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肥満細胞 は結合織･ 粘膜固有層 に常在する 細胞で あり
･ 多くの 生物学的活性因子を 含んで お り, 種 々 の 臓器で の 生理的

,

病的微 小環境 の 形成
, 維持 に重要 と され

, その 表現型か ら
, 結 合織 型と 粘膜型に 分け ら れ る . 肝 内に も生 理 的 に肥満細胞が存

在 し
,

種々 の 肝胆道糸疾患で そ の 分布や 数が 変動する こと が 知ら れ て い る ･ しか し
,

肥満細胞が肝胆道糸 の 生 理 や 病態形成に

具体的 に どの 様な 役割を果 た して い るか に関 し て十分 な検索 は なさ れ て い な い
. 今 回, 成 人正 常肝11 例及 び各種肝胆道糸疾

患176 例 の 肝 内で の 肥 満細胞 の 分布 と 数と 表現型を検討 し
,

そ の 生理 的意義, 肝 t 胆管病 変の 発生
,

進展に 果た す役割を検討

した ･ 肥滴細胞 に特徴的で , か つ 検 出感度の 高い 中性 蛋白分解酵素 の 叫

つ で ある ト リ ブ タ ー ゼ の 免疫染色 によ り
, 肝 内で の月巴

瀾細胞 の 分布を検討 した ･ 正 常肝で は肥 満細胞 は小型 門脈域 内 (門脈 域型肥満細胞) , 肝類洞内 (類洞 型月巴満細胞) に疎に分布

し
･
肝 内大型胆管と 隔壁胆管周 囲や 胆管付属腺周 囲に比較 的熱 二認め られ た (胆 管周 囲型肥満細胞) . こ れ らの 肥満細胞 は小

静脈や 毛細血 管 に関連 して 出現 する もの が 多く
,
特 に

, 胆管周囲の 胆管上 皮直下 にみ られ る もの は
, 胆管周囲血 管幕 の 内層と

密接 に関連 して い た ･ 通過型電子顕微 鏡を用 い た検討 でも
,

毛細血 管 に近接 して 特徴的な顆粒 を持 つ 肥満細胞 が み ら れ た . ト

リ ブタ ー ゼ お よ び カ イ マ
ー

ゼ の 免疫 染色に より肝 内にみ られ る 肥満細胞の 表現型 を検 討 した結果
,

胆管周囲 乳 特 に胆管上 皮

直下 に分布する肥 満細 胞は トリ プ タ
ー

ゼ陽性,
カ イ マ ー ゼ 陰性の 粘膜型肥 満細胞の 表現型を呈する もの が多く , 胆管壁内や 胆

管周囲結 合織 に存 在する胆管周開型肥満細胞や 類洞 乳 門脈 域型の 肥満細 胞は トリ ブ タ ー ゼ陽性,
カ イ マ

ー

ゼ 陽性の 結合織 型

肥満細胞 の 表現型を示 し た
･ 次 に各種肝胆道疾病肝で の 肥満細胞 の 分布と 数の 変化を検討 した . 慢性進行性肝疾患で は正常肝

に較べ 門脈域型 の 肥満紳胞が 増加 し た ･ しか し
, 肝実質で は 肥満細胞 の 増 加は 明ら か で はなか っ た . 原 発性胆汁性肝硬変や原

発性硬化性胆管 炎な ど の 慢性胆汁う っ 滞性疾患で は
,
肥 満細胞 は線維性 に拡 大し た小型門脈域や線維性隔壁内 に多数み ら れ た .

また , 原発性硬化性胆管炎や 肝内結石症, 肝外閉塞性黄症例 で は肥満細胞 は 大型門脈域や 肝内大型胆管や 隔壁胆管周囲線維化

部に も密 に分布 し
･ 胆管の 線維化に 関係する こ と が 示唆 さ れ た ･ こ れ ら の 病的肝 で増加 を示す肥満細胞の 表現型は 結合織型肥

満細胞 であ っ た ･ トリ ブ タ
ー

ゼ 陽惟 の 肥満細胞 に は塩基性線維芽細胞増殖 園子 や ヒ ス タ ミ ン が同時 に染色 され るもの が あり
,

こ れ ら の 媒介物質が 肝の 線維化
,

ある い は 胆管の 線 維化 に関連す る こ と が 示唆さ れ た . 肥満細胞の こ れ らの 分布や 数の 変動は

肝胆道系疾患の 病理 学的解析の み な ら ず
, 臨床 の 現場で の 胆道造影や 血管造影 な どの 解釈に 壷要で あり

,
イ ン タ ー

ベ ン シ ョ ナ

ル ･

ラ ジ オ ロ ジ ー ヘ の 応用も可 能と思 わ れ た .

K e y w o rd s m a st c ell
,
in t r ah e p ati c bili ary t r e e

,
t ry p t a S e

,
C h y m a s e

,
b a sic B b r o bla s t g r o w t h fa ct o r

肥満細胞は 多く の 臓 器の 問質結合織内 に存在 し
, 多くの 生 理

学的活性物 質を持 っ て お り, 臓 器や 組織 で の 微小環境の 形成維

持に重要で ある
1 卜 l)

. 特 に肺や 腎腸管 の 粘膜
,

お よ び 皮膚の 真

皮は
, 外界の 環境 と生 体内部と の 境 界部位と 考 え られ

,
こ れ ら

の 部位で密 に存在 する 肥満 細胞 は
, 牝 体 防御 , 局所で の 微小循

環, 免疫
, 炎症 な どの 発生

, 進展 に深く 係 っ て い る こ と を示 し

てい る
5)

､

勘
. 最近

,
肥満細 胞に 含まれ る 蛋白分解酵 素の 発現 パ

タ ー

ン に よ り 肥満細胞が 大きく2 分 さ れ
, 体内の 各部位 や病 変

部に出現
, 分布す る肥満細胞 に そ の 表現型 の 遠 い が ある

"
へ

14)

㈱実質や 腸管粘膜で盲二に み ら れ る肥満細胞 は
,

肥 瀾細胞 に特徴

的な 蛋｢け摘草酵素で あ る トリ ブ タ ー ゼ を免疫組織化学的に桧 山

し得る が , カ イ マ
ー

ゼ や カ ル ポ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ を 持 っ て い な

い 型で あ り
1 2) 1 1 )

,
免疫組織学的 に M C ′

1
･ 型肥満 馴 包あ る い は粘

膜 型肥 満細 胞と呼 ば れ
,

電跡的 に多く の 完全な 渦形を措 つ 顆粒

を 有する . もう1 ナ勘ま皮膚
,

乳 腺
,

リ ン パ 節, 腸管の 粘膜下 組

織 に主 に み ら れ
, 免疫組織学的に検 出 し得る カ イ マ

ー ゼ
, トリ

ブ タ
ー

ゼ
,

カ ル ポ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ を持 っ て おり
,

M C ･

lて 型肥

満細胞 ある い は結 合織 型肥 満細胞 と呼 ば れ る
12)1 4)

. 電顕的に 辺

平成 9 年11 月2 8 日 受付, 平成1 0 年3 月 2 日受理

A b b r e via tio n s : A B C ,
A d di n

-b io ti n -

P e r O Xid a s e c o m pl e x ; A W
,

alk ali n e p h o s p h at a s e a n ti -

alk ali n e p h o s p h at a s e;
A M e X

,
a C e t O n e

-

m e t h y l b e n z o at e - Ⅹ y l e n e ; b - F G F , b a si c fib r o b l a st g r o w t h f a c t o r ; D A B , di a m i n o b e n zi di n e

t etr ah y d r o c hl o rid e; E B O
,

e X t r a h e p ati c b ilia r y o b st ru Ctio n ; H B V
,
h e p ad ti s B vi ru S; H C V , h ep atiti s C vi ru S; N O , nit ri c

O Xid e; N P Y
,
n e u r O p e P tid e ty r o si n e; P B C , P ri m a r y b ilia r y cir rh o sis; P B S

, p h o s p h at e - b u ff e r e d g ali n e; P S C
, p ri m a r y



1 3 0

緑部 に平行 に配列す る層を持 つ 顆粒を持 つ 肥 満細胞 で ある ･ さ

ら に そ の 置か れ た環境 で表現型が 変化する
,
或 い は特 定の 環境

に は特定 の 表現型 を持 つ 肥満細胞の 分布する こ と も知 られ て い

る
11)

,

さ て肝内で も肥満細胞 が存在 し
, 各種の 病的肝 で 肥満細胞 の

数が 変動 し
,

肥満細胞 の 表現型や そ の 生 理 機能, 各種病態 下で

の 変動 に 関 し て 2
,

3 の 報 告 が な さ れ て い る . す な わ ち
,

B a r d a d i n ら
15)

,
C el a s u n ら

16 )
は

, 急性肝 炎や 肉芽腫性 肝疾患 に

お ける肥満細胞 の 病 的な 役割 に注目 し てお り
,

F a r r ell ら
1 7)

は ヒ

トの ア ル コ
ー ル 性肝障害 と原発性胆 汁性肝硬変 b ri m a Ⅳ bili a 叩

ci r r h o si s
,
P B C ) を検索 し, 線維化 に関連 して肥 満細 胞が 増加す

る こ と を報告 し , 肝線維化 と関連す る と述 べ て お り, 特 にP B C

で 明瞭で あ っ た と して い る . 従来
,

皮膚や肺 で の 肥満細胞 に は

線維芽細胞 の 増 殖に 関連する 塩基性線維芽細胞 増殖因子 O3 a Si c

fi b r o bl a st g r o w th f a c to r
,
b - F G F) が証 明さ れ

, 線維増生 や 血 管増

生 との 関連性が 注目 され て い る
18) 1 9)

. さ ら に
,

肥浦和胞 か ら 分

泌 さ れ る 種々 の 生 物 学 的活性 因 子 , 特 に
一

酸 化 窒素 (n it ri c

o xi ぬ N O) や ヒ ス タ ミ ン が 肝内の 微小循環に 果た す役割も注目

さ れて い る
2 0)

. しか し, 肝 の 病態生 理 に果 たす肥 浦和 胞 の 詳細

な役割 に関 して は不明な点が 多く残 され て い る .

今回, 正常肝 の 肝 内で の 肥浦和胞の 分布を肥満細胞 に特異 的

か つ 高率 に検 出 され る トリ プ ダ ー ゼ の 免疫 染色 に よ り検討 し
,

さら に各種 の ヒ ト疾病肝で の 肥満細胞 の 分布, 変臥 さ らに 表

硯 塑の 変化 を検討 した . そ し て
, 肝 内肥涌細胞 の も つ 生 理 的

,

病理 学的意義 を検討 し ようと 試み た .

なお ､ H E 染色 で の 肥 満細胞 の 同定, 検討 は 困難で あり
,

ト

ル イ ジ ン ブ ル ー 染色標本 で の メ タ ク ロ マ ジ
ー を用い た 肥 満細胞

の 同定 も知 ら れ て い るが
21)

, 顆粒 の 程 度や 固定 法 に より
一

定 し

て い な い .

材 料お よび方法

Ⅰ . 肝内胆管 乳 胆管周囲血 管叢お よ び門脈域 の解剖学的分

榎

ヒ ト肝 内胆管系 をN a k a n u m a ら
22) 2 3)

に従 い
, 肝 内大型胆管と

肝 内小型胆管 に大 きく2 介 した . 肝 内大型胆 管と は
,
左右肝管,

区域胆管 ,
領域 胆管

,
お よ び そ の 1

,
2 次分枝 で あり

,
肉眼的

に 同定が 可能で ある .

