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研究成果の概要（和文）：高脂肪酸食摂取により発症するNASHと肝発癌のメカニズム解明のために、トランス脂
肪酸、オレイン酸、パルミチン酸高含有高脂肪食を用いてマウスを飼育し、酸化ストレスの発症機序の検討を行
った。高トランス脂肪酸食群は、他の脂肪酸食群に比べ酸化ストレスの亢進が見られ、その機序として肝内への
炎症性マクロファージの浸潤とNOX2の発現亢進がみられた。また、肝内の脂肪沈着に関連した因子を肝臓特異的
に抑制することにより、炎症性マクロファージの浸潤の低下がみられた。これらの結果はNASHの肝発癌を抑制し
うる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism of nonalcoholic steatohepatitis and 
hepatocellular carcinoma (HCC) caused by excessive intake of fatty acid , we analyzed the mechanism 
of generation of oxidative stress in obese mice induced by three different types of high fat diet, 
1) high trans fatty acid, 2) high oleic acid, or 3) high palmitic acid. A number of HCC was 
significantly increased in high trans fatty acid fed group compared with other two groups. Further, 
expression of a factor which related to lipid deposition was significantly higher in the high trans 
fatty acid diet fed mice. The over expression of the factor by excess trans acid facilitated the 
accumulation of inflammatory macrophage which express NOX2 and resulted in excessive oxidative 
stress. On the other hand, liver specific suppression of the factor related to lipid deposition in 
high trans fatty acid fed mice reduced the number of inflammatory macrophages and the expression of 
oxidative stress in the liver. 

研究分野： Metabology
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１．研究開始当初の背景 
脂肪の過剰摂取による脂肪毒性は、膵臓での
インスリン分泌の低下や、肝臓、骨格筋、脂
肪組織での脂肪蓄積やインスリン抵抗性を
誘導し、生活習慣病の発症に関与する。高脂
肪食誘導非アルコール性脂肪性肝疾患
(NAFLD)マウスでは、長期間高脂肪食で飼育
することより肝臓で発癌することを確認し
た。次に、この結果をもとに高脂肪食の脂肪
酸組成に注目し、トランス脂肪酸、パルミチ
ン酸、オレイン酸高含有高脂肪食をそれぞれ
マウスに給餌し、肝臓に及ぼす影響について
検討した。その結果トランス脂肪酸高含有高
脂肪食群では、体重増加は他群とほぼ同等で
あるが、肝臓内での脂肪蓄積量の増加(図１)
と肝炎・肝線維化の増悪がみられ、さらに肝
発癌率の増加が確認された(図２)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     
 
 
 

 
その機序として、肝臓での脂肪酸合成と脂肪
酸蓄積に関与する因子を増加させ、脂肪肝を
悪化させること見出した。さらに、肝臓内の
脂肪蓄積は酸化ストレスを亢進させ発癌に
寄与していた。しかしながら、食事中の脂肪
酸による酸化ストレス産生機序や肝炎・肝線
維化への関与、肝炎、肝発抑制方法について
は明らかではない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究ではトランス脂肪酸高含有高脂肪食
が①肝臓内のNADPH oxidase(NOX)を介した酸
化ストレス産生に及ぼす影響と②肝炎と肝
線維化への関与、③ω3 系脂肪酸摂取による
肝炎、肝発癌抑制効果について検討し、NAFLD
から非アルコール性脂肪肝炎(NASH)、肝硬変、

肝発癌へ進行するメカニズムを、食餌中の脂
肪酸の種類に注目し解明する。 
 
 
３．研究の方法 
(1)各種脂肪酸高含有高脂肪食と通常食でマ

ウスを飼育し、各群のマウスの肝臓を経
時的に採取する。 

(2)各群の肝臓を用いて、 
①NOX1～5についてRT-PCRを用いて測定す
る。 

②NOX1～5 の発現量の結果を確認後、発現
量の上昇していたNOXに関連した因子を
RT-PCR を用いて測定し、そのメカニズム
を検討する。 

③肝組織の確認を行う。 
(3)マウスの肝臓で行った実験で得られた結

果が脂肪酸の直接的な影響であるかどう
かを検証するため、肝細胞株もしくはマ
クロファージ細胞株を用いて実験を行う。
トランス脂肪酸(エライジン酸)、パルミ
チン酸、オレイン酸を肝癌細胞株とマク
ロファージ細胞株に添加し、肝臓を用い
て得られた結果をもとに、トランス脂肪
酸食が影響を及ぼした可能性のある因子
を RT-PCR を用いて測定する。 

