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研究成果の概要（和文）：　脂肪性肝炎の新規治療法を模索するため、脂肪性肝炎マウスの病態進展過程においてエピ
ジェネティックな変化が果たす役割を、特に小胞体ストレスとの関連に着目して解析した。
運動療法は肝組織内カルニチンプールを増加させ脂質代謝不全を改善させることによって、脂質制限食による脂肪性肝
炎の改善効果を促進させる可能性を示した。また、小胞体ストレスの亢進が肝組織におけるエピジェネティックな変化
を誘導し、肝線維化・肝発癌の進展過程に関与していることを見出した。そして、フェニル酪酸による抗小胞体ストレ
ス療法が病態の改善に寄与することをvitro, vivoの系で示し、新規の治療ターゲットになり得ることを明らかにした
。

研究成果の概要（英文）：To develop a new strategy of steatohepatitis to take the place of dietary and 
exercise treatment, we investigated the role of epigenetic alterations on the development of 
steatohepatitis, using mice (in vivo models) and primary-cultured mouse hepatocytes. In particular, we 
focused the relationship between endoplasmic reticulum (ER) stress and epigenetic changes in hepatocytes.
First, we showed the possibility that the exercise by treadmill increased carnitine pool, followed by 
improving lipid metabolism and accelerating the effect of low fat diet feeding. Next, we revealed that 
increase of ER stress in liver induced epigenetic alteration in liver tissue, leading to hepatic fibrosis 
and carcinogenesis. Finally, we demonstrated that the anti-ER stress treatment with 4-phenylbuthyric acid 
ameliorated ER stress, followed by improving steatohepatitis in vitro and in vivo.

研究分野：肝臓病学
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１．研究開始当初の背景 
非アルコール性脂肪肝炎（NASH）は肝細
胞の脂肪沈着に炎症・線維化を伴う進行性の
疾患であることが明らかにされており、食生
活の欧米化に伴い本邦における罹患率が増
加傾向にあった。NASHの病態の発症進展機
序は不明な点が多いが、当初からインスリン
抵抗性、酸化ストレスの増加、ミトコンドリ
ア機能障害が関与していると考えられてい
た。しかしその一方でインスリン抵抗性改善
薬や抗酸化剤による治療は十分な効果が得
られておらず、従来とは異なるアプローチに
よる病態改善の試みが必要であった。食事運
動療法は唯一の有効性が証明されている治
療法であったが、効果発現の機序に関する検
討は十分になされていなかった。そこで我々
は、食事運動療法による NASH の病態改善
メカニズムを明らかにすることにより、
NASH に対する新規治療を見出せるのでは
ないかと考えた。 
当時、ヌクレオソームを形成する DNA の
メチル化修飾やコアヒストンの修飾といっ
た、いわゆるエピジェネティックな変化によ
って生じる遺伝子情報の読み取りの変化と、
生活習慣病の病態との関連が注目され始め
ていた。それまでも過食や慢性炎症が DNA
メチル化、ヒストンアセチル化の変化を惹起
することが報告されており、エピジェネティ
クス異常が肥満、インスリン抵抗性の発現に
影響することが報告されていた 1, 2。また、エ
ピジェネティックな変化が小胞体（ER）スト
レス誘導を介してエタノールによる脂肪性
肝炎の病態に寄与するという報告があった 3。
しかしながら、エピゲノムの変化と NASH
の病態との関連は不明であった。 
我々はそれまでにAgouthi遺伝子を挿入し
た肥満モデル動物（KK-Ayマウス）が脂肪性
肝炎を自然発症し、KK-Ayマウスより単離し
た肝細胞は C57Bl/6 マウス由来の肝細胞と
比較して酸化ストレス刺激に対する応答性
が亢進しており、軽度の刺激で容易に肝細胞
死に至ることを明らかにしていた。さらにそ
の背景として KK-Ay マウスの肝細胞はグル
タチオンが減少していることを 2010 年に報
告した 4。酸化ストレス応答性の亢進は
NASH の病態進展に深く関与している可能
性があり、KK-Ayマウスは酸化ストレス亢進
を伴う脂肪性肝炎のモデルマウスとして有
用であると考えた。 
 
２．研究の目的 
今回の計画では、脂肪性肝炎モデルマウス
を用いて肝細胞の酸化ストレス応答性亢進
のメカニズムと食事運動療法が病態に与え
る影響をエピジェネティクス制御の視点か
ら解析し、NASHの病態解明とエピゲノム異
常をターゲットとした新規治療を検討する
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 

