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研究成果の概要（和文）：本研究では，原発性胆汁性肝硬変（PBC）の障害胆管細胞には細胞老化に先行してオートフ
ァジー異常が認められること,PBCの胆管病変では、オートファジー異常がミトコンドリア抗原の異常発現をおこし、ミ
トコンドリア抗原に対する免疫反応異常の要因になる可能性があることが明らかになった。培養胆管細胞を用いた検討
でも、ストレスによるミトコンドリアのオートファジーが検証された。さらに、PBCにおけるオートファジー異常, 細
胞老化の発生には, 小胞体ストレスが関与することが示唆された.

研究成果の概要（英文）：This study revealed that deregulated autophagy followed by cellular senescence in 
biliary epithelial cells (BECs) may be closely related to the abnormal expression of mitochondrial 
antigens and following autoimmune pathogenesis in primary biliary cirrhosis (PBC). Cell culture study 
using mouse biliary epithelial cells supported the immunohistochemical findings in human PBC livers, 
suggesting autophagy of the mitochondrial proteins. Furthermore, this study disclosed that endoplasmic 
reticulum stress may play a role in the pathogenesis of deregulated autophagy and cellular senescence in 
biliary epithelial lesions in PBC.

研究分野： 人体病理学
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１．	 研究開始当初の背景 
最近,	 細胞恒常性維持におけるオートファ
ジーの生理学的意義と様々な疾患における
オートファジー異常の重要な関与が明らか
になりつつある.	 私どもは,	 原発性胆汁性
肝硬変(PBC)の病態形成に細胞老化が関与す
ることを世界で初めて明らかにした.	 さら
に,	 老化胆管細胞は,	 ケモカインなどの産
生を介して細胞周囲微小環境の調節を行う
こと,	 PBC の胆管病変では,	 細胞老化に先行
してオートファジーが発生していることを
報告した.	 これらの世界に先駆けた研究成
果は,	 胆管細胞のオートファジー異常が PBC
の病態形成に重要な役割を持つ可能性を示
唆している.	 しかし,	 今までにオートファ
ジー異常という概念から PBC を含めた肝臓病
を包括的に検討する試みは国内外において
全くなされていない.	 そこで私たちは,	 
「PBC	 では胆管細胞のオートファジー異常
が,	 細胞老化の発生や免疫炎症機構の制御
異常を介して病態形成に関与する」という仮
説の検証と,	 オートファジー異常の原因解
明とオートファジー異常の制御による新た
な PBC	 治療法の分子基盤の確立をめざして
研究計画を立てた.	  
 
２.	 研究の目的 
本研究では,オートファジー異常に着目して,	 
PBC の病態解明と新たな治療法開発の基盤と
なる研究をめざした.	 具体的には,	 以下の
検討を行う計画をたてた.	 (1)人体材料を用
いて PBC などの肝臓病における肝構成細胞の
オートファジー異常の発生状況を検討する.	 
オートファジー異常と胆管病変,	 細胞老化
との関連を明らかにする.	 (2)オートファジ
ー異常の発生機構を解明し,	 その制御法を
探索する.	 (3)PBCにおけるオートファジー異
常とミトコンドリア抗原異常発現を検討し
て病態形成における役割を明らかにする.	 	 
(4)肝障害モデル動物,	 PBC モデル動物,	 オ
ートファジー異常モデル動物を用いて肝臓
病の病態形成におけるオートファジー異常
の意義を明らかにする.	 さらに,	 オートフ
ァジー異常の制御による新たな肝臓病治療
法の分子基盤の確立をめざす.	  
 
３．研究の方法 
(1)肝臓病の肝組織におけるオートファジー
異常発生状況の解析	 
①オートファジー異常発生状況の解析：人体
材料を用いた免疫組織化学的手法で,	 オー
トファジー異常の発生状況を,	 オートファ
ジーマーカーLC3,	 オートファジー異常マー
カー	 p62/SQSTM1	 （オートファジー不全状態
で異常蓄積）を指標に検出した.	 オートファ
ジー異常の発生状況と胆管病変,	 線維化な
どの病変,	 細胞老化,	 性差との関連を臨床
病理学的に検討した.	 	 
②オートファジー異常と細胞老化の関連の
検討：細胞老化の指標 SA-β-Gal,	 p16	 INK4a	 と

p21WAF1/Cip1 の発現を組織化学的,	 免疫組織化
学的に検出して,オートファジー異常の発生
状況との関連を検討した.	 	 
	 
