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研究成果の概要（和文）：オートファジー機能抑制によって核膜に蓄積する１６種類の蛋白が同定され、オートファジ
ー機能を評価するマーカーとして使用できる可能性が示唆された。臨床検体を用いた検討ではオートファジーによって
代謝されるp62の肝細胞内蓄積がNAFLDで高度に認められた。同様にNAFLDではリソソーム蛋白分解酵素カテプシンB,D,L
発現低下も観察されたことからカテプシン発現低下による蛋白分解低下がp62蛋白蓄積に関与している可能性が示唆さ
れた。病理学的肝炎症度や肝障害がp62蓄積と相関することから肝組織のp62免疫染色はNAFLDから肝発癌や肝硬変に移
行する病態であるNASHの診断にも有効であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We found that autophagic dysfunction alters the expression of nuclear membrane pro
tein. Nuclear membrane proteins increased in autophagic dysfunction might be an useful biomarker to evalua
te autophagic dysfunction. On the other hand, aggregation of p62 in hepatocytes was detected in about 65% 
of NAFLD correlatively to suppression of cathepsin B, D and L expression. In NAFLD patients, p62 aggregati
on was correlated with serum alanine aminotransferase value and inflammatory activity by NAS. These findin
gs indicate that the suppression of autophagic proteolysis by hepatic steatosis is involved in the pathoge
nesis of NAFLD.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
細胞内代謝や飢餓時の栄養供給においてオ
ートファジーは重要な細胞内蛋白分解機構
であるが、自然免疫・発癌・細胞死などにも
関与する事が最近注目されている（Simmons 
et al.,Nature Reviews Molecular Cell 
Biology 2010.）。オートファジー機能が抑制
されると細胞内への変性蛋白蓄積を誘導し
細胞内封入体を形成する(Komatsu et al. J 
Cell Biol. 2005; 169:425-434)。細胞内封
入体は臨床的にはアルコール性肝炎、非アル
コール性脂肪性肝炎、肝癌において
Mallory-Denk body として観察されることか
らこれらの疾病発症進展にオートファジー
機能異常が大きく寄与すると考えられてい
る。我々は、マウス肥満モデルにおいて肝細
胞内に蓄積した脂肪滴が①mTOR 活性化を生
じ、Beclin1 発現が抑制され飢餓によるオー
トファジー誘導が抑制される②オートファ
ジー蛋白分解能も障害されマーキングした
オートファゴソームが長期肝細胞質内に残
留することを証明した。細胞内に脂肪滴が出
現する病態（脂肪肝、アルコール性肝炎、C
型肝炎）では、オートファジー機能障害が生
じ、異常なミトコンドリアや小胞体が蓄積し、
酸化ストレス増加を介して肝障害や肝発癌
を起こすものと推測される。しかし日常臨床
において細胞内ストレスやオートファジー
機能異常を的確に評価するマーカーは乏し
く、慢性肝炎症例において肝癌や肝硬変へ移
行する症例の見極めに苦慮することが多い。
そこで我々は、オートファジー機能障害を評
価するために腫瘍マーカースクリーニング
で用いられる核膜蛋白解析に着目した。核膜
構成蛋白の変性、量的変化は細胞増殖や核内
シグナル伝達に影響を与え発癌に関与する
と考えられている。また細胞死において核膜
蛋白の非可溶成分が血中に放出されること
から非可溶性核膜蛋白は血中でも溶解する
ことなく安定しており検出されやすいこと
から新規腫瘍マーカーとして有望視されて
いる。我々はオートファジーが核膜蛋白変性
にも関与すると仮説をたてオートファジー
欠損によって変化する核膜蛋白を明らかに
することとした。 
近年、生活習慣病の増加に伴って非アルコ
ール性脂肪性肝障害（NAFLD）が増えてきて
いる。NAFLD の一部は炎症や線維化を伴い肝
硬変や肝癌に移行する非アルコール性脂肪
性肝炎（NASH）という病態に移行する。NASH
への移行にはインスリン抵抗性が関与する
ことはわかっているがNAFLDのうちどの症例
が NASH に移行するのかは臨床的に判別が困
難である。上記のとおり今までの検討によっ
て高度の肝脂肪化はオートファジー機能障
害を誘導することからオートファジー機能
障害による酸化ストレス誘導やインスリン
抵抗性が NASH 移行の背景にあるものと推測
した。ユビキチン結合タンパク質 p62/Sqstm1
は TRAF6, ERK,aPKC などのシグナル伝達を担

