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栄養生理研究会報同1.59.No.2 2015 

sor fattyラットを用いた指肪性肝疾患に関する研究

一新規 NASHモデルの確立に向けて一

石井幸仁 1.本橋雄1・村松真1.勝目佳朋 1・美谷島克宏2• 

笹瀬智彦1・久米新一3・山田宜永4.太田 毅l

('日本たばこ産業医薬総合研究所、 2日本たばこ産業安全性研究所、

3京都大学大学院農学研究科、 4新潟大学自然科学研究科)

1. はじめに

わが国では、生活習慣と社会環境の変化に伴い、肥

満やメタボリック症候群の人口増加が懸念されている。

また、これらの変化は、内臓脂肪蓄積やインスリン抵

抗性を誘導し、肝臓においては非アルコール性脂肪肝

疾患 (NAFLD: Non-Alcoholic Fatty Liver Disease)発

症のリスクを増加させている 1)0 NAFLDは、肝細

胞に脂肪沈着のみを認める単純性脂肪肝と脂肪化に

加えて肝細胞の壊死・炎症や線維化を伴う非アルコー

ル性脂肪肝炎 (NASH: Non-Alcoholic Steatohepatitis) 

に大別され、 NASHは発症すると肝硬変、肝がんへ

と進行する可能性がある 2)。また、NASHは、高血圧、

脂質異常症、糖尿病などが併発している頻度が高く、

生命予後が一般人口と比較して悪いことが知られて

いる3，4)。これらから、 NASH又はその疑いを発見し、

早期に治療を開始することが重要な課題となってい

る。全世界における NAFLDの有病率は、評価方法

によっても異なるが、一般人口の20%前後であると

推定される 5)。特に、 2型糖尿病を有する患者にお

ける，罷患率は約80%と報告されている 6)。また、わ

が国における NAF工D の約1O~20% が NASH であ

ると推定され、このうち約 5~20%が肝硬変に移行

すると考えられている 7)0NASHの治療法としては、

食事療法、運動療法などの生活習慣の改善が行われ

ているが、現在のところ、 NASHを適応とした治療

薬は承認されていない。一方、 NASH病態発症の基

盤となる分子メカニズムについても、十分に解明で

きておらず、依然として不明な点が多く残されてい

る。現在、 NASHの発症機序としては、肝実質細胞

への中性脂肪沈着(脂肪肝)が起こり、さらに肝細

胞障害要因や遺伝素因などが加わり発症するとされ

ている 8) (Fig.l)。脂肪肝の機序としては、過栄養・

運動不足、肝への脂肪酸の動員増加、中性脂肪の合

成充進、脂肪酸のF酸化障害などである。一方、肝

細胞障害要因の機序としては、酸化ストレス、エン

ドトキシン、アデイポサイトカイン，小胞体ストレ

スの関与が挙げられる。肝臓での TG蓄積は、小胞

体ストレスを惹起し、ミトコンドリアが障害される

ことで酸化ストレスを誘発する。また，肝臓への過

剰な鉄の蓄積は酸化ストレスの発生を助長し、脂質

過酸化物の生成、炎症細胞浸潤を伴う肝細胞障害や

肝星細胞活性化を介した肝繰維化を促進する。腸管

細胞叢由来のエンドトキシンは TNF-a，IL-6， IL-8 

などの炎症性サイトカインを誘導する。また、アデイ

ポサイトカインは肝細胞アポトーシス、インスリン

抵抗性の促進により肝障害を促進することが知られ

ている。 NASHの病態発症は、多くの糖脂質代謝、

炎症、各種ストレス因子を巻き込み、相互に影響を

及ぼしあっている。今後、複雑な病態解明や新しい

治療薬の開発を行うためには、モデル動物を用いた

研究が必須となってくると思われる。

現在 NASHモデル動物として研究に用いられて

Proceedings of Japanese SocieかforAnimal Nutrition and Metabolism 59(2): 97 -107，2015. 
Study on fatty liver disease in SDT fatty rats -the establishment of a new NASH model-

1 ・ ・・ 2Yukihito Ishii1， Yu Motohashi1， Makoto Muramatsu1， Yoshiaki Katsuda1， Katsuhiro Miy勾ima2，Tomohiko S asase 1， Shinichi Kume3， 
Takahisa Yamada4， and Takeshi Ohta1 

(lJapan Tobacco Inc.， Central Pharmaceutical Research Institute; 2Japan Tobacco Inc.， Central Pharmac巴uticalResearch Institute， 
Toxicology Research Laboratories; 3Kyoto University， Graduate School of Agricultur巴;4Niigata University， Graduate School of 
Science and Technology) 
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Fig. 1. Schematic representation of NAFLD pathogenic mechanisms. 

