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研究成果の概要（和文）：メタボリック症候群増加に伴う非アルコール性脂肪肝炎（NASH）における肝再生不全
は肝臓外科領域において克服すべき課題である。我々は、NASH肝再生機能不全の解明と統合的治療法の開発に関
する研究を行い、NASH肝再生不全が小胞体ストレス応答不全に起因する再生制御因子・エネルギー不全により誘
導されることや、細胞治療を目的とした3次元培養法による脂肪由来幹細胞からの肝細胞様細胞分化誘導法の確
立、肥満手術が腸肝連関によりNASHを改善することなど、NASH肝再生機能不全のメカニズムや制御法に関する新
たな知見を得た。今後はこれらの研究をさらに推進するとともに臨床応用に向けた研究を継続する予定である。

研究成果の概要（英文）：Impaired liver regeneration on non-alcoholic steatohepatitis (NASH) induced 
by metabolic syndrome should be an important theme, which is overcome in liver surgical field. We 
examined the mechanism of NASH liver regenerative insufficiency and explored integrated treatment 
for such pathophysiology. We firstly obtained several novel findings regarding the mechanism of NASH
 liver regeneration, which ER stress response disorder induced liver regenerative insufficiency 
through the growth factor dysfunction and the energy shortage. And we established 3-dimension 
culture method for hepatocyte like cell from adipose-tissue derived regenerating cell for cell 
therapy. We also revealed bariatric surgery improved NASH pathophysiology through the gut-liver 
axis. Therefore, we must develop some possible therapeutic treatment for the target of NASH liver 
regenerative insufficiency, and continue the study toward clinical application for NASH liver 
regeneration.

研究分野：医歯薬学・外科系臨床医学・消化器外科学

キーワード： 脂肪肝炎　肝再生　肝微小環境　脂肪組織　腸肝関連
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肝臓外科領域おいて、NASH術後機能不全は明らかで、術前後に何らかのInterventionを加えるべきとの意見があ
る一方、肝再生不全治療ターゲットとなる病態解明には至っていなかった。しかしながら、メタボリック症候群
に伴うNASHに対する外科治療は急激に増加の一途をたどっている。そのような現状のもと、NASH術後機能不全の
原因究明と統合的治療戦略の確立を目指すことは社会的にも意義のあることである。

※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、研究者個人に帰属します。



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

近年、メタボリック症候群の増加が社会問題となり、成人の 10-20%が脂肪肝（NAFL）に罹
患している。さらに肝細胞の壊死や炎症性変化を伴う非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）が
一定の割合（NAFLの 10-20%）で発症し、肝硬変・肝癌にまで進行する。 

 肝蔵外科における NASH 肝再生不全は、（1）悪性腫瘍に対する肝切除後再生不全、（2）マ
ージナルグラフトとしての生体部分肝移植後グラフト不全、があげられる。NASH による肝予
備能低下は、従来正常肝では可能な根治的肝切除を不可能とし、治癒切除率低下や合併症増加
を引き起こす。また生体部分肝移植に頼らざるを得ない本邦では、ドナー不足による NASH 肝
移植（Marginal/Risky graft）よる移植後グラフト機能不全が懸念される。これらのことから肝臓
外科における NASH 肝再生不全に対する統合的治療戦略確立は喫緊の課題である。 

 

２．研究の目的 

一般に NAFLは肥満・糖尿病（インスリン抵抗性）における肝内脂肪酸流入・中性脂肪蓄積
増加により形成（First hit）する。NASH は、肝内酸化ストレス（ROS）・炎症性サイトカイ
ン・ER（endoplasmic reticulum：小胞体）ストレスの他、腸管エンドトキシン・アディポサイト
カイン異常などの障害腸管・過剰脂肪炎症も含めた複合的臓器要因により成立（Multiple 

parallel hits）し、肝内の無秩序なサイトカインストーム状態であることが、肝再生遅延を惹起
しているものと考えられる。本研究では上記の知見をふまえ、NASH 肝再生不全の制御法の確
立を目的とした研究を行った。（1）NASH・NAFLD 肝切除後肝再生における ERストレス制
御の可能性、（2）細胞治療を目指した脂肪組織由来間葉系幹細胞（Adipose-tissue derived 

regenerating cell: ADRC）からの肝細胞様細胞分化の試み、（3）肥満手術による NASH・
NAFLD 制御の可能性、により NASH 肝再生不全メカニズムの解明とともに、統合的治療戦略
の確立を目指す。 

