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マウス胎子および新生子肝臓における肝内胆道の
免疫組織化学的観察ならびに超微形態学的観察

熊野 一郎

川崎医科大学解剖学，〒701-0192　倉敷市松島577

抄録　胎子期から新生子期のマウス肝臓で免疫組織学ならびに超微形態観察を行い，肝臓造血終
息期における造血系死細胞処理と肝内胆道系との関係を検討した．毛細胆管は径約１µm で内腔に
微絨毛を持った細管として胎生14日に隣接する肝細胞間に形成される．胎生後期から生後早期の
肝臓では，毛細胆管においてその径が1.5倍から３倍に拡張するのがしばしば観察される．生後早
期の肝細胞は造血系細胞要素を食作用で取り込み，径３～５µm の大型封入体を形成し，その内に
空胞状膜構造やミエリン像が含まれる．二次ライソゾームである大型封入体は最終的に毛細胆管壁
と融合し，それによって毛細胆管が拡張，封入体の内容物が毛細胆管腔へと放出される．拡張毛細
胆管壁で大型封入体に由来する部分は微絨毛を欠き，毛細胆管腔壁の微絨毛の分布に局在が生じ
る．出生直後から生後早期の肝臓において，造血系細胞は小葉間結合組織内で，特に小葉間胆管
に隣接して残存し，小葉間結合組織内の造血細胞集団には TUNEL 陽性の細胞が出現する．また，
TUNEL 陽性封入体は小葉間胆管上皮細胞中にも観察される．小葉間結合組織内の造血細胞集団は
成熟好中球および赤芽球で構成され，好中球の中には細胞死の徴候を呈するものも含まれる．胆管
上皮細胞は，細胞死に至った好中球，赤芽球および脱核赤芽球核を貪食し，TUNEL 陽性封入体を
形成する．骨髄造血の発達に伴い造血細胞は肝臓内より急速に消失する．その際通常は活発な食作
用を示さない肝細胞や胆管上皮細胞が造血系死細胞の処理に加わる事が明らかとなり，毛細胆管を
はじめとする肝内胆道が造血系死細胞の処理・排泄経路として生後早期に機能することが示された．
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緒　言
　周知のごとく，ヒトを含む哺乳類において，
終生の造血器官は骨髄であるが，骨髄造血が成
立する以前の胎生期では，造血器官は胎子の発
達と共に変遷する１－３）．胎生期と出生後で大き
くその機能を変える臓器である肝臓は，胎子期
においては骨髄造血開始以前の主要な造血器官
である４－６）．肝臓造血に先立ち，原始赤血球造

血が最も早期に卵黄嚢で血管芽細胞から開始す
る７，８）．恒常性造血の幹細胞は卵黄嚢に加え，
大動脈－生殖隆起－中腎領域（AGM）と胎盤
に出現し，胎子・肝臓を経て最終的に骨髄に定
着する９－13）．恒常性造血幹細胞は骨髄造血発生
の前に循環血液から肝臓に移住し，肝臓は胎生
期最大の造血器官として発達し，赤芽球島とし
て知られる形態的な造血環境が形成され，赤血
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球，血小板および顆粒球が産生される14－16）．骨
髄で恒常性造血が始まる時，肝臓では，肝内造
血細胞が急速に消失する２，３）．造血幹細胞の移
住による肝造血開始に関しては多くの研究があ
るが12，14，17），肝臓造血の消退を肝組織構造の
発達と関連づけて観察した報告は乏しい．本研
究は，肝臓造血末期における肝内における造血
系細胞処理の視点に立って，マウス胎子と新生
子の肝臓を組織学的に経時的観察した． 

材料と方法
　総数68匹の ICRマウス（日本クレア，東京）
を使用した．本研究は川崎医科大学動物実験委
員会の承認を受け（No. 08-051，10-020），川崎
医科大学動物実験指針に基づき実施された．
　成熟雌性マウスを一晩雄性マウスと交配し，
翌日を妊娠０日とした．妊娠マウスにペントバ
ルビタール（ネンブタール，大日本住友製薬，
大阪）を過量投与し，深麻酔下にて子宮から胎
子を取り出した．胎生13，14，15，17，18およ
び19日のマウス胎子は氷で冷却麻酔した後に，
生後０，２，３，４，７および９日の新生子は断頭
後に肝臓を取り出した．成熟マウスの毛細胆管
と小葉間胆管を観察するために，生後60日の雌
性マウスにペントバルビタール過量投与し，肝
臓を取り出した．動物は各日齢で４～６例を用
いた．

