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一．はじめに

肝炎はよく見られる難病の一種であり，その病原と

してウイルス，薬物，アルコールおよび自己免疫反応

などが挙げられる。そのうち，ウイルス性肝炎（とく

にB型と C型肝炎ウイルスの感染によるもの）が多

しこれらの持続感染により慢性化となり，厳重の場

合は肝硬変，肝癌まで至る。肝炎の慢性化進展におけ

る詳細なメカニズムについてはまだ解明されていない

が，免疫学的機序の関与が多く報告されている：－6）例え

ば， B型肝炎はウイルス感染だけでは発症せず， T細

胞を介した細胞性免疫反応，すなわち， B型肝炎ウイ

ノレス (HBV) encoded antigenとantigenspecific T 

lymphocyteとの反応により肝障害が発症すると考え

られている？このことは B型肝炎患者の血中及ぴ肝

内lymphocytepopulationにおいて REV-specificT 

細胞が存在することなどから証明されるケ）その他の

ウイルス性肝炎及ぴ自己免疫性肝炎，薬物性肝炎，ア

ルコール性肝炎などの過程にも細胞性免疫反応による

機序が報告されている~－10）一方，肝炎の慢性化進展に
ともなって生体免疫機能の低下もしばしば見られる。

しかし，肝炎の発症と進行における免疫学的機序は

必ずしも明かではない。治療に際しては，その複雑な

経過に応じて行うべきであるが，特効な治療法や治療

薬は見い出されていないので，インターフエロン療法

を主とする抗ウイルス療法と肝庇護療法を含む対症療

法またはステロイド短期離脱療法などに頼るところが

多い。従来の肝庇護剤，抗ウイルス剤，免疫調節剤お

よびsteroid剤の多くはある程度の症状，肝機能改善

作用などを示すにすぎなく，重篤な副作用を示すもの

さえある。新しい肝炎治療薬を創るには動物モデルが

不可欠であるが，臨床肝炎の病理過程に接近している

ものが少ないので，肝炎新薬の開発は難航の状態にあ

るとは言いすぎではない。如何に肝炎の発症と進行過

程を科学的に解明し，それに対する新しい薬効評価法
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を確立することは夫変重要な課題である。そこで，本

文は従来の肝障害動物モデルについて若干紹介し，そ

の上に加わった新しい肝障害モデルの作成及びその性

質，薬効評価への有用性，漢方方剤や生薬の影響など

に関する研究について著者の研究室からのデータをま

とめたい。

ニ．従来の肝障害動物モデル

1 .化学物質によるもの

1) CC14肝障害： CC14を動物（マウス，ラット，ウ

サギなど）に 1回経口，腹腔内投与，あるいは皮下注

射などにより急性肝障害が発症し，最も一般的な実験

的肝障害モデルとして広〈利用きれている。その主な

発症機序としてCC14が肝実質細胞内の薬物代謝酵素

により freeradical CC13 －を生じ，細胞内小器官の膜

脂質過酸化を行うことなどが知られている：1・凶その

障害過程から見ると，肝炎ではしばしば慢性化する症

例が見られるのに反してこの肝障害は短時日内にまっ

たく正常に’陳復する。このように CC14肝障害はきわ

めて急速に進展するが，急速に消槌していくので，薬

効の検討は予防実験の型をとらざるを得ない。慢性化

にするためには， CC14の反復投与が実行される。この

場合，血清酵素活性の持続的上昇と臨床慢性肝炎にみ

られる繊維増生などが再現できるが，臨床肝炎とは異

なって，生体側の防御機構ではなく外来の佑学物質に

より肝障害が惹起または維持されているのであろう。

2) D galactosamine (D-GalN）肝障害： D-GalN

をラットをはじめとする実験動物に腹腔内に投与する

と， 24-48時間後に病理形態学的にも病態生化学的に

もヒトのウイルス肝炎に類似した肝病変を作りうるこ

とが早くから報告された：3）その発生機序について多

数の報告は見られるが，そのーっとしてUDP-sugar

patternグ）change, uridine phosphate のtrapping,

hepatic uracil nucleotideのincreaseなどによって肝

細胞の機能障害をもたらすと言われてきた：4）この肝
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障害モデルも主に肝庇護剤の薬効評価に用いられてき

