
 

 

筑波大学 
 

博士 (医学) 学位論文 



 

 

酸化ストレスと LXR アゴニストに高脂肪食を

併用することで NASH 動物モデルにおいて 

肝細胞癌が誘発される 
 

 

 

 

 

 

 

2021 
 

筑波大学大学院博士課程 人間総合科学研究科 

清水 義夫 



 
 

 

 
 

 

1 

目次 

1. 緒言 

1-1. NASHとその臨床的課題 

1-2. 既存の NASHモデル動物 

1-3. 先行研究における NASHモデルの特徴 

1-4. LXRのシグナル伝達系 

1-5. 抗高脂血症薬 T0901317の構造, 作用機序 

1-6. 本実験で明らかにすること 

2. 方法            

2-1. 実験に用いた動物 

2-2. 組織学的評価 

2-3. 血液生化学的評価 

2-4. インスリン抵抗性の評価 

2-5. タンパク質発現解析 

2-6. リアルタイム PCR法による遺伝子発現解析 

2-7. DNAマイクロアレイ 法による遺伝子発現解析 

2-8. 統計学的解析 

3. 結果            

3-1. 肝体重比及び体重変化 

3-2. 肝臓における腫瘍形成 

3-3. 背景肝における NASH病理評価所見 

3-4. 脂質代謝異常とインスリン抵抗性 

3-5. 腫瘍組織における病理評価所見 

3-6. 腫瘍形成に関わるタンパク質発現解析 

3-7. マイクロアレイによる腫瘍組織及び非腫瘍組織の網羅的解析 

3-8. リアルタイム PCRによる NASH発癌に関連する遺伝子発現解析 



 
 

 

 
 

 

2 

 

4.    考察          

5.    総括 

6.    結論           

7.    謝辞           

8.    利益相反           

9.    引用文献           
 

略語集 

本文中及び図中で使用した略語は以下の通りである. 

 

4HNE   4-hydroxy-2-nonenal 

ABCA1   adenosine triphosphate binding cassette transporter A1 

ABCG1   adenosine triphosphate binding cassette transporter G1 

ABCG5   adenosine triphosphate binding cassette transporter G5 

ABCG8   adenosine triphosphate binding cassette transporter G8 

AF1    activation function-1 

AFP    α-fetoprotein 

AST    aspartate aminotransferase 

AUC    area under the curve 

CAR    constitutive androstane receptor 

cDNA    complementary deoxyribonucleic acid 

CYP7a1   cytochrome P7a1 

DBD    deoxyribo nucleic acid binding domein 

DEN    diethylnitrosoamine 

DMSO   dimethyl sulfoxide 

ERK    extracellularsignal regulated kinase 

Fam83e   family with sequence similarity 83 member E 
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FASN   fatty acid synthase 

Fgr   Gardner-Rasheed feline sarcoma viral (v-fgr) oncogene homolog 

FXR    farnesoid X receptor  

GAPDH   glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

HE   hematoxylin eosin 

HCC   hepatocellular carcinoma 

HDL   high density lipoprotein 

HF    high fat 

HOMA-R  homeostasis model assessment insulin resistance 

IPA    ingenuity pathway analysis  

ITT   insulin tolerance test 

LBD    ligand binding domein 

Lpl   lipoprotein lipase 

LXR   liver X receptor 

LXRE    liver X receptor response element 

MC4R   melanocortin 4 receptor 

MCD    methionine and choline deficient 

MT   masson trichrome  

NASH   nonalcoholic steatohepatitis 

NAFLD  nonalcoholic fatty liver disease 

p38MAPK  p38 mitogen-activated protein kinase 

PBS   phosphate buffered saline 

PCR   polymerase chain reaction 

GSK-3   glycogen synthase kinase 3 

PTEN   phosphatase and tensin homolog deleted from chromosome 10 

PXR    pregnane X receptor 

RNA   ribonucleic acid 

ROR    retinoic acid receptor  



 
 

 

 
 

 

4 

RXR    retinoid X receptor 

Src    proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src 

SREBPs   sterol regulatory element binding proteins 

STZ    streptozotosin 

TG   triglyceride 

Ucp2   uncoupling protein 2 

WD    western diet 
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1. 緒言 

 

1-1. NASHとその臨床的課題 

本研究でのテーマである NASHは, 非アルコール性脂肪肝炎 (Nonalcoholic 

steatohepatitis) の略語であり, アルコール性肝炎と類似の病態を示すが, アルコール摂取

を伴わずに発症する. 肝臓内に大滴性脂肪を有し, 肝炎を伴わない Nonalcoholic fatty liver 

(NAFL)を含めたより包括的な疾患である非アルコール性脂肪性肝疾患 (Nonalcoholic 

fatty liver disease : NAFLD) の 25%程度を占める疾患である. また, NASHは経過とともに, 

25%程度が肝硬変となり, さらに 10年で 25%程度が肝細胞癌 (Hepatocellular carcinoma : 

HCC) を発症する進行性の疾患である.1 NAFLD / NASHは肥満を基盤として発症するメ

タボリックシンドロームの肝表現型として考えられており, 食生活の欧米化と運動不足

による肥満症の患者数に伴い, NAFLD / NASHの患者も増加の一途を辿っている.2 肥満

症では, 肥満の進行に伴い全身性の慢性炎症が誘導されることで, 全身性に代謝障害や炎

症性変化が生じることで, メタボリックシンドロームが発症する. メタボリックシンドロ

ームの概念としては, 内臓脂肪型の肥満を背景として耐糖能異常, 脂質代謝異常や動脈硬

化に伴う血圧上昇などの病態が並行して進展することであり, 糖尿病, 高脂血症や高血圧

症などの生活習慣病を発症するという病態を含んでいる. 診断や治療に際しては, 肥満を

基礎として全身に発症する疾患である為, 糖尿病や脂質代謝異常, 高血圧症の各疾患に

個々に対応するだけではなく, 内臓脂肪肥満に伴う複合的な疾患として捉えることが重

要とされている. メタボリックシンドロームの肝病変である NASFLD / NASHについて

も同様に扱い, 検査や診断することの重要性が高まっている. 2005年に「メタボリック

シンドロームの定義と診断基準」が発表され, その中で NASHを含めた NAFLDが成人

の 20~40%が罹患する国民病として定義されている. さらに, NAFLDはメタボリックシ

ンドロームが病因であるとともに, 代謝の中心的な役割を果たす肝臓機能の障害により

メタボリックシンドローム自体を増悪させることで悪循環をきたす要因となっている.  
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これまで肝細胞癌における原因疾患は, ウイルス性慢性肝炎によるものであった.

ウイルス性肝炎は直接型抗ウイルス薬などの肝炎治療が進展している昨今の状況下で, 

本邦では今後, NASHが肝硬変や HCCの主な病因になると考えられている. これまで肝

細胞癌の原因疾患としてはウイルス性慢性肝炎が 85%程度を占めてきたが, 近年では

ウイルス性慢性肝炎に起因しない非 B型非 C型 HCCの割合が増えており, その増加は, 

NASHを原因とする HCCの増加に起因している.3 実際に NASHに関連する HCC症例

の割合も指数関数的に増加しており, 今後本邦を含めた先進国では NASHが HCCの主

要な病因となることも予想される. NASHに起因する肝硬変から発癌率については, 5

年で約 10-15%と言われており, そのリスク因子として重要なものが, 高齢男性, 線維化

の進展やインスリン抵抗性と言われている.4,5 しかし, NASHから HCC発癌に至るメカ

ニズムについては不明な点が多く, その解明が急務となっている.6,7   

当研究室では過去に, 肝臓が様々なストレスを受けることでどのような障害を受

けるかについての詳細なメカニズム解析を行ってきた. また, 肝臓へのストレスをどの

ように防ぎ, 改善するにはどのような方法があるかについての研究を行ってきた. 特に, 

血小板による独自の肝臓に対する作用を解明し, 難治性肝疾患の治療に応用した研究で

は多くの新しい知見をもたらすこととなった. 具体的な研究内容としては, 大量切除肝

においては肝再生促進作用があること, 劇症肝炎モデルにおいて肝細胞増殖効果がある

ことや慢性肝炎モデルにおいて肝線維化抑制作用があることについてである.8,9,10肝臓

が受けるストレスについて種々の研究を行ってきた本研究室であるが, これからの臨床

現場において重要視すべきことは, 高エネルギー摂取や運動習慣の低下が招く代謝スト

レスであると認識した. これまでの肝臓基礎実験における結果から, 近年臨床現場でも

問題になってきている NASHに対しての研究を開始するに至った. 
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1-2. 既存の NASHモデル動物 

これまでの NAFLD / NASH研究において様々なモデル動物が報告され, ヒトにお

ける NAFLD / NASHの病態や発症機序の研究が行われてきた. しかしながら, 現在まで

に NASH発症や肝細胞癌の発癌に至るメカニズムの詳細は解明されていない. その原因

として, NASHの病態機序の解明や薬物治療のために使用される動物モデルがヒト

NASHと大きく異なることが挙げられる. そのため, NASH研究のための理想的な動物モ

デルの条件としては, ヒト NASHにおける臨床経過と同じように, 肥満やインスリン抵

抗性を背景として, 脂肪肝炎, 肝線維化から肝硬変や HCCを発症する動物モデルである. 

