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研究成果の概要（和文）：自然発症動脈硬化モデルであるL-/-/A-/-マウスを用いてNASHモデルを作製すること
で、LDL高値を示し、線維化も顕著に促進することが確認された。通常のマウスではリポタンパク分画としてLDL
分画がほとんど認められないため、LDLによるNASH病態への影響を評価することが可能になった。今後はLDLによ
り修飾される細胞、とりわけマクロファージに対する影響を凝固線溶因子と絡めて評価していく予定である。

研究成果の概要（英文）：L-/-/A-/- mouse model is characterized as spontaneous LDL-C driven 
atherosclerosis model. We have established a NASH model by using L-/-/A-/- mouse model, in which 
hepatic foam cell formation of macrophages were observed with massive fibrosis.
Since the LDL fraction is hardly observed as a lipoprotein fraction in Wt mice, it will be possible 
to evaluate the effect of LDL on NASH pathology in our murine system. For the next steps, we are 
planning to evaluate the effects on cells modified by LDL, especially macrophages, in connection 
with coagulation/fibrinolytic factors.

研究分野： 血液凝固線溶、脂質代謝異常、動脈硬化

キーワード： LDL　apoB100　Macrophage　Foam cell　NASH　Fibrosis

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回作製したNASHモデルは顕著な高LDL血症を示す実験モデルであり、従来のモデルでは評価できないLDLによる
病態への影響を評価することが可能となっている。今後NASHにおけるLDLコレステロールの影響に関して本モデ
ルを用いて研究することで、現在有効な治療薬が存在しないNASHにおける有望な治療薬が開発される可能性があ
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
プラスミン(Plasmin: Plm)は、その前駆物質であるプラスミノゲン(Plasminogen: Plg)から、組織
型やウロキナーゼ型プラスミノゲン活性化因子(tissue type or urokinase type Plasminogen 
Activator: tPA or uPA)による触媒作用により産生される。Plm は凝固血栓の主要成分であるフィ
ブリンを溶解する反応（線溶反応）の主要因子であるが、血管外組織における線維成分の溶解に
も重要な役割を担っている（組織線溶）。ペスト菌感染や溶連菌感染において組織壊死を引き起
こす致死的反応の原因はすべて Plm による組織線溶の結果である。Plm、PA は大多数の凝固因
子と同様に、触媒部位は消化酵素であるトリプシンと類似の構造を示すセリン酵素であり、プラ
スミノゲン活性抑制因子（Plasminogen Activator Inhibitor-1: PAI-1）は、PA を特異的に阻害する
セリン酵素阻害因子である。血中 PAI-1 値はメタボリック症候群における指標の一つとされ、そ
の増加が血栓性の疾患（心筋梗塞や脳梗塞）のリスクとなることが知られており、最近は PAI-1
阻害薬の開発が盛んで、臨床試験への導入もなされている。 
メタボリック症候群の増加は血栓性疾患のみならず他の疾患の原因ともなっており、その中で
も非アルコール性脂肪肝疾患(nonalcoholic fatty liver disease: NAFLD)は増加傾向であり、最近
の米国の報告では成人の 3 分の 1 が罹患していると推定されており 1、最近の日本の大規模調
査でも成人罹患率は 29.7％にも及ぶことが判明している 2。NAFLD 罹患者の大部分は病態がほ
とんど進行しないと考えられる非アルコール性脂肪肝(nonalcoholic fatty liver: NAFL)に分類され
るが、進行性で肝硬変や肝癌に発生母地となる非アルコール性脂肪肝炎（nonalcoholic 
steatohepatitis: NASH）に分類されるものも存在する。NASH の組織学的特徴は脂肪変性、炎症
反応などの所見があり、肝細胞の風船様変性や線維化を認めるものは特に重症であることが知
られている。 
最近、血中 PAI-1 特に活性型の PAI-1 が NASH と非 NASH を識別する際に非常に有用なマーカ
ーになることが指摘された 3。この現象は NASH における線維化反応に PAI-1 による組織線溶
の調節機構が関与していることを示唆している。しかし、組織線維化が病態進行にどのように影
響しているか、つまり原因か結果か、について解析するための動物モデル、特に線溶関連遺伝子
を改変したノックアウトマウス等を利用した解析はほとんど進んでいない。 
 
