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研究成果の概要（和文）：本研究は，肝線維化の組織修復を促進する候補分子の探索とその作用機構を解析する
ことを目的として遂行した。(1)ヒト羊膜膜由来間葉系幹細胞(AM-MSC)培養上清由来エクソソームの肝線維化抑
制，炎症抑制を確認した。(2)palmitoylethanolamide (PEA)の、PPAR非依存的な星細胞活性化抑制作用を示し
た。(3)血清蛋白の網羅的糖鎖修飾構造解析により、血清蛋白のフコシル化修飾がNAFLからNASH、肝線維化の進
展と密接に関連することを見いだした。(4)培養肝星細胞活性化に関連するmicro RNAの包括的解析を施行し、活
性化星細胞で発現上昇・低下するmiRNAを抽出した。

研究成果の概要（英文）：The present study was conducted to search for therapeutic candidates 
(peptides, small molecules and miRNAs) to target liver fibrosis and activation of hepatic stellate 
cells and to analyze their mechanisms of action. The main results are as follows; (1) We confirmed 
suppressive effects of liver fibrosis and inflammation of exosomes derived from the culture 
supernatant of human amniotic membrane-derived mesenchymal stem cells. (2) palmitoylethanolamide 
(PEA) inhibited activation of hepatic stellate cells through PPAR-independent mechanisms. (3) 
Comprehensive glycan modification structure analysis indentified fucosyl modification of serum 
proteins as markers that associate with NAFL to NASH progression. (4) Comprehensive analysis of 
microRNAs related to cultured hepatic stellate cell activation identified miRNAs that up- or 
down-regulated in activated stellate cells.

研究分野： 消化器内科学

キーワード： 肝線維化

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、肝星細胞を標的とした細胞・薬物療法による肝線維化の組織修復を促進する治療法開発の基盤
となる。肝疾患と糖鎖発現変動に関する研究は多数報告があるが、主要な全てのクラスの糖鎖の包括的な解析例
はない。包括的糖鎖修飾解析の結果同定された特異修飾糖鎖は、非侵襲的診断マーカーとしてのみならず、糖鎖
構造に対する抗体、結合小分子を大規模探索し、糖鎖修飾構造を標的とした分子標的治療が構築される可能性が
ある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
●肝硬変症は、肝細胞の慢性壊死炎症反応と線維化により肝機能低下と門脈圧亢進症を来す慢

性肝疾患の終末像である。肝硬変の原因は B・C 型ウイルス性肝炎を最多として、アルコール、

非アルコール性脂肪性肝炎 (NASH)など多岐にわたり、国内に約 50 万人、世界では約 2,000
万人の患者がいる。肝硬変は従来不可逆性の病態と考えられ、専ら原因疾患の治療と対症療法、

栄養療法等が行われてきた。B、C 型ウイルス性慢性肝炎は近年の経口抗ウイルス薬の開発に

より、大多数の患者でウイルス増殖の抑制あるいは駆除が可能となったが、肝線維化進展例、

NASH 合併例などでは治療後も組織学的修復は限定的で、高い頻度で肝発癌がおこる。以上よ

り肝硬変の組織病態の修復機構の解析、および修復を促進する新規治療法の開発が望まれる。 
●申請者らはこれまで、HCV 感染の組織学的進展軽快、肝発癌に関わる宿主因子の解析を行

い、IFN 不応、肝線維化、脂肪化進展に関連する IL28B 転写調節領域の SNP を同定した(Nat 
Genet 2009)。さらに RIG-I 依存性自然免疫/促進系 ISG の高発現状態と IL28B SNP が密接に

関与し、肝組織病態などの自然経過に関連することを明らかにしてきた(Asahina, Sakamoto et 
al. Hepatology 2012)。さらに申請者は NASH、肝発癌に関わる血清マーカーの探索を進めて

