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研究要旨 
 

 肝細胞癌へ進展する慢性肝疾患は、我が国の保健行政、医療の最大の問題であり、現

在でもなお年間 3 万 4 千人が肝癌で死亡している。C 型、B 型肝炎に関連した肝癌が多

くを占めるが、最近では、C 型、B 型肝炎ともに陰性である『非 B 非 C 型肝癌』の増加

傾向が見られ、対策確立が急務である。非 B 非 C 型肝癌の中では、アルコール性肝硬変

(ASH)合併肝癌に加え、肥満、代謝異常と関連とする非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）

合併肝癌の増加が著しい。また、糖尿病患者では肝癌が多いが、高リスク患者は不明で

ある。アルコール摂取量からは ASH と NASH のどちらにも属さない非 B 非 C 型肝癌の

存在と増加も大きな問題である（非 ASH 非 NASH 非 B 非 C 型肝癌）。また、C 型肝炎

関連肝癌においては、肥満、糖・脂質代謝異常という代謝関連異常が肝癌発生の促進因

子であることが示されてきている。そこで、C 型肝炎、NASH、非 ASH 非 NASH の非

B 非 C 型肝疾患に関連する肝癌を、「代謝関連肝癌(Metabolism-associated liver cancer, 

MALC)」として捉えて解析を行ない、その病態を探り、高リスク群を設定し、さらに肝

発癌抑制法を開発し適用していくことで、これらの疾患の病態・肝発癌制御を試みた。

具体的には、１）C 型肝炎肝発癌における代謝因子の重要性の解明と肝発癌抑制法の確

立、２）NASH の実態解明、病態解析と肝発癌抑制法の確立、３）NASH、ASH の診断

基準を満たさない非 ASH 非 NASH 非 B 非 C 型肝癌の実態解明、病態解析、高リスク群

の設定、４）糖尿病患者に発生する肝癌の病態解明と高リスク群の設定、を中心として

臨床と基礎の両面からの検討を開始した。班全体研究として、日本における非 B 非 C 型

肝癌の実態調査を行なった。固有の慢性肝疾患を除き、データの欠損のない 2,166 例を対

象に 16 の臨床データを用いた階層別クラスタリングを行い、非 B 非 C 型肝癌は 5 つの

カテゴリーに分別できた。近年の増加はカテゴリー1(高齢中等度飲酒男性)、5(非飲酒メ

タボリック男性)によるものであった。すなわち、従来考えられてきた「高度飲酒」群や

「NASH」とは異なったカテゴリーの、より一般的といえる「軽度肥満、軽度〜中等度飲

酒」の男性が肝癌のリスクに曝されていることが初めて明らかとなった。 
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A.研究目的  

 肝細胞癌へ進展する慢性肝疾患は、我が

国の保健行政、医療の最大の問題であり、

なお年間3万4千人が死亡する。C型、B型肝

炎に関連した癌が多くを占めるが、両者陰

性の「非B非C型肝癌」の増加傾向があり対

策確立が急務である。非B非C型肝癌の中で

は、アルコール性肝硬変(ASH)合併肝癌に

加え、肥満、代謝異常と関連とする非アル

コール性脂肪性肝炎（NASH）合併肝癌の

増加が著しい(Yasui, 2011)。糖尿病では肝

癌が多いが高リスク患者は不明である。飲

酒量ではASHとNASHのどちらにも属さ

ない非B非C型肝癌の増加も問題である（非

ASH非NASH非B非C型肝癌）。一方、C型

関連肝癌においては、肥満、糖・脂質代謝

異常という代謝関連異常が肝癌発生の促進

因子である(Koike K, 2010)。そこで、C型

肝炎、NASH、非ASH非NASHの非B非C

型肝疾患に関連する肝癌を、代謝関連肝癌

(Metabolism-associated liver cancer, M

ALC)として捉えて解析を行ない、その病態

を探り、高リスク群を設定し、さらに肝発

癌抑制法を開発し適用していくことで、こ

れらの疾患の病態・肝発癌制御を試みる。

具体的には、１）C型肝発癌における代謝

因子解明と発癌抑制法確立、２）NASHの

実態解明、病態解析と発癌抑制法確立、３）

非ASH非NASH非B非C型肝癌の実態解明、

病態解析、高リスク群の設定、４）糖尿病

に発生する肝癌の病態解明と高リスク群設

定、を臨床と基礎の両面から検討を行なう。 

 研究代表者小池は、H23 年度まで『肝炎

ウイルスと代謝・免疫系の相互作用に関す

る包括的研究』班でウイルス肝炎における

代謝性変化の発生機序と肝発癌に対する影

響を検討した。その結果、C 型肝炎では、

インスリン抵抗性や肝脂肪化が慢性肝炎進

行を促進することを明らかにした。一方、

小池が分担研究者であった『非アルコール

性脂肪性肝疾患の病態解明と診断法、治療

法の開発に関する研究』班（H20〜H22 年

度、研究代表者岡上武）では、日本に NASH

が多く存在し、肝癌の原因であることを明

らかにした。これらの先駆的な研究班の成

果を受けて、本研究班においては C 型肝炎
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肝発癌における代謝要因の解析、NASH の

病態解析、非 ASH 非 NASH 非 B 非 C 型肝

癌の解析を行ない、これらの肝癌発生の抑

制を図る。 

 

