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研究成果の概要（和文）：慢性肝疾患の進展には酸化ストレスの関与が指摘されているが、活性酸素は肝細胞傷害や炎
症によって発生するため、酸化ストレスが単独で肝線維化進展に与える影響を評価することは困難であった。
今回、ミトコンドリア由来の活性酸素を惹起可能なマウス(Tet-mev-1)から肝細胞を分離したところ、ミトコンドリア
膜電位の変化が観察された。また、Tet-mev-1マウスに対する高脂肪・高ショ糖食の給餌は肝組織におけるCCリガンド
の発現を増強させたが、線維化所見は認められなかった。酸化ストレスと高脂肪食の負荷により肝組織中のKupffer細
胞数は激減しており、線維化進展におけるKupffer細胞の重要性が示された。

研究成果の概要（英文）：Oxidative stress is considered to play a key role in the progression of chronic   
liver diseases. However, since production of oxidative stress may merely represent the consequences of    
cell damage and subsequent inflammation, it is virtually unknown whether oxidative stress is linked       
directly to fibrogenesis.
Hepatocytes isolated from Tet-mev-1 mouse, in which mitochondrial reactive oxygen species can be induced, 
exhibited decreased mitochondrial membrane potential. Tet-mev-1 mice were fed high fat/high sucrose (HFHS)
diet, and microarray analyses indicated that CC chemokine expression was remarkably elevated in the liver 
tissue. However, the number of F4/80-positive cells was substantially decreased, and there was no 
apparent liver fibrosis observed in Tet-mev-1 mice fed HFHS diet. These results suggested the important   
role of macrophages in the progression of liver fibrosis.
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 我が国では、B 型ならびに C 型肝炎ウイ
ルスの持続感染による慢性肝炎から肝硬
変・肝癌への進展が大きな社会問題となって
いる。加えて近年では、飲酒をせず、肝炎ウ
イルス感染や自己免疫性疾患がない脂肪肝
症例の一部で、肝実質に壊死・炎症・線維化
が起こり、肝硬変や肝癌へと進行する非アル
コール性脂肪肝炎(Non-alcoholic steato- 
hepatitis, NASH)の患者数が増加しており、
メタボリック症候群の肝臓表現型としてそ
の対策が重要視されている。したがって、肝
線維化進展の抑制とともに再生促進と発癌
抑止を図ることは、基礎的・臨床的に重要な
研究課題であると同時に社会的にも急務と
言える。 
 
(2) 酸化ストレスが NASH やウイルス性慢性
肝炎の進展に関わることは広く認識されて
いるが、肝細胞の壊死やアポトーシスに伴う
炎症反応などの２次的影響が大きく、酸化ス
トレスが直接的に肝線維化を促進させるか
や、その機序も不明であった。また、肝線維
化進展に及ぼす酸化ストレスの影響を、直接
的かつ特異的に検出・評価しうるモデル動物
も存在しなかった。 
 

２．研究の目的 
 
(1) コ ハ ク 酸 脱 水 素 酵 素 （ Succinate 
dehydrogenase, SDHC）は、ミトコンドリア
の電子伝達系を司る複合体 II の構成酵素で
ある。変異型 SDHC 遺伝子を保持し、ミトコ
ンドリア活性酸素をテトラサイクリン依存
的に任意に惹起可能なトランスジェニック
マウス(Tet-mev-1)を用いて、NASH two hit
仮説を検証する世界で初めての動物モデル
の作出を試みた。 
 
(2) また、この Tet-mev-1)マウスを用いて、
ミトコンドリア由来の活性酸素による肝線
維化の進展機序を、他因子の２次的影響を排
除した実験系で明らかにし、酸化ストレスに
よる肝線維化病態の形成機構を解明するこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 初代培養肝細胞における酸化ストレス
の評価： 
Tet-mev-1 マウスと対照の野生型マウスから
肝細胞を分離し、初代培養上清中に異なる濃
度のドキシサイクリンを添加した。ドキシサ
イクリンの肝細胞傷害性をMTTアッセイで評
価した上で、DCFDA アッセイにより細胞内活
性酸素種の産生を、また TMRM アッセイによ
りミトコンドリアの膜電位の変化を検討し
た。 
 

(2) 初代培養肝細胞における遺伝子発現と
星細胞のI型コラーゲン遺伝子転写に対する
影響： 
胎生期から母体を介してドキシサイクリン
含有水を自由摂取させた野生型または
Tet-mev-1 マウスから分離した肝細胞の RNA
を抽出し、リアルタイム PCR により遺伝子発
現の相違を定量解析した。また、I 型コラー
ゲンのレポーターマウス(COL1A2/LUC)由来
の星細胞と共培養し、肝細胞の酸化ストレス
が星細胞のコラーゲン産生に及ぼす影響を
ルシフェラーゼアッセイにより検討した。 
 
