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研究成果の概要（和文）： 

本研究では胆道閉鎖症のモデルとして胆管結紮マウスおよびpoly (I:C)腹腔内投与による胆汁

鬱滞マウスを作成した。モデルの肝生検組織よりmRNAを抽出し、cDNA microarrayを行った。25395

の遺伝子発現のプロファイルを行ったところ、胆管結紮マウスとpoly (I:C)腹腔内投与による胆

汁鬱滞マウスとの比較で発現が亢進していた遺伝子が炎症やアポトーシスに関連する遺伝子を

中心に1227種存在した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, animal model of biliary atresia was established by extrahepatic bile duct 
ligation, poly I:C intra-peritoneal injection. Liver specimens from these models were 
applied for cDNA microarray. Interestingly, increasing mRNA expression were detected 
1227 genes, including inflammation related gene and apotosis related genes, 
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１．研究開始当初の背景 
乳児期に原因不明で発症し、予後不良な疾

患である胆道閉鎖症の病因・病態解明が待

望されるなかで、未だその糸口をつかめて

いない状況で、cDNA microarray による遺

伝子発現プロファイルを行うことが必要で
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あった。 
２．研究の目的 
本研究では本症の病態に類似したマウスモ

デルを用いて、その肝内胆管組織における

mRNA の発現の状態を評価し、本症の病因

および病態進展に関連する因子を同定する

ことが目的であった。 
３．研究の方法 
(1)モデルとして胆管結紮マウスおよび

poly (I:C)腹腔内投与による胆汁鬱滞マウ

スを作成 
(2) laser capture microdissection により

採取した肝内胆管/または全肝から mRNA
を抽出し、cDNA microarray 施行。 
(3) 人での肝内の炎症の状態のさらなる把

握を行うために、CD86 に注目して検討 
４．研究成果 
モデルとして胆管結紮マウスおよび poly 
(I:C)腹腔内投与による胆汁鬱滞マウスを

作成した。このモデルにより肝内胆汁鬱滞

のモデルを作成することができた。実際に

モデル動物は処置後 1 日目、3 日目、7 日

目、10 日目、14 日目に犠死させた。サン

プルとして、血清と肝臓、脾臓の採取を行

った。 
胆管結紮モデルでは処置後 3 日目より徐々

に黄疸を呈するようになり、7 日目を過ぎ

ると、体重減少を呈した。 
これとは異なり Poly(I:C)投与モデルでは

明らかな黄疸を 14 日目まで呈することは

なかった。 
採取した血清サンプルの検討では、胆管結

紮モデルでは経時的にビリルビン、AST, 
ALT の上昇を認めた。Poly(I;C)モデルでも

投与量の増加に伴い、検査データの異常を

認める結果となった。 
採取した肝臓の組織学的な検討では、胆管

結紮モデルでは著明な肝内胆汁鬱滞、偽胆

管の増生、門脈域の繊維性拡大が認められ

た。 
Poly(I:C)投与モデルでも、胆管結紮モデル

ほどではないものの、偽胆管の増勢や門脈

域の繊維性拡大を認めた。 
これらのモデルから採取した肝組織より

laser capture microdissection により肝内

胆管のみを採取した。そして採取した組織

より mRNA を抽出した。また比較検討の

目的に全肝からも mRNA を抽出した。こ

れらの RNA を用いて、cDNA microarray
をおこない、発現の違いを検討するという

実験を行った。 
 その実験の過程で、 laser capture 
microdissectionからの RNAの収率が確保

できずに様々な条件設定を行うことに多く

の時間や試料を費やす結果となったが、最

終的には十分な RNA を調整することが困

難であり、全肝のみの検討となった。 
以上の状況で全肝から抽出した RNA をも

とに、25395 の遺伝子発現のプロファイル

を行った。その結果、胆管結紮マウスと

poly (I:C)腹腔内投与による胆汁鬱滞マウ

スとの比較で、poly(I:C)モデルにおいて

mRNA の発現が亢進していた遺伝子が

1227 種存在した。そのうち 8 倍以上の発

現亢進が 21 種類で認められた。この中に

はケモカインレセプターである Ccl2 やエ

ンドトキシンレセプターである CD14など

の炎症に関連する因子やサイトケラチンな

どの細胞骨格関連、カドヘリンなどの細胞

接着関連遺伝子が含まれていた。これらは

これまで当科で過去に胆道閉鎖症より得ら

れた肝生検を用いた病理組織学的な検討で

も有意な差が見られていた。すなわち、ヒ

トの胆道閉鎖症の肝内胆管ではアポトーシ

スに陥っている細胞がコントロールに比し

て有意に多く存在しており、それに伴い、



細胞増殖が異常に亢進している。またこの

様な異常な細胞動態を来している胆道閉鎖

症の肝内胆管細胞ではカドヘリンやサイト

ケラチンの発現パターンがコントロールと

は異なったパターンを示していることを

我々は過去に示している。その様な基礎的

な背景を考慮すると今回の検討で、poly 
(I:C)腹腔内投与モデルを作製して、胆管結

紮により胆汁鬱滞モデルとの比較検討する

というスタディーデザインは妥当であった

ことが示唆された。また 4 倍以上の発現亢

進が、ケモカインレセプターCc2 などの炎

症関連因子、Annexin A4 などのアポトー

シス関連因子、肝内胆管減少症に関連する

遺伝子である Jagged1 など興味深い因子

が 196 個認められた。 
Poly(I:C)は自然免疫の受容体ファミリー

であるToll様受容体の一つであるTLR3の

リガンドであり、これの投与で自然免疫の

活性化から一連の反応が惹起されることは

想定される。その結果として前述の様に肝

線維化、肝内胆汁鬱滞を来したことは意義

が大きい事であるこの様な現象を来す背景

に図のような可能性があり、今後の検討を

行うにあたり本研究は大きな第一歩である。 

一方でチトクローム関連遺伝子など 27 個

が 8 倍以上の減少、Insulin-like growth 
factor biding protein 1 などの増殖関連因

子など 86 個の遺伝子が 4 倍以上の減少を

来していた。 
また同時に人での肝内の炎症の状態のさら

なる把握を行うために、CD86 に注目して

検討を行った。免疫染色での結果、肝細胞

においてはCD86は手術時日齢が早いほど

高発現であった。 

 
肝内胆管細胞では CD86陽性所見をみとめ

た症例では手術時の日齢が早く、肝門部空

腸吻合術の術後に黄疸消失率が高かった。 

 
また術前の検査データも良好であった。 



  
５．主な発表論文等 つまり胆道閉鎖症の肝内胆管における

CD86 の発現の強度は、その発症から手術

まで時間経過が短いことが示唆させる所見

であった。 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究者

には下線） 
 
〔学会発表〕（計 1 件） 今後は今回ピックアップされた遺伝子につ

いて有意なものについて個別にさらに詳細

な検討を行う予定である。 
① 佐々木 英之  
胆道閉鎖症の肝内胆管における CD86 発    

現の意義 日本胆道閉鎖症研究会  具体的には図に示すようなプランを考慮し

て現在準備中である。 2009 年 12 月 12 日 横浜 
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