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岩 田 充 弘

原発性胆汁性肝硬変 b ri m a r Y b ili a r Y Ci r rh o si s , P B C ) で は , ア ポ ト
ー シス に よ る細胞死 が胆管上皮 の 消失 の 基本病変で

あ る と考えら れ て い るが , そ の 正確なプロ セス は不明であ る. 最近
,
月旦汁 の 重要 な構成成分 である胆汁酸が , 胆管 上皮 そ の も

の に村 しア ポ ト ー シ ス 誘導作用ある い は抗 ア ポ ト
ー

シ ス 作 用を示す こ とが 報告され て い る . 本研究 で は ,
P B C の 胆管破壊解

明の た め の 基礎的研究 と し て , 野生 型 マ ウ ス (B A L B / c) お よ び機能的F a s 受容体 (F a s r e c e p t o r , F a s R) 欠損 マ ウ ス (C 3 H
･

M R L - F a s
I p r
) 由 来培養肝内膳管上皮細胞株を用 い ,

抱 合塑疎水性胆汁酸 の
～

つ で あ る グ リ コ ケ ノ デ オ キ シ コ ー ル 酸

短1y c o c h e n o d e o x y c h oli c a ci d , G C D C A) の ア ポ ト
ー シ ス 誘 導お よ び その プロ セ ス に つ い て 検討 した ･ その 結果 ,

G C D C A は

B A L B / c 由来胆管上皮細胞株 (M B E C J W ) に お い て , 用量 およ び 時間依存性に ア ポ ト
ー

シ ス を誘導 した. 直接 ア ポ ト
ー

シス を

誘導する こ と が 知 られ て い る ビ ュ
ー ベ リ シ ン O) e a u V e ri ci n) 処 理 群で は ア ポ ト

ー

シス は4 時 間後 に み ら れ る の に比 し, G C D C A

負荷 後の ア ポ ト ー シ ス は
,
2 4 時 間後か ら観察 さ れ 遅く出現 し た . こ の こ と は

,
G C D C A に よ る ア ポ ト

ー シス 誘導 は , G C D C A

の 直接作用で は なく他 の 因子 の 介在に より間接的 に実行され る もの と 考えられた . 免 疫組織化学的
,
分子生物学的検討 に より

G C D C A 負荷 M B E C ｣ W で は ,
F a s R

,
F a s リ ガ ン ド (F a s li g a n d , F a sI) , ア ネキ シ ン Ⅴ, 加工 型 カ ス バ

ー ゼ ー3 お よ び ア ピ カ ル 側

ナ トリ ウム 依存性月旦汁醸 トラ ン ス ポ
ー

タ
ー

(a pi c al s o di u m -d e p e n d e n t b il e a ci d t r a n sp o rte r , A S B T ) の 発現が 先進 して い る こ と

が 示され た . さ ら にG C D C A の 負荷 によ り, イ ン タ
ー ロ イ キ ン ー 1 8 (i n t e rl e u ki n - 1 8 , I L 1 8) m R N A の 発現克進が F a s L m R N A の 発

現 に先行 して認 め ら れ, さ ら に培養液に活性型IL 1 8 の 分泌が 認め られ た . ま たI L 1 8 の レセ プ タ
ー

で あるIL 1 8 受容 体 α (Ⅰし

18 r e c e p to r α) m R N A の 恒常 的な発現が確認 され た .

一

方
,
機能 的F a s R 欠損 マ ウス で ある C 3 H ･ M R しF a s

lp r

由来胆管上 皮細

胞株 (M B E C -1 p r) で は ア ポ ト
ー シ ス の 誘導 は認 め ら れ な か っ た . 以上 の 結果 か ら, G C D C A は A S B T を介 しマ ウ ス 胆管上 皮細

胞内 に取り込まれ
,
そ の 結果F a s R 発現 の 先進 お よびI L 1 8 産生 に伴う F a s L 発現 克進をきた し, 胆管上 皮細胞相互 の オ

ー

トク

リ ン , パ ラ ク リ ン の 機序 で F a s R / F a s L 系 シ グ ナ ル に より胆管 上皮の ア ポ ト
ー

シ ス を誘導 して い る こ とが 示 さ れ た . ま た
,
こ

の 系の アポ ト ー シ ス は カ ス バ
一

旦 3 の 活性 化に よ り実行 され , そ の 過程で アネ キ シ ン Ⅴの 細胞質 か ら細胞膜 へ の 移動が 生 じて

い る こ と も示 さ れ た . 生体 内に お い ても, G C D C A を含め た 胆汁酸 に よ る胆管上皮 の ア ポ ト
ー シ ス が

,
ヒ トの 肝 内胆管病変の

発生, 進展 に何 ら か の 役割 を果た して い るも の と推定 された.

E e y w o rd s F a s r e c e p t o r/ F as lig a n d
- S y S t e m , C a S P a S e

-3
,
a n n e Xi n V , a p ic al s o diu m - d e p e n d e n t b il e

a cid tr a n s p o rt e r , i nt e rl e u ki n
-1 8

肝内胆管 は
一

層 の 胆管上 皮細胞で覆 われ て い る . 原発性胆汁

性肝硬変 (p ri m a ry b ili a r y c i r r h o si s , P B C ) , 移植片対宿主病

(g r aft - V e r S u S -h o st d i s e a s e , G V H I)) お よ び肝移植彼 の 拒絶反応

な どの 免疫介在性肝月旦道系疾患で は , 胆管上 皮自身が標的細胞

と な っ て お り
,
そ の 脱 落 が 肝 内胆管病変 ,

特 に 胆 管消失

( v a Ili s h i n g b il e d u c t s y n d r o m e) の 重要な病的機序 とな っ て い

る
1 卜 6)

. さて
,
ア ポ ト

ー

シス は能動的で プ ロ グ ラ ム 化され た 細

胞死であり, 正 常組織 の ホ メ オ ス タ ー シ ス の 維持 や様 々 な病態

形成 に関与 し て い る . 従 来 の 研 究 に よ り ,
F a s 受 容 体 ( F a s

r eF e Pt O r , F a s R)/ F a s リ ガ ン ド (F a s li g a n d , F a s L) を介 した ア

ポ ト
ー

シ ス は
,
免疫介在性胆管消失 の 重要な機序 と して 認識 さ

れ て お り
,
F a s L 陽性T リ ン パ 球 が F a s R を 表出 した胆管上皮細

胞を攻撃 し
,
そ の 結 果胆管上皮細胞 が破壊 , 消 失す る と さ れ

る
7 ト 9)

. 近年 ,
リ ン パ 球 以 外 の 様 々 な細胞 にもF a s L の 発現が

知ら れ て お り, 自 己免疫性疾患 で の 標的細胞 の 破壊機構ある い

は悪性腫瘍の 免疫回避機構 に何 らか の 役割 を演 じて い る と さ れ

て い る
10 卜 17)

. しか し
, 胆管上 皮細胞 で の F a s L の 表 出や 病的プ

ロ セ ス にお ける 役割 に関す る研究 は な され て い ない .

さて
, 胆汁 中の 重要な成分であ る胆汁酸 は , 親水性胆汁酸お

よび疎水性胆汁酸 に大別 され る . 胆汁酸の 種類 や標的臓器に よ

平成1 1 年1 1 月 2 5 日受付, 平成12 年1 月 1 2 日受理
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,
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F a s L , F a s lig an d ; F a s R , F a s r e c e p t o r; G C D C A , gl y c o c h e n o d e o x y ch oli c a cid ; G V H D , g r a 虹v e r s u s
- h o s t dis e a s e ; IL ,
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胆汁酸 に よ る胆管上皮細胞の ア ポ ト
ー

シ ス

っ て
,
こ れ ら胆汁酸は種々 の 生理的, 痛的効果を有す る. す な

わ ち
,
腸 管上 皮 に お い て は , 胆汁酸 は D N A 合成促進作用や発

痛作用を有 し
1 机 9)

, 親水性胆汁酸で あ る ウ ル ソ デ オ キ シ コ
ー

ル 酸 ( u r s o d e o x y c h oli c a c id , U D C A ) は肝細胞保護作用を示

す
20 卜 22)

.

一

方 , 疎水性胆汁酸 ( とく に非抱合型) は肝細胞 に対

し ア ポ ト
ー

シ ス 誘導作用を有す る
2 3) 2 4)

. 月旦汁酸 の 胆管上皮 に対

す る作用 に つ い て も2 , 3 の 研究 が なさ れ て お り, j u p i ni ら
2 5)2 6)

は抱合型疎水性胆汁酸は胆管上皮 の 増殖お よ ぴ セ ク レ チ ン の 分

泌を促進 し た と報告して い る . また B e n e d e tti ら 27) は
, 親水性

あ る い は 抱合塑疎水性胆汁酸 は胆管障害 (ネク ロ
ー

シ ス) を 誘

導 しない が , 非抱合型疎水性胆汁酸 は胆管障害性を示 した と報

告 して い る . しか し , 胆 汁酸 に よ る胆管細胞の ア ポ ト
ー シス 誘

導に 関連 した検討 は殆 どな されて い な い .

今 回, P B C に代表 さ れ る免疫介在性肝内胆管系疾患 にお け る

肝内胆管 の 破壊機序 の
一

端を実験的 に明 らか にす る ため , 胆汁

酸 に よ る 胆管 上 皮細胞 の ア ポ ト
ー シ ス 誘 導 と そ の 機 序を

F a s R/ F a s L 系を 中心 に検討 した .
つ まり

,
培養 マ ウ ス 胆管細胞

株 に抱合型疎水性胆汁酸の
一

つ で あ る グリ コ ケ ノ デ オ キ シ コ
ー

ル 酸 鹿1y c o c h e n o d e o x y c h oli c a cid , G C D C A) を負荷し, 胆管細

胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス
, 細胞増殖 ,

ア ポ ト
ー

シ ス 関連分子

(F a s R , F a s L , カ ス バ
ー ゼ ー3 お よ びア ネ キ シ ン V) の 蛋白 お よ び

m R N A の 発現 ,
ア ピカ ル 側 ナ ト リ ウ ム 依存性胆汁酸 トラ ン ス ポ

ー タ ー

( a pi c al s o di u m
-d e p e n d e n t b il e a cid tr a n s p o r t e r , A S B T)

m R N A の 発 現, イ ン タ
ー

ロ イ キ ン (i n t e rl e u ki n , II) - 1 8 m R N A

の 発現 と培養 上清中 の 活性型Ⅰし18 濃 度お よ びⅠし1 8 受容体 α

(II / 1 8 r e c e p t o r α ,
I し1 8 R α) m R N A の 発現の 5 項目 に つ い て

検討を行 っ た . なお
,
ア ネキ シ ン Ⅴ は近年 マ ウ ス の 末梢胆管に

特異的か つ 高度 に発現 して い る こ と が 示さ れて おり
28)
,
また 細

胞膜表面 に提示された フ ォ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン に結合する特性

か ら ア ポ ト
ー シ ス 早 期 の マ ー カ ー と し て 利 用 さ れ て い る .

