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イ ン タ
ー

ロ イ キ ン 6 (i n te rl e u ki n -6 , Ⅰし6) は , 免疫反応 の 増強や種々 の 免疫異常症 な どで中心的役割を果たす の み な ら

ず, 腫瘍細胞の 増殖因子ある い は抑制国子と して も作用す る こ と が 最近明ら か と な っ て い る ･ 今 軌 非腫瘍使お よ び膿瘍性の

肝内胆管系疾患 の 発生
･ 進展に お け る Ⅰし6 の 役 割, 特 に肝内胆管系上皮で の Ⅰし6 の 発現 と その 病理学的意義 を ヒ ト肝組織材

料 お よ び 肝内胆管上皮細胞の 培養法を用い て 検討 した . 肝組織材料と して 正常肝 8 例, 原発性胆汁性肝硬変 (p ri m a r y bili a r y

ci r rh o si s
,
P B C ) 1 6 例 , 肝外 閉塞性黄痘 ( e x t r a h e p a ti c b ili a r y o b s t r u c ti o n , E B O ) 4 例 ,

ウ イ ル ス 性 慢性活動性肝炎 (vi r al

c h r o ni c a c ti v e h e p a titi s , V
- C A H) 9 例 の 外科的生検肝お よ び針生検肝, それ に外科的に切除さ れ た胆管細胞癌43 症例 を用い た

(内, 4 例は 肝内結石症に合併 した 胆管細胞癌) . 肝内胆管上皮細胞 の培養は , 原発性肝癌
･ 転移性肝癌 な どの 肝腫瘍性病変の

外科的切除時に , 腫瘍部 より経れ た 肝実質よ り得 られ た 7 例の 肝組織 より ,
コ ラゲ ナ

ー

ゼ 濫読法と コ ラ
ー

ゲ ン ゲル 上 移植片培

養法 によ り行 っ た . さ ら に
,
6 0 歳男性の 肝内胆管細胞癌の 腹膜転移巣 か ら ,

コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル 上 移植片培養法 を用い て樹立され

た ヒ ト胆管細胞癌 (C C K S l) を培養胆管細胞癌細胞 と し て用い た . Ⅰし6 お よ び Il ; 6 レ セ プタ
ー の 発現 は ア ピ ジ ン

ー

ビ オナ ン
ー

ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ複 合体法を用 い た 免疫組織化学的染色に よ り行 っ た . Ⅰし6 m R N A の 発現 は, 組織 内 ハ イ 7

0

リ ダイ ゼ イシ ョ

ン (i n si tu h yb ridi z ati o n , I S H ) 法 によ り検討 した . 培地上 宿中の IL : 6 は E LIS A 法を用い て測定 した ･ II J 6 は
,
正 常肝組織で は

肝内胆管上皮の 胞体内, 特 に 内腔側 に発現 した .

一 方
,
E B O , V - C A H , P B C で は , 胆管上 皮細胞の Ⅰし6 の 染色強度 は増加 し,

特 に P B C の 障害 胆管上皮で強い 発現が み ら れ た . I S H 法で の 検討で は ,
P B C の 肝内胆管細胞で I し6 の m R N A の シ グナ ル が

得ら れ た . Ⅰし6 レ セ プタ
ー も こ れ ら障害胆管 に部分的に発現 し て い た . 初代培養を行 っ た胆 管上皮 馴包で は , 細胞 質に Ⅰし6

蛋白, I L 6 m R N A , Ⅰし6 レセ プタ
ー の 弱い 陽性所見が み られ , 培 地上 清中にⅠし6 が 検出さ れ た . 次 に , 外科的 に切 除 した胆管

細胞癌で の 検討 で , 分化度の 高 い 例で 癌細胞 そ の もの にⅠし6 の 強い 発現が み ら れ, 分化度の 低下 と 共に Ⅰし6 の 発現が 減少 し,

低分化症例 で は 陰性例が多くみ ら れ た . ま た 同
一 症例 で 分化度の 違う痛 の 領域が混在 し て い る例で は, 分化度 が高 い 部分で

Ⅰし6 の 強い 発現が , 分化度の 低 い 部分 で Ⅰし6 の 発現が 低下 ある い は 陰性化する傾向が み ら れ た . また
,
分化度の 高い 胆 管細

胞癌細胞で Ⅰし6 m R N A の シ グ ナ ル が 得 られ た .

山

方 , 肝 内胆管癌細胞株 C C K S l の 培養細胞で は, 散 在性 に
一

部の 胞体 に1 し6

の 発現が 強く見 ら れ, Ⅰし6 レ セ プ タ
ー の 部分的発現, 軽度 か ら 中等度 の Ⅰし6 m R N A の シ グナ ル も得 ら れ た ･ 以

-
じ
,
I L 6 は 正

常 の ヒ ト肝 内胆管 上皮に微量 な が ら存在 し, 胆管系 の 炎症や 門脈域 の 炎症性病変 で は胆管-l二度
で の IL-6 の 産生 が 高 まり ,

オ
ー

トク ラ イ ン 機序 を含め こ れ ら 病変の 発生 に関連す る こ とが 示 さ れ た . また ヒ ト胆管細胞癌で は, 分化度の 高い 例 で は Ⅰし6

が高率, 広汎 に発現 し, 分化度の 低い 症例 で は散在性 に発現 ,
ある い は 陰性化する こ と が示さ れ ,

Ⅰし6 は胆管細胞癌 の 分化 に

関連す る因子と して オ
ー

トク ラ イ ン櫻 序に よ り働く こ とが 示唆 され た . 肝内結石症に合併する胆管細胞癌 で の 検討で は, Ⅰし6

は前痛病変である胆管 卜皮デ イ ス プラ ジア に も発現 し てお り, 胴管細胞癌 の 発病段階で関与す るもの と 考え られ た ･ な お , 胆

管痛細胞の 増殖と Ⅰし6 党規 と は負 の 関係 にあり, Ⅰし6 が胆管細胞癌 の 増殖促適泄=
'

･

と す る所見は 得られ なか っ た ･

K e y w o rd s b ili aI了 e pith eli al c ell , p ri m a r y b ili a r y cir r h o sis , Ch ol a n gi o c a r ci n o m a ,
i nt e rle u ki n - 6

,

i m m u n o h ist o c h e m ist ry

イ ン タ
ー

ロ イ キ ン6 (I n t e rl e u ki n -6
,
II : 6) は多くの 機能を有す

るサ イ ト カイ ン の 1 種で あり, その 標 識組織や細胞も多種類に

及ぶ1卜 6) . Ⅰし6 の 作用 の 中で , 炎症性 サ イ トカ イ ン と し て の 機

能が代表的で あり, 細胞 障害性丁細胞 の 増殖
･ 分化誘導, B 細

胞の 抗体産生細胞 へ の 増殖
･ 分化誘導が知 ら れ てお り, マ ク ロ

フ ァ ー ジ に対 し て も分化誘導作用を有す る こ と が 知 られ て い

る
7)8-

. さ ら に , 肝細胞 に対 して も急性期蛋白質の 産生 誘導を行

う
9)1(-)
と され て い る . 最近, I L 6 と腫瘍 との 関連性も注目され て

い る . すな わち
, 骨髄腫 ,

勝胱痛, 腎細月鮎臥 骨肉腫, 神経膠

芽鹿, 子宮頸癌な どで Ⅰし6 の 産生 が腫瘍組織を用い た免疫組織
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化学 的検討や腫瘍細胞 の 培養法で明 ら か に され て お り
11) 1こi)

, さ

ら にⅠし6 が増殖促進国子と して
,
あるい は分化 ･ 増殖誘導因子

と して ある い は増殖抑制因子と して l 骨髄腫, リ ン パ 腫
,
腎細

胞癌 , 肺癌, 乳癌の 発生 ･ 進展に 関連す る こ とが 報告 され て い

る
1 封 l 瑚

. ま た最近, 王し6 の 遺伝子異常 を認め る 疾患もい く つ か

報告され てい る . すな わ ち
, 慢性関節 リ ウ マ チ な どの 自己免疫

疾患, 心房内粘液腫 や キ ャ ッ ス ル マ ン症候群 な どで は IL 6 の 遺

伝 子異常が疾患 の 発生
,
進展 に 関連す る こ と が 示唆 さ れ て い

る
lモl) 3ニl〉

胆道系疾患 とⅠし6 と の 関連性に つ い て 最近, 2
,
3 の 報告が

な され て い る . すなわ ち
,
E m ili e ら は

, 正 常肝の 門脈域 にお い

て 門脈周囲の 結合組織や 門脈壁 に Ⅰし6 m R N A の 発現 を認め た

と 報告し
24}

, M at s u m o t o らは Iし6 が 初代 ヒ ト肝内胆管培養細胞

の 細胞増殖, D N A 合成 を促進 し
,
培 地に Ⅰしり や ホ ル ポ

ー ル

ミ リ ス テ
ー

トア テ
ー

トを加 える と培養胆管上皮で の Ⅰし6 の 産生

が促進 さ れ る と報告 して い る
25)

. しか し , ヒ ト肝内胆管系で の

Ⅰし6 の 発現を病理学的
,
免疫病理 学的な観点か ら , 詳細 に検索

し た報告は未 だな され て い ない .

