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緒 言

消化管粘膜は,種 々の食餌性抗原 をはじめ と

し,細 菌 ・ウィルスなどの外因性抗原や腸内細

菌およびそれらが産生する内因性抗原 に絶 えず

曝されている.こ れ らの抗原に対 しては, gut

 associated lymphoid tissue(GALT)が,構

成するリンパ球 ならびにsecretory IgA(sIgA)

を産生することによ り防御機構 をなしている.

そ して, sIgAの 分泌機構は免疫組織学的に詳

細 に検討 され1,2),腸 粘 膜の免疫 グロブリン(以

下Ig)保 有細胞や リンパ球 についても,モ ノク

ローナル抗体 の普及とともに検討 されて きてい

る3,4)既 に,潰 瘍性大腸炎5)やceliac disease6)

な どでは,そ の本態 を検討する目的で腸粘膜内

のIg保 有細胞 やT cell subsetsの 変 化につい

ての免疫組織 学的検討 が少数 ながら報告 されて

いる.し かしなが ら,肝 炎 をは じめ とする肝疾

患,特 に細胞性免疫の低下7)や 高 γグロブ リン

血症の認め られる肝硬変症例 における腸管免疫

の実態については,ほ とんど検討がなされてい

ない.

そ こで,著 者は,酵 素抗体法 を用い,肝 硬変

症例の腸管局所における液性 および細胞性免疫

能の変動 を明 らかにす る目的で,肝 硬変症例の

十二指腸生検組織 を用 いて,そ の腸管粘膜のIg

保 有細胞, secretory component(SC)お よび

リンパ球のsubpopulationな らびにsubsetsに

つ いて免疫組織化学的 に詳細 に検討 したので報

告する.

対 象 と 方 法

対象は,岡 山大学第一内科で臨床所見(肝 機

能検査,理 学的所見,面 像診断等 をもとにした

総合所見)あ るいは病理組織学的所見 をもとに

診断された肝硬変症例19例(男 性14例,女 性5

例,年 齢は31～68歳,平 均51.9±8.7歳)で あ

る.こ れら症例はChildの 基準8)でAな いしB

に相当する例 を代償性肝硬変, Cに 検 当する例

を非代償性肝硬変 として分類すると,代 償性肝

硬変13例,非 代償性肝硬変6例 である.対 照群

としては,何 ら肝疾患 をもたず,内 視鏡的に著

変 を認 めなかった症例8例(男 性5例,女 性3

例,年 齢は42～65歳,平 均54.3±7.3歳)を 用

いた.

組 織中の各種Igお よびSCの 免疫組織学的検

討 には, anti-IgA(Hoechist社), anti-IgM

(DAKO社), anti-IgG(Hoechist社)さ らに

anti-SC(Hoechist社)の 各抗血清 を用いて酵

素抗体直接 法で観察 した.こ れら抗血 清より

DEAE-SephadexでIgG分 画 を,さ らにpepsin

処 理 によりFab'分 画 を抽出した後, Nakaneの

方法でhorseradish peroxidase(HRPO)(Sigma,

 type IV)で 標 識 した9).ま た,リ ンパ球のsub
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populationお よびsubsetsの 分 別 に は, Becton-

Dickinson社 のLeuシ リ ー ズ の モ ノ ク ロー ナ ル

抗 体 で あ るanti-Leu 1(pan T cell), anti-Leu

 2a(cytotoxic/suppressor T cell), anti-Leu 15

(suppressor T cell), anti-Leu 3a(helper/in

ducer T cell), anti-Leu 7(natural killer/Kcell),

 anti-Leu 11b(natural killer/K cell, neutrophil

 and basophil), anti-Leu 10(B cell)を1次 抗

体 と して 使 用 し,酵 素 抗 体 間 接 法 で 観 察 した.

 2次 抗 体 と して は,家 兎 の 抗 マ ウ ス免 疫 グ ロ ブ

リ ン(DAKO社)よ りIgGを 分 離 し,そ のFab

分 画 にHRPOを 標 識 し た もの を用 い た.

