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研究成果の概要（和文）：非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）の病因はまだ不明であり、肝細胞癌（HCC）の発
症予防は確立されていない。申請者は、ペレチノインがマウスの肝組織においてオートファジーを誘導すること
を見出した。NASH病態進行に伴い肝組織内のAtg16L1の発現の減少がみられた。HepG2細胞におけるAtg16L1の過
剰発現は、パルミチン酸誘発NFκB活性化およびIL6 / STAT3活性化を阻害した。我々は、Atg16L1がIL6受容体で
あるGp130の脱リン酸化を誘導することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The pathogenesis of non-alcoholic steatohepatitis (NASH) is still unclear 
and the prevention of the development of hepatocellular carcinoma (HCC) has not been established. We
 found that peretinoin induced autophagy in the liver of mice, which was characterized by the 
increased co-localized expression of LC3B-II and Lamp2, and increased autophagosome formation and 
autophagy flux in the liver. Especially, Atg16L1 was repressed at both the mRNA and protein level. 
Decreased Atg16L1 mRNA expression was also found in the liver of patients with NASH according to 
disease progression. Interestingly, Atg16L1 overexpression in HepG2 cells inhibited 
palmitate-induced NF-kB activation and IL6/ STAT3 activation. We showed that Atg16L1 induced the 
de-phosphorylation of Gp130, a receptor subunit of interleukin-6 family cytokines, which 
subsequently repressed phosphorylated STAT3 (Tyr705) levels, and this process might be independent 
of autophagy function.

研究分野：消化器疾患
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研究成果の学術的意義や社会的意義
1）NASH、肝線維化、肝発がんの影響を、実臨床に即した発がんモデルで解析を行うことで臨床応用に貢献でき
る。2）ウイルス、腸内細菌、肥満を背景とした肝疾患病態進行による肝組織内のATG16L1 発現回復は、慢性炎
症を抑制し、肝線維化の進行や肝細胞癌の再発に対する新規治療標的になり得る可能性がある。Atg16L1 の分子
メカニズムを解明は、肝細胞癌の再発率および生存率の改善に貢献できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
肝硬変を背景とした肝細胞癌患者では、根治的治療後でも肝細胞癌が高率に再発し、再発率
は年間約 20-25%、5 年では 70%以上に上ることから肝細胞癌の再発抑制が治療上極めて重要
な課題である。申請者は、肝線維化から肝発がんモデルである血小板増殖因子(PDGF)-C Tgマ
ウスを用いて国内新規肝細胞癌再発抑制薬ペレチノインが SP1/ PDGFRα/β経路を阻害する
ことで、肝線維化・血管新生・肝発がんを抑制することを報告した(Okada H et al.Cancer 
research 2009)。本論文は、PDGFR シグナルを抑制することが、肝発がんおよび再発に重要
な治療標的であることを示した。ペレチノインの非実質細胞に対する影響をこれまでに評価し
てきたが、実質細胞である肝細胞に対する影響を検討していない。 
 
２．研究の目的 
申請者は、肝線維化の病態形成の基盤となる慢性炎症に着目し、申請者の施設で開発した高
脂肪動脈硬化食 (Ath+HF)非アルコール性脂肪肝炎 (NASH)からの肝発癌モデルマウス
（Matsuzawa N.Hepatology. 2007 Nov;46(5)）を用いて継時的に解析を行い、肝線維化・肝発
癌に対する新規治療標的を探索した。申請者は、インスリン抵抗性脂肪肝（NAFLD）から脂
肪肝炎（NASH）・肝線維化の病態進行につれて Atg16L1 由来オートファジーが抑制されてい
ることを発見した。本研究では、NASH からの肝発がん病態形成における Atg16L1由来オー
トファジーの生理的役割を解明する。さらに、Atg16L1 の発現誘導因子を同定し、肝線維化か
らの肝細胞癌の発がん・再発に対する新規治療標的の可能性を検討する。 
 
