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７ 研究目的 

 食事の欧米化や運動不足などの生活習慣の変化により我が国でも一般的に脂肪肝と呼ばれ

る代謝機能障害関連脂肪性肝疾患（metabolic dysfunction associated steatotic liver 

disease, MASLD）、さらに炎症を伴う代謝機能障害関連脂肪肝炎（metabolic dysfunction 

associated steatohepatitis, MASH）の罹患者が増加している。MASLD の約 10%が MASH へと

進展するが、その進展メカニズムには不明な点が多い。肝臓は約 70%を肝細胞により構成され

栄養成分や生体異物の代謝を担うが、残りの 30%の非実質細胞には類洞内皮細胞や間葉系星細

胞の他、Kupffer 細胞などの免疫細胞が豊富に存在し、互いに、または肝細胞と協調しながら

代謝、炎症、生体防御、抗腫瘍活性など多岐にわたる機能を発揮する（参考文献[1]）。した

がって、MASLD 及び MASH の病態を理解する上で、複雑な免疫細胞の機能全体を解析する必要

がある。そこで、本研究では近年急速に開発されたシングルセル解析を本学内に確立し、

MASH における肝臓免疫細胞の解析に応用させることにより免疫細胞の新たな機能制御メカニ

ズムを明らかにすること、そして MASH の新たな予防または治療標的を見出すこととした。 

８ 研究概要 

 本研究では西洋食負荷による MASH 誘導モデルマウスを用いて肝臓免疫細胞の分布及び機能

をシングルセル解析を用いて詳細に解析することにより MASH の病態制御を明らかにする。

我々は先行研究において、脂質応答性核内受容体である肝臓 X 受容体（liver X receptor, 

LXR）及びビタミン D 受容体が肝固有のマクロファージである Kupffer 細胞や単球由来の誘導

マクロファージ、ナチュラルキラー（natural killer, NK）T 細胞の分化・成熟化及び機能維

持に関与することを報告した[2-5]。特に LXR はコレステロール代謝調節因子として働く転写

因子であり、高コレステロール血症や動脈硬化の標的として注目されているが[6]、マクロフ

ァージにおいて抗炎症作用を有することから、免疫細胞を介した MASH の病態への関与が強く

示唆される。しかし、肝臓免疫細胞における LXR の細胞選択的機能や標的遺伝子は未だ不明

である。そこで、本研究では MASH マウスにおける LXR 欠損の影響を詳細に解析した。 

 シングルセル解析は単一細胞における網羅的遺伝子発現解析を可能にした最先端のゲノミ

クス解析手法である。この方法を MASH マウスの検体に適用することにより肝臓における免疫

細胞の全体像をとらえることが可能となり、MASH への進展メカニズムの解明が期待できる。

昨年度はシングルセルライブラリー作製装置である 10x Genomics 社の Chromium Xi を導入し

た他、既存データを用いてシークエンスデータの解析手法を確立した。そこで、本年度は実

際に本実験を行い、肝臓免疫細胞の単離、シングルセルライブラリーの作製及びシークエン

スデータの情報解析に成功したため（図１）、その結果を以降で報告する。 

  

 

図１ 肝臓免疫細胞を用いたシングルセル解析の概要 
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９ 研究結果 

 昨年度は全身性 LXR 欠損マウスを用いて 0.2%コレステロール含有西洋食負荷による MASH モデ

ルマウスを解析し肝障害が増悪することを確認した。また、LXRα(floxed/floxed)LXRβ(floxed/floxed)

