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研究成果の概要（和文）：肝細胞ギャップ結合タンパクCx32および抗酸化物質luteolinの、NASHおよび肝発がん
に対する修飾作用を、Cx32ドミナントネガティブトランスジェニック (Cx32ΔTg)ラットを用いて検討した。肝
の活性酸素、炎症性サイトカイン発現、脂肪肝炎、線維化と前癌病変の誘導は、野生型に比較してCx32ΔTgラッ
トで有意に強く、いずれのジェノタイプにおいてもluteolin投与により減弱した。肝発がん感受性と相関した遺
伝子発現変化を解析した結果、Bex1が前癌病変内で高発現していることがわかった。肝細胞株を用いた機能解析
では、Bex1がNF-κBシグナルを解して細胞増殖を亢進することが解明された。

研究成果の概要（英文）：NASH has the potential to lead to the development of cirrhosis and 
hepatocellular carcinoma (HCC). To clarify the role of hepatocyte gap junction protein, Cx32 and 
luteolin on the progression of NASH and hepatocarcinogenesis, Cx32 dominant negative transgenic (Tg)
 were used. Steatohepatitis, fibrosis, inflammatory cytokine expression, reactive oxygen species and
 number of preneoplastic foci were greater in Tg as compared with Wt rats, and significantly 
suppressed by luteolin in both genotypes. Microarray analysis identified Bex1 as an up-regulated 
gene in Tg rat liver. in situ hybridization revealed that increased Bex1 mRNA was localized in 
preneoplastic foci in Tg rats. Moreover, Bex1 increased cell proliferation through activation of NF-
κB signaling in rat hepatocyte and HCC cell lines. These results show that Cx32 and luteolin have 
suppressive roles in inflammation, fibrosis and hepatocarcinogenesis during NASH progression, 
suggesting a potential therapeutic application for NASH. 

研究分野：発がん
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 食生活やライフスタイルの欧米化による
肥満の増加に伴い、非アルコール性脂肪肝
（NAFLD）の発症率が近年増加の一途をた
どっており、検診受診者の約 30％に見られる。
肝への脂肪蓄積を生じる NAFLD の約 2～3
割は、肝細胞の壊死、炎症および線維化を生
じる非アルコール性脂肪肝炎 （NASH）に
進展するといわれており、肝硬変や肝がんの
発症母地となりうる危険性が明らかになり
つつある。NASHの病態進行には酸化ストレ
ス上昇、加齢すなわちホメオスタシス低下の
関与が指摘されており、抗酸化物質の食事や
投薬による摂取はNASHおよびNASHに関
連した肝発がんの予防や治療に有効である
可能性が示唆される。 
一方、細胞間結合装置の一つであるギャッ
プ結合は、Connexin (Cx)タンパクから構成
され、隣接細胞間のコミュニケーションを介
し組織や生体のホメオスタシスを担ってい
る。我々は肝で発現している Cx32のドミナ
ントネガティブトランスジェニック（Cx32
ΔTg）ラットを作製し、Cx32ΔTgでは同腹
の野生型(Wt)ラットと比較して肝前がん病
変の形成が促進されることを明らかにした。
Cx32ΔTg ラットで認めたこの現象は、加齢
Wt ラットで生理的に起こる Cx32 発現の低
下と肝発がん性の亢進と酷似していること
もわかってきた。従って、Cx32ΔTg ラット
モデルは、加齢動物の形質を示す点で、
NASH の病態進行のリスクを表現しており、
NASH および NASH 関連肝発がんの病態や
化学予防効果の解析に有用なモデルである
と考えられる。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、Cx32およびluteolinの

NASHおよびNASH関連肝発がんに対する
役割を解明するとともに、肝発がんに関わる
遺伝子を同定することにある。Cx32ΔTgお
よび同腹のWtラットに対して
methionine-choline deficient (MCD) 飼料
摂餌によりNASHを誘導し、NASHに対する
luteolinの予防効果の検討とCx32の役割の解
析を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 動物の繁殖 

Cx32ΔTgラットは当研究室で開発された
トランスジェニック動物であり、自家繁殖に
より本研究で用いる実験動物を得た。すなわ
ちCx32ΔTg雄ラットとWt雌ラットの交配に
より出生した雄に対して、PCRによりCx32
ΔTgおよびWtラットにジェノタイプし、両
者を実験に使用した。すべての動物実験は、
本学医学研究科動物実験施設SPFにて行っ
た。 
(2) 動物実験プロトコール 

