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第1章　 緒 言

結合織の本態につ いては多 くの疾患 の病態 を解 明

する上 で問題 とな り,就 中密接 な関連 を有 する肝疾

患,各 種膠原病,又 最近 では悪性 腫瘍の問題 とも絡

んでその解明が急 がれている.

それ故に肝線維化の解 明は肝臓 病に関 する重要な

課題の一つ であ り,か かる肝線維 化即 ち肝 における

結合織の増加 とい う問題 を解 決すべ く結 合織 に関す

る多 くの研究がな され,形 態学 的な追求 から始 まつ

て近年生化学の発展 に伴 い結合織 の生 化学 的研 究が

主体 となり,未 知な部分 も徐 々に明らかにされつつ

ある.し か しなが ら未だ不 明の点 があ ま りに も多 く,

この事 は従つて肝線維症 に も当て はまる事で ある.

結合織の主 たる細胞成分であ る線維芽細胞の役割

についてBuck1), Jackson2)は 線維芽細胞は結合織

線維の母体で ある と 報告 し,最 近 で もRobertson

ら3)4), Piezら5)は ムコ多糖体を主体 とす る コラゲ

ン前駆物質の存在を想定 し,梶 川6)は 線維芽細胞の

電顕的観察によりその粗面小胞体が コラゲ ン合成 に

直接関係する ものであろ うと推定 し, Galambos7)は

肝硬変患者の剖検例について肝に ムコ多糖体の増加

を認め,こ れは増殖 した線維芽細胞が産生 した もの

であると述べてお り,現 在 の所かか る現 象が結合織

生成における線維芽細胞の役割 と して一般 に認 めら

れている8)9)10)11).こ れ らの事 柄 は逆 に 最近平木及

び木村12)が癌の実験に より裏付 けた 所 の 線維 芽細

胞の増生を抑制すれば同時にコラゲン線維乃至は結

合織線維の生成が妨げられ,こ の際,酸 性ムコ多糖

体も減少するという事からも窺い得る.か かる意味

で線維芽細胞抑制剤を慢性肝疾患に適用して有意な

る成績を収めた事は既に述べた.

本実験ではかかる現象を動物実験により観察した.

即ち肝線維化予防の可能性を検索する目的で,家 兎

に作成した実験的肝線維症に対し線維芽細胞抑制剤

であるクロロキンを使用してその投与前後における

家兎の体重の変化,血 清膠質反応及び血清蛋白像の

変化,更 にクロロキン剤の正常家兎肝に対する影響

についても前記諸検査及び肝組織像を中心に検討を

加えて考察を行なつた.

第2章　 実験材料並びに実験方法

実験材料

体 重2kg以 上 の健 康 な 白色雄性 家兎につ いて血

清膠質反応,血 清蛋 白量 及びその分画の正常範 囲の

ものを選 び下記の諸群 に分けた.即 ちこれ ら家兎 に

おけ る肝機能 は高 田反応(-),グ ロス(-),コ バ

ル トR3～R5,血 清蛋 白量 は6.5～7.0g/dl,血 清 蛋

白分画,就 中 γ-グロブ リンは20.3～26.3%で あつ

た.

1) 慢性四塩化炭 素肝障害家兎

四塩化炭 素(CCl4)を 体 重pro. kg 0.3cc宛1週

1回 の割で計13回 背部皮下に注射 して慢 性肝障害 を

惹起 せ しめ,最 終回注射 の4日 後に屠殺 して実験 に
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供 した.

2) 四塩 化炭素 クロロキン併用家兎

CCl4を 体 重pro. kg 0.3cc宛, 1週1回 の 割で

計13回 背部皮下 に注射 して 慢性 肝障害 を 惹起 せ し

め,一 方初回の注射 と同時 に燐 酸 クロロキ ンを体 重

pro. kg 10mg宛 隔 日に耳静脈 よ り極 め て 徐 々に注

射 を行ない,計45回 の継続投与後,同 様 に実験 に供

した.

3) 燐 酸 クロロキ ン投与家兎

燐 酸 クロロキ ンを体重pro. kg 10mg宛 隔 日に計

43回 耳静脈よ り注射を行な い,最 終回注射 の約24時

間後 に屠殺 して実験 に使用 した.

