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研究成果の概要（和文）：非アルコール性脂肪肝炎 (NASH) の罹患数は世界的に増加傾向にある。特に肝線維化
の進展が予後や発がんに寄与することからその治療が重要となるが、NASH肝線維症治療薬は存在しない。
PRI-724はB型およびC型肝炎ウイルスに起因する肝硬変を対象として開発が進んでいるが、本研究ではPRI-724が
NASHに起因する肝線維症/肝硬変の治療薬となりうるか検討した。PRI-724は肝星細胞でのコラーゲン合成抑制と
マクロファージや好中球が産生されたコラーゲン線維分解酵素亢進の2つの作用機序を有する薬剤であり、NASH
肝線維症の治療薬となりうる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：NASH is a progressive fibrotic disease, which increasing the risk of 
developing hepatocellular carcinoma, however, there are still no efficient therapeutic strategy. In 
the present study, we examined efficacy of PRI-724 treatment to NASH-related liver fibrosis and 
characterized the mechanism of PRI-724 efficacy. By daily administering PRI-724 in NASH-induced 
liver fibrosis mice, normalization of hepatic architecture and decrease of collagen fibrils were 
observed after administration of PRI-724. Hepatic expressions of αSMA, type I and type III 
collagens, liver fibrosis markers, were significantly decreased. Moreover, expression of matrix 
metalloproteinase Mmp8 and Mmp9 in the liver were significantly increased. PRI-724 increased MMP-9 
production in liver neutrophils and macrophages, therefore, MMP-9 is possibly contributing the 
improve of liver fibrosis. In conclusion, PRI-724, a selective Wnt/β-catenin/CBP inhibitor, shows 
therapeutic effect for NASH-related liver fibrosis/cirrhosis.

研究分野：肝臓病学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
NASHを含めて肝硬変や肝不全に対しては、肝移植以外にいまだ有用な根治的治療法はない。しかし、肝移植には
ドナー不足や患者負担などの大きな問題がある。米国では肝移植が必要な疾患の第一位はNASHであり、大きな問
題になっている。PRI-724はB型およびC型肝炎ウイルスに起因する肝硬変患者を対象として開発が進んでいる薬
剤であるが、本研究ではNASHに起因する肝硬変に対してもPRI-724は治療薬となりうる可能性を示す結果が得ら
れた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 肝がんは予後が不良な疾患であり、世界的にはがんによる死因の第 2位である。肝がんの原因
は B 型あるいは C 型肝炎ウイルス (HCV) の持続感染による慢性肝疾患であり、我が国では C
型肝硬変を背景とした肝がんが多い。最近では HCV に関連した肝がん患者は減少傾向にあり、
肝炎ウイルス感染のない、いわゆる非 B非 C型肝がんが増加傾向にある。その原因のひとつは
メタボリック症候群や肥満などでみられる非アルコール性脂肪性肝疾患 (NAFLD)の増加である。
NAFLD 患者の 10-20%が肝硬変や肝細胞がんに進行する非アルコール性脂肪肝炎 (NASH) であ
り、NASH 患者の 5-20%が肝硬変に進行するといわれる。NASH において、肝線維化の進展が
その予後や発がんに寄与することからその治療が重要となるが、NASH肝線維化/肝硬変の治療
を含めて NASHに対する薬物療法は存在しない。 
 PRISM Pharma社が創製した PRI-724は、β-カテニンと CREB-binding protein (CBP)との結合を
選択的に阻害することで Wnt シグナル伝達を阻害する化合物であり、固形がんや白血病の治療
薬として臨床試験が実施された。最近、Wnt/β-カテニンシグナルが組織の線維化に関与すること
が報告され、肝線維化に対する新たな標的と考えられている。研究代表者らは、当研究室で作製
した HCV誘発肝線維化モデルマウスに PRI-724を 6週間投与したところ、1) 肝臓のコラーゲン
量が減少し線維化が著しく改善されること、2) その機序にマクロファージや好中球から産生さ
れるmatrix metalloproteinase (MMP)-8やMMP-9が関与している可能性を見出している (Sci. Rep., 
2017)。さらに、都立駒込病院などにおいて C 型肝硬変患者を対象とした医師主導型治験が開始
された。 
 研究代表者は、NASH 肝線維化モデルマウスを用いて PRI-724 が NASH 肝線維化に対する治
療薬としての有用性を検討したところ、肝線維化の減弱が認められた。これらの結果から、PRI-
724が NASHに起因する肝線維化の治療薬となる可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
 肝線維化/肝硬変を改善させる薬剤や治療法は定まっておらず、その進行を遅らせることにと
どまっているのが現状である。NASH患者は年々増え続けており、総人口の 2-5%が NASH罹
患者であると考えられている。NASH患者の 5-20%が肝硬変に進展することから、肝細胞がん
のリスクファクターである NASH肝硬変に対する対策が今後はますます重要になる。 
 現在、C型肝硬変患者を対象に PRI-724の医師主導型治験が進んでおり、新たな抗線維化薬
候補として期待されている。一方、C型慢性肝炎から肝硬変に進行する機序と NASHから肝硬
変に進展する機序は異なるという報告があり、PRI-724が NASH肝硬変の治療薬となりうるか
を考えるうえで、作用機序を明らかにする必要がある。本研究の目的は、Wnt/β-カテニン/CBP
シグナル阻害剤 PRI-724が NASHに起因する肝線維化を減弱させる機序を明らかにすることを
目的とし、PRI-724の NASH肝線維化/肝硬変に対する治療薬としての可能性について検証し
た。 
 
