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αg ツ/ αgツ マ ウ ス 胆管上皮内お よび胆管脛内に み られ る

異常好酸性物質の 病理学的 , 免疫組織化学的解析

金沢大学医学 部医学科病理 学第 二 講座 ( 主任 : 中沼安 二 教授)

常 山 幸

最近我が 国で 開発され た A L , Y / N s c J cl- al y/ a l y マ ウ ス は 全身の 末梢 リ ン パ 節 お よ び バ イ エ ル 板を 欠損 し
,
I g A と I g G

の 産生が な く
,
I g M の 産 生が著 しく低値を示す免疫不 全 マ ウ ス で あ る , こ の マ ウ ス の 免疫 グ ロ ブ リ ン 塵 生異常 は常染色体単純

劣性遺伝子 の 支配に よ っ て 発現す る こ と が確認 され
,

こ の 遺伝子 ほ遺伝子記号 αJッ と命名 され た 突然変異遺伝 子 で あり , 免疫

異常が ホ モ 接合体 ( al y/ al y) の み に 出現 し,
ヘ テ ロ 接合体 ( al y/ + ) では み られな い .

こ の マ ウ ス は 特 定病 原体除 去 (s p e cifi c

P a th o g e n-f r e e
,
S P F) 環境 下に お い て

, 全 身 の 諸臓器 に非特異的な リ ン パ 球浸潤を 認め る こ とが 知 られ て い る . さ ら に
, 唾液腺

と膵臓 でほ リ ン パ 球の 浸潤が 目立 つ こ と よ り シ ェ
ー グ レ ン 症倶群の 疾患 モ デ ル マ ウ ス と して 注目 されて い る . 最 放 こ の め/

αヱッ マ ウ ス の 胆管系に 特 異な異常像の 出現す る こ と に 気付 い た . そ こ で
, 今回 d gツ/ αJッ マ ウ ス の 胆 管系 の 病理 の 解 析を 行 っ

た ･ ま ず, 出生直後, 8 遇令 , 1 0 週令,
Ⅰ2週 令の 各成熟段 階に おけ る肝 , 胆 道系の 変化を αJッ/ αJッ マ ウ ス と め/ 十 マ ウ ス で 比

較検討 L た . 出生直後 に は αJッ/ αJッ
マ ウ ス と め/ + マ ウ ス の 肝 , 胆道系 に ほ 明 らか な 異常所見は 見 られ なか っ た . 8 週 令以

降,
αJッ/ + マ ウ ス の 肝 , 胆管系に は著変が 見 られ な い の に 比 べ

, αJ ッ/ αJ ッ
マ ウ ス は

, 門脈域内に リ ン パ 濾胞形成 を伴う軽 ～ 中

等度の リ ン パ 球浸潤が 見られ , 胆管上皮 に 種 々 の 変性像 , 偽幽門腺化生 , 胆管破壊像 ,
そ れ に 胆管を 中心 とす る炎症所見が 見

られた . さ らに
, め/ め マ ウ ス で は 8 週令以降 の 全例 に お い て

, 総胆管か ら絵肝管 , 肝門部胆管な どの 大型胆 管 の 上 皮の 胸体

内に 均 一

な好酸性物質の 蓄積を 認め た . ほ と ん ど の 胆管 上皮細胞 が 好酸性物質を 含む もの
,

一 部の 上 皮に の み好酸性物質が含

ま れて い るも の な ど
,

こ の 変化は 胆管系 で 様 々 な 程度で 認め られ た . さ ら に
,

こ れ らの 好酸性物質を 蓄積す る胆管 内腔に ほ 長

方形 ～ 多角形 の 好酸性の 結 晶物の 出現が見 られ た .
こ れ ら胆管系の 異常所見は ヘ テ ロ 接合体で ある め/ + マ ウ ス に ほ 全 く見

られず ,
αg ツ/ d Jッ マ ウ ス に 特徴的に 出現す る胆管 系の 変化 と考 え られ た . 次に

ト
上皮細胞 内の 好酸性物質を 電子顕微鏡的 に 検

索 した . 異常物質は 均質な電 子密度を 有す る無構造な 物質 で , 膜 に 囲まれ た 封入 体 で あ り胞 体内に 緊満性 に 貯留 して お り , 核

や 他 の 細胞内小器 官を 辺縁 に 圧排 して い た . こ の 封入 体の 膜に リ ボ ゾ ー

ム と考え られ る小球状体の 付着 が見 られ
,

一

部で 粗面

小胞体や 核膜 脛 と連続 して お り
, 拡張 した粗面小胸体 と考え られた . 管腰内の 長方形の 結晶は 均質な電 子密度を 呈 す る物質で

あ っ た . こ れ らの 結晶構造は 胆 管 の 管腔内に 主 に 見 られ た が
, 細胞 質内に 局在す るもの や , 細胞膜 を突き破 る よ う に 胆管管脛

内に 突出 して い るもの もみ られ , 胆 管上 皮細胞か ら分泌 され
,

主 に 胆管脛内 で 結晶化す る物 質の 可能性 が高 い と考 え られ た .

胆管上 皮内の 好酸性物 質は過 ヨ ウ素酸 シ ッ フ 法染色や ア ル シ ア ン 育染色 な どの 粘液染色や グ リ メ リ ウ ス 染 色 ,
フ ォ ン タ ナ ･

マ
ッ

ソ ン 染色な どの 好銀性染色 で 陰性 で あ っ た が
, 免疫組織化学的検討 で シ ス タ チ ン C

,
ガ ス ト リ ン

,
セ ロ ト ニ ン

,
ソ マ ト ス

タ チ ン な どの 消化管ホ ル モ ン が 陽性で あ っ た . こ れ らの 所 見よ り αJ ッ/ αg ツ マ ウ ス 胆 管上 皮 に 見 られ る好酸性物質 は
l 胆 管 ヒ皮

自身 で 塵生さ れ るが
, 何 らか の 傲序で 胆管 内腔 へ の 排出が 障害さ れ , 胆管 上皮の 胞体内に 貯 留 した 消化管 ホ ル モ ン あ るい ほそ

の 前駆体で ある 可 能性 が高い と考え られ た . そ して
,

そ の 発現は αJッ/ dJク マ ウ ス に 見 られ る 胆 管炎 と 因果的 に 関連 して い ると

推察 され た . αgツ/ め マ ウ ス の 胆 管炎は程度 に 差 が あ り
, 高度な 部位で ほ リ ン パ 濾胞 を伴 っ た 中等度以上 の リ ン パ 球 浸潤が 見

られ
, 原発性 胆汁性肝硬変に 特徴的と され る慢性非化膿性破壊性胆管炎に 類似す る 像も見ら れ た . 以【

とよ り , め/ め マ ウ ス

は 胆管上 皮細胞 で の 物質 の 分泌 , 塵生機序の 解析 , さ らに 自然発生 的胆管障害 モ デ ル と して 有用 と考 え られ た . 特に 胆管 ヒ皮

内に 貯留する物 質に 対す る抗体を 用い て
, 胆管を 選択的に 破壊す る実験的研究 が 期待さ れ

,
ヒ ト の 原発性胆汁性肝硬変の 新し

い モ デ ル と な りうる と考 え られ た .

K e y w o r d s a l y/ a l y m o u s e , bili a r y e p it h eli al c ell
,

a Cid o p hili c s u b st a n c e
,

C y St a ti n C
,

C h r o n ic

C h ol a n g lt l S

最近 ,
M iy a w a k i ら に よ り我が 国で新 し い 免疫不 全 マ ウ ス が され て い る

1 卜 7}

.
こ の マ ウ ス は

l 常染色体性単純劣性遺伝子支配

開発 され , そ の 特異 な免疫動態よ り
, 粘膜免疫機構 を 含む種 々 下の 突然変異体 で ,

こ の 突然変 異遺伝子 ほ遺伝子記号 め と命

の 免疫鶴橋や そ の 異常 の 解析に 有用な モ デ ル マ ウ ス と して 注目 名 され
, 突然変異体 ( め/ め ホ モ 接合体) ほ め/ め マ ウス

,

平成 8 年 7 月 5 日 受付, 平成 8 年 7 月22 日受理

A b b r e vi a ti o n s ‥ A B C/ P O
,

a Vidin -bi ot in c o m pl e x w it h h o r s e r a dis h p e r o xid a s e ; A S
,

a Cid o p hilic s u b st a n c e ;

C N S D C
･

C h r o nic n o n s u p p u r a ti v e d e s t ru Cti v e c h ol a n 畠itis ; D A B
,
3

,
3

,

- di a m i n o b e n zidi n e ; di- P A S
,
di a s t a s e tr e a t ed

p e ri odi c a cid S c hiff ; P A S , p e ri o di c a cid S c hiff ; P B C
, p ri m a ry bili a r y cir rh o sis ; P B S

, p h o s p h a t e
- b uff e r ed



αJッ/ α 抄 マ ウ ス の 肝 内胆管障害

突然変異系は 此 y 系 と呼ば れ て い る ･ こ の め/ め マ ウ ス で

は液性免疫機能 と細胞性免疫機能 の 両者 に 著 しい 障害の 出現す

るこ とが 知 られ て い る
l)4)

. す なわ ち
,

α妙/ αJヅ マ ウ ス の 血 清中

のIg M は ヘ テ ロ 接合体( αgツ/ + マ ウ ス) 群 の 約 1 / 3 の レ ベ ル し

か検出され ず ,
さら に I g G と I g A ほ 血清 中に ほ ほ と ん ど検 出

されな い
. また

, 遅延 型ア レ ル ギ ー 反 応も 弱く , 同種皮膚移植

片の 著 しい 生者延長も認め られ る . しか し試験管 内で の 検討 で

は
t

α∠ッ/ 扉ッ マ ウ ス の 脾細胞ほ T 細胞 マ イ ト ジ ェ ソ お よ び B 細

胞マ イ ト ジ ェ ン に 反応 して 増殖す る機能を 有 して い る . さ らに

リ ン パ 球混合反応もは ぼ 正常で あり , 細胞障害性 丁細胞が 誘導

され る事も知 られ て い る .
これ ま で の 研究 結果 よ り ,

α わ/ α抄

マ ウ ス で の 免疫異常ほ リ ン パ 球 と リ ン パ 組織の 微小環境 との 相

互作用の 異常 に 起因す るの で は ない か と考 え られ て い る
l)4)

. し

か し , 未だ 不 明な 点も多く 残され て い る .

こ の αJッ/ α′ッ
マ ウ ス で ほ 肝, 肺 , 腎 , 膵 】

唾液腺な どで
,

主

と して血 管周 囲に リ ン パ 球の 集旗 が認 め られ る
l)4)

.
こ の 異常 所

見が dJ ッ/ αJ ッ マ ウ ス に 固有の 自己免疫現象 に よ るもの な の か
,

あるい は感染性 の 変化 を反映 して い る の か ほ 明 らか で ほ な い .

