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ヒ ト伊 東 細 胞 の 分 離 に 関 す る 研 究

中川 正 則 中林 仁美 中野 博*

要 旨: ヒト伊東細胞を比較的容易に,か つ多量に集め得る分離法について報告 した.す なわ

ち,手 術時得 られた肝組織を細切,切 片の組織培養を行な うと切片周辺の培養底にさまざまな

細胞が成育して くる.こ の細胞 をtrypsin液 にて単離し,metrizamide三 層比重遠心法にて伊東

細胞の分離を行なった.伊 東細胞の同定には,光 顕ならびに電顕によう細胞の形態学的および

細胞内脂肪滴の検索,蛍 光顕微鏡によるvitamin A蛍 光の存在,retinol共 存下培養による細胞

内vitamin A含 有 脂 肪滴 の 出現 で行 なった.こ の方 法 で得 られ た 細胞 はperoxidase

antiperoxidase, avidin-biotin peroxidase complex法 による免疫組織化学的方法で細胞内

desmin, vimentinの 存在が確認 された.こ れ らの方法による検討から今回分離された細胞は約

90%が 伊東細胞で,500mgの 肝組織からは大略106個 の伊東細胞が採取可能である.

索引用語: ヒ ト伊東細胞 分離 組織培養 三層比重遠心法

ヒト伊東細胞を用いたin vitroの 研究は殆 どみられ

ない.そ の理 由は肝 より伊東細胞を分離する方法 とし

てはKnookら1)の 報告 した経門脈的 コラゲナーゼ,あ

るいはコラゲナーゼ ・プロナーゼ液の灌流法が最も確

実な方法として専ら行なわれているため,こ の方法を

用いて人体 より伊東細胞を採取することが困難である

ことによるのであろう.伊 東細胞のもつ機能 として脂

肪代謝,結 合織線維,と りわけコラーゲン線維の産生

細胞 としての役割が注目されている.肝 の線維化 と伊

東細胞の関連 についての研究では,そ の殆どが ラット

を用いて行なわれているのが現状である.し かし,ヒ

トの肝線維化,と くに肝硬変 の形成に対する伊東細胞

の意義を明らかにするためには ヒ ト伊東細胞を用いて

の研究が不可欠であることはいうまでもない.今 回わ

れわれは,手 術時に得 られた肝組織を用いて比較的簡

単にヒ ト伊 東細胞を分離する方法な見いだしたので報

告する.

材 料並 び に方法

1. 材 料

肝細胞癌のため,肝 の部分摘除を受けた非癌部肝組

織を用いた.切 除肝を鋏にて大略1×1mmの 火 きさに

細切 し,Falcon社 製 プ ラスチ ック培養 フラスコ(25

cmcm2)底に8～12個 静置後,10% fetal calf serum (FCS)

を 含 むDulbecco' minimum essential medium

(DMEM) 2mlを 加 え,37℃, 5%CO2, 95%空 気相下

に培養を行 なった.4～7日 後より,切 片周囲に多様

な細胞が成育す るが,2～3週 後には切片より離れた

部位 にまで扁平多足,紡 錘状,円 盤状,そ の他 さまざ

まな細胞群がフラスコ底に成育してくる.な お培養液

の交換は1週 間に2回 の割合で行なった.こ の時期に

0.25% trypsin液 処理 して培養底を成育 した細胞を剥

離,10%FCS加DMEM液 に懸濁,2,000回 転,5分 の

遠心後上清 を捨 て細胞 を回収 の後Hanks'液 に て遠

心,洗 浄 した後,8% metrizamide (Nycomed AS,

Norway) Hanks'溶 液 に再懸濁 した.な お回収 された

細胞数は フラスコ当た り約1～4.5×105個 であった.

2. 伊東 細胞の分離

伊東細胞の分離 はmetrizamide三 層比 重遠心法 に

て行なった2).即 ち,metrizamideの18, 13%Hanks'溶

液,お よび細胞 を懸濁 した8%溶 液 を3, 3, 6mlの 割合

に重層し1,400g, 17分 間遠心,上 層 と中層の境界に集

まった伊東細胞 を多 く含む細胞群を集めHanks'液 で

2回 洗浄の後10% FCSを 含 むDMEM液 に 懸濁,上 記

Falcon社 製 プラスチク培養 フラスコにて37℃, 5%

CO2, 95%空 気相下に培養を行なった.こ の操作にて採

取される伊 東細胞の回収率は約10～15%で あ った.培

養液の交換は1週 間に2回 の割合で行なった.細 胞層

が充満 した時期に0.25% trypsin液 処理 にて細胞 を単

離,継 代培養を行なった.伊 東細胞の形態学的観察,
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細胞内脂肪滴の検討は分離後の細胞を,細 胞 内des-

min, vimentinの 確認,retinol添 加培養系には主とし

て2代 か ら4代 継代 した細胞 をLab-Tek tissue cul-

ture chamber/slide (4 wells,マ イルズ社製)に て細

胞数5,000個 を上記培養液中に懸濁 して播種,培 養を行

なった ものを用いた.