上 記 対 象症 例 の 十 二 指 腸 下 行 脚 よ り内 視 鏡 下

に 生 検 し た 材 料 を 直 ち にperiodate・lysine・

paraformaldehyde(PLP)液10)で 固定 し, phos

phate buffer液 で洗 浄 し, OCT compoundで

句 埋 後,ド ラ イア イ スエ タ ノー ル にて 急 速 凍 結 さ

せ た. cryostatで6μ の 連 続 凍 結 切 片 を作 製 し,

 lsobe11)ら の 方 法 に よ り内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ

の ブ ロ ッ ク を した.酵 素 抗 体 直 接 法 は 標 織 抗 体

と室 温 で15分 反 応 させ,間 接 法 は1次 抗 体 と4℃,

 over nightで 反 応 させ た後, 2次 抗 体 に4時 間

反 応 さ せ,そ れ ぞれdiaminobenzidine(DAB)・

peroxideで 発 色 した.さ らに,メ チ ル グ リー ン

に て核 染 色 を施 し脱 水 後 封 入 し光 顕 材 料 を作 製

した.ま た, IgA陽 性 細 胞 とLeu 1陽 性 細 胞 に

つ いて は, anti-IgAとanti-Leu 1を 用 いてDAB

と4-chloro-1-naphtholを そ れ ぞ れ 基 質 と して

二 重 染 色12)を 試 み,同 一 切 片 上 で 相 互 の 局 在 を

検 討 した.な お,コ ン トロ ー ル と して,直 接 法 で

は 正 常 ウ サ ギ 血 清 にHRPOを 標 識 した もの を用

い,間 接 法 で は1次 抗 体 の か わ り にphosphate

 buffer saline (PBS)お よ びDEAE-Sephadex

で抽出した正常マウス血清のIgG分 画 を使用した.

陽性細胞の算定 は,腸 管粘膜固有層では浸潤

単核球500な い し1000個 に 占める比率で示 し,

絨 毛上皮細胞間では絨毛上皮細胞1000個 あたり

の実数で表わ した.孤 立 リンパ小節は症例 によ

っては生検組織 中に認め られない もの も多 く算

定から除外 した.な お,統 計学的検討 はStudent

 t-testを 用 い, 5%以 下 の危険率をもって有意

差ありと判定 した.

結 果

1.粘 膜 固有層

1)免 疫 グロブリン保有細胞(Table 1)

IgA保 有細胞 は,対 照群36.0±6.0%,肝 硬

変群39.4±5.6%と 増 加傾向 を示 した.さ らに,

肝硬変群 を代償性 と非代償性 に分けるとそれぞ

れ38.0±6.4%, 42.4±2.7%と な り,非 代償性

肝硬変では対照群および代償性肝硬変に比 し5

%の 危険率で有意に増加 していた. (Fig. 1 a.)

IgM保 有細胞 は,対 照群9.6±2.6%に 比 し,

代 償性および非代償性肝硬変でそれぞれ11.3±

4.1%, 12.0±3.4%と 多少の増加傾向 を示した

が,い ずれも有意差は認められながった.ま た,

 IgG保 有細胞 も,対 照群2.6±0.9%に 比 して,

代 償性 および非代償性肝硬変でそれぞれ2.6±

0.9%, 2.5±1.2%と 全 く差はみられながった.

 (Fig. 1 b. c.)

2)リ ンパ球(Table 2)

対照群では, Leu 1陽 性 細胞数は35.9±6.5%

とIgA保 有 細胞 とほぼ同比率であった.さ ら

に二重染色(Fig. 1 d.)に よ り,粘 膜 固有層 に分

布するIgA保 有 細胞 とLeu 1陽 性 細 胞を同一

切片上観察 したが,同 様の比率で, Leu 1陽 性

Table 1 Percentage of Ig containing cells in lamina propria (%)

a: p<0.05 mean•}SD
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細胞は粘膜固有層全域 に存在するのに対 しIgA

保 有細胞は腺底部付近 に多 く観察 された.一 方,

 T cell subsetsのLeu 2a陽 性細胞 とLeu 3a陽

性細胞は,そ れぞれ15.1±1.9%, 26.4±4.2%

でLeu 3a陽 性 細胞 が優位であった. (Fig. 1 e. f.)

