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家兎胆嚢粘膜上 皮 の 細 胞極 性発現 とそ の 異常 :

コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内培養法を用 い た形態学的検討

金沢大学医学部病理学第 二 講座 (主任: 中沼安 二 教授)

吉 田 晴

胆道系 ほ 1 か ら 2 層 の 立 方ない し円柱上皮で香わ れ た管腔組織で
,
上 皮細胞の 極性は吸収や分泌 な どの 胆道系の 生理故

能に 密接 に 関連 し, また種 々 の 胆道系疾患 で の 上皮細胞 の 極性異常が指摘 され て い る . 今 臥 家兎胆褒 よ り粘膜 上皮細胞 を単

離 し , コ ラ ー

ゲ ン ゲ ル 内 で 三 次元的に 培養 し , 粘膜 上皮 の 細胞極性の 消失 と発現を , 特に そ の 初期像 に 注 目 し , 光学顕微鏡(光

顕) , 電子顕徴鏡 (電顛) , 粘液多糖類染色, レ ク チ ソ 組織化学法 , 酵素組織化学法 を用 い て 検討 した . さ らに 細胞極性 に種 々 の

変化を与 え る こ と の 知 られ て い る 2 , 3 の 物 質を培地内に 添加 し
,
細胞極性 に 及ぼ す影響 を検討 した .

コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内で の 培養時間と培養上皮細胞 の 形態 ほ 巨 細胸極性発現 の 面よ り
, 大きく三 期 に 分類 し得た . 1 ) 極性消失

期(培養直後か ら12 時間) : 培養上 皮の 多くは単細脂性 で , 本来持 っ て い た細胞極性 (細 胞接着装置 , 内膜面で の 徴絨毛 , 細胞内

小器官の 分布 , 細胞表面で の 粘液多糖類と糖鎖 の 分布等) の 殆 どが 消失 し, 細胞は 小型球状化 した . 同時 に , 種々 の 大き さ の 二

次 ラ イ ソ ゾ ー

ム 空胞(自己消化空胞) が 細胞内に 一 過性 に 出現 し, 細胞 の 単離と 培養操作 に 伴 う細胞の 障害, ある い は 円柱上皮

か ら小型球状細胞 の 形態変化に 伴う細胞再構築 に 関連 した 現象と考 え られ た . 2 ) 極性獲得期 (培養1 2 か ら24 時 間) : 1 か ら数

個の 上皮細胞集塊 の 胸体内に 粘液多糖葡= 過 ヨ ウ 素酸 S c hiff 反応 (p e ri o di c a cid S c h iff , P A S) , ア ル シ ャ ン 青 ( al c ia n bl u e ,

A B ) p H 2 ･5 ･ 鉄 ジ ア ミ ン 染色 (hig h ir o n di a mi n e ･ H I D ) , ム チ カ ル ミ ソ 染色] 陽性の 小義胸 が出現 した . 軍轟的に 小義胞の 内面
は故紙毛で覆わ れ , そ の 多く ほ上 皮細胞 の 胸体内に み られ た が

, 少数の 細胞 で ほ隣接す る細胞間の 小森胸と してみ られ , 未熟

な が ら緊密接着 の 形成が み られ さ らに ,
こ の 小義胞 へ と 向か う粘液顆粒や他 の 細胞内小器官の 配置傾向も出現 し

,
極性獲得

初期像 と考え られ た ･ 3 ) 極性成熟期 (培養24 時間以降) : 培養細胞 の 増殖に伴 い 隣接す る細胞の 小嚢胞 が癒合 し, 多細胞性嚢

胞に移行 した ■ 褒胸 を形成する隣接細胞間に は接着装置が発達 し, 分泌顆粒 の 褒胞内 へ の 放出胤 核上 部に ゴ ル ジ装着等 , 喪

胸腔面 へ と向う細胞小器官の 配置が み られ た . 核下部で は 小器官が少なく , また ,
コ ラ ー ゲ ン ゲル に 接 し基底面を形成 した .

こ の 様 な生体 の 胆嚢粘膜上 皮 に 近似 した 極性獲得 に 平行 して ,
ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ ( a d e n o si n e

tri p h o s p h a t a s e , A T P a s e) , ア ル カ リ性 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ ( alk aIi n e p h o s p h a t a s e , A L P s e) , 粘液多糖類 ,
レ ク チ ソ 染色で 検出さ

れる ク チ ナ ク マ メ レ ク チ ソ ( c o n c a n a v al in A , C o n A) , エ ン ドウ マ メ レ ク チ ン ( Pi s u m s a ti v u m a g gl u t in i n , P S A ) , ソ ラ マ メ レ

ク チ ン ( V i ci a f a b a a g gl u ti n in , V F A ) , コ ム ギ ハ イ ガ レ ク テ ン ( w h e a t g e r m a g gl u ti n i n , W G A ) , ド リ コ ス マ メ レ ク チ ソ

(D oli ch o s bifl o r u s a g gl u ti ni n , D B A ) , ダイ ズ レ ク チ ン ( s o y b e a n a g gl u ti ni n , S B A ) の 結合糖鎖 や ル テ ニ ウ ム レ ッ ド染色陽性 の 粘

液多糖類 が次第 に 高度 , 広 汎に 轟胸内腔面に 出現 し, 表現塑の 面か らも生体 の 胆嚢粘膜上皮 に 近似 した . 次に
,
既 に 多細胞性

褒胸を形成 して い る培養 3 日 日 の 培地内に マ イ ク ロ フ ィ ラ メ ン ト重合阻害剤であ る サ イ トカ ラ シ ソ B ( c yt o c h al a si n B , C B) と

上 皮細胞 の 分化を調節する ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ソ グ成長因子 β1 (tr a n sf o r mi n g g r o w th f a c t o r β1 , T G F β1) を 添加 し, 添加後48 時

間ま で 形態学的 に 観察 した ･
C B 添加 で

, 多細胞性喪胸の 構成上皮 の 細胞相互 の 接着性が減少 し , 上皮細胞 の 胞体内 に 微小嚢

胞(多くは 粘液多糖類陽性) が 形成され , そ の 周囲 に は 無構造物質 の 沈着が出現 した . こ の 像 ほ , 近年 , 小児科領域 で報告 され

て い る先天 性教練毛萎縮症( c o n g e nit al m ic r o vi 11i o u s a tr o p h y) と 類似 して い た .

一

jf , T G Fβ1 を培地内 へ 添加す る と
, 細胞は

高円柱状 とな り
, 細胞接着装置は発達 し , 細胞 内小器官ほ数が増 し, 成熟 し , そ の 配列が 生体 の 胆嚢粘膜上皮 に よ り類似 し

た ･ T G Fβ1 の 添加 に よ り
, 培養上 皮の 細胞極性の 発現と分化が促進 した と考 え られ た . 以 上 単細胞化 した家兎胆嚢粘膜上皮

を コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内 で培養す る こ と に よ り
,
上皮細胞 の 極性消失 , 上 皮細胞の 極性獲得 と成熟過程を形態と種 々 の 表現塾の 面

か らダイ ナ ミ ッ ク に 観察 で きた ･ さ らに 培地中に C B や T G Fβ1 を添加する と 仁 極性 の 異常 と過成熟 に 関連 した 像 が 出現 し

た 一 本培養法は 上 皮細胞 の 細胞極性 の 機構 と維持 , また
,
そ の 破綻 と こ れ を修飾す る因子 や こ れ に 関連 した疾患 の 解明 に 有用

で簡便な モ デ ル と 思われ た .

K e y w o rd s 細胞極性 , 胆嚢粘膜上皮 , コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内培養法 , 糖鎖 ,
レ ク チ ン 覿織化学法
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A b b r e via ti o n s : A B C
l
a Vid in ー bi ot in ～

p e r O Xid a s e c o m pl e x ; A B , alci a n bl u e ; A C P a s e
,
a Cid p h o s p h a t a s e ;

A L P a s e , alk al in e p h o s p h at a s e ; C B , C y t O C h al a s in B ; C o n A , C O n C a n a V alin A ; D A B , 3 , 3
,

- di a mi n o b e n zidi n e ;

D B A
,
D oli c h o s bifl o r u s a g gl u ti ni n ; E D T A , et yl e n e dia m i n et et ra a c e ti c a cid ; E G F , e pid e r m al g r o w t h f a c t or ;

F B S
･
f et al b o vi n e s e r u m ; H E , h e m a t o x yli n a n d e o si n ; H I D , hig h ir o n di a m i n e ; P A S , p erio dic a cid S chiff ;
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臓器や街織 の 発生 , 発育過程 に お い て , 細胞 の 極性の 発現 と

その 調節が 重要である
l)2)

■ また , 細胞極性 と関連 して , 糖鎖や

酵素の 発現や分布 ∫
さ らに 粘液多糖類 の 分泌な どの 表現型の 発

現も重要 であ る
l)2)

･ 近年 , 細胞 の 極性発現と そ の 調 乱 そ して

細胞外基質との 関連性は病理学
の 分野 でも注 目 され て お り ∴組

織障害と それ に 引続き生ずる修復と増殖 (再生) , あ る
い は疾患

の 発生 , 特 に 腫瘍性疾患の 発生 に 関連 して 注目 され てい る
1卜 朝

さ て ,
上 皮細胞 の 極性は ,

上皮細胞 と細胞外基質 と の 直接の

接触に よ っ て 形成維持 され て お り, 細胞外基質
の 変化や異常に

伴い 細胞 の 極性 が変化す る
4 ト 6)

