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肝内におけるsecretory cOmpOnent(SC),IgAおよびJ chainの分布を正常肝,肝 外閉塞性黄痘,
肝硬変および肝内結石症のパラフィン包埋肝を用い,Avidin・Biotin perOxicase complex(ABC)法

で検索した.肝 内胆管系では三者とも,肝 硬変と肝内結石症で有意に高度かつ広範に分布 していた。
肝細胞では有意な染色性の差違はないが,肝 硬変と肝内結石症では IgAと J chainの強い沈着を認め
た。胆汁 IgA濃 度は対照群で223± 2 17mg/dlであ り,胆 道感染あるいは肝硬変ではそれぞれ56.9士
11.8,57.0±14.21mg/dlであ り,有 意に上昇していた。以上より,胆 道感染あるいは肝硬変では胆汁
IgA濃 度は上昇し,主 に肝内胆管上皮での SecretOry lgAの分泌元進がこれに関与 している。

索引用語 :肝疾患の磁c r e t o r y  c o m p o n e n t , I g A ,

I . 緒 言

SecretOry lgA(以下 S IgA)は消化管をはじめとし

て,気 道, 日腔内の分泌液,乳 汁,胆 汁などの分泌液

中では,主要な免疫グロプリンであ りIち
局所免疫機構

として働 くことが知られている分.

胆汁中に分泌 され る免疫 グPブ リンの大部分は S

IgAで あ りめ,腸 管粘膜固有層の形質細胞で産生 され

た polymeric lgAが門脈を経て肝臓に運ばれ,胆 管粘

膜上皮 よりSC‐mediated transport mechanismを介

して胆汁中に分泌されるといわれている。.閉 塞性黄

痘や各種肝疾患において血清 S IgAの 増加が報告 さ

れているがめ,胆 汁 S IgAの 変動についての報告は少

ない。。また,閉 塞性黄痘,肝 硬変および肝内結石症な

どでは,胆 汁 うっ滞や胆道感染を伴なう症例が多 く,

その病態における胆汁 S IgAの 関与は解明されてい

ない.そ こで胆汁 うっ滞 と細菌感染の観点から,secre―

tory component(SC),IgA,J chainに ついて肝の免
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J chain, 胆汁IgA, Avidin‐B10tin perOxidase complex法

疫組織学的検討を行い,さ らに,胆 汁 IgAと S IgAと

の関連性についても検討を行った。

II.対 象および方法

1.肝 組織中の SC,IgA,J chainに ついて

対象は正常肝15例,肝 外閉塞性黄痘14例,肝 硬変20

例,肝 内結石症の切除肝 6例 ,合 計55例であ り,検 索

材料はすべて患者の承諾を得て手術または剖検により

えられた組織で,各 疾患群に対して,そ れぞれ10%ホ

ルマ リン固定後パラフィンに包埋,4″mの 切片を作製

し,Avidin・BiOtin PerOxidase Complex法(ABC法 )

を用いて SC,IgA,J chainの 局在を検討した。

染色方法 (ABC法 )は Hsuら のの方法にしたがい,

4/m厚 パラフィン切片を脱パラ,洗 浄後,3%過 酸化

水素液に 5分 間浸漬 して内因性ペルオキシダーゼ活性

を除去 した,つ ぎに正常ヤギ血清を室温で20分間反応

させた後,SC,IgA,J chain染 色は一次抗体 として抗
ヒトSCウ サギ血清 (DAKO社 製)を PBSで 200倍に

希釈,抗 ヒトIgAウ サギ血清(NORDIC社 製)を PBS

で100倍に希釈,抗 ヒトJ chainゥサギ血清(DAKO社

製)を PBSで 100倍に希釈したものを室温で30分間,
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表 l Avidin,Blotin Peroxidase Complex法による

SC,IgA,お よびJ Chainの染色法

1)4″m厚
ず
ラフィン切片

2)脱 パラフィン化
↓

3)3%過 酸化水素液
a 5分 間浸漬 b PBSに て沈浄

↓
4)正 常ヤギ血清

a20分 間浸漬 b PBsに て洗浄
↓

5)200倍希釈抗SCウサギ血清,100倍希釈抗 宮A
ウサギ血清,あ るいは100倍希釈抗」cha n
ウサギ血清
a30分 間浸漬 b PBSに て洗浄

↓
6)希 釈ビオチンイし杭ゥサギャギ血清

a卸 分
P浸

漬 b PB鋭こて沈浄

7)ABC骨式薬
a30-60分 間浸漬 b PBSにて洗浄

↓
8)過酸化水窯加3-am no-9-ethメcarbazOに(AEC)

