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研究の背景および目的 

Mitogen-activated protein kinase (MAPK)経路は、細胞外からの多様な刺激によ

って活性化される細胞内シグナル伝達機構の重要な経路の一つであり、細胞増殖や

細胞分化、細胞死など様々な生命現象に関与している（1）。近年、MAPK の一つであ

る c-jun N-terminal kinase (JNK)が、アセトアミノフェン肝障害や非アルコール性脂肪

性肝炎、虚血再還流障害、肝発癌、胆汁酸による肝細胞障害など、特に酸化ストレス

を介した肝障害に重要な役割を果たすことが報告され注目されている（2-6）。酸化ス

トレスは多くの肝疾患に関与しており、例えば C 型肝炎におけるコア蛋白や鉄沈着、

アルコール性肝障害に併発するエンドトキシン血症、非アルコール性脂肪性肝炎に

おける脂肪酸代謝亢進、薬剤性肝障害における中間代謝産物などは酸化ストレスを

増強し、疾患の進展に大きな役割を果たすと考えられている（7-11）。しかし、酸化ス

トレスによる MAPK 活性化機序や、肝障害を起こすメカニズムについては十分解明さ

れていない。そこで本研究ではマウスにおいても人間と同様の機序で障害が再現で

きるアセトアミノフェン肝障害モデルを用いて、酸化ストレスを介した肝細胞死におけ

るシグナル伝達経路について検討した。 

アセトアミノフェンは解熱鎮痛剤として広く用いられており、適正量で使用すれば

非常に安全な薬剤である。しかしながら、過剰に服用すると致死的な急性肝障害を生

じ、欧米では薬剤起因性の重症肝障害の原因として最も多い（12）。アセトアミノフェン
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肝障害は用量依存性で、マウスやラットにおいても過量投与によって同様の肝障害を

再現できるため、その障害機序はよく研究されている。過量に投与されたアセトアミノ

フェンはシトクローム P450 によって反応性の高い N-acetyl-p-benzoquinone imine 

(NAPQI)に代謝される（13、14）。NAPQI はグルタチオン抱合によって不活化されるが、

一旦細胞内のグルタチオンが枯渇するとさまざまな細胞内蛋白と結合し、酸化ストレ

スやミトコンドリア障害、DNA 損傷などを起こし肝細胞を死に至らせる（15、16）。さら

に障害を受けた肝細胞によって炎症細胞が活性化し、さまざまなサイトカインが分泌

されることによって二次的な炎症反応が起き、さらに肝障害が重症化すると考えられ

ている（17-19）。しかしアセトアミノフェンが肝障害を起こすメカニズムには未だ不明な

点が多く、実際の臨床における治療法としては 1980 年代に N-acetyl-cystein (NAC)

の有効性が示されて以降進歩がない（20）。 

最近アセトアミノフェン肝障害において JNK が中心的役割を果たすと報告され、

JNK 阻害薬が治療薬として注目されている（2、21）。現在推定されているアセトアミノ

フェン肝障害の障害機序を図 1 に示す。従来の N-acetyl-cystein による治療はグル

タチオンの補充による NAPQI の排除や酸化ストレスの軽減が主な作用機序であるた

め、アセトアミノフェン過量摂取から 8 時間以内、最低でも 24 時間以内に投与しないと

効果が発揮されないことが問題であった。それに対して JNK 阻害薬はさらに後の段

階で細胞死を抑えることができるため、マウスモデルにおいて N-acetyl-cystein に比
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べ時間が経過してから投与しても効果があることが報告され、有望視されている（21）。

しかし一方で JNK は肝臓の再生にも重要な分子であり、重症肝障害の状態で JNK 阻

害薬を投与することは、肝再生不全を惹起する懸念がある（22）。そのためアセトアミ

ノフェンによる特異的な JNK 活性化経路を同定し、そこを阻害するような治療法が望

まれる。ただアセトアミノフェンによる JNK 活性化には酸化ストレスの関与が推察され

ているものの、その上流についてはよくわかっていない。 

JNK はリン酸化カスケードによって活性化され、転写因子をはじめとするさまざま

な標的分子をリン酸化することにより多彩な機能を発揮するが（23）、特にその持続的

活性化は細胞死に重要な役割を果たしていると考えられている（24、25）。JNK カスケ

ードの上流には、apoptosis signal-regulating kinase 1 (ASK1)、MAP/ERK kinase 

kinase (MEKKs)、TGF-β activated kinase 1 (TAK1)などいくつかの MAPK kinase 

kinase (MAPKKK)が同定されており、活性化した MAPKKKs は MAPK kinase (MKK) 4

や MKK7 を活性化し、MAPK へとシグナルを伝達する（23）。細胞外から加わるさまざ

まな刺激や細胞内の環境の変化に対して、それぞれ異なった MAPKKKs が応答して

MAPK 経路を活性化すると考えられており、MAPKKKs はストレスの受容・認識・変換

点として、いわば分子スイッチの役割を果たしていると考えられている。そして近年酸

化ストレスを介した JNK、p38 の活性化に ASK1 が重要な役割を果たしていると報告さ

れている（26）。 
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ASK1 は広範に発現している MAPKKK で、活性酸素種（ROS）や Tumor necrosis 

factor-α (TNF-α)、lipopolysaccharide (LPS)、小胞体ストレスなど、様々なストレス刺

激に応答し、JNK および p38 経路を活性化させる（26-29）。当初酸化ストレスやサイト

カイン刺激に対してアポトーシスを誘導する分子として同定されたが、近年それ以外

にも自然免疫やサイトカイン誘導などにも関与することが報告されている（28）。 

これらの背景から、本研究では ASK1 ノックアウトマウス（ASK1-/-マウス）を用い

て、ASK1-MAPK 経路のアセトアミノフェン肝障害の病態への関与について検討した。 

 

