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第 l章 緒百



oval ccUはj斤に存在すると考えられている潜在的な幹細胞であり、肝細胞と胆管上

皮細胞の両方に分化する能力を有していると考えられており (Hayner et al. 1984; 

Germain ct al. 1985， 1988; Evarts et al. 1987; Sirica 1995)、肝障害後の再生過程で肝細

胞の再生抑制がある場合に増殖してくるとされている (百orgcirsson1993)。

障害後の肝再生過程におけるovalccllの役割を研究するための実験モデル系として

は、塩酸0-ガラクトサミン (GalN)投与による急性肝炎モデルが良く知られている

(Lcmir巴etal. 1991; Oavcba and Sharitz 1993) 0 GalN誘発肝炎モデルの場合には、

GalN投与により引き起こされるウリジン欠乏により肝細胞の再生増殖が抑制される

ため、それに代わってov剖 ccllの増殖が開始すると考えられている (Farber ct al. 

1973; Oecker and Kcpplcr 1974)。

しかし、肝内におけるその解剖学的位置も含め、 ovalα11の増殖・分化の動態に関

しては未だ不明な点が多い。その理由の一つに、これまで利用されてきた笑験系で

はいずれもovalcellの増殖がごく一過性に しか認められないため、その動態を詳細に

解析することが困難でFあったことが挙げられる。

一方、 このoval ccllの土留孤 ・分化に影響を及ぼす肝内の微小環境因子を考えた場

合、細胞外基質の動態が重姿であると考えられる。細胞外法質は、従来、組織を桃

築するための足場あるいは空隙を国める間充組織としてのみ機能していると考えら

れてきた。しかし、最近、細胞外器質が組織を構築している笑質細胞の分化や増殖

なと・の調f!(j・制御lに傑く係わっていることが次第に明らかになってきた (Bruijin ct 

al. 1988; Rcif ct al. 1990; Martincz-Hcrnandcz 1991)。例えば、 11台VMt生過程での制)j包

外法質による分化誘導や、 in vitroの南111泡崎益系における細胞外基質の極郊に此、じた

彬養剤11胞の性状変化などが報告されている。細胞外基質は、インテグリンなとの援

活分子を通じ、周囲細胞との直接的な接着によって細胞-~Ji質問の相互作JfJを制的す

る機構のほかに (vondcr Mark and Kuhl 1985; Ruoslahti and Picrschbωhcr 1986; 

Tamkun ct al. 1986; Urushihara and Yamada 1986; Ocdhar ct al. 1987)、細胞外基質に増
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殖因子をつなぎとめ、係留しておき、炎症などの環境変化に応じて係留をほどき、

局所での増殖因子濃度を調節するといった間接的な調節機構も知られてきている

(Ruoslahti el al. 1994)。したがって、肝内の細胞外基質の動態がovalcellの増殖お

よび分化の調節に影響を及ぼしている可能性は大きい。

こうした肝内の細胞外基質の産生細胞としては、類洞壁に存在する伊東J細胞の関

与が大きいものと考えられている(Arensonet al. 1988)。加えて、伊東細胞は各種

サイトカインや増殖因子の分必を介して肝炎の動態を調節しているとの報告も多い

(Hu et al. 1993)。したがって、細胞外基質の動態とovalccllの土曽殖と分化との関連

を考える場合には、伊東細胞の動態も押さえておく必要がある。また、伊東細胞と

同じく類洞壁2に存在するクッパー細胞は、単球 ・マクロファージ系の細胞で、各種

サイトカインや培z舷因子の分泌機能を有することが知られており (Kamimura and 

Tsukamoto 1995)、伊東細胞と同様、影響因子のひとつとして重要であると思われ

る。

本研究では、試験系としてミニラットを用い、 GalN誘発肝炎モデルでov叫 叫 lの

増殖 ・分化の動態を検索した。ミニラット (Jcl: Wistar-TgN (ARGHGEN) 1Nts 

strain)は、成長ホルモンに対するアンチセンス造伝子の挿入により成長ホルモンの

発現が抑制されたトランスジェニック動物で、発育抑制があり、由来系統である

Wislarラットと比較すると体重が約半分である (MatsumOloct al. 1993， 1995)。

成長ホルモンはH干再生に関与していることが知られており、 2β肝昔日分切除を施し

た下垂体切|徐ラッ トでは、 JJf再生の遅延が報告されている。このj汁再生の遅延は外

因性の成長ホノレモンを投与することによって回復する (Untcrmannand Phillips 1986; 

上Icmingway!md Catcr 1958; Rabcs and Brandlc 1969; Uthnc and Ulhnc 1972; Ekbcrg Cl aし

1992)。我々はミニラットで2β肝部分切除笑験を試みたところ、日干描H胞の分裂 .!i!1 

械の指標としてのBroll1odeoxyuridine(BrdU)およびprolifcralingccllular nuclcar anligcn 

(PCNA)のラベル率が、 Wislarラットに比較して、切除の24-481時間後に有意に低し、
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値を示した (Uetsuka ct al. 1997)。このことから、ミニラットではGaLN誘発肝炎モ

デルにおいて、他の系統のラットを用いた笑験系よりも、 ovalccllの上普殖がより長期

にわたって観察されることが期待された。

本研究では、ミニラットにGalNで誘発した肝炎モデルを用い、まず最初に、 o¥"al

凶 lの動態を明らかにする。ついでー、細胞外基質の動態を解析し、これとoval cellの

動態との関連を明らかにする。さらに、細胞外基質の産生に関与していると考えら

れている類洞壁細胞の動態および2種類の増殖因子 (Hepatocytcgrowth facror: HGF 

Transforming growth factor-β1: TGF-β 1 )の動態を詳細に検索し、これらとovalα11 

の動態との関連を明らかにする。
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第2章 ovalcellの動態
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序

緒言で述べたように、 ovalαIIは肝の幹細胞分画の組先であると見なされ、成熟肝

細胞の再生能力が抑制された状況下ではovalccllの増殖による肝再生が起こるとされ

ている (Thorgeirsson 1993)。ところで、塩酸D-ガラクトサミン (GalN)は、ウリ

ジンヌクレオチドの欠乏による肝細胞の嬢死を引き起こし、肝細胞の分裂、再生を

抑制するため (Farberet alω73; Decker and Keppler 1974)、いわゆるovalccllの増殖

が一過性に観察される(Lcmireet al. 1991; Daveba and Sharitz 1993)。しかし、この

ovalcellの発生と分化の過程についてはし、まだ不明な点が多い。

本主主では、 Wistarラット由来のトランスジェニック動物で、アンチセンス遺伝子

の導入により成長ホノレモンの発現が抑制されており (Matsumotoct aL. 1993， 1995)、

肝部分切除後の肝細胞再生の抑制がある (Uctsuka et al. 1997) Jcl: Wistar TgN 

(ARGHGEN) lNts系統のラット(ミニラット)を用い、 GalN投与後のJ汗でのovalcell 

の増殖と分化の動態を、病理組織学的および免疫組織化学的に検索・した。
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材料および方法

動物

6週齢の維のミニラット(Jcl:Wistar-TgN (ARGHGEN) lNts strain) (体重:95~ 

1l5g)を日本生物科学研究所より寄贈していただいた。動物は笑験に供するまでの

2週間の期1/化期間およびその後の実験期間中、室温23:t2"c、湿度5S:t5"C、 14時間

人工照明 (7:00之1:00)の動物室でアイソレーター内て飼育した。動物は、プラスチッ

ク製ケージに5匹ずつ収容し、市販の固型飼料 (MF，オリエンタル酵母工業側，東

京)およひ'上水道水を自由に摂取させた。

投与材料

塩酸D-ガラクトサミン (GaIN)は、 SigmaCbemical Co.(MO， USA)より購入した。

GalNは、生理食塩水を溶媒として100mglmlの濃度で溶解し、投与液とした。

GalNの投与

笑験群として40匹のミニラットに、週に 1回、 1000mglkgのGalNを最高4週にわ

たって腹腔内投与した。30匹には同量の生理食塩水を投与し、対照群とした。初回

投与から12，24， 36， 48， 72時間後、 5，7日後、および2、3、4週後に、 実験

対4匹、対照Ws3匹を、それぞれエーテノレ麻酔下で安楽殺し、 j汗を係1反した

(Fig.l) 0 11干は目的に応じて、 10%中性緩衝ホノレマリ ンあるいは 1%グルタールア

ルデヒドで凶定するか、未聞定のままドライアイス/アセトンで急速凍結した。

病理組織学的検]E

10 %"1"1生緩衝ホルマリンで固定したJJlから 'I~;~'法にしたがって 4μmのパラフィン

切片を作製し、 hcmatoxylin・cosinCHE)染色を施して鋭検した。
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免疫組織化学的検査

安楽殺した動物から肝を採取後、迅速に肝のスライスを作製し、未固定のままコ

ンパウンド中に包埋し、 ドライアイス/アセトンで急速凍結して・80"(;で保存した。

免疫染色には、 1次抗体と して抗ヒトサイトケラチン7・マウスモノ クローナル抗

体 (OV-TL12/30， DAKO， Japan)と抗ラット αフェトプロテイン・ヒツジポリクロー

ナル抗体 (Nordic[mrnuno-logical Laboratori巴s，CA， USA)を用いた。6μmのiJI!給切

片を保存材料よりf酬し、サイトケラチン7の染色用には却℃のアセトンで10分間、

αフェトプロテインの染色用には4"(;の4%パラホルムアルデヒド熔液で10分間、

それぞれ回定した。免疫染色はアビジン ・ビオチン ・コンプレックス (ABC)法

にしたがい、 VectorABCキット (VectorLab. lnc.， U.S.A.)を用いて実施した。免疫

染色後の核染にはメチル ・グリ ーン染色液を用いた。

電子顕微鏡による病理組織学的検査

安楽殺した動物から採取したJF!二を小さく切り出し、 O.lMリン酸緩衝液 (pH7.4) 

