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画像解析手法の移植病理への応用 :小腸移植の保存に伴う

傷害と粘膜修復の関連性

九州大学第 1外科,九 州大学医学部総合診療部〕ち 原土井病院臨床研究部分

中村賢二郎  田 中 雅 夫  中 房 祐 司

亀井 隆 史  池 松 秀 之1つ

小腸グラフトの冷保存による組織傷害 と移植後の粘膜修復の相互関係を画像解析手法で明らかにし

た。 0,6,12時 間冷保存グラフト(n=9)で ラット小腸移植を行い,再 濯流時にbromodeoxyuridine

(BrdU)を投与 して S期 細胞の核を標識 した,移 植後 1,24,48時 間のグラフ ト小腸粘膜を組織学的,

免疫組織化学的に検索し,コ ンピュータ画像解析はMacintosh,NIH Imageを 用いて行った。組織傷

害は再濯流後に明らかで,保 存時間が長いほど高度だった。画像解析では,移 植後 1時 間の BrdU標

識率および移植後24,48時 間の標識細胞の上皮列内移動速度はともに, 6,12, 0時 間保存群の順で

有意に大きかった。以上より,小 腸保存に伴う傷害は,陰 福の細胞増殖を刺激して粘膜修復を促進す

るが,傷 害が大きすぎるときはその刺激に対する増殖反応が減弱することを意味する. このように新

しい画像解析手法は,今 後移植病理の分野でも応用可能である。
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はじめに

小腸は阻血 ・虚血性傷害を受けやすいが,粘 膜修復

能力が高い臓器でもある。臨床小腸移植において,保

存に伴うグラフト傷害は,外 界からの細菌の侵入に対

するバ リヤー機能の不全 として現れ,bacterial trans‐

locationに続 く敗血症対策が術後早期の重要な問題で

ある1).防
御機能は,粘膜の傷害 と修復のバランスの上

に成 り立ってお り,そ の相互関係はいまだ明らかでは

ない.
一方,臓 器移植の発展に病理学的アプローチは多大

に貢献 しており,拒 絶反応や保存に伴う傷害評価には

必須であるり。近年,移植にかかわる病態解明は様々な

分野でなされてお り,移 植病理 も従来の方法に加えて

客観的データの分析に画像解析手法が応用されつつあ

る。今回,小 腸グラフトの冷保存による組織傷害 と移

植後の粘膜修復の相互関係を,コ ンピュータ画像解析

*第 46回日消外会総会シンポ2・臓器移植の現況と21

世紀への展望

<1995年 12月6日 受理>別 刷請求先 :中村賢二郎

〒81282 福 岡市東区馬出 3-1-1 九 州大学医学

部第 1外科

手法を用いて明らかにした。

材料と方法

Lewisラ ット小腸グラフト (n=9)を , 0, 6,12

時間冷保存 し,同所性同系移植を行った。。それぞれ再

濯流時に Bromodeoxyuridine(BrdU)100mgを 静脈

内投与 し,移 植時におけるS期 細胞の核を標識 したり.

移植前および移植後 1,24,48時 間で経時的にグラフ

ト小腸粘膜を外科的に採取して連続切片を作成 し,組

織学的には HE染 色を,免 疫組織化学的には抗 Brdu

抗体 (DAKO)を 用いて ABC法 による免疫染色を行っ

た.

組織学的検索は小腸粘膜の変化 をParkの 分類Dに

準じて,軽 度 (粘膜固有層の浮腫または械毛上度の剣

離 :Parkの grade O～3),中 等度 (繊毛構築の破壊 :

grade 4～5),高 度 (陰筒から粘膜全体の傷害 :grade

6～8)に 分けて評価 した。

画像解析は免疫組織化学的に染色 された BrdU標

識細胞の腺管上皮列内の局在 ・分布状況を分析 した

(Fig,1).画像解析に用いた腺管は,腺底部から同一面

で陰鴛 ・繊毛上皮列がカットされ,長 軸方向に全体が

観察できる腺管のみを対象とした,選定された腺管は,



1996+ 4 tr

Fig. 1 Methods of computer morphometry.
Proper glandular outline was captured into the
computer system via video camera apparatus
(capturing), distributions of both positive and
negative cells for BrdU were plotted on the X-Y
plane (plotting), and the distance from the bot-
tom of the crypt to the positive/negative cells
were measured (analyzing). Labeling index at 1
hour after transplantation was calculated with
positive and negative cells between the arrow
heads.
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光学顕微鏡に備え付けたビデオカメラ装置を介してコ

ンピュータに取込 んだ (capturing).マッキ ン トッ

シュ ・コンピュータ上で,パ ブリックドメインソフト

の NIH Imageを 用いて腺管の構成細胞を,陰 筒基底

部 を原点 として XY座 標上に陽性細胞,陰 性細胞 を

別々にプロットし,再 構築を行った (plotting).それ

ぞれの細胞について,原 点 (腺底部基点)か らの距離

(μm)を 計算 して分布状態を単純化 し解析に用いた

(analyzing).

