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小型胆管の 増生は各種肝胆道糸疾患 で 生ずる が ,
そ の 発生機序や増殖機転 に 関 して 不 明な点が 多い ･ また ,

これ らの 小

型胆管増生に果たす局所 の 微小環軋 掛 こ神経 の 果た す役割も全く知 られ て い な い ･ 今 臥 こ の 小型胆管上皮 の 増殖性病変の

病的意義を細胆管増生と オ パ
ー ル 細胞増生の ラ ッ ト モ デル を用 い 主 に 病理魁織胤 細胞動態お よ び 神経分布 を中心 に 検討 し

た . 細胆管増生 モ デ ル は 総胆管結集 ラ ッ ト を 作 成 し, オ
バ ー ル 細胞増生 は 3

'

- メ チ ル
ー4 ジ メ チ ル ア ミ ノ ア ゾ ベ ン ゼ ソ

(3
･

T m e th yl ヰdir n e th yla m i n o a z o b e n z e n e , 3
,
- M D A B) の 投与 に よ り作成 した ･ 総胆管結染群お よび 3

'

- M D A B 群で ほ ･ 7 日 日 よ り

細胆管お よび オ バ
ー ル 細胞の 増生 が 門脈城辺鹿部に 出現 し ･ 以後 こ れ らの 増生域は徐

々 に 拡大 し, 1 4 日 目以降は拡大 した 門脈

域を架橋す るよ うに増生域の 拡大が み られた ･ そ して
,
4 2 日 冒 に は , い ずれ の モ デル でも こ れ ら の 病変 の た め 肝実質 が分断さ

れ肝硬変様の 形態を示 した . 細胞動態を好銀性核小体形成体の 凱 5 ブ ロ モ
ー2
,

デ オ キ シ ウリ ジ ン 標識率 , 増殖細胞核抗原 ラ ベ

リ ソ ダイ ソ デ ッ ク ス を 用い て検討 した . そ の 結 軋 増生細胞管 とオ パ
ー ル 細胞で ,

い ずれ の 指標も7 日 目で 最高値を と り 以後

経過 ととも に 漸減 した が , 各指標 ほ対照群よ りも高値を示 した ･ ま た
･
3
,

- M D A B 投与群の 方が総胆管結染群よ りも各指数は持

続的に高値を示 した . 次に , 免疫染色 で神経線推分布を検討 した ･ プ ロ テ イ ン ジ
ー ン プ ロ ダ ク ト 9 ･5 (p r o t ei n g e n e p r o d u c t

9 .5
,
P G P 9 .5) 陽性神経線維お よび ニ ュ

ー ロ ペ プ タ イ ド Y ( n e u r o p e ptid e Y ･ N P Y ) 陽性神経線維は ･ 対照群で は , 門脈域の 結

合組織 , 門脈壁 , 肝動脈壁 , お よび 胆管壁近傍に み られた が , 総阻 管結集群 で は ･ 経過と ともに これ らの 陽性神経線維 の 減少

がみ られ , 42 日 目に は肝内の 大型門脈域 の み に 染色され た ･ しか し
,
3 ㌧M D A B 投与群で は ∫ P G P 9 ･5 お よ び N P Y 陽性神経線

推の 減少, 消失 な どの 変化 はみ られ ず ,
4 2 日 目 に は オパ

ー ル 細胞増生域に ,
P G P 9 ■5 陽性神経線椎の 分布が み られ た ･

一 九

ニ
ュ

ー ∴
ロ こ/ ス ペ シ フ ィ ッ ク ユ ノ ラ

ー ゼ ( n e u r o n s p e cific e n ol a s e , N S E ) 陽性神経線維は , 対照群 で は ･ 門脈域の 脈管周囲の 結合

織内に み られ た が , 総胆管結架群や 3
･
一 M D A B 投与群で は ′ 2 8 日 目以降に 細胆管増生域や オ

バ p ル 細胞増生域に N S E 陽性神

経線維 の 新生が み られ た .
S-1 0 0 陽性 神経線維ほ ,

対照群で は , 肝 内大型胆管, 隔壁 阻管 レ ベ ル の 門脈域 に み られ た ･ 総胆管結

染群で は , 経過 とと もに S-1 0 0 陽性神経線維は減少 し, 消失 した ･ 3
,

- M D A B 投与群 でを耳･ 門脈域内で ほ S-1 0 0 陽性神経線維

の 減少, 消失な ど の 変化ほ み られ な か っ た ･
サ ブ ス タ ン ス P (s u b s t a n c e P , S P) 陽性神経線維ほ ′

対照群でほ ･ 門脈域の 脈管

周囲の 結合織 にみ られ た . 総胆 管結染群, 3
,
- M D A B 投与群 で は ,

S P 陽性神経線維 の 経時的な変化は み られ なか っ た ･ 電 顕的

に ほ細胆管増生巣 お よび オ バ
ー

リ レ細胞増生巣の 細胞間に ほ 7 日 目 ～ 4 2 日 目 に お い て 無髄神経線維が認め られ た ■ 以上 の 結果よ

り, ラ ッ ト の 総胆管結梨群お よび 3
,
- M D A B 投与群で は小型 ～ 大型 の 門脈域で の 神経線維 の 分布や抗原性 に 変化ある い は 特異

な抗原性を持 つ 神経線維 に 変動があ り , さ ら に 細胆管増生域お よ び オ
バ ー ル 細胞増生域で も ,

そ の 細胞動態の 変動お よび 経過

に 関連 して 支配神経線軋 特 に そ の 抗原性の 発現 に 変化がみ られ た ･
これ らの 所見は , これ ら小型胆 管病変部の 微小環境 の 形

成 に 神経支配が何 らか の 関与 を して い る こ と を示 すもの と考 え られ る ･ 今回 の 研究に よ り･ 今後 1 胆管上 皮の 病態や肝胆道糸

疾患 の 発生進展機序 の 解明に , 肝 内局所の 神経線維 お よび神経分布を考慮す る必要があると考 え られ
た ･

K e y w o r d s bile d u c t u la r p r olif e r a ti o n , 0 V al c ell , i n n e r v a ti o n ,
3
,

- m e t h yl
-4-di m e t h yl a m i n o a z o b e n

-

z e n e
,
bil e d u c t lig ati o n

肝内小型胆管 , 特 に 細胆管の 増生は l
ヒ ト の 種 々 の 肝 胆道糸

疾患で非特異的に 認め られ る . そ の 由来 , 増殖 の 機序 ,
細胞動

態お よび病理 学的意義に関 して , 従来多くの 研究報告が な され

て い る
l 卜 明

. ヒ ト で は ,
こ れ らの 増生細胞管ほ そ の 形態 と形質像

か ら既存の 胆管上皮 の 増生に よ るも の と小葉辺綾部肝細胞の メ

タ ブ ラ ジア に よ るもの が ある と考 え られて い る
1 0)

. ま た R u bi n

ば
)

,
胆管結如 こよ っ て起 こ る 胆管増生は , 胆管 細胞 と肝細胞

を渡合す る ヘ リ ン グ管に 由来す る の で ほ なく ト
胆管上 皮の 増生

の 結果生ず ると報告 して い る . 3
-
- メ チ ルー4 ジメ チ ル ア ミ ノ ア ゾ

ベ ン ゼ ソ (3
,

-

m e th yl ヰdi m e th yl a m i n Q
a Z O b e n z e n e

,
3
'
- M D A B) ･

平成 8 年 2 月27 日受付, 平成 8 年 3 月1 9 日受理

A b b r e via ti o n s : A B C
,
a Vidi n - bio ti n - p e r O Xid a s e c o m p le x ; A F P , alp h a

Mf e t o p r o t ein ; A g N O R s , a r g y r O p hil
ic

p r ot ei n s of t h e n u cle ol a r o r g a niz e r r e gi o n ; B r d U , 5
- b r o m o - d e o x y u ridi n e ; D A B ･ di a m y n o b e n zidin e

t et r a h y d r o c hl o rid e ; 3
,
- M D A B

,
3
,

-

m et h y l
p 4 - di m e th y la mi n o a z o b e n z e n e ; N P Y , n e u r O p e p tid e Y ; N S E ,

n e ut O n



3 6 4

1 サ フ チ ル イ ソ チ オ シ ア ネ
ー

トな どの 肝発癌物質投与に よ っ て

出現する オパ
ー ル 細胞ほ その 細胞性状 ほ細胞管 に 塀似す る と さ

れ て お り
11 ト 13)

,
細胆管 増生と同様に そ の 発生の 由来 , 増殖 の 幾

序 , 細胞動態 お よ び病理学的意義 に ほ細胆管増生と同様不 明な

部分が多く残 され て い る . ま た
, 細胆管増生と オ パ

ー ル 細胞増

生の 病態の 違 い に 関 しても不 明な点 が多く残されて い る .

さて 最近, 肝 ,
胆道系に 分布する神経の 生理 的役割 が注目さ

れ てお り , 肝 内微小循環 の 調節や胆汁分泌な どに 深く関与 して

い る
14 ト 25 )

. さ らに 肝胆道糸疾患そ の もの の 病態 と神経支配 の 関

連性も注目 され て お り , 特 に , 神経線維や そ の 分泌物 が増殖性

変化や炎症に深く関係 して い る こ とか ら
26)
,
こ れ ら の 神経支配

と肝胆道疾患 の 発生 と の 関連性ま た肝切除後の 肝細胞の 再生に

果す役割も最近 , 注目され て い る
叩 )

. また
, 最近の 免疫鼠織化

学的手法の 発達に よ り, 神経線推の 分布と抗原性の 変化が光学

頗徴鏡的 , 電子顕徽鏡的に 認識できる よう に な り , 各種肝疾患

で の 神経の 分布と病態形成 と の 関連性 が研究 され て い る
28)2 g )

しか し
,
現在ま で の 研究で , 細胞管や オ パ ー ル 細胞な どの 肝内

小型胆管上皮の 増殖性病変 と神経支配と の 関連性 に つ い て は ,

ほ と ん ど鮮明 され て い な い .

そ こ で今回 , 総胆管結梨 ラ ッ ト で細胞管増生を作成 し, また

3
'

- M D A B 投与に よ り オ パ
ー ル 細胞増生を作成 し , こ れ ら 2 つ

の 実験 モ デ ル を 用 い 病理 組織学的 き
免疫魁織化学的 お よ び電子

顕微鏡学的検討 を行 い , 細胆管増生 と オパ ー ル 細胞増生 の 病理

形態l 細胞動態 , そ れに 神経支配 と の 関連性を検索 した .

対象および方法

Ⅰ . 実験動物

150 ～ 2 0 0 g の 雄性 S pr a g u e- D a w l e y ラ ッ ト ( 日本 エ ス エ ル

シ
ー

, 浜松) を用 い ト 以下の 全て の 実験を 行 っ た . な お
, 実験 開

始 まで は ,
一

定 の 空調室内で固形飼料 C R F -1 ( 日本 チ ャ
ー ル ズ

リ バ ー

, 厚木) を 自由摂食 させ , 自由飲水下に 飼育 した .

Ⅰ . 肝内の 肝内胆管および門脈域の分類

肝内胆管を N a k a n u m a ら
叩
の 分類 を多少修飾 して用 い た . す

なわ ち , ラ ッ ト で は 肝外 で 総胆管が左菓, 中間葉 , 右菓 , 尾状

菓 お よび 方形菓枝に分岐 し肝内に分布する . そ こ で 総胆管の 第

一

次分枝を 肝内大型胆管 と した . 肝内大型胆管 よ り末梢の 不 明

瞭 なが らも線維性の 胆管壁が み られ肝実質か ら離れ て 分布する

胆管を隔壁胆管と した . 胆管壁は なく門脈域内で 肝動脈枝に 伴

走 し肝実質か ら離れ て 分布す る胆管を小葉間胆管と し , 肝小葉

辺線部限界板の 肝細胞と門脈域内 を走行す る 胆 管壁 を持 た な

い
, 横断面で 5 , 6 個 の 立方体の 胆管上皮よ りな る胆管 を細胆

管 と した . ま た
, 各 々 の 太さ の 胆管を 門脈域 の レ ベ ル の 基準と

して用 い た .

Ⅲ . 実験方法

1 ∴ 実験群の 設定

1 ) 総胆管結染群

細胆管増生 モ デ ル で あ り, 1 8 匹 の ラ ッ トを用 い た . 腹部を 剃

毛後 ,
ジ ュ チ ル コ⊂･ - -

テ ル 麻酔下 に ･ , イ ソ ジ ン (明治 製菓 , 東

京) で 消毒後無菌的に開腹 した . まず肝十 二指腸間膜 に到達 し

そ こ で総胆管 を同定 した . 間膜を 鋭的に 切開 し∴総胆管 の み を

約 I c m に わ た り十分 に 露出 し遊離 した .
つ い で 下部総胆管を

5 m m 以上 の 間隔を あけ 二 重結熱 し , そ の 中間を切離 した . そ

の 後 ,
2 層縫合 で 開腹 し手術を終 え た .

2) 3
'
-

M D A B 投与群

オ パ ー ル 細胞増生の モ デ ル で あ り, 1 8 匹 の ラ ッ トを 用い た .

固形飼料 C R F-1 の 代わ りに ,
0 .0 6 % 3

'
- M D A B 添加固形飼料を

自由摂食 させ た .

3 ) 対照群

腹部 を剃毛後 ,
ジ ュ チ ル エ ー テ ル 麻酔下 に ,

イ ソ ジ ン で 消毒

後無菌的に開腹 した . まず肝十 二 指腸間膜 に 到達 しそ こ で総胆

管を同定 した . 間膜を 鋭的に 切開 し, 総脛管 の み を約 1 c m に わ

た り十分に 露出 し遊離 した . そ の 後直ち に 2 層縫合 で 閉腹 した

もの を 単開腹手術群 (対應群) と した . 1 8 匹の ラ ッ トを用い た .

