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研究成果の概要（和文）： 

肝脂肪化によって肝細胞と Kupffer 細胞のオートファジー機能が低下した。肝細胞においては
脂肪蓄積によってオートファジー誘導が抑制されるだけでなくリソソーム内酵素カテプシン発
現低下によりオートファジーを介した蛋白分解も障害されていた。さらにオートファジー抑制
はエンドトキシン感受性亢進や肝発癌誘導に作用した。また消化管においてはオートファジー
欠損は腸炎を増悪させる方向に作用したが消化管腫瘍形成に関しては有意な関与を示さなかっ
た。以上よりオートファジー機能障害は様々な消化器疾病発症において重要な役割を果たして
いるものと考えられ、オートファジーを標的とした新規治療法開発は消化器疾患予防において
有用である可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We found that hepatic steatosis suppresses autophagic function in both hepatocytes and 
Kupffer cells. Autophagy-deficiency enhances hepatic inflammation, cell death and 
carcinogenesis. Moreover, loss of autophagy enhances colitis but not carcinogenesis. These 
findings indicate that suppression of autophagy plays a pivotal role on development of 
various gastrointestinal and hepatic diseases. 
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研究分野：消化器内科学 

科研費の分科・細目：消化器内科学 

キーワード：(1)オートファジー (2)肝障害 (3)肝再生 (4)細胞死 (5)炎症 

 
１．研究開始当初の背景 
細胞の新陳代謝や飢餓に対する栄養源確保に
おいてオートファジーは細胞内蛋白分解機構
として重要な役割を果たすことが知られてい
る。一方、近年の研究により細胞内免疫・発
癌・細胞死などさまざまな病態にもオートフ

ァジーが関与している事が明らかとなってき
ている。例えば C 型肝炎ウイルス(HCV)複製
や脂質代謝にもオートファジーが関与するこ
とが示唆されている。またオートファジーは
クローン病発症とも関連していると考えられ
ており、自然免疫におけるオートファジーの



役割も注目されてきている。オートファジー
遺伝子 Atg7 臓器特異的ノックアウトマウス
を用いた解析は消化器病態におけるオートフ
ァジーの役割の解明に非常に有用であると考
えられ、本研究を構想した。 
 
２．研究の目的 
オートファジーが以下のようなさまざまな
消化器疾患にどのように関与するのかを明
らかとし、その機序を解明する。 
① オートファジーと腸炎 
消化管特異的オートファジー欠損マウスと
コントロールマウスを使用し、腸炎モデル
を作成し、オートファジー欠損が腸炎発症進
展にどのような影響を与えるのか、またその
機序について明らかにする。 
② オートファジーと肝炎症 
肝特異的オートファジー欠損マウスを使
用しLPS投与による肝障害の変化や単離
Kupffer細胞を用いたLPS感受性変化の
解析を行う。 
③ 脂肪性肝炎モデルにおけるオートフ
ァジー機能の解析 
肥満モデルマウスにおけるオートファジ
ー機能を評価し、さらにその機序を明らか
とする。 
④ 消化管・肝発癌モデルの解析 
オートファジー欠損による消化器発癌につ
いてその機序について明らかとする。 
３．研究の方法 
① オートファジーと腸炎 
大腸特異的オートファジー欠損マウスを用
いて DSS 腸炎モデルを作成する。DSS 投
与後の腸管出血程度や腸管長を測定し腸炎
の評価を行う。DSS 投与後の大腸組織の
TUNEL 染色やウエスタンブロット法によ
る Caspase-3,-7 活性化、PERK 発現、elf2
α活性化について評価する。また腸管より
ｍRNA を抽出し Real-time PCR 法にて
TNFαや IL-1β産生について評価した。 
② オートファジーと肝炎症 
コントロール食投与マウスと高脂肪食投
与マウス（脂肪肝モデル）を作製し、それ
ぞれのマウスから Kupffer 細胞を単離し、
p62 蛋白発現や LPS 添加後の LC3 蛋白発
現変化をウエスタンブロット法にて評価
する。また ELISA 法にて TNFα産生を評
価する。さらに肝特異的オートファジー欠
損マウスと Wild type マウスから Kupffer
細胞を単離し、p38, IKK 活性化をウエス
タンブロット法にて評価し、TNFα産生を
ELISA 法にて評価した。 
③ オートファジーと脂肪肝 
遺伝的肥満モデル Ob/Ob マウスと高脂肪
食投与マウスを作製し、肝細胞を単離し低
栄養によるオートファジー誘導を LC3 蛋
白発現や GFP-LC3 発現プラスミド導入に
よる共焦点蛍光顕微鏡下でのオートファゴ

