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研究成果の概要（和文）：細胞外マトリックス蛋白であるペリオスチンは様々な生理機能があることが報告され
ている。本研究では、非アルコール性脂肪肝炎(NASH)の進展において、アンチセンス核酸(ASO)を用いてペリオ
スチンの発現抑制することで治療に応用できる可能性について検討した。NASHモデルマウスにペリオスチンASO
を投与すると肝臓でのペリオスチンの発現の低下に伴い、肝臓の脂肪化・線維化が有意に改善され、NASHの進展
を抑制することが判明した。

研究成果の概要（英文）：Non-alcoholic steatohepatitis (NASH) is characterized by hepatic steatosis, 
inflammation, and fibrosis. Periostin, a matricellular protein, plays an important role in hepatic 
steatosis and fibrosis and could be a potential target for NASH treatment. Advances in molecular 
biology and biochemical engineering have led to the development of antisense oligonucleotides (ASOs)
 that can inhibit target genes with no significant toxic effects. We investigated the therapeutic 
effects of periostin-targeting ASO (PNASO) in NASH. The deletion of hepatic periostin by PNASO 
significantly ameliorated hepatic steatosis while restoring the expression levels of peroxisome 
proliferator-activated receptor-alpha. PNASO also inhibited hepatic fibrosis, reflected by the 
reduction of alpha-smooth muscle actin, collagen type I. In conclusions, Periostin-targeting ASO is 
a potential therapeutic approach for the efficient treatment of hepatic steatosis and fibrosis in 
NASH.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
非アルコール性脂肪性肝疾患は、メタボリック症候群に伴う肝疾患で、肝硬変や肝癌にいたる症例もあり、病態
の解明と治療法の確立が強く望まれる疾患であるが、効果が確立された薬物療法は現在のところない。本研究で
は次世代医薬であるアンチセンス核酸を用いて肝臓でのペリオスチンの発現を抑制することで、肝脂肪化・線維
化を抑制することを証明した。このことは、ペリオスチンが治療ターゲットとして有用である可能性を示唆する
だけではなく。アンチセンス核酸が慢性肝疾患に有用であることを証明した点で意義があるものと考える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 
 
（１）ペリオスチンについて 
ペリオスチンは 1992年に同定された比較的新しい細胞外マトリックス蛋白で、組織の創傷治癒
やアレルギー反応など多彩な生理活性があることが明らかになりつつある。我々は、肝臓の線維
化におけるペリオスチンの役割について検討を行い、肝線維化進展においてペリオスチンは必
須であり、肝線維化の治療戦略を考える上で重要な新規分子であることを明らかにした
(Sugiyama A. J Gastroenterol 2016)。 
 
（２）非アルコール性脂肪肝炎(NASH) 
非アルコール性脂肪肝炎(NASH)は、非飲酒者において肥満やインスリン抵抗性を背景として発
生する脂肪肝のうち、炎症・線維化を伴い肝硬変や肝癌へ進行する予後不良な病態を指す。近年、
脂肪肝患者の肝臓においてペリオスチンの発現が亢進しており、実験的にペリオスチンを抑制
することにより肝脂肪化が抑制されることが報告されている（Lu Y, et al. J Clin Invest 2014）。
以上から、ペリオスチンの機能または発現を抑制することにより、NASH の病態における大き
なステップである１．肝細胞における脂肪の蓄積、２．肝組織の炎症・線維化の両者を効率的に
改善することが期待できる. 
 
