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はじめに

静注用脂肪乳剤に含まれる人工的に作成された

脂肪粒子は,内因性カイロミクロンのようにアポ

蛋白やコレステロールをもたず,脂肪酸組成 も大

いに異なり,そ の体内における代謝を食事性由来

の脂肪 と同様に考えることはできない1)。 また,現

在わが国で臨床使用できる静注用脂肪乳剤は大豆

油を卵黄 または大豆レシチンで茅L化 したものであ

るが,最近 ミトコンドリア内への転送にカルニチ

ンを必要 とせず,代謝 も早い MCTが ,特に外科

領域で新 しい熱源 として注目されている2～→
.

このような内因性カイロミクロンと全 く組成の

異なる人工脂肪粒子の体内における代謝について,

電子顕微鏡では脂肪の固定が困難であったためほ

とん ど検 討 され て い なかった。わ れ わ れ は

osmium―malachite green overnight脂 肪粒子固
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静注用脂肪乳剤中の人工脂肪粒子の体内における代謝はまだまだ不明な点が多い。今回

われわれは,osmium― malachite green overnight固定法を考案し中鎖脂肪酸 トリグリセリ

ド (MCT)乳剤静注時の肝における代謝過程を初めて電子顕微鏡学的に検討した。その結

果,MCT乳 剤粒子はKupffer細胞などの網内系にあまり取 り込 まれることな く,肝内皮細

胞間隙をリン脂質外膜 を有 した形で通過 し,肝実質細胞にpinocytosisに より取 り込 まれ,

静注後 5～60分 で速やかに代謝されることを確認 した。従来の長鎖脂肪酸の乳剤 と比べ
,

網内系や肝細胞内の蓄積が軽微である点,MCT乳 剤の肝代謝に関する有用性を形態学的

に証明できた。

脂肪乳剤,MCT,電子顕微鏡
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定法を新たに考案 し,従来の長鎖脂肪酸 トリグリ

セリド (LCT)に比べてなお固定が困難であった

MCT粒 子の肝における代謝過程を初めて電顕的

に解明し,LCTの粒子の代謝 と比較 し得たので報

告する。

対象 と方法

対象にはWistar系 雄性 ラット7週齢 を 1週間

予備飼育後,肝グリコーゲンの影響を除 くため 24

時間絶食 したものを用いた (n=50)。 これに 10%

tricaprylin(MCT)孝 L斉1ま たは10%Intralipide

25m1/kgを尾静脈 より2分かけて緩徐に静注 し,

5,30,60,90,120分 後 の肝 組織 をosmium―

malachite green overnight固 定法にて固定 した

(図 1).試料ブロックをエタノール系列による脱

水後エポキシ樹脂包埋 し,Poter― Blum MT 2型

Ultra MicrOtomeに て超薄切片 を作成 した。な

お,電子染色には酢酸ウランおよびクエン酸鉛に

よる 2重染色 を行い日本電子製 SX 200型 透過電
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肝灌流・脱血

↓

2%glutaraldehyde低 圧灌流固定

↓ (10分 )

肝細切

2%glutaraldehyde浸 漬固定

↓ (90分 )

01Mリ ン酸緩衝液浸漬置換

↓ (90分 )

2%Os04 1%malaChite green浸 漬固定

(24時間)

図 1 0Smium‐ lnalachite grecn ovcrnight固 定法

図 2 10%MCT乳 斉」静注 5分後の肝組織像 (× 10000)

As,液胞,Ds:Disse腔 ,H:肝実質細胞,L:MCT粒 子

矢印のようにMCT粒子は膜構造を保ったまま

Disse腔 より肝実質細胞に取 り込まれている.

子顕微鏡にて肝組織を観察 した。

また 10%MCT乳 剤静注 5,60,120分 後の肝中

性脂肪 の脂肪酸作成 を,わ れわれの開発 した

HPLC法により分析 し。,形態学的所見 と比較検

討した (n=15).