･
こ の 上 皮細胞 の 極性 とそ の 維

持, ま た極性異常の 研究方法 と して , 種 々 の 培養法が 用 い られ

て い る , 例え ば, M i y a g a w a ら
丁)
ほ プ ラ ス チ ッ ク 培養皿 で ブタ 甲

状腺濾胞上皮を培養 して お り, こ の 系で ほ プ ラ ス チ ッ ク 面が濾

胞の 基底飢 培養液 に 面す る部位が濾胞内面の 形成 を規定 した

と述べ て い る . ま た
,
三次元的な コ ラ ー ゲ ン ゲル 内培養法は t

培養細胞 , 組織 の 立体像の 観察 に 適 して お り, Y a n g ら
8
切 乳腺

腫瘍組織 の 培養に始 ま り, 甲状腺濾胞 上皮
9)10 )
や 扁平上 皮 の 培

養
It}
で阻織構築の 解明や生化学的所見 との 対比 さ ら に 疾患 の

発生病理の 理解 に も用 い られて い る
12)1 3 )

･ 我 々 の 教室で も以前 ,

家兎胆嚢 よ り粘膜上皮細胞を分軌 単細胸化 し , これ を
コ ラ ー

ゲ ン ゲ ル 内で 培養す る と ,
胆嚢上皮 は増殖 し, 多細胞性上皮性

褒胞を形成 し , 培養 2 日 目で 内腔に 粘液多糖類を分泌 し, 以後

6 週間にわ た っ て 腔の 拡大が認め られ ,
次第 に 生体の 胆嚢粘膜

上皮に近似 して い く こ とを報告 した
川15)

. こ の 現象ほ t ウサ ギ阻

T & bl e l . B i o ti n yl a t e d l e c ti n s u s e d i n thi s st u d y

嚢上 皮細胞が本来持 っ て い た細胞極性が , コ ラ ー ゲ ン ゲル 内の

培養条件で再出現 した像と 捉えられ た . しか し
,
培養法 を用 い

た細胞極性に 関す る従来の 研究では ,
主 に 培養 2 日か ら3 日後

の 観察が中心 で あり
14)- 5 )

∴細胞極性の 消失 と極性獲得初期像 の

ダイ ナ ミ ッ ク な変化は ほ とん ど検索 され て い な い . また
, 培養

細胞の 光学顕微鏡(光顕) 軌 電子顕微鏡 (電顕) 的形態像や酵

素発現に関す る研究は多 い が , 上 皮細胞の 極性 を特徴付け る

種 々 の 細胞膜型糖蛋白の 発現過程の 変動 を詳細に 研究 した報告

は少な い . そ こ で今 臥 培養初期の 形態変化を詳細 に 検討 し,

さ らに 細胞膜塑糖鎖 の 発現 の 推移を レ ク チ ソ 観織化学法
18 ト 19)
を

用 い て 検討 した .

近年 , 上 皮細胞の 榎性発現や維持 に 関連するもの と して細胞

骨格 と種 々 の 増殖因子が注目 され て い る
2 吼

. 細 胞骨格 ほ細胞

や組織 の 極性の 形成や維持に 重要であり
紺
, 種 々 の 細胞骨格障

害因子【た とえ ばサ イ ト カ ラ シ ソ B ( c yt o c h al a si n B ･ C B) や コ

ル ヒ チ ン】が 鼠織の 極性形成 の 解明に 応用 さ れ て い る
22)

･ ま た

増殖因子の 1 つ で ある ト ラ ン ス フ ォ
ー ミ ソ グ成長困子βフ ァ ミ

リ ー (tr a n sf o r mi n g g r o w th f a c t o r βf a mi 1y) ほ上 皮の 立体的な

構造や機能の 変化や成熟 に 重要と され て い る
2-)

･ そ こ で
,

マ イ

ク ロ フ ィ ラ メ ソ トの 重合阻害剤である C B と トラ ン ス フ ォ
ー ミ

ソ グ成長因子 β1 (tr a n sf o r mi n g gr o w th f a c to r β1 , T G F β1) を細

胞極性が完成 しつ つ ある培養 3 日 目 の 培地(既 に 多細胞性喪胞

が形成 され て い る) に 添加 し, 細胞形乱 特に そ の 極性 の 変化

や 分化 に 及ぼす影響を検討 した .

L e c ti n C h r b o h yd r a te
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E D T A ; T G F β1 , t r a n Sf o r m in g g r o w t h f a c t or β1 ; V F A , V i
ci a f a b a a g g lu tini n ; W G A , W h e at g e r m

a g gl u tini n ; 光顕 , 光学顕微鏡; 電顕 , 電子顕微鏡
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材料 お よび 方法

Ⅰ . 豪兎胆嚢粘膜上皮の形態学的検討

体重約 3 E g の 家兎 (雄, 日本白色種 , 静岡県実験動物農業協

同範合) を ベ ン ト バ ル ビ タ ー ル ( ネ ソ ブ タ
ー ル

, 大日本製薬
,
大

阪) の 静脈内注射 で麻酔 し, 開腹後 , 腹部血管を 切断 し , 放血 死

させ
, 直ち に 肝胆道を 一

塊 と して 摘出 した . そ の 後 , 胆嚢を取

り出 し, 内腱の 胆汁を 0 .01 M リ ソ 酸緩衝生理食塩水 (p h o s p h -

at e b u ff e r e d s a li n e
,
P B S ) ( p H 7 .3) で 十分に 洗浄 し , 3 分割 し

た ,

一

つ の 分割阻喪片 を10 % 中性緩衝 ホ ル マ リ ン で 固定後 ,
パ

ラ フ ィ ン 包唾 し, 4 〃 切片を作成 し , 光靡的検討 と レ ク チ ン 魁織

化学的検討 に 用 い た . 光顕的検討と して
,

へ マ トキ シ リ ン ･ エ

オ ジ ン (h e m a t o x yli n a n d e o sin , H E ) 染色 , 粘液多糖類染色と し

て 中性粘液染色 【過 ヨ ウ 素酸 S c hiff ( p e ri o di c a c id S c hiff ,

P A S) 染色】, 酸 性粘液染色 [ ア ル シ ア ン 青 (al ci a n bl u e , A B)

p H 2 ･5 染色 , 鉄 ジ ア ミ ン (h ig h ir o n di a mi n e , H I D ) 染色】, そ れ

に ム チ カ ル ミ ン 染色を 行 っ た . レ ク チ ン 組織化学法 に 関 して ほ

後述する , 次 の 1 / 3 分割胆 褒片を常法 に よ り, 2 . 5 % 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 , 4 ℃) 内で細切 し

60 分間固定 し , そ の 後 同緩衝液 で洗浄後 ,
1 % オ ス ミ ウ ム 酸

( 同緩衝液) で 4 ℃ ,
6 0 分間後固定 し, 常法に よ り

,
エ ボ ン 樹 脂

に 包埋 した . 超薄切片作成後, 酢酸 ウ ラ ン と ク エ ン 酸鉛 で 二 重

染色後 ! 透過電顕 H -3 0 0 ( 日立 製作所 , 東京) で 観察 した . 残 り

1 / 3 分割 胆 嚢片 を O C T コ ン パ ウ ン ド ( Tis s u e - T e k , M il e s

I n c ･
,
E lk h a r t

,
U S A ) 内に 包壊 し, 液体窒素で 凍結後 ,

ク リ オ ス

タ ッ ト (T i s s u e - T e k , M il e s I n c) で 5〟 m の 凍結切片を作成 し ,

室温で 風乾燥後 ,

-

8 0 ℃ で保存 し , 適宜 , 以下の 観織化学的
,

酵素組織化学的検討 に 用 い た .

Ⅰ . 胆嚢粘膜上皮の分離 t 単細胞化と コ ラ ー

ゲ ンゲ ル 内培養

1 . 胆嚢粘膜上皮細胞の 分離

前報に 従 い
1 頼 5)

, 体重約 3Ⅰ( g の 家兎(雄, 日本白色種) を ベ ン

トバ ル ビ タ ー ル の 静脈内注射 で麻酔後 , 開腹 し, 直 ち に 腹部血

管を切断 , 放血 死 させ , 肝胆 道を
一

塊と して取 り出 し ‥ 阻 喪を

分離易り出した . そ の 後, 注射器 で 胆汁を 取 り, 3 7 ℃の ハ ン ク ス

液 で胆褒内腔を洗浄後 ,
0 . 2 5 % ト リ プ シ ン と0 . 0 2 % エ チ レ ン ジ

ア ミ ン 四酢酸( e th yl e n e di a mi n e t e tr a a c e ti c a cid , E D T A ) の 混合

液【tr y p sin a n d E D T A ( T E) 混合液] を注射器で阻喪内に 入 れ
,

37 ℃ で60 分か ら80 分 間 ハ ン ク ス 液 内に 静優 した . 次に ,
T E 混

合液を 取 り出 し, 以下 の 培養 に 用 い た . な お
, 取 り出 した T E

混合液内に は胆 褒粘膜上皮が含 まれ て お り, そ の80 % は単細胞

性 に バ ラ バ ラ に な っ た 粘膜上 皮細胞で , 残 りの 20 % は 2 個か ら

数個の 上 皮塊を形成 して い た 川 15) . な お , 線維芽細胞 な どの 間菓

系細胞の 混入 ほ ほ と ん どなか っ た .

