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研究成果の概要（和文）：総胆管結紮(BDL)モデルで漢方薬による肝線維化抑制効果をサイトカインとaquaporin
(AQP)の変動で検討した。8週齢Wistar系雄性ラットを用いた。開腹(Sham)群、胆管結紮(NT)群、柴苓湯(SRT)投
与群、茵ちん蒿湯(ICKT)投与群、併用投与(SRT+ICKT)群を作成した。肝臓でNF-κB遺伝子発現は、Sham群に比べ
NT群で有意な増加を認めたがICKT群と併用群で有意に低下した。AQP9はICKT群に比べ併用群で有意な発現増加を
認めた。病理評価で線維化やNF-κBは併用群がNT群に比べ有意に少なかった。併用投与は肝線維化抑制効果が示
された。

研究成果の概要（英文）：Whether or not the administration of the Inchinkoto (ICKT) and Saireito 
(SRT) ameliorate hepatic fibrosis and injury in bile duct ligation (BDL) rats. Five groups of Wistar
 rats: sham surgery (Sham group), BDL only, BDL plus ICKT, BDL plus SRT and BDL plus ICKT and SRT. 
We subsequently investigated the levels of fibrosis and various clinical markers by measuring the 
following: NF-κB, TGF-β1 and TIMP-1 mRNA through a real-time PCR analysis; Masson trichrome (MT) 
staining to evaluate the degree of fibrosis; and staining of NF-κB to evaluate inflammatory 
responses.The levels of NF-κB mRNA in the ICKT and ICKT+SRT groups were significantly lower than in
 the NT group. The degree of MT staining in the ICKT-SRT group was significantly lower than in the 
NT group. The degree of NF-κB staining in the ICKT-SRT group was significantly lower than in the NT
 group. ICKT and SRT results in synergic beneficial effects of reducing hepatic fibrosis through 
attenuating inflammatory responses.

研究分野：東洋医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
胆道閉鎖症など不可逆的な胆汁鬱滞性肝障害に対して、自己肝生存期間を少しでも上昇させるための代替療法と
してさらなる一手を検討した。茵ちん蒿湯は術後早期から減黄のみならず、肝機能改善目的に用いられる。その
中でも減黄不良例や黄疸再燃例に柴苓湯の併用が有効との報告がされているがその詳細は不明な点が多い。そこ
で実験的に柴苓湯投与例における肝線維化の抑制効果およびそのメカニズム、茵ちん蒿湯との併用により更なる
肝線維化抑制効果があるかを解明した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
胆道閉鎖症は肝門部空腸吻合術により黄疸消失が得られた後も肝病変が進行・増悪する症例は
少なくない。これは肝内に残存する持続的炎症が主因と考えられ、我々はその増悪因子として活
性酸素や radical の酸化ストレス過剰生産を報告してきた(Asakawa T, Yagi M, et al. 
Pediatr Surg Int 2009)。我々はこれまで胆管結紮モデルラットを用い、胆汁鬱滞性肝障害によ
る酸化ストレスに対して抗酸化物質であるエピガロカテキンガレートを投与し、転写因子の抑
制、肝星細胞の活性化を抑制することにより肝線維化の抑制効果を認めた(Kobayashi H, Yagi 
M, et al. Phytomedicine 2010)。一方では、実際の臨床で胆道閉鎖症術後例に対する茵蔯蒿湯
の肝機能の改善、肝線維化抑制効果の検討も行い、その効果も報告してきた(Iinuma Y, Yagi M, 
et al. J Pediatr Surg 1607-1611 2003)。更に茵蔯蒿湯の肝線維化抑制効果について胆管結紮
モデルラットを用い検討し、肝線維化抑制、肝組織中 TGF-β1 の低下より星細胞活性化の抑制
(図 2)ならびに肝組織中 TIMP-1 m-RNA Real time PCR 測定から細胞外マトリックス分解酵素の
抑制効果による可能性が高いことを報告してきた(Asakawa T, Yagi M,et al. Pediatr Surg Int 
2012)。 
実臨床では減黄不良例や黄疸再燃例に遭遇することが多い。その際利水作用や内因性ステロイ
ド作用を目的として柴苓湯を併用し有効である場合があるが、その作用機序には未解明な点が
多い。今回、我々は柴苓湯の作用機序の解明に注目した。柴苓は小柴胡湯と五苓散の合方で、実
臨床では小柴胡湯の適応症である熱性症状、および五苓散の適応症である水分代謝異常の病態
を併せ持つ症例に対して幅広く応用されている。柴苓湯は、動物実験による基礎研究で内因性ス
テロイド分泌の増加作用や糸球体腎炎モデルラットにおけるメザンギウム細胞増殖と細胞外マ
トリックスの領域拡大抑制作用や線維化へと向かうサイトカインである TGF-βや結合組織増殖
因子の抑制作用、SOD 活性増加作用が報告されている。柴苓湯構成生薬の一つである小柴胡湯は、
胆管結紮モデルでの細胞外マトリックスの領域拡大抑制や TIMP-1 mRNA の減少、 TGF-β1 の抑
制効果が報告されている。しかしながら柴苓湯による肝臓に対する系統的な基礎研究成果は未
だ報告されていないのが現状である。もう一つの構成生薬は五苓散である。五苓散の作用機序に
おいて近年アクアポリン(AQP)が注目されている。一般に肝組織中には、AQP1、AQP8、 AQP9、 
AQP11 が存在しており、その中でも肝内胆管に存在する AQP１は胆汁排出に関わるとされている。
AQP1 はラットにおいて肝内胆管の細胆管上皮細胞の管腔側に発現が立証されており、セクレチ
ンの刺激により管腔面に移動し胆管細胞の水透過性に関与し、胆嚢上皮細胞の管腔側、血管側に
も発現し、胆嚢内の胆汁を濃縮に関与している。そこで AQP1 を介した柴苓湯による肝線維化の
抑制効果、及びそのメカニズム、更には茵蔯蒿湯との併用による更なる肝線維化抑制効果の増強
があるのかも解明したい。 
 
