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研究成果の概要（和文）：脂肪肝を高頻度で伴う肝疾患であり、ＮＡＳＨ（非アルコール性脂肪

性肝炎）との類似性について注目されているにＣ型肝炎について新規マーカーの報告を査読付

き英文誌に発表した（PLoS One. 2011 Feb 25;6(2):e17309.）。また、本研究より得られたＮＡ

ＳＨ血液マーカー候補については国内出願のみならず、最終年度までに国際出願まで至った。

このＮＡＳＨ血液マーカー候補については最終年度の早い段階で論文を作成し投稿した。 

 
研究成果の概要（英文）：I released a paper reporting novel lipd biomarker of Hepatitis C, a 

disease highlighted because of its similarity with Non-Alcoholic SteatoHepatitis (NASH) 

from the viewpoint of fatty liver diseases （PLoS One. 2011 Feb 25;6(2):e17309.）. And I 

have had a patent application on a novel NASH blood biomarker not only in Japan, but also 

internationally. I have also submitted a paper describing this novel NASH marker. 
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１．研究開始当初の背景 

メタボリック症候群の肝臓における表現
形ともいわれる非アルコール性脂肪肝(ＮＡ
ＦＬＤ; non-alcoholic fatty liver disease)患
者数が急増している。ＮＡＦＬＤの中でもＮ
ＡＳＨ ( 非アルコール性脂肪性肝炎 ; 

non-alcoholic steatohepatitis)と呼ばれる一
群は放置されると肝硬変にまで進展しうる
病態であり、ＮＡＦＬＤの中から早期にかつ
正確にＮＡＳＨを診断することはきわめて

重要である。しかし、現時点ではＮＡＳＨの
確定診断は侵襲を伴う肝生検に頼るしかな
く、生化学的に診断可能なマーカーの開発が
急務である。 

申請者の所属する研究室は抗p53抗体を癌
マーカーとして実用化したように(Cancer. 

2003;97(3):682-9.医学生物学研究所より発
売；医薬品承認番号:21900AMZ00069000)、
疾患マーカーの探索と評価・実用化を行って
き た 。 特 に 近 年 に お い て は 、
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SELDI-TOF/MS(プロテインチップシステ
ム)によるアルコール性肝障害マーカーの同
定(Proteomics.2004;4(4):1187-94.)・新しい
膵 癌 マ ー カ ー の 発 見 (Oncogene. 

2008;27(20):2810-22.)や 2D-DIGE による食
道癌と正常組織を鑑別できるタンパク質の
発 見 の 成 功 (Proteomics. 

2006;6(3):1011-8.)・肝癌と正常組織を鑑別で
き る タ ン パ ク 質 の 発 見 (Hepatology. 

2008;48(2):519-30)に見られるように、探索
のためプロテオーム解析技術・機器の整備に
努めてきており、2次元電気泳動・2D-DIGE

（ 2-Dimensional Fluorescence Difference 

Gel Electrophoresis）といったゲルベースの
デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 解 析 か ら
SELDI-TOF/MS, MALDI-TOF(ブルカー・ダ
ルトニクス社 ClinProt システム)といった質
量分析器まで利用できる環境にある。マーカ
ー探索の対象疾患としては研究室を主宰す
る野村文夫が肝臓学を専門分野とし千葉大
学病院消化器内科の外来担当医を兼任して
いることもあり、NAFLD・NASH を含む肝
疾患におけるバイオマーカー探索をメイ
ン・テーマの一つとしている。 

また、申請者の所属する研究室は千葉大学病
院の全ての臨床検体が集まる検査部門を担
当しており関連診療科と連携して臨床情報
の確かな検体を採取することができる。当病
院の受診者の中には組織診断まで行われた
NAFLD・NASH 症例が何症例も含まれ、
NASHマーカー候補タンパク質の検証・確立
を行うことが出来る。 

 これらのような申請者らの所属する研究室
の強みを生かし、in vitro の NASHモデルよ
りプロテオーム・トランスクリプトーム解析
技術により疾患マーカーを探索・同定し、臨
床検体を用いた検証・確立を行うことを着想
した。 

 

ところでNAFLD, NASHにおける vivo病
態モデルはマウスのようなげっ歯目を用い
た実験動物モデルが主に用いられている。ヒ
ト以外の動物種より得られる知見は疾患の
理解の上で重要であり示唆に富むものでは
あるが、例えばげっし目のマウスやラットで
は Ｃ Ｅ Ｔ Ｐ （ CHOLESTERYL ESTER 

TRANSFER PROTEIN ） 遺 伝 子 (Comp 

Biochem Physiol B Biochem Mol Biol. 

