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研究成果の概要（和文）：高脂肪食にコノフィリンを投与するとは高脂肪食による肝脂肪化、炎症、線維化を抑
制した。トランスクリプトーム解析では肝脂肪化に関してコノフィリンを投与すると、PPARAmRNAが高脂肪食群
に比べ有意に発現が亢進していた。肝脂質のメタボローム解析を行い、コノフィリンを投与することで肝中性脂
肪は減少する一方、phosphatidylethanolamineは増加していた。phosphatidylethanolamineは肝臓中では，VLDL
の分泌にも関与することが報告されている。コノフィリンによる肝phosphatidylethanolamineの増加はVLDLの分
泌促進に関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Conophyllin administration on a high-fat diet suppressed hepatic 
lipidification, inflammation, and fibrosis induced by a high-fat diet. Transcriptome analysis showed
 that PPARAmRNA expression was significantly upregulated in the conophylline-treated group with 
respect to hepatic lipidification compared to the high-fat diet group. Metabolomic analysis of 
hepatic lipids showed that conophyllin treatment decreased hepatic triglycerides while increasing 
phosphatidylethanolamine, which has also been reported to be involved in the secretion of VLDL in 
the liver. The increase in hepatic phosphatidylethanolamine by conophyllin may be involved in the 
promotion of VLDL secretion.

Translated with DeepL.com (free version)

研究分野： 肝疾患

キーワード： MASH　コノフィリン　PPARalpha 　高脂肪食 　メタボローム解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、高脂肪食によって引き起こされる肝脂肪化やそれに関連する代謝異常の理解を深め、コノフィリンの
ような低分子化合物が肝機能を改善するための有望な治療法や予防法なる可能性があることに学術的意義がある
ものと推察される。また肥満やメタボリックシンドロームといった社会的な健康問題に関連する肝臓疾患の予防
や治療に将来役立つ可能性があります。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
生活習慣病と深い関連のある非アルコール性脂肪性肝疾患 (non-alcoholic fatty liver 
disease: NAFLD)、非アルコール性脂肪性肝炎（non-alcoholic steatohepatitis: NASH）は世
界的に増加傾向であり、これまでに種々の薬物治療が試みられているが確立した治療
はない。 

キョウチクトウ科のエルバタミアマイクロフィラより抽出されるコノフィリン
(Conophylline : CnP)は、元々は膵細胞の誘導課程でスクリーニングされたビンカアル
カロイドである(Anticancer Res. 1994 Nov-Dec;14(6B):2413-7)。In vitro で CnP は膵星細胞
の活性化およびコラーゲンの発現を低下させることが報告され、また CnP は 2 型糖尿
病モデル動物の膵島線維化を改善することも示されている (Endocrinology. 2012 
Feb;153(2):621-30)。肝においては CnP が肝星細胞の活性化を抑制し、肝硬変ラットモデ
ルにおける肝線維化を抑制することが確認されている(Liver Int. 2014 Aug;34(7):1057-67)。 