で作製した 1%グノレタールアルデヒド液で 4"(;で3時間固定した後、 同緩衝液で作

製した 1%凹酸化オスミウム液で後固定して、エポキシ ・リジン樹脂 (Epok 812， 

Okcn Co.， Tokyo， Japan)に包埋した。超薄切j守を作製し、酢酸ウランとクエン敵鉛

で二重染色し、 JEOLl200EX電子顕微鋭(JEOLCo.，μd.，Tokyo， Japan)で観察した。
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結果

体重の変化

GalN投与群と対照群の体重の変化をFig.2に示した。対照群では時間経過に沿っ

て着実に体重が増加したのに対し、 GalN投与鮮では初回投与の2日後から3日後に

顕著な体重減少が見られ、その後、体重は増加に転じたが、初回投与の4週後にい

たっても対照群よりは有意にf齢、値に留まった。

病理組織学的所見

GaIN投与群の肝では、初回投与の24時間後から、グリソン鞘周囲性にリンパ球・

好中球を主体とする炎症細胞浸潤が観察されるようになり (Fig.3)、その後炎症巣

は肝細胞壊死を伴いながら拡大していき、 48時間後には最も顕著となって、肝細胞

駿死を伴う多数の大型炎症巣がj汗小3案内に観察された (Fig.4)。その後、炎症細胞

浸潤は次第に減弱していき、 5-7日後にはほとんと観察されなくなった。

一方、 GalN投与の72時間後からグリソン鞘とその周閤実質との移行部位に小型の

卵円形上皮細胞の出現が観察され始めた (Fig.5)。この小型上皮細胞は次第に場殖

してグリソン鞘周聞から肝小業内に侵入し、 7日後にはIJ干小業内に拡大して、小塊

状、線条状、あるいは微細管腔状の桃造を形成して士説生していた (Fig.G)0 GalN初

回投与の2週後以降は、小型上皮細胞は主として微細管腔椛造を形成して培i生して

いた くFig.7)。

免疫組織化学的所見

免疫染色では、 GalN投与の7日までは、これらの小型細胞のほとんと'が胎児性肝

細胞マーカーであるαフェトプロテインとJJ旦管上皮細胞マーカーであるサイトケラ

チン7の両方に陽性を示した(Fig.8)。しかし、 Gall吋9J回投与の2週後には、小型
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細胞の多くがαフェトプロテインに対する染色性を消失した。初回投与の4週後に

はグリソン鞘周囲に存在する少数の小型細胞がαフェトプロテインとサイトケラチ

ン7の両方に陽性を示すほかは、ほとんと全ての小型細胞がサイトケラチン7にの

み陽性を示した (Fig.9)。

電子顕微鏡所見

電子顕微鏡観察では、これらの小型細胞は肝細胞と胆管上皮細胞の中間型の特徴

を示した。すなわち、これらの細胞の絞は、電子密度がIs;くて淡明で、均質であり、

円形~卵円形をしており、また細胞内小器官の発達は乏しかった。GalN投与の7日

後には、線条状および小塊状に増摘している小型細胞と比較して、微細管l段状に増

殖している小型細胞の方が細胞内小器官の発達が良かった (Fig.10)。その後、こ

れら小型細胞の電顕所見には特に大きな変化は認められなかった。
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考察

GalN投与によるミニラットの肝炎は、その病理組織学的所見に基づき、初回投与

から 7 日後までの急性肝炎期と、初回投与から 2-4 週後までの~急性肝炎期とに

分類でき、また、急性肝炎期はさらに、炎症の顕著な48時間後までの炎疲期と、そ

の後7日目までの小型上皮細胞の増殖期とに分類することが出来る (Fig.ll)。急

性肝炎J羽の炎症期で、 48時間後に炎症細胞浸潤がピークとなることは、 Jonkerら

(1990)のWistarラットでの報告と一致しているが、彼らの報告ではovalcellの増殖

については一切触れていない。

急性肝炎期の増殖tVlから:9~急性肝炎期に観察された増殖小型細胞は、その免疫組

織化学的性状と電子顕微鏡観察の所見から、いわゆるoval cεIIと考えられた。 ま

た、免疫染色の結果からは、亜急性肝炎}切にovalcellが胆管上皮細胞系へと分化して

いることが示唆されたが、肝細胞系への分化を示唆する所見は組織切片上では観察

されなかった。ラットj汁で増殖するovalcellの分化については胆管上皮細胞への分化

を報告したものが多く (Renatoet al. 1992)、肝細胞への分化を報告したものは少な

い。その中で、Lemireら(1991)は、 GalN投与後の早期lこ3Hでovalcellをラベルし、

その後の肝内でのラベル化細胞の動態を追跡して、肝細胞への分化を示唆し、

DavcvaとShafritz(1993)やGoldingら (1995)は、InSltuハイブリダイゼーションと

免疫組織化学とを組み合わせた手法により、ラットのGalN肝炎でoval ccllの肝細胞

への分化を示唆している。また、電子顕微鋭所見で問細胞への分化を示唆した報告

もあるが (AlisonctaI.1993)、今回の検紫ではそのような所見は認められなかった。

一方、 oval cellが最初にグリソン制とその府聞の実質との境界部に出現し、その

後、』干小業内へと増殖、侵入していくという今回示された所見は、 ovalcellがクリソ

ン鞘近辺で小業内胆管が小業問胆管へと移行すーるへリング管に由来するとj(f~察して

いるこれまでの報告を支持するものである (Factorct al. 1994; Fausto 1990; Scll 1990; 
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Sigal et al. 1992; Wilson and Leduc 1958)。

本章で示した通り、ミニラットでは投与の7日後においてもovalcellの場殖が依然

として明般に観察された。すなわち、我々の行った予備笑教を含め、これまでの他

の系統のラットを用いた実験結果(Lemir巴etal. 1991)と比較すると、ミニラ γ トで

は、我々の予惣通り、 GalN肝炎で出現するoval ceUの増殖期間が有意に延長するこ

とが示された。これは、ミニラットでは成長ホルモンの合成が抑fl;1jされていること

と関連があると恩われる。この点に関しては、緒言でも述べた通り、下垂体切除ラッ

トでは部分切除後の肝再生が遅延し、この肝再生遅延は成長ホルモン投与により回

復することが報告されている (Untennannand Phillips 1986; Hcmingv.吋 and Catcr 

1958; Rabes and Brandle 1969; Uthne and Uth.n巴 1972;Ekb巴rget al. 1992)。また、我々

のミニラットでの同様の笑験 (Uetsukaet al， 1997)では、ミ ニラットの由来系統で

ある W ist ar ラットと比較して、』千部分切除の 24~481時間後の肝細胞の

bromodcoxyuridinc (BrdU)およびproliferatingccllular nuclear antigen (PCNA)のラベ

ノレ率に有意差 (ミニラットがWistaてラットよりも低しつが見られた。こうした所見

から、ミニラットでの成長ホルモンの合尉印制が肝細胞の再生に負の影響を及ぼし、

oval cellの増般の延長を誘導している可能性が十分に考えられる。

結論として、ミニラットではGalN投与により出現するoval ccllの増殖期間が他の

系統のラットと比較して延長すること、および、 ovalccllはまずグリソン鞘周聞に出

現し、ついで肝小業内へと侵入して行き、微知l管j段状椛i盆をとりつつJJlJ.管上皮細胞

系へと分化することがIYl示された。 o"alccllの i1~'殖が長!UJにわたって観察されるこ

とから、ミニラットのGalNIJi:炎モデ)レは、 oval ccllの研究に非常に有月jであると2号

えられる。



要約

アンチセンス遺伝子の導入により成長ホルモンの産生が抑制されたトランスジェ

ニック動物であるJcl: Wistar TgN (ARGHGEN)口ぜtsラット (ミニラット〕に、

1000mg!kgの塩殴Dーガラクトサミン (GaIN)を1週間に 1回、 4週間にわたって

腹腔内投与した。肝では肝細胞壊死を伴うリンパ球・好中球を主体とする炎症細胞

浸潤が投与の481時間後に最も顕著となり、その後、炎症巣は次第に減退して 5~7

日後には消失した。投与の72時間後のj汗では、グリソン鞘とその周囲の実質との移

行部に小型の卵円形細胞が観察され、この小型細胞は次第に増殖して小業内へと侵

入し、 7日後には肝小王案内で小塊状、線条状あるいは微細管腔状の構造を形成して

明瞭に増殖していた。この細胞は、免疫組織化学的に胎児性肝細胞マーカーである

αフェトプロテインと!血管上皮細胞マーカーであるサイトケラチン7の両方に陽性

を示し、電子顕微鏡所見と合わせて、いわゆるovalcellであると考えられた。 他の

系統のラットと比較すると、ミニラットではGalN投与後のoval cellの増殖が延長し

ていたが、この増殖延長には成長ホルモンの合成抑制による肝細胞の再生抑制が関

与しているものと推察された。一方、 GalN初回投与の 2週後以降のIJ干では、日川l

cellの微細管腔状の増前助¥IJ、業内で目立つようになり、また、免疫組織化学的にαフェ

トプロテインに険性を示すoval cellは減少し、 4週後にはグリソン;l¥m周辺の少数の

oval ccllのみがαフェトプロテインとサイトケラチン7の両方に陽性を示すほかは、

サイトケラチン7にのみ陽性を示した。この結果から、 ovalccllはIJ.12管上皮細胞系へ

と分化することが明示された。
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Fig.l Expcrimcntal design. Forty rats wcrc intrapcritoncally (ip) administcrcd with 

1000mダkgb 

'loc injcction volumc was adjuStcd to 10ml!kg b.w. using 0.9% salinc. Thirty rats rcccivcd 

出csamc、。lumcof 0.9% salinc and servcd as controls. Four cxpcrimcntal rats and J 

control oncs wcrc killcd by cxnnguinanon undcr cthcr ancsthcsia at 12， 24， 36， 48 hours and 

3 and 5 dりsand 1，2， 3 and 4 wccks aftcr thc first GaIN-administration， rcspcctivcly (↑). 
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Fig.3 Liver of a Mini r'dt at 12 hours aftcr lhe first GalN・injcclion. Small foci of 

necrotic hcpatocylcs with inflammatory ccll infiltratiol1 arc sporadically secn. I-a， x200. 

