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緒 言

古 くから抗原抗体反応によって肝障害が起こるこ

とは知 られており,こ の方面では主として血清学的

研究,お よび異種タンパク質によるアレルギー性肝

障害, hepatotoxinに よる逆 アレルギー性肝障害な

どの実験的研究がな されて きた。ところが近年に至

り, Mackayら の提唱したlupoid hepatitis1)の 概

念を契機として,肝 炎の慢性化とその進展の過程に

自己免疫現象が関与 していることが推察 されるよう

にな り,既 に一連の臨床免疫学的研究か らある程度

の裏づけがな されて きた.し かし,慢 性肝疾患に認

められる多彩な自己免疫現象の病因論的役割につい

ては推察の域を出ず,こ れを立証するためには実験

的に動物にヒト肝疾患 と類似の病変を作製すること

が必要で,既 にFreunds adjuvant加 同種肝ホモジ

ネー トによる感作実験が試みられ,若 干の研究報告

がみられているが,2)3)4)5)6)その際えられた肝組織変

化には, Freunds adjuvantを 使用 したための問題

が含まれていた り,免 疫学的解析 も不充分な点があ

るように思われる.ま た,肝 疾患時に認められる血

清抗肝抗体の細胞障害性については明 らかでなく,

む しろ リンパ球を主体 とした細胞性抗体のcytoto

xityが 注 目され,感 作 リンパ球によるpassive tr

ansferに よ る実験的肝炎の作製 も試み られ,興 味あ

る2. 3の 成績が報告 されている.7)8)

図1　 実 験 方 法

著者はヒト肝炎における免疫現象を解析する目的

で, Sprague-dawley系 ラ ットを使用して,同 種肝

ホモジネートにComplete Freunds adjuvantを 加

え一定の回数感作すること,お よび感作 ラットの脾

細胞によるpassive transferに よ り実験的肝炎を

作製 し,こ の所見が ヒト肝炎の病変 と類似している

ところからその免疫学的検討 を行ない興味ある成績

をえたので報告する。

実 験材 料 と方 法

図1の 如 く,ラ ットを4群 に分け感作 を行ない,

 4な い し12週 後 に屠殺 し,そ の肝臓 と脾臓について

の組織学的,な らびに免疫組織学的検索,お よび血

清抗肝抗体 の検索 を行ない,ま た一部のラットに

ついては肝抗原添加による末梢血 リ

ンパ球のinvitro blast-like tran

sformationの 検 討 を行な った.更

に,屠 殺したラットよ り脾細胞 を得

て,こ れをあらか じめレン トゲン線

照射 した他のラットへ経門脈的に移

入 し,一 定時間後に屠殺 し,肝 臓 と

脾臓の組織学的ならびに免疫組織学

的検索,お よび血清抗肝抗体の検索

を実施した.以 下 に実験の詳細につ

いて記載する.
検査

1) 組織学的検査

2) 免疫組織学的検査
-蛍光抗体法及び蛍光抗原法-

3) 血 清 抗 肝 抗 体
-蛍 光抗体間接法及び補体法-

4) 感作 ラット未梢血 リンパ球培養
-同 種肝及びPHA添 加-

1. 実 験 動 物

体 重150g前 後 のSprague-daw-
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ley系 雄 性 ラ ッ トを使 用 した.

2. 肝 ホ モ ジ ネ ー トの作 製

股 動 脈 よ り可 及 的 に脱 血 した の ち断頭 して 屠 殺 し

た ラ ッ トの肝 臓 を無 菌 的 に取 り出 し,生 理 的 食 塩 水

中 で 細 切 し,可 及 的 に 血 球 成 分 を 除 い た の ち,湿 重

量 の4倍 量 の 生 理 的 食 塩 水 を加 え,ホ モ ジ ナ イ ザ ー

で乳 化 し, 5回 凍 結 融 解 した もの を肝 ホ モ ジ ネ ー ト

と して 用 い た.

3. 感 作 方 法

ラ ッ トを4群 に分 け,下 記 の 抗 原 物 質 を各 群 につ

き1回1ml宛, 1週 間 隔 で 計3回,エ ー テ ル 浅 麻 酔

下 で腹 腔 内 に 注 入 した.

Ⅰ群: 20%ラ ッ ト肝 ホ モ ジ ネ ー ト0.5ml+

Complete Freunds adjwant 0.5ml

Ⅱ群:生 理 的 食 塩 水0.5ml+Complete 

Freunds adjuvant 0.5ml

Ⅲ 群: 20%ラ ッ ト肝 ホ モ ジ ネ ー ト0.5ml+

incomplete Freunds adjuvant 0.5ml

Ⅳ群:生 理 的 食 塩 水0.5ml+incomplete-

Freunds adjuvant 0.5ml

(adjuvantはDifco社 製 の もの を使 用 した.以

下, Complete Freunds adjuvantをCFA, inco

mplete Freunds adjuvantをIFAと 略 記 す る.)