（３）アンチセンス核酸(ASO) 
アンチセンス核酸(ASO)は遺伝子の相補性を利用し、特定の遺伝子の発現を抑制することから、
核酸医薬品の１つとして抗体医薬に続く次世代分子標的薬として期待を集めている。すでに米
国においてホモ型家族性高コレステロール血症や筋ジストロフィーなどの疾患において臨床応
用されている。しかし、ペリオスチンをターゲットとした ASOを用いた研究は、術後の腹膜癒
着および肺線維症の抑制効果の２つの報告に限られており(Takai K, et al. J Pharmacol Sci 
2017. Tomaru A, et al. Gene Ther. 2017)、今後様々な病態への応用が期待されている。 
 
２． 研究の目的 

 
近年、ウイルス性肝炎の治療法が続々と確立され治療奏効率が飛躍的に向上している。一方で、
肥満などの生活習慣病を背景とするNASHの罹患率がわが国において成人の約 10%と推計され
ているにも関わらず、その病態解明と治療法に関して混乱している。このような状況のもと、本
研究で着目するペリオスチンは肝線維化に必須の分子であることを申請者らは明らかにした。
さらに、他の研究グループからは肝脂肪化においてもペリオスチンは重要な役割を果たしてい
ることが報告されている。以上の知見は肝臓の脂肪化、炎症、線維化をペリオスチンの制御で効
率的に抑制できる可能性を強く示唆する。本研究では、NASH マウスモデルに対しペリオスチ
ン ASOを投与することで、肝脂肪化抑制・肝線維化抑制効果を検証し、NASH治療の基盤とな
る研究を行う。 
 
３．研究の方法 
 
（１）不死化肝細胞 Hc3716 細胞を用いた in vitro 研究 
 

① 肝星細胞由来ペリオスチンの肝細胞脂肪化促進効果の検討 
不死化肝星細胞株 LX2 を５日間培養した conditioned media の存在下でパルミチン酸/オレイン
酸を添加し、肝星細胞由来のペリオスチンが肝細胞脂肪化に与える影響について検討を行う。さ
らに同条件下でペリオスチン中和抗体を加えることにより、肝脂肪化抑制効果がペリオスチン
依存性であることを確認する。 
 

② recombinant ペリオスチンの肝脂肪化に与える影響についての検討 
１g/mL 濃度の recombinant ペリオスチン存在下にパルミチン酸/オレイン酸を添加し、肝細胞
脂肪化の進展について検討する。さらに、肝脂質代謝関連遺伝子の発現について real-time PCR
にて検討する。さらに、細胞内シグナル伝達について western blot にて検討を行う。 
 
（２） NASH マウスモデルにおけるペリオスチン ASO の抗脂肪化・抗線維化効果の検討 
 
８週齢の C57BL/6J マウスに１．コントロール食群、２．コリン欠乏高脂肪食(CDAHFD)群、３CDAHFD
＋ペリオスチン ASO（100mg/kg BW 腹腔内投与週１回、計４回投与）群の３群において、肝脂肪
化・肝線維化の進展について比較検討を行う。 
 



① 肝臓におけるペリオスチン ASO の発現抑制効果の検討 
上記３群のマウス肝臓におけるペリオスチンの発現について real-time PCR、western blot、免
疫染色にて検討を行い、ペリオスチン ASO の発現抑制効果について検証を行う。 
 
② ペリオスチン ASO の肝脂肪化抑制効果の検討 
３群マウスの肝臓の組織学的（HE染色、Oil red O 染色）、肝組織中中性脂肪含有量測定を行い、
ペリオスチンASOの肝脂肪化抑制効果を評価する。さらに、肝脂質代謝関連遺伝子についてreal-
time PCR、western blot にて発現の検討を行い、肝脂肪化抑制効果のメカニズムについて検証
を行う。 
 
③ ペリオスチン ASO の肝線維化抑制効果の検討 
３群マウスにおける肝臓の組織学的(HE 染色、Azan 染色)および肝-hydroxyproline 定量を行
い、肝臓の線維化の抑制効果について検証する。さらに、肝線維化マーカーについて免疫染色、
real-time PCR、western blot にて発現と局在について検討を行う。 
 
