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研究成果の概要（和文）：非アルコール性脂肪性肝疾患(NAFLD)は国内に1000万人、その内、肝硬変や肝癌へと
進行する非アルコール性脂肪性肝炎(NASH)は200万人いると推定されている。NASHの肝線維化は、インスリン抵
抗性や酸化ストレスなどの様々な因子が肝臓に作用することで進展していくと考えられている。本研究の目的
は、NASHにおけるWnt/β-cateninシグナルを介した肝線維化機序の解明とWnt/β-catenin阻害剤であるPRI-724
の抗線維化作用の解析であった。PRI-724はNASH肝線維化モデルにおいても抗線維化作用を認めた。また、肝細
胞のCBPシグナルと肝線維化についても新たな知見を得た。

研究成果の概要（英文）：It is estimated that there are 10 million people in Japan with non-alcoholic
 steatohepatitis (NAFLD), of which 2 million have non-alcoholic steatohepatitis (NASH) that 
progresses to cirrhosis and liver cancer. Liver fibrosis in NASH is thought to progress by the 
action of various factors such as insulin resistance. The purpose of this study was to elucidate the
 mechanism of liver fibrosis mediated by Wnt / β-catenin pathway in NASH and to analyze the 
antifibrotic effect of PRI-724, a Wnt / β-catenin inhibitor. PRI-724 also showed an antifibrotic 
effect in the NASH liver fibrosis model. We also obtained findings on CBP signals in hepatocytes and
 liver fibrosis .

研究分野：肝臓病学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
申請者らは、Wnt/β-catenin阻害薬であるPRI-724をHCV Tg マウス及びC型肝硬変患者に投与して良好な抗線維
化作用を確認した。本研究はHCVとは病態の異なるNASHモデルでの抗線維化作用の検討及びそのメカニズムを解
明することを目的とした。結果的にNASHモデルにおいても、PRI-724投与により他の線維化モデルと同様に肝線
維化の有意な改善が認められた。またCBP-flox/ALB-Creマウスを樹立し、肝細胞のCBPシグナルが肝線維化に作
用する機序に関する新たな知見を得た。抗線維化治療薬が実現すれば、肝不全への進行や肝発がんを予防でき、
肝硬変患者の予後の改善が期待される。

※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 

肝硬変に対して実用化された抗線維化治療薬は現時点ではない。近年、肝臓を含めた臓

器の線維化には Wnt/β-catenin シグナルが重要であることが明らかになった。申請者

らのグループは、Wnt/β-catenin阻害薬である PRI-724を HCV Tg マウス及び C型

肝硬変患者に投与して良好な抗線維化作用を確認した。本研究はHCVとは病態の異な

る NASH 肝線維化モデルでの抗線維化作用の検討及びそのメカニズムを解明すること

が目的である。計画している具体的な研究項目は、①肝臓内の Wnt/β-catenin のシグ

ナル発現解析、②PRI-724の抗線維化作用の解析、③肝臓内炎症細胞の脱線維化メカニ

ズムの解明、の 3つである。PRI-724が NASHでも抗線維化作用があることが示せれ

ば、国内に 200万人いると推定される NASH患者にとって画期的な治療薬になると期

待され、更に肝臓以外の他臓器の線維症にも治療効果を有する可能性があり、治療適応

が拡大することが期待される。 

応募者のこれまでの研究成果を踏まえ着想に至った経緯  

非アルコール性脂肪性肝疾患(nonalcoholic fatty liver disease: NAFLD)は国内に

1000万人、その内、肝硬変や肝癌へと進行する非アルコール性脂肪性肝炎(nonalcoholic 

steatohepatitis: NASH)は 200 万人いると推定されている。NAFLD の病因として肥

満・糖尿病・脂質異常症などのインスリン抵抗性を基盤とする疾患が指摘されており、

食の欧米化や運動不足により、肥満や糖尿病が増加していることから今後

NAFLD/NASH は増加すると予想されている。NASH から肝硬変へは 5-10 年で約 5-

20%で進行するとされ、肝線維化が高度な例では 5 年で約 15%に発癌がみられると報

告されている。実際、NASHにおける肝疾患死亡率は増加しており、肝線維化抑制を踏

まえた NASH 治療は NASH 患者の予後改善のために極めて重要である。しかしなが

ら、進行した肝線維化状態に対して抗線維化作用を示す実用化された薬物は現時点では

ない。臓器線維症には Wnt/β-catenin シグナルが重要であることが報告されており、

近年、Wntシグナル伝達を阻害し、β-cateninと CREB-binding protein(CBP)の蛋白

相互作用を選択的に阻害できる化合物 PRI-724(下図参照)が発見された。この化合物は、

元々癌幹細胞をターゲットに開発され、CBP とβ-catenin の結合を阻害することによ

り細胞増殖を強力に抑制し、相対的に p300とβ-cateninの結合を増加させることによ

り分化を誘導する効果も確認された。申請者らは C型肝硬変の患者に PRI-724を投与

してヒトでの安全性、忍容性の検討を行う第Ⅰ相臨床試験を実施し、PRI-724は良好な

抗線維化作用を示した(EBioMedicine;2017）。 

 