(4)肝内脂肪蓄積に関与する因子を、siRNA を
用いて発現を低下させ、肝内脂肪蓄積量、
酸化ストレス、炎症細胞、線維化関連因
子を RT-PCR を用いて測定する。 

(5) ω3 系脂肪酸高含有高脂肪食でマウスを
飼育し、肝臓を経時的に採取し、発癌に
ついて確認する。 

(6)肝臓を用いて肝内脂肪蓄積量、酸化スト
レス、炎症細胞、線維化関連因子につい
て RT-PCR を用いて測定をする。 

 
 
４．研究成果 
(1)肝内の NOX1～5 までの発現は、食餌開始

後 6 ヵ月までは各群で有意な変化は見ら
れなかったが、その後トランス脂肪酸群
で、NOX2 の発現が有意な上昇がみられた。 

(2)NOX2 の発現に関与するマクロファージに
ついて検討を行った。RT-PCR を用いて、
CD11b、CD11c、F4/80 の検討を行ったとこ
ろ、食餌開始後 6 ヵ月以降にトランス脂
肪酸群において炎症性マクロファージの
表面マーカーである CD11c、F4/80 の発現
の亢進がみられた。また、炎症性サイト
カインの発現増加も確認された。 

(3)肝内での chemokine の発現について検討
を行った。MCP-1 などのケモカインはトラ
ンス脂肪酸群が他の群と比較して、食餌
開始後 6 ヵ月以降に有意な上昇がみられ
た。しかし、肝内の脂肪量の有意な増加
がみられた 3 ヵ月の時点では有意な差は
なかった。 

(4)肝癌細胞株をトランス脂肪酸、パルミチ
ン酸、オレイン酸で刺激し、ケモカイン



の発現について検討したが、有意な差は
見られなかった。 

(5)マクロファージ細胞株をトランス脂肪酸、
パルミチン酸、オレイン酸で刺激し、炎
症性サイトカインの産生や NOX 2 の発現
について検討したが、有意な差は見られ
なかった。 

(6)肝炎の組織学的な検討では、食餌開始後 3
ヵ月、6ヵ月の時点で炎症の程度に有意な
差は見られなかったが、食餌開始後 12 ヵ
月でトランス脂肪酸群の有意な炎症の増
悪がみられた。 

(7) siRNA を用いて GPAT-1 を肝臓特異的に低
下させ、トランス脂肪酸を 3 ヵ月間給餌
したマウスの肝臓では、肝内脂肪沈着の
有意な低下が確認された。 

(8)肝臓の組織学的な検討では、炎症細胞浸
潤や線維化の程度には、差は見られなか
った。 

(9)また、酸化ストレスは GPAT-1 の発現低下
により改善傾向がみられ、マクロファー
ジの表面マーカーの発現は低下がみられ
た。 

(10)ω3 系脂肪酸の肝炎、肝発癌に及ぼす影
響を検討するため、ω3系脂肪酸高含有高
脂肪食でマウスを飼育しているが、結果
が得られる段階までは、たどり着けてい
ない。 

 
 
４．今後の展望 
トランス脂肪酸摂取により、肝内脂肪沈着

が増加し、脂肪肝が悪化した。さらにその後、
肝臓内での発癌がみられた。その機序として、
炎症性マクロファージの増加による NOX2 の
増加とそれに伴う酸化ストレスの増加が確
認された。また、肝内脂肪蓄積に関与する因
子の発現を低下させることにより、脂肪肝の
改善がみられ、肝内の炎症性マクロファージ
の浸潤が低下した。しかしながら依然解決さ
れていない疑問点が残っている。まず、脂肪
肝が悪化した時点で、炎症性マクロファージ
を誘導するchemokineの増加がみられなかっ
た。また、肝細胞をトランス脂肪酸で刺激を
行っても、chemokine の増加がみられなかっ
た。これらのことから、マクロファージの浸
潤増加が、肝臓の脂肪沈着悪化によるものか、
トランス脂肪酸の直接的な作用によるもの
か不明である。今後は肝臓内のマクロファー
ジの活性化機序について明らかにし、脂肪肝
から、肝炎、肝臓癌への進展を抑制する方法
を明らかにしたい。また、現在進行中である
ω3 系脂肪酸を用いた肝炎、発癌に対する影
響を検討し、NAFLD 進展抑制の可能性につい
て研究を行っていきたい。 
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