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研究成果の概要（和文）：過食によって発症する非アルコール性脂肪性肝障害(NAFLD)は肝硬変や肝がんの誘因
となる重要な疾患であるが、生活習慣の改善以外に有効な治療法が確立されていない。本研究は、肝細胞に隣接
する肝血管内皮細胞に発現するタンパク分解酵素、カルパインのはたらきにより、分枝アミノ酸が遊離して肝細
胞に取り込まれ、脂肪蓄積を促進することを明らかにした。この新知見に基づき、カルパインやそれによって遊
離する分枝アミノ酸に由来する一連のシグナルを標的とした新たなNAFLD治療戦略の構築が可能となった。

研究成果の概要（英文）：Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) induced by over eating is an 
important disease that leads to liver cirrhosis and liver cancer. However, efficient treatment 
except lifestyle improvement has been established. The current study elucidated that branched chain 
amino acids released from liver endothelial cells neighboring hepatocytes by the action of calpain 
protease expressed in liver endothelial cells are taken up by hepatocytes and accelerate lipid 
accumulation in liver. Base on this novel finding, we propose a novel therapeutic strategy for 
treatment of NAFLD by targeting calpain and/or a series of signal transduction induced  by released 
branched chain amino acids by calpain action.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
非アルコール性脂肪性肝障害(NAFLD)は肝硬変や肝がんの誘因となる重要な疾患であるが、生活習慣の改善以外
に有効な治療法が確立されていない。本研究は、肝細胞に隣接する肝血管内皮細胞に発現するタンパク分解酵
素、カルパインのはたらきにより、分枝アミノ酸が遊離して肝細胞に取り込まれ、脂肪蓄積を促進することを明
らかにした。この新知見に基づき、カルパインやそれによって遊離する分枝アミノ酸に由来する一連のシグナル
を標的とした新たな薬剤の開発を目指すNAFLD治療戦略の構築が可能になった。

※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性肝障害(Non-alcoholic fatty liver diseases; NAFLD)は肥満、糖尿病、
脂質異常症などの生活習慣病にしばしば合併する。NAFLD は、肝臓の脂肪蓄積に始まり（脂肪
肝）、一部の症例では非アルコール性脂肪肝炎、肝硬変、肝がんと病態が進展し、命を脅かす病
態となる。NAFLD に対する一般的な治療としては、食事療法や運動療法が推奨されるが、未だ
に発症・進展の鍵を握る特定の分子を標的とした治療法は確立されていない。その背景には、
脂肪肝から肝がんに至る NAFLD 病態進展の分子機構が明らかになっていないことが挙げられ
る。NAFLD 対策の第一段階として、肝臓における脂肪蓄積の分子機構がさらに解明され、その
関連分子を標的とした新たな特異的治療法の開発が期待される。 
 
２．研究の目的 
 
カルパインはカルシウム依存性の細胞内タンパク質分解酵素であり、物理的ストレス、サイト
カイン、成長因子、低酸素などによって活性化される。我々は、動脈硬化病変の血管内皮細胞
に発現するカルパインに注目し、酸化 LDL やその主要構成リン脂質であるリゾホスファチジル
コリンによってカルパインが活性化され、血管内皮細胞間を結合するカドヘリンを部分分解す
ることによって、血管内皮細胞間の乖離を招き、血管の透過性を促進することを明らかにし
た。（Miyazaki T, et al. Circulation 2011;124:2522）また我々は、血管新生におけるカルパ
インの役割に着目し、カルパインは血管内皮細胞の内因性キナーゼインヒビターである
suppressor of cytokine signaling 3 の分解を促進することにより、腫瘍血管や酸素誘発性網
膜症の病的血管新生を促進することを明らかにした（Miyazaki T, et al. Circulation 
Research 2015;116:1170）。 
カルパインは基質となるタンパク質を 1個のアミノ酸まで分解する活性は持たず、より小さな
ペプチドに限定分解する役割を持つ。この限定分解によって生じたペプチドは、プロテアソー
ムなどの細胞内の他のタンパク質分解システムによって、最終的に遊離アミノ酸まで分解され
ると考えられる。カルパイン活性化の結果として、遊離アミノ酸が増加する。 
糖尿病や肥満の患者では血中の分枝アミノ酸(Branched chain amino acid; BCCA)が増加して
いるとの報告があるが、その病態生理学的意義は明らかでない。本研究では肝血管内皮細胞に
発現するカルパインに注目し、そのタンパク質分解作用によって遊離する、ロイシンやイソロ
イシンなどの分枝アミノ酸の肝脂肪蓄積に対する効果を検討した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 培養細胞を用いた in vitro での検討 
ヒト臍帯静脈血管内皮細胞(Human umbilical vein endothelial cell; HUVEC)を高グルコ
ースで培養し、カルパインの活性化と培養液中に遊離するアミノ酸を分析した。HUVEC を
カルシウム不含培地で培養した培養上清を用いてヒト肝細胞癌株である HepG2 細胞をイン
スリン存在下に培養し、HepG2 細胞におけるオレイン酸負荷に伴う脂肪蓄積ならびに脂肪
蓄積促進因子である S6 キナーゼのリン酸化に対する効果を検討した。HepG2 細胞を、
mTORC1 (Mammalian target of rapamycin complex 1)の阻害剤ラパマイシンや L型アミノ
酸トランスポーター1(LAT1)阻害剤 JPH203 で処理して、脂肪蓄積に対する効果を検討し
た。 
 