そ こ で 今 軋 ヒ ト肝組織切片お よ び肝内胆管上皮 の 培養細胞

を用 い て , 肝内胆管上皮細胞 と胆管細胞癌上皮で の Ⅰし6
,
Ⅰし6

レ セ プ タ
ー

お よ び Ⅰし6 m R N A の 発現 を検討 し
,
胆管系疾患 と

I L 6 との 関連性を病理学的観点 か ら検討 した の で報告す る .

材料 お よ び方法

Ⅰ . 材 料

1 . 肝組織材料

今回の 検索 に用い た ヒ ト肝組織材料 を疾患別 に表1 に示す.

1 ) 非膿瘍性肝組織

ILE 常肝 8 例 ,
原発性胆汁性肝硬変 (p ri m a r y bili a r y ci r r h o si s ,

P B C ) 1 5 例 , 肝外 閉塞性黄痘 ( e x tr ah e p ati c bili a r y o b s t ru Cti o n ,

E B O ) 4 例 ,
ウ イ ル ス 性 慢性活動性肝炎 ( vi r al c h r o n i c a c ti v e

h e p a titi s , V
- C A H ) 9 例 (B 型2 イ札 C 型 7 例) の 外科的生検お

よ び 針生検の 凍結肝お よ び こ れ らの 症例の 10 % 中性緩衝 ホ ル マ

リ ン 固定後 パ ラ フ ィ ン 包捜肝を用い た (表1) . い ず れ も成人例

である ･ なお
,
生 検肝 を切片作製月ヨ至適温度 (o pti m u m c u tti n g

t e m p e r a tu r e , O C ¶ 化 合物 (M il e s , Elk h a rt , U S A) に包捜 し液

体窒素内で凍結 し, クリ オス タ ッ ト m s s u e T 故 , M il e s) で 5 / L m

の 凍結切片を作成衡 風乾 し
,
使用時 ま で- 80 ℃ で 保 存 した .

なお 以~F の 検討で は , 凍結 切片を100 % ア セ ト ン (和光純薬, 大

T a ble l ･ T h e li v e r ti ss u e s p e ci m e n s u s e d i n tl-is s t u d y

N o n - n e O pl a s ti c a n d

n e o pl a stic dis e a se s

P ri m a ry bili a r y ci lT O Sis

E xtr ah e p a ti c bilia r y o b st ru Cti o n

C hr o ni c a cti v e h e p atitis

N o r m a lliv e r

C h o la n g 1 0 C ar C in o m a

M
,
m a le ; F , f e m al e .

N o . o f

阪) で 5 分間固定後, 使用 した . ま た
,
ホ ル マ リ ン 固走 パ ラ フ

ィ ン 包埋 ブ ロ ッ ク より ,
4 ､ 5 〃 m の 切片 を2 0 枚以 上 作成 し

, そ

の 内4 ､ 5 枚を H E 染色 な どの 病理 組織診断用 の 染色 に用 い , 残

り を以 下 に 述 べ る 免疫組織化学的検索な ど の 検討 に用 い た .

各々 の 症例の 診断 は
,
臨床 所見, 検 査成績, 病理 組織所見を総

合 して 行 っ た .

2 ) 胆管細胞癌組織

外朴的切除 され た胆管細胞癌43 症 例の10 % r･fコ性 繚衝ホ ル マ リ

ン 固定後の パ ラ フ ィ ン 包塩標本を用 い た . 全て の パ ラ フ ィ ン包

埋 ブ ロ ッ ク より
,
4 ～ 5 /上 m の 切 片 を作成 し, そ の 内4 ､ 5 枚を

H E 染 色な どの ル ー

チ ン 染 色を行 い , 病理組織学的検索 に供 し

た ･ 残F) の 切 片を免疫組織化学的検索な どの 検討 に用い た . 胆

管細胞癌の 組織型 お よ び 分化度 は
,
H E 染色と ム チ カ ル ミ ン 染

色
,
ア ル シ ア ン 青 p Ⅲ2 .5 染色を用い て , 外科 ･ 胆 道痛取り扱い

規約
狗
に従 い 分類 し た . こ れ ら43 症例 の 内訳 は

,
乳頭状腺痛3

例, 高分化型管状腺痛 9 例, 申分化型管状腺病50 例
,
低分化型

管状腹痛1 5 例
,
粘液痛 1 例 で あ っ た . 但 し , 乳頭状腺病1 例,

高分化管型状腹痛 2 イ礼 申分化型管状腺癌18 例 , 低 分化型管状

晩痛5 例は 同
一

症 例の 別 の 部位か ら採取 した 組織標本である .

ま た
,
4 例 は 肝内結石症 (い ず れ も ど リ ル ビ ン カ ル シ ウ ム 石)

を 合併 し てお り, 癌部 に接 した 肝内胆管上皮 には 異型性の ある

胆管上皮の 過形成 (デ イ ス プ ラ ジ ア) が み ら れ だ
7)

. ま た
, 結石

を 含有す る肝内胆管 で は胆管壁の 線碓性肥厚と肝内胆管付刷泉

の 増生 が み られ た
28)

.

2 . ヒ ト肝内胆管上皮の 初代お よ び 継代培養

当教室で確立 した コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 上 で の 胆管上 皮培養法㌣
Ⅷ

を 用い て
,
ヒ ト肝 内胆管 上皮 の 培養を行 っ た . 材 料は , 原発

性 ･ 転移性肝癌 の 外科的切 除例 で腫瘍部より離れ た 部位より得

ら れ た肝組織 (栂指頭大) で ある . なお t
こ れ ら の 肝組織標本

に は腫瘍細胞が含まれ て い な い こ と を組織学的に確認 した .
こ

れ らの 組織 は組織学的 に正 常肝6 例
, 肝硬変 4 例 ,

Ⅴ
- C A Ⅲ 4 例

に分類さ れ た . こ れ らの 肝組織 の 一 部 は
,
1 0 % 中性 横衝 ホ ル マ

リ ン 内で 固定 し, ル ー チ ン の 染色に よ る痛理 組織診断, 組織学

的検索お よ び 免疫組織化学的検索 に供 し た . 残 り の 肝組織を用

い
, 以下 の 如く肝内胆管 ヒ度細胞の 初代およ び継代培養を試みた.

胆管 上皮細胞 の 培養方法 を具体的 に述 べ る . まず , 肝 組織の

肝切離面の 動静艦内 へ 静脈溜置針(24 G , テ ル モ , 東京) を仲 人

し
,
ペ リ ス タ ポ ン プ (M a s te rn e x

,
C h i c a g o , U S A) をFH い てカ

ル シ ウ ム 不 含 H a n k s 液で 湛流 し脱血 を行 っ た . 次 に
,
0 .0 4

(
‰の

C a S e S (嘉±S D , y e ar S)

Q
O

4

ハ
ブ

5

3

1

4

6 2 .9 士 9 .9

6 4 .8 ± 9 ,
0

6 6 .8 ± 7 .2

5 8 .6 ±9 .4

6 7 .4 ± 7 .5
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p ri m a ry s cl e r o si n g ch ola n gi tis; R A , r h e u m at oid a rth ri tis; S t r e p t A B C / A P , St r e p t a vi di n e -bi o ti n c o m p le x wi th alk alin e

p h o s p h at as e; ¶l , h elp e r T c ell; V C A H , vi r al c h r o ni c a c tiv e h e p atid s



ヒ ト肝内胆管系で の Ⅰし6 の 発現

コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ ( コ ラ ゲ ナ
ー ゼ S - 1 , 新 田 ゼ ラチ ン , 大阪) と

0 .0 0 5 % トリ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ
ー

(S i g m a C h e m i c al C o , S t .

