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緒　言

　非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）は飲酒歴がないにもかかわらず脂肪肝と慢性の炎症が進展し、最終的には肝が
んを発症する疾患である１）。この病態には高カロリー食などによる脂肪肝に伴う血中の遊離脂肪酸や TNFα などの
炎症性サイトカインの増加、また酸化ストレスの増大に伴う肝細胞死の亢進が根底にあると考えられる。慢性に持続す
る肝障害にもかかわらず、酸化ストレスなどにより成熟肝細胞の増殖が抑制された結果、hepatic progenitor cells

（HPCs）の代償的な増加やそれに伴う偽胆管形成が認められ、これらの変化が肝臓の線維化や肝がんへの進展と相関
することが報告されている。HPCs の増殖に関与する因子としては TWEAK、Wnt、FGF などのサイトカインが考え
られている。しかし NASH 時に誘導される細胞死がアポトーシスだけなのか、あるいは細胞死に伴いどのような因子
が放出され、これらの病態が形成されるかについては不明な点が多い。近い将来 B 型や C 型肝炎ウイルスなどによる
肝炎や肝硬変が克服されると考えられることから、NASH の病態の解明とその治療法の開発は今後の医療分野におけ
る緊急の課題の一つと言える。
　我々はこれまでにアセトアミノフェンによる肝障害モデルを用いて、死細胞から放出された IL-11 が周囲の肝細胞に
作用し、組織修復に関与していることを初めて明らかにした２）。また一方で我々は肝細胞特異的な cellular FLICE-
inhibitory protein（cFLIP）欠損マウスを樹立し、cFLIP 欠損肝細胞では TNFα、FasL、TRAIL などのデスリガンド
に対するアポトーシス感受性が亢進していることを報告した３,４）。cFLIP は外因性アポトーシス実行に必須の因子で
あるカスパーゼ 8 に類似した構造を持っているが、プロテアーゼ活性を喪失していることから、カスパーゼ 8 に会合し
てアポトーシスをブロックすると考えられている５）。そこで本研究では肝細胞で細胞死の亢進している肝細胞特異的
cFLIP 欠損マウスに NASH に類似した病態を誘導し、肝死細胞の増加に伴い HPCs の増加や線維化および腫瘍形成が
誘導されるかを検討する。次にマイクロアレイやメタボローム解析を用いて、死細胞から、あるいは死細胞由来因子に
応答して周辺細胞から放出される新たな HPCs 増殖因子の同定を目指す。最後に NASH の進展を予測できるような新
たな血清バイオマーカーの同定を目指す。

方法および結果

　まず肝細胞特異的 cFLIP 欠損肝細胞では TNFα に対するアポトーシス感受性が亢進していることを確認した（図
1）。
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図 1． cFLIP 欠損マウスでは少量の TNFα 投与により一過性の肝障害が誘導される。
（A）コントロールマウスおよび cFLIP 欠損マウスに TNFα（15μg/kg）を静脈投与し、６時間および 24 時間
後に採血して血中 ALT（IU/L）および IL-6（pg/ml）を測定した。図は平均±SEM（マウスは各群 5 匹）。検
定は unpaired Student's t test. **P < 0.01、***P < 0.001; ns: 有意差なし。（B）TNFα 投与後 6 時間、24 時間後
のコントロールマウスおよび cFLIP 欠損マウスの肝臓の HE 染色像（マウスは各群５匹）。白矢印頭はアポトー
シス細胞。Scale bar: 100μm.（C）TNFα 投与後 6 時間、24 時間後のコントロールマウスおよび cFLIP 欠損マ
ウスの肝臓の活性化型カスパーゼ 3 抗体による免疫染色像（マウスは各群 5 匹）。Scale bar: 100μm.

　次に肝細胞特異的 cFLIP 欠損マウスにコリン欠乏食 + エチオニン水（CDE 食）を投与し NASH モデルを作製した。
肝細胞特異的 cFLIP 欠損マウスに CDE 食を短期間（48 時間）投与したところ、野生型マウスに比較して肝障害が増
悪し、その傾向は３〜４週間後においても認められた（図 2A）。また一部の cFLIP 欠損マウスは CDE 投与中に死亡す
ることが明らかとなった（図 2B）。４週間後に解剖したところ cFLIP 欠損マウスの肝臓には直径 5 mm 大の白色の結
節が出現しており、再生結節あるいは前がん状態にあると考えられた（図 2C）。組織学的な検討では、HE 染色では肝
細胞より小型の HPCs と考えられる細胞が cFLIP 欠損マウスの肝臓では著明に増加していた（図 2D）。肝臓内の線維
化をアザン染色により評価したところ、肝細胞特異的 cFLIP 欠損マウスの肝臓で線維化の亢進が認められた（図 2E）。
さらに胆管上皮細胞や HPCs のマーカーである Keratin 19（CK19）陽性細胞が著明に増加していた（図 2F）。以上の
ことから肝細胞死の亢進した cFLIPs 欠損では、CDE 投与による肝細胞死の促進に伴い HPCs の著明な増加が認めら
れ、新たな HPCs 増殖因子を同定する上で適切なモデルと考えられた。
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図 2． CDE 投与により cFLIP 欠損マウスの肝臓では HPC の著明な増加が誘導される
（A）コントロールマウスおよび cFLIP 欠損マウスに CDE 食を投与し、48 時間後、４週間後に採血し、ALT 値
を測定。図は平均±SEM（マウスは各群５-８匹）。検定は unpaired Student's t test. *P < 0.05、**P < 0.01. （B）
コントロールマウスおよび cFLIP 欠損マウスに CDE 食を投与した後の生存曲線。検定は Log-rank test. P <
0.01.（C）CDE 食 4 週間投与後の肝臓の肉眼所見。黒四角は肝臓の結節。（D）CDE 食 4 週間投与後の肝臓の
HE 染色像（マウスは各群 6-8 匹）。赤矢印頭は HPC を示す。Scale bar: 100μm.（E）CDE 食 4 週間投与後の肝
臓の Azan 染色像（青が線維化）（マウスは各群 3 匹）。Scale bar: 100μm.（F）CDE 食 4 週間投与後の肝臓凍
結切片の CK19 による免疫染色像（赤）（マウスは各群 3 匹）。Scale bar: 100μm.

