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略語表記一覧 

 

ABCG5, adenosine triphosphate-binding cassette transporter G5 

ACh, acetylcholine chloride 

AdipoR, adiponectin receptor（アディポネクチン受容体） 

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

AMPK, adenosine monophosphate-activated protein kinase 

ANOVA, analysis of variance（分散分析） 

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

Ath diet, atherogenic diet（動脈硬化誘導食） 

ATP, adenosine triphosphate（アデノシン 3 リン酸） 

BAT, bile acid CoA :amino acid N-acyltransferase 

BSA , bovine serum albumin（牛血清アルブミン） 

BSEP, bile salt export pump 

cDNA, complementary DNA 

C/EBPα, CCAAT/enhancer binding protein α 

cGMP, cyclic guanosine monophosphate 

COL1A1, procollagen type I α 1 

COL4A1, procollagen type IV α 1 

CPT, carnitine palmitoyltransferase 

CYP7A1, cytochrome P450 7A1 

DG, diglyceride（ジグリセリド） 

ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay 

eNOS, endothelial nitric oxide synthase（内皮型一酸化窒素合成酵素） 

FAS, fatty acid synthase（脂肪酸合成酵素） 

FATP5, fatty acid transport protein 5 

FC, free cholesterol（遊離型コレステロール） 

FFA, free fatty acid（遊離脂肪酸） 

FXR, farnesoid X receptor 

G6PDH, glucose-6-phosphate dehydrogenase（グルコース 6 リン酸デヒドロゲナーゼ） 

GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol（高密度リポタンパク質コレステロール） 
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HF, high fat diet（高脂肪食） 

HFC1.25, high fat diet with 1.25% cholesterol（コレステロール 1.25%添加高脂肪食） 

HFC2.5, high fat diet with 2.5% cholesterol（コレステロール 2.5%添加高脂肪食） 

HMGCR, 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase 

LDLR, low-density lipoprotein receptor（低密度リポタンパク質受容体） 

L-NNA, nitro-L-arginine 

LXRα, liver X receptor α 

mRNA, messenger RNA 

MRP2, multidrug resistance-associated protein 2 

MTP, microsomal triglyceride transfer protein（ミクロソームトリグリセリド輸送タンパク質） 

NADP, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

（酸化型ニコチナミドアデニンジヌクレオチドリン酸） 

NADPH, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

（還元型ニコチナミドアデニンジヌクレオチドリン酸） 

NAFLD, non-alcoholic fatty liver disease（非アルコール性脂肪肝疾患） 

NAS, non-alcoholic fatty liver disease activity score 

NASH, non-alcoholic steatohepatitis（非アルコール性脂肪性肝炎） 

NO, nitric oxide（一酸化窒素） 

Pap, papaverine hydrochloride 

PAP, phosphatidate phosphohydrolase（ホスファチジン酸ホスホヒドロラーゼ） 

PCR, polymerase chain reaction 

PE, L-phenylephrine 

SD, Sprague-Dawley 

SE, standard error（標準誤差） 

sGC, soluble guanlyl cyclase（可溶性グアニル酸シクラーゼ） 

SHR/NDmcr-cp, spontaneously hypertensive/NIH-corpulent 

SHRSP/ZF, stroke-prone spontaneously hypertensive/IzmDmcr-fa 

SNP, sodium nitroprusside 

SREBP, sterol regulatory element binding protein（ステロール調節配列結合タンパク質） 

TBS, Tris-buffered saline 

TC, total cholesterol（総コレステロール） 

TG, triglyceride（トリグリセリド） 
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TGF-β1, transforming growth factor β1 

VLDL, very low-density lipoprotein（超低密度リポタンパク質） 
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第１章 

序論 

 

 近年，高脂肪食などの食生活や運動不足といった生活習慣が原因となり，肥満をはじめ高血圧，

糖尿病，脂質異常症などに代表される生活習慣病や，それらが併発したメタボリックシンドローム

の罹患者数が急増している．また，肝臓におけるメタボリックシンドロームの表現型とされる非ア

ルコール性脂肪肝疾患（non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD）や，そのうち重症型に分類される

非アルコール性脂肪性肝炎（non-alcoholic steatohepatitis, NASH）も増加の一途をたどっている．こ

れらの予防および治療には薬物療法のみならず，生活習慣の是正を促す栄養療法あるいは運動療法

が重視されるが，継続的な生活習慣の改善は容易でない．このような現状に対し，機能性食品の利

用は生活習慣病の予防および治療をサポートする有用なツールであると考えられる．特に，肥満を

背景とした種々の生活習慣病の病態進展には，脂肪組織から分泌される生理活性物質であるアディ

ポネクチンの低下が関与していると考えられており，アディポネクチンを特異的に増加させる作用

を有する機能性成分は肥満に伴う関連疾患に対する有力な治療手段の一つとなる可能性がある．本

章では本研究の背景として文献や諸資料に基づいて論考し，次章の実験研究の位置付けや背景・目

的を明確にするとともに，論文で用いる主な用語を定義する．研究背景として，まず生活習慣病お

よびメタボリックシンドロームについて，特に高血圧と NASH に焦点を当てて概説する．また，生

活習慣病の予防および治療には病態の原因解明とそれに立脚した対策を講じることの重要性を指

摘し，高血圧，NASH ならびにメタボリックシンドロームの原因や発症機序に言及する．さらに，

機能性食品の利用について生活習慣病の予防だけでなく治療に活用することを提言し，メタボリッ

クシンドロームに付随した病態の抑制効果を期待される機能性素材としてフィコシアニンを挙げ，

その効果を検証する必要性を説明する．併せて，生活習慣病に対する機能性成分の薬効評価を検証

する際の適切な病態モデル動物を示す． 

 生活習慣病とは「食習慣，運動習慣，休養，喫煙，飲酒などの生活習慣が，その発症・進行に関

与する疾患群」であり，肥満，高血圧，糖尿病，脂質異常症，肝臓病，虚血性心疾患および悪性新

生物などが含まれる 1)．近年，過食および高脂肪食などの食生活や運動不足など生活様式の変化に

呼応して，わが国における生活習慣病患者数は増加の一途をたどり，生活習慣病である悪性新生物，

心血管疾患および脳血管疾患による死亡数は死因の半数を占める 2)．2012 年の日本人間ドック学会

の全国集計では，受診者約 315 万人の異常所見の中で最も多いものが肝機能障害（32.4%）であり，

高コレステロール血症（31.5%），肥満（29.3%），耐糖能異常（22.8%），高血圧（21.9%）と続いて

おり，受診者の中で異常なしの割合はわずか 7.2%にすぎない 3)．また，高血圧，糖尿病および脂質

異常症は罹患者数が多いことに加え，単独で心筋梗塞や脳梗塞などの動脈硬化性疾患の危険因子と

なるため注目されている．さらに，腹腔内に過剰に脂肪が蓄積する内臓脂肪型肥満とそれによって
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生じるインスリン抵抗性を共通の基盤として，それらの疾患は互いに合併しやすく，動脈硬化性疾

患の発症リスクは相乗的に高まることが明らかとなった 4)．このような動脈硬化の危険因子が一個

人に集積した状態は“メタボリックシンドローム”という疾患概念として提唱された．2005 年にわ

が国独自のメタボリックシンドロームの診断基準が策定され 5)，2008 年からは特定健康診査・特定

保健指導が実施されるようになり，動脈硬化の高リスク群を的確に抽出し，早期より生活習慣の改

善を中心とした予防・治療の介入を行っていく試みが始まった．  

生活習慣病のうち高血圧は心血管病（心疾患および脳血管疾患）の最大の危険因子といっても過

言ではない．わが国のコホート研究において，全心血管病死亡の 50%が至適血圧（収縮期血圧 120 

mmHg 未満かつ拡張期血圧 80 mmHg 未満）を超える血圧高値に起因するものと評価されている 6)．

血圧を上昇させる環境因子として食塩の摂取過剰や喫煙，肥満，ストレスなどが挙げられ，それら

が原因となって交感神経系の亢進，ナトリウム再吸収の増加，レニン‐アンジオテンシン系の活性

化および血管内皮機能障害などが生じ，高血圧を発症させる 7)．血管内皮機能障害とは，血管の最

も内層に位置する内皮細胞において産生・分泌される生理活性物質である血管弛緩因子ならびに血

管収縮因子の不均衡が生じた状態であり，血管の“内皮依存性弛緩反応”の低下に特徴づけられる

8)．代表的な内皮由来弛緩因子は内皮型一酸化窒素合成酵素（endothelial nitric oxide synthase，eNOS）

によって産生される一酸化窒素（nitric oxide，NO）で，平滑筋細胞に取り込まれて可溶性グアニル

酸シクラーゼ（soluble guanylyl cyclase，sGC）を活性化し，セカンドメッセンジャーである cyclic 

guanosine monophosphate（cGMP）を産生することで血管弛緩を促す 9)．よって，eNOS タンパク質

の発現低下あるいは NO 産生能（eNOS 活性）の低下が内皮依存性弛緩反応を減弱する一因となる

10)．高血圧あるいはメタボリックシンドロームを呈する動物モデルにおいては，eNOS の発現およ

び活性の低下が認められ，内皮依存性弛緩反応が減弱していることが明らかとなっている 11,12)．高

血圧と内皮機能障害の因果関係に関しては未だ議論の余地があるものの，血管内皮機能の低下は高

血圧発症の独立した危険因子であるという報告から 13)，内皮機能障害の改善は高血圧の予防および

治療における標的になりうると考えられる．さらに，メタボリックシンドローム患者の増加から推

察されるように肥満を伴う高血圧患者が増加しており 14,15)，高血圧の予防および治療方法も肥満対

策を包含したものへと改変する必要がある． 

生活習慣に起因して発症する主要な肝臓病は肝臓に過剰のトリグリセリド（triglyceride, TG）が

蓄積する脂肪肝であり，健診における肝機能障害の大部分を占める 16)．そのうち肝障害を惹起する

明らかな飲酒歴がないにもかかわらず，肝組織学的所見はアルコール性肝障害に類似した主に脂肪

沈着を特徴とする肝障害を NAFLD と総称する 17)．NAFLD 患者は健常者に比較して肥満などの生

活習慣病の合併頻度が高く，NAFLD はメタボリックシンドロームの肝臓における表現型とみなさ

れており，今後ますます増加することが予想される 17,18)．NAFLD は肝細胞の脂肪沈着のみによる

可逆的で予後良好な慢性疾患（単純性脂肪肝）と捉えられていたが，NAFLD の 10～20%は炎症や
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線維化を伴う NASH に進展し，肝硬変や肝癌など致死的な疾患に至る可能性があることが明らかと

なっている 17,19)．しかし，単純性脂肪肝から NASH へ進展する機序は十分に解明されておらず，そ

のため特効薬を含む治療法は確立していないのが現状である．現在考えられている NASH の発症機

序としては Day らが提唱した“two hit theory”が広く受け入れられている 20)．すなわち，第一段階

で肥満やインスリン抵抗性を背景とし，食事由来の脂肪あるいは脂肪組織由来の脂肪酸の肝臓への

流入の増加により脂肪肝が形成され（first hit），そこに第二段階で炎症性サイトカインや，酸化ス

トレス，エンドトキシンなどの肝細胞障害因子が加わり（second hit），炎症や肝細胞の変性および

壊死が生じ脂肪性肝炎が成立するという説である．一方，NASH を含む NAFLD では観察期間 3～

14 年で 30～50%の症例で線維化進展が認められるとの報告があるが 21)，肝線維化進展に寄与する

因子についても未解明な点が多い．NASH において肝線維化進展例に発癌などを含む肝疾患関連死

が多いという報告を踏まえると 22,23)，線維化進展抑制を標的とした NASH の進展予防方法を開発す

ることは喫緊の課題といえる． 

以上より，著者は種々の生活習慣病患者の増加ならびにその克服はわが国における社会的問題で

あると捉え，生活習慣病の予防および治療法を追究する必要性を考えた．疾患の発症・進展を抑制

するためには，その病態の原因解明とそれに立脚した予防・治療法を実施することが極めて重要で

ある．すなわち，生活習慣病の予防・治療においては原因となる生活習慣の改善が不可欠である．

したがって，メタボリックシンドロームあるいは肥満を背景とする生活習慣病には，栄養療法およ

び運動療法によって成因の最上流に位置する肥満の是正を行うことが原因に基づいた治療法とな

る．しかし，長期間にわたる継続的な生活習慣の修正は決して容易ではない．特効薬のない NASH

に対する治療を例に挙げると，現状では専ら肥満の是正を目標とした栄養療法および運動療法を組

み合わせ，それに加えて合併症の改善のため，糖代謝改善薬や脂質代謝改善薬，抗酸化剤および抗

肥満薬を用いた薬物療法が行われている 24)．2010 年には NASH 患者に生活習慣の介入を行った初

めての無作為化比較試験が報告され，1 年間に初期体重の 7～10%の減量の達成により肝臓におけ

る脂肪沈着だけでなく炎症像も改善することが明らかとなった 25)．この NASH の改善には栄養士

や健康指導士，ケースマネジャーなどによる 1～2 週間毎の面談を通した厳格な食事・運動・行動

療法が功を奏したと考えられる．その一方で，食事の変化による急激な体重減少は NAFLD 患者で

肝不全をもたらすことや 24)，動物を用いた実験では脂質摂取量の低下に伴う糖質摂取量の増加によ

り，肝組織所見の増悪が生じるという報告も多い 26)．以上を踏まえると，生活習慣病に対して生活

習慣の介入のみの予防・治療法では指導者および患者双方の負担はかなり大きくなると考えられる．

著者はこの問題の解決策として，栄養療法や運動療法による予防・治療をサポートする薬物療法あ

るいはそれに代わる機能性食品などの利用を提言する． 

“機能性食品”とは食品中に含まれる生体防御や疾病の予防や回復，体調リズムの調節などの生

体調節機能を有する成分を用いてつくられる健康増進食品を指し，世界に先駆けてわが国で定義さ
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れた概念である 27,28)．その中でも科学的証拠に基づいた有効性，安全性および適正な保健機能の提

示がなされたものは“特定保健用食品”として認可されており，生活習慣病のリスクを低減化する

ことを目指す食品として，広く認知されている 29)．現行では食品の表示では病名や予防・治療効果

などを表示することは許されていないが，著者は機能性食品の新たな一面として疾患の境界域病態

の進展予防目的，あるいは治療を補完する目的での利用も推奨すべきであると考えている．なぜな

ら，機能性食品は複数の異なる機能性を併せ持つ成分，あるいは複数の機能性素材の組み合わせに

よる機能性の相加・相乗効果を備えることによって，多くの機能異常を合併した病態であるメタボ

リックシンドロームや NASH などには，特にその作用を発揮することが期待できるためである． 

メタボリックシンドロームを含む肥満を伴う生活習慣病の予防および治療を念頭に置いた機能

性食品の開発にあたり，著者は治療標的として肥満に伴って低下することが知られるアディポネク

チンおよびアディポネクチン受容体に着目した．アディポネクチンはインスリン感受性が良好な小

型脂肪細胞で発現の亢進がみられる分泌タンパク質である 30,31)．アディポネクチン一因子の低下あ

るいは欠損は，インスリン抵抗性や脂質代謝異常 31)，高血圧 32)などの生活習慣病病態を惹起するこ

とが報告されている．また，肝臓や骨格筋，血管壁などにみられるアディポネクチン受容体

（adiponectin receptor, AdipoR）も肥満に伴ってその発現が低下することが明らかとなっており，

AdipoR 発現量がアディポネクチン感受性制御に重要な役割を果たしていることが示唆されている

33,34)．一方，肥満によって低下するアディポネクチンを補充あるいは AdipoR の発現量をアディポ

ネクチン存在下で増加させることは，インスリン抵抗性や脂質異常症 30,31)，高血圧 34,35)を改善する

ことが動物実験において明らかにされている．このような報告から脂肪細胞の小型化やアディポネ

クチン／AdipoR 経路の活性を増加させることを目的とし，エネルギー制限による栄養療法のほか

に，既に臨床エビデンスが存在する薬剤である糖尿病治療薬チアゾリジン誘導体ならびに降圧薬ア

ンジオテンシン変換酵素阻害薬などに血中アディポネクチンを増加させる作用が見出されており，

その効果が期待されている 36)．また，肥満を伴う生活習慣病に対する効果的な治療手段となりうる

アディポネクチンおよび受容体を増加させる機能性成分を探索し，早急な機能性評価とエビデンス

の蓄積が望まれる． 

著者は生活習慣病の予防・治療を期待する新規機能性成分としてフィコシアニン（phycocyanin）

に注目している．フィコシアニンは藍藻類 Arthrospira platensis や A. maxima（通称スピルリナ，以

下，Spirulina platensis および Spirulina maxima と表記）から抽出される青色色素で，食品用天然着

色料として氷菓類などに用いられている 37)．Spirulina platensis および Spirulina maxima はアフリカ

や中米などの高温水・強い太陽光線・強アルカリ条件下の湖で自生し，高含量のタンパク質に加え

てビタミン，ミネラルおよびカロテノイドが豊富なことから千年以上も前から食用とされてきた

38,39)．今日では Spirulina platensis および Spirulina maxima が有する抗酸化作用，抗炎症作用 40)，自

然免疫賦活作用 38)，および血圧低下作用 39)などが注目され，健康食品としても利用されている．
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Spirulina platensis および Spirulina maxima に含まれる色素タンパク質の 1 つであるフィコシアニン

は開環テトラピロール骨格をもつフィコシアノビリンとアポタンパク質が結合した構造で，フィコ

シアノビリン部分が生体内における活性酸素種の捕捉作用が確認されているビリルビンと構造が

類似していることから抗酸化能があるとされる（Figure 1-1）41-43)．また，フィコシアニンは抗炎症

作用 44)，抗癌作用 45)，コレステロール低下作用 46)，肝障害抑制作用 47-49)，血小板抗凝集作用 50)，

抗動脈硬化作用 51)など多くの作用を有することが報告されている．メタボリックシンドロームある

いは生活習慣病は，食事因子やアディポサイトカインなどの多因子が関与し合って発症することか

ら，多面的な機能性を有するフィコシアニンのような成分にこそ複雑な病態を改善する可能性を著

者は考えている．生活習慣病の予防あるいは治療成分として機能性成分を食品に添加することを視

野に入れた場合，既に食品用天然着色料として用いられている青色色素フィコシアニンは比較的汎

用性の高い素材であると考えられる．しかし，メタボリックシンドロームやその構成病態の予防や

治療を目的としたフィコシアニン投与実験についての報告は乏しく，その作用機序も未解明の部分

が多い．よって，疾患予防あるいは治療を目的とした機能性成分としてフィコシアニンを用いるた

めには，作用機序の解明を含む機能性の証明が不可欠である． 

生体における疾患に対する薬効の評価には病態モデル動物が用いられることが多い．病態モデル

動物はヒトにおける疾患の病態を表現型として備えることが大前提であり，それに加えて研究に用

いる際には目的に合わせてヒトの病因と動物モデルの発症機序の近似性を考慮する必要がある．

種々の生活習慣病病態モデル動物が開発される中，NASH モデルにおいては臨床診断基準である肝

組織学的特徴とヒトの NASH における全身病態を完全に呈する動物モデルは少なく 52)，このこと

が NASH の病態解明や治療法の開発の大きな障害ともなっている．特に実験動物として高頻度に用

いられる齧歯類において，NASH の肝組織学的所見の１つである線維化病変は生じにくく，線維化

を発症させるために動物の遺伝子操作，肝毒性物質の投与，経胃あるいは経腸ルートによる高カロ

リー負荷，あるいはメチオニンおよびコリンを欠乏させた食餌を投与する手法が用いられている

52,53)．これらのモデルは短期間で肝線維化を発症するため薬効などを評価する研究で多用されてい

るものの，生活習慣に起因して発症する NASH の病態を考慮すると，動物の遺伝子操作や肝毒性物

質の投与，あるいはヒトが通常摂取する食事には当てはまらない投与方法および食餌成分などの手

法を用いて，NASH やそれ以降のステージである肝硬変などを誘導することはヒトの NASH 病因を

正しく反映しているとはいえない．以上より，NASH の治療薬の開発のため，ヒト NASH 病因・病

態に近似した NASH 動物モデルを確立することは必要であると考えられる．著者は特に線維化進展

の抑止の検討に適切な高度な線維化を伴う NASH モデルの必要性を指摘する．また，齧歯類におい

て長期間を要する肝線維化への進展を，短期間で生じさせることも有用な病態モデルの基本的条件

であると考える． 

上記背景を踏まえ，本研究では機能性食品を用いて生活習慣病を予防および治療することを念頭
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に置き，メタボリックシンドロームならびにそれに付随した病態のうち，特に高血圧および NASH

に対し，多様な効果を発揮することが期待されるフィコシアニンの効果を病態モデル動物を用いて

検証することを目的とした．第 2章では，高血圧に対するフィコシアニンの効果の検討を目的とし，

高血圧を自然発症するメタボリックシンドロームモデル動物を用いてフィコシアニンによる血圧

低下作用ならびに作用機序を検討した．第 3 章では，NASH に対するフィコシアニンの効果を検討

することを目的とした．第 1 節では，NASH に対する治療薬および機能性食品開発研究に用いるこ

とができる，ヒト NASH に病因が近似し，かつ線維化性病変を呈する食餌誘導性 NASH 齧歯類モ

デルの作成を試みた．第 2 節では，作成した新規 NASH 線維化モデルを用い，フィコシアニンによ

る NASH の発症抑制効果を検討し，第 4 章を総括とした． 
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第２章 

フィコシアニンによる血圧上昇抑制作用の検討 

 

 

2-1. 緒言 

 

高血圧と血管内皮機能障害の関連から，内皮機能を良好に保ち血管の弛緩性を維持することは血

圧上昇を抑制するための 1 つの方法論であると考えられる．また，メタボリックシンドロームなど

の肥満を背景とした高血圧において，アディポネクチンの低下はその病態の形成に寄与することが

推察されており 32,54)，動物モデルにおいて，アディポネクチンの補充によって高血圧の改善がみら

れることも報告されている 35)．その機序として，アディポネクチンの血管壁に対する直接的な作用

が示唆されている．すなわち，内皮細胞のアディポネクチン受容体下流の adenosine 

monophosphate-activated protein kinase（AMPK）の活性化を介した eNOS の活性化，あるいは eNOS

の転写活性化を介し，NO の産生増加による内皮依存性弛緩反応の改善作用が明らかとなっている

35,55)．これより，アディポネクチンおよびその受容体 AdipoR を増加させることは内皮機能障害な

らびに高血圧に対する治療標的となると考えられる． 

フィコシアニンは食品用天然着色料として用いられている青色色素であり，Spirulina platensis お

よび Spirulina maxima から抽出される．フィコシアニンは抗酸化作用をはじめとした多様な機能性

を有し 42,43)，メタボリックシンドロームおよびそれに付随した病態に対し多面的な効果を示すこと

で病態を改善する可能性が考えられる．Torres-Duran らの研究グループは，ヒトにおいて Spirulina 

maxima の経口摂取は降圧効果をもたらすことを報告している 39)．また，同グループは Spirulina 

maxima を摂取したラットの摘出動脈における内皮依存性弛緩反応の改善を確認している 56)．しか

し，降圧作用に関与する Spirulina maxima の有効成分は不明である．著者はフィコシアニンの色素

部分であるフィコシアノビリンが血管内皮細胞における酸化ストレス軽減を介して動脈硬化改善

作用を示すという報告から 51)，Spirulina maxima の一成分であるフィコシアニンが降圧効果の一端

を担っていると仮説を立てた． 

本章では，高血圧に対するフィコシアニンの摂取による効果の検討ならびに作用機序の解明を目

的とし，病態モデル動物を用いたフィコシアニン投与実験を行った．本実験では高血圧を自然発症

する遺伝的背景に過食による肥満形質が加わることでメタボリックシンドローム様病態を発症す

る 2 種類の動物モデル，spontaneously hypertensive/NIH-corpulent（SHR/NDmcr-cp）ラットおよび

stroke-prone SHR/IzmDmcr-fa（SHRSP/ZF）ラットを用いた．SHR/NDmcr-cp ラットおよび SHRSP/ZF

ラットはともにレプチン受容体遺伝子にナンセンス変異を持つことから過食を生じ，6 週齢で既に

非肥満同胞に比較して有意な高体重，高血圧を呈する 57-60)．加齢とともに，高血糖，高インスリン
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血症，高 TG 血症および高コレステロール血症といった様々な代謝異常をはじめ，肝臓では脂肪肝

および NASH の発症 59,61-63)，腎臓では糖尿病性病変を示し 57)，幅広いメタボリックシンドローム病

態を観察できるモデル動物である．また，SHRSP/ZF ラットに高脂肪・高コレステロール食（20%

パーム油，5%コレステロールおよび 2%コール酸を含む）を負荷すると，腸間膜動脈において初期

動脈硬化病変である脂肪沈着を生じる 64)．一方，同じ食餌を負荷した SHR/NDmcr-cp ラットは

SHRSP/ZF ラットと同様に肥満および血中コレステロール高値を呈するにもかかわらず，動脈にお

ける脂肪沈着はほとんど認められない．齧歯類は通常，動脈硬化病変の形成に対して抵抗性を有し

ているため，SHRSP/ZF ラットは動脈硬化性疾患研究に使用可能な動物モデルであると考えられる

64)．本実験では，はじめに SHR/NDmcr-cp ラットにフィコシアニンを長期摂取させ，高血圧をはじ

めメタボリックシンドロームの全身病態に対する効果を検討した．次に，SHRSP/ZF ラットが高血

圧を呈するとともに動脈脂肪沈着に対して高い感受性を有するという特性に着目し，特に動脈硬化

などの血管病変に焦点を当ててフィコシアニンの作用を検証した． 
 

 

