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い わ ゆ る
"

紳胆管増生
"

に 関す る病理学的研究
一 細胞形質 , 細胞動態お よび ト ラ ン ス フ ォ

ー ミ ン グ

増殖因子 ア ル フ ァ 発現 の 解析を中心 に -
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肝内胆管系の 最末梢枝で あ る細胆管 ほ肝小葉辺縁部の 肝細胞 と 門脈域内の 小葉間胆管 を結 ぶ 区分 で あ る . こ の 細胆 管
ほ

l 反応性に 富む組織成分 で 多く の 肝胆 道糸疾患で 増加 し細胆管増生 と呼ばれ
, 従来 ,

こ の 細胞管増生は 非特異的な反応と さ

れ てきた ･ しか し
, 最近の 免疫組織化学や 分子生物学の 進歩に 伴 い

,
こ の 増 生細胞管の 病理 学的意義が 再び注 目 されて い る .

今 臥 各種肝胆道糸疾患愚者129 名か ら採取 され た 外科 的切除肝
, 針生検肝 お よ び剖検肝( ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ

ィ ン 包埋切片
と凍結肝) を 対象に , こ れ ら増 生細胆管 の 発生磯序 とそ の 病理 学 的意義を 検討 した の で報告する . 細胞形質の 変化 は

1
サ イ トケ

ラ チ ン ( c y t o k e r a ti n
･ C K ) ･

上 皮膜関連抗原( e pith elial m e m b r a n e a n tig e n ･ E M A ) の 免疫染色に よ り行い
, 細胞動態 は好銀性核

小 体形成領 域 ( a r g yr o ph ili c n u cl e ola r o r g a ni z e r r e gi o n s , A g N O R ) の 魁織化学 的染色 と 増殖 細 胞 核 抗原 (p r olif e r a ti n g c ell
n u cle a r a n ti g e n l P C N A ) の 免疫染色

, 組織内 ハ イ ブ リ ッ ド形成法 (i n sit u h y b ridi z atio n
,
I S = ) に よ り c -

r n y C の 発現を 検討 し

た ･ ま た , 増殖お よ び ト ラ ン ス フ ォ
ー メ ー シ ョ ン に 関連 した サ イ ト カ イ ン で ある ト ラ ン ス フ

ォ
ー ミ ン グ増 殖困子 ア ル フ ァ

(tr a n sf o r m i n g g r o w th f a c t o r
-

a
･
T G F- a) と そ の レ セ プ タ ー ( 上 皮 増殖 因子 レ セ プ タ ー

,
e pid e r m al g r o w th f a c t o r r e c e p t o r

,

E G F R) が 胆管増生に果た す役割も検討 した ･ 組織学的特徴 に よ り増生細胆管を
, 管腔が 明瞭な定型 的細胆管と 管腔が 不 明瞭な

非定型的細胆管と に 2 分 し得た ･ 定型的細胞管は
, 主 に 門脈域内に 認め られ , 検索 した 全例 で み られ た .

一

方 , 非定型的細胆
管は

･
しば しば門脈域周囲の 肝細胞と連続 ,

また ほ 肝細 胞索 を 置 換す る様 に 増生 し
, 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)

,
原発性硬化性胆管 炎(p ri m a r y s cle r o si n g c h ol a n gitis , P S C ) , 肝外閉塞性黄痘

,
ア ル コ ー ル 性肝線椎症

,
亜 広汎

性肝壌死 , 肝 内結石 症
, 肝硬 変, 慢性活動性肝炎 の 症例 で 種 々 の 程度 に 増生が認め られ た

･ 表現塾 に 関する検討で は
,
定型的

細胆管に は鼠管型 C K と E M A の 発現が み られ た が
, 非定型的細胆管ほ E M A 陰性 で

, 胆管塾 C K の 発 現ほ 不 均 -

で あ っ

た ･ 細胞動態解析の 検討に よ り
, 増生 した 定型的細胆管で の A g N O R お よ び P C N A 指数ほ

l 正 常肝の 細胆 管で の 各指数に 較
べ 有意に 高値 で あ っ た ･ P B C お よ び P S C で 見られ た 非定型 的細胆管は 増殖活性が低 か っ た が

, 閉塞性黄痘や 慢性活動性肝炎
での 非定型的細胆管 で は増殖活性克進を 示 した ･ こ の 様な表現塑お よ び 増殖活性の 結果よ り

,
定型的細胆管増生は

,
阻 管上 皮

細胞と して の 表現型を有 した 既存 の 胆 管成分か ら の 真の 増生 に よ るもの と考 え られ た ･

一 方 , 非定型的細胆 管は胆 管細胞 と し

て ほ 不完全な 表現型を有 し
, 次 の 2 種に 分類 で きた ･ すなわ ち

,
P B C や P S C で見 られ た非定型的細 胆管 は

, 増殖活 性が 低
く , グリ ソ ン 開周 開の 肝細胞 か ら の 形質転換(胆管上 皮化生) に よ る見か け上 の 増 加と考え られ た ･

一 方
, 慢性活動性肝炎や 閉

塞性黄痘で 見 られ た非定型的細胆管ほ
, 増殖活性の 克進を 伴 っ て お り

, 門脈域周 囲の 実質肝細胞 を 置換 し つ つ 増生する胆 管上

皮の 可 能性が 考え られ た ･ 免疫染色で , 小葉間胆管, 定型的細胆 管お よ び非定型的細胆管 に
,
T G F-α と E G F R の 強い 発現を

認めた ･ ま た , ウ ェ ス タ ン プ ロ
ッ ト 法 に よ り胆 汁中 に お け る T G F- α の 存 在を 確認 で きた . ま た

,
I S H を 用 い た T G F-α

m R N A の 検出で ほ ′ 病的肝の 所 々 の 肝細胞と ク ッ
パ ー 牒田胸に m R N A の 発現を認め た が

, 胆管上皮 に は 明 らか な発現を認め な
か っ た ･ こ れ らの 結 果よ り

,
肝細胞 お よ び ク ッ

パ 叫 細胞で 産生され た T G F- α が
,
胆汁お よ び胆 管上 皮の E G F R を 介 して 胆管

上 皮に 作用 し
, 小葉間胆 管お よ び細胆管 の 増殖ま たは 形質転換 に 関与 して い る可 能性が示 唆され た . 以 上 各種肝疾患に み ら

れ る増生細胆管 に は ∴細胞形質 と細胞動態に よ る 検討か ら, 既存 の 胆管上 皮に 由来するもの と肝細胞の 化生に よ る もの と が あ
る こ と が 明 らか とな っ た ･ こ れ ら の 病変の 発生に は T G F- α を 含む 種々 の 因子 の 関与が示 酸 され た .

K e y w o r d s i n t r a h e p a tic bile d u c t
,

bile d u c t u le s
,

bile
, C ell ki n etic s

,
t r a n Sf o r m l n g g r O W t h

f a c t o r -

α

肝内胆管系は
, 組織学的 に

, 大型胆管, 隔壁胆 軌 小葉間阻

乳 細胞 管 に 分類 され
1)

, 各 々 の レ ベ ル に 対 応 し て 特徴的 な 機

能と病変 (あ るい は疾患) が み られ る . 例えば
, 小葉間胆管は ,

肝動脈枝や 門脈枝と 門脈域内で伴走する 胆管区 分で あり ,
こ の

レ ベ ル の 胆管病変と して
, 原発性胆汁性肝硬変(p ri m a r y bili a r y

Cir r h o sis
,
P B C) の 慢性非化膿性破壊性胆管炎

2 ト 4)

,
C 塾慢性肝炎

平成 7 年11 月2 2 日 受付, 平成 7 年1 2月28 日 受理

A b b r e via ti o n s : A B C
,

a Vidi n bio ti n p e r o xid a s e c o m p le x ; A g N O R , a rg y r O p hili c n u cle ol a r o rg an iz e r r e g io n s ;

C K
,

C y t O k e r a tin ; D A B
,
3

,
3

,
- dia mi n ob e n zidi n e ; D I G , di g o xig e ni n ; E G F , e Pid e r m al g r o w t h f a ct o r ; E G F R

,

e pid e r m al g r o w t h f a ct o r r e c e p t o r ; E M A
,

e p it h elial m e m b r a n e a n tig e n ; IS H , i n sit u
ノ

h y b rid iz ati o n ; P B C
,
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の 肝炎性胆管 障害叩 が 代表的で あり , また 隔壁胆管や 大型胆管

で は 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 慢性閉塞性 胆管炎や 肝内結石症 で の 慢性増殖 性 阻 管炎

が 代表的 で ある . 薬剤性肝障害や 移植片対宿主反 応に 伴 う 障害

は 主に小葉間胆管 レ
ベ ル で認め られ る . 細胆管ほ 小葉間胆管と

肝細胞間隙で 構成 され る毛細胆管の 間に 位置 し
,

そ の 中 で
,
肝

細胞に 直接接す る細胆管 は ヘ リ ン グ管 と も呼ば れ て い る ･ ま

た
,

こ の 細胞管 は固有 の 胆管上皮を 有する細小 の 肝内胆管成分

で
, 種 々 の 病的状態 に お い て増殖 あるい は炎症 な どの 変化を 示

す . 正 常肝 で は
】 細阻 管 は グ リ ソ ン 稗内に 1 ～ 2 個見 られ る程

度で あるが
, 病 的肝 に お い て は , 細胆管の 拡張や 壊死 な ど の 形

態学 的変化が 見られ , 種 々 の 程度の 増生(細阻管増生)
脚 ) ､ 引

を伴

う . 従来 ,
こ の よ うな細胆管増生ほ 非特異的な変 化と され て い

た が , 近年 , そ の 覿織学 的な亜 分類や 意義づ けに 関す る研究 が

な され てい る . 特に
,

そ の 組織学的特徴忙 よ り , 管腔の 明 瞭な

定型的細胆管 と
,
明瞭な管腔を 有 さず樹枝状に 増生す る非定型

的細胆管 と に 2 分 され て い る
抑 牛 朝

. 定型的細胆 管は
t 閉 塞性 黄

痘
,

急性肝 炎 , 慢 性肝 炎 ,
ア ル コ

ー

ル 性肝 線 維 症 , 早 期 の

P B C や P S C
,

さ らに 種々 の 肝外病変に 関連 して 二 次的に 出現

す る
町 10}

. 非 定型 的細 胆管 は , S c h e u e r に よ る P B C 病 期 分

類
2】

で 2 期の P B C を 特徴付ける病変 で ある が
,

3 期 や 4 期の

P B C でも 出現す る
9)

