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マ ウ ス 胆道系上皮細胞の 区分別培養法の確立

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)

片 柳 和 義

胆道系は l 解剖学的に 総腹軌 総肝軌 胆嚢 ▲ 肝 門部肝内大型胆管(肝門部胆管) , 末梢部肝内小型胆管(末梢部胆管) に

分類 され る ･
ヒ ト の 胆道系疾患 で ほ , 各 々 の 胆 道区分 が特異的 に 障害 され る こ と が 多 い . 例え ば , 原 発性胆 汁性肝硬変

(p ri m a r y b ilia r y cir r h o sis I P B C ) や 臓器 移植後 の 肝障害 で は
, 肝 内 の 小 型胆管 が選択的 に 障害 され

, 原発 性硬化性胆管炎

(p ri a m a r y s cl e r o si n g c h ol a n giti s ･ P S C ) で は捻肝管 , 総胆 軌 肝門部胆管に主な病変が み られる . これ ら凪 道糸疾患 の 発生と進

展 に は ▲ 各々 の 解剖学的区分に おけ る胆道上皮細胞 の 構造や傲能や 抗原性 の 違い 等が 深く関連 して い る と思わ れ る . 今 臥 胆

道系疾患の 発生幾序や病態を解明す る基礎的研究 と して , S I c/I C R マ ウ ス を 用 い て 腹 這系 の 解剖学的区分別培養の 確立 を試 み

た ･ すなわ ち
,
コ ラ ゲナ ー ゼ濯流法に よ り, 肝を 消化 して 胆管樹(bili a r y tr e e) を作製 し

,
ま た

, 阻 諷 総胆管を個別 に 採取 し

た ･ そ して
･ 実体顕微鏡下で , 肝内外 の 各 々 の 胆 管系の 区分 (総胆私 腹嚢 , 肝門部胆管, 末梢部胆 管) を 含む徴小組織片 を作

製 し, 培養移植片 ( e x pl a n t) と して用 い た ･ こ れ ら培養移植片 を コ ラ ー

ゲ ン ゲ ル 倍 地 上 に 静 置 し, 上 皮 成長国子 ( e pid e r m al

g r o w th f a c t o r ･ E G F) を含む ヌ ー ･ セ ー

ラ ム (N u- S e r u m ) 借地 を重層 し
,
初代培養を行 っ た . 次 に コ ラ ー

ゲ ン ゲ ル 倍地上 の 培養

移植片よ り増殖進展 した 上皮細胞 シ ー

ト (間菓系細胞を含まない 部) を選択的に 切り取 り , 別 の コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 借地 に 移植 し,

継代培養 を行 っ た ･ な お
, 継代培養で は胆道糸上皮細胞の み の 純粋培養を行 っ た ･ 3 週間 釦 こ継代を繰 り返す こ と に よ り

,
胆

嚢, 肝 門∫ 総胆管由来の 胆道上皮細胞の 培養は10 代 ま で
l 末梢肝内胆管の 胆道上皮 の 培養 は 6 代ま で 継代培養す る こ とが 出来

た ･ 形態学上 い ずれ の 培養細胞も低円柱状 ～ 立方状の 形態 を示 し
,
ゲル 借地上 を

一

層性に 増殖進展 した . い ずれ も粘液染色

(ジ ア ス タ ー ゼ 処理 後過 ヨ ウ素酸 シ ッ フ 染色お よ び ア ル シ ア ン 青 p H 2 ･5 染色) で は粘液産生が ほ とん ど見られな か っ た . r- グル

タ ミ ル ト ラ ン ス ペ プ チ ダ ー ゼ (T- gl u t a m yl tr a n s p e p tid a s e , T - G T P) 染色 では 培養細胞 ほ胸体 が び漫性 に 陽性であ っ た . 免疫組織

化学的に , 初代お よ び継代の い ずれ の 培養上 皮細胞も サ イ ト ケ ラチ ソ (c y t o k e r a ti n , C K) Z-6 2 2 お よ び A-5 7 5 に び 漫性 に 陽性
で あ っ た ･ ま た

1
レ ク チ ン の ドリ コ ス マ メ レ ク チ ン (D oli c h o s bifl o r u s a g gl u ti ni n , D B A)

,
ピ ー

ナ ッ ツ レ ク チ ン ( p e a n u t

a g gl u t in i n ･ P N A ) ･ ダ イズ マ メ レ ク チ ン ( s o yb e a n a g gl u ti n in , S B A ) を 用い
,
レ ク チ ン 結合性を検討 した と こ ろ

,
い ずれ の 培養

細胞も部分的 ～ び漫性 に 陽性所見(結合性) を示 した ･ 透過電顧像 で ほ い ずれ の 培養細胞も内腔面に 豊富な徴絨毛を見, 細胞 間

に は 接着装置や俵合 ヒ ダが 認め られ , 生体内の 胆道系上皮 とほ ぼ 同 じ形態 を示 した . ま た
, 胆道系上 皮細胞を コ ラ ゲ ナ ー ゼ 処

理 と トリ プ シ ソ 処理 で分離 し, コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 培地内で 3 次元培養を行う と , 培養2 日 目よ り
, 嚢胸を 形成 し, 経過 と とも に

内陸が拡張 した ･ 次 に サ イ トカ イ ン 添加よ り , 胆道培養上皮に どの 様 な変化が見 られ る か を検討 した . 培地中に イ ン タ ー

フ ェ

ロ ン
ー

T (i n t e rf e r o n - g a r n m a , I F N -

T) を 添 加 す る と , 初 代 お よ び 継 代培養 の 上 皮細胞 に 主 要 組 織 適 合 抗 原 ( m aj ｡ r

h is ti o c o m p a tibilit y c o m ple x a n tig e n ･ M H C ) ク ラ ス I ･ Ⅱや 細胞接着分子 1 (i n t e r c ell ul a r a d h e sio n m ol e c ul e-1 , I C A M -1) の 発

現が 誘導され , 本培養系を用 い る こ と に よ り胆道上皮の 免疫病理学的過程を精細 に 観察す る こ とが 可 能 と考え られ た . また
,

外科的に 切除 した ヒ ト胆嚢の 一 部よ り ･ マ ウ ス の 場合と 同様 に微小鼠織片を作製 して
,
コ ラ

ー

ゲ ン ゲル 培地上 で初代培養お よ

び継代培養 (純粋培養) を行う こ とが 出来た ･ また , 培 養液中に ヒ ト IF N-T を作 用 させ る こ と に よ り , M H C ク ラ ス Ⅱ や
IC A M -1 の 誘導が 培養 ヒ ト胆嚢上 皮細胞 でも同様に 認め られ た .

K e y w o r d s bilia r y e pit h eli al c ell ･ bili a r y t r e e 】 C u lt u r e o n c o ll a g e n g el, m aj o r histi o c o m p a tibilit y
C O m p le x , ad h e si o n m ol e c ul e

成 人の ヒ ト肝内外 の 胆管 は t 全長的 2 k m に 及び
, 肝細胞 で

分泌 され た 胆汁を十 二 指腸 へ と 導く導管 である
1)2)

. 胆管 お よ び

胆喪 の 内膜面ほ 一 層 の 立方 ～ 円柱上 皮 に よ っ て覆わ れ て お り
,

胆道系上 皮は 水 ∴電解質 の 分泌, 吸収作用と い っ た生理 機能を

持 っ てお り ト 胆汁 の 流れ , 成分の 調節に 重要な役割を担 い
l)2}

,

ま た
, 粘液 ,

I g A , リ ゾ チ
ー ム

,
ラ ク ト フ ェ リ ン な どを分泌す る

こ と に よ り
,
胆道 の 局所免疫 にも携わ っ て い る

3)
.

さ て
, 胆道 系は 解剖学的 に 総胆管 , 胆嚢, 肝 内大型胆管 , 肝

内小型版管等 に区分され る 抑 . 肝 内外 の 胆道系ほ レ ベ ル (区分)

に 応 じて 形 凰 粘液産生能 , 糖鎖の 発 現に違 い が あり , また ,
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胆道系上皮細胞の 培養

多く の ヒ ト胆道系疾患で ほ胆管の レ ベ ル に 応 じて 障害の 程度や

病像が異 な っ て い る . 胆道系上 皮細胞の それ ぞれ の 区分に おけ

る棲息 機軋 抗原性の 違 い が
,
こ れ ら疾患 の 部位選択性 の 背

景に ある と考え られ て い るが , 解明 され て い ない 点, 不 明な点

が 多く残 され て い る .

さ て , 胆道系の 解剖学的区分に 応 じた構造や故能や病態を解

明す る上 で 仁 胆道系 の 各区分毎の 胆道上皮細胞を分離 , 培養す

る系 を用い た ア プ ロ ー チ が 有効と 思わ れ る . 胆道 系上 皮細胞の

培養 は従来からい く つ か 報告され て お り
, 当教室 の 河村 ら

5)6)

,

吉田
7)
が

,
ウサ ギ を 用い て胆 嚢上皮細胞 の コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内 の

3 次元培養法 を開発 し
, 疾患解明に おけ る応用性 を報告 して い

る ･ また , 肝 内胆管上皮細胞 の 培養 と して ほ Siri c a ら町の ラ ッ

トの 総胆管結染 に よ り , 肝 内胆管上皮細胞を増殖 させ ,
コ ラ ゲ

ナ
ー ゼ 濯流 法 と密度勾配遠心法 に よ り分離培養す る方法

,

K u m a r ら
g)
に よ る無処置の 正 常 ラ ッ トか ら胆管上皮細胞を コ ラ

ゲナ
ー ゼ 濯流法 と密度勾配遠心 法 に よ り 分離培養す る方軌

K u m a r ら の 方法に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (胆 管上 皮細胞 に 特異

的) を用 い る免疫吸着性分離法を観 み合わ せ たI sh ii ら
10 ト 12 )
の 方

軌 Y a n g ら
1 3)
が報 告 した 正常 ラ ッ トか ら コ ラ ゲナ ー ゼ 潅流 法

と コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル 内3 次元 培養を応用 して 採取す る方法 などが

ある ･ しか し
,
こ れ ま でに 胆道系 の解剖学的区分に応 じて胆道

上皮細胞を分離 し
, 培養 した 報告 は な い . そ こ で 今 臥 マ ウス

の 胆道糸上皮細胞 を , 胆外胆道系 と して総胆管, 胆重層 肥 区分

し
,
また 肝内腹 這系 と して肝門部肝内大型胆管 (肝 門部胆管)

,

末梢部肝内小型胆管 (末梢部胆管) をそ れ ぞれ 区分別 に 培養す

る こ と を 試み
, 総胆管 , 胆嚢 , 肝門部胆管の 胆道上皮ほ1 0 代ま

で
, 末梢部胆管 の 胆 道上 皮ほ 6 代 ま で 継代 して観察 し

,
こ れ ら

の 細胞学的性状を検討 した の で 報告す る .

材料お よび方法

Ⅰ . 初代培養

材料と して 30 ～ 3 5 g の 雄 マ ウ ス (S I c/I C R , 日本 S L C , 浜

松) 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 大静脈を流入部

, 門脈

を 流出部 と し た 流路 を作製 し た ( 図 1 ) . ペ リ ス タ ポ ン プ

( M a s t e rfl e x . C hi c a g o , U S A ) を 用 い て
,
カ ル シ ウ ム 不 含

H a n k s 液を 潜流 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 ン イ

ン ヒ ビ タ ー (S ig m a , S t , L o ui s , U S A) を 含む p H 7 .4 の H a m

F -1 2 (F l o w L a b o r at o ri e s
,
I r vi n e

,
S c otl a n d) 培養液 (以下, コ ラ

ゲ ナ ー ゼ 溶液) を10 分間湾流 し, 肝実質を 消化 した . 肝 臓を 摘

出軋 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 . また
,
これ とは 別 に 総胆管 と胆嚢を 摘出 し

た .

