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緒 言

前報 において,わ れわれはFc receptor (FcR)の

新 しい組織学的検出方法を述べ,あ わ せ て 肝類洞に

FcRを 保有す る細胞が きわめて 多数存在す る ことを

観察 した1)。 しかしなが ら,FcR保 有細胞が肝類洞 を

構成す る細胞のいずれかについては未解決 であった。

そこで今 回,組 織化学 的方法お よび各種異物の血管内

投与 とFcR検 出反応 を組み合 せて,細 胞種の同定に

努めた。 その結果,Kupffer細 胞 とと もに類洞内皮

細胞 もFcRを 保有す ることを明 らかに できた。

材 料 お よび 方 法

動物およびFcRの 組 織学的証明

6～10週 令のICR/SLC雄 マ ウス肝 を対象 として

FcRを 検索 した。FcRの 検 出方法は前報 による1)。

すなわ ち,horseradish peroxidase (HRPO)を 抗原

とす る抗原過剰域免疫複合体(PAPIgG)をCyto-

keep (isopropyl alcoholとpolyethylen glycolの

合剤,日 本商事)固 定凍結切片 と室温で30分 反応 させ

たの ち,PAPIgGとFcRの 結合 をベ ンチジン反応で

可視的にす る方法であ る。 なお,ベ ンチジン反応 は前

回 と同じ く室温5分 であ る。

FcR検 出にお けるPAPIgGの 対照 としてPAPF 

(ab')2と 単独HRPO溶 液 を使い,DEAEセ ル ロース

カ ラムクロマ トグラフ ィーで分離 し免疫電気泳動上純

粋であったマ ウス(ICR/SLC) IgG,ウ サギIgGお

よび ヒトIgGに よる抑制 実験 も実施 した。

異物注入による類洞細胞の標識

粒子径0.03μ のcolloidal carbon (Gunter Wa-

gner, Germany Lot-11-1431/a, 100mg/ml)2)を0.01

M phosphate buffered saline, pH 7.3 (PBS)で 透

析 し た後,PBSで10倍 に 稀 釈 して0.5ml/1匹 あ て 尾

静 脈 内に 注 入 した 。別 の 群 に は0.8μ のLatex (Bact-

Latex 0.81, code 3102, Difco Labo, Detroit Mich)

をPBSで5倍 稀釈 して0.5ml/1匹 あ て尾 静 脈 内 に 投

与 した 。colloidal carbonお よ びLatex投 与 動 物 の

それ ぞれ を投 与 後2時 間 後,sodium pentobarbital 

(Nembutal, Abott Labo., Noth Cicago, Illinois)

に よ る麻 酔 下 に 開 腹 し,門 脈 内に ヘ パ リン加 組 織 培地

199を 注 入 して 肝 血 管腔 を洗 浄 した 。 さ らに 清 野 の方

法3)で 調 製 した リチ オ ン カル ミン液 を尾 静 脈 お よ び腹

腔 内 に投 与 した マ ウス も準 備 し,同 様 に肝 血 管 腔 を洗

浄 した。 これ らの 異 物投 与 動 物 肝 を細 切 し,ア セ トン

・ ドライ ア イス で 凍結 した 。

内 因 性perogidaseお よびacid phosphataseの

組 織 化 学 的 検 出

内 因性peroxidase活 性 は0.005% H2O2を 含 む0.02

% 3-3' diaminobenzidineの0.05M Tris HCl加 生

食 溶 液(PH 7.6)で 室 温5分,15分,30分,1時 間 と

反 応 時 間 をか え て検 討 した 。

Acid phosphatase (Acid-Pase)はBrustoneの

naphthol AS phosphate法4)に よ って検 出 し,fast 

blue RR saltを 使 ってAcid-Pase活 性 陽性 部 を青

紫 色 に 染 め た。FcRとAcid-Pase活 性 を同一 切 片 上 で

み る場 合 はPAPIgGを0.15M NaClを 含 む0.01N 

Tris HCl buffer, pH. 7.3で 透 析 した。Acid-Pase

検 出時 使用 す る組 織 切 片 洗 浄 液 もPBSを 避 け,0.15

M NaCl加Tris HCl buffer, pH. 7.3を 使用 し た。
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結 果

