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研究成果の概要（和文）：非アルコール性脂肪性肝炎(NASH)について、高脂肪・高糖食餌による栄養性脂肪肝を基盤と
し組織酸素供給不足状態を間欠的に負荷 (睡眠時無呼吸症候群に近似) することで惹起させたNASH [特許第５１０９１
３４]モデルを用い病態進展機転の解明と、ポリアミンの抗NASH作用のプロファイル化を図った。
その結果、NASHにおける、グアニン塩基のニトロ化変性、ミトコンドリアエネルギー代謝活性を低下させる核タンパク
質ヒストンH3メチル化亢進を招く変化、代謝性酸化ストレス亢進、肝臓の脂質合成の亢進、酸化ストレスと炎症を繋ぐ
転写因子の活性化および慢性炎症の惹起とポリアミンによる影響を明らかにできた。

研究成果の概要（英文）：Our previous study exhibited Spirulina platensis worked so well in preventing 
fibrosis and ameliorating fatty liver of an animal model of non-alcoholic steatohepatitis (NASH). The 
study indicated the role of epigenetic alteration relating the energy metabolism rupture of liver 
mitochondria in pathological progress of NASH induced by continuously ingesting high fat and sugar diets 
and high carbohydrate and by intermittent hypoxemia (similar to sleep apnea syndrome). So this study 
aimed to explore effects of polyamines to profile the mechanism of polyamines on NASH, to provide 
therapeutic or preventive agents for therapeutic agent for hepatic dyslipidemia including NASH. The 
mechanisms of actions were investigated to focus on oxidative injuries, inflammatory reactions and lipid 
metabolism regulations.

研究分野： 健康機能解析

キーワード： ポリアミン　脂質異常症　NASH　ミトコンドリア　慢性炎症　酸化/ニトロ化ストレス　エピジェネティ
ック　鉄過剰
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１．研究開始当初の背景 
生活習慣病	 肝発現型疾患である非アルコー
ル 性 脂 肪 性 肝 炎 (NASH;	 Non-Alcoholic 
Steatohepatitis)	 の病態進展機序と予防・治
療薬の開発研究を、NASH モデル動物【特許
第５１０９１３４】を用い推進していた。そ
の過程で、環境因子	 [過(偏倚)栄養と相対的
酸素不足]による生活習慣病 NASH への帰結
における、ミトコンドリア栄養エネルギー代
謝の破綻および酸化ストレス-慢性炎症のク
ロストークの重大性を解明してきた(図１)。
病態進展における負の連鎖を断つための有
効な作用点は、	 
◆肝組織中の鉄沈着、◆NF-κB 活性化、◆白
血球接着、および、◆HIF-1 低下、◆リンパ
球表面抗原の変化、◆白血球の接着と◆ミト
コンドリア機能障害、の各々に対する是正で
あることを突止めた。	 

加えて、肝臓を試料としたウェスタンブロッ
ト解析により、NASH 病態では核タンパク質
の一種リンカーヒストン H1(H1)を検出して
いた。	 
	 高脂肪・高糖食事経年摂取と運動不足(環
境因子)がメタボリックシンドローム	 (MS)
基盤の生活習慣病リスクである。生活習慣病
では、生活習慣の偏り、NASH を始めとする
MS 基盤の生活習慣病の進展は図２で表すこ
とができ、栄養状態への合理性を欠く生体の
適応反応が生理機能の破綻、換言すると疾病
に帰結する。環境への適応反応では、環境因
子⇒？遺伝子の発現レベル変化⇒	 体の環境
適応(図２)で完成し、エピジェネティック	 
(EG)が機能する。	 

	 これまでの研究で私達は、ポリアミン類を
豊富に含むスピルリナによる極めて優れた
NASH 予防効果および脂肪肝に対する卓越
した改善効果および H1 消失の抑止を捉えて
いる。核 H1 消失が EG に結びつく可能性を

