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研究成果の概要（和文）：マウスNASHに対してPEDFはNADPH oixdaseを介し酸化ストレス抑制し炎症を抑えるだ
けでなく、肝臓内の脂質蓄積を減少させた。ヒト肝癌組織においてPEDFの発現低下やPEDF受容体の発現亢進は肝
癌の悪性度と関連することがわかった。PEDF受容体トランスジェニックマウスではNASHによる肝癌が増悪してい
た。また、終末糖化産物(AGEs)による酸化ストレスがNASHによる肝発癌を促進し、AGEsを標的としたNASHの治療
法の可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：PEDF could slow the development and progression of steatohepatitis through 
the suppression of steatosis and oxidative stress in mice NASH model. In human tissues, the 
decreased expression of PEDF and the elevated expression of PEDF receptor was associated with 
aggressive properties of cancer. Moreover, NASH-related hepatic fibrosis and hepatocellular 
carcinoma were exacerbated in PEDF receptor transgenic mice. We furthermore demonstrated that 
AGEs-RAGE signaling promotes not only the progression of hepatic fibrosis and the development liver 
cancer in NASH through activation of inflammasome and pyrotosis. Our study suggests that PEDF 
supplementation and the blockade of AGEs-RAGE system may be a novel therapeutic strategy for the 
treatment of NASH.

研究分野： 内科学　消化器内科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
非アルコール性肝炎(NASH:Non-alcoholic steatohepatitis)における生体内抗酸化因子の治療的役割を明らかに
した。近年、増加の一途を辿りつつも有効な治療法のない非アルコール性肝炎に対して、本研究は新たな治療法
の開発に貢献するものと考える。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
抗ウイルス剤の発展によりウイルス性肝炎が減少する一方、非アルコール性肝炎(NASH:Non-

alcoholic steatohepatitis)は増加傾向にあり、肝硬変、肝癌の主な原因となりつつある。しか

しながら NASH に対する有効な治療法は確立されておらず解決すべき喫緊の課題である。NASH の

発症には終末糖化産物(Advanced Glycation End products: AGEs)の蓄積などによる酸化ストレ

スが関与することが考えられていた。また、我々は、色素上皮由来因子（PEDF:Pigment 

epithelial-derived factor）の生体内抗酸化因子としての役割を明らかにしてきた。 

 
２．研究の目的 
本研究では NASH と肝癌に対する生体内抗酸化因子 PEDF による治療効果の検証を目的とした。

また、NASH と NASH 由来の肝癌における AGEs による酸化ストレスの役割とこれを標的とした治

療法の開発を目的とした。 

 
３．研究の方法 
（１）マウス NASH モデルにおいて肝内の酸化ストレス、NADPH oxidase の発現を検討した。

次にアデノウイルスベクターを用いて PEDF を投与することにより、マウス NASH 肝における酸

化ストレス、NADPH oxidase の発現を確認し、組織学的な変化を検証する。 

（２）(a)ヒト肝癌組織と非癌部における PEDF および PEDF 受容体（Laminin receptor、ATGL）、

NADPH oxidase の発現を免疫染色にて評価し、肝癌の悪性度（分化度、血管新生、転移、浸潤の

有無）や背景因子（ウイルス肝炎や NASH）、予後などの臨床データとの関連を検討する。(b) マ

ウス NASH－肝発癌モデルを用いて、NASH からの肝発癌過程における PEDF や PEDF 受容体、NADPH 

oxidase の発現、酸化ストレスの変化を明らかにしていく。さらに PEDF 受容体トランスジェニ

ックマウスにおける NASH と NASH 由来肝癌を検討し、PEDF シグナルの及ぼす影響を検討する。

（３）マウス NASH-肝発癌モデルにおける AGEs の蓄積と AGEs 受容体、NADPH oxidase の発現を

確認と AGEs 受容体に対する aptamer 投与による影響を解析する。また、aptamer 投与による肝

線維化や肝発癌への効果を組織学的に解析し、そのメカニズムを生化学的に解析する。 

 
４．研究成果 

（１）NASH に対する PEDF（Pigment epithelial-derived factor）の治療効果 

メチオニンコリン欠乏食によるマウスNASHモデルを用いて、NASHに対するPEDFの治療効果を

検討した。マウスNASHモデル肝臓ではコントロール群に比べて酸化ストレスの亢進と同時に

PEDFの発現が増加していた。このNASHモデルマウスにアデノウイルスベクターを用いてPEDFを

投与すると、肝臓内での酸化ストレスおよびNADPH oxidaseコンポーネントであるP47、P22遺伝

子発現の抑制が確認された（下図左下、右）。組織学的に解析を行ったところ、PEDF投与群で

は炎症細胞浸潤、肝線維化が有意に抑制されていた。興味深いことに、肝内の脂肪蓄積量もま

たPEDF投与によって抑制されていた（下図左上）。PEDFの受容体の一つとしてATGL(adipose 

triglyceride lipase)が同定されており、このATGLはlipase活性を有し細胞内脂質量の調節に

働くことが解っている。ATGLの発現量はNASHモデルにおいて増加していたが、PEDF投与による

有意な変化は認められなかった。 

これらの結果から、PEDFはNADPH oxidaseの活性化を抑制し、酸化ストレスを抑制し肝炎、肝

線維化を防ぐだけでなく、ATGLの活性化作用により肝内脂肪蓄積を抑制することが示唆され

た。 (Yoshida T.,et al.Dig Dis Sci. 2017 Jun;62(6):1527-1536)。 



 
 

