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研究成果の概要（和文）：　本研究では、非アルコール性脂肪肝炎（NASH）におけるmicroRNA（miR）の関与を
明らかにし、治療標的としての可能性を見出だすことを目的とした。メチオニン・コリン欠乏食マウスおよび
NASH患者の肝組織において、miR-200 familyの発現が有意に亢進していることを明らかにした。さらに、モデル
マウスへのmiR-200b阻害剤投与が、肝逸脱酵素を低下させ、肝炎症および肝線維化を抑制することを見出した。
これにより、miR-200bが肝細胞死や肝炎症・肝線維化の制御を介してNASH発症に関与していること、その阻害が
NASH治療法となり得ることを示した。

研究成果の概要（英文）： Non-alcoholic steatohepatitis (NASH) has becoming a leading cause of liver 
cirrhosis and hepatocellular carcinoma worldwide. In this study, we aimed to clarify the involvement
 of microRNAs (miRs) in NASH and to find out their potentials as therapeutic targets. 
 We revealed that expression of miR-200 family is significantly enhanced in liver tissues of mice 
fed with methionine-choline deficient diet. Upregulation of miR-200b expression also was observed in
 NASH patients, especially those with advanced liver fibrosis. Furthermore, it was found that 
miR-200b inhibitor administration to NASH model mice reduced liver damage and suppressed liver 
inflammation and fibrosis.
 These data indicate that miR-200b is involved in the progression of NASH by affecting liver damage,
 inflammation and fibrosis, and that inhibition of miR-200b could be a novel treatment for NASH 
patients.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、肝硬変や肝癌の主要な原因となりつつある非アルコール性脂肪肝炎（NASH）において、細胞間情報伝
達因子として注目されているmicroRNAの異常が関与していることを明らかにした。また、マウスモデルを用い
て、microRNA制御がNASHの病態改善に有効であることを実証し、治療法が確立していないNASHの克服に新たな可
能性を示した。本研究成果により、NASHに対する治療選択肢が増えることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
先進諸国を中心として、肥満や糖尿病などの代謝性疾患の増加に伴い、非アルコール性脂肪肝
炎（non-alcoholic steatohepatitis; NASH）が増加している。NASH は、肝脂肪沈着を背景とし
た慢性炎症により肝線維化や肝発癌を来たすと考えられ、肝硬変及び肝細胞癌の主要な原因と
なりつつある。しかし、NASH に対する薬物治療は確立しておらず、画期的な治療法の創出が早
急の課題である。 
近年、非コード低分子 RNA であり、多数の遺伝子発現を主に抑制性に制御する因子である
microRNA（miR）と疾患との関連が注目されている。慢性肝疾患に関しては、miR-221、miR-27、
miR-122 などと病態との関連が報告されている。C型慢性肝炎に対しては、miR-122 阻害剤（RNA
医薬品）の有用性が明らかとなっており、ヒトに対する臨床試験も実施されている。しかし、NASH
においては、miR を標的とした治療薬として実用化されたものは無い。 
そこで、NASH の病態、特に肝炎症制御に重要な microRNA の同定と作用機序の解明、さらには
miR を標的とした治療薬候補の同定を着想した。 
 
２．研究の目的 
 
肝硬変及び肝細胞癌の主要な原因の一つである NASH の病態規定因子を同定し、治療薬候補を
見出すことを目的とした。特に、microRNA に着目し、その作用機序と発現制御による肝炎症・
肝線維化抑制効果を明らかにすることとした。 
 
３．研究の方法 
 
事前検討で、NASH モデルマウスであるメチオニン・コリン欠乏食給餌マウスの肝組織から抽出
した microRNA を用い、PCR アレイ法による microRNA のプロファイリングを行った。その結果、
有意な発現変化を来す microRNA を複数個同定していた。これらの microRNA のうち、発現亢進が
最も顕著であった miR-200b に注目して以後の検討を行った。 
 
(1) メチオニン・コリン欠乏食給餌マウスの肝組織から抽出した microRNA を用い、miR-200b を
含む miR-200 family（miR-200a、miR-b、miR-200c、miR-141）の発現量をリアルタイム PCR 法
で定量した。 
 
(2) NASH 患者の肝生検標本から microRNA を抽出し、miR-200 family の発現量をリアルタイム
PCR 法で定量した。各 microRNA 発現量と肝生検標本の病理所見との関連を検討した。 
 
(3) メチオニン・コリン欠乏食給餌マウスにmiR-200b配列特異的阻害剤を4週間尾静脈投与し、
肝炎症および肝線維化に対する影響を検討した。血液を回収し、血清中の肝逸脱酵素値（AST、
ALT）を測定した。また、肝組織より RNA を回収し、炎症関連遺伝子および線維化関連遺伝子の
発現量をリアルタイム PCR 法で定量した。また、肝組織中の脂質の定量を行い、加えて、病理標
本を作成し、脂肪沈着、炎症細胞数および線維化面積について検討した。 
 
(4) ヒト肝癌細胞株 HepG2 細胞に miR-200b を過剰発現させ、パルミチン酸刺激による炎症性サ
イトカイン遺伝子発現変化をリアルタイム PCR 法で定量した。 
 
４．研究成果 
 
(1) メチオニン・コリン欠乏食給餌マウスの肝組織では、コントロール食給餌マウスと比較し
て、miR-200 family の発現が優位に亢進していた。また、miR-200 family の発現量は飼養週数
を経る程に増加していた（図 1）。本検討により、モデルマウスにおいて、NASH の病態と miR-200 
family との関連が示唆された。 
 

 



(2) 非アルコール性脂肪肝（non-alcoholic fatty liver; NAFL）患者 5例、NASH 患者 27 例
（肝硬変例 11 例）の肝生検標本と用いた検討では、NAFL 患者と比較して、NASH 患者、特に肝
硬変を伴う NASH（NASH-LC）患者で、miR-200 family の発現が優位に亢進していることが明らか
となった（図 2）。本検討により、ヒトにおいてもマウスと同様に、NASH の病態に miR-200 family
の発現変化が関連していることが示唆された。 
 
(3) miR-200 family 発現亢進の NASH 病態への関与、miR-200 family 制御の NASH 新規治療法と
しての可能性を検討するために、in vivo での microRNA 阻害実験を行った。miR-200b 阻害剤投
与マウスではコントロール投与マウスと比較して、肝逸脱酵素の低下、炎症関連遺伝子発（CCL2、
TNFα）発現の低下、線維化関連遺伝子（TGFβ、ACTA2、COL1A1）発現の低下を認めた。また、
病理組織学的検討でも、活性化マクロファージ数の減少、線維化面積の減少を認めた（図 3）。
一方で、肝組織中の中性脂肪量および総コレステロール量に差は認められなかった。これにより、
miR-200b 発現亢進が肝脂肪沈着には関与せずに、肝障害、肝炎症および肝線維化の進行に影響
していることが明らかとなった。また、miR-200b 阻害が NASH 病態改善に有用であることが in 
vivo で示された。 
 

 
 
(4) ヒト肝癌細胞株 HepG2 細胞に miR-200b を過剰発現させた結果、パルミチン酸刺激による炎
症性サイトカイン（TNFα、IL-6）の産生亢進を認めた。肝細胞での炎症性サイトカイン産生制
御が miR-200b の作用機序の一つである可能性が示された。 
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