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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）は、肝炎・肝硬変へと至る病態と

して着目されている。本研究では、NASH の病態形成における JNK の役割について解析を

行なった。その結果、NASH 動物モデルにおいて、JNK1 遺伝子のノックアウトマウスでは、

肝線維化・肝癌の形成が減少している傾向が認められた。骨髄移植を用いたキメラマウスの解

析結果、あるいは初代培養細胞を用いた研究結果より、NASH の病態形成には血液細胞に加え

非血液細胞における JNK1 の重要性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Nonalcoholic steatohepatitis (NASH) is an important pathological 
condition responsible for liver fibrosis and cancer. In the current study, using NASH mouse 
model, we analyzed the role of JNK signaling in the development of NASH and subsequent 
formation of liver fibrosis and cancer. As a result, the development of liver fibrosis and 
cancer was reduced in jnk1 knockout mice as compared to wild-type mice. Furthermore, 
analysis of chimeric mice generated by bone marrow transplantation or in vitro 
experiments using primary culture cells revealed the critical role of JNK1 in 
non-hematopoietic cells in the development of NASH. 
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１．研究開始当初の背景 

非アルコール性脂肪肝炎(nonalcoholic 

steatohepatitis, 以下 NASH) は、明らか

な飲酒歴がないにも関わらず、肝組織所見

上アルコール性肝障害に類似した脂肪沈着

を特徴とする肝障害である。NASH は肥満、

糖尿病、高脂血症などいわゆる生活習慣病

を基礎に発症する例が多く、肝臓における

メタボリックシンドロームの表現系として
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捉えられている。近年、生活様式の欧米化

に伴い我が国でも確実に NASH 患者は増加

しており、さらに肝硬変・肝細胞癌へと進

展し得ることが明らかにされたことからも、

その病態を解明し対策を図ることは極めて

重要な課題となっている。 

 一般に NASH の発症・進行の機序として、

（１）インスリン抵抗性をベースとした肝

細胞への脂肪沈着 (1st hit) に、（２）酸

化ストレスや炎症性サイトカインなどによ

る肝障害要因(2nd hit)が加わり、肝細胞

死・慢性炎症・線維化が誘導されるとする 

two-hit theory が広く支持されている

(Day CP. Gastroenterology 1998)。このよ

うなインスリン抵抗性の獲得や、酸化スト

レスなどの刺激に対する応答には c-Jun 

N-terminal Kinase (以下 JNK) が重要な役

割 を 果 た す こ と が 示 唆 さ れ て い る 

(Hirosumi J. Nature 2002)。JNK は様々な

細胞外刺激に対して増殖・分化・遊走・免

疫反応・細胞死などの細胞反応を制御する 

mitogen-activated protein (MAP) キナー

ゼファミリーの一つであり、種々の肝障害

での働きに加え、脂肪肝の形成に関与する

こと (Tuncman G. PNAS 2006）や、NASH 患

者の肝臓において活性化していること

(Puri P. Gastroenterology 2008) などが

報告されている。このように、JNK は NASH 

の発症・進行における two-hit の双方に関

与する重要な regulator であり、NASH に

おいても糖尿病などの他のメタボリックシ

ンドロームと同様に (Kaneto H. Nat Med. 

2004) 有力な治療ターゲットになり得るも

のと考えられる。しかしながら、NASH の病

態形成、とりわけ肝脂肪化に伴う肝細胞死

の誘導や星細胞の活性化、さらには臨床上

最も重要となる肝硬変・肝細胞癌への進展

における JNK の役割については未だ不明

な点が多い。 

 
２．研究の目的 

非アルコール性脂肪肝炎 (nonalcoholic 

steatohepatitis, 以下 NASH) はメタボリ

ックシンドロームを基盤とした肝障害であ

り、近年その患者数の増加と共に、肝硬変

あるいは肝細胞癌への進展が大きな問題と

なっている。本研究では、メタボリックシ

ンドロームの形成のみならず、様々な肝障

害や炎症誘導への関与が報告されている分

子、c-Jun N-terminal Kinase (以下 JNK) に

着目し、（１）遺伝子改変マウスを用いて 

NASH の病態形成における JNK の役割を明

らかにすること、（２）NASH 治療ターゲッ

トとしての JNK の可能性を探索すること、

を目的とする。 

 
３． 研究の方法 
 
（１）NASH/肝線維化モデルにおける野生型、

JNK1-/-、および JNK2-/-マウスの解析 

コリン欠乏アミノ酸食 (CDAA diet) ２０

週投与による NASH/肝線維化モデルを用い、

野生型、JNK1-/-、および JNK2-/-マウス、さら

には骨髄移植によるこれらのキメラマウス

の解析を行う。 

 

