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　　　Bezafibrate，　a　hypolipidemic　agellt，　induces　peroxisome　proliferation　in　rat　liver．　In　order　tQ　elucidate　the

mechanism　of　peroxisome　proliferation，　the　intracellular　localization　of　the　peroxisome　prohferator　in

cultured　hepatocytes　was　examined　by　means　of　light　and　electron　microscopic　radioautography　using

l4b・1abeled　bezafibrate，　FurthermQre，　in　order　to　study　the　relation　between　peroxisomes　and　endoplasmic

reticulum　in　peroxisome　proliferation，　electron　microscopic　enzyme　cytochemistry　of　the　cataIase　and　G6Pase

on　the　same　ceIls　were　carried　out．　On　light　microscopic　radioautograms，　about　90％of　all　the　silver　grains

were　localized　over　the　cytoplasm，　and　statistical　significance　was　evaluated　on　grain　density　in　the　cytoplasm．

On　electron　microscopic　radioautograms　of　whole　mount　cultured　cells，　silver　grains　were　localized　Qn

cytQplasmic　matrix　especially　over　endoplasmic　reticulum．　Electron　microscopic　and　biochemicaI　studies　on

rat　liver　treated　orally　with　bezafibrate　revealed　the　proliferation　of　smooth　membranous　structure　resembling

SER．　With　enzyme　cytochemistry，　the　G6Pase　reaction　products　were　observed　inside　the　peroxisomal

membrane　of　rat　hepatocytes　treated　orally　with　beza丘brate．

　　　From　these　results，　it　is　concluded　that　beza飾rate　was　localized　over　endoplasmic　reticulum．　This　fact

suggests　that　the　receptor　of　peroxisome　proliferator　should　be　associated　with　the　endo’ 垂撃≠唐高奄メ@reticulum　or

the　receptor　exists　on　the　endoplasmic　reticulum．　Shinshu　Med／4ヱ’579－593，1993
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＿　　　　　　　　　　小胞体の増生，ペルオキシゾームの増生およびそれに

　　　　　　　　　　　　　　工緒　言　　　　伴うペルオキ。ゾ．燗離素が講される・と蜘

　Clofibrateをはじめとする高脂血症治療剤やdi（2・　　られている1）－9）。最近開発されたbezafibiLateは高脂

ethylhexyl）phthalate（DEHP）などのプラスチック　　血症治療剤であり，　clo丘brate等と同様な反応を示す

可塑剤は経口投与することによって肝臓の腫大，滑面　　ことはすでに確認されている7）1°）。また，このような
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高脂血症治療剤の反応は動物種差が著明であり，特に　　に添加してさらに24時間培養した。O．IMリソ酸緩衝

醤歯類で強く反応することが確かめられている9｝－11）。　　　2％パラフォルムアルデヒド固定液（pH7．2）で30分

そして様々な手法によりこの増殖機構の解析が行われ　　間固定後，AngermttllerとFahimi3°｝の方法により

てきたが，増殖機構を知るうえで大変重要と思われる　　3，3’－diaminobenzidinetetrahydrochloride（DAB）

ペルオキシゾーム増殖剤の体内分布あるいは細胞内分　　反応を行い，1％四酸化オスミウス液で1時間後固定

布に関する研究は僅かしかない12｝13）。そこで，14Cで　　した。アルコール上昇系列で脱水，プロピレンオキサ

標識したbezafibrateを用いて培養肝細胞での光顕お　　イドで置換後，ルベアック812（半井化掌薬品，京都）

よび電顕ラジオオートグラフィーにより細胞内分布の　　に包埋し，超ミクPトームV2088（LKB，　Bronxna，

解析を試みた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sweden）およびダイヤモンドナイフ（DiATOME