仮説し本研究課題の着想に至った。その機転
であるが、糸巻きでいえば芯のコアヒストン
に巻付いている DNA が解けないように留め
ているのがリンカーヒストン H1 であり、コ
アヒストンに比し注目されていないが、留め
が外れること(核内 H1 消失)で、DNA 巻付き
が変化する可能性はある。また、核 H1 消失
について、酸化ストレスやニトロ化ストレス
による細胞老化や放射線障害(細胞死)との
関連性の報告があり、ペルオキシナイトライ
トによる生体分子ニトロシル化⇒EG 変調⇒
炎症慢性化を示唆する報告もある。NASH 進
展機転	 (図１)で、NASH 病態モデルにおけ
る慢性炎症	 (白血球活性化)を私達は明らか
にしており、活性酸素・フリーラジカル	 
(ROS)と一酸化窒素	 NO の産生増大による
ペルオキシナイトライト増加を確信し、EG
変調にも繋がると考えている。	 
	 	 折しも、EG に関し『ミトコンドリアのエ
ネルギー代謝亢進に結びつく遺伝子発現の
変化が、核タンパク質ヒストン H3(H3)を低
メチル化する酵素である Lysine specific 
demethylase	 1	 (LSD1)阻害によりもたらさ
れる』(Nat	 Commun,	 2012,	 3:1755)が報告さ
れた。また、ポリアミンによる LSD1 阻害作
用 in vitro や酸化ストレスや炎症の抑止作用
等も示されている。	 
  さらに、NASH 病態モデルに対し著効を発
揮し脂肪肝まで解消できるスピルリナはポ
リアミン高含有食品である。脂肪肝改善には、
脂肪蓄積を解消する方向の代謝変化すなわ
ち脂肪酸合成低下および蓄積脂肪を消費に
向わせるエネルギー代謝賦活のどちらかも
しくは両方が発揮されなければならない。	 
	 	 脂質代謝異常症を基盤とする生活習慣病
の予防・治療薬	 (機能性食品)のシーズとし
てポリアミンは有望であるが、先行研究の結
果は in vitro 評価系によるものであり、生活
習慣による疾患病態を再現する評価系によ
る検討・解析が待たれる。つまり、環境因子
ストレスによる MS 病態への帰結の間に、H1
消失と EG 変調が窺え、しかもミトコンドリ
ア障害が検出できる NASH 病態モデルにお
ける核 H1 消失と H3 修飾状態の解析と、EG
変調にも焦点を当てた NASH 進展および抗
MS 機能物質の作用の分子基盤の解明が待た
れる。	 
	 
２．研究の目的 
(1) 高脂肪・高糖食餌による栄養性脂肪肝を
基盤とし組織酸素供給不足状態を間欠的に
負荷することで惹起させたメタボリックシ
ンドローム (MS) 性肝疾患 NASH 病態【特
許第５１０９１３４】について、肝代謝異常
-相対的酸欠-脂肪貯留-酸化ストレス-炎症-組
織リモデリング- MS 疾患進行(図１)におけ
る、抗 MS の新たな治療標的として、栄養性
肝代謝異常・炎症をもたらす EG 変調の分子
基盤を、酸化ストレス、ニトロ化ストレス、
ヘム(鉄)、LSD1 活性とミトコンドリア機能



に着目し解明する。 
(2) 有望な抗 MS 機能性化合物として選定し
たポリアミンについて、図２に描いた機転に
着目して、EG とミトコンドリアエネルギー
代謝機能、ミトコンドリア代謝から派生する
活性酸素・フリーラジカル量と慢性炎症に対
する制御能を解析する。	 
  以上により、NASH 病態での EG 変調によ
る栄養代謝・生理機能の破綻に対する制御性
を詳らかにする。すなわち、EG 制御による
ミトコンドリア機能改善⇒エネルギー代謝
改善=生理機能の恒常性維持＝栄養の利用性
向上=ミトコンドリア電子伝達系の正常化=
エネルギー代謝由来の活性酸素・フリーラジ
カル派生量の縮小⇒生体内レドックスバラ
ンス均衡維持⇒炎症性蛋白誘導の軽減・慢性
炎症の鎮火といった、抗 MS 機能性として有
効な関連性を解明する。得られる知見に基づ
き、EG 制御性、抗酸化・抗炎症に基づく代
謝症候群の進行予防薬	 (食品)の開発のため
の評価系をも確立すると共に、ポリアミンの
創薬シーズとしての発展性を裏付ける応用
研究を発展させ抗 MS 創薬に向ける。	 
 
３．研究の方法 
(1) ニトロ化ストレス変性定量法の構築：活
性酸素種（ROS）や活性窒素種（NOS）は生
体内で常に産生されており、生体内レドック
スバランスの酸化ストレス側への傾斜およ
びそれによる慢性炎症、生体の抗酸化防御系
の障害や酸化損傷を受けた生体分子 (核酸, 
タンパク質,脂質)の修復システムに損傷を与
える反応性を持つ。DNA および RNA は、酸
化またはニトロソ化の攻撃を受ける重要な
標的であり、ROS や RNS による DNA/RNA
の持続的な損傷は、炎症性関連疾患、がんや
加齢に伴うがん発生に大きく寄与する因子
と考えられる。グアニン残基のニトロ化体 
8-nitroguanine (8-NO2-G)の市販定量キット
[11 万円/キット，測定可能試料最大数 24 試
料 /キット ] があり、本課題で構築を図る
ELSA 法は独創的なものではない。しかしな
がら、上述のように疾病惹起性や本課題の着
目点の EG に関わる可能性および、ニトロ化
ストレス変性について充分な検討を実施す
る重要性から、8-NO2-G 定量 ELISA 法を確
立する。 
(2)	 NASH 病態動物に対するポリアミン類と
ポリアミン高含有素材の経口投与による効

