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研究成果の概要（和文）：肥満の表現型をする新規NASHモデルを用いた解析により、肝臓への異所性脂肪蓄積やNASHの
病態形成に先立って、脂肪組織における炎症・線維化変化が認められることを明らかにした。また、NASHの肝臓に認め
られるhepatic crown-like structureは病勢を反映する病理組織マーカーであり、炎症・線維化の中心として単純性脂
肪肝から肝線維化への進展に重要な役割を果たすと考えられる。肥満脂肪組織とNASHの肝臓において、脂肪の過剰蓄積
によって実質細胞に障害が加わり、マクロファージとの相互作用から臓器機能障害に至る共通の分子基盤が存在する可
能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Obesity is now viewed as a state of systemic, chronic low-grade inflammation. Ther
e is considerable evidence that macrophages are infiltrated into obese adipose tissue to constitute crown-
like structures, where they are aggregated to engulf dead adipocytes and induce inflammatory responses. We
 demonstrated the unique histological structure termed "hepatic crown-like structures" in the novel rodent
 model of human non-alcoholic steatohepatitis; melanocortin-receptor 4 deficient mice fed a Western diet. 
Our data provide evidence that hepatic crown-like structures are involved in the development of hepatic in
flammation and fibrosis, thereby suggesting its pathophysiologic role in decease progression from simple s
teatosis to steatohepatitis.
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１．研究開始当初の背景 
 メタボリックシンドロームの基盤病態と
して内臓脂肪組織における慢性炎症の重要
性が注目されており、脂肪組織を起点として
複雑かつ巧妙な臓器代謝ネットワークによ
り全身臓器に慢性炎症が波及し、不可逆な組
織リモデリングあるいは臓器機能不全をも
たらす可能性がある。非アルコール性脂肪性
肝炎（NASH: non-alcoholic steatohepatitis）
はメタボリックシンドロームの肝臓におけ
る表現型と考えられ、慢性炎症と線維化から
ときに肝硬変や肝細胞癌に至る病態として
注目されている。その発症機序として「2 ヒ
ット仮説」が提唱されており、肝臓の異所性
脂肪蓄積（1st ヒット）に引き続き、アディ
ポサイトカイン、酸化ストレス、エンドトキ
シンなどの炎症機転（2nd ヒット）が加わる
ことにより線維化が発症すると考えられて
いる。肝臓に蓄積する脂肪の約 2/3 は脂肪組
織に由来する遊離脂肪酸であると考えられ
ており、脂肪組織は NASH 発症の 1stヒット
と 2nd ヒットの両者に関与することが予想さ
れる。しかしながら、従来、肥満に合併する
糖脂質代謝障害を背景として肝線維化
（NASH）を経て肝細胞癌を発症する動物モ
デルが存在しなかったため、NASH における
脂肪組織の病態生理的異議には不明な点が
多い。 
 
２．研究の目的 
申請者らは、摂食調節に関与するメラノコル
チン 4 型受容体（MC4R: melanocortin 4 
receptor）を欠損するマウスに対する高脂肪
食負荷により、肥満、インスリン抵抗性とい
ったヒト肥満症患者と共通の表現型ととも
に、NASH 様肝病変を発症することを見いだ
した。本研究では、新しい NASH モデルマ
ウスを用いて、肥満を背景として単純性脂肪
肝から肝線維化に至る分子機構の解明を目
的とし、NASH の病態形成における脂肪組織
炎症の意義と肝線維化におけるマクロファ
ージの病態生理的意義の検討を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) NASH の病態形成における脂肪組織炎症
の意義 
① 脂肪組織炎症と NASH 肝病変発症の経時
的解析： 
脂肪組織炎症と NASH 病変発症のタイミン
グを検討するため、MC4R 欠損および野生型
マウスに対して高脂肪食を負荷し、2, 4, 8, 20
週にサンプリングを行った。脂肪組織の組織
学的解析（マクロファージ染色（F4/80 染色）、
Sirius red 染色）および遺伝子発現解析（リ
アルタイム PCR 法）を行った。 
 
(2) 肝線維化におけるマクロファージの病態
生理的意義の検討： 
② マクロファージの組織学的解析： 
MC4R 欠損および野生型マウスに対して 20

週間の高脂肪食負荷を行い、Sirius red 染色
によって肝線維化を確認し、F4/80 染色によ
ってマクロファージの分布を検討した。さら
に連続切片を用いて F4/80、αSMA 染色、タ
イプ I コラーゲン染色を行い、マクロファー
ジと肝線維化関連因子との局在を検討した。
活性化マクロファージマーカーである
CD11c の免疫染色にてマクロファージの極
性を検討した。 
 
③ クロドロネートリポソームを用いたマク
ロファージ消去実験： 
鶏卵由来ホスファチジルコリンとコレステ
ロールを用いて脂質フィルムを作成し、クロ
ドロネート含有リポソームを作成した。20
週間高脂肪食負荷を行った MC4R 欠損およ
び野生型マウスに対してクロドロネートリ
ポソームを静脈内投与した。3 日おきに 2 回
投与し、1 週間マクロファージを消失させた
後、サンプリングを行い、肝臓の組織学的解
析と遺伝子発現を検討した。 
 
④ ヒト NASH 肝組織を用いたマクロファー
ジの組織学的解析： 
研究協力者である山口大学消化器病態内科
学の寺井崇二博士よりヒト NASH 肝組織を
提供頂き、マクロファージマーカーである
CD68の免疫染色を行った。NASHの活動度、
線維化ステージに関する臨床情報とCD68染
色の結果を比較検討した。 
 
４．研究成果 
(1) NASH の病態形成における脂肪組織炎症
の意義 
① 脂肪組織炎症と NASH 肝病変発症の経時
的解析： 
野生型マウスでは 20 週間の負荷期間を通し
て脂肪組織重量・体重比が増加し、肝重量・
体重比には変化が認められなかった。一方、
MC4R 欠損マウスでは負荷早期から脂肪組
織重量・体重比が増加するが、負荷 4 週をピ
ークに減少に転じ、逆に肝重量・体重比は負
荷 4 週以降に増加した。F4/80 染色では
MC4R 欠損マウスにおいて著明なマクロフ
ァージの集積が認められ、野生型マウスと比
較して負荷 2 週からすでに増加していた。 
 Sirius red染色ではMC4R欠損マウスにお
いて脂肪組織の線維化と線維化マーカーの
発現亢進が認められ、MC4R 欠損マウスの脂
肪組織では肝臓への脂質蓄積に先立って炎
症・線維化変化が起こっていることが明らか
になった。このような炎症・線維化変化が脂
肪分解の促進や脂肪組織拡張障害を引き起
こし、肝臓への異所性脂肪蓄積を促進しする
ことで NASH の病態形成に関与することが
示唆された。 
 
(2) 肝線維化におけるマクロファージの病
態生理的意義の検討： 
② マクロファージの組織学的解析： 
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