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研究成果の概要（和文）：高脂肪・高コレステロール食投与マウスに一次胆汁酸を添加し、肝臓に非アルコール
性脂肪肝炎に特徴的な線維化を誘導する事に成功した 。ラマン顕微鏡や質量顕微鏡で肝細胞に蓄積する脂肪滴
や周囲微小環境を解析し、隣接する肝細胞の脂肪滴の脂質組成が異なる事や、特異的な脂質がマクロファージの
活性化を介して線維化に関連している事を明らかにした。メタボリックシンドロームを自然発症するTSODマウス
に各種オリゴ糖を投与し、血糖値、尿糖や肝組織像が改善することを明らかにした。オリゴ糖は腸内細菌への好
影響が指摘されており、短鎖脂肪酸のバランスが是正されていたことから、食によるNASH予防・治療の可能性が
示された。

研究成果の概要（英文）：We succeeded in inducing characteristic fibrosis mimic to human 
non-alcoholic steatohepatitis in the liver by adding cholic acid to mice on a high-fat / 
high-cholesterol diet. We analyzed the lipid droplets accumulated in hepatocytes and the surrounding
 microenvironment with a Raman microscope or imaging mass spectrometry. It was clarified that 
specific lipids were associated with fibrosis through the activation of macrophages. In addition, 
various oligosaccharides were administered to TSOD mice spontaneously developing metabolic syndrome.
 As expected, oligosaccharide administration improved blood glucose level, urinary sugar, and liver 
histology. Oligosaccharides have positively affected intestinal bacterial flora, and improvement of 
short-chain fatty acids was identified. It has been suggested the possibility of dietary NASH 
prevention and treatment.

研究分野： 実験病理学

キーワード： 非アルコール性脂肪肝炎　胆汁酸　短鎖脂肪酸　ラマン顕微鏡　動物モデル
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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の肝表現型である非アルコール性脂肪肝炎（NASH)は患者数が急増している難治性疾
患である。研究代表者は脂質と胆汁酸を交えた食によって、マウスにヒトと類似したNASH-線維化を誘導するこ
とに成功し、これらモデル動物を用いてNASHの線維化に異常脂質や胆汁酸が関与していることを明らかにした。
さらに食の成分であるオリゴ糖の投与によって腸内環境の改善による短鎖脂肪酸のバランス是正が生じ、NASHの
病態が改善することを見出した。本研究はNASHの発症進展や病態改善がいずれも食によってコントロールできる
可能性を示したものであり、NASHの全容解明に有用な知見と考えられた。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

メタボリックシンドローム患者の急増を受け、その肝表現型である非アルコール性脂肪肝

炎(NASH)患者が急増しており、NASH からの肝細胞癌発症は今後の我が国の重要な健康課題

の一つである。研究代表者は肥満、2型糖尿病、高脂血症、NASH、肝細胞癌を自然発症する

TSOD マウスを確立し、このマウスの腸内細菌叢が肥満患者同様のパターンを示し、短鎖脂

肪酸の量が正常対照に比して減少していることを見出した。TSOD マウスの肝腫瘍では胆汁

酸代謝異常が認められ、腫瘍部に一次胆汁酸であるコール酸が異常蓄積していた。胆汁酸と

短鎖脂肪酸の動態や局在は NASH 発症や肝細胞癌進展のメカニズムを解き明かす鍵となる可

能性があると考えられた。 

 

２．研究の目的 

研究代表者はメタボリックシンドロームの諸症状を背景にNASH〜肝細胞癌を自然発症す

るTSODマウスをはじめ、新生仔期にグルタミン酸ナトリウムを皮下投与して作成するMSGマ

ウスや、高脂肪・高コレステロール食にコール酸を添加した特殊な食餌（HFC食）で誘導す

るHFCラット/マウスなど、機序の異なる複数のメタボリックシンドローム・NASHモデル動物

を報告し、病理学的に病態解析を進めてきた。本研究では独自に開発したメタボリックシン

ドローム・NASHモデル動物を用い、NASHの病態形成や進展に胆汁酸や短鎖脂肪酸がどのよう

に関連しているかを解析した。病態解析には従来の病理組織学的解析や生化学的・分子生物

学的解析に加えて、イメージング質量分析やラマン顕微鏡といった新規分析モダリティを

応用し、多角的な解明を試みた。  

 