Fig.4 Livcr of a Mini rat at 48 hours aftcr thc first GaIN-injcction. Many small foci of 

inflammatory ccll in(illration arc SCCI1. HE， x200 

Fig.5 Livcr of a Mini rat al 72 hours aftcr thc first GaIN-injcclion. Prolifcration of 

small cpithclial cclls is Sccn in thc pcriportal arca. HE， x640. 
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Fig.6a I Fig.6b 

Fig.6c I Fig.6d 

Fig.6 Promincnt pro!ifcration of sma!! cpithclia! cc!!s is sccn in thc hcpatic !obu!cs at 1 

wcck aftcr thc first Ga!N-injcction (a). Thc sma!! cpilhc!ia! cc!!s makc up duct-!ikc 

structurcs (b). Somc pro!iferatc in c!ustcrs (c) or radiatc in rows (d) bctwcc口出chcpatocylc 

p!atcs. HE， (a) x200， (b) (c) (d) x400. 
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Fig.7 

Fig.8a 1 Fig.8b 

Fig.7 Promincnt prolifcration of small cpithelial cells is sccn in【hchcpatic lobulcs al 4 

wccks aftcr山cfirst GaIN-injcctioll. Most of thc cells makc up dUCI-likc structurcs. HE， 

x120 

Fig.8 Livcr of a Mini rat at 1 wcck aftcr thc first GaIN-injcction. Many small cpithcliul 

cclls arc positivc for both α司fctoprotcin(a) ancl cytokcralin 7 (b). lmmunoslaining， xlOO. 
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Fig.9a I Fig.9b 

Fig.9c I 'Fig.9d 

Fig.9 Livcr of a Mini rat at 4 wccks aftcr the first GaIN-injcction. MOst of thc 5mall 

cpithclial CCII5 losc thcir positivc stainability for α -fctoprotcin (aの)， and <11山山Imo

出cpositivc 0日l切yfor cytokc削 in7 (b). A fcw small cpithclial cclls in thc pcripo山 1arca arc 

positivc f()r bothα ーfctop川 cin(c) and cytokcratin 7 (d). Immunostaining， (a) (b) x50， (c) 

(d) x200 
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fラ'g.10 Small Cpilhclial cclls in thc livcr of a Mini rat al 7 days aftcr lhc first GaIN-

injcction. Thc cclls havc clcctron-Iuccnl. round 10 oval nuclci and scanty川tracytoplasmic

organclla (3)ー lJllTacytoplasmic organclla arc SOmCwhal morc dcvclopcd in lhc cclls m‘Iking 

up a duct-likc Sl印 cturc(b). Elcctron microscopy (a) x4，800， (b) x3，750. 
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第3章細胞外基質の動態
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序

第2:;きでは、ミニラットのGalN誘発肝炎において、 oval ccllは組織学的および免

疫組織化学的に胆管上皮細胞系へと分化することを明示した。このovalα日の増殖と

分化に影響を及ぼす肝内微小環境因子のーっとして、本主主ではまず細胞外基質の動

態について検索を行なう。

緒言でも述べた通り、細胞外基質は従来組織を構築するための足場あるいは空|療

を埋める問充組織としてのみ機能していると考えられてきたが、最近では組織を構

築している細胞の形態発現や増殖などに対して直接的あるいは間接的に調節 ・制御

の機能を果たしていることが明らかとなってきた (Bruijinct al. 1988; Rcif ct al. 1990; 

Martinez-Hcrnandez 1991)。すなわち、細胞外基質は、インテグリンなどの接着分

子を介して周囲細胞との直接的な後着による却i胞ー基質問相互作用を調節するほかに

(von der Mark and Kuhl 1985; Ruoslahti and Picrscbbachcr 1986; Tamkun et al. 1986; 

Urushihara and Yamada 1986; Dcdhar et aし1987)、細胞外基質に増殖因子をつなぎと

めておき、炎症などの環境変化に応じて係f裂をほどき、局所での士段殖図子強度を翻

uiiするといった間接的な調l1ii機構も知られてきた。したがって、 ovalcellのi:首殖およ

び分化に細胞外基質の動態が影響を及ぼしている可能性は高い。

そこで、本意では、免疫組織化学的手法により、 GalN投与後のミニラットの肝に

おける制|胞外基質成分(フィブロネクチン、ラミニン、 4型コラーゲン、ヘパラン

硫般プロテオグリカン)の動態について詳却|に検索した。
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材料および方法

動物

6週齢の雄のミニラット (3d:Wistar-TgN (ARGHGEN) 1Nts strain) (体重;95~ 

115g)を日本生物科学研究所より寄贈していただいた。動物は実験に供するまでの

2週間の思111化期間およびその後の実験期間中、室温23:t2 "c、湿度55土5"C、 14時間

人工照明 (7:00-21・00)の動物室でアイソレーター内て飼育した。動物は、プラスチッ

ク製ケージに5匹ずつ収容し、市販の国型飼料 (MF，オリエンタノレ隊母工業側，東

京〉および上水道水を自由に摂取させた。

投与材料

i;lf，_酸D-カヲクトサミン (GaIN)は、 SigmaChemicalCo.(MO， USA)より購入した。

Ga凶は、生理食塩水を溶媒として100mg/mlの濃度で溶解し、投与液とした。

GalNの投与

笑!験鮮として、 28匹のミニラットに1000mglkgのGa山を:i!1Hこl回、 4週間にわたっ

て腹腔内投与した。 21匹には対!問符として問主の生理食風水を投与した。初回投与

から48，T2時間後、 5，7日後、および 2，3， 4週後に、実験i伴4匹、対照部 3

|在を、それぞれエーテル麻酔下で安楽殺し、旧二を採取した (Fiι.1)。 肝は目的に応

じて、 10%中性緩衝ホルマリンで固定するか、あるいは朱悶定のままドライアイス/

アセ トンで急速凍結した。

病理組織学的検査

10%に1"性緩衝ホルマリンで陸l定した肝から常法にしたがって4μ mのノマラフィン

切片を作製し、 hematoxylin-cosin(HE)染色を施して鋭校した。
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免疫組織化学的検査

安楽殺した動物から肝を採取後迅速に肝のスライスを作製し、未固定のままコン

パウンド中に包埋してドライアイス/アセトンで急速凍結後、 -80"Cで保存した。保

存材料より 6μmの凍結切片を作製して、 -20"Cのアセトン中で10分間固定した後、

免疫染色に使用した。 1次抗体として、抗マウスラミニン ・ウサギポリクローナル

抗体、抗ウシフィプロネクチン ・ウサギポリクローナル抗体、抗マウス4型コラー

ゲン ・ウサギポリクローナル抗体(以上全て、L.S.L.Co.， Japan)、および抗へパラ

ン硫酸プロテオグリカン ・マウスモノクローナル抗体 (Seikagaku Co.， Tokyo， 

Jap釦〉を使用した。免疫染色はアビジン ・ピオチン ・コンプレックス (AB C)法

にしたがい、 VectorABCキット (VcctorLab. lnc.， U.S.A.)を用いて笑施した。免疫

染色後の核染にはメチル ・グリ ーン染色液を用いた。
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結果

病理組織学的所見

第2章の結果と同様であった。

免疫組織化学的所見

GalN投与群で‘は、初回投与の481時間後に、類洞墜に沿ってフィブロネクチンとラ

ミニンの沈着が観察された (Fig.2)0 72時間後には類洞壁沿いのフィブロネクチン

とラミニンのi沈着はより顕著となり、さらに、グリソン鞘とその周閣の実質との境

界都に出現したovalcellの周囲には、ヘパラン硫敵プロテオグリカンの沈着が観察さ

れた (Fig.3)。

GalN投与鮮では、初回投与の7日後にはoval cellの増殖はクPリソン鞘周聞の実質

内へと拡大し、こうした増殖ovalcell周聞には依然としてヘパラン硫駿プロテオグリ

カンの沈着が観察された (Fig.4)。フィフeロネクチンとラミニンの沈着は、努in司壁

に沿った昔日位に加え、増殖ovalcε11の周闘でも観察された。また、 4型コラーゲンの

沈着もほぼ問機、類洞E置と土持殖ovalccllの周聞で顕著となっていた (Fig.5)。

初回投与の2週後以降には、!fj'j桐f¥l:に沿ったラミニンとフィブロネクチンの沈着

は次第に減少していき、 4週後にはフィフロネクチンの沈着はほとんど消失した。

ラミニンに関しては、!fj'ji同壁沿いの沈着は消失したが、地弛ovalce!lが形成する微調11

管)J制対Ili造j詞聞のi沈着は依然として観察された。一方、 4型コラ ゲンおよびヘパ

ラン硫鍛プロテオグリカンのtt~~iは依然としてovalccllrm1lilで顕著てあった (Fig.6)。
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考察

発生過程や種々の実験的処置後における肝の細胞外基質の変化は、最近発表され

た多くの研究やレビューで報告されている (Martinez-Hemandczct al. 1991; Reif et al. 

