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研究成果の概要（和文）：肝臓は強靭な再生力を持つ臓器であるが、脂肪肝ではその再生力が障害される。特に
高度脂肪肝における肝再生障害は、肝切除術後合併症の誘因となっている。我々は、高度脂肪肝での切除後再生
過程では孤発性の細胞死と広汎な細胞死（壊死）が発症すること、この広汎細胞死が肝再生障害の誘因として重
要であることを明らかにしている。本研究課題では、高度脂肪肝再生過程における広汎細胞死の発症メカニズム
の解明を行い、ストレス誘導性転写因子ATF3が重要な役割を担うことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The liver has robust regenerative potential in response to damage, but this 
potential is impaired in hepatic steatosis. In particular, impaired liver regeneration in severe 
fatty liver is a trigger for complications after hepatectomy. We have found that solitary cell death
 and focal cell death (necrosis) occur in regenerating severe fatty liver after hepatectomy, and 
that this focal cell death is an important trigger for impaired fatty liver regeneration. In this 
study, we found that the stress response gene activating transcription factor 3 (ATF3) is important 
for regulation of focal cell death during liver regeneration in severe fatty liver.

研究分野： 肝臓学、代謝学

キーワード： 非アルコール性脂肪性肝疾患　細胞ストレス　肝再生　肝細胞死　FRET

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の核心は、「高度脂肪肝において、肝切除術後合併症の誘因となる再生障害が、どのようなメカニズムに
より発症するのか？」という学術的問いである。肝切除後合併症の発症に関与する広汎細胞死の誘導メカニズム
は、現在までに明らかにされていない。本研究成果は、広汎細胞死の制御メカニズムを明らかにしたものであ
り、高度脂肪肝における術後合併症の病態・病因の理解とともに、新規な治療法の開発に繋がる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

高度脂肪肝(60％以上の肝細胞で脂肪滴)における肝切除術後の再生障害は、肝不全などの

術後合併症を引き起こす。肝再生は、肝細胞増殖と肝細胞死により制御される。脂肪肝再生

障害は、肝細胞増殖の低下よりも、肝細胞死の増加により惹起される。実際、代表者らは、

脂肪肝での 70％肝切除後再生過程の検討を行い、肝細胞増殖障害の改善がない状態でも、

肝細胞死が抑制することにより肝再生が改善することを、明らかにしている(業績 1; 

Hepatology 2015, 業績 2; Antioxid Redox Signal 2014)。肝再生過程の細胞死として、中等

度脂肪肝(30～60％の肝細胞で脂肪滴)では孤発性細胞死が、高度脂肪肝では孤発性肝細胞死

と広汎細胞死(壊死)の両者が誘導される。代表者は、広汎細胞死の抑制によって、高度脂肪

肝の切除後肝再生障害が軽減することを見出している。このことは、広汎細胞死の発症が、

高度脂肪肝の再生障害の誘因であることを示している。一方で、肝再生過程における広汎細

胞死の発症機序は明らかではなく、高度脂肪肝の再生過程で生じる広汎細胞死の予防・治療

法も解明されていない。 

 

２．研究の目的 

本研究課題では、高度脂肪肝再生過程で生じる広汎細胞死の発症メカニズムを解明する

ことを目的とした。具体的には、１）広汎細胞死誘導における ATF3 の役割の解明、２）ATF3

による広汎細胞死制御メカニズムの解明、に取り組む。 

 

３．研究の方法 

小課題１）では、高度脂肪肝の再生障害の誘因となる広汎細胞死誘導における ATF3 の

役割を明らかにするため、ATF3 の機能阻害・機能獲得モデルを用いて行った。機能阻害に

よる検討は、肝 ATF3 ノックアウトマウス及びその同腹仔に対し、16 週間の高脂肪食負荷

により高度脂肪肝を誘導し、70%肝切除術を施し、切除後再生過程の検討を行った。機能獲

得による検討は、高度脂肪肝マウスに対し、アデノウィルスによる ATF3 の過剰発現を行い

検討した。肝障害を血中アミノトランスフェラーゼにより評価した。肝細胞死は、細胞死の

指標となる TUNEL 染色と、アポトーシス実行因子である活性型 Caspase-3 染色による組織

学的解析、及び細胞死関連因子の遺伝子発現解析・タンパク発現解析により行った。 

 小課題２）では、ATF3 による広汎細胞制御メカニズムを明らかにするため、初代培養肝

細胞に対し、アデノウィルスによる ATF3 の過剰発現を行い、細胞死関連因子の検討を行

った。また、小課題１）で特定した、広汎細胞死の誘因となる細胞死様式を、モニター可能

な FRET プローブ安定発現肝細胞株を作成し、ATF3 による作用を検討した。 

 

４．研究成果 

小課題１) 「広汎細胞死誘導における ATF3 の役割の解明」に関して、高度脂肪肝を誘導し

た肝 ATF3 ノックアウトマウスへの 70％肝切除術を行い、肝再生過程の検討を行った。肝

ATF3 ノックアウトマウスでは、高度脂肪肝切除後の血漿 ALT 値の持続的な上昇が改善し、

ネクロプトーシス誘導因子 RIPK3 の発現増強が阻害され、肝細胞死が減少すると共に広汎

細胞死が消失した（図 1）。TUNEL・活性型 Caspase-3 二重染色による解析から、アポトーシ



スと非アポトーシス細胞死の判別を行

い、ATF3 が非アポトーシス細胞死の誘導

に重要であることが明らかとなった。細

胞死関連因子の検討により、この非アポ

トーシス細胞死が RIPK3 により制御され

るネクロプトーシスである可能性が示唆

された。一方、高度脂肪肝マウスへの ATF3

過剰発現は、血漿 ALT 値の上昇、肝細胞死の

増加、RIPK3 の発現増強を来した(図２)。

TUNEL・活性型 Caspase-3 二重染色による解析

では、ATF3 により非アポトーシス細胞死が増

加することが示された。すなわち、高度脂肪

肝の再生過程における広汎細胞死が、RIPK3依

存的に制御された細胞死であるネクロプトーシス

の惹起に起因し、ネクロプトーシスの誘因として、

ATF3 発現が重要な役割を担う可能性を見出した。 

小課題２) 「ATF3 による広汎細胞死制御メカニズムの解明」に関しては、小課題１）で明らか

にしたネクロプトーシス発症における ATF3 による制御メカニズムに関して検討を行った。

初代培養肝細胞への ATF3 過剰発現は、ネクロプトーシス制御因子である RIPK3 の発現・リ

ン酸化を増加させた（図３）。クロマチン免疫沈降法・Ripk3 プロモーターアッセイにより、

ATF3 が Ripk3 プロモーターに直接結合することにより、その発現を制御することが明らか

となった。次に、ATF3 誘導性の Ripk3 発現の増加が、ネ

クロプトーシスを引き起こすかを明らかにするため、ネ

クロプトーシスを検出可能な FRET プローブを安定して

発現させる培養細胞株の作製を行った。当該 FRET プロ

ーブ発現細胞株へのATF3過剰発現は、ATF3がネクロプト

ーシスを惹起することを示した。 
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