実験開始当初は KK-Ayマウスに通常食を与
えてモデルを作成したが、12 週齢の時点でも
肝脂肪化が軽微であったため、KK-Ayマウスに
高脂肪食を与えて高度の脂肪肝マウスを作
成した。 
KK-Ayマウスに高脂肪食を 8 週間摂取させ
た。一部のマウスでは後半 4週間を低脂肪食
に切替え、一部のマウスにはマウス用トレッ
ドミル装置（Excer-3/6 ラット/マウス用ト
レッドミル；Columbus Instruments 社）を用
いて一日 1 時間の運動負荷を与えた。また、
一部のマウスでは低脂肪食に切替えつつ、運
動負荷を加えた。 
 その後に行った STAM マウスを用いた検討
では、STAM マウスがやせ型モデルであるため、
食事運動療法は用いず、抗小胞体ストレス療
法として化学シャペロンの４フェニル酪酸
（PBA）を用いて、連日の腹腔内投与を行っ
た。 
 vitroにおける脂肪毒性とERストレスの関
連を見るため、C57Bl6 マウスよりコラゲナー
ゼ還流法にて肝細胞を単離し、初代培養肝細
胞の系を作成した。肝細胞に不飽和トランス
脂肪酸（エライジン酸）もしくは不飽和シス
脂肪酸（オレイン酸）を負荷して細胞質内に
脂 肪 滴 を 誘 導 し 、 微 量 の tert-Butyl 
hydroperoxide を投与することによって軽度
の酸化ストレス刺激を加え、ストレス応答性
を見る実験を加えた。また、脂肪滴誘導後に
PBA を培地内に添加して、小胞体ストレス抑
制の影響をみた。 
 
４．研究成果 
8週齢のKK-Ayマウスに高脂肪食を8週間投
与した群(HFD 群)では著明な肥満、肝体重比
の増加、有意な血清ALT値の上昇が認められ、
肝組織に著明な小滴性＋大滴性の高度脂肪
沈着が得られた。後半 4週間を低脂肪食に切
り替えて食餌制限を行った群(LFD 群)とトレ
ッドミル装置による運動負荷を4週間加えた
群(HFD+EX 群)を作成したところ、低脂肪食群
では肝脂肪化、体重、肝体重比、血清 ALT 値
の改善を認めたが、運動療法単独群ではその
いずれも改善しなかった。一方、食餌制限と
運動負荷を共に行った群（LFD+EX 群）では肝
組織上の脂肪滴はほぼ消失し、低脂肪食群と
比較してさらに有意な体重および肝体重比
の低下が得られ、血清 ALT 値に関しても有意
な減少が得られた。高度脂肪肝の病態形成機
序を分子生物学的に解析したところ、HFD 群
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では SREBP1c および CPT1αの亢進、肝内カル
ニチン量の有意な減少、インスリン抵抗性の
亢進、TNFαの増加、肝細胞アポトーシスが
生じていた（図 1）。カルニチンは脂肪酸β酸
化に寄与する因子であることから、高脂肪食
負荷によるカルニチンプールの減少は相対
的な脂質代謝不全を惹起する可能性が考え
られた。LFD 群では SREBP1c の mRNA の抑制が
得られたのに対して、肝内カルニチン量は低
脂肪食摂取による改善は認められず、運動負
荷によって有意な増加が得られた。よって、
運動療法が肝内カルニチン量を増加させた
機序は不明であるが、カルニチンプールの改
善が脂肪酸β酸化の亢進に寄与し、脂質代謝
を改善させた可能性が考えられた。また、LFD
＋EX群ではLFD群と比べてインスリン抵抗性
および TNFα、肝細胞アポトーシスがさらに
有意に減少した。 
食餌療法と運動療法の組み合わせはカル
ニチンを中心とした脂質代謝の調整機構の
回復をもたらすことにより脂肪性肝炎の病
態を改善させた可能性が考えられた。本モデ
ルでは明らかなエピジェネティックな変化
は認められず、結果的に研究テーマに全く合
致するものではなかったが、新たな視点での
脂肪性肝炎治療の可能性を示すことができ
た。 
次に、より本研究のテーマに沿った研究と
して、後期の NASH の病態を反映したモデル
として、STAM マウスを用いた研究を試みた。
STAM マウスは 12 週令で肝細胞の脂肪肝・肝
細胞膨化・炎症を来たしてヒトの非アルコー
ル性脂肪肝炎（NASH）に酷似した病理像を呈
し、16 週令で NASH に特徴的な肝細胞周囲の
肝線維化を生じ、同時に多発性の肝がんを発
症した。8週令から PBA を連日投与した STAM
マウスでは、肝脂肪化、肝細胞膨化、炎症の
いずれもが抑制され、16 週令の時点では肝線
維化および肝癌の個数・最大径のいずれをも
有意に抑制した（図２）。 

