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研究成果の概要（和文）： プロテオミクスにより肝細胞の酸化ストレスマーカーの探索を行い、

同定した MnSOD の血清濃度は非アルコール性脂肪肝炎（NASH）の診断や NASH の肝病態進展の評

価に有用であることを明らかにした。また、動物モデルでの検討で、高フルクトース食の方が

高脂肪食より脂肪肝の程度は軽度であるものの、肝切除後の肝再生率は低く、肝前癌病変は多

数出現した。すなわち、肝再生や肝発癌は肝脂肪化の程度よりは脂肪肝の原因が重要と考えら

れ、合併する生活習慣病の違いにより NASH の病態やその進展は異なる可能性を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：First of all, we explored the oxidative stress marker(s) using 
proteomics and identified that MnSOD may be a useful serum biomarker for distinguishing 
between simple steatotis (SS) and nonalcoholic steatohepatitis (NASH) in patients with 
nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD). Second, in a rat experimental model, hepatic 
steatosis (HS) developed in the high fructose diet (H-fruc) group, but was less severe 
compared to the high fat diet (H-fat) group. In contrast, liver regeneration after 70% 
partial hepatectomy (PHx) was impaired in the H-fruc group compared to the H-fat and 
control groups. In addition, the H-fruc group developed a significantly higher incidence 
of GST-P-positive precancerous lesions compared to the H-fat group. These results 
indicate that impairment of liver regeneration after PHx and the incidence of precancerous 
lesions in HS are related to the cause, rather than the degree, of steatosis. Thus, our 
study demonstrates that serum MnSOD is potential novel marker for NAFLD, and that the 
pathophysiological condition and progression of NAFLD are potentially affected by 
different diets. 
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１．研究開始当初の背景 
 非アルコール性脂肪肝炎（Nonalcoholic 
Steatohepatitis:NASH）と単純性脂肪肝は、
非アルコール性脂肪性肝疾患（Nonalcoholic 
fatty liver disease:NAFLD）に含まれ、ア
ルコール多飲がなく、主として肥満や糖尿病
などの生活習慣病と関連する。NASH は NAFLD
の約 10%を占め、一部は肝硬変や肝細胞癌へ
進展する予後不良な疾患であり、単純性脂肪
肝も NASH に進展する可能性がある。病的肥
満が問題となっている米国などでは、人口の
約3％がNASHに罹患しているとも推測されて
おり、本邦でも肥満人口の増加に伴い NASH
患者が増加することが危惧されている。しか
し、臨床の場で有用かつ簡便に測定できる
NAFLD や NASH の診断マーカーは無く、また、
病態進展の分子機構は未だ解明されていな
いため、有効な治療法も確立されていない。 
 病態解明や診断・治療法の確立には、原因
遺伝子から翻訳される蛋白質と、それに関連
して変動する蛋白質群を解析する必要があ
る。また、病態進展、予後予測には翻訳後修
飾情報を含めて詳細に解析し、系統的に整理
するプロテオミクスを利用した網羅的蛋白
解析が必要である。現在、プロテオミクスを
用いたバイオマーカー探索が悪性疾患を中
心に行われているが、解析装置、微量検体の
前処理、データ解析には問題点も多く、必ず
しも十分な結果は得られておらず、また、プ
ロテオミクスを用いた NAFLD患者血清の解析
も皆無である。 
 NAFLD/NASH やその基本病態である高度肥
満や糖尿病は肝再生不全や肝細胞癌の重要
なリスクファクターと考えられ、今後、生活
習慣病を基盤とした肝再生不全や肝細胞癌
症例の増加も危惧されている。しかし、脂肪
肝からの発癌機序や脂肪肝の原因の違いに
よる肝再生不全や肝細胞癌発生が異なるか
は十分明らかになっていない。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、プロテオミクスにより NASH
の新しい診断マーカーを同定し、同定した診
断マーカーの臨床的意義を検討することに
より、NASH の病態解明とそれを基にした新し
い治療法を創出する。また、脂肪肝の原因の
違いにより肝再生や肝癌の前癌病変である
GST-P 陽性肝細胞の出現の差異を明らかにす
る。 
 
