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研究成果の概要（和文）：これまで，炎症やインスリン抵抗性（IR）は，非アルコール性脂肪肝
の成因や増悪因子であることを証明してきた．本研究では，逆に肝臓の脂肪化が炎症や IR を形
成する機序を探った．肝細胞(ラット H4IIEC3)に脂肪酸（Palmitate）を処置すると，ミトコン
ドリア ROS 産生亢進を介して JNK が活性化された．JNK が細胞に炎症やアポトーシスを誘導す
ることがすでに知られており，この結果は，肝での脂肪化と炎症をつなぐ新しいメカニズムの
一つを明らかにしたといえる．さらに，肥満状態では，肝臓のタンパク分解系の機能障害が生
じ，代償的にそれらを構成する遺伝子群が協調的に亢進することが分かった．また，タンパク
分解系の機能障害は，肝臓でのインスリン抵抗性を引き起した．今後さらに検討し，肝臓病と
しての NAFLD/NASH，IR や肝脂肪化が増悪因子である C型肝炎，及び IR に関連した全身病態と
してのメタボリックシンドロームや２型糖尿病の病態解明や新たな治療法開発に貢献したい． 
 
研究成果の概要（英文）：We have shown that inflammation and insulin resistance (IR) 
accelerates nonalcoholic fatty liver disease. This study examined the mechanism by which 
hepatic steatosis induces inflammation and IR. When we treated hepatocytes (rat H4IIEC3 
cells) with fatty acid (palmitate), JNK was activated via mitochondria-derived reactive 
oxygen species. Since JNK induces inflammation and apoptosis, this result tied 
inflammation to hepatic steatosis. In addition, we showed that obesity caused dysfunction 
of the hepatic protein resolution system, and enhanced this gene cluster to compensate 
for this. The dysfunction of the protein resolution system induced hepatic IR. In the 
future, I hope to clarify this mechanism and develop new treatments for nonalcoholic fatty 
liver disease and hepatitis C, which are exacerbated by IR and hepatic steatosis, and 
metabolic syndrome and type 2 diabetes mellitus, which are systemic conditions related 
to IR. 
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１．研究開始当初の背景 

これまで，我々は，炎症やインスリン抵抗
性（IR）は，非アルコール性脂肪肝（NAFLD）
や非アルコール性脂肪肝炎(NASH)の成因や
増悪因子であることを，モデル動物による検
討や臨床研究によって証明してきた．しかし，
逆に「なぜ脂肪化が炎症を引き起こすのか」，
「肝の脂肪化がいかなる機序で全身の IR を
もたらすのか」という点は，不明なままであ
る．本研究は，我々が初めて作成した IR を
伴う NAFLD・NASH モデル動物や in vitro 脂
肪肝・内臓脂肪型肥満モデル，我々の教室が
蓄えてきた肥満症・2 型糖尿病・NAFLD 患者
の肝生検サンプルや臨床情報などを用いて，
肝臓の脂肪化が炎症と IR を形成する分子学
的機序の解明と治療法開発を行う．これによ
り，炎症や IR 発症機序の上流径路を同定す
る． 

我々はこれまでに， 
１) NAFLD 患者の肝病理像の中でも，肝臓の

脂肪化は，炎症・線維化にも増して，独
立した IR の予測因子であることを明ら
かにした[J Gastroenterol 2007]． 

２) ヒトにおける世界最大の肝発現遺伝子
情報を整備し，独自に開発した cDNA 
microarray および SAGE 法を駆使して，
２型糖尿病・肥満患者の肝に発現する遺
伝 子 を 包 括 的 に 解 析 し て き た ．
[Diabetologia 2004] ［ Diabetologia 
2007] 

３) その結果，脂肪肝を有する２型糖尿病患
者の肝臓では糖・脂質代謝，タンパク代
謝が大きく変動すること[Diabetologia 
2004]，ミトコンドリアの酸化的リン酸
化に関連した遺伝子群が協調的に発現
亢進し［Diabetologia 2007]，このプロ
ファイルは肝糖新生に関わる遺伝子発
現と関連し，糖尿病に肥満が加わること
によってさらに強調されること[第19回
国際糖尿病学会(IDF 2006）南アフリカ]
を明らかにした． 

４) そこで，申請者は NAFLD モデルを用いて
IR と肝病理の因果関係を解析してきた．
申請者は，IRを伴い，肝細胞変性を有す
る NASH 動物モデルの作成に世界で初め
て成功し，このモデルを使って，遺伝的
及び後天的 IR は肝臓の脂肪化のみなら
ず，炎症・線維化をも促進し，IR を改善
することでそれらの NASH 肝病理が改善
しうることを示した[Gastroenterology 
2007]． 