さらに NASHの診断基準として重要な病理学的所見が的確に表現されていることが大

切である. しかしながら, これまでに用いられてきた高脂肪および高糖質成分飼料の給餌

モデル動物では, 肥満やインスリン抵抗性を欠いているものや肝線維化や肝細胞癌に至

らないものが多かった. 例えば, NASH研究で汎用されるメチオニン/コリン欠乏食 

(MCD) の給餌モデルでは, 体重減少を示し, メタボリックシンドロームを基礎とするヒ

ト NASHの病態とは大きくかけ離れている. また, CDAA食の給餌モデルでは線維化や

炎症なども伴うもののインスリン抵抗性を示さない欠点がある. (表 1)  

表 1: これまでの NASHモデル動物とその特徴 

 
また, NASH肝発癌研究における理想的なモデル動物の条件としては, NASHの病態を模

倣するものであって, 比較的短期間に腫瘤形成がされるという点である. また, 早期 HCC

については, 熟練した病理医でも難しいという点から病理診断が適切にされていること

が重要である. 表 2は既存の NASH肝発癌モデル動物であり, 肝臓に腫瘤を呈するモデ

NASHモデル 作成方法 脂肪変性 炎症細胞浸潤 線維化 インスリン抵抗性 特記事項

MCDモデル 給餌 ○ ○ ○ ○ 体重減少

CDAAモデル 給餌 ○ ○ ○ ×

HF-CCl4モデル 反復投与 ○ ○ △ △

Ob/obモデル トランスジェニック ○ × × ○

Db/dbモデル トランスジェニック ○ × × ○

PTENノックアウトモデル トランスジェニック △ ○ ○ × 体重減少

DEN誘発モデル 反復投与 × ○ ○ × 発癌物質投与

HF-T09-CCl4モデル 反復投与 ○ ○ ○ ○
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ル動物となっている. 既存のモデル動物では, 病態を適切に模倣されていないことや, モ

デル作成に長期間を要する点や適切な病理評価がなされていない, などの問題点がある 

(表 2). 具体的には, ストレプトゾシン (streptozotosin : STZ) を 4週齢において投与し, そ

の後高脂肪食を投与する STZ-HFモデルでは脂肪肝炎と線維化を伴うが, インスリン抵

抗性を欠いている. また, フルクトースやグルコース高脂肪食を混ぜた western diet (WD) 

モデルでは, 脂肪肝炎や線維化を伴うものの, 作成までに 52週を要し, 研究成果が出るま

でに時間がかかる点がある. このように今までのモデル動物では, NASH成因として重要

で発癌にも関与するインスリン抵抗性がないことや発癌に至るまでに長期間を要するな

どの欠点があった為, 新たにモデル動物を作成し, NASH肝発癌に関わるメカニズムの解

明を図ることとなった. 

表 2 : これまでの NASH肝発癌モデル動物とその特徴 

 
 

1-3. 先行研究における NASHモデルの特徴 

これまでの NASH研究における適切なモデル動物が存在していないという現況を踏ま

えて, まず先行研究では NASH診断基準として重要な脂肪性肝炎と線維化を有し, 病理

学的に診断基準を満たすモデル動物の作成に着手した.  臨床において NASHの確定診断

を行う為に必要なことは, 生検した肝組織が NASHに特徴的な病理学的所見を満たすこ

NASH肝発癌モデル 作成方法 脂肪変性 炎症細胞浸潤 線維化 インスリン抵抗性 発癌期間

DEN-HFモデル 反復投与 ○ ○ × ○ 30週

STZ-HFモデル 腹腔内投与(給餌併用) ○ ○ ○ × 16週

Ptenモデル トランスジェニック ○ ○ ○ × 48週

HFモデル 給餌 ○ ○ ○ ○ 52週

WDモデル 給餌 ○ ○ ○ ○ 53週

MC4Rノックアウトモデル トランスジェニック(給餌併用) ○ ○ ○ ○ 54週

HF-T09-CCl4モデル 反復投与 ○ ○ ○ ○ 24週

HF : High Fat diet

STZ : streptozotosin

WD : Western diet

MC4R : melanocortin 4 receptor
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とである. この点を最優先として, さらに NASH成因として重要なインスリン抵抗性を

併せ持つ病態を模倣することを目指した. これまでに NASHの病態として報告されてい

たこととして, 1998年に Day CPらが “Two hit theory”を提唱していた. “First hit”として肥

満や糖尿病, 脂質代謝異常を背景として肝臓へのトリグリセリド (TG) 沈着が起こり, 

“second hit”として酸化ストレスや腸内細菌に由来するエンドトキシンなどの肝細胞障害

が加わることで NASHを発症するというものであった.11 この考え方は明快で広く支持

を集めたが, 実際のヒト NASHにおける病態とは異なる点があった. NASHの背景にあ

るメタボリックシンドロームにより過剰な脂肪組織が存在し, それによる脂質代謝異常

の結果生じた活性酸素などの酸化ストレスが生じる. 代謝異常に伴う酸化ストレスは, 同

時にインスリン抵抗性を含む異常な糖代謝とともに免疫系の賦活化から慢性的な炎症を

惹起し, 全身性に脂肪組織や肝臓の炎症や動脈硬化をもたらし, 全身性に parallelに病態

が進行していく. このように NASHの病態進行に, 脂質代謝や糖代謝の異常や脂肪組織

や腸内細菌が関与することが重要であることを説明した”multiple parallel hit theory”が

Tilgらによって提唱され, 広く受け入れられるに至っている.12 先行研究を開始するにあ

たってこの multipleな負荷が重要な因子と捉え, 高脂肪食, 酸化ストレスとして CCl4, 肝

臓内での脂質代謝異常の再現として T0901317 (Cayman Chemical Co., Ann Arbor, MI, 

USA) という LXRアゴニストを選択した. CCl4は肝臓の薬物代謝酵素である CYP2E1, 

CYP2B1や CYP2B2などと反応して, トリクロロメチルラジカル CCl3*を発生し, 広範な

ラジカル反応を誘発し, それ単独で酸化ストレスとなりうる.13 T0901317は高脂血症治

療薬である肝臓 X 受容体 (Lever X receptor: LXR) のアゴニストであるが, LXRα作用に

より SERBP1cを介して FASNの発現上昇から結果的に TGの増加により肝臓に重度の

脂肪肝を呈することが副作用として挙げられ, 肝臓内での脂質代謝異常を再現する因子

となる.14 先行研究での NASHモデル動物作成に際して, 高脂肪食は自由摂取とし, CCl4

と T0901317を腹腔内投与し, 1ヶ月間の作成期間とした. NASH診断で重要となる病理

組織については病理医による盲検化評価を行った. 肝臓組織には線維化を伴い, NASHで
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特徴的な肝細胞風船様変性, マロリーデング小体, 炎症性細胞浸潤, 大滴性脂肪沈着を備

えていた. インスリン抵抗性は ITTにより評価し, NASH成因として重要なインスリン

抵抗性を有しており, 糖代謝異常を再現するものとなっていた. NASH研究で汎用されて

いるMCDモデルのような飢餓モデルではなく, 肥満モデルであることも確認された. 以

上より高脂肪食, CCl4, T0901317の 3つの負荷を投与することで, 1ヶ月という非常に早

期に NASHの病理組織像を備え, インスリン抵抗性と肥満を備えた理想的な NASHモデ

ル動物作成が可能となった.15 (図 1) この実験の結果から, T0901317のみを除いた高脂肪

食-CCl4単独投与群では線維化や脂肪肝炎の所見が比較的軽度であったことから LXRア

ゴニストが NASHを模倣する上で重要な key factorであると考えた. 