いる実験動物は、主に遺伝子改変と食餌誘発性のモ

デル動物である 9)。遺伝子改変動物としては、肝細

胞特異的 PTEN欠損マウス、メラノコルチン4受容

体欠損マウスなどの単一遺伝子改変のマウスが報告

されている。また、食餌誘発性のモデル動物として

は、メチオニンーコリン欠乏食、コレステロール・

コール酸食などを負荷した動物が報告されている

が、これらのモデル動物は一部のヒト病態しか反映

されておらず、ヒトと類似した病態を示すモデル動

物の開発が望まれている。SDTfattyラットは、非

肥満型2型糖尿病モデル SDTラットに Zuckerfatty 

ラッ トの Leprfa遺伝子をスピードコンジ、エニ ック法

により導入し、確立されたコンジ‘ェニックラットであ

る10)(Fig. 2) 0 SDT fattyラットは過食による肥満を

呈 し、糖尿病および糖尿病合併症の発症が SDTラッ

トに比べて早期化することが報告され、糖尿病モデ

ルとしての有用性が示されている 11)。 しかしなが

ら、 SDTfattyラットの病態解析において肝臓につ

いての知見は得られていない。そこで、本研究では

SDT fattyラットの肝臓に着目し、 SDTfattyラット

の NASHモデルとしての可能性について検討した。

2. 実験方法

実験には雌性 SDTfattyラット (日本たばこ産業)

及び雌性 SDラット(日本チャールズリーバー)を

用いた。両動物は、 8週齢において、 l群5匹の5群

に群分けし、 8、16、24、32及び40週齢にて各動物

を解剖した。動物は個別飼育により紫外線照射され

た水道水及び通常飼料 (CRF-l;日本チャールズリー

パー)を自由摂取させ、 12時間の明暗周期 (明期.

8~20時、暗期: 20~8 時)、温度 23 :t3"(、湿度目

:t 15 %に環境統御された飼育室で維持した。SDT

fattyラットの体重及び血液生化学パラメータ(グル

コース、 トリグリセライド (triglyceride; TG)、総

コレステロール (totalcholesterol ; TC)、アラニンア

ミノトランスフエラーゼ (alaninearninotransferase ; 

ALT)、アスパラギン酸アミノトランスフエラーゼ

(aspartate arninotransferase ; AST)を8週齢から40週

齢まで8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、血清中の

グルコース、 TG、TC、ALT及びAST濃度を自動分

析器 (Model7180、日立製作所) により測定した。

8、16、24、32及び40週齢にて摘出した肝臓は、肝

Fig. 2. SDT fatty rat and SDT rat at 16 weeks of age. A: SDT fatty rat; B: SDT rat 
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臓中 TG、遊離脂肪酸 (freefatty acid;町iA)含量、

遺伝子測定及ぴ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 100mg) にメタノール

(0.5ml) をi悉力日し、ホモジナイズf麦、クロロホルム

lmlを添加することにより行い、乾国後2-プロパ

ノール200μ1に再溶解し、先の自動分析器 (Mode1

7180、日立製作所)にて TG濃度を測定した。肝臓

中町A濃度は、 NEFA-Cキット(和光純薬工業)を

用いて測定した。また、遺伝子測定は GenE1uteTM

Mamma1ian Tota1 RNAキット (Sigma、USA) を用

いて Tota1RNAを抽出し、 MLVreverse transcriptase 

(Invitrogen、Car1sbad、CA、USA)及び、Oligo(dT)(12-

18)primerを添加した後、 AmpPCR system 9700 (PE 

App1ied Biosystems、FosterCity、CA、USA) を用い

てcDNAを調製した。 Rea1time PCR定量は、 ABI

P悶 SM7700 seruence Detector (PE App1ied Biosystems、

FosterCity、CA、USA) を用いて反応させた。反

応液は、 cDNAサンプル (50ng Tota1 RNA相当/

10μI/well)、3.5mMMgC12、0.3μMprimer、0.1μ

M Fo1uoresent probe及び1.25U Amp1iTaq Go1dを加

え、調製した。ステロール調節配列結合蛋白 (stero1

regu1atory e1ement-binding protein lc ; SREBP-lc)、脂

肪酸合成酵素 (fattyacid synthase ; FAS)及びミクロ

ソームトリグリセリド輸送タンパク質 (rnicrosoma1

trig1yceride transfer protein ; MTP)のprimerとprobe

は、 PrimerExpree Software (PE App1ied Biosystems、

FosterCity、CA、USA) を用いて設計した。アセチ

ルCoAカルボキシラーゼ (Acety1-CoAcarboxy1ase ; 

