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研究成果の概要（和文）：プロテオミクスを用いて肝疾患や炎症性腸疾患患者血清中に多く存在する蛋白として、補体
C4断片(C4-F)、キニノーゲン断片(Kini-F)、アポトーシス抑制因子(AIM)、ヒト好中球ペプチド(HNP)-1を同定した。血
清C4-FはC型慢性肝炎の抗ウイルス効果と関連し、Kini-Fは非アルコール性脂肪性肝疾患(NAFLD)の新しい診断マーカー
候補であることを明らかにした。また、血清AIM値は慢性肝疾患の肝線維化と関連し、NAFLDの病態形成に寄与する可能
性が示唆された。さらに、マウスモデルの検討で、HNP-1は潰瘍性大腸炎に加えて、NAFLDやアルコール性肝障害の病態
進展因子であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We identified several serum proteins present at high levels in patients with liver
 disease or inflammatory bowel disease, including complement component C4 fragment (C4-F), kininogen fragm
ent (Kini-F), apoptosis inhibitor (AIM), and human neutrophil peptide (HNP)-1. Serum C4-F and Kini-F are p
otentially biomakers for antiviral effects in patients with chronic hepatitis C or diagnosis of nonalcohol
ic fatty liver disease (NAFLD), respectively. In patients with chronic liver disease, serum AIM levels wer
e associated with liver fibrosis. AIM also appeared to contribute to the pathogenesis of NAFLD. Furthermor
e, HNP-1 worsened pathological condition in the mouse model of NAFLD and alcoholic liver disease, in addit
ion to ulcerative colitis. Thus, proteomics is a useful tool for identifying proteins that might serve as 
candidate biomarkers in refractory gastrointestinal diseases, and the identified proteins may be involve i
n the pathological conditions associated with those diseases. 
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１．研究開始当初の背景 
社会環境の変化、食生活の欧米化、治療法

の進歩などにより、疾病構造の変化や新しい
疾患概念、治療上解決すべき点など新しい問
題が起こってきている。肝疾患においては、
48 週間のインターフェロンとリバビリン併
用治療を基本とした治療法はC型慢性肝炎に
有効で、その効果は 5割以上期待できるもの
の、治療効果の予測は難しく、治療に抵抗性
の難治例も少なくないため、早期の治療効果
予測法や新しい治療法の創出が期待されて
いる。また、非アルコール性脂肪肝炎（NASH）
は、非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）
の一つの病型であり、肥満や糖尿病などの生
活習慣病と関連し、肝硬変や肝細胞癌へ進展
する予後不良な疾患である。本邦でも肥満人
口の増加にともない NASH や NAFLD 患者が増
加することが危惧されているが、簡便な診断
法がなく、確定診断には肝生検が必要である。
膵疾患においては、発症に自己免疫機序の関
与が疑われる自己免疫性膵炎は、ステロイド
が奏効するが、簡便な診断マーカーがないた
め、侵襲性の高い内視鏡下の造影検査などが
必要であり、新しい診断法の確立が必要であ
る。さらに、潰瘍性大腸炎やクローン病は若
年者に多く、患者数は年々増加しているもの
の、診断法や治療法はまだ十分確立されてい
るとは言えない。 
消化器癌の画像診断法や治療法の進歩は

