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ラットにおけるセルレイン急性解炎時の耳下腺の変化

-in vitro系での検討一一
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To explore the relationship between exocrine p印 creasand parotid gland, we measured the changes of 

parotid gland in in-vitro system at an acute pancreatitis induced by supramaximal dose of caerulein (5 

μg/kg/h for 3.5 hours) in rats. Both the serum amylase levels and parotid gland amylase content in rats 

with acute pancr回 titisincreased significantly comp釘 edwith normal rats. The dry/wet weight ratio also 

decreased significantly and LDH discharge from parotid acini as well as lysosomal enz戸neleakage from 

lysosomes in acini increased significantly compared with normal rats. In addition, redistribution of 

lysosmal enzyme in parotid acini was seen in acute pancreatitis. 

These results indicate the edema and congestion of amylase in parotid gland, and furthermore the in-

creased cellular and Iysosomal fragility of parotid gland at an acute pancreatitis. Thus, there seems to be 

the intimate org叩 relationshipbetween exocrine pancreas and parotid gland as well as出Eimportant roles 

of伊 thormones such as caerulein in the pathophysiology of parotid gland. 

緒 = ＝ 巨司
下腺の形態学的組織学的変化的に関する報告もあり，

耳下腺と棒外分泌系は病理学的組織学的にも互いに影

唾液線と醇外分泌系との類似性については従来より 響を与えているものと恩われる．

多くの報告がありは），これら両者は臓器相関の上か 急性解炎時には，耳下腺腺房細胞においても何らか

らも密接な関連があるものと考えられる．また，耳下 の変化が起こることが予想されるが，急性解炎時の耳

腺の外分泌機能を消化管ホノレモンである secretinや 下腺腺房細胞の脆弱性に関する報告は皆無である．今

cholecystokinin (CCK）が充進させるとの報告や川，耳 回，われわれはラットにおいて caerulein誘起急性解

下腺管結数時の勝外分泌系5）および急性豚炎下での耳 炎時て・の耳下腺の脆弱性について in-vitroの系から検

Key words: Caerulein pancreatitis, Parotid Grand, LDH, Lysosomal enzyme 

索引語，セノレレイン隣炎，耳下腺， LDH, ライソゾーム酵素．
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討を加えたのでその結果を報告する．