2 .
コ ラ ー ゲ ン 溶液の 調整

7 ･ 5 容量の 0 . 3 % 酸可溶性 コ ラ ー ゲ ン ( タ イ プ Ⅰ コ ラ ー

ゲ ン
,

新田 ゲ ラ チ ン , 大阪) + 1 . 5 容量 の ウ シ 胎 児血 清 (f e ta l b o vi n e

S e ru m
,
F B S ) (G ib c o , G r a n d I sl a n d , U S A ) + 1 容量の 10 培濃度

の W i11i a m s の E 培地 (Fl o w L a b o r a t o ri e s
,
I r vi n e

,
S c o tl a n d) を

水 冷下 で 混合 し , こ れ に 上 皮 成長困子 ( e pi d e r m al g r o w th

f a c t o r
,
E G F ) ( B i o m e di c al T e c h n ol o gi e s I n c . , S t o u g h t o n ,

U S A ) を 10 n g/ m l と な る ように 添加 して コ ラ ー ゲ ン 溶液を作製

した .

3 ･
コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内 へ の 阻喪粘膜上皮細胞の 包哩と初代培

養

上皮細胞を含む T E 混合液を 遠 心 分離 ( 5 分 臥 1 ,0 0 0 r p m )

し , そ の 沈査 に コ ラ ー ゲ ン 溶液を 加え ,
ピ ベ ッ チ ン グ した軋

プ ラ ス チ ッ ク 培養皿 ( コ
ー

ニ ン グ
, 岩城ガ ラ ス , 東京) に分注し

た ･ こ れ を 培養皿 ご と37 ℃で 約10 分間静置 して コ ラ ー ゲ ン を重

合 , 圃化さ せ ,
コ ラ ー ゲ ン ゲル 内に 上 皮細胞 を包埋 した . 培養

液 (1 5 % F B S と 10 n g/ m l の E G F を含む W illi a m s の E 培養

液) を コ ラ ー

ゲ ン ゲ ル 上 に 重層 し て3 7 ℃ で 大 気条件 を95 % 空

気 5 % C O 2 と した イ ン キ エ
ペ ー タ ( フ ァ ル マ ,

サ ン ヨ ー

上 乗

京) 内で 培養 した . なお , 培養開始時の コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内の 細

胞数は 1 ～ 3 ×1 0
5

個/ m l で , 培養液 に は ペ ニ シ リ ン G (1 0 0 単

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

治製菓) を添加 した . 細胞 を位相差顕微鏡 (オ リ ン パ ス , 東京)

で経 時的 に 観察 し , さ らに 培養開始後 6 , 1 2 , 2 4 , 4 8 , 9 6 時間

の 培養細胞を以下の 実験 に 供 した .

4 .
コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内培養粘膜上皮細胞の 形態学的検討

光顕的観察 : 各培養時期の 胆嚢粘膜上皮細胞が 埋 め 込まれ て

い る コ ラ
ー ゲ ン ゲ ル ご と 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6 0 分間固定 し , パ ラ フ ィ ン 包埋切片と

し
,
H E 染色 ,

さ らに 前 出の 4 種類 の 粘液多糖類染色を行な っ

た .

透過電顕 に よ る観察 : 上記 の 増生 した 胆 嚢粘膜上皮 を コ ラ ー

ゲ ン ゲル ご と に 細切 し
,
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) で室温30 分間国定, 同緩衝液で洗浄後 ,

1 % オ ス ミ ウ ム 酸で60 分間後固定 し, 常法 に よ り脱水 ,
エ ボ ン

包唾 し, 超薄切片を酢酸ウ ラ ン と ク エ ン 酸鉛で 二 重染色 し, 透

過電覇 で観察 した .

凍結切片の 作製: コ ラ ー

ゲ ン ゲル を O C T コ ン パ ウ ソ ド内に

包埋 し, 液体窒素 で 凍結後 ,
ク リ オ ス タ ッ ト で 5〟 m の 凍結 切

片 を作成 し , 室温で 風乾後 ,

-

8 0 ℃で 保存 し, 適宜 , 以下の 組

織化学的 仁 酵素観織化学的検討 に 用い た .

Ⅲ ･ レク チ ン組織化学法 , お よび ル テ ニ ウ ム レ ッ ド染色

1 . レ ク チ ン 観織化学法

光顕的検討
23)
: ホ ル マ リ ン 固定, パ ラ フ ィ ン 包壇 切片 と した

家兎胆嚢粘膜組織 ,
お よび 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 固定 後の 培養胆嚢粘膜上皮を含む コ

ラ ー ゲ ン ゲ ル の パ ラ フ ィ ン 包哩 切片 を用 い , 阻喪粘膜 上皮
,
お

よ び コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内培養 上皮 で の レ ク チ ソ 結合性を 検討 し

た ･ 今臥 表1 に 示 す1 2 種の レ ク チ ン ( い ずれ も ビオ チ ン 化 レ

ク チ ン) を 用 い た . 各 々 の レ ク チ ン とそ れ に 特異的に 反応する

糖鎖 , そ れ に 各 々 の 希釈濃度 ( P B S で 希釈) を表 1 に 示 す. な

お
, 予備的検討 で

,
タ チ ナ ク マ メ レ ク チ ン ( c o n c a n a v ali n A ,

C o n A ) , エ ン ド ウ マ メ レ ク チ ン ( Pi s u m s a ti v u m a g gl u ti ni n ,

P S A ) . ソ ラ マ メ レ ク チ ン ( Vi ci a f a b a a g gl u ti ni n , V F A ) , コ ム

ギ ハ イ ガ レ ク チ ン ( w h e a t g e r m a g gl u ti ni n , W G A ) , 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 n i n , D B A )
,
ダイ ズ レ ク チ

ン ( s o y b e a n a g gl u ti ni n , S B A ) は 胆嚢粘膜上皮内腱縁 に 染ま り ,

後述の 極性消失期 に は陰性化 し , 庫性獲得期 と伴 に 細胞内小乗

胸の 内縁 が陽性 となり , 細 胞極性 の 表現型 に有用 で あ っ た の

で , 本研究 ほ , こ れ ら 6 種 の レ ク チ ン 結合性 を 中JL涌こ検討 し

た t 脱 パ ラ フ ィ ン 切片を P B S で 洗浄後, 0 . 3 % 過酸化水素加 メ

タ ノ ー ル 内で 内因性の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 失 宿 さ せ た . そ の

後, 適宜希釈 した ビオ チ ン 化 レ ク チ ン を 湿箱内で 4 ℃ で48 時間

反応させ た ,
P B S で十分 に洗浄 した軋 H s u ら

24)
の 方法 に従

い
,
ア ピ ジ ン ･ ベ オ テ ン ･ ペ ル オ キ シ ダ

ー ゼ 複 合体 ( a vid iロー
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bi otin-P e r O Xid a s e c o m pl e x , A B C) キ ッ ト (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 ) で 反応 させ , 0 ･ 00 5 % 過酸化水素加ジ 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 ig m a C h e m i c al

C ｡ m p a n y , S
t . L o ui s

,
U S A ) の P B S 溶液内 で 約 5 分 間発色 さ

せ ,
P B S で洗浄 した 軋 へ マ ト キ シ リ ン で 核染色を行い 光顕 で

観察 した .

陰性対照と して , 各 レ ク チ ソ 染色毎 に ビオ チ
ソ 化 レ ク チ ソ の

代わ りに P B S で反応 させ , 反応陽性物が得 られ な い こ と で確

認した .

電顕的検討
25)
: 胆嚢粘膜上皮と培養上皮包唾 コ ラ

ー ゲ ン ゲ ル

の 凍結切片を用 い ,

ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標識 レ ク チ ン ( W G A ,

D B A , S B A ) ( E
- Y L a b o r at o ri e s

,
S a n M a t e o , U S A ) を レ ク チ ン

濃度と して 10 〃g/ 血 とな る ように P B S で 希釈 し, 4 ℃ で72 時

間反応 させ た . こ の 3 種の レ ク チ ソ は い ずれ も上 記 の 光顧的 レ

クテ ン 組織化学法 で極性検討 に 用 い た 6 種 の 中 に 含 ま れて い

る . P B S で 洗浄後 , 0 . 0 05 % 過酸化水素加 D A B で 発色 させ ,

1 % オ ス ミ ウ ム 酸(0 .1 M カ コ ジ ル 酸緩衝液, p H 7 ･4) で 1 時間後

固定 し, エ タ ノ ー

ル で 常法 に よ り脱水 し, ス ラ イ ド グラ ス に エ

ボ ン を 入れ た ゼ ラ チ ン カ プ セ ル を か ぶ せ , そ の まま 重合 させ た

後, ス ラ イ ドガ ラ ス よ り剥離 し , 超 薄切片 を作製 し , 無染色で

透過電顕 汁 錮0 (日 立 製作所) で 観察 した .