4. 脾 細 胞 の 移 入

脾 細 胞 の分 離 はJanowskyら9)の 方 法 に準 じて実

施 した.す な わ ち,屠 殺 後 直 ち に脾 臓 を無 菌 的 に取

り出 し,生 理 的 食 塩 水 中 で2本 の 注 射 針 に よ り細 胞

を遊 離 させ,得 られ た 脾 細 胞 浮 遊 液 を2枚 の ガ ー ゼ

で 濾過 し, 1.500r.p.m 5分 間 遠 沈 し,得 た 沈 渣 に

0.35%食 塩 水10mlを 加 えよ く混 合 した の ち90秒 間放

置 し,次 に5%食 塩 水1.2mlを 加 えて1.500r.p.m. 5

分 間 遠 沈 し た.え られ た 沈 渣 に再 び0.35%食 塩 水10

mlを 加 えて 溶 血 を完 全 に起 させ, 90秒 後 に5%食 塩

水1.2mlを 加 え, 1.500r.p.m. 5分 間遠 沈 して 得 た 沈

渣 を1mlの 生 理 的 食 塩 水 に 浮遊 し, 2枚 の ガ ー ゼ で

濾 過 した の ち,こ れ を注 射 器 に 移 し,可 及 的 速 や か

に,あ らか じめ レ ン トゲ ン線800r全 身 照 射 し,エ ー

テ ル 浅 麻 酔 下 で無 菌 的 に 開 腹 し た ラ ッ ト腸 間 膜 静 脈

内 に ゆ っ く り注 入 した の ち閉 腹 した.な お,最 終 的

に 得 られ た 脾 細 胞 浮 遊 液 を0.1%エ オ ジ ン液 に よ る

超 生 体 染 色 を行 な った の ら算 定 した 結 果,一 匹 の ラ

ッ トよ り9×107な い し1.5×108の 生 きた 脾 細 胞 を

得 た.

5. 検 索 方 法

1) 組 織 学 的 検 索

肝 臓 と 脾 臓 をGarnoy氏 固 定 の う ち,型 の 如 く

Hematoxylin-Eosin染 色,な ら び にMethylgreen-

Pyronin染 色 を施 し観 察 した.

2) 蛍 光抗 体 法

(a) 抗 ラ ッ トγ グ ロ ブ リン蛍 光 標 識 抗 体 液 の作 製:

正 常 ラ ッ トよ り採 取 した血 清 を 飽 和 硫 酸 ア ン モ ニ ウ

ム 液 の50%濃 度 で 塩 析 し,更 に 同 液 の34%濃 度 で 塩

析 を3回 行 な い,生 理 的 食 塩 水 で透 析 し, 20mg/mlの

ラ ッ トγ グ ロ ブ リン溶 液 を作 製 し,同 量 のIFAを 加

え, water in oilの 状 態 に な る まで よ く攪 拌 した

もの を1回1ml宛1週 間 隔 で 計3回 健 常 白色 家 兎 に

筋 肉 内 注 射 し,最 終 感 作 の4週 の ちにbooster注 射

し, 4日 後 に全 採 血 しOuchterlony氏 法 に よ る抗 体

価1:50の 免 疫 血 清 を得 た.こ の 血 清 を飽 和 硫 酸 ア

ン モ ニ ウム 液 の50%濃 度 で 塩析 し, 0.005M phos

phate buffer saline (PBS pH 7.2)に て透 析 し

て得 た γ グ ロ ブ リン に0.5M Carbonate bicarbo

nate buffer pH 9.5)を 使 用 して,タ ン パ ク質:色

素 が80:1の 割 合 でfluorecein isothiocyanate

 (BBL社)を 加 え6時 間 攪 拌 した の ち, sephadex-

G-25 Columnで 遊 離 色 素 を 除去 し,次 い で非 特 異 染

色 物 質 除 去 の 目的 でDEAE Column chromatogr

aphyを 用 いて0.005M PBS (pH 7.2)で 蛍 光 標

識 抗 体 液 を溶 出 し, F/P ratio 1.5-2.0の もの を

-20℃ に て 凍 結 保 存 し,用 に 臨 ん でrabbit liver

 acetone powderで 吸 収 し た の ち12.000r.p.m. 30

分 間遠 沈 して 使 用 した.

(b) 抗 モ ル モ ッ ト補 体 蛍 光 標 識 抗 体 液 の 作 製:モ ル

モ ッ ト乾 燥 補 体(東 芝 化学 工 業 株 式 会 社)を グ リー

ン氏 液 に て 溶 解 し,飽 和 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム液 の50%

濃度 で 塩 析 したの ち,同 液 の34%濃 度 で 塩 析 し,生

理 的 食 塩 水 で よ く透 析 し粗 グ ロ ブ リ ン分 画 を得 た.

この100mgをIFAと 混 ん じて1週 間 隔 で 計4回 健 常

白色 家 兎 に 筋 肉 内 注 射 し,最 終 感 作 後15日 目 にbo

oster注 射 し, 4日 後 に 全 採 血 し, Ouchterlony法

よ る抗 体 価1:32の 免 疫 血 清 を 得 た.こ の 血 清 を(a)

と同 様 の 方 法 に よ りfluorecein isothiocyanateと

conjugateし た.

(c) 蛍 光 抗 体 直接 法 に よ る肝 臓 と脾 臓 組 織 内 γ グ ロ

ブ リンの検 索:肝 臓 と脾 臓 の 小組 織 片 をdry iceと

acetoneに よ り-70℃ に冷 却 して お い たisopentane

中 で 急 速 凍 結 した の ち-20℃ のdeep freezerに 保
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存 したものか ら厚 さ6μ のCryostat凍 結切片を作

製 し,直 ちによく乾燥 させたのち,冷 アセ トンで固

定 し, PBS (pH 7.2)で 洗 い,抗 ラットγグロブ

リン蛍光標識抗体液1滴 を切片上に加 え, 37℃ 湿潤

室中で30分 間染色 したのち, PBSで よ く洗い, 10

%グ リセリン緩衡液で封入 し,蛍 光顕微鏡F (NI

KON)で 観察した.

(d) 蛍光抗体間接法による血清抗肝抗体の検索:正

常ラット肝より(c)で述 べた方法によ り凍結切片を作

り,冷 アセ トンで固定 したのちPBSで 洗 い,被 検

血清1滴 を切片上に加え37℃ 湿潤室中で30分 間反応

させ,そ のあとPBSで て いねいに洗い,次 いで抗

ラットγグロブリン蛍光標識抗体液を1滴 切片上 に

加え, 37℃ 湿潤室 中で30分 間染色したのちPBS

でよ く洗い, 10%グ リセリン緩衡液で封入し,蛍 光

顕微鏡Fで 観察 した.

