
1 
 

（報告様式４）                                   

16gm0610011h0003 

平成   29年  5月  28日 

 

 

平 成 2 8 年 度  委 託 研 究 開 発 成 果 報 告 書 

 

 

I. 基本情報 

 

事  業  名 ： （日本語）革新的先端研究開発支援事業ユニットタイプ「生体恒常性維持・変容・破

綻機構のネットワーク的理解に基づく最適医療実現のための技術創出」研

究領域 

      （英 語）Advanced Research and Development Programs for Medical Innovation 

 

研究開発課題名： （日本語）細胞間相互作用と臓器代謝ネットワークの破綻による組織線維化の制御 
機構の解明と医学応用 

（英 語）Regulatory Mechanism Underlying Tissue Fibrosis Induced through Local  

Cell-Cell Interaction and Systemic Organ Network and Its Medical Applications 

 

研究開発担当者  （日本語）東京医科歯科大学/九州大学、教授、小川佳宏 

所属 役職 氏名： （英 語）Tokyo Medical and Dental University/Kyushu University, Professor, Yoshihiro 

Ogawa 

      

実 施 期 間： 平成 28 年 4月 1日 ～ 平成 29年 3月 31日 

 

分担研究     （日本語）細胞間相互作用と臓器代謝ネットワークの破綻により発症する組織線維化の 

分子機構と医学応用に関する研究 

開発課題名：  （英 語）Regulatory Mechanism Underlying Tissue Fibrosis Induced through Local 

Cell-Cell Interaction and Systemic Organ Network and Its Medical Applications 

 

 

Ⅱ．成果の概要（総括研究報告） 
 
和文 
１）臓器代謝ネットワークの破綻による NASH の分子機構の解明 
研究代表者らは、肥満マウスの肝臓に集積した白血球は接着因子の VCAM-1 を介して肝類洞内皮細

胞に浸潤すること、一旦肝臓実質に浸潤した白血球は肝細胞と接触して肝実質細胞の Notch シグナ

ルを介して糖代謝異常を誘導することを明らかにした。以上の研究成果は、肝臓の実質細胞と間質

細胞の相互作用を標的とした糖尿病の新しい治療法の開発につながる可能性がある（Cell Rep. 18: 
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2766–2779, 2017）。一方、長期間の高脂肪食負荷により NASH を誘導する「慢性モデル」と昨年度に

確立した「短期モデル」を組み合わせて、肝臓の慢性炎症・線維化の起点となる hCLS を構成する

マクロファージの動態を解析し、hCLS 形成や肝臓線維化にはケモカイン受容体 CCR2 依存的に浸潤

するマクロファージではなく常在性マクロファージが関与することを明らかにした。 
柳田素子教授（京都大学）らのグループとともに、腎臓で線維芽細胞を標識する P0-Cre マウスある

いはストローマ細胞を標識する FoxD1-Cre マウスと Cre 依存性蛍光発色マウスを用いて細胞系譜を追跡し

た。P0-Cre マウスでは Desmin 陽性細胞（星細胞＋線維芽細胞）の約 20%と一部の内皮細胞や肝実質細胞

が標識された。FoxD1-Cre マウスでは Vimentin 陽性細胞の約 5%が標識された。これらのマウスに線維化を

誘導し、標識陽性細胞の変化を検討したが、標識細胞には明らかな増加が認められなかった。 
箕越靖彦教授（生理学研究所）らのグループとともに、DREADD 法により視床下部において特定

のニューロンを活性化し、コリン欠乏・低メチオニン高脂肪食あるいは高脂肪果糖食により誘導さ

れる肝臓において肝臓逸脱酵素であるALTとASTの血中濃度が増加と肝臓線維化の亢進を見出した。

以上により、肝臓の炎症と線維化の中枢神経制御が示唆された。 
２）NASH のバイオマーカーと創薬ターゲット候補分子の探索 
研究開発代表者らは、独自に開発した NASH マウスを用いて、特発性肺線維症の治療薬であるピル

フェニドンが肝臓脂肪蓄積を変化させずに炎症所見と線維化を著しく抑制すること、これが肝臓の

細胞死を抑制による可能性を明らかにした。以上により、既存薬であるピルフェニドンの NASH 治

療薬としての適応拡大の可能性が示唆された（Sci. Rep. 7: e44754, 2017）。一方、NASH マウスの肝

臓から単離したマクロファージを用いた網羅的解析により、hCLS を構成する CD11c 陽性マクロフ

ァージ特異的に発現が増加あるいは減少する遺伝子を抽出し、免疫染色法にてこれらの因子が hCLS
特異的に発現することを確認した。複数因子の遺伝子欠損マウスの導入が完了しており、MC4R-KO
マウスに対する骨髄移植により NASH の病態形成における意義を検討しつつある。 

眞鍋一郎教授（千葉大学）らのグループとともに、RNA-seq 法と ATAC-seq 法により肥満マウスや

老化マウスからの骨髄由来マクロファージ、胎児肝臓由来マクロファージ、各種組織マクロファー

ジのトランスクリプトームとエピゲノムを解析した。肥満や老化、組織ごとに特徴的なエピゲノム

の相違を見出し、転写・シグナル制御のバイオインフォマティクス解析を行った。肝臓において APDP
類似細胞について、フローサイトメトリーによる解析を行った。以上により、NASH の発症機構の

