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研究成果の概要（和文）：透過性亢進を介して、細胞内のROSを上昇させた。肝細胞アポトーシスが持続しているマウ
ス肝臓では肝再生の亢進や線維化進展とともに酸化ストレスの蓄積も認めた。さらに長期飼育によって高頻度でC＞A/G
＞T変異の多い肝腫瘍が発生した。抗酸化剤投与による酸化ストレスの軽減は、持続的肝細胞アポトーシスや肝再生の
亢進、肝線維化進展を改善させなかったが、発癌率を有意に低下させた。以上より、肝細胞アポトーシス刺激はROSを
発生させ、酸化ストレスの蓄積を介した肝発癌を誘導することが示唆された。酸化ストレス抑制が、肝細胞アポトーシ
ス持続肝からの発癌抑制治療となると期待された。

研究成果の概要（英文）：Activation of the mitochondrial pathway of apoptosis increased oxidative stress 
in hepatocytes and tBid released ROS from mitochondria. Hepatocyte-specific Bcl-xL or Mcl-1 KO mice 
coursed continuous hepatocyte apoptosis with increase of reciprocal regeneration, fibrosis, inflammation 
cytokines and oxidative stress. They also developed liver tumorgenesis. Bak, Bax or Bid deficiency 
attenuated hepatocytes apoptosis, oxidative stress and tumorigenesis rate in Mcl-1KO mice. An antioxidant 
did not affect the levels of hepatocyte apoptosis, reciprocal regeneration, fibrosis and inflammation 
cytokines but attenuated oxidative stress and decreased incidence rates of HCC. These results indicated 
that continuous hepatocyte apoptosis induced accumulation of oxidative stress in their liver which 
resulted in liver carcinogenesis. This study supports a concept that antioxidant therapy may be useful 
for suppressing liver carcinogenesis in patients with chronic liver disease.

研究分野：消化器病学
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１．研究開始当初の背景 
 日本における死因で最大のものは癌によ
る死亡である。その中でも肝癌は第４位の死
亡原因であり年間 3万 5千人が亡くなってい
る。日本における肝癌の発症は、C型慢性肝
炎、B型慢性肝炎、アルコール性肝障害や非
アルコール性脂肪肝炎など各種慢性肝炎を
背景として発症する。しかしながら、慢性肝
炎の存在が肝癌を発症させる機序について
は未だ不明な点が多い。一方、これら種々の
慢性肝炎では共通して数多くの肝細胞アポ
トーシスが認められる。アポトーシスは自ら
の細胞を死に至らしめる機構であるため、
DNA などに障害を受け癌化した細胞の排除
に有用で、一般的には肝発癌を抑制する機構
として重要であると理解されている。しかし
最近、マウスの肝細胞にアポトーシスを誘導
させるだけで肝発癌が認められることが報
告された（Weber A, et al. Hepatology 2010）。
申請者も、アポトーシス抑制蛋白質である
Bcl-xLやMcl-1の肝細胞特異的ノックアウト
マウス（Alb-Cre Bcl-xL fl/fl、Alb-Cre Mcl-1 
fl/fl）では肝細胞のアポトーシスを多数認
めると報告したが（ Hikita H, et al. 
Hepatology 2009 Dec, Hikita H, et al. 
Hepatology 2009 Oct）、いずれのマウスで
も長期飼育にて高率に肝腫瘍形成を認める
ことをすでに確認していた。これらの結果は、
肝細胞におけるアポトーシスの持続自体が
肝発癌の誘発因子であることを示唆してい
る。しかし、アポトーシスの持続が発癌を誘
発する機構は依然不明である上に、アポトー
シスの抑制が結果的に肝発癌に対して抑制
的に働くのかも検証する必要があった。 
 
２．研究の目的 
ウイルス性肝炎や非アルコール性脂肪肝炎
など慢性肝炎からの肝発癌は非常に高率で
あるが、発癌機構は未だ不明な点が多い。一
方、各種慢性肝炎には共通して数多くの肝細
胞アポトーシスが認められる。そこで、本研
究課題では肝細胞アポトーシスが肝発癌を
誘発する分子機序を解明し、慢性肝炎からの
肝発癌予防に役立つ新規治療法を開発する
ことを目的として研究を行う。 
 
３．研究の方法 
[1] 持続的に肝細胞アポトーシスを認める
マウスの解析 
持続的に肝細胞のアポトーシスを多数認め
るマウス（肝細胞特異的 Bcl-xL ノックアウ
トマウス（Alb-Cre Bcl-xL fl/fl）及び肝細
胞特異的 Mcl-1 ノックアウトマウス
（Alb-Cre Mcl-1 fl/fl））を用いて、炎症性
サイトカイン、肝再生や線維化の程度、酸化
ストレス（HO-1やNQO1の発現や8-OHdGなど）
を検討した。また長期飼育での発癌率の変化
を解析する。さらに形成された発癌の遺伝子
変異をエクソームシーケンスを行い検討す
ることで、発癌誘導機序を検討した。 