う多彩な分子群と相互作用するスカフォー
ルドタンパク質であるが、オートファゴソー
ム膜に結合するLC3と直接結合しオートファ
ジーにより選択的に分解されることが明ら
かとなった。オートファジー機能障害が生じ
ると p62 が細胞内に蓄積し、過剰に蓄積する
と封入体を形成することがわかっている。ま
たオートファジー機能異常によるp62蛋白蓄
積は細胞の増殖性を惹起し肝細胞を腫瘍化
させる（Inami et al. J Cell Biol. 2011）。 
そこで NAFLD における p62 発現解析は NASH
移行症例を判別する上で有効ではないかと
仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、オートファジー抑制によって発
現が変化する核膜蛋白を明らかにする。また
脂肪性肝炎モデルマウスからの肝臓からも
核膜蛋白を抽出し、オートファジー欠損によ
って誘導される蛋白がこれら疾患モデルで
も同様に増加するのかを検討し、上記蛋白の
うち病的疾患と関連性の高い核膜蛋白を選
定する。 
また肝組織や血清などの臨床検体を用い、肝
疾患によって変化するオートファジー関連
蛋白カテプシンや p62/Sqstm1 を検出し、病
態との相関を検証し、臨床的有用性を明らか
にする。  
 
３．研究の方法 

１）オートファジー欠損によって発現が変化

する核膜蛋白の同定。 

肝特異的オートファジー欠損マウス(Atg7 
F/F:MX1-Cre マウス)とコントロールマウスよ
り核膜蛋白を抽出し 2 次元電気泳動を行い、
オートファジー欠損によって発現の変化す
る核膜蛋白を決定する。オートファジー欠損
によって発現変化する核膜蛋白のうち特異
的蛋白をより選択すべく肝特異的オートフ
ァジー欠損マウス以外のオートファジー機
能障害が生じていると考えられている脂肪
性肝疾患モデルマウスにおいても同様に核
膜蛋白解析を行い疾患発症と関連性の高い
オートファジー関連核膜蛋白質を選定する。 
 
２）臨床検体を用いた慢性肝疾患の病態と相
関するオートファジー関連蛋白の同定 
NAFLD、B 型慢性肝炎、C型慢性肝炎、原発性
胆汁性肝硬変などの患者からの肝生検組織
における p62,カテプシン B,D,L,発現を免疫
組織染色によって評価する。さらに肝組織の
電子顕微鏡観察を行い肝細胞内のオートフ
ァゴソーム数をカウントし、各疾患における
オートファジー誘導とオートファジー蛋白
分解能機能を評価する。さらにオートファジ
ー機能が障害されていると考えられている
NAFLD 症例ではこれらのオートファジー関連
蛋白発現と臨床病態との関連について検討
を行い、肝炎症や肝線維化、肝機能などとの



相関を統計学的に解析する。以上の検討より
臨床応用可能な蛋白の選定を行う。 
 
４．研究成果 
 
核膜蛋白解析と発現蛋白シークエンサーに
よる発現蛋白同定 
肝特異的オートファジー欠損マウス(Atg7 
F/F:MX1-Cre マウス)とコントロールマウスよ
り核膜蛋白を抽出し2次元電気泳動を行った。
オートファジー欠損によって発現の変化す
る核膜蛋白として 26 個の候補蛋白を抽出し
た（下図参照）。 

 
 
 
 
 
 
 
蛋白シークエンサーによる蛋白解析で
SWI/SNF-related matrix-associated 
actin-dependent regulator of chromatin 
subfamily A member 5(SMARCA5)や prohibin-2
を始めとするいくつかの蛋白が同定された。
オートファジー欠損によって発現変化する
核膜蛋白は数が多いため、オートファジー機
能が低下している脂肪性肝疾患モデルマウ
スとして KKAｙマウスの肝臓とコントロール
マウス肝臓の核膜蛋白変化を検出し比較検
討した。肝脂肪化によって核膜蛋白の変化が
同様に検出された。オートファジー欠損マウ
ス肝と脂肪肝モデルマウス肝の両方で発現
が変化する核膜蛋白の中で発現が亢進する
蛋白群として１６種類の候補蛋白が抽出さ
れた。現在、すべての蛋白に対する抗体を作
成し肝特異的オートファジー欠損マウスや
脂肪性肝炎モデルマウスの肝組織を用い、免
疫二重染色を行い実際に核膜に沈着する蛋
白かどうかを検証している。今後、これらの
疾患モデルの血清中にこれらの蛋白が検出
されるかを調べる予定である。 
 
