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研究成果の概要（和文）：肝細胞アポトーシス刺激では、ミトコンドリアからミトコンドリアDNAが放出され
る。非アルコール性脂肪性肝疾患では肝細胞のDNase II酵素活性が低下しており、ミトコンドリアDNA分解が不
十分となり、TRL9を介した非アポトーシス細胞死が誘導されることが明らかとなった。その他、肝細胞とマクロ
ファージとの相互作用による肝細胞障害増悪機序、肝癌細胞と肝星細胞との相互作用による肝がん細胞増殖促進
機序、肝細胞アポトーシスによって誘導される酸化ストレスが腫瘍形成に与える影響、肝細胞におけるGab1によ
るアポトーシス抑制機序を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Upon stimulation of hepatocyte apoptosis, mitochondrial DNA is released from
 mitochondria. In this project, we clarified that in non-alcoholic fatty liver disease, DNase II 
activity in hepatocytes is decreased, resulting in insufficient mitochondrial DNA degradation and 
induction of non-apoptotic cell death via TRL9. In addition, we found that the interaction between 
hepatocytes and macrophages exacerbates hepatocellular injury, that the interaction between hepatoma
 cells and hepatic stellate cells promotes hepatoma cell proliferation, ad that oxidative stress 
induced by hepatocyte apoptosis affects tumorigenesis We also clarified the mechanism by which Gab1 
inhibits apoptosis in hepatocytes.

研究分野：肝臓学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで肝細胞のアポトーシスについては、Bcl-2ファミリータンパクによるミトコンドリア経路を主とした制
御が広く知られていたが、本研究成果の遂行により、生体内における肝細胞アポトーシスは他の分子や周辺細胞
などを介して、複雑に制御されていることが明らかとなった。また、アポトーシスと非アポトーシス型細胞死が
同じアポトーシス刺激から誘導されることも明らかとなり、今後肝疾患病態の解明や新たな治療薬開発に繋がる
ことが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
アポトーシス、オートファジー、ネクローシスは細胞死を遂行あるいは制御する細胞現象である。
研究代表者は脂肪肝炎ではオートファジー抑制分子である Rubicon の発現が増加しており、小
胞体（ER）ストレスに伴うアポトーシス亢進と脂質代謝（リポファジー）障害を惹起すること
を示した 1)。また、研究代表者は肝細胞でミトコンドリア経路のア ポトーシスが活性されると
ミトコンドリア DNA が放出されること、さらに DNaseII がアポトーシスとネクローシスの変
換のスイッチとして機能している可能性を見出している。このことは、アポトーシス、オートフ
ァジー、ネクローシスが相互に連関していることを示唆している。 
一方、研究代表者は、肝細胞死の分子機構として Bcl-2ファミリーのネットワークを解明し、過
剰な肝細胞アポトーシスが、肝星細胞/マクロファージの活性化・活性酸素種（ROS）の蓄積を
介して、肝臓の線維化と腫瘍形成を引き起こすことを明らかにしてきた 2)-7)。また、予備的な
研究で肝星細胞のオートファジーの欠損が炎症性サイトカインである IL-6を抑制し、肝腫瘍形
成を抑制することを見出している。このように、肝細胞や肝非実質細胞における細胞死機構の変
調は、ROS やサイトカイン・ケモカインなどを介して系譜の異なる周囲の細胞に影響すること
により、肝臓の病態形成に関与する可能性があるが、その詳細な分子機構は明らかにされていな
い。 
細胞は様々なストレス（酸化ストレス、ERストレス、脂質代謝ストレス等）に対して、細胞応
答としてアポトーシスやオートファジー、ネクローシスを惹起する。アポトーシスは一般に“静
かな細胞死”と考えられているが、断片化されたアポトーシス小体（AB）はホスファチジルセ
リンをはじめとした eat me signalにより周囲の細胞に貪食処理される。ABを貪食した細胞（マ
クロファージのようなプロフェッショナルな貪食細胞だけでなく非プロフェッショナルな細胞
も含めて）では、多くの分子が活性化される。また、ネクローシスの際には、ミトコンドリア DNA
をはじめとしたダメージ関連分子パターン（DAMPs）が放出され、炎症細胞が活性化される。
このように、細胞死は、その後期課程において AB、EV、DAMPsを放出し、これらが細胞間コ
ミュニケーションツールとして働く可能性があるが、これら細胞死機構の変調を起点としたシ
グナルが、肝癌の発生や進展、線維化に与える影響の全貌は明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
 