２．研究の目的 
線溶阻害因子である PAI-1 の血中濃度の上昇は血栓性疾患のリスク因子として知られるのみで
なく、NASH のような組織の線維化病態において著増することが知られている。NASH における
組織の線維化は重症度と相関するが、線維化が病態の主因であるかについての線溶系の遺伝子
改変動物を用いた包括的な検討は行われていない。また、肝内マクロファージの活性化が NASH
の病態に影響しているとされているが、マクロファージ表面上には Plg レセプターが発現して
おり、Plm 産生がマクロファージの活性化を促し NASH を増悪させる可能性も考えられる。そ
こで本研究では、①NASH モデル作製の検討を行い、次に②NASH 病態と線溶因子との関係を検
討する。 
 
３．研究の方法 
今回の研究では、野生型のマウス（Wt マウス）及び LDL 受容体と apobec-1 をダブルノックア
ウトさせることで高脂血症を示すマウス（L-/-/A-/-マウス）を用いて NASH モデルを作製し、評価
を行うこととした。L-/-/A-/-マウスは Wt マウスと異なり LDL コレステロール分画を顕著に認める
モデルであるため、既存のマウスモデルでは評価できなかった LDL による NASH への影響が考
えられ、ヒト臨床に近いモデル動物になることが期待される。 
また NASH モデルにおける線溶系因子 Plg の役割を評価するために、Plg をノックアウトさせ
たマウスを用いる。 
 
NASH モデルの作製 
(1) BCG により肝内マクロファージを予め活性化し、その後に四塩化炭素を週に 2 回、12 週齢
まで腹腔内投与した。BCG は生理食塩液(saline)に、四塩化炭素は Olive oil(Oil)に溶かした。 
(2) BCG により肝内マクロファージを予め活性化し、その後にアセトアミノフェンを自由摂餌に
て 24 週間投与した。 
(3) 生後約 2 日齢で streptozotocin(STZ)を投与し、その後高脂肪食(HFD)にて飼育した。 
 
４．研究成果 
NASH モデルの作製 
(1) BCG によるプライミングと 12 週間の四塩化炭素投与により肝臓の線維化は顕著に確認され
たが、脂肪化が Wt と L-/-/A-/-マウス共に認められず、NASH 病態を作製するに至らなかった。 
 



 

L-/-/A-/-マウスにおける BCG、四塩化炭素投与（CCl4）時の肝臓標本（HE, AZAN 染色）及び 
AZAN 標本による線維化面積(%)の評価 
 
 
(2) アセトアミノフェンの自由摂餌によって、肝臓での炎症・肝細胞の壊死は確認されたが、脂
肪化及び線維化は確認されず、NASH 病態の作製に至らなかった。また BCG によるプライミン
グではむしろ肝細胞の壊死等が軽減された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
L-/-/A-/-マウスにおけるアセトアミノフェン投与時の肝臓標本（HE 染色） 
 
 
3. Wt マウスと L-/-/A-/-マウス共に顕著な NASH 病態が認められた。さらに、NASH の重症度指
標の一つである NAS スコアには変化を認めなかったものの、L-/-/A-/-マウスでは Wt マウスに比
べて顕著な線維化亢進が認められた。 
 
   
以上の結果から L-/-/A-/-マウスを用いることによって、LDL による NASH 病態の悪化の可能性が
示唆された。既存のマウスモデルではリポタンパク分画において LDL 分画が認められないが、
本モデルでは LDL 分画が存在し、LDL によって影響されるマクロファージの NASH への影響を
評価するために理想的であると思われる。今後はこのモデルを用いて、マクロファージの形態や
機能における凝固線溶因子の評価及び機序等を研究していく予定である。 
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