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To clariil- the I'repatic metabolism of lipid

emulsions for intrar-enous use, nen staittnittg

techniques for scanning and transmisson elec-

tron miroscopl. of artificial lipid particles and

the liquid crystal emulsification method that

could make the easy preparation of optional

fat emulsion rvere der,,ised.

N{CT emulsion and radio labelled fat emul-

sion u,hich \\rere experimentally prodllced with
these methods \vere examined. Lipid parti-

cles in the hepatic tissue u''ere observed mor-

phologicalll, by electrornicroscopic and autor-

adiographic studies.

The n'retabolism of artificial lipid particles

injected intrar.enously rvere decrared as fol-

lou,ing. There r'vas not a form of remnant but

artificial lipid particles \vere incorporated to

the hepatic parenchl,p2 ce11s and intracellular

transfered promptly r,r,ithout removing the

phospholipid layer. Intracellular metabolism

of MCT emulsiot.t in the liver lr.as extremely

fast compared to LCT emulsiott. These find-

ings u''ere also pror,ed morphologically and
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metabolic process of artificial lipid particles

could to be observed with the hepatic autor-

adiographic method using radio-labelled fat
emulsion produced by the new method.

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 レシチンで乳化 しグリセ

リンで浸透圧を調整 した LCT(long chain trig

lyceride)乳 剤であるが,最近,特に外科領域で ミ

トコンドリアヘの転送にカルニチンを必要 とせず

代謝の速い MCT(medium chain triglyceride)

が新 しい熱源 として注目されている15t

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

は,ま だまだ不明な点が多 く脂肪の固定が困難で

あったため,特に電子顕微鏡学的にはほとんど検

討されていない。

一方,静注できる安定性の高い脂肪平L剤 の作成

には高圧ホモジナイザーを用いた煩雑な乳化法が

必要であるため,任意の組成の脂肪乳斉1や放射性

脂肪乳剤を用いた人工脂肪粒子の体内動態に関す

る研究 も極めて困難であった。

そこで,静注した脂肪粒子の体内における代謝

に関する電子顕微鏡学的観察を可能 とする新 しい

固定法 と脂肪乳剤の作成を容易 とする乳化法を開

発 し,MCT乳 剤 と放射性脂肪乳斉」を試作 して透

過電子顕微鏡 と肝オー トラジオグラフィーを用い

て投与 した脂肪粒子の体内における代謝を形態学

的に検討 した。

緒
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体を選択した。
対象 および方法

脱水はエタノールによる進行的脱水を行い,日立 E102

1.静注用脂肪乳剤粒子の走査電子顕微鏡による観察法の  イオンスパッターにて白金蒸着後,日 立 S2300型走査電

確立                        子顕微鏡にて観察した。

1 固定液の選択 Ⅱ.肝組織内脂肪粒子の電顕的固定法の確立 と LCT乳

10%LCT ttL斉 」(Intralipid勁 および lo%tricaprylin    剤静注時の肝における脂質代謝の検討

(MCT)乳 斉」粒子の電顕用固定液として,従来から繁用され  ]肝 組織における脂肪粒子の固定法の確立

ていた osnnium tetroxide(OS)と gluteraldehyde(GA)に    WiStar系 雄性 ラット (8週齢,体重約 200g)1211‐ に

加え,脂肪乳剤の構成成分である中性脂肪・ リン脂質両者  10%LCT乳 剤 (Intralipid)25m21kgを 尾静脈より2分か

に親和性の高い nlalachite green(MG)を新たに添加し,   けて静注し5分後犠牲死させ表 1の ごとく肝組織中の脂肪

その濃度と組み合わせ法について最適条件を求めた。     粒子の同定法を検討した。

2 支持体の検討                    以下,ニ タ′―ルによる進行的脱水を行い酸化ブロビレ

]旨 肪乳剤粒子を保持する支持体として,paper filter l種   ンにて置換しニホキシ樹脂包理後,Poter― Bluln卜 IT 2型

(Wattman 2定 量濾紙),membrane ilter 2種 (0 45 μ  Ultra卜 Iicr()tl,nle l■ てこ
=切

|を |「 ましたt電子染色に|ま

n■ 1lipore filter,polystylene,nylon)お よびポリエルリジ  酢酸ウラン・ クエン董:=こ よる二重楽色を行■, 日本電子

ン吸着ガラス板を用いその親和性を比較し最も良好な支持  製 SX 211■ 透七電子頭

'=二
て11組織′)指 特粒子の固

表 1 肝組織内脂肪粒子の電顕的
=定

|=う ■
=

組み合わせ
前  固  定 リン酸緩衝液

置 換
後  固  定

灌流固定 。経路 浸 漬 固 定

1

2

―-    2%GA 60分

2%GA 10分  2%GA 90分
(門 脈 )

?%GA 10分  2%GA 90分
(大動脈 )

2%GA 10分  2%GA 90分
(大動脈 )