図 1. アセトアミノフェン肝障害の推定機序 
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方 法 

１） マウス 

ASK1-/-マウスは、東京大学薬学系研究科細胞情報学教室、一條秀憲教授よ

り供与されたものを用いた（30）。JNK1 ノックアウトマウス（JNK1-/-マウス）、JNK2 ノッ

クアウトマウス（JNK2-/-マウス）、p38αヘテロノックアウトマウス（p38α+/-マウス）は、カ

リフォルニア大学サンディエゴ校 Michael Karin 教授より供与されたものを用いた（31、

32）。これらのマウスは少なくともC57BL/6マウスと6代以上戻し交配が行われている。

実験には8-10週齢の雄マウスを用い、Clea Japan社より購入した同週齢のC57BL/6

マウスを野生型マウス(WT マウス)として使用した。いずれのマウスも標準的な飼育環

境下（室温 23℃±2℃、湿度 55％±5％、12/12 時間の明暗周期）で市販の食餌

（Clea Japan）と水を与えて飼育した。なお、実験動物を含むすべての手順は東京大

学動物実験実施マニュアルおよび東京大学医学部動物実験指針に従って行った。 

 

２） アセトアミノフェン肝障害モデル 

Sigma 社より購入したアセトアミノフェンを 42℃に温めた生理食塩水に溶解し、

マウスの腹腔内に投与することによって肝障害モデルを作成した。アセトアミノフェン

肝障害は摂食状態が障害の程度に影響を与えるため、アセトアミノフェン投与前 20

時間は絶食とし、飲水のみ可能な状態とした。JNK 阻害薬 SP600125（BIOMOL）は
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40%ポリエチレングリコールに溶解した後、PBS で希釈してアセトアミノフェン投与 1 時

間前に腹腔内投与した。上記溶媒のみではアセトアミノフェン肝障害に影響を与えな

いことを事前に確認した。P38 阻害薬 SB203580（Wako）は DMSO に溶解後 PBS で希

釈して JNK 阻害薬と同様の方法で投与したが、DMSO はアセトアミノフェン肝障害を

軽減する効果があることが報告されているため（33）、対象群のマウスにも溶媒のみ

を投与した。また、両阻害薬はいずれも 15mg/kg で投与した。 

 

３） Western blot 法および免疫沈降法 

In vivo モデルでは、マウス肝臓全体を溶解液（50mM Tris HCl、1% Triton-X、

5mM EDTA、1mM Na3VO4、50mM NaF、protease inhibitor cocktail [Complete Mini、

Roche]）に入れ、ホモジナイザーを用いて粉砕して遠心後、その上清を用いた。ホモ

ジネートの蛋白濃度を測定して調整した後に 10%SDS-PAGE にて展開し、PVDF メン

ブレン（Amersham Bioscience）へ転写した。4℃の条件下で一晩、一次抗体と反応さ

せたあと、horseradish peroxidase（HRP）標識二次抗体（Amersham Bioscience）と反

応させ、HRPシグナルをECL-plus（Amersham Bioscience）で検出した。培養細胞を用

いた実験においても、上記の溶解液を用いて細胞を回収し、同様の手技にて実験を

行った。抗 JNK1/2 抗体（希釈率 1:1000）、抗 JNK2 抗体（1:1000）、抗リン酸化 JNK 抗

体（1:1000）、抗 MKK4 抗体（1:1000）、抗リン酸化 MKK4 抗体（1:1000）、抗 p38 抗体
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（1:1000）、抗リン酸化 p38 抗体（1:1000）は、Cell Signaling 社より購入した。抗 ASK1

抗体（1:1000）、抗 JNK1 抗体（1:1000）は Santa Cruz 社より購入した。抗 Thioredoxin

抗体（1:3000）は Redox Bio Science 社より、抗マウスβ-actin 抗体（1:3000）は

Sigma-Aldrich 社より購入した。抗リン酸化 ASK1 抗体（1:2000）は、東京大学薬学系

研究科細胞情報学教室、一條秀憲教授より供与されたものを用いた（34）。 

免疫沈降は、上記方法でマウス肝臓から抽出したタンパクを、抗 ASK1 抗体と

protein A/G sepharose beads (Santa Cruz)を用いて反応させ、10%SDS-PAGE にて展

開した。 

 

４） マウス初代培養肝細胞および脾細胞を用いた実験法 

まずネンブタール麻酔下のマウスを開腹して門脈へカニューレを挿入し、コラ

ゲナーゼで灌流した。柔らかくなった肝臓をシャーレに取り、先太駒込ピペットでピペ

ッティング後、細胞ろ過器でろ過した。次いで得られた粗分散細胞浮遊液を遠心分離

し、沈殿した肝細胞をプレートに撒いて 10% fetal bovine serum (FBS)-RPMI1640 培養

液にて培養した。アセトアミノフェンは温めた生理食塩水に溶解したあと、肝細胞培養

液中に添加して実験を行った。細胞障害は Cell Counting Kit-8 (Dojindo)を用いた

MTT assay にて評価した。SP600125 および SB203580 は DMSO に溶解し、最終

DMSO 濃度が 0.1%以下となるように調整して、アセトアミノフェン投与 1 時間前に 15μ
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M の濃度で肝細胞培養液に加えた。また対象群には同濃度の DMSO を培養液中に

添加した。 

 マウス脾細胞は、摘出した脾臓を押しつぶしたあと、70μm のナイロンメッシ

ュに通して濾過し、プレートに撒いた。壊死肝細胞は、初代培養肝細胞を-80℃と室

温による凍結融解を 3 回繰り返すことによって作成し、脾細胞に添加して刺激した。 

 

５） 肝組織中グルタチオン含有量および過酸化脂質量の測定方法 

肝組織中グルタチオン含有量は、マウスにアセトアミノフェンを投与した後、各時

点でサンプルを採取し、Total Glutathione Quantification Kit (Dojindo)を用いてプロトコ

ールに従って測定した。また、肝組織中の過酸化脂質の定量は Thiobarbituric acid 

reactive substances (TBARS) assay に て 行 っ たが、 Oxitek TBARS Assay Kit

（Zeptometrix）を用いてプロトコールに従い測定した。 

 

