切な動物モデルの用いた棉討が

必要であることは言を待たないが､現在までにコレステロール系石の発生機序を考慮 し

たモデルは存在せず､その確立は急を要する課題である｡

胆嚢コレステロール結石については､確立 した実写鼻モデルとしてプレ-リー ドックが

用いられ､その胆汁酸組成がヒトと類似 していること'3)､高コレステロール飼料投与に

より､比較的容易に胆嚢内にコレステロール結石を生じるなどの点から､1970年代よ

り精力的な実験的検討が行われてきた'4)15)16)が､未だ根討を要する課題も少なくないO

そこで､本研究は肝内コレステロール結石モデルを作成 しその成因を解明する為に､

高コレステロール食飼育プレーリー ドッグを用い積討を行なったO実験 l､2では胆幸

コレステロール結石の生成過程における､血中ならびに胆汁中脂質の変動､胆汁中コレ

ステロール結晶の出現 ･成長､胆嚢運動機能の変容などについて模索を行い､コレステ

ロール系石の成因を多角的に根討 し､結石形成に至る諸条件を解明 し､さらに､肝内コ

レステロール結石も胆嚢結石と大きくは異ならない機序で形成されると考えられる為､

実験 3では､実験 1､2で胆妻結石の形成過程で認められた諸変化を肝内胆管に再現す

べく､同様の高コレステロール食飼育プレーリー ドッグを用い､肝管結梨を付加 し､肝

内コレステロール結石モデルの確立をめざし､加えて同モデルにおける､肝を中心とし

た脂質代謝を積討 した｡

A.実験 1:胆嚢コレステロール結石に関する積討 (1)

l目的

プレーリー ドックの胆嚢コレステロール結石モデルを用い､結石形成過程ならびにそ

の過程における胆嚢収縮機能異常の果たす役割を解明する目的で以下の検討を行った｡

併せて肝機能､血清脂質の経時的変動も観察 した｡

<予備実験>

セルレイン (Cholecystokinin analog)を授与 し､プレーリ- ドッグの胆嚢収縮能を

評価するための至適条件を根討 した｡
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a)方法 :プレーリー ドック (Cynomysludovicianus)19匹 (平均体重1.16kg)を精

製飼料で飼育 し､塩酸ケタミン50mg/kg麻酔下に7.5MHzの探触子 (東芝SSA-50)の

体外走査による超書漉 くuS)画像で胆道系の観察を行った.0.5-0.7mIの生食で希釈

したセルレイン (セオス二ン､協和発酵)を0.1,0.25,0.5,1.0および5.0/̀g/kg筋肉内投

与後､80分まで10分毎にUS画像で3軸方向の胆嚢径を測定し､胆嚢を回転楕円体と

して容積を算出した｡また生食05mlを同様に投与 した動物をコン トロールとした｡

b)結果 :US画像では､胆嚢は長径約1cmの回転楕円体の形状を示 した (図 1)oセ

ルレインによる胆嚢収縮試験では,0.25/Jg/kg以上の投与群では何れも20分から30分

で最大収縮に達 し､以後漸次拡張を示 した｡このうち0.25JJg/kg,0.5JJg/kgの投与群で

は､80分以内に投与前の大きさに回復 したが､1.0g/kg,5.0〟g/kgの投与群では回復 しな

かった (図 2)｡以上より.以後の実験ではセルレインの投与量を0.25FLg/kgに設定 し

た｡

日方法

1)US画像による胆嚢収縮機能棉査､胆嚢内容の観察 :

19頭のプレーリー ドッグを6群に分け､うちコン トロール3頭には､従来の精製試料

を授与 し､高コレステロール各群には､Chang'7)らに準拠 し1.2重五%のコレステロー

ル飼料 (船橋農場)を授与 した (表 1)｡高コレステロール食開始 40時間後(∩-3)､

5日後(∩-3)､ 10日後(∩-3)､14日後(∩=3)および21日後(∩-4)に､ 12時間の絶食

後､予備実験と同様に､セルレイン0.25JJg/kg投与による胆嚢収縮試験を行い､さらに

US画像により胆嚢内容の変化を観察 した｡

2)血清脂質の測定および肝機能検査 :

上記収縮試験時に大腿静脈より採血､3000rpm･20分で血清を分離 し､-20℃の冷凍

庫で凍結保存､血清総ビリルビン,直接ビリルビン､GOT,GPT,アルカリフォスファ

クーゼLDH,LAP,γGTP､総コレステロ-ル. トリグリセライド.燐脂質を測定 した｡

測定は総ビリルビン､直はどリルピンはアルカリアゾビリルビン法13)"総コレステロー

I .'6Y:まG禁;.I;Gfil.LiL'V完'Hf'77レ崇 讐 ミI,37%,91''芸 RK二g'_Li:'n:宗 ':''L諾 ifJiv慧 慧竿

LAPはL-Leucine-CPA法25)､γGTPはγ-gJutamyl-CPA法26)で行った.有意差の横定は

StudentItestで行った｡

= 結果

1)胆嚢収縮能および胆嚢内容の変化 :

高コレステロール食開始5日後迄は､胆薫の最大収縮率および収縮よりの回復とも

コン トロール群と有意差は認められなかった｡ 10日後には､最大収縮率はコン トロー

ル群と有意差はなかったが､収縮よりの回復遅延が認められ､14日及び21日後には

胆嚢はセルレインに対 して殆ど反応を示さなかった(図 3).US画像による観察では､

高コレステロ-ル食開始 10日後には､胆蕪内に浮遊する点状の高エコ-(図4a)がみ

られ､21日後では多数の斑状高エコー(図4b)または後方エコーを伴 う高エコーの

S山dge像(図4C)が見られた｡

2)血清脂質ならびに一般検査(表 2):
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図 175MHz超音波ブローベによるプレーリー ドッグ胆嚢懐｡

胆嚢は何れt,長径 Icmの回転楕円体として阻寮された｡
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図 2 セルレイン投与による胆委収縮試娘
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精 製 飼 料 高コレステロ ー ル 飼 料

W t9(o
コーンスターチ 38.0 27.0

αデンプン 7,0 10.0

セ ルロースパウダー 80 8.0

グラニュー糖 5.0 4.0

カゼイン 250 9.0

ヒタミン 2.0 2.0

ミネラル 6.0 6.0

リノールサラダ油 6.0 0

卵黄粉末 36.6

(コレステロール)

結 晶 コレステロール

)

0

8

4

0

0.