（LXRα(fl/fl)LXRβ(fl/fl)）マウスと数種 Cre レポータートランスジェニックマウスを交配させ細

胞選択的 LXR 欠損マウスを作製した。マルチカラーフローサイトメトリーを用いて各マウスの肝

臓免疫細胞分布を評価したところ、肝細胞選択的 LXR 欠損マウス（LXRα(fl/fl)LXRβ(fl/fl)-Alb-

Cre(tg/+)）において CD45 陽性免疫細胞の細胞数が全身性 LXR 欠損マウス（LXRα(-/-)LXRβ(-/-)マ

ウス）と同様に増加することが明らかとなった。そこで、このマウスにおける免疫細胞組成及び

機能変化を詳細に解析するため、シングルセル解析及び MASH モデルマウスの解析を行った。 

（１）LXRα/β欠損マウス由来肝臓免疫細胞のシングルセル解析（梅田、山岸） 

 シングルセル解析には野生型（C57BL/6J）、全身性 LXR 欠損（LXRα(-/-)LXRβ(-/-)）、Floxed コ

ントロール（LXRα(fl/fl)LXRβ(fl/fl)）、肝細胞選択的 LXR 欠損（LXRα(fl/fl)LXRβ(fl/fl)-Alb-

Cre(tg/+)）の各マウスを用いた。野生型は全身性 LXR 欠損の、Floxed コントロールは肝細胞選択

的 LXR 欠損に対するコントロールとして用いた。各マウスより肝臓を摘出し、コラゲナーゼによ

る肝組織分散及びパーコール密度勾配法により肝非実質細胞を単離した。得られた細胞はセルソ

ーターを用いて CD45 陽性免疫細胞を単離し、90%以上の精製度であることを確認した。単離した

免疫細胞は固定後、10xGenomics 社の Chromium Fixed RNA Profiling Protocol に基づきシング

ルセルライブラリーを作製した。各ライブラリーは混合後、外部委託により Nova-seq 6000 を用

いたシーケンシング及び Cell Ranger ARC を用いた一次解析（マウスゲノム配列へのシークエン

スデータのマッピング）を行った。その結果、野生型では 8,754 個、全身性 LXR 欠損では 9,140

個、Floxed コントロールでは 10,364 個、肝細胞選択的 LXR 欠損では 11,327 個の細胞の情報を

得ることができた。 次に、R のプログラムパッケージである Seurat v5 を用いてシークエンス

データの二次解析を行った。まず、検出された遺伝子数やミトコンドリアの割合等から死細胞な

どを除去するフィルタリングを行い、野生型から 6,343 個、全身性 LXR 欠損から 7,849 個、

Floxed コントロールから 8,048 個、肝細胞選択的 LXR 欠損から 9,509 個の細胞を選別した。次

に 4 検体を個別に解析し、次元削減やクラスタリングを行い、クラスター数を決定後、結果を

uniform manifold approximation and projection （UMAP）を用いて示した（図２）。さらに、

各クラスターごとに高発現する遺伝子を検出することにより細胞種を同定した。その結果、ま

ず、野生型においては 16 個のクラスター

が分類された。変動遺伝子の情報から、

各クラスターには、2 種の Kupffer 細

胞、2 種の T 細胞、B 細胞、4 種の単球及

びマクロファージを含むミエロイド系細

胞、NK 細胞、類洞内皮細胞（liver 

sinusoidal endothelial cell, 図中には

LSEC と記載）、樹状細胞（dendritic 

cell, 図中には DC と記載）、好中球、プ

ラズマ細胞、細胞増殖マーカー発現の高

い細胞群、そして単離時に残存した肝細

胞が含まれていた。 

 
図２ 野生型由来肝臓免疫細胞を用いたシングルセル解析  

クラスタリングされた細胞群を UMAP にて示した。各ドットは

単一細胞を示す。  



【様式３（独創的・先駆的研究）】 

 

