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研究成果の概要（和文）：高脂肪・高コレステロール飼料（HFC）により肝臓の炎症・線維化が進展する高血圧
自然発症ラット（SHR）に降圧剤ヒドララジンを投与し、肝臓のプロテオーム解析をした結果、降圧剤により肝
線維化進展が抑制された。
　次に、先行研究で高血圧と胆汁酸合成酵素CYP7A1蛋白に正の相関があり、Cyp7a1 mRNAには変化がなく、
Cyp7a1プロモーター領域のDNAメチル化頻度が増加していたことから、SHRに降圧剤を投与した肝臓からCyp7a1の
DNAメチル化頻度やmRNA発現量を測定した。その結果、降圧剤によりCyp7a1のDNAメチル化頻度は低下し、mRNA発
現量は増加していた。

研究成果の概要（英文）：Hypertensive spontaneously hypertensive rats (SHRs) fed a 
high-fat-cholesterol diet (HFC) developed fibrotic steatohepatitis. Hydralazine, an antihypertensive
 agent, was administered to these rats, and proteomic analysis of the liver was performed. The 
results confirmed that the antihypertensive agent suppressed fibrotic steatohepatitis.
　Previous studies have shown a positive correlation between hypertension and the bile acid 
synthesis enzyme CYP7A1 protein expression, with no changes in Cyp7a1 mRNA expression but an 
increase in DNA methylation frequencies in Cyp7a1 promoter region. Therefore, we measured the DNA 
methylation frequencies and the mRNA expression levels in the livers of SHRs administrated with the 
antihypertensive agent. The results showed that the antihypertensive agent reduced the frequencies 
of the DNA methylation and increased the mRNA expression.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高血圧がNASHの原因の１つとして報告されているが、詳細なメカニズムは不明である。今回の研究結果から、血
圧の抑制はNASH進展に対して抑制効果があることが確認され、より強固な証拠となった。以上のことから、高血
圧予防はNASH予防につながる重要なポイントとして保健指導などに有用な知見が得られた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 我が国の非アルコール性脂肪性肝疾患・肝炎（NAFLD/NASH）は近年増加傾向である。一方、
ウイルス性肝炎は治療薬の開発により減少傾向であり、今後肝疾患の多くは NAFLD/NASHにな
ることが予測されている。NAFLD/NASHのリスク因子として、高脂血症だけでなく高血圧、糖
尿病などが関与しており、NAFLD/NASHの診断・予防・治療法は十分確立されておらず、エビ
デンスに基づいた方法論の確立が急務である。 
我々は高脂肪・高コレステロール飼料(HFC)摂取により短期間で脂肪肝炎から線維症に進展す
る NASHモデルラット(SHRSP5/Dmcr)を開発した 1)。先行研究で SHRSP5/Dmcrと系統元 SHRSP
との解析により、コレステロール代謝産物である胆汁酸の肝臓内蓄積による細胞毒性の増加が
壊死・線維化に進展することを明らかにした 2-4)。これらの動物は高血圧モデルであり、系統元
の高血圧自然発症ラット(SHR)も同様に HFC摂取により SHRSP/5Dmcrより軽度であるが肝炎・
線維症に進展した。しかし、正常血圧ラット(WKY)に同期間 HFC摂取させても線維症を発症せ
ず、肝線維化が進展するには高血圧とコレステロール蓄積が相乗的に作用して発症することが
考えられた。また、これらの系統間の解析により、高血圧系ラットでのみ胆汁酸合成酵素 CYP7A1
蛋白の発現が HFC摂取する以前から高血圧系ラットで高く、高血圧と肝線維化進展との関連が
示唆された 5)。しかし、これらのラットの Cyp7a1 mRNAの発現には正常血圧・高血圧動物間に
差を認めておらず、前研究課題 18K10033ではmRNA発現を介さないシグナル伝達メカニズム、
すなわち後天的要因に着目し、Cyp7a1 プロモーター領域の DNA メチル化頻度に違いがあるの
ではないかとの仮説の元に上記系統間の Cyp7a1 遺伝子のプロモーター領域の DNA メチル化頻
度を測定した。その結果、高血圧モデルでは正常血圧モデルよりも Cyp7a1プロモーター領域の
DNAメチル化頻度が増加していた。 
 
２．研究の目的 
以上のことから、この病態の鍵は胆汁酸律速酵素 CYP7A1蛋白過発現及び Cyp7a1プロモータ
ー領域の DNA メチル化頻度増加にあることが考えられ、今回の研究では高血圧と Cyp7a1 メチ
ル化頻度増加の関係を明らかにするために、高血圧モデルに降圧剤を摂取させ、HFC 摂取によ
る NASH 進展予防の分子基盤をプロテオーム解析などにより明らかにし、CYP7A1 が介在する
NASHの非侵襲的バイオマーカーを創出し、エビデンスに基づいた血圧管理からの予防・治療戦
略を立てることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 動物実験 

8週齢の雄 SHRを 2群（各群 12匹）に分け、1群に降圧剤ヒドララジン(60 mg/L)を 2週間投
与（順化）し、残りの群は通常飼料のみとした。10週齢に達したところ（実験開始）で、さらに
2群に分け（計 4群）、①コントロール(Ctrl)群、②Ctrl+降圧剤群、③HFC群、④HFC+降圧剤群
とし、8週後(18週齢)で解剖し、血清・肝臓サンプルを抽出した。血圧測定は 2週間に 1回のタ
イミングで行った。 

