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研究成果の概要（和文）：本研究では、動物性食品に多く含まれる飽和脂肪酸と酸化コレステロールの肝細胞へ
の蓄積が、相乗的に肝障害を増悪することを培養細胞レベルで明らかにした。酸化コレステロールのうち、
25-hydroxycholesterol(25-OH)は肝細胞において、飽和脂肪酸による小胞体ストレス応答を増強させ、アポトー
シスを介した細胞死を亢進することが明らかになった。また、25-OHの添加により細胞内の脂肪酸不飽和度の減
少が見られた。小胞体ストレスは細胞膜の飽和脂肪酸/不飽和脂肪酸比により調節されることから、25-OHの添加
による膜不飽和度の変化が、脂肪毒性を増強させることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we demonstrated at the cultured cell level that the 
accumulation of saturated fatty acids and oxidized cholesterol, which are abundant in animal 
products, in hepatocytes synergistically exacerbates liver injury. Among the oxidized cholesterol, 
25-hydroxycholesterol (25-OH) was found to enhance the ER stress response induced by saturated fatty
 acids and cell death via apoptosis in hepatocytes. In addition, the addition of 25-OH decreased 
intracellular fatty acid unsaturation. Since endoplasmic reticulum stress is regulated by the 
saturated/unsaturated fatty acid/unsaturated fatty acid ratio of the plasma membrane, it was 
suggested that the change in membrane unsaturation caused by the addition of 25-OH enhanced 
lipotoxicity.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
飽和脂肪酸と酸化コレステロールは、アルコール性脂肪肝炎(NASH)の病態の肝臓において特徴的に多く見られ、
またNASH患者の食嗜好性からも過剰摂取となり がちな脂質成分である。これらの脂質は、それぞれ単独では肝
臓における炎症や酸化ストレス、細胞死などに寄与していることが報告されているが、肝臓に同時に存在する場
合の影響については知られていなかった。本研究では、飽和脂肪酸と酸化コレステロールの肝細胞への蓄積が、
相乗効果的に肝障害を増悪する可能性を明らかにした。

※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 
非アルコール性脂肪性肝疾患 (NAFLD) は、肥満や 2型糖尿病に関連する生活習慣病であり、
世界的な罹患率は 25%にものぼる。NAFLD の多くは予後の良好な単純性脂肪肝であるが、 およそ
10〜20%の割合で炎症・繊維化を伴う進行性の非アルコール性脂肪肝炎 (NASH) に発展し、肝硬
変や肝がんへ進行する可能性がある。しかし、この疾患の進行を制御する分子メカニズムについ
ては明らかになっていない部分が多い。 
近年、食事に由来する「脂肪の質」と NASH 発症の関連性が示唆されている。たとえば、 NASH
の患者は脂肪の総摂取量が多いだけでなく、食事中の飽和脂肪酸、コレステロールなどの動物性
脂質が健常者と比べて多いことが報告されている (Musso, Hepatology, 2003)。また、NASH 患
者の食事の嗜好性に関しては、糖質や肉類の摂取量が多く、それに相関して肝臓中の飽和脂肪酸、
コレステロール含量が、単純性脂肪肝に比べて高いことが明らかになっている (Puri, 
Hepatology, 2007 & 2009)。 
動物性食品に存在するコレステロールは、加工・貯蔵や調理によってラジカル的に酸化コレス
テロールへと変換され、我々はこのような酸化ステロールを食事 から摂取している。また、生
体内におけるコレステロールの増加は、酵素反応を介して内因性の酸化コレステロールの増加
を引き起こす。これらの酸化コレステロールは生体内で酸化ストレスや細胞死を引き起こす こ
とが報告されている。高脂肪食誘導性の NASH モデルマウスは単純性脂肪肝と比べて酸化コレス
テロールが多いという報告からも (Serviddio, Redox Biology, 2016)、酸化コレステロールの
肝臓への蓄積が NASH の病態進行に重要な影響を及ぼす可能性があるが、その因果関係は明確に
なっていない。これらの知見をふまえ、本研究では 単純性脂肪肝から NASH へ進行する要因のひ
とつとして飽和脂肪酸と酸化コレステロールに着目した。 
脂肪酸や酸化コレステロールなどの脂質成分を単独で細胞やモデル動物に与え、機能性を調
べる研究は多く行われており、飽和脂肪酸と酸化コレステロールは、それぞれ単独で肝臓におけ
る炎症や酸化ストレス、 細胞死などに寄与していることが報告されている。しかし、実際には
食事として一度に摂取する脂質は多種にわたる。脂質に限らず、食事由来・生合成由来の様々な
代謝物の変化は生体内で同時に起こっており、複数の栄養素や代謝物の相互作用を検討するこ
とは、様々な病態メカニズムの理解や、食事改善を介した生活習慣病予防において重要な知見を
もたらすことが予想される。 
本研究では、飽和脂肪酸の脂肪毒性に対して促進的に機能する酸化コレステロール種を網羅
的に探索し、その機序を明らかにすることで、NASH 患者への食事指導や、病態進行抑制に対す
る重要な知見を得ることができると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、飽和脂肪酸と酸化コレステロールの肝細胞への蓄積が、相互作用的に肝障害を増
悪する可能性を明らかにすることを目的とした。 
そのために、（1）飽和脂肪酸との相互効果により肝細胞死を促進する酸化コレステロールの探索、
（2）飽和脂肪酸と酸化コレステロールの同時処理による細胞死の分子メカニズム解明の 2点を
研究項目とした。 
 
