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研究成果の概要（和文）：肝線維化を伴うMASHの治療薬開発は喫緊の課題であるが、現状、特異的治療薬の開発
は進んでいない。その一因として、動物実験による肝線維化治療薬のスクリーニングに利用可能なMASHの簡易的
な判定方法がないことが挙げられる。本研究では、呼気中VOCsの分析による簡易的なMASH進行非侵襲判定法の構
築に成功した。呼気分析によるMASH判定法が確立できたことから、非侵襲的で経時的に評価が可能な治療薬スク
リーニング法の開発への応用が期待できる。さらに、肝線維化やMASHに特徴的なVOCsが同定できたことから、
MASH 発症に至るリスク因子やMASH 治療薬の新たなターゲット分子の提案への発展も期待できる。

研究成果の概要（英文）：We aimed to establish a simple non-invasive method for assessing the 
development of MASH through expired gas analysis and identifying volatile organic compounds (VOCs) 
characteristic of MASH. Using three different mouse models of liver disease with different 
development mechanisms, we selected discriminatory features from breath prints obtained before and 
after disease onset and successfully constructed a discriminatory method with high accuracy using 
machine learning algorithms. We also analyzed the components of VOCs in expired gas using gas 
chromatography-mass spectrometry and identified 15 compounds that significantly contribute to the 
discrimination of liver fibrosis. In the future, accumulating more data will lead to the 
establishment of a new screening method for MASH therapeutic drugs and the proposal of therapeutic 
target molecules.

研究分野：薬理学

キーワード： MASH　肝線維化　揮発性有機化合物　非侵襲的診断　治療薬スクリーニング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝線維化を伴うMASHの治療薬開発は喫緊の課題であるが、現状、特異的治療薬の開発は進んでいない。その一因
として、動物実験による肝線維化治療薬のスクリーニングに利用可能なMASHの簡易的な判定方法がないことが挙
げられる。本研究では、呼気中VOCsの分析による簡易的なMASH進行非侵襲判定法の構築に成功した。呼気分析に
よるMASH判定法が確立できたことから、非侵襲的で経時的に評価が可能な治療薬スクリーニング法の開発への応
用が期待できる。さらに、肝線維化やMASHに特徴的なVOCsが同定できたことから、MASH 発症に至るリスク因子
やMASH 治療薬の新たなターゲット分子の提案への発展も期待できる。

※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 

肥満人口の増加を背景に、健康診断受診者の約３割が代謝機能障害関連脂肪肝

（metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease, MASLD; NAFLDより改称）と診