コレステロール含量 0 1.2

表1 精製飼料ならびに高コレステロール飼料の組成
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図 3 高コレステロール食投与プレーリー ドッグの

胆嚢収縮試官黄

上段 ;;高コレステロール食開始 10日後

中段 ;同 14日後

下段 ;同21日後



図4a高 コレステロール食投与開始 10日後US画像

胆嚢内には浮遊する点状の高エコーを認めた

4b;21日後US画像

胆幸内に多発する斑状の高エコーを認めた

4C:21日後US画像

後方エコーを伴 う高エコーSludgeを認めた.



Control 40h｢S 5dayS ーOdays 2tdays

T-bit(mg/dD) 0.45±0.05 0.43±0.08 0.63±0.ー3 0.45±0.09 0.4±0,06

D-bil(mg/d且) 0.45±0.05 0.3±0.ー 0.5±0.ー2 0.35±0.09 0.3±0.ー

T-ch(mg/dP) 209.7±66.5 405.3±94.7 893±172.6 ー220±159.7* ー011.6±161*

TG(mg/dR) ー32±62 80±6.1 99.3±6.8 46±9.4 49.4±8.6

PL(mg/d旦) 433±78 458.3±78.4 871±148.2 952.5±ー05.5 800.4±119.5

GOT(tU/し) 35.5±6.5 68±21.6 180.3±52.8 63.5±20.6 107.4±47.1

GPT(lU/し) ー3.5±6.5 9.3±3.9 54±21.3 20.5士7.5 33.8±16.3

ALP(lU/し) 18.6±2.6 9±3.8 ll.6±3.4 7.0±2.ー 6.2±2.0

LAP(lU/L) 4421.5±302.5 4423±381.0 3516.3±ー65.1 4343.3±438.8 3695.8±195.0

LDH(lU/し) 303ー±39 2226±457.8 3550±410.ー 1668.8±101.4 2295±268.6

表2血清脂質､肝機能棉査

胆嚢内圧測定系

図5胆嚢内圧はConstantinfusion法で行い

潅流にはArndorferpumpを用いた｡
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コレステロ-ルは､40時間後より上昇 し､ 10日目には1220±159.7mg/dlt有意

(p<0.05)の上昇を示 し､以後はプラ トーとなった｡ トリグリセライ ドは減少傾向､燐脂

質は増加傾向を示 したが共に有意ではなかった｡肝機能積査には有意の変動を認めなか

った｡

JV小結

<予備実験>uS画像により､プレーリ- ドックの胆嚢は明瞭に観察され､胆嚢収縮

試験におけるセルレインの至適投与量は0.25JLg/kgであることが確認された.

1)高コレステロール食投与開始後､胆嚢はセルレインに対 して10日目に胆嚢は一過

性に過剰反応を示 したが､14日日より持続的な反応低下を示 した｡

2)US画像による観察では､胆嚢内に14日後点状高エコー像が出現 し､ 20日目に

は､多数の斑状高エコー像､後方エコ-を伴 う高エコーSIudge像 を認め､コレステロ

ール結晶 ･結石の存在を推測させた｡

B.実験 2:胆嚢コレステロール結石に関する根討 (2)

l目的

実験 lのプレ-リ- ドッグモデルで､胆嚢結石の生成過程において-過性の収縮元進

後に持続的な胆嚢収縮能の低下が生することが観察されたので､実験2では胆蕪収縮能

の変化を圧変動の面から検討することとした｡さらに胆嚢､肝胆汁中のコレステロ-ル

結晶 ･結石および胆嚢胆汁の脂質分画の根討に加え､肝胆道系の病理学的模索を行い､

実験 1のUS画像から推測されたコレステロール結晶 ･結石の形成過程を分析すること

とした｡

日方法

プレーリー ドッグ14頭 (平均体重1.28kg)を4群に分け､コン トロール4頭には

精製飼料 (表 l)を授与 し､高コレステロール食群では､高コレステロール食投与開始

後 5日目(n=2)､10日日(∩-4)､20日目(n-4)に､セルレインによる胆蕪収縮時の胆蕪

内圧測定に加え､胆汁内容の観察､脂質分画の積索を行い､併せて経胆嚢的胆嚢造影お

よび肝胆道系の病理学的棉討も行った｡

1)胆嚢内圧測定 :

実験 1と同様に塩酸ケタミン麻酔下に開腹､カニューレを底部より胆嚢内に挿入､生

理的食塩水0.12mL/minをArndorferpump27)を用いで潅流 し､Constantinfusion法で内

圧を測定 した(図5)O潅流液の流入による胃及び十二指腸の拡張28)を除くためにポリエ

チレンチューブを胃 ･十二指腸内に留置 し列藩とした｡胆嚢内圧の指標として､図6の

様に.1)セルレイン0.25FLg/kg投与前の胆嚢静止内圧 (RestlngGBpressure)､2)投与

後の胆委内圧上昇までの潜時 (LatencyPerlOd)､3)最大胆蕪内圧 (MaximumGB

Pressure)､4)胆嚢内圧上昇持続時間 (Duration)を積討 した｡さらに､内圧測定カニ

ューレ挿入時に､胆嚢および肝胆汁を採取 し以後の検索に供 した｡

2)胆嚢および肝胆汁の接鏡 :

