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研究成果の概要（和文）：高脂肪・高コレステロール飼料(HFC)摂取によって肝線維化を伴った非アルコール性
脂肪性肝炎を発症するモデルラットSHRSP5/Dmcrとその系統元の高血圧ラット（SHR）、正常血圧ラット（WKY）
を用い、Cyp7a1プロモーター領域のDNAメチル化頻度および肝臓サンプルによるプロテオーム解析を行った。そ
の結果、Cyp7a1プロモーター領域のDNAメチル化頻度はHFC摂取により増加し、また高血圧モデルで高かった。プ
ロテオーム解析では、DNAメチル化頻度と相関のあるものとしてグルクロン酸抱合に関与するUGTやケモカイン関
連（CXCL10）の蛋白が検出された。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the mechanism of nonalcoholic steatohepatitits (NASH) using the 
SHRSP5/Dmcr, which is rat model of nonalcoholic steatohepatitis with liver fibrosis, Spontaneously 
Hypertensive Rat (SHR) and Wistar Kyoto Rat (WKY) fed high fat and high cholesterol diet (HFC). We 
performed DNA methylation frequency in the Cyp7a1 promoter region and proteomic analysis using these
 liver samples. Results showed that DNA methylation frequency of the Cyp7a1 promoter region was 
increased by HFC intake and hypertensive model. Proteomic analysis revealed UGT, involved in 
glucuronide conjugation, and CXCL10, which is chemokine-related proteins, as correlates of DNA 
methylation frequency.

研究分野： 衛生学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでNASH発症に高血圧が関与するという研究報告は疫学研究のみであり、そのメカニズムは不明であった。
この研究では、１つの要因としてHFC摂取によるCyp7a1プロモーター領域のDNAメチル化頻度の増加が肝炎・線維
化進展につながると考えられた。ただし、この研究はラットの結果であり、ヒトにおける分子疫学研究の結果が
待たれる。一方、高脂肪食の制限自体はすでにメタボリックシンドロームの一次予防として、そして高血圧の治
療自体も脳・心血管疾患の発症予防としてすでに行われており、保健指導にそれらをMixして指導することが可
能である。また、これらの結果から創薬のターゲットとして開発につながると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年、わが国では食生活の欧米化などで生活習慣病の予防が重要視されている。この１つ

の表現形とされる非アルコール性脂肪性肝疾患は、今まで進展することのない良性な病態
と考えられてきたが、その中に肝炎・線維化・肝硬変へ進展する NASH という病態が注目
されるようになった。NASH は 10 年間で約 2 割が肝硬変に進展するが、血液検査や画像検
査では良性の単純性脂肪肝との区別は困難であり、確定診断には侵襲の強い肝生検のみが
現段階では唯一の方法である。そのため、多くの NASH 患者が顕在化いても診断されず肝
硬変へ進展していく例も少なくない。NASH は、ウイルス性肝疾患に代わり、今後肝疾患
の中で最も多くなることが予測され、NASH の予防・診断・治療法の開発は急務である。 
申請者らは、高脂肪・高コレステロール飼料（HFC）摂取によって肝線維化を伴った非ア

ルコール性脂肪性肝炎(NASH)を発症するモデル動物（SHRSP5/Dmcr）を確立し(1)、コレ
ステロール代謝産物である胆汁酸の肝臓内蓄積による細胞毒性の増加が壊死・線維化に進
展することを明らかにした(2-4)。さらに系統元（SHR、WKY）との解析により、HFC 摂取
により高血圧系ラット（SHRSP5/Dmcr、SHR）が正常血圧系ラット（WKY）より肝線維
化進展が早いことが判明し、特に胆汁酸合成酵素 CYP7A1 蛋白の発現が HFC 摂取する以
前から高血圧系ラットで高く、高血圧と肝線維化進展との関連が示唆された(5)。また、次
世代シークエンサーによる DNA メチル化頻度解析の結果、HFC 摂取が Cyp7a1 プロモー
ター領域の DNA メチル化頻度を増加させることが判明した。 
 
２．研究の目的 
この研究では、高血圧と HFC 摂取による CYP7A1 蛋白の過発現と DNA メチル化頻度

の変化が蛋白間相互作用物質によると仮説を立て、高血圧及び HFC 摂取の双方向から
NASH （肝線維化）発症メカニズムを解明し、その予防に資する知見を得ることを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
(1) 動物実験 

10 週齢の WKY, SHR, SHRSP5/Dmcr にコントロール飼料または HFC を 8 週間摂取さ
せ（各群 6 匹）、血液・肝臓サンプルを採取し、DNA 抽出および蛋白解析（Western Blot
法、プロテオーム解析）で使用した。その他、一部の肝臓サンプルは病理標本の作製のため、
4％パラホルムアルデヒド溶液で固定し、H&E 染色およびエラスチカ・ワンギーソン染色
を行った。血液サンプルは、遠心分離後、上清の血清を凍結保存し、肝機能マーカーなどを
測定した。 

