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研究成果の概要（和文）：胆道閉鎖症動物モデルとして、総胆管結紮ラットモデルを使用し、大建中湯(TU-100)による
効果について検討した。大建中湯投与群では、総胆管結紮のみの群と比較して3日目のGPT値、14日目のヒアルロン酸値
およびBT発生率が低値・小腸粘膜構造が保たれ・肝線維化およびαSMA発現も抑制された。さらに、総胆管結紮ラット
から単離した星細胞を用いたin vitro実験では、大建中湯投与により有意に活性化抑制効果を認めた。以上より、胆道
閉鎖症に伴う肝線維化の進行にはBTによるHSCの活性化が関与している可能性があり、大建中湯はその両者の抑制する
ことで肝障害を改善することが期待される。

研究成果の概要（英文）：Male Wistar rats were divided into the three groups:Group1,control;Group2, receivi
ng BDL only;Group3,receiving BDL and oral administration of TU-100.In Gr.2 and Gr.3,rats were sacrificed a
t 3,7 or 14 days after BDL. As a result:(1) Gr.3 had lower GPT on POD3 and lower serum HA on POD14 than Gr
.1 and Gr.2,respectively(p<0.05).(2)BT was observed 0% in Gr.1 and 100% in Gr.2 on POD3,7 and 14. In contr
ast,it was detected 100% on POD3,20% on POD7, and 0% on POD14 in Gr.3. (3)Number and height of villus in G
r.3 were preserved compared to Gr.2,in time dependent manner(on POD 7,14, p<0.01).(4)Area of liver fibrosi
s and positive alpha-SMA area in Gr.3 were smaller than those in Gr.2(p<0.05).(5)In vitro experiment using
 HSCs isolated from BDL rats showed less expression of alpha SMA, timp1 and colI alpha 1 in TU-100 adminis
tration group. In conclusion,TU-100 may improve liver fibrosis by suppressing the activated HSCs and maint
aining intestinal integrity in patients with biliary atresia.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 胆道閉鎖症における胆管炎の発症 
 胆道閉鎖症は、乳児の閉塞性黄疸を来す小
児外科領域では非常に重要な疾患の一つで
ある。肝門部空腸吻合術（葛西手術）が行わ
れるが、術後早期の胆管炎は胆汁排泄障害を
来す最大の原因であり，肝の繊維化を進行さ
せて患児の予後を大きく左右することから
特に重要な合併症の一つである。 
 胆管炎の発生機序に関しては，肝門部吻合
腸管脚からの腸内細菌の逆行性感染による
ものと肝血流を介しての感染の2つが考えら
れている。我々は，肝血流を介する感染の原
因として、閉塞性黄疸状態での BT の発症が
関与しているものと推測しているが、明確な
結論は示されていない。 
(2)  TU-100 による BT 予防効果 
 大建中湯（TU-100）は人参、山椒、乾姜よ
りなり、消化管運動亢進作用など様々な効果
が報告されている（Am J Surg. 2006）。腸管
粘膜バリアにおける BT 発症には多くの制御
因子が関与しており、我々は絶食モデルラッ
トに対して大建中湯（TU-100）を投与し炎症
性サイトカインとの関係を検討し、IFN-γを
はじめとして TNF-α、IL-6 を有意に抑制す
ることを明らかにしており、また腸粘膜の整
合性を保持しアポトーシスを抑制し、結果的
に BT を予防することを報告した (Dig Dis 
Sci 2008)。 
 
２．研究の目的 
胆道閉鎖症術後早期の胆管炎および肝線維
化は、予後の悪化に繋がる特に重大な合併症
の一つである。その発生機序に関しては、腸
管 粘 膜 バ リ ア 破 綻 に よ る bacterial 
translocation(BT)が大きく関与している。
また、近年、マイクロビオームが様々な疾患
の発生と大きく関連していることが注目さ
れ、その変化を同定することで新たな治療の
ターゲットとなる可能性がある。本研究では、
胆道閉鎖症モデル（閉塞性黄疸）におけるマ
イクロビオーム（腸内）の変化を検討するこ
とにより BT 発症の機序解明を目指し、さら
に抗炎症作用を有する薬剤投与により病態
制御が可能か否かを検討し、胆道閉鎖症にお
ける病態増悪の予防に繋げたい。 
 
３．研究の方法 
(1) 胆道閉鎖症ラットモデルに対する
TU-100 の改善効果 
①Wister系雄性ラット（6週齢、BW；250~300g、
n=5）を使用し、1) control 群、2) BDL 群、
3) BDL+TU-100 群 
②胆管結紮モデル：総胆管を結紮し、3 or 7 
or 14 日後に sacrifice する。 
投与方法 (BDL + TU-100 群)；TU-100 
300mg/kg/day を術当日から術後 3 or 7 or 14
日間、経口投与させる。 
③観察期間：術後 3 or 7 or 14 日間。 
 
 
 
 

