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本論文で使用した略号一覧表 

CYP シトクロムP450 Cytochrome P450 

NAFLD 非アルコール性脂肪性肝疾患 Nonalcoholic fatty liver disease 

NAFL 非アルコール性脂肪肝 Nonalcoholic fatty liver 

NASH 非アルコール性脂肪肝炎 Nonalcoholic steatohepatitis 

MCDD メチオニン・コリン欠乏食 Methionine-choline-deficient diet 

HFD 高脂肪食 High-fat diet 

IR インスリン抵抗性 Insulin resistance 

VLDL 超低比重リポ蛋白 Very low density lipoprotein 

CD 普通食 Control diet 

HE ヘマトキシリン・エオジン Hematoxylin-Eosin 

HCC 肝細胞癌 Hepatocellular carcinoma 

CDAA コリン欠乏食L-アミノ酸 Choline deficient L-amino acid defined 

HCD 高コレステロール食 High cholesterol diet 

SREBP ステロール調節エレメント結合タンパク質 Sterol regulatory element binding protein 

PTEN ― 
Phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 

ten 

PPARα ペルオキシソーム増殖剤活性化受容体α Peroxisome proliferator-activated receptor α 

T-Cho 総コレステロール Total-Cholesterol 

TG 中性脂肪 Triglyceride 

F-Cho 遊離コレステロール Free-Cholesterol 

NEFA 遊離脂肪酸 Non Esterified Fatty Acid 

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

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

Glu グルコース Glucose 

TDM 薬物血中濃度モニタリング Therapeutic drug monitoring 

ROS 活性酸素種 Reactive oxygen species 

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

NADPH ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸（還元型） 
Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (reduced 

form) 

IS 内部標準 Internal standard 

12-OH LA 12-ヒドロキシラウリン酸 12-Hydroxylauric acid 

LC/MS/MS 
液体クロマトグラフィータンデム質量分析法または液体

クロマトグラフィータンデム質量分析計 
Liquid chromatography/tandem mass spectrometry 

11-OH LA 11-ヒドロキシラウリン酸 11-Hydroxylauric acid 

20-HETE 20-ヒドロキシエイコサテトラエン酸 20-Hydroxyeicosatetraenoic acid 

OA オレイン酸 Oleic acid 

PA パルミチン酸 Palmitic acid 

ER 小胞体 Endoplasmic reticulum 

IL インターロイキン Interleukin 

TNF 腫瘍壊死因子 Tumor necrosis factor 
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第 1 章 緒言   

 

医薬品（薬物）は、経口、静脈内および皮下などの経路を介して投与された後、循環血によって全身

の各組織に分布して薬効を発揮する
1)
。医薬品（薬物）は、生体外に排泄されやすい極性の高い代謝物

に代謝されて薬効を失う場合と、代謝物が薬効または副作用を有する活性代謝物となる場合があること

から、薬物代謝は医薬品の有効性および安全性に影響を及ぼす重要な要因の 1 つである
2)
。経口投与さ

れた医薬品（薬物）は、小腸で吸収され、門脈を介して肝臓に移行し、肝臓において代謝（初回通過効

果）を受けるため
3)
、その薬効は肝臓を主とする薬物代謝能（初回通過効果能）に大きく左右される。肝

臓は他の臓器よりも大きく、血流量が多いことから、ほとんどの医薬品（薬物）は主に肝臓で代謝され

る。そのため、何らかの原因によって肝臓の機能が低下すると、医薬品の代謝が変化し、想定外の薬効

の増強、減弱、薬物間相互作用の発現などに繋がる可能性がある
4)
。事実、肝硬変患者にニフェジピン、

プロプラノロールおよびアトルバスタチンなどを経口投与すると、薬物の血漿レベルが肝硬変のない患

者よりも高くなる
5−7)

。一般に、急性の肝疾患では薬物代謝能はほとんど変化しないが、慢性化した肝硬

変になると、薬物代謝能が著しく低下すると考えられている。肝機能低下が顕在化している場合、肝機

能障害の程度に応じて減量や少量からの開始が添付文書で定められている医薬品がある。しかし、肝機

能低下が顕在化する前段階の場合（罹患初期「未病」の場合）、薬物代謝活性に変動が起きている可能

性があるにも関わらず、健常者と同様に処方されている状況である。それゆえ、肝機能低下が顕在化す

る以前の状態（未病段階）も含めたより詳細な代謝・体内動態を知ることは、臨床における「薬物治療

の最適化」および「医薬品の適正使用」に貢献し得ると考えられる。 

肝疾患が薬物の代謝・体内動態に及ぼす影響としては、一般に、肝の薬物代謝酵素活性（肝固有クリ

アランス）の減少、肝血流量の減少、肝細胞への薬物の取り込みの減少（トランスポーター活性の低下）、

血漿における薬物タンパク結合の減少などがあげられる
8)
。これらの影響要因のうち、肝臓における薬

物代謝（初回通過効果）に関与する酵素の活性変動は、薬物の化学形変化後の薬物の分布や排泄などの

変化をもたらすため、薬物の体内運命への寄与度は大きい。肝臓には種々の薬物代謝酵素が存在

するが、その中でも薬物代謝反応の中心的役割を演じているのがシトクロム P450（CYP）である。

CYPは複数の分子種から成るスーパーファミリーとして存在しており、様々な医薬品、外来異物および

内因性物質の酸化代謝を触媒するヘムタンパク酵素である
9)
。CYPは医薬品代謝の約 75%に関与するこ

とから
10)
、肝臓におけるその発現/活性変動を知ることは薬物療法を行う上で重要である。肝臓におけ

るCYP依存性薬物代謝活性は、喫煙、飲酒、食事、服用薬（併用薬）などの外的要因のほか、人種差（動

物の場合は種差、系統差）、年齢差、性差、疾患の有無、遺伝的要因などの様々な内的要因により変動
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するが、これらは各種CYP分子種の発現レベルの多様な変動によるものである
11)
。CYP分子種の発現

変動は、循環器疾患、糖尿病、肥満、炎症、感染症、肝疾患など種々の病態時において見られる
12)
。例

えば、肝細胞癌（Hepatocellular carcinoma；HCC）患者では、CYP2C9、CYP2D6、およびCYP2E1

の活性が上昇する一方で、CYP1A2、CYP2C8、およびCYP2C19の活性が減少する
13)
。軽度または中

等度の肝疾患ではCYP2C19 発現が減少し
14)
、胆汁酸型の肝硬変ではCYP1A2、CYP2C9 および 2E1

の発現レベルが低下する
15)
。また、肝硬変では CYP3A4 の発現レベルが低下することも報告されてい

る
16)
。このように、肝疾患では CYP 分子種の発現低下のみならず発現上昇する場合もあることから、

「薬物治療の最適化」および「医薬品の適正使用」を図る上で、CYP分子種の発現調節に及ぼす肝疾患

の種類およびそれらの病期の影響を無視することはできない。しかしながら、肝疾患の未病段階（肝疾

患症状の顕在化前）から病期進展に伴うCYP分子種の発現変動についてはまだ不明な点が多い。 

非アルコール性脂肪性肝疾患（Nonalcoholic fatty liver disease；NAFLD）は組織学的に肝細胞に脂

肪の蓄積が認められる状態であり、病態がほとんど進行しない単純性脂肪肝である非アルコール性脂肪

肝（Nonalcoholic fatty liver；NAFL）と、脂肪変性、炎症および組織損傷を合併して肝硬変や肝癌に進

行する可能性のある非アルコール性脂肪肝炎（Nonalcoholic steatohepatitis；NASH）に大別される
17)
。

NAFLDの有病率は肥満人口の増加に伴って増加しており、全世界におけるNAFLDの推定有病率（全

世界人口あたり）は、2000～2005年で 20.13％、2006～2010年で 23.75％、2011～2015年で 26.80%

にのぼる。また、そのうちNASHの有病率は 3～5％と推定されている
18)
。こうしたNAFLD患者の増

加を背景にNAFLDを起因とした肝硬変および肝癌患者の増加が危惧される中で、NAFLD患者の増加

は世界的な問題として認識されるようになった。NAFL から NASH への進展には、酸化ストレスや炎

症性サイトカインなどの二次的ストレスが加わる Two hit theory や、複数の因子が同時に関与する

multiple-parallel hit hypothesisが提唱されている
19, 20)

。NAFLDの根本的な治療は確立されておらず、

治療の中心は食事および運動療法による生活習慣の改善である。他方、NAFLD は肝臓におけるメタボ

リックシンドロームの表現型であり、その発症・進展には肥満、耐糖能異常、脂質異常症や高血圧症を

合併していることから、NAFLD 患者は複数の医薬品を服用する場合が多い
21, 22)

。それゆえ、NAFLD

患者に薬物治療を行う場合は、薬物相互作用の観点から、NAFLD (NAFLおよびNASH) における薬物

代謝能の変化を考慮する必要がある。しかしながら、肝硬変などの重度の肝疾患時の薬物代謝・体内動

態の変動については多くの情報が提供されている一方で
23−25)

、NAFLD、特に比較的軽症のNAFLにお

ける薬物代謝活性の変動に関する知見は少なく
26,27)

、CYP分子種の発現/活性の変動についてNAFLお

よびNASHを同時に比較検討した研究知見も乏しい
28−31)

。従って、NAFLD (NAFLおよびNASH) に
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おける薬物代謝・体内動態の変化を解明することは、「薬物治療の最適化」および「医薬品の適正使用」

を図る上で重要であると考えられる。 

脂肪肝動物モデル研究において、炎症/組織損傷を伴わない単純性脂肪肝および炎症/組織損傷を伴う

脂肪肝炎モデルのCYPの発現/活性レベルが変化することが実証されている。メチオニン・コリン欠乏

食（Methionine−choline−deficient diet; MCDD）の摂餌は、ラットの肝臓に脂肪蓄積と炎症/組織損傷

を生じ (NASHモデル)、CYP2B1およびCYP2E1の発現を普通食摂餌ラットに比べて顕著に低下させ

た
28, 32)

。MCDD誘発NASHモデルマウスの肝臓においても同様に、複数のCYP酵素活性が普通食摂

餌マウスよりも低かった
33)
。さらに、NASHモデルは四塩化炭素およびアセトアミノフェンによる肝障

害の場合と同様にほとんどのCYP 分子種の発現を低下させるようである
34, 35)

。一方、高脂肪高スクロ

ース食をマウスに短期間（4週間）与えると、炎症のない単純性脂肪肝が生成され (NAFL モデル)、肝

臓における CYP1a1、1a2、2b10、および 2c29 の発現増加と、CYP3a11 の発現減少が認められてい

る
26)
。これらのNAFLにおけるCYP分子種の発現変化は、多くの CYP 分子種の発現低下が見られた 

MCDD 摂餌による変化とは異なるようである。このNAFLモデルとNASHモデルにおけるCYP分子

種発現挙動の差異は、炎症の有無による可能性が考えられる。しかしながら、肝疾患症状が顕在化前（未

病段階）の NAFL における CYP 分子種の発現変動に関する情報は少なく
26,27)

、また、NAFLD の病

期進展による CYP 分子種発現/活性の変動に着目して、NAFL および NASH における CYP 分子種の

発現/活性を同時に比較検討した研究も乏しい
28−31)

。さらに、病態程度の異なる脂肪肝/脂肪肝炎モデル

を同時に作製し、単純性脂肪肝および脂肪肝炎における複数の CYP 分子種の発現変動を網羅的に比較

検討した研究は見当たらない。 

そこで本研究は、炎症を伴わない単純性脂肪肝（NAFL）モデルと炎症を伴う脂肪肝（NASH）モデ

ルを同時に作製し、両モデル間における CYP 発現調節に関する差異を明確にすることを目的とした。

以下、第 2章では、炎症/組織損傷のない脂肪肝モデル（NAFL モデル）および炎症/組織損傷のある脂

肪肝モデル（NASH モデル）を作製し、第3章では、NAFLおよびNASHモデルにおける主要なCYP

分子種の発現変動を比較検討した。また、第 4章ではNAFLおよびNASHモデル間で相反する発現レ

ベルを示したCYP 1A2の発現変動（NAFLで発現上昇、NASHで発現低下）がその活性の変動に反映

されるのか否かを明らかにするために、カフェイン 8−水酸化活性を指標としてCYP1A2依存性薬物代

謝能（活性）を評価した。さらに、第 5 章では、NASH モデルにおいて発現増加を示したCYP4A1 の

発現変動がその活性の変動に反映されるか否かを明らかにするために、ラウリン酸ω水酸化活性を指標

としてCYP4A1活性を評価した。さらに、第 6章ではCYP1A2で認められたNAFLおよびNASHモ

デル間における反転発現現象のメカニズムを分子レベルで解明するために必要な in vitro 細胞実験系の
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確立を目的として、ラット初代培養肝細胞への脂肪酸負荷誘導によりNAFL 様およびNASH様細胞を

作製し、CYP1A2発現レベルを比較検討した。第 7章では、これらの知見を総括した。   
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第 2章 ラットにおけるNAFLおよびNASHモデルの確立 

 

第 1節 序 

NAFLDは、病期によって病理組織学的あるいは病態生理学的に異なる特徴を示すことから、表現型

や病態の異なる様々な動物モデルが開発されている
36, 37)

。NAFLD動物モデルは、栄養組成が様々に調

製された飼料を動物に与えて作製する摂餌誘発モデル、脂質代謝に関与する遺伝子を人為的に変化させ

て作製する遺伝子編集モデルおよび化学物質の投与により酸化ストレスや DNA 変異を引き起こして肝

損傷を誘発する化学物質誘発モデルの 3つに大別され、それぞれ単独あるいは組み合わせることにより、

様々な表現型や病態に対応した動物モデルを作製することができる
38)
。これまでに報告されている多種

多様なNAFLD動物モデルの特徴をTable 1に示す。 

高脂肪食(High−fat diet; HFD) 誘発動物モデルは、45−75％の脂質含量に調製された飼料を動物に摂

餌させることによって作製するモデルがよく知られている
39)
。HFD を動物に摂餌させると、門脈を介

して肝臓に遊離脂肪酸が流入し、中性脂肪（Triglyceride; TG）として肝細胞に蓄積される
40)
。HFD誘

発動物モデルの特徴は、ヒト NAFLD の病態生理学的特徴である肥満やインスリン抵抗性（Insulin 

resistance; IR）を引き起こす点にある
38)
。従って、HFD誘発動物モデルはヒトにおけるNAFLDに近

い特徴を持つ動物モデルであると考えられる。しかし、HFD誘発動物モデルは、げっ歯類の種・系統、

摂餌の脂肪組成と含有量および摂餌期間などによって脂肪変性、炎症、線維症の重症度が異なる。ラッ

トへの摂餌期間に着目すると、4週間のHFD摂餌は炎症/組織損傷（血漿AST/ALTの上昇）を伴わな

い脂肪肝を引き起こすことが示されている
41)
。それゆえ、ヒトNAFLに近いラットNAFLモデルを作

製するには、HFDの摂餌期間を比較的短期間の 4週間程度に設定することが望ましいと考えられた。 

一方、HFD摂餌によって炎症/組織損傷を伴う脂肪肝（NASH）モデルを作製することも可能である。

すなわち、HFDの 8週間以上の継続的な摂餌はNASHを誘発する
42, 43)

。しかしながら、一般にラット

肝における薬物代謝酵素活性は年齢（週齢）とともに低下する
44)
。本研究の目的はNAFLおよびNASH

モデルにおけるCYP分子種の発現レベルを同時に比較することであるため、4週間程度のHFD摂餌に

より作製できるNAFLモデルと同じ摂餌期間でNASHモデルを作製できる摂餌条件を検討した。 

MCDD誘発動物モデルは、IRを示さず、体重減少を引きおこす点ではヒト NASHと病態が異なる

ものの、比較的短期間で明確なNASH病態を示すために、広く研究に使用されている
38)
。MCDDを動

物に摂餌させると、肝臓から超低比重リポ蛋白（VLDL）を分泌させるために必要なホスファチジルコ

リンの合成障害が起こり、肝臓からの TG 排泄が抑制されて脂肪肝を形成するとともに、肝臓における

酸化ストレスを介して、肝細胞死、炎症および線維化を誘導する
45)
。それゆえ、MCDD誘発動物モデル
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は、 ヒトNASH における炎症と線維化のメカニズムをより適切に反映するモデルであるといえる。ラ

ットへの比較的短期間である 2週間または 4週間のMCDD 摂餌は、肝細胞における脂肪蓄積および炎

症を引き起こすことが示唆されている
46, 47)

。以上より、MCDD摂餌はHFD摂餌誘発NAFLモデルと

同じ摂餌期間でNASHモデルの作製が可能であると考えられる。 

そこで本章では、炎症/組織損傷を伴わない単純性脂肪肝モデル（NAFLモデル）と炎症/組織損傷を

伴う脂肪肝モデル（NASHモデル）を同時に作製することを目的として、普通食（Control diet； CD）、

HFD、MCDDを 6週齢の雄性Wistar系ラットに 4 週間摂餌させた後、CD、HFD およびMCDD群

における肝湿重量、血漿生化学検査値および肝臓脂質含量を測定した。また、Oil Red O 染色および

Hematoxylin−Eosin（HE）染色により脂肪滴蓄積の程度を、Azan−Mallory染色により肝組織の線維化

の程度を比較評価した。  
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Table 1   Characteristics of NAFLD animal models. 