B.方法 

1) 対象は済生会吹田病院と京都府立医科大

学消化器内科で肝生検を施行したC型肝

炎 414 例で、TaqMan PCR で PNPLA3

の rs738409 の SNP を解析し、403 例

(97.3%)で rs738409 の遺伝子型(SNP)を

解析しえた。解析対象の内訳は肝機能持

続正常 HCV carrier (PNALT) 36 例、慢

性肝炎 273 例、肝硬変 27 例、肝癌 67 例

である。肝細胞への脂肪蓄積の程度は

1%以下、1~10%, 11~33%, 34%以上の 4

群に分け、線維化の程度は F0 (線維化な

し),F1（線維化軽度）, F2 （線維化中

等度）, F3（小葉改築傾向あり）, F4（肝

硬変）に分類した。（岡上 武） 

2) 蓄積した脂肪酸は転写因子である

PPAR-αの内因性 ligand であることか

ら、PPAR-αの慢性的活性化をもたらし、

肝細胞は常時高濃度のフリーラジカルに

曝されることになる。実際、PPAR-αの

ligand を長期間投与すると、マウスのみ

ならずヒトでも肝細胞の癌化が促進

(promotion)されることが知られている。 

そこで、今回、我々は PPAR-αの慢性的

活性化が脂肪肝に伴う肝障害、ことに

NASH の発症に重要な働きをし、肝線維

化の進行、さらには肝発癌の促進に繋が

るのではないかと想定し、ヒト遺伝性

NASH のモデル動物（4 型メラノコルチ

ン受容体遺伝子 KO マウス：MC4RKO）

とMC4R/PPAR-α double KOマウスを

用いて、我々の仮説を検証したので報告

する。雄性 MC4RKO と MC4R/PPAR-

α double KOマウス各群 10匹を高脂肪

食で 12 ヶ月間飼育し、肝臓への炎症性

細胞浸潤や線維化、肝発癌の有無を比較

検討した。（西原利治） 

3) 1990 年から 2013 年までに当科で経験し

た NAFLD 677（男 58%）例中、HCC

を合併し癌部および非癌部肝組織を採取

した NAFLD-HCC 34 例（肝切除 30 例、

RFA 時針生検 2 例、剖検 2 例）

NAFLD-HCC と同時期に経験し年齢・

性・組織採取方法をマッチさせた

HCV-HCC34 例を臨床病理学的に比較

検討した。HCC の主腫瘍径・肉眼分類・

分化度は 34 例で、組織型は肝切除例 30

例で評価した。SH-HCC に関しては、癌

部の steatosis, Ballooning, Mallory 体、

pericellular fibrosis いずれも中等度以

上の所見を 3 項目以上認めるものと定義

し、各所見の出現率を検討した。免疫組

織学的検討は肝切除した 30 例で、早期

HCC 関連マーカー（HSP70, Glypican3, 

CD34 ） 、 肝 前 駆 細 胞 マ ー カ ー

（CK7,CK19）、癌幹細胞自己増殖促進

分子 Nanog、細胞分化・増殖抑制因子（リ

ン酸化・非リン酸化 LKB1）、酸化的 DNA

傷害マーカー8-OHdG に関して、癌部で

の染色性を評価した。統計は、数値は

Mann-Whitney U 検定、比率はカイ 2 乗

検定で解析し、P 値 0.05 未満を有意差あ

りとした。（橋本悦子） 

4) 肝癌切除検体の癌部・非癌部組織の網羅

的遺伝子発現解析から、肥満度や糖尿病
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歴などの代謝関連臨床因子のクラスタ解

析を行い、さらに遺伝子機能 (gene 

ontology)解析を行って代謝関連肝癌に

特異的な遺伝子パスウェイを同定し、代

謝関連肝癌の発癌及び再発リスクに対す

る臨床病理学的、分子生物学的意義を検

証する。2000 年から 2012 年までに当科

で初回肝切除を施行した肝癌 555例を対

象として、背景肝疾患別に代謝関連因子

などの臨床病理学因子の検討を行った。

また当教室にて保有する 153例の肝癌切

除検体の癌部・非癌部組織の網羅的遺伝

子発現解析結果を、肥満度や糖尿病歴な

どの代謝関連臨床因子でクラスタ解析を

行い、発現と相関のある遺伝子を抽出す

る。続いて遺伝子機能(gene ontology)解

析を行って遺伝子パスウェイ異常を同定

し、代謝関連肝癌特異的な臨床病理学的

因子との相関を解明する。（田中真二） 

5) ①常法により Sdf2l1 flox マウスを樹立

した。これにアデノウイルスによって

Cre リコンビナーゼを発現させることに

よって、肝臓特異的 Sdf2l1 ノックアウト

マウスを作成した。LacZ アデノウイル

スを投与したマウスをコントロールとし

て、肝臓特異的 Sdf2l1 ノックアウトマウ

スの糖代謝・肝臓での ER ストレス・脂

肪蓄積などを検討した。②消化器内科入

院中の患者において、OGTT、肝生検を

施行し、生検サンプルにおいて ER スト

レス関連遺伝子の発現を解析した。（植

木浩二郎） 

6) (検討 1) IFN関連療法施行後にSVRに至

った 2,660 例を対象として代謝・宿主・

ウイルス要因の影響を検討した。代謝要

因からは総コレステロール・HDL コレ

ステロール・LDL コレステロール・中性

脂肪・Body mass index、宿主要因から

は IL28B 遺伝子多型、ウイルス要因から

は HCV-1b Core アミノ酸置換を含む 15

個の因子を検討項目として多変量解析を

施行した。(検討 2) HCV-1b Core aa70 

Mutant 定量系 (Q-Invader assay 法 , 

BML) (Invader 法)を用いて抗ウイルス

効果、肝発癌への影響を検討した。抗ウ

イルス効果に関しては HCV-1b・高ウイ

ルス量の前治療無効 72 例を対象に、

Telaprevir/PEG-IFN/RBV 併用療法の

治療効果を評価した。更に、肝発癌に関

してはRNA持続陽性の連続44例を対象

に、発癌前後の aa70 Mutant 頻度の経時

変化を評価した。（芥田憲夫） 

7) 本研究の目的は、GLP-1 受容体作動薬で

ある exendin-4 が NASH マウスモデル

の肝障害と肝組織中の脂肪酸組成におよ

ぼす影響を検討することである。 

実験動物：NASH は 6 週齢の糖尿病モデ

ルマウス（db/db mouse）をメチオニン・

コリン欠乏食で飼育することにより誘導

した。 

プロトコール：NASH モデルマウスに対

し、exendin-4（n = 4）（20 μg/kg; 