(2)オートファジー異常とミトコンドリア抗
発現異常の病態形成における意義の検討	 
①病理組織学的検討：人体材料を用いた免疫
組織化学的手法で,PBC	 と対照肝のミトコン
ド リ ア 抗 原 	 (pyruvate	 dehydrogenase	 
complex-E2	 component	 [PDC-E2],	 cytochrome	 
c	 oxidase	 [CCO])の発現状況を免疫組織化学
的に検討した.	 LC3	 や p62/SQSTM1	 で検出し
たオートファジー異常の発生状況との関連
を２重蛍光免疫染色法で解析した.	 	 
②培養細胞を用いた検討:	 マウス培養胆管
細胞に細胞ストレスと各種阻害剤	 （ライソ
ゾーム阻害剤 bafilomycin	 A	 など）を加えて
オートファジー異常を誘導し,	 PDC-E2	 など
のミトコンドリア抗原の発現局在,	 オート
ファゴゾームとの関連を検討した.	 ２重蛍
光免疫染色を行い,	 共焦点レーザー顕微鏡
を用いて観察した.	 	 
	 
(3)オートファジー異常の発生機構の解明：
小胞体ストレスの関与の検討	 
①病理組織学的検討：免疫組織化学的手法で,	 
PBC と対照肝の胆管細胞における小胞体スト
レス関連分子 glucose-regulated	 protein	 78	 
(GRP78)	 and	 protein	 disulfide	 isomerases	 
(PDI),	 オートファジー関連分子 LC3,	 p62,
老化指標 p16INK4a,	 p21WAF1/Cip1 の発現と胆管病
変との関連を検討した.	 
②培養細胞を用いた検討:	 マウス培養胆管
細胞に小胞体ストレス誘導剤	 Tunicamycin	 
(TM),	 胆汁酸 GCDC,	 過飽和脂肪酸などを加
え,	 小胞体ストレス,	 オートファジー,	 細
胞老化の発生状況を検討した.	 さらに,	 
Tauroursodeoxycholic	 acid	 (TUDCA)前処理
の効果を解析した.	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 肝臓病の肝組織におけるオートファジ
ー異常発生状況	 
PBC の胆管病変部胆管では,	 疾患特異的に
LC3 の小胞状発現,	 p62/SQSTM1 陽性沈着物を
示すオートファジー異常が生じていた.	 	 
	 
(2)	 オートファジー異常とミトコンドリア
抗原発現異常の病態形成における意義	 
PBC の胆管病変部胆管では,	 特異的に,	 ミト
コンドリア抗原の顆粒状発現が見られた.	 
２重免疫蛍光染色の結果では,	 ミトコンド
リア抗原の顆粒状発現は,	 異常蓄積したオ
ートファゴソーム内のミトコンドリアによ
ることが示唆された.	 飢餓状態などの細胞
ストレスによって培養胆管細胞にはオート
ファジーが誘導された.	 さらに,	 ライソゾ
ーム阻害剤によるオートファジー機構の障
害によってミトコンドリア抗原の顆粒状発
現,	 胆管細胞表面のミトコンドリア蛋白の



異常発現がみられた.	 	 
	 これは,	 PBC の胆管病変にはオートファジ
ー異常が関与すること,	 オートファジー異
常がミトコンドリア抗原の異常発現をおこ
し,	 ミトコンドリア抗原に対する免疫反応
異常の要因になる可能性を世界で初めて明
らかにするものである.	 PBCの胆管病変では,	 
オートファジー異常によるミトコンドリア
抗原の異常発現が生じており,	 抗ミトコン
ドリア抗体(AMA)などのミトコンドリア抗原
に対する自己免疫反応の発生に関与する可
能性が示唆された.	 	 
	 さらに,	 PBC では,	 単球系細胞や形質細胞
にもオートファジー異常とミトコンドリア
抗原の異常発現が生じており,	 免疫病態形
成に関与する可能性が示唆された.	 	 
	 
(3)オートファジー異常の発生機構の解明：
小胞体ストレスの関与の検討	 
PBCの肝内小型胆管では,胆管炎部を中心に,
高率に,	 PDI,	 GRP78発現亢進,	 オートファジ
ー亢進と異常,	 細胞老化指標p16INK4a,	 
p21WAF1/Cip1発現亢進を示した.	 	 
	 GCDC,	 TMなどを加えた培養胆管細胞には,
小胞体ストレス指標mRNA発現の亢進	 ,	 オー
トファジー亢進と異常,	 細胞老化誘導を認め
た.	 TUDCA前処理によって,	 小胞体ストレス
の有意な抑制,	 細胞老化の抑制が見られた.	 	 
	 	 PBC におけるオートファジー異常,	 細胞老
化の発生には,	 小胞体ストレスが関与する
ことが示された.	 また,	 TUDCA	 は小胞体スト
レス抑制を介してオートファジー異常,	 胆
管細胞老化を抑制し,	 胆管障害や胆管を中
心とする免疫病態を軽減する可能性が示唆
された.	 
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