これらを背景に申請者らはこれまでに NASH における肝線維化が改善するか、メチ
オニンコリン欠乏食（MCD）を用いた病理学的 NASH モデルに対して CnP を投与した
ところ、肝線維化のみならず肝脂肪化を軽減させることを見いだしてきた(PLoS 
One. 2017 Jun 8;12(6):e0178436)。MCD により増加した肝脂肪は CnP により有意に減少
し、組織学的に MCD により増加した肝脂肪、炎症、線維化は CnP によって改善を認め
ることが確認され、本研究により申請者らは特許を取得した（特許第 6453636 号）。さ
らに MCD は病理学的 NASH のモデルであるため、高脂肪食（HFD）を用いた脂肪肝モ
デルに CnP を投与したところ、肝脂肪が軽減しそのメカニズムに PPARの活性化およ
び酸化の促進が関与することを見いだしてきた(PLoS One. 2019 Jan 28;14(1):e0210068)。
しかし高脂肪食だけでは炎症および肝線維化を誘発できず、よりメタボリックシンドロ
ームの病態を反映しているモデルにおいて、CnP が肝炎症および肝線維化を抑制するか
は明らかではない。さらに CnP が肝星細胞に作用することはわかっているが、肝星細
胞あるいは肝細胞において肝脂肪化および炎症を抑制することに関しては明らかでは
ない。 
２．研究の目的 
本申請研究では食事により誘導されるNAFLD/NASHモデルであるAmylin liver NASH 
model（high fat (40% kcal), high fructose (22% by wt), and high cholesterol (2% by wt)；
HFHFHCD）（Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol. 2013 Oct 1;305(7):G483-95）を用
いて、CnPに肝脂肪化、炎症、線維化を抑制する作用があるか確認することを目的に
する。本モデルは脂肪、フルクトース、コレステロールの3者が含有されているもの
で、30週間にわたりマウスに摂食させると脂肪化から炎症および線維化が誘導される
有用なモデルである。本モデルにおいてCnPの肝脂肪化、炎症および線維化抑制作用
を検証した後、肝臓のトランスクリプトーム解析を行ってCnPの肝脂肪化、炎症およ
び線維化抑制に関わる遺伝子を網羅的に探索していく。さらに肝メタボローム解析を
行ってCnPによる肝内脂質の組成変化を同定し、炎症および線維化抑制に結びつく肝
内脂質変化を探索する。これまでの検討によりCnPの肝脂肪化抑制にPPARの活性化
および酸化の促進が関与している可能性があることから、PPARノックアウトマウ
スを用いてCnPによる肝脂肪化、炎症および線維化抑制が阻害されるかを確認してい
く。またこれまでにCnPは活性化肝星細胞に対して作用し活性化を抑制することがわ
かっているが、肝脂肪化および炎症に関して明らかでないため、肝星細胞および肝細
胞に対して肝脂肪化を誘導した際、CnPが肝脂肪および炎症性サイトカインの発現に
影響を及ぼすかin vitroで検証を行っていく。 
 NASH に対する治療に関する研究は種々なされているが、CnP が肝臓に作用し脂肪
化、炎症および線維化を抑制すること、さらにはその作用機序を解明する研究は申請者
以外皆無である。さらに in vitro では CnP は活性化肝星細胞を抑制することがわかって



いるが、肝脂肪化および炎症を抑制するか明らかでない。NASH に対する肝脂肪化、炎
症、線維化を抑制するか確認していくことは、将来の NASH に対する治療開発に結び
付く可能性を見据えた意義深い研究になると考えられる。 
３．研究の方法 
①コノフィリン(CnP)が Amylin liver NASH model に対して肝脂肪化、炎症および線維化

を抑制するかを明らかにする 

 9 週齢雌性 C57BL/6 マウスに対して、普通食（NC）あるいは HFHFHCD に CnP (1 g/g)

を混餌し摂取させる。NC 群、NC + CnP 群、HFHFHCD 群、HFHFHCD + CnP 群の 4 群

にわけて、摂食開始より 30 週間にわたり 2 週間毎に体重測定および採血を行い血清

AST、ALT、TNF-、IL-6、インスリンおよび血糖を測定する。摂食開始から 30 週間後

にマウスを屠殺して採血の後、血清 AST、ALT、TNF-、IL-6、インスリンおよび血糖

を測定し経時的変化を比較する。肝および精巣上体脂肪を採取し、Oil Red O 染色、HE

染色およびマッソン・トリクローム染色を行い、それぞれ肝脂肪化、炎症および線維化

の程度を評価する。肝脂肪化および炎症に関してはそれぞれ Brunt の分類(Am J 

Gastroenterol 1999; 116: 2467-74)にしたがって mild: 33%以下、moderate: 33-66%、severe: 

