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研究成果の概要（和文）：単純性脂肪肝から非アルコール性肝疾患・肝炎（NAFLD/NASH）の移行において、肝小
葉のzoneごとに代謝が変化することが知られている（metabolic zonation）。今回の解析によって、それに伴っ
て肝臓を構成する細胞の発現遺伝子も変化することが明らかとなった。線維化に重要な役割を果たす肝星細胞に
接する肝類洞内皮では、Gene Xが発現していた。このGene XはNAFLD/NASHの進行に伴って変化し、肝線維化の進
行を抑制する効果があることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the transition from simple fatty liver to non-alcoholic liver 
disease/hepatitis (NAFLD/NASH), it is known that metabolism is altered in each liver lobule zone 
(metabolic zonation). The present analysis revealed that the genes expressed in the cells 
constituting the liver change accordingly. Gene X was expressed in the hepatic sinusoidal 
endothelium bordering hepatic stellate cells, which play an important role in fibrosis. This Gene X 
changes with the progression of NAFLD/NASH, suggesting that Gene X has an inhibitory effect on the 
progression of liver fibrosis.

研究分野： 消化器内科学

キーワード： 単純性脂肪肝　脂肪性肝炎　肝硬変　肝線維化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝硬変は肝炎ウイルスによる慢性肝炎だけでなく、人口の数割が罹患する非アルコール性脂肪肝、およびアルコ
ール性脂肪肝から脂肪性肝炎を介して発症する。肝硬変にいたると、肝不全や肝癌を併発することが大きな問題
となっている。本研究は、これまでに注目されていなかった類洞内皮細胞の肝硬変への役割と、創薬や診断の標
的となりうる新規の分子を明らかにしたものである。その学術的意義および社会的意義は大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
肝硬変の主な原因は、B 型肝炎ウイルス(Hepatitis B virus, HBV)と C 型肝炎ウイルス

（Hepatitis C virus, HCV）の持続感染に伴う慢性肝炎、アルコール多飲である．HBV は抗ウ

イルス薬である核酸アナログ製剤によりウイルス増殖を抑制することにより肝硬変への進展を

抑制できるようになった。HCV は近年直接型抗ウイルス薬(Direct antiviral agents, DAAs)の開

発が進み経口薬により排除できるようになり肝硬変への進展を阻止できるようになった。 
このようななか、2000 年に入り注目されてきた非アルコール性脂肪性肝疾患(Non-alcoholic 

fatty liver disease, NAFLD)、非アルコール性脂肪肝炎(Non-alcoholic steatohepatitis, NASH)
が肝硬変および肝がんの原因として問題となってきている。 

NAFLD/NASH は、人口の 10％超にみられ、検診をうける対象者の 2－3 割にみられるとい

われ、国内だけでなく国際的にも増加が著しい疾患である。NAFLD/NASH は糖尿病をはじめ

とする生活習慣病と密接に関連し、進行すると肝硬変、さらには肝細胞がんにいたる。

NAFLD/NASH のこれまでの研究から、遺伝を含めた外的および内的な危険因子が示され、い

くつかの診断法、予防法、薬剤を含めた介入が試行されてきたが、いずれも有効性が低く、効率

も悪いために、新たな健康維持システムの構築が喫緊の課題となっている。 
 
 
２．研究の目的 
非アルコール性脂肪性肝疾患・肝炎（NAFLD/NASH）は、検診をうける対象者の 2－3 割に

見いだされ、国内だけでなく国際的にも増加が著しい疾患である。糖尿病をはじめとする生活習

慣病と密接に関連し、進行すると肝硬変、さらには肝細胞癌にいたる。私達は NAFLD/NASH
のマウスモデルを作製するとともに、肝臓の炎症と線維化に重要な新規分子の遺伝子改変マウ

