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研究成果の概要（和文）： 近年、高脂肪食や運動習慣の欠如を背景として、脂肪肝炎（NASH）が急増している。本研
究の目的は、過栄養状態の肝臓において発現が亢進するSrc homology phosphatase 2 (Shp2)が肝臓の脂肪蓄積と炎症
の誘導・維持をいかに制御しているかを明らかにすることである。
 本研究によって、１）肝臓特異的Shp2欠損マウスは、特殊飼料による肝臓への脂肪蓄積と炎症を著明に抑制した。２
）Shp2阻害剤の投与は特殊飼料による脂肪肝炎を部分的にではあるが改善することが明らかとなった。従って、Shp2が
脂肪肝炎の新しい治療標的分子となりうる所見が得られたと考える。

研究成果の概要（英文）： Recently, non-alcoholic steatohepatitis has been rapidly increasing due to a 
high-fat diet and/or lack of exercise. Aim of this study is to investigate the role of Src homology 
phosphatase 2 (Shp2) in regulation of lipid metabolism and inflammation in the liver of mice model of 
NASH.
 This study revealed that liver-specific deficiency of Shp2 reduced lipid accumulation and inflammation 
in the liver of mice fed CDAA diet. I also found that Shp2 inhibitor partially improved CDAA diet-induced 
NASH. Taken together, Shp2 might be a novel molecular target of NASH.

研究分野： 肝臓学
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１．研究開始当初の背景 
 高脂肪食や運動不足によりもたらされる
過栄養や肥満は、肝臓における糖脂質代謝異
常と慢性炎症に密接に関連して、脂肪肝炎を
引き起こし、近年では、原因不明の肝硬変・
肝がんの主たる基盤病態であると考えられ
ている。肥満症や２型糖尿病の増加を背景に、
現在、日本人成人の約２割（約 2000 万人）
は脂肪肝であり、少なくともその１割（200
万人以上）は NASH（非アルコール性脂肪肝炎、
nonalcoholic steatohepatitis）であると推
定されている。 
なぜ脂肪化した肝臓から炎症が生じるの

か？という NASH の進展機構は未だ明らかで
なく、その分子標的は十分に同定されていな
い。これまでに NASH に対して、糖尿病治療
薬、高脂血症治療薬、抗酸化剤による治療が
試みられたものの、ヒト臨床試験において十
分な有効性と安全性は得られておらず、治療
標的分子の同定と薬物療法の確立が急務で
ある。 
申請者らはこれまでに、肥満、糖尿病等の

代謝疾患と脂肪肝に共通する基本病態とし
てインスリン抵抗性（インスリンシグナル伝
達の不全状態）があり、モデルラットの NASH
を 大 きく進 展 させる こ とを見 出 し た
（Gastroenterology 132:282-293, 2007）。
さらに、野生型マウスを高脂肪・高コレステ
ロール食で飼育し、食餌性 NASH モデルマウ
ス を 独 自 に 作 出 し た （ Hepatology 
46:1392-1403, 2007）。このモデルマウスで
は、肝臓に中性脂肪とコレステロールが過剰
に蓄積され、インスリン抵抗性と炎症性サイ
トカインの発現増強により、高度な炎症と線
維化をもたらす。本モデルは、既存のモデル
動物と異なり、１）特定の栄養素が欠乏した
食餌や遺伝子改変を必要としない、２）ヒト
NASH に類似した肝病理像と発現遺伝子プロ
ファイルを示す、３）１年間の長期飼育によ
り肝発がんを生じることから、過栄養を背景
とした、インスリン抵抗性を合併するヒトの
病態を反映した NASH モデルという特徴を有
する。 
本研究では、過栄養と炎症をつなぐ分子と

して、高脂肪食により肝臓でのタンパク質発
現が誘導されるタンパク質チロシンフォス
ファターゼ Src homology phosphatase 2
（Shp2）に焦点を当てた。Shp2 は、非受容体
型チロシン脱リン酸化酵素である。ショウジ
ョウバエから哺乳動物まで高度に保存され
ており、ヒト・マウスでは、全身の組織に普
遍的に発現している。Shp2 は、数多くのサイ
トカイン・ホルモン受容体、及び受容体のア
ダプター蛋白と複合体を形成し、下流へのシ
グナル伝達を調節している。実際に、Shp2 を
コードする遺伝子の活性化変異が、MAP キナ
ーゼ経路を過剰に活性化させ、先天性心疾患、
胸郭異常、精神遅滞等を呈するヌーナン症候
群の原因となることが報告されている
（Tartaglia et al., Nature Genetics, 2001）。 

