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研究成果の概要（和文）：本研究では、グリセルアルデヒド由来の毒性終末糖化産物（TAGE）の蓄積が、肝細胞
内の活性酸素（ROS）の産生に及ぼす影響について解析を行った。その結果、抗酸化剤により、肝細胞内のTAGE
蓄積に伴う細胞死が抑制された。TAGEの細胞内蓄積は、ROSの産生を増加させ、酸化ストレス応答を引き起こし
ていることが明らかとなった。TAGE蓄積によるROS増加の原因を調べた結果、TAGEが蓄積した細胞では、カタラ
ーゼ活性は正常であるものの、ミトコンドリア膜の脱分極が亢進した。これらの結果から、TAGEの蓄積に伴って
ミトコンドリア異常を引き起こし、ROSが産生され、最終的に細胞死となることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the effects of intracellular glyceraldehyde 
(GA)-derived advanced glycation end-products (AGEs), named toxic AGEs (TAGE), on the production of 
reactive oxygen species (ROS). Cell death related to intracellular TAGE accumulation was eliminated 
in the hepatocyte carcinoma cell line HepG2 by the antioxidant. The intracellular accumulation of 
TAGE increased ROS production and the mRNA expression of ROS stress response markers. We also 
investigated the factors responsible for these increases in ROS. Catalase activity did not decrease 
with the accumulation of TAGE, while mitochondrial membrane depolarization was enhanced in cells 
treated with GA. These results indicate that TAGE play an important role in mitochondrial 
abnormalities and increases in ROS production, ultimately leading cell death.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 生活習慣病　終末糖化産物　非アルコール性脂肪肝炎　NASH　toxic AGEs　TAGE　肝細胞　酸化ストレ
ス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
食生活と密接に関連した生活習慣病の一つである非アルコール性脂肪肝炎（NASH）の発症・進展への治療法は明
確に確立されておらず、疾患メカニズムの解明は喫緊の課題である。我々は、TAGEの蓄積と酸化ストレスの増加
がNASH患者において観察されることから肝細胞内におけるTAGE蓄積と酸化ストレスの関係について解明を行っ
た。その結果、TAGEが蓄積した細胞内においてはミトコンドリア異常と相関して酸化ストレスが増加し、細胞死
を引き起こすことが明らかになった。これらの研究からTAGEの蓄積を抑制することは、NASHの進行を抑制する新
たな治療ターゲットとして期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 

食生活と密接に関連した生活習慣病の一つである非アルコール性脂肪肝炎(NASH)は、肝癌とい
った深刻な疾患に進展するリスクが高い。しかし、NASH 発症・進展への治療法は明確に確立さ
れておらず、疾患メカニズムの解明は喫緊の課題である。我々は、細胞内のタンパク質が糖代謝
中間体のグリセルアルデヒド(GA)と反応して毒性終末糖化産物(toxic advanced glycation 
end-products, TAGE)を生成することが NASH 発症と関連することを見いだし、新規の NASH 発症
メカニズムを提唱している。本研究では TAGE に加え、疾患部位で観察される酸化ストレス損傷
に注目し、細胞内の TAGE 蓄積により活性酸素(reactive oxygen species, ROS)が上昇するので
はないかと考えた。この仮説を証明するためにTAGEとROSの関係について詳細な解析を行った。 

