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非アルコール性脂肪肝（NAFL）および非アルコール性脂肪性肝炎（NASH） 

におけるストレス誘発性バイオマーカーの検討  

 

１． Introduction 

 

１－１ NASH の発症メカニズムとストレス誘導バイオマーカー  

食の欧米化に伴い、我が国では肥満者、ひいては内臓脂肪の蓄積によってインス

リン抵抗性を基盤とするメタボリックシンドロームの患者が増加の傾向にある。非

アルコール性脂肪性肝疾患 (Nonalcoholic fatty liver disease :NAFLD)はメタボリ

ックシンドロームの肝臓における表現型である。  

NAFLD には良性の単純脂肪肝 (Nonalcoholic fatty liver :NAFL)と、それが進行

した非アルコール性脂肪性肝炎 (Nonalcoholic steatohepatitis :NASH)が含まれ、

NASH は肝硬変、肝臓癌へと進行しうる疾患である 1-8。(図１)我が国の人口の

0.75%が NASH 患者で、人数にして約 100 万人であると推定されており、今後肥

満人口の増加に伴いさらに増えることが予想される。しかし、どのような NAFL

患者が NASH 患者へと進行するのかは不明である。NAFLD の実態は現在充分に

解明されておらず、その実態を解明することは急務である。  

NASH の発生機序として、two hit theory が提唱されてきた（図２）9。まず、 

first hit として肝臓の細胞に脂質 (トリグリセリド：TG)が蓄積し、脂肪肝が生

じ  、ついで酸化ストレス・アディポサイトカインなどの second hit と想定される

刺激が加わり、炎症細胞浸潤や線維化が生じて NASH が形成されると考えられて

いる 2,3,10-13。しかし、近年アディポサイトカインや酸化ストレス、食事因子など

様々な因子が並行して肝臓に作用し NASH の病態進展に関与しているという

multiple parallel hits hypothesis〔多重並行ヒット仮説〕（図３）も提唱されて

いる 14。  
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どちらにしても NASH 発症においては酸化ストレスこそが脂肪肝に細胞障害と

線維化をもたらす、最大の要因であると理解している。酸化ストレス誘導バイオマ

ーカーの発現原因と酸化障害については、ストレス誘導バイオマーカーの変化が肝

障害の原因なのか、あるいは結果なのかは不明確なままであるが、本研究において

は、NASH および NAFLD のヒト肝臓における発現を検討するために NASH 発症

との関連を推定される 4 種のストレス誘導バイオマーカーを想定した。NAFL 肝

臓及び、NASH 肝臓における局在性の異なる 4 種のストレス誘導バイオマーカー

【メタロチオネイン(Metallothionein ; MT) MＴ-1/2・MＴ-3・ヘムオキシゲナー

ゼ１(Heme oxygenase-1 ; HO-1)・アディポネクチン（Adiponectin）】のヒト肝

臓における発現を分析し、それらと血漿バイオマーカーから示唆される病理的損傷

の度合いとの関係を検討し、NASH の成因に迫りたいと考えた。  
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図２．NASH の進展メカニズム（Two hit theory）    
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１－２  メタロチオネイン（Metallothionein）  
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肝癌 

図３．NASH の進展メカニズム（Multiple parallel hits hypothesis） 
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１－２ メタロチオネイン（Metallothionein）  

