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研究成果の概要（和文）：我々は、脂肪酸による肝細胞死を抑制する因子を検索してきた。今回の検討で、抗アポトー
シス蛋白cIAP-1が、脂肪酸によって減少し、アポトーシスが促進されることが判明した。今回の研究により、cIAP-1を
体内で調整することが、非アルコール性脂肪肝炎の治療に有用である可能性が示唆された。現在我々は、フラボノイド
の一種である、トロキセルチンの抗アポトーシス効果についても検討している。

研究成果の概要（英文）：Elevated serum free fatty acids and hepatocyte apoptosis are part of the features 
of nonalcoholic steatohepatitis (NASH). Cellular inhibitor of apoptosis (cIAP)-1 protein is an inhibitor 
of death receptor -mediated apoptosis. Aim of our study was to determine the role of cIAP-1 degradation 
during free fatty acid mediatedhepatocyte apoptosis.bcIAP-1 protein underwent degradation following 
treatment with palmitate in cultured HCC cells. SMAC mimetic JP1584, which induces rapid degradation of 
cIAP-1, significantly enhanced PA- mediated apoptosis in Mouse primary hepatocytes. However, JP 1584 did 
not sensitize primary hepatocytes from DR -/- mouse to apoptosis. These results indicated that 
degradation of cIAP-1 by PA enhances death receptor mediated pathway of lipoapoptosis. We are currently 
investigating the role of Troxerutin, a flavonoid, in FFA-mediated apoptosis. Troxerutin attenuated 
PA-mediated lipoapoptosis. We are currently investigating the mechanism that leads to this effect.

研究分野：消化器内科学
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１． 研究開始当初の背景 
(Non-alcoholic fatty liver disease) 
NAFLD の病態はメタボリック症候群の象
徴である肥満とインスリン抵抗性と深く関
わっている (Malhi H et al, Semin Liver 
Dis, 2008)。 本邦でも生活習慣の西洋化に
伴い、NAFLDは増加傾向である。 NAFLD
の病態には遊離脂肪酸による肝細胞アポト
ーシスと肝細胞の脂肪沈着が大きく寄与し
ている。脂肪酸は動物性脂肪を中心とする
飽和脂肪酸と、オリーブオイルやナッツな
どに多く含まれる不飽和脂肪酸が存在する。
飽和脂肪酸、とくに体内の組成が多いパル
ミチン酸は、肝細胞にアポトーシスを誘導
する。この現象が NAFLDの進展に関与し
ている可能性が大きい。よって、飽和脂肪
酸による肝細胞アポトーシスにかかわる因
子や、抑制する因子を検討することにより、
当疾患の病態へのより深い理解、将来的な
治療につながる可能性があると考えた。 
 
２． 研究の目的 
我々は脂肪酸による肝細胞死を抑制する因
子の検討を行うこと、その物質が作用する機
序の解明を目的として研究を開始した. 
 
３．研究の方法 
 各種培養細胞を用い、飽和脂肪酸（パルミ
チン酸）を用い刺激すした。培養ヒト肝細胞
癌株 Huh-7, HepG3, HepG2 を用い、100-800
μM の飽和脂肪酸（palmitate）または負飽和
脂肪酸で刺激した。アポトーシス抑制作用が
あると思われる物質とともに培養し細胞死抑
制の有無を検討した。また、脂肪酸刺激によ
り、減少するタンパクに、抗アポトーシスタ
ンパクが含まれていることを想定し、目的タ
ンパクをウェスタンブロットや PCR 法を用い
て検討した。アポトーシスは DAPI 染色とカス

パーゼ 3/7 活性によって確認された。 
検討物質・蛋白は以下のとおりである。
cIAP-1, cIAP-2, XIAP, Bcl-xL,トヨカマイ
シン, トロキセルチン。 
以下には有意な結果が得られたものを記載
する。  
 