10週齢雄性Cx32ΔTgおよびWtラットに
diethylnitrosamine (DEN, 200 mg/kg)を単

回腹腔内投与し、DEN投与2日後から、MCD
飼料を投与した（1群19匹）。各々にluteolin 
(100ppm) 混餌投与群を設け、実験開始2週間
（各群4匹）と、12週間後（各群15匹）に肝
組織を採取した。 
(3) NASHおよび肝前癌病変の組織学的評価 
肝組織における脂肪変性、炎症、肝細胞障
害および線維化の程度と肝前癌病変の評価
を行った。肝組織をホルマリン固定の後、HE
染色標本およびAZAN染色標本（膠原線維染
色）を作製し、脂肪変性と炎症細胞浸潤の指
標となるNAFLD activity score; NAS指標や
線維化の程度を組織学的に定量した。脂肪変
性に関しては、肝凍結組織を用いたOil red O
染色（脂肪染色）による確認も行った。肝前
癌病変は、GST-P免疫染色による陽性細胞巣
の数(/cm2)および面積(mm2/cm2)を蛍光顕微
鏡BZ-9000（キーエンス）にて定量化した。 
(4) NASHにおける活性酸素（ROS）と炎症
性サイトカインの定量 
肝凍結組織を用いて、活性酸素に反応して
蛍光発色するdihydroethidium (DHE）によ
る染色を行い、核における蛍光シグナルを数
値化し、NASH肝組織におけるROSの定量を
行った。肝における炎症性サイトカインの
mRNA発現量を定量RT-PCRにより確認し
た。炎症性サイトカインの下流に存在する
NFBシグナルをウエスタンブロットにより
解析した。 
(5) NASHにおけるCx32/Cx26タンパク発現
変化の解析 

MCD飼料投与後2週間および12週間後の
肝凍結組織を用いて、ウエスタンブロットお
よび蛍光免疫組織染色を行い、NASHに伴う
Cx32/Cx26タンパクの発現および局在の変
化を観察した。 
(6) マイクロアレイ解析 
 MCD飼料を12週間投与したCx32ΔTgお
よびWtラットの肝を用いて、cDNAマイクロ
アレイ解析を行った。Luteolin投与あるいは
ジェノタイプにより変化する遺伝子群を抽
出し、NASH関連肝発がん性に関与する遺伝
子の解析を試みたところ、Cx32ΔTgでWtラ
ットより発現が高く、luteolin投与により発
現低下し、肝発がん性と連動して発現変動す
る遺伝子として、brain expressed, X-linked 
1 (Bex1)が同定された。 
(7)in situ hybridizationによるBex1 mRNA
のNASHにおける局在 
 NASH関連肝発がんに対するBex1の役割
を検討するため、in situ hybridizationを行
った。NASHにおけるBex1 mRNAの発現局
在を検討した。また、発現強度を0、陰性；1、
弱陽性；2、中等度陽性に分類し、群間で比
較した。 
(8) 肝細胞および肝癌細胞の増殖能に対す
るBex1の機能解析 
ラット肝癌細胞株 HSU-C2 および HSU-C6
に対して、siRNAを用いて Bex1ノックダウ
ンを行い、肝癌細胞の増殖能や増殖シグナル



タンパク発現に対する影響を検討した。また、
ラット正常肝細胞 Clone 9に Bex1遺伝子を
導入した安定細胞株も作製し解析した。 
 
４．研究成果 
(1) MCD飼料によるラット NASHの誘導と
luteolinと Cx32による予防効果（図 1） 

2 週間の MCD 飼料投与により、肝には
NASH の組織変化のうち脂肪変性が誘導さ
れ、Cx32ΔTg および Wt ラット両者でその
程度に明らかな差を認めなかった。Wt ラッ
トでは、対照群と比較して luteolin投与群で
有意に脂肪変性の抑制を認めた。12週時にお
ける脂肪変性は、2 週時と同様に Wt ラット
において luteolin投与による抑制効果が見ら
れた。炎症の程度は、Wt と比較して Cx32
ΔTgラットで有意に増強され、いずれのジェ
ノタイプにおいても luteolin投与により有意
な改善を認めた。その結果、脂肪変性と炎症
の程度を表す NASは、Cx32ΔTg、Wtラッ
トでそれぞれ 6.6±1.2、5.6±0.5 と、Cx32Δ
Tg ラットで有意に高値を示した。また、
luteolin投与により Cx32ΔTg、Wtラットで
それぞれ5.5±1.0、4.1±1.0と有意に低下した。
線維化はWtラットに比較して Cx32ΔTgラ
ットで顕著であり、luteolin 投与による改善
を認めた。 

