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研究成果の概要（和文）：本研究では、まずCDAHFD誘導NASHモデルマウスを用いて、NASH病態の経時的変化を解
析した。CDAHFD給餌は、急激な肝臓への脂質蓄積と免疫細胞浸潤、そして線維化シグナルの活性化を誘導した。
続いて、トランスクリプトーム解析とメタボローム解析を用いて、これらの表現型と代謝的変化との関連性を評
価した。その結果、ペントースリン酸経路などの炭水化物代謝、グルタチオンなどの酸化還元状態の異常が線維
形成と関連する可能性が明らかとなった。以上のことから、アミノ酸代謝の変化が炭水化物などの他の代謝経路
の異常と関連することで、NAFLD/NASH病態の悪化の一端を担うことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to reveal the mechanisms of the onset of 
non-alcoholic steatohepatitis (NASH), using a choline-deficient l-amino acid-defined high-fat diet 
(CDAHFD)-induced NASH mouse model. The CDAHFD induced marked steatosis, macrophage recruitment, and 
fibrogenic activation in the liver within a short period. We also clarified that abnormality in the 
carbohydrate metabolism (such as pentose phosphate pathway), and the redox state (liver glutathione 
and cysteine levels) were associated with the fibrogenic activation in the CDAHFD-fed mouse liver. 
Taken together, these results suggest that metabolic abnormality in the amino acid and carbohydrate 
metabolism are linked to the onset of NAFLD/NASH.

研究分野： 栄養生理化学

キーワード： 非アルコール性脂肪性肝疾患　脂肪肝　肝線維化　アミノ酸　メタボロミクス　トランスクリプトミク
ス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
NAFLD/NASHは、悪化の指標となるバイオマーカーや効果的な治療法が乏しいことから、それらの確立が急務とな
っている。本研究では、アミノ酸代謝がNAFLD/NASHの病態進行において担う役割や、病態予測において有用であ
る可能性を明らかにすることができた。本研究の成果は、肝臓における代謝破綻と病態形成の関係性を明らかに
するのみならず、アミノ酸の機能性やその分子機序の理解へと繋がる重要な知見となる。今後は、NASH発症のト
リガーとなる代謝経路の特定と詳細な分子メカニズムの解明を通じて、NAFLD/NASHを克服する社会の実現に向け
て努力してゆきたい。

※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）は肥満や糖尿病など生活習慣病を背景とする肝疾患
であり、世界の有病率は約 25%へと増加している（Hepatology, 64（1）:73-84, 2016）。NAFLD で
は、脂肪が過剰に蓄積した脂肪肝が、コラーゲン線維の異常蓄積や過度な炎症が伴う脂肪肝炎 
（NASH） へと悪化し、最終的に肝硬変や肝がんとなる。（1）脂肪肝を NASH へと悪化させる
決定的要因が不明であること、（2）NASH の疑いが全くない人の肝臓を分析し「単なる脂肪肝」
か「今後 NASH へと悪化する脂肪肝」かを判別・評価することは難しいことなどから、NAFLD
悪化の予測バイオマーカーや予防技術は未だ確立されていない  （日本消化器病学会 , 
NAFLD/NASH 診療ガイドライン, 2014） 。 
 古くからアミノ酸は肝硬変や肝がんにおいて、肝臓が機能しているかを評価する指標であり、
一種類のアミノ酸の血中濃度変化だけでなく、複数のアミノ酸組成比の変化もバイオマーカー
として用いられている （Hepatol. Res., 34（3）:170-7, 2006）。また、アミノ酸は肝機能を維持す
る生理機能を持っており、実際に分岐鎖アミノ酸は肝硬変の栄養療法に利用される （World J. 
Gastroenterol., 19（43）: 7620-7629, 2013）。我々は、薬物による急性肝障害モデルマウスの肝機能
の変化について詳細に研究する過程で、肝障害によって肝臓のアミノ酸代謝が低下すること、ア
ミノ酸代謝の回復が肝臓の再生を反映する指標となることを既に見出していた。これらの知見
から、申請者は、アミノ酸を肝疾患に伴う肝機能異常の予測指標として用いることが可能である
と考えた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、以下 2 つを検討することを目的に研究を実施した。 
（1）アミノ酸代謝と NAFLD や NASH 病態進行の関連性を解明する。 
（2）NAFLD の悪化を反映するアミノ酸関連バイオマーカーを明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
（コリン欠乏メチオニン減量高脂肪食誘導 NASH モデルマウスの経時的な病態解析） 
 コリン欠乏メチオニン減量高脂肪食（CDAHFD）を C57BL/6J マウスに 12 週間給餌し、単純
性脂肪肝から NAFLD/NASH へと至る病態形成過程について、脂肪蓄積および炎症細胞動員、線
維形成に着目し解析を実施した。 
 
（RNA-seq を用いた CDAHFD 誘導 NASH モデルマウスの肝トランスクリプトームの特徴付け） 
 CDAHFD 給餌マウスの肝臓を用いて RNA-seq によるトランスクリプトーム解析を実施し、主
成分分析やパスウェイ解析により CDAHFD 給餌によって生じる生物学的プロセスの変化を特徴
付けた。 
 
（メタボローム解析を用いた NAFLD/NASH 悪化と関連する代謝変化の探索） 
 NASH 誘導過程で肝臓において生じる代謝的変化を捉える目的で、CDAHFD 給餌マウスの肝
臓を用いてガスクロマトグラフィー質量分析法によるノンターゲットメタボロミクス解析、液
体クロマトグラフィー質量分析法によるターゲット代謝物分析を実施した。 
 