（２）NASH、肝癌における PEDF-Laminin receptor シグナルの役割に関する検討 

a)ヒト肝癌と背景肝組織における PEDF、Laminin receptor (Laminin R)の組織学的検討 

151例の肝切除例を対象にPEDFと PEDFの受容体の一つであるLaminin receptor (Laminin R)

の発現を免疫組織学的に検討し、臨床病理学的な因子（性別、腫瘍径、分化度、肝内転移、肉眼

系、門脈侵襲、etiology、予後）との相関を検討した。PEDF と Laminin R の発現を発現強度に

応じて Score 0～3 とし、Score 0~2 を発現弱群、Score3 を発現強群で分類し評価した。 

癌部での PEDF の発現は 135 例 (89%)に認められた。癌部での PEDF の発現強度と肝癌の分化

度との関連は認められなかったが、癌部での PEDF 発現低下は、癌の門脈侵襲のと統計学的に有

意に相関していた（PEDF の発現が高いと門脈侵襲が少ない）。また、統計学的に有意ではないも

のの癌部での PEDF 発現亢進は、low histological grade (p=0.0508)、肝内転移の認められない

群（p=0.0761）と関連していた。 

癌部での Laminin R の発現は全症例で認め、Laminin R と PEDF の発現の間に統計学的に有意

な逆相関が見られた（p=0.0016）。癌部での Laminin R 発現が亢進した症例は、統計学的に有意

に high histological grade と相関していた（低分化症例が多い）。興味深いことに非癌部の

Laminin R の発現亢進は血清アルブミン値低値と関連し、非癌部での Laminin R の発現亢進が認

められた群では有意に予後不良であった。 

b）Laminin R トランスジェニックマウスを用いた、NASH、肝癌における PEDF-Laminin receptor
シグナルの役割に関する検討. 

 Laminin R 発現が NASH と NASH 由来肝癌にどのように影響するか Laminin R トランスジェニッ

クマウスを用いて NASH モデル(Stelic Animal Model)を作成した。Laminin R トランスジェニッ

クマウスでは、コントロール群と比べて NASH による肝線維化が亢進することが確認された。ま

た、Laminin R トランスジェニックマウスでは NASH 関連の肝発癌の頻度が増加することが解っ

た。現在そのメカニズムの解析を行いつつ論文化を行っている。 

 



（3）NASH と NASH 由来肝癌に対する RAGE aptamer の治療効果 

終末糖化産物(Advanced Glycation End products: AGEs)は、細胞膜に存在する受容体

Receptor for AGEs (RAGE)を介して酸化ストレスを惹起し、炎症や組織線維化を促進する。NASH

患者では AGEs の蓄積が示されており、AGEs による酸化ストレスが NASH の発症に関与している

可能性が考えられる。したがって、マウス NASH モデルにおける AGEs の動態と、RAGE aptamer

による治療効果の検討を行った。マウス NASH モデル(Stelic Animal Model)肝臓では、コントロ

ール群に比して AGEs の蓄積と、RAGE の発現亢進が認められた。また、肝内含有 ROS および NADPH 

oxidase コンポーネント蛋白の発現が Control aptamer 投与群に比して RAGE aptamer 投与群で

優位に減少していた。次に、RAGE aptamer の腹腔内投与を行った際の治療効果を組織学的に解

析したところ、RAGE aptamer 投与群では、Control aptamer 投与群に比べて有意に炎症細胞浸潤

と肝線維化が抑制されていた。さらに、NASH モデルにおける肝発癌も RAGE aptamer 投与によっ

て抑制できることが解った(Fig. A, B) 。 

これまで NASH における肝細胞死の機序は明らかとなっていない、そこでマウス NASH モデル

肝臓での細胞死のメカニズムの検討を行った。マウス NASH モデル肝臓においてインフラマソー

ム複合体の必須コンポーネントである NLRP3 蛋白の発現が亢進しており、この NLRP3 蛋白の発

現亢進は RAGE aptamer 投与によって抑制されていた(Fig. C)。また、インフラマソーム活性化

によって起きる Capase-1の活性化(cleaved-Caspase-1)および IL-1βの産生もRAGE aptamerに

より抑制されていた(Fig. D)。さらに、活性化 Caspase-1(cleaved-Capase-1)によって起きる

Pyrotosis のイニシエーターである GSDMD の活性化(GSDMD-N）が、RAGE aptamer によって抑制さ

れた。 

以上の結果から、NASHにおいてAGEs-RAGEシグナルはインフラマソームの活性化と、Pyrotosis

による肝細胞障害を促進していることが示された。 
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