さらに
, 膵で は外分泌腺 の 破壊と脂肪組織 に よ る膵実質の 置換

もみ られ , 涙腺 お よ び唾液腺に お い て腺房実質 へ の リ ン パ 球浸

潤と種々 の 組織 破壊 が観察 され て お り αJッ/ αg ツ マ ウ ス は ヒ トの

シ ェ
ー

グ レ ソ 症候群 の 動物 モ デ ル に な りう る の で は な い か と注

目されて い る
T)

. 特 に
,

ヒ ト で は シ ェ
ー グ レ ン 症候 群は 原 発性

胆汁性肝硬変( p ri m a r y bili a r y cir r h o si s
,
P B C ) と合併 しや すく ,

唾液腺の 導管の 破壊像と P B C の 肝 内胆管 の 障害像 に も類似点

が多い
8卜 10)

. さ らに
,

シ ェ
ー グ レ ン 症候 群 で の 唾液腺 導管 と

P B C の 胆管 で の 共通抗原の 発現も指摘 され て お り
11)1 2 )

, αJッ/ αgツ

マ ウ ス の 胆管を め ぐ る病的変化 の 解析は , 胆管と唾液腺の 微小

環境の 共通性 とも併 せ て , 病理 学的 , 免疫病理学的 に 興味深い

研究テ ー マ と考 え られ る .

最近 1
こ の d gツ/ αJ ッ マ ウ ス の 胆 管系 に 慢性炎症反応を 伴う興

味ある病変の 見 られ る こ と に 気付 い た . こ の 病変は 8 週令以 降

の マ ウ ス で 明 らか と な る . 今回
,

出生直後 ,
そ れ に 免疫学的な

変化が 明 らか に な る と され る 8 週 令以 降の αJッ/ αJッ マ ウ ス を用

い
, 肝 , 胆道糸を 中心 に 病理 組織学的 , 免疫組織化学的な検討

を行い
,

2
, 3 の 新 しい 所見を 得た の で 報告する .

材料お よび方 法

Ⅰ . 実験動物

1 , 成熟 マ ウ ス

8 週令, 1 0 週令 , 1 2 週令の ホ モ 接 合体 ( dJッ/ αJッ マ ウ ス ( A･･

L Y/ N s c J cトa l y/ al y) , 日 本 ク レ ア
, 東京) を 使用 した . そ れ ぞ

れ雌雄 3 匹 以上 を 以下の 検索に 使用 した . 対照と して
,

ヘ テ ロ

接合体( al y/ + マ ウ ス ( A L , Y / N s c J cl- a l y/ +) ,
日本 ク レ ア) を

同週令 1 同個 体 数 ず つ 用 い た . い ず れ も 特 定病 原 体 除 去

( s p e cific p at h o g e n-f r e e
,
S P F ) 環境下 で 飼育 され

, 購入 時に 感染

の所見は見 られ なか っ た .

2 . 新生児 マ ウ ス

新生児 マ ウ ス で の 変化を 検討する た め に
, 妊娠 αgツ/ + マ ウ

ス ( 日本 ク レ ア) を 3 匹 購入 した . αJ ッ/ α抄 マ ウ ス で は 乳腺 の 発
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育不 全 が あり , 哺育不 能で ある . そ の た め
∫
妊娠雌 マ ウ ス に ほ

ヘ テ ロ 対照で ある め/ + マ ウ ス が 使用 され て お り
,

αJッ/ αgツ 雄

マ ウ ス と 交配 さ せ
,

α抄/ dgツ マ ウ ス を 得 て い る . 確率的 に は

dgツ/ 十 と αJ ッ/ α′ッ の 新生児が同数得 られ るほ ずで あるが
, 新 生

児期 に は αg ツ/ α抄 マ ウス 固有の 解 剖学的特徴ほ未だ 明 らか に は

され て お らず, 外見 よ り αJッ/ αJッ と αJッ/ + を見分ける事は 不

可 能 で ある . そ こ で
,

3 個体の αヱッ/ + マ ウ ス 雌よ り得られ た 全

て の 新生児(計29 匹) を対象と して
, それ らの 肝お よび そ の 他覿

織 に お け る炎症の 程度や 病変 , 特に 胆管病変かこ差がある か ど う

か を組織学的に 検討 した .

Ⅱ . 胆管系お よ びその 微小環境の 形態学的検討

検索に 供 した マ ウ ス はそ れ ぞれ エ ー テ ル 麻酔下で 断頭に て屠

殺 し
, 直ち に 脱血 し閲胸 , 開腹 し

, 各々 の 臓器を 摘出 した .

1 . 覿織学的観察

摘出臓器の
一

部を 1 0 % 中性緩衝 ホ ル マ リ ン に て 2 日 間固定

後 , 型の 如く ,
パ ラ フ ィ ン 包埋 し , 各ブ ロ ッ ク よ り20 枚以上 の

3 ～ 5 ルm の 蒋切切片を作製 した . こ れ らの 切片を 些の 如く , キ

シ ロ ー ル
,

エ タ ノ ー ル 系列で 脱 パ ラ フ ィ ン 後 ,
H E 染色を 行い

,

髄.織学的に 観察 した . 残 りの 切片は
, 以下 の 特殊染色お よび 免

疫観織化学的検討に 供 した .

2 ∴ 電子顕微鏡 (電顕) 的観察

摘出 した肝臓 の 一 部を冷 2 % ダ ル ク ー ル ア ル デ ヒ ド(0 .1 M
,

カ コ ジ ル 酸緩衝液 , p H 7 .4) 内で 細切後 , 直ち に 同液内で 90 分間

固定 した . 0 .1 M
,

カ コ ジル 酸緩衝液 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 包哩 (応研商事, 東京) し , レJ m 切片を 作製 し,
ト ル イ ジ ン

青染色を行 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 の 2 重

染色を 行い
, 透過電顕 H 30 0 型 (日 立製作所 , 東 京) で 観察 を

行 っ た .

3 . 特殊染色お よ び免疫組織化学的検索

αJッ/ α抄 マ ウ ス 胆管 上皮の 異常 , 特に 好酸性物質の 同定 を 目

的 と L て
1 以下の 特殊染 色お よ び 免疫組 織化学 的検討 を行 っ

た .

1 ) 好銀性 ,
銀還元性染色

内分泌 細胞分泌顆粒の 有無を検 討す るた め ,
グ リ メ リ ウ ス 染

色お よ び フ ォ ン タ ナ ･ マ
ヅ ソ ン 染色 を行 っ た . な お

, 陽性対照

と して dJッ/ + マ ウ ス の 膵 ( ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島) を用 い た .

2 ) 粘液染色

粘液性物質の 有無を 検討し
,

さ らに 解析する た め , 過 ヨ ウ素

酸 シ
ッ

フ 法 (p e ri o di c a cid S c h iff
,
P A S ) 染色,

ジア ス タ ーゼ 処

理 後 P A S (di a st a s e t r e a t e d- P e ri o di c a cid S c hiff
,

di- P A S ) 染

色 , そ れ に ア ル シ ア ン 青 (p H 2 .5) 染色を 行 っ た . 陽性 対照と し

て
,

αgツ/ + マ ウ ス の 腸管粘膜を用 い た .

3 ) 免疫魁織化学的検討

表 1 に 示 した
一

次抗体を 用 い
,

マ ウ ス I g M , I g G
,

ガ ス トリ

ン
,

シ ス タ チ ン C
,

ソ マ ト ス タ チ ン
, グ ル カ ゴ ン

,
セ ロ ト ニ ソ

の 検 出を 試み た . な お ,
こ れ らの 抗体 の 特異性 を確認するた め

の 陽性対照と して
,
I g M

,
I g G で ほ α′ッ/ + ■マ ウ ス の 腸管の リ ン

S alin e ; P D C - E 2
,

E 2 c o m p o n e n t of p y r u v a t e d e h y d r o g e n a s e c o m p le x ; P S C
, p ri m a r y s cle r o sin g c h ola n gi tis ;

S P F
, S p e Cifi c p a t h o g e n qf r e e ; S t r e p t A B C/ A P

,
S tr e p t a Vidi n -bi oti n c o m p le x w it h alk ali n e p h o s p h at a s e ; T B S

,

t ri s - b uff e r e d s ali n e ; 電顕 , 電子顕微鏡
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パ 組織を ,
ガ ス ト リ ン

,
シ ス タ チ ン C で は α抄/ + マ ウ ス の 胃

(幽 門腺) を
,

ソ マ ト ス タ チ ン
,

グ ル カ ゴ ン
,

セ ロ ト ニ ン で は

αgツ/ + マ ウ ス の 膵臓 ( ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島) を , それ ぞれ の 染色

毎に使用 した . I g M , I g G の 各抗体は ビ オ チ ソ 化抗体 の た め 2 次

抗体を必 要 と しな い が
,
他の ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体 で ほ

,

2 0 0 倍 に 希釈 した ビ オ チ ソ 化 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ Ig G ( H + L) 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 , ま た マ ウ ス モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗体 で は ビオ チ ン 化 ウ マ 抗 マ ウ ス I g G ( H + L ) 抗体

( V e c t o r L a b o r a to rie s) を 2 次抗体と して用 い た . 発色 に は 以下

に 述 べ る
,

ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 結合 ア ビ ジ ソ

ー ビオ チ ン 複 合体

( a v idi n
- bi o ti n c o m ple x w ith h o r s e r a di s h p e r o x id a s e

, A B C/P O)

( V e c t o r L a b o r a t o ri e s) と 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 テ ン 複合 体 ( s tr e p ta vi d 毎bi o ti n c o m pl e x

w ith alk a王i n e ph o s p h a t a s e
,

St r e p t A B C/ A P) ( D A K O
,

G l o s tr u p ,
D e n m a r k) の 2 種類を 用い た .

i . A B C/ P O 染 色法

H s u ら
13)

に 従い
, 以下の 如く行 っ た . 型の 如く脱 パ ラ フ ィ ン

を 行 っ た切片を ,
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
, 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を失漬 させ た . 次