2 .
ル テ ニ ウ ム レ ッ ド染色 (電顕的検討)

ル テ ニ ウ ム レ ッ ド染色は細胞表面 に ある 酸性糖蛋白を検出す

る方法と して 知 られ て い る
28)

. まず , 生 体 の 阻 喪粘膜 と培養上

皮を包埋 した コ ラ
ー

ゲ ン ゲル の 凍結切片を0 . 0 5 % ル テ ニ ウ ム

レ ッ ド(S ig m a C h e m i c al C o m p a n y) (0 .1 M カ コ ジ ル 酸緩衝液,

p H 7 .4) で 4 ℃ , 6 0 分間反応させ ,
1 % オ ス ミ ウ ム 酸(0 ･1 M カ コ

ジル 酸緩衝液 , p H 7 .4) で 1 時間後固定 し, エ タ ノ
ー ル 系列 で 脱

れ ェ ボ ン に 包喫 した . 超薄切片を 3 % 燐 タ ン グ ス テ ン 酸水溶

疲( p H 3 .0) で3 0 分染色 し電顕で 観察 した . な お
, 陰性対照と し

て, ル テ ニ ウ ム レ ッ ドを 除い た反応液内で染色 を行な い , 反応

陽性物が観察 され な い ごと を確認 した .

Ⅳ . 酵素組織化学染色 (電顕的検討)

培養開始後 6 , 1 2 , 2 4 , 4 8 時間後 に 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3 0 分間固定 し, O C T コ

ン パ ウ ン ドで包哩 し, - 8 0 ℃ で 急速 に 凍結 した 後 ,
ク リ オ ス

タ ッ ト で 5〃 m に 薄切 し, 以下の 染色 を行 っ た . なお , 反応後の

試料ほ , い ずれ も1 % オ ス ミ ウ ム 酸 (0 .1 M カ コ ジ ル 酸塩緩衝

液, P H 7 .4) で 1 時間後固定の 後 , 常法に よ り脱水 し , ス ライ ド

グ ラ ス に エ ボ ン を入 れ た ゼ ラ チ ン カ プ セ ル をか ぶ せ ,
そ の まま

重合 した 後, ス ラ イ ドガ ラ ス よ り剥離 し , 超薄切片を作成 し無

染色で 観察 した .

1 .
ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 フ ォ ス フ ァ ク タ ー ゼ ( a d e n o si n

trip h o s p h a t a s e , A T P a s e)

小川ら
2T)
の 方 法 に 従 っ た . 凍 結 切 片 を ,

0 .2 M T ris
･ H C l

(p H 8 .5) 1 .4 m l
,
A T P 5 m g , 蒸留水 2 .O m l , 0 .0 1 5 M 硫 酸 マ グネ シ

ウ ム 2 .6 m l
,
0 . 5 % ク エ ン 酸鉛( p H l O .0) 4 .O m l の 反応液で37 ℃で

60 分間反応さ せ た .

2 . ア ル カ リ性 フ ォ ス フ ァ ク タ ー ゼ ( alk ali n e p h o s p h at a s e ,

A L P a s e)

小川 ら
28)
の 方法に 従 っ た . 凍結切片 を , 3 % グリ セ ロ リ ン 酸

ナ トリ ウ ム 1 .4 m l , 1 .5 m M 硫酸 マ グ ネ シ ウ ム 2 .6 m l , 0 . 5 % ク エ

シ酸鉛 4 .O m l, 0 .2 M T ri s
･ H C l( p H 8 .5) 1 .4 m l

, 薦糖 0 .8 g の 反応液

(p H 9 .0) 中に37 ℃30 分 間反応させ た .

3 . 酸性 フ ォ ス フ ァ ク タ ー ゼ (a c id p h o s p h a t a s e , A C P a s e)

G o m o ri
抑
の 方法に 従 っ た . 凍結切片を 0 .0 5 M 酢 酸塩緩衝液

(p H 5 .0) 5 0 m l , 薦糖 4 g , 硝酸鉛 50 m B , 3 % β グ リセ ロ リ ン 酸ナ

ト リ ウ ム 5 血 の 反応液に 室温で30 分間浸漬 した .

Ⅴ .
C t = ニ T G Fβ1 添加に よる堵毒上皮細胞 の極性変化 の観察

コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内培養 3 日 目(多細胞性上皮性嚢胞
廿朋 )

を形成

して い る こ と を確認) の 培 養液中 に ,
C B (S i g m a C h e mi c a･l

C o m p a n y) と T G F β1 ( フ ナ コ シ , 東京) を添加 し, 多細胞性褒

胞に み られ る形態変化 , 特に 培養上 皮細胞の 極性変化を中心 濫

観察 した . な お , 予備的に , 初代 コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内培養 1 ,

2
,
3 日 目 に ,

そ れ ぞれ C B 25 p g/ m l を 添加 し検討 を行な っ

た . そ の 結果 , 培養1 日目 と 2 日 目 に C B を 添 加 し た 実験 で

は
I
C B 添加後24 時間目に培養上皮は バ ラバ ラ とな り, 壊死像

が強く詳細な観察が できな か っ た . しか し
, 培養3 日後 で の 添

加 で は , 後述の 如く l
上皮細胞に種 々 の 細胞極性の 異常が み ら

れ ∴ 細胞内小空胞も観察され た . そ こ で , 本研究で は培養 3 日

目 の コ ラ
ー ゲ ン ゲ ル 内培養 に C B お よび T G F β1 を添加 し検討

した . C B と T G F β1 の 重層培養液中の 濃度が ,
そ れ ぞれ最終的

に 25 朋/ m l と 1 n g/ 血 に な る様 に培養液に 添加 し, 37 ℃ で48 時

間 ま で 培養 し た . な お ,
C B の 濃 度 ほ C a r r u th e r s ら

22)

,

T G F β1 は C a s si n i ら
3T】
が 各々 の 実験 に 用い た濃度 を参考 に し

た . 添加後24 時間お よ び48 時間後に 阻喪上皮細胞 を含む コ ラ
ー

ゲ ン ゲル を , 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) で室温30 分間固定 し, パ ラ フ ィ ン 切片と し, 脱
パ ラ

フ ィ ン 後 ,
H E 染色 .

P A S
,
A B ( p H 2 .5) , H I D およ び ム チ カ ル ミ

ン の 各種粘液多糖額染色を行い 光顕 で 観察 した . ま た , 添加後

24 時間と48 時間の 胆嚢上 皮細胞を含 む コ ラ
ー ゲ ン ゲル を 2 % ダ

ル ク
ー

ル で固定 し, つ い で 1 % オ ス ミ ウ ム 酸で 後固定の 後 , 常

法に よ り脱水 ,
エ ボ ン に 包唾 し∴超薄切片を作成 し , 酢酸 ウラ

ン と ク エ ン 酸鉛 で 二重染色の 後電顕下で観察 した .

成 績

Ⅰ . 家兎胆嚢粘膜上皮の形態像

家兎胆嚢の 粘膜上皮は
一

層 , 高円柱状で , 核ほ 基底側に 位置

し
, 胞体は 淡明で あ っ た . 粘液多糖類染色で は ト 阻喪粘膜上皮

の 胞体 の 殆 どは 陰性 で あ っ たが , 内腔縁ほ ム チ カ ル ミ ン 染色,

A B (p H 2 .5) , P A S , H I D 染色が 陽性であ っ た ( 図 1 a) .

電辟的に は , 円柱上 皮の 基底側に 楕円形の 核が あ り , 胞体内

に ほ 多くの ミ ト コ ン ドリ ア が認め られ , 核上 部胸体内に は ゴ ル

ジ装置 , 内腔側に は分泌顆粒が存在 し, 内腔縁に は密生する徴

絨毛が み られた (図2 ) . 酵素拒織化学で は こ れ らの 内陸の 徴絨

毛 に ほ 膜状に A L P a s e が陽性 で あっ た . また , 隣接す る細胞間

に は 内脛縁下 に 発達 し た 細胞接 着装置 【密着結 合 (tig h t

j u n c ti o n) , 接 着 帯 ( z o n ul a a d h e r e n s) , 接 着 斑 (d e s m o s o m e)]

が
, ま た そ の 直 下 か ら 基底部 に か け て 発達 した 甜合 ひ だ

(i n t e rd igit a ti o n) が み ら れ ,
同 部 お よ び 細 胞 基 底 部 に も

A L P a s e が陽性で あ っ た .
A T P a s e は 内腔面の 徴絨毛で陽性 で

あ っ た が , 細 胞側面 お よ び 基底面は陰性 で あ っ た . な お ,

A C P a s e は ラ イ ソ ゾ
ー ム に 限局 して 陽性であ っ た .

な お ,
レ ク チ ソ 染色 ,

ル テ ニ ウ ム レ ッ ド染色の 染色結果 ほ,

コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 内培養粘膜上皮細胞の 成績と
一

緒に後 述す る .

