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研究成果の概要（和文）：NASHマウスモデルの未固定肝臓切片からレーザーマイクロダイセクションにより門脈
域、門脈域近傍、中間領域、中心静脈近傍に分けてサンプリングし、抽出した微量RNAからRNA-seqを行う実験系
を確立した。また、NASHに特異的なdifferentially-expressed genes (DEGs) を959個同定し、階層的クラスタ
リングにより10個のクラスターに分け、NASH群の中心静脈近傍でのみ発現が変化するクラスターを同定した。ま
た、エンリッチメント解析により、内皮細胞の遺伝子発現キャラクターが強いクラスターにおいてIL-17シグナ
ル経路に変化を認めることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We established the experimental protocol for analyzing transcriptome by 
RNA-seq using the RNA samples of portal tract area, periportal area (zone 1), midzonal area (zone
2), and pericentral area (zone3) individually isolated from unfixed liver sections by a laser 
microdissection device. And we identified 959 differentially-expressed genes (DEGs) unique for NASH 
group and 3 clusters whose gene expressions were significantly changed in zone 3 among 10 
hierarchical clusters. One of the findings demonstrated by an enrichment analyses is that the IL-17 
signaling pathway was associated with the cluster whose gene expression profile is associated with 
endothelial cells. 

研究分野：肝臓病学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、生活習慣の欧米化により非アルコール性脂肪肝炎 (non-alcoholic steatohepatitis; NASH) 患者が増加
傾向にあり、本邦においては全人口の約3%に上ると考えられている。NASHは肝硬変、肝細胞癌へと進行性の経過
を辿り、5年生存率は約70%と不良であることが知られているが、その発症機序はまだ十分には解明されておら
ず、有効性の証明された薬物治療も存在しない。肝臓の微小領域に着目した本研究により、新たな治療標的候補
が同定することができた。本研究成果はNASHの発症機序解明に寄与し、NASHの治療薬開発に結び付く可能性があ
るものであり、社会的にも意義があると考える。

※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。



1. 研究開始当初の背景 

① NAFLD/NASH について 

近年、生活習慣の欧米化によりメタボリック症候群の有病率の増加が大きな問題となっ

ている。非アルコール性脂肪性肝疾患 (non-alcoholic fatty liver disease; NAFLD) はメタボ

リック症候群の肝臓における一つの表現型と考えられており、健康診断受診者の 20～30%

が NAFLD と報告されている。[1]  NAFLD の内、10～20%は炎症・線維化を伴う非アルコ

ール性脂肪肝炎 (non-alcoholic steatohepatitis; NASH) という病態で、NASH に該当しない

ものは非アルコール性脂肪肝 (non-alcoholic fatty liver; NAFL) と呼ばれる。NASH は肝硬

変、肝細胞癌へと進行性の経過を辿ることから、5 年生存率は約 70%と不良であることが

知られている。しかしながら、NASH の発症機序はまだ十分には解明されておらず、有効性

の証明された薬物治療も存在しない。 

② 肝小葉における酸素化と代謝機能の zonation  

肝臓は肝小葉という直径 1～2mm の六角形の微小単位から構成され、六角形の各頂点に

は門脈域、肝小葉の中心には中心静脈が存在する (図 1)。更に肝小葉は門脈域周囲 (zone 

1)、中間領域 (zone 2)、中止静脈周囲 (zone 3) の 3 領域へと解剖学的に分類される 

(Rappaport 分類)。肝微小循環は門脈域から始まり類洞を経て中心静脈へと流入するため、

類洞血の酸素分圧は zone 1 から zone 3 に向かうに従って減少するという zone による違い 

(zonation) が存在するため、zone 3 は低酸素に陥り易い。更に肝細胞の代謝機能およびタ

ンパク・酵素発現にも zone 毎に違いがあることが知られている (metabolic zonation)。 [2] 

