
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成 25 年 6 月 14 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

慢性肝疾患進展予防は肝炎症を鎮め線維化を抑制することが重要である。本研究では第 1 に
NAFLD モデル動物における実験で高 EPA 含有油脂食投与はコントロールに比較して
NAFLD activity score の有意な低下を示し，炎症への影響が示唆された。第 2 に培養肝星
細胞を用いて，レゾルビン等の影響を検討したところ，細胞内コラーゲン量の低下が観察
された。したがってオメガ 3 系脂肪酸由来の脂質メディエータの慢性肝疾患進展予防への
影響についてさらなるメカニズムの検討が必要と考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We studied on progression of nonalcoholic Fatty liver disease (NAFLD) focus on 

anti-inflammatory and anti-fibrotic effect of omega3 fatty acid mediators. We showed that NAS 

(NAFLD activity score) in NASH model mice fed with EPA oil was significantly lower than control 

mice.  Further, we observed that the addition of resolvins or their precursors to hepatic stellate cell 

cause reduction of the cellular collagen concentration.  These results may derive from inhibition of 

production or degradation of collagen in HSC. We also investigated the serum CK18 level and its 

correlation with nutritional parameters in middle-aged Japanese males with NAFLD. We showed that 

members of the NAFLD group showed higher levels of serum CK18 levels and strongly associated with 

serum ALT and plasma DGLA.  Abnormal fatty acid metabolism may be a factor of aggravation in 

NAFLD. Further examination including mechanism of omega3 fatty acid mediators on chronic liver 

disease should be performed. 
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１．研究開始当初の背景 

慢性肝疾患のうち，非アルコール性脂肪性
肝炎(nonalcoholic steato hepatitis; NASH)

は，アルコール飲用歴がないにもかかわらず，
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線維化や肝実質の壊死，炎症を呈し，肝硬変
へといたるとされる。NASH の成因としては
two-hit 説が有力とされ，肝庇護療法や抗酸
化物質などが用いられているものの，より効
果的な治療法が望まれている。 

本研究で着目した n-3 系脂肪酸は，従来オ
メガ 6系のアラキドン酸代謝物のプロスタグ
ランジンやロイコトリエン等産生において
不飽和化酵素の競合により抗炎症に働くと
考えられていた。最近 n-3 系 EPA から産生
され，局所炎症や気管支炎等で炎症の収束に
働くことが発見された新規脂質メディエー
タであるレゾルビン E1 や Protectin は動脈
硬化や免疫研究等で注目を集めている。オメ
ガ 3系脂肪酸由来の脂質メディエーターの肝
線維化への影響については未だ明らかな結
果は得られておらず，炎症収束に働く新規オ
メガ 3系生理活性脂質の肝線維化での機構は
未解明である。また Allard らは NASH 肝で
の多価不飽和脂肪酸比率の低下と酸化スト
レスの亢進を認め病態との関連性を示唆し
ている。これまでの研究で我々は NASH 患者
での抗酸化ビタミン投与後肝障害指標はビ
タミン群で改善傾向が認められた。これらの
ことから体脂肪減少を目指した減量と食事
脂肪酸組成の是正や補助的なビタミン投与
は有効ではないかと考えた。 

２．研究の目的 

(1) 線維化の中心的役割を担う肝星細胞 

(HSC:Hepatic stellate cell)におけるレゾル
ビン等の影響と，動物実験での脂質栄養因子
の肝炎症や線維化への影響の検証を行う。 

(2) 慢性肝疾患予防をめざした抗酸化・脂質
栄養療法の基礎的検討を行う。 

３．研究の方法 

(1) in vitroでは ヒト株化 HSC（LI90細胞）
とラットより分離した HSCにおいてオメガ 3
系生理活性脂質であるレゾルビン D1(Rev D1)
およびその前駆体 17HDoHE,またはオメガ 6系
生理活性脂質の PGF2α,PGE2 を添加培養し，
細胞内コラーゲン量は免疫染色にて，また細
胞遊走性は Wound healing assay により検討
した。 

2種類の NASHモデルラットを作成し，EPA
および通常食の肝炎症，線維化への影響を検
討した。 
(2) 臨床研究では，健診受診者における非ア
ルコール性脂肪肝（NAFLD）のマーカーであ
る CK18 と生化学検査値や栄養摂取状況およ
び血中脂肪酸組成を分析した。 
４．研究成果 
(1) 株化 HSC での各種星細胞刺激因子投与
時における EPA代謝産物や各種生理活性脂質
が肝線維化に関わるコラーゲン合成・分解あ
るいは細胞遊走性への影響について観察を
行った。 
その結果，まず LI90 細胞での各試薬添加

により細胞障害性はみとめられなかった。細
胞遊走性に関して RevD1と 17R-HDoHEにコン
トロールと明らかな差が認められなかった
が，PGF2αおよび PGE2 においてはコントロ
ールと比べて細胞の移動距離に短い傾向が
認められ，遊走が抑制されている様子が観察
された(図 1)。一方，分離 HSC を用いた系で
は培養後 PGF2α，PGE2，17R-HDoHE および
RevD1 を添加しコラーゲンαI の細胞内免疫
染色を行ったところ，コントロールに比し，
PGF2α，PGE2では変化は認められないものの，
RevD1 と 17R-HDoHE では低下傾向が観察され
た(図 2)。 