肝 硬 変群では, Leu 1, Leu 2a, Leu 3a陽 性

細胞はそれぞれ31.5±4.6%, 10.8±3.8%, 20.9

±4.9%で あ り, Leu 2a, Leu 3a陽 性細胞では

対照群 に比 しいずれも明らかに減少 していたが,

特 に非代償性肝硬 変ではLeu 1陽 性細胞29.8±

5.9%, Leu 2a陽 性 細胞10.0±3.7%, Leu 3a陽

性 細胞21.2±4.7%と 対 照群 に比 して有意に減

少 していた.

Leu 7, Leu 11b陽 性 細胞は ともに少数散在性

で,対 照群,肝 硬変群の間に差 はみ られず,代

償性,非 代償性 にわけての検討 でも差はみ られ

なかった(Fig. 1 g.). Leu 10陽 性細胞 も同様 に

対照群 と肝硬変群で差 はみられなかった.ま た,

 Leu 15陽 性細胞 を対照群2例,肝 硬変群2例 で

Leu 2a陽 性 細胞 との連続切 片 を用いて検討 し

たが,そ れぞれLeu 2a陽 性細胞の約30-50%

の リンパ球がLeu 15陽 性 細胞 と考えられた. (Fig.

 1 h. i.)

2.絨 毛上皮細胞間

1)免 疫 グロブリン保有細胞

免疫 グロブリン保有細胞は上皮細胞間には全

く観察 されず, SCが 上 皮細胞 の膜 に染 色 され

たが,対 照群 と肝硬変の間に明 らかな差 はみ ら

れなかった.

2)リ ンパ球(Table 3)

対 照群では, Leu 1, Leu 7, Leu 10陽 性細胞

はそれぞれ205.5±49.0個, 14.4±5.3個, 15.7

±9.3個 と圧倒的 にT cellが 多 く占めていた.

そのうち, Leu 2a陽 性 細胞 が213.8±47.9個 と

Leu 3a陽 性 細 胞の45.3±29.3個 に比 して優位

であった. (Fig. 1 e. f.)

一方
,肝 硬変群では, Leu 1陽 性細胞178.7±

73.2個, Leu 2a陽 性細胞184.3±75.9個 と対照

群に比 して減少傾向がみられ,特 に非代償性肝

硬変ではTable 3に 示す ように,そ の傾向が著

しく,逆 に, Leu 3a/Leu 2a比 は対照群の0.21

±0.10に 比 して0.37±0.18と 有意に上昇 してい

た.ま た,非 代償性肝硬変ではLeu 3a陽 性細

胞 は61.5±26.1個 と対照群に比 して増加傾向 に

あった. Leu 15陽 性 細胞 はFig. 1h. i.に 示すよ

うに上皮細胞間には非常に少 ながった. Leu 7,

 Leu 11bな らびにLeu 10陽 性 細胞 は対照群 と

肝硬変群の間 に明 らがな差はみ られながった。

Table 2 Percentage of positive cells in lamina propria (%)

a: p<0.05 b: p<0.01 mean•}SD

Table 3 Number of positive cells in intraepithelial lymphocytes

a: p<0.05 mean•}SD
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Figure 1
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なお,コ ントロー ルとして染色 した切片 には

粘膜固有層および上皮細胞間 に何 ら陽性細胞 を

認めなかった.

考 案

従 来より, celiac disease6,13)や 潰 瘍性大腸

炎5,14)等の腸疾患において,最 近では, acquired

 immunodeficiency syndrome(AIDS)15)に お

ける腸管局所免疫 についての免疫組織学的検討

がなされているが,肝 疾患,特 に肝硬変症例の

腸管粘膜組織 を用いての液性 および細胞性免疫

の組織学的検討はいまだ充分 になされていない.

今 回,著 者は肝硬変症の小腸生検 を利用 して,

その局所免疫 について対照群(非 肝疾患群)と

の比較検討 を行ったが,肝 硬変症の液性免疫で

はIgA保 有細 胞の増加傾向を,細 胞性免疫で

はT cellの 減 少傾向を認 めたが,代 償性 と非代

償性 にわけての検討ではよりその傾向が著 しい

ことが判明 した.

