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研究成果の概要（和文）：我々は、肥満・糖尿病・高脂血症・高血圧症のモデルラットを用い、非アルコール性脂肪肝
炎(NASH)の作成を行い、これらのモデルラットの唾液を採取し、メタボローム解析から唾液の代謝産物の計測を行った
。4種類の唾液の解析結果から、検出された486種類の代謝産物のうち、38物質にモデルラットとコントロールラットの
間で有意差が認められた。
　これらラットの結果で同定された代謝産物のうちでヒトでの解析に応用可能な物質を決定し、ヒトへの応用に向けた
研究を進めた。

研究成果の概要（英文）：We have conducted the creation of NASH using rat model of obesity, diabetes, 
hyperlipidemia and hypertension. The saliva of these model rats were collected, it was carried out the 
measurement of the metabolite of saliva from the metabolome analysis.
From saliva analysis of four kinds model rat, among the detected 486 kinds of metabolites, significant 
differences between the model rats and control rats was observed 38 materials.
It determined the applied substance to the analysis of human in the metabolites identified in the results 
of model rats, and proceeded research for the application to humans.

研究分野：病態科学
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１．研究開始当初の背景 
 現代社会では、不適切な食生活・運動不
足・ストレス過剰などの理由により生活習慣
病（肥満、糖尿病、高血圧症、高脂血症を含
む）が増加しており、生活習慣病による肝障
害が問題となっている。厚生労働省の調べで
は、アルコールを摂取しない人に起こる脂肪
肝を非アルコール性脂肪肝疾患(NAFLD)と呼
び、国内に約 1000 万人罹患し、さらに肝硬
変、肝癌へと進行する可能性のある非アルコ
ール性脂肪肝炎(NASH)は国内に約100万人以
上存在することが知られている。肝疾患は自
覚症状や初期症状がほとんど無いために発
見が遅れたり手遅れになることが多く、特に
近年では、重篤な肝障害を引き起こす可能性
がある NASH の予防法や簡便な診断法の開発
は、これ以上肝硬変・肝癌を増やさないため
にも緊急の課題となっている。 
 NASH の発症要因は、生活習慣病のインスリ
ン抵抗性によって肝臓に脂肪が蓄積して脂
肪肝になり、そこにストレス、脂質過酸化、
サイトカインなどが加わることが考えられ
ている。しかし、未だ NASH の詳細な発症機
序は解明されていない。また、NASH の診断法
としては、①非飲酒者、②ウイルス性肝炎・
自己免疫性肝炎以外、③最終診断では肝生検
が必須であることが知られている。しかし肝
生検は確実な診断法ではあるが、患者への負
担が大きく入院も必要となるために、全ての
患者に適応できないのが現状である。そこで
NASH 特異的なマーカーと患者に負担をかけ
ない診断法が必要となっている。 
 
２．研究の目的 
 近年、肥満やメタボリック症候群患者の増
加に伴い、NAFLD 患者や、その進行性病態で
ある NASH 患者が増加し続けている。しかし
ながら、NASH の発症機序は、未だ解明されて
いないのが現状である。そこで本研究では、
NASH の原因である肥満（内臓脂肪型）、糖尿
病、高脂血症、高血圧症モデルラットの唾液
を採取して代謝産物の観点からメタボロー
ム解析を行い、歯科領域で採取が容易な唾液
を用いて NASH の発症機序を解明する。さら
に、動物実験で得た結果を応用し、NASH 特異
的な唾液由来マーカーの探索を実際の NASH
患者の唾液を用いてメタボローム解析をす
ることで、血液に代わる検査検体として唾液
から全身の病態を把握し、歯科臨床の立場か
ら将来的に NASH の予防や診断の一助として
貢献できるようにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 生活習慣病モデルラットに慢性拘束スト
レスを負荷し NASH を発症させ、唾液をメタ
ボローム解析で検討する。代謝プロファイル
を同定することにより NASH の代謝マップを
作成すした。以下に使用したラットを示す。 

