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研究成果の概要（和文）：本研究では、肝細胞特異的に時計遺伝子BMAL1が欠損した(HKO)マウスを用いて、体内
時計システムの変調によるNASH発症に伴う線維化の増悪化機構を解析した。NASH誘導食を給餌したControlマウ
スでは、肝障害、炎症及び線維化が明期に高く、暗期に低くなる日内変動を示したが、HKOマウスにおいて日内
変動は見られなかった。また、NASH線維化の日内変動にはTGFβ１のタンパク質発現量の変動の関与が示唆され
た。さらにHKOマウスはNASH誘発性の肝がんへの進行が増悪化した。したがって、NASHの発症及び増悪化にBMAL1
を介した体内時計の関与が示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the development of NASH and exacerbation of 
fibrosis by using hepatocyte-specific deletion of the clock gene BMAL1 (HKO) mice. The diurnal 
variation in liver injury, inflammation, and fibrosis were higher during light hours and lower 
during dark hours in Control mice fed a NASH-inducing diet. However, those diurnal variation were 
not observed in HKO　mice. Moreover, the diurnal variation in NASH fibrosis was implicated in TGFβ1
 protein expression. Furthermore, HKO mice showed exacerbated progression to NASH-induced 
hepatocarcinoma.　These results indicate molecular clock system mediated by BMAL1 is associated with
 the development of NASH and exacerbation of fibrosis.

研究分野： 生物系薬学

キーワード： NASH　線維化　体内時計
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研究成果の学術的意義や社会的意義
NASHは、肥満や2型糖尿病を背景に線維化を伴って発症し、肝硬変、肝がんへと進展する代謝性疾患であり、近
年、その有病率が増加している。線維化の進展は、NASHの予後と強い相関性を示すが、線維化の機序については
未知な部分が多い。近年、生活習慣の変化に伴う体内時計の変調が代謝性疾患発症リスクとして注視されてい
る。本研究成果は、体内時計の変調に起因した線維化の新たなメカニズムを示す知見である。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

近年、我が国では生活習慣病の罹患率の増加とともに、非アルコール性脂肪肝炎(NASH)患者
数が急増している。NASH は、肥満などの生活習慣病に伴う非アルコール性脂肪性肝疾患
(NAFLD)に、炎症、酸化ストレスなどの要因が加わることで線維化を伴って発症する。また、我
が国におけるウイルス性肝炎を合併しない肝がんの急速な増加の主因は NASH であると考えら
れている。NASH 患者の一部は肝線維化の進展により予後不良な肝硬変及び肝がんへと病態が
悪化する。しかしながら、NASH 発症に伴う線維化の詳細なメカニズムが解明されていないた
め、NASH に対する有効な治療薬が未だ確立されていない。 
疫学調査から、NAFLD、肝がんなどの NASH に関連した疾患の発症リスクとしてシフトワー

クなどの生活習慣が報告されている。シフトワークによる NASH 関連疾患の発症メカニズムは
明らかにされていないが、体内時計の変調がその主たる要因であると考えられている。事実、
NASH 発症マウスの肝臓では、体内時計システムの構成因子である時計遺伝子(Bmal1, Per1)の発
現の概日リズムが変調している。さらには肝細胞の体内時計が消失したマウスにおいて NASH
発症に伴う肝線維化が増悪化する。したがって、社会生活の 24 時間化が進行する我が国におい
て、体内時計の変調に起因した線維化の増悪化の理解は、NASH、さらにはその先にある肝がん
患者数の抑制に大きく寄与するものである。 

 
２．研究の目的 

体内時計システムは複数の時計遺伝子により構成され、中でも転写因子 Brain and Muscle Arnt 
like protein 1(BMAL1)が中心的な役割を果たしている。上述したように、NASH ならびにその関
連病態を示す患者数が増加していること、さらにその一因として体内時計の変調が示唆されて
いることから、本研究では、肝細胞特異的に BMAL1 が欠損した(HKO)マウスを用いて、体内時
計の変調による NASH 発症に伴う肝線維化の増悪化機構を解明する。 