解析は S期 細胞標識率 (labeling index)として,各

0,6,12時 間保存グラフトの移植後 1時 間における,

陰筒部 Brdu陽 性細胞の割合を計47腺管について行

い,各 群の平均値を算定した。次に標識細胞の陰筒 ・

繊毛上皮列内移動状況 (migration of labeled celに)

として,移植後 1,24,48時 間の各群におけるBrdU陽

性細胞の,腺 底部基点からの距離の平均値の算定を,

計88腺管,8,213陽 性細胞について行った。統計学的平

均値の差はt検定を用い,p<0.05を 有意差ありと判定

した.

結  果

1)組 織学的所見
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0, 6,12時 間冷保存直後の粘膜組織像は,全 群で

傷害は軽度だった。移植 1時 間後の標本では,冷 保存

時間が長いほど傷害程度が高い傾向が明らかだった.

すなわち, 0時 間保存群では粘膜固有層の浮腫や械毛

上皮の遊離,剣 離を認め(軽度傷害), 6時 間保存群で

は上皮のみならず繊毛の荒廃,脱 落が見られるように

なり(中等度傷害),12時 間保存群では,絨 毛構築の破

壊のみならず粘膜全層の炎症所見 と浅部陰筒の傷害ま

で認めた (高度傷害)が ,深 部陰筒の構築は保たれて

いた。なお,試 験的に行った BrdU非 投与群 と投与群

の間に組織像の違いは認めなかった。

2)免 疫組織化学的所見

BrdU陽 性細胞は,抗 Brdu抗 体を用いた免疫組織

化学的染色にて核内のみに明瞭に検出された。光学顕

微鏡下における BrdU陽 性,陰 性細胞の判定は容易

で,取 り込 まれた画像 を処理するコンピュータモニ

ター上でも十分に識別可能であった。免疫染色で判別

される BrdU陽 性,陰 性細胞は,連 続切片の HE染 色

にてそれらを識別することはできなかった。まれにモ

ニター上で陽性,陰 性の判断に苦慮する細胞は,光 学

顕微鏡にて強拡大で確認した.

移植後 1時 間の標本で Brdu陽 性細胞 はほとんど

陰衛部に存在し,24時 間,48時 間後は陰衛 ・械毛上皮

列を上方 (内腔側)に 移動 していたが,ご く少数の陽

性細胞が,陰 筒 ・繊毛上皮列のなかに取 り残されたよ

うに認められた。

3)S期 細胞標識率  (labeling index)

移植後 1時 間の標本におけるBrdU標 識率は,0時

間保存群34± 8%, 6時 間保存群52±11%,12時 間保

存群43± 8%で , 6時 間,12時 間, 0時 間保存群の順

で S期 細胞標識率が高かつた。平均値の統計学的有意

差を6時 間 ・0時 間保存群間 (p<0,01)と 12時間・0

時間保存群問 (p=0.02)で 認めたが, 6時 間・12時間

保存群間に有意差は認めなかった (p=0.08).

4)標 識細胞の陰宙・繊毛上皮列内移動状況 (migra‐

tion of labeled cells)

移植後 1時 間のグラフ トでは,BrdU陽 性細胞はほ

とんど陰鴛底部から中部に存在 し,陽 性細胞の陰鴛腺

底部からの平均距離は 0時 間保存群で83±41μm, 6

時間保存群78±43/m,12時 間保存群74±44μmで 3群

間に有意差はなかった。24時間後は絨毛 ・陰寓移行部

付近に陽性細胞の主座がばらつきを持って移行 し,平

均距離は 0時 間保存群で238±99μm, 6時 間保存群

303±149μm,12時 間保存群258±129/mで ,各 辞の平
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保存許容時間は画期的に延長 したが,小 腸移植におい

ては最良保存液や冷保存許容時間はいまだ明らかでは

ないゆ.本研究により,再濯流後に陰筒部の細胞が残存

していれば粘膜再生が期待で き,少 な くともnOn―

functioning bowelを回避できることが予想される。臨

床小腸移植41例の観察でも,再 濯流後に陰筒部が辛う

じて残存する高度傷害を示していた 2例 (冷保存約10

時間)で ,術 後 2週 間以内の粘膜修復が組織学的に確

認されているり。しかし,小 腸の重要機能であるバ リ

ヤー機能や消化吸収機能が,実 際にいつ頃,ど れほど

回復するかは不明であり,今 後 bacterial transloca‐

jon,種 々の消化吸収試験などの研究によって明 らか

にされるであろう10～lD.