A S B T は ヒ トお よ び ラ ッ ト の 胆管 上皮 に発現 し, 抱 合型胆汁酸

の 細胞内 へ の 取り込 み に 関与 して い る
2 9 卜 32)

. ま たⅠし18 はI L l

レセ プ タ ー フ ァ ミ リ ー に属 するⅠし18 R α と結合 し, おも にイ ン

タ ー フ ェ ロ ン γ を誘導する サ イ トカ イ ン で ある が
3 3) 34)

,
F a s L の

発現誘導作用も有 し, F a s 系を 介 した ア ポ ト
ー シス を促進 させ

る こ と が 報告さ れ て い る
35 卜 38)

材料 お よび方法

L 実験動物お よび胆管細胞株 の樹立

1 .
マ ウス 肝内胆管細胞 の 単離

野 生型 マ ウ ス ( B A L B / c) お よ び 機 能的 F a s R 欠損 マ ウ ス

(C 3 H
･

M R しF a s
l- )

り の 8 過 齢老齢雌 マ ウ ス の 肝 内末梢胆管細胞

を K at a y a n a gi ら
3 9)
の 方法 に より単維, 培養 した . すな わ ち

,
仏

型 コ ラ ー ゲ ナ ー ゼ (Si g m a C h e m ic al C o . , S t L o ui s , U S A) を下

大静脈 より還流 し, そ の 後肝細胞を可及的除去 した の ち肝内胆

管樹を作製 した. 実体顕微鏡下で末梢胆管の み を切離, 採取 し,

1 0 % N u -

S e r u m V (B e c t o n D i c k i n s o n , B e d f o r d , U S A ) ,

2 .5 m g/1 フ ォ ル ス コ リ ン (S i g m a C h e m i c al C o .) , 2 0 n g/ m l マ ウ

ス 上皮成長因子 (Li L e T e c h n ol o gi e s , I n c . , G r a n d I sl an d , U S A) ,

12 .5 m g/ m l ウ シ下垂体抽出物 ( B e c t o n D i c ki n s o n) , 5 n M 甲状腺

ホ ル モ ン T 3 (S i g m a C h e m i c al C o .) , 1 0 m l /1 I T S + ( B e c t o n

3 5

D i c ki n s o n) お よび10 m l/1 1 0 0 Ⅹ a n tibi o ti c m y c oti c s ol u ti o n (Li f e

T e c h n ol o gi e s , I n c .) を 添 加 し た D M E M / F
- 1 2 培 地 (Lif e

T e c h n ol o gi ed , I n c .) 内で , 3 7 ℃ , 5 % C O 2 の 条件下 で1 日 間培養

し た . 次 に組織片を 仏型 コ ラ
ー

ゲ ン (新 田 ゼ ラ チ ン , 大阪) 上

に移植 し4 週 間培養した. 移植組織片辺緑より胆管上皮細胞の

シ ー ト状 の 増殖が あり, 形態学的に胆管上皮と思われ る部分の

み を偏光顕微鏡下 で 切 り取り, 新 た なコ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル 上 に再移

植 した .
こ の 過程を4 回線り返 した の ち ,

Ⅰ塾 コ ラ ゲ ナ ー ゼ お

よ び デ ス パ
ー ゼ (Li f e T e c h n ol o gi e d , I n c .) 混合液 に て コ ラ

ー ゲ

ン ゲ ル を消化 し
,
胆管上 皮細胞を回収 した . 胆管上 皮細胞 と反

応す る こ と が 知 ら れ て い る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 ケ ラ チ ン 抗 体

(Z6 2 2) (D A K O , G l o s t ru p , D e n m a rk) を用い た免疫染色にて 増

殖 した細胞の ほ ぼ100 % が胆管上皮細胞 である こと を確認 した.

2 . マ ウ ス 肝内胆管細胞 の単層培養お よび3 次元培養

上記 の 過程 に よ り樹立 し た 培養胆管細胞株 [ M B E C - W

( B A L B / c 由来) お よ び M B E C -1 p r (C 3 H
･

M RI J F a s
lp r
EE卜来)] か

ら
,
1 × 1 0

5

個の 胆管細胞を 仏 型 コ ラ
ー

ゲ ン で 覆わ れ た ウ ェ ル

上で
,
3 7 ℃

,
5 % C O 2 の 条件下 で 2 週 間培養した . こ れ ら の 細

胞 はゲ ル 上で単層で シ
ー

ト状 に発育 した .

次 に
,
K at a y a n a gi ら

3 9) 40 )
の 方法 よ り胆管上皮細胞 の 3 次元培

養を施行 し た. す なわ ち1 × 10
6

個/ c m
3
の 胆管細胞をIA 型 コ ラ

ー

ゲ ン に混和 ,
ウ ユ ル 内 に注入 し37 ℃ , 5 % C O 2 の 条件下 で5

日 間培養 し た . これ ら の 増殖細胞 は3 次元的に成長し, 細胞極

性を有する嚢胞 を形成 した .

Ⅰ . G C D C A お よびビ ュ q ベ リ シ ン(b e a u v e ri c i n , B V) の負

荷方法

G C D C A (S ig m a C h e m i c al C o .) を1 0 0 FL M , 2 50 /1 M , 5 0 0 F L M

お よ び10 0 0 〃M
の 濃 度で , ま た は B V (S i g m a C h e m i c al C o ･)

を5 FI M , 1 0 p M ,
2 5 FI M お よ び50 /J M の 濃度で 培地内に混和

し
,
胆 管細胞株 (単層培養お よ び3 次元培養) を37 ℃ , 5 % C O 2

の 条件下 で 4 時 間, 1 2 時間, 2 4 時間, 4 8 時間培養 した . B V は

E
+

イ オ ノ ホ ア の
一

種 で , C a
2 +

依存性 に カ ス バ
ー ゼ ー3 を活性化

し, 培養ラ ッ ト胆管細胞の ア ポ ト
ー

シ ス を直接誘導する
41)
こ と

が 知 ら れ て お り, B V 負荷 によ る培養細胞 の ア ポ ト
ー シス を陽

性 コ ン ト ロ
ー

ル と して用 い た . なお 単層培養細胞株を用 い た実

験で は , ア ポ ト
ー

シス 細胞の 脱落
,
浮遊を防ぐた め ,

G C D C A

お よ びB V 負荷前 に培養胆管細胞層上 にゲ ル を重層 し た .

Ⅱ . 肝内胆管細胞 の ア ポ ト ー シス お よ び増殖活性 の検討

1 . 材料の 作成

肝内胆管細胞 を培養 し た 各ウ ェ ル 内 に10 % 中性綬衝 ホ ル マ

リ ン を入 れ2 日 間固定後, 培 養細胞を含ん だ コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル を

剥 離 し パ ラ フ ィ ン 包埋 ブ ロ ッ ク を作成 した .
こ れ ら か ら3

ノ
∠ノ m

厚 の 連続切片 を作成 し以下 の 検討 に使用 した .

2 . ア ポ ト
ー

シス の 検出

ア ポ ト
ー

シ ス 細 胞 の 同定 は t e r m i n al d e o x y n u c l e o ti d yl

t r a n sf e r a s e Cr d lつ -

m e di a te d d e o x y u ridi n e tri p h o s ph a te ni c k
- e n d

l ab eli n g Cr U N E U 法 に より行 っ た . すなわ ち, 脱パ ラ フ ィ ン切

片 を親水化後, 20 p g/ m l プロ テ ナ
ー ゼ K O3 0 e h r in g e r M a n n h e 血 ,

I n di a n a p oli s , U S A ) に て5 分間処理 し た. 次 にT d T お よ び フ ル

a n tig e n ; R T , r e V e r S e t r a n S C rip ti o n ; T U N E L , t e r mi n al d e o x y n u cl e otid yl t r a n sf e r a s e C r d T)
- m e di a t e d d e o x y u rid in e

t ri p h o s p h at e n ic k
- e n d lal ) eli n g ; U D C A , u r S O d e o x y ch oli c a cid
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オ レ セ イ ン 標 識d U T P を 含有 し た T d T 緩 衝 液 (i n si t u c ell

d et e c ti o n kit
,
P O D

,
B o e h ri n g e r M an n h ei m ) を混和後 , 切片 上

に 滴下 し37 ℃ , 6 0 分 反応 させ た . P B S に て 洗浄後 ,
ペ ル オ キ

シ ダ ー ゼ標 識抗 フ ル オ レ セ イ ン抗体を37 ℃ , 6 0 分反応 させ た .

P B S で洗浄後, ヂ ア ミ ノ ベ ン ヂ ジ ン (di a m i n ob e n di zi n e , D A B )

で 褐色 に発色 さ せ ,
メ チ ル グ リ

ー ン にて 核染 した . 顕微鏡下で

1 00 0 個以上 の 培 養細胞を観察, アポ ト
ー

シ ス 陽性細胞を数え
,

ア ポ ト
ー

シ ス 指数( = m N E L 陽性細胞数/ 全細胞数) を算出 した .

3 . 増殖活性 の 評価

増殖細胞核抗原 b r olif e r a ti n g c ell n u cl e a r a n ti g e n , P C N A ) は

Gl 期後期か らS 期 にか けて 核内 に集積す る D N A ポ リ メ ラ
ー

ゼ

∂ の 補助因子で あり , 培養細胞 の増殖活性 の 指標 と して 用い ら

れ て い る
42)

. p c N A の 免疫 染色を用い 培養細胞 の 増殖活性を評

価 した .

一

次抗体 と して , マ ウ ス モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗 P C N A 抗体

( N o v o c a st r a h b .
,
N e w c a stl e

,
U K) を用い た .

マ ウス 組織切片

に応用す る ため , D A K O 社 の ポ リ マ
ー イ ム ノ コ ン プ レ ッ ク ス 法

に 従い 染色を行 っ た . す なわ ち
,
等 量の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標識

デ キ ス ラ ン ボ リ マ ー

( マ ウ ス 1 次抗 体用 E n v i si o n + , D A K O ) と

P C N A 抗体 (5 0 倍 希釈) を室温 で 1 時間反応 させ た . そ の 後,

E n vi si o n 十抗 マ ウ ス イ ム ノ ダ ロ ブ リ ン 抗体 の 非結合部 を ブ ロ ッ

ク する た め 正常 マ ウ ス 血清 (D A K O) で 室温 ,
1 時 間反応 させ ,

免疫複合体を作成 した . 組織 切片は , 脱パ ラ フ ィ ン 後l マ イ ク

ロ ウ エ
ー

ブ処理 (10 m M ク エ ン 酸碑衝液, p H 6 .0 , 8 0 0 ワ ッ ト , 2 0

分) にて抗 原賦活化 を行 い ,
さ ら に免疫複合体 の 核内 へ の 浸透

を高め る ため ,
デ キ ス トラナ ー

ゼ (Si g m a C h e m i c al C o .) で5 分

間処理 し た . 次 に
, 作製 した 免疫複合体を切片上 に滴下 し常温

で60 分反応 させ た . P B S で数 回洗浄後D A B で 褐色 に 発色 させ

メ チ ル グリ
ー ン に て 核染 した . 増殖活性 の 評価 は 100 0 個以上

の 培養細胞を観察 し
,
増殖指数 ( = P C N A 陽性細胞数/ 全細胞

数) の 算 出に よ り行 っ た .

Ⅳ . 肝 内月旦管細胞様 に お け る ア ポ ト ー シ ス 関連分子の発現

1 . 免疫組織化学的検討

F a s R
,
F a s L

,
カ ス バ

ー

ゼ ー3 の 免疫染色をE n v i si o n シ ス テ ム

(D A E O) で , ア ネキ シ ン Ⅴ の 免疫染色を ア ピ ジ ン
ー ビオ チ ン 複

合体 (a vid i n -b i o ti n c o m pl e x , A B C) 法
43)
で 行 っ た . F a s R お よ び

カ ス バ
ー ゼ ー3 の 免疫 染色は

,
切片をマ イ ク ロ ウ エ ー

ブ処 理後 に

行 っ た . 1 次抗体 は
,
ウサ ギ抗 マ ウ ス F a s R ポ リ ク ロ ー

ナ ル 抗体

T ab le l . S e q u e n c e s of olig o n u c le otid e p rl m e rS u S e d i n t hi s s tu d y

(冬20 , 4 0 0 倍希釈, S an t a C ru Z B i o t e c h n ol o g y I n c リ S a n ta C ru Z ,

U S A ) , ウサ ギ抗 ヒ トF a s L ポ 1) ク ロ
ー

ナ )t / 抗 体 (Q -2 0
,
マ ウ ス

F a s L と の 交差反応あり
,
6 0 0 倍希釈, S a n t a C ru Z B i o t e c h n ol o g y

I n c .) , ウサ ギ抗 ヒ ト カス バ
ー ゼ ー3 ポリ ク ロ

ー

ナ ル 抗体 (50 0 倍希

釈 ,
D a k o) , ラ ッ ト抗 マ ウス ア ネキ シ ン Ⅴ モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗体