断されている。さらに、MASLD から肝線維化を伴う代謝機能障害関連脂肪肝炎

（metabolic dysfunction-associated steatohepatitis, MASH; NASHより改称）を発症すると、

生存率は大幅に低下する。MASHおよび肝線維化治療薬の開発は喫緊の課題であるが、

現状、特異的な治療薬はない。その一因として、動物実験に利用可能な MASH および

肝線維化の簡易的な判定方法がないことが挙げられる。 

申請者らはこれまで、MASH および肝線維化治療薬の開発に繋がる基盤的知見を得

ることを目的として研究を行ってきた。その中で、MASHおよび肝線維化モデルマウス

を用いた検討には問題点があることに気づいた。まず、必要不可欠であるモデル動物の

作製には、多くの費用と時間が必要なことである。また、肝線維化の進行度や回復を正

確に判断するには、現状では、肝臓を摘出し組織像を確認する以外方法がなく、生体試

料を用いるため同一個体での経時的な観察が困難なことも支障となる。 

ヒトにおいても、肝線維化の確定診断は、侵襲的な肝生検による組織像で行われてい

る。精度が高いとされる肝生検においても、観察部位の組織量が肝全体の 1/50,000 に

過ぎないことや、肝線維化の進展は肝臓全体に一様に進行するのではなく部位によって

異なることから、線維化のステージとの一致率は 80%程度と言われており、必ずしも正

しい診断が行えるとは限らない。検査による合併症も危惧されており、死亡例も報告さ

れている。一方、血清 AST/ALT 値測定による診断は、最も初期に開発された検査法で

あり、肝線維化の診断にも有用であると報告されたが、その後の多くの検討において感

度が 50％程度と低いことが判明し、臨床的な有用性は低い。その後、様々な血清マーカ

ーが発見され、複合的に検査をすることで感度を上げている。しかし、検査による合併

症も報告されている。非侵襲的な検査法としては、超音波、CT、MR elastography 検査

がある。これらの方法により、肝線維化の診断は、ある程度可能であるが、前硬変期の

肝線維化（F1～F3）の診断は困難とされている。また、これらの検査には高額な精密機

械や専任の技師を必要とし、検査費用も高いなど、問題点も多い。 

以上の問題点を解決できるひとつの可能性として、我々は呼気分析に着目した。肝臓

は代謝・解毒を担う重要な臓器であり、呼気に含まれる揮発性有機化合物（VOCs）は

肝代謝機能に影響される。そこで、肝線維化の進行や肝細胞の傷害は、ブレス・プリン

トに大きく影響するのではと考えた。マウスを用いて検討を行ったところ、肝線維化モ

デルマウスと正常マウスのブレス・プリントに明確な違いがあるという予備データを得

ることができた。そこで、ブレス・プリントを用いた呼気分析は肝線維化治療薬開発の

非臨床試験におけるスクリーニングとして利用可能ではないかと考え、本研究の着想に

至った。 

 

２．研究の目的 

本研究では、呼気分析による簡易的な MASH および肝線維化進行非侵襲判定法の確

立を目指すとともに、MASH および肝線維化治療薬スクリーニングへの応用について



検証する。さらに、MASH および肝線維化に特徴的な VOCs を同定し、MASH および

肝線維化発症に至るリスク因子や MASH および肝線維化治療薬のターゲット分子の提

案に繋げる。 

 

３．研究の方法 

MASH モデルを含む発生機序の異なる 3 種類の肝線維化モデルマウスを作製し、教

師データの取得を行った。その後、可搬型 AI搭載ガスクロマトグラフ（Aino-Pro、東海

電子）を用いたディープラーニングによる判別モデルの構築を試みたが、教師データ数

の不足より、判別正解率は 50%程度と非常に低い値となった。そこで、得られた呼気中

VOCsを基に特徴量を抽出後、判別に最適な特徴量を選択し、15種類の機械学習アルゴ

リズムを用いて判別モデルの構築を試みた。さらに、呼気に含まれる VOCsの成分を測

定し、ガスクロマトグラフ質量分析計を用いてその成分を同定した。さらに、構築した

判別モデルを適用し、肝線維化およびMASH判別への貢献の大きい VOCs を抽出した。 

 

４．研究成果 

肝線維化の識別を行うために、正常マウス由来の呼気成分と、発生機序および進行度

の異なる肝線維化モデルマウス由来の呼気成分を教師データとし、学習させる必要があ

る。薬物や摂餌による影響を除外するため、図１に示す発生機序の異なる複数の肝線維

化モデルマウスを用いた。学習させる教師データの肝線維化の進行度は、既に得られて

いる肝線維化の進行度と相関する組織像や生体試料の解析データを用いて判断した。 

 

 

 

正常マウス（F0）および肝線維化モデルマウス（F2）より回収した呼気サンプルを用

いて、ガスクロマトグラフ質量分析計により呼気中 VOCsの定性および定量的な解析を

行なった。得られた呼気中 VOCsを基に特徴量を抽出後、判別に最適な特徴量を選択し、

15 種類の機械学習アルゴリズムを用いて判別モデルの構築を試みた。その結果、感度



88.7%±2.6%、特異度 97.6%±1.3%、正解率 93.6%±0.9%の肝線維化判別機械学習モデ

ル Aを構築することができた（図２）。さらに、モデル Aを用いて、その判別において

寄与の大きい 15種類の特徴量（呼気中因子）を見出した（表１）。 

 

 
 

表１．肝線維化判別に有効な特徴量とその寄与率 
肝線維化判別に有効な特徴量 寄与率 

Methane, nitro- 0.196497 

Octane 0.175487 

Carbonic acid, ethyl-, methyl ester 0.161841 

2-Propenenitrile 0.126258 

Isobutyraldehyde 0.066857 

Cholesterol?   0.037854 

Octadecane, 3-ethyl-5-(2-ethylbutyl)- 0.034914 

Ethane, 1,1,2-trichloro-1,2,2-trifluoro- 0.033389 

Nonanal  0.033130 

Methane, oxybis[dichloro- 0.030336 

Acetaldehyde 0.028897 

Ethylbenzene 0.025425 

Toluene 0.021569 

Acetonitrile 0.017162 

1-Hexanol, 2-ethyl- 0.006381 

Phenethylamine, 3-benzyloxy-2-fluoro-πhydroxy- 0.004000 

 

本研究で目指した呼気診断法は非侵襲的であることから、肝線維化治療法開発の非臨

床研究において困難とされる同一個体での経時的な観察が可能となり、研究開発に関わ

る費用と時間の大幅な削減に繋がることが期待される。また、ヒトへの応用も考えられ

るが、他の競合する非侵襲的な肝線維化診断法と比較し、専門の技師を必要とせず、低

コストであることなど、保健所などの公共の施設や薬局においても消費者自身で肝線維

化の早期発見が可能となり、健康増進に繋がることが期待される。 
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