④採取検体：血 液：門脈血を採取後遠心分
離し血漿を凍結保存。 
肝・脾・小腸・大腸組織：RNA later、ホル
マリンに浸透させ保存。 
  
⑤検討項目 
・血液生化学検査（エンドトキシン、GOT、
GPT、ALB、T-bil、ヒアルロン酸）。 
・腸間膜リンパ節培養でバクテリアルトラン
スロケーションの評価 
・絨毛の数・高さ・小腸粘膜固有層への分葉
核球浸潤 → H.E.染色で評価する。 
・肝繊維化の程度を AZAN 染色による染色域
により定量的に評価する。 
・肝星細胞 (HSC)活性について、αSMA の免
疫組織化学染色により評価する。 
・肝組織中の TLR4 の発現について PCR およ
び免疫組織化学染色により評価する。 

 
(2) rat HSC 細胞株の isolation 
①Wister系雄性ラット（6週齢、BW；250~300g）
の quiescent HSC isolation を行ない、30mm
ディッシュに 4x104個/dish で培養を開始す
る。3時間後、24 時間後、48 時間後に mRNA
抽出を行い、αSMA・colIα1・timp1 の発現
について検討する。 
② BDL を 行 っ た 上 記 ラ ッ ト か ら HSC 
isolation を行ない、3 時間の前培養の後に
TU-100を90,270,900μg/mlの濃度で投与し、
24 時間後、48 時間後に mRNA 抽出を行い、α
SMA・colIα1・timp1 の発現について検討す
る。 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 胆道閉鎖症ラットモデルに対する
TU-100 の改善効果 
 
・血液生化学検査（エンドトキシン、GOT、
GPT、ALB、T-bil、ヒアルロン酸）。 
     
   【T-bil】              【ヒアルロン酸】 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       【GOT】                【GPT】 
 
 
 
 
 
              
 
 
          
 
 



  【エンドトキシン】 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
・腸間膜リンパ節培養でバクテリアルトラン
スロケーションの評価 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
t-bil, GOT 値は術後 3,7,14,日後のいずれに
おいても両群で有意差はなく、POD3 の GPT、
POD14 のヒアルロン酸が DKT 投与群で有意に
低値であった（GPT:463±189 vs 247±39 U/l, 
p＜0.05 ; ヒアルロン酸:510±415 vs 121±
243 ng/ml, p＜0.05）。エンドトキシン定量
検査では、術後３日目の DKT 投与群で高値で
あった。BT発生率は術後 7日後、14 日後で
TU-100 投与群において有意に抑制された。 
 
・絨毛の数・高さ・小腸粘膜固有層への分葉
核球浸潤 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                【絨毛数】 
 
 
 
 
 
 
 
 
         
         【絨毛高】 
 
 
 
 
 
 
 

   【小腸粘膜固有層への分葉核球浸潤】 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
小腸絨毛の高さおよび数は、術後 7日目およ
び 14 日目において BDL 群と比較して
BDL+TU-100 群において有意に保たれていた。 
 
・肝繊維化の評価 

     
      【AZAN 染色】 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
  【Image J による定量評価（AZAN 染色）】 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
・αSMA 染色による肝星細胞 (HSC)活性につ
いての評価 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
AZAN 染色では、術後 14 日目で、BDL 群と比
較してBDL＋TU-100群で有意に線維化が抑制
されていた。また、術後 14 日目のαSMA 発現
率についても有意に低値であった。 
 



・肝組織中の TLR4 発現についての評価 
 
    【肝組織 tlr4 mRNA 発現】 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    【肝組織 TLR4 免疫染色所見】 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
肝組織中の tlr4 mRNA は、術後 3, 7, 14 日
後すべてで TU-100 投与群で有意に低発現で
あった。また、TLR4 免疫染色にて、Disse 腔
に染色されれる細胞（HSC または Kupffer 細
胞）を確認でき、3,7,14 日後すべてで TU-100
投与群で有意に低発現であった。 
 
 
(2) rat HSC 細胞株の isolation（in vitro） 
           
      【isolotion 24h 後の HSC 所見】 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
①Normal rat と BDL rat HSC におけるαSMA
発現の比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BDL rat から単離した HSC は、Normal rat と
比較して、3h 後、24h 後のαSMA mRNA 発現が

有意に高く、48h 後では有意差はなかった。
BDL rat 由来の HSC は, normal rat と比較し
て活性化が早いが、48h 経つと差がなくなっ
てくる可能性が考えられた。 
 
② BDL rat HSC への TU-100 投与による検討 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BDL rat から単離した HSCに TU-100 を投与す
ると、αsma ・col1a1, timp1 の mRNA 発現が
濃度依存的に有意に抑制され、至適濃度は
270μg/ml であることが示唆された。 
【今後の展望】 
大建中湯の構成成分として知られる三種類
の生薬である乾姜、人参、山椒のそれぞれを
BDL rat より単離した HSC に投与し、いずれ
が肝星細胞活性化抑制に寄与するのか、さら
なる検討を加える。 
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