メタロチオネイン（MT）は金属タンパク質とも呼ばれ、肝臓で合成される。61～

68 のアミノ酸で構成されている低分子量（6000～7000）タンパク質で、アミノ酸

の１／３はシスティンが占め、芳香族アミノ酸を含まない。MT は全身の臓器で発

現するが、特に肝臓、腎臓、小腸および膵臓に多く含まれる。MT はカドミウム（Cd）、

亜鉛（Zn）、銅（Cu）などの重金属と高い結合性を有するが、通常の MT のシステ

インには Zn が結合している(図４)。MT は亜鉛の体内貯蔵にかかわる働きがある。

つまり、体内に亜鉛を貯蔵しておく際には欠かせないタンパク質である。亜鉛欠乏

症では合成が不十分で組織濃度は低下する。哺乳類の MT は 4 種類のアイソフォー

ムがあり、MT１と２は主要なアイソフォームで多くの臓器に存在している。ヒトで

は MT１より MT２が多い。MT３は主として脳に局在するが、腎臓や心臓でも

mRNA の発現がみられ、MT４は扁平上皮細胞に存在する。  

MT の生理活性として Cd、Hg、Cu などの重金属の解毒、Zn の代謝、酸化スト

レスの除去などさまざまな機能がある。各種疾患の病態や治療と MT 代謝に関する

研究も多数報告されている。中でも MT の発現と抗癌剤抵抗の関連を示唆する成績

は注目される。癌組織の多くでは MT は増加し、大腸癌、乳癌、肺癌、腎臓癌では

予後に関連するマーカーとされている。一方、肝臓癌のように MT が低下する癌も

ある。最近、アルツハイマー病における MT３の低下が指摘され、その診断におけ

るＭＴ測定の有用性が注目されている。  

これまでのところ Non-alcoholic steatohepatitis (NASH)と MT に関する臨床

研究は報告されていないが、MT 遺伝子のプロモーター領域には抗酸化反応エレメ

ントを認めることから、NASH 病態進展にＭＴも関与することが推察される。  

 群馬大学医学部保健学科長嶺研究室で開発し、2010 年に発表（Clinica Chimica 

Acta.）された、高感度ＭＴ  ＥＬＩＳＡ測定法は臨床検体（血清、尿、赤血球、各

組織）の MT 測定が可能である 15。本研究では組織学的に診断された NASH 症例に

http://ja.wikipedia.org/wiki/%E8%82%9D%E8%87%93
http://ja.wikipedia.org/wiki/%E5%B0%8F%E8%85%B8
http://ja.wikipedia.org/wiki/%E3%81%99%E3%81%84%E8%87%93
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おいて、この抗体を用いた免疫組織染色を行い、MT の発現レベルを検討し、NASH

における MT 代謝を解明して、NASH 治療への可能性を検討した。  
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図４．メタロチオネインの構造     
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１－３  アディポネクチン（Adiponekuchin） 

脂肪細胞から分泌される生理活性物質である「アディポサイトカイン」の一種で

あるアディポネクチンは、肝糖新生と脂質新生を阻害することにより、保護的アデ

ィポカインとして働くことが知られている。 

筋肉に作用することでインスリン感受性を改善し、脂肪酸 β 酸化を亢進させる

ことで、血中脂肪酸を抑制し低下させる。肝細胞における脂肪酸の燃焼、細胞内の

新規脂肪酸合成を抑制する。また肝臓のマクロファージである、クッパー細胞に働

き、炎症性サイトカインである、TNF-α 産生を抑制することで肝障害を軽減す

る。さらに、肝線維化の中心的役割を果たす活性化した肝星細胞からの TGF-β１

産生を抑制することで肝線維化を抑制する 16。  

肝臓の AMP キナーゼを活性化させることによるインスリン感受性の亢進、抗動

脈硬化、抗炎症、心筋肥大抑制、肝脂肪蓄積抑制など、多くの作用があり、メタボ

リックシンドローム発症に抑制的に働く「善玉」のアディポサイトカインである。

アディポサイトカインの多く（TNF-α、レプチン、アンギオテンシノーゲン、レジ

スチン etc.）が肥満とともにその血中脂肪が上昇するのに対し、血中アディポネク

チン濃度は内臓脂肪量と強い逆相関を示すことが特徴である 17,18。  

 脂肪組織から分泌され、血中に豊富に存在するアディポネクチンは肝臓に発現す

るアディポネクチン受容体を介して肝臓を構成する様々な細胞に作用する。これら

の働きにより脂肪肝、肝臓の炎症、肝線維化を抑制することで様々な慢性肝疾患の

改善作用を有しているものと考えられる。  

肥満に伴い肥大した脂肪組織の慢性炎症によってアディポサイトカインの分泌異

常をきたし、善玉アディポネクチンの低下、炎症性アディポサイトカインである

TNF-α の増加などが起こる。このアディポサイトカイン分泌異常が NASH の病態

進展に重要な役割を果たしていることが近年の研究により明らかになりつつある。  
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１－４  ヘムオキシゲナーゼ（HO-1) 

