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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)などの肝臓病の病態形成に細胞老化が積極的に関与する

ことを明らかとなった。特に PBC の胆管病変における老化胆管細胞は CCL2, CX3CL1 発現の亢進

を示し,炎症細胞浸潤と相関していた。また、培養老化胆管細胞は,ケモカイン発現亢進を介し

て単球や肝星細胞の遊走を促進した。老化胆管細胞が周囲微小環境調節を行い、炎症の持続、

悪化に関与すると考えられた. 
 
研究成果の概要（英文）： 
This study revealed that cellular senescence is involved in the pathogenesis of liver 
diseases such as primary biliary cirrhosis (PBC). Senescent biliary epithelial cells in 
inflamed and damaged small bile ducts in PBC show increased expression of chemokines 
such as CCR2 and CX3CL1. Cultured senescent biliary epithelial cells showed increased 
expression of various chemokines and induced migration of monocytes and hepatic stellate 
cells in co-culture. These findings suggests that senescent biliary epithelial cells may play a 
role in augmentation of inflammation around bile ducts by regulating microenvironment in 
PBC. 
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１．研究開始当初の背景 

近年, “細胞の不可逆的な増殖停止状態”と

定義される細胞老化 cellular senescenceは

加齢 Aging と発癌 Carcinogenesis のバラン

スをとる機構として注目されるようになっ

た。さらに非腫瘍性疾患においても,  老化

細胞は, 炎症性サイトカインやケモカイン

などの液性因子の分泌を介して細胞周囲微

小環境の調節を行い, 癌以外の疾患の発生, 

進展においても重要な役割を持つことが明

らかにされつつある。 

 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。また, 肝細胞癌や胆

道癌の前癌病変には細胞老化が見られ, そ

の 多 段 階 発 癌 機 構 に Oncogene-induced 

senescence が関与する可能性があることを

明らかにしてきた。これらの世界に先駆けた

研究成果は, 肝臓病において肝構成細胞の

細胞老化が病態形成に重要な役割を持つ可

能性を示唆している。今までに細胞老化とい

う概念から肝臓病を包括的に検討する試み

は国内外においてほとんどない。 

 そこで私どもは, 『肝臓病では肝構成細胞

（肝細胞, 胆管細胞, 肝ステム細胞, 間質

細胞など）の細胞老化が, 炎症の持続や線維

化の進展などの病態形成と肝発癌に関与す

る』, との仮説をたてて研究をさらに発展さ

せることを計画した。 

 