６） アセトアミノフェン肝障害の病理学的評価 

取り出した肝臓の切片を 10%ホルマリンにて固定し、H＆E 染色からネクローシス

をスコア化した （Histopathology Score; grade 0：障害なし、grade 1：数個の肝細胞障

害のみ、grade 2：中心静脈周囲に 1-2 列の肝細胞壊死がみられる、grade 3：中心静

脈周囲に 2-3 列の肝細胞壊死がみられる、grade 4：中心静脈周囲に 3-4 列の肝細胞
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壊死がみられる、grade 5：5 列以上の中心静脈周囲壊死と出血を伴う）（35）。 

アポトーシスの評価には、Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated 

deoxyuridine triphosphate nick-end labeling (TUNEL) Assay を施行した。TUNEL 染色

は ApoAlert DNA Fragmentation Assay Kit (Clontech)を用いて、プロトコールに従って

行った。TUNEL 陽性肝細胞数は、5 つの異なる視野で陽性細胞数を算出した後に平

均を示した。 

 

７） Real-Time PCR 法および Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 法 

アセトアミノフェン肝障害での炎症性サイトカイン発現量を定量するために

Real-time PCR 法を用いた。Total RNA は、ISOGEN 試薬（Nippon Gene）にて抽出し、

SuperScript 2 （Invitrogen Life technologies）を用いて逆転写反応を施行した。定量

的 PCR 反応は LightCycler （Roche）を用い、定められたプロトコールに従って行った。

内在性コントロールとして Glyceraldehyde-3-phosphatase dehydrogenase （GAPDH）

発現量を定量した。また細胞上清中のサイトカイン分泌量測定には、マウス IL-6 

ELISA Kit （R＆D）を用いた。 

 

８） マイクロアレイ解析 

マイクロアレイは上記方法でマウス肝臓からTotal RNAを抽出後、60-merのオリ
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ゴヌクレオチドプローブを含む Agilent Mouse Whole Genome Array (Agilent 

Technologies)を用いて行った。信号強度の測定は製造元のプロトコールに従って行

った（Takara Bio Inc）。また、データ解析には Agilent Gene Spring GX9 を用いた。 

 

９） 統計解析 

   得られた値は各群の平均値±標準偏差として示した。結果は 2 群間の比較の検

定にはt-検定を、3群間以上の比較にはDunnett検定を用いた。得られたP値は0.05

未満を統計学的に有意であるとした。 
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結 果 

1). ASK1 および JNK のアセトアミノフェン肝障害への関与 

WT マウスの腹腔内へアセトアミノフェン 300mg/kg を投与したところ、6 時間後

から血清ALTが急上昇し、24時間後にはピークを迎える急性肝障害を生じた。そこで

アセトアミノフェン肝障害における ASK1 の関与を調べるため、ASK1-/-マウスにアセト

アミノフェンを投与し WT マウスと肝障害の程度を比較することとした。なお、事前に

ASK1-/-マウスの肝臓においてASK1蛋白が完全に消失していることを確認した（図2）。

アセトアミノフェン投与 6 時間後と 24 時間後の血清 ALT を測定したところ、ASK1-/-マ

ウスでは WT マウスに比べ有意に血清 ALT の上昇が抑えられていることがわかった

（図 3A）。肝障害の時間推移が両者で異なる可能性を除外するため、3 時間後と 48

時間後の血清 ALT も比較したが、それらの時点では差は認められなかった（図 3B）。

またアセトアミノフェンの投与量を 200mg/kg、300mg/kg、400mg/kg と変えて 6 時間後

の血清ALTを比較したところ、200mg/kg、300mg/kgではASK1-/-マウスにおいて有意

に血清 ALT が低かったが、致死量である 400mg/kg では血清 ALT に有意差がなかっ

た（図 3C）。しかしながら、60 時間後の生存率は WT マウス 44%に対して ASK1-/-マウ

ス 78.5%と有意に高かった（図 3D）。また、アセトアミノフェン肝障害における JNK の中

心的役割を確認するため、JNK1 ノックアウトマウス（JNK1-/-マウス）、JNK2 ノックアウ

トマウス（JNK2-/-マウス）および、1 時間前に JNK 阻害薬 SP600125 を投与したマウス
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にもアセトアミノフェンを 300mg/kg 腹腔内投与し、血清 ALT を調べた。既報通り WT

マウスに比較して、JNK2-/-マウスでは軽度、JNK 阻害薬投与マウスでは著明に血清

ALT 上昇が抑制されていた。JNK1-/-マウスでは 6 時間後の血清 ALT 上昇は抑制さ

れていたものの、24 時間後では差が認められなかった（図 3A）。 

次いでアセトアミノフェン投与後の肝臓切片を用いて、HE 染色にて病理学的

に肝細胞壊死の程度を比較した。WT マウスでは 6 時間後に grade 3 以上の著明な中

心静脈周囲壊死を認め、24 時間後には出血を伴う広範な壊死反応が認められたの

に対し、ASK1-/-マウスではそれらの変化が有意に軽度であった。また JNK1-/-マウス、

JNK2-/-マウスでは軽度、JNK 阻害薬投与マウスでは著明に障害が抑制されていた

（図 4A、B）。 

アセトアミノフェンによる肝細胞死は主にネクローシスと考えられているが（36）、

アポトーシスも関与していることが報告されている（37、38）。そこでアポトーシスの程

度を TUNEL assay にて検討したところ、WT マウスでは 6 時間後には中心静脈周囲に

多数の TUNEL 陽性細胞を認めた。それに対して ASK1-/-マウスや JNK 阻害薬投与マ

ウスでは少数の陽性細胞を認めるのみであり、アポトーシスが著明に抑制されている

ことが示された（図 4C、D）。 

上記のような肝障害の違いが、アセトアミノフェンの代謝の違いに起因する

可能性を除外するために、肝臓に含まれるグルタチオン(GSH)量の変化を調べた。肝
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組織中GSH含有量の減少は、アセトアミノフェンの中間代謝物質産生量の指標として

