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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)は、インスリン抵抗性に伴い、慢性肝障害を来す生
活習慣病である。本研究では、α7型ニコチン受容体(A7nAchR)の欠損マウス(A7KO)を用い、NASH発症への迷走神
経作用の役割を検討した。A7KOに対し、食餌性NASH誘導を行い、肝臓炎症・線維化への作用を検討した。AD投与
で、A7KOでは、血漿トランスアミナーゼレベル上昇が増加した。A7KOは、AD投与下で、肝臓炎症性ケモカイン遺
伝子および肝臓線維化関連遺伝子の発現の増加、肝線維化の増悪を呈した。これらの結果から、A7nAchR作用の
障害が、NASHを増悪させることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Nonalcoholic steatohepatitis (NASH), which occurs in association with 
insulin resistance and hepatic fat accumulation, confers high risk of liver fibrosis and chronic 
liver injury. In this study, using systemic α7 nicotinic acetylcholine receptor (A7nAchR) knockout 
mice (A7KO), we investigated the role of A7nAchR in NASH. Specifically, A7KO mice were fed an 
atherogenic high-fat diet (AD), which induce NASH. Hepatic triglyceride accumulation and elevated 
plasma transaminase levels were observed in AD mice, and we found the plasma transaminase level 
increase was higher in A7KO mice than in control mice. A7KO mice fed an AD showed significant 
upregulation of fibrosis-related genes and proinflammatory-cytokine genes in the liver. Histological
 analysis with Sirius red revealed that AD exacerbated liver fibrosis in A7KO mice. From these 
findings, it is clear that A7nAchR deficiency exacerbates hepatitis and fibrosis due to hepatic fat 
accumulation.

研究分野：食生活学、栄養代謝学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究からα7型ニコチン受容体(A7nAchR)が、非アルコール性脂肪肝炎(NASH)の新規な予防・治療薬候補である
ことを見出した。しかし、A7nAchRは中枢神経作用に多く発現しており、A7nAchRアゴニストの中枢神経作用は
NASH治療薬としての妨げとなる可能性がある。NASH予防・治療へのA7nAchR活性化の応用には、肝臓以外の臓器
におけるA7nAchR作用の更なる解析と、アゴニストの肝臓特異的なドラッグデリバリー法の開発が必要であると
考えられた。

※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 
非アルコール性脂肪性肝疾患(NAFLD)は、インスリン抵抗性に伴い、肝臓脂肪蓄積の増加と肝
障害を来す疾患であり、単純性脂肪肝から、細胞障害・線維化を伴う非アルコール性脂肪肝炎
(NASH)・肝硬変までを含んでいる。単純性脂肪肝の一部が、NASH・肝硬変へと進行するが、この
ような NAFLD の進行に、肝臓における炎症が重要な役割を果たしている。実際に、炎症性サイト
カインや腸内細菌由来成分、飽和脂肪酸などの、肝臓炎症の誘導因子が、NASH の増悪に寄与す
ることが知られている。一方で、アディポネクチンや不飽和脂肪酸などの炎症抑制因子は、NASH
への進行を抑制することが指摘され、NASH の予防・治療法の候補と考えられている。 
迷走神経のアセチルコリン作用が、炎症を抑制することが知られている。マウスでの検討から、
迷走神経の電気的刺激により tumor necrosis factor-α(TNFα)や interleukin-6(IL-6)などの
炎症性サイトカインの血中レベルが低下することが報告されており、我々も迷走神経切除によ
って、肝臓 IL-6 発現が増加することを見出している。このような迷走神経による炎症抑制は、
α7型ニコチン受容体(A7nAchR)を介している。A7nAchR 欠損マウス(A7KO)では、炎症性サイトカ
インの血中濃度が高値を呈し、迷走神経の電気刺激による血中 TNFαレベルの低下も障害される
ことが報告されている。A7nAchR を介した迷走神経性炎症制御は、糖代謝制御と密接に関与して
いる。A7KO は、高脂肪食摂餌による肥満誘導下で、インスリン抵抗性を発症する。また、我々
は、A7nAchR を介した迷走神経炎症制御が、中枢神経性の肝臓糖産生制御に重要な役割を担うこ
とを見出している。中枢神経が、インスリンやアミノ酸の血中レベルの増加を感知すると、迷走
神経活動が減弱し、A7nAchR 作用の低下により肝臓クッパー細胞での IL-6 産生が増加し、IL-6
依存的に肝細胞において糖産生が減少する。 
NASH の誘因であるインスリン抵抗性に伴い、摂食状態に応じた迷走神経活動の変動が消失し、
肝臓の迷走神経作用が持続的に減弱する。実際に、我々は、高脂肪食負荷肥満マウスでは、中枢
神経でのインスリン・アミノ酸作用による迷走神経活動の変動が消失することを見出している。
迷走神経切除によって肝臓炎症が惹起されることを考慮すると、インスリン抵抗性における迷
走神経活動の障害が、肝臓炎症の増悪を介して NASH の増悪に関与する可能性が考えられる。し
かし、迷走神経 A7nAchR 作用が、NASH の発症・増悪に果たす役割は、十分に明らかにされてい
ない。 
本研究では、A7KO に対し、NASH を誘導する高脂肪高コレステロール餌（AD; atherogenic high-
fat diet）投与を行い、迷走神経 A7nAchR 作用の破綻が NASH における肝臓炎症・線維化の増悪
に及ぼす作用を解明した。AD 摂餌は、軽度の肥満・インスリン抵抗性とともに、肝臓の炎症・線
維化を誘導する。食餌性 NASH 誘導モデルでの検討から、A7nAchR 作用の消失が、NASH における
肝臓炎症・線維化を悪化させることを見出した。 
 