食餌誘発モデル 肥満 IR 脂肪症 NASH 線維症 HCC 特徴 

メチオニン・コリン欠

乏食（MCDD） 
無 無 有 有 有 無 

総エネルギーの40%および10%がスクロースおよび脂質由来で、メチオニンとコリン

が欠乏した飼料であり、一般的にNASHモデルとして使用されている動物モデルの一

つである。比較的短期間でヒト NASH の組織学的表現型を再現するが、IRを示さ

ず、体重減少を引きおこす点でヒト NAFLD とは大きく異なる
48)
。 

コリン欠乏食 L-アミ

ノ酸食（CDAA） 
有 無 有 有 有 有 

タンパク成分をアミノ酸で置換したコリン欠乏飼料であり、重篤なNASH病態を示す

が、MCDDよりも時間を要する。体重増加や IRを示さないことからヒトNAFLDと

は大きく異なる
48)
。 

高コレステロール食

（HCD） 
有 無 有 有 有 無 

総カロリーの 1% がコレステロールに由来する飼料であり、単独摂餌では、NASHを

引き起こすには不十分である
49)
。 

高脂肪食（HFD） 有 有 有 有 有 無 

総カロリーの 45−75% が脂質由来の飼料である。げっ歯類の系統、飼料中の脂肪含有

量、脂肪組成および摂餌期間によって脂肪変性、炎症、線維症の程度が異なる
50)
。ヒト 

NASH と類似した NASH病態を示すが、病理学的転帰がそれほど深刻ではないた

め、研究での使用は制限される
49)
。 

高フルクトース食 無 有 有 無/有 無 − 
単独摂餌では、NASH病態を引き起こさないが、HFDとの併用によりNASH病態を

引き起こす
37, 48)

。 

アテローム生成食 無 無 有 有 有 − 

飼料中に1.25%コレステロールおよび0.5%コール酸 を含有し、6週間で脂肪変性およ

び炎症が生じ、24週間後に肝細胞のバルーニングおよび線維症を誘発する。体重増加

およびIRを誘発しない点でヒトNAFLD とは大きく異なる
38, 49)

。 

遺伝子編集モデル 肥満 IR 脂肪症 NASH 線維症 HCC 特徴 

レプチン欠損ob/ob マ

ウス 
有 有 有 無 無 無 肝臓の脂肪変性を示すが、NASHに特徴的な病態である肝線維化は示さない

37)
。 

レプチン受容体欠損

db/db マウス 
有 有 有 無 無 無 

食欲が異常に増加し、肥満、高血糖、高インスリン血症、IRおよび脂肪肝を発症する

が、肝線維化は示さない
37)
。 

foz/fozマウス 有 有 有 有 有 無 食餌誘発性の NAFL から NASH への移行の影響は系統によって異なる
36)
。 

SREBP−1c トランス

ジェニックマウス 
無 有 有 有 有 有 

脂肪分化の障害に続発して重度のIRと糖尿病を発症する
37)
。この脂肪組織でSREBP-

−1cを強制発現させたトランスジェニックマウスでは、標準的な食事を与えると20週

で脂肪変性、炎症、線維症を引き起こす
51)
。ヒトNAFLDでは内臓脂肪が増加する

が、このSREBP−1c トランスジェニックマウスでは減少するため、ヒトNAFLDとは

病態が異なる
37, 52)

。 

KK−A yマウス 有 有 有 無 無 − 肥満およびIRと関連して脂肪肝を発症するが、重大な脂肪性肝炎は発症しない
37)
。 

PTEN欠損マウス 無 無 有 有 有 有 
広範な肝腫大および脂肪性肝炎を示し、ヒト NASH の組織病理診断と類似する特徴を

有する
53)
。 

PPAR欠損マウス 無 無 有 無 無 − 通常の給餌条件下では、脂肪症は示さないが、飢餓状態条件下では、脂肪症を示す
54)
。 

AOX欠損マウス 無 無 有 有 無 有 

生後7日目で肝細胞の微小胞性脂肪変化を示し始め、生後 30 日までに肝実質細胞の脂

肪変性の重症度が増加し、局所的な炎症細胞浸潤の同時発生を示し
55)
、生後15カ月ま

でに肝細胞腺腫とHCCを発症する
56)
。 

MAT−1A欠損マウス 無 無 有 有 有 有 
生後 8 ヵ月後に脂肪性肝炎を自然発症し、肝細胞が増殖し、腫瘍の発生を引き起こす
37)
。 

化学物質誘発モデル   

化学物質単独投与では、NAFLD病態を示さないが、他のモデルと組み合わせることで

様々なNAFLDモデルを作製することができる。代表的な化学物質としてストレプトゾ

シン、四塩化炭素、チオアセトアミド 、ジエチルニトロソアミンがある
57)
。 

Insulin resistance, IR; Nonalcoholic steatohepatitis, NASH; Hepatocellular carcinoma, HCC; sterol 

regulatory element binding protein, SREBP; Phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10, 

PTEN; Peroxisome proliferator−activated receptor , PPAR; Acyl−coenzyme A oxidase, AOX; Methionine 

adenosyltransferase, MAT 
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第 2節  体重、肝湿重量および相対肝湿重量 

各飼料の詳細な栄養組成をTable 2に示す。CD、HFD、または MCDD を 4週間摂餌したラットの

体重、肝湿重量および相対肝湿重量 （肝湿重量/体重%） をTable 3に示す。 4週間後のHFD摂餌ラ

ット（HFD群）の体重は、CD 摂餌ラット（CD群）よりも有意に増加した。一方、MCDD 摂餌ラッ

ト（MCDD群）の体重は、CD群よりも有意に減少した。この結果は、MCDD がエネルギー代謝とエ

ネルギー消費を促進することにより、体重を減少させるという以前の報告と一致している
58)
。また、体

重に対する肝湿重量（相対肝湿重量（肝湿重量/体重%））を算出したところ、HFD 群の相対肝湿重量

は CD 群と差が認められなかったのに対して、MCDD 群の相対肝湿重量は CD 群より 1.7 倍増加し

た。このことは、4週間のMCDD摂餌が肝肥大を呈することを示唆している。これらの結果は、Kirsch

ら
59) 
の報告と類似している。 

 

Table 2   Composition of experimental Diets. 

 Energy composition（gm%） CD HFD MCDD 

    Carbohydrate 67.3 26.0 65.9 

    Protein 19.2 26.0 17.0 

    Fat  4.3 35.0 9.9 

Calorie（kcal%）    

    Carbohydrate 20 20 16 

    Protein 70 20 63 

    Fat  10 60 21 

Calorie（kcal/g） 3.85 5.24 4.21 

 

Table 3   Body weights, liver weights, and relative liver weights in the liver of CD-, HFD-, or 
MCDD-fed to rats for 4 weeks. 

 CD HFD MCDD 

Body weights （g） 243.1±7.01 259.4±3.63* 88.8±6.07* 

Liver weights （g） 7.75±0.79 7.46±0.28 4.70±0.27* 

Relative liver weights 
（Liver weights/Body 

weights %） 
3.19±0.37 2.88±0.11 5.29±0.39* 

Male Wistar rats were fed the CD, HFD, or MCDD for 4 weeks. During the experimental period, 
body weights were measured once a week. Liver weights were measured 4 weeks after the initiation 
of the experimental diets. Data are presented as mean ± standard deviation (SD), n = 6 in each 
group. *p < 0.05 vs. control. 
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第 3節 肝臓の組織像 

CD、HFD、および MCDD を4週間摂餌したラットの肝組織像をFig. 1に示す。HFDおよび MCDD

群の肝臓は、CD 群の肝臓よりも見かけ上大きく、脂肪肝特有の白みを帯びた色調を呈していた。細胞

内脂肪滴を赤色に染色するOil Red O 染色では、HFD およびMCDD 群の両群の肝臓において顕著な

脂肪の蓄積が認められた。また、HE染色では、MCDD群において大脂肪滴の特徴である顕著なバルー

ニングが観察されたのに対して、HFD群においてはMCDD群よりも小脂肪滴として観察された。さら

に、細胞の線維化部分を青紫色に染色する Azan−Mallory 染色は、MCDD 群においてのみ肝組織の顕

著な線維化像を示した。 

 

 

Fig. 1   Gross and microscopic findings in the livers of rats fed with CD, HFD, or MCDD for 4 weeks. 
Representative images of gross appearance of liver, Oil Red O staining, HE staining and Azan−
Mallory staining of liver tissues from CD-, HFD-, or MCDD-fed rats. (Magnification of staining 
images: 100×, scale bars: 100 µm). 
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第 4節 血漿生化学検査値 

CD、HFD、および MCDDを 4週間摂餌したラットにおける血漿脂質、血糖、肝機能への影響を評

価するために、血漿中の総コレステロール (Total−Cholesterol；T−Cho)、TG、遊離コレステロール 

(Free−Cholesterol； F−Cho)、遊離脂肪酸 (Non Esterified Fatty Acid；NEFA)、アスパラギン酸アミ

ノトランスフェラーゼ (Aspartate aminotransferase；AST)、アラニンアミノトランスフェラーゼ 

(Alanine aminotransferase；ALT)、および グルコース (Glucose；Glu) の各濃度を測定した (Table 4)。

HFD 群の血漿中におけるT−Cho、TG、および F−Cho濃度はそれぞれCD 群の63.9%、42.4%、およ

び 49.6% まで減少した。MCDD 群では、TG、F−Cho、および Glu 濃度が CD 群のそれぞれ 19.4%、

66.4%、および 54.7%まで減少した。また、 肝組織損傷マーカーである血漿ASTおよびALT濃度をみ

ると、HFD 群における血漿ASTおよびALT濃度はCD 群のそれらと比較して変化が認められなかっ

たが、MCDD 群の血漿ASTおよびALT濃度は、それぞれ CD群の 211% と 268%まで上昇した。こ

れらのことから、MCDD群では肝組織損傷を起こしていることが示唆された。 

 

Table 4   Plasma biomarker levels in the liver of CD-, HFD-, or MCDD-fed to rats for 4 weeks. 

 CD HFD MCDD 

   T−Cho （mg/dL） 75.4±12.5 48.2±3.1* 65.9±12.3 

   TG （mg/dL） 127.8±26.5 54.2±3.3* 24.8±3.5* 

   F−Cho （mg/dL） 11.9±1.3 5.9±0.6* 7.9±1.1* 

   NEFA （mEq/L） 0.95±0.16 0.96±0.27 0.90±0.14 

   AST （Karmen） 78.1±23.2 130.1±59.5 164.9±20.6* 

   ALT （Karmen） 10.4±0.9 10.4±1.2 27.9±4.7* 

   Glu （mg/dL） 119.3±19.5 127.8±7.1 65.2±3.9* 

Male Wistar rats were fed the CD, HFD, or MCDD for 4weeks. T−Cho, TG, F−Cho, NEFA, AST, ALT, 
and Glu levels of plasma were measured 4 weeks after initiation of the experimental diets. Data are 
presented as mean ± standard deviation (SD), n = 6 in each group. *p < 0.05 vs. control. 
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第 5節 肝臓脂質含量 

CD、HFD、および MCDD を 4週間摂餌したラット肝における脂肪蓄積の程度を評価するために、

肝臓の脂質含量を測定した (Fig. 2)。NEFA、T−ChoおよびF−Choは、MCDD群でのみ有意に上昇し

た。一方、TGは、HFDおよびMCDD群の両群で上昇し、肝臓への脂肪蓄積が認められた。肝臓への

TGの蓄積は、CD群と比較してHFD群では 2.1倍に、MCDD群では 35倍に増加し、MCDD群でよ

り顕著な脂肪の蓄積を認めた。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2   Hepatic Lipid Contents in the liver of rats fed with CD, HFD, or MCDD for 4 weeks. 
After feeding the rats with CD, HFD, or MCDD for 4 weeks, the lipids in the livers were extracted, 
and the TG, NEFA, T−Cho, and F−Cho contents were measured using enzymatic methods. Data are 
represented as mean ± standard deviation (SD), n = 6 in each group. *p < 0.05 vs. control.  
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第 6節 考察 

本研究の目的であるNAFLおよびNASHモデルにおけるCYP分子種の発現レベルを同時に比較す

る前段階の研究として、NAFL モデルおよび NASH モデルの同時作製に着手した。これまでに、比較

的短期間である 4週間のラットへのHFD摂餌によりNAFL モデルが作製できること、HFD摂餌によ

り NASH モデルを作製するにはより長期の摂餌が必要であること、および 2～4 週間のラットへの

MCDD 摂餌によりNASH モデルを作製できることが報告されている 
41−43, 46, 47)

。そこで本章では、比

較的短期間の 4週間を摂餌期間として、HFD摂餌によりNAFLモデルを、MCDD摂餌によりNASH

モデルを作製することを試みた。 

一般に、ヒトにおいて脂質代謝関連の検査は血液中の脂質関連マーカーで評価されている。ラットに

HFDおよびMCDDを 4週間摂餌後の脂質関連マーカー濃度をCD群と比較したところ、HFD 群の血

漿T−Cho、TG、および F−Cho濃度、ならびにMCDD群の血漿TGおよびF−Cho濃度などの脂質代

謝関連マーカーの減少がみられた (Table 4)。これらの結果は、ヒトにおいて脂肪肝を併発する脂質代謝

異常症で一般的にみられる検査値とは逆の結果であった。一般に、HFD 誘発動物モデルでは、ヒト

NAFLDと同様に血中TGの増加を引き起こすことが知られている
60)
。しかし、脂質代謝異常症を引き

起こすには、より長期間の投与が必要であることも指摘されている
38)
。それゆえ、4 週間の HFD 摂餌

ラットにおいては、脂質代謝異常症には至らないモデルであると考えられる。4 週間の MCDD 群もま

た血漿TGが低下した。このことはいくつかの既報とよく一致する結果であるが、MCDD摂餌による血

漿TGの低下の機序は不明である
47, 61)

。 

ラットへの 4 週間の HFD および MCDD 摂餌は、いずれも肝蔵における TG 量を増加させ、特に

MCDD群における脂肪蓄積は顕著であった (Fig. 2)。これらのHFDおよびMCDD群の肝臓における

脂肪蓄積の程度の違いは、Oil Red O およびHE染色像においても同様に認められ、特にMCDD群で

は大脂肪滴の特徴であるバルーニングの形成が顕著であった (Fig. 1)。肝組織損傷マーカーである血漿

AST および ALT 濃度を調べた結果、MCDD 群でのみ血漿 AST および ALT 濃度の増加が認められた

ことから、MCDD 群における肝臓では炎症/組織損傷があり、HFD 群ではそれがない状態であること

が示唆された (Table 4)。このMCDD群における組織損傷はAzan–Mallory染色によってMCDD群に

おいてのみ肝組織の顕著な線維化像が認められたことにより裏付けられた (Fig. 1)。これらの結果から、

4週間のHFD摂餌は炎症/組織損傷を伴わない脂肪の蓄積による脂肪肝モデル（NAFLモデル）および

4 週間のMCDD 摂餌は脂肪の蓄積と組織線維化を惹起した病態モデル（NASH モデル）といえるもの

と判断された。 
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第 7節 小括 

本章では、比較的短期間である 4 週間のラットへの HFD 摂餌および MCDD 摂餌により NAFL モ

デルおよびNASHモデルの同時作製を試みた。 

4週間のラットへの HFD 摂餌では、肝臓中のTG量の増加に加えて、肝組織のOil Red O 染色で

CD摂餌ラットよりも強く染色されたが、HE染色では明瞭なバルーニングはなく、MCDD摂餌ラット

よりも小さい脂肪滴に留まっていた。このことから、4週間のラットへの HFD 摂餌は、初期の単純性

脂肪肝（NAFL）を表現しているものと考えられた。また、肝組織損傷マーカーである血漿ASTおよび

ALT濃度、ならびに線維化の評価を目的としたAzan−Mallory染色においては有意な変化を認めなかっ

たことから、炎症/組織損傷および線維化は呈していないものと考えられた。 

4週間のラットへの MCDD 摂餌では、肝臓におけるTG量の顕著な増加を認め、肝組織のOil Red 

O 染色で HFD 摂餌ラットよりも強く染色され、HE 染色においては大脂肪滴の特徴である顕著なバル

ーニングが観察された。さらに、血漿ASTおよびALT濃度が増加し、Azan−Mallory染色で線維化像

が観察されたことから、MCDD摂餌ラットは、脂肪蓄積に加えて、炎症から生じる組織線維化が形成さ

れており、炎症/組織損傷および線維化などの病態生理学的特性からヒトにおけるNASHに類似してい

ることが示唆された。 

以上より、比較的短期間である 4週間のラットへの HFD 摂餌は、炎症/組織損傷を伴わない単純性

脂肪肝（NAFL）を形成させること、および 4週間のラットへのMCDD摂餌は、炎症/組織損傷を伴う

脂肪肝炎（NASH）を形成させることが示唆された。従って、本研究では、HFD群およびMCDD群を、

それぞれNAFLモデルおよび NASH モデルとして、これらのモデルを以降の研究に供した。  
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第 3章 NAFLおよびNASHモデルにおけるCYP 分子種の発現変動の解析 

 

第 1節 序 

CYP は、薬物代謝の第一相反応を担う主要な薬物代謝酵素であり、医薬品代謝の約 75%に関与する

10)
。CYPによって触媒される薬物代謝は、生体内に投与された医薬品の排泄の促進や活性代謝物に変換

するなど、医薬品の有効性や安全性において重要な役割を果たすことから、その発現/活性の変動を明ら

かにすることは、「薬物治療の最適化」を実現する上で重要である。近年、肝機能障害時の薬物代謝・

動態の変動については多くの情報が提供されている
23−25)

。しかしながら、NAFLD、特にNAFLにおけ

る薬物代謝能変動に関する知見は少なく
26,27)

、NAFLDの病期進展によるCYP分子種発現/活性の変動

に着目してNAFLおよびNASHにおけるCYP分子種の発現/活性を同時に比較検討した研究知見も乏

しい
28−31)

。さらに、病態程度の異なる脂肪肝/脂肪肝炎モデルを同時に作製し、単純性脂肪肝および脂

肪肝炎における複数のCYP分子種の発現変動を網羅的に比較検討した研究は見当たらない。 

ヒトにおける CYP 分子種は 57 種存在し、その配列の類似性に基づいて 18 ファミリーおよび 43 

サブファミリーに分類される
10)
。これらのCYP ファミリーのうち、CYP 1、2および 3 の 3つのファ

ミリーが臨床で使用される医薬品の約 80％の代謝に関与している
62)
。なかでも、CYP1A2、2A6、2B6、

2C8、2C9、2C19、2D6、2E1、3A4および 3A5 は、特に医薬品代謝寄与に占める割合が高い（Fig. 3）

11)
。また、CYP4 ファミリーは、医薬品代謝における貢献度は少ないものの、NAFLD の病態形成およ

び進展と密接に関わりのある脂肪酸の代謝を触媒する
10)
。そこで本章では、ラットNAFLおよびNASH

モデルにおける CYP 分子種の発現変動の差異を明らかにすることを目的として、薬物代謝への寄与度

が高いCYP1、2、3および薬物代謝に加えて脂肪酸代謝にも関与するCYP4Aサブファミリーに着目し

た。   

 

 

 

 

 

 

 

    

Fig. 3   Fraction of clinically used drugs metabolized by P450 isoforms. 
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CYP はヒト以外にも、微生物から植物、動物に至るまで多くの生物に存在し、その基質特異性や発

現には種差、系統差、性差などが認められる
63)
。CYP1から 4のファミリーに属するヒト、マウスおよ

びラットの主要なCYP 分子種を Table 5 に示す。本章では、CYP1、2、3 および 4 のファミリーの中

から、薬物代謝および脂質代謝に関わる代表的なラットCYP分子種としてCYP1A1、1A2、2B1、2C6、

2C11、2D1、2D2、2E1、3A1および 4A1を取り上げ、それらのmRNAレベルを定量的 real-time PCR

にて評価した。さらに、興味深い挙動を示した分子種（CYP1A1、1A2、2C6、2D1、3A1および 4A1） 

のタンパク質発現レベルをWestern blottingにて比較検討した。 

 

Table 5   CYP enzymes of the major drug−metabolising CYP family in human, mouse and rat. 

