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研究成果の概要（和文）：血中・肝組織におけるカテプシンZ(CTSZ)の増加と肝細胞におけるCTSZの局在変化
は、原発性胆汁性胆管炎(PBC)の肝不全症例のみならず他の胆汁鬱滞性肝疾患の重症化症例にも認められた。
CTSZと同様に、カテプシンB(CTSB)はこれらの重症化症例において血中・肝組織で増加・局在変化し、PBC進行の
血清マーカーであることが明らかとなった。CTSZは、CTSBと異なり疎水性胆汁酸による細胞死には関与しなかっ
たが、肝細胞におけるCTSZの増加は、シグナル関連分子、中間フィラメント関連分子、3'-ホスホアデノシン-5'
-ホスホ硫酸代謝プロセス関連分子に影響を与えることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Increased cathepsin Z (CSTZ) in serum and the liver and its altered 
localization in hepatocyte were characteristic features of end-stage of primary biliary cholangitis 
and other cholestatic liver diseases. Increased expression and altered localization of cathepsin B 
(CTSB) in serum and the liver were also observed in end-stage of these cholestatic liver diseases, 
CTSB was a surrogate marker for severe progression with cholestasis in PBC. Although CTSZ was not 
involved in bile acid-induced cell death, increased CTSZ affected signal molecules, intermediated 
filaments, and 3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate metabolic process molecules in hepatocyte.

研究分野：肝臓学

キーワード： 原発性胆汁性胆管炎　ゲノムワイド関連解析　カテプシン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
治療薬への反応が乏しく最終的に肝不全に至るPBC肝不全進行に対する救命手段は肝移植しかなく、その進行メ
カニズムの解明や新規治療薬の開発は重要な課題である。我々は、ゲノムワイド関連解析によりPBCの肝不全型
進行に関連する遺伝子として同定したCTSZに加えてCTSBが、PBC肝不全進行と他の胆汁鬱滞性肝疾患の重症化に
関与している可能性を明らかにした。これらの研究成果は、PBC肝不全進行だけでなく広く胆汁鬱滞性肝疾患の
重症化メカニズムの解明や新規治療薬の開発に繋がる可能性を有する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

原発性胆汁性胆管炎 (PBC)とは、自己免疫機序により肝内小型胆管が障害・破壊されることに

より、肝臓内で慢性的な胆汁鬱滞を呈する疾患である。近年、PBC の治療薬であるウルソデオキ

シコール酸(UDCA)の単独療法やベザフィブレートとの併用療法により PBC の予後は改善しつつ

ある。一方で、PBC 患者の 1～2 割は治療薬への反応が乏しく最終的に黄疸・肝不全に至る PBC

肝不全進行群である。現在、PBC 肝不全進行群に対する救命手段は肝移植しかなく、その進行メ

カニズムの解明や新規治療薬の開発が望まれている。我々は、ゲノムワイド関連解析により、PBC

の肝不全進行に関連する遺伝子としてリソソーム酵素であるカテプシン Z(CTSZ)を同定した。さ

らに、CTSZ が PBC の肝不全進行症例の血中・肝組織において増加し、肝細胞では CTSZ の局在が

毛細胆管側から細胞質内へ変化することを明らかにしてきた。 

 

２．研究の目的 

i)血中・肝組織における CTSZ の増加と肝細胞における CTSZ の局在変化が、PBC 特異的な臨床像

か否か明らかにする。 

ii)CTSZ に加えて、他のカテプシンファミリーであるカテプシン B(CTSB)が PBC 肝不全進行や他

の胆汁鬱滞性肝疾患の進行に関与しているか否かを明らかにする。 

iii)肝細胞における CTSZ の役割を解析するために、疎水性胆汁酸による肝細胞死に対する CTSZ

の関与を解析する。また、CTSZ 過剰発現による変動遺伝子の解析を行う。 

iv)PBC 肝不全進行のメカニズムを in vivo で解析するために、胆汁鬱滞モデルマウスの解析を

行う。 

 

３． 研究の方法  

i)PBC、C型慢性肝炎、他の胆汁鬱滞性肝疾患（原発性硬化性胆管炎、アラジール症候群、閉塞性

黄疸、敗血症）における血中・肝局所の CTSZ、CTSB の発現・局在を ELISA、免疫組織化学染色

により解析した。 

ii)PBC の血中 CTSB は、生化学データ(AST、ALT、ALP、T-bilirubin、Albumin、血小板)との相

関、UDCA 治療並びに肝移植前後の変動を解析した。 

iii) 胆汁酸とりこみトランスポーターである NCTP を発現させた HepG2 細胞に一過性に CTSZ を

過剰発現させて、疎水性胆汁酸 GCDCA による細胞死を解析した。 

iv) 肝ガン細胞株である HepG2, HuH7 細胞にヒト CTSZ 遺伝子を組み込んだベクターをトランス

フェクションした後、薬剤(G418)によるセレクションにより CTSZ 過剰発現細胞をクローニング

した。CTSZ 過剰発現細胞と空ベクターをトランスフェクションした Mock 細胞の遺伝子発現をア

ジレント社のマイクロアレイにより比較解析した。CTSZ 過剰発現による変動遺伝子（fold >2 or 

< 0.05, p <0.05）を in silico により pathway, enrichment 解析した。 

V)総胆管結紮マウスの肝組織における CTSZ の発現・局在、血中における CTSZ 量を免疫組織染

色、ELISA により解析した。 

 