次に カ ル シ ウ ム 不 含 H a n k s 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 ン セ ッ ト(夏目 製作軌 東京) を用 い て
, 肝門部胞管 と末

梢部胆管に区分 して細切 し, 微小組織片 を作製 した . また
J 胆

嚢お よ び総胆管も同様 に 実体原敬鏡下で , 胆嚢は 2 ま た ほ 3 分

割∫ 総胆管は 3 ま た は 4 分割 して ,
それ ぞれ 微小組織片を作製

g r aft - V er S u S - h o s t dis e a s e ; H G F h e p at o c y t e g r o w t h

5 5

した .

微小狙織片 を 2 ･5 p g/ m l ホ ル ス コ リ ン (f o r s k oli n) (和光純薬 ,

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 ot e c h n ol o g y , N e w Y o r k

,
U S A ),

1 0 p g/ m l イ ン ス リ ソ (i n s uli n) (和光純# ) , 1 00 単位/ m l ペ ニ シ リ
ソ G (明治製菓 , 東京) , 1 0 0 捕/ 血 ス ト レ プ ト マ イ シ ソ (明治製

菓) お よ び 1 0 % ヌ ー
･ セ ー ラ ム ( N u - S e r u m ) Ⅴ (B e c t ｡ n

D i c k i 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 ベ ヅ 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

量培養液(以下, ヌ ー
･ セ ー ラ ム 培地) に浮遊 させ .

5 % C O 2 イ ン

キ エ
ペ - タ ー 内で 1 日 間

, 浮遊培養 した .

次 に0 ･ 3 % 酸可 溶性 I 型 コ ラ ー

ゲ ン ゲ ル (C ell m a tri x T y p e

I- A ･ 新田 ゼ ラ チ ン) , 1 0 倍濃度 の D M E M / H a m F -1 2 等量培軋

2 ･2 % N a H C O 3 お よ び 200 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 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 軋 大阪) に 一

時

的 に 保管 した ･ 次に 1 日 間浮遊培養 した 微小組織片 (胆嚢 , 総

胆 乳 肝門部胆管 , 末梢部胆管の 4 区軌 以下 4 区分) 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 乳 初代培養を行 っ た . 培

養液は 3 日毎に 交換 し ト 経時的に 2 週間ま で位相差顕教鏡 ( オ

リ ン パ ス) で 観察 した . ただ し
, 予備実験 で

, 初代培養で は 4 区

分の 培養移植片か ら 仁 胆道系上皮細胞が い ずれ も増軋 進展す

る が
, 肝内胆道系(肝門部胆管, 末梢部胆管) の 培養移植片でほ

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 目で 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 しば

しば肝外胆道系を含め , 初代培養開始5 日 ～ 1 週間 目に位相差

顕微鏡下で
, 培養移植片と 問質系細胞 の 増殖 が見 られ る コ ロ

p e rf u sio n of a ･ n O r m al m u ri n e li v e r t o p r e p a r e th e biii a r y
t r e e .

f a ct o r ; IC A M
- l
,
i n t e r c ell ul ar a d h e sio n m ol e c ule - 1 ; IF N -

T ,
i n t e rf e r o n g a m m a ; L F A -1

,
1y m p h o c y t e -f u n ctio n a s s o ci a t e d a n tig e n -1 ; M = C , m aj o r his ti o c o m p atibilit y c o m p le x

a n tig e n ; P A S , p e ri o di c a cid S c hiff ; P B C , p ri m ar y bili a r y cir rh o sis ; P B S , p h o s p h at e - b uff e r e d s ali n e ; P N A ,
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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 .

‡ . 継代培養

阻喪 , 総胆 管t 肝 門部胆 管 , 末梢部胆管の 各初代培養 に お い

て
, 培養移植片よ り 胞道糸上皮細胸 は ゲ ル 培地上 を 単層性 に 増

殖進展 した . 増殖先端部 で は問質細胞 の 混入 の な い 胆道系上皮

細胞の みか らな る領域が所々 に 認め られ た . こ の 部位を位相差

顕教鏡下で 選択的 に ゲ ル 培地 ご と約径 3 m m 大の 模型に 切 り取

り , 別の ゲ ル 培地 に 移植 し, 継代培養を行 っ た . 継代培養で は

10 % ヌ ー ･ セ ー ラ ム (N u -S e ru m ) V の 代わ り に10 % 牛胎児血 清

( Gib c o , N e w Y o rk , U S A ) を 含む血清培地を用 い て 3 週 間培養 を

行 っ た . 同様 の 操作を 3 週間毎 に 繰 り返 し, 胆嚢 , 総胆 管 , 肝

門部胆管で ほ10 代 まで , 末梢部胆管 は 6 代ま で観察を続けた .

Ⅲ . 3 次元培養

継代培養 を 3 週間行 い , 集密的( コ ン フ ル エ ソ り 状態 に 達 し

た胆道糸上皮細胞 ( 4 区分) を ゲ ル 培地 ご と ピ ン セ ッ ト で 培養

皿か ら
, 剥離 し, 遠沈管 (50 m l , C o r ni n g) に 入 れ ,

1 0 0 0 単 位/

m I デ ィ ス パ
ー ゼ (合同酒精, 東京) を含む コ ラ ゲ ナ ー ゼ 溶液 を

注ぎ, 密封 して40 分 間イ ン キ エ
ペ -

タ
ー

内で 乗法器 ( マ イ ル ド

ミ キ サ ー P R -1 2
,
タ イ テ ッ ク

,
埼玉) を 用い て 振返 し , ゲ ル 培地

を亨削ヒした . 次 に カ ル シ ウ ム 不含 H a n k s 液を 遠沈管 に 添加 し,

遠心(80 0 r p m , 5 分間) し , 上 皮成分を沈殿 させ た . 上 澄 み液 を

吸入 後一 さ ら に0 . 2 5 % トリ プ シ ン (Si g rn a_) と0 . 0 2 % の E D T A

(和光純薬) を含む カ ル シ ウ ム 不含 H a n k s 液 い リ ブ シ ソ 溶液)

を15 分間作用 させ 一 細 胞を分散 させ た . 血 清培地を加 え る こ と

に よ りト リ プ シ ン を 不 信化させ た 後 , 再び遠心 し , 上皮成分を

沈殿 させ た . 上 澄み 液を 吸引後 ,
カ ル シ ウ ム 不含 H a n k s 液を添

加 して , 拡散 し , 再度遠心 し, 沈殿 させ た . こ の 沈漆物 に ゲ ル

培地を加 え , 十分 に 混和後∴細胞培養皿 (径 3 .5 c m ) に 3 m l 注

入 し
,
3 7 ℃ で 固化 させ た .

こ の 上 に 血 清培地を重層 して37 ℃ ,

5 % C O 2 イ ン キ ュ
ベ ー

タ
ー 内で 3 週間わ た っ て 培養 し, 位相差顕

微鏡下 で経時的 に 観察 した .

Ⅳ . イン タ ー 7 ェ ロ ン
ー

γ (i n t e rf e r o n
-

g a m m a , I F N
-

y) 添

加に よ る主要組織適合兢原ク ラス Ⅰ ,
ク ラ ス Ⅰお よび細

胞接着分子 の 発現 の検討

血清培地で 3 週間培養 し, ほ ぼ コ ン フ ル エ ソ ト な状態 に 達 し

た 初代 およ び 継代培養細胞( 4 区分) に お い て , 血 清培地中 に マ

ウ ス IF N
-

T ( G e n z y m e , C a m b rid g e , U S A) を添 加 (5 0 0 単 位/

m l) し , 3 日 間作用 さ せ た , 標本作製 お よび 免疫染色 ほ後述す

る .

Ⅴ . 胆道系上皮細胞 の形態学的検討

1 . 光学的観察

〔培養細胞〕

初代培養で は 1 週 日と 2 週 日 , 継代培養 で は 3 週目 の 胆道系

上皮細胞 ( 4 区分) を ゲ ル 培地 ご と1 0 % 緩衝 ホ ル マ リ ン で4 8 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

包理後, 薄切 し , 切片を 作製 した . ま た ,
3 次元培養で は培養

3 日 臥 1 週 日, 2 週 臥 3 週 日の 4 区分 の 胆道系上皮細胞 を

ホ ル マ リ ン で 3 日間固定 した後 ,
パ ラフ ィ ン 包理 し , 切片を作

製 した .

〔胆道系覿織〕

30 ～ 3 5 g の 雄 マ ウ ス を エ
ー テ ル 麻酔下 で開腹後 , 下大静脈 を

切断 し
,
失血 死 させ て , 肝臓, 総胆管 一 胆 嚢を 直ち に 摘出 し,

細切 した 後 ,
ホ ル マ リ ン 固定 ,

パ ラ フ ィ ン 包 理 切片 を作製 し

た .

こ の 切片を 用 い
,
H E 染色, 粘液や 細胞表面の 糖蛋白の 有無

を 検索す る た め に ジ ア ス タ
ー ゼ 処 理 後過 ヨ ウ 素 シ ッ フ

( p e ri od i c a cid S c h iff , d
- P A S) 染 色 ,

ア ル シ ア ン 青 ( al ci a n

b l u e
,
A B) p H 2 .5 染色を行 っ た .

2 . T
- グ ル タ ミ ル ト ラ ン ス ペ プ チ ダ

ー ゼ ( g a m m a - gl u t a m yl

tr a n s p e ptid a s e , T- G T P) の 染色

T
T G T P 染色を R u t e n b e r g ら

一4) の 方法に 準 じて行 っ た . 継代培

養 を 3 週間行 い ,
コ ン フ ル エ ソ ト な 状態に 達 した 4 区分 の 胆道

系上皮細胞 を コ ラ ゲ ナ ー ゼ 処理 と ト リ プ シ ソ 処理 に よ り , 可 及

的に 単細胞化 し, Ⅰ型 コ ラ ー ゲ ン (新 田 ゼ ラ チ ン) で 塗布 した

L a b- T E K チ ャ ン バ
ー

ス ラ イ ド (2 w ell) ( N u n c , N a p e r vi 1l e ,

U S A ) 上 に 散布 して , 血 清培地 で , 2 週 間培養 した . 次に80 %

エ タ ノ ー ル を 1 時間作 用 させ る こ と に よ り固定 し, γ一 グ ル タ ミ

ルー4
- メ チ オ 車 シー2- ナ フ チ ル ア ミ ド (T

-

gl u t a m yl-4 - m e th o x y-

2 -

n a P h th yl a m id e) ( C alb i o c h e m , S a n D i e g o , U S A ) 2 ･5 m g ,

p H 7 .4 T ri s 緩衝液 5 .O m l , 0 .8 5 % N a cl 溶液1 4 m l , グリ シ ル グ リ

シ ン ( gly c yl gly ci n e) (和光純薬) 10 m g , フ ァ ス トブ ル
q B B サ ル

ト (f a st bl u e B B s alt) (S ig m a) 1 0 m g か らな る染色液に37 ℃ で

50 分間作用 させ ,
0 .8 5 % N a Cl 溶液で 洗浄後 ▲

0 .1 M 硫酸銅(和

光純薬) 溶液 を 2 分間作用 させ ,
生 理食塩水 , 蒸留水 で 洗浄後 ,

メ チ ル グ リ ー ン で 核染 し , 封入 した . r
- G T P の 陽性 コ ン ト ロ

ー

ル と して
,
マ ウ ス 膵敵織の 凍結切片を使用 した .