実験方 法

前 述せ る家兎 につ いて屠殺前 に体 重を測定 し,次

いで頸動脈 よ り瀉血す る と共 にその血液を採取 して

血清 を分 離 し血清膠質反応 と して高 田,グ ロス,コ

バル ト反応 を,レ フ ラク トメー ター によ り血清蛋 白

量を,濾 紙電気 泳動法によ り血清蛋 白分画を行なつ

た.更 に速 かに肝 を摘出 した後,重 量を測定 して,

体重 に対 する肝 重量比 を 求 め た.又Hematoxylin-

Eosin染 色 によ り前記各群の各 々に つ き肝組織像 を,

更 に線維化の程 度を 知 る た め, van Gieson染 色,

鍍銀染色を施 して結合 織の状 態を正常家兎 のそ れ ら

と対比 しつつ検討 した.

尚,ク ロロキンを耳静 脈よ り投与す る際,急 速 な

注射 によ り家兎 が一時 的に シ ョック状態 となる事 が

時 に観察 されたが,か か る現象は緩徐 に注 射する事

に よ り軽減す る事 が可能 であつ た.

第3章　 実験成績

第1節　 慢性 四塩化 炭素 肝障害家兎

(表1, 図1, 2, 3, 4)

CCl4投 与によ り5例 共 す べて 全 身状態 がかな り

悪化 した.即 ちCCl4注 射前の平 均体重2.23kgに

比 し屠殺直前のそれ は1.88kgと 著明に低下 し,一

方 肝重量は平 均53.1grで あつ た.そ の結果体重 ・

肝 重量比は平均0.025と 他の二群 とほぼ同様の値が

示 されたが,家 兎 番号No. 3, No. 4で はやや上昇

をみた.

血清膠質 反応は屠 殺時 に おい て 高 田(〓)～(〓),

グ ロス(+)～(〓),コ バル トR6～R8と すべて異

常値を示 し,肝 障害 の存在を示唆 していた.血 清蛋

白量 は投 与前 の平 均6.2gr/dlに 比較 して投与後は

平均5.8gr/dlと 低 く,γ-グロブ リン分画 も投与前

の23.8%に 比 し29.1～40.9%,平 均34.8%と 著明な

上 昇が示 され,そ の結果A/G比 も投与前 の0.84に

対 し0.65と 低 値を示 し,血 清膠 質反応 と同様,各 例

共著明 な肝障害 の存 在を意味する結果 が得 られた.

第2節　 四塩 化炭素・ 燐酸 クロロキ ン併用家

兎(表2,図1, 2, 3, 4)

表1.　 慢 性 四 塩 化 炭 素 肝 障 害 家 兎

慢性肝障害 を惹起 せ しめる と共 に燐酸 クロロキ ン

を注射 した家 兎の注射前 及び屠殺前 の体重はそれぞ

れ平均2.48kg及 び2.45kgで ほ ぼ 同値を示 し,

又摘 出 した肝重量 は平 均50.0gr,体 重・ 肝重量比
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図1.　 体重 の変化

図2.　 肝重量,体重・肝重量比の比較

図3.　 血 清膠 質反 応の変化

図4.　 血清蛋 白の変化

表2.　 四塩化炭素・ 燐酸 クロロキン併用家兎
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は平均0.020で あつた.

血清 膠質反応 は屠殺時 に おい て 高 田(-)～(+),

グ ロス(-)～(±),コ バ ル トR3～R6で 著明な障

害 を示す例はな く,総 括的 にみて軽 度の異 常を認め

た にす ぎな か つ た.又 血清蛋 白量 は 投与前 の平 均

6.1gr/dlに 比 し投 与後 は5.5gr/dlと や や低値 が示

され,γ-グ ロブ リン分画 も投与前平 均23.3%に 対 し

投 与後 は平 均25.5%と 僅か に上昇 し,A/G比 もそ

れぞれ0.84に 対 し0.74と 多少 の低値 が示 された.一

方家兎番 号No. 6, No. 11, No. 12は 投与 後 も肝機

能障害は上記諸検査 では見 出 されな かつ た.全 体 的

には投 与後にお けるこれら諸 検査成績 よ り軽度の肝

機能 障害 を窺わ しめる結果 が得 られた.