 
図 1：先行研究の NASHモデル動物における模式図 15 

先行研究の NASHモデル動物は, 高脂肪食, T0901317, CCl4の 3つの負荷を与えることに

より 1ヶ月で作成可能である. 病理組織像である steatosis, fibrosis, inflammationとインス

リン抵抗性を兼ね備えるモデルとなっている. 

 

1-4. LXRのシグナル伝達系 

本研究で使用した LXRアゴニストが作用する LXRは細胞内コレステロールの調

節機構の重要な役割を果たしている. LXRは N末端から順に activation function-1 (AF-1), 

DNA結合ドメイン (DNA binding domein; DBD), リガンド結合ドメイン (ligand binding 
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domein; LBD) である activation function-2 (AF-2) から構成される.16,17 (図 2) AF-2は, LBD

にリガンドが結合すると構造を変化させて転写活性を起こす仕組みとなっており, リガ

ンドが結合する前には co-repressorにより不活性化しており, リガンドが結合することに

より co-activatorにより活性化状態となる. それに伴いレチノイド X受容体 (retinoid X 

receptor; RXR) とヘテロダイマーを作成し, DNA上の LXR応答配列 (LXR response 

element; LXRE) に結合して標的遺伝子の転写を誘導する.16,17 コレステロールは細胞膜を

構成する生体に必須となる脂質であり, 細胞膜の形態保持や, 細胞増殖や分化などのシグ

ナル伝達に重要な役割を果たしている.18 さらに, シグナル伝達の場として重要な細胞膜

は液体の細胞膜上に, スフィンゴミエリンやコレステロールなどの特定の脂質と GPIア

ンカー型受容体であるタンパク質が集合した領域であるラフトが浮かんでいる構造をし

ているとされ, コレステロールが構成の中心となり, ラフトの安定性と流動性の維持に関

わっている.19,20 コレステロールは食事により摂取される他に, 肝臓内で大部分が生合成

されている. 生体内では, ステロイドの前駆体となり, ビタミン D, 胆汁酸や性ホルモンな

どの生合成原料として使用され, 生体の恒常性維持に必須である.21 このように重要な役

割を果たす細胞内コレステロールは厳密かつ複雑に管理されているが, その調節機構と

して主に作用するのが, sterol regulatory element binding proteins (SREBPs) と LXRである. 

SREBPsの中で SREBP1cは脂肪酸合成関連遺伝子の発現を制御する転写因子となり, 摂

食により得たエネルギーを脂肪酸, TGに変換して貯蔵する役割を果たす.22  
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図 2：LXRの転写活性化機構 

レチノイド X受容体 (retinoid X receptor; RXR) とヘテロダイマーを作成し, DNA上の

LXR応答配列 (LXR response element; LXRE) に結合して標的遺伝子の転写を誘導する構

造となっている. 

 

LXRの活性化は, 小腸においては ATP-binding cassette transporter G5 (ABCG5) 及

び ABCG8の発現上昇によるコレステロール排泄を促進させ, 末梢血管のマクロファー

ジでは ABCA1や ABCG1の発現上昇によりコレステロール逆転送作用 (reverse 

cholesterol transport; RCT) を介して余分なコレステロールを肝臓に戻す働きをする.23 ま

た, 肝臓において胆汁酸合成の律速酵素の発現を促進し, ABCA1の発現を介して HDL

産生の調節を行う. また LXRはコレステロール異化経路の律速酵素である CYP7a1の発

現を亢進し, 胆汁酸の生成を促進する. LXRはαとβの 2つのサブタイプを持ち, LXRα

遺伝子は 11番染色体短腕 11.2バンド, LXRβ遺伝子は 19番染色体長碗 13.3バンドに位

置している.24 LXRαは肝臓, 脂肪組織などの脂質代謝が活発に行われている組織や小腸, 

マクロファージ内に多く発現し, LXRβは全身臓器に発現しており, LXRはコレステロ

ールの取り込み貯蔵, 分解排出に関わる遺伝子の発現や, 脂肪合成に関わる遺伝子の発現

を制御することで, コレステロール代謝及び脂質代謝の調節を行っている.25 本研究で着
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目したのが LXRαの作用であり, SREBP1cや脂肪酸合成酵素 (FASN) など脂肪酸合成に

関与する酵素の転写促進を介して TGの増加をもたらす効果である. (図 3) 

 
図 3：LXR活性化に伴う機能変化 

肝臓においては SREBP-1c や FASNなどの脂肪酸合成に関与する酵素を転写促進し，

TG増加に繋がる.  

 

1-5. 抗高脂血症薬 T0901317の構造, 作用機序 

本研究で使用した T0901317は, LXRβ作用による血中コレステロール低下を利

用した高脂血症薬として開発された. LXRの内因性リガンドは、コレステロール代謝産

物であるオキシステロール類 (22(R)-hydroxycholesterol,24(S)-hydroxycholesterol,27-

hydroxycholesterol) であり、その骨格を基として合成アゴニストが作られる.26 (図 4) 代

表的なものとして T0901317があるが, LXRαの作用も強いために副作用として脂肪肝

となってしまう点が特徴的である.27,28 また, T0901317は LXRのみではなく, 複数の標的

に対する作用することが知られており, farnesoid X receptor (FXR) や pregnane X receptor 

(PXR) にアゴニストとして, constitutive androstane receptor (CAR) や retinoic acid receptor 

(ROR) に対してインバースアゴニストとして作用する.29,30,31 FXRは, 胆汁酸の生理的受

容体であり, 胆汁酸の輸送と合成に関わり, 脂質代謝における付加的な機能を調節してい
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る. PXRや CARは異物認識受容体として細胞代謝や薬物代謝により刻々と変化する環

境に対応している.32,33 また, RORは, レチノイン酸受容体関連のオーファン受容体であ

り, 肝性グルコール新生や脂質代謝, 概日リズムや免疫学的機能など様々な役割を果たし

ている.29,30 このように, 様々な標的に対して作用する T0901317が他の LXR agonistに比

べて肝臓に対する脂質沈着の程度が強い理由としては, LXRαの働き以外にも種々の受

容体の活性変化により脂質代謝や糖代謝に変化がおき, 脂肪肝という結果を招いている

とされる.31 

   

 
図 4：LXRの内因性リガンドと T0901317の化学構造式 26,34,35,36 

22(R)−ヒドロキシコレステロール，24(S)−ヒドロキシ コレステロールおよび 27−ヒドロ

キシコレステロールなどが生体内リガンドとして報告されている.  

 

1-6. 本実験で明らかにすること  

前述の先行実験では, 高脂肪食, 酸化ストレスとして CCl4及び脂質代謝異常の再

現のため LXRアゴニストである T0901317を用いてヒト NASHの病態に類似するモデ

ル動物が作成可能となった. 肝病理組織の再現性は高く, ヒト NASH病態も適切に模倣
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するものであったが, モデル作成のための 3つの刺激を継続することで, 本当にヒト

NASHの臨床経過と同様に HCCの発症が再現できるかが, 新たな研究テーマとして立

ち上がった. また, この先行実験の中で, 高脂肪食-CCl4単独群で, 線維化や脂肪肝炎の所

見が比較的軽度であったことから, 脂質代謝異常を再現する LXRアゴニストがモデル動

物作成の key factorとなっていると判断した為, LXRが NASHの発症や NASHからの肝

発癌に対して, どの程度影響しているかについても評価を行うこととした.  

