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研究成果の概要（和文）：本研究では、非アルコール性脂肪肝炎（NASH）による障害肝からの発癌動物モデルを新規作
製した。3週齢のC57BLマウスにHFCD（低コリン脂肪食）を与えると共に、開始時にper kg 25mgの DENを腹腔内投与し
た。HFCD群では12週以降でほぼ100％インスリン抵抗性を獲得した。HFCD＋DENは脂肪沈着の他に肝細胞の風船様変性マ
ロリー体などの所見があり、よりNASHに近い組織像が観察され、腫瘍形成も20週目から確認された。

研究成果の概要（英文）： The aim of this study was to develop a mouse model of hepatocellular carcinoma 
with nonalcoholic steatohepatitis that develops quickly and reflects all clinically relevant features.
 Three-week-old C57BL/6J male mice were fed either a standard diet (MF) or a choline-deficient, high-fat 
diet (HFCD). The mice in the MF+diethylnitrosamine (DEN) and HFCD+DEN groups received a one-time 
intraperitoneal injection of DEN at the start of the respective feeding protocols. The mice in the HFCD 
and HFCD+DEN groups developed obesity early in the experiment and insulin resistance after 12 weeks. The 
HFCD+DEN group presented the highest incidence of nonalcoholic steatohepatitis. The levels of fibrosis 
and steatosis varied, but they tended to increase every 4 weeks in the HFCD and HFCD+DEN groups. Computed 
tomography scans indicated that all the HFCD+DEN mice developed hepatic tumors from 20 weeks, some of 
which were glutamine synthetase-positive.

研究分野：外科学
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１．研究開始当初の背景 
肝細胞癌は今までは B型および C型ウイ