(10 倍希釈, 金沢 大学医学部医学科病 理学第二教室, 片柳和義

先生 より供与
2 9)
) を用い た . な お

,
ウサ ギ 抗 ヒ トカ ス バ ー ゼ ー3

ポ リ ク ロ
ー

ナ ル 抗体と マ ウス カ ス バ ー ゼ ー3 と の 交差反応性を ,

後述の 如く ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法で 確認 した . 観察は 光

学顕微鏡 下 で 行 い ,
F a s R

,
F a s L お よ び ア ネキ シ ン Ⅴ に 関 して

は
, 陰性 , 軽度 陽性 , 中等度陽性, 強陽性 の 4 段 階で 評価 し,

カス バ
ー

ゼ ー 3 に 関 して は 陽性率 ( カス バ
ー

ゼ ー3 陽性細胞数/ 全細

胞数 × 10 0) で 評価 した ,

2 . ウ エ ス タ ン プ ロ ツ テ ィ ン グ に よ る検討

ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ に より
,
上 記 ウ サ ギ 抗 ヒ ト カス バ

ー ゼ ー 3 ポ リ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 (D A R O ) と マ ウ ス カ ス バ
ー ゼ ー3 と の

交差反応性 を確認 し
,
ま た カ ス バ ー ゼ ー 3 の 経時 的発現の 推移を

検討 し た . B V で 12 時 間お よ び4 8 時間処理 した10
6

偶の M B E C -

W 細 胞を回収 し, 蛋 白溶解液 [20 m M T ri s - H C l (p H 7 .4) , 0 .1 %

S D S
,
1 % T rit o n ｣Ⅹ1 0 0 お よ び1 % デ オ キ シ コ

ー

ル 酸ナ トリ ウム

を含有] に て ホ モ ジ ナ イ ズ した . 遠心 (4 ℃ , 1 2 , 0 0 0 g , 3 0 分)

後上 宿を回収 し, 蛋白濃度1 /∠ g / 〃1 に調 整 した . 抽 出蛋白を2 一

メ ル カ プ ト エ タ ノ
ー

ル にて 還元 しS D S - P A G E に て 蛋白を分離

後, 電気 的 に ニ トロ セ ル ロ
ー ス 膜 に転写 し た . 転写膜を5 % ウ

シ血 清 ア ル ブ ミ ン に て ブ ロ ッ キ ン グ した 後
,
抗 ヒ ト カ ス バ ー

ゼ ー 3 抗体 ( D A K O ) お よ び E n vi si o n + ( ウ サ ギ ,
1 0 倍 希 釈

,

D A K O ) を順次反応 させ , D A B に て褐色 に 可 視化 し た. なお 予

想 さ れ る 蛋白の 分子量 は , マ ウ ス プ ロ カ ス バ ー ゼ ー 3 が 3 2 k D a

(p 3 釘 , プ ロ セ ッ シ ン グ をうけた マ ウ ス カ ス バ
ー ゼ ー3 が 29 k D a

b 29) , 1 7 k D a (p 1 7) お よ び12 k D a (p 1 2) で ある
44)

.

V . G C D C A 負荷 胆管細胞に お ける m R N A の発現量解析

薬剤非負荷お よ び G C D C A 負荷培養細胞か ら R N A を抽 出 した

後, 逆転写 (r e v e r s e -tr a n S C ri p ti o n , R T ) - P C R 法に よ り F a s R
,

F a s L
,
ア ネキ シ ン V

,
A S B T

,
Ⅰし18 お よ びII ] 1 8 R α の m R N A を

検出 し半定量的 に評価 した . A S B T
,
Ⅰし1 8 お よ びⅠし18 R α に

関 し て は そ れ ぞ れ に 対応す るP C R 産物 の 塩 基配列 の 解析も行

っ た .

S e n s e A n tis e n s e
P C R

蒜
d u c t G e n B

慧
S Si o n

F as R

F a s L

A n n e x i n V

A S B T

IL - 1 8

IL - 1 8 R α

β- a C ti n

p G E M 16 1

p G E M 2 9 1 1

p G E M 2 9 4 4

5
.
- C A T C T C C G A G A G T T T A A A G C - 3

1

5
一
- A G T G C C A C T T C A T C T T G G G C -3

'

5
'
- A G C G C C A G G A A A T T G C T C A G G A -3

.

5
.
- C A C A A C G T A T C A G C C C C C T T - 3

T

5
.
- A A C A A T G G C T G C C A T G T C A G - 3

.

5
一
- T A T A A T T G C A C C G T G G C C A A - 3

.

5
'
- G C T A T G C T C T C C C T C A C G C C A T -3

.

5
■
- C A G G A A A C A G C T A T G A C -3

-

5
T
- G T m C C C A G T C A C G A C - 3

t

5
'
- G T T T C C T G C A G T T T G T A T T G C T - 3

T

5
l
- T A C C A C C G G T A G C C A C A G A T T -3

.

5
一
- A G G T C A A T C T C A C T C C T C G A C A C -3

'

5
.
- A C C G T A C T G G G C C A C T A T G G - 3

■

5
一
- T C C T C G A A C A C A G G C T G T C T T - 3

.

5
r
- T G G A T C T C C T C G A C A A C A G C T - 3

t

5
'
- A C G C A G C T C A G T A A C A G T C C G C - 3

.

5
'

一 G T T T T C C C A G T C A C G A C - 3
.

l

1

7

1

1

1

7

0

0
∩

ツ

0

0

0

2

つ
]

2

′

h
)

つ
】

つ
ん

4

′

0

M 8 3 6 49

U O 6 9 4 8

U 2 9 3 9 6

D 8 7 0 5 9

U 6 6 2 4 4

U 4 3 6 7 3

Ⅹ03 7 6 5

P G E M 1 6 1 a n d p G E M 2 9 1 1 ar e V e Ct O r P n m e m S e d i n th e P C R am P lific ati o n . p G E M 29 4 4 is a v e c to r p r l m e r u S e d in c y cl e s e q u e n c l n g ･



胆汁酸に よ る胆管上皮細胞の アポ ト ー シ ス

1 . 全 R N A の 抽 出

R N A の 抽 出は グ ア ニ ジ ニ ウ ム チ オ シ ア ネ
ー ト フ ェ ノ ー ル ー ク

ロ ロ ホ ル ム 法
4 5)
にて 行 っ た . す なわ ち

, 各ウ ェ ル をIA コ ラ ゲ

ナ
ー ゼ で 処理 しゲ ル を完全 に溶解後, 1 0

6
個 の 培養細胞を回収

した . こ れ に4 ℃
,
0 .8 m l の IS O G E N ( ニ ッ ポ ン ジ

ー ン
,
富 山)

を入 れ ホ モ ジ ナ イ ズ後, 4 0 0 〃l の ク ロ ロ ホ ル ム を加え5 分 間氷

上 に放置 した . 遠心 (4 ℃ , 1 2 ,0 0 0 g , 1 5 分) 後, 水相を採取 し,

等量 の イ ソ プ ロ パ ノ
ー ル に て 核 酸を沈殿さ せ全 R N A を得 た .

こ れ を0 .1 % の ジ ュ チ ル ピ ロ カ ー ポ ネイ ト で R N a s e を失倍化 し

た 滅菌蒸留水 に溶解 し , 各検体を吸光度計 に て 濃度測定後,

1 〃g ル1 に調整 した .

2 . 逆転写反応

R N A 試 料1F L g に2 5 0 n g の ラ ン ダ ム プ ラ イ マ
ー

( B o e h ri n g e r

M a n n h ei m ) を加 え70 ℃で 10 分 間加熱後 ,
氷 中に て 急冷 した .

こ れ にd N T P 5 0 0 n M
,
逆転写酵素2 00 単位 (S u p e r S c rip t

T M
II
,

G ib c o - B R L
,
G aith e rb u r g , U S A ) , ジ チ オ ス レイ ト

ー ル 1 0 m M

お よ び8 〃1
の 添付 R T 繚衝 液を加え

,
全 量を2 0 〃1 と し た後,

4 2 ℃ で50 分間 cD N A 合成を行 っ た . 最後 に7 0 ℃
,
1 0 分 間で酵

素を失活化 させ , 反応を停止さ せ た .

3 .
P C R 反応

c D N A 溶液1 p = こ , d N T P O .2 m M
,
セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン

ス プ ラ イ マ
ー

(各1 FL M , 表1) , 添付P C R 綾衝溶液, T a q D N A

ポ リ メ ラ
ー

ゼ (1 .2 5 単位, 宝酒造, 束京) お よ び滅菌蒸留水を加

え全量を50 /∠ = こ調 整 した .
こ れ に50 /J l

の ミネ ラ ル オ イ ル を重

層 さ せ ,
D N A サ

ー マ ル サ イ タ ラ ー

( M J r e s e a r c h , S o u t h S a n

F r a n ci s c o
,
U S A ) で P C R 反応 を行 っ た . 熟変性 (94 ℃ , 1 分間) ,

ア ニ
ー

リ ン グ (54 ℃ , 1 分間) , D N A 伸 張 (72 ℃ , 1 分 間) を1 サ

イ ク ル と して β- アク チ ン お よ びⅠし18 R α に つ い て は2 5 サ イク

ル
,
A S B T お よ びII ] 1 8 に つ い て は28 サ イ ク ル

,
F a s R

,
F a s L お

37

よ び アネキ シ ン Ⅴ に つ い て は30 サ イ ク ル 施行 した . 次 に5/ノl の

P C R 産物を2 % ア ガ ロ
ー ス ゲ ル で 電気泳動 し, 臭化 エ チ ジ ウ ム

に て染色後
, 紫外線下 で 可視化 した .

4 . 増幅P C R 産物の 半定量化

F a s R
,
F a s L

,
ア ネ キ シ ン Ⅴ

,
A S B T

,
Ⅰし18 お よ びII / 1 8 R α に

対 応す る P C R 産物の バ ン ド濃度をN IH イメ
ー ジで 数値化 した .

そ して ハ ウス キ ー ピ ン グ遺伝子 であるβ- ア ク チ ン の 発 現量を

内部対照と し, β - アク チ ン に対 す る比率 で m R N A 量の 半定量

化を行 っ た . な お , 定量性を示す最適な P C R サ イ ク ル 数 は ,

P C R 産物濃度の プ ロ テイ ン グ曲線を作成 し, サ イ ク ル 数 と浪度

が直線性を示す範囲で決定 した .

5 . P C R 産物 の サ ブク ロ
ー

ニ ン グお よ び塩基配列の解析

P C R 産物 の 塩基配列を確認す る た め , p G E M 昔 ベ ク タ
ー シス

テム (P r o m e g a , M a di s o n , U S A ) を用 い てサ ブ ク ロ
ー

ニ ン グを

行 っ た 後
,
塩 基 配列 を決定 し た . す な わ ち

,
P C R 産物 を

Q IA q u ic k P C R P u r姐 c a ti o n 氾t (Q I A G E N , C h a二tW O rth , U S A) に

て精製後, P C R 産物をp G E M l
､

ベ クタ ー の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ

サ イ ト に挿入 し, 次 に この ベ ク タ
ー をJ M l O 9 コ ン ビテ ン ト細胞

に導入 し た . 挿入 お よ び導入 の 確認は 5 - ブ ロ モ ー 4 - ク ロ ロ ー 3 - イ

ン ドリ ル ー

β
- D - ガ ラク ト ピラノ シ ドお よ びイ ソ プ ロ ピ ル ー チ オ ー

β
- ガ ラ ク ト シ ドを用 い た里色選択 に て 行っ た ･ 陽性 コ ロ ニ

ー

を採取 し, ベ ク タ
ー 領域で作成 した セ ン ス お よび ア ン チ セ ン ス

プ ラ イ マ
ー

b G E M 1 6 1 お よ びp G E M 2 9 1 1 , 衷1) で P C R 反応を

行 っ た .
マ ル チ ク ロ

ー ニ ン グ サ イト に挿入され たP C R 産物 の

塩 基数 仏S B T , II : 1 8 とも に2 01 b p) を確認後, 表1 に示すベ ク

タ ー プラ イ マ ー

(p G E M 2 9 4 4) お よ び D y e T e r m i n a t o r C y cl e

S e q u e n ci n g F S R e a d y R e a cti o n K it (P E B i o sy s t e m s , U S A) で シ