果：	 
NASH 病態動物へポリアミン類 [spermidi- 
ne; SPD, spermine; SPM] や藍藻類スピル
リナ,	 Spirulina platensis (SP)の経口投与を
施し (図３)、①推定診断基準の血液生化学肝
機能マーカーおよび②ヒト臨床 NASH 診断
での確定診断基準の病理組織化学検査およ
びの変動により有効性を評価した。なお、ポ
リアミン類の投与量の設定はスピルリナ中
ポリアミン含量から設定し、SPDH 群は SP2
群のスピルリナ中ポリアミン等量の
spermidine 量、SPDH 群および SPM 群に対
しては SP6 中ポリアミン等量の spermidine
および spermine を各々投与した。	 
(3) 生活習慣病 NASH 病理解明と予防・治
療標的の確立：高脂肪・高糖食餌による栄養
性脂肪肝と組織酸素供給を間欠的に低下さ
せることで惹起させた NASH 病態について
図解している図１と図２上の要因について
のバイオマーカーの変動を調べ、病態進展の
分子基盤を解明し、ポリアミンおよびその高
含有素材投与による影響と効果を解析し、有
効な治療標的を突止める。	 
	 
４．研究成果	 
(1) 8-Nitroguanine (8-NO2-G)定量 ELISA 法 
市販キットと同等の感度 (測定範囲 5〜
1000ng/mL) の ELISA 法を構築できた (図

３)。 
 
(2) NASH 病態に対するポリアミン類および
含有素材の効果 
①血液生化学的肝機能マーカーAST, ALT, 
ALP, およびγGTP：NASH ラットにおける
血中各酵素活性の活性上昇を、spermidine、
spermine およびスピルリナは軽減し、有効
性が示された。 
NASH リスク低減効果はスピルリナが最強
で用量性も認められたでが、spermidine の効
果については用量依存性は判然としなかっ
た。	 
②	 病理組織化学的検査	 ヘマトキシリン・エ
オジン染色、マッソントリクローム染色およ
びベルリンブルー染色:	 NASH ラットにおけ
る肝索列の乱れ、肝組織の結合組織部分の増
大および鉄沈着を、spermidine、spermine
およびスピルリナは軽減し、有効性が示され



た。脂肪肝改善効果も spermidine、spermine
およびスピルリナは発揮していたが、肝索列
の正常化までの顕著な効果はスピルリナ高
用量投与群 (SP6 群)であった。	 
	 
(3) NASH 病態進展機構およびポリアミン類
の作用機序の解明:	 高糖・高脂肪食餌と組織
への酸素供給の間欠的な不足が惹起すると
想定した EG 変調を含む機転を図２で描いて
いる。図中に表した作用点について、ポリア
ミン類	 (spermidine、spermine)とこれら高
含有のスピルリナ経口投与による影響を検
討し NASH 進行リスク低減効果の作用点を
追究した。 
①	 ニトロ化ストレス損傷に対する制御性	 
肝 組 織 の ニ ト ロ 化 変 性 の 指 標 と し て
8-Nitroguanine含量を本課題で確立した	 
ELISA法により、肝組織ホモジネート上清を
試料として定量した。標準食餌を与えた対照
群	 (Cont群)の肝組織ホモジネート上清
8-Nitroguanine検出限度以下であったが、そ
れ以外の群では検出定量できた。結果は、
NASH群肝臓における含量に対する比率で
示している(図５)。肝臓中ニトログアニン量
は NASH ラットで増加し、この上昇を
spermidine、spermineおよびスピルリナ投
与は著明に抑制した。	 