い で
, 非特異的結合反応を 低下 ある い ほ 防止す る た め

, 切片を

1 0 % の 非免疫動物 ( 2 次抗体の 免疫動物 と同種) 血 清で 処理 し

た . 次 に 1 次 抗 体 を
,

リ ン 酸 緩 衝 液 ( ph o s p h a t e- b u ff e r e d

s ali n e
, P B S) (p H 7 .6) で予備実験に よ っ て 決 め た 最 適濃 度 (表

1 ) に 希釈 し , 4 ℃で 1 晩反応 させ た . そ の 後 t

一 次抗体 を作成

した 各々 の 動物種 に 対す る ビオ チ ン 化 2 次抗体 を2 00 倍 に 希釈

して 室温 で 1 時 間反応 さ せ
,
A B C/ P O 溶液 と30 分 間反応後 ,

0 .0 3 % 過酸化水素添加 ジア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (3 ,
3

'

-d i a m i n o b e n z-

idi n e , D A B ) (S ig m a , S t . L o u is , U S A ) で 発色 さ せ た . な お
,

各 々 の 反応 の 間 に は
, 切片を P B S に て 3 回 以上十 分に 洗 浄 し

た . そ の 後 ,
へ マ ト キ シ リ ン で 核 染後 , 脱水 封入 し

, 鏡 検 し

た .

ii . s tr e p t A B C/ A P 染色

W o o d ら
】4)

に 従 い
,
以下の 如く 行 っ た . 型の 如く脱 パ ラ フ ィ

ン 操作を 行 っ た 後 t 非特異的結合反応を 防止する た め
,

切片を

1 0 % の 動物 血清 ( 2 次抗体の 免疫動物 と 同種) で 処理 した . 次

に 1 次抗体 を , 予 備実験に よ っ て 決め た 最適濃度(表 1) に 希釈

し
,

4 ℃で 1 晩反応 させ
, それ ぞれ に 対応 した ビ オ チ ン 化 2 次

抗体(20 0 倍希釈) を 室温で 1 時間反応 さ せ
,

S tr e p t A B C/ A P 溶

液 で30 分 間反応 さ せ た ･ そ の 後 , 内因性 ア ル カ リ フ
ォ ス フ

ァ

ク ー ゼ と の 反応 を阻害す るた め
,

1 滴の レ バ ミ ゾ ー ル ( V e c t ｡ r

L a b o r a t o ri e s) を 添加 した フ ァ
ー ス ト レ ッ ド (F a s t R e d

, V e c t o r

L a b o r a t o ri e s) 溶液 で 発色 させ た . な お
,

ア ル カ リ フ ォ ス フ
ァ

ク ー ゼ の 発色 ほ リ ン 酸塩 に よ っ て 抑制 され る の で
, 各反応の前

後 の 洗 浄 お よ び 各 抗 体 の 希 釈 に ほ 0 ･1 5 m M ト リ ス 緩衝液

(t ri s
-b u ff e r e d s ali n e

,
T B S) (p H 7 ･6) を用 い た . ま た 各抗体の 希釈

も T B S に て 行 っ た .

な お
,

これ ら の 染色 の 反応特異性は 1 次抗体を P B S お よ び

T B S で置換 し
, 反応が 陰性化す る こ と で 確認 した . また

, 発色

液中か ら D A B あ るい は フ ァ
ー

ス ト レ ッ ドを 除き
, 反応の 特異

性の 検討も行 っ た ･ 陽性 , 陰性の 評価ほ
, 陽性 対照 と して 同時

に 染色され た 各臓器 で の 染色強度を 基準と して 行 っ た .

な お
, 後述 の 如く免疫染色 で 陽性像を 呈 した抗 シ ス タ チ ン C

抗体 で は
,

そ の 抗原特異性を さ ら に 確認する 目 的で
,

ヒ ト抽出

シ ス タ チ ン C に よ る吸収試験 を行 っ た . すな わ ち
, 抗 シ ス タ テ

ン C 抗体 を型 の 如く希釈 後, 十分 量の ヒ ト 抽 出 シ ス タ チ ン C

( Bi o P u r A G ,
B u b e n d o rf

, S wi t z e rl a n d) を添 加 し
,
充分撹搾後室

温に て 1 時間反応 させ た . 反応後 ,
1 5 0 0 G に て 3 分間遠心 し

,

上 宿を型 の 如く 一 次抗体 と して 使用 した 場合, 免疫観織化学的

反応 が陰性化 ある い ほ 著 しく減少す 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 e p t A B C/ A P 法 で 染色 され
,

フ ァ
ー

ス ト レ ッ ドで 発色し

た 標 本 を 共 焦 点 レ
ー ザ ー 顕 微 鏡 ( L S M 4 1 0 , C a rl Z eis s ,

G o tti n g e n
,
G e r m a n y) 下 で 観察 した .

フ ァ
ー

ス ト レ ッ ドほ ロ
ー

ダ ミ ソ と 同波 長 の 蛍 光 物 質 を 有 す る の で
,

レ
ー ザ ー 光 は

51 4 rl m の ア ル ゴ ン レ ー ザ ー を使用 した . ス キ ャ ン 速度 は8 . 65 秒

と し
,

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

76 8 × 5 7 6 ピ ク セ ル と した . 画像 ア ベ レ
ー

ジ ン グ .ほ 8 回 と して

画像 を待 た .

Ⅲ . 叫ね少 マ ウス 胆管 上皮 の初代培養 とそ の 観察

1 . 胆管上 皮初代培養

αエッ/ αJッ マ ウ ス 胆 管上 皮に み られ た 好酸性物質 の 培養後の 性

状の 変化 を観察す る 目的 で
, 当教室で 確立 した コ ラ ー ゲ ン ゲル

培地上 で の 胆管上 皮培養法を 用い て
,

αJッ/ αgツ マ ウ ス の 胆 管上

皮の 初代培養 を行 っ た
15 ト 18 )

. 材料 と して 30 ～ 3 5 g の 雄 の め/

扉γ マ ウ ス を使用 した .

エ ー テ ル 麻酔下 で 開腹 し, 静脈留置針

(24 G
,

テ ル モ
, 東京) を 下大静脈 に 挿入 して 下大静脈 を流入臥

T a ble l . n l e list o f p ri m a ry azltib o die $ u S e d fb r i m m un O h is t o c h e mi s tr y

諾
ie s

s o ロ m e 慧慧｡｡ 慧蕊s 監禁ご

m -I g M

(b io th y la t d )
m -Ig G

( bio tin yla ted)
トg a s 血

b - C y S l ali n C

b -

S O m at O S tatin e

b -

g lロC a g O n

ムー

S e r O t O ni n

V e cto r L a b

B u rl h g a m e
,
U S A

V e cto r L a b

D A K O

G l o st ru P ,
D e n m a r k

Bi o P u r A G

B u b e n d o rf
,
S w itz e rla n d

D A K O

D A K O

D A K O

G o at M o n o cl o n al

Ⅲ o r s e M o Il O Cl o n al

R a b b it P oly cl o n al
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1 : 献)0

1 : 8 0

m
,

m O u S e ; h ,
h u m a n ; L d )

,
L ab o r ato ri e s .



αJッ/ αJッ
マ ウ ス の 肝内胆管障害

門脈を 流 出 部 と し た 流 路 を 作 製 し た t

ペ リ ス タ ポ ン プ

(M a st e rfl e x ,
C hi c a g o

･
U S A ) を用 い て

,
カ ル シ ウ ム を含 ま な い

H 弧 k s 液 で 潅流 し
, 脱血 した ･ 次 に 0 ･0 4 % の 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 ソ イ

ン ヒ ビ タ
ー (S i g m a) を 含 む p H 7 ･4 の H a m F -1 2 (F l o w

L a b ｡ r a t O ri e s
,
I r vi n e

,
U K) 培養液(以下 コ ラ ゲナ

ー ゼ 溶液) を10

分間潅流 し
, 肝実質を 消化 した ■ 肝臓 を 摘出後,

ク シ と歯ブ ラ

シで 肝細胞を 剥離除去 し
, 胆管樹 (bili a r y tr e e) を作製 した ･

次に カ ル シ ウ ム を含 ま な い ハ ン ク ス 液中に 胆 管樹 を浮遊 させ

実体顕微鏡下(オ リ ン パ ス
, 東京) で マ イ ク ロ サ ー ジ ャ リ ー 用の

ハ サ ミ と ピ ソ セ ッ ト (夏目 製作所 , 東京) を 用い て
, 肝門部阻管

を細切 し
, 微小組織片を 作製 した . な お

,
こ の 時 , 胆管樹 の 一

部をホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包埋 標 本用 に別途採取 し, 目的

とする好酸性物 質が含 まれ て い る こ と を確 認 した ･

微小紅織片を 2 .5 m g/ m l ホ ル ス コ リ ン (f o r s k ol in ) (和光純# ,

大阪) ,
2 5 n g/ m l マ ウ ス 上 皮 成 長 因 子 ( e pid e r m al g r o w th

f a c t o r ,
E G F ) ( U p s t a t e B i o t e c h n ol o g y ,

N e w Y o r k
,

U S A ) ,

1 0 m g/ m l イ ン ス リ ン (i n s uli n) (和光純# ) ,
1 0 0 単位/ m l ペ ニ シ

ワ ン G (明治製菓,
東京) ,

1 0 0 m g/ m l ス ト レ プ ト マ イ シ ン (明治

製菓) お よ び 10 % ヌ ー ･

セ
ー ラ ム ( N u

- S e r u m ) V (B e c t o n
-

D i cki n s o n L a b w a r e
,
B e df o r d

,
U S A ) を含 む ダ ル べ

ッ
コ 変法イ

ー

グ ル 培 地 (D ulb e c c o
'

s m o difi c a ti o n of E a gl e
'

s m e d i u m
,

D M E M ) (F l o w L a b o r a t o ri e s)/ H a m F- 1 2 (F l o w L a b o r a t o ri e s) 等

量培地,
2 .2 % N a H C O 3 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 r n i n g ,

N e w Y o r k , 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 1 大

54 1

阪) に
一

時的に 保管 した . 次に 1 日間浮遊培養 した 微小阻織 片

を ピ ン セ ッ トを 用 い て
, 培養移植片 と して コ ラ

ー

ゲ ン ゲ ル 培地

( ゲ ル 培地) 上 に 静置 し
,
3 7 ℃で ゲ ル 化 した 後,

初代培養を行 っ

た . 培養液ほ 3 日 毎に交換 し
, 経時 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 と して 行 っ

た 初代培養で ほ
, 肝内胆道糸の 培義 移植片ほ 培養開始3 ～ 5 日

まで は 胆道系上 皮細胞の 増殖が 問質 系細胞 よ り先行 して い て も

培養開始1 週 間 ～ 1 0 日日で 問質系細胞が上 皮細胞 の 増殖先端部

に 追 い つ き, 追 い 越す現象が見 られ る こ と が少 なくな い と い う

知見 を得て い た . こ の た め
, 本実験で は

l 初代培養開始 5 日 ～

1 週 間目 に 位相差顕徽鏡下で
,
培養移植片と 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
,
胆道系上 皮成分 の み で

, 初代培養を 続

けた .