. ま た
,
P S C や 肝の 限局性結節性過形成 ,

肝 硬変 ,
ア ル コ ー ル 性肝線維症 ,

亜 広汎性肝壊死 でも , 非定型

的細胆管 に 煩似 した細 胆管増 生を しば しば経験 す が
Il 卜 13)

･ 阻

織形態 の み な らず ,
サ イ ト ケ ラ チ ソ ( C yt O k e r a ti n

,
C K ) や糖鎖抗

原な どの 免疫組織 化学 的所見 に よ り ,
これ ら 2 種の 細胆管に 関

す る病理学的意義や 発生磯序 の 違 い が 注 目 され て い る . しか

し , 現在ま で の 所 】
こ れ ら細 胆管増生の 病理 学的意義や 発生機

序 に 関 して 一 定 した 見解は 得 られ て い な い
8)押 一卜 24)

T a bt e l . M a t e ri al s o f li v e r s p e ci m e n s e x a m i n e d

近年 l 細胞動態解析の た め の 種 々 の 組織染色技術 が進 ん で来

て い る . 例 え ば
, 好 銀 性 核 ′｣ ､ 体 形 成 領 域 ( a r g y r o p hili c

n u cl e ol a r o r g a n iz e r r e gi o n s , A g N O R) の 組織染 色
2 5)

と増殖細胞核

抗原 (p r oli王e r a ti n g c ell n u cl e a r a n ti g e n
,
P C N A )

26) 2 7 )
の 免疫染色

ほ
▲

ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包唾 切片 で 応用 可 能 な 染色法

で , 各種細 胞 の 細胞 動態 解析 で し ば しば用 い ら れ て い る ･

A g N O R 染色 で は
,

r R N A の 遺伝子と ル
ー プ を形成す る核内非

ヒ ス ト ソ 蛋白が ド ッ トと して可 染 され , 細胞 の 蛋 白合成や 細胞

増殖 と密接な 関連性 を有す る
25)

. また
,
P C N A ほ

,
D N A ポ リ メ

ラ
ー ゼ ∂の 補酵素で あ 県 細胞 周 期 の 合 成準 備期 (G l 期) 後

期 ～ 合成期( S 期) 早期の 核内に 最も集積 し
,
免疫 染色で 検 出で

きる
28j2 7-

. ま た
, 細 胞の 分化増殖 に 癌遺伝子お よ び そ の 産物が 深

く かか わ っ て い る こ とが 明 らか に さ れ てきて い る . 特に
, 細胞

増殖や 癌化 の 観点か ら注 目 され て い る c- m y C 遺伝 子は ∴細胞増

殖刺激 に 対 して 速や か に m R N A へ の 転写が 充進 し
,
細胞増 殖

を 促す
2且)

. 近年 ,
ア イ ソ ト

ー

プ標識 プ ロ
･ -

ブ お よ び ジ ゴ キ シ ゲ

ニ ン ( dig o x ig e n i n
,
D I G) な どの 非ア イ ソ ト

ー プ標識 プ ロ ー ブ を

用 い た 核酸 の 検 出技術 が確立 し つ つ あ り ,
C

-

m y C を含め た 癌遺

伝子の D N A や R N A が観織切片上 で組織内 ハ イ ブ リ ッ ド形成

法 (i n sit u h y b rid iz a ti o n
,
I S H ) で 検出出来る よ うに な っ てきて

い る . また
∫

サ イ ト カ イ ン は
, 免疫 応答 , 炎症反応∫ 増殖反応

な どの 生体磯能の 発現を制御 して い る分子 群の 総称で , そ の う

ち の 増殖因子と ほ 紅織で 産生 ･ 放 出され て周 辺ま た は 自 らの 細

胞増殖や 分化な どを 調節する 蛋白で ある . 特に
, 増殖因子の

一

つ で ある ト ラ ン ス フ ォ
ー ミ ン グ 増 殖因 子 ア ル フ ァ (tr a n sf o r m

-

i n g g r o w t h f a c t o r- a
,
T G F- α) は

,
上 皮細胞 や 間 葉系細 胞の 増

殖 , 分化を促進す る サ イ ト カ イ ン で
,

上 皮増殖国子 レ セ プ タ ー

( e pid e r m al g r o w th f a c t o r r e c e p t o r ,
E G F R ) に 結合 して 作用 し

,

ア ミ ノ 酸配列も上 皮増殖 国子 ( e pid e r m al g r o w th f a ct o r
,
E G F )
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LI
,
P C N A l a b elin g in d e x ; P F A

, p ar af o r m ald e h y d e ; P S C
, p ri m a ry s cl e r o si n g c h ola n gitis ; T E

,
T ris - E D T A ;

T G F - α
,
t r a n Sf or m i n g g r o w t h f a ct o r

-

α



細胆管増生 の 病理学的研究

と約40 % の 相同性を 有する
2g)3 0)

. 種 々 の 癌細胞 や 非腫 瘍性上 皮

細胞で
,

T G F-α の 発現が報告 され て お り
抑 ､ 飾

,
ま た

, 肝細胞癌

な どの 患者か ら得 られ た腹水
,
胸水 お よび 尿中に も T G トα の

存在が証 明され て い る
恥 42】

. しか し , 胆管上 皮 で の T G F-α の 発

現に つ い て ,
2

,
3 の 報告

卸 側

で記 載ほ あるもの の , 胆管を 中

心 と した T G F-α の 生物学的意義 の 詳細 な検討ほ な され て い な

い ,

本研究 では
,
各種 肝胆道糸疾患 に み られ る細胆 管増生を 中心

に
, 組織形態 , 表現塾, 細胞動態の 解析を 行い

, 増生細胆管の

病理学的意義と増 生検序 の 解明を 行 っ た . ま た
, 増生因子と し

て ,
T G F -

α に 注 目 し
, 組 織 切 片 に お け る T G F -

α お よ び

T G F- a m R N A の 発現 , そ の レ セ プ タ ー で ある E G F R の 発現 を

検討 し
,

また 胆汁 中で の T G F -

α の 検出 も行う こ と に よ り ,

T G F 一

α が 細胆管を 中心 と した 肝内 で の 胆管系 の 病理形 態の 発

生に どの 様な 生物学 的意義を 持 っ て い る の か を検討 した の で 報

告する .

対象お よび 方法

Ⅰ . 対 象

1 . 正 常肝 お よ び各種肝胆道糸疾患 の 肝観織標本

金沢大学医学部第 二 病理 ! 金沢 大学 医学部第 二 外科
,

石川県

立中央病院, 福井県立病院 , 富 山市民病院(19 8 5 ～ 1 9 9 4 年) で経

験され た 各種肝胆道糸疾患患 者12 9名か ら採 取 され た 外科 的切

除肝 , 針生検肝 お よ び剖検肝 の 肝覿織片 を 1 日 ～ 7 日 間10 % 中

性ホ ル マ リ ン で固定後 , 軟 パ ラ フ ィ ン で 包哩 した . 各 々 の パ ラ

フ ィ ン 包埠 ブ ロ
ッ ク よ り20枚 以上 の 4/∠ m の 切片 を作成 し た .

組織学的診 断用 に
, 作成 した切片 の 一 部を ,

H E 染色
,

ゴ モ リ

の 鍍銀染色 ,
ア ザ ン ･ マ ロ リ ー 染色 に 用 い た . ま た 1 4 1 症例で

ほ
l 材料採取後 , 直 ち に 凍結 用 包 埋 剤 ( 0 . C . T . C o m p o u n d)

( M il e s I n c .
,
E lk h a r t , U S A ) に 包埋 し

,
そ の 後 , 液 体窒素 で 凍結

およ び - 8 0 度で 保存 して おき , 使用 時に 5 〟m の 凍結切片 を作

成 した .

疾患別の 症例数 , 平均年齢 , 性別 , B 型お よ び C 型肝炎ウ ィ

ル ス マ ー カ ー

を 表1 に 示す . 閉塞性黄痘症例は
, 臨床的に 膵頭

部癌や 総胆 管痛の 患者で
, 肝紅織採取暗 まで に1 . 5 ～ 1 0 週( 平均

4 ･ 6 週) の 高 ビ リル ビ ン 血症を 認め た 症例 で あ る . な お
, 術 前

に
, 経 皮経肝 ド レ ナ ー ジ で滅黄処 置を 行 っ た 症例も含 まれ て い

る ･ P B C お よ び P S C の 嵐織 学 的病期 分 類 は , S c h e u e r 分

類
2)

と L u d w i g 分類
43)

を 混合 した
,

い わ ゆ る P B C の 古典的病期

分 類
瑚

に した が っ た .

2 . 胆汁

金沢大学第 二外 科お よ び第 一

内科 , 富山市民病院 , 浅ノ 川総

T a bl e 2 , M a t e ri al s of h e p a ti c bil e

41

合病院 (19 9 2 ～ 1 9 9 4 年) で 経験 され た 肝内お よ び肝外 閉塞性黄

痘 を来 した患者か ら経 皮経肝的胆道 ド レ ナ ー ジお よ び手術的 に

採取 され た35 例の 胆汁 を対象と した . 臨床診断別の 症例数l 平

均年齢, 性別 を表 2 に 示 す . な お , 胆汁採取を行 い 得た肝 内結

石 症の 1 例 ほ
, 肝艇織片も同時 に 検索 しえた .

Ⅰ . 肝内胆管系の分類お よび増生細胆管の分類

肝内胆管系は
, 大きく大型胆管 と小型 胆管 に 2 分 した

l)

. 大

型胆管と は左右肝管, 領域胆管 ,
区域胆管お よ びそ の 一 次分枝

で あ り, 固有の 胆管壁 があり , 周囲に 胆管付属腺が み られ る .