目覚しいものがあるが、ほとんどの消化器癌
は増加してきている。5 年生存率で見ると、
胃癌や大腸癌は約 70％であるのに対して、肝
細胞癌は 50％以下、膵臓癌は約 10％とかな
り低率である。膵臓癌は早期発見が困難で、
進行してから発見されることが多いことが
原因のひとつであり、早期発見は生存率改善
に貢献できる。また、肝細胞癌の約 70％は C
型肝炎ウイルス感染を背景に発症すること
から、高リスク群の厳重な経過観察により、
早期発見率は向上してきているが、再発率が
高く、再発時の早期発見は必ずしも容易では
ない。このようなことから、膵癌や肝癌には
新しいスクリーニング法の確立が望まれて
いる。 
 新しい診断マーカーの開発には、血液や尿
中に特異的に出現する成分を同定すること
が、臨床応用を視野に入れた場合はもっとも
期待できる手法である。また、疾患の原因遺
伝子から翻訳される蛋白質と、それに関連し
て変動する蛋白質群を解析し、さらに翻訳後
修飾情報を含めて詳細に解析するという観
点から、系統的に整理するプロテオミクスを
利用した網羅的蛋白解析が必要である。現在、
プロテオミクスを用いたバイオマーカー探
索が、悪性疾患を中心に行われているが、解
析装置、微量検体の前処理、データ解析には
問題点も多く、必ずしも十分な結果は得られ
ておらず、プロテオミクスを用いた消化器癌
や難治性消化器疾患患者血清の解析は少な
く、更なる研究の発展が期待されている。 

 
２．研究の目的 
本研究では、消化器癌として肝細胞癌、膵

癌、癌以外の難治性消化器疾患として C型慢
性肝炎インターフェロン難治例、NAFLD、自
己免疫性膵炎、炎症性腸疾患などの消化器疾
患患者の血清を用いて、プロテオーム解析に
より新しいバイオマーカー候補となる蛋白
を同定する。さらに、同定した蛋白の病態へ
の関与を明らかにするとともに、難治性消化
器疾患の診断マーカーとしての臨床的有用
性を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 患者と比較対象となる疾患もしくは健常
者の血清もしくは組織を用いて、網羅的に蛋
白発現解析を行う。対象となる疾患は、肝癌、
Ｃ型慢性肝炎難治例、NASH、アルコール性肝
障害、膵癌、自己免疫性膵炎、潰瘍性大腸炎、
クローン病である。蛋白標識などの前処置に
は NBS 試薬、ICAT 試薬、DIGE 法やクリンプ
ロットシステムを利用し、蛋白発現比較解析
お よ び 蛋 白 同 定 に は SELDI-TOF/MS 、
MALDI-TOF/MS、2 次元電気泳動を用いる。さ
らに、同定した蛋白・ペプチドの簡便な測定
法を確立し、多数の臨床検体を用いて、診断
や治療における臨床的有用性を明らかにす
るとともに、実験動物や遺伝子改変動物を用
いて、同定した蛋白・ペプチドの疾患・病態
との関連を検討する。なお、具体的な研究の
方法は研究成果欄にも記載した。 
 
４．研究成果 
 SELDI プロテインチップおよびクリンプロ
ットシステムなどによるピーク蛋白同定シ
ステムを確立し、C 型慢性肝疾患に対するイ
ンターフェロン治療、慢性肝疾患肝線維化進
行例、NAFLD や潰瘍性大腸炎に関連する可能
性のある蛋白としてそれぞれ補体 C4 断片、
アポトーシス抑制因子（AIM）、Kininogen 断
片やヒト好中球ペプチドなどを同定した。一
方、膵癌と自己免疫性膵炎に関連する可能性
が高い蛋白は同定できなかった。本研究では、
同定した蛋白である C4 断片、キニノーゲン
断片、AIM、およびヒト好中球ペプチドに着
目して、病態との関連や、診断マーカーとし
ての有用性について、さらに検討した。 
(1) HCV感染者血清中に出現する補体C4断片
は抗ウイルス治療効果の分子マーカー候補
である 
①補体 C4と NS3/4A プロテアーゼを混合する
と、C4 単独や NS3/4A プロテアーゼ単独群に
は見られない約 17kDa と 15kDa の蛋白断片が
SDS-PAGE で検出され、この断片は HCV コア蛋
白や HCV NS5A 蛋白の混合では出現しなかっ
た。また、NS3/4A プロテアーゼによる C4 断
片出現は、セリンプロテアーゼ阻害剤
（VX-950）により抑制された。 
②感作羊赤血球を用いた溶血試験にて、
NS3/4A プロテアーゼは濃度依存的に C4 活性