　一方，ペルオキシゾームの生合成機構については，　　Ltd，　Switzerland）で厚さ0，1μmの超薄切片を作製，

ペルオキシゾームと滑面小胞体様の膜とが連続してい　　透過型電子顕微鏡JEM－1200EX（JEOL，東京）で加

る所見に裏付けされた小胞体発芽説14）一21｝および既存　　速電圧80kVで観察した。

のペルオキシゾームの成長と分裂による増殖説2z）”’2s）　　B　i4C・bezafibrateを用いた初代培養肝細胞の光顕

が主要なものであり，近年の研究結果では分裂による　　　および全載標本電顕ラジオオートグラフィー

増殖説が広く受け入れられている。しかし，ペルオキ　　　培養肝細胞の調製は前述と同様に行った。光顕ラジ

シゾーム増殖剤を経口投与したラット肝臓では滑面小　　オナートグラフィーはType　Iコラーゲソをコートし

胞体の増生が認められ，ペルオキシゾーム周囲には小　　たカバーグラスを，また全載標本電顕ラジオオートグ

胞体が高頻度に観察されることから，ペルオキシゾー　　ラフィー3ηはフォルンバール支持膜を張った金メッシ

ムと小胞体とが何らかの関わりをもっていることは否　　ユに薄くカーボソ蒸着し，Type　Iコラーゲソをコー

定できない。そこで小胞体とペルオキシゾームとの関　　　トした後，それぞれ35×10mmプラスチックシャーレ

係を詳細に調べるため，小胞体のマーヵ一酵素である　　に並べ，上から細胞浮遊液を静かに分注してL－15培

glucose－6・phosphatase（G6Pase）およびペルオキシ　　養液で48時間培養した。その後，14C・bezafibrate

ゾームのマーカー酵素であるcatalaseの酵素組織化　　（Boehringer　Mannheim　GmbH，　FRG，2．83MBq／

学反応を同一切片上で行い，電子顕微鏡で詳細に観察　　mg）7．4MBqを添加した2m1（3，7MBq／ml）の培養

した。また，beza丘brateを投与したラット肝臓の　　液中で10～60分間培養した。0．1Mリン酸緩衝2％パ　s

G6Paseおよびcytochrome　P・450を生化学的に測定　　ラフォルムアルデヒド固定液（pH7．2）で30分間固定

し，これらの結果も合わせてペルオキシゾーム増殖に　　後DAB反応3°｝を行い，1％四酸化オスミウム液で1

おける小胞体とペルオキシゾームとの関係について考　　時間後固定した。

察した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　光顕ラジオオートグラフィーのための標本はアルコ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ール上昇系列で脱水，プロピレンオキサイドで置換後，
　　　　　　II　実験材料および方法
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ルベアック812（半井化学薬品，京都）に包埋し，超

A　Beza・　fibrateによる初代培養肝細胞のペルオキシ　　ミクロトームV2088（LKB，　Bromma，　Sweden）お

　ゾーム増殖実験　　　　　　　　　　　　　　　　　　よびダイヤモンドナイフ（DiATOME　Ltd，　Switzer・

　雄，5週齢のSprague・Dawley（SD）ラット，2　　1and）で1μmの切片を作製してスライドグラスにの

匹を日本エスエルシー株式会祉（日本SLC，静岡）　　せ，　Konica　NR－M2乳剤（コニカ，東京）をdip

より購入し，固形飼料および水を自由摂取させ，1週　　法3z｝33）により適用し，4°Cの暗箱内で2あるいは4ヵ

間予備飼育後，コラーゲナーゼ灌流法2e）により肝細胞　　　月間露出した。

を分散し，Type　Iコラーゲソをコートした35×10mm　　　電顕ラジオナートグラフィーのための標本はアルコ

プラスチックシャーレ（Corning，岩城硝子，東京）　　一ル上昇系列で脱水，臨界点乾燥（JCPD・5，　JEOL，

に細胞浮遊液を入れ（1×106細胞／シャーレ），10％　　東京）後，Konica　NR・H2乳剤（コニカ，東京）を

の子牛血清（Flow　Laboratories，　Stanmore，　NSW，　wire－loop法34）35）により湿性適用し，4℃の暗箱内で

Australia）を含むL　－15培養液（Flow　Labora－　4あるいeX　Sヵ月間露出した。

tories）で48時間培養した。その後bezafibrate（キッ　　　光顕および電顕ラジオオートグラフィーの現像は

セイ薬品工業，松本）が0，5mMとなるように培養液　　SDX・1現像液（コニカ，東京）で20℃，4分間行っ
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た34）35）。光顕ラジオオートグラムはOlympus　Vanox一　　組織化学反応を行った。すなわち4℃で8％ショ糖を