 
３．研究の方法 
(1）酸化ストレスマーカーの探索 
 初代培養ヒト肝細胞に過酸化水素もしく
は PBS を添加し、24 時間培養後に 1% CHAPS

含有 50 mM リン酸緩衝液を用いて細胞質タン
パク質を抽出した。抽出した細胞層タンパク
質（PBS 処理群と過酸化水素処理群）を
[12C]-NBS と[13C]-NBS でそれぞれ標識し、
還元・アルキル化した後にトリプシン消化し
た。フェニルカラムで精製した NBS 標識ペプ
チドを試料として MALDI-TOF/MS 解析を行っ
た。6 Da 差のペアピークの同定は MS/MS イオ
ンサーチ法にて行った。 
 
(2）NASH 患者血清中の MnSOD 濃度の検討 
 NAFLD50 例（NASH35 例、単純性脂肪肝 15
例）、健常者 20 例の血清 MnSOD 濃度を ELISA
法で測定し、臨床的意義を検討した。 
 
(3）脂肪肝動物モデルにおける肝再生の検討 
 SDラットに2種類の食餌[高脂肪食（H-Fat）、
高フルクトース食(H-Fruct)]を 4週間投与後、
肝脂肪化は Oil-Red O 染色後の画像処理によ
る評価と肝中性脂肪含量で比較し、肝組織中
の遺伝子発現は Real time PCR法で検討した。
さらに 70%部分肝切除を行い、経時的に肝再
生を評価し、再生肝組織における遺伝子及び
蛋白発現と血清中サイトカイン濃度を比較
検討した。 
 
(4）脂肪肝動物モデルにおける肝発癌の検討   
 SDラットに2種類の食餌[脂肪食（H-Fat）、
高フルクトース食(H-Fruct)]を 8週間投与し
ながら、DEN を 50μg/L の濃度で飲水中に溶
解し、投与した。安楽死後、血清・肝組織を
採取した。GST-P 染色による肝腫瘍の評価は、
Wang ら の 方 法 （ Int J Cancer 124: 
540-546,2009）に準じた。肝を左葉・右葉・
中葉に分けて切片を作成し、１つの切片でラ
ンダムに 15 視野を観察し、肝組織中の GST-P
陽性細胞数をカウントした。 
 
 
４．研究成果 
(1）酸化ストレスマーカーの探索 
 MALDI-TOF/MS 解析では 1000 から 3000 m/z
の範囲で、過酸化水素処理により肝細胞内で
発現が変化する 73 個の蛋白ペアピークを見
出した。このうち、44 個のペアピークは過酸
化水素処理群で発現が増加し、2790-2796 m/z
の ピ ー ク は superoxide dismutase [Mn] 
mitochondrial precursor（以下、MnSOD）で
あることを明らかにした。 
 
(2）NASH 患者血清中の MnSOD 濃度の検討 
 単純性脂肪肝患者(SS)および健常者より
も NASH 患者の血清 MnSOD 濃度は有意に高値
であった（次頁の図 1）。また、血清 MnSOD 濃
度は NASH の肝線維化 stage の進行に伴い上
昇する傾向であった。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3）脂肪肝動物モデルにおける肝再生の検討 
 H-Fruc群はH-Fat群と比較して肝脂肪化は
軽度で、Fatty acid synthase（ FAS）と
Fructokinase（FK）の遺伝子発現は亢進し、
PPAR-α、AMPK、CPT-1、Cyp2E1 は低下してい
た。また、H-Fruc 群は H-Fat 群と比較して肝
切除 24 時間後の JAK、ERK1/2 の蛋白発現が
低く、肝切除 1週間後の肝再生率と再生肝の
PCNA 発現は H-Fat 群より H-Fruc 群が低下し
ていた（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 一方、血清中の TNFα、IL-6、HGF、TGFβ

濃度は両群で明らかな差はなかった。しかし、
H-Fat 群では肝切除後に TGFβ 濃度が一旦低
下し、再上昇するのに対し、H-Fruc 群では
TGFβは経時的な変化がなかった。 
 
(4）脂肪肝動物モデルにおける肝発癌の検討 
 8週間後の空腹時血糖はH-Fruc群がコント
ロール食群と H-Fat 群に比べて高値で、肝重
量と ALT 値は H-Fruc 群と H-Fat 群がコント
ロール食群より高値であった。また、脂肪肝
の程度は H-Fat 群の方が H-Fruc 群よりも高
度であった。一方、GST-P 染色による肝腫瘍
の評価では、肝組織の GST-P 陽性肝細胞のあ
るスライド切片数、および GST-P 陽性切片中
の GST-P 陽性細胞数は、H-Fruc 食群が最も多
く、次に H-Fat 群で多く、コントロール食群
では GST-P 陽性肝細胞はごく少数であった。 
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