1)で採取 した胆汁の一部を直ちに位相差顕微鏡 (Olympus社)で鏡検 し､コレステロ
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-ル結晶 ･結石の析出 .生成状況を根討 した｡

3)胆嚢胆汁の脂質分画の測定 :

1)で採取 した新鮮胆汁5)の総コレステロール､燐脂質､総胆汁酸を測定 した｡残りの

胆汁を直ちに2000rpm･5分間遠沈､上清を-20℃で保存 した｡この保存胆汁を37℃の

温浴槽で再溶解 した後に､2000rpm･5分間遠沈 し､上清の胆汁酸分画を測定 した｡総

コレステロール､燐脂質､総胆汁酸の測定はRhodesらの方法29)30)に従い､胆汁酸分画

の測定はlvy,DenBenstenらの方法3')に従い行った｡

4)胆道造影 :

胆嚢内圧測定後に留置されている､胆嚢内カテーテルを利用 し､60%ウログラフイン

を注入 し､胆道造影を行った｡

5)病理学的横討 :

胆道造影終了後実験動物を屠殺､肝及び胆嚢､総胆管を摘出し､10%ホルマリンで固

定後HE標本を作成 し､光顕的に検討 した｡

‖ 結果

1)胆嚢内圧の変化 :

静止胆嚢内圧は､高コレステロール食投与後も有意の変動を示さなかった｡-方セル

レイン投与時の最大胆嚢内圧は10日日では平均38cmH20と有意(p<001)に高値を示 し

たが､20日目にはコン トロールと有意の差を示さなかった｡胆嚢収縮迄の潜時は各群

で差はなく､内圧上昇持続時間は10日目には50分と有意(P<0.05)の延長を示 したが､

20日日にはコン トロールと有意の差を示さなかった(図6)0

2)位相差顕微鏡による胆汁の根鑓 :

胆嚢胆汁中には､5日目に最大10FLm迄の方形のコレステロ-ル結晶(図7a)､ 10日

目には大小様々の重層するコレステロール結晶 (図7b)をそれぞれ認めた.更に20

日日には､粘液を混 じたSIudge中に多数のコレステロール結晶とともに､径0,1mmの

小結石(図7C)を認めた｡ 20日目に胆管より直接採取 した肝胆汁中には､僅かながら方

形の微小コレステロール結晶(図7d)を認めた.

3)胆嚢胆汁の脂質分画変化 :

表3aの如く､コレステロールは高コレステロール食開始後 5日目80±0.7%､10日

目8,2±0.5%､20日日8.6±0.6%と有意(p<0.001)の増加を示 した｡燐脂質は5日目に

7.6±0.9%と有意(p<005)に低下 したが､10日日15.6±07%､20日目14.8±0.7%

と有意(p<0.01)の増加を示 した｡また総胆汁酸は､ 10日日762±0.6%､20日日77.8

±0.6%と有意(p<0.01)の低下を示 した.Lithogenicindex32)は5日目にすでに1.1となっ

ており､Lithogenicbile33)の発生を確認 した.

胆汁酸分画(表3b)では､コール酸は5日目65.9±4.2% ､̀ 10日目61.2±3.5%●､20

日日55.8±3.6%…と有意(●p<0.01,…p<0001)に低下 した｡ケノデオキシコール酸は､

5日目27.3±3.6%★､10日目31.0±2.6%▲､20日日37.9±2.4%…と有意(★p<001,

…p<0001)の増加を示 した｡デオキシコール酸とリトコール酸は､ 10日日のみに有意

の増加を示 した｡

4)胆道造影所見 :
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図 6胆嚢内圧測定結果

上段瀞止胆嚢内圧,セルレイン投与晴の最高胆嚢内圧

下段;セルレイン投与後牌嚢内圧上昇までの潜時

および内圧上昇持続時間
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7d

図 7a高 コレステロール食開始5日後胆嚢胆汁像

10FLmまでの方形のコレステロ-ル結晶を認めた

7b:10日後胆嚢胆汁像

重層するコレステロール結晶を認めた｡

7C;20日後胆嚢胆汁像

S山dge中に多数のコレステロール結晶と共に径

01mmの小結石を認めた｡

7d;20日後の肝胆汁憶

肝胆汁中にも方形のコレステロール結晶が存在

していた｡
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表 3a 胆汁脂質分画 (%) mean±SEM

飼育期間 頭数 コレステロール 燐脂質 総胆汁酸 L'thogen■c
lr也x

Contro1 4 2.3±0.35 9.1±1.5 88.7±1.7 0.4

5日 2 8.0±0.7a 7.6±0.9C 90.1±0.8d 1.1

10日 4 8.2±0.5a 15.6±0.7b 76.2±0.6b 1.2

20日 4 8.6±0.6a 14.8±0.7b 77.8±0.6b 1.2

表 3b 胆汁酸分画 (%)

飼育期間 頭数 choI'cAcid Chenodeoxycholic Deoxycholic Lithocholic

Acid Acld Acid

Con廿oJ 4 85.1±2.8 12.5±25 1.4±0,8 0.7±0.4

5日 2 65.9±4.2b 27.3±3.6b 4.0±1.6d 1.7±0.3d

10日 4 61.2±3.5b 31.0±2.6b 4.8±1.8C 3.1±0.7b

a)日 4 55B=とまざ 379B 4a 5α±2g 2B±22j

a;p<0.001,b;p<0.01,C;p<0.05companngwithcontrolgroupd;notslgnificant

胆嚢管ならびに乳頭の通過は良好であった



何れの群においても､胆嚢管および乳頭の通過は良好であることが確認された(図8)0

5)肝胆道の病理学的所見 :

高コレステロール食投与開始後 10日目には､肝は肉眼的に黄色調を呈 し､組織学的

にはfoamycellの出現､肝細胞の空胞変性を認め､またperiportalareaに軽度の単核球

の浸潤を認めた.また20日日にはそれらの変化がより顕著となり､脂肪肝の組織像が

認められた｡肝内胆管内にはコレステロール結石の存在は証明されなかった｡

lV小指

1)胆嚢内圧の検討では､高コレステロール食投与後､セルレインに対する最高胆蕪内

圧､および内圧上昇持続時間は､10日目には有意の増大を詔めたが､20日目には

コン トロールと有意差を認めなかった.