66%以上の 3 段階にわけて評価する。また肝線維化に関してはマッソン・トリクローム

染色にて門脈域および中心静脈を含む任意の 5 視野を選択し、青紫色に染まる領域をコ

ンピュータイメージ分析装置にて面積を算出し比較する。また精巣上体脂肪量を定量し

CnP の内蔵脂肪への影響を評価する。 

②コノフィリン(CnP)が NASH における肝脂肪化、炎症および線維化に及ぼす影響をト

ランスクリプトーム解析にて明らかにする 

 NC 群、NC + CnP 群、HFHFHCD 群、HFHFHCD + CnP 群の各群のマウス肝より mRNA

を抽出しトランスクリプトーム解析にて発現変動している遺伝子をスクリーニングし

た上で遺伝子プロファイリングを行い、各種遺伝子のパスウエイ解析の比較を行う。マ

ウスの凍結肝組織から総 RNA を抽出し cDNA に逆転写させ、Agilent 社の Whole mouse 

genome CGH マイクロアレイを用いて赤色蛍光色素(Cy3)で、それぞれのコントロール

を緑色蛍光色素 (Cy5)で標識し、両者をスライドグラス上のプローブをハイブリダイズ

させ、蛍光シグナル強度を測定する。次に Agilent Feature Extraction Software (FES)を用

いてマイクロアレイイメージファイルを読み出し、データ分析システムを用いて、各群

における各遺伝子の信号強度を対照群との間でその比率を算出する。次に MAPP Finder

を用いて特定の pathway に指定された範疇の遺伝子が偶然より多く含まれているか評

価した上で、各遺伝子発現値を Pathway マッピングし脂肪化、炎症および線維化に関連

するシグナルに関してどのように変化しているか比較する。 

③コノフィリン(CnP)が NASH における肝脂肪化、炎症および線維化に及ぼす影響をメ

タボローム解析にて明らかにする 

 NC 群、NC + CnP 群、HFHFHCD 群、HFHFHCD + CnP 群の各群のマウス肝よりメタ

ノールおよびメチルテートブチルエーテルの混合液を用いて脂質の含まれる上清を回

収し、LC-MS 分析を行う。HPLC は Agilent 1200 series を用いてカラムの温度は 50℃で

行い、精密質量分析計は LTQ ORBITRAP XL (thermo fisher scientific)を用いて ESI ポジテ

ィブモードにて検出を行う。解析ソフトウエアは Lipid Search バージョン 4.1.27 を用い

て 20 グループ 74 クラスに渡る脂質を検出し、各群の検出された脂質を同定する。さら

に検出されたクラスごとに上記 4 群間での比較解析をおこなって、肝内脂質組成の変化

を同定する。 



④PPARノックアウトマウスを用いてコノフィリン(CnP)による肝脂肪化抑制に

PPARが関与しているかを明らかにする 

 肝脂肪化に関して CnP は PPARおよび肝酸化を促進する可能性が見いだされてい

る (PLoS One. 2019 Jan 28;14(1):e0210068)。PPAR ノックアウトマウスに対して

HFHFHCD を用いて NASH を誘導し、CnP を投与することで肝脂肪化、炎症および線維

化の改善の有無を検討する。PPAR ノックアウトマウスおよび wild type マウスに対し

て HFHFHCD を 30 週間にわたり摂食させながら CnP を投与し、2 週間毎に採血および

体重測定を行い血清 AST、ALT、TNF-、IL-6、インスリンおよび血糖を測定する。摂

食開始 30 週間後マウスを屠殺して採血の後、血清 AST、ALT、TNF-、IL-6、インスリ

ンおよび血糖を測定し経時的変化を比較する。採取した肝の Oil Red O 染色、HE 染色

およびマッソン・トリクローム染色をおこなって、肝脂肪化、炎症および線維化の程度

をBrunt の分類およびマッソン・トリクローム染色で青紫色に染まる領域面積を算出し、

組織学的評価の基準にしたがって比較する。 

⑤In vitro においてコノフィリン(CnP)の肝脂肪化抑制が肝細胞あるいは肝星細胞を介

して作用するかを明らかにする 

 In vitroの検討において、CnPは肝星細胞の活性化を抑制する効果が見いだされてい