1990; Martinez-Hemandez 1984， 1985; Bucher et al. 1990; Rojkind 1991;加iilaniet al. 1989; 

Ogawa et al. 1986; Bissell et al. 1990)。本章の結果では、 ovalcellの増殖の始まる以前

のGaLN投与48時間後には、類洞壁に沿ってフィブロネクチンとラミニンの沈着量の

増加が観察された。 JonkerらのWistarラットを使用したGalN誘発急性肝炎 (1992)で

は、フィ 7'ロネクチンの沈着は嬢死性炎症領域や類洞壁およびグリソン鞘で投与の

121時間後より観察され始め、 48時間後に最大となり、 72時間後には沈着は減弱して

いた。このように、 Jonkerらの報告では本主主の結果よりもフィブロネクチン沈着の

開始、増強、消失ともに早期に起こっているが、フィプロネクチンの沈着が細胞外

基質成分の中で最も早期に起こっている点は共通している。この点、障害に対する

組織修復に関する研究の大半で、組織の積類を問わず、フィブロネクチンの沈着は

最初期の現象として観察されており (Contardet al. 1991; Casscells et al. 1990; Hurme 

ct al. 1991; Wysocki and Grinncll 1990; Kuncio ct al. 1991)、フィブロネクチンは炎症

細胞の浸if}.Jに関巡し、その後の細胞外基質の沈着のための足場を提供するものと考

えられている (Kunciocl al. 1991)。一方、ラミニンについては、ラットのIff部分切

除の笑験で、 IJ干再生の初期ステージの問のIJf知|胞の増殖刺激と肝細胞特異的機能の

維持とに関して、lJl二細胞ーラミニン相互作mが霊32であることが示唆されている

(Kato ct al. 1992)。

Jonkcrら(1992)は、 WistarラットのGalN誘発IJl炎において、フィブロネクチン、

ラミニン、 1型コラーゲン、 3型コラーゲン、 4型コラーゲンの変化について報告

しているが、いずれの細胞外法質成分も本章のミニラ ットでの結泉に比較して早期

に消失した。 一方、ミニラットのIHーでは細胞外法質のtt治は初期には114j間経過とと
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もに進行し、肝小業内で増殖するovalcellの周囲に顕著に観察されるようになったこ

とから、この違いはミニラットでのoval cellの増殖延長と関連があるものと忠われ

る。

また、本主主の免疫組織学的検索結果から、ミニラ ットの肝では、フィブロネクチ

ンとラミニンは、グリソン鞘とその周囲の実質との境界部から始まって肝小案内に

拡大してし、く増強ovalα11の侵入に何らかの役割 (例えばovalcellの侵入の道すじを

つける等)を果たしていることが示唆された。これに対し、 4型コラーゲンの沈着

は、増殖ovalce1lの多くが微細管腔状構造を形成するようになる 7日後に顕著となる

ことから、 ovalccllの微細管j控状構造の形成に何らかの役割を果たしているこ とが示

唆された。

GalN初回投与の2週後以降には、増殖oval ∞11の周囲のラミニン、 4型コラーゲ

ン、およひ'ヘパラン硫酸プロテオグリカンの沈着は一層明敏になっていくが、これ

らの細胞外基質成分は基底膜構E主成分として知られているものであり (Raulerberget 

剖.1981; Schuppan 1990; Martinez-Hemandez and Amenta 1993)、ovalcellの周囲に基

jま膜を構成することによりovalcellの胆管上皮細胞系への分化を誘導している所見で

あると考えられる。 このように、増殖ovalccllの周囲への基底j段構成成分である細胞

外基質の沈着が増強するのとは対照的に、肝内のフィプロネクチンの沈着は消失し

ていく。フィブロネクチンもまた基底!段構成成分の一つであるとする論文も見られ

るが (Hahncl al. 1980)、Martincz-HcrnandczとAmcnta(1993)によれば、フィプロ

ネクチンは基底l良成分には含まれていない。

*訟のふli来では、 急性!汁炎 mJの増殖mJの1'9Jめか ら、仙の~底)換成分の乙Uí-に先立

ち、 i枠組oval ccllの陪11mにへパラン硫般プロテオグリカンのl財政な沈着が観築され

た。 Grcssncr ( 1994 ) は、プロテオグリカンはm の線利夫I~l 生WJに市1I胞機能の澗鈴iや

細胞外恭i'lの趨分子構造の出H持に潜在的に霊安な役割を'*たしており、また、プロ

テオグリカンの合成は筋線組2芽細胞型である活性化した伊点描11胞がその主体を担い、
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TGF-β1がその刺激の重要な役者lを果たすことを示した。したがって、ヘパラン硫

酸プロテオクリカンはovalccll周囲の伊東細胞により産生され、他の基底膜成分であ

るラミニンや4型コラーゲンの沈着に関与していることが示唆される。また、プロ

テオグリカンの中のデコリンやピグリカンは、 TGF-β1と結合することが報告され

ていることから (Yamaguchiet aJ. 1990; Ruoslahti叩 dYamaguchi 1991; Massague 

1992)、他のプロテオグリカン成分がTGF-β1の局所濃度の空間的調節機械を介し

てへパラン硫酸プロテオグ.リカンの沈着に関与し、さらに伊東細胞の活性化や細胞

外基質産生を調節していることも考えられる。

細胞外基質成分は密接な接着を通じて実質細胞の分化や増殖に影響を及ぼすこと

が知られており、細胞ー基質問の相互作用はインテグリンなどのような特異的な形質

膜レセプターを通じて発揮される (von der Mark and Kuhl 1985; Ruoslahti and 

Picrschbacher 1986; Tamkun et al. 1986; Urushihara and Yamada 1986; Dedhar et al. 

1987)。したがって、 ovalcellがと・のような接着分子を発現しているのかは不明であ

るが、 ovalcellの周閥に沈着した細胞外基質成分が、 ovalcellとの直接的な接触を通

じて、 ovalcellの分化や増殖に影響を及ぼしていることも考えられる。

結論として、ミニラットのGalN肝炎では、まず、フィブロネクチンとラミニンが

グリソン鞘周駐|から小業内へのovalccllの誘導に関与し、ついで増殖ovalcellの周囲

の割削除椛成駒子であるヘノマラン硫酸プロテオクリカン、ラミニンおよび4型コラー

ゲンの此着がovalccllのl血管上皮紺|胞系への分化を誘導したものと考えられ、このよ

うに、細胞外器質の沈着は、直接的および間接的にOValccllのl.1Y，'地および分化を制釘l

していることが示唆された。
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要約

ミニラットのGalN誘発肝炎で観察されるoval ∞IIの増殖と分化に影響を及ぼす肝

内微小環境因子の lつとして、細胞外基質の動態について検索を行なった。ミニラッ

トにlOOOmg/kgのGalNを投与した後に起こる急性肝炎の炎症期には、 j汗の類綱墜に

沿ってラミニンとフィプロネクチンの沈着が観察された。増殖期になるとovalcellの

周囲でまず最初にヘパランfVR酸プロテオグリカンの沈着が見られ、その後、ラミニ

ン、フィブロネクチン、 4型コラーゲンの沈着が観察された。1lli急性JH'炎期には、

類洞壁沿いのフィフ'ロネクチンとラミニンの沈着は次第に消失した。 ovalcellの周囲

ではフィフ・ロネクチンの沈着は見られなくなり、基底膜構成成分 (ヘパラン硫酸プ

ロテオグリカン、ラミニン、 4型コラーゲン)の沈着だけが目立った。この結巣か

ら、 ovalccllはラミニンとフィブロネクチンの沈着に誘導されてグリソン鞘周囲から

!日二小業内に侵入し、ついでovalcel1周囲に沈着した基底股成分 (へパラン硫駿プロテ

オグリカン、ラミニン、 4型コラーゲン)に支えられてJJ日管上皮細胞系へと分化す

ることが示された。すなわち、細胞外装質の沈着は、直接的および間接的にovalccll 

の増獄と分化を剥釘]していることが示唆された。
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GalN 

(first injection) Galf司 GalN GalN 

Od 1d 2d 3d 5d 7d 2w 3w 4w 

t t T ↑ ↑ 

F忽 1 Expcrimcntal dωign. Twenty-cight rats wcre intrapcritoneally (ip) admin附 red

with 1000mg!kg b.w. of D-galactosaminc hydrochloridc (GaIN) ( 1 ) oncc a wcek for 4 

wccks. 1l1C injcclion volumc was adjustcd 10 10ml/kg b.w. usin呂0.9%salinc. Twcnty-

Onc rats rcccivcd th巳samcvolumc of 0.9% salinc and scrvcd aS contTols Four cxpcrimcmal 

rats and 3 control oncs wcrc killcd by cxanguination undcr cthcr ancsthcsia at 2， 3， 5 and 7 

days and 2， 3 and 4 wccks aftcr thc first GaIN-administration， rcspcctivcly (t) 
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Fig.2a I Fig.2b 

Fig.3 

Fig.2 Liver of a Mini rat at 48 hours aftcr thc f汀stGaIN-injcction. Thc amounts of 

fibroncctin (a) ancllaminin (b) incrcasc along thc sinusoiclal lining. lmmunostaining， x200 

Fig.3 Livcr of a Mini rat at 72 hourぉaftcrthc first GaIN-injcction. Thc amount of 

hcparan sulfalc protcoglycan incrcascs around thc oval ccl1s prolifcrating in thc pcriportal 

arca. lmmunostaining， x240 





Fig.4a 

Fig.4c 

Fig.4b 

Fig.4d 

】Fig.4 Lじ-ivcrof a Mini rat a剖t7 days aftcαrt凶hcfir内5tGa剖IiN-i川1l.J戸cctiぬon. Pnωomll1cr叩ntdcpos剖It“ion
0ぱff行ib町

a訂l町rou山ndl山hcprolif，化crat“in呂ovalccl日15. [n口nmu山』刀n05taining，x200. 
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Fig.5a I Fig.5b 

Fig.5c 

Fig.5 Livcr of a Mini ral al 4 wccks aftcr lhc firsl GalN-injcclion. Dcposilion of 

fibroncctin (a) almost disappcars， and that of laminin (b) is lcft only along thc outcr lining of 

thc duct-likc slrucluTCS. On thc othcr hand， dcposilion of typc4 collagcn (c) is still apparcnt 

lmmunostaining， x200 
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Fig.6a I Fig.6b 

Fig.6c 

Fig.6 Livcr of a Mini rat at 4 wceks aftcr thc first GalN-injcction. Dcposition of 

hcparan sulfatc proteoglycan is still apparcnt (a， b). ln portal arca， positivc stainings for 

hcparan sulfatc protcoglycan arc obscrvcd in thc wall of hcpatic artcry剖ld、・cinand thc 

basemcnt mcmbranc of bilc duct (c)・ lmmunostaining，(a) xlOO， (b) x320， (c) x320. 