Ⅰ . コ ラ
ー ゲ ンゲル内で の培養胆嚢上皮細胞の形態像: 位相

差顕微鏡による観察

J 位相差原敬鏡で は , 培養直後で は殆 どの 細胞は単細胞性 でバ



41 2

ラ バ ラ の 状態で 観察 され ,
一

部の 上 皮細胸の み に 胸 体内小空胞

が観察 され た が , 培養 6 か ら1 2 時間後 で は多く の 培 養細胞 の 胞

体内に 空胞が み られ た (図3 a) . さ らに 培養24 時間後 で は培養上

皮細胞 の 数 の 増加が起 こ り , 多細胞性の 細胞塊と な っ た . 胞体

内の 望胞 は こ れ らの 多細胞性集塊で ほ , 細胞集塊中心部に 融合

した空胞 (小森胞) と して 認め られ た . 以後 ! 漸次 , 細胞数が稽

加 し, これ と平 行 して 大型の 空胞(褒胸) が 形成 され る像(多細

胞性褒胞の 成熟) が 観察 され た . しか し , 単細胞性か ら数細胞

性 (空砲を 有する) の ま ま の も の も散見 され た .

Ⅲ ･
コ ラ

ー

ゲ ンゲ ル 内培養胆嚢粘膜上 皮細胞 の形態像 : 光

顕 , 粘液多糖類染色お よび酵素組織イヒ学に よる観察(表2)

H E 染色 , 粘液多糖頼染色を用 い た 予備的検討 で ,
コ ラ ー ゲ

F i g ･ 1 ･ N o r m al r a b bit i n v i v o g a11b la d d e r m u c o s a c o m p ris e s a si n gl e , hi g h c ol u m n a r e pith e li a1 1 a y e r . T h e l u m i n al s u rf a c e is

P O Siti v e 王o r a cid gl y c o p r o t ei n ( a) a n d D B A (b) ･ L , 1 u m e n of th e g allbl a d d e r ･ a ‥ A I ci a n bl u e (p = 2 ･5) s t ai ni n g , × 4 6 0 . b : L e c ti n
his t o c h e m i st r y f o r D B A , × 46 0 .

恥

』

筋
應
ト

★
長

路
¶

､

∴
■

F ig ･ 3 ･ I s ol a t e d r a b b it g a llb la d d e r e pith eli al c ell s c u lt u r e d i n th e c o11 a g e n g el m a tri x f o r 6 h r (th e p h a s e of l o s s of c e11 p ol a rity) .

A si n gly i s ol a t e d c ell a n d a f e w cl u m p e d e pith e li al c ell s ( a r r o w s) c o n t ai n in tr a c ell ul a r v a c u ol e s of v a ri a bl e siz e s . a : P h a s e

C O n tr a S t m i c r o s c o p e , × 4 0 0 . b : I n tr a c ell u l a r v a c u ol e s a r e n e g a ti v e f o r P A S s t ai n i n g , ×4 6 0 . c ; I n tr a c e11 u l a r v a c u ol e s a r e

n e g a ti v e f o r l e c ti n h is t o c h e mi st ry e m pl o yl n g t h e D B A r e a c ti o n , × 4 60 .
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Fi g . 2 ･

~
u ltr a s tr u c t u r al f e a t u r e s of i n vi v o n o r m al r a b bit

g allbl a d d e r e pith eli al c elIs
･ N u m e r o u s m i c r o villi a r e s e e n o n

th e l u m i n al s u rf a,C e , a n d j
u n c ti o n al c o m ple x e s ( a rr o w s) a n d

i n te r c e11 ul a r la t e r al d igit ati o n s a r e s e e n i n u p p e r a n d m
id dl e t o

l o w e r l a te r al sid e s , r e S P e C tiv ely ･ N o t e th e
w ell a r r a n g e d

c eIl ul a r o r g a n ell s : G olgi a p p a r a t u s i n
th e s u p r a- n u Cl e a r a r e a

( *) a n d m a n y m it o c h o n d ri a i n th e s u p r a- n u Cl e a r c y r o pl a s m ･ L ,

l u m e n of th e g a11bl a d d e r N , n u Cl e u s , ×6 ,5 00 ･
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ソ ゲ ル 内の 胆 嚢上 皮細胞の 形態像ほ大きく 三 期 ( 極性消失期 ,

極性獲得期 , 極性成熟期) に 分け る こ と が 出来 た の で , 所 見 を

各期毎 に 述べ る . な お ,
こ の 間の 模式図を図4 に 示 す ･ 胆嚢粘

膜上皮と 三 期に 分けた コ ラ
ー ゲ ン ゲ ル 内で の 上 皮細胞の レ ク チ

ン 結合性 を表 3 に 示す .

1 . 極性消失期 (培養後 0 か ら12 時間)

1 ) 形態学的検討

H E 染色と粘液多糖類染色に よ る観察 : こ の 時期は 上 限褒 粘

膜 上皮細胞がも っ て い る本来の 細胞極性が消失 し,
一 過性 に 二

次性 ライ ソ ゾ
ー

ム 空胞が 出現する の が特徴である ･

培養 6 時間 まで は , 粘膜上 皮細胞 の 多くは 単細胞性 で 円形な

い し楕円形 の 形態を 示 し, 細胞質内に P A S 等の 粘液多糖類染

色陰性の 空砲が認め られ た(国3b) . 小空胸 ほ癒合 して 大き な空

胞 を形成 し , 核や 細胞質は空胞 に よ っ て圧迫 され て い るもの も

み られ た . 2 か ら数個の 上 皮細胞集塊を形成するもの で も, 同

様に 胸体内に 様々 の 大き さの 空砲 がみ られ た . しか し
,
こ れ ら

の 空胞 ほ次第に 減少 し , 培養24 時間で は認め られ な く な っ た ･

電顕 的に は , 培養 6 時間後で は , 単離 した 胆嚢粘膜 上皮細胞

の 表面の
一

部に お い て ∴絨毛様構造が み られ た . そ の 他の 細胞

表面で ほ , 種 々 の 長さ の 絨毛があ り, 甜合 ひ だ に 対応する側方

翻 入 (1 a t e r al i nf oldi n g s) に 相当する と考 え られ た ( 図 5 a) ･ 細胞

質内に 種 々 の 大き さの 空砲 , 少量 の 粘液顆粒 , 粗面小胞体や ミ

ト ､
コ ン ドリ ア が散在 して お り ,

ゴ ル ジ装置は核周 酎 こ 位置 して

認め られ た . ま た , 一一 部の 細胞で は ゴ ル ジ装置や ミ ト コ ン ドリ

ア 等の 細胞内小器官も こ の 教練毛部に 向か っ て 並 ん で い る様に

み え , 上皮細胞の 極性の 通残が 示 唆きれ た .

一 方 , 細胞質内に

ほ 膜で 囲まれ た 空胞が出現 し, 漸次増加 し増大 した ･ こ れ らの

空胞 ほ 後述 の 如く A C P a s e で 陽性 で あり , 自 己消化空胸と考 え

られ た . 小空胞 は癒合 して , 大きな 空胞を形成 し, 核や 細胞質

T a bl e 2 . M u c u s hi s t o c h e m i st r y of r a b bi r i n t
}i t} O g a n bl a d d e r e pith e 払1 c eu s a n d t h

o s e c u lt u r e d c o11 a g e n g el m a tri x

R e a c ti vit y a t th e tir n e (h r) af t e r th e st a rt cf i n v il r o c ult u r e

S t ai ni n g g al 1b la d d e r c eu s 6 ～ 1 2 ～ 2 4 ～ 亜 ～ 粥
～

P A S A - C M ( + )

M u ci - A - C M ( + )

C a r m l n e

H I D ん C M ( +)

A B んC M ( + )

p H 2 .5

0 - C M ( - ) 0 - C M (
-

)

C y t o (
- ) C yt o (

- )

I C C - M ( + ) I C C
- M ( + )

I C C - C ( + ) I C C - C ( + )

0 - C M (
-

)

C yt o (
-

)

I C C - M ( + )

I C C - C ( - )

0 - C M ( - )

C yt o (
- )

I C C - M ( + )

I C C - C (
-

)

0 - C M (
-

)

C y t o (
-

)

I C C- M ( + )

I C C
- C ( - )

0 - C M (
-

)

C yt o (
-

)

I C C - M ( + )

I C じ C ( + )

0 - C M (
-

)

C y t o (
- )

I C C - M ( + )

‡C C - C ( + )

0 - C M (
-

)

C yt o (十)

I C C - M ( + )

I C C- C ( + )

0 - C M ( - )

C y t o ( - )

I C C - M ( + )

I C C - C ( - )

0 - C M (
-

)

C y t o (
-

)

I C C - M ( + )

I C C - C ( + )

0 - C M ( - )

C y t o ( - )

I C C - M ( + )

王C C - C (
-

)

I C C
, i n tr a c yt o pl a s mi c c y s t s ; I C C

- M
,
I C C -

m e m b r a n e ; I C C
- C

,
C O n t e n t S i n I C C ; M u c ･ m u C u S g r a n ul e s ; C y t o ･ C yt O pl a s r n ;

A - C M , a pi c al c eu m e m b r a n e ; 0
- C M

,
O u t e r C e u m e m b r ? n e ; 十 , p O $i ti v e ;

-

･
n e $ a ti v e P S A ･ p e ri o d a t e a cid S c h iff ; H I D ,

hi gh i r o n d i a mi n e ; A B , d ci a n b l u e ･
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は 空胸に よ っ て圧迫 され て い るもの もみ られ た( 図5b) . 培養 6

か ら1 2 時間目 で ほ A T P a s e 活性は 細胞膜 に 僅か に 陽性で あり ,

胸体内の 空胞 に ほ染色され なか っ た . A L P a s e 活性は 細胞膜周

囲の 細胞突起 の
一

部 に 僅か に 陽性と な っ たが , 空砲は 染色 され

な か っ た ･ A C P a s e 活性は 培養 6 か ら12 時間目の 細胞 で は
,
細

胞内空胞 の 内側 の 膜 お よ び空胸内物質, 細胞質内の ネ マ ト ラ イ

ソ ゾ ー ム
30)
が 陽性 に な っ た . また ,

一

部の 2 次 ラ イ ソ ゾ ー ム が

細胞質内の 空胞 の 膜 と癒合 し ∴空胸内部と連続 して い る像が 認

め られ た ( 図 5 c) .

