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研究成果の概要（和文）：脂肪肝を背景に、細菌性のエンドトキシンの過剰反応が亢進し、炎症や線維化が惹起
され、非アルコール性脂肪性肝疾患（NASH）の病態形成に重要である。分子間接着因子トランスグルタミナーゼ
（TG2） は、Gln-Lys 残基間に架橋結合を形成する酵素で、多彩な生理的・病理的現象に深く関わる。本研究で
は、敗血症関連肝障害やNASHの病態進展において、F4/80陽性の肝マクロファージ細胞でのTG2活性化が観察され
た。マルチオミクス解析を用いて、肝ホスファチジルエタノールアミンに依存した膜シグナルネットワークを構
築した。TG2阻害剤によって、敗血症関連肝障害やNASHの病態進展への保護作用を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Nonalcoholic steatohepatitis (NASH), characterized by accumulation of lipids
 and oxidative stress in the hepatocytes and continual liver damage, is believed will soon be the 
leading etiology of liver fibrosis and HCC. Hyperresponsivity to lipopolysaccharide (LPS) in fatty 
liver indicated to contribute to the progression of NASH, including hepatic inflammation and 
fibrosis, was observed in high-fat diet (HFD) mice compared with chow-fed mice. Transglutaminase 
(TG2) is a crosslinking enzyme that forms a covalent bond between lysine and glutamine. In this 
study, enhanced TG2 activation was selectively observed in liver macrophages in LPS-induced liver 
injury mouse models. By integrating lipidome, proteome and transcriptome analyses, a hepatic 
phosphatidylethanolamine-related membrane signaling network was established in NASH mouse models. 
Finally, liver protective functions were observed with TG2 activity inhibitors in sepsis-related 
liver injury and obesity and NASH mouse models.

研究分野： 病態医化学

キーワード： 非アルコール性脂肪性肝炎　脂肪肝　トランスグルタミナーゼ　エンドトキシン　微小環境　マルチオ
ミクス解析　酸化ストレス　コーンオリゴペプチド

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
正常肝組織では、TG2の発現が観察されたが、顕著なTG2の活性化は見られなかった。それに対して、敗血症関連
肝障害やNASHマウスにおいて、肝マクロファージに特異的にTG2の活性化が観察された。TG2は特定の組織環境に
おいて異なる機能を持つことが示唆された。TG2活性化を指標としたマクロファージの追跡は、敗血症性や脂肪
性肝炎の発症機序の解明並びに新規治療法の開発に繋がると期待される。

※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 
ウイルス性慢性肝炎、アルコール性肝疾患や非アルコール性脂肪性肝疾患（NASH）などにより、
持続的な肝障害が引き起こされると、肝細胞の壊死と病理的な再生が繰り返され、がん遺伝子の
持続活性化が肝線維化、肝硬変および肝がんの発症につながる（Dauch et al., Nat Med, 2016）。
抗肝炎ウイルス治療法の進捗によりウイルス肝炎関連肝がんが減少しているのに対し、NASH な
どのメタボリックシンドローム肝がんの発症が増加している（Starley et al. Hepatology, 
2010）。脂質代謝は、細胞増殖のエネルギー提供（Carroll et al. Cancer Cell, 2015）、CD4 陽
性 T 細胞の細胞死の誘導（Ma et al. Nature, 2016）、NF-κB や Wnt/β-catenin シグナルの制
御（Li et al. Cell Stem Cell, 2017）など多彩な機能を有するのに対し、動物実験では高脂肪
食（HFD）単独では肝障害を引き起こさない。しかし脂肪肝を背景に、病理的小胞体ストレス
（Nakagawa et al. Cancer Cell, 2014）や腸管に由来する細菌性のエンドトキシン
（Lipopolysaccharide；LPS）の過剰反応（Imajo et al. Cell Metab, 2012）が亢進し、炎症や
線維化が惹起され、NASH の病態形成並びに肝がんへの進展に重要であると思われる。しかしそ
の分子機構について、特に脂質代謝リモデリングの直接的な影響（direct impact）に関する研
究が少ない。例えば、細胞膜ミクロドメインの一種である脂質ラフトは主に飽和脂肪酸を含むス
フィンゴ脂質とコレステロールから構成され、刺激に応じて集合状態を変化させ、その中に硬く
パッキングされた膜タンパク質を介してサイトカインなどのシングル伝達を調節し、造血幹細
胞の維持との関連が注目されている（Hermetet et al. Nat Commun, 2019）。 
 
