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緒 言

犬の肝臓 を食 塩水 中です りつぶ し遠心 した部分に

ついて研究 を 行 つ て い たTrethewie (1938)1)は,

そ の上清液 中に含まれ る更 に強い遠心 によつて沈澱

させ うる細胞屑の中にHistamine(以 下Hist-)が

含 有 されて い る こと を 発 見 した.近 年Schneider

 (1948)2), Schneider & Hogeboom (1951)3)や その

他 の研究者 により組織分劃に関す る精 巧な分離方法

の発展 をみ るに到 り, Hist.の 細 胞内分布 につ いて

更 に精 細 な 研 究 が で き るよ うになつた.か くて,

 Copenhaverら(1953)4)は 犬 の肝 臓Homogenate

を分 劃遠心す ることによつてHist.の 細 胞 内分布

及 びアナフィラキ シー に おけ るHomogenate諸 分

劃 か らのHist.の 減損 状 態 に つ いて報告 し,つ い

でHagen (1954)5), Grossberg & Garcia-Arocha

 (1954)6), Mongar & Schild (1956)7), Maclntosh

 (1956)8)ら に よつて細 胞 内顆粒 か らのHist.遊 離

及びその遊 離の機 序に関 する幾つかの報告がな され

た.こ れ らの 研 究 者はSchneiderら の い うMitoて

chondria分 劃 の顆粒即 ち"large granules"が 細 胞

内Hist.の 主 要な存在 部 位 であ るとい う意見 にほ

ぼ一致 しているようにみえ る.

一 方Rileyと そ の共 同 研究者9)た ちによつて肥

満 細胞 とHist.の 間 の 密 接 な 関 係 が 証 明 され,

 Hist.が 肥満 細胞穎粒 中に局在す ることが示唆 され

たが,犬 の肝臓には この肥満細胞が多いと ころか ら

みて,Motaら(1954)10)は このHomogenateの 所

謂Mitochondria分 劃 は肥満細胞顆粒 を多 量に含む

もので はないか と考えてい る.

細 胞内に含まれ るHist.の 化 学 的 物質乃至その

他 の要因 による遊 離の機 序については,多 くの研究

にかかわ らず,ま だ確 実な ことは僅か しか判つてい

ない.こ の研究 の困難 はHist.含 有構 造 へ の要因

の働 きに影響 す る介在条件の複雑 さがかな りの原 因

をな してい ると思われ る.私 は 化 学的物質のHist.

遊 離 の機序の問題 を,よ り単純化 された細胞内顆 粒

を対象 として研究 しようとした.

この論文 では先づCopenhaverら4)及 びHagen5)

が 行 つた よ う に,犬 肝臓Homogenateの 遠 心分劃

のHist.分 布 について再検 し, Mitochondria分 劃

中のHist.と 肥 満細胞顆 粒 の豊 富な存在 とを知る

ことがで きた,そ して, Siaomoenine及 びPeptone

の二 つのHist.遊 離 物 質 に よつ て,こ の 分 劃の

Hist.の 遊 離が著明であ ることを認 める ことができ

た.こ の結 果は, SchneiderのMitochondria分 劃

が,こ の組 織 につ い て は よ り単純化 されたHist.

含 有構造 である肥満細胞顆粒を対象とす るとい う見

解 のもとに利用で きることを示 したものであ る.

