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研究成果の概要（和文）：2型糖尿病脂肪肝モデル動物を用いて肝免疫環境に関する解析を実施した。ミトコン
ドリア膜障害で漏出する自己由来の炎症・免疫応答誘導分子は非糖尿病ミトコンドリアとは異なること、糖尿病
肝組織の遺伝子発現プロファイルに免疫学的相違が存在することをオミクスデータに基づき明らかとし、2型糖
尿病の脂肪肝病態時における薬物性肝障害の宿主感受性を説明する機構として免疫学的背景の違いを示した。

研究成果の概要（英文）：Alterations in immune responsiveness associated with various diseases and 
pathological conditions are important host factors, alongside genetic predispositions, in 
understanding the susceptibility and mechanisms of idiosyncratic drug toxicities. This study 
utilized a type 2 diabetes fatty liver model to investigate the liver immune environment. The 
results indicate that self-derived molecules involved in immune responses leaking from mitochondria 
in response to a hepatotoxic compound differ between diabetic and non-diabetic states. Furthermore, 
immunological differences in gene expression profiles of diabetic liver tissue were observed. These 
findings highlight the immunological background as a key factor in explaining the host 
susceptibility to drug-induced liver injury in type 2 diabetes.

研究分野：代謝免疫学、システム毒性学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
疾患・病態という宿主因子を免疫応答性の相違と捉え、2型糖尿病脂肪肝における免疫環境をオミクスデータに
基づく生命情報科学的手法を用いた解析を導入して明らかとした。特に不明な点が多い肝毒性初期免疫応答とし
てミトコンドリアを起点とした肝細胞応答に迫った。得られた成果は肝毒性応答の全体像をシステムとして包括
的に理解することにつながり、肝免疫に着目した肝障害回避、予測、治療戦略開発に加え、ライフスタイル変化
に伴い世界中で増加している脂肪性肝疾患の分子病態解明、創薬標的同定、それら研究領域の技術創出に知見を
与えるものである。

※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 
 
特定のヒトに発症する薬物性肝障害（DILI）は宿主因子、化合物特性、環境因子が多層的に交
錯することで発現する複雑な病態であり、潜在的リスクを予測するための技術開発が重要な研
究課題とされてきた。ゲノムワイド解析により抗原提示分子である HLA 遺伝子多型との関連性
が明らかにされ、免疫介在性の機序解析が加速した。第 2 の免疫学的因子として CTLA4 や PD-1
が注目され、これらの遺伝子を改変したマウスモデルや阻害抗体を用いた解析から免疫学的寛
容の破綻が DILI の発症に寄与することが示唆された。こうした潮流から免疫応答関連因子を基
盤として、ヒト様 DILI を模倣あるいは予測する in vivo、in vitro モデルの確立を目指した研
究が展開される状況にあった。 
これに対し疾患・病態は遺伝的要因と並んで宿主の DILI 発症感受性を規定する非遺伝的な要
因として注目されていたが分子学的メカニズムは不明であり、議論の余地が数多く残されてい
る領域であった。糖尿病患者数は当時世界 4 億 2500 万人、2045 年には 6 億 9300 万人に到達す
ると予測され（IDF Diabetes Atlas, Eighth edition）、脂肪性肝疾患を筆頭に慢性炎症が根底
にある、がん、心血管疾患など種々疾患の発症とも関連があり、免疫システムを標的あるいはオ
フターゲット効果により刺激する化合物が創薬における臨床試験の場を含め糖尿病罹患者に使
用される機会が増加することは必然と言えた。また、糖尿病患者において CTLA4 依存的に T細胞
応答を負に制御する CD4CD25 陽性制御性 T細胞（Treg）が減少することが報告されていた。 
 