一

方 , 小型胆管ほ 隔壁胆管, 小葉 間胆管
, 細胆管 に 分類 され ,

隔壁胆管は外径が 1 0 恥 m 以上 で
, 固有 の 胆管壁を有す る が 付

属腺覿織が な い
l)

. 小葉間胆管は
, 本来 の グ リ ソ ン 鞘 の 内部 に

あ る管腔 明瞭な 胆管で グリ ソ ソ 鞠辺縁の 肝細胞 とほ 隣接 せず ,

外径が 20 ～ 8 0 即m で
, 肝動脈横や 門脈枝と伴達す る胆管成分と

した ∴ 細胆管は グ リ ソ ン 鞘逮夜部 あるい は肝実質に 接す る胆管

成分で ∴定型的お よび 非定型 的細胞 管 と に 2 分 した . す な わ

ち
, 定型的細阻管 は

, 横断面で 4 ～ 6 個の 阻管上 皮から なる 管

腔構造 の 明瞭な細胆管成分と した . 非定型的細胆管ほ
,
樹枝状

に増生す る不 明瞭 な管腔また は 管腔を 有さ な い 細胆管成分と し

た . 今回 は 主に
, 小葉間胆管 と細胆管を 中心 に 観察 した .

Ⅲ . 免疫染 色を用い た表現型の 解析

C K
,

上 皮膜関連 抗原 ( e pith eli al m e m b r a n e a n tig e n , E M A )

の 免疫染色を 以下 の 如く行 っ た . な お ,
C K は ,

M oll ら
何

に よ

り , 分子量 お よび 等電点に よ り19 種(C K l ～ 1 9) に 分けら れ そ

れ ぞれ の 阻織 内分布が知 られ て い る . 肝細胞は C K 臥18
1即2 捕 ､ 4 7)

,

胆管上 皮細胞 ほ C K 7
,
8

,
1 8

, 1 9
柑)1 7) 2 3) 4 6) 4 T )

を 含有す る と され て い

る , 今回 ,
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 C K 抗体 と し て

,
C K l O

,
1 4

,
1 5

,

1 6 , 1 9 を 認 識 す る A El 抗 体 (I m m u n o B i ol o gi c als , C o s t a

M e s a , U S A )
45】48 )

と C K 8
,
1 8

,
1 9 を 認 識 す る C A M 5 .2 抗 体

(B e c t o n D i c ki n s o n , S a n J o s e
,
U S A )

13) 2 3) 欄

を 用 い た . し た が っ

て
,
A E l ほ 胆管上 皮細胞の み を

,
C A M 5 .2 ほ 肝細胞 およ び胆管

上 皮の C K を 認識す る . また , E M A は
, 種 々 の 上 皮細胞に 存

在する 特異的 な抗原で , 胆 管上 皮に は存在する が
, 肝細胞 に は

存在 しな い 抗原で ある
g)50 )

.

免疫染色は
,
1 2 9 例の ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包埋 切片を

用 い
,
H s u ら

5一}

に した が い ア ピ ジ ン ー ビ オ チ ン 複合 体 ( a vi di n

bi o ti n p e r o xid a s e c o m pl e x
, A B C ) 法 で 行 っ た . すな わ ち 各切片

を脱 パ ラ フ ィ ン 後 , 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を0 . 3 % 過酸化 水

素水 加 メ チ ル ア ル コ ー

ル で2 0 分間 ブ ロ
ッ キ ン グ し J そ の うえ 非

特異的化学結合反応 を防止するた め正 常ウ マ 血 清 (1 0 倍希釈 ,

V e c t o r L a b ･
, B u rli n g a m e

,
U S A ) で3 0 分間処置 した .

一 次抗体と

して ,
マ ウ ス 抗 A E l モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体(50 倍希釈) ,

マ ウ ス 抗

Cli ni c al d i a g n o si s
r

S

e

e

b

S
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N

Of

S e x

M al e : F e m al e
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C h ol e c y s t olit hi a si s

C o m m o n b il e d u c t s t o n e
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C A M 5 .2 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体 (5 0 倍 希 釈) ,
マ ウ ス 抗 ヒ ト

E M A モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体 (5 0 倍 希 釈 ,
D ak o

,
G l o s t ru P ,

D e n m a r k) を
,

4 ℃で
一 晩反応さ せた . 2 次抗体と して ビオ チ

ソ 化抗 マ ウ ス I g G (2 0 0 倍希釈 ,
V e c t o r L a b .) , 続 い て ペ ル オ キ

ジ ダ
ー ゼ 標識 A B C 溶液 (V e c t a s t ai n A B C K it , V e c t o r L a b ･)

で , 各 々 室温60 分間反応 させ た . 免疫複合体反応物を0 . 01 % 過

酸化水 素加 3
,
3

'
- ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (3 ,

3
'

-d i a m i n o b e n zidi n e
,

D A B) (S i g m a c h e mi c al
,
S t . L o ui s ,

U S A ) 溶液 で 可 視化 し
,

へ マ

トキ シ リ ン で軽く核染後 ,
脱 水封入 した . 各反 応過程 間 ほ

,

0 .01 M リ ン 酸緩 衝生 理食 塩 水 ( p H 7 .5) (p h o s ph a t a t e
- b u ff e r e d

s ali n e , P B S ) で 充分洗 浄を 行 い
,

ま た
, 抗体 の 希釈 ほ す べ て

P B S で 行 っ た .

な お , 陰性対象ほ 1 次抗体の かわ り に 非免疫血 清や P B S を

用 い
, 陽性所見が 消失す る こ と に よ り確認 した .

Ⅳ . 胆管上皮の 細胞動態解析

1 29例 の ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包唾 切片 の う ち
,

P C N A

染色に 最適 と され て い る 固定期間が 1
～ 3 日

52)5 3 )
の も の を 選択

し
,
P B C 1 7 例

,
P S C 4 例 , 肝外閉塞性黄痘17 例 ,

亜 広 汎性肝壊

死 6 例 ,
肝硬変1 3例 , 慢性活 動性肝炎16 例 , 慢性 持続 性肝炎 8

例, 正 常肝 9 例を 染色お よ び 検索対象 と した .

1 .
A g N O R の 組織化学染色

Cr o c k e r ら
25)

の 方法を もと に
,
脱 パ ラ フ ィ ン 切片を ゼ ラ チ ン

加 1 % 蟻酸溶液 と50 % 硝酸銀溶液の 1 : 2 混和溶液 内で28 分間

反応 させ
, 洗浄後 ,

5 % チオ 硫酸ナ トリ ウ ム で 5 分間処置 し
,

メ チ ル グリ
ー

ン 溶液 で核染 し
, 脱水封入 した . 黒色か ら黒褐色

詞 の 明瞭な ド ッ トを 陽性 と した . 各切片で 小葉 間胆管 , 定型的

お よ び非定型的細胆管を 識別 し
,
各阻管成分に お け る最 低1 00

個の 胆管上 皮細胞の 核 内 A g N O R 数を 抽浸 レ ン ズ下で 数 え
, 各

胆管成分に 対す る平均 A g N O R 数 ( A g N O R ス コ ア) を算 出 し

た .

2 . P C N A の 免疫染色

1 次抗 体 と して
,

マ ウ ス 抗 P C N A モ ノ ク ロ
⊥

ナ ル 抗 体

(P C l O) (1 0 0 倍希釈 ,
N o v o c a st r a L a b , , N e w c a s tl e

,
U K) を 用 い

て ,
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標識 A B C 法を 行い

▲
D A B で 可 視 化 し

た . 反応陽性物ほ 核 に
一

致 して 出現 し, 強く 染ま る もの と 中等

度 ～ 軽度 に 染 ま るも の が あ っ た が 両方 とも陽性所見 と した ･ 各

切片で
, 小葉間胆管 , 定型的お よ び非 定型的細胆 管を 識別 し

,

各胆管 成分 に お ける最低100 個 の 胆管上 皮細胞 で の P C N A 陽性

お よ び 陰性細胞数 を数 え , 陽性比率を パ ー セ ン ト で示 した [ P -

C N A 陽性指数 (P C N A l a b eli n g i n d e x , P C N A L I)] ･

3 .
c- m y C m R N A の I S H

l ) ア イ ソ ト ー プ標識 cD N A プ ロ
ー ブの 作製

プ ロ ー ブと して
,

C- m y C に 対す る cD N A (3 r d e x o n
,

2 本鎖

D N A
,

1 4 0 0 塩基対 ,
O n c o r I n c .

,
G aith e r s b u r g ,

U S A ) を
,

ラ ン

ダ ム プ ラ イ マ ー 法
5 4)

に よ り 35 S - d C T P ( A m e r s h a m ,
B u c ki n g-

h a m s hir e
,
U K ) で標識す るた め

,
マ ル チ プ ラ イ ム D N A 標識 シ

ス テ ム ( M ulti p ri m e D N A l a b eli n g s y s t e r n
T M

,
A m e r s h a m ) を用

い た . すな わ ち ,
1 鵬 の C

-

m y C C D N A を , 1 0 0 ℃ で10 分 間熱変

性 (d e n at u r e) 後 ,
d A T P , d G T P

,
d T T P

,
3 5 S -d C T P (5 0 p C i) ,

緩衝液 ,
プ ラ イ マ

ー

溶液 ,
ヂ チ オ ス レ イ ト ー ル (dith i o th r eit ol ,

D T T) お よ び Kl e n o w 酵素( D N A ポ リ メ ラ ー ゼ か ら 5
'

→ 3
'

ェ

ク ソ ヌ ク レ ア
ー ゼ 活性を 除い た もの) を混和 し

,
3 7 ℃ で 2 時間

反応させ た . そ の 後 , 冷 エ タ ノ ー ル で精製 お よび 沈殿 させ
, 風

乾 したも の を ,
5 0 pl の T ris 塩酸- E D T A 緩衝液 ( T E 緩 衝液 :

10 m M T ri s 塩酸 お よ び 1 m M E D T A ) に 溶解 した .