2 . 肝敵織標本 の 作成

実験開始後 7 日 目, 1 4 日 目 ,
2 1 日目 ,

28 日 臥 35 日 臥 42 日

目 に 各突抜群の 3 匹 を ジ ュ チル エ
ー テ ル 麻酔下に屠殺 した . そ

の 後直ち に 4 ℃ の 4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド + 0 .2 % グル タ ー

ル ア ル デ ヒ ド + 0 .2 % ピ ク リ ン 酸溶液で環流固定を行 い , 肝を

取 り出 した . 更に 4 ℃ の 4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド + 0 .2 % ピ

ク リ ン 酸溶液 で 4 時間浸潰固定 した . 次 い で ,
こ れ らの 肝の 一

部を型の 如く パ ラ フ ィ ン 包嘩 し, 各 ブ ロ ッ ク に つ き1 0 枚以上 の

5JJ m 切片を 作成 した . 残 りの 肝ほ ,
2 0 % 薫糖加 リ ン 酸緩衝生理

食塩水( p h o s p h a t e -b uff e r e d s ali n e , P B S )( p H 7 .4) に 2 日 間浸透

させ
,
O p ti m u m c u tti n g t e m p e r a t u f e

コ ン パ ウ ン ド ( マ イ ル ス

･

三 共 , 東京) に 包埋後, 液体窒素で直ち に 凍結 した . そ の 後ク

ライ オ ス タ ッ ト ( テ ィ シ ュ
ー ･ テ ッ ク ,

マ イ ル ス ･ 三 共 , 東

京) で 各 ブ ロ ッ ク よ り1 0 枚以上 の 2 恥 m 凍結 切片を作成 し, 使

用 時まで
-

8 0 ℃ で 保存 した .

3 . 組織学的検討

各実験群 の パ ラ フ ィ ン 包唾切片 を , 型 の 如く脱パ ラ フ ィ ン

し
, そ の 後 H E 染色, ア ザ ン 染色 , 過 ヨ ウ 素酸 シ ッ フ 法染色

( p e ri od i c a cid S c h if f , P A S) 染色 ,
ゴ モ リ の 鍍銀染色を行い ,

光

学顕微鏡下 に 観察 した .

4 . 細胞動態 の 検討

細胞動態 の 検討 の ため に ,
好銀性核小体形成体 ( a r g y r o p hili c

p r o t ei n s o f th e n u cl e ol a r o r g a ni z e r r e gi o n , A g N O R s) 数 , 5 ブ

ロ モ 2
'

デ オ キ シ ウ リ ジ ン (5-b r o m o-d e o x y u rid i n e , B r d U) 標識

率 , 増殖 期細胞核抗原標識指数 ( p r oIif e r a ti n g c ell n u cl e a r

a n ti g e n l a b eli n g i n d e x , P C N A L I) を 求めた . A g N O R s は リ ボ

ゾ
ー

マ ル D N A の ル
ー

プ を形成 して い る構造で ∴ 細胞の 分裂,

増殖に 関与 して い る と考 え られ て い る
31) ､ 3 3 )

.
B r d U ほ D N A 合成

中の S 期の 細 胞核 に 取 り込 まれ る こ と が 知 られ て い る
3 佃 T)

P C N A は 増殖サ イ ク ル の 主 に Gl 後期か らS 期に か け て細胞核

内に 蓄積 し , D N A ポ リ メ ラ ー ゼ ∂の 補助因子 と して 磯能 して

い る こ と が 知 られ て い る
抑 ～ 41 )

1 ) A g N O R s 数

Pl ot o n ら
31)
の 方法に 従 っ て 染色 した . すな わ ち ,

5 JJ m の パ ラ

フ ィ ン 切片を 塾の 如く脱 パ ラ フ ィ ン 後 ∴蒸留水 で 十分に 洗浄し

た . そ の 乱 1 g/d l の 蟻酸 に 2 g/ dl の ゲ ラ チ ン を 溶解 した 溶液

と50 % 硝酸銀水溶液と を 1 : 2 の 割合で 混合 した反応液中に 切

s p e cifi c e n ol a s e ; P A S , p e rio dic a cid S c hiff ; P B S , p h o s p h at e
- b u ff e r e d s ali n e ; P C N A , P r Olif e r atin g c ell n u cl e a r

a n tig e n ; P C N A LI , P r Olif e r atin g c ell n u c le a r a ntig e n la b eli n g in d e x ; P G P 9 .5
,
a n ti- h u m a n p r ot ei n g e n e

p r o d u ct 9 .5 ; S P , S u b st a n c e P
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片を入れ ,
2 5 分間暗室 で反応 させ た ･ そ の 後 ,

切片を 蒸留水 で

洗浄後 , 型 の 如く脱水封入 した ･ 2 0 0 個以上 の 正 常 の 細胆管お

よび小型小葉間胆管お よび 増生細胞管細胞 また は オ
パ ー ル 細胞

を無作為に 抽出 し, 油浸
レ ン ズ を用 い , 光学顕微鏡下に そ の 核

内に ある明瞭な褐色顆粒 の 数を
A g N O R と して 数 え , 細胆管細

胞ま たは オ パ
ー ル 細胞 の 1 個あた りの A g N O R s の 平均を 算出

し, 各例お よび 各群 の A g N O R s 数を 求め た ･

2 ) B r d U 標識率

各実験群 とも , 屠 殺30 分前 に ,
B rd U (S i g m a C h e mi c al

C ｡ m p a n y , S t . L o u i s , U S A ) 5 m g/ k g を 尾静脈よ り注射 した ･
こ

れらの 肝を上 記 の 如く処理 レ
くラ ブ イ ン 包壇 し, 各 ブ ロ ッ ク よ

り 5〃 m の
パ ラ フ ィ ン 包唾切片を作成 し , ア ピ ジ ン ビオ チ ン

ペ

ル オ キ シ ダ
ー ゼ 複 合 体 ( a vid i n ･ bi o ti n - p e r O Xid a s e c o m pl e x ,

A B C) を 用 い た免疫染色
42)
に よ り核内に 取 り込 まれ た B rd U の

検出を 以下 の 如く行 っ た ･

すな わ ち , 塾の 如く脱 パ ラ フ ィ ン 後 ,
0 . 3 % 過酸化水素添加

メ チル ア ル コ
ー ル 液中 に20 分間静置 し∴組織切片中の 内因性

ペ

ル オ キ シ ダ
ー ゼ を失宿 させ た . 次 い で染色性を高め るた め37 ℃

の0 . 1 % トリ プ シ ソ ( D if c o L a b o r a t o ri e s , D e tr oit , U S A ) で , 1 0 分

間処理 した . 次い で室温 で 1 2 規定の 塩酸で30 分間処理 後 , 室

温で0 . 0 7 規定の 水酸化 ナ ト リ ウ ム 溶液 で 2 分間処理 した ･ そ の

後, 2 次抗体 の 非特異的結合 を押 さえ るた め ,
5 % ブ タ 正 常血

清で20 分間処置 した . 次に50 倍 に 希釈 した マ ウ ス 抗ブ ロ モ デオ

キ シ ウ リ ジ ン モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 (Si g m a C h e mi c al C o m p a-

n y) を
一

晩反応 させ た . 次 い で20 0 倍希釈 の ビオ チ ソ 化ウ マ 抗 マ

ウ ス I g G 抗体( V e c t o r L a b o r a t o ri e s , B u rli n g a m e , U S A ) を室温

で1 時間反応 させ , A B C 溶液( V e c t o r L a b o r a t o ri e s) 中で 室温

で1 時間反応 させ た 後 一
0 .0 3 % 過 酸化水素水を加 え た 0 ･2 %

3
,
3
,

- ジ ア ミ ノ
ベ ン チ ジ ン 4 塩酸塩(di a m i n o b e n zidi n e t e tr a h y d r

-

o c hlo rid e , D A B ) (S i g m a C h e m i c al C o m p a n y) で 発色さ せた ･ な

お各々 の 反応 は , 0 .0 1 M の P B S で十分 に 洗浄後 に 行 っ た ･ 次

い で , へ マ トキ シ リ ソ で淡く核染後 , 脱水封入 し鏡検 した ･

5 00 個以上 の 正常細胆軌 小型小葉間胆管 お よ び 増生細胆管

細胞 ,
また は オ バ ー ル 細胞を 無作為に 抽出 し , 核 が染色 され た

B r d U 陽性細胞 を数 え , 各例 お よび 各実験群の B r d U 標識率を
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百 分率 ( % ) で算出 した .

3 ) P C N A LI

肝組織標本の パ ラ フ ィ ン 包哩切片を , 型 の 如く脱 パ ラ フ ィ ン

を行 い , そ の 後内因性 ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ を 失括 させ , 1 0 % ウ マ

正常 血清 で 非特異的結合反応を防止 した . 次い で , 1 次抗体と

して200倍希釈 の マ ウ ス 抗増殖期細胞核抗原 (p r olif e r a ti n g c ell

n u cI e a r a n ti g e n , P C N A ) モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体 ( N o v o c a s tr a

L ab o r a t o rie s L td .
,
N e w c a s tle

,
E n gl a n d) を

一 晩反応させ た . 次

い で ビオ チ ソ 化 ウ マ 抗 マ ウ ス 抗.
体を 1 時間反応 させ ,

A B C 溶

液 と 1 時間反応後 ,
0 . 0 3 % 過酸化水素添加 D A B で 発色 さ せ

た . 次 い で へ マ トキ シ リ ソ で淡く核染後, 脱水封入 した . 正常

の 細胞管 お よび 小型小葉間胆管そ れ に 増生細胆管細臥 オ
パ ー

ル 細胞500 個 を無作為に 抽出 し, そ の 中で の P C N A 陽性細胞を

数 え各例お よ び各実験群での P C N A L I ( % ) と して 算出 した ･ な

ぉ , 免疫染色の 反応特異性は
一 次抗体を 由S で置換 し, 反応

が陰性化する こ と で確認 した .

5 . 神経線維 の 免疫染色

以下の 神経線維 の 免疫染色を行い ,
そ の 分布と 密度 と神経線

維 に珠状 に み え る バ リ コ シ テ ィ を 観察 した . な お , 神経線推そ

の もの は通過線経と され て い る の に 対 し , バ リ コ シ テ ィ は生理

活性物質 の 貯蔵 また は 放出部位と考 え られ 神経内分泌 の 作用の

部位 と して注 目 され て い る
43)

.

1 ) 神経線維 に 含 まれ る こ とが 知 られ て い る ヒ トプ ロ テ イ ン

ジ
ー

ン プ ロ ダ ク ト 9 .5 (p r o tei n g e n e p r o d u c t 9 ･5 , P G P 9 ･5) , ウ

シ S-1 0 0 , ニ ュ
ー ロ ペ プ チ ドチ ロ ジ ン ( n e u r o p e p tid e Y , N P Y) ,

ラ ッ ト ニ ュ
ー ー lコ ン ス ペ

ー シ ッ フ ィ ッ ク エ ノ ラ
ー ゼ ( n e u r o n

s p e cifi c e n ol a s e , N S E ) , サ ブ ス タ ン ス P ( s u b s ta n c e P , S P ) の

検 出を 免疫覿織学的染色に よ り以下 の 如く行い ,
神経線推の 同

定 を試み た . 用 い た 1 次抗体 ,
2 次抗軋 製造会社名 と希釈濃

度 を表 1 に 示す . な お , 今回検索 した神経線維は , 一
一

般的な 神

経線維 マ ー カ ー と して知 られ て い る P G P 9 ･5 陽性 神経線維群

と N S E 陽性神経線維群 ,
神経 ペ プ チ ド と 考 え ら れ て い る

N P Y 陽性神経線維群と S P 陽性神経線推群 ,
そ れ に シ ュ ワ ン

細胞が 陽性 と な る S
-1 0 0 陽性神経線推群と に 分け られ る ･

まず
,
2 0 〟m 凍結切片を0 . 3 % トリ ト ン Ⅹ(和光純薬工業, 大

T a bl e l . P ri m a r y a n tib o d ie s a n d s e c o n d a r y a n ti b o di e s ･
a n d th eir d u u ti o n a n d s o u r c e s

An ti b o di e s Dil u ti o n S o u r c e

P ri m a r y a n tib o di e s

An ti - B r d U (cl o n e B U
- 3 3

,
m O u S e I g G l , m O n O)

A n ti - P C N A ( clo n e P C l O . m o u s eI g G 2 a , m O n O)

A n ti - h u m a n P G P 9 .5 (r a b bit I g G , m O n O)

A n ti - r a t N S E (r a b bit I g G , p Oly)

A n ti- N P Y (r a b b it I g G , p Oly)

A n ti - C O W S -1 0 0 p r o t ei n ( r a b bit I g G , p Ol y)

A n ti - S u b st a n c e P (r a b bit I g G , P Ol y)

B i oti n y s e c o n d a ry a n ti b o di e s

A n ti - m O u S e I g G (h o r s e)

A n ti - r a b bit I g G (g o a t)

Fl u o r e s c e n t s e c o n d r y a n ti b o d y

A n ti- r a b b it I g G ( g o a t)

1 : 5 0

1 : 2 0 0

1 : 1 6 0 0

1 : 2 0 0 0

l : 4 0 0

l : 5 0 0 0

l : 8 0 0

Si $ m a C h e m ic al C o m p a n y ,
S t ･ L o ui s

-
U S A

N a v o c a s tr a L a b o r at o ri e s , N a w c a s tl e , E n gl a n d

Ul tr a Cl o n e Li mi t e d , I sl e of W i gh t , E n gl a n d

P ol y s ci e n c e s , I n c ･ , W
a r ri n g t o n ･ U S A

C h e mi c al I n t e r n atio n a l I n c , . T e m e c u l a , U S A

D A K O A/ S , Gl o s t ru p , D e n r n a r k

A m e r s h a r n I n t e r n a ti n al pl c , B u c ki n gh a m s hir e , E n gl a n d

V e c t o r L a b o r at o ri e s . B u rli n g a m e . U S A

V e c t o r L a b o r a to ri e s , B u rli n g a m e , U S A

O r g a n o n T e kn ik a C o r p o r a
ti o n

,
D u r h a m

,
U S A

M o n o
,
m O n O Cl o n al a n tib o d y ; p Oly , p Oly cI o n al a n tib o d y ; B rd U , b r o r n o d e

o x y u ridi n e ; P C N A ･ p r Oli
f e r a ti n g c e11 n u cl e a r a n ti g e n ; P G

P

9 ･5 p r o ti e n g e n e pr o d u c t 9 ･5 ; N S E , n e u r O n S p e Cifi c e n ol a s e ; N P Y ･ n
e u r O p e p tid e ty r o si n e ･
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阪) 加 P B S に 4 日間浸漬 L た 後, 0 . 3 % 過酸化水素添加 メ チ ル

ア ル コ ー

ル 液中で 1 時間反応 させ る こ と に よ り内因性 ペ ル オ キ

シ ダ ー ゼ を 失活さ せ た . 次い で
一 非特異的結合反応を防止する

た め
, 切片を10 % ヤ ギ 正常血 清で 処理 した . 次に 1 次抗体を 4

℃で 2 晩反 応さ せ , 1 00 0 倍希釈 の ビ オ チ ン 標識の ヤ ギ抗 ウ サ ギ

Ig G 抗体 を 2 次 抗体 と して 使用 し室温 で 1 時 間反 応 さ せ ,

A B C 溶液と反応後 ,
0 . 03 % 過酸化水素添加 D A B で 発 色 させ

た . 各反応の 前後 に は 一 切片を P B S に て十分洗浄 した .

