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研究成果の概要（和文）：　本研究では、正常肝、ウイルス性肝炎、非アルコール性脂肪性肝炎の肝生検標本を
用いて、肝内神経線維の変化と臨床的背景との関連を調査した。全門脈域の面積に対する神経線維の面積比を各
標本で算出したところ、慢性肝炎、特にウイルス性肝炎ではこの面積比が著明に低下していた。線維化進展群で
も有意に神経面積比の低下が認められた。ただし、炎症の程度では有意な変化は無かった。HCVに対する抗ウイ
ルス治療の前後で得られた肝生検標本を比較すると、肝線維化の改善とともに神経面積比の回復が認められた。
このことから、慢性肝炎の病態に肝内神経線維が関係している可能性が示唆される。

研究成果の概要（英文）：The present study investigated changes in hepatic nerve fibers in liver 
biopsy specimens from patients with normal liver, viral hepatitis and non-alcoholic steatohepatitis,
 in relation to clinical background. The areal ratio of nerve fibers to the total portal area was 
automatically calculated for each sample. The nerve fiber areal ratios (NFAR) was significantly 
lower in liver affected by chronic hepatitis, particularly viral hepatitis, and this was also the 
case for advanced liver fibrosis. However, the degree of inflammatory activity did not affect NFAR. 
Comparison of samples obtained before and after antiviral treatment for HCV demonstrated recovery of
 NFAR along with improvement of liver fibrosis.
It suggests that intrahepatic nerve fibers may be involved in the pathogenesis of chronic hepatitis.

研究分野： 肝臓内科

キーワード： 肝内神経線維　肝線維化　慢性肝炎

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、代表的な慢性肝疾患である非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）とウイルス性肝炎において、肝線維
化が高度な群では神経線維が有意に減少しており、肝炎の原因によっても差があることが示された。抗ウイルス
治療により肝線維化が改善した症例では肝内神経線維量も回復しており、肝内神経線維の可逆性が認められた。
このことから、慢性肝炎の病態に肝内神経線維が関係している可能性が示唆された。
また、近年発展してきた臓器透明化技術を用いてマウスの肝内神経線維を観察することも試みた。高度脂肪肝や
硬変肝では透明化に至らなかったが、この技術により、これまでより正確に神経線維を定量できると期待され
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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
消化器疫学において、特に消化管の運動、体液輸送、内分泌系に関しては自律神経系との関連

は古くからよく知られている 1。肝臓は交感神経と副交感神経の両方の自律神経の支配を受けて
いるが、これらの神経線維は、肝門部から肝内に入り、門脈域に沿って分布している 2。  
肝内神経線維は、求心性線維により肝内の浸透圧、糖や脂質の濃度などの情報を脳に伝達し、

遠心性線維により血流量、胆汁分泌、代謝などの調節を行っているとされている 2。肝移植にお
いて血管や胆管は吻合されるが、神経は切断されたままとなる。その結果、移植後の肝臓は中枢
からの神経支配の無い状態と考えられるが、通常、レシピエントの体内で問題なく機能している。 
しかし、肝移植後のレシピエントでは、肥満、脂質異常、高血圧、糖尿病の合併が多いとの報告
がある 3。これには、脱神経支配による代謝調節の不具合が関与している可能性がある。  
一方、肝臓におけるメタボリックシンドロームの表現型として、近年非アルコール性脂肪性肝

炎（NASH）が注目されているが、これまでに NASH 患者の肝内神経線維についての詳細な評
価はされていない。マウスでは、肝の迷走神経切断術を施行した後に NASH を誘発する食餌で
あるメチオニン-コリン欠乏食を与えたところ、コントロールよりも NASH の病態が悪化してい
たという報告がある 4。しかし、NASH による肝内神経線維の変化を検討した報告はない。 