ー

ケ ン ス 用 P C R を行 っ た . 次 にA B I P ri s m 3 7 7 D N A シ
ー

ケ ン サ

ー

(P E B i o s y s te m s) で塩 基配列 の 解析を行 っ た . 解析結果は

Fig . 1 . A p o pt o si s i n d u c e d b y G C D C A i n M B E C
J W . W a n d (B ) U n tr e at e d M B E C JⅣ . (C) a n d (D ) 5 0 0 F L M G C D C A

qtr e a t e d M B E C - W fo r

2 4 h r s . (朗 a n d (C) T n r占e -di m e n si o n al c ell c ult u r e . (B ) a n d (D ) M o n ol a y e r c ell c ult u r e . (瑚 a n d (C) h e m at o x yh n an d e o si n st ai ni n g . (B)

an d (D ) T U N E L m e th o d c o u n t e r st ai n e d wi th m e th yl -g r e e n . (0 ri gi n al m a g nia c ati o n x 5 0 0)
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M B E C - W aft e r th e t r e a t m e n t wi th G C D C A o r B V a t v a ri o u s c o n c e n tr a也o n s u n d e r th e 五Ⅹe d i n c u b a ti o n ti m e (4 8 h r s) . (B) A p o pt o ti c i n d e x

i n M B E C JⅣ u n d e r th e 丑Ⅹ e d c o n c e n t r a ti o n of G C D C A a n d B V (5 0 0 F L M a n d 2 5 FL M , r e S p e C 也v el y) . ( C) A p o pt o ti c i n d e x i n M B E C →1 p r u n d e r

th e 丘Ⅹ e d c o n c e n tr a ti o n o f G C D C A an d B V (50 0 p M an d 2 5 p M , r e S p e C ti v el y) . P ) P r o li 血
･

ati o n i n d e x (P C N A [ p O Siti v e c ell s/ t o tal c ell

C O u n tS)i n M B E C J W u n d e r th e 丘Ⅹe d c o n c e n t r a ti o n o f G C D C A an d B V (5 0 0 FL M an d 2 5 FL M , r e S p e C tiv elめ .

★
S i g n iB c a n t di 蝕 r e n c e v e r s u s

th e o th e r t w o g r o u p s (p < 0 .0 5); ○ , u n tr e at e d M B E C ; △ ,
G C D C A ,t r e a te d M B E C ; 口 , B V 廿 e a te d M B E C . D a ta i s gi v e n a s 貢± S D .

:ェ 1

B

~
__ _-

)

■･■▲.

; ､こ.｣
､■く雪

Fig . 3 . lm m u n o hi s to c h e m i c al st ai ni n g o f P C N A i n M B E C
J W o f

m o n ol a y e r c ell c ultu r e c o u n te r stai n e d w ith m eth yl
-

g r e e n . (郎
U n tr e at e d M B E C ･ O3) 5 0 0 FL M G C D C A

-tr e a te d M B E C f o r 4

h r s . (0 ri gi n al m a g ni丘c ati o n x 5 0 0)

G e n B a n k デ ー タ ベ ー ス か ら得 た マ ウ ス A S B T
,
I L - 1 8 お よ び

I L 1 8 α の 塩基配列 と照合 した.

Ⅵ . 培養上溝中の活性型Ⅰし1 8 濃度の測定

B A L B / c 由来培養胆管上皮細胞株の 培養上清中の活性型II ] 1 8

過度 を E LI S A 法 に て 測定 し た . すな わ ち薬剤非負荷 お よ び

G C D C A 負荷 M B E C - W 細胞 (約10
6
個相 当) の 培養上 清を探

し
, 抗 マ ウ ス Ⅰし18 抗 体 感作 マ イ ク ロ カ ッ プ [ マ ウ ス Ⅰし18

E LI S A キ ッ ト (医学生物学研究所 , 愛 知)] に3 FLl ず つ 添加 , 室

温で 1 時間放置 した . 洗浄後 ,
ペ ル オ キ シ ダ

ー

ゼ 標識抗 マ ウ ス

IL 1 8 抗体を室温 で1 時間反応 させ , テ ト ラ メ チ ル ベ ン チ ジ ン を

基質 と して 標識 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を発色 さ せ た . 反応 停止後

4 50 n m の 吸光度を測定 し標準曲線 か ら培養上 宿中 のI L 1 8 濃度

を測定 した .

Ⅶ . 統計解析

結果 は, 各実験系 ご と に計4 回測定 し, 貢 ± S D を計算 した .

M a n n - Wh it n e y U
-t e S t に て 統計解析 し, p < 0 .0 5 をも っ て有 意差

ありと判断 した .

成 績

I , G C I) C A お よ ぴ B V に よ る培養マ ウ ス 胆管上皮細胞 の ア

ポ ト
ー

シ ス お よ び細胞増殖 の誘導

M B E C J W に G C D C A を負荷 した場合
,
単層培養 お よ び3 次元

培養の い ずれ にお い て も, 2 5 0 /上 M 以 上 の 濃度で 24 時間後か ら,

ま た B V を負荷 した 場合10 / ∠ M 以上 の 濃度 で 4 時間後か ら 形態

学的 に ア ポ ト
ー

シ ス を示唆す る変化 (ク ロ マ チ ン の 濃縮 お よ び

アポ ト
ー

シ ス 小 体 の 形成) が観察 さ れ た (図1 C) . T U N E L 染色

に て こ れ ら の 細胞 の 核 に 陽性所見を認 め , m N E L 陽性 の ア ポ



胆汁酸 に よ る胆管上皮細胞の ア ポ ト ー

シス

ト
ー シ ス 細胞 と 考え られ た (図1 D) . G C D C A 負荷彼の M B E C -

W の ア ポ ト
ー

シス 指数 は G C D C A の 濃度お よ びそ の 負荷時間 に

依存 して増加 し, 50 0 FL M G C D C A を負荷 した M B E C
J W にお け

る48 時 間後 の ア ポ ト
ー

シス 指数は 0 .3 2 ±0 .0 6 で あ っ た (図2 A ,

図2 B) .
一 方

,
壊死性変化 (特 に細胞膨化お よ び細胞融解) は ,

1 0 0 0 FL M 以上 の G C D C A 濃 度お よ び5 0 FL M 以 上 の B V 漉度で 高

頻度 に観察 され た .
こ れら の 成績 より

,
以後 の ア ポ ト

ー

シ ス に

関する 実験 は , G C D C A の 濃度を500 FL M に , B V の 濃度を25 FL M

に設定 して 行 っ た .
4 8 時 間後の ア ポ ト ー シ ス 指 数は , G C D C A

負荷群 で 0 .3 2 ± 0 .0 6
,
B V 負 荷群 で 0 .8 3 士 0 .0 2 で あり (図2 B) ,

G C D C A に よ る ア ポ ト ー シ ス 誘導能は B V に比 し有意 に軽度 で

あ っ た .

3 9

山 方 , M B E C -1 p r で は , G C D C A 負荷群 お よ び B V 負荷群 の

48 時間後 の ア ポ ト ー シ ス 指数 は各々
,
0 .1 3 ±0 .0 3

,
0 .9 0 ±0 .0 3

( 図2 C) で , B V 負荷群 で有意 に高値であ っ た . ま た
,
M B E C -

1 p r と M B E C W の ア ポ ト
ー シス 指数 の 比較で は

,
B V 負 荷で は

両者 に有意差 はな か っ た (0 .8 3 ± 0 .0 2 お よ び 0 .9 0 ±0 . 0 3) が ,

G C D C A 負荷群で は M B E C -1 p r (0 .1 3 ±0 .0 3) は M B E C JⅣ (0 .3 2 ±

0 .0 6) に比 し有意に低値であっ た .

P C N A の 発現 は核 に認 め ら れ た (図3) . M B E C J W に お ける

4 時 間後の増殖指数 (P C N A 陽性率) は無 添加群 (0 .1 8 ±0 .0 2) お

よ び B V 負荷 群 (0 .1 6 ± 0 .0 2) に 比 し, G C D C A 負荷群 (0 .2 9 ±

0 .0 3) で 有意 に増加 し, G C D C A 負荷12 時間後か ら 緩徐 に低下

し た (図2 D) .

一 方
,
額添加群 に お ける 増殖指数は ほ ぼ

一

定で

T a bl e 2 ･ I m m u n oh is to c h e mi c al e x p r e s si o n o f F a s R , F a s L , a n d a n n e xi n V i n c u lt u r ed m u ri n e bili a r y
e pith eli al c ells .
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* * M o d e r a te c y to pla s m i c e x p r e s si o n a n d str o n g m e m b r a n o u s e x p r e s si o n .

Fi g . 4 . I m m u n o hi st o ch e m i c al s t ai n i n g o f F a s R , F a s L a n d an n e Xi n V i n M B E C
- W c o u n t e r st ai n e d w ith h e m a to x yli n . (朗 F a s R e x p r e s si o n in

u n t r e a t e d M B E C J W . (B ) F a s R e x p r e s si o n i n 5 0 0 FL M G C D C A
-t r e at e d M B E C J W f o r 2 4 h r s . (C) F a s L e x p r e s si o n i n u n tr e a te d M B E C - W ･

P ) F a s L e x p r e s si o n i n 5 0 0 iL M G C D C A r tr e a t ed M B E C
J W f o r 2 4 h r s . OE) An n e xi n V e x p r e s si o n i n u n tr e at e d M B E C J W . (F ) An n e xi n V

e x p r e s si o n i n 5 0 0 F L M G C D C A
-tr e a t e d M B E C J W f o r 4 8 h r s , 仏- D ) T h r e e -di m e n si o n al c ell c ul tu r e . C ) an d (F ) M o n ol 野 e r C ell c u lt u r e L

( 0 ri gi n al m a g ni丘c ati o n x 5 0 0)



4 0

あり
,
ま た B V 負 荷群 で は培養時間 と と も に嬢徐 に低 下 し た

(囲2 D) .

Ⅰ . ア ポ ト
ー

シ ス 関連分子の発現

1 . F a s R の 発現

免疫組織化学的検討 に よ り, 塵添加評で は M B E C - W の 細胞

質 に F a s R の 弱 い 発 現 が認 め ら れ た の に村 し, M B E C -1 p r で は

F a s R の 発現 は認め ら れ なか っ た (囲4 A , 表2) . G C D C A 負荷群

で は
,
M B E C JⅣ の 細胞質 に強い F a s R の 発現 が認 め ら れた の に

対 し , M B E C -1 p r で は F a s R の 発現 は認 め ら れ な か っ た (図4 B ,

表2) . ま た M B E C - W に お け るF a s R m R N A 量 は G C D C A 負荷

4 時間後か ら増加 し
,
以後漸増 した (図5 , 図6A) .

2 . F a s L の 発現

免疫組織化学的検討 により ,
F a s L は M B E C J W お よ び M B E C -

1 p r の 無添 加群 に お い て , 陰性あ るい は細胞質で弱陽性 に出現

した (図4 C , 表2) . G C D C A 負荷群 で は, 両細胞株ともに F a s L

の 強い 発現 が認 め ら れ た (図4 D , 表2) . ま た M B E C - W に お け

る F a s L m R N A 発現量 は, G C D C A 負荷2 4 時 間後 か ら急激 に増

加 し た(国5 , 図6 B) .