よく使用されているものである（35）。アセトアミノフェン投与前、投与 1.5 時間後、6 時

間後の肝組織中 GSH 含有量は、JNK 阻害薬投与マウスの 6 時間後データを除いて

は有意な差は認められなかった。JNK 阻害薬投与マウスにおいて 6 時間後の GSH

含有量がより回復していたことは、おそらく肝障害が著明に軽減されていることに起

因するものと考えられた（図 5A）。さらに WT マウスと ASK1-/-マウスの ROS 産生量を

比較するために、脂質過酸化の程度を TBARS assay を用いて測定した。過酸化脂質

量はアセトアミノフェン投与 3 時間後に一過性に上昇していたが、その程度は両者に

差はなかった（図 5B）。これらの結果から、肝障害の違いはアセトアミノフェン代謝の

違いに起因するものではなく、ASK1 と JNK が何らかの形で肝障害に関与しているこ

とを示唆していると考えられた。 

    

 

 

図 2. ASK1-/-マウス肝組織における ASK1 蛋白の欠損 
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(A) WT、ASK1-/-、JNK1-/-、JNK2-/-、JNK 阻害薬前投与群の各マウスにおける、アセトアミノフェン

300mg/kg 投与 6 時間後、24 時間後の血清 ALT 値（WT、ASK1-/-マウス n=8；JNK1-/-、JNK2-/-、JNK

阻害薬投与マウス n=5）。*P<0.05 vs WT マウス 6 時間後 ALT 値、†P<0.05 vs WT マウス 24 時間後

ALT 値。(B) WT、ASK1-/-マウスにおけるアセトアミノフェン 300mg/kg 投与後の血清 ALT 値の時間推移

（6、24 時間 n=8； 0、3、48 時間 n=3）。*P<0.05 vs 各時間の WT マウス ALT 値。(C) WT、ASK1-/-マウ

スにおけるアセトアミノフェン 200mg/kg、300mg/kg、400mg/kg 投与 6 時間後の血清 ALT 値（300mg/kg 

n=8； 200mg/kg、400mg/kg n=3）。*P<0.05 vs 各投与量の WT マウス ALT 値。（D）WT、ASK1-/-マウス

におけるアセトアミノフェン 400mg/kg 投与 60 時間後の生存率の比較（WT マウス n=18、 ASK1-/-マウ

ス n=14）。*P<0.05 vs WT マウスの生存率。 

 

図 3. 各マウスにおけるアセトアミノフェン肝障害の比較 
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(A) WT、ASK1-/-、JNK 阻害薬前投与群の各マウスにおける、アセトアミノフェン 300mg/kg 投与 24 時間

後の肝病理組織像（H＆E 染色）。 (B) WT、ASK1-/-、JNK1-/-、JNK2-/-、JNK 阻害薬前投与群の各マウ

スにおける Histopathology score の比較（WT、ASK1-/-マウス n=8；JNK1-/-、JNK2-/-、JNK 阻害薬投

与マウス n=5）。*P<0.05 vs WT マウス 6 時間後のスコア、†P<0.05 vs WT マウス 24 時間後のスコア。 

(C) WT、ASK1-/-、JNK 阻害薬前投与群の各マウスにおける、アセトアミノフェン 300mg/kg 投与 6 時間

後の TUNEL 染色。(D) WT、ASK1-/-、JNK1-/-、JNK2-/-、JNK 阻害薬前投与群の各マウスにおける

TUNEL 陽性細胞数の比較（各マウス n=3）。*P<0.05 vs WT マウスの陽性細胞数。 

図４. 肝病理組織における検討 
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(A) WT、ASK1-/-、JNK1-/-、JNK2-/-、JNK 阻害薬前投与群の各マウスにおける、アセトアミノフェン投与

後の肝組織中 GSH 含有量の推移（投与前 各マウス n=3； 投与 1.5、6 時間後 n=5）。*P<0.05 vs 各時

間の WT マウス肝組織中 GSH 含有量。(B) WT、ASK1-/-マウスにおけるアセトアミノフェン投与後の肝

組織中 TBARS 含有量の推移（各マウス n=3）。*P<0.05 vs 各マウスの投与前肝組織中 TBARS 含有

量。 

図 5. 肝組織中 GSH 含有量と過酸化脂質量の推移 
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2). アセトアミノフェン肝障害における ASK1 依存性遺伝子発現の検討 

 ASK1 依存性に起きる肝障害のメカニズムを解明するため、WT マウスと

ASK1-/-マウスのアセトアミノフェン投与前後の肝臓から RNA を抽出し、Agilent 

whole-mouse microarray を用いて、遺伝子発現レベルを比較検討した。まず 41,252

遺伝子のうち WT マウスと ASK1-/-マウスのベースラインの発現レベルが同程度であ

り、さらに WT マウスにおいてアセトアミノフェン投与後に 3 倍以上発現が亢進する、も

しくは低下する 959 遺伝子をアセトアミノフェン依存性遺伝子として定義した（図 6A）。

さらにその中から、ASK1-/-マウスよりも WT マウスで 2.5 倍以上発現が亢進している

140 遺伝子を ASK1 依存性遺伝子として抽出した（図 6B）。ASK1 依存性遺伝子には、

JNK 依存性遺伝子として知られ、かつその発現レベルがアセトアミノフェンによる肝障

害の程度と相関していると報告されている jun と fos が含まれており（39）、ASK1 の下

流には JNK シグナルが存在する可能性が示唆された（図 6C）。 



 - 20 -

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

WT マウスと ASK1-/-マウスにおける、アセトアミノフェン投与前後の肝組織中遺伝子発現レベルの比較

検討。(A)ベースラインの遺伝子発現量が WT と ASK1-/-マウスで同程度であり（発現量の違いが 1.3 倍

以内）、アセトアミノフェン投与後に WT マウスにおいて発現が 3 倍以上亢進ないし低下する 959 遺伝子。

(B) ASK1-/-マウスに比べ、WT マウスにおいて 2.5 倍以上発現が亢進している 140 遺伝子（ASK1 依存

性遺伝子）。(C) 代表的な ASK1 依存性遺伝子。 

図 6. アセトアミノフェン肝障害における ASK1 依存性遺伝子発現の検討 
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3). ASK1 のアセトアミノフェンによる活性化と JNK シグナルへの関与 

