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研究成果の概要（和文）：肝細胞内封入体である Mallory-Denk 体（MDB）の形成に蛋白分解系の

異常が関与していた。また細胞の蛋白分解系にはオートファジーとプロテアソームが存在する

が、この両方が MDB の形成に関与していた。MDB の形成には小胞体ストレスや酸化ストレスが

関与しており、MDB 形成はそれらに対する反応と考えられた。またオートファジーの調節によ

り MDB 形成を抑制することが可能であり、オートファジーの調節は細胞内封入体の関与する疾

患の治療となり得る可能性が示された。 

 

研究成果の概要（英文）：Formation of Mallory-Denk bodies (MDB) was associated with 

abnormality of the intracellualr protein degradation system. Both proteasome and autophgy 

were associated with MDB formation. Endoplasmic reticulum stress and oxidative stress 

were related with MDB formation. MDB formation may be an adaptive response to these 

stresses. Modulation of autophagy was one of the therapeutic strategies of inclusion 

body-associated diseases including various liver diseases. 
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１．研究開始当初の背景 

 アルコール性肝障害、非アルコール性脂肪

肝炎、慢性胆汁うっ滞、ウイルソン病や肝細

胞 な ど の 肝 疾 患 に お い て 細 胞 内 に

Mallory-Denk 体(MDB)と称される封入体が形

成される。同様の細胞内封入体はパーキンソ

ン病、アルツハイマー病やハンチントン舞踏

病のような神経変性疾患にも観察される。し

かし、これらの構造物の意義、形成機構や分

解機構は明らかではない。 

 

２．研究の目的 

 MDB 形成の意義、形成機構と分解機構を明

らかとし、この構造物の関与する疾患の病態



を理解するとともに新たな治療法の開発に

応用する。 

 

３．研究の方法 

(1) 培養細胞を使用した研究 

 培養肝癌細胞にプロテアソーム阻害剤を

投与して異常蛋白の分解を阻害した。その状

態の細胞の小胞体ストレス、酸化ストレス、

オートファジー、アポプトーシスの状態と

MDB の形成をウエスタンブロット、蛍光抗体

法、GFP-LC3 の遺伝子導入や電子顕微鏡で観

察した。オートファジーの状態を 3メチルア

デニン、beclin 1 siRNA、ラパマイシンやト

レハロースで調節し、その影響を観察した。 

(2) マウスを使用した研究 

 コントロールマウスとケラチン 8(K8)トラ

ンスジェニックマウスを使用した。MDB の誘

導には 3,5-diethoxycarbonyl-1,4- 

dihydrocollidine (DDC)とプロテアソーム阻

害剤の bortezomib を使用した。MDB の形成と

肝障害の程度は HE 染色、ケラチンとユビキ

チンの蛍光抗体法、電顕ならびに免疫電顕に

て検討した。ユビキチン化蛋白の蓄積やオー

トファジーの状態はウエスタンブロットに

ても検討した。またラパマイシンやトレハロ

ースによるオートファジーの調節の影響を

検討した。 

(3) ヒト肝組織を使用した研究 

 診断のために行った肝生検組織を使用し

た。K8/18、ユビキチンならびに p62 の免疫

染色により MDB を同定した。MDB と小胞体ス

トレス、酸化ストレス、オートファジーなら

びにアポプトーシスの関連を免疫染色にて

検討した。 

 

４．研究成果 

(1) 培養細胞を使用した研究 

 培養肝癌細胞においてプロテアソームの

阻害による細胞障害(ユビキチン化蛋白の

蓄積、XBP1 にて解析した小胞体ストレス、

HNE により解析した酸ストレス、ケラチン

18 にて解析したアポプトーシス)を引き起

こす。オートファジーを亢進させるラパマ

イシンがこれらの細胞障害を抑制すること

を明らかとした。また、トレハロースが培

養肝癌細胞において beclin1 の発現亢進を

介してオートファジーを亢進させることを

明らかとし、培養細胞でのプロテアソーム

阻害による様々な障害(ユビキチン化蛋白

の蓄積、XBP1にて解析した小胞体ストレス、

HNE により解析した酸ストレス、ケラチン

18 にて解析したアポプトーシス)を改善さ

せることを見出した。 

(2) マウスを使用した研究 

 DDC を用いたマウス肝障害モデルにおい

て小胞体ストレスと酸化ストレスがその病

態に関与していることを明らかとした。プ

ロテアソーム阻害剤モデルと DDC モデルに

おけるユビキチン化蛋白の蓄積ならびに

MDB の形成がラパマイシンによるオートフ

ァジーの亢進にて抑制されることを見出し

た。 

(3) ヒト肝組織を使用した研究 

 ウイルス性肝炎でも C 型肝炎では MDB が

多く見られ、B 型肝炎では少ないこと。ま

た細胞増殖能が B 型肝炎で強いことなど両

者に様々な違いがあり病態に差があること

が明らかとなった。 
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