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研究成果の概要（和文）：本研究では、高血圧自然発症ラット（SHR）と正常血圧ラット（WKY）を用いてアルコ
ール性肝障害への高血圧の影響について検討した。その結果、SHRではWKYと比べ、慢性アルコール投与によって
より高度の肝機能低下を伴うアルコール性脂肪肝および肝線維形成を生じ、活性化星細胞やTNF-α、TGF-β1、
コラーゲン等の炎症・線維形成関連因子、アドレナリン作動性α受容体、ニューロペプチドY、チロシンヒドロ
キシラーゼ等の交感神経関連因子の遺伝子あるいは蛋白発現量の増加を認めた。以上より、高血圧と慢性飲酒は
交感神経活性の相乗作用によって、相互に増悪因子として影響している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We examined the effects of hypertension on the progression of alcoholic 
liver injury using the spontaneously hypertensive rat (SHR) and normotensive Wistar-Kyoto rat (WKY) 
as control. As a result, chronic ethanol treatment in SHR induced hepatosteatosis with liver injury 
and sympathetic hyperactivity, as evidenced by increased in the accumulation of fatty droplets 
within hepatocytes and pericellular hepatic fibrosis with liver injury, increased in gene or protein
 expressions such as activated hepatic stellate cells, TNF-α, TGF-β1,collagen, adrenergic α 
receptor, neuropeptide Y and tyrosine hydroxylase. These results suggested that chronic ethanol 
treatment in SHR could induce the more severe liver injuries. In conclusion, chronic alcohol intake 
and hypertension could be possible to deteriorate mutually each pathological state via the 
sympathetic overactivity.

研究分野：法医学（法医病理学、法医中毒学）、アルコール医学
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１．研究開始当初の背景 
(1)アルコール性肝障害は、飲酒量の増加と
ともに罹患比率が増加してきた疾患で、全肝
疾患に占める割合や死亡率は増加傾向を示
し、その病態の解明や治療法、予防・対策の
確立が強く求められている。 
我々は、慢性飲酒モデルラットの実験にて、
アドレナリン受容体遮断薬の投与によって
アルコール性肝障害の進展が抑制されるこ
とを示し、飲酒によるアルコール性肝障害発
症・進展の病態に、交感神経系の異常活性化
が関与することを報告してきた。 
 
(2)慢性飲酒は高血圧発症のリスクの一つと
されており、日本では 30 才以上の男性の約
50％が高血圧者とされるが、その高血圧者の
約 1/3 は飲酒に起因するといわれている。 
飲酒による高血圧発症の機序については
レニン・アンギオテンシン系の活性化等のい
くつかの病態が指摘されているが、慢性飲酒
による交感神経系の関与も指摘されている。 
 
(3)近年、脂肪肝患者を対象とした臨床研究
において、アルコール性脂肪肝が高血圧の関
連因子になることが報告された。 
しかし、その機序については明らかにされ
ておらず、高血圧とアルコール性肝障害の関
連性やその機序について検討した研究報告
はない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、高血圧自然発症ラット
SHR(Spontaneous hypertensive rat)および
正 常 血 圧 ラ ッ ト WKY(Wistar Kyoto 
normotensive rat)を用いて、高血圧がアル
コール性肝障害の増悪リスクとなることを
明らかにし、その病態における肝星細胞の関
わりについて解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)実験モデル動物の作成・サンプル採取 
①7週齢雄のSHRとWKYに各々5％アルコール
液体食(アルコール群)、又はコントロール液
体食(コントロール群)を投与し、計 4群で 49
日間 飼育した。なお、本研究は、「動物使用
計画書」を提出の上、山口大学動物使用委員
会の承認を受けて実施した。 
 
②飼育終了時に尾静脈より血液を採取し、ヘ
パリンを添加した。全身脱血後に肝臓を摘出
して湿重量を測定し、各検討を開始するまで
-80℃で凍結保存、あるいは 4 %パラホルマリ
ン液・15 %スクロース液による固定処理後に
4 ℃で冷蔵保存した。 
 