90分

90分

2%OS・ 1%MG 60分

2%OS・ 1%MG 90分

2%OS・ 1%MG 3崎欄

2%OS・ 1%MG 24時間

1 液品乳化法による高濃度 トリチウム標識脂肪乳剤の作成

1)言

ラ;ii:     i:::)にて液晶相形成
↓

2)ト リオレイン.【 9,10-3H(N)]04mg(10mCi)
大豆油             lo g     を加え

液晶中油滴分散相形成

↓
3)蒸留水 838gを 加え 0/Wエマルション形成 (ウ ルトラホモミキサー)30分

↓
4)超音波乳化     250W 30分

2.Wttar系雄性ラット8週齢 (体重200g,n=15)に
トリチウム標識 LCT乳剤0 6mCi/kg静 注

① 静注5.60.120分後の血清・肝・肺の放射活性を測定

② 静注5,60,120分後の肝組織を2%OS・ 1%MG 24時間固定法にて固定、
エポキシ樹脂包埋し肝オートラジオグラフィーを施行

1)エ ポック切片 (lμ )作成, サクラNR― H2乳剤塗布
2)露出 (室温,4週間)

3)現像・定着後、 トルイジン青にて染色し光顕観察

図 1 3H標 識脂肪乳剤による肝オー トラジオグラフィー法

和歌山医学 (1991),42(4)
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定状況を観察した。

2 10%LCT乳 剤静注時の肝における代謝動態の検討

Wistar系 雄 性 ラッ ト15匹 に 10%LCT 7L斉」

(Intralipid)251110/kgを 静注し,5,60,120後 の肝を摘出

して LCT乳剤の肝における代謝過程を経時的に透過電

子顕微鏡を用いて観察した。

III.新組成脂肪乳剤の作成法の開発と lICT乳剤静注時

の肝における脂質代謝の検討

1 ■tiモ
=手

L■ ■′
1安法つ輩発

IゝCT手 1■ およt｀ ま■三モ■ヲし斉」を作成するため,従来

「
言三ホモシ'=イ

■―を≡ した

'L化

法に代わり,簡易でし

かも安定性の高 tし ]旨 肪乳■の11改 法 ■ついて粗手L化・精乳

化の各段階を検討した。

2 10%MCT乳 剤静注時の肝における代謝動態の検討

10%MCT(tHCaprylin)予L剤 を試作し,ヽlstar系 雄性

ラット15匹 に静注し,5,60,120分後の MCT手し剤の代謝

過程を同量の LCT ttL剤 と比較しその有用性を検討した。

表 2 固定液および支持体の種類と

また,MCT予し剤静注後の血清中遊離脂肪酸 。中性脂肪

を酵素法で,肝中性脂肪中 tricaprylin濃度を HPIレCい に

て測定した。

IV.標識脂肪乳剤静注後の肝オートラジオグラフィーによ

る観察

高濃度3H(22 MBq/1112)標 識 LCT ttL剤 を液品乳化法を

用いて試作し,Wistar系雄性ラット15匹 に 1l MBq/kg

静注し,5,60,120分後に血清・肝・月市の放射活性を測定し

た。また,肝オートラジオグラフィーを用いて LCT子 L斉」

の肝における代謝過程を検討した (図 1)。

結     果

I.静 注用脂肪乳剤粒子の走査電子顕微鏡 による

観察法の確立

LCT乳 剤粒子 の走査電顕的固定法 としては,

2%GA・ 2%OS・ 1%MG3者 併用 による一回固定

法が最 も簡便で有用であ り,ま た支持体 としては

LCT乳剤粒子の走査電顕像

GA: glutaraldehyde

P : polystylene,

2%cA.2%OSAE 2%GA。 2%OS・

GA:glutaraldehyde,OS:osmium tetroxide,MG:malachite green

図 2 10%LCT(IntralipidO)乳 剤粒子の固定法の違いによる走査電顕像 (× 6000)

和歌山医学 (1991),42(4)

組み合わせ
固  定  液

支 持 体
脂 肪 粒 子

前 固 定   後 固 定 凝集・ 合一  変 形

1

2

3

4

5

6

7

8

2%GA         2%OS

2%GA         2%OS

2%GA        2%OS

2%GA・ 1%MG    2%OS

2%GA。 1%MG   2%OS

2%GA・ 1%MG    2%OS

2%GA・ 1%MC    2%OS

2%GA・ 1%MG。 2%OS

paper filter

p- L- lysin

membrane filter(P)

paper filter

p- L- lYsin

membrane filter(P)

membrane filter (N)

paper filter

++  ++

++  ++

++  ++

―     土

+     +

+十   ++

+      十

1%MG固定



肝における脂肪乳剤の代謝に関する形態学的研究を可能とする新しい固定法と
肝オー トラジオグラフィーの確立―馬庭 芳朗

paper filterが 最 も親和性が良好であった (表 2,

図 2)。

一方,MCT ttL剤粒子は脱水の影響が強 く,3者

併用による24時間固定法で初 めて固定が良好 と

なった。

そこで,透過電顕を用いた脂肪乳剤静注後の肝

における脂質代謝の検討にも固定液 MGを 使用

することとした。

③ 2%OS・ 1%MG後固定

(3時間 )

