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研究成果の概要（和文）：FLS、FLS-ob/obモデルマウスの肝組織からERストレスの発現を確認した。FLS-ob/ob
マウスは24週齢、36週齢では脂肪肝炎を、36週齢、48週齢で明らかな肝線維化を認めた。Tgfb1、Colla1、
Timp-1の発現は、24週齢、36週齢、48週齢で有意に増加しており、Tgfb1、Timp-1は週齢が進むにつれて増加し
た。ERストレス関連遺伝子であるAtf3、Nupr1、C-junの発現はFLSマウスに比較して24週齢、36週齢、48週齢で
有意に増加していた。結果として、NASHの病態進展にはERストレスが関与していることが明らかとなり、臨床応
用への可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to clarify that ER stress is involved in NASH. We 
confirmed the expression of ER stress in liver tissue of FLS and FLS-ob/ob model mouse. We analyzed 
the gene expression of ER stress by using RT-PCR.　Severe steatohepatitis was detected in 24 and 36 
weeks in FLS-ob/ob mouse and liver fibrosis at 36 weeks of age, 48 weeks of age respectively. The 
gene expression of Tgfb1, Colla1 and Timp-1 significantly increased at 24, 36 and 48 weeks compared 
with FLS mouse. The gene expression of Tgfb1 and Timp-1 increased as a week of age advanced. The 
gene expression of Atf3, Nupr1 and C-jun significantly increased at 24, 36 and 48 weeks compared 
with FLS mouse. It was found that ER stress was involved in clinical condition extension of NASH, 
and likelihood to clinical application was suggested.

研究分野：非アルコール性脂肪性肝炎

キーワード： 非アルコール性脂肪肝炎　ERストレス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、非アルコール性脂肪肝炎の病態進展に小胞体ストレスの関与が報告されているが、本研究は、FLS-ob/ob
マウスを用いて、非アルコール性脂肪肝炎における小胞体ストレスの役割について明らかにしたものである。非
アルコール性脂肪肝炎マウスでの肝線維化進展にAtf3、Nupr1、C-jun遺伝子発現が増加し、さらにアポトーシス
が深く関与している可能性が示唆された。本研究は、非アルコール性脂肪肝炎において、小胞体ストレス遺伝子
であるAtf3、Nupr1、C-jun遺伝子が肝線維化や炎症などの病態形成に関与する新たな知見であり、将来的に非ア
ルコール性脂肪肝炎の創薬に繋がる可能性がある。
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１．研究開始当初の背景 
 非アルコール性脂肪肝炎（NASH）はメタボリックシンドローム（MS）の肝における表現型で

