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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発症・進展における TLR-2 と TLR-4 の役割

を解明した。wild type、TLR-2(-/-)、TLR-4(-/-)のマウスを用い、脂肪性肝炎を惹起させた。

TLR-2(-/-)群は脂肪性肝炎の増悪、TLR-4(-/-)群は脂肪性肝炎発症の抑制を示した。TLR-2(-/-)

マウスでは、肝における IGFBP-2 の発現が低下し、pro-inflammatory cytokines の発現が増加

した。TLR-4(-/-)マウスでは、逆の結果であった。肝におけるサイトカイン産生の差異により、

TLR-2 は脂肪性肝炎発症・進展を抑制し、TLR-4 は促進した。 

 

研究成果の概要（英文）： We investigated the role of TLR-2 and TLR-4 in the onset and 
progression of nonalcoholic steatohepatitis. Wild type, TLR-2(-/-), and TLR-4(-/-) 
mice were used and experimental steatohepatitis was induced. TLR-2(-/-) group 
exacerbated the steatohepatitis and TLR-4(-/-) group completely attenuated it. 
TLR-2(-/-) group decreased the expression of IGFBP-2 and increased the expression 
of pro-inflammatory cytokines in the liver. Opposite results were observed in 
TLR-4(-/-) group. Here we showed that TLR-2 attenuated steatohepatitis and TLR-4 
exacerbated it by differential expression of various kinds of cytokines. 
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１．研究開始当初の背景 

肥満や糖尿病患者の増加に伴い、非アルコ

ール性脂肪性肝疾患（NAFLD）は、最も普通

にみられる肝疾患である。NAFLD は、単純性

脂肪肝(NAFL)から脂肪性肝炎、さらには肝硬

変に急速に進展する非アルコール性脂肪肝

炎（NASH）まで様々な段階を包括している。 

NAFLD の発症と進展に関して、“two hit 

機関番号：１１５０１ 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2009 ～ 2011  

課題番号：２１５９０８２５ 

研究課題名（和文） TLRs は、どの様な機序で NASH 発症・進展を修飾するのか？ 

                     

研究課題名（英文）  

What is the mechanism for TLRs to modify the onset and progression of NASH? 

研究代表者 

冨樫 整  （TOGASHI HITOSHI） 

山形大学・保健管理センター・教授 

 研究者番号：６０１９２２０９ 

 

 



 

 

theory”が提唱されている。肝への脂肪沈着

は、NAFLD 診断の目安であるとともに、first 

hit とされている。また、脂肪沈着後 NAFLD

の進展に関わる諸因子が想定され、これを

second hit としている。Reactive oxygen 

species (ROS)やサイトカイン産生が起こり、

これらがインスリン抵抗性、脂肪酸代謝異常

を惹起し、肝脂肪沈着を促進していると考え

られる。この際、ROS やサイトカイン過剰産

生は、腸内細菌由来の内毒素が肝に存在する

マクロファージの Kupffer 細胞を活性化する

ことよりもたらされる。また、臨床的にも

NASH 患者において、腸管内の細菌異常増殖が

認められる。従って、腸管の菌体成分と肝に

発現する病原体関連分子パターン受容体と

の相互作用は、NASH 発症・進展に重要な役割

を果たしていると考えられている。 

Toll-like receptors (TLRs)は、病原体関

連分子パターン受容体であり、急な病原体の

進入に素早く対応できる自然免疫の調節に

関わっている。中でも、TLR-2 や TLR-4 は、

細胞表面に発現され、細菌の成分と特異的に

反応することにより細菌感染防御において

中心的役割を果たしている。TLR-2 は、細菌

由来のリポ蛋白、TLR-4 は、グラム陰性菌由

来の LPS と特異的に反応する。TLR-2 と TLR-4

の細胞内シグナル伝達は、両レセプター細胞

内ドメインに付着するアダプター分子の

MyD88 を介する経路と、MyD88 を介さない経

路があり、TLR-2 と TLR-4 の働きの多様性を

形成している。病的条件下ではTLR-2やTLR-4

を介してのサイトカイン産生異常が起こり、

脂肪酸代謝異常や肝内炎症を惹起すると推

測される。しかしながら、TLR-2 や TLR-4 が

どの様に NASH 発症・進展と関わっているか

不明である。 

 