スを作製し、NAFLD/NASH 研究を行ってきた。100 例を超えるヒト臨床材料を得るとともに、

肝臓における single cell transcriptome の研究を開始している。本研究では領域の他の研究者と

連携し、肝臓における炎症細胞社会の解明を行う。モデルに基づき未病状態である単純性脂肪肝

を定義し、NASH から肝硬変への進展を予防する研究に資する遺伝子情報を整備するとともに、

単純性脂肪肝から NASH へ、NAFLD/NASH から肝硬変への進展を診断するマーカーの開発、

および NASH、肝硬変の予防・治療法の開発を行う。 
 
 
３．研究の方法 
単純性脂肪肝（HFD）、動脈硬化高脂肪食（Ath+HFD）、コリン欠乏アミノ酸置換(CDAA)食の 3系

統のマウス NASH モデルを使用した。また、類洞内皮細胞での機能を解析するため flox マウスを

作成し、類洞内皮特異的プロモーターである Lyve 下に Cre recombinase を発現する Lyve-Cre マ

ウスと掛けあわせることにより、類洞内皮特異的遺伝子 KO マウスを作成した。脂肪化、線維化、

炎症を組織学的に観察した。肝臓の包括的 single cell transcriptome 解析を行うため、細胞分

離の Percoll 濃度を変え、肝臓を構成する細胞を解析するための最適化を行った。それぞれの最

適化した条件を用いて包括的 single cell transcriptome 解析を行った。細胞間の解析には Cell 

chat を用いた。また、胆管結紮モデル、四塩化炭素モデル及び CDAA 食餌負荷モデルに於いて肝

線維化に及ぼす効果を解析した。遺伝子の線維化に及ぼす効果を明らかにするため、遺伝子から

精製タンパクを作製して四塩化炭素負荷マウスモデルを用いて検証した。 

 

 