ルス肝炎を背景とする発癌がほとんどであ

り、ハイリスク群の囲い込み、発癌、再発予

防はウイルス肝炎の治療を中心に行われて

きた。しかし近年非ウイルス性肝障害、特に

食の欧米化を背景としたmetabolic 

syndromeの肝の表現型と言われる非アルコ

ール性脂肪肝疾患（NAFLD）/NASHからの

肝細胞癌が年々増加しており、治療戦略に大

きな転換が求められている。①肝炎ウイルス

感染が発癌リスクの主役であった今までと

違い、NASH肝癌はmetabolic syndrome、

環境発癌因子、欧米化食、加齢など様々な因

子の積み重なりによる発癌であり（図１）、

その発癌機構は明らかになっていないと同

時に、各患者の発癌経路は異なる。その腫瘍

の臨床特性も様々なパターンが考えられ、

各々の背景因子に合わせた網羅的実験系が

テーラーメイドの治療計画立案のために必

要である。 

         図１ 

②生活習慣病の週末像ともいえる NASH肝

癌は、リスクファクターと言われる肥満、糖

尿病、高血圧などを全身疾患として総合的に

診断・治療する必要があり、欧米で既に国家

プロジェクトとして行われている大腸癌、乳

癌などと同様に発癌予防（cancer 

chemoprevention）戦略が重要な位置を占め

る。 

 ブタは生理学的、解剖学的、遺伝的にヒト

に近く、手術実験などで以前より用いられて

いる。しかし、遺伝子組み換えブタの開発は

安定して信頼性の高い ES細胞の欠如が大き

な障害になってきた。分担研究者の大西は、

体細胞クローンブタの作出に成功し（Science 

2000）、その後も免疫不全ブタ（Cell stem cell 

2012）など 10種類に上る伝子組み換えブタ

を樹立してきた。高コレステロール血症ブタ

（LDLR-KOブタ）の開発にも成功しており

（図２）、既に国内特許も出願している（特

願 2011-269414）。このブタは NASH発癌ブ

タの作出には最適のプラットフォームとな

ると思われる。 

         図２ 

メダカ、ゼブラフィッシュなど小型魚類が

近年積極的にドラッグスクリーニングに使

用されるようになり、具体的な成果が出始め

ている（Molina G, et al. Nat Chem Biol 

2009, Yu PB, et al. Nat Med 2008）。魚類は

脊椎動物であり、ヒトとの相同性がある程度

担保される上に、１）whole organismのコ

ンテキストで毒性、活性を評価可能、２）体

外発生する上に胚が透明であり観察が容易、

３）産卵数が多く、胚発生が速いので試料の

調達が容易、４）ハイスループット化できる、

５）倫理的な問題が少ない、といった利点が

ある。疾患モデルの作成もミュータジェネシ

スと高速変異同定法を組み合わせる

TILLING法により遺伝子改変メダカモデル

を作成することに連携研究者の谷口が初め

て成功し（Genome Biol. 2006）、p53-KOメ

ダカを樹立している。連携研究者の吉浦はマ



ウスの NASHモデルの一つである肥満原因

遺伝子MC4R-KOのメダカモデルを作製し

た。 

 NASH発癌マウスモデルは、1.遺伝子改変、

2.carcinogen投与、3. 低コリン脂肪食投与、

そしてその組み合わせなど様々なモデルが

作成されている。しかし、その遺伝子変化は

Myc networkと NFκB network

（Hill-Baskin AE, et al. Human Molecular 

Genetics, 2009）、Wnt signaling

（Katzenellenbogen K, Mol Cancer Res 

2007）、CyclinD1（Katzenellenbogen, M 

Cancer Res 2006）など様々であり、上記①

に記した背景因子の違う NASH肝癌のモデ

ルであるといえる。したがって複数のモデル

で治療効果の検討をすることにより、臨床の

状況に則した結果を導くことができると思

われる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、あらゆる研究ニーズに対応す

る非アルコール性脂肪肝炎（NASH）による

障害肝からの発癌動物モデルを新規作製し、

治療薬の選定、投与法、投与経路から集学的

治療として付加する外科的治療までの一連

の臨床に必要な検討を全て網羅する実験系

を完成させ、それを用いて予防・治療法を確

立することにある。無数にある候補化合物を

大量飼育の可能な発癌メダカモデルにてス

クリーニングし、投与法の検討には遺伝子改

変、carcinogen投与、低コリン脂肪食投与な

ど様々な組み合わせにより作製したマウス

モデルを用い、ブタモデルではいままで不可

能であった IVR治療実験（薬物量や投与時間

の条件検討など）や、肝切除・ラジオ波焼灼

術などの外科手技の検討が可能となる。これ

らモデルは一つ一つを取っても今後重要な

実験モデルとなる。 
 
３．研究の方法 
（１）低コリン脂肪食＋DEN投与による短

期 NASH発癌モデルの作製 

3週齢の C57BLマウスの雄を使用し、MF

（コントロール食）, HFCD（低コリン脂肪

食）, MF+DEN, HFCD+DENの 4群とし、

DENを加えるものは開始時に per kg 25mg

を腹腔内投与した。それぞれ 4週毎に各群 5

匹ずつ sacrificeを行った。評価項目は、体重、

肝重量、血液検査で ALT、TG、Glucose、

Insulin、IL-6や TNF-α、Leptin、

Adiponectine、CRP。組織はHE、線維化評

価のためシリウスレッド染色、炎症評価のた

め F4/80、脂肪沈着評価のため、SudanIII

染色を行った。遺伝子発現解析用に一部の肝

臓を凍結保存した。また CTを撮影し、肝内

の腫瘍の評価を行った。 

（２）高脂肪食による NASHメダカに対す

る低濃度 DENの暴露による発癌の誘導 

Matsumotoらはヒト患者の病態を再現し

たメダカ NASHモデルの開発に成功してい

る。（Disease Models & Mechanisms 2010）

これらのメダカの組み合わせにより発癌モ

デルの開発を試みた。評価系確立のため、ま

ずメダカの造影 CTの技術の確立を行った。

メダカを氷上で麻酔し、尾の血管より造影剤

（ミルテニーExtron nano 6000を約 10μl

投与、翌日 CT撮像を行った。また、WTの

メダカと p53-KOメダカを用いて NASH発

癌モデルの検討を行った。1000ppmの DEN

に 4時間、1か月に 1回または 2か月に 1回

の暴露を行った。観察は 5か月間行った。 

（３）DLR-KOブタにおける高脂肪食の

NASH発症との関連の検討 
DLR-KOブタに牛脂とコレステロールを3
か月与え、肝臓を摘出し、HE にて観察した。 
 
４．研究成果 

（１）低コリン脂肪食＋DEN投与による短

期 NASH発癌モデルの作製 



体重はHFCD群で徐々に増加傾向となり、

controlに比べてほぼ倍近くの体重になって

おり（図３A）、肝重量もHCDF群の方が重

たくなる傾向にあった（図３B）。ALTは

HCDF群、HFCD＋DEN群で 16週目から高

くなる傾向にあり（図３C）、TGはいずれの

群でも 8週目にピークを迎え、徐々に減少し

ていく傾向がみられた（図３D）。Leptinは

HFCD群、HFCD＋DEN群で 20週目から高

くなった（図３E）。AdiponectinはHFCD

群、HFCD＋DEN群で 20週目から低下した

（図３F）。空腹時血統に関しては、HFCD食

の 2群で高い傾向があった。 

        図３ 

インスリン抵抗性は QUICK1という指標

を用いた。HFCD食の 2群で 12 週以降でほ

ぼ 100％インスリン抵抗性を獲得した（表１）。 

        表１ 

脂肪沈着は、HFCD食でより多く見られた

（図４AB）。HE像を解析したところ、DEN

を加えたものは核異型が強い結果が得られ

た。HFCD＋DENのものでは脂肪沈着の他

に肝細胞の風船様変性マロリー体などの所

見があり（図４CDE）、より NASHに近い組

織像が観察された。 

         図４ 

CTでの解析ではHFCD+DENの群で腫瘍形

成が 20週目から確認された（表２）。 

 
         表２ 

（２）高脂肪食による NASHメダカに対す

る低濃度 DENの暴露による発癌の誘導 

早期に肉芽腫の発生は見られたが、発癌は確

認されなかった。 

（３）DLR-KOブタにおける高脂肪食の

NASH発症との関連の検討 

DLR-KOブタでは肝臓に脂肪沈着が見られ

なかった。 
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