(e) 蛍光抗体補体法による血清抗肝抗体の検索:(c)

で述べた方法で作製 した切片を冷アセ トンで固定 し

PBSで 洗 い, 30分 間56℃ に加温し非働化した被検血

清1滴 と2倍 に稀釈 したモルモット血清(乾 燥補体

をグリーン氏液にて溶解したもの) 1滴 を切片上に

加え, 37℃ 湿潤室中で30分 間反応 させ,そ の後PBS

にてよく洗ったのち,抗 モルモット補体蛍光標識抗

体液1滴 を切片上に加え, 37℃ 湿潤室中で30分 間染

色し, PBSで よ く洗ったのち10%グ リセリン緩衡液

で封入 して蛍光顕微鏡Fで 観察 した.

3) 蛍 光抗原法

(a) 蛍 光標識抗原液の作製:2に 記した方法で作製

した凍結融解後の肝 ラットホモジネー トを12.000r.

p.m. 30分 間遠沈して得た上清をタンパク質濃度1g

/dlに したのち, 2)(a)に記 した方法によりfluorec

ein isothiocyanateをconjugateし, sephadex-

G-25 Columnで 遊 離色素 を除去 し,更 にrabbit

 liver acetone powderお よび正常ラット脾細胞で

吸収 したのち, 12.000r.p.m. 30分 間 遠沈 して得ら

れた上清を蛍光標識抗原液として使用 した.

(b) 蛍 光抗原法による肝および脾組織内抗肝抗体の

検索:2)(c)で 述 べた方法により作製 した肝臓 と脾臓

の凍結切片を冷アセ トンで固定したのち, PBSで

よ く洗い,蛍 光標識抗原液1滴 を切片上に加 え, 37

℃ 湿 潤室 中 で30分 間 染 色 し,そ の あ とPBSで よ く

洗 った の ち, 10%グ リセ リン緩 衡 液 で 封 入 して 蛍 光

顕 微鏡 下 で観 察 した.

4) 感 作 ラ ッ ト末 梢 血 リン パ球 のblast-like 

transformation

(a) リンパ球 の 分 離:Ⅰ 群,お よ び Ⅱ群 の ラ ッ トよ

り,ヘ パ リ ン1mlを 入 れ た 注 射 器 で無 菌 的 に心 穿 刺

して5mlの 血 液 を採 取 し,以 下Coulsonら の 方 法10)

に よ り リンパ球 を分 離 した.す な わ ち,得 られ た血

液 を3%ゲ ラチ ン液2mlと 混 ん じて試 験 管 に入 れ,

 37℃ の 恒 温 室 中 で30分 間 垂 直 に保 持 して,上 清 の 灰

白 色 の 層 を取 り,こ れ をHank氏 液(pH 7.4)に

て3回 洗 つた の ち1.500r.p.m. 5分 間遠 沈 して 得 ら

れ た 沈 渣 を細 胞 数1×106/mlに な る よ うに培 養 液 中

に 浮遊 させ た.得 られ た細 胞 の90%以 上 は リ ンパ 球

で あ り,ト リパ ン青 に よ る超 生 体 染 色 の 結 果, 95%以

上 の細 胞 は生 きて い る こ とを証 明 した.

(b) 培 養 液 の 作 製: Eagle氏 液2mlに 仔 牛 血 清0.5

mlを 加 え,重 炭 酸 ナ ト リウ ム に てpH 7.4に 調製 し,

これ に ペ ニ シ リン ナ トリウ ム200単 位,お よ び ジ ヒ ド

ロ ス トレ プ トマ イシン100γ を加 えた もの を培 養 液 と

して 使 用 した.

(c) リンパ 球 の 培 養:細 胞 数1×106/mlに 調 製 し た

培 養 液 に1%ラ ッ ト肝 ホ モ ジネ ー トを1.500r.p.m.

 5分 間 遠 沈 して 得 た上 清0.1mlを 加 えた 試 験 管 に 二

重 キ ャ ップ を施 し, 37℃ の 恒 温 室 中 で15° の 傾 斜 を保

っ た ま ま72時 間 静 置 培 養 した.ま た対 照 と してph

ytohaemaglutinin (PHA-M Difco社 製)0.1mlを 加

え た もの,お よ びHank氏 液0.1mlを 加 え た もの も

同 様 に培 養 した.

(d) blast-like cellの 観 察:培 養 後1.000r.p.m.

 5分 間 遠 沈 して細 胞 を集 め 塗 沫 標 本 を作 り, Giemsa

染 色 を施 した の ち リ ンパ球500を 観 察 し,そ の う ち

blast-like cellの 占 め る率 を算 出 した.

実 験 成 績

表1に 各 群 の 組 織 学 的,な らび に 免 疫 学 的 所 見 を

示 し,各 群 の 組 織 変 化 の 頻 度 を表2,お よ び 表3に

示 した.
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表1-①
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表1-②
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表1-③
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表1-④
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表1-⑤
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表-1-⑥

表2　 感作ラットの肝脾組織所見
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表3　 脾細胞移入ラットの肝脾組織所見

()内 はpiecemeal necrosis

1. 感作実験

a) 組織学的検索:肝 組織変化につ

いてみると,Ⅰ 群においてグリソン氏

鞘内,な らびに類洞内の円形細胞浸潤,

肝細胞の巣状壞死および星細胞の反応

が他群に比 して著明に認められた(図

2)。64例 中2例 においては,芽 中心こ

そ認め られないが,中 心にビロニン好

性の大型の細胞を含むリンパ濾胞様円

形細胞集蔟をグリソン氏鞘内に認めた

(図3図4)。 浸潤細胞は主 として門脈

枝周辺に認め られ,多 くはリンパ球様

細胞であ り,そ の他 ピロニン好性細胞

もかな り観察されたが,好 中球,好 酸

球はほとんど見 られなかった(図5).