3 .
5- ブ ロ モ ー 2

'

- デ オ キ シ ウ リ ジ ン (5
-b r o m o q 2

'
-d e o x y u ridi n e ,

B rd U) を用 い た D N A 合成期 (S 期) 細胞の 検出

チ ミ ジ ン (th y mi di n e) 類 似体 で ある B rd U を 用い て ,
ア ビ

ン ービ オ チ ソ
ー ペ ル オ キ シ ダ

ー ゼ 複 合体 (a vi di n - b io ti n -

p e r O Xi
-

d a s e c o m pl e x , A B C) 法に よ り ,
B r d U の 免疫染色 を行 い ,

培養

細胞の S 潮細胞 の 標識率 を測定 した .
つ ま り , 継代培養 した 単

道糸上皮細胞 を コ ラ ゲ ナ ー ゼ 処理 と トリ プ シ ン 処理 に よ り , Ⅰ

型 コ ラ ー ゲ ン を塗布 した L a b - T E K チ ャ ン バ ー ス ライ ド上 で 3

日間培養 した . 続 い て 培養液中に 0 .1 m M B r d U ( E x tr a s y n th e s-

e , G e n a y , F r a n c e) を 添加 し , 3 7 ℃ で6 0 分 間作用 さ せ た 後 ,

0 .0 1 M リ ン 酸緩 衝 生理 食塩 水 ( p H 7 .2) (p h o s p h a t e- b u ff e r e d

s ali n e , P B S ) で 洗浄後 ,
8 0 % エ タ ノ ー ル で 固定 した . 続い て ,

P B S で 洗浄後 ,
2 N の H C l 溶液で30 分間作用 させ た . 0 . 3 %

酸化水素加 メ タ ノ ー ル で 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 失宿 さ せ ,

P B S で洗浄 した . そ の 後 , 非特異反応阻止の た め ,
正常 山羊血

清( フ ナ コ シ , 東京 ,
1 0倍 希釈) を作 用させ た . 次に 1 次抗体 と

して ラ ッ ト 抗 B r d U 抗体(Bi o s y s , C o m pi e g n e , F r a n c e , 25 0 倍希

釈) を室温で 2 時 間反応 さ せ ,
2 次抗 体 と して ビ オ チ ソ 化抗

ラ ッ トI g G 抗体 ( V e c t o r L a b o r at o ri e s , B u rli g a m e , U S A) で3 0

分反応 させ ,
A B C 法と0 . 0 0 5 % 過酸 化水素加 ジア ミ ノ ベ ン チ ジ

ン (3 - 3
'

-d i a m in o b e n zi di n e
,
D A B ) ( S ig m a) 処 理 に よ っ て 発色 さ

せ
,
メ チ ル グ リ

ー

ン で 核染色を行い , 封入 し, 検鏡 した . 標識

率は核培養系 とも100 0 個の 培養細胞 を観察 し, 陽性 に 染色され

p e a n ut a g gl u ti ni n ; P S C , . p ri m a ry s cle r o si n g c h ol a n gi tis ; S B A , S O y b e an a g g lu tini n ; V C A M
- 1
,
V a S C u la r a d h e sio n

m ole c ul e - 1 ; V L A
- 4
,
V e ry l at e a ntig e n

-4 ; 電顕 ,
電子顕微鏡; 肝門部胆管, 肝門部肝内大型胆管; 末梢部胆管, 末

梢部肝 内小型胆管



胆道系上皮細胞の 培養

た細胞数を % で 表 した .

4 . 免疫組織学的検討

初代と継代 の 培養細胞お よ び胆道系組織 の パ ラ フ ィ ン 包理 切

片を用い て , 免疫 組織化学的 に サ イ ト ケ ラ テ ン (c yt ok e r ati n ,

C K) Z -6 2 2 〈ウ サ ギ 抗 ウ シ ( ワ イ ド) ケ ラ チ ン 抗 体 ,
D A K O

,

G l o str u p , D e n m a r k , 3 0 0 倍希釈) お よ び C K A - 5 7 5 ( ウ サ ギ抗 ヒ

ト ケ ラ チ ソ 抗体 ,
D A K O

,
3 0 0 倍希釈) の 発現を検討 した . 脱 パ

ラ フ ィ ン 切片を P B S で 洗浄後 卜 過酸化水素加 メ タ ノ ー ル で 内

困性 ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ を 失括 させ ,

P B S で洗浄後 , 非特異反応

阻止 の た 軋 正常山羊血 清 を作用 させ た . 次 に 1 次 抗 体 の

Z -6 2 2 お よ び A
-5 7 5 抗体を室温で 2 時間反応 させ , 2 次抗体と

して ビオ チ ン 化ヤ ギ 抗ウ サ ギ Ig G 抗 体 ( V e c t o r L a b o r a t o ri e s)

で30 分反応 させ ,
A B C 法 と D A B 処理 に よ っ て発色 させ , へ マ

トキ シ リ ン また は メ チ ル グ リ ー ン で 核染色を行 い , 封入 後 , 検

鏡 した .

5 .
レ ク チ ン 鼠織 化学

初代 と継代の 培養栽培 およ び 胆道系組織 の ホ ル マ リ ン 固定 ,

パ ラ フ ィ ン 包理 切片を用 い て ,
レ ク チ ン 結 合性 の 検討 を行 っ

た . 使用 した レ ク チ ン は ド リ コ ス マ メ レ ク チ ン ( βoJどc 加∫

bifl o r u s a g gl u ti ni n , D B A ) ( V e c t o r L a b o r a t o ri e s , 1 0 0 倍希釈)
,

ピ ー

ナ ッ ツ レ ク チ ン (p e a n u t a g gl u ti n i n , P N A ) ( V e ct o r

L a b o r a t o ri e s
, 5 0 倍 希 釈) , ダ イ ズ マ メ レ ク チ ン (s o y b e a n

a g gl u ti n i n , S B A ) ( V e c t o r L a b o r a t o ri e s , 1 0 0 倍希釈) の 3 種類で

ある . い ずれ も ど オ チ ン 化 したも の を用 い た . 脱 パ ラ フ ィ ン 切

片を P B S で洗浄後 , 過酸化水素加 メ タ ノ ー ル で 内因性 ペ ル オ

キ シ ダ ー ゼ を 失宿 さ せ
,
P B S で 洗浄後, 適宜希釈 した ビオチ ン

化 レ ク チ ソ を 室温で 2 時間反応 させ ,
A B C 法 と D A B 処理 で 発

色 した . 続 い て へ マ トキ シ リ ン で 核染色を行い
, 封入 し , 検鏡

した .

6 . 電子顕微鏡 (電顕) 的観察

継代単層培養を 3 週間行 っ た 胆道系上皮細胞 ( 4 区分) と 3

日間3 次元培養を行 っ た胆道系上皮細胞 ( 4 区 分) を ゲ ル 培地

ごと細切 して , 4 ℃ の 2 % グル タ ー ル ア ル デ ヒ ド (0 .1 M , カ コ

ジ ル 酸緩衝液 , p H 7 .4) で90 分間固定 し
, 同緩衝液で 3 回 洗浄

後, 2 % オ ス ミ ウ ム 酸 で60 分間国定 し, 型の ご と く
,

エ タ ノ ー

ル 系列で 脱水 し, エ ボ ン 包理 し, 超 薄切片を作製 した . 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 ( 日 立 製

作所 , 東京) で観察 を行 っ た .

7 ･ I F N で 添加 に よ る主 要覿織適合抗原 ク ラ ス Ⅰ , ク ラ ス Ⅱ

お よび 接着分子 の 発現 の 検討

3 日 間 IF N-r を 作用 させ た 4 区分の 初代 お よ び 継代培養細

胞をすだ れ 状 に ゲ ル 培地 ご と 切開 し , 凍結 用 包理 剤 (0 .C . T ,

C o m p o u n d , T i s s u e- T e k , M il e s I n c . , E lk h a rt , U S A ) に 包理 し,

液休窒素で 急速 に 凍結 させ
,
ク リ オ ス タ ッ ト( マ イ ル ス

･

三 札

束京) で 5〟 m の 凍結切片を作製 した . 次 に 凍結切片を A B C 法

に よ り
,
主 要 敵 織 適 合複 合 体 ( m aj o r hi sti o c o m p atib ilit y

C O m pl e x , M H C) ク ラ ス I ( ラ ッ ト抗 マ ウ ス ク ラ ス Ⅰ 抗 体 ,

E R - M P 4 2
, B M A , A u g s t , S wi t z e rl a n d , 5 0 倍希釈) と M H C ク

ラ ス Ⅰ( ラ ッ ト抗 マ ウ ス ク ラ ス J 抗体 ,
E R- T R 3 , B M A , 5 0倍希

釈) , 接着分子 である細胞間接着分子 1 (in t e r c ell ul a r a d h e si ｡ n

m ol e c u l e -1
,
I C A M -1) ( ラ ッ ト抗 マ ウ ス IC A M -1 抗 体 ,

B S A-2 ,
B ritis h B i o t e c h n ol o g y , U K , 1 0 0 倍 希 釈) と 血 管接着分 子 1

( v a s c ul a r a d h e si o n m ol e c ul e -1
,
V C A M -

1) ( ラ ッ ト 抗 マ ウ ス

V C A M -1 抗 軋 M / K-2 , S o u th e r n B io t e c h n ol o g y , B ir m i n g h a -

5 7

r n
,
U S A

, 2 5 倍希釈) の 発現の 検討 し , 凍結切片を 4 ℃4 % パ ラ

ホ ル ム ア ル デ ヒ ド(半井化学
,
京都) を 含む P B S で1 0 分 固定

後l 洗浄 し, 過酸化水素加メ タ ノ ー ル で 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー

ゼ を失活 させ ,
P B S で 洗浄 した 後 , 非特異反応阻止 の ため

,
正

常山羊血清を作用 させ た . 次 に 1 次抗体を室温で 2 時間反応 さ

せ
, 2 次 抗 体 と して ビ オ テ ン 化 山羊抗 ラ ッ ト I g G 抗 体

( Kir k e g a a r d & P e r r y L a b o r a t o ri e s , M a r yl a n d , U S A ,
1 0 0 倍希

釈) で30 分反応 させ , A B C 法と D A B 処理で 発色さ せ ,
メ チ ル

グ リ
ー

ン ま た ほ へ マ トキ シ リ ン で 核染色 を行い
, 封 入 し, 検鏡

した .

さ らに 凍結切片を用い て
, 包唾前免疫反応法(p r e - e m b e d di n -

g 法) に よ る免疫電顕で抗原の 局在性 に つ い て 検討 した . 各凍

結切片を パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド溶液 で固定後 , 過酸化水素加 メ

タ ノ ー ル に よ り 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 失清 させ ,
正常山羊

血清を作用させ た 後, 各1 次抗体 を室温で 2 時 間反応させ た .

続い て 2 次抗体 と して ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標識 の 山羊抗 ラ ッ ト

I g G 抗体 (Ki rk e g a a r d & P e r r y L a b o r a t o ri e s , 1 00 倍希釈) で30

分間反応 させ ,
D A B 処理 で発色 させ た . 次 に 2 % オ ス ミ ウ ム

酸で60 分間固定 し, 型の ごとく
ユ

ニ ク ノ
ー

ル 系列で 脱水 し, エ

ボ ン 処理 し , 超薄切片を作製 し , 透過電顕 で観察を行 っ た .

ま た
,
マ ウ ス の 肝臓 (末梢部胆管 , 肝門部胆管) , 総阻管, 姐

嚢の 凍結切片を利用 して , 同様に M H C ク ラ ス Ⅰ , ク ラ ス Ⅲ お

よ び I C A M -1
,
V C A M-1 の 発現を検討 した .

Ⅵ . ヒ ト胆嚢上皮細胞の培養

胆石症の 診断で外科的に 切除 した 胆嚢 の
一

部を 実体顕微鏡下

で
,
出来る だ け紫膜下組織 , 固有筋層, 粘膜下甑織 を切離 した

後
, 細切 して ∴微小観織片を作製 し, ゲ ル 培地上 で 初代培養を

2 週間行 っ た . 続い て 増殖先端部の 胆嚢上皮細胞の み か らな る

部分を選択的 に 模型に 切 り取 り , 別 の ゲ ル 培 地 に 移植 し
,

2 ･5 FLg/ m l ホ ル ス コ リ ン (f o r s k oli n) ( 和光純薬) , 2 5 n g/ m l ヒ ト
ー

リ コ ン ビナ ン ト E G F (U p s t a t e B i o t e c h n ol o g y) , 1 0 p g/ m l ヒ ト ー

リ コ ン ビナ ン トイ ン ス リ ン (和光純薬)
,
1 0 0 単位/ 血 ペ ニ シ リ

ン G ( 明治製菓 , 東京), 1 0 恥g/ m l ス ト レ プ ト マ イ シ ン ( 明治製

菓) , 1 0 % 牛胎児血 清( Gi b c o) を含 む D M E M てFl o w L a b o r a t o r-

i e s)/ H a m F-1 2 (F lo w L a b o r a t o ri e s) 等量培養液 を重層 して継代

培養を行 っ た . 継代培養 した胆 嚢上 皮細胞 を ゲ ル 培地 ごとす だ

れ 状に ス ラ イ ス し ,

パ ラ フ ィ ン 包理 後 , 薄切 し, 切片を作製 し

た .

