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研究成果の概要（和文）：飽和脂肪酸は肝臓のオートファジーを阻害するが、不飽和脂肪酸はこれを改善する。
この改善効果には肝細胞の小胞体内カルシウム濃度調整機能が関連することが培養細胞の実験で判明した。この
内容は国際誌Experimental Cell Researchに掲載された。また生体内で飽和脂肪酸の濃度が上昇した場合の肝臓
の変化を、マウスに飽和脂肪酸を静脈投与する実験で調べたところ、酸化ストレス関連酵素のうちHO-1のみが上
昇することが判明した。そして肝培養細胞の実験で、HO-1が飽和脂肪酸の酸化ストレスを軽減することを見出し
た。この結果は国際誌Nutrientsに掲載された。

研究成果の概要（英文）：Saturated fatty acids inhibit autophagy in the liver, whereas unsaturated 
fatty acids improve it. Experiments in cultured cells have shown that this effect is related to the 
ability of hepatocytes to regulate calcium levels in the sarcoplasmic reticulum. This was published 
in the international journal Experimental Cell Research. In addition, when the concentration of 
saturated fatty acids in the blood was increased in vivo, only HO-1, an oxidative stress-related 
enzyme, was found to be upregulated in the liver of mice treated intravenously with saturated fatty 
acids. In experiments on cultured cells, we found that HO-1 reduces the oxidative stress induced by 
saturated fatty acids. These results have been published in the international journal Nutrients.

研究分野： 脂肪性肝疾患

キーワード： 脂肪性肝疾患　オートファジー　酸化ストレス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果は、特に脂肪性肝疾患における飽和脂肪酸の脂肪毒性の分子機序の一部を説明するものであり、飽和
脂肪酸がもたらすオートファジーの障害には小胞体内カルシウム調整機構が、酸化ストレスにはHO-1が重要な役
割を持つ可能性が確認されました。脂肪性肝疾患に対する治療薬はいまだに少なく、その病態の促進要因も明ら
かにはなっていません。今回の研究で確認された機序を標的とした新たな治療への応用が期待されます。

※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、研究者個人に帰属します。



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

非アルコール性脂肪性肝疾患(nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD)や肝細胞癌を発症し

た患者では、その血中や肝の遊離脂肪酸(free fatty acid; FFA)の量や組成が変化しているこ

とが知られている。一方で、肝細胞におけるオートファジーの機能異常が、これらの肝疾患の

病態進展に寄与していることが近年報告されるようになった。我々は、FFAが肝細胞のオートフ

ァジーを制御することに着目して研究を進めており、飽和脂肪酸がオートファジーの後期段階

を障害し、不飽和脂肪酸の同時投与で改善すること、その機序にカルシウム輸送蛋白である

sarco/ER Ca2+ ATPase (SERCA)が関与することを見出した。この現象は、飽和脂肪酸がNAFLDの

病態進展を促進することを考慮すると重要な知見と考えられた。また高濃度のn-3 系多価不飽

和脂肪酸は肝癌細胞株のオートファジーの形成を亢進し、かつ肝癌細胞死を誘導することも確

認した。癌細胞死に付随して起こるオートファジーの亢進が、細胞死の原因であるのか結果で

あるのかはいまだに議論の余地があり、重要な知見と考えられた。 

 

２．研究の目的 

 

FFA の種類と肝細胞のオートファジーとの関係性や小胞体内カルシウム量との関連性について

検討した研究報告はほとんどない。肝疾患モデルでこれらの項目を解析することで、肝細胞のオ

ートファジーを介した新たな治療戦略を見出すことが本研究の最終目的である。 

 