{c i Intralipid'

H.肝 組織内脂肪粒子の電顕的固定法の確立 と

LCT乳剤静注時の肝における脂質代謝の検

討

従来 より行われていた GAoOSに よる浸漬固

定のみでは脂肪粒子は変形・溶出し,門脈あるい

は下行大動脈 より GAに て灌流前固定 を行い,

後固定液に MGを 添加 しても,3時間後固定では

脂肪粒子は肝の辺縁のみ固定された。しかし,2%

2%OS・ l%MG後固定

(24時間 )

図 4

図 3 10%LCT*乳 剤静注 5分後の肝組織光顕像 (× 400)

E:内皮細胞,Ds:Disse腔,H:肝 実質細胞,S:類 洞

10%LCT ttL斉 」静注 5分後の人工脂肪粒子 (× 20000)

矢印のように,静注された人工脂肪粒子はその外膜構造を保ったまま類洞から肝内
皮細胞間隙を通過して Disse腔内に認められる。

和歌山医学 (1991),42(4)
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(× 7000)

Ds:Dbse腔 , L:脂肪球, S:類洞

図 5 10%LCT ttL剤静注 5分後の肝実質細胞による脂肪粒子の取 り込み像

図 6 10%LCT ttL剤静注 5分後の

Kupffer細胞 (X15000)

図 7 10%LCT手し剤静注60分 後の

脂肪球代謝像 (矢 印,X10000)

E:内皮細胞 ,

和歌山医学

H:肝実質細胞,

(1991), 42 (4)

L:脂肪球,M:ミ トコン ドリア

795

(× 150000)
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GA前 固定の後いったん 01Mリ ン酸緩衝液に  き,こ の肝における取 り込み像の電顕的観察が初

て置換 し,従来より過固定が懸念 されていた OS  めて可能 となった。 (図 3)。

を添加する24時間後固定法により光顕観察でも電   LCT ttL剤粒子は,静注 5分後ですで |こ 干ヽ支

顕観察でも脂肪粒子の固定は良好 となった。また,  細胞間隙・小孔を通過 し,肝実質細胞庵・、容 弓 二

脱血時間を調節することで,類洞および Disse腔   取 り込まれることが判明した (図 4)。 肝実貢モ三

内の静注した人工脂肪粒子まで固定することがで  内に取 り込まれた脂肪粒子にはいまだ外慎
=遣

■

L:脂肪球,Ls:ラ メラ体

図8 10%LCT乳剤静注 120分後の肝組織像

④ 水中油型エマルシ

⑤ 超 音 波 乳 化

図9 液品乳化法と粒子状態の偏光顕微鏡像

(× 3000) (× 5000)

スA'111
:::ヽ ::

W
RARARA
:ヽ VV::
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認められたが,取 り込 まれた後は速やかに癒合を

示 し,肝実質細胞表面で化学的な分解・修飾を受

けていることが示唆された (図 5)。

一方,Kupffer細 胞 も活発に脂肪粒子を貪食 し

ている像が認められたが (図 6),他の類洞壁細胞

である伊東脂肪摂取細胞,内皮細胞 は人工脂肪粒

子の代謝にあまり関与 していないことが形態学的

に判明した。

静注60分後になると,肝実質細胞内に癒合 して

いる 2～ 5μ となった脂肪球を多数認め,辺縁よ

り徐々に代謝されている像が観察された (図 7)。

静注 120分後になると,い まだ辺縁より水解して

いる像や, これを全 く認めない蓄積 した脂肪球の

ほかに,液胞内に代謝された後の像 と思われるラ

As:液胞 ,

図1110%MCT乳剤静注60分後

和歌山医学 (1991),42(4)

メラ体を認めた (図 8)。

IH。 新組成脂肪乳剤の作成法の開発 と MCT乳
剤静注時の肝における脂質代謝の検討

従来 は厳密な温度管理下の粗乳化の後,高圧ホ

モジナイザーを用いて脂肪乳剤 を作成 していた

が,粗乳化時に液晶中油滴分散相を経由する液晶

乳化法の導入により,安定性の高い脂肪乳剤が容

易に卓上で作成できるようになった (図 9)。

この方法 を用 いて 10%tricaprylin(MCT)乳

剤を試作 し,肝における脂質代謝を形態学的に検

討 した。

MCT乳 剤粒子の肝における代謝は迅速で,静
注 5分後ですでに完全に代謝された後の液胞や部

分代謝像を多数認め,ま た,代謝過程にある脂肪

Asi液 胞,Fsi脂 肪摂取細胞 ,L:脂 肪球

図 1010。い ICT 7L斉」静注 5分後の肝組織像 (× 4000)

矢日」のように代謝過程にある脂肪球周囲には強電子染色帯像とそれに一致し
てミトコンドリアの集積を認める。

L:脂肪球,S:類 洞

(左 )お よび120分後 (右)の肝組織像 (× 3000)
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表 3 10%LCTお よび MCT乳 剤静注後の肝における脂肪代謝像