図1．Luteolinによる脂肪肝炎と線維化の抑制
（MCD飼料投与後12週間のCx32ΔTgおよびWtラ
ットの肝組織）．(A) (B)HE, Azan染色（線維化）
および-SMA免疫染色．Scale bars: (A)200 m; 
(B), 25 m．(C) 脂肪肝炎 (NAS)、(D)線維化 
(Azan)の程度および(E)-SMA陽性領域の定量．
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 
(2) 肝前癌病変に対する luteolin の予防効果

（図 2） 
 DEN 投与および MCD 飼料投与により、
すべての動物に肝前癌病変である GST-P 陽
性細胞巣が誘発
された。GST-P
陽性細胞巣の数
は、Cx32ΔTg
ラットにおいて
luteolin 投与に
より有意に減少
した。一方、
面積には有意
な群間差は見
られなかった。 
 
図 2．Cx32ΔTg ラットにおける luteolin による
GST-P陽性細胞巣発生数の抑制．上段：GST-P免
疫染色．Scale bars: 200 m．下段：GST-P陽性
細胞の発生数および面積．**P<0.01 
 
(3) ラット NASHにおける ROSおよび炎症
性サイトカインの誘導と luteolinと Cx32に
よる予防効果（図 3） 
 DHE染色の結果、Wtと比較して Cx32Δ
Tgラットの肝では、ROS蓄積がより高度で、
酸化ストレスが亢進していた。またいずれの
ジェノタイプにおいても、luteolin 投与群で
酸化ストレスの減少が観察された。定量
RT-PCRの結果、炎症に関連する炎症性サイ
トカイン（Tnf-, Ifn-, Il-18, Il-6, Il-1）の
うち、Il-18と Il-6は Cx32ΔTg ラットにお
いて luteolin投与群で有意に低下した。線維
化に関連する炎症性サイトカイン（Tgf-, 
Col1a1, Timp1, Timp2, Ctgf）のmRNA発
現量は、いずれも Cx32ΔTg ラットにおいて
luteolin投与群で有意な低下を認めた。また、
Il-6, Tgf-Col1a1、CtgfのmRNAとリン酸
化 NFBタンパクの発現量は、Wtと比較し
てCx32ΔTgラットにおいて有意な上昇を認
めた。NFBの阻害作用を有する IBタンパ
クの発現はCx32ΔTgラットにおいて有意に
減少していた。 
(4) NASHに伴うCx32/Cx26タンパクの発現
変化（図 4） 
 Cx32 および Cx26 タンパクは、肝細胞に
おける主要なギャップ結合タンパクで、正常
肝細胞の膜に強発現している。NASHをきた
したWtラットの肝では、MCD飼料投与 2、
12 週時のいずれにおいても、肝細胞膜上の
Cx32 および Cx26 発現は減少しており、
NASHの進行度と逆相関関係を示した。一方
で、luteolin 投与により Cx32 および Cx26
発現の減少は軽減された。 
(5) NASHにおける遺伝子発現変化の解析 
 cDNAマイクロアレイ解析の結果、Cx32Δ
TgでWtラットより発現が高く、luteolin投与
により発現低下する、肝発がん性と連動して
発現変動する遺伝子として、Bex1が同定され
（Cx32ΔTg＋luteolin / Cx32ΔTg発現比：
0.21）、NASH関連肝発がん性への関与が示



唆された。 

 
図3．Cx32機能抑制によるNASHの酸化ストレスお
よび炎症性サイトカイン発現の上昇とluteolinに
よる減少（MCD飼料投与後12週間）．Scale bars: 25 
m．(A)(B) Dihydroethidium染色 (A)肝組織像 お
よび(B)蛍光強度定量値（518/605 nm）．(C)(D)肝
における炎症性サイトカインmRNA発現量（定量
的RT-PCR）．(E) NF-B, pNF-BおよびIB-のタ
ンパク発現（Western blotting）． 

図4．NASHの進行によるCx32およびCx26タンパ
ク発現の減少とluteolinによる予防効果．
(A)-(C)Cx32およびCx26の蛍光二重免疫染色 (A)
正常肝 (B)WtラットMCD飼料投与後2週間 
(C)12週間．Scale bars: 25 m．矢印、血管内皮細
胞；矢頭、肝細胞．(D)Cx32およびCx26のタンパ
ク発現（Western blotting）． 