NASH 病態での ROS 発生増大	 [④肝ミトコ
ンドリアエネルギー代謝派生 ROS 増大およ
び⑤v 活性化白血球による ROS 産生増大]が
惹起されている。また、NASH 病態における
iNOS 発現亢進と iNOS 発現亢進に対する抑
制効果をポリアミン類および高含有素材が
発揮することを実証している	 (⑤iii))。こ
れらがペルオキシナイトライトの発生を抑
え、慢性炎症やがんに繋がる生体分子の損傷
を強力に防いだと考えている。	 
ROS の一種スーパーオキサイドアニオンと
一酸化窒素（NO）との相互作用によりペル
オキシナイトライトが生体分子のニトロシ
ル変性を惹起し慢性炎症〜がん進展に関与
することが報告されている。DNA	 損傷塩基
は突然変異をもたらし，がん原遺伝子の活性
化や	 がん抑制遺伝子の不活化を起こして，
発がん過程で重要な役割を果たすとされて
おり、栄養エネルギー代謝破綻ががんの発生
率を上昇させるリスクを低減する効果まで
望める。	 

②NASH での核 H1 消失に対する制御性:	 
NASH 病態モデル肝臓の核 H1 消失を

spermidine、spermine とスピルリナ投与は
回復させた	 (図６)。	 

③LSD1 活性変化に対する制御性:	 

核タンパク質ヒストン H3	 (H3)	 を低メチル
化する酵素である LSD1 活性を測定した。
Control	 群に比し、NASH	 群では有意な	 
(p<0.01)	 増加が検出された。NASH で惹起
されたLSD-1発現増加はSPおよびポリアミ
ン投与により有意に	 (p<0.05	 ,p<0.01)	 減少
し、その傾向は用量依存的であった。	 
NASH病態で惹起するLSD1活性の亢進を著
明に低下させる作用は抗 MS 機能に優れると
考えられる。というのも、LSD-1 活性低下->	 
H3 メチル化状態=H3 が緩む->	 ミトコンド
リアのエネルギー代	 謝酵素の遺伝情報を握
る DNA 配列の複製が亢進	 ->	 ミトコンドリ
アのエネルギー代謝が亢進=生理機能の向上
性の維持に不可欠な ATP 産生と体温産生に
より、摂取カロリーを生体の恒常性維持に使
える機能の復活がもたらされる。	 

④肝ミトコンドリアの栄養エネルギー代謝
機能:	 
ミトコンドリアの電子伝達系と ATP 産生と
の共役を評価した。NASH 病態では ATP 産
生効率が低下していることが判明し、この低
下を spermidine と spermine は軽減し、ス
ピルリナ投与は標準食餌を与えた Control 群
の産生効率レベルまで回復させた(図７)。	 

回せるというスキームが成立し、という	 
->	 アンチメタボ機能	 

④肝ミトコンドリアの栄養エネルギー代謝
性酸化ストレスへの制御性:	 
解糖や TCA 回路により NADH2+や FADH2
の形で捕捉された水素は、ミトコンドリアの
クリステで順次エネルギーが低くなるよう
な一連の酵素系（複合体	 I～IV）の連鎖を経
て，最終受容体である酸素に渡されて水にな
る。水素は電子が抜取られて水素イオンなる
が、電子の近くに酸素があるミトコンドリア
では、異常がなくても、消費される酸素の約



0.1%は ROS となるとされている。ミトコン
ドリア機能障害で電子伝達系からの電子の
漏れ出しは想像に難くない。	 
NASH では、ミトコンドリアエネルギー代謝
から派生する活性酸素・フリーラジカル量の
増大で示される栄養代謝性酸化ストレス亢
進が惹起されており、この酸化ストレス亢進
を、spermidine、spermine およびスピルリ

ナ投与は著明に軽減した	 (図８)。	 

⑤酸化ストレス-炎症反応に対する制御性	 

i) NF-κB 活性化：	 酸化ストレスと炎症反
応をクロストークさせる転写因子である
NF-κB の NASH での活性化を spermidine、
spermine およびスピルリナ投与は著明に軽
減した。	 

	 

ii)	 炎症性蛋白誘導への制御性：TNF-α血
中レベル：	 NASH で惹起された炎症性蛋白	 
TNF-αの血中レベル上昇を spermidine、
spermine およびスピルリナ投与は低下させ
た。	 

iii)	 肝組織内 NOS2 発現量に対する制御
性:	 NOS-2	 （iNOS）	 は、炎症や起炎性ス
トレスによって、広範囲の組織で強く誘導さ
れ、NO を大量に産生する。	 肝ホモジネート
蛋白のウェスタンブロット解析により NOS2
発現量を定量化した。NASH 群で惹起された
NOS2 発 現 量 の 亢 進 は 、 spermidine 、
spermine およびスピルリナ投与により著明
に抑えられた。	 

