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研究成果の概要（和文）：本課題は、超音波音響特性に基づいた非アルコール性脂肪肝炎(NASH)の診断と発癌リ
スク分析を可能とする新たな肝組織脂肪酸マッピングを創成することを目的とした。マウスならびに臨床例にお
ける検討で、NASH群では単純性脂肪肝群に比べて組織インピーダンス値が有意に低値であり、肝組織における脂
肪酸組成と脂肪酸自体の音響特性を反映したものであった。また発癌については、高分化癌発癌例は非発癌例に
比べて、非腫瘍部における組織インピーダンス値が低い傾向にあった。

研究成果の概要（英文）：Fatty liver disease is increasing worldwide, and nonalcoholic 
steatohepatitis (NASH) may be one of the most important treatment-resistive liver diseases. This 
project demonstrated the acoustic properties of NASH by comparing those of simple steatosis and 
control in the animal model and human subjects. The assessment using 80/250MHz transducer identified
 higher acoustic impedance in simple steatosis, and lower acoustic impedance in NASH as 
characteristic features. Also, lower impedance in the non-tumor liver tissue may feature a risk of 
cancer development in NASH. These acoustic properties were based on the intrahepatic composition of 
fatty acid which showed characteristic property in itself. These data may enhance the quality of 
noninvasive diagnosis of NASH and the risk stratification of cancer development.

研究分野：消化器内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本課題の成果は、実臨床における脂肪関連肝疾患の診断と発癌リスク患者の囲い込みに極めて有用である。すな
わち、単純性脂肪肝とNASHの鑑別において不要な肝組織生検検査を回避することが可能となり、発癌高危険群に
対しては相応の診療を提供することができる。今後の急増が予想されるNASHに対して、脂肪酸マッピングを基盤
とした超音波という非侵襲的な手法を応用することで、健診・検診の質や患者診療体制を飛躍的に向上させる研
究成果である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、メタボリックシンドロームが増加の傾向を示し、一表現型としての脂肪肝が注目されて
いる。脂肪肝の一部は非アルコール性脂肪肝炎(NASH)と呼ばれ、肝硬変へと進展し肝癌の発
症リスクも有する。脂肪肝と NASH の有病率については、最近の米国の研究で脂肪肝 46%、
NASH12.2%以上、さらに糖尿病患者では脂肪肝 74%、NASH22.2%と報告されている
[Gastroenterology 2011]。これは、従来から推定されている有病率よりはるかに高いもので、
国際的かつ速やかな対応の必要性を強く示唆する。とくにNASHは肝線維化程度が軽い病期で
も発癌が多いとされ、早期の段階での効率のよい診断が必要である。肝炎ウイルス対策が飛躍
的に向上し食生活の欧米化が進む中、今後は NASHが主要な肝臓病として社会的に重要視され
る時代が確実に到来し、本疾患への対策を講じておくことは重要な課題である。 
 現在、NASHの診断は肝生検による侵襲的な組織診断が唯一の方法である。しかし侵襲性の
低減を目指す昨今の医療事情を考慮すると、組織診断(肝生検)に依存した診断プロセスは可能
な限り省略されるべきである。また最近、線維化程度に着目した NASH の画像診断の研究(肝
弾性度測定、MRI など)が積極的に行われているが、これらの手法は病期の進行した患者を対
象としており、早期診断を目指した戦略には合致しない。本疾患の頻度が高く増加傾向にある
ことから、非侵襲的な早期診断システムを構築し、多数例に対して広く施行可能な方法として
社会に導入することが急務の課題といえる。 
申請者らは、脂肪関連肝疾患に対して低侵襲性な超音波画像診断を開発・導入するため、高
周波超音波顕微鏡システムを利用して肝組織中の脂肪酸組成を音響学的に識別するという新た
な試みを行ってきた。そして、オレイン酸のインピーダンスが他の脂肪酸(パルミチン酸、パル
ミトオレイン酸、リノール酸、αリノレン酸)に比べて有意に低いという特異な音響学的特性を
世界で初めて明らかにした[科研費 H25-27;丸山・他, 第 51回日本肝臓学会総会; 山口・他, 第
88回日本超音波医学会]。 
 しかしこれまでの研究は、5 種の脂肪酸のみを対象とした成果であり、臨床例における研究
成果の報告もない。NASH 肝における脂肪酸組成は脂肪肝や正常肝と異なること
[Hepatology2007; J Hepatol2008]、また不飽和脂肪酸と発癌との関連が示唆されていること
[Gastroenterology2008; Hepatology2009]を考慮すると、音響特性による包括的な肝組織脂肪
酸マッピングを構築することで、NASH診断とその発癌リスク分析が可能になると推測される。 
 
