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研究成果の概要（和文）：メタボリックシンドロームモデルマウス（TSOD (Tsumura, Suzuki, Obese Diabetes)
マウス）ではヒトのnonalcoholic steatohepatitis（NASH）様の組織変化を背景として多数の細胞巣及び肝腫瘍
の発生が認められた。プロテオーム解析により、glutathione S-transferase pi 1やacyl-CoA oxidase 1の発現
上昇、上流調節因子の解析でインスリン伝達経路、β-カテニン経路、レプチン受容体経路やtranscription 
factor 7-like 2の活性化がNASH肝発がんに関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, QSTAR Elite LC-MS/MS and ingenuity Pathway Analysis 
were employed to search the potential biomarker candidates of non-alcoholic steatohepatitis (NASH)
-associated liver cancer, and to discover the molecular mechanisms in NASH hepatocarcinogenesis. The
 experiments were performed with metabolic syndrome model Tsumura, Suzuki, Obese Diabetes (TSOD), 
and Tsumura, Suzuki, Non Obesity (TSNO) mice used as control. The incidences and multiplicities of 
putative preneoplastic foci and liver tumors were significantly increased in TSOD as compared with 
TSNO mice. Glutathione S-transferase pi 1 and acyl-CoA oxidase 1 were significantly elevated in TSOD
 mice. Activation of insulin, leptin, β-catenin pathways as well as transcription factor 7-like 2 
are suggested to be implicated in NASH hepatocarcinogenesis.

研究分野： 発がん
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１．研究開始当初の背景 
肥満、糖尿病、脂質異常症などを伴ったい

わゆるメタボリックシンドロームでみられ
るインスリン抵抗性が病因の一つとされて
いる非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD: 
nonalcoholic fatty liver disease）及び非
アルコール性脂肪肝炎（NASH: nonalcoholic 
steatohepatitis）は、かつては病変が進行
することはないと思われていた。近年、ウイ
ルス性の慢性肝炎同様、肝硬変へと進行し肝
細胞癌を発生することが明らかとなり、肝癌
発症の背景疾患として注目が高まっている。
しかしその発がんメカニズムは明らかとな
っていない。 
NAFLD の基本概念は、肝障害を惹起する程

度のアルコール摂取歴がなくウイルス性肝
炎や自己免疫性肝炎などの原因の明らかな
ものは除外した肝臓への脂肪沈着を認める
肝疾患であり、単純性脂肪肝と重症型である
NASH を含む広い疾患概念である。NASH は
NAFLD の約 10～20％が相当するとされ、病理
組織学的には、肝細胞の脂肪化に加え肝細胞
風船様腫大などの肝細胞の変性や壊死、炎症
や線維化が認められる。NASH は治療介入が
ない場合は5～10 年で 5～20％が肝硬変に進
行するとされる。NASH 肝硬変の最も重要な
生命予後のリスク因子は肝細胞癌である 1)。
NASH 肝硬変の肝細胞癌 5 年発癌率は
10-15％と高値である 2,3,4)。海外の報告であ
るが、肝移植が施行された症例の肝細胞癌合
併率は C型肝硬変(27.8%)に次いで NASH は
17.3％と肝細胞癌合併頻度が高い 5)。
NAFLD/NASH の病因としてインスリン抵抗性
を基盤とする肥満、糖尿病、脂質異常症など
が指摘されており、メタボリックシンドロー
ムの増加とともに医療上の大きな問題とな
っている。実際、死亡した糖尿病患者約 2 万
人の死因のトップが肝癌(8.6％)と報告され
ており（日本糖尿病学会）、肝癌発症の疾患
背景として NAFLD/NASH への注目が高まって
いる。日本でも、NAFLD の患者数は約 1,000 
万人にのぼり、今後、肝硬変や肝細胞癌へと
進展する症例も増加すると考えられる。ウイ
ルス性肝炎・肝硬変からの発癌と同様に NASH 
からの肝細胞癌発生も慢性炎症や肝線維化
を基盤としていると考えられている 6)。肝細
胞癌の解析のみならず背景肝や前がん病変
の解析が NASH を背景とした肝細胞癌発生の
メカニズム解明につながると考える。NASH-
肝細胞癌モデルマウスを用いた動物実験に
より前がん病変の解析が可能となる。 
今回実験に用いた Tsumura, Suzuki, Obese 

