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研究成果の概要（和文）：　培養細胞を用いてプロテアソーム阻害時と遊離脂肪酸負荷時の小胞体ストレス、異常蛋白
蓄積ならびにオートファジーの状態を検討した。どちらのストレスの状態でも小胞体ストレスがかかり、オートファジ
ーが亢進していた。
　ヒトの肝生検組織の検討ではC型慢性肝炎(CHC)と非アルコール性脂肪肝炎(NAFLD)においてケラチン８の発現が亢進
し、Mallory-Denk体（MDB）が形成されたがB型慢性肝炎では見られなかった。またMDBは細胞において酸化ストレスを
軽減しており、オートファジーの亢進は肝障害を軽減した。

研究成果の概要（英文）：We investigated endoplasmic reticulum (ER) stress in hepatoma cells, and the relat
ions between oxidative stress, autophagy and Mallory-Denk body (MDB) formation in patients with chronic he
patitis B (CHB), chronic hepatitis C (CHC) or non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). We treated Huh7 c
ells with proteasome inhibitor (PI) or free fatty acid (FFA) and evaluated ER stress, ubiquitinated protei
ns and LC3with western blotting. Treatment with PI or FFA increased ubiquitinated proteins and activated a
utophagy. Samples of CHC and NAFLD showed MDBs in areas with strong oxidative stress and that the MDB-cont
aining cells reduced oxidative stress. Keratin 8 (K8) expression was strong in MDB-containing cells in CHC
 and NAFLD. Aminotransferase values were significantly lower in patients with CHC and NAFLD in whom autoph
agy was increased in response to oxidative stress. These results suggest that MDBs protect hepatocytes fro
m oxidative stress and that autophagy reduces hepatic damage.
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１．研究開始当初の背景 
 
 肝細胞は、生体の蛋白、糖ならびに脂質代
謝の中心臓器である。免疫グロブリン以外の
血中蛋白のほとんどを肝細胞が産生してい
る。そのため様々な肝疾患において蛋白産生
と分解のバランスが乱れると、肝細胞には容
易に小胞体ストレスが生じると考えられる。
またウイルス性肝炎、アルコール性肝障害、
非アルコール性脂肪性肝疾患、ウイルソン病、
胆汁うっ滞症では酸化ストレスにより異常
蛋白が蓄積すると考えられる。このことはこ
れらの疾患の進展にも小胞体ストレスが関
与していると考えられる。異常蛋白の蓄積に
よる小胞体ストレスに対して細胞は
unfolded protein response で対応するが、
異常蛋白の蓄積の防止には細胞の蛋白分解
系が重要と考えられる。細胞には主に２つの
蛋白分解系が存在し、それらはユビキチン・
プロテアソーム系とオートファジー・ライソ
ゾーム系である。多くの蛋白質は厳密な制御
のもとに分解されており、ユビキチン化され
た蛋白質はプロテアソームで分解を受ける。
遺伝子変異やストレスの影響を受けた蛋白
質は折り畳み(folding)が異常となり凝集す
る可能性があるが、これらは通常はプロテア
ソームで分解を受ける。しかし、肝細胞にお
いてはアルコール性肝障害、非アルコール性
脂肪性肝疾患、ウイルソン病、慢性胆汁うっ
滞症の場合には、異常蛋白の産生と分解のバ
ランスが乱れユビキチン化蛋白が細胞内に
蓄積し、中間径線維の構成成分であるケラチ
ン 8と 18を含む Mallory-Denk 体という封入
体が形成される。オートファジーは様々なス
トレスに対する細胞の適応反応と考えられ
ており、微生物への防御抗原提示、細胞死な
らびに発癌にも関連している 3)。様々な疾患
において異常蛋白の産生と分解のバランス
が乱れることにより細胞内に異常蛋白が蓄
積し、細胞障害や DNA 損傷に関与している。
この DNA 損傷は、発癌にも関与していると考
えられる。また肝細胞の脂肪化はインスリン
抵抗性やそれに伴う発癌にも関与している
と考えられている。近年細胞内の脂肪の分解
にもオートファジーが重要な役割を演じて
いることが明らかとなってきている。しかし、
各種肝疾患において細胞障害もしくは細胞
保護と蛋白分解系の関与を明確に示した研
究は存在しない。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では蛋白や脂質の代謝異常による
小胞体ストレスが関与する肝疾患における
オートファジーの役割を検討し、その調節が
それらの疾患の治療となり得るかを培養細
胞、マウスモデルならびにヒト肝生検組織を
用いて検討したい。 
 
