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研究成果の概要（和文）：酸化ストレスが増大する食事負荷では酸化 LDL 受容体(LOX-1)を介し、

さらに酸化ストレスが増加し、悪循環を形成する。この状況下で肝臓では線維化が進行し、脂

肪性肝炎を引き起こす。また、腎動脈、大動脈において動脈硬化を発症させた。一方レニン阻

害薬は肝臓において線維化を著明に抑制し、その効果は抗酸化薬とほぼ同程度であった。肝臓

局所のレニンアンジオテンシン系の亢進が LOX-1 と酸化ストレスの悪循環に寄与することが示

唆された。また、メタボリックシンドロームにおける多臓器障害の治療にレニンアンジオテン

シン系の抑制は有用である可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Oxidized LDL receptor (LOX-1) further increased oxidative stress 
that was induced by dietary manipulations.  Under this condition, liver developed fatty 
liver with fibrosis which resembles NASH in human and atherosclerosis developed in the 
kidney and aorta.  Renin inhibitor or antioxidants reversed changes in the liver.  It 
was suggested that local renin-angiotensin system in the liver may be an intermediate 
in the vicious cycle of oxidative stress and LOX-1.  And targeting renin-angiotensin 
system may be a possible therapeutic target in metabolic syndrome.  
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１．研究開始当初の背景 

メタボリックシンドロームの臓器障害の

中でも血管障害には酸化 LDLが重要なトリガ

ーとされる。血管内皮における酸化 LDL 特異

的なレセプターとして LOX-1 が同定され、動

脈硬化の病態生理上の関与が強く示唆され

ている。すなわち、LOX-1 は動脈硬化巣や高

血圧性腎症(Ando K et al. J Am Soc Nephrol. 