次に 脱 パ ラ フ ィ ン 切片を用 い て ,
A f∋C 法に よ り

,
ヒ ト 胆道

系上皮細胞に 特異的と報告 されて い る 中間径 フ ィ ラ メ ン ト の

C K 7
,
C K 1 9 に つ い て 検討 した . 1 次抗体と して は マ ウ ス 抗 ヒ ト

C K 7 モ ノ ク ロ p ナ ル 抗体( O V- T L 1 2/ 3 0 , D A K O , 5 0 倍希釈) , マ

ウ ス 抗 ヒ ト C K 1 9 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体(B A 1 7 , D A K O , 5 0 倍希

釈) を ,
2 次抗 体 と し て ,

ビ オ チ ン 化 ウ マ 抗 マ ウ ス I g G

( V e c t o r L a b o r at o ri e s) を使用 した .

継代培養 した胆嚢上皮細胞に も ヒ トーリ コ ン ビナ ン ト IF N-γ

(Si g 皿 a) を培地中に500 単位/ 血 とな るよ うに 添加 し , 3 日 間培

養 した . 次 に マ ウス 胆道系上皮柵胸 と同じ手法で
,
凍結切片を

作製 し, A B C 法 に よ り
,
主要鼠織適合抗原で ある M H C ク ラ ス

Ⅰ ( マ ウ ス 抗 ヒ ト h u m a n l e u k o c yt e ･ a n ti g e n- D R α , H L A - D R

a 抗 体 ,
T A し1 B 5

,
D A K O

, 5 0 倍 希 釈) と 接 着分子 であ る

IC A M -1 ( マ ウ ス 抗 ヒ ト IC A M -1 抗 体 ,
B B I G -Il , B ritis h

B i o t e c h
,
A bi n g d o n , U K , 1 0 0 0倍希釈), V C A M - 1 ( マ ウス 抗 ヒ ト

V C A M -1 抗体, B B I G 一 V l , B riti s h B i o t e c h
.
1 0 0 0 倍希釈) の 発現
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Fig ･ 2 ･ M u ri n e tis s u e s p e ci m e n s i o r e x pl a n t o f p ri m a r y c ult u r e of bili a r y e pith eli al c ell s o n c oll a g e n g el . ( A ) A bili a r y tr e e m a d e

b y p e rf u si n g a n o r m al li v e r b y c oll a g e n a s e a n d r e m o v i n g li v e r p a r e n c h y m a , (B ) A c o m m o n b il e d u c t , (C ) A g allbl a d d e r .

A

轡
･ ■

､
二

'

J
=

′

∴~ .･-
■
′

t
l

■

ヽ

F i g . 3 . H i s to lo gi c fi n d i n g s of m u ri n e ti s s u e s p e ci m e n s f o r e x pl a n t of p ri m a r y bili a r y e pith eli al c u l
t u r e o n c oll a g e n g el c u lt u r e ･

( A ) T i s s u e s p e ci m e n s f r o m p e ri ph e r al r e gi o n of b ilia r y tr e e c o n t ai n s e v e r al i n tr a h e p a ti c s m a u b il e d u c t s ( a r r o w h e a d s) ･ H E ,

× 20 0 . (B ) A f r a g m e n t of hilA r r e gi o n of bili a.r y tr e e c o n tai p s a l a r g e i n tr a h e p
a ti c bil e d tl C t ( a r r o w h e a d s) ･ H E , ×1 3 2 ･ (C ) A

ti s s u e s p e ci m e n of c o m m o n b il e d u c t (a r r o w h e a d s) w h i c h i s li n e d b y a si n gl e l a y e r of bili a r y e pith eli al c elI s ･ H E , ×1 0 0 ･ (D ) A

ti s s u e s p e ci m e n g a11bl a d d e r w hi c h i s li n e d b y a si n gl e l a y e r o王bili a r y e pith eli al c ell s ･ H E , × 80 ･



胆道糸上皮細胞 の 培養

に つ い て検討 した .

成 績

Ⅰ . 初代培養

コ ラ ゲナ
ー ゼ 湾流法 よ り径約 2 ×2 c m 大 の 微小な 胆管樹を得

る こ とが 出来た ( 図 2 A) . 実体顕微鏡下で胆管樹 を肝被膜側の

末梢部と肝門掛 こ分け , 微小紅織片 と した . 各 々 別途採取 した

胆嚢お よ び総胆管( 囲2 B ,
C ) を細切 して同 じく微小魁織片を作

製 した . こ れ らの 一 部を H E 染色標本 に よ り観察 し, い ずれ に

も各 々 の 解剖学的区分に準 じた 胆道系上皮を含ん で い る こ と を

確認 した(図 3 A , B , C , D) . これ ら の 微小組織片を培養移植片と

し , ゲ ル 借地上 に 静置 し
, 培養 した ( 初代培養) .

初代培養開始後 3 日 目 よ り , ゲ ル 倍地上 の 培養移植片か ら ,

胆道系上 皮細胞の シ ー ト状の 増殖が 観察 され た (図 4) . なお ,

上 皮細胞の 増殖が見 られ ない 培養移植片で は線維芽細胞や内皮

細胞 な どの 問質系細胞 の 増殖の み が 認め られ た . また
-
い かな

る細胞 の 増殖も観察 され ない 培養移植片も見 られ た . 4 区分の

培養移植片よ り, 胆道系 上 皮成分 の 増殖 を見た が , 区 分に よ

り , 培養移植片か ら上 皮 が 増殖進展 して く る 割合 や速度 が異

な っ て い た(表 1 ) . 肝内胆道系(肝門部お よ び末梢部) の 阻道糸

上皮細胞の 増殖進展す る成功率 は肝外胆道系 (総胆管お よ び 胆

嚢) に 比べ て低く , 掛 こ末梢部 でほ 増殖 を開始 した培養移植片

ほ ∴培養を試み た 培養移植片の7 . 5 % で あ っ た . 位相 差顕微鏡

に よ る観察 で ほ増殖 した 胆道系上皮細胞は敷石状 に 配列 し , 次

Fig ･ 4 ･ T h e m u r i n e b ili a r y e pith e li al c ell s ( a r r o w h e a d s) a , e
a cti v ely s p r e a d i n g a n d f o r m i n g a n e pith eli al s h e et o n
C Oll a g e n g el f r o m t h e e x pl a n t ( E) . P ri m a r y c u lt u r e of
bili a r y e pith eli al c ells of th e p e ri p h e r al b ile d u ct s o n
C Oll a g e n g el f o r 3 d a y s ･ P h a s e c o n t r a s t m i c r o s c o p y , × 6 0 .
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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 ほ

容易であり , コ ロ ニ ー の 増殖先端部で ほ問質系細胞 の 混入 の な

い 領域が 所 々 に 認め られた .

こ れ らの 標本を H E 染色 で 観察する と胆道糸上皮細胞ほ ゲ ル

培地上 を 一 層性 に 増殖進展 し, コ ロ ニ ー の 中心 部で ほ 円柱状 ～

Fig ･ 6 ･ S e c o n d a r y c u lt u r e of m u ri n e b ili a r y e pith elial c ells

O b t ai n e d f r o m p ri m a r y c uLt u r e , O n C Oll a g e n g el . ( A) B ili a r y
e pith eli al c ells of hil a r bile d u ct c ult u r e d f o r 2 w e ek s s h o w

a c olo n y oL bili a r y e pith eli al c ells f r o m e x pl a n t (E) . T h e
di a m e t e r of c ol o n y ( e pith e li al c e11 s h e e t) is a b o u t 2 c m .

( B) C ult u r e d bilia r y e pith elial c ells (6 p a s s a g e s) d e ri v e d fr o m
t h e c o m m o n bil e d u c t f o r m l n g e Pith eli al c elI sh e e t sh o w

C O b bl e s t o n e a p p e r a n c e ･ P h a s e c o n tr a st m ic r o s c o p y ,
×1 5 0 .

T a bl e l ･ P ri m a r y c u lt u r e of m u ri n e bjli a T y e Pith e li al c elユs o n c oll a g e n g el

O rigi n of m u ri n e

bili a r y e pit h eli al c ell s

N u m b e r of

e x pl a n ts

tri e d ( A )

N u m b e r of 占Ⅹpl a n ts F r e q u e n c y o f s u c c e s sf ul
S h o wi n g e pith eli al bili a r y e pith eli al c elI
C e11 g r o w th o n c ult u r e ( B/ A , % )
C Ol】a g e n g el (B)

G al 1b l a d d e r

C o m m o n b il e d u c t

H il a r bil e d u c t

P e rip h e r al bil e d u c t

2

ご
U

7

7

1

1

2

ご
U

1

2

点
U

5

1

1

2

0

2

5

1

5

2

7

9

7

2

E x pl a n ts w e r e o b t ai n e d f r o r n fi v e m o u s e .
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立 方状の 形態を 示 し , 辺綾部 で ほ 扁平な細胞形態を 示 し た (国

5 A) . 粘液染色 (d-P A S , A B p H 2 .5) で は , 培養細胞は所 々 で 内

腔縁の 刷子縁 が陽性 であ っ たが
, 胸体内に ほ粘液塵生や貯留像

はほ とん ど観察 され な か っ た( 図5B) . な お ,
ゲ ル 培地上 に 静置

Fig . 7 . E l e c tr o n mi c r o s c o pi c fi n di n g s o f m u ri n e bili a r y

e pith eli al l a y e r of p e rip h er al s m a u b il e d u c t c u lt u r e d o n

C Oll a g e n g el f o r 3 w e e k s (3 p a s s a g e s) . T h e s e bili a r y

e pith eli al c e11 s s h o w m a n y mi c r o vi 11i o n th e l u m i n al s u rf a c e

( a st e ri c) , m a n y m it o c h o n d ri a i n th eir c y t o pl a s m a n d b a, S a u y
Sit u a t e d n u cl e u s (N ) . A r r o w h e a d , j u n c ti o n al c o m pl e x ; Ⅰ,

i n t e r c ell ul a r d igit a ti o n . × 4
, 00 0 .

した微小組織片直下お よ び 周 囲 の ゲ ル 培地内 に は 線維芽細胞

様 , 内皮細胞様の 問質系細胞の 浸潤, 増殖 が観察 され た .

1 . 継代培養

初代培養 で培養移植片 よ り増殖 した 胆道系上 皮細胞 の シ
ー

ト

で
, 上皮細胞 の み か ら な る増殖先端部を選択的に ハ サ ミ で 切 り

取 り , こ れを培養移植片 と して別 の ゲル 培地 上 に 移 植 した . そ

の 結果 , 形態学的に 胆道系 上皮細胞 の み か らな る シ ー ト状の 増

殖 を示 す コ ロ ニ ー が 観察 さ れ た . 継代 以後の 培養で は 胆道系上

皮細胞 の み の 純粋培養と な っ た ( 図 6 A , B ) .