*任意の肝実質細胞またはKupffer細 胞の平均値 (n=20)

mean tt SD

mEq/1

1

図 1210%MCT ttL剤 静注後の血清・肝脂質の変動

40

放

射 30

'舌性 20

5                           60                             120`)

時   間

図 13血清・肺・肝における放射活性の経時的変化
(311 標識 LCT 乳斉」 1l NIBq/kg静注,  n=15)

球周 FIJに はミ トコン ドリアの集積 と脂肪酸の強染

色帯が出現 していた (図 10)。

MCT乳 剤静注60分後で は,肝細胞内の脂肪球

代謝像は極めて少な くなり,静注 120分後で II

量の脂肪球の蓄積を認めるのみとなった 三11_

また,以上のような透過電顕を用 t,た モ
=量

jl

の代謝像を LCT o MCT乳 剤静注後で■ミ■を

と,肝実質細胞内の脂肪球数,液砲欺やラ て■生

の出現時期からみても MCT ttLttlt子
=干

.こ お

ける代謝が迅速であり,Kupffer細 抱へ」〕影響 i

少ないことが判明した (表 3)。

一方,HPLCを用いた肝中性 ]旨肪中脂

"酸
分千

にても,MCT粒 子が肝に取 り込 まれた後速やか

に代謝 されることが生化学的にも半」明 した (図

12)。

IV.脂肪乳剤静注後の肝オー トラジオグラフィー

による観察

静注60分後    静注 120分後

LCT :107± 37   LCT :147=ヒ 55

MCT: 87± 40   MCT: 27± 25

7.9± 26

1 3± 1 3

01± 03   LCT : 0.1± 03

13± 10   MCT: 0.4± 06

13± 17   LCT : 0.7± 08

01± 05   MCT: 一

mg/dl
if TG F Tricaprylin

和歌山医学 (1991),42(4)

13± 09   LCT : 10± 12

03± 06   MCT: 一
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図 143H標識 LCT予 L斉」静注 5分後 (左 )お よび60分後 (右)の肝オー トグラフィー

矢印のように類洞内および野実質細胞内の脂肪球に放射性グレインを認める。

3H標
識 LCT乳 剤静注後

3Hの
集積 は,肝に

直ちに取 り込まれ,60分をピークにそれ以後減少

し,ま た血中よりの消失 も速やかで肺 に |ま trap

されないことも判明した (図 13)。 したがって,液
晶乳化法で作成 した放射性脂肪予L剤 は電頭観察で

明らかにし得た従来の静注用脂肪孝L剤 と同様に代

謝されていることを確認 した。

また,肝オー トラジオグラフィーによる観察で

は静注 5分後ですでに類洞中から肝実質細胞内ヘ

放射性グレインの移行がみられ,静注60分後では

肝実質細胞中の脂肪球中にグレインが認められた

(図 14)。

これは,静注された人工脂鴨粒子があまり血中

で分解されることな く肝実貢組抱内へ取 り込まれ

るという電顕観察の結果を追証するものである。

考     察

これまで,脂肪乳斉1静注後の肝代謝に関する電

子顕微鏡学的検討は散見されるが,そ の固定液 と

しては OS単独あるいは GA・ OSに よる二重固

定法のみで,脂肪粒子は変形 。溶出し,そ の代謝

を経時的に論ずるには不十分であった。そのうえ,

肝での脂肪粒子の代謝の場 も肝内皮細胞や Kup‐

ffer細胞など,い わゆる肝類洞壁細胞であるとい

う説が主流であったが,ま だまだ不明な点 も多

ぃ710、 また,リ ポ蛋自代謝の面からは,静注され

た人工脂肪粒子 は血 中で HDLか らアポ CII,

CIII,Eを受取 り,lipoprotein lipaseに より水解

され,そ のレムナントが代謝されるという説や,

LpXと な り肝に緩徐 に取 り込 まれるという説が

和歌山医学 (1991),42(4)

有力であった1113t

このように人工脂肪粒子の代謝動態が解明され

ず,そ の研究が困難であった背景には,電子顕微

鏡学的に脂肪の固定が困難であったことと,静注

で きる安定性の高い脂肪乳剤の作成法が煩雑で

あったため,新組成の脂肪乳斉」や放射
′
l■脂肪乳斉」

を用いた代謝研究がなかなか進 まなかったことが

あげられる。

そこでまず,LCTお よび MCT ttL剤粒子の走

査電顕観察法を確立することにより, トリグリセ

リドをレシチンで乳化態 とした 10%0/Wェ マ

ルションである人工脂肪粒子の電顕的固定法を検

討 した。

従来 より電顕観察 のための固定液 として は

GA・ OSの 2重固定法が繁用れているが,GAは
蛋自質のリジンなどのアミノ基や リン脂質などと

結合,分子間架橋を形成 し細胞を固定するものの

大部分の脂質は固定 しない。一方,OSは不飽和脂

質の二重結合を含むジエステル結合により脂質を

固定するが,そ 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

や樹脂包理中に容易に溶出してしまう1415)。

このため,電顕観察のための脂肪の固定法に関

しては,現在のところ確立された方法がなく,

(1)imidazOle緩 衝 OSの使用 ,

(2)p phenylendiamineに よるブロック染色 ,

(3)malachite greenの使用などが試みられてき

た161"。

MGは トリフェニルメタン系塩基色素の一種

であり,正に荷電する第四級アミンを官能基 とし

',1,1を

燿鱗
=11,■

IIFI短 ||||■1111=|=|
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てもつため, リン脂質などの極性の化合物 とイオ