ヘムオキシゲナーゼ１（Heme oxygenase-1:HO-1）は転写因子 Nrf2 に制御され

る、ストレス誘発性抗炎症性酵素であり、スーパーオキサイトジスムターゼ

(superoxide dismutase:SOD)と類似の作用を担う物質である。マウスの実験で壊

死性炎症を改善し、脂肪肝から NASH の進展を予防し、脂肪肝も改善することが

示されている 19。ヘム（heme）をビリベルジン（bilverdin）と一酸化炭素

（CO）と遊離鉄（Fe）に分解する酵素。すなわち HO-1 はヘムのポルフィリン環

を開裂し、酸素分子を転化する酸素添加酵素である。ビリルビン (bilirubin)は、緑

色の胆汁色素でヘム代謝物の一つであるビリベルジンがビリベルジンレクターゼの

働きにより還元されて生成される。ビリルビンが酸化されると再びビリベルジンに

なる。このサイクルは、ビリルビンの潜在的な抗酸化作用を示唆しており 17,20、ビ

リルビンは細胞内において抗酸化の生理作用を担っているのではないかと考えられ

る 21。ビリルビンは重要な抗酸化剤として認識されている。  

HO-1 は活性酸素やフリーラジカルによる酸化ストレスから生体を保護している

と考えられており 22、NASH の病態進展に重要な役割を果たしていることが研究

により明らかになってきた。 
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図６．ヘムオキシゲナー

ゼ       

2 種類のアイソフォーム 

HO-1 高熱、ヘム蛋白、酸化リポ蛋白  

    サイトカイン、エンドトキシンなどで誘導  

HO-2 生体の CO 生産に関与している  

ヘムオキシゲナーゼ（Heme oxygenase；HO） 

ヘム（heme）を、ビリベルジン（Biliverdin）と、 

一酸化炭素（CO）と、遊離鉄（Fe）に分解する酵素 
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２． 背景と目的  

 

すでに Introduction で述べたように、非アルコール性脂肪性肝疾患（non-

alcohol fatty liver disease: NAFLD）には、単純脂肪肝（non-alcohol fatty liver : 

NAFL）から非アルコール性脂肪性肝炎（non-alcoholic steatohepatits: NASH）

まで様々な進行度の病態が含まれる。一般に NAFL は進行のリスクが少ない良性

の状態を示すが、一方で NASH 患者はときに進行し肝硬変や肝癌を発症する 1-8。

脂肪酸とトリグリセリド代謝の異常は、NAFLD におけるトリグリセリド肝臓蓄積

の基にある共通の機構であると考えられる 2。NASH は、大滴性脂肪変性、肝小葉

への多様な炎症性細胞の浸潤、バルーン状変性、肝細胞の壊死、マロリー体の形成

および類洞周囲腔繊維症または硬変などを認め、アルコール性脂肪性肝炎と組織学

的に類似している 2-4。NASH の発生機序は two hit theory や multiple parallel 

hits hypothesis などの仮説が提唱されており不明瞭なままであるが、過剰な肝臓

内脂肪蓄積が局所的な壊死性炎症反応を引き起こすことが示唆されている 2,3,10-

13。このような壊死性炎症反応は、細胞膜や DNA の損傷をもたらす脂質の過酸化

によるフリーラジカルの生産と関連している 22,23。  

一方、NAFL と NASH において、血漿診断マーカーおよび、肝臓での局在性が

異なるストレス誘導バイオマーカーの発現に関する比較研究はまだ行われていな

い。 

そこで、本研究では NAFL 肝臓および NASH 肝臓における 4 種のストレス誘導

バイオマーカーの発現状態を比較し、それらと血漿バイオマーカーから示唆される

病理的損傷の度合いとの関係を調べた。様々な肝疾患において、ストレス誘導バイ

オマーカーであるメタロチオネイン（metallothionein:MT）1/2 は良く研究されて

いるが  23、NAFL 肝および NASH 肝における MT-1/2 および 3 の報告は行われて
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おらず、我々は特にこれらについて検討した。MT-1/2 は、肝臓における主要な抗