　そこで次に CDE 食投与後４週間の肝細胞から RNA を抽出し、肝再生に関与すると考えられるサイトカインをマイ
クロアレイ法を用いて解析し、その中の幾つかの遺伝子については qPCR により発現を確認した（図 3A）。HPCs が著
明に増加していた cFLIP 欠損マウスの肝臓では、これまで HPCs を増殖させる因子として報告されている Fgf7 の上昇
が認められ６）、我々のモデルおよび解析の妥当性が示された。しかし、Oncostatin M（Osm）、Tgfb1、Fgf1 などの遺
伝子の発現に両群で差は認められなかった。そこで発現上昇の見られた遺伝子と HPC の増殖との因果関係を明らか
にするために、Hydrodynamic tail vein injection （HTVi）法７）により目的遺伝子を強制的に肝細胞で発現させること
にした。まず cFLIP 欠損マウス肝臓で優位に発現上昇の見られた Gene a および c、また約半数の cFLIP 欠損マウスで
は発現の亢進していた b、陰性コントロールとして d の４遺伝子をそれぞれ Albumin プロモーター下に組み込んだ発
現ベクターを構築し、HTVi 法により野生型マウス肝臓で候補遺伝子を発現させた。３週間後に肝臓を CK19 で免疫染
色し HPCs の増殖が誘導されるかを検討した。その結果 4 種類の遺伝子のうちの二種類の遺伝子 a と b は図 3B のよ
うに HPCs を増加させていることが明らかとなった。
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図 3． CDE 投与 4 週間後のコントロールマウスおよび cFLIP 欠損マウスの肝臓における遺伝子発現解析
（A）コントロールマウスおよび cFLIP 欠損マウスに CDE 食を投与し、４週間後に肝臓を摘出し、RNA を抽出
して qPCR を施行。図は平均±SEM（マウスは各群 5-8 匹）。検定は unpaired Student's t test. *P < 0.05、**P <
0.01、ns、有意差なし。（B）野生型マウスに HTVi 法によりそれぞれの遺伝子の発現ベクターを静脈投与し、３
週間後に肝臓を摘出し、凍結切片を抗 CK19 抗体により免疫染色（green）。 白矢印頭は HPCs を示す。Scale
bar; 100μm.

　最後に CDE の予後を予測できるようなバイオマーカーを検索するために、CDE 食投与のマウス血清を用いてメタボ
ローム解析を行い（理化学研究所　環境資源科学開発センターの及川彰博士と共同研究）、HPCs の増加と相関するよ
うなバイオマーカーを検討した。図 4 に示すように代謝産物 X、Y、Z は CDE 投与後 48 時間後には cFLIP 欠損マウ
ス由来の血清で有意に上昇していたが、４週間後には X と Y の二種類の代謝産物の上昇は維持されていた。

図 4． CDE 投与 48 時間後および 4 週間後のメタボローム解析
コントロールマウスおよび cFLIP 欠損マウスより血清を採取し、各種代謝代謝産物（W、X、Y、Z）の解析を
CE-TOF MS を用いて行った。図は平均±SEM（マウスは各群 5-8 匹）。検定は unpaired Student's t test. *P <
0.05、**P < 0.01、ns、有意差なし。
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考　察

　肝臓特異的な cFLIP 欠損マウスに CDE を投与すると細胞死の亢進と相まって HPCs の顕著な増殖が誘導されるこ
とが明らかとなった。さらに遺伝子発現解析の結果および HTVi 法を用いた実験から、少なくとも遺伝子 a 及び b の
二つはおそらく細胞死に伴い発現が上昇し、肝臓で過剰発現させることで HPC の増加を誘導できることが判明した。
今後 HPCs を肝臓から分離し、遺伝子 a や b の産物と共培養することですることで、HPCs の増殖が誘導されるかを検
討する予定である。また細胞死に伴いどのようなシグナルが遺伝子 a や b の発現に関与するのか、肝臓に存在するど
のような細胞が産生するのかについても検討する予定である。このような解析を通じて NASH の発病や NASH から
肝臓癌への進展のさらなるメカニズムの解明が可能になると考えられる。また同定したバイオマーカーについては患
者血清中でもマウスと同様に同じメタボライトが上昇しており、予後のマーカーになるかを検討する予定である。
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