３．研究の方法 
 NASH肝線維化モデルマウスはコリン欠乏・メチオニン減量高脂肪食 (CDAHFD) をマウスに
14週間与えることで作製し、その後 PRI-724を 20もしくは 60 mg/kgを 6週間腹腔内投与した。
脱肝線維化の解析には、肝臓サンプルもしくは肝臓内リンパ球を用いた。 
 
(1) PRI-724のコラーゲン合成系への作用解析 
PRI-724 のコラーゲン合成に関与する遺伝子レベルでの制御を解析する目的で、qPCR を用いた
肝臓内 mRNA 発現解析を行った。変化の認められた分子については、イムノブロッティングに
よるタンパク質レベルでの解析を行った。  
 
(2) PRI-724のコラーゲン分解系への作用解析 
 コラーゲン線維の分解に寄与するプロテアーゼ (MMP-2, 8, 9, 12, 13) やその阻害分子 (TIMP-
1,2) を中心に遺伝子発現変化を肝臓内 mRNA 発現解析により定量的 に解析した。発現変化が
検出された分子については、イムノブロッティングや ELISA法などによりタンパク質レベルの
比較解析および酵素活性を測定した。 
 
(3) FACSや免疫組織学的解析を用いたMMP-9産生細胞の同定 
 PRI-724 を投与したマウスから肝臓内リンパ球を分離し、FACS を用いて MMP-9 産生細胞の
同定を試みた。また、免疫組織化学染色を行うことでも同定を試みた。 
 
４．研究成果 
 NASH 誘発性肝線維化モデルマウスを用いて PRI-724 の抗線維化作用を検討した結果、PRI-
724 投与群でコントロール群と比較し肝線維化像において著しい改善が認められた。続いて、
PRI-724 の作用機序を明らかにするため、まず始めにコラーゲン線維の産生に対する影響を解
析したところ、PRI-724 投与群では、Vehicle 投与群と比較してコラーゲン合成系 (Col1a1, 
Col3a1) および肝星細胞マーカー (Desmin) の遺伝子発現の低下、また I型および III型コラーゲ
ンやα-smooth muscle actin (αSMA) タンパク質の発現抑制が認められた (図 1)。続いてコラー



ゲン線維分解系に着目して解析したところ、線維分解系に関わる遺伝子 (Mmp8, Mmp9) の有
意な亢進が認められた (Mmp8: 3.5倍, Mmp9: 5.9倍)。さらに、フローサイトメトリーおよび
免疫組織染色の結果から、MMP-9はマクロファージや好中球が産生することが明らかとなった 
(図 2)。以上の結果から、PRI-724は肝星細胞でのコラーゲン合成抑制とマクロファージや好中
球が産生されたコラーゲン線維分解酵素亢進の 2 つの作用機序を有する薬剤であることが示さ
れた。これらの結果は、HCV発現肝線維化マウスを用いた解析の結果とほぼ一致しており、PRI-
724による NASH 誘発性肝線維の脱線維化は、HCV 誘発性肝線維の脱線維化と同様の機序で起
こっている可能性が示唆された。 
 NASH の発症によって肝脂肪化や肝細胞障害、肝線維化が惹起されるが、これらの解析を進
める中で PRI-724 投与によって脱肝線維化と並行して肝臓の組織構造が正常化する興味深い作
用が認められた。肝臓組織構造の正常化に伴い、肝機能に改善が認められるか検討したところ、
PRI-724 投与群において、NASH 肝線維化によって延長したプロトロンビン時間が有意に遅延
し、NASH 発症によって低下した肝アルブミン発現は有意に改善された。これらの結果から、
PRI-724の投与によって肝臓組織構造および肝機能が改善することも明らかとなった。 
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図1 . PRI-7 2 4投与により コラーゲン合成が抑制されて肝線維が減少する
(A) 肝線維の定量化, (B)  qPCRによる各種遺伝子発現解析, (C)  W Bによる各種タンパク質発現解析
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図2 . PRI-7 2 4投与により コラーゲン分解が促進される
(A) qPCRによる各種遺伝子発現解析, (B)  FACSによるMMP-9発現細胞の解析
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