【実績報告書 p.5】 

〔９ 研究結果（つづき）〕 

 全身性 LXR 欠損、Floxed コントロール、肝細

胞選択的 LXR 欠損群についても同様の解析を行

い、それぞれクラスター数は 12 個、14 個、11 個

と検体により変化することが示された。 

 次に、野生型、全身性 LXR 欠損、Floxed コン

トロール、肝細胞選択的 LXR 欠損の 4 群検体の統

合（インテグレーション）を行った。バッチ補正

及びクラスタリングを行った結果、合計 15 個の

クラスターが検出された（図３、未発表データ

のため、各クラスターの細胞名は未記載）。各ク

ラスターにおける変動遺伝子を抽出したところ、Kupffer 細胞、3 種の T 細胞、B 細胞、3 種の単

球及びマクロファージを含むミエロイド系細胞、NK 細胞、類洞内皮細胞、樹状細胞、好中球、

細胞増殖マーカー発現の高い細胞群、残存した肝細胞が同定された。変動遺伝子の情報から、イ

ンテグレーション後のクラスターには野生型と一致する細胞群も存在したが、野生型において検

出されない新規細胞群が存在することが明らかとなった。そこで、インテグレーションしたデー

タを検体ごとに分割し、野生型、全身性 LXR 欠損、Floxed コントロール、肝細胞選択的 LXR 欠

損の 4 群間における細胞分布の比較を行った（図４）。その結果、まず野生型と Floxed コントロ

ールについては細胞分布パターンが類似することが確認できた。次に、野生型と全身性 LXR 欠損

及び Floxed コントロールと肝細胞選択的 LXR 欠損をそれぞれ比較したところ、数種のクラスタ

ーにおいて細胞分布パターンは大きく異なることが明らかとなった。興味深いことに、全身性

LXR 欠損と肝細胞選択的 LXR 欠損のパターンは類似していた。 

（２）細胞選択的 LXRα/β欠損マウスを用いた MASH モデルの解析（梅田、槇島、和田） 

 上記シングルセル解析の結果をふまえ、Floxed コントロール及び肝細胞選択的 LXR 欠損マウ

スを用いた西洋食負荷による MASH モデルマウスの解析を進めた。肝細胞選択的 LXR 欠損群のシ

ングルセル解析において変化を認めた細胞群について、フローサイトメトリーを用いて解析した

ところ、同様の細胞分布変化が観察された。また、その変化は西洋食により、より顕著な差を認

めた他、全身性欠損と同様にコントロール群と比較して肝重量及び脾臓重量の有意な増加を認

め、早期に MASH を誘導した。現在、引き続き病理切片を用いた肝組織の解析等を進めている。 

 
図３ 4 検体のインテグレーション後の UMAP  

 
図４ 肝臓免疫細胞を用いたシングルセル解析の 4 群間の比較  

 左から野生型（WT）、全身性 LXR 欠損（LXR-KO）、Floxed コントロール（Floxed_control）、肝細胞選択的 LXR 欠損

（Alb-Cre）の UMAP を示した。  
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〔９ 研究結果（つづき）〕 

 本年度の検討の結果、全身性 LXR 欠損マウスで観察された肝臓免疫細胞の分布及び機能変化は

肝細胞選択的 LXR 欠損マウスにおいても観察されたことから、LXR は肝細胞における脂質代謝制

御を介して肝臓免疫細胞の機能に影響することが示された。近年、UK Biobank におけるヒトデ

ータベースを用いた解析から、少なくとも 450 人に 1 人が LXRαの機能不全型変異体を保有して

いること、血中成分分析の情報から肝障害マーカーが有意に増加することが報告された[7]。さ

らに機能不全型変異体の 1 つを発現させたマウスは MASH を早期に誘導することから[7,8]、我々

が欠損マウスを用いて見出した知見と一致し、LXR が肝恒常性維持に必須な因子であることが

示された。一方、上記の報告は肝組織または肝細胞に限定した解析であった。したがって、今回

我々が報告した免疫細胞に関する知見は、MASH の病態制御における LXR のさらなる重要性を示

す上で非常に重要な情報である。今後は、シングルセル解析や肝組織切片を用いてさらに詳細な

解析を進め、今年度中の論文投稿を目指す予定である。 

 また、本研究の課題であった本学内でのシングルセル解析の実施及び解析について、本検体を

用いて達成することができた。本解析手法は肝臓免疫細胞のみならずヒト及びマウスのほとんど

の組織の細胞を用いて解析可能である。また、これまでは生細胞を用いて直ちにライブラリーを

作製する必要があったが、最近は今回実施したように固定した細胞やパラフィン切片等を用いた

解析も可能となり、容易に検体が準備できるようになった。今後は、医学部以外にも生命科学系

学部の研究にも技術提供することにより、本学全体の研究推進力の発展に貢献していきたい。 

 なお、本研究において用いた実験材料や得られた実験データについては本助成金の他、科研費

[21K06862, 22H04925（PAGS）, 22K06919, 25K10237]、日本大学若手研究者環境整備支援助成金

（令和 3 年度）、武田科学振興財団（令和 3 年度）、アステラス病態代謝研究会（令和 4 年度）か

らの助成によるものも一部含まれる。 
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