実 験 材 料 及 び 方 法

肝臓Homogenateの 遠 心分劃 体 重7～12kg

の 成 熟 犬 をUrethane 1g/kg及 びMorphine

 10mg/kg皮 下注射又はPentobarbital-Na 30mg/kg

静 注 によ り麻酔 したの ち肝臓の葉片を3gの 試料を

得 るに充分 なだ け摘出する.摘 出肝 は直 ちにTyrode

液 で 血 液 を 充 分 洗 い 流 し,鋏 で 細切 し,そ の3g

を 正 確 に と り0,25M蔗 糖 液3ccを 加 えPotter-

Elvehjemの ガ ラスHomogenizerで3分 間 すりつ

ぶ したの ち10容 の蔗糖液に懸 濁 してHomogenateを

つ くる.こ のHomogenate 10ccをSchneiderの

方 法で三つの分 劃に遠心分離 した.即 ち第1の 分劃

は主 と して 未 破 壊 細 胞,細 胞核,赤 血球等 を含む

Debris & Nuclei分 劃 で, Homogenateを600×g,

 10分 間 遠心 して得 られ る.こ の沈澱分劃は更 に蔗糖

液 を加えて再懸濁再遠心 を2回 行 い,他 の分劃成分

を洗 い出す.第2の 分 劃 はMitochondria分 劃で,

上 のDebris & Nuclei分 劃 を 分 離 後の上清液を合

わ して8,500×g, 10分 間遠心 して得 られ る.こ の も

の も更 に蕪糖液 を加え再懸濁遠 心を行 う.第3の 分
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劃 はMicrosomes & Supernatant分 劃で, Mitochon

dria分 劃 を分 離 後 の上 清液である.肝 摘 出後 の操

作はすべ て0～5℃ で 行 つ た.以 上 の如 くして分

離 した各分劃がHist.定 量 に供 された.

薬 物投 与前後の肝臓サ ンプ ルの採取Hist.遊

離物質Sinomenine及 びPeptone静 注 前の肝臓 サン

プルは左端葉か ら,注 射30分 後 は右端葉か らともに

3gの サ ンプルに充分 な程度の大きさで切除 した.は

じめのサ ンプル切除後は腸鉗子で もつ て止血 した.

薬 物 によるショ ックの程度 を知 るために実験中水銀

マノメー ターに連結 した股 動 脈 血圧が記録 された.

この方法で薬物を注 射 しな い 場 合2回 の採取 サン

プルのHist.含 量 に 相 違 の な いことが,教 室の

Mayeda (1954)11)及 びNishiyamaら(1957)12)に

よ り確 かめ られ てい る. Copenhaverら4)は ア ナフ

イラキ シーの影響 を み た同様 の実験でHist.遊 離

によるショ ックを軽 減 するたあにPhenerganの 前

処 置を行つているが,こ の薬物 のみによ り約10%の

Hist.減 損 を認 めてい る.又 抗Hist.剤 がH:ist.遊

離 に影響す るというYamasaki & Tasaka (1957)13)

の 報告 もあるので,私 は今 回その使 用を避けた.採

取 したサ ンプルは直 ちにTyrode液 で 洗滌後homo

genizeす る ま で の 短 時 間 氷 冷 した. Sinomenine

 hydrochlorideは 塩 野義研究所 の 好 意 に よ る結 晶

を 用 い, PeptoneはWitte製 及 び 一 部Difco製

Pr0teose-Peptoneを 用 いた.

Histamineの 定 量と同定　 Homogenate及 び

遠心各分劃 被 検 液 の10ccにN-HCl 1ccを 加 え,

沸 騰浴中に5分 間 浸 し,  N-NaoH

で 中和後適宜蒸溜 水 にて稀釈 し,

 0.05μg/ccのAtropine sulfateを

含 む10cc Tyrode液Bath中 で

モルモ ット下部回腸条片 を用いて

定 量 した. Hist.の 同定 には被検

液 によ る腸 管 の 収 縮 高 が, Me

pyramineに よ り同効Hist.に よ

るもの と同程度 の抑制を うけ,反

応 回復 の速度 が同 じであ ることの

確 認によつた.今 回の実験におけ

るHist.当 量 測定 値 は この方法

によつ てHiat.と して同定で きた.

他 の実験方法 については本文 中

で のべ る.

実 験 成 績

1. Mitochondria分 劃 の肥満細胞顆粒

Motaら(1954)10)は 犬 肝臓 のMitochondria分

劃 をEhrlich's thioninを 用 いて染 色 し,こ の分劃

には"very small round metachromatic particles"

と してみえ る肥満細胞顆粒が多 く含まれていると述

べてい る.私 も上記Schneider法2)で 分 劃 遠心 し

た三つの分劃 につ いて普通及び位相差顕微 鏡的観察

を行 い,特 にMitochondria分 劃 について精査 した.

