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研究成果の概要（和文）：本研究ではMet作動性特異抗体を用いてNASHの治療を新規に開発することを目的とし
た。STAMマウスを用いたNASHモデルでMet作動性抗体を投与したところ血糖値、脂肪肝は対照群と有意差はな
く、ラ氏島の機能が廃絶されたSTAMマウスは本研究には不適であった。一方dbdbマウスでは血糖値の低下、脂肪
肝の改善が見られた。さらに肝硬変の肝切除モデルではMet作動性抗体投与群で著明な線維化・炎症の改善、肝
再生の促進を認め、その効果は持続した。Met作動性抗体はHGFが持つ多彩な作用のうちでも、特に抗線維化、抗
炎症が強くNASHのみならず幅広い再生医療に有効である。

研究成果の概要（英文）：HGF receptor Met makes a hybrid with insulin receptor and acts as a 
regulator for insulin sensitivity in the liver. The present study tried to establish new antibody 
drug therapy for NASH using Met-activating antibody. Treatment with Met-activating antibody on STAM 
mice (NASH model) did not show the significant decreased blood sugar or fatty liver, compared with 
control. However, treatment with Met-activating antibody on hepatectomized cirrhotic liver showed 
significant recovery of fibrosis, inflammation and regeneration and this effects continuedfor long 
period. Met-activating antibody can be used as an antibody drug for organ regeneration. 

研究分野：消化器病学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
dbdbマウスではMet作動性抗体を投与したところ血糖値、脂肪肝の改善を認めることからMet 作動性抗体はNASH
治療に有効と考えられる。一方で肝硬変の肝切除モデルでは抗体投与群で著明な線維化・炎症の改善、肝再生の
促進を認め、その効果は長く持続した。Met作動性抗体は抗体医薬としての安定性を示し、HGFが持つ多彩な作用
を考えると、NASHのみならず幅広い組織修復・再生療法に有効である。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

近年増加する非アルコール性脂肪肝炎（NASH）を含む非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）