2)胆嚢胆汁の脂質分画の検討では､コレステロールは5日後有意の増加を示 し､ 5日

後にIithogenic bileの発生が確認されたO胆汁酸分画では､コール酸の減少､デオキ

シコ-ル酸の増加を認めた0

3)位相差顕微矧 こよる胆蕪胆汁の根索では､経時的に､コレステロール結晶の析出

(5日)､集族 (10日)､Sludge内での小結石形成 (20日)へと進展する過程が

確認された｡また20日目には､肝胆汁中にも微小コレステロール結晶の存在が確認

された｡

4)病理学的には脂肪肝がみられたが､肝内胆管内には結石は証明されなかった｡

C.実写兵3:肝内コレステロ-ル結石に関する検討.

1日的

上記のプレーリー ドッグモデルでは､胆嚢結石の形成には､Iithogenic bileの発生に

加え､胆嚢の収縮不全 .胆汁欝滞が関与する可能性が示唆された｡肝内コレステロール

結石においても結石の生成過程は､胆嚢結石と大きくは異ならないと考えられるため､

同一モデルに片側肝管結穀を付加することにより肝内胆管内に胆汁を欝滞させ､肝内コ

レステロール結石モデルの作成を試みると共に､その生成機序を解明するために肝脂質

代謝を中心とした接討を加えた｡

日方法

プレーリー ドッグ18頭 (平均体重1.32kg)を6頭ずつA,B.C3群に分けた (図

9)0 A群は精製飼料を8週以上投与後､ケクミン50mg/kg筋注麻酔下に左肝管を結梨

した. B群は､同様の左肝管結穀と同日に高コレステロール食投与を開始､C群は予め

3週間高コレステロール食投与後同様に左肝管を結紫 し､以後も同一食を継続 した｡何

れの群も左肝管結染後 2週日に屠殺 し積体を採取 し以後の実写剣こ供 した0

1)血中脂質代謝の棉討 :

A､B群では屠柳 寺､C群では左肝管結穀時ならびに屠捌 寺に採血 し直ちに水冷､l

時間以内に3000rpm20分間遠沈､血清に分離､-80℃で凍結保存 した｡凍結後30日以内

に保存血清の総ビリルビン､総コレステロール､中性脂肪､燐脂質､LCAT､リポ蛋

白分画､アポ蛋白を測定 した｡総ビリルビン､総コレステロール､中性脂肪､リン脂質
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ExperimentaIProtocol

S8C=IlCe

AだT LIIPhgaL'on 2wk

I

."T4｣二｣ 一一一一.I--ll芋 ⊥
CRCslall

SacllIce
5wk

CRCst∂lI

LHD ･Ler川 er)a LICDuct
c RC .CIy)lesLero IRIChChow

図9実険 3

NUCLEATl0N TIME

CENTRIFUGE
40cCOOLING

37℃lNCUBATION
TtME(DAYS)37℃lNCUBAT】ON10TIME(DAYS)

図 10 NucleationTime計測法
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は実験 1と同様に測 し､LCATは自己基質法34)､リポ蛋白分画はアガロースゲル電

気泳動法35)､アポ蛋白はSRID法で測定した36㌧

2)胆嚢胆汁の Nucleat10nTlme(結晶析出時間) :

NucleationTimeの測定は､Holtzbach37)等の方法に準拠 し､屠殺時に採取 した胆嚢胆

汁を100,000×9,2時間遠心後､その中間層を採取､37℃でIncubateL､位相差墨頁微鏡

にて連日観察を行ない､コレステロール結晶が出現するまでの日数をNucleatl0nTlme

とした｡Incubation開始後10日目までに結晶析出を認めない横体は､4℃で4時間冷却

後引き続き観察を行なった｡最長観察期間は､20日間とした(図10)0

3)肝脂質代謝の積討

a)肝ミクロソームの調整 :

各群とも屠殺時に肝両葉より約1gの組織片を採取､直ちに液体窒素にて凍結､-80℃

で保存､8過以内に以下の方法でミクロソームを調整 した｡即ち､保存肝組織片の重量

を測定後､各組織片を9.1(∨/W)の50mMトリス塩酸緩衝液(W/0,3mMSucrose,10mM

EDTA,10mMDithiothreitol:DTT､以下Buffer-Aと略)中でホモジェナイズ後200009,15

分遠心､上清を採取､100,000×gで1時間超遠心 しミクロソーム分画を得た｡同分画を

Buffer-Aで再懸濁 し､再び100,000×9.1時間の超遠心を行なった｡このミクロソーム分

画を01Mの燐酸カリウム緩衝液(W/1mMEDTA､以下 Buffer-Bと略)に懸濁 し以後の測

定に供 した(図11)｡ミクロソーム調整の為の組織片採取後､肝胆道系を摘出し10%ホル

マリンで固定 LHE染色標本を作成､組織学的棉討を行なった｡

b)Cho一esterol7α-hydroxylase活性の測定38佃 12):

