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研究成果の概要（和文）：非アルコール性脂肪肝炎(Nonalcoholic steatohepatitis: NASH)は、肝臓内に脂質蓄
積、炎症、加えて線維化を呈する疾患である。NASH病態進展に、肥満・インスリン抵抗性・高血圧・脂質異常症
などの背景因子が関与する。酸化ストレスは、NASH病態形成のセカンドヒットとして考えられているが、脂肪肝
病態形成における役割は不明であった。野生型マウスに比べSOD欠損マウスで、肝臓への脂質沈着が減少した。
酸化ストレスが脂肪肝病態形成に深く関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Nonalcoholic steatohepatitis (NASH) is the more severe form of nonalcoholic 
fatty liver disease (NAFLD). NASH is pathologically characterized by fat accumulation, inflammation 
and fibrosis in liver. Metabolic factors such as obesity, insulin resistance, hypertension and 
dyslipidemia are involved in the progression in NAFLD. Although Oxidative stress is considered as a 
second hit of NASH pathogenesis, its role in progression of NAFLD was unknown. Hepatic lipid 
accumulation was reduced in SOD-deficient mice compared to wild type mice. It is suggested that 
oxidative stress is involved in NAFLD pathogenesis.
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１．研究開始当初の背景 
非アルコール性脂肪肝炎(Nonalcoholic 
steatohepatitis: NASH)は、メタボリックシ
ンドロームの肝臓での表現形と考えられて
いる。NASH 患者の多くは、肥満・インスリン
抵抗性・高血圧・脂質異常症などを背景因子
として有している。NASH は進行性疾患であり、
NASH 患者の約 2 割が肝硬変へと進行し、8%
が肝臓死に至るとの報告もなされた。現在、
日本人口の約1-2％がNASHに罹患していると
の推察がなされ、今後も肥満人口増加に伴い
NASH 患者数の増加が見込まれる。そのため、
NASH 発症機序解明と治療法の確立は我が国
の重要な課題といえる。 
 
２．研究の目的 
肝 臓 Peroxisome Proliferator-Activated 
Receptor γ(PPARγ)シグナル増強が、脂肪
肝形成の主要な病態機序の１つとして考え
られている。一方、肝臓で産生される活性酸
素種(reactive oxygen species: ROS)は、脂
肪肝を脂肪肝炎へと進展させる 2nd hit の一
因と想定されているが、非アルコール性脂肪
性肝疾患病態(nonalcoholic fatty liver 
disease: NAFLD)における役割は未だ定まっ
ていない。そこで、我々は、肝臓内に ROS が
蓄積するマウスを作製し、肝臓内 ROS 蓄積が
肝臓 PPARγシグナル増強に果たす役割を明
確にし、新たな見地からの脂肪肝病態の分子
機序の解明と、新規治療法確立を試みる。 
 
３．研究の方法 
1) 脂肪肝病態形成における ROS の役割に関
する検討 
CuZn-Super Oxide Dismtase (SOD1)は、細胞
質で発生する活性酸素を処理する主要な酵
素の 1つであり、superoxide anion を過酸化
水素と酸素へ不均化する。生成した過酸化水
素は Catalase や Peroxidase により酸素と水
へ分解され無毒化される。SOD1 欠損は、細胞
内への過剰な superoxide anion 蓄積を介し
て、生理機能に大きな影響を与えると考えら
れている。 
レプチンシグナルが、脂肪肝を含む肥満病態
形成に関与することが既に報告されている。
そこで、NAFLD 病態機序における活性酸素の
役割を解明するため、レプチン欠損である
ob/obマウスとSOD1欠損マウスとの交配によ
り、二重遺伝子変異マウスを作成した
(Ob/Cont-SOD1wt, Ob/Cont-SOD1KO, Ob/Ob- 
SOD1WT, Ob/Ob-SOD1KO)。加えて、レプチン受
容体欠損である db/db マウスと SOD1 欠損マ
ウスとの交配により、二重遺伝子変異マウス
を作成した(db/Cont-SOD1wt, db/Cont-SOD1KO, 
db/db-SOD1WT, db/db-SOD1KO)。上記マウスを
24 週間飼育し、脂肪肝形成における ROS の役
割を検証した。 
 
2) 脂肪肝病態治療法確立に向けた試み 
アデノウィルスベクターをマウスに投与す

ることで容易に肝臓に形質導入することが
できる。そこで、我々は、脂肪肝病態形成に
重要とされるPPARγやROS代謝関連酵素を肝
臓内で過剰発現させた。 
一方で、Thermo Fisher Scientific より販売
されている Invivofectamine は、肝臓特異的
に Si RNA を輸送することができる。そこで、
PPARγや ROS 代謝関連酵素に対する Si RNA
と Invivofectamine組み合わせたドラックデ
リバリーシステムを構築する。 
脂肪肝病態モデルマウスを作成し、各種アデ
ノウィルス若しくは Si RNA のいずれかをマ
ウスに投与し、脂肪肝病態のコントロールを
試みた。 
 