-43・



， 

. 

ー• 

-' . • ー

‘J・・

. 
. 

， ..，..砂. . ，. . .. 
，. 掴~ . . . . . 
‘ 

-44-



第4章類洞壁細胞の動態
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序

第3章では、 oval cellの増殖と分化に影響を及ぼす肝内微小環境因子の1っとし

て、細胞外基質の動態について検索を行なった。本章では類洞壁に存在する伊東細

胞とクッパー細胞の動態について検索する。

緒言でも述べた通り、肝内の細胞外基質の産生細胞としては、類洞壁に存在する

伊東細胞の関与が強〈示唆されている (Arensonet al. 1988)。また、伊東細胞は各

種のサイトカインや増殖因子の分泌を介して肝炎の動態の調節に関与しているとの

報告も多い (Huet al. 1993)。したがって、 ovalcellの増勉と分化に対する細胞外基

質の影響を考える場合には、伊東細胞を抜きにしては考えられない。 一方、伊東細

胞と同じく類洞壁に存在するクッパー細胞は、単球・マクロファージ系の細胞で、

各種のサイトカインや増殖因子の分泌機能を有することが知られており (Kamimura

and Tsukamoto 1995)、伊東細胞と同様、 ovalcellの動態に影響を及ぼしている可能

性が考えられる。

増殖因子には様々なものが知られているが、なかでもTGF-βlは多数の実験モデ

ルでその動態が解析されており、各種土普殖因子の中でも最も主要ーなものの一つであ

る。 TGF-βlの作用は笑に多様であるが、。、叫 ccllのi首殖・分化の調節との関連で

考えると、細胞増殖抑制作用と納l胞外法質主主生促進作用が重要である。 一方、HGF

は細胞増殖を促進し、 TGF-β1と結抗的に作用することが知られている (Nakamura

ct al. 1985; Yasuda ct al. 1996)。

;if主主主では、まず、伊東細胞とクッパ一知|胞の動態について免疫組織化学的に検索

し、ついで、 TGF-β1とHGFについて、免疫組織化学的な検索を行ない、さらに、

compctitivc RT-polymcrascchain rcaction (PCR)と川situhybridizatiol1の手法をJflいて、

それぞれのJfI内での含琵および分布のjft移について検索した。
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材料および方法

動物

6週歯告の雄のミニラット(Jcl:Wistar-TgN (ARGHGEN) lNts strain) (体重:95~ 

115g)を日本生物科学研究所より寄贈していただいた。動物は笑験に供するまでの

2週間の場11化期間およびその後の実験期間中、室温23土2"C、湿度55:t5"C、 14時間

人工照明 (7:00-21:00)の動物室でアイソ レーター内で飼育した。動物は、プラスチッ

ク製ケーヅに5匹ずつ収容し、市販の国型飼料 (MF，オリエンタル酵母工業(紛，東

京〕および上水道水を自由に摂取させた。

投与材料

筏酸Dーガラクトサミン (GaIN)は、 SigrnaChemical Co.(MO， USA)より購入した。

G百INは、生理食;嵐7]<を溶媒として100mg!mlの濃度で溶解し、投与液とした。

GalNの投与

実験鮮として、 321!!iのミニラッ トに、 1000mg!kgのGalNを過に 1図、 4週間にわ

7こってl腹腔内投与した。残りの24匹には対!開Hとして同盈の生理食境71<を投与した。

初回投与から l、2、3、5日後、および1、2、3、4逃後に、実験1洋4匹、対

照群3匹を、それぞれエーテル麻酔下で安楽殺し、 JJrを録取した (Fig.1)0 IJlは目

的に応じて、 10%中性緩衝ホルマ リンあるいは 1%グルタールアルデヒドで固定す

るか、米国定のままドライアイス/アセトンで急jl!ilw紡した。

病迎!組織学的検査

10%中性緩衝ホルマリンで固定した!日二から 'r~g'法にしたがって 4μmのパラフィン

切j十を作製し、 hcmaloxylin-ωsin(HE)染色を施して鏡検した。
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免疫組織化学的検査

安楽殺した動物から肝を採取後、迅速に肝よりスライスを作製し、禾固定のまま

コンパウンド中に包埋して、ドライアイス/アセトンで急速凍結し、 -80"Cで保存し

た。保存材料より 6μmの凍結切片を作製した後、 -20"Cのアセトンで10分間固定し

た。 1次抗体として、抗ニワトリデスミン ・ウサギポリクローナル抗体 (伊東細胞

のマーカー) (Medac社、ドイツ)、抗ヒトα平滑筋アクチン ・マウスモノクロー

ナル抗体(活性化伊東細胞のマーカー) (1A4， DAKO， Japan)、抗ラットED2抗

体・マウスモノクローナル抗体(肝クッパー細胞のマーカー) (BMA Biomedicals 

社、スイス)、および抗ヒト仕組sforminggrowth factor (TGF)ーβ1・ウサギポリ ク

ローナル抗体 (SantaCruz Biotechnology， lnc.， CA， USA)、抗ラットh巴patocytegrowth 

factα 伊GF)・マウスモノクローナル抗体 (TOYOBOCo.， Ltd.， Japan)を使用した。

免疫染色はアビジン ・ビオチン ・コンプレックス (AB C)法にしたがい、 Vector

ABCキット (VectorLab. Lnc.， U.S.A.)を用し、て笑施した。免疫染色後の絞染にはメ

チル・グリーン染色液を用いた。

competitivc RT-PCR 

ラットHGFj立伝子の増幅に特兵一的なプライマー (5'-primer，5'-CCA ACA CAA ACA 

ACA GTA GG-3' ; 3'-primcr， 5'-AAC AAT GAC ACC AAG AAC CA-3'， t曽 I~;;iフラグメ

ントサイズ:585bp)とラットTGF.β l:i宣伝子に特異的なプライマー (5'-primcr，5'-

GCC CfG GAT ACC AAC TAC TGC TTC-3'; 3'.primcr， 5'-TCA GCT GCA CTT GCA 

GGA GCG CAC GAT CAT-3'，松川陥フラグメントサイズ:340bp)は、 GibcoBRL社

に委託して合成した。採取したj汗より 1gをlSOGENE(日本ジーンネ上)10ml中でホ

モゲナイズした後、 totalI引 Aを分隊精製し、このtOlalRNAの5μgを、 GibcoBRし

祉のキット (SUPERSCR1PTPrcamplification Syslcm)をJIJし、て逆転写反応を行ない、
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1st strand cDNAを合成した。この1ststrand cDNAは、品佃rFermentas社のThermus

aquaticus DNA polymeraseを用いて30サイクルのPCRに使用した。 PCR産物は、

lxTBE内で2.0%アガロースゲjレで電気泳動した。

日GFおよびTGF-βlのmRNAレベルの定量のためには、 CLONTECH Laboratorics 

社のPCR閲M1CConstruction Kitを用いたcompetitivePCR法を行なった。競合用テン

プレートはキットを使用してHGF，TGF-β1それぞれに対して作製した。等量の

cDNAを段階希釈した競合用テンプレートと同一チューブ内で増幅させ、合成産物

はアガロースゲ、ルで電気泳動して解析した。競合用テンプレートから増幅されるフ

ラグメントのサイズは、 cDNA由来のものと約150bpの長さの迷いがあり (HGF

395bp vs 585bp ; TGF-β1 : 436bp vs 340bp)、同一チューブ内での地l隔は両者の濃

度に依存して起こった。

RNAプローブの準備

ジゴキシゲニン (DIG)でラベルした一本鎖のRNAプロープは、 DIG時-1Aラベ

リングキット (BoehringerMannheim GmbH Biochemica，ルfannhcim，Germanyu)をm

いて、使用説明書にしたがって作製した。

in Silu hybridization 

ミニラットから係取したIJfをOCT(ornithinc carbamyltransfcrasc)コンノマウンド

(Milcs Lab.)中に包在日してドライアイス・アセトンで急泌冷却後、クリオスタ γ ト

を川いて厚さ 6μ mの切)，を作製した。切 )，ーはAPS コート のスライドガーラス上に~l~

り付け、瓜.1:吃した。このようにして作製した組織切片を、 3%パラホルムアルデヒ

ドを含むPBS溶液中で30分間固定し、さらにPBSで5分間ずつ31立|洗浄した。ハイ

ブリダイゼーションの方法は、 Hirotaら(1992)のそれにしたがった。組織切片上

でハイブリダイスしたcRNAプロープは、アルカリフォスファターゼ標識の抗ジコ'
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キシゲニン抗体 (500倍希釈)と 4'Cで16時間、湿度飽和させたチャンパー内で静置