しかし、炎症性サイトカインの細胞内シグ
ナル伝達に及ぼす Shp2 の役割は、未だ不明
である。これまでに申請者は、１）高脂肪食
がもたらす過栄養により、マウスの肝臓にお
いてShp2のタンパク質発現が増加すること、
２）Shp2 は、インスリン受容体基質 1 のチ
ロシン残基を脱リン酸化し、インスリンシグ
ナル伝達を阻害すること、３）肝臓特異的
Shp2 遺伝子欠損（Liver specific Shp2 
knockout, LSHKO）マウスは、高脂肪食によ
る肥満、インスリン抵抗性、及び糖脂質代謝
異常に対して抵抗性を示すことを世界に先
駆 け て 報 告 し た （ Endocrinology 
53:3158-3169, 2012; JBC 285:39750-39758, 
2010）。これらの新しい知見は、Shp2 がイン
スリン抵抗性だけでなく、炎症の増悪因子で
もあることを示唆している。 
 
 

２．研究の目的 
これまでに、申請者は、Shp2 がインスリン

抵抗性をもたらす機構を明らかにしたもの
の、Shp2 が肝臓の脂肪化からの炎症の誘導・
維持にも関わるか？は未だ不明である。本研
究では、過栄養と炎症をつなぐ分子として、
高脂肪食により肝臓でのタンパク質発現が
誘導されるタンパク質チロシンフォスファ
ターゼ Src homology phosphatase 2（Shp2）
に焦点を当てた。本研究では、１）脂肪肝炎・
肝がんモデル動物において、肝臓特異的な
Shp2 遺伝子の欠損、および Shp2 阻害剤の効
果を検討することにより、肝臓の脂肪化から
炎症の誘導・維持における Shp2 の役割と機
能を明らかする。２）Shp2 が作用する（Shp2
が脱チロシンリン酸化する）炎症関連タンパ
ク質を同定し、分子機構を明らかにすること
によって、Shp2 が脂肪肝炎の新規治療標的分
子となる可能性を検討した。 
 
 
３．研究の方法 
A）NASH モデルに対する肝臓特異的 Shp2 の遺
伝子欠損効果の検証 
動物：８週齢雄性 LSHKO マウスと同腹仔の

Shp2 野生型マウスを用いた。肝臓（肝細胞）
特異的遺伝子欠損マウスは、Cre-LoxP システ
ムを利用し、Shp2flox/floxマウスとAlbumin 
promoterの制御下でCreリコンビナーゼを発
現する Alb-Cre Shp2flox/flox マウスの交配
により作製した。  
飼料：①通常食（6% fat）、②メチオニン減
量・コリン欠損 CDAA 食（Research diet 社） 
4 週間自由摂食、自由飲水後にマウスを屠殺
し、肝臓と脂肪組織を回収した。得られたサ
ンプルに対して以下に示す評価を実施した。 
 
評価項目  
1. 肝病理像（脂肪蓄積・炎症・線維化の程
度）のスコア化：専門の病理医に評価を依頼 
2. 肝発がんの評価：発がん頻度、がん数、



およびサイズの計測 
3. 脂肪化・炎症・線維形成関連遺伝子の mRNA
発現量の測定：リアルタイム PCR 法による測
定 
4. 炎症関連分子の血中濃度測定：マルチプ
レックスサイトカインアッセイを用いた包
括的な測定 
5. 肝臓内リンパ球，Kupffer 細胞活性化の評
価：FACS による表面抗原の免疫学的定量化 
6. 肝臓中の炎症シグナル伝達の評価：従来
の Western Blotting 法に加えて、抗体アレ
イ（CST 社）を利用。 
 
