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研究成果の概要（和文）：本研究では細胆管反応の発生過程における硫酸化糖鎖の関与を調べることを目的と
し、硫酸転移酵素の遺伝子を欠損させたマウスを用いて肝傷害モデルマウスを作製し、免疫組織染色による解析
を行なった。野生型マウスにDDCを含む餌を与え、胆管細胞傷害型モデルマウスを作製し、DDCの投与期間に比例
して細胆管反応の程度が高まることを確認した。これらの結果をもとに、硫酸転移酵素遺伝子欠損マウスを用い
て胆管細胞傷害型モデルマウスを作製したが、細胆管反応の程度に関して、野生型マウスとの間に有意な差はみ
られなかった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to investigate the involvement of sulfated 
glycans in the development of ductular reactions.  In this study, we prepared two types of liver 
injury model mice using mice deficient in the gene for sulfotransferase and analyzed the development
 of ductular reactions by immunohistochemical staining.  Wild-type mice were fed DDC containing 
foods to prepare cholangiocytes injured model mice.  We confirmed that ductular reactions were 
occured and the severity was increased in a time-dependent manner.  Based on these preliminaly 
experiments, we prepared cholangiocytes injured model mice using mice deficient in the gene for 
sulfotransferase and examined whether the severity of ductular reactions were different comparing 
with wild-type mice.  There was no significant difference between wild-type mice and mice deficient 
in the gene for sulfotransferase.

研究分野： 糖鎖生物学

キーワード： 肝傷害　糖鎖
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研究成果の学術的意義や社会的意義
劇症肝炎をはじめとする種々の肝疾患では、門脈域周辺に細胆管反応がみられるが、その発生メカニズムや病理
学的意義は十分には明らかになっていない。本研究では硫酸化糖鎖に着目して、細胆管反応の発生メカニズム解
明を試みたが、モデルマウスを用いた実験で、硫酸化糖鎖が細胆管反応の発生メカニズムに関与することを明ら
かにできなかった。近年、ヒトで生じる肝傷害とモデルマウスで生じる肝傷害では病態形成に関与する分子が異
なっていることが報告されており、モデルマウスの作製方法についても議論がなされている。細胆管反応の病理
学的意義を明らかにすることは、慢性肝疾患、さらには癌の治療や予防に貢献すると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（1）肝臓は極めて高い再生能力をもち、通常は成熟した肝細胞が増殖することで損傷部位が補
充される。その一方で慢性的に重篤な損傷を受けた場合、あるいは肝細胞自体の増殖が阻害され
た場合には、成熟肝細胞の増殖による補充が十分に行なわれず、代わりに肝細胞および胆管細胞
のいずれにも分化可能な肝幹細胞（hepatic progenitor cell; HPC）が門脈域周辺で活性化し、
肝の再生が行なわれる（Williams et al. Gastroenterology 2014）。HPC 依存性の肝再生メカニ
ズムは慢性肝炎などの病態を反映しているとして注目を集めているが、肝再生に関与する HPC の
由来や性質、分化メカニズムについては詳しく分かっておらず、その解明が期待されている。HPC
の由来については諸説あるが、なかでも有力と考えられているのがヘリング管である。胆道系の
末梢部を構成する毛細胆管と細胆管の間には、ヘリング管と呼ばれる移行部分があり、ここに肝
細胞と胆管細胞への分化能をもつ HPC が存在するとされている。 
（2）ウィルス性慢性肝炎、アルコール性肝疾患、非アルコール性脂肪性肝炎（non-alcoholic 
steatohepatitis; NASH）、劇症肝炎など、種々の肝疾患では、背景肝の門脈域周辺で細胆管が増
生する細胆管反応と呼ばれる現象がみられる。細胆管反応では胆管細胞、肝細胞、炎症細胞、血
管内皮細胞、肝星細胞など、多様な細胞の関与が示されているが（Gouw et al. Hepatology 2011）、
中でも胆管細胞の増殖、HPC の増加とその分化が特徴的である（Roskams et al. Hepatology 
2004; Gouw et al. Hepatology 2011）。細胆管反応にみられる活性化胆管細胞は、炎症性または
走化性サイトカインを産生して炎症細胞や間葉系細胞を誘導するほか、成長因子の産生により
間葉系細胞の活性化と細胞外基質の合成を促す（Lazaridis et al. Gastroenterology 2004）。
細胆管反応が肝線維化と相関することも報告されており（Clouston et al. Hepatology 2005）、
肝線維化の進行によって発症する肝硬変や肝癌においても細胆管反応が関与すると考えられる
が、詳細は明らかになっていない。 
（3）最近我々は、硫酸化糖鎖が正常肝の肝内胆管末梢部（小葉間胆管からヘリング管）の内腔
面に特異的に発現していることを明らかにした（Hoshino et al. Lab Invest 2016）。さらに肝
内胆管末梢部に形態学的類似性が認められ、また HPC のマーカーである N-cadherin や neural 
cell adhesion molecule（NCAM）を発現していることから HPC 由来の癌腫と考えられている細胆
管細胞癌（cholangiolocellular carcinoma; CoCC）（Komuta et al. Hepatology 2008）におい
ても、硫酸化糖鎖が腺管内腔面に特異的に発現していることを明らかにした（Hoshino et al. 
Lab Invest 2016）。 
 
