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研究成果の概要（和文）：原発性胆汁性胆管炎(肝硬変)(PBC)の胆管障害および胆管細胞死の発生に、解糖系か
ら脂肪酸分解系へのエネルギー代謝へと誘導する分子であるperoxisome proliferator-activated receptor γ 
coactivator 1α (PGC-1α)/estrogen-related receptorα(ERRα)の発現亢進、また酸化ストレスの亢進に起因
するアポトーシス調節分子の発現亢進が関与することを明らかにした。解糖系から脂肪酸分解系へのエネルギー
代謝の偏位に起因する酸化ストレス誘導性アポトーシス感受性の亢進がCNSDCから胆管消失に関与していると考
えられた。

研究成果の概要（英文）：Primary biliary cholangitis (cirrhosis) (PBC) is characterized by chronic 
nonsuppurative destructive cholangitis (CNSDC). Estrogen-related receptor-α (ERRα) is functionally
 activated by inducible coactivators such as peroxisome proliferator-activated receptor γ 
coactivator-1α (PGC-1α). Moreover, the PGC-1α/ERRα axis interrupts glycolytic metabolism through
 the upregulation of pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 4 (PDK4), which functionally inhibits 
PDC-E1α and stimulates fatty acid oxidation. In this study, we clarified that, in CNSDC of PBC, the
 activation of the ERRα/PGC-1α axis was exclusively observed, suggesting the interference of 
PDC-related glycolytic function and the induction of the fatty acid degradation system. Moreover, 
upregulation of oxidative stress, proapoptotic molecules, and apopsosis are shown in CNSDC. These 
suggest that the switching of the cellular energy system is possibly associated with the 
pathogenesis of CNSDC in PBC.

研究分野： 病理
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１．研究開始当初の背景 
PBC は女性に好発する原因不明の胆道系

疾患で、ミトコンドリア抗体(AMA)の出現と
肝内小型胆管の慢性非化膿性破壊性胆管炎
(CNSDC)および消失を特徴とし、臨床病理学
的に特異な病態を示す。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、現
在まで PBC の胆管障害には CD8 陽性 T 細胞
や NK 細胞などの細胞障害性細胞による胆管
細胞アポトーシスの関与が証明されており、
特に胆道系自然免疫や細菌感染症に関連し
た分子相同性の関与が想定されている。しか
し、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 PBC を特徴付ける重要な病態が
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の研究域が注目され、
クッパー細胞に対するエストロゲンの抗炎
症効果や肝臓構成細胞におけるエストロゲ
ン受容体(ER)の発現が報告されおり、疾患に
おける男女差の一根拠として解析が進んで
いる(1)。PBC においても我々の研究室を含め、
胆管におけるERの発現や PBCでの発現の変
化が報告されており、特に我々は胆管細胞に
おけるエストロゲン関連受容体(ERR)の発現
が PBC 胆管におけるエストロゲン作用に関
与していることを見出した(2)。 

 
２．研究の目的 
 PBC の胆管が障害・消失するまでには多

彩な胆管病変が見られる。通常、慢性胆管炎
から PBCに特徴的なCNSDCを介して胆管消
失を来すが、PBC の慢性胆管炎では胆道系自
然免疫応答や Th1 型サイトカイン環境(4,5)、
胆管消失では胆管細胞アポトーシス亢進が
重要である(6)。一方、CNSDC では胆管系の
拡大および細胞増殖の亢進と乳頭状増生が
見られ、一時的ではあるが胆管細胞の活動性
の高い病変が出現する。我々は、胆管消失を
来す前のこの活動性の高い胆管病変につい
て検討した。 
我 々 の 予 備 的 研 究 に て peroxisome 

proliferator-activated receptor γ coactivator 1α 
(PGC-1α)/estrogen-related receptor α (ERRα)に
関連した胆管細胞におけるエネルギー代謝
の変換が、PBC の障害胆管で特異的に発生し
ていることを突きとめ、本研究では、PBC お
よび対照疾患から作成した培養ヒト胆管細
胞株を用いて、胆管細胞におけるエネルギー
代謝について解析し、PBC の胆管病変および
AMA の発生機序および ERR 関連したエスト
ロゲン効果について解明し、さらにエネルギ
ー代謝を調節することによる胆管病変の制
御について解き明かすことを目的とする 

３． 研究の方法 
(1) 胆管細胞の樹立と肝組織の収集 

外科的切除肝や肝移植時摘出肝から我々
の既報による方法にてヒト胆管細胞株を樹
立し、同時に免疫組織化学的検討の為の肝
組織材料を収集する。従来、ヒト胆管細胞
培養株の樹立は困難であったが、当教室で
開発した micro-explant 培養方法(1)にて樹立
する。 