(2)病理組織検査 
肝臓のパラフィン組織切片を作成し、
Hematoxylin-Eosin(HE)染色・Oil red O 染
色・Masson’s trichrome 染色・Sirius red

染色を行った後、光学顕微鏡にて肝障害およ
び肝脂肪化、肝線維化の程度を観察した。 
Oil red O 染色および Sirius red 染色では、
蛍光顕微鏡BZ-9000および専用画像解析ソフ
ト(BZ-Ⅱ VIEWER and BZ-Ⅱ ANALYZER 2007 ; 
Keyence Corporation, Osaka, Japan)を使用
し、各切片の 200 倍撮影像 5視野に対する脂
肪沈着部あるいは線維形成部(赤色の染色部
位)の割合を解析した。 
 
(3)生化学検査 
①血液を遠心分離して得た血漿を用いて、
alanine aminotransferase(ALT)を測定して
肝機能を評価した。 
②TM-PEK 膜タンパク質抽出キット(Novagen®, 
Merck KGaA, Darmstadt, Germany)によって
肝組織から細胞質タンパク質画分を抽出し、
triglyceride(TG)量を測定して肝組織中の
中性脂肪含有量を評価した。それぞれ測定に
は自動測定器 DRI-CHEM 4000i(FDC4000;Fuji 
medical systems, Japan)を使用した。 
 
(4)ウェスタンブロッティング法 
 M-PEK 膜タンパク質抽出キット(前述)によ
って肝組織から抽出した細胞質タンパク質
画分を用いて、SDS ポリアクリルアミドゲル
による電気泳動を行った。ゲルを PVDF 膜に
転写した後、ウェスタンブロッティングを行
って、交感神経系のマーカーであるチロシン
ヒドロキシラーゼ(TH)の蛋白発現量を定量
評価した。内因性コントロールとして、
β-actin を使用した。 
 
(5)リアルタイム RT-PCR 法 
RNeasy ミニキット(QIAGEN, Tokyo, Japan)
によって肝組織から全 RNA を抽出し、逆転写
にて cDNA を合成した後、TaqMan＠assay を用
いた RT-PCR 法(Applied Biosystems, Tokyo, 
Japan)によってマーカー(※)の肝組織中
mRNA 遺伝子発現量を定量評価した。内因性コ
ントロールとして GAPDH を使用した。※マー
カー：活性化肝星細胞α-SMA、炎症マーカー
TNF-α、肝線維形成の関連因子－TGF-β1、
コラーゲン1a1（Col1a1）および4a1（Col4a1）、
交感神経系の関連因子－アドレナリン作動
性α1A受容体(α1A-AR)、神経伝達物質ニュー
ロペプチド Y(NPY) 
 
(6)蛍光免疫染色法 
肝臓の凍結切片を作成し、各マーカー(※)
の抗体について蛍光免疫染色を行った後、共
焦点レーザー顕微鏡（LSM5 Pascal/Version 
3.2；Carl Zeiss Microimaging Co. Ltd., 
Zeiss, Germany）で観察した。各切片の 63
倍対物レンズでの撮影像 20 視野に対する染
色陽性率の割合を解析した。※マーカー：活
性化肝星細胞α-SMA、交感神経系の関連因子
－アドレナリン作動性α1A受容体(α1A-AR)、
神経伝達物質 neuropeptide Y(NPY) 
 



(7)統計処理 
データは平均値±標準偏差で示した。統計
学的処理は専用ソフト Statcel2 （ OMS 
Publishing, Inc., Saitama, Japan）を用い
て，分散分析（ANOVA）を行い、多重比較検
定を行った。統計学的有意差は p < 0.05 と
した。 
 
４．研究成果 
(1)病理組織検討結果 
①HE 染色では全群で明らかな炎症反応を認
めなかった。SHR のアルコール群にて中心静
脈周囲の肝細胞での空胞変性が目立って認
められた。 