を低下させた。また、この活性低下は VX-950
により阻害された。 
③血清をアセトン沈降後、C4 ポリクローナル
抗体を用いて western blot を行うと、約
17kDa のペプチドが HCV 感染者血清中に多く
存在し、HBV 感染者や健常者血清中にはほと
んど検出しなかった。 
④ペグインターフェロン＋リバビリン併用
療法を施行したC型慢性肝炎患者の治療経過
中の血清を、上記と同様の方法で解析すると、
約 17kDa の C4 断片は著効患者では治療経過
中に有意に減少するのに対し、無効患者では
治療前と治療中で有意差はなかった。また、
約 17kDa の C4 断片は HCV-RNA が陰性化する
時期に遅れて消失する傾向で、再燃例では消
失しない症例が存在した。 
以上のことから、HCV NS3/4A プロテアー

ゼは C4 を切断することにより、補体の活性
化を阻害し、宿主免疫応答を減弱させること
で持続感染を維持する可能性があると考え
られた。また、HCV 感染患者血清中に認めら
れた約 17kDa の C4 断片は、インターフェロ
ン治療効果と関連し、抗ウイルス治療時の新
しい分子マーカーとなる可能性が示唆され
た。 
 
(2) プロテオミクスから同定した非アルコ
ール性脂肪性肝疾患の分子マーカーの臨床
的意義と新しい診断法の確立 
①非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）患
者と健常者の血清を用いて比較した。陽イオ
ン交換ビーズ、陰イオン交換ビーズ、Ｃｕビ
ーズを用いて、健常者と NAFLD 患者で発現ピ
ーク値に有意差（P<0.001）のある蛋白ピー
クをそれぞれ 10 種類以上検出した。その中
で、特に差が顕著で、分子量が小さい 1942
ｍ/ｚ(陽イオン交換ビーズで検出)のピーク
値は、2079ｍ/ｚ、2207ｍ/ｚのピーク値と相
関した。また、この 3本のピークは高分子量
キニノーゲンの断片で、それぞれＮ末端のア
ミノ酸の長さが異なり、Ｃ末端は同じであっ
た。 
②抗高分子量キニノーゲン抗体を用いた
Western Blot 解析により、NAFLD 患者では、
全長高分子量キニノーゲンの濃度が低下し
ており、高分子量キニノーゲンの分解が亢進
している可能性が示唆された。しかし、キニ
ノーゲン断片を含めて、NAFLD と健常者で有
意差を認めた 30 種類以上の蛋白ピーク値は
非アルコール性脂肪肝（NAFL）と NASH では
有意差はなかった。 
③ELISA で検討した全長キニノーゲン濃度は、
NAFLD 患者では健常者より低値で、ELISA で
測定したキニノーゲン断片濃度は健常者よ
り NAFLD 患者で高値であったが、NASH は NAFL
よりむしろ低い傾向であった。 
④キニノーゲン断片、CK-18 断片、アポ E の
3 つのマーカーを組み合わせたマルチマーカ
ー解析による NASH の正診率は 77%で、NAFL
の正診率は 80％であった。 

以上のことから、NAFL と NASH の有意差は
なかったが、高分子量キニノーゲンやその断
片は NAFLD の病態と関連する可能性があり、
マルチマーカー解析の診断能の有用性が示
唆された。今後、NAFLD における高分子量キ
ニノーゲンの分解機序やキニノーゲン断片
の病態への関与をさらに検討する必要があ
る。 
 