は、生活習慣病を背景としたメタボリック症候群の肝における表現型として知られ、その発症の

初期段階からインスリン抵抗性が存在する。これまで NASH 発症機序の研究や治療法の開発は、

抗線維化作用をはじめとした抗酸化作用、抗炎症作用をターゲットとした治療法が多く報告さ

れてきたが、現在まで NASH の病態の 1st hit, 2nd hit 全体をターゲットとした確立した治療

法はいまだ存在しない。本研究では、インスリン抵抗性改善作用を含む肝細胞増殖因子(HGF)の

多彩な機能に注目した。HGF は肝細胞増殖、細胞遊走、抗アポトーシス、抗炎症、抗線維化など

多彩な機能を有するサイトカインであるが、その受容体である Met は肝細胞のインスリン受容

体 INSR とハイブリッド複合体を形成することによって、肝細胞での糖の取り込みを促進し、肝

細胞での糖新生を抑制することが報告されている（Nature Medicine 2011）。つまり HGF-Met シ

グナルは肝臓のインスリン刺激に重要な役割を果たしインスリン抵抗性を規定する。 

我々は以前から HGF に着目し、肝再生因子としての有効性を報告してきた(Xue et al. Gut, 

2002, 2003,Takahara et al. Hepatology, 2008)。しかし HGF の半減期は 3－5分と非常に短時

間であり、組織浸透性も低い。一方 Met 受容体は活性化させると速やかにシグナル伝達され非常

に安定である。共同研究者である Michieli P らはヒト型 Met 特異抗体を多種類作製し、

agonistic な Met 作動性抗体の中から、HGF の機能をすべて持ち力価の高い抗体の選別に成功し

た（J Clin Invest 2014;124:3172-3186, Scientific Reports 2016;6:31621, Molecular 

Oncology 2016;10:938-948）。この Met 作動性抗体は、ヒト型抗体としてラマ（ラクダの１種）

で作製されたが、最大の特徴は抗体活性の半減期が 3-7 日間と長時間であり、Met が発現するす

べての臓器に作用する。また、マウス型抗体も作製しており、マウスに反復投与してもアレルギ

ー症状を有さないことが確認され、抗体医薬としての可能性を確認した。 

２．研究の目的 

本研究の最終目標は、NASHに対してMet作動性特異抗体を用いた抗体医薬の新規治療法を確立

することである。 

１）NASH患者のMetシグナルを検証する。 

NASH患者の血中HGF,インスリン値、肝組織中のMetとINSRの発現とリン酸化の有無、肝組織

像を検討し、NASHにおけるインスリン抵抗性、糖代謝、脂肪化とMetシグナルの関連性を解

析する。また、対照として健常人およびウイルス性慢性肝疾患患者と比較する。 

２）NASHモデルを用いてMet作動性特異抗体の有効性を検討する。 

in vitro: NASHマウスモデルから分離した肝細胞を用いて、HGFのインスリンシグナルを

解析するとともに、Met作動性抗体を作用させ同様の作用の有無を検証する。 

in vivo: NASHマウスモデルに、Met作動性抗体を投与することにより、インスリン抵抗性

や肝組織像の解析、生化学的検討を行いNASHにおけるMet作動性抗体の有効性を解析し、

同時に抗体の至適投与法を検討する。 

３）治験を見据えた検討 

治療レジメンを意識しながら抗体医薬としての最適化を繰りかえし行う。その結果から、

Chemistry, Manufacturing and Control (CMC)研究へ橋渡しする。 

３． 研究の方法 

１）NASH患者のHGF-Metシグナルを検証 

倫理審査の承認を得たうえで、NASH患者を病期別に分類し、血清HGF（ELISA）、インスリ

ン値の測定、脂質の生化学検査、OGTT検査を施行する。またNASH患者の肝生検材料を用い



て、Western blot で組織中のISNR, Metのリン酸化の解析を行う。また糖新生の律速酵素で

あるPEPCK1, G6Pase, 糖取り込みに働くGLUT2の遺伝子発現を解析し、NASH患者のインスリ

ン感受性とMetシグナルの相関を検討する。対照として健常人、ウイルス肝炎患者も同時に

検討する。 

２）NASHモデルの作成とMet作動性特異抗体を用いた解析 

①NASHモデルマウスの肝細胞を用いたin vitroの解析 

インスリン抵抗性を有するNASH モデルとしてSTAM マウス（Hepatology 2012）とメラノ

コルチン4型受容体欠損マウス(Am J Pathol 2011)を使用する。マウスから初代肝細胞を

採取、培養する。培養系に、HGF もしくはMet作動性抗体を添加して、糖代謝、脂質代謝

を検討する。具体的には、細胞内のMetのリン酸化、INSRリン酸化の確認、Akt, FoxO1の

リン酸化の確認、PEPCK1, G6Pase, GLUT2の発現を解析する。脂肪代謝の解析として、

CD36, Acyl CoA Oxidaseの発現を検討する。また、抗酸化作用の確認として4HNE活性, 

H2DCFDA取り込みを解析する。 

