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研究成果の概要（和文）：NASHモデルラットと正常ラットの肝組織を用いた観察、検討を行った。SHGイメージ
を用いて①肝線維の太さ、②密度、③線維の3次元的立体構造のイメージングと定量化に成功した。従来は評価
が難しかった『肝臓にどのように線維が付着しているのか』が立体的に評価可能である可能性が示唆された。肝
表面構造の変化はNASH線維化進展の初期変化をとらえている可能性がある。肝表面のコラーゲン線維構造は病理
組織検査で評価することが出来ないため、SHGは代替不能な測定技術である。また、NASH患者のElastography肝
硬度値と肝線維構造には相関があり、肝硬変症例の同定にElastographyは有用であった。

研究成果の概要（英文）：Observations and studies were conducted using liver tissues of NASH model 
rats and normal rats. Using Second harmonic generation (SHG) image, we succeeded in imaging and 
quantification of 1) thickness of liver fiber, 2) density, 3) three-dimensional structure of fiber. 
It was difficult to evaluate how fibers are attached to the liver in the past. In this study, it was
 suggested that the progression of fibrosis may be stereoscopically evaluated. Changes in the 
hepatic surface structure may capture the initial change in the progress of NASH fibrosis. Since 
collagen fibril structure on the liver surface can not be evaluated by histopathological 
examination, SHG is an alternative measurement technique. In addition, Elastography liver hardness 
value of NASH patients correlated with liver fibrous structure, and Elastography was useful for 
identifying cases of cirrhosis.

研究分野： 肝線維化

キーワード： Elastography　SHG image　NASH
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年、肝炎ウイルスによる肝硬変、肝細胞

癌が減少傾向を示している一方で、肝硬変と
肝細胞癌の発症の原因の中で、NAFLD およ
び NASH が占める割合が増加してきている。
NAFLD においても、肝線維化が進み肝硬変
へと進展する事で、発癌の危険性が増加する
事から、肝線維化が、発癌のリスク因子であ
ると考えられる。申請者らは、Real-time 
tissue elastography(RTE)を用いて、C 型肝
炎患者において肝硬度値を測定し、非侵襲的
肝硬変診断方法を確立するとともに、RTE で
計測した肝硬度値は肝線維化を反映してい
る事を報告した。また、NAFLD 患者におい
ても RTE で測定した肝硬度診断が有用であ
り、RTE は門脈圧亢進症の指標としても有用
であることも既に報告しており、慢性肝疾患
に対する非侵襲的診断に取り組んできた。 

NASH の病態評価には肝線維化の評価が
重要である。NASH の確定診断は、組織生検
で行われ、線維化評価には鍍銀染色、AZAN
染色、Sirius red 染色などの染色標本が用い
られている。本研究で用いる最新鋭の 2 光子
励起顕微鏡は、生体組織深部での細胞や分子
の動態を可視化し、経時的にイメージングす
ることができる。2 光子励起顕微鏡を用いた
解析の最大の特徴として、SHG(Second 
harmonic generation:第 2 次高調波発生)と
呼ばれる非線形光学現象を利用して、無染色
で肝の線維化の評価をすることが可能であ
る。また、SHG はその特殊な発生条件のた
め、生体内では微小管やコラーゲン線維のよ
うな微小構造体を選択的に可視化できる。こ
のことから、従来の染色を行った肝病理組織
標本よりも、SHG イメージの方が、より詳
細に肝線維化の初期変化や進行の過程を評
価可能と思われる。細胞・分子レベルで解析
することで、肝線維化において主要な役割を
担う肝星細胞の動態や活性化と肝線維化の
相関が解明されることが期待される。また、
新たな方法での詳細な肝組織の検討結果と、
Elastography 測定結果を検討することで、よ
り初期の段階から非侵襲的に肝線維化・肝発
癌高リスク群を鑑別可能になることが期待
される。本研究で、Elastography を用いて
NASH 症例の肝硬度、肝脂肪量(Controlled 
Attenouation Parameter：CAP を使用して
測定)を計測し、肝 SHG イメージと対比する
ことで、NASH の病期進行高危険群および肝
発癌の高危険群を非侵襲的に診断する方法
を確立できるのではと考えた。 

 
２．研究の目的 
 2 光子励起顕微鏡を用いた SHG(Second 
harmonic generation)イメージは、コラー
ゲンの局在を反映することが知られており、
斬新な線維化定量評価法として注目されて
いる。この SHG イメージを用いて肝内の
コラーゲン線維や肝星細胞の観察を行い、
従来は困難であった肝線維化の初期変化や