臨床研究においてもヒト NASH患者を対象とした研究では, LXRの発現は脂肪沈

着や炎症細胞浸潤, 線維化の程度と相関していたという報告があり, 脂質代謝異常が

NASHの成因や進展に影響している可能性があるとの報告もある.37 さらに肝臓への脂

肪沈着と線維化の両方が HCC発症の独立した危険因子であるとの報告もあり, LXRア

ゴニストがもたらす肝臓細胞内への脂質沈着や肝臓内での脂質代謝異常が HCC発症に

及ぼす影響も評価することとした.38,39 また脂質代謝異常により発生した大量の脂肪酸に

よる脂肪毒性は炎症性サイトカインを惹起するが, 炎症性サイトカインが増加した肝細

胞は, AKTシグナル伝達経路といった種々のシグナル伝達経路を活性化することで肝臓

における発癌に寄与し, HCCの予後を予測するとの報告があること.40,41 このことから, 

LXRアゴニスト投与による肝発癌再現に際して, どのようなシグナル伝達経路の変化が

起こっているかについても評価することとした.37,38  
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2. 方法 

 

2-1. NASH肝発癌モデル動物と実験系 

6 週齢の雄 C57BL/6 マウスを Charles River Laboratoriesから購入し, 実験開始の 1 

週間前から順応させた. 飼育環境は温度・湿度・ 換気が制御された飼育室内で, 特定の

病原体のない条件で 12時間の明暗サイクルの環境下とした. 水と高脂肪食 (5.24kcal/g, 

60kcal% 脂肪, 20kcal% 炭水化物; D12492, Research Diets, NJ) は自由摂食とした. マウスを 

各 12匹 2つのグループに分けた. 

(i) T09 + CCl4群：DMSO及び PBSで可溶化した T0901317 (Cayman Chemical Co.) およ

びコーン油に可溶化した CCl4 (和光純薬工業株式会社, 大阪市) を腹腔内投与した. 

(ii) CCl4群：コーン油に可溶化した CCl4を単独で腹腔内投与した. 

両群のマウスには週 2回腹腔内注射を行った. CCl4投与量は 0.1mL/kg (CCl4 : コーン油 = 

1：39) とし, T0901317投与量は 2.5mg/kg (T0901317 : DMSO, PBS = 1:99) とした. マウス

の体重は週 2回測定し, 疾患または病的状態の徴候について定期的に評価した. マウスは, 

イソフルラン麻酔下で放血によって犠死させた. 血液サンプルは下大静脈から採取し, 血

清を単離するために 3,000 rpmで 10分間遠心分離した. 各サンプルは分析まで-80℃で保

存した. 肝臓は速やかに単離し, 直ちに組織学的検査のため 10％ホルマリンで浸漬固定

した. 動物実験は, 筑波大学の動物実験委員会の承認を得て, 本学の動物実験規則および

文部科学省所管の学術研究機関における動物実験等の適正な実施のための基本的な指針

に基づき, 人道的に実施した. 
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図 5：NASH肝発癌モデル動物の作成プロトコール 

高脂肪摂食下において CCl4と LXR agonistとして T0901317を 24週間腹腔内投与する. 

24週目で犠死させ, 腫瘍の有無や NASHとしての病理組織像を備えているかを評価する. 

 

2-2. 組織学的評価 

10%ホルマリンで固定した肝臓組織をパラフィンに包埋した. 脂肪沈着, 炎症細胞

浸潤, 肝細胞風船様変性および核異型度を評価するために, ヘマトキシリン-エオジン (H 

E) で染色した 2μmのパラフィン切片を評価した. 線維化はMasson's trichrome (MT) 染

色で評価した. 肝細胞中の脂肪沈着は, オイルレッド O染色により評価した. F4/80 

(ab100790; Abcam, Cambridge, MA), 4HNE (ab46545), CD34 (ab81289), AFP (ab46799) およ

び Glypican3 (ab66596) の免疫組織化学染色を行った. NASHの経過や治療効果判定に使

用する NAFLD activity scoreを用いて, 肝ステアトーシス, 炎症性細胞浸潤および肝細胞

風船様変性の程度を経験豊富な病理医の判定によりスコアリングした. 肝臓における脂

肪沈着を評価するために, 大滴性脂肪沈着によって占められた肝実質の割合によってグ

レード 0~3に分類した (グレード 0 : 5％未満, グレード 1 : 6~33％, グレード 2 : 34~66％, 

グレード 3 : 66％以上). 炎症性細胞浸潤の評価では, 標本を倍率 200での視野あたりにお

ける炎症細胞浸潤の程度によってグレード 0~3に分類した (グレード 0 : 0, グレード 1 : 

1~2, グレード 2 : 3~4, グレード 3 : 4以上). 肝細胞風船様変性を評価では, 検体をグレー

24週時点での評価項目 
・体重, 肝臓重量評価, 外観評価, 腫瘍個数評価 
・ITT 
・病理組織学的評価  
・タンパク発現解析, 遺伝子発現解析  
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ド 0~2に分類した (グレード 0 : 風船様細胞変性なし, グレード 1 : 風船様細胞変性が少

ない, グレード 2 : 風船様細胞変性が多い / 顕著な風船様細胞変性) に分類した. オイルレ

ッド O染色の陽性面積を Image J software (U.S. National Institutes of Health, Bethesda, 

Maryland, USA) を用いて測定した.42 

 

2-3. 血液生化学的評価 

血清中のアスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ (AST) および TG 濃度は, 

FUJI DRI-CHEM7000V 血清多重生化学分析装置 (富士フイルム株式会社, 東京, 日本) を

用いて測定した.  

 

2-4. インスリン抵抗性の評価 

インスリン抵抗性を評価するためインスリン負荷試験 (ITT) を行い, インスリン

抵抗性指数 (HOMA-R) スコアを算出した.43 

 ITT : マウスに速効型インスリン (Humarin R Eli Lilly Co. IN, USA) を 0.75 U/kgで腹腔内

投与し, インスリン注射後 0, 30, 60, 90, 120分後に尾静脈血中の血糖値を測定した. 

もう一つのインスリン抵抗性の指標として, HOMA-Rスコアを以下のように算出した. 

HOMA-R score = (空腹時血糖値×空腹時血清インスリン値) / 405 

血清インスリン値は, 超感受性マウスインスリン ELISAキット (森永生物科学研究所,神

奈川県, 日本) を用いて測定した. 

 

2-5. タンパク質発現解析 

肝臓組織を採取後に使用するまで-30℃で直ちに凍結保存した. 肝臓組織から

Minute Total Protein Extraction Kit for Animal Cultured Cells and Tissues (#SD-001/SN-

002;Invent Biotechnologies, Inc.MN, USA) を用いてタンパク質を抽出した. タンパク質濃

度は分光濃度計を用いて推定した. サンプルを 95℃で 3分間煮沸し, 各サンプルの 15μl

を 10％および 12％SDS-PAGEゲルに入れ, ニトロセルロース膜 (Millipore, Bedford, MA, 
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USA) に移した. FASN (#3180), pGSK-3b (#9336), ERK (#9102), Cyclin D1 (#2922), p38 

MAPK (#9211) および GAPDH (#2118) (いずれも Cell Signaling Technology, Beverly, MA, 

USA) の一次抗体を使用した. 二次抗体は, Zymed Laboratories (San Francisco, CA, USA) 製

のものを使用した. 

 

2-6. リアルタイム PCR法による遺伝子発現解析 

肝臓サンプルは採取後直ちに-30℃で凍結保存した. 凍結した肝臓サンプルをホモ

ジナイズし, NucleoSpin RNA Kit (Takara Bio, Inc., Otsu, Japan) を用いて total RNAを単離

した. RNA濃度は, nano drop分光光度計 (Thermo Fisher Scientific, Inc., Wilmington, DE, 

USA) を用いて測定した. cDNAの合成は, PrimeScript RT Master Mix (Takara Bio) を用い

て行った. RT-PCR用プライマーは, GeneBankに収載されている配列を元とした Primer 

Express software for Real-Time PCR ver. 3.0 (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA) 

を用いて設定した. Gapdhを内因性コントロールとして使用した. 400nMのプライマー

及び 25 ngの cDNAテンプレートから TB Green Premix Ex Tax II (Takara Bio)を使用し, 

Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR system (Applied Biosystems) でリアルタイム PCR

を施行した. 使用したプライマー については以下の表に記載した.  

表 3：qPCRによる遺伝子発現解析において使用したプライマー 

 qPCR primer F qPCR primer R 

Lpl AGAGGCTATAGCTGGGAGCAGAAAC GCAAGGGCTAACATTCCAGCA 

Lepr TCATGTGCCGGTACCCAGAG ACCTAAGGGTGGATCGGGTTTC 

Src CAGCGGCGGTTTCTACATCA GCTTGGATGTGGGACATACGG 

Gapdh TGTGTCCGTCGTGGATCTGA TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG 

 

2-7. DNAマイクロアレイ 法による遺伝子発現解析 

凍結した肝臓サンプルをホモジナイズし, NucleoSpin RNAキット (Takara Bio) を

用いて total RNAを単離した. RNA濃度は, NanoDrop Spectrophotometer (Thermo Fisher 
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Scientific) で 260/280nmの吸光波長を測定した. cDNAの合成は AMV Reverse 

Transcriptase (Promega Corp., Madison, WI, USA) と random primers (Takara Bio) を用いた. 