あり、肝硬変、肝癌へ進展する重篤な病態である。これまで申請者は、ヒト NASH に最も類似し

た NASH モデルマウスとして FLS-ob/ob マウス、単純性脂肪肝（SS）モデルとして FLS マウスに

ついて詳細な報告を行ってきた（Hepatol Res, 2013）。FLS-ob/ob マウスは、肥満、糖尿病、

高脂血症をもち、肝組織では高度の脂肪沈着とともに明らかな線維化を認め、48週では肝硬変、

肝癌に至る極めてヒト NASH に類似したモデルである。一方、FLS マウスは肝での軽度から中等

度の脂肪沈着を認めるが、線維化は軽度でありヒト SS、あるいは mild NASH に相当するモデル

である。また、これらのモデルを用いてどのような薬物が NASH に有用か、さらにその作用機序

は何かを検討し報告してきた(Hepatol Res 2010, Int J Mol Med 2012, Hepatol Res 2013)。

ヒトの NAFLD において SSから NASH に進展する因子としてインスリン抵抗性や酸化ストレスが

関与していることは多くの研究から明らかとなっており、FLS-ob/ob マウスにおいても同様の

機序が関与していることを報告した（Hepatol Res, 2013）。 

 近年、肥満、糖尿病、メタボリックシンドロームの基盤にあるインスリン抵抗性の発症に小

胞体（ER）ストレスの関与が示唆されており、肥満モデルや高脂肪食摂取マウスの肝臓に ER

ストレスが誘導され、NAFLD の病態進展および NASH 発癌に関与することが明らかとなってきて

いる。しかし、正常肝から SS、SS から NASH へ進展する過程における ER ストレスの役割は未だ

明らかではない。本研究では、まずこれまで申請者を中心に独自に解析してきた FLS-ob/ob、

FLS マウスにおける ER ストレスマーカー（具体的に）の発現を経時的に検討し、SSと NASH 病

態進展過程においてどのような ER ストレスの異同があるものか、ER ストレス応答がどのよう

に病態に関わっているのかを明らかにする。また、これまで申請者らが NASH の進展に関わる

miRNA を同定してきており、miRNA が制御するタンパクと ERストレスとの関係が明らかとなれ

ばより病態を明らかにすることができる。実際、これまで FLS-ob/ob マウスを用いてアンジオ

テンシン II 受容体拮抗剤、レニン阻害剤、コレステロール吸収阻害剤、Dipeptidyl peptidase 

(DPP)-4阻害剤の有効性を検証してきたが、これらの薬効性とERストレス応答に関連するmiRNA

を同定できればNASH病態解明の一助となり、miRNAがERストレスのバイオマーカーとしてNASH

の診断、治療に大きく貢献できる。 

 
２．研究の目的 

 FLS-ob/ob マウスは、鳥取大学独自で交配を続ける、非アルコール性脂肪肝炎（NASH）に最

も類似したモデルである。このマウスを用いて正常肝～単純性脂肪肝（SS）、NASH へ進展する

過程における、小胞体（ER）ストレスの役割を明らかとする。ER ストレスとその標的蛋白の同

定を行い、ERストレスの NASH 診断バイオマーカーへの有用性を明らかにするものである。 

（具体的な目的） 

(1) SS モデルマウス（FLS マウス）、NASH モデルマウス肝内の ERストレスを RT-PCR 法および

Western blotting 法により確認し、各病態間での発現量を解析する。 

(2) ER ストレス関連タンパクと細胞外マトリックス代謝、酸化ストレス、脂質代謝との関係を

明らかにする。 

(3) NASH に対する薬物療法による上記候補 ER ストレスの変動から薬物の作用機序を解明する。 
 



３． 研究の方法 

 マウスモデルを用いて NASH 進展に関与する ERストレスを RT-qPCR 法を用いて同定し，それら

が制御している一連の蛋白を明らかにする。同定された ER ストレス関連タンパクと NASH 進展

の細胞内作用機序を解明する。 

(1) NASH 進展に関与している ER ストレス関連タンパク 

本研究では SSモデルである FLS マウス、NASH モデルである FLS-ob/ob マウスの肝内の

ER ストレスの発現を同定し、解析する。 

・NASH 関連 ERストレスの同定 

FLS、FLS-ob/ob マウス肝組織間の mRNA 発現プロファイルを RT-PCR 法で解析し、各病

態間および発現量に強い変化を認める ERストレス関連タンパクの mRNA を抽出する。

肝組織内の実際の発現状況を Western blotting 法で確認する。 

(2) NASH 治療による ER ストレスの変動の解析 