３．研究の方法 

以下に挙げる３種類のメタボリックシンドローム–NASH モデルを実験に供した 

（１） TSOD マウス：closed colony, ddY から肥満や尿糖を呈する個体を選抜し、20世代

以上交配を繰り返して系統作出された近交系マウスであり、通常のマウス標準食飼育で

６週齢より体重が増加し、12-16 週で高脂血症、高血糖が出現する。研究代表者は TSOD

マウスが 6ヶ月齢以降 NASH を発症し、10 ヶ月齢以降高率に肝腫瘍が出現することを報

告した。同時に作出された TSNO マウスは非肥満、非尿糖個体の交配を繰り返した対照

マウスであり、メタボリックシンドロームは発症しない。 

（２） MSG マウス：生後 1.5 日にグルタミン酸ナトリウム(MSG)を皮下投与（１回）する

ことで、マウス標準食飼育で肥満、高脂血症、高血糖、NASH、肝腫瘍を順次発症する。

対照には MSG の代わりに生理食塩水を皮下投与したマウスを用いた。 

（３） HFC ラット/マウス：我々は高脂肪・高コレステロール食に一次胆汁酸であるコー

ル酸を添加することで、齧歯類においてもヒト NASH 同様の繊細な線維化を誘導するこ

とを見出した。対照には通常食飼育ラット/マウスを用いた。 

なお、いずれのモデルもオスの方が病重篤な病態を示すことから、本実験ではすべてオスを

用いて実験を行った。薬剤等は餌に混じて投与し、エンドポイントは各実験の目的に合わせ

て設定した。 



動物モデルの解析方法：一定期間飼育中に定期的に体重、血糖値等を測定した。Sacrifice

時には肝、膵、小腸、大腸、内臓脂肪と血液等を採取し、臓器は一部をイメージング質量分

析やラマン顕微鏡解析、分子生物学的解析用に凍結し、残りを形態学的解析用にホルマリン

固定標本とした。  

病理組織学的・免疫組織学的・生化学的・分子生物学的解析(全検体での解析項目):肝、膵、

腸管、内臓脂肪組織はHE染色や特殊染色、免疫染色を施行し、病理学的スコアリングを行っ

た。血液は目的に応じて、血糖値、インスリン、中性脂肪、コレステロール、ALT、 AST等

の生化学的解析を行った。肝腫瘍は個数、大きさ、組織像、 Gurutamine synthetase(GS)の

免疫染色で検討した。肝腫瘍では腫瘍部と非腫瘍部から全RNAを抽出し、qRT-PCR法にて胆汁

酸合成、排泄に関わる分子等の発現を経時的に解析した。 

短鎖脂肪酸解析 : 生体試料中の短鎖脂肪酸の定量化は、立命館大学と共同で開発した2‐

ピコリルアミン誘導体化超高速液体クロマトグラフィータンデム質量分析法で解析した

(Anal Sci. 2018, 34(9):1031-1036)。腸内細菌叢の解析は必要に応じて外注検索した。  

４．研究成果 

（１）NASH 発症や病態進展における胆汁酸の関与 

実験１：TSOD マウスを用いた検討   

 

71 週齢の自然発症メタボ

リックシンドローム -

NASH-肝細胞癌(HCC)モデ

ルマウス(TSOD マウス)を

用いて、肝腫瘍における代

謝関連遺伝子の発現状況、

および胆汁酸のレベルを

評価した。肝腫瘍では背景

肝に比して、mRNA レベル、

及びタンパク質レベルの

両方で胆汁酸排出に係る

分子である胆汁酸受容体

（FXR）や胆汁酸排出ポン

プ（BSEP）が減少していたが、一次胆汁酸合成、及び胆汁酸抱合に関与する BAAT や Akr1c14

は増加しており、結果として肝腫瘍にコール酸やタウロコール酸が蓄積していた（図１）。

この結果から、胆汁酸蓄積が NASH における肝障害、さらに肝腫瘍化に関与している可能性

が示唆された (Hepatol Int.2018, 12(3):254-261)。 

 

実験２：HFC食投与ラットを用いた検討 

胆汁酸がNASHの病態にどのように関与しているかを、Sprague-Dawleyラットに種々の用量

のコール酸を添加した高脂肪・高コレステロール食を投与して検討した。その結果、コール



酸を適切な量添加した群では、経時的にNASHが増悪し、線維化が進展することがわかった

(Pathol Res Pract, 2019 vol.215(11) p152599 )。 

 