AnaSpec Inc. Fremont, CA）もしくは生

食（n = 4）を腹腔内に 8 週間連日投与し

た。14 週目で屠殺し、摘出した肝臓をホ

ルマリン固定もしくは、液体窒素にて凍

結した。ホルマリン固定した肝臓は、

hematoxylin-eosin 染色および Sudan 

IV 染色により、それぞれ nonalcoholic 

fatty liver disease (NAFLD) activity 
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score と肝組織中の中性脂肪含量を評価

した。 

脂肪酸分画：凍結肝組織より

chloroform-methanol を用いて総脂肪酸

を抽出し、ガスクロマトグラフィーによ

り 24 の脂肪酸を測定した。脂肪酸分類：

脂肪酸分画の結果より脂肪酸を分類した。

（川口 巧） 

8) 人工ヌクレアーゼをコードする mRNA を

導入した細胞をクローニングし、ApoB あ

るいは ApoE のノックアウト Huh7 細胞株

を樹立した。また、ApoB と ApoE のダブ

ルノックアウト（DKO）細胞株も樹立した。

それらの細胞に対する HCV の感染性を

qRT-PCR および Focus forming assay に

よって検討した。レンチウイルスベクター

によって、種々のアポリポ蛋白質を発現さ

せ、HCV の粒子産生に及ぼす影響を検討

した。アポリポ蛋白質の 2 次構造は CLC 

Genomics Workbench により予測した。

ApoC1あるいはApoEの欠損変異体を発現

する DKO 細胞株を作製し、HCV の感染性

粒子産生における両親媒性の α ヘリックス

の意義を検討した。HCV 粒子を超遠心法

で精製し、アポリポ蛋白質とウイルス粒子

の結合を検討した。（松浦善治） 

9) HCV感染によるJNK経路と Itch活性お

よ び 脂 肪 滴 結 合 蛋 白 の 解 析 :HCV 

J6/JFH1 をヒト肝癌細胞株 Huh-7.5 細

胞に感染させ 1-7 日まで細胞を回収した。

ウエスタンブロット法にて JNK, c-Jun, 

p-c-Jun (Ser63), Itch, p-Itch (pT222), 

adipophilin, TIP47 の各抗体で発現レベ

ルを比較した。2）HCV 感染による脂肪

滴形成の変化:HCV J6/JFH1 を Huh-7.5

細胞に感染させ、脂肪滴を BODIPY で

染色した。陰性対照の mock 細胞と脂肪

滴形成の違いを解析した。3)HCV 感染に

よる Spartin のプロセシング：HCV 

J6/JFH1 を Huh-7.5 細胞に感染させ、

Spartin の泳動度の変化をウエスタンブ

ロット法で解析した。4)Spartin 内の

NS3/4A プロテアーゼ切断モチーフの検

索：Spartin のアミノ酸配列内に NS3/4A

プロテアーゼ切断モチーフが存在するか、

既知のモチーフと比較検討を行った。（勝

二郁夫） 

10) ３ヶ月齢C57/bl6 オスに対し通常食及

び高カロリー食、また高カロリ食に

（UDCA0.05％）、および DPP-4 阻害薬

（0.0015％）配合食を３ヶ月間投与 6 ヶ

月齢時に sacifice し体重、肝臓/体重比、

血清脂質、AST/ALT 血糖 インスリン 

肝臓 膵臓脂肪細胞 膵臓について

mRNA 発現変化を含め検討した。（森屋

恭爾） 

11) 班共同研究：近年増加傾向にある非 B

非C肝癌の背景には生活習慣病の影響が

大きいと考えられているが、その詳細は

これまで明らかになっていない。また、

飲酒や肥満を含む多数のリスク因子が関

与する非B非C肝癌はウイルス性肝癌に

比べて多様性が高いとも考えられる。本

研究は、大規模コホートを用いて非 B 非

C 肝癌の背景因子からカテゴリー化を行

うことを目的とした。 

 全国 55 の第 3 次医療機関において

1991 年～2010 年までに診断された非 B

非 C 型肝細胞癌 5633 症例を収集した。

そのうち、PBC や自己免疫性肝炎などの
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固有の慢性肝疾患を除き、データの欠損

のない 2166例を対象に 16の臨床データ

を用いた階層別クラスタリングを行った。

使用したデータは、以下のとおり：年齢、

性別、飲酒量、糖尿病、高血圧、脂質代

謝異常症、脂肪肝の有無、身長体重比

(BMI)、アルブミン値、総ビリルビン値、

AST、ALT、GGT、ALP、プロトロンビ

ン活性、血小板数。それぞれのデータは、

正規化した上で解析に用いた。 

（倫理面の配慮）本研究は、東京大学大

学院医学系研究科倫理委員会で審査され、

承認された(承認番号 3710)。患者登録に

際して氏名・生年月日等の個人情報は登

録されず、個々のデータは、本研究独自

の登録番号を割り当てた上で管理された。

本研究にあたっては、試料提供者、その

家族、および同様の肝疾患患者の人権、

尊厳、利益が保護されるよう十分に配慮

する。具体的には、厚生労働省等で検討

されている「ヒトゲノム解析研究に関す

る共通指針」に則り各研究実施機関の医

学研究倫理審査委員会に申請し、インフ

ォームドコンセントに係る手続きを実施

し、また提供試料、個人情報を厳格に管

理、保存する。（建石良介） 

 