ン結合を示すほか,不飽和脂肪 は OSの存在下に

酸化され,イ オン化 された脂肪 と MGが 結合す

ることにより脂肪 を固定する可能性が考 えられ

る。一方,飽和脂肪は OSで は固定されないとさ

れてきたが,OSが MGを 酸化 しケ トン体 を形

成することで MGが 飽和脂肪 に拡散 し固定性 を

得る可能性がある (図 15)。

われわれは, これまで静注用脂肪乳剤粒子の走

査電顕観察法 としてこの MGの 有用性 を報告 し

てきたが2● 21),今
回の検討で,脱水操作により極め

て溶出しやすい MCTの ような飽和脂肪 まで,

OSと MGを 併用する24時間固定法を考案する

ことで走査電顕で も透過電顕で も観察が可能 と

なった。

この方法を用いて人工脂肪粒子の肝における代

謝過程を経時的に透過電顕を用いて観察すると,

まず,静注 され た人工脂肪粒 子 は LCTで も

MCTで も静注 5分後ですでに肝内皮細胞小孔を

通過 し Disse腔か ら肝実質細胞内に取 り込 まれ

ており,Disse腔内の脂肪粒子には未だ外膜構造

が認められた。

“
Ю
hc〃〉

∞

一方,3H標 識 LCT乳 剤を用いた肝オー トラ

ジオグラフィーでも静注 5分後ですでに類洞中か

ら肝実質細胞内へ放射性グレインの移動が認めら

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,人工脂肪粒子レ

ムナ ン トの形 で肝 に取 り込 まれ る とい う説や

Kupffer細胞や肝内皮細胞に取 り込 まれ,こ こで

水解 された後 に脂肪酸が lateral mo、 elnentに

より肝実質細胞に移動するという説 と|ま 弓」しD代謝

経路を形態学的に証明したことになる22-■
3

加えて,従来から脂肪乳剤の大量投与 1こ よる網

内系のブロックが危惧 されてきたが25,26,ノ 、工指

肪粒子の粒径やその組成により Kupffer細 胞 に

よる取 り込 み に相 違 が あ る とい う報 告 もあ

る2729、
今回の検討でも,LCT予し剤静注時には主

に lμ 以上 の脂肪粒子 を Kupffer細 胞が貪食

している像が認められた。これに反して,λICT乳
剤静注時にはほとんど貧食像を認めなかった=こ
のこと|ま ,ブ、工 ]旨 肪粒子が通通する■■支モ三」ヽ

① ホスファチチルコリンとの結合

CH20R
|

R.0♀ H   
♀

CH20-P― OCH′ CH7N●(CH:)]
‖

C汁
 :・

    イオ ン結合

CH3ヽ

cざ

｀ ::|

造構本基の素色基塩

‐〈ｒ‐‐〉‐Ｙ　麻
メニエフ

》∝Cく]地 ♪←ギ2ム R「

!
0

―
Rl― COOq‐10 1 Hq)ccO― R2

CH3 :

押ヽ
肇

0

マラカイ トグリーン

X iCOO
|

C00H

Y:H

0
‖

+ C― R?

H

③ 胞和脂肪

cel瑳

|:

ム。C笙ド
↓

脂肪層へ拡散

図 15 Malachite Greenの脂質に対する結合様式
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図 16液晶乳化法により作成した脂肪乳剤粒子の走査電顕像 (× 6000)