 
[2] 持続的に肝細胞アポトーシスを認める
マウスのアポトーシス抑制効果及び酸化ス
トレス抑制効果の解析 
Mcl-1 ノックアウトマウスで認める炎症性サ
イトカインやケモカインの上昇、肝再生や線
維化進展、酸化ストレスの蓄積や肝発癌がア
ポトーシスの抑制で改善するかを検討した。
アポトーシスを抑制する方法として、遺伝子
改変によるアポトーシス抑制を行った。すな
わち、アポトーシス促進遺伝子（Bid、Bak お
よび Bax）をノックアウトすることで肝細胞
のアポトーシスは抑制されることをすでに
報告している（Hikita H, et al. Hepatology 
2009 Oct, Hikita H, et al. Hepatology 
2009 Dec）。そこで、Bid や Bak、Bax を欠損
した Mcl-1 ノックアウトマウスを作成し、解
析を行った。また、Mcl-1 ノックアウトマウ
スで認める酸化ストレスの蓄積が肝発癌な
どに与える影響を検討するために、Mcl-1ノ
ックアウトマウスに抗酸化剤であるNアセ
チルシステイン（NAC）を持続投与した。 
 
[3] アポトーシス刺激が酸化ストレスを上
昇させる機構の解析 
肝細胞株に Bcl-xL 阻害剤を投与すると、ア
ポトーシスが誘導されることはすでに報告
している（Hikita H, et al. Hepatology 2010）。
そこで、この方法で肝細胞株にアポトーシス
刺激を与え、細胞内の Reactive Oxygen 
Species (ROS)を測定した。また肝細胞にお
けるアポトーシスはミトコンドリアの外膜
の破壊が重要である。このミトコンドリアへ
の刺激がROSの発生源になっていないかを検
討するために、マウス肝臓より単離したミト
コンドリアにアポトーシス促進蛋白質であ
る tBID を添加して刺激した際の ROS の発生
の程度を検討した。 
 
４．研究成果 
[1]持続的に肝細胞アポトーシスを認めるマ
ウスの解析 
肝細胞特異的 Bcl-xL ノックアウトマウス及
び肝細胞特異的 Mcl-1 ノックアウトマウス 
は、持続的な肝細胞アポトーシスととも
に肝再生の亢進、TNF-αやMCP-1の上
昇、肝線維化の進展を伴い、1.5年でそれ
ぞれ 88％、100％と高率に肝細胞癌を認
めた。酸化ストレスマーカーである HO-1 や
NQO1 の発現や 8-OhdG 陽性細胞数の上昇
も認めたことから、酸化ストレスの上昇
が示唆された。アポトーシス持続マウス
で観察された癌部と非癌部をそれぞれ
HiSeq にてエクソームシーケンスを行い、
Virmid にて一塩基置換について検討し
た。1腫瘍あたり 54-101個の 1塩基変異
を認め、うち 17.8％がアミノ酸置換を伴
う置換であった。変異パターンはC＞A/G
＞T のトランスバージョンの頻度が高く、
遺伝子変異の原因として酸化ストレスの



重要性が示唆された。 
 
[2] 持続的に肝細胞アポトーシスを認める
マウスのアポトーシス抑制効果及び酸化ス
トレス抑制効果の解析 
Mcl-1 ノックアウトマウスから、アポトーシ
ス促進蛋白質である Bak を欠損させると、
肝細胞アポトーシスの持続が改善すると
ともに、線維化も改善され、代償的な肝
再生も抑制された。また、TNF-αや MCP-1
などの炎症性のサイトカイン、ケモカイ
ンの上昇も抑制した。1 年の時点で非癌
部肝組織における 8-OHdG 陽性細胞数も
減少したことから、酸化ストレスの蓄積
も軽減していることが明らかとなった。
さらに 1 年での肝腫瘍形成は、64 
(14/22)％から 0 (0/7)％へと有意に減少
した。別のアポトーシス促進蛋白質である
Bax や Bid の欠損でも同様に、持続肝細
胞アポトーシスの改善とともに、酸化ス
トレスの蓄積の軽減、肝腫瘍形成率の低
下を認めた。 
次に酸化ストレスの蓄積が肝発がんに与え
る影響を検討するために、Mcl-1 ノックア
ウトマウスに抗酸化剤NACを持続投与し、
発がんに与える影響を検討した。NAC を
投与しなかったMcl-1欠損マウスは 1年で
64%に発がんを認めた。一方で、NACを持
続投与されたMcl-1欠損マウスは、肝細胞
アポトーシスの程度、線維化の程度、肝再
生やサイトカインの上昇に関しては変化を
認めなかったが、8-OHdG陽性細胞数の低
下とともに1年における発がん率は 35%と、
有意に抑制された。 
 
[3]アポトーシス刺激が酸化ストレスを上昇
させる機構の解析 
マウス肝細胞株や初代培養肝細胞に Bcl-xL
阻害剤を投与すると、カスパーゼの活性とと
もに細胞内 ROS は上昇し、アポトーシス刺激
の持続は酸化ストレスの原因となり得るこ
とが示唆された。また、野生型マウス肝臓か
らミトコンドリアを単離し、アポトーシス促
進蛋白 tBid を投与すると、cytocrome c の放
出とともに上清中のROSが上昇した。一方で、
Bak/Bax 欠損マウス肝臓から単離したミトコ
ンドリアでは、cytocrome c の放出や、ROS
の上昇は認めなかった。よって、アポトーシ
ス刺激は、Bak/Bax 依存的にミトコンドリア
外膜の透過性亢進を誘導するが、その際に
ROS も放出され、持続的なアポトーシス刺激
により酸化ストレスの蓄積の一因になると
考えられた。 
 
以上より本研究では、肝細胞アポトーシス刺
激は ROS を発生させ、酸化ストレスの蓄積を
介した肝発癌を誘導することが示唆された。
酸化ストレスの抑制が、肝細胞アポトーシス
が持続する肝臓からの発癌抑制治療となる
ことが期待された。 
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