 WT マウスにアセトアミノフェン 300mg/kg を投与し、肝組織中の ASK1 活性化

を Western blot 法にて検討したところ、ASK1 はアセトアミノフェン投与 3 時間後から活

性化し、6 時間後には強く活性化していた（図 7A）。近年、ASK1 の活性制御機構にお

いては、抗酸化物質である Thioredoxin (Trx)が重要な役割を果たしていることが報告

されている。定常状態では Trx が ASK1 に直接結合することによって ASK1 の活性化

を抑えているが、細胞内に酸化ストレスが生じ Trx が酸化されると、Trx が ASK1 から

解離して ASK1 が活性化すると考えられている。そこでアセトアミノフェン肝障害にお

いても、同様のメカニズムを介して ASK1 の活性化が起きているか検討した。抗 ASK1

抗体で免疫沈降後、抗 Trx 抗体で Western blot することにより ASK1 と Trx の結合を

調べたところ、アセトアミノフェン投与 3 時間後に Trx が解離しており、6 時間後には再

びわずかに結合し始めていることがわかった（図 7B）。次に ASK1 蛋白欠損による

JNK 経路への影響を検討するために、各マウスにおける MKK4 と JNK のリン酸化を

Western blot で比較した。ASK1-/-マウスは WT マウスに比べ、JNK リン酸化が有意に

減弱していた。加えて、JNK 阻害薬は JNK リン酸化をほぼ完全に抑制しており、

JNK1-/-マウス、JNK2-/-マウスでは、それぞれのアイソフォームに対応するバンドが減

弱ないし消失していることが確認された。それに対して MKK4 リン酸化は ASK1-/-マウ

スでのみ減弱しており、ASK1 は MKK4-JNK 経路を活性化していることが示唆された
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（図 7C）。続いて JNK リン酸化の時間推移を WT マウスと ASK1-/-マウスで比較したと

ころ、アセトアミノフェン投与後1.5時間の時点では両者に差がなかったが、3時間後と

6 時間後では ASK1-/-マウスにおいて有意にリン酸化が減弱しており、ASK1 は JNK

の持続的活性化に関与している可能性が示唆された（図 7D）。 
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(A) WT マウスの肝臓において、アセトアミノフェン 300mg/kg 投与後の ASK1 活性化を Western blot に

て検討。(B)アセトアミノフェンによる ASK1 と Trx の解離に関する検討。アセトアミノフェン投与前後の肝

組織から抽出したタンパクを抗 ASK1 抗体にて免疫沈降後、抗 Trx 抗体を用いて Western blot した。(C) 

WT、ASK1-/-、JNK1-/-、JNK2-/-、JNK阻害薬前投与群の各マウスにおける、アセトアミノフェン投与6時

間後の MKK4 と JNK の活性化を Western blot にて検討。内在性コントロールとしてβ-actin を使用した。

(D) WT、ASK1-/-マウスにおける、アセトアミノフェンによる JNK 活性化の時間推移を Western blot にて

検討。下の数字はアセトアミノフェン投与前の JNK リン酸化レベルを 1.0 として、バンドの強さを定量化

したもの。 

図 7. アセトアミノフェンによる ASK1、MKK4、JNK 活性化の諸検討 
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4). アセトアミノフェン肝障害における ASK1-p38 経路の関与 

 ASK1 は JNK 経路だけでなく p38 経路も活性化することが知られている。そこ

で ASK1 ノックアウトによる p38 経路への影響について検討したところ、ASK1-/-マウス

では、JNK と同様に p38 も持続的リン酸化が減弱していることがわかった（図 8A）。そ

のためアセトアミノフェン肝障害における p38 経路の関与について検討するため、

p38α+/-マウス(p38 ホモノックアウトマウスは胎生致死)を用いて同様の肝障害モデル

を作成した。図のように p38α+/-マウスでは、トータルの p38 発現量が減少しており、ア

セトアミノフェン投与 6 時間後の p38 リン酸化レベルも減弱していていた（図 8B）。しか

しながら、血清 ALT 値には差がみられなかった（図 8C）。さらにアセトアミノフェン投与

1 時間前に p38 阻害薬 SB203580 を投与して検討してみたが、6 時間後、24 時間後の

血清 ALT レベルに溶媒投与群と差がなかった（図 8D）。これらの結果から、アセトアミ

ノフェン肝障害における p38 経路の関与は否定的と考えられた。 
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(A) アセトアミノフェン 300mg/kg 投与 6 時間後の WT と ASK1-/-マウス肝組織における p38 活性化を

Western blot にて比較。(B)WT と p38α+/-マウスにおけるアセトアミノフェンによる肝組織中 p38 活性化を

Western blot にて比較。(C) WT と p38α+/-マウスにおけるアセトアミノフェン投与 6 時間後の血清 ALT

値（各マウス n=4）。(D) アセトアミノフェン肝障害における p38 阻害薬の効果の検討。p38 阻害薬投与

群と溶媒投与群におけるアセトアミノフェン投与 6 時間後の血清 ALT 値（各マウス n=4）。 

図 8. アセトアミノフェン肝障害における ASK1-p38 経路の関与についての検討 
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5). アセトアミノフェンによる直接的細胞障害における ASK1-MAPK 経路の関与 