へ マ ト

キ シ リ ソ で核染後 , 脱水封入 し, 鏡検 した .

な お ,
これ らの 免 疫染色の 特異性は 1 次抗体 を P B S で 置換

し反応が陰性化する こ と で確認 した .

6 , 共焦点 レ ー ザ ー 顕微鏡 に よ る検討

P G P 9 ･5
,
N S E

,
N P Y の 免疫染色を以下の 如く行 い , 共 焦点

レ ー ザ ー

顕敬鏡 で観察 した . つ ま り 20 四 m 凍結切片を
,
0 . 3 %

ト リ ト ン Ⅹ加 P B S に 4 日 間浸漬 した 後, 非特異的結合反応を

防止する た め
,
切片 を10 % ヤ ギ正 常血 清で処理 した . 次 に 1 次

抗体を 4 ℃ で 2 晩反 応 させた . 1 次抗体ほ ウ サ ギ抗 P G P 9 .5 モ

ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 , ウ サ ギ抗 N S E ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体お よ び

ウ サ ギ 抗 N P Y ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体 を用 い た . 次に ,
1 0 0 0 倍希

釈の F 汀 C 標識 ヤ ギ 抗 ウサ ギ Ig G 抗体を 2 次抗体 と し て 使用

し暗室中で 1 時間反応 させ た . そ の 後 , 水 性封入 剤 ア ク ア テ ッ

ク ス ( M e r c k , D a r m s t a d t
,
G e r m a n y) で 封入 し, 共焦点 レ ー ザ ー

顕微鏡 (L S M 41 0 , C a rl Z ei s s , G o tti n g e n , G e r m a n y) 下に 観察 し

た ･ な お ･ 各反応 の 前後 に は P B S で切片を 十分に 洗浄 した . 共

焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 の 条件 と し て ,
レ ー ザ ー

光 は 波長 が

488 n m の ア ル ゴ ン レ ー ザ ー を 使用 した . ス キ ャ ン 速度ほ8 . 6 5秒

と し
,
ピ ン ホ ー ル サ イ ズ 値 は 2 0 と し た . 画 像 サ イ ズ ほ

76 8 ×5 7 6 ピ ク セ ル ま た は 512 ×5 1 2 ピ ク セ ル と した . 画像 ア ベ

レ
ー ジ ン グは 8 回 と して 画像 を待 た .

7 . 電子顕微鏡的検討

全て の 実験群 で
, 肝 の 摘出時 , 肝 覿織 の 一 部 を2 . 5 % ダル

ク ー

ル ア ル デ ヒ ド内で 細 切 し 1 ×1 ×1 m m 大 の 観織片を作成し

た ･ 次い で , こ の 組織片を0 . 1 % タ ン ニ ン 酸を 加え た2 . 5 % グル

タ ー ル ア ル デ ヒ ド内で 2 時間固定 した . そ の 後 , 1 5 % 薦糖溶液

で24 時間洗浄 し , 1 % 四 酸化 オ ス ミ ウ ム で 1 時間固定 した . 次

い で 塾の 如く エ タ ノ ー ル 系列 で 脱水後 , 1 0 0 % 酸 化 プ ロ ピ レ ン

で 置換 し , エ ボ ン8 1 2 に 包唾 した . 包哩 ブ ロ ッ ク よ り作成 した

1 〟m 切片に ト ル イ ジ ン ブ ル ー 染色 を行 い , 細胆管
,
オ パ ー ル 細

胞あ るい ほ神経線維 の 観察 に 適当な部位を捜 した . そ の ブ ロ ッ

ク を ト リ ミ ン グ し
,
ウ ル ト ロ ト ー ム (2 1 2 8 ult r o t o m e , L K B

,

B r o m m a
,
S w e d e n) に て 超薄切切片を作成 し, 酢酸 ウ ラ ニ ー ル

と鉛の 二重染色 を行 い ,
H- 3 0 0 型電子顕微鏡 ( 日立 製作汎 東

京) で観察 した .

8 . 免疫電 子顕徽鏡 に よ る検討

全て の 実験群 で 2 毎 m の 凍 結肝切片を , 0 , 3 % 過酸化水素水

添加メ チ ル ア ル コ ー ル 液 中に 1 時間置き内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー

F i g ･ 1 ･ M i c r o s c o pi c fi n di n g of p r olif e r ati v e p a tt e r n of th e b il e d u c t ul e s a n d o v al c e11 s ･ ( A ) B iI e d u c t ul e s p r olif e r a ti o n of th e li v er
f o r 42 d a y s a ft e r c o m m o n bil e d u c t lig a ti o n ･ N o t e e x t e n si v e p r olif e r a ti o n of b il e d u c t ul e s a n d b ridi n g fib r o si s

-1ik e a p p e a r e n c e
･

(B ) Bil e d u c t ul a r e pit h e ri al c ell s c o m p o s e d of c u b oid al c ell s ･ ( C) O v al c ell s p r olif e r a ti o n o f th e li v e r f o r 4 2 d a y s af t e r 3
･
- M D A B

f e e d i n g ･ N o t e e x t e n si v e p r olif e I a ti o n of o v al c e11s a n d s o m e of th e m s h o w bil e d u c t u la r f o r m a ti o n . ( D) O v al c e lls h a d s r n a11
r o u n d o r o v al s h a p e wi th c h r o m a ti n ric h n u cl e a r ･ ( A ), ×1 3 2 ( H E ) ; (B ) , × 2 6 4 ( = E ) ; (C ), × 1 0 0 ( H E ) ; (D ) , × 3 2 0 ( H E ) .
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ゼ を失宿さ せ た . 次 い で , 非特 異的結合反応を 防止す る た め

10 % ヤ ギ 正 常血 清 で 1 時 間処置 した ･ 次 い で ,
1 次抗体と して

p G P 9 .5 抗体を24 時間反応 させ た . 次 い で , ビ オ チ ソ 化ヤ ギ 抗

ウサ ギ 抗体 を 1 時 間反応 させ ,
A B C 溶 液 と 1 時 間反応 軋

0 .0 3 % 過酸化水素添加 D A B で 発色 きせ た ･ そ の 後 ,
1 % 四 酸

化オス ミ ウ ム で 1 時間固定後 ,
エ タ ノ ー ル で 脱水 乳 酸化 プ ロ

ビ レ ソ で置換 し, エ ボ ン 樹脂に 包壇 した . そ の 後 ,
1 J上 m 切片を

作成 し トル イ ジ ン ブ ル
ー 染色を行 い ,

P G P 9 ■5 陽性神経線維 の

観察に 適切な部位を ト リ ミ こ/ グ し , 上 述 の 電子 顕微鏡 と同 じく

超薄切切片を作成 し∴杵300 型電 子顕微鏡 に て観察を行 っ た ･

成 績

Ⅰ . 病理 組織学的所見

1 . 細胆管お よ び オ パ ー ル 細胞の 増生と そ の 形態像

1 ) 対照群

経過観察期間中に ,
細胞管増生や オ バ ー ル 細胞の 出現 は み ら

れなか っ た .

2 ) 総胆管結集群

細胆管の 増生 が結染後 7 日 目で み られ た .
つ ま り , 増生細胆

管ほ比較的小型 の 立 方上 皮 よ りな り , や や 不 整な管腔を有 し,

主に 門脈城辺綾部 に 出現 した . 細胆管 の 増生域 は t 結紫後の 経

過と とも に 徐 々 に拡大 し, 1 4 日 目 以降ほ 細胆管増生 の た め 拡大

した 門脈域が架橋す る よ うにな り , そ の 範囲ほ経過 と共に徐々

に増大 し, 4 2 日 目に は , 肝実質は 細胆管増生域の た め分断 され

肝硬変様 と な っ た (図 1 A , B ) . な お , 細 胆管 の 増生 に と もな

い
, そ の 周 囲に は 線維性結合絨(毛細 血 管を含む) の 増 生が 種 々

の程度に み られ ∴経過 とと もに や や 増加 した . な お , 小葉 間胆

管, 隔壁胆管 , 肝 内大型胆管を有す る門脈域で は , 胆管腔 の 拡

乱 上皮の 過形成性変化 , 門脈域 の 浮腫性変化 , 線維化が み ら

れた .

3) 3
'
- M D A B 投与群

オ パ ー ル 細胞は ク ロ マ チ ン に 富む核 を 有する , 小型 の 円形な

い し楕円形の 細胞で , 管脛構造が 不 明瞭な細胞群 と して観察 さ

れた . 3
'

- M D A B 投与後 7 日 目で ほ , 門脈域周囲 に ご く僅 か に

オパ
ー ル 細胞が 観察 され る の み で あ っ た . 1 4 日 目 以後 よ りオ

パ ー ル 細胞 は小葉辺縁部で徐 々 に 増加 した . 投 与後21 日 目 に

は
▲
オ バ ー ル 細胞 の 増生域内に , 管腱 を有す る細胆管の ･増生巣

も出現する よ うに な っ た . 4 2 日 目 に は , オ パ
ー ル 細胞増生の た

め拡大 した 門脈域 が相互 に 架橋す る よ うに な り, 肝実質を結節
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tr e a t m e -

n t ･ V al u e s a r e l支 ±S E ( n = 3) . [ユ bil e d u c t lig a ti o n r a t s

g r o u p ; ○ , 3
'
-

M D A B f e e di n g r at s g r o u p ; △ , C O n tr Ol r a t s

g r O u p .

状に 取 り巻 く オパ
ー ル 細胞の 増生が み られ た ( 図 1 C . D) . 増生

した オ パ
ー ル 細胞の 周囲に も線椎性結合織が み られ た が ,

上 述

の 細胆管増生領域に 較べ る と軽度であ っ た . な お ∴総胆管結衆

評に み られ た 門脈域や胆管系の 変化 ほ み られな か っ た .

‡ . 細胆管およびオ バ
ー

ル細胞の細胞動態

1 . 対照群

正 常の 細胆管お よび 小型小葉間胆管 に お い て 経過観察中に

A g N O R s 数 , B rd U 標識率, P C N A L I の い ずれ の 指標の 値 に お

い て も有意な変動はみ られ な か っ た .
つ ま り

,
A g N O R s 数は t

経過 観察中, 平均値 1 .70 ～ 1 .81 の 値を 示 した ( 図 2) . B r d U 標

識率 は , 経過 観察中 , 平 均値 6 .l ～ 6 .6 の 億を 示 した (図 3)

P C N A LI ほ
, 経過観察中, 平均値 4 .9 ～ 5 .4 の 値 を 示 した (図

引E =

2 . 総胆管結染群

増生細胆管で の A g N O R s 数 , B r d U 標識率 ,
P C N A L I は い

ずれ の 指標に お い て も ,
7 日 目で 最 高値 とな り , 以後漸減 した

が
, 対 照 群 に 比 し ,

持 続 し て 高 値 を 示 し た . つ ま り ,

A g N O R s 数 は ∴結染後 7 日 目に平均値2 . 2 0 と 最高値 とな り以

後漸減 した . な お , 3 5 日目 に は , 平均値1 , 7 2 と な り
,
ほ ぼ対照

群 と同様 の 値と な っ た (図 2) . B r d U 標識率 は , 結集後 7 日 目 で

平均値12 , 3 と最高値 と な り以後漸減 した . 対照群に比較す ると

高値 を と り 続け ,
4 2 日 目 で は 平 均値7 . 7 で あ っ た ( 図 3) .

P C N A LI は
, 結染後 7 日 目で 平均値25 . 0 と最高値を な り , 以後

漸減 した . 対照群 と比較する と高値 を と り続け ,
4 2 日 目では よ
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平均値7 . 4 で あ っ た (図 4) .

3 .
3
'

- M D A B 投与群

増生す る オ パ ー ル 細 胞 で ほ ,
A g N O R s 数 ,

B rd U 標識 率 ,

P C N A LI の い ずれ の 指標 に お い て も 3
'

- M D A B 投 与後 7 日 目 で

最高値となり , 以後21 日 目ま で高値 をと っ た . 2 8 日 目以後 で は

漸減 し た が , 対 照 群 に 比較す る と 持続 して 高値 を 示 し た .

A g N O R s 数 は , 投与後 7 日 目で 平均値2 . 2 7 と最高値 とな り , 以

後や や 漸減 した が 対照群と比較す る と高値を と り続け , 4 2 日 目

に は平均値2 . 0 0 で あ っ た (囲 2) . B r d U 標識率 ほ , 投与後 7 日 目

で 平均値17 . 8 と最高値 とな り , 以後漸減 した が 対照群 と比較す

る と 高値を と り続け ,
4 2 日目に ほ平均値10 . 7 で あ っ た (図 3) .

P C N A L I は
! 投与後 7 日目で 平均値25 .0 と最高値 とな り , 以後

漸減 した が対照群 と比較す る と高値 を と り続け ,
4 2 日 日 に は

,

平均値15 . 1 で あ っ た ( 囲 4) .

Ⅲ . 神経線推の 免疫染色

一 般 的な神経線維 の マ ー カ ー

と し て知 られ て い る P G P 9 .5

陽性神経線稚 と N S E 陽性神経線椎の 群 , 神経 ペ プ チ ドと して

認識 され て い る N P Y 陽性神経線経 と S P 陽性神経線維 の 臥

そ れ に シ ュ
ワ ン 細 胞が 陽性 と な る S-1 0 0 陽性神経線維群と に 分

類 し述 べ る .

