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研究成果の概要（和文）：研究代表者は、遺伝性肥満MC4R欠損マウスを用いて、肥満やインスリン抵抗性を背景
として、脂肪肝、NASH、肝細胞癌を経時的に発症する動物モデルを作製し、その病態メカニズムの解明に取り組
んでいる。本研究では、誘導性に短期間でNASHや肝細胞癌を発症する新たな動物モデルを開発し、さらに肝細胞
死を核として組織リモデリングを促進する微小環境（CLS）を見出した。これにより、種々の薬剤によるNASH治
療効果を効率よく検討するとともに、その作用機序の一端が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, to understand the molecular mechanism underlying NASH, we 
employed genetically obese melanocortin-4 receptor-deficient mice, which sequentially developed 
simple steatosis, NASH, and hepatocellular carcinoma (HCC) when they were fed a Western diet. We 
also develop novel accelerated animal models which exhibited NASH and HCC in the short-term. Using 
these animal models, we identified a unique histological structure termed “crown-like structure”, 
in which macrophages aggregated around dead hepatocytes, thereby accelerating tissue remodeling 
during the disease progression from simple steatosis to NASH. Our data suggest that CLS is useful to
 examine the molecular mechanisms how certain drugs ameliorated NASH.

研究分野：内分泌代謝学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、数多くの抗糖尿病薬が上市され、糖尿病治療は、単に血糖値を低下させるのみならず、合併症を予防する
ことに重点が置かれるようになってきた。即ち、脂肪肝やNASHに対する抗糖尿病薬の効果が注目されている。そ
こで本研究では、種々の薬剤のNASHに対する薬効評価を実施した。CLSに着目することにより、治療効果の定量
的評価が可能となり、作用機序の一端も明らかになるなど、今後の治療法の開発に資すると考えられた。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
①研究の学術的背景 
メタボリックシンドロームの概念は、内臓脂肪型肥満を背景として比較的軽度な代謝異常が重

積し、種々の生活習慣病が顕在化する過程を指摘したものである。従って、脂肪組織機能の障

害はメタボリックシンドロームの病態基盤となる。一方、メタボリックシンドロームにおける

慢性炎症の意義が注目されている。慢性炎症では、種々のストレスに対する実質細胞と間質細

胞の複雑な細胞間コミュニケーションが持続し、最終的には間質の線維化を来して臓器機能不

全に至る。実際、肥満の脂肪組織では、実質細胞である脂肪細胞の肥大化に加え、炎症細胞浸

潤、血管新生、細胞外マトリックスの過剰産生などのダイナミックな形態的変化が認められる

（脂肪組織リモデリング）。しかしながら、過栄養により誘導される代謝性組織リモデリングは

未だ概念的なものであり、その実態や臓器特異性、組織機能に及ぼす影響についてはほとんど

未解明である。 
	 研究代表者は、肥満の脂肪組織において脂肪細胞とマクロファージの相互作用により炎症が

慢性化することを世界に先駆けて提唱し（Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2005）、脂肪組織炎
症の新たな制御分子を同定してきた（Diabetes 2011, 2014; Circ. Res. 2009; Arterioscler. Thromb. 
Vasc. Biol. 2007）。従来、肥満の脂肪組織において、代謝ストレスにより細胞死に陥った脂肪細
胞をマクロファージが取り囲んで貪食・処理する組織像として CLS（crown-like structure）が知
られていたが、局所における意義は不明であった。研究代表者は、結核菌を認識する病原体セ

ンサーの macrophage-inducible C-type lectin（Mincle）が CLSを構成する炎症促進性 M1マクロ
ファージ（CD11c陽性）に特異的に誘導されること、Mincle欠損マウスでは、肥満の脂肪組織
における CLS 形成と間質線維化が抑制されて脂肪蓄積量が増加するために肝異所性脂肪蓄積
（脂肪肝）が軽減することを見出した（Nat. Commun. 2014）。即ち、脂肪組織リモデリングは
脂肪蓄積能（脂肪組織の代謝機能）の主要な制御機構であり、遊離脂肪酸を介する臓器間ネッ

トワークにより異所性脂肪蓄積にも関与することが示唆される。さらに、同様の分子メカニズ

ムが非アルコール性脂肪肝炎（NASH）においても認められることを見出した。研究代表者は、
独自に開発した新しい NASH モデルマウスあるいは NASH 患者の肝臓において、CLS 様の組
織像を同定し、これを起点として NASHを発症することを明らかにした（PLoS ONE 2013; Am. 
J. Pathol. 2011）。実際、肝臓 CLS周囲において TGF-βの活性化や活性化線維芽細胞の集積、
コラーゲンの沈着を認める。脂肪組織 CLSと同様に、肝臓 CLSも CD11c陽性マクロファージ
により構成され、周囲の組織マクロファージ（クッパー細胞）とは明確に区別された。興味深

いことに、同程度の肝障害を呈する慢性ウイルス性肝炎患者では肝臓 CLSを全く認めない。こ
のように、脂肪組織や肝臓の CLSは実質細胞と間質細胞の相互作用の場であり、過栄養により
誘導される代謝性組織リモデリングに共通の駆動エンジンと考えられる。 
 
２．研究の目的 
このような背景を踏まえて本研究では、肥満の脂肪組織と NASHにおいて共通に認められる組
織学的構造 CLSに焦点を当てて、代謝性組織リモデリングとそれによりもたらされる組織機能
障害の分子機構を解明する。近年、数多くの抗糖尿病薬が上市され、単に血糖値を低下させる