この典型例としてアンモニア代謝があり、zone 1 ではアンモニアは尿路回路による尿素生

成で処理されるのに対し、zone 3 ではグルタミン合成酵素により処理される (図 1)。 

③ NASH に特徴的な zone 3 の病理変化 

NASH に特徴的な線維化として pericellular fibrosis (肝細胞周囲線維化) と perivenular 

fibrosis (中心静脈周囲線維化) が挙げられる。この後者の中心静脈周囲 (zone 3) 線維化は、

慢性ウイルス性肝炎においてみられる zone 1 を中心とした線維化と対照を成している。

NASH における脂肪化は zone 3 を中心に生じることから、NASH における肝脂肪化から炎

症・線維化へと進展する根源的な病理変化は zone 3 の生物学的特性に強く関連していると

考えられる。[3] 



2. 研究の目的 

本研究の目的は NASH において zone3 に生じる肝脂肪化から炎症・線維化へと進展する

病理変化の機序を解明することである。また、この目的を達成するために zone ごとにサン

プリングを行い、抽出した微量 RNA から RNA-seq による網羅的遺伝子発現解析を行う実

験系を確立する。 

 

3. 研究の方法 

メラノコルチン 4 型受容体 (MC4R) は中枢神経、特に視床下部室傍核に発現し、食欲抑

制に関与することが知られており、MC4R 欠損マウスに高脂肪高カロリー食を給餌するこ

とにより NASH が発症することが知られている。[4] 雄性 MC4R 欠損マウスに 8 週齢から

高脂肪高カロリー食を20週間給餌しNASHモデルを作製する (NASH群)。野生型C57BL/6J

マウスに普通食を 20 週給餌する群 (対照群)、野生型 C57BL/6J マウスに高脂肪高カロリー

食を 20 週給餌する群 (NAFL 群) も設定する。マウスから肝臓を摘出し、未固定凍結ブロ

ックを作製し、クライオスタットで薄切する。レーザーマイクロダイセクションにより肝実

質を門脈域、門脈域近傍 (zone 1)、中間領域 (zone 2)、中心静脈近傍 (zone3) に分けてサ

ンプリングし、抽出した total RNAを用いてRNA-seqによる網羅的遺伝子発現解析を行う。

Gene Ontology 解析、パスウェイ解析、Gene Set Enrichment 解析等により、NASH 群の

zone 3 において発現が変化している遺伝子群を同定する。 

 



4. 研究成果 

(1) zone ごとに RNA-seq による網羅的遺伝子発現解析を行う実験系の確立 

当初、レーザーマイクロダイセクションにより肝実質を門脈域、門脈域近傍 (zone 1)、中

間領域 (zone 2)、中心静脈近傍 (zone3) に分けてサンプリングし、抽出した RNA の品質

を評価する指標である RIN が 3 前後と不十分な結果であり、肝臓に内在する豊富な RNase

が原因と考えられた。薄切後の切片に RNAlater®を滴下することにより、RNase 活性を抑

制し、氷上で染色するプロトコールを考案し、RNA-seq に要求される品質の RNA を得るこ

とができた。得られた RNA は微量であったが、RNA-seq のライブラリ作製方法を修正する

ことにより、RNA-seq を行うことが可能となった。 

(2) NASH において zone 3 に生じている遺伝子発現変化の同定 

対照群、NAFL 群、NASH 群の遺伝子発現を比較し、NASH 群のみに認める differentially-

expressed genes (DEGs) を 959 個同定し、階層的クラスタリングにより 10 個のクラスタ

ーに分けられた (図 3)。 

 

 

 



各クラスターにおいて zone ごとの DEGs 発現量をプロットすることにより、NASH 群の

zone 3 でのみ発現が増加あるいは減少するクラスターを同定した。エンリッチメント解析

により得られた所見の一つとして、内皮細胞の遺伝子発現キャラクターが強いクラスター

において IL-17 シグナル経路に変化を認めることが明らかとなった。IL-17 は主に T 細胞に

より分泌されることから、NASH 発症機序において T 細胞と類洞内皮細胞の相互作用が病

態に関与している可能性が示唆され、今後その点を明らかにする実験を行う予定である。 
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