 これまで FLS-ob/ob マウスを用いて NASH に対する有効な薬物としてアンジオテンシン

II 受容体拮抗剤（irbesartan）、レニン阻害剤（aliskiren）、コレステロール吸収阻害剤

Niemann-Pick C1-Like 1 タンパク阻害剤（ezetimibe）、DPP-4 阻害剤（Sitagliptin）を

報告してきた。現在新規糖尿病治療薬であるナトリウム-グルコース共輸送体 2 阻害薬、

イプラグリフロジン薬物治療群とコントロール群における ER ストレス発現の違いを調べ

薬物の作用機序の相違を調べる。 

 FLS-ob/ob マウスに薬物を投与した薬物治療群とコントロール群から肝 RNA を抽出し

RT-qPCR にて ER ストレスの発現を比較する。また ERストレス関連タンパク、mRNA の変化

を比較する。(1)によって選択された ER ストレスを Western blotting 法にて確認する。

これによって薬物の作用機序が明らかとなる。 

 
４． 研究成果 
(1) SS モデルマウス（FLS マウス）、NASH モデルマウス（FLS-ob/ob マウス）での ER ストレス
の発現 

 NAFLD モデルである FLS マウス（n=12）、及び NASH モデルである FLS-ob/ob マウス（n=28）

に標準食餌を与えた。FLS マウスは、24週齢で屠殺し対照群とした。FLS-ob/ob マウスは 24 週

齢（n=9）、36週齢（n=10）、48週齢（n=9）で屠殺し、採血及び肝組織、内臓脂肪を採取した。

血中と肝組織中のコレステロール値及び中性脂肪値を測定した。また肝脂肪化面積及び肝線維

化面積を測定した。肝組織を用いて肝線維化に関する遺伝子（Tgfb1、Col1a1、Timp-1）、Tnfa、

肝脂肪化に関する遺伝子（Ppara、Srebp1）、ERストレス関連遺伝子（C-jun、Atf3、Nupr1、Chop）

の遺伝子発現を RT-PCR 法を用いて測定した。アポトーシスは TUNEL 染色によって評価した。対

照群のマウスは明らかな線維化を認めず脂肪肝のみを示した。一方、FLS-ob/ob マウスは 24 週

齢、36週齢では重度の脂肪肝炎を、36週齢、48週齢で明らかな肝線維化を認めた。Tgfb1、Colla1、

Timp-1 の発現は、対照群に比較して 24 週齢、36週齢、48週齢で有意に増加しており、Tgfb1、

Timp-1 は週齢が進むにつれて増加した。Atf3、Nupr1、C-jun の発現は対照群に比較して 24週

齢、36 週齢、48 週齢で有意に増加していた。Chop の発現は FLS-ob/ob マウスで対照群と比較

し差を認めなかった。TUNEL 染色では FLS-ob/ob マウスと対照群で差を認めなかった。 

 

(2) NASH モデルマウス（FLS-ob/ob マウス）に対する糖尿病治療薬ナトリウム-グルコース共輸

送体 2阻害薬、イプラグリフロジンの効果 

 FLS-ob/ob 雄マウスを対照群とイプラグリフロジン投与群(1 mg/kg 体重)に分け、12 週齢か



ら 24 週齢までの 12週間イプラグリフロジンを胃ゾンデ法により経口投与した。24 週齢で屠殺

し、採血及び肝組織を採取した。血清及び肝組織中のコレステロール値及び中性脂肪値を測定

し、肝脂肪化面積と肝線維化面積を検討した。肝線維化に関連する遺伝子（procollagen I、TGF-

β1、TIMP-1）、肝脂肪化に関連する遺伝子（PPAR-α、SREBP1c）、小胞体ストレスに関連する遺

伝子（ATF3、CHOP、C-JUN、NUPR-1）、TNF-αを RT-PCR 法にて定量した。また肝組織中の F4/80

及び 8-OHdG を免疫染色で検討した。肝組織中のコレステロール値は対照群で 69.0±20.0 mg/dL

に対し、イプラグリフロジン群で 51.4±15.6 mg/dL（P=0.003）、肝中性脂肪値は対照群で 2479

±690 mg/dL に対し、イプラグリフロジン群で 2182±819 mg/dL（P=0.021）と有意に低下した。

肝組織中の脂肪化面積および線維化面積は、いずれも対照群と比較してイプラグリフロジン群

で著明に減少した（P<0.001）。TNF-α遺伝子発現は、対照群と比較してイプラグリフロジン群

で増加し（P=0.016）、PPAR-α遺伝子発現は対照群と比較して、イプラグリフロジン群で有意に

低下していた（P=0.0004）。小胞体ストレスに関連する遺伝子遺伝子発現、肝組織中の F4/80

陽性細胞数、8-OHdG 陽性細胞率は、両群間に差を認めなかった。 
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