3. 伊 東細胞の同定

A. 形態 学的観察

a) 光顕 および電顕学的観察:Metrizamide三 層比

重遠心法にて分離された細胞をスライ ドガラス上にて

培養を行なった細胞についてオ リンパス製位相差顕微

鏡,日 本電子製透過型電顕(1200E)に て形態学的観察

を行なった.

b) 細胞 内vitamin A含 有 脂肪滴の確認:分 離 した

細胞内脂肪滴 の形態学的確認は,オ リンパス製位相差

顕微鏡にて,脂 肪滴内vitamin A含 有 の証明はスライ

ドガラス上で培養 した細胞をグリセ リンで封入し,蛍

光顕微鏡下波長330nm下 で の蛍光の存在 を検討す る

ことで行なった3).

c) Retinol添 加 培養に よる細胞内vitamin A含 有

脂肪滴の発現:細 胞内desmin, vimentinの 存在を検

討 した培養細胞を用い,retinol添 加培養による細胞内

脂肪滴の発現の影響を検討した.す なわち,分 離後2

～4代 継代培養を行 なった細胞の培養液 中にChenら

の報告に従 って4),0.1%のDMSOにretinoic acidを

溶 解,培 養液 中に最終濃度1×10-5Mの 濃 度に加 えた

培養液を連 日交換 し,7日 後 の細胞内脂肪滴について

vitamin Aの 蛍 光の存在を上記 と同様な方法で検討 し

た.

B. Peroxidase-antiperoxidase (PAP), avidin-

biotin peroxidase complex (ABC法)に よる細胞内

desmin, vimentinの 確 認

細胞内desminの 存 在 は5)Dako社 製 抗 ニ ワ トリ砂

嚢desminラ ビ ット抗体,Dako社 製 抗 ヒ トdesminモ

ノクロナール抗体を用いるPAP法 にて,vimentinの

存 在はTransformation research (TR)社 製 抗 ヒト

vimentinラ ビ ット抗体を用いるPAP法,同 じくTR

社 製 抗 ヒ トvimentinモ ノ クロナール抗 体を用 い る

avidin-biotin peroxidase compiex (ABC法)に て行

なった.す なわち,培 養chamber底 に細胞が充満した

時期 に培養液 を除 き,Ca2+, Mg2+を 含 まないphos-

phate buffered saline (PBS)に て洗浄後,2% parafor-

maldehyde液 にて2時 間固定,4℃ にて2～4時 間風

乾後,内 因性ペルオキシダーゼ阻害の 目的で0.3%過 酸

化水素加 メタノールにて30分 間処理,二 次抗体 と同一

動物の正常血清を0.01M PBS (pH7.4)に て5%に

希 釈 した液 に30分 間 室温にて反応 させ,PAP法 で は

Ortho社 製Immunostaining universal Kitを 用 いて,

一 次抗体は2時 間
,二 次抗体および標識抗体は20分 間

反応 させ た.3,3' DAB染 色 は武藤 化学製DAB染 色

キ ットを用 い,洗 浄後ヘマ トキシ リン染色を行 なった.

なお各処理段階終了後の洗浄,一 次抗体の希釈 には

0.05 MTris-HCl buffer (pH 7.6)を 使 用した.一 方

ABC法 はVector社 製Vectastain ABC Kit (mouse,

IgG)を 使用 し,PAP法 と同様にDAB,ヘ マ トキシ リ

ン染色を行なった.一 次抗体は,ポ リクロナールの抗

desmin抗 体,抗vimentin抗 体 ともに100倍 希釈5,モ ノ

クローナル抗desmin抗 体,抗vimentin抗 体 はそれぞ

れ8倍,10倍 に 希 釈 した もの を用 い た.desmin,

vimentinの 陽性対照 として子宮筋腫,心 筋,desminの

陰 性対照 として線維腫の組織切片,お よび継代培養 し

た線維芽細胞を使用 した.