2 . 組織学的観察

初代培養1 過 日 と 2 週目 の 胆道系 上 皮細胞 を ゲ ル 培地 ご と

10 % 緩衝 ホ ル マ リ ン で48 時間固定 した 後,
すだ れ状に ゲ ル 培地

を ス ラ イ ス し
,

パ ラ フ ィ
ン 包唾後 ,

薄切 し, 切片を 作製 した .

切片 ほ型の 如く ,
キ シ ロ

ー

ル
,

エ タ ノ ー ル 系列で 脱 パ ラ フ ィ
ン

後, 標準 H E 染色を 施行 し, 光学顕微鏡 に て 観察 した ･

成 績

Ⅰ . A l y マ ウ ス系の 組織学的観察

1 . 8 週令 ,
1 0 週令 ,

1 2 週令

1 ) 全身臓器

め/ め マ ウス は い ずれ の 臓器で も血 管周囲性 に 種 々 の 程度

の リ ン パ 球浸潤が 見られ , 肝 , 肺 , 腎で は リ ン パ 球浸潤が有意

Fig . 1 . L i gh t mi c r o g r a p h s of th e p o rt al t r a c t of a l y/ al y

m o u s e (8 w e e k s
,
f e m al e) ( A - C) . (A ) M o d e r a t e ly m p h oid

c e11 i n filt r a ti o n w ith ly m p h f olli cl e f o r m atio n (l a r g e a r r o w )

is s e e n i n a p o r t al tr a c t . S m all a r r o w n o t e s a n i n t e rl o b ul a r

bil e d u c t . H
,
h e p a tic p a r e n c h y m a . H E

,
×1 0 0 ･ (B ) A bil e

d u c t s h o w s m ild p r olif e r a ti v e c h a n g e of b ilia r y
.

e p ith eli al

c e11s a n d di s o rd e r e d p ol a rit y . M o d e r a t e ly m p h o pl a s m a c ytic

i nfiltr a ti o n a c c e n t u at e d a r o u n d th e bil e d u c t is al s o s e e n .

H E
,

×2 0 0 . ( C) T h e r e is p r olif e r a ti o n of p e rib ili a r y gl a n d s

sh o wi n g p s e u d o p yl o ri c gl a n d m e t a pl a si a (s r n al l a r r o w ) a n d

al s o li ni n g c ell s of th e bil e d u c t . L
,
bil e d u c t l u m e n . H E

,

×2 0 0 .
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で あ っ た . さ らに
, 検討 した多くの 魁織で は ▲ 軽度 ～ 中等度の

リ ン パ 球浸潤が 主 に 問質に 見られ , 特に 肺 で リ ン パ 球浸潤が 目

立 ち ∴濾胞状の リ ン パ 球集簸 を呈 して い た . な お
, 胃腸管に は

明 らか な 炎症細胞浸潤巣は 認め られ な か っ た . 1 0 過令 以降 で

ほ
, 唾液腺 と膵の 導管周 囲に も軽度 ～ 中等度 の リ ン パ 球浸潤が

見 られ た . なお
, 週令と 炎症 , 特に リ ン パ 球浸潤の 程度に 明 ら

か な 関連性 は見 られ ず , 性差 との 関連 も明らか で ほ な か っ た .

対照の αgツ/ + マ ウ ス で ほ い ずれ の 個体 で も , ま た い ず れ の 臓

器で も
, 明瞭な 炎症所 見は見 られ ず ,

血管周 囲性に ごく 軽度の

非特異的な リ ン パ 球浸潤 が まれ に 散見され る程度 で あ っ た .

2 ) 肝 ･ 胆道糸

瓜gツ/ αgツ マ ウ ス で は い ずれ の 標本で も , 軽度 ～ 中等度 の リ ン

パ 球浸潤が 見 られ た . リ ン パ 球浸潤は 血管周 圃の み な らず
, 門

脈域全体に 浸潤する もの や 胆管周囲に 日立 つ もの も存在 した .

同 一 標本あ るい は 個体 に お い て
, 門脈 域の リ ン パ 球浸潤の 程度

は様 々 で あ り,

一 方の 門脈域で リ ン パ 濾胞を 伴う中等度の リ ン

パ 球浸潤が 見 られ る の に 対 し, 隣接す る他の 門脈域に は リ ン パ

球浸潤が ほ と ん ど見 られ な い 標本もあり , 肝で の 炎症の 不 均等

分布が 明 らか で あ っ た . ま た
,

リ ン パ 球浸潤が 著明 な 門脈域で

は , 同グ鞘の 胆管に 種 々 の 障害像が み られ た . つ ま り , 胆管上

皮に は増殖性 の 変 化が見 られ
, 外径は拡大 し

,
さ らに

, 慢性胆

嚢炎 で み られ る 偽幽門腺化生を 高頻度 に 伴 っ て い た . リ ン パ 球

浸潤 と胆管上 皮障害の 日立 つ 胆管で は ,
P B C で 特 徴的 に 見 ら

れ る
, 慢性 非 化 膿 性 破 壊 性胆 管 炎 ( c h r o ni c n o n s u p p u r a ti v e

d e st r u c tiv e c h o la n giti s
,
C N S D C ) に 類似 した 病変も認め られ た

( 図1) .
こ れ らの 胆管系の 変化は 肝内で非連続的に 分布 して い

た . な お
,

α抄/ αヱク マ ウス の 週令 と門脈域や 胆管 の 炎症 の 程度

に は 明 らか な 関連性は なく , 性差と の 関係も明 らか で は なか っ

た .

ま た検索 した αJッ/ αJ ッ マ ウ ス 雌雄全例 に お い て
, 総胆管 , 肝

門部大型胆管で , 胆管上皮細胸の 胸体内に 好酸性の 均質な物質

の 貯留が しば しば見 られ た .
こ れ ら好酸性物質を 貯留する胆管

上皮細胞 で は 核が や や遍在 ある い ほ圧 排され て い た , 好酸性物

質の 貯留は 主に 胆 管上 皮被覆細胞内に 見られ た が
,

胆 管周囲で

増生す る付属腺 上 皮に も見 られ , 偽幽門腺化生を 示 す胆 管上皮

に隣接する 上 皮細胞 にも こ の 好酸性物質 の 貯留が 見 られ た . 好

酸性物質貯留の 他 に
,
胆管上 皮細胸 内や 胆管腔内に

, 長方形 ～

多角形ある い は 不 正 形 で 好酸 性の 結 晶が 多 数認 め ら れ た ( 図

2 ) . 細胞質 内か ら管腔内に細胞膜を 突 き破 る様 な 好酸性 結 晶

も見 られ
, 好酸性結 晶が上 皮細胞 か ら管腔内 へ 分泌途上 と判断

され る所見もみ られた . H E 染色 に よ る染色性ほ , 上皮 内の 好

酸性物質も
,

長方 形の 結晶もほ ぼ 同様 で
, 均質無構造 な もの で

あ っ た . な お , 週 令や 性差 と
,
好酸性物質出現の 頻度や 程度 と

の 関連性は認 め られ なか っ た .

対照で ある ヘ テ ロ 療合体で ある dgツ/ + マ ウ ス で は 非特 異的

なリ ン パ 球浸潤 が血 管周 囲 , 被膜直下 , 少数の 門脈域 に ごくわ

ずか に み られ る の み で あり
, 胆管上 皮 の 変化や 胆管炎 は認め ら

れ なか っ た . ま た
上
限管上 皮で の 好酸性物質の 貯留や 胆管脛 内

で の 好酸性結 晶の 出現 ほ全く認め られ な か っ た ( 図3 ) .

2 . 新生児期

次に め/ αJッ マ ウ ス に 見 られ た好酸性物質や 好酸性結晶が
,

出生前後の め/ め マ ウ ス 胆管上鱒に 存在す る の か , ある い ほ

後天的に 出現す る の か を
, 出生直後の 29 匹 の め/ α 抄 マ ウ ス の

肝観織を 用い 検討 した .

F ig ･ 2 ･ L i g h t m i c r o g r a p h s of th e p o rt al tr a c t of a ly/ al y

m o u s e (8 w e e k s
,
f e m al e) . (A ) A cid o ph ili c s u b s t a n c e ( a r r o w

h e ad s) a r e a c c u m ul a t ed i n th e c y t o pl a s m of al m o st au

bili a r y e pith eli al c e11 s of th e l a r g e b il e d u c t a s w elI a s of

P r Olif e r a ti v e p e rib ili a r y gl a n d s . L
, bil e d u c t l u m e n . H E

,

× 2 00 (B) A c id o p h ili c s u b s t a n c e s ( a r r o w h e a d s) a r e s e e n i n

S O r n e e Pith e li al c ell s of th e m e di u m
-

Si z e d bil e d u c ts .

S e v e r al a cid o ph ili c c r y s t al s ( a r r o w s) a r e al s o id e n tifi a bl e i n

th e l u m e n of th e s e bil e d u c t s . E pith elial c ell s s h o wi n g

p s e u d o p yl o ri c gl a n d m e t a pl a si a a n d th o s e c o n t ai ni n g

a ci d o p h ili c s u b s t a n c e in th ei r c y t o pl a s m a r e in t e r mi n gle d .

H E
,

× 2 0 0 ･ ( C) A cid o ph ili c s u b s t a n c e s ( a r r o w h e a d s) ar e

S e e n i n s o m e of e pit h eli al c ells of th e l a r g e bil e d u c ts ･

S o m e of th e m al s o sh o w p s e u d o p yl o ri c gl a n d m e t a pl a si a ･

S e v e r al a cid o p hilic c r y st al s ( a r r p w s) a r e s e e n i n th e l u m e n

(L ) of th e d u c t a n d i n th e c y t o pl a s m of th e bili ar y d u ct

e pith eli al c ell . H E ,
×2 0 0 .