4 区 分か らの 胆道系上皮培養細胞 ほ それ ぞれ , 位相差顕微鏡

や H E 染色に よ る観察 でほ 初代 と同様であ っ た .
つ ま り

,
胆道

系上皮細胞ほ 一 層性 に 増殖進展 し, 中心部 でほ 低円柱状 ～ 立 方

状 , 辺縁部で は 扁平な細胞形態を 示 L た . 粘液染色 でほ 継代培

養細胞 は初代 と同様 に 所 々 内腔稼が陽性で あ っ た が , 胞体内に

は 粘液産生や貯留 は ほ とん ど見 られ な か っ た . た だ し
,
ごく

一

部の 上 皮に ほ細胞内に 小腺腔(小褒胞) を形成 し, そ の 内部 に 粘

液が充満 して お り
,
粘液 の 産生が 示 唆 された .

継代 3 週 目 の 培 養上 皮を 電顕的 に 観察す ると , 4 区分の い ず

れ の 胆道系上皮に お い て も極性 の 形成が明瞭 で , 培養液に 面す

る管脛面 ,
ゲル 培地に 面す る基底面 , そ れ に 培養上 皮細胞間の

側面 を同 定出来た . 管腔面 で は徴絨毛 が よ く発達 して お り, 側

面に は閉鎖帯(ti g h tj u n c ti o n) , 接着斑(d e s m o s o m e) 等の 接着装

置(j u n c ti o n al c o m pl e x) や 駿合 ヒ ダ (i n t e r d igit a ti o n ) を 認め た

(図 7) . しか し , 細胞内小器官ほ 全 体的に 乏 しく , 生体 内 の 胆

曳 梱 ∴ 顔
-

.

さ
;

一 ∴
予

h
-
､
■_

F i g . 8 . A m ulti c e11 u la r c y s t is d e v el o p e d a n d g r o w i n g wi th i n c oll a g e n g el af t e r e m b e d di n g p e rip h e r al s m a u bil e d u c t of m o u s e

w ithi n c o u a g e n g el . (A ) a n d (B) a J e C ult u r ed f o r 3 d a y s , a n d ( C) a n d ( D) f o r 2 w e e k s , r e S p e C ti v ely . T h e s e c y s t s a r e c o v e r ed

b y a si n gl e l a y e r of bili a r y e pith eli a (B ) a n d ( D) . P h a s e c o n tr a s t mi c r o s c o p y , A , C , × 2 0 0 ･ H E , B
,
D , ×2 0 0 ･



胆道系上皮細胞 の 培養

道糸上皮細胞 と類似 した形態 を示 した .

Ⅲ . 胆道系上皮の 3 次元培養

継代3 週 目の 培養胆道系上皮細胞を コ ラ ゲ ナ ー ゼ 処理 と ト リ

プ シ ン 処理に よ り , 可及 的 に 単細胞化 し, コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル 培地

内で 3 次元 培養を行うと , 培養 2 日 目 よ り , 一 層 の 胆道系上皮

リ町 ∵彗 ㌢ ∴ 戦 ∴

F i g ･ 5 ･ H is tl o gic fi n d i n g s of c ult u r e d m u ri n e bili a r y e pith eト
i al c ell s of h il a r b il e d u ct c ult u r e d o n c oll a g e n g el f o r 2
W e e k s ( p ri m a r y c ult u r e) ･ ( A ) T h e c ult u r e d e pith eli al l a y e r
i s m o n ol a y e r a n d th e e pith eli al c e11 s a r e c u b oid al o r
C Ol u m n a r ･ C

, C Olla g e n g el . H E , × 4 0 0 . (B ) T h e l u m i n al
S u rf a c e of th e c ult u r e d bili a r y e pith eli a1 1 a y e r i s p o siti v e
f o r a cid gly c o p r o t ei n d e t e c t e d b y al ci a n b l u e ･ C

,
C Oll a g e n

g el ･ A Ic ia n b l u e p H 2 .5 s t ai n , × 4 0 0 .

6 1

細胞 で覆 われ た 嚢魔 の 形成 を認め (図 8 A , B) ∴経時的に 蛮胞 の

内腱の 拡張が観察され た ( 図 8 C , D) . 4 区分の い ずれ の 腹道糸

上皮細胞 に お い ても褒胸形成像が認め られ た . 粘液産生は単層

培養と同様 で あ り, 散在性 に 観察 され る程度で あ っ た .

電顕的 な観察でほ , 単層培養と同様 に 管腱面 にほ 徴絨毛が密

生 し, 側面に は接着装置, 朕合 ヒ ダが観察 され た (因 9) .

Ⅳ ･ γ
- G T P 染色に よ る検討

L a b- T E K チ ャ バ ー

ス ラ イ ド上 で 2 週間培養 した 4 区分 の 胆

道弟上皮細胞 は い ずれ もび 漫性 に r-G T P が 陽性 で あ っ た ( 図

10) .

V ･ B r d U を用い た S 期細胞 の検出

L a b - T E E チ ャ ン バ ー ス ラ イ ド上 で 3 日間培養 した 4 区 分 の

胆道系培養細胞の B r d U の 標識率は 胆嚢上皮が8 .6 ‰ 総胆管

上皮 が7 ･ 8 % , 肝 門部胆管上皮 が9 . 2 ‰ 末梢部胆管 上 皮 が

7 . 3 % で あ っ た (図11) .

Ⅵ ･ C IくZ -6 2 2 お よび A - 5 7 5 の免疫染色と レクチ ン 叩 B A ,

P N A
,
S B A ) 染色の 検討 (表2 )

免疫鼠織学上 C K Z-6 2 2 ほ マ ウ ス 肝門部胆管 , 末梢部胆管 ,

←
■
■

F i g ･ 1 0 ･ C ult u r e d bili a r y e pith eli al c ells of p e ri p h e r al s m all

bil e d u c t of m o u s e o n L a b- T E K c h a m b e r si d e a r盲diff u s ely
P O Siti v e f o r T- gl u t a m yl tr a n s p e ptid a s e ( r- G T P) . H i st o c h-
e m i s tr y f o r T- G T P , × 2 0 0 .

F ig ･ 1 1 ･ S e v e r al n u cl ei ( a r r o w s) of c u lt u r e d bili a r y e pith eli al
C ells (d e ri v e d f r o m h il a r l a r g e bil e d u c t of m o u s e) s h o wi n g
Cl e a r p o siti v e s t ai n s f o r 5 - b r o m o -2

'
-d e x y u rid i n e ( B r d U ) .

lm m u n o hi s to c h e mi s tr y ( A B C m e th o d) f o r B r d U , ×1 6 0 .
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総胆管∴阻喪 の 各阻織 の 上 皮に び 漫性 の 強陽性を示 した . 陽性

細胞 は細胞質 が び漫性 に 染色 され た .

一 方
, 培養 した 4 区分の

胆道系上皮細胞 に お い ても初代か ら10 代目 (末梢部胆管 は 6 代

目) に 至る ま で , び漫性 に 陽性を示す部 が多く , 区分 に よ る違

い は 観察 され なか っ た ( 図 12 A) .

C K A -5 7 5 は マ ウ ス 肝門部胆管 , 総胆管 ‥ 阻喪 の 各組織 の 上

皮に び漫性 の 強陽性 を示 した が , 末 梢部胆管で は 染色性 は 弱

く t 部分的に 染 ま る の み で , 陰性 の 部も多く見 られ た .

一 方
,

培養細胞で は初代 か ら10 代 目(末梢部胆管は 6 代 目) に 至 る ま

で
,
び 漫性 に 陽性 を示 す部 が多 く l 区分に よ る違い , 継 代数 に

よ る違い ほ 観察 さ れ なか っ た .

レ ク チ ン の D B A
,
S B A ほ ほ ぼ 同様 の 染色( レ ク チ ン 結合) パ

タ ー

ン を示 した .
つ ま り ,

マ ウ ス の 肝門部胆管 ,
総胆管∴阻嚢

阻織の 各上 皮で は全 て の 細胞 に 陽性 を示 した が , 末梢部胆管 で

Fig ･ 1 2 ･ S e v e r al p h e n o ty p e s of m u ri n e b ilia r y e pith elia l c e11 s c ult u r e d o n c o u a g e n g el . ( A ) B ili a r y e pith eli al c ells of s m a u bil e d u c t
C u lt u r e d o n c oll a g e n g el f o r 3 w e e k s a r e dif王u s ely p o siti v e f o r c yt o k e r a ti n r e c o g ni z e d b y Z-6 2 2 . I m m u n o h is t o c h e m is tr y ( A B C
m e th o d) f o r c y t o k e r a t in a n d h e m a t o x ylirl , ×4 0 0 . (B ) B ili a r y e pith elial c ell s d e ri v e d f r o m hil a r l a r g e b il e d u c t c ult u r ed o n
C O11 a g e n g e l f o r 3 w e e k s s h o w f o c al l u mi n al s t ai ni n g ( a r r o w h e a d s) f o r D oli c h o s bifl o r u s a g gl u ti n i n (D B A ) . L e c ti n
i m m u n o hi st o c h e m is tr y f o r D B A a n d h e m a t o x yli n , × 40 0 ･ ( C) B ili a r y e pith eli al c e u s of s m all

'

b il e d u c t c ult u r e d o n c o11 a g e n g el

f o r 3 w e e k s s h o w f o c al c yt o pl a s mi c s t ai n i n g of p e a n u t a g gl u ti ni n (P N A ) ( a r r o w h e a d s) . L e c ti n i m m u n o hi s t o c h e mi s tr y f o r P N A
a n d h e m at o x yli n , × 4 0 0 .



胆道糸上皮細胞 の 培養

は染色性 ほ弱く l 部分的に 染 ま る の み で , 陰性 の 部 が 多か っ

た .
D B A

,
S B A は 上 皮細胞 の 管腱面の 細胞膜と , 細胞質が細額

粒状に 陽性 で あ っ た .

一 方 , 培養細胞で ほ 初代か ら1 0 代目 (末

梢部胆管 ほ 6 代目) に 至 る ま で , 部分的に 陽性像が見 られ たが ,

解剖学的区分 に よ る染色性 の 差異 ほ観察 さ れ な か っ た . しか

し
,
全体 的に 継代培養細胞 に 比較 して 初代培養細胞の 染色性ほ

や や 弱か っ た (図 12 B) .

レ ク チ ン の P N A ほ マ ウ ス 末梢部胆管阻織 では 全て の 上皮細

胞に 陽性像を 示 した が , 肝 門部組織 で ほ 散在性 に 胆管細胞が陽

性と な る の み で , 陰性の 部も多く見 られ た . 総胆 管お よ び胆嚢

組織の 各上 皮ほ 部分的 ～ び 浸性 に 陽性像 を見た . 陽性細胞ほ

D B A , S B A と 同様 に 管腔面の 細胞膜 と , 細胞質が 細顆粒状 に 陽

性であ っ た .

一 方 , 培養細胞 で ほ 初代か ら10 代 目(末梢部胆管

ほ 6 代目) に 至 る まで , 部分的に 陽性を 示すも の が 多く , 解剖

学的 区分 に よ る染色性 の 差異 ほ観察 され な か っ た . ま た
,

D B A , S B A と 同様 に 継代培養細胞 に 比較 して 初代培養細胞は

63

P N A 染色性が やや 弱か っ た ( 図 1 2 C ) .

Ⅶ ･ I F N -

･γ 添加 時 の M H C ク ラ ス Ⅰ , ク ラ ス Ⅲ お よ び

IC A M - 1
,
V C A M - 1 の 発現 (表 3)

培地中に IF N- T 添加後 3 日 目 で は , M H C ク ラ ス Ⅰ , ク ラ ス

Ⅰ お よび IC A M-1 が 4 区分の い ずれ の 初代培養細胞 お よ び継

代培養細胞 に おい て も細胞の 輪郭を縁取 るよ うに 膜状の 発現が

見 られ た (図 13 A , B , C) . しか し
,
V C A M-1 の 発現は 見られ な

か っ た ･ 免疫電顕 に よ る観察で は M H C ク ラ ス Ⅰ
,
ク ラ ス 1 お

よ びIC A M -1 の 発現は細胞膜に 認め られ
, 掛 こ 側面お よび 底面

に 強 い 発現が見 られ た (図14) . ま た ,
I F N で 添加が行われ て い

な い 対象群 で はい か な る胆道系上皮細胞 に お い ても M H C ク ラ

ス I
.
ク ラ ス Ⅰお よ び IC A M-1 , V C A M -1 の 発現は観察 されな

か っ た .