２．研究の目的 
本課題は、超音波音響特性に基づいたNASHの診断と発癌リスク分析を可能とする新たな肝組
織脂肪酸マッピングを創成することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 脂肪酸における音響学的特性の検討 
①in vitro での検討：多種の脂肪酸(C4～C21、37 種を対象として選定)について、各種濃度
(100-500uM)における音響学的特性(インピーダンス、Inp、×106kg/m2/s; 音速、m/s)を超音波
顕微鏡システム(現有装置)によって計測した。 
②in vivo での検討：培養細胞(Huh7)に対して各種脂肪酸処理を行い、音響学的特性を計測し
た。脂肪酸処理については、従来の検討結果を参考に 100-500uM の濃度で 9hの incubation time
を標準条件とした[Lipids Health Dis 2014]。なお音響計測については、AMS-50SI 改（本多電子、
計測範囲： 2.4mm x 2.4 mm, Point 300*300, Average 8, Tange 200mV, 印加電圧 21.5V(80MHz), 
40.0V(250MHz)）を使用して音響特性を検討した。なお、計測に際してはリファレンスとしての溶媒の特
性を考慮した上で測定を行った。 
③脂肪酸の音響特性と分子構造の比較検討：各脂肪酸の分子構造(炭素数、二重結合の数や位置、
光学異性などの立体構造)の視点から、異なる音響特性に関わる分子生物学的因子を検討した。  
 
(2) 脂肪関連肝疾患モデルマウスでの検討 
STAM マウス(ステリック再生医科学研究所)を利用した。コントロールを含む各週齢のマウスを
使用し、安楽死後に肝組織を採取して検討を行った。 
①肝組織像の検討：脂肪化や線維化の程度、発癌の有無や程度について、肉眼的および標本作
成後に鏡視下で検討した。 
②肝組織における音響特性の検討：肝組織に対して、臓器摘出直後の非固定条件と固定後薄切
標本の二通りの条件で検討した。各種音響特性を超音波顕微鏡にて分析した。 
③肝組織における各種脂肪酸の含有量解析：各種脂肪酸の総量 (遊離・エステル, μg/g) を、
ガスクロマトグラフィー法 (GC profiles、GC-2010 Plus)によって計測した。 
[この脂肪酸分析については東レに委託する予定であったが、同業務の中止に伴い、SHIMAZU に
委託した]。そして肝疾患別、非発癌モデルと発癌モデルとの差、また癌の進行度別で、非腫瘍
部肝組織における脂肪酸の種類や含有差を検討した。 
 
(3) 臨床検体における肝組織脂肪酸組成・音響学特性と肝組織所見ならびに発癌との関連の検
討 
対象については、当初は、超音波映像下での穿刺針による経皮的肝生検検体を利用する予定



であった。しかし、同検体での計測では、形状や容量の点から安定した計測には不適格であっ
たため、当院外科との連携により手術検体を利用して検討することとなった。計 90 例の手術検
体を収集し、その中で、患者背景や癌の進展度などを考慮して、30検体を選択した。 
検体組織を、以下の 3 通りの方法で処理・保存して検討を行った。① HE・アザン染色標本(4
μ)で組織所見を評価、② 未染標本(10μ)で音響特性を計測、③ 液体窒素保存(脂肪酸分析：
東レ委託)。そして、脂肪酸種・含量と肝組織所見、脂肪酸種・含量と肝癌所見(分化度・進展
度)、脂肪酸種・含量と超音波顕微鏡からみた各種音響所見との関連を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)脂肪酸単独と脂肪酸処理細胞における音響学的特性 
脂肪酸のインピーダンス(×106kg/m2/s)は、中心周波数 80MHz 振動子での計測条件下で、炭素
数と二重結合数に依存していることが示された。すなわち炭素数が少ないほどインピーダンス
が高く、同じ炭素数の場合は、二重結合数が少ないほどインピーダンスが高値であった。しか
し cis 型の場合は逆に、二重結合数が少ないほどインピーダンスが低値であった。このように
炭素数ならびに二重結合の存在は、超音波の伝搬に深く関与していることが推測された。 
 
