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研究成果の概要（和文）：本研究では、肝外胆管、胆嚢における免疫学的反応を明確にすることおよびこれらの
研究のための 有用な材料としての、胆道閉鎖症由来の肝外胆管、胆嚢上皮細胞の安定細胞株の樹立を行うこと
を目的とした。
手術時の切除標本を用いた解析において、肝外胆管におけるIL13および炎症細胞の集積の関連性を確認してお
り、また、肝外胆管、胆嚢における線維化に関わる因子であるperiostinの発現、分布の解析を行い、IL13 が
periostin の発現を増強しており、胆道閉鎖症における組織線維化に関与していることを確認した。また、手術
時に得られた胆嚢、胆管上皮細胞の安定した培養法を確立した。

研究成果の概要（英文）：The aims of this study were to analyze the abnormal immune reaction at the 
extrahepatic bile ducts of biliary atresia (BA) patients, and also establishing the stable cell 
culture methods of bile duct epitheliums from BA patients for the analyses.
We performed the histological analyses of surgically resected tissues from BA patients. We found 
that the locations of CD45+ inflammatory cells and IL13 are related, and also periostin, a protein 
produced from fibroblast, is also abundant around the damaged bile ducts. The cultured fibroblasts 
from the portal area of liver produced periostin by IL13 stimulation. This indicated that IL13 is 
related to the inflammation and fibrogenesis at the extrahepatic bile ducts of BA patients. 
We also established the stable culture metheos of cholangiocytes from the gall bladders or hepatic 
portal area of BA patients.The cells were immortalized by inducing SV40T and hTERT genes, and 
cultured in our original conditioned medium in 2D or 3D culture methods.

研究分野：小児　胆道閉鎖症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
胆道閉鎖症の原因はいまだ判明しておらず、肝硬変の進行を阻止する治療法なども確立されていない。本研究で
は、胆道閉鎖症の病勢の進行、線維化等に関わる免疫学的な因子の解析を行い、病態の解明、肝硬変進行に対す
る治療を探求するうえで、IL13 - periostin が手がかりとなり得ると考えられる。
また、in vitro解析のため、手術時検体からの胆管細胞の安定した培養法を確立しており、これらの因子の胆管
上皮への影響を解析するうえで有用である。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

胆道閉鎖症は、胆道系組織の形成後に肝外胆管の炎症性変性による閉塞から胆汁うっ
滞性肝障害をきたすと考えられているが、その原因は現在でも解明されていない。周産期のウイ
ルス感染、自己免疫等が原因となるという考え方が主流であるが、長年の研究にも関わらず原因
は明確にされておらず、従来と異なったアプローチが必要と考えられる。 

胆道閉鎖症研究においては、肝生検組織の解析が良く行われているが、我々は胆道閉
鎖症臨床検体の残存肝外胆管、胆嚢上皮に着目した免疫学的所見の解析を行っている。この結果、
胆道閉鎖症の残存胆嚢上皮において、IL13 の免疫染色にて局所的な陽性所見を認めており、こ
の部位は胆嚢上皮細胞の増殖部位と一致する。IL13は好酸球、肥満細胞、IL33等と共に、消化
管のアレルギー、自己免疫に関与することが知られている。IL33の胆嚢上皮の増殖への関与や、
胆道閉鎖症の胆道上皮における増加は報告されている(Li J. J ClinInvest.2014)。また、ヒト胆
道閉鎖症の肝生検検体において肥満細胞の数は重症度と相関しており、同様に、好酸球の増加が
確認される。未熟な出生直後の胆管上皮におけるこれらの免疫反応が上皮細胞増生、脱落、線維
化を引き起こす可能性が考えられる。 
また、胆道閉鎖症における IL33、IL13の亢進はロタウイルスによる胆道閉鎖症モデルにおいて
腺構造増生に関与することが報告されている。我々は、胆道閉鎖症の胆嚢上皮には幽門腺化生と
して病理診断されている腺構造が胆道拡張症や他の疾患と比較して遥かに高い頻度で認められ
ることを確認している。これは慢性炎症によるものと考えられているが、構造上は腸粘膜、気道
粘膜におけるアレルギーや自己免疫反応による粘液腺構造の増加にも類似している。これらの
腺構造の部位は IL13が陽性であり、異常免疫による分泌細胞の増殖の結果である可能性も考え
られる。 
 