４． 研究成果 

➀種々の肝疾患の血中・肝組織における CTSZ,CTSB 発現・局在解析 

閉塞性黄疸の血中 CTSZ は、PBC 肝不全進行症例と同様に CHC と比較して有意に増加していた(p 

< 0.05)。閉塞性黄疸に加えて、原発性硬化性胆管炎、アラジール症候群、敗血症、すなわち胆

汁鬱滞性肝疾患の肝組織において、 CTSZ タンパクは肝細胞,単球,マクロファージ,クッパー細



胞に高く発現していた。特に、肝細胞の CTSZ タンパクは、これらの胆汁鬱滞性肝疾患の重症化

症例で増加し、その局在は毛細胆管側から細胞質内へ変化していた。 

CTSZ に加えて、他のカテプシンファミリーが PBC 肝不全進行や他の胆汁鬱滞性肝疾患の重症

化に関与しているか否かを明らかにする為に、PBC と他の肝疾患の血中・肝組織におけるカテプ

シン B (CTSB)の発現・局在を解析した。血中 CTSB は、健常人と比較して PBC 症例で有意に増加

し進行とともに高値であった。PBC 進行症例と PBC 肝不全症例の血中 CTSB は、 CHC と比較し有

意に増加していた(PBC 進行症例 p<0.05, PBC 肝不全症例 p<0.001)。PBC と同様に閉塞性黄疸の

血中 CTSB は、健常人、CHC と比較して有意に増加していた(p < 0.05)。PBC の血中 CTSB は、肝

障害マーカーの中でアルカリフォスファターゼ(ALP) (r = 0.26)、総ビリルビンと正の相関( r 

= 0.51)、アルブミン( r = －0.56)、血小板( r = －0.56)と負の相関があった。また、血中 CTSB

はウルソデオキシコール酸投与による有意な変動は認められなかったが、肝移植により有意に

減少した(p < 0.001)。CTSB タンパクは、PBC と他の胆汁鬱滞性肝疾患の肝組織で肝細胞、血管

内皮細胞、肝類洞細胞に高く発現していた。これらの重症化症例では、肝細胞における CTSB の

局在は、CTSZ と同様に毛細胆管側から肝細胞内に変化していた。 

これらの結果から、血中・肝組織における CTSZ と CTSB タンパクの増加と局在変化は、PBC を

含めた胆汁鬱滞性肝疾患の重症化症例に共通する現象と考えられた。CTSZ と CTSB は、胆汁鬱滞

性肝疾患において発現が増加する細胞が一部異なることから、胆汁鬱滞性肝疾患の重症化に異

なる役割を果たす可能性が示唆された。 

 

②疎水性胆汁酸誘導性肝細胞死に対する CTSZ 関与の解析 

CTSB は疎水性胆汁酸によって誘導される肝細胞死に関与することが報告されていることから、

CTSZ が疎水性胆汁酸による肝細胞死に関与しているか否か検討した。胆汁酸取り込みを担う

NTCP を強制発現させた肝癌細胞株を用いて、疎水性胆汁酸(GCDCA)により細胞死（アポトーシス）

が誘導される系を構築した。この系において、肝癌細胞株に CTSZ を一過性に過剰発現させたが、

胆汁酸誘導性細胞死に顕著な変化は認められなかったことから、CTSZ は CTSB とは異なり疎水性

胆汁酸による細胞死に関与しないことが明らかとなった。 

 

③CTSZ 増加による肝細胞への影響の解析 

CTSZ 増加による肝細胞への影響を検討するために、2つの肝癌細胞株(HepG2, HuH7)に CTSZ を

過剰発現させ網羅的に遺伝子発現を検討した。その結果、2つの異なる肝癌細胞株に共通して 61

個と 216 個の遺伝子が 2倍以上増加・減少した。DAVID によりこれらの変動した遺伝子のシグネ

チャーと pathway を解析した。CTSZ 増加に伴う関連 pathway は同定できなかったが、44個のシ

グナル関連分子(ADAM19, CD109, CD44, TMP4, AREG etc), Intermediate filament 関連分子 

(keratin19/26/77, neurofilament heavy polypeptide(NEFH)), 3'-phosphoadenosine 5'-

phosphosulfate metabolic process に関与する sulfotransferase family 1C member 

2/4(SULT1C2/4), sulfotransferase family 2B member 1(SULT2B1))の有意な集積が認められた

(enrichment score > 1.3)。PBC ならびに他の胆汁鬱滞性肝疾患で認められる肝細胞における

CTSZ の増加は、これらの分子群に影響を与えることで、疾患の進行に関与している可能性が考

えられた。 

 

④胆汁鬱滞マウスにおける CTSZ の発現・局在解析 

PBC 肝不全における CTSZ の役割を解析可能なモデル動物を探索する為に、胆管を結紮により



急性的に胆汁鬱滞を誘導した(BDL)マウスの解析をおこなった。黄疸を呈した BDL マウスにおい

て、PBC 肝不全と同様に肝類洞に CTSZ 陽性細胞であるクッパー細胞が増加していた。一方で、

PBC 肝不全とは異なり肝細胞における CTSZ タンパクの増加ならびに局在変化は一部の細胞のみ

であり、血中 CTSZ も有意に増加していなかった。これらの PBC と BDL マウスにおける CTSZ 増

加と局在変化の相違は、慢性胆汁鬱滞と急性胆汁鬱滞の相違に起因する可能性が考えられた。今

後は、長期間の胆管結紮または他の肝不全モデルマウス(リポポリサッカロイド/ガラクトサミ

ン誘導性肝不全モデル, エストラジオール 17-beta-D-グルクロニド誘導性肝内胆汁鬱滞モデ

ル)が、PBC 肝不全における CTSZ の役割を解析可能なモデルとなりうるか検証する予定である。 
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