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研究成果の概要（和文）：脂肪肝は肝癌や肝硬変につながる肝炎の危険因子で、肥満に伴う非アルコール性脂肪
肝の増加が問題となっている。本研究では多因子が影響する肝炎発症メカニズムの解析と食品成分による予防研
究のため、これを可能にする動物モデルの構築と解析法について検討した。高脂肪食摂取で血漿肝障害マーカー
の増大と脂肪肝が見られたラットの肝臓mRNAをフォーカストアレイ解析に供したところ、初期の炎症サイトカイ
ンの発現上昇と、抗酸化系経路への影響が観察された。これらの結果は多因子が影響し合う肝炎発症メカニズの
研究への、フォーカストアレイ解析の応用の有用性を示しており、さらなる検討により肝炎発症機序解明が可能
になると期待される

研究成果の概要（英文）：Fatty liver is a risk factor for steatohepatitis, hepatic cirrhosis and 
hepatoma, thus increasing nonalcoholic fatty liver disease related with obesity is becoming a 
problem. This study examined animal model and analysis method for the elucidation of the 
multifactorial mechanism leading nonalcoholic steatohepatitis development, and prevention by food 
component. Liver mRNA of rat examined by the focused microarray analysis. High fat diet fed rats 
with high value of serum liver disorder marker and fatty liver accompanied the increment of mRNA 
expression of cytokine related on initial stage of the inflammation, along with influence of several
 antioxidative enzymes. These results show the application possibility of focused microarray 
analysis on the investigation of nonalcoholic steatohepatitis development caused by the 
multifactorial mechanism. Further study will enable elucidation of steatohepatitis development 
mechanism.
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１．研究開始当初の背景 
 我が国では中高年の肥満者の増加に伴い、
アルコールの過剰摂取を原因としない非ア
ルコール性脂肪肝（NAFLD; nonalcoholic fatty 
liver disease）罹患者が増えている。肝細胞内
にトリグリセリドが過剰に蓄積する脂肪肝
のうち、アルコールの過剰摂取や薬物の影響
を原因としない非アルコール性脂肪肝炎
(NASH; nonalcoholic steatohepatitis )は、従来、
肝障害への進行のない単純性脂肪肝と考え
られてきた。しかし、最近の研究では、NAFLD
患者の 10～15％は壊死、炎症、繊維化を伴う
NASH へと進展し、さらに重篤化した場合は、
肝硬変、肝癌へと移行していく可能性が指摘
されている。 

NAFLD から NASH への発症機序として、
two-hits theory が支持されており、過栄養、肥
満、糖尿病などによる脂肪沈着を first-hit と
し、続く炎症性サイトカイン、酸化ストレス、
鉄の沈着、エンドトキシンなどの second-hit
により NASH まで進展すると考えられてい
る。食品成分の中には、例えば肝臓への脂肪
蓄積抑制効果と抗酸化作用を持つトコトリ
エノールのように、first-hit と、second-hit の
双方を予防できる可能性をもつものがあり、
食品による NASH 発症予防が期待される。し
かし、多因子が関わる NASH 発症メカニズム
は不明な点が多く、食品成分の NASH 抑制機
能の研究には、NASH を再現した実験動物の
モデルの作製と、NASH の発症に影響する
様々な代謝系や制御系が関与する複雑なメ
カニズムを解析できる測定系の確立が必須
である。 
これまで脂肪肝・肝障害モデルとして、四

塩化炭素投与、コリン欠乏食、高コレステロ
ール・高脂肪食、高スクロース食、db/db マ
ウス、ob/ob マウス、遺伝子組換え動物など、
様々な実験動物モデルが使われてきたが、こ
れらのモデルは重篤な肝障害モデルであり、
食品による NASH 発症抑制研究に適切とは
言い難い。F344 ラットは高脂肪食で肝臓脂質
をためやすいことが指摘されている。当研究
室でも 3 週間の高脂肪食飼育による肝臓のト
リグリセリド蓄積が観察されている(Lipids 
2012, pp 471-481)。さらに、同条件で肝臓過酸
化脂質(PCOOH)が上昇することも観察され
ており、本モデルではNASH発症の second-hit
の誘引因子の一つである酸化ストレスにつ
いての検討も可能であると期待できる。 
また、NAFLD は生体への脂質沈着により

発生し、その多くは可逆性の良性疾患である
が、何らかの原因をきっかけに NASH へと症
状が進行する。この NASH 発症誘引因子には、
炎症性サイトカイン、酸化ストレス、エンド
トキシンが候補に挙げられ、多岐にわたる代
謝・制御系が NASH 発症に関わっていると予
測されるため、その作用機序の解明には極め
て多項目の遺伝子発現解析が必要になる。こ
のような多様な因子の解析には DNA マイク
ロアレイの網羅的解析による探索的研究手

