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研究成果の概要（和文）：アルコール性肝障害は、エタノール自体による肝毒性のみではなく、免疫異常が発症要因と
なっている。NKT細胞はCD1dを認識する免疫細胞であるが、アルコール性肝障害の病態形成への関与も推定されている
。一方、プロテインSは肝で産生されるビタミンK依存性蛋白であるが、凝固阻害の他、アポトーシス抑制作用が注目さ
れている。
今回、臨床的・基礎的研究を施行し、急性アルコール性肝障害では、プロテインSの産生亢進、エタノールによる肝細
胞のCD1d発現亢進、過剰なプロテインSによるNKT細胞のアポトーシス抑制が相互に作用し病態を形成し、プロテインS
の制御がアルコール性肝障害の治療ターゲットとなり得ることを見出した。

研究成果の概要（英文）：This study investigated the role of protein S in acute alcoholic hepatitis. A 
mouse overexpressing human protein S (hPS-TG) was generated in which acute hepatitis was induced by 
intraperitoneal injection of ethanol. The levels of serum liver enzymes, liver tissue inflammatory 
cytokines and the degree of hepatic steatosis were significantly increased in hPS-TG mice treated with 
ethanol. Cell expansion, activation and inhibition of apoptosis were significantly augmented in natural 
killer T (NKT) cells from hPS-TG mice. In a co-culture system of hepatocytes and NKT cells, the effects 
of protein S on ethanol-mediated cell injury were suppressed by a CD1d neutralizing antibody. NKT cells 
from patients with alcoholic hepatitis had increased levels of protein S and CD1d mRNA. Protein S 
exacerbates acute alcoholic hepatitis by enhancing the activation of NKT cells, indicating that protein S 
may be a molecular target for therapy of this disease.

研究分野：肝臓病学

キーワード： アルコール性肝障害
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１．研究開始当初の背景 

 

(1) 基礎的知見に裏打ちされた抗線維化療

法の必要性 

ウイルス性肝炎や脂肪性肝炎、アルコー

ル性肝障害では肝に線維化が生じ、進展す

ると肝硬変に至り、さらには肝癌が発症す

る。C型慢性肝炎に対する抗ウイルス療法

が飛躍的に進歩したが、未だ難治例が多く

存在し、B型慢性肝炎に関しても、ウイル

スの変異により核酸アナログ製剤に抵抗性

を示す症例がみられる。また、近年増加し

ている脂肪性肝炎は、生活習慣との関連が

示唆されることから治療は容易でなく、近

い将来脂肪性肝炎に起因する肝関連死の増

加が危惧される。 

以上のことから、基礎的知見に裏打ちさ

れた抗線維化療法の確立が望まれる。これ

まで肝線維化の制御に関する研究は、肝星

細胞活性化の分子機構に焦点を当てて行わ

れてきたが、臨床への展開はなされていな

い。 

(2) 凝固線溶系制御による肝線維化抑制療

法 

我々は、以前から炎症性肺疾患、肥満症、

糖尿病性腎症の病態進展における凝固線溶

因子の関与に着目し、活性化プロテイン C、

ト ロ ン ビ ン 、 thrombin-activatable 

fibrinolysis inhibitorなどの炎症抑制作用、

動脈硬化・腎症進展抑制効果を報告してき

た。即ちプロテイン Sは活性化プロテイン

Cの補助因子として抗凝固因子として働く

が、プロテイン S自体が炎症調整作用やア

ポトーシス抑制作用を持つことを明らかに

した。我々は、今回新たにプロテイン Sと

第 6成長停止特異性遺伝子産物(Gas6)の相

同性に注目し、肝線維化に対するプロテイ

ン S補充療法の理論的裏付けを狙った。 

以上の学術的背景から、本研究では、肝

疾患ヒト血液を用いた臨床研究、プロテイ

ン S遺伝子改変マウスを利用した肝線維化

モデルでの in vivo の実験、ラットおよび

ヒト由来肝星細胞を用いた in vitroの実験

を並行して行い、プロテイン Sの肝線維化

抑制効果を検討し、さらに、プロテイン

S-Axl 経路による抗炎症作用を介した線維

化抑制効果を検証することとした。 

 

２．研究の目的 

 

アルコール性肝障害は、エタノール自体

による肝毒性のみではなく、リポ多糖

(LPS)によるToll様受容体(TLR)4活性化な

どの免疫異常が発症要因となっている。ナ

チュラルキラー(NK)T 細胞は抗原提示細

胞の MHC様分子・CD1dを認識しインタ

ーフェロン(IFN)-ɤ やインターロイキン

(IL)-4 を分泌する免疫細胞であるが、アル

コール性肝障害の病態形成への関与も推定

されている。 

一方、プロテイン Sは肝で産生されるビ

タミン K依存性蛋白であるが、凝固阻害の

他、アポトーシス抑制作用が注目されてい

る。 

本研究では、プロテイン Sが急性アルコ

ール性肝障害においてアポトーシス抑制を

介して肝保護的に働くという作業仮説に基

づき臨床的・基礎的研究を施行した。 

 