また,細 胞浸潤の著明な例においては,

肝細胞壊死,な らびに星細胞反応 も顕

著であ り,各 組織変化には互に関連が

あるように思われる.肝 細胞の壊死は

小 さく,リ ンパ球,組 織球などの浸潤

を伴ない,ヒ ト肝炎において認められ

るspatknotschen (Buchner11))に

類似 している. piecemeal necrosis

 (Popper12))あ るいはmassiveな い

しsubmassive necrosisは 全 く認め

られなかった.星 細胞反応 としては動

員像が認められ,肥 大像や喰食像はほ

とんどみられなかった.Ⅱ 群において もⅠ群よ り軽

度であるが,Ⅲ 群,Ⅳ 群に比すとかな り顕著な組織

変化が認められた.脾 臓は一般に リンパ濾胞が肥大

し髄索細胞も増加の傾向が認められたが,各 群の間

に有意の差は認められず,ま た個々の例についてみ

て も肝組織変化との間に有意の相関は認められなか

った.

表4　 リンパ 球 のBlast-like transformationと 肝 組 織 所 見

b) 免 疫組織学的検索

(ⅰ) 蛍光抗体直接法による組織内γグロブリン局在

の検索:肝 においては各群 ともグリソン氏鞘内,な

らびに類洞壁に多 くγグロブリンが認められた(図

6).Ⅰ 群 のうち6例 にはグリソン氏鞘内浸潤細胞が

4例 には類洞浸潤細胞が特異蛍光陽性所見を示し,

またⅠ群の3例 とⅢ群のⅠ例においては星細胞内に
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もγ グロブリンが認められた.そ の他,各 群におい

て少数例では肝細胞壊死巣にも特異蛍光が観察 され

た.し か し,各 組織変化の著明な例に必ずしも特異

蛍光が認められず,細 胞浸潤,肝 細胞壊死,な らび

に星細胞反応の軽度な例において も特異蛍光が各部

位に強 く認められるものがあった.脾 臓では リンパ

濾胞周辺,髄 索細胞に多くγグロブリンが認め られ

たが,各 群の間に有意の差は認め られなかった.ま

た,個 々の例についてみても,リ ンパ濾胞肥大,お

よび髄索細胞反応の程度 とは関係な く,肝 臓の所見

との間に も一定の相関々係を認めなかった.

(Ⅱ) 蛍光抗原法による,い わゆる抗肝抗体局在の検

索:肝 臓では主として,類 洞内浸潤細胞に特異蛍光

が認められ,そ の他類洞壁,星 細胞,グ リソン氏鞘

内浸潤細胞,お よびグリソン氏鞘結合織に少数例に

おいて特異蛍光が認め られた(図7).そ れ らはⅠ群

において他群よ り高頻度に認められたが,特 異蛍光

陽性の類洞浸潤細胞は全体の浸潤細胞の うちの極 く

少数であった.ま た肝細胞壊死巣には全 く特異蛍光

が認められなかった.個 々の例についてみると,こ

れ らの成績 と蛍光抗体直接法によるγグロブリン局

在 との間に一定の相関が認められず,肝 組織変化の

程度とも関連がなかった.脾 臓においては各群とも

主として周辺赤髄の細胞に多 く特異蛍光が認め られ

たが,一 部の例ではリンパ濾胞にも特異蛍光が認め

られるものがあった.し かし,そ れ らは蛍光抗体法

の所見とは関係なく,脾 組織変化との程度,な らび

に肝臓のいわゆる抗肝抗体局在との間にも相関はみ

られなかった.

c) 血 清抗肝抗体:Ⅰ 群の検索例31例 の うち,蛍

光抗体間接法により8例 に,蛍 光抗体補体法によ り

9例 に抗肝抗体を証明 した(図8図9).そ の うち5

例 では両法によ り証明されたが,蛍 光抗体間接法の

みで認められたものが3例,蛍 光抗体補体法のみで

証明 されたものが4例 あった.血 清抗肝抗体 と肝,

脾組織変化,肝,脾 組織内γグロブリン,な らびに

蛍光抗原法で認められた組織内抗肝抗体との間には

一定の相関は認められなかった.Ⅱ 群では23例 中1

例のみに蛍光抗体間接法により抗肝抗体を認めたが

Ⅲ群,Ⅳ 群では全例において抗肝抗体は認められな

かった.

d) 肝抗 原添加培養によるリンパ球のin vitro

 blast-like transformation:Ⅰ 群,お よびⅡ群につ

いて検索した成績は表4の 通 りである.Ⅰ 群13例 に

ついてみると,肝 抗原添加培養により0.2%な い し

4.4%のblast-like cellの 出現を認め(図10),Ⅱ

群の場合0な いし0.6%で あるのに比較す ると有意

の差を示 した. PHA添 加 培養では両群の間に有意

の差が認められなかった.次 に個々の例についてみ

ると, blast-like cellの 出現率 と肝,脾 組織変化 と

の間には一定の相関々係が認められなか った.

