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はじめに1）

非アルコール性脂肪肝炎 （Nonalcoholic steatohepatitis: NASH）はメタボリックシ

ンドロームの肝臓での表現形と考えられている。肥満人口の増加に伴い増加の一途にある

NASHは、一部が肝硬変まで進展する進行性の疾患であり肝発癌も引き起こすため、治療法

の確立は緊急課題である。

この飽食の時代に、メタボリックシンドロームを有する患者数が増加し、NASHを含む肝

臓病患者でも、高コレステロール食摂取・高コレステロール血症を有する患者が増加してい

る。高コレステロール食摂取は、NASHを含む肝臓病発症・進展の独立した危険因子と考え

られているが、その病態機序の詳細は明らかとなっていない。最近、我々は、食事由来の

コレステロールが肝臓構成細胞の1つである肝星細胞に遊離コレステロールとして蓄積し、

TLR4シグナルの増強を介して肝星細胞のTGFβ感受性を増強することにより、肝臓線維化

病態を悪化させることを明らかにした2）。これらの結果は、摂取コレステロール量が多い、

または高コレステロール血症を有する、NASHを含む飽食の時代の肝臓病進展の病態機序に、

肝星細胞内における遊離コレステロールの蓄積が重要な役割を果たすことを示唆している。

一方で我々は、初代肝星細胞を用いたin vitro 解析で、遊離コレステロールを蓄積した細

胞がTLR4シグナルの増強を介してTGFβに対して易感受性を呈するのに対し、Cholesterol-

esterを蓄積した細胞ではその現象が認められないことを明らかにした2）。この結果は、細

胞内の全コレステロール量ではなく遊離コレステロール量が、肝星細胞のTGFβに対する感

受性の規定因子の１つであることを示している。以上より我々は、肝星細胞内の遊離コレス

テロール代謝・調節が、NASHを含む肝臓病線維化進展の治療標的となり得るものと考えた。

細胞の過剰なコレステロールは、choresterol ester （CE）として蓄えられる。細胞内で

コレステロールは遊離コレステロール、またはCEとして存在するが、遊離コレステロール

からCEへの変換酵素として、acetyl-CoA acetyltransferase （ACAT）が知られている。哺

乳類では、isoenzymeであるACAT1、およびACAT2が存在するが、ACAT1は多くの組織で発
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現が認められるのに対して、ACAT2は主に肝臓および小腸で発現していることが報告されて

