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研究成果の概要：メタボリックシンドロームに高率に合併する肝脂肪蓄積（非アルコール性脂

肪肝（NAFLD））は肥満と独立して糖尿病発症の危険因子となることが知られているが、その成

因には不明な点が多い。研究代表者はモデル動物においてリンパ球の刺激により肝脂肪蓄積が

生じることを見出した。さらに肝臓周囲を取り囲む免疫担当細胞の活性化状態が肝脂肪蓄積に

重要であることも見出した。本モデルの解明が、今後ヒト肝脂肪蓄積の病態の解明、治療法の

開発に寄与すると考えられる。 
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１．研究開始当初の背景 
非アルコール性脂肪肝疾患（nonalcoholic 
fatty liver disease (NAFLD)）は肝障害を
惹起する程度のアルコール摂取歴がなく、そ
の他ウイルス性肝炎など原因の明らかなも
のを除外した、肝への脂肪沈着を認める肝疾
患である。NAFLDは一般臨床では脂肪肝と称
され、昨今メタボリックシンドロームの一つ
の表現系であると考えられるようになって
いる。実際に BMI25以上 30未満の 1度肥満
者の30％、BMI30以上の2度肥満者の70％に
NAFLDを認めるとされており、肥満が NAFLD
と密接に関係していることはほぼ間違いな

いと考えられる。NAFLDでメタボリックシン
ドロームを合併するものは40%にも及ぶ。 
NAFLDは健診受診者でも20-30%に認めるとさ
れ、日本人に急増している病態である。現在
まではNAFLDは肝臓に余剰な栄養が蓄積した
状態“脂肪肝”であり、疾病とは捉えられて
こなかった。ところが昨今このNAFLDが糖尿
病発症の独立した誘因であるとする疫学調
査が相次いでいる(Diabetes56;984,2007, 
Diabetes Care31;1138, 31;1230,2008)。す
なわち肝臓に脂肪蓄積が生じることこそが、
その後の糖代謝異常に寄与する因子である
ことを欧米人と日本人でともに明らかにし
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ており、さらに糖尿病の改善は内臓脂肪より
も肝臓の脂肪蓄積量の減少とよく相関する
こ と も 明 ら か に な っ て い る
(Diabetes54;603,2005)。 
NAFLDは10％程度の患者が非アルコール性
脂肪肝炎（nonalcoholic steatohepatitis(以
下 NASH)）と呼ばれる肝組織の炎症、壊死を
伴う病態へ進行し、さらに肝硬変、肝細胞癌
を発症することから 21世紀のガンの主因と
なると懸念されているが、肝脂肪蓄積の解消
から肝疾患のみならず糖尿病の予防・治療を
することが可能となれば、今後の日本人の疾
病構造の変化に与えるインパクトは多大と
考えられる。 
 
２．研究の目的 
そこで研究代表者はNAFLDの成因の解明と
治療法の開発を本研究の目的とした。前述の
ように肥満を呈する患者では脂肪肝を認め
ることが極めて多いが、入院加療で厳重に減
量し、血糖値や血清中性脂肪値の改善を見た
後も、脂肪肝の消失を見ないことは臨床上
多々経験される。また、肥満を認めず血液検
査上軽度の脂肪肝を認めるだけの患者が、
徐々に肝硬変にいたる場合もある。これらの
事実はNAFLDが単なるエネルギーの蓄積だけ
で説明しうるものでないことを示唆してい
る。実際、脂肪肝の動物モデル系でさえも
NAFLDの誘導には感受性と抵抗性の種がある
ことが知られており、NAFLDの原因を過剰な
エネルギー摂取のみとするのは困難であろ
う。 
研究代表者はマウス新規炎症性肝臓疾患
の治療法を検討する中で、Tリンパ細胞を刺
激除去することでマウスにNAFLDを誘導しう
ることを見出した。これは脂肪肝を過剰なエ
ネルギー摂取にて生じるとする現在の概念
と全く異なるものである。そこで肝内免疫細
胞の活性化を通じてNAFLDを引き起こすとい
う現象を解析することで、NAFLDの成因を明
らかとすることとした。 
 
３．研究の方法 
まずNAFLDを誘導することが出来るT細胞
抗体の至適投与量について、一匹あたりの抗
体投与量を段階的に変化させ明らかにする。
一匹あたりの抗体の投与量を 1, 5, 10, 25, 
50, 100, 200μgと変化させ、肝臓を組織学
的に検討しNAFLD誘導のための最低必要量を
明らかにする。各投与量は C57BL/6マウス 5
匹ずつで検討する。またコントロールとして
マウス TNFαを直接マウスに投与する系を用
い、同様に肝組織を検討する。脂肪肝の確認
にはHE染色に加え、脂肪染色も行う。 
次に NAFLDの時間的経過を観察検討する。
すなわち、投与前、NAFLD発症時（投与10日
後）、回復期（投与30日後）の3点でそれぞ

