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研究成果の概要（和文）：RIG-I様受容体(RLRs)は主にRIG-IとMDA5から構成される細胞内核酸受容体であり、自
然免疫応答に関与する分子である。本研究ではNAFLD患者の肝生検組織とNASHモデルマウスを用いて、RLRsの発
現を解析した。MDA5は非NAFLDでは発現が認められなかったが、NAFLDでは主に肝内に浸潤するCD11b陽性マクロ
ファージに発現していた。NASHマウスではMDA5発現の増加は炎症性サイトカイン発現に先行して認められ、炎症
病態に関与している可能性が示唆された。また、マクロファージにおけるMDA5発現はLPSによって誘導されるた
め、腸内細菌抗原の流入が重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Retinoic acid-inducible gene-I (RIG-I)-like receptors (RLRs) are pattern 
recognition receptors for intracellular nucleic acids.  The RLRs, consist of RIG-I and melanoma 
differentiation-associated gene 5 (MDA5), are involved in innate immune responses. In the present 
study, we investigated the expression of RLRs in the liver of NAFLD patients and diet-induced NASH 
model mice. The results demonstrated that MDA5-positive cells was increased in the NAFLD patient. 
The cells expressed CD68 and CD11b, suggesting they were infiltrating macrophages. The mRNA level of
 MDA5 was increased prior to the enhanced expression of pro-inflammatory cytokines. Stimulation with
 lipopolysaccharide leaded to the increased expression of MDA5 in macrophages, suggesting that gut 
microbiota-derived antigen plays a critical role in the hepatic induction of MDA5.

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
NASHは世界的に患者数が増加している疾患であり、肝硬変、肝細胞癌の原因となるばかりでなく、脳心血管疾患
の発症にも関連するため重要な疾患である。本邦においては減量と糖尿病などの併存疾患に対する治療が中心で
あり、根本的治療法の開発のためには病態解明による新規治療標的の同定が不可欠である。本研究では、NASH病
態進展機序の一つに自然免疫応答のメカニズムが関与することに着目し、これまで報告がなかったRLRs分子の病
態への関与を明らかにした。とくにMDA5はサイトカインを高産生する活性化マクロファージに発現しており、
NASHの新規治療標的となる可能性が示唆された。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
世界的な肥満人口の増加により非アルコール性脂肪性肝疾患(NAFLD)患者数が増加している。

NAFLD は比較的予後良好な単純性脂肪肝(NAFL)と、肝硬変、肝細胞癌へと進展する非アルコ
ール性脂肪性肝炎（NASH）とに分類される。本邦における NASH治療は減量と糖尿病などの
併存疾患に対する治療が中心であり、炎症や線維化に対する確立された治療法は存在しない。根
本的な治療法開発のためには病態解明による新規治療標的の同定が不可欠である。 

NASH の病態の全容は解明されていないが、肝細胞障害の機序の一つとして自然免疫系の活
性化が重要視されている。NASH においては、腸管透過性が亢進し腸内細菌由来の
lipopolysaccharide (LPS)が経門脈的に肝内へ流入しやすい状態となっており、これが肝に局在
するマクロファージからの TNF-などの炎症性サイトカイン、活性酸素などの炎症メディエー
タを誘導する。さらに脂肪組織からのアディポカイン産生も増加しており、これらの機序により
肝細胞は過剰な炎症性サイトカインにさらされ、細胞障害が惹起される。NASH の炎症病態の
形成には Th1 型免疫応答の分子機序が関与するとされており、肥満に伴う肝内環境の変化が
STAT1シグナルを増強させている。 

Retinoic acid-inducible gene-I (RIG-I)-like receptors (RLRs)は RIG-I と Melanoma 
differentiation-associated gene 5 (MDA5)から構成される RNA helicaseであり、主に抗ウイル
ス応答に関連した機能が報告されている。我々は、RIG-I、MDA5がいずれも Interferon (IFN)-
stimulated genes (ISGs)であることに着目し、in vitroの系でこれらの分子が STAT1を介した
シグナルを増幅させる機能を有していることを報告してきた。過去の結果から、NASH のよう
なmetabolic inflammationにも RLRsが関与している可能性が示唆されたが、その関連性につ
いては全く解明されていなかった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は RLRs 分子の NAFLD の肝における発現とその意義を明らかにすることを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
 