一

方 , 肝内小型胆管 は
,

肝 内大型胆管の

分枝で あり
,

その 組 織像 によ り隔壁胆管(外径が 100 /上 m 以上) ,

中等大お よ び小 型′j ､ 葉間胆管 (外径が そ れ ぞ れ20
､

4 0 /∠ m と50

～ 1 0 0 什 m ) , 細 胆管 (外径 が20 〃 m 以下) に 分類 した ･ 肝内大型

胆管 と隔壁胆 管で は
一

層 の 円柱上 皮下 に
,

線維性で 細胞成分に

乏し い 固有 の 胆管壁が み ら れ
,

さ ら に そ の 周囲 に は疎 な結合織

(胆管 周開結合織) が 存在す る . 細胆管 は正 常肝 で は 門脈城辺縁

部に あり , 各種 の 肝胆道糸疾患時 に種 々 の 程度 に増生す る
24)25)

肝内大型胆管周 囲に は付 剛泉が 分布 し てお り
,

胆 管壁 内にある

も の を壁 内腺
,

胆管壁外 に あ るも の は 壁外 腺 (主 に小 葉状 の形

態を示 し
,

複合小 葉か ら なり, 導管 を 介 して肝 内大型胆管腔と

連絡す る) に分 けた
26) 27)

肝 内胆管 系 の 分類 に対応 して
,

門脈 域を′ト型門脈域, 中等大

門脈 城
,

お よ び 大型 門脈域 に 分類 した .
つ まり, 小型 門腋域と

は
, 小型 小葉間胆管 が分 布する 門脈域で あり, 中等大 門脈域と

は 中等大′ト葉 間胆管 が分 布す る門脈域 であり
,
大型 門脈城と は

隔壁胆管や 肝内大型胆管 が分布す る 門脈域 で ある .

肝 内胆管系 は肝 動脈 に よ り栄 養 さ れ て お り
,

特 に肝 内大型

胆 管 や 隔 壁 胆 管 に は 肝 動 脈 に 由 来 す る 胆 管 周 囲 血 管叢

(p e rib ili a r y v a s c ul a r pl e x u s
,
P V P ) が 分布す る

28 )
･

こ の P V P を

K o b a y a s h i ら
2 8)

に従い
, 内層,

中間層
,

外層 に分 けた ･ 内層は
,

胆管上 皮直下 にみ ら れ る チ ェ
ー ン 状の 毛細血管叢 で あり, 外層

T a ble l .
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肥満細胞の 動態 と肝胆管病 変

は主に月旦管周囲結 合織 内に 分布 する小動脈
,
小静脈

,
毛細 血 管

であり,
中間層 と は胆管壁 と貫通 して い る血 管 で あり

, 内層 の

輸出入血 管に相 当する ･ 肝内月旦管付属腺 に も, 毛細血 管網 が密

に分布する
盟)

. なお
, 小型お よ び中等大 門脈域 で は毛細血管 や

小動脈
,

小静脈 が認め ら れ た が
, 特 に牌管周囲 に密 に分布 する

血管網は組織 レ ベ ル で は 明ら か で はなか っ た .

Ⅰ. 材 料

金沢大学医学部第二 病理学教室 に保存 さ れ て い る正常肝お よ

び各種肝月旦道糸疾患 の 肝を対象と した . これ ら の 肝 は 針生 検,

外科的生 検, 外科 的手術 お よ び 剖検 時 に 得 ら れ た も の で あ る

(外科的切 除肝と剖 検肝で は
, 肝実質お よ び 肝門部大型 胆管の

両方か ら標本を採取 し た) . そ の 内訳 と症例 数を表1 お よ び2 に

示す. 表1 に は
,

1 0 % 中性緩衝 ホ ル マ リ ン で
一

昼 夜以 上 固定さ

れ
,

パ ラ フ ィ ン に 包埋 さ れ た症 例を 示 した . 表 2 に は ア セ ト

ン
･ メ チ ル ベ ン ゾ エ ー

ト
･

キ シ レ ン ( a c e to n e -

m e th yl b e n z o a te -

x yle n e
,
A M e X) 固定 で 固定 され パ ラ フ ィ ン 包捜 さ れ た 症例を示

す . なお
,

A M e X 固定はS a to ら
3 0)

に より 開発 さ れ た 固定法で あ

り, 蛋白, 核酸 の抗原性 や 構造 の 保存 に 優れ て お り
,

凍結切 片

での使用が可 能 なモ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 も応 用可 能 で ある .

今回検討 し た ホ ル マ リ ン 固定標本の 症例 は 大きく, 以下 の 4

群に分ける こ とが 可能で あ っ た .

1 . 組織学的正 常肝

11 例を検討 した . 死後変化の 少な い 剖検例 や
,
転移性 肝痛 の

非腫瘍部肝 や腹部外傷時 に外科的 に切除 され た組織学 的正 常 肝

T a bl e 2
･ M a in c lin ic al ft atu r e s o f A M e X 丘x ed an d p a r a ff in -

e m b e d d e d liv e r tis s u e s pe C l m e n S u S e d in this s tu d y

H ep at o bili a ry di s e a s e s
N u m b e r o f

-

A g e

a u t o p s y c a s e s (X ± S D
, y e a r S)

M al e F e m ale

E B O

C h r o nic vir al h e p atitis

AIc oh oli c li v e r di s e a s e

Li v e r cir rh o sis

H istol o g l C ally n o r m a‖i v e r

Q
O

Q
O

4

′

人

U

O
O

1

2

6 2 .7 ± 13 .2

7 2 .9 ± 1 0 .7

6 2
.5 ± 1 4 .0

6 1 .6 ± 1 0 .8

6 5 .0 ± 1 6 .5

0
ノ

5

1

2

3

9

つ
J

つ
J

4

5

A M e X
,

a C e tO n e
-

m e th yl b e n z o ate -

X yl e n e ; E B O
,

e X tr ah e p ati c

bili ar y O b s t ru C tio n
.

1 3 1

で ある . なお , 門脈域で の 軽度の線 維増 生 や 炎症細胞浸潤を 示

すも の
, 軽度の 脂肪沈着例や鉄 沈着例 ,

ま た ク ッ パ ー 細胞腫大

を示す例も正 常肝に 含め た .

2 . 急性肝疾患

急性 ウ イ ル ス 性 肝炎19 例 (A 塑4 例 ,
B 塾11イ札 C 塾4 例) ,

急性薬物性肝炎1 5 例
,

お よ び急性 の う っ 血肝1 例を用い た. な

お
, 急性薬物性 肝炎 は い ずれ も急性 ウ イ ル ス 性肝 炎像 を呈 し

た .

3 . 鰻性 肝胆道糸疾患

ア ル コ ー ル 性肝疾患の 内訳は ア ル コ ー ル 性脂肪肝 (3 例) ,
ア

ル コ ー ル 性肝線維症 (6 例) ,
ア ル コ

ー

ル性肝炎 (2 例) ,
ア ル コ

ー ル 性肝硬変 (1 例) で あ る
. 慢性 ウ イ ル ス 性肝 炎は

, D e s m et

ら
31)

に より提唱 され た 国際肝臓学 会の 線維化 (病期) 分類に 従

い
,

F l (1 6 例) ,
陀 (7 例) ∴円 (10 例) ,

F 4 (1 6 例) に 分けた (釣

は 肝硬変 に相当す る) ■ 病因と して B 塾肝炎 ウ イ ル ス (h e p atiti s

B vi ru S
,
H B V) 関連が 6 例,

C 塑肝炎 ウイ ル ス m e p a d d s C vi ru S
,

H C Ⅵ 関連 が43 例で あ っ た . な お
, 慢性う っ 血 肝で は種々 の 中

心 静脈 周囲性 の 線維化が み られ
, 急性うっ 血 肝で は種 々 の程度

の 肝細 胞の 脱落が み られ た . P B C の 病期分類 はSc h e u e r
3 2)

に従

い
,
組織 学的に ト Ⅳ 期 に分類 し

,
Ⅰ期10 例

,
ⅠⅠ期10 例 ,

ⅠⅠⅠ期

7 例
,

Ⅳ 期4 例で あ っ た .

4 . 肝内大型胆管疾患

肝 内 結 石 症 , 肝 外 閉 塞 性 費 痘 ( e x t r a h e p a ti c b ili a r y

O b s t ru C ti o n
,
E B O ) , 原 発性 硬化性月旦管炎 (p ri m a r Y S Cl e r o si n g

Ch ol an gi ti s
,
P S C) を検討 した .

こ れらの 疾患
, 特にP S C とE B O

で は
,

肝美質 にも種 々 の月旦叶うっ 滞性病変 が みら れた . P S C の

病期分類 は h d w i g ら
33 )

に従 い
,
Ⅰ期6 例,

ⅠⅠ期4 例
,
ⅠⅠⅠ期4 例

,

ⅠⅤ期2 例 に分類 した .

また
,

A M e X 固定標本は 全例剖検 例で ありその 内訳 は
, 組織

学的正 常肝28 例 ,
アル コ

ー ル 性肝疾患4 例 (脂肪肝1 例, 肝線

椎症 2 例
, 肝硬変1 例) , 慢性 ウ イ ル ス 性肝炎24 例 (Fl が2 例 ,

F 2 が 4 例
,

F 3 が2 例 ,
F 4 すな わ ち肝硬変 が16 例

,
病因と して

H B V 関連 が3 例, H C V 関連が 21 例) ,
E B O 1 8 例 であ っ た .

な お
, 肥満細胞 が 豊富 に存在 して い る神経線維腫 の 1 例 (65

歳 , 男性 , 腹部皮下 腫瘍) と 剖検時 ある い は外科手術 時の 肝,

皮膚 , 胃腸管の 凍結切片を以下 の 組織化学や 免疫組織化学的検

T abl e 3 ･ P ri m ar y an d s e c o n d a ry a n tib o di e s u s e d i n thi s s t u d y a n d th eir o pt l m al dil u ti o n

A n tib o die s a g al n St S o u r c e
A n im als T y p e o f S u it a ble O pti m al

i m m u n iz ed a n tib o di e s n x atio n d il uti o n

P ri m a ry an tib o die s

M a st c ell try p ta s e ( A A l)

M a st c ell c b y m a s e

B o v in e b a sic n b r o bl a s t g r o w th fa cto r ty pe Ⅱ

H is ta m h e

N e u r o pe P tid e ty r o s in e ( N P Y)

S l 00 p r o tei 皿

B ioti n yl ate d s e c o n d a ry a n tib o di e s

R a b bit I g G

M o u s e Ig G

R at Ig G

B iotin yl ate d l e ctin

U l e x e u r p p a e u s a g gl u tin in l

D A K O , G l o s t ru P ,
D e n m a r k M o u s e M o n o

C h e m i c o n , T e m e c ul a
,
C A

,
U S A M o u s e M o n o

U p s tat e bi ot e c h n ol o g y ,
L a k e P la cid

7
N Y

,
U S A R ab b it P o ly

C h e mi c o n , T e m e c u l a
,
C A

,
U S A

A m n iti
,
E x ete r

,
U K

D A K O
,
G l o s t ru p ,

D e n m a r k

V e ct o r
, B u rlin g am e

,
C A

,
U S A

V e ct o r
,
B u rl in g a m e

,
C A

,
U S A

V e ct o r
, B u rlin g a m e

,
C A

,
U S A

V e ct o r
,
B u rlin g am e

,
C A

,
U S A

R ab b it P o ly

R ab b it P ol y

R ab bit P oly

G o at

H o r s e

R a b bit

F
,
A

,
L l : 20 0

A
,
L l : 20 0

F
,
A

,
L l : 20 0

F
,
A

,
L l : 20 0

F
,
A

,
L l : 10 ∝)

F
,
A

,
L l : 4 0 0

1: 20 0

1: 20 0

1: 2 0 0

1: 2 0 0

m O n O
･
m O n O Cl o n al an tib o d y; P O ly , P O ly c lo n al an ti b o d y; F

,
fb rm al in 鮎 ati o n; A

,
A M e X 丘x ati o n; L

,
li v e tis s u e .
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討の 陽性対照 に用 い た .

Ⅱ . 病理組織学 的, 免疫組織化学 的検討

1 . 病 理組織学 的検討

ホ ル マ リ ン 固定 お よ びA M e X 固定 後パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク よ り

4
ノ

′` m の 厚 さ の パ ラ フ ィ ン薄 切片を各 々 の ブ ロ ッ ク よ り20 枚以

上 作製 し
,

そ の 内5
､

6 枚を キ シ レ ン系列で 型 の 如く 脱 パ ラ フ

ィ ン を行い
,

H E 染 色と アザ ン 染色,
ゴ モ リ の 鍍銀染 色を行 い

,

光学顕微 鏡的に 観察し
, 肝お よ び肝内胆管糸 の 病理組織学 的検

討 l 肝線 碓化の 程度の 検討を行 っ た . な お
, 残 り の 切片 は

,
以

下の 免疫組織化学 的検討 に用い た .