酸化ストレスバイオマーカーの１つであり、転写因子  Nrf2 に制御される 24。  

MT は、脂質の過酸化反応により組織内で発生したフリーラジカルに反応して誘発

される。肝臓における MT レベルの上昇は、アルコール性肝障害や慢性ウィルス

性肝炎を含む様々な慢性肝疾患において認められる 19。MT-3 の肝臓局在はないと

報告されているが 25、我々は、  MT-1/ 2 に加えて、MT-3 の NASH 肝と NAFL 肝

におけるレベルも検討した。  

 へムオキシゲナーゼ（heme oxygenase-1: HO-1）も MT 同様に、転写因子 Nrf2

に制御されるストレス誘発性抗炎症性酵素である。正常細胞において、Nrf2 は細

胞質で分解されているが、酸化ストレスなどの刺激により安定化して核内へ移行す

る。これにより細胞はストレスに対する抵抗性を獲得する。  

HO-1 の誘導は、脂質過酸化反応により引き出される酸化障害に対する適応応答

であり、NASH の進行を抑えるのに重要だと考えられる。  

 アディポネクチンは、肝糖新生と脂質新生を阻害することにより保護的アディポ

カインとして働くことが知られている 18。 NASH および NAFL 患者の酸化スト

レスと炎症レベルはコントロールと比較すると高くなっており、低アディポネクチ

ン血症および C 反応性タンパク質（C-reactive protein）の高値も指摘されている

26･27。  

 酸化ストレスは、NASH および NAFL の病理発生において主要な役割を果たす

と考えられる 2,3,10-13。しかしながら、酸化ストレス誘導バイオマーカーの発現原

因と酸化障害については、ストレス誘導バイオマーカーの変化が肝障害の原因なの

か、あるいは結果なのかは不明確なままである。そこで、バイオマーカーの変化が

原因なのか、結果なのかを明らかにするために、局在性の異なる 4 種のストレス

誘導バイオマーカーの NASH および NAFL のヒト肝臓における発現を検討するこ
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ととした。また、NASH および NAFL において、  バイオマーカーの肝臓での発現

パターンと血漿中の臨床診断マーカーとの関連性も調べた。  

 

 

３．  対象と方法  

 

３－１ 対象  

この研究では、患者 37 名のホルマリン固定しパラフィン包埋した肝生検サンプ

ルを用いた。5 症例はほぼ正常であり、14 症例は NAFL、18 症例は NASH であ

った。この研究で使用した組織診断基準では、大滴性脂肪変性が存在するが壊死性

炎症のないものを NAFL、大滴性脂肪変性が存在し、肝細胞の壊死を伴う、また

は伴わない小葉の炎症があるものを NASH とした。アルコール性肝炎（一日

20g、  一週 140g 未満）と B 型および C 型肝炎を含む他の肝疾患は、病歴、家族

のインタビュー、検査室データ、肝臓の組織学的検査、肝胆道超音波検査を全例に

おこなうことにより厳密に除外した。検査室で行った血液肝機能検査項目は、アラ

ニンアミノトランスフェラーゼ（alanine aminotransferase: ALT ）、アスパラギ

ン酸アミノトランスフェラーゼ（aspartate aminotransferase:AST）、総ビリル

ビン（total bilirubin: T-Bil）、アルブミンおよび総タンパク値であった。血清グ

ルコース、コレステロール（cholesterol: TC）およびトリグリセリド

（triglyceride: TG）値も測定した。これらの項目は、神戸朝日病院で日常的に行

われているものである。生検症例から、組織学的に正常な肝臓サンプル５症例を選

んだ。これらの患者の特性を表１にまとめた。この研究は神戸病院地域倫理委員

会、および女子栄養大学倫理委員会の承認を得ており、また、ヘルシンキ宣言の条

項に従っておこない、各患者から同意書を得た。  
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３－２ 方法  

37 症例の生検サンプルを用いて、ヘマトキシリン -エオジン染色（Hematoxylin 

and Eosin: HE）と、メタロチオネイン（metallothionein:MT）1/2、3、へムオキ

シゲナーゼ（heme oxygenase-1: HO-1）およびアディポネクチン

（adiponekuchin）に特異的な抗体を用いた免疫染色を行い、病理学的に観察し

た。同症例の肝機能の関連する血漿診断マーカーも測定した。  

 