 

2-2. 実験方法 

 

1. 動物モデルおよび実験デザイン 

9 週齢雄性 SHR/NDmcr-cp ラット 28 匹および 8 週齢雄性 SHRSP/ZF ラット 18 匹（日本 SLC，静

岡）を購入し，初めの 1 週間は普通飼料（MF；オリエンタル酵母工業，東京）を摂取させ飼育環

境に順化させた．MF はラットの中長期の飼育を念頭においた配合飼料である．SHR/NDmcr-cp ラ

ットは順化後の 10 週齢時から，普通飼料（MF）を摂取させた Control 群，ならびに普通飼料にフ

ィコシアニン 0.25%，0.5%および 1.0%を添加した食餌を摂取させた Low，Middle および High 群の

4 群各 7 匹ずつに分け，24 週間飼育した．フィコシアニンは DIC ライフテック株式会社（東京）よ

り供与頂き，飼料中へのフィコシアニンの混餌も同社で行った．各飼料の一般成分値およびエネル

ギー量を Table 2-1 に示す．フィコシアニン添加飼料のエネルギー量はタンパク質であるフィコシア

ニンのエネルギーを 1 g 当たり 4 kcal として算出した．食餌は成長速度が同程度になるように調節

しながら与え，水は自由摂取とした．飼育期間中，体重測定を 2 日に 1 回，摂食量測定を毎日行っ

た．SHRSP/ZF ラットは順化後の 9 週齢時から，パーム油 25%，コレステロール 5%およびコール

酸ナトリウム 2%を含む動脈硬化誘導食を摂取させた atherogenic diet（Ath）群，ならびに Ath 食に

フィコシアニン 0.5%および 1.5%を添加した食餌を摂取させた Ath+P0.5 群および Ath+P1.5 群の 3

群各 6 匹ずつに分け，9 週間飼育した．Ath 飼料はフナバシファーム（千葉）より購入し，フィコ

シアニンを混餌した．各飼料の一般成分値およびエネルギー量を Table 2-2 に示す．食餌および水は

自由摂取とし，飼育期間中，体重測定を 1 週間に 2 回，摂食量測定を 2 日に 1 回行った． 
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全てのラットは温度 22～24℃，湿度 50～60%，8 時～20 時は明期，20 時～8 時は暗期サイクル

に設定された室内で飼育した．なお，本動物実験は「長崎県立大学動物実験指針」ならびに「実験

動物の飼育および保管等に関する基準（昭和 55 年 3 月総理府告示第 6 号）」に則して実施した（承

認番号 22-07 および 24-12）． 

 

2. 血圧測定 

収縮期血圧はテイルカフ法により，BP MONITOR RATS & MICE Model MK-2000A（室町機械，

東京）を用いて測定した．SHR/NDmcr-cp ラットは 34 週齢時に，SHRSP/ZF ラットは 10，13，16

週齢時に測定を行った．ラット 1 個体につき連続した 8 回以上の測定を行い，その平均値を測定値

とした．ただし，排便時・排尿時の血圧は高値のため除いた．また，ラットが興奮状態にある時の

血圧も安定しなかったため除外した． 

 

3. 動物処理 

SHR/NDmcr-cp ラットは 34 週齢時の屠殺前に 12 時間絶食させ，SHRSP/ZF ラットは 18 週齢時の

屠殺前に 6 時間絶食させたのち，ペントバルビタール麻酔下で開腹処置を行い，シリンジを用いて

腹部大静脈あるいは心臓から採血した．胸部大動脈を摘出し，直ちに酸素ガス（99.5%）で通気か

つ冷却した 10 mM HEPES 溶液（pH 7.4）で洗浄し，同 HEPES 溶液で満たしたスクリュー管に入れ，

密栓して氷冷保存した．また，睾丸周囲脂肪組織および心臓を摘出し 0.9%食塩水で洗浄後，重量

を測定した．病理組織学的検討用に胸部大動脈は組織の一部を切除し，10%中性ホルマリン液で固

定した．遺伝子発現解析用に睾丸周囲脂肪組織 300 mg および腹部大動脈 50 mg を液体窒素で凍結

させた後，－80℃で保存した．血液は，1,400×g（3,000 rpm；卓上遠心機 H-103N，コクサン，東京）

で 15 分間遠心分離し，上清（血清）を凍結保存した． 

 

4. 血清生化学的測定 

血清を用いて，TG，総コレステロール（total cholesterol, TC），高密度リポタンパク質コレステロ

ール（high-density lipoprotein cholesterol, HDL-C），グルコース，インスリン，レプチン，アディポ

ネクチン，総アンジオテンシノーゲンおよび窒素酸化物（NOx；亜硝酸イオン[NO2
-
]および硝酸イ

オン[NO3
-
])を測定した．各項目の吸光度の測定には分光光度計 UV mini 1240（島津製作所，京都）

およびマルチスペクトロフォトメーター（DS ファーマバイオメディカル，大阪）を使用した．各

項目の測定原理および方法を以下に示す． 

 

(1) 血清 TG 

TG 濃度の測定は，グリセロール-3-リン酸オキシダーゼ（GPO）・3,5-ジメトキシ-N-エチル-N-（2’-
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ヒドロキシ-3’-スルホプロピル）-アニリンナトリウム（DAOS）法を用いた測定キットであるトリ

グリセリド E-テストワコー（和光純薬工業，大阪）を使用して行った．測定原理は以下のとおりで

ある．検体中の TG はリポプロテインリパーゼの作用でグリセリンと脂肪酸に分解され，グリセリ

ンはグリセロールキナーゼおよび GPO によって過酸化水素を生じる．過酸化水素はペルオキシダ

ーゼ（POD）の作用により DAOS と 4-アミノアンチピリンとを定量的に酸化縮合させ青色の色素を

生成させる．これを分光光度計にて吸光度（主波長 600 nm）を測定し，検体中の TG 濃度を求める

ものである． 

本実験では，標準溶液または検体 10 μL に発色試液 1.5 mL を加えて混ぜ，37℃で 5 分間静置反応

させ，吸光度を測定した．標準溶液はトリオレイン濃度 100，200，300，596.1 mg/dL に調製し，試

薬盲検には発色試液のみを加えた．検量線を作成し，検体の TG 濃度を算出した．測定は 1 検体に

つき 2 回行い，その平均値を測定値とした． 

 

(2) 血清 TC 

 TC 濃度の測定は，コレステロールオキシダーゼ・DAOS 法を用いた測定キットであるコレステ

ロール E-テストワコー（和光純薬工業）を使用して行った．測定原理は以下のとおりである．検体

中のコレステロールエステル類はコレステロールエステラーゼおよびコレステロールオキシダー

ゼによって分解および酸化され過酸化水素を生じる．過酸化水素は POD の作用により DAOS と 4-

アミノアンチピリンとを定量的に酸化縮合させ，青色の色素を生成させる．これを分光光度計にて

吸光度（主波長 600 nm）を測定し，検体中の TC 濃度を求めるものである． 

 本実験では，標準溶液または検体 10 μL に発色試液 1.5 mL を加えて混ぜ，37℃で 5 分間静置反

応させ，吸光度を測定した．標準溶液はコレステロール濃度 100，200，397.4，592.2 mg/dL に調製

し，試薬盲検には発色試液のみを加えた．検量線を作成し，検体の TC 濃度を算出した．測定は 1

検体につき 2 回行い，その平均値を測定値とした． 

 

(3) 血清 HDL-C 

HDL-C 濃度の測定は，リンタングステン酸・マグネシウム塩沈殿法を用いた測定キットである

HDL-コレステロール E-テストワコー（和光純薬工業）を使用して行った．測定原理は以下のとお

りである．検体にリンタングステン酸とマグネシウム塩を含む沈殿試液を加えると，HDL 以外のリ

ポタンパク質が選択的に沈殿する．この沈殿を除いた上清に発色試液を加えると，上清中のコレス

テロールエステル類は TC 濃度の測定と同様の原理で青色の色素を生成させる．これを分光光度計

にて吸光度（主波長 600 nm）を測定し，検体中の HDL-C 濃度を求めるものである． 

 本実験では，検体 200 μL および沈殿試液 200 μL を混合して 10 分間静置後，室温，870×g（3000 

rpm；微量用冷却卓上遠心機 H-15FR，コクサン）で 10 分間遠心分離し，上清を採取した．標準溶
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液または上清 50 μL に発色試液 3 mL を加え，37℃で 5 分間静置反応させ，吸光度を測定した．標

準溶液はコレステロール濃度 50，100，145.2，196.8 mg/dL に調製し，試薬盲検には発色試液のみ

を加えた．検量線を作成し，検体の HDL-C 濃度を算出した．測定は 1 検体につき 2 回行い，その

平均値を測定値とした． 

 

(4) 血清グルコース 

 グルコースの測定は，ムタロターゼ・グルコースオキシダーゼ（GOD）法を用いた測定キットで

あるグルコース CII-テストワコー（和光純薬工業）を使用して行った．測定原理は以下のとおりで

ある．検体中のグルコースは発色試液中に含まれるムタロターゼの作用により α 型から β 型へ変換

され，β-D-グルコースは GOD の作用により過酸化水素を生じる．過酸化水素は POD の作用により

発色試液中のフェノールと 4-アミノアンチピリンとを定量的に酸化縮合させ，赤色の色素を生成さ

せる．これを分光光度計にて吸光度（主波長 505 nm）を測定し，検体中のグルコース濃度を求める

ものである． 

 本実験では，標準溶液または検体 10 μL に発色試液 1.5 mL を加えて混ぜ，37℃で 5 分間静置反応

させ吸光度を測定した．標準溶液はグルコース濃度 50，100，200，300，400，500 mg/dL に調製し，

試薬盲検には発色試液のみを加えた．検量線を作成し，検体のグルコース濃度を算出した．測定は

1 検体につき 2 回行い，その平均値を測定値とした． 

 

(5) 血清インスリン 

 インスリン濃度の測定は，enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）法を用いた測定キットで

あるラットインスリン測定キット（森永生科学研究所，神奈川）を使用して行った．測定原理は以

下のとおりである．一次反応として検体中のインスリンはマイクロプレート上の固相化抗インスリ

ンモノクローナル抗体およびモルモット抗インスリン抗体と結合して複合体を形成する．二次反応

として酵素標識抗モルモット IgG 抗体が複合体に結合する．オルトフェニレンジアミン（OPD）基

質を加えると，複合体に結合した酵素により呈色する．これをプレートリーダーにて吸光度（主波

長 450 nm）を測定し，検体中のインスリン濃度を求めるものである． 

 本実験では抗体固相化プレートを洗浄し，モルモット抗インスリン血清 95 μL/well，標準溶液ま

たは検体 5 μL/well を加え， 4℃で 16 時間静置反応させた．洗浄後，酵素標識抗モルモット IgG 抗

体 100 μL/well を加え，室温で 1 時間静置反応させた．再び洗浄後，酵素基質溶液 100 μL/well を加

え，遮光下室温で 30 分間静置反応させた後，反応停止液 100 μL/well を加え，30 分以内に吸光度を

測定した．標準溶液はインスリン濃度 156，313，625，1,250，2,500，5,000，10,000 pg/mL に調製

し，試薬盲検には検体希釈液のみを加えた．標準溶液の吸光度および濃度を片対数方眼紙にプロッ

トして検量線を作成し，検体のインスリン濃度を算出した．測定は 1 検体につき 2 回行い，その平
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均値を測定値とした． 

 

(6) 血清レプチン 

レプチン濃度の測定は，enzyme immune assay（EIA）サンドイッチ法を用いた測定キットである

ラットレプチン測定キット（森永生科学研究所）を使用して行った．測定原理は以下のとおりであ

る．一次反応として検体中のレプチンはマイクロプレート上の固相化抗レプチン抗体およびモルモ

ット抗レプチン抗体に結合して複合体を形成する．二次反応として酵素標識抗モルモット IgG 抗体

が複合体に結合する．酵素基質溶液（tetra methyl benzidine, TMB）を加えると，複合体に結合した

酵素により呈色する．これをプレートリーダーにて吸光度（主波長 450 nm）を測定し，検体中のレ

プチン濃度を求めるものである． 

本実験では抗体固相化プレートを洗浄し，検体希釈液 45 μL/well，モルモット抗レプチン抗血清 

50 μL/well およびレプチン標準溶液または検体 5 μL/well を加え，4℃で 16 時間静置反応させた．洗

浄後，酵素標識抗モルモット IgG 抗体 100 μL/well を加え，4℃で 3 時間静置反応させた．再び洗浄

し，酵素基質溶液 100 μL/well を加え，遮光下常温で 30 分間静置反応させた後，反応停止液 100 

μL/well を加えて吸光度を測定した．標準溶液はレプチン濃度 0.2，0.4，0.8，1.6，3.2，6.4，12.8 ng/mL

に調製し，試薬盲検には検体希釈液のみを加えた．標準溶液の吸光度および濃度を片対数方眼紙に

プロットして検量線を作成し，検体のレプチン濃度を算出した．測定は 1 検体につき 2 回行い，そ

の平均値を測定値とした． 

 

(7) 血清アディポネクチン 

 アディポネクチン濃度の測定は，ELISA 法を用いた測定キットであるマウス／ラットアディポネ

クチン ELISA キット（大塚製薬，東京）を使用して行った．測定原理は以下のとおりである．一

次反応として検体中のアディポネクチンはマイクロプレート上の固相化抗マウスアディポネクチ

ンポリクローナル抗体に結合して複合体を形成する．二次反応としてビオチン標識抗マウスアディ

ポネクチンモノクローナル抗体が複合体に結合し，さらに三次反応として酵素標識ストレプトアビ

ジン液が複合体と結合する．TMB 溶液を加えると，複合体に結合した酵素により呈色する．これ

をプレートリーダーにて吸光度（主波長 450 nm）を測定し，検体中のアディポネクチン濃度を求め

るものである． 

本実験では抗体固相化プレートを洗浄し，標準溶液または検体希釈液で 1,111 倍に希釈した検体 

100 μL/well を加え，25℃で 60 分間静置反応させた．洗浄後，ビオチン標識抗体液 100 μL/well を加

え，25℃で 60 分間静置反応させた．再び洗浄後，酵素標識ストレプトアビジン液 100 μL/well を加

えて 25℃で 60 分間静置反応させた．さらに洗浄し，基質溶液 100 μL/well を加え，25℃で 15 分間

静置反応させた後，反応停止液 100 μL/well を加えて吸光度を測定した．標準溶液は，アディポネ
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クチン濃度 0.25，0.5，1.0，2.0，4.0，8.0 ng/mL に調製し，試薬盲検には検体希釈液のみを加えた．

標準溶液の吸光度および濃度を片対数方眼紙にプロットし，検体のアディポネクチン濃度を算出し

た．測定は 1 検体につき 2 回行い，その平均値を測定値とした．なお，測定値はマウスアディポネ

クチン当量として算出した． 

 

(8) 血清総アンジオテンシノーゲン 

 総アンジオテンシノーゲン濃度の測定は，EIA サンドイッチ法を用いたキットである Rat Total 

Angiotensinogen Assay Kit（免疫生物研究所，群馬）を使用して行った．測定原理は以下のとおりで

ある．一次反応として検体中のアンジオテンシノーゲンはマイクロプレート上の固相化抗アンジオ

テンシノーゲン抗体に結合して複合体を形成する．二次反応として HRP 標識抗アンジオテンシノ

ーゲン抗体が複合体に結合する．TMB 溶液を加えると複合体に結合した酵素により呈色する．こ

れをプレートリーダーにて吸光度（主波長 450 nm）を測定し，検体中のアンジオテンシノーゲン濃

度を求めるものである． 

本実験ではマイクロプレートに標準溶液または希釈用緩衝液で 3,000倍希釈した検体 100 μL/well

を加え，37℃で 60 分間静置反応させた．洗浄後，HRP 標識抗体 100 μL/well を加え，37℃で 30 分

間静置反応させた．再び洗浄し，TMB 溶液 100 μL/well を加え，遮光下常温で 30 分間静置反応さ

せた後，反応停止液 100 μL/well を加えて吸光度を測定した．標準溶液はアンジオテンシノーゲン

濃度 0.08，0.16，0.31，0.63，1.25，2.5，5.0 ng/mL に調製し，試薬盲検には希釈用緩衝液のみを加

えた．標準溶液の吸光度および濃度を片対数方眼紙にプロットして検量線を作成し，検体のアンジ

オテンシノーゲン濃度を算出した．測定は 1 検体につき 2 回行い，その平均値を測定値とした． 

 

(9) 血清 NOx（NO2
-・NO3

-） 

NOx 濃度の測定は，Griess 法を用いた測定キットである NO2／NO3 Assay Kit-C II (Colorimetric)‐

Griess Reagent Kit‐（同仁科学研究所，熊本）を使用して行った．測定原理は以下のとおりである．

検体中の NO3
-は還元酵素により NO2

-になる．NO2
-によってジアゾニウム塩化合物とナフチルエチ

レンジアミンはアゾカップリングし，ジアゾ化合物が生成する．これをプレートリーダーにて吸光

度（主波長 540 nm）を測定し，検体中の NOx 濃度を求めるものである． 

本実験では，血清検体を遠心式フィルターユニット（Amicon Centrifugal Filter Unit with Ultracel-10 

membrane；Merck Japan，東京）を用いて 4℃，7,000×g（8,500 rpm；微量用冷却卓上遠心機 H-15FR）

で 20 分間遠心分離して除タンパク質処理を行い，濾過溶液を試料とした．96 ウェルプレートに標

準溶液または試料 80 μL/well，補酵素溶液 10 μL/well および酵素溶液 10 μL/well を加えて混和し，

室温で 2 時間静置反応させた．試薬 A 50 μL/well を加えて混和して 5 分間静置反応させ，試薬 B 50 

μL/well を加えて混和して 10 分間静置反応後，吸光度を測定した．標準溶液は NO3
-濃度 25，50，
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100 μmol/L になるように調製し，試薬盲検には緩衝溶液のみを加えた。検量線を作成し，検体の

NOx 濃度を算出した．測定は 1 検体につき 2 回行い，その平均値を測定値とした． 

5. 脂肪組織および大動脈における遺伝子発現解析 

睾丸周囲脂肪組織および腹部大動脈組織から総RNAを抽出し逆転写後，real-time polymerase chain 

reaction（PCR）法により messenger RNA（mRNA）発現量を測定した．睾丸周囲脂肪組織では，ア

ディポネクチンおよび CCAAT/enhancer binding protein α（C/EBPα），腹部大動脈組織ではアディポ

ネクチン受容体 AdipoR1，AMPK のサブユニットである Prkaa1，eNOS，および sGC のサブユニッ

トである sGCa1 の mRNA 発現を測定した． 

 

(1) 総 RNA の抽出 

凍結保存していた睾丸周囲脂肪組織および大動脈組織に RNAiso Plus（タカラバイオ，滋賀）を

睾丸周囲脂肪組織重量 300 mg あたり 3 mL，Tripure Isolation Reagent（Roche, Mannheim, Germany）

を大動脈組織重量 100 mg あたり 2 mL 加え，あらかじめ RNase AWAY（Molecular BioProducts, San 

Diego, CA, USA）で RNase 除去処理をしたホモジナイザー（EYELA MAZELA Z；東京理化器械，

東京）を用いて氷冷下でホモジナイズした．チューブに分注したホモジネート 1 mL あたり，氷冷

したクロロホルム 0.2 mL を加えて 30 秒間混和し，室温で 5 分間静置後，4℃，12,000×g（11,000 rpm；

微量用冷却卓上遠心機 H-15FR）で 15 分間遠心分離した．上清約 0.4 mL を新しいチューブに採取

し，同量のイソプロパノールを加えて 10 秒間混和し，室温に 5 分間静置した．4℃，12,000×g で

10 分間遠心分離した後，上清を除去し，残った沈殿物（総 RNA）に 75%エタノールを 1 mL 加え，

4℃，12,000×g で 3 分間遠心分離した．上清除去後，風乾させた．RNA 沈殿物（総 RNA）を Tris-EDTA 

buffer で懸濁後，50℃で 5 分加温しながら完全に溶解し，総 RNA 溶液の吸光度を測定後（NanoVue 

plus with printer；GE ヘルスケア・ジャパン，東京），脂肪組織あるいは大動脈から抽出した RNA

濃度がそれぞれ 0.5 あるいは 0.25 μg/μL になるように Tris-EDTA buffer で希釈した．総 RNA 溶液は

遺伝子解析実験まで－80℃で保存した． 

 

(2) 逆転写反応 

 逆転写反応には PrimeScript® RT Master Mix（Perfect Real Time）（タカラバイオ）を用いて反応液

を調製した．逆転写反応液の組成を以下に示す．脂肪組織 RNA 試料：5×PrimeScript RT Master Mix：

RNase Free dH2O：総 RNA 溶液 = 2：7：1（v/v）．大動脈組織 RNA 試料：5×PrimeScript RT Master Mix：

RNase Free dH2O：総 RNA 溶液 = 2：6：2（v/v）．反応液を混和した後，37℃で 15 分間の逆転写反

応を行い，85℃で 10 秒間，逆転写酵素を熱失活させ，直ちに氷上に置いた．逆転写反応産物であ

る complementary DNA（cDNA）溶液は real-time PCR を行うまで－20℃で保存した． 
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(3) Real-time PCR 

PCR は Applied Biosystems 7300 Real-time PCR system（ライフテクノロジーズジャパン，東京）を

使用し，SYBR Green real-time PCR 法を用いて行った．PCR 反応液の調製には，脂肪組織から調製

した cDNA 試料には SYBR® Premix Ex Taq
TM

 II（タカラバイオ）および大動脈組織から調製した

cDNA 試料には THUNDERBIRD
®
 SYBR

®
 qPCR Mix（東洋紡，大阪）を用いた．プライマーはプラ

イマー設計ツール Primer-BLAST（National Center for Biotechnology Information, NCBI; Bethesda, MD, 

USA）を用いて設計し、グライナー・ジャパン（東京）に合成を依頼した．PCR 反応液の組成を以

下に示す．SYBR® Premix Ex Taq
TM

 II あるいは THUNDERBIRD
®
 SYBR

®
 qPCR Mix 10 μL，10 μM 

forward primer 0.8 μL，10 μM reverse primer 0.8 μL，ROX reference dye 0.4 μL，滅菌水 7 μL，cDNA

溶液 1 μL（総容量 20 μL）．合成プライマーの塩基配列を Table 2-3 に，PCR 条件を以下に示す．

初期変性（1 サイクル）：95℃下 60 秒，PCR（40 サイクル）：95℃下 15 秒の変性反応および 60℃下

45 秒の伸長反応，融解曲線分析（1 サイクル）：95℃下 15 秒，60℃下 30 秒，95℃下 15 秒． 

各目的遺伝子の発現量の相対比（R）を 18S ribosomal RNA（rRNA）あるいは glyceraldehyde 

3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）を内部標準遺伝子として，比較 Ct 法で解析した．R 値の算出

方法を以下に示す． 

R = 2
-ΔΔCt

  （Ct, threshold crossing） 

ΔΔCt = (Ct, target － Ct, 18S rRNA or GAPDH) treatment － (Ct, target － Ct, GAPDH) control group, avg. 

