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研究成果の概要（和文）：炎症を伴う脂肪肝の状態を評価するために、拡散反射スペクトル（diffuse 
reflectance spectroscopy (DRS)）法の有用性を評価した。STAMマウス肝でDRS測定と肝組織病理学的評価を行
った。遠赤外光1204 nmでのDRSの2次微分値は脂肪肝スコアと強い相関を示し(r=0.9118, p<0.0001, n=5)、可視
光領域でのDRSの1次微分値の差(570 nm－550 nm)は炎症スコアと強い相関(r=0.5260, p=0.0172, n=5)があっ
た。我々のDRS測定系は炎症を伴う脂肪化状態すなわちNASHの診断に有用であることを示唆した。

研究成果の概要（英文）：To evaluate the usefulness of diffuse reflectance spectroscopy (DRS) to 
estimate the pathological states of fatty liver with inflammation, in vivo optical fiber-based DRS 
in both the near-infrared (NIR) and visible (VIS) spectral regions was done for livers in STAM mice,
 which show steatosis at 6 weeks, steatohepatitis at 8 weeks and fibrosis at 12 weeks of age. The 
liver tissues were histologically scored according to the rodent non-alcoholic fatty liver disease 
activity score system. The 2nd derivative values of reflectance at 1204 nm, the lipid absorption 
peak in the NIR region, were strongly correlated with steatosis scores (r=0.9118, p<0.0001) and that
 the differences of the 1st derivative values of reflectance in the VIS region (570 nm- 550 nm) that
 reflect hemoglobin deoxygenation were significantly correlated with inflammation scores (r=0.5260, 
p=0.0172). Our DRS method would be useful for diagnosis of the states of steatosis with inflammation
 in livers and hence NASH.

研究分野： 肝胆膵の外科

キーワード： 拡散反射スペクトル計測　脂肪肝　脂肪肝炎　脂肪性肝疾患
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研究成果の学術的意義や社会的意義
メタボリックシンドロームに合併する脂肪肝は近年大きな社会経済的問題となってきている。飲酒歴のない脂肪
性肝障害である非アルコール性脂肪性肝疾患nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD)患者の10～15%が非ア
ルコール性脂肪肝炎nonalcoholic steatohepatitis (NASH)に発展し、NASHの10～25％は肝硬変に移行し、さら
に肝硬変になると5年で10％を超える発癌がみられる。本研究は上記病態を簡便に非侵襲的に検出する光学的手
法の有用性を検討したものである。実用化されれば、本病態の診断治療に貢献しより健康な社会を実現すること
ができる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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図１ 