 
２．研究の目的 
胆道閉鎖症術後例では減黄されても肝内慢性炎症に伴う肝硬変症に移行する例が少なくない。

茵蔯蒿湯は術後早期から減黄のみならず、肝機能改善目的に用いられる。その中でも減黄不良例
や黄疸再燃例に柴苓湯の併用が有効との報告がされているがその詳細は不明な点が多い。そこ
で実験的に柴苓湯投与例における肝線維化の抑制効果およびそのメカニズム、茵蔯蒿湯との併
用により更なる肝線維化抑制効果があるかを解明したい。分子生物学的に柴苓湯による肝組織
及び血液内の TIMP-1 m-RNA 及び AP-1 m-RNA の発現の程度や変化、更には肝内胆管の細胆管上
皮細胞における水チャネルであるアクアポリン 1 の発現の有無や程度も併せて検討しその作用
機序を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
開腹モデル（Sham 群 n=8）、胆管結紮モデル(NT 群 n=12)、柴苓湯内服モデル(SRT 群 n=11) 茵
ちん蒿湯内服モデル（ICKT 群 n=9）、茵ちん蒿湯と柴苓湯を併用内服モデル(SRT+ICKT 群 n=9)の
群での比較検討を行った。胆管結紮を施行後３週間試薬の内服を経口ゾンデ法により行ってい
る。 
(1) 血液検査において、肝機能の指標である AST,ALT,T-Bil, D-Bil の測定を行った。 
(2) RT-PCR にて肝臓内 NF-κB, Jun, TGF-β1, TIMP-1, AQP1,AQP8,AQP9,AQP11 を比較した。 
(3) 病理学的評価では「細胆管の増生」、[線維化]、[炎症]、[NF-kB]の４項目で評価した。[細
胆管の増生] 0：細胆管の増生がないもの, 1：細胆管の増生が門脈域に限局して見られる
もの, 2：細胆管の増生が門脈域を超えてわずかに小葉内に及ぶもの, 3：細胆管の増生が
門脈域から小葉内に広く及ぶもの,と区分した。[線維化] 線維化は Masson tricrome 染色
にて評価した。0: 線維化がないもの, 1: 門脈域の線維性拡大があるもの, 2: 小葉内まで
線維帯の伸展があるもの, 3：小葉構築の改変があるもの, と区分した。[炎症] 0：炎症細
胞の浸潤がほとんどないもの, 1：炎症細胞の浸潤が門脈域を主体にみられる
が,interfacehepatitis がないもの, 2: interface hepatitis を伴うもの, 3: 小葉内に広
く炎症細胞の浸潤が見られるもの,と区分した。[NF-kB] NF-kB (CST, NF-κB p65(D14E12))
を用いて免疫染色を行った。0：発現がないもの, 1：1-10%の細胞に発現が見られるもの, 
2：11-50％の細胞に発現が見られるもの, 3：51％以上の細胞に発現が見られるもの、と区
分した。 



 
４．研究成果 
(1) 血液検査では、sham 群以外の４群は sham 群と比較して、全ての検査で増加を認めていた。
NT 群と比較して AST は ICKT 群,SRT+ICKT 群で、ALT は SRT 群,ICKT 群,SRT+ICKT 群で有意に
低下した。T-Bil, D-Bil に有意差は認められなかった。 
 

(2) RT-PCR では AP-1,TGFβ1,PDGF,AQP1 は 5群で差はなかった。NF-κB, TIMP-1 は Sham 群と
比較して NT 群が有意な発現増加を認め、AQP8,9,11 は有意な発現抑制を認めた。AQP9,11 は
NT 群と比較して ICKT 群と SRT+ICKT 群は有意な発現増加を認めた。NF-κB は NT 群,SRT 群
と比較して SRT+ICKT 群は有意な発現抑制を認めた。 
 

(3) 病理学的検査では、線維化(Fibrosis)は SRT+ICKT 群は NT 群,SRT 群と比較して有意に少な
かった。NF-κB は SRT+ICKT 群は NT 群,SRT 群,ICKT 群と比較して有意に少なかった。細胆
管の増生(Bile ductular prolification)や炎症(Inflammation)は Sham 群以外の４群に差
はなかった。 
 
本研究により茵ちん蒿湯と柴苓湯併用は炎症性サイトカインを抑制し肝線維化の抑制効果
をもたらすことが示された。肝細胞の洞様血管側の細胞膜に局在する AQP9 の関与が示唆さ
れた。 
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