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研究成果の概要（和文）：マウスを用いた検討、培養細胞を用いた検討により、ナトリウム利尿ペプチドは肝臓に直接
作用し、脂肪酸合成関連遺伝子発現の低下、脂肪酸酸化関連遺伝子発現の上昇を介して肝臓における脂肪蓄積に対して
抑制的に作用する可能性が示された。また、ナトリウム利尿ペプチドは脂肪酸合成とは独立してマウス肝臓の膜リン脂
質に影響する可能性が示唆された。これらの検討により、ナトリウム利尿ペプチドが非アルコール性脂肪肝炎の形成に
おけるfirst hit、second hitをともに阻害する可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Natriuretic peptides were shown to directly act on hepatocytes and to reduce 
hepatocellular lipid accumulation by downregulating the expression of genes associated with fatty acid 
synthesis and upregulating the expression of genes associated with fatty acid oxidation, from our in vivo 
and in vitro experiments. Moreover, it was suggested that natriuretic peptides might affect the fatty 
acid composition of membrane phospholipid independently of the effect on fatty acid synthesis or 
oxidation.
These data taken together suggest that natriuretic peptides have an inhibitory effect on both the first 
hit and the second hit during the onset of non-alcoholic steatohepatitis.

研究分野：内分泌・代謝
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１．研究開始当初の背景 

非アルコール性脂肪肝(Non-alcoholic fatty 

liver disease; NAFLD)は、メタボリックシン

ドロームの肝臓における表現型であり、過剰

蓄積した脂質が脂肪毒性を呈して肝臓にお

けるインスリン抵抗性の原因となっている。

NAFLD の一部は非アルコール性脂肪肝炎

(non-alcoholic steatohepatitis; NASH)に移

行するが、NASHは肝硬変や肝細胞癌の発症

につながるため、その治療や発症予防は極め

て重要である。NASH の成立機序としては、

肝細胞への脂肪蓄積(first hit)に続き、各種ス

トレスに伴う肝細胞障害、炎症(second hit)

が必要であるとする two hit theoryが主流で

ある。NASHの成立における second hitの要

因として、ミトコンドリア機能障害による

Reactive oxygen species(ROS)の産生過剰に

よる酸化ストレスの亢進が重要と考えられ

ている。ROSによる NASHの成立に関して

は細胞膜リン脂質側鎖脂肪酸の過酸化によ

る過酸化脂質の生成、及びそれに引き続く脂

質過酸化の連鎖反応による細胞膜障害が重

要な役割を果たしていると考えられる。 

近年、質量分析をはじめとする脂質メタボロ

ミクス分析技術の発展により、脂質、特に脂

肪酸の質の変化が疾病の成立、進展に重要な

役割を果たしていることが知られるように

なってきており、細胞膜を形成するリン脂質

の脂肪酸組成も多様性を示すことが報告さ

れている。ROSによる過酸化反応は、二重結

合を持つ不飽和脂肪酸、特に多価不飽和脂肪

酸が最も過酸化反応を受けやすいことが知

られているように、脂肪酸の種類による差異

がみられる。したがって、NAFLDの NASH

への進展に関しても膜リン脂質の脂肪酸組

成の変化が重要な役割を果たしている可能

性が考えられる。 

心房性ナトリウム利尿ペプチド(ANP)、脳性

ナトリウム利尿ペプチド(BNP)は主としてそ

れぞれ心房、心室において産生、分泌される

心血管ホルモンである。疫学調査にてナトリ

ウム利尿ペプチドと肥満、メタボリックシン

ドロームとの関連が示唆されているが、我々

は BNP 過剰発現トランスジェニックマウス

を用いて、BNPが高脂肪食負荷による肝臓の

脂肪蓄積に対して抑制的に作用することを

既に示している。また、我々は、四塩化炭素

投与による肝線維化モデルにおいて、BNP

が肝線維化に対しても抑制的に作用するこ

とを示しており、BNP をはじめとする NP

ファミリーは、NASH の成立過程における

first hit(脂質の蓄積)、second hit(酸化ストレ

ス)の両者に対して抑制的に作用すると考え

られる。 

 

２．研究の目的 

上記の背景の中で、我々は、ナトリウム利尿

ペプチドが直接的に肝臓に作用して肝臓に

おける脂質代謝を変化させ、更に膜リン脂質

の脂肪酸組成を変化させることによって、

NASHにおける first hit、second hitに対し

てともに抑制的に作用するという仮説を立

てた。 

本仮説の検証のため、主としてマウスを用い

た検討を行った。 

 

３．研究の方法 

①BNP 過剰発現トランスジェニックマウス

(BNP-Tg)に対して高脂肪食を負荷し、肝臓に

おける脂質の蓄積と脂質代謝に関連する遺

伝子の発現を評価した。 

 

②マウス肝細胞由来培養細胞である Hepa1-6

を用いて、ANP が脂質代謝に関連する遺伝子

の発現に与える影響を評価した。 

 