マ ウ ス 肝臓 , 阻喪, 総胆管の 各組織 の 凍結切片を用い て 同様

に M H C ク ラ ス Ⅰ
,
ク ラ ス Ⅱお よ び IC A M-1 , V C A M -1 の 発現

を検討 したが ,
い ずれに も明 らか な 発現は 認め られ な か っ た .

T a bl e 2 ･ E x p r e s si o n of c y t o k e r a ti n s a n d le c ti n s bi n di n g of m u ri n e bilia r y e pi th eli al c ells

O ri gi n of m u ri n e

bili a ry e pith eli al c e 11 s

C yt o k e r a ti n e x p r e s si o n L e c ti n bi n d i n g

Z -6 2 2 A - 5 7 5 D B A S B A P N A

G allbl a d d e r

C o m m o n

bil e d u c t

H ila r

b il e d u c t
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≠
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Ⅰ

甘

≠ ≠ 十

十 十 十

≠ 廿 +

+ + +

≠ ≠ -

/ +
+ + +

-

/ +
-

/ + ≠
+ + +

D B A ･ D oli c h o s bifZ o r u s a g gl u ti n i n ; S B A ･ S O y b eチ
n a g gl u ti ni n ; P N A ･ P e a n u t a g gl u t in in ･

*
･ P ri m a r y a n d 2

～ 1 0 p a s s a g e d c ult u r e of m u rl n e bili a r y e pith eli al c eII s : §, P ri m a r y a n d
2 ～ 6 p a s s a g e d c ult u r e of b ui a r y e pith eli al c ell s : ≠ , diff u s ely a n d str o n gly p o siti v e ; + ,
f o c al ly a n d w e a kl y p o sitj v e ;

-

, n e g ati v e .

T a bl e 3 ･ E x p r e s si o n of M H C cla s s I a n d c【a s s Ⅱ a n tig e n s a n d a d h e si o n m ol e c ul e s o n c ult u r e d
m u ri n e biIi a ry e pi th eli al c ell s wi t h a n d w ith o u t I F N

-

T P r e tr e a t m e n t

O rigi n of m u ri n e I F N-T
bili a T y e Pit h eli al c e11s p r e t r e a t m e n t

M H C a n tig e n s A d h e si o n m ol e c ul e s

C l a s s I C h s s ‡ I C A M -1 V C A M -1

G all bl a d d e T l n V I V O

i n v itr o
*

C o m m o n

bil e d u c t

Hil a r

bil e d u c t

P e rip h e r al

bil e d u c t

I n V I V O

t n v itr o
*

l n V I V O

i n v itr o
*

ln V l V O

i n v itr o *

+ / 1十 +/ ≠ + / ≠

+ / ≠ + /†ト + / ≠

十/ ≠ + /≠ +/ ≠

+ / ≠ +/†卜 +/ ≠

M H C
･
m aj o r his ti o c o m p atibility c o m pl e x a n ti g e n ; I C A M

-1
,
i n t e r c ell u l a r a d h e si o n m ol e c ul e -1 ;

V C A M -1
-
V a S C ul a r a d h e sio n r n ol e c ul e -1 ; I F N

-

T ･ i n t e rf e r o n g a m m a :
*
, P r l m a r y a n d p a s s a g e c ult u r e o f

m u Ti n e bili a r y e pith e li al c ell s ･ ≠ , S tr O n gly p o sitiv e : 十 , W e a kl y p o siti v e ; -

,
n e g a ti v e .
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F ig . 1 3 . E x p r e s si o n of m aj o r h is t o c o m p atib ility c o m ple x

a n ti g e n (M H C) cl a s s l , Cl a s s Ⅱ a n d i n t e r c ell ul a r a d h e si o n

m ol e c u l e
-1 (I C A M -1) o n c ult u r e d b ili ar y e pith e lial c ells

d eri v e d f r o m p e ri p h e r al s m all bil e d u c t of m o u s e o n

C Oll a g e n g el f o r 3 w e e k s af t e r tr e a t m e n t f o r 3 d a y s wi th

5 0 0 u nit/ m l T
O u S e I F N -

T ･ ( A ) T h e s e c ell s s h o w m e m b r-
a n o u s e x pr e s s l O n Of M H C cl a s s I . I m m u n o hi s t o c h e mi str y

( A B C m e th o d) f o r M H C cl a s s I a n d m e th ylg r e e n , ×2 6 4 .

(B ) T h e s e c e11 s s h o w m e r n b r a n o u s e x p r e s si o n of M H C

Cl a s s II . I m m u n o hi st o c h e m i str y (A B C m eth o d) f o r M H C

Cl a s s I a n d m e th ylg r e e n , × 2 6 4 . (C ) T h e s e c e11s s h o w

m e m b r a n o u s e x p r e s si o n of I C A M
-1 . I m m u n o h is t o c h e m is -

t r y ( A B C m e th o d) f o r I C A M -1 a n d m eth ylg r e e n , × 2 6 4 .

F ig . 1 4 . I n t e r c ell ul a r a d h e si o n m ol e c u l e
-1 (I C A M -1) e x p r e s s e d

m ai nly o n b a s ol a t e r a ,1 c ell m e m b r a n e o f bili a r y e pith eli al

C ells of p e ri p h e r al s m al l bil e d u c t of m o u s e c ult u r e d o n

c o u a g e n g el f o r 3 w e e k s a,
f t e r■tr e a t m e n t w ith 5 0 0 u nit/ m l

m o u s e I F N- T f o r 3 d a y s 二 N , n u Cl e u s ; L , C u lt u r e fl u id .

I m m u n o - el e c tr o n m ic r o s c o p l C S t u d y of I C A M- 1 , ×5 ,3 0 0 .

F ig . 1 5 . E x p r e s si o n of h u m a n l e u k o c y t e a n tig e n- D R ( H L A
-

D R) a n d i n t e r c ell ul a r a d h e si o n m ol e c u r e
-1 (I C A M-1) o n

h u m a n g allb l a d d e r e pith eli al c ell s o n c o11 a g e n g el (3

p a s s a g e s) f o r 3 w e e k s af t e r tr e a t m e n t 5 0 0 u nit/ m l h u m a n

I F N -

T f o r 3 d a y s . ( A ) T h e s e c ell s sh o w m e m b r a n o u s

e x p r e s sio n o f h u m a n l e u k o c yt e a n tig e n
- D R ( H L A - D R) .

I m m u n o h is t o c h e m i s tr y f o r H L A- D R a n d h e m a t o x yli n ,

×3 2 0 . ( B) T h e s e c 由s sh o w m e m b r a n o u s e x p r e s si o n of

i n t e r c ell u l a r a d h e si o n m ol e c u l e
-1 (I C A M

-1) . I m m u n o hi st o-
C h e m i s tr y f o r I C A M-1 a n d h e m a t o x yli n , × 2 6 4 .



胆道系上皮細胞の 培養

Ⅶ . ヒト胆嚢上皮細胞の培養

ヒ トの 胆嚢の 微小敵織片を培養移植片と して用い
,
ゲ ル 培地

で培養 した 場合 , 培養2 日 目 よ り ,
ゲ ル 培地上 に 静置 した培養

移植片か ら胆嚢上皮細胞 の シ ー

ト状の 増殖 を示 す コ ロ ニ ー

が 観

察され , 増殖先端部で ほ形態学上
, 問質細胞 の 混入 の な い 領域

が 認め られ た . こ の 部分を位相差顕微鏡下 で ゲル 培地ご と ハ サ

ミ で 選択的 に 切り取 り, 別の ゲ ル 培 地に 培養移植片と して 移植

する と ∴形態学的に ほ上 皮細胞 の 増殖の みか らな る継代純粋培

養と な っ た ･ た だ し , 2 代目 の 胆嚢培養細胞は所 々 で ゲ ル 培地

よ り, 自然に 剥離脱落す る傾向が見 られ ,
3 代 目で ほ こ の 傾向

が強 ま り ,
か ろ う じて コ ロ ニ ー の 形成が 観察 され た . しか し

,

4 代 目で は コ ロ ニ
ー

の 形成ほ見 られ ず ト 阻喪上 皮細胞 の 培養ほ

3 代 目 まで 可能 で あ っ た .

免疫組織化学上 , 継代培養 した胆嚢上皮細胞は C K 7 お よ び

C K 1 9 が び 渡性 に 陽性 であ っ た .

ま た
,
I F N -

r を 作 用 させ た 胆嚢 上皮培養細胞 で ほ 膜状 に

H L A - D R お よび I C A M -1 の 発現が 観察 され た (図 15 A , B ) . た

だ し , V C A M-1 の 発現ほ マ ウ ス の 場合 と同様 ,
I F N- T に よ っ て

誘導 され なか っ た . I F N l 無添加群ほ H L A - D R
,
I C A M,1 の 発

現 は見 られ なか っ た .

考 察

胆道系ほ肝細胞か ら分泌され た 胆 汁を 十二 指腸 に 運ぶ 導管 で

あり
1)2)

,
ヒ ト の 場合で は 解剖学的 に 肝内小型胆管(細胆管

, 小葉

間胆管, 隔壁胆管) , 肝 内大型胆管 (区域胆管 , 領域胆 管 , 肝

管) , 総肝管 , 総胆管 ,
お よ び胆 嚢 に 区分 され る

2)4)
. 胆道系は レ

ベ ル (解剖学的区分) に 応 じて 形態 , 粘液産≦L 糖鎖発現に 違 い

が あ り
,
そ れ ぞれ の 生理 機能 に も違 い が あ る と考 え られ て い

る
2)4)

･ さ らに 多く の ヒ ト胆 道系疾患 で は選択的に 障害 され る 胆

道系の レ ベ ル が 異な っ て い る
2}4)

. した が っ て
, 解 剖学的区分に

応 じた胆 道系上皮の 機能や構造 , 病 態を 解明す るうえ で , 胆道

系の 区分別の 培養系ほ有用 で あ り, ま た 是非 とも必 要で ある .

今 臥 正 常 マ ウ ス を 用 い て コ ラ ゲ ナ ー ゼ 潜 流法 と 培養移植片

( e x pl a □t) 法に よ り胆道系上皮細胞 を末梢部胆管 , 肝門部胆 管 ,

総胆管 , 胆嚢の 4 区分別 に
, 分離培養す る こ と に 成功 した .

さ て
, 培養移植片法 に よ る マ ウ ス 胆道系上皮細胞 の 純粋培養

法は斎藤 ら
15)
が 胆嚢を 用い て初め て 報告 して い る . そ の 原理 は

上皮細胞と問質細胞 の 増殖 パ タ →

ン と速度 の 違い に 基づ い た 上

皮細胞の 分離法である . すな わ ち , 生体 よ り分離 した微小組織

片( e x pl a n t) ( 上 皮細胞成分と問質細胞成分が含ま れ る) を ゲ ル

培地上 に 静置 し, 初代培養を行う と
, 時間の 経過と ともに 上 皮

細胞 お よび 問質細胞 ほ増殖進展す る . 培養の 早期で ほ上 皮細胞

の 増殖進展速度 ほ問質細胞よ りも速 い た め に ゲ ル 培地上 の 上皮

細胞の 増殖先端部 で は問質細胞 の 混入 の な い 部位 が出現する .

そ こ で
,
こ の 部分 を選択的に ハ サ ミ で 切 り取 り, 継代移植する

こ と に よ り , 胆道系上 皮細胞 の 純粋培養が 可能 と な る .