2 . 通過型 電子顕微鏡 に よ る肥満細胞の 観察

摘出 した 肝臓 お よ び肝門部の 大 型月旦管の
一

部を冷2 % ダ ル ク

ー ル ア ル デ ヒ ド (0 .1 M
,
カ コ ジ ル 酸権衡液, p H 7 .4) 内で 細切後,

直ち に 同液内 で3 時 間固定した . 0 .1 M カ コ ジ ル 酸後衛 液で 3 回

洗浄後,
2 % オ ス ミ ウ ム 酸で さ ら に 60 分間

, 後固定を行 っ た .

0 .1 M カ コ ジ ル 酸緩 衝液で3 回洗浄 した後,
型の 如 く エ タ ノ ー ル

系列で 脱水 し
,

エ ボ ン 包塩 し
,

1
′
" m 切片を作製 し

,
ト ル イ ジ

ン ブ ル ー 染 色を行 い
,
観察に適 した ブ ロ ッ ク を抽出 し た . トリ

ミ ン グ 後, 超薄切 片を作製 し
,
続 い て酢酸 ウ ラ ン と ク エ ン 酸鉛

B

Fig . 1 . O n e m a st c ell i n h e p ati c si n u s oi d in n o r m al 1i v er
･

. (朗

R o u rl d s h a p e d m a s t c ell i n h e p a tic si n u s oid (a r r o w ) . (B )

S p in dle s h ap e d m a st c ell i n h e p a ti c si n u s oid (a r r o w ) . (朗 a n d

( B ) ,
i m m u n o st ai n i n g f o r t ry p t a s e (A B C m et h o d) a n d

h e m at o x yl in ,
× 4 0 0 .

の 2 重染色を行 い
, 通過 型電子顕微鏡 (透過電顕) ( H 3 0 0 型 , 日

立製作所, 東京) で観察を行 っ た .

3 . 免疫組織化学的検討

ア ピ ジ ン ･ ビ オナ ン ･ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ複合体 (a vidi n
-bi o ti n

.

p e r o xi d a s e c o m pl e x
,
A B C) 法お よ びア ル カリ フ ォ ス フ ァ タ ー

ゼ

抗 ア ル カ 7) フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ ( al k al in e p h o sp h a ta s e a n b - al k al in e

p h o s p h at a s e
,
A M ) 法に より , 肥満細胞 に特徴的 に含有され

て い る トリ ブ タ ー ゼ
,

カ イ マ
ー ゼ

,
そ れ にb - F G F

,
ヒ ス タ ミン

の検 出も行 っ た . さ ら に 神経 ペ プチ ドで あ る S lO O と神経ペ プ

チ ドチ ロ シ ン ( n e u r o p e ptid e t y r o si n e
,
N P Y) の 検出 も試 みた.

検出 に用 い た 1 次抗 体, 2 次抗体
,

お よ び 実際 の 染 色に 用い た

最適希釈倍 率 を表3 に示す. 固定法 に よ る 1 次抗体 の 適応 や応

用性 も表3 に示 す. なお
, 貴 通希釈倍率 は

,
予備 的検討 により

決定 した .

A B C 法 に よ る 抗 原性 物 質 の 検 出 は ホ ル マ リ ン 固定 お よ び

A M e X 固定 パ ラ フ ィ ン 包塩切 片を 型の 如く キ シ レ ン 系列で 脱パ

ラ フ ィ ン 後 に行 っ た .
つ まり

,
0 .3 % 過酸化水素 (E 2 0 2) 加メ タ

も: ′

. J ･
′

A

B

Fi g . 2 . M a s t c ell s i n s m all p o rt al t r a c t i n n o r m al li v e r . 仏)

T h e r e ar e t W O t r y P ta S e >p O Siti v e m a s t c ell s ( a r r o w s) a dja c e n t tO

th e li m iti n g p l a t e . (B) M a s t c ell s (a r r o w h e a d s) a r e p r e S e nt

a r o u n d b il e d u c t ul e a n d s m al 1 p o r t al v ei n . (A ) a n d (B ) ･

i m m u n o st ai n in g 丘) r t r yp t a S e (A B C m e th o d) an d h e m at o 頭i n ･

× 2 60 .
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B D
F ig ‥ 3 ･ M a s t c ell s i n m e di u m - Si z e d an d l a rg e p o rtal tr a c t s a n d s u r r o u n d in g p e ri bili ar y gl an d s in n o r m al h v e r ･ ㈱ M e d iu m - Si z e d p o rt al

tr a ct ･ M a st c ell s (a r r o w s) ar e p r e S e n t in c o n n e c ti v e ti s s u e a r o u n d th e bil e d u c t ･ S o m e o f m a st c ell s a r e l o c at ed cl o s e t o th e c

V e S S el s ( ar r O W h e ad s) ･ (B) an d ( C) l ･a r g e b il e d u c t ･ M a st c ell s b e n e a th b ili a r y e pith eli u m a r o u n d th e l a 曙 e b il e d u c t w e r e cl o s el y r el at e d
to in n e r l a y e r of p e ri b ili a r y v a s c ul ar pl e x u s (a r r o w h e ad s) ･ I n b il e d u ct w all a n d p e ri d u c tal c o n n e c ti v e ti s s u e m an y m a S t C ell s a r e al s o s e e n

.

の) P e ri bih ar y gl an d s ･ M a n y m a s t c ell s a r e sh o wn ar O u n d a n d wi th in th e p e ri b ui a r y gl an d s 仏) , m ) , (C) a n d ( D) ,
i m m u n o s ta in in g fo r

tryp t a s e (A B C m e th o d) an d h e m at o x yl in ; 仏) an d (B) ,
× 1 00 ; (C ) ,

× 4 0; (D ) ×1 3 0 . B
,
bil e d u c tl um e n ; P

, p O r tal v e in .

Fig ･ 4 ･ M a s t c ell s in A b r o u s s e p ta in ci r rh o ti c li v e r . T h e r e ar e

m a n y m a st c ell s in 飢 r o u s s e p t a ･ I m m u n o st ai ni n g fo r t ry p ta s e

仏B C m eth o d) an d h e m a t o x yl in ,
× 8 0 .

Fig ･ 5 . M a st c ell s s u r r o u n d in g l ar g e b il e d u ct . M a st c ell s a r e

S ta n d i n a li n e d ir e ctly u n d e r biⅡa ry e pi th eli u m (a r r o w h e a d s) .

′

m e s e m a st c ell s s u r r o u n d v e n ul e s o f th e p e ri bili a r y v a s c u l ar

pl e x u s . h bil e d u ct w al1 m a n y m a st c e11 s a r e al s o s e e n . Li v e r

Ci 血 o si s ･ B
,
bil e d u ct l u m e n ･ I m m u n o st ai ni n g fo r try p ta s e

仏B C m e th o d) a n d h e m a t o x yl in ,
× 10 0 .

･
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ノ ー ル 液中 に30 分間置 き, 内因性 ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ を失 括さ

せ た . そ の 後, 非特異的結合反応を 防止 する た め に
,

2 次抗体

作 製 に用 い た 動物 の 10 % 正 常非免疫血清 で 30 分間処 理 し た
.

次 い で切片を各々 の 1 次抗体 と4 ℃で
一 晩反応 させ た . 次 に20 0

倍に希釈 した ビ オナ ン 化2 次抗体,
そ れ に 引き続 い て A B C 溶液

( D A K O
,
Gl o st ru p ,

D e n m a rk) 内で 室温で 30 分間反応 させ た 後,

0 .0 3 % H 2 0 2 を加 え た0 .2 % 3
,
3

,
- ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン 4 塩 酸塩

(di a mi n o b e n zidi n e t et r a h y d r o c h l o ri d e
,
D A B) (Si g m a

,
S t . I . o ui s

,

U S A ) で 発色させ た . なお
,
各々 の 反 応は リ ン酸績 衛生 理 食塩

B
Fig . 6 . D o u b l e -i m m u n o s t ai n i n g f o r t r y p t a s e a n d U I c x

e u r o♪a e u s a g gl u ti ni n I ( U E A rI) o f th e s am e S p e Ci m e n . 仏)

B righ t y ell o w c ell s a r e t ry p t a s e
･

p O Si ti v e m a s t c ell s ･ T h e s e

m a st c ell s s u r r o u n d p e ri b ili a r y v a s c ul ar pl e x u s . 田) R e d c ell s

ar e t rY P t a S e
･

p O Siti v e m a st c ell s . B l a Ck sh a d o w s ( ar r O W S) sh o w

U E A ÷p o siti v e s m all v e n u l e s . B
,
b il e d u c t l u m e n . N o r m al

li v e r . C o m fo r c al 1 a s e r m i c ro s c o p i c o b s e rv a ti o n
,

× 5 2 0 .

T ab le 4 . P h e n o t y p e s o f m a st c ells in th e li v er
, g a Str O in te st in al

m u c o s a a n d s ki n

Tis s u e e x a m in e d an d l o c ati o n
I m m u n o his t o c h e mi c al e x p r e s si o n of

O f m a s t c e lls
T r y pt a s e C h y m a s e

Li v e r S in u s oi d

P o rt al tr a c t

P e ri bili ar y A M C

P e rib ili ar y B M C

G I M u c o s a

5 u b m u c o s a

S ki11
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､

+ +

+ + + + +

+

+

+

+

+

+
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+

十
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+

十

+
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+

…

巾
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A
,
b e n e ath t h e d u c t lin in g e pi th eli a; B

,
in th e d u c t w all an d

p e ri d u ct al ti s s u e; M C
,

m a S t C ells; G I
, g a S tr Oi n te s ti n al tr a ct; +

,

mi 1d; 十 +
,
m O d e r a te; + + +

,
m ar k e d .

T ab le 5 . N u m b e r o f m a s t c ells in h e p atic s in u s o id in n o r m al

liv e r s a n d v ar i o u s h e p a to bili a r y di s e a s e s

H e p a to bili a r y d is e a s e s
N u m b e r o f N u m b e r of m a st c ells

C a S e S e X a mi n e d ( X ± S D)

N o ロ n al liv e r

A c ut e v ir al h e p atitis

D ru g in d u c e d h e p atitis

A I c o h o li c li v e r dis e a s e

A lユt Oi m m un e h ep a titi s

C h r o ni c h e p atitis

L iv e r c ir血 o si s

P B C (S t ag e S l a n d 2)

P B C (S t ag e S 3 a n d 4)

P S C

H e p ato li血i a sis

E B O

1 1 0 .5 5 ± 0 .55

19 0 .5 2 ±0 .5 9

1 5 0 . 4 4 ±0 .2 7

1 2 l .(X ) ± 1 .2 3

7 0 .5 4 ±0 .6 8

3 3 0 .39 ± 0 . 18

1 6 0 .39 ±0 .3 3

20 0 .4 8 ±0 .22

1 1 0 .6 9 ±0 .2 9

16 0 .6 1 ±1 .13

8 1
.3 5 ± 1 .3 0

8 0 .3 5 ±0 .2 2

P B C
, p n m a ry bili a r y ci rr h o sis; P S C , P rl m a ry S Cl e r o s l n g

C h o l an gi tis; E B O ,
e X tr al 1 e p atic bili a ry o b s t ru Ctio n ･

Fig . 7 . I m m u n o el e c tr o n m i c r o s c o p y of m a st c ells ･ M a st c ell i s

a dja c e n t t o m e s e n d l y m al c ell s u r r o u n d in g s m al l v e n ul e ･ M a st

c e11 h a v e m an y tr y pt a S e
-

p O Siti v e g r a n u l e s (a r r o w s) ･ N o r m al

Ⅱv e r . M C
,

m a St C ell; V
,
S m all v e n ul e . × 14 0 α) .