､2) 組織切片 の 前処理

材料は
,

P B C 2 例 , 閉塞性黄痘 3 例 , 慢性 活動性肝 炎2 例 ,

正 常肝4 例 の 凍結切 片を 用 い た . 各凍結切片を ,
4 % パ ラ ホ ル

ム ア ル デ ヒ ド( p a r af o r m ald e h y d e
,
P F A ) 加 P B S で1 5 分間 , 前

固定 した 後 ,
プ ロ テ ナ ー ゼ K (和光純薬 , 大阪) (2 .5ノ堰/ m l

,
3 7

℃
,
1 5 分間) と 塩酸溶液(0 . 2 競走, 室温 ,

1 0 分間) で 除蛋白処置

を行 っ た . 4 % P F A 加 P B S で10 分間
, 後固定 した 後 , 非特異

的な プ ロ
ー

ブ の 吸 着防止 の た め に ア セ チ レ
ー

シ ョ ン (0 .1 M ト リ

エ タ ノ ー ル ア ミ ン 塩酸 p H 8 .0
,
0 .2 5 % 酢酸溶 液 で1 0 分間) を 行

い
,

エ タ ノ ー ル 系列 で 脱水 , 風乾 した . 各 反 応 過程 間 は
,

P B S で 充分洗浄 した .

3 ) ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン

風乾 した 切片を
,
1 0 0 J上M D T T 加 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン

液 (50 % 脱イ オ ン 化 ホ ル ム ア ミ ド ,
1 0 m M の T ri s 塩酸 p H 7 .6

,

20 0 p g/ m l の 酵母 t R N A
, デ ン ハ ル ト溶液 ,

1 0 % デ キ ス ト ラ ソ 硫

酸 ,
2 5 0 FLg/ m l の サ ケ 精子 D N A) で

,
4 2 ℃

,
l 時 間プ レ ハ イ プ

リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ を行 っ た . 上 記 ハ イ プリ ダ イ ゼ ー

シ ョ ン 溶液

で 希釈 した ア イ ソ ト ー プ標識 c D N A プ ロ
ー

ブ(1 0 0 n g/ m l) を ,

1 0 0 ℃で 3 分間熱処理後 上
組織 切片 に 滴下 し , 4 2 ℃ で24 時間 ハ

イ プ リ ダイ ゼ 【 シ ョ ン を 行 っ た . 洗浄 は
,
5 0 % ホ ル ム ア ミ ド加

2 ×S S C で42 ℃ で20 分間 ,
2 × S S C で42 ℃ で 30 分間 ,

3 回 ,

0 .1 ×S S C で4 2 ℃で20 分間 ,
2 回 行 っ た .

4 ) ハ イ ブ リ ッ ドの 検出 - オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ
ー 一

風乾 した 組織切片 に 暗室 で オ
ー

ト ラ ジオ グ ラ フ ィ
ー

用写真乳

剤を 塗布後 ,
4 ℃ で 7 日 間感光 し, 現像 , 定着 して か ら,

H E 染

色を 行な い
,

脱水封入 した .

な お , 陰 性 対 象 ほ 紅 織 切 片 を R N a s e A (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
,
I n di a n a p olis

】
U S A ) で 処理 後 ,

上 記 プ

ロ
ー ブ で IS H した 切片 ,

およ び K l e n o w 酵素 を加 えな い プ ロ ー

ブ( c D N A 合成が 行な わ れ な い プ ロ
ー ブ) で IS H した 切片で

,

陽性所見 が消失す る こ と をも っ て 確認 した .

Ⅵ . サイ トカイ ン に関 する解析

l .
T G F-α お よ び E G F R の 免疫染色

材料は , 41 例の 凍結切片 を 用 い た ( 蓑 1 ) . 各凍 結切 片を ,

4 % P F A 加 P B S で1 5 分 間固 定 した 後 ,
内因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー

ゼ お よ び ビ オ チ ン の ブ ロ ッ ク を 行 っ た .

一 次抗体 と して マ ウ ス

抗 ヒ ト T G FAα モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体( A b-2 ,
ク ロ ー

ン 2 1 3- 4 ･4
,

1 0 0 倍希釈 ,
O n c o g e n e S ci e n c e

,
M a n h a s s e t

,
U S A ) と マ ウ ス 抗 ヒ

ト E G F R モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (A b-1 ,
ク ロ ー ン 5 2 8 , 1 0 0 倍 希

釈 .
O n c o g e n e S ci e n c e) を 用 い て

,

ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識

A B C 法を 行い
,
D A B で 可視化 し た .

2 . T G F -

α m R N A の I S H

l ) D I G 標識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ロ ー ブ の 作製

プ ロ ー ブ と して ,
T G Fr α m R N A に 対す る ヒ ト T G F -

α オ リ

ゴ ヌ ク レ オ チ ドア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ (4 0 塩 基
,

O n c o g e n e

S ci n e c e) と 陰性 コ ン ト ロ ー ル と して ヒ ト T G F- α オ リ ゴ ヌ ク レ

オ チ ドセ ン ス プ ロ ー ブ (4 0 塩基
,

O n c o g e n e S ci n e c e) を ,
3

'

末

端 テ
ー

リ ン グ 法 5 5) に よ り DI G で 標 識 す る た め
,

DI G

O li g o n u cl e o tid e T ail in g K it
T M

(B e o h ri n g e r M a n n h ei m

B i o c h e mi c a) を 用 い た . すなわ ち ,
1 0 0 m M の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ

ドプ ロ ー ブ に , テ
ー

リ ン グ緩衝 液 ,
D I G 標 識 d U T P 溶 液 ,

d A T P 溶液 , タ
ー ミ ナ ル ト ラ ン ス フ エ ラ

ー ゼ を 混合 し ,
3 7 ℃ で

60 分間反応 させ
t 精製お よび 沈殿軋 50 〃1 T E 緩衝液に 溶解 し
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た .

2 ) ノ ､ イ ブ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ン

4 1 例の 凍結 切片 を前処理 した後 ,
3 7 ℃

,
1 時間 プ レ ハ イ プ リ

ダイ ゼ ー

シ ョ ン
, 続 い て 37 ℃

, 1 6 時間 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ
ョ

ソ

( プ ロ ･ - ブ最終濃度 500 n g/ m l) を行 っ た . 洗浄 ほ
,
すべ て37 ℃で

行 っ た .

3 ) ハ イ ブ リ ッ ドの 免疫化学的検出

洗 浄後 の 組織 切 片 を ,
D I G 緩 衝 液 1 (1 0 0 m M T ris 塩酸

p H 7 ･6
,
1 5 0 m M 塩 化 ナ ト リ ウ ム) で 約 1 分間 な じ ま せ た 後 ,

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) 加

DI G 緩衝液1 で 1 時間 ブ ロ
ッ キ ン グ を 行 っ た .

ア ル カ リ ホ ス

フ ァ タ
ー ゼ 標 識抗 DI G ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (5 0 0 倍 希 釈 ,

B e o h ri n g e r M a n n h ei m B io c h e m i c a ) を室温 ,
3 0 分間反応さ せた

後 ,
DI G 緩衝 液 l で1 5 分間 , 2 回 洗 浄 し

,
D I G 緩 衝 液 3

(1 0 0 m M T ri s 塩酸 p H 9 .5
,
1 0 0 m M 塩化 ナ ト リ ウ ム

,
5 0 m M 塩

化 マ グ ネ シ ス ム) で 3 分間平衡化 した . ア ル カ リ ホ ス フ ァ ク ー

ゼ の 発 色 は
,

4 5 恥1/ m I テ ト ラ ニ ト ロ 育 テ ト ラ ゾ リ ー ム 塩

(B e o h ri n g e r M a n n h ei m B i o c h e mi c a) お よ び 17 5 FLl/ m 1 5 - ブ p

モ ヰ ク ロ ロT3- イ ン ド キ シ ル 燐 酸 塩 (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) 加 DI G 緩衝液 3 で , 3 ～ 1 0 時間 発色反 応を 行 っ

B

F i g ･ 1 ･ T y pi c al a n d a t y pi c al d u c t ul a r p r olif e r a ti o n i n

e X tr ah e p a ti c b ili a r y o b s tr u c ti o n . ( A ) T y pi c al d u ct ul a r

p r olif e r a ti o n ( a r r o w h e a d s) . T h eir l u m e n a n d b ｡ rd e r a r e

dis ti n c t
, a n d th e r e a r e n o di r e c t c o n n e c ti o n b e t w e e n

d u c t ul e s a n d p e rip o r t al h e p a to c y t e s ･ H E ･ (B) A ty pi c al
d u c t ul a r p r olif e r a ti o n ( a r r o w h e a d s) ･ T h e y s h o w a n

el o n g at e d o r a n a st o m o si n g c o n fi g u r a ti o n . H E .

43

た ･ 十分な発色を確認 し
,

T E 緩衝液で 反応を 停止 した後
,

水

溶性封入 剤 で 封入 した . な お
, 陰性対象は

,
セ ン ス プ ロ ー

ブ を

用 い た染色 で
, 陽性所見が消失す る こ とを も っ て確認 した .

3 . 胆汁中に おける T G F-α 蛋白 の 発現

35 例の 胆 汁を
,
F oli n

- L o w r y 反応
56)

に よ り総蛋白濃度 を測 定

C

Fig ･ 2 ･ P r olif e r a ti o n of a ty pi c al b il e d u c t u le s i n p ri m a r y

b ili a r y cir r h o sis ･ ( A ) A ty pi c al d u c t ul e s wi th v a g u e l u m e n

a r e c o n ti n u o u s wi th p e ri p o rt al h e p a t o c yt e s ( a rr o w s) . H E .

(B ) T y pi c al d u ct ul e s (a r r o w s) 紺 d at y pi c al d u c t ul e s

(a r r o w h e a d s) a r e p o siti v e f o r C A M 5 .2 . I m m u n o hi s to t h -

e m i c al s t a l n ln g wi th C A M 5 ･2
,

C O u n t e r S t ai n l n g wi th

h e m a t o x yli n ･ (C ) T y pi c al d u c t u l e s ( a r r o w s) a r e p o siti v e f o r

A E l
,

W h e r e a s a ty pi c al d u c t ul e s (a r r o w h e a d s) a r e n e g a ti v e .