２．研究の目的 
 
上述した背景のもと研究代表者は mtDNA 漏出を介した自然免疫応答誘導への関与が示唆され
るミトコンドリア膜透過性遷移の化合物反応性が糖尿病モデル動物において上昇することを見
出し、疾患モデルを活用することで正常肝では予測できない免疫応答性や DILI 宿主感受性を検
出できる可能性を示した（挑戦的萌芽 2014）。この知見をさらに発展させて Treg が減少した肝
免疫環境の応答性を明らかにすることは糖尿病と DILI 感受性の相互作用に関する知見の分子学
的な理解の糸口となり、疾患特徴的な免疫応答を基盤とした DILI モデルの構築や未知病態解明
につながることが期待された。そこで本研究では糖尿病を宿主免疫応答性の変容と捉え、DILI の
発症感受性およびメカニズムの解明を目的として肝免疫環境を明らかにする研究を実施した。
さらに、免疫制御に基づく DILI の発症予防、回復促進など新規な治療戦略の開発につなげるこ
とを目標とした。 
 
３．研究の方法 
 
（1）肝毒性化合物による毒性初期免疫応答の基礎的解析 
これまで肥満 2 型糖尿病脂肪肝モデル db/db マウスは非糖尿病マウスと比して肝毒性化合物
により誘発されるミトコンドリア膜透過性遷移の感受性が高いことを見出している。ミトコン
ドリア膜透過性遷移は膨潤、膜障害により mtDNA や膜間腔分子 cytochrome c（cyt c）など炎症、
細胞死シグナルの放出につながると考えられており、db/db マウスではそれらシグナルの放出も
同様に強いと想定された。そこで肝毒性化合物を介した肝細胞内における毒性初期免疫応答と
してミトコンドリア膜透過性遷移誘発後の上清を用いて mtDNA、cyt c の放出を real time-PCR、
ウエスタンブロットにより評価した。ミトコンドリア画分は既報に従い摘出肝から遠心分離法
により調製した（Nat Protoc.2009;4（11））。 
 
（2）肝障害シグナルとしてのミトコンドリア漏出分子の網羅的解析 
ミトコンドリアはシグナル伝達を担うオルガネラであり、上述した炎症関連分子のみならず
ストレスを受けると様々な自己由来成分が細胞質あるいは細胞外に放出され種々細胞応答を誘
発すると考えられた。そこでミトコンドリア膜透過性遷移誘発後に漏出する分子群の全体像を
理解する目的で方法（1）と同様ミトコンドリア上清を用いて data-independent acquisition
（DIA）プロテオーム解析を実施した。さらに同定した分子群を用いて、プロファイリングおよ
び分子同士の制御関係を加味したネットワーク解析等を実施した。 
 
（3）糖尿病マウスにおけるミトコンドリアを介した免疫応答の適用性の検証 
現在様々な糖尿病モデルマウスが存在する。そこで db/db マウスで観察される肝ミトコンド
リアストレス応答が他の糖尿病モデルマウスにおいても適用できる現象であるか検証した。具
体的には過食、体重増加・肥満など類似した表現型を呈するが血糖プロファイル、炎症部位等に
相違が報告されている他の糖尿病脂肪肝モデルマウスの肝ミトコンドリアにおいて肝毒性化合
物を処置してミトコンドリア膜透過性遷移を評価した。 
 



（4）肝組織における免疫環境の定量的解析 
一連の解析で見出した糖尿病脂肪肝モデル db/db マウス肝細胞における初期免疫応答として
のミトコンドリア毒性感受性、漏出分子が関連するイベントとのつながりを解析し、肝細胞にお
ける薬物応答性、免疫環境をシステムとして包括的に理解する目的で、肝組織を用いて RNA-Seq
による網羅的な遺伝子発現解析を実施した。また、取得したデータに対してさらなる知見や解釈
を得る目的で生命情報科学的手法を用いた解析を実施した。 
 
４．研究成果 
 
（1）肝毒性化合物による毒性初期免疫応答の基礎的解析 
db/db マウス肝ミトコンドリアは非糖尿病マウス肝ミトコンドリアと比べて肝毒性誘発化合
物によるミトコンドリア膜透過性遷移が強く起こり、mtDNA、cyt c が顕著に放出された。肝毒
性の弱い化合物に対する反応性は糖尿病群と非糖尿病群に差は見られなかった。したがって 2型
糖尿病脂肪肝ではミトコンドリア障害性を持つ薬物に対する毒性感受性が高いことに連動して
免疫・炎症、細胞死シグナルの放出が顕著であることが明らかとなった。 
 