結 果

1。 人工脂肪粒子の取 り込みにおける肝類洞壁

細胞 と肝実質細胞の役割

静注された人工脂肪粒子のうち主に lμ 以下

のものは,LCT粒子でもMCT粒 子でも,静注後

5分ですでに肝内皮細胞間隙を容易に通過 して肝

実質細胞にpinocytosisよ り直接取 り込 まれてい

る像が観察された (図 2)。

また Kupffer細 胞 は主 に lμ 以 上 の大 きな

LCT粒子を Phagocyteし ている像が観察 された

馬庭ら:MCT代謝に関する電顕的研究

図 3 10%Intralpid静 注 5分後のKupffer細胞 (X15000)

K:Kupffcr細胞,L:脂肪粒子,S:類洞

図 4 10%Intralipid静注 60分後の肝組織像 (X10000)

E:肝内皮細胞,H:肝実質細胞,L:月旨肪粒子

矢印のようにIntralpid粒 子は辺縁より徐々に代謝されている.

が (図 3),MCT静 注時ではその数はきわめて少

なかった。同じ肝類洞壁の構成細胞である伊東脂

肪摂取細胞には,外因性脂肪 とは濃度の異なる脂

肪粒子の蓄積を認めるのみで,ま た内皮細胞には

脂肪粒子の取 り込みや蓄積像は認めなかった。

2.LCT粒子の肝実質細胞内における代謝

LCT粒子 は肝実質細胞内に取 り込 まれると容

易に癒合して lμ 以上の大粒子 となり,ま たその

消失 は緩やかで,静注後 30～ 120分で辺縁 より

徐々に代謝 されている像が確認 された (図 4)。 ま

た, このような代謝像の観察された脂肪球周囲に

はミトコンドリアの集積がみられ, この点で,肝

細胞内に畜積された脂肪球 と区別できた。

3。 MCT粒子の肝実質細胞内における代謝

LCT粒子に比べ,MCT粒 子は肝における代謝

山
重
∬
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図 5 10%MCT乳 剤静注 5分後の肝組織像 (X6000)

Asi液胞,Iン :MCT粒子,N:核

図 6 10%MCT乳 斉」静注 5分後の肝組織像 (メ 40111

As:液胞,Fs:伊東脂肪摂取細胞,L:MCT脂 肪粒子

液胞中の部分的に代謝された脂肪粒子にはいまだ
'卜

慎構造

が認められる。矢印に示すように代謝過程にある]言■粒子

周FI」 にミトコンドリアの集積と強電子染色帯像を認める.

が迅速で,静注後 5分ですでに肝実質細胞内に部

分的に代謝 された脂肪球や,完全に代謝された後

の液胞を多数認めた (図 5)。

また,代謝過程にある脂肪球周 F■lに は脂肪酸 と

思われる強電子染色帯像があり, これに一致 して

ミトコンドリアの集積が観察され,脂肪粒子の代

謝 とミトコンドリアの関連を LCT粒子 と同様 に

電顕 的 に証 明 し得 た (図 6)。 しか し,静注後

90～ 120分になると,肝実質細胞内には少量の脂

肪球の蓄積を認めるのみであった (図 7)。

4。 人工脂肪粒子 とラメラ体

人工脂肪粒子が肝実質細胞内で代謝された後の

液胞中には,そ の構造から脂肪乳剤由来のリン脂

質あるいは脂肪酸 と思われるラメラ体が,MCT

図 7 10%λICT乳剤静注 120分後の肝組織像 (X3000)

Fs i伊東:旨肪摂取細胞,L:脂肪粒子,S:類洞

粒 子 で は静 注 後 5～60分 に,LCT粒 子 で は

60～ 120分 に認め,こ の点でも両者の代謝速度が

大いに異なることが判明した。LCT脂肪乳剤投与

時のリン脂質の肝内における蓄積を示唆するもの

である (図 8).