成 績

1. 形 態学的観察

Metrizamide三 層 比重遠心法 によって分離 された

細胞は培養 フラスコに播種後24時 間 には扁平,多 足状

で突起で互いにつなが って伸展する.こ の形態学的特

徴は,観 察 した8代 までの継代 した細胞で大略変化は

なか った(Fig. 1).肝 切 片より伸展成育 して7日 間経

過し,形 態的に伊東細胞 と考えられる細胞では,核 周

辺の細胞質に脂肪滴を30～50%の 細 胞内に認めるが,

Fig. 1 Phase-contrast micrograph of isolated Ito

cells (ICs) after 4 days of cuture in primary

culture. ICs are flattened and polygonal in

appearance and extrude short projections which

tend to contact with those of adjacent cells. (•~

600)
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Fig. 2 Ultrastructural characteristics of an iso-

lated IC in primary culture after 4 days of incuba-

tion. The cells are characterized by a developed

rough endoplasmic reticulum (rER) and small

fat-droplets (F). N: nucleus M: mitochondria

Scale bar=1ƒÊm

経 日的に脂肪滴は縮小,か つ数 も減少し,14日 頃には

約10%の 細胞 に脂肪滴を認めるに過 ぎない.さ らに,

三 層比重遠心法にて分離 した後の細胞では,細 胞質内

に極めて小 さい脂肪滴を,し かも5%以 下の細胞に し

か認めない.分 離後の細胞についての電顕的観察では,

細 胞質内の脂肪滴の存在,粗 面小胞体の発達が特徴的

である(Fig. 2).な お,分 離後の細胞につき非特異的

エステラーゼ染色を行な ったが,す べて陰性であった.

2. Vitamin A蛍 光 の証明

三層比重遠心法にて分離 した細胞の脂肪滴中には,

波 長330nmの 条 件下で蛍光を発す るvitamin Aの 陽

性所見がみ られた,し か し,こ の蛍光は極めて淡 く,

かつ速やかに消褪 した(Fig. 3).ま た陽性細胞数も僅

かであ り,陽 性細胞の頻度についても確認で きなか っ

た.対 照 として試みたコラゲナーゼ液灌流法によって

分離 したラット伊東細胞では極めて強い蛍光が観察 さ

れた.

3. Retinol添 加培養 による細胞内vitamin A含 有

脂肪滴の発現

Retinoic acid添 加培養3日 目頃 より,80%以 上 の細

胞内に小脂肪滴が増加 し(Fig. 4),蛍 光顕微鏡的検索

に より強いvitamin Aの 蛍 光が観察 された4)(Fig.

5).

4. Deamin, vimentinの 免 疫組織学的証明

Desmin:ポ リクロナール,お よびモノクロナール抗

desmin抗 体 を使用 したPAP法 で は,と もに核を中心

に して放射状 に,し かも網状 に走るdesmin陽 性物質

が90%以 上の細胞に認め られた(Fig. 6, Fig. 7).こ

の物質は対照 とした子宮筋腫,心 筋では陽性であった

が,線 維腫,継 代線維芽細胞では認めなかった.

Vimentin:ポ リクロナール抗vimentin抗 体 を一次

抗 体 に用 いたPAP法,お よび モ ノ ク ロナール抗

vimentin抗 体 を使 用 したABC法 に よる成 績 で は

desminと 同様に核を中心に放射状,網 状のvimentin

陽性 物質の存在が90%以 上 の細胞 に認められ(図 省略)

この物質は対照 とした子宮筋腫,心 筋,お よび線維腫

の組織切片で陽性であった.

考 案

肝類洞壁細胞の一つである伊東細胞が肝内結合組織

線維,特 に コラーゲン線維の産生細胞であるとの知見

は谷川の電顕による形態学的観察の報告に始 まる6).

