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研究成果の概要（和文）：近年、脂肪肝を素地とする肥満誘導性肝がんは著しい増加傾向にあり、その発症・進
展の予防法・治療法の開発は喫緊の課題である。本研究では、肥満誘導性肝がんの発症に関連するSASP因子につ
いて解析した結果、サイトカインIL-33が、肝がん腫瘍部内の肝星細胞で特に高発現しているSASP因子であるこ
とを見出した。さらにSASP因子の細胞外放出機構として、SASP因子のIL-33はパイロトーシス実行因子ガスダー
ミンDが細胞膜上に形成する小孔を通じて細胞外へと放出され、その後、受容体であるST2を発現するTregを介し
て抗腫瘍免疫を抑制するという一連の機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In recent years, the number of patients with obesity-induced hepatocellular 
carcinoma (HCC) based on fatty liver has been increasing steadily, and the development of preventive
 and treatment methods is urgently needed. In this study, as a result of analyzing the SASP factors 
related to the development of obesity-induced liver cancer, we found that the cytokine IL-33 is a 
SASP factor that is particularly highly expressed in hepatic stellate cells (HSCs) in the 
obesity-induced liver tumor. Furthermore, as a mechanism for the extracellular release of SASP 
factors, the SASP factor IL-33 is released outside the HSCs through pores formed on the cell 
membrane by the pyroptosis-executing factor gasdermin D. The released IL-33 promoted HCC development
 through activating ST2-positive Treg cells. Our findings could lead to new insights for 
understanding obesity-induced HCC progression.

研究分野：腫瘍生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　肝がんは、5年生存率が35.8％程度(がん腫別統計2021）と低い。そのため、肝がんの原因遺伝子を探るための
ゲノム解析が、世界的に進められているが、発症に結び付く特定の原因遺伝子変異は見つかっていない。その中
で、これまで肝がんの半数以上を占めてきたウイルス性肝がんは有効な抗ウイルス薬の開発により減少傾向とな
っている。一方で、脂肪肝を背景とする肥満誘導性肝がんは著しい増加傾向にあり、その予防法・治療法の開発
は喫緊の課題となっている。そのため、肝がん微小環境に着目した本研究の成果は、肥満誘導性肝がんの治療法
開発に繋がる有用な成果であると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
疫学研究の結果、肥満は肝がんのリスクファクターとなることが示されており、実際に、脂肪
性肝炎を背景とする肥満誘導性肝がんは年々増加している。そのため、肥満が肝がん発症を促進
するメカニズムの解明や、治療における適切な分子標的の同定は重要な課題となっている。そこ
で、所属研究室では、これまでに肥満誘導性肝がんマウスモデル系を確立し、発症メカニズムの
一端を見出している。その中で、肥満時に増加する腸内細菌代謝産物デオキシコール酸
(deoxycholic acid, DCA)が腸肝循環によって肝臓に達し、間質に存在する肝星細胞の細胞老化
を誘導すること、さらにこの細胞老化を起こした肝星細胞が SASP(senescence-associated 
secretory phenotype)因子と呼ばれる様々な炎症性サイトカイン、プロテアーゼ、増殖因子
等、多数の因子を同時に産生し、肝がん促進的な微小環境を形成することを明らかにした
（Yoshimoto et al. Nature 2013）。しかし、この多種多様な SASP 因子が肝星細胞内においてど
の様なメカニズムで同時に発現誘導がなされるか、また多種多様な SASP 因子の中でも、どの因
子が肝がん進行の鍵となるのか、明らかにされていない。そのため SASP 因子は、肝がん発症に
重要な要素でありながらも、治療標的として検証を進めるのは困難となっている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、肥満誘導性肝がんの発症において重要な SASP 因子の発現制御機構並びに肝がん
進展において特に重要となる SASP 因子を明らかにする。また SASP は、分泌現象と呼ばれながら
も SASP 因子の細胞外放出機構はこれまで明らかとなっていなかった。そこで、本研究では、SASP
因子の産生から分泌に至る制御機構を明らかにし、肝がんの発症機構の解明及び治療標的の探
索に発展させることを目指す。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、肝がん微小環境内の細胞老化を起こした肝星細胞における SASP 因子の発現制御
および細胞外放出機構について解析を行うため、脂肪が蓄積した肝がん組織から高純度の肝星
細胞を単離する必要が考えられた。そこで、まず我々は独自に細胞単離法の検討を行い、6℃の
低温条件下で酵素処理法を行うことで、高純度かつ生存率の高い細胞を取得する細胞単離法の
確立(Cheng, et al. Cell Mol Gastroenterol Hepatol 2022)し、これにより得られた肝星細胞
を用いて解析を実施していった。また in vivo 系においてはこれまで、所属研究室内で独自に開
発された高脂肪食給餌による肥満誘導性肝がんマウスモデル系を用い、SASP 因子の発現および
腫瘍形成について評価を行なった。 
 
４．研究成果 
1) 肝星細胞内では SASP mRNA が安定化する。 
 肝がん腫瘍部および正常肝臓組織から単離した肝星細
胞に対して、リアルタイム PCRにより SASP mRNAの
発現解析を行ったところ、正常肝由来の肝星細胞に比べ、
腫瘍部由来の肝星細胞は SASP因子が高発現しているこ
とが確認された（図 1）。さらに転写阻害剤であるアクチ
ノマイシンで肝星細胞を処理したところ、腫瘍部由来の
肝星細胞では、Cxcl1等の SASP因子のmRNA半減
期が長くなっていることが認められ、腫瘍部由来の肝
星細胞では、SASP mRNAが安定化することで、発現
量が増加する可能性が示された。 
 