ソーム観察によって評価した。またロイシ
ン蛋白分解アッセイやp62蛋白発現をウエ
スタンブロット法にて解析し、オートファ
ジーを介した蛋白分解能を評価した。肝組
織よりショ糖勾配法によってオートファゴ
ソームとリソソームを単離しリソソームと
オートファゴソーム融合能を評価した。ま
たウエスタンブロット法にてカテプシン B, 
L 発現や活性化を評価した。 
④ 消化管・肝発癌モデルの解析 
腸管特異的オートファジー欠損マウスを用
いて azoxymethane (AOM)/DSS 投与によ
る大腸発癌モデルを作成し、オートファジ
ー欠損による大腸腫瘍の数、大きさ、部位
の変化について検討した。 
また肝細胞特異的オートファジー欠損マウ
スと Wild type マウスにおける肝発癌の頻
度、組織免疫染色により腫瘍部の p62, 
Keap1の細胞内局在とRealtime PCR法に
よる Nqo1 mRNA 発現変化によって Nrf2
活性化を評価した。 
 
４． 研究成果 
① オートファジーと腸炎 
大腸特異的オートファジー欠損マウスを用
いて DSS 腸炎モデルを作成した。オート
ファジー欠損によって DSS 投与後腸炎の
増悪を認めた。オートファジー欠損により
DSS 投与後の大腸組織中の TUNEL 陽性
細胞が増加すること、Caspase-3,-7 活性化
が強く誘導されていることが分かった。さ
らに PERK 発現、elf2α活性化の増加も認
められる事からオートファジー欠損により
DSS 添加後の小胞体ストレスが増加し、腸
管粘膜細胞のアポトーシスが誘導されたも
のと想定された。また TNFαや IL-1β発
現の増加もオートファジー欠損マウスにお
いて強く誘導されていた。 
② オートファジーと肝炎症 
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コントロールマウスからの単離 Kupffer
細胞ではLPS添加によってLC3-II蛋白が
誘導されオートファジーが誘導されたも
のと考えられたが、高脂肪食投与により脂
肪肝を誘導したマウスから単離した
Kupffer細胞ではp62蛋白が強く発現して
おり、また LPS 添加による LC3-II 発現誘
導が抑制されていたことから肝脂肪化は

0 60 30 
LC3-Ⅰ 

LPS(min) 0 30 60

LC3-Ⅱ 

GAPDH 

HFD Control Diet

p62 

GAPDH 



Kupffer細胞におけるオートファジー誘導
を抑制するものと考えられた。さらに脂肪
肝モデルから単離した Kupffer 細胞はコ
ントロールマウスからの Kupffer 細胞と
比較し LPS添加後の TNFα産生が有意に
増加していた。 

