
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３３３０３

基盤研究(B)（一般）

2015～2013

現代の食習慣の特徴と非アルコール性脂肪性肝障害の発症・進展との関連性に関する研究

Association between characteristics of current diet and onset/deterioration of 
non-alcoholic fatty liver disease

２０１５４９８２研究者番号：

竹内　正義（TAKEUCHI, Masayoshi）

金沢医科大学・総合医学研究所・教授

研究期間：

２５２８２０２９

平成 年 月 日現在２８   ５ ２４

円    14,000,000

研究成果の概要（和文）：　現代の生活習慣の欧米化に伴って、NAFLDが急増しており、肝臓癌や心血管病による死亡
率の増加に繋がっているが、未だ病因の解明には至っていない。研究代表者らのこれまでの研究により、生活習慣病の
主因と考えられるtoxic AGEs (TAGE) は、食後高血糖、果糖及び食事性AGEsの過剰摂取により体内で生成されることが
明らかになりつつある。
　今回の研究により、現代の食生活習慣の特徴が、肝細胞や心筋細胞内でのTAGEの生成・蓄積を促進して各病態の発症
・進展に強く関与し、さらに血中TAGEレベルがその病態の程度を反映することから、本研究成果が生活習慣病予防対策
の新たな概念になることが期待される。

研究成果の概要（英文）： With the current widespread introduction of a Western lifestyle, the number of 
patients with nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) has rapidly increased, contributing to increases 
in the liver cancer- or cardiovascular disease-related mortality rates. However, the etiology remains to 
be clarified. Our previous study indicated that toxic AGEs (TAGE), which may be primarily involved in 
lifestyle-related diseases (LSRD), were synthesized in vivo in the presence of postprandial hyperglycemia 
or after the excessive ingestion of fructose and dietary AGEs.
 This study showed that the characteristics of the current diet (excessive ingestion of 
glucose/fructose/high-AGE drinks or foods) promoted the generation/accumulation of TAGE in hepatocytes or 
myocardial cells, closely contributing to the onset/deterioration of each condition, and that the blood 
TAGE level reflected the grade of the condition. Therefore, the results of this study may promote new 
strategies to prevent LSRD.

研究分野： 生活習慣病と毒性終末糖化産物（toxic AGEs, TAGE）

キーワード： 食習慣　NAFLD　NASH　TAGE　生活習慣病
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１．研究開始当初の背景 

 これまで研究代表者らは、生体内で生成される

各種終末糖化産物（AGEs）の中でも、特に果糖／

ブドウ糖代謝中間体のグリセルアルデヒドに由来

する Glycer-AGEs（toxic AGEs, TAGE と命名）が、

AGEs受容体の一つであるRAGE を介して糖尿病

血管合併症の発症・進展に強く関わっていること

を解明してきた（生体の科学 2007;58:502）。最近

では、心血管病（CVD）、非アルコール性脂肪肝

炎（NASH）、アルツハイマー病（AD）、がん、不妊

症等の多様な疾患にも関与することが示されてお

り、TAGE-RAGE 系の影響を抑えることが生活習

慣病の発症・進展の予防及び治療戦略上、必要

なことが分かってきた（日本薬理学会誌 2012;139: 

193，金沢医科大学雑誌 2012;37:141）。また、血

中 TAGE 量の変動は現代の生活習慣の特徴であ

る過食、運動不足、糖質（砂糖や果糖ブドウ糖液

糖 [HFCS]）の過剰摂取、食事性 AGEs の摂取過

多が引き金となって生じる耐糖能異常、メタボリッ

クシンドローム（MetS）やインスリン抵抗性等と関連

している事が明らかになりつつある。 

 

２．研究の目的 

 現代の食生活習慣の欧米化に伴って、消化器

領域における MetS の表現型として非アルコール

性脂肪性肝障害（NAFLD）が急増しており、肝臓

癌（HCC）やCVDによる死亡率の増加に繋がって

いる。その原因の一つとして果糖の過剰摂取があ

げられているが、未だ病因の解明には至っていな

い。 

 研究代表者らのこれまでの研究により、生活習

慣病の主因と考えられる TAGE は、食後高血糖、

果糖及び食事性 AGEs の過剰摂取により体内で

生成されることが明らかになりつつある（基盤(B) 