 

6. 大動脈の病理組織学的検討 

 病理組織学的所見は群分けを伏せて行うブラインドにより、すべて病理医が評価した． 

 

(1) ヘマトキシリン・エオジン（hematoxylin and eosin，HE）染色  

組織が包埋されたパラフィンブロックをミクロトームで 4 μm の厚さに薄切し，脱パラフィン処

理し水洗した後，マイヤーのヘマトキシリン液にて 5 分間染色した．温湯で色出しし水洗後，エオ

ジン液にて 2～3 分染色し，アルコールで分別した後，脱水・透徹・封入した．これは，ヘマトキ

シリンの酸化により生じたヘマテインと媒染剤の金属部分とで錯体を形成させることにより正に

帯電させ，負に帯電した細胞核のリン酸基などと結合させる一方，負に帯電しているエオジンの色

素分子が正に帯電している組織成分と結合することを利用した染色方法である．したがって，細胞

核は青紫色に，その他の細胞質，線維，赤血球などはそれぞれの性質に応じ濃淡各種の赤色に染色

される． 

 

(2) 胸部大動脈の動脈硬化病変の評価 

 動脈硬化病変の評価は HE 染色された胸部大動脈組織切片を用い，内皮細胞と血管壁の平滑筋を
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観察した．動脈硬化が存在すると内皮細胞下の内膜に変性脂質やマクロファージなどが蓄積する組

織像（粥腫形成）がみられる． 

 

(3) 胸部大動脈の eNOS の免疫染色および評価 

大動脈組織が包埋されたパラフィンブロックを 5 μm の厚さで薄切し，脱パラフィン処理したあ

と，0.03%過酸化水素含有 Tris-buffered saline（TBS）に 5 分間浸漬し内因性ペルオキシダーゼをブ

ロックした．マイクロ波を用いた熱処理による抗原賦活後に，5% 牛血清アルブミン（bovine serum 

albumin, BSA）溶液に 5 分間浸漬し，非特異的反応をブロックした．抗体はウサギポリクローナル

抗 NOS3 抗体（Abnova Corporation，台北，台湾）を 1%BSA 含有 TBS で 80 倍希釈して用いた．二

次抗体はウサギ抗体用 Envision-HRP（DAKO，Glostrup，Denmark）を用い，3,3'-diaminobenzidine

（DAB；Vector，Burlingame, CA，USA）で発色した．抗原抗体反応は，間歇的な超音波照射を取

り入れた Kumada らの方法に従った 65)．標本は DAB を基質として茶色に発色し，ヘマトキシリン

で対比染色後に鏡検に供した． 

染色性の評価は「まったく染まらない（0）」，「軽度に染まる（1）」，「中等度に染まる（2）」，「高

度に染まる（3）」の 4 段階で分け，判断が難しいものや染まった細胞と染まらない細胞が隣り合っ

ているものは，スコア 0 と 1 の間では 0.5，スコア 1 と 2 の間では 1.5 とした．  

 

7. 摘出大動脈における血管張力測定 

 

(1) 試薬 

本測定では，acetylcholine chloride（ACh；Sigma-Aldrich Japan，東京），sodium nitroprusside （SNP；

Sigma-Aldrich Japan），papaverine hydrochloride（Pap；Sigma-Aldrich Japan），nitro-L-arginine（L-NNA；

Sigma-Aldrich Japan），KCl（和光純薬工業），L-phenylephrine（PE；Sigma-Aldrich Japan）を用いた．

KCl は 3 M のストック溶液として室温で保存し，KCl 以外の試薬はそれぞれ超純水で溶解後，高濃

度調製試薬を－30℃で凍結保存した．用いた薬物の性質を以下に説明する．ACh は副交感神経の伝

達物質であり，血管平滑筋への直接作用としては弱い収縮を引き起こすが，動脈は副交感神経支配

が少ないため収縮作用は弱い．血管内皮にある ACh のムスカリン受容体に作用して内皮由来弛緩

因子である NO を遊離して血管を弛緩させる．SNP は構造中に NO 基を有する NO ドナーであり，

直接平滑筋に作用して細胞内の cGMP の増加を介し血管を弛緩させる．Pap は平滑筋に作用して強

い弛緩を引き起こす．L-NNA は NO 合成酵素阻害薬であり，本実験では内皮細胞における NO 合成

を抑制するために標本に前処置した． 
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(2) 動脈輪状標本の作成 

 酸素ガスで飽和した HEPES 溶液中に保存していた SHRSP/ZF ラットの胸部大動脈を 37℃に加温

した Tyrode 液中に移し，実体顕微鏡下で動脈から結合組織および脂肪組織を注意深く除去した後，

約 2 mm の長さの輪状標本を作製した．1 個体から 1～3 本の血管標本を得た．実験例数（n）は，

血管標本 1 個から得られたデータを 1 例（n = 1）と数え，PE 投与による収縮や ACh 投与による弛

緩が観察されなかった場合は，標本作成時に血管平滑筋や内皮細胞が障害されたとみなして実験デ

ータから除外した．Tyrode 液の組成は以下のとおりである．Tyrode 液（mM）：NaCl 136.8，KCl 5.9，

CaCl2 2.5，MgCl2 1.0，NaHCO3 11.9，glucose 5.5（混合ガス（95% O2，5% CO2）を通気したときの

pH =7.3～7.4）． 

 

(3) 血管張力の測定方法 

血管標本を混合ガス（95% O2および 5% CO2）を通気した Tyrode 液（37℃）で満たした器官槽（5mL

容；UC-5TD；いわしや岸本医科産業，京都）内に保持した．その後，槽内に設置された 2 本のス

テンレス製フックに内皮を傷つけないように血管標本をセットし，1 g の静止張力を負荷し，20 分

間隔で新鮮な Tyrode 液と交換しながら 1 時間平衡状態を保った．平衡期間終了後，60 mM KCl を

投与して血管標本に最大収縮反応を引き起こした．KCl を繰り返し投与することによる血管標本の

収縮反応に再現性が確認できた後，各薬物の効果を検討した（後述）．張力変動は張力トランスデ

ューサー（MLT010；ミネベア，長野および 0.08N；オリエンテック，東京）を用いて測定し，歪圧

力用アンプ（AP-621G；日本光電，東京および ML224 4 連ブリッジアンプ；AD Instruments Japan，

名古屋）を介し，多ペン記録計（LR4200E；横河電機，東京）に描記あるいは，コンピュータプロ

グラム（Lab Chart v7.1；AD Instruments Japan）により記録した． 

ACh による内皮依存性および SNP による内皮非依存性の血管弛緩作用を用量‐反応曲線により

評価した．ACh による弛緩反応の検討では，標本を PE（10
-5 

M）で前収縮させ，PE の収縮が安定

したところで ACh を累積的に投与して（10
-9～10

-5 
M），用量‐弛緩反応を測定した．また，内皮細

胞依存性弛緩反応における NO 関与の証明のため，標本を NOS 阻害薬である L-NNA（2×10
-4 

M）

で 20 分間前処置し，PE（10
-5 

M）で前収縮させ，PE の収縮が安定したところで ACh を累積的に投

与して（10
-9～10

-5 
M），用量‐弛緩反応を測定した．内皮非依存性弛緩反応における NO 関与の証

明のため，L-NNA および PE 処置後の前収縮標本において SNP（10
-9～10

-6 
M）を累積的に添加して

いき，用量‐弛緩反応を測定した．実験の最後に Pap（10
-4 

M）を投与し，最大弛緩反応を測定し

た．検体の弛緩率は Pap 投与による最大弛緩に対する百分率（%）で表示した．また，薬物効力の

程度を示す指標として pD2値を用い，次式により求めた． 

pD2 = -logED50 

なお、ED50（effective dose 50%）とは薬物の 50%有効量，すなわち最大反応の 50%を引き起こす
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アゴニストの容量である． 

 

8. 統計処理 

各項目の分析結果は平均値 ± 標準誤差（standard error, SE）で示した．群間の有意差の検定は統

計解析ソフト SPSS Statistics 17（IBM Corporation, Somers, NY, USA）を用いて一元配置分散分析

（analysis of variance, ANOVA）および Bonferroni 法（多重比較）にて行い，クロス集計は Fisher の

直接確率，相関解析は Pearson の相関係数の有意性検定にて行った．全ての検定で有意確率 P < 0.05

を統計学的に有意差があるとみなした． 

 

 

2-3. 実験結果 

 

フィコシアニンを摂取したメタボリックシンドローム自然発症モデルSHR/NDmcr-cpラットおよ

び SHRSP/ZF ラットにおける身体所見，収縮期血圧，血清生化学的検査値ならびに大動脈における

血管弛緩性，組織学的所見および遺伝子発現を示す．各群の実験例数（n）に関して，実験期間中

に SHR/NDmcr-cp ラットのうち High 群の 1 匹，SHRSP/ZF ラットのうち Ath 群の 3 匹，Ath+P0.5

群の 1 匹が原因不明で死亡したため，本実験ではそれぞれ Control 群（n = 7），Low 群（n = 7），Middle

群（n = 7）および High 群（n = 6）の 4 群ならびに Ath 群（n = 3），Ath+P0.5 群（n = 5）および Ath+P1.5

群（n = 6）の 3 群における解析および比較を行った． 

 

1. SHR/NDmcr-cp ラットにおける身体所見および収縮期血圧 

 24 週間の摂餌期間（10～34 週齢）中の成長曲線を Figure 2-1 に示す．総エネルギー摂取量，終体

重，肝臓重量／体重比および睾丸周囲脂肪重量／体重比において，4 群間に有意な差はみられなか

った（Table 2-4）．34 週齢時における収縮期血圧は 4 群間に有意な差はみられなかったものの，フ

ィコシアニン添加濃度依存的に低下する傾向を示した（Control，Low，Middle，High 群：179 ± 10，

170 ± 8，164 ± 9，152 ± 8 mmHg，ANOVA：P = 0.215，Figure 2-2）． 

 

2. SHR/NDmcr-cp ラットにおける血清生化学的検査値 

 34週齢時における SHR/NDmcr-cpラットの血清生化学検査値を Table 2-5に示す．血清 TG，HDL-C

およびグルコース値はMiddle群がControl群およびLow群に比べて有意に高値を示した．血清TC，

HDL-C/TC 比，インスリン，アディポネクチン，レプチンおよび NOx 値は 4 群間に有意な差はみら

れなかった。しかし，血清アディポネクチン値はフィコシアニン摂取群（Low，Middle および High

群）が Control 群に比べて高値を示す傾向がみられた． 
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3. SHR/NDmcr-cp ラットの脂肪組織における遺伝子発現量 

 脂肪組織におけるアディポネクチン mRNA発現はフィコシアニン摂取群が Control 群に比べて高

値を示す傾向がみられたが，群間に有意な差はなかった（Figure 2-3）．脂肪細胞におけるアディポ

ネクチン遺伝子の主要な転写調節因子である C/EBPα の mRNA 値はアディポネクチン mRNA 発現

傾向に類似してフィコシアニン摂取群が Control 群に比べて高値を示す傾向がみられたが，群間に

有意な差はなかった（Figure 2-3）． 

 

4. SHR/NDmcr-cp ラットの胸部大動脈における組織学的評価 

 動脈硬化が生じると組織学的所見として，内膜の増殖や肥厚，平滑筋細胞の増殖や肥厚および内

膜への浸潤，マクロファージの増殖，アポトーシスならびにコラーゲンの蓄積などが観察されるが，

本実験ではSHR/NDmcr-cpラットの胸部大動脈において動脈硬化病変は全個体で観察されなかった

（データ未記載）．大動脈における eNOS 発現を免疫染色にて観察した組織像を Figure 2-4a に，染

色程度をスコア化した評価結果のクロス集計表を Table 2-6 に示す．eNOS 免疫染色程度において群

間で有意な差はみられなかったが，eNOS 免疫染色程度（eNOS grade）は血清アディポネクチン値

と有意な中等度の正相関を示した（P = 0.002，r = 0.573，Figure 2-4b）． 

 

5. SHRSP/ZF ラットにおける身体所見および収縮期血圧の推移 

 9 週間の摂餌期間（9～18 週齢）中の成長曲線を Figure 2-5 に示す．総エネルギー摂取量，終体重，

肝臓重量／体重比，睾丸周囲脂肪重量／体重比および心臓重量／体重比において，群間に有意な差

はみられなかった（Table 2-7）．試験食を摂取開始後，1 週目および 4 週目の収縮期血圧において群

間に有意な差はみられなかった．7 週目の収縮期血圧は群間で有意差はないものの，Ath 群に比較

して Ath+P0.5 群および Ath＋P1.5 群でフィコシアニン添加濃度依存的に低下する傾向がみられた

（Ath，Ath+P0.5，Ath+P1.5 群：166 ± 3，153 ± 8，147 ± 5 mmHg，ANOVA：P = 0.110，Figure 2-6）． 

 

6. SHRSP/ZF ラットにおける血清生化学的検査値 

 血清 TG，TC，HDL-C，グルコース，インスリンおよびレプチン値は 3 群間に有意な差はみられ

なかった（Table 2-8）．また，血清アディポネクチン値は SHR/NDmcr-cp ラットでも観察されたよう

にフィコシアニン添加群で濃度依存的に高値を示したが，群間に有意な差はみられなかった．脂肪

組織の増加に伴う血圧上昇に関与するアンジオテンシノーゲンを測定した結果，3 群間に有意な差

はみられなかった．生体内で産生された NO 量を推定するため，血液中に存在する NOx 濃度を測

定したが，3 群間に有意な差はみられなかった． 
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7. SHRSP/ZF ラットの胸部大動脈における血管弛緩反応 

(1) ACh 投与による胸部大動脈の内皮依存性弛緩反応 

 Ath，Ath+P0.5 および Ath+P1.5 群すべてにおいて，ACh 投与によって用量依存性の弛緩反応が認

められた（Figure 2-7a）．ACh による弛緩反応が内皮細胞からの NO 遊離に起因するかを確かめるた

めに，NO 合成阻害薬である L-NNA を前処置してから同様の実験を行った結果，ACh による弛緩

反応が消失したことから ACh 投与による弛緩反応は内皮細胞からの NO の遊離によることが示唆

された（Table 2-9）．フィコシアニン摂取が ACh による内皮依存性弛緩反応に影響を及ぼすかを検

討するために，Ath 群と Ath+P0.5 群および Ath+P1.5 群の弛緩反応を比較した．低濃度の ACh 投与

（10
-9，10

-8 
M）に対する弛緩反応は，Ath 群に比較して Ath+P0.5 群および Ath+P1.5 群でフィコシ

アニン添加濃度依存的に増大する傾向がみられたが，群間に有意な差はなかった（Figure 2-7a）．最

大弛緩反応は Ath 群と Ath+P1.5 群でほとんど変わらない値を示した（Table 2-9）． 

 

(2) SNP 投与による胸部大動脈の内皮非依存性弛緩反応 

 SNP は構造中に NO 基を有する NO ドナーであり，血管平滑筋に直接 NO が作用することで細胞

内の cGMP を増加させて弛緩を引き起こす．本実験では内皮非依存性の弛緩反応として平滑筋の

NO に対する感受性の変化を知る目的で使用し，その作用を観察した． 

 3 群すべてにおいて，SNP 投与によって用量依存性の弛緩反応が認められた（Figure 2-7b）．各

SNP 投与濃度において群間で有意な差はみられなかったが，Ath 群に比較して Ath+P0.5 群および

Ath+P1.5 群で弛緩反応が増大する傾向がみられた（Figure 2-7b，Table 2-9）．pD2値は Ath 群に比較

してフィコシアニン添加群で有意ではないものの高値を示した（P = 0.088, Ath vs. Ath+P0.5; P = 

0.079, Ath vs. Ath+P1.5, Table 2-9）．  

 

8. SHRSP/ZF ラットの胸部大動脈における組織学的評価 

 本実験では全個体で動脈硬化病変はみとめられなかった（Figure 2-8）． 

 

9. SHRSP/ZF ラットの大動脈における遺伝子発現量 

 フィコシアニンによる血管弛緩作用の機序としてアディポネクチンを介した血管内皮機能の改

善を仮定し，動脈における血管収縮・弛緩に関与する遺伝子発現を定量した．内皮細胞に発現する

アディポネクチン受容体である AdipoR1 mRNA，AdipoR1 の発現増加により活性化する AMPK の

サブユニットである Prkaa1 mRNA，AMPK により活性化され，アディポネクチンが発現調節に関与

する eNOS，および eNOS により産生された NO の受容体で，平滑筋細胞に発現する sGC のサブユ

ニットである sGCa1 mRNA の発現は，Ath 群に比較して Ath+P0.5 群および Ath+P1.5 群で有意では

ないもののフィコシアニン添加濃度依存的に増加する傾向を示した（Figure 2-9）．  
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2-4. 考察 

 

本実験ではメタボリックシンドロームおよび高血圧に対するフィコシアニンの効果の検討を目

的とし，全身のメタボリックシンドローム病態ならびに動脈硬化などによる血管機能障害に着目し

た作用機序を検討するため，メタボリックシンドロームを自然発症する SHR/NDmcr-cp ラットおよ

び SHRSP/ZF ラットの 2 種類の病態モデル動物を用いた． 

 本実験において，34 週齢時の SHR/NDmcr-cp ラットは過食により高体重，高血糖，高インスリン

血症および高 TG 血症などで示される典型的なメタボリックシンドローム様病態を発症した．24 週

間にわたりフィコシアニン添加食を摂取した SHR/NDmcr-cp ラット（Low，Middle および High 群）

においても同様にメタボリックシンドローム様病態を発症した．血中メタボリックパラメータに関

するフィコシアニンの影響として，有意ではなかったもののフィコシアニン摂取群で血清アディポ

ネクチン濃度の増加が観察された．さらに睾丸周囲脂肪組織におけるアディポネクチン mRNA の

発現も有意ではなかったもののフィコシアニン摂取群で増加が認められた．アディポネクチン

mRNA 発現の増加機序の検討のため，脂肪細胞におけるアディポネクチン遺伝子の主要な転写調節

因子であり，脂肪細胞の分化の制御因子でもある C/EBPα の mRNA 発現量を測定した．その結果，

転写調節因子 C/EBPαのmRNA発現がアディポネクチンmRNA発現傾向に類似していたことから，

フィコシアニンによる血中アディポネクチン増加機序には C/EBPα 発現に対しフィコシアニンの何

らかの関与がある可能性が考えられた． 

 34 週齢時における SHR/NDmcr-cp ラットの収縮期血圧は，有意ではなかったものの飼料に添加し

たフィコシアニン濃度依存的な低下傾向がみられた．フィコシアニンによる直接的な血圧低下作用

の報告はこれまでないことから，アディポネクチンの増加を介した間接的な作用であると仮定し作

用機序の検討を行った．Ouchi らは，高血圧症例における血管内皮機能と血中アディポネクチン濃

度とは正の相関を示すこと，収縮期血圧と血中アディポネクチン濃度が逆相関することを示し，さ

らに，アディポネクチン欠損マウスは内皮依存性血管弛緩反応が低下していることを報告している

11)．内皮依存性弛緩反応の低下には，①動脈硬化などに伴う内皮下組織の増殖による，遊離された

NO の平滑筋への到達の障害，②内皮細胞における NO 産生・分泌の低下，③血管平滑筋における

NO 感受性の低下などが関与する 66)．まず，①に関して SHR/NDmcr-cp ラットの大動脈における動

脈硬化病変の有無を検討したが，SHR/NDmcr-cp ラットは動脈硬化病変の形成に対して抵抗性を有

し 64)，本実験でも内膜や平滑筋の肥厚を含む明らかな血管病変は観察されなかった（データ未記載）．

したがって，本実験において SHR/NDmcr-cp ラットの血圧上昇には動脈硬化でなく内皮機能障害に

よる持続的な血管の収縮が関与していると考えた．Hattori らは，ヒト臍帯静脈内皮細胞においてア

ディポネクチンが転写レベルで eNOS 発現を増大させ，かつ eNOS を活性化し，NO 産生が誘導さ

れることを示唆した 67)．この報告を踏まえ，次に②に関して eNOS 発現量の検討ならびに血中 NOx



22 

 

の定量を行った．大動脈の eNOS を免疫染色で評価した結果，群間で有意な差はみられなかった．

しかし，血中アディポネクチン値と eNOS 発現強度の間には有意な正の相関がみられたことから，

アディポネクチンによる eNOS 発現の誘導が示唆された．一方で，eNOS 発現強度と収縮期血圧値

の間には相関関係がみられなかった（データ未記載）．これは，血圧調節が交感神経系などの様々

な機構により制御されており，eNOS を介した血管弛緩作用と拮抗作用を示した可能性が考えられ

た．また，③の血管平滑筋における NO 感受性は本実験において評価しておらず，血管平滑筋機能

を検討することでより正確に血圧値との関連性を見出せたかもしれない．また，血中 NOx 量はフ

ィコシアニン摂取群における有意な増加はみられず，eNOS 発現強度とも有意な相関はみられなか

った．血中 NOx の由来は eNOS だけでなく誘導性 NOS（inducible NOS, iNOS）が産生する NO も

あること，また，内皮において産生された NO は自由拡散するため 66)，血管内腔側および血管平滑

筋側の分布割合は不明であることなどが血中 NOx 量と eNOS 発現強度の結果の不一致につながっ

たと考えられる． 

 34週齢時における SHR/NDmcr-cpラットの血清 TG値および血清グルコース値がフィコシアニン

摂取に関係なく，Middle 群において有意に高値を示した理由については不明である．１つの可能性

として，飼育時において Middle 群の摂餌量が常に多く，飼育終了時に体重差がみられないように

食餌投与量を調節したことから，摂取量減に伴って脂質や糖質など栄養素の体内への蓄積から異化

へと代謝の変化が起き，血中濃度が高値を示したという機序が考えられた．その仮説を裏付けるよ

うに Middle 群の中で血清 TG 値や血清グルコース値が最も高値を示した個体において，体重，睾丸

周囲脂肪重量および肝臓 TG 量は低値を示したが詳細は解明できていない． 

SHRSP/ZF ラットに高脂肪および高コレステロールを含む動脈硬化誘導（atherogenic, Ath）食を 9

週間摂取させると，肥満，高血圧，高インスリン血症および高コレステロール血症などに示される

メタボリックシンドローム様病態を発症した．Ath 食にフィコシアニンを添加した食餌を摂取した

個体（Ath+P0.5 および Ath+P1.5 群）でも同様にメタボリックシンドローム様病態を発症したが，

フィコシアニン添加食摂取後 7 週目における収縮期血圧は，フィコシアニン添加濃度依存的に上昇

が抑制される傾向を示した．また，フィコシアニンを摂取させた SHR/NDmcr-cp ラットにおいて血

中アディポネクチンが増加したという結果と一致して，SHRSP/ZF ラットにおいてもフィコシアニ

ン添加濃度依存的に血中アディポネクチンの増加が確認された． 

 フィコシアニンの継続的摂取による血圧上昇抑制作用の機序の解明を目的とし，血管内皮機能に

及ぼす影響を検討するために，SHRSP/ZF ラットの摘出大動脈における ACh による内皮依存性弛緩

反応の変化を観察した．メタボリックシンドロームにおいて内皮機能障害が生じることが報告され

ているように，SHRSP/ZF ラットにおいても非肥満同胞に比べて内皮依存性弛緩反応が減弱するこ

とが確認されている 68)．本実験において ACh による内皮依存性弛緩反応は，NO 合成酵素阻害剤

L-NNA の前処置によりほぼ消失したことから，SHRSP/ZF ラットにおける ACh による弛緩反応は
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内皮由来 NO に依存していると考えられた．Ath 食と同時にフィコシアニンを摂取した群では，Ath

食のみを摂取した群に比べて低用量の ACh に弛緩反応を示し，フィコシアニンは内皮依存性弛緩

反応を改善させる作用を有する可能性が考えられた．また，平滑筋弛緩に関与するセカンドメッセ

ンジャーの cGMPに直接作用するNOドナーであるSNPによる内皮非依存性弛緩反応においても，

フィコシアニン摂取群では低用量の SNP に弛緩反応を示した．これより，フィコシアニン摂取は

内皮機能だけでなく中膜平滑筋のNO感受性を含む機能に対しても何らかの改善作用があることが

示唆された． 

 フィコシアニン摂取による血管弛緩反応の改善作用の機序を検討するため，弛緩反応を観察した

血管部位である胸部大動脈の動脈硬化病変を組織学的に評価した結果，SHRSP/ZF ラットにおいて

9 週間の Ath 食摂取によって動脈硬化の発症は認められなかった．次に血管弛緩反応に関与する遺

伝子の発現を検討した．アディポネクチンによる eNOS 発現増加作用が報告されていることを踏ま

えて，アディポネクチン受容体である AdipoR1，アディポネクチンにより活性化され eNOS の活性

化に関与するAMPKのサブユニット α1 Prkaa 1および eNOS のmRNA発現を測定した．その結果，

すべての mRNA 発現はフィコシアニン添加濃度依存的に増加する傾向を示したことより，フィコ

シアニン摂取は内皮のアディポネクチン受容体の増加作用を介し，eNOS 発現の低下を抑制するこ

とで内皮依存性弛緩反応の減弱を抑制していることが考えられた．フィコシアニンによる肝臓のア

ディポネクチン受容体発現の増加作用は本研究において確認しており（データ未記載），血管内皮

細胞においてもアディポネクチン受容体の発現を増加させることを示した．平滑筋細胞に発現する

sGC mRNA 発現もフィコシアニン添加濃度依存的に増加する傾向を示したことより，内皮非依存性

弛緩反応の減弱の抑制はフィコシアニンによって sGC 発現が保持されていることが関与する可能

性が考えられた．AMPK は内皮細胞および平滑筋細胞の双方に発現が確認されており，AMPK の活

性化は内皮依存性および内皮非依存性の弛緩反応を誘導する 69)．本実験ではサンプルの腹部大動脈

が微量であったこともあり，内皮細胞と平滑筋細胞を分離せずに mRNA 測定のサンプルとして用

いたため，Prkaa 1 の発現増加がどちらの細胞で生じたのかは確認できなかった．本実験ではフィコ

シアニン摂取によって内皮依存性および内皮非依存性の弛緩反応ともに改善傾向がみられたこと

から，内皮細胞および平滑筋細胞どちらにおいても AMPK の発現増加がみられた可能性が考えら

れる．今後の研究では分離した血管の細胞におけるmRNAやタンパク質の測定を行う必要がある．  

以上の結果より，本実験はフィコシアニンの機能性として次のことを明らかにした．すなわち，

SHR/NDmcr-cp ラットおよび SHRSP/ZF ラットにおいて，フィコシアニンの長期摂取は収縮期血圧

の上昇および血中アディポネクチン濃度の低下を抑制した．また，フィコシアニンによる降圧作用

の機序としてメタボリックシンドロームの進展に伴う血管弛緩性の低下の抑制が関与している可

能性が示された．その作用機序の一端をフィコシアニンによるアディポネクチン受容体の発現増加

とアディポネクチンによる血管の eNOS発現増加を介した内皮依存性弛緩反応の改善作用が担って
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いることが示唆された．フィコシアニンがヒトにおいても十分な効果を発揮するかについて今後，

更なる検討が望まれる． 

 

 

2-5. 小括 

 

メタボリックシンドロームモデル動物である SHR/NDmcr-cpラットおよび SHRSP/ZFラットにお

ける高血圧に対するフィコシアニンの効果を検討した．普通飼料にフィコシアニンを添加した食餌

を 24 週間摂取した SHR/NDmcr-cp ラットにおいて，フィコシアニン添加濃度依存的に収縮期血圧

の上昇が抑制された．また，アディポネクチンの血中レベルはフィコシアニン摂取濃度依存的に低

下が抑制された．フィコシアニンは白色脂肪組織においてアディポネクチンを転写レベルで増加さ

せ，転写調節因子 C/EBPα が関与している可能性が示唆された．また，血管における eNOS 発現強

度と血清アディポネクチン値が正の相関関係を示したことから，フィコシアニンによる血圧低下作

用にはアディポネクチンによる血管 eNOS を介した機序が考えられた． 

フィコシアニンによる血圧上昇抑制作用機序の更なる解明のため，SHRSP/ZF ラットに動脈硬化

誘導食およびフィコシアニンを同時摂取させて血管におけるフィコシアニンの効果を検討した．9

週間の食餌摂取後，胸部大動脈における動脈硬化病変は観察されなかったが，フィコシアニン摂取

によって血管内皮依存性弛緩反応ならびに内皮非依存性弛緩反応の改善傾向がみられた．さらに，

血管弛緩反応に関与する AdipoR1，AMPK サブユニットの Prkaa1，eNOS および sGC サブユニット

の sGC1a mRNA 発現がフィコシアニン添加濃度依存的に増加する傾向がみられた．よって，フィ

コシアニンによる血管弛緩性の改善が高血圧発症の抑制に寄与したと考えられた． 
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第３章 