2 . 極性獲得期 (培養後12 か ら24 時間)

粘液多糖類染色陽性 の 小嚢胸が胸体内に 出現する の が 特徴 で

あ る .

培養12 か ら2 4 時 間 で胸体 の 一 部 (単細胞性 上皮 の 胞体内で
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Fig . 4 . S c h e m a ti c p r e s e n t a tio n o f l o s s a n d r e- e S t a b lis h m e n t
Of c e11 p ol a rity i n r a b bit g allbl a d d e r e pith eli al c e11 s c ult u r e d

i n th e c olla g e n g el m a trix . L o s s of c ell p ol a rity ( u n til 1 2

h r) : P ol a rity of c ol u m n a r e pith eli al c e11 s i s lo s t a n d

a u t o p h a gi c v a c u ol e s a p p e a r tr a n si e n tly . A c q ui siti o n of c e11

p ol a rity (d u ri n g 1 2 - 4 8 h r) : I n tr a c yt o pl a s m i c c y s t s wi th

m i c r o v illi a r e s e e n a n d th e v a c u ol e s di s a p p e a r . M a t u r a ti o n

0王 c e11 p ola.
rity ( af t e r 2 4 h r) : M u lti c ell ul a r c y s t早 d e v el o p .

C ell p ol a rit y r e s e m b li n g c u b oid t o c o l u m n a .r e pith elia i s

r e
-

e S ta b lis h e d . ▼l-Ⅴ , V a C u Ol e s_
C
, C y S tS .

も , 数個の 細胞集塊内 で も) に 粘液多糖類染色陽性の 点状ある

い は滴状の 陽性物が出現 した (図 6 a) . 1 2 時間後で は P A S 染色

陰性の 空胞を同時に 認め る もの もあ っ た . こ れ らの 胞体内の 小

嚢胸は , 電顕的に 内腱面に 教練毛 を有す る小嚢胞で (図 7 a) , 後

述 の 如く , 培養時間と伴 に 大きくなり培養4 時 間後で は増殖の

結果 ,
上 皮細胞塊の 内動 こ嚢胸を み る 多細胞性嚢胞 に 移行 し

た ･ 上 皮細胞 の 胞体内の み な らず数個 の 隣接する 上 皮細胞の 間

に 粘液多糖類陽性 の 小嚢胸も み られ た . 電霹的 に は
, 小乗胞に

向い , 分泌顆粒 が出現 し
,
ま た

, 核周 囲に 中心 俸や ゴ ル ジ装置

が出現 し , 極性 の 形成旗向が み られ た . 連続切片で 徽小義胸を

調 べ ると ,

一

部 は そ の 行 き先 が同定出来ず細胞質内で消失 して

い た ･

一

方 , 細胞接着装置で囲まれ た 細胞間隙に 開 口す る小嚢

胞もま れ に み られた .

酵素鼠織化学的に は A T P a s e は 培養24 時間 でほ , 細胞膜と細

胞内小褒胞 の 徽絨毛 , お よ び そ の 他 の 内腔 の 膜面 が染色 され

た ･ A L P a s e は 培養24 時間で は細胞周囲の 細胞膜 , 細胞 内小嚢

胞の 教練毛, お よ び 内腔 の 一 部 の 膜が 染色 され た . ネ マ ト ライ

ソ ゾ
ー

ム
, 2 次 ラ イ ソ ゾ ー ム に 陽性で あ っ た A C P a s e 活性ほ培

養24 時間目 の 細胞 の 細胞質内の 細胞内嚢胞は染色 され ず
ト 細胞

内小義胞 の A C P a s e 活性 ほ陰性であ っ た .

3 . 極性成熟期 (24 時間以 降)

H E 染色 で は 多細胞性の 嚢胸 の形成が特徴で あ っ た , しか し
,

同時に単細胞性ある い ほ 2 か ら 3 個よ りな る 上皮性細胞塊もみ

られ た . 粘液多糖類染色 では , 多細胞性嚢胞 に は粘液多糖類が

み られ , 特 に そ の 内腔縁 が顕著 で あ り(図 6b) , 単細胞性ある い

ほ 2 個か ら 3 個 よ りな る上 皮細胞塊内に も粘液多糖類 の 貯溜が

み られ た . 多細胞性褒胸 は 1 層性か ら 2
,
3 層性 で あり , 胞体

は や や好酸性 であり , 壁 内に 節状に 粘液多糖類陽性 の 小嚢胞が

しば しばみ られ た . しか し
,
1 層性に 粘液多糖類 が充満 した上

皮よ りな る多細胞性嚢胞もみ られ た .

竜顔的に は ! 培養48 時 間以後 で l 数個 か ら十数個 の 上 皮細胞

か らな る多細胞性嚢胸を形成 して い た ( 図 7b) . 褒胞 内面 に は

種 々 の 密度 の 徴絨毛を有 し , 細胞間に は 接着装置 が認め られ ,

培養 時間 と と も に 発達 した . 内腔縁直下 に は 飲 み 込 み 空胞

( pi n o c y ti c v e si cl e s) ある い は細胞陥入 (i n v a gi n a ti o n) の 形成 が

あ り, 胸体 内に は ミ ト コ ン ド リ ア な どの 他の 細胞内小器官が増

加 し, 胆嚢粘膜上皮 に 類似 した , また
, 核上 部 に ゴ ル ジ体が局

在 し, 分泌顆粒 の 嚢胞内 へ の 放出像等, 嚢胞 内面 へ と向か う上

皮細胞 の 極性が よ り分化 し , 核 下 部で は 細胞内小器 官は少 な

か っ た . なお , 全観察を 通 じ て , 基 底膜 の 形成 ほ認 め られ な

か っ た .

酵素覿織化学的 に は
,
A T P a_ S e ほ 培養 2 日 目で 多細胞性褒胞

の 嚢胞内腱 の 徴絨毛 と細胞膜 , 細胞 間隙 ,
お よび コ ラ ー ゲ ン ゲ

ル と接 した 細胞膜が陽性 とな っ た . A L P a s e ほ培養 2 日目 で は

多細胞性轟胞 の 嚢胸内腔 の 一 部の 徴絨毛 と褒胞内の 膜 の
一 部 ,

お よ び コ ラ ー ゲ ン ゲ ル と 接 し た 細胞膜 が陽性 と な っ た .

A C P a s e ほ 培養 2 日目で ほ 細胞質内の 小脂肪滴 の 膜が 一 部陽性

と な っ た が
, 嚢胞の 徴絨毛や重砲内面ほ染色 され なか っ た . 細

胞質内の ネ マ ト ラ イ ソ ゾ ー ム や 2 次 ラ イ ソ ゾ ー ム 等 の 膜系が染

色され た .

Ⅳ . レクチ ン組織化学法 とル テ ニ ウム レ ッ ド染色 に よ る細胞

膜型糖蛋白お よび粘液多糖葉頁の変動

1 .
レ ク チ ソ 分布の 光顕的検討

胆嚢粘膜上皮お よび コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル 内で の 上 皮細胞の レ ク チ
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ソ 結合性 を 表 3 に 示 す ･ C o n A ･ P S A , V F A ･ W G A , D B A ,

s B A は い ずれ も胆嚢粘膜の 内腔縁に 結合性を 示 した (囲
1 b) ･

コ ラ
ー ゲ ン ゲル 内の 培養 上 皮 で の レ ク チ ン 染色 で は , 極 性を

失 っ た上 皮細胞で は 空胞 を含め C o n A ,
P S A

･
D B A

,
S B A (図

3 c) は 殆 ど結合 しな か っ た ･ なお
,
培養12 時間後 に 形成 され た

細胞内小空胸で ほ 染色を試み た 6 種
の レ ク チ ン は結合を 示 さな

か っ た . 培養24 時間目 で D B A , C o n A , V F A , W G A で 細胞内の

嚢胸内腔に 沿 っ て
一 部で 膜状に 陽性 とな っ た ･ さ ら に ,

W G A

では細胞内嚢胸 の 内容物も染色され ,
培養48 時間後で は , こ れ

ら 6 種 の レ ク チ ン は 嚢胸内腔縁 が染色 され ( 図 6 c) , さ ら に

PS A が細胞質 にび 慢性に 陽性 と な っ た ･

2 .
レ ク チ ン 組織化学 : 電顕的検討 (表 4)

S B A 染 色で は 胆嚢粘膜上 皮で は 徴絨毛 と細胞膜 に 陽性 で

あ っ た . ゲ ル 内培養で は 6 か ら12 時間後で は 陰性 で あ っ た が ∫

培養24 時間後 に 小嚢胞内腔面の 教練 私 細胞間臥
ゴ ル ジ 装

置, 分泌腰粒 が陽性 とな っ た ･

W G A 染色で は胆嚢粘膜 上皮内腔縁 は陽性 ,
ゲ ル 内培養 で

は, 培養 6 時間後 に細胞膜が陽性 で細胞内腔は 陰性で あ っ た

が
, 培養24 時間後に細胞内小褒胞の 内腔 の 教絨毛が陽性と な っ

た .