NASH の肝線維化は、インスリン抵抗性や酸化ストレスなどの様々な因子が肝臓

に作用することで進展していくと考えられている。本研究の目的は、これまでのモデ

ルとは線維化のメカニズムが異なる NASH における Wnt/β-catenin シグナルを介

した肝線維化メカニズムの解明とWnt/β-catenin阻害剤である PRI-724の抗線維化

作用の解析が必要であるという着想に至った。 

 



                                            
 

 
２．研究の目的 
 

Wntシグナル阻害剤の PRI-724が抗線維化作用を有することを四塩化炭素投与によ

る肝線維化モデルマウス及び C型肝硬変患者で確認した。今回、四塩化炭素や C型肝

炎とは病態の異なる NASH 肝線維化モデルに対して PRI-724 を投与することで、

NASH に対する抗線維化作用を確認し、NASH における肝線維化メカニズムを解明す

ることを目的としている。 

 

申請者らは四塩化炭素投与による肝線維化モデルマウス及び C 型肝硬変患者に Wnt

シグナル阻害剤である PRI-724を投与し、良好な抗線維化作用を認めた。更に PAS染

色とチトクローム C 染色では、PRI-724 投与後には肝細胞が強陽性を示しミトコンド

リアの機能の改善が示唆された。ミトコンドリア障害に起因する酸化ストレスがNASH

の病態進展に重要な役割を担っているとされる。これまで NASH の線維化に対する治

療薬はトライアルされてきたが、これまで実用化に至ったものはない。今回 PRI-724が

NASH の肝線維化にも有効であることが明らかになれば、非常に本研究に価値がある

が、更にミトコンドリア機能改善も認められれば画期的な研究と考えた。 
 
 
３．研究の方法 
 

本研究では、NASH肝線維化モデルマウスにWntシグナル阻害剤である PRI-724を

持続投与し、以下の研究項目を実施する。 
1. NASH 肝線維化モデルマウスにおける肝臓内の Wnt/β-catenin のシ
グナル             発現解析 

2. PRI-724投与による抗線維化作用の解析 
3. PRI-724 投与後肝臓内炎症細胞は増加しているか？またこれらの炎
症細胞の脱線維化のメカニズムは？ 

1.NASH肝線維化モデルマウスでの肝臓内のWnt/β-cateninのシグナル発現解析 

 高脂肪食を与え、肝障害を誘発する薬剤(ガラクトサミン;GaIN)を投与することで

NASH肝線維化モデルマウスを作製し、このモデルを用いて肝臓組織より RNAを抽出

し、Wnt1-11までの発現を real-time PCR(RT-qPCR)で行う。また、同組織より蛋白質

を抽出し、western blottingでβ-catenin, CBPの発現を確認する。β-cateninは免疫

組織でも解析を行う。 

2.PRI-724投与による抗線維化作用の解析 

 NASH 肝線維化モデルに PRI-724(1mg/kg)を 6 週間投与し、肝臓を採取して以下

の項目を検討する。(A)病理学的には、肝線維化を Sirius Red染色と鍍銀染色で評価し、

3DHISTECH 社の PatternQunat 解析ソフトを用いて肝線維化面積を定量化する。四



塩化炭素投与による肝線維化モデルでは PRI-724の抗線維化作用を確認している(下図

参照)。 

 

 

 

 

 

(B) 肝臓組織より RNAを抽出し、脱線維化作用を有するMMPs,TIMPs等のプロテア

ーゼの発現を RT-qPCR にて解析する。また同組織より蛋白質を抽出し、western 

blotting にて collagen type1, Hydroxyproline の発現を確認し抗線維化治療効果を確

認する。 

3.PRI-724投与後肝臓内炎症細胞が及ぼす脱線維化メカニズムの解析 

マクロファージはM1型とM2型に分けられ、肝線維化とくにリーシュマニア寄生虫

による線維化モデルで M2 型マクロファージの関与が示唆されている（Wynn, Nat 

Med.2012）。これまでに我々は他の肝線維化モデルで PRI-724 を投与後肝臓内でマク

ロ フ ァ ー ジ 、 単 球 の 増 加 を 確 認 し て い る ( 下 図 参 照 ) 。

 

 

NASH 肝線維化モデルでも同様な結果が得られるかを確認するため、肝臓よりリンパ

球を採取しマクロファージ、単球の解析に焦点をあて、CD11b, F4/80, Ly-6c, CD11c, 

CD206 等の抗体を用いて M1,M2 マクロファージの shift および inflammatory 

monocyte の数量を検討する。更に線維溶解に重要な MMPs をマクロファージが産生

HCV Tg線維化モデルに対する 

PRI-724投与による肝内白血球の変化 

四塩化炭素モデルマウス

に対する抗線維化効果 



することが報告されている(Huang WC, PLoS One.2012)ことから、肝内白血球におけ

るmRNA発現を検討する。 
 
 
４．研究成果 
 
NASH モデルにおいても、PRI-724 投与により他の線維化モデルと同様に肝線維化の有意な改善
が認められた。また CBP-flox/ALB-Cre マウスを樹立し、肝細胞の CBP シグナルが肝線維化に作
用する機序に関する新たな知見を得た。 
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