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論文内容の要旨

[目的]

肝臓がanOXlaにおちいると，肝傷害の進行とともに肝細胞表面にblebが出現することが形態学的に

指摘されている。しかし， anOXlaによる肝細胞表面でのbleb出現のメカニズムや， blebと細胞傷害の程

度との関連性については未だ解明されていない。そこで，本研究ではこの点を明らかにするために，ラッ

ト肝細胞の初代培養を行い，これがanOXla実験のモテソレとなり得ることを確認し， anOXla及びreoxyge-

natlOnによる肝細胞のviabilityの変化とそれに伴う細胞の形態的変化を経時的に光顕，走査型電顕

(S EM)及び透過型電顕 (TEM)を用いて検索した。そして，虚血肝細胞傷害の進展におけるいわ

ゆる rreversible pointJをbleb形成の留から検討した。
[方法]

Seglenの方法に準じ， 8 -10週齢のWistar系雄ラットの肝臓をcollagenase含有のEagleMEM溶液

で37
0

C，約10分間濯流L，viability 95%以上の分自白干細胞を得た。 Fetalcalf serum， insulin， dexarne-

thasone， ampicillinを含むWilliams'E培養液で5X10'田lls/mlの濃度に調整し， 直径35醐のculture

dishに1.5ml散布後，COz incubatorで37
0

C，48時間培養した。 Anoxia群(J， 2， 3， 4時間)は，培養

液を2.5mMCa++を含むMEM溶液と交換後，培養肝細胞を密封できる箱に入れ，5 % CO" 95% N， 

の混合ガスを流入させることで作製した。 Reoxygenation群は， anOXla終了後v 通常のCO2 incubator 

にもどし更に 1時間培養した。培養液交換後CO2 incubatorで培養を続けたものをcontrolとした。肝

細胞のviabilityは>trypan blue dye exclusion testにて判定した。各群の培養肝車耐包を用いて， hema-

toxylin-eosin (H E)染色， acid phosphatase (A c P)染色，脂肪染色 (Sudanm， Sudan black B)， 
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P A S (Periodic acid Schiff)染色， Feulgen D N A染色を行い，光顕で観察したO 電顕は各群の培

養肝細胞をglutaraldehyde，osmiumtetroxideで、固定後，型のごとく処理し， SEM及びTEMで観察

した。また anoxia群で同一標本を光顕と SEMで観察し，同一細胞のviabilityと細胞膜の SEM像

を比較検討した。

[結果]

肝細胞のviabilityは， control群で100%，anoxia 1時間， 2時間， 3時間， 4時間群でそれぞれ99%，

99%， 88%， 35%と， 3時間を経過する頃より急速に低下した。光顕像においては 4時間 anoxia群

はcontrol群に比してAcP染色， PAS染色は染色性が低く， Feulgen D N A染色は染色性が高かっ

たが， HE染色では著明な差は認められなかった。また， trypan blueで染まる細胞は， S EMで見る

と細胞膜は完全に崩壊しており， viableな細胞と容易に区別できた。そこで、以下の観察はviableな細胞

について行った。 Viabilityに殆ど変化の見られない2時間 anoxia群の細胞で、も， SEM像では微繊毛

の減少及び微繊毛からのsmallbleb (直径約1μm前後)の出現が認められた。 4時間のanoxlaでは，

微繊毛を持った細胞の割合はOとなり， small blebはさらに増加し直径約5μm前後のlargeblebが

約10%の細胞に認められるようになった。各anoxla群をreoxygenationすると， 2時間 anoxiaまでは

微繊毛は完全に再生し， small blebは消失した。しかし 3時間以上のanoxiaではこれらはある程度の

改善を見たが，完全には復帰しなかった。一方， TEM像においても細胞膜表面の変化はSEMと同様

であった。細胞内小器官の一つのmitochondriaは， anoxia 2時間までは著明な変化を示さなかったが，

3時間頃より膨化が見られるようになり， 4時間ではその傾向は更にすすんだ。そしてlargeblebを持っ

た細胞のmitochondriaは明らかに崩壊していた。

[総括]

培養肝細胞をanoxlaにすると，時間の経過と共に細胞表面の微繊毛の減少，消失が観察され，同時に

サイズの異なる 2種類のblebが出現した。先ず，最初に微繊毛から発生すると考えられる直径約 1μm

前後のsmallblebが現れるが，これはreoxygenationすると見られなくなり， reversibleな変化と考えら

れた。 Anoxiaが更に進むとsmallblebと混在するかまたは無関係に，直径約5μm前後のlargeblebが

出現した。 Largeblebを有する細胞は細胞膜の破壊は未だないが，reoxygenationを行ってもreverseし

ないで，このまま死に至ることが明らかとなった。以上より，細胞表面の微繊毛が殆ど消失しsmall

blebが多数出現しているが， large blebが出現していない状態がいわゆる~reversible pointjである

と考えられた。

論文の審査結果の要旨

本研究は，ラット肝細胞の初代培養を行い，これがanoxla実験モデルとなり得ることを確認し， ano-

xla及び、reoxygenationによる肝細胞のviabilityの変化とそれに伴う細胞の形態学的変化を経時的に光

顕，走査型電顕及び透過型電顕を用いて検索すると同時に，虚血性肝細胞傷害の進展におけるいわゆる
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r reversible pointJをbleb形成の面から検討したものである。
培養肝細胞をanoxia'こすると，時間の経過と共に細胞表面の微繊毛の減少，消失が観察され，同時に

サイズの異なる 2種類のblebが出現した。先ず，最初に微繊毛から発生すると考えられる直径約 1μm

前後のsmallblebが現れるが，これはreoxygenationすると見られなくなり， reversibleな変化と考え

られた。 Anoxiaが更に進むとsmallblebと混在するかまたは無関係に，直径約5μm前後のlargebleb 

が出現した。 Largeblebを有する細胞は細胞膜の破壊は未だないが， reoxygenationを行ってもreverse

しないで，このまま死に至ることが明らかとなった。 以上より，細胞表面の微繊毛が殆ど消失しsmall

blebが多数出現しているが， large blebが出現していない状態がいわゆる rreversible pointJである
ことが示された。

これらの知見は肝細胞の研究のみならず，肝切除や肝移植などの肝臓外科における肝の機能評価に非

常に有用で，学位に値するものと考える。
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