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研究成果の概要（和文）：非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）の分子基盤としてマクロファージを中心とする慢性炎症
が重要である。本研究では細胞死に陥った肝細胞をマクロファージが取り囲んで処理をする病理学的構造（hepatic cr
own-like structure: hCLS）に注目し、新規NASHマウスモデルにおいてhCLS構成マクロファージが線維化促進因子を産
生し、炎症・線維化の起点となってNASHの病態形成に関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Chronic inflammation is one of the most characteristic features of non-alcoholic 
steatohepatitis (NASH), and macrophages play pivotal role in the process of inflammation. In this study, 
we focused on the pathophysiological role of "hepatic crown-like structure (hCLS)", where macrophages 
surround dead hepatocytes in the novel rodent model of human NASH using melanocortin 4 receptor deficient 
mice. Our data provide evidence that hCLS-constitiuing macrophages are the source of fibrogenic factors, 
and promote inflammation and fibrosis in the development of NASH.

研究分野：代謝学
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１．研究開始当初の背景 
 内臓脂肪型肥満を背景として発症するメ
タボリックシンドロームの基盤病態として
全身の慢性炎症が注目されている。非アルコ
ー ル 性 脂 肪 性 肝 炎 （ non-alcoholic 
steatohepatitis: NASH）はメタボリックシ
ンドロームの肝臓における表現型と言われ、
高率に肝硬変・肝細胞癌に進展する病態とし
て注目されている。NASHの発症機序として
「2 ヒット仮説」が提唱されており、肝臓の
異所性脂肪蓄積（1stヒット）に引き続き、ア
ディポサイトカイン、酸化ストレス、エンド
トキシンなどの炎症機転（2nd ヒット）が加
わることにより線維化を発症すると考えら
れている。NASHの肝臓において常在性・浸
潤性マクロファージが慢性炎症の中心とな
り、炎症性サイトカインや酸化ストレスの産
生を介して NASH の病態形成に深く関与す
ると考えられる。しかしながら、従来、肥満
の表現型を有する適切な動物モデルが存在
しないことが NASH 研究の大きな障壁とな
ってきた。 
 申請者らは、摂食調節に重要なメラノコル
チン 4 型受容体（Melanocortin 4 receptor: 
MC4R）を欠損するマウス（MC4R-KOマウ
ス）が、高脂肪食負荷により糖脂質代謝障害、
高レプチン血症などヒト肥満症患者と同様
の表現型に加え、脂肪肝から NASH 様肝病
変、肝細胞癌を発症することを明らかにした
（Am J Pathol. 179: 2455-2464）。さらに、
NASH を発症した MC4R-KO の肝臓とヒト
NASHにおいて、脂肪を蓄積し、細胞死に陥
った肝細胞をマクロファージが取り囲む像
が 多 数 認 め ら れ （ hepatic crown-like 
structure: hCLS）、hCLS数は肝線維化面積
と正の相関を示すことを見出した（PLoS 
One 8: e82163, 2013）。また、hCLS構成マ
クロファージは他の散在性マクロファージ
と異なり、CD11c陽性の活性化状態にあるこ
とを明らかにした。以上のように、NASH発
症・進展過程においてマクロファージの機
能・分布が局所的に変化し、hCLS が肝線維
化の起点となっている可能性が示唆される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、申請者らが独自に開発した新規
NASHモデルを用いて、機能的に不均一な細
胞集団であるマクロファージの中で、肝線維
化発症に重要なサブセットの同定と病態へ
の関与を明らかにする。以上より、肥満を背
景として単純性脂肪肝から肝繊維化にいた
る分子機構の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)骨髄移植実験 
hCLS を構成するマクロファージは CD11c
陽性であることから、CD11cプロモーター下
にジフテリア毒素受容体を発現するマウス
（CD11c-DTR）から骨髄移植実験を行った。
8週齢の雄性MC4R-KOに 7.5Gyの γ線を照

射し、10-15週齢の CD11c-DTRマウスから
調整した骨髄細胞を尾静脈より投与した。4
週間の回復期間をおき、骨髄が 90%以上置換
されていることを確認し、20週間の高脂肪食
負荷によって NASHを誘導した。 
 