3 . ア ネキ シ ン Ⅴの 発現

免疫組織化学的検討 に より
,
無添加群 にお い て M B E C - W お

よ び M B E C -1p r の 細胞 質に アネ キ シ ン V の 中等度 の 発現 が認 め

4

u

琶
否
も
､

∝
∞
巾

軋

7

食
V

5

▲
｢

▲

3

2

一

】

O

u
l

ち
?
屯
､

>

u
-

×
O
リ

リ

く

別

絹

1 0

S

u
l

1

0

?
屯

a
【

ユ
ー

0 4 1 2 2 4 ヰ8

F a s R

F a s L

A n n e xi n V

書L ･1 8 R α

β 一

a Cti n

0 4 1 2 2 4 4 8

( h r $ a ft e r G C D C A t r e at m e nt)
Fig . 5 . T b e b a n d s o f R T

IP C R of m R N As o f F a s R
,
F a s L

,
a n n e X i n

V
,
A S B T

,
Ⅰし18

,
Il r 1 8 R α an d βp a cti n in M B E C

- W afte r th e

t r e a t m e n t wi th 5 0 0 FL M G C D C A ･

8

8

丁

8

5

4

3

2

一

】

O

u
】

-

0

℡
屯

〕
ゆ
噂
山

7

《
V

一

缶

▲
｢

3

2

一

-

O

u
l

1

0

℡
叫

声
山

S
`

請

訓

憎

1 0

5

0

亡
】

1

0

?
屯
､

8

∝
¢

T
｣
-

0 4 1 2 糾 4 8

T 細 鳩( 加 $)
Fig . 6 . T h e i n t e n sitY r a ti o of R T P C R p r o d u ct s fo r F a s R , F a s L , an n e X in Ⅴ, A S B T , Ⅰし18 a n d I し18 R α m R N A a g ain s t th o s e f o

■
r β

-

a C ti n i n

M B E C J W aft e r th e t r e a t m e n t wi th 5 0 0 FL M G C D C A . D a ta i s a n al y z e d b y N I H i m a g e a n d i s gi v e n a s 霊 ±S D ･ ㈱ F a s R ･ (B ) F a s L ･ ( C)

An n e xi n V . P ) A S B T . (田 II / 1 8 . (円I L 1 8 R α . 0
,
u n tr e at e d M B E C ; △ , G C D C 査tr e a te d M B E C .



胆汁酸 に よ る胆管上皮細胞の アポ ト ー シス

られ た (図4E , 表2) . G C D C A 負荷群で は, M B E C J W の 細胞質

の 発現 に加え細胞膜 に強い アネ キ シ ン Ⅴ の 発現 が 認 め られ た

(図4 F , 表2) .
→

方 M B E C -1 p r で は ア ネ キ シ ン Ⅴ の 発 現は 非負

荷群と同程度であ っ た (表2) . また M B E じW に お ける ア ネキ シ

ン Ⅴ の m R N A 量は , 時間の 経 過と と も に繚徐 に増加 し た (図5 ,

図6C) .

4 .
カス バ

ー

ゼ ー3 の 発現

1) . ウ エ ス タ ン プ ロ ツ テ ィ ン グ に よ る抗 ヒ トカ ス バ
ー ゼ ー3 抗

体の 認識抗原 に関す る検討

B V 非負 荷 M B E C - W で は プ ロ カ ス バ
ー ゼ ー3 (p 3 2) , p2 9 , p 1 7

お よ び p 1 2 の い ずれ の バ ン ドも検出 さ れ なか っ た . -
･

方 ,
B V

負荷 M B E C J W で は ,
1 2

,
4 8 時 間後 に29k D の バ ン ドが 検出さ れ

た (図7) . こ の 結果 より , 使用 した 抗体 はプロ ド メ イ ン が 切断

さ れ た 活性型 マ ウ ス カ ス バ ー ゼ ー 3 (p 2 9) を認識 して い る もの と

考え ら れ た . なお , その 他 の 活性型 カ ス バ
ー

ゼ ー 3 断片で あ る

p17 お よ び p1 2 は検 出さ れ なか っ た .
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2) . 培養細胞組織切片に お ける カ ス バ
ー

ゼー 3 陽性率の 検討

i . M B E C - W

免疫組織化学的検討 によ り, カ ス パ
ー

ゼ ー 3 は 細胞質に発現 し

た (図8) . 無添加群で の カ ス パ
ー

ゼ ー3 陽性率は , 3 % 前後 で培養

時間と関係なくほ ぼ
一

定で あ っ た (図9朗 .

一 方B V 負荷群で は

12 時間後 に カス バ
ー

ゼ ー3 の 陽性率 は53 ± 12 % と上 昇 し, 以 後

次第に低下 した .
こ の 結果 は ウ エ ス タ ン プ ロ ツ テ ィ ン グで の バ

ン ド強度の 時間的経過の 推移 と ほぼ d 致 した . また G C D C A 負

荷 群 に お け る カ ス バ ー ゼ ー 3 の 陽性率 は24 時 間後か ら 上 昇 し,

4 8 時間複で は35 ± 5 % で あ っ た .

ii . M B E C -1p r

無添加群で の カ ス バ
ー

ゼ ー3 陽性率 は , 2 % 前後 で培養時間 に

関係 なく ほ ぼ
一

定で あり, M B E C - W と 同様の 陽性率であ っ た

(回9B) . また , B V 負荷群 で は12 時間後に カ ス バ
ー ゼ ー 3 の 陽性

率は4 6 ±12 % と 上 昇, 以後次第 に低下 し, M B E C - W と ほぼ 同

様の 経過 であ っ た . しか し
,
G C D C A 負荷 群で の カ ス バ ー ゼ ー 3

陽性率 は
,
5 % 前 後で 培養時間に関係なく ほ ぼ

一

定で あ っ た

(図8B , 図9B) .

F i g . 8 . lm m u n oh i s to c h e m i c al s tai nl n g h r c a sp a s e
-3 . (朗 25 0 FL M

G C D C A ･tr e ate d M B E C - W fb r 24 h r s , 田) 5 00 f L M G C D C A : b
'

e at ed

M B E C -1 p r f o r 2 4 h r s . (M o n ol a y e r c ell c u lt u r e c o u n t e r st ai n ed

wi th h e m at o x yli n; O rigi n al m a g ni丘c ati o n x 50 0)

0 4 1 2 2 4

T岳m e (h r s)

Fi g , 9 . T h e p e r c e n ta g e of c a sp a s e
-3 -p O Sitiv e B E C s a fte r th e t r e a t m e n t w i th 50 0 FI M G C D C A o r 2 5 F L M B V . (朗 M B E C J W ･ (B ) M B E C J p r ･

○
,
u n t r e a te d M B E C ; △

,
G C D C A ,tr e at e d M B E C; □ , B V tr e a te d M B E C . D a ta i s gi v e n a s 貢± S D .
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Ⅱ . A S B T
,
I L 1 8 お よぴI L 1 8 R α m R N A の発 現

M B E C - W で は
, G C D C A 非負荷お よ び G C D C A 負荷 に拘わ ら

ず, A S B T , I L - 1 8 お よ びI し18 R α m R N A の恒 常的発現 が R T -

P C R 法 に よ っ て確認され た ( 図5) . ま た こ れら の P C R 産物 の

塩基配列 は G e n B a n k デ ー

タ ベ ー ス の A S B T
,
Ⅰし1 8 お よ び

I L - 1 8 R α の 塩 基配列 と
一

致 し , 目 的 と し て い る m R N A を

検 出 して い る こ と が 確認 でき た . さ ら に半 定量解析 に よ り
,

M B E C l Ⅳにお けるA S B T m Ⅲ寸A 量 は G C D C A 負荷後培養時間と

とも に増加した (図5 , 図6 D) . I I ; 1 8 m R N A 量 は , G C D C A 負荷

4 時間後に急速 に増加 し
,
そ の 後次第に低 下 した (図5 , 図6E) .

こ の 急激 なIL - 1 8 m R N A の 発 現克進 は G C D C A に よ る F a s L

m R N A の 発現克進 に先行 して観察さ れ た (図6B , 図6 E) . ま た

IL 1 8 R α m R M 量 は G C D C A 負荷後程徐 に増加 した の ち48 時 間

後 に急激 に増加した (図5 , 図6F) .

Ⅳ . 培養上溝中の活性型IL 1 8 の検 出

無添加M B E C JⅣ に お ける培養上清中の 活性型II ] 1 8 の 濃度 は

培養時間に関係なく検出感度以下 で あ ら た . しか し G C D C A 負

荷 M B E C - W で の 活性型II ] 1 8 濃度は 負荷後直ち に上 昇 し
, 経 過

と と もに漸増 した (図10) .

考 察

ヒ トの 胆 汁酸成分は主 と して
, 疎水性胆汁酸であ る コ ー ル 酸

( c h oli c a ci d , C A) , デ オキ シ コ ー ル 酸 (d e o x y c h oli c a ci d , D C A )

およ び ケ ノ デ オ キ シ コ ー ル 酸 (c h e n o d e o x y c h oli c a ci d , C D C A )

と
, 親水性胆汁酸 であ る ロD C A の タ ウ リ ン も しく は グ リ シ ン抱

合体で構成 さ れ て い る4 6) . 従来 , 胆汁酸の 細胞毒性 はそ の疎水

性 に依存した界面活性作用 に よ る細胞膜障害ある い は稜々 の 機

序 に よ る ミ トコ ン ドリ ア障害が考えられ ており
2 3)2 4) 4 7 卜 4 9)

,
こ れ

ら は い ずれ もネク ロ ー

シ ス に よ る細胞死を特徴 と し たメ カ ニ ズ

ムで あ っ た ･

鵬

方
,
ロD C A を代表 とする 親水性胆汁酸 は

, 疎水

性胆汁酸と の 競合 や, ミ ト コ ン ドリ ア 膜の安定化 に より細胞保

護作用を呈すると報告され て い る
20)2 1) 49 )

. しか し なが ら
,
近年 ,

肝細胞 に対す る疎水性胆汁酸の ア ポト ー

シ ス 誘導作用
20)23 ) 2 4)
と

U D C A の抗 ア ポ ト
ー

シ ス 作用
2 0 卜 22 )
が 報告 さ れ, 胆汁う っ 滞に

伴う肝 剛包障害はネ ク ロ ー シ ス よ りもむ しろ ア ポ ト ー

シ ス が重

要で あ る と考えら れ る よ う にな っ た .

胆汁酸 は
, 肝細 胞の み な らず肝内胆管細胞 に村 して も

, 様 々

な作用を有 して い る と考え ら れ て い る .
ヒ ト慢 性胆汁う っ 滞性

肝疾患 で は
,
疎水 性胆汁酸が血中お よ び 肝内 に蓄積 して お り,

こ れ が 肝細胞 の み な らず月旦管上皮細胞 に対しても細胞傷害性 に

作用す る と 報告 され て い る
2 3)2 4)

.

一

方 , 実験動物 で の 閉塞性黄

痘や 70 % 肝切 阻 ま た P B C , 原発性硬化性胆管炎 (p ri m a r y

S Cl e r o si n g c h ol a n gi ti s , P S C ) , 肝外性胆道閉塞症な どの ヒ ト慢

性胆道系疾患で は , 胆 汁う っ 滞に伴 い 肝内胆管 の 増殖性変化 が

認め ら れる こと5 0 卜 5 3)
, また ラ ッ ト実験 モ デ ル で 胆汁酸 (特に 親

水性胆汁酸) が, 胆管細胞の D N A 合成
,
セ ク レチ ン 受容体 の 発

現
,
セ ク レ チ ン 依存性 の c A M P 合成な ど を克進させ る作用を有

する こ と が示され て い る5 0)5 1)5 4)

近 乳 自己免疫性胆道系疾患 にみ られ る 胆管破壊 の過程で ,

胆管細胞 の 細胞動態
,
す なわ ち細胞増生と細胞死 の バ ラ ン ス の

乱 れ が 重要 であ る と 報告さ れ て い る
7) 52)53 )

. 胆 管上 皮 の 細胞死

の 主 た る経路と して ア ポ ト ー

シ ス が 重要 と考えら れ
,
実際 P B C

の障害胆管で は T ロN E L 法 や 電子顕微鏡的観察 に よ りア ポ ト ー

シス が 示 さ れ て い る
7 卜 9)

. 今 回の 研究で は , 胆 管上 皮は直接胆

汁 に接してお り, 胆汁中 の 主要成分 である胆汁酸が胆管上皮 の

アポ ト
ー

シ ス 発生 に 関連 して い る と の 想定 で 以 下 の 実験を行 っ

た . G C D C A は ヒ トの
一

次胆 汁酸構成成分 の 中で 占め る 割合が

最も高い こ と
46)
,
か つ 肝細胞 に対し最も強く ア ポ ト ー

シス を誘

導す る作用を有 して い る
55)
こ と より

,
特に こ の 胆 汁酸を中山二

検討 した .