19300254 & 22300264）が、肝臓内での TAGE の

生成・蓄積／分解・除去と NAFLD の発症・進展に

関する研究は全く検討されていない。本研究では、

長年の TAGE 研究に精通した研究代表者と異分

野の分担者が、従来の研究とは異なった独創的

な切り口で現代の食生活の特徴と NAFLD との関

連性を科学的に証明し、国民の健康に関する身

近な情報を提供することを最終目的とする。 

 

３．研究の方法 

上記の背景から、本研究では HFCS や食事性

AGEs の過剰摂取が NAFLD の発症・進展に与え

る影響について、従来の研究とは異なった TAGE

研究という特色のある独創的な切り口で、これまで

得られた仮説を科学的に証明し、国民の健康や

食生活の安全性に関する具体的な情報を広く提

供するという目的達成のための計画を立案した。

具体的には： 

（１）HFCS の過剰摂取と肝細胞内 TAGE の生成・

蓄積との関連性の検討：  

①肝実質細胞株（Hep3B、HepG2）及びヒト初代培

養肝細胞を用い、HFCS あるいはその代謝物のグ

リセルアルデヒド（GA）存在下で経時的に細胞を

培養し、各時間での細胞活性等を測定し、細胞増

殖やアポトーシスに与える影響を検討した。 

②研究代表者が作製した抗 TAGE 特異抗体を用

いたウエスタンブロット（WB）法、スロットブロット

（SB）法、免疫染色法、免疫沈降法等の手法を用

いて、細胞内 TAGE の微量検出条件等を検討し

た。 

③Hep3B細胞等を用いて、5日間の果糖暴露を行

い 、 二次元電気泳動後の WB 解析及び

MALDI-TOF-MS解析によってTAGE化された蛋

白質の同定を行った。 

④ジーンフィッシング法により、同定された蛋白質

の遺伝子変化を網羅的に探索し、さらに網羅的解

析で得られた遺伝子変化をリアルタイム PCR 法に

より定量的に解析した。また、動脈硬化関連

（RAGE、VEGF、MCP-1、CRP）遺伝子の発現変

化について検討した。 

（２）心筋細胞を用いた細胞内TAGE 生成・蓄積機

序に関する検討： 

①生後1 日目の新生仔ラット初代培養心筋細胞を

用い、HFCS 代謝中間体の GA あるいは果糖存在

下で経時的に細胞を培養し、心拍数の変化、細胞

生存率、細胞内TAGE の生成・蓄積量等への影

響を検討した。 

②電子顕微鏡を用いて、各時間での細胞内小器

官（小胞体やミトコンドリア等）の超微形態学的変

化を検討した。 

③LC3抗体やp62抗体、GFP-LC3試薬等を用いて、

細胞内TAGE化蛋白質の生成・蓄積に重要な働きを

すると考えられるオートファジーの活性変化を検討し

た。 

（３）HFCS の過剰摂取が正常ラットの各組織に与

える影響に関する検討：* 

①正常ラットを用いて、通常エサ＋水投与群／通

常エサ＋10% HFCS投与群／高脂肪食エサ＋10% 

HFCS投与群の３群に分け、３ヶ月間飼育後、血液、

肝臓、心臓、腎臓、脳を摘出した。 

②抗TAGE特異抗体を用いた競合ELISA法及び

SB法により、血液中及び組織中TAGEの生成・蓄

積量を検討した。 

③摘出した組織のパラフィン及び凍結切片を作製

して、免疫組織学的ならびに電顕による超微形態

学的に TAGE の生成・蓄積に伴う各組織障害との



関連を検討した。 

（４）果糖代謝中間体 F-1-P-AGEs ポリクローナル

抗体及び TAGE モノクローナル抗体の作製：* 

①これまでの各種 AGEs 抗体作製のノウハウを活

かして、フルクトース-1-リン酸（F-1-P）由来 AGEs

（F-1-P-AGEs）を調製し、これをウサギに免疫し

てポリクローナル抗体を作製した。 

②TAGE-マウス血清アルブミンを調製し、これを

マウスに免疫して抗体価の上昇がみられたマウス

の脾臓を摘出し、常法に従って細胞融合後TAGE

抗体産生細胞のクローニングを繰り返して単一細

胞を樹立した。 

（５）ヒト及びラット／マウス血中TAGE 量の検討： 

①研究代表者が作製した抗TAGEポリクローナル

抗体を用いた競合 ELISA 法により、ヒト及び動物

血清中の TAGE 量を測定した。 

（* 動物実験に関しては、事前に金沢医科大学動

物実験委員会の承認を得、実験動物ガイドライン

に則って対応した） 

 