光学顕微鏡観察
　摘出した肝臓を４%パラフォルムアルデヒ
ド液（0.1 M カコジル酸緩衝液，pH 7.4，４℃）
に浸漬し８時間固定し，洗浄後にエタノール
系列で脱水し，パラフィンに包埋した．4 µm
厚の切片を作成し，ヘマトキシリン染色，ケ
ラチン18免疫染色および細胞死検出のために
TUNEL（TdT-mediated dUTP-biotin nick end-
labeling）染色を行った．

ケラチン18免疫染色
　抗原賦活を目的として0.05%シトラコン酸ナ
トリウム水溶液（イムノセイバー，日新 EM，

東京）に浸漬し，圧力鍋で加熱した．内因性ペ
ルオキシダーゼ活性の阻止のため，6 mM 過ヨ
ウ素酸中で10分処理後，リン酸緩衝液で洗浄し，
3 mM 水素化ホウ素ナトリウム中で30分処理し
た．抗ケラチン18モノクローナル抗体（1:50，
Ks18.04，PROGEN，Heidelberg，Germany）に30
分室温で反応させた後，二次抗体として Simple 
stain MAX-PO（M）（ニチレイバイオサイエン
ス 東京）と反応させ，3, 3'-Diaminobenzidine 
tetrahydrochloride （DAB，DAKO Japan，東京）
で発色させ，ヘマトキシリンで核染色を行った．

TUNEL染色
　アポトーシスによる死細胞の検出のた
め，ApoMark Apoptosis detection Kit（Exalpha 
biologicals, MA, USA）を使用した．断片化した
DNA の3'-OH 末 端 を terminal deoxynucleotidyl 
transferase（TdT）を利用してビオチン標識した．
標識された DNA断片はホースラディッシュペ
ルオキシダーゼ標識ストレプトアビジンで検出
し，DABを反応させて可視化した．アポトー
シス陽性細胞核と正常細胞核を区別するためヘ
マトキシリンで核染色を行った．

電子顕微鏡観察
　摘出した肝臓を速やかに 1 mm3角に細切し，
カルノフスキー液（4%パラフォルムアルデヒ
ド－5%グルタールアルデヒド－0.1 Mカコジ
ル酸緩衝液，pH 7.4, 4℃）で４時間固定した．
組織ブロックを１%四酸化オスミウム溶液で
４℃，２時間後固定し，エタノール系列で脱水
後エポン812に包埋した．ダイヤモンドナイフ
を用い，ライカウルトラカットウルトラミクロ
トーム（Leica Microsystems, Wetzlar, Germany）
にて 1 µm厚の準超薄連続切片を作成し，１%
トルイジンブルーで染色した．効率的な超微形
態観察のため，選択した準超薄切片をエポンに
再包埋した後，90 nm厚の超薄切片を作成し，
単孔銅グリッドに載せ，酢酸ウランならびにク
エン酸鉛で電子染色し， JEM-2000 EXII（加速
電圧80 kV，日本電子，東京）と H-7100（加速
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電圧75 kV，日立，東京）電子顕微鏡で観察した．

結　果
　マウス肝臓において，肝内胆道は毛細胆管に
始まり，小葉間胆管を経て左・右肝管に至る．
マウスの個体発生において，毛細胆管および小
葉間胆管は胎生14日で形成され始める．成熟マ
ウスにおいて毛細胆管は隣接する立方体状の肝
細胞間に存在し，径約1 µmの丸い断面をもつ
細胞間隙として，また，小葉間胆管は小葉間動
脈および門脈と共に小葉間結合組織中に存在す
る．肝内胆路が形成され始める胎子期肝臓では
造血が進行し，赤血球系を中心とする大量の造
血系細胞が肝臓内に観察できた（図１）．造血
細胞は胎生後期から新生子期にその数を急激に

減少し，その時期の肝内胆路である毛細胆管と
小葉間胆管には，次のような著明な組織学的変
化を観察することができた．

毛細胆管の観察
ケラチン18免疫染色
　肝臓切片をケラチン18で免疫染色すると，細
胞膜直下に凝集するケラチン18フィラメントに
よって，肝細胞はその細胞輪郭を明瞭に観察す
る事ができる．図２に示すように，胎生15日の
肝細胞はその断面が長径約13 µmの小型の類円
形を呈していた．
　胎生15日から胎生17日において，肝細胞は細
胞質が急増し，切片上で細胞輪郭は四角形状を
呈するようになり（図２a，b），大きさにおい