i) Colloidal carbon投 与肝

肝類洞 を構成す る細胞の大部分が炭粉粒子 を摂取 し

た。 この炭粉摂取細胞 は炭粉 を大量に摂取 し,一 見,

炭 粉の塊 りと化 した腫大細胞 とほっそ りした細胞 で炭

粉粒 子が点在す る ものの二種に大別で きた。 この うち

大量摂取細胞は肝小葉周辺帯に多か った。なお,中 心

静脈近 くの ほとん どの類洞細胞 は炭粉 を摂取 しなかっ

た(写 真1, 2)。 大量炭粉摂取細胞 は36%,少 量摂

取細胞 は47%で あった(表1)。

ii) Latex投 与肝

肝類洞を構成 する細胞の36%がLatex粒 子 を貪食

し,残 りの64%の 細胞 にはLatex粒 子 をみ とめなか

った(写 真3)(表1)。Latex摂 取細胞 は炭粉大量

摂取細胞 と同じ く小葉周辺帯に密 度が高か った。

iii) リチオンカル ミン投与肝

紫赤色の リチオンカル ミン顆粒 を大量 に摂取 した腫

大細胞がLatex貪 食細胞 と同一 分布 でみ られ,類 洞

構成細胞の37%に 相 当した。炭粉投与でみ られ た少量

摂取細胞にあた るもの は認 め られ なか った(写 真5)

(表1)。

iv) 内因性Peroxidase

異物非投与肝および異物投与肝 ともにベンチジン反

応 の時間が5分 か ら15分 では内因性peroxidaseは 検

出できなか った。 しかし,30分 では異物投与の如何に

かかわ らず類洞構成細胞 の700～1000個 中35～38%に

ベンチジン反応が陽性 とな り,1時 間後に もその比率

は変 らなか った。内因性peroxidase陽 性細胞 の肝小

葉内分布 はいずれの条件下 で も肝小葉周辺帯に密度が

高 く,炭 粉大量摂取細胞,Latex摂 取細胞(写 真3)

