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略 語 

 

 

ACC（Acetyl-CoA carboxylase：アセチル CoA カルボキシラーゼ） 

ALT（Alanine aminotransferase：アラニンアミノトランスフェラーゼ） 

AMPK（AMP-activated protein kinase：AMP 活性化プロテインキナーゼ） 

AST（Aspartate aminotransferase：アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ） 

Bambi（bone morphogenetic protein and activin membrane-bound inhibitor） 

CCR（C-C chemokine receptor：CCケモカイン受容体） 

CDAA（Choline-deficient L-amino acid-defined：コリン欠乏アミノ酸置換） 

cDNA（Complementary deoxyribonucleic acid：相補的デオキシリボ核酸） 

CT（Computed tomography：コンピュータ断層撮影） 

DAG（Diacylglycerol：ジアシルグリセロール） 

ELISA（Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay） 

FC（Free cholesterol：遊離コレステロール） 

FAS（Fatty acid synthase：脂肪酸合成酵素） 

FDA（Food and Drug Administration：アメリカ食品医薬品局） 

FFA（Free fatty acid：遊離脂肪酸） 

FLINT（The Farnesoid X Receptor (FXR) Ligand Obeticholic Acid in Nonalcoholic 

Steatohepatitis (NASH) Treatment） 

FXR（Farnesoid X receptor：ファルネソイド X受容体） 

GWAS（Genome-Wide association study：ゲノムワイド関連解析） 

HE（Hematoxylin eosin）染色 

HPLC（High performance liquid chromatography：高速液体クロマトグラフィー） 

JNK（c-Jun N-terminal kinase） 

LDL（Low density lipoprotein：低比重リポタンパク） 

MAPK（Mitogen-activated protein kinase：分裂促進因子活性化タンパク質キナーゼ） 

MCP-1（Monocyte chemoattractant protein -1：単球走化性タンパク質-1） 

MLK3（Mixed lineage kinase 3） 

MRE（Magnetic Resonance Elastography） 

MRI（Magnetic Resonance Imaging：磁気共鳴画像法） 

MRI-PDFF（MRI-proton density fat fraction） 

MTP（Microsomal triglyceride transfer protein：ミクロソームトリグリセリド輸送

タンパク質） 

NAFLD（Non-alcoholic fatty liver disease：非アルコール性脂肪性肝疾患） 

NAFL（Non-alcoholic fatty liver：非アルコール性脂肪肝） 
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NAS（NAFLD activity score：NAFLD 活動性スコア） 

NASH（Non-alcoholic steatohepatitis：非アルコール性脂肪肝炎） 

NEFA（Non-esterified fatty acid：非エステル型脂肪酸） 

NF-κB（Nuclear factor-κB） 

PCR（Polymerase chain reaction：ポリメラーゼ連鎖反応） 

PNPLA3（Patatin-like phospholipase domain containing 3 gene） 

PKC（Protein kinase C） 

PPAR（Peroxisome proliferator-activated receptor：ペルオキシソーム増殖因子活性

化受容体） 

RNA（Ribonucleic acid：リボ核酸） 

SD（Sprague-Dawley）ラット 

SDT（Spontaneously Diabetic Torii）fatty ラット 

SNP（Single Nucleotide Polymorphisms：一塩基多形） 

SREBP-1(Sterol regulatory element-binding protein：ステロール調節配列結合蛋白

-1) 

TC（Total cholesterol：総コレステロール） 

TG（Triglyceride：トリグリセリド） 

TLR（Toll-like receptor：Toll様受容体） 

TNF-α（Tumor necrosis factor-α：腫瘍壊死因子-α） 

TGF–β(transforming growth factor–β：トランスフォーミング増殖因子–β)  

VLDL（Very Low density lipoprotein：超低比重リポタンパク） 

ZF（Zucker fatty）ラット 

α-SMA（α-smooth muscle actin：α-平滑筋アクチン） 
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第 1章 緒 論 

 

NAFLD は組織診断あるいは画像検診で脂肪肝を認め、アルコール性肝障害など、他の

疾患を除外した病態である。NAFLDはメタボリックシンドロームの肝臓での表現型と言

われ、近年、食生活の欧米化や運動不足により肥満やメタボリックシンドロームの人口

が急増していることにより、世界中で増加の一途をたどっている。NAFLDは組織学的に

大滴性の肝脂肪変性を基盤に発症し、病態がほとんど進行しないと考えられる NAFLと、

進行性で肝線維化から肝硬変、肝がんの発症につながる NASH に分類され、現在、NAFLD

の有病率は全人口の 25%と推定されている(Araujo et al., 2018)。 

NAFLDでは飲酒歴が無いことが前提となるため、正確な診断のために、まずは詳細な

飲酒に関する問診を行う。飲酒歴の有無の判断基準として、エタノール摂取量で男性の

場合 30g/day 未満、女性の場合 20g/day 未満とすることが提唱されている(日本消化器

病学会, 2014)。NAFLD と診断された場合に、NASH か NAFLの診断を行うためには肝生検

が必須とされている。肝生検による診断法の一例としては、脂肪肝、小葉内炎症、肝細

胞のバルーニング変性をスコア化し、その合計を NAS として算出して診断する方法があ

る（表 1-1）。また、肝臓の線維化も肝生検によってステージングされてその重篤度が

診断されている（表 1-2）。 

現時点では NASH の確定診断のために肝生検が必須とされているが、肝生検は侵襲性

の高い検査であり、それによる合併症のリスクもある。また、検査実施者や肝臓サンプ

ルを採取する場所によって診断が異なってしまうサンプリングエラーも報告されてい

ることから(Ratziu et al., 2010)、現在肝生検に代わる検査法の探索が積極的に行わ

れている。NASH と NAFL の鑑別に関しては、フェリチン、インスリン、4 型コラーゲン

7S からなる NAFIC score が提案されており、日本国内でその有用性が検証されている
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(Sumida et al., 2011)。肝線維化進展例を鑑別する手法としては、NAFLD fibrosis score 

や FIB4 index など、血液生化学検査や日常的に比較的容易に得られるパラメータを用

いたスコアリングシステムが汎用されている。これらのスコアリングシステムを用いる

ことで、高度に肝線維化が進展している可能性の高い患者を非侵襲的に抽出することが

できるようになった。特に FIB4 indexはステージ 3以上の肝線維化例の鑑別において、

良好な鑑別能を有することが報告されている(Shah et al., 2009)。血液生化学値を用

いたスコアリングシステムのみならず CTや MRIを用いた検査（肝臓の弾性率測定（MRE)、

肝臓の脂肪比率の定量（MRI-PDFF））などの画像診断の有用性が報告されている(Hatta 

et al., 2010; Chen et al., 2011)。現状ではこれらのスコアリングシステムや画像診

断を活用し、肝生検の必要性の判断がなされている。また、臨床試験の早期段階におい

ては、これらを効果的に活用することにより、薬剤による脂肪肝の改善効果や肝線維化

改善効果を非侵襲的にモニタリングすることができ、早期に開発化合物の有効性の有無

が推測できるようになってきている。 

NASH/NAFLD 発症、進展のメカニズムについても精力的に研究されている。NAFLD 発症

のもっとも重要な因子は肥満であり、NAFLD 患者の内臓脂肪と肝臓内脂肪には正の相関

があることが報告されている(Koda et al., 2007)。NAFLD の主な背景疾患としては、

肥満のほかに 2型糖尿病、脂質異常症、高血圧がある(de Alwis and Day, 2008)。特に

2 型糖尿病は NAFLD 発症との関連性が強い(El-Serag et al., 2004)。また、NAFLDの進

展について、NAFL に二次的なストレスが加わることにより NASH に至る 2 hit theory

が広く認知されていたが、最近では炎症が脂肪化と同時、もしくは脂肪化に先行してお

こる機序（multiple parallel hit）も提唱されている(Day and James, 1998; Tilg and 

Moschen, 2010; Takaki et al., 2013)。NASH 病態発症に関与する因子としては、イン

スリン抵抗性や酸化ストレスが特に広く認識されている。その他、小胞体ストレス、ミ

トコンドリア機能異常、オートファジー、腸内細菌叢の変化も NASH 発症、進展に関与
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すると考えられているが、ヒトにおけるエビデンスはいずれも限定的であり、関与の真

偽やその影響の大きさなど、詳細は依然不明である。 

NASH発症に関与する遺伝的素因についての研究も積極的に行われている (Kawaguchi 

et al., 2018)。NASH/NAFLD 患者と健常者において GWAS が行われ、種々の遺伝的素因

が NASH 発症に関与していることが報告されたが、その中でも特に注目されている因子

として PNPLA3 が挙げられる(Romeo et al., 2008)。日本人を対象とした GWAS では、

PNPLA3の SNP変異（I148M）は NAFLDの内、Matteoni 分類で type4 といったシビアな患

者において有意に多く認められていることや線維化ステージとの関連も報告されてい

ることから、NASH 発症および進展に深く関与している因子であると考えられている

(Hotta et al., 2010; Kawaguchi et al., 2012)。PNPLA3 は脂肪滴膜に局在し、TG リ

パーゼ活性を有していることから、脂質代謝に関与して NASH/NAFLD 発症に影響してい

るものと想定されるが、そのノックアウトマウスは脂肪肝や肝機能異常といった表現型

を示さない(Basantani et al., 2011)。一方で、PNPLA3 のリスク変異(I148M)をノック

インしたマウスにおいては、肝脂質蓄積の亢進が認められていることから、リスク変異

が NASH 発症に関与していることは示唆されている。しかし、現在に至るまで、PNPLA3

の NASH への影響については全世界で検討がなされているが、その詳細はいまだ不明で

ある。 

近年、NASH は肝がんや肝移植の原因疾患としての懸念が高まっており、2020 年には

肝移植の原因疾患第一位になると推測されている(Charlton et al., 2011)。このよう

な背景から、NASH の治療法の確立は急務であるが、現時点において NASH を適応とした

治療薬は存在していない。現行治療は糖尿病や脂質異常症といった背景疾患の治療、お

よび生活指導による減量が中心となっている。減量の効果については信頼性が高く、多

くの場合に推奨される。3%以上の減量で、脂肪肝の改善が認められ、5%以上で肝炎、バ

ルーニングの改善、7%以上では NASH の消失、さらには 10%以上の減量によって肝線維
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化まで改善すると言われている（図 1-1、体重低下と NASH改善の関係性）(Hannah and 

Harrison, 2016)。高度肥満を合併した NASH患者には、減量手術が施されることがあり、

劇的な改善効果が認められている(Dixon et al., 2004; Schneck et al., 2016)。 

薬剤治療としては、PPARγ 作動薬であるピオグリタゾンや抗酸化剤であるビタミン E

製剤の有効性が臨床試験において示されており、適応外処方で使用されている(Sanyal 

et al., 2010; He et al., 2016)。ピオグリタゾンについては体重増加や浮腫といった

リスクが懸念されており、長期投与における安全性懸念がある(Musso et al., 2017)。

ビタミン E については、長期投与により総死亡率が上昇することが報告されている

(Miller et al., 2005)。また、これらの薬剤の肝硬変発症抑制および生命予後の改善

効果については不明であり、今後は、これらの薬剤の長期間での有効性や安全性につい

ての評価が待たれるところである。 

NASH 治療の目標は肝硬変や肝がんといった致死性の肝関連イベントの発症抑制と死

亡率の改善である。しかし、臨床試験においてこれらを示すには 10～20 年の期間が必

要となり、製薬企業の経済活動としてはあまりに合理性に欠く。このような状況を受け

て、2014 年、FDA は米国肝臓学会と共同で、NASH 治療薬の開発についての見解を示し

た(Sanyal et al., 2015)。その見解では、NASH治療薬の開発においては適切なサロゲ

ートエンドポイントの設定が認められ、肝関連イベントの発症抑制や死亡率の改善とい

ったハードエンドポイントは市販後調査で示せばよいとされた。この見解を受け、現在

多くの製薬企業が NASH 治療薬の創薬活動を活発化させており、多種多様なメカニズム

を有する薬剤が臨床試験実施中である(Oseini and Sanyal, 2017)。現在いくつかの薬

剤が臨床試験 Phase 3 を実施中であるが、その Phase 3 におけるサロゲートエンドポイ

ントは“NASH を消散させ、かつ線維化ステージを悪化させない”または“線維化ステ

ージを 1 ステージ以上改善し、かつ NASH を悪化させない”としている。サロゲートエ

ンドポイントのいずれかもしくは両方を満たすことで、NASH を適応とした薬剤として
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承認される見通しとなっている。 