一方、Met作動性抗体がHGFの機能をすべて持つか検討するために、BrdU取り込み能で細胞

増殖能を、また抗アポトーシス能を生化学的に解析する。Met活性化抗体は、共同研究者

からすでに入手しており構造解析も終了している。 

②NASHモデルマウスを用いたin vivo の解析  

NASH モデルとしてSTAM マウス、メラノコルチン4型受容体欠損マウスに高カロリー高脂

肪食を投与して作製する。いずれもインスリン抵抗性を示し、12週でNASH，16週で肝硬

変、20週で肝細胞癌を合併するモデルである。本研究では16週まで観察する。8週目から

週2回、Met作動性抗体を腹腔内投与する。投与する抗体量は1mg/kgBW, 10mg/kgBWの2種類

とする。 

病理学的検討として、HE染色のほか脂肪化（Oil Red O,TBARS）、肝細胞分裂像、TUNEL染

色、マクロファージの浸潤（F4/80, Mincle， Ly6C, CCR2)、線維化（Sirius-red, S

MA）を解析する。さらに遺伝子発現としてサイトカイン・ケモカイン（TNF- IL-1, MC

P-1, CCR-2）、線維化関連遺伝子（Col1(I), TGF-, TIMP-1）を検討する。 

また、NASH 進展に関与するインフラマソーム活性化は、NLRP3, NLRP1, ASC, AIMS, 

Caspase-1をWestern blotで発現を検討する。またこれら因子は遺伝子発現を検討する。 

３）臨床への橋渡し 

治療レジメンを意識しながら抗体医薬としての安全性、至適投与量の最適化を繰りかえし

行い、Chemistry, Manufacturing and Control (CMC)研究へ橋渡しする。 

４．研究成果 

１）NASH 患者を対象にした臨床研究は、症例数が十分でなかったため当初予定していた解析

をすべて遂行には至らなかった。NASH 患者は早朝空腹時の高インスリン血症、HOMA-R の上昇が

認められたが、高インスリン血症は肝臓でのインスリンクリアランスが低下していることも関

与すると考えられた。またアディポカインの解析ではレプチン, TNF-a, MCP-1 の上昇、アディ

ポネクチンの低下がみられ、発現バランスの破綻が炎症、線維化を助長して NASH 発症に至るこ

とが示された。 

２）NASHモデルの作成とMet作動性特異抗体を用いた解析 

NASHモデルはSTAMマウスに高カロリー、高脂肪食を５週間投与することで作成した。このモデ

ルを用いてMet作動性特異抗体投与群と対照群に分けて週２回の抗体投与を行って解析した。さ

らに同マウスをさらに３週間通常食に戻して抗体投与を継続した。その結果、STAMモデルマウ



スでNASHが確認された。抗体投与群では対照群に比較して著明に肝重量は増加した。中性脂肪

は抗体投与群で低下を認めたが血糖値に有意差を認めなかった。通常食に移行した後も肝重量

はMet作動性抗体投与群で著明な増加を認めたが血糖値には有意差を認めなかった。上記の結果

からSTAM モデルはラ氏島の機能が早期から消失した極端なモデルであり本研究には不適と結論

ずけた。しかし肝重量が抗体投与群で著明に増加していることからHGFのもつ肝細胞増殖機能が

確認された。そこで、Met 作動性抗体の有用性を証明するため、他のモデルを用いて検討する

こととした。 

３）肥満糖尿病マウス（dbdb マウス）におけるMet作動性特異抗体を用いた解析 

 共同研究者らによって上記を施行した。抗体投与群では対照群に比較して、有意に血糖値の

低下、脂肪肝の改善、生化学検査の改善を認め、またインスリンシグナルの活性化を確認し

た。さらに膵臓の病理組織ではラ氏島の増殖が確認された。 

４）肝硬変の肝再生モデルの作成とMet作動性特異抗体を用いた解析 

 肝硬変は四塩化炭素を９週間投与して作成した。この肝硬変マウスを用いて、2/3肝切除を行

い、肝硬変の肝再生モデルを作成した。Met作動性抗体は肝切除2日前から週2回、2週間投与

し、肝切除後28日まで経時的に観察した。その結果、抗体投与群では肝切除後の肝/体重比の増

加、アルブミン値, PCNA陽性細胞の著明な増加がみられた。この効果は抗体投与終了後14日目

の肝切除後28日目においても認められた。肝組織中のp-ERKの発現も抗体投与群で術後28日目に

おいても亢進しており、肝細胞増殖機能が持続して誘導されていた。線維化改善効果も抗体投

与群で強くみとめられ、肝線維化に関連するdesmin, a-SMAの発現やPDGF, TGF-b の発現も抑制

されていた。さらにCD68 陽性細胞F4/80 陽性細胞の減少とともにTNF-a, IL-1bの発現抑制もみ

られ、インフラマゾームを含む抗炎症作用に伴って抗線維化作用が起こることが確認され、組

織修復、再生療法の有力なツールであることが改めて確認された。また抗体は最終投与後2週間

の時点でも効果は持続しており、抗体医薬としての安定性を確認しえた。 

５）今後の見通し 

 Met 作動性抗体の多彩な作用を考えると、さまざまな疾患にたいする臨床応用が考案され

る。臨床応用に向けて現在さらなる安全性の確認中である。 
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