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研究成果の概要：  

肝の Kupffer 細胞機能を高感度で定量的に評価できる方法は現在のところ報告がされていない。

しかし、Kupffer 細胞機能が低下すると考えられている NASH の診断が、超音波造影剤を用いる

ことにより非侵襲的に行い得る方法を確立した。 
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１．研究開始当初の背景 

NASH の確定診断は、血液生化学検査、超音

波検査や CT で脂肪肝の診断の後、肝生検の

みにより行われる。脂肪肝は、CT では、肝腎

比 0.9 以下で診断され、超音波では、肝実質

エコー、肝腎コントラスト等の診断により行

われるのが通常である。しかし、いかなる画

像診断を駆使しても NASH の画像診断はでき

ないと報告されている。以上の背景から NASH

を早期に診断する難しさがあると考える。 

実際の診療の現場では、NAFLD(NASH を含む

非アルコール性脂肪性肝障害)の診断は、肝

生検を行わずに行われていることが多く、

NAFLD の中に NASH が含まれ、発見時には進行

した NASH であることも多い。また、人間ド

ックの全国集計から脂肪肝を有する患者は

実に 30%超、肝機能異常を示す患者は 25%超

と報告される。その膨大な脂肪肝を有する患
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者群の中から NASH を拾い上げ正確に診断す

ることが今後、肝硬変へ進展した NASH を早

期に診断する手段であると考える。 

 

２．研究の目的 

超音波造影剤であるSonazoidを用いてNASH

モデルラット、脂肪肝ラットを対象として、

新しい造影剤を用いて、非侵襲的に NAFLD か

ら NASH を定量的に診断する方法を確立する

ことを目的として研究を行う。 

 

３．研究の方法 

Wister 系ラットを CMD(コリン欠乏食)にて

飼育し NASH モデルラットを作成する。作成

した NASH モデルラットを用い 2 週、4 週、8

週、12 週にそれぞれ Sonazoid を投与し、投

与後 1 分から１時間までの 5、10、20、30、

40、50、60 分の間、肝臓の Sonazoid による

染影を観察する。対象として同週の Wister

系ラット（通常食摂取）を使用する。通常の

脂肪肝と NASH の差を検討するため、Wister

系ラット（高コレステロール食摂取）を使用

する。 

使用する超音波装置は、東芝社製 SSA770 

(Aplio)である。Sonazoid は、中音圧系造影

剤であるため、音圧は、MIで 0.1 から 0.3 程

度が至適であるが、機能診断においてその撮

影方法が適切であるか否かについても検討

する。 

小動物に対する至適投与量は、人とは異な

る可能性がある。投与量に関しては、これま

での予備実験で 1/10,1/100,1/100,1/10000

を検討した。機能診断を行うには、肝臓の

Kupffer 細胞に 1 個の微小気泡が貪食される

まで気泡の量を減少させ、貪食能力を検討す

る必要がある。つまり超音波上、１個の

Kupffer 細胞に 10 個貪食された場合と 10 個

の Kupffer 細胞に 1個貪食されても 1ピクセ

ルあたりの輝度の差は、極めて少ないと推測

されるため、限界まで投与量を減少させ、し

かも正確に診断する必要があると考える。そ

こで、1/5000 量、1/10000 量、1/20000 量で

再検討する。その後蛍光ビーズを静注し貪食

された気泡の数を FITCにて測定する。また、

ED2 抗体による免疫染色により Kupffer 細胞

の数と機能している Kupffer細胞の数をそれ

ぞれ検討し、造影超音波像と比較検討する。 

 

４．研究成果 

NASH 動物モデルとしてメチオニン・コリン

欠乏食投与ラットを、また単純脂肪肝動物モ

デルとして 5％オロト酸を加えた通常飼料を

投与し作成した。雄性 Wister 系ラット 6 週

令、50 匹に対しメチオニン・コリン欠乏食ま

たはオロト酸含有食を与え 1週、2週、4週、

8週、12 週目に造影超音波剤を使用して実験

を行った。対照として通常食を与えたラット

を使用し、同週で同様の実験を行った。実験

に使用した超音波造影剤は Levovist および

Sonazoid である。造影検査後、採血し生化学

検査およびサイトカインなど採血後、ラット

を sacrifice し肝組織を HE 染色、Kupffer 細

胞染色のため ED2 抗体の染色を行った。さら

に生体顕微鏡による Sonazoid および

Levovist の貪食を経時的に検討した。 

NASH モデルラットとしては、2 週以降が適

切であり、8 週までは使用可能であることが

解った。しかし、週数が進むにつれ脂肪化が

著明となり 4週目までが最も良いことが解っ

た。投与量は、1/2000 が機能評価に適当量で

あることが解った。投与量が多いと超音波が

飽和し輝度の測定が困難となった。さらに、

測定は高音圧モードにより破壊されたマイ

クロバブルを輝度測定装置により測定する

手法が定量評価に向いていた。 

Kupffer の数および貪食の検討を数種類の



 

 

方法により行った。MCDD ラット及びコントロ

ールラットに蛍光ラテックスビーズを尾静

脈より投与し共焦点蛍光顕微鏡にて観察し

たところ、MCDD ラットではコントロールに比

べてラテックスビーズを貪食した Kupffer細

胞が少なかった。さらに、生体顕微鏡を用い

てノーマルラット及び MCDD ラットの

Sonazoid の貪食について検討した。ノーマル

ラットでは、時間経過とともに 1視野に観察

される Sonazoid の数は増加する一方、MCDD

ラットでは変化がなかった。MCDD ラット肝で

の造影効果の減弱が単に Kupffer細胞数の減

少によるものかどうかを確認するため、両群

の肝組織切片を肝定住マクロファージ抗体

を使用し、免疫染色を行い両群間で比較検討

した。ZONE1、ZONE3 ともコントロール群と

MCDD 群でその数の相違はなかった。 

以上より、NASH モデルでは Kupffer 細胞数

の変化はないがその貪食能力が低下してい

ることが示された。さらに超音波造影剤によ

る、肝 Kupffer 細胞機能定量化に適する造影

手法および投与量が確立された。今後は、こ

れらの手法を用い人での臨床応用およびそ

の他の肝疾患への応用を検討しさらに研究

をすすめる予定である。 
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