b ui s , U S A) を含 む p H 7 .4 の H am F - 12 (Fl o w I A b o r at o ri e s ,

h 血 e , U Iq 培 養液(以 下 , コ ラゲ ナ
ー ゼ溶 液) を10 分間港流 し,

肝実質を可及的 に消化した . その 後, ク シ と歯 ブ ラ シで 肝細胞

を剥離除去 し, 胆管樹 仲山a Ⅳ 廿e e) を作製した . 次 にカ ル シウ

ム 不含 H a n k s 液中に月旦管樹を浮遊 させ , マ イ ク ロ サ
ー

ジ ャ リ

ー 用の ハ サ ミ と ピ ン セ ッ ト (夏目 製作所, 東京) を 用い て月旦管

樹を稚切 し微小組織片を作製した . こ の 微小組織片を ホ ル ス コ

リ ン (b r sk oli n) 2 .5 /瑠/ m l (和光純薬) , ヒ ト
ー

リ コ ン ビナ ン ト

類表皮増殖因子 ( e p id e r m al g r o w th f a c t o r , E G F ) 2 5 n g / m l

(U p sta t e Bi o te c h n ol o g y , N e w Y o 止 , U S A ) , ヒ ト
ー

リ コ ン ビナ

ン トイ ン ス リ ン 10 〃g/ m l (和光純薬) ,
ペ ニ シリ ン G l OO 単位

/ m l (明治製菓, 東京) , ス ト レ プ ト マ イ シ ン 1 00 一喝/ m l (明治製

菓) , ヒ ト
ー 7) コ ン ビ ナ ン ト肝細胞増殖因子 01 e p a tO C yte g r O W 也

f a ct o r , H G F ) (Sig m a C h e m i c al) 1 0 m g / m l , 1 0 % 牛胎児血 清

(lbt al c al f s e ru m , F C S) ( Gib c o , N e w Y o d く, U S A) を含む ダル

ベ ッ コ 変法イ
ー

グ ル 培 地 ( D ul b e c c o
'

s m o d i丘c ati o n of E a gl e
'

s

m e di u m
,
D M E M ) ( Fl o w lふb)/ H am F

-1 2 (Fl o w L a b) 等量培養

液に浮遊 させ , 5 % C O 2 イ ン キ エ ペ
一

夕
ー 内で 2 日 間

,
浮遊

培養 し た . 次 に ,
0 . 3 % 酸 可 溶 性 Ⅰ 塾 コ ラ

ー

ゲ ン ゲ ル

(C ell m a t ri x T y p e トA , 新 田 ゼ ラ チ ン ) , 1 0 倍 濃 度 の

D M E M / H a m F - 1 2 等 量培地, 2 .2 % N a H C O , お よ び 20 0 m M

H E P E S (和光純薬) を含む 0 .0 5 N N a O H 溶液 を そ れ ぞ れ 8 :

1 : 1 の 割合で混和 し
,
それ を細胞培養皿 (径 59 m m , C o mi n g ,

N e w Y o 侃 U S A) に 5 m l 注入 し, ゲ ル 化 (固化) する 前に 4 ℃の

冷蔵庫 (三 洋, 大阪) に
一

時 的に保管した . 次 に 2 日間浮遊 し

た胆管樹 の 微ノト組織片 を ピ ン セ ッ ト を 用 い て ,
培 養移植片

(e x pl an t) と して コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル 培地 ( ゲ ル 培地) 上 に静置 した .

3 7 ℃で ゲ ル 化 した後 , 3 7 ℃ ,
5 % C O 2 イ ン キ ュ ベ

ー タ
ー

内で

培善 し, 初代培養 を行 っ た . 培養 液は 3 日毎 に交換 し, 裡 時的

に 2 週 間ま で 位相差顕微鏡 ( オ リ ン パ ス , 東京) で 観察 した .

なお
, 予備実験で行 っ た初代培養で は ,

培 養移植片か ら月旦管上

皮細胞が コ ラ ー

ゲ ン 上 を増殖
,
進展 し, 問質細胞 は コ ラ ー ゲ ン

ゲル 内ある い は上 皮直 下で 増殖 した . 培養開始後3 ､ 5 日 まで

は月旦管上 皮細胞 の 増殖速度が問質系細胞よ り速く発育先端 を形

成して い る が
, 培 養開始1 週間 ､ 1 0 日 目で は 間質系細胞が 上 皮

細胞の 増殖先端部 に追い つ き, 追 い 越す現象が しば しば見 られ

た . そ こで
, 本実験で は ,

初代培養開始 5 日 ､

1 週間目 に位相
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差顕微鏡下 で , 培養移植片と主 に問質系細胞の 増殖が見られ る

コ ロ ニ ー

中心部の 領域を ハ サ ミ と ピ ン セ ッ トを用い て ゲ ル 培地

ご と 除去 し, で きる だけ胆道系上皮成分の み の 培養を試み た .

そして
,
培養開始後 2 週間目の 培養標本 の 一 部を10 % 中性緩衝

ホ ル マ リ ン に固定乳 パ ラ フ ィ ン包埋を行い , 塑の 如く4
～

5 〃
m

の パ ラ フ ィ ン切片を作成 し, 組織学的検討 お よ び免疫組織化学

的検討 に用い た . 残り の標本を肝組織凍結切片作成 に用い たと

同様に O C r 化合物に 包塊後凍結し, 5 〃 m の 凍結切片を作成 し,

以 下の 免疫組織化学的検討 , 組織 内 ハ イ プリ ダイ ゼ イ シ ョ ン

(i n situ h yb ridi z ati o n , IS H) 法 に よ る検討 に用 い た . なお
, 培

養移植片 を 3 週間 ､ 4 週 間培養を行っ た場合, 問質細胞の 増生

が優位となり, 上 皮細胞 の 同定は困難となっ た . 将 に高度の線

維化を伴 っ た病的肝組織で は ,
そ の 傾向が明瞭であっ た .

次 に胆管系 に上 皮細胞の み の 継代培養を試み た . 初代培養に

お い て培養移植片より上皮細胞 が ゲ ル 培地上 を単層性 に増殖進

展 し, 増殖先端部で は 問質細胞 の 混入 の ない 上皮細胞 のみ か ら

な る領域 が所 々 に認め ら れ た . そこ で ,
上 皮成分の み か ら なる

部位 を位相差顕微鏡下 で 選択的に ゲ ル 培地 ご と切離 し, 別の コ

ラ
ー

ゲ ン ゲ ル 上 に培養移植片と して移植 し, 月旦管上 皮細胞 の み

の 継代培養を 2 週 間行っ た . そ して そ の 培 養液中の Ⅰし6 の濃度

を以 下 の 如く ,
E u S A 法で の 測定 に供した . なお

,
この培地中

に は 開架細胞は含ま れ てお らず, この 方法の た め に用い た培養

液中にも ヒ トI L 6 は全く含まれ て い なか っ た . した が っ て
,
こ

の方法 によ り培養液中 に検出さ れ るⅠし6 は培養月旦管上皮か ら分

泌 さ れ るⅠし6 そ の もの を測定 して い る と考え られ る (後述) .

3 . ヒ ト肝内胆管細胞痛の株化癌細胞( C C K S l) の 培 養

ヒ ト肝内月旦管細胞癌株 C C K S l は ,
60 歳男性の月旦管細胞癌患

者の 腹膜転移巣の 一 部をヌ ー

ドマ ウ ス 皮下 に移植 し, さ ら に コ

ラ ー

ゲ ン ゲ ル 上 培養移植片培養法 を用 い て痛細胞を鈍化 し, 株

化 した もの で ある
コ】

. なお
, 摘出腫瘍 の 組織像 は櫛状構造を示

す申分化型腺病であ っ た . 株化 した 癌細胞は現在100 代 を越え

て維持 され て お り
,
その 倍加時間は 00 時間で , 単ク ー ロ ン性 に

増殖 し, 染 色体数 は63 個 で ある . C C E S l は 上皮性結合を示す

多角形細胞で , シ ー ト状単層性 に増殖 し粘液産生 が認 めら れ る .

ヌ
ー

ドマ ウ ス の 皮下 へ の 再移植が 可 能で あり, 移植部の 組織像

は腹膜転移巣の 痛組織 と向様の 粘液染色陽性 の 概状 の 構造を示

す申分化腺病を示 した.