1mM dNTPs (Fermentas Life Sciences, Inc., Burlington, ON, Canada), 0.025μg/mLランダム

プライマー, 0.25 U/mL逆転写酵素, および 500 ngの total RNAの混合物を 30℃で 10分

間, 37℃で 60分間, 95℃で 5分間, および 4℃として作成した. 作成した cDNAは-80℃で

保存した. 両群から単離した RNAサンプルを用いて DNAマイクロアレイ解析を行った. 

100ngの total RNAから合成した標識 cDNAは推奨プロトコルに従って使用し, 

GeneChip 3’ IVT Plus Reagent Kit (Affymetrix, Inc., Santa Clara, CA, USA) を用いて, フラグ

メント化して標識した 600ngの cDNAを SurePrint G3 Mouse GE microarray 8×60K Ver. 

2.0 (Agilent, Inc., Santa Clara, CA, USA) に 65℃で 17時間ハイブリダイズしてマイクロア

レイ 解析を施行した. Low Input Quick Amp Labeling Kit (Agilent) を使用して染色し, 

DNA microarray scanner (Agilent) を使用してスキャンした. 生データの解析は GeneSpring 

GX 14.5 (Agilent) を用い正規化を施行した. T09 + CCl4群の遺伝子発現プロファイルを

CCl4群と比較した. 発現変化が 2倍以上の遺伝子を発現増加として, 発現変化が 0.5倍未

満の遺伝子を発現低下として分類した. 

 

2-8. 統計学的解析 

すべてのデータは平均値±標準偏差で記載した. 統計解析は Graph Pad Prism 8 

(Graphpad Software, Inc., San Diego, CA) を用いて行った. 2群間の比較には, Mann-

Whitney U 検定を用いた. p値は 0.05未満を有意とした. 群間比較は, one-way analysis of 

variance (ANOVA) での解析後に Tukey’s post hoc testで比較した.  
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3. 結果 

3-1. 肝体重比及び体重変化 

図 6は, マウスの肝体重比と週数におけるマウスの体重を示している. T09 + CCl4群では, 

CCl4群に比べて肝重量及び肝体重比が有意に高かった. (図 20 : 24週における肝臓重量). 

24週におけるマウス体重は両群とも初期体重に対して増加していたが, T09 + CCl4群の

マウスは 20週目以降, 体重増加が緩やかに減少していた.  

 

 
図 6：肝体重比 (左図, n = 9) 及び 体重変化 (右図, n = 6).  

 

3-2. 肝臓における腫瘍形成 

図 7は, 両群の腫瘍外観を示しており, 両群のマウスに腫瘍が発生した. 図 8は, 腫

瘍の最大径と腫瘍個数を示している. T09 + CCl4群の全てのマウスで腫瘍が発生してお

り, CCl4群では形成した腫瘍個数が有意に少なく, また小さかった.  

 

(Week) 
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図 7：CCl4群及び T09 + CCl4群の肝臓肉眼所見.  

左は開腹時, 右は肝臓摘出後の所見. Bars : 1cm 

 

 
図 8：最大腫瘍径 (左図)と腫瘍個数 (右図)  

Mean ± SD, n = 9, Mann-Whitney U test. p < 0.05 vs the CCl4 group. 

 

3-3. 背景肝における NASH病理評価所見 

図 9に両群の肝臓組織学的所見を示す. T09 + CCl4群では正常な肝小葉構造が破

壊されていた. オイルレッド O染色およびMT染色から, T09 + CCl4群の方が CCl4群よ

りも広い範囲の脂肪沈着および強い線維化が観察された. (図 9) T09 + CCl4群のマウスで

は, 大滴性脂肪沈着, マロリーデンク小体を持つ風船様細胞浸潤, 小葉の炎症細胞浸潤, 線

維化が認められた. (図 10) また, オイルレッド O染色では, ImageJソフトウェアで算出
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した脂肪沈着を示すオイルレッド O染色陽性となる領域は, T09 + CCl4群の方が CCl4群

よりも有意に多かった. (図 11) また, MT染色上の青染色面積を算出して線維化の重症度

を評価したところ, T09 + CCl4群では CCl4群に比べて線維化面積が有意に多いことがわ

かった. 臨床的に NASHの重症度は NAFLD activity scoreで評価されるが, NAFLD 

activity scoreは, T09 + CCl4群の方が CCl4群よりも有意に高かった. (図 11) 酸化ストレス

の評価は, 脂質過酸化のマーカーである 4HNEの免疫染色により測定した. CCl4群では

門脈周囲領域 (zone 1) に 4HNE陽性領域が確認された. 一方, T09 + CCl4群では, 中心静

脈領域 (zone 3) に 4HNE陽性領域が認められ, 酸化ストレスの領域が異なることが観察

された. (図 12) 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
 

 

24 

 
図 9：T09 + CCl4群及び CCl4群の肝臓病理所見像.  

T09 + CCl4群では CCl4群に比べて肝小葉構造が破壊され, より強い線維化や脂肪沈着が

確認される. 上から HE染色, オイルレッド O染色, MT染色. Bars : 100 µm.  
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図 10：T09 + CCl4群における NASHで特徴的な肝臓病理所見像.  

肝細胞風船様変性 , マロリーデング小体 , 炎症性細胞浸潤, 大滴性脂肪沈着が確認される. 

白矢印 : 肝細胞風船様変性を呈している肝細胞. 黒矢印 : マロリーデング小体. 

 
図 11：オイルレッド O染色及びMT染色における定量評価と NAFLD activity score.  

オイルレッド O染色は赤色染色部分, MT染色は青色染色部分を Image J softwareを用い

て定量評価を行った. Mean ± SD, n = 5, Mann-Whitney U test. p < 0.05 vs the CCl4 group. 

NAFLD activity scoreは病理医に盲検定化した上でスコア化した. Mean ± SD, n = 7, 

Mann-Whitney U test. p < 0.05 vs the CCl4 group. 



 
 

 

 
 

 

26 

 

 
図 12：酸化ストレスの局在の偏向.  

酸化ストレスマーカーである 4HNEは, CCl4群では門脈周囲領域 (zone 1) に, T09 + CCl4

群では中心静脈領域 (zone 3) に認められ, 酸化ストレスの領域が異なることが観察され

た. Bars : 100 µm. 

 

3-4. 脂質代謝異常とインスリン抵抗性 

T09 + CCl4群における脂質代謝異常の重症度を評価するために, F4/80の免疫染色

及びウエスタンブロット法により FASN発現を評価した. インスリン抵抗性については

ITTと HOMA-Rで評価した. さらにウエスタンブロット法によりインスリンシグナルに

より制御を受ける pGSK-3の評価を行った. 図 13は, 腹部脂肪組織および肝臓組織にお

ける crown-like structureを示す. 脂質代謝の調節因子として重要な FASNはウエスタン

ブロットによるタンパク質発現分析を行った. (図 14) CCl4群の FASN発現と比較して, 

T09 + CCl4群では有意に FASNの発現が増加していた. インスリン抵抗性は ITTと

HOMA-Rスコアを用いて 3群 (T09 + CCl4群, CCl4群, 通常食群) で比較した. インスリン

を腹腔内投与 30分後, 60分後, 90分後, 120分後の血中血糖値は, T09 + CCl4群の方が通

常食群よりも有意に高かった. (図 15) さらに T09 + CCl4群の AUC (Area under the curve : 

曲線下面積) は, 通常食群よりも有意に高かった. また, インスリン抵抗性を HOMA-Rス
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コアで評価した結果, T09 + CCl4群の HOMA-Rスコアは通常食群よりも有意に高かった. 

さらに, pGSK-3タンパク質発現解析を行ったところ, 群間で有意な差が認められた. (図

16) 

 
図 13：F4/80免疫染色による脂質代謝異常の評価.  

T09 + CCl4群における腹腔内脂肪組織と肝臓非腫瘍組織における crown like cellの評価. 

Bars: 100 µm. 