I m m u n o hi s t o c h e m ic al st ai n l n g wi th A E l
,

C O u n t e r S t ai ni n g

wi th h e m a t o x yl in .
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し
, す べ て 5 m g/ m l の 濃度に な る よ う に 調整 した . レ∠1 の 胆 汁

を 直接 j
ニ ト ロ セ ル ロ ー

ス 険に 滴下す る ド ッ ト法の 他 ,
ウ ェ ス

タ ン プ ロ ッ ト法 と して
,

5 % の β メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含む

10 Jll の 各胆汁を
,
1 5 % ～ 2 5 % の 濃度勾配か らな る S D S - P A G E

( M ulti G e1 1 5/ 2 5
, 第

一

化学薬 品
,
東 京) で

, 電気 泳動 を 行 っ

た . 分離 した 蛋 白を ニ ト ロ セ ル ロ
ー

ス 膜 に 転写 し
,

3 % ウ シ 血

清ア ル ブ ミ ン (和 光純薬) で 4 ℃
,

一 昼夜 ブ ロ
ッ キ ン グ を 行 っ

B

F ig . 3 . A t y pic a l b il e d u c t ul e s i n cir r h o sis . ( A ) P r olif e r a t e d

a t y pi c al d u c t ul e s a r e f o u n d a r o u n d th e r e g e n e r a ti n g

n o d u l e s . T h e r e a r e d ir e c t c o n n e cti o n b e t w e e n a ty pi c al

d u c t u le s a n d p e ri p o r t al h e p a t o c yt e s ( a r r o w s) . H E . (B)

T y pi c al d u c t u l e s ( a r r o w s) a r e p o siti v e f o r e pith eli al

m e m b r a n e a n tig e n
,

W h e r e a
,

S a ty Pi c al d u c t ul e s ( a r r o w h e a d s)

a r e n e g a ti v e . I m m u n o hi s to c h e m i c al s t ai n l n g f o r e pith elial

m e m b r a n e a n tig e n
,

C O u n t e r S tai n i n g w ith h e m a to x yli n .

た . 免疫反応 は
,

マ ウ ス 抗 T G F -

α モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体( A b-1 ,

ク ロ
ー

ン 1 3 4 A-2 B 3) (1 0 倍希釈 ,
O n c o g e n e S c i e n c e) で 室温 ,

1

時間反応後 ,
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標識 抗 マ ウ ス の 免疫 グ ロ プ リ ン

(1 0 0 0倍 希釈 ,
D a k o) で , 室 温, 4 5 分間反応 を行 い

,
D A B で 可 視

化 した . ま た
, 陽性 コ ン ト ロ ー ル と して

,
ヒ ト T G ト α リ コ ン ビ

ナ ン ト 蛋 白 ( M N 5 5 4 7) (B i o m e d i c al T e c h n ol o gi e s I n c .
,

S to u g h t o n , U S A ) を用 い た .

Ⅶ . 統計学的検討

統計学的検討ほ
t
S t u d e n t の t 検 定を 用 い て 行 い

, 危 険率

5 % 未満 を 以 て有意差 あり と した .

成 績

Ⅰ . 増生細胞管 の組織像

定型的細胆 管 は 】 主 に , 門脈域 内や 線稚性 隔壁 内ある い ほ そ

の 辺綾部に み られ , 正 常肝 お よ び全 て の 病的肝の 症例で 観察 さ

れ た . そ の 数は
, 正常肝 で は

一門脈域 1 個 当 り 1 ～ 3 個程 度 で

あ っ た が
, 病的肝 で ほ種 々 の 極度 の 定型的細胆管増生が み られ

た (図1 A) .

一 方
, 非定型的細胆管ほ

l
正常肝 で はみ られ な か っ た が

, 病

的肝 で は 一 門脈域や 線維性 隔壁 内で胞巣状 に
,

ま た そ の 辺綾部

で 増生 して お り , 主 と して 限界 板の 破壊 と関連 して 増生 して お

り, そ の
一

部は 肝細胞索と 連続 して い る像が 見 ら れた ( 図 1 B
,

2 A) . また
, 肝硬変症例で ほ

, 非定 型的細胆管が 主 と して 再 生

結節辺縁 に み られ
, 肝細胞索に 対 して置換性に 増生 して い る像

T a b le 3 . P r e v al e n c e of th e at y pi c al bil e d u c t ul a r

P r Olif e r a ti o n i n v a ri o u s h e p a t o bili a r y d is e a s e s

H e p a to b ili a r y di s e a s e s P r e v al e n c e (% )

P ri m a r y bilia r y cir r h o si s

S t a g e l

S t a g e 2 & 3

P ri m a r y s cl e r o s l n g C h ol a n giti s

S t a 由 1

S t a g e 2 & 4

E x tr a h e p a ti c bili a r y o b s tr u c ti o n

A I c o h oli c li v e r fi b r o si s

S u b m a s si v e h e p a ti c n e c r o si s

H e p a tolit hi a si s

A c ti v e ci r rh o si s

C h r o ni c a c ti v e h e p a titi s

C h r o ni c p e r si s t e n t h e p a titi s

N o r m a1 1i v e r

0 / 5
-}

( 0 )

1 0/ 1 6 ( 6 3)

0

4

9

2

1 2

1

5

2

0

0

.
J

2
`

一

l

∠

1

2

/

/

/

/

/

/

/

/

)

)

)

)

)
ヽ
-

ノ

)

)

)

)

0

0 0

4 3

0 0

0 0

2 5

28

9

0

0

(

l

(

l

l

(

(

(

(

(

1

4

21

2

1 2

4

1 8

2 2

1 0

1 4

l

l

/

/

.〉 N u m b e r of p o siti v e c a s e s / n u m b e r o f t o t aI c a s e s .

T a b l e 4 . P h e n o ty p e s of bili a r y e pith eli al c ell s a n d h e p a t o c yt e s b y i m m u n o h is t o c h e mi c al st ai ni n g

R e a c ti vi t y

M a r k e r

I n t e rl o b ul a r bil e d u c t s T y pi c al bil e d u c t ul e s A ty pi c al bile d u c t ul e s H e p a t o c yt e s

C y t o k e r a ti n

C A M 5 . 2 +

A E l +

E M A +

+

+
･

- -

士 ～ +

C A M 5 . 2 a n d A E l a r e m o n o cl o n al a n tib o di e s r e c o g ni zi n g c yt o k e r a ti n l O
,
1 4

,
1 5

,
1 6 a n d 1 9

,
a n d

C y t O k e r a ti n 8
,
1 8 a n d 1 9

,
r e S p e C ti v ely . +

, p O Siti v e ; j :
,

W e a k ly p o siti v e ;
-

. n e g a ti v e ; E M A
,

e pith eli al m e m b r a n e a n tig e n .
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柳 汚

'

C

F ig ･ 4 ･ P r olif e r a ti v e a c ti viti e s i n ty pi c al a n d a ty pic al bil e

d u c t ul e s ･ ( A ) B l a c k d o t s ( A g N O R s) a r e cl e a rly s e e n i n t h e

n u c lei of th e ty pi c al d u c t u l e s ( a r r o w h e a d s) . A n a dj oi ni n g
S e C ti o n s h o w n i n F ig ･ 1 A ･ S t ai n l n g f o r a r g yr o p hili c

n u cl e ol a r o r g a n i z e r r e gi o n s , ( B) S o m e e pith eli al c ells of

th e a ty pi c al d u c t ul e s a r e p o siti v e f o r p r olif e r a ti n g c ell

n u cl e a r a
･n tig e n ( a r r o w h e a d s) . A n a dj oi ni n g s e c ti o n s h o w n

i n F ig ･ 1 B ･ lm m u n o hi st o c h e mi c al s t ai n in g f o r p r olif e r a t in g
C e11 n u cl e a r a n ti g e n

,
C O u n t e r S t ai ni n g w ith h e m a t o x yli n . (C )

A ty pi c al d u c t ul e s i n p ri m a r y bili a r y cir r h o sis s h o w s n o

S lg n ifi c a n t i m m u n o r e a c ti vity f o r p r olif e r a ti n g c e11 n u cl e a r

a n tig e n ( a r r o w h e a d s) ･ A n a dj o in i n g s e c ti o n s h o w n in F i g .

2 A ･ I m m u n o h is t o c h e m i c al s t ai ni n g f o r p r olif e r a ti n g c ell

n u cI e a r a n ti g e n
,

C O u n t e r St ai n l n g W it h h e m a to x yli n .
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や は とん ど非定型的細胆管で 置換 され て い る再生結節も見られ

た( 図3 A) ･ 亜 広汎性肝壊死 で も , 広範な肝細胞の 脱 落部が非定

型的紳胆管で ほ とん ど置換され て い る像も見 られ た . 2 ～ 4 期

の P B C (6 3 % ) や P S C (1 0 0 % ) . 肝外閉塞性 黄痘 (43 %) ,
ア ル

コ ー ル 性肝線維症 (10 0 % ) ,
亜広 汎性肝壊死 (10 0 % )

, 肝内結石

症(25 % ) ▲ 肝硬変(28 %) , 慢性活動性肝炎(9 %) の 症例 で も非定

型的細胆 管増生を 認めた . 非定型的細胞管 の 出現率 を表3 に示

す .

Ⅱ . 表現型に 関する免疫組織化学的解析

C A M 5 ･2 ほ
, 全て の 小葉間胆管(P B C

,
P S C や C 型慢性肝炎

の 障害像 を示 す小葉間胆管を含む)
,

そ れ に 定 型的細胞管 と非

定型的細胆管に 強い 発現を認め た (表 4 )(図2 B) . また
, 肝細胞

で もそ の 細胞膜かこ C A M 5 ･2 の 発現が認め られ
, 掛 こ病的肝 で

門脈域周 開の 肝細胞に 陽性像が 見られ た .