C.結果 

1) 済生会吹田病院と京都府立医科大学の症

例の比較と各病型間における PNPLA3

の rs738409 の遺伝子型(CC, CG, GG)の

分布に有意な差はなかった（表 2）。

rs738409 の遺伝子型 CC, CG, GG の 3

群間で血液生化学所見、肝組織所見で有

意差を検討したが、血液生化学所見には

有意差は無く、脂肪肝の有無(1%未満 vs 

1%以上)と肝線維化の程度(F0,F1,F2 vs 

F3,F4)に有意な差を認めた（表 3）。慢

性肝炎のみを対象として同様の検討を行

ったが、結果は全症例を対象とした解析

結果とほぼ同様であった（表 4）。すな

わち、rs738409 がリスクアレル G を有

する CG,GG の症例では脂肪蓄積が起き

やすく、肝線維化も進展しやすいことを

示す結果が得られた。（岡上 武） 

2) MC4Rはレプチンの下流にあってインス

リンの分泌抑制に加えて、食欲抑制を担

う。従って、MC4RKO と MC4R/PPAR-

α double KO マウスは高インスリン血

症とともに過食を生じ、高度肥満を呈す

る。MC4RKO マウスでは脂肪肝の進展

と共に、炎症性細胞浸潤に加えて肝線維

化が生じ、やがて全例で肝細胞癌の合併

が観察された。他方、MC4R/PPAR-α 

double KO マウスでは MC4RKO マウス

と同様に高度の脂肪肝を生じるものの、

炎症性細胞浸潤や肝線維化は観察されず、

肝発癌を生じることもなかった。（西原

利治） 

3) 1. 臨床背景：（BMI、肥満(BMI≧25)・

II 型糖尿病(DM)・脂質異常症 (DL)の合

併率はいずれも NAFLD-HCC で高かっ

た。高血圧 (HTN)では両群に差が無かっ

た。2．HCC の主腫瘍径・肉眼所見・分

化度・組織型：主腫瘍径は、中央値 40mm

に対し 20mm と、 NAFLD-HCC で

HCV-HCC より高値であった。分化度は

両群とも中分化が約 70％と最多であっ

た。高分化型のうち、内部に中分化結節

を含む nodule in nodule型を呈した症例
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が 7 例含まれ、HCV-HCC の 3 例に対し

高率であった。組織型は、両群とも索状

型が最も多く約 70％程度であった。3. 

SH-HCC の頻度、癌部の steatohepatitic 

features 各特徴所見の出現頻度：

SH-HCC の頻度は 50％に対し 20％と

NAFLD-HCC で高率であった。各特徴的

所見の出現頻度も、steatosis, ballooning, 

Mallory 体、pericellular fibrosis の全項

目で NAFLD-HCC で有意に高い出現率

を呈した。4．免疫組織染色：早期 HCC

関連マーカーと肝前駆細胞関連マーカー

に関しては、NAFLD-HCCとHCV-HCC

両群間に差は無かった。癌幹細胞・細胞

分化増殖関連因子に関しては、癌部での

陽性率で NAFLD-HCC と HCV-HCC 群

間に差を認めたのは Nanog のみで、

NAFLD-HCC で陽性率が高く、結節内の

全癌細胞の 50％以上が陽性となった 6

例はいずれも NAFLD-HCC で、全例が

SH-HCC であった。（橋本悦子） 

4) 症例は B 型肝炎 101 例、C 型肝炎 286

例、重複感染 4 例、NBNC164 例であっ

た。NBNC 肝癌は C 型肝癌に比べて有

意に男性に多く、B 型肝癌に比べて高齢

発症であり、背景肝は肝硬変が少なかっ

た。腫瘍因子では有意に AFP が低く、

vp2 以上の割合も少なかったが、腫瘍径

は B 型肝癌と同程度に大きかった。

NBNC 肝癌の予後は、B 型肝癌・C 型肝

癌に比べて無再発生存期間、全生存期間

とも有意に良好であった(p＜0.005）。ま

た B 型肝癌、C 型肝癌、NBNC 肝癌の

代謝関連因子の割合は、肥満(BMI30 以

上)は 1%、2.3%、8.3%、糖尿病合併は

13.3%、17.2%、49.4%、高血圧合併は

20%、45.5%、61%、高脂血症合併は

11.4%、17.2%、25.6%、アルコール多飲

(70g/day以上)は 30.5%, 33.8%, 49.4%と

すべて NBNC 肝癌で多かった。遺伝子

機能解析では、NBNC 肝癌の癌部におい

て糖尿病と高血圧に正相関する群では

84 遺伝子で発現異常を認め、細胞周期関

連遺伝子群に有意な発現異常を認めた

(p=0.002)。非癌部において糖尿病と肥満

に正相関する群では 90 遺伝子で発現異

常を認め、細胞接着関連遺伝子群に有意

な発現異常を認めた(p＜0.001)。これら

の遺伝子群はC型肝癌における解析では

有意差を認めず、NBNC 肝癌で特徴的な

遺伝子発現異常と考えられた。また年齢

及び脂質代謝異常症と逆相関し、肥満度

と正相関する群では、非癌部 10 遺伝子

に有意な発現異常を認め、エンドサイト

ーシス関連遺伝子群に異常が認められた。

さらに、そのうちいくつかの遺伝子では、

遺伝子発現と術後無再発生存期間とに有

意な相関が認められた。（田中真二） 

5) ①肝臓特異的 Sdf2l1 ノックアウトマウ

スは、耐糖能障害を呈しており、肝臓の

脂肪蓄積も増加していた。また、ノック

アウトマウスの初代幹細胞では、ツニカ

マイシン刺激による ER ストレス反応が

亢進・遷延していることが分かった。②

ヒト生検サンプルを用いて、XBP-1, BIP, 

CHOP, Sdf2l1 など ER ストレスの終息

シグナルの発現を測定した。これらの発

現が低下しているほど、耐糖能の低下や

NASH の進展が認められた。（植木浩二

郎） 
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6) (検討 1) SVR 後肝発癌に寄与する要因を