本研究課題は、肝臓における実質細胞と非実質細胞の細胞死機構の変調を起点とした細胞間コ
ミュニケーションの分子基盤を明らかにし、これらが肝病態の形成にどのように関与するのか
明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
１） アポトーシス刺激下におけるミトコンドリア DNA を介した非アポトーシス細胞死誘導機序
とその影響 

マウス肝細胞株として BNL-CL2 細胞を用いた。アポトーシス経路を活性化するために ABT-737 を
投与した。持続的に肝細胞アポトーシスが惹起されるマウスとして、肝細胞特異的 Mcl-1 欠損マ
ウス（Alb-Cre Mcl-1 fl/fl）を用いた。 
 

２）肝細胞における FoxM1 発現上昇によるマクロファージを介した肝障害誘導機序 
Dox 誘導下で肝細胞特異的に FoxM1 を発現増強するマウス（TetO7-FoxM1tg/tg/Rosa26-LSL-
rtTA/Alb-Cretg/）を作成した。マウス肝細胞株として BNL-CL2 細胞、AML-12 細胞、マウス初代
培養肝細胞を用いた。 
 
３）肝星細胞と肝癌細胞の相互作用機序 
ヒト肝星細胞株として LX-2 細胞を使用した。また肝星細胞特異的 GDF15 欠損マウス（GFAP-Cre 
GDF15 fl/fl）を作成した。 
 
４）肝細胞アポトーシスの持続が DNA 障害を有する肝細胞からの発癌に与える影響とその機序 
DNA 障害を誘導するため、2週齢のマウスにジエチルニトロサミン(DEN)を単回投与した。肝細胞
アポトーシス亢進モデルとして肝細胞特異的 Mcl-1 欠損マウス（Alb-Cre Mcl-1 fl/fl）を用い
た。 
 
５）慢性肝疾患における肝細胞 Gab1 の影響 
マウス肝細胞株として BNL-CL2 細胞を用いた。アポトーシス経路を活性化するために ABT-737 を
投与した。持続的に肝細胞アポトーシスが惹起されるマウスとして、肝細胞特異的 Mcl-1 欠損マ



ウス（Alb-Cre Mcl-1 fl/fl）を用いた。さらに Gab1 を欠損させた肝細胞特異的 Mcl-1・Gab1 欠
損マウス（Alb-Cre Mcl-1 fl/fl Gab1 fl/fl）を作成した。 
 