いる3）。我々の今回の検討において、マウス肝臓では、ACAT1がマウス肝星細胞に発現する

主要なisozymeであり、ACAT2は肝細胞およびKupffer細胞に発現する主要なisozymeであ

ることが明らかとなった。我々は本検討で、ヒト肝星細胞でもACAT1が主要なisozymeであ

ることを示しており、同酵素の活性調節が治療標的となる可能性を示唆するものである。

以上の結果を踏まえ、本研究では、ACAT1欠損マウスおよび野生型マウスを用いて、マウ

ス肝線維化モデルを作成・評価検討することにより、肝星細胞のACAT1活性調節がNASHを

含む肝臓病肝線維化の治療標的となり得るか否かを探索することを目的とした。

結　果1）

ACAT1は、ヒトおよびマウス肝星細胞では、主要なアイソザイムである。

ウエスタンブロッティングの結果より、ACAT1がマウス肝星細胞の主要なアイソザイム

であり、ACAT2発現はほとんど認められなかった。ヒト正常肝より分離した肝星細胞で

も、ACAT1が主要なアイソザイムであった。同様にヒト肝星細胞株化細胞である、LX2や

hTERT導入ヒト肝星細胞でも、ACAT1が主要アイソザイムであった。そしてこれらのヒト肝

星細胞ではACAT2発現はほとんど認められなかった。一方で、マウスより分離した肝細胞・

Kupffer細胞では、ACAT2が主要なアイソザイムであった。

その結果、ACAT1欠損マウス由来の肝星細胞では、ACAT活性がほとんど消失していたが、

肝細胞およびKupffer細胞では、ACAT活性が保持されていた。

ACAT1欠損は、有意に肝線維化病態を進展させた。

以上の結果より、ACAT1欠損マウスを利用することにより、肝臓中で、星細胞特異的な

ACAT欠損の影響を検討することが可能であるため、肝線維化モデルに供した。

肝線維化モデルの一つであるCCl4投与による肝線維化モデルに供した結果、ACAT1欠損マ

ウスは野生型マウスに比較して有意に肝線維化が増悪することが肝組織像において明らかと

なった。Sirius-red染色面積による評価でも有意な線維化の増悪が確認された。また、肝

星細胞活性化マーカーであるαSMAの発現量、collagen1a1, collagen1a2発現量も、ACAT1

欠損マウス肝臓で有意に発現量が増加していた。一方、肝臓TGFβ発現量は、ACAT欠損マウ

スと野生型マウスとの間に有意差は認めなかった。

総胆管結紮による肝線維化モデルでも同様の結果であった

ACAT1欠損は、TLR4タンパクレベルの増加を介して、肝星細胞のTGFβ感受性を増強し、肝

星細胞活性化を促進する。

ACAT1欠損マウスより分離直後の肝星細胞では、野生型肝星細胞に比し遊離コレステロ

ール量が有意に増加していた。一方CE量には違いを認めなかった。これらの肝星細胞に
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TGFβを添加する刺激培養実験を施行したところ、肝星細胞の活性化が促進され、αSMA、

collagen1a1、collagen1a2発現が有意に増加したが、ACAT1欠損によりそれらの反応がさら

に有意に増強した。分離直後の肝星細胞の検討では、TGFβ偽受容体であり、TLR4の下流分

子であるBambi（bone morphogenetic protein and activin membrane-bound inhibitor）

の発現が、ACAT1欠損肝星細胞で有意に低下していた。TGFβreceprot-1、receptor-2の発

現量には差を認めなかった。そして、TLR4タンパクレベルはACAT1欠損肝星細胞で野生型肝

星細胞に比較して増加していた。一方、TLR4 mRNAに関しては、遺伝子型による違いは認め

られなかった。また、分離Kupffer細胞では、遺伝子型によるTLR4タンパクレベルの違い

を認めなかった。

TLR4タンパク質の細胞内移行はリガンド形成により促進し、細胞膜よりエンドソームへ

移行しユビキチン化され、リソソームへ輸送され分解を受ける4,5）。培養肝星細胞を用いた

検討で、野生型肝星細胞では、LPS投与60分後に、TLR4タンパク発現レベルは有意に減少

したが、ACAT1欠損肝星細胞では高い発現量を維持していた。

我々は以前の検討で、肝星細胞の遊離コレステロール蓄積が、リガンド結合により促進さ

れるTLR4タンパク質の分解を抑制することで、その下流のBambi発現を減弱させ、肝星細胞の、

TGF・刺激に対する感受性を増強し、結果として肝星細胞の活性化が促進されることを明ら

かにした2）。今回の結果は、同様の機序で、ACAT1欠損が遊離コレステロールの蓄積を介して、

肝星細胞のTGF・惹起活性化を促進することを示唆するものである。

ACAT1欠損は、TLR4シグナル依存的に肝線維化進展を増悪させた。

さらに我々は、ACAT1欠損マウスとTLR4欠損マウスとを交配させ、その２重欠損マウスを

作成した。TLR4欠損マウスおよびTLR4/ACAT1２重欠損マウスを２種類の肝線維化モデル（総

胆管結紮モデル、CCl4投与モデル）に供し、肝線維化進展に及ぼすACAT1欠損の影響が、遊

離コレステロール蓄積により増強するTLR4シグナルに依存的であるか否かを検討した。四

塩化炭素肝線維化モデルで、TLR4シグナルが欠損した状態では、ACAT1欠損は肝線維化進展

に影響を及ぼさなかった。Sirius-red染色面積、肝臓αSMA、collagen1a1, collagen1a2

発現量の検討でも、ACAT1欠損による影響は認めなかった。総胆管結紮による肝線維化モデ

ルでも同様の結果であった。

TLR4シグナルが欠損した状態でも、ACAT1欠損により肝星細胞の遊離コレステロール蓄

積が有意に増強したが、CE蓄積には影響していなかった。各マウスより分離直後の肝星細

胞にTGFβ刺激を施行したところ、collagen 1a1、collagen1a2発現が有意に増加したが、

TLR4シグナルが欠失している状態では、ACAT1欠損による反応性の増強は認めなかった。

各マウスより分離直後の肝星細胞の検討では、TLR4シグナル存在下ではACAT1欠損により

Bambi発現が有意に減弱していたが、TLR4シグナル非存在下ではBambi発現はACAT1の影響

を受けていなかった。

これらの結果は、遊離コレステロール蓄積により増強したTLR4シグナルが、ACAT1欠損に

よる肝線維化の増悪に重要な役割を果たすことを示唆するものである。
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考　察1）