図１　胎子，新生子および成熟マウスの肝臓．ケラチン18免疫染色とヘマトキシリン核染．x410.
いずれの時期でも肝細胞の細胞膜直下のケラチン18フィラメントが染まり，肝細胞の輪郭を明瞭に観察できる．
（a）胎生15日．ケラチン18陽性の肝細胞の間に多数の造血系細胞集団（*）が存在する．
（b）生後４日．造血系細胞の数は急減し，肝細胞間の造血系細胞集団（*）はまばらとなる．
（c）生後60日．肝細胞は胎子，新生子と比べて大型になり，造血系細胞集団は肝細胞間に観察されない．

図２　胎子，新生子および成熟マウスの肝臓の毛細胆管．ケラチン18免疫染色とヘマトキシリン核染．S:類洞．
x1800．
（a）胎生15日．４つの肝細胞で囲まれた毛細胆管（径約1 µm）が観察できる（矢印）．
（b） 胎生17日．隣接する２つの肝細胞間の拡張毛細胆管（矢印，径約2 µm）．肝細胞は胎生15日に比べて大型四角形になる．
（c）生後4日．拡張した毛細胆管が隣接肝細胞間の間隙として観察される（矢印）．
（d） 生後60日．肝細胞間の毛細胆管の直径はほとんどが約1 µmで，円形断面を呈し．類洞とは明確に区別できる．
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て胎生15日と17日の間に長径で1.5～２倍に増
大していた．毛細胆管は胎生13日では不明瞭で
あった．胎生15日以降，隣接する肝細胞間に，
ケラチン18で周囲をとり囲まれた毛細胆管腔を
明瞭に観察することができた（図２a）．毛細胆
管は，その形成初期である胎生15日では内径
1 µmの管状の細胞間隙であった．しかし肝細
胞が大型化する胎生17日から新生子期の毛細胆
管では，内径1.5～3 µmに著しく拡張・蛇行し
た隣接肝細胞間隙として観察される事が少なく
なかった（図２b，c）．成熟マウス肝臓におい
て肝細胞は，出生直後に比べてさらにその大き
さを増し，毛細胆管は，径約1 µmの円形断面
を持つ一様に細い細胞間管状隙として観察でき
た（図２d）．

毛細胆管の超微形態
a） 胎子，新生子および成熟マウスの毛細胆管（図
３，４）

　胎生15日の肝細胞で類洞周囲腔に向かう細胞
面には多数の微絨毛が存在し，隣接する肝細胞
と接触する細胞側面には接着結合，デスモソー
ム，密着結合や細隙結合などの連結複合体が観
察できた．毛細胆管は隣接する肝細胞間の円形
断面を有する径約1 µmの細胞間細隙であり，
その両端が接着複合体によって閉鎖される．内

腔には肝細胞から伸展する微絨毛の断面が多
数観察され，微絨毛は長さ約400nm，太さ90～
120 nmであった（図３a）．胎生17日の肝臓では，
毛細胆管はその断面が円形を示す事が多いが，
内腔が拡張し楕円形や不整形断面を持つ毛細胆
管も観察された．
　生後直後から７日では，径約3 µmにも達す
る拡張した内腔を持つ毛細胆管も認められた
（図３c）．拡張していない円形断面の毛細胆管
では，微絨毛は管壁を作る肝細胞膜上にほぼ一
様に観察できたが，拡張した毛細胆管では管壁
の微絨毛の密度は疎となり，かつ微絨毛を有す
る管壁と微絨毛を欠く管壁が混在して観察され
ることがしばしばあった（図３c）．胎生後期か
ら生後早期における拡張した毛細胆管では，そ
の内腔が切片上で類洞周囲腔と同様の拡がりを
見せることがあり，低倍観察で両者を区別しづ
らい場合もあった．しかし図４に示すように，
微絨毛の特徴などの超微形態学的特徴によっ
て，両者を区別する事が可能であった．
　生後60日の毛細胆管は，隣接肝細胞の間の径
約1 µmの円形断面の細胞間隙であった．間隙
の両端は連結複合体で結合され，その管壁には
90～120 nmの一定の太さの短い微絨毛が均一
に分布していた（図３d）．