(3)酸化ストレス誘導マウスの肝臓における
遺伝子発現解析： 
ドキシサイクリンを飲水投与した野生型お
よび Tet-mev-1マウスに、通常食または高脂
肪・高ショ糖食を 28 週間にわたって給餌し
た。得られた肝組織から RNA を抽出し、マイ
クロアレイにより遺伝子発現の網羅的解析
を行った上で、各群間で発現の相違が認めら
れた遺伝子についてリアルタイムPCRを用い
て定量解析した。 
 
(4) 酸化ストレス誘導マウス肝の組織学的
評価： 
上記マウスの肝組織を用いて、HE ならびに
Sirius red 染色を行い、肝細胞の脂肪化と炎
症細胞浸潤、さらに線維化の程度を比較検討
した。また、4HNE 染色により脂質酸化の評価
を、F4/80 ならびにSMA 染色により Kupffer
細胞と活性化星細胞の挙動を検討し、両群間
で比較検討した。 
 
４．研究成果 
 
(1) Tet-mev-1 マウス肝細胞における酸化ス
トレスの誘導 
MTT アッセイでは、初代培養肝細胞を 10μ
g/mL までのドキシサイクリンで 72 時間刺激
しても細胞傷害性は確認されなかった。次い
で、Tet-mev-1 マウス由来の肝細胞を 1 ない
し 10μg/mL のドキシサイクリンで刺激する
と、用量依存的にDCFDAの蛍光強度が増加し、
活性酸素種の産生が確認された（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１．初代培養肝細胞の DCFDA アッセイ 



また、同様に用量依存的に初代培養肝細胞の
TMRM 蛍光が減弱し、ミトコンドリアの膜電位
の変化が認められた。 
 
(2) ドキシサイクリンを胎生期から長期に
わたって飲水投与した Tet-mev-1マウスから
回収した肝細胞では、CCL3, CCL4, CCL8, 
CCL12 などの CC ケモカインの発現が、野生型
マウス由来の肝細胞と比較して 20 倍ないし
400 倍と著しく増加していた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２．初代培養肝細胞における CC ケモカイ
ンの発現 
 
これらの肝細胞と COL1A2/LUC マウス由来の
星細胞とを共培養したところ、星細胞の I 型
コラーゲン遺伝子のプロモーター活性は約
1.5 倍に上昇した。しかしながら、野生型マ
ウスと Tet-mev-1マウスとの間に有意の差は
認められず、後者において発現が著増した CC
ケモカインは星細胞の活性化には直接的に
は関わっていないことが示唆された。 
 
(3) Tet-mev-1 マウスに対するドキシサイク
リン投与（酸化ストレスの誘導）と高脂肪・
高ショ糖食の給餌は、それぞれ単独では肝組
織における CC ケモカインや線維化関連遺伝
子の発現に明らかな影響を及ぼさなかった。
しかしながら、ドキシサイクリンを胎生期か
ら長期にわたって飲水投与された Tet-mev-1
マウスに高脂肪・高ショ糖食を給餌すると、
初代培養肝細胞と同様にCCケモカイン（CCL2, 
CCL3, CCL4, CCL5, CCL8, CCL12）の発現が 3
ないし 6倍に増加した。また、TGF-1や TIMP1
の遺伝子発現も相乗的に誘導した。 
 
(4) HE 染色では、野生型マウス、Tet-mev-1
マウスともに高脂肪・高ショ糖食給餌により
同等の脂肪化が認められた。また、4HNE 染色
では、後者のマウスにおいて肝細胞に加えて
非実質細胞における脂質酸化の亢進も確認
され、た。しかしながら、Sirius red 染色で
は 高 脂肪・ 高 ショ糖 食 を給餌 さ れ た
Tet-mev-1 マウスにおいても線維化所見はほ
とんど認められなかった。その原因を明らか
にするため、肝組織の F4/80 染色を行ったと
ころ、肝組織内の Kupffer 細胞数は脂肪肝お
よび酸化ストレスの共存下で顕著に減少し
ていた（図３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３．高脂肪・高ショ糖食給餌を行った野生
型（上段）ならびに Tet-mev-1 マウス（下段）
肝組織の F4/80 免疫染色 
 
一方で、ドキシサイクリンの長期投与を行っ
た野生型マウス、Tet-mev-1 マウスに四塩化
炭素の単回投与を行うと、両マウスにおいて
同等の星細胞の活性化が認められたことか
ら、酸化ストレスの負荷は星細胞の機能には
明らかな影響を及ぼさないことが示された。 
 
(5) 以上の実験結果より、Tet-mev-1 マウス
は臓器傷害や炎症による二次的影響を排除
した条件下で、酸化ストレスが線維化進展に
及ぼす影響とその機序を解明する有用な手
段となりうると考えられた。また、脂肪肝と
酸化ストレスによる肝線維化の進展には、
Kupffer 細胞の存在が重要であることが示唆
された。 
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