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研究成果の概要（和文）：今回の基盤研究において申請項目においてそれぞれ当初の目標に近い成果を獲得でき
た。
ヒアルロン酸ミセルを用いたドラッグデリバリーシステムを本研究にて確立することができた。腸内細菌と肝線
維化に関する検討課題においても大きな成果を得た。肝硬変症例においては、透過性関連マーカーの変動は内因
性エンドトキシンの変動とほぼ並行して推移しており腸管透過性亢進による内因性エンドトキシンの関与につい
て明らかにすることができた。さらに新たなバイオマーカーの探索に関しても新規視点からの大きな成果を得
た。本課題において慢性肝疾患患者のVWFやADAMTS13などが様々な診断に有用なバイオマーカーとなる可能性を
見いだした。

研究成果の概要（英文）：In this research, we were able to obtain results close to the original goals
 for each application item. A drug delivery system using hyaluronan micelles is established in this 
study. Significant results have also been obtained in the subject of studies on intestinal bacteria 
and liver fibrosis. In patients with liver cirrhosis, changes in permeability-related markers were 
parallel to changes in endogenous endotoxin, and it was possible to clarify the involvement of 
endogenous endotoxin due to increased intestinal permeability. Furthermore, we have obtained great 
results from a new perspective regarding the search for new biomarkers. In this study, we found that
 VWF and ADAMTS13 in patients with chronic liver disease could be useful biomarkers for various 
diagnosis.

研究分野： 消化器内科学

キーワード： 肝硬変　肝線維化　エンドトキシン　腸内細菌

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は未だ治療法が確率されていない慢性肝疾患の終末像である肝硬変にたいして多面的アプローチによる病
態の解明、新規治療法への基礎的知見、特に腸肝相関に注目した内因性エンドトキシンの役割について明らかに
すると共に各種血清マーカーが肝疾患における様々な病態に有用であることを明らかにしており、慢性肝疾患患
者の予後改善に大きく寄与し得る成果を獲得できた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
近年、肝疾患に対するマネージメントは大きく変貌している。例えば、C 型肝炎に対す
る抗ウイルス療法は経口抗ウイルス薬（DAA）の登場により大きく変貌したが、HCV が
消失したからと言って C 型肝炎が治癒した訳ではなく、高齢患者が多い我が国におい
ては肝硬変をはじめとした背景肝に対するマネージメントは臨床上重要な問題である。
生活習慣病の増加に伴い非アルコール性脂肪肝炎 (NASH)も重要な問題となっている。
NASH の予後規定因子は線維化の制御であることが近年明らかにされていることから、
慢性肝障害の成因に関わらず肝線維化進展および発癌予防法の確立は慢性肝疾患患者
の生命予後改善のために喫緊の課題である。作用の機序の異なる薬剤を組み合わせるこ
とで単剤投与よりもより強い効果を示す「カクテル療法」について基礎的・臨床的知見
を重ねてきた。一方、肝線維化の改善には肝再生の促進が重要であることが報告されて
いる。まら、高血圧薬として広く使用されているアンジオテンシン受容体阻害薬(ARB)
が肝前駆細胞 (HPC)の分化を胆管細胞への分化に重要な役割を果たしているNotch-1の
作用を阻害することで、肝細胞への分化を促進し実験的肝線維化モデルにおいて肝再生
が促進されることを明らかにしてきたことから、これらの知見を基盤として、本研究で
は臨床応用へ向けさらなる発展を目指した。 
 
 
２．研究の目的 
 
ARB は本研究までの基盤研究で肝前駆細胞(HPC)の分化誘導による肝再生促進作用、線
維化伸展に伴い毛細血管化 (capillarization)している内皮細胞に対する血管新生因子
VEGF 抑制などを介する血管新生抑制作用、および活性化肝星細胞に対する増殖抑制作
用など線維化進展部位で重要な役割を果たしている多くの細胞に作用することが明ら
かであることから、これらの作用がより強力に発揮できるように細胞レベル、生体レベ
ルにおいて詳細に検討し治療戦略の最適化を行うこととした。また、平行して腸内細菌
制御との相乗効果についても検討を行うこととした。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、ARB による Notch-Jag シグナル抑制による HPC 分化誘導との関連を含め
解析を加えた。EX として細胞実験では LPS を用いて、星細胞や Kupffer 細胞における
TLR4 受容体の関連を含めて抗生剤、Probiotics、ARB などの各薬剤において様々な組み
合わせによる処理を行って検討した。効果発現機序の検討としてシグナル伝達に加えて
自然免疫との関連が示唆されている各種サイトカイン発現なども含め多面的に解析を
行った。また、in vitro で得られた成果に基づいて in vivo での検討を中心に解析を行っ
た。 
 
 
 
４．研究成果 
 
基礎的検討において、CDAA 投与ラットでは肝線維化進展により腸管のタイトジャンク
ション蛋白である ZO-1 の発現量が低下し、肝内の LPS を反映する LPS 結合蛋白(LBP)
の発現量が上昇していた。RFX 投与により腸管の ZO-1 発現が改善するとともに肝内