C 型肝炎に対しては、直接作用型抗ウイルス薬（DAAs）の登場により、ほとんどの症例で SVR
達成が可能となっている。HCV 除去により肝線維化の改善や発癌率の低下が認められており、
B型肝炎に対しては、新規の核酸アナログによりHBVの制御がほぼ可能となっている。しかし、
比較的研究が進んでいるはずのウイルス性肝炎についても、肝内神経線維に関する十分な検討
はされていない。肝内神経線維は、前述した代謝や血流などの他、肝線維化や肝再生にも関わっ
ていると言われている 5,6。 このように、肝臓の様々な機能を調節して他臓器との伝達に関わっ
ていると考えられる肝内自律神経と肝疾患との関連を明らかにすることは、肝疾患の治療法の
発展に貢献できる可能性がある。 
 しかしながら、肝生検標本ではサンプリングエラーの可能性が否定できない。我々は、疾患モ
デルマウスを作成し、マウス肝の一葉全体での神経線維定量の方法を検討した。近年、臓器透明
化技術の進歩が著しいことから、我々はこの技術を生かしてマウス肝を透明化し、神経線維を免
疫組織化学染色にて同定して定量することを試みた。 
 
２．研究の目的 
(1) まず、慢性肝炎における神経線維の分布の変化を解明することを目的とした。ヒトの肝生
検標本における神経線維の分布を、門脈域の全神経線維と交感神経線維で評価した。これを原因
疾患、病理学的な線維化と炎症の進展度、臨床検査値との関連について検討した。 
 
(2) 慢性肝炎の改善に伴って、肝内神経線維の量も変化するか否かを明らかにすることを第 2
の目的とした。C 型慢性肝炎に対する抗ウイルス治療の前後における肝生検標本を用いて、線維
化改善とともに神経線維がどのように変化するかを検討した。 
 
(3) マウス肝を透明化し、葉全体での神経線維の定量を行うことを第 3 の目的とした。NASH
と肝硬変のモデルマウスを作成し、コントロール群とともに肝臓の透明化を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1)(2)-1 対象 
当院で 2006 年から 2017 年に肝生検を施行した患者のうち、慢性肝疾患としてウイルス性肝 

炎 45 例（B 型肝炎 20 例、C 型肝炎 25 例）と NASH 35 例、および正常肝と診断された 5 例の
肝生検標本を用いた。C 型肝炎の症例のうち、初回生検後にインターフェロン単独治療を行われ
た 2 例、ペグインターフェロンとリバビリン併用療法を行われた 1 例において、治療前後の比
較を行った。 患者には入院時に検体保存および研究目的の使用について文書で説明して同意を
得ており、更に、本学のホームページで研究概要の告知およびオプトアウトによる研究からの除
外の申し出を受け付ける形で、研究参加および撤回の意思を確認した。本研究は、山形大学医学
部倫理委 員会の承認を得て行われた（受付番号：2018 年度第 74 号）。 
 
(1)(2)-2 組織化学染色および免疫組織化学染色 
 肝生検にて得られた標本は、神経の分布を評価するために、免疫組織化学染色を施行した。ホ 
ルマリン固定しパラフィン包埋した肝組織を脱パラフィン後に、98℃で 20 分間の抗原賦活化処 
理を行った。全神経マーカーとして抗 protein gene product (PGP) 9.5 ウサギポリクローナル 
抗体（1:150, cat# ADI-905-520-1, Enzo Life Science, NY, USA）、交感神経マーカーとして抗 
チロシン水酸化酵素 (TH) ウサギポリクローナル抗体（1:250, cat# ab112, Abcam, Cambridge, 
UK）を一次抗体に用い、室温で 50 分インキュベートした。その後、二次抗体としてヒストフ
ァインシンプルステイン MAX-PO (MULTI) (cat# 424151, ニチレイバイオサイエンス、東京、
日 本) で 30 分反応させ、DAB 法で発色した。線維化および炎症所見については、ヘマトキシ