一

方 ,
A E l の 発現ほ主 と して 胆 管上皮 の 細胞膜 に 強く発現

して お り
,
全て の 小乗間胆管と定型的細胆管 ,

また 約半数の 非

定型的細胆管に 認め られ た(図2 C) . しか し
,
非定型的細胆管の

中に ほ
▲
C A M 5 ･2 陽性で

,
A E l が弱陽性か ら陰性を示 すもの

も見られ ,
こ の 様な 発現を 示 す非定型的細胆 管ほ 門脈域周 囲の

肝細胞索と 連続 して い た (図2Ⅰ∋, 2 C) . また
, 非定型的細胆管に

お ける C K 発現の 不 均 一 性は , 同 一 症例＼ また 同 一 切片 内で も

B

Fi g ･ 5 ･ D et e c ti o n of c
-

m y C m R N A i n c h r o ni c a c ti v e h e p atiト

is b y i n si tu h yb rid iz a tio n . ( A ) S il v e r g r ai n s of c
-

m y C

m R N A a r e ob s e r v e d i n p r olif e r a t e d bil e d u c t ul e s u si n g a

35
S -1 a b el e d c D N A p r ob e . (B ) c -

m y C m R N A i s n o t d e t e c t e d

i n n e g a ti v e c o n tr ol u sin g s e c ti o n i n c u b a t e d w ith R N a s e

b ef o r e h yb rid iz a ti o n .
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見 られ た . な お , 肝細胞 には A El の 発現は ほ と ん ど見 ら れ な

か っ たが ,
A E l 陽性の 非定型 的細胆 管に 隣接 す る肝 細胞 の 一

部に は弱陽性 を示すも の も見 られ た .

E M A の 免疫染 色で ほ
,
全て の 小葉 間胆管 とほ と ん どの 定型

的細 阻管に お い て管 腔面 に 膜状に E M A の 発現を 認め た . しか

し
,
非定型的細胆管で は 明 らか な 発現は認め られ な か っ た ( 図

3B) . ま た , 肝細胞で は 常に E M A は陰性 で あ っ た .

Ⅲ . 胆管上皮の 細胞動態解析

A g N O R は
t 核内 に 黒 ～ 黒褐色 調の 微細 顆粒 と し て 見 ら れ

(国4 A) ,
ま た P C N A は細 胞 の 核 に 一 致 して 発 現が み られ た

(図 4B ,
4 C ) .

1 . 小葉間胆管 の 増殖活性

正 常肝に おけ る小 葉間 胆管 の A g N O R ス コ ア と P C N A L I

は
,
1 . 5 8 ±0 . 1 9 と26 . 6 士6 . 9 8 (平均 土標 準偏差) で あ っ た (表

5) . ま た
,
病的肝の 小葉間胆管 での A g N O R ス コ ア は

, 閉塞性

黄痘 で の 1 .
9 2 ±0 . 4 3 か ら亜 広汎性壊死で の2 . 3 3 ±0 . 2 2 と 幅広 く

分布 して い た . 病的肝 の 小葉間胆管 で の P C N A L I も幅広 く 分

布 して お り , 慢性持 敵性肝炎で の33 . 6 ±1 1 . 9 か ら肝外閉塞性 黄

痘 で の56 . 0 ±1 1 . 0 に 分布 して い た . 全て の 病 的肝 の 小葉間胆管

は
, 正 常肝の 小葉間胆管 の 増殖活性 に 較べ 高値 で あ っ た が

, 慢

性持続性肝炎と 正常肝 と の 間に 有 意差 は 見 ら れ な か っ た . な

お
,
病的肝相互 間で は 有意な差 ほ認 め られ な か っ た .

2 . 定型的細胆管の 増 殖活性

正 常 肝 に お け る 定 型 的 細 胆 管 の A g N O R ス コ ア お よ び

P C N A LI は
,
1 . 56 士0 . 2 5

,
2 2 . 1 ±1 0 . 0 で あ っ た(衰 5) . 病的肝

で の 定型的細胆管 の A g N O R ス コ ア ほ
,
1 . 9 1 ±0 . 1 9 (慢性活動

性肝炎)
～ 3 .00 ( P S C の 工期の 1 例) ま で 幅広く分布 して い た .

P C N A L I も慢性持続性肝炎の 38 .3 士1 2 . 3 か ら P S C の I 期の 1

例66 . 6 ま で 分布 して い た . い ずれも , 正常肝 の 定型的細胆管 に

較 べ 有意に 高値 で あり , 各病的肝 で の 定 型的細胆管の 増殖活性

克進を 認め た . しか し
, 病的肝の 相互 間で ほ有意 な差は 認め ら

れ なか っ た .

3 . 非定型的細 胆管 の 増殖活性

非定型的紳胆管 増生が 見 られた 2 ～ 4 期 の P B C (1 0 例) や

P S C ( 3 例) , 肝外閉塞性黄痘 ( 8 例) ▲ 亜 広汎性肝壊死( 6 例) ,

肝硬変 ( 3 例) , 慢性活動性 肝炎( 2 例) の 症例に 関 して
,
非定型

T a bl e 5 . A g N O R s c o r e a n d P C N A la b eli n g i n d e x i n bili a ry e pit h eli al c ell s

I nt e rlo b ul a r bil e d u c t s T y pi c a = )il e d u c t ul e s
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的細胆管 の 増殖活性を検討 した (表 5) . P B C の A g N O R ス コ ア

と P C N A L I は , 各々
,
1 . 4 5 ±0 .1 4

,
1 8 .2 ±9 . 5 8 ,

P S C で ほ

1 . 3 3 ±0 ･ 1 2 , 1 9 ･ 2 土4 . 4 2 で , い ずれ も正常肝 で の 定型 的細胆管

の 増殖活性と 同程 度で あ っ た . しか し
, 閉塞性黄痘, 亜広汎性

肝壌 私 肝硬変, 慢性活動性肝炎の 非定型的細胆管で は
, 各 々

の 指数が2 . 0 2 土0 .1 3 ～ 2 . 4 2 ±0 .4 2
,
5 1 . 7 ±2 . 6 5 ～ 5 6 . 9 ±1 9 . 3 で

あり , 病的肝に お け る増生定型的細胆管 と 同程度の 増殖活性克

進が あり ,
P B C や P S C の 非定型 的細胞 管 に 較べ 有意 に 高値で

あ っ た .

4 . c
-

m y C m R N A の 発現

C
-

m y C m R N A の オ
ー

ト ラ ジオ グ ラ フ ィ
ー

での シ グ ナ ル ほ
,

組織切片上 の 乳剤層 に , 明視野 で黒 い 粒子と して 観察す る こ と

が できた . 正常肝 で は
, 少数 の 小葉間胆管と 肝細胞 に 弱い シ グ

ナ ル を 認め る の み で あ っ た が
,
病的肝 の 小葉間胆管 と定型的細

胆管に は
,

m R N A の 有意な シ グナ ル を 認め た (図5 A) . な お
,

非定型的細胆管 に 関 して は
,

か な り阻織破壊が強く
, 非定型的

細胆 管の 同定 お よび 評価ほ 困難 で あ っ た . な お , 陰性 コ ン ト

ロ ー ル で は
, 有意な シ グナ ル ほ見 られ な か っ た ( 図5B) .

Ⅴ . サイ トカイ ンに 関する解析

主 な成績 を表 6 に しめす .
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1 . T G F一α の 発現

T G F- α は
,
主 に 細胞質に 発現が 見 られ た . 正 常肝 では , 小葉

間胆管 ∴定型的細胆管の ほ とん どの 胆管上 皮に T G F -

α の 発現

を認め た ･ 胆管上 皮に 較べ 発現は 弱い が , 肝細胞に も散在性に

陽性像を 認めた (表 6) .

一

九 病的肝で は
,
P B C な どの 障害胆

管を 含め た小葉間胆管 ∴定型的細胆管の 胤 慢性胆 汁う っ 滞例

で出現す る非定型的細胆管に も , T G F -

α の 強 い 発現 を認 め た

( 図 6 A
･
6 B ) ･ また

, 病 的肝 の 肝 細 胞や ク
ッ

パ ー 細胞 に も ,

T G F-α の 強 い 発現を認め た (園 6B) .

2 . T G F -

α m R N A の 発現

T G F -

α m
- R N A の 発現ほ

, 細胞質に 発現 して い た . 正 常肝 で

は
, 散在性 に 肝細胞に 弱い 発現を 認めた が

, 小葉間阻軌 定型

的細胆管胆 管に ほ明 らか な シ グナ ル ほ見 られ なか っ た .

一 九

病的肝 で
, 肝細胞 と所 々 の ク ッ

パ ー 細胞に T G F一α m R N A の 有

意な シ グ ナ ル を認め た が
, 小葉 問胆管 , 定型的お よ び非定型的

細胆管 に 明 らか な発現 は認め な か っ た (図6C
,
6 D) . な お

,
セ ン

ス プ ロ
ー

ブを用 い た陰性 コ ン ト ロ ー

ル で ほ
, 有意な シ グナ ル ほ

認め なか っ た .

3 . E G F R の 発現

E G F R は
, 細胞膜およ び細胞質砿 見 られ た . 正 常肝 , 病的肝

Fig ･ 6 ･ E x p r e s si o n of T G F -

α p r O t ei n ( A , B) a n d T G F -

α m R N A ( C , D ) ･ ( A ) A I c o h olic li v er fib r o sis ･ T y pi c al d u c t u l e s ( a r r o w s)
a n d a ty pi c al d u c t ul e s ( ar r o w h e a d s) a r e o b s e r v e d wi th s tr o n g i m m u n o r e a c ti vity ･ P e rip o rt aI h e p a t o t y t e s ( a s t e ris k) a r e al s o

p o siti v e ･ ( B) C h r o n i c a c ti v e h e p atiti s ･ H y p e r pl a s ti c K u pff e r c ells i n si n u s oid s ( a r r o w h e a d s) a s w eIl a s i n t e rlo b ul a r bil e d u c t i n

p o rt al tr a c ts ( a r r o w ) sh o w i m m u n o r e a c ti vity ･ (C ) P ri m a r y b ili a r y cir rh o si s ･ A n u m b e r of h e p a t o c y t e s s h o w p o siti v e si g n al i n

th eir c yt o pla s m ･ ( D) A s e c ti o n a dj a c e n t t o th at sh o w n i n (B ) ･ = y p e r pl a s ti c K u pff e r c e ll s ( a r r o w h e a d s) e x p r e s s s p e cific sig n al
,

W h il e i n t e rl o b u l a r b il e d u c t ( a r r o w ) 1 a c k s e x p r e s si o n ･ I m m u n o hi st o c h e mi c al st a in i n g f o r T G F -

a , C O u n te r S t ai n i n g w ith h e m a t o x yl in
( A a n d B) ･ I n sit u h yb rid i z a ti o n w ith dig o xi g e ni n l a b el e d a n ti s e n s e p r o b e a g ai n s t T G F -

α m R N A ( C a n d D) .



