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研究成果の概要（和文）：本研究では, オートファジー異常と自己抗原異常表出の関連を中心に, 原発性胆汁性
胆管炎/肝硬変(PBC)の病態解明と新たな治療法の分子基盤の確立, オートファジー異常検出による新しいPBCの
病理診断マーカーの開発を目ざした。肝移植後肝生検や原因不明肝硬変においても,  PBC特異的なオートファジ
ー異常とミトコンドリア抗原異常発現はPBCの病理診断に有用であることが示された。さらに, PBCの胆管病変に
おけるオートファジー異常, ミトコンドリア抗原異常発現, 細胞老化の発生機構には, 胆管保護に重要な役割を
持つAnion Exchanger 2 (AE2)の発現低下が関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study addressed to clarify a pathogenesis of primary biliary 
cholangitis (PBC), putting focus on the association of dysregulated autophagy with abnormal 
expression of mitochondrial antigens. This study also addressed to develop a useful diagnostic 
marker for PBC. This study revealed that immunohistochemical detection of dysregulated autophagy and
 abnormal expression of mitochondrial antigens is a useful marker for a diagnosis of recurrent PBC 
after liver transplantation and cryptogenic cirrhosis. Furthermore, this study disclosed that anion 
exchanger 2 (AE2), which plays a role in the protection of biliary mucosa by maintaining biliary 
bicarbonate umbrella, showed decreased expression in the bile duct lesion in PBC. Cell culture study
 demonstrated that the decreased expression of AE2 was associated with dysregulated autophagy, 
abnormal expression of mitochondrial antigens and cellular senescence in biliary epithelial cells 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 
近年,	 オートファジーの生理学的意義とオ

ートファジー異常と様々な疾患との関連が

明らかになりつつある。私たちは,	 原発性胆

汁性胆管炎/肝硬変(PBC)の病態形成に細胞

老化が関与すること,	 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

環境の調節を行い,	 炎症の増悪や周囲細胞

のさらなる細胞老化を起こすこと,	 PBC の胆

管病変では,	 細胞老化に先行してオートフ

ァジーが発生しており,	 ミトコンドリア抗

原の異常発現に関連することを明らかにし

てきた。そこで本研究では,	 PBC では,	 「胆

管細胞のオートファジー異常が自己抗原の

異常表出や免疫炎症機構の制御異常を介し

て自己免疫性発症機構に関与する」という仮

説を検証し,	 PBC の病態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た。また,	 胆管でのオー

トファジー異常の検出による,	 早期 PBC,	 原

因不明の肝硬変症例,	 PBC の移植後再発の診

断に有用な新しい PBC の病理診断マーカーの

開発も目ざした。	 

 
２．研究の目的 
本研究では,	 オートファジー異常と自己抗

原異常表出の関連を中心に,	 原発性胆汁性

胆管炎/肝硬変(PBC)の病態解明と新たな治

療法の分子基盤の確立,	 オートファジー異

常検出による新しい PBC の病理診断マーカー

の開発を目ざした。具体的には,	 1)	 PBC 胆管

のオートファジー異常,	 ミトコンドリア抗

原の異常表出発生状況の解析;	 2)	 オートフ

ァジー異常を指標とした PBC の新たな病理診

断マーカーの開発;	 3)	 胆管上皮のオートフ

ァジー/ミトコンドリア抗原異常表出の原因

の解明;	 4)	 AMA や抗原特異的 T 細胞クローン

によるオートファジー異常胆管への反応性

の証明;	 5)	 オートファジー異常を基盤とし

た PBC モデル動物の作製と自己免疫性病態の

解明,	 を計画した	 

 
３．研究の方法 
(1)病理組織学的検討	 

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	 

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;	 

PDC-E2	 component,	 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/SQSTM	 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。病態進展との関連を臨

床病理学的に解析した.	 