2003;135:219-229.)やある種のアポたんぱく
質の遺伝子をヒト・ゲノムと異なり欠損する
などヒト肝との間に遺伝子レベルからの大
きな脂質代謝上の違いがあり、有意義である
としても実験動物モデルだけに依存して
NASH 疾患マーカー探索を行なうのは危険
であると考えられる。 

他の動物種に目を転じると獣医学の分野で
は、以前より知られていた脂肪性肝疾患の中

の一部に NAFLD,NASH と同様の組織学
的・病理学的性質を示すものがあることが報
告 さ れ て い る (WSAVA Standards for 

clinical and histological diagnosis of canine 

and feline liver diseases, 2006;130 など)。げ
っし目に近縁のウサギ目に高コレステロー
ル食を負荷するモデルは既に報告されてい
る(J Gastroenterol. 2006;41(10):971-80)が、
インスリン抵抗性は伴わない。 

乳牛においても脂肪肝は過肥や糖質利用不
全を背景として発症し肝障害を引き起こし
牛乳生産を大きく低下させるため良く研究
されている。乳牛においては濃厚飼料にて肥
育の後 3～4 日給餌を行わないことで肝臓へ
の脂肪蓄積とインスリン抵抗性を誘導でき
る(J Dairy Sci. 2006;89(8):2999-3005.)こと
が知られウシ脂肪肝モデルとして用いられ
ているが、精密なヒト脂肪肝や NAFLD との
比較検討はなされていない。 

ヒトにおいてはどうだろうか。ヒト
NAFLD・NASH は肝インスリン抵抗性を背
景とするとされ、これはメタボリック症候群
においても共有する背景である。NAFLD は
代謝学的に見ると肝細胞に脂肪が蓄積し肝
インスリン抵抗性を来すような糖尿病、ない
しはメタボリックシンドロームの状態が母
地としてあり、さらに肝にたとえば活性酸素
(ROS; reactive oxygen species)による酸化
ストレスが加わって NASH を発症するとい
う二つの要素を提唱する 2-hit theory がヒ
ト NAFLD・NASH進展の理論として最有力
である。 

しかしながら、著者らの知る限り培養細胞
において、インスリン抵抗性を伴う脂肪肝の
ヒト由来の細胞モデルは存在せず、単にヒト
培養細胞を用いた vitro 病態モデルが存在し
ないと言うだけでなく、NAFLD, NASH 病態
解析とそのモデルにおける種差の問題も依
然として未解決のままである。 

 

申請者の所属する研究室は検査部門を担
当しており、患者より研究目的使用の同意を
得て採取している検体には NAFLD/NASH

症例が何症例も含まれている。この利点を生
かし、バイオマーカー研究の上で大きな問題
である疾患マーカー候補タンパク質の検
証・確立を行うことが出来る。抗 p53抗体の
例に見るように、新規臨床検査として確立す
ることに当研究室は実績がある。 

本邦においても肥満・インスリン抵抗性を背
景とするNASH罹患者は約 60万人程度存在
すると推定されている。NASHが不可逆的な
状態である肝硬変に至る事を予防するには、
早期において良性の単純な脂肪肝と鑑別し
治療を開始することが重要であるが、その確
定診断は現在では入院を要する侵襲的検査
である肝生検を行わない限り困難である。



 

 

NASHマーカーが実用化されれば、この困難
を排除し肝疾患患者の減少に寄与するもの
であると予想される。 

 

２．研究の目的 

本研究ではプロテオーム・トランスクリプ
トーム解析技術を駆使して、モデル系（筆者
らが確立したＮＡＳＨ培養細胞系）および実
際の臨床検体を対象としてＮＡＳＨの新規
疾患マーカーを開発することを目的として
いる。 

 

３．研究の方法 

背景で述べた vitro 疾患モデルの不在・種
差の問題を解決すべく、乳牛モデルにおいて
過栄養状態にての肥育とその緩和が行われ
る事をヒントに申請者らは in vitro 実験系と
してヒト Hepatoma 由来細胞株である
HepG2 の培養条件を工夫し、インスリン抵
抗性を伴った脂肪蓄積を誘導できるか検討
を行い、インスリン抵抗性を伴った脂肪蓄積
を誘導することができた。これは 2-hit 

theory のうち 1st hitの要素に該当する。本
培養系が NAFLD,NASH に類似した特性を
示すのか、さらに検討したところでは2nd hit

の要素である ROS・酸化ストレスも誘導され
ている事が判明し、NASHモデルとなり得る
ことも示された。本研究においては、これら
新規 NASH モデル細胞培養系を用いて種差
を縮めつつマーカー探索を進める手法を取
った。 