肥 満細胞の 動態 と肝月旦管病変
135

水 b h o s p h a t e -b u ff e r e d s a u n e
,
P B S) で 十分に 洗浄した後 に行 っ

た. 次い で
,

ヘ マ トキ シリ ン で核染後, 脱水封 入し
,
鏡検 した .

これらの 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 .

1) 肝内で の 肥満細胞 の 分布 と半定量的な評価

トリ プ タ
ー

ゼ の 免疫染色 によ り以下 の 如く 行 っ た . トリ プ タ

ー ゼ染色標本を用 い た予備 的検討 で肥 満細胞 は肝実質内 (特 に

類洞内) に分布するも の (類洞乳 si n u s oid al ty p e) (図1 A
,
B ) ,

小型門脈域 に散在性 に み られ る もの ( 門脈 域 軋 p o r tal ty p e)

(囲 払,
B) ,

それ に月旦管周囲 (月旦管壁内を含 む) にみ ら れ るもの

(牌管周囲宣凱 p e ribili a r y ty p e) (図3 A ､

D ) に分ける こ と がで き

た . なお
,
各種 の 慢性進行性肝胆道系疾患で は 門脈域は 種々 の

程度に線碓 性 炎症細胞性 に拡大 し, 門脈域間,
あ る い は 門脈

域と中心静脈域間の 線維性隔壁形成が み られ
, 肝硬変例もみ ら

れた ･ 肥満細胞は 本来の 門脈域の み な らず, 線維性隔壁部 に も

みられ た (図4) が
,

こ れ らを総称 し て門脈城型肥満細胞と呼ぶ

こと に した ･ そこ で
, 各 々 の 部位 に お け る肥 満細 胞の 数 を定量

的
,
半定量的に求め るた め 以 下 の 計 測を行 っ た .

i
. 類洞塾

肝実質内で 200 倍 の 倍率 下 で無 作為 に 各例毎 に1 0 視 野 を選

び
,
1 視野 ご と の ト リ ブ タ

ー ゼ 陽性細胞数 を数 え
, 平均 値を求

め
,
各症例 の類洞内肥 満細胞数 と した .

五. 門脈域型

外科的手術例, 剖検例や 外科的生 検例で は 小型門脈域と 中等

大門脈域を それぞれ 無作為 に10 カ所選 び
,
1 門脈域内の 肥満細

胞数を計測 し
, 平均 値を求め

, 各症例 の 門脈域内肥満細胞放 と

した ･ 標本の 小さ な 外科的生検例 や針 生検標 本で は小型 門脈域

の数が6 ケ以上 の 標本 を対象 と し
, 計測可 能 な門脈域全 て に っ

いて肥満細胞数を計測 した . なお
, 切 片の 端 に あり

,
分断 さ れ

てい る門脈域は 測定箇所 に含 め な か っ た ( なお
, 中等大門脈域

では門脈域が 横断面で 切れ て い る もの に 限定 し た) .

A
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6 ｡

4｡

2｡

｡

■2｡

-4｡

-6｡

(

辞
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沼
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℃
已
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岳
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q

軋 月旦管周囲型

版管上 皮の 直下 にみ られる肥満細胞 と大型版管周 囲の 結合織

内 にみ ら れる 肥満細胞に 区別 し
,

正常肝 と比較 して
, 著減, 減

少
, 不変

,
軽度 増加, 中等度増加

, 著増 に分け
, 半定量的に評

価 した .

2 ) 肥 満細胞 の表現塑

トリ プ タ ー ゼ
,

カ イ マ ー ゼ の 発 現に よ り検討 し た . なお
, ト

リ プ タ
ー

ゼ は ホ ル マ リ ン 固定 後の パ ラ フ ィ ン 包埋切片 お よ び

A M e X 固定後の パ ラ フ ィ ン 包塩切片 で検出が 可能で あ っ たが
,

カイ マ
ー

ゼ は ホ ル マ リ ン 固定後 の 切片 で は検出 さ れず
,

A M e X

や カ ル ノ ア固定後の 肝切片お よ び凍頼切片で 良好な染色結果が

得 ら れ た の で
･

A M e X 固定標本で 軒同内
,

門脈域内
,

大 劉旦管

T a bl e 6 ･ N u m b e r o f m a st c ell s irL S m all p o rtal tr a ct in n o r m al
li v e rs a n d v a ri o u s h e p at o bili a ry d is e a s e s

H e p a to b ili ar y dis e a s e s
N u m b e r o f N u m b er o f m a st c eIIs

C aS e S e X a m in ed ( Ⅹ±S D )

N o m aI li v e r

A c u t e v ir al h e p atitis

D ru g in d u c ed h e p atitis

Al c o h o li c li v e r dis e a s e

A ut oi m m u n e h e p a titis

C h r o n i c h e p atiti s

Li v e r cir rh o si s

P B C (st ag e s l an d 2)

P B C (St ag e S 3 a n d 4)

P S C

H e p at o lithi a sis

E B O

(

辞
)

s

O
S

日

葛

宕
宅
O

d

2
d

1 1 1 .1 9 ±0 .49

1 9 1 .2 6 ±0 .5 8

1 5 1 .3 6 ±0 .5 6

1 2 3 .4 2 ± 4 .9 1

7 4 .9 3 ± 4 .0 5

3 3 2 .2 7 ± 1 .0 9 *

16 2 . 83 ± 1 .2 1 *

2 0 4 .9 3 ±3 .8 5 *

1 1 8 .1 3 ±3 .1 1 *

1 6 3 .
2 3 ± 1 .5 5 *

8 5
.0 8 ± 2 .00 *

8 2 .4 9 ± 1 .00 *

*

｢

叫

｣
甜
㌣

P B C
･ p n m a r y b ili a r y c ir rh o s is; P S C

･ P n m a r y S Cl e r o s l n B
C h ol an g itis; E B O

,
e X tr al 1 e P a tic bili ar y o b s t ru C tio n ･

*
sig ni n c a n t

difft r e n c e fr o m n o r m a1 1i v e r
,
P < 0 .0 5;

* *
,
P < 0 .0 5

B
OO

8 0

60

4 0

C H L C P B C l + 2 PB C 3 +4 PS C H L E B O C H L C PB C l 十2 P B C 3 + 4 PS C H L E B O

n g ･ 8
･ Q u an 也丘c ad o n of m a st c ell s a r o u n d th e l a rg e b n e d u ct s

,
C O m P a r e d to n o mi 1i v e r s ･

r

m e g r a Ph s sh o w th e p r o p o rd o n (%) o f c a s e s
W ith i n di vi d u al c at e g o ri e s h i n di vid u al h e p a to biu a ry di s e a s e s ･ ㈹ M a st c ell s b e n e ath b ih a r y e pith eli u m . (B) M a st c ell s in b il e d u c t w al l
a n d p e ri d u c tal c o n n e c d v e d s s u e of l a rg e b il e d u c t ･ C H

･
C h r o ni c vi r al h e p a 舶 s ( n = 1 1); L C

,
弘v e r ci r r h o sis & i r al) (n

= 7); P B C l + 2
, P ri m a ryb ni a ry ci 血 o si s ( st ag e s l a n d 2) ( n

丈1 8); P B C 3 十4
, p ri m a r y b ili a r y ci 血 o si s ( St ag e S 3 an d 4) b = 5); P S C

, p ri m a ry s cl e r o sin g d h ol an gi 仕s

(n = 9); H L
, h e p at oli th i a si s ( n 己 7); E B O

,
e X tr a h e p a d c bili a ry ob s t ru C ti o n (n f 8) , ■ ･ m a 血 d i n c r e a s e d ; 乳 i n c r e a s e d ; ■

,
Sli gh tlyin c r e a s e d; t; , Sli gh tl y d e c r e a s e d; 薄 , d e c r e a s e d .
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F ig . 9 ･ M a s t c e11 i n m t r ati n g in t o biu a ry e pith eli u m ･ M a st c ell

(a r r o w ) i n 別t r at e s i n t o bili a ry e pi th eli u m ･ P ri m a r y b ili a r y

ci r rh o si s .
I m m u n o st ai n i n g o f tr y p t a s e (A B C m e th o d) a n d

h e m at o x yl in ,
× 1 00 .

B

Fig . 1 0 . N e r v e A b e rs i n p o rt a l t ra ct s . 仏 B) M an y S -1 00 -

P O Siti v e

n e rv e n b e rs s u r r o u n d ar te r y a n d p o r tal v e i n ( a r r o w h e a d s) .

B u t n o n e r v e B b e r s a r e s h o w n a r o u n d bil e d u ct s . N o r m al

li v e r . I m m u n o s t ai n i n g o f S - 1 0 0 (A B C m et h o d ) a n d

h e m a to x yii n
,
× 10 0 .

城

上皮 直下
,

大型月旦管壁お よ び胆管周囲結合織内 にお ける 肥満細

胞の 表現型 の検 討を行 っ た .

W eid n e r ら
1 1) r4)

に従い
,

肥 満細胞を免疫組織化学的 に M C T 塾

( ト リ プタ
ー ゼ 陽性 ,

カ イ マ
ー

ゼ 陰性) と M C T C 塾 (トリ ブタ
ー

ゼ 陽性
,

カ イ マ ー ゼ 陽性) と に 亜分類 した . な お
, 剖検時およ

び手術時 に採取 した ヒ ト皮膚, 腸管そ れ に 肝の
一

部 の凍結切片

で の 検討 で は
, 腸管粘膜上皮の 肥満細胞は トリ ブタ ー ゼ が陽性

で あ っ た が カイ マ
ー ゼ が 陰性 であ り

,
粘膜型 ( M C T 型) の 表現

型を示 した. 皮膚 の 肥満細胞 は トリ ブ タ
ー ゼ

,
カイ マ

ー

ゼの 両

方が 陽性で あり, 結合織型( M C T C 型) の 表現塾を 示 した (表4) .

3 ) ニ 重免疫染 色

i .
トリ ブタ

ー

ゼ免疫染 色と ハ リ ユ ニ シ ダ凝集素Ⅰ レク チン

(U7 e x e u YPP a e u s a g塵1 u d n in Ⅰ
,
U E A - Ⅰ) レクチ ン 染色

予備 的検討 によ り
,

肥満細胞 は毛細血 管
,

特 に月旦管上皮直下

の 毛 細血 管叢 に深く関連 して出現 し て い た . そ こで , 肥満細胞

を トリ プタ
ー ゼ で 免疫 染色 し

, 毛細血 管を U E ん Ⅰで レ クチ ン染

色 し
,
両者 の 関連性 を2 重染色によ り検討 した ･ なお

,
U E んⅠレ

セ プタ
ー は血 管 内皮 に存在す る こ とが 知 られ て お り

,
U E A ･ Ⅰを

用 い た レ クチ ン 染色で U E んⅠ レ セ プ タ ー の 検出が で きる
師 狗

つ ま り
,

脱 パ ラ フ ィ ン 後の 切片を
,
0 .3 % H 2 0 2 漆加 メ チルア

ル コ
ー ル 液中 に30 分 間置 き, 内 因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を失格

さ せ た 衡 10 % 正 常非免疫 血 清で 30 分 間処理 し た . 次 い で切

片 を ビ オ チ ン 化 U E A - Ⅰ と4 ℃で
一

晩反応 させ た . 次 に AB C 溶

液 と室温 で30 分間反応 させ た 乳 0 .0 3 % H 2 0 2 を加え た D A B 液

で 発 色させ た . 反応陽性物 は 茶褐 色に 発色する . 次 い で
, 十分

に洗 浄後, 抗 トリ プ タ ー ゼ と4 ℃で
一 晩反応 させ

,
ウ マ 抗マ ウ

ス 2 次抗 体,
ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ

ー ゼ 結合 ス ト レプ トアピジ

ン ･ ビ オ チ ン ･ 複合 体 ( st r e p t a v i d i n e
-b i o ti n c o m pl e x w ith

al k ali n e p h o s p h a t a s e
,
S t r e p t A B C / A P ) ( D A K O

,
G l o st r u p ･

D e n m a r k) と それ ぞ れ 30 分間反応さ せ た 後
,

フ ァ ー ス トレッ ド

で 赤色 に発 色させ
, 脱水封入 し

,
鏡検 した .