１．研究開始当初の背景 
（１）非アルコール性脂肪性肝疾患（Nonalcoholic fatty liver disease；NAFLD）は単純性脂肪肝（nonalcholic fatty 
liver; NAFL）から脂肪肝炎（nonalcholic steatohepatitis; NASH）までを含む肝障害である。脂肪肝炎は肝硬変、
肝癌、肝不全に発展しうるため、脂肪肝と脂肪肝炎を鑑別することは臨床上重要である。現在、超音波ガイド下肝生
検が組織判定のゴールドスタンダードだが、侵襲的であり出血や感染などの致死的合併症を起こしうる。慢性疾患に
発展するリスクのある症例を適切に診断する低侵襲な方法を開発することが極めて重要である。 
（２）2～30 年前から拡散反射スペクトル計測法（diffuse reflectance spectroscopy；以下 DRS）は生検しない組織
診断に広範に応用されてきた 1,2。組織に反射された光（拡散反射）は組織の吸光と拡散についての情報を持っており、
拡散反射シグナルのスペクトル解析により吸収色素体や拡散体の状態を監視できる。吸収色素体に対する DRS は組
織の酸化／還元ヘモグロビン、水と脂肪の含有に関する情報 3 を提供し、光散乱体の DRS は組織における微小構造
や機能の変化を示す。ゆえに、DRS は組織収集なしでリアルタイムの組織診断を可能にし、最近では in vivo や ex 
vivo 系 4,5で肝の脂肪貯留の評価に応用されてきている。しかし我々の知る限りでは、in vivo 系で炎症を伴う脂肪肝
の診断を取り扱っている論文はほとんどない。 
２．研究の目的 
（１）本研究で我々は脂肪化と炎症を併存する肝の病態を DRS で検出できるかどうかを検討した。そのために生後
6 週齢で脂肪肝、8 週齢で脂肪肝炎、12 週齢で肝線維化を定型発症する STAM マウスを使用した 6。それぞれの病期
で露出された肝臓に対して、相対的脂質含量とヘモグロビン酸素飽和度を計測するために、近赤外光と可視光の両波
長で拡散反射スペクトル計測を行った。炎症細胞が組織に流入することで低酸素状態（炎症性低酸素症）をきたす、
すなわち関組織におけるヘモグロビン酸素飽和度の低下を来すと推測した。スペクトル計測情報とげっ歯類の
NAFLD 活動性スコアシステム 7に基づく組織学的結果とを注意深く比較した。    
３．研究の方法 
（１）動物 
ステリック研究所株式会社から 5，10 週齢の STAM マウスを入手した。STAM マウスは C57BL/6J 雄マウスを生後
2 日目に 200 µg streptozocin (Sigma, MO, USA)皮下注し、高脂肪餌 High Fat Diet 32 (CLEA Japan, Tokyo, Japan)
にて飼育して作成したもので、NAFLD の異なった病期（単純性脂肪肝、脂肪肝炎、肝線維症）のマウスを Japan SLC, 
Inc (Shizuoka, Japan)から購入した。すべてのマウスは動物舎のケージで飼育され、実験中は餌と水を自由に摂取で
きた。（本研究で施行したすべての動物実験は防衛医大における動物倫理委員会の承認をを得て行った（許可番号
18101））。 
（２）拡散反射計測機器 
図 1 はマウス肝の DRS 情報を in vivo で計測する機器のシェーマである。この DRS システムはタングステン－ハロ
ゲンランプ (400-1700 nm; BSP2.0; B&W Tek, Inc., Germany)と近赤外 (NIR)分光計 (900-1700 nm; TG-NIR 
C9406GC; Hamamatsu Photonics, Inc., Japan)、可視光(VIS)分光計(200-900 nm; USB4000; Ocean Optics, Inc., 
USA)と 1 対のコア径 600 µm の光ファイバー（ひとつは光源でひとつは検出用）から成る。光源からの光は光源フ
ァイバーの片方の端から集光・調節されて一つにされ、もう一つのファイバー端は肝表面に置かれる。光強度調整の
ために、可変型中性濃度（ND）フィルターを使用し、NIR DRS と VIS DRS でそれぞれ 350 W and 100 W に
調整した。VIS DRS のために波長 1000 nm 光をカットするのに長波長吸収フィルターを使用した。検出用ファイバ
ーは片方の端は分光器にもう片方は肝表面に設置した。2 本のファイバー間はつねに
1mm の間隔をあけた。光源ファイバーから射出された光は肝を貫通し、拡散反射光
は集光ファイバーに捕捉され分光計へと送られる。 
（３）In vivo DRS 
STAM マウスとコントロールマウスは pentobarbital sodium (20 mg/kg animal 
weight)を腹腔内投与し麻酔した。マウスは 37 度温度制御マット上に仰臥位で固定さ
れ、開腹し肝を露出された。上述の一対の光ファイバー端を肝正中葉表面に設置した。
暗室で各々の肝について DRS スペクトルを 2 回計測し、2 セットのデータを平均し
た。この手法は同じ術者(Y.T.)により肝表面へのファイバー設置が常に同じになるよう
に行われた。DRS を行った後にマウスは犠牲死させられ、組織計測のために肝切除が
なされた。組織病理学的解析は下記のようにおこなった。 
（４）データ解析法 
DRS はコントロール群、STAM マウス群（6，8，10 週齢）で各々5 頭ずつで取得さ
れた。ソフトウェアを用いて計測スペクトル値から背景スペクトル値を除した。参照
反射スペクトルは認証された DRS 板(SRS-99-020; Labsphere, Inc., USA)を計測して得た。計測した DRS は次の式
を用いて相対的反射値に変換した。 

( )＝ ( ) ( )
( ) ( )

 ,    (1)  
Rd()は波長での相対反射強度で、S()は波長での肝組織の DRS、D()は波長での dark intensity で、Sref()は波
長での反射標準体からの参照シグナル強度である。 