 

 
図 14：脂肪酸合成酵素である FASNタンパク質の解析による脂質代謝異常の評価.  

T09 + CCl4群及び CCl4群の非腫瘍組織における FASNタンパク質の発現解析. Mean ± 

SD, n = 4, Mann-Whitney U test. p < 0.05 vs CCl4群. 
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図 15：ITT, AUC (曲線下面積) 及び HOMA-Rによるインスリン抵抗性の評価.  

T09 + CCl4群, CCl4群及び通常食群におけるインスリン抵抗性評価. Mean ± SD, n = 6, 

one-way analysis of variance (ANOVA) with Tukey’s post hoc test. p < 0.05. Mann-Whitney U 

test. p < 0.05. T09 + CCl4群 vs Normal chow群. * : T09+CCl4群 vs Normal chow群. ✝ : 

T09+CCl4群, CCl4群 vs Normal chow群.  

 

 
図 16：インスリンシグナル及びグルコース恒常性に関連する pGSK-3タンパク質の発

現解析. 

T09 + CCl4群及び CCl4群の非腫瘍組織における pGSKタンパク質の発現解析. Mean ± 

SD, n = 4, Mann-Whitney U test. p < 0.05 vs the CCl4 group.  

 

3-5. 腫瘍組織における病理評価所見 

図 17は, T09 + CCl4群の腫瘍部分における HE染色及び CD34, AFP, glypican3の

免疫染色の病理学的所見を示す. 腫瘍の HE染色により大滴性脂肪変性, 細胞および核の

多形性, および核の異型性を認めた. CD34染色では, 類洞の毛細血管化が確認された. さ

らに, T09 + CCl4群の腫瘍は AFPおよび glypican3が陽性染色となった.  
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図 17：T09 + CCl4群における腫瘍組織の病理学的評価. 

左から HE染色, CD34免疫染色, AFP免疫染色, Glypican3免疫染色. Bars: 100 µm. 

 

3-6. 腫瘍形成に関わるタンパク質発現解析 

図 18は, T09 + CCl4群の非腫瘍組織および腫瘍組織における細胞増殖, 細胞周期

関連タンパク質及びストレス応答関連タンパク質である pERK, tERK, Cyclin D1及び

p38MAPKのウエスタンブロットの結果を示す. 腫瘍組織は非腫瘍組織に比べて細胞増

殖および細胞周期関連タンパク質のレベルが増加していた. さらに, 腫瘍組織ではストレ

ス応答関連タンパク質の発現が抑制されていた.  

 
図 18：pERK, Cyclin D1 及び p38 MAP タンパク解析による腫瘍組織における細胞増殖, 

細胞周期関連タンパク質及びストレス応答関連タンパク質の発現解析.  

左 : ウエスタンブロットのゲル画像. GAPDH : 内因性コントロール 

右 : タンパク発現のゲル濃度を数値化し, 比較評価. Mean ± SD, n = 4, Mann-Whitney U 

test. p < 0.05 vs 非腫瘍組織. 
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3-7. マイクロアレイによる腫瘍組織及び非腫瘍組織の網羅的解析 

マイクロアレイ解析と Ingenuity Pathway Analysis (IPA) の結果を表 4~7に示す. 表

4は T09 + CCl4群と CCl4群の背景肝における IPA解析による disease and disorders分類

の結果である. 肝臓の線維化に関連した炎症性および結合組織の障害が示唆された. また, 

top toxicity function analysisにおける肝毒性の結果は, 全ての指標が NASHの病態との関

連を示唆していた. 表 5は, T09 + CCl4群と CCl4群の背景肝における発現遺伝子の解析

結果を示す.  表 6は, T09 + CCl4群の腫瘍組織と非腫瘍組織における発現遺伝子の解析

結果を示す. ヒト NASHと関連があると考えられている遊離脂肪酸代謝のメディエータ

ーである Lplとエネルギー代謝の調節因子である Ucp2は, T09 + CCl4群で遺伝子発現が

増加していた. また発癌に関連する遺伝子群として Srcや Fgrなどのアポトーシス抑制

遺伝子は発現が増加し, ヒト HCCのプロモーター遺伝子として報告されている Cd5lは

腫瘍組織で発現が増加していた. 表 7は T09 + CCl4群と CCl4群の腫瘍組織における発現

遺伝子の解析結果を示す. 肝発癌に関連する Fam83eや Srcの発現増加と Lplの発現増加

を認めた.  

表 4：非腫瘍組織における Disease and disorders 及び Top tox functions (Hepatotoxicity) 

による肝臓の線維化に関連した炎症性および結合組織の障害に関係する遺伝子群の評

価. vs CCl4群  

 

 
Disease and disorders P-value range # of molecules 

Inflammatory response 3.02×10-6 – 3.93×10-27 278 
Immunological disease 1.95×10-6 – 1.94×10-22 270 
Organismal injury and 
abnormalities 

2.37×10-6 – 4.18×10-20 517 

Connective tissue disorders  9.50×10-7 – 3.38×10-16 126 
Inflammatory disease 1.11×10-6 – 3.38×10-16 199 

Top tox functions:hepatotoxicity 
  

Liver inflammation/hepatitis 1.00×100 – 5.92×10-8 39 
Liver damage 1.00×100 – 3.67×10-6 33 
Liver steatosis 6.18×10-1 – 7.62×10-5 28 
Liver necrosis/cell death 5.51×10-1 – 2.23×10-4 25 
Glutathione depletion in liver 4.52×10-1 – 9.06×10-4 8 
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表 5：非腫瘍組織において有意な発現変化を認めた NASHに関連した遺伝子群. P < 

0.05 vs CCl4群.  

 
表 6：T09 + CCl4群の腫瘍組織において有意な発現変化を認めた NASH肝発癌に関連

した遺伝子群. p < 0.05 vs 非腫瘍組織群.   

 
 

表 7 : 腫瘍組織に有意な発現変化を認めた NASH肝発癌に関連した遺伝子群. p < 0.05 vs 

CCl4群 

 

 
Relation Gene 

symbol 
Gene name (description) Fold 

change 
P-value Regulation reference 

Oxidative 
stress 

Cd14 CD14 antigen 2.525 0.042 Up 44 
Dnmt3b DNA methyltransferase 3B 2.043 0.014 Up 45 
Gstm2 Glutathione S-transferase, mu 2 2.101 0.044 Up 46 
Pil3cd Phosphatidylinositol 3-kinase 

catalytic delta polypeptide 
2.088 0.011 Up 47 

Hepatic 
steatosis 

Acot1 Acyl-CoA thioesterase 1 2.124 0.014 Up 48 
Lpl Lipoprotein lipase 6.301 0.005 Up 49 

Hepatic 
fibrosis 

Trib3 tribbles homolog 3 (Drosophila) 0.395 0.044 Down 50 
Lepr Leptin receptor 6.455 0.038 Up 51 
Lgals3 Lectin, galactose binding, soluble 3 2.049 0.038 Up 52 

Inflammation  Tfrc Transferrin receptor 2.725 0.005 Up 53 
Fcgr4 Fc receptor, IgG, low affinity IV 2.379 0.004 Up 54 
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symbol 
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change 

P-value Regulation reference 

Hepatocellular 
carcinoma 

Cd5l CD5 antigen-like 2.371 0.003 Up 55 
Vsig4 V-set and immunoglobulin 

domain containing 4 
2.346 0.014 Up 56 

Sirt3 Sirtuin 3 0.487 0.036 Down 57 
NAFLD Lpl Lipoprotein lipase 5.12 0.009 Up 49 

Ucp2 Uncoupling protein 2  2.121 0.042 Up 58 
Apoptosis ↓ Src Rous sarcoma oncogene 3.755 0.025 Up 59 

Fgr Gardner-Rasheed feline sarcoma 
viral (Fgr) oncogene homolog 

3.142 0.004 Up 60 
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symbol 

Gene name (description) Fold 
change 

P-value Regulation reference 

Hepatocellular 
carcinoma 

Fam83e Family with sequence similarity 
83, member E 

9.419 0.004 Up 61 

Src Rous sarcoma oncogene 3.755 0.003 Up 62 
NAFLD Lpl Lipoprotein lipase 3.790 0.048 Up 49 
Hepatic fibrosis Lepr Leptin receptor 2.455 0.033 Up 51 
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3-8. リアルタイム PCRによる NASH発癌に関連する遺伝子発現解析 

図 19は, リアルタイム PCR解析の結果を示す. マイクロアレイ解析により検出さ

れた 3つの遺伝子 (Lpl, Lepr, Src) をリアルタイム PCRによる解析では, CCl4群と比較し

て T09 + CCl4群は遺伝子発現が有意に増加していた. 