ている。そのほか， lipopolysaccharide(LPS）と併用

投与した炎症性急性肝障害も薬効評価に使われてい

る：5・附また， CC14の場合と同様に慢性化するために

は， D-GalNの反復使用が必要となる。

CC14とD GalN肝障害のほか， αnaphyl isotlr 

iocyanate~7l prednisolone (Pred) 18初）などによる肝障

害または胆道障害なども病理学的及ぴ薬理学的研究に

使われている。以上の化学物質による肝障害モデルは

hepatoprotective agentsの薬効評価に対して大変有

用であるが，免疫系作用薬の評価には不適で、あると考

えられている。

2.ウイルスによるもの

ウイルス性肝障害モデルはヒトのウイルス性肝炎に

対する薬効評価にとってきわめて重要である。従来の

動物ウイルス性肝炎のうち，ダックのB型肝炎モデル

がinvivoの抗肝炎ウイルスモデルとして使われてき

ている：1,22）しかし，ダックの免疫systemは十分分か

っていないため，肝炎ウイルスに対する免疫抵抗機序

の評価には不適で、ある。また，このモデルで評価した

薬物の有効性は実際の臨床効果との不一致もあると指

摘されている。

ヒト肝炎ウイルスによるモデルとして，近年に

HBVのtransgenicmiceが作成され，その病理過程を

解明してきている1）が，薬効評価への応、用はまだ見ら

れていない。

3 .免疫学機序によるもの

肝障害の発症と進展に免疫学的機序の関与が認識さ

れたため，免疫性肝障害の作成も試みられた。主に

homologous antigenまたは heterologousanti-liver 

antibodyを注射することにより肝障害を惹起したアー制

その本質は肝成分に対する抗原抗体反応であり，自己

免疫性肝炎に類似した症状がみられる。これらのモデ

ルの作成は肝障害の免疫学的機序の解明および、肝炎薬

物の免疫薬理学的研究に対して大きな進歩を与えたと

言えよう。さらに Propionibacterium acnesや Cor-

ynebacterium parvum, Bacillus Calmette Guerin 

(BCG）などでprimingして LPSでelicitingしたモ

デル，すなわち炎症性細胞浸潤を中心とする肝障害も

用いられるようになった：6,27) 

しかし，臨床肝炎の発症及び進行にかかわる細胞性

免疫反応による肝障害モデルは依然として少なしと

くに慢性肝障害モデルはほとんど報告がみられない。

いままで上述のモデルを用いた肝障害の免疫学的研究

のほとんどは急性の方に focusされていた。周知のと

おり，肝炎に対する痛手は慢性化にあり，その慢性化

進行過程に対して不明のままで薬物の作用点を選ぶこ

とは大変困難で、あろう。

三．細胞性免疫反応による肝障害モデルの作成，

その性質および創薬への試み

1 . picryl chloride(PCI）またはsheepred blood 

Table I Changes of various biochemical parameters and liver index 
in PCl-DTH-induced liver injury mice" 

Item Control lb Control zc Treatment 

ALT (Karmen unit) 30±12 32±13 429±93e,g 

AST (Karmen unit) 125±58 142土32 555土55e,g

AP (U/l) 154±57 151土35 103士39'

LDH (U/l) 1387±128 1379±88 1347±88 

TP (g/dl) 4.95±0.58 4.89±0.63 4. 93±0.56 

Alb (g/dl) 2.61±0.16 2.65±0.42 2.50±0 .28 

MDA (nmol/ g) 495±151 552土227 1160 ± 680d,f 

Hyp (μg/g) 61士15 60土18 62±20 

Liver index （×10-2) 5.6±0.3 5.5士0.5 5.4±0.3 

a BALB/c mice were sensitized twice and challenged in the liver with PC!. AP, alkaline 
phosphatase ; LDH, lactic dehydrogenase ; TP, total protein ; Alb, albumin ; MDA, 
molondialdehyde ; Hyp, hydroxyproline ; Liver index, liver weight/body weight (mg/ g) . 
Each figure indicates the mean±SD of 6-8 animals. 
b Olive oil challenge in sensitized mice. 
c Single injection of 0.2 % PCl into the liver of normal mice. 
ct P<0.05 and• P<0.01 when compared with Control l group. 
'P<0.05 and g P<0.01 when compared with Control 2 group. 