した後、 NucleicAcid Dctection Kit (Boehringcr Mannheirn社)を用いて検出した。反

応終了後の切片は、核染色をせずにグリセロールゲル中に封入後、光学顕微鏡下で

観察し、写真撮影を行なった。
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結果

病理組織学的所見

第2主主のそれと同様であった。

免疫組織化学的所見

GalN投与税では、初回投与の48時間後に肝小業内の類洞壁でデスミン陽性の伊東

細胞の地数がび浸性に観察された (Fig.2)。初回投与の7日後には、デスミン陽性

の伊東細胞は類洞墜に加えovalα11の周囲で、も観察された。また、 α平滑筋アクチン

陽性の活性化伊東細胞はovalcε11の周囲に特異的に観察された (Fig.3)。こうした所

見は、初回投与の2週後以降にも観察された (Fig.4)。

一方、 GalN投与群の初回投与の48時間後に、類洞壁でED2陽性のク ッノぞー細胞の

増数がj汗小葉内にび漫性に観察されたが、初回投与の7日後にはクッパー細胞は次

第に減数していった。増数したクッパー細胞の分布とovalcel止の問に位置的な関連

は見られなかった。 4週後には、クッパー細胞の数は対照群とほとんと変わりなく

なった (Fig.5)。一方、クッパー細胞の形態は、初回投与の48時間後には細胞質が

明|僚に大型化していた (Fig.6)。

ついてー、 TGP-β1とHGFの局在部位について免疫組織化学的解析を行なった。

TGF-βlについては、 GalN投与1球のJn:では初回投与の48時間後には|場組:(象は観察さ

れなかったが、 72時間後からovalccllの知I1J包質で陽性像がfil!l奈され始め、この陽性染

色性は19J回投与の4週後にも依然として飢終された。ま た、笑!験1洋と;ttwn洋の両方

で、実験WJ聞を通じて、グリソン判のIJ日管上皮期1I胞の指1I胞質がlり11僚な陽性像を示し

た (Fig.7)。

一方、 HGFについては、 Ga間投与Æio'tの IJlではもJJ回投与の4S Il~間後にはl割引象は観

察されなかったが、 7日後以降の肝ではOJj澗位に存在する細胞の細胞質で険性像が
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観察された (Fig.8)。この陽性細胞は、 ovalαHの周囲に限らず、肝小案内で比較的

び漫性に観察された。これらの陽性細胞の同定を、連続切片を用いて免疫組織化学

的手法で試みた結果、活性化伊東細胞およびク ッパー細胞の双方がHGF陽性であっ

た。

TGFβ1とHGFのmRNA髭の定量結果

次にj汁内のTGF-βlとHGFのmRNA含量を、∞mpetitive RT-PCRの手法により測

定した。その結果、 TGF-β 1は48時間後にピークに達し、その後次第に減少していっ

たが、投与群では実験期間を通じて対照群よりも高い値を示した (Fig.9)。これに

対し、 HGFは24時間後に一度ピークに達した後、 48時間後には急速に減少し、つい

で5日後に2回目のピークに達した。その後はTGF-βlと同様に次第に減少し、対

照~ÞFと同等のレベルを示した (Fig.l0) 。初回投与の 4 週後にはTGF-βl および

HGFともに若干増加の傾向を示した。このように、 TGF-βlはGalN投与の48時間後

にー相性のピークを示し、 HGFは24時間後と 5日後に二相性のピークを示した。

TGF-β1およびHGFともにピークが見られたのは急性肝炎J切であり、][急性肝炎j切

には顕著な域liJ~は観察されなかった。なお、急性肝炎}切におけるこれら士首殖因子の

絶対盆は、 TGF-s1の方がHGFよりも明らかに大きかった (Fig.9，10)。

in situ hybridizationの所見

TGF-βlとHGFに関して、 insilu hybridizationを行なった。 HGFについては、初回

投与の 71:1後以降のJJT-で噌殖ovalccllの周凶のが1/阿波細胞にのみシグナjレが鋭察され

た (Fiι.11)。一方、 TGF-s1については、 笑験J011却を通じ、シグナルを検出する

ことは出来なかった。
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考察

oval ccllの増殖 ・分化へのクッパー細胞と伊東細胞の関与を、それぞれに対する特

異抗体を用いた免疫染色法により検討した。その結果、急性肝炎期の増殖期から!lf

急性肝炎期を通じて、 ovalccllの周囲に限局してα平滑筋アクチン陽性の活性化伊東

細胞が観察された。一方、 ED2陽性クッパー細胞は急性肝炎期の炎症期に顕著な増

数が認められたが、その後は次第に減数した。また、 ovalcellとの聞に特別な位置的

関係は認められなかった。伊東細胞とクッパー細胞はともに各種サイトカインや増

殖因子などの液性因子を産生することが知られており、このような液性因子はオー

トクラインやパラクライン品、った作用樹蒋で標的細胞に作用釘僻する。したがっ

て、上記の所見からは、クッパー細胞よりも伊東細胞の方がovalccllに対して液性因

子を介した作用を及ぼしている可能性が高いと考えられる。

次に、 TGF-β1とHGFのmRNAの定量を試みた。TGF-β1は各種増殖因子の中で

最も主要なものの一つで、 TGF-β1の有する多様な作用の中でも細胞地殖に対する

抑制作用と細胞外基質産生に対する促進効果が重要であると考えられる。 一方、

HGFは細胞増殖を促進する作用を有し、 TGF-β1と措抗的に作用するとされている

(Nakamura et al. 1985; Yasuda et al. 1996)。∞mpctitivcRT-PCRの手法を用いた今回

のmRNAの定量結果はそれを支持するものであった。すなわち、初回投与の241時間

後にはTGF-β1およびHGFともに明らかな地，'7JI1を示し、肝内のTGF-β1はさらに増

加lして48時間後にピークに迷したが、この11寺点でHGFは対!ICWY'と同等のレベルにま

で減少した。その後、 TGF-s1が減少していくにつれ、 5日後にはHGFは再びピー

クに:達した。初回投与の 2;~後以降になると、 TGF-β1. HGFともほぼ対!!引伴と悶

様なレベルで安定した。これは、台、組二肝炎矧の炎症10JにはTGF-β1の絶対益がHGF

のそれよりも明らかに大きく、 TGF-βlの細胞以m!.clmililJfノI:J日が優位に働き、 HGFの

mRNA合成が抑えられているが、急性肝炎19Jの増猫JWにはTGF-βlの作用が細胞外
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基質産生促進に傾くため、措抗作用が減少してHGFのmRNAの合成が樹j日してくる

ことを示唆しているものと考えられる。

実際、 HGFに対する特異抗体を用いた免疫染色の結果では、抗HGF抗体に陽性を

示す細胞は急性肝炎期の炎症期には観察されず、急性肝炎期の増殖期および亜急性

肝炎期になって、類洞壁に存在する紡錘形細胞で陽性像が観察された。この時点で

は、 HGF陽性を示す類洞皇室細胞は肝内での活性化伊東細胞の分布とは必ずしも一致

せず、増殖ovalcellの周囲以外の部位でも観察された。このHGF陽性の類洞壁細胞に

ついては、増殖ova]cellの周囲の陽性細胞は、その分布から伊東細胞であると考えら

れた。一方、増殖ovalcellの周囲以外の部位の陽性細胞は、クッパー細胞ないしは類

洞内皮細胞であると考えられた。また、これらの所見から、前者がovalcellの増殖お

よび胆管上皮細胞系への分化に影響を及ぼし、後者はその周囲の肝細胞の増殖に影

響を及ぼしていることが示唆された。

一方、 HGFのmRNAについてのinsitu hybridizationの結果では、増殖ovalcellの周囲

の類洞壁細胞でのみシグナルが観察された。これは類1岡壁を構成する細胞種間で

HGFのmRNA合成量が異なっていることを反映しているものと考えられる。

これに対し、 TGF-β1に対する特異抗体を用いた免疫染色では、実験WJ聞を通じ、

増継oval cellとグリソン鞘内のJJE!管上皮細胞の細胞質に抗TGF-β l抗体に対する陽

性像が間然された。しかし、この結果は、 LaWTcnccら (1994)がグリソン革~í 内 )m管

上皮細胞で考察しているように、増殖oval ccllとグリソン納内Jm1~i;上皮の細胞内で

TGF-s 1が産生されていることを意味するものではないと考えられる。 TGF-s1は

結合蛋 |当の付いた ~Iこ活性型として分泌されるが、その活性化のために l但fEt上皮細胞

の脱表面に存在するマンノースー6・リン散/インスリン様増殖囚子2レセプター

(M6 P/IGF2R)を手IJmしており、このM6P/IG日Rに結合することによって、結合盈

l討が外れて活性化される。Lawrcnccらは、この活性化のためのt占合の際に、結合蛋

白とともに一部のTGF-β 1が胆管上皮細胞内へと取り込まれ、免疫染色ではこの紛l
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胞質内へと取り込まれたTGF-βlが染まっているものと考察している。こうしたこ

とから、 ovaJ凶lもその細胞表面にJJ!:!管上皮細胞と同様にM6P.凡GF2Rを発現している

可能性が考えられ、 ovalcellでの抗TGF-β1抗体に対する陽性像はovalα11の胆管上

皮細胞系への分化を示唆する所見の一つであると解釈することも可能である。

TGF-s 1の産生細胞を明らかにするには、 insitu hybridizationにより、そのm貯 <A

を合成している細胞を示す必要がある。しかし、今回のinsitu hybridizationの結果で

は、笑i験期間を通じてl斤組織中でTGF-s 1のmRN凶のシクムナルを検出することは出

来なかった。これには、肝内の細胞の種類によるTGF-β1のmRNAの合成量の違い

が考えられる。 Bisscllら(1995)は、 70%肝部分切除による肝再生モデルと、!血管

結予定による肝線維症モデルの両方で、肝細胞、類綱内皮細胞、クッパー細胞、伊東

細胞のそれぞれを分離精製して、 TGFβ1，一β2，-β3のmRNA量の変化をRNase

protection assay法を用いて経時的に調べた。その結果、両モデル聞で"mRNA量の変化

の様式に迷いが見られ、 j斤再生モデルでは主として肝細胞のポピュレーションで

TGF-ssのmRNA量の士制日が見られたのに対し、肝線維症のモデルでは伊東細胞のポ

ピュレーションで梢加が見られた。しかし、ここで言う士制日とは、対照となる正常

庁|ーでのそれぞれの細胞ポピュレーションにおけるTGF-βsのm貯<A還に対する増加lで

あり、 JJl'細胞ポピュレーションでのmRNA量は他の非実質細胞ポピュレーションで

のmRNA茸に比べて本来非常に少ない。 Bisscllらは、 JJf再生モデノレとIJfk;li($ttr症モデ

ルとでのTGF-βsのmRNA産生細胞の泣いを、それぞれのモデルで発御されるTGF-

βsの主たる作用の逃いに基づくと考察している。すなわち、肝再生モデルではIJF制IJ

胞の再生地勉に対する事llHil]支/J来が発部され、 JJH~j(先11 疲モデルでは制胞外法í'iの産生

促進作用が発型11されるものと考え、それぞれのモデルで作用の椋的となる制胞で

TGF-ssのmRNAf査が増加することから、 TGF-βsのfl，m機序はオートクラインであ

ると考察している。この考察にしたがえば、今回のモデルでは、 急性肝炎WJの炎定

期にはTGF-β1 は主として細胞土説殖抑制作用を発揮し、 急性肝炎WJの耳目殖WJから~Ii
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急性肝炎期にかけては細胞外基質の産生促進作用が主体となると考えられることか