 
(2) 病理標本作成及び血清生化学分析 

4％パラホルムアルデヒド溶液で固定した肝臓サンプルから病理標本作成し、病理染色、血清
肝機能・脂質測定を行った。 

 
(3) プロテオーム解析 
肝臓サンプルを RIPA Bufferに溶解・調整後、次世代質量分析装置(Orbitrap LC-MS：藤田医科
大学)でプロテオーム解析した。その他、関連する蛋白発現量をWestern blot法で、遺伝子発現量
を mRNA抽出後リアルタイム PCR法で測定した。 
 
(4) Cyp7a1プロモーター領域の DNAメチル化頻度測定 

4群の肝臓から DNA を抽出しバイサルファイト処理後、山梨大学（三宅先生）のところにあ
る次世代シークエンサー（Ion PGM）を用いて Cyp7a1 プロモーター領域の DNA メチル化頻度
を測定した。 
 
４．研究成果 
(1)解剖時所見、血清生化学所見、血圧、病理評価 
 18週齢時の肝体重比は Ctrl群及び Ctrl+降圧剤群で 3.8±0.1、HFC群で 8.9±0.4、HFC+降圧剤群
で 8.2±0.6であり、HFC摂取により有意に増加し、HFC+降圧剤群は HFC群よりもその増加が少
なかった。この結果は血清生化学所見の肝機能値（AST、ALT、γ-GTP）も同様の結果となった。
血清脂質値は先行研究同様、HFC 摂取により TC の増加を認めたが、TG は逆に低下していた。
また、Ctrl+降圧剤投与群も Ctrl群よりも TG値の有意な低下を認めた（80→58 mg/dL）。 
 



 血圧は降圧剤投与群では 160mmHg 付近であるのに
対し、Ctrl群では 200～220mmHgであった（図 1参照。
また、HFC 群では Ctrl 群に比べ低く 190mmHg 前後で
あった。 
 病理所見としては、降圧剤群は Ctrl 群、HFC 群より
も脂質（TG）沈着量が少なくなっていた。これは肝臓
内脂質の測定結果と一致した。また HFC摂取による線
維化に関しても HFC+降圧剤群では有意に減少してい
た。 
 
(3) プロテオーム解析 
 プロテオーム解析では、2500 種類の蛋白が検出され
た。前研究の系統間の解析に比べ、降圧剤の影響は Ctrl群や HFC群と大きな違いは少なかった。
HFC摂取により増加した蛋白としては、前研究同様 NASHや肝癌で増加することで近年注目さ
れている CD44、α2-マクログロブリンが 100倍以上増加したのに対し、HFC+降圧剤投与群では
HFC群に比べ、それぞれ 0.75倍、0.12倍と低下した。ただし、CD44は前研究で線維化の認めな
いWKY群でも HFC摂取により増加していた。α2-マクログロブリンに関しては、クッパー細胞
や線維芽細胞で産生されることから HFC+降圧剤群は線維化抑制に関連している可能性が示唆
された。線維化に関するマーカも、HFC群で増加しており、Collagen alpha-1(I)、procollagen-lysine,2-
oxoglutarate 5-dioxygenase 2（PLOD2）、Platelet-derived growth factor（PDGF）などが HFC+降圧剤
群で低下していた。Ctrl 群と Ctrl+降圧剤群で差が認められたものとしてチオレドキシン、サイ
トグロビンなど抗酸化関連マーカーが降圧剤投与により有意に増加していた。 
 これらの結果をもとに血清 TIMP-1、Collagen1a1 mRNA、PDGF Receptor β 蛋白発現量を測定
し、同様の結果が得られた（図 2参照）。 
図 2. 線維化関連マーカー6) 

 
 次に、Ctrl 群と Ctrl+降圧剤群に関して胆汁酸合成、脂質代謝に関連する核内受容体の mRNA
発現量を測定した結果、胆汁酸律速酵素の Cyp7a1 mRNA 発現が有意に増加しており、脂質代謝に
関連する核内受容体（Ppara, Fxr, shp, Pxr）も降圧剤により発現が有意に増加していた（図 3
参照）。 図 3. 胆汁酸合成酵素、脂質代謝関連核内受容体の mRNA発現量 7) 

 
 
(4) Cyp7a1 プロモーター領域の DNA メチル化頻度 
 Ctrl 群に比べ Ctrl+降圧剤群は、複数の Cyp7a1 プロモーター領域の DNA メチル化頻度を低下
させた（3～6％）。また、前研究の正常血圧 WKY の Cyp7a1 のメチル化頻度は降圧剤を与えた SHR
ラットよりさらに低かった。即ち、血圧上昇と Cyp7a1 のメチル化頻度は正の相関を示すことが
考えられた。 
 
 以上の結果から、先行研究の高血圧モデルで肝線維化が進展することに加え、降圧剤の投与実
験から血圧の上昇が肝線維化進展に重要な役割を果たすことが確認された。次に、降圧剤投与に
より Cyp7a1 プロモーター領域の DNA メチル化頻度の低下を認め、高血圧と線維化進展との関連
をより強固なものとした。しかし、降圧剤ヒドララジンの投与では正常血圧ラット WKY では認め
られていなかった Cyp7a1 mRNA の発現増加も認められており、これがヒドララジンの効果なの
かほかの降圧剤でも同様の結果をもたらすかはさらなる研究が必要である。 

図 1 
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