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研究成果の概要（和文）：アルコール性急死および大腿骨頭壊死において自然免疫機構のシグナ

リングが関与していることを明らかにし、特に IRF7 および IFNαの活性が影響を及ぼしてい

る可能性が明らかとなった。 
研究成果の概要（英文）：This study found that the transcription factor IRF7 and its-induced 
IFNalpha plays a crucial role in the alcohol-related death, traumatic brain injury under 
alcohol consumption, and osteonecrosis of the femoral head 
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１．研究開始当初の背景 
 飲酒と死因との因果関係については、血中
の高濃度アルコールの存在で急性アルコー
ル中毒、慢性飲酒の既往歴があり、心筋症や
肝硬変があった場合にアルコール性心筋症
あるいはアルコール性肝硬変と診断されて
きた。しかしながら、血中アルコール濃度が
2 mg/ml 以下であった場合や血中アルコール
が検出されない場合は死因とアルコールの
関係を言及することは難しく、ましてや死因
への因果関係は明らかではない。 
 私どもは以前よりアルコールの生体防御
破綻の分子機序について様々な臓器につい
て研究を行ってきていた。肝臓においては、
アルコールそのものが生体防御系の転写制
御因子 NF-kappaB を活性化させ、細胞死系

の重要なプロテインカイネース JNK の活性
を抑制することやAktを活性化させ JIPを抑
制することを見出した。肝障害が強くなると
これらの系がむしろ抑制していることも見
出している。また、アルコール性肝障害が強
くなるとこれらの系がむしろ抑制している
ことも見出している。また、アルコール性肝
障害の進展機序には腸管から流入したエン
ドトキシンが関与している仮説に対して、後
肢懸垂ラットを作成し上昇したエンドトキ
シンにより肝障害をきたさないものの肝臓
内の toll-like receptor（TLR）を介する自然
免疫系のバランスが崩れていることを見出
し、特にアルコール投与後の生体防御系シグ
ナリングが抑制されていることを見出した。
このことは先の仮説に対して、エンドトキシ
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ンがプライマーではないものの影響をもた
らす因子であることを明らかにしたもので
ある。一方、非アルコール性肝障害の病態機
序を MCD 食摂取モデルで解析したところ、
先に挙げた生体防御系の転写制御因子
NF-kappaB が重要な働きをしており、PPAR
アゴニストと NF-kappaB 阻害剤により肝障
害が抑制することを見出した。さらに TLR4
ミュータントマウスと TLR の細胞内シグナ
リングの重要なタンパクである Myd88 ノッ
クアウトマウスを用いた実験からTLR4が脂
肪肝形成機構に重要な役割を担っているこ
と、それには Myd88 が重要な働きをしてい
ることを発見した。これは TLR が自然免疫
機構以外の役割を担っていることを示唆し
ている。また、最近、コレステロール代謝系
に TLR が関与しているという報告もなされ
ており、これらは私たちの知見を支持してい
た。 
 以上の知見から、私たちは、TLR を介する
と突然死をきたすのではないかという仮説
を立てて、ラットに対して比較的低容量の
LPS を投与したところ、生存曲線が有意に低
下することを見出した。したがって、TLR を
介するすぐなるが死因に影響を及ぼしてい
ることが考えられる。 
 
２．研究の目的 
アルコール性突然死モデル、アルコール性大
腿骨頭壊死モデル、アルコール性脳挫傷死モ
デルを確立し、さらにそれらにおいて、TLR
を中心として自然免疫系の役割とその病態
機構の一端の解明を試みることである。 
 
３．研究の方法 
（１）アルコール性突然死モデルの確立につ
いては、C57BL/6J 雄マウス（5週齢）を用い
て、LPSを 2 mg/kgを 24時間毎に２回投与し
た後、エタノールを 2, 4, 6 g/kgで投与し
た。生存曲線の検討実験と以後経時的に採血、
肝・腎・心臓を採取する実験に分けた。採取
した肝・腎・心臓については、組織学的評価
を行うとともに、血中サイトカインを
multiplexで Luminexを用いて測定した。さ
らに、組織分画を行い、核画分については自
然免疫系に関与する転写制御因子 NF-kappaB, 
Ap-1, IRF1, IRF3, IRF7, IRF9, HIF-1, PPARs, 
CREBの活性を EMSAで、可溶画分については、
caspase-1, caspase-3, cytochrome cを
western blottingで検出した。 
（２）アルコール性脳挫傷死モデルについて
は、Wistar 雄ラットを使用して、アルコール
を 3g/kg 投与した１時間後に、脳挫傷を作成
し、以後経時的に７T-MRIを用いて脳浮腫の
程度を評価するとともに生存曲線を作成し
た。一方、経時的に３、６、１２、２４時間
後に採血と脳を採取した。採取した脳につい