Family Subfamily Human Mouse Rat 

CYP1 
A 1A1, 1A2 1a1, 1a2 1A1, 1A2 

B 1B1 1b1 1B1 

CYP2 

A 2A6, 2A7, 2A13 2a4, 2a5, 2a12, 2a22 2A1, 2A2, 2A3 

B 2B6, 2B7 2b9, 2b10 2B1, 2B2, 2B3 

C 2C8, 2C9, 2C18, 2C19 
2c29, 2c37, 2c38, 2c39, 
2c40, 2c44, 2c50, 2c54, 
2c55 

2C6, 2C7*, 2C11*, 
2C12*, 2C13*, 2C22, 
2C23 

D 2D6, 2D7, 2D8 
2d9, 2d10, 2d11, 2d12, 
2d13, 2d22, 2d26, 
2d34, 2d40 

2D1, 2D2, 2D3, 2D4, 
2D5, 2D18 

E 2E1 2e1 2E1 

CYP3 A 3A4, 3A5, 3A7, 3A43 
3a11, 3a13, 3a16, 
3a25, 3a41, 3a44 

3A1, 3A2*, 3A9*, 
3A18*, 3A23, 3A62 

CYP4 A 4A11,4A22 
4a10, 4a12a*, 4a12b*, 
4a14* 

4A1, 4A2, 4A3, 4A8 

*gender differences 
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第 2節 NAFLおよびNASHモデルにおけるCYP 分子種のmRNAおよびタンパク質

発現変動の解析 

 

2－1 CYP1Aサブファミリー分子種の発現変動の解析 

CYP1A サブファミリーは、ヒトおよびラットにおいて CYP1A1 と CP1A2 の 2 つの分子種が存在

し、ヒトとラット間におけるアミノ酸配列の相同性は80%以上と高い
63)
。CYP1A1とCYP1A2のアミ

ノ酸配列は類似しているが、基質特異性や分布臓器が異なる。CYP1A1 は、肝臓での発現量は少なく、

小腸、肺、胎盤、腎臓など様々な臓器に分布する肝外酵素である
64)
。主としてベンゾ[a]ピレンなどの多

環芳香族炭化水素の代謝および代謝活性化に関与するが、ペロスピロン、リオシグアト、グラニセトロ

ンなどの医薬品代謝にも関わっている
65, 66)

。一方、CYP1A2は、主に肝臓に発現し、芳香族アミン類、

芳香族ニトロ化合物、複素環式アミン類、ニトロソアミン類、マイコトキシンなどの外因性物質や、エ

ストロゲンのような内因性物質の代謝
67)

 や中枢神経興奮薬カフェイン、筋萎縮性側索硬化症治療薬リ

ルゾール、薬物血中濃度モニタリング（Therapeutic drug monitoring; TDM）対象医薬品である気管支

拡張薬テオフィリンおよび抗精神病薬クロザピンなどの代謝に関与しており
68)
、臨床上重要な医薬品の

代謝の約 4%に関与することが知られている
69)
。そこで、ラットNAFL およびNASH モデルにおける

CYP1A1および 1A2の発現量（mRNAおよびタンパク質量）を比較検討した。 

CD、HFD、または MCDD を 4週間摂餌したラットの肝ミクロソームにおけるCYP1A1 mRNA量

を調べた結果、CYP1A1 mRNA量は、HFD群（NAFLモデル）では変化しなかったのに対して、MCDD

群（NASHモデル）において顕著に増加した (Fig. 4)。また、CYP1A1タンパク質量もまた同様であっ

た (Fig. 5)。これらのことから、CYP1A1発現量はNAFLDの初期においては変化せず、病期進展状態

（炎症や組織損傷状態）において増加することが示唆された。これまでに、CYP1A1の発現量は高脂肪

高スクロース食負荷マウス肝およびラット肝硬変モデルにおいて変化しないことが報告されている
26, 70)

。

このことから推察すると、4週間のHFD摂餌NAFLモデルの病期は高脂肪高スクロース食負荷マウス

肝に近いかもしれない。一方、MCDD 摂餌 NASH モデルにおける CYP1A1 発現量はラット肝硬変モ

デルのそれとは逆に増加した (Fig. 4, 5)。このことは4週間のMCDD摂餌NASHモデルの病期が肝硬

変にまで進んでいないことおよび肝硬変前ステージの肝において CYP1A1 の発現が増加する時期があ

る可能性を示唆している。 

CD、HFD、または MCDD を 4週間摂餌したラットの肝ミクロソームにおけるCYP1A2 mRNA量

は、CD群と比較してNAFLモデルにおいて 1.4倍に増加し、NASHモデルはCD群の 0.3倍にまで減

少した (Fig. 4)。これらのmRNA量の変動はタンパク質量の変化と同様であった (Fig. 5)。CYP1A2の
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発現量については、ラット肝硬変モデルやヒトの肝疾患（肝硬変、HCC、C型肝炎など）において減少

することが先行研究において報告されており
13,70−73)

、肝臓における CYP1A2 の発現量は肝疾患や

NAFLDにおいて減少するものと想定されている。興味深いことに、HFD摂餌NAFLモデル（HFD群）

において CYP1A2 の発現は CD 群よりも増加し(Fig. 4, 5)、MCDD 摂餌 NASH モデルでは逆に、

CYP1A2 の発現量は CD 群よりも著しく減少した(Fig. 4, 5)。MCDD 群（NASH モデル）における

CYP1A2の発現低下は、これまでの報告と一致していたが
74)
、NAFLモデルにおいてCYP1A2の発現

量が増加するとの報告はなく、本研究において初めて示唆された。この先行研究との差異は、本研究で

作製されたNAFLモデルの方が既報のNAFLモデルよりも肝疾患の未病段階（肝疾患症状の顕在化前）

に近い状態を表現していることによるものかもしれない。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4   Changes in mRNA levels of CYP 1A1 and 1A2 in the livers of rats fed with CD, HFD, or 
MCDD for 4 weeks. 
After feeding the rats with CD, HFD, or MCDD for 4 weeks, they were sacrificed, total RNA was 
extracted from the CD-, HFD-, or MCDD-fed rat livers, and the mRNA expression levels of CYP 1A1 
and 1A2 were measured using quantitative PCR. Relative mRNA levels were determined after 
normalization with -actin. Data are represented as mean ± standard deviation (SD), n = 6 in each 
group. *p < 0.05 vs. control. 
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Fig. 5   Changes in expression levels of CYP 1A1 and 1A2 in the livers of rats fed with CD, HFD, or 
MCDD for 4 weeks. 
After feeding the rats CD, HFD, or MCDD for 4 weeks, the rats were sacrificed, and liver microsomes 
were prepared from CD-, HFD-, or MCDD-fed rat livers. The protein levels of CYP 1A1 and 1A2 in 
rat liver microsomes were measured using western blot analysis. (A) Typical image obtained via 
blotting. (B) Relative protein expression was determined after normalization with -actin. Data are 
represented as mean ± standard deviation (SD), n = 6 in each group. *p < 0.05 vs. control. 

 

 

2－2 CYP2Bサブファミリー分子種の発現変動の解析 

ヒトにおいて、CYP2B サブファミリーは CYP2B6 および 2B7 の 2 つの分子種が存在するが、

CYP2B7は不活性な偽遺伝子である。ヒトCYP2B6は当初、その発現量は総肝CYP量の 1%未満と少

なく、薬物代謝への寄与度は低いと考えられていた。しかしその後、CYP2B6 量の総肝 CYP 量に占め

る割合が 2〜10%であることが判明し、抗がん薬シクロフォスファミド、イフォスファミド、タモキシ

フェンや向精神薬ジアゼパム、ミダゾラム、クロチアゼパム、TDM対象医薬品である抗てんかん薬バル

プロ酸などを含む 3〜12％の医薬品代謝に関与することが示唆されており、医薬品代謝における
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CYP2B6の重要性が広く認識されている
75)
。ラットにおいては、CYP2B1、2B2および 2B3の 3つの

分子種が存在し、このうち、CYP2B1および 2B2は、ヒトCYP2B6と約 75%の相同性を保持している

が
63, 76)

、その触媒活性は、CYP2B1の方がはるかに高いことが知られている
63)
。 

これまでに、ヒトCYP2B6の発現および活性は、肝疾患の影響を受けにくいことが報告されている
13, 

73)
。また、HFD 誘発ラット NAFL モデルおよび MCDD 誘発ラット NASH モデルにおける CYP2B1

（ヒトCYP2B6に相当）
28)
、高脂肪高スクロース食負荷マウスNAFLモデルにおけるCyp2b10（ヒト

CYP2B6に相当）
26)
、ヒトNAFLおよびNASH患者の肝組織におけるCYP2B6 

29)
 の発現変動に関す

る研究が行われているが、一貫した結果が得られていない。そこで、ラットNAFLおよびNASHモデ

ルにおけるCYP2B1（ヒトCYP2B6に相当） mRNAレベルを比較検討した。 

CD、HFD、または MCDD を 4週間摂餌したラットの肝ミクロソームにおけるCYP2B1 mRNA量

を調べた結果、CYP 2B1 mRNA量は、MCDD群（NASHモデル）において低下する傾向を示したが、

HFD 群（NAFL モデル）およびMCDD 群（NASH モデル）のいずれにおいても有意な変化は認めら

れなかった (Fig. 6)。このことは、ヒトCYP2B6の発現/活性が肝疾患の影響を受けにくいとの知見
13, 

73)
 を支持するものであった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6   Changes in mRNA levels of CYP 2B1 in the livers of rats fed with CD, HFD, or MCDD for 4 
weeks. 
After feeding the rats with CD, HFD, or MCDD for 4 weeks, they were sacrificed, total RNA was 
extracted from the CD-, HFD-, or MCDD-fed rat livers, and the mRNA expression levels of CYP 2B1 
were measured using quantitative PCR. Relative mRNA levels were determined after normalization 
with -actin. Data are represented as mean ± standard deviation (SD), n = 6 in each group. *p < 0.05 
vs. control. 
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2－3 CYP2Cサブファミリー分子種の発現変動の解析 

ヒトCYP2Cサブファミリーには、CYP2C8、2C9、2C18、および 2C19の 4つの分子種が存在し、

これらの分子種でヒト総肝含量の 20%を占める
63)
。このうち、CYP2C9は肝臓に最も多く発現し、さら

に、CYP3A4に続いて 2番目に多くの医薬品の代謝に関与することから、ヒト薬物代謝研究において特

に重要な分子種である
77, 78)

。ラットにおいては、CYP2C6、2C7、2C11、2C12、2C13、2C22および

2C23の 7つの分子種が存在し、CYP2C7および 2C12が雌で優位に発現するのに対して、CYP2C11お

よび 2C13 は雄ラットで優位に発現する。CYP2C11 は、雄ラット肝における主要な分子種で、ラット

肝総CYP 含有量の 50%を占め
63)
、機能的にヒトCYP2C9 に相当する

79)
。また、ラットCYP2C6 は、

肝臓と小腸で発現し、ヒトCYP2C9に相当する分子種であると考えられている
80, 81)

。また、CYP2C22

は主に肝臓で発現し、CYP2C23は主に腎臓で発現する
63)
。 

これまで、肝疾患時のCYP2Cの発現および活性の変動に関する複数の報告がある。すなわち、ヒト

CYP2C19の発現および活性は、肝硬変、HCC、C型肝炎などの肝疾患の影響を受けやすい
25, 73, 82)

。対

照的に、ヒトCYP2C9 の発現および活性は、肝疾患の影響を受けにくい
25, 73, 83)

。NAFLD 動物モデル

を用いた研究では、オレイン酸を 3 週間負荷した NAFL モデルラットにおいて CYP2C11 のタンパク

質発現レベルが減少した
27)
。一方、高脂肪高スクロース食負荷マウスでは、Cyp2c29（ヒトCYP2C9に

相当）mRNA量が増加した
26)
。さらに、ラットおよびマウスNASHモデルでは、ラット 2C11および

マウスCyp2c29の発現レベルが減少した
74, 84)

。ヒトNAFLD患者を対象とした研究では、NAFLおよ

びNASH患者においてCYP2C19の発現量および活性が低下したが、NASH患者におけるCYP2C9の

発現量は変化を認めず活性は増加した
29)
。これらの報告をまとめるとNAFLD病態下でのCYP2Cの発

現および活性の変動に関して一貫した結果が得られておらず、ヒトおよび動物モデルにおける肝疾患の

進行度の違いが影響しているものと推察される。そこで、ラットNAFLおよびNASHモデルにおける

CYP2C6および 2C11（いずれもヒトCYP2C9に相当）mRNA量を比較検討した。 

CD、HFD、または MCDD を 4 週間摂餌したラットの肝ミクロソームにおける CYP2C6 および

2C11 mRNA量を調べた結果、CYP2C6および 2C11 mRNA量は、CD群と比較してHFD群（NAFL

モデル）においてほとんど変化しなかったが、MCDD群（NASHモデル）において有意に減少した (Fig. 

7)。さらに、MCDD群（NASHモデル）におけるCYP2CサブファミリーのmRNAレベルが、タンパ

ク質発現レベルに反映されるか否かを確認するために、CYP2C6 タンパク質発現レベルを Western 

blotting にて比較検討したところ、mRNA の変動と同様の挙動を示した (Fig. 8)。これらの NASH モ

デルにおけるCYP2C6および 2C11の発現低下は、既報のNASHモデルで得られていると一致してい

た
74, 84)

。 
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Fig. 7   Changes in mRNA levels of CYP 2C6 and 2C11 in the livers of rats fed with CD, HFD, or 
MCDD for 4 weeks. 
After feeding the rats with CD, HFD, or MCDD for 4 weeks, they were sacrificed, total RNA was 
extracted from the CD-, HFD-, or MCDD-fed rat livers, and the mRNA expression levels of CYP 2C6 
and 2C11 were measured using quantitative PCR. Relative mRNA levels were determined after 
normalization with -actin. Data are represented as mean ± standard deviation (SD), n = 6 in each 
group. *p < 0.05 vs. control. 
 