相対的脂肪含量と組織ヘモグロビンの酸素飽和度を評価するために、式（１）により得た相対反射スペクトル
(Rd)をそれぞれその 2 次、1 次微分をもとに解析した。１次微分を使用する利点は背景の吸光と散乱の効果の影響を
受けにくいからである。近赤外光では脂質と水の吸光スペクトルがかなり重複する。波長 1204 nm での脂質の吸光
ピークを検出するために、２次微分を使用した。可視光(VIS)スペクトル領域では、酸化還元ヘモグロビンが主な発
色団であり、それらの吸光係数は波長依存性である。よって、肝組織の１次微分スペクトルはヘモグロビン酸素飽和
度に依存する。本研究では、上述の炎症性低酸素症の仮定のもとに、波長 570 nm と 550 nm (570 nm – 550 nm)に
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おける１次微分の差を組織ヘモグロビン酸素飽和度を評価するために使用した。 
（５）組織学的解析 
切り出した組織は 10%フォルマリン固定後パラフィン包埋し hematoxylin- eosin (H&E)染色した。防衛医大の認定
病理医(S.O.)がげっ歯類の NAFLD 活動性スコアモデル 7,8 によりすべての肝採取標本を評価した。肝細胞膨化
(hepatocellular ballooning)はヒト NASH での鍵となる所見であるが、げっ歯類ではほとんど起こらないのでげっ歯
類の NAFLD スコアリングシステムでは肝細胞膨化は除かれている一方で、肝細胞過形成が含められている。各々の
肝標本で特異的な組織病理学的特徴である大胞性脂肪化、小胞性脂肪化と過形成を示す画像領域の全領域に対する割
合を別々に評価し 0 点 (<5%)、1 点(5-33%)、2 点(34-66%) 、3 点 (>66%)とスコア化した。脂肪化スコアと炎症ス
コアの両方が 1 以上のときに NASH と定義した 7。 
（６）統計学的解析 
データの正規性をテストするために Shapiro-Wilk test を使用した。異なるマウス群の統計学的差異は non-
parametric Wilcoxon test にて決定した。波長 1204 nm での拡散反射スペクトルの 2 次微分と組織学的脂肪化の相
関、可視光の拡散反射スペクトル 1 次微分の差分（570 nm – 550 nm）と組織学的炎症の相関を検定するのに
Spearman’s correlation test を使用した。P 値 0.05 未満を統計学的有意と定義した。すべての統計解析は JMP14 統
計ソフトウェア(SAS Institute Inc., USA)を使用した。 
 
４．研究成果 
（１）拡散反射スペクトル 
図 2 はコントロールマウス(a)と 6 週齢(b)、8 週齢(c)、12 週齢
(d)の STAM マウス肝組織の近赤外光波長域(900 nm ~ 1700 
nm)での未処理 DRS データ（上段）とその 2 次微分（下段）を
示している。図 2 の上段は反射スペクトルを示しているので、
谷の部分はなんらかの発色団の吸収ピークを示している。3 つの
谷は~980 nm, ~1190 nm と~1400 nm に中心がありこれらは通
常観察される水の吸光ピークに一致する 9。目的の発色団である
脂肪の兆候は 1204nm では不明瞭であった。スペクトルの形は
すべてのマウスでほぼ同じであったが、6 週齢マウス
では、他の群より全体として反射強度が高かった。後
述するように、肝の脂質含量は 6 週齢 STAM で最も
高く、脂質は高い拡散係数を有しており 15、拡散反射を増加させる。さらに脂質含量が多け
れば組織の優勢な発色団である水含量が少ないことを意味しており、水の吸光が減少し拡散
反射が増加する。これら 2 つの因子が 6 週齢 STAM マウス肝が最も強い反射強度を示した
理由である。2 次微分スペクトルにみられる３つの鋭い 2 相性ピーク（図 2 下段）は上記の
水の吸光ピークに一致する。STAM マウスの全群の肝において、より小さいがしかし明瞭な
波長 1180 nm と 1204 nm での 2 つのピーク（各々コレステロールと脂質による）が観察
される。上述のように我々は肝の脂質含量の相対量を評価するのに波長 1204nm での 2 次
微分値を使用した（図 3）。STAM マウス全群の平均値はコントロースマウスより有意に高値 
であった(p<0.01)。6 週齢の STAM マウス肝は最も高値で 0.00050±0.00006 であり、その他の週齢の STAM マウス
より有意に高く(p<0.01)、6 週齢 STAM 肝で最も脂質含量が多いことを示していた。 
図 4 は STAM マウスとコントロールマウスで可視光領域(500 nm ~ 
600 nm)での拡散反射スペクトルの平均値（上段）とその 1 次微分値
（下段）の未処理データである。未処理スペクトル（上段）では、単
一の広い谷が波長約 555nm を中心に共通してみられるがこれは還
元ヘモグロビンの広い吸収ピークである。谷の底のスペクトル形は
組織還元ヘモグロビンのレベルが高くなるとやや鋭くなる。還元ヘ
モグロビン量の変化は 1 次微分値でより明瞭に観察される（下段）。
還元ヘモグロビンの吸光ピークである 555nm 付近で 1 次微分値は
マイナスからプラスへと変化し、その変化の傾斜は還元ヘモグロビ
ンが多くなるとより急峻になる。よって、波長 550nm と 570nm で
の 1 次微分値の差は還元ヘモグロビン量の指標として利用できる(図
5)。炎症は肝内ヘモグロビンの還元を引き起こすと仮定し、1 次微分
値差分がより高値であることは炎症がより高度であると規定した。1 次微分値差分は
STAM マウス全群でコントロールマウスより高値であり、8 週齢 STAM マウスで有意な
差（8 週齢 STAM マウス(0.00310±0.00099)対コントロールマウス(0.00024±0.00153) 
(p<0.05)）が観察された。これは STAM 全群中 8 週齢マウス肝は最も還元されている、
すなわち最も炎症が高度なことを示している。 
（２）組織病理学的解析 
図 6 は全マウス群の肝の代表的 HE 染色像である。6 週齢 STAM マウス肝の肝細胞内に
はたくさんの大小脂肪顆粒が観察され、おのおの小胞状、大胞状脂肪肝を示している。 
いくらかの肝細胞は周囲の脂肪肝細胞よりはるかに大きいが同じ細胞質構造であり過形成を示している。また予想以