 
４．研究成果 
（コリン欠乏メチオニン減量高脂肪食誘導 NASH モデルマウスの経時的な病態解析） 
 CDAHFD は Matsumoto らが確立した、コリンの欠乏とメチオニンの低減により実験的 NASH
を誘導する試験食である（Int. J. Exp. Pathol., 94(2):93-103.2013）。比較的短期で NASH 病態が形
成されること、アミノ酸組成改変の影響を再現性よく評価できることから、CDAHFD 誘導 NASH
モデルを用いて NASH 病態の経時的な解析を実施した。実験的 NAFLD/NASH モデルマウスの
初期における表現型の一つに肝臓への脂肪蓄積がある。そこで、まず組織学的解析によって
CDAHFD を給餌した C57BL/6J マウスが著しい脂肪肝を呈すること確認した。予想に反して、脂
肪滴の形成は CDAHFD 給餌後わずか 1 週間で生じた。肝臓における中性脂肪含量を測定したと
ころ、CDAHFD 給餌 1 週目から顕著な中性脂肪蓄積が認められた（図 1 上段左）。また、肝障害
の誘導が確認された（図 1 上段右）。続いて、シリウスレッド染色およびマッソントリクローム
染色を用いて肝臓における繊維形成を評価した。その結果、CDAHFD 給餌後 4 週目から顕著な
膠原線維沈着が観察された。これと一致して、肝臓 hydroxyproline 含量は CDAHFD 給餌 4 週目
から増加した（図 1 中段左）。肝線維化促進分子 transforming growth factor beta1（Tgfb1）の遺伝
子発現を測定した結果、Tgfb1 発現は CDAHD 給餌 1 週目から増加することが示された 



（図 1 中段右）。肝臓への免疫細胞の動員に
ついてケモカイン Ccl2 の遺伝子発現を測定
したところ、CDAHFD 給餌 1 週目から発現
が増加することが示された（図 1 下段）。こ
れと一致して、pan-macrophage マーカーであ
る CD68 を免疫組織学的に解析したところ、
CD68 陽性細胞は CDAHFD 給餌 1 週目から
増加し、CDAHFD 給餌 12 週まで増加した。
以上のことから、CDAHFD 誘導 NASH モデ
ルでは、試験食給餌直後から急速な脂質蓄積
による脂肪肝形成、線維化シグナルと免疫細
胞動員の活性化が生じることが明らかとな
った。これらの表現型変化が予想よりも早期
に生じていた点に着目し、続いてこれらと関
係する代謝変化を捉えることを試みた。 
 
（RNA-seq を用いた CDAHFD 誘導 NASH モ
デルマウスの肝トランスクリプトームの特
徴付け） 
 肝臓におけるトランスクリプトーム解析
の結果、CDAHFD 給餌 1 週目から炎症応答、細胞外マトリクスの再構築に関わるイベントが活
性化した。一方、レチノール代謝やステロイドホルモン生合成といった脂質代謝、トリプトファ
ン代謝などのアミノ酸代謝、ペントース/グルクロン酸代謝やスターチ/スクロース代謝などの糖
代謝に関わる経路がダウンレギュレーションを受けた。また、CDAHFD 給餌 12 週では、酸化的
リン酸化の経路が抑制されることが明らかとなった。また、主成分分析の結果、CDAHFD 給餌
後早期から肝臓の遺伝子発現プロファイル
はダイナミックに変化することが示された。
以上のことから、CDAHFD 給餌による
NASH 誘導過程では、炎症応答などの生物学
的プロセスのみならず、糖やアミノ酸などの
代謝経路も変動することが明らかとなった。 
 
（メタボローム解析を用いた NAFLD/NASH
悪化と関連する代謝変化の探索） 
 遺伝子レベルでの変化を裏付ける目的で、
メタボローム解析およびターゲット代謝物
分析を実施した。肝臓メタボローム解析の結
果、遺伝子における変化と一致して、スター
チ/スクロース代謝やペントースリン酸経路
といった炭水化物代謝、ピルビン酸代謝など
のエネルギー代謝が CDAHFD 給餌の影響を
受けることが示された（図 2）。さらにター
ゲット代謝物分析を行った結果、肝臓におけ
るシステイン含量が経時的に増加する一方、
血漿におけるシステインレベルが徐々に低
下することを明らかにした（図 3）。特に、肝
臓 に お け る グ ル タ チ オ ン お よ び S-
adenosylmethionine 含量が経時的に増加した
ことから、これらは CDAHFD 給餌によって
生じたメチオニン代謝の破綻を反映してい
るものと考えられた。 
 
（まとめ） 
 本研究の結果から、NASH 病態が悪化する
過程ではアミノ酸代謝の破綻が脂質や炭水
化物の代謝異常へと繋がること、グルタチオ
ンやシステインによる酸化還元状態の異常
が蓄積すること、そしてこれらの代謝変化が
線維形成や免疫細胞浸潤と関連する可能性
があることが明らかとなった。以上の成果
は、学術論文として投稿中である。 

図 1. CDAHFD を給餌した C57BL/6J マウスの 

  経時的な表現型変化 

図 2. CDAHFD を給餌した C57BL/6J マウスで 

  変化した代謝経路 

図 3. CDAHFD を給餌した C57BL/6J マウスの 

  経時的な代謝的変化 
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