今 臥 こ の 培養移植片法を用 い て 胆嚢上皮細胞 の み な らず ,

末梢部胆管, 肝門部胞軌 総胆管の 各区分の 上 皮細胞の 分離培

養に 成功 した . 位相差顕微鏡下で 上 皮細胞成分 と問質細蘭成分

の 識別ほ容易 で
,
上 皮細胞 は類円形 ～ 多角形 の 形を した細胞が

敷石状に密 に配列 し
, 増殖先端部ほ境界明瞭であ っ た . これに

対 し, 線維芽細胞や内皮細胞等の 問質細胞 は紡錘形を示 し, 放

射状に 散在 し , 境界ほ 不整 で あ っ た . 今回 の 培養実験で 2 代目

以降ほ形態学上 ,
上 皮細胞成分の み の 純粋培養 とな っ た . しか
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し
,
た と え 2 代目 の 培養成分に 問質細胞が混入 して い た と して

も, 3 代目 以降も初代と同様に コ ロ ニ ≠ の 増殖先端部から
, 問

質細胞の な い 部位を培養移植片と して作製 し, 用 い る こ とに よ

り , 培養の 回を 重ね る毎に 上 皮細胞と して の 培養は純化 され ,

上 皮細胞の 成分の み に な る と考え られ る .

今 臥 実験動物と して マ ウ ス を 使用 した . 動物実験系に 頻用

され る ラ ッ トに 比べ ,
マ ウ ス を 利用 した 理 由は , 第 一

に マ ウ ス

胆道系に ほ胆嚢と い う器官 があ るが 一 ラ ッ トに は 胆嚢が なく
,

胆嚢上 皮細胞の 培養 は ラ ッ ト で ほ 不可 能で ある . 第二 に ラ ッ ト

と マ ウス を比較 した場合
,
生体内で は 胆管(総胆管や 肝内大型

胆管) 周囲の 問質結合織に関 して マ ウ ス の 方が胆管が細い 分だ

け 少な い ･ そ れ 故に 初代培養に お ける胆道系上皮細胞と問質細

胞と の 増殖 の 競争で は 胆道系上皮細胞 の 方が有利に な り, 培養

移植片法 は ラ ッ ト よ りも マ ウス で 行う方が有効な培養法と考え

た か らであ る ･ 第三 に ラ ッ トの 肝 内胆管上皮細胞の 分離培養法

ほ少数なが ら報告 され て い る
8 ト 13)
の に 対 して ,

マ ウ ス で の 報告

ほ 今回 が初め て で ある. ま た
,
ラ ッ ト に 比 べ て マ ウ ス は イ ン

タ ー ロ イ キ ン 等の 各種サ イ ト カ イ ン や 増殖因子 が 市販 され てお

り
, 入手 しや すく

,
これ らを 使 っ た実験系を容易に 立 案する こ

と が 可能で ある . 以上 の 理 由に よ り
, 今 臥 マ ウス を 実験動物

と して 用い た .

本実験で は
,
4 区分の 阻道糸微小阻織片を ゲル 培地上 で培養

を行 い , 肝門部阻≠凱 胆嚢 , 総胆管の 各由来の 培養細胞は10 代

目 ま で t 末梢部胆管由来 の 上 皮は 6 代 目 ま で 継代培養を行 っ

た ･ 初代培養 で は い ずれ の レ ベ ル に お い て も ゲ ル 培地上 に 静置

した培養移植片よ り, 胆道 系上 皮細胞の 増殖 , 進展 が見 ら れ

た
･ 肝外胆道糸 (胆 嚢, 総胆管) 上 皮細胞に 比較 して 肝 内胆管

(肝門部胆軌 末梢部胆管) 上 皮細胞の 進展 して くる率が 低く ,

特 に 末梢部胆管で は , 培養を試み た培養移植片の 7 . 5 % で 上 皮

の 増殖が見 られ た の み で あり , 非常に 低か っ た . こ の 理 由と し

て
, 今回行 っ た 肝内胆 道系の 初代培養 で 肝実質の 消化 , 除去の

た め に 酵素処 理 と ク シ に よ る機械的剥離 に よ り, 胆管上皮細胞

の 一 部が障害を 受け , 組織 よ り脱落 した り , ま た , 増殖能 を喪

失す る可能性が 理 由と して あげ られ る . 特に 末梢部 で は胆 管を

取 り巻く 門脈域結合阻織が乏 しく
,
こ れ らの 障害 をよ り被 りや

すい と 考え られ る . ま た ,

一 般的に 培養細胞の 増殖に ほ ある程

度の 細胞数が 必 要とさ れ て お り, 自己が 産生する増殖因子の 濃

度や , 接触に よ る細胞間 コ ミ ュ
ニ ケ ー

シ ョ ン の 影響が細胞の 増

殖能力に 関与 して い る と され て い る16} . こ の 点に 関 して も末梢

部胆管は上 皮細胞 の 絶対数が低く
l
増殖に 不利 で あ っ たと 思わ

れ る . なお
, 初代培養で ほ血 清培地を 用 い ず

,
ヌ

ー
･ セ ー ラ ム

培地(低血 清培地) を使用 した . 血 清培地 は線維芽細胞 の 増殖を

高度に 促進する
13) の で

, 線稚芽細胞 の 増殖抑制 の た め に 初代培

養で ヌ ー ･

セ
ー ラ ム 培地 を用い た .

ヌ ー ･ セ ー ラ ム ほ低濃度の

牛胎児血清を含む が , 血 清代替物 と して 一

般 に 広く使用 され て

い る . 2 代目 以降は 形態学的に 胆道系上皮細胞 の み の 培養 と

な っ た の で
,
血 清培地を使用 した .

形態学上 , 初代お よ び継代培養 で 胆道系上皮細胞 ほ ゲル 培地

上 を ,
ゲル 面 を基底側, 培養液 に 接する面を内脛側 とい う極性

を保 ちながら, 単層性に 増殖進展 した . 電顧的に は 内腔側 には

豊富 な徴絨毛が , 細胞間に は接着装置や横合 ヒ ダ が観察され ,

生体 内の 胆道系上皮細胞と同様の 形態を示 した . また
, 継代培

養細胞で胆道系上皮細胞の 確認 , 同定の ため に r - G T P 染 色をJ

行 っ た が ,
び渡性の 陽性所見が得られ, 培養細胞 は胆道系上皮



6 6

細胞 由来 であ る こ と が 酵素学的に も示 された .

C K ほ 中間 フ ィ ラ メ : / ト の 主 要成分で あり , 主 と して種 々 の

上 皮細胞 の 胸体内で の 細胞骨格形成に 関与 して い る
1T)

. 現 在 ,

分子量(40 ～ 7 0 k D a) , 等電点(酸性 , 塩基性) に よ り1 9種 に 分類

され
汀)

,
上 皮組織毎に特徴的な C K を含む

18 ト 20)
. 免疫染色 で ,

C K Z- 6 2 2 は 生体内お よ び 培養系で の 胆嚢 , 総胆管 ,
肝 門部胆

管 , 末梢部胆管の 各上 皮細胞 でび 漫性に 強陽性を 示 した . C E

Z
-6 2 2 ほ広範囲の 分子量 (48 , 51 , 5 2 , 5 6 , 5 8 , 6 0k D a) の C K を

鼓す るポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体 で ,
マ ウ ス 胆道 系上 皮細胞 の マ ー

カ ー に な る と報告 され て い る
2Z)2ユ)

. Z -6 2 2 の 染色結果は各培養成

分が胆道糸由来 で あ る こ と を示 して い る . また , C E A - 5 75 ほ

生体内で は阻 喪 ,
総胆管

,
肝 門部大型胆管の 各上 皮細胞で ほ び

漫性に 強陽性を 示 した の に 対 し, 肝内末梢部 の 小型胆管で は 部

分的に 陽性所見を認め るの み で あ っ た . C K A -5 7 5 ほ培養系(初

代お よ び継代培養) で は 各胆道系上皮細胞 の い ずれ に もび 漫性

に 強陽性 を示 し , 解剖学的区分に よ る違い ,
ある い ほ 継代数に

よ る 違 い ほ 認 め ら れ な か っ た .
C K A-5 7 5 は 分 子 量 (56 ,

6 4 k D a) の C K を認識す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体で あるし. 生体 内

の 肝末梢部胆管上皮細胞で は こ の 分子量 (56 , 6 4 k D a) に 相当す

る C E が本来乏 しく , 培養系で 発現が増強 した可 能性が ある .

S hi ojiri ら
21)2 2)
ほ胎児 マ ウ ス の 肝臓 の 器官培養を用 い て 胆 管 の

発生 に つ い て 検討 し, レ ク チ ソ の D B A , P N A , S B A の 結合性が

胆管 上皮細胞 の 指標 に な る と 述 べ て い る . ま た
,
T a k a h a s hi

ら
23)
ほ 9 種類の レ ク チ ン 〈タ テ ナ タ マ メ レ ク チ ン ( c o n c a n a v alin

A ) , レ ン ズ マ メ レ ク チ ン (L , e n S C uli n a ri s a g gl u ti ni n) , コ ム ギ ハ

イ ガ レ ク テ ン ( w h e a t g e r m a g gl u ti ni n), D B A , S B A , ア カ イ ン

ゲ ソ マ メ レ ク チ ソ
ー

E (P h a s e ol u s v ul g a ri s e r y th r r o
-

a g gl u ti niT

n) , P N A , ヒ マ レ ク テ ン ー Ⅰ (R i ci n u s c o m m u ni s a g gl u ti ni n-Ⅰ) ,

ハ リ ユ ニ シ ダ レ ク チ ソ ー I ( U l e ∬ e u r OP a e u s a g gl u ti ni n- I )〉 を マ

ウ ス 胞管上 皮細胞 で 検討 した 結果, D B A , P N A . S B A が ,
マ ウ

ス 胆道系上 皮細胞 に特異的に結合す る レ ク チ ン で ある こ とを 報

告 して い る . 今回 3 種煩の レ ク チ ソ ( D B A , P N A , S B A) を用 い

て , 生休 内と 培養系の 胆道系上皮細胞 に つ い て こ れ ら の レ ク チ

ン 結合性を検討 し た . 生体内 の 胆道糸 上皮細胞 に お い て ほ

D B A
,
S B A は ほ ぼ 同様の 染色(結合) パ タ ー ン を 示 し

, 肝 門部胆

管一 総阻管 卜 阻喪の 各 巌道上皮で は び埋性 に 強陽性 を示 した .

しか し
,
末梢部胆管で は 染色性は弱く ▲ 部分的 に 染ま る の み

で j む しろ陰性の 部が 多く見 られ た . P N A は末梢部胆管 で ほ

び漫性 に 陽性像を 示 した が , 肝門部胆管 では 散在性 に 陽性 の 細

胞 を見 るの み で , 陰性 の 部も多か っ た . また
, 総胆管 お よ び 胆

嚢 の 上 皮ほ 部分的 ～ び 渡 性の 陽性像 を 示 し た . D B A , S B A ,

P N A の 陽性細胞ほ い ずれ も管腱側の 細胞膜 と ∴細胞質 が細顆

粒状 に陽性であ っ た .

一 方
,
培養細胞で ほ 初代か ら10 代目(末梢

部胆管 は 6 代目) に 至 る ま で , 散在性 また ほ 一 部び漫 性 に 陽性

を示 すも の が 多く , 解 剖学的区分に よ る染色性の 違 い は観察 さ

れなか っ た .

一

般に , 生体 内の 細胞 を分離 して , 培養系 に 移行

す ると
,
初代培養 , 続 い て継代培養と経時的に 細胞形質 が変化

し , そ の 細胞が 本来生体内で有 して い る特異的な機能 , 分化 の

一 部が 消失 して しま う こ と が知 られて い る
絢

. そ の 機能 , 分化

の 消失ま で の 期間は 数 乱 数週の 単位の 場合も多く , 本例 の レ

ク チ ソ 染色 の 結果も , 培養系 の 移行に よ り , 細胞の 糖鎖 (糖蛋

白) の 発現 の 特異性が変化 , 消失 した こ とを 反映 して い る と思

われる .