多変量解析 (Cox proportional hazard 

model)で検討すると、年齢(50 歳以上), 

性別(男性), 肝線維化(F2 以上), HCV 

subgroup(HCV-1b Core aa70 Mutant)

が独立要因として抽出された(P<0.01)。

脂質要因では、総コレステロール(190 

mg/dl 未満), HDL コレステロール(50 

mg/dl 未満), 中性脂肪(150 mg/dl 以上)

が単変量解析では肝発癌に影響していた

が(P<0.05)、何れも多変量解析では独立

要因として抽出されず。(検討 2) 前治療

無効例の Telaprevir 併用療法における

抗ウイルス効果の検討では、Invader 法

で aa70 Mutant 頻度が 1.0%未満の症例

の SVR 率は 67%(16/24 例)、前治療無効

かつ IL28B nonTT で Mutant 1.0%未満

の症例の SVR 率も 67%(4/6 例)と何れも

高い SVR 率が得られた。前治療 Partial 

responder で Mutant 1.0%未満の症例の

SVR率が100%(2/2例)であるのに対して、

前治療Null responderでMutant 99.0%

以上の症例の SVR 率は 20%(2/10 例)と

低い SVR 率であった。この様に、前治

療無効例に対する Telaprevir 併用療法

では aa70 Mutant 頻度が低い症例で治

療感受性を示すことが確認された。肝発

癌の検討で aa70 Mutant 頻度の経過は、

経過持続的に低頻度を推移(持続 Low)、

持続的に高頻度を推移(持続 High)、中頻

度を推移(変動)、低頻度から高頻度に移

行(Low-High)、高頻度から低頻度に移行

(High-Low)の 5 グループに分けられる

ことが確認された。全症例で各経時的な

aa70 Mutant 頻度の中央値(10 例以上の

data が存在するポイントのみ)を評価す

ると、肝発癌の 15 年前の Mutant 頻度

6%、10 年前 58%、5 年前 67%、肝発癌

時 74%と経時的に増加することが確認

された。この様に、肝発癌前後で、aa70 

Mutant は様々な変動パターンを呈した

が、全体で評価すると肝発癌前より既に

Mutant の頻度は増加傾向を示した。（芥

田憲夫） 

7) ① Exendin-4 による体重と肝の肉眼所

見の変化：コントロール群の体重は徐々

に増加し、14 週齢で約 50 g となった。

一方、Exendin-4 群は 7 週齢より体重は

ほぼ増加せず、14 週齢で約 40 g とコン

トロール群と比較し有意に低値であった。

Exendin-4 群の肝臓は、コントロール群

の肝臓と比較して、褐色調であった。 

  Exendin-4 による肝組織所見、肝組織

中の中性脂肪含量、および NAFLD 

activity score の変化：両群ともに著明

な 肝 線 維 化 は 認 め な か っ た が 、

Exendin-4 群における肝小葉内の炎症、

肝細胞内の脂肪蓄積や肝細胞風船様変

化は、コントロール群と比較して抑制さ

れていた。 Exendin-4 群における

NAFLD activity score はコントロール

群と比較して有意に低値であった。 

 ③ Exendin-4 が肝組織中飽和脂肪酸

におよぼす影響 

  Exendin-4 群における肝組織中の飽

和脂肪酸値はコントロール群と比較し

有意な変化は認めなかった。また、アテ

ローム性飽和脂肪酸値、血栓形成性飽和

脂肪酸値、中鎖飽和脂肪酸値、および長

鎖飽和脂肪酸濃度値も両群間において



 12 

有意差は認めなかった。 

  肝組織中の長鎖飽和脂肪酸の分画を

検討したところ、パルミチン酸値、ステ

アリン酸値、ベヘン酸値、およびリグノ

セリン酸値は両群間において有意差を

認めなかったが、Exendin-4 群における

アラキジン酸値とリグノセリン酸値は

コントロール群と比較して、有意に高値

であった。 

 ④ Exendin-4 が肝組織中不飽和脂肪

酸におよぼす影響 

   Exendin-4 群における肝組織中の

一価不飽和脂肪酸値はコントロール群

と比較して有意な変化は認めなかった。

一方、Exendin-4 群の肝組織中多価不飽

和脂肪酸値はコントロール群と比較し

て 有 意 に 高 値 で あ っ た 。 ま た 、

Exendin-4群の肝組織中n-6系多価不飽

和脂肪酸値および n-3/n-6 系多価不飽和

脂肪酸比もコントロール群と比較して

有意に高値であった。 

  肝組織中 n-6 系多価不飽和脂肪酸の

分画を検討したところ、アラキドン酸値

は両群間において有意差を認めなかっ

たが、Exendin-4 群におけるリノール酸

値、γ リノレン酸値、およびジホモ-γ-

リノレン酸値は、コントロール群と比較

して有意に高値であった。一方、

Exendin-4 群における肝組織中の Δ5 デ

サチュラーゼ index はコントロール群

と比較して有意に低値であった。（川口 

巧） 

 8）これまでの本研究班の研究で、HCV

の完全な増殖を許容する新規細胞株、