1 .
P G P 9 .5 陽性神経線維 ,

N S E 陽性神経線維 の 分布

1 ) P G P 9 .5 陽性神経線維

経時的変化を表 2 に 示 した .

i . 対照群

P G P 9 .5 陽性 の 太 い 神経線維 は , 門脈域内の 結合組織内に 分

布 して お り , 細 い 神経線維 は 一 門脈壁 , 肝動脈壁 卜 胆管周囲を

ネ ッ ト ワ
ー ク を 形成す る よう に 分布 して い た . 細い 神経線椎に

ほ 連珠状の バ リ コ シ テ ィ が み られ た (図 5 A ) . ま た , 門脈域 に

E
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接する肝実質内に ,
神経線維が , 僅 か に の び 出して 分布す る像

もみ られ た (図 5 B) ■ 経時的な観察で神経線椎
の 分布 に 変化 は

みられ なか っ た .

ii . 総胆管結染群

結集後14 日 目 ま で は神経線維の 分布や密度ほ対照群 と同様
で

ぁ っ た . 21 日 目以降ほ徐 々 に ,
P G P 9 ･5 陽性神経線維の 密度 お

よび神経線維 の バ リ コ シ テ ィ ほ減少し , 4 2 日 目
に な る と , 肝内

大型胆管 レ
ベ ル の 門脈域に 太い 神経線維が み られ る の み とな っ

た (図 5C) . な お , 細胆管増生域 で ほ ▲ 全経過 を 通 じて P G P

9 .5 陽性神経線椎 の 分布は み られ なか っ た ･

iii . 3
'

- M D A B 投与群

神経線椎の 分布や密度は対照群と ほぼ 同様 で あ っ た ･ 総胆管

結染群で み られ た , P G P 9 .5 陽性神経線維の 密度や神経線維
の

バ リ コ シ テ ィ の 減少はみ られ なか っ た ( 図 5 D) ▲ 3 5
～ 4 2 日 目 の

オ バ ー ル 細胞増生域に ∴細い P G P 9 ･5 陽性神経線経 と
バ リ コ シ

テ ィ が分布す る像 を認め た が (図 5E) , こ の 像は28 日 目 ま で ほ
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認め られ な か っ た .

2 ) N S E 陽性神経線維

経時的変化を表3 に 示 した .

i . 対照群

N S E 陽性神経線維 は , 門脈域の 脈管周囲 の 結合織 内に 分布

し, 僅か に バ リ コ シ テ ィ もみ られ た . 経時的な 変化は み られ な

か っ た (図 6 A) .

ii . 総胆 管結集群

神経線維の 分布や密度は対照群 とほこぼ 同様 で あ っ た . 2 8 日目

以降に な る と細胆管増生域内に細 い N S E 陽性神経線維の 分布

が み られ る よう に な っ た (図6 B) . な お ,
28 日 目以前 に は 細胆管

増生巣で N S E 陽性 神経線椎ほ認め られ なか っ た .

iii . 3
'

- M D A B 投与群

N S E 陽性神経線維 は 一 対照 群と 同様に 門脈域 の 脈管周囲 の

結合織内に 分布 して い た が , 経時的な変化は み られ な か っ た .

な お ,
オ パ ー ル 細胞増生域内に N S E 陽性神経線維 の 分布ほ み

られ な か っ た .

2 . 神経 ペ プ チ ド含有神経線維( N P Y お よ び S P 陽性 神経線

維) の 分布

1 ) N P Y 陽性神経線維

経時的変化を表 4 に 示 した .

i . 対照群

N P Y 陽性の 太い 神経線維 ほ , 門脈域内の 結合織 内に 分布 し

て お り
,
細 い 神経線維は , 門脈壁 , 肝動脈壁 , 胆管周囲を ネ ッ

ト ワ
ー ク を 形成す る よう に 分布 し所 々 で神 経線維 に バ リ コ シ

テ ィ が み られ た (図 7 A) .

ii . 総胆管結染群

N P Y 陽性線維 は , 対照群と 同様 に 門脈域の 脈管周囲 の 結合

織内に ネ ッ ト ワ
ー ク を形成する よ うに 分布 して い た が ,

2 1 日 目

以後 でほ 小葉間胆管 の レ ベ ル の 門脈域 よ り神経線維や バ リ コ シ

テ ィ ほ徐 々 に 減少 した (図7B) . な お , 細胆管増生域内に は 全経

過 を通 じて N P Y 陽性神経線推は認め られ なか っ た .

B
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iii . 3
'

- M D A B 投与群

N P Y 陽性線維 ほ l 対照群と 同様 に 門脈域 の 脈管周田
の 結合

線内に ネ ッ ト
ワ ー ク を形成す るよ うに 分布 して い た ･ 総胆管結

染群で み られ た 経時的な N P Y 陽性神経線維
の 減少は み られ な

か っ た . な お ,
オ バ ー ル 細胞増生域内 に ほ 全経過 を 通 じ て

N P Y 陽性神経線維 は認め られ なか っ た ･

2 ) S P 陽性神経線維

経時的変化を表 5 に 示 した ･

i . 対照群

sp 陽性神経線維は , 門脈域内の 結合阻織内に散在性 に 分布

して い た が , 脈管壁 に ネ ッ ト ワ
ー

ク状 に 分布す る細い 神経線維

やバ リ コ シ テ ィ は み られ なか っ た ( 図 8) ■

ii . 総阻 管結梨群

SP 陽性神経線維ほ l
対照群 と同様 に , 門脈域内の 結合敵織

に 分布 して い た が , 経時的変化 ほ み られ な か っ た ･ な お
, 増生

A

細胆管領域に は全経過を通 じて S P 陽性神経線推は認め られ な

か っ た .

弘i .
3
'

- M D A‡∋ 投与群

S P 陽性神経線維は , 対照群 と同様に 門脈域内の 結合紅織に

分布 して い た が , 経時的な 変化 は み られ な か っ た ･ な お
,
オ

パ ー ル 細胞増生域 に ほ 全経過を通 じて S P 陽性神経線維 は認め

られ な か っ た .

3 .
S -1 0 0 陽性神経線維 (シ ュ ワ ン 細胞) の 分布

1 ) S -1 0 0 陽性神経線維

経時的変化を表 6 に 示 した .

i . 対照群

S -1 0 0 陽性神経線椎ほ , 肝 内大型胆管 , 隔壁胆管 レ ベ ル の 門

麻域内の 結合組織内に , 太 い 神経線継 が分布 して い た ･ しか

し
,
門脈壁や肝動脈壁に ネ ッ ト ワ

ー ク 状に 分布す る細 い S
-1 0 0

陽性神経線維や バ リ コ シ テ ィ はみ られ な か っ た (図 9 A) ･
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O Siti v e n e r v e fib e r s e x is t n e a r th e p o r t al
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d e c r e a s e i n th e p o r t al tr a c t s h o w e

d b y a r r o w s ･ ( A )･ × 3 20 ;

( B) , × 2 6 4 . A , h e p a ti c a r t e r y ; B , bil e d u c t ; P , p O r t al v ei n ･

T a bl e 5 . D i s trib u ti o n a n d d e n sity of S P
-

p O Siti v e n e r v e fib e r s

L i v e r ti s s u e cl a s sifi e d b y

bil e d u c t siz e

P o r tal tr a c ts c o n t ai ni n g

in tr a h e p a tic l a r g e bil e d u c t

P o rt al tr a c ts c o n t ai ni n g

s e p t al bil e d u c t

P o r t al t r a c t s c o n t ai ni n g

i n tr al o b ul a r b il e d u c t

F o ci of bil e d u c t ul e s a n d

o v al c ell s

D e n si ty of S P
-

P O Siti v e n e r v e fib e r s o
n d a y

G ro u p O 7 1 4 21 28 35 4 2

C o n tr ol +

Bl〕L +

3
'
- M D A B +

C o n tr ol +

B D L +

3
'

- M D A B +

C 8 n tr Ol +

B D L +

3
'

- M D A B +

C o n tr ol ( - )

B D L ( - )

3
'

- M D A B ( - )

十 十 + +

+ + + +

+ + 十 +

+ + + +

+ + + +

+ 十 + +

+ + + +

+ + + +

+ + + +

( - ) (
- ) ( - ) (

-

)

+ +

+ +

+ +

+ +

+ +

+ +

十 +

+ +

十 +

( - ) (
- )

c o n tr o l
,
S h a m o p e r a te d gr o u p ; B D L ,

C O m m O n b il e li g a t e d g r o u p ; 3
,

- M D A B ･ 3
,
-

m e th yl
-4 - di a m y n o a z o b e n ヱe n e

f e d g r o u p .

3 c a s e s e v al u a t e d i n e a c h & r O u p . + , m O d e r a t e ; 士 , a f e
w ;

-

･
mi s si n g ; (

-

) r n o a v ai 1 a bl e a r e a ･



3 7 2

ii . 総胆管結染群

S -1 0 0 陽性神経線維 は , 7 日 ～ 1 4 日 目 まで ほ 対照群と同様に ,

肝 内大型胆管, 隔壁 胆管 レ ベ ル の 門脈域内の 結合織内に , 太い

神経線経と して み られ た . しか し
,
2 1 日 目以降の

, 隔壁胆管 レ

ベ ル の 門脈域 で は ,
S -1 0 0 陽性神経線維の 密度は減少 し, 4 2 日

目 の もの で は S -1 0 0 陽性神経線維ほ殆 ど認め られ な か っ た ( 図

9 B) . な お , 細胆管増生域に は 全経過を通 じて S-1 0 0 陽性神経

線維ほ認め られ な か っ た .

i出. 3
'

- M D A B 投与群

S-10 0 陽性神経線維は 一 対席群 と同様に , 肝 内大型胆管
! 隔

壁腹管 レ ベ ル の 門脈域内の 結合織内に , 太 い 神経線経 と して み

られ た . しか し , 総胆管結染群 に み られ た よ う に , 経 時的 な

S-1 0 0 陽性神経線維 の 減少ほ み られ なか っ た (図 9C) . な お ,
オ

バ ー ル 細胞増生域内に は 全経過を通 じて S
-1 0 0 陽性神経線維は

認 め られ な か っ た .

F i g ･ 8 ･ I m m u n o h is t o c h e m i c al s t ai ni n g of S P . L i v e r f r o m a

C O n tr OI s u bj e c t . S P -

P O Sitiv e n e r v e fib e r s e xi s t i n th e

p o rt al tr a c t s s h o w e d b y a r r o w s . × 3 2 0 . A
,
h e p ati c

a r t e r y ; B , bil e d u c t ; P , P O rt al v ei n .

Ⅳ . 共焦点 レ ー ザ ー 顕微鏡に よ る検討

P G P 9 ･5
,
N S E

,
N P Y 陽性神経線稚 の 分布を , 共焦点 レ ー

ザ _

顕微鏡 を用 い て 観察 した ･ い ずれ の 神経線維 に 関 して も, 免疫

染色後光学顕敏鏡下 で観察 した 場合と比較 して よ り微細で 明確

な 神経線維 の ネ ッ ト ワ ー ク お よ び神経線推 の バ リ コ シ テ ィ が観

察され た が , 基本的に ほ 陽性神経線維 の 分布 と密度は , 上述し

た免疫染色と同様であ っ た .

1 . P G P 9 .5 陽性神経線椎

1 ) 対席群

P G P 9 ･5 陽性の 太い 神経線維 は 一 門脈域内の 結合組織内に 分

布 して お り , 細 い 神経線維は
,
門脈 軋 肝動脈壁 卜 胆管周囲を

ネ ッ ト ワ
ー

ク を 形成する よ う に 分布 し神経線維 に は バ リ コ シ

テ ィ が み られ た ( 図 10 A) . P G P 9 ･5 陽性線維の 経時的な変化ほ

み られ な か っ た .

2 ) 総胆管結染群

P G P 9 ･5 陽性神経線維 の 分布は結染後14 日 目 ま で は対照群と

同様の 分布 がみ られ た . しか し , 2 1 日 目 以降 は 徐 々 に ,
P G P

9 ･5 陽性神経線維 の 密度 お よび バ リ コ シ テ ィ の 減 少が み られ
,

4 2 日 目に な る と
,
P G P 9 .5 陽性 神経線維 ほ肝内大型胆管 レ ベ ル

の 門脈域 に み られ るの み と な っ た (図 iO B) . な お , 細胞管増生

域に ほ全経過を通 じて 分布する P G P 9 .5 陽性神経線維 は み ら

れなか っ た .

3 ) 3
'

- M D A B 投与群

対照群と同様 に ,
主 に 門脈域内に 神経線維の 分布が み られ

,

そ の 神経線維の 密度ほ単開腹群 とほ ぼ同様であ っ た . 総胆管結

染群 で み られ た よ うな , P G P 9 .5 陽性神経線維の 密度や神経線

稚の バ リ コ シ テ ィ の 減少 ほみ られ な か っ た , 更に , 3 5 ～ 4 2 日目

の オ パ
ー ル 細胞増生域 に , 細 い P G P 9 .5 陽性神経線維 の 分布が

み られ た ( 図 1 0C) .

2 .
N S E 陽性神経線維

1 ) 対照群

N S E 陽性神経線維ほ , 門脈域の 脈管周 囲の 結合織内に 分布
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しバ リ コ シ テ ィ が み ら れ
た が

,
経時的な 変化は み られ なか っ た

(囲 11 A) ･

2 ) 総胆管結染群

NS E 陽性神経線椎 は 一 対腰群と 同様 に 門脈域
の 脈管周囲の

結合織内に 分布 して
い た が ,

2 8 日 目 以降に な る と細胆管増生域

に N S E 陽性神経線維 の 分布 が み ら れ
る よ う に な っ た (図

11 B) .

C

F ig . 9 . I m m u n o hi s t o c h e m i c al s t ai ni n g of S-1 0 0 ･ ( A) L i v e r

fr o m a c o n t r oI s u bj e c t . A f e w S-1 0 0
p

p o siti v e n e r v e fib e
r s

e xis t i n th e p o rt al t r a c t s s h o w e d b y a r r o w s ･ ( B ) L i
v e r f r o m

a bil e d u c t li g ati o n s u bj e c t f o r 4 2 d a y s ･ N o S
-1 00- P O Siti v e

n e r v e fib e r s e x i st i n t h e p o r t al tr a c t s . ( C ) L i
v e r s f r o m a

3
'

- M D A B f e e di n g s u bj e c t f o r 4 2 d a y s . A f e w S
-1 0 0-

p o sitiv e n e r v e fib e r s e xi st in th e p o r t al t r a c t s s h o w e d b y

a r r o w s . ( A ), ( B ) a n d (C) , × 2 0 0 . A
,
h e p a ti c a r t e r y ; B , b il e

d u c t ; P , p O r t al v ei n .