４．研究成果 
 
１）アポトーシス刺激下におけるミトコンドリア DNA を介した非アポトーシス細胞死誘導機序
とその影響 
マウス肝細胞株においてミトコンドリアを介したアポトーシス経路を活性化したところ、細胞
質中のミトコンドリアDNA（mtDNA）量が増加した。この際、mtDNAを分解するDNase IIをknockdown
（KD）したところ、細胞質中の mtDNA 量はさらに増加した。DNase II KD 群では Control 群と
比較して、アポトーシスに変化は認められなかったが、IFN-βの発現上昇とともに PI 陽性細胞
の増加を認め、ネクローシスの誘導が示唆された。DNase II 群で認められた IFN-βの発現上昇、
PI 陽性細胞の増加は共に TLR9 阻害剤の投与によりは抑制された。一方、mtDNA を除去したマウ
ス肝細胞化を用いたところ、アポトーシス経路を活性化するとアポトーシスは誘導されたが、
DNase II を KD してもアポトーシスだけでなく PI陽性細胞に変化を認めなかった。アポトーシ
ス刺激によりミトコンドリアから放出される mtDNA が、DNase II によって分解されないと非ア
ポトーシス細胞死を惹起することが明らかとなった。 
ミトコンドリア経路を介した肝細胞アポトーシスが持続するマウスである肝細胞特異的 Mcl-1
欠損(L-Mcl-1 KO)マウスにおいて、さらに DNase II を欠損させ L-Mcl-1/DNase II KO マウスを
作成したところ、L-Mcl-1/DNase II KO マウスは細胞質中の mtDNA 量が増加し、肝臓での IFN-β
発現上昇、PI陽性細胞の増加と血清 ALT 値の上昇を認めた。L-Mcl-1/DNase II KO マウスと L-
Mcl-1 KO マウスとでは、肝細胞アポトーシスに差を認めなかった。L-Mcl-1/DNaseII KO マウス
に TLR9 阻害剤を投与したところ血清 ALT 値は改善し、肝臓での IFN-βの発現上昇は抑制され、
PI 陽性細胞の増加も抑制され、肝細胞 DNase II が生体内でもアポトーシス刺激で生じる非アポ
トーシス細胞死を抑制している可能性が示唆された 8)。 
野生型マウスに高脂肪食摂取負荷を行ったところ肝臓での DNase II 活性は低下した。切除肝を
用いた検討でも、非アルコール性脂肪肝炎肝疾患患者の肝臓では、正常肝に比し DNase II 活性
の低下を認めた。肝細胞特異的 DNase II 欠損マウスに高脂肪食摂取負荷をおこなったところ野
生型マウスに比して肝臓での IFN-βの発現上層を認め、PI陽性細胞の増加と血清 ALT 値の上昇
を認め、肝線維化の進展を認めた。以上より、非アルコール性脂肪性肝疾患では肝細胞の DNase 
II 酵素活性が低下しており、アポトーシス経路の活性化時に放出される mtDNA 分解が不十分と
なり、TRL9 を介した非アポトーシス細胞死が誘導されることが明らかとなった。非アルコール
性脂肪性肝疾患における肝細胞 DNase II の活性低下は、非アポトーシス細胞死の誘導による肝
障害の増悪および肝線維化の進展を誘発し、NASH への病態進展に関与している可能性が示唆さ
れた。 
 
２）肝細胞における FoxM1 発現上昇によるマクロファージを介した肝障害誘導機序 
非アルコール性脂肪性肝疾患では、肝細胞の FoxM1 の上昇を認めた。そこで、この異議を検討す
るために、Dox 誘導下で肝細胞特異的に FoxM1 を発現増強するマウスを作成した。Dox 誘導によ
る FoxM1 の発現増強にて、肝障害が誘導された。また、肝内 CCL2 発現の上昇を認め、FoxM1 が
直接 CCL2 の転写を促進していることを明らかにした。FoxM1 の発現増強マウスでは肝内にマク
ロファージは増加しており、マクロファージを除去すると、肝障害は抑制された。また、肝細胞
特異的な CCL2 の発現抑制でも、FoxM1 の発現増強マウスの肝障害、肝内マクロファージの増加
は抑制された。非アルコール性脂肪性肝疾患では FoxM1 による CCL2 の上昇が、マクロファージ
を介して肝障害を誘導することが示唆された 9)。 
 
３）肝星細胞と肝癌細胞の相互座用機序 
LX-2 細胞と肝癌細胞と共培養すると、LX-2 細胞のオートファジーが促進し、肝癌細胞の増殖が
促進した。共培養により発現が上昇し、Atg7 欠損により上昇が抑制される分泌タンパクを網羅
的解析で探索し、発現の変動が最も大きい GDF15 に着目した。GDF15 の添加は肝癌細胞の ERK・
AKT をリン酸化し、肝癌細胞数を増加させた。GDF15 の受容体である GFRAL を欠損させた肝癌細
胞では、LX-2 細胞と共培養しても増殖促進効果を示さなかった。GDF15 欠損 LX-2 細胞では、肝
癌細胞と共培養時の細胞増殖促進効果は抑制され、共移植したゼノグラフト腫瘍の腫瘍増大速
度は抑制された。肝星細胞特異的 GDF15 欠損マウスに NASH 肝発癌を誘導したところ、野生型マ
ウスに比して形成された最大腫瘍径は有意に小さく、腫瘍部の Ki67 陽性細胞は減少した。ヒト
肝癌組織中にも GDF15 陽性の肝星細胞が検出された。以上より、肝癌細胞は肝星細胞のオートフ
ァジーを亢進させ、オートファジー亢進した肝星細胞から放出される GDF15 によって、肝癌増殖
が促進される機序を明らかにした 10)。 
 