NASH を適応とした開発中の薬剤の中で、最も開発が進んでいる薬剤は Intercept 社

によって開発されているオベチコール酸である。オベチコール酸は胆汁酸の一種であり

核内受容体 FXR 作動薬である。オベチコール酸は、天然の胆汁酸のなかで最も強力な

FXR リガンドであるケノデオキシコール酸の誘導体である。第 2 相臨床試験

FLINT(Neuschwander-Tetri et al., 2015)では、投薬開始 72 週後において投薬群でプ

ラセボ群に対して、肝線維化悪化を伴わずに NASを 2ポイント以上低下させるといった

プライマリーエンドポイント達成率が有意に上昇した（投薬群 vs プラセボ群：45% vs 

21% P=0.0002）。また、投薬群において線維化ステージ 1 以上改善した患者率も有意に

上昇していた（投薬群 vs プラセボ群：35% vs 19% P=0.004）。本試験においてはオベ

チコール酸による副作用も報告されており、投薬群で血中 LDL コレステロールの有意な

上昇（投薬群 vs プラセボ群：ベースラインからの変化 0.22 mmol/L vs -0.22 mmol/L 

P<0.0001）と有意な掻痒の惹起（投薬群 vs プラセボ群：23% vs 6% P<0.0001）がある。

特に LDLコレステロール上昇作用については、患者の心血管リスクへの影響が懸念され

ている。NAFLD 患者の心血管イベントリスクは一般人口と比較して高率であることが報

告されている(Hamaguchi et al., 2007)ことから、本剤の NASH 治療薬としての成否は

いまだ不透明である。 

オベチコール酸とほぼ同時期の発売が予測されている薬剤として、Genfit 社が開発

している Elafibranor がある。本薬剤は PPARα/δ 作動薬であり、第 2 相臨床試験

GOLDEN-505(Ratziu et al., 2016)で、一年間の投薬により本薬剤投与群において

post-hocで設定されたプライマリーエンドポイント、線維化悪化を伴わない NASH消散

（バルーニングスコア 0 かつ小葉内炎症スコア 0 or 1）達成率が有意に上昇した（投

薬群 vs プラセボ群：19% vs 12% P=0.045）。本剤は、オベチコール酸のようなコレス

テロール上昇作用や掻痒の惹起は報告されていないが、薬効面での劣勢は否めない。
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GOLDEN-505 のより詳細な解析を行った結果、NAS≧4で肝線維化を伴う NASH 患者におい

てより明らかなレスポンスが確認できたことから、本条件を第 3 相臨床試験における

inclusion criteria として設定している。また、Genfit 社は臨床試験サンプルを用い

たバイオマーカー探索を行い、NASH 患者の診断キットを作成し、Elafibranor 発売とほ

ぼ同時期に発売する予定としている。その他のスコアリングシステムや画像解析と併せ

て、NASH患者の簡便なスクリーニングが今後進んでいく可能性も期待される。 

NASH では肝臓の線維化が死亡率や肝がんを含む肝関連イベントの発症に関与する最

も重要な因子であることが報告されている（図 1-2、図 1-3）(Hagstrom et al., 2017)。

これらのことから、肝線維化の改善作用の有無が NASH 治療に重要視されている。薬剤

開発としても、線維化の改善作用の有無が重要視される傾向があるが、肝線維化を発症

するモデル動物は限られている(Imajo et al., 2013)。また、それらの肝線維化モデル

動物はヒト NASH 病態との類似性に乏しいものが多く、薬剤開発の難しさにつながって

いる。このような背景から、ヒト NASH 病態に類似した特徴を保持した NASH 肝線維化病

態モデル動物の必要性は極めて高い。ob/ob マウス、db/db マウスといった肥満および

肥満 2型糖尿病モデル動物の多くは、通常飼育条件下で脂肪肝を呈するが、肝線維化は

発症しない(Ge et al., 2010; Imajo et al., 2013)。また、CDAA 食負荷モデルにおい

ては肝臓からの脂質分泌異常や脂質酸化能の低下により重度の脂肪肝を発症し、重篤な

肝線維化を呈するが、ヒト NASH 患者で認められるような肥満、脂質異常症、糖代謝異

常を呈さない(Kawaratani et al., 2008; Tsujimoto et al., 2008; Tsujimoto et al., 

2009)。このように、NASH 治療薬の開発をしていく上で、ヒトの病態を完全に模倣した

モデル動物が存在していないことは大きな問題となっている。SDT fatty ラットは ZF

ラットと SDT ラットを掛け合わせて作成された肥満 2 型糖尿病モデル動物である（図

1-4）(Masuyama et al., 2005)。過去の検討で、雌性 SDT fatty ラットは 32～40 週と

いう長期飼育条件下において、通常食条件で肝線維化を発症することが確認できている
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(Ishii et al., 2015)。しかし、32～40 週という長期間を要する実験は、薬剤開発を

実施していく上では利便性を欠き、より早期に肝線維化を発症させられる条件を見出す

ことが効率的な研究のために望まれる。 

本研究では、雌性 SDT fatty ラットにおける肝線維化について、食事への脂質負荷に

よる肝線維化発症の早期化およびそのメカニズム解析を行った。第 2章では、通常食給

餌 SDT fattyラットと高コレステロール食、高脂肪食給餌 SDT fatty ラットにおける肝

線維化発症の比較解析から、高コレステロール食給餌 SDT fattyラットにおいて、肝線

維化発症が早期化することが確認でき、その検討結果をまとめた。第 3 章では、高コレ

ステロール食給餌 SDT fatty ラットでの肝線維化早期化メカニズムとその病態のヒト

NASH 病態との類似性についての検討結果をまとめた。第 4 章では本モデル動物を用い

た、ヒト NASH で有効性が確認できている薬剤での薬効評価を中心に、肝線維化改善効

果について検討した結果をまとめた。 
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表 1-1. NAFLD Activity Score(日本消化器病学会, 2014) 

項目 程度 点数 

脂肪肝 5%未満 0 

5～33% 1 

33～66% 2 

66%以上 3 

小葉内炎症 炎症巣なし 0 

1箇所の炎症巣 1 

2～4箇所の炎症巣 2 

5箇所以上の炎症巣 3 

バルーニング 無し 0 

少数 1 

多数 2 

診断（合計点） NAFL 0～2 

Borderline NASH 3～4 

NASH 5～8 

 

表 1-2. 肝線維化ステージ(Kleiner et al., 2005) 

Fibrosis stage 定義 

0 線維化なし 

1 中心静脈周囲 or 門脈周囲 

2 中心静脈周囲+門脈周囲 

3 Bridging fibrosis 

4 肝硬変 
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図 1-1. 体重低下と NASH 改善の関係性 (Hannah and Harrison, 2016) 

体重低下によって NASH病変は改善する。10%以上の体重低下によって線維化まで改善す

ると言われている。 
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図 1-2. 肝線維化ステージと NAFLD 患者の生存率 (Hagstrom et al., 2017)  

肝線維化ステージの進行は、生存率の低下に直結する。 

 

図 1-3. 肝線維化ステージと NAFLD 患者の肝関連イベント発症の関連性(Hagstrom et 

al., 2017) 

肝線維化ステージの進行は致死性の肝関連イベント発症リスクを上げる。 
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図 1-4. 16週齢における SDT fatty ラット（A）および SDラット（B） 

SDT fatty ラットは、同一週齢の SDラットに比べて、過食であり肥満を呈する。 
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第 2章 SDT fatty ラットにおける肝臓の線維化発症の早期化の検討 

 

 第 1節  緒 言 

 

 雌性 SDT fatty ラットは、過食による肥満、高脂血症、高血糖、高インスリン血症な

どの肥満 2型糖尿病の特徴を有したモデル動物である。過去の検討で、雌性 SDT fatty

ラットを通常食条件で 32～40 週飼育することで、脂肪肝をともなった肝線維化を発症

することが確認できている（図 2-1）(Ishii et al., 2015)。予備的な実験では、雄性

動物では肝線維化の発症は確認できなかった。雄性動物は糖尿病が雌性動物よりシビア

であり、早期にインスリン分泌不全状態に陥る。一方で雌性動物は雄性動物と比較し糖

尿病病態の発症がマイルドであり、高血糖を伴う高インスリン血症が長期間持続するこ

とで、インスリン抵抗性状態がより長期間持続していたと考えられる(Ohta et al., 

2014)。インスリン抵抗性はヒト NASH発症において重要であると考えられており、この

点が雌性 SDT fatty ラットの肝線維化発症に影響したと考えられる。 

本研究では、まず雌性 SDT fatty ラットにおける肝線維化について、食事への脂質

負荷によりその発症を早期化することを目的として検討を行った。他の動物実験におい

て、高コレステロール食によって肝線維化誘導が促進されることが報告されている

(Teratani et al., 2012)。また、高脂肪食を負荷することで、正常動物でも脂質異常

症を呈し、肝脂質蓄積が確認できることが報告されている(Imajo et al., 2013)。これ

らの報告を参考に、本検討では通常食と高コレステロール食、高脂肪食を給餌した際の

雌性 SDT fattyラットにおける肝線維化発症について比較検討を行った。また、正常動

物としては SDラットを用いて同様の食事条件にて飼育し、その影響の確認を行った。 
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図 2-1. 通常食飼育雌性 SDT fatty ラットの 40週齢における肝臓病理写真 

通常食給餌条件において、雌性 SDT fatty ラットでは 40 週齢で明らかな肝線維化が

確認できる(Ishii et al., 2015)。 
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第 2節  材料および方法 

 

試験には日本クレア社から購入した雌性 SDT fatty ラット、および正常対照として雌

性 SDラットを供した。通常食（NC）としてオリエンタル酵母社の CRF-1を用いた。高

コレステロール食（HC）として CRF-1に 2%のコレステロールを添加した飼料を用いた。

また、高脂肪食（HF）としては日本クレア社の Quick Fatを用いた。動物は紫外線照射

された水道水および上記飼料を自由摂取させ、12時間の明暗周期（明期：8～20 時、暗

期：20 時～8時）、温度 23±3℃、湿度 55±15%に環境統御された飼育室で維持した。 

各動物の体重および血液生化学パラメータ（グルコース、インスリン、TG、TC、ALT、

AST）を 8 週齢から 24 週齢まで 4週間毎に測定した。血液生化学パラメータは、非絶食

下のラット尾静脈より採血後、血漿中のグルコース、TG、TC、ALT、AST濃度を自動分

析器（HITACHI 7180、日立ハイテクノロジーズ）により測定した。血漿中インスリン濃

度はインスリン測定 ELISA キット（森永生化学研究所）を用いて測定した。食事負荷終

了後は、イソフルラン麻酔下での放血致死にて屠殺し、肝臓の摘出を行った。16、20

週齢にて摘出した肝臓は病理組織学的検査に、24 週齢にて摘出した肝臓については肝

臓重量を確認後に肝臓中各種脂質含量測定、mRNA 測定および病理組織学的検査に供し

た。肝臓中脂質の抽出は、肝切片（約 100 mg）にメタノール（0.5 mL）を添加しホモ

ジナイズ後、クロロホルム（1 mL）を添加することにより行った。脂質抽出液を乾固後、

2-プロパノール 200 μLに再溶解し、自動分析器にて TG、TCを測定した。また、肝臓

中 FFA濃度は、NEFA-Cキット（和光純薬工業）を用いて測定した。mRNA測定は GenEluteTM 

Mammalian Total RNAキット（Sigma、USA）を用いて Total RNAを抽出し、MLV reverse 

transcriptase（Invitrogen、Carlsbad、CA、USA）および Oligo（dT）（12-18）primer

を添加した後、Amp PCR system 9700（Applied Biosystems、FosterCity、CA、USA）を
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用いて cDNA を調製した。Real time PCR は、StepOne plus（Applied Biosystems、