リン・ エオジン染色、エラスティカ・マッソン染色、銀染色を用い、METAVIR スコア 7 およ
び Brunt 分類 8に沿って評価した。 
 
(1)(2)-3 画像解析と統計解析 
 免疫組織化学染色を施行した標本をオールインワン蛍光顕微鏡 BZ-X710 (KEYENCE、大阪、
日本) にて観察し、画像解析ソフトの BZ-H3C/ハイブリッドセルカウント（KEYENCE、大阪、
日本） を用いて管腔を除いた門脈域の面積と門脈域内の神経線維軸索断面積を計測して、神経
線維量を推定した。門脈域に占める神経線維の面積比の平均を、標本ごとに算出した。この面積
比を疾患ごとに比較し、炎症の程度、線維化の程度、代謝関連の検査値の高低においても比較し
た。炎症の程度は、病理学的評価と血清 ALT を指標とした。線維化の程度は、病理学的分類の
他、年齢、AST、ALT、血小板数から算出される FIB-4 index と、Mac-2 結合蛋白糖鎖修飾異性
体（M2BPGi）を使用した。代謝関連の検査値としては中性脂肪、総コレステロール、空腹時血
糖を用いて、値の高い群と低い群に分けて比較検討した。疾患ごとの比較は 1-way ANOVA お
よび Tukey 多重比較検定、病理学的分類や臨床検査値による比較は t 検定にて行い、P < 0.05 
を有意差ありとした。統計解析には、GraphPad Prism 7 （GraphPad Software, CA, USA）を
用いた。 
 
(3)-1 疾患モデルマウスの作成 
 NASH モデルマウスは、FFC 食を 20 週与えて作成した 9。肝硬変モデルマウスは、四塩化炭
素の腹腔内投与を 12 週行って作成した。いずれもコントロール群とともに、灌流固定後に肝臓
を摘出した。 
 
(3)-2 臓器透明化および免疫組織化学染色 
 摘出したマウス肝の一葉を切除し、CUBIC 法および CLARITY 法を用いて、組織透明化を試
みた 10,11。透明化に成功した組織は、PGP9.5 ウサギポリクローナル 抗体（1:100, cat# P09936, 
Novus Biologicals, CO, USA）を使用して、室温で 14 日間反応させた。 
 標本は、オールインワン蛍光顕微鏡 BZ-X710 (KEYENCE、大阪、日本) にて観察した。 
 
４．研究成果 
(1)-1 病因ごとの神経面積比の比較 
肝内神経線維は、門脈域中の神経線維の

面積が占める割合を算出することで定量化
した。免疫組織化学染色にて陽性となった
神経線維の面積を計測し、門脈域の面積か
ら管腔の面積を引いた値で割ったものを、
神経面積比（Nerve fiber area ratio : 
NFAR)として表示した（図 1）。  
疾患ごとに全神経線維と交感神経線維の

面積比を比較したものを図 2 に示す。全
神経線維と交感神経線維のいずれにおいて
も、正常肝はウイルス性肝炎および NASH 
よりも有意に面積比が高値であった（ウイ
ルス性いずれも：P < 0.0001、NASH 全神
経：P < 0.0001、NASH 交感神経 P < 0.01）。 
このことは、慢性肝炎により神経線維が減
少することを示唆している。特にウイルス
性肝炎において減少が著しかったことか
ら、病因によって神経線維の傷害程
度も異なる可能性がある。 

 
(1)-2 線維化と肝内神経線維の関連 
線維化と神経線維との関連を明ら

かにするために、軽度線維化群と高
度線維化群を比較した（図 3）。全神
経線維では有意ではないが F4 群が
低い傾向にあり、交感神経線維では
F4 群の方が有意に NFAR が低下し
ていた（P < 0.05）。血小板数が低い
群と保たれている群では、低値群で
有意に NFAR の低下を認めた（図 3B、いずれも P < 0.05）。FIB-4 index は< 2.67 と > 2.67 
の 2 群に分けて検討した。高度の線維化と考えられる FIB-4 index 高値群では、低値 群より
も有意に神経線維が減少していた（図 3C、PGP9.5+： P < 0.05、TH+：P < 0.01）。 M2BPGi 
は疾患により cut off index (C.O.I.) が異なるが、非ウイルス性肝炎においても高度線維化が疑

図 1 肝内神経線維の測定 

 

図 2 病因と肝内神経線維の関連 

 



