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研究成果の概要（和文）：本研究は、エクソソーム可視化human CD63-GFP Tgラットを用いたエクソソームの体
内動態の観察、高脂肪食給餌NAFLDラットと 普通食給餌controlラットの血中エクソソーム内包タンパク質の網
羅的発現アレイ解析をし、肝外合併症発症に関与する候補タンパク質の探索を行った。
胃と腎でエクソソームを確認したが、肝臓の発現は不十分で今後の検証が必要であった。両群で発現し、2倍以
上発現差のあるタンパク質は同定されなかった。高脂肪食給餌NAFLDラット単独で確認されたタンパク質の多く
は、NAFLDでの報告がなく、臨床データとの関連をふまえながら、今後さらなる検討をする必要があると考え
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we observed the dynamics of exosomes in human CD63-GFP Tg 
rats, which can visualize exosomes, and conducted a proteome analysis of exosome-incorporated 
proteins in the blood of rats fed a high-fat diet and control rats to search for candidate proteins 
involved in the pathogenesis of extrahepatic complications. We searched for candidate proteins 
involved in the pathogenesis of extrahepatic complications.
Exosomes were identified in the stomach and kidney, but their expression in the liver was 
insufficient for further validation. No protein was identified that was expressed in both groups 
with a 2-fold or greater difference in expression. Many of the proteins identified in high-fat 
diet-fed NAFLD rats alone have not been reported in NAFLD and require further investigation in the 
context of clinical data.

研究分野： 消化器内科学

キーワード： エクソソーム　非アルコール性脂肪肝疾患　非アルコール性脂肪肝炎　肝外合併症　プロテオーム解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究で、エクソソーム内タンパク質のプロテオーム解析から多くの候補タンパク質が得られた。これらの
今後の解析により、非アルコール性脂肪肝疾患(NAFLD)/非アルコール性脂肪肝炎(NASH)の肝外合併症発症メカニ
ズムの分子・細胞レベルでの解明がされ創薬につながれば、わが国でも1000万人以上いると推定されている本疾
患の生命予後の改善に大いに役立つと考える。

※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 

非アルコール性脂肪肝疾患 (NAFLD) は、
わが国を含め世界的に増加傾向にあり、わが
国の有病率は 30%弱と報告されている。非ア
ルコール性脂肪肝炎 (NASH) は、わが国にお
ける NAFLD の約 10～20％存在すると推定さ
れている。これまでの NAFLD/NASH 観察研究
によると、その生存率は一般集団より有意に
低く、死因に関しては、肝外臓器悪性腫瘍や
虚血性心疾患によるものが、肝関連死を上回
ることが報告されている (図 1)。研究代表者
らの新潟県多施設共同研究による NAFLD の
イベント発生に関する検討においても、肺癌
や脳出血といった肝関連以外の転帰やイベントが多く観察される。NAFLD/NASH は肝臓を中
心とした全身疾患と考えることが、本症の生命予後改善に重要であると思われるが、そのメ
カニズムは十分理解されていないのが現状である。 

 
２．研究の目的 
   本研究は、近年、細胞間のコミュニケーションツールとして働き、タンパク質・mRNA・miRNA 

などの多くの物質が内包された膜小胞体であるエクソソームに着目し、肝外合併症発症  
メカニズムの分子・細胞レベルでの解明をすることが目的である。本研究では、エクソソー
ム可視化 human CD63-GFP Tg ラットを用いたエクソソームの体内動態の観察、エクソソー
ム内包 miRNA・タンパク質の網羅的発現アレイ解析をし、肝外合併症発症に関与する候補
miRNA・タンパク質の探索を行う。 

 
３．研究の方法 
  (1) 高脂肪食給餌 human CD63-GFP Tg ラット (NAFLD ラット) と普通食給餌 human CD63- 

GFP Tg ラット (control ラット) における血中エクソソームの体内動態の観察と肝外   
臓器の病理組織学的検討 
 

本検討では、human CD63-GFP Tg 雌ラットに、45kcal%脂肪含有高脂肪食を 20週か
ら 15 週間給餌することで、NAFLD ラットを作成した。NAFLD を発症することにより、
可視化された血中エクソソームの体内臓器分布に変化がみられるかを in vivo イメ
ージングシステムを用いて検討する (control ラットとの比較)。NAFLD ラットの肝外
臓器の病理組織学的変化を control ラットと比較検討する。 

 
  (2) 血中エクソソーム内 miRNA・タンパク質の網羅的発現アレイ解析と候補 miRNA・タン

パク質の検証 
 

血中エクソソーム内の miRNA・タンパク質を抽出し、NAFLD ラットと control ラッ
トのアレイ解析を行う。発現差のみられた miRNA・タンパク質については、先行研究、
標的遺伝子検索等を参考に、候補 miRNA・タンパク質を絞る。候補 miRNA の標的遺伝
子や候補タンパク質について、肝外臓器における発現変化もリアルタイム PCR や免疫
染色法などで検討する。肝外合併症の有無で、NAFLD/NASH 症例血中エクソソーム内の
候補 miRNA および標的遺伝子、タンパク質の発現に差がみられるかをリアルタイム 
PCR や免疫染色法で検討する。 