S顕微鏡（Olympus，東京）で観察，各個体それぞれ　　含む0．1Mカコジル酸緩衝液（pH7．2）で15分間洗浄，

20個の肝細胞について核および細胞質内の銀粒子数を　　80mMカコジル酸緩衝（pH6，8），3．7mMグルコー・

計数し，さらにそれぞれの銀粒子密度を画像解析装置　　ス・6・リソ酸，3。6mM　Pb（NO3）2，30mMシ・糖を含

（DigigramerMGA－1300，武藤工業，東京）により　　む反応液中で室温，30分間反応後，8％ショ糖を含む

計測，値はStudent’s　t－testケこより検定を行った。全　　0．1Mカコジル酸緩衝液（pH7．2）で洗浄した。

載標本電顕ラジオオートグラムは透過型電子顕微鏡　　Catalaseの酵素組織化学反応はAngermUllerと

JEM・1200EX（∫EOL，東京）を用い加速電圧120kV　　Fahimi3°）の方法に従って行った。すなわち2．5mM

で観察し写真撮影した。　　　　　　　　　　　　　DABを含むグリシン緩衝液（p｝llO．O）に室温で15分

C　Bezafibrate投与ラット肝臓の電子顕微鏡観察　　　間浸漬後，0，03％過酸化水素を加えた同液で10分間反

　雄，5週齢のSDラット6匹を日本エスユルシー株　　応，2％四酸化オスミウムで1時間後固定し，アルコ

式会社（静岡）より購入し，固形飼料および水を自由　　　一ル上昇系列で脱水，ルベアック812（半井化学薬品，

摂取させて飼育した。1週間予備飼育後，メチルセル　　京都）に包埋した。超ミクP卜一ムV2088（LKB，

ロース（和光純薬工業，大阪）0．5％水溶灘㈱し　Bromma，　Sweden）およびダイヤモソドナィフ

たbezafibrate（キッセイ薬品工業，松本）100mg／kg　　（DiATOME　Ltd．，　Switzerland）で厚さ0．1μmの超

を10日あるいは14日間金属製経ロゾンデ（フチガミ器　　薄切片を作製し，クエソ酸鉛単独で電子染色37｝後，

械，京都）を用いて強制経口投与した。O．IMカコジ　　JEM・1200EX電子顕微鏡（JEOL，東京）で加速電圧

ル酸緩衝2％パラホルムアルデヒド液（pH7．2）を門　　80kVで観察した。

脈よりペリスタポンプ（アトー株式会社，東京）を用　　EBezafibrate投与ラット肝臓のP・450および

いて流速20m1／minで灌流して肝臓を固定し，約1mm　　　G6Pase活性の測定

角に細切後，さらに同固定液で30分間浸潰固定した。　　　雄，5週齢のSDラット15匹を日本エスエルシー株

1％四酸化オスミウスで1時間後固定し，アルコール　　式会社（静岡）より購入し，固型飼料および水を自由

上昇系列で脱水，ルベアック812（半井化学薬品，京　　摂取させて飼育した。1週間予備飼育後メチルセルロ

都）に包埋した。超ミクロトームV　2088（LKB，　　一ス（和光純薬工業，大阪）0．5％水溶液に懸濁した

Bromma，　Sweden）およびダイヤモンドナイフ　　bezafibrate（キッセイ薬品工業，松本），100mg／kg

（DiATOME　Ltd．，　Switzerland）で厚さ0．1μmの超　　を10あるいは14日間それぞれ5匹ずつに金属製経ロゾ

薄切片を作製し，酢酸ウランs6）とクエン酸鉛37）で電子　　ンデ（フチガミ器械，京都）を用いて強制経口投与し

染色後JEM－1200EX電子顕微鏡（JEOL，東京）で　　た。また，5匹ileO　．　5％メチルセルロ　一一ス水溶液のみ

加速電圧80kVで観察した。　　　　　　　　　　　　を14日間投与し，対照群とした。肝臓を摘出，0．25M

DBezafibrate投与ラット肝臓のglucose－6・　シ・糖を含む5mM炭酸ナトリウム緩衝液（pH7．6）

phosphataseおよびcatalaseの二重酵素組織化学　　　で10％（W／V）のホモジェネートを作製した。　G6Pase

　雄，5週齢のSDラット9匹を日本エスエルシー株　　活性め測定はSwanson39）の方法，またP・450は

式会社（静岡）より購入し，固形飼料および水を自由　　OmuraとSato4°）の方法に従って測定した。蛋白量は

摂取させて飼育した。1週間予備飼育後メチルセルT・　　Lowryら41）の方法により測定した。

一ス（和光純薬工業，大阪）0．5％水溶液に懸濁した
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　II【結　　　果
beza丘brate（キッセイ薬品工業，松本）100mg／kgを

10日あるいは14日間金属製経ロゾソデ（フチガミ器械，　A　初代培養肝細胞のペルオキシゾーム増殖

京都）を用いて強制経口投与した。0．1Mカコジル酸　　　初代培養肝細胞におけるbezafibrate　e＝よるペルオ

緩衝2％パラホルムアルデヒド液（pH7．2）を門脈よ　　キシゾーム増殖を確認した。無処置培養肝細胞（Fig．

りペリスタポンプ（アトー株式会社，東京）を用いて　　1）に比較して0．5mM　bezafibrate添加した肝細胞で

流速20ml／minで灘して肝臓を醗し，約1㎜角　曙明なペルオキシゾーム増力口が認められたが，ペル

に細切後，さらに同固定液で30分間浸潰固定した。マ　　tキシゾームからのbuddingは観察されなかった

イクPスライサー（堂坂，京都）で約30μrnの切片を　　　（Fig．2）。また，ペルオキシゾームの周囲にしばしぽ

作製，Watanabeら38）の方法に従ってG6Paseの酵素　　滑面小胞体が認められたがこれらの問に連続性はみら
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　Flg　l　Electron　mlcrograph　of　normal　cultured　rat　hepatocytes　vlsuallzed　with　enzyme