5.肝内中性脂肪中 caprylic acid分画の推移

10%triCaprylin乳 斉125m1/kg静注後の肝内中

性脂肪中 caprylic acid分画は 5分後には 154士

3.0%,60分後には 26± 14%,120分後はゼロと

速やかに減少 し,人工脂肪粒子の形で中性脂肪 と

して肝内に取 り込 まれるものの電顕的観察 と同様 ,

MCTの 代謝が速いことが確認された。

考 察

透過電顕観察 のための組織 固定 にはglutar

図 8 10%MCT乳 剤静注 60分後のラメラ体 (× 8000)
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aldehyde(GA)|こ よ る 前 固 定 と osmiunl

tetroxide(OS)に よる後固定が最 も繁用されてい

る。GAは膜 リン脂質 とタンパクの間の交叉鎖の

形成により細胞を不溶化 。固定するものの,他の

大部分の脂質は固定 しない。一方,OSは不貪包和脂

質の 2重結合を含むジエステル結合により脂質を

固定するが,OSの組織浸透性 は緩徐で,単独では

組織内脂肪の固定は不十分であり,脂肪 は脱水操

作や樹脂包埋中に容易に溶出してしまう.

このため,電顕試料の脂肪の同定法に関しては,

現在のところ確立された方法がな く,(1)ilnidazol

緩衝 OSの 使 用 (2)p― phenylenediamine lこ よる

ブロック染色(3)malachite― green(MG)の併用な

どが試みられてきた。～8)。

今 日まで,脂肪乳剤静注後の代謝に関する電顕

的観察の報告は散見されるが9～ 12),単 なる GA―OS

の 2重固定を用いたもののみで,組織内脂肪球 は

不完全固定の状態のままであり,代謝を論 じるに

は不備があつた.

一方,外科領域において,最近,新 しい静注用

の熱源 として MCTが 注目されているが,従来の

固定法ではこのような疎水基の短い飽和脂肪の固

定は極めて困難で,そ の代謝に関する電顕的観察

の報告は皆無であった。

われわれは静注用脂肪乳斉1粒子の走査電顕的観

察にリン脂質 と中性脂肪の両者に対 して特異的な

染色性を持ち, しかも電顕的に高い電子密度を与

えるMGの有用性をすでに報告 してきたが13,14),

今 回,GAの 低 圧 灌 流 前 固定 に続 くOS MG

overnight後 固定法を新 しく考案 し,MCTな ど非

常に溶出しやすい脂肪粒子の代謝が初めて電顕的

に観察できるようになった.

リポ蛋自の研究から,静注 された人工脂肪粒子

は,ま ず血中で HDLよ リアポ CⅡ ,ア ポ C In,

アポ Eと コレステロールエステルの供給を受け,

lipoprotein lipaseに より粒子中の中性脂肪が水

解されてそのレムナントが肝で代謝 されるとされ

てきた1,15,ll.

しかし血中レベルで人工脂肪粒子が どの程度分

馬庭 ら :MC´
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解されるかについては,数時間以内に中性脂肪の

大部分が脂肪組織に移行 し′, リン脂質 とコレステ

ロールの比率が 1:1の 単分子 2重膜のレムナン

ト (Lpx)が 肝で代謝されるという説や,静注

用脂肪子L斉1粒子中には中性脂肪が主成分の大粒子

とリン脂質が主成分の小粒子 (リ ボツー /、 )があ

り,別々の代謝経路を経るという説があるなど,

いまだ不 EFlな 点 も多い 1'17)。

さらに肝組織における脂肪粒子の代謝の場が ,

内皮細胞や Kupffer細 胞 などのいわゆる類洞壁

細胞であるかつ・ 1'18),あ るいは肝実質細胞であるか

についてはいまだ controversialで あり1■ 20),内
皮

細胞説を主張する Scowら は,内皮細胞から肝実

質細胞のミトコンドリアまでの水解された脂肪酸

の細胞間輸送路を形態学的に証明できたとしてい

る21,22)。

今回の検討成績では主に lμ 以下の人工脂肪

粒子 は LCTで も IヽCTで も,投与後 5分ですで

に肝内皮細胞間隙を通過 して Disse腔から肝実質

細胞内に pinoc卜‐tosiSに より取 り込 まれてお り,

Disse腔内の脂肪粒子には未だ膜構造が認められ

た.こ の事実は静注された人工脂肪粒子が血中で

たとえ部分的に水解されても, リン脂質の外膜を

有 したまま肝実質細胞に取 り込まれ,そ こではじ

めて水解されることを示しており,LpXの 出現や

Scowら の提唱する脂肪酸の
｀
lateral nlovenlellt"