3 ) 3
'

- M D A B 投与群

N S E 陽性神経線維は l 対照群と 同様 に 門脈域 の 脈管周囲 の

結合織内に 分布 して い た が , 経時的な変化は み られ なか っ た ･

な お ,
オパ

ー ル 細胞増生域に は全経過を通 じて N S E 陽性神経

C

Fi g . 1 0 ･ F l u o r e s c e n t i m m u n o h is t o c h e m i c al
st ai n in g of P G P

9 .5 u n d e r a c o n f o c al la s e r s c a n m i c r o s c o p
i c fi n di n g ･ ( A )

L i v e r f r ｡ r n a C O n t r OI s u bj e c t . P G P 9 ･5- P O Siti v e n
e r v e

fib e r s e x is t n e a r th e p o rt al v ei n ,
h e p a tic a r t e r y

a n d bil e

d u c t s i n t h e p o r t al tr a ct s ･ N o t e
v a ri c o siti e s i n t hi n fib e r s ･

(B ) L i v e r f r o m a bil e d u c t li由ti o n s u bj e c t
f o r 4 2 -d a y s ･

p G P 9 .5 - P O Siti v e n e r v e fib e r s
a n d n u m b e r of v a ric o siti e s

d e c r e a s e . (C) L i v e r f r o m a 3
,
- M D A B f e e di n g s u bj e c t ･

p G P 9 .5-P O Siti v e n e r v e fib e r s di st ri
･b u t e d i n th e o v al c e11 s

p r oIif e r a ti n g a r e a ･ ( A ) ･ ×1 6 0 ; (B ) a n d (
C ), × 4 0 0 ･
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線維 の 分布ほ み られ な か っ た .

3 . N P Y 陽性神経線維

1 ) 対照群

N P Y 陽性線椎は門脈域の 脈管周 囲の 結合織内 に ネ ッ ト ワ ー

ク を形成す る ように 分布 して い た (図 12 A ) .

2 ) 総胆 管結染群

N P Y 陽性神経線維ほ ∴対照群と同様 に 門脈域 の 脈管周囲の

結合織内に ネ ッ ト ワ ー

ク を 形成する よ う に 分布 して い た が ,
21

日 日以降小葉間胆管の レ ベ ル よ り神経線維お よび バ リ コ シ テ ィ

は徐 々 に 減少 した (図 1 2B) . な お , 細胆管増生域に ほ 全経過を

通 じて N P Y 陽性神経線維の 分布ほ み られなか っ た .

3 ) 3
'

- M D A B 投与群

N ‡
)
Y 陽性線推は , 対照群 と同様 に門脈域 の 派管周囲 の 結合

織内に ネ ッ ト ワ ー ク を 形成す るよ うに 分布 して お り , 総腸 管結

紫群で み られ た よ うな 経時的な神経線維や バ リ コ シ テ ィ の 減少

は み られ なか っ た . な お , オ パ
ー ル 細胞増生域に ほ全経過 を通

じて N P Y 陽性神経線維の 分布 ほみ られな か っ た .

B

F ig . 1 1 . F l u o r e s c e n t ir n m u n o h is t o c h e r ni c al st ai n i n g of N S E

u n d e r a c o n f o c a1 1 a s e r s c a n m i c r o s c o pi c fi n d i n g . ( A) L i v e r

f r o m a c o n t r oI s u bj e c t . N S E -

P O Siti v e n e r v e fib e r s e xi s t i n

th e p o r t al tr a c t s . N o t e v a ri c o sitie s i n thi n fib e r s . ( B)
L i v e r f r o m a b il e d u c t lig a ti o n s u bj e c t f o r 4 2 d a y s .

N S E-p O Siti v e n e r v e fi b e r s d is t rib u t e d i n th e bil e d u c t ul e s

p r olif e r a ti n g a r e a . ( A ) , × 1 6 0 ; ( B) , ×4 0 0 .

Ⅴ . 透過電子顕微鏡所見

各実験群 で , 門脈域の 小型胆管や 細胆管 ,
また 増生細胆管や

増生 した オ パ ー

ル 細胞周 囲の 結合織 札 小血管 お よび そ の 近傍

の 間葉系細胞の 近傍に 神経線維 が観察され た . 神経線稚ほ l 無

髄神経線経 で シ ュ
ワ ン 細胞に 囲ま れて存在 して い た . な お

, 有

髄神経ほ l 今回 の 検索で ほ 観察 され な か っ た . ま た , 各実験群

で
, 脈管 内皮や 胆 管上 皮

,
ま た 肝細胞に 接 L た周 囲に 神経終末

を観察す る こ とが で きな か っ た . ま た
, 変性 軸索も観察 されな

か っ た ･ ( 図 13 A , B , C) ･ なお , 各実験群 で 経時的に , 神経線

維 の 消失は観察 され な か っ た .

Ⅵ . 免疫電子顕微鏡所見

免疫電子顕微鏡 に て ,
P G P 9 .5 陽性神経線椎は t 神経線推そ

の もの が電子密度 が高 い 線維成分 と して 観察 され た . こ の 反応

陽性物質 は神経線椎 に び 漫性 に 分布 し て い た . 陽性 神経線維

ほ
, 各実験群 で 経過を通 じて門脈域 の 胆管周囲

, 脈管 内皮や 周

皮細胞 の 近傍 に 観察 され , 陽性 神経線維 の 消失ほ 認め られ な

か っ た . (図 14 A) . また/ オ バ ー ル 細胞増生巣内に 陽性神経線

B

Fig . 1 2 . Fl u o r e s c e n t i m m u n o hi s t o c h e mi c al st ai n i n g of N P Y

u n d e r a c o n f o c al l a s e r s c a n m i c r o s c o pic fi n d i n g . ( A ) L iv e r

f r o m a c o n t r o I s u bj e c t . N P Y- p O Siti v e n e r v e fib e r s e xis t

n e a r th e p o rt a l v ei n , h e p a tic a rt e r y a n d b il e d u c ts i n
th e

p o r t al t r a c t s . N o t e v a ri c o siti e s i n th i n fib e r s . ( B) L iv e r

fr o m a b ile d ･u C t lig a ti o n s u bj e c t f o r 4 2 d a y s . N P Y -

p O Sit
-

i v e n e r v e fib e r s a n d n u m b e r of v a ri c o siti e s d e c r e a s e . ( A ) ,

× 1 6 0 ; ( B) , ×3 2 0 .
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C

F ig ･ 1 3 . E I e c tr o n m i c r o s c o p I C 壬i n d i n g . (A ) L i v e r f r o m a

C O n tr OI s u bj e c t . (B ) L i v e r f r o m a bil e d u ct li g a ti o n s u bj e ct ･

(C) L i v e r f r o m a 3
'
- M D A B f e e d i n g s u bj e c t . N e u r o n fib e r s

Sh o w e d b y a r r o w s d e t e c t a bl e d u ri n g th e e x p e ri m e n t

p e ri o d s . ( A ) , × 2 0 0 0 ; (B ), ×4 0 0 0 ; ( C) , × 50 00 . B
,
b il e

d u c t ; P , p O r a,
tl v ei n .

B

F i g . 1 4 . I m m u n o el e c tr o n m i c r o s c o pi c fi n di n g ･ ( A ) L i v e r f r o m

a c o n t r oI s u bj e ct . (B) L i v e r f r o m a 3
'
- M D A B f e e di n g

s u bj e c t . P G P 9 .5 - p O Siti v e n e r v e fib e r s o b s e r v e d b y h ig h

el e ct r o n d e n sit y o bj e c t s s h o w e d a r r o w s . (A ) , × 4 0 00 ; (B) ,

× 2 00 0 .

椎 ほ僅か に 観察され た が (図 14 B) , 細胞管増生巣に は 観察 され

な か っ た .

考 察

種々 の 胆道経疾患 に おい て 門脈域内およ び そ の 辺縁掛 こ細胆

管の 増生が出現 し, 肝 の 病態に 深く関連す る こ と が知 られ てい

る . 特に 肝外胆管閉塞や 胆管結石 な どの 胆汁う っ 滞性疾患で

は
, 経過の 遷延化 ととも に 門脈域周囲の 線維化が進行 し , 最終

的 に 胆汁性肝硬変に 至る が ,
こ の 過程 で細胆管増生が重要な役

割を担うと され て い る . こ の 細胆管増生機序 と病態を解明する

た め に , 動物を用 い た 種々 の モ デ ル が 開発 され , 用 い られ て き

た
冊 )

.
っ ま り Sl o t ら ば

)

,
ラ ッ ト総 胆管結染モ デ ル で , 総胆管

結梨後に D N A 合成 に 関連す る重水素標識 チ ミ ジ ン を ラ ッ トに

注射 し, そ の 肝細胞 お よび胆管上皮細胞 へ の 分布 をオ
ー トラ ジ

オ グ ラ フ ィ を 用い て検討 し, さ ら に 結染 した総胆管に チ ュ
ー

ブ

を 挿入 し胆道内圧を測定する こ と に よらて , 胆管 内圧と細胆管

増生と の 関連性を検討 した . その 結果 ∴細胆管増生ほ , 主に 既
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存の 細胆管, 小型胆管が延長 した もの で , 胆管内圧 の 上 昇が ,

胆管増生の 直接 の 引き金に な る と報告 した . また , 増生細胆管

の 細胞動態に関 して T r a c y ら ば
)

,
ラ ッ ト総胆管結染 モ デ ル で

ノ ー ザ ソ プ ロ ッ ト解析を 用 い て m R N A の 発現を 検討 し ∴総胆

管結染後24 時間で H
-

r a
.
S
,
C
-

m y C な どの 増殖困子の m R N A の シ

グナ ル が増加す る こ と を報告 した . ま た
, 細胆管増生 とそ の 微

小循環の 関与 に関 して N a k a n o ら ぼ
▲)

,
ラ ッ ト 総胆 管結紫モ デ

ル で
, 免疫艶織化学 , 透過電子顕微鏡, 走査電子顕微鏡 を用い

て紳胆管増生 と傍胆管毛細 血管網 と の 関連を 検討 した . つ ま

り , 細胞管増生は ま ず門脈城辺綾部 に み られ , 徐 々 に 拡 大 して

い く こ と , 新生 した 毛細血管網 が既存 の 傍胆管毛細血管網や類

洞と密に絡み合 っ て , 肝細胞と 既存 の 胆管も しくは新生 した 細

阻管 と の 微小循環 の 形成に関連 して い る 可能性を詳細 に 報告 し

た .

また , 発癌物質 で ある 3
'

一 M D A B を ラ ッ ト な どの 寄歯類 に 投

与す る と, 肝細胞癌 の 発生に先行 して , 卵円形 の 形態 で , 明調

な胞体量の 少ない 小型の 細胞 で幼弱 な肝細胞の 性格を部分的に

合わ せ 持 つ 胆 管上 皮細胞 で ある オ パ
ー ル 細胞の 増生の み られ る

こ と が古く よ り知 ら れ て い る
‖卜 13)

. っ ま り G e r m ai n ら ば
1)

,

ラ ッ トに 3
'
- M D A B を 投与す る と , 肝細胞 の 癌胎児蛋白で ある

ア ル フ ァ フ ェ トプ ロ テ ィ ソ ( al p h a-f e t o p r ot ei n , A F P) が , 末梢

血 液中に増加 し, ま た 肝紅織で は A F P が オ パ
ー ル 細胞 に 発現

す る と報告 した . ま た
,
E v a r t s ら ば

5)
,
オパ ー ル 細胞が 肝細胞

に分化す る可能性を報告 した . オ パ
ー ル 細胞は光顕的に淡明な

胞体 を持 つ 卵円形細胞 と考え られて い るが , 電顕 的に は 胆管上

皮由来 と考え られて い る . D e m p o らは
12)

,
オ バ

ー

ル 細胞 の 働き

は
, 肝細胞 の 障害が高度で , 肝 細胞 が十分に自己修復, 再生で

きな い 時 に ,
い わ ゆ る

`

幹細胞
,

の 様な役割を果 し , 肝再生に

関連する と考 えて い る . 特に ,
オ パ

ー ル 細胞 の 酵素 パ タ
ー

ン

が , 未成熟 な胎児肝細胞 の も の と同様であり , い わ ゆ る
`

幹細

胞
,

で ある可能性 を示唆 して い る と報告 して い る . 門脈域周囲

に選択的 に オ パ
ー ル 細 胞が み られ る こ と , 肝細胞 が障棄を受け

て い る こ と を 考慮 に 入 れ ると , そ の 起源は t 肝細 胞以外である

こ と が類推 され る .