②オートファジー異常,	 ミトコンドリア抗

原異常発現の診断マーカーとしての有用性

の検討	 

ヒトの移植後生検･移植肝,	 原因不明肝硬変

肝を収集（米国 Washington 大,	 Dr.Yeh との

国際共同）して,	 ①と同じ手法で,	 胆管細胞

におけるオートファジー異常,	 ミトコンド

リア抗原異常発現,	 細胞老化の発生状況を

免疫組織化学的に検出した。臨床経過,	 病理

組織学的診断と,	 これらマーカーの発現状

況を詳細に解析して,	 PBC の診断に有用なマ

ーカー（パネル）を決定した。	 

③PBC 胆管における AE2 発現の検討	 

免疫組織化学的手法で,PBC	 と対照肝の胆管

における AE2 発現とオートファジー異常,	 ミ

トコンドリア抗原異常などとの関連を検討

した。	 

(2)培養細胞を用いた検討	 

①オートファジー異常とミトコンドリア抗

原発現の解析：培養胆管細胞に飢餓状態,	 疎

水胆汁酸 GCDC,	 パルミチン酸の投与など

種々の細胞ストレスや各種阻害剤	 （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,	 ミトコンドリア抗原

の発現,	 細胞老化を検討した。また,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。	 

②AE2 発現とオートファジー異常,ミトコン

ドリア抗原発現,	 細胞老化の関連の検討：

種々の細胞ストレスを加えて,	 AE2 発現の変

動を解析した。また,	 siRNA を用いて AE2 発

現をノックダウンして,	 オートファジー,	 

ミトコンドリア抗原発現,	 細胞老化との関

連を検討した。	 

	 

４．研究成果	 

(1)病理組織学的検討	 

①PBC の胆管におけるオートファジー異常発

生状況とミトコンドリア抗原発現異常	 

PBC の胆管病変部胆管では,	 オートファジー

異常を示す p62/SQSTM の顆粒状蓄積,	 オート

ファジーマーカーLC3 の顆粒状蓄積,	 ミトコ

ンドリア抗原 PDC-E2,	 CCO の顆粒状発現が疾

患特異的に認められた。	 

②ヒトの移植後 PBC 再発症例の生検･移植肝,	 

移植後急性･慢性拒絶,原因不明肝硬変肝の

検討	 

ヒトの移植後 PBC 再発症例の生検･移植肝,	 

移植後急性･慢性拒絶,原因不明肝硬変肝の

検討から,	 移植後 PBC 再発症例の胆管におい

ても,	 ①で確認された PBC 特異的なオートフ

ァジー異常/ミトコンドリア抗原異常発現の

パターンが認められることが明らかになっ

た。オートファジー関連分子とミトコンドリ

ア抗原の異常発現は,	 肝移植後肝生検や原

因不明肝硬変においても PBC の病理診断マー

カーとして有用であることが示された。	 

③PBC の胆管における AE2 発現	 

また,	 PBC の病変部胆管には AE2 発現の低下

があり,	 胆管細胞老化,	 ミトコンドリア抗

原 PDC-E2 の異常発現,	 オートファジー異常

を示す p62/SQSTM の顆粒状蓄積,	 LC3 の顆粒

状異常蓄積と局在が一致することが,	 二重

蛍光免疫染色で明らかとなった。	 

(2)培養細胞を用いた検討	 

①培養胆管細胞を用いた検討で,	 PBC 特異的

なオートファジー異常/ミトコンドリア抗原

異常発現が,	 胆汁酸 GCDC や飽和脂肪酸パル

ミチン酸の投与によって再現できること,小

胞体ストレスも関与すること,UDCA はオート

ファジー異常/ミトコンドリア抗原異常発現

を軽減した。	 

②	 酸化ストレス,	 GCDC などで誘導した老化

胆管細胞では,	 AE2 発現低下を認めた。また,	 

siRNA を用いて AE2 発現をノックダウンする

と,	 オートファジー異常,	 ミトコンドリア

抗原異常発現,	 細胞老化が誘導された。	 

	 肝移植後肝生検や原因不明肝硬変におい

ても,	 	 PBC の胆管病変でみられるオートフ

ァジー異常とミトコンドリア抗原の異常発

現は PBC の病理診断マーカーとして有用であ

ることが示された。さらに,	 PBC の胆管病変

におけるオートファジー異常,	 ミトコンド

リア抗原異常発現,	 細胞老化の発生機構に

は,	 AE2 発現の低下が密接に関連することが

示唆された。	 
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