図３　胎子，新生子および成熟マウスの毛細胆管の電顕写真．矢頭は連結複合体を示す．Bar: 0.5 µm．
（a） 胎生15日．隣接する細胞間の毛細胆管の両側にはデスモソーム（矢頭）が観察される．内腔は微絨毛が占める．
（b）胎生17日．拡張毛細胆管．断面は不整形で内腔には微絨毛が観察される．
（c） 生後４日．著しく拡張した毛細胆管では微絨毛は少ない，微絨毛が密在する毛細胆管壁（*）と微絨毛を欠く胆管壁（矢
印）が混在する

（d）生後60日．毛細胆管壁はその全周に微絨毛が存在する．
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b）拡張毛細胆管に含まれる膜状構造（図５）
　生後０～９日の新生子の拡張毛細胆管腔に
は，色々の形状の膜状構造がしばしば含まれて
いた．膜状構造はその特徴によって空胞様構造
とミエリン像の２種に大別でき，空胞様構造は
一層の膜状構造によって形成され，円形断面を
呈する事が多かった．径は約40～1800 nmと大
小様々で，楕円状や不整多角形状を呈する事も
あった（図５a）．空胞様構造はその大きさによっ
て，径500 nm以上の大型空胞様構造と500 nm
以下の小型空胞様構造に区別することができ，
小型空胞様構造が大多数で約3/4を占めていた
（図５a）．小型空胞様構造は単独で観察される
こともあったが，多くは複数の小胞同士が集合
して径約700～1000 nmの集合体を形成してい
た（図５b）．ミエリン像は重層膜状構造から形
成され，オスミウム親和性の膜構造が同心円状

に重積し，内腔を含む場合も多かった（図５c）．

c） 新生子マウス肝細胞の封入体と拡張毛細胆
管（図６）

　新生子期マウス肝細胞は，しばしば赤芽球核
や好中球などの造血系細胞要素を貪食し，径
3～5 µmの大型封入体を形成することが観察で
きた（図６a－ c）．封入体は造血細胞要素の加
水分解により小型化し，その内部に大小の空胞
様構造およびミエリン像が残存していた（図
６d，e）．空胞様構造やミエリン像を含有する
径500～1000 nmの小型封入体は，しばしば遺
残小体として隣接肝細胞近くの細胞側面や毛細
胆管の近傍に観察される事があった（図６d，e）．
封入体が毛細胆管壁と癒合することにより，そ
の内容を胆管腔へ放出する様子を観察できた．
毛細胆管と癒合した封入体膜は毛細胆管腔の一
部に組み込まれ，毛細胆管は封入体の癒合に
よってその内腔が拡がっていた．拡張毛細胆管
で封入体に由来する管壁には微絨毛は存在しな
かった（図６e）．拡張毛細胆管腔に含まれる膜
状構造の由来は，肝細胞の食作用によって生じ
た封入体の内部に残像する遺残小体の構造と一

図４　類洞周囲腔と拡張毛細胆管腔の電顕写真．Bar: 0.5 
µm．
いずれの内腔にも多数の微絨毛に加え，ミエリン像や
膜様構造（矢印）が含まれるが，両腔は次のような超
微形態的違いによって区別できる．
（a） 類洞周囲腔．生後４日．類洞周囲腔内の微絨毛は
長く，様々な方向に屈曲し，太さは不均一である．
毛細胆管腔には見られない膠原線維束（矢頭）が
観察される．

（b） 拡張毛細胆管腔．生後２日．微絨毛の太さは均一
で短い．

図５　拡張毛細胆管に含まれる膜様構造．Bar: 0.5 µm
（a） 空胞様構造．径500 nm以下の小型膜様構造（矢印）
が多数を占める．多くは球状であるが，不整多角
形状（矢頭）の空胞も見られる．*で示すように大
型空胞は小型空胞様構造を含むことがある．生後
０日．

（b）小型空胞様構造の集合．生後０日．
（c） ミエリン像．電子密度の高い膜が同心円状に集積し，
しばしば内腔を含む（矢印）．生後４日．
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致した．封入体と毛細胆管の癒合を模式図とし
て図６fに示した．

生後早期の小葉間胆管の観察
　胎子で造血が盛んな時期の肝臓には，赤血球
系を中心とした造血系細胞が肝組織全体にびま
ん性に分布していたが（図７a），出生直後から
生後早期の肝臓では，造血系細胞の肝内分布に
局在が生じていた．すなわち，造血系細胞は小
葉間結合組織内に残存し（図７b），肝小葉内で

