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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)において、肝線維化の進展が予後や肝がんに寄与す
ることからその治療が重要となる。これまでに肝硬変を対象として開発が進んでいるWnt/β-カテニンシグナル
阻害剤 PRI-724がNASHに起因する肝線維を有意に減弱させることを見出している。本研究課題では1) PRI-724投
与によるNASH肝線維化を減弱させる機序にCd68+Mmp9+マクロファージが重要なこと、2) PRI-724投与でNASHによ
るプロトロンビン時間の低下および肝アルブミン発現の低下を有意に改善することが明らかとなった。PRI-724
はNASH肝線維化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. Our
 previous study showed that PRI-724 treatment to NASH-related liver fibrosis decreased hepatic 
expressions of αSMA, type I and type III collagens, liver fibrosis markers, Moreover, expression of
 matrix metalloproteinase Mmp8 and Mmp9 in the liver were significantly increased.
In the present study, we analyzed which types of macrophage play a role in MMP9 production. The 
number of Mmp9-positive cells in hepatic Cd68+ macrophages isolated from livers treated with PRI-724
 increased 5.5-fold. Marco+Mmp9+Cd68+ Kupffer cells were only observed in the livers of mice treated
 with PRI-724, and Mmp9 expression in Marco+Cd68+ Kupffer cells increased 4.3-fold.
PRI-724, a selective CBP/β-catenin inhibitor, thus shows a potent therapeutic effect for 
NASH-related liver fibrosis.

研究分野： 肝臓学

キーワード： 肝線維症　NASH　Wnt/β-カテニン/CBPシグナル阻害剤
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肝硬変や肝不全に対しては肝移植以外に根治的治療法はなく、肝移植にはドナー不足や患者負担など大きな問題
がある。Wnt/β-カテニン/CBPシグナル阻害剤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
として臨床試験が進んでいる薬剤であり、その有効性が示されている。NASHの有病数は世界で約4億4千万人であ
り、今後はさらに増加すると推定されている。アメリカでは、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。本研究課題の結果から、PRI-724はNASHに起因する肝硬変に対しても治療薬となりうる可
能性を示すことができた。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 肝硬変の患者数は世界で 2,000 万人 (国内で 30 万人) いるとされるが、肝移植以外に有効な治療
法はない。国内においては C 型肝炎ウイルス (HCV) を原因とする肝硬変が最も多い。肝硬変は肝が
んへと進行し、死亡数は世界で年間 150 万人 (国内では 4 万人以上) と非常に多いが、根治可能な
治療薬は存在しない。 
 肥満などを原因とする非アルコール性脂肪性肝疾患 (NAFLD) の有病率は、全人口の約 20-30%と
報告されており最も頻度が高い肝疾患である。NAFLD は非アルコール性脂肪肝と非アルコール性脂
肪肝炎 (NASH)に大別されるが、臨床的に重要な疾患は、肝硬変や肝がんに進行する可能性が高い
NASH である。2008-16 年の統計でウイルス性肝炎による肝硬変は 73.4%から 48.2%へと減少してい
るのに対し、NASH 肝硬変は 2.0％から 9.1%と増加している (J. Gastroenterol., 2020)。NASH の
罹患者増加に伴って今後はさらに増加すると考えられている。また近年の大規模疫学研究から、
NAFLD/NASH の予後を規定する因子は、肝線維化であることが明らかとなった (Gastroenterology, 
2015)。さらに肝臓の線維化は肝硬変や肝細胞がんの発生だけでなく、心疾患イベントの発生や肝臓
以外のがんの発生にも強く関与することが報告されている (J. Hepatol., 2017)。したがって、NASH に
起因する肝線維症/肝硬変を治療できれば、患者の死亡リスクを大幅に軽減できると考えられるが、現
在のところ臨床での使用可能な肝線維症/肝硬変に対する治療薬は存在しない。 
 これまでに研究代表者は Wnt/β-カテニン/CBP シグナル阻害剤 PRI-724 を NASH 肝線維化モデ
ルマウスに投与すると、NASH に起因する肝線維が有意に減弱することを見出している。 
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、また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。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明ら
かとなった。 
 
