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研究成果の概要（和文）：NASHに特徴的な血清胆汁酸濃度の増加や分画の変化がみられ、これらの疾患における腸内細
菌叢の変化を反映しているものと推測されたが、発がんの高リスク群の絞り込みをおこなうためのマーカーにはなりえ
なかった。NASH発がんモデルであるSTAMマウスの血清ならびに組織中の胆汁酸や酸化ステロール(OS)を経時的に追跡す
ると、発症のごく早期に酸化ストレスにより産生されるOSの増加がみられ、一方27-hydroxycholesterolに代表される
酵素的に産生されるOSは減少していた。本研究により、コレステロール異化産物としてのみならず、病態の進展に関連
してOSが質的に変動していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Through the determination of profiles of serum bile acids (BA) in patients with 
NASH with or without HCC, a presence of specific serum BA pattern in NASH and NASH-HCC was demonstrated. 
This supports possible alteration of intestinal microbiota in these diseases as previously reported. 
However, as only modest change between NASH and NASH -HCC was observed, altered BA profile may not be a 
screening marker for high-risk group in HCC development among NASH patients.
Next, we employed an animal NASH model developing HCC, and determined BA profile as well as various 
oxysterol (OS) levels. Decrease of OS synthesized by enzymatic response and increase of OS induced by 
autoxidation have been seen in early phase of disease development. It is hypothesized that these 
qualitative differences in OS could influence the disease progression through the regulation of 
cholesterol accumulation in various hepatic cells..

研究分野： 消化器内科学

キーワード： 酸化ステロール　非アルコール性脂肪性肝炎　非B非C肝細胞癌　胆汁酸　腸内細菌
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）従来我が国における肝臓癌発生の最大
のリスクは肝炎ウイルス感染であり、Ｂ型、
Ｃ型慢性肝炎患者からの発がんが 80%程度
を占めていた。しかし近年の抗ウイルス療法
の劇的な変化によって、肝炎ウイルスのコン
トロールは十分可能になったため、ウイルス
肝炎からの肝発がん患者は減少すると考え
られている。一方近年増加している非Ｂ非Ｃ
(NBNC) 肝癌症例については、糖尿病の合併
や高齢化、あるいは PNPLA3 遺伝子の SNPs
変異などの関連が示唆されているが、発がん
に関与するメカニズムは詳細に検討されて
いなかった。 
（２）われわれは先行研究において、非アル
コール性脂肪性肝疾患(NAFLD)や慢性Ｃ型
肝炎患者(CHC)の血清で、種々の酸化ステロ
ール（Oxysterol, OS）が増加していることを
明らかにした。OS はコレステロール代謝の
中間産物と考えられてきたが、近年では代謝、
免疫、炎症などを制御する生理活性物質であ
ることが多数報告されており、NBNC 肝癌、
あるいは HCV 排除後の発がんにおける OS
の役割について検討することから研究の着
想に至った。 
 
２．研究の目的 
非Ｂ非Ｃ発がんにおける OS の役割について、
患者血清を用いた解析を行い、これを元にし
た仮説を動物モデルで理解する。 
(1) OS はコレステロールの代謝物であり、

胆汁酸合成とも密接な関連がある。さら
に近年の報告では、肥満モデルラットで
の肝発がんに腸内細菌が関与しており、
腸内細菌が変調を与えるファクターとし
て二次胆汁酸の増加、さらに二次胆汁酸
による肝星細胞を介した細胞老化関連分
泌現象（Senecence Associated Secretory 
Phenotype: SASP）の発現を示唆する報
告があり、ヒトサンプルにおいて同様の
変化がみられるかを検討する。 

(2) NAFLD で肝癌を伴った症例とそうでな
い症例での OS のプロファイルを検討す
る。 

(3) NAFLD から肝癌を発症する動物モデル
を用いて、OS プロファイルを対照モデ
ルと比較し、発がんに関連する OS なら
びに胆汁酸変化を検討する。 

これらの検討を通じて、NBNC、ことに
NAFLD からの発がん、HCV 排除後の発がん
に関連する OS プロファイルを探索し、さら
に特徴的な OS がどのように関連するのかを
考察することを研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１） 非アルコール性脂肪性肝炎(NASH)患

者ならびに NASH に肝細胞がん
(Hepatocellular carcinoma: HCC)を
合併した患者の血清を集積し、既報

のごとくLC-MS/MSを用いて血清胆汁
酸分画を測定した。 
 
2H で標識した内部標準と、2ml の
0.5M のカリウムリン酸バッファー
（pH7.4）を 20µL の血清に加え、こ
の混合物を Bond-Elut C18 を通過さ
せた。標的分子を水・宴ノール混和
物（1:1, vol/vol）にて溶出させ、
窒素下にて蒸発乾固させ、再度 20mM
の 酢 酸 ア ン モ ニ ア バ ッ フ ァ ー
(pH7.5)で溶解した。一部を LC-MS/MS
に投入しクロマトグラフィーで分離、
質 量 分 析 に 供 す る 。 カ ラ ム は
Hypersil GOLD column (150 X 2.1 mm, 
3µm: Thermo Fisher Scientific, 
USA)を用いた。溶媒として 20mM の酢
酸アンモニアバッファ−（pH 7.5）、
ア セ ト ニ ト リ ル 、 メ タ ノ ー ル
(70:15:15, vol/vol/vol)を  30
分かけて 30:35:35, vol/vol/vol に
グラジエントとして用いた。 
 

（２） NASH から HCC を発生するモデルとし
て知られるSTAMマウスについて肝組
織,血清中の OS ならびに胆汁酸プロ
ファイルを測定し、脂肪肝〜発がん
過程での経時的な変化を検討した。 
 