５) この新しい NASH モデルの肝臓ではレニ
ンアンギオテンシン系が亢進しており，
その抑制が活性酸素種（ROS）の産生と
炎症を低減させることで，NASH の病理と
IR を軽減することを見出した[JDDW シ
ンポジウム 16：NASH 研究の新展開，2007
年，神戸]． 

６) また，コレステロール食によって誘導さ
れる酸化ストレスと肝臓のIRによって，
マウスに肝細胞変性を伴う脂肪性肝炎
を生じることを示した［Hepatology 
2007］． 

７) C 型肝炎において，2 型糖尿病や IR が，
慢性肝炎から肝硬変への進展を進める
ことを示した．［Metabolism 2008］． 

これらの研究成果をふまえ，肝の脂肪化が，
炎症とIRを引き起こすのではないかという，
仮説を立てるに至たった．その分子機構を解
明し治療標的を同定することは，肝臓病とし
ての NAFLD/NASH，IR や肝脂肪化が増悪因子
である C 型肝炎，及び IR に関連した全身病
態としてのメタボリックシンドロームや糖
尿病の病態解明や新たな治療法開発につな
がるものと期待できる． 
 
 
２．研究の目的 
研究期間内の目標は，肝の脂肪化が， 
（1）いかに肝臓の炎症を引き起こすか， 
（2）いかに IR を引き起こすか，の２点を分
子学的に明らかにすることである． 
 
 この目標達成のため，これまで我々が初め
て 確 立 し た 種 々 の 過 栄 養 モ デ ル 動 物
[Gastroenterology 2007]における肝臓の病
理，酸化ストレス，IR を経時的に評価し，脂
肪化が炎症や IR を起こす機序を探る．さら
に，上記モデルマウスの肝臓に発現する遺伝
子変化を DNA chip や Realtime PCR 法を用い
て包括的に解析し，その分子学的機序を探る．
また，我々の教室が蓄えてきた肥満症・2 型
糖尿病・NAFLD 患者の肝臓発現遺伝子情報，
臨床情報を駆使して，脂肪化が炎症や IR を
起こす機序を検証する．   
in vitro脂肪肝・内臓脂肪型肥満モデル[第

49回日本糖尿病学会年次学術集会，2006年，
東京で発表]を用いて，脂肪酸が炎症・IR を
生じる直接的標的径路を同定する． 
 さらに，同定された機序に関して，in vitro, 
vivo(過栄養モデル動物やノックアウト動
物)で検証する． 



 
３．研究の方法 
a)in vitro 脂肪肝モデルによる検討 
 脂肪酸や肝脂肪化が炎症・IR を生じる直接
的標的径路を同定するため，我々は培養肝細
胞を種々の脂肪酸（オレイン酸，パルミチン
酸など）や中性脂肪の存在下で培養すること
により，in vitro 脂肪肝モデルを確立した．
このモデルを用いて，脂肪酸による炎症と IR
の発現機序を探るため，インスリン刺激下の
IRS-2 蛋白量，リン酸化 Akt，および培地中
への糖放出を指標にインスリン感受性を評
価する．また，SREBP1ｃとその標的遺伝子，
JNK のリン酸化，酸化ストレスマーカー，抗
酸化酵素，ERストレスマーカー（GRP78など），
炎症線維化マーカーの mRNA・蛋白量を定量す
る．ROS の産生量は酸化蛍光色素により，
NADPH オキシダーゼ活性は化学発光法にて測
定する．NADPH オキシダーゼ，キサンチンオ
キシダーゼ，NOS 等の阻害薬を用いて，ROS
の産生源を探る． 
 
ｂ）DNA chip と Realtime PCR 法による代謝
パスウェイの包括的解析  
 肝臓の脂肪化が，どのようなパスウェイを
介して，炎症や IR を引き起こすかを明らか
にするため，これまで我々が初めて蓄えた肥
満症・2型糖尿病・NAFLD 患者の肝生検サン
プルや臨床情報，種々の過栄養モデル動物の
肝臓に発現する遺伝子変化を DNA chip を用
いて包括的に解析する．この際，骨格筋およ
び脂肪組織の発現遺伝子プロファイルも合
わせて解析し比較検討する．臓器間で共通し
て発現変動するパスウェイ，全く逆方向に変
動するパスウェイを抽出することで，臓器間
の代償関係および協調関係を明らかにする．
キーとなるパスウェイに属する遺伝子発現
量を標準化・平均化した mean centroid 値と，
組織分子マーカー・血清マーカーとの相関関
係を解析する． 
 