３．研究の方法 

 培養細胞では肝癌培養細胞と不死化ヒト
肝細胞を用いてプロテアソーム阻害剤、遊離
脂肪酸(不飽和脂肪酸と飽和脂肪酸)と銅を
負荷して小胞体ストレス、酸化ストレス、細
胞死、異常蛋白の蓄積、オートファジーなら
びに Mallory-Denk 体類似の凝集体形成への
影響を検討した。 
 またオートファジーの調節が肝癌培養細
胞の細胞死にいかに関わるかを分子標的薬
との併用も含めて検討した。 
 マウスを用いた検討ではDDCモデルと高脂
質食モデルを用いてラパマイシンとトレハ
ロースによるオートファジー亢進の影響を
検討した。 
 ヒトにおいては診断に用いた肝生検組織
の残りを使用して C 型肝炎、B 型肝炎と非ア
ルコール性脂肪性肝疾患において小胞体ス
トレス、酸化ストレス、アポプトーシス、
Mallory-Denk 体形成とオートファジーの状
態を免疫組織化学的に検討した。 
 
４．研究成果 
 
培養細胞においてプロテアソーム阻害剤を
投与するとケラチン 8/18、ユビキチンなら
びに p62 からなる凝集体が形成され、小胞
体ストレスと酸化ストレスの関与するアポ
プトーシスが引き起こされた。この際細胞
では LC3 の発現や GFP-LC3 の分布よりオー
トファジーが亢進していた。ラパマイシン
により mTOR を阻害するとオートファジー
が亢進してプロテアソーム阻害剤によるア
ポプトーシスが抑制された。またトレハロ
ースの投与により mTOR と関連なくオート
ファジーが亢進し、プロテアソーム阻害剤
によるアポプトーシスが減少した。 
 飽和脂肪酸である palmitate(C16:0)と不
飽和脂肪酸である oleate(C18:1)の投与に
より Neil red で染色される脂肪滴が形成さ
れたが、oleate によるものがより顕著であ
った。また palmitate の投与により XBP1 の
発現等が亢進して小胞体ストレスに対する
unfolded protein response が起こってい
ると考えられた。また palmitate はアポプ
トーシスを引き起こすが、oleate は引き起
こさず、palmitate によるアポプトーシス
を抑制する効果もあった。Oleate はオート
ファジーも亢進させた。またオートファジ
ーを rapamycin により亢進させると脂肪酸
投与による脂肪滴は減少し、さらに
palmitate によるアポプトーシスも軽減さ
れた。このことよりオートファジーは脂肪
滴の成分を分解しており脂肪酸負荷による
脂肪毒性の軽減に有用と考えられた。 
 小 胞 体 Ca-ATPase 阻 害 剤 で あ る
thapsigarginを投与すると小胞体ストレス
が起こるが、これと palmitate の併用によ
りお互いにより少量の併用投与で小胞体ス
トレスが誘導された。これも rapamycin に
よるオートファジーの亢進により解除可能



であった。 
 培養細胞への銅の負荷でも小胞体ストレ
スと酸化ストレスは生じこれは銅キレート
剤、抗酸化剤により回避された。 
 肝癌の治療としてプロテアソーム阻害剤
とマルチキナーゼ阻害剤であるソラフェニ
ブの細胞死に対する影響とオートファジー
の関連を検討した。ソラフェニブによる細
胞障害にオートファジーが関与しているこ
とを見出した。このことはオートファジー
が肝癌の増殖に関与していることを再確認
する結果と思われる。 
 マウスではマウスの Mallory-Denk 体形
成モデルにおいてオートファジーを誘導す
るとされるラパマイシンとともにトレハロ
ースが Mallory-Denk 体の形成を阻害した。 
 ヒトにおいては C 型慢性肝炎(CHC), B 型
慢性肝炎(CHB)と非アルコール性脂肪性肝
疾患(NAFLD)において酸化ストレス、小胞体
ストレス、ユビキチンの蓄積、Mallory-Denk
体形成、細胞増殖、オートファジーの状態
を検討し、血液生化学所見とあわせて検討
した。CHC と NAFLD においては酸化ストレ
スの多い領域に Mallory-Denk 体の形成を
認 め た 。 CHB に は そ の 傾 向 は な く
Mallory-Denk 体も認めなかった。異常より
CHB と CHC においてはストレスに対する細
胞の反応が異なると考えられた。また CHC
と NAFLD においては酸化ストレスの領域と
オートファジーが活性化された症例で肝障
害が軽減しておりオートファジーが細胞の
保護に重要と考えられた。 
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