３－３  抗体  

ウサギ抗 MT-1/ 2 ポリクローナル抗体は、ラット MT-1/ 2 を抗原として群馬大

学大学院保健学科で作成した 28-30。この抗体は、アセチル化メチオニン残基を含

むアミノ末端フラグメントペプチド（7 アミノ酸残基）を認識する。この抗体は、

MT-1 と MT- 2 のどちらにも高い特異性と類似性を示した。  

MT-3 モノクロール抗体は、ヒトリコンビナント MT-3 を抗原としてフロンティア

研究所  （日本、北海道）で作成した。この抗体は、ヒトリコンビナント MT-3 の  

アミノ末端からの 17 アミノ酸残基を認識した 31。HO-1 抗体とアディポネクチン

抗体は、それぞれ Enzo Life Science （アメリカ合衆国、ニューヨーク州）  と

R&D Systems（アメリカ合衆国、ミネソタ州）から購入した。  

 

３－４  免疫組織染色   

肝臓切片（厚さ 3μｍ）にてプレパラートを作成。規定に従ってキシレンで脱パ

ラフィン化し、段階的エタノール処理で脱水した。MT-1/2、  MT-3、HO-1 および

アディポネクチンの免疫染色には、メタノール中で 0.3%H2O2 存在下 30 分反応さ

せることにより、内在性ペルオキシダーゼ活性を急速に除去した。切片を  10 mM

クエン酸緩衝液（pH 6.0）中で 5 分間マイクロウェーブ処理することにより抗原

を賦活化した。生体内と浸透圧が同じになるように塩濃度調整のためにリン酸緩衝
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液生理食塩水（phosphate buffered saline: PBS）で洗浄後、切片を一次抗体

（1:50 希釈）と室温（room temperature: RT）にて 120 分反応させた。0.05% 

Tween 20 を含む PBS で３回洗浄後、切片を 2 次抗体（histofine Simple Stein 

MAX-PO (Multi); ニチレイ、東京、日本）と RT にて 60 分反応させた。0.05 M

トリス緩衝生理食塩水（pH 7.6）中、0.003%過酸化水素存在下において、ペルオ

キシダーゼ活性を 0.2 mg/mL の 3,3’ジアミノベンジジン四塩酸塩

（diaminobenzidine tetrahydrochloride）で展開した。最後に切片を Mayer のヘ

マトキシリンで核を対比染色した。  

 

３－５  免疫染色の半定量的評価  

染色された面積を ImageJ 1.38 x ソフトウェア（Wayne Rasbans, NIH, ベセス

ダ、アメリカ合衆国）を用いて定量した。染色された面積は、デジタル画像中の全

肝臓に対する染色域（免疫組織化学で茶色で示される部分）の割合から計算した。

全ての試料から、標本当たり１視野（200 倍率）をランダムに選択した。  

 

３－６  統計分析  

統計分析は Spearman と Pearson’s tests および the Mann-Whitney U-test を

用いておこなった。P<0.05 を統計学的に有意とした。  

 

 

４．結果  

 

４－１  本研究における NAFL および NASH の対象の特性  

血清 ALT、AST および LDH 値は NAFL 症例よりも NASH 症例で高かった

（P<0.01）。血漿コリンエステラーゼ（choline esterase: ChE）値は、NAFL 症
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例よりも NASH 症例で高かった。ChE は、肝細胞でつくられる酵素で血液中へ放

出され , 一般に肝機能障害では、肝臓の ChE をつくる能力が低下するため数値が

下がる。  しかし、ChE は脂質代謝にも関連するため、栄養過多による脂肪肝など

では多くつくられ、数値が上昇する。これらの血液パラメーターから、NAFL よ

りも NASH で肝障害が重度であることが示された。（表１）  

 

４－２  NAFL 肝臓および NASH 肝臓の HE 染色による病理学的調査  

組織学診断のために HE 染色をおこなった（  図７  A, B ,C）。肝臓の組織診

は、群馬大学医学部病理学名誉教授の鈴木慶二先生に依頼した。NASH 症例にお

いては、脂肪肝と壊死性炎症の重症度を決定するために、各組織片を検査した。脂

肪肝の重症度は次のような 1〜4 のスコアで表した。タイプ 1 はほぼ正常、タイプ

2 は最大 1/3 の細胞が脂肪を含む、タイプ 3 は 1/3〜2/3 の細胞が脂肪を含む、タ

イプ 4 は 2/3 以上の肝細胞が脂肪を含むとした。炎症と脂肪蓄積状態は Matteorni

ら 31 によって最初に開発された基準に従って 4 段階の基準に基づいて評価し、ス

コアをつけた。上記の基準に基づいて、NASH 症例（  図７  C, タイプ 4 ）および

NAFL（  図７   B, タイプ 3 ）と診断した。  

 

