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研究成果の概要（和文）：本研究では、コレステロールの過剰摂取が人体(NAFLD)へ与える影響を解明するため
に、高コレステロール含有高脂肪食を用いてマウスを飼育し検討を行った。コレステロールの過剰摂取は肝内の
CYP7A1の発現増加とCYP27A1の発現低下を誘導し、胆汁酸の代謝に影響を及ぼした。その結果、胆汁酸の分画、
腸内細菌叢を変化させ、肝臓内の中性脂肪やコレステロールの沈着量を増加させることにより脂肪肝を悪化し、
長期間の負荷により肝炎や肝線維化を増悪させ、肝癌を発生させることが示唆された。食事中のコレステロール
の摂取制限を行うことは、非アルコール性脂肪性肝疾患の病態の悪化を予防するために重要である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined mice fed with a high cholesterol-containing high 
fat diet to elucidate the effects of excessive cholesterol intake on the pathophysiology of 
non-alcoholic fatty liver disease. Excessive cholesterol intake increased expression of CYP7A1 and 
decreased expression of CYP27A1 in the liver, and affected the metabolism of bile acids. These 
changes altered the bile acid fractionation and gut microbiota, and increased the deposition of 
triglycerides and cholesterol in the liver,
Additionally, prolonged excessive cholesterol diet load exacerbated hepatitis and liver fibrosis, 
and caused hepatocarcinogenesis. Limiting dietary cholesterol intake might be important to prevent 
the deterioration of the pathogenesis of nonalcoholic fatty liver disease.

研究分野：代謝
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年疫学研究や動物実験でコレステロール摂取により脂肪沈着の増強や肝炎、線維化の増悪が報告され、脂肪性
肝疾患の病態進展におけるコレステロール代謝の重要性が認識され始めている。従来、コレステロールは動脈硬
化性疾患との関連が強いため、心筋梗塞、脳梗塞のリスクをもとに管理目標が設定されている。また、食事から
のコレステロール摂取量と血中コレステロール値の関連を示す根拠がないため、コレステロール摂取制限に対す
る意識が低下している。しかし、肝疾患ではコレステロール過剰摂取が肝硬変、肝細胞癌などのリスクを増加さ
せる可能性が報告され、肝疾患をもとにコレステロール摂取制限について再検証する必要があると考えられる。

※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 
 
体内へ吸収されるコレステロールは、食事からの吸収が約 20％と少なく、残りの約 80%は腸肝

循環によるコレステロール再吸収に依存している。さらに、食事中のコレステロール摂取量と血

中コレステロール値の関連を示すエビデンスがないことから、米国心臓協会と米国心臓病学会

は、コレステロール摂取制限の推奨を撤廃する声明を行った。一方で、コレステロール摂取の増

加は、肝硬変や肝臓癌など肝疾患のリスクを上昇させ(1）、非アルコール性脂肪性肝疾患(NAFLD)

における脂肪沈着の程度を増加させる(2,3）ことが報告されている。さらに、胆管結紮や化学物

質による肝障害モデル動物においても、食事中のコレステロール含有量の増加が、肝炎の増悪や

肝線維化の進展に寄与することが明らかとなり(2,3）、その機序に、肝臓におけるインフラマソ

ームや星細胞の活性化が関与することが報告されている(4,5）。しかし、食事由来のコレステロ

ールが、直接肝内の脂質代謝や発癌に及ぼす機序は未だ不明である。 

 

 
２．研究の目的 
 
本研究ではコレステロールの過剰摂取が人体(NAFLD)へ与える影響を解明するために、高コレ

ステロール含有高トランス脂肪酸食を用いてマウスを飼育し、a. NAFLDの増悪と発癌への影響、

b. 肝脂肪化と炎症・線維化を誘導する因子の同定、c. 肝発癌に関与する因子の同定を行い、さ

らに d. NAFLD 患者検体を用いた検証を行うことを目的とする。 

 
 