2000)ではその発現が増強する。この LOX-1

の発現は酸化ストレスによって調節されて



いることが示された。たとえば培養血管内皮

細胞において活性酸素種を作用させると

LOX-1 の発現が増強した（Ando K et al. BBRC 

2001）。また強力な酸化ストレスのメディエ

ーターとして知られるアンジオテンシン II

を投与したラットにおいて大動脈内皮での

LOX-1 発現の亢進を認め、抗酸化薬投与で抑

制された（Ando K et al. BBRC 2001）。これ

らの知見は、酸化ストレスが動脈硬化、臓器

障害を引き起こす過程において、LOX-1 の発

現亢進というメカニズムがかかわることを

示唆する。 

我々はすでにApoE欠損マウスにこのLOX-1

を強発現あるいはノックアウトしたマウス

で腎臓、大動脈のリモデリング、動脈硬化に

差があることを見出しており(Shimosawa T 

et al. Council for High Blood Pressure 

Research 2007)、さらに、LOX-1 強発現で血

管障害、脂質代謝異常が強く発症することを

見いだした。これらマウスのアンジオテンシ

ン受容体を薬物的に阻害することで、血管病

変を改善することも明らかにした。そのメカ

ニズムとして、我々の検討では酸化ストレス

が重要な働きをすることが明らかになった。 

一方、メタボリックシンドロームでは心血

管イベントのほかにも多臓器にわたる機能

障害が生じ、患者の予後悪化にかかわる可能

性が示唆されている。なかでもインスリン抵

抗性、脂質代謝のみならず、治療のために投

与される薬物の代謝にも重要な役割を果た

す肝臓の障害は重要である(Diabetes 2005)。

従来の動物実験では、脂肪負荷により脂肪肝

にはなるが、肝がん発症あるいは肝線維化に

は至らず、脂肪負荷に加えて何らかの second 

hit が肝臓の繊維化あるいはガン化には必要

であることは以前より指摘されている。 

そこで、我々は second hit として酸化スト

レス、あるいは LOX-1 を介したシグナルが重

要ではないかと仮定した。さらに、肝臓はア

ンジオテンシノーゲンが豊富に存在するこ

とからレニンアンジオテンシン系が肝臓で

酸化ストレスを亢進させる上で重要である

可能性がある。すでにアンジオテンシン受容

体拮抗薬は肝臓の線維化を抑制することが

報告されているが、我々はアンジオテンシノ

ーゲンに作用するレニンを直接阻害するこ

とがより肝臓保護の上では有用である可能

性を考えた。本研究ではレニンを抑制するこ

と、酸化ストレスを抑制することでメタボリ

ックシンドロームにおける肝障害の改善効

果と肝臓でのインスリン抵抗性の改善効果

を検討する。 

 
２．研究の目的 

本研究はメタボリックシンドロームにおけ

る心血管イベントのみならず、全身の臓器障

害とくに発ガンのリスクのある肝臓に焦点

を当て、さらにメタボリックシンドローム発

症に重要な代謝調節臓器である肝臓機能に

ついて検討し、その予防法を探る新しい研究

である。 

３．研究の方法 

すでにわれわれが確立した ApoE, LOX-1 

double knockout mice と ApoE knockout, 

LOX-1 Transgenic mice（Council for High 

Blood Pressure Research, 2007）を用いて

高食塩(8%NaCl)および 高脂肪食(脂肪カロ

リー41%)あるいは正常食 (0.5%食塩, 脂肪

カロリー13%) を 8週間から 24週間負荷する。

薬物治療として、アンジオテンシン受容体拮

抗薬、レニン阻害薬、ならびに TEMPOL を用

いて全身の血管障害、腎障害、心障害、肝障

害について検討する。各臓器での酸化ストレ

スの程度については我々既報の Lucigenin発

光法および免疫染色を用いて定量する

(Shimosawa T et al. Circulation 2004)。

また、肝臓における炎症に重要な役割を果た



１）病理学的検討 す星細胞を肝臓の還流により採取し、星細胞

での炎症マーカーの変化を検討する。 LOX-1 過剰発現マウスでは高脂肪、高食

塩食により血圧の上昇が認められ、本モ

デルが食塩感受性であることが明らか

になった。 

 

１） 病理学的検討 

肝障害の程度については Masson’s 

Trichrome 染色を用いて肝臓の線維化

を既報の方法に従い評価する(Brunt EM 

et al. Am J Gastroenterol 1999; 

94:2467–2474)。すなわち、肝細胞内へ

の脂肪沈着、細胞の膨大化および炎症細

胞の浸潤をもって評価する。 

また、酸化ストレスマーカーを 4HNE, 

3-nitrotyrosine の免疫染色にて評価

する。同時に Lucigenin 発光法にて

NADPH oxidase 活性を測定する。 

LOX-1 の過剰発現マウスでは、高脂肪、

高食塩食により肝細胞内への脂肪沈着、

細胞の膨大化および炎症細胞の浸潤が

著明で NASH を発症した。（図正常食、高

脂肪食、高脂肪+高食塩食） 

 

また、本マウスでは局所の酸化ストレス

が亢進し、さらに、肝臓でのアンジオテ

ンシノーゲン mRNA およびアンジオテン

シン II 濃度が増加していた。これらの

所見は高脂肪食のみでは認められなか

った。 

２） 遺伝子発現の検討 

各臓器の線維化のマーカー、細胞障害の

マーカーを Collagen type I, TGF・, 

ANP, BNP などを指標に Real time PCR

にて定量化する。 

肝臓ではアンジオテンシノーゲンの

mRNA および Angiotensin II の含有量を

測定し、臓器内のレニンアンジオテンシ

ン系について検討する。 

また、病変発症直前に出現する遺伝子に

ついてマイクロアレイを用いて解析し、

病変に関連する細胞内情報伝達に関わ

る因子を遺伝子レベルで検索する。 

一方、局所のレニンアンジオテンシンが

亢進していたこと、酸化ストレスが増大

していたことから、それぞれの阻害剤を

用いたところ、アンジオテンシン受容体

拮抗薬(ロサルタン)、レニン阻害剤(ア

リスキレン)あるいは SOD 様物質の 

TEMPOL により酸化ストレスの軽減と

NASH の改善が認められた。（図ロサルタ

ン、アリスキレン、TEMPOL 処理） ３） 生化学的プロファイルの検討 

各臓器の障害の程度を蛋白レベルで解

析し、定量化する。肝障害については

ALT および繊維化のマーカーとして血

中ヒアルロン酸を測定し、あわせて肝臓

の中性脂肪含有量を定量する。また、２）

によって可能性の考えられる second 

hit となる細胞内情報伝達系について

検討する。 

 

また、腎臓においては腎動脈のリモデリ

ングが著明であり、薬物による改善を認

めた。 

24 週の高脂肪、高食塩食負荷では ApoE ４．研究成果 



knockout mouse においても NASH が発症

し、内因性の LOX-1 の増加が認められた。

また、LOX-1 過剰発現マウスでは結節性

病変が認められたが、癌化の証拠は得ら

れていない。 

 

２）遺伝子発現の検討 

各臓器の遺伝子発現を microarray によ

り評価したところ、炎症、脂肪代謝、線

維化にかかわる遺伝子群の変化を認め

た。さらに、Collagen type I, TGF・, ANP, 

BNP などを指標に Real time PCR にて定

量化した結果、病理所見と合致し、これ

らのマーカーの上昇が確認され治療に

より改善することが確認された。 

３）生化学的プロファイルの検討 

NASH 発症に伴い、肝臓中性脂肪含量の

増大と ALT、ヒアルロン酸が増加した。

また、fibronectin および酸化ストレス

マーカーの 4HNE の増加が認められた。

これらはアンジオテンシン受容体拮抗

薬、レニン阻害薬や Tempol により改善

した。 

４）肝臓星細胞での検討 

モデルマウスの肝臓を還流し星細胞を

採取した。細胞で TNFα、fibronectin

の増加が認められ、肝臓全体での炎症に

星細胞が重要な役割を果たしていると

推察された。 
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