2. 脾細胞移入実験

Ⅰ,Ⅱ,Ⅲ,お よびⅣ群を屠殺後,脾 細胞を移入

したラットをそれぞれA, B, C,お よ びD群 とし

例 えばIR110よ り移入した ものをTR110, IR405

よ り移入した ものをTR405と 記載 した.

a) 組織 学的検索: A群 において,グ リソン氏鞘,

な らびに類洞内の円形細胞浸潤,肝 細胞壊死,な ら

びに星細胞反応が, B群 に比較して高頻度かつ高度

に認められた. 31例 中2例 においては著明なpiece

meal necrosisが 観察 され, focal necrosisも

数多 く認められた(図11図12図13).星 細胞の動員像

も認められたが,肥 大像や喰食像はみ られなかった.

 C群 においても, B群, D群 に比較して組織変化は

強 く, 13例 中1例 に顕著なpiecemeal necrosisが

認められた.し かし,こ れ らrecipientの 組織変化

とdonorの それとの間には一定の相関 がみられな

かった.脾 臓は各群 ともレントゲン照射によるリン

パ濾胞萎縮,な らびに髄索細胞の減少傾向がみ られ

たが,肝 組織変化 との間に一定の相関がみられなか

った.

b) 免疫組織学的検索

(ⅰ) 蛍光抗体直接法による組織内γグロブリン局在

の検索:肝 においては各群とも,グ リソン氏鞘,類

洞壁にγグロブリンが観察される例が多 く,グ リソ

ン氏鞘,な らびに類洞内浸潤細胞,肝 細胞壊死巣,

および星細胞にγグロブリンが認められた ものも少

数あった(図14).肝 細胞壊死巣には著明な特異蛍光

が認められたが(図15),細 胞 浸潤の著明な例におい

て必ずしも浸潤細胞に特異蛍光は認められなかった.

脾臓においては各群ともリンパ濾胞,な らびに髄索

細胞にγグロブリンが認められる例が多かった.し

か し,こ れら肝臓,脾 臓の所見は各群の間に有意の

差はみられなかった.

(Ⅱ) 蛍光抗原法による抗肝抗体局在の検索:各 群と

も肝臓では類洞壁,な らびに類洞内浸潤細胞に,脾

臓では髄索細胞に特異蛍光が観察 された ものが少数

例あったが,各 群の間に有意の差は認め られなかっ

た.ま た,肝,脾 組織変化,な らびにγグロブ リン

局在との間にも一定の相関はみ られなかった.
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(Ⅲ) 血清抗肝抗体: A群16例, B群12例, C群10例

およびD群10例 について検索した結果全例において

蛍光抗体間接法,な らびに蛍光抗体補体法において

血清抗肝抗体は証明されなかった.

考 按

近年,肝 疾患における免疫学はオーストラリア抗

原(Au抗 原)に 関する問題も含めて急速の進歩を

遂げており,現在血清学的には高γグロブリン血症,

抗 胆管細胞質抗 体,13)14)抗肝 細胞質抗体,14)15)抗核抗

体,13)14)16)抗平滑筋抗体,17)抗胃壁細胞抗体,18)抗糸球体

抗体,18)ならびにリウマチ因子などの諸種のいわゆる

自己抗体の出現が証明され,組 織学的には間質にリ

ンパ球,な らびに形質細胞の浸潤がみ られ,時 にグ

リソン氏鞘内に芽中心を有するリンパ濾胞がみられ

るなど,他 の自己免疫疾患類似の組織像が認められ

ている.26)また,糖 質コルチコイド, 6-MP,な らび

にazathiopurineが 治療薬として有効な例が多く,19)

20)21)これ らのことから肝疾患のある種のものを自己

免疫疾患 として把握 しようとする動きはある程度当

を得ているものと云 えよう.し かし,多 彩な自己免

疫現象を認めても,真 に自己免疫疾患であることを

証明するためには自己または同種の組織抗原で感作

することにより,ヒ ト疾患 と類似の病変を動物実験

的に作製する必要があろう.

この目的のために行なつた著者の実験では, Co

mplete Freunds adjuvant (CFA)加 同種肝ホモ

ジネートで腹腔内感作することにより, CFAと 生

理的食塩水で感作 した対照群に比 し,肝 臓における

グリソン氏鞘内,な らびに類洞内の円形細胞浸潤,

肝細胞壊死,お よび星細の反応が著明に認められた.

しかし, incomplete Freunds adjuvant (IFA)

を使用した場合には,肝 組織変化はCFAと 生理的

食塩水で感作 した群よりもさらに軽度で,対 照群と

の間に有意の差がみ られず, CFA中 に含まれるmy

cobacteriumの 働 きが重要な役割を演 じていること

が強 く示唆された.

現在, adjuvantの 免 疫増感作用 としては,抗 原

をwater in oilの 状態にすることにより抗原注射

部位か らの遊離を緩慢にし,特 異抗体増加を助長す

ること,お よび尾曽越22)の主張するごとくadjuvant

によ るリンパ球の非特異的増殖作用が知 られている.

しかし,遅 延型アレルギー反応 にお けるadjuvant

の作用についてはなお不明な点が多く,経 験的に実

験的甲状腺炎,23)実験 的脳脊髄炎24)などの作製実験に

おいてIFAの 使用では成功せず, CFAを 必要 とす

るところか ら,自 己免疫ないし異常免疫のための

forbidden cloneの 産生促進作用が推察されている.