２．研究の目的 
分子間接着因子トランスグルタミナーゼ（TG2） は、Gln-Lys 残基間に架橋結合を形成する酵素
ファミリーの代表的分子で、生体構造の安定化に寄与する一方、古くから、細胞の増殖・分化、
アポトーシスへの関与が示唆された (Lorand et al. Nat Rev Mol Cell Biol, 2003)。申請者
らは、アルコール性肝障害、細菌・真菌感染肝疾患、アルコール性脂肪性肝炎および NASH など
の肝疾患の病態形成過程では TG2 を介する転写因子 Sp1 の架橋不活性化によって肝細胞の生存
シグナルに大変重要な役割を持つ肝細胞増殖因子受容体 c-Met の発現が低下し、肝細胞が死に
至るという肝細胞死経路を見出した（Tatsukawa et al. Gastroenterology, 2009; Kuo et al. 
J Cell Physiol, 2012; Shrestha et al. Sci Rep, 2017; Qin et al. FEBS Open Bio, 2018）。
本申請は、TG2 活性化を指標として、肥満に伴う脂質代謝リモデリングによる制御される細胞シ
グナル経路の同定、及び脂肪肝においてエンドトキシン過剰反応への影響の解明と治療法の開
発を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）動物と細胞モデルの構築 
13 週間の高脂肪食飼育による肥満マウスを作製した。生後 2 日のマウスに、ストレプトゾトシ
ンを投与し糖尿病マウスを誘導し、4 週齢から高脂肪食で 5 週間もしくは 8 週間飼育し NASH 病
態マウスを作製した。正常食（chow）もしくは高脂肪食（HFD）を 4週間と 12 週間投与し、低濃
度 LPS（0.25 mg/kg）を腹部注射し、LPS 誘導性 NASH マウスモデルを構築した。高濃度 LPS（10 
mg/kg もしくは 30 mg/kg）を腹部注射し、敗血症関連肝障害モデルを構築した。LPS 投与前後の
異なる時期に、TG2 阻害剤シスタミン（CTM）を腹部注射により投与した。クロドロン酸内包リ
ポソーム投与によりマクロファージ排除マウスを作製した。肥満モデルと NASH モデルにおいて、
高脂肪食飼育の最後の 2 週間には、コーンオリゴペプチド（500mg/kg）を 1 日 1 回経口投与し
た。対照群として、生理食塩水を投与したマウスモデル、もしくは肥満を伴わない肝内に脂質が
蓄積される 30 時間絶食マウスモデルを作製した。ヒト肝がん細胞 JHH7、正常肝細胞 Hc とマウ
スマクロファージ細胞 Raw264.7 を用いて、LPS 応答性への影響において肝細胞とマクロファー
ジとの相互作用を評価した。 
 
（２）TG2 活性評価と生化学検査 
TG2 基質プローブであるビオチン化ペンチルアミン（5BAPA）を腹部注射したマウスの凍結肝組
織を回収し、TRITC 標識ストレプトアビジンを用いた免疫染色により TG2 の活性化を評価した。
Dihydroethidium（DHE）染色により肝の酸化ストレスを評価した。血中肝障害マーカーALT、AST
や LDH により肝障害を評価した。 
 
(３）マルチオミクス解析 
①リピドーム解析：新鮮凍結肝組織にメタノールを加えて組織を破砕し、クロロホルム、メタノ
ール、水等を用いた液－液分配法である Bligh＆Dyer 法により総脂質を抽出した。その総脂質画
分の一部をさらに陰イオン交換カラムにより酸性リン脂質画分を精製・回収した。抽出した脂質
画分は窒素ガスで乾固の後、メタノールに再溶解し、LC-ESI/MS/MS によるマルチリン脂質解析
を実施した。得られたピークから面積値を算出後、内部標準物質並びに組織重量で補正した。②
プロテオーム解析：全細胞 lysate もしくは超遠心により細胞質分画（上清）と細胞膜分画（ペ



レット）を抽出し、QExactive 質量分析装置を用いた nLC-MS/MS 解析によりタンパク質を網羅的
に定量した。③トランスクリプトーム解析：NovaSeq 6000 システムを用いた RNA-seq 解析によ
り遺伝子発現を網羅的に定量した。 
 
(４)バイオインフォマティクス解析 
IPA（Ingenuity Pathway Analysis）パスウェイ解析を用いた知識依存型解析と TAO-Gen アルゴ
リズムを用いたベイジアン解析を用いたデータ駆動型解析を実施し、脂質・タンパク質・遺伝子
間のシグナル伝達ネットワークを構築した。TCGA データベースを用いて特徴因子と HCC 予後と
の関連を調べた。 
 
４．研究成果 
（１）急性と慢性肝障害マウスにおいて TG2 活性の評価 
正常肝組織では、血管内皮細胞に
おいて TG2 の発現が観察された
が、顕著な TG2 の活性化は見られ
なかった。LPS が濃度依存的に
F4/80 陽性の肝マクロファージ細
胞において TG2 活性化を誘導する
ことが確認できた。クロドロン酸
内包リポソーム投与により肝組織
中のマクロファージを排除し、LPS
による TG2 活性化への抑制効果を
見出した。正常肝組織では、低濃
度 LPS 投与により肝障害と TG2 活
性化の誘導効果が見られず、12 週
間高脂肪食飼育したマウスの肝組
織では酸化ストレスと肝障害の増加とともに TG2 の活性化の増加が見られた(図 1)。8 週間高脂
肪食飼育した NASH マウスの肝組織でも、TG2 活性化の増加を見出した。それに対して、4週間高
脂肪食飼育したマウスの肝組織ではそれらの効果が見られなかった。 
 