ま た
,
光顕 で 観察後,

同 一 部 位を共焦 点 レ
ー ザ ー

顕微鏡下で

観 察 し(後述) ,
血 管内皮と 肥満細胞 と の 関係 を さ ら に検討 した ･
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なお
､

フ ァ
ー ス ト レ ッ ドは 赤 色の 蛍光を発する こ と が 知ら れ て

いる .

邑. トリ ブ タ
ー

ゼ とb -F G F の 2 重 免疫染色

従来, 皮膚 や肺で の 肥満細胞 には 線椎芽細胞 の 増殖 や血 管新

生に関連するb ゼG F が 証明され
, 線椎増生 や 血管増生 と の 関連

性が注目さ れて い る
18) 19 )

. そ こ で
, 肝内で の 肥満細胞を トリ ブ

タ
ー ゼとb ゼ G F で2 重免疫染 色し

,
トリ ブ タ ー ゼ 陽性細胞 にb -

F G F の 発現が ある か どうか を検討 した . b - F G F の 検出 に は抗 ウ

シb -F G F モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体( Up sta t e B i o t e ch n ol o g y ,
N Y

,
U S A)

を用い た .
こ の 抗体は ウ シの み ならず ,

ヒ ト ,
ラ ッ ト及 び マ ウ

スの b -F G F と反応す る こ と が知 ら れ てい る
3 7)

. また
, 抗 ウ シb -

F G F モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体は ホ ル マ リ ン 固定標 本で用 い る場合 は

ヒア ル ロ ン 酸処理が 前処置 と して 必要に なる が
19 )

, 予備的検討

でA M e X 固定標本で は特 に前 処置を必要 とせ ず良好な染色結果

が得ら れ たの で
, 今回の 検討 に は A M e X 固定標本を用い た . 今

臥 トリ プタ
ー

ゼ とb - F G F の 検 出に用 い た 抗体は い ずれ も マ ウ

スで作成さ れ て お り
,
2 重免疫染 色で は最初 の 反応 に 用い た抗

マ ウ ス2 次抗体 を失宿 させ る必 要が あり
､ 青木ら

3 別
の 方法に 従

っ て温熱処理を併用 した .

つ まり
, 脱 パ ラ フ ィ ン 後 の 切片を, 0 .3 % H 2 0 2 添 加メ チ ル ア

ル コ
ー

ル 液中 に30 分 間置き
, 内因性 ペ ル オ キ シ ダ

ー ゼ を失 宿

させた 後
,
1 0 % 正 常非免疫 血 清で 30 分 間処理 し た . 次 い で切

片を抗b - F G F と 4 ℃ で
一 晩反応 させ た . 次 に ウ サ ギ 抗 マ ウ ス 2

次抗体,
A P A A P 溶 液と そ れ ぞ れ 室温で 60 分間反 応 さ せ た後 ,

フ ァ
ー ス ト レ ッ ドで 発 色 さ せ た (赤 色) . そ の 後切 片を9 0 ､

95 ℃で10 分 間温熱処理 し
,

ウサ ギ抗 マ ウ ス 2 次抗体を失 宿させ

た . 次い で
,
1 0 % 正 常非免 疫血 清で3 0 分 間処理 し, 抗 ト リ プ

ダ
ー

ゼ と4 ℃ で
一

晩反応 させ
,

ウ マ 抗 マ ウ ス 2 次抗 体, A B C 溶

液と室温で30 分間反応 させ た 後, 0 .0 3 % R 2 0 2 を加 えた D A B 液

で発色させ (褐 色) , 脱水封 入 し, 鏡検 した .
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Fig ･ 12
･ P r o p o r ti o n o f b - F G F -

P O Si ti v e m a s t c ell s i n all
t ry p t a s e

-

p O Si ti v e m a s t c ell s i n v a ri o u s h e p a t o b ili a r y
di s e a s e s ･ T Yl e g r ap h s h o w s p r o p o rti o n o f c a s e s i n i n d i vid u al
C at eg o ri e s . N L

,
n O r m al li v e r ( n = 2 8); A L

,
al c o h o li c li v e r

dis e a s e ( n = 4); C H
,

C h r o n i c v i r al h e p a titi s ( n = 8 ); L C
,

1i v e r ci r r h o si s ( n
諾 1 6) ; E B O

,
e X t r a h e p a ti c b ili a r y

O b s tr u c ti o n (n ヨ 1 8); ガ
,

n e g a ti v e f o r b - F G F ; 鍵
,

W e a k l y
p o siti v e; 聾 , P O Siti v e; +

,
S tr O n g l y p o siti v e .

4 ) トリ プ ダ
ー ゼ 陽性肥満細胞の 分布 と神経線経と の 関連性

の 検討

S - 1 0 0
,

N P Y に対す るモ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体, ポリ ク ロ
ー

ナ ル

抗 体 (表3) を用い
, 免疫組織学的に これ ら抗 原成分の 検出を行

い
, 門脈域およ びそ の 他 の 肝の 構成成分 と神樫線維の 分布 や密

度 との 関連性 肥 満細胞と の 位置的関連性 の 検討を行 っ た .

5 ) 月巴滞細胞の b ヰ
､

G F お よ びヒ ス タ ミ ン の発現

抗b - F G F 抗体 , 抗 ヒ ス タ ミ ン 抗体 ( C h e m i c o n
,
T e m e c u l a

,

U S A ) を用 い
,

肥満細胞の b - F G F お よ び ヒ ス タ ミ ン の 発現を検

討 した ･ 今回の 検討 で はA M e X 固定標本を用い た . 予備的検討

で はb -F G F や ヒ ス タ ミ ン は大型月旦管周囲鰭合繊に 多く み られ た

の で
,

この 部位で の 各種疾患に お けるb ･F G F ある い は ヒ ス タ ミ

ン 陽性の 肥満細胞の出現率を陰性, 謂陽性
,

陽性 強陽性 にわ

けて 半定量的に評価 した .

6 ) 其焦点 レ ー ザ ー 顕微鏡 によ る観察

酵 素抗体 法で A P A A P 法で染 色さ れ た標 本で は
,

フ ァ
ー ス ト

レ ッ ドを発色系に用 い た . フ ァ
ー ス ト レ ッ ドは ロ ー ダ ミ ン と 同

波 長 の 蛍光 を発 する の で
, 染色標 本を共焦 点 レ

ー

ザ ー 顕微鏡

(LS M 4 1 0 .
C a d Z ei s s

,
G ottin g e n

,
G e r m an y) 下 で 観察す る ことに

より フ ァ
ー

ス ト レ ッ ド
,

つ まり標識物の 局在をデ ジタ ル 化 し画

像で 検討 した ･ レ ー

ザ
ー 光 は51 4 n m の ア ル ゴ ン レ ー

ザ
ー

を使用

し,
ス キ ャ ン速 度は8 .6 5 秒と し

,
ピ ン ホ

ー ル サ イ ズ催 は20 と

し
, 画像 サ イ ズ は 768 ×5 7 6 ピ ク セ ル と した . 画像平均化 は8

回と して画像 を得た .

7) 免疫電顕 によ る 肥満細胞内 トリ プタ
ー

ゼ の 検討

ト リ ブ タ
ー ゼ陽性の 細胞が肥満細胞で ある こ とを電子顕微鏡

的 に確認 した . まず
, 摘 出 し た肝組織 を4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ

ヒ ド (0 .1 M
, リ ン 酸緩 衝液

, p H 7 .4) 内で4 時間固定後
,

P B S で

洗浄 した . 次 に 30 % シ ョ 糖溶液内 に
一 晩置 き

, 浸透圧 の 調整

を行 っ た 衡 肝 組織 を 切片作 製用 至適 温度化 合物 ( O p ti m al

O

C
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F ig , 13 . P r o p o rti o n o f h i s t a m i n e
･

P O Si ti v e m a s t c e ll s i n all

tr y p t a s e
･

p O Siti v e m a s t c e11 s i n v a ri o u s h e p a to b ili a ry di s e a s e s .

T h e g r a p h s h o w s p r o p o r ti o n o f c a s e s i n i n di vi d u a l

C a t e g O ri e s . N L
,
n O r m a1 1i v e r (n = 2 8); A L

,
al c o h oli c li v e r

di s e a s e (n = 4); C H
,

C h r o ni c vi r al h e p a titi s (n : 8); L C
,
1i v e r

Ci r r h o si s ( n 芸 1 6); E B O
,

e X t r a h e p a ti c b ili a r y o b st ru C ti o n

(n ; 1 8); 薄
,
n eg ati v e f o r h i s ta m i n e; 肇

,
W e a k ly p o siti v e ; 軋

p o siti v e; ■ ,
St r O n g ly p o siti v e .
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c u tt in g te m p e r a t u r e c o m p o u n d) (M il e s
,
E lk h a rt ,

U S A) に 包埋 し

て 凍緯 し
,

ク T) オ ス タ ッ ト 汀i s s u e T ek
,
M il e s) で4

,

′L m の 凍結

切 片を作成 し
,

トリ ブタ
ー ゼ の 免疫染 色 (A B C 法) を行 っ た .

免疫染色後の 切片 を グル タ ー ル ア ル デ ヒ ドお よ びオ ス ミ ウ ム 酸

に て 固定を施 し
,

1 % 酢酸ウ ラ ニ ウム で ブ ロ ッ ク 染 色を施 した

後 ,
脱水

,
エ ボ ン 包埋 (応研 商事, 東京) を行い

, 超薄切 片を

作成後,
無染色で透過電顕 H 3 00 型で観察を行 っ た .

成 練

Ⅰ. 正 常肝で の 肥満細胞の 分布

トリ ブ タ ー ゼ 陽性細胞は 比較的大型 の 単核細胞で , 高度 の 陽

性條を呈 し
,

細胞全体が 顆粒状 ､ び まん性 に陽性で あり, 細胞

の微細構造が 認 め ら れない 程度で あっ た. 円形, 楕 円形, 扁平

塑 の もの の 他
,

さら に短い 1 ､ 2 ケ の 細胞質突起を有 す る樹枝

状 の もの もみ ら れ た . な お
!

や や 小型の トリ プ タ
ー

ゼ 陽性細胞

もみ ら れた . 肥満細 胞は
, 連続切片を用 い た H E 染 色で は大型

の 単核細胞 で あり
, 胞体 は両染性で あり

, 微細顆粒状を呈 する

もの もみ ら れ た . 胞体の 量 は種 々 で あり, トリ ブ タ ー ゼ 陽性細

胞周囲 の 希合 組織 に トリ ブタ
ー ゼ の 漏出像 もみ ら れ た . な お

,

上 述し た3 ケ所 以外 に肝被膜部 や そ の 直下 にも肥 満細胞 が 比 較

的密 に認め られ た が
, 今回の 検索対象と は しなか っ た .

1 . 類洞型(囲1 A
,
B)

肝実質の類洞 に
,

ごく少数の トリ プ タ ー ゼ陽性の 肥満細胞が

散在性 に み ら れ た . 正常肝で は
, 大体,

1 ､ 3 ケ の 肝小葉内 に1

僧程度 の 肥満細胞 が み られ た (平均0 .5 5 個) . 大型 の もの と小型

の もの が あり
,

大型 の もの に は細胞質突起が み ら れた .

2 . 門脈域型 (図2 A
,
B)

1 個 のノ｣ ､ 型 門脈域 に1 ､ 2 個程度の トリ ブタ
ー

ゼ 陽性 の 肥 満細

胞が認 め られ た (平均1 ,1 9 個) . 中等大の 門脈域で は5
～

1 5 個 で

ば ら つ きが 多か っ た . なお
,

正 常肝 の′ト塑 ～ 中等大 の 門脈域 で

は肥満細胞 と 門脈域内 で の組織成 分, 例 え ば血 管や 神経線維 ,

門脈城辺緑 部の 肝細胞と 特定の 位置的な 関連性 は み ら れ な か っ

た .