実験３：iHFC食投与マウスを用いた検討 

ラットに用いたものと同じ組成のコール酸添加高脂肪・高コレステロール食をマウスに投

与すると、肝臓に強い炎症が惹起され、NASHとは異なる病態を呈した。そこでマウスに適し

たコレステロール濃度とコール酸濃度を解析し、マウスにNASH線維化を誘導しうる組成を

見出し、iHFC食と命名した（特許出

願中）。iHFC食の投与により、肝臓

に脂肪変性や炎症といった所見に

加えて、ヒトNASHに特徴的な線維

化が誘導されることを明らかに

し、一次胆汁酸が肝臓の炎症と肝

線維化進展の両方にリンクしてい

ることを見出した（図２）(BBB, 2021, in press)。 

実験4： iHFC食投与AJマウスを用いた検討 

AJマウスにiHFC食を投与して作成したNASH—線維化モデルの肝臓に脂質を貪食したマクロ

ファージが異常集積していることを見出した。マクロファージが貪食している脂質成分を

イメージング質量分析で解析し、m/z 772.5の脂質が候補物質として同定された。この物質

はMS/MS解析によってホスファチジルコリン(P-18:1(11Z)/18:0)、あるいはホスファチジル

エタノールアミン(18:0/20:2(11Z,14Z))などのリン脂質の異常蓄積であることがわかった。

これらの異常脂質を貪食したマクロファー

ジが集簇する周囲には活性化星細胞が見出

され、そこからマクロファージ集簇を取り囲

んでリング状に線維化が進展していた（図

３）。この現象は線維化の開始点を明確に捉

えたものであり、線維化の起点に異常蓄積リ

ン脂質が関与している可能性が示された

（American Journal of Pathology, revise

中）。このAJマウスの肝臓に蓄積している脂

質をラマン顕微鏡で解析したところ、肝細胞

に蓄積している脂肪滴を構成する脂質の成分や、脂肪滴内のコレステロール分布かは、隣接

する肝細胞でも異なっていることがわかった(Sci Rep, 2020 vol.10(1) p18548)。このこ

とは一見同じように見える蓄積脂質自体にheterogeneityがあり、その差異が炎症細胞の浸

潤の程度などと関連している可能性を示すものである。現在、肝臓の脂質の種類や局在パタ

ーンと周囲微小環境の関連性についての検討を行っている。 

（２）NASH 発症や病態進展における短鎖脂肪酸の関与 

 



実験５：TSODマウスを用いた検討 

TSODマウスに薬剤介入を行い、血漿中の短鎖脂肪酸を網羅的に解析した。その結果、カフ

ェインやクロロゲン酸の投与によって腸内細菌叢の変化が生じ、血中の短鎖脂肪酸プロフ

ァイルが改善することで肝障害も軽快することが示された (Sci Rep. 2018, 18(1): 

16173)。 次に、TSODマウスへの食の介入として、腸内細菌叢の改善効果が報告されている

食成分であるオリゴ糖の投与実験を行った。TSODマウスに フラクトオリゴ糖、乳菓オリゴ

糖、ガラクトオリゴ糖の３種類のオリゴ糖を投与したところ、ガラクトオリゴ糖の投与群で

血糖値、尿糖が優位に改善した。肝組織像は対照においても病態が弱く、明確な改善効果は

示されなかったが、脂肪蓄積の程度がガラクトオリゴ糖投与群で改善していた（図４）。 

オリゴ糖は腸内細菌への好影響が指摘されているため、各オリゴ糖投与群と対照群で血中

短鎖脂肪酸の変化を解析したが、病態改善とリンクする短鎖脂肪酸の変化を捉えることは

できなかった。TSODマウスは自然発症モデルであり、それ自体に大きなアドバンテージがあ

ると考えられるが、個体差が比較的大きいことが欠点である。現在、本実験系で使用した個

体の主要臓器と循環血、糞便中の短鎖脂肪酸組成の関連性の検討をすすめているが、並行し

て別モデル（MSGマウス）にオリゴ糖を投与して短鎖脂肪酸解析を施行した。  

実験６：MSGマウスを用いた検討 

雄のC57BL/6 Jマウスにグルタミン酸ナトリウムを皮下投与して、メタボリックシンドロ

ーム(MS)-非アルコール性脂肪肝炎(NASH)モデルを作成した。このモデルでは肝組織中で

fatty acid synthaseやglycerol-3-phosphate acyltransferaseが増加し、中性脂肪の産生

が高まり、内臓脂肪ではcrown-like structureが見られ、ヒトNASH患者に類似する所見を呈

した。このマウスにフラクトオリゴ糖を投与したところ、肝組織像の改善、内臓脂肪の炎症

の改善とM1マクロファージ比率の減少、糞便中のn-酪酸、プロピオン酸、酢酸の増加、血清

中のプロピオン酸の増加が誘導された。フラクトオリゴ糖は 腸内環境を改善して短鎖脂肪

酸を増加させ、MSやNASHの病態を改善すると考えられた(BMC Gastroenterol.2020 

vol.20(1) p46)。 
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