①肥満（内臓脂肪型）モデル：SD ラットに脂
肪分 60%カロリー比高脂肪飼料(HFD-60)を与
える。 
②糖尿病モデル：SD ラットに糖尿病モデル作
成飼料（高フルクトース飼料・高シュークロ
ース飼料）を与える。 
③高血圧症モデル：SHR ラットに高血圧モデ
ル作成飼料（食塩を多く含む）を与える。 
④高脂血症モデル：SD ラットに動物性油脂を
主とした高脂肪、高ショ糖、高カロリー、高
コレステロールが含有されている飼料を与
える。 
＊さらに慢性拘束ストレスは 21 日間行う。 
 
代謝プロファイル同定方法 
NASHを発症させた4種類のモデルラットとコ
ントロールラットの唾液間で濃度変化が大
きい代謝産物の探索を行った。CE-MS は、同
じ物質を測定しても、測定ごとにピークの位
置が大きくズレ、複数のデータを比較するこ
とが難しいので、申請者は独自のアルゴリズ
ムを用いてこのズレを高精度に補正し、多数
の測定結果を容易に比較できるディファレ
ンシャル解析を用いた。この解析を用いて、
コントロールと4種類のモデルラットの唾液
代謝産物で大きな違いのあった物質を全て
検出した。また、複数の物質を同時に見るこ
とで濃度変化のパターンからロジスティッ
ク回帰モデルを用いて4種類のモデルラット
の唾液から NASH の代謝プロファイルを同定
し、代謝マップを作成することで NASH 発症
機序の解明を行った。さらに唾液を詳細に検
討するために、各モデルラットごとに同定さ
れた代謝産物をそれぞれ ELISA 法および
western blot 法で定量的に解析を行った。 
 
４．研究成果 
 肥満モデル、糖尿病モデル、高血圧症モデ
ル、高脂血症モデルラットに特殊飼料を食べ
させ、さらに慢性拘束ストレスを負荷するこ
とにより NASH の作成を行った。これらのモ
デルラットにおいて唾液の代謝産物を網羅
的に解析することで、マーカーとなる物質を
検討した。4 種類の唾液の解析結果から、検
出された 486 種類の代謝産物のうち、38物質
にモデルラットとコントロールラットの間
で有意差が認められた。 
 
①主要な各臓器間での主成分分析の結果 
コントロール群と NASH を発症した肥満モデ
ルでの主要な臓器間での主成分分析の結果、
コントロール群と比較して NASH を発症した
肥満群の肝臓において顕著な差が認められ
た。 
図 1. 主成分分析の結果（肝臓、膵臓、副腎、
耳下腺） 
 
 



 
 
②コントロール群と肥満モデル群の唾液代
謝物質間の多変量解析の結果 
コントロール群と NASH を発症した肥満モデ
ルでの唾液代謝産物間での多変量解析の結
果、コントロール群と比較して NASH を発症
した肥満群の唾液において顕著な差が認め
られた物質が多数認められた。特に脂肪酸、
リゾリン脂質、リン脂質が顕著であった。 
図 2. 多変量解析の結果（赤：相対的に高い
値） 

 
③耳下腺組織の代謝産物間での変動 
コントロール群と NASH を発症した肥満モデ
ルでの耳下腺組織での代謝産物間での解析
結果より、エネルギー関連の代謝産物では、
コントロール群と比較して NASH を発症した
肥満群において ADPおよび GDPにおいて有意
差が認められた。 
図 3. 耳下腺組織におけるエネルギー関連代
謝産物での結果 
 

現在、解析結果より得られた複数の物質を同
時に見ることで濃度変化のパターンからロ
ジスティック回帰モデルを用いて4種類のモ
デルラットの唾液から NASH の代謝プロファ
イルを同定し、代謝マップを作成することで
NASH 発症機序の解明を行っている。さらに唾
液を詳細に検討するために、各モデルラット
ごとに同定された代謝産物をそれぞれ ELISA
法および western blot 法で定量的に解析す
る。 
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