る。しかし肝脂肪化に関して、CnPが肝細胞に作用するかあるいは肝星細胞に作用す
るか不明である。ヒト肝細胞株であるHepG2細胞およびヒト肝星細胞株であるLx2細
胞に対して遊離脂肪酸の一つであるパルミチン酸を用いて細胞の脂肪化誘導を行い、
CnPを投与することで、肝脂肪化が抑制されるか細胞のOil Red O染色にて検討を行
う。また脂肪化に伴い出現する炎症性サイトカイン（TNF mRNA）の発現をReal 
Time PCRで定量し比較する。 
４．研究成果 
Amylin liver NASH model（high fat (40％kcal), high fructose (22％ by wt), and high 
cholesterol (2％ by wt)；HFHFHCD）を用いて、コノフィリ ン(CnP)が肝脂肪化、炎
症および線維化を抑制するかを確認した。9 週齢雌性 C57BL/6 マウスに対して、普通
食（NC）あるいは HFHFHCD に CnP (1 μg/g)を混餌し摂取させた。NC 群、NC + 
CnP 群、HFHFHCD 群、HFHFHCD + CnP 群の 4 群にわけて、摂食開始より体重測
定を行い経時的変化を観察した。HFHFHCD 群は NC 群に比べ体重は増加し、一方
HFHFHCD 群と HFHFHCD + CnP 群の間にも体重増加に差がみられなかった。肝組
織染色では、HFHFHCD 群で著明な肝脂肪化、肝炎症細胞浸潤、肝線維化が観察され
た。一方 HFHFHCD + CnP 群においては肝脂肪化、肝炎症細胞浸潤、肝線維化がいず
れも軽減していた。  
トランスクリプトーム解析にて発現変動している遺伝子をスクリーニングした上で遺
伝子プロファイリングを行い、肝脂肪化に関しては高脂肪食によっ て遊離脂肪酸取り
込みに関わる分子である CD36mRNA が増加していた。コノフィリンを投与すると、
CD36mRNA に有意な変化を認めなかったが、代謝亢進に関連した PPARA、CPT1、
CPT2、ACOX1mRNA といった分子の発現が高脂肪食群に比べ有意に発現が亢進して
いた。また炎症に関しては TNFalpha、CD68mRNA が高脂肪食群で増加 し、コノフ
ィリンによって減少していることが確認された。さらに肝線維化に関しては高脂肪食で
増加した TGFbeta および TIMP1mRNA 発現がコノフィリン群で減少 していること
が確認された。一方、パスウエイ解析においては、肝脂肪化、炎症および線維化それぞ
れにおいて特定のパスウエイは見いだせなかった 
肝脂  質のメタボローム解析を行い、高脂肪食によって、肝中性脂肪以外に
phosphatidylethanolamine 、 phosphatidylcholine 、
dimethylphosphatidylethanolamine が 普通食によって増加していた。一方、コノフ
ィリンを投与することで、肝中性脂肪は減少し、phosphatidylcholine も減少したが、
phosphatidylethanolamine お よび dimethylphosphatidylethanolamine は増加して
いた。phosphatidylethanolamine は膜タンパク質の安定化などに関与し肝臓中では，
VLDL の分泌にも関与す  ることが報告されている。コノフィリンによる肝
phosphatidylethanolamine の増加は VLDL の分泌促進に関与する可能性が示唆され



た。 
PPARAKOマウスにおいてコノフィリンを投与し肝脂肪化に影響を及ぼすか検討を行った
が、PPARAKO マウスにて増加した肝脂肪はコノフィリン投与によって有意な変化をみと
めなかった。 
またヒト肝細胞株である HepG2 細胞およびヒト肝星細胞株である Lx2 細胞に対して遊
離脂肪酸の一つであるパルミチン酸を用いて細胞の脂肪化誘導を行い、CnP を投与する
ことで、肝脂肪化が抑制されるか細胞の Oil Red O 染色にて検討を行ったが、脂肪化に
伴い出現する炎症性サイトカイン（TNF mRNA）の発現を Real Time PCR で定量し比
較した有意な変化を認めなかった 
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