a)で調整 した肝ミクロソ-ム100FLlに､Buffer-B150FLl%加え､37℃の恒温槽中で

60分間preincubatIOn､さらにNADPH溶液 (21,5mg/mlofBuffer-B)25JJl%漆加後20

分間InCUbationした後､5%コ-ル酸溶液を30FLl加え､Cholesterol7α-hydroxytaseの

反応を停止させた｡さらにUVDetectorによる検出を可能とするために､コレステロー

ル酸化酵素溶液 (東洋醸造)20JJほ 議加､10分間incubatIOnL､SteroI骨格の3位の炭素

を酸化後､0.3mlのmethanoは 加え全ての反応を停止させたO上記の試料に内部標準物

質として7a,12a-dlhydroxyl4-cholesten13-on溶液を10Jjl漆加 し､石油エーテルで2

回抽出､乾固を繰り返 したのちn-Hexane:lsopropanol(8218)を100JjI加え､その20FLl

をもちいて高速液体クロマ トグラフィー (HPLC)によるChofesteroI7d･HydroxyEase

の測定を行った｡HPLCのカラムは､日本分光 FinepakSIL(4.6◆250mm)を用い

n-Hexane:Lsopropanol(8218)を移動相とし､240nmの波長で積出を行ったCholestero1

7αhydroxylase活性は蛋白質1mgを含むミク｡ソーム画分が単位時間に生成 した7α

-hydroxycholesterol量で表示 したoなお､蛋白濃度はCoomasleBnlfiantblue変法(プロ

テインアッセイ.和光純薬)にて測定した｡

C)3-Hydroxy-3-MethyトGlutarylCoenzyme-AReductase(HMGCo-AR)活性の測定

(図13):

HMGCo-ARの測定はBrownらの方法3g)により行った.b)と同様にミクロソーム蛋白

濃度を測定後､蛋白量20-150mgのミクロソームに20mMimldazole/chloride(pH7.4)+

5mMDIT酒液を加え90FLlとした｡これを37℃60分間incubationL､0,2Mの燐酸緩衝液
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Preparation ofMicrosome

1)Liverisweighedandplacedinto9:1(∨仙)cold

tdICTA

2)A一terhomogenization.centrlrUgalionat20,000g

fcr15min

3)Supernatantiscentr.fugedat100,000gforlhr･

4)Microsomalpelletisresuspendedinthehomo-

genizingmedium(20‰ =))andrecentrirugedat

100.00Cbtor1rT

5)Theresultlngmicrosomallractl0nissuspended

in1mlo=)ulferB/go川vertissue

BuHerA.50mMTTis-HClbufferpH74conLa1-nlng

o3Msucrose,10mMEDTA.10mMDTr

BufferB,01Mpolassiurn-phosphatebuffer･pH

7.4containlng1rnMEDTA･

図 11 肝 ミクロソーム調整法

Assay ofHMG-CoA redUctase Activity

1)prelnCUbationlor60mれ

2)AdditionofDLL3-.4C)-HMG-CoA

3)lncubationlor30minat3rc･

4)Additionofl3H]-mevalonate

(Tocorredforir℃ompJetere00very)

5)lsolalionofmevalonate

(bythinlayerchromataography)

図 13 HMG-CoA reduclase測定法
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Assay oIHepatic Microsoma17α

Hydroxylase activity by HPLC

1)Preincubat10ntor60mln

2)Addltionof22mMNADPH

3)AdditionoI5%choHcacid

4)Incubationw･lhcholesteroloxidasesotutl0nTor

10min

5)Additionofmethanol･

6)Extractionwithpetroleumelherandevapora-

tion2times

7)AddFLIOnOln-HexanelsopropanoI(8218)and

sonlflCationtor15min

8)HPLC

HPLC columnFinepeakSIL

UVdetedor240nm

図 12H PLCによるCholestero1

7α Hydroxylase測定法



(pH7･4)+(40mMglucose-61Phosphate,5mMTPN.0,7unitofglucose6-phosphate

dehydrogenase(BoeringerMann-heim社),20mMEDTA,10mMDTT)100FLl%加え､さ

らに基質としてDL-[3114C]-HMGCoA (23000cpm/nmoI.NewEnglandNuclear社)を漆

加､総量2001̀lとし､37℃30分間incubatl0∩を行った｡回収率補正の為の【3H】メバロン

酸を内部標準として加え､上記反応で生成された【'4C】メバロン酸を薄層クロマ トグラフ

ィーで分離 した.酔素活性は､ミクロソーム蛋白1mgにより単位時間に生成された【14C]

メバロン酸五(pmol)で表示 した｡

4)病理組織学的積討 :

= 結果

i 1)血中脂質代謝 ‥
総コレステロールは､A群に比 LB群691.8±131.1mg/dl､C群526.6±59.3mg/dlと

両群とも有意(p<0.05)の高値を示 した｡また中性脂肪も､B群3123±99.0mg/dl,C群

407.2±1327mg/dlとA群に比 し有意(p<0.01)の高値を示 した｡燐脂質はB､C群とも

軽度の高値を示 したが､A群との間に有意差は認めらられなかった(表4a)0LCATも

軽度の上昇傾向を呈 したが各群間に有為差を吉男めなかったo血清総ビリルビンは､各群

とも変動を示さなかった｡

リポ蛋白分画(表4b)では､ αリポ蛋白はA､B群間に有意差なく､C群はA群に比 し

有意(p<0.05)に低値を示 した｡preβリポ蛋白はA群に比 し､B群､C群とも有意差を

認めなかった｡βリポ蛋白はA群に比 LC群では有意(pく0.05)の高値をを示 した｡カイ

ロミクロンならびにテーリングは､各群間に有意差を認めなかった.