JHH4 と FU97 細胞を同定した。また、

ApoEの欠損細胞を樹立することによっ

て、HCV の粒子産生には、ApoE の機

能を ApoB が代償することが明らかと

なった。ApoE と ApoB 遺伝子の両方を

欠損させたDKO細胞株では粒子産生能

が顕著に抑制されていたことから、

ApoB と ApoE が相補的に HCV の粒子

産生に関与していることが示唆された。

一方、cDNA マイクロアレイによる解析

で、ヒト肝組織では全ての肝臓特異的な

アポリポ蛋白質が高く発現しているの

に対し、Huh7 細胞では ApoB と ApoE

の発現は高いものの、ApoA や ApoC の

発現が低かった。そこで、DKO 細胞に、

ApoA1、ApoA2、ApoC1、ApoC2、ApoC3、

ApoE および ApoH を発現させ、粒子産

生能を検討した。興味深いことに、ApoE

だけでなく、ApoA1、ApoA2、ApoC1、

ApoC2、および ApoC3 の発現によって

も感染性粒子の産生が認められた。次に、

DKO 細胞に発現することで、HCV の感

染性粒子産生を回復できるアポリポ蛋

白質の共通性を 2 次構造で予測したと

ころ、これらのアポリポ蛋白質には共通

して両親媒性 α ヘリックスを複数有す

ることが明らかになった。さらに、

ApoC1 と ApoE から、単一の α ヘリッ

クスだけをDKO細胞に発現させるだけ

で、HCV の粒子産生が回復することか

ら、アポリポ蛋白質の両親媒性の α ヘリ

ックスが HCV の感染性粒子産生に関与

していることが示唆された。さらに、

HCV 粒子を超遠心で濃縮すると、アポ

リポ蛋白質も濃縮されることから、

HCV 粒子にアポリポ蛋白が結合してい



 13 

ることが示唆された。（松浦善治） 

 9）1.HCV J6/JFH1 感染に伴い JNK が

活性化され、細胞内のユビキチンリガー

ゼ Itch が T222 でリン酸化され、活性

化された。また、Itch の活性化に伴い

Adipophilin の蛋白質量が減少したが、

TIP47 の量は変化しなかった。2. HCV

感染に伴い、BODPY で染色される脂肪

滴の大きさがmock細胞と比較して増大

傾向にあった。3. HCV J6/JFH1 を

Huh-7.5 細胞に感染にさせ、経時的に観

察したところ、Spartin の全長のバンド

が減少し、２本のバンドに分かれ、低分

子量のバンドの比が増加した。 4. 

Spartin 内に NS3/4A プロテアーゼの切

断モチーフと類似のアミノ酸配列が存

在した。（勝二郁夫） 

 10）体重、肝臓内中性脂肪量、血中イン

スリン量は、高脂肪食群で薬剤投与の有

無に関係なく増加を認めるとともに薬

剤間の有意差認めなかった。一方、肝臓

内総コレステロール量は高脂肪食で増

加を認め、DPP4-inhibitor では有意な

変化認めなかったが、UDCA 投与群で

は低下を認めた。一方、血糖値は高脂肪

食投与で上昇傾向認めるが、有意差は認

めなかった。高脂肪食で発現増加した

FAS SREBP1 などの肝臓内脂質代謝関

連酵素は、２種類の薬剤投与によっても

有意な低下は認めないが、UDCA のみ

が SCDmRNA を有意に低下させた。一

方、TGR5mRNA は DPP-4inhibitor 群

で増加を認めた。また、膵臓においては

GLP1-RmRNA が UDCA によって発現

増加を認めた。脂肪組織においては、

DPP-4inhibitor が、高脂肪食によって

増加した TNFalpha mRNA を減少させ

た。（森屋恭爾） 

 11）階層クラスタリングによって、対象

者は、以下の 5 つの群に大別できた：

C1 高齢男性、中等度飲酒、肝機能正常、

C2 高齢男性、肥満、中等度飲酒、肝硬

変、C3 比較的若年男性、大量飲酒、肝

機能不良、C4 肥満男性、非飲酒、生活

習慣病、C5 高齢女性、肥満、非飲酒、

肝硬変。年代別の各グループの割りあい

を検討したところ、C1 と C5 の増加が

近年の非 B 非 C 肝癌の増加に寄与して

いる可能性が示唆された。（建石良介：

班共同研究） 

  

D. 考察 

 我々は以前肝生検で非アルコール性脂肪

肝疾患(NAFLD)と診断した 529 例を

Matteoni 分類に従い組織分類し、GWAS

を行い、PNPLA3 の rs738409 の遺伝多型

が NASH 発症・進展の感受性遺伝子である

ことを報告したが(PLoS One 7(6): e38322, 

2012)、今回 NASH と病態が類似する C 型

肝炎でも類似する結果が得られた。すなわ

ち C 型肝炎においては脂肪蓄積と線維化進

展に PNPLA3 の遺伝子多型がが関与して

いることが明らかになった。PNPLA3 は中

性脂肪の代謝に関与しているがその役割は

充分に明らかにされておらず、今後さらな

る検討が必要であるが、今回の結果は C 型

肝炎の予後、特に PNALT 症例の予後の検

討に重要な意味を持つ可能性がある。 
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MC4R 遺伝子に異常を有する症例は幼児