　　cytochemlstry　for　catalase　Small　number　of　peroxlsomes　are　observed

　Flg　2　Electron　mlcrograph　of　a　cultured　rat　hepatocyte　treated　wlth　O　5mM　beza丘brate

　　for　48　hours　vlsualized　wlth　enzyme　cytochemlstry　for　catalase　The　cytoplasm　ls

　　filled　wlth　numerous　peroxlsomes　whlch　are　DAB　posltive
　　　Inset　shows　hlgh　magnlficatlon　vlew　of　the　relatlon　between　peroxlsomes　and

　　smooth　endoplasmic　retlculurn　Smooth　endoplasmlc　retlculum　are　frequently　seen
　　　around　the　peroxlsomes　whlch　are　not　In　contact　wlth　each　other　No　buddlng　ls

　　seen　m　both　of　them
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Flg　3　Llght　mlcroscoplc　radloautogram　of　cultured　rat　hepatocytes　after　lncorporatlon　of

　　　　14C　beza丘brate　for　10　mln，丘xed　wlth　2％paraformaldehyde，　stalned　wlth　DAB，

　　　　embedded　ln　epoxy　resln，　radloautographed　bv　wet－mountlng　and　exposed　for　2

　　　　months　DAB　posltlve　peroxlsomes　and　s11ver　gralns　are　seen　Many　s11ver　grams　are

　　　　observed　over　the　cytoplasm，　but　only　a　few　sllver　gralns　are　observable　over　the

　　　　karyoplasm（arrows）×1，700

Flg　4　Llght　nucroscoplc　radioautogram　of　cultured　rat　hepatocytes　after　lncorporatlon　of

　　　　l4C－bezafibrate　for　60　mln，且xed　wlth　2％paraformaldehyde，　stamed　wlth　DAB，

　　　embedded　m　epoxy　resln，　radloautographed　by　wet　mountlng　and　exposed　for　2

　　　months　DAB　posltlve　peroxlsomes　and　sllver　gralns　are　seen　Many　sllver　gralns　are

　　　　observed　over　the　cytoplasm，　but　very　few　sllver　gralns　are　seen　over　the　karyoplasm

　　　　（arrows）×1，700
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，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　偏　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　亀

艶… @　“　　　隅瀞

Fig．5　Electron　microscopic　radioautogram　of　a　whole　mount　culturβd　rat　hepatocyte

　　　　　after　incorporation　of　14C－bezafibrate　for　10　min，丘xed　with　2％paraformaldehyde，

　　　　　stained　with　DAB　and　dried　with　critical　point　drying　and　radioautographed　by

　　　　　wet－mounting．　SiIver　grains　are　observed　on　the　cytoplasmic　matrix（arrows）．
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れなかった（Fig．2）。以上，培養系でのbeza丘brate　　連続性は観察されなかった（Fig．8－10）。また，一部