第3節　 燐酸 クロロキ ン投与 家兎

(表3, 図1, 2, 3, 4)

正常家兎 肝に対す る クロロキン剤 の影響 を検討 す

る 目的で燐 酸 クロロキ ンの静脈内投与を行 なつ た.

即 ち本剤投 与前 の平 均体重 は2.35kg,一 方屠殺

前 のそれは2.31kgで 変化は認め られず,肝 重量 は

51.4gr,体 重 ・肝重量比 は平 均0.022と 記2群 の

それ らとほぼ同値 が示 され た.

血清膠 質反応は本剤投与前 はすべて正常範 囲にあ

り,一 方屠殺前 のそれ ら諸反応 も正常範 囲を示 し,

家兎番 号No. 13の グロス,No. 15の 高 田反応 にそ

れぞれ(±)が 見 られた にす ぎず,膠 質反応 の明 ら

かな異常値を示 した例 は存在 しなかつ た.又 血清蛋

白量 について本剤投与前後の値 は各 々平 均6.5gr/dl

及 び6.4gr/dlと 差異 は認 め られず,γ-グ ロブ リン

分画 もそれぞれ平均22.2%及 び20.8%と 正常範囲内

で あ り,更 にA/G比 について も同様 な結果が得ら

れ,総 括的にみて,上 記諸検査 の範囲 内では クロロ

キ ン剤投 与によ る家兎肝機能の変化は見 出 されなか

つた.

第4節　 肝の組織学 的所見

1) 慢性四塩化炭素障害家兎(写 真1, 2, 3)

本群では全例 に著 明な結合織 の増加がみ られた.

即 ちHt-Eos.染 色 において全般的 に残存 せ る肝細

胞は萎 縮傾 向が認 められ,中 心静周脈辺には高度の

肝細 胞壊死 と共 に結合織線維の形成がみ られ,肝 小

葉 は変形 或いは破壊 され,グ リソン氏鞘 を中心 とし

た肝小 葉間隙の結合織生成が高度で,こ れが肝小葉

を圧 迫 してい るが如 く見受 けられた.又van Gieson

及 び鍍銀染色 においてはHt-Eos染 色 と同様,中 心

静脈周 囲,更 に高 度に拡大 したグ リソン氏鞘及 び肝

小葉間隙 に一致 して結合織線維 の存在を認め正常肝

に比 し著明 な線維化傾 向が示 され た.

2) 四塩化炭素・ 燐 酸 クロロキ ン併用家兎(写 真

4, 5, 6)

表3.　 燐 酸 ク ロ ロ キ ン 投 与 家 兎

本群 ではHt-Eos染 色において肝小葉 の構造は前

者 よ りも比較 的よ く保 たれ,一 部小葉の高度な変形

が認 め られたが,そ の構造 が破壊 されてい る例は存

在せ ず,肝 細 胞は小葉 中心部及 び周辺部において一

部萎縮,壊 死 がみ られ たが,そ の他の部分では比較

的正常な る形態をみせ ていた.中 心静脈の周囲は軽
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度の結合織増殖が認 められ,又 結合織周辺 には肝細

胞壊死が存在 していた.グ リソ ン氏鞘及 び肝小葉 間

隙では正常肝に比 し拡大 は して いた ものの前記CCl4

肝障害家兎に比較 して軽 度であつ た. van Gieson,

及び鍍銀染色においても その所見 はHt-Eos.染 色

と同様で中心静脈周辺,グ リソン氏鞘及 び肝小葉間

隙にかなりの結合織増加 が認め られた がその程 度は

軽 く,正 常肝の所見 とはかな り異 なるに して もCCl4

肝障害家兎 における所見 よ りもむ しろ正常肝の所見

に近い印象が得られ た.

3) 燐酸 クロロキ ン投 与家兎(写 真7, 8, 9)

結論か らいえば本群 では正常肝 とほぼ一致 した所

見が得られた.即 ち肝細 胞,肝 小葉,中 心静脈 周辺,

グ リソン氏鞘及び肝小葉間隙等の部分 に何 ら異常所

見は認められ な かつた.唯,家 兎番号No. 14に お

いて一部肝小葉周辺部 の肝細胞 にやや膨化 して いる

が如 き像を呈 した ものが存在 した ものの,そ の他の

部分に異常所見はみ られず,か か る所見 より既成の

結合織に対 しクロロキンが殆ん ど影響を与えな い事

を確かめた.