２．研究の目的 

TLR-2 や TLR-4 の NASH 発症・進展への関わ

り解明するため、TLR-2 と TLR-4 の遺伝子ノ

ックアウトマウスを用い、メチオニン・コリ

ン欠乏食（MCDD）にて飼育し、実験的脂肪性

肝炎を誘導し病態解析を行った。今回の研究

の目的は、TLR-2 と TLR-4 が脂肪性肝炎発症・

進展においてどの様な役割を果たしている

か明らかにすることである。 

 

３．研究の方法 

(1)【動物】TLR-2 ノックアウトマウス

（TLR-2(-/-)）、TLR-4 ノックアウトマウス

（TLR-4(-/-)）、ノックアウトマウスと同系

（C57BL/6）の wild type マウスを実験に用

いた。マウスは、全例雄である。飼育室を

Specific pathogen free に保ち、飼料や水を

自由に摂取できる状態にした。 

 

(2)【実験的非アルコール性脂肪性肝炎の誘

導】脂肪性肝炎は、Methionine Choline 欠乏

食（MCD）により誘導した。マウスを以下の

群に分けた。(ⅰ)MCD 食を与えた Wild type

群 (n=15)、(ⅱ)MCD 食を与えた TLR-2(-/-)

マウス群 (n=18)、(ⅲ)MCD 食を与えた

TLR-4(-/-)マウス群 (n=18)、(ⅳ)コントロ

ールとして MCD 食を与えていない Wild type

群（n=15）の４群である。バックグラウンド

として、wild type マウス（n=5）、TLR-2(-/-)

マウス（n=5）、TLR-4 マウス（n=5）を用意し

た。 

マウスの飼料摂食状態を毎週記録した。実

験開始後１週、２週、４週目にマウスをネン

ブタールにて十分麻酔し、開腹の後血液や組

織の採取を行った。マウスの取り扱いは、山

形大学医学部実験動物センターにて定める

規約を遵守した。また、山形大学動物実験委

員会が、実験のプロトコールを了承した。 

 



 

 

(3)【血液検査】一晩絶食の後、開腹下で下

大静脈より採血した血液を血清分離し、AST、

ALT、アルカリフォスファターゼ（ALP）、総

蛋白（TP）、アルブミン（Alb）、総コレステ

ロール（T-Cho）、中性脂肪（TG）を測定した。 

 

(4)【肝組織検査】開腹し肝組織を取り出し、

直ちに 10%ホルマリン（PBS）にて固定し、パ

ラフィンに包埋した。4μmの剥切肝組織をヘ

マトキシリン&エオジン染色とシリウスレッ

ド染色を行った。肝組織学的検査を行い、肝

脂肪化、炎症の程度を判定量的に評価した。 

肝脂肪蓄積の程度は、0 = 5%以下、1 = 5-33%、

2 = 33-66%、3 = 66%以上とした。肝実質の

炎症の程度については、細胞浸潤による炎症

巣を 100 倍の視野で観察し 0 = なし、1 = 1

か所、2 = 2-3 か所、3 = 4 か所以上とした。 

 

(5)【免疫組織学的検討】パラフィン切片を

脱パラフィンし、クエン酸バッファー中でオ

ートクレーブ処理（120℃、10 分）し抗原賦

活化を行った。内在性ペルオキシダーゼ活性

を阻害し、PBS にて洗浄し、スキムミルクに

て非特異性反応をブロックした。１次抗体と

し て 100 倍 希 釈 し た、 抗 TLR-2 抗 体

（ abcam:ab24192）または抗 TLR-4 抗体

（abcam:ab13556）にて 4℃の条件下で一晩静

置した。PBS にて洗浄後、Histofine Simple 

Stain Mouse MAX-PO kit (Nichirei Corp., 

Tokyo, Japan)により、酵素抗体反応を行い、

3,3’-diaminobenzidine (DAB)発色を行った。 

 

