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研究成果の概要（和文）：非アルコール性脂肪肝炎（NASH）では、非硬変肝で発癌がみられる一方、発癌を伴わ
ない肝硬変症例も多くみられるため、線維化とは独立した発癌のバイオマーカーが求められる。長期経過観察が
可能であったNASH30症例についてpSmad3C抗体、pSmad3L抗体を用いて免疫組織染色を行い肝細胞におけるSmadの
リン酸化状態と発癌や線維化との関連を検討した。NASHでは、炎症経路を共有して肝線維化と発がんが同時に進
行する場合と、炎症や線維化がほとんどない状態で肝発癌に至る場合があり、そのいずれの場合も発癌過程にリ
ン酸化Smad3Lシグナルの亢進とリン酸化Smad３Cシグナルの減弱が重要であった。

研究成果の概要（英文）：In nonalcoholic steatohepatitis (NASH), carcinogenesis is observed in 
non-cirrhotic livers, while there are cirrhotic livers without carcinogenesis. Therefore, a novel 
biomarker for hepato-carcinogenesis independent of fibrosis is needed. We investigated the 
relationship between phospho-Smad isoforms status in hepatocytes and carcinogenesis or fibrosis by 
immunohistochemistry using pSmad3C and pSmad3L antibodies in 30 patients with NASH who had been 
followed up for a long time. In both cases, enhancement of pSmad3L signaling and attenuation of 
pSmad3C signaling were important in carcinogenesis.

研究分野：消化器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
NASHでは非硬変肝からの発癌をしばしば認めるが、非硬変肝からの発癌予測が困難であることが問題となってい
る。リン酸化Smadシグナルは炎症を介する経路の他、インスリン抵抗性、酸化ストレス、脂質毒性などによる遺
伝的変化によっても変化する。そのため、慢性炎症から線維化進行に伴って起こる発癌だけでなく、炎症や線維
化進行を伴わない発癌においてもリン酸化Smadシグナルは鋭敏に反応する。リン酸化Smadシグナルを評価するこ
とで、これまで予測困難であった非硬変肝からの発癌予測が可能となることが期待される。

※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 
近年、ウイルス性肝炎を合併しない肝細胞癌は急速に増加しており、全肝細胞癌の約 25％、
年間 1万人余りに達すると推計されている (1)。その背景には非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）
の増加があると考えられている。一方で、NASH 患者のうち、肝発癌がみられるのはごくわずか
である (2)。NASH からの肝発癌リスク因子として、高齢、男性、高度線維化、糖尿病、肥満、遺
伝子型などが知られているが、それらの因子だけでは高危険群の囲いこみは十分とはいえない。
そのため、発癌リスクを有する NASH 患者を選別できる新規バイオマーカーの同定が急務である。
NASH の診断には肝生検が必須である。近年、Fib4 index など簡便な方法で線維化を評価する方
法が報告され、肝生検が必要な患者の絞り込みが行えるようになりつつある。組織診断により得
られる情報は、炎症度、線維化、脂肪化など多岐にわたりスコアリングシステムなどを用いた評
価が試みられているが、それらスコアリングシステムによる予後予測や発癌リスク評価は十分
ではない。 
我々はこれまで線維化と癌化に深く関わる transforming growth factor (TGF)-beta シグナ
ル伝達に注目して研究してきた。TGF-beta シグナルは、主に Smad と呼ばれる伝達分子を介して
伝達される。Smad2 ならびに Smad3 に対する部位特異的抗リン酸化抗体を作製し、リン酸化 Smad
を介するシグナル伝達機構について詳細な検討を重ねてきた。Ⅰ型 TGF-beta 受容体によって
Smad2 および Smad3 の C 末端はリン酸化される。一方、炎症性サイトカインは JNK を介して、
Smad2およびSmad3の中央部に位置するリンカー部をリン酸化する。C末端がリン酸化したSmad3
（pSmad3C）は核移行した後、p21WAF1遺伝子のプロモーター領域に結合し転写を活性化させて細
胞増殖抑制、癌抑制シグナルに関わる（下図 A）。一方、リンカー部がリン酸化した Smad3（pSmad3L）
は核移行し、pSmad3C とは全く異なる c-Myc 遺伝子の発現を刺激して細胞増殖を促進させる。一
方、リンカー部と C 末端の両方がリン酸化した Smad2（pSmad2L/C）は pSmad3L とともに PAI-1
転写を活性化して細胞外マトリックスの蓄積を促して線維化に関わる（下図 B） (3-8)。重要な
ことに、pSmad3L が形成されると構造が変化し、pSmad3C が形成されなくなる。さらに、JNK 活
性化阻害や、リンカー部リン酸化部位をリン酸化されないアミノ酸に置換した Smad3（Smad3EPSM）
で、リンカー部リン酸化を特異的にブロックすると pSmad3C を介する経路への回復が観察され
る。この pSmad3L から pSmad3C 経路への可逆性は培養細胞のみならず動物実験でも立証されて
いる (8-10)。このような可逆的な細胞内シグナルは、細胞の状態をつぶさに反映しており予後
予測に有用なバイオマーカーとなる可能性を有している。 
本研究では、部位特異的リン酸化 Smad シグナルの解析が、線維化進行や肝発癌リスクを有す
る NASH 患者を選別する有用なバイオマーカーになりうるかを検討する。 