そして上記モデル細胞培養系よりタンパ
ク質・ＲＮＡを抽出し、疾患モデル群とコン
トロール群のプロテオーム・トランスクリプ
トーム上の差異を検出する。プロテオーム解
析について群述すると、差異があると認めら
れたスポット（ゲルベース）、ピーク（質量
分析器）に関しては一つ一つ同定する。世界
的にも技術的限界によりゲルベースにせよ
質量分析器を用いるにせよ、このようなプロ
テオーム・ディファレンシャル解析は定性的
であり別法による検証は必須であるため、同
定されたタンパク質については抗体により
ウェスタン・ブロット解析を行い定量的な解
析を行う。検証をクリアしたタンパク質はマ
ーカー候補タンパク質として臨床検体を用
いてイムノドット・ブロット法やエライザ法
により評価を行い NASH 疾患マーカーたり
得るか否か明らかにし、たりうるものについ
ては臨床検査としての確立を視野に入れる。 

 
４．研究成果 

NASH（非アルコール性脂肪性肝炎）研究に
おいて壁の一つとなっていたのは、研究対象
とする試料が得難いヒト由来サンプルであ
ったり、ヒトとは種差の存在する動物由来の
サンプルであった点であった。研究代表者の

確立した in vitro NASH ヒト培養細胞モデル
により、この点は１．ヒト由来の細胞より試
料を得ることができる。遺伝子や代謝経路の
種差を乗り越えることができる。２．培養細
胞系のため、安定かつ大量の試料の調整が可
能。といった意味で解決することができた。
これにより、最終年度までに実施したトラン
スクリプトーム・プロテオーム解析を用いた
疾患マーカー探索・validation のために試料
をどんどん投入する事ができたと同時に、貴
重なヒト由来試料を用いてピンポイント的
な実証を行うことが出来た。具体例を挙げる
と、ある分子が疾患マーカーたりうるか
validation を行う局面では本研究では
western blotting な ど 抗 体 を 用 い た
validation を行っている。抗体の反応条件は
抗体ごとに異なり、良い validation のため
には何種類もの予備検討が必要となるが、こ
れをヒト由来試料ではなく、in vitro 系由来
試料で行うことが可能であった。これは患者
血中の疾患マーカー探索において特に有用
であった。NASH 患者血清、コントロール血清
を用いたこのような validation の結果、高
い肝疾患特異性が期待でき、また臨床的有用
性についても最大の課題である単純性脂肪
肝とＮＡＳＨとの鑑別に有望な結果が得ら
れるようなＮＡＳＨ血中マーカー候補を見
出した。これは最終年度までに特許の国内・
国際出願を行っている。また、このＮＡＳＨ
血液マーカー候補については最終年度の早
い段階で論文を作成して投稿を行っている。 
 
さらに、最終年度までに脂肪肝を高頻度で伴
う肝疾患であり、ＮＡＳＨ（非アルコール性
脂肪性肝炎）との類似性について注目されて

いるにＣ型肝炎について新規マーカーの報
告を査読付き英文誌に発表している（PLoS 
One. 2011 Feb 25;6(2):e17309.）。また、本

研究より得られたＮＡＳＨ血液マーカー候
補については国内出願のみならず、最終年度
には国際出願まで至った。このＮＡＳＨ血液

マーカー候補については最終年度の早い段
階で論文を作成した。しかしながら、本研究
の新規なところとして、これまでに述べたよ

うな利点を示し、マーカー候補の探索に成功
した旨臨床検体を用いて報告した内容で査
読誌に投稿する物の、本論文がＮＡＳＨの代

謝学的な側面に力点を置き、学界で流行の免
疫学的な側面にあまり触れていないため、臨
床例での証明に成功しているにもかかわら

ず、査読者が受け入れることができずに受理
に至らない。 
このように、本研究で探索したＮＡＳＨ血

液マーカー候補は国際出願にまで至ってい
るため、知財面での問題は少ないかと考える。
一方、上の段に述べた、このマーカー候補を



 

 

報告する論文が未だ受理されていない点に
ついては、学界で流行しているもののマーカ
ー探索のような臨床有用性のあるプロダク

トに結びついてない免疫学的な側面に囚わ
れている査読者にも理解できるような説得
力のある文言を工夫し、本研究の革新的な部

分を理解してもらうように努め、査読誌に受
け入れられるような論文を rewrite の上、受
理を目指している。 
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