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研究成果の概要（和文）：メチオニン・コリン欠乏食（MCD）投与非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）

モデルマウスに「べにふうき」緑茶メチル化カテキンを投与後、炎症細胞浸潤、風船化肝細胞、

Mallory-Denk body、肝細胞周囲線維化が改善した。肝細胞内 8OhdG免疫反応産物の発現は明ら

かに減尐し酸化ストレスも抑制された。TNFR、pAkt、 pNFκB の蛋白発現は明らかに減尐し抗

炎症作用が見られ、pIRS-1の蛋白発現は増加しインスリン感受性も回復した。メチル化カテキ

ンは MCD による NASHモデルマウスの肝病変を改善した。 

 
研究成果の概要（英文）：After methylated-(3”)-epigallocatechin gallate (MethylEGCG) was 
treated in the nonalcoholic steatohepatitis (NASH) model mice fed a 
methionine-choline-deficient diet (MCDD), infiltration of inflammatory cells, 
ballooning hepatocytes, Mallory-Denk body and pericellular fibrosis in the liver tissues 
improved. In addition, 8-hydro-2’-deoxyguanosine（8OhdG）-immunoreactive products in 
the hepatocytes were decreased, and the oxidative stress was suppressed. The protein 
expression of TNFR, pAkt and pNFκB was clearly decreased, and that of pIRS-1 was increased. 
From these results, MethylEGCG improved the liver injuries in the NASH model mice. 
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１．研究開始当初の背景 
ポリフェノールのひとつで、緑茶から抽出さ
れるカテキンは抗酸化作用が注目されてい
る。申請者らは抗ウイルス、抗線維化もふく
め総括的治療戦略の研究をすすめて来た。メ
チル化カテキンはカテキンに比べより強い
抗酸化作用があり、実際、申請者らはカテキ

ンより低濃度のメチル化カテキンが  in 
vitro のみならず in vivo においても抗酸化
作 用 を 示 す こ と を AACR で 報 告 し た
（Hashimoto O, Ueno T, et al: AACR Annual 
Meeting  
2008 Proceedings, 145, 2008）。 
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２．研究の目的 
申請者らは強力な抗酸化作用を持つメチル
化 カ テ キ ン (epigallocatechin-3-(3 ’’
-O-metyl) gallate; 3’’-O-metyl-EGCG)が
非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）の治療薬
になり得るか否かを検討した。 
 
３．研究の方法 
本研究では以下の（１）～（３）の研究計画
と方法で研究期間内に研究課題を明らかに
する。 
（１） 緑茶カテキンよりさらに強力な抗酸
化作用を持つ「べにふうき」緑茶メチル化カ
テキンが非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）
を改善するか否かを検討した。生後 7週目雄
性 C57BL/6マウスにメチオニン・コリン(M/C)
欠乏飼料を摂取させ NASHモデルを作製した。
18 週目から M/C 欠乏飼料とともに、20%メチ
ル化カテキン含有緑茶エキスを投与した群
（高濃度群）、2%メチル化カテキン含有緑茶
エキスを投与した群（低濃度群）、メチル化
カテキン以外の緑茶カテキンを投与した群、
M/C欠乏飼料のみ投与した群の 4群を作製し
た。28週目に殺戮し、1) 肝体重比の算出、
2) 血液生化学的検査、3) 肝組織学的評価、
4) 抗 8-hydro-2’-deoxyguanosine（8OhdG）
抗体を用いた免疫組織化学による酸化スト
レスの評価、5) TNFαシグナル系の観察では
抗 TNFα、Akt、p（リン酸化）Akt、NFκB、
pNFκB各抗体を用いて、インスリンシグナル
系では抗 IRS、pIRS 抗体による Western Blot
を行った。 
 
（２） 「べにふうき」メチル化カテキンが
非アルコール性脂肪肝炎（NASH）を改善する
か否かを検討した。生後 7週目雄性 C57BL/6
マウスにメチオニン・コリン(M/C)欠乏飼料
を摂取させ NASHモデルを作製した。18週目
から M/C 欠乏飼料とともに、20%メチル化カ
テキン含有緑茶エキスを投与した群（高濃度
群）、2%メチル化カテキン含有緑茶エキスを
投与した群（低濃度群）、メチル化カテキン
以外の緑茶カテキンを投与した群、M/C 欠乏
飼料のみ投与した群の 4群を作製した。28週
目に殺戮し、1) 肝体重比の算出、2) 肝組織
学的評価、3) 抗 8-hydro-2’-deoxyguanosine
（8OhdG）抗体を用いた免疫組織化学による
酸化ストレスの評価、4) TNFαシグナル系の
観察では抗 TNF 受容体（R）、Akt、リン酸化
（p）Akt、NFκB、pNFκB各抗体を用いて、
インスリンシグナル系では抗 IRS-1、pIRS-1
抗体による Western Blot を行った。 
 