FosterCity、CA、USA）を用いて実施した。反応液は、cDNA サンプル約 50 ng、3.5 mmol/L 

MgCl2、0.3 μmol/L primer、0.1 μmol/L 蛍光 probe および 1.25 U AmpliTaq Gold を

加え調製した。FASおよび ACCの primerと probe は、Primer Express software（Applied 

Biosystems、FosterCity、CA、USA）を用いて設計した。また、β-actin、SREBP-1、MTP、

MCP-1、TNF-α、TGF-β、Collagen type 1a1および α-SMA の定量には、Taqman Gene 

Expression Assays（Applied Biosystems、FosterCity、CA、USA）を用いた。内部標準

としては、β-actin を使用した。 

病理組織学的検査に供するサンプルについては、摘出直後に 10%ホルマリン液で浸漬

固定し、パラフィン包埋後に薄切切片を作成した。パラフィン切片は脱パラフィン処理

後、HE 染色およびシリウスレッド染色を施し、病理組織学的検査に供した。 

統計学的解析は、病理組織学的検査を除く各パラメータについて、NC SDラットと NC 

SDT fattyラットにおいては、Studentの t検定または Aspin-Welch の t検定を、各動

物の食事による影響（NC、HCおよび HF）の比較においては、Tukey-Kramer 検定または

Steel-Dwass 検定を実施し、P<0.05 を有意とした。結果は、平均値±標準偏差で示した。 
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第 3節  結 果 

 

NC給餌群において、SDT fattyラットの体重は SDラットと比較して試験期間を通じ

て有意に高値を示した。SDT fatty ラットの体重について、HC給餌群において NC給餌

群と比較して試験期間を通じて明らかな差は認められなかったが、HF給餌群では NC給

餌群と比較して 8週齢において有意に高値を示した。SD ラットの体重について、HC、

HF 給餌群共に、NC給餌群と比較して試験期間を通じて明らかな差は認められなかった

（図 2-2a）。血糖値について、NC給餌群では SDT fatty ラットは SD ラットと比較して

試験期間を通じて有意に高値を示した。また、SDT  fatty ラットの血糖値について、

HC 給餌群においては NC給餌群と比較して 16週齢において有意に高値を示し、HF給餌

群では NC給餌群と比較して 12週齢において有意に高値を示した。SDラットの血糖値

について、HC給餌群において NC給餌群と比較して 8、16、20週齢において有意に高値

を示したが、HF給餌群では NC給餌群と比較して試験期間を通じて明らかな差は認めら

れなかった（図 2-2b）。血中インスリン値について、NC 給餌群では SDT fatty ラットは

SD ラットと比較して 8、12、16、20週齢において有意に高値を示した。また、SDT  fatty 

ラットの血中インスリン値について、HC、HF給餌群共に、NC 給餌群と比較して試験期

間を通じて明らかな差は認められなかった。SDラットの血中インスリン値について、

HC 給餌群において NC給餌群と比較して 16、20、24週齢において有意に低値を示し、

HF 給餌群では NC給餌群と比較して 24週齢において有意に低値を示した（図 2-2c）。血

中 TG値について、NC給餌群では SDT fatty ラットは SD ラットと比較して試験期間を

通じて有意に高値を示した。また、SDT  fatty ラットの血中 TG値について、HC給餌

群では NC給餌群と比較して 20週齢において有意に低値を示したが、HF 給餌群では NC

給餌群と比較して 12 週齢以降継続的に有意に高値を示した。SDラットの血中 TG値に
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ついては、HC、HF 給餌群共に、NC 給餌群との間に試験期間を通じて明らかな差は認め

られなかった（図 2-2d）。血中 TC値について、NC給餌群では SDT fattyラットは SDラ

ットと比較して試験期間を通じて有意に高値を示した。また、SDT fatty ラットの血中

TC値について、HC給餌群では NC給餌群と比較して試験期間を通じて有意に高値を示し、

HF 給餌群では NC給餌群と比較して、8 週齢および 20週齢においてのみ有意に高値を示

した。SDラットの血中 TC値について、HC 給餌群で NC 給餌群と比較して試験期間を通

じて明らかな差は認められなかったが、HF給餌群では NC給餌群と比較して 16 週齢以

降継続的に有意に低値を示した（図 2-2e）。血中 ALT値について、NC給餌群では SDT fatty

ラットは SDラットと比較して 8、12、24週齢にて有意に高値を示した。また、SDT fatty 

ラットの血中 ALT 値について、HC給餌群で NC 給餌群と比較して試試験期間を通じて明

らかな差は認められなかったが、HF給餌群では NC 給餌群と比較して 8週齢において有

意に低値を示した。SDラットの血中 ALT 値について、HC、HF給餌群共に、NC給餌群と

比較して試験期間を通じて明らかな差は認められなかった（図 2-2f）。血中 AST値につ

いて、NC給餌群では SDT fatty ラットは SDラットと比較して 8、12週齢において有意

に高値を示した。また、SDT fatty ラットの血中 AST値について、HC、HF給餌群共に

NC 給餌群と比較して 24週齢において有意に高値を示した。SDラットの血中 AST値につ

いては、HC、HF給餌群共に NC給餌群と比較して試験期間を通じて明らかな差は認めら

れなかった（図 2-2g）。 

SDT fattyラット、SDラット NC給餌群、HC 給餌群、HF 給餌群について、24 週齢に

て解剖を行った。肝臓重量については、NC給餌群では、SDT fatty ラットにおいて SD

ラットと比較して有意な増加が確認できた。一方で、SDT fattyラットの肝臓重量は HC、

HF 給餌群ともに、NC 給餌群と比較して有意な差は認められなかった。一方、SDラット

の肝臓重量は、HC、HF給餌群ともに、NC給餌群と比較して有意に低値を示した（図 2-3a）。

肝臓中 TG含量については、NC給餌群では、SDT fatty ラットにおいて SD ラットと比較
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して有意な上昇が確認できた。一方で、SDT fatty ラットの肝臓中 TG含量は HC、HF 給

餌群ともに、NC給餌群と比較して有意な差は認められなかった。SDラットの肝臓中 TG

含量においても、HC、HF 給餌群ともに、NC給餌群と比較して有意な差は認められなか

った（図 2-3b）。肝臓中 TC含量については、NC給餌群で、SDT fattyラットにおいて

SD ラットと比較して、有意な差は認められなかった。一方で、SDT fatty ラットの肝臓

中 TC含量は、HC給餌群では NC給餌群と比較して有意な上昇が確認できたが、HF給餌

群では NC給餌群と比較して有意な差は認められなかった。SDラットの肝臓中 TC含量

においても、HC給餌群では NC給餌群と比較して有意な上昇が確認できたが、HF給餌群

では NC給餌群と比較して有意な差は認められなかった（図 2-3c）。肝臓中 FFA含量に

ついては、NC給餌群で、SDT fatty ラットにおいて SD ラットと比較して有意な増加が

確認できた。一方で、SDT fattyラットの肝臓中 FFA 含量は HC 給餌群では、NC給餌群

と比較して有意な上昇が認められたが、HF給餌群では NC 給餌群と比較して有意な変化

は認められなかった。SDラットの肝臓中 FFA含量は HC、HF給餌群ともに、NC 給餌群と

比較して有意な差は認められなかった（図 2-3d）。 

24週齢の各動物の遺伝子発現量の確認を行った。肝脂質合成関連遺伝子として FAS、

ACC、SREBP-1、肝 VLDL放出関連遺伝子として MTP の測定を行った。測定した肝脂質合

成関連遺伝子すべてについて、NC給餌群で SDT fatty ラットにおいて SDラットと比較

して有意な差は認められなかった。SDT fattyラットでは、HC給餌群で NC給餌群と比

較して肝脂質合成関連遺伝子すべてにおいて有意な差は認められなかった。一方で HF

給餌群では NC給餌群と比較して、FAS、ACC の有意な発現低下、および SREBP-1の発現

低下傾向が認められた。SDラットにおいては、HC、HF 給餌群ともに、NC給餌群と比較

して肝脂質合成関連遺伝子すべてにおいて有意な差は認められなかった（図 2-4a,b,c）。

肝 VLDL放出関連遺伝子 MTPについて、NC給餌群で SDT fatty ラットにおいて SDラッ

トと比較して有意な発現低下が認められた。SDT fatty ラットの肝 MTP発現は、HC 給餌
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群では NC給餌群と比較して有意な低下が認められた。一方で、HF 給餌群では NC給餌

群と比較して有意な差は認められなかった。肝 MTP 発現について、SD ラットにおいて

は、HC、HF給餌群ともに、NC給餌群と比較して有意な差は認められなかった（図 2-4d）。

肝炎症関連遺伝子として TNF-αと MCP-1の発現量を確認した。両遺伝子ともに、NC給

餌群で SDT fatty ラットにおいて SDラットと比較して有意な差は認められなかった。

SDT fattyラットにおいて、HC給餌群では、NC給餌群と比較して TNF-α の有意な発現

増加および MCP-1の発現増加傾向が認められた。一方で HF給餌群では NC給餌群と比較

してそれらの有意な差は認められなかった。肝炎症関連遺伝子について、SDラットに

おいては、HC、HF給餌群ともに、NC給餌群と比較して有意な差は認められなかった（図

2-4e,f）。肝線維化関連遺伝子として Collagen Type 1a1、TGF-β、α-SMA の発現量を

確認した。上記すべての遺伝子について、NC給餌群で SDT fattyラットにおいて SD ラ

ットと比較して有意な差は認められなかった。SDT fatty ラットにおいて、HC 給餌群で

は NC給餌群と比較して TGF-β の有意な発現増加および Collagen Type 1a1の発現増加

傾向が認められた。また、SDT fatty ラット HF 給餌群では NC給餌群と比較して TGF-β

の有意な発現増加が認められた。α-SMA については、 SDT fatty ラット NC 給餌群と比

較して HC給餌、HF給餌両群において有意な変化は認められなかった。肝線維化関連遺

伝子について、SDラットにおいては、HC、HF給餌群ともに、NC 給餌群と比較して有意

な変化は認められなかった（図 2-4g,h,i）。 

24週齢の各動物について、肝臓の病理学的変化を確認するため、パラフィン切片を

HE およびシリウスレッド染色後に鏡検した。SDT fattyラットにおいて、NC 給餌群で

は、全例で軽度から中等度の肝細胞の脂肪化および肥大が確認できた。また、炎症、線

維化についてはごく軽度に認められた。HC給餌群については肝細胞の高度な脂肪化お

よび肥大が確認でき、その程度は NC給餌群と比較して明らかに重篤であった。また、

NC 給餌群と比較して、HC 給餌群については線維化も重篤であり、病態の明らかな亢進
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が確認できた。一方で、HF給餌群においては NC給餌群と比較して脂肪化、線維化とも

に明らかな差異はなく同程度であった。HC 給餌群については 16週齢、20週齢において

も解剖し、病理組織学的評価を行った。その結果、HC 給餌 SDT fatty ラットでは、16

週齢から高度に肝線維化した動物が認められ、その匹数は高週齢になると共に増えてい

くことが確認できた。また、SDラットについては、すべての条件において明らかな病

理所見は認められなかった（表 2-1、図 2-5、図 2-6）。 
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図 2-2a ～ 2-2e. 雌性 SDラットおよび雌性 SDT fatty ラットの体重および糖脂質代

謝に関連する-血液生化学パラメータの経時変化 

a：体重（Body Weight）、b：血糖値（Glucose）、c：血中インスリン値（Insulin）、

d：血中 TG値、e：血中 TC値 

NC：通常食群、HF：高脂肪食群、HC：高コレステロール食群 

\: p < 0.05、\\: p < 0.01（NC SDラットと NC SDT fatty ラットの比較） 

#: p < 0.05、##: p < 0.01（NC SDT fatty ラットと HC SDT fatty ラットの比較） 

*: p < 0.05、**: p < 0.01（NC SDT fatty ラットと HF SDT fatty ラットの比較） 

!: p < 0.05、!!: p < 0.01（NC SDラットと HC SDラットの比較） 

$$: p < 0.01（NC SDラットと HF SD ラットの比較） 
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図 2-2f ～ 2-2g. 雌性 SDラットおよび雌性 SDT fatty ラットの肝機能に関連する血

液生化学パラメータの経時変化 

f：血中 ALT 値、g：血中 AST値 

NC：通常食群、HF：高脂肪食群、HC：高コレステロール食群 

\: p < 0.05、\\: p < 0.01（NC SDラットと NC SDT fatty ラットの比較） 

#: p < 0.05（NC SDT fatty ラットと HC SDT fatty ラットの比較） 

*: p < 0.05、**: p < 0.01（NC SDT fatty ラットと HF SDT fatty ラットの比較） 
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図 2-3a ～ 2-3d. 24週齢における雌性 SDラットおよび雌性 SDT fattyラットの肝重