は著明に減少した．小葉間結合組織の造血系細
胞集団は好中球を主体とする顆粒球系細胞と赤
芽球系細胞であり（図７c），巨核球は小葉間結
合組織内に観察される事はなかった．造血系細
胞は小葉間胆管の周囲を取り囲むように，また
は小葉間胆管と小葉間静脈の間に分布すること
が多く（図７d），小葉間動脈周囲への集合は認
められなかった．
　新生子期肝臓の組織切片に TUNEL染色を施
して観察すると，小葉間結合組織の造血細胞集

図６　新生子の肝細胞の封入体と拡張毛細胆管の電顕写真．H: 肝細胞．
（a）赤芽球核に由来する大型封入体（矢印）．生後２日．Bar: 1 µm．
（b）顆粒球に由来する大型封入体（矢印）．生後３日．Bar: 1 µm．
（c） 肝細胞封入体内で消化・分解の進んだ造血系死細胞．複数のミエリン像（矢印）が含まれている．生後３日．

Bar: 1 µ m．
（d） ミエリン像（矢印）と空胞様構造を含む封入体．封入体は隣接肝細胞間隙近くに存在する．生後９日．Bar: 0.5 µm．

BC: 毛細胆管．
（e） 毛細胆管に癒合した封入体（矢頭）．癒合封入体に隣接して空胞様構造を含む封入体（矢印）が存在する．生後０日．

BC: 毛細胆管．Bar: 0.5 µm．
（f） 毛細胆管と封入体の癒合模式図．写真 e）における癒合により二次ライソゾーム内のミエリン像および空胞様構
造は毛細胆管腔内に放出される．癒合した二次ライソゾームは毛細胆管腔の一部として組み込まれ，封入体壁に
由来する部分の管壁には微絨毛が存在しない．BC: 毛細胆管．SL: 二次ライソゾーム．
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団中に TUNEL陽性細胞や小型の TUNEL陽性
封入体を含む大食細胞が観察された（図８a，c）．
TUNEL陽性の細胞は，小葉間結合組織間のみ
ならず小葉間胆管上皮細胞にも観察され（図
８a，b），上皮細胞内に封入体として含有され
ていた．TUNEL陽性封入体の多くは径約2 µm
以下の球形であるが，中には径約4 µmの大型
封入体を含む胆管上皮細胞も存在していた（図
８b）．なお，TUNEL陽性封入体が類洞内皮細
胞中に観察される事はなかった．

小葉間結合組織と小葉間胆管の超微形態
a）小葉間胆管周囲の死細胞
　小葉間結合組織に集積する造血細胞集団は，
主に成熟好中球や種々の成熟段階の赤芽球で構
成される．造血細胞の集積中には細胞死の徴候
を呈する好中球も含まれていた．好中球では核
膜槽が著しく拡大した細胞や，細胞辺縁部の一
部が断片化した細胞も観察された．細胞死の徴
候を呈する成熟好中球において，分葉核は核染
色質が高度に凝集し，核内容が強度に萎縮して
小型の小球状となった（図９a，b）．

図７　胎子および新生子肝臓における造血系細胞の肝内分布．
（a）胎生15日．HE染色．赤芽球系を主とした造血系細胞は肝組織全体にびまん性に分布する．x280．
（b） 生後９日の HE染色．造血系細胞は肝小葉内では著明に減少するが，小葉間結合組織内に残存する．x280．BD: 
小葉間胆管．PV:小葉間静脈．

（c） 生後４日．小葉間結合組織の低倍電顕観察．小葉間胆管（BD）周囲に好中球を主体とする造血系細胞の集積が
観察される．Bar: 10 µm．

（d） 新生子肝臓の小葉間結合組織中の造血系細胞の分布例．造血系細胞（橙）は主に小葉間胆管（BD）周囲，また
は小葉間胆管と小葉間静脈（PV）の間に分布する．
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図８　肝小葉間結合組織の TUNEL染色．生後４日．BD: 小葉間胆管．HA: 小葉間動脈．PV:小葉間静脈．
（a）低倍率光顕写真．TUNEL陽性封入体（矢印）が b, c区域に観察される．x440．
（b）囲み bの強拡大光顕写真．胆管上皮細胞の細胞質に TUNEL陽性封入体が観察された（矢印）．x1100．
（c）囲み cの強拡大光顕写真．小型 TUNEL陽性封入体を持つ大食細胞（矢印）．x1100．

