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研究成果の概要： 

NAD(P)H oxidase 由来の ROS の制御が慢性肝疾患の新たな治療法になりうるか研究した。培

養肝星細胞において、PDGF-BB は、NAD(P)H oxidase 由来の ROS を介し細胞増殖をもたらした。

ROS は肝星細胞の p38 MAPK のリン酸化を促進し、細胞増殖を引き起こした。in vivo の実験で

も、DMN によるマウス肝障害や線維化の進展が、ROS 消去剤により抑制された。NAD(P)H oxidase

の制御は、肝線維化の抑制につながり、大変重要であると考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 

慢性肝疾患における肝線維化の進展は、

門脈圧亢進症の原因となり、肝細胞癌発生に

も密接に関係する。インターフェロン無効例

の C型肝炎患者や非アルコール性脂肪性肝炎

（NASH）患者に対する肝線維化抑制の確立は、

慢性肝疾患患者の生命予後の向上に寄与し、

急務である。 

肝線維化過程において、肝星細胞

（hepatic stellate cell）が、中心的な役

割を演じている。肝障害時、肝星細胞は

quiescent cellから筋線維芽細胞に形質転換

し、細胞の増殖、運動能亢進、細胞外基質の

産生亢進が起こり、肝線維化を惹起する。慢

性肝疾患において、reactive oxygen species 

(ROS)の産生過剰や抗酸化機構の低下が起こ

り、レドックス制御機構が破綻する。レドッ

クス制御機構の破綻は、酸化ストレスや過酸

化物過剰産生をもたらし、肝星細胞の活性化

や増殖、肝星細胞からの細胞外マトリックス

産生を促し、肝線維化を促進する。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、(1) PDGF や TGF-β1 の

共通した細胞内シグナル伝達物質である ROS



を産生する NAD(P)H oxidase 活性化機序を明

らかにし、(2) NAD(P)H oxidase により産生

された ROS が、どの様な細胞内シグナル伝達

経路を介し、肝星細胞の活性化・増殖を来た

すか明らかにし、(3) ROS により活性化され

るレドックス感受性のある転写因子（NF-κB、

AP-1、Krox20、KLF6/Zf9、Nrf2）についても、

肝線維化との関わりにおいて明らかにする

ことである。更に、(4) in vitro にて確認さ

れた「肝星細胞の NAD(P)H oxidase 活性化は

肝星細胞の増殖を促進する」と言う現象が、

in vivo においても普遍性がある事を明らか

にすることである。肝星細胞の活性化・増殖、

細胞外マトリックス産生の分子制御機構を

解明する事は、インターフェロン無効例の C

型肝炎患者や NASH 患者を始めとする慢性肝

疾患治療の開発に直結すると考えられる。 
 
３．研究の方法 
(1) 培養細胞を用いた in vitro の実験： 
ヒト肝星細胞由来株(LI-90)とマウス初代培
養肝星細胞を用い、PDGF-BB や TGF-β1 が細
胞増殖をもたらすか調べた。 
PDGF-BB、TGF-β1 が NAD(P)H oxidase を活性
化し、ROS を産生させるのか、CCD カメラを
用いた化学発光法にて調べた。 
NAD(P)H oxidase 由来の ROS が肝星細胞の増
殖に関与しているか、ROS 消去剤、NAD(P)H 
oxidase 阻害剤を用い調べた。 
ROS がどの様な細胞内シグナル伝達を経て肝
星細胞増殖を引き起こすか調べた。 
(2)マウスを用いた in vivo の実験： 
Dimethylnitrosamine (DMN)を少量、長期に
渡りマウスに投与し、慢性肝障害モデルを作
成 し た 。 NAD(P)H oxidase 阻 害 剤 の
diphenylene iodonium (DPI)、ROS 消去剤の
Mn-TBAP、脳梗塞の治療薬であるラジカル消
去剤のエダラボンを同時投与し、これら薬剤
が慢性肝障害進展抑制に働くか調べた。 
 
４．研究成果 

(1) PDGF-BB、TGF-β1 は培養肝星細胞を増殖

させた 

私どもは、PDGF-BB が LI-90、初代培養

肝星細胞の増殖をもたらすか 24 時間目に

WST-1 アッセイにより調べた。PDGF-BB は、

量依存性に肝星細胞の増殖を引き起こした。

24 時間目において、PDGF-BB は、10 ng/ml、

20 ng/ml の濃度でコントロールに比べ有意

（p<0.001）に細胞数を増加させた。また、

TGF-β1 も、10ng/ml の濃度で培養すると、

24 時間目において有意な細胞数の増加をも

たらした。 

 

(2) ROS 消去剤は、PDGF-BB、TGF-β1 による

肝星細胞の増殖を抑制し、ROS は増殖を促進

した 

PDGF-BB、TGF-β1 による肝星細胞の増

殖に ROS が関与するか調べた。細胞内透過性

の良好な ROS 消去剤 Mn-TBAP を用いた。

Mn-TBAP は、量依存性に PDGF-BB、TGF-β1 に

よる肝星細胞の増殖を抑制した。特に 100 nM

の Mn-TBAP前処理により肝星細胞増殖は有意

（p<0.001）に抑制された。 

ROS の一種である H2O2は、肝星細胞に酸

化ストレスを惹起する。私どもは、酸化スト

レスが肝星細胞増殖に与える影響を調べた。

100nM の H2O2は、コントロール群にくらべ有

意（p<0.001）に肝星細胞の増殖を引き起こ

した。 

 