Crabbeら4)は,正 常腸管粘膜 固有層にある

Ig保 有細胞 の約80%はIgA保 有細胞であると

報告 しているが,今 回の対照群の検討でも概 ね

同様の結 果 が得 られた.ま た, celiac disease

では,抗gliadin抗 体 の関与が強 く示唆 されて

おり16),未 治療の状態ではIgM, IgA, IgGお

よびIgEが 増加す るとされている13)さ らに,

潰瘍性大腸炎ではDasら17)は その粘膜破壊 機

序 としてAntibody dependent cell-mediated

 cytotoxicityを 考 えており, IgG保 有細胞 が増

加することは知 られているが, IgA保 有細胞の

増減 に関しては一致した結論が出ていない14,17,18)

これ らの疾患のように,そ の発症に免疫学的機

序 が主役 をなしている疾患 と異な り,非 代償期

にある肝硬変 とい う消耗性疾患 を基礎 にもち,

細 胞性免疫の低下 している7)状 態 においての,

このIgA保 有細胞の有意の増加 は,肝 硬 変 に

伴 う腸管感染に対して二次的におこった可能性,

さらには低下 した細胞性免疫 を代償す る形でお

こっている可能性 などが考えられる.し かし,

肝 硬変における胆汁酸の変化なども局所免疫 に

大 きな影響 を与 えるもの と考 えられ,今 後胆汁

酸や腸内細菌叢の変化 を含めて広 く検討 してい

く必要があるものと考えられ る.一 方,肝 硬変

症 においては高IgA血 症19)や 高sIgA血 症20)

の存 在が報告 されている.そ の成因については,

高IgA血 症 ではKupffer細 胞 をは じめ とする

網内系の抗原処理能の低下21),門 脈 と大循環 の

bypass22)等 が考えられ,高sIgA血 症 では胆

汁 うっ滞 との関連20)が 示 唆されている. IgAの

産生の多 くは腸管でなされており,本 研究の肝

硬変症例での腸管のIgA保 有細胞の有意の産生

亢進 が,こ れらの高IgA血 症 および高sIgA血

症 の成因の一つになっている可能性 も考えられ

た.

次 に, T cell subsetsの 検討 であるが,対 照

群における上皮細胞 間 リンパ球ではLeu 2a陽

性細胞 が優位に多 く分布 し,逆 に,粘 膜固有層

ではLeu 3a陽 性 細胞 が優位 であり, Selbyら3)

の報 告と同様の分布であった. Rodgerら15)に

よると腸管感染の多いAIDSで は,上 皮細胞間

と粘膜固有層 とにわけての検討ではないが腸粘

膜 でのT cellの 減 少,特 にLeu 3a陽 性 細胞

(helper/inducer T cell)の 減 少とLeu 3a/Leu

 2a比 の逆転 を報告 しており, AIDSと い う免疫

Fig. 1 a. b. c. IgA (a), IgM (b) and IgG (c) containing cells in lamina propria of control. IgA 

containing cells are dominant. (•~100)

d. Double staining of anti-IgA and anti-Leu 1. Blue in lamina propria is IgA containing cell.

 Brown in lamina propria and intraepithelium is Leu 1 positive cell. In lamina propria number 

of IgA containing cells are as many as Leu 1 positive cells. (•~100)

e. f. g. Leu 2a positive cells (e), Leu 3a positive cells (f) and Leu 7 positive cells (g) in lamina 

propria and intraepithelium of control. Leu 2a positive cells are dominant in intraepithelial

 lymphocytes. In lamina propria Leu 3a positive cells are more than Leu 2a positive cells.

 h. i. Leu 2a positive cells (h) and Leu 15 positive cells (i) in intestinal mucosa of patient with 

liver cirrhosis. Leu 15 positive cells are scarcely in intraepithelium. (•~400)
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不全状態 における腸管 自体のT cell subsetsの