図９　小葉間結合組織の造血系細胞の電顕写真．生後３日．
（a）低倍写真．
小葉間静脈（PV）近傍の小葉間結合組織に種々の成熟段階の赤芽球（EB）や好中球（NP）が集積する．造血系細胞
の集団中には死細胞（白矢印）も見られる．Bar: 5 µm．
（b）aの囲みの強拡大．
死細胞では核（矢印）は径0.3～1 µmの小球状に断片化し，核周囲の核膜槽が拡大する．染色質が強度に凝集する．
細胞質には小型の球状顆粒様構造（矢頭）が観察され，超微形態学的特徴から好中球系顆粒球に由来する死細胞と推
定される．Bar: 1 µm．
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b）胆管上皮細胞による死細胞の貪食と分解
　小葉間胆管は単層立方形の胆管上皮細胞で構
成される．胆管上皮細胞は肝細胞に比べると
小型であり，一辺が4～8 µmの立方上皮で，径
3～4.5 µmの核を持ち，内腔面には短い微絨毛
を持つことが観察できた（図10a，d）．
　新生子期マウス肝臓の小葉間胆管上皮細胞
は，造血系死細胞に由来する封入体を含むこと
があった（図10a）．封入体は径約2.2～4.1 µmで，
胆管上皮細胞の TUNEL染色陽性封入体の大き
さとほぼ一致した．封入体の内容は，核濃縮を
主徴とする細胞死に至った好中球と赤芽球およ
び脱核赤芽球核で，いずれにおいても核の染
色質は強度に凝集していた．上皮細胞の封入体
に最も多く見られるのは好中球系死細胞で（図
10b），封入体内で死細胞の分解は進行していた．
封入体は大小の空胞状膜構造で満たされた遺残
小体となり，上皮細胞の胆管腔に近接する細胞
質に観察された（図10c）．胆管上皮細胞の遺残
小体の内容は，好中球に由来する空胞状膜構造
が多く，赤芽球核に由来する電子密度の高いミ
エリン像の形成は少なかった．小葉間胆管の内
腔には空胞状構造が，少数ではあるが観察され

た（図10d）．

考　察
　今回の観察によって，肝臓造血の終息期にお
ける肝臓内からの造血系細胞の消失には，肝細
胞および胆管上皮細胞も重要な役割を果たして
いること，さらに肝細胞の取り込み・分解の結
果生じた遺残物が，毛細胆管を経て胆路へと排
出される事が明らかになった．
　周知のように，成熟動物の肝臓には活発な異
物貪食作用を有する固定食細胞である肝類洞マ
クロファージ，すなわち Kupffer細胞が常在し，
消化管から門脈を介して肝臓に流入する物質
や病原性微生物の取り込み・分解処理にあたっ
ている18，19）．一方，肝細胞は消化管より血流
を介して肝類洞周囲腔に運ばれた栄養物質を取
り込み処理する．その肝細胞による取り込みの
対象は Kupffer細胞とは大きく異なり，とくに
小型粒子の取り込みについてこれまで明らかに
されてきた．すなわち，240 nm以下のラテッ
クスビーズ20），ウィルス感染で誘導した類洞内
皮障害時のカーボン粒子21），直径500 nm以下
のリポソーム22，23）の取り込みが報告されてい