②Oil red O 染色では、WKY、SHR ともにアル
コール群にて中心静脈を中心に脂肪滴沈着
が増加し、HRではより高度であった。これら
の観察結果は脂肪沈着の定量的解析で有意
差をもって示された。また、コントロール群
間では、WKY に比較して SHR に脂肪滴沈着の
有意な増加を認めた。なお、肝重量は SHR、
WKY ともにアルコール群で有意に増加し、SHR
はより高値を示した。 

③ Sirius red 染 色 お よ び Masson’s 
trichrome 染色では、WKY、SHR ともにアルコ
ール群にて中心静脈周囲や細胞周囲の線維
形成を認め、SHR ではより高度の線維形成を
認めた。Masson’s trichrome 染色では、中
心静脈周囲の非実質細胞の増加が目立って
認められた。また、線維形成については、
Sirius red染色の定量的解析にて有意差をも

って示された、コントロール群間では WKY に
比較して SHR で有意な増加を認めた。 

 
(2)生化学検査の検討結果 
SHR、WKY ともに ALT および肝内 TG 含有量
は上昇し、 SHR ではより高値を示した。また、
各コントロール群間に有意差を認めなかっ
た。 
 
(3)ウェスタンブロッティグ法の検討結果 
 SHR，WKY ともにアルコール群にて肝内 TH
蛋白発現量は増加する傾向を示し、特に SHR
ではより高値を示した。 
 
(4)リアルタイム RT-PCR 法の検討結果 
SHR，WKY ともにアルコール群にて肝内α
-SMA、TNF-α、TGF-β1、Col1a1、Col4a1、
α1A-AR、NPY の mRNA 遺伝子発現量は増加し、
特に SHR ではより高値を示した。 
 
(5)蛍光免疫染色法の検討結果 
SHR，WKY ともにアルコール群にて肝切片で
のα-SMA 抗体、α1A-AR 抗体、NPY 抗体の染色
陽性率は増加し、特に SHR ではより高値を示
した。抗-αSMA 抗体と抗α1A-AR 抗体の二重
陽性率についても同様の傾向を示した。これ
らの結果は、α-SMA、α1A-AR、NPY の肝内 mRNA
遺伝子発現の検討結果と同様の傾向を示し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(6)結果のまとめ 
①本実験動物では慢性アルコール投与によ
って、アルコール性脂肪肝を示すことが確認
された。特に SHR では、肝機能障害および肝
内の脂肪含有量増加、肝線維化に関連する遺
伝子発現量の増加がより高度となり、アルコ
ール性肝障害のより進展した病像を示した。 
 
②アルコールの慢性投与によって、SHR、WKY
ともに交感神経α1A受容体や NPY、活性化肝
星細胞の mRNA 遺伝子発現や同免疫染色陽性
率、TH 蛋白発現量が増加する傾向を示し、こ
の傾向は SHR ではより強く認められた。 
これより、SHR では WKY と比較して、慢性
アルコール投与による肝内交感神経系の異
常活性化および肝星細胞活性化がより亢進
した状態を示したと考えられ、肝星細胞に発
現するα1A受容体への交感神経刺激が肝障害
の進展に寄与している可能性が示唆された。 
 
(7)結論 
本研究の検討結果は、SHR への慢性アルコ
ール投与が交感神経系の異常活性化の増悪
をきたし、アドレナリン作動性α1a受容体刺
激を亢進させることで、活性化肝星細胞の肝
障害への寄与をより促進させている可能性
を示唆するものと考えられる。 
以上から、高血圧がアルコール性肝障害の
増悪リスクとなる一方で、高血圧者のアルコ
ール性肝障害の進展機序には交感神経の異
常活性化が関与することが明らかとなり、高
血圧と慢性飲酒は、交感神経活性化の相乗効
果によって互いにその病態の増悪因子とし
て影響しあっている可能性が示唆された。 
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