最近 , 肝 内の 自律神経が肝の 生理 病態 に 深く関連す る こ とが

注目 され , 肝 内の 微小循環 , 糖代謝な どの 調節や 阻汁分泌 へ の

関与が 推測 され て い る . また
, 神経線維は肝内の 正 常 お よ び病

的微小環境 の 形成 にも深く関連す る こ と が 知ら れ て い る . しか

しなが ら , 細胆管増生や オ パ
ー ル 細胞の 発生機序や増殖や病態

の 調節 , 特に 周囲の 微小環境の 変化(神経支配) に 関 して ほ ,
未

だ解 明されて い ない 点が 多 い . そ こ で 今 臥 細胆管増生 と オ

パ ー ル 細胞増生と そ の 微小環境, 特 に 神経支配 との 関連性を検

討 した . まず ,
こ れ ら細胞動態を検討 し, 次い で 神経支配の 関

与 に 関 して 検討 した . な お , 細 胞動態 の 検討 の た め に ,

A g N O R s 数 と B r d U 標識率と P C N A LI の 検討を 行 っ た ･

総胆管結梨群 で は組織学的所見で , 細胆管増生 が検索 した 7

日 目 よ り主に 門脈域の 周囲ある い は周辺部に み られ た . な お
,

細胞管増生に 伴 っ て 線椎性結合線の 増生が み られた ･
こ れ らの

病変 の ため 肝実質は14 日目 か らは分断 され , 架橋す る様 に 細胞

管 お よ び オ パ ー ル 細胞が 増生 し, 4 2 日 目に は 肝実質が結節様と

な り , 肝硬変様 とな っ た . 総胆管結梨群 では , 増生細胆管細胞

の A g N O R s 数 ,
B r d U 標識率 ,

P C N A LI は ‥ 胆道閉塞 の実験

の 全経過の 中で , 7 日 目に 最高値を示 し二 14 日目以降 ほ ▲
■漸減

を示 した .
こ れは 日 限管 閉塞に よ る胆管内圧 の 上 昇な どに よ っ

て
, 細胞増殖能 が , 活性 化 さ れ て 細胆管 の 増生 が引き起 こ さ

れ ▲ 細胆管の 増生が起 こ っ た た め に , 胆管 内圧上昇が軽減した

た め に 増殖括性が漸減 した もの と考え られ る .

3
'

- M D A B 投与群で は , 増生オ パ
ー ル 細胞 の A g N O R s 数 ,

B r d U 標識率 ,
P C N A L I は , 全経過の 中で 7 日 目に 最高値を示

し , 1 4 日 目以降 は漸減 を示 した も の の , 増生細胆管の それ に 比

し漸減の 割合 は緩 やか なも の で あ っ た . こ の こ と は ∴総胆管結

集群 とは 異な り 3
'
- M D A B 投与群 で は肝細胞が持続的に 障害を

受け ,
オ バ ー ル 細 胞 の 増 生 が 生ず る と 考 え ら れ る . そ し て

3
'

- M D A B 投与群の 場合 ,
肝細 胞 へ の 障害 は緩和 され る こ と な

く継続す るた め に , 増殖能の 減少は緩や か な もの に な ると考え

られた .

次に ,
こ れ ら の 細胆管や オ パ ー ル 細胞増生と神経支配 との 関

連性を検討 した . まず , 肝 内で の 神 経線維 の 分布 に つ い て述

べ
, 次い で 胆管 上 皮病変 と の 関連性 に 触れ る .

P G P 9 .5 ほ
,

一

般的 で 免疫組織化学的に 汎用され る 神経内分泌 マ
ー カ ー

と考え

られ て い る
捕)

. 対照群で は P G P 9 .5 陽性神経線維 ほ太 い 神経線

維 が門脈域内の 結合織内 に , 細 い 神 経線維 が門脈壁 , 肝動脈壁

お よ び胆管周囲を ネ ッ ト ワ ー ク を 形成する よ うに 分布 し, これ

らの 細 い 神経線稚 に はバ リ コ シ テ ィ が み られ た . 総胆管結集群

で ほ
, 時間経過 と ともに ,

P G P 9 .5 陽性神経線維 お よ び神経線

維の バ リ コ シ テ √ ほ減少 し, 4 2 日 目には 肝内大型胆管 レ ベ ル の

門脈域内に 僅か に み られ る の み と な っ た . こ の 現象に 関 して 次

の こ とが 考え う る . 1 ) 手術時 の 操作 に よ り神経を損傷 した た

め に
,
P G P 9 .5 陽性神経線維の 消失が み られ た . 2 ) 総胆管結

射 こよ っ て 生 じた 生体内の 変化の 1 つ と して , P G P 9 .5 陽性神

経線維も しくほ P G P 9 .5 その も の の 発現が 消失 した . 1 ) に つ

い て は
, 対照群 でも , 総胆管 へ の 操作を 加えて お り, 手術時も

総胆管 の み を剥離切断 して い る こ と , ま た 次 に 述 べ る ように

N S E 陽性線経 で ほ減少 ∴消失の み られな い こ と , 透過電子顕微

鏡所見よ り結染後42 日 目の 総胆管結集群 に 神経線椎の み られ る

こ と , 神経変性 の 像が み られ ない こ と な どか ら否 定的 で ある.

おそ らく ,
2 ) に 述 べ た よ う に神経線維 の 質的変化 ,

つ ま り

P G P 9 .5 陽性神経単独も しくほ P G P 9 .5 の 発現 に 変化 を生 じた

と 考えられ る . P G P 9 ,5 陽性神経線維 の 作用 ほ l 十分 に は解明

され て ほ い な い が
,
総胆管結染に よ り , 胆汁う っ 滞, 胆管内圧

上昇な どが生 じ, そ の ネ ガ テ ィ ブ フ ィ
ー ド バ ッ ク と して P G P

9 .5 陽性神経線維が消失 した 可 能性が考え られ る . す な わ ち ,

P G P 9 .5 陽性神経線維は . 給胆管結染 と い う生体 の 刺激に 対し

て
, 負の 関与を す る こ と が 示唆され る . また ,

一 般的に 神経線

推そ の もの は 通過線経と されて い る の に 対 し, バ リ コ
ー シ ティ

は生理活性物質の 貯蔵ま た は 放出部位と考え られ て い る
伯)

･
し

た が っ て
I
P G P 9 .5 陽性神経 の 減少 に 伴 っ て 神 経線維の バ リ

コ ー シ テ ィ の 減少が み られた こ とほ 神経内分泌的なネ ガ テ ィ ブ

フ ィ
ー

ドバ ッ ク が作用 した こ とを 裏付け るもの か も しれ ない ･

一 方 , 柿 田 ら
4T)
は ヒ ト肝 内結石症 の 肝組織を検討 し, 線維性に

拡大 した 問質部 に P G P 9 .5 陽性神経線維の 増加 が み られ たと

報告 して い る .
こ の こ と ほ

t
P G P 9 .5 陽性神経線維が線維化と

関係 して い る可 能性を 示 唆 して い る . 今 回検討 した総胆管結梨

群 に おけ る変化は急性の もの で , 細胆管 の 増生や線維性結合織

の 拡大 ほ肝内結石症で み られ るもの と 異な っ て い るた めに
この

よ うな違 い がみ られた も の と考え られ る . 実 阻 柿田ら
仰 の 報

告に よ る と , 長期に わ た り肝内結石症を隈患 して い る 患者
の 肝

に 有意に P G P 9 .5 陽性神経線維が増生 して い る . 総胆管紡糸モ
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デル で は ▲
4 2 日 以上 の 生存率ほ激減す る た め長期 の 観察に ほ 問

題が多く長期 の 阻汁う っ 滞
モ デル の 確立が 今後 の 課題 と考え ら

れる .

一 方 ,
3
'

- M D A B 投与群 で は , P G P 9 ･5 陽性神経線椎 の 密度の

減少や消失は み られ ず , 細胞増生の ピ ー ク が 過 ぎた35 ～ 4 2 日目

の オ パ
ー ル 細胞増生域 に P G P 9 .5 陽性神経線維 の 分布する像が

み られた .
こ の こ とは

,
オ パ

ー ル 細胞の 増生に ,
P G P 9 ･5 陽性

神経線維 が い わ ば正の 関与 して い る こ とを 示 唆 して い る ･ 総胆

管結染群に おけ る細胆管増生と 3
'

- M D A B 投与 ラ ッ ト モ デ ル に

おけるオ パ
ー ル 細胞増生 は , 神経 分布 の 面か ら考え る と全く異

な っ た反応を する こ と が示 され た t

N S E も免疫阻織化学的に汎用 され る 神経 内分泌 マ
ー カ

ー

の

一

つ と考 えられて い る
嘲

. 今回 の 検討 で , N S E 陽性線維は 門脈

域の 脈管周田の 結合覿織内に分布 して い た ･ 総胆管結紫 軌

3
,
- M D A B 投与群 で は , 門脈域で の N S E 陽性神経線維 の 密度に

経時的変化ほ み られ なか っ た . しか し
, 総胆管結染群で は増殖

の ピ
ー ク が 過 ぎた28 日 目 か ら細胆管増生域 に N S E 陽性神経線

維の 分布す る像が み られ ,
3
'

- M D A B 投与群で は オ パ
ー ル 細胞

増生域に ほ N S E 陽性 神経線維が 分布す る像 ほ み ら れ な か っ

た . こ の こ と は
t
ある程 度の 経過 が進行 し , 増殖活性が お さ

ま っ た 細胞管増生領域 に おい て ▲ N S E 陽性 神経線維 が そ の 教

練環境 の 維持に 関与 して い る こ とを示 唆 して い る ■ オ パ ー ル 細

胞増生域 でほ 随伴する結合織 の 量が 少なく t
これ が N S E 陽性

神経線維 が染色 されな い こ と に 関係 して い るの か も しれ な い ･

P G P 9 .5 と N S E は ,
一 般 的な 神経線維 マ

ー カ ー

と して 用 い

られて い るが , 先 に 述 べ た ように 総胆管結染群 で は , 経過 とと

もに P G P 9 .5 陽性神経線維ほ減少 し, N S E 陽性神経線維ほ増

加が み られ た . また
,
3
'

- M D A 投与群 で は , 経過と とも に P G P

9 .5 陽性神経線維 は増加 し,
一 方 , N S E 陽性神経線維 は増机

減少は み られ なか っ た . こ の こ とか ら
, 同 じよ うに 神経線維の

一

般的な マ
ー カ ー

と考 え られて い る P G P 9 .5 陽性神経線経 と

N S E 陽性神経線維 は , そ の 意義 が異 な る こ と を 意味 し て い る

の か も しれ な い .

N P Y は36 の ア ミ ノ 酸 よ り な る ポ リ ペ プ チ ド で , 最 初 に

T a t e m o t o ら
49

りこよ りブ タ の 脳 よ り分離 され た . そ の 生 理 学的

な作用は , 多彩で , 平滑筋収縮抑制
50)

,
血 管収縮抑制

51)
, 心 拍数

の 抑制
52)
お よ び 神経内分泌の言剛粁

3)
な どが 知られ てい る ･ 対 照

群で は I N P Y 陽性神経線維ほ太い 神経線維ほ門脈域内 の 結合

織内に , 細い 神経線維 は門脈壁 , 肝 動脈壁 お よ び 胆管周囲に

ネ ッ ト ワ ー ク を 形成する よ う に 分布 して い た . 総胆 管結魚群 で

は21 日 目か ら小葉間胆管 レ ベ ル の 門脈域か ら徐 々 に N P Y 陽性

神経線椎の 減少 がみ られ た . 3
'
- M D A B 投与群で は ,

こ の よ う

な N P Y 陽性神経線維の 減少 はみ られ な か っ た . な お , オ パ
ー

ル 細胞 増生域 に N P Y 陽性神経 の 分布 は み ら れ な か っ た ･

N P Y 陽性神経線維は ∴総胆管結梨群で は P G P 9 ･5 陽性神経線

経と似た ような 分布を示すも の の ,
3
'

- M D A B 投与群で は P G P

9 .5 陽性神経線維に み られ た ような オ パ
ー ル 細胞増生域 へ の 神

経線維の 分布は み られ なか っ た . M iy a z a w a ら ば
g

｣ ヒ ト の 慢性

肝炎に おい て , N S E 陽性神経線維や N P Y 陽性神経線維 が拡大

する門脈域 に増加す る が肝実質内で は減少す る こ とを 報告 して

い る . 今 回の N P Y 陽性神経線椎の 分布を み る限 りで は , ヒ ト

とラ ッ トと の 違い を 考慮す る必要 は ある が , 総胆管結染群 ,

3
'

- M D A B 投与群で は , 慢性肝炎時 に 起 こ る変化 と は 異 な っ て

い た , こ の こ とか ら , 肝疾患に対す る神経分布は様 々 な形態を

と る こ とが示 唆され る . N P Y は
t
血 管収縮を抑制す る作用が

ある こ とが 知られ て お り ∴総胆管結共に よ る閉塞性肝障害に 対

して は t 血 管収縮抑制を抑制する ような 反応 ,
つ ま り血 流を減

少 させ る ような作用 が ある と考え られ た .

一 方 , 肝細胞発癌性

物質である 3
'

- M D A B に よ る肝障害 に 対 しては N P Y 陽性神経

線椎は関与 しな い こ と が示 唆され た .

S P ほ 神経線維に み られ る ペ プ チ ドで , 神経の マ
ー カ ー

と 考

え られ て い る
54)

. 対照群 で は , S P 陽性神経線維 は門脈域内の 結

合織内に 散在性に 分布 して い た . 総胆管結染群や 3
'
- M D A B 投

与群 で も対照群と同様の 分布 を 示 し経時的 な変化は み られ な

か っ た . こ の こ と は ,
S P 陽性 神経線維 ほ , 総 胆 管結紫 や

3 ㌧M D A B 投与に よ る肝の 変化に は 関与 しない こ とが 示 唆さ れ

た .

一

方 , S -1 0 0 陽性神経線維は肝内大型胆管 , 隔壁胆管 レ ベ ル

の 門脈域内の 結合組織内に 分布 して い た . 総胆管結梨群 で は .

S-1 0 0 陽性神経線推 は , 21 日目か ら減少 し42 日 目 に ほ ほ と ん ど

み られなく な っ た . 3
1

- M D A B 投与群で ほ t
S-1 0 0 陽性神経線維

の 経時的な減少ほ み られ な か っ た . な お ,
オ パ ー ル 細胞増生域

で の S -1 0 0 陽性神経線維の 分布す る像 は み ら れ な か っ た ･

S-1 0 0 は , 神経線維の シ ュ ワ ン 細胞 に 陽性と い わ れ て い る
55)

･ 総

胆 管結梨群 で ほ , 総胆管結共に よ っ て 生 じた 変化 に 対 して , 何

らか の ネ ガ テ ィ ブ フ ィ
ー ドバ ッ ク に よ っ て ,

S-1 0 0 陽性神経線

維あるい は S-1 0 0 の 抗原性が変化 し, 消失が み られ る と考え ら

れ る . しか し
, 透過電子顕微鏡的観察 で ほ ,

総胆 管結梨群 や

3
J

- M D A B 投与群の 両群で , 各 々 の 病変部 で シ ュ ワ ン 細胞 に

まれ た 無髄神経が同様 に 観察 され た . した が っ て ,
シ ュ
ワ ン 細

胞を 認識する と考え られ て い る S
-1 0 0 陽性神経線維 は両群とも

同様 に み られ るは ずで ある . と こ ろが , 総胆 管結架群 で S-10 0

陽性神経線維 が減少 した こ と を考慮す ると S-1 0 0 の 抗原性が 変

化 した ため に 減少 がみ られ た と 考え ら れ る .