臨床検体を用いたオートファジー機能障害
と臨床疾患の解析 
非アルコール性脂肪性肝疾患、B 型肝炎、C
型肝炎、原発性胆汁性肝硬変患者の肝生検組
織のオートファジー機能障害を調べるため
に電子顕微鏡観察によるオートファジー発
現評価とリソソーム蛋白分解酵素カテプシ
ン B,D,L と p62 蛋白発現の解析を行った。 
 
 
 
 
 
 
 

 
NAFLD 肝組織の電子顕微鏡解析では、肝細胞

内に脂肪滴とともに細胞内構造物を内包し
たオートリソソームが多く観察された（前写
真参照）。他の肝疾患でも同様の解析を行っ
たところ、以下のグラフのような結果となっ
た（下図参照）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
オートファジー小体数は C 型肝炎（CHC）と
NAFLD では B型肝炎（CHB）や原発性胆汁性肝
硬変（PBC）の 2 倍以上に増加していた。コ
ントロールは慢性肝疾患のない肝切除術後
の肝組織を用いた検体であるがB型肝炎や原
発性胆汁性肝硬変はコントロールと有意差
がなかった。肥満モデルマウスを用いた検討
では高度脂肪肝ではオートファジー小体が
増加しているにもかかわらずオートファジ
ー機能が低下しp62蓄積が生じるという結果
であった。人の NAFLD でも同様の現象が起き
ているかを検証するために肝組織切片の p62
免疫組織染色を行った（下写真参照）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
NAFLDでは症例の約65％に肝細胞内p62凝集
体が観察されるのに対し、B型肝炎では約22%、
C 型肝炎では約 15％、原発性胆汁性肝硬変で
は５％に認められる程度であった（上グラフ

p62 免疫染色 NAFLD肝組織のHE染色 



参照）。以上のことから C 型肝炎ではレプリ
コン細胞を用いた今までの報告の通りオー
トファジー機能は抑制されていないものと
考えられた。一方、NAFLD では肥満モデルマ
ウスと同様にオートファジー小体が蓄積し
ているにもかかわらずオートファジー機能
が低下していることがわかった。次に肥満モ
デルマウスと同様にリソソーム蛋白分解酵
素発現低下が生じている可能性を考慮し肝
組織切片のカテプシンB,D,L免疫組織染色を
行った（下グラフ参照）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
カテプシン B、D、L発現はコントロールと比
較し NAFLD で有意な低下を認めたのに対し B
型肝炎や原発性胆汁性肝硬変ではコントロ
ール群と差がなく、C 型肝炎では、カテプシ
ン Dのみ発現が増加し、カテプシン B,L はコ
ントロール群と差がなかった。NAFLD ではオ
ートファジー機能障害とカテプシン発現低
下の両方が観察されたことから動物モデル
結果と同様に肝脂肪蓄積による蛋白分解酵
素発現低下がオートリソソーム膜分解を阻
害しオートリソソームの細胞内残留を惹起
したものと推測された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に NAFLD症例においてp62蛋白蓄積が病態
にどのようにかかわっているかを明らかと
するためにp62蓄積群と非蓄積群に分けて血
液検査データ-と肝炎症・線維化・NASH スコ
アリングシステムとの相関を検討した。p62
蛋白蓄積は血清脂質（コレステロール・中性
脂肪）、肝線維化マーカー、肝組織切片観察
による線維化スコアとは相関を認めなかっ
た。しかし p62 凝集陽性群は非陽性群と比べ
血清 AST, ALT が有意に増加しており非アル

コール性脂肪性肝炎 NASH のスコアリングシ
ステムであるNASスコアのうち肝炎症の病理
分類と相関していた（前グラフ参照）。また
免疫組織染色観察では NAFLD における p62蓄
積肝細胞は炎症細胞浸潤近傍で認められる
傾向にあったことから p62 蛋白蓄積は NASH
の特徴である肝炎症と強く関連している可
能性が示唆された。 
p62蛋白蓄積はNrf2蛋白の核内移行を惹起

し肝発癌を誘導することが報告されており、
前述のとおり肝炎症とも相関することから
NAFLD におけるオートファジー機能不全は
NASH や肝発癌への進展に寄与している可能
性があると考えられた。 
以上のことから肝組織の p62 免疫染色は

NAFLD から肝発癌や肝硬変に移行する病態で
ある NASH の診断に有効と思われた。 
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