ては組織学的な検討を行うとともに、脳浮腫
に関与するタンパクである AQP4の万液染色
を行った。また、組織画分を行い、転写制御
因子の NF-kappaB，AP-1, HIF-1 の活性を検
出するとともに、ｍRNAの発現を quantita 
tive realtime PCRを用いて定量した。また、
死亡率を低減する物質として抗酸化剤の
n-acetyl cystineと AQP4の阻害剤である
acetazolamideを投与した後、同様に評価し
た。 
（３）アルコール性大腿骨頭壊死モデルにつ
いては、Wistar 系雄ラットを用いて、
Liber-DeCarli食を１週から２４週摂取させ
た。経時的に採血、大腿骨、肝臓、脾臓を摂
取し、組織学的評価を行うとともに、血液中
のサイトカインについては multiplexで
Luminexを用いて測定した。また、肝臓、脾
臓について転写制御因子 NF-kappaB、
IRF1,IRF3,IRF7の活性を EMSAにて検出した。 
 
４．研究成果 
（１）アルコール性突然死モデル 
生存曲線を下記に示す。濃度依存性に死亡率
が上昇し、このモデルはアルコール性に急死
が誘発されていることが確認された。 
 

 
また、転写制御因子の活性については、IRF3
の活性を下記に示すが、６時間後に一度活性
が落ちることが判明し、この時期と死亡率と
の関係があることが明らかとなった。 

 

 

（２）アルコール脳挫傷モデル 

アルコール投与後脳挫傷受傷では脳浮腫が
有意に上昇し、それが死亡率に影響している



 

 

ことが明らかとなった。その脳浮腫について
は細胞性の脳浮腫であり、脳挫傷３時間後に
抗酸化剤投与で軽減し、死亡率も改善するこ
とが明らかとなり、臨床への応用が期待され
る結果となった。 
 

 

 

 

 

 

 
さらに、AQP4 がこのアルコール前処置脳挫傷
後脳浮腫に関係していることを証明した。る
と、 

 

 
さらに、AQP4阻害剤を脳浮腫後３時間、１２
時間で投与すると、脳浮腫を軽減でき全て生



 

 

存することが明らかとなった。このことは、
AQP4 阻害剤が飲酒者の頭部外傷後の治療に
応用可能なことを示した。 
（３）アルコール性大腿骨頭壊死モデル 
特発性大腿骨頭壊死症の主要な要因にはア
ルコール慢性摂取とステロイド療法がある。
私たちは、この両方の動物モデルを世界では
じめて確立した。アルコール性大腿骨頭壊死
については、臨床的な知見から大腿骨頭壊死
症と肝障害が関係していることを見出し、そ
こから、アルコール性肝障害動物モデルに使
用されている Lieber-DeCalri 食を使用する
ことで大腿骨頭壊死が発生するのでは考え
て行ったところ、大腿骨頭壊死を作成するこ
とができた。これは世界で初めてである。 

 

Fig. 2 Histological appearance (high 
magnification) of femoral head 
osteonecrosis by hematoxylin and eosin 
staining. The alcohol group shows 
formation of appositional bone around 
necrotic bone trabeculae represented the 
repair process at 4 and 6 weeks in the 
alcohol group (black arrow). Scale bar 
presents 100μm. 
 
この時点で、組織学的に脂肪性肝障害を認め
るとともに、血中では IFNαの上昇と
adiponectin の減少を認め、これらの何らか 

 
Fig.5 Changes of blood IFNα and 
adiponectin levels in the control and alcohol 

groups. IFNα did not siginificant change in 
the alcohol group at 1 to 6 weeks, while 
adiponectin showed siginificant decreased in 
the alcohol group at 1 to 4 weeks. 
 
の関与が示唆された。さらに転写制御因子の
NF-kappaB, IRF3, IRF7 の活性化を調べたと
ころ、IRF7 の上昇を認め、この関与が示唆さ
れた。IRF7および IFNαは TLRシグナリング
系によって活性化し、特に TLR7 および TLR9
の下流域に存在する。したがってこれらの分
子の関与も考えられた。 
 一方、ステロイド性大腿骨頭壊死について
は、TLR4 のリガンドである LPS と methyl 
prednisoloneを投与することで、世界で初め
て大腿骨頭壊死のラットモデルを確立する
ことができた。 

 
 さらに、他の TLRリガンドである imiquimod
と CpG-C を投与した後、methylprednisolone
を投与すると、同様に大腿骨頭壊死ができる
ことを証明した。Imiquimod は TLR7 のリガン
ド、CpG-Cは TLR9 のリガンドである。このこ
とは、大腿骨頭壊死に自然免疫シグナリング
が関与していることを世界で初めて明らか
にしたことになる。 



 

 

 
Figure 1. Histological appearance of the femoral 
head affected by osteonecrosis. Panels show 
hematoxylin and eosin stained femurs. Typical 
images for Group Saline+MPSL (A); Group 
LPS+MPSL (B); Group Imiquimod+MPSL (C); 
Group CpG-C+MPSL (D) are shown. The diffuse 
presence of empty lacunae and pyknotic 
osteocytic nuclei in the bone trabeculae 
accompanied by bone marrow cell necrosis was 
observed in the femoral head of all groups, except 
Group Saline+MPSL (A). Scale bar: 100 μm. 
 

 
さらに、これらの TLR リガンドと metyl 
prednisolone 投与後については、IRF7 およ
び INFαの上昇を認めたことからこれらがそ
の大腿骨頭壊死形成機序に重要な役割を果
たしていることが示唆された。 
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