 

３．研究の方法 

（1）NASH・NAFLD 肝切除後肝再生への ERストレス
制御の可能性 

 ERストレスは NAFLD・NASH に至る過程で段階的に
増強し、さらに ERストレス応答経路の一つである
IRE1αが STAT3 を介して肝再生を誘導していることも
報告されている。このことから、NASH モデルの作成と
肝切除後肝再生不全について、特に ERストレス応答に
着目し、検討することとした。 

徳島大学オリジナル NAFLD/NASH マウスモデルを用
いて、肝切除術後肝再生不全メカニズムについて解析し
た。NAFLD モデルは 6週齢の B6マウスに、high fat diet（HFD：MF 基礎資料+パーム椰子
25%+コレステロール 1.25%）を 10週給餌し、NASH モデルは徳島大学疾患病理学分野より提
供された特殊飼料 iHFD（MF 基礎資料+パーム椰子 25%+コレステロール 1.25%+コール酸
0.25%）を 16週給餌することにより作成した。コントロール群とあわせた 3 群に 70%肝切除を
施行し、肝再生率や組織所見、ERストレス関連因子とともに炎症性サイトカインや肝再生関
連因子について検討した（図 1）。 

 

（2）細胞治療を目指した脂肪由来間葉系幹細胞からの
肝細胞様細胞分化の試み 

多分化能をもつ幹細胞による再生医療研究では間葉系
幹細胞が臨床導入され、肝硬変に対する同所性幹細胞移
植や NAFL肝切除に対する骨髄幹細胞移植による肝再生
補助効果が報告されている。ADRCは皮下脂肪から低侵
襲に採取でき、骨髄に比べ数百倍の幹細胞が含まれ、細
胞資源としてのアドバンテージを有している。このこと
から NASH 肝切除術後肝再生不全に対する細胞治療の
可能性を検討するため、ADRC から肝細胞様細胞
（Hepatocyte like cell: HLC）作成し、細胞補助治療の可能性を検討した。 

StemPro®（human ADRC）4x104cells/cm2を 6-well plate に播種し、それぞれのステップ（もし
くは days）において以下のプロトコールに従った各種培養液・薬剤により肝細胞様細胞に分化
誘導させる（図 2）。 

Step 1: Day1~2; serum-free DMEM/F-12 medium, Day3; DMEM/F-12 containing 2 μM GSK3 inhibitors 

Chir99021・0.5 mg/mL albumin fraction V, Day4~5; DMEM/F-12 containing 1% ITS・0.5 mg/mL 

albumin fraction V  Step 2: Day6~10; MEM/NEAA containing 1% ITS・0.5 mg/mL albumin fraction 

V・20ng/ml BMP2・30ng/ml FGF4  Step 3: Day11~15: MEM/NEAA containing 1% ITS・0.5 

mg/mL albumin fraction V・20ng/ml HGF・10ng/ml OSM・10-6M Dexamethasone 

通常の 2D培養と RCPµ piece (FUJI FILM) を用いた 3D 培養における分化誘導効率を、胚体内
胚葉（Definitive endoderm: DE）・肝芽細胞（Hepatoblast: HE）・HLCそれぞれの時期で比較検
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討した。また 2D HLC・3D HLC を whole Human Genome DNA microarray 4x44K Ver. 2.0

（Agilent）により、遺伝子発現の比較解析した。最後に、さらなる HLC機能向上を求めた分化
誘導プロトコール確立のため、farnesoid X receptor（FXR）作動薬である OCA: Obeticholic acid

を step 3に追加し、その効果についても解析を加えた。 

 