 

(A)                                          (B)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 8   Changes in expression levels of CYP 2C6 in the livers of rats fed with CD, HFD, or MCDD 
for 4 weeks. 
After feeding the rats CD, HFD, or MCDD for 4 weeks, the rats were sacrificed, and liver microsomes 
were prepared from CD-, HFD-, or MCDD-fed rat livers. The protein levels of CYP 2C6 in rat liver 
microsomes were measured using western blot analysis. (A) Typical image obtained via blotting. (B) 
Relative protein expression was determined after normalization with -actin. Data are represented 
as mean ± standard deviation (SD), n = 6 in each group. *p < 0.05 vs. control. 
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2－4 CYP2Dサブファミリー分子種の発現変動の解析 

ヒト CYP2D サブファミリーは、CYP2D6、2D7 および 2D8 の 3 つの分子種が存在する
63)
。ヒト

CYP2D6は、肝臓における総 CYP 発現量の約 4%を占め、麻薬性鎮痛薬、抗がん薬、抗不整脈薬、抗

精神病薬、抗うつ薬など、臨床で用いられる医薬品の約 30％の代謝に関与する
69)
。ラットにおいては、

CYP2D1、2D2、2D3、2D4、2D5および 2D18の 6つの分子種が同定されており、いずれの分子種も

ヒトとの相同性は 70％以上と高い相同性を保持している
63)
。また、ラットCYP2D1、2D4、2D5 およ

び 2D18 が、肝臓を含む様々な臓器に発現しているのに対して、CYP2D2 および 2D3 は主に肝臓、腎

臓、小腸に発現する。さらに、ラットCYP2D3は、性の成熟に伴ってその発現量が増加することが知ら

れている
85)
。 

C型肝炎、B型肝炎、薬剤性肝炎、アルコール性肝硬変、原発性硬化性胆炎および原因不明の肝疾患

を含む肝疾患患者を対象とした研究において、CYP2D6の基質であるデブリキソンの代謝が、中等症か

ら重症の患者では低下したが、軽症の患者では変化を認めなかった
86)
。高脂肪高スクロース食を負荷し

たマウスNAFL モデルにおけるCyp 2d22（ヒトCYP2D6 に相当）mRNA 量は変化しなかったが
26)
、

MCD 誘発 ob/ob マウスNASH モデルにおいてはCyp2d22 の発現量が減少することが報告されている

84)
。CYP2D6は、医薬品代謝において非常に重要な役割を果たしているにも関わらず、NAFLDにおけ

るCYP2Dの発現変動に関する知見は、ヒトでは乏しく
29)
、ラットでは見当たらない。そこで、ラット

NAFLおよびNASHモデルにおけるCYP2D1（ヒトCYP2D6に相当）mRNA量およびラットにおい

ては主に肝に存在するCYP2D2 mRNA量を比較検討した。 

CD、HFD、または MCDD を 4 週間摂餌したラットの肝ミクロソームにおける CYP2D1 および

2D2 mRNA量を調べた結果、CYP2D1および 2D2 mRNA量は、CD群と比較してHFD群（NAFLモ

デル）においてほとんど変化しなかったが、MCDD群（NASHモデル）において有意に減少した (Fig. 

9)。さらに、Western blottingにより、CYP2D1タンパク質レベルを比較検討したところ、mRNAの変

動と同様の挙動を示した (Fig. 10)。これらの結果は、Frye ら
86) のヒト肝疾患患者の中等症から重症の

患者の結果に類似しており、肝臓における炎症や組織損傷を生じた病期に進むとCYP2D サブファミリ

ー分子種の発現量は低下する可能性を示唆している。 
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Fig. 9   Changes in mRNA levels of CYP 2D1 and 2D2 in the livers of rats fed with CD, HFD, or 
MCDD for 4 weeks. 
After feeding the rats with CD, HFD, or MCDD for 4 weeks, they were sacrificed, total RNA was 
extracted from the CD-, HFD-, or MCDD-fed rat livers, and the mRNA expression levels of CYP 2D1 
and 2D2 were measured using quantitative PCR. Relative mRNA levels were determined after 
normalization with -actin. Data are represented as mean ± standard deviation (SD), n = 6 in each 
group. *p < 0.05 vs. control. 
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Fig. 10   Changes in expression levels of CYP 2D1 in the livers of rats fed with CD, HFD, or MCDD 
for 4 weeks. 
After feeding the rats CD, HFD, or MCDD for 4 weeks, the rats were sacrificed, and liver microsomes 
were prepared from CD-, HFD-, or MCDD-fed rat livers. The protein levels of CYP 2D1 in rat liver 
microsomes were measured using western blot analysis. (A) Typical image obtained via blotting. (B) 
Relative protein expression was determined after normalization with -actin. Data are represented 
as mean ± standard deviation (SD), n = 6 in each group. *p < 0.05 vs. control. 
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2－5 CYP2Eサブファミリー分子種の発現変動の解析 

CYP2Eサブファミリーは、ヒトおよびラットの間で80%の相同性を保持している
63)
。ヒトCYP2E1

は、CYP3A4、2C9 に続いて 3 番目に肝臓における発現量が多く、肝総CYP 含有量の 24.8%を占める

87)
。医薬品代謝においては、解熱鎮痛薬アセトアミノフェン、揮発性麻酔薬ハロタン、エンフルランお

よびイソフルラン、非ステロイド性抗炎症薬サリチル酸、および TDM 対象医薬品である抗てんかん薬

バルプロ酸など、臨床で使用される医薬品の代謝の3%に関与する
10, 11, 88)

。また、CYP2E1は、エタノ

ール、四塩化炭素、N, N -ジメチルニトロソアミンなど多くの毒物学的に重要な基質の代謝的活性化を

触媒する
89)
。さらに、CYP2E1は、多価不飽和脂肪酸のような内因性物質の代謝にも関与する。CYP2E1

による脂肪酸代謝は、ミトコンドリアやペルオキシソームにおける脂肪酸酸化の代替経路として、過剰

供給された脂肪酸のω水酸化反応を触媒する
90)
。この脂肪酸を代謝する過程で、過酸化水素、ヒドロキ

シルラジカルおよびスーパーオキシドアニオンなどの活性酸素種（Reactive oxygen species; ROS）が生

成され、酸化ストレスや細胞傷害を引き起こす
91)
。酸化ストレスは、NAFLDの病態と密接に関わって

おり、NAFLからNASHへの進展を引き起こす一因と考えられている
90)
。従って、CYP2E1は、NAFLD

の発症および進展におけるメカニズム解明の観点から、最も研究されているCYP分子種である。 

NAFLDにおけるCYP2E1の発現および活性の変動に関する知見として、マウス、ラットおよびヒト

では、異なる傾向が見られる。すなわち、いくつか矛盾があるものの、CYP2E1 の発現および活性は、

マウスにおいて減少を示す一方で、ラットおよびヒトでは増加を示す
92)
。しかしながら、報告の多くは

NAFLDの病期が不明、またはNASHに着目した研究であり、NAFLに関する報告は少ない
27)
。また、

NAFL と NASH を同時に比較検討した研究は、ヒトを対象とした Fisher ら
29)
や Aljomah ら

30)
 、

Varelaら
31)

 の報告以外に見当たらない。そこで、ラットNAFLおよびNASHモデルにおけるCYP2E1 

mRNA量を比較検討した。 

CD、HFD、または MCDD を 4週間摂餌したラットの肝ミクロソームにおけるCYP2E1 mRNA量

を調べた。その結果、CYP2E1 mRNA量は、CD群と比較してHFD群（NAFLモデル）においてほと

んど変化しなかったが、MCDD 群（NASH モデル）において有意に減少した (Fig. 11)。このことは、

CYP2E1がROS生成による酸化ストレスとそれに続く細胞傷害を誘発させる
90, 91)

ことと一見矛盾する

ように思えるが、NAFLからNASHへ進展する過程においてはCYP2E1が十分存在しており、それに

より炎症と組織傷害が進行し、その組織損傷ステージではCYP2E1発現が低下したことを示しているの

かもしれない。しかしながら、この発現低下の理由については不明のままである。また、このことは病

期がNASHに進行すると、エタノール代謝能が著しく低下し、飲酒によるエタノール毒性がさらに強ま

る可能性があることを暗示するものである。 
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Fig. 11   Changes in mRNA levels of CYP 2E1 in the livers of rats fed with CD, HFD, or MCDD for 
4 weeks. 
After feeding the rats with CD, HFD, or MCDD for 4 weeks, they were sacrificed, total RNA was 
extracted from the CD-, HFD-, or MCDD-fed rat livers, and the mRNA expression levels of CYP2E1 
were measured using quantitative PCR. Relative mRNA levels were determined after normalization 
with -actin. Data are represented as mean ± standard deviation (SD), n = 6 in each group. *p < 0.05 
vs. control. 

 

 

2－6 CYP3Aサブファミリー分子種の発現変動の解析 

ヒトCYP3Aサブファミリーは、CYP3A4、3A5、3A7および3A43の 4つの分子種が存在し、この

うちCYP3A4 はヒト肝において最も豊富に存在する分子種である
93)
。さらに、CYP3A4 によって代謝

を受ける医薬品の割合は 50％と CYP 分子種の中で最も医薬品代謝への寄与度が高い
69)
。従って、

CYP3A4は、「薬物治療の最適化」を考える上で最も重要な分子種であるといえる。ラットにおいては

CYP3A1、3A2、3A9、3A18、3A23および 3A62の 6つの分子種が存在する。このうち、CYP3A1は

ラット肝における主要なCYP3Aサブファミリーである
63)
。 

CYP3A4の発現/活性は、肝疾患の影響を特に受けやすく、また、疾患によって様々な変動が報告さ

れている。例えば、ラットの肝硬変モデルでは、CYP3A4の発現/活性が低下する
94)

 一方で、アルコー

ル性肝障害では発現が増加する
95)
。ヒトにおける肝硬変、HCC、B型肝炎、C型肝炎では、CYP3A4の

発現/活性が低下する
16, 73, 96, 97)

 が、閉塞性黄疸では変化しない
16)
。また、NAFLDにおけるCYP3Aサ

ブファミリーの発現/活性は、いくつか矛盾があるものの、NAFLDの病期進展により減少するようであ

る
27, 74, 98)

。そこで、ラットNAFLおよびNASHモデルにおけるCYP3A1（ヒトCYP3A4に相当）の

発現量を比較検討した。 
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CD、HFD、または MCDD を 4週間摂餌したラットの肝ミクロソームにおけるCYP3A1 mRNA量

を調べた。その結果、CYP3A1 mRNA量は、CD群と比較してHFD群（NAFLモデル）においてほと

んど変化しなかったが、MCDD群（NASHモデル）において有意に減少した (Fig. 12)。さらに、CYP3A1

のタンパク質発現量を Western blotting にて比較検討したところ、mRNA の変動と同様の挙動を示し

た (Fig. 13)。これらの結果は、CYP3A1の発現が炎症/組織損傷を伴う脂肪肝炎（NASH）において低

下することを示唆しており、この挙動は、ラット肝硬変およびヒト肝硬変、HCC、B型肝炎、C型肝炎

と同様であった。CYP3A4 は臨床で使用されている医薬品の 50%の代謝に関わっている。それゆえ、

NASH、それに続く肝硬変および肝癌などの重症肝疾患において医薬品の CYP3A4 依存性代謝が低下

し、血中未変化体濃度の上昇が起こりやすくなる可能性が考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 12   Changes in mRNA levels of CYP 3A1 in the livers of rats fed with CD, HFD, or MCDD for 
4 weeks. 
After feeding the rats with CD, HFD, or MCDD for 4 weeks, they were sacrificed, total RNA was 
extracted from the CD-, HFD-, or MCDD-fed rat livers, and the mRNA expression levels of CYP 3A1 
were measured using quantitative PCR. Relative mRNA levels were determined after normalization 
with -actin. Data are represented as mean ± standard deviation (SD), n = 6 in each group. *p < 0.05 
vs. control. 
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(A)                                              (B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 13   Changes in expression levels of CYP 3A1 in the livers of rats fed with CD, HFD, or MCDD 
for 4 weeks. 
After feeding the rats CD, HFD, or MCDD for 4 weeks, the rats were sacrificed, and liver microsomes 
were prepared from CD-, HFD-, or MCDD-fed rat livers. The protein levels of CYP 3A1 in rat liver 
microsomes were measured using western blot analysis. (A) Typical image obtained via blotting. (B) 
Relative protein expression was determined after normalization with -actin. Data are represented 
as mean ± standard deviation (SD), n = 6 in each group. *p < 0.05 vs. control. 

 

 

2－7 CYP4Aサブファミリー分子種の発現変動の解析 

ヒトCYP4Aサブファミリーは、CYP4A11および 4A22の 2つの分子種が存在する。CYP4A11は、

主に肝臓や腎臓に発現し、中鎖脂肪酸の代謝を触媒する
99, 100)

。また、CYP4A11は、免疫抑制薬タクロ

リムス
101)
、キサンチンオキシダーゼ阻害薬フェブキソスタット

102)
、抗がん薬エキセメスタン

103) など

医薬品の代謝にも関与する。CYP4A22 は、肝臓での発現が低く、酵素活性は CYP4A11 に比べて劣る

ため
99)
、CYP4A11が主要なヒトCYP4Aの分子種であると考えられている。ラットにおいては、CYP4A1、

4A2、4A3および 4A8の 4 つの分子種があり、このうち、CYP4A1、4A2および 4A3は、脂肪酸の代

謝を触媒する 100)。 

CYP4Aサブファミリーは脂肪酸の代謝を触媒することから、NAFLDの病態形成および進展におけ

るメカニズムの解明および創薬標的の観点から関心が高まっている分子種である
104−106)

。CYP4A サブ

ファミリーの発現/活性は、HFD負荷マウス（NAFLモデル）、db/dbマウス（NAFLモデル）、MCDD

負荷マウス（NASHモデル）およびNAFLD患者において増加することが示されている
104, 106−108)

。そ

こで、本研究において作製したNAFLおよびNASHモデルにおいても先行研究と同様の変動をするか
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否かを検討することを目的として、NAFLおよびNASHモデルにおけるCYP4A1 の発現量を比較検討

した。 

CD、HFD、または MCDD を 4週間摂餌したラットの肝ミクロソームにおけるCYP4A1 mRNA量

を Fig. 14 に示す。CYP4A1 mRNA 量は、HFD 群（NAFL モデル）では変化しなかったのに対して、

MCDD 群（NASH モデル）において顕著に増加した。さらに、CYP4A1 のタンパク質発現レベルを

Western blottingにて比較検討したところ、mRNAの変動と同様の挙動を示した (Fig. 15)。これらの

ことから、本研究におけるMCDD群（NASHモデル）においても、既報と同様にCYP4A1の発現量が

増加することが確認された。 

 

            

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 14   Changes in mRNA levels of CYP 4A1 in the livers of rats fed with CD, HFD, or MCDD for 
4 weeks. 
After feeding the rats with CD, HFD, or MCDD for 4 weeks, they were sacrificed, total RNA was 
extracted from the CD-, HFD-, or MCDD-fed rat livers, and the mRNA expression levels of CYP 4A1 
measured using quantitative PCR. Relative mRNA levels were determined after normalization with 
-actin. Data are represented as mean ± standard deviation (SD), n = 6 in each group. *p < 0.05 vs. 
control. 
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(A)                                              (B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 15   Changes in expression levels of CYP 4A1 in the livers of rats fed with CD, HFD, or MCDD  
for 4 weeks. 
After feeding the rats CD, HFD, or MCDD for 4 weeks, the rats were sacrificed, and liver microsomes 
were prepared from CD-, HFD-, or MCDD-fed rat livers. The protein levels of CYP 4A1 in rat liver 
microsomes were measured using western blot analysis. (A) Typical image obtained via blotting. (B) 
Relative protein expression was determined after normalization with -actin. Data are represented 
as mean ± standard deviation (SD), n = 6 in each group. *p < 0.05 vs. control. 
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第 3節 考察 

本章では、NAFL および NASH モデルにおける CYP 分子種の発現の差異を明らかにするために、

HFD および MCDD 摂餌ラットにおける主要な CYP 分子種の mRNA およびタンパク質発現レベル

を CD 摂餌ラットと比較した。 

各CYP分子種のmRNAおよびタンパク質発現レベルは、いずれのCYP分子種においても一致した

(Fig.4−15)。HFD摂餌NAFLモデルでは、CYP1A2のみ発現量の増加がみられた (Fig. 4, 5)。一方、

MCDD 摂餌 NASH モデルでは、CYP1A1 および 4A1 の発現量は増加したのに対して、CYP1A2、

2C6、2C11、2D1、2D2、2E1、および 3A1 の発現量は減少した (Fig. 4−15)。 このMCDD摂餌NASH

モデルにおけるCYP1A1 以外のCYP分子種の上方制御または下方制御は、以前の報告のものと類似し

ていた
32, 107, 108)

。また、NASH モデルでのCYP4A1の発現上昇は、種差は異なるものの以前の報告の

ものと類似していた
107, 108)

。 

従来から、ヒトにおける炎症/組織損傷を伴う肝疾患では、CYP分子種の発現低下によって薬物代謝

能が低下すると考えられている。しかし、本研究では、炎症/組織損傷を伴う NASH モデルにおいて

CYP1A1および 4A1の発現が誘導された (Fig. 4, 5, 14, 15)。これまでの研究で、NASHモデルにおけ

る芳香族炭化水素受容体の発現レベルに応じてCYP1A1発現が誘導されること、およびHepG2細胞の

オレイン酸処理が脂質過酸化を促進することが実証されている
109)
。さらに、CYP1A1発現は、LPS誘

導性のNF−κB活性化によって誘導され、肺組織の損傷および炎症に寄与する
110)
。また、ヒトおよびマ

ウスの CYP4A サブファミリーは、脂肪酸の水酸化、活性酸素種の生成、脂質過酸化、NF-κB シグナ

ル伝達経路の活性化などの炎症系を誘導することにより、NAFL から NASH への進行に関連している

可能性がある
104, 105)

。従って、NASH モデルにおける CYP1A1 および 4A1 の発現レベルの増加には、

脂肪肝における炎症/組織損傷の有無が関与している可能性が考えられた。 

興味深いことに、CYP1A2の発現レベルは、NAFLD病期初期であるNAFLモデルにおいて増加し、

NAFLD進行期であるNASHモデルでは減少した (Fig. 4, 5)。このNAFLおよびNASHモデル間で相

反する発現挙動は、CYP1A2依存性の薬物代謝能（活性）が、肝疾患症状が顕在化前（未病段階）の炎

症/組織損傷のない肝疾患（NAFL）の初期段階で亢進し、脂肪性肝炎（NASH）では減弱する可能性を

示唆している。 

以上のことが、ヒトの場合でも同様に起こるものと想定すると、TDM対象医薬品を含むCYP1A2依

存性の薬物代謝能（活性）が、肝臓における脂肪蓄積初期段階から病期の進展と共に変動する可能性が

考えられた。一方、炎症誘導に関与すると考えられているCYP1A1および 4A1のNASHモデルにおけ

る発現誘導は、NAFL から NASH への進展において重要な役割を演じているものと推察された。これ
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らの知見は、NAFLD 病期進展と各 CYP 分子種による薬物代謝能との関係性および薬物動態変動を考