４－３  正常、NAFL および NASH 肝臓における MT-1/2、  MT-3、HO-1 および

アディポネクチンの免疫組織染色  

 図８～１１に 4 種のストレスバイオマーカーMT1/2 染色（図８）、MT-3（図 

９）、HO-1（図１０）およびアディポネクチン（図１１）のコントロール

（A）、NAFL（B）および NASH（C）肝における免疫組織化学染色（図１2）

に、免疫組織染色の半定量的評価による MT-1/2、HO-1 およびアディポネクチン

の発現レベルを示す。MT1/2、HO-1 およびアディポネクチンの発現は、NAFL や

コントロールと比べ、  NASH で有意に減少していた（p<0.05）。  しかしなが
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ら、MT-3 の染色濃度は 3 群全てにおいて低く、3 群間において明確な差を認めな

かった。(図９・図１２) 

4 種のバイオマーカーの中で MT-1/2 は肝細胞で強く染色されたが、特に正常群

および NAFL 群の肝細胞が強く染色された（図８・図１２）。 

MT-1/2 は、中程度の脂肪滴を含む NAFL 肝細胞でも強く検出されたが  

（図８B）  、大量の脂肪滴を含む NASH 肝細胞では染色が有意に減少していた

（図８C・図１２）（p<0.05）。しかしながら、MT-1/2 の発現パターンは、肝細

胞中の脂肪滴の数と必ずしも対応していなかった。核が MT-1/2 染色で強く染まっ

た肝細胞が、正常および NAFL 症例ではしばしば観察されたが、NASH 症例では

非常に稀であった。  

MT-3（図９）は  MT-1/2 の様に肝細胞で染色されなかったが、血管（ほとんど

が平滑筋細胞）での染色がみられ、それは NAFL（図９  B）と NASH 肝臓（図９  

C）よりもコントロール（図９  A）でより明らかであった。NAFL において、肝細

胞中の脂質膜またはリポフスチン様粒子の比較的強い染色が観察されたが（図９  

B）、正常肝細胞ではみられなかった。NAFL で観察されたこれら染色物の数は、

NASH 肝細胞では減少していた（図９  C）。 

 HO-1（図１０）  はクッパー細胞にのみ恒常的に発現しており、肝細胞には全く

観察されなかった。HO-1 の発現は（図１２）、コントロール（A）と NAFL

（B）よりも NASH（C）で有意に低かった（p<0.05）。NASH において、HO-1 

の発現は NAFL と比較して有意に減少していた（図１２）（p<0.05）。 

 肝臓において、アディポネクチン（図１１）は肝細胞では全く染色されなかった

が、血管の平滑筋細胞と内皮細胞で染色された（図１１ A）。血管数は NASH

（図１１  C）と NAFL（図１１  B）の間で異なっていたが、肝臓の血管でのアデ

ィポネクチン染色は、NAFL より  NASH で有意に低くなっていた（図１２）

（p<0.05）。 
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４－４  肝臓での MT-1/2、  MT-3、HO-1 およびアディポネクチンの染色パターン

と血清の肝機能障害マーカーとの相関  

MT-1/2 は、T-Bil と正の相関（p<0.001）、ChE と負の相関（p=0.002）を認め

た。(表 2)   

MT-３は肝臓および血漿のどのパラメーターとも相関を示さなかった。  

HO-1 は血漿アディポネクチンと正の相関（p=0.01）があった。アディポネクチ

ン染色パターンは、ALT と負の相関があった（p=0.02）。   

これらの結果より、MT-1/2、HO-1 およびアディポネクチン染色パターンはお

互いに正の相関があり、これらのストレス誘導バイオマーカーは血漿の肝臓機能障

害マーカーと負の相関を持つ傾向があると示された。  

 