C C K S l を培 養フ ラ ス コ ( C o sta r , C a m b rid g e , U S A) 内で コ

ン プ ル エ ン トな状態 にな るまで培養増殖 させ た (平均 2 ､

3 週

T a bl e 2 . P ri m a ry an tib o d ie s u s ed fb r i m m u n o h isto c h e m ist ry

An tib o die s

ag a l n S t
S o u r c e

A n i m als

i m m u n i z e d

T y p e o f

a ntib o d ie s

(Ig G )

O pti m al

dil utio n

h ▼Ⅰし6

h -I L -6

h -I L - 6

r e c e p to r α C b ai皿

h - N u cl e a r An tig e n

K i - 67 ( M I B - 1)

G e n z y m e ,

C am b ri d g e , U S A

R & D S y ste m ,

M 血n e ap oli s , U S A

S an ta C ru Z
,

H eid e lb e rg , G er m a n y

I m m u n o te c h
,

M 訂 S e i11 e
,
F r 打1 C e

M o u s e M o n o cl o n al

G o at P oly c lo n al

R a b bit P oly clo n al

M o u s e M o n o cl o n al

h
,
h u m an ; I L , in t e rle llki n .
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間) . 次 に , 増殖 した 癌細胞 を細胞 ス ク レ パ
ー

(C o s ta r) を用 い

て 機械的に剥粧 し, 培 養液を遠心 (80 0 rp m , 5 分) し , 沈鐘中

の癌細胞 を回収 した . 次い で , 培養液で沈達を十分洗浄 した後,

1 且b l ℃K チ ャ ン バ
ー

ス ライ ド( 1 穴) (N u n c , N 叩 e r vi 11 e , U S A)

上 に散布 して , 血清培地 で癌細胞が コ ン フ ル エ ン トな状態 に達

するまで培養を続けた (平均1 週間) . その 後 ,
L m E チ ャ ン

バ ー ス ラ イ ドの 各穴をリ ン酸緩衝液 b h 7 .6) b h o sp h a t e b u 鮎 r

S a 血 e
,
PI∋S) で 洗浄し, 冷1 00 % ア セ トン (和光純薬) で 2 分間

固定 し
,
風乾 し

,
以下 の 免疫組織化学的お よ び IS H 法によ る検

索 に供 した.

ヌ ー

ドマ ウ ス 皮下 へ の C C E S l の 再移植を以下 の 如く行 っ た .

つ まり, 1 00 単位/ m l ペ ニ シ 7) ン G (明治製薬) , 1 0 0 FLg / mi ス ト

レ プ ト マ イ シ ン (明治製薬) , 10 % F C S (G ib c o) を含 むI) M E M

(Fl o w b b)/ H a m F - 12 (m o w ) 等 量培養液内 に, C C E S l を5 .0 ×

1 0
5

個 に な る様に調整 し, ヌ ー

ド マ ウ ス (B A L B / c n u n u , 日 本

S L C
,
浜松) の 皮下 に注射 した. そ の 結 軋 2 ケ月 後 に皮下 に

T C C GG C A C A G G CG C C T T C GG T C C A G T T G C C T T C T C C C T G G 2 0 0

G G CT G C T C C T G G T q T T G T TG C C T G C T G C C T TC C C T G C C C C Z 4 0

A G T A C C C C C A G G A G A A G A T T C C A A A G A T G T A G C C G C C C C A 2 8 0

T C T T T C C C A G A C A T G T A A C A A G A G T A A C A T G T G T T G A A A G 1 4 4 0

C A G C A ^ A G A G G C A C T G G C A G A A A A C A A C C T G A A C C T T C C A 1 4 8 0

A 4 G A T GG C T G A A A A A 6 A T G G A T G C T T C C A A T C T G G A T T C A 1 5 2 0

C T G G T G A A A A T C A T C A C T G G T CT m G G A G m G A G G T A T 2 2 8 0

A C C T A G A G T A C C T C C A G A A C A G A T T T G A G A G T A G T G A G G A 2 3 2 0

旦C A A G C C A G A G C T G T G C A G A T G A G T A C A A A A G T C C T G A T C Z 3 6 0

Fig ･ 1 ･ n e n u Cl e oti d e s e q u e n c e o f g e n o m i c D N A e n c o di n g
h u m a n II J 6 . 7 7 1 e u P P e r i s 丘

･

O m th e e x o n 2 ar e a
,
th e m i d dl e

B
･

O m th e e x o n 3 a r e a
,
an d th e l o w e r & o m th e e x o n 4 ar e a O f

th i s g e n o mi c D N A N u cl e o d d e s e q u e n c e s (o lig o n u cl e o也d e)
u s e d f o r i n sit u h yb ri di z a ti o n m e th o d i n th i s s t u d y a r e

u n d e di n e d .

小 豆大 の 腫瘍形成 が み られ た ･
マ ウス を エ ー

テ ル 麻酔で屠殺し

た後, 皮下 腫瘍 に割を入れ
,
1 0 % 中性ホ ル マ リ ン 内で 固定後パ

ラ フ ィ ン 包埋を行 い , そ の 後約20 枚 の 4 ～ 5 甚m 切片 を作成 し
,

H E 染色な どの ル ー チ ン 染 色で 組織像を検討す る と 同時 に
, Ⅰし

6 の免疫染色を行 っ た .

Ⅰ. 検討方法

1 ･ Ⅰし6 お よ びI L 6 レセ プ タ
ー 発現 の免疫組織化学的検討

H s u ら
封】
に従 い , 通常 の ア ピ ジ ン ー

ビ オチ ン ー ペ ル オ キ シダ

ー ゼ複合体 (a vid i n -b i o t in -

p e r O Xi d a s e c o m pl e x , A B C / P O) 法に

よ り以 下 の 免疫組織化学的検討 (免疫染色) を行 っ た . 使用し

た抗体とその最適濃度を表2 に示す. まず Ⅰし6 と Ⅰし6 レセ プ

タ ー の 発現 を凍結切片
,
パ ラ フ ィ ン包埋 (肝 組織切札 コ ラ ー

ゲ ン ゲ ル 上 培養細胞月旦管 上皮) お よ び C C K S l を培養 した h ♭

T E E チ ェ ン バ
ー

ス ラ イ ド (チ ェ ン バ
ー

ス ライ ド) を用い て検討

した.

まず
,
凍結切片お よ ぴ チ ェ ン バ ー ス ライ ドを P B S 内に浸積

し, 抗 ヒ ト Ⅰし6 モ ノ ク ロ ー

ナル 抗体 と抗 ヒ ト Ⅰし6 レセ プ タ ー

α 鎖ポ リ ク ロ ー

ナ ル 抗体を用い A B C 法で 免疫染色を行 っ た .

なお
, 今回検出を試み た Ⅰし6 レセ プ タ ー

α 鎖は 分子量 80k D a

の 糖蛋白で 低親和性 に Ⅰし6 と 結合す る. なお
,
Ⅰし6 とⅠし6 レ

セ プ タ ー

α 鎖 の 複 合体 が , 分子 量 130 k D a 膜 蛋白 の糖蛋白130

に結合 し細胞内 の シ グナ ル 伝 達 に 関連す る こ と が 知 られ て い

る
喝喝

･ 凍結切片 お よ びチ ェ ン バ ー ス ライ ドを0 .3 % 過酸化水素

田2 0J 添加 メ チ ル ア ル コ ー ル 液中で30 分 間反応 させ
, 内因性 ペ

ル オ キ シ ダ ー ゼ を失宿 させ た . 次 い で , 0 .0 1 % ア ピ ジ ン ( ア ピ

ジ ン D
,
V e c t o r L a b o r a t o r y , B u rli n g a m e , U S A ) で20 分間,

0 ･00 1 % ビオ チ ン (和光純薬) で20 分 間反応させ内因性 ビ オチ ン

を失活 させ た . 次 に
, 切片を10 % の 非免疫動物 (Ⅰし6 の場合は

馬 血清 , Ⅰし6 レセ プ タ
ー

の 場 合は 山羊血清) 血 清で20 分 間, 室

温 で処理 し2 次抗体 の 非特異的結合を阻止 した. 次 に
,
予備実

験 に よ っ て 決め た 最適濃度 (表 2 ) に P B S で希釈 した
一

次抗体

を 反応させ た . 次 に , マ ウス Ig G に対する ビオチ ン化 2 次抗体

(鳳 Ig G) Ⅳe c to r) お よ び家兎 Ig G に対する ビオ チ ン 化 2 次抗

体 (山羊, Ig G ) を P B S で200 倍 に希釈して室温で 1 時 間反応さ

Fig ･ 2 ･ I m m u n oh i s to c h e mi c al st ai n i n g o f IL r6 0 n th e b il e d u ct i n h u m an n O r m al 1i v e r
,
u S in g th e m o n o cl o n al 仏) an d p ol y cl o n al (B)

a n d b o di e s ag ai n st h um an I L 6 ･ ㈱ I n 加 z e n b e r s e c ti o n , Iし6 i s e x p r e s s ed digh d y to m o d e r at el y in th e c yt o pl a s m o f th e s m al 1 b il e d u ct

( m o w ) ･ 田) h p a raf h e m b ed d e d liv e r s e cti o n , Iし6 i s e x p r e s s e d s u gh Oy in th t c yt o pl a s m o f th e b il e s m al1 d u c t ( ar r O W S) . M u s c ul ar C en S
O f h e p ati c a rt e ri al el e m e n t ar e al s o s王gh tl y p o sitiv e fo r Il ] 6 ( a r r o w h e a d) I m m u n o s t ai ni n g ( A B C m eth o d) an d h e m a t o x yli n ㈱ o r
m e血 廊 e n (B) , × 2 00 仏) 弧 d X 2 00 田) .