慮する上で重要な基礎データになり得るものと考えられた。 
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第 4節 小括 

本章では、NAFLおよびNASHモデルにおける各CYP 分子種の発現変動の差異を明らかにするこ

とを目的として、HFD摂餌NAFLモデル（HFD群）およびMCDD摂餌NASHモデル（MCDD群）

における主要な CYP 分子種の mRNA レベルおよびタンパク質発現レベルを CD 摂餌ラット群（CD

群）と比較した。 

CYP1A1、1A2、2C6、2D1、3A1および 4A1のmRNAおよびタンパク質発現レベルは、いずれの

CYP分子種においても一致した。HFD群（NAFLモデル）において、CD群と比較してCYP1A2のみ

発現量の増加を認めた。MCDD群（NASHモデル）では、CYP1A2、2C6、2C11、2D1、2D2、2E1お

よび 3A1 の発現量が有意に減少したが、CYP1A1および 4A1 の発現量は顕著に増加した。このMCDD

摂餌NASHモデルにおけるCYP1A1 以外のCYP 分子種の上方制御または下方制御は、以前の報告の

ものと類似していた。 

本章において、CYP1A2の発現が未病状態のNAFL期で誘導され、炎症/組織損傷および線維化を伴

うNASH期では逆に正常肝よりも低下することが初めて明らかとなった。さらに、CYP1A1および 4A1

の発現が、既報と同様に、NAFL モデルでは変化しないが NASH モデルにおいて上昇することが実証

された。 

以上より、本章で認めた CYP 発現変動がヒトの場合でも同様に起こるものと想定すると、TDM 対

象医薬品を含むCYP1A2依存性の薬物代謝能（活性）は、肝臓における脂肪蓄積初期段階から病期の進

展とともに変動する可能性が考えられた。一方、炎症誘導に関与すると考えられているCYP1A1および

4A1のNASHモデルにおける発現誘導は、NAFLからNASHへの病態の進展において重要な役割を演

じているものと推察された。 
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第 4章 CYP1A2依存性薬物代謝活性のNAFLおよびNASH間における反転変動 

 

第 1節 序 

前章において、CYP1A2 の発現量が NAFL および NASH モデル間において相反することを初めて

示唆した（第 3 章第 2 節 2−1）。すなわち、CYP1A2 発現量はNAFL において正常肝よりも増加した

一方、NASHにおいては逆に正常肝よりも減少した (Fig. 4, 5)。このCYP1A2は、気管支拡張薬テオフ

ィリンや抗精神薬クロザピンなどの TDM の対象となる薬物の代謝に関与する
111, 112)

。そこで、前章に

おいて見出されたCYP1A2発現量の反転変動が薬物代謝能（活性）の変動に反映されるのか否かを明ら

かにするために、CYP1A2依存性薬物代謝活性を検討した。 

CYP1A2 の代表的な基質であるカフェインは、CYP1A2 活性を評価するための指標として広く用い

られている。ラットおよびヒトによるカフェインの代謝経路を Fig. 16 に示す。カフェインの主代謝経

路および各代謝反応を触媒する CYP 分子種には種差がある。ラット肝におけるカフェインの代謝は、

8−水酸化反応が主要な代謝反応であり、主に CYP1A2 によって触媒されてカフェイン 8−水酸化体

（1,3,7-Trimethyluric acid）が生成されることが報告されている
113)
。そこで、CD、HFDおよびMCDD 

の 4 週間摂餌ラットの肝ミクロソームにおける CYP1A2 活性をカフェイン 8−水酸化体である 1,3,7-

Trimethyluric acid の生成量を指標として、高速液体クロマトグラフィー（High performance liquid 

chromatography; HPLC）を用いて定量的に評価した。 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 16   The metabolic pathways of caffeine. 
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第 2節 NAFLおよびNASHモデルにおけるCYP1A2活性変動の解析 

 

2－1 NAFLおよびNASHモデルにおけるカフェイン 8−水酸化活性測定法の確立 

ラット肝ミクロソームにおけるカフェイン代謝のクロマトグラムを Fig. 17 に示す。好気的条件下、

カフェインを NADPH 存在下においてラット肝ミクロソームと反応させた時、カフェイン 8−水酸化体

である 1,3,7-Trimethyluric acidが生成した。基質であるカフェイン、代謝物である 1,3,7-Trimethyluric 

acidおよび内部標準である7- (2-hydroxypropyl)theophyllineは、それぞれ 21.2分、13.8分、27.7分に

検出された (Fig. 17)。次に、ラット肝ミクロソームにおけるカフェイン 8−水酸化活性の経時変化およ

び酵素量依存性について検討した。その結果、本活性はニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸 

(還元型) (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (reduced form); NADPH) (最終濃度; 10 mM) 

および基質カフェイン (最終濃度; 1 mM) 存在下、肝ミクロソーム 1.6 mg protein/mL (Fig. 18A) およ

び反応時間 20分まで直線的に増加した (Fig. 18B)。これらの結果より、カフェイン 8−水酸化酵素活性

測定条件は、10 mM NADPH、1 mM カフェインおよび 1.6 mg protein/mLの肝ミクロソーム共存下、

反応時間を 20分とし、生成された 1,3,7-Trimethyluric acid量を測定し、1,3,7-Trimethyluric acid 生

成量を肝ミクロソームタンパク質mg当たりのCYP1A2活性 (nmol/min/mg protein) として評価した。 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 17   HPLC chromatogram of caffeine and 1,3,7-Trimethyluric acid formed with rat liver 
microsomes in the presence of NADPH. 
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(A)                                      (B) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 18   Dependency of the amounts of microsome proteins on 1,3,7-Trimethyluric acid formed from 
caffeine by rat liver microsomes. 
(A)Dependency of the amounts of microsomes on 1,3,7-Trimethyluric acid formed from caffeine by 
rat liver microsomes. (B) The time course of 1,3,7-Trimethyluric acid from caffeine in the presence of 
NADPH. 

 

 

2－2 NAFLおよびNASHモデルにおけるCYP1A2活性の比較検討 

CD、HFD、または MCDD を 4週間摂餌したラットの肝ミクロソームにおける1,3,7-Trimethyluric 

acid の生成量（CYP1A2 活性）を測定した。その結果、CYP1A2 活性は、CD 群と比較して HFD 群

（NAFL モデル）において有意に増加し、MCDD 群（NASH モデル）では有意に減少した (Fig. 19)。

このNAFLおよびNASHモデル間におけるCYP1A2活性の反転現象は、mRNA/タンパク質発現レベ

ルの挙動とよく一致することが確認された (Fig. 4, 5)。 

 

 

 

 

 

 

 

   

           

Fig. 19   Changes in CYP 1A2 activities in the livers of rats fed with CD, HFD, or MCDD for 4 weeks. 
The caffeine 8-oxidase activities catalyzed by CYP1A2 in rat liver microsomes from CD-, HFD-, or 
MCDD-fed rats were determined by measuring the formed 8-hydroxy caffeine using HPLC. Data are 
represented as mean ± standard deviation (SD), n = 6 in each group. *p < 0.05 vs. control. 
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第 3節 考察 

本章では、前章において見出されたNAFL およびNASH モデル間におけるCYP1A2の発現レベル

の反転現象と活性との関係性を明らかにするために、CYP1A2依存性薬物代謝活性を検討した。その結

果、NAFLおよびNASHモデルにおけるCYP1A2活性レベルはmRNA/タンパク質発現レベルの挙動

とよく一致しており、NAFLおよびNASHモデル間におけるCYP1A2の反転発現現象は、その酵素活

性に反映されていることが確認された (Fig. 19)。 

ラット肝ミクロソームにおけるCYP1A2のおよび活性レベルが、NAFLモデルで上昇し、NASHモ

デルで低下したことから、NAFL において CYP1A2 依存性薬物代謝能が上昇することにより血中未変

化体濃度が低下すること、および NASH において代謝能低下による血中未変化体濃度の増加が生じる

可能性が示唆された。ヒトにおいて CYP1A2 が触媒する医薬品代謝反応は、CYP3A4、CYP2C9、

CYP2C19、CYP2D6 に続いて 5 番目に多く、ヒト臨床に用いられる医薬品代謝の約 4%に関与する
69, 

78)
。なかでも、CYP1A2 の基質となるテオフィリンおよびクロザピンは、TDM 対象医薬品であり、特

に血中濃度治療域が狭く、CYP1A2 の発現/活性が変動することにより、血中未変化体濃度の低下によ

る疾患治療のコントロール不良ならびに血中未変化体濃度の上昇による重篤な毒性症状や薬物有害反応

の出現を引き起こすことが懸念される。従って、CYP1A2により代謝される医薬品の「薬物治療の最適

化」を図るには、NAFLD の病期進展によるCYP1A2 発現/活性の大きな変動が生じることを想定し、

NAFLおよびNASH患者におけるCYP1A2の薬物代謝および薬物動態の変化を解析することが必要で

あると考えられた。 

ラットNAFLモデルにおけるCYP1A2の発現誘導には、肝臓における脂肪蓄積・肝細胞の脂肪細胞

化が、NASHモデルにおけるCYP1A2の発現低下には、肝臓における炎症/組織損傷が関与しているも

のと推察される。しかしながら、本研究においてNAFLおよびNASHモデルにおけるCYP1A2の発現

レベルの反転現象のメカニズムを解明するまでには至らなかった。そのため、今後、細胞および分子レ

ベルに掘り下げた解析・研究が必要である。 
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第 4節 小括 

本章では、前章において見出されたNAFL およびNASH モデル間におけるCYP1A2の反転現象が

薬物代謝能（活性）の変動に反映されるのか否かを明らかにするために、CYP1A2依存性カフェイン 8−

水酸化活性を指標として検討した。 

NAFL および NASH モデルにおける CYP1A2 依存性カフェイン 8−水酸化活性は、CYP1A2 の

mRNA/タンパク質発現レベルの挙動と相関し、NAFLモデルで上昇し、NASHモデルで低下した。こ

のことは、NAFLD 病期進展に伴いCYP1A2 の発現/活性が反転することにより、薬物の血中未変化体

濃度が大きく変動し、想定外の薬効の増強、減弱および薬物間相互作用の発現などに繋がる可能性を示

唆している。 

以上のように、CYP1A2の活性レベルが、そのmRNA/タンパク質発現と同様に、肝疾患症状が顕在

化前（未病段階）の炎症/組織損傷のないNAFL期で誘導され、炎症/組織損傷および線維化を伴うNASH

期では逆に正常肝よりも低下することが初めて明らかとなった。従って、「薬物治療の最適化」を図る

ためには、NAFL および NASH 患者における薬物代謝および薬物動態の解析が必要であることが示唆

された。このNASHモデル間におけるCYP1A2の発現/活性の反転現象には、炎症/組織損傷および線

維化の有無が関係しているものと推察された。 
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第 5章 NASHモデルにおけるCYP4A1依存性脂肪酸ω水酸化反応の亢進 

 

第 1節 序 

脂肪酸の代謝経路には、ミトコンドリアおよびペルオキシソームにおける酸化ならびにミクロソー

ム におけるω酸化の 3 つの経路がある。通常、ほとんどの脂肪酸はミトコンドリアにおける酸化に

よって代謝されるが、脂肪酸の供給が過剰になるとω酸化が亢進する
114)
。脂肪酸代謝に関与する多く

のCYPが、脂肪酸の炭素鎖内部（ω−1, ω−2, ω−3）の水酸化を触媒するのに対して、CYP4Aサブファ

ミリーは主として脂肪酸のω水酸化反応を触媒し、ヒト CYP4A11 はラウリン酸をはじめとする中鎖

脂肪酸のω水酸化活性が高いことが知られている
115)
。ラットでは、CYP4A1、4A2、4A3の 3つのCYP

アイソフォームがラウリン酸のω水酸化を触媒するが、なかでもCYP4A1の触媒活性が最も高い
100)
。

ラットおけるラウリン酸の代謝経路を Fig. 20に示す。 

 

 

 

Fig. 20   Hydroxylation of Lauric acid by CYPs in rat. 

 

脂肪酸は、いずれの経路で代謝を受ける場合も、代謝される過程でROSを発生する。ROSは、脂質

過酸化を引き起こし、小胞体（Endoplasmic reticulum; ER）ストレスや炎症反応を誘導することで、

NAFLDの病態形成の一因を成すことが知られている
116)

。NAFLDでは、脂肪酸過多による直接的およ

びミトコンドリア機能異常による間接的なω酸化経路の活性化が起こる
104)
。このことから、潜在的な

ROSの供給源であるCYP4Aサブファミリーが、NAFLDの発症や進展に重要な役割を果たしているも

のと推論されている
104)
。実際に、Zhangら

106) 
は、CYP4A14を過剰発現させたC57BL/6マウスにお

いて脂肪肝が形成されること、HFD を摂餌させた CYP4A14 遺伝子欠損マウスの肝臓において脂肪の
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蓄積が抑制されること、さらに、MCDDを摂餌させたCYP4A14遺伝子欠損マウスにおいて肝臓脂質の

蓄積、炎症および線維化が著しく軽減されることなどを示唆している。また、ヒト正常肝細胞株HepaRG

細胞を用いた過剰なグルコースとパルミチン酸処理により開発された脂肪肝モデル細胞を用いた研究に

おいて、ER誘発ROS 産生がCYP4A の選択的阻害剤HET0016やsiRNA処理によって減少した
117)
。

これらのことから、CYP4Aサブファミリーは脂肪肝の病態進展表現型であるNASH形成における炎症

発症に寄与するものと推定されている。 

前章において、CYP4A1の発現量は病期初期のNAFLモデルでは変化なく、病期進展型であるNASH

モデルにおいて著しく増加することを認めた (第 3章第 2節 2−7、Fig. 14, 15)。そこで、NAFL および

NASH モデルにおける CYP4A1 発現変動と活性変動の関係を明らかにするために、ラット肝ミクロソ

ームにおける CYP4A1 活性をラウリン酸の 12−水酸化体（ω水酸化体）である 12−ヒドロキシラウリ

ン酸（12−Hydroxylauric acid ; 12−OH LA）の生成量を指標として液体クロマトグラフィータンデム質

量分析法（Liquid Chromatography/Tandem Mass Spectrometry; LC/MS/MS）にて定量的に評価した。 
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第 2節 NAFLモデルおよびNASHモデルにおけるCYP4A1の活性変動の解析 

 

2－1 NAFLおよびNASHモデルにおけるラウリン酸ω水酸化活性測定法の確立 

ラット肝ミクロソームにおけるラウリン酸代謝物の多重反応モニタリング測定から得られたクロマト

グラムを Fig. 21A に、プロダクトイオンスキャン測定から得られたラウリン酸 ω−1 水酸化体である

11−Hydroxylauric acid（11−OH LA； ω−1 水酸化体）およびラウリン酸 ω 水酸化体である

12−Hydroxylauric acid（12−OH LA； ω水酸化体）のプロダクトイオンスペクトルをFig. 21B およ

び C にそれぞれ示す。好気的条件下、ラウリン酸を NADPH 存在下においてラット肝ミクロソームと

反応させた時、11−OH LA、12−OH LAおよび内標準物質である 12−Hydroxylauric−d20 Acidが、そ

れぞれ 5.4分、5.5分および 5.5分に検出された (Fig. 21A)。また、その代謝はω−1水酸化反応よりω

水酸化反応が有意に進行した (Fig. 21D)。従って、CYP4A1活性はω水酸化活性（12−OHLA生成量）

を指標として評価した。次に、ラット肝ミクロソームにおけるラウリン酸ω水酸化活性の経時変化およ

び肝ミクロソーム酵素量依存性について検討した。その結果、本活性は基質ラウリン酸 (25 µM)およ

び)NADPH (1 mM) 存在下、反応時間 5分、肝ミクロソーム 0.4 mg protein/mLまで直線的に増加した 

(Fig. 22A, 22B)。これらの結果より、以降の実験において、ラウリン酸ω水酸化活性測定条件は、1 mM 

NADPH、25 µM ラウリン酸および 0.4 mg protein/mL の肝ミクロソーム共存下、反応時間を 5 分と

し、生成された 12−OH LA量を測定し、12−OH LA生成量を肝ミクロソームタンパク質 mg 当たりの

CYP4A1活性 (nmol/min/mg protein) として評価した。 
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(A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

(B)                                        (C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

(D) 

 

 

 

 

    

 

 

Fig. 21   In vitro metabolism of lauric acid by rat liver microsomes.  
(A) Chromatograms of lauric acid metabolites formed by rat liver microsomes. (B) Product ion 
spectrum of 11-OH LA. (C) Product ion spectrum of 12-OH LA. (D) Amounts of 11-Hydroxylauric acid 
and 12-Hydroxylauric acid formed by rat liver microsomes. Data are presented as mean ± standard 
deviation (SD), n = 6 in each group. *p < 0.05 vs. control. 
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(A)                                      (B) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 22   Dependency of the amounts of microsome proteins and time course on 12-Hydroxylauric 
acid formed from lauric acid by rat liver microsomes.  
(A) Dependency of the amounts of microsomes on 12-Hydroxylauric acid formed from lauric acid by 
rat liver microsomes. (B) The time course of 12-Hydroxylauric acid from lauric acid in the presence of 
NADPH. 
 