αgツ/ αgツ マ ウ ス の 肝内胆管障害

新生児期に は
,

8 週 令以降 の 成熟 め/ め マ ウ ス に 見 られ

た, 肺 ,
軌 膵 ,

唾液腺 へ の リ ン パ 球浸潤は 見 られず , 肝臓に

ぉい て も門脈域や 胆管 周 閉 へ の リ ン パ 球 浸潤 は 全 く 見 ら れ な

か っ た . さ らに , 成熟 め/ め マ ウ ス 全例 に 見 ら れ た
, 総胆

管,
肝門部大型胆管の 上 皮細胞 の 胞体 内の 好酸性物質の 貯留や

好酸性結晶の 出現は 認め られ な か っ た (図 4) ･

Ⅱ . 好酸性物質を貯留する胆管上 皮細胞の 電顕的観察

酸性物質を貯留す る胆 管 上皮細胞 で ほ , 胞体 内に 低電子密度

の無構造物を 充満 して お り ,
こ れ ら は 1 層 の 膜 で 囲 まれ て

, 封

入体様の 形態 を示 して い た . こ の 封入 体 の 膜 の 外側 に は リ ボ

ゾ
ー

ム と考え られ る小球状の 構造物 が付 着 して お り
,

こ の 封入

体様の 構造物 が核膜陛や 粗面小胞体と も 一

部で連続 して お り,

この 封入 体は 拡張 した 粗 面小胸 体 と考 え られ た ( 図 5 ) . さ ら

に
,

こ の 好酸性物 質を 貯留 した 封 入 体 ( 拡張 した 粗 面小胞 体)

は
,
胆管上 皮細胞胞体 の ほ とん どを 占め

, そ の た め ゴ ル ジ装置

Fi g . 3 . L ig h t m ic r o g r a p h of th e p o rt al tr a c t s of a l y/ +

m o u s e (1 0 w e e k s
,
f e m ale) . I n fl a m m a t o r y c h a n g e s a r e

h a rd ly di s c e r n ibl e i n th is la r g e p o r t al tr a c t . T h e r e a r e al s o

n o a cid o p hili c s u b st a n c e s n o r a c id o p hili c c r y s t al s i n t h e

e pith eli aI c ell s c y t o pl a s m a n d al s o i n th e I u m e n of th e bil e

d u c t ( a r r o w s) a n d p e ribili a r y gl a n d s ( a r r o w h e a d) . H E
,

× 1 0 0 .

Fig ･ 4 ･ L ig h t m i c r o g r a p h of th e p o r t al tr a c t of al y/ al y o r

a l y/ + m ic e ( n e w b o r n
,
f e m al e) . I nfl a m m a t o r y c h a n g e s

ar e n o t cl e a r i n th e p o rt al tr a c t . T h e r e a r e n o a cid o p hili c

S u b st a n c e n o r a cid o p hili c c r y st al s s e e n i n th e bili a r y

e pith eli al c yt o pl a s m o r l u m e n (L ) of th e bil e d u ct s .

S p in dl e c ells a r o u n d th e bil e d u c t s a r e i m m at u r e m e s e n c h -

y m al c ells ･ H
,
h e p a ti c p a r e n c h y m a . H E

,
×2 0 0 .
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や そ の 他の 細胞 内小器 官は 胸体 の 辺縁に 圧排 され , 散見され る

程度 で あ っ た . 核 も拡張粗面小泊体 に 圧排され 偏在 して い た .

こ れ ら の 細胞内小器官自体に ほ微細構造上 の 変化は 明 らか で ほ

な か っ た .

さ ら に
, 胆管腔お よ び胞 体 の

一

部 に
, 長方形 ～ 多角形 を 呈

し
, 均

一

な電子密度の 無構造の 結 晶が見 られ た ( 図6) . 結 晶ほ

い ずれ もよくそ ろ っ た構造を な し , 管腔 内に 集族す るもの と胞

体内の もの に 形態学的な差異は 見 られ なか っ た . 長方形の もの

と 多角形の も の も基本的に は 同 じ構 造で あり ,
い ずれ も本来 は

多角柱状を なす立 体棒造を と る結 晶で ある と考え られ た . 結 晶

構造は 膜に よ る被覆や
, 分節は み られ なか っ た .

Ⅲ . 胆管上皮細鞄内の好酸性物質の組織化学的 , 免疫組織 化

学的所 見

こ れ らの 結 果を表 2
,

3 に 示 す . 胆管上 皮に 貯留する好酸性

物 質は
,

P A S 染 色陰性 ,
di- P A S 染 色陰性 ,

ア ル シ ア ン 青

(p H 2 .5) 染色で 陰性 で あり , 好銀性染色で ある グ リ メ リ ウ ス 染

色陰性 , 銀還元性染色で ある フ ォ ン タ ナ ･ マ
ッ ソ ン 染色も陰性

Fi g . 5 . El e c tr o n mi c r o g r a p h s of th e a cid o p hilic s u b s t a n c e

( A S) a c c u m ul a t e d i n th e b ili a r y e pith eli al c ell s of a l y/ al y

m o u s e (8 w e ek s
,
f e m al e) . ( A ) A cid o p hili c s u b st a n c e ( A S)

is a n i n tr a c yt o pl a s m i c i n cl u si o n c o n t ai ni n g h o m o g e n e o u s

el e c t r o n d e n s e s u b s t a n c e a n d b ei n g c o v e
l
r e d b y a m e m b r

-

a n e ( a r r o w s) . N
,

n u Cl e u s . ×1 1 0 0 0 . ( B) T i n y p a r ticI e s a r e

a tt a c h e d o n t h e m e m b r a n e w hi c h c o v e r th e i n c王u si o n .

T h e s e p a r ti cl e s a p p e a r t o b e rib o s o m e
,

S u g g e Sti n g th a t th e

a cid o p h ili c s u b s ta n c e a r e d e p o sit e d i n th e dil a t e d l u m e n of

r o u gh e n d o pl a s m i c r e ti c ul u m . N
,
N u cl e u s . × 3 60 0 0 .
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で あ っ た ･ こ れ らの 所見よ り , 胆 管上 皮の 好酸性物質ほ 粘液や

消化管や 掛 こ 存在する 内分泌細胞 の 分泌顆粒 と は異 な る性質を

もつ こ と が 示 唆 され た ･ 次に
, 免疫組織化学的検討で はIg M 陰

軋 Ig G 陰性で あり , 胆管上 皮の 好酸性物 質は
l 免疫 グ ロ プリ

ン の 貯留で ほ な い こ と が 示 さ れ た ･ 各種消化管 ホ ル モ ン に 対す
る抗体を用 い た 免疫組織 化学 的検 討で は

, 胆管上 皮の 好酸性物

質は 抗グ ル カ ゴ ン 抗体 で ほ陰性 で あ っ たが
,

ガ ス ト リ ン
,

ソ マ

ト ス タ チ ン
,

シ ス タ テ ン C
,

セ ロ ト ニ ン に 対す る抗体で ほ
, 明

らか に背景 よ りも強 い 染 色性 が み られ , 陽性 像 と 判断 され た

(図 7) ･ こ れ ら の 抗体 で , 好酸性物質貯留細 胞の 胸体が 選択的

に染色 され た ･ す なわ ち , 好酸性物質で 緊満 した 上 皮細胞の胞

体が び渡性 に 同程度 の 染色強度 で 染色 され た ･ な お , 細胞膜が

染色 され な か っ た こ とか ら , 各 々 の 抗体は細胞表 面の 物質でほ

なく ∫ 細胞質 内の 物質 と反応 した と考え られ た ･ な お
, 好酸性

物質 の 貯留が 見 られ な い 胆管上 皮細胞ほ い ずれ も陰性 で あり
,

背景 の 肝細胞 , 類洞の 内皮細臥 血 管内皮細胞 , 細胞外基質ほ

陰性 で あ っ た .

次に
, 陽性所 見を 呈 した 抗ガ ス トリ ン 抗体 , 抗 ソ マ ト ス タ チ

ン 抗 軋 抗シ ス タ チ ン C 抗 軋 抗 セ ロ ト ニ ン 抗 体 で の 染色 パ

Fi g ･ 6 ･ E l e c tr o n m i c r o g r a p h of th e a cid o p hili c c r y s t al s i n

th e I u m e n of th e b il e d u c t of a l y/ a l y m o u s e (8 w e e k s
,

F e m al e) ･ A cid o p hili c c r y st al s ( A C) a r e r e c t a n gl e s h a p e d
a n d s h o w h o m o g e n e o u s l o w el e c t r o n d e n sit y ･ T h e y a r e

n o t c o v e r e d b y t h e m e m b r a n e ･ F r a g m e n ts of c e11 ula r
O r g a n ell e s a r e al s o s e e n i n th e b il e d u c t l u m e n . × 42 0 00 .

T ab l e 2 ･ H i sto c h e mi c al ch ar a C te ri z ati o n o f a cid o p hili c s u b st an C e ( A S) a c c u m u l ate d in
th e cy t o pl a s m o f bili a r y e pi th eli al c ells o f a & / a & m i c e

St a in in g m e th o d B E C A S
P o siti v e c o n tr o l

tlS S ロe

P A S

d トP A S

A Ici a n bl u e (p H 2 .5)

G ri m e ri u s

F o n t an a
- M a s s o n

■
■
■
■

=

一

_
■

=

_
■
■

I n te s tin e ( a & / + m o u s e)

I n te s tin e (a ウ/ + m o u s e)

I n te s tin e ( ゆ/ + m o u s e)

I n t e s tin e ( a か/ + m o u s e)

I n te s tin e (a か/ 十 m o u s e)

B E C
･
bili ar y e pi th e lia l c ells w ith o u t A S i n th e cy to p la s m ; A S

,
a Cid o p h ili c s u b st an C e

a c c u m u l ate d i n th e c y to pla s m o f b ili a r y e pith eli al c ells ; P A S
, P e ri o dic a cid S c hi ff ;

di ･ P A S
,
di a s ta s e tr e a te d pe ri o dic a ci d S c hi ff

.

~ ,
n e g ati v e .

T ab le 3 ･ I m m u n o his to c h e m i c al c h a r a c te ri z a tio n o f a cid o p hili c s u b st an C e a C C u m u la te d

i n th e cy to pla s m o f b ilia r y e p ith eli al c e11s o f a b,/ a & m ic e

諾
ie s

B E C A S
P o sit

…這:=
n t r Ol

m -Ig M

m -Ig G

h -
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タ
ー ン を共焦点 レ

ー ザ ー 麒徴鏡に て 観 察 した . い ず れ も染色強

度の程度差は ある もの の
, 好酸性物 質に 一 致 し て

, 細胞質に び

漫性に 陽性像が 見られ
, 核を 圧 排し て い る像 が見 られ た . 共焦

点 レ ー ザ ー 顕微鏡 で は 3 次元 方向で の 物質 の 分布が 解析可能 で

ある . そ こ で 1
5 〟m の 厚 さの 切片を焦点 を変 え なが ら検討 した

結敷 こ れ ら抗体と 反応する物 質は胸 体内に 偏 り無く ほ ぼ 充満

して い る こ と が示 され た . 陽性染色 は均 一 に 胞体内に 見られ
,

染色強度に 差は 無 い こ と か ら ,
これ ら の 抗体が 均 一 に 分布す る

物質に 対 して 反応 し て い る こ と が示 され た (図 8 ) . また
, 細胞

膜に は どの 切断面 で も陽性像 が見 られ なか っ た こ と か ら ,
こ れ

ら抗体と反応す る物質は
, 細胞質内 に の み 存在す る こ とが 示 さ

れた . ま た , 各 々 の 抗体で の 染色 パ タ ー

ン に 差が 見 られ なか っ

た こと か ら , 胆管上 皮に み られ る好酸性物質ほ 検索 した抗体の

抗原決定基 を均
一

に 含む物 質の 異常貯留で あ る 可能性 が示 唆 さ

れた .