２．研究の目的 
（1）肝癌の多くは、背景肝に慢性肝炎や肝硬変を伴っていることから、慢性的な肝傷害は肝癌
の発生において重要であると考えられる。劇症肝炎をはじめとする種々の肝疾患では、門脈域周
辺に細胆管反応がみられるが、その発生メカニズムや病理学的意義は十分には明らかになって
いない。本研究は細胆管反応における硫酸化糖鎖の役割を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）肝細胞傷害型モデルマウスの作製 
① 四塩化炭素（CCl4）の希釈に用いる溶媒の検討 
Szende et al.の論文（Szende et al. Exp Toxic Pahol 1994）を参考にしながら、四塩化炭素
（CCl4）の投与による肝細胞傷害型モデルマウスを作製した。まずはじめに、野生型マウス
（C57BL/6J）（日本 SLC. 浜松）を用いて、CCl4の希釈に用いる溶媒を検討した。市販のコーン
油（味の素. 東京）、オリーブ油（味の素. 東京）、ひまわり油（昭和産業. 東京）を用いて 25% 
CCl4を調製し、マウスの体重 1g あたり CCl4 4 l（最終濃度 1 l/g）を腹腔内へ投与し、これ
を週 2回、4週間実施した。マウスを安楽死させたのち肝臓を摘出し、ホルマリンで固定後、パ
ラフィン包埋ブロックを作製した。パラフィン包埋ブロックから薄切した組織切片を作製し、胆
管上皮のマーカーであるサイトケラチン 19(CK19)の免疫組織染色を行なうことで CK19 陽性と
なる細胆管反応の出現頻度を解析した。 
② CCl4投与量（最終濃度）の検討 
次いで、野生型マウスを用いて CCl4の投与量（最終濃度）を検討した。上記①において、各溶媒
間で肝傷害の程度に差を認めなかったことから、本研究ではコーン油を CCl4 の希釈溶媒として
用いることにした。また、マウスへの負担を減らすため、腹腔内投与する投与量（l）を減らす
ことにし、50% CCl4を用いた。CCl4の投与量（最終濃度）を 1 l/g、2 l/g、4 l/g で比較を
行なった。投与方法、投与期間は上記①と同じ方法で行なった。なお、実験を進める中で、マウ
スに回復不能な異常がみられた場合には、即座に実験を打ち切り、人道的エンドポイントを適用
して安楽死させた。 
③ CCl4投与期間の検討 
次いで、野生型マウスを用いて CCl4 の投与期間を検討した。上記②の結果を踏まえ、CCl4 の投
与量（最終濃度）を 1 l/g とし、投与期間は 6週間、10週間、12週間で比較を行なった。 
④ チオアセトアミド（TAA）投与期間の検討 
CCl4の投与による肝細胞傷害型モデルマウスが作製できなかったため、チオアセトアミド（TAA）
を用いて肝細胞傷害型モデルマウスの作製を行なった。滅菌水 1LあたりTAA 300 mg を溶解し、
飲用水として野生型マウスに与えた。まずはじめに、TAA 水の投与期間を検討し、3 週間、6 週



間、9週間、12 週間で比較を行なった。 
⑤ 硫酸転移酵素 2遺伝子欠損マウスを用いた肝細胞傷害型モデルマウスの作製 
硫酸転移酵素 2遺伝子欠損マウスに TAA 水を 9週間与えて肝細胞傷害型モデルマウスを作製し、
細胆管反応の出現頻度を野生型マウスと比較した。 
（2）胆管細胞傷害型モデルマウスの作製 
① 3,5-diethocycarbonyl-1,4-dihydrocollidine(DDC)投与期間の検討 
3,5-diethocycarbonyl-1,4-dihydrocollidine(DDC)の投与による胆管細胞傷害型モデルマウス
を作製した。0.1% DDC を混ぜた飼料（フィードワン. 横浜）を用意し、これを C57BL/6J マウス
に与えた。給餌期間を 4週間、8週間、12 週間に設定して、比較を行なった。 
② 硫酸転移酵素遺伝子欠損マウスを用いた胆管細胞傷害型モデルマウスの作製 
硫酸転移酵素遺伝子 2欠損マウスに 0.1% DDC を混ぜた飼料を 9週間与えて胆管細胞傷害型モデ
ルマウスを作製し、細胆管反応の出現頻度を野生型と比較した。 
 