４．研究成果 
 
（１） 不死化肝細胞 Hc3716 細胞を用いた in vitro 研究 
 
① 肝星細胞由来ペリオスチンの肝細胞脂肪化促進効果 
はじめに、肝臓を占める細胞群の中でペリオスチン産生する細胞を同定する目的で、不死化肝星
胞株 LX2、不死化肝細胞株 Hc3716、肝癌細胞株 HuH7, HepG2 細胞でのペリオスチン mRNA の発現
を検討したところ、LX2 のみで発現を認め、肝星細胞がペリオスチンの主な産生源であることを
確認した。さらに、LX2 を 5 日間培養した conditioned media の存在下に脂肪酸を添加したとこ
ろ、Hc3716 の脂肪化が促進され、ぺリオスチン中和抗体下では抑制された。 
 

② recombinant ペリオスチンの肝脂肪化に与える影響 

Hc3716 に recombinant ペリオスチン添加下に脂肪酸の添加をしたところ、①と同様に Hc3716 の
脂肪化が促進された。さらに、肝脂質代謝遺伝子の発現について検討したところ、肝臓での脂肪
酸酸化に関連する PPAR alpha とその下流遺伝子 Cpt1a の発現の低下と、肝臓への脂肪酸の取り
込みに関連する Cd36、Fatp の発現誘導を認めた。以上から、肝星細胞から分泌されるペリオス
チンは肝細胞の脂肪酸酸化の低下と脂肪酸取り込みの亢進をきたすことが示唆された。細胞内
シグナル伝達の検討では、ペリオスチンの添加にて NF-B のリン酸化と下流の Akt の活性化を
認めた。 
 
（２） NASH マウスモデルにおけるペリオスチン ASO の抗脂肪化・抗線維化効果 
 
① 肝臓におけるペリオスチン ASO の発現抑制効果 
CDAHFD の投与マウス肝臓ではコントロール食マウスに比較して約５倍のペリオスチン遺伝子の
発現誘導を認め、ペリオスチン ASO の投与にてその発現は有意に減少した。さらに western blot
解析でも CDAHFD によるペリオスチン蛋白の発現誘導はペリオスチン ASO 投与にてコントロール
レベルまで低下した。以上から、ペリオスチン ASO 腹腔内投与にて効果的に肝臓でのペリオスチ
ン発現の抑制を誘導することを確認した。 
 
② ペリオスチン ASO の肝脂肪化抑制効果 
CDAHFD 投与マウス肝臓は肉眼的に白色調を呈し、組織学的に HE染色にて大適性脂肪滴の沈着を
認め、Oil red O 染色陽性の著明な脂肪沈着を認めた。一方、ペリオスチン ASO 投与マウス肝臓
は肉眼的にコントロールマウスに近い肉眼像を呈し、組織学的も肝脂肪化が有意に改善してい
た。肝組織中の中性脂肪含有量の定量化を行ったところ、CDAHFD 群に比較して、CDAHFD＋ペリ
オスチン ASO 群では有意に肝臓中脂肪含有量の減少を認めた。以上から、ペリオスチン ASO は肝
臓の脂肪化を有意に抑制することが示唆された。 
 

③ ペリオスチン ASO の肝線維化抑制効果 

活性化星細胞マーカーであるSMA の発現は遺伝子レベル・蛋白レベルともに CDAHFD の投与にて
発現の誘導を認め、ペリオスチン ASO の投与にて発現の抑制を認めた。この変化に伴い、肝線維
化マーカー(Col1a1、Ctgf、Mmp-2，Mmp-9)の発現もペリオスチン ASO の投与にて発現の抑制を認
め、肝線維化を抑制していることが示唆された。 
 
考察および結論 



細胞実験の結果からペリオスチンは肝細胞脂肪蓄積を促進し、そのメカニズムして肝細胞への
脂肪酸酸化の低下および取り込み亢進をきたす。NASH モデルマウスの検討からペリオスチン ASO
は肝臓でのペリオスチンの発現を抑制し、それに伴って肝臓の脂肪化・線維化を有意に抑制した。
以上の結果から、ペリオスチン ASO による肝星細胞由来のペリオスチンの発現抑制は NASH の治
療戦略において、有効かつ効率的な治療候補になりえるものと推測された。 
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