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研究成果の概要（和文）：非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）では酸化ストレスが病理進展機序の一端を担うと考
えられるが、その詳細は未だ不明のままである。酸化ストレス傷害の一様式である肝細胞風船様変性は、非アルコール
性脂肪性肝炎（NASH）診断の要件となっているが、判別に難渋することが稀でない。本研究はユビキチン免疫組織化学
染色の併用がNASH病理診断に有用であることを示した。さらに其の様にして正確に診断されたNASH/NAFLD組織標本にお
いて、スカベンジャー受容体を介しマクロファージに取り込まれる酸化リン脂質の局在が腫瘍壊死因子産生と密接に関
連することが示され、酸化ストレス悪循環回路形成の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Although oxidative stress is recognized to contribute to the development and progr
ession of nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD), detailed pathologic mechanisms are still obscure.  Bal
looning degeneration, which is considered to be a manifestation of oxidative injury, is required for diagn
osis of nonalcoholic steatohepatitis (NASH).  However, identification of ballooned hepatocytes is not easy
 even for expert pathologists.  The present study indicated usefulness of ubiquitin immunostaining as a co
mplementary diagnostic tool for NASH/NAFLD.  Furthermore, in liver specimens diagnosed as NASH/NAFLD corre
ctly by this diagnostic procedure, a close association between macrophage scavenger receptor-mediated oxid
ized phospholipid accumulation and tumor necrosis factor alpha production in macrophage was shown immunohi
stochemically.  The result suggests a possibility that a vicious circle of oxidative stress is formed in l
ivers of NASH/NAFLD.
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１．研究開始当初の背景 

(1) 嘗てアルコールの過剰摂取によらない
肝臓の脂肪化は、全くの良性〜適応反応の範
疇、すなわち真の「病気」ではないと見なさ
れ、ほとんど注目されてこなかった。しかし
ながら 1980 年 Ludwig による非アルコール性
脂肪性肝炎（NASH）の提唱以来、非アルコー
ル性脂肪性肝疾患（NAFLD）の疾患概念が形
作られ、メタボリックシンドローム（MS）患
者の増加も相俟って、MS の肝臓における表現
型であること、即ち「病気」としての認識が、
ここ数年急速に広まっている。 

(2) MS関連疾患の代表である動脈硬化症との
疾患背景の類似性から、NASH／NAFLD の進展
機序には、高脂血症や高血糖に基づく諸因子
の刺激により活性化したマクロファージ
（Mø）の関与が強く示唆されている。Møは細
胞表面に発現するスカベンジャー受容体
（SR）を介して種々の血中物質や細胞塵など
を取り込み、これらを処理する。NAFLD にお
いても酸化ストレスにより傷害を受けた肝
細胞の処理機構に関与すると考えられるが、
一方で活性化 Møはそれ自体が酸化ストレス
発生源であり、肝細胞傷害をさらに促進して
いる可能性がある。 

(3) 酸化ストレスに基づくNAFLD特異的な肝
細胞傷害の様式として風船様変性が知られ
ており、NASH 診断の要件となっている。風船
様変性は細胞質の淡明化を伴った、正常肝細
胞の1.5倍をこえる肝細胞の変性腫大と明確
に定義されているが、判別に苦慮するケース
も稀ではない。このNASH診断の難しさがNASH
／NAFLD の病態および疾患機序解明を阻む大
きな要因となっている。 

(4) 上述の如く、酸化ストレスは NAFLD の発
症・進展に中心的な役割を果たすと考えられ
ているが、病理メカニズムへの関与の詳細は
不明のままである。数多くの要因の関与が示
唆されており、強力な炎症性サイトカインで
ある腫瘍壊死因子（TNF）-αは最も重要な因
子の１つと理解されている。TNF-αによる酸
化ストレスが肝細胞に酸化傷害を与え、傷害
細胞・細胞塵中の過酸化脂質（酸化リン脂
質；oxPL）は SRを介して Møに取り込まれる。
その結果 Møはさらに炎症傷害性を強め、
NAFLD 進展に深く関与すると推察される。 
 