ヒ ト肝 内月旦管系で の Ⅰし6 の 発現

せ
,
A B C / P O 溶液 Ⅳe c ta st ai n A B C kit) Ⅳe c to r) 内で30 分 反応

後 ,
0 .0 3 % Ⅲ2 0 2 添 加 ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (3 , 3

'
･

di a mi n ob e n zi di n e , D A B ) (Si g m a C h e m i c al ) で発 色させ た ･ そ

の 乳 ヘ マ トキ シリ ン で 核染後
,
脱水封入 し鏡検した ･ なお

,

各々 の 反応の 間 に切片あ るい はチ ェ ン
バ ー ス ライ ドを P B S 内

で3 国以上十分 に洗浄した.

次に , ホ ル マ リ ン 固定 パ ラフ ィ ン 包埋切片を用い て , ポ リ ク

ロ ー ナ ル
,
モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗体 により ヒ トI M の発現を検討 し

た. 型の 如く脱パ ラ フ ィ ン を行 っ た切片を, 0 .3 % H 2 0 2 添加メ

チ ルア ル コ
ー ル 液中で30 分間反応させ , 内因性 ペ ル オ キ シ ダ

ー

ゼを失活させ た . なお
,
モ ノ ク ロ

ー ナル 抗体使用 の場合, あ ら

か じめ切片を蒸留水 に入れ , S b i ら
37)
に従 い マ イ ク ロ ウ ェ イ ブ

処理を行 い 抗原の露出増強を試み た . 次い で
,
非特異的結合反

応を低下ある い は防止する た め, 切片を10 % の 馬血 清ある い は

10 % の家兎血清で20 分 吼 室温で処理 した. 次に , P B S で 最適

濃度 (表2 ) に希釈した モ ノ ク ロ
ー

ナ ル あ るい は ポリ ク ロ
ー

ナ

82 3

ル Ⅰし6 抗体を, 4 ℃で 1 晩反応させ た . 次 に
,
マ ウス Ig G に

対 する ビオ チ ン化 2 次抗体 (馬, I g G , 1 : 2 0 0) Ⅳe ct o r) ある

い は ヤ ギ Ig G に対 する ビ オチ ン 化 2 次抗体 (家兎, I g G , 1 :

2 0 0) C V e c to r) を室温で 1 時間反応 させ , A B C / P O 溶液 Ⅳe ct o r)

内で30 介反応後, 0 .0 3 % H 20 2 添加 D A B で発 色させ た . その後,

メ チ ル グリ
ー ンで 核染後

,
脱水封入 し, 鏡検した . なお各々 の

反応の 間に は
,
切片を P BS 内で 3 回以上十分に洗浄 した.

月旦管細胞癌 で の l し6 の 染 色程度を , その 範囲と程度によ

り 抽
,
+
,
+
,

一 に分けた ( 棉 ,
ほ とん どの 摺細胞が陽性のも

の ; ♯ , 半 分位 の痛細胞 が陽性のもの ; + , 部分的に癌細胞が

陽性の もの ; -

,
I L - 6 の 発現 が ない もの) . なお

, 染色強度

は
,
榊 例で 強く ,

+ 例で 弱 い 傾向が あっ た . しか し
,
+ で も

Ⅰし6 の 強い 発現を示す例, 肘 で も弱陽性を示す部位を混在する

例もみ ら れた .

2 . Ⅰし6 と Ei 67 の 2 重染色

次 に
,
部位 に より 2 種以上 の 分化度を示す 5 例 の 胆管細胞癌

Fig . 3 . I m m u n o h i st o c h e m i c al stai mi n g o
f II J 6 0 n th e d am a g e d s m al 1 bil e d u ct i n p ri m a r y bili a ry ci r rh o si s , u SiJlg th e m o n o cl o n al 仏) an d

p ol y cl o n al O3) an d b o di e s ag ai n st h u m an I し6 . (朗 I n 血
･

O Z e n li v e r s e c ti o n . r L 6 i s e x p r e s s e d m o d e r a tel y i n th e c yt o pl a s m o f th e bil e s m al l

d u ct ( a r r o w s) . O3) h p ar 組 1 e m b e d d e d li v e r s e cti o n , Ⅰし6 i s e x p r e s s e d m o d e r at ely o n th e b il e s m al1 d u c t (au
-

r O W ) ･ M u s c ul a r c ell s of

a rte ri al b r a n ch e s ar e al s o p o sid v e f b r II ) 6 . I m m u n o stai n i n g (A B C m e th o d) a n d h e m at o x yl in 仏) o r m e th yl g r e e n (B ) , × 2 0 0 仏) an d X 20 0

田) .

A B

R g . 4 . I l / 6 m R N A in th e bili ar y e pi th e u al c ell s d e m o n st r a te d b y i n sit u h y b ri di z ati o n te 血 n iq u e . 仏) I n p ri m a r y b ili a J y Ci rr h o si s , Si g n al s of

Iし6 m R N A ar e d et e ct e d in th e c yt o pl a s m o f s o m e b ili a ry e pi th eli al c ells (a r r o w s) . O3) I n h u m a n in t r al 1 eP ati c bili 叩 e Pi th eli al c ell s

C u lt u r e d o n c oll a g e n g el fo r 2 w e e k s (p ri m a r y c ult u r e) , Si g n al s o f lし6 m 札軋I a r e d et e ct ed i n th e c yt o pl a s m o f s o m e c ul t u r e d c ell s

( m w s) . lm m u n o st ai n in g 仏 M m e th o d) an d h e m at o x 沖 n , × 2 0 0 W an d X 2 00 田) .
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を 用い 癌細胞で の Ⅰし6 の 発現 と癌細胞 の 増殖活性 と の 関連性

を ,
Ⅰし6 と K 沌7 の 2 重免疫染色に よ りホ ル マ リ ン 固定 ,

パ ラ

フ ィ ン包盤切片 を用 い 検討した . Ⅲ67 は G ｡ 期
,
初期 の G l 期

以外 の 細胞の 核に 出現 し, 病理組織学的 に細胞増殖 マ ー

カ
ー

と

して汎用 され て い る
瑚 ､ 岬

. 型の 如く脱 パ ラ フ ィ ン を行 っ た 切片

を
,
0 .3 % H 2 0 2 添加メ チ ル アル コ ー ル 液中で30 分間反応させ内

因性 ペ ル オキ シ ダ ー ゼ を失宿させ た . 次い で
,
非特異的結合反

応を低下ある い は 防止する た め , 切片を10 % の 家兎血清 で20 分

軌 室温処理した . 次 に Ⅰし6 に対す る ポ リ ク ロ ー

ナ ル 抗体を

4 ℃で 1 晩反応させ た . その 後, ヤ ギIg G に対す る ビ オチ ン化

2 次抗体 (家兎, I g G , l : 2 0 0) Ⅳe c to r) を室温 で 1 時間反応

させ
, 次い で ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー

ゼ 結合ス ト レプ トア ピジ

ン ー ビオチ ン 複合体 (s tr e p ta vid i n -b i o 血 c o m pl e x wi th alk al i n e

p h o sp h a ta s e , St r e pt A B C / A P) (D A K O , G l o s t ru p , D e n m a珠)

内で30 分反応乳 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ b t l ( フ ァ
ー ス ト

レ ッ ドを発色試薬 と して 用い て い る) Ⅳe c to r) で発 色 させ た .

Fi g ･ 5 . I m m u n o h i st o c h e mi c al st ai n i n g o f I L
- 6 i n h u m a n

in t r al 1 e p ati c biu a r y e pi th eli al c ell s c ul tu r e d o n c o11 a g e n g el fo r

2 w e e k s (p ri m a r Y C u lt u r e) . ⅠI J 6 i$ e X p r e S S e d in th e p e ri p h e r al
C yt O pl a s m o f 由 m o s t c ult u r ed c e u s (a r r o w s) . I m m u n o st ai ni n g
(A B C m e th o d) an d h e m o to x y h , × 20 0 .