 
(2) Cyp7a1 プロモーター領域 (NDR 領域)の DNA メチル化頻度解析 
 コントロール飼料及び HFC 摂取した WKY、SHR、SHRSP5Dmcr の肝臓（各群 6 匹）
の DNA を抽出する。メチル化部位の特定のため、DNA をバイサルファイト処理後、山梨
大学（三宅先生）のところにある次世代シークエンサー（Ion PGM）を用いて Cyp7a1 プ
ロモーター領域の DNA メチル化頻度を測定した。 
 
(3) WesternBlot 解析およびプロテオーム解析：肝臓サンプルのホモジネートを RIPA buffer
で作成し、蛋白測定後、Western Blot サンプルを作成（各群 6 匹）。同時に蛋白量 100μg の
ホモジネートを用いて、アルキル化、酵素消化などを行い精製し、LC-MS 用サンプルを作
成した（各群 4 匹）。精製産物を 0.1% Trifluoroacetic Acids (TFA)に溶解し、藤田医科大学
にある nano LC-MS/MS, Orbitrap Fusion で測定し（各群 4 匹）、そのうち一番外れ値を外
した各群 3 匹によるプロテオーム解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 解剖・生化学所見（図 1）および病理所見（図 2） 
図 1. 肝体重比、血清 ALT、総コレステロール 

 
p < 0.05 * vs same Control, # vs WKY Control, † vs WKY (HFC/Ctrl), ‡ vs SHR (HFC/Ctrl) 



図 2. エラスチカワンギーソン染色（濃い部分が線維化部位） 

 WKY（正常血圧）      SHR（高血圧）     SHRSP5/Dmcr（高血圧） 
HFC8 週間摂取では、高血圧ラット（SHR、SHRSP5/Dmcr）でのみ線維化を認めた。 
 
(2) Cyp7a1 プロモーター領域 (NDR 領域)の DNA メチル化頻度解析 
 転写開始点から上流 530bp までにあった 11 か所の CpG アイランドのメチル化頻度を測
定した。そのうち各系統（WKY、SHR、SHRSP5/Dmcr）の 9～10 か所の部位で、HFC 摂
取によりメチル化頻度が有意に増加した。また、コントロール群での系統間においても、高
血圧群が正常血圧群よりも 7～9 か所メチル化頻度は有意に高かった。 
 
(3) プロテオーム解析 

図 3. 主成分分析結果 
 Nano LC-MS/MS Orbitrap fusion
の測定により、2665 種類のたんぱく質
を検出し、各群間で主成分分析により
大きな差を認め、高血圧群と正常血圧
群での差が大きかった（図 3）。 

HFC 摂取により増加したものとし
て、病態と類似している近年 NASH や
肝がんのマーカーとして注目されてい
る CD44 が HFC 摂取により増加した
が、線維化のない WKY でも同様に増
加していた。また、薬物代謝に関連す
るものとして、Aldh3b1、Cyp3a1,2、
Cyp4a12 などを検出した。 
次にCYP7A1蛋白発現と相関のあっ

たものは、グルクロン酸抱合関連の
Ugt2b2、小胞体ストレスに関連する
Asparagin synthetase、ケモカイン関連の CXCL10 などを検出した。 
 
(4) Western Blot 解析結果 
 HFC 摂取による病態として、コレステロールを多く含んだ肝細胞内で胆汁酸への異化が
亢進することにより細胞毒性が発現し、壊死・線維化へ進展することから、プロテオーム解
析の結果も踏まえて、胆汁酸関連蛋白の解析を行った。差があったものを図 4 に示す。 
図４. CYP7A1、BSEP、CAR 蛋白発現量 

CYP7A1 は高血圧グループでの発現が顕著であった。胆汁酸排泄に関与するBSEP は、HFC
摂取により発現が低下し胆汁酸の排泄遅延が推察された。さらに、グルクロン酸抱合の制御
に関与する核内受容体CARの発現はHFCを摂取した高血圧群でのみ発現が低下しており、
血中への排泄遅延も伴い、肝臓内への胆汁酸蓄積が正常血圧群よりも高いことが示唆され
た。また、定量リアルタイム PCR 法での UGT1a3 の mRNA 発現についても同様の結果で
あった（データ非公表）。 
 以上の結果から、HFC 摂取により高血圧ラットでは正常血圧ラットよりもコレステロー



ルを肝臓内に早く取り込み始め、その後胆汁酸異化が促進されても排泄は遅延することに
より肝臓内への胆汁酸蓄積が肝炎・線維化へ続いたことが明らかとなった。今後の課題とし
ては、プロテオーム解析で認められた小胞体ストレスへの影響やケモカインなどの解析を
行い、バイオマーカーとして有用なものがないかを検討する必要があると考えられた。 
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