実験方法

実験には33匹の雄性Wistar系ラ ノト（体重150g前

後）（静岡実験動物）を使用した.18匹のラットに12

時間絶食後， pentobarbitalの腹腔内投与（10mg/kg）に

よる浅麻酔下，右側外頚静脈への catheterization(PE 

50, Clay Adams社）を施行した catheterは背部皮下

を通し，尾根部より体外に誘導し，金属コイル内を通

し， catheterを保護するとともに，このコイルをラッ

トを入れた plasticcageに固定し，ラットの運動拘束

を最小限のものとした．術後12時間は0.9%ヘバリン

化（30U/ml）生理食塩水をinfusionpump (Harvard Ap-

pratus社）を用いて 0.21ml/hrの速度にて持続静注し

た．その間，ラットは自由に水分と食餌（PurinoRo-

dent Chow）を摂取した. 12時間の生理食塩水投与後，

完全に覚醒しているのを確認し，さらに注射器にて血

液の逆流により catheterの開存性を確認後， caerulein

(Sigma社）を 5μg/kg ・ hrの濃度にて3.5時間持続静注

し，急性浮腫性解炎を作製した7>.caerulein投与後，

pentobarbitalの大量投与によりラ y トを屠殺し，すば

やく開腹し， F草炎の存在を確認後，下大静脈穿刺によ

り血液を採取し，血清amylase値の測定用とした．採

血後すばやく両側耳下腺を摘出し，以下の実験に供し

fこー

1. 血清a皿ylase値および耳下腺乾燥／湿重量比

18匹の急性隣炎ラットについて血清 amylase値を

soluble starchを基質とする Bernfeldの方法的にて測定

した6匹の急性解炎ヲソトの耳下腺の一部の重量を測

定後（湿重量）, 150°C にて48時間デシケーター中に

て乾燥させ，その重量（乾燥重量）を測定し，乾燥／

湿重量比を耳下腺の浮腫の指標として計算した． 6匹

の正常ラットにも同様の protocolを施行した．

2. 耳下腺組織中 amylase含量

この6匹の棒炎ラットの残 りの耳下腺を 0.5%

Triton X I 00 (Fisher Scientific社）を含有する cold

phosphate buffered saline (pH 7. 4）中にて Brinl《mann

Polytron (Brinkmann Instruments 社） を用いて

homogenateとし， 150×g,15分， 4°Cの低速遠沈にて

unbroken cellや debris除去後，その上清について

amylase活性，および DNA濃度を仔牛胸腺 DNAを

基準とし， LaBarcaとPaigen9＞の方法にて測定し，耳

下腺組織中 amylase含有量を U/mgDNAとして表し

た. 5匹の正常ラノトにおいても同様に耳下腺組織中

amylase含有量を測定した．

3. 分離耳下腺腺房細胞よりの LDHdischarge 

別の6匹の勝炎ラットについて，摘出した耳下腺を，

F草分離腺房細胞の作製と同様に collagenase (Wor-

thington社）消化法と震重量法を組み合わせた方法！OJに

て分離耳下腺腺房細胞とした．この dispersedparotid 

acinar cellを 100%02にて，あらかじめpre-oxygena-

ti onを行った0.1%BSA (Sigma社）および0.01%Soy-

bean trypsin inhibitor (Cooper Diagnostics社）を含む

HEPES-Ringer bu仔er(pH 7.4)(115 mM  NaCl, 5 mM  

KCl, I mM  MgCI,, l mM  NaHP04, 1.26 mM  CaCl2, 

10 mM  HEPES）中に suspendさせ， 37°Cの shaking

water bath中に02atmosphere下， 30分間隔にて120分

まで（30,60, 90, 120分間） incubateし，各stageに

てaliquotを取り suspendingmedium中およびpelleted

acini中の LDH活性を Bergmeyerらの方法II）にて測

定し，耳下腺 acinarcellよりの LDHdischargeを in-

vitro incubation開始時での acini中の totalLDHの%

として表した．別の5匹の正常ラ ヴトについても同様

の操作を施行し， control群とした．

4. 耳下腺腺房細胞内での lysosome酵素の

distribution 

さらに6匹の急性勝炎ラットよりの耳下腺の一部を

5mlの ImM  MgS04と250mM  sucroseを含有する

cold 5 mM  MOPS (3 [N-morpholino] propanesulfonic 

acid) (Sigma社） bu仔er(pH 6.5）中にて glass-Teflon

homogenizerにて注意深＜ homogenateとし， 150×g,

15分， 4°Cの低速遠沈lこてunbrokencellやdebri除去

後， Tartako仔と Jamiesonの subcellularfractionation 

の方法12）に従って，まず， 1300×g,15分， 4°Cの遠

沈にて zymogenpellet (1.3 KP），次に 12000×g,12分，

4°Cの遠沈にて lysosomalpellet (12 KP）と microsomal

and soluble fractionである supernatant(12 KS）を得た．

これらすべての fractionについて lysosomalenzymeで

ある cathepsinB の活性を CBZ-arginyl-arginine-{3-

naphthylamide (Bachem Bioscience社）を基質とする

McDonaldとEllisの方法13）にて測定し，各企actionの

cathepsin B活性を%of totalとして表した. 5匹の正

常ラソトにも同様の protocolを施行した．

5. 耳下腺腺房細胞内 lysosomalfragility 

この6匹の勝炎ラットの残りの耳下腺について同様

に5mMMOPS bu恥r中にて homogenateとし，同様

に unbrokencellや debris除去後，12000×g,12分，

4°C の遠沈にて subcellular fractionation を行い
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zymogen勺sosomeenriched pelletを得た．この pellet