 
２．研究の目的 
 肝線維症/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、B 型および C 型肝硬変患者を対象に PRI-724 の臨床試験が進んでおり、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、PRI-724 による NASH に起因する肝線維症からの脱肝線維化および肝細胞機能
の正常化に伴って変化する細胞群の機能とその誘導機構を明らかにすることである。PRI-724 はコラ
ーゲン産生の抑制と線維分解系 MMP の誘導を介して脱線維化作用を示すが、その作用機序はまだ
十分に解明されていない。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ている。一方で、マクロファージや好中球は NASH の進展
にも関与しているため、MMP-9 を産生するマクロファージや好中球は NASH 進展に関与するマクロフ
ァージとは異なるのか否かを明らかにする必要がある。そこで、PRI-724 投与後の肝臓からマクロファー
ジを分離し 1 細胞遺伝子発現解析を行なうことで、MMP-9 産生による脱線維化に寄与する細胞集団
の同定を試みた。 
 
 
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 による肝機能の回復 
 肝機能の指標として、プロトロンビン時間と肝臓中のアルブミン発現量を検討した。プロトロンビン時間
はコアグチェックⓇ XS を用いて測定した。肝臓中のアルブミン発現量は肝臓より RNA を抽出し、qPCR
を用いて測定した。 
 
(2) マウス肝臓からのマクロファージ分離 
 マウス肝臓を Liberase™ TH で消化した後、20% Percoll および Lympholyte M で精製したマクロ
ファージを実験に用いた。 
 



(3) 1 細胞遺伝子発現解析 
 1細胞遺伝子発現解析は Nx1-seq法 (Sci. Rep., 2017) および BD Rhapsody Immune Response 
panel を用いて実施した。 
 
 
４．研究成果 
 本研究課題では(1) PRI-724 の肝臓組織
構造および肝機能の改善効果について検
討し、(2) NASH 肝線維化誘発に寄与する
細胞群の同定、(3) PRI-724 投与による肝
線維化の改善に寄与する細胞の同定を試
みた。   
 
(1) 肝機能の正常化の指標として、プロトロ
ンビン時間 (PT) と肝アルブミン発現で評
価した。CDAHFD 摂餌による NASH 進行
に伴い PT (%)および肝アルブミン発現は低
下した。PRI-724 投与群において、NASH
発症や肝線維化によって低下した PT (%) 
および肝アルブミン発現は有意に改善され
た (図 1)。以上の結果から、PRI-724 が肝
機能を改善することが明らかとなった。 
 
(2) ヒト NASH 患者において、NASH-associated macrophage と呼ばれる TREM2+マクロファージ
が増加することが報告されている (Mol. 
Cell, 2019)。そこで、CDAHFD 摂餌
NASH モデルマウスの Trem2+マクロフ
ァージの割合を調べたところ、Control
群 で は 25.1% で あ っ た の に 対 し 、
CDAHFD 摂餌 NASH 群では 97.2%と
ほぼすべてのマクロファージが Trem2
陽性であった。またNASHモデルでは、
1 細胞あたりの Trem2 発現量が約 30
倍 増 加 し て い た 。 CDAHFD 摂 餌
NASH モデルで認められた Trem2+マ
クロファージは、Cd9, Spp1 や Lgals3 も
高発現しており、肝星細胞を活性化する
mSAMac (Nature, 2019)と呼ばれる細
胞群と一致していた。Trem2+マクロファ
ージは、肝星細胞を活性化することで肝
線維化の進展に寄与していることが示唆
された。 
 
(3) 線維分解系のひとつである MMP-9
はマクロファージで産生されることが明ら
かとなっている。一方で、マクロファージ
は NASH の進展にも関与しており、
MMP-9 を産生するマクロファージが
NASH 進展に関与するマクロファージと
は異なるのか検討した。その結果、
cluster6 において Mmp9 陽性細胞の
割合は PRI-724 投与で 2.0%から
11.2％と 5.6 倍増加したことから、PRI-
724 による Mmp9 産生に寄与する細胞
集団と考えられた。さらに、cluster6 は
非炎症性のマクロファージである卵黄嚢
由来のクッパー細胞 (EmKC)であるこ
とが明らかとなった(図 2)。 
 PRI-724投与によって、Marco 陽性の
Mmp9+Cd68+クッパー細胞が増加し、
また Marco+Cd68+クッパー細胞での
Mmp9 発現量は Marco-Cd68+クッパー
細胞と比べて約 4 倍高いことが明らかと



なった (図 3)。NASH モデルマウスにおいて、PRI-724 で誘導される Mmp9 の産生に Cd68+Marco+

クッパー細胞が寄与している可能性が示唆された。 

 
 以上の結果から、MMP-9 を産生するマ
クロファージは Cd68+クッパー細胞であり、
NASH 進展に関与するマクロファージとは
異なることが明らかとなった。特に Marco
陽性の Mmp9+Cd68+クッパー細胞は、
Mmp9 発現量が高いことから PRI-724 投
与による肝臓の脱線維化に大きく寄与して
いると考えられた。
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