D B A 染色で は胆嚢粘膜上皮の 徴絨毛と細胞膜 が陽性 ,
ゲ ル

内培養で ほ培糞 6 か ら12 時間後で は 陰性 で あ っ た が , 培養24 時

間後 に 小褒胸内陸面の 徽絨毛 ,
細胞 間障 ,

ゴ ル ジ装置 , 分泌顆

粒が陽性 とな っ た (囲 8) .

3 .
ル テ ニ ウ ム レ ッ ド染色 (表 4)

胆嚢粘膜上皮 で は , 胆嚢内腔 の 故紙毛と粘液分泌顆粒が陽性

であ っ た ( 圃 9 a) .
一 方 ,
ゲル 内培養上皮で ほ 培養 6 時 間 ま で

は
, 細胞表面 に 残 っ て い る故紙毛 と細胞の 細入 (i n f old i n g s) 様

突起 の 一 部が 陽性 で あ っ た . しか し , 培養24 時間後 で は ,
上 皮

細胞 の 胞体内の 小義胞の 徴絨毛膜 と細胞質内の 嚢胞周 囲の 分泌

顆粒忙 陽性像が み られ ∴嚢胞に 開 口 して い る像も見 ら れ た ( 図

9b) . 4 8 時間後の 多細胞性嚢胸 で は 内陸面 が陽性であ っ た .

Ⅴ .
C B お よび T G F β1 添加 によ る堵義胆嚢粘膜上皮細胞の極

性と形態像の変化

1 . C B 添加に よ る影響

H E 染色に よ る観察で , 多細胞性嚢胞を構成する上 皮細胞 の

相互 の 接着性が低下 し, 添加後48 時 間で は , 嚢胞を形成 して い

る細胞 がバ ラ バ ラ に な るも の も出現 した . また 】
こ の 変化 と同

T a bl e 3 . L e c ti n bi n di n g t o r a b bit i n vi v o g a u bl a d d e r e pi th e h al c e u s a n d
th o s e c ul t u r ed i n c oll a g e n g el m a tri x

R e a c ti vi ty a t th e ti m e (h r) a ft e r th e s t a rt o f i n t}i t r o c ul t u r e

けl ぴItノ0

L e c ti n s g a11bl a d d e r c ell s 6 ～ 12 ～ 2 4 ～ 4 8 ～ 9 6 ～

C o n A A - C M ( + )

P S A A - C M ( + )

V F A C yt o ( 十)

A - C M ( + )

W G A A - C M ( +)

0 - C M ( + )

C 舛 0 ( +)

V a c ( - )

0 - C M ( 士)

C 舛0 ( - )

V a c (
-

)

I C C - C (
-

)

0 - C M (
-

) 0 - C M ( - )

C y t o ( + ) C y t o ( ≠)

V a c ( - ) V a c (
-

)

0 - C M ( + ) 0 - C M ( + )

C yt o ( + ) C y t o ( + ～
-

)

V a c ( - ) V a c (
-

)

D B A A - C M ( +)

S B A A - C M ( + )

0 - C M ( + )

C yt o ( + )

I C C - M ( + )

I C C - C (
-

)

0 - C M ( + )

C y t o (
-

)

I C C - M ( - )

I C C - C ( - )

0 - C M ( + )

C ァt o (≠)

I C C - M ( +う

IC C - C ( - )

0 - C M ( + )

C y t o (廿)

I C C - M ( + )

I C C - C ( + )

0 - C M ( + )

C yt o ( + )

I C C - M ( + )

I C C - C (
-

)

0
- C M ( - )

C y to ( + )

I C C - M ( + )

I C C - C ( - )

0 - C M ( + ) 0 - C M ( + )

C yt o ( + ) C y t o ( + )

I C C - M ( + ) I C C - M ( + )

I C C - C ( - ) I C C - C (
-

)

0 - C M ( + ) 0 - C M ( + )

C yt o ( + ) C yt o ( ≠)

I C C - M ( + ) I C C - M ( + )

I C C - C (
-

)

0 - C M ( + ) 0 - C M ( + )

C y t o ( + ) C yt o (廿)

I C じM ( + ) I C C - M ( + )

I C C - C ( - ) I C C - C ( - )

0 - C M ( + ) 0 - C M (廿)

C yt o ( + ) C yt o (≠)

IC C - M ( + ) I C C - M (≠)

I C C - C ( + ) I C C - C ( + )

0 - C M ( + ) 0 - C M ( + )

C y to ( + ) C y to ( + )

I C C - M ( + ) I C C - M ( + )

I C C - C ( - ) I C C - C (
-

)

0 - C M ( + ) 0 - C M ( + )

C yt o ( + ) C yt o ( + )

I C C - M ( + ) I C C - M ( + )

I C C - C (
-

) I C C - C (
-

)

I C C
,
i n tr a c yt o pl a s mi c c y s t s ; I C C

- M
,
I C C -

m e m b r a h e ; I C C - C , C O n t e n tS i n I C C ; M u c ･ m u C u S g r a n ul e s ; C yt o ･ C y t O pl a s m ;

A - C M
.
a pi c al c e u m e m b r a n e ; 0

- C M , O u t e r C e u m e m b r a n e ; C o n A ･ C O n C a n V ali n A ; P S A , P i s u m s a ti v u 仇 a g gl u ti ni n ;

V F A
,
V i ci a ! a b a a g gl u ti n i n ; W G A , W h e a t g e r m a 8 gl u ti ni n ; D B A , D oli ch o s bifl o r u s a d u ti n i n ; S B A , S Oy b e a n

a g gl uti ni n .

G r a di n g p e rf o r m e d o n th e f oⅡw i n g s c 卑1 e ; 恥 如ep s e ; ♯･

,
m O d e r a t e + . f ai n t ;

-

,

.
n e g ati v e ･
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時 に , 上 皮細胞 の 胞休内に 様 々 な 大き さの 小空胞が出現 した . D B A , S B A , W G A の 結合す る空胞と結合 しな い 空胞 が み られ

粘液多糖類染色で は こ れ らの 小空胸ほ内脛面 と 分 泌物 が P A S た .

一 方
, 多細胞性嚢胞の 内面は D B A ,

S B A
,
W G A の い ず れ

や そ の 他の 粘液多糖類染色 で陽性であ っ た ( 図 10 a) . しか し , も結合性を 示 した .

少数で は あ るが陰性 の 空胞もみ られ た . レ ク チ ン 組織化学でも 電覇的観察で は l 培養上 皮細胞内に 出現 した 小褒胞に は大き

b c

F i g . 5 . U ltr a st r u c t u r a l f e a t u r e s of g a11 bl a d d e r e pit h eli al c ell s c ult u r e d i n th e c o11 a g e n g el m at ri x . T h e c ell s w e r e c ult u r ed f o r 6

h r (a) a n d 1 2 h r (b , C) , (t h e p h a s e of l o s s of c ell p ol a rity) . a : C ell ul a r o r g a n ell e s a r e r e d u c e d i n th eir n u m b e r . T h e r e a r e

S e V e r al cl u s te r s o f s e c r e t o r y gl a n u l e s ( a r r o w s) , a n d m it o c h o n d ri a , a n d f o c i of l o n g e r vi11i o n t h e c ell s u rf a c e . A f e w a u t o p h a gi c

V a C u Ol e s ( st a ,r S) a r e al s o s e e n i n it s c y to pl a s m , N
, n u Cl e u s . × 6 .0 0 0 . b : S e v e r a l i n tr a

-

C yt O Pla s m i c v a c u ol e s ( Ⅴ) a r e s e e n , a n d

C O m p r e S S n u Cl e u s ( N ) . C eIlu l a r o r g a n e11 e s a r e g r e a tly r e d u c e d i n th eir n u m b e r . T h e r e i s a f o c i of mi c r o vi 11i o n th e c ell s u rf a c e ,

r e mi n is c e n t o f
､
I u m i n a l s u rf a c e ( a rr o w s) , × 6 ,5 0 O . c : R e a c ti o n p r o d u c ts (a r r o w s) , i n d i c a ti n g th e p r e s s e n c e o f a c id p h o s p h a t a s e

a r e id e n tifi a bl e o n th e w all of i n tr a c e11 u l a r v a c u ol e s a n d a ls o i n th eir c o n t e n ts . M
,
m it o c h o n d ri a . U lt r a s tr u c t u r al d e m o n st r a ti o n