Fig ･ 6 ･ I m m u n o h i s to d l e m i c al st a in i n g of Il /6 r e c e p t o r a c h ai n

i n h u m a n i n t r a h e p ati c b ili a ry e p ith eli al c ell s c u lt u r e d o n

C Oll a g e n' g el fo r 2 w e e k s ( p ri m ar y C ult u r e) . I L 6 r e c ep t o r α
C h ai n i$ S e e n dif h s el y i n th e cy to p l a s m o f c u lt u r e d b ili a r y

印ith e h al c ells ( a N O W S) . I m m u n o stai ni n g (A B C m et h o d) an d

h e m at o x yli n , × 20 0 .

そ の 後
,
水 道水 と P B S で 十 分 に 洗浄 し

,
0 .1 % ト リ プ シ ン

m 此 o h b o r a to ri e s , D e t r oit , U S A) 溶液 肝BS , p H 7 .5) で37 ℃

20 分反 応 させ
, 冷 P B S で 反応を停止させ た. 次 い で

, 1 0 m M

ク エ ン 酸横衝液 p H 6 の 溶液で 5 分間 3 回の マ イ ク ロ ウ ェ イブ

C

n g ･ 7 ･ I m m u n o h i s t o c h e m i c al s t a i n i n g o f I L 6 i n

C h ol a n g l O C a r Ci n o m a s h o w i n g v a ri a b l e h i st ol o g l C

di 蝕 r e n ti a ti o n . 仏) I L ･6 i s st ai n ed di凪1 S ely in th e cy t o pl a s m of

p 叩ill a r y a d e n o c ar C in o m a . 田) Ⅰし6 i s m o d e r at ely e 叩 r e SS e d i n

th e c y t o pl a s m of m o d e r a t el y d i ff e r e n ti a t e d t u b u l a r

a d e n o c a r ci n o m a . S o m e c a r ci n o m a c ell s s h o w a dif fu s e

St ai ni n g p a tt e m ( ar r O W S) an d th e o th e r s a m e m b r an O u S O n e

(a r r o w h e a d s) . ( C) I し6 i s h a r dl y d e t e c t a b l e i n p o o rly
diff e r e n ti a t e d tu b u l a r a d e n o c a r ci n o m a . A r r o w s h o w s a n

e n t r a p p e d I 1 0 n
-

n e O pl a sti c i n t e rl o b ul a r bil e d u ct sh o w i n g a n

m o d e r at e e x p r e s si o n of I し6 i n th e cy t o p l a s m in t h e t u m o r ･

I m m u n o st a in in g 仏B C m e th o d) a Jld h e m a to x yl in , × 2 0 0 (朗 ,

×2 00 田) , a n d X 2 00 (C) .



ヒ ト肝内月旦管系で の Ⅰし6 の 発現

で処理 し, 抗原の 露出増強 を試み た . その 後, 1 0 % ウ マ 血 清で

室温で3 0 分 間反応さ せ た 軋 1 00 倍 希釈 の 抗 ヒ ト Ki6 7 抗体

( M I B l , I m m u n o t e ch , M ar S eill e , F r an C e) を室温で 1 時間反応

させ た . そ の 後
,
マ ウ ス Ig G に対 す る 2 次抗体 (馬 ,

I g G ,

1 : 2 0 0) Ⅳe c to r I A b) を室温で 1 時間反応させ A B C/ P O 溶液

Ⅳe c to r) 内で30 分反応後, 0 .0 3 % H 2 0 2 添加 D A B で 発色させ ,

ヘ マ トキ シリ ン で 8 秒 間核染後, 脱水封入し鏡検した . Ⅰし6 は

フ ァ
ー ス ト レ ッ ドで 赤色 に, ま た Ⅲ67 は D A B で褐色 に染色さ

れ
,
両者 の 識別は 光学顕微鏡的 に可能であっ た . 観察は主 と し

て光学顕微鏡で行い , 確認の ため 共焦点 レ
ー ザ ー 顕微鏡で の 観

察も行 っ た . なお
, 各々 の 反応の 間 に は, 切片を P B S 内で 3

回以上 十分に洗浄した .

月旦管細胞癌 で の Ⅰし6 と 氾67 の 発現の 関連性 を以下 の 如く検

討した .
つ まり

,
弱拡大 レ ベ ル で Ⅰし6 を発現 して い る部位と

Ⅲ67 を発現 して い る部位をサ
ー ベ イ し

,
両者 の 関係 を検討 し

た . 次 い で , 月旦管細胞癌の分化度別 に Ⅲ67 の 発 現と検討 した .

また Ⅰし6 陽性 の痛細胞1∝沿個 と Ⅰし6 陰性 の 痛細胞1(氾0 個 中で ,

各々 B 6 7 発現を 示す癌細胞の % を求め , 両 群を比較検討 した ･

なお
,
免疫染色の 特異性は以下 の如く検討 した . 第 一

に
,
免

疫染色の過程で
一

次抗体 の代 わり に P B S あ る い は非免疫動物

血清を用い る こ と に より陽性像 が得 ら れ ない こ と によ り確認し

た . 第二 に, 1 00 倍 に希釈したⅠし6 ポリ ク ロ
ー

ナ ル 抗体溶液に ,

ヒ トリ コ ン ビナ ン トⅠし6 (U p sta t e B i o t e c h n ol o g y I n c o r p o r a te d)

が 1 〃g/ m l に な る様 に加え, 免疫染色 の 陽性反応が減弱化する

こ と に よ り確認した .

3 . I S H 法に よ るIl ] 6 m R N A 発現 の 検討

1) ジ ゴキ シゲ ニ ン標識 オリ ゴ ヌ ク レ オチ ドプロ
ー ブ の 作製

肝組織切片, 培養胆管上皮細胞 ( コ ラ
ー ゲ ン ゲ ル 上 で 初代培

養を行 っ た 非腫瘍性 の 胆管上皮と チ ェ ン バ
ー ス ライ ド上 で培養

を行 っ た C C K S l) で の II J 6 m R N A の 発現を 以 下 の 如く検討 し

た . ブ ロ ー プ と して Ⅰし6 遺伝子 の E x o n 2 , 3 , 4 領域か ら特異

的塩基配列を選び (図1 ) , これ に対 する ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ

ク レオ チ ドブ ロ
ー

プ (各60 塩基, B i o
-

S y n th e si s I n c , Le wi s vi 11 e ,

U S A) お よ び セ ン ス オ リ ゴ ヌク レ オ チ ドプ ロ
ー

ブ を合成 し, 3
'

末端の テ ィ リ ン グ法
41)
にて ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン テ ィ リ ン グ キ ッ ト

(B e o h ri n g e r M an n h e i m B i o ch e m i c a , M an n h ei m , G e r m an y) を

用い ジ ゴ キ シゲ ニ ン で 標識 した . すなわち , 各1 00 p m ol の オリ

ゴ ヌ ク レ オチ ドプ ロ
ー ブ に

,
テ ー リ ン グ績衝液, ジ ゴ キ シゲ ニ

ン標識 d U T P 溶液
,
d H r P 溶軋 タ

ー

ミナ ル トラ ン ス フ ェ ラ ゼ

を混合し, 3 7 ℃で60 分 間反応 させ 精製お よ び 沈殿後 5 町l の ト

リ ス 塩酸 - E D T A 緩衝液 に溶解 した .
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2 ) 肝組織切片, コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル 上 お よ びチ ェ ン バ ー ス ライ

ド上 の 培養胆管上皮の前処置

こ れ ら の 標本を P B S で 希釈 した 4 % パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ

ド b ar a b r m al d e h y d e , P F A) O
)F A / P B S) b H 7 .6) で15 分 吼 前

固定した軋 37 ℃の プ ロ テ ナ
ー ゼ K (2 .5 〃g/ 皿1 , 和光耗薬) 溶

液中15 分間反応させ , その 後 0 .2 N H Cl 溶液に10 分 間反応させ

除蛋白処置を行 っ た . 次い で 4 % P F A / P B S (p H 7 .6) で10 分間

後固定を行い , 非特異的なプロ
ー

ブ の 吸着防止 の ため に 0 .1 M

トリ エ タ ノ
ー

ル ア ミ ン 塩酸 p H 8 .0 と0 .2 5 % 酢酸溶液で10 分 間ア

セ チ レ
ー

シ ョ ン を行 い , エ タ ノ
ー ル 系列で 脱水, 風乾 した . な

お
, 各 々 の 反 応過程 間 は , ジ ュ チ ル ピ ロ カ

ー ポ ネ イ ト

(di e th ylp y r o c a 血 o n at e , D E P C ) 処理 した P BS で 充分洗浄 した.