コントロールマウスと比較し Ob/Ob マウ
スでは、肝細胞質内にオートファジーが多
く観察され、LC3-II 蛋白発現も増加してい
た。しかし低栄養下培養を行うとコントロ
ール肝細胞ではオートファゴソームが誘導
されるのに対し Ob/Ob マウス肝細胞では
オートファゴソーム数増加が乏しかった。
次にオートファジー誘導をコントロールし
ているｍTOR 活性化について検討を行っ
た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
一方、オートファジー欠損マウスから単離
した Kupffer 細胞では Wild type Kupffer
細胞と比較し、LPS 添加後の p38 や IKK
活性化と TNFα産生が強く誘導された。
また p38 阻害剤に同時添加によってオー
トファジー欠損 Kupffer 細胞において
TNFα産生は強く阻害された。オートファ
ジー欠損によって p38-NFKB シグナル活
性化が強く惹起され炎症性サイトカイン
産生が強く誘導されたと考えられた。脂肪
肝における免疫細胞のオートファジー抑
制がエンドトキシン感受性を亢進し肝炎
症を誘導している可能性が示唆された。 
③ オートファジーと脂肪肝 
遺伝的肥満モデル Ob/Ob マウスを用いて
脂肪肝における肝細胞のオートファジー数
や機能について解析をおこなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
コントロールマウスと比較し Ob/Ob マウ
スでは mTOR 活性化が強く生じていた。
さらにコントロールでは飢餓によって
mTOR 活性化が低下するが、Ob/Ob マウス
では抑制されす、Beclin1 発現誘導も生じ
なかった。これらのことから肝脂肪化によ
ってｍTOR 活性化が持続するため飢餓ス
トレスによるオートファジー誘導が阻害さ
れたと推測された。 
一方、Ob/Ob マウスではオートリソソーム
が多く観察されているにもかかわらず、肝
組織中 p62 は増加しており、単離肝細胞に
おける蛋白分解アッセイでも Ob/Ob マウ
ス肝細胞では蛋白分解が抑制されているこ
とが分かった。また GSH/GSSG 測定でも
Ob/Ob マウスでは酸化ストレスの増加が
確認され、ミトコンドリアの形態異常が観
察された。 
次に GFP-LC3 プラスミドを導入しオート
ファゴソームを可視化した単離肝細胞に
Lysotracker Red 処理を行いオートリソソ
ーム数を評価した。その後、Lysotracker 
Red を含まない培養液にて 1 時間培養し残
留したオートリソソーム数を測定した。 
コントロール肝細胞ではオートリソソーム
はほとんど消失しておりリソソーム酵素に
よって取り込んだものを消化すると同時に
自己消化したものと想定された。一方、肥
満マウスから単離した肝細胞ではオートリ
ソソーム染色後 1 時間してもオートリソソ
ームはほとんど消失しなかった。このこと
から肝細胞への脂肪蓄積によってオートリ
ソソームの蛋白分解能が低下したためにオ
ートリソソームが細胞質内に蓄積したもの
と想定された。 
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コントロールマウスと肥満モデルマウスの
肝細胞からリソソームとオートファゴソー
ムを単離し Fusion assay を行ったところ
肝脂肪化によってリソソームとオートファ
ゴソーム融合能は変化しなかった。また
LC-3 と LAMP1 の免疫 2 重染色を行った
ところ LC-3 と LAMP1 発現は、コントロ
ールマウスと Ob/Ob マウスからの肝細胞
においてほぼ全部のオートリソソーム膜上
に共発現しておりオートファゴソームとリ
ソソームの融合は脂肪肝においても障害さ
れていないものと想定された。そこでリソ
ソーム内酵素カテプシンの発現変化をウエ
スタンブロット法にて評価した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
肥満モデルマウスでは肝組織中のカテプシ
ン L 発現がほぼ消失し、カテプシン活性の
有意な低下を認めた。以上のことから、脂
肪肝ではリソソームのカテプシン成熟障害
が生じるものと考えられ、これによりオー
トファジーを介した蛋白分解が抑制された
ためにオートリソソームが肝細胞内に蓄積
したものと考えられた。脂肪肝によって
mTOR 持続活性化によるオートファジー
誘導抑制とオートファジー蛋白分解抑制の
2 つが生じ、オートファジーを介した蛋白
分解が阻害され異常ミトコンドリアが蓄積
し、酸化ストレスや細胞死が生じるものと

推測された。 
④ 消化管・肝発癌モデルの解析 
azoxymethane (AOM)/DSS 投与による大
腸発癌モデルではオートファジー欠損に
より大腸腫瘍の数、大きさ、部位などに明
らかな差を認めなかった。予想に反し、オ
ートファジー欠損は腸炎発症には関与す
るが大腸発癌とは直接的には関与しない
結果となった。オートファジーは潰瘍性大
腸炎よりもクローン病の発症に大きく関
与していると考えられており、潰瘍性大腸
炎と比較したときのクローン病の発癌率
が低いことを反映しているのかもしれな
い。 
一方、肝細胞特異的オートファジー欠損マ
ウスでは、wild type マウスと比較し肝発癌
が有意に増加し、癌部では p62 蛋白と
Keap1 蛋白が共局在しており、一方で Nrf2
蛋白の活性化が観察された。P62 欠損や変
異肝癌細胞株では細胞増殖が抑制されるこ
とからオートファジー抑制によって蓄積し
た p62 蛋白は Keap1 と結合し、Keap1 よ
り離れた Nrf2 は活性化し細胞増殖シグナ
ルを惹起するものと推測された。肝脂肪化
によるオートファジー抑制は脂肪肝からの
肝発癌において重要な役割を果たしている
ものと考えられた。 
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