量、肝中脂質含量 

a：肝重量（Liver weight）、b：肝中 TG値（Hepatic TG content）、c：肝中 TC値（Hepatic 

TC content）、d：肝中遊離脂肪酸値（Hepatic FFA content） 

NC：通常食群、HF：高脂肪食群、HC：高コレステロール食群 

\: p < 0.05、\\: p < 0.01（NC SDラットと NC SDT fatty ラットの比較） 

#: p < 0.05、##: p < 0.01（NC SDT fatty ラットと HC SDT fatty ラットの比較） 

$$: p < 0.01（NC SDラットと HF SDラットの比較） 

!: p < 0.05（NC SDラットと HC SDラットの比較） 

 



 29 

 

図 2-4a ～ 2-4d. 24週齢における雌性 SD ラットおよび雌性 SDT fattyラット肝臓の

TG 合成・VLDL放出に関連する遺伝子発現変動 

a：FAS、b；ACC、c：SREBP-1、d：MTP  

NC：通常食群、HF：高脂肪食群、HC：高コレステロール食群 

\\: p < 0.01（NC SDラットと NC SDT fatty ラットの比較） 

*: p < 0.05（NC SDT fatty ラットと HF SDT fatty ラットの比較） 

#: p < 0.05（NC SDT fatty ラットと HC SDT fatty ラットの比較） 
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図 2-4e ～ 2-4i. 24週齢における雌性 SD ラットおよび雌性 SDT fattyラット肝臓の

炎症、線維化に関連する遺伝子発現変動 

e：TNF-α、f：MCP-1、g：Collagen type 1a1(Col1a1)、h：TGF-β、i：α-SMA 

NC：通常食群、HF：高脂肪食群、HC：高コレステロール食群 

*: p < 0.05（NC SDT fatty ラットと HF SDT fatty ラットの比較） 

#: p < 0.05、##: p < 0.01（NC SDT fatty ラットと HC SDT fatty ラットの比較） 
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図 2-5. 24週齢における雌性 SDラットおよび雌性 SDT fattyラット肝臓の肝臓病理写

真（HE 染色） 

（a）NC SD ラット、（b）HF SDラット、（c）HC SD ラット、（d）NC SDT fatty ラット、

（e）HF SDT fatty ラット、（f）HC SDT fattyラット 

NC：通常食群、HF：高脂肪食群、HC：高コレステロール食群 

 

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 

(e) 

(f) 
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図 2-6. 24週齢における雌性 SDラットおよび雌性 SDT fattyラット肝臓の肝臓病理写

真（シリウスレッド染色） 

（a）NC SD ラット、（b）HF SDラット、（c）HC SD ラット、（d）NC SDT fatty ラット、

（e）HF SDT fatty ラット、（f）HC SDT fattyラット 

NC：通常食群、HF：高脂肪食群、HC：高コレステロール食群 

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 

(e) 

(f) 
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表 2-1. 24週齢における雌性 SDラットおよび 16～24 週齢における雌性 SDT fatty ラ

ット肝臓の病理組織学的評価結果 

 

-：Negative、±：Very slight、+：Slight、2+：Moderate、3+：Severe 

脂肪肝、肝細胞肥大、線維化、炎症細胞の浸潤についてスコア化を実施した。 
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第 4節  考 察 

 

SDT fattyラットは新規肥満 2型糖尿病モデル動物であり、雌雄ともに若週齢から糖

尿病を発症することが知られている。また、雌性 SDT fatty ラットは NC 給餌条件で長

期飼育によって脂肪肝を伴う肝線維化が発症することが報告されている(Ishii et al., 

2015)。本研究では、NC給餌条件の雌性 SDT fatty ラットで確認される肝線維化につい

て、より短期間での発症を惹起する目的で、HF、または HCを給餌することによる影響

を確認した。その結果、HC 給餌により線維化の発症は早期化することが確認できたが、

HF 給餌では線維化発症の促進に対し、明らかな影響が確認できなかった。 

各条件において、肝臓中脂質蓄積量を検討した結果、HC給餌群については NC給餌群

と比較して肝臓中 FFAの高度な蓄積が確認された。肝臓中の過剰な FFA蓄積は MLK3の

活性化を介して、JNKや p38 MAPK を活性化し、肝炎を悪化させること(Ibrahim et al., 

2016; Tomita et al., 2017)、また、TLR4を介して NF-κBを活性化させることが知ら

れている(Sharifnia et al., 2015)。また、TLR4 は肝線維化への関与も報告されてい

る(Tomita et al., 2014)。これらのことから、肝臓での FFA 蓄積は肝炎、肝線維化悪

化に影響する可能性が考えられる。実際に、SDT fatty ラット HC給餌群では TNF-α、

MCP-1といった肝炎に関連する遺伝子発現や、TGF-β、Collagen 1a1といった肝線維化

に関連する遺伝子発現が、NC給餌群と比較し亢進していた。HC給餌群での線維化発症

促進は、肝臓中 FFA蓄積が影響したと考えられた。 

HC給餌群の肝臓 FFA蓄積は肝 VLDL放出抑制の影響によって重篤化した可能性が考え

られる。SDT fatty ラット HC給餌群では、肝 VLDL 放出に関与する遺伝子である MTP の

発現が NC給餌群と比較し低下していた。このため、HC給餌群では肝臓からの VLDL 放

出が低下し、肝臓での TG 蓄積が引き起こされ、その結果肝臓中 FFA 蓄積が重篤化した
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と考えられた。 

一方、SDT fatty ラット HF給餌群では、NC 給餌群と比較して肝臓中 FFA蓄積亢進は

認められなかった。SDT fatty ラット HF給餌群では、NC給餌群と比較して肝臓中脂質

合成遺伝子の発現低下が認められた。この結果から、SDT fattyラット HF給餌群では

肝脂質合成が低下していると推測できる。肝脂質合成について健常人と脂肪肝患者で比

較検討した結果、肝脂質合成は脂肪肝患者で上昇しており(Lambert et al., 2014)、NASH

患者での肝中脂質蓄積亢進は、肝脂質合成が大きく影響していると考えられている。SDT 

fattyラット HF給餌群において、肝臓中 FFA蓄積亢進が認められなかった原因として

も、肝脂質合成の低下が大きく影響していると考えられた。その結果、肝 FFA 蓄積も亢

進せず、肝線維化促進も認められなかった可能性が考えられた。 

以上から SDT fatty ラットは HC給餌条件において NASH様病態発症が早期化し、そ

のメカニズムとしては過剰な FFA蓄積が大きく影響している可能性が想定された。 
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第 5節  要 約 

 

雌性 SDT fattyラットは、通常食給餌条件で 32週という長期飼育を行うことで NASH

様病態を発症する。効率的な創薬研究を行う際には 32 週という時間はあまりにも長く、

その病態発症の早期化が、本病態モデル動物の有用性向上のために不可欠である。本研

究では食事由来の脂質過剰供給による、SDT fatty ラットの NASH様病態発症の早期化

について検討した。高脂肪食、高コレステロール食による発症への影響を検討した結果、

高コレステロール食給餌によって病態発症が早期化することが明らかとなった。その早

期化メカニズムとしては肝臓中脂質蓄積亢進、特に肝 FFAの蓄積亢進が大きく影響して

いる可能性が考えられた。 
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第 3 章 高コレステロール食給餌 SDT fatty ラットの病態解析 

 

第 1 節  緒 言 

 

雌性 SDT fatty ラットは通常食給餌条件では 32週齢という長期飼育の結果、肝脂質

蓄積を伴った肝線維化という NASH 様の表現型を呈すが、その発症は高コレステロール

食給餌により早期化される病態であることが示された。薬剤開発のためにモデル動物を

使用していく際には、その特徴やヒト病態との類似性を把握する必要がある。本章では、

高コレステロール食給餌雌性 SDT fattyラットの病態発症メカニズムについて、その特

徴を把握するため、肝臓中に蓄積した脂質のより詳細な解析を行った。第 2章では、肝

臓中 TG、TC、FFA の測定を行った結果、SDT fatty ラットでは高コレステロール給餌条

件で、通常食給餌条件と比較して肝臓中 TC および FFA の蓄積が有意に亢進しているこ

とを確認した。肝臓の線維化については、FFAのみならずFCの関与(Tomita et al., 2014)

が考えられる。また、炎症に関連して PKC の活性化に関与する DAG や、NASH に関連す

るとされている酸化ストレスによる産物でありかつ肝炎悪化に影響を与えると考えら

れる酸化 DAG(Takekoshi et al., 1995)についても重要な因子である可能性が想定され

る。これらについて対象を通常食給餌条件と高コレステロール給餌条件に絞り検討を行

い、病態発症へ影響を与える因子の考察を行った。 

また、本モデル動物のヒト NASH 病態との類似性を確認する目的として、血漿中コリ

ン濃度の測定を行った。NASH患者では静脈内注射したコリンの肝臓での蓄積が低下し、

血漿中コリン濃度が上昇することが報告されており、その変化は肝 MTP 発現の低下を伴

うことが報告されている（図 3-1）(Fujita et al., 2009)。第 2 章では SDT fatty ラ

ットにおいて、高コレステロール食給餌条件で通常食給餌条件と比較して肝 MTP発現が
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有意に低下することが確認できており、本モデル動物における血漿中コリン濃度と病態

発症の関連性はヒト NASH との類似性といった観点から、非常に重要なデータとなると

考えられる。本章では血漿中コリン濃度の検討も併せて行った。 
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図 3-1. NAFLD 患者の肝臓でのコリン蓄積、血漿中コリン濃度、肝 MTP発現の変化 

a：健常人（Control）、NAFL 患者（NAFL）、NASH 患者（NASH）に対し[11C]コリンを静

脈内注射した際の肝臓での蓄積 

b：健常人（Control）、NAFL 患者（NAFL）、NASH患者（NASH）の血中コリン濃度 

c：NAFL患者（NAFL）、NASH 患者（NASH）の肝臓 MTP mRNA発現 

NASH 患者では、NAFL 患者と比較して静脈内注射した[11C]コリンの肝臓での蓄積が低

下し、血漿中コリン濃度の上昇と肝 VLDL 放出関連因子の 1 つである MTP の発現低下が

認められる (Fujita et al., 2009)。 

（b） (a) 

(b) (c) 
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第 2節  材料および方法 

 

肝臓中 FC、DAG、酸化 DAG の測定や血漿中コリン濃度の測定には、第 2章で採取した

肝臓サンプルおよび血漿サンプルを用いた。肝臓中 FC 濃度測定は第 2 章と同様の方法

で肝臓中脂質抽出を行い，脂質抽出液を乾固後、10% triton X-100 を含む 2-プロパノ

ール 200 μL に再溶解し、遊離コレステロール E キット（和光純薬工業）を用いて測

定した。 

肝臓中 DAG 濃度測定については以下に示す方法で行った。第 2 章と同様の方法で脂

質抽出を行った後、抽出液全量を乾固し、750 μL の 250 mmol/L sucrose と 1% Triton 

X を含む 100 mmol/L TRIS-HCl (pH 7.4) を添加した。撹拌後、同一容量の酢酸エチル

を添加して再度よく撹拌した。撹拌後の液体を遠心分離（16000g、4℃、5 分）し、脂

質画分を回収した。回収した画分を乾固後、100 μLのクロロホルムを添加して再溶解

したのち、薄層クロマトグラフィーにて DAG を他の脂質画分から分離した。DAG標準品

を同一の薄層クロマトグラフィープレートに添加し、DAG の存在部位を確認した。DAG

が存在する該当箇所のシリカゲルをチューブに回収し、1 mL のクロロホルムを添加し

た。クロロホルムを添加したチューブを乾固後、2-プロパノール 30 μL に再溶解し、

TG テストワコーキット（和光純薬工業）を用いて DAG 濃度を測定した。 

肝臓中酸化 DAG 濃度の測定では、2-プロパノールによる抽出を行い、抽出サンプル

を octadecylsilyl column を用いた逆相 HPLC、silica column を用いた順相 HPLC によ

り精製後、pyrene-1-carbonyl cyanide を用いて蛍光標識した。蛍光標識した酸化 DAG

を、逆相 HPLCを用いて定量した。 

血漿中コリン濃度の測定はスカイライトバイオテック社において HPLCを用いて定量

した。 
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統計学的解析は、2 群の比較においては、Student の t検定または Aspin-Welch の t