cell (SRBC）による遅延型アレルギ一反応（DTH）を

用いた肝障害の誘導

DTH反応は単球やリンパ球などの浸潤を特徴とす

る炎症反応であり，典型的な細胞性免疫反応として知

られている。われわれは臨床肝炎の細胞性免疫病理過

程を模擬するために，このDTH反応をマウスの肝臓

に導入して炎症を引き起こすことを試みた。方法は以

下のようである。あらかじめ剃毛したマウスの腹部に

1 % PClのエタノール溶液0.1mlを5日毎に 2回塗

布して感作し，その5日後に 0.2-0.5%の PClのolive

oil溶液10μlを肝内に注射して DTH反応（PCl

DTH）により肝障害を惹起した。 24時間後に血清中の

transaminases活性を測定すると共に肝組織病理学的

検査を行った。その結果，血清alaninetransaminase 

(ALT）およびaspartatetransaminase (AST）活性

などが著しく上昇し（TableI)，広範の肝細胞壊死，

炎症性細胞の浸潤などの組織像も見られ，肝障害の成

立が示唆された。この肝障害は抗原感作の回数の増加

または cyclophosphamide(Cy）の抗原感作前処置に

よって増強され，肝内における DTH反応の強度に依

存することが明かになった。さらに興味深いこととし

て，本モデルの肝組織障害は肝内注射部位に限られず，

より広範囲的時には肝全体まで起きているプ’29）この

ことは耳，足蹴で観察した従来の限局的DTH反応と

異なって，その理由はまだ分からないが，肝障害の悪

化との関連性が注目されるべきであろう。

また，マウスに 2×10s個の SRBCを腹腔内に 5日

間おきに 2回注射して免疫し，その5日後に 108個の

SRBCを肝内に注射して肝障害を惹起することもで

きた。 24時間後に肝臓重量の増加，血清ALT,AST 

活性の上昇などが見られ，組織病理学的変化としては

肝細胞の壊死，炎症性細胞の浸潤など，大体PClDTH

肝障害と類似した。また，肝重量が増加すると共に，

肝細胞の禰漫性水様変性などがみられた。さらに，こ

の肝障害も免疫反応を増強することによって強まるこ

とが明かになったア）

2. PCトDTH肝障害の発症における細胞および分

子機構

PClで2回感作して 4日後のマウス牌細胞を採取

し，正常同系マウスに全身的に移入し， 20時間後に

PClで肝障害を惹起した。 recipientマウスにおいて血

清ALTおよびAST活性は有意に上昇したことか

ら免疫牌細胞によって肝障害が受身移入されたと示

唆される。この牌細胞をあらかじめ anti-Thy1.2また

はanti-CD4抗体で処理すると， ALTおよびAST活

性の上昇はほぼ完全に抑制されたが，anti-CDS抗体に
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Normal Control anti-Thy1 .2 antiトCD4 anti-CDS 

Fig. 1 Effect of various monoclonal antibodies on 
the ability of spleen cells from PC! -immunized 
BALB/c mice to adoptively transfer liver injury. 
Normal BALB/c mice were inoculated iv 4×107 
spleen cells from normal mice or the mice that were 
twice immunized with PCl 4 days before. Twenty 
hours later, they were challenged with 10 μl of 0.2 % 
PCl in olive oil into the liver to elicit the liver injury. 
In the antibody-treated groups, the spleen cells were 
pretreated with anti Thy 1.2, anti-CD4, and anti-
CDS antibody plus complement, respectively, b巴fore
inoculation. Each column represents the mean土SD
of 5 animals. t p < 0.01 vs control. 
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よる処理は影響を及ぼさなかった（Fig.1）。このこと

から CD4+T細胞がこの肝障害の発症において重要な

役割を演ずることが明らかになったプ）

著者ら最近の研究により，この肝障害の発症におい

て，牌リンパ球及び、肝内nonparenchymalcell (NPC) 

表面lymphocytefunction associated antigen 1 

(LFA 1），ならびに parenchymalhepatocyte (HC) 

表面の intercellularadhesion molecule 1 (ICAM 1) 

