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研究成果の概要（和文）：最初の研究では、非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD)モデルマウスに対する、少
量・中等量・多量アルコール投与の影響を調べた。その結果、少量のエタノール投与は高脂肪食負荷db/dbマウ
スにおいて、肝/体重比、血清AST・ALT値を有意に低下させ、肝組織における小葉内や門脈域炎症を有意に改善
することが示された。次の研究では、NAFLDモデルマウスに対する、コーヒーの代表的成分投与の影響を調べ
た。その結果、カフェインやクロロゲン酸はCDAHFD (コリン欠乏0.1%メチオニン含有高脂肪食）負荷C57BL/6Jマ
ウスにおいて、血清ALT値を有意に増悪させることが示された。

研究成果の概要（英文）：In the first experiment, we examined the effects of small, middle, and large
 amount of alcohol administration on model mice of nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD). As a 
result, small amount of ethanol administation significantly lowered liver/body weight ratio and 
serum AST and ALT levels, and significantly improved intalobular and portal inflammation in db/db 
mice that were fed a high-fat diet. In the next experiment, we examined the effects of 
representative ingredients of coffee on model mice of NAFLD. As a result, caffeine and chlorogenic 
acid significantly worsened serum ALT level in C57BL/6J mice that were fed a choline-deficient, 
L-amino acid-defined, high-fat diet (CDAHFD).

研究分野： 病理学
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１．研究開始当初の背景 
 非 ア ル コ ー ル 性 脂 肪 性 肝 疾 患
（nonalcoholic fatty liver disease: NAFLD）
はアルコール多飲歴（エタノール換算で一日
20g 以上）のない人の肝臓に過剰な脂肪が蓄
積する疾患であり、メタボリック症候群に関
連する肝疾患とみなされている。NAFLD は、
肝細胞の脂肪化のみが見られる単純性脂肪
肝と、脂肪化のみならず壊死炎症反応を伴う
非アルコール性脂肪性肝炎（nonalcoholic 
steatohepatis: NASH）に分けられるが、
NASH は肝硬変や肝細胞癌に進展しうる病
変である。 
 近年の過剰栄養に伴う肥満の増加を反映
して、NAFLD は全世界的に急速に増加して
おり、成人の約 20%が NAFLD を、2-3%が
NASH を有していると推定されている。この
様にNAFLDの社会的重要性は今日非常に増
大してきており、その改善因子の発見はきわ
めて重要である。 
 過量の飲酒が肝臓に悪影響を及ぼすこと
は、アルコール性肝疾患としてよく知られて
いる。従って、現状では一般的に NAFLD 患
者への生活指導として禁酒が推奨されてい
る。しかし 2008 年に少量のワイン摂取者に
は非飲酒者に比してNAFLD疑い例が少ない
ことが報告され（Hepatology 2008; 47: 
1947-54）、それ以降軽度～中等度の飲酒が
NAFLD を抑制するとの報告が散見される。
しかし一方で、軽度～中等度の飲酒であって
も NAFLD を増悪させるとの報告もあり、少
量飲酒が本当にNAFLDを抑制するかについ
ては未だ結論が出ていない。 
 また、コーヒーは体に悪いと思い込まれて
いた時代が長くあり、現状では一般的に
NAFLD 患者に対してコーヒー摂取は特に推
奨されていない。しかし、最近コーヒーの
NAFLD に対する効果を調べた研究が行われ
（Hepatology 2012; 55: 429-36 など）、それ
らの研究ではコーヒーのNAFLDに対する抑
制効果が報告されている。しかし、有効成分
やメカニズムは未だ解明されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、具体的に以下のサブテーマを
設定し、少量飲酒やコーヒー摂取の NAFLD
に対する抑制効果を検討した。 
 
(1) 申請者らが開発した NAFLD モデルマウ
ス（高脂肪食負荷 db/db マウス）に低・中・
高用量のアルコールを投与し、各群における
壊死炎症反応の活動性、線維化の程度を対象
群と比較検討して、種々の量の飲酒の
NAFLD への影響を確定した。 
 
(2) NAFLD モデルマウス（コリン欠乏 0.1%
メチオニン含有高脂肪食 choline-deficient, 
L-amino acid-defined, high-fat diet: 
CDAHFD 負荷 C57BL/6J マウス）にコーヒ
ーに含まれる 3 種の成分（カフェイン、クロ

ロゲン酸、カフェストール）をそれぞれ混餌
投与し、各群における壊死炎症反応の活動性、
線維化の程度を対象群と比較検討して、コー
ヒー中のどの成分がNAFLDの病態に影響す
るかを確定した。 
 