検定を、多群の比較においては、Tukey-Kramer 検定または Steel-Dwass検定を実施し、

P<0.05を有意とした。結果は、平均値±標準偏差で示した。 
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第 3 節  結 果 

 

24週齢において肝臓中に蓄積した脂質の詳細な解析を行った。肝臓中 FC について、

通常食（NC）給餌群で SDT fattyラットは SDラットと比較して有意に高値を示した。

SDT fattyラットの肝臓中 FCについて、高コレステロール食（HC）給餌群においては

NC 給餌群と比較して増加傾向を示したが、有意差は認められなかった。また、SDラッ

トの肝臓中 FCは食事条件による差は認められなかった （図 3-2a）。肝臓中 DAGについ

て、NC給餌群で SDT fattyラットは SDラットと比較して有意に高値を示した。SDT fatty

ラットの肝臓中 DAGは HC 給餌群で NC給餌群と比較して有意に高値を示した。また、SD

ラットの肝臓中 DAGは食事条件による差は認められなかった （図 3-2b）。肝臓中酸化

DAGについて、NC給餌群では SDT fattyラットは SDラットと比較して有意に高値を示

した。SDT fatty ラットの肝臓中酸化 DAG は、HC給餌群で NC 給餌群と比較して増加傾

向を示したが、有意差は認められなかった。また、SD ラットの肝臓中酸化 DAGは、HC

給餌群において NC給餌群と比較して有意に高値を示した （図 3-2c）。 

血漿中コリン濃度の測定を行った。SDT fattyラットでは NC 給餌群と比較して、HC

給餌群で 10週齢において有意な血漿中コリン濃度の上昇が確認でき、その傾向は 16 週

齢でも確認できた。また、24週齢において、SDT fatty ラットは HC 給餌群で血漿中コ

リン濃度の上昇が非常に顕著となった。また、SDラットにおいては 24 週齢のみ血漿中

コリン濃度測定を行ったが、食事条件による有意な差は認められなかったものの、HC

給餌群において上昇傾向を認めた （図 3-3）。 
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図 3-2a ～ 3-2c. 24週齢における雌性 SDラットおよび雌性 SDT fattyラットの肝中

FC、DAG、酸化 DAG 含量 

a：肝中 FC値（Hepatic FC content）、b：肝中 DAG値（Hepatic DAG content）、 

c：肝中酸化 DAG値（Hepatic DAG-O(O)H content） 

NC：通常食群、HC：高コレステロール食群 

\: p < 0.05（NC SD ラットと NC SDT fatty ラットの比較） 

#: p < 0.05（NC SDT fatty ラットと HC SDT fatty ラットの比較） 

!: p < 0.05（NC SD ラットと HC SD ラットの比較） 
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図 3-3. 週齢に伴う雌性 SD ラットおよび雌性 SDT fatty ラットの血漿中コリン濃度の

変化 

NC：通常食群、HC：高コレステロール食群 

\: p < 0.05（NC SD ラットと NC SDT fatty ラットの比較） 

#: p < 0.05（NC SDT fatty ラットと HC SDT fatty ラットの比較） 
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第 4 節  考 察 

 

第 2章にて得られた結果をもとに、本章では HC給餌 SDT fattyラットでの肝線維化

促進メカニズムの解明およびそのヒト NASH 病態との類似性を確認する目的で、肝臓中

に蓄積している脂質の詳細な解析と、血漿中コリン濃度の測定を行った。肝臓中 DAG を

測定した結果、SDT fatty ラットは HC 給餌群で NC 給餌群と比較して有意に高値であっ

た。DAG は PKCを活性化することで、炎症の悪化に関与すると考えられる(Takekoshi et 

al., 1995)。また、第 2章の結果から肝臓中 FFAの蓄積が亢進していることと併せて考

察すると、DAGや FFA の肝臓への蓄積が本病態発症に大きく影響している可能性が考え

られた。 

第 2章にて得られた結果から、HC給餌条件では SDT fattyラットおよび SDラット両

群において肝臓中 TC の上昇が確認できていた。このことから、肝臓中 FC 蓄積への影響

を検討した。その結果、SDT fatty ラットでは NC 給餌群と比較して、HC給餌群で肝臓

中 FCの上昇傾向が認められた。食事由来のコレステロールが肝星細胞における過剰な

FC 蓄積を介して肝星細胞を活性化し、肝炎悪化を伴わずに肝線維化を悪化させること

が報告されている(Teratani et al., 2012)。そのメカニズムは肝星細胞における TGF-β

の偽受容体である Bambiの発現低下を介した TGF-βシグナルの増強と考えられている。

また、上記メカニズムにはノックアウトマウスを用いた実験で TLR4 が関与する可能性

が確認されている(Tomita et al., 2014)。TLR4はリガンド結合後にエンドソームへ移

行しユビキチン化され、リソソームにて分解を受けることが報告されている(Husebye 

et al., 2006; Wang et al., 2007)。肝星細胞における FC蓄積によりリガンド結合後

の TLR4分解が抑制され、その結果 TLR4 シグナルの増強を介して Bambiの発現低下が起

こっていることが報告されている(Tomita et al., 2014)。このように、肝星細胞にお

ける FC蓄積は、TLR4 ⇒ Bambi発現抑制 ⇒ TGF-βシグナル増強という流れで肝線維
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化促進に影響していると考えられる。FFAは TLR4のリガンドとして機能することから、

HC 給餌 SDT fatty ラットでの過剰な FFA 蓄積は、肝炎悪化を介した肝線維化への関与

のみならず、上記メカニズムを介した肝線維化悪化への直接的な影響も考えられる。こ

れらのことから、HC 給餌 SDT fatty ラットで確認できた肝線維化の早期化は、肝臓に

おいて蓄積した種々の脂質が関与している可能性が考えられた（図 3-4）。 

肝臓中酸化 DAGは酸化ストレス下で増加することが報告されている(Toriumi et al., 

2013)。そこで、酸化ストレスによる影響を考察するため、肝臓中酸化 DAG の測定を行

った。肝臓中酸化 DAGは SDT fatty ラット、SD ラットともに HC給餌群において NC給

餌群と比較して有意な蓄積亢進が認められた。酸化 DAGは DAGと同様に、PKC を活性化

することが報告されており(Takekoshi et al., 1995)、酸化 DAG そのものが肝炎悪化に

強力に影響すると考えられる。また、HC給餌 SDラットにおいて、肝酸化 DAG 蓄積が顕

著であったことは着眼に値する現象であり、コレステロールの過剰摂取の害悪は糖尿病

の有無と無関係に肝酸化ストレスの惹起という形を介して NASH 発症に関与する可能性

が考えられた。HC 給餌 SDT fattyラットにおいても、肝酸化 DAG の蓄積が亢進してい

ることから、HC給餌によって肝酸化ストレスが惹起され、病態発症に影響を与えてい

る可能性が考えられた。NASH患者においてもコレステロール摂取が亢進していること

が報告されており(Musso et al., 2003)、HC 給餌 SDT fatty ラットの病態が、ヒト NASH

と類似している可能性が伺える。 

ヒト NASH患者と HC 給餌 SDT fatty ラットの類似性を考察するため、血漿中コリン

濃度の測定を行った。血漿中コリン濃度は NASH患者で NAFL 患者や健常人と比較して高

値になることが報告されており、NAFLD 患者において MTP発現と逆相関することが報告

されている(Imajo et al., 2012)。また、NASH患者では静脈内注射したコリンの肝臓

への分布が低下しており、さらには NAFL患者よりも肝 MTP 発現が有意に低下している

ことも報告されている(Fujita et al., 2009)。NASH 患者における血漿中コリン濃度上
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昇と肝臓へのコリン分布の低下から、NASH 患者の肝臓におけるコリン欠乏が示唆され

る。コリンは肝臓においてリポタンパクの原料となり、その不足は肝臓からの VLDL放

出の低下、ひいては肝脂質蓄積につながる。また、CDAA 食 NASHモデルの表現型から、

コリンの不足は重篤な脂肪肝や肝炎、肝線維化につながる現象であることが示唆される

(Kawaratani et al., 2008; Tsujimoto et al., 2008; Tsujimoto et al., 2009)。こ

れらのことから、ヒト NASH 患者での肝 VLDL 放出とコリンの関連性、およびコリンの

NASH病態への重要な関与が伺える。そこで、SDT fatty ラットの血漿中コリン濃度を確

認した結果、SDT fattyラットは HC給餌群では NC 給餌群と比較して血漿中コリン濃度

が上昇しており、それは肝線維化が重篤化する 24週齢において特に顕著に認められた。

また、第 2章で確認した様に、24週齢の SDT fatty ラットでは、HC 給餌群での肝 MTP

の発現は NC給餌群と比較して有意に低下していた。これらのことから、HC給餌 SDT 

fattyラットについて、血漿中コリン濃度の上昇は、ヒト NASH と同様に肝コリン蓄積

の低下を意味していると推察できる。HC給餌 SDT fatty ラットにおいても、CDAA 食 NASH

モデルと類似した病態が引き起こされている可能性があり、その結果重篤な肝脂質蓄積、

肝線維化が確認されたものと考えられた。また、血漿中コリン濃度と肝 MTP 発現の関連

性から、HC給餌 SDT fattyラットで引き起こされている NASH様病態について、ヒト NASH

病態との類似性も伺えた。 

以上から HC給餌 SDT fatty ラットではヒト NASH に類似したメカニズムがある程度

保持されており、その上で重篤な肝線維化を発症している有用な病態モデル動物となる

可能性が考えられた。 
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図 3-4. HC給餌雌性 SDT fatty ラットの NASH様病変発症メカニズム想定図 

HC 給餌雌性 SDT fattyラットでは、種々の脂質蓄積によって直接的、および肝炎悪化

を介して肝線維化が惹起されている。 
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第 5節  要 約 

 

第 2 章での検討により、雌性 SDT fatty ラットは高コレステロール食給餌により肝

線維化発症が早期化し、そのメカニズムは肝脂質蓄積、特に肝 FFA蓄積の亢進が大きく

影響している可能性が考えられた。肝線維化発症メカニズムをより詳細に考察するため、

肝臓中 FC、DAG の測定を行った。また、酸化ストレスの影響を検討するため、肝酸化

DAG の測定を行った。その結果、SDT fatty ラット高コレステロール食給餌群では、通

常食給餌群と比較して肝臓中 FC 蓄積の亢進傾向が認められるとともに肝臓中 DAG 蓄積

が有意に亢進しており、肝臓中 FFA 蓄積と同様に肝線維化発症の促進に影響しているも

のと想定された。肝臓中酸化 DAGについては、SDT fatty ラット、SD ラットともに高コ

レステロール食給餌群で通常食給餌群と比較して有意に蓄積亢進しており、コレステロ

ール負荷によって肝酸化ストレスが亢進したものと想定された。 

SDT fatty ラット高コレステロール食給餌条件のヒト NASH 病態との類似性を把握す

る目的で、血漿中コリン濃度の測定を行った。その結果、SDT fatty ラットは高コレス

テロール食給餌群で通常食給餌群と比較して血漿中コリン濃度の上昇が確認でき、それ

は重篤な肝線維化と肝 MTP 発現の有意な低下を示す週齢において顕著であった。ヒト

NASH でも血漿中コリン濃度上昇と肝 MTP 発現の低下が認められていることから、高コ

レステロール食給餌 SDT fatty ラットではヒト NASH と類似したメカニズムがある程度

保持されており、その上で重篤な肝線維化を発症している可能性が期待できる。 
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第 4 章 高コレステロール食給餌 SDT fatty ラットにおける薬剤効果の検討 

 

第 1節  緒 言 

 