（2）肝障害シグナルとしてのミトコンドリア漏出分子の網羅的解析 
DIA 質量分析による定量プロテオーム解析を実施
して肝ミトコンドリア上清から 3000 種類以上の分子
を同定した。その中で 500 種類以上および 100 種類以
上の分子が db/db および非糖尿病対照マウスにおい
てミトコンドリア膜透過性遷移誘発後の上清で変動
した（上図）。したがって、ミトコンドリア膜透過性
遷移に依存して漏出する分子は db/db マウスにおい
て顕著であることが明らかとなった。さらに同定した
分子群に対して GO 情報を付与して mitochondrion
（GO:0005739）でフィルタリングしたところ、多くの
ミトコンドリア発現分子が漏出・変動し
ていることがわかった。またそれら変動
分子群の中から免疫応答、細胞死制御に
関連する分子を同定した。さらに変動し
た分子群に対して KeyMolnet によるネ
ットワーク解析を実施し、糖尿病マウス
と非糖尿病マウスにおけるミトコンド
リア漏出分子の違いを可視化するとと
もに、それら分子群と関連が深い生物学
的イベント、病態、パスウェイを統計学
的に記述し、糖尿病脂肪肝と非糖尿病正
常肝の応答性の違いに関する全体像を
示した（下図）。関連が深いイベントとして、ミトコンドリアダイナミクス、sirtuin シグナル、
肝毒性等が検出された。 
 
（3）糖尿病マウスにおけるミトコンドリアを介した免疫応答の適用性の検証 
db/db マウスの解析結果とは異なり、他の糖尿病マウス肝ミトコンドリアにおいて明らかな化
合物感受性の変化は見られなかった。また、本研究で使用している肝毒性モデル化合物以外の化
合物を用いた解析においても同様の結果であった。そこで、次に db/db マウスの病態初期肝ミト
コンドリアを用いてミトコンドリア膜透過性遷移を解析した。その結果、程度は弱いものの非糖
尿病マウス肝ミトコンドリアに比べて感受性が高いことが明らかとなった。これより、糖尿病脂
肪肝の免疫応答性、肝障害感受性の制御機構として着目しているミトコンドリア応答性は病態
期に伴って変動し、一方で糖尿病脂肪肝の解析に広く使用されているモデルマウス間でも異な
るという重要な知見を得た。 
 
（4）肝組織における免疫環境の定量的解析 
糖尿病脂肪肝における薬物性肝障害の宿主感受性を
肝免疫環境の視点から明らかにするためのデータを取
得する目的で肝組織を用いた RNA-Seq 解析を実施した。
これまでの生化学的解析からdb/dbマウス脂肪肝ミトコ
ンドリアに肝毒性化合物を直接作用させるとmtDNAなど
自己由来の自然免疫応答を誘導するダメージ関連分子
パターンが顕著に放出されることを見出している。さら
に、シグナル伝達のプラットフォームとしての役割を担
うミトコンドリアから肝毒性化合物依存的に放出され
る分子群を同定し、ネットワーク解析を活用することで
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肝細胞において惹起される種々生物学的事象を抽出した。これら知見を基盤として肝応答・免疫
環境を包括的に理解する目的で肝組織を用いて網羅的遺伝子発現データを取得した。得られた
RNA-Seq データの構造を解析して有意に発現変動している遺伝子群を同定した（図）。さらにネ
ットワーク解析、主成分分析、GO エンリッチメント解析等の生命情報科学的なアプローチによ
って肝免疫環境を説明する遺伝子発現変化および pathway に関する知見を得た。 
 
以上、糖尿病脂肪肝における薬物性肝障害の宿主感受性を説明する機構として、オミックスデ
ータを用いた生命情報科学的解析の導入によりミトコンドリア毒性を介した自然免疫応答を含
む肝免疫環境の相違が明らかとなった。本研究により、糖尿病罹患時の肝障害宿主感受性を免疫
背景の変容として捉え分子メカニズムを明らかにする基礎、応用研究をさらに展開、発展させる
ための重要な基盤が構築された。 
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