３．研究の方法 

 

(1) 臨床検討 

アルコール性肝炎(肝炎所見が主体で線

維化は軽微な症例、n=11)、正常肝に発症

した肝腫瘍症例(n=3)、健常者(n=4)を対象

に、肝生検、肝切除検体を用いたプロテイ

ン S、CD1d の組織染色、ポリメラーゼ連

鎖反応(PCR)による発現量評価、血漿を用

いたプロテイン S濃度測定を行った。 

(2) 基礎検討 



ヒトプロテインS過剰発現(TG)マウスに

12 時間毎に計 3 回 25％エタノールを腹腔

内投与する急性アルコール性肝障害モデル

を作成した。同マウスの血清肝酵素、肝内

サイトカインを測定し、肝組織の Flow 

Cytometory 解析を行った。次に、同マウ

スから分離した単核細胞・MNCs を用い、

エタノール添加後の NKT 細胞の活性化、

プロテイン S、α-Galactosylceramideを添

加後の培養上清中のサイトカイン量、エタ

ノール添加後の肝細胞におけるCD1dの発

現量の測定など、in vitro の検討を施行し

た。 

 

４．研究成果 

 

(1) 臨床検討 

アルコール性肝炎、肝腫瘍、健常者の年

齢、AST、ɤ-GTP 値は、それぞれ 57 歳、

87 IU/L、384 IU/L、62歳、17 IU/L、25 IU/L、

50歳、12 IU/L、15 IU/Lで、アルコール

性肝炎群で AST、ɤ-GTPが有意に高値であ

った。血漿プロテイン Sレベルはアルコー

ル性肝炎で有意に高値、免疫染色ではプロ

テインSおよびCD1dの陽性肝細胞もアル

コール性肝炎で有意な増加を示した。 

さらに、VA24JAQ(NKT細胞マーカー)、

IL-4、IL-13、IFN-ɤなどの炎症性サイトカ

イン、Fas、FasL、caspase 3 も強発現し

ており、アルコール性肝炎ではプロテイン

S の産生が増加し、NKT 細胞が活性化し、

肝細胞のアポトーシスが亢進していること

が示唆された。 

(2) 基礎検討 

プロテイン S-TGマウスへのエタノール

投与により ALTなどの血清肝酵素の上昇、

IFN-ɤ、TNF-α などの肝内炎症性サイトカ

インの上昇、著明な肝脂肪化が観察された。

Flow Cytometory 解析では、プロテイン

S-TG マウス/エタノー群で肝 NKT 細胞数

が増加し、これらは Annexin-V陽性細胞の

減少、FasL 陽性細胞の増加を呈したこと

から、数の増加は NKT 細胞自体のアポト

ーシス抑制の結果と考えられた。 

本モデルの肝から分離した単核細胞・

MNCsを用いた検討では、FasL陽性 NKT

細胞の有意な増加、プロテイン Sにて処理

後に α-Galactosylceramide にて刺激した

培養上清中のサイトカインの上昇、プロテ

イン S処理後にエタノールが添加された肝

細胞におけるCD1dの発現の増強などの結

果が得られた。この様に in vitro でも肝

NKT細胞のアポトーシスの抑制、NKT細

胞の活性化亢進を示唆する所見が示され、

プロテインSとの共培養でこれらが増強し

たことより、アルコール性肝障害にはプロ

テイン Sを介した NKT細胞のアポトーシ

スの抑制が密接に関与しているものと考え

られた。 

次に、NKT 細胞のプロテイン S 受容体

が Mer であることを新たに証明、Mer 抗

体により NKT 細胞のアポトーシス抑制が

生じないこと、プロテイン Sが Akt経路を

活性化させることを確認した。さらに、単

核細胞・MNCsとエタノールで前処理した

肝細胞の共培養により増強される肝 NKT

細胞の活性化は、CD1d 抗体の投与で抑制

されたことから、エタノール自体による肝

細胞のCD1d発現亢進がアルコール性肝障

害に関与していると結論付けた。 

以上の臨床的、基礎的知見から、急性ア

ルコール性肝障害では、プロテイン Sの産

生亢進、エタノールによる肝細胞の CD1d

の発現亢進、過剰なプロテイン S による

NKT 細胞のアポトーシス抑制が相互に作

用して病態を形成していると考えられた。 

慢性期におけるプロテイン Sの関与が課

題に残るが、プロテイン Sの制御がアルコ

ール性肝障害の新たな治療ターゲットとな

り得ると結論付けた。 
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