２．研究の目的 
動物実験および遺伝子組換え実験は、金沢大学での審査・承認を得て実施した。A7KO、および
対照マウスである同腹仔の野生型マウスを用いた。マウスは 7 週齢より 32 週間の AD 投与を行
った。血糖値測定は、GLUCOCARD G+ Meter(Arkray, 日本)により、血中インスリン値はマウスイ
ンスリン ELISA キット、血中 AST/ALT 値は Transaminase CII-Test-Wako、肝臓中性脂肪値は TG 
E-Test-Wako(いずれも、Wako, 日本)を用いた。肝臓組織解析は、4%パラホルムアルデヒドによ
り固定後、シリウスレッド染色により行った。肝臓遺伝子発現は、SYBR Select Master Mix kit 
(Thermo Fisher Scientific, MA)による定量的 PCR 法により解析した。統計検定は、Student’s 
t test、および、one-way ANOVA を用いて行い、p値が 0.05 未満のものを有意と判定した。 

 
３．研究の方法 
AD 摂餌により、インスリン抵抗性と肝臓の炎症・線維化を伴う NASH が発症し、肝障害を来す。
本研究においても、AD 摂餌により、体重・血糖値・血中インスリン値・血中 ALT 値・肝臓中性
脂肪含量は有意な増加を呈した。そこで、A7nAchR 欠損が、AD摂餌によるインスリン抵抗性およ
び肝障害に与える作用を検討した。A7KO は、AD 摂餌によって、血中 ALT 値の有意な増加を呈し、
血中 AST 値は有意ではないものの増加傾向を示した。一方で、対照および A7KO の両群間に、体
重・血糖値・血中インスリン値の有意な差はなかった。肝臓の中性脂肪含量は、AD 摂餌 A7KO 群
において、有意な増加を示した。 
A7 欠損が NASH に伴う肝臓炎症および線維化に与える作用を検討した。肝臓での遺伝子発現解
析では、AD摂餌によって、炎症性サイトカイン遺伝子である Tnf・Il6・Ccl2 の遺伝子発現は有
意な増加を呈した。A7KO では、Tnf および Il6 の遺伝子発現は、対照と比べ、増加を示さなかっ
たが、Ccl2 の遺伝子発現は有意な増加を呈した。また、AD 摂餌によって、線維化関連遺伝子で
ある Acta2・Col1a1・Tgfb1 の発現は、有意な増加を呈し、Tgfb1 の発現は、増加傾向を示した。
A7KO では、Acta2 および Tgfb1 の発現は変化を示さず、Col1a1 の発現は有意な増加を呈した。
コラーゲン線維を赤色に染色するシリウスレッド染色を用いた肝組織像解析では、A7KO は、対
照と比して、明らかな線維化の増悪を呈した。 