アポリポ蛋白(表4C)では､アポA-1はA群に比 LB群は有意(p<005)の高値を示 した

が､C群は有意差を示さなかった｡アポA-"はA群に比 LB､C両群とも有意

1 (p<0.01)の高値を示 し､アポBもA群に比 LB'､CH両群とも有意(̀p<0.01/'p<0.001)

の高値を示 した｡ アポEもA群に比 LB群で有意(p<005)の高値を示 したが､C群では

有意差を認めなかった｡アポC一日 .C-日は各群間に有意差を認めなかった0

2)胆賓胆汁のNucleatIOnTlme:

A群では観察期間中 (20日)コレステロール結晶の析出を認めなかった｡B群では

11,8±2.8日､C群では8.8±3.5日目にコレステロール結晶が析出し､NuclationTimeの

短縮を認めた0

3)肝Cholestero17a Hydroxylase活性(図14a,b):

A群とB､C両群間には有意差を認めなかったがB群0,027±0.059､C群0.078±

0002mol/mln/mgProtと両者間に有意差(p<o･01)を認めた｡各群とも肝両葉間に有意差

は認められなかった｡

4)HMGCo-AR活性(図15a､b):

A群に比 LB群8.1±8.3pmol/mg/min,C群6.3±75pmoE/mg/minと有意(p<001)に低

値を示 した｡各群とも結染側において非結穀側に比 しHMG-CoAreductase活性の有意

(A群p<0.05,BC群p<0.01)の高値が認められた｡
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表4a 血清生化学検査 Mean±SEM

A群 B群 C群 C群結集前

総ビリルビン 0.6±0.33 0.42±0.07 0.38±0.09 0.42±0ー02

(n唱/dl)総コレステロール 363±46.3 691.8±131.1a 526.6±132.7b 847.0±240.1b

(mg/dl)中性脂肪 159B±57.1 312.3±99.Ob 4072±132.7b 2022±54.1

(mg/dl)燐脂質(mg/dl)LCAT 545.4±57.1 731.0±114.9 697.4±91.6 767.8±132.054.8±10.9 135.8±40.Ob 85.5±29.5

表4b 血清リポ蛋白分画
A群 B群

カイロミクロン

αリポ蛋白

preβリポ蛋白βリポ蛋白

テーリング
ameans

2.1±0.3 3.6±1.0 2.0±0.5

C群指数前

49.2±5.1 36.4±3.5 28･4±4･Oa 35･0±3･1a

23.8±9.1C 15.8±3.7C 14,5±3.1C 35･0±917

32.5±2.7 38.3±4.1 43.3±5,Oa 353±7･8

5.4±0.6 5.9±1.0 11.8±5.1

p'o･05comparlngWlthgroupA
b meansp'00100mparlrgWIthgroupA
cmeanspく005compar-ngwilhgroUpC3wks

表4C アポリポ蛋白分画アポリポ蛋白

All (mg/dl)

A-u(mg/dl)

B (mg/dl)

C-1【(mg/dl)

C-ITl(mg/dl)

E (mg/dl)
ameans

A群 B群 C群 C群結歎前

50.8±5.6

2.0±0.2

5.8±0.5

0.32±0.07

0.9±0.09

1.7±0.4

72.4±17.7■

7.8±3.6b

14.6±6.9b

o.53±0.13

1.05±0.21

3.7±1.2-

61.8±5.2

4.9±1.6b

8.2±1.8■

0.4±0.05

0.65±0.23

3.2±0.9

153.7±17.5C

4.6±0.6b

13.3±5.3b

o.7±0.17●

2.11±1,03

6.7±2.1-

p'005companrqwithgroupA
b n･eansp<00100rTVarlrqWithgroupA
cmeansp'o･0015comparingwlthgroupA
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A群 8群 C群

図 15a;肝 ミクロソームHMG-CoAreductase活性

高コレステロール食投与によりHMG-CoAreductase

活性は有意の低下を示 した｡

HMG-CoA ReductaseActivity

pmol/mln/mgprot

Lt Rt Lt RL Lt Rt

A群 B群 C群

図 15b;肝両葉のHMG-CoAreductase活性

結勢側 (Lt)で有意に非紹射 則 (R)より高い活性

を示 した｡
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5)病理組織学的棉討 :

C群の肝菅結紫側肝内胆管内のみ､6頭中 2頭に､径400FLmのコレステロ-ル結石

の存在 を認め(図16a,b,C)たo同部の胆管上皮は高円柱化 し､一部には軽度ながら乳頭状

増生像 も認められた｡ しかし胆管壁には､炎症性細胞浸潤や堂内腺の増生所見は見 られ

なかった｡結石存在部の組織像は肝内コレステロール結石臨床例における結石存在部の

組織像(図17)に近似する所見であった40).なお肝組織は､実験 2のそれと著差はなかっ

た.AB両群の肝内胆管には､両葉とも結石 を認めなかった｡

lV小結

高コレステロール食投与および片側肝管結染により

1)結染側肝内胆管内に臨床例 と百引以するコレステロール結石の発 生 を認めた｡

2)胆嚢胆汁のNucleationTimeの短縮 を認めた0

3)血中 LDLコレステロールおよびアポリポ蛋白B､A一日の増加 がみられた｡

4)肝 ミクロソームのHMG-CoAreductase活性は低下 を示 したが､結紫側は非結紫側

に比 しHMG-CoAreductase活性の低下は軽度にとどまった｡

5)Cholestero17αHydroxylase活性は､有意の変化 を示 さなかった｡

考察

1.胆嚢コレステロール結石の生成機序について

胆嚢コレステロール結石の生成機序 には､多 くの因子が関与することが臨床的､実験

的に証明されている.Carey叫はそれらの中でも1)コレステロ-ル過飽和胆汁の生成､

2)胆汁よりのコレステロール結晶の核出､3)胆嚢の運動能低下が重要な役割 を演 じてい

るとしている｡従来は､これらの うちコステロール過飽和肝胆汁の分泌が特に重視 され､

Admirand,SmaHの限界 ミセル濃度仮説42)広 く採用 されてきた｡ しかし臨床例の胆汁の

Iithogenicindexはコレステロ-ル結石保有例､非保有例間に必ず しも差は認められない

43)などの点より､結石生成機序に関 しては､コレステロール結晶の析出時間(Nucleatl0n

tトme)37)の短縮や胆嚢内での胆汁貯留時間(Retentiontime)の延長叫､あるいは胆嚢機能異

常45)など､他の要因の関与が注目されるようになった.また胆嚢壁より分泌 されるムチ

ンの役割も重視 されるようになった46)0

プレ-リー ドッグ (CynomisJudoviclanUS)を用いた胆嚢コレステロール結石モデル

に関 しては､1970年代より種々の検討が行われ､高コレステロール食投与後､胆嚢胆

汁は､1)コレステロール過飽和状態になり6I.2)総胆汁酸濃度の変動は生 じないものの､

胆汁酸分画ではコール酸の減少及びケノデオキシコール酸､デオキシコール酸およびリ

トコ-ル酸が増加 しミセル形成能が高まる5)､さらに､3)胆汁酸プールは減少47)し､4)