2) SASP 因子 IL-33 は肥満誘導性肝がんを進展させる。 
 肝がん進展に重要な SASP 因子を明らかにする
ため、まず肝がん組織におけるサイトカインの網
羅的な発現解析を行ったところ、IL-33 が非腫瘍
部と比べて腫瘍部で最も高く発現するサイトカ
インであることを見出した。また、IL-33 は腫瘍
部内の老化肝星細胞で高発現していることを確
認した。さらに、IL-33 ノックアウトマウスでは
肝腫瘍形成が抑制され、逆に野生型マウスに IL-
33 を投与すると肝腫瘍形成が促進することが確
認され、IL-33 が肝がん進展に重要な SASP 因子であ
ることが明らかとなった（図 2）。 
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図 1.通常食を給餌した正常肝(ND)および高
脂肪食を給餌した肝がん組織腫瘍部領域
(HFD)由来の肝星細胞内のSASP因子 mRNAを定
量 PCR により解析した。 

図 2.IL-33 ノックアウトマウス(Il33-/-)では野生
型（WT）に比べ肥満誘導性肝がんの腫瘍形成が
抑制される。A)腫瘍形成数、B)肝臓組織画像 



3) IL-33 は GSDMD-N を介して細胞外へ放出される。 
 次に IL-33 の細胞外放出機構について解析を
行った。IL-33 の細胞外放出機構については、こ
れまでアレルギーの分野で解析が行われてお
り、IL-33 は上皮細胞にユビキタスに発現し、感
染による細胞損傷時、ネクローシスによって細
胞外へと放出されるアラーミンとして知られて
いた(Faget et al. Immunology 2016)。しかし、
肝がん微小環境内の肝星細胞は SASP を持続したまま肝
臓内で生存し続けており、IL-33 がネクローシスによる
細胞死によって細胞外へ放出されるとは考えづらかっ
た。本研究では、肝がんモデルマウスは、腸管バリアが脆弱化し、肝臓内ではグラム陽性腸内細
菌の細胞壁成分であるリポタイコ酸（Lipoteichoic acid, 
LTA）が多く蓄積することを確認していた（図 3）。そこで、
単離直後のフレッシュな肝星細胞に対しリポタイコ酸添加
条件下で培養を行なった。その結果、IL-33 や IL-1βといっ
た SASP 因子の細胞外放出が確認された（図 4）。さらにこの
時、腫瘍部由来の肝星細胞内では、ガスダーミン Dというタ
ンパク質の切断型 N 末端（GSDMD-N）が形成されることが確
認された（図 4）。この GSDMD-N は、細胞膜上で小孔を形成す
ることが知られており、マクロファージなどの細胞では、こ
の小孔を通じてサイトカインが細胞外へ放出されることが
報告されていた(Evavold et al. Immunity 2018)。そこで、
ガスダーミン Dをノックダウンしたところ、IL-33 や IL-1β
の細胞外放出が抑制されることが確認された。さらに GSDMD-
N の阻害剤として報告されているジスルフィラム(Hu et al. 
Nature Immunology 2020)を添加することでも肝星細胞から
の SASP 因子の放出が抑制され、また肝がんモデルマウスに
ジスルフィラムを投与することで腫瘍形成が有意に抑制
されることが確認された。これらの結果から、SASP 因子
IL-33 や IL-1βは GSDMD-N を介して細胞外へと放出され、
肝がんを進展させることが明らかとなった。 
 
4) IL-33 は ST2 を介して Treg を活性化させる。 
細胞外へと放出された IL-33 による腫瘍形成促進機構を解明する上で、IL-33 の標的細胞を探
索するため、IL-33 の受容体である Suppression of Tumorigenicity 2（ST2）の発現細胞に着目
した。そこで、フローサイトメトリーを用いて ST2 の発現解析を行なったところ、肝がんモデル
マウスの肝臓内では、ST2 を高発現している Treg 細胞が増加していることが確認された。そこ
で、Treg 細胞で ST2 を特異的に欠失させたコンディショナルノックアウトマウスにおいて、肝
がん形成が有意に抑制されることを確認し、ST2 を発現する Treg 細胞に IL-33 が作用し、抗腫
瘍免疫を抑制することで肝がんを進展させることが明らかになった。 
 
以上の結果から、本研究により、肝がん進展に特に重要な SASP 因子として IL-33 が見出され、
また、これまで未解明であった SASP 因子の細胞外放出機構を明らかとなった(Yamagishi et al 
Science Immunology 2022)。今後、本研究に明らかとなった SASP 因子の発現制御機構および
GSDMD を含め SASP 因子の放出制御機構が、肝がんの新たな予防・治療法の開発につながること
が期待される。 
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図 4. 肝がん腫瘍部由来の肝星細胞を
LTA 添加条件下で培養したところ、IL-1
β、IL-33 の産生・放出及び切断型 N 末
GSDMD の形成が確認された。 
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肥満誘導性肝がん微小環境における腫瘍促進ネットワークの複合バイオインフォマティクス解析

Combined Bioinformatics on the Tumor Promoting Inter-cellular Network in Obesity-associated Liver Tumor Microenvironment

Regular exercise suppresses obesity associated liver cancer through activating Pgc-1α-Kynurenine degrading pathway
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