まず、肝組織の重量を測定した上で
ホモジナイザーでペレットとし、遠
心によって夾雑物を除去。得られた
標本の蛋白濃度を測定した。この組
織ならびに同時に得られた血清に内
部標準として２Ｈ標識されたOSを加
え、1N エタノール水酸化カリウムに
て 37℃、1 時間アルカリ加水分解を
おこなった。N-hexane により抽出後、
イオン化高率をあげて高感度化する
目的でピコリン酸で誘導体化した。
N-hexane にて過剰な誘導体化試薬を
沈殿除去し、上清を蒸発乾固した。
アセトニトリルに再溶解後、一部を
HPLC-MS/MS に導入し分析した。 
 

（３） また、脂質代謝に影響を及ぼす遺伝
子発現に関して、STAM マウス肝組織
から得たcDNAをもとにPCRを施行し
発現レベルを比較した。 
 

４．研究成果 
 
NAFLD ならびに NAFLD-HCC 患者の血清胆汁酸
プロファイルの特徴 
 
胆汁酸は肝で合成され（一次胆汁酸）、グリ
シン、タウリン抱合体となった後胆汁中に分
泌され腸管内に排出される。腸管内の細菌に
よって脱抱合がおこり、脱水素酵素を有する
腸内細菌によって二次胆汁酸に変化する。胆



汁酸は主として回腸末端から再吸収され、門
脈血流から肝臓へ循環し、再度化学変化を受
けた後に胆汁に排出されるという腸肝循環
を繰り返す。二次胆汁酸は割合の多いものと
して、コール酸から産生されるデオキシコー
ル酸、ケノデオキシコール酸から産生される
リトコール酸が知られている。古くからデオ
キシコール酸などの二次胆汁酸の細胞毒性
や変異原性が知られ、1970 年代には便中の胆
汁酸組成と大腸癌発がんの問題が研究のテ
ーマとなった時期がある。特定の二次胆汁酸
は腸内細菌叢のうち特定の菌種により産生
されるため、胆汁酸分画は腸内細菌叢の変化
を示している可能性が示唆され、また細胞や
組織の直接作用を示す物質として、腸内細菌
叢の変化の影響を検討できる可能性が示唆
される（図１）。 
 

 これらの観点から、近年では、肥満モデル
動物中の腸内細菌叢の違いにより二次胆汁
酸、ことにデオキシコール酸が増加し、これ
が腸肝循環を介して肝臓の星細胞へ作用し
SASP を誘導することにより肝発がんと関連
するという論文が報告された。 
われわれの検討では、NASH ならびに HCC を伴
った患者の血清胆汁酸分画を測定し、モデル
動物で示された変化が再現できるかどうか
をまず検証した。図２に示すように、血清中
二次胆汁酸の割合は、肝組織中の二次胆汁酸
と相関しており、簡易的な指標として用いる
ことが十分可能と判断された。 

NASH, NASH-HCC患者の血清胆汁酸を測定した
ところ、総胆汁酸量は健常者に比較して NASH, 
NASH-HCC の順に有意に高くなっていた
（P<0.05, 健常者に比較して）。一方、胆汁
酸組成をみると、NASH, NASH-HCC 群では非抱
合胆汁酸量の低下が認められ、また、二次胆
汁酸の割合の低下が認められた（図３および
４）。これらの所見は NASH や NASH-HCC 患者
の共通する腸内細菌叢の変化を示唆するも
のと推測できるが、両群では大きな差は認め
られないことから、NASH での HCC 発生のハイ
リスクグループのスクリーニングには不向
きであろうと考えられた。 

 

HCCを発生するNASHモデル動物における胆汁
酸、OS の変化 
 
STAM マウスは少量のストレプトゾトシンを
生後すぐに投与し、その後高脂肪食を与えて
NASH を誘導するモデルであるが、週齢 10〜
20 週でほぼ全例に肝細胞がんを合併する。こ
のモデルを用いて経時的に胆汁酸、OS の変化
を評価した。 
STAM では、8 週齢で NASH を、12 週齢で
進行した線維化を、20 週齢で肝発がんをみた。
HFD では脂肪沈着を認めたが、線維化の進
行は見られなかった。８週齢での肝組織中
CHOL 濃度は対照群に比して HFD では変化
なかったが、STAM では増加していた。一方、
CHOL の異化産物である胆汁酸については、
８週齢においては HFD, STAM の両者で
CTL に比して低下していた。胆汁酸のうち、
classical pathway で産生されるコール酸は
HFD 群で STAM に比べさらに低下がみられ
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図１ 腸内細菌と胆汁酸分画 

図２ 血中胆汁酸と肝組織中胆汁酸 

図３ 抱合型胆汁酸の違い 

図４ 胆汁酸成分の違い 



たが、alternative pathway で産生されるム
リコール酸については CTL と比較してHFD, 
STAM とも差が見られなかった。肝組織中
OS と し て 最 も 量 の 多 い の は 4 β
-hydroxycholesterol (4BHC)であり、８週齢
では HFD, STAM とも CTL に比して低下し
ていた。一方、 LXR リガンドである
27-hydroxycholesterol（27HC）は HFD と
CTL とでは差がなかったが、STAM では低
下していた。また LXR に対するアンタゴニ
スト作用をもつ 5α6αEpoxycholesterol 
(5A6AEC)は STAM で有意に増加していた。
これらの結果から、STAM においては、OS
の質的バランスが CTL や HFD と異なり、こ
れが炎症を促進し NASH 病態の進行に関与
している可能性が示唆された。STAM におけ
る高血糖がこれらの質的変化に関連してい
るものと推測された。 
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