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研究成果の概要（和文）：生活習慣病の増加と共に増加するNASHの成因は不明であり、有効な治療法は存在しな
い。申請者らは、ハイスループットで多検体のリン酸化解析を網羅的に解析する新技術プロテインアレイを確立
し、マウスNASH肝発がんモデル及びNAFLD/NASH症例のリン酸化プロファイルを明らかにした。NASH病態の進行と
関連する特に変動の大きな13遺伝子の中には、液性因子レセプターが含まれ、創薬の候補になり得ると考えられ
た。また、NASH肝癌の新たな治療標的分子としてV-ATPaseファミリー遺伝子を同定した。

研究成果の概要（英文）：NASH is closely associated with the increase in lifestyle-related diseases 
and effective therapy to NASH is now under development. We developed high throughput phosphoproteome
 analysis system and examined liver tissues of mouse NSAH model and the patients of NASH. We 
identified 13 genes associated with NASH progressions and one of them was receptor of soluble 
factor. We also newly identified the hyper phospholylation of V-ATPase family genes in NASH-HCC. 
These genes could be new targets to prevent the progression of NASH and the therapy to treat NASH 
related HCC. 

研究分野： 肝臓病学

キーワード： 非アルコール性脂肪性肝炎　リン酸化　プロテインアレイ　肝癌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生活習慣病の増加と共に増加するNASHの成因は不明であり、有効な治療法は存在しない。申請者らは、ハイスル
ープットで多検体のリン酸化解析を網羅的に解析する新技術プロテインアレイを確立し、マウスNASH肝発がんモ
デル及びNAFLD/NASH症例のリン酸化プロファイルを明らかにした。NASH病態の進行と関連する特に変動の大きな
13遺伝子の中には、液性因子レセプターが含まれ、創薬の候補になり得ると考えられた。また、NASH肝癌の新た
な治療標的分子としてV-ATPaseファミリー遺伝子を同定した。免疫チェックポイント阻害剤による治療に抵抗性
を示すNASH肝癌の新たな治療標的として有望と考えられた。

※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 
肝臓は栄養の恒常性を維持するのに重要な臓器である。人類の歴史上、長い飢餓の時代にあっ

ては、肝臓は糖・タンパク質・脂質を産生する大切なエネルギー供給源として重要な役割を果た
してきた。近年、飢餓の時代から一転、飽食の時代に入り、過剰の栄養摂取は肝臓に障害を与え
ている。肥満、糖尿病、高脂血症、高血圧といった生活習慣病の増加を背景に、我が国の非アル
コール性脂肪性肝疾患（NAFLD）症例は 1,500 から 2,000 万人に達したと言われる。さらに、
炎症を伴い進行性の肝病態を伴う非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）症例は国内に 300～400
万人存在すると推定され、NASH はさらに肝硬変・肝がんへと進展する。NASH の発症機序と
して、肥満・インスリン抵抗性を背景として（1st hit）、遺伝的素因・細菌毒素・酸化ストレス・
脂肪毒性・炎症・ホルモンなどの複数の要因（2nd hit）が加わることによって発症するとする
two-hit theory が提唱されている。しかしながら NASH の成因は不明であり、有効な治療法は
存在しない。現在までにインスリン抵抗性改善薬、抗酸化薬、肝庇護剤などの様々な薬物療法が
検討されてきたが、NASH を完治させるほどの有効な治療薬はない。最近、核内レセプターで
ある FXR のアゴニスト・オベチコール酸により NASH の組織学的改善が認められたとする報
告がなされた（Lancet 2014）。しかしながらオベチコール酸による血清コレステロール値の上
昇やインスリン抵抗性の上昇も見られ、長期における有益性と安全性を評価する必要が指摘さ
れている。また、海外製薬会社による ASK1（apoptosis signal-regulating kinase 1）阻害剤の
臨床治験が今年から日本でも開始され、炎症改善と線維化進展抑制の効果の検討が行われよう
としている。有効な NASH 進展を阻止する新規創薬の開発が望まれている。 
 