によるペルオキシゾーム増殖が確認された。　　　　　　にミエリン様構造も認められた（Fig，9，10）。

B　ラジオオートグラフィーによるbezafibrateのラ　　D　酵索組織化学

　ット培養肝細胞内局在　　　　　　　　　　　　　　　　滑面小胞体とペルオキシゾームとの関係を調べるた

　14C・bezafibrateを用いた光顕ラジオオートグラフィ　　めそれぞれのマーカー酵素であるG6Paseおよび

一では，14C－bezaβbrate添加後の培養時間にかかわら　　catalaseの酵素組織化学反応を同一切片上で行って詳

ず銀粒子は核で少なく細胞質に多数認められた（Fig．　　細に電顕観察した。無処置のラヅト肝臓において

3，4）。これを銀粒子数計測により定量的に比較すると，　catalase反応産物は円形のペルオキシゾームでのみ陽

銀粒子数は核より細胞質で明らかに多く，1細胞当た　　性であり，G6Pase反応産物である鉛は小胞体（滑面

りの銀粒子数の約90％が細胞質に存在した（Table　1）。　および粗面）および核膜でのみ陽性であった（Fig．

また，銀粒子密度も核よりも細胞質で1．5～L6倍，有　　11）。一方，　bezafibrate　100mg／kgを10あるいは14日

意に高かった（Table　1）。　　　　　　　　　　　　　間投与したラット肝臓では，小胞体，核膜以外にペル

　次に，細胞質内での局在を全載標本の電顕ラジオオ　　オキシゾーム膜にG6Pase反応産物が時々認められた

一トグラフィーで調べると，銀粒子の多くは細胞小器　　　（Fig．12）。この部分を強拡大で詳細に観察すると，

宮の辺縁に局在しており（Fig，5），　DAB反応によっ　　G6Pase反応産物はペルオキシゾーム膜の内側および

て高電子密度となったペルオキジゾームにはむしろ乏　　一部外側にも認められた（Fig．13，14）。しかし，細

しく，比較的電子密度の低い細胞質基質や特に小胞体　　胞質基質やミトコソドリアにG6Pase反応産物は認め

と思われる領域に高い局在が認められた（Fig．6，7）。　　られなかった。また，無処置ラット肝臓に比較して

C　Bezafibrate投与ラット肝臓の電子顕微鏡観察　　　bezafibrate投与ラット肝臓ではペルオキシゾームの

　Bezafibrate　100mg／kgを10あるいは14日間経口投　　電子密度の低下が認められた（Fig．11－14）。

与したラット肝臓の電顕像では，ペルオキシゾームの　　EBezafibrate投与ラット肝臓のP・450および

増殖とともに滑面小胞体と思われる膜構造の増生が特　　　G6Pase活性

にペルオキシゾーム周囲で観察されたが，両者の間の　　　滑面小胞体のマーカーであるG6Paseおよびcyto・

Table　l　Number　of　silver　garains　over　cellular　compartment　of　cultured　rat　hepatocytes

　　　in　light　microscopic　radioautograms　after　incorporation　of　1℃・bezafibrate

Incubation　time　　　　　　　　　Number　of　grains／cell　　　　　　　　Density　of　grain（Number／μm2）

　　（min）　　　　　　Karyoplasm　　　Cytoplasm　　　Total　　　　Karyoplasm　　　CytQplasm

10　　　　　　　　　　　3．4±2．2　　　　　33，6±13．9　　．　37．0±15．7　　　　0．076±0．055　　　0．122±0．058＊

　　　　　　　　　　（9）　　　　　　　　　　　（91）　　　　　　　　（100）

60　　　　　　　　　　 4．7±2．6　　　　　43．7±16．7　　　48。4：ヒ18．9　　　　0．104：ヒ0，048　　　0．160±0．082＊

　　　　　　　　　（10）　　　　　　　　　　　　（90）　　　　　　　　　（100）

The　graill　analysis　performed　on　20　hepatocytes　obtained　from　each　dish．

Density　Qf　grains　in　the　cytoplasm　is　significantly　different　from　that　in　the　karyoplasm（＊：p〈0．05）．

Numbers　in　parentheses　are％of　total　value．

Fig．6　High　nユagni丘cation　of　an　electron　microscopic　radioautogram　of　a　whole　mount

　　　cultured　rat　hepatocyte　after　incorporation　of　14C・bezafibrate　for　10　min，　fixed　with

　　　2％paraformaldehyde，　stained　with　DAB　and　dried　with　critical　point　drying　and

　　　radioautographed　by　wet－mounting．　Silver　grains　are　observed　on　the　cytoplasmic

　　　matrix，　especially　over　endoplasmic　reticulum（arrows）．

Fig．7　Electron　Inicroscopic　radioautogram　of　a　whole　mount　cultured　rat　hepatocyte

　　　after　incorporation　of　14C・beza丘brate　for　10　mil1，丘xed　with　2％paraformaldehyde，

　　　stained　with　DAB　and　dried　with　critical　point　drying　and　radioautographed　by

　　　wet・mounting．　Silver　grains　are　over　the　endoplasmic　reticulum（arrows）．
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肝細胞におけるペルオキシゾーム増殖機構

chrome　P・450を生化学的に定量した。　Beza飾rate投　　　i4C－bezafibrateの細胞内局在を調べるために培養系

与によりP－450は有意に増加したが，G6Pase活性は　　を用いて光顕および電顕ラジオオートグラフィーを行

有意に低下しており，必ずしも形態観察結果を反映し　　った。光顕ラジオオートグラムの銀粒子数計測では1

た結果ではなかった（Table　2）。　　　　　　　　　　細胞当たりの銀粒子数の約90％が細胞質に局在し，細

　　　　　　　　N考　察　　　　瀬と核の雛轍砒（細麟／核）は9・6であ・た・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　また，銀粒子密度も核より細胞質のほうが有意に高く，