 次に、アセトアミノフェンによる直接的細胞障害における ASK1 の関与につい

て検討するために、初代培養肝細胞を用いて実験を行った。まずWT マウス由来の初

代培養肝細胞の上清中にアセトアミノフェン 5mM を添加し、ASK1 が活性化することを

確認した（図 9A）。次いで、WT マウスと ASK1-/-マウス由来の初代培養肝細胞にアセ

トアミノフェンを添加して JNK と p38 の活性化を比較したところ、ASK1-/-肝細胞ではい

ずれの活性化も減弱していていた（図 9B）。さらに WT マウスと ASK1-/-マウス由来の

初代培養肝細胞に 10mM のアセトアミノフェンを添加し、24 時間後の細胞生存率を

MTT assay にて比較したところ、ASK1-/-肝細胞は有意に細胞障害が少ないことがわ

かった（図 9C）。また、直接的細胞障害における JNK と p38 の役割について検討する

ため、アセトアミノフェン添加の 1 時間前に JNK 阻害薬と p38 阻害薬を添加し、細胞

死への影響を調べたところ、in vivo の結果と同様に、JNK 阻害薬は有意に細胞死を

抑制したのに対して、p38 阻害薬は効果が認められなかった（図 9D）。これらの結果

から、アセトアミノフェンによる直接的細胞障害において、ASK1-JNK 経路が重要な役

割を果たしていることが示唆された。 
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(A) WT マウス由来の初代培養肝細胞にアセトアミノフェン 5mM を添加し、ASK1 の活性化を Western 

blotにて検討。(B) WTとASK1-/-マウス由来の初代培養肝細胞にアセトアミノフェン5mMを添加し、JNK

と p38 の活性化を Western blot にて比較検討。(C) WT と ASK1-/-マウス由来の初代培養肝細胞にアセ

トアミノフェン 10mM を添加し、24 時間後の細胞死を MTT assay にて検討。*P<0.05 vs WT マウス由来

肝細胞。(D) WT マウス由来の初代培養肝細胞に、15μM の JNK 阻害薬と p38 阻害薬およびコントロ

ールとして溶媒のみを添加。その 1 時間後にアセトアミノフェン 10mM を添加し、24 時間後の細胞死を

比較した。*P<0.05 vs 溶媒投与群。 

図 9. アセトアミノフェンによる直接的肝細胞障害における検討 
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6) アセトアミノフェン肝障害における炎症反応への ASK1 の関与 

  アセトアミノフェン肝障害は、アセトアミノフェンによる直接的な肝細胞障害と

引き続いて起こる炎症反応の 2 相から成り立っていると考えられている（17-19）。最

近、死んだ肝細胞によって引き起こされる炎症反応には IL-1 と IL-6 が重要な役割を

果たしていると報告されているが、炎症細胞は Toll-like receptor と MyD88 を介した経

路を通じて死細胞を認識し、IL-1やIL-6を分泌すると考えられている（42、43）。また、

ASK1-p38 経路は、炎症細胞において LPS による炎症性サイトカイン誘導に関与する

と報告されているが、それも Toll-like receptor と MyD88 を介した経路である（28）。そ

こで、アセトアミノフェン肝障害の炎症反応における ASK1 の関与について検討するた

めに、アセトアミノフェン投与 6 時間後の WT マウスと ASK1-/-マウスの肝組織中炎症

性サイトカインの発現量を Real-time PCR 法を用いて比較した。アセトアミノフェン投

与によりIL-1α、IL-1β、IL-6いずれも発現量が増加していたが、ASK1-/-マウスではい

ずれのサイトカイン誘導もWTマウスに比べて少ないことがわかった（図10A-C）。しか

しこれらの所見は、ASK1 が炎症反応にも寄与していると捉えることができる反面、最

初の肝細胞障害が少ないために二次的な炎症反応も軽度であるという可能性も考え

られる。 

  そこで WT マウスと ASK1-/-マウスから脾細胞を初代培養し、それらを壊死肝

細胞で刺激して、分泌される IL-6 量を ELISA 法で比較した。壊死肝細胞は初代培養
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肝細胞を凍結融解処理することによって作成した。壊死肝細胞投与 24 時間後には脾

細胞培養上清中に IL-6 が分泌されていたが、その分泌量は WT 脾細胞と ASK1-/-脾

細胞の間で差がなかった（図 10D）。また壊死肝細胞によって引き起こされる JNK と

p38 の活性化を WT 脾細胞と ASK1-/-脾細胞の間で比較したところ、両者の活性化レ

ベルは同程度であった（図 10E）。これらの結果から、in vivo でみられた炎症性サイト

カインの差は、最初の肝細胞障害の違いに起因するものの可能性が高いと考えられ

た。 
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WT と ASK1-/-マウスの肝組織における炎症性サイトカイン発現量の比較。アセトアミノフェン投与前と

投与 6 時間後の肝組織中(A)IL-1α、(B)IL-1β、(C)IL-6 mRNA 発現量を Real-Time PCR 法にて比較検

討した（各マウス n=5）。*P<0.05 vs WT マウス。(D)WT と ASK1-/-マウス由来の脾細胞に、初代培養肝

細胞を凍結融解して作成した壊死肝細胞を添加し、24 時間後に上清中 IL-6 濃度を ELISA で測定した。

(E) WT、ASK1-/-マウス由来脾細胞における、壊死肝細胞による JNK と p38 活性化の比較。 

図１０. アセトアミノフェン肝障害における炎症反応への ASK1 の関与 
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7） その他の肝障害モデルにおける ASK1-JNK 経路の関与 

    四塩化炭素は、アセトアミノフェンと同様に肝細胞で CYP2E1 によって代謝され、

酸化ストレス産生を介して肝障害を引き起こす（44）。そこで、四塩化炭素誘発性肝障

害モデルにおいても ASK1-JNK 経路が関与しているか検討した。WT マウス、ASK1-/-

マウス、JNK1-/-マウス、JNK2-/-マウスの腹腔内に四塩化炭素 2ml/kg を投与し、24 時

間後の血清 ALT 値を比較した。WT マウスと比較して、JNK1-/-マウスはわずかではあ

るが有意な ALT 値の低下を示したが、ASK1-/-マウスでは有意な差は認められなかっ

た（図 11A）。さらに WT マウスと ASK1-/-マウスの肝組織において、四塩化炭素投与 2

時間後と 4 時間後の JNK 活性化を比較したが、両者は同程度であった（図 11B）。こ

れらの結果から、JNK1 は四塩化炭素肝障害に関与している可能性があるが、ASK1

は JNK の主な活性化因子ではないことが示された。 

アセトアミノフェン肝障害において、NAC は NAPQI をグルタチオン抱合し除去

するだけでなく、抗酸化物質として働き、酸化ストレスを減少させることによっても肝障

害を軽減すると考えられている（45、46）。そこで NAC のアセトアミノフェン肝障害と四

塩化炭素肝障害に対する効果を比較したところ、アセトアミノフェン肝障害では著明に

血清 ALT を低下させたが、四塩化炭素肝障害では効果が認められなかった（図 11C）。

これらの結果は、アセトアミノフェン肝障害と四塩化炭素肝障害において異なった種

類の ROS が関与している可能性を示唆しており、ASK1 が四塩化炭素肝障害では関
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与しなかった理由の一つである可能性が考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 四塩化炭素(CCl4)をコーンオイル:四塩化炭素=4:1 で混合し、2mｌ/kg の量で WT、ASK1-/-、JNK1-/-、