増殖細胞の評価に関しては,特 に腫瘍病理学の分野

において BrdU,Ki‐ 67,PCNAな どが多用されてい

る1。lD.Ki‐67や PCNAは 外部から投与する繁雑さは

ないものの,細 胞周期の広い範囲に関与 しているため

染色性や再現性に乏しい (ng.3)。 今回用いた Brdu

は自然界には存在 しない thymidineア ナログで,S期

の細胞のみを標識 し,血 液中の BrdUは 肝臓にてすみ

やかに代謝 され,投 与後10～20分で血中か ら消失す

る16)ので puもe labelingに相当し,染 色性や再現性 も

良好で画像処理に最適であった。なお,本 研究で最 も

苦心したのは,画 像処理を行 う対象腺管の選定であっ

た。主観に陥 りやすい病理 と完全に客観的データに基

づ く画像解析の間には,橋 渡 しの役目として対象選定

に際して理論的に厳密な基準が必須である.今 後コン

ピュータ処理能力の拡大に伴い,画 像解析手法は形態

学の様々な分野で多用されるだろうが,そ の客観性 と

再現性を繰 り返 し検証 し続けねばならない。

Fig. 3 Cell cycle distributions fOr irnmunOhisto‐

che■lical staining Of the three prOliferation

markers,cited from references 14 and 15.Thick‐

nett of the line refers to the intensity of each

staining.

Fig. 2 Mean distance of labeled cells from the
bottom of the crypt. Migrating velocity is higher
in the order of 6, 12 and 0 hour preservation
during 24 to 48 hours after transplantation and
the zone of labeled cells broadened with time
after the BrdU administration.
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均値に有意差を認めた (p<0.01).48時 間後は繊毛中

部か ら先端部にかけてさらにばらつきを持って存在

し,平 均距離は0時 間保存群で382±142μm,6時 間保

存群502±222〃m,12時 間保存群434±244μmで 各群の

平均値に有意差を認めた (p<o,05)(Fig.2).

考  察

組織学的,免 疫組織化学的検索に画像解析手法を応

用して,保 存小腸グラフトにおける粘膜の傷害 と修復

の特徴を明らかにした。保存に伴う組織学的傷害は,

再濯流後に明らかとなり,保 存時間が長いほど高度で

あった。.一 方, 6,12, 0時 間保存グラフトの順で,

BrdUの 標識率 と陽性細胞の上皮列内移動速度が とも

に大きかったという本実験のデータは,保 存に伴 う傷

害が陰宙部に存在する増殖細胞の分裂能を刺激 し粘膜

再生を促進していること,傷 害が大きすぎるときはそ

の刺激に対する増殖 ・再生反応が減弱することを意味

している.攻 撃物質は虚血 と再濯流に伴 うxanthine

oxidase反 応生成物 と言われておりの,この酵素が豊富

に存在する繊毛のみに傷害が限局する場合,陰 筒部増

殖帯の細胞群は増殖促進刺激を受けるが,さ らに傷害

が大きく陰衛部まで及ぶと,増殖細胞そのものが顕性,

非顕性に傷害を受けるためだろう。

新 しい保存液の開発によって,腎 ,肝 グラフトの冷
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Relationships between preservation injury and mucosal recovery of the graft intestine were inves-
tigated histologically, immunohistochemically and by computer morphometry. Rat graft intestines (n=9)
were preserved with cold lactated Ringer's solution for 0, 6 and 12 hours and then used for orthotopic
small bowel transplantation with pulse labeling of bromodeoxyuridine (BrdU) in the reperfusion period.
Samples of the graft intestine were collected I, 24 and 48 hours after transplantation and examined
histologically and immunohistologically with anti-BrdU antibody. Histological examination showed that
the grades of tissue damage after reperfusion were related to the duration of the graft cold ischemia.
Morphometric analysis of labeled cells with NIH image on Macintosh computer revealed that both the
labeling index t hour after surgery and the migrating velocity of the labeled cells 24 and 48 hours after
surgery were higher in the order of 6, 12 and 0 hour preservation. these results indicate that preservation
injury to the graft intestine would stimulate the proliferating activity of crypt cells resulting in the
immediate recovery from the mucosal barrier damage, while the excessive injury suppressed the regenera-
tive reaction. We conclude that our new methods of computer morphometry and analysis should be
applicable to transplantation pathology.
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