 

 
図 19：腫瘍組織におけるマイクロアレイ 解析で有意な発現変化を認めた Lpl, Lepr, Src

の遺伝子についての qPCRでの発現変化.  

Mean ± SD, n = 5, p < 0.05  vs the CCl4 group.  

 

 
図 20：24週時点における肝臓重量 

CCl4群と T09 + CCl4群における肝臓重量の評価. Mean ± SD, n = 9, Mann-Whitney U test, 

p < 0.05 vs the CCl4 group. 
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図 21：T09 + CCl4群の 12週及び 22週における肝臓組織評価. 

MT染色による評価では 12週では線維化の程度が低い. 白矢頭 : 脂肪変性, 黒矢頭 : 線維

化. Bars: 100 µm. 

 

 

 
図 22：AST及び TGの生化学評価. 

CCl4群と T09 + CCl4群における ASTと TGの評価. Mean ± SD, n = 9, Mann-Whitney U 

test, p < 0.05 vs CCl4 group. 
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4. 考察 

本研究では, NASHがメタボリックシンドロームの肝臓における表現型であると

いう点から, その代謝異常を反映し, NASHの肝臓病理組織診断を満たした肝発癌モデル

動物の作成を目指した. 着目したのは, NASH患者で認められる脂肪肝炎の所見について

である. 特徴的な肝臓の病理所見である大滴性脂肪沈着は, TGが細胞内に過剰に取り込

まれることにより生じる. この大滴性脂肪沈着は NASHの病態進行に重要な役割を果た

していると考えられており, FXRや PPARおよび LXRなどのいくつかの核内受容体の

活性化によって引き起こされるとされている.63,64 実際の臨床でも NASH患者において, 

LXRが脂質生成の誘導を介して大滴性脂肪沈着を影響を与えているという報告があ

る.37,65 そこで, 高脂肪食摂食下において LXRアゴニストと酸化ストレスとして CCl4を

24週間投与することで, NASHに関連した肝発癌を再現できるかについて評価した.  

本研究において作成された T09 + CCl4群のマウスは体重減少を示さず, NASH研

究で汎用されているMCDマウスの様な飢餓モデルではないことが分かった. また, 肝体

重比が高く, 正常な肝臓の外観と比べて, 肝臓表面は粗造白色調となっており, 肝臓の線

維化を伴う脂肪肝炎を反映した肉眼所見となっていた. 肝表面には, 肉眼的に多数の腫瘤

形成を認めたが, CCl4群では投与されていなかった LXRアゴニストが肝臓における腫

瘍形成に影響していると考えた. しかし, LXRアゴニストには発癌抑制効果を有すると

の報告もある. Xiongらは, T0901317が HCC細胞株由来の異種移植片において HCCの

発生を抑制することを報告しているが, T0901317の使用量は 25mg/kg/日であり, 本研究

で使用した量の 10倍であった.66 つまり, T09 + CCl4群で腫瘤が多発した原因としては, 

T0901317による抗腫瘍効果に比べて, LXRアゴニストと高脂肪食負荷による脂質代謝

異常と CCl4投与による酸化ストレスによる負荷が強かったことが一因であると考えた. 

臨床において NASHを診断する際に肝生検標本の組織学的所見が重視される. 

NAFLD activity scoreと線維化の程度を 2群間で比較し, LXR投与による影響を評価した. 

T09 + CCl4群では, ヒト NASHにおいて特異的な組織学的所見である肝細胞風船様変性
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とマロリーデンク小体が観察され, 有意に NAFLD activity scoreが高かった. Ahnらは, 

NASH患者において LXR発現の程度が小葉の炎症, 肝細胞風船様変性, NAFLD activity 

score, 線維化の程度と正の相関があることを報告している.37 強制的に LXRアゴニスト

を投与し, LXRを刺激したことで NASH患者に同様に病理所見が認められた本研究の結

果と矛盾しない結果であり, NASHにおける LXRの重要性を示唆するものであった. さ

らに, 酸化ストレスマーカーである 4HNEの免疫染色の結果では, T09 + CCl4群では中心

静脈領域 (zone 3) に観察された. ヒト NASHにおける線維化は, 中心静脈領域 (zone 3) か

ら拡大していくという特徴があるが, 同じ zone 3に酸化ストレスの局在があることから, 

酸化ストレスが線維化に関係している可能性がある.67 また, 線維化の程度については

LXRアゴニストの投与されている T09 + CCl4群でより強い線維化が確認された. その理

由としては, 高脂肪食と LXRアゴニストが継続的に投与されたことに伴う脂質代謝異常

と酸化ストレスの増大が影響していることが原因と考えられた. そのメカニズムとして

非生理的な LXRの活性化が異常な脂質代謝をもたらし, 遊離脂肪酸がマクロファージに

作用するという機序が考えられる. LXRアゴニストが SREBP1c, ChREBP, およびそれら

の標的である FASNや SCD1の発現を誘導することにより, 脂肪酸生合成が促進され, 

その過程で発生する遊離脂肪酸は肝内マクロファージを炎症性M1型に変化させる. そ

して, 炎症による肝細胞障害に伴うサイトカインの放出を介して肝星細胞が活性化し, 結

果として線維化が生じたという報告があり, この機序により線維化が生じている可能性

がある.68 以上より LXRアゴニストによる脂質代謝異常を介して, より強い炎症を惹起

することにより, 肝臓病理所見がヒト NASHに類似した可能性が考えられた.  

NASHを含む NAFLDはメタボリックシンドロームと密接に関連していることか

ら, 各種の代謝異常が生じている.69,70 そこで, 肝臓における脂質代謝異常を評価するため

に, 肝臓内のマクロファージ遊走を F4/80染色で評価した. 脂質代謝に異常がある条件下

では, 肝臓内に過剰な脂質流入を引き起こし, 直接的な脂質毒性や活性酸素の発生を引き

起こすことで crown like cellという脂肪組織の周囲にマクロファージが取り囲む特徴的
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な所見が観察される. 71,72 本研究においても, T09 + CCl4群で肝臓に crown like cellが観察

され, ヒト NASH患者でも観察される異常な脂質代謝が生じていることが想定された. 

また, ウェスタンブロッティングによるタンパク発現解析では, 脂肪酸の de novo合成を

行う FASNとグリコーゲン合成の主要な酵素である GSK-3の発現増加を認めた. 大量に

脂肪酸の de novo合成が行われることで, 脂肪組織の慢性炎症やインスリン抵抗性が生

じ 73,74, 脂肪の in / out balanceの喪失をもたらすことで, 脂質及び糖質のホメオスタシス

を乱した可能性がある.75,76,77  ITTではインスリン抵抗性の上昇が認められ, 実際に糖質

ホメオスタシスの異常が生じていることが確認された. これらの結果は, LXRアゴニス

トと高脂肪食により糖質及び脂質のホメオスタシスが破綻し, NASHの病因を再現する

重要な因子となった可能性がある.  

NASH患者は脂肪肝患者と比較して, HCCを発症するリスクが高い.78 臨床的に, 

NASHに関連した HCCは中等度または高分化型と診断されることが多く, その診断は

習熟した病理医であっても困難な場合も多い.7 本研究では, 腫瘍を正確に評価するため

に, CD34, AFPおよび Glypican3による免疫染色を行った. HCCは多血性腫瘍であり血管

内皮を多く含むため, 血管内皮細胞で陽性となる CD34免疫染色を行うことで, 高分化型

HCCの評価が可能である.79 さらに, Glypican3と AFPを組み合わせることで高分化型

HCCと腺腫を正確に区別するのに有用である. T09 + CCl4群の肝臓に発生した多発腫瘤

は CD34, AFPおよび Glypican3の免疫染色により, 良性腫瘍ではなく高分化型 HCCに相

当すると評価した. 