 すなわち、本研究の期間中に、動物モデル
を用いて、少量飲酒、コーヒー成分の NAFLD
に対する抑制効果の解明し、またその分子的
メカニズムに迫ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 飲酒と NAFLDの関連についての動物モデ
ルを用いた研究 
 
① 動物実験 
 8 週齢、雄の db/db マウス（日本チャール
ズリバー、横浜）を 30 匹購入した。帝京大
学中央実験動物施設で1週間環境に馴化させ
た後、以下の 5 群に分けた（各群 6 匹）：コ
ントロール食群、高脂肪食群、低エタノール
群、中エタノール群、高エタノール群。コン
トロール食群のマウスには、コントロール液
体 食 （ L10066 ） (Research Diets, New 
Brunswick, NJ, USA)、高脂肪食群には高脂
肪液体食（L10049）(Research Diets)、低エ
タノール群には 0.1%エタノール添加高脂肪
液体食、中エタノール群には 0.5%エタノール
添加高脂肪液体食、高エタノール群には 2.5%
エタノール添加高脂肪液体食を自由摂食さ
せた。各液体食は毎日交換し、摂食量を記録
した。6週間後（15 週齢時）に断頭によりマ
ウスを屠殺した。屠殺前にはマウスの体重を
測定した。断頭時に採血し、遠心により血清
を分離した。肝臓と精巣周囲脂肪織の重量を
測定後、病理組織学的検討用、RNA 精製用、
凍結用の肝組織を採取した。 
 
② 血清生化学的検査 
 血清 aspartate aminotransferase (AST)、
alanine aminotransferase (ALT)、総コレス
テロール、トリグリセリド、グルコース値を、
日立 7180 型自動分析装置（日立ハイテクノ
ロジーズ、東京）を用いて測定した。また、
血清インスリン、アディポネクチン値をそれ
ぞれ超高感度マウスインスリン測定キット
（森永生科学研究所、横浜）、マウス/ラット
アディポネクチン ELISA キット（大塚製薬、
東京）を用いて測定した。 
 
③ 組織学的解析 
 肝臓の 2 つの大きな葉の中央部を 10%ホル
マリンで固定し、病理組織学的検討に供した。
ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色の他に、
肝臓の線維化を評価するためシリウス・レッ
ド染色を施行した。 
脂肪性肝炎の組織学的所見は、Kleiner ら

のスコアリングシステム（Hepatology 2005; 
41: 1313-21）に従って半定量的に評価した。



すなわち、肝臓の脂肪化は脂肪滴を有する肝
細胞のパーセンテージで評価し、以下の様に
分類した：グレード 0 (<5%)、グレード 1 
(5-33%)、グレード 2 (>33-66%)、グレード 3 
(>66%)。小葉内炎症は以下の様に分類した：
0 (炎症巣なし)、1 (200 倍視野中<2 病変)、
2 (200 倍視野中 2-4 病変)、3 (200 倍視野中
>4 病変)。肝細胞の風船状腫大は以下の様に
分類した：0 (なし)、1 (少数)、2 (多数あ
るいは顕著)。NAFLD 活動性スコア（NAFLD 
activity score: NAS）は、脂肪化(0-3)、小
葉内炎症(0-3)、肝細胞の風船状腫大(0-2)各
スコアの総計として算出した。線維化のステ
ージは以下の様に分類した：0 (なし)、1 (類
洞周囲性または門脈周囲性)、2 (類洞周囲性、
門脈周囲性の両方あり)、3 (架橋状線維化)、
4 (肝硬変)。類洞周囲性線維化、門脈域炎症
は以下の様に分類した：0 (なし)、1 (軽度)、
2 (中等度)、3 (高度)。 
 さらに、線維化の程度を客観的に評価する
ために画像解析を行った。各シリウス・レッ
ド染色標本について、ランダムに選択された
小葉内の 400倍視野 3か所の顕微鏡写真を撮
影した。それら写真におけるシリウス・レッ
ド陽性の領域を画像解析ソフト WinROOF (三
谷商事、福井)を用いて解析した。 
 
④ 肝臓における 4-hydroxynonenal (4-HNE)
レベル 
 肝臓における脂質の酸化的障害を評価す
るために、肝臓の4-HNEのレベルをOxiSelect 
HNE adduct competitive ELISA kit (Cell 
Biolabs, San Diego, CA, USA)を用いて測定
した。 
 
