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研究成果の概要（和文）：原発性胆汁性肝硬変は中年女性の好発する自己免疫性肝疾患である。特に閉経後の女性に発
症し、肝内の小型胆管が選択的に傷害を受け、消失する。胆管細胞はエストロゲン受容体を有しているため、胆管細胞
に対するエストロゲンの関与について検討した結果、胆管細胞はエストロゲン受容体を介したエストロゲン作用の低下
に加えて、エストロゲン関連受容体を介したエストロゲン作用の阻害も原発性胆汁性肝硬変の胆管傷害および消失に関
与していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Primary biliary cirrhosis mainly affects middle- and old-aged females, and the int
erlobular bile ducts are primarily damaged. Estrogen has been speculated to play important roles in the pa
thogenesis of primary biliary cirrhosis, since biliary epithelial cells are known to express estrogen rece
ptors. In primary biliary cirrhosis, the decreased estrogen effects caused by menopause and also the compe
titive inhibitory effect of estrogen-related receptors in biliary epithelial cells are associated with the
 pathogenesis of cholanigopathy.
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１．研究開始当初の背景 
 原発性胆汁性肝硬変(PBC)は女性に好発す
る胆道系疾患で、ミトコンドリア抗体(AMA)
の出現と肝内小型胆管の選択的傷害と消失
を特徴とする。PBC の病態発生に、胆管に対
する自己免疫の関与が想定されているが、特
徴的な臨床病理像を呈するにもかかわらず、
未だその病因および病態の詳細は不明であ
る。特に、なぜ女性に好発するのか？なぜ胆
管特異的な自己免疫現象が発生するのか？
ミトコンドリアに対する臓器非特異的抗体
が胆管特異的な病態形成にどのように関与
するのか？などの重要な疑問が未解決のま
まである。近年、肝臓における性差または女
性肝臓病学と称される研究域が注目されて
いる。たとえば、肝細胞癌発生の性差(男性優
位)の理由として、クッパー細胞での自然免疫
応答とエストロゲンの抗炎症効果との関連
性が明らかにされた。また、近年 endocrinology
のカウンターパートとして intracrinology と
称される標的組織局所での生物学的活性の
高いホルモンに変える機構が注目されてい
る。乳腺や生殖臓器などホルモン臓器ではホ
ルモン受容体の発現はよく知られており、ホ
ルモン依存性臓器の概念(endocrinology)が確
立されているが、ホルモン非依存性と考えら
れてきた肝臓などの臓器におけるホルモン
受容体の詳細は未だ不明であり、胆管や肝細
胞におけるホルモン受容体の発現や罹患に
性差を有する疾患での病態形成への関与お
よび胆管における intracrinologyについて早急
な解析が求められている。 
 
２．研究の目的 
 原発性胆汁性肝硬変(PBC)は、中年女性に
好発し、胆管細胞を標的とする自己免疫性疾
患で、胆管消失を特徴とする。胆管消失の機
序として胆管細胞のアポトーシス促進が考
えられており、傷害胆管における Fas や Bcl-2
などのアポトーシス関連分子の発現異常が
報告されている。また、発症率に明らかな性
差が存在することよりエストロゲンなどの
ホルモンの関与が示唆されており、ラット胆
管細胞でのエストロゲン受容体(ER)の発現と
エストロゲンによる細胞増殖活性の亢進が
報告されている(Alvaro ら , Gastroenteroloy, 
2000)。ER は ERα と ERβ のホモまたはヘテロ
ダイマーを形成し、ERα は細胞増殖、ERβ は
アポトーシス促進や分化促進に作用する。
ERα の細胞増殖機序として、エストロゲン応
答分子である estrogen-responsive finger protein 
(Efp)が細胞周期を負に調節する 14-3-3 sigma 
(G2 期に cdc/cyclinB1 複合体と結合し、複合
体の細胞質から核への移行を阻止し不活性
化させる)を分解することが明らかとなった。
また、エストロゲン関連受容体(ERR)は ER と
高い相同性を示す受容体で、エストロゲン非
依存性にエストロゲン様効果を示し、またER

介在性のエストロゲン応答を競合的に抑制
することによりエストロゲン作用を調節す
る。我々は、ヒト培養胆管細胞を用いて、ER
の発現とエストロゲン作用による細胞増殖
およびアポトーシスに関する細胞動態につ
いて検討した。 
 