２．研究の目的 

本研究では、胆道閉鎖症において肝外胆管における異常免疫反応（アレルギー、自己免
疫）の所見を明らかにするとともに、これらの免疫反応を増強させる可能性のある内分泌的因子
の作用を解析することで、根治術後の自己肝における病態進行の抑制につながる機序を解明す
る。また、同時に、これらの研究を継続的に進めるためのツールとして胆道閉鎖症の残存肝外胆
管の上皮細胞の安定株の樹立をおこなう。 

胆道閉鎖症の臨床検体の解析にて、①肝外胆管、胆嚢における免疫学的反応を明確に
すること、②胆道上皮障害をきたす異常免疫を増強させる内分泌的因子の同定、作用の解明を目
的とし、これらの研究のための有用な材料としての③胆道閉鎖症由来の肝外胆管、胆嚢上皮細胞
の安定細胞株の樹立を行う。 
 
３．研究の方法 
1) ヒト胆道閉鎖症検体の胆道系の組織学的解析：当研究室における過去の胆道閉鎖症手術検体
から、研究における解析の同意を得ており、胆道系の評価が可能なものを選別し、免疫染色等に
よる組織学的解析を行う。胆道閉鎖症における各因子の局在の比較を行い、関連性を統計学的に
有意性の解析を行う。 
2) ヒト胆道閉鎖症の肝外胆管上皮の培養、安定株樹立：手術検体の研究への使用に関してはあ
らかじめ同意を得る。手術時に切除された肝外胆管、胆嚢より上皮細胞を採取し、専用培地にて
初代培養を行う。細胞が安定したところで、不死化遺伝子の導入を行う。培養細胞の胆管上皮 
マーカーを用いた免疫染色にて、確認を行う。 
 
 
４． 研究成果 
 
１） 臨床検体の組織学的解析では、IL13 は炎症細胞マーカーCD45 陽性の細胞浸潤部に相関
して染色され、Periostin はα-SMA 陽性の活動性線維化部位に一致して染色性が認められた。ま
た、IL13 は胆管上皮にも染色され、IL13 陽性症例は陰性症例と比較して胆管の個数が多く、特
に小胆管が有意に認められた。IL13 で刺激した肝門部組織由来線維芽細胞の periostin mRNA の
発現は IL13 の濃度依存的に亢進が認められ、蛋白のレベルでの上昇も認められた。臨床像との
比較では、IL13+ および periostin＋症例群は術前 D-bil 値が低く、術後の減黄日数も有意に低
かった。しかし、periostin＋群は明らかな有意差はなかったものの自己肝生存率が低い傾向に
あった。 
以上から、IL13 は小胆管の増生に関与し、下流の Periostin を介して活動性の炎症性線維
化を誘導することが示唆された。これらの陽性群では術後早期の減黄を示すものの、長期的には
Periostin 陽性群の自己肝生存は低い傾向にあった。これより、IL13、Periostin は手術時点の
みでなく、術後の胆管周囲の炎症性線維化の病勢を反映し、バイオマーカー、治療ターゲットと
して有用である可能性があると考えられた。 



 これらの内容は論文発表されている(DOI 10.1007/s00383-022-05238-4)。 
 
2) 胆道閉鎖症患者から得られた細胞は独自の組成の培地で安定した培養が得られ、不死化遺伝
子 SV40T、hTERT を導入し、継続した培養が可能であった。これらの細胞は、CK19 および Sox9 陽
性が確認された。また、2 つの異なる 3D 培養法を行い、いずれも導管様の構造の構築および
Rhodamine の取り込み、管内への排泄が認められ、機能的にも胆管様の現象が認められた。 
 これらの内容は論文投稿中である。 
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