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研究成果の概要（和文）： 
① オートファジーと肝細胞死 
肝特異的オートファジー欠損マウスを用いた肝虚血再還流モデル、アセトアミノフェン肝障害
モデル、肝部分切除後再生モデルの検討によりオートファジーが肝保護的に作用すること、肝
再生においても重要な役割を果たすことが明らかとなった。以上より様々な肝病態においてオ
ートファジーは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
治療法開発は肝疾患治療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 autophagy-deficiency enhances liver injury after ischemia-reperfusion or 
acetaminophen treatment, moreover, loss of autophagy blunts regeneration of the liver 
after partial hepatectomy. These findings indicate that autophagy plays a pivotal role on 
maintaining liver homeostasis in various liver diseases. 
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１．研究開始当初の背景 

細胞の新陳代謝や飢餓における栄養源確保に

対し細胞内蛋白分解機構としてオートファジ

ーは重要な役割を果たすことが知られている

が、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関与している事

が注目されている。例えば C 型肝炎ウイルス

(HCV)複製にオートファジーが関与し、オー

トファジーの蛋白分解を抑制すると HCV 複

製が抑制されるがわかっている。また一方で

は、脂質代謝にもオートファジーが関与する

ことが示唆されてきている。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
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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 肝特異的ノックアウトマ

ウスを用いた肝疾患モデル作成と解析は肝病

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

肝病態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）肝虚血再還流モデルにおいてオートフ

ァジー欠損が肝障害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）薬物性肝障害モデル（アセトアミノフ

ェン投与）における肝細胞死・ミトコンドリ

ア障害にオートファジーが関与するのかに

ついて明らかにする。またオートファジー抑

制に伴って異常ミトコンドリアの蓄積や酸

化ストレスの変化が生じるかどうかを明ら

かとする。 

（３）肝部分切除後肝再生モデル 

肝再生におけるオートファジーの役割を明

らかとする。 

 

３．研究の方法 

(1)オートファジー欠損マウスを用いた肝虚血再

還流モデルの解析。 

肝特異的オートファジー欠損マウスと Wild 

type マウスを使用し、開腹手術後に門脈左

分枝を 30 分間クランプし、その後解除する。

クランプ解除後経時的に血清や肝組織をサ

ンプリングし、血清ＧＰＴ測定や肝組織ＨＥ

染色標本観察にて肝障害を評価した。また肝

細胞アポトーシスを肝組織ＴＵＮＥＬ染色

とウエスタンブロット法によりカスパーゼ

３，７活性化を評価した。また炎症性サイト

カイン TNFαと IL-1β産生をリアルタイム

RTPCR にて評価した。 

(2)アセトアミノフェン肝障害モデル 

肝特異的オートファジー欠損マウスとコン

トロールマウスにアセトアミノフェンを腹

腔内投与し肝組織を血清 ALT 測定と肝組織

HE 染色にて評価した。また肝細胞内オート

ファゴソーム発現を調べるために電子顕微

鏡観察とＬＣ３発現をウエスタンブロット

法にて評価した。さらにそれぞれのマウスか

ら肝細胞を単離し、アセトアミノフェンを添

加しＲＯＳ産生やミトコンドリア膜電位異

常を H2DCFDA や JC-1 色素を使用し共焦点蛍

光顕微鏡観察にて評価した。また肝細胞質の

cytochrome C 発現やカスパーゼ３，７、Ｊ

ＮＫ活性化をウエスタンブロット法にて評

価した。さらに肝細胞アポトーシスとネクロ

ーシスを蛍光色素ラベリング AnnexinV 抗

体と propidium iodide を用いたフロー

サイトメトリーにて評価した。 

(3)肝再生モデル 

肝特異的オートファジー欠損マウスとコン

トロールマウスで７０％肝部分切除を行い、

経時的に肝組織をサンプリングし肝組織

BrdU 染色や肝 LC3, cyclinD 発現をウエス

タンブロット法によって定量した。 

 

４． 研究成果 

(1) 肝虚血再還流モデルの解析 

コントロールマウスでは、虚血再還流 2 時間

後に肝障害がピークとなり、肝細胞の細胞質

内にオートファジーが強く誘導された。 

一方、オートファジー欠損マウスでは、虚血

再還流による肝障害がコントロールと比較

し増悪していた。 



 