'谷,夜
a37℃

F20分
間浸漬 b水 道水にて沈浄

9)ヘマト
子
シリンにて核染色 ,

10)水道水
仔
て洗浄

11)脱 水,封 入

二次抗体 として希釈 ビオチン化抗ウサギヤギ血清を室

温で30分間,ABC試 薬を室温で30～60分間,順次反応

させ た。つ ぎ に過 酸 化 水 素 加3 - a m i n o ‐9 ‐e t h y l c a r ‐

bazole(AEC)溶 液中で保温器 (37℃)に て20分間発

色させ,ヘ マ トキシリンで核染色後,脱 水,封 入し検

鏡した,反 応特異性は一次抗体を正常ヤギ血清で置換

することより確認した (表 1)。

肝内胆管系の名称は中沼らゆの分類に従い,Jヽ葉間

胆管 (最短外径94″m以 下)と 隔壁性胆管 (最短外径

95～150″m)に ついて検討し, さらに肝細胞について

も検討を行なった.

染色性の半」定基準は,次 のように分類した。

1)小 葉間胆管 と隔壁性胆管について

SC,IgA,J chainの 染色性

(一):ま った く染色性を認めない

(±)iご くわずかな染色性を認める

(十):胆 管上皮の一部に染色性を示す

(十):腸 管上皮の全体に染色性を示す

2)肝 細胞について

IgAと J chainの染色性

(一)!ま った く染色性を認めない

(士)iご くわずかな染色性を認める。

(十)i小 乗内の類洞側にモザイク状に染色性を示

す。

(+):小 葉全体の類洞側に染色性を示す
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表 2

3肝 硬変

肝内緒石 6症 例

隔壁性阻管 小葉FB5阻管
SC   ,gA    J

肝 細  胞

(― )

(土 )

(十 )

(半 )

6  6  6 6  6  6 6   6

以上の判定基準により,SC,IgA,J chainの 染色性

が (十)以 上を示 したものを陽性 とし,そ の陽性率を

計算した (表2).

統計学的検討はχ
2テス トを用い,危険率 5%以 下を

有意差ありと半」断した。

2.胆 汁 IgAと S IgAに ついて

胆管胆汁の採取は術中に行い,胆 襲結石 5例 ,胆 裏

総胆管結石 4例 ,胆 裏ポ リープ 1例 ,乳 頭部癌 2例 ,

膵頭部癌 1例 ,肝 内胆管癌 3例 ,肝 細胞癌 4421,計20

例に行い,胆 汁感染の有無,IgAお よび S IgA濃度に

ついて検討を行った.な お,対 照群 として,総 胆管結

石症 3例 の術後 2週 以後に T tubeよ り無菌的に採取

した胆汁を使用 した。IgA濃 度の測定は3,000rpm遠

心を10min間 行い,そ の上清を生食水にて100倍希釈

し,Laser Nepherometry法
りにて測定 した。

また,S IgA濃 度はその上清100″1をガラス試験管

に入れ,抗 α鎖血清を吸着させたポ リスチレンピーズ

を加え,37℃ , 4時 間インキュベー ト後, 1%Tween

20加 PBS(pH 7.4)で 3回 洗浄,そ の後 Ovthophenir‐

enziamineと30%H202を 添 加 した0.2M substrate

burer(pH 5.0)を500″l加え,室 温暗所に30分放置後,

l N 塩 酸2 . 0 ″1 で反 応 停 止, H i t a c h i  S p e c t r O ‐

photometer Model 100～20波長492nmで 吸光度を測

定し,標 準曲線上 S IgA濃度に換算して求めた1の(表

3).

