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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)、ウイルス性肝炎やウイルソン病などの病態
には肝細胞での小胞体ストレス(ER stress)が関与していた。
　飽和脂肪酸によるER stressによってオートファジーが障害されており、不飽和脂肪酸や分子シャペロンが治
療となると考えられた。銅による酸化ストレスとER stressを介した細胞障害があり、これは、亜鉛、抗酸化剤
や分子シャペロンにより回避された。

研究成果の概要（英文）：   Endoplasmic reticulum stress (ER stress) of hepatocytes is demonstrated 
in patients with non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), viral hepatitis () and Wilson disease. 
Saturated fatty acids induce ER stress and inhibit autophagic flux. Unsaturated fatty acid or 
chemical chaperones cancels this phenomenon. Wilson disease is also associated with ER stress of 
hepatocytes demonstrated by the electron microscopy. Copper induced oxidative stress and ER stress 
in cultured cells of both hepatic origin and non-hepatic origin. Zinc and chemical chaperones cancel
 copper induced ER stress.
   ER stress is involved in pathogenesis of various liver diseases and regulation of ER stress is 
important for the management of various liver diseases.

研究分野： 消化器病学

キーワード： 小胞体ストレス　オートファジー　非アルコール性脂肪性肝疾患　ウイルソン病　酸化ストレス　C型肝
炎
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１．研究開始当初の背景 
 肝細胞は、生体の蛋白、糖ならびに脂質代