一 方∴ 細胞質内 ,
胆 管腔内に 見 られ た 好酸性の 結 晶構造物は

粘液染色
,
好銀性

,
銀 還元性染色の い ずれ で も陰性 で あり ,

さ

らに 免疫組織化学的検討で は
,

い ずれ の 抗体を 用 い た染色に お

い て も明らか な 陽性像 ほ 認め られ な か っ た .

Ⅳ . 全身臓器で の シ ス タチ ン C の 発 現

545

dJッ/ め マ ウ ス の 胆 管上 皮細胞の 好酸性物質が 最も強く 反応

した 抗 シ ス タ チ ン 抗体を用 い て
, 肝以外の シ ス タ チ ン C の 発現

を 検討 した . αJッ/ αJク マ ウ ス の 胃幽門腺 , 十二 指腸ブ ル ソ ナ
ー

腺 の 一 部 , 気管上 皮
,

腎尿細管上 皮 , 唾液腺の 腺房お よ び導管

で 弱陽性像が 得 られ た . L か し胆管上 皮で の 好酸性物質で 得 ら

れ た強 い 染色性は い ずれ の 臓器で も認め られ な か っ た .

Ⅴ . 好酸性物質貯留胆管上 皮細胞の 初代培養

αJッ/ 扉γ マ ウ ス に み られ る好酸性物質 を貯留す る胆管 上 皮細

胞 の 性状を さ らに 検討す る目 的で
, 好酸性物質 を貯留する胆 管

上 皮細胞 の 初代培養 を行 っ た . 培養前に 別途採取 した 胆管組織

を細切 して H E 染色標本を 作製 し
,
好酸性物質 の 貯留が肝 門部

胆管 の は ぼ 全て の 細胞に 認め られ る こ と を確認 した . 培養開始

後 .
3 日目 よ り ,

ゲ ル 培地上 の 培養移植 片か ら胆道系上皮細胞

が シ
ー

ト状に 増 殖す る像が観察 され た . 位相差顕徴 掛 こよ る観

察 で は増殖 した 胆道系上 皮細胞は 敷石様 に 配列 し , 次第に シ
ー

ト状 に ゲ ル 培地 上 を増殖進展 し
,

コ ロ ニ ー を 形成 した . 位相差

顕微鏡下で の 胆道系上 皮細胞 と 問質系 細胞 の 区別 は 容易 で あ

り ,
コ ロ ニ ー の 増殖先端部 で は 問質細 胞 の 混 入 の な い 慣域 が

所 々 に 認め られ た . こ れ らの 標本を H E 染色で観 察す ると胆 道

系上 皮細胞 ほ ゲル 培地上 を1 層性 に 増殖進展 し
,

コ ロ ニ
ー

の 中

Fig ･ 7 ･ I m m u n o h is t o c h e m i s tr y of t h e b il e d u c t s a n d th e a cid o p hili c s u b s t a n c e a c c u m u l at e d i n th e c y t o pl a s m s of th e li ni n g
e pith eli al c e11 s of th e bil e d u c t s a n d of p r olif e r at e d p e rib ilia r y gl a n d s ･ ( A

, g a St ri n ; B
,

S O m a t O S t a ti n ; C
, C y St a ti n C ; D

,

S e r O t O ni n) ･ T h e a c c u m ul a t e d a cid o p hili c s u b s t a n c e s a r e p o siti v e f o r g a s tri n . T h e s t ai ni n g p a tt e r n of th e s e h o r m ｡ n al s u b s t a n c e s

is q uit e si mi 1 a r t o e a ch o th e r (A - D )･ T h e o th e r c y t o pl a s m i c a r e a s a n d al s o p s e u d o p yl o ric gl a n d s a r e n e g a ti v e f o r th e s e

h o r m o n al s u b s t a n c e s ･ L
,

bile d u c t l u r n e n ; a r r O W h e ad s
, p r Olif e r a t e d p e ribili a r y gl a n d s ･ (A ) ,

a Vid i n- bi o ti n
l

c o m pl e x w ith
h o r s e r a di s h p e r o xi d a s e m e th o d ( A B C/ P O ) f o r g a st r in a n d h e m a t o x yl in ×20 0 ; (B ) ,

A B C/ P O f o r s o m a t o s t a ti n x 2 0 0 ; ( C) ,
A B C/

P O f o r c y s t a ti n C x 20 0 ; ( D) ,
A B C/ P O f o r s e r o t o n i n x 2 0 0 .



F ig ･ 8 ･ C o n f o c al l a s e r m i c r o g r a p h s of th e a cid o p h ili c

S u b st a n c e a c c u m ul a t e d in th e bili a r y e pith eli al c y t o pl a s m
,

St ai n e d b y a n ti- C y S t a ti n C a n tib o d y . (A ) H o m o g e n e o u s

p o sitiv e st ai n in g i s s e e n wi thi n th e c yt o pl a s m of th e b il e

d u ct ( a r r o w s) a n d al s o p r olif e r ati v e p e ribili a r y gl a n d s

( a r r o w h e a d s) . L
,
bil e d u c t l u m e n . ( A ) : S tr e p t a vi di n- bi o ti n

C O m Pl e x w ith alk al i n e p h o s p h at a s e m e th o d ( s tr e p t A B C/
A P) f o r c y st a ti n C x 2 0 0 . (B ) H i gh e r m a g n ific a ti o n of ( A ) .

C y t o pl a s m of th e p e rib ili a r y gla n d s i s fill e d b y p o siti v e

m at e ri al s ( a r r o w h e a d) . C ell m e m b r a n e s ( a r r o w s) a r e s p a r e d

f r o m thi s s t ai ni n g i n a- n y S e C ti o n s . (B ) : Str e P t A B C/ A P f o r

C y S t a ti n C x 6 0 0 .

心 部で は 円柱 状 ～ 立 方状の 形態を 示 し
, 辺綾部で は 扁平な 細胞

形態を 示 して い た . こ れ らの 細胞 の い ずれ に も細胞質 へ の 好酸

性物質の 貯留や核 の 偏在ほ 認め られ な か っ た . また
, 好酸性結

晶構造も確認され な か っ た .

考 察

最近 , 我が 国で新 しい 免疫不 全 マ ウ ス が 開発 され , そ の 特異

な免疫動態よ り , 免疫機構や 免疫性疾患を 検索する の に 有効な

動物 モ デル と して 注目 され て い る
1 ト T〉

. こ の マ ウ ス ほ , 常染色体

性単純劣性遺伝子支配下の 突然変異体 で 月⊥y 糸 マ ウ ス と 呼ば

れ て い る . 掛 こ
,

ホ モ 擦合体 で ある α秒/ αgツ マ ウス は 液性免疫

機能と 細胞性免疫 磯能の 両者に著 しい 障害が 認め られ ,
リ ン パ

球 と リ ン パ 組織微 小環境と の 相互作用 の 異常に起 因する 免疫異

常が 原田と 考えられて い る が
,

そ の 正確な免疫磯 序 に 関 して は

未だ 不 明な 点が 多い . こ の マ ウ ス は肺 , 肝 , 腎 , 膵 ,
唾液腺に

リ ン パ 球浸潤が 見 られ る 事が 知 られ て お り , 掛 こ膵 , 唾液腺の

導管周囲に 有意 な リ ン パ 球浸潤が 見 られ る こ とか ら
,

シ ェ
ー グ

レ ソ 症侯群の 動 物 モ デ ル と して 注目 され て い る
7)

. な お
,

と も

に お い て
,

シ ェ
ー

グ レ ン 症候群患者 の 半数以上 で P B C が 合併

す る こ と
,

さ らに P B C の C N S D C と シ ェ
ー グ レ ン 症候群の 導

管病変が 比較 的類似 して い る こ と か ら
, 従来 よ り ,

シ ェ
ー グレ

ン 症候群と P B C と の 関連が 注 目 され て い る
8 ト 12)

･ 特 に 最乱

P B C と シ ェ
ー

グ レ ン 症候 群の 合併 例で 唾液 腺導 管上 皮と胆管

上 皮に
,

P B C の 患者血 清中に 高率 に 出現す る抗 ミ ト コ ン ドリ

ア 抗体の 主要対 応抗原 で ある ピ ル ビ ン 酸脱水素酵素の E 2 成分

( E 2 c o m p o n e n t of p y r u v a t e d e h y d r o g e n a s e c o m pl e x ,

P D C- E 2) が 異常 に 発現 して い る こ とが 示 され て い る
11)1 2 }

. そ し

て
,
P D じE 2 等 の 胆管 上 皮と唾液腺 の 導管上 皮に 共通する抗原

が
, 肝と唾液腺 で 共通 した 免疫反応 を 引き起 こ して い る 可能性

が 示 唆さ れ て い る .
つ ま り ,

シ ェ
ー グ レ ン 症候群 の モ デ ル マ ウ

ス で ある め/ め マ ウ ス の 肝臓 , 特 に 胆管を 中心 と した免疫病

理 学的検索 は胆 管と唾液腺導管 の 共通性 を考 え る上 で も
,

また

P B C の 病態 を 考え る上 で も興 味深 い と考 え られ る . そ こ で今

臥 め/ め マ ウ ス の 肝 , 胆管系 とそ れ らを め ぐ る微 小環境の

変化を解析す る た め
, 病 理覿織学 的

, 免疫組織化学的かこ詳細な

検索を 行い
,

さ らに胆管 上 皮 の 初 代培 養を 用 い た 検 討も行 っ

た .

め/ dZッ マ ウ ス の 肝臓 で は 全例で 門脈域や 血 管周閉に 様 々 な

程度の リ ン パ 球 浸潤 が 認め られ た . は と ん ど の 例 で中等度の リ

ン パ 球浸潤 を認 め る 門脈域 が み られ
, 高度な も の で ほ リ ン パ 濾

胞の 形成も み られた . 明 らか に胆 管 の 周 囲に リ ン パ 球が集族し

て い る αJッ/ αgツ マ ウ ス も認め られ た .
こ れ らの 門脈域の 胆管系

で は
,

上 皮 に 全く変化 の ない もの か ら
, 増生像や そ の 他の 障害

像を示 す もの な ど種 々 で あり , 慢性胆嚢炎や 慢性胆管炎で 見ら

れる偽 幽門腺化 生を示す もの も高率 に 認め られ た .
こ れ らの 病

理像 の い く つ か ほ P B C の 胆 管に 見 られ る C N S D C
lg) 町に 類似し

て い た . しか し
,
P B C で必発す る胆管消失像や 顆上 皮細胞肉芽

腫, 好酸球浸潤等 ほ見 られ なか っ た .

