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研究成果の概要： 
本研究では，原発性胆汁性肝硬変 (PBC)における胆管消失に胆管細胞老化が関与することが明

らかとなった.人体材料を用いた検討では, PBC の傷害肝内小型胆管では高率に細胞老化マーカ

ー：SA-β-gal, p16 INK4a,p21WAF1/Cipの発現, テロメア長短縮を認めた.さらに酸化ストレス,炎症

性サイトカインにより培養胆管細胞に細胞老化が誘導され，その分子機構には p16 INK4a 発現抑

制因子 bmi1 発現低下、ATM /p53/p21 経路経路が関与することが明らかとなった. 
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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, 血清中抗ミト

コンドリア抗体（AMA）の出現と破壊性胆管炎, 

胆管消失の進行を特徴とする臓器特異的自己

免疫性疾患である.従来，PBC では胆管上皮で

の抗原提示への免疫病理学的アタックが研究

の中心であり，CD８＋細胞障害性 T 細胞（CTL）

がそのエフェクター細胞として注目されてい

る.しかし，過去 20 年以上におよぶ研究で，

PBC における胆管破壊と消失の病態機序は依

然として解明されていない. 

 肝内胆管細胞は本来, 再生能，増殖能に富

んでおり，薬剤性胆管障害や胆道感染症など

の胆管傷害後に容易に再生・修復する.しかし，

PBC や肝移植後拒絶反応などの肝内胆管消失

症候群では免疫病理学的機序による胆管傷害

が進行し胆管細胞の再生はみられず，胆管消

失が不可逆性に進行する.私は, “PBC など

の肝内胆管消失症候群の胆管消失発生には胆

管の再生修復不全が関与する”と仮説を立て

て, 検討を進めて来た.この研究過程で, 

PBC や移植後拒絶肝の傷害胆管は “細胞の不
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可逆的な増殖停止状態”と定義される細胞老

化（cellular senescence）の形質を高率に示

す事を見いだした.PBCの傷害胆管にみられる

胆管細胞老化は,胆管の再生修復不全による

胆管消失の要因となる可能性がある.そこで

本研究では, PBC における胆管消失発生の分

子機構を胆管細胞老化の関与を中心に解明す

ることを計画した. 

 
２．研究の目的  
本研究では, PBC における胆管消失発生の

分子機構を胆管細胞老化の関与を中心に解明

することを目的とした.具体的には以下の検

討を行った.①PBC の小型胆管と細胆管にお

ける胆管細胞老化の発生状況を検討する.細

胞 老 化 の 指 標 と し て senescence- 

associated β -galacto-  sidase (SA- β

-gal)発現, p16INK4a, p21WAF1/Cipの発現亢進,細

胞周期マーカー（cyclin D, cyclin A など）

発現の解析を用いる.②PBC における胆管細

胞老化は,テロメア依存型(replicative 

senescence)であるか, テロメア非依存型 

(premature senescence) であるかについ

て,Q-FISH 法を用いて検討する.③PBC におけ

る胆管細胞老化の誘導因子について,酸化ス

トレスと polycomb group repressor: bmi1

の関与を中心に検討する.④胆管細胞の培養

系で,酸化ストレスやサイトカイン付加,マ

クロファージとの共培養により胆管細胞の

細胞老化誘導を試みる.また, 細胞老化誘

導の分子機構を検討してアポト－シス誘導機

構との相互作用を検討する.さらに,老化胆

管細胞の長期培養を行って,老化細胞の運命

を検討する. 
 
３．研究の方法  
①PBC の小型胆管と細胆管における胆管細胞

老化の検討：人体材料を用いて,組織化学

(Dimri 法)と免疫組織化学を用いて細胞老化

の指標であるSA-β-gal発現, 老化関連p16 

INK4a, p21WAF1/Cip の発現状況を検討した.また, 

細胞周期マーカー（cyclin D, cyclin A など）

発現の解析により, G1 アレストによる増殖停

止を検証した. 

②Q-FISH 法を用いた検討：Q-FISH 法により

胆管細胞のテロメア長測定を行い, PBC と対

照疾患肝の胆管病変, 胆管細胞老化とテロ

メア長の関連性の検討を行った.この検討に

より,PBC における胆管細胞老化はテロメア

依存型(replicative senescence)であるか, 

テロメア非依存型(premature senescence)で

あるかを検証した. 

③胆管細胞老化と酸化ストレスの関連性：人

体材料を用いて,細胞老化誘導因子として酸

化ストレスの関与に注目して検討した.酸化

ストレス関連マーカー (8-OHdG など)の発現, 

酸化ストレスをきたす炎症細胞浸潤, p16 INK4a

発現抑制因子 bmi1 の発現と胆管の細胞老化

やアポトーシスの関連性を検討した. 