まず
,
マ ウス 培養胆管細胞株 に G C D C A を25 0 F L M 以上 の 濃度

で負荷する と細胞増殖克進 と ア ポ ト ー シス に よ る細胞死 が同時

に生 じる こ と が示 さ れ た ･ しか しG C D C A を10 0 FL M 以下 の 低 濃

度 で負荷 した 場合
,
細胞増殖 は誘導 され た が ア ポ ト ー シ ス は確

認されなか っ た .
こ の こ と か ら

,
G C D C A の 濃度 が細胞増殖とア

ポ ト
ー

シ ス 死の バ ラ ン ス を規 定する重要な因子 であ る と考えら

れた . G C D C A を用い た研究 に より
,
本研究 はP B C な どの 自己免

疫性胆道系疾患で の 胆管破壊 の 基礎的研究 とな ると思 われ る .

さて
,
胆 汁酸 の 腸肝循環 や抱合型胆汁酸 の 細胞内へ の 取り込

み は
,
主 に ナ トリ ウム 依存性 の 胆汁酸輸送機構 に より行 わ れ て

い る
56)

. 近年 ラ ッ トお よ び ヒ ト の 胆管細胞 が小腸粘膜上皮 と同

様 に A S B T を発現 し て い る と の 報告が あり
2 9 卜 32)

,
マ ウ ス 胆管

上 皮細胞もA S B T を発 現 し て い る こ とが 本研究 の R T - P C R 法 に

よ っ て 示 さ れ た . 従 っ て G C D C A は A S B T に よ っ て細胞内 へ 輸

送さ れ て い る と考え られ
,
こ の 胆汁酸 の 細胞内移動が胆管細胞

の 増殖お よ び細胞死 の シ グナ ル 開始 に直接関与 して い る 可 能性

がある . 実際 ラ ッ ト培 養肝細胞で
,
より疎水性 の 強い 非抱合型

の C D C A よ りも G C D C A の ほう が細胞障害を強く起 こ した と の

報告もあり
21)
,
A S B T 等の 胆汁酸輸送蛋白 の 存在が抱合型胆汁

酸に よ る アポ ト ー

シス 誘導に関連 して い る可 能性が示唆さ れ る .

P B C な ど の 自己免疫性胆道系疾患で の 障害胆管 に F a s R の 発

現 が あり
,
ま た その 周 囲に F a $ L 陽性の リ ン パ 球 が 浸潤 して い

る こ と か ら
,
こ れら細胞上 の F a s R とF a s L の 結合が 胆管細胞 の

ア ポ ト
ー シ ス の 発生 に 重要 であ る と考え られ て い る

7 )57 )
. しか

し , F a s L は リ ン パ 球 を含む血球系細胞以外 にも発現 して い る

と の 報 告 が あ る. 例 え ば甲状腺濾胞上皮 に は 恒常的 に F a s L の

発現 が あり
,
橋 本病 で は F a s R の 過剰発現 が加わ っ て 広範 な濾

胞上皮 の 破壊 が生 じ る
12)

. ま た 悪 性腫瘍 もF a s L を発 現 し ,



胆汁酸 に よ る胆管上皮細胞 の ア ポ ト
ー

シ ス

F a s R 陽性免疫担当細胞をア ポ ト
ー シス 死 に 陥 らせ る 免疫回避

機構が存在す る
13 卜 17)

.
こ れ ら の 所見 よ り

,
胆管上皮もF a s L を

発現 し病態形成 に関与 し て い る可 能性 があり, G C D C A を用い

た系に より検討 した . そ の 結果, M B E C J W に G C D C A を負荷す

る と
,
F a s R お よ び F a s L の 発現が 高度 に誘導さ れ る こ と が 示さ

れ
,
ま たア ポ ト

ー

シ ス も誘導さ れ た . しか し
, 機能的F a s R 欠

損 マ ウ ス 由来 の M B E C -1 p r で は G C D C A 負荷に より F a s L の発現

先進を認め た が ,
F a s R の 発現 は なく ア ポ ト

ー

シ ス は 誘導 され

な か っ た . 以 上 の 所 見 より
,
マ ウ ス 胆管上 皮細胞 は F a s R お よ

びF a s L を発現 し
,
また G C D C A によ る 胆管上皮細胞 の ア ポ ト ー

シス 誘導はF a s R/ F a s L 系を介して い る こ とが 示され た .

次 に
,
G C D C A 依存性 ア ポ ト ー シス に お ける カ ス バ ー ゼ 嶋3 の

関与 を検討 した . II / 1 β変換酵素 (I し1 β c o n v e rti n g e n z y m e ,

I C F)/ C E D -3 フ ァ ミリ
ー の

一

つ で ある カス バ
ー

ゼ ー3 は
,
F a s R / F a s L

系 を介 した細胞内シ グ ナ ル 伝達系 の 重要なア ポ ト
ー

シス 実行蛋

白と され て い る
5 8) 5 9)

. ラ ッ ト培養胆管細胞 に B V を負荷 した場

合 ,
カ ル シ ウム 依存性 に カス バ

■
-

ゼ ー 3 を活性化しア ポ ト
ー

シス

が誘導される と の 報告が ある
41)

. 今 回 , マ ウ ス 胆管上皮細胞を

用 い B V 負 荷 に よ る カ ス バ
ー

ゼ ー3 の 活 性化 に つ い て検討した .

まず ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法 に よ り
,
無添加 M B E C J W で

は非情性型 (プ ロ カ ス バ
ー ゼ ー 3) お よ び 加工 型 b 29 , p 1 7 お よ び

p 1 2) の い ず れ も検出 さ れ なか っ た の に 対 し, B V 負荷群 で は

p 2 9 が 検 出 さ れ た . ま た 免 疫染色 に よ る 検討 で もB V お よ び

G C D C A 負荷群 で カ ス バ ー ゼ ー 3 (p2 9) の 発現克進を認 め た . こ

の 結果 か ら 今回用 い た抗 ヒ トカス バ
ー

ゼ ー3 抗体(D A K O) は , 少

なく とも マ ウ ス カ ス バ
ー

ゼ ー 3 の p 2 9 成分 と交差反応する こと が

示 さ れ ,
ま た B V 負荷 に よ っ て プロ カ ス バ

ー

ゼ ー 3 が 加工 さ れ ,

活性 型 に 変換 さ れ る 現象を示 して い る も の と 考え ら れ た .

R o d ri g u e z ら
60 )
はF a s 依存性劇症肝炎 の 動物実験 モ デ ル で カ ス

バ ー

ゼ ー 3 の 発現を ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法 にて 検討 し た結

果, 肝全体 より抽出 した 蛋白材料 にお い て もp 17 の バ ン ドは非

常 に弱か っ た と して い る . 従 っ て 細胞質内で産生さ れ た活性型

カス バ ー ゼ ー3 の p 1 7 , p 1 2 成分は 急速に分解さ れ る可 能性が考え

られ た . 以 上 の 結 果 より ,
B V お よ び G C D C A に よ っ て 誘導 さ

れ る ア ポ ト
ー シ ス 機構 で は , 活性 型カ ス バ

ー

ゼ ー3 の 検出 さ れ た

こ と か らF a s R か ら の 細胞内 シ グナ ル が カ ス バ
ー

ゼ →3 を介 し て

実行 され る と考え られ た .

次 に , マ ウ ス 胆管細胞 にお ける ア ポ ト
ー

シス と ア ネキ シ ン Ⅴ

発現 と の 関連性を検討 した , ア ネキ シ ン Ⅴ は カ ル シ ウ ム 依存性

フ ォ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン結合蛋白 と して知 ら れ ,
近年ア ポ ト ー

シ ス の 検索 に利用さ れ て い る が ,
そ の 機能に 関 して は い まだ不

明の 点 が 多い . 最近
,
マ ウス の 末梢′ト型胆管 に アネ キ シ ンⅤが

豊富 に存在する こ とが報告 さ れ , 胆管 の 生 理機能に関連 して い

る と推測さ れ て い る
2 8)

. また
,
ア ネキ シ ン Ⅴ は細胞内カ ル シ ウ

ム濃度 が上 昇 した状態 (例 えばB V の 投与) で 細胞質内か ら細胞

膜 上 へ と 移動す ると考え ら れ て い る
61)

. 今 回 , B V あ る い は

G C D C A 負 荷彼の 培養胆管細胞 に アネ キ シ ン V の 高度 の 細胞膜

発現 が観察さ れ , 初期の ア ポ ト ー シス を反映 して い るもの と考

えら れ た . なお , Gi d o n J e a n gi r a r d ら
62)
は ヒ トT リ ン パ 球 モ デ

ル を用い た 実験で ,
ア ネキ シ ン Ⅴが カ ス バ ー

ゼ 蠣3 の 活性 化 を抑

制 した と 報告 して お り, マ ウス 末梢小型胆管細胞 にお け るア ネ

キ シ ン Ⅴの 恒常的な細胞内発現が B V ある い は G C D C A に よ る

カ ス バ
ー

ゼ ー3 の 活性化を抑制 してい る可 能性も考え られ た .

次 に
,
胆 管細胞 に よ るⅠし18 産生 と ア ポ ト ー シ ス の 関連を検
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討 し た . Ⅰし18 は ク ッ パ
ー 細胞 に代表 さ れ るリ ボ ポ リサ ッ カ ラ

イ ド Gip o p oly s a c ch a rid e , L P S) 刺激 マ ク ロ フ ァ
ー

ジや
,
ケ ラチ

ノ サ イ ト, お よ び脳 の グリ ア細胞な どで 産生さ れ
,
リ ン パ 球に

作用 しイ ン タ ー フ ェ ロ ン γ の 産生 を克進させ る こ とが 知 られ て

い る
35 卜 3 8)6 3)

. ま たT b l リ ン パ 球 や ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 に作

用 しF a s L の発現や そ の 機能の 増強させ る効果を有す る
35)3 6)

. 今

回の 培養胆管細胞を用い た研究 で は, G C D C A 負荷 に よりF a s R

の 皿 R N A 量 は刺激後4 時間以内で増加 し たが , F a s L は 2 4 時間

後 に発現 が克進した .
こ れは F a s R 発現 が G C D C A の 直接作用

に よ り誘導され
,
F a s L の 発現 に は何らか の 因子 の 介在があ る

こ とを示唆 し て い る . 次 にF a s L 発現の 調節因子であるIL 1 8 に

注目 し検討 を行 っ た . そ の 結果 ,
ⅣトP C R 法 に て培養胆管細胞

にⅠし18 お よ びⅠし18 R α の m R N A 発現が 確認さ れ, 胆管細胞が

自 らI L 1 8 を産生 し, I L 1 8 の レ セ プタ
ー

で あるⅠし18 R α も発現

して い る こ と が 示され た. ま た G C D C A 負荷群 に お い てⅠし18

m R N A の 発現冗進が F a s L m R N A の 発現克進 に先行 して い た こ

と
,
また 培養上 浦中 に活性型Ⅰし18 の 分泌 が 認め られ た こ とか

ら
,
I L 1 8 が オ

ー トク リ ン
,
パ ラ クリ ン の 機序 で F a s L の 発現を

克進さ せ て い る こ とが考えら れ る . さ ら に
,
Ⅰし18 は 非情性型

と して細胞内に産生 さ れ, また カ ス バ ー ゼ ー1 に よ っ て活性型 に

変換 さ れ た の ち 分泌さ れ る
6坤i5)
こ と か ら

,
マ ウ ス月旦管 上皮細胞

は カ ス バ ー ゼ ー1 を有 してい ると 推測 され る . また ク ロ ー ン病で

は腸管粘膜上皮細胞お よ び 粘膜固有層浸潤単核球か らの 活性型

Ⅰし18 の 分泌 が認 め ら れ, 局所免疫炎症反応 の 重要なサ イ ト カ

イ ン と して作用して い る と の報告
66) 67)
が ある . 従っ て胆 道系に

お い て も胆管上皮細胞 か ら のⅠし18 の 産生 が リ ン パ 球や マ ク ロ

フ ァ
ー

ジ な どの 免疫担当細胞 に作用 し
,
自 己免疫機序に よ る胆

管炎を惹起 し
,
さ ら には胆管上皮 にF a s L の 発現を誘導 し, 胆管

上皮 の ア ポ ト ー シス 発生に 関係 して い る可能性 が示唆さ れ る .