胆嚢壁よりのムチン分泌が増加48)49)し､5)胆嚢運動機能の異常が生ずる50)､6)高コレス

テロール食開始後 14日には､70%に胆嚢結石の形成がみられる5')､などの知見が報

告 されている｡

本研究においても､高コレステロール食開始 5日後には､プレーリ- ドッグ胆幸胆

汁中コレステロール分画は著増 し､=thogenlCbiJeの発生が確認 された｡胆汁酸分画に

ついても､コール酸の減少､デオキシコール酸の増加など､従来の報告 と同様の所見が
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認められた.

予備実験でUSにより胆嚢が明瞭に描出されることが確認されたので､本研究におい

ては､胆蛮運動機能をUS画像で横討することとした.実験 lにおけるセルレインによ

る胆嚢収縮能の権討では､高コレステロール食投与 10日後に一過性の過剰反応を示 し

た後､14日目より収縮反応は持続的な低下を示 した｡実験 2の胆嚢内圧に関する積討

では､セルレインに対 して10日目には､一過性に最高胆嚢内圧の元進および､内圧上

昇持続時間の延長を認めたが､20日目にはコントロールと同様の圧変動を示 した.こ

のように内圧変動は､20日目には見かけ上正常の反応を示 したが､画像による観察で

は､14日後以降セルレインに対する胆嚢収縮反応が全 く見られず､胆嚢内容の排出と

いう本来の胆嚢機能の上では､収縮不全とみなすべき状態にあることが推測された｡

同一モデルにおける胆嚢運動機能の変化については､放射性同位元素52)を用いた検討

で､一過性の胆嚢運動能瓦進の時期を経て､高コレステロール食投与開始 2週間後に､

胆嚢内容の排池遅延が生ずることが報告されている｡この胆嚢運動能の変化が生起する

機序は､現在のところ不明といわざるを得ないが､Frledhandler53)は､Richardsonリス

コレステロール結石モデルでは､胆嚢運動能の低下は､CCK受容体を介する機序ではな

く胆嚢平滑筋の収縮性そのものの変容によると報告している｡また､プレーリー ドッグ

モデルを用いた追試でも54)同様な所見が得られており､これらの運動能の変容は､コレ

ステロール過飽和胆汁の存在により惹起される可能性も指摘sSIされている｡

us画像による観察では､10日目に浮遊する点状の高エコー､20日日に斑状高エ

コーおよびS山dge像 を認め､位相差顕微鏡による胆汁の観察では､高コレステロール

食開始5日後には胆嚢内に方形のコレステロール結晶､10日後には重層するコレステ

ロール結晶､ 20日後には粘液を混じたS山dgeの中に多数のコレステロール結晶とと

もに径0,1mmの小結石を認めた.また20日後には肝胆汁中にも､同様の微小結晶を認

めた｡

プレーリー ドッグモデルでは､著者の如く胆幸胆汁中の結石形成 ･成長過程を直接観

察 した報告はないが､リスザルを用いた胆嚢コレステロール結石モデルおよび､臨床例

から採取 した胆嚢胆汁を走査電子顕微鏡で観察 した報告では56)､まず､方形のコレステ

ロール結晶が析出し､次いでそれが平板状に成長､さらに重層､または不規則に集族 し､

胆石へと成長することが認められている｡

著者の実験では20日後に､胆嚢内に粘液の貯留を認めたが､Lee等は同-のプレー

リー ドッグモデルで､胆嚢におけるムチン分泌の冗進を認めている48)4㌔

さらに著者らは､胆嚢胆汁のNucleat10nTimeは､恵コレステロール食投与 14日後

より短縮 し､35日目には短縮はより著明となることを確認 した｡プーリー ドッグモデ

ルについては､Nucleat10n Timeを棉討 した報告はないが､臨床例では､正常胆嚢胆汁

のNucleationtlmeは約15日であるのに対 し､胆嚢結石症の胆嚢胆汁では､約 3日と明

かな短縮が認められている37).

以上のプレーリー ドッグモデルにおける著者の検索結果､および諸家の成績から胆嚢

コレステロール結石の生成過程 ･機序については､以下の如き推論が成り立つと考えら

れた｡
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即ち､高コレステロール食投与により36時間後､胆嚢胆汁中のコレステロール濃度が