臨床において NASHに関連した HCCの報告では, 癌組織における ERKシグナル

伝達が亢進していることが指摘されている.80 ERKシグナル伝達経路は通常, 細胞外シグ

ナルを伝達し, 増殖, 分化および細胞生存を含む基本的な細胞プロセスを制御する.81 一

方で ERKシグナル伝達異常は, 細胞周期の調節を担う Cyclin D1などの癌遺伝子の過剰

発現を介して肝臓における発癌を誘導する可能性がある.82 本研究では, ウエスタンブロ

ット法により, ERKと Cyclin D1の両方のタンパク質発現が増加していることを確認し
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た. さらにストレス応答反応に重要な役割を果たす p38 MAPKのタンパク質発現の低下

を認めた. p38 MAPKによるストレス応答が正常に行われない条件下では, 腫瘍の増殖を

促進するという報告もある.83,84 タンパク質発現解析からは ERK, Cyclin D1 及び p38 

MAPKの異常な発現変化に伴い, T09 + CCl4群のマウスにおける異常な細胞外シグナル

及び不適切なストレス応答が肝臓における発癌に寄与していると推測された. 

T09 + CCl4群と CCl4群における非腫瘍組織を比較したマイクロアレイによる網

羅的解析では, 酸化ストレス, 線維化や炎症といった NASHの病因や病態に関連する遺

伝子群の発現が有意に上昇していた (表 4). また T09 + CCl4群と CCl4群の腫瘍組織のマ

イクロアレイ解析では, Raf1 / Ampkシグナル伝達に関与する Srcと Fam83eの発現が増

加していた (表 5). また, 癌抑制遺伝子の BCl2, WT1や integrinの低下と癌遺伝子の sox9

や rasの上昇があることから異常な細胞増殖が起こっている可能性がある. 実際に, これ

らの変化は臨床における HCCの遺伝子解析でも報告されている.85 また, 腫瘍組織では, 

Lplや Ucp2などの NASH関連遺伝子の発現が増加しており, 腫瘍組織でも NASH組織

における遺伝子変化を有していた. さらに, T09 + CCl4群では, NASHに関連した発癌に

関係する 3つの遺伝子 (Lpl, Lepr, Src) の発現が有意に上昇していることを確認した (図

19). Lplは脂質代謝に関連しており, その過剰発現は肝臓特異的なインスリン抵抗性を引

き起こし, 肝臓における TGの蓄積を引き起こす.86 また, レプチンは食欲および体重を調

節し, その受容体である Leprは, NASHにおける肝線維化およびインスリン抵抗性と正

の相関があることが報告されている.51 Srcは RAS / RAF / MEK / ERKシグナルに関連す

る重要なメッセンジャーであり, 増殖や分化, 癌における浸潤, 転移, 血管新生に重要な役

割を果たしている.87 本研究でも ERKタンパク質発現上昇も認められていることから, 

RAS / RAF / MEK / ERK経路が肝発癌での重要な役割を果たしている可能性がある. こ

のように, NASHや肝癌の発生に関連するいくつかの遺伝子の発現が増加しており, ヒト

NASHに関連した HCCにおける遺伝子と類似した発現が認められた. 
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今回作成されたモデル動物は, ヒト NASHの発症機序として提唱されている

multiple hit theoryに矛盾しないものと考えている. 本研究において, 高脂肪食と酸化スト

レス及び LXRアゴニストにより代謝異常に伴う酸化ストレスが全身性に脂肪組織や肝

臓に炎症を惹起し, 全身性に parallelに病態を進行させたと考えられる. Two-hit theoryに

おける過食などにより first-hitとして脂肪肝が形成された後に second-hitとして酸化ス

トレスなどの影響が加わった訳ではなく, 最初から脂質過酸化, 酸化ストレスやインスリ

ン抵抗性といった種々の因子の影響が加わっている. 複数の刺激が同時に投与され, 同時

進行で病態が進んでいく parallelな状態であり, 近年提唱されている multiple hit theoryに

病態が近いと考えられた.  

本研究の主な限界点として 3点が挙げられる. 第一に, 肝臓での発癌がいつ始まっ

たかを評価できなかった点である. 肝発癌がいつから始まったかを調べるために, 12週

齢と 22週齢において肝臓を評価した. 22週齢のマウスと比較して, 12週齢のマウスは比

較的正常な肝細胞と類洞構造を示していたが, 22週齢のマウスにおいては正常構造が破

壊され, 線維化が高度であった. (図 21) さらに, 67%のマウスに肝臓に腫瘍が認められた. 

しかし, これらの腫瘍は CD34免疫染色で染色されず, 良性腫瘍であると考えられた. つ

まり, 22週齢の時点におけるマウスの肝臓は病理学的に NASHの特徴を示したが, 肝発

癌は起こしておらず, 実際の癌化がいつ始まったのかは不明であった. 第二に, 肝発癌の

きっかけは不明という点である. 今回確認されたデータから肝発癌に至る機序がいくつ

か想定されるが, 明確な発症機序については不明であった. その１つの機序として考えら

れるのは, インスリン抵抗性と酸化ストレスから発癌に至る機序である. インスリン抵抗

性が ERKの異常な増加を起こし, 癌細胞への形質転化を招き, アポトーシスの抑制をも

たらす. また CCl4投与に加えて脂質代謝異常に伴う強い酸化ストレスが DNA障害を起

こして肝臓に発癌を起こす要因となる. 実際に ERKが発癌の key factorとなっているか

については, 今後 ERK阻害剤を投与したモデルによる検討が必要である. 第三に, ヒト

NASHの病態において発癌後は転移や腫瘍の進展に伴う死亡という結果を招くが, 30週
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まで T09 + CCl4群の観察を継続しても転移や腫瘍の進展に伴う生存率の低下は認めら

れなかったという点である. 理由として考えられるのは, 出来た腫瘍は高分化型であるこ

とに加えて, T0901317自体にも抗腫瘍効果があるためである. T0901317を含めた LXR

アゴニストには, 樹状細胞や腫瘍細胞そのものに作用し, 免疫システムと癌の微小環境に

影響を与え, 発癌を抑える可能性が指摘されている.88 肝臓においては, 脂質代謝異常と

酸化ストレスの過剰な刺激により異常な細胞増殖が起こり, 肝細胞癌が発生したと考え

られるが, 抗腫瘍効果のある LXRアゴニストが全身に投与されているために他臓器への

転移は起こらなかった可能性がある. 抗腫瘍効果の詳細なメカニズムが解明されれば, そ

れを減ずる薬剤を投与することにより, 臨床と同様の癌死などを起こす可能性があるが, 

未だ LXRアゴニストの抗腫瘍効果については不明な点が多い. 今回の研究では, NASH

に関連する肝発癌がいつ, どのようにして始まるのか, またなぜ転移や腫瘍死が発生しな

かったかは不明であり, 今後の研究課題である.  

 

5. 総括 

l 高脂肪食摂食下に, LXRアゴニストである T0901317と酸化ストレスとして CCl4を

投与することにより, 24週間で肝臓内に発癌を起こすことが分かった. 

l 肝臓の背景組織は, NASHの確定診断に必要な病理所見像を満たすものであった. 

l NASH の病因として考えられているインスリン抵抗性や脂質代謝異常が確認された. 

l 腫瘍組織のタンパク発現解析では, ERK と Cyclin D1 シグナルの発現上昇が確認さ

れ, 増殖シグナルに異常が認められた. 

l マイクロアレイでの網羅的な遺伝子解析により, 癌遺伝子や NASH で確認される遺

伝子群の変動が認められた. 
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6. 結論 

24週間の LXRアゴニストと酸化ストレス, 高脂肪食を組み合わせることで, ヒト

NASHと同様の肝臓病理所見をマウスで再現し, ヒト NASH患者で認められる高分化型

HCCへの進行を再現することに成功した. これらの知見は, 酸化ストレスによる脂質代

謝異常や炎症が NASHに関連した肝発癌の病因と密接に関係していることを示唆して

いると考えられる. また, NASHにおける肝発癌を誘導するために 3つの刺激を同時に

24週間使用したが, NASHの病因として広く受け入れられている multiple hit theoryの考

え方に反しないものであった. ヒトにおける NASHからの肝発癌を, 病理所見, 遺伝子発

現, タンパク質発現の観点からも模倣するこの NASH発癌動物モデルは, まだ知られて

いない. NASHからの肝発癌に関して, 病態解明や治療薬開発の一助となる可能性がある. 

また HCCの進行と治療について新しい知見の発見に繋がる端緒となることを期待して

いる. 
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