④胆管細胞老化の分子機構；培養胆管細胞を

用いた検討：当教室で株化したラット・マウ

ス培養胆管上皮細胞株を用いて酸化ストレ

スやサイトカイン付加により細胞老化の誘

導と関連分子機構の検討を行った. 
Ⅰ.炎症細胞との共培養による胆管細胞老化

の誘導：マクロファージなどの炎症細胞と胆

管細胞の共培養を行い, 胆管細胞における

酸化ストレス付加の状況と細胞老化, アポ

トーシスの発生を検討した.さらに同条件下

で抗酸化剤（N-アセチルシステインなど）の

添加による細胞老化誘導の抑制を検討した. 

Ⅱ. 胆管細胞老化誘導の分子機構の解析：胆

管細胞老化の誘導と制御に関与するストレ

スシグナルの経路を明らかにする目的で,代

表的なシグナル伝達系の各種阻害剤（例：MAP

キナ－ゼ系の MEK1 阻害剤 PD098059）や short 

interfering (si) RNA を用いて, p21WAF1/Cip, 

p16 INK4aの制御機構を解析した. 

Ⅲ.老化細胞の運命の検討：細胞老化誘導後

の胆管細胞の運命を検討する目的で老化胆

管細胞の長期培養を行い,老化細胞が細胞死

に至る経路（アポトーシスか, アノイキスか, 

ネクローシスか）を検討した.老化細胞のみ

を選択して培養し, 経時的に培養上清, 培

養液中の脱落細胞や老化細胞を採取して, 

LDH 値, cleaved caspase-3 発現, DNA フラグ

メンテーションを解析した. 

 
４．研究成果 

①  PBC の小型胆管と細胆管における胆管
細胞老化の検討 

PBC と対照疾患肝,正常肝の人体材料（計 110

症例）を用いて,細胞老化の指標である SA-

β-gal 発現,老化関連 p16 INK4a, p21WAF1/Cipの

免疫組織化学的発現状況を検討した.PBC の

障害肝内小型胆管では高率に細胞老化マー

カーの発現を認めたが,対照疾患肝,正常肝

の小型胆管には細胞老化は見られなかった.



 

 

また, PBC と対照疾患肝の細胆管と門脈域周

囲肝細胞にも種々の程度に細胞老化マーカ

ー発現を認めた.さらに PBC と対照疾患肝の

胆管細胞における細胞周期マーカー（G1 期, 

cyclin D1; S 期, cyclin A）の発現と老化関

連マーカーp16 INK4a, p21WAF1/Cip 発現の関連を

検討したところ, 細胞老化をしめすPBC 胆管

炎部の傷害胆管、細胆管は cyclin D1 発現を

示し、cyclin A 発現はほとんど見られなか

った。老化胆管細胞は G1 アレスト状態にあ

ることが示された. 

②PBC での胆管細胞老化は,replicative 

senescence か, premature senescence

か？： Q-FISH 法を用いた検討 

収集した肝組織材料を用いて Q-FISH 法にて

PBC と対照疾患肝の胆管細胞におけるテロメ

ア長測定を行った.PBC では胆管炎部の傷害

胆管において, 非傷害胆管、対照疾患肝の小

型胆管と比較して有意なテロメア長短縮を

認めた.PBC の細胆管においても同様の傾向

を認めた。傷害胆管におけるテロメア長短縮

は,老化関連マーカー：p16 INK4a,p21WAF1/Cip 発

現亢進,DNA 損傷マーカー：γH2AX の発現を概

ね相関していた. 

③胆管細胞老化と酸化ストレスの関連性： 

免疫組織化学的検討 

PBC での細胞老化における酸化ストレスの関

与を検討した.培養胆管細胞を用いた検討で

は酸化ストレスによる細胞老化の誘導と p16 

INK4a発現抑制因子bmi1発現低下が認められた.

肝組織材料を用いた検討では, PBC の障害肝

内小型胆管において bmi1 発現の低下が認め

られ, p16 INK4a発現亢進と局在が一致した.酸

化ストレスによる bmi1 低下が細胞老化の一

因と考えられた. 

④胆管細胞老化の分子機構：培養胆管細胞

を用いた検討 

当教室で株化したラット・マウス培養胆管細

胞株を用いてコラーゲンゲル上２次元培養, 

コラーゲンゲル内３次元培養を行い, 酸化

ストレス（H2O2 添加）や炎症性サイトカイン

（TNF-α,IFN-γなど）の付加により細胞老化

の誘導を試みた.酸化ストレスや炎症性サイ

トカイン付加により胆管細胞に細胞老化が

誘導された.また,酸化ストレスや炎症性サ

イトカインによる細胞老化の誘導は ATM 

(ataxia -telangiectasia mutated), p53 の

リン酸化を介した p21 発現亢進が見られた.

胆管 細胞老化誘導の分子機構として

ATM/p53/p21 経路経路が関与することが明ら

かとなった.また,抗酸化剤（N-アセチルシス

テイン）前処理によって抑制され,老化誘導

経路にROS 産生が関与することが示唆された.

さらに細胞老化誘導後細胞の長期培養によ

り,老化細胞は２週間以上持続すること,老

化細胞にはアポトーシスが見られないこと

が明らかとなった. 
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