 

2－2 NAFLおよびNASHモデルにおけるCYP4A1活性の比較検討 

CD、HFD、または MCDD を 4週間摂餌したラットの肝ミクロソームにおける12−OH LA生成量

（CYP4A1活性）を測定した。その結果、CYP4A1活性は、 CD 群と比較してMCDD 群（NASH モ

デル）において 2.4倍に上昇したが、HFD群（NASHモデル）では変化が認められなかった (Fig. 23)。

このNAFLおよびNASHモデル肝におけるCYP4A1活性の変動は、mRNA/タンパク質発現レベルの

挙動と同様であった (Fig. 14, 15)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 23   Changes in CYP 4A1 activities in the liver of CD-, HFD-, or MCDD-fed to rats for 4 weeks. 
CYP4A1 activities in rat liver microsomes from CD-, HFD-, or MCDD-fed rats toward lauric acid.  
CYP4A1 activity was determined by measuring ω hydroxylation activity toward lauric acid. 12-
Hydroxy lauric acid (12-OH LA) was measured using LC/MS/MS. Data are presented as mean ± 
standard deviation (SD), n = 6 in each group. *p < 0.05 vs. control.  
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第 3節 考察 

本章では、NAFLおよびNASHモデル肝におけるCYP4A1mRNA/タンパク質発現変動が活性に反

映されるか否かを明らかにするために、CYP4A1活性を比較検討した。CYP4Aは、ω−1水酸化反応よ

りもω水酸化反応を優先的に触媒することが知られている
118)
。実際に本研究においても、ラット肝ミ

クロソームによるラウリン酸の代謝は、ω−1水酸化反応よりω水酸化反応が有意に進行した (Fig. 21D)。

従って、CYP4A1活性は 12−水酸化活性（12−OHLA生成量）を指標として評価した。 

MCDD 摂餌ラット（NASH モデル）において、CYP4A1 活性の変動は mRNA/タンパク質発現レ

ベルの挙動と同様であった (Fig. 14, 15, 23)。本研究で作製されたNASHモデルにおけるCYP4A1発

現/活性の誘導は、他の NASH モデル動物の報告と類似していた
107, 108)

。CYP4A サブファミリーは、

脂肪酸の酸化、活性酸素の生成、脂質過酸化、NF−κBシグナル伝達経路の活性化などに関与して炎症を

誘導することにより、NAFL から NASH への進行に関連している可能性がある
104, 105)

。従って、ここ

で作製されたNASHモデルで見られたCYP4A1 発現誘導は、NAFLDの病期進展（NAFL から NASH 

への進行）に密接に関連しているものと推察された。 

興味深いことに、近年、ヒトCYP4A11は、アラキドン酸のω水酸化反応を触媒することにより生

理活性脂質である 20−Hydroxyeicosatetraenoic acid（20−HETE）を生成し
119)

、20−HETE は、

TGF−1/Smad3 signaling pathwayを介して肝線維化を誘導することが報告されている 120)。さらに、

MCDD摂餌CYP4A14ノックアウトマウスでは、MCDD摂餌正常マウスと比較して肝臓の脂質蓄積が

有意に低下し、炎症、肝障害および肝線維化も改善されている
106)
。それゆえ、ヒトCYP4A11を選択的

阻害することは 20−HETE の生合成を抑制することにより NAFL から NASH への病期進展を防止で

きる可能性が考えられ、CYP4A11が新たな治療標的となり得ることを期待させる。このようにNASH

における CYP4A サブファミリーの役割が明らかになりつつある一方で、CYP4A サブファミリーが

NAFL から NASH への進展に関わる役割やそのメカニズムは不明な点が多いのが現状である。本研究

で作製された NAFL/NASH モデルは、NAFL からNASH への病期進展メカニズム解析やCYP4A 選

択的阻害による病期進展防止を指向した NASH 治療薬の創製研究に有用なソースとなり得るものと考

えられる。 
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第４節 小括 

NASHモデルにおけるCYP4A1依存性ラウリン酸ω水酸化活性は、そのmRNAおよびタンパク質

発現誘導と相関して NASH モデルで増加し、NAFL モデルにおいては変化しなかった。これらのこと

から、炎症の誘導に関与するとされているCYP4A1の発現誘導は、NAFLからNASHへの病期進展に

密接に関連しているものと推察された。また、CYP4A サブファミリーの発現制御や活性阻害が NAFL

からNASHへの病期進展防止のための新たな治療標的となり得ることが期待される。さらに、本研究で

作製されたNAFLおよびNASHモデルは、NAFLからNASHへの病期進展メカニズム解明やCYP4A

選択的阻害による病期進展防止を指向した NASH 治療薬の創製研究に有用なモデルであると考えられ

た。 
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第 6章 脂肪酸負荷によるラットNAFL様およびNASH様細胞におけるCYP1A2発現

変動 

 

第１節 序 

本研究において、ラット肝におけるCYP1A2 の発現/活性がNAFL モデルにおいて上昇し、NASH

モデルにおいては逆に正常ラット肝よりも低下することを明らかにした。この反転発現変動のメカニズ

ムを解明するには、分子細胞生物学レベルでの解析が必要である。 

脂肪酸は、構造の違いにより炭素‐炭素間に二重結合を持たない飽和脂肪酸と、一つ以上の二重結合

を持つ不飽和脂肪酸に分類され、炭素数や二重結合数の違いにより生物学的作用が異なる。なかでも、

一価不飽和脂肪酸であるオレイン酸（Oleic acid; OA）および飽和脂肪酸であるパルミチン酸（Palmitic 

acid; PA）は、食事中に最も豊富に存在する脂肪酸であり
121)
、健常者およびNAFLD患者の肝臓中TG

を構成する主要な脂肪酸である
122)
。OA および PA は、細胞への脂肪蓄積作用を有しており、in vitro

実験において脂肪変性を誘導するために広く使われている
123)
。一般に、OAおよびPAでは、脂肪蓄積

作用の強さや細胞機能への影響が異なる。In vitro実験においてOAは、PAよりも細胞への強い脂肪蓄

積作用を有することが報告されている
124)
。一方で、PAは、細胞への脂肪蓄積作用のほか、NASH病態

に寄与すると考えられているROS産生増大による酸化ストレス、ERストレス、炎症、線維症、ミトコ

ンドリア機能障害（アポトーシス）などを誘発する作用を有する
125)
。また、OAおよびPAは、脂肪酸

による細胞毒性への影響において相反する作用を持つことが知られている。すなわち、OA は、オート

ファジーを活性化し、細胞における脂肪蓄積を促進することで、脂肪毒性を軽減する作用を持つ一方で、

PA は、アポトーシスを誘導し、カスパーゼ依存性Beclin 1を介してオートファジーを抑制する作用を

持つ
126, 127)

。Moravcová ら
128) 

は、ラット初代培養肝細胞を 0.5 mM OAで単独負荷すると、細胞毒性

のない脂肪肝が形成されたのに対して、0.25 mM PA単独負荷では細胞毒性が顕著に表れることを示し

ている。また、Chenら
125) は、HepG2細胞をPA単独負荷すると、アポトーシス、酸化ストレス、ER 

ストレス、ミトコンドリア機能不全、肝細胞の炎症が誘発されることを明らかにしている。いずれの研

究においても細胞保護作用を有するOA を共存させると PA 単独による炎症などの細胞毒性が軽減され

たものの、OAおよびPA共存負荷（OA+PA負荷）により単純性脂肪肝ではなく脂肪肝炎に類似した肝

細胞が形成されることが示唆されている
125, 128)

。これらのことから考えると、ラット初代培養肝細胞の

OA 単独負荷により炎症/組織損傷のない脂肪肝に類似した NAFL 様細胞の作製が、OA+PA 負荷によ

り炎症/組織損傷のある脂肪肝炎に類似したNASH様細胞を作製が可能であることが想像できる。そこ

で、NAFLおよびNASHにおけるCYP1A2発現調節機序に関する分子細胞生物学的解析に必要なラッ
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トNAFL様およびNASH様細胞を脂肪酸負荷（OAまたはOA+PA負荷）によって作製し、NAFL様

およびNASH様細胞におけるCYP1A2タンパク質発現量を比較検討した。 
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第 2節 ラットNAFL様およびNASH様細胞の作製 

 

2－1 OAおよびOA+PA負荷によるラット初代培養肝細胞における脂肪蓄積の評価 

OAまたはOA+PA (OA:PA組成比 = 2 :1) 負荷したラット初代培養肝細胞の脂肪蓄積の程度を評価

するために、ラット初代培養肝細胞をOA単独またはOA+PA添加培地で 24時間培養した。Oil Red O

染色し、顕微鏡観察後、Oil Red Oを抽出して、540 nmの吸光度により評価した。その結果、OA単独

またはOA+PA負荷細胞の両群において、対照細胞と比較して顕著な脂肪の蓄積が認められた（Fig. 24A, 

B）。 

 

(A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 24   Lipid accumulations in primary rat hepatocytes treated with OA or a combination of OA 
and PA 
The primary rat hepatocytes were treated with or without OA or a combination of OA (0.5 mM) and 
PA (0.25 mM) for 24 h. The lipid accumulation in the primary cultured hepatocytes was examined 
using Oil Red O staining. (A) Microscopic findings of the Oil Red O staining of the primary rat 
hepatocytes were treated with or without OA or a combination of OA and PA. (Magnification: 100 ×, 
scale bars: 100 µm). (B) The amounts of stained lipid droplets dissolved in isopropanol were quantified 
using spectrophotometry at 540 nm. Data are represented as mean ± standard deviation (SD), n = 3 
in each group. *p < 0.05 vs. 10% FBS-Williams’ medium E alone. OA, oleic acid; OA+PA, combination 
of oleic acid and palmitic acid. 
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2－2 OAおよびOA+PA負荷によるラット初代培養肝細胞における炎症状態の評価 

炎症状態では炎症性サイトカインの発現・分泌が亢進していることが知られており、細胞レベル実験

において炎症の程度を調べる場合、一般に、Interleukin (IL)−1、IL−6、Tumor Necrosis Factor (TNF) 

−などの炎症性サイトカインの発現量を指標として炎症状態の有無が判定されている。そこで、 IL-1 

mRNA 量を指標として炎症の程度を評価した。ラット初代培養肝細胞を OA 単独または OA+PA 添加

培地で 24時間培養した後、IL-1 mRNA量を定量的 real-time PCRにより評価した。その結果、IL-1 

mRNA発現量は、対照細胞と比較してOA単独負荷細胞においては有意な差は認められず、OA+PA負

荷細胞において有意に増加した (Fig. 25)。これらの結果と脂肪蓄積の結果を考えあわせると (Fig. 24, 

25)、OA負荷ラット初代培養肝細胞はNAFL様細胞、OA+PAラット初代培養肝細胞はNASH様細胞

とみなされた。 

 

          

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 25   IL-1 mRNA levels in primary rat hepatocytes treated with OA or a combination of OA 
and PA 
The primary rat hepatocytes were treated with or without OA or a combination of OA (0.5 mM) and 
PA (0.25 mM) for 12 h. IL-1 mRNA levels were examined via quantitative PCR. Data are 
represented as mean ± standard deviation (SD), n = 3 in each group. *p < 0.05 vs. 10% FBS-Williams’ 
medium E alone. OA, oleic acid； OA+PA, combination of oleic acid and palmitic acid. 
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第 3節 NAFL様細胞およびNASH様細胞におけるCYP1A2発現レベルの変動 

NAFL様細胞およびNASH様細胞におけるCYP1A2タンパク質発現レベルをWestern blottingに

より検討した。Fig. 26に示すように、NAFL様細胞におけるCYP1A2発現量は対照細胞よりも有意に

増加し、NASH様細胞では有意に減少した。この in vitro 細胞実験による結果は、ラットNAFL およ

び NASH モデルで認められた CYP1A2 の反転発現変動とよく一致しており、ラット NAFL 様および

NASH様細胞間においても再現されることが示唆された (Fig. 26)。 
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Fig. 26   Changes in expression levels of CYP 1A2 in primary rat hepatocytes treated with OA or a 
combination of OA and PA. 
Primary rat hepatocytes were treated with OA or a combination of OA (0.5 mM) and PA (0.25 mM) 
for 24 h. (A) Western blots showing CYP1A2 protein in hepatocytes. (B) Quantification of CYP1A2 
protein levels. Data are represented as mean ± standard deviation (SD), n = 3 in each group. *p < 0.05 
vs. 10% FBS-William’s medium E alone. OA, oleic acid; OA+PA, combination of oleic acid and palmitic 
acid. 
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第 4節 考察 

本章では、ラットNAFLおよびNASHモデル間でのCYP1A2の発現/活性の発現反転挙動が、ラッ

ト初代培養肝細胞系（in vitro細胞実験系）においても再現できるか否かを調べるために、ラット初代培

養肝細胞を用いて脂肪肝（NAFL）様および脂肪肝炎（NASH）様細胞を作製し、これらモデル間にお

ける CYP1A2 タンパク質発現量の差異を評価した。ラット初代培養肝細胞を OA または OA+PA 負荷

したところ、OA および OA+PA 負荷肝細胞のいずれにおいても、細胞における顕著な脂肪蓄積が認め

られた (Fig. 24)。また、炎症性サイトカインである IL-1 mRNA量は、正常肝細胞と比較してOA+PA

負荷肝細胞でのみ有意な増加を認めた(Fig. 25)。これら結果から、OA負荷肝細胞は炎症/組織損傷のな

いNAFL様細胞、およびOA+PA負荷肝細胞は脂肪の蓄積に加えて炎症惹起されているNASH様細胞

であると判断された (Fig. 24, 25)。 

NAFL様およびNASH様細胞におけるCYP1A2タンパク質発現レベルは、NAFLおよびNASHモ

デルで認められたCYP1A2 発現の反転変動と同様に、NAFL モデルでは増加したが、NASHモデルで

は減少した(Fig. 26)。本研究で作製されたNAFL様細胞およびNASH様細胞は、Moravcová ら
128) が

作製したものとよく類似しているようである。それゆえ、これらのNAFL 様およびNASH様細胞は、

CYP1A2のみならず、CYP4Aサブファミリーの発現機能機序解析や阻害剤探索研究、さらにはNAFLD

病期進展による各種 CYP 発現調節および薬物代謝活性変動を解析するための研究に有用であるものと

考えられた。 
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第 5節 小括 

ラット初代培養肝細胞への OA 負荷および OA+PA 負荷により、いずれにおいても対照細胞と比較

して細胞内における顕著な脂肪蓄積を認めた。一方、炎症性サイトカインである IL-1 mRNA 量は、

OA+PA負荷でのみ対照と比較して有意に増加した。これらのことから、OA負荷肝細胞は、炎症を伴わ

ない脂肪の蓄積によるNAFL様細胞、およびOA+PA負荷肝細胞は脂肪の蓄積と炎症を惹起したNASH

様細胞といえるものと判断された。 

CYP1A2発現レベルはNAFL様細胞において増加したが、NASH様細胞では減少した。従って、in 

vivo のNAFLおよびNASHモデル間で認められたCYP1A2発現の反転変動が in vitro 細胞実験系に

おいて再現されることが実証された。  
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第 7章 総括 

 

NAFLDの発症・進展には肥満、耐糖能異常、脂質異常症や高血圧症などの生活習慣病が関連してい

る。それゆえ、NAFLD 患者は複数の医薬品を服用する場合が多く、薬物相互作用の見地から

NAFL/NASHにおける薬物代謝能の変化を考慮する必要がある。しかしながら、NAFLD、特にNAFL

における薬物代謝能変動に関する知見は少ない。従って、NAFLD における薬物代謝および薬物動態の

変化を解明することは「薬物治療の最適化」を図る上で重要である。これまでに、NAFLD 動物モデル

を用いたCYP分子種の発現/活性の変動に関する研究報告がいくつかあるが、NAFLDの病期進展によ

るCYP分子種発現/活性の変動に着目してCYP分子種の発現/活性についてNAFLおよびNASHモデ

ルを同時に比較検討した研究も乏しい。さらに、病態程度の異なる脂肪肝/脂肪肝炎モデルを同時に作製

し、単純性脂肪肝および脂肪肝炎における複数の CYP 分子種の発現変動を網羅的に比較検討した研究

は見当たらない。そこで本研究は、炎症/組織損傷を伴わない単純性脂肪肝（NAFL）モデルと炎症//組

織損傷を伴う脂肪肝（NASH）モデルにおける CYP 発現調節に関する差異を明確にすることを目的と

した（第 1章）。 

まず、第 2 章では、炎症/組織損傷のない脂肪肝モデル（NAFL モデル）と炎症/組織損傷を伴う脂

肪肝モデル（NASH モデル）の同時作製を検討した。次いで、第3章では、NAFLおよびNASHモデ

ルにおける主要なCYP 分子種の発現変動を比較検討した。また、第 4 章ではNAFL およびNASH モ

デル間で相反する発現レベルを示したCYP1A2の発現変動が、活性の変動に反映されるのか否かを明ら

かにするために、カフェイン 8−水酸化活性を指標として CYP1A2 依存性薬物代謝能（活性）を評価し

た。さらに、第 5 章では、NASH モデルにおいて認められた CYP4A1 の発現誘導が、活性の変動に反

映されるか否かを明らかにするために、ラウリン酸のω水酸化活性を指標としてCYP4A1活性を評価し

た。そして、第 6章では、NAFLおよびNASHモデル間において相反する発現挙動（発現/活性反転現

象）が認められたCYP1A2の発現調節メカニズムを解明するための第一歩として、ラット初代培養肝細

胞から作製したNAFL様およびNASH様細胞を用いた in vitro細胞実験系にて検討した。以下に本研

究で得られた知見を総括する。 

 

1. ラットにおけるNAFLおよびNASHモデルの確立 

本研究では、NAFL および NASH における CYP 分子種の発現変動を同時に解析することを目的と

し、組織損傷および炎症を伴わない単純性脂肪肝モデル（NAFLモデル）と組織損傷および炎症を伴う

脂肪肝モデル（NASHモデル）の同時作製を試みた。 
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6週齢の雄性Wistar系ラットをCD、HFD、MCDDの 3群に分けて 4 週間摂餌した。体重を 1週間