(6)【In situ hybridization による検討】マ

ウス肝組織での TLR-2 と TLR-4 の発現を in 

situ hybridization にて調べた。Ribomap kit

と discovery automatic staining module 

(Ventana Medical Systems, Tucson, AZ)を

用い、説明書に従い行った。 マウス肝を

4%paraformaldehyde (in PBS)で室温にて３

日間固定した。連続した 8μm のスライスを

作製し、脱パラフィン、スライドガラスへの

固定、酸処理を行った。剥切肝を、1μg/ml

の濃度の proteinase K 溶液で 25℃、5 分間

消化し、80℃の PBS に入れ酵素を不活化させ

た。純水にて洗浄後、室温でスライド上にて

hybridization を行った。Digoxigenin をラ

ベルした antisense と sense の cRNA を in 

vitro transcription 法にて合成した。

Hybridization は、antisense あるいは sense

プローブ（10ng/slide）存在のもと、Ribohybe 

hybridization solution にて 60℃5時間行っ

た。 

アルカリフォスファターゼをラベルした

抗 digoxigenin 抗体（Roche Diagnostics, 

Penzberg, Germany）を用い、hybrids を検出

した。hybridization のシグナルの検出は、

暗室下で nitro blue tetrazolium chloride 

5-bromo-4-cloro-3-indolyl phosphate 

4-toluidinium 塩を用い行った。 

 

(7)【マウスサイトカイン解析】マウスサイ

トカイン抗体アレイ（RayBiotech Inc, 

Norcross, GA, USA）を用いサイトカイン解

析を行った。説明書の指示に従い、アッセイ

を行った。Lysis buffer にて肝組織ホモジネ

ートを作成した。解析に用いたサンプルの蛋

白濃度を一定にするため、蛋白濃度を定量し

た。非特異性反応をブロックした後、マウス

肝ホモジネート 500μl（蛋白量 1～1.5mg）

を膜に載せた。一晩インキュベートした後、

膜を洗浄した。ビオチンを結合させた一時抗

体を 1:250 に希釈し、室温で 2時間インキュ

ベートした。十分洗浄し、膜をペルオキシダ

ーゼと結合させた streptavin と 30～60 分反

応させた。十分膜を洗浄し、ペルオキシダー

ゼ検出基質と反応させ、X線フィルム（Kodak 



 

 

X-OMAT AR film）に感光させた。検出された

シグナルをBio-Rad VersaDoc Imaging System 

3000 にて定量し、Quantity One software 

(Bio-Rad)にて解析した。 

 

(8)【統計解析】結果を平均±SD にて表した。

統計学的解析は、unpaired sample に対する

Student t test にて行った。２グループ以上

を含む研究では、ANOVA 解析を行った。 

 

４．研究成果 

(1)【肝における TLR-2、TLR-4 の発現の検討】

通常食にて飼育した Wild type マウス肝にお

ける TLR-2、TLR-4 の発現を酵素抗体法にて

調べた。TLR-2、TLR-4 ともに Kupffer 細胞や

中心静脈周囲の肝細胞に散在性に発現して

いた。 

 また、in situ hybridization 法にて mRNA

の発現を調べ、その特異性を確認した。酵素

抗体法の結果と同様に、TLR-2 と TLR-4 は肝

細胞や Kupffer 細胞に発現されていた。 

 内臓脂肪組織についても、TLR-2 と TLR-4

の 発 現 を 酵 素 抗 体 法 と in situ 

hybridization にて調べたが、同組織に発現

されていなかった。 

 

(2)【脂肪性肝炎発症・進展における TLR-2

と TLR-4 の役割の検討】通常食にて飼育した

Wild type マウス、TLR-2(-/-)マウス、

TLR-4(-/-)マウスとも何れの血液検査項目

も差を認めなかった。Wild type マウスにお

いて、MCD 食投与開始２週間より、血清中 AST

と ALT の上昇を示した。MCD 投与開始後４週

目には、コントロール群（通常食飼育した

wild type）に比べ有意な ALT と AST の上昇

を認めた。(p<0.001) 

MCD食開始４週目、TLR-2(-/-)群の血清 AST

と ALT 値は、Wild type 群に比べ、有意な上

昇を認めた。（P<0.01）これに対し、MCD 食を

投与した TLR-4(-/-)群では、AST と ALT の上

昇はなくコントロール群と同様であった。 

ALP は、AST や ALT と同様に変化し、Wild 

type 群は、MCD 食投与開始４週目有意に上昇

した。TLR-2(-/-)群は、Wild type 群に比べ

有意に上昇した。（P<0.01）一方、TLR-4(-/-)