⑤ リアルタイム RT-PCR 
 AllPrep DNA/RNA/Protein Mini kit 
(Quiagen, Valencia, CA, USA)を用いて肝組
織から total RNA を精製し、QuantiTect 
Reverse Transcription kit (Quiagen)を用
いて逆転写反応を行った。Tumor necrosis 
factor-α (TNF-α)、interleukin (IL)-6、
peroxisome proliferators-activated 
receptor (PPAR)α、PPARγ、transforming 
growth factor (TGF)-β1、TATA-box binding 
protein (TBP)の cDNA の定量的リアルタイム
PCR を、ABI 7300 real-time PCR system と
Power SYBR Green PCR Master Mix kit (Life 
Technologies, Carlsbad, CA, USA)を用いて
行った。TBP は内部コントロールとして使用
した。各サンプル 3回反応を行わせた。コン
トロール食群マウスの肝組織のPCR産物をTA
クローニングして得られたコントロールプ
ラスミドを段階的に希釈してスタンダー
ド・カーブを作成し、コピー数の絶対定量を
行った。各遺伝子の mRNA 発現レベルは、TBP
の mRNA 発現レベルで標準化した。 
 
⑥ 統計解析 
 連続性のデータに関しては、分散分析を用

いて有意差検定を行った。組織学的評価にお
け る 半 定 量 的 デ ー タ に 関 し て は 、
Kruskal-Wallis 検定を行った。 
 
(2) コーヒーの成分のNAFLD動物モデルに対
する抑制効果を調べる研究 
 
6週齢、雄のC57BL/6Jマウス（日本クレア、

東京）を 30 匹購入した。帝京大学中央実験
動物施設で 1週間環境に馴化させた後、以下
の 5 群に分けた（各群 6 匹）：コントロール
食群、CDAHFD 群、カフェイン群、クロロゲン
酸群、カフェストール群。コントロール食群
のマウスには、コントロール食（CRF-1）(オ
リエンタル酵母工業、東京)、CDAHFD 群には
CDAHFD (A06071302) (Research Diets)、カ
フェイン群には0.05%カフェイン添加CDAHFD、
クロロゲン酸群には 0.1%クロロゲン酸添加
CDAHFD、カフェストール群には 0.01%カフェ
ストール添加 CDAHFD を自由摂食させた。飼
料は週 3 回交換し、摂食量を記録した。7 週
間後（14 週齢時）にマウスを屠殺した。その
後の実験は基本的に(1)と同様に行った。た
だし、リアルタイム RT-PCR による発現解析
は TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-10、PPARγ、
TGF-β1の 6遺伝子に対して行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) 飲酒と NAFLDの関連についての動物モデ
ルを用いた研究 
 
① 摂食量、摂取カロリー 
 摂食量は、高脂肪食群がコントロール食群
よりも有意に少なく、中アルコール群、高ア
ルコール群が高脂肪食群よりも有意に少な
かった。 
 摂取カロリーは、高脂肪食群がコントロー
ル食群よりも有意に高く、中アルコール群、
高アルコール群が高脂肪食群よりも有意に
低かった。 
 
② 体重、臓器重量 
 体重、精巣周囲脂肪重量、精巣周囲脂肪重
量/体重比は、各群間に有意差は見られなか
った。肝重量は、高脂肪食群がコントロール
食群よりも有意に重いが、アルコール摂取に
よる有意な影響は見られなかった。肝/体重
比は、高脂肪食群がコントロール食群よりも
大きく、低アルコール群は高脂肪食群よりも
小さかった。これら 3 群の実験とした場合、
これらの差は統計学的に有意であった。 
 
③ 血清データ 
 AST、ALT 値は、低アルコール群が高脂肪食
群よりも低く、コントロール食群と合わせた
3 群の実験とした場合、この差は統計学的に
有意であった。アディポネクチン値は、高ア
ルコール群が高脂肪食群よりも有意に高か
った。総コレステロール、トリグリセリド、



グルコース、インスリン値は、各群間に有意
差は見られなかった。 
 
④ 肝組織像 
 小葉内炎症は、低アルコール群が高脂肪食
群よりも有意に軽度であった。NAS も、低ア
ルコール群が高脂肪食群よりも有意に低値
であった。門脈域炎症も低アルコール群が高
脂肪食群よりも軽度であり、コントロール食
群と合わせた 3群の実験とした場合、この差
は統計学的に有意であった。 
脂肪化、肝細胞の風船状腫大、類洞周囲性

