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研究成果の概要（和文）：本研究では代謝機能障害関連脂肪性肝疾患（MASLD）がサイトカイン・ストーム発生
に与える影響を解明するため、高脂肪食（HFD）摂餌KK-AyマウスにおけるLPS誘発肝障害について検討した。HDF
摂餌KK-Ayマウスの肝組織中ではLPS投与後にTNFαやIL-1βなどの炎症性サイトカイン発現が亢進して肝細胞ア
ポトーシス誘導が惹起され、致死率が有意に上昇することが判明した。同マウスの肝臓ではHFD摂餌によりケモ
カイン発現誘導に伴うマクロファージ集積と、LPS受容体TLR4・CD14の発現増強およびLPS結合蛋白（LBP）の産
生亢進が認められ、病原体認識機構のプライミングを生じていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the impact of metabolic-dysfunction 
associated steatotic liver disease (MASLD) on development of cytokine-storm upon overlapping acute 
infectious disorders.KK-Ay mice fed a high-fat diet (HFD) showed increased mortality following a 
single injection of LPS.In these mice, LPS-induction in hepatic inflammatory cytokine expression, as
 well as hepatocyte apoptosis,was augmented significantly. Interestingly, HFD feeding increased 
chemokine expression and accumulation of macrophages in the liver prior to LPS challenge.Moreover, 
hepatic expression of LPS-recognizing molecules such as TLR-4 and CD14, as well as production of 
LPS-binding protein from hepatocytes,were potentiated by HFD feeding in KK-Ay mice.These findings 
clearly indicate that MASLD most likely causes priming effect against cytokine storm and subsequent 
fetal organ damage upon comorbid acute infectious diseases.       

研究分野：肝臓病学

キーワード： メタボリックシンドローム　MASLD　非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）　MASH　非アルコール性脂
肪肝炎（NASH）　エンドトキシン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、MASLDの肝病態においては肝組織中での微小炎症に伴う病原体認識機構のプライミングが生じて
おり、感染などの急性疾患合併に伴い容易にサイトカイン・ストームを惹起しうることが判明した。従って、
MASLDは全身性の感染性疾患に伴う多臓器不全を惹起しやすく、そのことが生命予後にも影響を及ぼす可能性が
あることが示唆された。また、本モデル実験系はMASLDに伴う肝病態進展のみならず、MASLDを背景とした全身性
炎症のメカニズム解析に有用であることが示唆され、世界的に有病率が非常に高いMASLDの治療および全身管理
の戦略を構築する上で非常に有益なモデルであることが示された。

※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 
近年の欧米を中心とした肥満人口の増加は、メタボリックシンドロームに代表される全身性
の動脈硬化性疾患や発がんなどの健康被害を背景因子として問題視されている。わが国におい
てもメタボリックシンドローム肝関連疾患である非アルコール性脂肪性肝疾患（nonalcoholic 
fatty liver disease：NAFLD）が一般検診受診者の約３割に認められ、最も有病率の高い慢性肝
疾患となっている。NAFLD の約 10～15%は進行性の肝病態を呈する非アルコール性脂肪肝炎
（nonalcoholic steatohepatitis：NASH）であり、肝硬変への進行のみならず、肝がんの発症母
地としても重要視されている。実際、近年ウイルス性肝炎に対する抗ウイルス治療が飛躍的に進
歩したこともあり、日本でも肥満、飲酒に関連した脂肪肝を背景とした非ウイルス性の肝がんが
最多数を占めるようになってきている。脂肪肝は飲酒の有無によって長らくアルコール性肝障
害と非アルコール性脂肪性肝疾患に分けて議論されていたが、2020 年に代謝異常に関連する脂
肪性肝疾患をMetabolic dysfunction-Associated Fatty Liver Disease（MAFLD）と呼ぶことが
欧州・米国の学会で相次いで提唱された（註：2023 年には metabolic dysfunction-associated 
steatotic liver disease：MASLDの名称に変更）。 
一方、2019年末に初めて報告された新型コロナウイルス COVID-19による感染症は、急速に
世界各国に蔓延し、強い感染力と高い死亡率で現在最も深刻な社会問題を引き起こした。
COVID-19の重症化には血中サイトカイン（IL-1，IL-6，TNF-αなど）の異常上昇を来すサイ
トカイン・ストームの関与が指摘される一方、脂肪肝が COVID-19 の予後増悪因子であること
が報告された。しかし、MAFLDとサイトカイン・ストームの関連性については十分な知見がな
かった。 
 