 
３．研究の方法 

肝細胞特異的 BMAL1 欠損(HKO)マウスは、BMAL1flox/floxマウスにアルブミンプロモーター
の下流に Cre リコンビナーゼを組み込んだトランスジェニックマウスをかけ合わせて作製し、
BMAL1flox/floxマウスをコントロールマウスとして用いた。動物実験に関しては、日本大学薬学
部実験動物倫理規定に基づいて行った。マウスは１ケージあたり 4−5頭で飼育し、温度
23±1℃、相対湿度 50±10%、明暗周期(明期 8:00-20:00、暗期 20:00-8:00)の条件で飼育した。マ
ウスの飼育には通常食に固形 NMF(オリエンタル酵母株式会社)、NASH 誘導食に CDAHFD(コ
リン欠乏メチオニン添加高脂肪食、リサーチダイエット)を給餌した。NASH 誘発性肝がんモデ
ルマウスは、妊娠 15 日目の雌親マウスにジエチルニトロソアミン(DEN、富士フィルム和光純
薬株式会社)を投与し、4 週齢で仔マウスを離乳し、6 週齢から NASH 誘導食下で飼育し、肝が
んを誘発した。マウスの生存率については、カプラン・マイヤー曲線を作製し、統計解析を行
った。胆管結紮モデルによる肝線維化モデルについては、マウスを麻酔(三種混合麻酔薬(ドミ
トール(日本全薬工業株式会社)、ドミルカム(アステラス製薬株式会社)、ベトルファール(Meiji 
Seika ファルマ 株式会社))下で、総胆管を結紮(BDL)あるいは偽手術(Sham)を施して１週間飼育
した後、解析した。肝障害について血清 ALT 及び AST 値をトランスアミナーゼ CII-テストワ
コー(富士フィルム和光純薬株式会社)を用いて測定した。マウスの肝臓を 10%ホルマリン溶液
で固定した後、パラフィン切片を作製し、ヘマトキシリンエオジン(HE)染色により、病理組織
学的に解析した。また、肝臓における線維化についてはパラフィン切片を用いてピクロシリウ
ス染色によりコラーゲンを染色するとともに、コラーゲンの構成成分であるヒドロキシプロリ
ン含量の定量により解析した。肝臓トリグリセリド含量については、Carlson 法で肝臓より脂質
を抽出して測定した。さらに、酸化ストレスについては、脂質の過酸化の指標であるマロンジ
アルデヒド(MDA)を肝臓より抽出して常法により測定した。遺伝子発現量の解析は、肝臓より
RNAiso Plus(Takara)を用いて RNA を抽出し、逆転写酵素(Revertra Ace, TOYOBO)を用いて
cDNA を合成した後、SYBR Green PCR reagents(Promega) を用いて遺伝子発現量を測定した。   

                                                      
４．研究成果  

(1) NASH 線維化に対する体内時計の関与を明らかに
する目的で、まず初めに NASH 発症マウスの線維化
の概日リズムを肝臓切片のピクロシリウス染色、ヒ
ドロキシプロリン含量及び線維化関連遺伝子の発現
量より検討した。その結果、NASH 線維化は明期に高
く、暗期に低くなる日内変動を示した(図１)。 
  



そこで、肝線維化制御機構を明らかにするため、血液パラメーターについて解析したところ、
NASH 発症マウスでは ALT、AST 濃度(肝障害マーカー)ならびに血清フェリチン濃度においても
線維化と類似した日内変動が見られた。また、NASH 肝線維化の発症要因である炎症及び活性酸
素の日内変動について、炎症生サイトカイン発現量及び MDA 含量を解析したところ、線維化と
連動したリズム性が見られた。一方、肝臓トリグリセリド含量及び脂肪変性において日内変動は
認められなかった。またこれらの Control マウスにおいて見られた日内変動は、HKO マウスでは
認められなかった。これらの結果より肝細胞 BMAL1 は、炎症、活性酸素量の日内変動の制御を
介して NASH 肝線維化の概日リズムの制御に関与していることが示唆された。 
(2) NASH 線維化の概日リズムについて線維化促進因子である TGFβ シグナル活性を検討した。
NASH 発症マウスの肝臓において Tgfβ1 mRNA 発現量の日内変動は見られなかったが、TGFβ1
タンパク質発現量は、ZT(zeitgeber time)2, 6 に高くなることが示された。また、それに伴って
SMAD2/3 活性の増大が見られた。したがって、NASH 線維化の概日リズムは TGFβ/SMAD シグ
ナル活性と連動していることが示された。TGFβ1 タンパク質発現量に日内変動があったことか
ら、Tgfβ1 mRNA の翻訳あるいは分解が要因で概日リズムを示すことが示唆された。近年、TGFβ1
タンパク質発現に RNA 結合タンパクによる制御機構が存在することが報告されている。そこで、
TGFβ1タンパク質の安定化あるいは翻訳に関連する RNA 結合タンパク質を UV クロスリンキン
グ法によって探索した。その結果、Tgfβ1 mRNA の 5’非翻訳領域(UTR)+302 ~ +480 の配列に、明
期 ZT6 に多く結合し、暗期 ZT18 でその結合が弱まる mRNA 結合タンパク質が存在しているこ
と、そして、その RNA 結合タンパク質の分子量が 60Kda であることを見出した。 
(3) NASH 線維化は、予後不良な肝がんへと進展する。HKO マウスにおける NASH 線維化の進
展に伴う肝がんの発生について検討した。その結果、HKO マウスにおける NASH 肝がんに関連
した生存曲線はコントロールマウスに比較して寿命が有意に縮むことが示された。また、NASH
誘導食負荷 30 週目における HKO マウスの肝臓における腫瘍数の増加が観察された。 
(4)胆管結紮誘導性(BDL)の肝線維化の発症に対する体内時計の役割を検討するため、BDL マウ
スの肝臓における時計遺伝子発現量を測定した。その結果、Sham 群において見られた時計遺伝
子の発現量の概日リズムは、BDL 処理したマウスにおいて消失していた。そこで、肝臓の体内
時計が変調の肝線維化への影響を明らかにするため、HKO を用いて検討した。BDL 処理した
HKO マウスにおいてコラーゲンの蓄積の増加及び線維化関連遺伝子発現量 (Col1a1, 
Col3a1,SMA, Tgfβ1)の増加が認められた。また、BDL 処理した HKO マウスにおいて炎症、酸化
ストレス及び肝障害が増加していた。これらの結果より、肝線維化において BMAL1 は線維化の
抑制因子であることが示された。  
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