さて,今 回のCFAと 肝 抗原で感作 した場合の多

くの実験例では肝グリソン氏鞘内における血管周囲

性円形細胞浸潤が認められ,少 数例には リンパ濾胞

様構造 さえみ られた.こ れ ら浸潤細胞の意義づけと

しては,注 入された肝抗原やadjuvantが グ リソン

氏鞘に達 し,その刺激により血管か ら浸出したもの,

あ るいは同時に認め られる巣状壊死に続 く二次的現

象,す なわち単なる炎症に基づいたものなどが考え

られるが,今 回の成績の場合,芽 中心 こそ認められ

ないが リンパ濾胞様構造の中にかなり大型の幼若細

胞が観察 されたことより,木 原の云 うごとく,25)肝臓

がリンパ球産生予備組織としての働 きを有し,抗 原

刺激による個体の免疫学的反応 として局所の細網細

胞が分化したことも考えられる.さ きに,小 坂,太

田ら26)はヒ トの慢性化したウイルス性肝炎例におい

て,グ リソン氏鞘内に明らかな芽中心をもつリンパ濾

胞が観察 される症例があるところから,濾胞性肝炎な

る病名を提唱し,自 己免疫現象の組織表現の一つで

あると報告しているが,そ の理念はMackayら27)の

主張す るautoimmune hepstitisの それと軌を一に

するものであ り,細胞性抗体を重視 した考えである.

その後,教 室の太田,竹 原28)はH3-tritiated thym

idineに よ る肝組織のin vitro autoradiography

によ り,グ リソン氏鞘内にリンパ球の増殖像が認め

られるという成績を報告 している.こ の増殖像を,

直 ちに肝抗原による刺激で起る局所のimmunocyte

の増殖像と解するにはまだ問題があるが,近 年個体

が特定の抗原に対 して感作状態にある時,そ の個体

の末鞘 リンパ球を特定の抗原を加 えて培養すること

により,リ ンパ球 のblast-like transformationが

起 ることが知 られており,こ のことをさきのauto

radiographyの 成績 と併せ考えると興味深 く, im

munologically competent cellか らimmunologi

cally performing cellへ の移行現象 として把握で

きよう.

また,活 動型の慢性肝疾患々者の末梢血 リンパ球

の肝抗原添加培養により, blast-like transforma

tionが 起 ることが証明されているが,著 者 もこれに

ヒントを得て,感 作 ラットの末稍 リンパ球に肝抗原

を添加 して培養 した. CFAと 肝抗原で感作した群

ではblast-like cellの 出現率は低いなが らも,対

照群との間に有意の差を認め,感 作ラット末稍血 リ
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ン パ球 の う ち にCFA中 のmycobacterium以 外 の

肝 抗 原 に対 す るimmunologically competent cell

が含 ま れ て い る こ とを証 明 した.

この 成 績 に関 す る もの と して,さ き にTobias29)

は ヒ トのchronic active hepatitisの2例 中1例,

お よ びprimary biliary cirrhosisの4例 中2例

にblast-like transformationを 認 め て お り,宍 戸

ら30)は肝 にお け る細 胞 浸 潤,肝 細 胞 壊 死 と.blast-

like transformationと の間 に か な りの 相 関 が あ る

と報 告 して い る.ま た,最 近 太 田,辻 ら31)は リンパ

濾 胞 を有 す る慢 性 肝 疾 患 で は 濾胞 を有 さな い 症 例 に

比 較 して 自 己 肝 抗 原 添 加 培 養 に よ り高 率 のblast-

like transformationを 認 め た と報 告 し て い る.し

か しな が ら,こ の リン パ球 のblast-like transfor

mationと 肝 組 織 所 見,と くに 円形 細 胞 浸 潤 に 関 して

は,今 回 の実 験 か ら は一 定 の 相 関 を 見 出 し得 な か っ

た.

一 方 ,血 清 抗 肝 抗 体 に つ い て は,可 溶 性 タ ン パ ク質

に 対 す る もの と不 溶 性 タ ンパ ク質 に対 す る もの との

二 種 類 の抗 体 が 知 られ て い る が,細 胞 性 抗 体 につ い

て も不 溶 性 タ ンパ ク質 に対 す る別 の 反応 様 式 が考 え

られ な い こ とは な い.ま た,末 梢 血 リ ンパ 球 のbl

ast-like transformationか ら,そ の 個 体 の特 異 抗

原 に対 す る感 作 状 態 を推 察 で きる と して も,肝 臓 の

組 織 ア レル ギ ー が 他 の 免 疫 臓 器 に伴 な う組 織 変 化 の

み で な く,免 疫 臓 器,す な わ ち リン パ球 産 生 予 備 臓

器 と して の 肝 組 織 反 応 も関 与 して い る こ と も著 者 の

実 験 か ら考 え た い.

ま た,今 回 の実 験 で は,肝 組織 変 化 と血 清 抗 肝 抗

体 との間 に は一 定 の相 関 を 認 めて い な い が,ヒ ト慢

性 肝 疾 患 に お い て,肝 組 織 変 化 と諸 種 の 自己 抗 体 出

現 との 間 に相 関 を認 め な い とい う太 田 ら32)の 報 告 と

併 せ 考 え る と興 味 深 い.

次 に,免 疫 現 象 解 析 の た め の 肝 組 織 内免 疫 グ ロ ブ

リンの 検 討 につ い て はCohenら33)に よ り蛍 光 抗 体

法 に よ る肝 組 織 内 γ グ ロブ リ ン局 在 の 研 究 が手 掛 け

られ,ヒ ト慢 性 肝 炎 で間 質 内 に γ グ ロ ブ リン を 含 む

多 数 の細 胞 の 出 現 が 証 明 され て お り, Popperら34)

は 局 所 に お け る抗 原 抗 体 複 合 物 に よ り起 るpiecem

eal necrosisこ そ肝 疾 患 のself-perpetuationの

機 序 で あ る と報 告 して い る.著 者 の 同 種 肝 に よ る感

作実 験 で は,肝 内 グ リソ ン氏 鞘,類 洞 壁,浸 潤 細 胞,

星 細 胞,な ら び に肝 細 胞 壊 死 巣 に γ グ ロ ブ リ ン を観

察 した が,対 照 群 に お い て も類 似 の 所 見 を得 て お り,

た だ肝 抗 原 とCFAで 感 作 した 群 で は肝 組 織 変 化 が

強 くそれに比例 してγグロブリンも対照群よ り多く

認められるという程度の差のみ認め,個 々の例につ

いては,組 織変化の程度 とγグロブリン局在の程度

との間には必ずしも相関がな く,従 って局所におけ

るγグロブリンの意義づけはなし得なかった.