孔が 01～ lμ であり34),こ れを通過 し得ない大

粒子や過剰の粒子が貧食されることは容易に理解

でき,一方で,市販の LCT ttL斉」中にいまだ lμ

以上の大粒子が混在 していることに起因している

とも思われ,乳化剤や予L化 法 の改良が望 まれ

る31-33)。 この点,疎水基が短 く乳化 しやす い

IゝCT乳斉」粒子は,走査電顕観察でも lμ 以下に

均等に分散 しており(図16),加 えてlill中 での水解

も速やかであることから Kupffer細胞への影響

も軽微であった。

一方,Disse腔 まで通過した lμ 以下の人工脂

肪粒子は,肝実質細胞内に取 り込まれると容易に

癒合 し 2μ 以上の大粒子 となり,LCT粒 子では

静注 60～ 120分後に辺縁より徐々に代謝された。

内因性 リポ蛋自の研究か ら,肝実質細胞表面 。

coated pitに はアポ Bの受容体である LDLレ
セプターの存在が確認されているほかに,最近 ,

カイロミクロンや VLDLな どアポ Eを含む リ

ポ蛋 自の受容体 である第 2の レセプター LRP

(LDL receptor related prOtein)の 存在が注目さ

れている3430。 人工脂肪粒子の肝実質細胞におけ

る取 り込みがこのようなレセプターを介したもの

かあるいは単なる pinocytosisで あるかを今回

の検討だけでは結論づけられないが,肝実質細胞

表面で人工脂肪粒子が修飾を受け癒合 しているこ

と, リン脂質の組成を変えた脂肪乳剤粒子の肝実

質細胞・Kupffer細胞での取 り込みが全 く異なる

こと3つ から,人工脂肪粒子の肝細胞での取 り込み

もレセプターを介 してる可能性がある。

いったん肝実質細胞に取 り込 まれた脂肪粒子は

和歌山医学 (1991),42(4)

その組成により代謝過程が大いに異なっていた。

すなわち,LCT粒子では今回の静注条件では,60

～120分で辺縁 より徐々に代謝 されたが,MCT
乳斉」粒子の代謝は迅速で静注 5分後ですでに完全

に代謝された後の液胞や部分代謝像 とともに,代
謝過程にある脂肪球周囲に脂肪酸 と思われる強電

子染色帯像 とミトコンドリアの集積を認めた。水

解され遊離 した脂肪酸は,OSや 電子染色の際の

クエン酸鉛 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30,McT乳 剤粒子の肝

実質細胞内での代謝が極めて迅速でその代謝にお

けるミトコンドリアの重要性を形態学的に初めて

証明し得た。

他方,脂肪粒子の代謝後に観察されたラメラ体

は,リ ン脂質 という説や39),脂
肪酸 も界面活性作用

をもつため同様の構造 を取 り得 るとの説がある

が4o,今
回の観察では,脂肪酸は強電子密度体 と

なっており,そ の染色性からリン脂質が最 も考え

やす く従来より指摘されていた脂肪乳剤投与時の

リン脂質の蓄積の可能性を形態学的に証明するも

のといえる。また, このラメラ体の出現時期から

投与された脂肪粒子の代謝速度 も推定できた。

今回新たに考案した卓上で任意の組成の脂肪乳

剤を容易に作成できる液晶乳化法では,粗乳化時

に液晶中油滴分散相を経由することで油 と界面活

性剤間の界面張力が小さくなり,撹拌により容易

に微細な粒子が形成できる利点のほか,連続相に

液晶 という構造体が形成されるため粒子の合一が

妨げられて微細な粒子状態が維持できる利点 もあ

る4143、 この乳化法の導入で,新組成の脂肪予L剤

l0% MCT (tricaprylin) *LHJ
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の作成はもちろん,組織オー トラジオグラフィー