ii理論上は100%のlysosomalenzyme activityを含有す

るものと考えられるが， 25。Cのshakingwater bath中
にて，同じく MOPSbuffer中にて30,60, 90, 120分

間 incubateし，各 stageにて再び 12000×g,12分，

4°Cの遠沈を行い.particulateおよび solublefraction 

を分離しそのそれぞれについて目白epsinBの活性

を測定し， solublecathepsin B活性を%of totalとして

表し lysosomalfragilityの indexとした．同様の pro-

tocolを5匹の正常ラ ットにも行い control群とした

結果はすべて平均値 mean±標準誤差（SEM）とし

て表し，統計学的処理には Studentの t-testを用い

p<0.05をもって有意差ありと判定したー
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Normal rats 

(n=5) 

正常および急性解炎における耳下腺の dry/wet

weight ratio (mean±SEM，ヤ＜0.05)
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果

Caeruleinの supramaximaldose (5 μg/kg ・ hr）を3.5

時間持続静注後，すべてのラッ トはその勝に著明な浮

腫の形成を認め急性棒炎と判定し得た．

1. 血清 a皿 yl描 e値と耳下腺乾燥／湿重量比

Caerulein投与後のラットでは血清 amylase値はす

べて 15U/ml以上で24±2U/ml (n= 18）を示した．正

常ラノトは逆にすべて IOU/ml 以下で 5±1U/ml 

(n=15）を示し，明らかに caerulein 投与群に

hyperamylasemiaが観察された（p<0.05)（図 1) .ま

た急性降炎時の耳下腺の乾燥／湿重量比は14±3%と

結

200 

Normal rats Pancreatitis rats 

(n=5) (n=6) 

正常および急性勝炎における耳下腺のアミ

ヲーゼ含量（mean±SEM，下く0.05)

なり，正常ラ y ト（25土3%）に比べ有意に（p<0.05)

低下した （図2).

2. 耳下腺腺房細胞の a皿ylase含量

Caerulein 誘起急性解炎時には耳下腺腺房細胞の

amylase含量は685±41U/mg DNAとなり，正常ラ γ

ト群（453±37U/mg DNA）に比べ有意に（p<0.01）上

昇した（図3).

3. 分灘耳下腺腺房細胞よりの LDHdischarge 

incubation 60分までは醇炎ラノトの耳下腺（30分値，

4.3±0.5%, 60分値； 5.0±0.3%）も正常ラットの耳
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Normal rats Pancreatitis rats 

(n=15) (n=18) 

正常およびセルレイ ン誘発急性解炎における

血清アミラーゼ値（mean±SEM,p<0.01) 

図1
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下腺 （30分値，3.9±0.3%,60分値； 4.8±0.4.%）もほ

ぼ同様の値を示したが，90分後には解炎ラ ットの耳下

線では6.9±0.3%となり，正常ラ ノト（5.2±0.2%)

に比べ有意に（p<O.OS）増加し，さらに120分後には

11.9±0.4%となり，正常ラノト（8.1±0.3%）に比べ

有意に（p<0.01）増加した（図4). 

4, 耳下腺腺房細胞内での lysoso皿e酵素の distribu-

tionについて

急性解炎時の耳下腺acinarcell内でのcathepsinB活

性はzymogenpellet (1.3 Kp）中で358±2.5%となり，

正常ラノト（23.8±2.2%）に比べ有意に（p<0.05）増

加したが，逆に lysosomal pellet ( 12 Kp）中では 30 60 90 120 

Time of incubation (min) 

正常および急性ー勝炎における耳下腺からのカ

テプシンB放出率

(mean±SEM，う＜0.01,**p<0.05) 

図6。； Normalrats (n=5) 

