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研究成果の概要（和文）： 
非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）は世界中で増加しており、早急な予防法の確立が望ま

れている。我々は非アルコール性脂肪肝炎(NASH)進展に与える脂肪・コレステロールの影響と

そのメカニズムの解析を目的とした。非アルコール性脂肪肝炎モデル動物の肝障害は高脂肪・

高コレステロール飼料の容量依存的に悪化し、その障害はコレステロールの存在下で増悪され

た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Patients with nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) are increasing worldwide, and 

preventive measures are an urgent need and primary concern today. The purpose of this 
study is to effect and mechanistic analysis of fat ・ cholesterol in non-alcoholic 
steatohepatitis (NASH). Degree of liver failure in animal NASH model was high-fat and 
high-cholesterol diet-dependent manner, has deteriorated in the presence of cholesterol. 
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１．研究開始当初の背景 

非 ア ル コ ー ル 性 脂 肪 性 肝 疾 患
(Nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD)
は非アルコール性脂肪肝（NAFL）から、肝臓
の慢性炎症、線維化、肝硬変など、慢性進行
性の非アルコール性脂肪肝炎(NASH)までを
含む幅広い病態である。早急な対応が望まれ
るが、予防策の進行状況は遅々としている。
その一因として適切なモデル動物が存在し

ないことがあげられる。 
これまで，さまざまな動物モデルが使用さ

れてきた。化学物質曝露モデル、メチオニン
コリン欠乏食モデル、食事性モデル。これ等
は、化学物質によって肝臓への脂質の蓄積や
線維化が発症し、これらのメカニズム解析に
貢献してきたが、食事によって引き起こされ
る、肝臓への脂肪沈着から炎症や線維化への
進行メカニズムを検討することができなか
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った。また、普段の食事でメチオニンコリン
の欠乏が起きにくいことや、重度な線維化が
発症しないなど様々な問題も存在した。 
我々が開発した、 SHRSP5/Dmcr、通称

Arteriolipidosis-prone rats (ALR) は
stroke-prone spontaneously hypertensive 
rat (SHRSP) 系統の中で、高脂肪・コレステ
ロール（HFC） 飼料 の短期間摂取で脂質代
謝異常を示したものを選択的に兄妹交配し
て得られた系統である。この動物モデルは高
脂肪・コレステロール（HFC）飼料の比較的
短い期間の摂取で、NASHのほぼ全てのステー
ジ（脂質沈着・炎症・線維化による偽小葉形
成）に進展することを確認している。 
 
２．研究の目的 
SHRSP5/Dmcr は、HFC 飼料の摂取で、NASH の
ほぼ全てのステージに進展するが、NASH 進展
に脂肪とコレステロールのどの成分が主要
な役割を担うのか興味が持たれる。そこで、
摂取する HFCの量を段階的に変化させること
により、HFCが NASH 進展に及ぼす役割を明ら
かにすることと、コレステロールの添加の有
無により、コレステロールが NASH 進展に及
ぼす役割を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
全ての実験動物は specific pathogen-free

条件、室温（23±2℃）、湿度（55±5％）、8
時－20 時の 12 時間周期の明暗の基に飼育し
た 。 餌 は コ ン ト ロ ー ル 飼 料 と し て 、
spontaneously hypertensive rat (SHR), 
SHRSP 系統のコントロール飼料として使用
される SP dietを使用した。高脂肪負荷飼料
として、HFC dietを使用した。 
なお、動物の飼育と実験は金城学院大学実

験動物委員会に承認され、動物実験の倫理ガ
イドラインに従って実施した。 
 

(1）HFCの量が NASH進展に及ぼす影響 
動物は雄性 SHRSP5/Dmcr 10 週齢とする。

24 匹を 4 群に分ける。HFC飼料：コントロー
ル（SP）飼料の比率を①100：0、②50：50、
③10：90、④0：100 とする。摂餌期間は 10
週齢から 8週間自由摂取で与えた。ペントバ
ルビタール麻酔下で腹部大動脈より採血し、
血清と肝臓を採取した。サンプルは-80℃で
保存し、血清から生化学検査を行い、肝臓か
ら組織学的試験として、脂質の沈着、炎症、
線維化の度合いを組織標本を作製して評価
した。 
 
(2）HFCの NASH 進展に及ぼす成分の検討 
動物は雄性 SHRSP5/Dmcr 10 週齢 18 匹を 3

群に分ける。①HFC の成分にコレステロール
を添加した群、②コレステロールを添加しな
い群。③コントロール（SP）とする。摂餌期

間は 10 週齢から 8 週間自由摂取で与えた。
ペントバルビタール麻酔下で腹部大動脈よ
り採血し、血清と肝臓を採取した。サンプル
は-80℃で保存し、血清から生化学検査を行
い、肝臓から組織学的試験として、脂質の沈
着、炎症、線維化の度合いを組織標本を作製
して評価した。 
 

(3）解析 
全てのデータは平均±標準偏差で示した。

二元配置分散分析後、Tukey testで解析した。
有意水準は P<0.05 とした。全ての計算は JMP 
software (SAS Institute, Cary, NC)によっ
て解析した。 
 
４．研究成果 
【主な結果】 
(1）HFCの量が NASH進展に及ぼす影響 
①体重変化 
 どの群も体重は週齢が増すごとに徐々に
増加したが、各群間に大きな変化はみられな
かった。HFC:SP＝100:0は体重が増加してい
なかった(図 1)。解剖前に測定した体重では、
HFC含量の高いものほど低値となり、HFC:SP
＝10:90と 100:0との間に有意差がみられた
(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 1 

 
 
 
 
 