の発現は有意に増加することを判明した。きらに肝障

害マウス HCをその自身の牌細胞または NPCと共に

培養すると，上清中に ALT活性の上昇が認められた。

すなわち，肝細胞は生体の免疫細胞により障害が与え

られた。免疫細胞の肝内浸潤は肝細胞の障害と破壊を

引き起こす直接な原因となることが示唆された。また，

肝細胞との共同培養の前に antHCAM-1抗体でHC

をまたは antiLFA 1抗体で牌細胞や NPCを結合さ

せることによって，免疫細胞による肝細胞への障害作

用はほぼ完全に抑制された（submitteddata）。これら

の成績から，免疫細胞表面にある LFA1分子と肝細

胞表面のICAM1分子の結合は肝障害に導く重要な

ステップであることが示唆される。

3. PCトDTH肝障害の慢性化過程およびその免疫
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調節

肝臓内に 1回DTH反応を導入することにより惹起

された肝組織障害は数ヶ月も続いていることを発見し

た。この現象はきわめてユニークであり，皮膚で起こ

る通常の一時的DTH反応と異なって，従来の肝障害

モデルにおいても類似的な報告はほとんど見られな

い。そこで，この慢性化過程を BALB/c,ICRおよび

Kunmingの3種マウスにて連続9週間観察し，生化

学，免疫学及び組織学的検討を行った。その結果，多

くのパラメーターにおいて3種マウスのいずれでも類

似的な変化が認められた。例えば，血清lacticdehy-

drogenase (LDH）と prolidase活性および肝組織

hydroxyproline (Hyp）含量は有意且持続的に増加

し，血清alkalinephosphatase 活性， albumin含量と

肝重量は BALB/cとKunmingマウスでは著明に低

下した。

組織病理像は障害1日後では，肝細胞のcoagula-

tion necrosis, inflammatory infiltrationなどは特徴

的であり，その数週後にも存続した。多くのマウスで

はこれらの特徴は多少軽減し，かわりに肝細胞の変性

とKupf fer細胞の増殖，結合組織の増生，肝細胞の再

生などが現れたが，一部のマウスでは portalareaの

拡大，さらに bridgingnecrosisまで至った（Fig.2）。

このことは肝臓において one-shotなDTH反応を起

こすことによって，持続的な肝障害慢性化状態になる

ことを示唆した：1)

さらに，この慢性化状態のマウスを用いて PCIに対

する DTH応答能力について検討した。この肝障害マ

ウスにおける DTH反応は著明に低下し， PCIに対す

るサプレッサー細胞の産生が示唆された。そこで，肝

障害マウスの牌リンパ球を recipientマウスに肝障害

Fig. 2 Bridging necrosis between two portal areas in the 
liver of BALE/ c mice with PCトDTHLiver Injury. 
(H & E 100 fold) 