２．研究の目的 
タンパクのリン酸化は生体の重要な細胞内メカニズム（転写、翻訳、分子輸送、タンパク質間

相互作用等の制御）を担っており、過剰なタンパクのリン酸化は炎症・線維化・がん化と密接に
関わっている。タンパクのリン酸化はキナーゼによって行われ、創薬標的候補として有用である。
現在、がんの分子標的薬はキナーゼ阻害剤が主流であるが、それらは、キナーゼ全体のほんの一
部に過ぎず、創薬標的になり得るキナーゼがまだ多く存在する。NASH と関連する新しいリン
酸化シグナルやキナーゼが同定できれば、NASH の進行を抑制する新規創薬の開発に繋がる。
申請者らは、これまでになかった、ハイスループットで多検体のリン酸化解析を網羅的に解析す
る方法を新たに確立した。本研究は新技術プロテインアレイを用いて NAFLD/NASH 症例及び
マウス NASH 肝発がんモデルのリン酸化プロファイルを明らかにして新規治療標的及び創薬を
同定することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 研究分担者の鍵和田・堀本（産業技術総合研究所：創薬分子プロファイリング研究センター）
は産業技術総合研究所の保有する世界最大のヒトタンパク質発現リソース HuPEX (Human 
Proteome Expression Resource)（約 2万種）を基に高操作性・ハイスループットなプロテイン
アレイを作製した。本プロテインアレイは経産省プロジェクトによるヒト完全長 cDNA ライブラ
リーを用いて、試験管内コムギ無細胞タンパク翻訳系による世界最多・最速のタンパク質発現系
（Goshima et al. Nature methods, 2008）によって得られた完全長タンパクを用いた。それら
の完全長タンパクをスライドガラスに乾燥させずにタグで固定化することに成功した。タンパ
ク翻訳に用いるコムギ胚芽抽出液にはチロシンキナーゼ活性が無いために、スポットされたタ
ンパクのチロシン残基はリン酸化を受けていない。従って細胞ライセートに含まれるチロシン
キナーゼによりスライドガラス上のタンパクがリン酸化され、正味のチロシンキナーゼ活性を
高感度に調べる新しいシステムが可能となった（Kagiwada, H. et al. 未発表）。本アレイには
Reactome の情報等を参考に、既知の分子群 1366 遺伝子に対して 86％以上を網羅する 1179 タン
パク質を合成し、スライドガラス上に搭載しており、アレイによるリン酸化活性測定結果はシグ
ナル強度を数値化し、数理情報解析（堀本）によって生体試料中で活性化しているパスウェイを
推定することで高度リン酸化解析のハイスループット化を実現した。既に、がん培養細胞や iPS
細胞由来胚体内胚葉の分化誘導やがん組織を含む臨床検体を用いて予備的な検討を終了してい
る。 
これまでに、高脂肪食に高コレステロール食を付加した動脈硬化高脂肪食（Ath+HFD）をマウ

スに与え、遺伝子改変や薬物負荷を与えない食餌誘発性の NASH マウスモデルを作成した
（Hepatology 2007）。本マウスは、肝の脂肪化・炎症・線維化をきたし、NASH 診断に重要とされ
る肝細胞の風船様変化も認められた（Hepatology 2007）。さらに６０週齢では肝腫瘍の発生を認
め NASH 肝発がんモデルとして有用と考えられた（Oncotarget 2017 Mar, Oncotarget 2017 Jun）。
これらのマウス肝組織を用いてリン酸化活性プロファイリングを測定する。さらに NAFLD/NASH
症例の肝組織の mRNA 遺伝子発現プロファイルを明らかにしており（Cell Metab 2010, 
Diabetologia 2014, Liver Int 2015）、それらの肝組織を用いて新技術プロテインアレイによ
るリン酸化活性プロファイリングを測定する。肝組織のリン酸化活性プロファイリングと mRNA
遺伝子発現プロファイリングから NASH 病態進展に関わる脂肪化・炎症・線維化に関わるシグナ



ルパスウェイと標的キナーゼを同定する。 
 
４．研究成果 
Phosphoproteome(Dev Cell. 2018 Oct 22;47(2):205-221)のデータベースを基にマウス肝組

織における標的リン酸化蛋白の発現解析を行った。マウスの phosphoproteome データベースか
ら、Ath+HFD（動脈硬化高脂肪食）マウスで遺伝子発現を認めた 32974 遺伝子中、3627 遺伝子が
リン酸化蛋白であることが解った。そのうち、病態の進行と共に発現変動を示す遺伝子は 2054
個認められた（p<0.001）。30 週から 60 週齢（肝発癌）にかけ、有意に発現上昇するリン酸化蛋
白（884 個）は線維化・炎症と関連し、発現低下するリン酸化蛋白（1170 個）はユビキチンプロ
テアソーム・HSP など異常蛋白分解に関わる遺伝子であった。非環式レチノイドの投与により線
維化・炎症に関連する約 65％の遺伝子で発現の改善が見られた。しかし、MEK1/2、 
SREBP1、p38MAPK、IRS-1、S100A8 など含む約 35％の遺伝子では発現の改善が見られなかった。 
Ath+HFD マウス肝組織の 12 週（Ath+HFD：5 サンプル、コントロール：5 サンプル）、30 週