結 論

疎水性胆汁酸である G C D C A の 肝内胆管細胞 に対する ア ポ ト

ー

シス 誘導をマ ウ ス 由来培養胆管上皮細胞を用 い て 免疫組織化

学的お よ び分子生物学的に検討 し, 以下の 結論を得た .

1 . 野生 型 マ ウ ス (B A L B / c) お よ び機 能的F a s R 欠損 マ ウ ス

(C 3 H
･

M R しF a s
l一)

り か らそ れ ぞ れ胆管細胞株 ( M B E C J W お よ び

M B E C -1 p r) を樹 立 した .

2 . G C D C A は M B E C W に対 して ア ポ ト ー シス 誘導効果お よ

び細胞増殖効果を有 し た. しか し な が ら 機能的F a s R を 欠損 し

た M B E C -1 p r で ア ポ ト
ー

シス は誘導 さ れ なか っ た .

3 . G C D C A 負荷 M B E C - W で F a s R , F a s L , アネ キシ ン Ⅴお よ

び加工 型 カ ス バ
ー

ゼ ー 3 の 発現克進が認め ら れ た . ア ポ ト
ー

シス

が F a s R / F a s L 系によ るカ ス バ
ー

ゼ ー3 の 活性 化 を介 して 行わ れ ,

そ の 過程で ア ネ キ シ ン Ⅴの 細胞質か ら細胞膜 へ の 移動が 生 じて

い る こ とが 示さ れ た .

4 . M B E C - W で は
,
A S B T

,
II J 1 8 お よ びII : 1 8 R α の m R N A が

恒常的に発現 してい た . また
,
G C D C A の 負荷に よ っ てまずIl ) 1 8

m R N A が 増加 し
,
続 い てF a s L m R N A の 増加 が秩察 さ れ , 培養

上帝中に活性型Ⅰし18 の 存在も証明 され た .

5 .
G C D C A は A S B T を介 しマ ウ ス 胆管上 皮細胞内 に取り込ま

れ , F a s R 発現 の 克進 およ びⅠし18 産生 に伴う F a s L 発現克進をき

た し, 胆管 上皮細胞相互 で の オ
ー

トタ リ ン
,
パ ラ クリ ン の 機序

で F a s R / F a s L 系 を介 しア ポト
ー

シス を誘導して い る こ とが示 さ

れ た .
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生体内 にあ っ て も, こ の G C D C A を介 した 胆管上皮 の ア ポ ト

ー

シス が
,
P B C な どの ヒ トの 肝 内服管病変の 発生 , 進展 に何 ら

か の 役割を果た して い る可 能性 が示唆 され た .
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G U D C i n h ibit s c y to c h r o m e c r el e a s e fr o m
h u m an Ch ol an gi o c yt e

m it o c h o n d ri a . J S u r g R e s 1 9 9 9 , 8 3 : 1 0 0
- 1 0 5 ･

3 0) B e n e d e tti A , D i S a ri o A , M a r u c ci L , S v e gli a ti
- B a r o n i G

,

S c h t e i n g a rt C D , T o n
- N u H T

,
H o f m a n n A F : C a r ri e r

-

m e d i at e d

t r a n s p o r t o f c o n j u g a t e d b il e a ci d s a c r o s s t h e b a s o l a t e
r al

m e m b r a n e o f bili a ry e pith eli al c ell s . Am J P h y si ol 1 9 9 7 , 2 72 :

G 1 4 16 - 14 2 4 .

3 1) I . a z a ridi s K N , P h a m L ,
r

n et Z P
,
M a ri n elli R A

,
d e G r o e n P C

,

Le vi n e S
,
D a w s o n P A , L a R u s s o N F : R a t ch ol a n gi o c yt e s ab s o r b

bil e a ci d s at th ei r a pi c al d o m ai n vi a th e il e al s
o di u m -d e p e n d e n t

bil e a ci d tr an S p O rte r . J C li n I n v e s t 19 9 7 , 1 0 0 : 2 7 14
-2 7 2 1 ･

3 2) 瓜pi ni G , Gl a s e r S S , R o d g e r s R , P h i ni zy J L , R ob e rts o n W E ,

L a s a t e r J
,
C ali g i u ri A , T r e tj a k Z , L e S a g e G D ‥ F u n c ti o n al

e x p r e s si o n of th e a pi c al N a
+ d ep e n d e n t bil e a cid t r a n sp o rt e r i n

l a r g e b u t n ot s m all r at c h ol a n gi o c yt e s ･ G a st r o e n te r o l o g y
19 9 7

,

1 1 3 : 1 7 3 4
-1 7 4 0 .

3 3) D i n a r ell o C A . I L - 1 8 : A T H l
-i n d u ci n g , P r O i n fl a m m a t o r y

c y t o k i n e a n d n e w m e
m b e r of t h e I し1 f a m il y ･J A ll e r g y Cli n

I m m u n o1 1 9 9 9
,
1 0 3 : 1 ト2 4 .

3 4) H o s h i n o K , T s u t s ui H , K a w ai T , T a k e d a K , N a k a n i s hi K ･

T a k e d a Y
,
A 血i r a S .

C u tti n g e d g e : g e n e r ati o n o f Iし18 r e c ep to r
-

d e fi ci e n t m i c e : e Vid e n c e f o r II J l r e c e p t o r
- r el at e d p r o t ei n a s a n

e s s e n ti al IL , 18 b i n d i n g r e c e p to r . J I m m u n ol 1 9 9 9 , 1 6 2 : 5 0 4 1
- 50 4 4 ■

3 5) T s u t s ui H , N ak a ni sh i E , M at s u i K , H i g a sh i n o K , O k a
m u r a

H
,
M i y a z a w a Y , K a n e d a K : I

F N -

g a m m a
-i n d u ci n g f a ct o r u p

-

r e g u l at e s F a s li g a n d
-

m e di a te d cy t o t o xi c a c ti vi ty of m u ri n e
n at u r al

kill e r c ell cl o n e s . J I m m u n ol 1 9 9 6 , 1 5 7 : 3 9 6 7
-3 9 7 3 ･

3 6) D a o T , O h a s h i K , K a y a n o T , K u ri m o to M , O k a m u r a H :

I n t e rf e r o n - g a m m a
-i n d u ci n g f a c t o r , a n O V el c y

t o ki n e
,
e n h a n c e s

F a s li g a n d
-

m e di at e d c yt o to x i city o f m u ri n e T h
elp e r l c ell s ･ C ell

I m m u n o1 1 9 9 6
,
1 7 3 : 2 3 0

-2 3 5 .

3 7) T s u ts u i H , M a t s u i K , K a w a d a N , H y o d o Y , H a y a s hi N ,

O k a m u r a H
,
H i g a s h i n o K , N ak a ni s h

i K : I し18 a c c o u n t s f o r b o th

T N F - alp h a
-

a n d F a s li g a n d
-

m e di at e d h e p a to t o x i c p ath w a y s i n

e n d o t o xi n -i n d u c e d li v e r i nj u r y i n m i c e . J I m m u n ol 1 9 9 7 , 1 5 9 :

3 9 6 1 -3 9 6 7 .

3 8) .
O h t s u k i T

,
M i c all ef M J , K o h n o K , T a n i m o to T , Ik e d a M ,

K u ri m o t o M : I n t e rl e u k i n 1 8 e n h a n c e s F a s lig a n d e x p r e s si o n a n d

i n d u c e s a p o pt o si s i n F a s
- e X p r e S Si n g h u m a n

m y el o m o n o cy ti c K G
-

1 c ell s . A n也c an C e r R e s 1 9 9 7 , 1 7 : 3 2 5 3
-3 2 5 8 .

3 9) K a ta y an a gi K , K o n o N , N a k a n u m a Y ･ I s ol ati o n
,
C u ltu r e a n d

c h a r a ct e ri z a ti o n o f b ili a r y e p ith eli al c e ll s f r o m d iff e
r e n t

an at O m i c al 1 e v el s o f th e i n tr a h e p a ti c an d e x tr ah e p a ti c b il
i a r y tr e e

45

fr o m a m o u s e . u v e r 1 9 9 8; 1 8 : 9 0
-9 8 .

4 0) K a w a m u r a Y , Y o s h id a K , N a k a n u m a Y ･ P ri m a r y c ult u r e of

r ab b it g allb l a d d e r e pith eli al c ell s i n c oll a g e n g el m a
tri Ⅹ ･ L ab

I n v e s t 1 9 8 9; 6 1 : 3 5 0
- 3 5 6 .

4 1) Q u e F G , G o r e s G J , L a R u s s o N F : D e v el o p m e n t a n d i niti al

a p pli c a ti o n o f a n i n v it r o m o d el o f a p o p t o s
i s i n r o d e n t

c h ol a n gi o c yt e s , Am J P h y $i ol 19 9 7 , 2 7 2 : G l O 6
- 1 1 5 ･

4 2) M a th e w s M B , B e r n st e i n R M , F r a n z a B R J r , G a r r el s JI ･

I d e n tity o f t h e p r olif e r a ti n g c ell n u cl
e a r a n ti g e n a n d c y cli n ･

N a 山 r e 1 9 8 4; 3 0 9 : 37 4
-3 7 6 .

4 3) H s u S M ,
R ai n e L . P r o t ei n A

,
a Vi d i n

,
a n d b i o ti n i n

i m m u n o hi st o c h e m i st r y . J H i s to ch e m C yt o ch e m 1 9 8 1; 2 9 : 1 3 49
-

1 3 5 3 .

4 4) J o n e s R A , J o h n s o n V l , , B u c k N R , D o b r o ta M , H i nt o n R H ,

C h o w S C
,
K a s s G E . F a s - m e di at e d ap op t o si s i n m o u s e h e p at o cY t e S

i n v oI v e s th e p r o c e s si n g a n d a cti v ati o n of c a s p a s
e s ･ H e p a t ol o g y

1 9 9 8; 27 : 16 3 2
-1 6 4 2 .

4 5) C h o m c z y n s ki P , S a c c hi N . Si n gl e
-

S t e p r n e th o d o f R N A

i s ol a ti o n b y a ci d g u a n id i ni u m t h i
o c y a n a t e

-

P h e n ol
-

C hl o r of o r m

e x tr
･

a Cti o n . An al B i o c h e m 1 9 87 ; 1 62 : 1 5 6
-1 5 9 .

4 6) H e u m a n D M . Q u a n tita tiv e e s ti m a ti o n o f th e h yd r o ph ili c
p

h yd r o p h o b i c b al a n c e of mi x
e d b il e s alt s o l u ti o n s ･ J Li pid R e s

19 89 ; 30 : 7 1 9
-7 3 0 .

4 7) H e u m a n D M , P a n d a k W M , H yl e m o n P B , Ⅵ a h c e vi c Z R ･

C o nj u g a t e s o f u r s o d e o x y c h ol at e p r o t e c t a g ai n s t c yt o t o xi city of

m o r e h y d r o p h o b i c bil e s alt s : i n vitr o
s t u di e s i n r at h e p a t o c yt e s

a n d h u m a n e r yth r o c yt e s ･ H e p at ol o g y
1 9 9 1; 14 : 9 2 0

-9 2 6 ･

4 8) K r a h e n b u hl S , T al o s C , Fi s ch e r S , R ei c h e n J ･ T o xi city
of

b il e a cid s o n th e el e c tr o n tr a n s p o r t ch ai n of i s ol at e d
r a t li v e r

m it o c h o n d ri a . H e p a t ol o g y 1 9 9 4; 19 : 4 7 1
-4 7 9 ･

4 9) B o tl a R , S pi v e y J R , A g u il a r H , B r o n k S F , G o r e s GJ ･

U r s o d e o x y c h ol a te (U D C A) i n h ibit s th e m it o ch o n d ri al m e m b r a n e

p e r m e ab ilit y t r a n s
iti o n i n d u c e d b y gly c o c h e n o d e o x y c h ol a t e : a

m e ch a n i s m of U D C A c yt o p r o t e c ti o n . J P h a r m a c o I E x p T h e r

19 9 5; 2 7 2 : 9 3 0
-9 3 臥

5 0) Al pi ni G , Le n zi R , S a r k o zi L , T a v ol o mi N : Bili a r y p h y
si ol o g y

i n r a t s w ith b il e d u c tu l a r c e ll h y p e r pl a si a . E v id e n c e f o r a

s e c r e t o r y fu n c ti o n of p r o
lif e r a t e d b il e d u ct ul e s ･ J Cli n I n v e s t

1 9 8 8 , 8 1 : 5 6 9
- 5 7 8 .

