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研究成果の概要（和文）：CDAA 食投与によるラット NASH モデルでは、早期より肝に著明な

脂肪沈着を認め､4 ヵ月で肝硬変を呈した｡肝の脂質過酸化と門脈血エンドトキシンの上昇がみ

られた｡酪酸菌を 1%の割で餌に混ぜて投与すると、エンドトキシン濃度が有意に低下し、脂質

過酸化も著明に抑制された｡また、肝の有意な線維化抑制と前癌病変である GST-P の産生低下

がみられた。これらの変化は､腸内細菌叢の変化と、菌が産生する酪酸によることが示唆された｡  
 
研究成果の概要（英文）：The CDAA diet induced NASH in Fisher rats, characerized by steatois, 

ilammation, fibrosis, and cirrosis in the liver. Serum level of endotoxin in the portal vein and 

lipoperoxidation in the liver were observe at 2 month of CDAA diet. On the contrary, treatment of rats 

with Clostridium butyricum in CDAA diet markedly improved liver fibrosis and lowered the level of 

endotoxin and GST-P. Alteration of the intestinal flora and butyrate produced by Clostridium butyricum 

may involve in these protective response to the NASH progression. 
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１．研究開始当初の背景 
（1）我々はこれまで職場健診で多くみられる
肝機能障害に着目し、その大多数が非アルコ
ール性脂肪性肝障害（NAFLD）と考えられる
ことや、この病態がメタボリックシンドロー
ムと関連することを報告した（Metabolism 
2003, Jpn J Public Health 2005）。NAFLD は健

診受診者の約 10〜25% にみられ、内臓肥満
やインスリン抵抗性と密接に関連し、現在で
はメタボリックシンドロームの肝病変である
と考えられている。その中で約 15% をしめ
る非アルコール性脂肪肝炎 (NASH) は高率
に肝硬変、肝細胞癌へと進展することが報告
されており、近い将来、現在のウイルス性肝



炎からの発癌と同程度の患者が発症すること
が想定される。 
（2）NASH の機序としては脂肪蓄積 (first hit) 
を基盤とし、酸化ストレス、エンドトキシン
などが second hit として関与すると考えられ
ている。NASH の治療としては、食事や運動
療法以外に抗酸化剤（ビタミン剤等）や糖尿
病治療薬であるインスリン抵抗性改善薬など
が臨床研究で使用されているが、病気の進行
および肝発癌の阻止に関してはいずれも期待
はずれである。 
（3）最近 NASH の発症における腸内細菌の
関与が注目されている。NAFLD では腸内細
菌の異常増殖により産生されるエンドトキシ
ンが炎症性サイトカイン TNF-α の産生を誘
導し、これがインスリン抵抗性を増すととも
に肝細胞に炎症を引き起こすとされる。 
（4）酪酸は、食物繊維を摂取すると腸内細菌
により腸管内で産生される中鎖脂肪酸で、大
腸癌の発生予防効果が認められている。酪酸
は、in vitro で種々の癌細胞に対する強力な分
化誘導、アポトーシス作用が認められており、
培養ヒト肝癌細胞に対しても分化誘導作用を
示す。その作用は発癌抑制遺伝子 p21WAF1 を
介することを報告した（Int J Cancer 1991, J 
Gastroenterology 1994）。酪酸菌 (Clostridium 
butyricum) は、芽胞を形成する嫌気性菌で、
経口摂取すると腸管内で増殖し酪酸を産生す
る。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、 
（1）人の NASH と類似の肝病変（脂肪肝か

ら肝硬変、肝癌へ）を呈するコリン欠乏食

（CDAA）投与ラットモデルを用い、脂肪肝

からの肝発癌過程を酸化ストレスの面および

炎症関連遺伝子や matrix metalloproteinase 
(MMP) の動態を中心に解析し、肝線維化の進

展、改善の中心となる MMPs 発現との関連を

明らかにする。 
（2）同モデルで、酪酸菌経口投与による肝線

維化および発癌抑制効果を検討し、その機構

を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1）Fisher344 雄性ラット（6〜7 週齢）に

CDAA 食を投与した。この系で 2 週間後、2
ヵ月後、4 ヵ月後、1 年後にラットを屠殺し、

血液と肝臓を採取した。CDAA 食にコリンを

付加した群（CSAA 食）をコントロールとし

て比較検討した。 
（2）組織学的検討として、採取した肝臓より

新鮮凍結標本、4%パラホルムアルデヒド/パ
ラフィン包埋標本を作製し、脂肪変性、肝障

害、肝線維化、肝癌の有無を HE 染色、Azan

染色で確認した。前癌病変は GST-P 陽性細胞

の検出により行った。免疫組織学的検討によ

り、酸化ストレスのマーカー

（8-hydroxy-2’-deoxyguanosine; 8-OHdG）、

(4-hydroxy-2-nonenal; 4-HNE)を検出した。 
（3）肝組織における蛋白質の産生は､Western 
blot 法で行い､MMPs の酵素活性は Gelatin 
zymography で行った｡ 
（4）治療群として、CDAA 食に酪酸菌の原

末を 1%の割で混ぜて投与し、同様に肝臓と

血液を採取した。酪酸菌の腸管内での増殖の

有無や酪酸菌投与による腸内細菌叢の変化は、

採取した糞便中の酪酸菌の定量的 PCR 法と

T-RFLP 法による解析で行った｡ 
 
４．研究成果 
（1）CDAA 食により、2 週目に著明な脂肪肝
が、2 ヵ月で肝線維化、4 ヵ月で肝硬変に進展
した｡組織学的検討でも､2ヵ月目よりAzan染
色で線維化が著明にみられた(図 1)。 