F ig ･ 7 ･ E x p r e s si o n o f E G F R i n al c o h oli c li v e r fib r o si s ･ A

s e c ti o n a dj a c e n t t o th a t s h o w n i n F ig . 6 - A . C y t o pl a s ti c

e x p r e s si o n i s sh o w n i n p r olif e r a t e d bil e d u c t ul e s , ty pi c al

d u c t ul e s ( a r r o w ) a n d a.ty pic al d u c t ul e s ( a r r o w h e a d) ･

P e ri p o r t al h e p at o c yt e s ( a s t e ri sk) a r e al s o e x p r e s s e d

i m m u n o r e a . c ti vit y ,
e X Cl u siv ely m e m b r a n o u s ･ I m m u n o hi s t o

-

c h e m i c al s t ai ni n g f o r E G F R ,
C O u n t e r S t ai n i n gl W ith h e m a t -

0 Ⅹyli n .

F i g . 8 . W e st e r n bl o tti n g a n al y si s of T G F -

a f r o m h e p a ti c

bil e s a m pl e s . T G F
-

α i s d et e c t e d in 1 5 (1 a n e s ト3
,
5

,
7-1 6 ,

1 8) of 1 8 s a m pl e s . L a n e
L

T G F -

a
'

i s a p o siti v e c o n tr ol

u si n g r e c o m bi n a n t T G F- α.

を 問わ ず
,
す べ て の 小葉 間胆管 ∴定型的お よ び非定型 的細胆管

の 細胞膜 と細胞質に E G F R の 強 い 発現を 認めた ( 図 7) . ま た
,

ほ ぼ 全症例 の 肝細胞に も,
主 と して 膜状 に E G F R の 発 現を 認

め た . なお
,

ク ッ パ ー 細胞に は明か な 陽性像ほ 確認 で きなか っ

た .

4 上 肢汁 中に おけ る T G F -

α の 発 現

イ ム ノ ド ッ ト法 に よ り35 例中33 例の 症例 の 阻 汁中 に T G F -

α

が 検出で きた . ま た
.

ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト法に よ り , 陽性 コ ン

ト ロ ー ル と して 用 い た リ コ ソ ビ ナ ン ト T G F -

α は
, 分子 量約

550 0 領域 に バ ン ドを 示 した . また
,
3 5 例中25 例の 症例 で

, 陽性

コ ン ト ロ
ー ル と 同 じ分子量 レ ベ ル に バ ン ドが 確認 で きた ( 図

8) .

考 察

肝内胆管系 , 特に 細胆管は
, 反応性に 富む 組織成分で あ り＼

多く の 肝内外 の 病的状態に お い て
, 肝内門脈域 お よび 線維性隔

壁 内で増生や 炎症 を示 す
2)10)

. こ の 現象ほ
一

般的に 細胆 管増生あ

る い は細胆管反応と 呼ばれ , 非特異的な 肝病変の 1 つ と されて

きた . 最近 , 免疫組織化学ある い は 分子 生物学の 著 しい 進歩 に

伴い
,

こ の 細胆管増生の 病的意 義が再 び注目 されて きた . 特に

細胆管増生 の 形態 ,
意義 , 磯能 , そ して覿織発生 に 関 して

, 近

年多く の 報告が な され て い る
l)2) … )

現在 , 増生細胞 管 はそ の 組織学的特徴 に よ り , 定型的細胆管

と非定型的紳胆管 と に 2 分 されて い る .
これ ら 2 種類 の 組織発

生 に 関 して
, 門脈域 内に ある既存の 胆管上 皮が増生 した 結果生

じた とする 考え
g)16 )2 2 )

と , グ リ ソ ン 鞄周囲の 肝細胞 が胆管上 皮 へ

直接 ∴形質転換 (化生) したた め の 現象 とす る考え 抑 1 ト 13) 1 5) 1 8 卜 24 )

が ある . また , 近年 , 本 来肝細胞 と阻管上 皮 へ の 両方 へ の 分化

能を有す る と され て い る 幹細胞 (肝 小葉辺綾部 に 存 在す る) が

細胆管増生 に 関与 して い ると する報告も ある
T)57 ト 6 0)

. しか し
, 増

生細胆管 の 覿織発生 とそ の 意義に 関 して 未だ 不 明な 点が 多く残

されて お り
,
統 一

した 見解が 示 され て い な い . 本研究 で は
,
定

型的 お よび非定型 的細阻管 の 増生磯序を解 明す るた め に , 細 胆

管増生の 観織像 と表現型 に 関す る検討 , 細胞動態 の 解析 , さ ら

に 細胞の 形質転換に 関連す る と されて い る T G F- α 発現の 検 討

を行 っ た .

細 胆管ほ 正 常肝の 門脈 域に は 1 ～ 3 個程度み られ
,
定型的細

胆管 の 形態を 示 した .

一

方 , 多く の 肝胆道糸疾患 で も種 々 の 程

度で 定型的細胆管の 増生 が み られ た .
こ れ らの 定 型的細 胆 管

は
I
A E l

,
C A M 5 .2 , E M A の 免疫染色に よ る表現型 の 検討で

,

胆管上皮 と して 完全な 表現塾を 有 して い た . ま た
,

A g N O R ス

コ ア と P C N A L I を 用い た細胞動態解析の 結 果か ら
,
病的肝 で

増生 して い る これ ら定型 的細胆管 で は増 殖活性克進が 認め られ

た . こ の 様な結 果よ り
, 定型的細胞管増 生は肝細胞か らの 直接

的な形質転換 よ りは
, 既存 の 細胆管上 皮が増 生 し

, 形成 され た

もの と推測 され た . ま た
,
病 的肝 に おけ る小葉間胆管も定型的

細胆管 と同様 に 増殖活性 先進所見 を呈 して い た . ま た
,

こ れ ら

疾患の 定型的細胆 管お よび 小葉間胆管で は
,

C
-

m y C の m R N A

の シ グナ ル が多く見 られ た . c
-

m y C 遺伝子は , 細胞増殖刺激 に

対 して 速や か に m R N A へ の 転写が 克進 し , 細胞増殖を促す と

さ れ て お り
,

こ の m R N A シ グナ ル の 増生 は上 述 の 細胞動態 の

成績を 支持す る もの と理 解 され る . こ れ ら の 所見 よ り
, 今回検

索 した 肝胆道系疾患 で は増殖性変化が 肝内小型胆管 に 広汎に 及

ん で い る こ と を 示 して お り
,

した が っ て 定型的細 胆管 の 増生 ほ

既存 の 胆管上 皮の 増 生の 1 つ の 反映と 考え られ る .

一

方 , 非定型的細胆 管は ,
P B C や P S C の よ う な 慢性 胆汁

う っ 滞を 呈 す る胆 道系疾患で しば しば観察 され る 細阻管反応 で

あ る
2)8) g) 4 3 )4 6 ) 61 )

. しか し
, 頬似の 形態 の 細胆管は ア ル コ

ー ル 性肝線

維症等でも少 なか らず見 られ る
12) ほ)

. 今回 の 検討 で t 2 ～ 4 期 の

進行 した P B C や P S C の み な らず
,
肝外閉塞性黄痘 ,

ア ル コ ー

ル 性肝線維症 ,
亜 広汎性肝壊死 , 肝 内結石症 , 肝硬変 , 慢性活

動性肝炎の 各症 例に も種 々 の 程度に 非定型的細胞管増生を 認め

た . 肝硬変や 亜 広汎性肝細胞壊死 の 剖検症例や 外科的切除肝で

は , 非定型的細胞 管が肝 実質や 再生結節の ほ と ん どを 置換 して

い る症例を 経験す る こ と が あるが
, 今回 検討 した症例 の 中に も

こ の 様な 像を 伴 っ た 症例が あ っ た . 組織学的に
, 限界板 の 破壊

を 伴 っ た 領域で , 非定型的細 胞管 は , 門脈域周囲の 肝細胞 と入

り乱れ て
, また 連続して

, 肝細胞 と混在 して 存在 して お り , 限

界板領域 で の 肝細胞 の 消失ま た は 破壊 と深く関与 して い るも の

と考え られ た . 上 述 の 如く , 高度例で は , 肝小葉や 再生結節 の
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ほ とん どが非定型的細胆管で 置換 され て い る像も見られ た こ と

も ,
こ の 解釈 に 矛盾 しな い .

免疫染色を 用い た 表現塑 の 検討で は
,
C K 発現の 検討 で , 大

半の 非定型的細胞管は 完全 な胆管上 皮型と して の 表現塾を 有 し

て い た が
,

一

部で は A E l 陰性で 胆管上 皮と して は不 完全 な 表

現型を示 すもの もあ っ た . E M A は 胆管上 皮細胞 に 発現を 認め
,

肝 細胞 に は発現を 認め な い 抗原 で あ るが
仰

, 今回検討 した 非定

型的細胆管 に ほ 明 らか な E M A の 発 現 を 認め な か っ た . した

が っ て
, 非定型的細 胆管は

, 胆管上 皮細胞と して 不 完全ま た は

未熟な表現塾を 示す 胆管成分と 考え られ た . これ に 加え , 非定

型的細胞管に 隣接す る肝細胞ほ
t

A E l が 弱陽性 で あ っ た こ と

か ら,
こ れ らの 肝細胞 は胆 管上 皮と して の 表現型を 獲得 しつ つ

ある
,

また 発現 しつ つ ある こ と を 示 して い る .
こ れ ら の 所見

は , 小葉辺綾部の 肝細胞が 胆管上 皮細胞 へ 直接 , 形質転換を し

つ つ ある所見と 思わ れ る .