３．研究の方法 
 
(1) モデルマウスの作製と検体の採取・・・・8週齢雄性の C57Bl6 マウスを用いて高コレステ

ロール含有高トランス脂肪酸食、高トランス脂肪酸食、コントロール食を用いて飼育し、血清、

肝臓、糞便を採取。 

(2) 血清の解析・・・・肝酵素、脂質の変化を解析。 

(3) 肝臓の解析 

① 食事開始 3 ヵ月後の肝臓を用いて肝内の外因性と内因性のコレステロール量、遊離コレス

テロール量、中性脂肪量、胆汁酸を測定し、各群で比較検討。 

② 食事開始 3ヵ月後の肝臓から mRNA を抽出し、脂肪酸代謝とコレステロール代謝に関与する

因子の PCR array を用いて比較検討する。変化がみられた肝代謝関連 key molecule を RT-PCR で

確認するとともに、Western Blot を用いてタンパク量を解析する。 

③ 食事開始 12ヵ月後の肝臓を用いて肝発癌の有無、癌の個数を観察し、組織で脂肪沈着量、

炎症・線維化の程度を検討。 

④ 肝組織を用いて、肝臓内の線維化関連因子(TGF-β，α SMA 等)の測定を行う。 

⑤ 肝組織を用いて癌関連遺伝子の PCR array を行い、発癌に関する key molecule の遺伝子発

現を絞りこみ、Western Blot で確認する。 

(4) 肝癌細胞株を用いた実験・・・・上記で絞り込んだ肝代謝関連 key molecule を、肝癌細胞

株で過剰発現、もしくは発現抑制を行い、細胞増殖(proliferation assay)や apoptosis への影

響など、癌進展に関わる形質変化について解析する。また、絞り込んだ癌関連 key molecule や

線維化関連因子との相互作用について検討する。 



(5) 腸内細菌叢の解析・・・・次世代シーケンサーを用いて腸内細菌叢の変化を確認し、肝内の

胆汁酸量と分画、脂質代謝の変化、血中エンドトキシン量の変化との関連を検討する。 

(6) 薬剤を用いた介入実験 

① 薬剤によってコレステロールトランスポーターを阻害しコレステロールの吸収を抑制した

後、肝臓の脂肪沈着の程度、炎症・線維化の程度、肝臓内のコレステロール量や胆汁酸量、脂肪

酸代謝、コレステロール代謝の変化、肝線維化と発癌抑制の有無を比較する。 

② 抗生剤を用いて腸内細菌叢を変化させ、肝臓の脂肪沈着量、炎症・線維化の程度、肝臓内の

コレステロール量や胆汁酸量、脂肪酸代謝、コレステロール代謝の変化を比較検討する。 

(7) NAFLD 患者の生検組織を用いた実験・・・・NAFLD による発癌患者の癌部・非癌部、健常者

あるいは単純性脂肪肝患者の肝組織用いて、動物実験と培養細胞実験で得られた肝脂肪沈着、肝

炎、肝線維化、肝発癌に関する key molecule の発現を確認する。 

 
 
４．研究成果 
 

(1) 高コレステロール含有高トランス脂肪酸食、高トランス脂肪酸食、コントロール食で 3カ月

間マウスを飼育した結果、体重、全脂肪量、肝重量がコントロール食に比較して、高脂肪食群で

増加していたが、高コレステロールの負荷よりさらに増加がみられた。 

(2) 血液検査では、3 ヵ月間の食事負荷により高コレステロール含有高トランス脂肪酸食群で

は、コントール群、高トランス脂肪食群に比較して、総コレステロール値、遊離コレステロール

値、ALT 値、胆汁酸値の上昇がみられた。 

(3) 肝臓内の脂肪量の測定では、3ヵ月間の食事負荷により高コレステロール含有高トランス脂

肪酸食群では、コントール群、高トランス脂肪食群に比較して、総コレステロール値、遊離コレ

ステロール値、中性脂肪値、総胆汁酸値が増加していた。 

(4) 食事開始 3ヵ月後の肝臓から mRNA を抽出し、コレステロール代謝に関与する因子を RT-PCR

を用いて行った解析では、高コレステロール含有高トランス脂肪酸食群は、コントール群、高ト

ランス脂肪食群に比較して、CYP7A1 の上昇と CYP27A1 の低下がみられた。また、胆汁中の胆汁

酸の分画の解析では、高コレステロール含有高トランス脂肪酸食群は、コントール群、高トラン

ス脂肪食群に比較して、タウロコール酸の上昇がみられ、コレステロール負荷により胆汁酸隊は

は Classical Pathway へ傾いていることが示唆された。 

(5) 食事開始 12ヵ月後の肝臓の観察では、肝発癌がコントール群では 0%、高トランス脂肪食群 

45%、高コレステロール含有高トランス脂肪酸食群 100%と高コレステロール含有高トランス脂

肪酸食群で発癌率が高値であった。また、肝線維化や炎症に関しても高コレステロール含有高ト

ランス脂肪酸食群で増悪がみられた。 

(6) 食事開始 12カ月後の肝臓内の線維化関連因子(TGF-β，α SMA 等)、癌関連遺伝子の解析は

現在進行中である。 

(7) 腸内細菌の解析では、高トランス脂肪酸食群、高コレステロール含有高トランス脂肪酸食群

は、コントール群に比較して、Firmicutes 門は減少、Bacteroides 門は増加を認めた。

Proteobacteria 門は高コレステロール含有高トランス脂肪酸食群で増加を認めた。 

(8) 介入実験は、胆汁酸高含有の高脂肪食と抗生物質を含有した高脂肪食をマウスに給餌し飼

育を行っている。今後、解析を行う予定である。 

(9) NAFLD 患者の生検組織を用いた実験は現在検体を収集してる。今後解析を行う予定である。 

 



以上の結果から、コレステロールの過剰摂取は胆汁酸の代謝に影響を及ぼし、胆汁酸の分画、腸

内細菌叢を変化させ、肝臓内の中性脂肪やコレステロールの沈着量を増加させることにより脂

肪肝を悪化し、長期間の負荷により肝炎や肝線維化を増悪させ、肝癌を発生させることが示唆さ

れた。これらのことから食事中のコレステロールの摂取制限を行うことは、非アルコール性脂肪

性肝疾患の病態の悪化を予防するために重要である。 
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