3 ) ホル マ リ ン 固定パ ラ フ ィ ン 包埋切片で の 検討前処置

塾 の 如く行 っ た 脱 パ ラ フ ィ ン 切片を37 ℃ の プ ロ テ ナ
ー ゼ K

(5 〃g/ m l , 和 光純薬) 溶液で30 分 間反応 させ , そ れか ら 0 ･2 N

H Cl 溶液中で10 分間反応させ 除蛋白処置を行 っ た . 次い で 4 %

P F A / P B S (p H 7 .6) で10 分間後固定を行 い , 非特異的な プロ
ー

ブ

の 吸着防止 の た め に 0 .1 M トリ エ タ ノ
ー ル ア ミ ン 塩酸 p l柑 .0 と

0 .2 5 % 酢酸溶液で10 分間 アセ チ レ
ー

シ ョ ン を行 い , エ タ ノ ー ル

系列で 脱水, 風乾 した . なお , 各 反応過程間は D E P C 処理し

た P BS で 充分洗浄 した .

4 ) ハ イ プリ グ イ ゼ
ー

シ ョ ン

前処置した切片や チ ェ ン バ
ー ス ライ ドを ,

ハ イ プリ ダイゼ
ー

シ ョ ン溶液 (50 % 脱イ オ ン 化ホ ル ム ア ミ ド, 1 0 m M トリ ス 塩酸

p H 7 .6 , 酵母 t R N A 2 0 0 FLg / m l , 1 × デ ン ハ ル ト溶液, 1
:

0 % デ ス

トラ ン 硫酸 ,
サ ケ精子 D N A 2 5 0 F L g/ m l) で50 ℃ , 1 時間プ レ

ハ

イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン を行 っ た . 次 に , 上 記 ハ イ プリ ダイ ゼ

ー

シ ョ ン 溶液で 希釈 した 0 .2 n M / m l の ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン標識 オリ ゴ

ヌ ク レ オチ ドブ ロ ー プで
,
50 ℃

,
1 6 時間

,

ハ イ プ リ グイゼ ー シ

ョ ン を行 っ た . 洗浄 は50 % ホ ル ム アミ ド加 2 ×SS C で , 5 0 ℃ で

30 分間1 回
,
2 × S C で50 ℃ で20 分間1 回, 最後 に, 0 .2 × S C

で50 ℃ で20 分間2 回行 っ た .

5 ) ハ イ ブリ ッ ドの 免疫組織化学的検出

ジ ゴ キ シゲ ニ ン の 検出は
,
ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ

ー ゼ
ー

抗 ア

ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ ( alk ali n e p h o sp h at a s e

-

a n ti - al k al i n e

p h o s p h a t a s e , A P A A P ) 法を 用 い , 酵 素抗体間接法で行 っ た ･

す な わ ち , 洗 浄 後 の 組織切片 を1 . 5 % ブ ロ ッ キ ン グ試 薬

(B e o h ri n g e r M a n n h ei m B i o c h e m i c a) で l 時間ブ ロ ッ キ ン グ後,

マ ウ ス 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体 ( 10 0 希 釈 ,

B e o h ri n g e r M an n h ei m Bi o ch e m i c a) , 抗 マ ウ ス 免疫 グ ロ プ
7
) ン

抗体 (家軋 100 倍希釈, D A K O) , A P A A P 複合体( D A K O) の 順

T a ble 3 ･ E x p r e s s io n o f l し6 in c h ol an g l O C a r Ci n o m a w ith r e s pe Ct t O h
ist ol o gi c d ifftr e nti ati o n

E x p r e s sio n o f N o ･ O f c h o la n g l O C a r C in o m a

I L -6 ti s s u e s e x a m 血 e d

N o . o f tis s u e s sh o wi n g his tol o g y a n d

difft r e n tiatio n o f c h ol a n g l O C a r Ci n o m a

W e ll M o d

俳

♯

+

一

0

4

∩
フ

4

つ
】

t
J

l

l

つ
】

(

U

O

′

h
)

2

1

0

つ
J

5

1

1

1

2

1

0

5

7

つ
J

IL
,
in te rl e u ki n ; P a P , P a pilIa r y ad e n o c a

r ci n o m a ; W ell , W ell diffb r e n ti ated tu b ul a r ad e n o c a r ci n o m a ; m O d ,

m o d e r ately di ff t r e ntia ted tu b u l a r a d
e n o c ar Ci n o m a ; P O r , P O O rly di 蝕 r

e n ti at ed tu b u la r a d ezI O C ar C h o m a ･

≠ ,
S tr O n g ly p o sitiv e ; ≠,

W e a kly p o s iti v e ; + , Sligh ty p o s ltl V e ;
-

,
n e g ati v e ･
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に各々 1 時間反応 さ せ ,
1 m M レ バ ミ ゾ

ー ル を加え た ア ル カ リ

フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ 基質kitl (V e c to r) 溶液中で十分 な発色を確認

し水性封入剤で封入 し, 光学顕微鏡お よ び共焦点 レ
ー ザ ー

顕微

鏡で 観察した . 各反応過程聞は, ト リ ス 緩衝液 (10 0 m M トリ

ス塩酸 p H 7 .6 , 1 5 0 m M 塩化 ナ トリ ウム) で 充分洗浄した. なお
,

陰性対象 と して , セ ン ス ブロ
ー

プを用い た染色で陽性所見が消

失する こ とを確認した.

4 . 共焦点 レ
ー ザ ー 顕微鏡に よ る検討

str ep t A B C / A P 法ある い は AP 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 て い る .

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 (l S M 4 10 , C a II Z ei s s , G o t h 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 5 14 11 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 値は20 と し, 画像 サイ ズ は768 ×5 7 6 ピク セ ル と した .

画像 ア ベ レ
ー

ジ ン グは 8 回と して 画像を得た .

F ig . 8 . I m m u n o h i s to c h e m i c al s ta in i n g of lI ) 6 in th e d y s pl a s也c

bili ar y e pith eli al c e11 s i n a c a s e of h ep a to li th i a si s . Ⅰし6 i s

Cl e a d y e x p r e s s e d o n d y spl a sti c e pith eli al c ell s . S , g al l s to n e in

th e b il e d u c t l u m e n . I m m u n o st ai ni n g (A B C m e th o d) a n d

b e m ぬ Ⅹyl 虹 ×20 0 .

Fi g . 9 D e m o n st r atio n of Iし6 m R N A b y i n sit u h yb ridi z ati o n

t e c h n i q u e i n t h e p a r a ffi n e m b e d d e d s e c ti o n $ O f

Ch ol an g i o c a r ci n o m a II / 6 m R N A sig n al s ar e d et e ct e d in th e

C y tO d as m o f m an y d h ol an gi o c a r ci n o m a c ells . C o un t e r St ai n i s
b y m e th yl g r e e n , ×2 0 0 .

5 . 培地 中で の Ⅰし6 の 測定

ヒ ト肝内胆管 上皮細胞 の 初代培養に成功 した の は 3 例であ

り, これ らの 症例を用い 上皮成分よりなる培養移植片の継代培

養行 っ た . その 結果, 肝硬変の 1 例の み で 胆管上皮の 増殖が み

られた. この 1 例 を用 い , 培養月旦管上皮の Ⅰし6 産生量を検討し

た .
つ ま り

,
2 .5 F Lg / m l ホ ル ス コ リ ン ( fo r s k o li n ) (和光純薬) ,

2 5 n g / m l ヒ ト
J
) コ ン ビ ナ ン ト E G F (U p st at e B i o te ch n ol o g y) ,

1 0 〃g/ m l ヒ ト
ー

リ コ ン ビナ ン トイ ン ス リ ン (和 光耗薬) , 1 00 単

位/ m l ペ ニ シ リ ン G (明治製薬) , 1 00 〃g / m l ス ト レプ ト マ イ シ

ン ( 明治製薬) , 1 0 % F C S ( G i b c o ) を含 む D M E M (Fl o w

b b)/ H a m F -12 (m o w ) 等量培養液で 2 週 間継代培養後, 培地を

無血清 D M E M ( n o w I ム b) 培 養液に変えて , 4 8 時間培養した.