Diabetes (TSOD)マウスは、ddY 系雄マウスの
飼育群から確立された近交系マウスで、通常
の飼育条件下、通常飼料の過食（MF（オリエ
ンタル酵母）の自由摂取）により、雄のみが
肥満及び糖尿病を自然発症する 7）。TSOD マウ
スは、多因子遺伝性である 8)ことに加え、高
血糖とともに高インスリン血症を示す 7)こと
より肥満を背景としてインスリン抵抗性が

みられているものと考えられる。これらは、
ヒトのメタボリックシンドロームにおける
NASH の発症と同様の病態を示していると考
えられる。TSODマウスでは、6ヶ月齢でNASH、
12 ヶ月齢で 60％以上に肝結節性病変、14 ヶ
月齢以上の高齢 TSOD マウスでは、78％に肝
腫瘍を認め、そのうち 30％にヒトの肝細胞癌
に相当する組織像が認められたという報告
があり 9,10）、NASH 由来の肝細胞癌を自然発症
するため、TSOD マウスは NASH における肝細
胞癌の発がんメカニズム解析に有用と考え
られる。 
 
２．研究の目的 
近年メタボリックシンドロームの増加と

ともに医療上の大きな問題となっている
NAFLD/NASH を背景とした肝細胞癌の発がん
メカニズムを解明し治療標的となりうる分
子を同定することを目的としている。 
 
３．研究の方法 
(1)NASH モデルマウスを用いた動物実験及び
病理組織学的解析 
6 週齢 TSOD マウス(日本エスエルシー株式

会社)40 匹及びその対照動物として Tsumura, 
Suzuki, Non Obesity (TSNO)マウス 10 匹を
用い、TSOD マウスは各群 20 匹、それぞれグ
ループ 1,3（以下 G1、G3）、TSNO マウスは各
群 5匹、それぞれグループ 2,4（以下 G2、G4）
とする。飼料は MF ペレット（オリエンタル
酵母）の自由摂取とした。毎週、体重、飲水
量、食餌量を測定した。また、21 週齢までは
週に 1回、それ以後は月に 2回尾静脈よりグ
ルテストセンサー（三和化学研究所）を用い
て血糖測定を行った。G1及びG2を12ヶ月齢、
G3 及び G4 を 14 ヶ月齢で屠殺し、肝臓を摘出
し、Hematoxylin & eosin (HE) 染色を用い
て病理組織学的解析を行った。また、肝臓の
線維化の評価のため、アザン染色を行った。
屠殺時に得られたマウス血清を用いて生化
学検査（LSI メディエンス）を行った。 
 
(2)肝組織のプロテオーム解析 
肝臓凍結組織を、QSTAR Elite LC-MS/MS (AB 

Sciex) 及び ProteinPilot Software 解析を
行った。さらに、Ingenuity Pathway Analysis
を用いて非腫瘍部の TSOD マウスの肝組織と
TSNO マウスの肝組織の比較解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)一般状態（図 1、表 1） 
G1 及び G3 は、G2 及び G4に比較して過食

傾向を示し、実験開始時より体重増加すなわ
ち肥満が認められた。血糖値については G1
及び G3では実験開始の 6週齢から 14週齢に
かけて急激に増加しその後高値が持続した。
これと並行して、G1 及び G3 では飲水量の増
加が認められた。G1、G3 でそれぞれ 2匹、4
匹の途中死亡があったため、それぞれ、16 匹、
18 匹で解析を行った。 



