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研究成果の概要（和文）：本研究で行ったCE-TOFMSメタボローム解析により、遺伝子改変脂肪肝モデルマウス（ob/ob,
 kk-Ay)の門脈血中代謝産物のプロファイルが通常のマウスと異なることが明らかとなった。マウス門脈において高い
上位5％の代謝産物は、Trimethylamine N-oxide (TMAO), phenaceturic acid, isethionic acid, 3-Indoxylsulfuric 
acid, pipecolic acidであった。また、TMAOやTMAOの前駆物質であるTrimethilamine (TMA)は肝細胞脂肪変性に関与し
ている可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：We elucidated the differences of metabolite profiles in portal blood between 
normal mice and fatty liver genetic model mice (ob/ob and kk-Ay) by CE-TOFMS. The top 5% metabolites of 
portal blood that were higher in ob/ob compared to wild-type were Trimethylamine N-oxide (TMAO), 
phenaceturic acid, isethionic acid, 3-Indoxylsulfuric acid and pipecolic acid. Furthermore, It is 
possible that TMAO or Trimethylamine (TMA) which is metabolized from TMAO, progress steatosis.

研究分野： 肝臓学

キーワード： 非アルコール性脂肪性肝炎

  ５版
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１．研究開始当初の背景 
非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）はメタ
ボリックシンドロームの肝臓での表現型と
考えられ、最近急速に患者数が増加している。
NASH は通常の脂肪肝と異なり肝硬変・肝癌
に進行するため対策が必要であるが、現在で
も食事・運動療法が中心であり著効する薬物
療法はない。NASH の病態には門脈より流入
した栄養素が深く関係しており、in vitro で
の実験で病態を再現することは困難である。
さらに、NASH の病態を忠実に反映するモデ
ルマウスは現在のところ存在しない。申請者
等はこれまで細胞外のアミノ酸組成により
免疫応答が変化することを研究してきた。こ
のことから、まず脂肪肝モデルマウスの門脈
血中の代謝産物を一斉に解析し、アミノ酸を
含めた特定の代謝産物が肝内の免疫応答に
影響を与え肝脂肪化・肝線維化を誘導できる
のではないかと着想に至った。 
 
２．研究の目的 
非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）におけ
るアミノ酸代謝と免疫病態の解析 
 
３．研究の方法 
空腹時の門脈血を ob/ob マウス、kk-Ay マウ
ス、通常マウスから採取し CE-TOFMS による
メタボローム解析を行った。代謝産物プロフ
ァイルを３群間で比較し、通常マウスより
ob/ob マウスの門脈血で最も高くなっている
代謝産物に関して in vitro で肝細胞に対す
る脂肪変性作用を BODIPY 染色、Oil red O 染
色で解析した。また、NASH 発症の要因として
考えられているパルミチン酸（PA）に関して
肝細胞に与える小胞体ストレスを解析した。
NASH におけるマクロファージを中心とした
免疫細胞の集積に関して、肝細胞から放出さ
れる細胞外分泌顆粒（EV）を超遠心分離器で
回収したのちにナノ粒子解析装置で測定し、
EV に対するマクロファージの遊走能を解析
した。 
 
４．研究成果 
 ６週齢の時点で各種マウスの体重は ob/ob
マウスが 29.2±1.44g, KK-Ay マウスが
24.8±0.65g WT マウスが 18.2±1.62gであっ
た。ob/ob マウスのみ黄色調の肝腫大を認め
た。マクロ像に一致して ob/ob マウスのみに
HE 染色で肝細胞脂肪変性を認めた。炎症細胞
浸潤、線維化はいずれのマウスでも認めなか
った。 

CE-TOFMSによりそれぞれの門脈血から216の
ピーク(カチオン 119/アニオン 97) が検出

され、169 の代謝産物が解析可能であった。
その中で、ob/ob マウスにおいて 12 種類の代
謝産物が有意に高く 10 種類の代謝産物が有
意に低かった。ヒートマップではそれぞれの

マウスの集団が明瞭に分別されている事を
確認し、門脈血と末梢血ではそのプロファイ
ルが大きく異なることを明らかにした。
ob/ob マウス門脈において高い上位 5％の代
謝産物は、Trimethylamine N-oxide (TMAO), 
phenaceturic acid, isethionic acid, 
3-Indoxylsulfuric acid, pipecolic acid で
あった。 

更 に 、 TMAO, 3-Indoxylsulfuric acid, 
pipecolic acid は kk-Ay マウスよりも高値
であった。アミノ酸に関しては、L-glycine 
(Gly), L-methionine (Met) 、 L-tyrosine 
(Tyr)が WTと比較して ob/ob マウスで定値で
あった。最も差を認めた TMAO 及び前駆物質
である Trimethylamine (TMA)に関して in 
vitro で肝細胞に添加実験を行った。小胞体
ストレスを介してアポトーシスを誘導する
パルミチン酸（PA）をコントロールとした。
PA 単独、TMA 単独、PA+TMA を添加した HepG2
細胞において脂肪変性を認めた。TMAO の添加

ob/obで高値の代謝産物   
Ratio p-value 

 
TMAO 8.2 0.003 * 

 
Phenaceturic acid 4.7 0.008 * 

 
Isethionic acid 4.2 0.001 * 

 
4-Guanidinobutyric acid 3.4 0.010 

  
3-Indoxylsulfuric acid 2.9 0.005 * 

 
Pipecolic acid 2.9 0.0004 ** 

 
Butyric acid 2.2 0.142 

  
Homocitrulline 2.2 0.041 

  

   
*  p<0.01 

   
** p<0.001 



では脂肪変性を認めなかった。高濃度の TMA
を添加すると細胞内に脂肪滴と共に空胞形
成を認めた。ライソソームを LAMP1 で標識し
たHepG2で同様な検討を行うと急速にライソ
ゾームが空胞化をきたすことがセルライブ
イメージングで確認された。 
 
パルミチン酸は有意に肝細胞に小胞体スト
レスを与えるとともに肝細胞からの EV の放
出を増加させた。さらに、PA で処理した肝細
胞から採取した EV はコントロールの肝細胞
から採取した EV よりも有意にマクロファー
ジの遊走能を高めた。 
 
以上より、本研究では肥満モデルマウスのも
門脈血中の代謝産物プロファイルは通常マ
ウスとは大きく異なり、TMA/TMAO などの代謝
産物が肝細胞脂肪変性に関与している可能
性が示された。また、マクロファージ等の免
疫細胞集積のメカニズムとして細胞外分泌
顆粒の関与が考えられた。 
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