（Ath+HFD：5 サンプル、コントロール：5サンプル）、60 週（Ath+HFD：5サンプル、コントロー
ル：5 サンプル）のリン酸化アレイを行った。1377 個のリン酸化タンパクを標的とし、1サンプ
ルあたり、6回の測定を行い、計 180 アレイの解析を行った。コントロールと比較し、12 週では
137 個(p<0.005)、30 週では 154 個(p<0.005)、60 週では 36 個(p<0.005)の遺伝子のリン酸化変
動が認められた。60 週ではむしろ変動遺伝子の低下が認められ、炎症シグナルの減弱によるも
のと推察された。12週から 60 週までの全てを対象とした場合、変動遺伝子は 203 個（上昇：148
個、低下：55 個）(p<0.005)であった。発現上昇する遺伝子のパスウェイ解析では 1）WNT シグ
ナル、2）ケモカインシグナル、3）TGF-βシグナル、4）神経ペプチドシグナルの活性化が認め
られた。一方、発現低下する遺伝子のパスウェイ解析では 1）血管新生制御、2）細胞接着、3）
好中球活性化制御が認められた。特に変動の大きな 13 遺伝子の中には、液性因子レセプターが
含まれ、創薬の候補になり得ると考えられた。 
22 例の NASH 肝癌症例の癌部、非癌部を用いてリン酸化プロファイルを解析した。1377 個のリ

ン酸化タンパクを標的とし、1サンプルあたり、6回の測定を行い、計 264 アレイの解析を行っ
た。NASH 肝癌組織で非癌部と比較してリン酸化亢進を認める遺伝子 105 個(p<0.05)、リン酸化
低下を認める遺伝子 41個を同定した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

変動遺伝子のパスウェイ解析により、リン酸化亢進を認める遺伝子群は、血管新生、蛋白翻訳、
細胞周期、NF-KB や AKT シグナル活性化による抗アポトーシス、WNT シグナルの活性化などに関
与していた。一方、リン酸化低下を認める遺伝子群は、T細胞免疫応答、B細胞免疫応答、JAK/STAT
シグナルを介するアポトーシス誘導シグナルなどであった。個々の遺伝子レベルでは PDGFA、
FOXO3、AKT1、GAK3B、IRS1、INSR、NOCTH、RAS などのリン酸化亢進が認められ、これまでの既報
に含まれる遺伝子の活性化や、すでに分子標的のターゲットとし創薬に用いられている標的も
多く含まれていた。興味深いことに、これら遺伝子群とは別に、細胞内小胞の酸性化に働く V-
ATPase ファミリー遺伝子の活性化が認められた。V-ATPase ファミリー遺伝子は非癌部に於いて
も正常肝と比較し活性化が認められた。また、癌部の V-ATPase ファミリー遺伝子の活性化は肝
癌症例の無再発増悪期間や予後と有意に関連していた。従って、V-ATPase ファミリー遺伝子は
NASH 肝癌の新たな治療標的として有望と考えられた。 
生活習慣病の増加と共に増加する NASH の成因は不明であり、有効な治療法は存在しない。NASH

と関連する新しいリン酸化シグナルやキナーゼが同定できれば、NASH の進行を抑制する新規創
薬の開発に繋がる。申請者らは、これまでになかった、ハイスループットで多検体のリン酸化解
析を網羅的に解析する新技術プロテインアレイを確立し、マウス NASH 肝発がんモデル及び
NAFLD/NASH 症例のリン酸化プロファイルを明らかにした。NASH 病態の進行と関連するリン酸化
シグナルとして 1）WNT シグナル、2）ケモカインシグナル、3）TGF-βシグナル、4）神経ペプチ
ドシグナルの活性化が認められ、特に変動の大きな 13 遺伝子の中には、液性因子レセプターが
含まれ、創薬の候補になり得ると考えられた。また、NASH 肝癌のリン酸化プロファイリングよ
り V-ATPase ファミリー遺伝子の活性化を同定し、肝癌症例の無再発増悪期間や予後と有意に関
連していることを見出した。NASH 肝癌は他のウイルス性肝癌と異なり免疫チェックポイント阻
害剤による治療に抵抗性を示すことから、V-ATPase ファミリー遺伝子は NASH 肝癌の新たな治療
標的として有望と考えられた。 
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