　本研究で用いた初代培養雄ラッb肝細胞において，　　比（細胞質／核）は1。6であった。それぞれの比の値を

bezafibrateによるペルオキシゾーム増殖が確認され　　比較すると銀粒子数の値の方が非常に高値であった。

た。この結果は他のペルオキシゾーム増殖剤を用いた　　この原因の1つとして核よりも細胞質の方が細胞での

研究結果8）9）ともよく一致しており，ペルオキシゾーム　　占める割合が大きいことが考えられる。しかし，計測

増殖機構を調べるために培養系は有用な実験系である　　した細胞の核および細胞質の面積はそれぞれ60．8±

と思われる。今回培養に用いた肝細胞は雄ラットのみ　　27．8μrn2および299．2±95．1μm2であり，面積比（細

であるが，bezafibrateによる肝臓でのペルオキシゾ　　胞質／核）は4．9であることから，この点を考慮しても

一ム増殖は動物種による差が著明であり，雄ラットで　　細胞質で銀粒子の周在が高いものと思われる。

特に反応性が高いことはすでに確認されている7）1°｝。　　　　金載標本の電顕ラジオオートグラムにおいて銀粒子

　　　　　　　Table　2　BiQchemical　parameters　in　rat　liver　homogenates　from　control　and

　　　　　　　　　　　bezafibrate－treated　animals

Pararneter
Administration　period

Control　　　　　　　10　days　　　　　　　　　　14　days

Glucose。6－phosphatase　　　　124．4±13．9　　　　106．8±3．7＊　　　　　102．4：ヒ6，3＊

（μmol／min／9　Protein）

Cytochrome　P450　　　　　0．270±0，022　　　0．351±0．037＊＊　　0，381±0．024＊＊串

（ng／mg　protein）

Values　represent　the　means±SD，　n＝5．

Significantly　different　from　control　values，＊：p＜0．05，＊＊lp〈0，01，＊＊＊：p〈0。001．

Fig．8　Electron　micrograph　of　a　normal　rat　hepatocytes．　The　liver　was　fixed　by　perfusion

　　　with　buffered　2％glutaraldehyde，　post員xed　in　buffered　1％osmium　tetroxide，

　　　embedded　in　epoxy　resin　and　stained　with　uranyl　acetate　and　lead　citrate，　Prolifera－

　　　tion　of　peroxisome　and　SER　are　not　seen．

　　　　P：peroxisome，　SER：smooth　elldoplasmic　reticulum．

Fig．9　Electron　micrograph　of　a　rat　hepatocyte　treated　orally　with　bezafibrate　100mg／kg

　　　for　10　days．　The　liver　was丘xed　by　perfus｛on　with　bし1fFered　2％glutaraldehyde，

　　　postfixed　in　buffered　1％osmiuln　tetroxied，　embedded　in　epoxy　resin　and　stairled

　　　with　uranyl　acetate　and　lead　citrate．　Marked　proliferation　of　peroxlsome　and　SER，

　　　and　myelin－like　structure（arrow）are　seen．

　　　　Inset　shows　high　magnification　view　of　the　relation　between　peroxisomes　and

　　　SER．　Smooth　membranous　structure　resembling　SER（arrow　heads）are　frequently

　　　seen　around　the　peroxisomes，　but　no　relation　is　observed　between　them．

　　　　P：peroxisome，　SER：smooth　endoplasmic　reticulum．

Fig．10　Electron　micrograph　of　a　rat　hepatocyte　treated　orally　with　beza且brate　100mg／

　　　kg　for　14　days．　The　liver　was且xed　by　perfusion　with　buffered　2％glutaraldehyde，

　　　postfixed　in　buffered　1％osmium　tetroxide，　embedded　ln　epoxy　resin　and　stained

　　　with　uranyl　acetate　and　lead　citrate．　Marked　proliferation　of　peroxisome　and　SER，

　　　and　myelin・1ike　structure（arrow）are　seen．

　　　　P：peroxisome，　SER：smooth　endoplasmic　reticulum，
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はペルオキシゾームではなく細胞質基質や特に小胞体　　でに多くなされており，本研究結果もこれらの報告と

