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研究成果の概要（和文）：非アルコール性脂肪肝炎(NASH)の進行には腸管内細菌叢、エンドトキシン(Et)が関わってい
る可能性が考えられている。本研究では肝障害の発症、進展をEt、自然免疫系を介する腸肝相関の観点から捉えようと
した。コリン欠乏アミノ酸食投与ラットではNASH類似の線維化が進み、肝内ではEt 受容体Toll-like receptor (TLR) 
4、炎症性サイトカインTNF-αの発現が増強し、腸管透過性の亢進、Et体内移行の促進が認められた。抗菌薬による腸
管内除菌やウルソデオキシコール酸の投与により、Et、TLR4系は抑制され、線維化は軽減した。ヒトNASHでも同様の腸
肝相関の重要性が示唆される。

研究成果の概要（英文）：The underling cause of nonalcoholic steatohepatitis is still unlear, but intestina
l bacterial flora and endotoxin are important factors. We evaluated pathogenic roles of endotoxin, intesti
nal permeability and innate immunity on the development of liver fibrosis in rats fed choline-deficient an
d amino acid-defined (CDAA) diet. In these rats, marked fibrosis was associated with increased intestinal 
permeability, augmented development of Toll-like recrptor 4 (TLR4) mRNA, lipopolysaccharide binding protei
n (LBP) mRNA and TNF-alpha mRNA in the liver. Oral administrations of nonabsorbable antibiotics for select
ive bowel decontamination and ursodeoxycholic acids were demonstrated to suppress intestinal permeability 
and TLR4 mediated inflammation and finally inhibit progression of fibrosis. Regulation of gut-liver axis m
ay become a new strategy for prevention of human steatohepatitis.
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１．研究開始当初の背景 
 急性肝不全や末期肝硬変ではbacterial 
translocationが常態化し、エンドトキシン
(Et)を初めとする腸内細菌由来物質が生体に
多大な影響を及ぼす。Etなどの細菌由来物質
は門脈血を経由して肝に到達し、Kupffer細胞
のToll-like receptor (TLR)を刺激して炎症性
サイトカイン産生に働くが、TNF-αなどの炎
症性サイトカインの生体内過剰産生はサイト
カインストームを惹起し、多臓器不全(MOF)
が発症する可能性がある。われわれはこれま
でアルコール性肝障害、肝硬変、急性肝不全
の各病態においてマクロファージのEt処理に
ついて研究を進め、重症肝障害における肝外
マクロファージの活性化と多臓器不全の関連
に注目して、Et血症に対する生体防御とその
破綻という観点から多臓器不全の発生を考え
てきた1-5。さらに急性肝不全および非アルコ
ール性脂肪肝炎(NASH)において肝内TLR4
のup-regulationとTNF-αの過剰産生がみら
れ、Et血症による自然免疫系の異常が肝障害
の発現につながることを明らかにし、TLR4
阻害薬が急性肝障害の軽減ならびに致死的急
性肝不全の救命につながること6, 7、サイトカ
イン産生調整薬がアルコール性肝障害や
NASH病態を改善させる可能性があることを
報告してきた8, 9。 
 一方、急性肝不全の病態進行に微小循環障
害の関与が大きいことは以前から注目されて
おり、われわれは局所での血小板凝集を制御
するADAMTS13の動態に注目して、アルコー
ル性肝障害、肝硬変、急性肝不全における多
臓器不全の発現にADAMTS13の著減と超高
分子量von Willebrand 因子(VWF)マルチマ
ーの増加による血小板過凝集が関連すること
を最近報告している10-13。これらの病態ではし
ばしば血中Etが増加するが、ADAMTS13と血
中Etの関連は未だ明らかにされていない。 
 以上のように、各種肝病態において腸内細
菌、Etの臨床的意義が注目されており、腸肝
相関の解明とその制御が肝病態の改善に繋が
る可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
 今回本研究で明らかにしたいことは  
1) NASH進展過程におけるEtの関与とEtをめ
ぐる腸肝相関の詳細、2) NASH進展過程におけ
る自然免疫系とアンギオテンシン系のクロス
トークの２点であり、NASHの発症進展に腸管
内Etがどのようにかかわり、その際、腸管の
変化、腸管および肝のTLR4、活性化肝星細胞
がどのような影響を受けるか、NASHの肝線
維化過程で肝TLR4系とアンギオテンシン系
の間にどのようなクロストークが存在するか
ということである。本研究を通じて腸管と肝
臓をつなぐEtの動態、自然免疫系の反応を明
らかにするとともに、肝線維化過程を詳細に
解析し、腸管内Et制御の効果についても検討
を加えたい。 
 