 

（2）酪酸菌を 1%の割で CDAA 食に混ぜ投
与し､脂肪肝､肝線維化に対する抑制効果を
検討した｡図 2に示すように､2ヵ月､4ヵ月目
ともCDAA食投与群と比べ､線維化は有意に
抑制されていた。 
 

 

図 1 CDAA 食による肝線維化進展 

図 2-1 酪酸菌投与による肝線維化抑制 



（3） 各群のラットの 2 ヵ月目の門脈血を採
取し､エンドトキシンを測定した｡CSAA 群に
比べ､CDAA 群ではエンドトキシンが著明に
上昇し､腸内細菌叢の変化と産生されたエン
ドトキシンが CDAA による肝病変の進行に
関与していることが示唆された｡酪酸菌投与
は､門脈血のエンドトキシン濃度を有意に減
少させた（図 3）｡ 

図 2-2 Azan 染色陽性面積の比較 

EU/ml 

図 3 門脈血エンドトキシン濃度 

図 5 GST-P 陽性細胞の検出 

 
（6）Western blot 法で肝線維化に関与する
α-smooth muscle actin (α-SMA)と TGF-βを、前
癌病変のマーカーであるGST-Pの蛋白量を検
出すると､酪酸菌投与群ではα-SMA と GST-P
の低下を認めたが､TGF-βには差がなかった

図6）。 

MMP-13
酵素活性は検出できなかった。 

 

（

図 6 Western blot 法による解析 

 
(7) Gelatin zymography に よ る matrix 
metalloproteinase (MMP)の酵素活性を調べる
と､線維化に関与する MMP-2、 MMP-9 の酵
素活性は、2 ヵ月目でコントロールに比べ上
昇していたが､酪酸菌投与による差はみられ
なかった（図 7）。間質性コラゲナーゼ

 
（4）CDAA 食投与により､肝臓には脂質過酸
化のマーカーである 4-HNE が検出された｡酪
酸菌添加群では､4-HNE は検出されなかった
（図 4）。 

の

図 7 Gelatin zymography 

図 4 脂質過酸化マーカー4HNE の検出 

 
（5）前癌病変とされる GST-P 陽性細胞を酵
素抗体法で検出すると､2 ヵ月目では CDAA
食群で陽性細胞がみられたが、CDAA＋酪酸
菌群ではみられなかった｡4 ヵ月目では、
CDAA 群に比べ､酪酸菌投与群では陽性細胞
コロニーが著明に小さかった（図 5）｡ 

 



（8）CDAA 群と CDAA+酪酸菌群における腸
内細菌叢の解析を、採取した糞便の T-RFLP
法を用いて行った｡CSAA 群のプロファイル
は類似し、腸内フローラは一定のパターンを
示した｡一方 CDAA 投与群では CSAA 群と比
べ多くの菌種が検出された｡CDAA+酪酸菌群
では酪酸菌のフラグメントがみられた。菌の
プロファイルは、CDAA 群と CSAA 群で異な
っていた｡定量的 PCR では、CDAA+酪酸菌群
では平均 1.1ｘ108cfu/g の酪酸菌を認めた。 

らも人のNASHモデルとして適し

菌の透過性の変化によるものと考えら

発癌抑制につながることが強
示唆された｡ 

者、研究分担者及び連携研究者に
下線） 
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 以上の結果より、CDAA 食は、ラットに人
の NASH と類似の病変を引き起こした。すな
わち早期の著明な脂肪沈着に引き続き、肝線
維化、肝硬変へと病変が進行した。また、
CDAA 食投与 2 ヵ月目より前癌病変とされる
GST-P 陽性コロニーが検出され、1 年後には
一部に肝腫瘍を認めた。さらにこのモデルで
は、肝臓での酸化ストレスの関与が脂質過酸
化を示す 4-HNE 陽性より、また、エンドトキ
シン上昇が門脈血で認められたことより、過
剰増殖した腸内細菌によるエンドトキシンが
肝での炎症持続に関与することが示唆され、
機序の面か
ている。 
 酪酸菌(Clostridium butyricum)は芽胞を形成
する嫌気性菌で、経口摂取後腸管に到達する
と発芽し、酪酸を産生する。今回の実験で、
酪酸菌投与群のラット糞便からは全例酪酸菌
が検出された。しかし、T-RFLP 法による腸内
細菌叢のプロファイルの検討では、コントロ
ールの CSAA 群と CDAA 群間では差がみら
れたが、酪酸菌投与群での細菌叢に特有のプ
ロファイルはみられず､一部は CSAA 群と類
似の､一部は CDAA 群と類似のプロファイル
を示したが、いずれも CDAA 食群とは異なっ
ていた。酪酸菌投与群での門脈血エンドトキ
シン濃度の低下は､酪酸菌投与による腸内細
菌叢の改善（たとえわずかであっても）や、
腸管の
れる｡ 
 酪酸菌の経口投与により、肝線維化と前癌
病変であるGST-P陽性コロニー形成に対する
著明な抑制効果が認められた。Western blot
法による解析で､α-SMAの産生低下と､GST-P
産生低下がみられ、MMP-2、-9 の変化がみら
れなかったことより、酪酸菌が産生する酪酸
が肝星細胞活性化を抑制し､線維化抑制につ
ながり、さらに
く
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