とは別の代謝経路であることを電顕的に証明した

ことになる。

加えて,従来から脂肪乳斉」大量投与による網内

系のブロックが危惧 されてきたが2■ 24),人 工脂肪

粒子の粒径や組成 によりKupffer細胞 の取 り込

みに相違があるという報告 もある25-27).ゎ れわれ

の検討でも,10%脂 I17乳 剤を少量 (2.5 nl1/kg)静

注したあとでは主に lμ 以上の粒子を,ま た,7.

5 ml,kgと 比較的大量静注後では,過乗|と なった 1

μ以下の粒子まで phagocyteさ れていた。肝内皮

細胞間隙あるいは内皮細胞小孔は,0。 1～ lμ で

あることが形態学的に証明されており28),こ れを

通過し得ない大粒子や脂肪乳斉J大量投与時に脂肪



10%LCT粒子

粒子が Kuffer細胞で pllagocyteさ れることは容

易に理解でき,一方で,こ のことは,現在市販 さ

れている脂肪子L剤 中にはいまだ lμ 以上の大粒

子が混在することに起因すると考えてよく,乳化

法 や乳化 斉1の 改 良 が強 く望 まれ る所 以 で あ

る29-31)。 また,今回使用した MCT粒 子を走査電

顕で観察すると,従来の LCT粒子の中には lμ

以 11の ものがかな り混在 しているのに比べて,

MCT粒 子は lμ 以上の大粒子は混在 していない

ことが確認され (ス19),血中でも水解されること

も考えると網内系への影響 もLCT ttL剤 に比べ少

ないといえる。加えて, これまで,脂肪予L剤の粒

子径 は光散乱法で涸l定 されていたが, この方法で

は lμ 以上の粒子の混在を評価することがで き

ず,脂肪乳剤粒子の代謝を論ずる上では,走査電

顕による粒子径の測定が今後重要であると思われ

る。

一方,LCT粒子は肝実質細胞内に取 り込 まれる

と容易に癒合 して 2μ 以上の大粒子 となり,投 与

後 60-120分で辺縁より徐々に代謝されるのに比

べ,MCT粒 子の代謝 は迅速で投与後 5分ですで

にその大部分が代謝された後の液胞 となっており,

また代謝過程にある脂肪球周 l■Jに は強電子密度帯

と,そ れに一致 して ミトコンドリアの集積を認め

た。遊離した脂肪酸は,OSや電子染色の際のクエ
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ン酸鉛 と塩を形成 し,強電子密度帯を形成するこ

とが示唆されてお り32),McTの肝代謝における

有用性を電顕的に初めて証明し得た.

他方,脂肪粒子の代謝後の液胞中の観察された

ラメラ体についてはリン脂質 という説や33),脂
肪

酸 も界面活性作用を持つため同様の構造を取 り得

るとの説があるが34),今
回の観察では,脂肪酸は強

電子密度帯 となっており,そ の染色性からリン酸

脂質が最 も考えやす く,子L化斉1と して脂肪乳剤中

に含 まれるリン脂質の蓄積の可能性が疑われ,逆
にその出現時期からみて,投与された脂肪粒子の

代謝速度を推定できると考えられる。

また,わ れわれ は,従来 の レシチ ンに代 え

phosphatidyl glycerol(P― GL), phosphatidyl

PEG(1)1)EG)を手し化斉」とした新 しい脂肪予し斉Jの

肝における代謝を同様に透過電顕を用いて検討 し

てきたが,P―GL乳剤静注後では肝細胞内の代謝

終末像であるラメラ体の出現がレシチンを乳化斉J

とした従来の脂肪乳剤 と比べ速い こと,P― PEG

乳剤静注後では肝細胞内に代謝されずに強染 した

リン脂質外膜 を もつ脂肪球 が静注 120分 後 で

も存在することが判明 した。この ことは,静注

された人工脂肪粒子が リン脂質外膜 を有 した

形で pinOcytosisに より肝細胞に取 り込 まれると

いうこれまで述べてきた事実を追証するものとい

外科と代謝・栄養 25巻 4号  1991年 9月

図 9 10%LCT(Intralpid)お よびMCT粒子の走査電顕像 (× 6000)