３．研究の方法 
（１）ラット NASH モデルにおける腸肝相関
の解析と腸管内 Et の制御 
a. 難吸収性抗菌薬投与実験 
 雄性 F344 ラットにコリン欠乏アミノ酸食 
(CDAA)を投与して実験的 NASH 肝線維症を作
製した。コリン添加アミノ酸 (CSAA) 食投与
ラットを対照群とし、難吸収性抗菌薬である
Polymixin B sulfate （1g/L）および Neomycin 
（3g/L）を飲水に溶解し、1 週休薬・3 週投
与を 2回繰り返して計 8週間投与した後に動
物を犠死させ、各種検討を行った。肝線維化
は通常の組織学的検討に加えて Sirius red
染色での線維化面積をイメージアナライザ
ーにて半定量して評価した。線維化進展に中
心的役割を果たしている活性化肝星細胞 
(Ac-HSC)に対する抗菌薬の作用を検討する
ために、α-SMA を指標とした免疫染色を行う
と共に TGF-β、collagen-1 の変動について
real time PCR 法を用いて比較検討した。さ
らに、TLR4 の肝と小腸における mRNA 発現、
お よ び 血 中 Et を 反 映 す る と さ れ る
LPS-binding protein (LBP) mRNA 発現につい
ても検討した。腸管透過性については、
FITC-dextran を経口投与し、4時間後に門脈
血中の FITC 蛍光強度を測定するとともに、
蛍光免疫染色にて代表的な小腸 tight 
junction protein (TJP) で あ る ZO-1 、
Claudin-4 の発現に関して解析を加えた。 
 
b. ウルソデオキシコール酸(UDCA)、アンギ
オテンシン受容体拮抗薬(ARB)投与実験 
 CDAA 食を 8 週間投与し、ラット NASH 肝線
維症を作成し、これを UDCA (100 mg/kg/day)
投与群、ARB（Losartan 30mg/kg/日）投与群、
両者併用群、非投与群の 4群に分け実験を行
った。Et の指標として LPS-binding protein 
(LBP) mRNA を real-time PCR 法で検討した。
小腸透過性の変化は FITC-dextran 投与 4 時
間後に門脈血の蛍光強度を測定することで
評価し、蛍光免疫染色にて代表的な小腸 
tight junction protein (TJP)である Zo-1、
Claudin-4 の発現を検討した。さらに in 
vitro の実験系で、LPS/アンギオテンシンⅡ 
(AT-Ⅱ)刺激時の活性化肝星細胞(Ac-HSC)増
殖、TGF-β、および collagen-1 mRNA 発現に
及ぼす両薬剤の影響について比較検討した。 
 
(2) ラットNASHモデルにおけるAT-Ⅱと自然
免疫系のクロストーク 
a. in vivo 実験 
 Fischer 344 ラットに CDAA 食を８週間投
与して NASH モデルを作成し、アンギオテ
ン シ ン 受 容 体 拮 抗 薬 (ARB) Losartan
（ 30mg/kg/ 日 ） 投 与 の Ac-HSC 、 TLR4 
mRNA、NF-κB、TGF−βmRNA 発現に及
ぼす影響を検討した。 
  
b. in vitro 実験 
 ラット肝星細胞（HSC-T6 細胞）の TLR4、



MyD 88、NF-κB、TGF−β発現に及ぼす AT-
Ⅱの影響を検討した。 
 
４．研究成果と考察 
（１）ラット NASH モデルにおける腸肝相関
の解析と腸管内 Et の制御 
a. 難吸収抗菌薬投与実験 
 CDAA 投与群では対照群とは異なり著明
な肝線維化と Ac-HSC の増加が認められた。
CDAA+抗菌薬投与群では CDAA 投与群に比
し、肝線維化は有意に抑制され、Ac-HSC の
増加も同様に抑制された。また、collagen-1、
TGF-β発現は mRNA、蛋白量共に線維化の
程度とほぼ平行するように抗菌薬投与によ
り抑制された。肝における TLR4 mRNA 発
現は CDAA 投与群で線維化進展に伴い有意
に増加し、抗菌薬投与により抑制されたが、
小腸における TLR4 mRNA 発現は有意な変
化を示さなかった。一方、CDAA 投与時の
LBP mRNA および腸管透過性の亢進は抗菌
薬投与により線維化の抑制に平行して有意
に抑制された。CDAA 投与により小腸粘膜の
TJP 発現は低下したが、抗菌薬投与によりこ
れらは回復した。 
 