③マウスに ANP を投与し、ANP がマウス肝細

胞の膜リン脂質(フォスファチジルコリン)

の脂肪酸組成に対して与える影響を

LC/MS/MS を用いて評価した。 



４．研究成果 

①BNP-Tgと野生型マウス(WT)に対して8週齢

より高脂肪食を負荷したところ、既報と同様

に BNP-Tg では WTに比較して体重増加の抑制

を認めた(Figure 1 (a))。 

マウスを解剖して肝臓の評価を行ったとこ

ろ、20 週齢の時点で、1)マウスの肝臓の重量

は BNP-Tg で WTに比較して有意な低下を認め

(Figure 1(b))、2)肝臓内のトリグリセリド

含有量も BNP-Tg で有意な低下を認めた。

(Figure 1 (c))。 

この時点で、肝臓における脂質代謝関連遺伝

子の発現を qPCR にて定量的に評価したとこ

ろ、脂肪酸合成に関与する遺伝子(SREBP-1、

FAS)の発現は有意な低下を認め(Figure 2)、

逆に脂肪酸酸化に関連する遺伝子(PPARα、

CPT1a)の発現は上昇する傾向を認めた

(Figure 2)。 

これらの事実より、BNP をはじめとするナト

リウム利尿ペプチドが肝臓において脂肪酸

合成を抑制して食餌誘導性のNAFLDに対して

抑制的に働く可能性があると考えられた。 

 

②次に、ナトリウム利尿ペプチドの肝細胞に

対する直接的な作用を評価するため、マウス

肝細胞由来細胞Hepa1-6を用いた検討を行っ

た。 

Hepa1-6 に対して ANP を添加したところ、ANP

は濃度依存的に脂肪酸合成関連遺伝子の発

現を低下させ、逆に脂肪酸酸化関連遺伝子の

発現を上昇させた(Figure 3)。この ANP の作

用は、ANP の下流分子である cGMP の阻害薬を

添加することによって阻害された(Figure 3)。 

以上より、ナトリウム利尿ペプチドが肝細胞

に直接的に作用して NASH の first hit であ

る脂肪の蓄積に対して抑制的に作用するこ

とが示唆された。 

 

③次に、ナトリウム利尿ペプチドが肝細胞の

膜リン脂質に与える影響を評価するため、高

脂肪食負荷野生型マウスに対するANPの腹腔

内投与実験を行った。 

野生型マウスに対して高脂肪食負荷を4週間

行ったのちに、高脂肪食を継続しながら浸透

圧ポンプを用いて 2 週間の ANP 腹腔内投与

(1.5 μg/kgBW/h)を行った。 

ANP 投与マウスでは Vehicle 投与マウスに比

較して血中 ANP の上昇、血圧の低下を認め、

腹腔内投与したANPがマウス体内で作用して

いることを確認した。ANP 投与マウスでは、

Vehicle 投与マウスと比較して体重、肝重量、

肝臓内トリグリセリド含有量に有意な差を

認めなかった。 

これらのマウスの肝臓より脂質を抽出して

LC/MS/MS を使用した質量分析法により、フォ

スファチジルコリン(PC)の脂肪酸組成を評

価した。 

Figure 4 に示すように、Vehicle 投与群に比

較して ANP 投与群で PC 分子種の変動が散見

された。これらの変動するPC分子種のうち、

ANP 投与群で増加しているものは、炭素鎖長

が 20、不飽和結合数が 2の脂肪酸と炭素鎖長

が 20、不飽和結合数が 4の脂肪酸が結合した

PC(以下、PC(20:2,20:4)のように表記)をは

じめとして、PC(18:1,20:5)、PC(18:2,22:4)

など、不飽和結合数の合計が多い分子種に多

く見られた。 

ANP2 週間投与では肝重量や肝臓内の脂質蓄

積そのものには変化が見られないことを考

慮すれば、この結果は、ナトリウム利尿ペプ

チドが脂肪酸合成とは独立して膜脂質の組

成に影響を及ぼす可能性を示唆するものと

考えられた。 

 

上記の検討により、ナトリウム利尿ペプチド

が NASH 形成における first hit(脂肪蓄積)

に関して抑制的に作用することが示され、ま

た、膜リン脂質の組成も変化させることから、

second hitに対する影響も有する可能性が示

唆された。 



Figure 1 BNP-Tg と野生型マウスの体重、肝

重量、肝内トリグリセリドの週齢による変化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 20 週齢 BNP-Tg と野生型マウスの

肝臓における脂質代謝関連遺伝子の変化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3  マウス肝細胞由来細胞 Hepa1-6 細

胞へのANP添加の脂質代謝関連遺伝子に対す

る効果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 ANP 投与マウスと Vehicle 投与マ

ウスの膜リン脂質(フォスファチジルコリ

ン)の脂肪酸組成に対する影響 
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