３．研究の方法 
10 週齢の雄性 C57BL6/J マウスに非アルコール性脂肪肝炎(NASH)からの肝発癌モデルである
申請者の施設で開発した高脂肪動脈硬化食(Ath+HF)（Matsuzawa N.Hepatology. 2007 
Nov;46(5)）を投与後 12, 30 週間で NASH・肝線維化経て 60 週間後に肝発がんを発症するため、
継時的に解析を行い慢性炎症・肝線維化・肝発がんに対する影響を検討する。また、0.01％ま
たは 0.03％のペレチノインを含有する Ath+HF を 12,30 および 60週間投与する。肝線維化の評
価は、アザン（AZAN）染色、シリウスレッド(Sirius Red)染色、α-Sma 染色、コラーゲン I 染
色にて、腫瘍形成は、ヘマトキシリン・エオシン（HE）染色にて行う。IL6, IL1b, CCL2, CCL5, 
PDGFB, PDGFC,SCD1, PPARγ, CPT1, FASN, ATG5, ATG7, ATG16L1 の発現をリアルタイム PCR 法
で解析する。ｐSTAT3、ｐNFkB、LC3B-I/II、および LAMP2 の発現を、免疫組織染色法及びウエ
スタンブロッティング法によって評価する。 オートファゴソーム形成を電子顕微鏡によって評
価した。 初代肝細胞を、12 週間 Ath HFD で処置したオスの C57BL /6J 雄性マウスから単離し、
初代肝細胞に対するペレチノインの効果をインビトロで評価した。 
 
４．研究成果 
Ath+HF 投与マウスは、12および 30週間
後に肝脂肪化及び肝線維化病態を形成し
たが、ペレチノインを含む Ath+HF 投与マ
ウスは肝脂肪化及び肝線維化病態形成を
著しく抑制した。ペレチノインを含有する
Ath+HF を投与したマウスでは、Ath+HF の
みを投与したマウスと比較して、IL6, IL1b, 
CCL2, CCL5, PDGFB, PDGFC,SCD1, PPARγ, 
FASN の発現を抑制し、CPT1 の発現を顕著
に増加させた。Ath+HF 投与したマウスの
60週間後の肝組織は34匹中25匹の73.5％
が肝腫瘍を発症した。更にペレチノインを
投与したマウスでは、0.01％が 6匹中 2匹
の 33％、0.03％が 20匹中 6匹の 30％の腫瘍形成を顕著に抑制した。オートファジーの活性化
マーカーであるLC3B-I/IIを評価す
るのにウエスタンブロッティング
法、オートファゴソーム形成を評価
するのにLC-3B/LAMP2の二重染色及
び電子顕微鏡を用いて検討したと
ころ、NASH の病態進行に伴いオート
ファゴソーム形成が抑制され、ペレ
チノインを投与することによって
オートファゴソーム形成が顕著に
亢進していることが確認できた(図 1)。オートファジーの基質を調べるために、リアルタイム
PCR 法及びウエスタンブロット法にて検討した結果、ATG16L1 を同定した。ATG16L1 は、NASH
病態形成に伴い発現減少し、ペレチノインを投与することによって Atg16L1 の発現が顕著に増
加することを確認した。組換え IL6 処理は、免疫染色とウエスタンブロット法を用いてマウス
初代肝細胞における ATG16L1 依存性オートファジーを抑制した。ATG16L1 過剰発現 HepG2 細胞

図1 ペレチノインは、オートファゴソーム形成を亢進する

 

図2 ATG16L1は、Gp130の脱リン酸化させIL6/Stat3経路を抑制する

 



およびペレチノイン処理した初代マウス肝細胞は、組換え IL6 およびパルミチン酸による
pStat3 および pNFkB の発現抑制を示した。ATG16L1 の発現増加は、IL6 の受容体である Gp130
の脱リン酸化することで pSTAT3 の活性化を顕著に抑制した。つまり、ATG16L1 は、Gp130 の脱
リン酸化を誘導し IL6/STAT3 経路を抑制することで肝線維化及び肝発がんを抑制することが示
された(図 2)。 
 ペレチノインの Atg16L1 の発現誘導機序は、プロモーター解析及び CHIP 解析から CEBPαが
関わることが確認できた。 
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