NASH に対するフィコシアニンの効果の検討 

 

第１節 

食事誘導性 NASH 線維化モデルの作成 

 

 

3-1-1. 緒言 

 

NASH は単純性脂肪肝と異なり，炎症の持続によって肝細胞が変性および壊死を生じ，肝線維化

の発症を経て最終的には肝硬変や肝癌に至る可能性がある予後不良な進行性疾患である 17)．NASH

は生活習慣病とみなされており，食事因子を含む種々の増悪関連因子の存在により多様な発症進展

形式を示すことから，すべての患者に適応できる治療法や本疾患そのものに対する特効薬は未だ開

発されていない．また，NASH における肝発癌は肝線維化進展例に多いとされ，線維化進展の抑制

を踏まえた治療は NASH 患者の予後改善のためにも重要である 22)．これより，NASH における線維

化発症に対して抑制作用を示す治療薬の開発のため，適切な病態モデル動物を用いて薬効評価を行

う必要性が考えられた．上記の研究背景から著者が考える適切な病態モデル動物とは，遺伝子操作

や肝毒性物質の投与などに依存することなく，ヒト NASH の病因，すなわち食事因子などの生活習

慣関連因子によって自然経過で線維化へ移行する NASH 病態を呈するモデルを指す． 

今まで報告されている食餌誘導性 NASH 線維化モデルは，食餌の強制投与による高カロリー摂取

やメチオニン・コリン欠乏食の負荷などによるものがある 52)．これらのモデルは短期間で NASH

および肝線維化を発症するが，経胃あるいは経腸ルートによる高カロリー負荷や，メチオニンおよ

びコリンの欠乏した食餌はヒトの通常の食事にはあてはまらない．高脂肪食も同様に NASH モデル

の作成に用いられる食餌であり，高脂肪食の摂取は肝臓において脂肪を蓄積させ，その後 NASH 様

肝病変を発症することが報告されている 52,70)．しかし，齧歯類に対する高脂肪食の負荷は，肝脂肪

化や炎症を数週間で発症させるものの，肝線維化を発症するまでには 3～6 ヶ月程の期間を要し，

しかもその線維化は軽微である 71,72)．著者らは，高脂肪食（脂肪エネルギー比 45%）を Sprague-Dawley

（SD）ラットに 38 週間摂取させると，顕著な肝脂肪化を発症する一方で，炎症は軽度で NASH と

は診断されず，線維化も stage 1A 程度しかみられないことを報告している 71)．高脂肪食を 50 週間

にわたり C57Bl マウスに摂取させても脂肪性肝炎は生じるが線維化は軽度であるとの報告もある

72)．一方，Spolding らはコレステロール添加高脂肪食（脂肪エネルギー比 20%，コレステロール 2%

を含む）をスナネズミに 4 週間摂取させると脂肪性肝炎を発症することを示したが，高度な線維化

には至らなかった 73)． 



26 

 

近年，脂肪肝の発症および単純性脂肪肝から脂肪性肝炎への進展において食事性コレステロール

が重要な因子であることが実証されつつある 74-77)．いくつかの研究では，齧歯類にコレステロール

を投与することにより，肝脂肪化や炎症の程度が増悪することや 74,75)，四塩化炭素誘導性あるいは

胆管結紮術による肝線維化を悪化させることなどが報告された 77)．著者らも先行研究において

NASH 自然発症モデルとして報告している SHR/NDmcr-cp ラットに対し 62)，高脂肪，高コレステロ

ール（5%）およびコール酸（2%）を含む動脈硬化誘導食を摂取させると 10 週間で肝硬変を伴う

NASH 肝組織像を呈することを見出した 78)．これより，高脂肪食のみでなくコレステロールを同時

に齧歯類に摂取させることで，短期間で高度な線維化に移行する NASH 齧歯類モデルを作成できる

と考えられた． 

本研究では生活習慣病としての NASH を踏まえ，ヒトが通常摂取する食事成分を用いた飼料を摂

取させて高度な線維化を伴う NASH 齧歯類モデルを作成することを目的とした．著者は齧歯類にお

いて長期間を要する肝線維化への進展を，短期間で生じさせることも有用な病態モデルの条件とし

て重要であると考えている．本実験ではヒトが通常摂取する食事成分を用いた飼料として，コレス

テロールを添加した高脂肪食を用いることとした．また，コレステロール添加高脂肪食は著者らの

先行研究における動脈硬化誘導食を参考にして調製し，その飼料を摂取させることで NASH モデル

の作成を試みた． 

 

 

3-1-2. 実験方法 

 

1. 動物モデルと実験デザイン 

8 週齢雄性 SD ラット 42 匹（日本 SLC）を購入し，初めの 1 週間は普通飼料（MF）を摂取させ

飼育環境に順化させた．順化後の 9 週齢から，普通飼料を摂取させた普通食（Control）群，高脂肪

食を摂取させた高脂肪食（high fat, HF）群，コレステロール 1.25%を含む高脂肪食を摂取させた高

脂肪・高コレステロール 1.25%食（high fat diet with 1.25% cholesterol, HFC1.25）群，およびコレス

テロール 2.5%を含む高脂肪食を摂取させた高脂肪・高コレステロール 2.5%食（high fat diet with 2.5% 

cholesterol, HFC2.5）群の 4 群各 10～11 匹ずつに分け，9 週間あるいは 18 週間飼育した．飼料はオ

リエンタル酵母工業に作成を依頼した．各飼料の一般成分値およびエネルギー量を Table 3-1 に示す．

食餌および水は自由摂取とした．飼育室の条件等その他の事項は第 2章に準じた（承認番号 24-39）． 

 

2. 動物処理 

18 週齢および 27 週齢時の屠殺前に 6 時間絶食させたのち，ペントバルビタール麻酔下で開腹処

置を行い，シリンジを用いて腹部大静脈あるいは心臓から採血した．直ちに肝臓，睾丸周囲脂肪，
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脾臓を摘出し 0.9%食塩水で洗浄後，重量を測定した．病理組織学的検討用に肝臓組織の一部を切

除し，10%中性ホルマリン液で固定した．肝臓の脂質代謝関連酵素活性測定用，遺伝子発現解析用

および脂質定量用に肝臓組織 2.0 g，50 mg および 0.5 g を液体窒素で凍結させた後，－80℃で保存

した．血液の処理は第 2 章に準じて行った． 

 

3. 血清生化学的測定 

 血清を用いて，TG，TC，HDL-C，遊離脂肪酸（free fatty acid, FFA），グルコース，インスリン，

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），レプチンおよびアディポネクチンを測定した．各

項目の原理および測定方法を以下に示す．なお，TG，TC，HDL-C，グルコース，インスリン，レ

プチンおよびアディポネクチンの測定原理，方法および使用機器は第 2 章に準じた．  

 

(1) 血清 FFA 

FFA 濃度の測定は，アシル-CoA シンターゼ（ACS）・アシル-CoA オキシターゼ（ACOD）法を用

いた測定キットである NEFA C-テストワコー（和光純薬工業）を使用して行った．測定原理は以下

のとおりである．検体中の FFA はコエンザイム A（CoA）とアデノシン-5’-三リン酸二ナトリウム

（adenosine triphosphate, ATP）の存在下において，ACS の作用によりアシル-CoA，AMP およびピロ

リン酸を生成する．生成したアシル-CoA は，ACOD の作用により酸化され，同時に 2,3-トランス-

エノイル-CoA および過酸化水素を生成する．過酸化水素は POD の作用により 3-メチル-N-エチル-

（β‐ヒドロキシエチル）-アニリンと 4-アミノアンチピリンとを定量的に酸化縮合させ青紫色の色

素を生成させる．これを分光光度計にて吸光度（主波長 550 nm）を測定し，検体中の FFA 濃度を

求めるものである． 

本実験では，標準溶液または検体 25 μL に発色試液 A 0.5 mL を加えて混合し，37℃で 10 分間静

置反応させ，さらに発色試液 B 1.0 mL を加えて混合し，37℃で 10 分間静置反応後，吸光度を測定

した．標準溶液はオレイン酸濃度 0.50，1.00，1.97 mEq/L になるように調製し，試薬盲検には発色

試液 A 0.5 mL および発色試液 B 1.0 mL を加えた．検量線を作成し，検体の FFA 濃度（mEq/L）を

算出した．測定は 1 検体につき 2 回行い，その平均値を測定値とした． 

 

(2) インスリン抵抗性指標 

 インスリン抵抗性指標は血清インスリン濃度および血清グルコース濃度を用い，次式により求め

た．なお，本実験では国際単位の代わりに血清インスリン濃度（ng/mL）を用いて算出し，インス

リン抵抗性の相対的な強弱を比較することで検討を行った． 

インスリン抵抗性指標 ＝ 血清インスリン値 (ng/mL) × 血清グルコース値 (mg/dL) ÷ 405 
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(3) 血清 AST および ALT 

 AST および ALT 濃度の測定は，ピルビン酸オキシダーゼ（POP）・N-エチル-N-（2-ヒドロキシ-3-

スルフォプロピル）-m-トルイジンナトリウム（TOOS）法を用いた測定キットであるトランスアミ

ナーゼ CII-テストワコー（和光純薬工業）を使用して行った．測定原理は以下のとおりである．検

体に AST 用基質酵素液と発色試液を作用させると，検体中の AST により L-アスパラギン酸と α-

ケトグルタル酸からグルタミン酸とオキザロ酢酸が生成する．生成したオキザロ酢酸はオキザロ酢

酸脱炭酸酵素の作用によりピルビン酸に変化する．また，検体に ALT 用基質酵素液と発色試液を

作用させると，検体中の ALT により L-アラニンと α-ケトグルタル酸からグルタミン酸とピルビン

酸が生成する．生成したピルビン酸はチアミンピロリン酸およびフラビンアデニンジヌクレオチド

の存在下において，POP の作用により酸化され，過酸化水素を生成する．生成した過酸化水素は

POD の作用により TOOS と 4-アミノアンチピリンとを定量的に酸化縮合させ，青紫色の色素を生

成させる．これを分光光度計にて吸光度（主波長 555 nm）を測定し，検体中の AST および ALT 濃

度を求めるものである． 

 本実験では AST あるいは ALT 用基質酵素液と発色試液を等量混合した AST あるいは ALT 用基

質発色液 1 mL を 37℃で 5 分間加温し，標準溶液または検体 10 μL を加えて 37℃で正確に 20 分間

静置反応させた．反応停止液 1 mL を加えて混合後，1 時間以内に吸光度を測定した．標準溶液は

AST および ALT 活性値 100，198.7 Karmen 単位に調製し，試薬盲検には AST および ALT 用基質発

色液のみを加えた．検量線を作成し，検体の AST および ALT 濃度を算出した．測定は 1 検体につ

き 2 回行い，その平均値を測定値とした．なお，本操作による測定値は Karmen 単位（活性値）で

測定されるため，次式により国際単位（IU/L）へ変換した． 

AST あるいは ALT 値（IU/L）= AST あるいは ALT 活性値（Karmen 単位）× 0.482 

 

4.  肝臓脂質含量の測定 

肝臓組織の脂質を抽出し，TG，TC および FFA を測定した．各項目の吸光度の測定には分光光度

計 UV mini 1240 を使用した．肝臓脂質の抽出および測定方法を以下に示す． 

 

(1) 肝臓組織の脂質の抽出 

 肝臓の総脂質は Folch らの方法に準じて肝臓組織から抽出した 79)．操作方法は以下のとおりであ

る．肝組織 0.5 g にメタノール 15 mL を加え，ホモジナイザー（EYELA MAZELA Z）を用いて組織

片が完全に潰れるまでホモジナイズし，クロロホルム 30 mL で洗いこみながら 50 mL メスフラスコ

へ移し入れた．メタノール・クロロホルム混合液（1：2，v/v）を容量が約 49 mL になるまで加え

た後，40℃で 30 分間振盪し，脂質を加温抽出した．抽出液を室温まで冷却してからメタノール・

クロロホルム混合液を加えて 50 mL に fill up した．定性濾紙（No.2；アドバンテック東洋，東京）
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を用いて溶液を濾過した後，蒸留水 約 9 mL を加えて静かに転倒混和し，4℃で一晩静置した．分

離した上層（蒸留水およびメタノール相）を除去し，脂質を含む下層（クロロホルム相）を丸底フ

ラスコに洗いながら移し入れ，50℃の湯浴上で，ロータリーエバポレータで減圧しながらクロロホ

ルムを吸引除去した．液体がなくなったらメタノール適量でフラスコ内壁を洗って再びエバポレー

タで揮発させ，これを 2～4 回繰り返した．脂質中に不純物がなくなり透明になったらヘキサンを

用いてフラスコ内壁に付着した脂質をメスフラスコに回収し，25 mL に fill up した．これを肝臓総

脂質濃縮液とし，各測定に用いるまで－20℃で保存した． 

  

(2) 肝臓中の TG，TC および FFA 含量の測定 

肝臓総脂質濃縮液を用いて TG，TC および FFA 濃度を測定した．肝臓 TG，TC および FFA 濃度

の測定は，それぞれ血清 TG，TC および FFA 濃度の測定と同様の測定キットを用いて行った． 

冷凍保存していた肝臓総脂質濃縮液を室温に戻した後，検体 0.5 mL（サンプル①）を試験管に

取り，ヘキサンで適当な濃度に希釈した（後述）．希釈検体からさらに 0.5 mL（サンプル②）を試

験管に分取し，40℃に加温しながら窒素乾固後，イソプロパノール 100 μL を加えてよく混合し，

これを検体として各測定に用いた．各標準溶液は採取量に対してそれぞれ総液量が 100 μL になる

ようにイソプロパノールを適量ずつ加え，試薬盲検にはイソプロパノール 100 μL のみを加えた．

検量線を作成し，検体の脂質濃度を算出した．測定は 1 検体につき 2 回行い，その平均値を測定値

とした．なお，肝臓の各脂質量は次式により算出した． 

肝臓脂質量（mg/g tissue あるいは mmol/g tissue） 

＝{ 検体濃度 (mg/mL) あるいは (mmol/L) }  

× { 希釈に用いたヘキサン量 (mL) / サンプル②の量 (0.5mL) }  

× { 肝臓総脂質濃縮液量 (25 mL) / サンプル①の量 (0.5 mL) } ÷ { 肝重量 (0.5 g) } × 10
-3 

TG濃度の測定では全検体を 10倍希釈した．TC濃度の測定では 18週齢ラット検体を 20倍希釈，

27 週齢ラット検体では Conrol および HF 群検体を 10 倍希釈，HFC1.25 および HFC2.5 群検体を 40

倍希釈した． FFA 濃度の測定では 18 週齢ラット検体を 20 倍希釈，27 週齢ラット検体を 10 倍希釈

した． 

 

(3) 薄層クロマトグラフィー法を用いたジグリセリド（diglyceride, DG）の定量 

 肝臓総脂質濃縮液 200 μL を試験管に分取し，40℃に加温しながら窒素乾固後，クロロホルム 30 

μL 程度に溶解したものを試料として用いた．シリカゲルプレート（TLC シリカゲル 60 F254；Merck 

Japan）に試料をスポットし，あらかじめ展開溶媒を 1 cm の深さ程入れて飽和させた展開槽中にプ

レートを静かに入れて，脂質を分離した．展開溶媒の組成を以下に示す．ヘキサン：ジエチルエー

テル：酢酸 = 80：20：1（v/v）．試料と同時に既知濃度の標準品も展開した．標準品は cis-9-monoolein 
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(C18:1)，cis-9-1,2-diolein (C18:1)， cis-9-1,3-diolein (C18:1)，および cis-9-triolein (C18:1)が 25%（wt/wt）

ずつ含まれた混合物（Mono, Di, Triglyceride Mix；Sigma-Aldrich Japan）を用いた．展開終了後，シ

リカゲルプレートを乾燥させ，ヨウ素で呈色した．呈色後のプレート画像をスキャナで取り込み，

AdobePhotoshop CS ver. 8.0.1（Adobe，San Jose，CA，USA）を用いて画像処理を行い，画像解析ソ

フト Image J ver 1.43 によって Integrated density を求めた．各群の検体のうち（n=5-6），3 検体ずつ

を抽出して 1 枚のシリカゲルプレート内で展開し，Control 群の Integrated density 値（平均値）に対

する HF，HFC1.25 および HFC2.5 群の比を算出した．さらに，独立した 3 枚のプレートの算出値を

平均し各群の代表値とした． 

 

5. 肝臓の病理組織学的検討 

 

(1) HE 染色  

 第 2 章に準じて行った． 

 

(2) アザン染色  

肝臓組織が包理されたパラフィンブロックをミクロトームで 4 µm の厚さに薄切し，脱パラフィ

ン処理し水洗した後，10%重クロム酸カリウム水溶液と 10%トリクロール酢酸水溶液を等量混合し

た媒染剤に 10～20 分浸した．再び水洗した後，アゾカルミン G 液に室温で 30 分以上浸した．蒸留

水で水洗し，アニリン・アルコールで数秒間分別し，酢酸・アルコールで分別を停止し，水洗後，

鏡検して染色状態を確認した．その後，5%リンタングステン酸水溶液に 1 時間～1 晩浸した．水洗

後，アニリン青・オレンジ G 混合液に 30～60 分間浸し，100%アルコールで分別脱水し，3 槽以上

のキシロールで透徹，封入した．これは，分子の大きさの異なる酸性色素がそれぞれの組織の持つ

構造上の差異に対する親和性を利用した染色法である． 

 

(3) 肝病変の評価 

 肝病変の評価は第 2 章の組織学的評価に準じて病理医が行った．診断基準は Kleiner らが提唱し

た「NASH Clinical Research Network Scoring System」に従った 80)．この診断基準は steatosis（脂肪沈

着），lobular inflammation（小葉内炎症），hepatocyte ballooning（肝細胞の風船様腫大）を Table 3-2

および Figure 3-1 に示す分類に従ってスコア化し，NASH の程度を評価する方法である．さらに，

脂肪沈着，小葉内炎症，肝細胞の風船様腫大の 3 カテゴリーを合わせて NAFLD activity score (NAS) 

とし，合計点数 8 点中，0～2 点を NASH ではない，3～4 点を判定保留，5 点以上を NASH と判断

した．また，fibrosis（線維化）の評価も行った． 
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(4) 肝組織の免疫組織化学染色および評価 

 肝臓における星細胞および Kupffer 細胞を検出するため，デスミンおよび CD68 免疫染色を行っ

た．肝組織が包埋されたパラフィンブロックをミクロトームで薄切し，脱パラフィン処理し水洗し

た．15 分間のマイクロ波照射により抗原賦活後，徐々に冷却し，内因性ペルオキシダーゼを過酸化

水素含有 TBS でブロックした．非特異的反応を BSA 5%含有 TBS によりブロック後，一次抗体で

あるマウスモノクローナル抗デスミン（clone D33；DAKO）あるいは抗ラット CD68 モノクローナ

ル抗体（ED1；Serotec，Raleigh，NC，USA）を一晩反応させた．切片を TBS-Tween で洗浄し，二

次抗体としてマウス抗体用 Envision-PO（DAKO）を用いて室温で 60 分間反応させた．TBS にて洗

浄後，DAB（Vector）を用いて発色させ，ヘマトキシリンで対比染色後に鏡検に供した． 

染色性の評価において，デスミン発現強度は 400 倍観察下における肝実質におけるデスミン陽性

細胞数に応じて，「陽性細胞なし（grade 0）」，「陽性細胞 1~2 個（grade 1），「陽性細胞 3～10 個（grade 

2）」および「陽性細胞 10 個以上（grade 3）」の 4 段階に分類した．Kupffer 細胞における CD68 発現

強度は染色性に応じて，「正常状態でみられる染色性（grade 0）」，「軽度に染まる（grade 1）」，「中

等度に染まる（grade 2）」および「高度に染まる（grade 3）」の 4 段階に分類した． 

 

6. 肝臓における脂質代謝関連酵素活性の測定 

肝組織をスクロース密度勾配遠心法により分離し，ミトコンドリア画分を用いて carnitine 

palmitoyltransferase（CPT），サイトゾル画分を用いて malic enzyme，glucose-6-phosphate dehydrogenase

（G6PDH），ミクロソーム画分を用いて phosphatidate phosphohydrolase（PAP）の活性を測定した．

なお，malic enzyme，G6PDH，CPT の測定には分光光度計 UV-2500PC（島津製作所）を，PAP およ

び各画分のタンパク質量の測定には分光光度計 UV mini 1240 を用いた． 

 

(1) 細胞画分の調製 

凍結保存していたラットの肝臓 2.0 g にホモジネート緩衝液（HG buffer）として 0.25 M スクロー

スおよび 1 mM EDTA を含むトリス塩酸緩衝液（pH 7.4）12 mL を加え，ホモジナイザー（EYELA 

MAZELA Z）を用いて氷冷下でホモジナイズし，4℃，700×g で 10 分間遠心分離（3,000 rpm；卓上

遠心機 H-103N）し，残渣や核を沈殿させた．上清を高速遠心チューブに移し，4℃，10,000×g で

10 分間遠心分離（11,000 rpm，インバータ・コンパクト高速冷却遠心機 6900，ローター形式番号

RA-400，久保田製作所，群馬）した．さらに上清を超遠心チューブ（12PA シールチューブ；日立

工機，東京）に移し，残りの沈殿物に HG buffer 2.5 mL を加え，懸濁したものをミトコンドリア画

分とした．上清を移した超遠心チューブは HG buffer で内腔を満たし，チューブシーラー（STF-1；

日立工機）で密封した．4℃，125,000×gで 60分間遠心分離（40,000 rpm；日立分離用超遠心機CP100β，

ローター形式番号 P55AT，日立工機）し，上清をサイトゾル画分，残りの沈殿物に HG buffer 2 mL
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を加え，懸濁したものをミクロソーム画分とした．各画分は測定に用いるまで－80℃で保存した． 

 

(2) Malic enzyme 活性 

Malic enzyme 活性の測定は Kelley らの方法に準じて行った 81)．測定原理は以下のとおりである．

Malic enzyme は細胞質において L-リンゴ酸を nicotinamide adenine dinucleotide phosphate（NADP
+）

存在下で脱炭酸し，ピルビン酸を生成する反応を触媒する酵素である．この脱炭酸反応において生

成した NADPH の吸光度（主波長 340 nm）の変化を経時的に測定し，NADPH の生成速度を算出す

ることにより検体中の malic enzyme 活性を求めるものである． 

本実験では最終濃度 1.2 mM L-リンゴ酸，4 mM 塩化マンガン，1.2 mM NADP を含む 64 mM ト

リエタノールアミン緩衝液（pH 7.4）にサイトゾル検体 40 μL を添加し（総容量 1 mL），27℃で 2

分間吸光度を追跡した．活性値は次式により算出した． 

Malic enzyme 活性（nmol/min/mg protein） 

  ＝[{ 反応時間中の吸光度の変化 ÷ ( 6.22×10
3 
) × 反応液総量 (1.0 mL × 10

-3 
) } ÷ { 1 (min)} 

 ÷ { タンパク質量 ( mg/mL ) × 検体量 ( 40 μL × 10
-3 

)}] × 10
9 

反応時間中の吸光度の変化は，測定開始後 40秒から 100秒の 1分間の吸光度の差である．6.22×10
3

は NADPH のモル吸光係数（M
-1

cm
-1）である． 

 

(3) G6PDH 活性 

 G6PDH活性の測定はKelleyらの方法に準じて行った 81)．測定原理は以下のとおりである．G6PDH

は細胞質においてペントースリン酸回路のグルコース 6-リン酸から 6-ホスホグルコノラクトンを

生成すると同時に，NADP
+を NADPH に還元する．さらに，ホスホグルコン酸デヒドロゲナーゼの

作用により 6-ホスホグルコノラクトンがリブリース 5-リン酸になる脱炭酸反応でもNADPHが生成

される．この NADPH の吸光度（主波長 340 nm）の変化を経時的に測定し，NADPH の生成速度を

算出することにより検体中の G6PDH 活性を求めるものである． 

本実験では最終濃度 3.3 mM グルコース 6-リン酸，1.6 mM NADP，0.5 unit 6-ホスホグルコン酸デ

ヒドロゲナーゼおよび 30 mM 塩化マグネシウムを含む 0.16 M トリス塩酸緩衝液（pH 7.6）にサイ

トゾル検体 50 μL を添加し（総容量 1 mL），30℃で 3 分間吸光度を追跡した．活性値は次式により

算出した． 

G6PDH 活性（nmol/min/mg protein） 

＝[ { 反応時間中の吸光度変化 ÷ ( 6.22×10
3 
) × 反応液総量 ( 1.0 mL × 10

-3 
) } 

 ÷ { 1 (min) } ÷ { タンパク質量 ( mg/mL) × 検体量 ( 50 μL×10
-3 

) } ] × 10
9 
÷ 2 

反応時間中の吸光度の変化は，測定開始後 100 秒から 160 秒の 1 分間の吸光度の差である．

6.22×10
3は NADPH のモル吸光係数（M

-1
cm

-1）である．2 で除するのはグルコース 6-リン酸分子か
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ら NADPH 2 分子が転換されるためである． 

 