３．研究の方法 
（1）飽和脂肪酸毒性を促進する酸化コレステロールの探索 
ヒトの生体内で合成される、あるいは食事より摂取され得る主要な酸化コレステロールをそ
れぞれ飽和脂肪酸とともに肝がん由来細胞株 HepG2 に添加し、飽和脂肪酸による細胞死を増悪
させる酸化コレステロールを探索した。 
 
（2）飽和脂肪酸と酸化コレステロールの同時処理による細胞死の分子メカニズム 
（1）において細胞死が増強した条件について、蛍光プローブおよび阻害剤を用いて細胞死形
態を評価した。また、酸化ストレス、小胞体ストレスなど細胞死に影響する遺伝子発現およびタ
ンパク質発現や細胞内局在を解析し、飽和脂肪酸との同時添加が特に大きく寄与する経路を評
価した。 
 
４．研究成果 
（1）飽和脂肪酸毒性を促進する酸化コレステロールの探索 
ヒト肝がん由来細胞 HepG2 を用いて、飽和脂肪酸と同時添加することで細胞死を増強させる
酸化コレステロールの探索を行なった。飽和脂肪酸としてパルミチン酸 150 µMを 24 時間曝露
すると細胞毒性を示し、細胞生存率が 80%程度まで減少した (図 1)。酸化コレステロールとして
は、25-hydroxycholesterol（25-OH）および 27-hydroxycholesterol (27-OH)、7-ketocholesterol 
(7KC)を用いた。これらの酸化コレステロールを 10 µM、24 時間 HepG2 細胞に曝露した際には細