進行の過程を経時的に評価する。また、申
請者らは NAFLD・NASH 症例において、
線維化進行は発癌危険因子であることを報
告してきた。SHG イメージと、申請者らが
確立してきた Elastography を用いた非侵
襲的肝線維化診断技術を組み合わせて、
NAFLDからの肝硬変高リスク群やNASH
からの肝発癌高リスク群を明らかにする。
また、これら高リスク群を、Elastography
を用いて簡便かつ非侵襲的に評価可能な cut 
off 値を明らかにする。具体的には、 
1) 2 光子励起顕微鏡を用いて、NASH モデル
マウスの生体肝組織を観察し、肝線維化の状
態を経時的にかつ定量的に評価する。 
2) Shear wave elastography を 用 い て
NASH モデルマウスの測定を行い、測定に寄
与する組織学的因子を詳細に検討する。 
3) 3 つの Elastography 装置 (Real-time 
tissue elastography 、 Shear wave 
elastography、Transient elastography)を用
いてNASH患者の測定を行い、Elastography
の測定結果(肝硬度、肝脂肪量)と SHG シグナ
ルとの相関を調べ、NAFLD・NASH の病期
進行および発癌高危険群の診断に有用であ
るか解析し、高危険群の cut off 値を定める。 
これらの項目について、明らかにすることを
目的にした。 
 
３．研究の方法 
 NASH モデルマウスの肝組織における
肝線維化の変化を 2 光子励起顕微鏡を用い
て観察する。具体的には SHG イメージン
グにより無染色かつ経時的に観察し、定量
的評価を行う。線維化に伴う組織学的・形
態学的な変化をスコア化による評価を同時
に行う。SWE を用いて NASH モデルマウ
スの肝硬度測定を行い、測定に寄与する因
子を明らかにする。2 光子励起顕微鏡観察
下において肝星細胞を同定し、その活性化
と線維化の相関を明らかにする。得られた
知見をもとに、NASH 患者の肝病理組織で
も観察を行い、Elastography を用いて肝硬
度および肝脂肪量を測定し、SHG イメージ
ングで得られた結果と比較検討し、
Elastography を用いた非侵襲的診断の有
用性を明らかにする。 
 
４．研究成果 
SHG イメージングの有用性・妥当性を明ら

かにするために、NASH モデルラットと正常ラ
ットの肝組織を用いた観察、検討を行った。 
 



肝表面線維パターンを解析することで、従
来は困難であった肝線維化の初期変化や進
行の過程を経時的に観察した。（下図 左: 野
生型ラットの正常肝表面 SHG イメージ、
右：肝硬変ラットの SHG イメージ） 

また、SHG イメージを用いた①肝線維の太さ、
②密度、③線維の 3次元的立体構造のイメー
ジングと定量化に成功した。（下図 上:正常
ラット肝表面 3D SHG イメージ、下：肝硬変
ラットの 3D SHG イメージ） 

従来は評価が難しかった『肝臓にどのように
線維が付着しているのか』が立体的に評価可
能である可能性が示唆された。NASH モデルラ
ットは線維化が伴い肝表面のSHGで示される
コラーゲン線維の構造変化がみられた。NASH
症例ではコントロール例と比較して、①肝線
維が太い、②肝線維構造が深部まで進展して
いる。③線維構造の角度が急峻。という特徴
があった。今回確認された肝表面コラーゲン
の構造変化を、ワークステーションを用いて
画像解析し、有意な変化として観察可能であ
った。肝表面構造の変化は NASH 線維化進展
の初期変化をとらえている可能性がある。肝
表面のコラーゲン線維構造は病理組織検査
で評価することが出来ないため、SHG は代替
不能な測定技術である。 
次いで Elastography 装置を用いて NASH 患

者の測定を行い、測定結果と SHG シグナルと
の相関を調べた。NASH の非発癌症例と発癌症
例の SHG シグナルと Elastography 測定結果
を比較検討した。Elastography の肝硬度値と、
肝線維構造・密度・線維自体の形態・太さに
は 相 関があ り 、肝硬 変 症例の 同 定 に
Elastography は有用であった。さらに、NASH
症例の発癌症例と非発癌症例を比較したと
こ ろ 、肝硬 度 に有意 差 がみら れ た 。
(P=0.0033) 

今後、症例数をさらに重ねて、測定方法が
異なる Shear wave elastography、Transient 
elastography 、 Real-time tissue 
elastography のうち、どの装置のパラメータ
ーが線維構造変化をより反映するか明らか
にしていく。なお、NASH 肝硬変症例の測定可
能であった NASH 発癌症例が想定よりも少な
く、発癌高危険群の Cut off 値の同定には至
っておらず、今後症例数をさらに重ねて、論
文発表予定である。 
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