解明における肝臓構成細胞のオミックス解析の重要性が示唆された。 
３）バイオマーカーと創薬ターゲット候補分子の機能的意義・臨床的意義の検証 
肝線維化の臨床検査として使用されているフィブロスキャンや磁気を用いる MR エラストグラフィ

ーにより、hCLS と肝臓線維化の関連を検討するために患者を選定した。対象患者は性別を問わずに

20 歳から 80 歳までとし、肝生検を施行した慢性肝疾患患者のうち、NAFLD100 症例、対照として

ウイルス性肝炎、アルコール性脂肪性肝炎 100 症例を目標とした。NAFLD 患者は既に目標の症例数

に達しており、単純性脂肪肝から肝硬変と幅広い症例を収集した。対照症例を選定しながら、NAFLD
症例の組織学的解析と臨床データの比較検討を進めている。 
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英文 
1) Molecular pathogenesis of NASH through the dysregulation of metabolic organ network 
We demonstrated that liver sinusoidal endothelial cells play an important role in hepatic myeloid cell 
accumulation via VLA-4-dependent cell-cell adhesion and that myeloid cells, when infiltrated, activates Notch 
signaling and gluconeogenesis in cultured hepatocytes through cell-cell contact. Our data suggest a 
mechanism by which physical cell-cell interaction among parenchymal and stromal cells regulates hepatic 
glucose metabolism, thereby offering potential strategies to treat or prevent obesity-associated diabetes (Cell 
Rep. 18: 2766–2779, 2017). On the other hand, in combination with the original model of human NASH and 
newly-developed inducible NASH model using MC4R-KO mice, we examined the macrophage dynamics 
during the progression of NASH. We provided evidence that resident macrophages rather than macrophages 
infiltrated into the NASH liver in a CCR2-depenedent manner play a major role in hCLS formation and liver 
fibrosis. 

In collaboration with Prof. Motoko Yanagita (Kyoto University), using P0-Cre and FoxD1-Cre mice that 
lineage label resident fibroblasts in the kidney and stromal cells in many tissues, respectively, we performed 
lineage tracing analysis in the liver. We found that P0-Cre lineage labeled 20% of Desmin-positive cells 
(stellate cells and portal fibroblasts), some endothelial cells, and hepatocytes, whereas FoxD1-Cre lineage 
labeled only 5% of Desmin-positive cells. The efficiency of lineage label was almost the same even in the 
liver with CCl4-induced fibrosis. 

In collaboration with Prof. Yasuhiko Minokoshi (Kyoto University), we examined the effect of specific 
activation of a subset of hypothalamic neurons by DREADD technology on hepatic inflammation and fibrosis. 
Initially, we presented high fructose and fat diet to mice and stimulated a subset of hypothalamic neurons by 
DREADD technology. Our data demonstrated that activation of the hypothalamic neurons elevates plasma 
ALT and AST concentrations and aggravates hepatic inflammation and fibrosis, thus suggesting central 
regulation of hepatic inflammation and fibrosis. 

2) Screening of biomarker and drug target candidates for NASH 
Using melanocortin 4 receptor-deficient (MC4R-KO) mice as a mouse model with human NASH-like 
phenotypes, we demonstrated that pirfenidone (PFD), an antifibrotic drug used clinically for the treatment of 
idiopathic pulmonary fibrosis, markedly attenuates liver fibrosis without affecting metabolic profiles or 
steatosis. This study also highlights hepatocyte apoptosis as a potential therapeutic target, and suggest that 
PFD can be repositioned as an antifibrotic drug for human NASH (Sci. Rep. 7: e44754, 2017). On the other 
hand, through comprehensive microarray analysis, we have selected the genes upregulated in the 
CD11c-positive macrophages isolated from NASH liver. Immunohistochemical analysis also revealed they are 
specifically expressed in hCLS macrophages. We have already introduced gene-knockout mice deficient in 
some of the genes, so that we can examine their pathophysiologic role during the development of NASH. 

In collaboration with Prof. Ichiro Manabe’s group (Chiba University), we performed RNA-seq-based 
transcriptome analysis of the cells isolated from the liver. We performed RNA-seq-based transcriptome and 
ATAC-seq-based epigenome analysis of monocytes and macrophages isolated from bone marrow, adipose 
tissue, liver, heart, and other tissues of lean, obese, and aged mice. We found marked differences in epigenome 
profiles among different tissues, obesity, and aging, and identified candidate signaling and transcriptional 
pathways that induce the epigenetic differences. These observations suggest the importance of omics analysis 



4 
 

to understand the cellular mechanism of NASH. 

3) Functional and clinical validation of biomarker and drug target candidates for NASH 
To assess the relationship between hCLS and liver fibrosis in human NASH by means of FibroScan and MR 
elastgraphy, we have recruited 20~80-year-old male and female patients with chronic liver diseases. The target 
numbers of patients with NAFLD and those with chronic viral hepatitis or alcoholic hepatitis as control are 
both 100. We have already recruited 100 patients with NAFLD, ranging from fatty liver to liver cirrhosis. We 
will examine the correlation between the clinical and histological data obtained from NAFLD and control 
patients. 
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