その後,こ の形態的観察を生化学的に裏付けるための

伊東細胞を採取する方法が見出されず,こ の方面の研

究はあま り行なわれなかった.し か し,1982年Knook

らに よる経門脈的コラゲナーゼ液灌流法を使 った伊東

細胞 の分離法が報告 されるや1)急速 に伊東細胞 と肝 コ

ラーゲン代謝,つ まり肝線維化における伊東細胞の意

義について数多 くの研究が行なわれて きた.現 在伊東

細胞は コラーゲン,そ の中でもI, III, IV型 コラーゲ

ン,ラ ミニン,フ ィブロネクチン,酸 性 ムコ多糖の産

生細胞であることがin vitroの 研究か ら明らかに され

ている7～10).さらには実験的障害肝 より分離 した伊東

細胞は正常肝由来のものに比 しコラーゲン合成能が高

まっていること11),ま た同じく類洞壁に存在す るクッ

パー細胞からは伊東細胞の コラーゲン12),お よびムコ

多糖13)合成 を調節する因子が産生される可能性 も示唆

されている.し かしこれらはすべて実験動物,と くに

ラットを用いた成績であ りヒ トの線維肝,つ まり肝硬

変成立における伊東細胞の意義についてはまった く不

明である.こ の理 由はKnookら の 経門脈 的 コラゲ

ナーゼ液灌流法が ヒトでは応用出来ないことが主なも

のであろ う.僅 かに松浦 らは ヒト肝切片を細切 しcol-

lagenase, dispase液 の存在下に細胞を物理化学的 に

分離 し,percollを 用 いて比重遠心を行い伊東細胞を得

たと報告 しているのが ヒト伊東細胞の分離を試みた報

告である14).われわれは,ヒ ト肝よ り線維芽細胞の分離

を試みるため,ヒ ト肝組織の組織培養を行なっている

経過中に,肝 組織周辺 に成育する細胞は従来の報告に

み られるほど紡錘形のいわゆる線維芽細胞様の細胞は

多いものではな く,扁 平な伊東細胞に似た細胞が多数

み られることに気付いた.そ こでまず予めvitamin A
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Fig. 3 Characteristic autofluorescence of vitamin

A in an IC in primary culture after 4 days incuba-

tion. (•~600)

Fig. 4 Phase-contrast micrograph of ICs from the

4th passage after 7 days of culture in the presence

of retinoic acid.

Fig. 5 Characteristic autofluorescence of vitamin

A in retinoic acid-treated cells.

Fig. 6 Demonstration by PAP-staining of the

presence of desmin using a polyclonal antidesmin

antibody (DAKO) in ICs from the 4th passage

after 7 days of incubation. (•~600)

Fig. 7 Demonstration by PAP-staining of the

presence of desmin using a monoclonal antides-

min antibody (DAKO) in ICs from the 4th pas-

sage after 7 days of incubation. (•~600)

投与を行なったラ ット肝について組織培養を行なった

結果,培 養肝組織周辺には脂肪滴含む伊東細胞に類似

の細胞が多数増殖 し,こ れ ら肝組織周辺に増殖 した細

胞を用いてmetrizamide三 層比重遠心法を施行 し,い

わ ゆ る伊 東細胞を多 く含む細胞群 につ いて細胞 内

vitamine A含 有脂肪滴の存在を検討すると,大 部分の

細胞 に陽性所見が得 られ,こ の方法で大量に伊東細胞

が分離可能であることを推測させた.こ の結果に基づ

き,ヒ ト肝組織 より同様な方法にて伊東細胞 の分離を

行なったところ今回報告 した如 く可成 り高率に伊東細

胞 と考えられる細胞を分離 し得た.こ の際,肝 組織周

辺に成育す る細胞の増殖速度は肝切除から培養開始 ま

での時間,培 養肝切片の大きさ,使用する肝組織によっ
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て必ず しも一定でないが,一 般的には組織学上,肝 障