３．研究の方法 

培養細胞として、不死化肝細胞株 OUMS29 と肝癌細胞株 Huh7 および HepG2 を使用した。飽和脂

肪酸としてパルミチン酸、不飽和脂肪酸としてオレイン酸、多価不飽和脂肪酸としてエイコサペ

ンタエン酸を用いた。小胞体ストレス誘導剤としてツニカマイシンとピューロマイシン、SERCA

阻害剤としてタプシガルギンとシクロピアゾン酸、オートファジー阻害剤としてバフィロマイ

シン A1 を使用した。オートファジーの解析は、オートファゴソーム膜特異的タンパク質である

LC3-Ⅱと分解されるタンパク質 p62 の発現量をウエスタンブロットで比較と、赤色蛍光タンパ

ク質（mRFP）および緑色蛍光タンパク質（GFP）で標識された LC3 を発現するプラスミド (tf-

LC3; Addgene, Cambridge, MA, USA)を、FFA 投与前にトランスフェクションさせ、4%PFA で固定

して共焦点顕微鏡で解析した。細胞障害の指標として LDH release assay と cleaved caspase3

の免疫染色をおこなった。小胞体ストレスについては spliced XBP-1 とリン酸化 eIF2αのウエ

スタンブロットで評価した。小胞体内カルシウム濃度の相対的な評価方法として、タプシガルギ

ン投与後の細胞質での Fluo4-AM の蛍光強度の変化率をマイクロプレートリーダーで測定した。

In vivoの検討は、NAFLDモデルマウスとして12週間の高脂肪食(リサーチダイエット)をC57BL/6

雄マウスに食餌し、採取した血液と肝臓を解析した。また血中パルミチン酸濃度のみを上昇させ

るマウスモデルとして、既報文献(Eguchi K et al.,2012 Cell Metab)を参照し、超音波で乳化

させたパルミチン酸エチル・レシチン・グリセロール水溶液を Balb-C 雄マウスの尾静脈より投

与し、24 時間後に採取した血液と肝臓を解析した。 

 

４．研究成果 

 

OUMS29 と Huh7 に対してパルミチン酸 500μM を投与すると、若干の脂肪滴形成とともにオート

ファジーの後期段階の障害と、小胞体ストレス、細胞障害が惹起された。一方、オレイン酸 500



μMは著名な脂肪滴形成がみられたものの、オートファジーや小胞体ストレスに変化はなかった。

エイコサペンタエン酸は 500μM 投与で Huh7 にのみオートファジーの亢進、小胞体ストレスと

細胞障害を引き起こしたが、25μMでは変化がなかった（生理的な濃度は 200μM 以下）。エイコ

サペンタエン酸(n-3 系多価不飽和脂肪酸)による肝癌細胞死については、容量依存性が見られ

なかったこと、オートファジーの解析結果の再現性が乏しかったことから、他の実験を優先的に

行う方針とした。OUMS29 において、パルミチン酸によるオートファジーの障害や小胞体ストレ

ス、細胞障害は 25μM のオレイン酸、エイ

コサペンタエン酸で軽減した。この実験系

で小胞体内のカルシウム量の変化を計測す

ると、パルミチン酸(PA)で低下し、オレイ

ン酸(OA)やエイコサペンタエン酸で改善し

ていることが判明した(図 1)。次に細胞質

から小胞体へとカルシウムを取り込む唯一

の ATP アーゼである SERCA の阻害剤タプシ

ガルギンおよびシクロピアゾン酸を投与す

ると、オレイン酸やエイコサペンタエン酸

のオートファジーへの改善効果が消失した。ここで小胞体カルシウム濃度の調整阻害ではなく、

異常蛋白の蓄積を主とする小胞体ストレス誘導剤ツニカマイシンおよびピューロマイシンを投

与すると、オレイン酸やエイコサペンタエン酸のオートファジーへの改善効果は保たれたまま

であった(図 2)。この結果は、飽和脂肪酸が

惹起するオートファジーの障害に対する不

飽和脂肪酸の改善効果については、特に

SERCA による小胞体カルシウム調整機構が重

要である可能性が示唆された。この結果は

2018 年の第 3回 G-PLUS 研究会で発表し、国

際誌 Experimental Cell Research に掲載さ

れた。次に Balb-c 雄マウスの静脈からパル

ミチン酸溶液を投与し、パルミチン酸の血中

濃度を上昇させる研究成果について述べる。

パルミチン酸の投与によって有意な肝酵素の上昇はみられなかったものの、肝に若干の脂肪滴

形成をみとめるとともに、興味深いことに抗酸化酵素のうち HO-1 のみが上昇することが判明し

た(図 3)。高脂肪食食餌による NAFLD モデルマウスの肝臓でも HO-1 が上昇傾向であったことか

ら、パルミチン酸による NAFLD の病態進展に HO-1 が深く関与している可能性が示唆された。

HO-1 の役割をより詳細に検討するために、肝培養細胞 HepG2 に対して HO-1 の loss of function 

(SiRNA による HO-1 のノックダウン)および gain of function(HO-1 誘導剤である SnCl2)を施行

した条件でパルミチン酸を暴露すると、酸化ストレスはノックダウンで上昇し、SnCl2 で低下し

た。この研究結果から、HO-1 は、特に飽和脂肪酸による酸化ストレスを軽減する役割をもつこ

とが示唆され、国際誌 Nutrients に掲載された。 
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遊離脂肪酸が惹起

する肝細胞のオー

トファジーへの影

響は、その種類によ

って全く異なり、と

くに飽和脂肪酸に

よる小胞体ストレ

スとオートファジ

ー障害には小胞体

内カルシウム調整

機構が強く関わっていることが明らかになった。また飽和脂肪酸は in vivo の条件下であって

も、血中濃度の上昇が肝臓での酸化ストレスを惹起しており、これらを軽減するためには、HO-

1 が重要な役割を持つことが示唆された。 
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