(2)短期モデルの作成 
MC4R-KOマウスに高脂肪食を 4週間負荷し
て脂肪肝を誘導し、四塩化炭素 0.1ml/kg を
腹腔内に単回投与した。投与後 10 日まで経
時的にサンプリングした（図 1）。 
 

 
(3)ジフテリア毒素による CD11c 陽性細胞消
去 
慢性モデルにおける消去実験では、
CD11c-DTR の骨髄を移植し、長期間高脂肪
食 負 荷 に よ っ て NASH を 誘 導 し た
MC4R-KOマウスに対して、4ng/kgのジフテ
リア毒素を腹腔内に単回投与し、CD11c陽性
細胞を消去した。短期モデルでは四塩化炭素
投与 5 日後にジフテリア毒素 0.4ng/kg を投
与し、その 2日後に解析した（図 2）。 
 

 
(4)組織学的解析 
肝臓サンプルを 10%中性緩衝ホルマリンで
固定し、パラフィン切片を作成後、HE染色、
Sirius red染色、F4/80染色、TUNEL染色
を行った。線維化の程度は画像解析ソフト
Winroof（Mitani Co.）を用いて Sirius red
陽性面積を測定した。 hCLS 数および
TUNEL陽性細胞数は目視にてカウントし、
単位 mm2 当たりに換算した。凍結切片を用
いて F4/80およびCD11c免疫染色を行った。 
 
(5)遺伝子発現解析 
肝臓より抽出した RNAから cDNAを合成し、
real-time PCR 法により mRNA レベルを測



定した。内因性コントロールとして 36B4を
使用した。 
 
４．研究成果 
(1)長期間高脂肪食負荷モデル（慢性モデル）
における CD11c陽性細胞消去 
CD11c-DTRの骨髄を移植したMC4R-KOマ
ウスに 20週間の高脂肪食負荷により NASH
を誘導した。ジフテリア毒素投与 1日後には
hCLSを含む F4/80陽性細胞が消失し、5日
後にはほぼ回復した。CD11c染色ではジフテ
リア毒素投与 1日後には消失し、5日目から
10日目にかけて徐々に回復した。遺伝子発現
ではマクロファージの消失とともにTGFβや
PDGF-B といった線維化促進因子の発現が
低下し、hCLS がこれら因子の産生源となっ
ていることが示唆されたが、組織学的解析で
は線維化面積の改善は認められなかった。 
 
(2)短期モデルの確立 
従来の慢性モデルでは肝線維化発症までに
20週間かかることが技術的な障壁であり、短
期的な介入で線維化形成に対する影響を検
討するためには不十分であると考えられた。
そこで、より短期間に hCLS形成および肝線
維化を観察可能な短期モデルの作成を試み
た。具体的には、4 週間の高脂肪食負荷によ
って脂肪肝を発症した MC4R-KO マウスに
低用量の四塩化炭素を投与し、投与後 2, 4, 7, 
10日に解析を行った。投与後 2日に中心静脈
周辺に肝細胞風船様変性が観察され、4 日後
に TUNEL陽性細胞の増加が認められた。投
与後 7日には同領域に hCLSが出現し、慢性
モデルと同様に CD11c 陽性であることを確
認した。また、7日から 10日にかけて hCLS
週辺に線維化を認め、1 週間の経過で hCLS
形成から肝線維化を観察可能なモデルとあ
ると考えられた。 
 
(3)短期モデルにおける CD11c陽性細胞消去 
CD11c-DTRの骨髄を移植したMC4R-KOマ
ウスを用いて短期モデルを作成した。hCLS
が出現する時期（四塩化炭素投与 5日後）に
ジフテリア毒素を投与し、その 2日後に解析
した。F4/80 染色にて散在性マクロファージ
は残存していたが、hCLS は消失しており、
組織学的に線維化面積の抑制も確認された。 
 
 以上より、hCLS は細胞死に陥った肝細胞
と相互作用し、線維化促進因子の産生源とな
って NASH 発症に関与することが明らかと
なった。また、短期モデルは約 5週間という
期間で肝細胞障害から hCLS形成、肝線維化
という一連の過程を観察可能であり、短期モ
デルと慢性モデルを組み合わせることで、
NASH の病態解析が加速度的に進展するこ
とが期待される。 
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