 
  (3) NAFLD/NASH 症例の血清・臨床データの集積 

 
新潟大学医歯学総合病院で診断された NAFLD/NASH 症例の血液採取を行い、肝外合

併症有無等の臨床データを継続的に集積していく。特に、肝外合併症併発症例は集積
が不十分な場合は、当科関連病院と連携し症例集積に努める。 

 

４．研究成果 
  (1) 高脂肪食給餌 human CD63-GFP Tg ラット (NAFLD ラット) と普通食給餌 human CD63- 

GFP Tg ラット (control ラット) における血中エクソソームの体内動態の観察と肝外   
臓器の病理組織学的検討 



human CD63-GFP Tg ラットが野生 
型に比べ、生存期間が短く、1回の出 
産における出生数が少ないことが判 
明した。そのため解析に必要な匹数を 
確保するために多大な時間を要した。 
まず、human CD63-GFP Tg ラットの各 
臓器におけるエクソソームの分布を 
検討したところ、既報同様に胃と腎で 
GFP 陽性かつ CD63 陽性細胞を確認 
した (図 2) が、肝臓では非常に染色 
が弱く、さらなる検証が必要と思われ 
た。 
 次に、NAFLD ラットと control ラ 
ットの 35週時点での比較では、体重 
に統計学的な有意差はみられなかっ 
たが、肝重量/体重比では、NAFLD ラットの方が control ラットに比し有意に低値で 
あった (3.0 vs 3.3, p=0.03)。血液検査では、AST や ALT で両群に有意差はみられ 
なかったが、ALP は NAFLD ラットの方が control ラットに比し有意に高値であった  
(579 vs 423, p=0.03)。また、中性脂肪や総コレステロール等の脂質関連検査値は両群 
に有意差はみられなかった。 

 
  (2) 血中エクソソーム内 miRNA・タンパク質の網羅的発現アレイ解析と候補 miRNA・タン

パク質の検証 
 
     腎組織からのエクソソーム抽出を試

みていたが、解析に必要な検体量を得
られなかったことから、検体を血液に
変更し、血中エクソソーム内のタンパ
ク質を抽出し、プロテオーム解析を行
った。抽出されたタンパク質は、NAFLD 
ラットで 2336、control ラットで 2694
であった。NAFLD ラットのみで抽出さ
れたタンパク質は 173、control ラッ
トのみで抽出されたタンパク質は 531
あり、両群とも binding や catalytic 
activity として機能するタンパク質
で全体の約 3/4 を占めた。上位 5タン
パク質を表 1に示す。残りの約 1/4 の
タンパク質は、molecular transducer 
activity や  molecular function 
regulator の割合が NAFLD 群で 
control 群よりも多くを占めた (図
3)。なお、群間で 2 倍以上の発現差が
みられたタンパク質はなかった。 

 
  (3) NAFLD/NASH 症例の血清・臨床データの集積 

 
     より多くの症例での解析を行うため、症例の集積は年度を通して継続して行った。当 

科では以前より計画的に NAFLD/NASH 症例の血清・臨床データの集積を行ってきた （新 
潟大学医学部倫理委員会 承認番号 1699）。今後、候補タンパク質の解析の際に使用す 
る準備が整った。 

 
  (4) 考察と今後の展望 
 
     本研究は、観察研究 (Leon et al. Gastroenterology 2005, Sonderberg et al. 

Hepatology 2010) で報告された NAFLD/NASH の生命予後に影響を与える肝外合併症に
対し、エクソソームに着目し、その分子生物学的メカニズムを解明することを目的とし
た。メチオニン・コリン欠乏食給餌マウスモデルでは、血清エクソソームが増加するこ
とが報告されており (Povero et al. Plos One 2014)、今回の human CD63-GFP Tg ラ
ットにおいても同様の結果が起こり、各臓器に多くのエクソソームが確認出来ると思
われた。しかし、エクソソームの確認が胃と腎では確認出来たが、肝臓では染色が非常



に弱く不十分であった。さらに CD9 や CD81 といった他のエクソソームマーカーでも
染色を試みたが確認出来なかった。また、NAFLD ラットでも確認出来なかった。原因は
現時点では不明であるため、今後の検証が必要と思われる。次に、血中からのエクソソ
ーム内タンパク質について、NAFLD ラットと control ラットの比較をプロテオーム解
析を行った。両群で発現しかつ 2 倍以上の発現差がみられたタンパク質は同定されな
かったが、各群単独で同定されたタンパク質が NAFLD 群/control 群でそれぞれ
173/531 同定された。特に、NAFLD ラットのみで同定された上位 5タンパク質のうち、
mlkl (mixed lineage kinase domain-like protein) はオートファジーを阻害するこ
とにより、高脂肪食マウスモデルの肝障害および炎症反応に寄与することが報告され
ているが (Wu et al. J Hepatol 2020)、他のタンパク質については NAFLD における
報告がなく、今後、肝外臓器における報告や臨床データとの関連をふまえながら、さら
なる解析を進めていきたい。同様に、血中エクソソーム内 miRNA についても網羅的解
析を進める予定である。 
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