(3) 肝星細胞に non-phagocytic NAD(P)H 

oxidase のサブユニットが発現されていた 

NAD(P)H oxidase は、細胞膜に結合する

p22phox と gp91phox、細胞質に存在する

p67phox と p47phox の４つのサブユニットに

より構成される。私どもは、LI-90、初代培

養肝星細胞に４つのサブユニットが存在す

るか調べた。RT-PCR では、４つのサブユニッ

トが mRNA レベルで発現されていた。また、

ウェスタンブロティング解析と細胞組織免

疫所見から４つのサブユニットが蛋白レベ

ルで発現されていることが明らかになった。 

 

(4) PDGF-BB 刺激による ROS は、NAD(P)H 

oxidase 由来であった 

ROS の出現を検出するため、PDGF-BB と

Lucigenin を添加し、化学発光の変化を経時

的に調べた。PDGF-BB 添加後速やかに化学発

光の出現を認め、数分後ピークになり、次第

に減弱した。ROS消去剤のMn-TBAPは、PDGF-BB

添加後の化学発光を抑制した。Lucigenin と

PDGF-BB を添加し、LI-90 内に ROS が産生さ

れるか、化学発光の出現により調べた。

NAD(P)H oxidase 阻害剤の DPI は、PDGF-BB

による化学発光の検出を抑制した。一方、ミ

トコンドリア電子伝達系阻害剤の KCN は、化

学発光を減少させなかった。allopurinol や

Indomethacin も、PDGF-BB による化学発光に

影響を与えなかった。LI-90 の変わりに初代

培養肝星細胞を用いても同じ結果であった。

また、肝星細胞を刺激するサイトカインとし

て TGF-β1を用いた場合も同様の結果であっ

た。 

 

(5) NAD(P)H oxidase は PDGF-BB による肝星

細胞の増殖に不可欠であった 

NAD(P)H oxidase が、PDGF-BB、TGF-β1



による肝星細胞増殖に関与しているか調べ

た。NAD(P)H oxidase 阻害剤（DPI）25μM は、

PDGF-BB による肝星細胞の増殖を有意

（p<0.001）に抑制した。同様に別の NAD(P)H 

oxidase 阻害剤である apocynin（100μM）も

PDGF-BB による肝星細胞増殖を抑制した。

NAD(P)H oxidase 以外の ROS 産生源として、

xanthine oxidase や cyclooxigenase の可能

性を検討した。Xanthine oxidase の阻害剤 

allopurinol や cyclooxygenase 阻害剤の

indomethacinはPDGF-BB増殖を抑制しなかっ

た。TGF-β1 を用いた実験でも同様の結果が

得られた。 

 

(6) NAD(P)H oxidase 由来の ROS は、p38MAPK

をリン酸化する 

NAD(P)H oxidase 活性化による ROS 産生

と ERK や p38MAPK を始めとする MAP kinase 

family はどの様に関わっているか調べた。

PDGF-BB は、ERK と p38MAPK のチロシンリン

酸化をもたらした。NAD(P)H oxidase 阻害剤

の DPI は、ERK によるチロシンリン酸化に影

響を与えず、p38MAPK のチロシンリン酸化を

抑制した。また、ROS 消去剤の Mn-TBAP(100 

nM)も p38MAPK のチロシンリン酸化を抑制し

た。DPI は、PDGF-BB による p38MAPK リン酸

化を抑制したが、過酸化水素による酸化スト

レスは、PDGF-BB による p38MAPK リン酸化を

元に戻した。 

 

(7) ROS 消去剤、NAD(P)H oxidase 阻害剤は、

DMN による慢性肝障害進展を抑制する 

  DMN を腹腔内に６週間投与すると、肝細

胞障害と肝線維化が起こった（DMN 群）。また、

肝星細胞の活性化状態の目安であるα-SMA

は、DMN 投与により肝組織内での発現が亢進

した。これは、DMN により肝細胞障害が起こ

り、同時に肝星細胞が活性化され細胞外マト

リックスが産生され、肝線維化が惹起された

と考えられる。 

  これに対し、ROS 消去剤の Mn-TBAP は、

DMN による慢性肝障害の進展を抑制し、α

-SMA の発現亢進を有意に抑制した。また、

NAD(P)H oxidase 阻害剤 DPI は、DMN による

慢性肝障害の進展を抑制し、α-SMA の発現亢

進を有意に抑制した。さらに、脳梗塞治療薬

でラジカル消去作用を持つラジカットも、

DMN による慢性肝障害の進展、α-SMA の発現

亢進を抑制した。 

 

研究のまとめと社会的意義 

  本研究においては、肝星細胞に NAD(P)H 

oxidase が発現されていることを世界に先駆

けて明らかにした。また、細胞内 ROS を画像

化し検出する新技術を開発することが出来

た。申請者らの研究結果から、PDGF-BB のみ

ならず TGF-β1 においても、NAD(P)H oxidase

を介し、肝星細胞の増加をもたらすことを明

らかにした。この研究成果から、アンギオテ

ンシンⅡなどの種々の肝線維化促進因子に

おいても、同様の機序で肝線維化を惹起して

いる可能性も予測され、NAD(P)H oxidase は

肝線維化過程における key factor であるこ

とが示唆された。 

現在、インターフェロンがＣ型肝炎に対

する標準的治療法になっている。しかしなが

ら、インターフェロン無効例のＣ型肝炎患者

や NASH 患者に対する標準的治療法は確立さ

れていない。NAD(P)H oxidase 活性化や産生

される ROS の制御は、肝線維化抑制につなが

り、将来的にインターフェロン無効例や NASH

患者に対する新たな治療法にあり得ると考

えられ、社会的にも大変意義のある研究と考

える。 
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