(4) PAP 活性 

PAP 活性の測定は Walton らの方法に準じて行った 82)．測定原理は以下のとおりである．PAP は

主に小胞体に存在し，ホスファチジン酸を加水分解して TG の前駆体である DG と無機リン酸を生

成する酵素である．この無機リン酸は酸性下ではモリブデン酸アンモニウムと結合してリンモリブ

デン酸となり，アスコルビン酸によりリンモリブデン酸中のモリブデンが還元されて青色を呈する．

これを分光光度計により吸光度（主波長 820 nm）を測定し，検体中の PAP 活性を求めるものであ

る． 

本実験では反応試薬として 8.125 mM 塩化マグネシウムおよび 23.125 mM EDTA を含む 0.125 M 

トリス塩酸緩衝液（pH 7.0），1.0 mM ホスファチジン酸および 1.0 mM ホスファチジルコリンを含

む 0.9%塩化ナトリウム溶液（PCPA 溶液）ならびに 0.13%ラウリル硫酸ナトリウム，1.25%アスコ

ルビン酸，0.32%モリブデン酸アンモニウムおよび 0.375 M 硫酸を含む混合液をあらかじめ調製し

た．標準溶液はリン濃度 0，0.5，1.0，1.5，2.0，2.5 μg/mL となるように調製した．測定は本検，

PCPA 盲検，検体盲検，標準曲線用試験の 4 種を行い，PCPA 盲検は検体ごとに測定した．本検に

はトリス塩酸緩衝液 80 μL，PCPA 溶液 80 μL，HG buffer（上述 3-1-2-6-(1)）で 5 倍希釈したミク

ロソーム検体 40 μL，PCPA 盲検にはトリス塩酸緩衝液 80 μL，0.9%塩化ナトリウム溶液 80 μL，

HG buffer で 5 倍希釈したミクロソーム検体 40 μL，検体盲検にはトリス塩酸緩衝液 80 μL，PCPA

溶液 80 μL，HG buffer 40 μL，標準曲線用試験にはトリス塩酸緩衝液 80 μL，調製した標準溶液 80 

μL，HG buffer 40 μL をそれぞれ分注し，37℃で 15 分間振盪反応させた．その後，混合液 800 μL

を加えて混合し，45℃で 20 分間静置反応後，吸光度を測定した．検量線を作成し，本検，PCPA 盲

検，検体盲検のそれぞれのリン濃度を算出した．活性値を算出した式を下記に示す．なお 30.97 は

リンの分子量である． 

PAP 活性 ( nmol/min/mg protein ) 

= [《｛(本検のリン量) × 希釈倍数(5)－( PCPA 盲検のリン量 ) － (検体盲検のリン量) ｝ 

÷ 30.97 》÷ { 15 (min) } ÷ { タンパク質量 ( mg/mL ) × 検体量 ( 40 μL × 10
-3 

) }] × 10
9 

 

(5) CPT 活性 

CPT 活性の測定は Markwell らの方法に準じて行った 83)．測定原理は以下のとおりである．CPT

はミトコンドリア外膜に存在しており，長鎖アシル CoA をカルニチンと結合させアシルカルニチ

ンへ転換する反応を触媒する酵素である．長鎖アシル CoA（パルミトイル CoA）から遊離する CoA

は 5,5’-ditiobis（2-nitrobenzonic acid）（DTNB）と反応して黄色色素 2-nitro-5-thio benzoic acid（TNB）

を生成させる．この吸光度（主波長 412 nm）の変化を分光光度計にて経時的に測定し，CoA の生
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成速度を算出することにより検体中の CPT 活性を求めるものである． 

本実験では最終濃度 37.5 μM パルミトイル CoA，0.25 mM DTNB，1.25 mM EDTA および 0.1% 

Triton X-100 を含む 58 mM トリス塩酸緩衝液（pH 8.0）にミトコンドリア検体 20 μL を添加し，27℃

で 4 分間吸光度を追跡した（ブランク）．その後，L-カルニチン（最終濃度 1.25 mM）を添加し（総

容量 1 mL），さらに 4 分間吸光度を追跡した．活性値は次式により算出した． 

CPT 活性（nmol/min/mg protein） 

＝[{( 反応時間中の吸光度変化 － ブランクの吸光度変化 ) ÷ ( 13.6×10
3 
) × 

反応液総量 ( 1.0mL×10
-3 

)}÷ { 1 (min)} ÷ {タンパク質量 (mg/mL) × 検体量 ( 20 μL × 10
-3 

) }] × 10
9
 

反応時間中の吸光度の変化は，L-カルニチン添加後 100 秒から 160 秒の 1 分間の吸光度の差であ

り，ブランクの吸光度変化は L-カルニチン添加前の測定開始後 100 秒から 160 秒の 1 分間の吸光度

の差である．13.6×10
3は TNB のモル吸光係数（M

-1
cm

-1）である． 

 

(6) 各画分のタンパク質濃度の定量 

 タンパク質濃度の測定は，Lowry らの方法に準じて行った 84)．測定原理は以下のとおりである．

タンパク質をアルカリ性下にて銅イオン（Cu
2+）で処理すると，Cu

2+とタンパク質のペプチド結合

がキレート結合して赤紫色の錯イオンを形成する．さらに還元性アミノ酸残基がフェノール試薬と

定量的に反応して青色に発色する．これを分光光度計にて吸光度（主波長 750 nm）を測定し，検体

中のタンパク質量を求めるものである． 

本実験では標準溶液または 100 倍希釈した検体 400 μL に反応試薬（後述）2 mL を混合し，室温

で 10 分間静置反応させた．1N フェノール試薬 200 μL を加えて室温で 30 分間静置反応後，吸光

度を測定した．標準溶液は BSA を用い，アルブミン濃度 0.04，0.08，0.12，0.16，0.20 mg/mL に調

製し，試薬盲検には蒸留水のみを加えた．検量線を作成し，検体のタンパク質濃度を算出した．測

定は 1 検体につき 2 回測定し，各平均値を測定値とした．反応試薬の組成は以下に示すとおりであ

る．0.1N 水酸化ナトリウムおよび 2%炭酸ナトリウム水溶液：0.5%硫酸銅水溶液：1%酒石酸カリウ

ムナトリウム水溶液＝100：1：1（v/v）． 

 

7. 肝臓における遺伝子発現解析 

 Real-time PCR 法により，肝臓における脂質・胆汁酸代謝および線維化発症に関連する遺伝子発

現を解析した．解析した遺伝子は以下のとおりである．Low-density lipoprotein receptor（LDLR），

3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase（HMGCR），ATP-binding cassette transporter G5

（ABCG5），cytochrome P450 7A1（CYP7A1），bile acid CoA :amino acid N-acyltransferase（BAT），bile 

salt export pump（BSEP），multidrug resistance-associated protein 2（MRP2），fatty acid synthase（FAS），

fatty acid transport protein 5（FATP5），microsomal triglyceride transfer protein（MTP），liver X receptor α
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（LXR-α），farnesoid X receptor（FXR），sterol regulatory element-binding protein-1c（SREBP-1c），

SREBP-2，procollagen type I α 1（COL1A1），procollagen type IV α 1（COL4A1），transforming growth 

factor β1（TGF-β1）． 

 

(1) 総 RNA の抽出 

 肝組織に Tripure Isolation Reagent を組織重量 50 mg あたり 1.5 mL を加え，第 2 章に準じた方法

で総 RNA を抽出した．RNA 沈殿物に Tris-EDTA buffer を加えて懸濁後，総 RNA 濃度が 0.5 μg/μL

になるように Tris-EDTA buffer で希釈し，－80℃で保存した． 

 

(2) 逆転写反応および real-time PCR  

逆転写および real-time PCR は第 2 章に準じて行った．逆転写反応液の組成を以下に示す．

5×PrimeScript RT Master Mix：RNase Free dH2O：総 RNA 溶液 = 2：7：1（v/v）．PCR 反応液の調製

には，THUNDERBIRD
®
 SYBR

®
 qPCR Mix を用いた．合成プライマー（グライナー・ジャパン）の

塩基配列を Table 3-3 に示す． 

 

8.  肝臓のミトコンドリアおよびミクロソーム画分におけるコレステロール量の測定 

 肝臓のミトコンドリアおよびミクロソーム画分をスクロース密度勾配遠心法により分画し，各画

分における TC および遊離型コレステロール（free cholesterol，FC）濃度を測定した．  

 

(1) ミトコンドリアおよびミクロソーム画分の精製 

 3-1-2-6 と同様の方法で肝臓組織 2.0 g を用いて各画分を調製した．HG buffer で懸濁したミトコ

ンドリアおよびミクロソーム画分を再度，4℃，10,000×g で 5 分間遠心分離した．上清を除去し同

様の作業を 2 回繰り返した後，HG buffer で懸濁したものを検体として用いた． 

 

(2) ミトコンドリアおよびミクロソーム画分に含まれる TC および FC 濃度の測定 

 TC 濃度は血清 TC 濃度の測定方法に準じた．FC 濃度の測定は，コレステロールオキシダーゼ・

DAOS 法を用いた測定キットである遊離コレステロール E-テストワコー（和光純薬工業）を使用し

て行った．測定原理は以下のとおりである．検体中の FC はコレステロールオキシダーゼによって

酸化され過酸化水素を生じる．過酸化水素は POD の作用により DAOS と 4-アミノアンチピリンと

を定量的に酸化縮合させ，青色の色素を生成させる．これを分光光度計にて吸光度（主波長 600 nm）

を測定し，検体中の FC 濃度を求めるものである． 

 本実験では，標準溶液またはミトコンドリアおよびミクロソーム検体 10 μL に発色試液 600 μL

を加えて混ぜ，37℃で 5 分間静置反応させ，吸光度を測定した．標準溶液はコレステロール濃度 25，
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50，100，196.8 mg/dL に調製し，試薬盲検には発色試液のみを加えた．検量線を作成し，検体の FC

濃度を算出した．測定は 1 検体につき 2 回行い，その平均値を測定値とした． 

 

(3) ミトコンドリアおよびミクロソーム画分におけるタンパク質量の測定 

 ミトコンドリア画分のタンパク質量を 3-1-2-6 に準じて測定した．TC および FC 濃度はミトコン

ドリアおよびミクロソーム画分のタンパク質量 1 mg あたりの濃度（μg/mg protein）で示した． 

 

9. 統計処理 

統計処理は統計解析ソフト SPSS Statistics 21（IBM Corporation）を用いて行った．その他の事項

は第 2 章に準じた． 

 

 

3-1-3. 実験結果 

 

 9 週齢 SD ラットに Control，HF，HFC1.25 および HFC2.5 食を 9 週間あるいは 18 週間摂取させた

後の身体所見，肝組織学的所見，血清・肝臓生化学検査値ならびに肝臓における脂質代謝関連酵素

活性や遺伝子発現を示す．なお，各群の実験例数（n）に関して，Control，HF，HFC1.25 および HFC2.5

食を 9 週間摂取した 18 週齢 SD ラットにおいて，HFC2.5 群の 1 匹のみ，食餌摂取開始後 7 週目か

ら摂食量の低下に伴って著しい体重減少がみられ，また採取した血清中に脂質含有量が多く正確な

血清生化学的測定が困難であった．よって，身体所見および血清生化学検査値の各項目において

Control 群（n = 5），HF 群（n = 5），HFC1.25 群（n = 5）および HFC2.5 群（n = 4）の 4 群で，それ

以外の項目では各群 n = 5 における解析および比較を行った．また，Control，HF，HFC1.25 およ

び HFC2.5 食を 18 週間摂取した 27 週齢 SD ラットにおいて，HFC2.5 群の 1 匹のみ，食餌摂取開始

後 16 週目から摂食量が低下し体重減少がみられたため，身体所見の各項目において Control 群（n = 

5），HF 群（n = 5），HFC1.25 群（n = 6）および HFC2.5 群（n = 5）の 4 群で解析および比較を行っ

た．また，HFC2.5 群の 2 匹から採取した血清中に脂質含有量が多く正確な測定が困難であったた

め，血清生化学検査値の各項目において Control 群（n = 5），HF 群（n = 5），HFC1.25 群（n = 6）お

よび HFC2.5 群（n = 4）の 4 群で解析および比較を行った． 

 

1. Control，HF，HFC1.25 および HFC2.5 食を摂取した SD ラットにおける身体所見 

9 週間および 18 週間の摂餌期間（9 週齢～18 および 27 週齢）中の成長曲線を Figure 3-2 に示す． 
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(1) 18 週齢 SD ラットにおける身体所見 

 総エネルギー摂取量は 4 群間に有意な差はみられなかったが，終体重は HF 群が Control 群に比

べて有意に低値を示した（Table 3-4）．体重増加量は HF および HFC2.5 群がそれぞれ Control 群に

比べて有意に少なかった．肝臓重量／体重比は Control群とHF群は同程度の値を示したが，HFC1.25

および HFC2.5 群が Control および HF 群に比べ約 2 倍もの有意に高い値を示した．一方で，睾丸周

囲脂肪重量／体重比は HF，HFC1.25 および HFC2.5 群がそれぞれ Control 群に比べて有意に低値を

示した． 

 

(2) 27 週齢 SD ラットにおける身体所見 

 総エネルギー摂取量は 4 群間に有意な差はみられなかったが，終体重は HF，HFC1.25 および

HFC2.5群がそれぞれControl群に比べて有意に低値を示した（Table 3-4）．体重増加量はHF，HFC1.25

および HFC2.5 群が Control 群に比べて有意に少なかった．肝臓重量／体重比は Control 群と HF 群

は同程度の値を示したが，HFC1.25 および HFC2.5 群が Control および HF 群に比べ約 3 倍もの有意

な高値を示した．一方で，睾丸周囲脂肪重量／体重比は HF，HFC1.25 および HFC2.5 群がそれぞ

れ Control 群に比べて有意に低値を示し，また，HFC1.25 群は HF 群に比べて有意に低値を示した．

脾臓／体重比は HFC1.25 および HFC2.5 群が Control および HF 群に比べて有意に高値を示した． 

 

2. Control，HF，HFC1.25 および HFC2.5 食を摂取した SD ラットにおける血清生化学検査値 

(1) 18 週齢 SD ラットにおける血清生化学検査値 

 血清 TG 値は HFC1.25 群が Control 群に比べて有意に低値を示した．血清 TC 値は HFC1.25 およ

び HFC2.5 群が Control 群および HF 群に比較して有意に高値を示した．また，HFC2.5 群の血清 TC

値は HFC1.25 群より有意に高値を示した．血清 AST 値は HFC2.5 群が Control，HF および HFC1.25

群に比べて有意に高値を示した．血清 ALT 値は HFC2.5 群が Control，HF 群に比べて有意に高値を

示した．血清レプチン値は HFC1.25 および HFC2.5 群が Control 群に比べて有意に低値を示した．

血清 HDL-C，FFA およびアディポネクチン値は 4 群間に有意な差はみられなかった．また，血清

グルコース，インスリン値およびインスリン抵抗性指標において 4 群間に有意な差はみられなかっ

た（Table 3-5）． 

 

(2) 27 週齢 SD ラットにおける血清生化学検査値 

 血清 TG 値は Control 群に比べて他 3 群で低い傾向を示したが，各群間で有意な差はみられなか

った（ANOVA：P = 0.030）．血清 TC 値は 18 週齢時と同様に HFC1.25 および HFC2.5 群が Control

群および HF 群に比較して有意に高値を示した．血清インスリン値は Control 群に比べて他 3 群で

低値を示し，Control 群と HFC1.25 および HFC2.5 群間で有意な差がみられた．この結果として，イ
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ンスリン抵抗性指標は Control 群に比べて他 3 群で有意に低値を示し，Control 群に比べて他 3 群で

はインスリン抵抗性が改善していることが示唆された．血清 AST および ALT 値は HFC1.25 および

HFC2.5 群が Control および HF 群に比べて有意に高値を示した．血清レプチン値は HF，HFC1.25

および HFC2.5 群が Control 群に比べて有意に低値を示した．血清 HDL-C，FFA，グルコースおよ

びアディポネクチン値においては 4 群間に有意な差はみられなかった（Table 3-5）． 

  

3. Control，HF，HFC1.25 および HFC2.5 食を摂取した SD ラットにおける肝臓脂質含量 

(1) 18 週齢 SD ラットにおける肝臓脂質含量 

 肝臓 TG 濃度は Control 群に比べて他 3 群で高値を示し，Control 群と HFC1.25 および HFC2.5 群

間で有意な差がみられた（Figure 3-3）．また，HFC1.25 群の肝臓 TG 濃度は HF 群に比べて有意に高

値を示した．肝臓TC濃度はControlおよびHF群間で有意な差はみられず，HFC1.25群およびHFC2.5

群は Control および HF 群に比べて有意に高値を示した．肝臓 FFA 濃度は有意な差はみられないも

のの HF 群が Control 群に比べて高値を示した．また，HFC1.25 群および HFC2.5 群の肝臓 FFA 濃度

は HF 群に比べてそれぞれ約 1.8 倍，約 2 倍もの有意に高い値を示した． 

 

(2) 27 週齢 SD ラットにおける肝臓脂質含量 

肝臓 TG 濃度は Control 群に比べて他 3 群で有意に高値を示した（Figure 3-3）．また，HFC1.25 お

よび HFC2.5 群の肝臓 TG 濃度は HF 群に比べて有意に高値を示した．肝臓 TC および FFA 濃度は

Control および HF 群間で有意な差はみられず，HFC1.25 群および HFC2.5 群は Control および HF 群

に比べて有意に高値を示した． 

 

(3) 27 週齢 SD ラットにおける肝臓 DG 量 

 TLC 分析による DG 発現を Figure 3-4a に示す．Control 群に対する肝臓 DG 量は HF，HFC1.25 お

よび HFC2.5 群で高値を示し，HFC1.25 群では Control 群の約 2 倍量であった（Figure 3-4b）． 

 

4. Control，HF，HFC1.25 および HFC2.5 食を摂取した SD ラットにおける肝組織学的所見 

(1) 18 週齢 SD ラットにおける肝組織学的所見 

 HE 染色およびアザン染色による肝組織像の各群の代表例を Figure 3-5 に，各個体の肝臓におけ

る脂肪沈着，小葉内炎症，肝細胞の風船様腫大，および線維化の評価を Table 3-6 に示す．Control

群において肝脂肪沈着，炎症および線維化を呈した個体はみられなかった．肝臓の脂肪沈着所見に

関して，HF 群の 5 匹中 3 匹に中心静脈領域（zone 3）に軽～中等度の脂肪沈着がみられたのに対し，

HFC1.25 および HFC2.5 両群のすべての個体で高度（grade 3）な小～大滴性の脂肪沈着がみられた．

肝小葉内炎症所見に関して，HF群の 5匹中 2匹に軽度（grade 1）な炎症がみられたのに対し，HFC1.25
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および HFC2.5 両群のすべての個体で中等度（grade 2）の炎症がみられた．肝細胞の風船様腫大所

見に関して，HF 群の 5 匹中 2 匹に少数の風船様肝細胞がみられたのに対し，HFC2.5 群の全個体で

多数の風船様肝細胞がみられた．これらの脂肪沈着，小葉内炎症および肝細胞の風船様腫大の 3 項

目を合計した NAS により，HFC1.25 および HFC2.5 群のすべての個体で「NASH」と判断された一

方で，HF 群では「NASH」と判断された個体はみられなかった．脂肪沈着，小葉内炎症，肝細胞の

風船様腫大および NAS の grade および score は，Control および HF 群に比べて，HFC1.25 および

HFC2.5 群で有意に高値を示した（すべての項目において P < 0.001）．肝線維化所見に関して，Control

および HF 群の全個体において線維化所見はみられなかったのに対し，HFC1.25 および HFC2.5 群

では全個体において軽～高度な線維化がみられた（P < 0.001）．さらに，HFC2.5群の 5匹中 2匹（40%）

において stage 4 の線維化，すなわち肝硬変がみられた． 

 

(2) 18 週齢 SD ラットにおける肝臓の免疫組織化学的評価 

 線維化肝ではコラーゲンを主体とする細胞外基質の過剰蓄積がみられ，その主要な産生源は活性

化した肝星細胞であると考えられている．星細胞は活性化されると筋線維芽細胞様の細胞へ形質転

換し，細胞骨格タンパク質であるデスミンが増加する．肝星細胞の活性化状態を評価するため，抗

デスミン抗体を用いた免疫染色を行った．デスミンを発現した活性化星細胞は HFC1.25 および

HFC2.5 群で顕著に多くみられた（Figure 3-5）．対照的に Control および HF 群ではデスミン陽性星

細胞はほとんどみられなかった（P = 0.001，Table 3-6）． 

 肝臓の炎症や線維化の発症に寄与するサイトカインの多くは血液中のマクロファージや肝臓の

マクロファージである Kupffer 細胞で産生される．肝細胞の障害が生じるとマクロファージの遊走

および炎症局所への集積，ならびに Kupffer 細胞の活性化に伴って局所炎症は増幅される．肝臓の

炎症状態を評価するため，マクロファージに特異的に反応する抗 CD68 抗体を用いた免疫染色を行

った．CD68 陽性マクロファージの集積は HFC1.25 および HFC2.5 群で高頻度にみられたが，Control

および HF 群ではみられなかった（P = 0.001，Figure 3-5，Table 3-6）．  

 

(3) 27 週齢 SD ラットにおける肝組織学的所見 

 HE 染色およびアザン染色による肝組織像の各群の代表例を Figure 3-5 に，各個体の組織学的評

価を Table 3-7 に示す．Control 群において肝脂肪沈着，炎症および線維化を呈した個体はみられな

かった．肝臓の脂肪沈着所見に関して，HF 群ではごく軽度の脂肪沈着がみられ，一方で HFC1.25

および HFC2.5 群のすべての個体で高度（grade 3）な小脂肪滴優位な脂肪沈着がみられた．肝小葉

内炎症および肝細胞の風船様腫大所見に関して，HF 群ではほとんどみられなかったのに対し，

HFC1.25 および HFC2.5群では全個体で高度な炎症と肝細胞の風船様腫大がみられた．NAS により，

HFC1.25 および HFC2.5 群では全個体で「NASH」と判断されたが，HF 群では全個体で「NASH で
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ない」と判断された．脂肪沈着，小葉内炎症，肝細胞風船様腫大および NAS の grade あるいは score

は，Control および HF 群に比べて HFC1.25 および HFC2.5 群で有意に高値を示した（すべての項目

において P < 0.001）．肝線維化所見に関して，HF 群では 5 匹中 2 匹でごく軽度な線維化がみられ，

HFC1.25 および HFC2.5 群では全個体において高度な線維化（grade 3~4）がみられた（P < 0.001）．

また，肝硬変への進展は HFC1.25 群で 6 匹中 2 匹（33%），HFC2.5 群で 6 匹中 5 匹（83%）でみら

れた． 

 HFC1.25 群の 2 個体において肉眼的に肝腫瘍様所見がみられたため，組織学的に検討した結果，

肝細胞癌マーカーである glutamine synthetase 陰性であった．おそらく循環障害による細胞の変性や

壊死による組織像であると考えられる（データ未記載）． 

 

5.  Control，HF，HFC1.25 および HFC2.5 食を摂取した SD ラットにおける肝臓の脂質代謝関連 

 酵素活性 

(1) 18 週齢 SD ラットにおける脂質代謝関連酵素活性 

Malic enzyme は脂肪酸合成に必要な NADPH を生成する反応を触媒する．Malic enzyme 活性は HF

群が Control 群に比べて有意に低値を示した（Figure 3-6）．また，Malic enzyme 活性は HF，HFC1.25

および HFC2.5 群においてコレステロール添加濃度依存的に高値を示す傾向がみられたが，群間で

有意な差はみられなかった．G6PDH はペントースリン酸回路において脂肪酸合成に必要な NADPH

を生成する反応を触媒する．G6PDH 活性は Malic enzyme 活性と同様に，HF 群が Control 群に比べ

て低値を示したが群間に有意な差はみられなかった．また，G6PDH 活性は HF，HFC1.25 および

HFC2.5 群においてコレステロール添加濃度依存的に高値を示し，HF および HFC2.5 群間で有意な

差が認められた．PAP は TG 合成経路の律速酵素である．PAP 活性は Control 群および HF 群におい

て同程度の値を示し，HFC1.25 および HFC2.5 群が Control 群に比べて有意に高値を示した．CPT

は脂肪酸 β 酸化経路の律速酵素である．CPT 活性は有意ではないものの HF 群が Control 群に比べ

て高値を示し，HF，HFC1.25 および HFC2.5 群においてコレステロール添加濃度依存的に低値を示

す傾向がみられたが，各群間で有意な差はみられなかった（ANOVA：P = 0.027）． 

 

(2) 27 週齢 SD ラットにおける脂質代謝関連酵素活性 

27 週齢 SD ラットにおける各脂質代謝関連酵素活性は，18 週齢 SD ラットと類似した傾向を示し

た．Malic enzyme 活性は HF 群が Control 群に比べて有意でないものの低値を示し，HFC1.25 および

HFC2.5 群においてコレステロール添加濃度依存的に高値を示した（HF および HFC2.5 群間で有意

差あり，Figure 3-6）．G6PDH 活性は HFC1.25 および HFC2.5 群が Control および HF 群に比べて有

意に高値を示した．PAP 活性は Control 群および HF 群において同程度の値を示し，Control および

HF 群に比べて HFC1.25 および HFC2.5 群がコレステロール添加濃度依存的に高値を示したが，群
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間に有意な差はみられなかった（ANOVA：P = 0.032，Control vs. HFC2.5：P = 0.076，HF vs. HFC2.5：

P = 0.058）．CPT 活性は HF 群が Control 群に比べて高値傾向を示し，HF 群に比べて HFC1.25 およ

び HFC2.5 群で有意に低値を示した． 

 