誘発と同時に移入すると，肝障害1週後のdonorによ

っては， recipientマウスの肝障害を有意に増強した

が， 38週後のdonorは肝障害を抑制した。これらの

donor牌細胞のT細胞subpopulationを調べたとこ

ろ， CD4+/CDS+ ratioは1週後では増加したが， 3週以

後では著明に低下した（submitteddata）。このことか

らT細胞は肝障害の慢性化進展において重要な調節

作用を果たしていることが示唆される。

4. PCI-DTH肝障害に対する既知肝炎薬物の影響

マウスに肝障害を惹起し， PCIによる初回感作日か

ら10日間それぞれ肝細胞庇護薬のbiphenyldimethyl-

dicarboxylate (BDD), Silybin (Sil)，免疫調節薬の

Krestin (PSK），および免疫抑制薬のCyおよびPred

をそれぞれ投与した。 BDDとCyのいずれも血清

ALT活性を有意に抑制し， Silは抑制の傾向を示した

が， PSKは影響を及ぼさなかった。Predは強い免疫抑

制作用を示すにもかかわらず，免疫反応による肝障害

をきらに増悪した。これらの薬物を PC！肝内注射の

0, 5および10時間後に連続3回投与すると， PSKと

Cyは有意に ALTを抑制したが，その他の薬物は影響

を及ぼさなかった。さらに，これらを PCI肝内注射後

連続4週間投与した。 PSK,glycyrrhizin (Gly）およ

びmalotilate(Mal) は肝障害を明らかに改善した。

Cyは障害後2週まで改善効果を示したが，その後は無

効となった。一方， Predは肝障害をきらに悪化させ，

3週内に動物を死にさせた。以上のことから，これら

の薬物はこの肝障害モデルに対して各自の特徴をもっ

て有効性を示したので，このモデルは肝炎治療薬の評

価に有用であると示唆される：2,33）また， Predによる

肝障害の悪化は肝細胞への直接障害作用による可能

性1820）が考えられ，慢性肝炎に対する steroidalther-

apyのリスクと immunosuppressivetherapyの限界

も感じられる。

5. PCI-DTH肝障害に対する DTH抑制生薬の影

響

DTH反応はeffectorT細胞の産生誘導過程である

induction phaseと， lymphokineの遊離及ぴそれによ

る炎症過程のeffectorphaseとに大きく分けられる。

また，この反応は4種のアレルギ一反応のうちで，ス

テロイドによって最も強く抑制されることが特徴であ

る。しかし，ステロイドには重篤な副作用や長期投与

後の離脱困難など，種々の問題を抱えている。われわ

れは PredをDTH各段階に用いてDTH抑制作用を

観察したところ，抗原感作前，感作後から惹起前まで

または惹起後のいずれの投与によっても DTH反応は

著明に抑制されることを明らかにした。さらに， j青熱



利湿，解毒などの効能を持つ種々の生薬や漢方方剤を

用いて検討した結果，Predの作用様式と異なったもの

をいくつか見い出した。そのうち，羨葵34）は induction

plaseのみを，龍胆35）および二妙散36）は両phaseをも

抑制したが，いずれも抗炎症作用は示さなかった。土

夜苓：7）白鮮皮；sl苦参；9｝地膚子；9｝赤9制は effector
phaseを抑制したが， inductionphaseにはほとんど影

響を及ぼさなかった。また，中国産短亭山麦冬から抽

出精制したruscogenin1 -0一［β－D-glucopyranosyl(1 

→2）］［βD  xylopyranosyl (1→3）］ βD-fucopyr-

anoside (Rusco）は両phaseの抑制と共に抗炎症作用

を示したが，Predのような臓器への抑制は示さなかっ

たア）そこで，これらの生薬や漢方方剤を DTH肝障害

に用いた。その結果，羨慕；2）龍胆41)および二妙散

はinductionphaseに，土夜苓；2｝白鮮皮；2）苦参32）は

effector phaseに， Ruscoは両phaseのいずれにも投

与することによって，それぞれ肝障害の各指標を明ら

かに改善した。さらに，これらの薬物を同一マウスを

用いてそれぞれinductionphaseおよびeffector

phaseに併用投与すると，羨慕と土夜苓，二妙散と白鮮

皮の併用は各単独投与に比して有意に血清トランスア

ミナーゼ低下作用を増強したア）したがって，本研究で

見い出した DTH抑制作用を有する数種生薬はこの肝

障害モデルに対しでも有効性を示したので，肝疾患治

療への応用が期待され，これらの生薬の組み合わせは

さらに有用な治療手段になりうるものと思われる。ま

た，これらの生薬からいくつかの有効成分をも見つけ

たので，新薬開発への研究は現在続行中である。

四．結語

慢性肝炎は人類の健康にきわめて害する疾患の一つ

である。近年，肝炎の病原病理学的には大きな進展を

遂げてきているが，理想的な治療法や治療薬について

は未だに見い出されていない。このような難病に対す

る新しい薬物の開発には疾病の病理過程の解明が必要

であり，その病理過程に接近する病態モデルの作成は

大変重要な一環である。本文は肝障害の病態動物モデ

ルおよび薬効評価の現状について概説し，病態モデル

を用いた肝障害発症と進展に関するメカニズム解明の

重要性を著者の観点から強調した。その努力のーっと

して，著者らが作成した細胞性免疫反応による肝障害

モデルおよびその生化学，免疫学ならび、に病理学的性

質は臨床に重要な参考意義を示したので， novelな肝

炎治療薬の研究に重要な手段になりうるものと思われ

る。従来の肝障害動物モデルとともに活用し，より理

想的な肝炎治療薬の発見を大いに期待する。
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