期より高度肥満を呈する。日本人では劣性

遺伝形式を取ることが知られている。他方、

フランス人では優性遺伝形式を示し、高度

肥満者の 1%に MC4R 遺伝子異常を認める。

MC4R 遺伝子変異を持つこれらの症例は遺

伝性 NASH を発症し、しばしば肝硬変で死

亡することが知られている。従って、この

遺伝性疾患を研究すれば非遺伝性 NASH

で観察される代謝異常に近い病態を知るこ

とができるのではないかと考えられる。 

MC4RKO マウスでも高度肥満に伴う脂

肪肝を背景に典型的な NASH の発症が観

察されたことから予想に違わずヒトNASH

の病態を反映する優れた NASH モデルと

考えられた。 

MC4RKO マウスでは炎症細胞浸潤と著

明な肝線維化の進展、肝細胞癌の合併が全

例で観察され、MC4R/PPAR-α double KO

マウスでは炎症細胞浸潤は軽微で、肝線維

化や肝細胞癌の合併を認めなかったとの成

績がヒトに外挿可能であれば、NASH 治療

に新たな breakthrough をもたらす可能性

がある。 

 NAFLD-HCC は、HCV-HCC と比較し肥

満・生活習慣病合併率が高く、主腫瘍径が

大きく、SH-HCC の頻度が高く、癌部の

Nanog 陽性率が高く、癌部 Nanog 強陽性

例は全例 NAFLD-HCC の SH-HCC 例であ

った。 

NAFLD の年齢・性の分布には特徴があ

り、50 程度を境に若年層では男性例が多く、

高齢層では女性例が多い。当科における

NAFLD全体の症例分布は50歳以下では男

性が多く、50 歳以上では女性が多いが、年

齢中央値男女とも約 71 歳の NAFLD-HCC

は男性が 65％を占めた。この原因として、

NAFLD における HCC 合併の危険因子と

される肥満・DM の合併率が男性で高いこ

と、男性で女性より高頻度に合併する喫

煙・少量飲酒の影響などの関与が推測され

ているが、未だ明らかではない。 

NAFLD-HCC では高分化型 HCC が多い

という複数の報告があるが、当科の検討で

は HCV-HCC と差が無かった。 

しかし、HCV-HCC に比し主腫瘍径が大き

いにもかかわらず分化度が同等ということ

は、主腫瘍径のわりに高分化型が多いとい

える。また、高分化型の中に中分化型の成

分を含む症例は NAFLD-HCC に高頻度で

あったという事実も考慮を要する。 

癌部 steatohepatitic features に関して

は、前述のように 2010 年に初報告の論文

において、対象疾患が HCV-HCC であり、

その後複数の論文で、基盤となる肝疾患は

様々であるが、癌部の steatohepatitic 

features は非癌部の脂肪沈着の有無と関連

し、基盤となる疾患の中で最も重要なのは

NAFLD と報告された。当科の検討でも、

NAFLD-HCC は HCV-HCC に 比 較 し

SH-HCC の 頻 度 が 高 く 、 ま た 癌 部

steatohepatitic features の各特徴的所見の

出現頻度も高率であった。SH-HCC の生物

学的特徴や NAFLD 自体あるいは HCC 病

態との関連については今まで全く報告が無

く、発癌メカニズムとの関連を含め、今後

の重要な検討課題と考えられる。 

今回検討した免疫染色の染色性の評価で、

NAFLD-HCC と HCV-HCC で差異を認め

たのは、Nanog のみであった。Nanog は癌
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幹細胞の自己増殖促進分子であり、その染

色性の両群における差異が、非癌部の線維

化の程度を含め発癌メカニズムや発癌危険

因子の差異に繋がる可能性がある。今後、

非癌部での発現との関連や動物モデルでの

検証など更なる検討を要する。 

今回の検討では、当院における今回検討し

た期間の肝切除施行数は HCV-HCC が

NAFLD-HCC の約 20 倍程度と非常に差が

大きく、統計解析とその解釈に困難がある

ことが最大の問題点と考える。今後、多施

設共同研究などを通し更なる症例集積を目

指す。検討項目としては、今回の報告で検

討しえなかった HCC 関連マーカー(Bmi-1, 

glutamine-synthetase, adenylate 

cyclase-associated protein2 など)、慢性炎

症関連分子(Cox2 など)、マロリー体関連分

子（抗ユビキチン抗体, p62, CK18 など）、

幹 細 胞 関 連 分 子 (Oct4, Sox9, GLP-1, 

CK18/8 など)、細胞分化・再生関連分子

(hepassocin など)、細胞周期・アポトーシ

ス・DNA 修復関連分子（Fox-O など）など

について、主としての免疫組織学的手法に

より解析していく。また、最近 NAFLD に

関連する腫瘍性病変で前癌病変としての意

味合いから注目される肝細胞腺腫や過形成

性結節などに関しても検討を加えていきた

い。 

 非ウイルス性肝癌は代謝関連因子との関

連が強く、それら代謝関連肝癌は、ウイル

ス性肝癌とは別の特異的な遺伝子機能異常

を内包している。その発癌及び悪性化メカ

ニズムの解明が、代謝関連肝癌に対する新

たな分子マーカーや分子標的の開発に寄与

すると考えられる。 

 前年までの検討から、摂食により肝臓で

の ER ストレスが惹起され、Sdf2l1 等のシ

グナルの誘導によりそれが適切に終息する

こと、肥満ではその誘導が低下し、持続的

な ER ストレスとそれによるインスリン抵

抗性・肝脂肪蓄積が生じることを提唱した。

今回の検討で、ER ストレス終息シグナル

と考えられる Sdf2l1 を肝臓特的にノック

アウトすると、確かに ER ストレスの遷延

と耐糖能障害・肝脂肪蓄積の増大が起きて

いることが明らかとなった。ヒト生検サン

プルの検討でも、ER ストレスシグナルの

発現が低下しているほど、ER ストレスが

遷延し、耐糖能障害・NASH の進展が生じ

ていると考えられた。 

 トランスジェニック・マウスによる動物

実験では HCV core 蛋白による肝細胞脂肪

化・インスリン抵抗性といった脂質/糖代謝

への影響やそれらを介した肝発癌への影響

が報告されてきた。当施設の検討は、この

様な基礎的な検討を臨床面から支持する成

績であるといえる。今回の検討では、ウイ

ルス排除前の Core アミノ酸置換の状態が

SVR 後肝発癌にまで影響することが確認

された。これはイニシエーターとしての

HCV が排除された状態にあっても、Core 

aa70 Mutant の症例ではウイルス排除前の

段階で既に肝発癌の素地が出来上がってい

る可能性を示唆する所見と思われる。 

本研究により、GLP-1 受容体刺激剤であ

る exendin-4 は、NASH モデルマウスの肝

障害を抑制することが明らかとなった。ま

た、exendin-4 による脂肪酸代謝酵素の活

性調節と脂肪酸組成の変化が NASH 改善

の一機序である可能性が示唆された。 
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 本研究において、exendin-4 は NASH モ