図 1.体重、食餌量、飲水量及び血糖値 
 
最終体重は G1、G3 ともに、それぞれ G2、

G4 と比較して有意に増加していた。臓器重量
については、肝臓、腎臓及び脾臓の絶対重量、
肝臓及び腎臓の相対重量が、G1、G3 において、
それぞれ G2、G4 と比較して有意に増加して
いた。 
表 1.最終体重・臓器重量 

 
(2)血液検査（表 2） 
空腹時血糖は 12 ヶ月齢では、有意差はみら
れなかったものの、G1 及び G3 では、G2 及び
G4 に比較して空腹時血糖の上昇を認めた。中
性脂肪、総コレステロール、遊離脂肪酸、AST、
ALT、ALP、総ビリルビン及びアルブミンいず
れも、G1、G3 において、それぞれ G2、G4 と
比較して有意に増加していた。 
 
表 2.血液検査 

 
(3)肝臓の病理組織学的解析（図 2、図 3） 
 TSOD マウスでは、G1及び G3 ともに、肝臓
の線維化は目立たなかったが、肝細胞への脂

肪滴沈着、肝細胞壊死や小葉間への炎症細胞
浸潤などのヒト NASH に類似した組織所見が
認められた（図 2）。TSOD マウスでは、これ
らのヒト NASH 様の組織変化を背景として多
数の細胞巣（G1：72%、6.2±6.5/mouse、G3：
81％、8.8±6.9/mouse）及び肝腫瘍（G1：67%、
1.1±0.9/mouse、G3：81％、1.8±1.3/mouse）
の発生が認められた（図 3）。一方、TSNO マ
ウスでは、細胞巣の発生は認められず、G2 で
肝腫瘍の発生が認められたのみであった
（G2：20%、0.2±0.4/mouse、G4：0％、0.0
±0.0/mouse）。 

図 2. G3（TSOD マウス）の非腫瘍部における
HE 染色（A、B、C）及びアザン染色（D）。大
滴性及び小滴性の脂肪沈着（A、B）及び小葉
間への炎症細胞浸潤（C）を認める。アザン
染色では中心静脈周囲の線維化は目立たな
い（D）。 
 

図 3. G1（TSOD マウス）における細胞巣（A：
HE 染色）。大滴性の脂肪沈着を伴い、小胞状
の明るい細胞質をもつ細胞からなる。G3
（TSOD マウス）の肝腫瘍（B：HE 染色（弱拡
大）、C：HE 染色（強拡大））。核異型は目立た
ないが、周囲組織より細胞密度が増加してい
る。脂肪沈着が目立つ領域も認められる。 
 
(4)プロテオーム解析（表 3、表 4） 
 QSTAR-Elite LC-MS/MS 及び Ingenuity 
pathway 解析を用いて 12 ヶ月齢（G1 及び G2）
の非腫瘍部の肝組織のプロテオーム解析を
行ったところ、Buffer 1 では 184 個、Buffer 
2 では 223 個の蛋白が同定され、glutathione 
S-transferase, pi 1 (GSTP1)や acyl-CoA 
oxidase 1 (ACOX1)などの発現上昇が認めら
れた（表 3）。 



表 3.プロテオーム解析にて同定された TSOD
マウスで高発現していた蛋白 

 
Ingenuity Pathway Analysis 上流調節因子

の解析では、インスリン伝達経路、レプチン
受容体経路、catenin beta 1 (β-カテニン)
や transcription factor 7-like 2 (TCF7L2)
の活性化が認められた(表 4)。 
 
表 4.Upstream regulators 解析による活性化
された上流因子 

 
〈考察〉 
TSOD マウスでは、ヒト NASH 様の組織変化

を背景として多数の細胞巣と肝腫瘍の発生
が認められた。肝腫瘍の発生頻度は、Nishida
らの報告に概ね一致する 10)。 
 TSOD マウスでは、ヒトのメタボリックシン
ドロームと同様に肥満や高血糖が認められ