での局在が認められた。近年，ペルオキシゾーム増殖　　よく一致した。Novikoff　PMとNovikoff　AB18｝，

剤結合蛋白（PPBP）・70kDaがラット肝臓の可溶性　　Novikoffら2°〕をはじめとする多くの研究者はペルォ

分画より精製され42）43）・さらにこの蛋白はheat　shock　　キシゾームが滑面小胞体と連続しており，ペルオキシ

protein，　Hsp72と関わりがあることが示された44）e一　　ゾーム生合成の起源は小胞体であるとした14）－21）。し

方，ペルオキシゾーム増殖剤に対するレセプターが　　かし，近年の研究結果ではペルオキシゾームは滑面小

nuclear　hormone　receptor　superfamily，すなわちぺ　　胞体と連続しておらず，また，生化学的にペルオキシ

ルォキシゾーム増殖剤活性化レセプター（PPAR）と　　ゾーム蛋白の生合成機構が明らかとなり，基質蛋白も

して報告された451－47｝。しかし，ホルモンレセプター　　膜蛋白も遊離リボソームで合成され，翻訳後にペルォ

の細胞内分布に関しては一定の結論に至っていない4S）。　キシゾームに移動すると考えられるようになったこと

本研究における銀粒子はこの様なペルオキシゾーム増　　から22）23）25｝27）2s〕，既存のペルオキシゾームからbud、

殖剤に対するレセプターに結合したMC・beza飴rateお　　ding　ilこより生合成されるとする説が優位である24｝一26）。

よびそれ以外の1℃・bezafibrateたとえばレセプター以　　しかしP－450やG6Paseの生化学的測定結果から

外の蛋白と結合した1℃・bezafibrate等に由来している　　bezafibrate投与による滑面小胞体の誘導は明らかで

ものと思われるが，その多くはこの様なレセプターに　　はなく，むしろ増生した膜系は滑面小胞体のみではな

関わっているものと推測される。そして銀粒子の局在　　くて滑面小胞体とは異なる膜系であることが考えられ

が細胞質の特に小胞体で高かったことから，ペルオキ　　る。Kanamuraら53）はフェノバルビタール投与ではペ

シゾーム増殖剤に対するレセプターが小胞体に局在し　　ルオキシゾーム生合成が抑制されていることから，滑

ているか，あるいはレセプターが小胞体と深く関わっ　　面小胞体が増生するとペルオキシゾー一ム増殖は抑制さ

ているものと推察され，ペルオキシゾーム増殖剤が増　　　れると推測している。

殖発現のために小胞体上で何らかの役割を果たしてい　　　CatalaseとG6Paseの二重酵素組織化学において

るものと思われる。　　　　　　　　　　　　　　　　bezafibrateで誘導されたペルナキシゾームの膜に

　Bezafibrate投与ラッb肝臓の電顕観察で滑面小胞　　G6Pase反応産物が観察された。これは切片の厚さに

体と思われる膜構造の増生が観察されたが，同様の結　　由来する像の重なりによること，あるいは非特異的な

果が他のペルオキシゾーム増殖剤でも報告されてい　　人工産物であること等が考えられる。Lかし，この所

る3｝‘）。一方・beza丘brate投与により滑面小胞体　　見が重なりによるものであるならば，ペルオキシゾー

に存在するcytochrome　P・450は上昇し，　G6Pase　　ムの膜だけではなく細胞質基質や他の細胞小器官にも

は僅かに低下した。したがって，ペルオキシゾ　　観察されるはずであり，また，非特異的な人工産物で

一ム増殖剤投与によりP－450は上昇し3）4，49）5°），G6Pase　　あるならば，やはり他の細胞小器官にも観察されるは

は減少あるいは変化しない3）51）52）とする報告が現在ま　　ずであるがそれらには認められなかった。一方，

Fig．11　Electron　micrograph　of　norlnal　rat　hepatocytes　stained　with　enzyme　cytochemi・

　　　stry　for　catalase　and　G6Pase．　The　G6Pase　reaction　products　are　seen　on　the　endo・

　　　plasmic　reticulum　and　the　nuclear　elユvelope．　The　catalase　reaction　products　are　only

　　　seen　inside　the　peroxisomes．

Fig．12　Electron　micrQgraph　of　rat　hepatocyte　treated　orally　with　beza丘brate　100mg／kg

　　　for　14　days．　The　G6Pase　reaction　products　are　seen　Qn　the　endoplasmic　reticulum

　　　allCl　the　peroxisomal　melnbrane（arrow）．

Fig．13　High　magnification　electron　micrograph　of　peroxisomes　of　a　rat　hepatocyte

　　　treated　orally　with　bezafibrate　100mg／kg　for　10　days，　and　stained　with　enzyme

　　　cytochemistry　for　catalase　and　G6Pase．　Note　the　reaction　products　of　G6Pase　inside

　　the　peroxisomal　melnbrane（arrows）．

Fig，14　High　magni丘cation　electrQn　micrograph　of　peroxisome　Qf　a　rat　hepatocyte

　　treated　orally　with　bezafibrate　100mg／kg　for　14　days，　and　stained　with　enzyme

　　cytochemistry　for　catalase　and　G6Pase．　Nete　the　reaction　products　of　G6Pase　inside

　　and　outside　the　peroxisomal　membrane（arrow），
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DAB反応では反応産物が拡散することが知られてお　　電顕ラジオオートグラフィーにより解析した。また，