3 . 月旦管周 囲塑 (園3 A ､ D )

肝内大型胆管や 隔壁月旦管で は
,
胆管壁

,
特に 胆管上 皮直下 の

P Ⅵ
) 内層の 分布 に 一 致 して トリ ブ タ ー ゼ 陽性肥満細胞が 密 に分

布 して い た (図3B
,
C , 図5) . 毛細血管に接 して み ら れ る傾向が

あり
,

U E A - Ⅰ と トリ ブ タ ー ゼ の 2 重染色で両者の 関係が 明瞭に

示 さ れた (図6 A ,
B) . 月旦管上 皮直下 に存在する 肥満細胞を A 型

月旦管周囲肥満細胞 と呼ぶ . 稀に 隔壁胆管や 肝内大型胆管の月旦管

上 皮層内に もトリ ブ タ
ー

ゼ陽性の 肥満細胞が 認め ら れ た . 次 に
,

月旦管壁内, 特 にそ の 外側や月旦管壁周 囲の 結合織内に も トリ ブタ

ー

ゼ陽性の 肥満細胞 が み られ た . こ れを B 塑月旦管周囲肥満細胞

と呼ぶ (園5) . U E ん Ⅰ と トリ ブタ
ー

ゼ の2 重染色を用い た 検討

に より
,

B 塑細胞 の 約半数 は小血 管や 毛細 血管に接 して 認め ら

れたが
,

血管と関連性の ない B 塾肥満細胞 もみ ら れ た .

ま た
, 肝内大型月旦管の 周囲に 存在する月旦管周囲付属腺 で も

,

トリ プタ
ー

ゼ 陽性肥満細胞が
, 付 属腺腺房間や 周囲の 結合織内

に多数み られ た (図ふD) . こ れをC 型胆管周 囲肥満細胞 と呼ぶ
.

U E A ｣ と トリ ブタ
ー

ゼの 2 重染色によ りC 塑肥満細胞の 約半数

は毛細血管 に接 して分布 して い た . 残りの 細胞は 血 管系との 関

連性が み られなか っ た .

Ⅰ. 透過電顕, 免疫電顕 に よ る肥満細胞の 横討

電顕的検討で は , 小血管壁 を囲む問責系細胞 に接 して特徴的

城

な顆粒を含 む肥満細胞 が み ら れ た. 免疫電顕 に よ る検討で
､ ト

リ プ タ
【

ゼ は肥満細胞 の こ れ ら の 塀粒 上 に 金粒子 と し てみられ

た(図7) .

Ⅱ . 各種肝胆道糸疾患 での 肝内肥満 細胞 の分布

肝類洞型
,

門脈 域型
,

鯉管 周囲型の 肥満 馴包は 各々 の 肝胆道

系疾患 の 病態 に 関連 し て特 徴的 な分 布 を 示し た (表5
, 6

, 図

8A
,
B ) .

1 . 類 洞型肥満細胞

類 洞型 の 肥満細胞は 正常肝と 同様 に肝実質内 に散在性 にみら

れ た . 多くの 疾病肝で 正常肝と 比較 して 類洞型の 肥満細胞の有

意 な 増加 は み ら れ な か っ た . し か し
, 慢 性 ウ イ ル ス 性肝炎､

P B C 症例 の 中 には
, 限界板ある い は こ れ に接 した肝実質内の類

洞に 肥満細胞が や や増加 し て い る例もみ ら れ た
. 慢性の月旦汁う

っ 滞性肝疾患や ア ル コ
ー ル 性肝疾患で は肝実質内 での 肥 満細胞

の 軽度 の 増加傾 向が み られ た .
こ れ ら の 肥満細胞数を表5 に示

す.

2 . 門脈域型肥満細胞

次 に 門脈域 塑の 肥満細胞 に つ い て 述 べ る (表6) . 急性ウ イ ル

ス 性 肝炎 , 薬剤性 肝障害,
自己免疫性 肝炎な どの 急性 肝疾患で

は 門脈域 内の 肥満細胞は 正常 肝と比 較 して 有意な 増加 を認めな

か っ た . しか し , 薬剤性 肝障害と考 えら れ る1 例 で は
, 門脈域

に 肥満細胞 の 増加 が み ら れ
, 同例 では 好酸球の 増加もみ られた .

慢性 肝疾 患で は ア ル コ
ー ル 性肝線 維症お よ び う っ 血性 肝線維症

の 肝 実質性 疾患で は門脈域及び 線維性隔壁で の 肥 満細胞の数は

不変 か や や 増加 の 傾向が あ る程度で あ っ た . 慢性 ウ イ ル ス性肝

炎や ウイ ル ス 性肝硬変 で は正 常肝 に比較 して 門脈域内肥満細胞

の 有意な増加を認 めた . なお
,

増加例で は 肥満細胞 は線維化巣

や線 維性隔壁部 に散在性 にみ ら れ
,

一 部 の 肥満細胞 は′ト血 管に

接 して み られ た . しか し, 特定 の 組織成分 と の 間に位置的な関

連性 を示 さな い 肥満細胞も多く み ら れ た .

P B C
,

P S C
,

E B O や そ の 他 の 牌叶う っ 滞性肝疾患 や月旦道糸疾

患で は門脈域型 肥 満細 胞が種 々 の 程度 に増加 して い た . 拡大し

た門脈域 に肥満細胞 が 増加 して い た が
,
線 椎化 の 進展 した例や

肝硬変, 特 に 活発 な細月旦管増 生 や炎症 反応 を伴 う例 で は肝限界

横付近で の 増加 が 目立 ち, 限界板 の類洞 内に も肥満細胞の 増加

をみ る例 が あ っ た . 血 管と 位置的な親和性 を示すもの もみられ

た が
, 関係 の な い 肥満細胞 も多くみ ら れ た . な お P B C の Ⅰ期

の 例 で は
,

小型門脈域 内で 肥満細胞 が増 加す る例と
,

殆ど増加

しな い 例 が あ っ た . な お
,
P B C やP S C

,
C 型慢性 肝炎で小型′ト

葉閏月旦管 に種 々 の 程 度 の 炎 症を示す 例が み ら れ
,
慢 性肝炎や

P B C の
一 部 の 症例 で炎症 の強 い 部 に著明な肥満細胞の 増加を認

め た が
,

全体的 に は こ れ ら の 胆管障害と 増生 し た肥満細胞との

間に は 一 定 の 関連性 は み ら れ なか っ た . しか し
,

P B C やPS C ,

また E B O の 隔壁牌 管 レ ベ ル ヤ
ー

部の 中等大小葉 閏月旦管で は障

害月旦管 に 関連 して 肥満細胞 (特 に B 型) の 増加 が認 め ら れた ･

なお
,
P B C の 障害胆管

t
特 に隔壁月旦管 に病 変の 及ん で い る例で

,

胆管 上 皮層内で の 肥満細胞が や や 目立 つ 傾向が あっ た(図9) ･

3 . 隔壁胆管
,

肝内大型胆管
,
付 属腺 で の 分布

月旦管周囲塑肥満細胞 に 関 して は
,
急性肝疾患 や

,
慢性肝疾患

で も ア ル コ
ー ル 性肝硬 変や慢性 ウ イ ル ス 性肝 炎

,
慢性うっ 血肝

な どの 肝実質塾 障害例 で は ほ ぼ 正常肝 と 同 じ分布パ タ ー ンや密

度 が み ら れ た
. 主 に肝 内大型月旦管や 隔壁月旦管 に病変 を認める

PS C や肝 内結石 ,
ま たE B O で は

,
肥 満細胞 の 分布と 密度は月旦

管病変 の 新旧や 種類 に 関連 して 変動 した . A 塾 お よ び B 塾の肥
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浦和胞が 種々 の 割 合で 変化 した ･ W
一

般 的に は A 型の 肥満細胞は

胆管病変 により種 々 の 変動を示 した が
,

B 型は 殆 どの 例で 増加

した (囲8 A
,
B) .

ま ず , 肝 内結石症 で は
,

胆管 の 硬 化 した 症例 が 多く ､ こ れ

らの 硬化性 の 胆 管で は
,

A 型肥 満細胞 は 明ら か に 減少 し
,

ま

た
,
線維性 に肥厚 した 胆管 壁の 内側で も 肥滴細胞 の 減 少が み

られ た . なお , 胆 管壁が 浮 腫性 の もの で も, 胆 管上 皮層 直下

の A 塑肥満細 胞が 減少す る 傾 向が あ っ た . B 型肥 満細胞 は 線

維化部 に多く み ら れ た . B 型 は 胆管 の 線 維 化お よ び 大型 門脈

城全体で の 線維化 に 関連 して 出現 して い た . ま た
, 肝 内結 石

症で は結 石 含有胆 管 付属 腺 の 増 生 が 種 々 の 程 度 に み ら れ る

が
,

こ れ ら の 部位 で 肥満細 胞の 増加 が み ら れ た . 特 に
, 病 変

が比較的幼若で 肉芽性 の 部 位で 肥滴 細胞 が 高度 に 増加 し て い

た . しか し , 硬化性 の 部分 で は 肥 満細胞 が 疎 ら に な っ て い る

症例も多くみ られ た .

次に
,

P S C を 含め た 硬化性胆 管炎や E B O で は
,

胆管 炎を有

する部位, 特 にリ ン パ 球, 形質細胞な ど の 炎症性細胞浸潤の 目

立つ 活動性胆 管炎を 示す胆管で は
,

A 型肥 満細 胞が 上 皮直下 で

増生 して い た . なお
,

硬化性 の 変化 を示 す胆管で は A 型肥満細

胞が 減少或 い は消 失 し て い た . E B O で
,

胆 管が 浮腫性 の 変化

を示す例で も, A 型細胞 は 減少 した . P S C
,

E B O で は
,

A 型肥

満細胞の 増減 に関係 なくB 型肥満細胞 は 病変の 種類 に関係な く

種々の 程度 に増加 して い た . なお
,

こ れ ら の 疾病肝で み られ る

増生した A 型肥満細胞 は
,

正常肝 に み ら れ る大型の もの の み な

らず,
小型の 肥満細胞も含まれ て お り

,
ま た染色性も弱く, 正

常の 大型胆管上皮 直下 の A 型肥満細胞 と は や や異な っ て い た
.

これ ら の 胆道系疾患で は
, 疾患 に関係なく, 増生 した 胆管付

属腺に関連 して C 型肥満細胞の 増 生 が み ら れ た .

Ⅳ . カイ マ ー ゼ の染色結果

肥満細胞の トリ ブタ ー ゼ
,

カ イ マ
ー ゼ の 発現を トリ ブタ

ー

ゼ

染色お よ び カ イ マ
ー ゼ 染色 に よ り検 討 し

,
そ の 染色結果を 表4

に示す. 肥 満細胞の マ
ー カ ー 酵素で ある カイ マ

ー ゼ は
, 項洞型

と門脈域型 で は ト リ プ タ
ー

ゼ と ほ ぼ 同 じ 染色性 と 分布 を示 し

た . しか し
,

胆管周囲型 に 関し て は
,

上 皮 直下 に 分布する A 型

はトリ ブ タ ー ゼ は 陽性 だ が
,

カ イ マ
ー

ゼ 陰性 の こ と が 多く,
B

型に関して は カ イ マ
ー ゼ の 染色性は-

ユ

定 し なか っ た .

† . 門脈城 で の肥満細胞 と神経線経 との 関連性

肝内神経線維を
_主

に 神経 ペ プ チ ド ( N P Y) と神経髄鞘 (S -1 0 0)

の 免疫染色に より 検討 し, 肥 満細胞の 分布と の 関連惟 を検討 し

た .

まず, 胆管周囲型の 肥 満細胞と の 関連性で
, 止 常肝で は , 肝

内大型胆管壁外に 種 々 の 太さ の 神経線 維束や 珠状 にみ え る バ リ

コ シテ ィ を示す細線維が 認 め ら れ た . しか し
,

A 型の 肥 満細 胞

が分布す る上 皮直下 に は神経線 維は 殆 ど認め ら れ な か っ た (わ

ずかに細い 神経線 維が 上皮 直下 に み ら れ た が
,

バ リ コ シ テ ィ は

認めなか っ た) . ま た
, 門脈域全体 を観察 する と 神経線維 や バ

リコ シテ ィ は 門脈 周囲や動 脈周囲に 豊富 に み られ た が
,

′J ､ 型胆

管周囲で は比較的少 なか っ た (図10 A
,
B) .