図10　新生子の小葉間胆管上皮細胞による造血系死細胞の貪食と分解．
（a）低倍写真．生後４日．
小葉間胆管（BD）の上皮細胞に接し，好中球（NP）が多数集積する．胆管上皮細胞の細胞質には，食作用による造
血系死細胞に由来する封入体（矢印）が観察される．Bar: 5 µm．
（b）aの囲みの強拡大．
胆管上皮細胞の２つの封入体の内容は，核凝集（*）および多数観察される顆粒の遺残物（矢頭）の特徴から，いず
れも好中球系顆粒球に由来する死細胞と推定される．Bar: 1 µm．
（c）胆管上皮細胞の球状封入体（矢印）．生後４日．
取り込まれた細胞の分解が進行すると，封入体は大小の空胞状膜構造で満たされる遺残小体となる．Bar: 0.5 µm．
（d）小葉間胆管腔．生後２日．
小葉間胆管腔（BDL）には空胞状膜構造（矢印）が観察される．Bar: 1 µm．
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る．このように肝細胞は主として1 µm以下の
小型粒子を対象として細胞内への取り込みを
活発に行う事は知られているが，直径1 µmを
越える物質の生理条件下での取り込みに関する
報告は少ない．大型食胞については，卵黄レシ
チンコート処理した径1 µm以上のシリコン粒
子24）や，Melioidosis病原菌である Burkholderia 
pseudomallei取り込みによる径約1～1.5 µmの
食胞の形成25），硝酸鉛で誘導した肝臓過形成か
らの退縮期にアポトーシスに陥った肝細胞が，
Kupffer細胞や類洞内皮細胞によって取り込ま
れる26）他に，速やかに近傍の肝細胞によって
取り込まれて径約2 µmのアポトーシス小体と
して観察されること27）等，実験条件下での取
り込みがわずかに報告されている．マウス新生
子期の肝臓においては，多数のマクロファージ
が存在し，造血期肝臓では赤血球系造血細胞群
の中央で赤芽球島中心マクロファージとして，
脱核赤芽球核や赤血球を取り込むことが知られ
ている15，28）．生理的条件下の胎生期において，
類洞マクロファージに加え，肝細胞そのものが
赤芽球，脱核した赤芽球核，好中球などを取り
込み，食胞中で死細胞の分解が進行する29）．マ
クロファージ以外で類洞内皮細胞も食作用を
有することが Diniらによって報告されている
が30），新生子期に観察された造血系細胞の取り
込みは，成績に述べたように Kupffer細胞以外
に肝細胞と胆管上皮細胞において認められ，類
洞内皮細胞には観察されなかった．すなわち，
マウス新生子肝臓終息期における造血細胞の消
失には，固定性食細胞である Kupffer細胞をの
ぞけば，胆汁を合成し細胞間分泌細管である毛
細胆管に分泌する肝細胞，並びに分泌された胆
汁が肝管へ流入する通路である小葉間胆管の上
皮細胞，すなわちいずれも肝内胆路を構成する
細胞が関与していることになる．
　肝内胆路は毛細胆管から始まる．毛細胆管は
隣接した肝細胞間に存在し，内腔に多数の短い
微絨毛を持つ細胞間分泌細管であり，マウスお
よびラットでは胎生13日から隣接肝細胞間に形
成され始める31－33）．肝臓においてケラチン18

は，肝細胞および胆管上皮細胞に特異的に含有
される中間径フィラメントを形成するタンパク
質である34－38）．成績で示したように，ケラチン
18免疫染色肝臓切片では毛細胆管周囲をフィラ
メント網で囲まれた細管として，毛細胆管を隣
接肝細胞間に明瞭に観察することができる．胎
生17日から新生子期の毛細胆管では，内径が1.5
～3 µmと通常の1.5～３倍に拡張した毛細胆管
が光顕レベルで観察できた．毛細胆管の拡張は
特に新生子期で顕著であり，この時期に肝細胞
の二次ライソゾームが毛細胆管と癒合し，ライ
ソゾーム膜が毛細胆管壁の細胞膜と連続するこ
とを超微形態レベルで確認できた．その際に拡
張毛細胆管腔内の大小の空胞様構造やミエリン
像は，エキソサイトーシスによって肝細胞から
毛細胆管へと流入する．毛細胆管は肝小葉にお
いて小葉中心部肝細胞板より周囲に向かい小葉
間結合組織の小葉間胆管までの経路を有するか
ら，毛細胆管の太さの変化は小葉全体を観察対
象として広くとらえる必要がある．今回の観察
は小葉内での観察部位を限定していないので，
小葉内の毛細胆管すべてに普遍化することはで
きないが，新生子期に毛細胆管が部分的であれ，
拡張することが今回の光顕・電顕レベルの観察
で確認された．
　ミエリン像や空胞様構造は古くから知られて
いる電顕レベルの構造で，細胞小器官の膜に由
来する脂質性成分に由来する39）．ミエリン像の
形成はこれまで，７ケトコレステロールなど
のオキシステロールによって誘導された血管
内皮細胞のアポトーシス40）や単球芽様細胞株
U937のアポトーシス41），血管平滑筋細胞死42），
敗血症時における肝細胞におけるミトコンド
リア43）およびオートファーゴソーム内に観察
されている44）．また，急性胆管炎の肝細胞や
Kupffer細胞の変性時45）にも観察されている．
ミエリン像は造血器官でのマクロファージにお
いても形成される．マウス胎子の脾臓造血発生
初期では，マクロファージは赤血球，赤芽球，
放出赤芽球核および好中球を捕食し，食胞内で
分解が進行する46）．すなわち，放出赤芽球を取
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り込んだ食胞内では核膜に由来するミエリン像
が残存し，赤血球や赤芽球を取り込んだ場合，
ミエリン像に加えて，ジデロソームが残存する．
一方，好中球に由来する食胞ではミエリン像の
形成は見られない．すなわちマクロファージの
食胞内で残存する遺残物質には取り込んだ造血
細胞要素によって違いがある．これらを今回の
観察と合わせ考えると，拡張毛細胆管に出現し
たミエリン像や空胞様構造の大部分は肝細胞に
捕食された赤芽球核や赤芽球に由来すると考え
られる．一方，アポトーシスに陥った好中球を
捕食する胆管上皮細胞では，食胞内にミエリン
像は形成されない．
　肝臓造血の終息期に造血細胞は小葉間結合組
織に残存し，その中にアポトーシス細胞死に至
る造血細胞が存在する．死細胞はマクロファー
ジの他に小葉間胆管上皮細胞によっても取り込
まれ処理される．胆管上皮細胞のエンドサイ
トーシスに関して，これまでグルコースや47），
胆汁酸48，49）および L-グルタミン酸50）が胆管腔
側である細胞頂部から取り込まれることが報告
されている．しかしながら，胆管上皮細胞が基
底側から死細胞を取り込み，大型封入体を形成
することは知られていない．胆管上皮細胞によ
る造血死細胞の取り込みは，肝臓造血の消退期
に限局した特異な現象と考えられる． 
　マウスにおいて胎生期後半から新生子期の肝
臓は造血の終息期であり，肝臓内から造血系細
胞が急速に消失する．肝臓は出生を境として栄
養物が腸管・門脈を経て流入し，造血器官から
消化器系付属腺へと機能転換し，急速に発達す
る．この時期の造血系細胞要素の処理には，類
洞マクロファージに加え，通常は活発な食作用
を示さない肝細胞と胆管上皮細胞も重要な役割
を果たし，結果として造血系細胞は肝臓内から
短期間で消失する．肝細胞は取り込んだ造血系
細胞の分解産物を，形成されたばかりの毛細胆
管へと放出している．すなわち胎生期に形成さ
れた直後の肝内胆路は，胎生後期から新生子期
に肝臓造血で残存した造血系細胞の分解遺残物
の排泄経路として機能している．今回の観察に