 Mitochondria分 劃 のJanus green超 生 体染色では

淡青色球状のMitochondriaを 認 めたが,こ の染色

では肥満細胞顆粒の区別は明瞭 でない.そ こで この

分劃の0.25M蔗 糖 懸濁液 塗沫 標本 を1%に 塩基性

醋酸鉛を含む50% Alcohol液 で15分 間 固 定 後水洗

し, 0.1% Toluidine blue水 溶 液 で30分 間染色 し,

普 通顕微鏡で観察 した.又 同時 に犬肝臓 のス タンプ

標本 につ いて同 様 の 固 定 染 色を行 い両者 を比較 し

た. Mitochondria分 劃 の塗 沫 標 本 では淡青色の微

細細胞分 屑に混 じて小 球状 のmetachromaticの 顆

粒が多量に存 在するのが認 められた.こ の顆粒 はス

タンプ標本で認め られ た肝肥満細胞の細胞膜の損傷

によつて細胞周辺 に脱出 している顆粒 とその形,大

きさ及 びmetachromaticの 色 調 か らみて全 く差異

のない もので ある こ とが 認 め られ た(Fig. 1及 び

Fig. 2),

Fig. 1. Mitochondrial fraction of 0.25M sucrose homogenate from a

 normal dog liver. Abundant metachromatically stained granules

 can be seen. Fixation: 1% basic lead acetate in 50% ethanol.

 Staining: 0.1% toluidine blue (aqueous solution).•~2000.
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Fig. 2. Two disrupted mast cells disseminating metachromatic granules .

 Stamp preparation from a normal dog liver. Fixation, staining

 and magnification are the same as in Fig. 1.

2. Histamineの 細胞 内分布

0.25M蔗 糖 液 に 懸 濁 した犬肝臓のHomogenate

よ り得 た三つの分劃のHist.分 布 はTable 1に 示

すとおりで ある.各 分劃 は勿論厳密には均質ではな

いがその主な構 成成分で もつ て 示 したもので ある.

肝 臓組織Hist.の 約1/6がDebris & Nuclei分 劃

に,約1/2がMitochondrla分 劃 に,更 に残 りの約

1/3がMicrosomesを 含む上清分劃中に認 め られた.

 Homogenateを 作成 す るときにMitochondria分 劃

の肥満細胞顆 粒の一 部 は 破壊 され,そ のHist.は

上 清分 劃中に移行 するで あろう し,又 一部 はDebris

 & Nuclei分 劃 中の未 破 壊 細胞内に残 るであろ うか

ら,実 際には このMitochondria分 劃 中のHist.は

恐 ら く細胞 が破壊 され る前 の 粗 大顆粒に含まれ る

Hist.の 占 め る割 合よ りも少 いで あろう.

Table 1. Histamine distribution in the dog

 liver. Average of sixteen determinations.

* Standard deviation

Table 2. Influence of sinomenine shock on
 histamine distribution in the dog liver.
 Sinomenine hydrochloride 3 mg/kg intra
venously.

3. Histamineの 細 胞

内分布 に 及ぼすSinome

nine及 びPeptoneの 影響

麻酔 犬にSinomenine 3mg/kg

又 はPeptone 150～500mg/kg

を静 注 し,注 射前及び30分 後 に

摘 出 した肝臓のWhole homoge

nate及 び 三つの 分劃 のHist.