STAM マウスの肝組織から酸抽出した核蛋
白に対してアセチル化およびメチル化ヒス
トン抗体を用いたウエスタンブロット法で
解析したところ、12 週令の NASH-Bl6N マウス
の肝組織にてヒストン H3の 27番目のリジン
残基(H3Lys27)アセチル化の亢進を認めた。
また、肝組織の蛋白を用いた実験では DNA メ
チル化に寄与するDMNT1の発現が亢進してい
た。PBA を投与して ER ストレスの抑制を試み

たところ、H3Lys27のアセチル化およびDMNT1
の発現がいずれも有意に抑制された（図３）。 
STAM マウスの肝組織における eIF2αのリ
ン酸化およびGRP78の発現を測定したところ、
いずれのマーカーも STAM マウスで亢進して
おり、STAM マウスの肝組織では ER ストレス
が亢進していることが示された。また、PBA
投与群では eIF2αおよび GRP78 のいずれも
STAM マウスの無治療群と比較して有意に発
現が低下しており、PBA の投与によって肝組
織中の ER ストレスが抑制されたことが明ら
かになった。 
以上の事象から、ER ストレスが STAM マウ
スにおける脂肪性肝炎の病態進展プロセス
に深く寄与している可能性が示された。また、
PBA によって小胞体ストレスを抑制すると
STAM マウスの肝組織中のヒストンアセチル
化、DNA メチル化がいずれも抑制されたこと
から、脂肪性肝炎の病態進展過程における肝
線維化・肝発癌に通じるエピジェネティック
な変化を押さえるためには、ER ストレスの抑
制が重要であるとの仮説が導き出された。 
 次に、肝細胞レベルの解析として、初代培
養肝細胞を用いた検討を行った。C57Bl6 マウ
スより単離して作成した初代培養肝細胞に
同濃度のオレイン酸およびエライジン酸を
加えて遊離脂肪酸の質の違いによる肝細胞
のストレス応答性に対する影響の相違を検
討したところ、オレイン酸負荷で前処置した
肝細胞死は微量のtert-Butyl hydroperoxide
投与後の肝細胞死が軽微であったのに対し、
エライジン酸で前処置した肝細胞は同量の
tert-Butyl hydroperoxide の添加後、速やか
に肝細胞死を呈した。さらに解析を進めたと
ころ、エライジン酸を添加して脂肪滴を形成
させたマウス肝細胞では ER ストレスマーカ
ーのeIF2αリン酸化およびGRP78の発現が亢
進していることを発見し、PBA は培地に添加
しても化学シャペロンとして機能して、小胞
体ストレスを抑制し、酸化ストレス刺激によ
る細胞死を有意に減少させたことが明らか
になった（図４）。 

 
研究期間全体を総括すると、KK-Ayマウスに
高脂肪食を摂取させた系では食事運動療法
による脂肪性肝炎の病態改善に脂質代謝の
制御が深く関与している可能性を示した。ス
トレプトゾトシン前処理＋高脂肪食摂取マ
ウスの実験系では、脂肪性肝炎から肝癌発症
に至る過程で ER ストレスの亢進を介してエ
ピジェネティックな変化が生じており、PBA
で小胞体ストレスを抑制することによりこ
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れらの病態が抑制されることを明らかにし
た。また、脂肪酸を加えた初代培養肝細胞の
系ではトランス脂肪酸の添加により小胞体
ストレスが亢進し、2 次的酸化ストレスによ
る肝細胞死が誘導されることを示した。 
本研究では、NASH 特有の多彩な背景疾患と
進行性の病態を解析するために、複数の動物
モデル・細胞モデルを用いて実験を行った。
その結果、NASH の初期病態であるインスリン
抵抗性の増悪、肝脂肪化、肝細胞膨化といっ
たプロセスと、NASH の後期の病態である肝線
維化、肝発癌のプロセスにおける治療ターゲ
ットを明らかにすることができた。また、初
代培養肝細胞を用いた実験により、脂肪酸の
質が肝細胞内の ER ストレスに直接与える影
響とPBAの保護作用について詳細な検討を加
えることができた。 
脂質代謝の制御不全は肥満・インスリン抵
抗性を基盤とした脂肪性肝炎の初期病態の
形成に重要な役割を果たしており、食事療法
と運動療法を組み合わせることによる脂肪
性肝炎の病態改善には脂質代謝の正常化が
寄与している可能性が示された。また、脂肪
性肝炎の病態進展に寄与するエピジェネテ
ィックな変化を示し、肝細胞が脂肪酸毒性に
暴露されることによって生じる ER ストレス
が病態悪化の誘因になっている機序を明ら
かにし、化学シャペロンを用いた新規治療法
の可能性を示すことができた。 
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