第4章　 総括並ひに考按

肝線維化の阻止 とい う重要な課題を解 決すべ く古

くよ り多方面 に亘 る研究がな され,そ の本態につい

ても多角的に追及 されてい る.例 えば肝結合織の形

態学的,生 化学的研究が諸種薬物によ り実験的に作

成 された線維肝又 は肉芽腫,創 傷治癒の過 程或いは

組織培養等 について行われ,近 年に到 り結合織 の線

維成分である コラゲ ンを中心 とする生 化学 的検索の

進歩に伴つて線維芽細 胞は多種の酸性 ム コ多糖体 を

生成すると仮定 され, Robertsonら4)は 線維蛋 白を

主体 とするコラゲ ン前駆物 質 の 存 在 を 想定 し,又

Piezら5)も 同様な物質の存 在を想定 し,更 にOre

khovitchら13), Prockopら14), Gerberら15)に よ り

コラゲ ンの前駆物質 たるプ ロコラゲン(可 溶性 コラ

ゲン)の 存在が確認 され,コ ラゲ ンの生成,進 行に

伴いプロコラゲ ンの量 が減ず るとい う事 が明 らかに

された.か か る観点 より線維芽細胞 が コラゲ ンの生

合成に大なる役割を有す る事 は確かで あろ う.

私は前編において クロロキ ン剤の線維芽細胞抑制

作用を慢性肝疾患の治療に応 用 し,有 効な る成績 を

収めた事を報告 したが,本 編では家兎に惹起せ しめ

た実験的慢性肝障害 に対する クロロキンの影響につ

いて検討を行なつた.

慢性四塩化炭素肝障害家兎

CCl4は 肝 毒 性 物 質 と して 動 物 に 実 験 的 肝 障 害 を

作 成 す る際 に広 く用 い られ,こ れ と平 行 してGalla

gher16), Recknagel17), Isselbacher等18)に よ り発 生

機 序 の 追 求 も詳 細 に な され て い る が,未 だ 結 論 は 得

らて いな い.

さて本群家兎に おいて体重 が減 少 した事 は慢性肝

障 害によ る栄養障害の ためと推測 され,又 平 山ら19)

の実験 成績 と同様肝重量が他の二群 とほぼ同 じ値を

示 した事 は肝機能障害の程度 と肝重量 との間には関

連 性が存在 しない ものの 如 く,CCl4に よ り肝は萎

縮す る事 な く,組 織 像の検索 で肝細 胞の萎 縮,変 性

及 び壊死 はグ リソン氏鞘 を中心 とした間質組 織の増

殖で 置換 され た事 を示 している.更 に高 田,グ ロス,

コバル ト等の血清膠質反応の著明な異常が示 され た

事 は肝にお ける間質組織の高度 の障害 を意味 して お

り又 γ-グロブ リン値の上昇 も本群 に 肝線維化 の存

在を示す重要な指 標で ある.

Myren20)はCCl4に よる肝障害 につ い て の詳細

な検討を行 ない, CCl4中 毒に よ る肝の組織学的特

長は中心性壊 死であ り, CCl4投 与後1時 間 に し て

肝細 胞の変性, 3～6時 間後には壊死の 出現を見,

12～24時 間後では中心性壊死は強 くな ると報告 した

が,私 の実験 において も肝小葉 中心帯の細胞壊死,

脂肪 化変性,小 葉 構造の破壊,グ リソン氏鞘,肝 小

葉間隙及 び中心静脈 周辺 の著明な コ ラゲ ン線維並 び

に結 合織 の増 加が認め られた事は本群において肝実

質及 び間質 全般にわた り高度の障害 と線維化が存在

して いる事 を明確 に示 してお り,前 記血清膠質反応

や血清 蛋白像 の結果を裏 付けてい る.