一 方 ,
3
'

- M D A B

に よ る変化 に 対 して は , S-1 0 0 陽性 神経線維ほ関与 しな い と 考

え られ た . すな わ ち , 総胆管結敦 と い う生体 の 刺激 に 対 し て

ほ ,
S-1 0 0 陽性神経線維ほ負の 関与を , 3

∫

- M D A B に 対 して ほ ,

S-1 0 0 陽性神経線維は関与 しな い こ とが 示 唆され た ･

さ て
,
総胆管結染群で は細胆管が , 3

'

一M D A B 投 与群 で は オ

パ ー ル 細胞が増生 して く る こ と は これ ま で 述べ てきた ･ こ の 2

っ の モ デ ル で は
, 肝 に 対する刺激が異な っ て い る の で , 増生す

る細胞が異 な っ てく るもの と考え られ る が ,
こ の 増生細胞 の 違

い に 神経支配 が関与 して い る 可 能性 は 否 定 で きな い ･ 実際 .

W a n g らは
58)

l 肝細胞癌や 胆管細胞癌な どの 肝原発悪性腫瘍で ,

P G P 9 .5 や S-1 0 0 免疫染色性が正 常肝と は異な り様
々 な染色性

が み られ る こ と を報告 して い る . 総胆管結染群 と 3
'

一M D A B 投

与群と で は神経線維 の 分布 は経時的 に み て い く と 異な っ て お

り , こ れ が増生細胞の 違い に 関与 して い る可 能性は十分に 考 え

られ る . ま た , 神経線維の 減少 は21 日 目 ～ 2 8 日目 か ら み られ る

が
, 神経線椎の 増加ほ28 日目

～ 3 5 日 目か らみ られ る ･ 神経線維

の 減少と増加に は時間的なギ ャ ッ プ が ある . これ ほ神経の 成長

速度に よ るもの かも しれ な い が , ある程度細胆管増生や
オ パ ー

ル 細胞増生が起 こ っ てか ら神経線維が分布 し, こ れ ら の 構造 の

保持に関連 して い るの か も しれ ない ｢ また , 神経線維 が結合織

や脈管周囲に み られ る こ と よ り増生域で の 線維化がある程度形

成 されな い と神経線維の 分布が起 こ らな い こ とを 示唆するも
の

か も しれ な い .

さて
,
M iy a z a w a ら ば

g〉
, 慢性肝疾患患者 の 肝 で , 門脈域 の
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N S E 陽性神経線維 ,
S-1 0 0 陽性神経線維お よ び N P Y 陽性神経

線維が増加す ると 報告 して い る .

→

方 ,
L e e らは

16)

,
ヒ ト の 肝

硬変 で P G P 9 .5 陽性神経線維が肝実質内で減少す る と 報告 し

て い る .
こ の ように

,
い く つ か の 肝疾患の 病態下で肝内神経線

維の 分布や抗原性が動的に 変化 しえる こ と を示唆 して い る . 今

回 の 検 討 に よ り , 総 胆 管結 染群 に よ る 細 胆管増 生 巣 と

3
'
- M D A B 投与群の オ パ ー ル 細胞増生巣と に お い て , P G P 9 .5 ,

N S E
,
N P Y お よび S-1 0 0 陽性神経線維 の 分布は , 異 な る反応性

を 示 した . こ の こ とは
t 肝内微小循環調節や胆汁分泌調節 に 関

す る神経線維の 分布が変化 して い る可 能性を示唆 して い る . つ

ま り
,
両群 の 刺激に 対 し , 神 経線維 の 反応は全く異 な る こ とを

意味 し, 病態形成を考えるうえ で 非常 に 興味ある現象 と考 え ら

れた . しか しな が ら , S P 陽性 神経線維の 分布は両群 とも同様

で あ り , そ の 生理 的作用の 解明が待 たれ る . 神経 ほ 血管 と と も

に , 病変部で の 病態形成 に 重要で ある . 今回 の 研究 で t 病 因の

異な る阻管上皮細胞 の 増生 に 神経 が深く関係 して い る こ と を 明

らか に しえ た .

今回 の 検討 に よ っ て , 胆汁う っ 滞や , 肝発癌物質に 対 して ,

神経線純分布や抗原性 が変化す る こ と が 示 さ れ た . こ の こ と

は
l 様 々 な肝疾患 の 形成 に 関 して , 神経が 様 々 な 関与を して い

る可 能性を示唆す る . 今後, 様 々 な肝疾患 に お け る神経 の 分布

を検討す る こ と で , 病 理学的な解明の
一

助 とな る可 能性が 示 唆

された .

結 論

総胆管結染 ラ ッ トモ デ ル ,
3
1
- M D A B ラ ッ ト モ デ ル を 用 い て ,

細胞管増生お よ び オ パ ー ル 細胞増生の , 病理 組織像 と細胞動態

を , 神経分布と の 関連性よ り検討を行い , 以下 の 結論を 得た .

1 . 細胆管増生域 ,
オ パ

ー ル 細胞増生域 は経過 と とも に , 拡

大 し, 4 2 日 冒 に は ,
肝小葉を分断 し肝硬変様 の 形態を と っ た .

2 . 細胞 動態 の 指標 とな る A g N O R s 数 ,
B r d U 標 識率 ,

P C N A L I は ∴総胆管結集群, 3
'

- M D A B 投与群 で 7 日 目に 最高

値を とり , 徐 々 に 漸減 した が ,
3
1

- M D A B 投与群 で は , 総胆管結

染群 と比較 して減少率 ほ低か っ た .

3 . P G P 9 .5 陽性神経線維ほ , 対照群で ほ 門脈域の 結合織,

門脈壁 , 肝動脈壁 , 胆管壁周囲に ネ ッ ト ワ ー ク を形成する よ う

に 存在 し, バ リ コ シ テ ィ が み られ たが , 総胆管結梨群 で は経過

と ともに 減少 した .

一 方 ,
3
1

- M D A B 投与群で は減少 , 消失 ほ な

く ,
2 8 ～ 3 5 日 目以降 に は 1 オ パ

ー ル 細胞増生域に 神経線維 が分

布す る像が み られた .

4 . N S E 陽性神経線維は 一 対照 群で は門脈域の 脈管 周囲の 結

合織に存在 し, バ リ コ シ テ ィ が み られ た . 総胆管結衆評で は28

日 日以降に細胆管増生域 に 神経線維の 分布す る像が み られ た .

一 方 ,
3
'
- M D A B 投与群 で ほ オパ ー ル 細胞増生域 に 神経線維 の

分布 は全経過を通 じて み られ な か っ た .

5 .
N P Y 陽性神経線維 は , 対照群 では 門脈域 の 結合織 , 門脈

壁 , 肝動脈壁 , 胆管壁周囲に ネ ッ ト ワ ー ク を 形成す るよ うに 存

在 しバ リ コ シ テ ィ が み られた が , 総胆 管結染群で は 経過と と も

に減少 した .

一

方 ,
3
'

- M D A B 投与群 では 減少 , 消失は み られな

か っ た . な お
,
オ パ

ー ル 細胞増生域に は全経過を通 じて 神経線

維 の 分布は み られな か っ た .

6 .
S P 陽性神経線椎軋 対照群で ほ 門脈域 の 脈管周囲 の 結

合織内に存在 した . 総胆管結梨群 ,
3
'
- M D A B 投 与群 で■は経時

的な神経線維の 分布の 変化は なか っ た .

7 . S -1 0 0 陽性 神経線維 は 一 対照群で ほ肝内大型胆管 , 隔壁

胆 管 レ ベ ル の 門脈域 に 存在 し∴ 総胆管結染群で ほ経過 とと もに

減少 し, 4 2 日 目 に は 消失 した .

一 方 ,
3
'
- M D A B 投与群で は全経

過 を通 じて 減少 , 消失は み られ なか っ た .

以上 の 結果か ら , 総胆 管結梨 ラ ッ ト モ デ ル に み られ る細胆管

増生 ,
3
'

- M D A B 投与 ラ ッ トモ デ ル に み られ るオ バ
ー ル 細胞増

生でほ 支配神経は異な っ て お り, こ れ が 病態 の 違い に 関連する

こ とが 示 唆 され た .
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26) K h a n , Ⅰ. & C o lli n s , S . M . : E x p r e s sio n of c y t o ki n e s
i n

th e l o n gitu di n al m u s cl e m y e n t e ri c pl e x u s of th e
i n fl a m e d

i n t e s ti n e of r a t . G a s tr o e n te r ol o g y , 1 0 7 , 6 91
- 7 0 0 (1 9 9 4) ･

2 7) T e r a d a , T . & N a k a n u m a
,
Y ･ ‥ I n n e r v a ti o n of i n tr a h e-

p a ti c bil e d u c ts a n d p erib ili
a r y gl a n d s i n n o r m al

li v e r s
･

e x tr a h e p atic bili a r y o b s tr u c tio n a n d h e p a t oLithi a sis : A n

i m m u n o h is t o c h e mi c al s t u d y . J . H e p a t ol リ 9 , 1 41
-1 4 8 (1 9 8 9) ･

2 8) B o o n , A . P .
,
H u b s ch e r

,
S . G ･ ,

L e e
,
J ･ A ･

,
H in e s

･
J ･

E . & B u r t , A . D . : H e p a ti c r ei n e r v ati o n f o u o w i n g o r th o t
o pic

li v e r t r a n s pl a n t a ti o n i n m a n . J . P a th ol ･ . 1 67 , 2 1 7
-2 2 2 (1 99 2) ･

2 9) M i y a z a w a , Y ･ ,
F u k u d a

,
Y ･

,
I m o t o

･
M ･ ･
K o y a m a , Y ･

& N a g u r a , H ･ : I m m u n o hi st o c h e m ic al s t u d ie s o n th e

d i strib u ti o n of n e r v e fib e r s i n c h r o ni c li v e r di s e a s e ･ A m
･ J ･

G a s tr o e n t e r ol . , 83 , 11 0 8- 11 1 4 (1 9 8 8) ･

3 0) N a k a n u m a , Y ･ & S a s a k i , M ･ : E x p r e s si o n of bl o o d

g r o u p- r eI at e d a n ti g e n s i n th e i n tr a h e p
a ti c biLi a r y tr e e a n d

h e p a t o c y te s i n n or m al liv e r s a n
d v a ri o u s h e p a t o bili a r y

d i s e a s e s . H e p a t ol o g y . 1 0 , 1 7 4-1 78 (1 9 8 9) ･

3 1) P l o t o n , I) ･
,
M e n a g e r , M ･

,
J e a n n e s $ O n , P ･

,
H i m b e r g ･

G .
,
P i g e o n , F ･ & A d n e t

,
J ･ J ･ : I m p r o v e m e n t i n th e

s t ai ni n g a n d i n th e v is u aliz a ti o n of th e
ar g y r o p hili c p r o t ei n s

of th e n u cl e ol a r o r g a n iz e r r e gi o n a t t h e o p ti c a1 1 e
v el L

H is t o c h e m . J . , 1 8 , 5-1 4 (1 9 8 6) ･

3 2) C r o c k e r , J ･ , A y r e s , J ･ & M c G o v e r n ･ J ･ : N u cl e oI a r

o r g a nis e r r e g l O n S i n
s m all c e ll c a r ci n o m a of th e b r o n c h u s ･

T h o r a x
,
4 2 , 9 72r9 75 (1 9 8 7) ･

3 3) 笹野公凧 宮崎修吉 , 伊達文子 , 佐藤郁郎: A g N O R s 廟 理

担織診断 へ の 応用. 臨床と病軋 9 , 8 9 0-8 g 3 (1 9 9 1) ･

3 4) G o z , B . : T h e eff e c t s of i n c o r p o r a ti o n of 5- h al o g e n a t e d

d e o x y u ridi n e s i n t o th e D N A of e u k a r y o
tic c ells ･ P h a r m a c ol ･

R e v
り
2 9

,
2 4 9-2 7 2 (1 97 8) .

3 5) G r a t z n e r , = ･ G ･ : M o n o cl o n al a n tib o d y t o 5-b r o m o- a n d

5-i o d o d e o x y u rid i n e : a n e W r e a g e n t f o r d e t e c ti
o n of D N A

r e p Ii c a ti o n . S ci e n c e , 2 18 , 4 74- 4 7 6 (1 9 8 2) ･

3 6) H o s hi n o , T ･
, N a g a s h i m a , T ･ ,

M u r o v i c
,
J ･
,
L e v i n , E ･

M .
,
L e vi n , V . A ･ & R u p p , S ･ M ･ : C ell k in etic s t u d ie s of i n

sit u h u m a n b r ai n t u m o r s w it h b r o m o d e o x y u rid i n e
･ C y t o m e ト

r y , 6 , 6 27-6 3 2 ( 19 8 5) ･

3 7) 星野 孝夫: B r d U ( b r o m o d e o x y u ridi n e )一脳腫瘍
へ の 応用 ･ 臨

床 と病理 ,
9
,
8 6 2 牒67 (1 9 9 1) ･

3 8) T a k a s a ki , Y ･
,
D e n g , J ･ S ･ & T a n

･
E ･ M ･ : A n u cl e a r

a n ti g e n a s s o ci a te d wi th c e11 p r
olif e r atio n a n d bl a s t f o r m a ti o n ･

J . E x p . M e d . , 1 5 4 , 1 89 9◆19 0 9 (1 9 81) ･

3 9) R o b bi n s , B ･ A ･ ,
d e l a V e g a ･ D ･

,
O g a t a , K ･

,
T a n , E ･

M . & N a k a m u r a , R . M . : I m m u n oh is t o c h e m i c al d e t e c ti o n of

p r olif e r ati n g c e
ll n u cl e a r a n ti g e n i n s olid h u m a n m

ali g n a n ci e s ･

A r c h . P ath o l . L a b . M e d .
,
1 1 1 , 8 4 ト8 4 5 (1 9 8 7) ･

4 0) G a r c i a , R ･ L ･
,
C olt r e r a

,
M ･ D ･

& G o w n
,
A ･ M ･ :

A n aly sis ｡f p r olif e r
a ti v e g r a d e u si n g a n ti P C N A/ c y cli n

m o n o cl o n al a n tib o di e s i n fix e d . e m b e d d ed ti s s u e s
･ A m ･ J ･
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P at h ol
リ
4
,
7 3 3-7 3 9 (1 9 8 9) .