b. UDCA、ARB 投与実験 
 UDCA 投与群およびARB投与群では非投与群
に比し肝線維化が有意に抑制されていたが、
両者併用群ではより強い抑制効果が認めら
れた。肝 LBP mRNA 発現および小腸透過性は
UDCA 投与群および UDCA/ARB 併用群で有意に
抑制されていたが、ARB はこれらの指標には
影響を与えなかった。また、CDAA 投与による
小腸透過性亢進に伴って低下していたTJPは
UDCA 投与群及び併用群で有意に改善したが、
ARB 投与群では変化しなかった。in vitro の検
討においては、Ac-HSC 増殖、TGF-β及び
collagen-1 発現は ARB 及び UDCA/ARB 併用処
理で有意に抑制されていたが、UDCA 処理では
変化を示さなかった。 
 
(2) ラットNASHモデルにおけるAT-Ⅱと自然
免疫系のクロストーク  
a. in vivo 実験 
 ARB は CDAA 食投与ラットの Ac-HSC 数、TGF
−β発現、肝 TLR4、NF-κB発現を抑制すると
ともに、肝線維化進展を著明に抑制した。 
 
b. in vitro 実験 
 AT-Ⅱは AT-Ⅱ1 型受容体を介してラット星
細胞の TLR4 発現を用量・時間依存性に促進
し、LPS による MyD 88、NF-κB、TGF−β発現
を増強したが、これらの効果は Losartan 添
加で弱められた。これら in vivo, in vitro
実験成績はTLR4信号カスケードとAT-Ⅱのク
ロストークが肝線維化進展に重要な役割を
担っていることを示唆している。  
 
考察 
 われわれはこれまでの実験的研究 14, 15に続

いて今回は NASH 病態と腸肝相関の関連に焦
点を絞って研究を続けた。今回の CDAA 投与
ラット NASH モデルを用いた一連の研究によ
り、本モデルでは肝線維化の進展に腸管内 Et
が深くかかわり、Tight junction 蛋白による
腸管壁バリアを破綻させることにより Et の
門脈内への吸収が亢進すること、肝に到達し
た多量の Et が TLR4 を介して，炎症と線維化
を惹起していることなどが明らかになった。
さらに難吸収性抗菌薬や UDCA の投与により
腸内環境を変化させ、Et による自然免疫の賦
活化を制御することが NASH の病態進展の抑
制につながることを示唆する成績を得た。ヒ
ト NASH でも血中 Etの増加が報告されており
16, 17、腸内細菌に由来する Et と腸管透過性亢
進が NASH の発症進展に関わる可能性が論じ
られてきている 18。さらに Et による自然免疫
系の賦活化は単に NASH にとどまらず、アル
コール性肝障害 19、肝硬変 20, 21、急性肝不全
などの種々の肝病態においても重要である
ことが従来から指摘されている。本研究は Et
をめぐる腸肝相関の肝病態における意義を
新たな視点から捉え直した基礎的研究であ
り、腸内細菌叢の制御が各種肝病態の発症進
展を防止する１つの手段になり得ることを
示唆している。 
 著者らは肝病態進展のもう１つのキーフ
ァクターが肝局所のレニン・アンギオテンシ
ン系であることを指摘してきた 22-24。今回の
研究において ARB で AⅡをブロックすること
により TLR4 発現とその下流のシグナルが抑
制されるとともに星細胞の活性化とそれに
続く肝線維化が抑制されることを明らかに
した。この成績は Kupffer 細胞において AⅡ
と Et の間にはクロストークが存在すること
を意味しており、両者の制御がより強力な肝
線維化抑制につながりうることを示唆して
いる。 
 今後に残された課題はアンギオテンシン
系の亢進と Et 血症の因果関係および腸肝相
関における意義、Et の肝内局在などであり、
順次研究を進めて行きたい。 
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