①NAFLD症例と NASHモデルマウスにおける RLRs発現の検討 

NAFLD症例 11例とコントロール 8例の肝生検組織を用いて、MDA5の発現を確認した。コ
ントロールには次に、7週齢の C57BL/6J雄マウスを用いて検討を行った。コリン欠乏高脂肪食
(CDAHFD)で飼育することでNASHを誘導し、1、3、6週時点で解剖し肝臓を採取した。肝内
の RIG-IとMDA5の発現を蛍光免疫染色(IF)にて解析した。また、肝組織から RNAを抽出し、
定量 PCRを行い、RLRsの発現とともに TNF-、IL-6、CCL2などのサイトカイン、ケモカイ
ン発現を解析した。 
 
②マクロファージにおけるMDA5発現の検討 
マクロファージにおけるMDA5の発現誘導機序を確認するため、THP-1細胞とマウスから採
取した骨髄マクロファージ(BMDM)を準備した。THP-1 細胞は 10ng/mL の phorbol 12-
myristate 13-acetate (PMA)を添加し 48時間後に、PMAフリーの培地に交換しさらに 24時間
培養しマクロファージ様細胞に分化させて使用した。BMDMは C57BL/6J雌マウスの大腿骨か
ら回収した細胞を GM-CSF添加培地で 7日間培養し、マクロファージに分化させた。これらの
細胞を培養し、LPS、TNF-、パルミチン酸で刺激した。4時間後に細胞から RNAを抽出、ま
た 24時間後にタンパク質を回収し、それぞれ定量 PCRと western blottingにてMDA5の発現
を解析した。 
 
③MDA5 knockout (KO)マウスにおける NASH表現型解析 

MDA5KOマウスと野生型マウスを CDAHFDで飼育し、その表現型を比較検討した。採取し
た肝組織からRNAを抽出して定量PCRによるサイトカイン、ケモカイン発現を比較検討した。 
 
４．研究成果 
 
肝におけるMDA5発現は NAFLD症例 11 例中 8 例に認められた。一方、非 NAFLD症例で
は 8 例中 2 例に認められるのみであり、NAFLD で有意に高率であった(p<0.05)。MDA5 発現
細胞は非実質細胞であり、CD68、CD11bが共発現していたため、肝に遊走した単球由来マクロ
ファージではないかと考えられた（下図）。 



NASH モデルマウスを用
いた検討では、CDAHFD 開
始 1 週後より MDA5 陽性細
胞が肝内に浸潤しており、
MDA5 mRNA 発現が増加し
ていた。これは TNF-や IL-
6、IL-12p40 といった炎症性
サイトカインの発現増加に先
行していた。また、IF では
F4/80、CD11b との共発現が
認められたため、MDA5発現
細胞は単球由来マクロファー
ジと考えられた。一方、RIG-
I は通常飼料で飼育したコン
トロールのマウスにおいて
も、肝実質細胞内に発現が認
められた。NASHマウスにお
いては、肝実質細胞の発現に
加え、F4/80 陽性マクロファ
ージに発現が認められた。 

THP-1、BMDMいずれも LPS刺激により RLRsの発現が誘導された。TNF-刺激は THP-1
では RLRsを誘導したが BMDMでは誘導されなかった。また、パルミチン酸刺激はいずれの細
胞でもRLRsを誘導しなかった。上記結果から肝内のマクロファージにおけるRLRs発現には、
炎症性サイトカインや飽和脂肪酸ではなく、グラム陰性桿菌の菌体抗原による刺激が必要であ
ることが示唆された。 

MDA5KOマウスの NASH表現型は、組織学的には脂肪化、炎症細胞浸潤の程度ともに野生
型マウスと同程度であった。しかし、肝臓における
TNF-と CXCL10 の mRNA 発現は有意に低下して
いた（右図）。このことから NASHの病態において、
MDA5 はこれらのサイトカイン、ケモカイン発現を
増加させていることが示唆された。いずれの分子も
NASH の炎症促進因子であることが報告されている
ことから、MDA5も NASH病態を増悪させる可能性
がある。 
以上の結果から、NASH では肝内に遊走するマク
ロファージに RLRs、とくに MDA5 が高発現してお
り、これは肝内に流入する LPS抗原刺激が関与して
いる可能性が示唆された。さらにMDA5は一部の炎症性サイトカイン、ケモカイン発現に関連
しており、NASHの病態への関与が示唆された。 
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