(2)マウスモデル 
①病理所見 
脂肪肝・NASH・担癌のモデルマウスにおける肝組織は、臨床例での単純性脂肪肝や種々の段階
の NASH、肝腫瘍に相当するものであり、使用したモデルマウスにおける肝組織所見の妥当性が
確認された。 
②音響特性の検討 
インピーダンスの検討では、コントロール(n=5)は 1.72 であったのに対し脂肪肝(n=6)は 1.74
と高値であった(p＝0.05)。一方、NASH(n=4)では 1.70 と低値であった(p＝0.04)。肝組織の脂
肪酸濃度を検討すると、NASH では脂肪肝に比べてパルミトオレイン酸が高い傾向を示し、オレ
イン酸(p<0.05)とアラキドン酸(p<0.005)は有意に高値であった。一方、ドコサヘキサエン酸は
NASH で低い傾向を示した。脂肪酸単独でのインピーダンスは、オレイン酸、パルミトオレイン
酸とアラキドン酸はコントロールに比べて有意に低く、ドコサヘキサエン酸では有意に高かっ
た。 
 
(3)臨床例での検討 
①病理所見 
肝組織における線維化、脂肪化を検討し、単純性脂肪肝やNASHの診断を行った。また、肝腫瘍例に
おいては、肝細胞癌例における分化度の判定や転移性肝癌における組織像の確認を行った。 
②音響特性の検討 
臨床例での検討：脂肪酸組成は、NASH 群では単純性脂肪肝群に比べて C18:0 と C22:6n3 が高値
で C18:1n9c は低値であった。また C20:4n6 は、肝線維化の進展に伴って漸増した。NASH 群に
おいて脂肪化の程度別で比較すると、脂肪化高度例では C20:4n6、C20:5n3、C22:6n3 が低下し、
C18:1n9c が上昇していた。 
 NASH 群では単純性脂肪肝群に比べて組織インピーダンス値が有意に低値であった(1.76 ± 
0.007 vs. 1.84 ± 0.02, p=0.011)。なお、C18:0、C20:4n6、C20:5n3、C22:6n3 単体でのイン
ピーダンスは基準より有意に低値であり、NASH 肝組織における音響特性(低 Inp)の要因である
ことが示唆された。 
一方、音速(m/s)は単純性脂肪肝/NASH 群(1573.2±22.4)ではコントロール群(1634.3±47.3)
に比べて有意に低値で(p＜0.01)、線維化進行例において低下傾向を呈した。 
発癌については、非発癌例の方が高分化癌発癌例に比べて、非腫瘍部における組織インピー
ダンス値が高い傾向にあった(1.79 ± 0.03 vs. 1.75 ± 0.003、p=0.26)。しかし、中分化癌
例(1.76-1.86, 1.81 ± 0.04)を加味すると、非腫瘍部組織の音響特性には一定の傾向が見られ
ず、分化の段階には多彩な背景因子の影響があるものと推測された。 
 以上より、脂肪酸の音響特性と組成が、脂肪肝での高インピーダンス所見と NASH での低イン
ピーダンス所見を説明しうるものと考えられた。そして、低インピーダンスかつ低音速パター
ンが NASH を強く示唆する音響所見で、肝組織における脂肪酸組成を背景にしたものと考えられ
た。 
 
コントロール例の画像 
 臨床例   80MHz での画像  250MHz での画像 
 
 
 
 
 
 

 



 
単純性脂肪肝例の画像 
 臨床例   80MHz での画像  250MHz での画像 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
NASH(F4)例の画像 
 臨床例   80MHz での画像  250MHz での画像 
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