上昇する｡これに伴って､溶存能を維持するようにCDCAの増加､cAの減少生ずる

が､5日目にはコレステロ-ルは限界ミセル濃度を超え､LithogenicJndex321は1.o似上

となり､LithogenlCbileが発生する｡位相差顕微鏡による模索では､この時点で､既に

胆嚢胆汁中に微小コレステロール結晶がみられたが､胆嚢の収縮能には異常は認められ

なかった｡従って､少なくともこの段階の微小コレステロール結晶の発生には､胆女運

動機能異常の関与は少ないと推測され､むしろ､コレステロール ･燐脂質ベジクルから

の胆嚢上皮粘液層内での結晶析出57)といった機転が関与する生ずる可能性が考えられる｡

10日日には､コレステロール結晶の重層化がみられ､同時期にUS画像および内圧変

動上､胆嚢収縮能の元進を認めたが､結晶の重層化と胆嚢収縮能冗進との因果関係は､

明らかにし得なかった.14日目より､持続的に胆嚢収縮能 ･排池能の低下､及び実験

3では､Nucleationtimeの短縮がみられ､20日目には､胆幸内に粘液を混 じた

SIudgeとその中に多数のコレステロール結晶とともに小結石が認められた｡コレステ

ロ-ル結晶の成長には､胆嚢粘膜から分泌される粘液糖蛋白481が関与 し､また胆幸内容

の排池遅延は､胆嚢内のムチン貯留をもたらし､結晶の成長を促進46)するとの見解もあ

るが､著者らの成績もそれを支持すると考えられた｡ また､Nucleatl0nTimeの短縮に

l 関与する因子については､末だ十分な解明がなされていないが､上記の様なプロセスに

よる結晶生成を表現する端的なパラメーターであると考えられた｡

2.肝内コレステロール結石のモデルの作成とその生成機序について

原発性肝内結石症の生成機序については､もっぱら臨床例からの分析が行われ､肝

内胆管の形成異常8)や､それを背景に発生 した胆汁彰滞9)､胆道感染10)､あるいは増殖性

胆管炎川による過剰な粘液産生'2)､などの因子が関与するどリルピンカルシウム結石生

成説が広く採用されてきた｡また､実験的には､同一の視点から作成されたモデルにつ

いての 2､3の積討がみられるのみで､臨床例にみられる､コレステロ-成分に富む結

石や純コレステロール結石など､原発性肝内コレステロール結石症の特性を備えたモデ

ルはいまだ存在せず､その生成機転の解明に大きな陰路となっている.

実験 1､2のプレーリー ドックモデルをもちいた胆嚢コレステロール結石に関する根

討から､コレステロ-ル結石生成には 1)肝よりのLithogenicbileの分泌に加えて､2)胆

汁の排出遅延 .欝滞を基盤にした､いくつかの要素が関与 していることが推測されたの

で､著者は､同-モデルに片側の肝管結勢を加え､肝内コレステロール結石の作成を試

み､さらにその生成機序に関して肝および血中脂質代謝の面より棉討 した｡その結果､

高コレステロール食投与+肝管結集プレーリー ドッグの結集側肝内胆管内にのみ､径

■ 400〃mのコレステロール結石を作成 し得たoまた結石存在部位の胆管上皮細胞には高

円柱化を認めた｡

この肝内コレステロール結石の生成過程については､同モデルによるコレステロール

胆嚢結石のそれと殆ど異ならない機序､即ち､肝より分泌されたLithogenicblle内での

コレステロ-ル微小結晶の析出に続き､胆管結勢による胆汁欝滞と胆管上皮由来の粘液

が関与する過程が加わり､結晶の成長から結石の生成へと進展するものと考えられた｡
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さらに血中および肝脂質代謝の面より積討すると､高コレステロール食投与により血

清コレステロール､中性脂肪､燐脂質はともに増加 し､ αリポ蛋白の減少ならびにβリ

ポ蛋白の増加を認めた.その結果血清コレステロールの上昇は主にLDLコレステロー

ルの増加によるものと考えられた｡

肝ミクロソーム酵素に関する根討では ､ChoJesteroJ7α-Hydroxylase活性は一定の

傾向を示さなかったが､HMG-CoAreductaseは､高コレステロール食投与により有意

の活性低下を示 した.また､結染側では､非結集側に比 し軽度の低下に留まっていた.

コレステロール過飽和胆汁生成には､コレステロール摂取過剰､肝HMGCo-AR活性

の元進によるコレステロールの過剰合成58)59)､Cholestero17α-hydroxylase活性の減弱

による胆汁酸への異化低下60)61)､あるいは胆汁酸プールの減少62)など､様々な要因の関

与が推測されており､=仙ogenlCblleの生成には肝内におけるコレステロール合成の増

加と異化の減弱が関与するとの見解もある｡

しかし胆汁中のコレステロールの起源は肝内合成由来が約30%にととまり､他は血中

リボプロテインに由来するされ63164)65)､IllhogenJCblleの産生を肝内でのコレステロ-ル

合成の冗進にのみ帰することはできないことが指摘されている｡何れにしても著者のモ

デルにおけ引坦汁中のコレステロール増加には､血中LDLコレステロールの増加がよ

り多く寄与 しているとみなすべきであろう｡

HMG-CoAreductaseの活性低下は､血中LDL上昇による肝 LDLreceptorの減少を

介する抑制機構667によって生じたものと考えられるが､肝管結穀側では非結集側よりも

HMG-CoAreductaseの活性の低下が軽度にとどまっていたことより､肝管結梨側では､

何 らかの機序によって､上述の抑制機構の発動が減弱 し､肝でのコレステロ-ル合成が

相対的に高まり､それがコレステロール過飽和肝胆汁の生成に与かった可能性も推測さ

れよう｡

結語

高コレステロール食投与プレーリー ドッグを用い､胆嚢コレステロール結石の生成機

序､ならびに肝内コレステロール結石の作成とその生成機序に関して積討を行った｡

1)コレステロール胆嚢結石については､高コレステロール食投与により肝よりの

Ilthogenicbileが分泌され､まず微小コレステロ-ル結晶の析出が生じ､次いで胆蕪の

収縮不全とそれに起因するコレステロール結晶や粘液の胆嚢内停滞が加わって結晶の

成長が助長され､結石形成にまで至るものと考えられた｡

2)高コレステロール食飼育プレーリ- ドッグに肝管結集を加えることにより､ヒト

の原発性肝内コレステロール結石症に醐 以する肝内コレステロール結石モデルを作成

し得た｡

3)本モデルにおける肝内コレステロール結石の生成機序についても､胆嚢コレステ

ロール結石と同様､コレステロール過飽和肝膿汁の分泌､胆汁彰滞に､胆管上皮由来

の粘液の関与が加わって､結晶の生成 ･成長から結石生成へ至る過程が推測された｡

また本モデルにおける過飽和胆汁の生成 .分泌には､肝胆汁欝滞下で生ずる､高

LDL血症によるHMGICoAreductase抑制機構の発動減弱が､何 らかの役割を果た
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している可能性も推測されたが､その詳細については､本モデルを用いた更なる権討

が必要と考えられる｡
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