図5．Cx32ΔTgラットのGST-P陽性細胞巣における
Bex1 mRNA発現の上昇とluteolinによる抑制．(A)
定量的RT-PCR (B)in situ hybridization．Scale 
bars: 100 m． 

図 6．ラット肝癌細胞および肝細胞癌における
Bex1 mRNA発現の上昇と肝細胞および肝癌細胞
の細胞増殖に対する Bex1の促進作用．(A)ラット
肝癌細胞HSU-C2およびHSU-C6とラット正常
肝細胞 Clone 9および IAR-20における Bex1 
mRNA発現（定量的 RT-PCR）およびタンパク発
現（Western blotting）(B)ラット肝細胞癌におけ
る Bex1 mRNA発現（in situ hybridization）（C）
Bex1遺伝子導入によるラット肝細胞Clone 9の細
胞増殖および増殖シグナルタンパク発現変化 (D) 
(E) Bex1遺伝子ノックダウンによるラット肝癌細
胞HSU-C2およびHSU-C6の(D)細胞増殖および
(E)増殖シグナルタンパク発現変化．Scale bars: 
100 m． 



(6) NASHにおけるBex1 mRNA発現とその
局在（図5） 
 定量的RT-PCRにより、Bex1の発現はWt
と比較してCx32ΔTgラットで有意に高く、
いずれのジェノタイプにおいてもluteolin投
与により減少した。またBex1 mRNAは肝細
胞およびGST-P陽性細胞巣に局在すること
がin situ hybridizationにより明らかになっ
た。さらにGST-P陽性細胞巣内のBex1 
mRNAの染色強度を検討すると、Cx32ΔTg
ラットではBex1が高発現する細胞巣が多く、
luteolin投与によりその発現が低下すること
がわかった。 
(7) 肝細胞株および肝癌細胞株の増殖能と増
殖シグナルに対するBex1の影響（図6） 
 Bex1 は、NASH に発生した前癌病変内に
局在していること、ラット正常肝細胞株と比
較しラット肝癌細胞株で、また非腫瘍部と比
較しラット肝細胞癌組織で Bex1 発現が亢進
していることから、肝細胞の腫瘍性増殖能に
関与していることが予測された。この仮説を
検証するため、はじめにラット正常肝細胞株
Clone 9に対して、Bex1遺伝子を導入した。
その結果、mock 細胞と比較して、有意な細
胞増殖能の上昇とリン酸化 NFB タンパク
発現の増加を認めた。一方、ラット肝癌細胞
株 HSU-C2 および HSU-C6 の Bex1 発現を
ノックダウンした結果、細胞増殖抑制とリン
酸化 NFBタンパクとリン酸化 JNKタンパ
クの発現低下が見られた。 
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〔学会発表〕（計 3件） 
1. 加藤寛之、内木綾、不二哲、鈴木周五、佐
藤慎哉、久野壽也、髙橋智. Connexin32の
低下は Dusp1-Erkシグナル制御機構を介
しラットエタノール肝発がんを促進する. 



第 32回日本毒性病理学会学術集会, 2016
年 1月 28日, サンポートホール高松（香川
県高松市） 

2. 内木綾、加藤寛之、久野壽也、髙橋智. ラ
ット非アルコール性脂肪肝炎および肝発
がんにおける connexin 32の役割と
luteolinによる予防効果. 第 30回発癌病理
研究会, 2015年 8月 26日、オリビアン小
豆島（香川県小豆郡） 

3. 内木綾、加藤寛之、久野壽也、髙橋智. ラ
ット非アルコール性脂肪肝炎における
connexin 32の役割と luteolinによる予防
効果. 第 30回日本毒性病理学会学術集会, 
2014年 1月 30日, あわぎんホール（徳島
県徳島市） 

 
〔その他〕 
「フラボノイドの一種であるルテオリンが、
非アルコール性脂肪肝炎の進行やがん化を
予防する/がん化に関与する新規遺伝子の同
定」研究成果プレスリリース(2015年 10月) 
http://www.nagoya-cu.ac.jp/about/press/pre
ss/release/files/169397/271023.pdf 
 
科学研究費成果事例 
http://www.mext.go.jp/component/a_menu/
science/detail/__icsFiles/afieldfile/2017/01/
06/1372552_02_01.pdf 
 
富山市主催セミナーにおける招待講演 
「ルテオリンの非アルコール性脂肪肝炎お
よびがん化に対する予防効果」(2016年 1月) 
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