４－５ NASH における  MT-1/2 低発現群と MT-1/2 高発現群と NAFL およびコ

ントロール 4 群における、他のストレス誘導バイオマーカーの比較  

NASH 症例を MT-1/2 低発現群と MT-1/2 高発現群に分け、NASH における

HO-1、アディポネクチン、および血漿の肝臓診断マーカーを比較し、また、これ

らのパラメーターを、NAFL と正常コントロールのそれと比較した。  

免疫染色の半定量的評価から、NASH の MT-1/2 低発現群における、MT-1/2 の

発現レベルは、NAFL 症例およびコントロールに比較して有意に低かった。  

（p<0.001） NASH の MT-1/2 低発現群における HO-1 発現レベルは、NAFL

症例群（p<0.05）およびコントロール（p<0.01）のそれよりも有意に低かった。

NASH の MT-1/2 発現群におけるアディポネクチンの発現は、NAFL 症例群より

も、NASH の方が有意に低かった（p<0.05）。（表３） 
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４－６ 免疫染色の結果、半定量法による発現をコントロール、NAFL および

NASH の 3 群間で比較 （図１２） 

免疫染色の結果、コントロールおよび NAFL と比較して、NASH の肝臓におけ

る MT-1/2、HO-1 およびアディポネクチンの発現は、有意に減少していた

.(p<0.05) また、MT-3 は群で有意差を認めなかった。 

 

４－７ 肝臓での MT-1/2、  MT-3、HO-1 およびアディポネクチンの染色パター

ンと肝機能に関連する血清臨床診断マーカーの間の相関  

MT-1/2、HO-1 およびアディポネクチン染色パターンは互いに正の相関があり

、これらのストレス誘導バイオマーカーは血漿肝機能障害マーカーと負の相関を持

つ傾向がある。（図１３） 

 

 

５．考察  

 

肝臓中の異なる細胞に局在する 4 種のストレス誘導バイオマーカーの発現レベ

ルを測定し、NASH と NAFL 症例におけるこれらのバイオマーカーの病理学的重

要性を比較した。バイオマーカーは、肝細胞（MT-1/2）、クッパー細胞（HO-

1 ）、血管の平滑筋細胞と内皮細胞（アディポネクチン、MT-3）に局在してい

た。我々が知る限りにおいて、本研究は、HO-123, 24 とアディポネクチン  27, 28 で

既に示されているように、MT-1/2 の肝細胞での発現が、NASH の進行と強く関連

することを報告した初めての研究である。MT-1/2 は、特に単純脂肪肝（NAFL）

および正常コントロールのヒト肝細胞において、広範囲に強く発現するが、NASH

では有意に発現が低下していることを示した。NASH において MT-1/2 は、組織学

的傷害が主に観察される部位である 4,8,11、  肝細胞の細胞質に有意に多く局在して
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いた。MT-1/2 発現に壊死性炎症反応の程度と有意な相関があることが指摘されて

いる 33。MT-1/2 発現と壊死性炎症反応の程度との負の相関は 33、MT-1/2 濃度減

少に伴った脂質の過酸化が NASH の壊死性炎症反応に関与することを示す。過酸

化が肝障害の原因と指摘されており、MT１ /２は好中球と抗酸化ストレス誘導 NF-

kB 活性化の強力な抑制物質であることが知られている 33。したがって、MT-1/2

濃度減少は抗酸化ストレス作用の低下を示し、NASH で観察される病理学的特性

の原因の一つと考えられる。  

 HO-1 は、肝細胞には全く観察されずクッパー細胞のみに恒常的に発現してい

た。HO-1 の発現は NAFL よりも NASH で有意に減少しており、肝臓における疾

患の重症度を反映していた。内在性 HO-1 の増加は、肝細胞を保護し、炎症性細胞

の浸潤および肝星細胞の変性を阻害することにより 22、肝臓の繊維化を抑制する可

能性がある。HO-1 レベルの増加と脂質過酸化の間に有意な相関が認められている

23, 24。HO-1 の発現は、脂質の過酸化に引き起こされた酸化的ストレスへの適応反

応であり、疾患の進行の調節に重要である 25。これらの効果は HO-1 発現の抑制

と、TNF-α および IL-6 発現の増加に伴うものであった 22。多くのデータにより、

脂肪肝や  非アルコール性脂肪性肝炎における壊死性炎症の改善において、HO-1

が保護的役割を果たすという、生化学的、生態学的および生物分子学的証拠が得ら

れている。 

 内臓肥満は NAFL の主要なリスクファクターであり、脂肪細胞でのトリグリセ

リドの蓄積増加と遊離脂肪酸増加は、肝臓での脂質貯蔵、インスリン抵抗性および

肝障害の進行を増すと考えられる 26。アディポネクチンは肥満においては低下して

おり、全身性炎症と肝障害の原因と思われる。アディポネクチンはヒト血清中に豊

富に含まれるが、肥満においてはそのレベルが減少し、NAFL や NASH27, 28 の患

者においては更に低くなっている。アディポネクチンは、肝臓における過剰な脂肪

の蓄積を抑制し、炎症や繊維化を防ぐように働く。肝臓においてアディポネクチン
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（図５）は主に血管（平滑筋細胞と内皮細胞）で観察されたが、これは NAFL や