 
２．研究の目的 

 
ROS が様々な疾患に関与するという報告はこれまで数多くあり、既に定説となりつつある。ROS

は反応性が高いことから、生体内の構成成分に損傷を与え、その機能を失わせる。高血糖状態に
なると ROS の発生が上昇し、生活習慣病が引き起こされやすいことから、「高血糖」−「ROS」−「生
活習慣病」のトライアングルが成立する(図１左)。これまでに、ROS と生活習慣病の関係が非常
によく研究されているにもかかわらず、酸化をターゲットとした疾患の治療効果は限定的であ
り、未知のメカニズムが介在している可能性が考えられる。生活習慣病の一つである NASH も、
肝臓内で酸化ストレスによる損傷が観察されているにもかかわらず発症メカニズムに不明な点
が多く、積極的な治療方法が確立されていない疾患の一つである。NASH は放置すると肝硬変、
肝癌へと進展するリスクが高く、現在、強い社会的関心を集めている。そこで NASH 発症のメカ
ニズムを解明し、その予防や治療に活かすことを目的として研究を行った。NASH 発症機序とし
て、終末糖化産物(AGEs)が関与することが報告されている。AGEs はタンパク質等が糖と反応し
て出来る物質であり、糖の種類により様々な AGEs 構造が生成される。我々はこれまでに、AGEs
群の中でも毒性の強い TAGE の血中レベルが NASH 患者では健常者よりも高く、TAGE が疾患に関
与する可能性を示唆して以来、悪しき食生活習慣により引き起こされる高血糖/高果糖状態で蓄
積する TAGE が NASH の発症・進展と関係していることを明らかにしつつある。最近、我々は細胞
内において生成される TAGE が引き起こす肝細胞傷害の機序に着目して研究を行った結果、これ
までに、細胞内 TAGE 蓄積により、周辺細胞に炎症を引き起こしうるネクローシス様の細胞死が
誘導されることを明らかにした(Sakasai-Sakai et al. Sci. Rep. 7：14282 (2017))。これらの
研究を行う中で、NASH 発症には細胞内 TAGE 蓄積による細胞傷害が重要な役割を果たすが、そこ
に ROS の発生が介在するのではないかという仮説(図１右：新しい NASH 発症・進展仮説)を立て
た。 
 そこで本研究では、細胞内

のTAGE化により異常をきたした
タンパク質が ROS の増加を引き
起こし、NASH 発症・進展の原因
の一つとなっているという新し
い仮説を証明する事を目的とし
た。この仮説が証明できれば、
TAGE ストレスそのものを抑制す
ることで ROS 産生、ひいては
NASH 発症・進展を抑える展開が
見込まれると予想された。 

 
３．研究の方法 
  

(１) 細胞生存率の測定 
肝実質株化細胞 HepG2 における細胞生存率の測定は、CellTiter-Glo Luminescent Cell 

Viability Assay (promega)を用いた。薬剤処理を行った細胞に、CellTiter-Glo Reagent を添
加し、96 ウェルプレートリーダー (GloMax; Promega)を用いて発光を測定した。 
 

(２)細胞内 TAGE 量の測定 
Slot blot 法により、薬剤処理を行った HepG2 細胞内の TAGE 量を検出した。薬剤処理を行った

細胞を Lysis buffer (4% CHAPS, 30 mM Tris, 2 M Thiourea, 7 M Urea, protease inhibitor 
cocktail (complete Mini; Roche)) で溶解した。その後、遠心分離を行い、上清を細胞抽出液
として回収した。スロットブロット装置(Bio-Rad)で固定した PVDF 膜 (0.45μm、Millipore) に



 

 

細胞抽出液および検量線用の TAGE-BSA を吸着後、抗 TAGE 抗体を用いて検出を行った。検出には
ケミルミイメージングシステム (FUSION; Vilber-Lourmat) を用いて Chemi-Lumi One L 
(Nacalai Tesque) で TAGE 化タンパク質を検出した。 
 

(３)ROS の検出と測定 
ROS の細胞内検出には、OxiORANGE (五稜化学) を用いた。細胞を OxiORANGE と核染色用の

Hoechst 33342 (Invitrogen) を用いて染色した。細胞内に誘導された ROS は蛍光顕微鏡 (BZ-
X700; Keyence) で観察した。 
 

(４)RNA の抽出と定量的リアルタイム逆転写 PCR (qRT-PCR) 
RNeasy Micro kit (Qiagen) を用いて、HepG2 細胞の Total RNA を抽出した。One Step TB 

Green PrimeScript RT-PCR Kit (Takara BIO) と QuantStudio 12k flex Real-Time PCR system 
(Life Technologies) を用いて， qRT-PCR 解析を行った。相対的な定量は、⊿⊿ ct 法を用いて
行い、データは内部標準としてβ-actin を用いて正規化した。 
 

(５)カタラーゼ活性の測定 
カタラーゼ活性は、細胞懸濁液を，1% Triton X-100 100 μl および 30%(w/v) 過酸化水素 

100 μlと混合し，カタラーゼによる過酸化水素の分解で生じた酸素生成泡の高さを測定し，カ
タラーゼの酵素活性を示した。 
 

(６)ミトコンドリア膜異常の解析 
ミトコンドリア膜電位は、JC1 Mitochondrial Membrane Potential Assay Kit (Abcam) を用