含 量 を測定 しその減損状態を検

らべ た. Sinomenine 3mg/kg

静注 によるWhole homogenate

か らのHist.減 損 率 は5例 の

実験で9.4～16.0%(平 均13%)

で あ つ たが,各 分 劃か らの減

損 率 は 多 くの 例 で はWhole

 homogenateに お け るそれ と く

らべて著明な差 は認め られなかつた(Table 2).但

し,犬No. 4で はMitochondria分 劃 か らの減損率

が他 の分 劃に くらべ て 明 らか に大であつ た.し か

し, Mitochondria分 劃 のHist.含 旨が比較的多い

ため,実 際に失われたHist.量 の平均3.9μg/gは

Whole homogenateの そ れ(6.9μg/g)の57%に



6170　 秦 泉 寺 圭

相 当 し,他 の分 劃に比 して遙 かに大 きい.

別 の 犬6頭 にPeptone 150～500mg/kg静 注 を

行つた.こ れ らの場合にHist.減 損 率 は全体的 に

Sinomenine静 注 の場合よ り幾分大であつ た(Table

 3) .各 分 劃か らのHist.減 損 率は犬No. 5を のぞ

けば特 にMitochondria分 劃 が多い とい うことはな

く,む しろ他 の 例 ではDebris & Nuclei分 劃 か ら

の遊離率の方が幾分大 き い とい う結 果がみ られた.

しか し,そ れ に もかかわ らず この場 合で も遊 離Hist.

量の 大 きさはや はりMitochondria分 劃 が もつ とも

多 い

Table 3. Influence of peptone shock on his

tamine distribution in the dog liver.

 Peptone 150-500 mg/kg intravenously.

Remarks: No.1-3: Witte peptone 150mg/kg,

 No. 4: 300mg/kg, No. 5:500mg/kg, No. 6

 Difco peptone 300mg/kg.

尚, Hist.減 損 率 と血圧下降の程度の間には,個

々の例で は必ず しも厳 密な平行関係をみ ることはで

きな か つ たが, Witte Peptone 500mg/kg静 注 し

注射後数分で死亡 した例(Table 3のNo. 5)で は

Hist.減 損 率 は 他 の 例 に 比 して 多 く,肝Hist.

の1/2近 く が 失 わ れ て お り,一 方,同Peptone

 150mg/kg投 与 のTable 3のNo. 1犬 で は 血圧下

降の軽度であ ると同時にHist.遊 離 率 並 に遊離 量

も最少の値 を示 している.従 つて,両 者 の間には一

定の関係があ るもの と認 め られ る.

考 察

Blaschkoら(195314), 195515))は 牛 の 副腎髄 質

中の血圧上昇性Amineが 細 胞内顆粒中に存 在する

ことを数 年 前 に見 出 してい る. Enterochromaffine

 system中 の 細 胞 をClara (1928)16)は"basigra

nular"と よ ん だ が,そ の 顆 粒 の 染 色性 はそれが

Amineの 担 体であ るこ と を 示 唆 してお り, Verne

 (1922)17), Lison(1931)18)に よ つ て 頭足類の後部

唾 液腺 中の5-Hydroxytryptamineも 顆 粒 中に存在

す るとみ られてい る. Hist.に つ いて も, Trethewie

 (1938)1)に よ つて犬 の肝臓中の彼がCell debrisと

呼 んだ顆粒 中に包蔵 されてい ることが示 され た.こ

の 所 見 はHagen (1954)5)及 びCopenhaverら

(1953)4)に よ つて遠 心分 劃 法 により確か め られた.

 Hagenは 蔗 糖 液Homogenateの 氏 の い うLarge

granule fractionに,ま たCopenhaverら はMito

chondrial fractionに 特 はこ多 く含ま れ るとのべ てい

るが,こ れ らの分劃 の表現の相違 は本質 的な局在部

位 の相違を示す ものではない.と もか く,こ のよう

に重要な生 体内Hist.の 細 胞 内 存在 が ともに顆粒

中にあるとい うことは,そ れ らの貯蔵様式に関 して

興味深 い.