次に肝臓の可溶性 タンパク質を抗原とした蛍光抗

原法の結果では,類 洞浸潤細胞,星 細胞などに特異

蛍光を認めたが, CFAの みで感作 した対照群にお

いても特異蛍光が認められる例があ り,い わゆる局

所の抗肝抗体の解析 と意義については今後に問題を

残 していると考えられる.

さて, Scheiffarthら35)36)37)は 感作マウスの リン

パ節,な らびに脾細胞の移入,お よびparabiosisに

よる実験的肝炎のpassive transferに 成功 してお

り, autoradiographyに よ りdonorの 細 胞がrec

ipientの 肝臓内に多 く集まることを証明 しているが,

今 回の著者の実験で もCFA加 同種肝ホモジネー ト

で感作 したラットの脾細胞の移入により対照群に比

して著明な細胞浸潤,肝 細胞壊死,な らびに星細胞

反応を認め, 31例 中2例 においては顕 著なpiecem

eal necrosisな らびにfocal necrosisを 認めた.

またIFA加 同種肝 ホモジネートで感作 したラット

の脾細胞移入によって も,対 照群に比べて著明な組

織変化を認め, 13例 中1例 に顕著なpiecemeal ne

crosisとfocal necrosisが み られたことか ら,

 IFA加 同種肝ホモジネートによる感作では,肝 組織

の変 化 は軽度 に しか起 らな いが,脾 臓内には肝

抗原で感作 されたcloneが 出現することも考えられ

る.な お尾曽越38)は家 兎に同種 リンパ節細胞 を経静

脈的に注入することにより,肝 グ リソン氏鞘,な ら

びに類洞内に顕著な リンパ球の集蔟を来たすと報告

しているが,著 者の実験では移入細胞が少ないため

か,グ リソン氏鞘におけるリンパ球の著明な塊状集

蔟はみられなかった.

以上のことか ら,肝 疾患においてみ られるグリソ

ン氏鞘のlymphoid focusな らびにpiecemeal ne

crosisが 自己免疫現 象の組織表現であろうという

想定が或る程度動物実験的に裏付けられたと考えら

れる.今 回は,実 験的アレルギー性肝炎のみを問題

にし,肝 炎ウイルスその ものや薬物な どとの関係は

とりあげなかったが,最 近辻 ら39)が, B型 肝 炎の病

原性ウイルスそのものか,な いしはウイルスに極め

て密接な関連を持っオーストラリア抗原(Au抗 原)

を用いて,蛍 光標識精製Au抗 原液を調製 し,ヒ ト

の慢性ウイルス性肝炎活動型や亜急性肝炎の肝生検
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組織を蛍光抗原法を用いて観察 し, piecemeal ne

crosisの 部位 に浸潤するリンパ球の細胞膜や細胞

周囲にdeposit様 局在,す なわち特異的Au抗 体を

証明したとの成績を考える時,著 者の使用した肝抗

原が同種抗原であ り, Au抗 原はiso抗 原の一種と

考えられる相違はあって も,そ の病因論的機序は同

じであり,ウ イルス性肝炎の遷廷化や慢性化などに

関連 して本実験は興味深いもの と考える.ま た最近

リンパ球そのものが胸腺 由来細胞(thymus deri

ved lymphocyte: T細 胞)と 骨髄由来細胞(bo

ne-marrow derived lymphocyte: B細 胞)と に

区別 され,40)41)抗体産生系に二つのpath-wayが 考 え

られつつあり,著 者の脾細胞分離方法では,主 とし

てT細 胞の分離が考えられるとしてもB細 胞 も含ま

れており,か つT細 胞, B細 胞 そのものについて も

現在多くの問題があるので,こ の方面の検討につい

ては今後の課題 として残されよう.

結 論

1. Sprague-dawley系 ラットにComplete Fr

eunds adjuvant (CFA)と 共 に同種肝ホモジネー

トを用いて腹腔内感作 を行ない,対 照群に比較して

著明な肝グリソン氏鞘内,な らびに類洞内の円形細

胞浸潤,肝 細胞壊死,お よび星細胞反応を認めた.

 64例 中2例 では,中 にピロニン好性の大型幼若細胞

を含むリンパ濾胞様構造が観察 された.こ れらの所

見はincomplete Freunds adjuvant (IFA)を 使

用した際には殆んど認められなかった.

2. CFA加 同種肝ホモジネー トで感作したラッ

トの末梢血 リンパ球の肝抗原添加培養実験では,対

照群に比較 して有意のblast-like transformation

を認 めたが,個 々の実験例では肝組織変化 とblas

t-like transformationと の間に有意の相関を認め

なかった.

3. CFAあ るいはIFAと 共 に同種肝ホモジネー

トで感作 した脾細胞をあらかじめレントゲン線照射

したラットに経門脈的に移入す ることにより,肝 グ

リソン氏鞘,な らびに類洞内における円形細胞浸潤,

肝細胞壊死,お よび星細胞反応を認め,少 数例にお

いてはpiecemeal necrosisを 観 察した.

4. CFA加 同種肝ホモジネートによる感作では,

蛍光抗体間接法,な らびに蛍光抗体補体法で認めら

れる血清抗肝抗体を32例 中8例 に証明した.し かし

血清抗肝抗体 と肝組織変化 との間には一定の相関は

みられなかった.