統計学的検討は t検定を用い,危 険率 5%以 下を有

1 正 常肝臓 15症 例

隔壁性胆菅 小葉問胆管 肝 細  胞

(―)

(士)

( + )
( + )

2肝 外閉塞性黄直  14症 例

臨壁性胆管 小葉間阻管 肝 細  胞
lgA     〕

(―)

(■)

(十)

(中)

隔壁性胆管
SC   lgA    J

小葉間担管
SC    igA     J

肝  細  胞

(―)

(と)

(十)

(+ )



A d d問o n  t t  c o a t t d  b e a d s  t t  AⅢゼ 。h t t n

(2 0μg/m夕)

Anti―Peroxidase‐labe‖ed‐sc Antibody(lt 200)

( 3 0 0 /り
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図 2(a)肝 硬変の隔壁性胆管,(b)正 常肝の小葉間

胆管における IgAの 局在(ABC染 色.IgAは 肝硬変
の胆管上皮の管腔側および底側膜に強い染色性があ
る.)

(a) × 100                r、 、  Y9nn

図 3(a)肝 硬変の隔壁性胆管,(b)正 常肝の小棄間
胆管におけるJ chainの局在 (ABC染 色.J chain
は肝硬変の胆管上皮の管雄側および底側膜に強い染
色性がある.)

(a)× 100 (b)× 200

膜がよく染まった(図2).正 常肝や肝外閉塞性黄疸で

は胆管上皮がまばらに染 まるものもあった.J chain

は,正 常肝の27%(4/15例),肝外閉塞性黄痘の36%(5/

14例),肝硬変の85%(17/20421),肝内結石症の全例(6/

64211)に出現した。また,分 布様式では IgAと 同様に肝

硬変や肝内結石症ではすべての胆管上皮が全体に染ま

り,特に上皮の管腔側および底側膜がよく染まった(図

3).正常肝や肝外閉塞性黄痘では胆管上皮がまばらに

染まるものもあった (図4).

小葉間胆管におけるSCは ,正常肝の13%(2/15例),

表 3 EIA法 による胆汁中S‐IgAの 測定

Washing Of 3times wRh PBS‐Tween

|
A d o たi o n  O f  S u b s t r a t e  S c , ( 5 0 0 / 2 )

Allow at Room
TenDerature for 30min

Addition of lN HC1 2 0mで

|
A s s a y  o f  P a r o x i d a s e  a c t i v i t y  a t  4 9 2  n m

図 1(a)肝 内結石症の隔壁性胆管,(b)正 常肝の隔

壁性胆管におけるSCの 局在(ABC染 色.SCは 肝内

結石症の胆管上皮の核上部に強い染色性がある。)

(a)× 100 (b)× 100

意差あ りと判断した。

I I I . 成 績

1.肝 内胆管上皮について

隔壁性胆管におけるSCの 出現は,正常肝の13%(2/

15Trl),肝外閉塞性黄疸の50%(7/14例),肝硬変の80%

(16/20例),肝 内結石症の全4/1(6/6pll)にみられ,す
べての胆管上皮がびまん性に染色され,特 に上皮の核

上部がやや強 く染まった(図 1).IgAは ,正常肝の20%

(3/15ffll),肝外閉塞性黄疸の50%(7/14例),肝 硬変の

85%(17/20421),肝内結石症の全471(6/64/1)に出現し

た。分布様式では肝硬変や肝内結石症ではすべての胆

管上皮が全体に染まり,特 に上皮の管腔側および底側

(b) × 200
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図 4 各 種肝疾患の隔壁性胆管におけるSC,IgA,J

chainの陽性率

図5 各 種肝疾患の小業間胆管におけるSC,IgA J

chainの陽性率

igA
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肝外閉塞性黄痘の50%(7/14例),肝硬変の75%(15/

20例),肝内結石症の全例(6/6例)にみられた。IgAは,

正常肝の13%(2/15例),肝外閉塞性黄疸の43%(6/14

例),肝硬変の80%(16/20例),肝内結石症の全例 (6/

6例)に みられたた。J chainは,正 常肝の33%(5/15

例),肝外閉塞性黄痘の36%(5/14例),肝硬変の85%

(1720例),肝内結石症の全例(6/6例)に出現した(図

5 ) .

隔壁性胆管と小葉問胆管 ともに,肝 硬変や肝内結石

症においては正常肝に比較して,SC,IgA,J chainの

染色性が有意に増加し,小葉間胆管まで陽性であった。

SC,IgA,J chainと も胆管付属腺上皮細胞にも同様

にびまん性に深 く染色を示したが,腺 内の粘液物質中

にはまった く染色されなかった。主に粘液腺細胞より

も奨液腺細胞の方が濃 く染まっていた。とくに,肝 内

結石症では増生胆管上皮や腺上皮に広範な SC,IgA,

J chainの染色性を認めた.