コントロールと比べ、  NASH で  有意に低くなっていた。アディポネクチンが低

値であるということは、年齢、性別、BMI、インスリン抵抗性およびメタボリッ

クシンドロームに依存しない NASH の特性であった。組織の低アディポネクチン

値は、脂肪肝と壊死性炎症の程度に有意に相関し、したがって NAFLD 進行の原

因となる可能性が報告されている 26-28。  

 ストレス誘導バイオマーカーを用いた免疫組織化学染色研究の結果、MT-1/2 は

NASH の肝細胞における新規のストレス誘導バイオマーカーであることが示され

た。抗酸化障害タンパク質である MT-1/2 は、  高濃度で肝臓に存在する 16,29。

NASH の主な細胞傷害は肝細胞であることが知られている。したがって、MT-1/2

は、肝細胞に存在しない HO-122-25 やアディポネクチン 26-28 より、NASH におけ

る肝障害の保護作用においてより重要な役割を果たしているのではないだろうか。  

 肝細胞癌（hepatocellular carcinoma: HCC）は肝臓の最も頻度の高い原発性悪

性腫瘍である。約 70-90%の HCC 症例が B 型および C 型肝炎感染を伴っている

が、発展途上国においては NASH 発症の増加は  HCC の主要因子になっている

32。コホート研究において NASH の高リスク原因因子が明らかになっていないた

め、NASH 患者における HCC 発症のリスクを決定することが必要である。最近、

Park と Yu34 は、肝細胞の核および細胞質 MT-1/2 の発現が消失した非癌性肝疾患

と比べると  MT1/2 の発現が HCC で顕著であり、HCC の予後マーカーとしての利

用が示唆されている。我々の研究において、NASH 肝細胞における MT-1/2 の減少

は肝障害の重症度と関連しているという結果が得られており、肝臓における MT-

1/2 の発現は、NASH 症例の HCC 発症の予測マーカーとして利用できる可能性が

ある。 

 強力な抗酸化効果のある脂質低下剤であるプロブコールは、NASH 患者の治療

薬として知られているため 36-40、プロブコールによる MT-1/2 の肝臓での発現を
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我々は検討している。プロブコールによる有意な MT-1/2 発現増加がラット肝臓で

見られた（発表予定 Nakajima.K ら）。プロブコールが HO-141,42、アディポネク

チン 39,43 および SOD43.44,45 を肝臓や他の組織において発現させることが既に報告

されているが、プロブコールによる MT-1/2 の  誘発についての報告は無い。肝細

胞での MT-1/2 の発現増加は、酸化ストレス誘導傷害を抑制することから 36-40、

NASH 患者におけるプロブコールの有効性は MT1/2 の発現上昇を介している可能

性がある。 

 結論として、今回の  免疫組織化学研究から、NASH は NAFL と比較して酸化ス

トレス誘導バイオマーカーの肝臓における発現が低いというエビデンスが得られ

た。これらの結果から、NAFL においては、これらストレス誘導バイオマーカー

の酸化ストレスに対する保護機能が発揮されるが、これらのパラメーターの抗酸化

ストレス機能が減少すると、脂肪滴で発生した脂質過酸化による継続的な酸化スト

レスが誘発され、それにより NAFL から NASH へと進行し、肝繊維症や、おそら

く肝癌発症という結果になる。特に MT-1/2 は NASH における新規のストレス誘

導損傷を示す重要なマーカーとなることが示され、肝細胞における酸化ストレス誘

導傷害の治療ターゲットとしての可能性がある。さらに薬剤開発に際しての有用な

指標になるかもしれない。  
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r ; 相関係数 

p ; p 値（p<0.05 を統計的に有意とする） 

N ; 患者数 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

表 2. 肝臓での MT-1/2、MT-3,HO-1,およびアディポネクチン 

染色パターンと肝機能に関連する血漿診断マーカーの間の相関  
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