および リチオンカル ミン摂 取細胞(写 真5)と 一致 し

ていた。 なお,炭 粉 を少量摂取 した細長い細胞 には内

因性peroxidase活 性 を み とめる ことは でき なかっ

た。

v) Acid phosphatase

異物非投与肝お よびcolloidal carbon投 与肝に実

施 し,Acid-Pase陽 性細胞 は内因性peroxidaseと 同

一分布 を示 し
,炭 粉大量摂取細胞に活性 を認 めた。

vi) Fc receptorの 検 出

異物非投与肝お よび投与肝 と もにほぼ類洞壁 と一致

してPAPIgGが 結合 したが,中 心静脈近 くの類洞細胞

では陽性の ものは少なか った。炭粉投与肝では炭粉大

量摂取細胞 お よび 少量摂取細胞に一致 してPAPIgG

の結合が観察 された(写 真1, 2)。 しか し,中 心静

脈近 くに多数認め られ たPAPIgG陰 性細胞は炭 粉摂

取能 を示 さなか った(写 真1)。 グ リソン氏鞘に近接

した類洞には1つ のグ氏鞘につ き1～2個 程度であ る

が 少量の 炭粉 を摂取 しPAPIgG陰 性の 細胞 もあ っ

た。Latex投 与肝お よび リチオンカル ミン投与肝では

各 々を摂取 した細胞のみな らず 非摂取細胞に もPAP

IgGの 結合が み られた(写 真4, 6)。 中心静脈近 く

にPAPIgGを 結合 しない細胞があったことは炭粉投

与肝 と同じであ った。 なお,中 心静脈,肝 動脈お よび

門脈内皮 はわれわれの使 った条件下ではFcRを 証明

で きなか った。Acid-Pase反 応 とFcR検 出反応 とを同

一切片上 で実施 した場合
,Acid-Pase陽 性細胞のみで

な く陰性細胞の多 くに もPAPIgGが 結合 し,そ の分

布は異物投与お よび非投与肝 と も同一であった。

vii) 対照実験および抑制 実験

FcR検 出反応に お け るPAPIgGの 対照 と した

PAPF (ab')2とHRPO単 独 は類洞壁 とは結合 しなか

った。

native IgGに よる抑制実験ではPAPIgG 1.0ml

につ き10～5mgの マウスIgGを 加 えた時に完全抑制

が起 った。2.5mgと1.25mgで は抑制 は不完全であっ

た。 ウサギ とヒ トのIgGで は10mgで 完全抑制 を起

し,5mgか ら1.25mgで は不完全抑制 であった。

表1

異物投与時の肝類洞細胞の異物摂取状態
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考 察

肝類洞壁にFcRを 保有す る細胞が きわめて多数存在

す る ことは前報か らも明 らかであ る1)が,今 回,さ ら

にFcRの 検索対象 としたマ ウス(ICR/SLC)のIgG

で明確 な抑制 をみた ことか らFcRの 存在 は確かにな

った といい うるであろ う。 このFcRを 保有す る細胞

種 の同定が今回の研究の 目的であ る。

肝類洞壁 を構成す る細胞 として内皮細胞5)6),Kup-

ffer星 細胞5)6)7),脂 肪摂取細胞(伊 藤細胞)8)9)お

よびpit cell10)の4種 が知 られている。 この うち内

皮細胞 とKupffer細 胞の関係について は諸説があ り

一致 した見解 をみていないが
,二 説に大別す ることが

で きる。第一の説は内皮細胞 とKupffer細 胞は同一

細胞であ り,両 者の違 いは単な る機 能表現型の差であ

るとす る考 えであ る。すなわ ち,Kupffer細 胞は貪食

機 能が亢進 した内皮細胞 であるとい うものであ る5)8)

11)。 第二の説 は 内皮細胞 とKupffer細 胞は 各 々そ

の起源を異に し,相 互に移行 はしない とす る ものであ

る12～17)。van Furthら のKupffer細 胞の由来を

血液単球 に求 めるmononuclear phagocyte system

説14)15)と,Wisse17)お よび小島 ら12)13)に よる,

Kupffer細 胞 は 血管内皮,血 液単球 あ るい は そ の

他細胞か ら移行す るもの ではな く組織球に帰属す るも

のである との考 えが このなかに 含 まれ る。し か し,

Kupffer細 胞 と内皮細胞の起源の如何にかかわ らず,

その形態 および機能表現に はそれぞれの特徴 をみ とめ

うるとす るのが現在の趨勢 であ ろう。

Kupffer細 胞 は形態な らびに機能 的に 大食細胞 と

しての特徴 をそなえ13)17),そ の形態は さまざまであ

るが,基 本 的には星状型であ る9)18)。 一方,内 皮細

胞はおおむね流線型であ り,そ の核周囲細胞質が類洞

内腔に向ってわずかに隆起 し,平 坦な突起が類洞内面

をおお うよ うに広がってい る9)13)18)。 内皮細胞は貪

飲に よって 異物 を摂取す るが その 摂取力はKupffer

細胞 よ りはるかに 低い2)13)。 さらに,光 学顕微鏡 で

識別で きる両者の相違点 として摂食可能 な異物の大 き

さ2)19)と 内 因性peroxidase活 性2)7)20)22)を 挙 げ

る こ とが で きる。 す な わ ち,Kupffer細 胞 は0.1μ 以

上 の 粒 状 物 を も摂 取 し,内 因性peroxidase活 性 を持

つ が,内 皮細 胞 は0.1μ 以 下 の もの を少 量 貪 飲 し,内

因 性peroxidase活 性 を持 たな い こ とで あ る。 わ れ わ

れ の 実 験 系 にお い て も内 因性peroxidaseを 持 ち0.8μ

の ラ テ ッ クス粒 子 な い し,多 量 の 炭 粉 や リチ オ ン カル

ミン を摂 取 す る細 胞 と内因 性peroxidase陰 性 で炭 粉

を少量摂取す るものの二種が識別 できた。また,内 因

性peroxidase陽 性細胞 は異物投与の如何にかかわ ら

ず類洞構成細胞の ほぼ36%を 占めたことは ラット肝で

の報告2)19)20)と も一致す るもの であ り,そ れぞれ を

Kupffer細 胞 と 内皮細胞 とみなして よいで あろう。

異物投与肝にFcR検 出反応 を実施 した結果か ら,積

極的に異物を摂取す る細胞すなわちKupffer細 胞が

FcRを 持 ち,さ らに,少 量の炭粉 を摂取す る内皮細

胞 も明 らかにFcRを 保有 してい るといえる。

さ らに,類 洞構成細胞 として脂肪摂取細胞 とpit細

胞のFcRの 有無が問題 とな る。脂肪摂取細胞 はビタ

ミンAを 含 む大量の 脂質 を保有 す る細胞 であ り21)