B) Shp2 の基質となる（Shp2 によって脱チロ
シンリン酸化される）炎症関連タンパク質の
同定 
多数の因子とシグナル経路が関与する生

体の炎症制御機構のうち、Shp2 の基質となる
分子を予測することは困難である。そこで、
Shp2 の関与が推定される炎症シグナル経路
をまず絞り込み、その後、経路の構成タンパ
ク質とShp2との相互作用の有無を検討する。
通常、フォスファターゼによる脱リン酸化反
応は極めて短時間に行われるため、脱リン酸
化酵素と基質の複合体は、不安定である。そ
こで、本研究では、脱リン酸化活性をもたず
に基質と結合し続ける Shp2 変異体（Shp2 
C459S）を用いた共免疫沈降法により、標的
となる基質分子を捕捉し（基質トラップ法）、
Western blotting により検出する。変異体と
基質の結合特異性は、Shp2 の活性部位におい
て基質のリン酸化チロシン残基と物理的に
競合するバナジン酸によって確認する。 
 
４．研究成果 
①肝臓の脂肪蓄積に関して 
肝組織像を HE 染色にて確認したところ、

肝臓特異的 Shp2 欠損マウスでは、対照マウ
スと比較して、肝臓への脂肪蓄積が著明に抑
制されていた（図 1）。 
 肝臓からイソプロパノールを用いて脂質
を抽出し、中性脂肪と遊離脂肪酸を定量した
ところ、欠損マウスは対照マウスと比較して、
それぞれ 80％、84％（いずれも p<0.01）減
少していた。 
 
（図１）肝臓 HE 染色 
対照 Shp2flox/floxマウス 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

肝臓特異的 Shp2 欠損(LSHKO)マウス 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
②肝臓の線維化に関して 
肝組織像をAzan染色にて確認したところ、

肝臓特異的 Shp2 欠損マウスでは、対照マウ
スと比較して、線維化が改善傾向にあった
（図２）。 
 

（図２）肝臓 Azan 染色 
対照 Shp2flox/floxマウス 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
肝臓特異的 Shp2 欠損(LSHKO)マウス 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 肝臓の線維化を定量する目的で、コラーゲ
ン線維特異的なアミノ酸であるハイドロキ
シプロリンを測定したところ、欠損マウスは
対照マウスと比較して、15％減少していた
（p=0.21）。また、肝機能マーカーALT も欠損
マウスで低下傾向を示した（64.7±7.7 vs 
47.5±6.4, p=0.14）。一方で、AST 値には差
を認めなかった（79.7±13.8 vs 80.3±4.7, 
p=0.98）。以上の結果より、肝臓特異的 Shp2
欠損は肝臓の線維化に対して、改善傾向を示
すものの、その程度は軽微であることが示さ
れた。 
 
③肝臓の遺伝子発現について 
 肝臓から総RNAを抽出し、リアルタイムPCR
法により遺伝子発現解析を行った。欠損マウ
スの肝臓では、対照マウスと比較して、脂肪



酸合成系遺伝子（SREBP1c, FASN, 及びSCD1）、
炎症性サイトカイン・ケモカイン遺伝子
（IL-1beta, TNF-alpha, MCP1, 及び CCR2）、
マクロファージマーカー（F4/80, 及び
CD11c）、及び酸化ストレス系遺伝子（NOX2, 
及び p22phox）の発現が有意に減少していた
（全て p<0.05）。一方で、線維化関連遺伝子
（TGF-beta, 及び Collagen 1a1）の発現には
差を認めなかった。この所見は、上記②にお
いて、肝線維化に有意差を認めなかった結果
と一致するものである。 
 
④その他の結果と今後の計画に関して 
CDAA 食による NASH に対して、Shp2 阻害剤

は部分的ではあるものの、NASH の脂肪蓄積と
炎症を改善していた。今後、遺伝子の発現解
析をはじめ詳細な検討を加える。以上に示し
たとおり、Shp2 欠損マウスと Shp2 阻害剤に
よって脂肪蓄積や炎症の軽減が明らかとな
り、Shp2 が NASH の新規の治療標的分子とな
りうる所見が本研究によって得られたと考
えている。 
今後、どの炎症シグナル経路が改善されて

いるのか、また Shp2 の標的分子（基質）を
明らかにしていく予定である。Shp2 の基質の
探索に関しては、現在、変異体プラスミドを
構築し、マウス初代培養細胞への導入したと
ころである。今後、当初の計画通り、免疫沈
降物の質量分析を行い、基質分子を同定する
予定である。 
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