２．研究の目的 

(1) NAFLD の風船様変性肝細胞中に観察され
る Mallory-Denk 小体（MDB）に着目し、その
免疫組織化学的検出法であるユビキチン染
色の NASH 診断における有用性を検証する。 

(2) 上記により、より精緻な診断の再検討が
行われた NAFLD 患者肝組織を用いて、活性化
Møの NAFLD 病理メカニズムへの関与を、特に
SRを介した MøによるoxPL取り込みと炎症性
サイトカイン TNF-a 産生を軸に、究明する。 

３．研究の方法 

(1) ユビキチン染色有用性の検証 

① NAFLD 患者 30 名（女性 23 名，男性 7名；
年齢 60±12 歳）から得られた肝生検組織を
対象に、以下の病理組織学的および免疫組織
化学的検索を施行した。 

② 肝組織は採取後に緩衝ホルマリンで固定
し、パラフィン包埋薄切片とした。作成され
た切片は形態学的観察のための通常染色（ヘ
マトキシリン・エオジン染色，アザン・マロ
リー染色）ならびに抗ユビキチン・ウサギポ
リクローナル抗体（DAKO 社製；400 倍希釈）
および抗サイトケラチン 18・マウスモノクロ
ーナル抗体（DC10，DAKO 社製；希釈済抗体）
を用いた免疫組織化学に供した。 

③ 疾患の組織学的重症度はMatteoni分類お
よび NAFLD 活動性スコア（NAS）により評価
した。ユビキチン陽性の肝細胞内封入体は、
無(0)、少数(1)、多数(2)の３段階評価を行
った。相関性の有無の分析には，ノンパラメ
トリック検定法であるスピアマン順位相関
検定を用いた． 
 
(2) Mø における oxPL 局在と TNF-α産生 

① 上記のユビキチン陽性封入体の検討によ
り NASH／NAFLD の診断を確定でき、さらに検
討に必要な十分枚数の薄切片を確保し得た
肝生検標本に対し、以下の免疫組織化学染色
を行った。 

② 各種炎症細胞マーカーに加え、抗 oxPL 抗
体（Avanti Polar Lipids 社製）および抗
TNF-α抗体（abcam 社製）を用いた免疫組織
化学単染色／二重染色を行った。染色陽性細
胞数は画像解析ソフト（MacScope、三谷商事）
を用いて計測し、NAS や臨床データとの関連
性の有無を調査した。データ分析にはスピア
マン順位相関検定（Rs）を使用した。 
 
４．研究成果 

(1) ユビキチン染色 

① 30症例中22例はMatteoni type 4のNASH、
風船様変性が典型的でなく若干不明瞭であ
ったため NASH 疑いとされたものが 3 例、そ
して 4例は Matteoni type 2 の単純性脂肪肝
であった。残る 1例は肝硬変であり、恐らく
burnt-out NASH であると考えられた。NAS 平
均値(±SD)は 4.8(±1.8)、線維化 stage の平
均は 2.3(±1.1)であった。 

② 形態学的に検知可能な MDB は 30例中 6例
のみであった。対照的にユビキチン陽性封入
体は、MDB よりも多くの 22 例に認められた。
ユビキチン陽性封入体は症例個々において
も MBD より多数、主として風船化肝細胞中に
検出された（図１A,B）。サイトケラチン 18
陽性であり、本質的には MDB と同一物と考え



られた（図１C）。さらにユビキチン陽性封入
体の存在は、肝細胞の風船様変性ときわめて
密接に関連した（図２）。 

 
図１．MDB とユビキチン陽性肝細胞内封入体． 
NASH 肝組織において，ユビキチン陽性肝細胞内封入体（B
矢印；抗ユビキチン抗体を用いた免疫染色）は MDB（A
矢印；ヘマトキシリン・エオジン染色）よりも数多く観
察される．同封入体はサイトケラチン 18 陽性（C矢印；
抗サイトケラチン 18 抗体を用いた免疫染色）を示し，
本質的には MDB と同一物と考えられる． 
 

 