 

 

 

コントロールマウスでは虚血再還流後、肝組

織内に TUNEL 陽性細胞が出現し、カスパー

ゼ３の活性化が認められたが、オートファジ

ー欠損マウスではTUNEL陽性細胞の増加と

カスパーゼ３の活性化がコントロールマウ

スと比較し有意に増加していた。以上のこと

から虚血再還流によって誘導されるオート

ファジーは肝細胞死を抑制し肝保護的に作

用するものと考えられた。炎症性サイトカイ

ンの評価では、コントロールマウスと比較し、

オートファジー欠損マウスでは虚血再還流 2

時間後の肝組織中 TNFαと IL-1βmRNA 発

現が強く誘導されていた。以上よりオートフ

ァジーは虚血再還流による肝障害に臓器保

護的に作用していると考えられた。この背景

には免疫細胞活性化の制御も関与している

可能性が示唆された。 

(2)アセトアミノフェン肝障害モデル 

コントロールマウス（Atg7F/F）では、アセト

アミノフェン投与により電子顕微鏡観察下

では肝細胞質内にオートファゴソーム増加

が認められ肝組織中 LC3-II 蛋白発現の増加

が確認された。 

 

 

オートファジー欠損によりアセトアミノフ

ェン投与後の血清中 ALT 濃度増加や肝細胞

のアポトーシスとネクローシスがともに増

加した。 

さらにオートファジー欠損によってアセト

アミノフェン投与後の肝組織中JNK活性化、

Caspase3 活性化と肝細胞質中 cytochrome c

発現が有意に増加した。 

 

 
単離肝細胞を用いた in vitro 実験でもオート

ファジー欠損によりアセトアミノフェン添



 

 

加後の肝細胞死は増加し ROS 産生も確認さ

れた。一方、JNK inhibitor や ROS inhibitor

により細胞死は抑制された。 

以上の結果からアセトアミノフェン投与後

に誘導されるオートファジーは ROS 産生や

JNK 活性化を抑制し細胞保護的に作用して

いるものと推測された。薬物性肝障害は近年

増加してきている肝障害の一つであるが、発

症機序について複雑で詳細は不明なままで

ある。特に脂肪肝では薬剤による肝障害のリ

スクが増加することが報告されており、脂肪

滴蓄積はオートファジー機能を障害するこ

とより、臨床的に確認されている事象がオー

トファジー機能障害と密接に関連している

ものと推測される。本研究の結果も加味する

と薬物性肝障害発症にオートファジーは重

要な役割を果たしているものと強く想定さ

れ、臨床において治療的ターゲットとして有

望であるものと考えられる。  

(3)肝再生モデル 

コントロールマウスでは 70％部分肝切除 12

時間後に肝細胞質内にオートファジーが強

く誘導され、LC3 発現も増加した。一方、肝

細胞増殖の評価に関しては 24 時間後に肝細

胞の約 10％が BrdU 染色陽性となった。 

しかしオートファジー欠損マウスでは肝切

除 24 時間後の BrdU 染色陽性細胞数はコン

トロールの約 1/10 に減少した。肝切除 48 時

間後に cyclinD 発現はコントロールマウスで

は約 6 倍に増加したが、オートファジー欠損

マウスでは増加しなかった。 

以上のことからオートファジーは肝切除後

の肝細胞増殖において重要な役割を果たし

ていると考えられた。 

（総括） 

これらの検討より、肝虚血や薬物性肝障害に

おける肝障害抑制と肝再生においてオート

ファジーは重要な役割を果たしていること

がわかった。胆汁うっ滞性の病変や肥満や飲

酒を背景とした脂肪肝があるとオートファ

ジー機能が障害されることが報告されてお

り、これらの疾患背景がある患者では肝移植

や薬物投与により肝不全が惹起されること

が臨床的に明らかとなっている。このような

病態の詳細な機序については詳細は不明で

あるがオートファジー機能障害が関与して



 

 

いるのかもしれない。オートファジーを標的

とした新規治療開発はさまざまな肝病態改

善に対し有用である可能性が示唆された。 
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