(3) マクロファージのアポトーシス抑制因
子（AIM）は C 型慢性肝炎患者の肝線維化と
関連する 
肝生検を行ったC型慢性肝炎患者を対象に

解析した。肝硬変患者は除外した。血清 AIM
およびアディポサイトカイン（レプチン、ア
ディポネクチン、レジスチン）値は保存血清
を用いて ELISA 法で測定し、これらが血液生
化学検査値、HbA1c（JDS 値）、HCV セロタイ
プやHCV-RNAなどの検査値と関連するかを検
討した。また、新犬山分類に基づき肝病理組
織所見を肝線維化の程度（F0-4）と肝炎の活
動性の程度（A0-3）で評価し、肝脂肪化の有
無（HE 染色で肝組織中の肝脂肪化が 5％以上
を有とする）を確認し、血清 AIM やアディポ
サイトカイン値と肝病理組織所見との関連
を検討した。さらに、糖尿病が明らかではな
い患者で 75ｇブドウ糖負荷試験が施行され
ており、これらのデータをもとにインスリン
抵抗性指数（HOMA-IR）やインスリン感受性
指数（WBISI）を算出し、血清 AIM やアディ
ポサイトカイン値との関連を検討した。 
①血清 AIM 値は ALT、ヒアルロン酸と正の相
関、血小板数、総コレステロール、アルブミ
ンと負の相関があり、血清 AIM 値は肝線維化
や肝線維化と関連する肝予備能と関連する
と考えられた。一方、AIM はアディポサイト
カインとは関連しなかった。 
②単変量解析では、肝線維化進行例（F2以上）
は非進行例（F1 以下）と比較して、血小板数、
アルブミン値は低く、ALT、γGTP、ヒアルロ
ン酸、AIM は有意に高値であった。また、多
変量解析では、ALT 高値、ヒアルロン酸高値、
AIM 高値が肝線維化進行（F2 以上）に関連す
る独立した因子であった。 
③血清AIM値は肝脂肪化の有無とは関連せず、
レプチン高値が肝脂肪化の存在に独立して
関連した。 
④単変量解析では、血清 AIM 高値、血小板数
低値、アルブミン低値、ALT 高値、γGTP 高
値、ヒアルロン酸高値は肝炎の活動性の高い
症例（A2-3）に有意に多かったが、多変量解
析では肝炎の活動性に関連する独立因子は
なかった。 
⑤レプチン、アディポネクチン、レジスチン
はいずれも HOMA-IR および WBISI に有意に相
関したが、AIM は HOMA-IR および WBISI とは
相関しなかった。 
今までに、健常者との比較で HCV 感染によ

る肝硬変では AIM が高値となり、HCV 感染が
AIM 高値と関連する可能性が報告されている。



また、非アルコール性脂肪肝炎による肝硬変
でも血清AIM値は高値になるという報告もあ
る。しかし、AIM と C 型慢性肝炎の病態との
関連を詳細に検討した報告はなく、本研究で
は、血清 AIM 値は C型慢性肝炎の肝線維化に
独立して関連することを明らかにした。 
AIM はマクロファージによって産生される

分泌型蛋白質で、マクロファージのアポトー
シスを抑制する。肝のマクロファージである
クッパ－細胞はC型慢性肝炎の病態に関連し、
肝線維化を促進すると考えられている。肝組
織内ではクッパ－細胞がAIMを発現している
と推測され、AIM が肝線維化と関連したこと
から、肝線維化進展例では増加したクッパ－
細胞からの AIM 発現が増加している可能性、
もしくはAIMを介してクッパ－細胞が肝線維
化に影響している可能性が考えられた。 
一方、アディポサイトカインであるレプチ

ン、アディポネクチン、レジスチンも肥満や
インスリン抵抗性と関連することが報告さ
れている。本研究では 75gOGTT を施行した症
例数が少なく、インスリン抵抗性やインスリ
ン感受性についての詳細な検討は行わなか
ったが、アディポサイトカインは C型慢性肝
炎のインスリン抵抗性やインスリン感受性
に関連すると考えられ、これらのアディポサ
イトカインの発現制御がC型慢性肝炎の病態
進展予防や治療に結びつく可能性があると
考えられた。 
以上のことから、AIM とアディポサイトカ

インはC型慢性肝炎の病態に異なるメカニズ
ムで関連していることが示唆された。 
 
(4) 非アルコール性脂肪性肝疾患における
血清 Apoptosis Inhibitor of Macrophage
（AIM）の臨床的意義 
肝生検でNAFLDと診断した患者を対象とし、