（３） 肥満、耐糖能異常、高脂血症などヒ
トの生活習慣病類似病態を呈する生後 7週目
の雄性 KKAyマウスにメチオニン・コリン欠乏
食（MCD）を 4週間摂取させ NASHモデルを作

製した。MCD と同時に、通常餌投与対照（A）
群、MCD＋Zn, Se微量元素強化餌投与（B）群、
MCD＋分岐鎖アミノ酸（BCAA）強化餌投与（C）
群、MCD＋微量元素＋BCAA強化餌投与（D）群、
MCD＋微量元素＋BCAA＋ビタミン強化餌投与
（E）群を作製した。5 週目に殺戮し、1) 体
重、肝重量を測定し肝体重比の算出、2) 血
液生化学的検査、3) 肝組織学的評価、4) 抗
8-hydro-2’-deoxyguanosine（8OhdG）抗体、
4hydroxynonenal 抗体を用いた免疫組織化学
による酸化ストレスの評価、5) 炎症系を観
察するためリン酸化(p)NFκB、NFκB各抗体
を用いて、脂質代謝系を観察するため抗
SREBP-1c、pAcelCoA 抗体、また ER stress 関
連では抗 Grp78, PERK, pELF, ATF6 抗体によ
る Western Blot を行った。 
 
４．研究成果 
（１） 肝体重比は 4群間でほぼ同様の値を
呈し有意差は見られなかったが、高濃度群の
血中 ALT、血糖値は他の群に比較して有意に
低値であった。4 群間で脂肪沈着の程度には
有意差は見られなかったが、炎症細胞浸潤、
風船化肝細胞、肝細胞周囲線維化の程度は他
の群に比較して高濃度群で有意に低値であ
った。高濃度群の肝細胞内 8OhdG 免疫反応産
物の発現は他の 3群に比較して明らかに減尐
し酸化ストレスも抑制された。Western Blot
による検討では、高濃度群の肝臓における
TNFα、Akt、リン酸化（p）Akt、NFκB、pNF
κB の蛋白発現は他の群に比較して明らかに
減尐したが、IRS、pIRS の蛋白発現は明らか
に増加していた。 
 
（２） 肝体重比は 4群間でほぼ同様の値を
呈し有意差は見られなかった。4 群間で脂肪
沈着の程度には有意差は見られなかったが、
炎症細胞浸潤、風船化肝細胞、Mallory-Denk 
body、肝細胞周囲線維化の出現頻度は他の群
に比較して高濃度群で有意に低値であった。
高濃度群の肝細胞内 8OhdG免疫反応産物の発
現は他の 3群に比較して明らかに減尐し酸化
ストレスも抑制された。Western Blot による
検討では、高濃度群の肝臓における TNFR、
pAkt、 pNFκB の蛋白発現は他の群に比較し
て明らかに減尐したが、pIRS-1の蛋白発現は
増加していた。メチオニン・コリン(M/C)欠
乏食による NASH モデルマウスにおいてメチ
ル化カテキンは他の緑茶カテキンより強い
抗酸化作用とともに抗炎症作用を惹起し、イ
ンスリン感受性も回復させ NASH を改善した
（図１）。 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図１）肝組織像のモルフォメトリー 
 
（３）平均肝体重比は A群、B群、C群、D 群、
E 群に従い低値となった。血液生化学検査で
は C, D, E群の総ビリルビン、LDH, ALT, AST, 
およびヒアルロン酸の値が他の群に比較し
て有意に低値であった。肝組織像の検討では
C, D, E群の脂肪沈着、細胞浸潤、マロリー・
デンク小体、線維化の程度が他の群に比較し
て改善していた。また免疫組織化学による酸
化ストレスの検討で C, D, E 群の抗酸化作用
も他の群に比較して有意に改善していた。
Western Blot では、微量栄養素の種類が増え
るにつれ脂質代謝系の SREBP-1c 発現が減弱
する一方 pAcelCoA 発現は増加し、ER stress
関連の Grp78, PERK, pELF, ATF6 の発現は E
群が最も減尐していた。炎症系の pNFκB の
発現は微量栄養素の種類が増えるにつれ減
尐していた。以上の結果から、分岐鎖アミノ
酸は NASHの発症進展に関わる脂質代謝異常、
ERstress、酸化ストレス、炎症に対し抑制的
に作用するとともに微量元素、ビタミン類が
更に効果を増強することが明らかとなり、
NASH に対する新たな治療薬として活用でき
る可能性も推察された（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図 2）肝組織像の比較 
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