図２．ユビキチン陽性肝細胞内封入体と肝細胞風船様変
性の関連性． 
ユビキチン陽性肝細胞内封入体と肝細胞風船様変性の
間には有意な相関性が認められた（Rs=0.65, p<0.001；
スピアマン順位相関検定）．赤：NASH，淡紅：NASH 疑診，
灰色：burnt-out NASH，白：単純性脂肪肝． 

 
③ 先述の NASH 疑診３例および burnt-out 
NASH 肝硬変の１例では、ユビキチン陽性封入
体の検出により、NASH の診断をより確定的な
ものとすることができた（図３,４）。 
 

 

図３．NASH 疑診例． 
通常染色（A：ヘマトキシリン・エオジン染色，B：アザ
ン・マロリー染色）では NASH と診断確定できなかった
症例．脂肪化，炎症反応，線維化は見られるものの肝細
胞風船様変性が明瞭でなく，疑診にとどまったが，ユビ
キチン陽性肝細胞内封入体の検出（C：抗ユビキチン抗
体を用いた免疫染色）により最終的に NASH と診断し得
た． 
 

 

図４．肝硬変／burnt-out NASH 症例． 
完成した肝硬変（B：アザン・マロリー染色）であり，
脂肪化も消褪しているため（A：ヘマトキシリン・エオ
ジン染色）肝硬変の原因を特定出来なかったが，ユビキ
チン陽性肝細胞内封入体の検出（C：抗ユビキチン抗体
を用いた免疫染色）により burnt-out NASH であること
が強く示唆された． 

 
(2) oxPL と TNF-α 

① NAFLD 肝組織において oxPL は、脂肪化肝
細胞および Mø/クッパー細胞（図５A）にその
局在が観察され、脂肪化肝細胞の酸化傷害過
程および血中酸化脂質の取り込み・細胞内蓄
積を反映すると考えられた。oxPL 陽性細胞数
（41±21/mm2）は NAS との間に有意な相関を
示した（図５B）。 

 
図５．NAFLD 肝組織における oxPL 局在． 
A：抗 oxPL 抗体を用いた免疫染色．脂肪化肝細胞（inset）
および Mø/クッパー細胞が陽性（茶色）を呈している． 
B：oxPL 陽性細胞数と NAS の関連性（Rs=0.45, p=0.023；
スピアマン順位相関検定）．青:NASH，白:単純性脂肪肝． 
 

② TNF-α は Mø/クッパー細胞に発現してお
り（図６A）、陽性細胞数（5.1±3.3/mm2）は
NAS（図６B）および血中アミノトランスフェ
ラーゼ値 [ALT (Rs=0.60; p=0.002) / AST 
(Rs=0.55; p=0.005)] と相関した。 

 
図６．NAFLD 肝組織における TNF-α局在． 
A：抗 TNF-α抗体を用いた免疫染色．Mø/クッパー細胞が
陽性（茶色；矢印）を呈している． 
B：TNF-α陽性細胞と NAS の関連性（Rs=0.65, p=0.001；
スピアマン順位相関検定）．緑:NASH，白:単純性脂肪肝． 
 



③ TNF-α陽性細胞数はまた、oxPL 陽性細胞
数との間にも有意な相関（図７B）を示し、
TNF-α 発現マクロファージ／クッパー細胞
のほとんどが oxPL 局在を伴い免疫染色二重
陽性像を呈した（図７A）。 

 
図７．NAFLD 肝組織における oxPC と TNF-αの関連性． 
A：抗 TNF-α抗体（赤）および抗 oxPL 抗体（茶）を用い
た免疫二重染色．oxPL 陽性 Mø/クッパー細胞のほとんど
が TNF-α陽性を呈している（矢印）． 
B：oxPL陽性細胞とTNF-α陽性細胞との相関性（Rs=0.41, 
p=0.037；スピアマン順位相関検定）．緑:NASH，白:単純
性脂肪肝． 
 

④ 以上の研究結果は、NAFLD 肝組織における
oxPL 局在と TNF-α 発現との密接な関連性を
明らかにし、さらに両因子の相互連関による
酸化ストレス悪循環回路形成が NAFLD／NASH
の発症・進展プロセスに関与している可能性
を示していると考えられた。 
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