私 の今回の実験において もCopenhaverら の 成績

と殆ん ど一 致 し, SchneiderのMitochondria分 劃

には最 も多量の,約50%のHist,の 存 在 を確 認 し

た.実 際Debris & Nuclei分 劃 及 びMicrosomes &

 Supernatant分 劃 に も,そ れ らを合計すればMito

chondria分 劃 中の含量 に相 当する程度のHist.を

見 出 したが,既 述 の よ うに 理想的なHomogenate

の調 製が困難な ことによ り,未 破壊 の細胞 や他方顆

粒 の破壊 をも生 じうることか らみて,実 際 には分劃

中の主体 をなす顆粒中のHist.の 含 量 ははるかに

多量で あるもの と考え られ る.従 つて,こ の特定の

顆粒以外のHist,担 体 を別 に 考 え ることはさほど

大きな意味 はな いように思われ る.

Copeuhaverら は 肝 細 胞のMitochondriaの 中に

Hist.の 存 在を認め るとのべ ているが,私 の染色標

本におけ る所 見では この分劃 には均等 な顆 粒のみが

存在 す るもので はな い こ とが 明 らかで,少 くと も

Janus greenで 生 染 され たMitochondriaとToluidine

 blueで 特 異なMetachromasiaを 示 した粒状顆 粒 と

は別個の ものであ ろう.こ れ ら顆 粒の うち後 者 は,
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全 く同 じ条件で染色 された肝臓肥満細胞のスタシプ

標本での顆 粒 と区別で きな い形態及び色調を示す と

ころか ら,恐 ら く肥満細胞 の顆粒であると判断 して

よいように思 う.最 近Smith & Lewis (1957)19)は

肥 満細胞 の精巧な電顕像を示 し,粗 大顆粒 のほかに

Mitochondria及 びEndoplasmic reticulumを 識別

している.私 の上述の所 見は, Thionin染 色で同 じ

く犬肝臓Homogenateの こ の 分劃中にmetachro

maticの 顆 粒 を 認め たMotaら10)の 所 見 と一致す

るものであ る. Blaschko, Hagen & Welch (1955)15)

は副 腎髄 質Homogenateの 粗 大顆 粒 分 劃を更 に超

遠心 し二層 に分離 した結果,血 圧 上昇性Amineは

暗 褐色 の底層 に含まれ ることを認めている.犬 肝臓

の均質でない粗大顆粒分劃についても同様の分離 は

可能 なはずで,恐 ら くこの操作によつて肥満細胞顆

粒 を他の混合物 か らより充分に分離す ることは可能

であろう.

Copenhaverら4)は 能 動性及び受 身のアナフィラ

キ シーをお こした 犬肝 臓か らのHist.の 最 大減少

がMitochondria分 劃 か らみ られ ることを報告 して

い る.こ の所 見 に た い して氏 らは, Haurowitz &

 Crampton (1951)20), Fields & Libby (1952)21),

がradio labelled antigenを 感 作兎に注射 した場合

に肝臓Mitochondriaへ 急 速にincorporateす ると

いう所見 にもとずき, Mitochondriaが 抗 体 の 局在

部位 であつて,適 合抗原が急速にMitochondriaへ

侵 入 し,そ こで抗原 ・抗体反応が行われ,そ の部位

か らのHist.遊 離 をおこ す とい う解釈をとつてい

る.し か し,肝 臓Hist.の 局 在がMitochondriaで

な くて肥 満 細 胞 顆 粒 で あると考えれば,肝 細胞の

Mitochondriaに お ける抗 原 ・抗 体 反 応の結果が肥

満細胞顆粒 に及ぶ連鎖 過 程 は それ ほ ど単純で はあ

る ま い. Copenhaverら4)及 びMongar & Schild

 (1956)7)は 感 作動物 組織 のHomogenateに 抗 原を

添加 して もHist.遊 離 が お きない ことを報告 して

い るが, Copenhaverら の いう よ うに抗 原 ・抗体反

応 がHist.の 局 在 す るMitochondriaに お いてお

こなわれ るという構想で は却つて理 解 しに くい.