また
,

A g N O R ス コ ア と P C N A L I を 用 い た 増殖活性の 検討

で
,
非定型的細胆管 の 増殖活性 に 不均 一

性 が見 られ た . すなわ

ち , 肝外閉塞性黄痘 , 亜 広汎性肝壊 死, 肝硬変 , 慢性活動性肝

炎の 非定型的細胆管 で は
, 病的肝 の 増 生定型的細胆管と 同程度

の 増殖活性を示 した が
,
P B C や P S C の 非定型的細胆管 では ,

正常肝の 定型的細胆 管と 同程度 の 低 い 増殖活性で あ っ た . こ の

ような 症例間に おけ る非定型的細胆管 の 増殖活性の 相違 は
, 組

織発生ま た ほ病理 学的意義の 違 い を反映 し て い るの かも しれ な

い . すな わ ち , 非定型的細 胆管増生 ほ胆 汁 う っ 滞に 関連 した 現

象と考え られ て い る こ と か ら , 長期慢性胆汁う っ 滞の 状態で あ

る P B C や P S C の 非定型的細胆管増 生ほ
, 門脈域周 囲肝細胞か

ら胆 管細胞 へ の 形質転換を反映 し
, 急速 に 胆汁う っ 滞 が進展す

る肝外閉塞性黄痘 ▲ 亜 広汎性肝壊死
, 肝硬変 , 慢性活動性肝炎

の 非定型的紳胆管増生は , 増殖活性克進を 伴 っ た 未熟 な胆管細

胞 に よ る肝細胞の 置換を反映 して い るの か も しれ な い . 肝小葉

あるい ほ再 生結節の ほ と ん どが 非定型的細胆管で 置き換わ っ て

い る像ほ
,

こ の 考え 方に
一

致す る . 従 っ て
, 非定型的細胆管増

生ほ
, 急性 およ び 慢性胆汁 う っ 滞肝 で の 肝細胞 消失 に 関連 した

変化と 考え られ た .

さて
,

T G F- α は
,

E G F と ア ミ ノ 酸配列に お い て 約40 % の 相

同性を有 し
,

ま た E G F と 同様 ,
E G F R に 結合 して 作 用 し

ト 踵

瘍細胞 お よび 非腫瘍蘭胞 の 増殖や 化生を 含め た種 々 の 形質転換

に 関連 した サ イ ト カ イ ン と され て い る
30 卜 3g )6 2 帽3}

. ま た
,

T G F- α

は
, 多く の 非腫瘍性 の 細胞 で 産生 され

,
ほ と ん どの 上 皮細胞 の

増殖に 関与 して い る こ とが 報告さ れ て い る
64)6 5)

. 免疫敵 織化学

的検討 で
, 実験動物 で の 肝部分切除 後の 肝細胞に T G ト α の 存

在が示 され て お り , ま た
,

ヒ トで も肝細胞痛だ け でな く
, 胎児

肝 , 成人肝の 再生肝細胞や 小葉間胆 管な どの 非腫瘍性上 皮細胞

に も T G F -

α の 発現が ある と報告 され て い る
31 ト 36) 6 2 )6ユー

. また , 肝

に 関す る生体外実験 で
,

T G F-α m R N A の 転写克進 に 伴 っ て
,

肝細胞 の 増殖 に 関す る各種の 成 長因子も促進 され
,

ま た
, 培養

肝細胞に お い て 内因性 T G F -

α が 自 らの 成 長を促 進 ( オ ー ト ク

ラ イ ン 機構) す る こ とも示 され て い る
3 8)

. こ れ らの 成 績 よ り
,

T G F -

α は 生体 内に お い て も肝細胞 の 増殖に 重要な 役割 を 果た

すと考え られ る . 増生や 種 々 の 形質変化 を示 す こ と が知 られ て

い る胆 管上皮細胞で も T G F- α が 何 らか の 役割 を果た して い る

との 仮定で
上 本研究で は , 胆管 と肝細胞 の 病態 へ の T G F-α の

関与を 検討 した .

免疫染色に よ り
, 種 々 の 病 的肝 で 肝細 胞 に T G F - α お よ び

49

E G F R の 発 現 を 認 め た . さ ら に
,
I S H 法 に よ り 肝 細 胞 に

T G F- a m R N A の 発現を 認めた . しか し
,

正 常肝で は
, 他の 報

告制 細
に も あるよ うに

,
T G F -

α m R N A の 明 らか な発現は 認め ら

れ な か っ た .
こ の 結果 よ り

, 病 的肝 で の 肝 細 胞 ほ T G F -

α

m R N A の 転写冗進 と T G F -

α を産生 し てい る こ と が 示 さ れ た

が
, 正 常肝 の 肝細胞で は , 病的肝 と較 べ

,
T G F -

a m R N A の 転

写冗進ほ きわ めて 低い もの と 考えられた . ま た
, 近年 , 再 生肝

細胞の み な らず , 間菓系細胞, 特 に ク ッ
パ ー

細 胞で の T G ト α

塵生の 可能性が あ る こ とが 推測 され て い る
35)6 6)

. 今回 の 研究で
,

病的肝の 肝細胞の み ならず ,
ク ッ

パ ー 細胞に も T G F- α お よ び

T G F -

α m R N A の 発現を認 め
,

ク ッ
パ ー 細胞も T G F -

α 産生能

を 有する こ とが 示 され た .

一 方 , 胆管系に 関 しては
▲ 正常肝を 含め た全 ての 症 例の 小葉

間 胆 管 , 定 型 的 お よ び 非 定型 的 細 胆 管 に T G F -

α :お よ び

E G F R の 発現を 認め
,

また
, 免疫 プ ロ

ッ ト 法 , ウ ェ ス タ ン プ

ロ
ッ ト法 に よ り胆汁中に も T G F-α の 存在を 確認で きた . しか

L
, 胆管上 皮 で の T G F

-

α m R N A の 発現は
,
正 常肝症例の み な

らず , 肝細胞に T G F-α m R N A の 発現を認 めた 病的症例 に お い

て も , 認め ら れな か っ た . 胆管 上 皮 に お け る
, 免 疫 染 色 で

T G F-α が発現 し
,
T G F -

α m R N A の 発 現がな い 現象は , 外来性

の T G F- a が 胆管上 皮の 細胸膜 ( 掛 こ
,
E G F R) を通 して , 胆管

細胞質膜お よ び細胞内に 取 り込 まれ , 作用 して い る像 を反映 し

て い る と思わ れ る . した が っ て
,
肝細胞及 び ク ッ

パ ー 細胞で産

生され た T G F- α が オ ー

ト ク ライ ン 及び パ ラ ク ライ ン 機構 に よ

り肝細胞自身に 作用 する の み な らず, 胆汁 を介 して 胆管上 皮細

胞 に も作用 して い るもの と推定 され る .

T G F -

α に ほ
, 細胞の 増殖や 化生を含 めた 細 胞形質 転換 に 関

連 した 機能 が ある こ と が知 られ て い る . 今回 の 成績よ り , 胆管

上 皮細胞の 膜や 胸体内の T G F- α が
, 胆管上 皮の 増殖や化生 を

含め た 形質転換に 関与 して い る こ と が 強く示 唆 され る . しか

し
,

そ の 正 確 な作用 機序と 細胞 内で の 分子 機構は今後の 検討課

題と 考え られ た .

結 論

各種肝胆道塑疾患 の 肝組織切片 お よび 胆汁を 材料と し
, 細胆

管 ( 定型的お よび非定型的) 増生 の 病理 学的意義 と 増 生磯 序を

検討 し
, 以下の 結論を待た .

1 . 定型的細胆管 ほ
l 全 て の 肝胆 道型疾患 で 種 々 の 程度 に 増

生 して い た . 非定型的細胆管 ほ
,
P B C ( 2 ～ 4 期) や P S C ( 2 ～

4 期) な どの 原発性 胆 道糸疾 患 お よ び 肝 外閉塞性 黄痘 ,
ア ル

コ ー

ル 性肝線維症, 亜 広汎性肝壊死
, 肝硬変 , 慢性活動性肝炎

症例で種 々 の 程 度と頻度で 見 られ た .

2 . 定型的細 胆管 は胆管上 皮国有の 表現塑 を有 して お り
,

ま

た
, 増殖活性の 克進 を認め た . 小葉間胆 管で の 胆管上皮細胞の

増 殖活性も克進 して い た .
つ ま り

, 多く の 肝胆道糸疾患 で は ,

小型胆管系全体の 増殖活性 が克進 して お り ∴定型的細胞管増生

は
, 既存の 胆管上 皮細胞か らの 増生に よ るも の と考え られ た .

3 . 非定型的細胆管は 胆管型 の 表 現型 と して ほ不 完全 で あ

り
, 細胞動態の 検討か ら, 増殖活性克進 を示すもの と

仁 増殖活

性 の 弱 い もの がみ られた .

4 . 細胞増殖括性の 弱い 非定型 的細阻管 は P B C や P S C 等の

慢性胆汁う っ 滞症例で み られ
,
主 と して肝細胞の 化生 に よる見

か け上 の 増生と考えられ た .

5 . 増殖活性 の 高い 非定型的細胞管 は肝外閉塞性貴痘 , 亜広
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汎性肝壊死, 肝 硬変 や慢性活動性肝炎症例でみ られ
,

不 完全な

表現塾 の 発現を 示す胆管細胞 の 増殖 と考え られ
,

これ ら疾患で

の 肝細胞消失に 関連す る1 つ の 現象 と考え られた .

6 . 小葉間胆管 ,
定型的 細胆管 お よ び 非定型 的細 胆管 に

,

T G F
-

α と E G F R の 強い 発現 を認め た こ と よ り ,
T G F -

α が 定型

的お よび非定型 的細胆管 の 増殖ま た は形質転換 に 関連 して い る

こ とが 示 唆 された .

7 . 肝細胞と ク ッ
パ ー 細胞に T G F- a m R N A の 発現 を認 めた

が
, BB . 管上 皮に は 明 らか な m R N A の 発 現を 認 め ら れ な か っ

た . 胆汁中 T G F -

α は
,
肝細胞 お よ び ク ッ

パ ー 細胞 で産生され ,

E G F R を 介 して 胆管上 皮細胞 内に取 り込 まれ , 細 胞管 の 増 生や

化生等の 形質転換に 関連 して い る こ と が示 唆 された .
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