群は、Wild type 群に比べ有意に低下した。

（P<0.001）。 

 MCD 食開始後、経時的に中性脂肪を調べた。

コントロール群、Wild type 群、TLR-2(-/-)

群、TLR-4(-/-)群とも有意差はなかった。一

方、コレステロールは、MCD食開始により Wild 

type 群と TLR-2(-/-)群においてコントロー

ル群に比べ有意に上昇した。（各々P<0.001, 

P<0.01）TLR-4(-/-)群のコレステロール値は、

wild type 群と同様であった。 

肝組織像の検討では、MCD 食投与開始後、

１週目では何れの群も脂肪沈着はなかった。

２週目より、wild type群は脂肪化が起こり、

４週目に Wild type 群では、脂肪化と炎症細

胞の浸潤が認められた。TLR-2(-/-)群は、

Wild type 群に比べ著明に脂肪化と炎症細胞

浸潤を認めた。また、TLR-4(-/-)群は、Wild 

type 群に比べ有意に脂肪化と炎症細胞浸潤

を抑制した。 

肝脂肪沈着と炎症の程度について、判定量

的な組織学的評価を行った。脂肪沈着の程度

は、wild type マウスに比べ TLR-2(-/-)群に

おいて著しかった(P<0.01)。TLR-4(-/-)群に

おいては、ほとんど脂肪沈着を認めなかった

(P<0.01)。肝の炎症の程度も、TLR-2(-/-)群

において、wild type マウスより著しく

(P<0.01)、TLR-4(-/-)群において軽微であっ

た(P<0.01)。 

 

(3)【脂肪性肝炎発症に伴う TLR-2 と TLR-4

の発現の変化の検討】 NAFLD 発症に TLR-2 と



 

 

TLR-4 がどの様に関わっているか調べるため、

wild type マウスにおける MCD 食投与後の

TLRs 発現の変化を調べた。免疫組織学的検査

では MCD 食投与２週間目、TLR-2 の発現は中

心静脈周囲や浸潤した炎症細胞で増加した

のに対し、TLR-4 の発現はやや減少した。 

 また、MCD 食投与後２週間目の in situ 

hybridization では免疫組織学的検討と同様

で mRNA レベルにても確認できた。 

 

(4)【肝におけるサイトカイン抗体アレイに

よる解析】 96 種類のサイトカイン抗体を載

せた high-throughput protein chip を用い、

wild type 群、TLR-2(-/-)群、TLR-4(-/-)群

におけるサイトカイン産生の差を調べた。

wild type 群を基準に各ノックアウトマウス

群のサイトカイン発現の差を比較した。 

 MCD 投与前のサイトカイン発現に関し、

Wild type 群、TLR-2(-/-)群、TLR-4(-/-)群

において、サイトカイン発現に明らかな差は

なかった。 

 次に、脂肪性肝炎を発症していない時期の

MCD 食投与開始１週目に肝組織中のサイトカ

イン発現の差を調べた。Wild type 群に比べ

TLR-2(-/-)群では、TSLP、IGFBP-2、MMP-2、

Pro-MMP-9 の産生が著明に低下していた。ま

た、IL-7、Osteoporotegerin、Osteopontin、

I-TAC などの pro-inflammatory cytokines の

発現が増大していた。 

一方、TLR-4(-/-)群では、wild type 群に

比べ IL-7、 TNF-α、Osteoporotegerin、

Resistin 、 I-TAC 、 ICAM-1 な ど の

pro-inflammatory cytokines の発現低下が認

められた。また、IL-15、TSLP、Fc gammaRⅡ

B、IGFBP-2、MMP-2 の発現が、亢進していた。

特に、TLR-4(-/-)マウスの IGFBP-2 は、

TLR-2(-/-)に比べ最も発現に差を認めた。 

 

(5)【結論】肝におけるサイトカイン産生の

差異により、TLR-2 は脂肪性肝炎発症・進展

を抑制し、TLR-4 は促進した。特に growth 

factorの効果を調節に関わるIGFBP-2の変動

は大きく、IGFBP-2 が NAFLD に対する新たな

バイオマーカーや治療法になりうるものと

考えられた。 
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