（２）マルチオミクス解析を用いた脂肪性肝炎関連膜シグナルネットワークの構築 
低濃度 LPS 刺激高脂肪食マウスと NASH マウス
の肝組織を回収し、リピドーム・プロテオーム・
トランスクリプトームのマルチオミクス解析
により脂質・膜タンパク質・遺伝子発現を網羅
的に定量した。肝ホスファチジルエタノールア
ミン（Phosphatidylethanolamine; PE）の総量
は chow 飼育マウスでは低濃度 LPS に反応しな
いのに対し、低濃度 LPS 刺激高脂肪食マウス並
びに NASH マウスでは共通に増加した。肝 PE 関
連遺伝子と細胞膜に蓄積する肝 PE 関連タンパ
ク質を抽出し、IPA パスウェイ解析により
“Epithelial Adherens Junction Signaling”
シグナル経路は PE 関連シグナル経路として同
定し、PE-CFL1-LIMK1 との脂質・膜局在タンパ
ク質・遺伝子間のシグナル伝達ネットワークの
存在を見出した。JHH7 細胞と Raw264.7 細胞を
用いて、ホスファチジルエタノールアミン（PE）
処理による LPS 応答性への影響を検証した。
IL-6 遺伝子発現は PE の前処理により LPS 刺激に対する反応性が有意に増加した（図 2）。 
 
(３）TG2 阻害剤による敗血症性肝障害への抑制効果 
5BAPA を投与したマウスの凍結肝切片を用いて、LPS を刺激したマウスの肝組織において CTM 投
与による TG2 の活性化への抑制が確認できた。発症早期に CTM を腹部注射したマウスでは、LPS
による致死性敗血症への保護効果が見られたが、後期 CTM 投与ではその効果が見られなかった。
そこで異なる時点に回収した肝・腎・肺組織を用いて nLC-MS/MS プロテオーム解析を行い、早期
CTM 投与により肝・腎組織での過剰免疫反応、特に IFN-γシグナルの活性化が強く抑制された
（図 3）。RNA-seq 解析を用いて、クロドロン酸内包リポソーム投与によりマクロファージ排除し
たマウスと CTM 投与マウスにおいて、LPS 刺激による肝組織中の遺伝子発現変化を比較し、LPS
刺激に対する同様な炎症抑制効果を示した。CTM による敗血症への保護効果はステージ・臓器依
存であり、TG2 は特定の組織環境において異なる機能を持つことが示唆された。さらに、Raw264.7
細胞において LPS 処理により TG2 の架橋酵素活性と遺伝子・タンパク質発現が有意に増加した。
また、LPS で刺激したマクロファージの培地から得られた上清を用いて、条件培地（CM）を作成

図 1 脂肪肝において低濃度 LPS 刺激に対する TG2 活性化の亢進。（A）

5BAPA の染色；（B）5BAPA の定量 

図 2 ホスファチジルエタノールアミン（PE）による LPS

刺激に対する過剰反応（A）肝 PE総量；（B）Raw264.7 細胞

の Il6 遺伝子発現の定量 



した。この CM は正常肝細
胞HcのIL-6遺伝子を強く
誘導したが、CTM 添加によ
り有意に抑制された。これ
らの結果から、TG2 は LPS-
TLRシグナルカスケードだ
けでなく、LPS 刺激による
分泌されるサイトカイン
やその下流受容体シグナ
ルカスケード、そして炎症
微小環境においてマクロ
ファージと肝細胞との細
胞間相互作用にも関与し
ていることが示唆された。 
 
(４) コーンオリゴペプチドによる肥満と NASH への抑制効果 
これまでに培養細胞系を用いた研究で活性酸素産生能が高い病原性カンジダ菌やアラキドン酸
による TG2 活性化を介した肝細胞死の誘導に対する抑制効果を有するコーンオリゴペプチドを
用いて、肥満や NASH の病態進展への影響を評価した。対照群に比べ、コーンオリゴペプチドの
経口投与による肥満マウスの体重の減少、肝臓への脂質蓄積と酸化の改善、炎症・細胞障害の抑
制などの肝保護作用を見出した。NASH 病態 STAM マウスにおいて、コーンオリゴペプチドは NASH
マウスの体重増加、肝組織中炎症関連分子 Mcp1 の遺伝子発現や肝線維化の指標となる肝星細胞
の活性化やコラーゲンの
産生を強く抑制した。さら
に、プロテオーム解析を用
いて、コーンオリゴペプチ
ドの分子標的としてサー
チュイン（Sirtuin）シグ
ナル経路を同定した。特
に、コーンオリゴペプチド
は、ミトコンドリア Sirt
３/5 の遺伝子発現を選択
的に抑制することを明ら
かにした。 

図 3 TG2 阻害剤 CTM による敗血症性肝障害への抑制（A）敗血症による死亡率の低

減；（B）プロテオーム解析によるタンパク質発現プロファイリング 

図 4 コーンオリゴペプチドによる肥満と NASH への抑制（A）肝組織中炎症マーカ

ーMcp1 遺伝子の発現量；（B）肝線維化マーカーⅠ型コラーゲンの染色像 
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