４．研究成果 
 cIAP-1、cIAP-2 は古くから抗アポトーシス
タンパクとして知られていたが、飽和脂肪酸
（パルミチン酸）刺激状態の肝臓における役
割が不明であった。cIAP 蛋白をウェスタンブ
ロットで、cIAP の mRNA 発現を real time PCR
で検討した。 
検討の結果 cIAP-1、cIAP-2 双方が、Huh-7, 
HepG3, HepG2 において脂肪酸による肝細胞刺
激において減少していくことが判明した。脂
肪酸は cIAP-1 あるいは cIAP-2、またその双
方のデグラデーションを起こすことにより、

肝細胞アポトーシスを促進していくのではな
いかと推測した。そこで、cIAP-1, cIAP-2 の
shRNA を用いてそれぞれの遺伝子をノックダ
ウンし、脂肪酸に与える影響を検討した。そ
の結果、cIAP-1 shRNA 細胞株では、脂肪酸に
よる肝細胞アポトーシス感受性が上昇したの
に対し、cIAP-2shRNA 細胞株ではそのような
作用は見られなかった。よって、cIAP-1 の減
少が脂肪酸による肝細胞アポトーシスに寄与
していることが考えられた。この実験結果を
裏付けるために、cIAP-1, cIAP-2 双方のデグ
ラデーションを誘導する薬剤 (JP  
次に cIAP の減少へのメカニズムについて
検討した、mRNA についてはパルミチン酸の刺
激で有意な変化は見られなかった。したがっ
て cIAP の デ グ ラ デーションは Post 
translational modification によるものと考
えられた。事実、パルミチン酸による cIAP の
減少はプロデオソーム阻害剤である MG132 
(10μM)により抑制された。一方で、cIAP の
減少はカスパーゼ阻害剤 (QVD-OPH ,5μM)で
は抑制されなかった。これらのことからプロ
テオソームによる cIAP-1 の減少が飽和脂肪
酸によるアポトーシスに寄与していると考え
られた。プロテオソーム経路でのデグラデー
ションは、E3 ubiquitin ligase が必要であ
る、と以前に報告されていた。よって我々は、
次に、cIAP の減少が cIAP-1 の E3 ubiquitin 
ligase activity を司る RING domain に point 
mutation を導入したプラスミドを Huh 細胞
に transfection したところ、 PA によ
る cIAP の減少とアポトーシスは有意に抑制
された。これらのことより cIAP の脂肪酸刺激
による減少は、自身の RING ドメインの存在が
必須であり、脂肪酸によりプロテアソーム系
を介したデグラデーションが惹起されていた
ことが解明された。また脂肪酸による cIAP の
デグラデーションは Death receptor 5 (DR5)
依存性であり、DR5 をノックアウトした肝細
胞では、cIAP のデグラデーションは惹起され
なかった。ヒト NAFLD 肝検体においても cIAP
は正常検体とくらべ減少しており、cIAP の体
内濃度を変化させることで NAFLD が抑制され
る可能性が考えられた。 
 
また植物性フラボノイドであるトロキセ
ルチンやXBP-1阻害剤であるトヨカマイシン
にも、脂肪酸によるアポトーシス抑制効果が
存在することが明らかになった。トロキセル
チンは、フラボノイドの一種であり、抗酸化
作用などが現在までに知られている。トロキ
セルチンは濃度依存性にパルミチン酸刺激
によるアポトーシスを抑制し、NAFLD の治療
にも有用となる可能性があると考えられた。
またトヨカマイシンは小胞体ストレスを介
したアポトーシスを抑制することが判明し、



lipogenic gene の mRNA 発現抑制を介して肝
臓細胞内の脂肪滴沈着も抑制することが判
明した。小胞体ストレスの軽減が、NAFLD の
治療に有用である可能性が高いと考えられ
た。現在はマウスを用いて、上記の効果を検
討しているところであり、より臨床応用に近
い研究にも着手していく予定である、 
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