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研究成果の概要（和文）：細菌の内毒素であるエンドトキシン(LPS)による肝障害において新規タンパク質naofen(WD-r
epeat domainを有するので、WDR35とも言われる)の役割を調べてきた。LPSはクッパー細胞を活性化させ、TNFαなどの
炎症性サイトカインを遊離することによって肝細胞のnaofen発現を増加させる。増加したNaofenは細胞のアポトーシス
を抑制す物質であるBcl-2,Bcl-xLの発現を抑制し、肝細胞のアポトーシスを誘導したことを明らかにした。これらの実
験結果から、エンドトキシン血症による肝障害の治療に際して、naofenが新たな標的分子になる可能性が考えられる。

研究成果の概要（英文）：Endothxin (LPS) causes hepatocytic apoptosis and liver dysfunction, as described i
n cases of sepsis. In this study, we therefore investigated the functions of a new WD-repeat domain contai
ning protein naofen (WDR35) in LPS-induced liver dysfunction. LPS activated Kuppfer cells and released cyt
okines, such as TNF-alpha. Which then increased mRNA and protein expression of naofen in hepatocytes. Naof
en/WDR35 inhibited expressions of anti-apoptotic proteins Bcl-2 and Bcl-xL, and stimulated apoptosis of he
patocytes. These results suggested that naofen may be involved in endotoxin-induced liver injury, and as a
 new therapeutic targets for endotoxin-induced liver injury therapy.
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１．研究開始当初の背景 

エンドトキシン（lipopolysaccharide: 

LPS）は肝炎・肝障害の病態を修飾したり、

助長することで、多臓器不全の引き金となり

予後に悪い影響を与えている。ヒトの腸管内

には、LPSの産生源になるグラム陰性細菌が

存在する。肝疾患においては敗血症などの感

染症の兆候がないにも関わらず血中の LPS

が陽性となる症例が多く存在する。LPSによ

る肝炎・肝障害の病態進行に与える影響の解

明は、炎症の発生機序と感染防御機構の究明

に極めて重要であると考えられる。 

そこで、本研究ではエンドトキシンによる

肝障害の発症・進行における新規体内物質

naofen （WD-repeat domainを有すること

から、WDR35とも言われる）の役割を調べ、

肝障害の発生機序を解明するとともに、肝障

害に対して新たな治療法および予防法を探

索する基礎的な研究情報を提供する。 

 

２．研究の目的 

（１）LPS による肝細胞アポトーシスの発生

と naofen/WDR35 発現の変化との関連につい

て調べた。さらに、初代培養した肝細胞ある

いはクッパー細胞を用いて、肝細胞アポトー

シス発生において naofen/WDR35 の役割を究

明し、その作用メカニズムを明らかにした。 

（２）Naofen/WDR35 の発現を増加する物質を

同定し、さらに naofen/WDR35 による肝細胞

アポトーシスの発生においてそのシグナル

伝達経路を検索した。 

（３）静脈内麻酔薬であるプロポフォールは

エンドトキシンによる肝障害に対する保護

作用を検討した。 

３．研究の方法 

（１）In vivo 実験 

 ① モデルラットの作製： 

  LPS 群（肝障害ラット群）：麻酔したラッ

トの大腿静脈から LPS を投与した。 

  Propofol + LPS 群：LPS の投与 1時間前

から実験が終わるまでラット静脈内にプロ

ポフォールを継続投与した。 

  Gadolinium chloride (GdCl3) + LPS 群： 

LPS 投与 2日前にクッパー細胞の活性化阻害

剤である塩化ガドリニウム（GdCl3)をラット

に腹腔内に投与し、クッパー細胞を失活させ

る。 

 ② LPS を投与したラットから経時的に血

液を採集し、血清中の AST, ALT を測定し、

肝障害の進行を評価した。  

③ Quantitative real time PCR (qPCR)

と Western blot 法:肝臓あるいは」細胞から

から total RNA と蛋白質を抽出 し、各種蛋

白質の発現と caspase-3 の活性を測定した。  

④ 免疫染色法と TUNEL 法：抗 naofen、

BCL-2、 Bcl-xL、TNFα、cytochrom c など

の 抗体用いて、肝臓におけるこれらの物質

の発現部位と発現量の変化を調べた上に、抗

CD68 抗体（クッパー細胞のマーカー）を用い

て、TNFαの発現細胞を同定した。さらに、

TUNEL 法を用いて、肝細胞アポトーシスの発

生を検討した。   

（２）In vitro 実験 

① 肝細胞の初代培養: ラットの肝臓を

0.05％ collagenaseーHanks 液で in situ 灌

流し、肝細胞を分離培養した。  

② Kupffer細胞の初代培養: 0.02％ pronase 

E+0.05% collagenase で灌流した肝臓し、

Percoll 比重遠心法を用いて、クッパー細胞

を分離培養した。  

③ siRNA の導入：培養した肝細胞に control 

siRNA および naofen siRNA を導 入した。qPCR

を用いて、siRNA による naofen knockdown 効

果を確認した。さらに、naofen knockdown は

肝細胞アポトーシスの発生に対する影響を

検討した。  

④ LPSによる肝障害に対するnaofenの関与: 