ACC)、α平滑筋アクチン (α-smoothmuscle actin ; 

α-SMA)及びI型コラーゲン (collagentype 1) は、

Taqman Gene Expression Assays (PE App1ied Biosystems、

FosterCity、CA、USA)を使用した。内部標準は、 F

-actinを用いた。残りの肝臓については 10%ホルマ

リン液で浸漬固定後パラフイン包埋し、薄切切片を

作製した。パラフイン切片は脱パラフイン処理後、

Hematoxyline-Eosin (HE)染色及び、シリウスレッド染

色を施し、病理組織学的検査に供した。

3. SDT fattyラットの体重及び血液生化学値

SDT fattyラットの体重は8週齢から24週齢まで SD

ラットと比較して高値を示し、 32週齢以降は同様の

推移を示した。 8週齢から24週齢の SDTfattyラット

は肥満を呈した (Fig.3A)。血液生化学パラメータ

において、 SDTfattyラットの血糖値は、 8週齢から

SDラットと比較して有意な上昇が認められ (SDT

fattyラット;377土 152mg/d1、SDラット;134土

15 mg/ d1)、その上昇は40週齢まで持続した (SDT

fattyラット;742:t 108mg/ d1、SDラット;134:t 5 

mg/ d1)。観察期間を通じて、 SDTfattyラットは高

血糖を示した (Fig.3B) 0 SDT fattyラットの TG値

は、 8週齢から SDラットと比較して有意に高値を

示し、 24齢以降において著明な高 TG血症を示した

(SDT fattyラット;1832:t768 mg/ d1、SDラット;

192:t65 mg / d1) (Fig. 3C) 0 SDT fattyラットの TC

値は、 TG値と同様に SDラットと比較して有意に

高値を示し、 8週齢から 40週齢まで経時的に上昇し

た(Fig.3D)。観察期間を通じて、SDTfattyラットは、

脂質異常症を呈していることが確認された。 SDT

fattyラットは肥満、高血糖及び脂質異常症を示して

おり、メタボリツクシンドローム症の病態を呈して

いると考えられた。肝障害パラメータである AST及

びALTは、 SDTfattyラットにおいて、 8週齢から高

値を示し (AST: SDT fattyラット;118:t17 IU /1、

SDラット ;81:t9IU/1、ALT: SDT fattyラット;

110:t 18 IU /1、SDラット;39:t4 IU /1)、16週齢ま

で上昇した。 16週齢以降、 SDTfattyラットの AST

及びALTは低下したが、 40週齢まで SDラットと

比較して高値を持続した(Fig.3E、F)0 SDT fattyラッ

トの肝臓に障害が生じていることが推測された。ヒ

トNASH患者において、線維化の進展した病態で

はALT/AST比が1以下になることが知られているが7)、

SDT fattyラットにおいて、 ALT/AST比を検討した

ところ、8週齢を除き 1以上となった。 SDTfattyラッ

トのALT/AST比は、ヒトと異なることが示唆された。

4. SDT fattyラットの肝臓重量及び肝臓中指質含量

肝臓の病態生理的な変化を確認するため、経時的

な重量及び脂質含量を検討した。 SDTfattyラット

の肝臓重量は、 8週齢から SDラットと比較して有

意な上昇が認められ、その上昇は24週齢まで持続

した (SDTfattyラット;32土 17mg/ d1、SDラット;

14士 2mg/ d1)o 24週齢以降、 SDTfattyラットの
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SDT fattyラットの肝臓中 FFA含量は、 16週齢まで

増加し、それ以降低下した。これより、細胞損傷を

引き起こす FFAが肝臓中で増加することが明らか

となった。他の2型糖尿病モデルである db/dbマウ

肝臓重量は低下したが、 40週齢まで SDラットと比

較して高値を示した (Fig.4A)。肝臓中 TG含量は、

SDT fattyラットでは 16週齢まで増加し、

降は低下したo 32週齢以降は、 SDラットの肝臓中

それ以

スや Zuckerdiabetic fattyラット、

Tokushima Fattyラットと同様に、 SDTfattyラットに

おいても肝臓中 TG含量が上昇し、脂肪肝を発症する

ことが確認された 12-15)。一方、 24週齢以降に肝臓中

TG含量が低下することは、 db/dbマウスや Zucker

diabetic fattyラットとは異なる変化であった。

Otsuka Long-Evans TG含量と同等に推移した (Fig.4B)0 SDT fattyラッ

トは肝臓に TGが蓄積し、脂肪肝となることが明ら

かとなった。肝臓中 TG含量増加の要因を検討する

ため、 TGの基質である FFAの肝臓中濃度を測定し

た。 SDTfattyラットの肝臓中 FFA含量は、肝臓中

TG含量と同様の推移を示した (Fig.4C)。つまり、
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50 SDT fattyラットの肝臓病理組織