より胎生期における肝臓造血の終息が，胆汁の
肝内分泌経路の発達と密接に関連していること
を示す視点が得られた．
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An immunohistochemical and ultrastructural study on the intrahepatic 
biliary system of fetal and neonatal mouse

Ichiro KUMANO

Department of Anatomy Kawasaki Medical School, 
577 Matsushima, Kurashiki, 701-0192, Japan

ABSTRACT  To clarify the relationship between the hematopoietic involution of early 
postnatal livers and the development of the intrahepatic biliary system, fetal and neonatal mouse 
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livers were examined through immunohistochemical observations and transmission electron 
microscopic observations.  Bile canaliculi were formed between neighboring hepatocytes at 
14 days of gestation, and the canaliculi often expanded their diameter around 1.5 to 3 times in 
the late fetal and early neonatal livers.  Hepatocytes in early postnatal life often phagocytosed 
degenerating hematopoietic cell elements to form large inclusions, 3 to 5 µm in diameter, and 
these inclusions were phagolysosomes containing vacuolar membrane structures and myelin 
figures.  These inclusions moved in the cytoplasm to the bile canaliculi and finally fused to the 
canalicular wall.  As a result, the canaliculi became expanded and inclusion contents were 
released into the canalicular lumen.  Since the wall of the canaliculi derived from phagosomes 
had no microvilli, enlarged canaliculi showed a different localization in microvillous distribution.  
In neonatal and early postnatal livers, hematopoietic cells accumulated interlobular connective 
tissues, especially around interlobular bile ducts, and TUNEL-positive cells appeared among 
the hematopoietic cell accumulation.  Large TUNEL-positive inclusions could also be observed 
in the bile duct epithelial cells of interlobular connective tissue.  The hematopoietic cell 
accumulations consisted of mature neutrophils and erythroblasts, and the biliary epithelial cells 
engulfed dying neutrophils, erythroblasts and nuclei expelled from erythroblasts to form TUNEL-
positive inclusions.  During the involution stage of liver hematopoiesis, both hepatocytes and 
epithelial cells of the interlobular bile duct showed phagocytosis, and the intrahepatic biliary 
system appeared to have an important functional role in the removal of dying hematopoietic cell 
elements in the late gestational and early postnatal period.
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