図２ 近赤外光波長域での未処理 DRS データ（上段）とその 2 次微分（下段） 

図３ 波長 1204nm での 2 次微分値 

図４ 各群での可視光領域(500 nm ̃ 600 nm)での拡散反射スペ

クトルの平均値（上段）とその 1 次微分値（下段）の未処理データ 

図５ 波長 550nm と 570nm での 1 次微分値の差 
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図７ 脂肪化スコアと炎症スコア 

上に炎症細胞集団が観察された。8 週齢 STAM マウスでは、炎症細胞集塊が見られたが脂肪滴は 6 週齢 STAM より
はるかに少なかった。12 週齢 STAM マウスは明瞭な線維化を示し、脂肪滴や炎症細胞は明らかでなかった。 
全群マウスについて、NAFLD スコアリングシ
ステムで評価した。図 7(a),7(b)はそれぞれ全群
における脂肪化スコアと炎症スコアを示して
いる。脂肪化スコアは 6 週齢 STAM で最も高
く、8 週齢 STAM より統計学的に有意に高値
(p<0.05)であった。炎症スコアは６、8 週齢
STAM でコントロールマウスより有意に高値であった(p<0.05)。6 週齢
マウス（脂肪肝状態）での炎症スコア高値は予測外であったが、組織病
理学的検索結果と一致した(図 6b)。 
（３）DRS 変数と組織病理学的スコアの相関 
図 8(a)は近赤外光（1204nm）での拡散反射スペクトルの 2 次微分値と
脂肪化スコアの相関を示す。相関係数は 0.9118 (p<0.0001)であり、2
つの因子の強い相関を示した。図 8(b)は可視光領域(570 nm – 550 nm)
での吸光スペクトルの 1 次微分の差分と炎症スコアの相関を示す。相
関係数は 0.5260 (p=0.0172)であり、中等度の相関関係を示した。吸光
スペクトルの 1 次微分の差分と拡散反射スペクトルの 2 次微分値には
相関はなかった。 
 