そ の培養液の上清を採取し, 0 . 1 / J m デ ィ ス ポ
ー ザ ブ ル ー

シリ ン

ジ フ イ ル タ
ー

仏n o t e c , B an b u r y , E n gl an d) で 細胞成分を除去

後
,
測定試料と し た . つ まり

,
2 ス テ ッ プサ ン ドイ ッ チ E u 5弘

法 によ る Ⅰし6 測定 キ ッ ト (富士 レ ビ オ, 東京) を用い ,
Ⅰし6 を

測定 したヤ . なお
, 本キ ッ トはⅠし1 α , Ⅰし1

･

β , Ⅰし2 , Ⅰし3 , M ,

Ⅰし5
,
Ⅰし8

,
腫瘍壊死因子 ,

顆粒 球 マ ク ロ フ ァ
ー

ジ コ ロ ニ ー 刺

激因子な どの 他 の サ イ ト カイ ン と交叉反応性 は認 め ら れず
, 標

準Ⅰし6 を用い た検討で は その測定感度 は約 3pg/ m l と推定さ れ

た . なお
,
1 回の 測定 に必要 な検体量 は 50 / l̀ で あ る .

成 紙

Ⅰ. ヒ ト肝内胆管系に お ける Ⅰし6 お よ ぴ I L - 6 m R N A の

発 現

1 . Ⅰし6 の 発現

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を用い た 凍結切片で の 検討で は
,
正常肝

の 細胆管, 小葉閏月旦管 と隔壁月旦管 の 上 皮細胞の核周囲や胆管内

腔側 の 胞体 に , I L - 6 の 弱 い 陽性所見 が認 め ら れ た ( 図 2 A) .

E B O
,
サ C A H

,
P B C で は

,
II J 6 は細月旦管 ～ 小葉閏月旦管 ～ 隔壁胆

管 の 上 皮細胞の胞体 にび漫性 に陽性 となり, P B C の 障害月旦管

の 上皮で や や 強い 発現を認 め た (図3 朗 .

ポ リ ク ロ
ー

ナ ル 抗体お よ び モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 によ るホ ル マ

リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン包塊切片で の検討で は
,
い ずれ も同 じ染色

結果が得 られ た . つ まり , 正常肝で は10 例 中8 例で , 小葉間牌

管お よ び隔壁胆管上皮 に陽性像 が得 ら れ た . 主 に胞体の 内腔側

に ル6 の 発現 が見 ら れ た (図 2 B) . なお , 動脈 や静脈 の 平滑筋

も軽度 か ら 中等度 の陽性像を示 した . 肝細胞 に もび漫性の弱陽

性の 所見を示すも の も見 られ た . P B C l l 例で は
,
正常 肝に比

T a bl e 4 . I m m u n o hist o c h e mi c al stai n in g o f in te rl e u ki n
-6 an d

K i6 7 in c h o l an gl C a r Cin o m a

慧慧;1 ｡11s 蓋蓋
一

課 霊
-

W ell

M o d

P o r

I し6( + )

Ⅰし6(
-

)

㈱

描

58 0

77 5

捕

1

2

1

つ
】

2

29 3 (2 6 .7)

7 0 8 (3 1 .5)

5 9 1 (3 7 .4)

8 40 (3 0 .2)

7 52 (3 5 .0)

W e ll
,
W ell di 蝕 r e n tia t ed t u b u l a r ad e n o c a r c in o m a ; m O d ,

m od er atel y d iffbr e n ti ate d tu b ul a r ad e h o c ar Ci n o m a ; p O r , P O O rly

di 助長n ti at e d tu b ul a r a d e n o c a r cin o m a ; IL - 6 ( + ), i n te rl e u ki n
- 6 -

p o $ iti v e c a r c in o m a c e ll s ; IL
-6 (

-

) , i n te rl e u kin - 6 - n e g ati v e

C a r Ci n o m a c ell s ; % , pe r C e n ta g e O f K i6 7
-

P O Sitiv e c ells .
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ベ 障害胆管上皮で の Ⅰし6 発現が 増強 して い た が (図 3 B) , 同
一

症例で も胆管に より染色強度に バ ラ ツ キ がありt ほ と ん ど陰性

の 胆管も見られ た . E B O で は
,
3 例 中 2 例で 細胆管 ～ 小 葉間

胆管お よ び隔壁胆管の 胆管上皮 にび漫性 の 陽性像 が得 られ , 同

一 症例 で の 染色強度 の バ ラ ツキ 像は ほ と ん どみ ら れ なか っ た .

増生紳胆管もI M が び漫性 に陽性 であ っ た･

肝硬変で は , 細胆管 ,
小葉 間胆管や 隔壁月旦管が陽性で あり,

さ らに 再生結節 の肝細胞が種々 の 程度にび 浸性 に陽性で , 肝動

脈や 静脈の平滑筋も陽性像を示した. なお
, 小葉間胆管や隔壁

胆管で は 管濃緑 が相対的 に強く染まり , ま た月旦管が 大きくなる

につ れ Ⅰし6 の 染色性 が低下する傾向 があ っ た . なお
,
同 一 症例

で も肝内胆管 により染色強度に違い が 見ら れ た .

次に
,
胆管上 皮で の Ⅰし6 m R N A の 発 現を検討 した. そ の 結 丸

正常肝 で は陽性の シ グ ナ ル は ほ と ん どみ られ な か っ た . しか し,

P B C の 障害月旦管 の 上 皮細胞の 砲塔で は陽性 シ グナ ルが 主 に核

周臥 ま た核 に重な るよ う に得られ た (図 4 A) . さ ら に ,
門脈

域内に浸潤 して い る単核細胞 にもⅠし6 m R N A の発現を認め た .

なお , セ ン ス プ ロ ー ブを用い た コ ン トロ ー ル で は
, 標本 中に陽

性 の シグ ナル は 認め ら れなか っ た .

2 . Ⅰし6 レセ プタ ー の 発現

免疫組織学的検討で , P B C や E B O の凍結切片で散在性 に月旦

管上皮の胞体 に びまん性, ある い は 内腔繚 にや や強い Ⅰし6 レ セ

プタ ー

の陽性所見がみ られ た . 正骨肝で は胆管上皮に発現は み

られ なか っ た . なお
,
パ ラ フ ィ ン包 埋切片を用い た検討で は,

い ずれ の疾患に お い て もI u レセ プ タ ー の 発現 は みら れなか っ

た .

3 .
ヒ ト胆道系培養の 初代培養上皮 の Ⅰし6 , Ⅰし6 レセ プタ

ー

お よびI M m R N A の 発現

培養を試み た14 例中上 皮細胞の 増殖が み られ た成功例は, 正

常肝 2 例と肝硬変 1 例 の 計3 例で あっ た .
さ ら に こ れ ら 3 例で,

培 養を試み た 胆管樹微小組織片 の 5 % 程度で 培養移植片か ら胆

管 上皮 の 増殖が み ら れ た . 2 週 間培養を行 っ た 培養月旦管上皮 で

A B

Fig .10 I m m u n o h i st o ch e mi c al st ai n i n g of I し6 an d i n sit u h yb ri di z a ti o n o f Iし6 m R N A i n c t
llt u r e d h u m an C h ol a n gi o c a r c in o m a (C C K S l) ･

伽 Ⅰし6 i s e x p r e s s e d in th e c yt o pl a s m o f s o m e c ult u r e d C C K S I c ell s ( ar r O W S) ･ C o u n te r s tai n i s h e m ato 町Ii n ･ I m m u n o st ai n in g ( 亜 C

m e th o d) an d h e m at o x yl in , ×2 0 0 . m ) S ig n al s o f II J 6 m R N A ar e di s c e mi bl e in th e c yt o pl a s m of s o m e c u ltu r e d c ell s ( ar r O W ) ･
Vis u ali z a

i s d o n e b y i m m u n o sta in in g (A f W ) an d h e m a to x yli n , × 2 00 ･

A B

Fig ･1 1 . H i st ol o g y o f t r an Spl an t e d C C K S l t u m o r in th e n u d e m
i c e a n d i m m u n o h it o ch e m i c al st ai n i n g of h u m an Ⅰし6 i n th e t u m o r ･ ･ ㈹

廿 a n spl a n t e d C C K S I sh o w s a m o d e r a t ely di 鮎 r e n ti at e d ad e n o c ar Ci n o m a ･ A 汀 O W : t u b u l e fb r m a t
i o n ･ H E

･
× 2 0 0 ･ (B) I し6 i s fo c ally

d et e c ta b l e i m m u n o h i st o ch e m i c al 1 y i n m o d e r at ely di 鮎 r e n ti at e d a d e n o c a r ci n o m a (a r r o w s) ･ I m m u n o st ai ni n g 仏B C m e
th o d) a n d

b e m at o 曲 ,
×20 0 .