われる 1.0 C.O.I.を超えるものを高
値群とし、1.0 C.O.I.未満の低値群と
比較した。M2BPGi 高値群では、低
値群よりも有意に神経線維が減少し
ており（図  3D、いずれも P < 
0.001）、いずれの指標においても、
高度線維化群で神経線維の有意な減
少が示された。 
 線維化と神経線維との関連を明ら
かにするために、軽度線維化群と高
度線維化群を比較した（図 3）。全神
経線維では有意ではないが F4 群が
低い傾向にあり、交感神経線維では
F4 群の方が有意に NFAR が低下し
ていた（P < 0.05）。血小板数が低い
群と保たれている群では、低値群で
有意に NFAR の低下を認めた（図
3B、いずれも P < 0.05）。FIB-4 index 
は< 2.67 と > 2.67 の 2 群に分け
て検討した。高度の線維化と考えら
れる FIB-4 index 高値群では、低値 
群よりも有意に神経線維が減少して
いた（図 3C、PGP9.5+： P < 0.05、
TH+：P < 0.01）。 M2BPGi は疾患
により cut off index (C.O.I.) が異な
るが、非ウイルス性肝炎においても
高度線維化が疑われる 1.0 C.O.I.を
超えるものを高値群とし、1.0 C.O.I.
未満の低値群と比較した。M2BPGi 
高値群では、低値群よりも有意に神
経線維が減少しており（図 3D、いず
れも P < 0.001）、いずれの指標にお
いても、高度線維化群で神経線維の
有意な減少が示された。 
 
(1)-3 炎症と肝内神経線維の関連 
 慢性肝炎における炎症と神経
線維量の関連を評価するため、病
理学的に軽度の炎症 を示す A1 
から高度炎症の A3 で神経面積
比を比較したところ、全神経線維
も交感神経線維も A3 で減少す
る傾向にあったものの、有意な差
を認めなかった（図 4A）。また、
ALT 値の高い群と低い群でも比
較したが、全神経線維と交感神経
線維ともに差は  なかった（図 
4B）。 
このことから、炎症の程度と神

経線維 量には有意な関連性が認
められなかった。 
 
(1)-4 代謝と神経面積比の関連 
代謝と神経の関連については、中性脂肪、総コレステロール、空腹時血糖で評価した。空腹時

の中性脂肪が 100 を超える群と下回る群で神経面積比を比較したところ、全神経線維と交感神
経線維とも差はなかった。総コレステロール値や空腹時血糖の高低による比較でも、有意差を認
めなかった。代謝異常と神経線維量の相関はなさそうであると言える。 
以上より、慢性肝炎において自律神経線維は減少傾向となるが、これには炎症や代謝異常より

も線維化との関連が深い可能性が示唆された。 
 

図 3 線維化と肝内神経線維の関連 

 

図 4 炎症と肝内神経線維の関連 

 



(2) 抗ウイルス治療に伴う神経面積比
の変化 

C 型慢性肝炎に対する抗ウイルス治
療を施行した 3 例について、治療前後
の肝組織の比較を行った。いずれも治
療前は F3 であったが治療後は F1～
F2 となっており、組織学的に肝線維
化の改善を認めた。 
治療の前後における神経面積比を

比較したところ、全神経線維は増加傾
向にあったが有意な差はなく、交感神
経線維は治療前よりも有意に増加していた（図 5、 PGP9.5+：P = 0.09、TH+：P < 0.05）。 こ
のことから、肝線維化の改善により肝内神経線維は回復可能であり、神経による調整能も回復し
ていると考えられた。 
 
(3) 疾患モデルマウスの作成と肝組織透明化 

NASHモデルマウスおよび肝硬変モ
デルマウスの作成には成功した。正常
肝では透明化に成功したが、高度脂肪
肝や硬変肝を透明化することは困難
で、一見透明化に成功していても組織
障害が高度であり、神経線維の同定が
できなかった。 
 
肝組織透明化については更なる追求が必要だが、本研究では、慢性肝炎において肝内自律神経

線維が減少し、疾患により減少の程度に差があることを示した。線維化進展例で有意に神経線維
が減少しており、線維化の改善に伴って神経線維 量も回復することを明らかにした。また、慢
性肝炎に伴う炎症よりも線維化の方が神経線維量と 関連している可能性が示唆された。 
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図 5 抗ウイルス治療に伴う肝内神経線維の変化 

 

図 6 マウス正常肝の透明化 
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