2.肝 細胞について

肝細胞においてもSCが 胞体全体にびまん性に染色
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図 6 肝 内結石症の肝細胞における (a)IgA,(b)J

chainの局在 (ABC染 色.IgAと J chainは肝内結

石症の肝細胞の類洞側に染色性示し,小 葉内でモザ

イク状の分布を示した。)

(a)×100                 (b)× 100

図 7 各 種肝疾患の肝細胞におけるIgA,J chainの

陽性率

され,小葉内でモザイク状に分布する場合もあったが,
一般的にはヒトでは肝細胞にはSCが 存在しないとい

われているので11),本研究では検討しなかった,

IgAと J chainは肝細胞の類洞側に沈着がみられ,

小葉内でモザイク状の分布パターンを示し,小 葉辺縁

部にその傾向が強かった(図6).IgAは 正常肝の67%

(10/15711),肝外閉塞性黄疸の57%(6/14例 ),肝 硬変

の90%(18/20例),肝 内結石症の全例 (6/6例)に 陽性

所見が得られた。肝硬変と肝内結石症は正常肝にくら

べ,IgAの 陽性率が高かったが, とくに有意差は認め

なかった。」chainは,正 常肝の53%(8/15例 ),肝 外

閉塞性黄痘の21%(3/14例),肝 硬変の85%(17/20例),

肝内結石症の全例 (6/6例)に陽性所見が得られた。肝

外閉塞性黄痘は,正 常肝に比較してJ chainの染色性

の低下がみられたが,とくに有意差は認めなかった(図
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肝 内担 管を   R83   50

胆石症   246   140

胆石 FE   25 8   65

胆石症    248   75

ヨし頭部を   206   43

胆石症   216   75

平 均       2 6 0 と 5 6 7 5 ± 3 1

7 ) .

疾患別には,染 色パターンおよび陽性率より特定の

分布パターンはみられなかった。

3.胆 汁 IgAと S IgA濃 度について

胆汁感染の有無と肝の性状より,I群 無菌,正 常肝,

II群有菌,正 常肝,HI群 無菌,肝 硬変,IV群 有菌,肝

硬変の 4群 に分類した。胆汁中の IgA濃 度は, I群 無

菌,正 常肝では,対 照群の IgA濃 度は平均22.3±2.17

mg/dlで あり,良 性疾患群 と悪性疾患群はそれぞれ平

均18.6±9.90ng/dl,18.5±10.03mg/dlで,対 照群 と

比較 して有意差はなかった。II群有菌,正 常肝では,

良性疾患群 と悪 性疾 患群 ともに IgA濃 度 は平均

43.1±36.06mg/dl,33.1±1.7mg/dlと高 く,と くに後

者は対照群 と比較 して有意差があった。III群無菌,肝

硬変 とIV群有菌,肝 硬変では,悪 性疾患群の IgA濃 度
は,そ れぞれ平均56.9±11.8mg/dl,57.0±14.21mg/

日消外会議 21巻  8号
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dlであ り, さらに有意に高かった (図8).

胆汁中の IgAと S IgA濃度を比較すると,IgA濃 度
は20.6～38.3mg/dl(平均26.0±5.6mg/dl)に対 し,

S IgA濃度は5.0～14,Omg/dl(平均75± 3 1mg/dl)

であり,IgA濃 度中13.1～569%の 害J合を占めていた

(表4).

I V . 考 察

1.肝 疾患におけるSC,IgA,J chainに ついて

Avidin‐Blotin PerOxidase Complex(ABC)法 はホ

ルマ リン固定・パラフィン包埋肝に応用でき,PAP法

にくらべて 8～ 40倍の高感度であると報告 されてい

る1りので,今 回は ABC法 を用いて正常肝および各種

肝疾患における肝内の SC,IgA,J chainの 分布とく

に肝内胆管上皮 と肝細胞における局在を検討した。

Lemaitre―CoelhOらりがラット胆汁中には S IgAが

多量に含まれていることを報告 し,Jacksonら 1めは

polymeric lgAを 用い,ラ ット肝が血清 polymeric

lgAを 胆汁中に能動輸送 しうることを示した。Orlans

ら1りは polymeric lgAの肝細胞への結合が抗 SC血 清

によって抑制されることを示 し,polymeric lgAの 胆

汁中への輸送に SCが 関与していると述べている。
一方, ヒ トでは肝の免疫組織学的検索からSmith

らりは門脈 よ り運 搬 され て きた IgAお よび portal
triad内の形質細胞で産生された dimeric lgAが胆管
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図8 胆 管胆汁中の IgA濃 度
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粘膜上皮細胞より,SC‐mediated transport mecha‐