 
図 2 
 
②肝臓肉眼的変化 
 肝臓重量は、HFC 含量の増加に伴い、有意
に増加した (図 2)。肉眼的所見では、HFC含
量が多い群ほど肝臓全体の白色化が進行し、
肝臓の肥大がみられた。HFC: SP=100:0では、
肝臓の硬化が認められた(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 



HFC: SP=100:0   50：50 

 

 

 

 

図 3  HFC: SP=10：90   0：100 

 
③肝臓組織学的変化 
 H.E.染色にて脂肪沈着や炎症性細胞の浸
潤を観察した結果、HFC: SP=0:100では肝細
胞が密で、形がはっきりとしており脂肪滴や
線維化はみられなかった。HFC:SP=10:90 では、
肝細胞の中に小脂肪滴がみられ、炎症性細胞
の浸潤もみられた。HFC:SP=50:50では、
HFC:SP=10:90に比べて小脂肪滴の数が増加
し、小脂肪滴が複数集まってできた大脂肪滴
がみられた。それらによって、肝細胞が風船
化し肥大していた。HFC:SP=100:0では、肝細
胞の大部分が大脂肪滴で占められており、脱
核している肝細胞が多くみられた。また、
NASHのタイプ分類に使用されるマロリー体
も確認できた(図 4)。 

アザン染色にて線維化を観察した結果、
HFC: SP=0:100，10:90では線維化はみられな
かった。HFC: SP=50:50では細胞周囲と門脈
周囲に線維化が確認された。HFC: SP=100:0
では、HFC: SP=50:50と比べて線維化が進行
していた(図 5)。 
 

HFC: SP=100:0   50：50 

 
 
 
 
 
 
 
図 4  HFC: SP=10：90   0：100 
 

HFC: SP=100:0   50：50 
 
 
 
 
 
 
 
図 5  HFC: SP=10：90   0：100 
 
 
④血清生化学検査 
ASTは HFC含量の増加に伴い高値を示した。

HFC: SP=100:0と HFC: SP=0:100、10:90、50:50
との間に有意差がみられた。ALTは HFC 含量

の増加に伴い、有意に高値を示した。γ‐GTP
は HFC: SP=0:100，10:90，50:50 では検出限
界(3.0IU/l)以下であったが、HFC: SP=100:0
では有意に高値を示した。 
Alb/TPは HFC含量の増加により、Alb/TP

は低値を示し、HFC:SP=0:100と HFC:SP=100:0
との間に有意差がみられた。 
グルコースは HFC含量の増加に伴い、血清

中グルコースは低値を示し有意差がみられ
た。 
遊離脂肪酸は、各群間で有意差はみられな

かった。トリグリセリドは HFC含量の増加に
より、有意に低値を示した。総コレステロー
ルは HFC 含量の増加に伴い、有意に高値を示
した。 
肝臓中 MMP2 の減少・TIMP1の増加は HFC: 

SP=100:0、HFC: SP=50:50で認められた。 
 
 
（2）HFCの NASH進展に及ぼす成分の検討 
①体重・血圧 

解剖時体重は SP飼料群に比較し、HF飼料
群・HFC飼料群は低値を示した。解剖時血圧
変化はそれぞれの群に差が認められなかっ
た。 
 
②肝臓の変化 
 肉眼的所見から、SP 飼料群に比べ HF 飼料
群はやや薄い色が認められた。さらに、HFC
飼料群ははっきりとした白色が観察でき、表
面の凹凸と硬化が確認された（図 6）。 
肝臓重量は、SP 飼料群、HF 飼料群の間に

有意差は認められなかった。しかし、HFC飼
料群は SP飼料群、HF飼料群に比べ有意な高
値を示した。 
 

 

 

 

図 6  SP      HFC   HF 
 
 
③肝臓組織学的変化 

HFC飼料群では肝臓への大脂肪滴の沈着が
認められ、炎症性細胞の沈着が認められた。
また、NASHのタイプ分類に使用されるマロリ
ー体も確認できた。これらの変化は SP 飼料
群では認められなかった。HF 飼料群では大脂
肪滴が一部認められたが、SP 飼料群に近いも
のであった。 
 線維化は HFC飼料群においてのみ顕著に認
められた。 
 
④血清生化学検査 
血清 AST 値は、SP飼料群・HF 飼料群に大

きな変化は見られず、HFC飼料群は SP 飼料



群・HF 飼料群に比べ有意な高値を示していた。 
血清 ALT 値は、HF 飼料群、HFC飼料群は SP

飼料群に比較し、有意に高値を示した。 
γ-GTP は、SP飼料群・HF飼料群に変化は

見られず、HFC飼料群は SP飼料群・HF飼料
群に高値を示していた。 
 トリグリセライドは、HFC 飼料群において、
SP 飼料群に比較し有意に低値を示した。 
 総コレステロールは、HFC 飼料群において、
SP 飼料群に比較し有意に高値を示した。 

 

【国内外における位置づけ】 
これまでの研究で、SHRSP5/Dmcrの NASH モ

デルとしての可能性を示してきた。今回の研
究で、その肝障害が高脂肪・高コレステロー
ル飼料の容量依存的に悪化することが明ら
かになった。また、肝障害は高脂肪の負荷が
あってもコレステロールの負荷がないと軽
度であることが明らかとなった。 
 
【今後の展望】 
SHRSP5/Dmcr を用いたこれまでの研究で、

食事性コレステロール摂取が、NASH病態の重
症化や肝臓に蓄積する脂質の「量」に関係す
ることは明らかになった。しかし、食事性コ
レステロール摂取と蓄積する脂肪酸の「質」
については明らかになっていない。そこで今
後はコレステロール摂取が蓄積する脂肪酸
の「質」に及ぼす影響を明らかにしたい。 
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