・， Pancreat1tisrats (n=6) 
% 

39.7±3.0%となり正常ラッ ト （54.2±33%）に比べ

有意に（p<0.05）減少した（図5）. また， solublefrac-

ti on中での活性には有為な差は存在しなかった （捧炎

ラット； 24.5±2.3%,vs，正常ラy ト；22.0±J.9%) 
5. 耳下腺腺房細胞内での lysoso皿alfragility 

incubation 30分後では解炎ラット（92±2.7%）と

正常ラット（6.1±1.3%）の間では有意な差はなかっ

たが， 60分後には際炎ラ y トは21.2±2.1%,90分後

には38.5±3.2%,120分後には56.4±3.4%となり，正常

ラット （60分値， 13.7±1.8,90分値， 19.5±2.2, 120 

分値； 37.5±2.8%）に比べ，それぞれ有意に（60分

値 ，p<0.05,90分と120分値； p<0.01）増加した （図

6). 
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図4 正常および急性隣炎ラットにおける単離耳下

腺からの LDH放出率

(mean±SEM, .. p<0.01, **p<0.05) 

ラットにおいてcaeruleinのsupr抑制ma!doseの持

続投与にて急性浮腫性醇炎を作製した場合，耳下腺に

おいては乾燥／湿重量比が減少することにより浮腫の

形成が考えられ，また，耳下腺組織中の amylase含量が

上昇することより消化酵素の耳下腺内穆滞が示唆され，

これらは caerulein誘起弊炎時での隣外分泌系と同様

の変化7）と考えられた さらに，急性醇炎時の分離耳

下腺 aciniよりの LDHdischargeの増加と耳下腺線房

細胞内ての lysosome 酵素の逸脱の増加より，この

caerulein 誘起豚炎時の耳下腺においては細胞および

細胞内小器官のレベノレでの cellularfragilityが示唆さ

れた．また caerulein誘起性解炎の醇腺房細胞内では

lysosome 酵素が lysosomalfractionより zymogenfrac-
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tionへshiftする lysosome酵素の redistribution川とL、

う現象が観察されるが，耳下腺内でも同僚のredistribu-

ti onが観察された このような今回の結果はcaerulein

誘起急性解炎における耳下腺腺房細胞の脆弱性を示す

とともに，この cellularfragilityにlysosomalfragilityが

関与してレることを示唆している．従来より，耳下腺

管結繋時の解外分泌系の変化5)や隣管結数時の耳下腺

の変化6）についての報告があり，これら2つの臓器は

互いに影響を与えながら病理組織学的にも密接な関連

性をもつものと考えられる．解炎時の耳下腺の変化か

らも隣炎時における何らかの humoralfactorが耳下腺

に対して障害的に働く可能性が示唆され，事実，最近，閣由n

勝炎時での humoralfactorに関する報告尚もみられ

る

一方，secretinや CCKなどの消化管ホルモンが耳下

腺に対して何らかの影響を与えているとの報告川が

みられる．本実験から CCK の analog である

caerulein が拝外分泌系におけると同様に直接的に耳

下腺 acinarcell tこ作用している可能性が考えられる

L、ずれにしても，今回のわれわれの結果より，急性解炎

時には耳下腺にもその細胞障害が存在することが判明

し，この 2つの器官は臓器相関の上からも密接な関連

をもっているものと考えられ，今後急性隣炎時，際障害

時での耳下腺の変化についても十分注意を払う必要が

あると思われた．

まとめ

I. ラァトにおいて caeruleinの supramaximaldose 

の投与による急性勝炎時には耳下腺にも浮腫の形

成と amylaseの修滞がが認められた

2. 同時に，耳下腺腺房細胞よりの LDHdischarge 

の増加，また lysosomeよりの cathepsinB逸脱の

増加が認められた．

3. さらに，急性解炎時の際腺房細胞内と同様に

lysosomal酵素の red凶ributionが認められた

以上より， caerulein 誘起解炎時には，耳下腺にも

勝腺房細胞と同様の変化が生じ，細胞および細胞内小

器官レベルでの脆弱性が示唆されるとともに，勝外分

泌系と，耳下線との密接な関連性．さらに騨炎と耳下

腺炎での共通の humoralfactorの存在の可能性が示唆

された．
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