 
４．研究成果 
NAFLD の進行に、インスリン抵抗性による肝臓脂肪蓄積とともに、肝臓での炎症が密接に関与
している。迷走神経 A7nAchR 作用は、肝臓の炎症制御に重要な役割を担っている。この迷走神経
性の炎症制御はインスリン抵抗性状態では障害されるが、迷走神経 A7nAchR 作用の障害が、NAFLD
の進行、すなわち炎症・線維化を伴う NASH の発症・増悪に及ぼす影響は十分に解明されていな
かった。本研究では、A7KO に対し、食餌性 NASH 誘導による検討を行い、A7nAchR 作用の破綻が、
NASH における肝臓炎症・線維化の増悪を引き起こすことを見出した。具体的には、AD 摂餌にお
いて、A7nAchR 欠損は、肝障害を示す血中 AST・ALT レベルと肝臓炎症・線維化関連遺伝子発現
を増加させ、肝臓線維化を増悪させた。 
今回、我々は、食餌性 NASH 誘導モデルを用いて、検討を行った。AD 投与モデルは、軽度のイ
ンスリン抵抗性とともに肝臓脂肪蓄積を更新させ、肝臓炎症・線維化を引き起こすことから、
NASH 病態に類似したモデルと考えられている。一般的に、脂肪肝誘導に用いる高脂肪餌投与で
は、強いインスリン抵抗性・肝臓炎症を起こすものの、明らかな肝線維化は発症せず、NASH 誘
導モデルとして用いるには限界がある。A7nAchR 欠損は、バクテリアエンドトキシンによる肝臓
炎症誘導の増悪だけでなく、短期間の MCD 摂餌や HFD 摂餌の食餌性炎症誘導の増悪を引き起こ
すことが報告されている。しかし NASH の病態において、肝臓炎症とともに、線維化が重要であ
る。短期間の MCD 摂餌や HFD 負荷では十分な肝臓線維化が誘導されず、A7nAchR 作用破綻の肝臓
線維化における役割は明らかではない。本研究では、32 週間の AD摂餌による NASH 誘導の後に、
シリウスレッド染色によって、肝臓線維化を評価し、A7nAchR の欠損により NASH における肝臓
線維化が増悪することを明らかにしている。 
A7KO では、18週間の HFD 摂餌によって、インスリン抵抗性および空腹時血糖の増加を伴う耐
糖能異常を呈する。しかし、本研究では、血糖値および血中インスリン値は AD 摂餌によって増
加するものの、対照と A7KO の間に明らかな差を見出さなかった。すなわち、A7nAchR の欠損に
よる肝臓炎症・線維化の増悪は、耐糖能異常およびインスリン抵抗性の増悪とは異なるメカニズ
ムであることを示している。AD 摂餌では、HFD 摂餌に比して、誘導されるインスリン抵抗性の程
度は軽度であることが指摘されている。このことが、A7KO が AD 摂餌で明らかな高血糖・高イン
スリン血症を示さなかった原因かもしれない。 
A7nAchR は、マウス遺伝子発現データベースでは中枢神経および血液細胞で発現することが示
されており、我々も中枢神経およびクッパー細胞での発現を確認している。A7KO のよる食餌性
肝臓炎症の増悪は、クッパー細胞などの肝臓炎症細胞での A7nAchR 作用を介することが推測さ
れる。一方で、A7nAchR 欠損による食餌性の肝臓線維化の増悪は、線維化を担う星細胞の A7nAchR
作用ではなく、むしろ増強した肝臓炎症の持続に伴うものと推測している。免疫染色での検討で
は、星細胞には、A7nAchR は豊富には発現していないことが報告されている。星細胞における
A7nAchR 作用の解明するために、星細胞特異的 A7nAchR 欠損マウスによる検討が将来の課題であ
る。 
本研究において、A7nAchR 作用の破綻が、肝臓脂肪蓄積に伴う肝臓炎症・線維化の両者を増悪
させることを明らかにした。インスリン抵抗性では迷走神経による炎症制御機能が障害される
が、インスリン抵抗性による NASH の発症・増悪に、迷走神経 A7nAchR 作用の障害が関与するこ
とを示唆している。A7nAchR アゴニストが、劇症肝炎や虚血肝障害など肝臓での急性炎症を軽減
する事や、高脂肪食による食餌性慢性炎症を改善する事などが知られている。A7nAchR が、NASH
の新規な予防・治療薬候補であることを示唆しているが、NASH における肝臓線維化に対する
A7nAchR アゴニストの有用性の解明が今後の検討課題である。A7nAchR は中枢神経作用に多く発
現しており、A7nAchR アゴニストは、アルツハイマー病における認知機能障害の治療標的候補と
考えられている。NASH 予防・治療への A7nAchR 活性化の応用には、肝臓以外の臓器における
A7nAchR 作用の更なる解析と、肝臓特異的なドラッグデリバリー法の開発が必要である。 
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