おり、NASH の組織病態に相関する血清糖鎖マーカーを同定している（PMDA 事前面談中）。 
 
２．研究の目的 
●本研究で申請者らは、従来の肝庇護、原疾患治療を主体とした肝硬変治療から視点を新たに

し、肝硬変の組織病態の修復機構を解析し、肝星細胞を標的とした細胞・薬物療法による肝線

維化の組織修復を促進する治療法の効果、作用機構等を解析する。さらに NASH に伴う組織病

態の解析のため、高精度プロテオミクス解析により肝線維化、脂肪化、肝発癌カスケードに関

連する宿主蛋白の探索を行い、新たな標的分子の探索を行う。 
●ヒト羊膜膜由来間葉系幹細胞(AM-MSC)を用いた肝線維化回復効果と分子機構の解析：肝硬

変動物における MSC の体内分布、動態を確認するとともに、MSC の Kupffer 細胞、肝星細胞

活性化抑制効果の本体となる分泌蛋白、小分子の探索を進める。申請者はすでに MSC 培養上

清中の特定の低分子脂肪酸に抗炎症、組織修復促進作用があることを特定し解析を進めている。

本研究により細胞から新規薬物治療に発展させるための候補分子を得る。 
 
３．研究の方法 
（1）抗炎症活性の高い羊膜由来間葉系幹細胞(MSC)の調整条件の設定 

（2）Vitamin A-Liposome-siRNA-HSP47 による肝線維化抑制機構の解析 

（3） L-carnitine の HCV 感染により惹起される肝脂肪化抑制効果に関与する脂質代謝関連分

子の同定と解析 

（4）MSC の肝線維化抑制効果を担う蛋白、小分子の探索 

 

４．研究成果 

（1）ヒト羊膜膜由来間葉系幹細胞(AM-MSC)を用いた肝線維化回復効果と分子機構の解析 
●羊膜由来間 葉系幹細胞(MSC)の調整プロトコルの最適化および肝硬変小動物、大動物に対す

る羊膜由来 MSC の薬効評価と分子機構の解析を中心に実 施した。MSC は北海道大学病院細胞プ

ロセッシング・センターにおいて GMP 準拠した細胞製剤を作成した。また、細胞から分泌され

る液 性因子に着目し、培養上清の回収ならびにエクソソームを分離・精製することに成功した。

in vitro の検討では、炎症性サイトカイン刺激あるいは長期培養によるラット肝星細胞の活性

化が、MSC の培養上清ならびにエクソソーム存在下での培養によりは抑制された。肝硬変モデ

ルは四塩化炭素投与により作成予定であったが、本学の使用ルール厳格化の為、高脂肪食によ

るラット非アルコール性脂肪性肝炎モデルに変更した。 

●確立した羊膜 MSC 由来エクソソームの分離・精製法をもとに，四塩化炭素誘発肝線維症モデ

ルに対して羊膜 MSC 由来エクソソームの静脈内投与を行い，線維化抑制，kupffer 細胞の浸潤

ならびに炎症性サイトカインの発現抑制が確認され，in vitro の系でも羊膜 MSC 由来エクソソ

ームの炎症反応抑制効果が確認された． 

（2）肝星細胞活性化により再構築される宿主因子と肝線維化、肝脂肪化機構の解析 
●羊膜由来間葉系幹細胞から分泌される液性因子の成分分析により、培養液中のエクソソーム



および低分子生理活性脂質に抗炎症効果、星細胞活性化抑制効果があることを見いだした。低

分子生理活性物質としては、脂肪酸アミドである palmitoylethanolamide (PEA)が、PPAR 非依

存的な炎症抑制効果ならびに星細胞活性化抑制作用を有することを示した。さらに、非アルコ

ール性脂肪性肝炎ラットモデルおよび四塩化炭素誘発肝線維症モデルに対する PEA の炎症抑制

効果・線維化抑制効果を確認した．以上より，羊膜 MSC から分泌される液性因子として，エク

ソソームおよび PEA の抗炎症効果，星細胞活性化抑制効果が明らかとなった。 

●血清蛋白の網羅的糖鎖修飾構造解析により、血清蛋白のフコシル化修飾が NAFL から NASH
への進展と密接に関連することを見いだした（特願 P2015-122）。さらに、従来区別困難であ

った糖鎖末端に付加されるシアル酸の構造異性体を特異的かつ短時間に検出する方法

（aminolysis-SALSA 法）を開発し、特定のシアル酸を持つ糖タンパクが NASH の進展に伴い

上昇することを見いだした。 
●培養肝星細胞活性化に関連する micro RNA の包括的解析を施行し、特定の miRNA が活性化星

細胞で高発現し、knock down により星細胞 alpha-SMA、type-I collagen 発現が抑制されるこ

とを示した。  
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