４．研究成果 

（１）HFCS の過剰摂取と肝細胞内 TAGE の生成・

蓄積との関連性の検討：  

 NAFLD の発症・進展に関与している果糖は、そ

の代謝過程で GA を生成する。GA は、蛋白質の

アミノ基と高い反応性を持っており、非酵素的な糖

化反応によって TAGE を生成する。我々は、これ

までにNAFLDの一つであるNASH患者の肝臓内

において、TAGE が蓄積していることを報告して

いる。しかしながら、各種肝細胞における TAGE

の生成・蓄積が肝細胞障害に与える影響及び肝

細胞内で TAGE 化を受けるターゲット蛋白質につ

いてはよく分かっていない。そこで、高果糖暴露

によって細胞内に TAGE を生成・蓄積させ、その

ターゲット蛋白質について検討した。 

①Hep3B細胞を用い、高密度培養下、5日間の果糖

暴露後、二次元電気泳動により展開し、抗TAGE抗

体と特異的に交差するスポット（等電点8.5-9.0、分子

量70-80 kDaに数個のスポットが検出）中の蛋白質群

をMALDI-TOF-MSで分析した結果、このTAGE化

蛋白質はRNA結合タンパク質であるheterogeneous 

nuclear ribonucleoprotein M (HNRNPM) と同定され

た。また、高ブドウ糖存在下、及びGA添加時におい

ても同様の結果がみられた。 

②また、上記の結果はHepG2細胞を用いた実験に

おいても確認されたが、初代培養肝細胞では

HNRNPMの発現量が数分の一と低く、TAGE化のバ

ンド確認には至らなかった。 

③Hep3B 細胞を用いた RIP-Chip 解析の結果、

HNRNPMによって制御を受けている遺伝子のうち、

高果糖処理によって発現量が 2 倍以上減少した

遺伝子が多数見出された。得られた遺伝子につ

いてジーンオントロジー解析を行い、血中に分

泌・放出される蛋白質をコードしている遺伝子を選

別し、total RNAを用いたRT-PCR法によって数種

類の遺伝子をバイオマーカー候補として同定した。

また、小胞体ストレスに関係する遺伝子が有意に

減少していることも明らかとなった。 

 上記の結果より、果糖処理した肝細胞において

TAGE 化された HNRNPM は、ある特定の遺伝子

の転写を低下させることが明らかとなった。同定し

た数種類は細胞外で働く遺伝子であり、いずれも

発現量が低下していたためNASHの発症・進展に

対するバイオマーカーの候補遺伝子となる可能

性が見出された。また、NASH の発症・進展には

小胞体ストレスが大きく関わっていることが知られ

ており、TAGE化HNRNPMの機能変化がこれらの

過程で関与している可能性が示唆された。 

（２）心筋細胞を用いた細胞内TAGE 生成・蓄積機

序に関する検討： 

 砂糖や HFCS 含有飲食物の過剰摂取が、肝臓

のみならず心臓や脳等にも特徴的な病態を引き

起こすことが知られているが、未だ原因の解明に

は至っていない。今回我々は、培養心筋細胞に

おける TAGE の生成・蓄積が、心筋細胞障害に及

ぼす影響について検討した。 

①ラット初代培養心筋細胞にHFCS代謝中間体の

GA を添加すると、濃度依存的な心筋細胞の拍動

停止及び細胞死が観察された。心筋細胞の拍動

は、HFCS 代謝中間体である GA 濃度依存的に大

きく変化し、GA の濃度が高くなるにつれて抗

TAGE 特異抗体で染色される心筋細胞数の増加

が観察された。 

②SB 及び WB 解析により、GA 添加 24 時間後の

TAGE の生成・蓄積は、濃度依存的に上昇してい

ることが明らかになった。一方、これらの現象は、

AGEs 形成阻害剤アミノグアニジンの前処理によ

ってブロックされ、心筋細胞内でのTAGEの生成・

蓄積が心筋細胞障害を引き起すことが示された。 

③電顕により心筋細胞内の変化を検討すると、小 