れ5匹ずつのマウスから、血清、脾細胞、肝
内細胞を採取し、血清中のサイトカイン値
（IFNg, IL-6, IL-2, TNFα）を ELISA法で
解析、採取した脾細胞および肝内侵潤細胞の
分画（CD4陽性T細胞、CD8陽性T細胞、NKT
細胞など）を flowcytometerにて解析する。
また脂肪肝が持続しているコントロールと
して、高脂肪食を与え続け脂肪肝を誘導した
マウスを用い、同様の検討を行う。 
そして次にNAFLD誘導に必須の細胞分画の
同定をまず行う。CB17scidマウス1匹に対し
正常のCB17マウス（ドナー）を10匹用意し、
ドナーに抗 T細胞抗体を投与し、投与後 10
日目に脾細胞、肝内細胞を採取しプールする。
得られた脾細胞および肝内侵潤細胞から磁
気分離システムで特定の細胞分画（CD4陽性
T細胞、CD8陽性T細胞、NKT細胞）を純化し、
レシピエントのマウスに静脈注射して NAFLD
の発症を観察する。レシピエントの観察期間
は、正常マウスの臨床経過を考え、2週間、4
週間とし、それぞれ2週間(10匹)、4週間(10
匹)を用いて実験を行う。 
また除去実験として、正常マウスに予め
NAFLD発症に重要と推測された細胞分画に対
する抗体を投与してその分画を除去してお
き、その上でT細胞を刺激してNAFLDの発症
に与える影響を検討する。 
最後に NAFLD発症の分子機構を解明する。
すなわちNAFLDを発症したマウスから肝組織
を摘出し、メッセンジャーRNAを抽出して、
半定量PCR法で脂肪合成系酵素の遺伝子発現
量を検討する。 
 
４．研究成果 
NAFLDの誘導には最低 10μgの抗体投与が
必要であることが明らかとなった。またマウ
スの種により感受性に差があることも明ら
かとなり、DBAマウスではNAFLDの誘導が困
難であり、またC57BL/6マウスでは誘導が比
較的容易であった。しかし雌雄差や週令が影
響することも明らかとなった。 

図：肝脂肪蓄積 



 

 

組織学的検討では、誘導されたNAFLDは脂
肪滴を含む脂肪肝を呈しており、総脂質の含
有量は増加していた。 
次にNAFLD発症の時間経過について検討し
た。NAFLDは抗体投与後早期に発症し、自然
回復することが明らかとなった。血清中のサ
イトカインレベルとは明らかの関係は認め
られなかった。血清脂質は増加していた。抗
体の投与によって脾細胞のT細胞数は減じて
いたが、肝内細胞では明らかな変化は認めな
かった。 

 
図：肝内細胞（上：対照群、下：抗体群） 
 
さらにNAFLDの発症に寄与する細胞性因子
の検討を行った。すなわちNAFLDを発症した
マウスから免疫担当細胞を抽出し、免疫不全
マウスに移植した。血清の移入では病態を移
入できず、肝細胞分画の移植にて病態の移入
が可能であった。よって免疫担当細胞そのも
のがNAFLD発症に影響していると考えられた。
加えて、同血清中の催炎症性サイトカイン量
を検討したが、明らかに変化しているものを
認めず、これも液性因子でなく細胞性因子が
NAFLDの発症に寄与するとする上述の所見に
合致するものであった。  
さらに詳細に肝脂肪蓄積の発症に寄与す
る細胞性因子の検討を行った。リンパ球を有
さないマウスでは本肝脂肪蓄積が生じない
こと、リンパ球の移植を行うことで本病態が
再現できることを見出した。また除去抗体を
正常マウスに投与し、予め NK細胞を除去す

る前処置を行っておくと、本病態が生じ難く
なることも見出した。これらの知見から NK
マーカー陽性のT細胞が病態の形成に重要で
あると考えられた。 
最後に本モデルで生じた脂肪肝における
遺伝子発現を検討した。ACCや FASといった
脂肪合成系酵素の遺伝子発現が亢進してお
り、また同時に催炎症性サイトカインの遺伝
子発現が亢進していた。従って本モデルにお
ける肝脂肪蓄積は、肝実質細胞内において脂
肪合成が亢進しているために生じたと考え
られた。 
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以上のことより肝臓の脂肪蓄積には肝臓
外からのエネルギー流入のみが重要なので
はなく、肝臓周囲を取り囲む免疫担当細胞の
活性化状態も重要であると考えられた。 
さらにこれら脂肪肝を有したマウスでは糖

負荷検査で耐糖能の増悪を呈しており、本モ

デルが今後ヒトでのメタボリックシンドロー

ムから糖尿病へ進行する病態の解析に有益な

モデルとなることが考えられた。今後さらに

肝脂肪蓄積に関わる分子機構を明らかとして

いく予定である。 
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