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研究成果の概要（和文）：酸化ストレス下で産生される低分子アルデヒドのアクロレインは、アセトアミノフェン誘導
性肝障害の増悪因子であることが、特異的な抑制剤を用いた実験から明らかになった。また、ネクローシスDNA断片化
酵素DNaseγは、DNaseⅠと強調し、DNA分解による死細胞の速やかな除去と隔離により、アクロレインによる損傷を抑
制するこが、DNaseγ遺伝子欠損マウスの解析から明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Using specific inhibitors, we revealed that Acrolein, a low molecular-weight 
aldehyde produced under oxidative stress, is an exacerbation factor of acetaminophen-induced liver 
failure in mouse. From the analysis of DNase γ gene knock-out mouse, we also found that DNase γ 
cooperates with DNase I in inhibiting the liver failure by accelerating DNA degradation and 
sequestration/removal of dead cells.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
細胞死は大きくアポトーシスとネクローシ
スの二つに分類される。細胞死の際の 180bp
の DNA断片化はアポトーシスの指標とされて
いる。我々はこれまで、アポトーシス時に見
られるのと同様のDNA断片化がネクローシス
の際にも見られることがあり、それを司って
いる酵素の一つが DNaseγであることを明ら
かにしてきた。DNaseγは DNaseⅠファミリー
に属する分泌蛋白で、DNaseⅠと同様にネク
ローシス細胞のDNAの分解に関与すると考え
られているが、局在も含め、使い分けに関し
ては明らかになっていなかった。生体内での
DNaseγの機能を解析するために DNaseγ遺
伝子欠損マウス（KO マウス）に解熱鎮痛剤ア
セトアミノフェンを大量投与し、肝細胞ネク
ローシスを誘導したところ、野生型マウスに
比べ KO マウスでは感受性が亢進していた。
アセトアミノフェンによる肝障害の原因と
しては、アセトアミノフェン代謝産物 N-アセ
チル-p-ベンゾキノンイミン（NAPQI）による
グルタチオンの枯渇と、その結果生じる酸化
ストレスが原因と言われてきたが、その実体
に関しては不明な点が多かった。我々のこれ
までの解析の結果、酸化ストレスに伴い細胞
内で産生される低分子量不飽和アルデヒド
であるアクロレインが肝障害の原因の一つ
である可能性が示唆された。しかしながら、
アクロレインによる肝毒性と、DNaseγによ
るDNA断片化の関係については明らかになっ
ていなかった。 
 
２．研究の目的 
酸化ストレスに伴い細胞内で産生される低
分子量不飽和アルデヒドであるアクロレイ
ンがアセトアミノフェンによる肝障害の原
因の一つであることを明らかにするととも
に、DNaseγKO マウスのアセトアミノフェン
感受性の原因をDNA断片化の観点から考察す
ること、さらにはネクローシスの際の DNase
γと DNaseⅠの使い分けを明らかにすること
を目的にした。 
 
３．研究の方法 
野生型マウスならびに DNaseγ遺伝子 KOマ
ウスに解熱鎮痛剤アセトアミノフェンを大
量投与して、肝細胞ネクローシスを誘導する。
その際にアクロレインの阻害剤を同時に投
与し、症状の改善の有無を検討する。解析に
は生化学的解析、組織染色、顕微鏡観察を行
う。またマウス血清中の DNase γ と DNase
Ⅰ活性を別々に測定し、その作用の違いを検
討する。 
 
４． 研究成果 
(1)薬剤性肝障害におけるアクロレインの関
与 
アクロレインは酸化ストレスに伴い細胞内
で産生される低分子量不飽和アルデヒドで

あるが、極めて細胞毒性が強い。アクロレイ
ンは反応性が高く、色々なタンパクと結合す
ることが知られていて、特にタンパクのリジ
ン残基に結合しやすく、それを認識する抗体
も開発されている（抗アクロレイン付加物抗
体）。この抗体を用いて肝臓ホモジネートの
ウェスタンブロット解析を行ったところ、ア
セトアミノフェン肝障害を誘導したマウス
ではアクロレイン付加タンパクの産生が増
加していた。さらにアセトアミノフェン肝障
害誘導時に、アクロレインの阻害剤である 2-
メルカプトエタンスルホン酸ナトリウム
(MESNA)、システアミン、N-ベンジルヒドロ
キシルアミン (NBHA)を投与すると、いずれ
の阻害剤によっても、アセトアミノフェン誘
導性肝障害は劇的に改善した。また培養細胞
に対するアクロレインの細胞毒性も MESNA、
システアミン、NBHA のいずれかの存在下では
特異的に抑制されることからも、薬剤性肝障
害におけるアクロレインの関与は明らかで
ある。これまでアセトアミノフェン誘導性肝
障害の原因はアセトアミノフェンの代謝産
物NAPQIによる細胞毒性が主たる原因と言わ
れてきたが、実はこれは一次損傷の原因であ
り、さらなる損傷の拡大は、引き続いて生じ
る酸化ストレスと、その副産物であるアクロ
レインによる二次損傷に因ることが示唆さ
れた。アクロレインによる二次損傷は脳梗塞
の場合でも起こることが知られていること
から、広く一般的な壊死を伴う病気の場合、
アクロレインによる二次損傷は必須と考え
られる。したがって、アクロレイン阻害剤を
うまく使うことにより重症化が防げる疾患
がかなりあるのではないかと予想される。 
 