4 区分 の 各培養胆道系上皮細胞は コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 培地内で 培

柳

養する と ,
い ずれ に お い て も多細胞か らな る褒胞を形成 し, 経

時的に喪胞 の 拡大が観察 さ れ た .
コ ラ ー ゲ ン は 生 体阻織を構

築 , 支持 して い る細胞外 マ トリ ッ ク ス の 主 要構成成分の ひ と つ

で
,
そ の 量ほ 生体 の 全蛋白質 の 約 3 分の 1 を 占 め , 現 在 ,

コ

ラ
ー

ゲ ン の 分子種 と して は19 種類以上 知 られ て い る
25)

. 機 能 と

して は観織構築以外 に , 支持する細胞 の 機能発現の 制御に も関

与 して い る と考 え られ て お り , コ ラ ー ゲ ン を 培養基質 に 用い る

こ と に よ り , 培養細胞 の 形態形成 , 磯能分化を促進す ると され

て い る . また
,
コ ラ

ー

ゲ ン ゲル 培地内で 培養を行 う と ,
3 次元

的 な形態形成 ∴組織構築を 示 す こ と が知 られ て お り , 乳腺上皮

細胞
26 卜 28)
や 甲状腺濾胞細胞

2 醐 )
を 用い た報告が 知 られ て い る .

私共の 教室 で も ウ サ ギ胆嚢 よ り胆嚢上皮細胞を分離 し , コ ラ ー

ゲ ン ゲル 培地内で 3 次元培養を行うと 2 ～ 3 巳後 に 多細胞性嚢

胞 の 形成 が観察 され , 経時的に 嚢胞の 拡大 が観察 され た こ と を

報告 して い る
5 ト 7)

. また
,
さ らに J o h n s o n ら

31)
ほ肝 内胆管上 皮細

胞 を コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル 培地内 で 3 次元 培養 し
, 肝細 胞増殖国子

(h e p a t o c y t e g r o w th f a c t o r , H G F) を 添加す る と , 樹枝状 の 管脛

が形成 され る こ と を報告 し てい る .

さて
, 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 ) 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 giti s , P S C) , 肝

移植後の 移植片対宿主病 (g r af t- V e r S u S- h o st d is e a s e , G V H D) で

は胆 管上 皮が標的細胞 と L て生体の 免疫系よ り , 障害を 受け破

壊 され る
32 ト 瑚

. こ の 免疫性胆管障害 に は C D 8 ( +) の 細胞障害性

丁 細胞 に よ る障害が 主 体を な し
35)3 6)

, 障害鼠管 に は I C A M -1 と

M H C ク ラ ス Ⅰ ( H L A - D P , - D Q , - D R) が 異所性 に 発現す る こ と

が知 られ て い る
ユ2)33) a 7 )

.
こ の 異所性の 発現は胆管周囲 に 浸潤 した

リ ン パ 球よ り放出され る サ イ ト カ イ ン , 特に IF N-r に よ り惹起

され ると 考え られ て い る
33)3 8)

. こ の 生 体 内の 局所免疫反応 を今

回 , 培養系 で 再現 した . す なわ ち , I F N-γ を マ ウ ス 胆道系上 皮

お よ び ヒ ト 胆謹 上 皮の 培養細胞 に 作用 さ せ る こ と に よ り ,

M H C ク ラ ス II と IC A M -1 の 発現が 観察 された . また
,
正 常肝

に お い て ,
ヒ ト胆 道系上 皮細胞 は わ ずか で は あ る が , 常 時

M H C ク ラ ス
ー

Ⅰを 発現 して お り
34)3 T }3 g )4 0)

,
P B C

,
P S C

,
G V H D 等の

胆道系疾患 で は ク ラ ス Ⅰ の 発 現が 増強す る と 報告 さ れ て い

る
34 脚 1) 4 2 )

. しか し
, 今回 の 実験で は 生体内(in vi v o) の 胆道系上

皮やI F N- T 無添加時の 培養細胞 で は M H C ク ラ ス I の 発 現は 認

め られ ず ,
I F N-r 作用 時の み に ク ラ ス Ⅰの 発現が観察さ れた .

今回 , 生体内(i n v i v o) の 胆道系上 皮や 無処 理 の 培養細胞 で ク ラ

ス Ⅰ の 発現が 認め られ な か っ た理由 と して ほ I M H C ク ラ ス Ⅰ

の 発現 が微弱な た め , 使用 した抗体で検出出来なか っ た ため か

も しれ な い .

M H C ク ラ ス I お よ び ク ラ ス Ⅱの 発現は T 細 胞の 抗原認識に

は 必要不 可 欠で あ る .
T 細胞は T 細 胞 レ セ プ タ ー

(C D 3 複合

体) を介 して 上 抗原捉示細胞 ま た は標的細胸上 の M H C ク ラ ス

Ⅰ ま た ほ M H C ク ラ ス Ⅱと 結合 した抗原を認識する
43)4 4)

. 続い て

抗原を認識 した T 細胞は 活性化 され , 増殖 し, 標的細胞 を破壊

する .
こ の

一

連の 免疫反応 に は IC A M -1 等の 接着分子を介 した

抗原掟示細胞 また ほ 標的細胞と T リ ン パ 球と の 直 接的 な結合

が必要不 可 欠で あ ると され て い る
44)

.

P B C の 障 害 胆管 で は 接 着分 子 と し て IC A M -1 以 外 に

V C A M -1 も発現 して い る こ とが報告 され て い る
45)

. I C A M-1 お

よ び V C A M -1 は とも に 免疫グ ロ プ リ ン 様 ド メ イ ン 構造 を も

ち ∴ 接着分子で ほ 免疫 グ ロ プ リ ン フ ァ ミ リ
ー

に 属 す る
48)

.

I C A M -1 に 対応す る リ ン パ 球上 の レ セ プ タ ー

ほ リ ン パ 球機能関



胆道糸上皮細胞 の 培養

遵抗原 1 (l y m p h o c yt e -f u n c ti o n a s s o ci a t e d a n tig e n-1 , L F A-1)

で
,
ま た ,
V C A M -1 に 対応す る レ セ プ タ ー は超 後期抗原 4

( v e r y l a t e a n tig e n
- 4

,
V L A

-4) で ある
45)4 6 )

. P B C の 障害胆管周囲

に は L F A-1 また は V L A-4 が陽性 の T 細胞が 観察 され
45)

,
T

細腰 と 標的細胞 (狙 管上 皮) と の 免疫応答 に は IC A M -1 と

L F A -1 の 結合お よ び V C A M -1 と V L A-4 の 結 合が重要な役割

を担 っ て い る と 考 え られ る . 今 回 ,
I F N で を 作 用 し て も

V C A M -1 の 発 現 ほ 誘導 され な か っ た が
, 障 害 胆管 で の

V C A M -1 の 発現の 誘導 に は別の 機序
,
た と え ばIF N で 以外 の

別の サ イ ト カ イ ン が 関与 して い る の か も しれ な い . ま た ,

O s b o r n ら
47)
は ヒ ト臍体由来の 培養血管内皮細胞を用い て , イ ン

タ
ー ロ イ キ ン

ー1 (in t e rl e u k i n -1 , II . -1) や 腫瘍壊死因子- α (t u m o r

n e c r o sis f a c t o r - α
,
T N F - α) で V C A M -1 の 発現が 誘導 され る こ と

を報告 して い る . こ れ らの 免疫系 で の 細胞 と細胞 , また , 細胞

とサ イ ト カ イ ン な どの 液性物質 との 関連性は , 今 回報告 した 培

養系に よ り
,
よ り詳 しく , また , 簡単に 検索出来 るもの と 思わ

れ る .

最後 に ヒ ト の 胆嚢粘膜も同様に , 単離 し, 純粋継代培養する

こ とが 出来 ,
さ らに 種 々 の サ イ ト カ イ ン を添加 し , マ ウ ス で の

結果に 類似 した成績 を得 る こ と が 出来 た . こ の こ と は ,
ヒ トの

胆道系で の 区分別培養が 可 能で あり , さ ら に ヒ トの 肝 内胆管系

を特異的に 障害す る P B C や P S C な どの 疾患 の 免疫現象を , 培

養系で 検討で き る こ とを 示 唆 して い る .

績 論

1 ･
S I c/I C R マ ウ ス を用 い て , 胆嚢

, 総 胆軌 肝門部胆軌

末梢部胆管の 解剖学的区分 か ら の 阻 道糸 上皮細胞 の 長期 (初

代, 継代) 培養 を行う こ とに 成功 した .

2 ･ 胆道系上 皮細胞 の 初代培養 を コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 培地上 で行

い
, 間英系細胞 の 混入 の な い 上 皮成分 か ら な る部分を切 り取

り , 継代す る こ と に よ り胆道系上 皮細胞 の 純粋培養に 成功 し

た ･ ま た
,
3 週間毎 に 継代 し, 胆嚢

, 総胆 軌 肝門部胆管は10

代目 ま で , 末梢部胆管は 6 代 目 まで 観察 し得た .

3 ･ 形態学上 初代 ∴ 継代 ,
ま た

l
い ずれ の レ ベ ル の 胆道系

上皮の 培養細胞も コ ラ ー

ゲ ン ゲル 上 を 単層性 に 敷石 状に 増殖進

展 し
,
コ ロ ニ ー の 中心 部 で は 立 方状 ～ 円柱状 の 形態を 示 し

, 辺

綾部 で ほ 扁平な形態 を示 した , 粘液 の 産生 ほ ほ とん ど見 られ な

か っ た ･ 各胆 道系培養細胞は γ-G T P 染色 が び 漫性に 陽性で

あ っ た ･ 電顕 に よ る観察で は管脛側 に は徴絨毛が密生 し, 細胸

間に ほ接着装置や供合 ヒ ダが見 られ , 生体内の 胆 道系上皮と し

ての 特徴 を備えて い た .

4 ･ B r d U を用 い た S 期細胞の 陽性率は継代培養 で は胆嚢上

皮ほ8 ･ 6 ‰ 総腹管上皮 ほ7 ･ 8 % ‥ 肝門部胆管上皮が9 .2 %
,
末梢

部胆管上皮が7 . 3 % で あ っ た .

5 ･ 各胆道系培養細胞 を コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内で 3 次元 的に 培養

する と
t
い ずれ の 系も単層性の 上 皮 で覆わ れ た褒胸の 形成 を示

し
, 経時的に嚢胸 の 拡張が観察され た .

6 ･ 各胆道系培養細胞 ほ C K Z -6 2 2 お よび A -5 7 5 に び浸性に

強陽性を示 した . 培養細胞は レ ク チ ン の D B A
,
P N A

,
S B A に は

散在怯 また ほ 一

部び 漫性の 結合性を 示 し
, 各解苦悍 的区分に お

い て 明 らか な 染色性の 差異ほ観察 されな か っ た . 生体 内で 見 ら

れた ような 区分に よ る レ ク チ ソ 結合能 (糖鎖発現) の 違 い は培

養細胞で は 認め られ なか っ た .

7 ･ 培地中に マ ウ ス IF N で を添加 して 3 日 間培養を行うこ と

67

に よ り , 各胆道系上皮細胞に ほ免疫組織化学的に M H C ク ラ ス

Ⅰ
,
ク ラ ス Ⅰ お よび IC A M-1 の 発現が誘導 され た . 免疫電顕に

よ る観察で ほ い ずれ の 発現も細胞 の 側面 と底面の 細胞膜に認め

られ た ･ また
,
ヒ 下腿義上皮 の 培養細胞 に ヒ トIF N 一

γ を作用 さ

せ る と
, 同様 に M H C ク ラ ス Ⅱ ( H L A - D R ) お よ び IC A M -1 の

発現が 誘導 され た .

以 上 マ ウ ス 胆道系を阻喪, 総胆管
, 肝門部阻軌 末梢部胆

管と解剖学的 に 4 区分に 分け, 各 々 の 区分の 胆 道上皮細胞を長

期か つ 純粋に 培養する こ と に 成功 した . こ の 培養法ほ胆道系の

解剖学的区分毎に 上皮細胞の 形態 , 免疫学軌 生理学的機能を

解明す る うえ で
,
また

, 胆道系疾患の 病態解明 に 有用な方法と

思わ れ た .
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