ており、内臓脂肪の蓄積に伴ったいわゆるア
ディポカインの分泌異常が予想される。アデ
ィポカインは脂肪組織から産生される生理
活性物質の総称であり、遊離脂肪酸、leptin、
tumor necrosis factor (TNF)-αなどのイン
スリン抵抗性を惹起するものや、反対にイン
スリン抵抗性を改善するadiponectinなどが
ある 11)。本研究において、TSOD マウスはコン
トロールマウスである TSNO マウスに比較し
て血清中の遊離脂肪酸は有意に高値であっ
た。また、プロテオーム解析において leptin
経路の活性化を認めていることより leptin
の分泌異常があると考えられる。さらに、
Murotomi らの報告によると TSOD マウスの血
漿中の TNF-αは異常高値を示している 12)。こ
れらのアディポカインのバランスの異常が
インスリン抵抗性をひきおこし、NASH の病態
に影響を与えていると考えられる。TSOD マウ
スに高インスリン血症が存在することが報
告されており 7)、TSOD マウスにおいてもヒト
と同様にインスリン抵抗性を示していると
考えられる。また、本研究のプロテオーム解
析においてインスリン伝達経路の活性化が
認められたことは、高インスリン血症を反映
したものと考えられる。 
 インスリン伝達経路の活性化により、
sterol regulatory element-binding protein  
(SREBP) 1 が誘導される 10)。SREBP1 は、脂肪
酸合成過程で生じる acetyl-CoA や
malonyl-CoA の代謝を触媒する酵素の発現を
制御する転写因子として知られており 11)、脂
肪酸合成は亢進していると考えられる。脂肪
肝は脂肪酸合成亢進の表現型であり、本研究
において、TSOD マウスの肝細胞には脂肪沈着
が認められた。 
 一方、脂肪酸分解はミトコンドリアやペル
オキシソームにおけるβ酸化にて行われる。
malonyl-CoA はミトコンドリアでのβ酸化の
律速段階である carnitine palmitoyl 
transferase (CPT) -1 を阻害する。脂肪酸合
成の亢進により、malonyl-CoAが上昇しCPT-1
が阻害されミトコンドリアにおけるβ酸化
は相対的に低下している 11)。肝臓におけるも
う一つの脂肪酸分解の場であるペルオキシ
ソームにおけるβ酸化についてはどうだろ
うか。今回のプロテオーム解析で発現上昇が
認められた ACOX1 は、ペルオキシソームでの
β酸化すなわち acyl-CoA から acetyl-CoA へ
と酸化する代謝経路において重要な役割を
果たしている。ACOX1 は、核内転写因子であ
る peroxisome proliferator-activated 
receptor (PPAR) αにより発現レベルが調節
されているが、TSOD マウスの肝臓において
PPARαの発現が上昇しているという報告 10)

もあり、ACOX1 の発現上昇はこの報告に矛盾
しない結果である。ACOX1 の上昇がみられる
ことよりペルオキシソームにおける脂肪酸
のβ酸化は亢進していることが予想される。
ペルオキシソームにおけるβ酸化の過程で
過酸化水素、いわゆる reactive oxygen 



species (ROS)が産生されるが、ROS は脂肪肝
に伴う肝細胞障害の重要な原因のうちの一
つであるのみならず 11)、発がんと強く関連し
ていると考えられており 13)、今後、さらに詳
細な検討が必要と考える。 
 今回の Ingenuity Pathway Analysis によ
る上流調節因子の解析において活性化が認
められたβ-カテニン及びTCF7L2はともに細
胞増殖や分化を制御するWntシグナリングに
おける重要な因子である 14)。Wnt シグナルが
活性化されると β-カテニンは安定化し、核
内へ移行する。核内では TCF7L2 などの転写
因子とともにターゲット遺伝子の転写を活
性化する 14)。また、TCF2L2 の遺伝子多型が、
２型糖尿病発症のリスク因子であるとの報
告されている 14)。 
 本研究により、GSTP1、ACOX1 の発現上昇や
インスリン伝達経路、β-カテニン経路、レ
プチン受容体経路や TCF7L2 の活性化などが
NASH 肝発がんに関与している可能性が示唆
された。 
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