毎に測定し、飼育終了後、肝湿重量、血漿生化学検査値および肝臓脂質含量を測定した。また、脂肪滴

蓄積の程度をOil Red O およびHE染色により、肝組織の線維化の程度をAzan–Mallory染色により評

価した。Oil Red O 染色では、HFD群およびMCDD群の両群の肝臓において顕著な脂肪の蓄積が認め

られた。また、肝臓中の TG は、HFD 群および MCDD 群の両群において CD 群よりも有意に上昇し

た。HE染色では、MCDD群において脂肪滴の特徴である顕著なバルーニングが観察されたのに対して、

HFD群においては明瞭なバルーニングはなく、MCDD群よりも小さい脂肪滴に留まっていた。したが

って、HFD群は初期の単純性脂肪肝（NAFL）を表現しているものと考えられた。肝臓組織の線維化を

評価するために Azan–Mallory 染色にて解析したところ、MCDD 群においてのみ肝組織の顕著な線維

化像が認められた。これを反映して、肝組織損傷マーカーである血漿 AST および ALT 濃度は MCDD

群でのみ有意に増加した。これらのことから、MCDD群では、炎症から生じる組織線維化が惹起されて

おり、肝組織傷害/炎症および線維化などの病態生理学的特性からヒトにおけるNASHを表現している

ものと判断された。 

以上より、比較的短期間である 4 週間のラットへの HFD 摂餌は、組織損傷や炎症を伴わない単純

性脂肪肝（NAFL）を形成させること、およびMCDDの 4 週間摂餌は、組織損傷や炎症を伴う脂肪肝

炎（NASH）を形成させることが示唆された。従って、HFD群およびMCDD群を、それぞれNAFLモ

デルおよび NASH モデルとして、以降の研究に供した。 

 

2. NAFLおよびNASHモデルにおけるCYP 分子種の発現変動の解析 

NAFLおよびNASHモデルにおける各CYP 分子種の発現変動の差異を明らかにすることを目的と

して、NAFL/NASH モデルにおける CYP 分子種（CYP1A1、1A2、2B1、2C6、2C11、2D1、2D2、

2E1、3A1、4A1）のmRNA量を定量的 real-time PCRにて評価した。その結果、CYP1A2以外のCYP 

分子種mRNA量は、CD群と比較してHFD群（NAFLモデル）においてほとんど変化しなかったが、

MCDD 群（NASH モデル）においてCYP2C6、2C11、2D1、2D2、2E1 および 3A1 のmRNA 量が

有意に減少した。興味深いことに、CYP1A2 mRNA量は、CD群と比較してHFD群（NAFLモデル）

において有意に増加し、MCDD群（NASHモデル）では有意に減少した。一方、CYP1A1および 4A1 

mRNA 量は、NAFL モデルでは変化しなかったのに対して、NASH モデルにおいて顕著に増加した。

さらに、CYP1A1、1A2、2C6、2D1、3A1および 4A1のタンパク質発現レベルをWestern blottingに

て比較検討したところ、mRNAの変動と同様の挙動を示した。 

従来から、ヒトにおける組織損傷や炎症を伴う肝疾患では、CYP 分子種の発現低下によって薬物代



 - 54 - 

謝能が低下すると考えられている。しかし、本研究において、CYP1A2の発現はNAFLD病期初期にあ

たるNAFL期で誘導され、炎症・線維化を伴うNASH 期では逆に正常肝よりも低下することが見出さ

れた。さらに、CYP1A1および 4A1の発現は、既報と同様に、NAFLでは変化しないがNASHにおい

て上昇することが示唆された。これらの知見は、NAFLD病期進展と各CYP分子種による薬物代謝能と

の関係性および薬物動態変動を考慮する上で重要な基礎データになり得るものと考えられた。 

 

3. CYP1A2依存性薬物代謝活性のNAFLおよびNASHモデル間における反転変動 

NAFL および NASH モデル間で相反する発現レベルを示した CYP1A2 は、気管支拡張薬テオフィ

リンや抗精神薬クロザピンなどのTDMの対象となる薬物の代謝に関与する。そこで、CYP1A2の発現

変動が薬物代謝能（活性）の変動に反映されるのか否かを明らかにするために、CYP1A2依存性薬物代

謝活性は、ラット肝ミクロソームにおけるカフェイン 8−水酸化活性を指標として評価した。その結果、

CYP1A2の活性は、CD群と比較してHFD群（NAFLモデル）において有意に増加し、MCDD群（NASH

モデル）では有意に減少した。この NAFL および NASH モデル間における CYP1A2 活性の反転現象

は、mRNA/タンパク質発現レベルの挙動とよく一致していた。このことは、NAFLD の初期段階の

NAFL における CYP1A2 依存性薬物代謝能が上昇することにより血中未変化体濃度が低下する可能性、

およびNASHにおいては、代謝能低下による血中未変化体濃度の増加が生じる可能性を示唆している。

従って、今後、CYP1A2によって代謝を受ける薬物による「薬物治療の最適化」を図るためには、NAFL

およびNASH患者における薬物代謝および薬物動態の解析が必要であると考えられた。 

 

4. NASHモデルにおけるCYP4A1依存性脂肪酸ω水酸化反応の亢進 

CYP4A サブファミリーは脂肪酸ω水酸化反応を触媒する酵素である。そこで、ラット肝ミクロソー

ムにおけるCYP4A1活性をラウリン酸の 12−水酸化体（ω水酸化体）である 12−OH LAの生成量を指

標として LC/MS/MS にて定量的に評価した。その結果、CYP4A1 の活性は、その mRNA/タンパク質

発現変動と同様に NAFL モデルでは変化せず、NASH モデルにおいて有意に増加した。最近、ヒト

CYP4A11（ラットCYP4A1に相当する）は、アラキドン酸のω水酸化によって生理活性脂質である 20-

HETEに変換し、この20−HETEはTGF-1/Smad3 シグナル伝達を介して肝線維化を誘導することが

報告されている。NASH モデルでの CYP4A1 の発現上昇は、動物種は異なるものの以前の報告と変動

が一致しており、本研究で作製したラット NASH モデルにおいても再現された。それゆえ、NASH に

おけるCYP4A1 発現/活性の誘導は脂肪肝における持続的炎症とそれに続く組織線維化に関与するもの

と推察された。このことは、CYP4A サブファミリーの阻害や発現抑制が NAFL から NASH への病期



 - 55 - 

進展防止のための新たな治療標的となり得ることを示唆している。 

 

5. 脂肪酸負荷によるラットNAFL様およびNASH様細胞におけるCYP1A2発現変動 

本研究において、ラット肝ミクロソームにおける CYP1A2 の発現/活性がNAFL モデルにおいて上

昇し、NASHモデルにおいては逆に正常ラット肝よりも低下することを明らかにした。この反転変動の

メカニズムを解明するには、分子細胞生物学レベルでの解析が必要である。そこで、NAFLおよびNASH

におけるCYP1A2発現調節機序解析の一歩として、ラット初代培養肝細胞のNAFL様およびNASH様

細胞の作製を試みた。正常ラット肝臓から常法により採取した肝細胞を OA 単独負荷により炎症/組織

損傷のないNAFL様細胞が作製された。また、飽和脂肪酸がERストレスや酸化ストレスを介して線維

化を誘導することを利用して、OA+PA負荷によって脂肪蓄積と炎症が惹起されたNASH様細胞が作製

された。CYP1A2タンパク質発現レベルは、OA負荷肝細胞（NAFL様細胞）では増加したが、OA+PA

負荷肝細胞（NASH 様細胞）では減少した。従って、NAFL において正常肝よりも上昇した CYP1A2

の発現/活性がNASHにおいて逆に正常肝よりも低下した要因の一つとして、炎症や線維化の有無が影

響している可能性が示唆された。これらのことから、NAFL および NASH モデル間において認められ

たCYP1A2発現の反転変動が初代培養肝細胞系においても再現されることが示された。また、本研究で

作製されたNAFL 様細胞およびNASH様細胞は既報によるものとよく類似しており、本研究で作製さ

れたNAFL様細胞およびNASH様細胞は、CYP1A2 のみならず、CYP4A サブファミリーの発現機能

機序解析や阻害剤探索研究、さらには NAFLD 病期進展による各種 CYP の発現調節および薬物代謝活

性変動を解析するために有用であるものと考えられた。 

 

以上より、比較的短期間の4週間HFDまたはMCDD摂餌ラットにより、炎症/組織損傷のない単純

性脂肪肝 NAFL モデルおよび炎症/組織損傷ならびに線維化を伴う脂肪肝炎 NASH モデルがそれぞれ

作製された。CYP 分子種のうち、CYP1A2 の発現/活性はNAFLD 病期初期にあたるNAFL 期におい

て正常ラット肝よりも誘導され、炎症/組織損傷および線維化を伴うNASH期においては逆に正常肝よ

りも低下することを初めて明らかにした。また、NASHにおけるCYP4A1発現/活性の上昇はNAFLか

ら NASH への病期進展に関与するものと推察された。ラット NAFL 様および NASH 様細胞を用いた

in vitro細胞実験系において、in vivoのNAFLおよびNASHモデル間で認められたCYP1A2発現の反

転変動が再現されることが実証された。CYP分子種の発現変動がヒトでも同様であると想定すると、本

研究で得られた知見は、NAFLD 病期進展と各 CYP 分子種による薬物代謝能との関係性および薬物動
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態変動を考慮する上で重要な基礎データになり得るとともに、NAFLD 病期進展によるCYP 分子種の

発現変動を考慮して「薬物治療の最適化」を図る必要があることを提唱するものである。 
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実験の部 

 

実験材料  

1. 試薬 

普通食 (control diet; CD、11% calories from fat)( cat. D12450B)、高脂肪食 (high-fat diet; HFD、

60% calories from fat) (cat. D12492) およびメチオニン・コリン欠乏食 (methionine−choline−deficient 

diet; MCDD)(cat.A02082002B)は、Research Diets Inc. (New Brunswick, NJ, USA) から購入した。コ

レステロール (T−Cho) E−テストワコー、遊離コレステロール (F−Cho) E−テストワコー、トリグリセ

ライド (TG) E−テストワコー、遊離脂肪酸 (NEFA) C−テストワコー、トランスアミナーゼ (アスパラ

ギン酸アミノトランスフェラーゼ (AST)、アラニンアミノトランスフェラーゼ (ALT)) C II−テストワコ

ー、グルコース (Glu) C II−テストワコー、ペニシリン-ストレプトマイシン溶液、10%中性緩衝ホルマ

リン溶液、tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris)、イソフルラン、トリプシンインヒビター、コラ

ゲナーゼ、radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer、Protease Inhibitor Cocktail、ImmunoStar 

LDおよび ImmunoStar Zetaは、FUJIFILM Wako Pure Chemical Co. (Tokyo, Japan) から購入した。 

Lipid extraction kit (cat. STA−612) は、Cell Biolabs Inc. (San Diego, CA, USA) から購入した。Lipid 

assay kit (cat. AK09F) は Cosmo Bio Co., Ltd. (Tokyo, Japan) から購入した。−nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate (NADPH) は、Oriental Yeast Co., Ltd. (Tokyo, Japan) から購入した。

ISOGEN−LSおよび ISOGEN− IIは、Nippon Gene Co., Ltd. (Tokyo, Japan) から購入した。 ReverTra 

Ace qPCR RT Master Mix および Thunderbird SYBR NEXT qPCR Mix は、Toyobo Co., Ltd. (Osaka, 

Japan) から購入した。 Polyvinylidene difluoride membrane (PVDF) 膜は、Millipore Sigma (Bedford, 

MA, USA) より購入した。抗ラットCYP1A1抗体 (cat. ab79819) は、Abcam (Cambridge, UK) から

購入した。抗ラットCYP1A2 抗体 (cat. sc−53241)、抗ラットCYP2C6抗体 (cat. sc−53245)、抗ラッ

ト CYP3A1 抗体 (cat. sc−53246)、および 抗ラット CYP4A1 抗体 (cat. sc−53248) は、Santa Cruz 

Biotechnology, Inc. (Dallas, TX, USA) から購入した。 抗ラットCYP2D1抗体 (cat. 17868-1−AP) は、

Proteintech Group, Inc. (Rosemont, IL, USA) から購入した。オレイン酸ナトリウム、パルミチン酸ナ

トリウム、L−グルタミン、Ca2+, Mg2+−free 10 mM phosphate−buffered saline (PBS (−))、ペニシリン

−ストレプトマイシン溶液、bicinchoninic acid溶液、bovine serum albumin (BSA)、細胞培養用 fatty 

acid , endotoxin−free BSA、HRP標識抗ラット-actin抗体 (cat. A3854)、Williams’ medium E培地、

Eagle's minimal essential medium (EMEM) 培地および Ca2+, Mg2+−free Hanks’ balanced salt 

solution、12−Hydroxylauric acid（12−OH LA）は、Sigma−Aldrich (St. Louis, MO, USA) から購入し
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た。 HRP標識抗マウス IgG抗体は Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA) から購入した。

HycloneTM細胞培養用ウシ血清 (fetal bovine serum; FBS) は、Cytiva (Marlborough, MA, USA) から

購入した。セルストレイナー (40 µm) は、Corning (Corning, NY, USA) から購入した。4-(2-

hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES) お よ び O,O'-Bis(2-

aminoethyl)ethyleneglycol-N,N,N',N'-tetraacetic acid (EGTA)は、Dojindo Lab. (Kumamoto, Japan) 

から購入した。1,3,7-Trimethyluric acidはCayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA) から購入した。

11−Hydroxylauric acid（11−OH LA）はToronto Research Chemicals (Toronto, ON, Canada) から購

入した。コラーゲンコート6ウェルプレートおよび 24ウェルプレートは、AGC Techno Glass Co. Ltd. 

(Shizuoka, Japan) から購入した。すべて化学物質は、市販の高純度またはHPLC 用、LC/MS 用のも

のを使用した。 

 

2. 分析機器 

2−1   分光光度計 

Multiskan Sky High マイクロプレート分光光度計 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, 

USA) 

2−2   顕微鏡 

Olympus IX71 (Olympus Co., Tokyo, Japan) 

2−3   高速液体クロマトグラフィー (High Performance Liquid Chromatography; HPLC) 

HPLC装置：HITACHI GL−7450 (HITACHI Ltd., Tokyo, Japan) 

UV検出器：HITACHI L−7400 (HITACHI Ltd., Tokyo, Japan) 

ポンプ：HITACHI L−7110 (HITACHI Ltd., Tokyo, Japan) 

2−4   液体クロマトグラフィータンデム質量分析計 (Liquid Chromatography/Tandem Mass 

Spectrometry; LC/MS/MS) 

AB SCIEX QTRAP® 6500 system (AB Sciex LLC, MA, USA) 

2−5   リアルタイムPCR装置 

StepOne Real−Time PCR Systems (Applied Biosystems, CA, USA) 

2−6   ゲル撮影・イメージング 高感度化学発光・蛍光・可視光イメージング装置 

WSE-6100H LuminoGraph I (ATTO Co., Tokyo, Japan) 
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3. 実験動物、飼料 

雄性Wistar系ラット (5 週齢、体重 100−120 g) をJapan SLC, Inc. (Shizuoka, Japan) から購入

した。購入後、飼育室にて22℃、12 時間の明暗サイクル、相対湿度 55% の環境で通常の実験食 (CE-

2)(CLEA Japan Inc., Tokyo, Japan)を与えて 1週間馴化させた。その後、CD、HFD、MCDD 給餌の

3群 (各群n = 6) に分けて4 週間給餌した。なお、食餌と水は自由に摂取させ、2−3日毎に食餌の補充

および交換を行なった。動物実験は、日本薬科大学動物実験倫理委員会の承認 (承認番号：AE2021−003) 

得て実験を行った。 

 

4. 血漿および肝臓の採取 

飼育期間終了後に一晩絶食を行い、イソフルラン麻酔下で心臓から全血採血した後、肝臓を摘出した。

また、心臓から採血した血液は、ヘパリン処理し、遠心分離 (3,000 × g, 10 min, 4℃) 後、血漿を分取し

た。分取した血漿は分析まで−80℃で保存した。 

 

5. 細胞画分の調製 

ラット肝臓に肝湿重量の 4倍量 

の 1.15% KCl溶液を含むホモジネート緩衝液 (10 mM phosphate buffer (pＨ7.4)) を加え、Potter-

Elvehjem homogenizerを使用してホモジナイズし、肝ホモジネート液を調製した。肝ホモジネート液

を遠心分離 (9,000 × g, 20 min, 4℃) してS9画分を得た。さらに、S9画分を超遠心機にて遠心分離 

(105,000 × g, 60 min, 4℃) 後、沈殿を得た。可溶性画分を含む得られた沈殿を 2倍量のホモジネート

緩衝液に再懸濁した後、遠心分離 (105,000 × g , 60 min, 4℃) により再沈殿させた。沈殿物を肝湿重量

と等量のホモジネート緩衝液に懸濁し、肝ミクロソーム画分を得た。肝ミクロソーム画分は実験に使用

するまで−80℃で保存した。 

 

6. タンパク濃度の測定 

肝組織の細胞画分または細胞溶解液のタンパク質濃度はBicinchoninic acid（BCA）法で測定した

129)
。プレートリーダーに検量線用標準タンパク質としてウシ血清アルブミン肝組織の酵素溶液 (肝ミ

クロソーム画分) または細胞溶液を 20 μLならびにBCA/CuSO4・5 H2O (50:1)を 200 μL入れ、37℃

で 30分間静置後、分光光度計 (562 nm) で測定した。 
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第 2章に関する実験 

 

1. 各種染色による肝臓の組織学的解析 

ラットから摘出した肝臓を5 mm四方に切断し、10%中性緩衝ホルマリン液で一晩固定した。その後、

20%スクロース溶液中に一晩保存し、続いて30%スクロース溶液に置換して再び一晩保存した後、O.C.T. 

