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研究成果の概要（和文）：過酸化DAGを起点とした肝線維化の分子機構について解析を行った。四塩化炭素投与
により肝線維化が誘導されたマウス肝組織では過酸化DAGが有意に増加していた。また、過酸化DAGの還元消去能
を有するエブセレンを投与することで、過酸化DAGの増加は抑制され、肝線維化病態が改善した。マウス肝星細
胞の初代培養細胞に過酸化DAGを作用させると、肝星細胞は活性化され筋線維芽細胞様に変化した。以上の結果
から、酸化ストレスにより産生される過酸化DAGは肝線維化のkey分子として作用していることが明らかとなっ
た。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the molecular mechanism of liver fibrosis starting from 
peroxidized DAG. Peroxidized DAG was significantly increased in mouse liver tissue in which liver 
fibrosis was induced by carbon tetrachloride administration. In addition, the administration of 
Ebselen, which has the ability to reduce and eliminate peroxidized DAG, suppressed the increase in 
peroxidized DAG and improved the liver fibrosis. When peroxidized DAG was applied to 
primary-cultured cells of mouse hepatic stellate cells, the hepatic stellate cells were activated 
and changed into myofibroblast-like cells. From the above results, it was clarified that peroxidized
 DAG produced by oxidative stress acts as a key molecule in liver fibrosis.

研究分野： 実験病理学

キーワード： lipid peroxidation　lipid peroxide　protein kinase c　diacylglycerol　liver fibrosis　oxidati
ve stress　 ｍass spectrometry　hepatic stellate cell

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、これまで漠然とした傷害作用として捉えられてきた酸化ストレス傷害を、特定の機能性脂質分
子（DAG）の過酸化による特定のPKCアイソザイムの活性化と情報伝達異常、さらにはこれに対応する酸化ストレ
スシグナル抑制分子による制御応答といった分子レベルでの理解を可能とし、本研究で対象としている肝線維化
疾患ばかりでなく、酸化ストレスが関与するとされる、アルツハイマー病、パーキンソン病などの神経変性疾
患、動脈硬化症、虚血―再疎通疾患などの種々の疾患の病因の厳密な追求、解明を行う際の重要な拠点となるも
のと思われる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

（１）過酸化 DAG の特殊な PKC 活性化作用の発見 

Protein kinase C（PKC）は、イノシトール燐脂質情報伝達系の key enzyme であり、種々

の lipid mediator の中でも DAG によって活性化されることにより様々な細胞応答に重要な役

割を果たしている。我々は DAG が過酸化されることにより native DAG の約３倍の PKC 活

性化作用を持つ強力な活性化物質に変質することを証明し、脂溶性情報伝達分子（DAG）の過

酸化による PKC 過剰活性化と蛋白質リン酸化反応の異常亢進による病変発生の可能性を示し

た（Takekoshi S. et al. BBRC 217:654-660, 1995, Kambayashi Y. et al. J Clin Biochem Nutr 

41:68-75, 2007 ）。 

（２）過酸化 DAG の PKC 分子種特異的活性化と肝細胞傷害およびその生体内防御系 

生体内には活性化剤に対する感受性や局在部位などが異なる 11 種の PKC アイソザイムが

存在することが知られている。我々は、過酸化 DAG がこれら既存の PKC アイソザイムの中

でもαおよびδ分子種を特異的に強く活性化するというユニークな特性を明らかにした

（Takekoshi S. et al. Acta Histochem Cytochem 36:281-286, 2003）。さらに四塩化炭素（単

回）投与により酸化ストレスを負荷したラット肝組織では過酸化 DAG 産生が亢進するととも

に、活性化された PKCα分子種が NF-κB に結合しこれを活性化することで肝組織傷害が誘

導されることを初めて明らかにした（Toriumi K. et a. Lab Invest 93:218-229,2014）。また、

過酸化 DAG が Phospholipid Hydroperoxide Glutathione Peroxidase（PHGPx）により還元

消去されることを見出し、生体内防御因子としての PHGPx の役割を示した（Kambayashi Y. 

et al. Redox Report, 7:29-33, 2002）。 

（３）本研究の着想に至る経緯：DAG の過酸化を起点とする肝線維化病態の存在 

肝線維化のモデル動物である長期四塩化炭素投与マウスでは、肝臓内の過酸化 DAG が著明

に増加することが判明し（Takekoshi S. et al. Acta Histochem Cytochem 47:185-194, 2014）、

脂溶性情報伝達物質である DAG の脂質過酸化反応が肝線維化の起点となることが強く示唆さ

れ、本研究を着想するに至った。実際のヒトの肝線維化病変部位では、「酸化ストレスの亢進」、

「脂肪の蓄積（脂肪肝）」、「情報伝達システムの異常」が生じており、過酸化 DAG はこれらの

現象を統合的に説明しうる分子特性を有しておりヒトの線維化病態においても重要な役割を

担っているものと推察された。 

 