を可能 とする高濃度の放射性脂肪乳剤の作成が容

易 となり,初めて人工脂肪粒子の代謝を肝オー ト

ラジオグラフィーを用いて観察できた。これには,

もちろん,標識脂肪粒子の溶出を防 ぐ OS,MG 24

時間EII定法の応用 も不可欠であった。今後は,さ

らに高濃度の放射性脂肪乳剤を作成することによ

り電顕オー トラジオグラフィーにて肝実質細胞中

の微細な代謝過程を観察できると思われる。

以上,透過電子顕微鏡 と肝オー トラジオグラ

フィーを用いて得 られた知見 と文献的考察により

人工脂肪粒子の体内における代謝過程を推定する

と次のようになる。

静注された人工脂肪粒子は,血中で HDLよ り

ア ポ蛋 自の供 給 を受 け,こ れ を lipo protein

lipaseが 認識することにより部分的に水解 され

る。 この水解速度 は脂肪粒子の組成や大 きさによ

り異なり,MCT粒 子では外膜に溶存できる中性

脂肪量 も LCT粒 子に較べ多いため血中におけ

る水解 も速やかである。

一方,肝における人工脂肪粒子の取 り込みは,

肝内皮細胞小子しを通過で きる lμ 以下の小粒子

は速やかに肝実質細胞内に取 り込 まれ,Kupffer

細胞 は過剰 となった粒子を貧食するものと考えら

れる。肝実質細胞および Kupffer細胞 における

取 り込みがレセプターを介したものか否かは今後

の課題である。

肝実質細胞内に取 り込 まれると脂肪粒子はその

組成により代謝速度が異なり,MCT茅 し剤粒子は

血中のみならず肝細胞内でもその代謝は迅速であ

り蓄積性を示さないことから,外科領域における

新 しい熱源 としての有用性が示唆された。 もっと

も,そ の投与量 。投与速度の検討は分解された中

鎖脂肪酸の過負荷・毒性の問題 もあり,今後の課

題である。

結     語

1 静注用脂肪乳剤の電顕的固定法を LCT乳 剤

のみならず,MCT乳 剤についても確立できた。

2 これを応用して肝組織における脂肪粒子の代

謝過程を観察すると,静注された人工脂肪粒子は

その外膜構造を保ったまま容易に肝内皮細胞小子L

を通過 し肝 実質細胞 に取 り込 まれ る ことを形態学

的 に明 らか に した。

3 任意 の組 み合 わせ の静 注用脂肪 乳剤 を卓上 で

容易 に作成 で きる液 晶乳化法 を開発 した。

4 LCT乳 斉」に較 べ MCT ttL斉」の肝 内 にお ける

代謝 が極 めて迅速 で あ る ことを形 態学的 に明 らか

に した。

5 標 識 脂 肪 乳 剤 を用 い る肝 オー トラ ジオ グ ラ

フィー法 を確立 した。

謝   辞

稿を終えるにあたり,御指導と御校間を賜った「 [言t=具

立医科大学消化器外科谷村弘教授ならび第 2==」平F■―

講師に深 く感謝いたします。

また,本研究に御協力をいただいた生物学平ミ≡矢致損

をはじめ消化器外科教室医局員各位に心よりお礼申し上 |

ます。

本研究の要旨は,第27回 日本外科代謝栄養学会 (1990年 ),

第36回 日本消化器外科学会 (1990年 ),第 6回 日本静脈・経

腸栄養研究会 (1990年 ),第 91回 日本外科学会 (1991年 )に

て発表した。

文     献

1, Salier D λluller Iヽ:卜 Iediulll chain tri__71)celide

in parenteral nutritiOn JPEN 5 115-11, 1,:l

2) Bach, AC  Baba卜 an ヽ
‐
KI 卜Iedittnl― chai■  tlig

lyceride:an update Ainl J Clin 、utr 36: 950-

962, 1982

3)CrOw,P」 ,Dennison,AR,Ro)le,GT:A lle、‐

intravenous emulsion cOntailling medium― chaill

triglyceride; Studies of its metabolic effects ill

the perioperative period compared、 「ith a cOn、 en‐

tional long chain triglyceride elllulsioll 」PE〕  ヾ「
720‐ 724, 1985

4)Dawes, R, Royle, GT, Dennison AR ti `:f:
lvletabolic studies of a lipid elllulsion contailling

medium―chain triglyceride in perioperative alnd

total perenteral nutrition infusiOns  1ヽ()rld  」

Surg,10:38-46,1986

助 岩佐幹恵,岩佐正人,小越章平 : IヽCTを 明tiた

月旨肪孝L斉」.  JJPEN,12:1115-1121 1990
6) Sato,T:A new dOuble IIPLC inethOd fOr rapid

separation of fatty acids Arch Jpn Chir 53:33-

46, 1984

7) Tokunaga,T:ElectrOn― nlicroscOpic stud卜 on the

absorption and metabolism Of intrapOrtall卜 ' in―

fused fats in the liver Kumamoto卜IIed J,15:93-

111, 1962

8)Hatae,T:ElectrOn rnicroscopic Observation on

和歌山医学 (1991),42(4)



肝における脂肪乳剤の代謝に関する形態学的研究を可能とする新しい固定法と

肝オー トラジオグラフィーの確立―馬庭 芳朗

the mouse liver after intravenous adnlinistration

of fat emulsion Arch histol jap,37:149163,

1974

0kayasu,I, Hatakeyama,S,Sato,T, ο′ α′:

Experirnental study on the drainage of so― called

intravenous fat pigment fronn the liver long term

observation  vrith  histologic,  enzyme― histo―

chenlical and electron nlicroscopic analysis Bull

Tokyo)IIed Dent Univ,29:63-70
1~ilarO, S, Llovera,M: Uptake and metabolism

of lntralipid by rat liver; An electron― nliCro―

scopic study」 Nutr,118:932-940,1988

Carpentier,YA:Intravascular llletabolisnl of fat

emulsioni The Arvid lVretilind Lecture,ESPEN

1988 Clin Nutr,8:115-125,1989

入山圭二 :ア ポリポ蛋白代謝.JJPEN,10:109-
112 1988

Unracht,  SH:  Intravascular metabolism  of

triacylglycerols  Alterations of  serulll  lipo_

proteins resulting frolll total parenteral nutrition

with lntralipid Biochiln Biophys Acta, 711:

176-192, 1982

Litman,RB,Barrent,R」 :The mechanisms of

the fixation of tissue components by osnliul■ l

tetroxide via hydrogen bonding 」 Ultrastruct

Res, 38: 63-86 1972

Korn,ED,Weisman,RA:Loss of lipids during
preparation of amoebae for electrOn nlirosc()pド