Compound (Sakura Seiki, Tokyo, Japan) を用いて封入した。クライオスタットを使用して凍結切片を

作製し、22℃で一晩乾燥させて凍結切片を各染色法にて染色を行った。 

 

1－1   Oil red O染色 

Oil red O原液 (イソプロパノール溶液) を精製水にて60%に希釈し、 15分静置した。その後、フィ

ルター (0.45 μm) ろ過し、Oil red O染色液を調製した。凍結切片を精製水で 5分間洗浄し、調製した

Oil red O染色液を用いて 22℃、30分間染色した。続いて、精製水および 60％イソプロパノールで洗浄

し、37℃で 3 時間乾燥させてグリセロール (水溶性封入材) を封入し、標本を得た。得られた標本は、

光学顕微鏡で観察した。 

 

1－2   HE染色 

凍結切片を精製水で洗浄し、ヘマトキシリン染色液で10分間染色した後、精製水で 5分間洗浄した。

その後、エオジン染色液で 5 分間染色を行った。70％エタノール、80％エタノール、90％エタノール、

無水エタノール、無水エタノール・キシレン (1:1)、キシレンの順で脱水・透徹を行った後、 マウント

クイック (Daido Sangyo Co., Ltd., Tokyo, Japan) (非水溶性封入材) を用いて封入し、標本を得た。得

られた標本は、光学顕微鏡で観察した。 

 

1－3   Azan−Mallory染色 

凍結切片を精製水で洗浄し、アゾカルミンG液で10分間染色した後、精製水で5分間洗浄した。そ

の後、アニリンアルコールで分別し、1%エタノールおよび精製水で洗浄した。その後、5%りんタングス

テン酸で 15分間媒染し、精製水で洗浄した。その後、アニリン青・オレンジ Gで 5分間染色した。70％

エタノール、80％エタノール、90％エタノール、無水エタノール、無水エタノール・キシレン (1:1)、キ

シレンの順で脱水・透徹を行った後、 マウントクイックを用いて封入し、標本を得た。得られた標本は、

光学顕微鏡で観察した。 
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2. 血漿生化学分析 

「実験材料」4.で調製した血漿のT−Cho、F−Cho、TG、NEFA、ALT、ASTおよびGlu濃度は、

それぞれ対応する測定キットを用いて酵素法により測定した。 

 

3. 肝臓脂質の測定 

「実験材料」5.で調製した肝ホモジネート液より、Lipid extraction kitを用いて肝臓脂質を抽出し

た。肝臓脂質中のT−Cho、F−Cho、TG、および NEFA 含有量は、それぞれ対応する測定キットを用

いて酵素法により測定した。 

 

4. 統計解析 

各データは、6 例の平均値および標準偏差で表した。統計処理はすべて、一元配置分散分析を行なっ

た後、Dunnett’s test法にて有意差検定した。 計算にはRソフトウェア (R Development Core Team) 

を使用し、統計的有意性は p < 0.05 とした。 

 

 

第 3章に関する実験 

 

1. RNAの抽出と定量的ポリメラーゼ連鎖反応 (qPCR) 

1−1   mRNAの抽出 

「実験材料」5.で調製した肝ホモジネート液から ISOGEN−LSを用いて全RNAを抽出した。RNA

濃度は、分光光度計 (260 nm) を用いて測定した。 

 

1−2   定量的ポリメラーゼ連鎖反応 (qPCR) 

抽出したRNAからReverTra Ace qPCR RT Master Mixを用いて逆転写し、cDNAを合成した。

得られた cDNAをThunderbird Next SYBR qPCR MixおよびStepOneTM real-time PCR systemを

用いて qPCRにて、ラットCYP 1A1、 1A2、 2B1、 2C6、 2C11、 2D1、 2D2、 2E1、 3A1、 

4A1および-actin mRNA発現量を測定した。qPCR に使用したプライマー配列をTable 6に示す。

mRNA量はΔΔCt法
130)

 を使用して計算され、内部標準である−actin mRNA量に対して標準化し

た。 
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Table 6 Primer sequences used for quantitative PCR. 
 

             Forward (5′ → 3′)            Reverse (5′ → 3′) 

−actin TGTCACCAACTGGGACGATA GCATGAGGGAGCGCGTAA 

CYP1A1 ACGTGAGCAAAGAGGCTGAA TCGTGGTCATAACGTCTGCC 

CYP1A2 TCGAACCAGTCAACCAGGTG GTCCTTGCTGCTCTTCACGA 

CYP2B1 AGGACCATGGAGCCCAGTAT AGAAATCCTCAGCTTGGCCC 

CYP2C6 TTGCTCCTGCTGAAGTGTCC AATGTCACAGGTCACCGCAT 

CYP2C11 CAGTCCTAGTCCTGGTGCTCACT CTGAAGGGTGTTTCCAATGATTG 

CYP2D1 TTGGTCATTTGTCTTTGGGAGC CACAGGCCAGTCCCATTCAG 

CYP2D2 CACCTTACGGACCTGAGTGG GGCAATCACGTTGCTCACAG 

CYP2E1 TCCCCAAGTCTTTCACCAAGTT GAGCCAAGGTGCAGTGTGAAC 

CYP3A1 CCTCTGTTTGCCATCACGGA GACAGGTTTGCCTTTCTCTTGC 

CYP4A1 AGGAGCGAGGAACTGCATTG CGGAGCTCCACAACGGAAT 

 

2. Western blotting解析（ウェスタンブロット解析） 

「実験材料」5.で調製した肝ミクロソーム中の各 CYP 分子種タンパク質発現量を測定した。肝ミク

ロソームを 2 × Sample buffer (125 mM Tris−HCl (pH 8.8)、0.2% sodium dodecyl sulfate, 20% glycerol, 

0.04% bromophenol, 0.1 M dithiothreitol) との混合比が 1:1となるように混合し、5分間煮沸してサン

プルを調製した。 1レーンあたり 40 μg のタンパク質量のサンプルを 10% SDS ポリアクリルアミド

ゲル電気泳動で分離し、PVDF膜 (ブロッティング膜)(Millipore Sigma, Bedford, MA, USA) に転写し

た。さらに、ブロッティング膜をBlocking buffer (2% Skim milk in T−TBS (20 mM Tris−HCl buffered 

saline containing 0.05% Tween20)) にて、22℃、2時間インキュベーションし、ブロッキング処理をし

た。ブロッキング後、ブロッティング膜はT−TBSで 5分間の振盪洗浄を 3回行った後、一次抗体を用

いて 22℃、2時間インキュベーションし、T−TBSで5分間の振盪洗浄を 3回行った。その後、HRP 標

識二次抗体を用いて 22℃、1時間インキュベートした。検出は化学発光試薬を用いて、化学発光撮影装

置で検出した。各CYP 分子種のCYP タンパク質発現量は、内部標準である−actin タンパク質発現量

に対して標準化し、CS Analyzer 4 ソフトウェア （ATTO, Tokyo, Japan）で解析した。 

 

3. 統計解析 

統計解析は、「第 2章に関する実験」4.と同じ方法で行なった。 
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第 4章に関する実験  

 

1. 酵素反応 

カフェインの代謝反応では、酵素溶液 (肝ミクロソーム画分、最終濃度：1.6 mg protein/mL) にカフ

ェイン (最終濃度：1 mM)、NADPH (最終濃度：10 mM) および 0.1 M Na/Kリン酸緩衝液 (pH 7.4) 

を加えた溶液 (全量 2 mL) を酵素反応溶液とした。なお、添加した酵素溶液は酵素反応溶液の 1/10 と

した。37℃で 5分間プレインキュベーション後、カフェインを加えて好気的条件下、20分間インキュベ

ーションし、2 mLの 2%硫酸亜鉛/0.2 mM HCl溶液を加えて反応をただちに停止させた。溶液を 5 mL

の内部標準 (7-(2-hydroxypropyl)theophylline) を含む酢酸エチル溶液で 2 回抽出した。得られた有機

層を減圧留去し、残渣をアセトニトリル 200 μLで溶解し、コスモナイスフィルターS (0.45 μm) を用い

てろ過したものをHPLC測定用試料とした。 

 

2. HPLC−UV測定 

HPLC−UV の条件を以下に示す。なお、試料の測定は各試料 20 μL をHPLC に注入し、HPLC ク

ロマトグラムの解析はGLサイエンスのソフトウェアで行った。 

分 析 カ ラ ム：CAPCELLPAK C18 UG120 column (particle size 5 μm, 4.6 × 250 mm) 

(Shiseido Co., Ltd., Tokyo, Japan) 

カ ラ ム 温 度：40℃ 

U V 検 出 波 長：254 nm 

試 料 注 入 量：20 μL 

溶 離 液：アセトニトリル：0.1%ギ酸＝5：95 

流 速：1.0 mL/min 

試 料 注 入 量：20 μL 

保 持 時 間：1,3,7-Trimethyluric acid (13.2 min); 7-(2-hydroxypropyl)theophylline (26.1 min) 

 

3. 統計解析 

統計解析は、「第 2章に関する実験」4.と同じ方法で行なった。 
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第 5章に関する実験 

 

1. 酵素反応 

ラウリン酸の代謝反応では、酵素溶液 (肝ミクロソーム画分、最終濃度：0.4 mg protein/mL) にラウ

リン酸 (最終濃度：25 μM)、NADPH (最終濃度：1 mM) および 0.1 M Na/Kリン酸緩衝液 (pH 7.4) を

加えた溶液 (全量 200 μL) を酵素反応溶液とした。なお、添加した酵素溶液は酵素反応溶液の 1/40とし

た。37℃で 5 分間プレインキュベーション後、ラウリン酸を加えて好気的条件下、5 分間インキュベー

ションした。反応は内部標準 (12−OH LA−d20) を含むアセトニトリルを酵素反応溶液の 2倍量を加え

て氷冷下で停止させた。30分間氷冷下で放置後、冷却遠心機で遠心分離 (14,000 × g, 15 min, 4℃) し、

上清をコスモナイスフィルターS (0.45 μm) でろ過し、LC/MS/MS測定用試料とした。 

 

2. LC/MS/MS測定 

<LC/MS/MS条件> 

分 析 カ ラ ム：InertSustain C8 column (length 100 mm, i.d. 2.1 mm, particle size 3 μm) 

 （GL Sciences, Tokyo, Japan） 

カ ラ ム 温 度：40℃ 

検 出：・Negative ion mode  

                   ・Product ion scan mode (precursor ion, m/z 215.2) for identification 

                   ・Multiple reaction monitoring mode for quantification 

           (12−OH LA, 11−OH LA: m/z 215.2/169.2, m/z 215.2/197.2) 

           (12−OH LA-d20: m/z 235.2/188.2) 

・Ion source temperature 400 ºC 

・Ionization voltage 4500 V 

・Ion source gas 1 : 60 psi, ion source gas 2 : 60 psi, 

curtain gas: 30 psi, collision gas: 10 psi. 

試 料 注 入 量：5 μL 

溶 離 液：(A) 0.1% formic acid in water：(B) 0.1% formic acid in acetonitrile 

                   Gradient B% (min) = 30 (0−3) → 100 (8−11) →30 (11−15) 

流 速：0.35 mL/min 

保 持 時 間：11-OH LA (5.4 min); 12-OH LA (5.5 min); 12-OH LA-d20 (5.4 min) 
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3. 統計解析 

統計解析は、「第 2章に関する実験」4.と同じ方法で行なった。 

 

 

第 6章に関する実験 

 

1. ラット初代肝細胞の採取と培養 

ラットの初代培養肝細胞は、雄性Wistar系ラット (6 週齢、体重 120−140 g) を使用し、Two step

コラゲナーゼ灌流法により単離した
131)
。ラットをイソフルランで麻酔し、開腹後、上大静脈を結紮し、

下大静脈にカニューレを挿入し、前灌流液 (10 mM HEPES, 0.5 mM EGTA, 4.2 mM sodium hydrogen 

carbonate in Ca2+, Mg2+−free Hanks’ balanced salt solution (pH 7.2)) を用いて 30 mL/min で 5 分間

肝灌流した。その後、コラゲナーゼ液（10 mM HEPES, 5 mM calcium chloride, 4.2 mM sodium 

hydrogen carbonate, 0.005% trypsin inhibitor, 0.05% collagenase in Ca2+, Mg2+−free Hanks’ balanced 

salt solution (pH 7.5)）を 30 mL/minで 5 分間肝灌流した。肝灌流後、肝臓を摘出し、コラゲナーゼ液

30 mL中で肝臓を分散させ、粗肝細胞溶液を滅菌ガーゼでろ過をした。ろ液を700 × gで 6分間遠心分

離した。上清を除去し、EMEM 30 mLで再懸濁し、懸濁液を 700 × gで 6分間遠心分離し、この操作

を 2回繰り返した。その後、10%FBS、2 mMグルタミン、100 units/mL ペニシリンおよび 100 µg/mL

ストレプトマイシンを含むWilliams’ medium E (以下、10% FBS−Williams’ medium E) 30 mLで懸濁

し、セルストレイナー (40 µm) でろ過した。細胞数は、Trypan blue法により計測した。肝細胞溶液を

10% FBS−Williams’ medium Eにて 4 × 105 cells/mLに調製し、コラーゲンコート細胞培養用 6ウェル

プレート (1.2 × 106 cells/well) または24ウェルプレート (2 × 105 cells/well) に肝細胞を播種し、37℃、

5% CO2の条件下で一晩培養し、実験に供した。 

 

2. ラット初代培養肝細胞における脂肪肝モデルおよび脂肪肝炎モデルの作製 

オレイン酸ナトリウム (OA, 3 mM)、または オレイン酸ナトリウムとパルミチン酸ナトリウムを 2：

1 (OA 3 mM：PA 1.5 mM) の割合で混合したものとBSA (1.5 mM) を超音波破砕機にて完全に溶解さ

せた。 10% FBS−Williams’ medium E培地で実験濃度 (OA: 0.5 mMまたはOA+PA: 0.5 mM OAお

よび 0.25 mM PA) まで希釈し、肝細胞を 12または 24時間培養した。 
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3. Oil red O染色による初代培養肝細胞の組織学的解析 

培養終了後、24 ウェルプレートの各ウェルから培養液を除き、PBS (−)(1 mL/well) で 2 回洗浄後、

10%中性緩衝ホルマリン液 (300 μL/well)を加えて、室温で 15分間放置し、細胞を固定した。10%中性

緩衝ホルマリン液を除き、Oil Red O染色液 (60%イソプロパノール溶液)(300 μL/well) を加えて 30分

間染色した。染色後、Oil Red O染色液 (60%イソプロパノール) を除き、細胞を60%イソプロパノール 

(1 mL/well) で 1回洗浄後、さらにPBS (−)(1 mL/well) で 2回洗浄した。PBS (−)(500 μL/well) を加

え、光学顕微鏡にて観察した。鏡検後、PBS(－)を除き、37℃で乾燥させた。乾燥させた後、Solvent for 

Oil Red O Extractionを加えて、30分間放置した。その後、24wellプレートから96wellプレートに 100 

μL取り、540 nmにおける吸光度を測定することにより数値化した。  

 

4. 定量的 real-time PCRによるラット IL-1 mRNAレベルの解析 

4－1  ラット初代肝細胞からのmRNAの抽出 

培養終了後、24ウェルプレートの各ウェルから培養液を除き、PBS (−)(1 mL/well) で 2回洗浄後、

ISOGEN−Ⅱを用いて全RNAを抽出した。RNA濃度は、分光光度計 (260 nm) を用いて測定した。 

 

4－2 定量的ポリメラーゼ連鎖反応 (qPCR) 

ラット IL-1 および -actinのプライマー配列をTable 7に示す。「第 3章に関する実験」の 1－2と

同じ方法で実験を行った。 

Table 7  Primer sequences used for quantitative PCR. 
 

             Forward (5′ → 3′)            Reverse (5′ → 3′) 

-actin TGTCACCAACTGGGACGATA GCATGAGGGAGCGCGTAA 

IL-1 ACAAGGAGAGACAAGCAACGAC TCTTCTTTGGGTATTGTTTGGG 

 

5. CYP1A2のウェスタンブロット解析 

培養終了後、6ウェルプレートの各ウェルから培養液を除き、PBS (−)(2 mL/well) で 2回洗浄後、細

胞をPBS (−)(1 mL/well) で細胞を回収し、冷却遠心機で遠心分離 (2,000 × g, 2 min, 4℃) し、上清を

除去した。沈殿にProtease Inhibitor Cocktail を加えたRIPA buffer (50 mM Tris−HCl, pH 8.0, 150 

mM sodium chloride, 1% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% sodium dodecyl sulfate) を加えて

超音波で破砕し、冷却遠心機で遠心分離 (14,000×g, 15 min, 4℃) し、上清を細胞溶解液とした。細胞溶

解液のタンパク質濃度をBCA法
129) で測定した。細胞溶解液を 2 × Sample bufferとの混合比が 1:1と
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なるように混合し、5 分間煮沸してサンプルを調製した。 1 レーンあたり 20 μg のタンパク量のサン

プルを 10% SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動で分離した。ウェスタンブロットは、「第3章に関

する実験」の 2と同じ方法で実験を行った。 

 

6. 統計解析 

統計解析は、「第 2章に関する実験」4.と同じ方法で行なった。 
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