胞体の変化に引き続きミトコンドリア異常が引き起 

されることが明らかになった。 

④心筋細胞内の TAGE 生成・蓄積には、基礎的

オートファジーの活性低下から細胞内TAGEの除

去機能の減少が原因であることが明らかになっ

た。 

 上記の結果より、HFCS の過剰摂取が肝細胞の

みならず、心筋細胞に対しても大きな細胞障害を

示すことが明らかになった。 

 また、ラット初代培養肝細胞を用いた GA 添加実



験においても、心筋細胞と同様な結果が得られた

が、果糖添加時にも同様な障害がみられるか、現

在検討中である。 

（３）HFCS の過剰摂取が正常ラットの各組織に与

える影響に関する検討： 

①HFCS の過剰摂取が正常ラットの各組織に与え

る影響について検討し、HFCS 過剰摂取ラットに

おいては、組織中や血清中 TAGE 量の増加が観

察された。 

②現在、組織免疫染色や電顕による組織障害を

検討中である。また、HFCS+食事性 AGEs の影響

に関しては、今後の課題である。 

 上記の結果から、HFCS の過剰摂取により各組

織中に TAGE が生成・蓄積される他、血中へも逸

脱してくることが示されているが、現在詳細を検討

中である。 

 

 

 

 

 

 
     ＜細胞内TAGE 生成・蓄積と細胞障害の関連＞ 

（４）果糖代謝中間体 F-1-P-AGEs ポリクローナル

抗体及び TAGE モノクローナル抗体の作製： 

①F-1-P-AGEs ポリクローナル抗体を作製し、細

胞内 F-1-P-AGEs の検出を検討したが、抗原の

存在量あるいは抗体の検出感度等の問題のため

か、目的の実験に使用できる抗体の作製には至ら

なかった。 

②常法に従って TAGE 抗体産生細胞のクローニ

ングを行った結果、抗原との交差陽性クローンが

19 クローン得られた。この中から、従来のポリクロ

ーナル抗体と同等に、ヒト血中 TAGE 量の測定可

能なクローン６種類を選定し、現在、詳細な特異性

や TAGE 構造の解析を検討中である。 

（５）ヒト血中TAGE レベルと NASH 及び CVD との

関連： 

①これまで、NASH 患者では単純性脂肪肝や健

常者に比べて血中TAGEレベルが有意に高く、ま

た肝細胞内での TAGE 蓄積がみられることを報告

してきた。今回新たに、１）現代の食生活習慣のひ

ずみから患者数が急増してきている非B非C型肝

癌患者では、血中TAGE量がNASH単独患者より

もさらに高値であること、２）NASH モデル動物の

肝障害ステージ毎の血中 TAGE レベルは、病態

の進展と相関していることから、細胞内 TAGE の

生成・蓄積が肝臓の炎症や線維化、ひいては肝

細胞癌の発症といった一連の病態に関連する可

能性が示唆された。また、CVD との関連では、１）

FDG-PET で評価された血管や脂肪組織での炎

症の程度が血中 TAGE レベルと正相関すること、

２）健常者においても、血中 TAGE レベルは循環

中の血管内皮前駆細胞の数の減少や遊走活性の

低下と独立した関連がみられることを明らかにして

きた。今回新たに、１）JAPAN-ACS sub-study に

おいて、血中 TAGE レベルの高い患者群では粥

腫の進展と有意に相関すること、２）血中 TAGE レ

ベルは血管内皮機能を予測する新規のバイオマ

ーカーとしても期待されることが明らかになった。 

 上記の結果より、血中 TAGE 量の増加は NASH

や CVD の発症・進展における危険因子である事

が示めされたが、今後さらなる検討が必要であ

る。 

 

 上記の結果は、学術論文や学会発表の他、市民

講演会、新聞掲載、YOUTUBE等により、広く国民

に公開している。 
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