今回 の 検討 で αJッ/ αgツ
マ ウ ス で ほ

1 門脈域 へ の リ ン パ 球浸潤

に 加え て
, 胆管 上皮 の 胸体 内に 好酸性物質が 貯留す る も の が多

数見 られ た . さ ら に
,

これ ら の 好酸性上 皮を 認 め る胆管の 管腔

内に ほ
, 長方形 ～ 多角形 の 好 酸性 均質 な 結 晶が 多数認め られ

た . な お
,
好酸性物質 の 胆管 上 皮 へ の 貯留や 好 酸性 の 結晶は

αJッ/ αJッ マ ウ ス 全 例に 見 られ た の に 対 し
,

ヘ テ ロ 接合体 で ある

αJッ/ + マ ウ ス で は見 られ なか っ た の で
,

こ れ らの 上 皮の 変化は

ホ モ 接合体 で ある α′ッ/ αJッ マ ウ ス に 特 異的 な 変 化と 考 え られ

た .

今回 αJッ/ αgツ マ ウ ス の 胆管上 皮に 見 られ た 好酸性物 質に 関し

て
, 従来 い く つ か の 報告 が な され て い る . すな わ ち , 1 9 7 3年 ,

R a b s t ei n ら は S W R/J マ ウ ス の 胆管系 で 類似の 物質を 見出して

お り
,

こ の 様な 病変 が胆管系 の 非腫瘍性腺腫様病変に 関連して

出現す る と記載 して い る
21)

. ま た
,

E n o m o t o らは19 7 4 年 ,
無処

置群 の D D D マ ウ ス で好 酸性 結晶と粘液様物質 を増殖性変化を

示す胆嚢 お よび 肝外胆管 に見 出して い る
22)

. さ らに N a k a o らは

8 例 の C D -1 マ ウ ス の 肝 内お よ び肝 外の 胆道系 ,
膵管 およ び気

管 に 同様な変化 を認め , 結晶性排 出物を 伴う腺 腫様病変に閑適

して い た と報告 して い る
23)

. こ れ ら い く つ か の 報告 に 見 られる

物質 と
, 今回 め/ d Zッ マ ウ ス 胆管上 皮細胞に 見 られ た好酸性物

質が 同 じも の で あるか どうか ほ 明 らか で ほ な い が
,

い ずれの報
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告に お い て も,
こ の 物質 の 最終的な 同定 は な され て お らず , そ

の発現機序も未だ 不 明 で ある .

今回 α∠ッ/ α抄 マ ウ ス に おけ る本病変 の 電 顧的検 索 の 結 果 ,

め/ め マ ウ ス の 好酸性物質は拡大 した 粗面小胞 体内に 貯 留す

る物質で ある こ と が示 され た . 胆 管自身が産生 した 内因性 の も

の か
, 他 の 細胞に よ っ て作 られ , 胆管上 皮に 葛横 した 外因性 の

もの か が 問題と な る が
, 粗面 小胞体 内 へ の 蓄積 で ある こ とか

ら
,

胆管上 皮自身が塵 生 した物質と 考え られ る . 胞体内, 特 に

リ ボ ゾ ー ム や 粗面小胸 体で作 られ た 物質が
, 輸送障害ある い は

排泄障害等 の た め ゴ ル ジ装置で の 成熟過程に 移行 で きず , 粗面

小胸体内に 貯留 して い る 可能性が 高 い と考え られ る . 最近 , 薬

物代謝や細胞の 腫瘍化に 関連 して 蛋白質の 前駆体や ス ト レ ス 蛋

白等の 物質 を貯留す る拡張 した粗面小胞体が 出現す る とい う報

告がい く つ かな され て い る
24ト 32)

. 特 に
, 炎症等 の 様 々 な 微小環

境の 変化に 対応あ る い は 適応す る物質の 過剰産 生像 , あ るい ほ

輸送,
排泄 障害 に よ る ゴ ル ジ装 匿で の 修飾障害像 ,

ある い ほ 小

胞体内の プ ロ テ ア ー ゼ の 失括, 不 精化 に よ る長い ペ プ チ ドの ト

リ ミ ン グ障害
33)

で
! 小胞体に 輸送 され て き た長 い ペ プ チ ドが そ

の ま ま蓄積 して い る 可能性等が指摘 され て い る .

さ て
, 今回報告 した 胆管上 皮で の 好酸性物質の 発現は

,
ヒ ト

の 胆道系 で ほ従来報告 され て い な い . しか し ヒ ト 胃切除症例に

おい て
,
幽門腺や 十 二 指腸 の ブ ル ソ ナ

ー

腺に α 抄/ α抄 マ ウ ス に

見られ た もの と性質 の 類似 した好酸性物質 の 貯留が最近報告 さ

れて い る
34)

. っ ま り ,
R u b i o らは

l そ の 貯留物質 は , 幽門腺 】 ブ

ル ソ ナ ー 腺か ら 生理 的に 分泌され て い る シ ス タ チ ン C に 対する

抗体と強く 反応 した と報告 して い る . さ て
, 胆 管上 皮や 胆褒粘

膜上 皮細胞ほ慢性炎症刺激に しば しば胃粘膜上 皮化生や 腸上 皮

化生等を 示 す こ と が知 られ て い る
35卜 38)

. α∠ッ/ 扉γ マ ウ ス 胆 管 上

皮に も偽幽門腺 化生 が見 られ る こ とか ら ,
こ の 胆管上 皮の 好酸

性物質が 消化管の 粘膜化生 に 関連 して 発生 した 可能性が考 え ら

れる . さて
,

ヒ ト 消化管 に は 種 々 の 消 化管 ホ ル モ ン が 広範 に 分

布する
3g ト 41)

.
ヒ ト肝内胆 管系に も 内分泌細胞の 存在 が従 来よ り

報告され て お り
▲12〉

,
αJッ/ αJ ッ マ ウ ス 胆管 上皮 で み ら れ た 好 酸性

物質も ー 消化管ホ ル モ ン と関係する 可 能性 が考 え られ る . そ こ

で シ ス タ チ ソ C , さ らに い く つ か の 消化管 ホ ル モ ン に 対す る抗

体を用い た 免疫組織 化学 的検討 ,
い く つ か の 特殊染色に よ り ,

好酸性物質の 構成成 分の 同定を 試み た . そ の 結果 , 胆管 ヒ皮で

の好酸性物質は 粘液染色は陰性 で あ り
,

さら に 内分泌細胞 が反

応する グ リ メ リ ウ ス 染色や フ
ォ

ン タ ナ
ー

マ ッ ソ ン 染色 が 陰性

で
,
I g M

,
I g G も含ま れ な い こ とが 明 らか と な っ た . しか し

,
シ

ス タ チ ン C
, さ らに い く つ か の 消化管 ホ ル モ ン 抗体 に 陽性 反応

を示 した . 陽性反応の 特異性 を確認す る目 的で 抗 シ ス タ チ ン C

抗体を 対象 に
,

ヒ ト 抽出 シ ス タ チ ン C に よ る 吸 収試験を 行 っ た

と こ ろ
, 陽性反応ほ 陰性化 し

, 免疫 染色 の 特 異性 が確 認 され

た .

一

般的た
, 消化管 ホ ル モ ン の 多くは 前駆体と して 産生 され

,

ゴ ル ジ装置 で , 様 々 な 修飾, 切断を 受け て , 機能性 ホ ル モ ン し

て 分泌 顆粒 を形成す るもの が 多い と さ れ て い る
3g)

.
αgツ/ αJッ マ

ウス に見 られ た ガ ス ト リ ン
,

シ ス タ チ ソ C ,
ソ マ ト ス タ チ ン

,

セ ロ ト ニ ン 陽性 の 好酸性物質ほ拡張 した 粗面小胞体 内に 見 られ

る こ とか ら
, 機能性 ホ ル モ ン と な るた めの 修飾を受 け る以前の

前駆体物質(但 し
, 抗原決定基を 有 して い る) で ある 可能性が 高

い
,

α∠ッ/ αJッ マ ウス の 胆管系に , 消化管ホ ル モ ン の 前駆体 と 考え
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られ る物質が貯留す る磯序に つ い て ほ い く つ か の 可能性が考 え

られ る . 前述 した 如く王 他系 マ ウ ス に も類似物質が報告 され て

い る こ とか ら
2 1ト 23)

αJッ/ め マ ウ ス が遺伝的に 好酸性物質を産生

す る と は 考え に く い
. む しろ αJ ッ/ α 毎 マ ウス の 大型胆 管周囲に

種 々 の 程度で慢性炎症細胞浸潤が み られ る こ と が こ れ ら物質の

発 現に 関係 して い る と考えた ほ うが妥 当で あろう . ま た
, 今回

の 検討 で
, 初代培養1 週間後に 好酸性物質が全 て胆 管上皮か ら

消失 して お り
,

αJッ/ αJッ マ ウ ス の 胆管上 皮細胞 ほ お かれ る環 境

が 変化すれ ば , 胸体 内に 貯留 した好酸性物質を放 出し
, あるい

は塵生 を中止する こ とが で き ると類推 され る . め/ αgツ マ ウ ス

で ほ
1 周 囲の 胆管 に 偽幽門腺化生 が見 られ る こ とか ら

,
こ れ ら

炎 症性変化と
, 胆管上 皮で の 好酸性物質の 貯留 が関連 して い る

の か も しれ な い .
つ ま り , 持続す る炎症に 対す る胆管上皮 の 適

応 の 過程 で
,
何 らか の 化生性変化 が生 じ

, ある 消化管ホ ル モ ン

前駆体が産生 され る よ うに な っ た が
,

胆 管の お かれ た 異常微小

環境下で
, 可 逆的な排出障害や 物質輸送障害等が起 こ り

,
こ れ

らの 物 質が粗面小胞 体内に 蓄積 して い る可 能性が 高い
.

これ ら

物質の 生化学的解析と胆 管上皮 で の 発現磯序の 解明 は
t 胆管上

皮の 種々 の ス ト レ ス へ の 反応と適応 ,
さ ら に そ れ に 付随する各

種病的状態を 追求する上 で 重要な 手が か り に な る と考え られ ,

今後の 胆道病理 の 重要な 研究課題 で ある .