（3）肥満手術による NASH・NAFLD 制御の可能性 

 我が国においても病的肥満患者が増加し、NASH 発症
と密接に関係している。病的肥満に対する減量手術であ
る肥満手術が積極的に行われ、良好な成績が報告されて
いることから、肥満手術による NASH 改善効果ととも
に肝臓と臓器関連を有する腸管炎症改善効果についても
検討することとした。 

雄性肥満・糖尿病ラット OLETF rat は 16週齢で糖尿
病を発症するが、さらに MCD+HF diet を 8 週間給餌す
ることにより NASH を発症する。肥満手術には胃調節
性バンディング術、スリーブ状胃切除術、胃バイパス術があるが、糖尿病発症時の胃バイパス
術（Duodeno-jejunal bypass: DJB）導入による NASH 予防効果とともに腸管炎症や腸内細菌叢変
化に対する効果を検討した。 

DJBモデルは、トライツから肛門側 10cmで空腸を切離、その空腸と十二指腸―空腸吻合を
行い、同吻合部から 15cmの部位で空腸―空腸吻合することにより作成した。DJB 群、内科治
療としてインスリン刺激作用のある GLP-1 アゴニストであるリラグルチド群、開腹のみを行っ
た Sham群の 3群で比較検討した（図 3）。 

 

４．研究成果 

（1）NASH・NAFLD 肝切除後肝再生への ERストレス
制御の可能性 

  体重・肝重量比に関して、体重増加は NAFLD・
NASH 群で認めたが、肝重量比は NASH 群のみで有意に
高値であった。また肝組織所見は、NAFLD・NASH 群
ともに肝脂肪沈着・Ballooning を認めていたが、NASH

群においては炎症も伴い、NASH モデルとしての妥当性
が示された（図 4）。70%肝切除術後肝重量比は NASH

群で、術後 24時間以降、コントロール群・NAFLD 群よ
り有意に低く、肝再生不全を認めた。さらに有意差はな
いものの、NASH 群の生存率は術後 96 時間以降 40%に
まで低下しており（図 5）、NASH 肝切除術後肝再生不
全の再現モデルとしての有用性が実証された。 

肝内炎症性サイトカイン・肝再生制御因子に関して、
TNF-αは肝切除術前から NASH 群で高値であり、術後 4

時間まで他群と比較して高値を維持していた。IL-6 は肝
切除術前では 3 群とも同等であったが、術後 4時間にお
いて、NASH 群で著明に高値を示した。さらに HGFは
肝切除術前後ともに 3 群間で差を認めてなかったが、
TGF-βは肝切除術後 4、8時間において NASH 群で有意
に高値を示し、肝再生抑制状態であると思われた（図
6）。ERストレス応答は、IRE1α、PERK、ATF6α経路
があり、特に IRE1α経路活性化は下流シグナルとして 

XBP-1s（splicing）発現を増強し、PERK 経路活性化は
CHOP 発現を増強する。CHOP・IRE-1α・XBP-1s mRNA

発現において、CHOP は NASH 群で肝切除術前高値であ
ったが、術後に他群と差を認めなかった。IRE-1αは、
NAFLD・NASH 群で肝切除術前低値であったものの、
術後コントロール群との差を認めなかった。しかしなが
ら、XBP-1sは NAFLD・NASH 群ともに肝切除術前には
低値で、NASH 群でのみ、術後低値を持続した（図
7）。さらに XBP-1sの下流経路で肝再生制御因子である
STAT3も NASH 群で同様に低値であった。結果として
PCNA陽性細胞も NASH 群で有意に低値であった（図
8）。さらに NASH 群においては、肝切除術後 24時間
における Caspase 3 発現（免疫染色）が NAFLD 群はコ
ントロール群より、NASH 群はコントロール・NAFLD

群より有意に高値であり、アポトーシスが誘導されてい
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た。これらのことは、XBP-1sは STAT3を介した肝再生
の key molecule で、NASH 肝再生不全において重要な役
割を担っている可能性が示唆された。 