四塩 化炭素・ 燐 酸 クロロキ ン併 用家兎

CCl4の 長期投 与によ り家兎肝 が広 範囲に しか も

高 度に障害 され,著 明な肝線 維 化が認 められたが,

かかる肝線維 化の進展は志水21)に よ り肝 コラゲ ン

量 の測定か ら6～8週 後に は不可逆 とな り,そ れ以

後は更に急激な肝線維化 が進 行する と報告 されてい

る.こ の様な 意味で クロロキ ン剤の線維芽細胞抑制

作用を慢性肝障害 に適 用する場 合,肝 障害初期の段

階即 ち肝線維 化の軽 度な時 期よ り本剤を使用す れば

より高 い効果 が期待 できる もの と考え られ る.

私 は肝病変が発現す るの とほぼ期を同 じ くして燐

酸 クロロキ ンを使用 し長 期間CCl4と 併 用 した結果,

血清膠質 反応 が一部 異常 を示 した も の の家兎 番号

No. 6, No. 11, No. 12に お いて は正常 であつた.又

血清 蛋 白分画 におけるアルブ ミンの減少,γ-グ ロブ

リン値 の上 昇 もそれぞれCCl4投 与家兎 に比 し僅 か
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な程 度に留ま り,更 に肝組織像 においては6例 とも

大体平 均 して肝小葉の構造 は保 たれ,小 葉 周辺及 び

中心 静脈周辺部 に の み 一部 の肝細 胞壊死が見 られ

又van Gieson及 び鍍銀 染色で も正常肝 に 比較 して

コラゲ ン線維及 び結合織の増加 が認 め られ,多 少の

肝線 維化が示 された もののCCl4投 与群 の所見 に比

し正常肝 の所見 によ り近かつ た.か かる所見 は本 群

においてCGl4の 毒性 が 余 りに も強 いため,燐 酸 ク

ロ ロキ ン10mg/kgの 量では肝線維 化の進 行が充 分

阻止で きなかつ たもの と考え られ るけ れ ど もCCl4

投与家兎 に比較 した場 合本群 に線維化の著 明な抑 制

が示 され ている.

もとよ り肝 は極 めて余 裕のある臓器で肝細胞の再

生 能力 も旺盛で あるが,か か る肝細 胞の壊死の存在

並 びに線維化の著 明な抑 制は病変部の修復機転 と し

ての線維 化が遅延 しその結果,二 次的に クロロキ ン

が肝 細胞の再生を助長 してい る事 も考え られ る.し

か しなが ら クロ ロキンが直接 に肝細 胞の再生に関 与

す るか否か は 不 明 で あ る.し か るにLange及 び

Haberland22)は 関節 リウマチ患者にみ られ る自己抗

体 の活性価が クロロキンによ り抑制 され る事 よ り,

本剤 が抗 体不活性化作用を有 する事 を認め,一 方 山

本23)に よ り肝炎 は 自己免疫 疾患 と し て の一面を有

し,そ の慢 性化に従い肝組織 に対す る 自家抗 体の 出

現率,抗 体 価の強 さが高 くな り,自 家 ア レルギー性

病変 の性格 を もつ様にな ると報告 されてい る.又 平

木 ら24)は クロロキ ン剤が間葉系細胞の 増生 を 抑 制

す る事を リンパ 腺の組織培養で確認 し,悪 性 リンパ

腫患者に本剤 を使 用 して有効な る成績 を収 め,又 平

山8)は エチオニン障害 によ る肝線維 化に際 し,肝 に

間葉系細胞の増加 が予想 され,そ の結果,こ れ ら細

胞の増加 と肝線維 化とが密接 な関係を もち,又 肝 線

維 化の動向 は肝細 胞機能 によ り支配 されて いる と判

断 してい るが,か か る報告 は私 の実験結果に 重要 な

意義を与えて いる.

一方,結 合織細胞成分 の主 体であ る線維芽細 胞の

機能及 び結 合織 中における役 割につ いて は古 くよ り

結合織の生成母体 と考 え られ,更 に各 種酸性 ム コ多

糖体の生成の他,コ ラゲ ン生成等 が推測 され,一 般

に認め られてい るが,未 だ充分 解明 されな い点 が多

い8)9)11).私 の実験 が前 記の如 き成績を示 し た事

は線維 芽細胞が直接或 いは間接 に コラゲ ン生成,更

には結 合織 生成に重要な役割 を占めてい る事を裏付

ける ものである.又 肝線維 化の抑制 には クロロキ ン

の線維芽細胞抑制作用ばかりでなく,線維芽細胞も

含めた間葉系細胞の増生の抑制作用,抗 炎症作用等

の関与も考えられる.