法が用いられてきた。しかし、DNA マイクロ
アレイは数万～数千の遺伝子の網羅的解析
が可能な半面、データの解釈が煩雑になる、
精度が犠牲になる、高コストのため多検体分
析が難しい、などの問題点をもつ。本研究で
は、解析対象が数百から数十遺伝子程度であ
り、精度・再現性に優れる特徴をもつフォー
カストアレイに着目した。比較的低コストの
フォーカストアレイ分析は、解析するサンプ
ル数を増やし、動物種、週齢、飼料の種類な
どの要因について検討できる利点があり、
NASH 発症機序解明の有力なツールになると
期待できる。 
すなわち、これらの問題を解決するには、

NAFLD から NASH への進展過程を再現した
実験動物モデルの作製と、NASH 発症に関わ
る遺伝子群の働きをより詳細に調べること
の出来る測定系の開発が必須となると考え
られた。 
 
２．研究の目的 
本研究の最終目標は食品成分による NASH

と肝障害の予防であり、このために必要な
NASH 研究に有用な動物モデルおよび解析系
の構築が完成されれば、NASH と肝障害の予
防研究の一助になる。特に多様な因子を一気
に解析するフォーカストアレイ DNA チップ
の利用は、NAFLD から NASH への進展を解
析する上で、非常に強力なツールになりうる。 
そこで本研究では、食品による NASH 発症

抑制研究に適切な NASH モデルの作製につ
いて検討を行った。これまでの研究から F344
ラットへの 3 週間の高脂肪食給餌が、肝臓に
トリグリセリドを蓄積することは明らかに
なっている。本研究では NASH への進展のた
め飼育期間を 12 週間に延長した。しかし、
内臓脂肪の蓄積は見られたものの、肝臓の脂
質蓄積のさらなる増大はみられず、血漿の肝
障害マーカーの上昇も見られなかった。そこ
で、飼料組成と飼育開始週齢についてさらな
る検討を行った。また、本モデル系の NASH
発症メカニズムを明らかにする目的で NASH
発症に関わる遺伝子群を搭載したラット用
フォーカストアレイのカスタマイズドチッ
プを作製し、本研究で作製した NASH モデル
について解析を行うことで、網羅的発現解析
システムの構築の検討を行った。 

 
３．研究の方法 
高脂肪食摂取脂肪肝モデルラットの作製 
普通食と脂肪食での比較 
雄性F344ラット (11週齢) を1週間予備飼

育後、各群 8 匹ずつ、普通食群 (D12450K: 10 
kcal% Fat) 、高脂肪食群 (D12451: 45 kcal% 
Fat)に分け、12 週間自由摂食させた。飼料は
ラードと大豆油を油脂源とした市販固形食
を使用した。試験飼育終了後、一晩絶食し、
血漿や肝臓、内臓脂肪を採取し各種分析に供
した。 

 



高脂肪食条件での週齢の比較 
雄性 F344ラット (6週齢 (若齢) 又は 20週

齢 (成熟)) を 1 週間予備飼育後、全ての群に
高脂肪食を与え、12 週間自由摂取させた。飼
料は AIN93G 処方の油脂源を高リノール酸サ
フラワー油とし、さらにコーンスターチの一
部を置き変え脂質含量を 40 kcal％としたも
のを使用した。飼育終了後、一晩絶食し、血
漿や肝臓、内臓脂肪を採取し各種分析に供し
た。 

 
フォーカストアレイカスタムチップの作製
および解析 
肝臓での中性脂肪の取り込み、運搬、生合

成、分解系、分泌系に関わる蛋白および各調
節因子の遺伝子に加え、解糖・糖新生、イン
スリンシグナル、酸化ストレス、炎症マーカ
ーに関わる遺伝子群のリストアップを行い、
190 の関連遺伝子を搭載したラット専用のフ
ォーカストアレイカスタムチップを作製し
た。得られたチップについて高脂肪食条件で
飼育した若齢ラットと成熟ラットの比較を
行った。 
 
４．研究成果 
高脂肪食摂取脂肪肝モデルラットの作製 
普通食との比較 
 12 週間の市販高脂肪食摂取で F344 ラット
の内臓脂肪重量は普通食群に比べ有意に増
加した。肝臓総脂質量は肝臓乾湿重量の 6%
と、脂肪肝の傾向は見られたものの、普通食
群との間に差はみられなかった。また肝障害
マーカーである血漿 AST、ALT は正常範囲で
あった。一方、酸化ストレスの指標である肝
臓 PCOOH 濃度は、高脂肪食摂取群で有意に
増大し、ラードを油脂源とした脂質の過剰摂
取が肝臓の酸化ストレスに何らかの影響を
あたえていることが示唆された。以上の結果
から、F344 ラットに市販高脂肪食を与える飼
育条件では、NASH 発生は起こらないか、極
めて長い飼育時間がかかり普通食との違い
も小さくなると予想された。しかし、ラット
の代表的な second hit である酸化ストレスに
ついては高脂肪食で高くなる傾向が見られ
た。以上より、F344 ラットへの高脂肪食給餌
は、肝臓の酸化ストレスを伴う脂肪肝という
点では本研究が目指す動物モデルに合致す
るものの、肝臓脂肪量は対照と差が見られず、
肝障害マーカーに変化が見られないことか
ら、さらなる検討が必要であると考えられた。 
 