6. Control，HF，HFC1.25 および HFC2.5 食を摂取した SD ラットの肝臓のミトコンドリアおよび

ミクロソーム画分におけるコレステロール含量 

(1) 18 週齢 SD ラットの肝臓ミトコンドリア画分におけるコレステロール量 

 ミトコンドリアにおける TC 量は，HFC1.25 および HFC2.5 群が Control および HF 群に比べて有

意に高値を示した（Figure 3-7a）．また，HF，HFC1.25 および HFC2.5 群の 3 群において，ミトコン

ドリアの TC 量と CPT 活性値の間に有意な負の相関がみられた（P = 0.034，r = -0.550，Figure 3-7b）． 

 

(2) 27 週齢 SD ラットの肝臓ミトコンドリア画分におけるコレステロール量 

 ミトコンドリアにおける TC および FC 量は HFC1.25 および HFC2.5 群が Control および HF 群に

比べて有意に高値を示した（Figure 3-8a）．また，HF，HFC1.25 および HFC2.5 群の 3 群において，

ミトコンドリアの TC 量と CPT 活性値の間に有意な負の相関がみられた（P < 0.001，r = -0.767， 

Figure 3-8b）． 

 

(3) 27 週齢 SD ラットの肝臓ミクロソーム画分におけるコレステロール量 

 ミクロソーム画分の大部分は小胞体である．ミクロソームにおける TC 量は HFC1.25 および

HFC2.5 群が Control および HF 群に比べて有意に高値を示した（Figure 3-8c）．FC 量も TC 量と同様

にHFC1.25およびHFC2.5群がControlおよびHF群に比べて高値を示したが各群間に有意な差はみ

られなかった（ANOVA：P = 0.049）． 

 

7. Control，HF，HFC1.25 および HFC2.5 食を摂取した SD ラットの肝臓における遺伝子発現 

 肝臓における NASH および線維化発症に対する HF あるいは HFC 食摂取の分子的作用機序を検

討するため，肝臓の脂質・胆汁酸代謝ならびに線維化の発症に関与する代表的な分子マーカーを定

量した．遺伝子発現の結果は Control 群の mRNA 発現量を 1 とした相対比で示し，主に HF 群と HFC

群（HFC1.25 および HFC2.5 群）を比較して記述する． 

 

 (1) 18 週齢 SD ラットにおける遺伝子発現 

肝臓のコレステロール取り込みに関与する LDLR ならびにコレステロール生合成の律速酵素で

ある HMGCR の mRNA 発現量は HF 群に比較して HFC 群で低値を示した（Figure 3-9）．細胞内コ

レステロール量の増加によって負の制御を受ける SREBP-2 は LDLR および HMGCR の転写調節因
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子であり，SREBP-2 に応答して類似した mRNA 発現傾向を示したと考えられる．肝臓コレステロ

ールを胆汁中へ排出する輸送担体である ABCG5 の mRNA 発現量は HFC 群で濃度依存的な低下傾

向がみられた．コレステロールの胆汁酸への異化および胆管への胆汁酸輸送は，肝臓におけるもう

一つのコレステロール排出系といえる．胆汁酸合成の律速酵素である CYP7A1 の mRNA 発現量は

HF 群に比べて HFC1.25 群で高値を示したが，その一方で胆汁酸のグリシンおよびタウリン抱合に

関与する BAT ならびに肝細胞の毛細胆管側膜上に発現する胆汁酸排泄輸送体 BSEP および MRP2

の mRNA 発現量は HFC 群で低値を示した．これらの結果から，HF 食へのコレステロール添加は

胆汁酸合成を促進するが，その一方で胆汁酸抱合や排出を阻害し，その結果として肝臓内胆汁鬱滞

が生じている可能性が示唆された．肝臓における脂肪酸生合成の律速酵素である FAS の mRNA 発

現量は Control 群に比べて HF，HFC1.25 および HFC2.5 群で有意に低値を示した．肝臓における脂

肪酸取り込みに関与する長鎖脂肪酸の輸送担体であるFATP5のmRNA発現量はHF群に比べてHFC

群で低値を示した．肝臓における脂質排出経路の一つである超低密度リポタンパク質（very 

low-density lipoprotein, VLDL）の合成に関与する MTP の mRNA 発現量は HFC 群でコレステロール

濃度依存的に低値を示した．肝臓の脂質および胆汁酸の恒常性維持に関与する主な転写調節因子に

は LXR-α，FXR，SREBP-1c および SREBP-2 が挙げられる．コレステロールの排出や異化に関わる

遺伝子（ABCG5，CYP7A1 など）の発現を制御する LXR-α およびその下流に存在し，脂肪酸合成

に関与する遺伝子（FAS など）の発現を制御する SREBP-1c の mRNA 発現は群間で有意な差はみら

れなかった．胆汁酸排出に関わる遺伝子（BSEP，MRP2，BAT など）の発現の調節および CYP7A1

の負の制御因子である FXR の mRNA 発現は HF 群に比べて HFC2.5 群で有意に低値を示した．FXR

の下流に存在し，LDLR や HMGCR の調節因子である SREBP-2 は FXR と類似した mRNA 発現傾向

を示した．肝臓の線維化に関連するコラーゲンタンパク質コード遺伝子である COL1A1 および

COL4A1 の mRNR 発現量は HF 群に比べて HFC 群で有意に高値を示した．さらに，線維化の誘因

因子である TGF-β1 もコラーゲン遺伝子と類似した mRNA 発現傾向を示した．   

 

(2) 27 週齢 SD ラットにおける遺伝子発現 

LDLR mRNA 発現量は HF 群に比べて HFC 両群で有意に低値を示した（Figure 3-10）．HMGCR

は HF，HFC1.25 および HFC2.5 群において Control 群に比べて低値を示した．BSEP mRNA 発現量

は HF 群に比べて，HFC両群で有意に低値を示した．FAS mRNA 発現量は 18 週齢時と同様に Control

群に比べて他 3 群で有意に低値を示した．FATP mRNA 発現量は 18 週齢時と異なり，Control 群と

HF 群は同程度であるが，HF 群に比べて HFC1.25 群で有意に低値を示した．MTP mRNA 発現量は

HF 群に比べて HFC 両群で有意に低値を示した．18 週齢時と同様に FXR および SREBP-2 mRNA 発

現量は HF 群に比べて HFC1.25 および HFC2.5 群でコレステロール添加濃度依存的な低下傾向を示

したが，LXR-α および SREBP-1c mRNA 発現量は 4 群間で有意な差はみられなかった．COL1A1，
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COL4A1 および TGF-β1 mRNA 発現量は HF 群に比べて HFC 両群で有意に高値を示した． 

 

 

3-1-4. 考察 

 

 著者らによる新規 NASH ラットモデルは，9 週間という比較的短期間に，遺伝子操作や肝毒性物

質の投与などを実施することなく，ヒトが普段摂取している食事成分を用いた食餌によって NASH

様肝病変を呈した．すなわち，SD ラットにおける HFC 食の摂取は，NASH の肝組織学的特徴であ

る脂肪沈着，小葉内炎症および肝細胞の風船様腫大を発症させた．また，HFC2.5 食の投与は顕著

な肝線維化を惹起し，5 匹中 2 匹（40%）の個体は肝硬変に進展していた．さらに，HFC 食の 18

週間の摂取によって，肝組織学的病変はより進展し，HFC1.25 および HFC2.5 食を摂取した全個体

で stage 3～4 の高度な線維化／肝硬変がみられた．これより，著者らの NASH モデルは，従来の線

維化関連遺伝子の改変や肝毒性物質などによる肝硬変モデルとは異なる 53)，新規食餌誘導性肝硬変

モデルとなりうることが示唆された．NASH 関連線維化／肝硬変は食事因子の影響を少なからず受

けていると考えられる．米国における疫学研究では肝硬変の発症においてコレステロール摂取量が

独立した危険因子であることが報告されている 85)．これより，コレステロール負荷によって作成さ

れた本 NASH モデルはヒトにおける生活習慣病としての肝硬変の病態に近似したモデル動物であ

ると考えられる． 

最近の研究では，NASH 患者あるいはコレステロール負荷により NASH を発症した動物モデルの

肝臓において，特異的にコレステロールが増加していることが示されている 76,86)．本実験において

も，HFC 食の摂取により NASH を発症した肝臓においてコレステロールの著明な蓄積がみられた

ことより，コレステロールは直接的に NASH における脂肪沈着あるいは肝障害の程度に関連してい

ると考えられた．本実験における HFC 食摂取による肝臓のコレステロール蓄積には，ABCG5 の発

現低下を介したコレステロール排出系の低下が関与していると考えられた．一方，肝臓におけるコ

レステロール取り込みに関与する LDLR や，コレステロール生合成系の HMGCR の発現は低下して

いた．NAFLD／NASH 患者は肝臓におけるコレステロール代謝が障害されており，健常者に比較し

てコレステロール合成が亢進状態であることが報告されているが 87,88)，本実験では生体にとっては

過剰な量のコレステロールを摂取させており，これによって細胞内コレステロールレベルによって

制御される転写因子 SREBP-2 の低下を介して負のフィードバックが生じ，コレステロール合成系

が抑制されたと考えられた． 

食事性コレステロールによる肝脂肪化の発症機序の 1 つとして，コレステロールの酸化物である

オキシステロールをリガンドとしてもつ LXRα の活性化がある 87)．LXRα の下流遺伝子には脂肪酸

de novo 合成に関与する遺伝子群（FAS など）の転写調節因子である SREBP-1c があり，コレステロ
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ールは脂肪酸合成を促進することで脂肪肝を発症させる．動物モデルにおいて，普通食にコレステ

ロールを添加すると肝臓に TG が蓄積するのは 89)，この機序を介しているものと考えられる．しか

し，本実験において HF，HFC1.25 および HFC2.5 群における LXRα，SREBP-1c あるいは FAS の発

現に差異は認められなかったことから，HFC 食は脂肪酸合成を誘導していないと考えられた．血中

TG 値や MTP 発現の低下も脂肪酸合成のダウンレギュレートの結果を支持するものと考えられる．

よって，脂肪酸合成低下と同時に生じた肝臓の TG 蓄積は，HFC 食に含まれる脂肪そのものが肝臓

における TG 蓄積に直接的に寄与していることが示唆されたが，詳細な機序に関しては不明である． 

本実験では，HFC 食摂取による NASH モデルは肝星細胞の活性化を伴って，“ fibrosing 

steatohepatitis（線維化進展性脂肪性肝炎）”を発症した．対照的にコレステロールを含まない HF 食

では，9 週間摂取して線維化を発症した個体はみられず，18 週間の摂取期間を経て stage 1 の軽微な

線維化が 5 匹中 2 匹に発症したのみであり，NASH といえる肝組織学的病変でさえ発症していなか

った．また，肝組織学的な炎症および線維化の重症度はコレステロール摂取量依存的に悪化をみせ

た．これより，食事性コレステロールは NASH の進展を促進し，加えて線維化病変の引き金となる

ことが推察された．著者らの実験結果と一致して，Savard らは C57BL/6J マウスにおいて食事性高

脂肪と食事性高コレステロールの同時摂取により fibrosing steatohepatitis を生じ，その一方で各食事

成分のみの摂取では NASH を発症しなかったことを報告している 89)．したがって，本実験におけ

る高度な線維化を伴う NASH 発症には，食事性コレステロールのみでなく，食事性コレステロール

と食事性脂肪の相互作用が寄与していることが考えられた． 

なぜコレステロールは肝障害あるいは肝線維化進展を加速させたのか．1 つの可能性として，健

常時に比べて大量のコレステロールが肝臓に貯留し種々の細胞機能を障害していることが予想さ

れた．コレステロール負荷は肝臓において，肝実質細胞 74)，Kupffer 細胞 90,91)および肝星細胞 77)な

ど様々な細胞，ならびにミトコンドリア 92)およびリソソーム 93)など細胞内小器官におけるコレステ

ロール含有量を増加させることが示されている．本実験においても，HFC 食は HF 食に比較してミ

トコンドリアおよびミクロソーム画分におけるコレステロール蓄積を誘導した．また，HF，HFC1.25

およびHFC2.5群においてミトコンドリアのコレステロール含有量と CPT活性値間には負の相関が

みられたことから，因果関係は不明なもののミトコンドリアにおける過剰なコレステロール負荷と，

NASH 病態において認められるミトコンドリア機能障害には関連性があり，その結果として CPT

活性が阻害されたものと考えられた．遊離型のコレステロールは細胞膜成分の 1 つであり，細胞膜

の生理学的状態を調節している 94)．ミトコンドリアにおいてコレステロールが豊富な状態では

“membrane order（膜秩序）”の変化によりミトコンドリアの機能が障害されることが癌細胞におい

て観察されているが，その機序は不明な点も多い 95)．Mari らは肝臓のミトコンドリアにおける遊離

型コレステロール負荷状態は，サイトカインによる傷害に対するミトコンドリアの感受性を高める

と報告している 92)． 
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肝線維化の発症に関して，食事性コレステロールの関与を報告している研究はいくつかあるが，

その機序について言及された研究は少ない．Teratani らは線維化発症の中心的役割を担う肝星細胞

に着目し，コレステロールの摂取が肝星細胞に遊離型コレステロールを蓄積させることを見出した

77)
 ．星細胞は肝臓の炎症により活性化した Kupffer 細胞や単球由来のマクロファージにより放出さ

れる TGF-β の作用により活性化し，筋線維芽細胞様細胞に形質転換することでコラーゲンなどを産

生する 96)．Teratani らの研究グループは星細胞における遊離型コレステロールの蓄積は，TGF-β の

受容体である Toll-like receptor 4（TLR4）の発現を増加させ，TGF-β に対する星細胞の感受性を高

めることで線維化を増悪させることを示した 97)．すなわち，この結果はコレステロール負荷が星細

胞を活性化するイニシエーターではなく，線維化進展を促すプロモーターである可能性を示唆して

いる．著者らの実験では，肝臓における細胞ごとのコレステロール分布を確認することができなか

ったため，今後，各細胞の機能も含めて検討が必要である． 

食餌中のコール酸は胆汁酸の１つで，食餌に含まれる高濃度コレステロールをはじめとした脂溶

性物質の小腸における吸収を促進するために添加したが，胆汁酸自体には細胞障害性があることが

報告されている 98)．また，高脂肪，コレステロールおよびコール酸の３つの成分が含まれる“動脈

硬化誘導食”の各成分による肝臓への影響を検討した結果，コール酸は線維化関連遺伝子であるコ

ラーゲンファミリーの発現を特異的に増強させることが示されている 99)．したがって，コール酸の

添加は肝線維化の発症における食事性コレステロールの直接的な関与の判断を困難にすると考え

られる．本実験において同量のコール酸を添加した HF 食（コール酸 2%およびコレステロール 0%

含有）とコレステロールも添加した HFC 食により誘導された肝線維化の程度の差は歴然であり，

HF 群では 9 週間の摂取で肝線維化を発症した個体はなく，18 週間の摂取で 5 匹中 2 匹が stage 1 の

線維化を発症したに過ぎなかった．一方，Matsuzawa らは C57BL/6J マウスに脂肪 15%，コレステ

ロール 1.25%およびコール酸 0.5%を含む動脈硬化誘導食を摂取させると 24 週間で高度な線維化を

伴う NASH を発症することを報告した 100)．さらに，脂肪含有率を高めた（脂肪 60%）動脈硬化誘

導食によって，6 週間で肝臓に線維化がみられ，24 週間で stage 4 の線維化が発症した個体もみられ

た．それとは対照的に，コール酸を含まない高脂肪（15%）・高コレステロール（1%）食を摂取さ

せた C57BL/6J マウスも同様に軽度（stage 1A）な線維化を発症したが，30 週間の摂取期間が必要

であったという報告もある 89)．以上を踏まえると，本 NASH モデルにおける食餌中コール酸は線

維化発症あるいは進展に対し促進的に作用していることが推察された． 

本 NASH モデルにおける胆汁酸に起因する肝障害の誘導に関して，食餌由来の外因性胆汁酸だけ

でなく，食餌性コレステロールの異化亢進による内因性胆汁酸も寄与した可能性がある．生体内の

胆汁酸濃度は核内受容体 FXR が胆汁酸代謝に関与する遺伝子群の発現を制御することで恒常性が

維持されている 101)．具体的には，胆汁酸は FXR のリガンド活性を有しており，FXR の活性化は胆

汁酸合成（CYP7A1）の抑制，抱合（BAT）あるいは輸送（BSEP）の促進に関与する．本実験にお
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いて，HF 食摂取によって CYP7A1 発現は低下し，一方で HFC 食を摂取すると CYP7A1 発現は亢進

した．また，転写因子である FXR の発現は HF 食摂取では Control 食と差異はなく，HFC 食摂取に

よって発現が低下した．本実験では FXR の発現を mRNA レベルでしか評価していないが，下流遺

伝子の発現から推察すると，FXR の下流遺伝子（BAT，BSEP，SREBP-2）が FXR と同様に HFC 食

の摂取によって低下することから，FXR タンパク質発現も低下していたと推察される．HFC 食の

摂取によって FXR 発現が低下した機序は不明であるが，FXR 低下によって外因性および内因性リ

ガンドである胆汁酸が豊富にあるにもかかわらず，コレステロールからの胆汁酸合成が抑制されな

かったことから，肝臓における胆汁酸濃度が高まった可能性が考えられる．それに加えて FXR 発

現低下に伴い BAT および BSEP の発現も低下しており，抱合化されない胆汁酸は胆汁中に排出され

ないこと 101)に加えて輸送担体も減少していることから，HFC 群では胆汁酸鬱滞が生じている可能

性が示唆された．胆管結紮術により続発性胆汁性肝硬変が生じることや 53)，FXR-null マウスにおい

てコール酸投与により BSEP 発現が低下するために肝内胆汁酸濃度の増加を抑制できず，重篤な肝

障害が惹起されることを踏まえると 101)，本 NASH モデルの肝障害もしくは肝線維化は胆汁酸によ

る直接的な肝細胞障害も影響した可能性は大いに考えられた．ただし，本モデルにおいて肉眼的お

よび組織学的に明らかな胆管の拡大や鬱滞所見はみられていない．著者の仮説と一致するように，

Jia らも SHRSP5/Dmcr ラットにコール酸を含む高脂肪・高コレステロール飼料を摂取させることで

作成した NASH 線維化モデルにおいて，肝臓における胆汁酸合成酵素の増加と胆汁酸抱合および排

出タンパク質の低下がみられ，毒性の強い疎水性胆汁酸が肝臓に蓄積して肝障害を生じたことを示

唆している 102)．今後，肝臓内胆汁酸画分濃度や胆汁酸抱合に関与するタウリンなどの定量，胆汁

酸排出関連タンパク質の発現などの定量による更なる検討が必要である． 

FXR は胆汁酸代謝に加えて，脂質および糖質代謝制御にも関与している 103)．動物モデルにおい

てコール酸あるいは FXR 作動薬の経口投与による FXR の活性化は，脂質異常症やインスリン抵抗

性，脂肪肝を改善することが確認されており 104,105)，さらに，肝臓における炎症や線維化等の減弱

効果も明らかにされたことから FXR は NASH の薬物治療の標的分子として注目されている 106)．実

際に，NASH に対するファーストインクラス（画期的新薬）の薬剤として開発中の胆汁酸誘導体

obeticholic acid は FXR 作動薬で，2014 年現在，臨床第 II 相試験では NASH 患者の肝組織像の改善

効果がみられたと報告された（ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01265498）107)．著者らの HFC 食誘

導性 NASH モデルにおいてみられた FXR の発現低下と NASH／線維化発症の因果関係は解明でき

ていない．しかし，本実験と類似した組成の飼料（コレステロール 1.25%，コール酸 0.5％を含む）

を摂取した SD ラットにおいて FXR 発現が低下すること 108)，ならびに FXR 欠損マウスにおいて

NASH が惹起されることが報告されている 109)．以上を踏まえると，HFC 食の摂取が FXR 発現に何

らかの影響を及ぼし，FXR を介する胆汁酸の負のフィードバック調節の破綻のほか，FXR が低下

することにより生じる脂質・糖代謝障害および炎症反応の増強などが NASH の発症・進展の一端を
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担っていた可能性が考えられる．HFC 食による FXR 発現への作用の詳細な検討が NASH の発症・

進展機序の解明の糸口となるかも知れない． 

NASH における TG 蓄積が肝障害を惹起するか否かについて“lipotoxicity（脂肪毒性）”の観点か

ら議論がなされている 110)．Lipotoxicity とは正式に定義された用語ではないが，脂肪酸やその代謝

物によって細胞障害や細胞死が惹起されることを指す．単純性脂肪肝の 70～80%は NASH に進展せ

ず予後良好であるという疫学研究が示すように，肝臓に TG が蓄積すること自体は悪いことではな

いという見解は存在する 111)．また，ヒトおよび動物モデルにおける研究の多くで，肝細胞の脂肪

滴蓄積は肝障害の原因ではなく，むしろ結果を示すという報告もなされている 110)．これより，TG

以外の脂質が NASH の炎症などの病態を形成すると推測できる．実際，生体の脂質を網羅的に分析

する lipidomic study では，NASH を発症した肝臓において，“nontriglyceride fatty acid metabolites（非

TG 脂肪酸代謝物）”が増加していることが明らかとなっている 86)．本実験では，NASH の肝臓に蓄

積する TG 以外の脂質として FFA ならびに DG を定量し，双方とも NASH を生じた肝臓において増

加が確認された．FFA は多くの代謝経路の中間代謝産物であるため，FFA あるいはその産物のどち

らが細胞障害を生じさせるのか見極めるのは難しいが，FFA が直接的にリソソーム膜を不安定化さ

せること，あるいは FFA のうち飽和脂肪酸が TLR4 のリガンドとなることを介して，アポトーシス

カスケードを活性化することが報告されている 112,113)．DG は TG の前駆体でプロテインキナーゼ C

の活性化を介してインスリン抵抗性を惹起し，脂肪肝発症の一端を担う 114)．また，DG を基質とし

て TG を合成する酵素である diacylglycerol acyltransferase（DGAT）の阻害により脂肪肝は抑制され

る一方で，肝障害は悪化することが報告されている 111)．さらに，四塩化炭素誘導性肝障害におい

て，酸化ストレス亢進状態で生成した DG 過酸化物がプロテインキナーゼ C および nuclear factor-κB

（NF-κB）の活性化を介して炎症を惹起するとの報告もある 115)．これより，DG は NASH における

脂肪蓄積や炎症の発生の段階における病態誘導因子の１つである可能性が考えられる．一方，ヒト

における NAFLD の進展度と DG の関連を検討した研究では，軽度線維化を生じている NASH 患者

と健常者の肝臓（脂肪沈着 <5-10%）を比較すると NASH 患者で DG が高値を示す一方，肝硬変患

者における DG は健常者レベルに戻ることも報告されており 116)，肝硬変への進展を DG が促進した

ともいえない．肝硬変が長期間持続すると肝臓における栄養素の取り込み能が低下し，組織学的に

脂肪沈着もみられなくなるという現象が生じるが（burned-out NASH）117)，この研究においても肝

硬変患者の脂肪沈着程度は 5%未満であり，DG 量の減少は脂肪沈着の程度に関連するという見方も

できる．著者らの研究では HFC 群で肝硬変を生じているものの，肝臓における TG 量は減少してい

ないため，DG 量も高値を示したことが考えられる．今後，より長期間の飼育を行い肝硬変の経過

に伴う脂質量の変化，ならびに脂質の酸化変性の程度も確認していくとともに，他の脂質種におい

ても同様に経時的観察を行い，病態形成との因果関係を突き止める必要がある．また，本実験では

TLC を用いた DG の分離および定量を行っており，DG と類似した極性をもつ脂質の誤った分離・
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検出，ならびにヨウ素が脂肪酸の二重結合と反応する性質を用いた呈色方法によって，DG の脂肪

酸組成（二重結合数）に影響を受ける定量を行っている可能性は否めず、正しい DG 量を反映して

いないことも考えられる．よって，今後 DG をはじめとした様々な脂質種の変化量を測定する場合

は，より精度の高い定量法を選択することも考慮すべきである． 

TG は比較的不活性な脂質であり，細胞障害の原因とはならないとの見解も示されている一方で，

極度の TG 蓄積は肝臓の毛細血管である類洞を圧迫し，肝臓の血流を障害して肝細胞の壊死を惹起

するという報告もあることから完全に無害であるともいえない 118)．本実験において短期間で NASH

あるいは肝硬変まで発症した原因の 1 つには，急激に過剰な脂肪滴が蓄積したことに伴う物理的な

肝細胞障害による可能性も考えられた．加えて，本実験における HFC 食を摂取させたラットの肝

臓では，HF 食を摂取した個体に比べて約 10 倍のコレステロールが蓄積しており，その一部は脂肪

滴中のコレステロールエステルであると推察され，これが急激な脂肪滴の蓄積を助長させた可能性

もある． 

NASH は肝癌の発症に至ることもあるが，NASH の発症から肝癌の進展までみられる動物モデル

は非常に限られている．本モデルにおいて，27 週齢ラットの肝臓で小さな結節がみられたが，肝細

胞癌マーカーである glutamine synthetase 陰性であったことから前癌病変とはいえなかった（データ

未記載）．しかし，C57BL/6J マウスに高コレステロール食（コレステロール 1.5%およびコール酸

0.1%を含む）を 55 週間摂取させたところ，肝線維化の発症とともに focal nodular hyperplasia（限局

性結節性過形成）が形成されたことが報告されている 119)．また，FXR 欠損マウスは肝腫瘍を自然

発症することも報告されていることから 103)，HFC 食による本 NASH モデルにおける肝癌への進展

は期待できると考えられ，今後，より長期にわたる観察が望まれる． 

NASH および NAFLD 発症の病因として肥満およびインスリン抵抗性が挙げられるが，著者らの

NASH モデルは内臓脂肪量の増加を伴う肥満やインスリン抵抗性を呈さなかった．その原因の 1 つ

に外因性コール酸あるいは内因性胆汁酸による作用である，褐色脂肪組織や骨格筋，ならびに小腸

L 細胞に存在する胆汁酸受容体である G protein-coupled bile acid receptor 1（TGR5）を介した脂肪酸

酸化の亢進，および glucagon-like peptide 1（GLP-1）の分泌亢進に伴うインスリン感受性の向上が

関与した可能性が考えられる 104)．一方，非肥満の NAFLD／NASH 患者が存在することは注目され

ており，特にアジア地域において NAFLD 患者の約 3 分の 1 は非肥満であることがいくつかの報告

で示されている 120,121)．さらに，Yasutake らの報告によると，非肥満および軽度のインスリン抵抗

性を呈する NASH 患者は，肥満 NASH 患者に比べてコレステロール摂取量が有意に多い 122)．著者

らの NASH モデルは，過剰な食事性コレステロールとその結果として生じる肝臓のコレステロール

蓄積は，特に非肥満個体においてインスリン抵抗性とは独立して NASH 発症に寄与する因子である

ことを示唆した． 
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第２節 

食事誘導性 NASH 線維化モデルにおけるフィコシアニンの効果の検討 

 