４．研究成果 
（1）肝細胞傷害型モデルマウスの作製 
① 四塩化炭素（CCl4）の希釈に用いる溶媒の条件検討 
25% CCl4の溶媒としてコーン油、オリーブ油、ひまわり油を用いて条件検討を行なったが、いず
れの場合においても、非投与群と比べて CK19 陽性の細胆管反応の出現頻度、線維化の程度に大
きな差はみられなかった。Szende et al.のラットを用いた実験（Szende et al. Exp Toxicol 
Pathol 1994）では、コーン油とひまわり油で希釈した CCl4を用いた場合に線維化が増加すると
の報告があったが、マウスを用いた我々の実験ではこのような差がみられなかった。 
② 四塩化炭素（CCl4）の CCl4投与量（最終濃度）の検討 
投与する CCl4の最終濃度について条件検討を行なった結果、4 l/g の群では 1回目の投与後に
個体が死亡、最終濃度 2 l/g の群では 2回目の投与後に個体が死亡し、最終濃度 1 l/g の群
は、5回目の投与後に全ての個体が死亡した。これらの結果から、50% CCl4はマウスにとって毒
性が高く、実験に用いることは適さないことが明らかになった。そのため、肝細胞傷害を起こさ
せるためには、投与期間を長くするあるいは投与回数を増やすなどの対応が必要であると考え
られた。 
③ CCl4投与期間の検討 
25% CCl4 の投与期間を検討した結果、6週間、10 週間、12週間のいずれの群においても、非投
与群と比べて CK19 陽性の細胆管反応の出現頻度、線維化の程度に差はみられなかった。CCl4の
投与による肝細胞傷害型モデルマウスを作製するため、CCl4の希釈に用いる溶媒の検討、CCl4の
投与量（最終濃度）の検討、投与期間の検討を行なったが、いずれにおいても細胆管反応を伴っ
た肝細胞傷害型モデルマウスの作製には至らなかった。 
④ チオアセトアミド（TAA）投与期間の検討 
TAA 水の投与期間を検討した結果、3週間および 6週間投与した群では、非投与群と比べて CK19
陽性の細胆管反応の出現頻度、線維化の程度に大きな差はみられなかった。一方、9週間および
12 週間投与した群では、軽度な細胆管反応が生じていた。そこで抗硫酸化糖鎖抗体を用いて免
疫組織染色を行ない、硫酸化糖鎖の比較を行なった。非投与群を含むいずれの群でも、ごく一部
の胆管で硫酸化糖鎖が発現していたが、細胆管反応における硫酸化糖鎖発現はみられなかった。 
⑤ 硫酸転移酵素遺伝子欠損マウスを用いた肝細胞傷害型モデルマウスの作製 
硫酸転移酵素遺伝子 2 欠損マウスに TAA 水を 9 週間与えて、肝細胞傷害型モデルマウスを作製
し、細胆管反応の出現頻度を野生型マウスと比較した。野生型マウスおよび硫酸転移酵素遺伝子
2欠損マウスのいずれにおいても、生じた細胆管反応の程度に差はみられなかった。 
（2）胆管細胞傷害型モデルマウスの作製 
① 3,5-diethocycarbonyl-1,4-dihydrocollidine(DDC)投与期間の検討 
DDC の投与期間を 4週間、8週間、12週間で検討した結果、非投与群と比べて、4週間で CK19 陽
性の細胆管反応の増加がみられた。また、投与期間を 8 週間、12 週間と増加させると、投与時
間に比例して CK19 陽性の細胆管反応の出現頻度が増加した。 
② 硫酸転移酵素遺伝子欠損マウスを用いた胆管細胞傷害型モデルマウスの作製 
硫酸転移酵素遺伝子 2 欠損マウスに DDC を加えた飼料を 9 週間与えて、胆管細胞傷害型モデル
マウスを作製し、細胆管反応の出現頻度を野生型マウスと比較した。野生型マウスおよび硫酸転
移酵素遺伝子 2欠損マウスのいずれにおいても、激しい細胆管反応が生じたが、両者の間で差は
みられなかった。 
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