22) ,線 維芽細胞 のよ うに 膠原線維形成 に も関係 して

い るとされてい る23)24)が,異 物の摂取お よび内因性

peroxidase活 性 はみ とめ られていない22)。pit細 胞

はWisse10)に よって発見 された ものであ り,特 徴的

な内分泌顆粒状物 を持 ち異物摂取能がない ことが明 ら

かに されている程度で詳細は不 明であ る。 これ ら二種

の細胞のFcRの 有無については電顕 レベル で決定 さ

れ るべ きであ るが,炭 粉投与動物肝の所見か ら,FcR

は異物 を摂取す る細胞に限定 され る可能性が大 きいた

め,異 物摂取能のない脂肪摂取細胞 とpit細胞 はFcR

を持たない もの と考え られる。

以上,肝 類洞壁においてはKupffer細 胞 と内皮細

胞の二種類がFcRを 保有す ることを組織学的に証明

した。Kupffer細 胞のFcRに ついては単離生細胞を

対象 とした多 くの研究26～28)と一致す るものである。

この細胞のFcRの 存在意義 については多 くの問題が

あるがimmunological phagocytosis29)に お ける意

義が最 も重要 な点 であ ろう。 しか し,わ れわれの知 り

得 る限 りでは肝類洞内皮のFcRの 存在を明確に した

報告 はな く,こ のFcRの 意義については今後の研究

に またねばな らない。 しか し,わ れわれの実験結果は

この点について若干の示唆を与 える。肝内血管系の内

皮細胞の うち炭粉 を摂取で きる類洞 内皮がFcRを 持

っ ことか らみて,Kupffer細 胞 と同じ く類洞 内皮の

FcRも 免疫学的異物貪飲に 関与して い るのか もしれ

ない。

結 語

前報において,組織固定剤を使 った新 しいFc rece-

ptor (FcR)の 組織学 的検索方法 と と もに,マ ウス肝

類洞壁に多数のFcR保 有細胞があることを述べ た。

このFcR保 有細胞が如何な る細胞かは未解決であっ

た。 この問題を解決すべ く,以 下の実験 を行 った。
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1. FcRの 検 索 は光 顕 用 と して 最 も優 れ た方 法 で あ

るCytokeep固 定 凍 結 切 片 にperoxidase antipero-

xidase IgG (PAPIgG)を 使 う方 法 に よ っ た。

2. 類 洞 構成 細 胞 の 性 格 を 決 め るた め に,墨 汁,ラ

テ ッ クス お よ び リチ オ ンカ ル ミンの それ ぞれ の 血管 内

投 与 に よ る 異 物摂 取 細 胞 の 標 識,acid phosphatase

お よび 内 因性peroxidaseに 対 す る組 織 化学 をFcR

検 索 に 合 せ て 行 った。

実 験 結 果 は 以下 の通 りであ る。

1. FcRは 積 極 的 に 異物 を摂 取 しacid phosphat-

ase活 性 と内 因性peroxidase活 性 を持 つKupffer

細 胞 と,少 量 の0.03μ の炭 粉 を摂 取 す るがacid pho-

sphatase活 性 とperoxidase活 性 陰 性 の 類 洞 内皮 細

胞 の 二種 類 の細 胞 に み られ た。

2. 中心 静 脈 近 くの 洞 内 皮,肝 動 脈 内皮,門 脈 内 皮

お よ び 中心 静 脈 内 皮 に はFcRを み とめ な か っ た。

※ 本 研 究 の 一 部 は文 部 省 科 学 研 究費(課 題 番 号3571

26)の 補 助 に よ る。
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写 真 説 明

1. Colloidal carbon投 与 肝 のFcR;類 洞 の 炭 粉 摂 取細 胞 に 一 致 して 褐色HRPO反 応 産 物(FcR)を み とめ

る。 写 真 左 上方 は 中心 帯,6μ, ×300

2. Colloidal carbon投 与 肝 のFcR;炭 粉 を大 量 に 摂 取 したKupffer細 胞 お よ び少 量 点 状 に摂 取 した 類 洞 内

皮 に 褐色HRPO反 応 産 物(FcR)を み とめ る。6μ, ×600

3. 0.8μ の ラ テ ックス 投 与 肝 の 内 因性peroxidase;ラ テ ックス 摂取 細 胞 に の み ベ ンチ ジ ン反 応 が 陽 性 。 ベ ン チ

ジ ン反 応30分 。6μ, ×600

4. 0.8μ の ラ テ ッ クス投 与肝 のFcR;ラ テ ック ス摂 取 細胞 お よ び非 摂 取 類 洞細 胞(↑)にFcRを み とめ る。

6μ, ×600

5. リチ オ ン カル ミン投 与 肝 の 内 因性peroxidase;リ チ オ ン カル ミン と ベ ンチ ジ ンの 褐 色 反 応 物 か ら な る赤 褐

色 顆 粒 状 物 を持 つKupffer細 胞 が わ か る。6μ, 600

6. リチ オ ン カル ミン投 与 肝 のFcR;赤 色 リチ オ ンカル ミン摂 取 細胞(↑)と 非 摂 取細 胞 にFcRを み とめ る。

6μ, ×600
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26
 日 本 網 内 系 学 会 会 誌

マ ウ ス肝 類 洞構 成 細 胞 のFc receptorと くに類 洞 内 皮細 胞 に おけ るFc receptorの 存 在 につ い て
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