こ れ ら神経線維の 分

布と トリ ブ タ ー

ゼ 陽性肥 満 細胞 と の 位 置的な 関連性は 正 常肝 お

よ び各種 の 病 的状 態で は 明ら か で なか っ た . 肝類洞 に もS _1 0 0

陽性の神経線維が 散在 して おり
, 部位 に より密在 して い た (表

7) ･ しか し
, トリ プタ

ー ゼ 陽性肥満細胞 と の 位 置的な関連性 は

みら れな か っ た
. さ ら に

,
S -1 0 0 陽性 神経 は付 属腺内 に もみ ら

れた.

T a ble 7 ･ D is trib u ti o n o f S - 10 0 -

P O Siti v e n e rv e fib e rs

L o c a ti o n
P r e s e n c e o f S - 1 00 -

p O Sitiv e

n e r v e fib e r s

B e n e a th bili ar y e pith eli u m o f l ar g e bil e d u ct ±

A r o u n d t h e l a r g e bil e d u c t +
～

十 +

A r o u n d th e l a r g e v e ss el + + 十

A r o u n d t h e s m all bil e d u c t ± ､

+

A r o u n d th e s m all v e s s el + +

H e p a ti c si n u s oid ± ～

+ +

P e ribili a ry gl a n d +
､

+ +

±
,
V e ry f e w ; 十

,
a fb w ; + +

,
m a n y; + + +

,
m a r k e d ･

Ⅵ . 肥満細胞で の b - F G F
,

ヒス タ ミ ンの発現 と肝線雑化 との

関連性

次 に 肥満細胞 と線維増殖と の 関連性 をb - F G F
,

ヒ ス タ ミ ンの

発現を 中心 に免疫組織学 的に検討 した .

正常肝 の ノト型の 門脈域で は
,
b - F G F 陽性細胞は 殆 どみ ら れ な

か っ た . 各種の 病 的肝で は
,
･ 一

部 の 症例 で線維性 に拡大 した門

脈域 や 大 型胆管周 囲の 結合織内 にb - F G F 陽性細胞 が み られ た

(図 1 1) . b -F G F 陽性細胞の 分布お よ び 形態 は トリ プタ ー

ゼ 陽性

の 肥満細胞 と類似 し てい た . な お
,

数量 的に は
,

トリ ブ タ ー ゼ

陽性細胞 の 方がb - F G F 陽性細胞 より多く み ら れ た . トリ ブ タ ー

ゼ とb AF G F の 2 重免疫染色で は トリ ブ タ ー ゼ 陽性 の 肥満細胞 の

一 部 にb - F G F の 発現が み られ た . 疾患別 にみ ると 慢性ウ イ ル ス

性肝 炎
,

肝硬変で はb - F G F が 陽性 と なる症例が 比較的多く み ら

れ た . E B O で はb - F G F の 陽性率は 若干低 か っ た ｡ ア ル コ
ー

ル

性肝障害 に お い て は今回検討 した症例 で はb - F G F 陽性の 肥 満細

胞 は認 め られ なか っ た (図12) .

ヒ ス タ ミ ン 陽性肥 満細胞 は二LE 常肝 で も しば し ば認 め ら れ た .

病的肝 で は
, 慢性 ウ イ ル ス性肝 炎でや や 陽性率が 高く ,

ア ル コ

ー ル 性肝疾患で 少な い 傾 向が あ っ た (図13) . し か し , 疾患 に よ

るl敵性率 の 差 は有意で はなか っ た .

考 察

肝 は肝 細胞
,

血管 お よ び胆管系お よ び こ れ らを維持する 支持

結 合組織 か ら 構 成さ れ て い る . そ し て ,
こ れ ら の 構 成成 分は

各々 の 郎位で微小環境 を形成 し, 肝 の 生 理機能 に探く関係し て

い る
:珊

. 病的肝, 特 に慢 作の 病的月l
:
で は

,
こ れ らの 構成成分に

種 々 の 変化が み ら れ
, 破壊, 再生

, 増 生あ る い は線純化と 密接

に 関連 し て 変動す る . こ れ ら 肝の 構 成成分の 変化あ る い は 病的

硯 象の 発 生
,
進展

, 終焉 には 微小環境 の 変化と維持, 修複 が 重

要で あ る . そ し て
,

近年,
こ の 微小環境 の 変化や 維持 に肥 満細

胞が 深く係 っ て い る こ とが
,

皮膚, 気道
,

胃腸管 で 指摘さ れ て

い る
4(り､ 42)

今 回, 肥満朝胞が 肝の 生 理 病態 に どの 様 に関連 して い る かを

免疫組織 化学 的に検討 した . まず , 正 常肝 で は ト リブ タ ー ゼ 陽

性 の 肥満細胞 には 大きく3 つ の 分布パ タ
ー

ン が み られ た . まず,

門脈域 に分布す る門脈城型と 肝小葉 内に分布す るもの が み ら れ

た .
こ の 2 つ の 型は 以前 より報告さ れ て い る

1 7)
. トリ プタ

ー

ゼ
,

カ イ マ
ー ゼ の 免疫 染色の結 果

,
こ の 2 つ の 塑の 肥満細胞 の 表現

塑 は綿合繊 型 (M C T C 塑) の 肥満細胞 で あ っ た . 第3 の胆管周 囲

型 は
,
今回の 検索で そ の 詳細 が明らか と な っ た肥満細胞で あり

,

類洞型, 門脈域型 に較べ
, 常 にか つ 規則正 しく分布 して い た .



1 4 0

今回の 研 究で 肝内大型胆管 , 隔壁胆管, 胆管付属腺周囲 には

豊富な肥浦和胞が 分布 して い た . 肝 で
, 外界 に最も近い

,
あ る

い は外界の 変化に さ ら さ れ や すい 部位と して 胆道系と 門脈系が

挙 げ られ
, 胆管系は 肥満細胞 が豊富 に分布する こ と が 知 られ て

い る胃腸管と 直接 連続 して い る . 特 に
,

胆管上皮 直下 に肥満細

胞が 常 に 分布 し
,

U E ん Ⅰ と トリ ブ タ ー ゼ の 2 重染色 に より ,

K o b a y a s hi ら
2 8)

が 以 前報告 した
,

上 皮直下 の チ ェ
ー ン 状 毛細血

管 に接 して 存在 して い た . そ の 表現型は トリ プ タ ー ゼ と カイ マ

ー ゼ の 免疫染色 の 結果 , 粘膜型 (M C T 型) で あり
, 胃腸 管の 粘

膜 に主に存 在す る肥満細胞の 表現型で あ っ た . 従 っ て
, 肝内大

型胆管や隔壁胆管 の 胆管上 皮直下 の 毛細血 管内層 に
一 致 し て分

布 して い た肥満細胞 は他 の 胃腸管や 気道な どと 同 じく
,

外界 と

肝と の 接点 に位置 して い る点が 特異 と考え られ
,

生体防御 に深

く 関連 し て い る と思 わ れ
,
肝 内の 太 い レ ベ ル の 胆管は

,
肝外胆

管や腸管粘膜 と近 い 状況 にあ る こ とが 推察 され る
. なお

,
正常

肝の 胆管壁 や そ の 周 囲に も少数 の 肥満細胞が み られ た が ,
こ れ

らは M C T C 型 の 表現塑 を呈 し た .

さ て月巴満細胞 ほ
, 多く の 生物学 的活性物質を合成, 分泌 する

こ と が 知 られ て お り
, 最近 ,

そ の 中で N O や ヒ ス タ ミ ン
,

セ ロ

ト ニ ン な ど の 血 管作動 性 ア ミ ン の 産生
,

分泌が 注月 さ れ て い

る
2 0)

. N O は現在 , 種 々 の臓 器の 微 小循環系の 調節 に 最 も重要

な生 物 学的 活性 物質 と さ れ て い る
4 3) 4 4)

. た と え ば
,

F eld m a n

ら
20)

は最近
,

食道粘膜の 血 流調節 に 肥満細胞 が深 く関係 して い

る と報告 し, 特 に N O の 役割に注 目 してい る
.

さ て
, 肝 は肝動 脈と 門脈の 2 重血行支配を受 けてお り, 門脈

は肝内の 門舵城で 細く枝分か れ して
, 肝類洞 へ と 注 ぐこ とが 知

ら れ て い る .

一

方 , 肝動脈 は 門脈域内で 周囲に微 小な 枝を出 し

なが ら分岐 を繰り返 し
,
月旦管, 門脈お よび 肝動脈 自身を含め た

門脈域 内の 組織構成 成分を栄養 し
,
最終 的に 肝類洞 へ と 注 ぐ.

特 に月旦管周 囲で は 毛細血管叢 を形成 し
,

胆管の 生理
,

病態 に深

く 関係 し て い る . 今回の 研究 で
,

胆管上 皮直下 や 胆管付属腺 に

多く の 肥満細胞 が 分布す る こ と が 明らか と なり,
こ れ ら の 組織

で の 毛細血 管 の 調 節に は こ れ ら の 肥 満細胞が 深く 関与す る と考

えら れ た .
つ まり

, 今回の 免疫組織学的検討の 結果か ら大型胆

管周囲で の 微小循 環系の 調節 は主 に
,

こ の 肥満細胞 の 多数 の 媒

介物 質, 特 に ヒ ス タ ミ ン と N O が 関与 して い る可 能性 が 注目 さ

れ た . な お
, 今回の 検討 で正 常肝 の こ れ ら胆管上 皮 直下 の 毛細

血 管叢 に は神経線 維は 殆 どみ ら れず
,

この 部の 微小循環系 に は

神経線維 は深く関与 して い ない と思 わ れ る .

一 方
,

肝動脈周 囲や 門脈周 囲
,

さ ら に小型門脈城や 肝類洞 で

は
, 肥満細胞 は乏 しか っ た が

,
こ れ らの 部位で は豊富 な神経線

維が み ら れ
,

か つ バ リ コ シ テ ィ も 多く,
こ れ らの 部で の 徴′ト循

環系 の 調節 に は肥満細胞 より神経あ るい は 神経か ら分泌 さ れ る

媒 介物質が 深く関連 して い る と思 わ れ る
4 5)

.

次 に
, 各種胆道系疾患 での 肥満細胞の 変動と その 病的 意義 に

つ い て述 べ る .
つ まり

, 種 々 の 病的肝で は微 小環境 が変化す る

こ とが 知 られ て い るが
,

今回 は肥満細胞の 数が どの 様 に変化 す

る の か を中心 に検討 した .

まず, 今 回の 検討 で
, 各種 の 慢性肝胆道糸疾患の 門脈城 で肥

浦和胞が 増加 して い た . 特 に , 線維化の 進展 し た例や 肝硬変例

で こ れ ら の 肥 満細 胞 の 増加が 目立ち, 肝実質 に接 した 部位 (限

界枚 , 門脈城 や 線椎性隔壁 に接 した肝類洞) に も目立ち
, 細胆

管増生部や炎症性変化の 強い 例 で は特 に目立 っ た . こ れ ら の 増

生 した肥満細 胞 は M C T C で あり
, 結合 織型肥満細胞 で あ っ た.

こ れ ら の 肥満細胞 の 増 生 は
,

P B C や P S C
,

E B O
, 肝 内結石症

な ど の 胆 道系 あ る い は 胆 汁う っ 滞性疾 患で 特 に増 加が 目立っ

た . し か し
,

早 期の P B C 例 で は
,

門脈 域型 の 肥 満細胞 の 増加

する 例と増 加 しな い 例が あ っ た . P B C の 初期例で は肝線維化は

乏 しく, ま た胆汁う っ 滞 の 発生が 不完全 ある い は不規則で あり
,

従 っ て 肥滴細胞 の 増加 して い ない 例 で は胆汁の う っ 滞が まだ生

じて い な い の か も知 れ ない . 胆汁う っ 滞性肝疾患や 胆道系疾患

で 肥満細胞が 増加す る機序 と して 肝組織内で の 胆汁酸の 貯留が

F a r r ell ら
17)

に より提唱 され て い る . な お
, 肝 内結 石症 やP SC で

門脈域が 硬化 して い る部 位や 炎症反応を認め な い 部位で は肥満

細胞 は殆 どみ ら れ な か っ た . 肝線維化が 陳旧化 し た場合, 肥満

細胞が 減少す る こ とが 示唆 さ れ る .