(2)ネクローシスDNA断片化酵素DNaseγの生
理的機能 
アセトアミノフェンによる肝障害を誘導し
たマウスの肝組織染色を行うと、KO マウスで
はネクローシス細胞の核が残存し、死細胞の
除去が遅延していた。また上記で用いた抗ア
クロレイン付加物抗体で免疫組織染色を行
うと、壊死部位に一致してアクロレイン付加
物を認めた。このことから、野生型マウスに
比べて KO マウスでアセトアミノフェン肝障
害が亢進するのは、アクロレインの産生原と
なっている壊死細胞が、除去されずにその場
にとどまるためであろうと予測された。逆に
野生型マウスではDNA断片化により核および
細胞の崩壊と遊離が亢進し、壊死細胞の周辺
細胞からの隔離によってアクロレインの拡
散が防がれているものと考えられた。したが
って DNaseγの生理的意義は、DNA 断片化に
よる死細胞の速やかな除去と隔離により、二
次損傷を抑制し、再生を促す点にあるものと
思われる。また DNA 断片化により遊離するヌ
クレオソームにアクロレインが捕捉されて
中和される可能性も示唆された。 
 
(3) DNase γと DNaseⅠの使い分け 



DNase γ は DNaseⅠファミリーに属する分
泌蛋白で、DNaseⅠと同様に、ネクローシス
細胞の DNA の分解に関与する。DNase γ と
DNaseⅠ、いずれの遺伝子の欠損によっても
SLE 様の自己免疫疾患を発症することが、最
近明らかになっている。DNaseⅠは血液中の
主要な DNA 分解酵素であり、死細胞 DNA の分
解を担っていることは良く知られている。こ
れまでの我々の研究から、DNase γも血液中
に存在し、DNA の分解を担っていることが明
らかになったが、DNaseⅠと DNase γの使い
分けに関しては不明な点が多かった。今回、
我々は血液中に存在するこの二つの酵素の
活性を、わずか 1 μl の血清を使って簡単に
区別できる方法を確立した。その結果、次の
事実が明らかになった。ネクローシス初期の、
比較的クロマチンの変性が進んでいない状
況にあっては、DNase γがまずリンカー部位
に作用してこれを切断し、DNA を断片化する。
ネクローシスが進行し、プロテアーゼが働く
ようになるとヒストンが分解され、DNA が漏
出する。すると今度は DNaseⅠが作用し、 
DNase γによって断片化された DNAをさらに
細かく分解する。すなわち、DNase γと DNase
Ⅰには時間・空間的な使い分けがあり、段階
的に作用することで死細胞DNAが効率よく分
解されていることが明らかになった。実際、
生体内ネクローシス誘導系であるマウス薬
剤性肝障害モデルやストレプトゾトシンに
よる膵臓 β 細胞壊死モデルで検証すると、
DNase γ遺伝子改変マウスではネクローシス
の際の DNA 分解が明らかに抑制されていた。 
 
(4) ネクローシス研究の応用―牛乳房炎の
早期診断法の確立 
細菌感染に起因するウシ乳房炎は酪農経営
に甚大な損失を与えていることから、その迅
速な診断治療は酪農全体にとって最も重要
な課題である。現在、乳房炎の診断には体細
胞数（SCC）の測定や、カリフォルニアマス
タイティステスト（CMT）が用いられている
が、簡便性や感度の点で改善の余地がある。
また治療には抗生物質の投与が一般的であ
るが、残留性や薬剤耐性菌の出現が危惧され
ていて、抗生物質に代わる治療法の確立が期
待されている。このためにも、新たな診断治
療の標的の同定は喫緊の課題である。 
核内蛋白 HMGB1 は、重篤なヒト炎症疾患、
たとえば敗血症などの血清中の新規マーカ
ーとして、最近注目をあびている分子である。
HMGB1 は本来核内に在ってクロマチンの構造
維持や転写制御を行っているが、細胞が傷害
され、ネクローシスに陥った場合は細胞外へ
漏出する。また炎症局所で活性化されたマク
ロファージや好中球は積極的にHMGB1を放出
し、さらに炎症を増悪させると考えられてい
る。したがって HMGB1 は炎症誘発物質として
の側面も有していて、炎症治療の標的として
有望視されている。 
我々はウシ乳房炎における HMGB1 の関与を

想定し、これまでに 8頭の乳房炎牛と 4頭の
健常牛の乳汁を材料に ELISA 法で乳汁中の
HMGB1 量の定量を行い、体細胞数と HMGB1 濃
度には正の相関があることを明らかにして
いる（n=12、 r =0.98）（Furukawa et al. Vet 
Res Commun. 2011 ）。今回さらに生黄色ブド
ウ球菌を１頭のウシの１分房に投与し、無処
理分房と比較したところ、投与翌日から投与
分房由来の乳汁中のHMGB1量ならびに体細胞
数の増加が認められ、HMGB1 量と乳房炎重症
度の相関の再現性を確認することができた。
乳汁中のHMGB1は細菌感染で壊死した乳腺細
胞と、浸潤した好中球由来と考えられ、乳房
炎重症度を正確に反映しているものと考え
られる。したがって HMGB1 はウシ乳房炎の早
期診断マーカーとして、また治療の標的とし
ても有望な分子であることが示唆された。 
さらに HMGB1 量の定量には現在、市販の
ELISA キットを用いているが、極めて高価で
あり、煩雑で時間もかかることから、簡便な
方法の開発が急務である。そこで HMGB1 がヘ
パリンに結合することを利用し、ヘパリンビ
ーズに結合させた HMGB1 を FACS で解析する
方法を検討した。その結果、約 1 ng の HMGB1
が存在すれば FACS で解析できることが明ら
かになった。この感度は ELISA の感度に匹敵
し、しかも反応時間も操作も ELISA に比べて
はるかに簡略化でき、アッセイ方法としては
有用な方法であると考えられる。 
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