LBP の発現が低下し、肝線維化が改善傾向を示していた。ヒト肝硬変症例においては、
腸管透過性と関連する血清中の soluble CD163、soluble mannose 受容体の値は RFX 投与
により有意な低下を認めた。これら透過性関連マーカーの変動は EAA の変動とほぼ並
行して推移しており腸管透過性亢進による内因性エンドトキシンの関与について明ら
かにすることができた。 
腸内細菌と肝線維化に関する検討課題においても大きな成果を得た。肝硬変症例におけ
る腸内細菌の変化に加えて最終年度では原発性胆汁性胆管炎症例 (PBC)での変化につ
いても詳細な検討を加え新たな知見を得た。PBC 群では、健常人と比べて腸内細菌叢
の多様性は有意に低下しており、PBC 群の便採取時点における掻痒感などの臨床症状、
胆道系酵素や肝予備能と腸内細菌叢の間に関連は認められなかった。予後予測式に関し
ては、当科が提唱した Nara criteria の UDCA 反応不良群（服用開始 1 年後のγGTP
低下率が 69%未満）と UDCA 反応良好群（同 69%以上）の 2 群において、性別、BMI、
血清学的所見に有意差は認めなかったが、Faecalibacterium 属が反応不良群で有意に



減少していた（p<0.05）。PPI 投与群では、非投与群と比べて有意に Streptococcus 属、
Enterococcus 属が増加しており、dysbiosis を呈していたが、Faecalibacterium 属に関
して有意な変化は認めなかった。これらの結果より UDCA 反応性と腸内細菌叢の関連
が示唆され、PBC の長期予後とも関連する可能性について報告した。 
さらに、肝硬変患者においても食事成分との関連についても検討して新たな治験を得た。

難吸収性抗菌薬のリファキシミン(Rfx)を用いて、Rfx による肝硬変 (LC)の病態改善効
果について腸内細菌制御を中心に臨床的に解析した。ミニマル脳症を含む肝性脳症合併
LC 患者 20 例(全例 Child B)に 4 週間 RFX を投与し前後での血中アンモニア(NH3)、
Et および炎症性サイトカインの変化について検討した。血中 Et 測定は EAA(Endotoxin 
Activity Assay)を用いて測定した。さらに糞便中の腸内細菌叢の変化を 16S rRNA シー
ケンスを用いて解析した。その結果以下の成果を得た。RFX 投与により血清 NH3 値の
低下と共に、ナンバーコネクションテスト(NC)も改善した。また EAA も RFX 投与に
より有意に低下し、投与前後の EA と NH3 変化量は正の相関を示した(r=0.524, P＜
0.05)。一方、血清中の TNF-α、IL-6、IFN-γ、IL-10 は治療前後で有意な変化を認め
なかった。腸内細菌叢解析では、多様性、および門、綱、目レベルでの組成においては
RFX 投与よる変化を認めなかったが、Veillonella, Streptococcus 属において RFX 投与
後で減少を認めていた。さらに腸管透過性との関連についても検討を加えて新たな知見
を得た。基礎的検討において、CDAA 投与ラットでは肝線維化進展により腸管のタイト

ジャンクション蛋白である ZO-1 の発現量が低下し、肝内の LPS を反映する LPS 結合
蛋白(LBP)の発現量が上昇していた。RFX 投与により腸管の ZO-1 発現が改善するとと

もに肝内 LBP の発現が低下し、肝線維化が改善傾向を示していた。ヒト肝硬変症例に
おいては、腸管透過性と関連する血清中の soluble CD163、soluble mannose 受容体の値は

RFX 投与により有意な低下を認めた。これら透過性関連マーカーの変動は EAA の変動
とほぼ並行して推移しており腸管透過性亢進による内因性エンドトキシンの関与につ
いて明らかにすることができた。 
さらに新たなバイオマーカーの探索に関しても昨年までの成果に加えて新規視点から

の大きな成果を得た。本課題において慢性肝疾患患者の VWF や ADAMTS13 の発現
変化を解析し、それらが肝発癌予測および肝癌早期診断のバイオマーカーに成り得る
かを検討し、血中 VWF 抗原量および VWF/ADAMTS13 比は、既存の AFP などの肝
癌マーカーに比して各々肝発癌予測および肝癌早期診断に有用なバイオマーカーとな
る可能性を示した。最終年度は肝硬変の病態において重要な役割を果たしているとさ
れているカルニチンに関して検討を加えた。近年非アルコール性脂肪肝炎(NASH)に
おいて、アシルカルニチン(AC)が HCC で上昇することが報告されている。我々はウ
イルス性 HCC を中心とした非 NASH 症例における、AC の動態について検討した。
その結果、非 NASH と NASH では異なる動態を示すことが示され、非 NASH 症例に
おいては、VEGF と関連し、HCC 早期診断に有用なバイオマーカーとなる可能性を
見いだした。 
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