高脂肪食条件での週齢の比較 
我が国において NAFLD および NASH の有

病率は特に中高年男性で高く、年齢が危険因
子の一つと考えられる。そこで性成熟に達す
る前の 7 週齢から飼育を開始した若齢ラット
を対照に設定し、20 週齢のリタイアラットを
成熟ラットとして比較を行った。成熟ラット
は、若齢ラットに比べ、試験飼育開始時およ
び終了時の体重が有意に大きく、腸間膜脂肪

重量も高値を示した。また、肝臓脂質量も成
熟ラットで9%と対照の6%より高い値を示し
た。肝臓 PCOOH 濃度は成熟ラットで増大し、
対照である若齢ラットの約 1.6 倍の値を示し
た(J. Oleo Sci., in press (2017))。さらに肝障害
マーカーの血漿 ALT 量は成熟ラット、若齢ラ
ットでそれぞれ 133±50 U/mL, 49±10 U/mL
と成熟ラットで有意に高い値を示した。この
ALT 値と肝臓の酸化ストレスレベルは有意
な相関を示し、特に成熟ラットで明確な関連
性が観察された (図 1)。 

 
フォーカストアレイカスタムチップの作製
および解析 
 若齢ラットおよび成熟ラット間で血漿
ALT に有意な差が観察されたことから、これ
らの肝臓より採取した mRNA について脂質
代謝、酸化ストレス、炎症に関連した遺伝子
を搭載したチップによる解析を行った。その
結果、二群間で有意な差が観察されたものは
190 遺伝子中 27 遺伝子であった（図 2）。 

このうち、抗酸化系酵素 glutathione 
S-transferase, theta 3 (Gstt3)は発現差の平均値
が 1 以上で、成熟群が対照群に対し有意に高
かった。同様に glutathione S-transferase の mu 
1 (Gstm1)、mu 2 (Gstm2)、mu 6 (Gstm6)も成熟

図 1肝障害マーカーと酸化ストレスの関係 
●若齢ラット(n=8)、●成熟ラット(n=5) 

図 2 若齢群と高齢群間で有意な発現差が 
見られた遺伝子 



群で有意な上昇を示した。また、tumor necrosis 
factor (Tnf)は成熟群で有意に低下しており、
成熟群の肝障害抑制を示唆する遺伝子量の
変化が観察された。一方、炎症関連遺伝子で
は interleukin 1 alpha (Il1a)と nuclear factor of 
kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 
1 (Nfkb1)が成熟ラット群での有意な上昇が
観察された。これに関連して chemokine (C-C 
motif) ligand 2 (Ccl1)は若齢群の一匹で極端な
低値を示したため有意ではなかったものの、
成熟群で増加する傾向を示した。また成熟群
では glutathione peroxidase 3 (Gpx3)や
gamma-glutamyltransferase 7 (Ggt7)といった抗
酸化酵素の有意な低下と、酸化ストレス源で
ある arachidonate 5-lipoxygenase activating 
protein (Alox5ap)の上昇が観察された。しかし、
肝炎の進展で発現が認められる抗炎症性の
interleukin 10 (Il10)や transforming growth 
factor, beta 1 (Tgfb1)の発現量は低値で差はみ
られず、炎症および抗酸化に関連する遺伝子
の発現差は Gstt3 以外、1 以下であった。これ
らの結果と、成熟ラットで肝臓脂質の蓄積お
よび対照より高い血漿 ALT 値から、今回使用
した高脂肪食摂取成熟ラットの肝臓は、脂肪
肝炎の初期状態であると示唆された。 
なお、Gstt3 以外で発現差 1 に近い変化が見

られた遺伝子は fatty acid desaturase 1 (Fads1)、
fatty acid desaturase 2 (Fads2)、fatty acid binding 
protein 1, liver (Fabp1)、apolipoprotein A-I 
(Apoa1)で、いずれも成熟群が有意に低かった。
これらは多価不飽和脂肪酸合成と脂質輸送
に関連する遺伝子であり、高脂肪食摂取開始
時期または解剖時週齢の違いが、脂質代謝に
影響することを示している。この結果は、今
回の目的である NAFLD および NASH との関
係性は低いと考えられるが、フォーカストア
レイの解析により、飼育条件の違いによる遺
伝子群の変化が明確に示されることを表し
ている。 
 以上、本研究では食品成分による NASH と
肝障害の予防研究に必要な動物モデルおよ
び解析系の構築の検討を行った。高脂肪食を
与えた飼育開始週齢が高い成熟ラットでは、
酸化ストレスの増大を伴う肝臓脂肪蓄積と
血漿肝障害マーカーの増大が見られた。フォ
ーカストアレイによる解析より、成熟ラット
では初期の炎症サイトカインの発現上昇と
ともに、抗酸化系経路の惹起が示された。こ
れらの結果は多因子が影響し合う NASH 発
症メカニズムの研究へのフォーカストアレ
イ解析の応用の有用性を示しており、今後、
詳細な条件検討を行うことで、NASH 発症機
序解明が可能になると期待される。 
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