デルマウスの体重増加と NAFLD activity 

score の上昇を抑制した。これまでに、

GLP-1 受容体の発現は NASH モデルマウ

スや NASH 患者において抑制されている

ことが報告されている。また、GLP-1 受容

体作動薬投与により、高脂肪食飼育ラット

や ApoE ノックアウトマウスの肝障害が抑

制されることも報告されている。このよう

に、本研究における exendin-4 の体重減少

効果と NASH 改善効果は既報の結果と類

似していた。 

 GLP-1 受容体作動薬による NASH 改善

効果の機序として、インスリン感受性の亢

進 、 peroxisome proliferator-activated 

receptor α の活性亢進、および β 酸化の亢

進が報告されている。しかしながら、GLP-1

受容体作動薬が脂肪酸組成におよぼす影響

について未だ不明である。 

 長鎖飽和脂肪酸は炎症促進性の脂肪酸で

あり、NASH の発症に促進的に作用するこ

とが報告されている。しかしながら、本研

究において Exendin-4 群の肝組織中長鎖飽

和脂肪酸値は上昇していた。本研究におけ

る長鎖飽和脂肪酸と肝障害の関連が既報と

一致しない理由は明らかではないが、長鎖

飽和脂肪酸のなかでもアラキジン酸は

apoB の分泌を促進して、リグノセリン酸は

セラミド代謝を調節して肝細胞への脂肪蓄

積を抑制することが報告されている。本研

究において、長鎖飽和脂肪酸値の増加に寄

与する脂肪酸分画はアラキジン酸とリグノ

セリン酸であることから、enendin-4 は長

鎖飽和脂肪酸の組成を変化させることで、

NASHに対する抑制作用を発揮している可

能性が示唆された。 

Exendin-4 群では、肝内の n-6 系多価不

飽和脂肪酸、特にリノール酸値、γ リノレ

ン酸値、およびジホモ-γ-リノレン酸値が高

値であった。これらの脂肪酸は炎症促進性

エイコサノイドの前駆体であり、NASH の

発症に関与することが報告されている。本

研究における n-6 系多価不飽和脂肪酸の変

化は既報と一致しないが、脂肪酸代謝経路

の律速酵素である Δ5 デサチュラーゼの変

化がその一因と考えられる。Δ5 デサチュラ

ーゼはジホモ-γ-リノレン酸より炎症促進

性エイコサノイドの産生を促進する酵素で、

NASH患者においてその活性は亢進してい

ることが報告されている。また、Δ5 デサチ

ュラーゼ活性阻害剤（CP-24879）により、

炎症が抑制され、肝細胞内脂肪含量が低下

することが報告されている。本研究結果と、

これら既報の研究結果は、enxendin-4 が肝

組織中 Δ5 デサチュラーゼの活性を阻害し、

炎症促進性エイコサノイドの産生を抑制す

ることで NASH を軽減している可能性が

示唆される。 

 アポリポ蛋白質の両親媒性 α ヘリックスが

HCV の感染性粒子産生に関与していることが

明らかとなった。両親媒性の α ヘリックスとウ

イルス粒子の結合を特異的に阻害するような

薬剤やペプチドは新規抗HCV剤の創薬標的と

考えられる。 

 UDCA は肝腫瘍マーカーである SCD 

mRNA の抑制ならびに膵臓において

GLP1-RmRNA 発現増加をもたらし肝発癌

抑制とともにインクレチン signal 増強を

もたらす可能性が示唆された。一方

DPP4inhibitor はTGR5mRNA増加ならび
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に脂肪組織抗炎症作用と異なるなら部位で

補完的作用をもたらす可能性が示された。 

 近年、肥満人口の増加とともに非アルコ

ール性脂肪肝炎(NASH)の肝細胞癌発癌へ

の関与が注目されているが、成人日本人男

性では、20g/日以下の飲酒者はむしろ少数

派であり、飲酒と肥満のリスクを併せ持つ

集団(C2)の同定が必要である。また、中等

度飲酒と加齢以外に特段の危険因子を擁し

ない集団(C1)が同定されたため、今後これ

らの集団に隠れた危険因子が存在しないか

精査する必要があると思われる。 

 

E. 自己評価 

1) 達成度について：当初設定した目標につ

いて、ほぼ各項目について１年目の目標

通りに研究が遂行されたと考える。 

2) 研究成果の学術・国際・社会的意義につ

いて：全国的な非 B 非 C 型肝癌の増加の

中、代謝関連肝癌として捉えて研究、診

断、治療を行なうというコンセプトのも

つ社会的な意義は大きいと考えられる。 

3) 今後の展望について：代謝関連肝癌

(MALC)に関して、臨床データ、基礎実

験を通じて、発癌機序の解明、抗リスク

群の設定等、早期発見、早期治療に向け

た取り組みの成果が期待される。 

 

F. 結論 

 非 B 非 C 型肝癌の階層化クラスタリ

ング解析よって、従来言われている

NASH やアルコール性肝硬変以外に肝

機能正常高齢男性や肥満と飲酒のリス

クを併せ持つ集団など新たな背景集団

を抽出することができた。C 型肝炎、

NASH、非 ASH 非 NASH の非 B 非 C

型肝疾患に関連する肝癌を、「代謝関連

肝 癌 (Metabolism-associated liver 

cancer, MALC)」として捉えて解析を行

ない、その病態を探り、高リスク群を設

定し、さらに肝発癌抑制法を開発し適用

していくことで、これらの疾患の病態・

肝発癌制御が可能になると考えられた。

この様な認識をもって患者の管理・治療

に当ることにより、患者の予後、QOL

を大幅に改善することが期待される。 
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