肝 の 門脈域 の 線維増 生
,
線 維性の 隔壁形成, そ れ に胆管及び

そ の 周囲 の 線維 化 と肥 満細胞 と の 関連性 が 強く 示唆 さ れ たの

で
, 肥満細胞 と線 維化進展と の 関連性 に つ い て 述 べ る . 肥満細

胞 は 炎症 や線椎 化や 血 管増生 の 病的 プ ロ セ ス で 重 要と さ れてお

り
46) 47)

, 特 に肥満細胞 か ら分泌 さ れ る線維 増生 に関連す る生物

学的活性物 質, 特 にb - F G F
,

トリ ブ タ
ー

ゼ
,

ヒ ス タ ミ ン の 果た

す役 割が 注目 さ れ て い る
1 9)4 8)4 9)

. 皮膚 や肺 で は
,

肥 満細 胞がb -

F G F を分泌す る と され てお り
,
臓器 で の 線 維化に 関連する こと

が 知ら れ て い る
18) 19)

一 方
,
慢性 進行性の 肝疾患で は

,
門脈域 に トリ プ タ

ー ゼ陽性

の 肥 満細 胞の 増 加が あり, 特 に線維化 の 進展 した例 で 明瞭であ

っ た
. さ ら に

, 胆 汁う っ 滞 性 の 肝疾 患, 特 に進行 した P B C や

PS C で は
, 門脈 域周辺部の 肝実質 で肥満細胞 の 増 加が 他の 慢性

進行性肝 疾患 より多くみ られ た . さ ら に
,

こ れ ら の 疾患 で は拡

大 した 門 脈域周囲や 隔壁周 囲,
さ ら に こ れ に接 する 肝類洞にも

トリ ブタ
ー

ゼ 陽性 の 肥 満細胞 の 増 生が み ら れ た . 慢 性の 胆汁う

っ 滞性の 疾患で は細胆管
,
肝細胞 周囲性 に 線維 化の み ら れる こ

と が 知ら れ て お り
,

こ の 線椎増生 に肥 浦和 胞が 関連 して い る可

能性が 考えら れ る
.

今回, トリ ブ タ ー ゼ とb - F G F の 連続切 片 を月] い た 免疫染色,

お よ び2 重 の 免 疫染色 の 結果 より
, 肝内で 増加す る 肥 満細胞に

b - F G F の 産生 が み ら れ た . こ の こ と は肝 内で増 生 した 肥満細胞

が肝で の 線維芽細胞 の 増生
,

そ して線 維増生 に深く関連 してい

る こ とを示す もの で ある . また
,

トリ ブ タ
ー

ゼ も線維芽細胞を

増生 させ る こ と が知 ら れ て おり
,

ヒ ス タ ミ ン にも線維増生 や練

維芽細胞増殖 の 作 用機序 の ある こ と が 知 られ て い る .
こ れ らの

線維増生 因子 が , 別々 に
,

また 共同 して 肝線維化 の 発生 , 進展

に深く関連 して い るも の と思わ れ る .

肝l斗結石,
P S C

,
E B O で は

, 胆管系 の 種 々 の 病 的変化,
特に

線維化や 炎症性 変化や線 推増生 と と も に肥 滴細胞 に種 々 の 変化

が み ら れ た .
つ まり

, 肝内結 石症 ,
P S C や E B O な どの 慢性胆

管炎で は肥 満細胞 の 増 加する こ とが 示 され た . 線維性 に肥厚し

た胆管壁 や胆 管周囲で 増加 した 線維性結合織 に肥 満細胞が増加

し て い た .
こ れ ら の 増生 した肥 満細胞 の 表 現型 の 殆 どは M C l

･

C

型で あり , 結 合織 型で あ っ た . なお
,

こ れ ら の 疾患 で は同
一 症

例 ある い は 同
一

胆管で も
,

病変 の 多様性 に対応 して肥 満細胞の

分布 と密 度に 違い が み られ た .

一

般 的に は慢性 の 炎症性 刷包の

浸潤 が 同時に み られ る胆管や
, 胃 の 偽 幽門腺化生 の み ら れる胆

管で は
, 胆管上 皮直下 に分布す る肥満細胞 が増加 して い た . 同

様に こ の 部位 に はP V P 内層 の 増 加す る こ とが K o b a y a s hi ら
2 8)

に

ょり既 に 報告 され て い る .
つ まり

,
こ の 増 加 した 肥満細胞 は小

血管 の 増 生 に 関連 して 出現 した もの か も知 れ ない
. しか し

,

一



肥満細 胞の 動態 と肝胆管病変

方教室の S a s ak i ら
5 O)

は こ れ らの 胆管粘 膜上 皮は 胃或い は腸 管と

しての 表現型を示 して い る と 述べ て い る こ と か ら
,

こ れ ら の 肥

満細胞は胆管粘膜の 胃腸管粘膜 へ の 化 生性 変化に 付随 して 出現

し
,
化生 の

一 部分像を形成 して い る可 能性 もあるか も しれ な い
.

また , 病的 な肝内胆管壁内お よ び 周囲で 増生 した トリ ブ タ
ー ゼ

陽性の 肥満細胞 にもb -F G F が 発撰 して お り
,

胆管壁で 増生 して

い る肥満細胞も胆管壁及び 胆管周閉の 線 維化 に深く 関係 して い

るこ と を示 して い る .

なお
,

硬化 した 胆管や 硬化 した 部位 に お い て は
, 胆管粘膜上

皮直下 の 肥満細胞 が 著減 して い た . こ の 様 な 硬化性の 胆管で は

PVP の 内層も減少 して お り
2 8)

,
こ の こ と が 粘膜上 皮直下 の 肥満

細胞の 減少に深く 関連 し て い ると 思わ れ る .

さて
, 肝線維化 の 生 ず る代 表的部位 の 1 つ と し て

, 肝実 質内

での 肝細胞 周囲性 線維化 (中心 静脈周囲を 含む) が 知 ら れ て い

る . 従来,
肝実質内で の 線 維化に 関連 して 伊東細胞がb -F G F を

産生 する細胞と して 知 られ てい る
5 1)

. 今回の 検 討で は
,
慢性 ウ

イ ル ス 性肝炎や慢性 う っ 血 肝,
ア ル コ

ー ル 性肝線維症な どの 慢

性の肝実質性 疾患 で は
, 肝 実質内の 線維 化と 肥満細胞と の 間に

関連性 はみ ら れ な か っ た . 胆汁う っ 滞性疾 患で も症例に よ る 多

少の ば ら つ きは み ら れ た が
, 定 量的検討 で は 有意の 増加が み ら

れなか っ た .
こ の こ と は

, 類洞型肥満細胞 が肝 線純化に は 関連

してい ない こ と を意味 して い る .

今回の 検討 で
,

正常 の 肝 胆道糸, 特 に肝 内大 型胆管の 微小循

環系に肥 満細胞 が深く 関連 する こ とを 明ら か に する こ と が で き

た. さら に
, 胆道系疾患 , ある い は胆汁 う っ 滞性 疾患 で の 肝線

維化や 胆管の 線維 化に も深く 関連 し, 具体 的にb - F G F を 分泌す

るこ とも明 らか と な っ た . H E 染色で は 同定 困難 な こ の 肥満細

胞が
, 肝胆道 糸の 生理

, 病態 に深く 関係 して い る こ と が次 第に

明らか と な っ てお り
,

そ の 多様 , 多量 の 生 物学 的活性物 質の 存

在故に
,

肥満細胞が 今後 の 肝胆道糸 の 研究 に お い て 重要な細胞

になる こ と が予想 さ れ
,

イ ン タ
ー ベ ン シ ョ ナ ル ･ ラ ジ オ ロ ジ

ー

を含め た臨床検査の 解釈に も重要な細胞 と考 えて い る .

結 論

正常肝 お よ び 各種肝胆道 糸疾患で の 肝 内肥満細胞 の 分布 を 主

として トリ ブ タ
ー

ゼ の 免疫染色 に より検討 し,
以 Ⅰ

､

▲

の 結論 を得

た .

1 ∴ 正常肝で は肥満細胞 は
, 肝類洞内, 門脈城 内, そ れ に肝

内大型胆管お よ び隔壁胆管周囲=二分布 し て い た . こ の う ち
, 胆

管周囲に分布す るもの は密 で 規則正 しく 出現 し
,

′L 理 的に存在

する肥満細胞と 考えら れ た .

2
･ 正常肝 の 胆 管周囲型の 肥満細胞 (特 に胆管上 皮鹿 ドに州

境する もの や胆管 周囲付 刷泉に関連 し て 旧現 す る もの) は胆管

周闘血管叢 と密接 な関連性を示 し, その 殆 ど は カ イ マ
ー ゼ 陰惟

であり
, 粘膜型の 肥 満細胞 と考え られ た . 電顕 に よ る醗察 で も

こ の 両者の 関連性が 示 され
,

こ れ らの 肥 満細胞が 肝 内胆道系の

微小循環生理機能に深く係 っ て い る こ とが 示 さ れ た .

3
･ 肥満細胞 は慢性 び ま ん性肝実質疾患 (ウ イ ル ス 性,

ア ル

コ
ー

ル 性
, 自 己免 疫性

,
代 謝性

,
う っ 血 性) の 多く の 症例 で

,

門脈域を中心と した 肝練推化で は 軽度の 増加を示 し
,

また 肝実

質内の 肝細胞周囲性線維化と は 関連性が なか っ た . なお
,

少数

例で は門脈城 辺綾 部の 肝類洞で 肥満細胞 の 増生を認め た .

4 ･ 肥 満細 胞 は P B C や P S C な どの 慢性 の 胆汁う っ 滞性肝 疾

患およ び 肝 内結 石症 な ど の 胆 管系疾患 で は 大型 門脈 城 の 線 維
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化 , 胆管周 囲の 線維化
,

そ れ に胆汁う っ 滞 に伴う 線維 化に 関連

した 線維性病変内で 増加 して い た
.

こ れ らの 肥満細胞 は カイ マ

ー

ゼ 陽性で あり, 結合織型の 肥満細胞 で あり, 肥満細胞 を 介し

た線維化機序が示 さ れ た .

5 . P B C や P S C な どの 自己免疫性 疾患 で は
, 肝 内肥満細胞

の 増加が 強く
,
肥 満細胞 が こ れ らの 病態形成 に自己免疫機序 を

含め 関与 して い る こ とが 示さ れ た .

6 . 線維増生 を示す門脈域や 線維性隔壁, 胆管周囲線純化部

で 増生す る肥満細胞の-
一 部 にb - F G F が 証明さ れ

, 線維増生 に積

極的 に関連する と 考え られ た .

7 . 急性肝炎や 急性肝う っ 血 で は 肥満細胞の 増 生は なく
,

ま

た慢性進行性肝疾患で も肝小葉内線維化と肥 満細胞 と の 関連性

は明確で は なか っ た .

8 . 肥満細胞と 各種胆道系疾患の 発生
･ 進展に深く関係する

そ の 他 の 微小環境成分, 特 に神経線維や リ ン パ 球の 浸潤 との 間

に明 らか な関連性 はなか っ た . しか し
,

血 管成分と の 関連性が

明確で あ っ た .

以 上 の こ とか ら､ 肥潮細胞 は肝内 の 微小環境を構成す る重安

な細胞成分で あり
,

肝 ･ 胆管系 の 微小循環系,
また胆汁う っ 滞

に関連 し た肝線維化や 自己免疫性肝胆道系疾患の 病態 に深く関

連 して い る こ と が 示さ れた .
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