（４）考察 
本研究の目的は、マウスモデルにおいて単純性脂肪肝と脂肪肝炎を判別
することについて光学診断（DRS）の有効性を検討した。その目的のた
めには、肝の脂肪含量と炎症の両方について決定できなければならな
い。いくつかの研究においては、DRS は肝脂肪の診断に応用できるこ
とは報告されている 11-13が、我々の知る限りでは、炎症の光学診断に関
する信頼できる報告はない。本研究で、近赤外光領域 1204nm の脂質
の吸光度ピークの 2次微分値を肝の相対的脂質含量を評価するために使
用し、この値は組織学的脂肪肝スコアと強い相関を示した(Fig. 8a)。2 次
微分値を使用することは近赤外光領域での水との重なりから脂質の吸光信号を検出するのに有効と考えられる。炎症
の診断について、炎症が供給を超える酸素需要を惹起することで低酸素状態（炎症性低酸素状態 14）を引き起こしヘ
モグロビンの脱酸素化を来すと仮定した。この仮説に基づき、可視光領域 570nm と 550nm での 1 次微分値差分を
ヘモグロビン酸素飽和度を評価するために使用し、組織病理学的炎症スコアとの中等度の相関を認めた。これらの結
果は我々の DRS 法は肝の脂質含量ばかりでなく炎症状態を観察するのに有用であることを示している。 
STAM マウスは典型的には 6 週齢で NAFL、8 週齢で NASH を呈する。しかし、本研究で使用したマウスでは、組
織学的に 6 週齢で明らかに脂質含量は最大であった(図 6b, 7a)が、ある程度の炎症も示した(図 6b, 7b)。実際のとこ
ろ、げっ歯類の NAFLD スコアリングシステムでは 6,8 両方の週齢個体で NASH と診断された。6 週齢 STAM マウ
スは NASH の初期段階にあると思われた。動物供給者によると炎症は 6 週齢からときどき観察されるとのことであ
る。この事実にかかわらず、図 7b は本研究に使用した STAM マウスは 0-2 の幅広い炎症スコアを示した。これらマ
ウスは肝における炎症状態を評価するのに適正なモデルと思われる。しかし我々の DRS 法の有用性をさらに検証す
るためには純粋な脂肪肝マウスモデルを使用したさらなる実験が必要である。 
 われわれの DRS 法は炎症を伴う脂肪肝の診断に有用であるが、光学的脱酸素化信号と組織学的炎症スコアの相関
は中等度だったので(図 8b)、炎症を検出する方法の信頼性をさらに向上させなければならない。より包括的な炎症の
評価のために、光学シグナルの追加情報が有用かもしれない。ひとつの候補はミトコンドリア呼吸鎖の酸化還元状態
（シトクロム c 酸化酵素内のヘム aa3 や CuA の酸化還元状態）に関する吸光信号である 15。ヘモグロビン関連信号
は血管密度や配置に影響を受ける可能性があり、一方で各々の一つの肝細胞は 2-3000 のミトコンドリアを内包して
おり、光学検出のための均一で鋭敏な信号供給源であるからである。ミトコンドリア機能障害は脂肪肝における重要
な肝障害進行因子であり、NAFL から NASH へ進行することに重要であることを示したデータがある 16。 

我々の DRS 法では、光ファイバーは肝組織内に刺入する必要がないので、非侵襲的診断が可能である。さらに、
深度と信号-ノイズ比はトレードオフの関係にあるが、ファイバー間距離を調整することで観察する組織深度を制御
できる。このような観察深度制御性は肝の術中診断に有用であろう。本システムでは 600 m のコア径の光ファイバ
ーを使用したが、それらの径は光源と検出状況により減少させうる。1 対の細径ファイバーを針内に設置すれば、組
織を採取しない経皮的診断（光学的生検）ができる。本システムでは、近赤外光と可視光分光計を脂質と炎症（ヘモ
グロビン脱酸素化）の検出にそれぞれ使用している。しかし、ヘモグロビンは近赤外光領域で低いが確実な吸光特性
を示し、それらの脱酸素化は近赤外反射信号の解析で観察できる。これは脂質と炎症を同時に一つの単純で小規模な
（近赤外）分光器による検知を可能にする。 
（５）結語 
我々は、STAM マウス肝において脂質と炎症を波長 1204 nm での DRS の 2 次微分値と可視光領域での DRS の 1 次
微分値の差分(570 nm－550 nm)を用いて診断できることを示した。さらなる検討を要するものの、本結果は我々の
DRS 法が NAFL と NASH を鑑別するのに有用であることを示唆している。 
 

図６ 全マウス群の肝の代表的 HE 染色像 

図８ 拡散反射スペクトルの 2 次微分値と脂肪化スコアの相関 
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