NASH 肝切除術後の特徴的組織所見として、術前から
散見された大脂肪滴が、肝切除術後にはさらに著明とな
っていた。10µm以上の大脂肪滴は NAFLD・NASH 群と
もに肝切除術後 4時間まで増加し、NASH 群では術後 4

時間以降も増加し続けた（図 9）。さらに脂肪滴に肥大
化を誘導する FSP27（脂肪滴蛋白質 27：Fat-specific 

protein 27）も肝切除術後 8時間以降も NASH 群で増加傾
向を示した（図 9）。 

これらの結果を考察すると、 NASH 肝切除術後肝再
生不全には、XBP-1s発現低下による ERストレス応答不
全が関与していることが示唆された（図 10）。しかしな
がら、XBP-1sの上流の IRE-1αの発現低下を認めないと
いう矛盾点も示された。通常、肝再生における XBP-1s

発現は IRE-1α経路だけでなく、TNF-αなどの炎症性サ
イトカインを介した経路も関与している。NASH 進展に
よる肝内高サイトカイン血症が XBP-1sのサイトカイン
レジスタンスを誘導する報告もあり、本検討においても
NASH 群で肝切除術前から高値であった TNF-αによる
XBP-1sサイトカインレジスタンスの誘導が、この矛盾点
の理由の一つと考えられた。さらに XBP-1s機能不全は
IRE-1αからの JNK 経路へのシフトによりアポトーシス
を誘導すると考えられた。肝切除術後 NASH 再生肝にお
いてのみ大脂肪滴が顕著となった理由は、肝再生エネル
ギー代謝が関与していると予想できる。通常、肝再生エ
ネルギーは脂肪酸代謝により補われているが、NASH に
おける脂肪代謝効率の悪化が大脂肪滴沈着、さらに肝再
生エネルギーの枯渇を誘導し、肝再生不全の要因にもなると考えられた。今後は、NASH 肝切
除術後肝再生不全に対する ERストレス応答をターゲットとした治療法について検討をすすめ
るとともに、肝再生エネルギー代謝不全メカニズムについても検討を加えていく予定である。 

 

（2）細胞治療を目指した脂肪由来間葉系幹細胞からの
肝細胞様細胞分化の試み 

 RCPµ piece はスキャホールド型物質であり、ADRC 培
養において spheroid を形成する。本検討においても、培
養 21 日目の 2D HLC は多角の肝細胞様の細胞形態を示
し、3D HLC では spheroid を形成し、AAT（α-1 アンチ
トリプシン）mRNAも 3D HLC で最も高値であった。ま
た HLC分化過程における Definitive endoderm（DE）マー
カーの SOX17、Hepatoblast（HE）マーカーの AFP、HLC

マーカーの Albumin（ALB）発現も 3D培養で最も高値
であったことから、3D培養による HLC誘導は効率は 2D

培養と比較して高いことが示された（図 11）。 

 また肝細胞機能評価として、アンモニア代謝能につい
て解析すると、3D HLC で最も代謝能が良好で、Cyp3A4

活性も実際の肝細胞までは至っていないが、3D HLC で
最も高値であった（図 12）。現在、検討を in vivo に移
行中で、四塩化炭素（CCl4）の balb/c nu-nuマウス（6週
齢）腹腔内投与による急性肝不全モデルに対する 2D 

HLC・3D HLC 腎被膜移植実験を開始しており、移植 14

日後の HE染色・HLA染色により HLCの良好な生着を
確認している（図 13）。今後、急性肝不全における機能
解析を in vivo で加える予定である。 

また現時点での 3D培養による分化誘導プロトコール
の評価として、ADRC・2D HLC・3D HLC・PLC の 4 群
における遺伝子発現をマイクロアレイで解析したとこ
ろ、3D HLC は PLC と比較的類似のクラスターを形成し
ていた。さらに、機能的成熟が認められる遺伝子群クラ
スターを抽出したところ、イオン輸送、凝固能、Cell 

communication に関与する遺伝子群において、3D HLC は
PLCと同等の結果が得られた（図 14）。 
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さらなる 3D HLC 機能向上を目的とし、FXR agonist