 
 

２．研究の目的 
現在の肝生検による組織診断では、生検時の炎症度や線維化の状態を評価するにとどまって
いる。スコアリングシステムを用いた評価も、線維化ステージに基づく予後予測に勝るものでは
ない。本研究では、肝組織中の細胞内シグナルに着目し、解析する。細胞内シグナルはこれから
組織に起こる事象が前もって反映されるため、将来の線維化進行や発癌を予測することが可能



であると考えられ、全く新しい新規のバイオマーカーとして期待される。 
 
３．研究の方法 
NASH 患者の予後を評価するには長期の経過観察が必要となる。そこで、関西医科大学医学部内
科学第三講座で 2008 年までに肝生検を行い組織学的に NASH と診断され、その後 10年以上の経
過観察が可能であった 30症例について検討を行った。10 年以上の観察期間中に発癌を認めなか
った 17例を非発癌群とし、肝生検時に癌を合併していた 7例と、肝生検後の経過観察中に発癌
を認めた 6例の 13 例を発癌群とした。非発癌群 (stage I: 7 例、II:6 例、III: 4 例、IV: 0
例)、発癌群 (stage I: 2 例、II: 2 例、III: 1 例、IV: 8 例)について部位特異的 Smad リン酸
化抗体(pSmad3C 抗体、pSmad3L 抗体)を用いた免疫組織染色を行い、肝細胞における Smad のリン
酸化状態を調べた。対照として当科で肝生検を行った C型慢性肝炎 25 症例（F1-4 各 5 例、肝癌
合併 5例）についても同様の方法で免疫染色を行い、比較検討した。 
 
４．研究成果 
軽度線維化 14 症例のうち 2症例は、生検時または経過観察中に発癌しており pSmad3L は増加
し pSmad3C は減少していた。一方、高度線維化 16 症例のうち 5症例は発癌を認めず pSmad3L は
減少し pSmad3C が増加していた。次に Smad3 のリン酸化レベルと NASH 発癌リスクについて検討
した。pSmad3L が豊富な 12 症例中 11 症例で発癌を認めたが、pSmad3L の乏しい 18 症例のうち
発癌を認めたのは 2症例のみであった(log-rank 0.0009)。対照的に、pSmad3C が乏しい 15症例
中 12 症例で発癌したが、pSmad3C が豊富な 15 症例のうち発癌は 1 症例のみであった(log-rank 
0.0022)。多変量解析では肝線維化進行とともに pSmad3L の増加と pSmad3C の減少が独立した発
癌予測因子であった。NASH 肝細胞における pSmad3L の増加と pSmad3C の減少は線維化とは独立
した発癌の重要なバイオマーカーであることが分かった。 
NASH の進行過程で酸化ストレスによって慢性的な炎症が引き起こされる。活性酸素がもたら
すストレス、活性酸素によって悪化する脂質毒性、病原体に関連する分子パターン（PAMP）、リ
ポポリサッカライドなどの損傷関連分子パターン（DAMP）、アディポカイン、インスリン抵抗性
は、線維化を促進し肝硬変へ進行させる。その結果、肝細胞の Smad3 リン酸化シグナルを腫瘍抑
制から発がんシグナルに変化させる（下図 A）。 一方、慢性炎症がない場合でも、炎症に依存し
ない肝発癌が遺伝的あるいはエピジェネティックな変化の結果起こりうる。このような状況で
は、直接的な DNA 損傷は、インスリン抵抗性や脂質毒性、さらに酸化ストレスによる活性酸素な
どにより起こる。このような、遺伝子異常による発癌経路においても、Smad3 のリンカー部のリ
ン酸化を持続させ、pSmad3C による増殖抑制の減弱が起こる（下図 B）。 
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