２．研究の目的 
本研究では代謝障害関連脂肪性肝疾患（MASLD）が、肝病態進展に加えて COVID-19など多
くの急性疾患の予後に深く関与するサイトカイン・ストームの発生に与える影響を解明するこ
とを目的とした。食事内容の変化に伴う肝内の糖脂質代謝の変化と、腸管マイクロバイオームお
よび腸管透過性の変化によって経門脈的に肝内に流入する因子が免疫担当細胞の二次的な刺激
に対する応答性に与える影響を明らかにしようとした。本研究を通じて、MASLDによるサイト
カイン・ストーム関連疾患の増悪機序を解明し、肝病態の改善による予後改善を目指した基礎的
なエビデンスを確立することを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 動物モデルの作成 
肥満、インスリン抵抗性を生じる KK-Ayマウスおよび C57BL6Jマウス（雄性，8週齢；CLEA 

Japan社）に高脂肪食（HFD：D12492，Research Diets社製）ないしコントロール食（D12450J，
Reserch Diets 社製）を 4 週間摂餌させ、MASLD モデルを作成した。対照群として野生型
C57BL6マウスおよびコントロール食摂取の KK-Ayマウスを用い、各群に C57BL6マウスでは
非致死量に相当するリボポリサッカライド（LPS, E coli O111:B4，Sigma-Aldrich社製；5mg/kg 
BW）を投与して、24時間以内の致死率を観察するとともに、経時的に血清および肝組織を採取
し、以下の解析に供した。 
 
(2) 血清トランスアミナーゼ値の測定 
 血清 AST値および ALT値は Fuji DRI-CHEMシステムを用いて酵素学的に測定した。 
 
(3) 肝組織像の評価およびアポトーシスの検出 
採取した肝組織からホルマリン固定パラフィン包埋切片を作成し、H-E 染色により肝病理像
を検討した。また、肝細胞アポトーシスは DeadEnd Fluorometrical TUNEL System（Promega
社製）を用いてTUNEL染色で検出し、肝内マクロファージは F4/80モノクローナル抗体（Termo 
Fisher Scientific社製）を用いて免疫組織化学で検出した。 
 
(4) 肝組織中サイトカイン・ケモカイン、酸化ストレス関連分子および LPS認識分子mRNA発
現の解析 
採取後-80℃で凍結保存した肝組織より illustra RNAspin Mini RNA Isolation kit（GE 

Healthcare社製）を用いて total RNAを調整した。肝組織中の炎症性サイトカイン（TNF，
IL-1，IL-6）・ケモカイン［C-X-C motif chemokine ligand (CXCL)2，CXCL10，C-C motif 
chemokine ligand (CCL)2］、酸化ストレス関連分子［NADPH oxidase (NOX)1，NOX2］およ
び LPS認識関連分子 ［toll-like receptor (TLR)-4, CD14, LPS binding protein (LBP)］のmRNA
は RT-PCRで測定した。SuperScrip VILOMaster Mix（Termo Fisher Scietific社製）を用いて
逆転写を行い、リアルタイム PCR には ABI PRISM 7700 sequence detection system および
Fast SYBR Green Master Mix（Thermo Fisher Scientific社製）を用いた。 



 
４．研究成果 
(1) HFD負荷 KK-Ayマウスにおける LPS投与後の致死率 
コントロール食を摂餌した C57BL6 マウスは LPS 投与 24 時間後の致死率は 7.6%で、HFD
を摂餌した C57BL6マウスでは致死率が 15.4%であった。一方、KK-Ayマウスではコントロー
ル食摂餌群の LPS投与後の致死率が 7.6%であるのに対し、HFD摂餌群では 76.9%と著明に致
死率が上昇した。 
 