(2) PGC-1/ERRα および関連分子の動態解析 
培養ヒト胆管細胞を用いて、血清減量に

て PGC-1α 発現を誘導後、PGC-1α,ERRα, 
PDC-E1a の発現動態を RT-PCR およびウエ
スタン法にて解析した。また、PDC 機能の
調節因子(PDC-E1α をリン酸化し PDC 酵素
活性を阻害)である pyruvate dehydrogenase 
kinase, isozyme 2 および 4 (PDK2,PDK4)の発
現、さらに PGC-1α 発現および活性化によ
るPDC活性の低下と解糖系エネルギー代謝
の増減を Abcam 社, MitoSciences®/Proteins
にて解析した。続いて、代償性に脂肪酸代
謝系への変換を確認するため、carnitine 
palmitoyltransferase 2 (CPT2,脂肪酸代謝系酵
素のひとつ)などの脂肪酸代謝系関連酵素
の発現挙動を RT-PCR およびウエスタン法
にて各々mRNA および蛋白レベルで解析し、
またミトコンドリア代謝活性をWST1活性/
細胞数(DNA 合成量)の比で評価した。 

(3) 脂肪酸代謝系への変換によるアポトー
シス感受性の解析 
培養ヒト胆管細胞を用いて、上記の如く

PGC-1α 発現から脂肪酸代謝系への変換誘
導後、アポトーシスに関する検討を行った。
まず、脂肪酸代謝系へ変換によりミトコン
ドリア内 β 酸化によるストレスの亢進を酸
化ストレスマーカー(8-OHdG)の発現で検討
し、酸化ストレス関連アポトーシス関連分
子(Bak, Bax)の発現動態を RT-PCR およびウ
エスタン法にて mRNA, 蛋白レベルで解析
した。アポトーシスに対する感受性解析と
して、CD95 抗体, TRAIL による胆管細胞の
アポトーシス誘導を細胞増殖 DNA 合成量
による細胞数減少および single-stranded 
DNA(ssDNA)の免疫染色によるアポトーシ
スにて評価した。 

(4) 免疫組織学的解析 
PBC および対照疾患の肝針生検材料組

織を用いて、PGC-1α, ERRα, PDC-E1a, PDK2, 
CPT2, 8-OHdG, Bak, Bax, ssDNA の免疫染色
を行った。 

(5) 抗酸化剤による胆管細胞死の抑制 
正常胆管細胞が準備できず、胆管癌由来

細胞(HuCCT-1)，肝細胞癌由来細胞(HepG2)
を用いて、抗酸化剤によるストレス回避お
よびアポトーシス誘導抑制について解析し
た。通常培地, 無血清培地, 無グルコース培



地で PGC-1α 発現亢進を誘導する系に、抗
酸化剤である N-アセチルシステイン(NAC)
によるストレス回避およびアポトーシス誘
導抑制について検討した。NAC を 0, 3, 
10μM の終濃度で添加し、ミトコンドリア代
謝 (WST1 法) および DNA 合成量を測定
した 

 
４．研究成果 
(1) ヒト胆管細胞培養 

PBC 肝移植２例, 転移性肝癌の背景肝２
例からヒト胆管細胞の樹立を行い、PBC 患
者由来のヒト胆管細胞を本研究用に供した。 

(2) ヒト胆管細胞における PGC-1α 誘導によ
るエネルギー代謝の変化とアポトーシス
誘導環境 
血清減量にて PGC-1α 発現を誘導すると

ERRα の発現亢進とともに、PDC 酵素活性
の負の調節因子 pyruvate dehydrogenase 
kinase(PDK)の発現亢進、さらに PDC 酵素活
性の低下を来たし、胆管細胞における解糖
系エネルギー代謝の低下を認めた。また脂
肪酸代謝系関連酵素である CPT2 の発現亢
進をみとめ、解糖系エネルギー代謝減弱に
対して代償性に脂肪酸代謝系への変換が起
こっていると推測された。また、酸化スト
レス 8-OHdG の亢進、さらにストレス関連
のアポトーシス誘導分子 Bak, Bax 発現が亢
進し、抗 CD95 抗体や TRAIL 刺激にてアポ
トーシス亢進が誘導された。 

(3) PBC 障害胆管でのエネルギー代謝の変化
とアポトーシス誘導 

PBC 肝組織における CNSDC を含めた障害
胆管では、PGC-1α, ERRα の核発現（活性化
型を反映）を認め、また PDK4,CPT2,8OH-dG, 
ssDNA の発現亢進も見られ、CNSDC におけ
る解糖系から脂肪酸代謝系へのエネルギー
代謝の変換さらには酸化ストレス亢進によ
るアポトーシスの誘導がおこっていること
が示唆された。 

(4) 抗酸化剤による胆管障害抑制への試み 
胆管癌(HuCCT1)および肝細胞癌(HepG2)を

用いた検討であるが、無血清培地でミトコン
ドリア代謝および DNA 合成量の低下が認
められた。NAC 添加による解析では、肝細胞
癌ではミトコンドリア活性および DNA 合成
低下は更に低下し、明らかな改善傾向はみと
めなかった。胆管癌では NAC 添加にてミト
コンドリア活性低下が抑制（回復）されたが、
DNA 合成については有意な変化は認めなか
った。肝細胞癌および胆管癌由来の癌細胞培
養株を用いた検討では、PGC-1α 介在性エネ
ルギー代謝の変化及び抗酸化剤による反応
性は、癌腫による反応性の相違が認められ、
抗酸化剤による細胞障害抑制効果は解析で
きなかった。エネルギー代謝に関しては癌お

よび非癌細胞固有の機構が存在しているも
のと考えられ、PBC 胆管での病態を模倣する
ためには非癌性のヒト胆管細胞、肝細胞を用
いた更なる検討が必要と考えられた。 
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