ら、 competitiveRT-PCR法による定量で示された急性肝炎期の炎症期で認められた肝

内でのTGF-βlのm悶'IA量のピークは、肝細胞ポピュレーションでの増加に主とし

て起因するものと推察される。すなわち、肝全体としての増加は大き くとも、個々

の肝細胞でのTGF-β 1のmRNA量の増加が小さかったため、 insitu bybridizationで検

出できなかったという可能性が考えられる。

結論として、免疫染色による結果からはovalcellの増殖 ・分化に対してはクッパー

細胞よりも伊東細胞の関与の方が大きいと考えられた。また、 competitiveRT-PCRに

よる定量で、 TGF-βlは初回投与の48時間後にー相性のピークを、 HGFは初回投与

の24時間後と72時間後に二相性のピークを、それぞれ示した。 HGFは、免疫染色と

in situ bybridizationの結果から、類洞壁細胞で産生され、なかでも増姫ovalcellの周囲

では主として活性化伊東細胞により産生されることが示唆された。一方、 TGF-β1

については、その産生細胞を特定することは出来なかった。
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要約

ミニラットのGalN誘発肝炎におけるoval αIIの増殖と分化に影響を及ぼす肝内微

細環境因子の lつとして、肝の類洞壁細胞(伊東細胞およびクッパー細胞)の勤態

について検索を行なった。その結泉、免疫組織化学的検索では、急性肝炎期の増殖

期とJE急性肝炎期を通じ、増殖ovalcεIIの周囲に限って活性化伊東細胞の増数が観察

された。 一方、クッパー細胞数は、 ovalcellの周囲およびそれ以外の部位でも急性肝

炎期の炎症J切に著しく鴻加したが、その後減少した。こうした所見から、伊東細胞

がovalcellの増殖に対して液性因子を介したパラクライン機構による調節を行ってい

る可能性が示唆された。ついで、 TGF-β1とHGFの肝内での分布を免疫組織化学的

に検索した結果、 HGFタンパクは急性肝炎期の増殖期とiJ[急性肝炎期を通じ、 IJr小

案内の増殖ovalcellの周囲およびそれ以外の部位の鎖洞壁細胞の細胞質で陽性像が観

察された。一方、 TGF-β1タンパクは笑験期間を通じて増殖()val ∞11とグリソン鞘

内のl血管上皮細胞の細胞質で陽性像が観察された。さらに、 j汗内のそれぞれの

mRNA茸についてcompetitiveRT-PCRにより定量を行なった結果、 TGF-s1のmRNA

は*JJ回投与の 481時間後に-~個性のピークを示したが、 HGF，の mRNAは初回投与の24

時間後と 5日後に二相性のピークを示した。最後に、 insitu hybridizatio日による検索

結果では、 HGFのmRNAは、 急性JJl炎J~J のi首目立 j切と亜急äJHニ炎Wl を通じ、士活?宛[o\'al

ccllの周聞の類1同健制胞でシク♂ナルが観終されたが、 TGF-βlのmRNAについては

笑験J9JH討を通じてシグナルを検出することが出来なかった。以上の結mから、 ov，，1

ccllの以I孤は主として伊東和IJJ包によるHGFによるパラクライン機柿での調節を受けて

いる可能tlーが示唆され、また、 TGF-s1 は急性肝炎WJの炎症WJ には剤11胞!\~IM:抑制作

用が主体となるが、その後、急性JJl炎!~]の増殖WJから説会、性IJl炎WJにかけてはおH胞

外法質産生促進作mが主体となって、伊*細胞によるLL底脱成分の令成 ・分泌を介

し、 ovalccllの JJ旦管上皮細胞系への分化をt秀導しているものと jfl~察された。
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GalN 

(first injection) GalN GalN GalN 

Od 1 d 2d 3d 5d 7d 2w 3w 4w 

t t t T ↑ 

Fig.l Exp巴rimentaldcsign. Thirty-two rats wcrc intrapcritoncally (ip) adminislered 

明仙 1000mglkgb.w. of D-galactosamine hydrochloride (GalN) ( j ) once a wcck for 4 

wccks. 口1Cinjcction volume was adjustcd to 10ml/kg b.w. using 0.9'7らsalinc. Twcnty-

four rats rcccivccl thc samc volumc of 0.9% salinc and scrvcd as controls. Four 

cxpcrimcntal rats and 3 control oncs wcrc killcd by cxanguination undcr cthcr日ncslhcsiaat 

1， 2， 3 and 5 days and 1， 2， 3 and 4 wccks aftcr thc first GalN-administr‘It ion， rcspcct I¥'c! Y 

(↑). 
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Fig.2 

Fig.2 Livcr of a Mini ral at 48 hours aftcr thc firsl GolN-injcction. Thc numbcr of 1to 

cclls positivc for dcsmin incrcascs i口thchcpatic lobulcs. lmmunostaining， x200. 
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Fig.3a 

Fig.4a 

Fig.3b 

Fig.4b 

Fig.3 Liver of a Mini削 at1 week aftcr thc first GaIN-injcction. Many Ito cclls arc 

positivc for both dcsrnin (a) and α-smooth musc1c actin (b)・ lmmunostaining，x40 

Fig.4 Livcr of a Mini rat at 4 wccks aftcr thc first GaIN-injcction. Thcrc arc many 

dcsmin-positivc lto cclls (a)， H fcw of 1"1巾 harc also positivc for α-smooth musclc actin (b)・

lmmunostaining， x50 
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Fig.5a . Fig.5b 

Fig.5c Fig.5d 

Fig.5 (a) Livcr of a Mini ral at 48 hours aftcr lhc first GaIN-injcction. Thc numbcr of 

Kuppfcr cclls incrcascs i.n lhc hcpatic lobulcs. (b) Livcr of a Mini rat at 7 days aftcr thc first 

GalN-injcction 百 cnumbcr of Kuppfcr cclls dccrcascs gradually. (c) Livcr o[ a Mini rat 

at 4 wccks after lhc first GaIN-injcction. 111c numbcr of Kuppfcr cclls is almost lhc samc 

with Ih川 incontrols. (d)しivcr()f a Mini rat of control-且roup. Immunostaining using anli 

ED2 anlibody， x140 
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Fig.6a Fig.6b 

Fig.6c Fig.6d 

Fig.6 Livcr of a Mini rat al 48 hours (a)， 7 days (b)， and 4 wccks aflcr lhc firsl GaIN-

1町cction(c). Livcr of a Mini ral of conrrol-group (d). Thc cytoplasm of Kuppfcr cclls is 

promincntly cnlargcd at 48 hours aflcr thc first GaIN-injcction. lmmunostainin呂usingant卜

ED2 antibody， x400 
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Fig.7a I Fig.7b 

Fig.7c 

Fig.7d 

Fig.7e 

Fig.7 Livcr of a Mini rat at 72 hours (a)， 7 days (b) and 4 wccks aftcr thc first Galt吋-

1呼ction(c， d). Livcr of a Mini rat of controトgroup(c). Through thc cxpcrimcntal pcriod， 

cytoplasm of both oval cclls and bilc duct cpithclial cclls shows positivc staininability For 

TGF-β1. lmmunostaining using anti-TGドβ1antibody， (a) x240， (b) x240， (c) x 12.0， (d) 

x400， (c) x320 
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Fig.8a I Fig.8b 

Fig.8 Livcr of a Mini rar at 7 days aftcr thc first GalN・injcction. Sinusoidallining cclls 

positivc for HGF arc olJscrvcd lJoth around thc prolifcratin呂ovalcclls (a) and among thc 

hcpatocytcs (b). Immunostaining using anti-HGF antibody， x200 
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Fig.9 Changes in cont巴ntsof TGF-β1 mRNA by competitiv巴
RT-PCR. 圃 Experimentalgroup ;口:Control gTOUp. 

RNA was巴xtractedfrom the liv巴rof Mini rats and analyzed by 
RT-PCR with specific prime[s and a competitor for TGF-s 1 g巴n巴as
descriv巴din Mat巴rialsand Methods. Th巴productsof PCR wer巴
analyz巴dby巴l巴ctropboresison an agaros巴gel(A)ー Theamplifi巴d
f[agm巴ntof th巴comp巴titor (436 bp) was long巴rthan that of TGF-s 1 
cDNA (340 bp). For quantification of th巴l巴velof TGF-β1 mRNA， 
th巴g巴1was analyzed aft巴r巴lectrophor巴siswith an imag巴analyz巴r.Each
pOlnt [epres巴ntsth巴m巴aovalu巴andth巴verticalbar th巴standard
巴r[o[s. Each point r巴p[巴sentsth巴口1eanvalu巴andth巴V巴rticalbar th巴

standard巴rrors.