分離後 24時間の Kupffer 細胞を LPSを含む」

培養液で１2時間培養した。この培養上澄み

(condition medium: KC-CM)を培養液として

分離後 24時間の肝細胞をさらに 12時間培養

した。 

⑤初代培養肝細胞に naofen/WDR35 の強制発

現：lipofectamine 2000 を用いて、naofen/ 



WDR35 を発現ベクターを導入した。 

 

４．研究成果 

（１）生食投与ラットに対して (LPS 500μ

g/kg)を静脈内投与したラット肝臓において

投与後 3時間から、naofen/WDR35 の発現が

mRNA と蛋白質レベルで有意に増加し、9時間

後に最大におなったと同時に、caspase-3 の

活性も増大した(下記の図 1）。さらに、LPS

投与 9時間後の肝細胞において naofen の発

現増加に伴って、アポトーシス発生増加も認

めた。初代培養肝細胞において、LPS 投与

（100ng/ml）は naofen/WDR35 の発現に影響

を及ぼさなかったが、KC-CM は naofen/WDR35

の発現を有意に増加させた。初代培養肝細胞

において KC-CM は Bcl-2 と Bcl-xL の発現を

抑制したと同時に、caspase-3 活性化を促進

した。これにに対して、naofen siRNA の前導

入は KC-CM による Bcl-2 と Bcl-xL の発現抑

制とcaspase-3活性化促進作用を消失させた。

Naofen/WDR35 を強発現した肝細胞において、

Bcl-2 と Bcl-xL 発現抑制、ミトコンドリアか

らのチトクロム cの遊離促進と caspase－3

活性の増加が認められた。以上の結果から、

エンドトキシンによる誘導した肝細胞アポ

トーシスにおいて、LPS による活性化したク

ッパー細胞は naofen/WDR35 の発現を増加さ

せた。Naofen/WDR35 はミトコンドリア経路を

介してアポトーシスを促進する可能性が示

唆された。Naofen/WDR35 はエンドトキシン

による肝障害の病態に強く関与し、エンドト

キシン血症の治療に際して、naofen/WDR35 が

新た分子標的となる可能性が考えられる。 

 

図 1 

（２）LPSを投与したラットにおいてTNFαの

発現がmRNAとタンパク質レベルで増加し、１

時間後に最大になり、その後減少し、６時間

後ではコントロールレベルまで回復した。こ

れに対して、プロポフォール（Prop, ５mg/kg/

ｈ）の前投与はエンドトキシンによって増加

したTNFαを有意に抑制した。さらに、エンド

トキシン投与６時間後のラットにおいて肝細

胞アポトーシスの増加と血清ALTおよびAST 

(図2）活性の上昇もプロポフォールの前投与

によって有意に抑制された。抗TNFα抗体と抗

CD68抗体（マクロファージのマーカー）を用

いて、蛍光二重染色を行い、TNFαの発現細胞

を同定した結果、CD68の陽性細胞（クッパー

細胞）にTNFαが発現したことと、TNFα陽性

細胞数の増加が認められた。GdCl3の前処理は

エンドトキシンによるTNFα発現増加を明ら

かに減少させた。以上の結果から、エンドト

キシンによって活性化したクッパー細胞から、

遊離したTNFαは肝細胞のアポトーシス促進

に重要な役割を果たしていることが示唆され

た。臨床用量のプロポフォールはクッパー細

胞のTNFα発現を抑制したことを介して、肝細

胞のアポトーシスを抑制し、肝機能を保護す

る可能性が示唆された（論文投稿中）。 

 

図 2 

（3）LPS による肝障害発生において TNFαは

中心的な役割を果たしていることからLPSに

よる naofen/WDR35 の発現増加において TNF

αの役割を検討した。ラット肝臓において

LPS投与後3時間からnaofen/WDR35の発現は

増え始めることに先行して、TNFα発現は 1

時間に最大になった（図 3）。これに対して、

抗 TNFα抗体の前投与は LPS による増加した



naofen/WDR35 の発現、caspase-3 活性化と肝

細胞アポトーシスを有意に抑制した。初代培

養クッパー細胞において KC-CM は naofen/ 

WDR35 発現と caspase-3 活性化を促進した。

これに対して抗 TNFα抗体を用いて TNFαの

活性を中和した KC-CM は naofen/WDR35 発現

と caspase-3 活性化（図 4）に対する影響は

ほとんど見られなくなった。これらの結果か

ら、LPS によって活性化したクッパー細胞か

ら遊離したTNFαは肝細胞のnaofen/WDR35発

現を増加したことが考えられる。増加した

naofen/WDR35 は肝細胞アポトーシスを誘導

したことが示唆された。 

 
図 3 

 
図 4 
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