肝臓の病理学的な変化を確認するため、パラフイ

ン切片を HE及びシリウスレッド染色後に鏡検し

た。SDTfattyラットの肝臓は、 8週齢から 40週齢ま

で重度 (3+)な空胞化及び脂肪化が確認され、病

理組織学的にも肝臓に TGが蓄積されていることが

示唆された (Fig.5A、B、Table1)。また、 SDTfatty 

ラットは8週齢から NASH病態で特徴的な balloning

様の変化と思われる中程度 (1+-2+)の肝細胞の

肥大化が認められた (Table1)。炎症細胞の浸潤は、

SDT fattyラットにおいて軽度に認められた。SDラッ

トでは、 SDTfattyラットにみられたこれらの病理

組織学的な変化は認められなかった。これらの病理

学的な変化、及び

AST値が高値を示すことから SDTf白at町t旬yラツトは、

NASHを発症していると考えられた。肝臓の線維化

において、 SDTfattyラットは、 32週齢より中程度

(1+-2+)に認められた (Table1)。線維を特異的に

染色するシリウスレッド染色のおける検討において

も、同様の結果が確認された (Fig.5C、D)。これ

より、 SDTfattyラットでは、 NASH発症に伴い線

維化が生じることが明らかとなった。自然発症的に

50 rats (40w) 

HE 

Sirius Red 

Figo 50 Liver histopathology at 40 weeks of ageo 

NASH及び線維化が生じる機序として、肝臓中 FFA

含量の増加が関与していると思われる。肝臓におけ

る過剰な FFAは、過酸化脂質へと代謝され、肝臓

中の星細胞を活性化する 16-18)。活性化された星細

胞は、コラーゲンを産生し、肝臓中に線維化を引き

起こすことが知られている 19)。また、過酸化脂質

に加え、 CYP2E1が肝線維化の発症に関与している

ことが考えられる。高脂肪食負荷肥満モデルにおい

て、肝臓中 FFA含量の上昇により、 CYP2E1の遺伝

子及びタンパク質の発現が上昇する 20)。発現が上

昇した CYP2E1は、肝臓において活性酸素種(reactive

oxygen species ; ROS)産生を促進し、 NASHの発症及

び線維化を惹起することが知られている 21，22)。こ

れらの機序を介して、 SDTfattyラットは、 NASH発

症に伴い線維化が生じる可能性がある。他の2型糖

尿病モデルと SDTfattyラットの病理組織学的な違

いとして、通常食飼育により SDTfattyラットの肝

臓に娘維化が生じることが挙げられる。db/dbマウ

スや Zuckerdiabetic fattyラットでは、脂肪肝は呈す

るが線維化まで病態が進展しないことが報告されて

いる 13，14)。肥満2型糖尿病モデルにおいて、肝臓の

線維化まで進展する SDT fattyラットと進展しない

50Tfa枇yrats (40w) 

A， C: SD rats; B， D: SDT fatty rats. A， B: Hematoxylin and eosin (HE). C， D: Sirius Red. SD rats. 

(perrnission to use the material from a publisher [31]) 
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Table. 1. Microscopy findings of the Iiver in female SDT fatty rats and SD rats. 
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負荷により線維化及び肝細胞の障害を生じやすいこ

とが報告されている 27)。

6. SDT fattyラットの肝臓中の遺伝子発現

SDT fattyラットの脂肪肝及び線維化発症の機序

を解析するため、脂質代謝及び線維化関連遺伝子

の発現を検討した。 SDTfattyラットの脂質合成関

連遺伝子 (S阻 BP-1c、FAS、ACC) は、 8週齢にお

いて SDラットと比較して有意な上昇が認められた

(Fig.6A-C)。また、肝臓からのリボタンパク質分

泌に関与する MTPの発現は、 8週齢から40週齢ま

でSDラットと比較して40%程度低下していた (Fig.