４）肝細胞アポトーシスの持続が DNA 障害を有する肝細胞からの発癌に与える影響とその機序 
肝細胞アポトーシスが DNA 損傷による肝発癌・癌進展に与える影響を検討した。DNA 損傷肝発癌
マウスモデルとして、2 週齢でジエチルニトロサミン(DEN)を単回投与した。肝細胞アポトーシ
ス亢進モデルとしてアポトーシス抑制蛋白の 1 つである Mcl-1 を肝細胞特異的に欠損させた



Mcl-1 KOマウスを使用した。DEN投与野生型マウスとDEN投与 Mcl-1 KOマウスを比較検討した。 
血清 ALT 値、血清 caspase3/7 活性、TUNEL 陽性肝細胞数は、2 週齢(DEN 投与後 48 時間)では野
生型マウスと KOマウスに有意差を認なかったが、6週齢および 18週齢では野生型マウス比して
KO マウスでは有意に高値で、アポトーシス亢進を認めた。18 週齢での肉眼的腫瘍形成率、顕微
鏡的腫瘍形成率は、野生型マウスではいずれも 0%(0/12)であったが、KO マウスではそれぞれ
89%(8/9)、100%(9/9)であり、KO マウスで有意に発癌した。非癌部の DNA 損傷をリン酸化 H2AX 免
疫染色にて、増殖を Ki67 および PCNA 免疫染色にて、酸化ストレスマーカーとしての 4-HNE を
免疫染色にてそれぞれ検討したところ、いずれも 6週、18週齢では野生型マウスに比して Mcl-
1 KO マウスでは有意に高値であった。 
そこで KO マウスに対して 6 週齢から抗酸化剤 N-アセチル-L システイン(NAC)を投与したとこ
ろ、NAC 投与群(n=12)では vehicle 投与群(n=19)と比較して非腫瘍部の PCNA および Ki-67 陽性
細胞数は変化しなかったが、リン酸化 H2AX 陽性細胞数、４HNE 細胞陽性数は有意に減少した。
最大腫瘍径、腫瘍個数は NAC 投与群(1.3mm、12 個)、vehicle 投与群(3.1mm、1.4 個)と NAC 投与
により有意に発癌が抑制された。以上より、DNA 障害肝細胞を有する肝臓では、肝細胞アポトー
シスの持続は酸化ストレスを介して肝癌形成を促進させることが示された 11)。 
 
５）慢性肝疾患における肝細胞 Gab1 の影響 
CL2 細胞に Bcl-2/-xL/-w 阻害剤である ABT-737 を投与してアポトーシスを誘導すると、Gab1 の
リン酸化は認めなかったが、Gab1 の断片化・p35-Gab1 が出現した。siRNA により Gab1 をノック
ダウンして ABT-737 を投与すると、Bcl-xL の発現は低下しアポトーシスが亢進した。p35-Gab1
を強制発現すると Bcl-xL の発現は増加した。肝細胞特異的に Mcl-1 を欠損させたマウスは、持
続的な肝細胞アポトーシスが惹起される。このマウスの肝臓では、Gab1 のリン酸化は認めなか
ったが p35-Gab1 の出現を認めた。Gab1 単独欠損マウスでは血清 ALT の上昇は認めないが、Mcl-
1 および Gab1 ダブル欠損マウスでは Mcl-1 欠損マウスに比し、肝臓における Bcl-xL 発現は低下
し、肝細胞アポトーシスは増悪した。また、線維化は進展し、肝発癌率も増加した。以上より、
慢性肝障害において肝細胞の Gab1 はアポトーシスを抑制し、肝線維化、肝発癌を抑制すること
を明らかにした 12)。 
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