JNK2-/-マウスに腹腔内投与して、各マウスの 24 時間後の血清 ALT 値を比較（各マウス n=4 ないし 5）。

(B) WT と ASK1-/-マウスの肝臓における四塩化炭素による JNK の活性化を、Western blot にて比較検

討。(C)四塩化炭素肝障害とアセトアミノフェン肝障害における NAC の効果に関する検討。WT マウスに

NAC 600mg/kg もしくは溶媒である PBS を腹腔内投与した 30 分後、アセトアミノフェン 300mg/kg およ

び四塩化炭素2mg/kgを腹腔内投与して、24時間後の血清ALT値を測定（各マウス n=3）。*P<0.05 vs 

溶媒投与群。 

図１1. 四塩化炭素誘発性肝障害モデルにおける ASK1-JNK 経路の関与 
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考 察 

ASK1 は近年、神経変性疾患（47）や虚血性心疾患（48）などいくつかのヒト疾患

モデルにおける関与が報告されてきたが、肝疾患における報告はほとんどなかった

（49）。今回の検討から ASK1 はアセトアミノフェン肝障害において、JNK 活性化を通じ

て肝細胞死に重要な役割を果たしていることが示唆された。 

細胞や刺激の種類によって異なるが、一過性 JNK 活性化は遺伝子発現や細胞

増殖、細胞分化などを誘導するのに対し、持続的 JNK 活性化は細胞死を誘導すると

報告されている（25、50）。ASK1 は、ASK1-/-マウス由来の胎児線維芽細胞を用いた

検討において、TNF-αや過酸化水素による刺激に対して、JNK と p38 の持続的活性

化を通じて細胞死を誘導したと報告されている（30）。同報告において、ASK1-/-マウス

由来胎児線維芽細胞は、刺激に対して短期の JNK/p38 活性化レベルは同程度であ

るものの、その後の持続的な活性化が減弱していた。今回の検討でも、ASK1-/-マウ

スの肝臓において JNK の持続的活性化が低下していたことから、ASK1 は JNK 活性

化を持続させることによって肝障害を誘導しているものと推察された。また、ASK1-/-マ

ウスではアセトアミノフェンによる p38 の持続的活性化も減弱していたが、p38α+/-マウ

スや p38 阻害薬を用いた検討、さらには初代培養肝細胞を用いた検討の結果から、

アセトアミノフェン肝障害における p38 の関与は否定的であった。一方、ASK1-/-マウ

スにおいて JNK 活性化が完全には抑えられていないことから、今回の結果には示し
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ていないが、ASK1-/-マウスにおける JNK 阻害薬の効果についても検討したところ、

JNK 阻害薬は有意に障害を抑制した。そのためアセトアミノフェンによる JNK 活性化

には ASK1 以外の MAPKKK もしくは他の JNK 活性化メカニズムも関与していると考え

られ、更なる検討が必要である。 

Whole-mouse microarray を用いた検討から、ASK1-/-マウスの肝臓では JNK 依

存性遺伝子として知られ、かつその発現レベルがアセトアミノフェン肝障害の程度と

相関すると報告されている jun と fos の誘導が著明に低下していることがわかった

（39）。これらは互いに結合し転写因子AP-1複合体を形成するが、JNK/AP-1経路は

肝細胞死の誘導に深く関わっていると報告されており（51）、ASK1 の下流因子として

アセトアミノフェン肝障害に関わっている可能性がある。一方で、アセトアミノフェン代

謝に関連する酵素群シトクローム P450 や、抗酸化防御系に関与するグルタチオン還

元酵素やチオレドキシン還元酵素などの発現誘導レベルは、WT マウスと ASK1-/-マ

ウスで同程度であった。これらの結果は、WT マウスと ASK1-/-マウスにおける肝障害

の程度の違いが、アセトアミノフェン代謝や酸化還元状態の違いに起因するものでは

ないことを示唆している。さらに、JNK を脱リン酸化することによって持続的活性化を

阻害する働きをもつ MAPK phoshatase の一つで、その誘導レベルがアセトアミノフェ

ン肝障害と相関すると報告されている MAPK phoshatase 5 (Dusp10)に関しても、WT

マウスと ASK1-/-マウスの間に差は認められなかった（39）。よって、ASK1-/-マウスに
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おいて JNK の持続的活性化が減弱していたことは、MAPK phoshatase の誘導の違い