２．研究の目的 

酸化ストレスにより誘起される肝線維化病変の起点として「脂溶性情報伝達系の中核に位

置するジアシルグリセロール（DAG）の過酸化」と「そのプロテインキナーゼ C（PKC）活

性化作用の変質（過剰亢進）」に着目し、in vitro 培養細胞系および in vivo 動物モデル実験系

を用いて過酸化 DAG により誘導される肝線維化の分子機構を明らかにすることを目的とし

た。また、将来の臨床応用を想定し、質量分析器を用いた過酸化 DAG の高感度分析法の開発

し、過酸化 DAG の肝線維化マーカーとしての可能性、さらには過酸化 DAG を標的とする新

しい肝線維化の治療法の開発に貢献することを目指した。これらの目的達成のために下記の

（１）～（４）の課題に取り組んだ。 

（１）モデル動物を用いた過酸化 DAG を介した肝線維化の分子機構の解析 

（２）過酸化 DAG の肝星細胞（Hepatic stellate cell）活性化作用の証明 

（３）過酸化 DAG 還元消去分子による肝線維化抑制作用の解析 

（４）質量分析器を用いた過酸化 DAG の高感度精密分析法による過酸化 DAG 産生機構の解析 



 

３．研究の方法 

肝線維化モデル動物を用いて過酸化 DAG 産生と肝線維化病態の相関性を詳細に検討する。ヒ

トの肝線維化・肝硬変の病態では、肝星細胞が活性化され筋線維芽細胞化することが重要なステ

ップであると考えられている。そこで過酸化 DAG が肝星細胞の活性化しうるか、αSMA（筋線

維芽細胞マーカー）、コラーゲン等の発現を指標として初代培養肝星細胞を用いて精査した。 

（１）酸化ストレス誘導性肝線維化モデル動物における肝線維化分子機構の解析 

 肝線維化モデル動物（四塩化炭素長期投与）の肝組織における過酸化 DAG の動態を傷害部位、

さらに細胞レベルで検証した後、PKC シグナルを介してどのような機序を介して線維化を促進さ

せているかその詳細な分子機構を検証する。PKC 分子は細胞質から細胞膜へ移行して脂質と結合

することで活性化することが明らかとなっている。抗 PKC 抗体を用いた免疫組織化学法を用い

て、肝切片上の傷害、非傷害部位における PKC 分子種の細胞内局在を観察する。また TGFβ、

TIMP、炎症性サイトカインの発現を Immuno-blot 法および免疫組織化学を用いて解析する。 

（２）過酸化 DAG により惹起される肝星細胞の機能変化の解析  

初代培養肝星細胞に過酸化 DAG を作用させ、コラーゲンおよびαSMA（alpha smooth muscle 

actin、肝星細胞の活性化マーカー）を指標として肝星細胞の活性化を検証する。また、その際

の肝星細胞内の情報伝達系の変動について PKC 情報伝達系を中心に解析する。添加実験に使用

する過酸化 DAG は、ホスファチジルコリンを原料として大気中にて自動酸化させた後、ホスホリ

パーゼ C で加水分解して合成する。 

（３）過酸化 DAG 還元消去分子である Ebselen（Eb-Se）による肝線維化抑制作用の解析 

Ebselen（過酸化 DAG 還元消去分子）により過酸化 DAG によるシグナル伝達異常および線維化

促進作用が抑制しうるか解析を行う。肝線維化モデルマウスに対して CCl4 と並行して薬剤を投

与し、過酸化 DAG 産生や下流シグナル系および線維化傷害の抑制効果を検討する。加えて、in 

vitro の系においても同様の薬剤を用いることで、過酸化 DAG 誘起 PKC カスケードに伴う線維化

関連因子の発現状態を検証する。 

（４）質量分析器を用いた過酸化 DAG の高感度精密分析法による過酸化 DAG 産生機構の解析 

 トリプル四重極質量分析器を用いて過酸化 DAG の高感度精密分析法を開発し、四塩化炭

素投与肝傷害モデル動物における過酸化 DAG の動態を詳細に解析する。 

 