４．研究成果 
本研究課題の成果 
野生型マウス(Ob/Cont-SOD1wt)と比較して、
レプチン欠損マウス(Ob/Ob-SOD1WT)マウスに
おいて、体重・肝重量・脂肪組織重量が有意
に高値を呈した。Ob/Ob- SOD1WTマウスの血清
遊離脂肪酸(free fatty acid: FFA)量および
トリグリセリド(TG)量は野生型に比べ有意
に高値であった。Ob/Ob- SOD1WTマウスの空腹
時血糖は、野生型に比べ有意に高値であった。
さらに耐糖能試験(GTT,ITT)を行なったとこ
ろ、Ob/Ob-SOD1WTマウスは明確なインスリン
抵抗性病態を示した。肝臓病理組織標本を確
認したところ、Ob/Cont-SOD1WTマウスの肝臓
内において、明確な脂肪滴形成を認めなかっ
たが、Ob/Ob-SOD1WTマウスの肝臓内において、
大きな脂肪滴が確認された。一方で、
Ob/Cont-SOD1WTと Ob/Ob-SOD1WTのいずれの肝
臓においても、維化病態を認めなかった。肝
臓トリグセリド蓄積は、Ob/Cont-SOD1wtマウ
スに比べ、Ob/Ob-SOD1WTマウスで顕著であっ
た。肝細胞障害マーカーである血清 ALT レベ
ル は 、 Ob/Cont-SOD1WT マウスに比べ、
Ob/Ob-SOD1WTマウスで有意に高値であった。
これらの結果により、Ob/Ob-SOD1WTマウスは
単純性脂肪肝(nonalcoholic fatty liver: 
NAFL)病態を有する肥満マウスであることが
明らかとなった。 
次に、これらマウスにおける SOD1 欠損の役
割を確認した。Ob/Cont-SOD1wt と Ob/Cont- 
SOD1KOマウスの体重・肝重量・脂肪組織重量
は、ほぼ同値を示した。Ob/Cont の血清脂質
量や耐糖能は SOD1 欠損による影響を受けな
かった。SOD1 欠損は、Ob/Cont マウスの肝細
胞障害や脂肪肝形成に影響を与えなかった。
これらの結果は、SOD1 欠損が、肥満病態およ
び脂肪肝病態形成に直接惹起しないことを
示している。脂肪肝病態における SOD1 の役
割を明確にするために、Ob/Ob-SOD1WT と
Ob/Ob-SOD1KO マウスの肝臓を比較した。
Ob/Ob-SOD1KOマウスの肝重量は、Ob/Ob-SOD1WT

と比べ、有意に低値であった。肝臓病理標本
を観察したところ、Ob/Ob-SOD1WTマウスで確
認された脂肪滴サイズが、SOD1 欠損により縮
小し、肝臓 TG 蓄積は、Ob/Ob-SOD1WTと比較し



て、Ob/Ob-SOD1KOで有意に軽度であった。血
清 ALT レベルは、Ob/Ob-SOD1WTと比較して、
Ob/Ob-SOD1KOで有意に低値であった。 
PPARγシグナルは、脂肪肝病態形成において、
重要な役割を担っている。そこで、SOD1 欠損
と PPARγシグナルの関係を明確にするため、
これらマウスの肝臓より RNA を分離し、PPAR
γシグナル下流遺伝子である Fsp27 mRNA 発
現量をリアルタイム PCR で確認した。
Ob/Cont-SOD1wt に比べ、Ob/Cont-SOD1WT マウ
ス肝臓のFsp27発現量が有意に高値であった。
Ob/Cont-SOD1wtとOb/Cont- SOD1KOマウス肝臓
の Fsp27 発現量はほぼ同値であったが、
Ob/Ob-SOD1KOマウスの肝臓 Fsp27 発現量は、
Ob/Ob-SOD1KOマウスの肝臓に比べ、低値であ
った。Ob/Ob マウスで観察された SOD1 欠損の
脂肪肝病態発症・進展抑制効果は、レプチン
受容体欠損であるdb/dbマウスでも同様に観
察された。これらの結果より、SOD1 は、肝臓
内 PPARγシグナルを介して、脂肪肝形成に関
与することが考えられた。 
 次に、アデノウィルスベクターおよびリポ
フェクタミンを用いてROS代謝酵素を標的と
した脂肪肝病態治療法の確立を試みた。 
Ob/Ob マウスに ROS 分解酵素である PPARγ
(Ad-Pparg)もしくは Catalase(Ad-Cat)を組
み込んだアデノウィルスベクターを用いて、
PPARγおよび Catalase を肝臓内に過剰発現
させた。Ad-Pparg 投与群において Ob/Ob マウ
スの脂肪肝病態と肝細胞障害の増悪を認め
た。Ad-Cat 投与は Ob/Ob マウスの脂肪肝病態
を改善した。さらに、Ad-Cat 投与は、肝臓
Fsp27 mRNA 量を有意に低下させた。 
高脂肪食(high fat diet: HFD)をマウスに
24 週間摂餌させ、ヒト病態に近似した脂肪肝
病態モデルマウスを作製した。HFD 摂食は、
体重・肝重量・脂肪重量を有意に増加させた。
HFD 摂餌群マウスの血清 TG,FFA 量は、コント
ロール食摂餌群マウスに比し、有意に高値を
呈した。HFD 摂食は、インスリン抵抗性病態
を惹起した。HFD 摂食は、肝臓内 TG 蓄積を増
加させ、巨大な脂肪滴を形成した。血清 ALT
レベルは、HFD 摂食により有意に増加した。
これら食餌性肥満マウスに、各種 Si-RNA を
尾静脈より投与し、肝臓内の標的遺伝子をノ
ックダウンした。Si-Pparg 投与群マウスにお
いて、脂肪肝病態の改善が認められた。HFD
摂取による肝臓 Fsp27 発現亢進が Si-Pparg
投与により抑制された。一方で、Si-SOD1 投
与によりHFD摂餌による脂肪肝病態が増悪し
た。Si-Control 投与群に比べ、Si-Pparg 投
与群で、肝臓 Fsp27 発現量が低下していた。
これらの結果より、ROS 代謝関連酵素を標的
とした脂肪肝治療法が有効的であると示さ
れた。PPARγ活性化機構は、未だに詳細にな
っていない。本研究結果により、ROS を介し
た新たな PPARγシグナル活性化機構の存在
が考えられた。 
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