（２）初代培養細胞を用いた JNK1 および 

JNK2 の in vitro 機能解析 

肝脂肪化による肝細胞障害、あるいは肝星

細胞活性化における JNK の役割を in vitro 

において解析するために、野生型、JNK1-/-、

および JNK2-/-マウスから分離した初代培養

肝細胞、肝星細胞、あるいは Kupffer 細胞

を用いた解析を行う。 

 

（３）NASH/肝細胞癌モデルにおける野生型、

JNK1-/-、および JNK2-/-マウスの解析 

NASH からの肝細胞癌発癌への JNK の関



与を明らかにするために、CDAA diet/８０週

投与による NASH/肝細胞癌モデルを用い、野

生型、JNK1-/-、および JNK2-/-マウスの解析を

行う。 

 

（４）選択的 JNK1 inhibitor および選択的 

JNK2 inhibitor の開発 

NASH 治療薬としての JNK 阻害薬の可能性

を探るために、初代培養細胞を用いた in 

vitro の系、あるいはCDAA diet を用いた in 

vivo モデルおいて JNK 阻害薬の効果を検

討する。 

 

４．研究成果 

（１）NASH/肝線維化モデルにおける野生型、

JNK1-/-、および JNK2-/-マウスの解析。 

 コリン欠乏アミノ酸食(CDAA diet)を用い、

野生型、JNK1-/-、および JNK2-/-マウスに NASH/

肝線維化を誘導した。肝臓における脂肪化の

程度について、Oil Red O 染色、肝組織中ト

リグリセライド含有量などにて評価を行っ

たところ、これらのマウスの間に明らかな差

が認められなかった。一方、肝線維化の程度

について、Sirius Red 染色、線維化関連遺伝

子の発現などにより検討を行ったところ、野

生型、JNK2-/-マウスと比較して JNK1-/-マウス

では肝線維化の程度が低かった。 

 次に、肝細胞や肝星細胞など非血液系細胞

の JNK isoform の機能を評価するために、

骨髄移植によるキメラマウスの作成を行っ

た。レシピエントが野生型、JNK1-/-、あるい

は JNK2-/-マウスで、免疫担当細胞はいずれも

野生型であるキメラマウスを作成し、これら

を CDAA diet による NASH/肝線維化モデル

において比較することにより、NASH の病態

形成における非血液細胞の JNK isoform の

役割について検討を行った。その結果、キメ

ラマウス間において、インスリン抵抗性、肝

脂肪化に差は見られなかったが、レシピエン

トが JNK1-/-マウスにおいて、炎症および肝線

維化の程度が低下していた。 

 

（２）初代培養細胞を用いた JNK1 および 

JNK2 の in vitro 機能解析 

野生型、JNK1-/-、および JNK2-/-マウスより

初代培養肝細胞を分離し、遊離脂肪酸の添加

により in vitro において肝細胞の脂肪化を

誘導した。これらの肝細胞間での脂肪化の程

度、脂肪化による肝細胞死の程度について比

較検討を行ったところ、明らかな差は認めら

れなかった。 

 

 以上（１）の結果より、NASH による肝線維

化には JNK1 が重要な役割を果たしているこ

とが in vivo の検討により示唆された。さ

らに（１）（２）の結果より、野生型、JNK1-/-、

および JNK2-/-肝細胞の脂肪化に対する感受

性・脂肪化による細胞死の程度は in vitro、

in vivo において同程度だが、レシピエント

が JNK1-/-マウスにおいて、炎症および肝線維

化の程度が低下していたことより、肝線維化

には肝細胞以外の細胞腫における JNK1 の炎

症への関与が中心となっている可能性が示

唆された。 

 

（３）NASH/肝細胞癌モデルにおける野生型、

JNK1-/-、および JNK2-/-マウスの解析 

 CDAA diet/80週間による NASH/肝細胞癌モ

デルにおいて、野生型、JNK1-/-、および JNK2-/-

マウスの解析を行った。それぞれのマウスに

おいて、肝腫瘍の数、サイズについて解析を

行ったところ、JNK1-/-マウスにおいて腫瘍の

数、サイズともに減少している傾向がみられ

た。 

 

（４）選択的 JNK1 inhibitor および選択的 



JNK2 inhibitor の開発 

 pan-JNK inhibitor の NASH の進展抑制効

果について NASH/肝線維化モデルを用いた 

in vivo における検討を行った。これまでの

ところ有意な効果は得られていない。 
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