 

3-2-1. 緒言 

 

NASH は予後不良な進行性疾患であるにもかかわらず，本疾患そのものに対する特効薬を含む治

療法は開発されていない．よって，NASH の特効薬の開発には食品由来の機能性素材などからも幅

広く病態改善作用を有する成分を探索し，その薬効を評価する必要がある．著者は NASH の病態改

善効果が期待される機能性成分としてフィコシアニンおよびフィコシアニンが含まれる藍藻類

Spirulina platensis に注目している．フィコシアニンは NASH などの肝障害に対し抑制作用を示す報

告があり 47-49)，さらに，抗酸化作用 42,43)，抗炎症作用 44)，抗癌作用 45)，コレステロール低下作用 46)

などの機能性を有することから，NASH の病態増悪因子を抑制する可能性があると考えられる．肝

障害抑制作用に関して，Fujimoto らはグルタミン酸ナトリウムの投与による過食から誘導される

NASH マウスモデルにおいて，12 週間の Spirulina platensis の摂取が NASH の発症を抑制すること

を報告している 47)．また，コリン欠乏高脂肪食および低酸素血症ストレスの同時負荷による NASH

ラットモデルにおいて，Spirulina platensis およびフィコシアニンは双方ともに NASH 肝組織学的病

変を改善することが報告されている 49)．また，肝毒性物質である四塩化炭素誘導性の急性肝障害に

対しフィコシアニンの事前投与は肝保護作用を示すことも明らかとなった 48)．しかし，これら先行

研究の NASH モデル動物はヒトにおける生活習慣病としての NASH 病態を模倣しているとは言い

難く，よって，ヒト NASH にフィコシアニンが効果を示すかに関しては，ヒト NASH の発症・進

展機序により近似した動物モデルで検証する必要性が考えられる． 

著者は NASH において線維化への進展が予後規定因子である可能性に着目し 21,23)，前節において

線維化進展の抑止の検討への利用が可能であると考えられる，高度な線維化を伴う脂肪性肝炎を発

症する食餌誘導性 NASH モデルを作成した．本節では，著者らの新規 NASH モデルを用いてフィ

コシアニンの NASH 発症抑制効果を検討することを目的とした．本実験は同時に新規 NASH モデ

ルが，NASH の予防や治療を踏まえた機能性食品開発研究において有用であるかを確認することも

目的とした．本実験ではフィコシアニンによる NASH の発症および進展抑制の作用点として，コレ

ステロール低下作用を介した肝障害あるいは肝線維化進展の抑制を期待し，前節のコレステロール

2.5%添加高脂肪食を摂取させた高度な肝線維化を発症する SD ラットにおけるフィコシアニン摂取

の効果を検証することとした．また，本実験のフィコシアニンの食餌添加量は，先行研究において

Spirulina platensis が NASH 組織学的病変を改善した投与量を参考にして 47)，Spirulina platensis 中に

含まれるフィコシアニン量として算出した値を用いた．   
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3-2-2. 実験方法 

 

1. 動物モデルと実験デザイン 

8 週齢雄性 SD ラット 21 匹（日本 SLC）を購入し，初めの 1 週間は普通飼料（MF）を摂取させ，

順化させた．順化後の 9 週齢時から，普通飼料（MF）を摂取させた普通食（Control）群，コレス

テロール 2.5%を含む高脂肪食（HFC 食）を摂取させた NASH 群，フィコシアニン 0.5%および 1.5%

を添加した HFC 食を摂取させた P-0.5 および P-1.5 群の 4 群各 5~6 匹ずつに分け，9週間飼育した．

コレステロール 2.5%を含む高脂肪食は第 3 章第 1 節の HFC2.5 飼料と同じ配合のものを用い，フィ

コシアニンを混餌した．各飼料の一般成分値およびエネルギー量を Table 3-8 に示す．フィコシアニ

ン添加飼料のエネルギー量の算出方法は第 2 章に準じた．また，飼育室の条件等その他の事項は第

3 章第 1 節に準じた（承認番号 25-29）． 

 

2. 動物処理，血清生化学的測定，肝臓脂質含量の測定および肝臓の病理組織学的検討 

18 週齢時の屠殺前に 8 時間絶食させた．肝臓脂質含量の測定では，TG 濃度の測定では全検体を

10 倍希釈し，TC 濃度の測定では Conrol 群検体を 10 倍希釈，その他の群の検体を 20 倍希釈した．

その他の事項は第 3 章第 1 節に準じて行った． 

 

3. 統計解析 

 第 3 章第 1 節に準じて行った． 

 

 

3-2-3. 実験結果 

 

HFC 食負荷による NASH 発症に対するフィコシアニン摂取の効果を以下に示す．各群の実験例

数（n）は NASH 群の個体 1 匹が原因不明で死亡したため，Control 群（n = 5），NASH 群（n = 4），

P-0.5 群（n = 5）および P-1.5 群（n = 6）の 4 群で解析および比較を行った． 

 

1. Control，NASH およびフィコシアニン摂取群における総エネルギー摂取量および身体所見 

 9 週間の飼育期間における総エネルギー摂取量は 4 群間で有意な差はみられなかったが，終体重

および体重増加量は NASH，P-0.5 および P-1.5 群が Control 群に比べて有意に低値を示した（Table 

3-9）．肝臓重量／体重比および脾臓重量／体重比は NASH，P-0.5 および P-1.5 群が Control 群に比

べて有意に高値を示した．一方で，睾丸周囲脂肪重量／体重比は NASH，P-0.5 および P-1.5 群が

Control 群に比べて有意に低値を示した．すべての項目において，NASH 群とフィコシアニン摂取群
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（P-0.5 および P-1.5 群）間で有意な差はみられなかった． 

 

2. Control，NASH およびフィコシアニン摂取群における血清・肝臓生化学検査値 

 血清 TC値はNASH，P-0.5および P-1.5群が Control群に比べて有意に高値を示した（Table 3-10）．

血清グルコース値は P-1.5 群が Control 群に比べて有意に低値を示した．血清 AST および ALT 値は

NASH 群が Control 群に比べて有意に高値を示し，フィコシアニン摂取群は NASH 群に比較してフ

ィコシアニン添加濃度依存的に低下する傾向を示したが有意な差はみられなかった．血清レプチン

値は NASH，P-0.5 および P-1.5 群が Control 群に比べて有意に低値を示した．血清 TG，インスリン

およびアディポネクチン値においては 4 群間に有意な差はみられなかった．肝臓 TG および TC 濃

度は NASH，P-0.5 および P-1.5 群が Control 群に比べて有意に高値を示した．すべての項目におい

て，NASH 群とフィコシアニン摂取群（P-0.5 および P-1.5 群）間で有意な差はみられなかった． 

 

3. Control，NASH およびフィコシアニン摂取群における肝組織学的所見 

 HE 染色およびアザン染色による肝組織像の各群の代表例を Figure 3-11 に，肝組織学的評価を

Table 3-11 に示す．Control 群において肝脂肪沈着，炎症および線維化を呈した個体はみられなかっ

た．NASH 群において，高度な脂肪沈着および小葉内炎症，軽度な肝細胞の風船様腫大がみられ，

NAS によりすべての個体で「NASH」と判断された．また，NASH 群の肝臓では NASH 様病変に伴

って stage 2～4 の線維化も発症していた．フィコシアニン摂取群においても NASH 群の肝臓と類似

した NASH 様肝病変および stage 3～4 の線維化を発症していた． 

 

 

3-2-4. 考察 

 

 HFC 食の摂取により高度な線維化を伴う NASH を発症するラットモデルに対し，フィコシアニ

ンを 9 週間摂取させた結果，血清 AST および ALT 値がフィコシアニン添加濃度依存的に低下する

傾向がみられたが，それ以外の血清・肝臓生化学的検査値ならびに肝組織学的所見においてフィコ

シアニンによる明らかな改善効果は認められなかった．期待されたコレステロール低下作用を介し

た NASH 発症抑制作用がみられなかった原因として，フィコシアニンによる血中コレステロール低

下作用機序と本 NASH モデルにおけるコール酸負荷が拮抗した可能性が考えられる．すなわち，

Nagaoka らの報告によると，Spirulina platensis は in vitro において胆汁酸結合能を有し，コレステロ

ールのミセル形成を阻害して腸管内でのコレステロール吸収を抑制すること，また，in vivo におい

てコレステロールおよび胆汁酸の糞中への排出を促進することが示されている 55)．さらに，フィコ

シアニンも in vivo においてコレステロールおよび胆汁酸の糞中への排出を促進することが明らか
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となり，Spirulina platensis による血中コレステロール低下作用はフィコシアニンがその役割の一端

を担っていると示唆された．これより，フィコシアニンも Spirulina platensis と同様に，腸管におけ

るコレステロールの吸収阻害作用があると想定された．その一方で，著者らの NASH モデルはコレ

ステロール吸収のためにコール酸を投与しており，本実験ではフィコシアニンが有すると考えられ

る胆汁酸結合能が十分に発現されず，コレステロールのミセル溶解性ならびに吸収を抑制させる作

用が減弱した可能性が考えられた．また，Nagaoka らが用いたフィコシアニンの飼料添加濃度は

3.75%程度で著者らの 1.5%より高く，本実験で用いたフィコシアニン量は腸管内においてコレステ

ロール吸収を阻害するには不十分であった可能性も考えられる．また，フィコシアニンによるコレ

ステロール低下作用を介さない NASH 発症抑制作用がみられなかった理由に関しても，まずフィコ

シアニンの投与量が適当であったかを考える必要がある．Pak らによって報告された肝組織学的改

善がみられたフィコシアニンの投与量は 0.4～1.2 g／kg 体重／日であり 58)，それは著者らの実験に

おけるフィコシアニン平均摂取量の約 0.6 g／kg 体重／日と同程度の値であった．しかし，フィコ

シアニンの摂取形態は異なり，Pak らは既定の体重あたりフィコシアニン量を強制経口投与法で与

え，一方，本実験では混餌投与法を用いたフィコシアニン自由摂取であった．自由摂取であるため，

毎日の食餌摂取量の変動によってフィコシアニン摂取量は 0.3～0.8 g／kg 体重／日と幅があり，こ

のことが生体内のフィコシアニンの作用発現に必要な局所の濃度に変動をもたらし，期待された作

用を発現しなかった可能性が考えられた．また，フィコシアニンの投与期間も妥当であったかは確

かめられておらず，長期間投与では効果を発現した可能性もあるため，今後検討する必要がある． 

NASH の発症抑制におけるフィコシアニン投与に期待された効果として，第 2 章において示した

アディポネクチンを介した作用にも注目していたが，本実験では NASH モデルにおけるフィコシア

ニン摂取によるアディポネクチン増加作用は認められなかった．その理由の 1 つとして，著者らの

NASH モデルが肥満を呈さず，アディポネクチンを産生する脂肪細胞自体が少なかったことが原因

となった可能性が考えられる．アディポネクチンは脂肪肝，炎症および線維化を伴う NASH，なら

びに肝発癌といった NASH 病態の各段階に対して抑制的に作用することが報告されている 123)．特

に炎症および線維化に関与する Kupffer 細胞および肝星細胞に対してアディポネクチンは直接的に

作用し，細胞の不活性化や炎症性サイトカインの分泌抑制に働くことが明らかとなっている．これ

より，フィコシアニンのアディポネクチン増加作用を介した NASH における線維化発症抑制効果の

可能性は期待できることから，今後は肥満を伴う NASH 病態モデル動物におけるフィコシアニン投

与実験を行い，その効果を検証する必要がある． 

 本実験を踏まえ，新たに作成した食餌誘導性 NASH 線維化モデル（第 1 節）の有用性を評価する．

まず，本実験においても、肝線維化発症に対し抵抗性を有する齧歯類において，HFC 食の投与は短

期間で NASH 様肝病変および高度な線維化／肝硬変を発症し，NASH 病態モデルとして再現性が確

認された．一方，食事因子を反映した NASH 線維化モデルとして作成したが，機能性食品開発を前
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提とした場合，短期間で肝硬変を発症するような病態の重篤さから天然薬効成分などの緩徐な効果

を解析するには不向きであることも考えられ，今後，より適切な NASH モデルを探索することが望

まれる． 

機能性食品は安全，安価に長期間継続的な摂取が可能なものが多く，NASH の予後改善を目的と

して治療や進展予防のサポートあるいは医薬品の代替品として適性が高いと考えられる．引き続き

機能性素材の探索を行うと同時に，優れた動物モデルを用いてヒトへの有効性をシミュレートする

ことが今後ますます重要になってくると考えられる． 

 

 

3-3. 小括 

 

第 1 節では食餌誘導性 NASH 線維化モデルの作成を試みた．SD ラットに HFC 食（コレステロー

ル 1.25%あるいは 2.5%を含む）を 9 週間摂取させた結果，高度な脂肪沈着および炎症像を有する

NASH 様肝病変に加えて線維化を発症し，同じ飼料を 18 週間摂取させるとその線維化はさらに進

展し，肝硬変を発症するに至った．NASH を発症した肝臓では，著明なコレステロールおよび TG

をはじめとした脂肪酸代謝物の蓄積がみられたほか，ミトコンドリアにおけるコレステロールの蓄

積も観察された．肝臓における脂質代謝関連遺伝子発現および酵素活性を検討した結果，HFC 食に

よって，脂肪酸 β 酸化能の低下や TG 及びコレステロール排出能の低下を生じていることが示唆さ

れた．さらに，肝臓における胆汁酸代謝関連遺伝子の発現の検討により，胆汁酸合成の亢進および

胆汁酸抱合・排出の低下が示唆され，それには核内受容体 FXR による胆汁酸恒常性の維持の破綻

が関与している可能性が考えられた．以上より，本検討は食事性コレステロールが肝線維化の進展

を促進する因子であることを明らかにし，HFC 食の摂取は脂質および胆汁酸代謝に影響を与え，

NASH および肝線維化の発症に寄与することを示した． 

第2節ではHFC食によって誘導したNASH線維化モデルを用いて，フィコシアニンによるNASH，

特に肝線維化発症に対する効果を検討した．HFC（コレステロール 2.5%含む）食とフィコシアニン

を 9 週間同時摂取させた結果，血清 AST および ALT 値はフィコシアニン添加濃度依存的に低下す

る傾向を示したが，肝組織学的な改善には至らなかった． 
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第４章 

総括 

 

 

 近年，高脂肪食などの食生活や運動不足といった生活様式の変化に呼応して，生活習慣病の罹患

者数は増加の一途をたどっており，その予防・治療は疾患対応的な薬物療法ばかりでなく，生活習

慣の改善を重視するという，今まで中心的な治療法になりえなかった栄養療法および運動療法を第

一とする方法により対処しようとする動きに転換されてきた．しかし，肥満の是正などを目標とし

た長期間にわたる継続的な生活習慣の改善は決して容易ではない．この問題の解決策として，著者

は健康増進作用を有する機能性食品に着目し，生活習慣病の一次予防のみならず，疾患の境界域病

態の進展予防あるいは栄養療法などの治療を補完する目的でも積極的に活用すべきであると考え

る．また，メタボリックシンドロームを含む肥満を伴う生活習慣病の予防および治療を念頭に置い

た機能性食品の開発にあたり，青色色素フィコシアニンの有用性に注目している．フィコシアニン

は抗酸化作用をはじめ，肝障害抑制作用，抗動脈硬化作用など多様な機能性を有するため，機能異

常が重積した生活習慣病に対して抑制的に働くことが期待できる．さらに，フィコシアニンは既に

食品用天然着色料として用いられているため，機能性成分としてその汎用性は高いと考えられる．

よって，本研究では新規機能性成分フィコシアニンによる生活習慣病に対する効果を明らかにする

ため，特に高血圧および NASH に焦点をあてて病態モデル動物におけるフィコシアニンの作用を検

討することを目的とした．併せて，NASH モデル動物はヒトの病態や発症機序を完全に模倣するも

のは少ないため，生活習慣に起因して発症する NASH を念頭におき食餌誘導性の病態モデル動物の

作成を試みた． 

はじめに，高血圧に対するフィコシアニンの効果を検討するため，過食による肥満をベースとし

たメタボリックシンドローム自然発症モデルである SHR/NDmcr-cpおよび SHRSP/ZFラットに対す

るフィコシアニン投与実験を行った．身体所見および血中パラメータともに典型的なメタボリック

シンドローム様病態を発症した SHR/NDmcr-cp ラットにおいて，24 週間のフィコシアニンの摂取は

濃度依存的に収縮期血圧の上昇を抑制した．また，肥満に伴って低下することが知られている抗炎

症性サイトカインであるアディポネクチンの血中レベルは，フィコシアニン摂取濃度依存的に低下

が抑制されていた．フィコシアニンは白色脂肪組織においてアディポネクチンを転写レベルで増加

させ，転写調節因子 C/EBPα が関与している可能性が示唆された．フィコシアニンによる血圧上昇

抑制機序に関して，アディポネクチンと関連がある eNOS の発現が増加すると仮説をたて，大動脈

における eNOS の発現が血清アディポネクチン値と正の相関関係にあることを示した．フィコシア

ニンの血圧上昇抑制作用の詳細な機序を解明するため，動脈における脂肪沈着易発性の SHRSP/ZF

ラットを用い，動脈硬化誘導食と同時にフィコシアニンを投与し，血管におけるフィコシアニンの
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作用を検討した．SHRSP/ZF ラットに動脈硬化誘導食を 9 週間摂取させると身体所見および血中パ

ラメータともに典型的なメタボリックシンドローム様病態を発症し，また，同時にフィコシアニン

を摂取させることによって，SHR/NDmcr-cp ラットでみられたように収縮期血圧の上昇抑制が確認

された．摘出動脈リングにおける血管弛緩反応の検討により，フィコシアニンは内皮依存性および

内皮非依存性弛緩反応を改善させる傾向を示した．さらに，大動脈における血管弛緩反応に関与す

る遺伝子（AdipoR，eNOS，AMPK，sGC）はフィコシアニンによって発現の低下が改善されている

ことを示した．以上より，フィコシアニンは肥満を伴う高血圧に対し，血中アディポネクチンレベ

ルを維持し，かつ血管におけるアディポネクチン受容体およびその下流因子の eNOS の発現を亢進

させることを介する血管弛緩性の改善により，血圧上昇を抑制する効果を示すことが明らかとなっ

た．  

次に，NASH に対するフィコシアニンの効果を検討するため，食餌によって高度な肝線維化を伴

う脂肪性肝炎を短期間で発症する NASH 齧歯類モデルの作成を試みた．本実験では 9 週齢 SD ラッ

トにコレステロール（1.25%あるいは 2.5%）を添加した高脂肪食（HFC）を 9 週間摂取させた結果，

NASH 様肝病変に加えて線維化を発症し，同じ飼料を 18 週間摂取させるとその線維化はさらに進

展し，肝硬変を発症するに至った．これとは対照的に，コレステロールを添加していない高脂肪食

を摂取した個体においては，NASH 様肝病変および肝線維化の発症はみられなかった．NASH を発

症した肝臓では，著明なコレステロールおよび TG をはじめとした脂肪酸代謝物の蓄積がみられた

ほか，ミトコンドリアにおけるコレステロールの蓄積も観察された．肝臓における脂質代謝関連遺

伝子発現および酵素活性を検討した結果，HFC 食によって，脂肪酸 β 酸化能の低下や TG 及びコレ

ステロール排出能の低下を生じていることが示唆された．さらに，肝臓における胆汁酸代謝関連遺

伝子の発現の検討により，胆汁酸合成の亢進および胆汁酸抱合・排出の低下が示唆され，それには

核内受容体 FXRによる胆汁酸恒常性の維持の破綻が関与している可能性が考えられた．以上より，

HFC 食の摂取は脂質および胆汁酸代謝に影響を与え，NASH および肝線維化の発症に寄与すること

を示した．また，本実験は従来の肝線維化モデルの作成手法である遺伝子操作や肝毒性物質の投与

などに依ることなく，ヒトが通常摂取する食事成分による新規 NASH 肝硬変モデルの開発に貢献し，

本モデルは生活習慣病を背景とした NASH から進展する肝線維化や肝硬変の治療法の開発に役立

つと考えられる．さらに，病態進展に影響する食事因子のエビデンスに乏しい NASH において，食

事性コレステロールが肝線維化の進展を促進する因子であることを明らかにしたという点におい

ても本 NASH モデルの作成の意義があったと考えられる． 

次いで，新規 NASH 線維化モデルを用いて，フィコシアニンによる NASH，特に肝線維化発症に

対する効果を検討した．HFC（コレステロール 2.5%含む）食とフィコシアニンを 9 週間同時摂取さ

せた結果，血清 AST および ALT 値はフィコシアニン添加濃度依存的に低下する傾向を示したが，

肝組織学的な改善には至らなかった．フィコシアニンの投与量や期間などの再検討が必要である． 
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以上をまとめると，フィコシアニンは肥満を伴う高血圧においてアディポネクチンの増加を介し

て血管内皮機能障害を改善することで血圧上昇を抑制し，一方，NASH に対しては抑制的な作用を

示さなかった．肥満を伴う生活習慣病において，インスリン感受性の改善および抗炎症作用などを

有するアディポネクチンおよびその受容体の双方を増加させるフィコシアニンは，メタボリックシ

ンドロームやその構成病態の発症および進展の抑制に効果を期待できる魅力的な機能性素材であ

ると考えられた．フィコシアニンは食品用の天然着色料として既に用いられており汎用性が高く，

健康食品として安全に摂取することが可能である．今後の患者数の増加が危惧されるメタボリック

シンドロームの発症抑制および治療に活用できるよう，フィコシアニンがヒトに対して十分な効果

を発揮するかについて更なる検討が必要である． 

 

  

結語 

 

生活習慣病の多くは多因子疾患であり，代謝恒常性の維持に関連する生体内機能分子に機能異常

が生じ，それらが重複して代謝恒常性の維持が困難な状態に陥った結果，発症する．したがって，

機能分子の活性を食生活等の改善によりコントロールすることは，生活習慣の改善と同じく生活習

慣病の根本的な解決に寄与すると考えられる．機能性食品は，生活習慣病の一次予防として代謝恒

常性維持機能の増進効果だけでなく，代謝機能障害の改善，すなわち病態の治療効果にも期待でき

るため，今後，積極的に賢く活用することが望まれる．本研究は生活習慣病の発症の抑制に対する

機能性素材の効果を示す根拠の一端を担い，エビデンスに基づく健康増進および疾病予防・治療を

介し，活力のある社会の維持に貢献できるものと考えられる．  
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Table 2-1 Major nutrients composition of diets with or without phycocyanin  

*The Control group fed the MF, which is a normal diet provided by Oriental Yeast. Energy 

of phycocyanin was expected to be 4 kcal/g. 

Ingredient (g/100 g) Control* Low Middle High 

Crude protein 23.6  23.5  23.5  23.4  

Crude lipid  5.3  5.3  5.3  5.2  

Crude ash 6.1  6.1  6.1  6.0  

Crude fiber 2.9  2.9  2.9  2.9  

Nitrogen free extract 54.4  54.3  54.1  53.9  

Water 7.7  7.7  7.7  7.6  

Phycocyanin 0.0  0.25  0.5  1.0  

Energy (kcal/100 g) 360.0    360.1   360.2   360.4  

Ingredient (g/100 g) Ath* Ath+P0.5 Ath+P1.5 

Crude protein 14.7  14.6  14.5  

Crude lipid  28.6  28.5  28.2  

Crude ash 4.8  4.8  4.7  

Crude fiber 2.0  2.0  2.0  

Nitrogen free extract 42.9  42.7  42.3  

Water 7.0  7.0  6.9  

Phycocyanin 0.0  0.5  1.5  

Energy (kcal/100 g) 487.8    487.4    486.5  

Table 2-2 Major nutrients composition of the Ath diets with or without phycocyanin  

*The Ath diet, which was provided by Funabashi farm, contained 25% palm oil, 5% 

cholesterol, and 2% sodium cholate. Energy of phycocyanin was expected to be 4 kcal/g. 

