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研究成果の概要（和文）：　肝癌細胞株(Huh7)のプロテアソームを阻害すると酸化ストレスと小胞体ストレスが
誘導され、p62陽性の封入体が形成された。その際オートファジーが亢進した。Histone deacetylase阻害薬であ
るtrichostatinもしくは微小管阻害薬であるnocodazoleを投与すると封入体形成は抑制され両ストレスが増悪し
た。またNrf2 の核への移行が増強し、HO-1の発現が増強した。細胞内封入体は酸化ストレス及び小胞体ストレ
スを軽減するとともに、p62を介したNrf2経路等の細胞内シグナルを制御している可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：   Proteasome inhibition induced Mallory-Denk body like inclusions isolates 
harmful misfolded protein aggregates positive for ubiquitin, because disruption of inclusion body 
formation deteriorated oxidative stress and endoplasmic reticulum stress. It also activated 
autophay. Proteasome inhibition induced accumulation of p62 accelerated Nrf2-HO-1 antioxidant 
pathway. Disruption of inclusion formation increased cytosolic p62 and accelerated Nrf2 regulated 
antioxidant pathway. These results indicate that inclusion bodies including Mallory-Denk body 
regulates intracellular signaling pathway as well as isolates harmful misfolded protein aggregates. 

研究分野：消化器内科学

キーワード： 細胞内封入体　p62/SQSTM1　酸化ストレス　商法お対ストレス　オートファジー　Nrf2

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　代謝異常関連脂肪性肝疾患(MASLD)は現在大変注目されている。これは肝不全の原因になるのみでなく肝細胞
癌にも進展する。これまでMASLDによく関連する肝細胞内封入体であるMallory-Denk体の細胞障害や細胞増殖へ
の役割を検討した仕事は我々のグループの仕事のみである。これによりMASLDの関連する肝不全や肝細胞癌の発
症機序の一部が明らかとなった。

※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 

 ウイルス性肝炎 (B 型肝炎と C 型肝炎)の治療の進歩により肝疾患診療においてアルコー

ル性肝障害、非アルコール性脂肪性肝疾患 (NAFLD)やウイルソン病のような代謝性肝疾患が

注目されている。これらの疾患の重症例の病理初見に共通するものが肝細胞内封入体であ

るMallory-Denk体 (MDB)である。これはユビキチン、p62、ケラチン 8などからなる構造物

であり、蛋白分解系のプロテアソームやオートファジーの異常がこの封入体の形成に関与

していると考えられているが、その詳細は未だ完全には明らかでない。Idiopathic copper 

toxicosis（特発性銅中毒症）は原因不明の銅代謝異常であるが、小児からこの構造物が生

じる。我々はこの構造物が様々なストレスに対する細胞の反応であることを示してきたが、

未だ正確な意義は明らかではない。本研究ではこの封入体の形成過程とこの構造物の意義

を明らかになると、様々な肝疾患での各種の肝細胞のストレスへの対応とオートファジー

や封入体の形成の調節が様々な肝疾患の治療となる可能性がある。 

 

２．研究の目的 

 

(1) 近年、ウイルス性肝炎の治療が非常に進歩している。B型肝炎ウイルス感染症の治療に

は完全な covalently closed circular DNA (cccDNA)の排除は不可能であるが、ウイルス複

製の抑制はすぐれた核酸アナログ製剤にて可能となっている。また C 型肝炎ウイルス感染

症においては極めて強力な direct acting antivirals (DAAs)により良好にウイルス排除が

可能となっている。我々が毎年、複数の医療機関 (18 施設)で行なっている肝癌の原因調査

では 2017 年より C型肝炎ウイルスによるものよりも nonB-nonC (ウイルス以外)の肝疾患 

によるものが増加している。この中にはアルコール関連肝疾患、代謝異常関連脂肪性肝疾患 

(MASLD)、糖尿病に伴う肝癌や他の特殊な代謝性肝疾患 (ウイルソン病やヘモクロマトーシ

スなど)によるものが含まれる。最近の遺伝子変異の解析による研究によりウイルソン病の

頻度は今まで考えられていた頻度より高いことも判ってきた。アルコール性肝障害、MASLD

とウイルソン病等に共通する出来事は酸化ストレスであり、これらの疾患に特徴的な病理

所見のひとつが肝細胞内封入体である Mallory-Denk 体 (MDB)である。しかし、様々な肝疾

患の病態生理での MDB の意義は未だ明らかではない。 

(2) 我々はこれまでこの構造物の形成に細胞骨格のひとつである中間系線維の構成成分で

あるケラチン 8/18 とこのリン酸化が MDB の形成に重要であること、蛋白代謝に重要である

プロテアソームの異常が関与することならびにオートファジーの乱れも関与する可能性を

示してきた。またオートファジーは極めて多彩な細胞内での働きを担っているがそのひと

つがユビキチンや p62 を介した物質の分解である(aggrephagy)。ユビキチンも p62 も MDB の



構成成分である。オートファジーの基質である p62 の蓄積は nuclear factor erythroid 2 

(Nrf2)と mTOR を介して tumorigenesisi に関与するとの報告もあるが、p62 が細胞質にびま

ん性に存在する時と封入体に隔離された場合の違い等は明らかではない。また最近オート

ファジーを含むライソゾームの機能制御に重要な物資である transcription factor EB 

(TFEB)が発見され、この発現と様々な疾患の病態との関連が調べられている。近年アルコー

ル性肝障害とオートファジーの異常の関連が指摘されている。脂質代謝異常や銅代謝異常

でのオートファジーの異常を我々は明らかとした。また糖尿病に合併する肝癌で重要なも

のは酸化ストレスとインスリン抵抗性であるが、糖自体の毒性は明らかではない。 

(3) 本研究では様々な刺激に対して細胞がオートファジーや封入体形成を含めて如何に対

処するかを明らかにして、オートファジーや封入体形成の調節による様々な肝疾患の治療

を考えた。 

 