(2) カルパインノックアウトマウスを用いた in vivo での検討 
calpain-s1 は、calpain-1、calpain-2 に共通の調節性サブユニットであり、calpain-s1
をノックアウトすると、calpain-1、calpain-2 ともにその活性が喪失する。野生型マウス
と calpain-s1 ノックアウトマウスを用いて、高脂肪食負荷による肝臓脂肪蓄積を比較検討
した。同時に肝臓に存在する BCAA の含有量を比較した。さらに肝臓の脂肪蓄積因子である
sterol regulatory element binding protein 1 (SREBP1)ならびに SREBP1 の活性化因子で
ある S6 キナーゼの活性化の相違を検討した。L型アミノ酸トランスポーター1（LAT1）阻
害剤 JPH203 の脂肪蓄積に対する効果を検討した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 培養細胞を用いた in vitro での検討 
HUVEC を高グルコースに曝露するとカルパインが活性化され、遊離アミノ酸が増加した。
肝細胞内アミノ酸レベルは mTORC１によって検知され S6 キナーゼをリン酸化して脂肪新生
が促進される。HUVEC をアミノ酸不含培地で培養し、カルシウムイオノフォアでカルパイ
ンを活性化しアミノ酸遊離を誘導し条件培地とした。条件培地で培養した肝細胞株 HepG2
細胞をてインスリンで刺激したところ S6 キナーゼのリン酸化を認めたが、アミノ酸不含培
地ではリン酸化を認めなかった。条件培地で培養した HepG2 細胞にオレイン酸を負荷する



と脂肪滴が形成され、ラパマイシンや JPH203 により、S6 キナーゼのリン酸化や脂肪滴形
成が抑制された。 
 
(2) カルパインノックアウトマウスを用いた in vivo での検討 
野生型マウスに高脂肪食を負荷すると、肝血管内皮細胞の calpain-s1 の発現が誘導され、
肝臓の脂肪蓄積を誘導した。calpain-s1 をノックアウトマウスでは、野生型マウスに比し
高脂肪食による肝臓の脂肪蓄積が抑制された。calpain-s1 ノックアウトマウスの肝臓の
BCAA 含有量は野生型マウスに比し有意に低下していた。野生型マウス由来培養肝血管内皮
細胞を高グルコースで刺激するとアミノ酸遊離が増加したが、calpain-s1 ノックアウトマ
ウス由来細胞ではでは全く増加しなかった。高脂肪食を負荷した野生型マウスに JPH203 を
投与すると、肝臓の脂肪蓄積が抑制された。高脂肪食を負荷した野生型マウスでは肝臓の
SREBP1 ならびに S6 キナーゼが活性化されたが、calpain-s1 ノックアウトマウスでは抑制
された。 
 
上記の培養細胞実験ならびにカルパインノックアウトマウスを用いた動物実験により、以下の
ような脂肪蓄積の分子機構が明らかとなった。高グルコースや脂肪食負荷により、肝血管内皮
細胞のカルパインが活性化されて BCAA をはじめとするアミノ酸遊離が増加する。遊離アミノ酸
はアミノ酸トランスポーターを介して肝血管内皮細胞に隣接する肝細胞に取り込まれ、肝細胞
の mTOR、S6 キナーゼ、SREBP1 が順次活性化し、脂肪蓄積を促進する。 
 本研究の開始時点では NAFLD の名称が一般的であったが、NAFLD が肥満、糖尿病、脂質異常
症などの代謝異常と密接に関連することから、Metabolic dysfunction-associated fatty 
liver disease (MAFLD) という名称に置換されつつある。MAFLD は、脂肪肝に肥満、２型糖尿
病、もしくは２種類以上の代謝異常が併存している場合に診断される。MAFLD の治療戦略とし
ては、食事療法や運動療法などの非特異的なものが主体となっているが、今後本研究で得られ
た知見を基盤にした特異的な MAFLD の治療戦略が構築されることを期待する。 
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