り・・1，得られ漸見がこの撒・よることも叡られ　bezafib・at・投与ラ・ト臓では滑面小胞体類似の膜

る。しかし，ペルナキシゾーム膜の識別は容易であり，　構造の増生が認められたことから，ペルオキシゾーム

オb一もに膜の内側にG6Pase反応産物が存在しているこ　　と小胞体との関係を調べるため小胞体とペルオキシゾ

とから，拡散による人工産物とも考え難い。したがっ　　一ムの酵素組織化学反応を同一切片上で行い，電子顕

て，。のようにペルオキシゾーム幽・G6Pase反薩　微鏡で詳細噸察した結果・以下の繍を得た・

伽・存在した・とe・つ・・て次の2通りの・と雌測さ　1Bezafib・at・含有騒液で培凱たラ・ト肝細胞

れる。①ペルオキシゾーム生合成において小胞体と　　およびbezafibrate投与ラット肝糸田胞においてペル

の関連はないが，ペルtキシゾーム増殖時にG6Pase　　　オキシゾームの増殖が形態学的に観察された。

が膜に存在している。②ペルオキシゾーム生合成に　2’4C・bezafibrate処理培養肝細胞の光顕ラジオオー

おいて膜系の供給が小胞体から行われている。これら　　　トグラムでは，細胞全体の約90％の銀粒子が細胞質

2つの推測のうちいずれであるかは不明である。ペル　　　に存在し，銀粒子密度も核よりも細胞質で有意に高

オキシゾーム生合成がペルオキシゾームからのbud一　　　かった。

dingによるとする見解が大勢を占める今日において，　　3　i4Cbezafibrate処理培養肝細胞の電顕ラジオオー

本研究で得られた結果や，ペルオキシゾーム増殖剤を　　　　トグラムでは，銀粒子はペルオキシゾームには乏し

投与したラット肝臓ではペルオキシゾーム膜に正常で　　　く，細胞質基質や特に小胞体と思われる領域に局在

は認められない膜の伸長やミエリソ像を含むループ形　　　が認められた。これらのことからペルオキシゾーム

成が観察されること4），また，ペルオキシゾーム誘導　　　増殖剤はペルオキシゾーム増殖発現のために小胞体

においてcatalaseのない膜系55｝やcatalaseの乏しい　　　　と深い関係があるものと推測された。

膜系56）が存在すること等を考え合わせると，ペルオキ　　4　Bezafibrate投与によりペルオキシゾーム増殖と

シゾーム生合成における小胞体の関与の可能性も残さ　　　ともに滑面小胞体と思われる膜構造の増生が観察さ

れているものと思われる。　　　　　　　　　　　　　　れたが，G6Pase活性は低下していることから，小

　ShioとLazarow57）は本研究と同様にG6Paseと　　　胞体とは異なる膜系の増生が推察された。

catalaseの二重染色を行い，ペルオキシゾームと小胞　　5　Bezafibrate投与ラッ1・肝臓のペルオキシゾーム

体との連続性がないことを報告している。また，膜蛋　　　膜にG6Pase反応産物が観察され，ペルオキシゾー　’

白に関する研究58｝59｝でペルオキシゾームと小胞体の膜　　　ム誘導時には膜にG6Paseをもつペルオキシゾーム

蛋白組成が異なっているとが報告されている。本研究　　　が存在しているものと考えられ，ペルオキシゾーム

においてもこれら2つの細胞内小器官が連続している　　　の生合成において膜系の供給が小胞体に由来する可

ところは確認されなかったが，これら2つの細胞小器　　　能性も否定できない。

官の関係については細胞骨格との関係を含めた三次元

的な研究を始めとし，さらに詳細な検討が必要と思わ　　　　本論文の要旨は第33回日本組織細胞化学会総会

れる。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（1992年11月），第25圓日本臨床電子顕微鏡学会総会

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（1993年9月）および第4回国際ラジオナートグラフ
　　　　　　　　V結　語　　　　　イ．一シンポジウム（1993年9月）Oこおいて発表した。

　ペルオキシゾーム増殖剤の細胞内での局在はいまだ

不明であるため，初代培養肝細胞に1℃標識　　　稿を終わるにあたり，御指導，御校閲を賜りました

bezafibrateを取り込ませ，細胞内局在を光顕および　　恩師永田哲士教授に深く謝意を表します。
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