のみならず、合併症の予防に糖尿病治療の重点が置かれている。CLS に着目した薬効評価が、
種々の治療法の効果判定や作用機序解明に資する可能性を検証する。 
 
３．研究の方法 
（１）動物モデル； 
遺伝性肥満を呈する MC4R 欠損マウスは、テキサス大学 Joel Elmquist 博士から分与を受け、
C57BL/6Jバックグラウンドに戻し交配した。MC4R欠損マウスにWestern diet（D12079B; 468 
kcal/100 g, 41% energy as fat, 34.0% sucrose, 0.21% cholesterol; Research Diets社）を負荷し、NASH
の検討には 20週、肝細胞癌の検討には 1年まで観察した。 
（２）試薬等； 
FXR（farnesoid X receptor）アゴニストの Obeticholic acid（6α-ethyl-chenodeoxycholic acid）は大
日本住友製薬、SGLT2（sodium glucose cotransporter 2）阻害剤の Canagliflozinは田辺三菱製薬、



DPP-4（dipeptidyl peptidase-4）阻害剤の Anagliptinは三和化学より、それぞれ供与を受けた。 
（３）Real-time PCR； 
種々の培養マクロファージをリポポリサッカライド（LPS）で刺激し、6時間および 24時間後
にサンプリングした。total RNAを抽出、real-time PCR法（StepOnePlus, Thermo Fisher Scientific
社）により mRNAレベルを測定した。 
（４）組織学的解析； 
ホルマリン固定、パラフィン切片を用いて、定法に従って免疫染色を行った。マクロファージ

マーカーの F4/80染色により肝臓 CLSを同定した。 
 
４．研究成果 
（１）NASHの発症・進展における核内受容体 FXRの意義に関する検討； 
最近、臨床試験にて FXR アゴニストの NASH に対する有効性が示唆されているが、その作用
機序はよく分かっていない。基礎研究では、肝星細胞やマクロファージに FXRが発現し、FXR
活性化により抗炎症、抗線維化作用がもたらされると報告されているが、FXRは肝細胞に最も
豊富に発現している。そこで FXR アゴニストを MC4R 欠損マウスに投与したところ、糖代謝
には明らかな影響を及ぼさない一方、強力な抗 NASH作用を認めた。組織学的には、脂肪肝改
善作用に比して、肝細胞障害（風船様変性）や炎症、線維化が顕著に抑制された。FXRアゴニ
ストの効果は、我々が確立した誘導性 NASHモデルにおいても同様に認められた。この誘導性
NASHモデルを用いた検討により、FXRアゴニストの効果は脂質代謝作用とは独立している可
能性が考えられた。実際、FXRアゴニストを投与した肝臓において、肝細胞死の抑制が観察さ
れ、単離肝細胞において細胞死シグナルの抑制が認められた。本研究により、肝細胞を標的と

する FXRアゴニストの新たな抗 NASH作用が示唆された。（Sci. Rep. 8: 8157, 2018） 
 
（２）NASHの発症・進展における SGLT2阻害剤の意義に関する検討； 
新しい糖尿病治療薬の SGLT2阻害剤は、血糖低下作用に加えて、肝臓における抗脂肪肝効果な
ど多面的な作用を有している。そこで、SGLT2阻害剤を MC4R欠損マウスに投与したところ、
血糖値の低下、体重増加の抑制、脂肪肝の改善など既知の効果に加えて、CLS形成や間質線維
化が強力に抑制されることを見出した。この機序として、SGLT2 阻害剤が GSH 産生を介して
抗酸化作用を発揮することが明らかになった。さらに、約 1年間投与を継続すると、MC4R欠
損マウスにおける肝細胞癌の発生が顕著に抑制されることを見出した。この機序は未だ明らか

でないが、非腫瘍部における線維化抑制され、Mycや AFP発現が低下することを観察している。
（Sci. Rep. 8: 2362, 2018） 
 
（３）NASHの発症・進展における DPP-4阻害剤の意義に関する検討； 
DPP-4 阻害剤は現在最も広く使用されている抗糖尿病薬で、血糖低下作用に加えて、肝臓にお
ける抗脂肪肝効果など多面的な作用が報告されている。そこで、DPP-4阻害剤を MC4R欠損マ
ウスに投与したところ、予想に反して血糖値や脂肪肝の改善効果が認められなかった。この時、

血中 GLP-1活性やインスリン値は上昇したが、MC4R欠損マウスの強いインスリン抵抗性のた
めと考えられる。一方、肝臓 CLSは同程度に形成されたものの、炎症や線維化は顕著に抑制さ
れた。この機序として、死細胞に応答するマクロファージの活性を GLP-1が抑制した可能性を
考えている。さらに１年間の長期投与により、肝細胞癌の発症が有意に抑制されることを見出

した。（論文投稿準備中） 
 
（４）短期間で NASH肝癌を発症する新たな動物モデルの開発； 
MC4R 欠損マウスは、肥満やインスリン抵抗性を背景として、脂肪肝、NASH、肝細胞癌を経
時的に発症するユニークな動物モデルであるが、肝細胞癌の発症に約 1年を要するのが技術的
な障壁であった。実際、種々の治療法が NASH肝癌抑制効果を示したが、その作用機序を検証
することは困難である。そこで、より短期間で肝腫瘍を発症する新たな動物モデルの開発を試

みた。様々な検討の結果、MC4R欠損マウスに肝癌誘発化学物質であるジエチルニトロソアミ
ン（DEN）を投与することにより、肝腫瘍形成を従来の 1年から 2-3ヶ月程度に短縮する新し



い NASH 肝癌モデルを開発に成功した（特願 2018-198437）。既に開発した誘導性 NASH モデ
ル（特願 2015-122913）など、複数の動物モデルを組み合わせることにより、代謝性組織リモ
デリングの病態解明や新規治療標的の同定、薬効評価系としての利用などが促進すると期待で

きる。 
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