いた解析を行った。HepG2 細胞を 20 μM JC-1 溶液下で、遮光して 37℃で 10分間培養した。そ
の後、フェノールレッドを含まない 2% FBS/DMEM 中で、37℃条件下において各種薬剤を組み合わ
せて添加して培養を行った。これらの細胞は、蛍光顕微鏡 (BZ-X700; Keyence) で観察した。 
 

４．研究成果 
生体に取り込まれた過剰なグルコースやフルクトースの代謝は主に肝臓で行われている。代

謝の際には中間体として GA が産生され、タンパ
ク質と反応して TAGE が形成される。そこで、肝
実質株化細胞HepG2におけるTAGE蓄積と細胞死
の関係を解析した結果、TAGE 蓄積と細胞死に正
の相関関係がみられた。また、GA 処理による細
胞内 TAGE 形成は、AGEs 形成阻害剤であるアミノ
グアニジン(AG)を前処理すると抑制され、さら
に AG 処理は GA による細胞死を抑制したことか
ら、GA処理による細胞死は TAGE 形成に依存した
ものであることを確認した。 
次に、TAGE 蓄積に伴う細胞死の引き金となる原

因として、ROS の関与について検証を行った。GA
と 併 用 し て 抗 酸 化 剤 で あ る N-acetyl-L-
cysteine (NAC)を処理した結果、NAC 処理により
GA による細胞死は抑制されていた。さらに、NAC
による生存率の回復がTAGE形成阻害によるもの
かを解析した結果、NAC は GA 処理における TAGE
形成を阻害しないため、NAC の効果は抗酸化作用
であることが示された。さらに、我々は GA処理に
おける ROS の産生の確認を行った。その結果、GA
およびポジティブコントロールとして用いた過酸
化水素処理時には ROS 産生が観察された。一方、
GA 処理細胞に AG を前処理した細胞には ROS 産生
が抑制されていた (図２)。以上の結果から、GA処
理により形成される TAGE 化タンパク質が、ROS 産
生を引き起こしていることが示唆された。  
また、細胞には ROS に対する様々な防御機構の一

つとして nuclear erythroid 2-related factor 2 
(Nrf2)が酸化ストレス応答遺伝子の発現誘導の転
写因子として働くことが知られている。そこで GA
処理による ROS 産生が Nrf2 の転写活性を促進さ
せるのかについて解析を行った。その結果、Nrf2
および Nrf2 下流の HO-1 の mRNA 発現量が、GA 処
理により上昇することが明らかとなった(図３)。



 

 

以上のことから GA 処理により細胞内で ROS が産生し、ROS ストレス応答を引き起こしているこ
とが示唆された。 
次に、細胞内で ROS が産生される原因について解明を行った。酸化ストレスを促進する要因の

一つとして、抗酸化作用の減少が考えられる。そこで GA 処理による細胞内カタラーゼの活性に
ついて解析を行った。GA 処理により細胞内のカタラーゼの一部は架橋による高分子構造を形成
し、TAGE 化されていることが示唆された。タンパク質の TAGE 化は酵素活性を阻害する可能性が
ある。そこで細胞内のカタラーゼ活性を測定した結果、GA 処理によりカタラーゼ活性の減少は
見られなかった。これらの結果から、GA 処
理による細胞内の ROS 増加はカタラーゼの
不活性化によるものではないことが明らか
となった。次に、ROS が産生される原因とし
て、ミトコンドリアに着目した。ミトコンド
リアの膜電位の崩壊は、細胞内での ROS の
生成につながることが知られている。そこ
で、GA 処理によるミトコンドリア膜脱分極
への影響を調べた。その結果、GA 処理を行
った HepG2 細胞では、ミトコンドリアの膜
電位が低下していた(図４)。しかし、AG で
前処理した GA処理細胞では、ミトコンドリ
ア異常が抑制されていることが明らかとな
り、TAGE 蓄積に伴ってミトコンドリアの異
常が誘発されていることが示唆された。 
以上の研究から、GA 処理による TAGE 蓄積

に伴いミトコンドリア異常が引き起こさ
れ、細胞内の ROS の上昇から最終的に細胞
死が引き起こされることが明らかとなっ
た。これらの研究は論文として発表した
(Sakasai-Sakai et al. Int. J. Mol. Sci. 21, 4861 (2020))。 
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