次に、コリン欠乏―亜硝酸投与による NASH
モデル動物おいて肝線維化にかかる EPA投与
の影響を観察した。その結果，EPA 投与の効
果を NASH モデルラットでの肝炎および肝線
維化へのこれらの影響は認められなかった

図1. LI90細胞におけるPGまたはレゾルビンの細胞
遊走性への影響．a:コントロール（100mM EtOH）, 
b:100nM PGF1α, c;100nM 17HDoHE, d: 100nM 
Rev D1. ヒト株化 HSC である LI90 を用いて
Wound healing assay を行いｷﾞﾑｻﾞ染色にて染色し
た。 
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図 2. 分離 HSC 細胞における PG またはレゾルビン
のコラーゲンα1 産生への影響．a:コントロール
（100mM EtOH） , b:100nM PGF1α , c;100nM 
17HDoHE, d: 100nM Rev D1. ラット肝星細胞は 
肝をコラゲナーゼ・プロナーゼ還流にて分散し、 密
度勾配遠心にて HSC 層を分離し使用した。抗コラー
ゲンαI 抗体にて免疫染色した。 



 

 

ものの血液生化学検査値において肝機能指
標において軽度の炎症改善がみられ，肝炎症
に何らかの効果があるものと考えられた。さ
らに高脂肪食を基本にした NASH モデルマウ
スである STAMTMマウス（ステリック社作成）
に高 EPA 含有油脂を 2%置換し 12 週齢での生
化学的検査値，および組織学的検討を行った。
結果より、血液生化学的検査値および肝脂肪
蓄積においてコントロール群に比較して EPA
油群は明らかな変化は認められなかった（表
1，2）。しかし肝臓組織学的検査値において
EPA 油群において脂肪変性および風船用変性
度はコントロールよりも検出が少なく，脂肪
化，肝実質における炎症，肝細胞障害にて評
価を行いスコア化した NAS（NAFLD activity 
score）の有意な低下が認められた（表 3）。
一方，本週齢における線維化への影響はシリ
ウスレッドにてコラーゲン染色陽性面積を
算出し比較したものの両群で明らかな差は
認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 1. 血液生化学検査値 

 C-group S-group P 

TG(mg/dl) 54±26 60±50 ns 
TP(g/dl) 5.4±1.0 4.8±0.9 ns 
Alb(g/dl) 2.8±0.3 2.5±0.2 ns 
AST(IU/l) 99±18 109±39 ns 
ALT(IU/l) 57±11 60±13 ns 
LDH(IU/l) 483±117 414±62 ns 

 
表 2. 肝臓 TG 

 C-group S-group P 

TG(mg/g 肝) 93±22 80±29 ns 

 
表 3. 肝臓組織学的評価 

 C-group S-group P 

NAS  5.5±0.6 4.0±1.1 ** 
脂肪変性 1.0±0.0 0.9±0.3 ns 
肝小葉炎症度 2.5±0.6 1.6±0.7 * 
風船様変性度 2.0±0.0 1.6±0.5 ns 

線維化度(%） 0.7±0.2 0.8±0.2 ns 

炎症度(%） 7.6±0.8 6.9±1.5 ns 

値は平均±SD, *：P＜.05，**:P ＜.01 

 

(2) 我々は第一に文献調査として慢性肝疾
患での栄養状態，脂肪酸摂取や脂肪酸代謝産
物の影響のレビューを行い，アルコール性肝
疾患と非アルコール性肝疾患での脂質栄養
の展望を考察した。 
 さらに臨床研究として日本人男性健診受診
者において NAFLDの進行マーカーとされてい
る血清サイトケラチン 18（CK18)と脂肪肝お
よび血中脂肪酸組成を分析し，生化学検査値
等，血清脂肪酸組成や栄養摂取状況との関連
を検討した。その結果，CK18 は ALT と血中
DGLA（Dihomo--linoleic acid）は相関し，
ALT,AST，BMIとの関連を認めた。 
これらの結果から， 
(1)  HSCにおけるオメガ 3系脂質メディエ
ータであるRevD1の影響を検討したところ，
HSC でのコラーゲン産生がレゾルビン添加
で抑制されていることが見出されたものの，
細胞遊走性について変化は認めらず，むしろ
PG の抑制傾向がみられた。これらの機序に
ついてはさらに詳細に解明されることが望
まれた。 
(2)  慢性肝疾患予防をめざし健診受診者の
うち脂肪肝が疑われる男性を対象に CK18 と
脂肪肝および血中脂肪酸組成の関連を検討
したところ，CK18 は ALT と血中 DGLA は相関
し，ALT,AST，BMIとの関連を認めた。このこ
とから体内での脂肪合成や食事脂肪酸など
が影響する脂質代謝異常が NAFLDの進行に関
連すると考えられた。したがって肥満や食事
脂肪酸の是正ならびに抗酸化ビタミンの摂
取は NAFLD進行に有効ではないかと推察され
た。 
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