5 1) I . e s a g e G , Gl a s e r S S , G u b b a S , R o b e rt s o n W E , P h i ni zy J L ,

L a s a t e r J , R o d g e r s R E , AI pi ni G : R e g r o w th of th e r a t b江i a r y tr e e

afte r 7 0 % p a rti al h e p a te c t o m y i s c o u pl ed
t o i n c r e a s e d s e c r eti n

-

i n d u c e d d u c tal s e c r e ti o n . G a s tr o e n te r ol o g y 1 9 9 6 , 1 1 1‥1 6 3 3-1 6 44 ･

5 2) N ak a n u m a Y , O h t a G : I m m u n o h i st o c h e m i c al s tu d y o
n b il e

d u c t ul a r p r olif e r a ti o n i n v a ri
o u s h e p at o b ili a r y di s e a s e

s ･ L i v e r

1 9 8 6
,
6 : 2 0 5 -2 1 1 .

5 3) N a k a n u m a Y , H a r a d a K : F l o ri d d u c t l e si o n
i n p ri m a r y

b ili a r y ci r r h o si s sh o w s hi gh 1y p r olif e r ati v e a ct
i viti e s ･ J H e p a tol

1 9 9 3
,
1 9 : 2 16 -2 2 1 .

5 4) A Ipi n i G , U l ri c h C D 2 n d , P hillip s J O , P h am I D ･
M ill e r LJ ,

L a R u s s o N F : U p r e g ul ati o n of s e c r e ti n r e c e p
to r g e n e e x p r e s si o n

i n r a t c h ol an gi o c yte s afte r bil e d u ct li g a ti o n ･ Am J P h y si o1
1 9 9 4

･

2 6 6 : G 9 2 2 -9 2 8 .

5 5) P a t el T , S pi v e y J , V a d a k al a m J , G o r e s G J ･ A p
op t o si s

-

an



4 6

al t e rn a ti v e m e c h a ni s m o f b il e s al t t o xi cit y . I n : P a u m g a rt n e r G ,

B e u e r s U
,
e d it o r s: B il e A cid s i n Li v e r D i s e a s e s ･ Le n d o n : M T P

P r e s s; 1 9 9 5 . P .9 6 - 1 0 0 .

5 6) C r a d d o c k A L , L o v e M W ,
D a ni el R W

,
K i rb y L C , W alt e r s

H C , W o n g M H , D a w s o n P A : E x p r e s si o n
a n d tr a n sp o rt p r o p e r ti e s

o f th e h u m an il e al a n d r e n al s o di u m
-d e p e n d e n t b il e a c i d

t r an S p O rt e r . Am J P h y si ol 19 9 8 , 2 7 4 : G 15 7
-1 6 9 ･

5 7) H ar ad a K , V a n d e W at e r J , Le u n g P S , C o pp el R L , An s ar i A ,

N a k a n u m a Y
,
G e r s h wi n M E : I n si tu n u cl ei c a cid h yb ridi z a ti o n o f

c yt o ki n e s i n p ri m a r y bili a r y ci r rh o si s‥ P r e d o mi n a n c e o
f th e T も1

s u b s e t . H e p at ol o g y 1 99 7 , 2 5: 7 9 1
- 7 9 6 ･

5 8) S l e e E A , Z h u H , C h o w S C , M a c F a rl a n e M , N i c h oI s o n

D W
,
C o h e n G M . B e n z yl o x y c a r b o n y l

- V al - A l a - As p ( O M e)

鮎 o r o m e th ylk et o n e (Z
｣ V A D .F M K) i n h ibit s ap o p to si s b y bl o ck i n g

th e p r o c e s si n g o f C P P 3 2 . B i o c h e m J 1 9 9 6; 3 1 5 : 2 1
-2 4 ･

5 9) N i c h oI s o n D W , A li A , T h o r n b e r r y N A , V aill a n c o u r t J P ,

D i n g C K , G all an t M , G ar e a u
Y
,
G r 臆 n P R , h b ell e M , L a z eb n ik

Y A
,
e t al . I d e n t 通c a d o n a n d i n hibi ti o n of th e I C E / C E D -3 p r o t e a s e

n e c e s s a r y fo r m am m al i an a P O ptO Si s ･ N at ur e 1 9 9 5 ; 3 7 6 : 3 7
-4 3 ･

6 0) R o d ri g u e z I , M at s u u r a K , O d y C , N a g a ta S , V a s s alli P ･

S y s t e m i c i nj e c ti o n of a tri p e p ti d e i n h ib it s th e i n t r a c ell ul a r

a cti v ati o n of C P P 3 2｣ ik e p r o t e a s e s i n vi v o a n d fu 11 y p r o t e ct s mi c e

a g ai n s t F a s
-

m e d i a t e d fu l m i n a n t liv e r d e s tr u c ti o n a n d d e a th ･ J

E x p M e d 1 9 9 6; 1 8 4 : 2 0 6 7
- 2 07 2 ･

6 1) B l a n c h a rd S , B a r wi s e J L , G e 止 e V , G o o d all A , V a u gh a n P F ,

W alk e r J H . An n e x i n s i n th e h u m a n n e 11 r O b l a s to m a S H
- S Y 5 Y :

d e m o n str ati o n o f r el o c a ti o n of a n n e xi n s II an d V t o m e m b r an e S

i n r e s p o n s e t o el e v ati o n o f i n t r a c ell u l a r c al ci u m b y m e m b r a n e

d e p ol a ri s a ti o n a n d b y th e c al c i u m i o n o p h o r e A 2 3 1 8 7 ･ J

N e u r o c h e m 19 9 6;67 :8 0 5
- 8 1 3 .

62) G i d o n J e an gi r a r d C , H u g el B , H oll V , T o ti F , L A pl a n ch e J L ,

M e y e r D , F r e y s si n e t J M . An n e xi n V d el a y s a p o p t o si s w h il e

e x e rti n g an e X t e r n al c o n st r ai n t p r e v e n ti n g th e r el
e a s e of C D 4 +

a n d P r P c + m e m b r a n e p a rti cl e s i n a h u m an T l ym p h o c yt e m o d el ･

J I m m u n o1 19 9 9 ; 1 6 2 : 5 7 1 2 - 5 7 1 8 .

6 3) C o n ti B , P ar k L C , C ali n g a s a n N Y , Ki m Y , Ki m H , B a e Y , E

G ib $ O n G
, J o h T H : C u ltu r e s of a str o c y te s a n d m i c r o gl i a e x p r e s s

i n t e d e u ki n 1 8 . B r ai n R e s M oI B r ai n R e s 1 9 9 9 , 6 7 : 4 6
-5 2 .

6 4) G u Y , K ui d a K , T s u t s ui H , K u G , H si a o K , Fl e m i n g M A ,

H a y a s hi N , H ig a sh in o K , O k a m u r a H , N a k a ni sh i K , K u ri m o t o M ,

T an i m o to T
,
F l a v ell R A

,
S at o V

,
H ar di n g M W , Li vi n g s to n DJ , S u

M S : A c tiv a d o n o f i n t e 血 r o n
-

g am m a i n d u ci n g f a c t o r m e d
i at e d b y

i n t e rl e u k i n -1 b et a c o n v e rti n g e n z y m e . S ci e n c e 19 9 7 , 2 7 5 : 2 0 6
-2 0 9 ,

6 5) G h a y u r T , B a n e rj e e S , H u g u n i n M , B u tl e r D , H e r z o g L ,

C a rt e r A
,
Q u i n t al L , S e k u t L , T al a n i a n R , P a sk in d M , W o n g W ,

K a m e n R
,
T r a c e y D , j u l e n H : C a S p a S e

-1 p r o c e s s e s I F N
q

g a m m a
-

i n d u ci n g f a c t o r a n d r e g u l a t e s
L P S -i n d u c e d I F N

-

g a m m a

p r o d u c ti o n . N at u r e 1 9 9 7
,
3 8 6 : 6 1 9 -6 2 3 ･

66) M o n t el e o n e G , T r a p a s s o F , P a r r ell o T , B i a n c o n e L , S t ell a

A
,
I uli a n o R

,
L u z z a F

,
F u s c o A

,
P all o n e F . B i o a c ti v e I L - 1 8

e x p r e s si o n i s u p
-

r e g ul a te d i n C r o h n
'

s di s e a s e ･ J I m m u n ol 19 9 9;

1 6 3 : 14 3 -1 4 7 .

6 7) P i z a r r o T T , M i c h i e M H , B e n tz M , W o r a r at a n a d h a r m J ,

S m i th M F J r
,
F ol e y E , M o sk al u k C A , B i c k $t O n SJ , C o m i n elli F ･

II : 1 8
,
a n O V el i m m u n o r e g ul a to ry c yt o ki n e , i s u p

-

r e g u l a t e d i n

C r o h n
,

s di s e a s e : e X p r e S Si o n an d l o c al i z ati o n in in t e st
i n al m u c o s al

c ell s . J I m m u n ol 1 9 9 9 ; 16 2 : 6 8 2 9 - 6 83 5 .
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A p o p t o si s o f C u lt u r e d M u
r i n e B ili a r y E p it h eli al C ell s I n d u c e d b y G l y c o c h e n o d e o x y c h oli

c A ci d I n v oI vi n g th e F as

R e c e p t o
r a n d I ts L i g a n d M i ts u hi r o I w at a , D e p a r t m e n t o f I n te rn al M e di ci n e (Ⅰ) a n d D e p a rt m e n

t o f P ath ol o g y (II) , S c h o ol

｡ f M e di cin e , K a n a z a w a U n i v ersity , K a n a z a w a 9 2 0
- 8 6 4 0

-

J
･ J u z e n M e d S o c ･ , 1 09 , 3 4

-

4 7 (2 0 0 0)

K ey w o rd s F as r e c e p t o r/ F a s li g a n d sy st e m , C a Sp a S e
- 3
,
a n n e X i n V

,
a P I C al s o d i u m

- d e p
e n d e n t b il e a cid t r a n s p o rt e r ,

i n t e rl e u ki n - 1 8

F a s - m e d i a t e d ap
o p t o si s of b ili a r y ep it h eli al c

e11 s ( B E C s) i s s u g g e s te d as a m ai n e ff e c to r p r o c e s s i n i m m u n e
m ed i at e d

bili ary dis e as e s , P ar ti c ul a rly i n prl m a ry b ili a
ry ci rr h o sis ･ B E C s li n in g th e bili ary tr e e ar e c o n st a n tly e x p o s e d t o bil e

a ci d s
,
a nd

h y d r o p h o bi c a n d h y d r o p h ili c bil e a cid s h a v e
r e p o rt e dly p r o

-

a P O P t O ti c a n d a ntトa p op t oti c e ff e c ts ･ G ly c o c h
e n od e o x y ch oli c a cid

( G C D C A) , a C Or小g a t e d h y d r o p h o bic b il
e a ci d

,
i s k n o w n t o c a u s e ap o pt o sis o f h e p at o cy te s v i a di r e c t a c

ti v ati o n of th e F a s

r e c e p t o r ( F a s R) ･ I n th i s st u d y , W e i n v
e s tig a te d th e a p o p t o ti c p r o c e ss a n d efft c t o f G C D C A o n c ult u r

e d m u ri n e i ntra h ep ati c

B E C s . It w as f o u n d in th i s st u d y th a t G C D C A i n d u c e d a p o p t o si s o f B E C s d eri v e d fr o m B A L B /
c mi c e i n a d o s e - a n d

i n c u b a ti o n ti m e - d ep e n d e nt m a n n e r ･ M o rp h ol o g y a n d T U N E L p
o siti v it y o f th e a p o p to ti c p r o c e s s e s of B E C s i n d u c e d

b y
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