異常 を指摘 してい る.肝 硬変症においても今回

の結果が示すよ うに,上 皮細胞間,粘 膜固有層

ともLeu 1陽 性 細胞(pan T cell)の 減 少を認め,

全 身性の細胞 性免疫 の低下 を反映 しているもの

と考えられたが, AIDSに おけるLeu 3a陽 性 細

胞の減少 と異 なり,肝 硬変症では,特 にLeu 2a

陽 性 細 胞(cytotoxic/suppressor T cell)の 減

少やLeu 3a/Leu 2a比 が上昇 していることは,

肝 炎に伴 う肝臓内へのLeu 2a陽 性 細胞の多数

の浸潤 に伴 う影響23)も 十 分に考 えられ,今 後,

慢 性肝炎症例の小腸粘膜の所見と比較検討する

ことが必要である.ま た,上 皮細胞間 リンパ球

の多くを占めるLeu 2a陽 性細胞は大部分がLeu

 15陰 性 細胞であることを明 らかにしたが,こ のよ

うなリンパ球 も対照例に比 して肝硬変症 では有

意に減少 しており,腸 粘膜 の最初の防御層 と考

えられ る絨毛上皮細胞間でのcytotoxic T cell

の減 少 を示唆 しているもの と考 えられた.従 っ

て,液 性免疫即 ちIgA保 有 細胞 が粘膜 固有層

で増加 してい る所見の解釈にあたっては,こ れ

らの細胞性免疫の低下 との密接な関連 を考えて

いくことが重要 なことを示 している.

一方
,上 皮 細胞間 においてhelper/inducer

 T cellで あるLeu 3a陽 性 細胞の増加傾 向がみ

られたが,粘 膜固有層ではむ しろ明 らかに減 少

してお り,そ の意義 についてはなお 今後の検討

が必要である.ま た, natural killer(NK)cell

やK cellを 表 わす とされるLeu 7, Leu 11b陽

性 細胞 についても腸管粘膜内での陽性細胞は少

なく, NK cellの 腸 管局所免疫に果たす役割 に

ついては不明であった.今 後,末 梢血や肝内の

T cell subpopulationやsubsetsの 変 動 とあ

わせて さらに詳細 な検討 を加 えてみたい.

結 語

肝硬変症例の小腸粘膜 の液性 ・細胞性免疫 に

ついて酵素抗体法 を用い対照群(非 肝疾患群)

と比較検討 した.

(1)肝 硬 変群では,腸 管粘膜 固有層のIgA保

有細胞は対照群に比 し増加傾向を示 し,非 代償

性肝硬変ではさらに有意 に増加 していた.

(2)肝 硬 変群では,粘 膜 固有層,絨 毛上皮細胞

間 いずれにおいても対照群 に比 しpan T cell,

 cytotoxic/suppressor T cellの 減 少傾向がみ

られ,さ らに非代償性肝硬変では粘膜固有層で

明 らかな減少 が認め られた.
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Immunohistological study of humoral and cellular immune events 

in the small intestinal mucosa of patients with liver cirrhosis

Shigeatsu FUJIKI

The First Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School

(Director: Prof. H. Nagashima)

Using an immunoperoxidase method, we analyzed T cell subpopulation, subsets and 

immunoglobulin-containing cells in the mucosa of small intestines obtained from 19 patients 
with liver cirrhosis and 8 patients without any liver disease (controls). Percentages of IgA

-containing cells in the lamina propria of the small intestines from the liver cirrhosis patients 
tended to be higher than in the same tissue of the controls. In contrast, percentages of 

pan T cells and cytotoxic/suppressor T cells in the lamina propria and numbers of intraepi
thelial pan T and cytotoxic/suppressor T cells in the tissues from liver cirrhosis patients 
tended to be lower than in the controls. Furthermore, the percentage of IgA-containing cells 
in the lamina propria was significantly higher and the percentage of pan T and cytotoxic/
suppressor T cells in the lamina propria was significantly lower in the small intestines of 

patients with decompensated liver cirrhosis than in the small intestines of the controls.
 The lower percentage of pan T and cytotoxic/suppressor T cells observed in the small in

testine of patients with liver cirrhosis, especially decompensated liver cirrhosis, may be 
related to general impairment of cellular immunity in liver cirrhosis and to enhanced humoral 
immunity in the small intestine as shown by the increase in IgA-containing cells.