審が軽度な場合 には遅 く,慢 性潜動性肝炎では速い傾

向がある.今 回は肝硬変は使用 しなかった.条 件 によ

り一定ではないが,慢 性活動性肝炎例で,勢 除後1時

間以内に培養を行い,1×1mm位 の肝切片を使用する

と湿重量約500mgの 肝組織か らは大略1×106個 の伊

東細胞は回収可能である.ま た障害の軽度な肝では回

収 され る伊東細胞数 も少ない傾向にあった.今 回分離

採取 した細胞 の光顕 レベルでの観察 では分離24時 間

後,フ ラスコに細胞が接着す ると,扁 平,多 足状で突

起を出し松浦 らが示 した ヒ ト伊東細胞 と類似な形態で

あった14).また電顕的に も細胞質の脂肪滴の存在,粗 面

小胞体の発達が特徴的で従来か らの動物での伊東細胞

にみられ る電顕所見にこ合致 した3,9,11,15).今回検討 した

細胞の同定に用いた細胞内脂肪滴中のvitamin Aの

蛍 光を(Fig. 3)に 示 した.し かし,こ れ らの蛍光は極

めて淡 く,か つまた速やかに消褪 しすべての細胞に陽

性所見を求めることは不可能であった.そ こで2～4

代 継代を行い,細 胞内desmin, vimentinの 局在を調べ

たのと同一条件の細胞 をretinolの 存 在下 に培養を行

な うと80%以 上 の細胞にvitamin Aの 蛍 光が観察 さ

れた(Fig. 5).し か し,こ の蛍光 もまた程度は極めて

淡 く,た だちに消褪 した.Chenら は,わ れわれ と同様

な方法で採取 して10代 継 代培養 したマウスの伊東細胞

をretinoic acidま 允 はretinal palmitateの 存在下に

培養すると,4日 後 よ り細胞内にvitamin A含 有 脂肪

滴が出現することを報告 している4).松 浦 らはin vitro

で ラ ッ ト伊東細胞がvitamin Aを 取 込むこ とを オー

トラジオグラフ法にて証明 してい る16).さ らにDavis

らは,ラ ッ ト伊東細胞の培養 系に加 えたretinolは 細

胞内に取 り込 まれ伊東細胞の コラーゲン合成を調節す

ることを述べている17).こ れ らの報告は,伊 東細胞が

in vitroの 条件下でvitamin Aを 取 り込むことを示 し

たもの と言える.今 回のわれわれの得た ヒト併東細胞

でもChenら の 報告 したマ ウス伊東細胞の成績4)と概

ね同様であった.ま た,こ の2～4代 継代した細胞に

ついて細胞内desmin, vimentinの 局在 を調べた とこ

ろ,90%以 上 の細胞でdesmin陽 性 であった.従 来から

哺乳類での伊東細胞は ラットでは陽性所見が得られる

ものの,ヒ トでは陽性所見は得 られていないとされて

いる18).しか し,こ れらはいずれも肝組織切片を用いた

in situの 条 件下での ものであ り,分 離 した伊東細胞に

ついて行なわれた ものではない.あ るいはin vivoで

はdesminの 発現が少な く陽性所見が得 られないもの

の,in vitroの 条 件下ではdesminの 発現が優位になる

のかもしれない.い ずれに しろ今回のわれわれの検討

では,分 離 した ヒ ト伊東細胞の同定にdesminの 局 在

を証明することは有用であると思われた.今 後はこの

細胞を用いて,ヒ トの伊東細胞のin vitroの コラーゲ

ン,糖 蛋白,ム コ多糖の代謝,そ の調節因子などの研

究が可能 となることが期待 される.

結 論

今回われわれは,ヒ ト肝組織切片の培養により切片

周辺に成育する細胞から,metrizamide三 層比重遠心

法を常いて,ヒ ト伊東細胞の分離が可能であるこ とを

報告 した.こ の方法によって分離 された伊東細胞の同

定は光顕,電 顕による形態学的観察,細 胞内脂肪滴中

のvitamin A, retinol共 存 下培養によるvitamin A含

有 脂肪 滴保有細胞の出現で行なった.こ の細胞 は細胞

内desmin陽 性 であった.こ の方法 による伊東細胞の

分離純度は約90%で あ ると考えられた.

終わりに今回の研究にあたって検体の提供をいただいた

奈良医大第一外科中野博重教授,電 顕の写真撮影,技 術的援

助をいただいた奈良医大寄生虫学教室高橋優三助教授,形

態学的確認にご指導頂いた和歌山医大病理学教室大島 章

教授,高 知医大病理学教室円山英昭助教授に深 く感謝しま

す.

なお,こ の研究は文部省科学研究費(課 題番号02670316)

の援助を受けた.
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A simple method for the isolation of human Ito cells (Fat-storing cells)

Masanori NAKAGAWA, Hitomi NAKABAYASHI and Hiroshi NAKANO*

Human Ito cells (ICs) were isolated from a portion of hepatectomized liver. Various types of cells

emerged from a small tissue specimen after 14•`20 days of culture. ICs were separated from the

cultured cells by triple-layered metrizamide solution gradient centrifugation. The ICs have the main

morphological features already reported. Approximately less than 5% of the isolated ICs was positive

for vitamin A autofluorescence. However, 2•`4 times subcultured ICs, almost devoid of fat-droplets,

were able to take up retinol, as the appearance of typical vitamin A fluorescence indicated. Fat-droplets

were demonstrated in more than 80% of the subcultured cells. The presence of desmin in the

subcultured ICs also demonstrated by immunohistochemical method using polyclonal and monoclonal

antidesmin antibodies. The method reported here is capable to harvest approximately 1•~106 ICs from

500mg of liver tissue.

* The Department of Clinico-Laboratory Diagnostic, Nara Medical University (Nara)