胞死は見られなかったが、パルミチ
ン酸と同時処理すると、25-OHと 27-
OH において細胞生存率の低下が見
られた。酸化コレステロール単独で
は細胞生存率の低下が見られなか
ったことから、酸化コレステロール
は飽和脂肪酸による細胞毒性を増
強することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）飽和脂肪酸と酸化コレステロールの同時処理による細胞死の分子メカニズム 
以下は、主に 25-OH を用いて飽和脂肪酸との共処理による細胞死の増強機序を検討した。 
まず、25-OH とパルミチン酸を同時添加した場合の細胞死形態の評価を行った。脂質の添加 16
時間後に Annexin V-FITC、Propidium Iodide (PI)、Hoechst 33342 で HepG2 細胞を共染色する
と、25-OH 単独では PI 陽性細胞、Annexin V 陽性細胞ともにわずかであったのに対して、パルミ
チン酸単独処理では PI、Annexin V 共に陽性の細胞が増加し、パルミチン酸と 25-OH の共処理で
さらに増加した。また、Caspase-3 の Western blotting を行ったところ活性型 Caspase-3 がパ
ルミチン酸と 25-OH の共処理でパルミチン酸単独添加と比べて増加しており、アポトーシスを
介した細胞死が増強していることが示唆された。 
アポトーシスの上流因子として、小胞体ストレスおよび酸化ストレスについて検討した。小胞
体ストレス応答マーカーである CHOP タンパク質発現や PERK 経路で活性化される eIF2αのリン
酸化は、パルミチン酸と 25-OH の共処理により増加した。また、パルミチン酸と 25-OH を共処理
した細胞に PERK 経路の阻害剤（GSK2656157）を処理することによりアポトーシスが減弱し、細
胞生存率は飽和脂肪酸単独添加と同程度まで回復した。小胞体ストレス応答経路の IRE1 経路は、
飽和脂肪酸により活性化されるものの 25-OH との共処理では増強されなかった。 
酸化ストレスの影響については、ビタミン Eや N-アセチルシステイン（NAC）などの抗酸化剤
処理を行ったが、細胞生存率の回復は見られなかった。 
これらの結果から、25-OH による飽和脂肪酸毒性の増加には、PERK の活性化を介した小胞体ス
トレス応答の増強が関与していることが明らかになった。 
 
PERK は小胞体膜タンパク質であり、小胞体膜の流動性の低下により活性が促進されることが
報告されている。酸化コレステロールは、内因性の脂質代謝において重要な転写因子である LXR
のリガンドとして知られており、細胞内のコレステロール合成や脂肪酸合成などの脂質代謝に
影響を与える可能性がある。このことから、25-OH による細胞内の脂質代謝の変化が小胞体膜の
流動性を調節する可能性を検討した。検討の結果、25-OH を細胞に添加すると飽和脂肪酸の有無
にかかわらず、LXR 下流の SCD-1（Stearoyl-CoA desaturase 1）の遺伝子発現の減少が見られ
た。また、細胞内の脂肪酸組成を GC-MS で測定したところ、25-OH とパルミチン酸の同時処理に
よって、不飽和脂肪酸/飽和脂肪酸比が減少することがわかった。さらに、意外なことにパルミ
チン酸の添加により 25-OH の細胞内蓄積が増加するという結果が得られた。これらの脂質組成
の変化は生体膜の流動性を低下させる可能性があることから、飽和脂肪酸と 25-OH の同時添加
による PERK 経路の活性化には、生体内脂質の代謝変化が影響していることが示唆された。 
本研究期間内では小胞体膜の分画までは至らず、今回見られた脂質の変化が、実際に小胞体膜
の脂質組成変化にどの程度寄与しているかという点については明らかにすることはできていな
い。今後、小胞体膜脂質組成の解析と共に、膜の流動性についても蛍光プローブを用いて評価を
行う予定である。 
 
以上の結果より、本研究では飽和脂肪酸と酸化コレステロール（25-OH、27-OH）の肝細胞への
蓄積は、相乗効果的に肝障害を増悪する可能性を明らかにした。また、その細胞死経路には小胞
体ストレス応答が関与し、細胞内の脂質組成の変化が、小胞体ストレスの増強に関与する可能性
が示唆された。この結果は、複数の脂質成分が相乗的に肝障害を悪化させるという仮説を支持す
るものである。本研究をさらに発展させ、肝障害の悪化にかかわる脂質成分の組み合わせを探索
することで、NASH をはじめとした肝疾患の発症メカニズム解明や治療・食生活改善による予防
などに貢献できると期待している。 
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図1. 飽和脂肪酸と酸化コレステロールの同時添加による細胞死の増強効果
HepG2細胞にパルミチン酸を処理すると細胞死が起こり、
27-OHおよび25-OHはその細胞死を増強した。
CT; control, 25OH;25-hydroxycholesterol, 27OH; 27-hydroxycholesterol, 
7KC; 7-ketocholesterol, PA; palmitate
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