燐 酸 クロロキン投与家兎

本 群家兎 におけ る燐酸 クロロキ ン投 与前後の体重,

血清膠 質反応,血 清蛋 白量及 びその分画につ いて有

意の差 がみ られず,投 与後の体重 ・肝 重量比 も他の

二群 とほぼ同値 を示 し,又 組織像 において5例 中1

例に限局性 の肝細胞 の膨 化が観 察 された ものの残 り

4例 は正常肝 と同 じ所見 を呈 した結果 が得られ,特

に グ リソン氏鞘を 中心 とす る既成結合織に対 し何 ら

影響す る所 が認 め られなかつ た事 は,本 剤の長期投

与 が正常肝に対 して は何 ら認む べき変化を生ぜ しめ

ない事 を物語つ て お り,平 木25)が 気管支 喘息患者

400余 例に対 し クロロキン剤の 長期投与 を 行なつた

結果,患 者の肝機能に何 らの変化 も認め られなかつ

た と報告 した事 は前記の結果を支持す るものであろ

う.

第5章　 結 語

正常家兎及び四塩化炭素による家兎慢性肝障害に

及ぼすクロロキンの影響について諸種検索を行ない

次の結果を得た.

1) 慢性四塩化炭素肝障害家兎においては著明な

肝機能障害と肝組織像の変化が認められ,広 汎な肝

実質障害並びに高度の線維化が認められた.

2) 四塩化炭素・燐酸 クロロキン併用家兎におい

ては慢性四塩化炭素肝障害家兎に比して肝機能障害

が殆んどなく組織学的にも軽度の肝線維化が認めら

れた程度で線維化の抑制など明らかに改善像が示さ

れた.

3) 正常家兎肝に対して燐酸クロロキンの長期投

与は,血 清膠質反応,血 清蛋白量及び蛋白分画更に

組織学的検索の結果,何 らの影響も及ぼさず,又既

成結合織にも変化はみられなかつた.

4) 慢性肝障害の防止に際してはクロロキン剤の

線維芽細胞抑制作用が重要な役割を演じているもの

と考えられる.

稿 を終るに臨み,終 始 卸懇篤な る御指導と御校閲

を賜つた恩師平木教授に深甚の謝意を表すると共に

木村講 師の 御教示 と御校 閲を深 謝致 します.

〔本 論文要 旨は第49回 日本 消化機病学会総会にお

いて発 表 した〕
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 写真8: van Gieson染 色, 10×10

 写真9‥ 鍍 銀 染 色, 10×10 }燐酸クロロキン単独投与家兎肝

Studies on the Treatment of Chronic Hepatic Disorders

 with Fibroblast-inhibiting Agents

Part 2. Effects of Chloroquine on the Experimental

 Chronic Hepatic Disorders of the Rabbit

By

Masatoshi Yamana

Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School

(Director; Prof. Kiyoshi Hiraki)

Followings are the results of experimental studies on effects of chloroquine on the normal
 liver damages with carbon tetrachloride in rabbits.

1) It was noted that the animal treated with carbon tetrachloride showed prominent
 disturbance of liver functions and histological changes revealing extensive damage of the paren

chymal cells and marked fibrosis in the liver.
2) The animal administered both chloroquine and carbon tetrachloride revealed normal liver

 function tests but had a slight degree of liver fibrosis, while the animal administered chloro

quine alone revealed normal liver function without any fibrotic findings. However, the liver
 findings of the animal in combining treatment showed lesser pathological changes than those
 of the animal with carbon tetrachloride alone.

3) No influences were observed by long term administration of chloroquine to the normal
 animal on several laboratory examinations such as serum colloidal reactions, total serum protein
 and electrophoresis. Nor histological changes were noted in the normal liver, especially in its

 connective tissue.
4) It may be considered that fibroblast-inhibiting action of chloroquine has important roll

 to the prevention of chronic liver disturbance.
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