6D) 0 SDT fattyラットの肝臓中町A含量が上昇する

一つの要因として、脂質合成関連遺伝子の発現増加

に伴う脂肪酸合成の克進が寄与している可能性があ

る。また、 SDTfattyラットの脂肪肝は、肝臓中 FFA

含量の上昇に加え、肝臓からのリボタンパク質分泌

が抑制されることでさらに惹起されることが考えら

一方、 16週齢以降において、 SDTfattyラッ

トの脂質合成関連遺伝子の発現は低下し、 SDラッ

トと同様の推移を示した。 SDTfattyラットの脂質

合成関連遺伝子の発現が低下する機序として、血築

中のインスリンが関与している可能性がある。イン

スリンは、 FAS及びACC遺伝子の発現を調節する

レニン・

れた。
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db/dbマウスや Zuckerdiabetic fattyラットとの要因

については明確でない。しかしながら、SDTfattyラッ

トは肝臓における炎症に対する感受性が高く、肝

臓に線維化が生じやすい可能性が考えられる。 SDT

fattyラットの起源である SDTラットは、加齢に伴い

膳臓ランゲルハンス島(勝島)が変性することによ

りインスリン分泌が低下し、糖尿病を発症する23.24)。

障島が変性する機序として、捧島に浸潤したマクロ

ファージよりレニン・アンジオテンシン系を介して

産生された NOが、酸化ストレスを惹起し、醇島が

変性することが示唆されている 25)。事実、

アンジオテンシン系を抑制するテルミサルタンを

SDTラットに処置することで、糖尿病の発症が抑制

されるお)。これより、 SDTラットは全身性に炎症

をおこしていると考えられる。 SDTfattyラットの

肝臓においても、 SDTラットの勝島と同様に炎症

のマーカーである ED司 1染色された細胞が認められ

(データ未掲載)。これより、 SDTfattyラッ

トの肝臓は、恒常的に炎症をおこしている可能性が

このような肝臓の状態に、過剰な肝臓中 FFA

から代謝されて生成した過酸化脂質の刺激が加わ

り、線維化が惹起きれると推測される。事実、 SDT

fattyラット及びSDTラットの起源である SDラッ

トは、 Lewis及びWistarラットと比較して、高脂肪

ている

ある。



1c遺伝子の発現を低下させることで、高脂肪食誘

発の脂肪肝が改善することが報告されている 29.30)。

線維化関連遺伝子において、 SDTfattyラットは 16

及び24週齢で SDラットと比較して星細胞の活性化

の指標である α-SMA及び線維化のマーカーである

Collagen type 1遺伝子発現の上昇傾向が認められた

(Fig.6E、F)oSDT fatザラットは、肝臓中の星細胞

の活性化を介して、娘維化を惹起することが示唆さ

れた。また、 24週齢以降では、これらの線維化関連

SREBP-1c遺伝子のプロモータ活性を調節することで

遺伝子発現を上昇させることが知られている28)0 SDT 

fattyラットの血築中インスリン値は6から 8週齢を

頂値として、それ以降徐々に低下する 29.30)。このイ

また、

低下し、

われる。
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遺伝子の発現は低下し、 40週齢において SDラット

と同等となった。 SDTfattyラットで認められた線

維化が32週齢以降に悪化しない結果と一致してい

る。これより、 40週齢以降において、 SDTfattyラッ

トの線維化が進行しない可能性があり、今後これら

について確認していく予定である。

7. まとめ

本研究で、我々は SDTfattyラットが通常食にお

いて、 NASHを発症することを紹介した。これまで

のNASHモデルは、単一の遺伝子改変や食餌誘発

性のモデル動物が主流であるが、これらのモデルは

ヒト NASH病態と異なる点が知られている。具体

的には、メタボリツクシンドローム症を呈してい

ないモデルや線維化を発症しないモデルなどが挙

げられる。これより、これまでの NASHモデル動

物はヒトの NASH病態を完全に模倣しているとは

いい難い。一方、 SDT-fattyラットは、通常飼育下

で、ヒトと同様に肥満、脂質異常症、糖尿病を呈し、

NASHから線維化に病態が進行する新しいモデル動

物である。これより、 SDT-fattyラットがNASH発

症の病態解析や薬剤の薬効評価に有用なモデルとな

る可能性がある。また、本稿では雌 SDT-fattyラッ

トの肝臓について報告を行ったが、雄 SDT-fattyラッ

トについても検討をおこなっており、 NASHを発症

しないことを確認している。ヒトの NASH擢患率

では、若年では男性が、高齢では女性が高頻度であ

ると報告されており、雄の SD下fattyラットについ

てはヒトの NASH病態を反映していなかった。今

後、雌 SDT-fattyラットが40週齢以降において肝硬

変、肝がんへと病態が進行するかを検討すると共に

NASH発症の時期を早期化するような工夫を行い、

NASH病態解析モデルとしての有用性を高め、薬剤

評価に最適化した条件を検討していきたい。
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