10%MCT粒子
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図 10 人工脂肪粒子の代謝

FFA:遊離脂肪酸,TG:中性脂肪,PL:リ ン脂質,

LB:ラ メラ体,E:I「 内皮細胞,K:Kupffer細胞,

H:肝実質細胞,M:ミ トコンドリア

える。他 方,P PEG乳 剤静 注 5～60分 後 で,

Kupffer細胞に取 り込 まれる脂肪粒子が肝細胞の

ものより多数であったことも確認 してお り,粒子

の界面構造の違いにより,ア ポEな どの結合に変

化を来 し,こ れがレセプターを介するこれら細胞

内への取 り込みの違いとなって現れたと推定でき

る3".

以上のような所見を総合すると,静注された人

工脂肪粒子の代謝は, まず血中で HDLよ リアポ

蛋白の供給を受け,ア ポCⅡ を lipoprotein lipase

が認識することにより部分的に人工脂肪粒子中の

中性脂肪が水解 されること,そ の水解速度は投与

量や投与時のエネルギー需要にも左右されるが ,

1)肝実質細胞 に直接取 り込 まれ るもの, 2)

Kupffer細胞に取 り込 まれるもの (大粒子あるい

は過乗」粒子), 3)LpXと なって緩徐 に代謝され

るものの 3つ の運命が推定できる (図 10).

この点に関して,MCT粒 子の肝代謝 は迅速で

あ り,LCT粒 子 の ように代謝 の場 で あ る肝 実質細

胞 内 を長時間 占居 しない こ とは, と くに外科領域

において新 しい熱源 として有用で あ り,ま た,疎

水基 が短 いために乳化 し易 く大粒子 が少 ないため ,

網 内系へ の影響 も少 ない とい える。 とはい え,容

易 に分解 され た脂肪酸 の ミ トコン ドリアに対 す る

過 負担 。毒性 について は,今後十分考慮 して投与

量 。投与速度 を決定 す る必要が あ る と思 われ る。

結  語

IゝCT ttL斉」の肝代 謝 に関 す る特性 と人工脂肪粒

子 の代 謝過程 を電子顕微鏡学的 に解明 した .

本論文 の要 旨 は第 27回 日本 外 科代 謝 栄 養 学会

に発表 した。
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A New Electron Microscopic Study of Uptake and Metabolism

in Rat Liver after !ntravenous Administration of Medium-chain

Triglyceride

tYoshio MANIWA, Hiroshi TANIMURA, Yoshihiro SUGIMOTO,

Yugo NAG.LI,Kazuhisa UCHIYAMA and *Junichi HIRAOKA

Medium-chain triglycerides (MCT) which do not require carnitine for B-oxidation,
are theoretically a superior lipid source to LCT as they are rapidly cleared from the

blood. However, the metabolism of MCT has not been investigated using an

ultrastructural approach because of unsatisfactory electron staining of MCT.
In this paper the successful fixation and staining of MCT particles and its

metabolism in rat livers were investigated and compared with long-chain triglycerides
(LCT).

The uptake and metabolism of intravenously injected MCT particules rapidly

entered the liver. Numerous aqueous spaces were detected showing completely or
partially hydrolyzed droplets 5-60 min after administration and then, closed contact

with mitochondria in hepatocytes.

Contrary to the belief of rapidly clearing, the particles of Intralipids accumulated

in the hepatocyte 60-120 min after administration. Large particles (1-2p) received

pragocytosis in Kupffer cells. MCT particles compared with LCT were transferred

and metabolizedby the rat liver and cleared morphologically by electron microscopy.

Jap. J. Surg. Metab. Nutr. (JJSMN) 25 : 375 382, 1991.

medium-chain triglyceride, electron microscopy, fat emulsion, liver tissue
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