ｃ）上記で同定された分子学的機序の評価 
 上記で同定された分子学的機序が確かか
どうか．過栄養モデル動物（高脂肪食負荷マ
ウス）を用い，経時的に，肝病理像（スコア
化），免疫組織化学染色（マクロファージ浸
潤・星細胞活性化の評価），分子マーカー，
個体としての IR（糖・インスリン負荷試験），
酸化ストレスマーカーなどを検討する．さら
に，ノックアウトマウスを使いて検討する． 
 
 
４．研究成果 
 まず，肝細胞への Palmitate(PA)処置によ
り作成した in vitro 脂肪肝モデルを用いて
検討した． 

PAを処置したラットH4IIEC3肝細胞ではイ

ンスリン誘導性 Akt セリンリン酸化が 80％，
IRS２チロシンリン酸化が 40％抑制された．
PA 処置は，JNK リン酸化を３倍に更新したた
め，JNK 活性化経路として GRP78ｍRNA 発現，
XBP1 splicing variant により ER sress を，
セラミド合成阻害薬によりセラミド合成を
検討したが，これらの経路の関与は薄かった．
一方 PA は細胞内 ROS 産生を抑制する抗酸化
剤により PA の JNK リン酸化亢進，Akt リン酸
化抑制効果は，一部解除された．PA 誘導 ROS
産生は，ミトコンドリア呼吸鎖阻害剤で有意
に抑制された． 
以上より，肝細胞に PA を処置すると，ミ

トコンドリア ROS 産生亢進を介して JNK が活
性化されることが証明された． 
 JNK が細胞に炎症やアポトーシスを誘導す
ることがすでに知られており，我々のこの結
果は，肝での脂肪化と炎症をつなぐ新しいメ
カニズムの一つを明らかにしたといえる． 
 
次に，これまで，我々の教室が蓄えてきた

肥満症・2 型糖尿病・NAFLD 患者の肝生検サ
ンプルや臨床情報や高脂肪食負荷マウスを
用い，肝臓の脂肪化が炎症と IR を形成する
分子学的機序の解明をおこなった．また，そ
れら肝臓に発現する遺伝子変化を DNA chip
を用いて包括的に解析した． 
その結果，私は，肝臓の脂肪化が IR を形

成する分子学的機序の候補の１つとして，プ
ロテアソーム機能障害を見出した．ユビキチ
ンとプロテアソームは細胞内におけるエネ
ルギー依存性蛋白質分解機構の中核分子で
あり，細胞周期・アポトーシス・代謝調節・
免疫応答・シグナル伝達・転写制御・品質管
理・ストレス応答・DNA 修復などあらゆる細
胞機能制御に中心的役割を果たしている． 
そこで，まず高脂肪食負荷マウス，肥満糖

尿病モデル db/dbマウスの肝臓でのプロテア
ソーム活性を調べたところ，コントロールマ
ウスに比べ各々約 60％低下していた．そこで
さらに，プロテアソーム機能障害されている
ノックアウトマウスと野生型マウスを使い，
経時的に，肝病理像（電子顕微鏡），分子マ
ーカー，個体としてのインスリン抵抗性（糖
負荷試験）などを検討した．  
KO マウスは，野生型マウスに比較し，体重

増加や摂食量に有意差を認めないが，空腹時
高インスリン血症とブドウ糖負荷試験で耐
糖能異常を認め，高脂肪食飼育でさらに重症
化した． 
KO マウスの肝臓では，インスリン刺激後の

Akt リン酸化がコントロールマウスと比較し
て有意に減弱していた． 
肥満状態では，肝臓のプロテアソーム機能

障害が生じ，代償的にユビキチン・プロテア
ソーム系を構成する遺伝子群が協調的に亢
進することが分かった．また，プロテアソー



ム機能障害は，肝臓でのインスリン抵抗性を
引き起ことを証明した． 

今後，さらにインスリン抵抗性を誘導する
分子学的機序の１つであるプロテアソーム
機能障害を解明することにより，肝臓病とし
ての NAFLD/NASH，インスリン抵抗性や肝脂肪
化が増悪因子である C型肝炎，及びインスリ
ン抵抗性に関連した全身病態としてのメタ
ボリックシンドロームや２型糖尿病の病態
解明や新たな治療法開発に貢献したい．  
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