nismを 介して胆汁中に分泌されることを実証した。免

疫電顕法を用いた観察でも,胆 管 と胆嚢上皮細胞およ

びそれ らに附属する腺組織19,な らびに膵管上皮細

胞16)から,腸 管粘膜上皮におけると同様の機構で胆汁

中もしくは膵液中に分泌 されることが証明されてい

る。青山1のは,ヒ ト陣,肝 における局所免疫機構を

peroxidase免疫電顕法で検索し,SCは 膵管,胆管上皮

細胞の核周囲腔,粗 面小胞体, ゴルジ複合体 といった

蛋 合 成 小 器 官 お よ び底 側 部 細 胞 膜, e n d o c y t i c

invagination,細胞内小胞に観察 している。また,IgA

は上皮下結合組織,基 底膜および膵管,胆 管上皮細胞

の底側部細胞膜,endo、cytic invagination,細胞内小

胞に観察している。

Hsulゆは PAP法 によるヒト正常肝の検索で,SCと

IgAを 約10%の 肝内胆管上皮に証明したとしており,

今回の検索でも正常肝の隔壁性胆管 と小葉間胆管 とも

SCと IgAは 13～20%,J chainは27～33%に 同程度に

染色を示 した。各種肝疾患における肝内胆管上皮の

SC,IgA,J chainの 変動に関して,従 来ほとんど報告

がない1り̀今 回の検索では,肝硬変と肝内結石症で SC

の染色性が正常肝にくらべ,隔 壁性胆管 と小葉間胆管

に有意に高 く,肝 外閉塞性黄痘でも隔壁性胆管 と小棄

間胆管に高率に出現していた。つまり,胆 管炎や胆汁

感染を高頻度に伴 う肝内結石症および胆汁 うっ滞を高

頻度に伴 う肝硬変では,胆管での SCの 増加,おそらく

産生元進がおこり, この現象が肝内の胆管系に正常肝

より明らかに広範に及んでいると考えられる。
一方,IgAは 肝内胆管上皮に検出され,頻度は SCと

同程度であったが,分 布様式はやや異なり歯抜け状に

染まるものもあった。このことは磯部 ら2いの指摘する

ごとく,SCの 産生は免疫グ`ブ リンとは独立 して行

われていると思われる。疾患別では,肝 硬変 と肝内結

石症で有意に IgA陽 性の胆管 または胆管上皮が多

かった。肝外閉塞性黄疸でもIgA陽 性の肝内胆管上皮

が多かった。J chainは主にdimeric lgAを示 してい

ると思われるが,正 常肝の肝内胆管上皮では IgAと 同

程度に染色されるが,肝 外閉基性黄痘では IgA染 色よ

りやや低い染色性である.肝 硬変や肝内結石症の隔壁

性胆管 と小葉胆管 とも有意に高い染色性を示 してい

る。

今回の検索結果では,肝 硬変や肝内結石症では SC,

IgA,J chainが胆管上皮で有意に増加してお り,胆 道

感染または胆汁 うっ滞の状況下では肝内胆管系におい
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て S IgAの 分泌が結果 として元進 していると思われ

る。

肝細胞については, ヒ トでは肝の免疫組織学的検索

からHopfら 21)は肝細胞には SCが 存在 しないと報告

し,Naguraら
11)は胆管上皮には存在するが,ヒ ト肝細

胞には SCは 存在しないと報告している。

しかし,ホ ルマ リン固定,パ ラフィン切片の免疫組

織学的染色では,SCが 肝細胞の細胞質にびまん性に

検出され,肝 小葉内でモザイク状の分布を示 した。al‐

bumin,IgG,IgMも 同様のモザイク状の分布を示すこ

とから,血 中にあるSCが 他の血奨蛋白と同様な機序

で肝細胞内へ受動的に惨み込んでいる像をみている可

能性がある2の.