線維化、線維化ステージは、各群間に有意差
は見られなかった。 
 
⑤ 線維化画像解析 
 画像解析による小葉内線維化は、高脂肪食
群がコントロール食群よりも有意に高度で
あったが、アルコール摂取による有意な影響
は見られなかった。 
 
⑥ 肝組織の 4-HNE レベル 
 中アルコール群や高アルコール群が高脂
肪食群よりも有意に高値であった。 
 
⑦ リアルタイムRT-PCR法による遺伝子発現
解析 
 TNF-α,IL-6、PPARα、PPARγ、TGF-β1遺
伝子の肝臓における発現レベルは、各群間に
有意差は見られなかった。 
 
以上の結果から、低用量のアルコール投与

がマウスのNAFLD病変を抑制することが示唆
された。ただし、今回の研究でその分子的メ
カニズムは解明されておらず、今後はその解
明が課題になる。また、アルコールに対する
反応には種差があり得ることから、少量飲酒
が本当にヒトの NAFLD を抑制するのか、また
もしそうであるならば、どの程度の飲酒量が
最も効果的であるかを今後検討する必要が
ある。 
 
(2) コーヒーの成分のNAFLD動物モデルに対
する抑制効果を調べる研究 
 
① 摂食量 
 摂食量は、CDAHFD 群がコントロール食群よ
りも有意に少なく、カフェイン群が CDAHFD
群よりも有意に多かった。 
 
② 体重、臓器重量 
 体重、精巣周囲脂肪重量、精巣周囲脂肪重
量/体重比は、CDAHFD 群がコントロール食群
よりも有意に軽いが、コーヒー成分摂取によ
る有意な影響は見られなかった。肝重量、肝
/体重比は、CDAHFD 群がコントロール食群よ
りも有意に重いが、コーヒー成分摂取による
有意な影響は見られなかった。 
 
③ 血清データ 

 AST 値は、CDAHFD 群がコントロール食群よ
りも有意に高かった。カフェイン群やクロロ
ゲン酸群は CDAHFD 群よりも高い傾向が見ら
れたが、その差は統計学的に有意ではなかっ
た。ALT 値は、CDAHFD 群がコントロール食群
よりも有意に高かった。カフェイン群やクロ
ロゲン酸群は CDAHFD 群よりもさらに高く、
コントロール食群と合わせた4群の実験とし
た場合、これらの差は統計学的に有意であっ
た。総コレステロール、トリグリセリド、イ
ンスリン、アディポネクチン値は、CDAHFD 群
がコントロール食群よりも有意に低いが、コ
ーヒー成分投与による有意な影響は見られ
なかった。グルコース値は、各群間に有意差
は見られなかった。 
 
④ 肝組織像 
 脂肪化、小葉内炎症、肝細胞の風船状腫大、
類洞周囲性線維化、線維化ステージ、NAS は、
CDAHFD 群がコントロール食群よりも有意に
高度であったが、コーヒー成分投与による有
意な影響は見られなかった。ただし、CDAHFD
群、カフェイン群、クロロゲン酸群、カフェ
ストール群の脂肪化や小葉内炎症は非常に
強く、半定量的評価による比較は困難と考え
られた。門脈域炎症は、各群間に有意差は見
られなかった。 
 
⑤ リアルタイムRT-PCR法による遺伝子発現
解析 
 IL-1βの発現レベルは、CDAHFD 群がコント
ロール食群よりも有意に低く、クロロゲン酸
群やカフェストール群が CDAHFD 群よりも有
意に低かった。IL-6 の発現レベルは、カフェ
イン群、クロロゲン酸群が CDAHFD 群よりも
高く、コントロール食群と合わせた 4群の実
験とした場合、CDAHFD 群とカフェイン群の間
に有意差が見られた。TNF-α、PPARγ、TGF-
β1の発現レベルは、CDAHFD 群がコントロー
ル食群よりも有意に高かったが、コーヒー成
分投与による有意な影響は見られなかった。
IL-10 の発現レベルは、各群間に有意差は見
られなかった。 
 
 カフェイン群やクロロゲン酸群の血清 ALT
値が CDAHFD 群よりも有意に高いことから、
今回の実験で用いた投与量では、これらのコ
ーヒー成分が NASH モデルマウスの肝障害を
むしろ増悪させることが示唆された。そのメ
カニズムとして、肝臓における IL-6 の発現
レベルの亢進が関与している可能性がある。
今後は、用量反応関係の検討やヒトにおいて
同様の作用が見られるかの検討を行う必要
がある。また、これまでに報告されているコ
ーヒーのNAFLDに対する抑制効果の原因物質
を特定する必要がある。 
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