謝の中心臓器である。その中でも小胞体は蛋

白合成、脂質合成に重要な細胞内小器官であ

る。様々な臓器の疾患において蛋白の遺伝子

変異、ウイルス感染、メタボリック症候群に

おける遊離脂肪酸の流入の増加や様々なス

トレスにより小胞体に負荷がかかる。その状

態を小胞体ストレスと称するが、それに対し

て細胞は unfolded protein response という

反応で防御するが、それでも修復不能な場合

はアポプトーシスを含む細胞死に陥る。しか

し、様々な肝疾患においての肝細胞でのこの

詳細な反応は明らかでない。我々はこのよう

な反応にケラチンのリン酸化、細胞内封入体

である Mallory-Denk 体形成やオートファジ

ーが重要であることを証明してきた。 
 
２．研究の目的 
 免疫グロブリン以外の血中蛋白のほとん

どを肝細胞が産生している。そのため様々な

肝疾患において蛋白産生と分解のバランス

が乱れると、肝細胞には容易に小胞体ストレ

スが生じると考えられる。またウイルス性肝

炎、アルコール性肝障害、非アルコール性脂

肪性肝疾患、ウイルソン病、慢性胆汁うっ滞

症では酸化ストレスにより異常蛋白が蓄積

すると考えられる。またウイルス感染におい

てはウイルス蛋白産生のため小胞体ストレ

スが生じる。このことはこれらの疾患すべて

の進展に小胞体ストレスが関与していると

考えられる。さらに小胞体ストレス自体が、

酸化ストレス、インスリン抵抗性、脂肪化を

引き起こしそれらはお互いにサイクルを作

って細胞障害を引き起こす。これらは細胞発

癌にも関与する。 

 異常蛋白の蓄積による小胞体ストレスに

対して細胞は unfolded protein response で

対応するが、異常蛋白の蓄積の防止には細胞

の蛋白分解系が重要と考えられる。細胞には

主に２つの蛋白分解系が存在し、それらはユ

ビキチン・プロテアソーム系とオートファジ

ー・ライソゾーム系である。ユビキチン化さ

れた蛋白質はプロテアソームで分解を受け

る。遺伝子変異やストレスの影響を受けた蛋

白質は折り畳み(folding)が異常となり凝集

する可能性があるが、これらは通常はプロテ

アソームで分解を受ける。しかし、細胞の分

解能を超える異常蛋白が蓄積した場合には

細胞内に封入体が形成される。様々な神経変

性疾患でそのような構造物がみられるが、パ

ーキンソン病の Lewy 小体等がそれに相当す

る。肝細胞においてはアルコール性肝障害、

非アルコール性脂肪性肝疾患、ウイルソン病、

慢性胆汁うっ滞症の場合には、異常蛋白の産

生と分解のバランスが乱れユビキチン化蛋

白が細胞内に蓄積し、中間径線維の構成成分

であるケラチン 8と 18 を含む Mallory-Denk

体と称される封入体が形成される。オートフ

ァジーは様々なストレスに対する細胞の適

応反応と考えられており、微生物への防御抗

原提示、細胞死ならびに発癌にも関連してい

る。様々な疾患において異常蛋白の産生と分

解のバランスが乱れることにより細胞内に

異常蛋白が蓄積し、細胞障害や DNA 損傷に関

与している。この DNA 損傷は、発癌にも関与

している。また肝細胞の脂肪化はインスリン

抵抗性やそれに伴う発癌にも関与している

と考えられている。しかし、各種肝疾患にお

いて小胞体ストレスとそれに対する防御機

構を明確に示した研究は少ない。本研究では、

小胞体ストレス時のMallory-Denk体(細胞内

封入体)形成、オートファジー、細胞死なら

びに細胞増殖との関連とそれに対する細胞

の反応を検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 培養細胞を用いた検討 

 肝癌細胞株と不死化ヒト肝細胞株を用い

てプロテアソーム阻害剤、ツニカマイシン、

タプシガルジンならびに様々な遊離脂肪酸

負荷を行った。それらの細胞で異常蛋白の蓄

積はユビキチンで、酸化ストレスの状態を

HNE ならびに hexanoyl-Lys(HEL)で、小胞体

ストレスの状態を BiP、XBP1 ならびに CHOP

で、脂肪滴の沈着を Neil red 染色にて細胞

死の状態を PARP と caspase 3 で、細胞増殖

の状態を Ki67 で、DNA 損傷を H2AX で、オー

トファジーの状態を LC3 で、またオートファ

ジー調節系の状態を mTOR、beclin 1、S6 

kinase の Western blot ならびに免疫染色に

て検討した。Mallory-Denk 体形成の状態はユ

ビキチンとケラチンの免疫染色と電子顕微

鏡にて検討する。さらにオートファジーを 3 

メチルアデニン(3MA)、beclin 1の siRNA で

阻害するとどのように変化するかを検討し

た。また、オートファジーへの関与が推測さ



れているトレハロースならびに mTOR 阻害剤

の rapamycin の影響を検討した。 

 銅の細胞毒性を培養細胞を用いて検討し

た。その際、亜鉛、抗酸化剤ならびに分子シ

ャペロンの影響も検討した。 

 

(2) マウスを用いた検討 

 高脂肪食を負荷したマウスを作成した。こ

れらのマウスの肝組織において酸化ストレ

スの状態を HNE ならびに hexanoyl-Lys(HEL)

で、小胞体ストレスの状態を BiP、XBP1 なら

びにCHOPで、細胞死の状態をPARPとcaspase 

3 で、細胞増殖の状態を Ki67 で、オートファ

ジーの状態を LC3 で、またオートファジー調

節系の状態を mTOR、beclin 1、S6 kinase の

Western blotならびに免疫染色にて検討する。

Mallory-Denk 体形成とオートファジーの状

態はユビキチンとケラチンの免疫染色で検

討した。トレハロースと rapamycin は腹腔内

投与を行った。 

 