-71 -



恒 585bp 

-・ 395bp 

(A) 

10 

(B) 

s 

(一ミ
8
-
0
5
2完
)
〈
Z
肖

28 21 

days aft巴rth巴firstinj巴ctIOO

14 5 

0 

o 1 2 3 

Chang巴SIn cont巴ntsof HGF mRNA by comp巴tItlve
RT-PCR. .: Exp巴rimentalgroup ;口:Control group. 

RNAwas口 tract巴dfrom th巴liverof Mini rats and analyzed by 
RT-PCR with specific prim巴rsand a competitor for HGF g巴neas 
d己scrivedin Materials and Methods. The products of PCR w巴re
analyz巴dby巴lectrophoresison an agarose g巴I(A). Th巴amplifi巴d
fragm巴ntof th巴comp巴titor(395 bp) was shorter than that of HGF 
cDNA (585 bp). For quantification of the 1巴V巴1of HGF mRNA， th巴
g巴1was analyz巴dafter巴lectrophoresiswith an imag巴analyz巴r.Each
pOlnl repr巴sentsth巴m巴anvalue and th巴v巴rticalba r th巴standard
巴rrors

Fig.l0 
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Fig.11a Fig.11b 

Fig.11c 

Fig.ll Livcr of a Mini rat at 7 days aftcr thc first GaIN-aclministration. Signnls for 

HGF mRNA arc obscrvccl in thc cytoplasm of sinllsoidallining cclls arollnd thc prolifcrating 

oval cclls. (a) antiscnsc probc， (b) scnsc probc， and (c) antiscnsc pn】bc. ln situ 

hybr凶
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第5章総括



oval cellは肝に存在する幹細胞で、肝細胞と胆管上皮細胞の両方への分化能を有す

ると考えられており、肝障害後の再生過程で肝細胞の再生抑制がある場合に増殖し

てくるとされている。しかし、肝内における解剖l学的な局在部位も含め、 O¥lalcellの

増殖 ・分化の動態に関しては不明な点が多い。その理由の一つに、これまで利用さ

れてきた実験系ではいずれもovalcellの増殖がごく一過性にしか認められないため、

その動態を詳細に分析することが困難であったことが挙げられる。一方、細胞外基

質は、従来、組織椛築のための単なる足場としての認識しか持たれていない存在で

あったが、最近では細胞との接触を通じて細胞の分化や機能発現に直接的 ・間接的

に影響を及ぼしていることが徐々に明らかにされてきている。

本研究では実験系としてガラクトサミン投与ミニラットの肝を用い、 0¥1<11cellの増

殖 ・分化の動態を細胞外基質、類洞壁細胞および増殖因子の動態との関連で検索し

た。試験系として用し、たミニラット(Jcl:Wistar TGN (ARGHGEN) 1 Nts strain)は、

成長ホルモンに対するアンチセンス遺伝子の導入により、成長ホルモンの合成が抑

制されたトランスジェニック動物で、肝細胞の再生抑制があるところから、 ovalcell 

の増殖が長期間観察されることが期待できる。得られた結果は下記の通りである。

(l) 0¥131 ccllの動態

6 .il!!t 1給、!i.ll~のミニラッ卜』こ 1000m g!kgのガラクトサミンを 1 週間に 1 回、 4 週間]

にわたって版JI空内投与した。日付!!~t滑には同盆の':l三迎!食担保7J<をl血)J主内投与した。1'i日回

投与・から 1，2， 3， 5， 7日後、および 2，3， 4週後に)11'を録取し、各組の検

紫を行なった。

)Jlのj荷主II組織学(I(]検紫では、リンパ球 ・好中球を主体とする炎1定期n'泡浸imJが初回

投与の 1EI i;ゑより観察され、 2日後には最も顕著となり、 )J1'制l出壊死をf'i'う多数の

大型炎症巣が肝小~内に餓祭された(急性肝炎の炎症則 〉 。その後、炎症細胞説il羽

は次第にi戚弱し、 7n後にはほとんど観察されなくなった。 一方、初回投与の3日
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後よりグリソン鞘とその周囲の実質との移行部に小型卵円形細胞が出現し、 7日後

には肝小案内で小塊状、線条状あるいは微細管股状の構造を形成して明瞭に増殖し

ていた (急性肝炎の増殖期〕。小型卵円形細胞の増殖は初回投与の2週後以降には

肝小業内にび漫性に拡大し、微細管股構造状の増殖が主体となった (ill!.急性肝炎

期)。

免疫染色では、これら小型上皮細胞のほとんどが胎児性肝細胞のマーカーである

αフェトプロテインと胆管上皮細胞のマーカーであるサイトケラチン7の両方に陽

性を示したが、 αフェ卜プロテインに対する染色性は次第に減少し、初回投与の4

週後には小型細胞の多くはサイトケラチン 7にのみ陽性を示した。

このように、ミニラットの肝ではガラクトサミンの初回投与後7日目においても

oval ccllの増殖が明|僚に観察され、士首殖oval∞11は胆管上皮細胞系へと分化すること

が明l僚に示された。

(2 )細胞外基質の動態

oval ccllの増殖と分化に関与すると考えられる肝内微小環境因子のーっとして、細

胞外法質の動態に関して検索を行なった。その結梨、急性J}干炎WJの炎症J羽には、

oval ccllの士制在、肝小業内侵入に先立ち、第i洞壁nこj沿ってラミニンとフィブロネクチ

ンの沈着が観察された。却l荷立j切になると、 ovalccllの問閣でまず最初にへパラン硫酸

プロテオグリカンのlt着が見られ、その後、ラミニン、フィブロネクチン、 41型コ

ラーゲンのi沈着が観察された。 ]II急性JJ干炎1切では、 tJ3'ii同壁沿いのフィブロネクチン

とラミニンのtUjは次第にがiうたした。また、 0¥'[11ccllの周聞ではフィブロネクチンの

此着は見られなくなり、 tl~底l以梢成成分であるヘパラン硫酸プロテオグリカン、ラ

ミニン、および4型コラーゲンの沈着だけが目立った。

以上のがiWから、まず、知 i!i'ù~に沿ったラミニンとフィブロネクチンのむt若がク

リソン市i~í周囲からIl干小業内へのoval ccllの佼入を誘導し、ついで、地勉口、[11cell周囲



のヘパラン硫酸プロテオグリカンをはじめとする基底膜成分の沈着がovalcellの胆管

上皮細胞系への分化を誘導しているものと推察された。

(3 )類洞壁細胞の動態

細胞外基質とならぶ肝内微小環境因子として、類洞壁に存在する伊東細胞とクッ

ノ守一細胞の動態について検索した。急性肝炎期の炎症期には、小業内でぴi受性に伊

東細胞とクッパー細胞の増数が観察された。その後の急性肝炎期の増殖期から!.lli急

性j汗炎期にかけては、活性化伊東細胞の増数はoval cellの周囲でのみ観察され、 一

方、クッパ一知l胞数は次第に減少していった。

こうした細胞の動態を踏まえ、伊東細胞とクッパー細胞に由来すると考えられる

増殖因子のうち、 transfonning growth factoI-β1 (TGF-s 1)とhepatocyte growth 

factor (HGF)に関する解析を行なった。 compctitivc RT-PCRによる定量では、 TGF-

s lmRNA量は初回投与の 2日後にー相性のピークを示し、 HGE'mRNA量は 1日後

と5日後に二相性のピークを示した。ただし、この間の肝内での絶対量は、 TGF-s

1の方がHGFよりも明らかに多かった。!.lli急性l)i'炎i切では、 TGF-βlとHGFの両方

ともに4週後には若干増加に向かう傾向がうかがえた。

免疫染色では、実験期間を通じ、 TGF-βlはoval ∞l出胆管上皮細胞の細胞質に

陽性像が観察され、 HGFは急性肝炎期の1羽目立期と:!JE急性肝炎JOlに類澗盛期UJ.胞に陽性

像が観察された。このHGF陽性のW~洞壁細胞は、 oval ccllの周囲に限らず、それ以外

の部位でも観察された。 ovalccllffiilITHのHGF陽性細胞は伊東細胞と考えられ、1J1lU¥;上

皮釧l白系へと分化するoval ccllの増殖 ・分化に関与しているものと:1([鳴された。一

方、 ovalcell周閉以外の部位のHGF陽性矧澗1i&細胞はクッパー却|胞あるいは!Jtrii伺内政

細胞と考えられ、その周回の肝細胞の再生 ・増殖に関与している可能制が考えられ

7こ。

旧 situhybridizationの結果てーは、 HGFのmRNAに対するシグナルはi曽勉ovalccllの悶
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図の伊東細胞と考えられる類洞壁細胞にのみ認められた。 一方、 TGF-β1のrnRNA

に対するinsitu hybridizationでは、実験期間を通じてシグナルを検出することが出来

なかった。

以上の結果から、ガラク トサミンの投与によりミニラットの肝に誘導される小叫

cellの増殖期間は他の系統のラットと比較して有意に延長しており、このoval cellは

類洞壁に沿ったフィフeロネクチンとラミニンのj沈着に伴ってグリソン鞘周囲から肝

小葉内へと誘導され、さらに、 oval似 l周囲への基底膜成分 〔ヘパラン硫酸プロテオ

グリカン、ラミニン、 4型コラーゲン)の沈着に伴って胆管上皮細胞系へと分化す

ることが示された。また、このovalcellの増殖 ・分化に対して、伊東細胞によるパラ

クライン機構でのHGFを介した調節が示唆された。なお、急性肝炎j切の炎症}切には

TGF-β 1の細胞増殖抑制作用が主体となり、その後、急性肝炎期の増殖期から豆急

性肝炎均jにかけてはTGF-β 1の細胞外基質産生促進作用が主体となって、伊東細胞

による基底膜成分の合成 ・分泌を介し、 ovalcellの胆管上皮細胞系への分化を誘導し

ているものと推察された。こうした細胞外基質の動態を介した細胞の士普殖 ・分化の

機構は、生物学的により普遍的な意義を持つものと考えられる。



辞訪
問
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