4 1) 松野吉宏, 向井 清: 増殖細胞核抗原(P C N A ) . 臨床と病

理
,
9
, 87 9 - 8 8 3 (1 9 91) .

4 2) H s u , S . M .
, R a i n e , L . & F a n g e r , H . : U s e of a vidi n e-

-b i o ti n - p e r O Xid a s e c o m pl e x ( A B C) i n i m m u n o p e r o x id a s e

t e c h n iq u e s : A c o m p a ris o n b e t w e e n A B C a n d u n la b el e d

a n ti b o d y ( P A P ) p r o c e d u r e s . J . H i s t o c h e r n . C y t o c h e m リ 2 9 ,

5 7 7 -5 8 0 (1 9 81 ) .

4 3) A u d e t , M . A .
, D o u c e t

,
G .

,
0 1 e s c a r ri e s , L . &

D e s c a r ri e s
,
L . : Q u a n tifi e d r e gi o n al a n d l a mi n a r d is trib u ti o n

of th e n o r a d r e n ali n e i n n e r v a ti o n i n t h e a n t e ri o r h alf of th e

a d ult r a.t c e r e b r al c o rt e x . J . C o m p . N e u r ol . , 2 7 4 , 3 0 7-3 1 8

(1 9 88) .

4 4) N a k a n o , S . , H a r a t a k e , J . & H a s h i m o t o , H . :

A lt e r a ti o n s in b il e d u c ts a n d p e ribili a r y mi c r o cir c u l a ti o n i n

r a t s af t e r c o m m o n b ile d u c t li g a tio n . H e p a t ol o g y , 2 l ,

1 3 8 0 -1 3 8 6 (1 9 9 5) .

4 5) E v a r t s , R . P .
,
N a g y , P .

,
N a k a t u g a w a , H .

,
M a r s d e n

,

E .
& T h o r g ei r s s o n , S . S . : I n vi v o diff e r e n ci a ti o n of r a t

li v e r o v a】 c e11s i n t o h e p a t o c y t e s . C a n c e r R e s リ 4 9 , 1 5 4 1-1 54 7

(1 9 8 9) .

4 6) J a c k s o n , P .
,
T h o m s o n

,
V . M . & T h o m p s o n , R . J . : A

C O m P a ris o n of th e e v ol u ti o n a r y di s trib u ti o n of th e t w o

n e u r o e n d o c r in e m a rk e r s
,
n e u r O n

-

S P e Cifi c e n ol a s e a n d p r o t e in

g e n e p r o d u c t 9 .5 . J . N e u r o c h e m .
,
4 5

,
1 8 5- 1 9 0 (1 9 8 5) .

4 7) 柿田 章 ,
田所文彦 ,

吉 田宗紀
, 高橋 毅 , 古田 一 徳 , 飯

野善 一 郎 : 肝内結石 症に 於け る肝内神経 の 病態 に 関す る形態学

的研究 . 厚生省特定疾患 肝内結石症調査研究班 平成 6 年度

研究報告書 ,
8 1 - 8 7 頁 ,

柑95 .

48) M a r a n g o s , P . J . , Z i s , A . P .
, C l a r k , R . l J . & G o o d w i n ,

F . K . : N e u r o n al , n O n
-

n e u r O rl al a n d h yb rid f o r m s of e n ol a s e

in b r ai n : St r u C t u al
,
i m m u n ol o gi c al a n d f u n c ti{) n al c o m p a ris o

-

n s . B r ai n R e s
リ
15 0

,
1 1 7-1 3 3 (1 9 7 8) .

4 9) T a t e r n o t o , K .
,
C a rlq ui s t , M . & M u t t

,
V . : N e u r o p e p ト

id e Y- a n O V el b r ai n p e p tid e w ith s tr u c t u r al si mi l a ritie s t ｡

p e p tid e Y Y a n d p a n c r e a ti c p oly p e p tid e . N a t u r e , 2 9 6 , 6 5 9-66 0

(1 9 8 2) .

5 0) L u n d b e r g , J ･ M ･ , T e r e ni u s
,
L ･

,
H o k f e lt

,
T ･

,
M a r tli n g ,

C
,
R .

,
T a t e m o t o

,
K
り
M u tt

,
V .

,
P ol a k , J . M .

,
B l o o m

, S .

R . & G o l d s t ei n
,
M . : N e u r o p e p ti d e Y (N P Y) -1ik e i m m u n o r -

e a c tiv ity i n p e rip h e r al n o r a d r e n e r gi c n e u r o n s a n d eff e ct s of

N P Y o n s y m p a th e ti c f u n c ti o n ･ A c t a . P h y si ol ･ S c a n d .
, 1 16

,

4 7 7 -4 8 0 (1 9 8 2) .

5 1) L u n d b e r g , J . M . & T a t e m o t o , K . : P a n c r e a ti c

p ol y p e p tid e f a m ily ( A P P , B P P , N P Y a n d P Y Y ) i n r el ati o n t o

S y m p ath e ti c v a s o c o n s tri c ti o n r e si st a n t t o al p h a
-

a d r e n o c e p to r

b lo c k a d e . A c t a . P h y si ol . S c a n d . , 1 1 6 , 3 9 3-4 0 2 (1 9 8 2) .

5 2) M a c r a e , Ⅰ. M . & R eid
,
J . L . : C a rd i o v a s c ul a r sig nific aT

n c e of n e u r o p e p tid e Y i n th e c a u d al v e n tr ol a t e r al m e d u11 a of

th e r a t . B r ai n R e s .
,
4 5 6

,
1-8 (1 9 8 8) .

5 3) K a rl a , S . P .

.
& C r o w l e y , W . R . : N o r e pi n e p h rin e-1ik e

eff e c ts of n e u r o p e p tid e Y o n L H r el e a s e i n th e r a t , L if e

S ci リ 3 5 , 1 1 7 3 -1 1 7 6 (1 9 8 4) .

5 4) M o o r e , B .
W . : A s olu bl e p r o t ei n c h a r a c t e ri s ti c of th e

n e r v o u s s y st e m . B i o c h e r n . B io p h y s . R e s . C o m m u n .
, 1 9

,

7 3 9 て44 (1 9 6 5) .

5 5) S c h u lt z b e r g t M り H o k f elt , T .
,
N il s s o n

,
L .

,
T e r e n iu s

,

J . F .
,
R e hf el d

,
M .

,
E l d e

,
R .

,
G o ld s t ei n

,
M . & S a id

,
S . :

D is trib u tio n of p e p tid eT a n d c at e c h ol a mi n e - C O n t ai ni n g n e u r o n s

i n th e g a st r o-i n t e s ti n al t r a c t of r a t a n d g u i n e a- pig : i m m u n-

O hi s t o c h e m i c al s t u d i e s w ith a n ti s e r a t o s u b s t a n c e P ,

V a S O a Cti v e i n t e sti n al p ol y p e p tid e , e n k e ph ali n s , S O m a t O S t ati n ,

g a s tri n/ c h ol e c y s t o ki n i n , n e u r O t e n Si n a n d d o p a m i n e β-h yd r o x y-

1 a s e . N e u r o si e n c e , 5 , 6 8 9 - 7 44 (1 9 8 0) .

5 6) W a n g , J . H . , D h ill o n , A . S . , S a n k e y , E . A . ,

W i g h t m a n , A . K .
,
L e w i n

,
J . F . & S c h e u e r

,
P . J . :

'

N e u r o e n d o c ri n e
'

d iff e r e n ti a ti o n i n p ri m a r y n e o pl a s m s of th e

li v e r . J . P a th ol . , 1 6 3 , 61-6 7 (1 9 91) .
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Al t e r a ti o n o f I n t r a h e p ati c I n n e r v ati o n
i n t h e R a t P r e s e n ti n g wi t h B

il e D u ct u l a r a n d O v al C ell P r oli 払r ati o n :

Ⅱi st o p at h ol o gi c
a l a n d I m m u n o hi s t o c h e mi c al S t u d y H i r o s h i K oi z u m i , Fi rs t D e p a rt m e n t o f S ur g e ry , S ch o ol of

M e d i ci n e , K a n a
z a w a U n i v e rsity , K a

n a z a w a 9 2 0 -

J ･ J u z e n M e d S o c ･
,
1 0 5 , 3 6 3

-

3 8 1 ( 1 9 9 6)

K e y w o r d s
b il e d u c t ul a r p r oli f er ati o n , O V al c ell , i n n e r v a t

i o n
,
3 l - m e th y l

- 4 - d i m eth y l a m i n o a z ob e n
z e n e

･
b il e d u c t

lig ati o n

A b st r a c t

p r olifb r a ti o n of i n tr a h e p ati c s m all b ili a r y el e m e n ts i s ob s e r v e d
i n v ari o u s h ep at o bili a ry d i s e a s es , W hil e th e p a th o g e n e si s

a n d si g ni fi c
a n c e o f th e s e l e si o n s r e m ai n u n cl e a r ･ T h e r ol e o f th e m i c r o e n vi r o n m e n t , i n cl u d i n g l n n er V ati o n , m a y b e

i m p o rta n t i n
th e s e p r ∝ e S Se S ･ T h e ai m of th i s st u d y i s to i n v e st

l
g a
te th e r el ati o n sh i p b et w e e n th e i n tr a h ep atic i n n er v ati o n

a n d th e h i st op ath ol o gi es a n d c ell ki n etic s of b il e d u c tul ar pr olif
e r ati o n a n d o v al c ell s , u Si n g c o m m o n bil e d u c t li g at ed ( B D L)

ra ts a n d 3
･
- m e th y l

- 4 - di m eth y l a m i n o a z ob e n z e n e ( 3
.
- M D A B) ft e d i n g r ats ･ I n th e li v er s of B D L ra ts , P r Oli f e r a ti o n of b il e

d u ct ul e s w as o b s er v e d ar O u n d th e pe rip h ery o f p o rtal tr a c ts at 7 d ay s an d th e y e nla r g ed a n d p o rt o
-P O rtal b rid gin g d u e to

th e s e d u ct ul ar 1 e si o n s a p pe a r e d aft er 1 4 d a y s ･ I n th e li v e rs o f 3
1
- M D A B r a ts , a ft w o v al c ell s ap pe a re d ar o u n d th e pe ri p h e ry

of th e th e p o rtal tr a c ts at 7 d ay s an d g ra d u all y e nl ar g e d a r o u n
d th e p o rt al tr a c ts ･ I n b o th m od el s } h e p a ti c p ar e n ch y m a w a s

e v e n tu all y di v i d e d b y th es e
cirr h o si s lik e l e si o n s in b o th m o d el s ･ T h e n u m b e r of a r g y r o p hili c p r ot ei n s of th e n u cl e ol ar

o rg a n i z e
r r e g i o n ( A g N O R s) , p O Siti v e r a ti o of 5

-b r o m o - d e o x y mi d i n e ( B rd U) a n d p r olifb r a ti ng c ell n u cl e ar an ti g e n l ab eli n g

i n d e x ( P C N A L I) w e r e u s e d as th e m ar k e r of c ell p r ol
i ft r ati o n ･ E a c h i n d e x s h o w e d p e

ak v al u e at 7 d ay s an d gr a d u ally

d e c re as e d , th o u g h e v e n a t 4 2 d a y s e a c h i n d e x w a s h i g
h c o m p ar ed to th e c o n tr ol ･ E a

c h i n d e x of o v al c ell l e si o n s w a s h ig h er

也 an th a t o f p r olift r ate d b il e d u c tul e s ･ I m m u n o
hi st o c h e mi c al d e te c ti o n of n e r v e n b e rs i n th e l e si o n w e re c a mi e d o u t u s l n g a n

a vi di n -b io ti n - pe r O Xi d as e c o m p l e x m e th o d an
d p ri m a ry an tib o di es ( a n ti

-

p r O te
i n g e

n e p r o d u c ts 9 ･5 ( P G P 9 ･5) a n tib od y , a n d
-

n e u r o n s p
e cific e n ol as e ( N S E) a n tib o d y , an ti

-

n e u r O p eP ti d e Y ( N P Y ) an tib o d y , a nti
- S u b sta n c e P ( S P) an tib o dy an d a n ti

- S -

1 0 0 p r o tei n a n tib o d y) ･ I n c o n tr ol
r a ts

,
P G P 9 ･5 -

P O Si ti v e a n d
N P Y -

p O Si ti v e n e r v e fi b e r s w e r e d i st ri b u
t e d a m o n g th e

c o n n e c ti v e ti s s u e i n th e p o rt al tr a c
ts an d f o r m ed a n et w o rk J ik e s t ru C tu r e n e ar th e p o r tal v ei n w al

l
,
h ep a
ti c a r te ry w all a n d

b il e d u c t w all . A ft e r 2 8 d a y s or 3 5 d ay s , n er V e fi b e rs w e re ob s e r v e d to d e c r e as e i n th e
li v e r o f th e B D L r ats g r o u p ･ O n t h e

o th e r h an d
,
N S E -

p O S
i ti v e n e r v e n b e rs w e re d i st ri b u te d i n th e p o rt al tr a c ts a n d i n n e r v a te d i n th e b il e d u c tul a r p r olift r a ti v e

a r e as an d o v al c e11s p r oli ft r ati v e a r e a s a fter 2 8
d a y s ･ S P

-

P O S ltl V e n e r V e n b e r s s
h o w ed n o re m ar k ab l e ch an g e S i n ei th e r o f th
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