これまでの研究において、雌性 SDT fatty ラットは通常食給餌条件で 32週齢におい

て NASH 様の病態を呈することが示されている。2 章では、その病態の発症が高コレス

テロール食給餌により早期化されることを示した。また、3 章では、雌性 SDT fattyラ

ット高コレステロール食給餌条件での NASH 様病態が、ヒト NASH 病態と類似した部分を

保持していることを、病態解析を通して示唆した。ヒト NASH 病態と類似した部分を有

するモデル動物として、雌性 SDT fatty ラットは NASH 創薬研究に有用である可能性が

考えられるが、ヒト NASH 病態は患者個別の背景疾患を基礎とした上で、脂肪肝、炎症、

肝細胞死、線維化など多様な病態が複合的に関与し、それらに対して種々の因子が影響

することにより複雑な過程で進行していく。そのため、高コレステロール食給餌雌性

SDT fatty ラットが、複雑なヒト NASH 病態のどの部分を反映したモデルであるかをヒ

トで有効性が報告されている薬剤を用いた薬効評価を通じ考察していくことが、実際の

薬剤開発に応用していくためには非常に重要となる。 

雌性 SDT fatty ラットは、過食を伴う高血糖、高インスリン血症、脂質異常症を基

礎疾患として有しており、いわゆるメタボリックシンドローム様の症状を呈する。ヒト

NASH でも同様の基礎疾患を有している患者が多く、このような患者にはインスリン抵

抗性改善作用を有するピオグリタゾンの処方がガイドライン上推奨されており、本剤は

実際に NASH 患者を対象とした臨床試験で有効性が報告されている（図 4-1）(Belfort et 

al., 2006; Sanyal et al., 2010; Della-Morte et al., 2014; He et al., 2016)。ま

た、AMPK 活性化作用を有する別の抗糖尿病薬であるメトホルミンについても、小規模
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の臨床試験において一過的ではあるが改善効果が報告されており、現時点では比較的多

くの患者に処方されている（図 4-2）(Nair et al., 2004; Miller and Birnbaum, 2010)。

NASH を適応とした薬剤は存在していないが、これらの薬剤はヒトでの臨床試験結果が

あることから、モデル動物の有効性とヒトでの有効性を比較していく薬剤ツールとして

有用と考えられる。また、SDT fattyラットは背景疾患として糖尿病を有することから、

ヒトでの薬剤使用状況を考慮してもピオグリタゾンやメトホルミンの薬効評価から有

用な情報が得られると期待できる。 

本章においては高コレステロール食給餌雌性 SDT fatty ラットに、ヒトの有効性情

報があるピオグリタゾンおよびメトホルミンを投与し、それらの薬効のキャラクタライ

ズを行った。 
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図 4-1. ピオグリタゾンの作用メカニズム(Della-Morte et al., 2014) 

ピオグリタゾンに代表されるチアゾリジンジオン薬（TZDs）は、核内受容体 PPARγ

に作用しインスリン抵抗性改善作用を発揮すると考えられている。 

 

 

図 4-2. メトホルミンの作用メカニズム(Miller and Birnbaum, 2010) 

 メトホルミンは主に AMP/ATP ratio の上昇や AMPK の活性化を介し、肝臓での糖産

生を抑制し抗糖尿病効果を発揮すると考えられている。 
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第 2節  材料および方法 

 

試験には日本クレア社から購入した雌性 SDT fatty ラット、および正常対照として雌

性 SDラットを供し、食事は高コレステロール食として CRF-1に 2%のコレステロールを

添加した飼料を用いた。飼育は第 2章で記載した条件で行った。 

ピオグリタゾンとメトホルミンは混餌投与し、試験期間を通じてピオグリタゾンは

10 mg/kg/day、メトホルミンは 300 mg/kg/day となるように各時点における動物の体重

と摂餌量に合わせて 2週間ごとに調製した。 

雌性 SDT fattyラットは 4週齢での体重、血液生化学パラメータ（第 2章と同じ項目、

同じ方法）にてコントロール群、ピオグリタゾン投与群、メトホルミン投与群と各 N=6

として計 3群に群分けし、試験を開始した。以降各動物の体重および血液生化学パラメ

ータを、第 2章と同様の方法で 8週齢から 24 週齢まで約 4週間間隔に測定した。摂餌

量については約 4週間間隔で、3匹/ケージで飼育している飼育ケージ単位で測定を行

った。全動物を 25週齢にて第 2章で記載した方法で屠殺し、摘出した肝臓については

肝臓重量を確認後、肝臓中各種脂質含量測定（肝臓中 TG、TC、FFA、FC）、mRNA 測定お

よび病理組織学的検査に供した。以下、肝臓中脂質含量測定、mRNA 測定および病理組

織学的検査については、第 2章、第 3章での記載と同様に行った。 

統計学的解析は、摂餌量と病理組織学的検査を除く各パラメータについて、

Tukey-Kramer 検定を実施し、P<0.05 を有意とした。結果は、摂餌量は平均値のみで示

し、その他のパラメータは平均値±標準偏差で示した。 
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第 3節  結 果 

 

摂餌量について、コントロール群は試験期間を通じて SDラット群よりも高値を示し

た。また、ピオグリタゾン投与群は、13週齢まで他の SDT fatty ラット群と比較して

過食傾向が確認できた（図 4-3a）。体重について、コントロール群の体重は SDラット

群と比較して試験期間を通じて有意に高値を示した。ピオグリタゾン投与群の体重は、

コントロール群と比較して 8週齢から試験期間を通じて有意に高値を示した。メトホル

ミン投与群の体重は、コントロール群と比較して明らかな差は認められなかった（図

4-3b）。 

血糖値について、コントロール群は SD ラット群と比較して 8週齢時点から試験期間

を通じて有意に高値を示した。また、ピオグリタゾン投与群の血糖値はコントロール群

と比較して試験期間を通じて有意に低下しており、その値は SDラット群の値とほぼ同

等であった。メトホルミン投与群の血糖値はコントロール群と比較して、8、13、20、

24 週齢時点で有意に低下したが、SDラット群と同等のレベルまで低下させることはな

かった（図 4-4a）。血中インスリン値について、コントロール群は SD ラット群と比較

して試験期間を通じて有意に高値を示した。また、ピオグリタゾン投与群の血中インス

リン値はコントロール群と比較して 13 週齢で有意に低下した。メトホルミン投与群の

血中インスリン値は、コントロール群と比較して明らかな差は認められなかった（図

4-4b）。血中 TG値について、コントロール群は SDラット群と比較して 8および 20週齢

で有意に高値を示した。また、ピオグリタゾン投与群の血中 TG値はコントロール群と

比較して 8、20、24週齢で有意に低下し、その値は SD ラット群の値とほぼ同等であっ

た。メトホルミン投与群の血中 TG値は、コントロール群と比較して明らかな差は認め

られなかった（図 4-4c）。血中 TC値について、コントロール群は SDラット群と比較し
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て 8週齢から試験期間を通じて有意に高値を示した。また、ピオグリタゾン投与群の血

中 TC値は、コントロール群と比較して 13 週齢から 24 週齢まで継続して有意に低下し

た。メトホルミン投与群の血中 TC値は、コントロール群と比較して明らかな差は認め

られなかった（図 4-4d）。血中 ALT 値について、コントロール群は SD ラット群と比較

して試験期間を通じて有意に高値を示した。また、ピオグリタゾン投与群の血中 ALT 値

はコントロール群と比較して 17週齢から 24週齢まで継続して有意に低下した。メトホ

ルミン投与群の血中 ALT値は、コントロール群と比較して 8週齢で有意に低下した（図

4-4e）。血中 AST値について、コントロール群は SD ラット群と比較して試験期間を通じ

て有意に高値を示した。また、ピオグリタゾン投与群の血中 AST値はコントロール群と

比較して 8および 17 週齢で有意に低下した。メトホルミン投与群の血中 AST値は、コ

ントロール群と比較して明らかな差は認められなかった（図 4-4f）。 

25週齢にて各動物の解剖を行った。肝臓重量については、コントロール群において

SD ラットと比較して有意な増加が確認できた。ピオグリタゾン投与群の肝臓重量はコ

ントロール群と比較して有意に低下した。一方で、メトホルミン投与群の肝臓重量は、

コントロール群と比較して明らかな差は認められなかった（図 4-5a）。肝臓中 TG含量

については、コントロール群において SDラットと比較して有意な増加が確認できた。

ピオグリタゾン投与群の肝臓中 TG含量はコントロール群と比較して有意に低下した。

一方で、メトホルミン投与群の肝臓中 TG含量は、コントロール群と比較して明らかな

差は認められなかった（図 4-5b）。肝臓中 TC含量については、コントロール群におい

て SDラットと比較して有意な増加が確認できた。ピオグリタゾン投与群の肝臓中 TC 含

量はコントロール群と比較して有意に低下した。一方で、メトホルミン投与群の肝臓中

TC 含量は、コントロール群と比較して明らかな差は認められなかった（図 4-5c）。肝臓

中 FFA含量については、コントロール群において SDラットと比較して有意な増加が確

認できた。ピオグリタゾン投与群の肝臓中 FFA含量はコントロール群と比較して有意に
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低下した。一方で、メトホルミン投与群の肝臓中 FFA 含量は、コントロール群と比較し

て明らかな差は認められなかった（図 4-5d）。肝臓中 FC 含量については、コントロー

ル群において SDラットと比較して有意な増加が確認できた。ピオグリタゾン投与群の

肝臓中 FC含量はコントロール群と比較して有意に低下した。一方で、メトホルミン投

与群の肝臓中 FC含量は、コントロール群と比較して明らかな差は認められなかった（図

4-5e）。 

25週齢の各動物の遺伝子発現量の確認を行った。肝脂質合成関連遺伝子として FAS、

ACC、SREBP-1、肝 VLDL 放出関連遺伝子として MTPの測定を行った。FAS、ACC について、

コントロール群において SDラットと比較して有意な増加が確認できた。一方で、ピオ

グリタゾン投与群、メトホルミン投与群では、コントロール群と比較して FAS、ACC 発

現の明らかな差は認められなかった（図 4-6a,b）。SREBP-1について、コントロール群

において SDラットと比較して明らかな差が確認できなかった。ピオグリタゾン投与群、

メトホルミン投与群では、コントロール群と比較して SREBP-1発現の明らかな差は認め

られなかった（図 4-6c）。肝 VLDL放出関連遺伝子 MTP について、コントロール群にお

いて SDラットと比較して明らかな低下が確認できた。ピオグリタゾン投与群では、コ

ントロール群と比較して、MTPの有意な発現上昇が確認できた。一方でメトホルミン投

与群では、コントロール群と比較して MTP 発現の明らかな差は認められなかった（図

4-6d）。肝炎症関連遺伝子として TNF-αと MCP-1の発現量を確認した。コントロール群

において両遺伝子ともに SDラットと比較して有意な差は認められなかったが、コント

ロール群において SD ラットと比較して、それらの発現が上昇する傾向が確認できた。

ピオグリタゾン投与群、メトホルミン投与群ではコントロール群と比較して有意な差は

認められなかったが、それぞれ TNF-αと MCP-1発現量の低下傾向が認められ、特にピ

オグリタゾン投与群は SDラット群と同等レベルまで発現が低下していた（図 4-6e,f）。

肝線維化関連遺伝子として Collagen Type 1a1、TGF-β、α-SMAの発現量を確認した。
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Collagen Type 1a1について、コントロール群において SDラットと比較して有意な発

現上昇が確認できた。また、ピオグリタゾン投与群ではコントロール群と比較して

Collagen Type 1a1は有意に発現が低下しており、その発現は SDラット群と同等レベ

ルだった。一方で、メトホルミン投与群ではコントロール群と比較して Collagen Type 

1a1の有意な差は認められなかった。また、TGF-β、α-SMA について、コントロール群

において SDラットと比較して有意な差は認められなかったが、コントロール群におい

て SDラットと比較してそれらの発現が上昇する傾向が確認できた。TGF-β について、

ピオグリタゾン投与群ではコントロール群と比較して有意に発現が低下しており、その

発現のレベルは SDラット群と同等レベルだった。一方で、メトホルミン投与群ではコ

ントロール群と比較して TGF-β発現の有意な差は認められなかった。α-SMAについて、

ピオグリタゾン投与群、メトホルミン投与群共にコントロール群との間に有意な差は認

められなかった（図 4-6g,h,i）。 

25週齢の各動物について、肝臓の病理学的変化を確認するため、パラフィン切片を

HE およびシリウスレッド染色後に鏡検した。コントロール群においては、全例で高度

の肝細胞の脂肪化および中程度から高度の肝細胞の肥大が確認できた。また、炎症につ

いてはごく軽度から中程度に、線維化については 1動物はネガティブであったものの、

その他の動物については軽度から中程度の線維化が認められた。メトホルミン群におい

ては、一部の動物で組織学的な改善を認めるものの、その他の例においてはコントロー

ル群と比較して明らかな改善効果は認められなかった。ピオグリタゾン群においては、

全例で明らかに組織学的な改善が認められ、肝細胞の脂肪化、肥大、肝炎、線維化すべ

てにおいてコントロール群と比較して明らかな改善効果が認められた。（表 4-1、図 4-7）。 
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図 4-3a ～ 4-3b. 高コレステロール食給餌雌性 SDT fatty ラット、薬剤評価時におけ