４．研究成果 

（１）酸化ストレス誘導性肝線維化モデル動物における肝線維化分子機構の解析 

四塩化炭素を 12 週間投与し肝線維化を誘導した肝組織中の線維化促進因子の動態を検討した。

その結果、四塩化炭素長期投与により肝線維化を呈した肝組織中では、過酸化 DAG 量（DAG-OOH）

が有意に増加していた（図１，３）。また、免疫組織化学による検討の結果、PKCα分子種が肝細

胞の膜に移行していることが判明し、PKCαの活性化が起こっていることが明らかとなった。TGF-

β mRNA の発現が著明に増加することが判明した。さらに過酸化脂質代謝産物である 4-Hydroxy-

2-Nonenal (HNE)が線維化病変部に蓄積していることが観察された（図２）。肝星細胞の活性化マ

ーカーであるαSMA およびⅠ型コラーゲンの mRNA 発現が有意に増加しており（図４、５）、四塩

化炭素長期投与肝線維化モデル動物でもヒトと同様に肝星細胞の筋線維芽細胞への活性化が起

こっていることが明らかとなった。 

（２）過酸化 DAG により惹起される肝星細胞の機能変化の解析 

マウス肝組織の初代培養肝星肝細胞に過酸化 DAG を直接作用させるとαSMA と collagen の発



現が著明に増加することが判明し、過酸化 DAG が肝星細胞の筋線維芽細胞への分化誘導能を有

することが強く示唆された。 

以上の（１）および（２）結果から、過酸化 DAG は肝細胞における肝線維化促進因子の発現を

促進するとともに、肝星細胞の筋線維芽細胞への分化を誘導することが明らかとなった。 

 

      図１ シリウスレッド染色            図２ HNE 免役染色 

 

      図３               図４              図５ 

 

 

（３）過酸化 DAG 還元消去分子である Ebselen（Eb-Se）による肝線維化抑制作用の解析 

過酸化 DAG の還元消去作用のある Ebselen（Eb-Se）を投与することにより過酸化 DAG の減少

とともに肝線維化が抑制されることが判明した（図１、２、３）。また、肝星細胞の活性化マー

カーであるαSMA およびⅠ型コラーゲンも Eb-SE 投与により減少した。さらに TGF-beta mRNA 発

現増加が抑制された。これらの結果から、過酸化 DAG が起点となって肝線維化を亢進させること

が明らかとなった。 

 

（４）質量分析器を用いた過酸化 DAG の高感度精密分析法による過酸化 DAG 産生機構の解析 

トリプル四重極質量分析器を用いて、LOOH 異性体解析法を応用した過酸化 DAG 高感度精密分

析システムの構築を試みた。その結果、酸化型 DAG およびその他の種々の血漿脂質の酸化物異性

体を高感度に分析することのできるシステムの開発に成功した。LOOH 異性体解析法はカチオン

-π電子相互作用を原理としたヒドロペルオキシド基の近傍で開裂を生じさせる方法であり、血

中の脂質過酸化物の生成メカニズムを明らかにすることが可能となると考えられる。生体中で

脂質過酸化反応を引き起こす分子（生成原因）はラジカル、一重項酸素、酵素の 3種であること

が判っているが、それぞれの生成原因によって生じる脂質過酸化物の異性体は異なっている。



我々が開発した脂質過酸化物分析システムは、脂質過酸化物の異性体の分析が可能であり、酸化

型 DAG（DAG-OOH）がどのような生成原因によって生じているか知ることができる方法である（過

酸化脂質異性体分析法）。この手法を用いて、脂質過酸化反応を介して肝線維化を誘導する四塩

化炭素投与モデル動物の肝臓中の過酸化 DAG を分析した結果、初期に脂質過酸化反応を誘導す

るのはラジカル種でありが、その後、一重項酸素（炎症細胞によって産生されることが判ってい

る）が脂質過酸化反応のドライビングフォースとなっていることが明らかとなった。これらの結

果から、脂質過酸化反応を起点とする肝線維化の病態進行には炎症細胞が重要な役割を果たし

ていることが示唆された。 

 以上の結果から、酸化ストレスにより生じる過酸化 DAG が肝星細胞の活性化を誘導し、線維化

を引き起こす事が明らかとなった。また、過酸化 DAG 高感度精密分析法（過酸化脂質異性体分析

法）を用いた検討により、肝線維化のモデル動物（四塩化炭素長期投与）の肝臓では、初期には

ラジカル反応により脂質過酸化反応（過酸化 DAG 産生）が惹起され、その後、炎症細胞から産生

される一重項酸素が脂質過酸化反応が主体となって病態を増悪させているものと考えられた。

我々が開発した過酸化 DAG 高感度精密分析法は、今後、肝線維化を初めとする様々な疾病の診断

手法として応用が大いに期待される。 
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