３．研究の方法 

 

 肝由来培養細胞として不死化肝細胞 OUMS29 と肝癌細胞株の Huh7 を使用した。 

 典型的な酸化ストレスの刺激として glucose oxidese を使用した。過去に MDB の研究に

使用したプロテアソーム阻害薬の acetyl-leucyl-leucyl-norleucinal (ALLN) と

epoxomicin を使用した。オートファジーの前期段階(autophagosome の形成)の阻害に 3 メ

チルアデニンと beclin 1 の siRNA を使用した。オートファジーの後期段階の阻害には

bafilomycin A1 を使用した。硫酸銅の直接作用を検討した。過剰な glucose の投与も行っ

た。 

 以上の負荷の状態で以下の項目を検討した。 

1. 酸化ストレス： HNE-J-2 と HLE の免疫染色とウエスタンブロット。 

2. 抗酸化ストレス：Nrf2、Keap1、p62、phospho-p62 の免疫染色とウエスタンブロット。 

3. 小胞体ストレス：X box protein 1 (XBP1)、eukaryotic initiation factor 2 (eIF2)、

C/EBP homologous protein (CHOP)のウエスタンブロット。 

4. オートファゴゾームの形成：light chain 3 (LC3)の免疫染色と GFP-LC3 の遺伝子導入

ならびに bafilomycin A1 の投与。 

5. オートファジーによる物質の分解：red fluorescence protein (RFP)-green 

fluorescence protein (GFP) tandem fluorescent-tagged LC3 の遺伝子導入で観察した。 

6. 封入体形成：ケラチン 8、p62 とユビキチンの免疫染色とウエスタンブロットでのスタ

ッキングゲルへの残存で評価した。 

7. DNA 損傷：H2AX と p53 binding protein 1 (p53BP1)の免疫染色とウエスタンブロット。 

8. 細胞死：アポトーシス (カスペース 3、PARPとケラチン 18のウエスタンブロット)とネ

クローシス (LDHリリース、細胞膜の permeabilizationなしの propidium iodide染色)。 

9. 細胞増殖：Ki67  (MIB1)の免疫染色。 



 

 これらの項目に対して以下の投与の影響を検討した。 

a. 抗酸化剤である N-acetyl-cysteine (NAC)投与の影響。 

b. 化学シャペロンである 4-phenylbutyrate (4PBA)の投与の影響。 

c. Histone deacetylase 阻害剤 (HDAC阻害剤：トリコスタチン) (封入体形成阻害)投与の影響。 

d. Microtubules 阻害剤 (ノコダゾール) (封入体形成阻害)投与の影響。 

 cと dの検討の目的は、p62の蓄積が細胞質にびまん性に存在する場合と封入体内に凝集

された時でその Nrf2や mTOR経路に与える影響が異なるか否かを観察した。 

 

４．研究成果 

 

プロテアソーム阻害剤を投与によりユビキチン、ケラチン 8/18 と p62 からなる封入体が

形成された。この状態にトリコスタチンとノコダゾールの影響を観察すると、プロテアソー

ム阻害剤とこれらの薬剤を同時に投与すると細胞内封入体の形成は抑制された。この 2 剤

の投与にて封入体形成が抑制された細胞では酸化ストレスと小胞体ストレスは増悪した。 

過剰な糖も酸化ストレスと小胞体ストレスを引き起こし、DNA 損傷も引き起こした。しか

し、過剰な糖は細胞増殖には影響を与えなかった。過剰な糖に少量のプロテアソーム阻害剤

を投与すると細胞内封入体が形成された。 

 p62 は細胞内で様々な作用を有している。なかでも重要な反応が Keap1-Nrf2 経路への作

用である。この反応は酸化ストレスへの抗酸化作用でもあるが、発癌や癌細胞の増殖にも関

与している。プロテアソーム阻害剤を投与した細胞では Nrf2 の核分画での発現が亢進して

細胞内での HO-1 の発現が亢進しており、Nrf2 を介した抗酸化反応が起こっていた。トリコ

スタチンとノコダゾールにより封入体の形成が抑制された細胞では核での Nrf2 の発現と細

胞内での HO-1 の発現が亢進していた。免疫染色にて封入体と HO-1 の発現の関連を観察す

ると封入体を発現した細胞ではH0-1の発現が弱く、封入体が形成されていない細胞ではHO-

1 の発現が強かった。このことは封入体の形成により p62 を介した Nrf2 の作用が制御され

ていることを示している。 

細胞内封入体形成が、異常蛋白を隔離することにより酸化ストレスと小胞体ストレスを軽

減するとともに、p62 を封入体内に隔離することによりその Nrf2 経路への影響を含む細胞

内の様々なシグナル伝達経路を調節していると考えられた。 
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