Of a cid p h o s p h a t a s e b y G o m o ri
'

s m e th o d .
×1 5

,
0 00 .
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F ig . 6 - A g g r e g a t e d r a b bit g a11
b l a d d e r e pith elial c e u s c ult u r e d i n th e c oll a g e n g el m a tri x ･ T h e c ell w e r e c u Lt u r e d f o r 2 4 h r ( a)

a n d 4 8 h r (b , C) , C O n t ai n P A S
-

P O Siti v e i n tr a c y t o pl a s mi c m i c r o c y s ts a n d a
ls o P A S

-

n e g a ti v e a u t o p h a gi c v a c u ol e s (th e p b a s e of

a c q u isiti o n of c ell p ol a rity) ･ a : M u c u s gl y c o p r o tei n i s d e m o n s tr a bl e i n i n tr a c yt o pl a s m i c mi c r o c y s t ･ W hil e th e r e a r e P A ST n
e g a ti v e

a u t o p h a gic v a c u ol e s ( a s m all a r T O W h e a d) si m ult a n e o u sl y i n th is c e11 a g g r e g a t e ･ P A S st ai ni n g ▲
×4 6 0 ･ b : E pith eli al c eLl

a g g r e g a t e s a r e in c r e a s e d in th eir siz e , C O m p a r e d t
o th e p r e vi o u s o n e ( a ･ 2 4 h r) ･ M u ci n o u s c y s t (1 a r g e a r r o w h e a d s) b e c a r n e

m u ltic ell u l a r a n d w e r e s u r r o u n d e d b y m u lti
-l a y e r of c ells ･ P A S

-

P O Siti v e m u c u s gl y c o p r o t ei n is s e e n o n th e l u m i n al b o rd e r a n d

als ｡ in th e l u m e n of th e s e c y s ts ( a r r o w ) . S o m e v a c u ole s a r e P A S
-

n e g a ti v e ･ P A S s tai ni n g , ×4 6 0 ･ C : R e a c tio n p r od u c t s b y

D B A l e c tin h is t o c h e m i str y a r e s e e n i n th e l u m e n a n d als o o n th e l u m i n a
l b o rd e r of c y s t s ( a rr o w s) , l o c a ti o n s c o r r e s p o n di n g t o

P A S- p O Siti v e m e t e ri al s (b) ･ × 4 6 0 ･

a b

Fi g , 1 0 . T h e eff e c t of c y t o ch al a si n B a n d tr a n sf o r mi n g g r o w th f a c t o r βl o n th e m o r p h ol o gi c al p ol a rit y of g a
llb la d d e r e pith eli al

c elI s c ｡ It ｡ , e d i ｡ th e c ｡11 a g e n g el m a t ri x . a : F o r ty ei g h t h o u r s af t e r a d diti o n of c yt o c h al a si n B 2
5 p g/ m l i n t o th e c ult u r e

m e d i u m . M ulti c ell ul a r c y s t of g a11b l a d d e r e pith eli al c ell s , S h o
w s v a c u ol e s (1 a r g e a r r o w h e a d s) i n th e c y t o pl a s m a n d s o m e of

th e s e v a c u o l e s a r e p o sitiv e f o r P A S , W hil e o th e r s a r e n e g ativ e ( a s m a11 a rr o w h e ad) ･ C elト
c e11 a d h e si o n s of th e s e m u lti c e11 ul a r

c y s t s a r e l o o s e n e d a n d d isi n t e g r a t e d ･ P A S s t ain i n g ,
×4 6 0 ･ b : F o r ty ei g h t h o u r s af te r a d d i

tio n of t r a n sf o r mi n g g r o w th f a c t o r β1

1 n g/ m l i n t o th e c u lt u r e m e di u m . M ul ti c ell u l a r c y st s ( a r r o w s) 0壬 r a b b it g a11bl a d d e r e pith eli al c e 11s a r e o f 噂h c ol u m n a r

e pith elia l c e11s s h o w i n g n u cl e a r s tr a tifi c a ti o n
･

/

r h e r e a r e n o m u cin
-

p O Siti v e m i c r o c y s ts i n th e w all of th e m u ltic ell u l a r
c y st ･ H E

S t ai n l n g , × 4 6 0 .
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F ig ･ 7 ･ U ltr a s tr u c t u r al f e a ･t u r e S Of r a b bit g allbl a d d e r e pith eli al c ells c ult u r e d i n t h e c o11 a g e n g el m a tri x . T h e c ell w e r e c ult u r e d
f o r 2 4 h r ( a) , a n d 4 8 h r (b) . a : I n tr a c y t o pl a s mi c c y s t.(

C) i s c o v e r e d wi th m i c r o v illi a n d c o n t a in s a s m all a m o u n t ｡f
gly c o c al y c e al s u b st a n c e ･ C e u o r g a n ell e s t e n d t o b e p ol a riz e d a r o u n d th e c y sti c l u m e n . × 6 ,5 0 0 . b : M i c r o c y s t ( C) c o m p o s e d of
S e V e r al e pith eli al c ell s , a n d c o v e r e d wi th mi c r o v illi ･ J u n c ti o n al c o m pl e x e s ( a r r o w s) a n d s e c r e t o r y g r a n ul e s u n d e r t h e m i c r o villi
a 工e S e e n . × 4

,
6 0 0 .

F i g . 8 . U ltr a str u c t u r al d e m o n s tr a ti o n of th e r e a c ti o n

p r o d u c t s b y D B A l e c ti n hi st o c h e mi s tr y i n r a b bit g allbl a d d
-

e r e pith eli al c ells c ult u r e d i n c o11 a g e n g el m at rix f o r 4 8 h r .

M e m b r a n e of mi c r o v illi , G ol gi a p p a r a t u s ( G ) a n d s e c r e t o r y
g r a n ul e s ( a r r o w s) a r e l e c ti n - P O Siti v e . × 5 ,7 0 0 .

く 2 種類あ り, 密な教練毛を内腔に付す るもの と , 徴絨毛に 較

べ
, や や 密度が 低く , また 長い 絨毛が付着 して い るもの が 見ら

れ た (図 1 l a) . 徴絨毛 の 密在す るも の で は粘液様 の 無構造の 物

質が空腹内腔に み られ , 内陛に 接す る細胞質に 無構造 な物質 の

層状 の 沈着が み られ た (因 11b) . 一 方 , 長い 絨毛を 有するもの

で は 内腔に 粘液様 の 物質ほ なく ,
また

, 無構造な物質 の 沈着も

み られな か っ た . ま た
,

一

部 の 細 胞 で ほ 傲絨毛 が , 細胞 の 外

側 ,
つ ま り コ ラ

ー ゲ ン ゲ ル と接 した面 に も出現 し, こ れ ら の 徴

絨毛の 中心 部 に ほ 微小管が認め られ た .

2 . T G F βl 添加に よ る変化

H E 染色 に よ る検討で ほ . T G F β1 添加群 で ほ 非添加群 に 較

べ
, 嚢胸 を構成す る壁が 肥 厚 し, 細 胞ほ 高円柱状 と な る傾向が

強く
, 核 の 多層化や核濃染像や い び つ な 核 の 出現も み られ た

(図 10b) . 粘液多糖頬染色で は ,
い ずれ の 染色 で も多細胞性褒

胸 の 内腔面が種 々 の 程度染色 され ,

一

部 で 染色性 の 低 下 もみ ら

れ ▲ 壁を 構成す る数層性の 上 皮細胞間に ある小嚢胞 で は 殆 ど消

失 した .
レ ク チ ン 染色で は D B A ,

S B A , W G A が い ずれ も褒胞

の 内腱面に 陽性と な っ た .

電顕的観察 で は , 多細 胞性褒胞 の 構成細胞は円柱状と な り
,

細胞間隙に は よく 発達 した甜合ひ だ が認 め られ ( 図 12 a) 】 核が

コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 側に 偏在する様 に な り , 核上 部 に 発達 した粗面

小胸体と ミ ト コ ン ドリ ア が み られ
, 核上 部 に は ゴ ル ジ装置が ,

また 多くの 分泌顆粒が細胞内腱面 に 位置 して い た ( 図 1 2 b ) . ま

た ∴細胞間接着装置(密 着結合 , 接着帯
, 接着斑) ほ 発達 し, 飲

み込み 小胞 や細胞陥入 が 内腔面 の 細胞膜直下に 多数み られ , 関

口 分泌像も認め られ た .

考 察

我 々 の 以 前の 研究 で , 家兎胆 嚢 よ り単細胞化 した 粘膜上皮を

コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル 内で 三 次元 的 に 培養す ると
,
2 日 か ら 3 日後に

立体的組織構造 (多細胞性嚢胞) を 形成す る こ と を 明 ら か に し

た
")15 )

. 本法は 胆道系上皮細胞 の 極性 の 検討 (特に , 極 性の 消失

と 逆転) に 有用 な方法 と考 え られ た の で
, 今 臥 コ ラ ー ゲ ン ゲ

ル 内 培養 の 初期像を 中心 に 培養細胞の 形態変化 を極性 の 面か ら

検討 した . な お
, 胆道系上 皮で の 極性の 維持や調節 , そ の 異常