自己免疫性肝疾患群、健常コントロール群と
比較検討した。血清 AIM 濃度は hAIM 測定用
ELISA キット(TransGenicInc.)を用いて測定
した。 
①血清AIM値は健常コントロール群と比較し
て、NAFLD 群、AIH 群、PBC 群で有意に高値で
あり、NASH 群は NAFL 群より有意に高値であ
った。 
②NAFLD 群において、血清 AIM 値は、HOMA-R
や肝線維化マーカー（血小板、ヒアルロン酸、
IV 型コラーゲン 7S）と有意に相関し、肝線
維化の進展とともに増加した。 
③血清 AIM値は血清 IgM値や抗核抗体力価と
も有意に関連したが、CK18 断片や NAS スコア
との明らかな関連はなかった。AIH 群や PBC
群では血清AIM値は血小板数と負相関したが、
IgM 値とは関連しなかった。 
以上のことから、血清 AIM 値は肝線維化と

関連し、その関連は肝疾患の原因には依存し
ないと考えられた。一方、AIH や PBC とは異
なり、NAFLD においては AIM が IgM や抗核抗
体と関連したことから、肥満などのメタボリ
ック症候群の病態において、AIM は免疫学的

機序を介してNAFLDの病態形成に関与する候
補分子と考えられ、AIM の制御が NAFLD の新
しい治療法の創出に貢献できる可能性があ
ると考えられた。 
 
(5) ヒト好中球ペプチド‐1 は脂肪肝炎モデ
ルマウスの肝細胞アポトーシスと肝線維化
を促進する 
好中球浸潤を伴う肝細胞壊死は NASH やア

ルコール性脂肪肝炎（ASH）の組織学的特徴
の一つである。ヒト好中球ペプチド（HNP）
-1 は好中球から分泌される抗菌ペプチドで
あるが、HNP-1 が脂肪肝炎の病態に及ぼす影
響は十分明らかになっていない。そこで、
HNP-1 が脂肪肝炎の病態に及ぼす影響を検討
した。 
CAGプロモーターで HNP-1 cDNA を発現制御

する TG マウスを作製した。TG 及び野生型マ
ウス（WT）に CDAA 食を 26週、もしくは 10％
エタノール水を 24 週間経口自由投与した。
肝組織中の遺伝子発現は RT-PCR 法、蛋白発
現は Western blot 法で解析した。脂肪肝の
程度は Oil-Red O 染色陽性面積と肝中性脂肪
含量、肝線維化は Sirius-Red 染色と AZAN 染
色の陽性面積で比較し、肝星細胞活性化はα
SMA 染色、Kupffer 細胞は F4/80 染色、アポ
トーシスは TUNEL 法で評価した。 
①CDAA 食もしくはエタノール投与後の脂肪
肝の程度は、いずれも TG マウスと WT マウス
で有意差はなかった。 
②CDAA 食もしくはエタノール投与後の肝線
維化は TGマウスが WTマウスより有意に高度
であった。活性化肝星細胞数は TG マウスが
有意に多く、Kupffer 細胞数も TG マウスの方
が有意に増加していた。CDAA 食投与の検討で
は肝組織中ハイドロキシプロリン含量、血清
ヒアルロン酸濃度、collagen 1A1 mRNA 発現
が TG マウスで有意に高かった。 
③エタノール投与の検討では、肝組織の
TUNEL 陽性細胞数、Fas mRNA 発現、caspase3
および Bax の蛋白発現は WT マウスと比較し
て TG マウスで有意に高かった。 
以上のことから、HNP-1 はコリン欠乏アミ

ノ酸置換食もしくはエタノール投与により
誘導される脂肪肝の程度には影響しなかっ
たが、肝線維化を増悪させ肝細胞アポトーシ
スを促進した。好中球から分泌される HNP-1
は NASH 及び ASH において、肝線維化及び肝
細胞アポトーシスの増悪因子である可能性
が示唆された。 
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