(2) HFD負荷 KK-Ayマウスにおける LPS投与後の肝病理像およびアポトーシス誘導 

HFD摂餌により、C57BL6マウスでは極軽微な肝細胞内脂質滴を生じるのみであったが、KK-
Ay マウスでは著明な肝細胞内脂質貯留に加えて肝細胞膨化など脂肪肝炎の所見を呈した。LPS
投与 12～24 時間後には HFD 摂餌 C57BL6 マウスでも肝小葉内に巣状壊死を認めたが、HFD
摂餌 KK-Ayマウスでは、肝病理組織像はより広範囲な肝細胞傷害と著明な炎症細胞浸潤を認め
た。実際、KK-Ayマウスでは LPS投与 12時間後の血清 ASTおよび ALT値は HFD群でコン
トロール食群より有意に高値であった。また、LPS投与 12時間後のHFD摂餌 KK-Ayマウスの
肝組織内には TUNEL染色陽性肝細胞が 49％に検出され、コントロール食群の 17％と比較し有
意な増加が観察された。以上の結果から、KK-Ayマウスでは HFD摂餌により LPS肝障害が顕
著に増悪することが明らかになった。 
 
(3) HFD負荷 KK-Ayマウスにおける LPS投与後の肝組織中炎症性サイトカイン発現 
肝組織中の TNF mRNA は LPS 投与 1 時間後をピークとする上昇を認めたが、HFD 摂餌

KK-Ayマウスではピーク値がコントロール食摂餌群の約 2倍に達した。また、LPS投与後の肝
組織中 IL-1 mRNA上昇もHFD摂餌 KK-Ayマウスではコントロール食摂餌群より有意に高値
を呈した。従って、KK-Ayマウスでは LPS投与後の肝内炎症性サイトカイン産生が有意に亢進
することが判明した。 
 
(4) HFD負荷 KK-Ayマウス肝における肝内マクロファージ、酸化ストレス関連分子および LPS
認識分子発現 

KK-Ayマウスで HFD摂餌により LPS感受性が亢進するメカニズムを明らかにする目的で、
LPS 投与前の肝組織を解析した。KK-Ayマウスでは HFD 摂餌によって CD4/80 陽性細胞数が
有意に増加しており、脂肪肝炎の病理像を呈していた。肝内マクロファージ集積を来す要因とし
て肝内のケモカインmRNA発現を検討したところ、CXCL2、CXCL10、CCL2の発現が有意に
上昇していた。また、肝組織中の酸化ストレス関連分子であるNOX1およびNOX2の発現亢進
も認められた。さらに、HFD摂餌 KK-Ayマウスでは LPSに対するパターン認識受容体である
TLR4およびCD14の発現がそれぞれコントロール食摂餌群の 2.6倍および 7.5倍と有意に上昇
しており、さらに LBSおよび IL-6 mRNAの発現も有意な亢進を認めた。 
 
考案 
以上の検討より、メタボリックシンドロームモデル KK-Ayマウスでは HFD摂餌により LPS
投与後の肝内炎症性サイトカイン誘導が増強し、サイトカイン・ストームが惹起されることによ
り肝障害が増悪することが明らかになった。さらに、KK-Ayマウスにおける LPS感受性亢進に
は、パターン認識受容体の発現亢進によるマクロファージの感作と IL-6 による LBP 産生誘導
が関与していることが判明した。 
従って、MASLD の肝組織中では微小炎症に伴う病原体認識機構のプライミングが生じてお
り、急性の全身性感染症合併などに伴い容易にサイトカイン・ストームを惹起して、多臓器不全
に至る可能性が示唆された。本モデル実験系は MASLD に伴う肝病態進展のみならず、MASLD を背
景とした全身性炎症のメカニズム解析に有用であることが示唆され、世界的に有病率が非常に
高い MASLD の治療および全身管理の戦略を構築する上で非常に有益なモデルであることが示
された。 
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