２．研究の目的 

本研究では, 肝臓病の進展と肝発癌におけ

る細胞老化の役割を明らかにして, 細胞老

化の制御による肝臓病の新たな治療法の開

発をめざした。具体的には, 以下の検討を行

った。①PBC, ウイルス性肝炎などの慢性肝

疾患における肝構成細胞の細胞老化の発生

状況を検討する。②老化細胞による微小環境

調節とその分子機構を解析する。具体的に老

化細胞の分泌する重要液性因子を見出す。③

老化細胞の運命決定機構を解明する。④慢性

肝障害モデル動物, 肝発癌モデル動物を用

いて肝臓病の進展と肝発癌における老化細

胞の役割を明らかにする。さらに,老化関連

重要分子を標的にした肝微小環境の調整を

試み,新しい治療法の開発をめざす。 

 
３．研究の方法 
（1）肝臓病の肝組織における細胞老化の発

生状況の解析：人体材料を用いた組織化学

（Dimri 法）と免疫組織化学的手法で, 細胞

老 化 の 指 標 で あ る SA- β -Gal, 

p16INK4a,p21WAF1/Cip1 発現細胞を検出する。老化

細胞の分布と種類, 炎症や線維化などの病

変, 肝発癌や性差との関連を臨床病理学的

に検討する。  

（2）老化細胞による肝微小環境調節の分子

機構の解析 

①老化肝構成細胞の産生する微小環境調節

候補分子の検索：当教室で株化したヒト, ラ

ット, マウス培養胆管細胞, 肝細胞などの

肝構成細胞に細胞老化を誘導して mRNA を抽

出, 遺伝子発現プロフィールの比較を行い, 

老化細胞に特徴的な微小環境調節候補分子

群を見出す。また, 老化細胞の培養上清につ

いて ELISA法による検討を行い, 特徴的な微

小環境調節候補分子群を明らかにする。 

②肝臓病の肝組織における微小環境調節候

補分子発現の検討：肝臓病における微小環境

調節候補分子の発現動態と炎症や線維化な

ど病変との関連を, 免疫組織化学と mRNA 遺

伝子発現解析により検討する。特に老化関連

分泌因子として CCL2 などのケモカイン発現

を中心に解析する。  

③老化細胞と正常細胞, 癌細胞の共培養に

よる微小環境調節候補分子の機能解析：老化

細胞と正常肝構成細胞, 癌細胞の共培養に

より, 老化細胞が周囲の正常細胞に及ぼす

影響（細胞増殖, 分化誘導, 炎症細胞の遊

走）などについて検討する。中和抗体や siRNA

を用いて, 老化関連微小環境調節因子を明

らかにする。 

（3）老化細胞の運命とその制御機構の解明 

培養肝構成細胞に過酸化水素や DNA障害剤エ

トポシドを用いて細胞老化を誘導した後, 

長期培養を行い, 老化細胞が細胞死に至る

経路（アポトーシスか, アノイキスか, オー

トファジーか、ネクローシスか）を検討する。



特に、細胞老化との関連が注目されるオート

ファジーの関与を中心に解析する。 
 

４．研究成果 

（1）肝臓病の肝組織における細胞老化の発

生状況の解析：収集した肝組織材料を用いて、

原発性胆汁性肝硬変 (PBC),慢性ウイルス性

肝炎などの慢性肝疾患の細胆管反応におけ

る細胞周期マーカー（G1 期, cyclin D1; S

期, cyclin A）と老化関連マーカーp16 INK4a, 

p21WAF1/Cip 発現,肝ステム細胞マーカーneural 

cell adhesion molecule (NCAM)発現の関連

を検討した。PBC などの慢性肝疾患では線維

化の進行に平行して細胆管反応に細胞老化

がみられること、NCAM 発現はむしろ老化胆管

細胞に発現することが明らかになった。  

（2）老化細胞による肝微小環境調節の分子

機構の解析 

① 肝臓病の肝組織における細胞老化関連分

泌因子の発現：PBC の破壊性胆管炎の局所で

は、老化胆管細胞に CCL2, CX3CL1 発現の亢

進を認めた。また、老化胆管細胞周囲には対

応レセプターである CCR2, CX3CR1 陽性単核

球、組織球のより強い浸潤を認めた。老化胆

管細胞が周囲微小環境調節を行い、炎症の持

続、促進に関与すると考えられた。さらに、

非アルコール性脂肪性肝炎では線維化の進

行に平行して CCL2 発現を示す老化細胆管細

胞が増加し、線維化に関与する可能性がある

ことが示唆された。 

 

*PBC の炎症性胆管は CCL2 発現亢進を示す 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

②老化肝構成細胞の産生する微小環境調節

候補分子の検索：マウス培養胆管細胞に酸化

ストレス、血清除去などにより細胞老化を誘

導し、炎症性ケモカインを中心に、老化細胞

に特徴的な微小環境調節候補分子群の遺伝

子発現プロフィールを検討した。CCL2, 

CX3CL1 をはじめ, 多くのケモカインが老化

胆管細胞で発現亢進を示すこと、老化胆管細

胞の培養上清中にこれらケモカインが分泌

されること、老化胆管細胞の培養上清は単球

や肝星細胞の遊走を促進することが明らか

になった。老化細胞がケモカイン, サイトカ

インなどのまた, これら細胞の遊走は、CCL2, 

CX3CL1 の中和抗体で阻害された。分泌を介し

て微小環境調節を行い、炎症を促進している

可能性が示唆された。 

 

*老化胆管細胞は単球系細胞遊走を誘導する 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（３）老化細胞の運命と制御機構の解明 

培養胆管細胞に細胞老化を誘導した後、長期

培養を行い、老化細胞が細胞死に至る経路の

検討を行った。老化細胞が細胞死に至る過程

にはアポトーシスとオートファジーの両者

が関与することが明らかとなった（論文準備

中）。また、胆管細胞の老化にはオートファ

ジーが先行すること, p62/sequestosome-1蓄

積を示すオートファジー異常が細胞老化の

発生に必要であることが, PBC の胆管病変で

の検討と培養細胞を用いた検討から示唆さ

れた. 
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