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研究成果の概要（和文）：肥満などの生活習慣病と発がん（および癌死）の関連性が注目されている。本研究では変性
脂質の胆道発がんへの関与を検討した。リソリン脂質は胆管上皮細胞のG2A発現を増加させるとともにアポトーシスを
惹起した。さらにその変化は劣化脂肪酸の共存によりsynergisticに増強した。さらに、LPCは胆管上皮細胞に対し酸化
ストレスを介して細胞老化を誘導し、SASP因子の産生により周囲の微小環境に影響を与えて発癌に寄与することが示さ
れた。以上より、肝内結石症、原発性硬化性胆管炎、膵胆管合流異常症では持続する胆道炎における胆汁脂質メディエ
ーターの関与が胆道発がんに関与することが推察された。

研究成果の概要（英文）：In biliary diseases, biliary lysophosphatidylcholine (LPC) level is increased, 
LPC exhibited cytotoxicity with significant induction of apoptosis. Here, the influence of LPC on 
cholangiocytes was focussed in the light of cellular senescence and its contribution to carcinogenesis. 
Treatment of human cholangiosytes with LPC demonstrated cytotoxicity with significant ROS generation. In 
keeping with this change, LPC provoked oxidative DNA injury while the gene expressions of DNA repair 
enzyme remained unchanged. Microarray analysis identified differentially regulated genes in response to 
LPC, which included the components of senescence-associated secretory phenotype (SASP). Based upon these 
data, cholangiocyte senescence and SASP caused by LPC via induction of oxidative stress are an important 
pathogenic mechanism in the development of biliary tract cancer.

研究分野： Hepatobiliary diseases
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１． 研究開始当初の背景 
生活習慣病の根源とされる肥満と発がん

（および癌死）については米国の疫学研究が
その関連性を示唆されていた。男性では肝臓
がん、膵がん、女性では子宮がん、膵がん、
腎がん、胆嚢がんが癌死リスクとして際立っ
ていた。一方、胆道がんのリスクファクター
に慢性胆管障害・炎症があり、肝内結石症、
原発性硬化性胆管炎、膵胆管合流異常症が関
連すると理解されていた。その背景には胆汁
中 phospholipase A2(PLA2)の上昇がある。
前２者では慢性炎症に基づくアラキドン酸
代謝系賦活、後者では膵由来 PLA2 の増加で
ある。PLA2 は胆汁中や生体膜の主要成分で
ある phosphatidylcholine (PC)の 2 位のアシ
ル鎖を加水分解して、遊離脂肪酸(FFA)と
LPC を産生する。そこで我々は肝内結石症、
胆道炎での胆汁 LPC 濃度上昇とその胆道組
織障害への関与から LPC の脂質メディエー
ターとしての病的関与に注目して本研究を
開始した。 
 
２．研究の目的 
本研究では脂質成分（特に劣化脂質）と発

がんの因果関係に着目して、脂質に豊富な胆
汁に曝露される胆道（胆嚢・胆管）発がんへ
の劣化脂質の関与を検討し、その調節による
予防的治療戦略を提案することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
研究期間は３年間として、①胆道疾患患者

胆汁の劣化脂質分析、②劣化脂質曝露による
胆道上皮細胞傷害とそのメカニズム、③劣化
脂質をリガンドとする脂質代謝関連遺伝子
発現プロフィリングの評価、④その防御機構
となる生体成分の拾い上げとメカニズム、さ
らに④食生活への介入による劣化脂質吸収
抑制の有効性を検討した。臨床的には、１）
胆道疾患患者胆汁をドレナージおよび経鼻
内視鏡的に採取して劣化脂質分析を施行し
てその病的意義を検討し、２）その腸管吸収
抑制介入による制御による治療的意義を検
証した。基礎的検討として、３）劣化脂質曝
露による胆道上皮細胞アポトーシスと、脂質
分子をリガンドとする G2A などの脂質代謝
関連遺伝子発現プロフィリングを評価し、
４）防御機構となる生体成分の拾い上げとそ
のメカニズムを解析して臨床応用（摂取調節
や当該薬物介入）の提案を目指した。 
 
４．研究成果 
胆道疾患患者胆汁をドレナージおよび経

鼻内視鏡的に採取して劣化脂質分析を施行
してその病的意義を検討すべくサンプルの
集積を遂行した。一方、基礎的検討として、
劣化脂質曝露による胆道上皮細胞アポトー
シスと、脂質分子をリガンドとするＧタンパ
ク共役型受容体G2Aなどの脂質代謝関連遺伝
子発現プロフィリングの評価と、防御機構と

なる生体成分の拾い上げを開始した。まず、
ヒト胆管癌細胞 Hucct-1、正常ヒト胆管上皮
細胞に LPC 1～100M, 9-HODE（G2A リガン
ド） 0.1～10M, LPC＋9HODE を添加し、
１）G2A 発現を Western blot、２）細胞障害
を MTT assay（細胞数カウント）、LDH assay
（生存細胞機能確認）、３）アポトーシスを
4',6-diamidino-2-phenylindole(DAPI)染色
による形態評価、Annexin-V/PI 二重染色によ
るフローサイトメトリー法、Caspase 活性
（Caspase-3, -8, -9）Assay にて評価した。
その結果、リソリン脂質は胆管上皮細胞の
G2A 発現を増加させるとともにアポトーシス
を惹起した。さらにその変化は劣化脂肪酸の
共存により synergistic に増強した。 
そこで、次にヒト不死化胆管上皮細胞株

MMNK-1 に LPC を添加し、細胞増殖能、ROS 産
生、脂質過酸化、8-OHdG 発現定量による酸化
的 DNA 傷害、DNA メチル化を評価するととも
にマイクロアレイによる網羅的遺伝子発現
解析を行った。細胞老化は p16,p21 の発現と
SA-β-gal 活性で評価し、SASP 因子は qPCR, 
cytokine assay にて遺伝子・蛋白発現を解析
した。その結果、LPC は胆管上皮細胞に対し
細 胞 障 害 作 用 を 示 し 、 抗 酸 化 剤
N-acetylcysteine(NAC)の併用で細胞生存率
は有意に改善した。さらに LPC は濃度・時間
依存的に ROS 産生を誘導し、これらは NAC の
併用で抑制された。また malondialdehyde の
有意な増加を認めたことから、これらの酸化
ストレスに伴い、8-OHdG の産生も有意に増加
し、酸化的 DNA 傷害が惹起されることが示唆
された。さらにトータルゲノムの DNA メチル
化は胆管癌細胞株であるHuCCT-1と同程度ま
で低下していた。マイクロアレイによる遺伝
子発現変化の検討では、LPC刺激によりIL-8, 
IL-6 をはじめとする SASP 因子の発現誘導を
認めた。このため、LPC による細胞老化を評
価したところSA-β-gal活性の有意な上昇を
認め、p16, p21 の遺伝子発現も有意な発現誘
導を認めた。さらに代表的な SASP 因子の発
現・分泌を検討したところ、有意な誘導が認
められた。 
以上より、LPC は胆管上皮細胞に対し酸化

ストレスを介して細胞老化を誘導し、SASP 因
子の産生により周囲の微小環境に影響を与
えることで発癌に寄与していることが示唆
された。 
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