る摂餌、体重の経時変化 

a：摂餌（Food intake）、b：体重（Body Weight） 

Control：対照群、Metformin：メトホルミン投与群、Pioglitazone：ピオグリタゾ

ン投与群、SD rat：正常対照群 

##: p < 0.01（正常対照群と対照群の比較） 

**: p < 0.01（対照群とピオグリタゾン投与群の比較） 
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図 4-4a ～ 4-4f. 高コレステロール食給餌雌性 SDT fatty ラット、薬剤評価時におけ

る各種血液生化学パラメータの経時変化 

a:血糖値（Glucose）、b：血中インスリン値（Insulin）、c：血中 TG 値、d：血中 TC

値、e：血中 ALT値、f：血中 AST値 

Control：対照群、Metformin：メトホルミン投与群、Pioglitazone：ピオグリタゾ

ン投与群、SD rat：正常対照群 

#: p < 0.05、##: p < 0.01（正常対照群と対照群の比較） 

!: p < 0.05、!!: p < 0.01（対照群とメトホルミン投与群の比較） 

*: p < 0.05、**: p < 0.01（対照群とピオグリタゾン投与群の比較） 
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図 4-5a ～ 4-5e. 高コレステロール食給餌雌性 SDT fatty ラット、薬剤評価時におけ

る肝重量、肝中脂質含量 

a：肝重量（Liver weight）、b：肝中 TG値（Hepatic TG content）、c：肝中 TC値（Hepatic 

TC content）、d：肝中遊離脂肪酸値（Hepatic FFA content）、e：肝中 FC値（Hepatic 

FC content） 

Control：対照群、Metformin：メトホルミン投与群、Pioglitazone：ピオグリタゾ

ン投与群、SD rat：正常対照群 

##: p < 0.01（正常対照群と対照群の比較） 

**: p < 0.01（対照群とピオグリタゾン投与群の比較） 
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図 4-6a ～ 4-6d. 高コレステロール食給餌雌性 SDT fatty ラット、薬剤評価時におけ

る TG合成・VLDL 放出に関連する肝遺伝子発現変動 

a：FAS、b；ACC、c：SREBP-1、d：MTP  

Control：対照群、Metformin：メトホルミン投与群、Pioglitazone：ピオグリタゾン投

与群、SD rat：正常対照群 

#: p < 0.05、##: p < 0.01（正常対照群と対照群の比較） 

*: p < 0.05（対照群とピオグリタゾン投与群の比較） 
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図 4-6e ～ 4-6i. 高コレステロール食給餌雌性 SDT fatty ラット、薬剤評価時におけ

る炎症、線維化に関連する肝遺伝子発現変動 

e：TNF-α、f：MCP-1、g：Collagen type 1a1(Col1a1)、h：TGF-β、i：α-SMA 

Control：対照群、Metformin：メトホルミン投与群、Pioglitazone：ピオグリタゾン投

与群、SD rat：正常対照群 

#: p < 0.05（正常対照群と対照群の比較） 

*: p < 0.05（対照群とピオグリタゾン投与群の比較） 
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図 4-7. 高コレステロール食給餌雌性 SDT fatty ラット、薬剤評価時における肝臓病

理写真 

(a)-(d) HE 染色写真： 

（a）対照群、（b）メトホルミン投与群、（c）ピオグリタゾン投与群、（d）正常対照群 

(e)-(h) シリウスレッド染色写真： 

（e）対照群、（f）メトホルミン投与群、(g) ピオグリタゾン投与群、（h）正常対照群 
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表 4-1. 高コレステロール食給餌雌性 SDT fatty ラット、薬剤評価時における肝臓病

理組織学的評価結果 

 

-：Negative、±：Very slight、+：Slight、2+：Moderate、3+：Severe 

脂肪肝、肝細胞肥大、線維化、炎症細胞の浸潤についてスコア化を実施した。 
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第 4節  考 察 

 

本章においては高コレステロール食を給餌した雌性 SDT fatty ラットにおけるメト

ホルミン、ピオグリタゾンといった抗糖尿病薬の処置による NASH 様病変改善効果の検

討を行った。薬剤の投与用量は、予備検討にて雌性 SDT fatty ラットでの血糖値の低下

効果を確認し、メトホルミンは 300 mg/kg、ピオグリタゾンは 10 mg/kgとした。ピオ

グリタゾンは明らかな肝線維化改善効果を示し、メトホルミンは一部の動物にのみ肝線

維化改善効果を示した。特にピオグリタゾンによる改善効果は顕著であり、肝線維化改

善効果に加え、血糖値、血中 TG 値の正常化、インスリン値の低下など各種血液生化学

パラメータの改善効果、および脂肪肝、肝炎症細胞浸潤といった肝組織病理学的変化に

対する明らかな改善も認められた。上記の改善効果に加え、ピオグリタゾン投与群では

ヒト同様に顕著な体重の増加が認められた。一方、メトホルミンについては血糖値の低

下効果は有意なものであったものの、その他の血液生化学パラメータに明らかな変化は

認められず、また、肝線維化を含む肝臓病理所見の改善効果も部分的であった。これら

2 剤の薬効評価結果を鑑みると、ヒト NASH での臨床試験で明らかな改善効果を示しな

がらも体重増加効果が懸念されているピオグリタゾンと、ヒトでは組織学的な改善効果

は明らかではないと報告されているメトホルミンといった関係性が本モデルでも表現

されており、非常に興味深い。現在、FXR 作動薬や CCR2/5 阻害薬といった、いくつか

の薬剤が NASH を適応として後期臨床試験を実施中であり、これらの薬剤がヒトでも有

効であると報告されている。本モデルにおいてこれらの薬剤が改善効果を示すかどうか

は非常に興味深く、本モデル動物のヒト病態との類似性を確認していくうえで価値のあ

る実験になると思われる。 

ピオグリタゾン投与群については病理評価において肝臓中の脂質蓄積が著明に改善

しており、コントロール群と比較し肝 TG、肝 TC、肝 FFA、肝 FC すべてが明らかに低下
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していた。ピオグリタゾン投与群での顕著な体重増加と血中インスリン値低下に表わさ

れるように、全身におけるインスリン抵抗性改善によって、肝臓以外の臓器での代謝改

善効果により肝臓での脂質蓄積が低下したものと推察できる。肝遺伝子発現変動から肝

脂質蓄積への影響を考察すると、コントロール群と比較してピオグリタゾン投与群で脂

質合成遺伝子には明らかな変化はなく、脂質分泌に関わる MTP 発現の上昇が確認できた。

肝 MTPについては、MTP阻害剤を用いた臨床試験において、投与患者において低脂肪食

を摂取しているにもかかわらず肝臓中の脂肪量が増加することが報告されている

(Cuchel et al., 2013)ことから、ヒトにおける MTP の明らかな肝脂質蓄積への関与が

伺える。肝 VLDL放出能の低下と肝脂質蓄積亢進という関連性については、CDAA 食 NASH

モデルでも確認できる。以上から、肝 VLDL 放出能の低下が脂肪肝を惹起し、NASH悪化

に関与することは、ヒトにおいてもげっ歯類の他モデルにおいても確認できる重要な現

象であると考えられる。ピオグリタゾン投与群においては、コントロール群と比較して

肝 MTP発現が有意に上昇していたことから、本剤の肝脂質蓄積改善効果にはインスリン

抵抗性改善効果に加え、肝 MTP発現への効果も影響している可能性が考えられた。 

インスリン抵抗性は肝脂質蓄積への関与のみならず、肝線維化発症に関連する重要

な因子であると考えられており、ヒト NASH における肝線維化の進展にインスリンシグ

ナルの低下が関連することが報告されている(Garcia-Monzon et al., 2011)。ピオグリ

タゾン投与群では肝炎、肝線維化について病理評価における明らかな改善効果に加え、

肝遺伝子変動において、肝炎については TNF-α、MCP-1の発現低下、肝線維化について

は Collagen Type 1a1、TGF-β の発現低下が確認できている。ピオグリタゾン投与によ

るインスリン抵抗性改善効果や肝臓中 FFA や FC の蓄積低下がこれらの改善効果をもた

らしたことに加え、肝星細胞では PPARγの活性化によって、TGF-β刺激によるコラー

ゲン産生が抑制されるといった報告もあり(Galli et al., 2002)、肝星細胞への直接的

な作用による寄与も考えられる。ピオグリタゾン投与群においては、これらのことが複
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合的に寄与し、顕著な肝線維化改善効果につながったものと推察できる。 

メトホルミン投与群においては、血糖値の低下効果は持続的でかつ有意であったも

のの、その他の血液生化学パラメータ、病理組織学的評価および肝遺伝子変動において、

明らかな効果は確認できなかった。メトホルミン投与群では、一部の動物でのみ病理組

織学的評価における脂肪肝、肝炎、線維化の改善効果が確認できたが、ピオグリタゾン

と比較すると、メトホルミンの効果は不明確であった。血糖値の低下のみでは NASH の

改善を達成することは難しいことが推察される。メトホルミンについては NASH 患者を

対象とした臨床試験もいくつか実施されているが、メトホルミンによる病理組織学的評

価における改善効果を明確に示したものはない。現時点ではメトホルミンは NASH への

有効性が期待できないと結論付けられている(日本消化器病学会, 2014)。 

以上、糖尿病を背景疾患とする高コレステロール食給餌雌性 SDT fatty ラットにお

いて、ピオグリタゾンは明らかな NASH 様病変改善効果を示したが、メトホルミンは限

定的な効果しか示すことはできなかった。この結果はヒト NASH 臨床試験で示された結

論と類似したものであり、高コレステロール食給餌雌性 SDT fatty ラットは、少なくと

も糖尿病を背景としたヒト NASH 病態の一部を反映したモデルであることが推察できた。 
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第 5節  要 約 

 

3 章までの結果から、肥満 2 型糖尿病を背景疾患として有する SDT fatty ラットは、

高コレステロール食給餌によって通常食給餌条件と比較して早期に脂肪肝を伴った肝

線維化を発症し、病態解析によりその病態はヒト NASH に類似している部分がある可能

性が示唆された。そこで、本章では糖尿病治療薬として代表的な薬剤であるピオグリタ

ゾンとメトホルミンを用いてその効果について検証した。ピオグリタゾン投与により、

高コレステロール食給餌雌性 SDT fattyラットは血中インスリン値の低下を伴った血糖

値の正常化を示し、また、血中脂質や血中 AST、ALT の低下も確認できた。ただし、ピ

オグリタゾン投与群では顕著な体重の増加を伴っていた。また、ピオグリタゾン投与に

よって、肝脂質蓄積の改善効果や肝線維化関連遺伝子の低下効果、さらに肝病理組織学

的評価では、脂肪肝、肝炎、肝線維化すべてにおける明らかな改善効果が確認できた。

一方で、メトホルミン投与群では血糖値の低下効果は持続的に確認できたが、その他の

血液生化学パラメータや脂肪肝、肝炎、肝線維化への改善効果は部分的であり、明らか

な改善効果を示すまでには至らなかった。 

今回の結果は、2 型糖尿病を背景疾患に有するヒト NASH 患者での有効性が報告され

ている薬剤であるピオグリタゾンと、ヒト NASH 患者での臨床試験結果から有効性が明

確ではないメトホルミンという関係性が高コレステロール食給餌雌性 SDT fattyラット

でも同様に表現されており、特に糖尿病を背景疾患とするヒト NASH 患者をターゲット

とした薬剤開発のための実験ツールとして、本モデルは高い価値を有する可能性が示唆

された。 
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第 5章 総 括 

 