iv)	 肝組織中好中球の浸潤に対する制御性:	 
好中球の浸潤は、好中球に最も豊富に存在す
るタンパクミエロペルオキシダーゼ(MPO)
活性で評価した。肝ホモジネート上清中
MPO 活性は NASH ラットで上昇し、この上
昇を spermidine、spermine およびスピルリ
ナ投与は軽減した。	 

v)	 白血球の刺激応答性の過剰に対する制御
性：活性化白血球の中でも、好中球と単球は
多量の ROS を産生する。これらの細胞は、
貪食した細菌などを ROS で殺す一方、細胞
外にも ROS を放出し、周辺にいる細菌を攻
撃するが、同時に正常細胞も傷害を受けるた
め、過剰の ROS が産生されると、組織障害
が惹起される。Control 群と比較し、CDHF 群
および NASH 群では、白血球による ROS 産
生量は有意な	 (p<0.01)	 増大が検出された。
NASH 群における白血球 ROS 産生量の増大
は、SP やポリアミン投与量依存的有意に	 
(p<0.05,	 p<0.01)	 抑制された	 

⑥栄養エネルギー代謝に対する制御性	 

i)AMPK 活性：	 細胞内エネルギーのセンサ
ーとして働きホメオスタシスの維持に重要
な AMPK)	 活性を測定した。有意水準 5%未
満で統計学的有意差は認められなかったも
のの、Control	 群と比較して、CDHF 群、NASH	 
群では減少する傾向が認められた。一方、
NASH	 群と比較して、SP およびポリアミン
の投与により AMPK 活性は回復する傾向を
示した。	 

ii)	 肝組織 SREBP1 発現量: 肝臓で脂質合
成を促進的に制御する包括的転写因子であ
る SREBP-1 は、脂肪酸合成系酵素の遺伝子
を活性化し脂肪酸合成亢進に帰結する。肝組
織中 SREBP 発現量をバンドの密度・面積で
定量化し、さらに、その数値について、
Control 群の平均値が 1 になるよう補正した
(図１０)。	 	 

Control 群と比較して、NASH 群では発現量
が有意に	 （p<0.01）	 増大した。NASH 群に
おける肝組織内 SREBP 発現量の亢進は、SP
やポリアミン投与により用量依存的に抑制
される傾向を示した	 

ii)	 肝組織 ACC-1 発現発現量:	 acetyl-CoA 
carboxylase	 (ACC)	 は acetyl-CoA	 か ら
malonyl-CoA を合成する酵素であり、脂肪酸
合成と脂肪酸β酸化の制御に関わっている。
主に肝、脂肪組織で発現している ACC1 の肝
組織中での発現量をウェスタンブロット解
析により解析した。統計学的有意差はないも
のの、Control 群と比較して、NASH 群では
発現量が増大する傾向にあった。NASH 群に
おける肝組織内 ACC-1 発現量の亢進は、SP
やポリアミン投与により用量依存的に抑制
される傾向を示した。	 



	 

以上から、ポリアミンの有効性はスピルリナ
全体成分投与には及ばなかったが、抗 MS 機
能性が実証され、その作用機序のプロファイ
ル化ができた。なお、スピルリナにはポリア
ミン以外にも抗 MS 機能成分を含むためと考
えられる。 
本課題研究で確立できた評価系は、環境因子
[高脂肪・高糖に偏った食餌と組織酸素供給
不足]惹起する連鎖【EG 変調	 ⇒ミトコンド
リアエネルギー代謝活性↓,	 ミトコンドリ
ア電子伝達系の不調=ミトコンドリア障害/
脂質新生↑，食事性酸化ストレス，脂肪備蓄
過剰，組織酸素不足，慢性炎症・免疫応答お
よび組織リモデリング】の遮断・改善機能に
基づき、MS や肥満症から生活習慣病への重
症化の予防・治療、インスリン抵抗性の改善
などに幅広く使用できる機能性素材や治
療・予防薬の探求に応用できる。	 

	 	 沈黙の臓器と形容されるほど重症になら
なければ全身倦怠感や黄疸といった自覚症
状を示さないために、従来看過されていた過
栄養性により惹起される肝機能異常状態に
ついて本課題の成果により、過剰栄養エネル
ギー代謝（主に肝）-相対的酸欠	 [‘酸素で
燃やして’ATP 産生に使われる栄養物質は多
量に流入]	 –EG 変調/脂質新生↑-ミトコンド
リア機能不全=ATP 産生障害：酸化ストレス
亢進-炎症駆動転写因子 NF-κB の活性化-慢
性炎症・組織の異常増殖を巡るメビウスの輪
の解明が図れた。	 
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