IgAは 肝細胞の類洞側に検出され,肝 小葉内でそザ

イク状の分布を示した。IgAは 各疾患群で陽性率が高

く,57～ 100%で あった。とくに肝硬変と肝内結石症で

陽性細胞の分布は密であった。しかし各疾患群別に特

徴的な分布パターンはみられなかった。J Chainも同様

に各疾患群で陽性率が高 く,21～ 100%で あった。とく

に正常肝,肝 硬変,肝 内結石症での陽性率は IgAの 陽

性率 とほぼ同様であったが,肝 外閉塞性黄疸での陽性

率は IgAの 陽性率にくらべ,低 下 していた。

肝硬変 と肝内結石症では肝細胞の類洞側に強い IgA

とJ Chainの沈着を観察したが,肝 細胞の障害の発現

にもIgA(polymeric lgAを 含む)が なんらかの役割

を果たしている可能性がある。例えば,HBs陽 性例で

は肝細胞表面の HBs抗 原を標的とし,IgGと 補体を介

した免疫反応による肝細胞障害が惹起されると考えら

れているが,HBs陰 性例でもIgGお よびIgAが 肝細

胞表面や変性した肝細胞内小器官に沈着 している所見

を観察 し,IgAの 沈着による直接的な細胞障害性の可

能性も考えられている2ゆ.

2.胆 汁 IgAと S IgA濃 度について

ヒト胆汁免疫グロブリンは IgAが 主体をなし,血 清

とは異なって dimer tt lgAが優位を示し,これらの約

半数以上は SCを 有するS IgAと して存在し,血 清よ

り胆汁へ選択的に輸送されている20.

ヒ ト胆汁IgA濃 度 に関す る報告 は少ないが,

Naguraら1めの 6例 の報告によると14～88mg/dl,

Kuttehら2"の3例 の報告では2.1～12.5mg/dl,赤保

内ら2のの5例の報告では5.1～19.6mg/dlであり,われ

われの成績も対照群で20.6～24.8mg/dlとこれらに

ほぼ同様な成績であった。

Naguraら11)の報告では胆汁 IgAの うちS IgAは
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72～95%を 占めていると述べているが,Kuttehら 2"は

S IgAは 16～40%で SCを 含 ま な もヽ polymer型 は

21～31%認 められ,胆 汁中に含まれるS IgAの 量はそ

れな ど多 くないと述べている。大嶋 ら2つも胆汁中 S

IgAは 20～41%,わ れわれの成績 も13～57%で ,ほ ぼ

同様である。

肝硬変症などの慢性肝疾患では血中 IgA濃 度20ゃ

polymer tt lgA濃度2つ
,s lgA濃 度

2ゅが高値を示すこ

とが知 られているが,本 研究でも胆汁感染および肝硬

変では胆汁 IgAや S IgA濃 度が上昇している。このこ

とは,肝疾患における血中 IgAと S IgA濃 度の上昇は

肝 ・胆道系より胆汁中へ分泌されるIgAお よび S IgA

の血中への流入が関与するものと推測される.

V.結   語

1.免 疫組織学的に肝硬変や肝内結石症の肝内胆管

上皮では, とくに小葉間胆管まで,SC,IgA,J chain

の染色性が有意に高 く,S IgAの 分泌元進が広汎に及

んでいると思われる。 とくに肝内結石症では増生胆管

上皮や腺上皮にも染色性を認めた。

2.肝 細胞では,各種肝疾患 ともIgAと J chainの染

色性で有意差はないが,強 い IgAの 沈着のみられる肝

硬変や肝内結石症では IgAが 肝細胞障害に関与 して

いる可能性がある。

3.無 菌,正 常肝の対照群の胆汁 IgA濃 度にくらべ

て,胆 道感染あるいは肝硬変では胆汁 IgA濃 度が有意

に向かった。

4.以 上より,胆 汁 IgAと S IgA濃 度の上昇には,

主に肝内胆管上皮による分泌元進が関与 していると思

われる。

なお,本論文の要旨は第73回日本消化器病学会総会,第30

回日本消化器外科学会総会,第 22回日本肝臓学会西部会に

て発表した。
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