Biochirn Biophys Acta,116:309-316 1965

Boishier,DP,Holoway,H,Kitchin LF:A com
parison of standard lipid staning techniques used

in electron lanicroscopic studies of nlanllllalian

tisもues Stain technOl.59183-89 1984

Theichman、 RJ Cumnlius Jヽ I Takei GH:The
characterization of nlalachite green stainable,

glutaraldehyde e、 tractable phospholipid in rab‐

bit spernnat(DSa BiOI Reproduction 10: 656-577,

1974

Angermuller.S Fahinli HD I Innidazole― bufferd

osnliun■ tetroxide:Ane、 cellent stain for visuali―

zation of lipids in transnlission electron■ licros―

copy Histochem J,14:823831,1982
Neis, WF: Extraction of oslnnium― containing

lipids by section stainiig for TEPvI Histochem,

791 245-250, 1983

谷村 弘,三木毅一郎,日笠頼則 :脂肪手し剤の形態

学的観察. JJPEN,2:579584,1980
〕IIiki,K,Taniinura,H:Scanning electron rnicro‐

scopic stud, of fat emulsion J Clin Electron

NIicrOscopy, 12: 855-856, 1979

Scow, RO, Blanchete-lvlackie,EJ: Vヽhy fatty

acids flo、「 in cell membranes Prog Lipid Res,

24: 197-241, 1985

1 Blanchette― Pvlackie,E」 ,ScoW,RO:Continuity of
intracellular channels with extracellular space in

和歌山医学 (1991),42(4)

adipose tissue and liver;DemOnstrated v.rith tan‐

nic acid and lanthanum Anat Rec,203:205-219,

1982

Tonouchi, H,Iriyama,K, Suzuki, II: Intravas―

cular hydrosis of exogenous lipid and its capacity

for binding apoprotein C― II in patients、 Fith Cir―

rhosis of the liver Surg Res Conlln,7:127-134

1990

TOver,JA,lvlahour,GH,NIiller,Sヽ V,′
`α

′:

Endtoxin clearance after lntralipid infusion J

Pediatr Surg,11(1):236-132,1976

Pヾ ugent,Kn/1:Intralipid effects on reticuloendoth‐

elial functiOn 」 Leukocyte Biol, 36: 123-132,
1984

Rahman, YE, Cerny, EA, Patel, KR, σ′ α′:

Differential uptake of liposomes varing in size

and lipid composition by parenchymal and Kupf―

fer cells of mouse liver Life Science, 31: 2061-

2071, 1982

■
~inter,E,Chao,Y,Haver,R」

:Determinant of

hepatic uptake of triglyceride― rich lipoprOteins

and this remnants in the rat J Biol Chem,255

(11): 5475-5480 1980

Connellぅ .PTV,Kuksis,A:Effect of core compo‐

sition and particle size of lipid emulsion On

ap01ipoprotein transfer of plasma lipoprotein in

、‐i、'o Biochilan Biophys Acta,666:80-89,1981

織田正也,東 俊文,西田次郎,他 :肝類洞内皮細

胞.代謝, 27:701721,1990
谷村 弘,馬庭芳朗 :外科 と栄養・輸液19.肝不全

時の栄養。輸液管理.外科治療, 63:571574,1990
谷村 弘,馬庭芳朗 :脂肪―素材の導入 と展開.癌。

免疫・栄養, 3(1):1823,1989
谷村 弘,東 芳典 :最近の脂肪乳剤研究の動向.

JJPEN,10:103108,1988

Jones,AL, Hradek, GT, Hornick, C, a′  α′:

Uptake and processing of renlnants of chylonli―

crons and very lov√  density lipoprOtein by rat

liver J Lipid Res,25:1151-1158,1984

Chao,YS,」 oneS,AL,Hradek,GT,″ α′:Autor

adiographic 10calization of the sites of ulDtake,

cellular transport,and catabolisl■ l of 10、 F density

lipoproteins in the liver of normal and estrogen―

treated rats PrOc Natl Acad Sci USA,78:597-

601, 1981

塚本和久,寺元民生 :脂 質 と肝機能 障害.The
Lipid,1:33-45,1990

馬庭芳朗,谷村 弘,瀧藤克也,他 :新組成の脂肪

乳剤の開発 と肝の電顕的検討か らみた有用性.日 外

会誌, 92:117,1991
BIanchette―n/1ackie,EJ,Scow,RO:Effects of
lipoprotein lipase on the structure of chylomi―

crons J Cell Biol,58:689-708,1973

Degott,C,NIessing,B,A/10reau,D,σ ′α′:Liver

phospholipidosis induced by parenteral nutrition:



804      肝における脂肪乳斉」の代謝に関する形態学的研究を可能とする新しい固定法と
肝オー トラジオグラフィーの確立―馬庭 芳朗

Ⅱistologic, histochemical, and ultrastructua1   42)鈴木敏幸,甲 斐正信,石田篤郎 :エ タノールを含有

invesigations GastrOenterology, 95: 183191,     する安定な低粘度 ○/Wエ マルションの生成機構

1988                           油化学,34:938945,1985
40)Wegel,MG,Scow,RO:Lipolyds and fatty add   43)鷺 谷広道,服部孝雄,鍋田一男 :界面活性斉」(D)相 手L

transport in rat heart Electron microscopic     化法による微細な孝L化滴をもつ ○ハVエマルショ

study Am」 PhySi。1,246:467-485,1984          ンの作成。 日化誌,  10:1399-1404,1983

41)鈴木敏幸 :液晶乳化.材料化学, 23:7886,1986

和歌山医学 (1991),42(4)