(3) ヒト肝組織を用いた検討 

 診断のために行った肝生検組織を使用し

た。脂肪性肝疾患、慢性ウイルス性肝炎、ウ

イルソン病ならびに肝細胞癌の肝組織にお

いて酸化ストレス(HNE、HEL)、小胞体ストレ

ス(CHOP、eIF2α)、Mallory-Denk 体形成(ユ

ビキチン、ケラチン、p62)、アポプトーシス

(cleaved caspase 3)、細胞増殖(Ki67)なら

びにオートファジー(LC3 ならびに cleaved 

LC3)の状態を免疫染色により検討した。組織

全体のみならず、細胞ごとにこれらを対比す

ることにより Mallory-Denk 体形成やオート

ファジー活性化の状態と酸化ストレス、小胞

体ストレス、細胞死ならびに細胞増殖との関

連を検討した。 

 非アルコール性脂肪性肝疾患、ウイルス性

肝疾患ならびにウイルソン病においては、脂

肪沈着と肝での炎症の程度、酸化ストレス、

小胞体ストレス、アポプトーシスならびに細

胞増殖の程度とオートファジーの関連を特

に詳細に検討する。また一部の症例において

は電子顕微鏡にて肝細胞内のオートファジ

ーと脂肪滴や Mallory-Denk 体の関連を検討

した。 
 
４．研究成果 

 肝細胞に小胞体ストレスをきたす疾患と

して非アルコール性脂肪性肝疾患(NAFLD)、

ウイルソン病ならびに C 型肝炎ウイルス感

染症を想定して培養細胞、マウスモデルなら

びにヒト肝生検組織にて検討を行った。 

 脂肪性肝疾患に関しては培養細胞、マウス

ならびにヒト肝生検組織にて検討を行った。

マウスに高脂肪食を負荷した検討では小胞

体ストレスが惹起された(splicerd XBP1、

phosho-eIF2)。電子顕微鏡による検討でも

小胞体の形態変化を認め、オートファゴゾー

ムの増加を認めた。オートファジーのマーカ

ーである LC3-II と p62 の蓄積を認めた。

Atg7 や beclin 1 の発現に変化はなかった。

そのためオートファジーの変化の詳細を培

養細胞にて検討した。肝由来の培養細胞を用

いて飽和脂肪酸と不飽和脂肪酸の影響を検

討した。飽和脂肪酸であるパルミチン酸で小

胞体ストレスが惹起され、マウスと同様に

LC3-II と p62 の蓄積を認めた。この原因を

小胞体ストレスのさらなる負荷とシャペロ

ンによる軽減で詳細に検討するとオートフ

ァゴゾームとライソゾームの癒合を小胞体

ストレスが阻害していることが明らかとな

った。そのため小胞体ストレスの解除がこの

病態の治療となると考えられた。ヒト肝組織

でも p62 と LC3 の発現亢進を C 型慢性肝炎

と NAFLD で確認した。またオートファジー

の状態と肝障害の程度に関連を認めオート

ファジーの調節がC型慢性肝炎やNAFLDの

治療となる可能性が示唆された。また C 型慢

性肝炎や NAFLD ならびにウイルソン病に

おいて Mallory-Denk 体はその存在する細胞

で酸化ストレスを軽減していたことから細

胞障害の軽減に働いている可能性が示唆さ

れた。 

 ウイルソン病患者の肝組織の電子顕微鏡

による観察で小胞体の形態変化を認めた。ま

た培養細胞に硫酸銅を負荷すると酸化スト

レスと小胞体ストレスが確認された。これに

プロテアソーム阻害剤で軽度の小胞体スト



レスを負荷するとアポトーシスが誘導され

た。これらの変化は銅キレート剤、亜鉛、抗

酸化ストレス薬ならびに分子シャペロンで

改善された。このことから銅の細胞障害によ

り酸化ストレスと小胞体ストレスが関与し

ており、これらの解除が治療に有用であるこ

とが示された。さらに亜鉛による肝細胞の直

接的な保護作用も示された。 

 C 型肝炎感染細胞(JFH-1)でも同様な検討

を行い、脂肪負荷と類似な小胞体ストレスの

関与とオートファジーの障害を認めて検討

を続けている。 
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