な お
,

こ れ ら好酸性物質を貯留す る胆管 の 内腔に は好酸性結

晶が 高頻度 に 出現 して い た . 結晶構造を と る こ と か ら ,
こ の 物

質ほ 純粋な物質と 考え られ る が
, 検討 した い ずれ の 侍殊染色,

免疫染色に も反応せ ず , 物質の 同定は で きなか っ た . しか し
.

そ の 分布形態が
, 胆管上皮の 好酸性物質貯留 と深い 関係が ある

と考 え られ る こ とか ら, 好酸性物質が
, 胆汁そ の 他の 物質と 反

応 して 形成 した 物質 で ある可能性が 考え られ た .

次 に こ の 好酸性物質が
, 総胆管 , 肝門部大型胆 管の 胆管上 皮

に 選択的に 貯留す る こ とか ら
,

こ れ らの 物 質を含む 胆管系を 免

疫学的 に 特異的 に 標的とす る動物 モ デ ル の 作製 に つ な が る 可能

性 が ある . つ ま り ,
こ れ らの 胆管系 の 免疫病理 の 解析の 手が か

りと な る こ と が期待 で きる . 今回 , 全身臓器 へ の シ ス タ チ ン C

発現 を検討 した結果 , 一
一

見1E 常な冒 , 十 二 指腸 の 幽門腺 ,
ブ ル

ソ ナ
ー 腺 , 気管 支粘膜, 腎尿細管, 唾液腺等広 い 範囲の 臓器 で

弱陽性 の 発現が 見られ , 最近報告され た 諸臓器 へ の シ ス タ チ ン

C の 分布に ほ ほ 一 致 して い た
伯 卜 54)

. しか し
, 今回 の 検討 で 明 ら

か と な っ た 胆管 上皮 で の 好酸性物質に 見 られ る よ うな裁 い 陽性

像 ほ 認め られ な か っ た . これ らの 結果 よ り , 適 当量 の 抗 シ ス タ

チ ン C 抗体投与に よ っ て
,
好酸性物質貯留胆管上 皮を選択的に

標 的とす る免疫動物作製が期待され る . 現在
,
P B C や原発性硬

化性胆管炎(p ri m a r y s cl e r o si n g c h ol a n gitis ,
P S C ) の モ デ ル と し

て
, 種 々 の 胆 管障害 モ デ ル マ ウ ス 作製が 各施設で 試み られて い

る . 最近 で ほ
, 免疫不 全 マ ウ ス や新 生児期に 胸腺 を摘出 した マ

ウ ス を用 い て
, 胆管 に 存在す る様 々 な物質を 用 い た免疫が多く

の 施設で 試み られ て い るが
55 卜 57 )

,
い ずれ も

ー

過性 の 胆管 炎ほ 見

られ る もの の 胆管消失は 見られ ず , ま た , 免疫を 中止 する と胆

管炎自体 が軽快 し , 如何に して 胆管の 持続炎症を 導入 するか が

大きな研究課題と な っ て い る . αJッ/ α妙 マ ウ ス は無処置状態 で

胆管炎を有 して お り
, 持続炎症の 導入 は容易 で ある こ とか ら,

抗 シ ス タ チ ソ 抗体を用 い た 選択的胆 管破壊 との 組合せ で
, 胆管

の み を特異的か つ 強力に 障害す る新 しい 胆管消失 モ デ ル の 作製

が 期待 され る . 今後 ,
こ の 好酸性物 質 の さ らな る解 析を すす

め
,
P B C や P S C の 動物モ デ ル の 作製を試 み る予定 で ある .
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結 論

最近我が 国 で 開発 され た 免疫不 全 マ ウ ス 月ムy 系 の ホ モ 接合

体で ある αgツ/ αg ツ
マ ウ ス を 対象 に , 新生児

,
8 週令 ,

1 0 週令,

1 2 週令 に おけ る肝 , 胆 道系の 変化 を ヘ テ ロ 接 合体 で ある α抄/

+ マ ウ ス と病理 学的 に 比較検討 し以下の 結論 を得 た .

1 . 8 週令以降 ,
α 抄/ + マ ウ ス の 肝 ‥ 胆管系 に は著変が み ら

れ な い の に 比 べ
,

αb/ 扉y マ ウ ス は 門脈域内に リ ン パ 濾胞 形成

を 伴う軽 ～ 中等度の リ ン パ 球浸潤が み られ
, 胆管上 皮 に 種 々 の

変性像 , 偽幽門腺 化生 , 胆管破壊像 , そ れ に 胆管 を中心 ･ とす る

炎症所見 が 見 ら れ た . な お , 出 生直後 に は αgツ/ + マ ウ ス と■

α抄/ α∠ク マ ウ ス の 肝 ∴胆道系 に は明 らか な異常所見ほ 見 られ ず
,

胆管周 囲 へ の リ ン パ 球浸潤等 の 炎症所見も見 られ な か っ た .

2 . αJッ/ αJッ マ ウ ス で は 8 週令以降の 全個体に お い て
, 大型

胆管上 皮の 胸体内に 均 一

な好酸性物質を蓄賛 した
, 好酸性 の 上

皮細胞 の 出現を 認め た . 好酸性細胞で構成 され る胆管腔 内に は

長方形 ～ 多角形の 好酸性結 晶の 出現が 見 られ た .

一 方 d わ/ +

マ ウ ス に は 好酸性物 質ほ 胆管 上 皮 に も胆管 脛 内に も 見 ら れ な

か っ た .

3 . 電靡的検索 の 結果,
αg ツ/ 扉ッ マ ウ ス 胆管上 皮の 好酸性 物

質 ほ拡張 した粗面 小胞 体内に 蓄積 して い る こ とが 示 され た . 胆

管腰 内の 好酸性結 晶は 電麒的 に も無構造 な結晶で あ っ た .

4 . 免疫組織化学 的検討 の 結果 , 胆管上 皮内の 好酸性物質は

消化 ホ ル モ ン で ある シ ス タ チ ン C ,
ガ ス ト リ ン

,
ソ マ ト ス タ チ

ン
,

セ ロ ト ニ ソ 対す る抗体 と種 々 の 鼓さ で反応 し
,

こ れ ら抗体

の 認識す る抗原決定基を含む 物質 で ある こ とが 示 され た .

5 .
αgツ/ αJッ マ ウ ス 胆管上 皮の 好酸性物質ほ

,
1 週 間の 初 代

培養 の 後に は 胸 体内に 全く見 られ な く な っ た こ と よ り
,
好酸性

物質蓄蹟は 胆 管上 皮が お かれ て い る炎症等 の ス ト レ ス に 深く 関

わ っ て 発現 して い る と 推察 され た .

6 . α抄/ αJッ マ ウ ス に 蓄積 する好酸性物質に 対 する 抗体 を 用

い て , 胆管を特異 的に 破壊す る新 しい マ ウ ス の 胆 管障害 モ デ ル

作製の 可 能性 が示 唆 され た . 特に P B C や P S C の モ デ ル と して

の 可 能性が示 唆 され た .
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e d eft c ti v e in b o th h u m o r al a n d c el トm e d i at e d i m m u n e fu n c ti o n s
,

W h il e th e h ete r o z y g ot es ( a & / +) a r e n o r m al i n

S u C h f u n c ti o n s ･ A L y/ a ly m i c e sh o w n o n s p e ci fi c l y m p h oi d c ell i n fil tr a ti o n i n v a ri o u s ti s s u e s
, P a rti c u l a rl y a r o u n d th e

C O n d uitin g d u cts of p an C r e a S a n d s ali v a ry gl an d s ･ I n t h is st u d y ,
S e V er al hi th e rt o u n d e s c ri b ed f t at ur es o f t h e b ili a r y tr e e w ere

e x a mi n e d ･ P o rt al tr a cts sh o w ed a v a ri a bl e l y m p h oid c ell i n fil tr ati o n w it h l y m p h f o11i cl e s fo r m ati o n i n all a ウ/ a抄 m i c e
,
a nd

in tr a h e p ati c b ili a ry e pi th eli al c ell s sh o w e d v a ri a bl e d a m a g e i n cl u di n g p s e u d o p y l ori c gl a n d m e ta p la si a a n d p r oli fe ra ti v e

C h a n g e s ･ S o m e of th e s e l e si o n s w e r e r e m i ni s c e n t of p rl m ar y b ili a r y ci rr h o si s ･ I n a d d iti o n
,

e X tr a h e p a ti c b il e d u c t a n d

i n t r ah e p ati c l a rg e b il e d u c t c o n t ai n e d a cid o p hili c s u b s ta n c e i n th ei r e pi th eli al c y to p l a s m ･ I n th e l u m e n a n d o c c a si o n all y ln

th e c y to pl a s m of 也e s e bil e d u cts
,
a Ci d o ph ili c c ry s tal s w e r e al s o s e e n ･ T h e s e a ci d op h ili c s u b st a n c e a n d c ry st al s w e r e fb u n d i n

all a & / a ly m i c e a g e d o v er 8 w e e k s
,

W hil e t h e y w e r e n o t s e e n i n a l y/ + m i c e o r n e o n at al a ly / a & a n d / o r aly / + m ic e ･

U ltr a st ru Ct u r ally ,
a Ci d op h ili c s u b s ta n c e s w er e m e m b r an e - b o u n d i nt r a c y t o pl as mi c i n cl u si o n s w i th h o m o g e n e o u s ele c tr o n

d e n sity , p r Ob ab l y b ei n g d eri v e d f r o m r o u g h e n d o pl as mi c r eti c ul u m ･ T h e a ci d o p hili c cr y stal s s h o w ed h o m og e n e o u s el e c tr o n

d e n si ty ･ I m m u n o hi st o c h e mi c all y ,
C yt OPl a s m i c a cid o p hili c s u b st an C e S W e r e P O Si ti v e f b r c y st ati n C

, g aSt ri n
,
S er Ot O ni n a n d al s o

S O m at O St ati n
,
Si m ul t an e O u Sly ･ T n e a cid o p h ili c c ry s tal s di d n o t r e a ct w i th a n y of th e s e a ntib o d i e s ･ Ⅵle S e fi n d i n g s s u g g est th a t

i n t r a cy t op l a s m i c a ci d o p h ili c s u b st a n c e s m ay c o n tai n a p r e c u rs o r o f th es e p e p ti d e h o r m o n e
, p OS Si b ly d u e t o d efb cti v e

S e C re tio n o r in tr a c ell ul ar tr a n s p o r t ･ A ら′/ a & m o u s e m ay b e a g o o d a n i m al m o d el to an a & z e th e m e ta b oli s m of th e b ili ary

S u b st an C eS
,
a n d i m m u n e - m e di ate d bil e d u ct d a m ag e m ay b e p r o d u c e d i n th is m o d el by i m m u n ol o gic al m od ul ati o n s ･