犬 の 肝 臓 か らPeptoneがHiat,遊 離 を行 う こ

と はDragstedt & Mead (1937)22)の 報 告 以 来 知

られ て お り,又Sinomenineに つ いて もMayeda

 (1954)11), Nishiyama, Taeaka & Irino (1957)12)

に よ つて知 られてい る.今 回の私 の実験 の結果 もこ

れ らの物質 の投 与 後 明 らか に肝臓Homogenateの

Hist.減 少 を確認 した.そ して これ らの場合 どの例

で も, Mitochondria分 観 か らのHist,減 損 量が他

の分劃か らのそれ に くらべて大 き い ことを示 した.

しか し, Homogenateの 三 つの分劃か らのHist.の

減損率 については少数の例 をのぞけば両薬物の場合

とも,必 ず しもMitochondria分 劃 か らのものが最

大 とはいえ なかつた.こ れ と同様の ことはCopen

haverら の アナ フィラキ シーにおける実験デ ータを

計算 して も認め られる.他 の分劃 中において減損す

るHist.もMitochondria分 劃 の 顆 粒(恐 らく肥

満細胞顆粒)と 同 じものであ ることは,分 劃Hist.

につ いての既述の説 明によつて理解で きるわけで あ

る.従 つて この実験 の 結 果は これ らのHist.遊 離

牧質に よ る犬 肝 臓 のHist.遊 離 はMitochondria

分 劃 に主 と して含有 され,お そ らく肥満細胞顆粒 に

おけるHist.の 減 損を意味 す る もの と解釈 して さ

しつかえ あ る まい.西 山(1959)23)はSiaomenine

に よ つて肝Hist.減 損 状態におかれ た感作犬 では,

抗 原によるHist.の 減 損 が 少 な い こ とをみ とあ

て お る.又Mayeda (1953)別)はSinomenineと

Peptoneの 間 にCross refractorinessの 成 立を報告

している.い ずれ もこれ らの作用物質 によつて遊 離

されるHist.の 源 泉が 共 通 す るもので あることを

示 すものである.

総 括

1. 犬 肝臓 の0.25M蔗 糖 液Homogenateの 分 劃

遠 心分離を行い, Mitochondria分 劃 中にHistamine

と肥満細胞顆粒の豊 富に含まれる ことを認めた.

2. Histamine遊 離 物 質Sinomenine及 びPep

toneを 静 注 した 犬 肝臓 のHomogenateに お ける

Histamineの 減損 はMitochondria分 劃 において最

大であつ た.

3. 犬 肝 臓 のMitochondria分 劃 に お けるHista

mineは 肥 満細胞顆粒に含 まれてい るもの と考え る.

本 論文の要旨は昭和33年6月8日 第15回 日本薬理

学会近畿部 会(神 戸)で 発表 した.

本 研究は文部 省科 学 研 究 費 の補 助に よつ て行つ

た.
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Intracellular Distribution of Histamine in Dog's Liver and Its

Release by Intravenously Injected Drugs

By

Kei JINZENJI

Department of Pharmacology. Okayama University Medical School, Okayama
(Director: Prof. Hidemasa YAMASAKI)

0.25M sucrose homogenate of dog's liver was fractionated by differential centrifugation 
as described by Schneider. About half of histamine of the whole homogenate was found in 
the mitochondrial fraction. Smears were made from each fractions, fixed in 1 par cent basic 
lead acetate in 50 per cent alcohol and stained with 0.1 per cent aqueous solution of tolui
dine blue. Microscopic observation showed that the mitochondrial fraction contains a large 
amount of very small round metachromatic particles, which are indistinguishable from ex
truded granules outside of the mast cells similarly stained in the stamp preparation from the 
liver slice. These observations confirm the finding of Mota and his co-workers and this fact 
in all probability indicates that the higher histamine concentration of the mitochondrial 
fraction of dog's liver might be due to contamination with mast cell granules. Intravenous 
administration of 3mg/kg sinomenine or 150 to 500mg/kg peptone into dogs resulted in a 
significant release of histamine from the mitochondrial fraction with some variable lose from 
other subcellular fraction.