によるものでなく、ASK1 依存性の持続的 JNK 活性化が阻害されている結果であると

考えられる。 

アセトアミノフェン肝障害には酸化ストレスが関与しているが、酸化ストレスを介

した細胞死に ASK1 の活性化は重要な役割を担っており、その活性制御機構におい

て鍵となる分子の一つが抗酸化物質Trxである。細胞内に酸化ストレスがない状態で

は、Trx が ASK1 の N 末端に結合することによってその活性化を抑制している。しかし

過剰な酸化ストレスが発生するとTrxが酸化されASK1から解離し、結果として酸化ス

トレス依存性 ASK1 シグナルが活性化される（40、41）。つまり Trx は ASK1 シグナル

経路のいわば”safty lock”の役割を担っていると考えられている。今回の検討でも、

アセトアミノフェン投与により ASK1 と Trx の解離が認められたが、その時間経過は

ASK1 活性化と一致しており、酸化ストレスが ASK1 と Trx の解離を介して ASK1-JNK

経路を活性化し、肝細胞死へと導いていることが示唆される所見である。TBARS 

assay でみた酸化ストレス産生状態もアセトアミノフェン投与 3 時間後がピークであり、

ASK1 と Trx の解離のタイミングと一致していたこともこれを支持する。近年、強力な酸

化力を持つ NO 由来の反応性窒素酸化物である peroxynitrite がアセトアミノフェン肝

障害の重要な mediator であると報告されているが（52）、peroxynitrite は虚血後の心

筋障害において Trx を ASK1 から解離させて細胞死を起こすと報告されており（53）、
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同様のメカニズムがアセトアミノフェン肝障害にも関与しているのかもしれない。ただ、

肝細胞死に続く炎症反応によって産生される TNFαが ASK1 を二次的に活性化して

いる可能性も完全には否定できない。今回の検討では Real-time PCR にて TNFα 

mRNA の誘導がほとんど認められなかったことからそれ以上 TNFαについては検討

していないが、今後 TNFαノックアウトマウスなどを用いた実験も検討すべきである。 

肝細胞を含むほとんどの細胞で 2 つの JNK 遺伝子、JNK1 と JNK2 が発現して

いる。JNK1 と JNK2 は、一次配列上の相同性が 80%以上あり、生化学的な性質にも

ほとんど差異が認められないことから、生体内では同じ機能を果たしており、互いに

補い合うことができる分子であると考えられてきた。JNK1 と JNK2 を同時にノックアウ

トしたマウスは胎生致死であるのに対して、どちらか一方だけであれば致死とはなら

ないこともそれを示唆する所見である（54）。しかしながら、細胞や刺激の種類によっ

ては、互いに相反する作用を持っていることも報告されている（55）。今回の検討では、

JNK1-/-マウスおよび JNK2-/-マウスで軽度肝障害が抑制され、JNK1、JNK2 両者を阻

害する JNK 阻害薬 SP600125 によって著明に障害が抑制されたことから、アセトアミノ

フェン肝障害では JNK1 と JNK2 が互いに相補的な役割を担っていると考えられる。 

アセトアミノフェン肝障害は直接的な肝細胞死と、引き続き起こる二次的炎症反

応をからなる（17-19）。最近 ASK1 は炎症細胞において、p38 経路の活性化を通じて

炎症性サイトカインの誘導に関与すると報告されている（28）。そのため ASK1-/-マウ
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スにおいてアセトアミノフェン肝障害が軽度であったのは、二次的炎症反応が抑えら

れていることに起因する可能性があり、実際に肝組織における IL-1α、IL-1β、IL-6 の

誘導が ASK1-/-マウスでは有意に少なかった。しかしながら初代培養脾細胞を用いた

in vitro の検討では、ASK1 は壊死肝細胞による JNK/p38 の活性化やサイトカイン分

泌には関与していなかった。これらの結果は、ASK1-/-マウスにおける炎症性サイトカ

イン誘導の低下は直接的な肝細胞死が減少することに起因する可能性が高いことを

示唆し、ASK1-/-初代培養肝細胞がアセトアミノフェンに耐性であったこともこれを支持

する。ただ実際には脾細胞よりも Kupffer 細胞やマクロファージを用いたほうがより in 

vivo の状態に近いと考えられるが、Kupffer 細胞の分離培養は培養できる細胞数が

少なく実験が困難であり、また腹腔内マクロファージの培養も試みたが、ASK1-/-マウ

スではマクロファージが安定して培養できなかったために、最終的に安定して実験を

行うことができる脾細胞を用いて検討するに至った。そのため今回の検討だけで炎症

反応における ASK1 の関与を完全に否定できるわけではなく、骨髄移植モデルや臓

器特異的ノックアウトマウスなどを用いたさらなる検討が必要である。 

今回の検討から、ASK1 がアセトアミノフェン肝障害の治療標的となる可能性が

示唆されたが、前述のように JNK 経路は肝再生にも重要な経路である。そのため

ASK1 阻害薬を重症肝障害の状態で投与するには、肝再生への ASK1-JNK 経路の

関与について更なる検討が必要である。 
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アセトアミノフェン肝障害においては、ASK1 が JNK を介した細胞死に重要な役

割を果たしていることが示唆された一方で、同様に肝細胞で代謝され酸化ストレスを

介して肝障害を起こす四塩化炭素肝障害では、ASK1 の関与は否定的であった。そ

の理由の一つとして、抗酸化物質 NAC による改善効果が四塩化炭素肝障害では認

められなかったことより、ROS の種類がそれぞれの障害において異なっている可能性

が考えられた。既報によると、アセトアミノフェン肝障害ではperoxynitrateやH2O2、四

塩化炭素では CCl3・の関与が報告されており、それらによる ASK1 活性化能に違い

が存在するのかもしれない。肝障害における ASK1-JNK 経路の関与が、アセトアミノ

フェン肝障害においてのみ認められる特別な現象なのか、他の肝障害でも共通する

経路なのか、今後の検討課題である。特に現在日本で問題になっている慢性 C 型肝

炎や、今後メボリックシンドロームを背景に増加することが予想される非アルコール性

脂肪性肝炎などは、酸化ストレスを介した肝障害であると考えられており、これらの疾

患における ASK1-MAPK 経路の関与について今後研究をすすめていきたい。 
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結 語 

本研究では ASK1 ノックアウトマウスを用いたアセトアミノフェン肝障害モデル

による検討から、ASK1 は Trx の解離を介して活性化し、JNK の持続的活性化を通じ

て肝障害に関与していることを明らかとした。また初代培養肝細胞を用いた検討から、

ASK1 はアセトアミノフェンによる直接的な肝細胞死に寄与していることが示された。こ

れらの結果から、ASK1 がアセトアミノフェン肝障害の治療標的となる可能性が示唆さ

れた。 
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