5. 感作 ラット,な らびに感作脾細胞移入ラット

の肝臓 と脾臓内のγグロブリン,お よび抗肝抗体を

それぞれ蛍光抗体直接法,蛍 光抗原法により検索 し

た結果,肝 組織変化との間には有意の相関を認めず,

また対照群において も類似の所見を得た.

6. 以上 の実験成績か ら,ヒ ト慢性肝炎にみられ

る肝グ リソン氏鞘内のlymphoid focusお よびpi

ecemeal necrosisが,ヒ トのiso抗 原 ないしは,

肝 炎ウイルスに極めて関連したオー トスラリア(Au)

抗原 に関する新しい知見を考慮 して,広 義のいわゆ

る自己免疫現象の組織表現であるとい う推定がある

程度裏付けられたと考える.

稿 を終 えるにあた り,御 指導,御 校閲下 さいまし

た恩師小坂淳夫教授,終 始御指導,御 教示を賜わり

ました教室太田康幸講師,辻 孝夫博士に深謝いたし

ます.
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Histological and Immunological Studies on 

Experimental Hapatitis in Rat
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ABSTRACT

In an attempt to study auto-immune phenomenon in the course of development of chronic 

hepatitis, the sensitization with homologous liver and Freunds complete adjuvant as well as the 

passive transfer of sensitized spleen cells were conducted with rats. As a result it was fo

und that by the sensitization with homologous liver and Freunds complete adjuvant a marked 

round cell infiltration and the stellate cell reaction were observed in Glissons capsule and si

nusoid of the liver as compared with control group, and with a few cases there was observed 

lymphoid focus in Glissons capsule. By the passive transfer of sensitized spleen cells, there 

could be detected the infiltration of round cells in Glissons capsule and sinusoid of the liver 

and in a few cases liver cell necrosis mainly of piecemeal necrosis.

In the subsequent observations on blood anti-liver antibody, intratissue γ-globulin as

 well as the localization of anti-liver antibody, there could be recognized no significant corre

lations to the above-mentioned histological changes of liver, but in the culture of sensitized

 rat peripheral lymphocytes conductes in the presence of liver antigen there was observed a

 significant blast-like transformation as compared with control group.

From these experimental results with rats it seems that the lymphoid focus and piecem

eal necrosis observable in Glissons capsule of the liver in human liver diseases can also be 

said fairly safely to be the histological expression of auto-immune phenomenon.
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岡 莞 爾　論文附図

図2.　 ラットIR110同 種肝ホモジネー トとCFAで 感作後の肝組織像.

グリソン氏鞘ならびに類洞内の円形細胞浸潤,肝 細胞壊死,お

よび星細胞動員像がみられる。

図3.　 ラ ッ トIR116同 種 肝 ホ モ ジ ネー トとCFA

で感 作 後 の肝 組 織像.グ リソ ン氏鞘 内 に リ

ンパ 濾 胞 様 構 造 をみ る。

図4.　 ラ ッ トIR122同 種 肝 ホ モ ジ ネ ー ト とCFAで 感 作

後 の肝 組 織 像.グ リ ソ ン氏鞘 内 に リ ンパ 濾 胞 様 構

造 を み る。
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岡 莞 爾　論文附図

図5.　 グリソン氏鞘内 リンパ濾胞様構造の拡大像

図6.　 ラ ッ トIR138同 種 肝 ホ モ ジネ ー トとCFAで

感作 後 の 蛍 光 抗 体 直 接 法 に よ る肝 内 γグ ロブ

リン.グ リソ ン氏 鞘 結 合 織,類 洞壁,お よび

グ リソ ン氏 鞘 浸 潤 細 胞 に特 異 蛍光 を認 め る。

図7.　 ラットIR122同 種肝 ホモジネー トとCFAで

感作後の蛍光抗原法による肝内抗肝抗体.類

洞壁,お よび類洞内浸潤細胞に特異蛍光を認

める。

図8.　 ラットIR106同 種 肝ホモジネー トとCFAで

感作後の蛍光抗体間接法 による血清抗肝抗体

図9.　 ラットIR106同 種 肝ホモジネー トとCFAで

感作後の蛍光抗体補体法による血清抗肝抗体
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岡 莞 爾　 論文附図

図10.　 同 種 肝 ホ モ ジ ネ ー トとCFAで 感 作 後,末 梢

血 リンパ 球 の 肝 抗 原 添 加 培 養 にて 認 め られ た

blast-like cell

図11.　 ラ ッ トTR118感 作 ラ ッ ト脾 細 胞 移 入 後 の肝

組 織 像.グ リソ ン氏鞘 な らび に 類 洞 内 の 円形

細 胞 浸潤, piecemeal necrosisお よ び

focal necrosisが み られ る。

図12.　 ラ ッ トTR155感 作 ラ ッ ト脾 細 胞 移 入後 の肝 組

織 像.グ リソ ン氏 鞘 な らび に 類 洞 内 の 円 形 細

胞 浸 潤, piecemeal necrosisが み ち れ る。

図13.　 piecemeal necrosis部 の 拡 大 像

図14.　 ラ ッ トTR118感 作 ラ ッ ト脾 細 胞移 入 後 の 蛍 光

抗 体 直接 法 に よ る肝 組 織 内 γグ ロ ブ リ ン.

 focal necrosis部 位 に お い て 浸 潤 細 胞,星

細 胞 に特 異 蛍 光 を認 め る。

図15.　ラ ットTR118感 作 ラット脾細胞移入後の蛍光

抗体直接法による肝細胞壊死部の特異蛍光