 近年 NASH は肝がんや肝移植の原因疾患としての懸念が高まっているが、現時点にお

いて NASHを適応とした薬剤は存在しておらず、その開発が急務とされている。薬剤開

発のためには実験動物を用いた非臨床試験による薬効評価が非常に重要となるが、複雑

なヒト NASH 病態を完全に模倣できている病態モデル動物はなく、特に肥満 2型糖尿病

を背景疾患として有し、重篤な肝線維化を発症する NASH モデル動物は存在していない。

雌性 SDT fattyラットは過食を伴う新規の肥満 2型糖尿病モデル動物であり、32 ～ 40

週という長期飼育条件下において、通常食条件で肝線維化を発症することが確認できて

いる(Ishii et al., 2015)。また、NASHの予後に直接的に影響を与える因子が肝線維

化であることがヒト臨床研究から報告されており、肝線維化への効果を検証することが、

NASH治療薬として最重要であると考えられている(Hagstrom et al., 2017)。本研究で

は、雌性 SDT fattyラットの肝線維化発症早期化のための検討を実施し、そのメカニズ

ムの把握とともに、ヒト NASHで有効性が確認できている薬剤の薬効評価を通じて、本

モデル動物がヒト NASH治療薬開発のためのツールとなりうるかどうかを検証した。 

 雌性 SDT fatty ラットの肝線維化発症早期化のための検討として、食事からの脂質

の過剰摂取による影響を検討した。本動物への高脂肪食、高コレステロール食負荷によ

る肝線維化への影響を検討した結果、高コレステロール食群で肝線維化の発症は 16週

齢で認められ、通常食給餌群と比較して顕著に発症が早期化することが確認できた。高

コレステロール食群では肝臓での高度な脂質蓄積が確認でき、特に肝中の FFA や FCの

蓄積が顕著に亢進していた。通常食群と高コレステロール食群での肝遺伝子発現の差異

を確認すると、高コレステロール食群においては肝 VLDL 放出に関与する MTP 遺伝子の

発現が有意に低下していた。このため、高コレステロール食群では肝臓からの VLDL放

出が低下し、肝臓での TG 蓄積が引き起こされ、その結果肝臓中脂質蓄積が重篤化した
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と考えられた。ヒト NASH 患者においても、MTPの発現が低下していることが報告され

ており(Fujita et al., 2009)、MTPは NASHに関連する重要な因子であると考えられた。

一方で、高脂肪食群では 24週齢までの検討では通常食群と明らかな差は認められなか

った。高脂肪食負荷群においては通常食群と比較して肝脂質合成遺伝子群が低下してい

ることが確認できた。脂肪肝患者では、肝臓での脂質蓄積要因の中で、健常人と比較し

て肝脂質合成が特に亢進していることが報告されている(Lambert et al., 2014)ことか

ら、肝臓での脂質合成も脂肪肝発症に重要であり、SDT fatty ラットにおいても同様に

肝脂質合成の関与が脂肪肝発症に重要であることが示唆された。 

 高コレステロール食負荷による雌性 SDT fattyラットの病態をより詳細に解析するた

め、蓄積している肝臓中脂質の詳細な解析を行った。その結果、肝臓中の DAG と酸化

DAGの蓄積亢進が確認できた。これらの脂質は PKC を活性化して肝炎悪化に関与するこ

とが想定される。また、肝臓において酸化 DAGは酸化ストレスにより蓄積亢進すること

が知られている(Toriumi et al., 2013)。高コレステロール食負荷により、雌性 SDT fatty

ラットでは肝臓中に種々の脂質が蓄積し、また酸化ストレスの惹起も伴ったうえで病態

が進行していることが示唆された。 

本モデルとヒト NASH との類似点を病態生理学的観点から確認するため、雌性 SDT 

fattyラットの血中コリン濃度を測定した。その結果、高コレステロール食負荷によっ

て、雌性 SDT fatty ラットの血中コリン値は上昇し、肝線維化が顕著になる 24週齢に

おいて顕著な上昇が確認できた。ヒト NASH 患者の情報では、血中コリン濃度は肝 MTP

遺伝子の発現と負の相関関係を示しており、肝 VLDL 放出の低下を示唆していると考え

られる(Fujita et al., 2009)。また、ヒト NASH患者では肝臓でのコリン分布が低下し

ていることがラジオアイソトープを用いた検証結果から示唆されており(Fujita et al., 

2009)、肝臓でのコリンの利用が低下しているものと想定される。コリンは VLDL 産生に

重要なホスファチジルコリン生成に必要であり、コリン利用の低下は肝臓からの VLDL
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放出が低下していることを示唆する。ヒト NASH における肝 MTP発現の低下は肝 VLDL放

出の低下を別の観点から支持するデータとなり、肝 VLDL 放出の低下とヒト NASH の関連

性の確からしさが伺える。肝 VLDL放出の低下によって脂肪肝、肝線維化を発症する病

態は、CDAA ラットなどの他のモデル動物でも認められることから、NASH 肝線維化と関

連が深い生理現象である可能性が考えられた。 

各種検討を通じて、高コレステロール食給餌雌性 SDT fatty ラットでの病態は、肥満

2 型糖尿病、インスリン抵抗性に加えて、肝臓での各種脂質蓄積、血中コリン値の上昇

や肝 VLDL放出抑制といったように、ある程度ヒト NASH と類似した部分を保持している

可能性が想定された。そこで、肥満 2型糖尿病を背景とする NASH患者に投薬されてい

る薬剤として、有効性が確認できているピオグリタゾンと現時点では明確な有効性が報

告されていないものの比較的多くの患者に処方されているメトホルミンを投薬し、その

効果について検証した。 

ピオグリタゾン投与群では、血中インスリン値の低下を伴った血糖値の正常化が確認

でき、強力なインスリン抵抗性改善効果が発揮されていた。肝臓中脂質蓄積への効果も

顕著であり、TG、TC、FFA、FCすべてがほぼ正常対照レベルとなっており、肝 VLDL放

出に関与する因子である MTP遺伝子発現の低下も抑制されていた。肝臓病理組織学的評

価の結果、ピオグリタゾン投与群では脂肪肝、肝炎、肝線維化のすべてが明らかに改善

しており、その強力な薬理効果を確認できた。一方、ピオグリタゾン投与群ではヒトで

懸念されている効果の一つである体重増加効果も極めて顕著に認められた。メトホルミ

ン投与群では、血糖値の低下効果は有意で継続的であったが、肝脂質蓄積や肝臓病理組

織学的評価においては一部の動物にのみ改善効果を認めるに留まり、明らかな効果を示

すまでは至らなかった。 

本モデルは、肥満 2型糖尿病を基礎疾患とする NASH 患者に処方されるピオグリタゾ

ンによって明らかな改善効果が確認できた。一方で、NASH患者での臨床試験がいくつ
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か実施されているものの、有効性がいまだ不明確であるメトホルミンは、部分的な効果

しか示すことができなかった。以上から本モデルは肥満 2型糖尿病を背景とする NASH

病態をよく反映したモデルであると考えられた。肥満 2型糖尿病やインスリン抵抗性は、

NASHの基礎疾患として最も重要であると考えられており、本モデルにおける肝線維化

発症メカニズムはヒト NASH での肝線維化発症を理解するうえで重要な示唆を与える可

能性がある。 

本研究で見出された高コレステロール食給餌雌性 SDT fatty ラットは、肥満 2型糖尿

病を背景とする NASH 患者を適応とした薬剤開発への利用のみならず、ヒト NASH 患者の

肝線維化に関与する重要な因子を見出す研究ツールとしても高い価値を有すると思わ

れる。本モデル動物については、ピオグリタゾンのみならず、今後開発が進んでいく薬

剤の評価を通じて、複雑なヒト NASH 病態の解明に寄与するべく有用な研究ツールとし

て大いに期待したい。 
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 Summary 

 

 Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is associated with obesity, 

dyslipidemia, hypertension, type 2 diabetes and insulin resistance. NAFLD refers 

to the pathology of fatty livers ranging from simple steatosis through 

nonalcoholic steatohepatitis (NASH) to cirrhosis. Some of NAFLD cases lead to 

hepatocellular carcinoma. The pathogenesis of NASH seems to be poorly defined, 

and effective pharmacological therapies have not been approved all over the world. 

To understand the difficult features of NAFLD/NASH, animal models offer important 

information. Spontaneously Diabetic Torii (SDT) fatty rats, a new obese diabetic 

model, reportedly presented with features of NASH. Histopathological observations 

revealed NASH features at 32-40 weeks of age in female SDT fatty rat liver (Ishii 

et al., 2015). Female SDT fatty rats may be useful for NASH research. However, 

a long period of time is required prior to the onset of NASH. So, we tried to 

accelerate the onset of NASH in female SDT fatty rats using dietary fat or 

cholesterol loading. 

 Result from our experiment, the onset of NASH in female SDT fatty rats appear 

to be accelerated by dietary cholesterol loading. Hepatic fibrosis was observed 

in female SDT fatty rats fed cholesterol-enriched diets (SDT fatty-Cho) from 16 

weeks. In addition to pathophysiological analysis for female SDT fatty rat liver 

lesions, hepatic lipids, lipid peroxide and hepatic mRNA expression were evaluated. 

In the liver of female SDT fatty-Cho, hepatic triglyceride (TG), total cholesterol 

(TC), free fatty acid (FFA) and free cholesterol (FC) were higher than other groups. 
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Hepatic mRNA expression related to Very Low density lipoprotein (VLDL) output 

decreased in SDT fatty-Cho, and the mRNA expression related to inflammation and 

fibrosis increased in SDT fatty-Cho.  

Furthermore, we investigated plasma choline concentrations in female SDT fatty 

rats. In human NASH patients, plasma choline concentrations are elevated, and it 

showed negative correlation with liver Microsomal triglyceride transfer protein 

(MTP) expression (Imajo et al., 2012). These results may be the phenotype of liver 

VLDL output impairment, which occurred in choline deficient diet NASH models 

(Kawaratani et al., 2008; Tsujimoto et al., 2008; Tsujimoto et al., 2009). SDT 

fatty-Cho showed increased plasma choline concentrations with decreased liver MTP 

expression, similar to human NASH.  

In addition to pathophysiological analysis, investigating the pharmacological 

effects of anti-diabetic drug on NASH to elucidate the properties of SDT fatty-Cho 

as a NASH animal model is very important. Currently, two anti-diabetic drugs, 

metformin and pioglitazone are clinically used as NASH therapies. However, both 

are not officially approved for NASH therapies, and this use is off-label. 

Pioglitazone reportedly showed the improvement effect of hepatic lesions in NASH 

therapy (Belfort et al., 2006; Sanyal et al., 2010; He et al., 2016), there is 

a recommendation in usage for NASH therapy. Metformin reportedly showed 

controversial result for the improvement effect for hepatic lesions (Nair et al., 

2004). Metformin and pioglitazone repeatedly administered to female SDT fatty-Cho, 

and the effects of both drugs were investigated. 

From 4 weeks of age to 25 weeks of age, SDT fatty-Cho treated by pioglitazone 

10 mg/kg or metformin 300 mg/kg. Pioglitazone treatment significantly reduced 
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blood glucose, insulin, TG, TC, Aspartate aminotransferase and Alanine 

aminotransferase levels. Furthermore, pioglitazone treatment significantly 

decreased liver TG, TC, FFA and FC accumulation. The histological findings of 

livers in SDT fatty rats that received pioglitazone showed dramatically 

improvement of liver histology including inflammation and fibrosis. In addition 

to histological improvement, the mRNA expression in the liver related to VLDL 

output, inflammation and fibrosis improved by pioglitazone treatment. However, 

pioglitazone treatment caused significant increase of body weight according to 

increased food intake. Metformin treatment significantly reduced blood glucose 

levels. However, there are no improvement effects in any other blood parameters. 

The histological findings of the livers in metformin treatment group are limited. 

Only two animals showed histological improvement effects in this treatment group. 

In SDT fatty-Cho, pioglitazone improved hepatic lesions. However, the effects 

of metformin on hepatic lesions were partial. The SDT fatty-Cho showed different 

pharmacological responses to two anti-diabetic drugs, metformin and pioglitazone. 

These results in both drugs are quite similar to what is observed in human clinical 

trials. SDT fatty-Cho has the potential to become a valuable animal model for 

anti-NASH drugs that show potential to regulate glucose and lipid metabolism. 

 

 

 