４．研究成果 

本研究は、単純性脂肪肝から非アルコール性肝疾患・肝炎（NAFLD/NASH）、さらに肝硬変への

進展を認める病態を対象とし、包括的 single cell transcriptome 解析を駆使した遺伝子動態

の解析を行うことによって、炎症・線維化進展の鍵となる細胞集団を同定することを目的とした。



さらに、細胞集団の 3次元情報を取得し、時間軸の解析を組み合わせることによって、終末像で

ある肝硬変へ向かう 4 次元モデル化を行い、単純性脂肪肝から肝硬変への進展に際しての肝臓

の細胞社会の成り立ちを明らかにする。これらの解析を通して、新たな診断マーカーの開発や肝

硬変への進行を阻止する治療法の開発

を行うことを目的とした。 

HFD モデルは組織学的には炎症や線

維化像は少なく、NASH の未病状態と考

えられ、一方、Ath+HFD や CDAA モデル

は炎症や線維化像が顕著に認められる

ことから、未病状態より進展した NASH

病態を反映していると考えられた。 

Percoll 濃度の最適化を行い、肝細

胞、胆管細胞、類洞内皮細胞、星細胞、

Kupffer 細胞、マクロファージ、T細胞、

B 細胞といった肝臓の全ての構成細胞

の発現情報を得ることが可能であった

（図 1）。 

肝小葉においては門脈領域周囲（zone1）に存在する肝細胞、中心静脈周囲（zone3）に存在す

る肝細胞、その間（zone2）に存在する肝細胞では細胞内の代謝がそれぞれ異なっていることが

解っている（metabolic zonation）。消化管からの血流は全て門脈を通り肝臓に流れ込むが zone1

では最も酸素濃度が高く、脂肪酸のβ酸化を含む酸素要求性の好気性代謝が行われる。一方、中

心静脈周囲では酸素濃度が低く、解糖系や脂肪酸合成、解毒などの嫌気性代謝が行われている

（図 2）。興味深いことに HFD モデルで

は zone1 の遺伝子発現を有する肝細胞

集団のクラスターが出現し、HFD モデル

に於ける metabolic zonation が大きく

変化していることが示唆された。この

現象が、single cell 解析の際の細胞分

離の過程で生じる細胞の選択によって

起こっている現象ではないことを確認

するため全肝を用いた RNA-seq を行っ

たところ、同様の結果が得られた。HFD

モデルに於ける metabolic zonation の

変化は中心静脈周囲の低酸素状態を更

に増長し、類洞内皮障害を誘導する可

能性が示唆された（図 2）。 

HFD モデルでは、肝細胞の metabolic zonation に加えて類洞内皮の変化が顕著であり、類洞

内皮細胞の脱落と中心静脈の遺伝子発現を有する細胞集団の増加が認められた（図１）。中心静

脈は類洞内皮とは異なる遺伝子を発現しており Rspo3 や Wnt2 などの幹細胞や前駆細胞の増殖に

関わるリガンドを発現している。それらは中心静脈周囲の Axin2 陽性肝細胞に働き、肝細胞の

metabolic zonation が形成されることが知られている。HFD モデルにおける肝細胞の metabolic 

zonation の変化が類洞内皮の障害を誘導し、類洞内皮の分化や zonation に変化が起こっている

ことが示唆され、それらが NASH 病態の炎症・線維化のトリガーになり得ると考えられた。 

NASH 病態に関連して、これまでは Kupffer 細胞やマクロファージの活性化が数多く報告され

ている。しかし、NASH 病態に於ける肝類洞内皮の役割についてこれまで十分に解析されてこな

かった。そこで、NASH マウスモデルでの類洞内皮細胞、星細胞、Kupffer 細胞、マクロファージ

の細胞集団間の関連を Cell chat を用いて解析した（Cell chat：ligand-Receptor Interaction 

Explorer) （http://www.cellchat.org/）。 

 

 



本解析は細胞外に分泌されるリガン

ドや接着因子と細胞表面のレセプター

のシグナル伝達をデータベース化する

ことにより、細胞集団間の関連性を新

たに見出すアルゴリズムである。類洞

内皮細胞のクラスター、星細胞のクラ

スター、Kupffer 細胞及びマクロファー

ジのクラスターの Cell chat 解析の結

果、肝星細胞が類洞内皮、Kupffer 細胞

及びマクロファージと密接に関連して

いることが明らかとなった。また、HFD

により、類洞内皮細胞クラスターと星

細胞クラスターとの関連性がさらに増

加する傾向が認められた（図 3）。 

Cell chat の解析から類洞内皮の一

群の遺伝子が星細胞と密接に関連して

いることが明らかとなった。その中で

も発現量の多い、かつこれまでにシグ

ナル伝達機構が解明されていない、肝

類洞内皮で高発現する Gene X に注目

し、以後の解析を進めた。Gene X の発

現は HFD モデルで発現の低下が認めら

れ、病態の進行した Ath+HFD モデルで

は更なる遺伝子発現の低下が認められ

た（図 4）。また、ヒト肝硬変症例の類

洞内皮細胞でも発現が低下しているこ

とが確認された（Nature, 2019）。 

Gene X の類洞内皮細胞での機能を解

析するため flox マウスを作成し、類洞

内皮特異的 Gene X KO マウスを作成し

た(図 5)。類洞内皮特異的 Gene X KO マ

ウスでは胆管結紮モデル、四塩化炭素

モデル及びCDAA食餌負荷モデルに於い

て肝線維化の顕著な増悪が認められ

た。従って、肝類洞内皮で高発現する

Gene X は肝線維化進行を抑制する働き

を担っていることが明らかとなった

（図 5）。 

さらに、Gene X の抗線維化効果を検

証するため四塩化炭素肝線維化モデル

に Gene X の精製蛋白を持続投与し肝線

維化進行を評価した。興味深いことに、

Gene X 及びその活性化変異体は顕著な

肝機能の改善（AST/ALT）と線維化改善

効果を示した（図 6）。従って、Gene X

は肝線維化進行を抑制する治療薬とし

て有用である可能性が示唆された。 

本研究ではNASHマウスモデルの包括

的 single cell transcriptome 解析を

行うことによりNASH病態でこれまで解

 

 

 



析されてこなかった肝類洞内皮の変化を初めて明らかにすることが出来た。また、肝細胞や類洞

内皮の zonation の変化が NASH のトリガーとなることを初めて明らかにした。加えて類洞内皮

細胞の機能・分化に重要な遺伝子(Gene X)を同定した。Gene X の機能解析から、肝類洞内皮が

肝線維化進行と密接に関連しており、Gene X が線維化進行を抑制する治療標的分子として有用

である事も示された。また、現在、Gene X の血清中での ELISA 測定系を確立中であり、Gene X

が線維化診断マーカーとしても有用である事が示唆される。 
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