３．研究の方法 

in vitro study: PBC の末梢肝より樹立した
ヒト培養胆管細胞を用いた。血清およびフェ
ノール赤不含有の培養液で 1 日培養後、
17β-Estradiol (E2, 100pg/ml), Bcl-2 阻害剤 , 
Pan-caspase 阻害剤(Z-VAD-FMK)存在下にお
ける胆管細胞の増殖活性を DNA 合成量にて
評価した。また、エストロゲン受容体(ERα, 
ERβ), 14-3-3 Sigma, Efp, エストロゲン関連受
容体(ERRα, ERRβ, ERRγ)、アポトーシス関連
分子として Bcl-2 ファミリー分子の mRNA 発
現を RT-PCR で検出し、さらに E2 刺激によ
る発現の変化をリアルタイム PCR で定量し
た。また、ERRγ アゴニストとして、GSK4716 
(10mM)で刺激後、エストロゲン関連転写因子
である ER, AP-1, SP-1 の活性化を TransAM キ
ット(Active Motif 社)にて測定した。さらに、
Bcl-2 ファミリーのアポトーシス関連分子に
ついて、リアルタイム PCR にて mRNA 発現
量の変化を定量評価した。 
 in vivo study: PBC (全例女性, 42-72 歳)およ
び対照群の肝組織を用いて、ERβ, EFP, 14-3-3 
sigma, ERRα, ERRγ の免疫染色を施行し、傷
害胆管および小葉間胆管における発現を観
察した。 
 
４．研究成果 
  in vitro study: 培養ヒト胆管細胞は ERβ 
mRNA を発現していたが、明らかな ERα 発現
は認めなかった(図１）。また、E2 刺激による
明らかな細胞増殖活性の亢進は認めなかっ
た。胆管細胞は Efp, 14-3-3 Sigma を恒常的に
発現しており(図１）、E2 刺激にて Efp 発現は
0.9±0.1 倍(平均±標準誤差)と有意な変化を示
さなかったが、14-3-3 sigma は 2.7±0.6 倍と有
意に発現が亢進した。 
 

図１   
  
 また、ヒト胆管細胞は ERRα と ERRγ の発
現を認めたが、明らかな ERRβ の発現は認め
なかった(図１)。さらに E2 刺激にて ERRγ 発
現が 0.4±0.17 倍と有意な発現低下を来したが、



ERβ や ERRα 発現の変化は認めなかった。ま
た、培養ヒト胆管細胞は ERRγ アゴニスト刺
激にて、SP-1 の活性化が見られたが、明らか
な ER, AP1 の活性化は認めなかった(図 2)。ま
た、ERRγ アゴニスト刺激にて、アポトーシ
ス誘導分子である Bad, Bax の発現亢進が誘
導されたが、アポトーシス抑制分子(Mcl-1, 
Bcl-XL, Bcl-2)の発現亢進は認めなかった(図
３)。 
 

図２  
 

図３  
 
in vivo study:肝組織の小葉間胆管は ERβ, EFP, 
14-3-3 sigma を恒常的に発現していた。胆管
におけるERβの発現は主として核に認めた。
EFP, 14-3-3 sigma の発現は細胞質に見られ、
EFP は強い発現、14-3-3 sigma は弱い発現で
あったが、ともに恒常的に発現しており、明
らかな男女差や疾患群間での相違は認めな
かった。また、ERRα, ERRγ の発現は PBC の
傷害胆管で亢進していた。 

以上の結果より、ヒト胆管細胞を用いた検
討では、エストロゲンによる細胞増殖活性の
明らかな亢進は認めなかった。しかし、胆管
細胞は Efp, 14-3-3 Sigma を恒常的に発現し
ていることからエストロゲン依存性の細胞
増殖誘導が示唆されたが、エストロゲン刺激
にて 14-3-3 sigma 発現が亢進し、エストロゲ
ン誘導性細胞増殖亢進の抑制機構として作
用していると推測された。また、ヒト胆管細
胞は E2 刺激でアポトーシス促進関連の
Bcl-2 ファミリー分子の発現が亢進したこと
より、エストロゲン存在下の胆管細胞は
Bcl-2 ファミリー分子を介したアポトーシス
誘導の感受性が亢進していると示唆された。 

ERRα は ERα と競合し、エストロゲン作用
を低下させる。今回の検討より、PBC の傷害
胆管特異的に活性型を示唆する ERRα の核発
現を認め、ERα との競合によりエストロゲン
作用を更に低下させている可能性もある。す
なわち閉経によるエストロゲン作用の低下

に加えて、胆管細胞における ERRα 活性化が
胆管におけるエストロゲン作用を更に減弱
させて、細胞増殖低下による再生不全が胆管
消失に寄与している可能性が示唆された。 
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