を追加した分化誘導プロトコールを評価した。これまで
に FXR agonist はマウス肝細胞のアンモニア代謝能向上
に有用であることが報告されている。実際に、FXR 

agonist である OCA（Obeticholic acid）追加により、Urea

産生の向上とともに Urea cycle 関連遺伝子発現も FXR 

agonist 追加プロトコールで増強し、結果として、アンモ
ニア代謝能も有意に増強していた（図 15）。今後、3D 

HLC誘導の標準プロトコールとして確立していく予定
である。 

 これらの結果をまとめると、HLC分化誘導における
RCPµ piece を用いた 3D培養は、HLC分化誘導効率と
機能を増強することが証明された。また、通常の HLC

分化誘導プロトコールに FXR agonist を追加すること
で、さらに高機能な HLC 分化誘導が可能となる。今後
は、さらなる機能向上を目指すとともに、in vivo におけ
る HLC細胞治療効果について検討をすすめる予定とし
ているが、豊富な細胞資源である ADRC から分化誘導
された HLC細胞治療は、肝再生不全治療における重要
な位置づけになる可能性がある。 

 

（3）肥満手術による NASH・NAFLD 制御の可能性 

糖尿病発症後の Sham群・liraglutide 群・DJB群の体重
変化に関して、DJB・liraglutide 群は Sham群と比較し
て、術後 2週以降から有意に体重増加抑制効果を示し、
術後 8週に施行した OGTT においても DJB・liraglutide

群は sham群より血糖上昇抑制効果を示した。さらにイ
ンスリン分泌刺激作用を有する GLP-1も DJB 群で最も
増強していた（図 16）。 

 肝組織所見に関しては、術後 8週の HE 染色で、DJB

群は他の 2群と比較して、肝組織炎症や Ballooningを有
意に改善していた。Azan 染色による肝線維化の評価で
は DJB・Liraglutide 群ともに有意に肝線維化を抑制して
いた（図 17）。さらに腸内細菌叢の変化を解析する
と、DJB群においてのみ、Proteobacteriaの増加や
Bacteroides の減少を認めた。 

 腸管炎症サイトカイン発現に関しては、IFNγ・IL-1

β・IL-6・TNF-αmRNAはともに、DJB 群で有意に抑制
する一方、Liraglutide 群では明らかな炎症性サイトカイ
ン抑制効果を認めなかった（図 18）。腸管接着因子で
タイトジャンクション構成蛋白である claudine-1 の蛍光
免疫染色では、DJB 群でのみ発現が確認でき、腸管バリ
ア機能が維持されていることが示された（図 19）。肥
満手術による腸内細菌叢の変化が、これらの腸管炎症性
サイトカイン・バリア機能に影響を与えていると考えら
れ、結果として NASH 進展にも関与している可能性が
示唆された。 

 これらの結果をまとめると、 NASH は糖尿病治療薬
である liraglutide でも改善傾向を示すものの、DJBがよ
り NASH 改善効果を有することが示された。さらに
DJBは腸管炎症抑制効果とともに細菌叢変化を誘導し、
さらにはタイトジャンクション機能を維持することも、
NASH 改善に寄与している可能性が示唆された。今後
は、DJB導入による NASH 肝切除後再生不全の克服を
目指した実験プロトコールを計画していく予定である。 

 

 本研究では、NASH 肝再生不全メカニズムの解明とと
もに、統合的治療戦略の確立を目的として、(1)NASH・
NAFLD 肝切除後肝再生における ERストレス制御の可能性、(2)細胞治療を目指した ADRCか
らの HLC分化の試み、(3)肥満手術による NASH・NAFLD 制御の可能性、に関する検討を行っ
た。それぞれの検討において、NASH 肝再生不全における新たな知見が得られるとともに、さ
らに継続すべき研究テーマや課題を設定することができた。これらの研究成果をさらに統合す
ることで、本邦で社会問題となりつつある NASH 肝再生不全の克服に寄与すると思われる。 

Claudin-1

Sham Liraglutide DJB

Ileum

Colon

Claudin-1 DAPI
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