本研究で我々は、ACAT1欠損が、２つの肝線維化モデル（総胆管結紮モデル、CCl4投与モ

デル）における肝線維化進展を増悪させることを明らかとした。本病態機序は、肝細胞障害

やKupffer細胞活性化を介していなかった。ACAT1は肝星細胞における主要なACATアイソザ

イムであり、一方ACAT2は肝細胞およびKupffer細胞での主要なアイソザイムであるため、

ACAT1欠損マウスを用いた本検討では、主として、肝星細胞での遊離コレステロール蓄積増

強を介した機序により、肝線維化が増強していた。蓄積した遊離コレステロールは、肝星細

胞のTLR4タンパク質発現を増強し、Bambi発現低下を介して、TGFβ刺激への易感受性を惹

起し、肝星細胞活性化を促進するものと考えられた。

細胞におけるコレステロール蓄積は、主としてlow-density lipoprotein（LDL）取り込

みによるものか、新規合成に基づくものである3）。これらのコレステロールは最終的にはER

に到達し、その一部は主としてACAT1によりCEへ変換され、主に細胞質中の脂肪滴として

存在する。CE生合成と加水分解反応は持続的に起こり、遊離コレステロール/CEサイクルを

形成する3）。本研究で我々は、ACAT1が、肝星細胞での遊離コレステロール蓄積に関わる重

要な調節因子であることを明らかとした。肝星細胞ではコレステロールのほとんどは遊離コ

レステロールとして存在しており、ACAT1欠損は、肝星細胞の遊離コレステロールを増加さ

せるが、CE蓄積には影響を及ぼさなかった。ACAT1欠損による肝星細胞での遊離コレステロ

ール蓄積は、リガンド結合により惹起されるTLR4タンパク質の分解を阻害していた。これ

らの検討結果は、我々の以前の報告に合致するものである2,6）。

動脈硬化に際しては、マクロファージでの慢性的なCEの蓄積により、泡沫化マクロファー

ジが形成され、病態に寄与するものと考えられている。そのため、複数のACAT阻害剤が合

成され、動脈硬化病態の加療での有効性が検討されてきた。しかしながら、その有効性に関

して未だ一定の見解が得られていない3）。高コレステロール血症患者に対するACAT阻害剤の

投与で、動脈硬化病変が改善しないばかりか、逆に増悪し、心血管イベントが増加したとの

報告がなされた7）。同様に、ACAT阻害が冠動脈疾患患者の動脈硬化を増悪させたとの報告8）や、

脂質異常症に関連するマクロファージでの選択的なACAT阻害が、動脈壁での遊離コレステ

ロール蓄積を増強し、かえって動脈硬化病態を増悪させたとの報告も散見している9,10）。こ

れらの報告と我々の今回の結果を踏まえると、ヒト疾患病態でACAT活性減弱が病態機序に

及ぼす役割は、細胞内CE減弱による作用というよりも、むしろ細胞内遊離コレステロール

蓄積増強に起因するものであることが推察される。

細胞膜構造は、多くの基本的な細胞機能に重要であり、ACAT1により調節される遊離コレ

ステロールは、多くの疾患の病態機序に関与している可能性がある。今回、肝星細胞での遊

離コレステロール蓄積が、肝線維化病態進展　機序に重要な役割を果たすことが明らかとな

った。そのため、肝星細胞でのACAT1活性調節は、肝線維化の新たな治療戦略として期待さ

れるものである。ヒト検体を用いた検討で、ACAT1遺伝子多型が血清脂質レベルに影響を与

えることが報告されている11）。今後のヒト検体を用いた、ACAT1遺伝子多型と肝線維化進展
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との相関解析により、肝線維化が進展しやすい患者群の遺伝子診断が可能となるものと推察

される。

我々は本研究で、ACAT1が肝線維化病態に果たす、新たな病態機序を明らかとした。肝星細

胞のACAT1活性をターゲットとした、新たな肝線維化治療戦略につながるものと期待される。

要　約1）

我々は近年、肝星細胞の遊離コレステロール蓄積が肝線維化を進展させることを明らかと

した。Acetyl-CoA acetyltransferase（ACAT）は、細胞内の遊離コレステロールをコレス

テロールエステルへ変換する酵素であるが、ACAT1はヒトでもマウスでも肝星細胞に優位に

発現するアイソザイムであった。その発現調節が肝線維化の治療標的となる可能性が示唆さ

れたが、ACAT1欠損マウスを肝線維化モデルに供したところ、野生型マウスに比して肝線維

化が有意に進展した。ACAT1欠損により肝星細胞に遊離コレステロールが蓄積し、TLR4シグ

ナルの増強を介して肝星細胞のTGFβ感受性を増強することにより、肝臓線維化病態が増悪

する病態機序が明らかとなった。今後、ACAT1発現調節を介した肝星細胞の遊離コレステロ

ール調節が、非アルコール性脂肪肝炎などの肝臓病肝線維化の新規治療ターゲットとして期

待される。
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