Ath, atherogenic diet; Ath+P0.5, the Ath diet with 0.5% phycocyanin; Ath+P1.5, the Ath 

diet with 1.5% phycocyanin 



  Forward (5'→3')  Reverse (5'→3') 

18S rRNA   GTAACCCGTTGAACCCCATT   CCATCCAATCGGTAGTAGCG 

Adiponectin   AATCCTGCCCAGTCATGAAG   CATCTCCTGGGTCACCCTTA 

C/EBPα   GCTCGCCATGCCGGGAGAACT   TGGAGGTGGCTGCTCATCGGG 

GAPDH   GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG   ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA 

AdipoR1   ACAAGCATGCCCCGTGCCTC   CCAACGCCCCTCCCAGACCTTA 

eNOS   AGCGGCTGGTACATGAGTTC   GCAGACAGCCACATCCTCAA 

Prkaa1   GGCCTCACCCTGAGAGAGTA   ATGCCACTTTGCCTTCCGTA 

sGCa1   ACACAATATGCATCTCCGATGG   GCTCTCTATACTCGCTTTGACCAA 

Table 2-3 Primer sequences for real-time PCR 

Table 2-4 Cumulative energy intake, body weight and relative organ weight in SHR/NDmcr-cp 

rats at 34 weeks of age 

  Control Low Middle High 

Cumulative energy intake (kcal) 18835 ± 117 19117 ± 144 18902 ± 123 18885 ± 226 

Final BW (g) 762 ± 10 772 ± 15 791 ± 16 769 ± 7 

Liver weight/BW (%) 3.18 ± 0.14 3.14 ± 0.10 3.27 ± 0.15 3.12 ± 0.13 

Epididymal fat pad weight/BW (%) 1.11 ± 0.06 1.24 ± 0.06 1.27 ± 0.06 1.09 ± 0.06 

Values are expressed as means ± SE. n=6-7/group. There was no significant difference among 

groups. BW, body weight  

These primers were originally designed using primer designing tool, Primer-BLAST, and were 

synthesized by Greiner Japan. 



Table 2-5 Serum biochemical parameters in SHR/NDmcr-cp rats at 34 weeks of age 

  Control Low Middle High 

Triglyceride (mg/dL) 409 ± 21 409 ± 18 644 ± 51b,d 506 ± 58 

Total cholesterol (mg/dL) 97.0 ± 10.8 84.5 ± 7.6 114.4 ± 12.2 96.9 ± 10.6 

HDL cholesterol (mg/dL) 51.3 ± 3.5 48.5 ± 3.7 68.4 ± 5.7a,c 53.2 ± 3.1 

HDL/total cholesterol 56.2 ± 6.7 57.6 ± 3.9 60.1 ± 3.1 55.8 ± 3.6 

Glucose (mg/dL) 146 ± 8 156 ± 14 240 ± 32a,c 183 ± 13 

Insulin (ng/mL) 35.4 ± 4.5 28.7 ± 6.2 22.3 ± 2.9 24.9 ± 5.5 

Adiponectin (μg/mL) 2.05 ± 0.33 3.73 ± 0.51 2.82 ± 0.14 3.99 ± 0.65 

Leptin (ng/mL) 127 ± 10 129 ± 9 149 ± 13 129 ± 4 

NOx (μmol/L) 15.4 ± 2.3 14.8 ± 1.4 15.6 ± 1.5 20.7 ± 3.1 

Values are expressed as means ± SE. n=6-7/group. aP < 0.05 and bP < 0.01 vs. Control group; 
cP < 0.05 and dP < 0.01 vs. Low group. HDL, high-density lipoprotein 

Table 2-6 eNOS grades in the aorta of SHR/NDmcr-cp rats at 34 weeks of age 

Grade Control Low Middle High 

0 1 0 0 0 

0.5 4 1 5 1 

1 1 0 2 1 

1.5 0 2 0 0 

2 1 1 0 2 

3 0 3 0 2 

The intensity of staining of eNOS in the aorta was classified as 

follows: grade 0, negative staining; grade 1, mild-staining; grade 2, 

moderate-staining; and grade 3, severe-staining. eNOS, endothelial 

nitric oxide synthase 



Ath 

(n=3) 

Ath+P0.5 

(n=5) 

Ath+P1.5 

(n=6) 

Cumulative energy intake (kcal) 5431 ± 69 5744 ± 147 5757 ± 39 

Final BW (g) 419 ± 25 424 ± 16 421 ± 7 

Liver weight/BW (%) 11.7 ± 0.8 13.2 ± 0.9 12.8 ± 1.0 

Epididymal fat pad weight/BW (%) 1.90 ± 0.16 1.92 ± 0.09 1.89 ± 0.05 

Heart weight/BW (%) 0.33 ± 0.01 0.35 ± 0.02 0.34 ± 0.01 

Table 2-7 Cumulative energy intake, body weight and relative organ weights in 

SHRSP/ZF rats fed the Ath, Ath+P0.5 or Ath+P1.5 diet for 9 weeks 

Values are expressed as means ± SE. There was no significant difference among groups. Ath, 

atherogenic diet; Ath+P0.5, the Ath diet with 0.5% phycocyanin; Ath+P1.5, the Ath diet with 

1.5% phycocyanin; BW, body weight 

 

Table 2-8 Serum biochemical parameters in SHRSP/ZF rats fed the Ath, Ath+P0.5 or 

Ath+P1.5 diet for 9 weeks 

 Ath 

(n=3) 

Ath+P0.5 

(n=5) 

Ath+P1.5 

(n=6) 

Triglyceride (mg/dL) 132 ± 29 189 ± 52 155 ± 24 

Total cholesterol  (mg/dL) 611 ± 83 733 ± 171 820 ± 127 

HDL cholesterol  (mg/dL) 8.0 ± 1.1 28.3 ± 8.5 16.7 ± 5.6 

Glucose (mg/dL) 86.2 ± 2.8 102.3 ± 13.3 95.8 ± 11.0 

Insulin (ng/mL) 19.8 ± 10.7 15.9 ± 3.9 12.1 ± 0.7 

Leptin (ng/mL) 106.6 ± 15.4 80.5 ±15.3 80.2 ± 6.1 

Adiponectin (μg/mL) 2.18 ± 0.40 4.67 ± 0.90 5.55 ± 0.91 

Total angiotensinogen (μg/mL) 2.27 ± 0.26 2.65 ± 0.82 2.12 ± 0.25 

NOx (μmol/L) 53.6 ± 13.8 53.6 ± 15.1 56.3 ± 13.1 

Values are expressed as means ± SE. There was no significant difference among groups. Ath, 

atherogenic diet; Ath+P0.5, the Ath diet with 0.5% phycocyanin; Ath+P1.5, the Ath diet with 

1.5% phycocyanin; HDL, high-density lipoprotein 



Table 2-9 Relaxation response to ACh and SNP in the thoracic aortas from SHRSP/ZF 

rats fed the Ath, Ath+P0.5 or Ath+P1.5 diet for 9 weeks 

Group Drugs n pD2 Maximum relaxation (%) 

Ath ACh 2 - 24.0  ± 18.9  

ACh + L-NNA 0 - - 

SNP 3 6.88  ± 0.20  57.2  ± 15.9  

Ath+P0.5 ACh 5 - 11.5  ± 3.9 

ACh + L-NNA 2 - 2.67  ± 0.20 

SNP 9 7.53  ± 0.09  67.5  ± 9.1  

Ath+P1.5 ACh 7 - 25.5  ± 9.5  

ACh + L-NNA 1 - 1.85  

  SNP 10 7.39  ± 0.11  61.7  ± 11.3  

Values are expressed as means ± SE. Data on aortas were from 3-6 animals. There was no 

significant difference among groups. pD2 value was high in the phycocyanin-fed groups 

(Ath+P0.5 and Ath+P1.5 groups) as compared to the Ath group but these differences were 

not statistically significant, at P = 0.062 by ANOVA. ACh, acetylcholine chloride; Ath, 

atherogenic diet; Ath+P0.5, the Ath diet with 0.5% phycocyanin; Ath+P1.5, the Ath diet 

with 1.5% phycocyanin; L-NNA, nitro-L-arginine; SNP, sodium nitroprusside 



Table 3-1 Major nutrients composition of the control, HF and HFC diets 

*The Control group fed the MF, which is a normal diet provided by Oriental Yeast. HF, high fat 

diet without cholesterol; HFC1.25, the HF diet with 1.25% cholesterol; HFC2.5, the HF diet 

with 2.5% cholesterol 

 

Ingredient (g/100g) Control* HF HFC1.25 HFC2.5 

Crude protein 23.1  15.7  15.7  15.7  

Crude lipid  5.1  3.5  3.5  3.5  

Crude ash 5.8  3.9  3.9  3.9  

Crude fiber 2.8  1.9  1.9  1.9  

Nitrogen free extract 55.3  37.6  37.6  37.6  

Water 7.9  5.4  5.4  5.4  

Palm oil 0.0  30.0  28.8  27.5  

Cholesterol 0.0  0.0  1.25  2.5  

Sodium cholate 0.0  2.0  2.0  2.0  

Energy (kcal/100 g) 359.5    514.5    503.2    492.0    

Energy ratio derived from fat (%) 12.8    58.5    57.6    56.7    



   Item Definition Score/Code 

NAFLD 

activity 

score 

(NAS) 

 Steatosis Low-to medium-power evaluation of   

  parenchymal involvement by steatosis 

  <5% 0 

  5%-33% 1 

  >33%-66% 2 

  >66% 3 

 Lobular  Overall assessment of all   

 inflammation inflammatory foci 

  No foci 0 

  <2 foci per 200x field 1 

  2-4 foci per 200x field 2 

  >4 foci per 200x field 3 

 Hepatocyte      

 ballooning None 0 

  Few balloon cells 1 

  Many cells/prominent ballooning 2 

      Full Score; 8 

   Fibrosis None 0 

    Perisinusoidal or periportal 1 

       Mild, zone 3, perisinusoidal 1A 

       Moderate, zone 3, perisinusoidal 1B 

       Portal/periportal 1C 

    Perisinusoidal and  portal/periportal 2 

    Bridging fibrosis 3 

    Cirrhosis 4 

Table 3-2 NASH Clinical Research Network Scoring System 80) 



Table 3-3 Primer sequences for real-time PCR 

  Forward (5'→3') Reverse (5'→3') 

GAPDH GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG  ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA 

LDLR AGGAGTGCAAGACCAACGAG   TATCTTCACACTGGTGGCCG 

HMGCR GAAACCCTCATGGAGACGCA  AGCAAGCTCCCATCACCAAG 

ABCG5 CGGGAGACGCTGAGATACAC  ACTGCCTCTACCTTCTTGTCG 

CYP7A1 TGCCGGTACTAGACAGCATC  CGTCCTCAAGATGGAGAGTG 

BAT GCTGTCGAACTACGGTTTTGG  GTGACCCGGATATGCACAGG 

BSEP TGAAGGCATGGTGACTCTGG  GTGGTGGAGAACAGAACGG 

MRP2 GCACATGGCTCCTGGTTTTG  ATACGCCGCATAAGACCGAG 

MTP CAAGCTCAAGGCAGTGGTTG   AGCAGGTACATCGTGGTGTC 

FAS CAACATTGACGCCAGTTCCG  TTCGAGCCAGTGTCTTCCAC 

FATP5 CTTCTACTTCCGAGACCGCC  ACCTTACCCTCACACCCTGG 

LXRα TTACTGAGCTGGCCATCGTG  TCTCCAGAAGCATCACCTCG 

FXR TGGGAATGTTGGCTGAATGTTTG  TGCATAGCTTGGTCGTGGAG 

SREBP-1c CATGGACGAGCTACCCTTCG      GAAGCATGTCTTCGATGTCGG 

SREBP-2 CCGGGAAGAAGAGAGCTGTG   CAGACGACATCGGGACCAAG 

COL1A1 GCGTAGCCTACATGGACCAA  AAGTTCCGGTGTGACTCGTG 

COL4A1 TCTTGAAGGATTGCCGGGTC  AAATATCTCGCCGGGCTCTC 

TGF-β1 CTTTGTACAACAGCACCCGC  TAGATTGCGTTGTTGCGGTC 

These primers were originally designed using primer designing tool, Primer-BLAST, and were 

synthesized by Greiner Japan. 



Values are expressed as means ± SE. n=5-6/group. aP < 0.05 and bP < 0.01 vs. age-matched, Control 

groups; cP < 0.05 and dP < 0.01 vs. age-matched, HF groups; eP < 0.05 and fP < 0.01 vs. age-matched, 

HFC 1.25 groups. BW, body weight; HF, high fat diet without cholesterol; HFC1.25, the HF diet with 

1.25% cholesterol; HFC2.5, the HF diet with 2.5% cholesterol; -, not measured 

Table 3-4 Cumulative energy intake, body weight, and relative organ weight in SD rats fed the 

control, HF, HFC1.25 or HFC2.5 diet for 9 or 18 weeks 

Group Control HF HFC1.25 HFC2.5 

Cumulative energy intake (kcal) 

18 weeks of age 5838 ± 133 5840 ± 303 6301 ± 109 5840 ± 328 

27 weeks of age 10788 ± 239 10349 ± 266 11163 ± 382 10161 ± 419 

Final BW (g) 

18 weeks of age 487  ± 17  386  ± 15a 433  ± 8  421  ± 27  

27 weeks of age 571  ± 19  467  ± 15a 485  ± 16a 443  ± 24b 

BW gain (g) 

18 weeks of age 181  ± 12  78  ± 16b 125  ± 9  107  ± 24a 

27 weeks of age 260  ± 16  153  ± 12b 174  ± 15a 141  ± 30b 

Liver weight/BW (%) 

18 weeks of age 3.17  ± 0.08  3.31  ± 0.18  7.54  ± 0.36b,d 8.41  ± 0.69b,d 

27 weeks of age 3.08  ± 0.07  3.22  ± 0.11  9.62  ± 0.41b,d 10.43  ± 0.48b,d 

Epididymal fat pad weight/BW (%) 

18 weeks of age 1.79  ± 0.01  1.12  ± 0.15b 0.89  ± 0.07b 0.85  ± 0.07b 

27 weeks of age 2.19  ± 0.19  1.25  ± 0.06b 0.78  ± 0.1b 0.55  ± 0.14b,d 

Spleen weight/BW (%) 

18 weeks of age - - - - 

27 weeks of age 0.16  ± 0.00  0.15  ± 0.01b 0.40  ± 0.02b 0.47  ± 0.06  



Table 3-5 Serum biochemical parameters  in SD rats fed the control, HF, HFC1.25 or HFC2.5 

diet for 9 or 18 weeks 

Values are expressed as means ± SE. n=5-6/group. aP < 0.05 and bP < 0.01 vs. age-matched, 

Control groups; cP < 0.05 and dP <0.01 vs. age-matched, HF groups; eP <0.05 vs. age-matched, 

HFC1.25 groups; ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; HDL, high-

density lipoprotein; HF, high fat diet without cholesterol; HFC1.25, the HF diet with 1.25% 

cholesterol; HFC2.5, the HF diet with 2.5% cholesterol 

Group Control HF HFC1.25 HFC2.5 

Triglyceride (mg/dL)                         

18 weeks of age 111.2  ± 24.3  79.8  ± 15.9  29.8  ± 1.9a 43.0  ± 16.6  

27 weeks of age 102.5  ± 14.3  58.3  ± 7.7  59.7  ± 6.0  68.1  ± 15.0  

Total cholesterol (mg/dL) 

18 weeks of age 52.9  ± 5.3  76.8  ± 6.2  171.4  ± 13.2b,d 287.3  ± 33.1b,d,e 

27 weeks of age 75.0  ± 5.6  80.6  ± 4.4  295.1  ± 20.0b,d 301.2  ± 55.8b,d 

HDL cholesterol (mg/dL) 

18 weeks of age 21.7  ± 0.6  37.3  ± 4.8  35.4  ± 7.4  43.9  ± 10.7  

27 weeks of age 49.4  ± 4.0  49.4  ± 4.2  62.8  ± 2.7  50.6  ± 3.8  

Free fatty acid (mEq/L) 

18 weeks of age 0.37  ± 0.02  0.31  ± 0.04  0.26  ± 0.02  0.40  ± 0.08  

27 weeks of age 0.32  ± 0.06  0.25  ± 0.03  0.52  ± 0.14  0.44  ± 0.13  

Glucose (mg/dL) 

18 weeks of age 180  ± 16  171  ± 8  189  ± 11  175  ± 8  

27 weeks of age 210  ± 31  184  ± 17  156  ± 4  156  ± 16  

Insulin (ng/mL) 

18 weeks of age 6.26  ± 1.22  5.44  ± 1.47 6.67  ± 0.97  3.58  ± 0.38  

27 weeks of age 6.08  ± 0.74  3.72  ± 0.52  3.47  ± 0.30a 2.55  ± 0.80b 

Insulin resistance index 

18 weeks of age 2.70  ± 0.60  2.43  ± 0.75  3.18  ± 0.59  1.56  ± 0.23  

27 weeks of age 3.89  ± 0.71  1.75  ± 0.26a 1.59  ± 0.26b 1.12  ± 0.45b 

AST (IU/L) 

18 weeks of age 28.6  ± 1.7  22.4  ± 2.1  54.4  ± 9.3  117.8  ± 31.4b,d,e 

27 weeks of age 15.8  ± 2.1  21.7  ± 8.4  86.6  ± 16.1a,c 106.2  ± 27.2b,c 

ALT (IU/L) 

18 weeks of age 4.29  ± 0.91  4.45  ± 0.78  23.25  ± 6.38  53.70  ± 16.70b,d 

27 weeks of age 8.38  ± 0.94  11.76  ± 4.53  46.03  ± 7.69a,c 50.81  ± 13.86a,c 

Leptin (ng/mL) 

18 weeks of age 6.56  ± 1.00  3.92  ± 0.64  2.72  ± 0.19b 2.45  ± 0.48b 

27 weeks of age 11.82  ± 0.58  4.68  ± 0.36b 4.68  ± 0.54b 3.33  ± 0.66b 

Adiponectin (μg/mL) 

18 weeks of age 2.42  ± 0.46  1.96  ± 0.20  1.81  ± 0.08 1.21  ± 0.16  

27 weeks of age 1.69  ± 0.54  1.78  ± 0.44  1.09  ± 0.12  1.02  ± 0.18  



Group     Rat no. Steatosis 
Lobular 

 inflammation 

Hepatocyte 

ballooning 
NAS* Fibrosis Desmin CD68 

Control 1 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 0 0 0 

4 0 0 0 0 0 0 0 

5 0 0 0 0 0 0 0 

HF 1 1 1 1 3 0 0 1 

2 0 0 0 0 0 1 0 

3 2 1 1 4 0 0 1 

4 0 0 0 0 0 0 0 

5 1 0 0 1 0 1 0 

HFC1.25 1 3 2 1 6 1A 2 2 

2 3 2 2 7 2 3 3 

3 3 2 2 7 2 1 3 

4 3 2 0 5 1A 1 1 

5 3 2 1 6 1A 1 2 

HFC2.5 1 3 2 2 7 2 2 3 

2 3 2 2 7 1A 1 3 

3 3 2 2 7 1A 2 3 

4 3 2 2 7 4 3 3 

  5 3 2 2 7 4 3 3 

Table 3-6 Histopathological assessment of hepatic steatosis, lobular inflammation, hepatocyte 

ballooning, NAS, fibrosis and grades of desmin, and CD68 staining in SD rats fed the control, 

HF, HFC1.25 or HFC2.5 diet for 9 weeks 

 

*Non-alcoholic fatty liver disease activity score (NAS) is defined as unweighted sum of scores for 

steatosis, lobular inflammation and hepatocyte ballooning. Final scores range from 0 to 8. NAS scores 

≥ 5 and ≤ 2 are considered diagnostic and not diagnostic, respectively, for steatohepatitis according to 

the NASH Clinical Research Network Scoring System80). The intensity of staining of desmin in the 

parenchyma was classified as follows: grade 0, absent staining; grade 1, a few stained cells; grade 2, 3-

10 stained cells; and grade 3, > 10 stained cells. The intensity of staining of CD68 in Kupffer cells was 

classified as grade 0, 1, 2 and 3 indicating normal staining intensity and slightly, moderately and 

markedly increased staining intensity, respectively. 

At 18 weeks of age 



Group Rat no. Steatosis 
Lobular 

inflammation 

Hepatocyte 

ballooning 
NAS* Fibrosis 

Control 1 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 0 

4 0 0 0 0 0 

5 0 0 0 0 0 

HF 1 0-1 0 0 0-1 0 

2 1 0 0 1 0-1 

3 1 0 0 1 0 

4 1 1 0 2 1 

5 0-1 0 0 0-1 0 

HFC1.25 1 3 3 2 8 3-4 

2 3 3 2 8 3 

3 3 3 2 8 4 

4 3 3 2 8 4 

5 3 3 2 8 3-4 

6 3 3 2 8 3-4 

HFC2.5 1 3 3 2 8 4 

2 3 3 2 8 4 

3 3 3 2 8 3-4 

4 3 3 2 8 4 

5 3 3 2 8 4 

  6 3 3 2 8 4 

Table 3-7 Histopathological assessment of hepatic steatosis, lobular inflammation, 

hepatocyte ballooning, NAS and fibrosis in SD rats fed the control, HF, HFC1.25 or 

HFC2.5 diet for 18 weeks 

 

*Non-alcoholic fatty liver disease activity score (NAS) is defined as unweighted sum of 

scores for steatosis, lobular inflammation and hepatocyte ballooning. Final scores range 

from 0 to 8. NAS scores ≥ 5 and ≤ 2 are considered diagnostic and not diagnostic, 

respectively, for steatohepatitis according to the NASH Clinical Research Network Scoring 

System80). 

At 27 weeks of age 



Table 3-8 Major nutrients composition of the control and HFC diets with or without 

phycocyanin 

*The Control group fed the MF, which is a normal diet provided by Oriental Yeast. The NASH 

group fed the high fat diet with 2.5% cholesterol (HFC diet). The P-0.5 and P-1.5 groups fed 

the HFC diet with 0.5% and 1.5% phycocyanin, respectively. Energy of phycocyanin was 

expected to be 4 kcal/g. 

Ingredient (g/100g) Control* NASH P-0.5 P-1.5 

Crude protein 23.1  15.7  15.6  15.5  

Crude lipid  5.1  3.5  3.5  3.4  

Crude ash 5.8  3.9  3.9  3.9  

Crude fiber 2.8  1.9  1.9  1.9  

Nitrogen free extract 55.3  37.6  37.4  37.0  

Water 7.9  5.4  5.3  5.3  

Palm oil 0.0  27.5  27.4  27.1  

Cholesterol 0.0  2.5  2.5  2.5  

Sodium cholate 0.0  2.0  2.0  2.0  

Phycocyanin 0.0  0.0  0.5  1.5  

Energy (kcal/100 g) 359.5    492.0  491.5    490.6  

Energy ratio derived from fat (%) 12.8    56.7    57.6    56.7    



Table 3-9 Cumulative energy intake, body weight and relative organ weight in the Control, 

NASH, P-0.5 and P-1.5 groups 

Table 3-10 Serum and hepatic biochemical parameters in the Control, NASH, P-0.5 and P-1.5 

groups 

  
Control 

(n=5) 

NASH 

(n=4) 

P-0.5 

(n=5) 

P-1.5 

(n=6) 

Cumulative energy intake (kcal) 4819  ± 39  4830  ± 54  4972  ± 123  4963  ± 114  

Final BW (g) 492  ± 8  425  ± 8b 435  ± 9b 437  ± 8b 

BW gain (g) 185  ± 9  116  ± 12b 127  ± 6b 126  ± 4b 

Liver weight/BW (%) 3.13  ± 0.10  10.0  ± 0.6b 10.7  ± 0.8b 10.2  ± 0.1b 

Epididymal fat pad weight/BW (%) 1.58  ± 0.15  0.86  ± 0.09b 0.86  ± 0.08b 0.85  ± 0.06b 

Spleen weight/BW (%) 0.15  ± 0.00 0.26  ± 0.02b 0.31  ± 0.01b 0.34  ± 0.02b 

Values are expressed as means ± SE. aP < 0.05 and bP < 0.01 vs. Control group. The NASH group fed 

the high fat diet with 2.5% cholesterol (HFC diet). BW, body weight; P-0.5; the HFC diet with 0.5% 

phycocyanin; P-1.5, the HFC diet with 1.5% phycocyanin 

  
Control 

(n=5) 

NASH 

(n=4) 

P-0.5 

(n=5) 

P-1.5 

(n=6) 

Serum parameters 

Triglyceride (mg/dL) 67.3  ± 13.2  59.7  ± 4.4  43.3  ± 6.4  50.1  ± 5.7  

Total cholesterol (mg/dL) 57.8  ± 3.5  226.7  ± 12.1b 229.5  ± 16.1b 207.8  ± 21.6b 

Glucose (mg/dL) 199  ± 17  152  ± 2  174  ± 13  142  ± 6a 

Insulin (ng/mL) 5.26  ± 1.14  2.75  ± 0.56  2.80  ± 0.57  2.55  ± 0.24  

AST (IU/L) 31.7  ± 5.6  127.4  ± 37.9a 83.9  ± 24.2  48.6  ± 14.0  

ALT (IU/L) 3.7  ± 0.9  52.1  ± 12.4b 46.9  ± 11.6b 25.1  ± 3.6  

Leptin (ng/mL) 6.09  ± 1.22  2.05  ± 0.38b 2.44  ± 0.24b 2.17  ± 0.21b 

Adiponectin (μg/mL) 1.56  ± 0.25  1.39  ± 0.25  1.27  ± 0.26  0.85  ± 0.11  

Hepatic lipid contents 

Triglyceride (mg/g tissue) 15.1  ± 2.7  65.5  ± 5.3b 58.6  ± 4.1b 70.9  ± 11.9b 

Total cholesterol (mg/g tissue) 1.84  ± 0.36  123.8  ± 6.9b 117.9  ± 3.9b 121.4  ± 5.2b 

Values are expressed as means ± SE. aP < 0.05 and bP < 0.01 vs. Control group. The NASH group fed 

the high fat diet with 2.5% cholesterol (HFC diet). AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine 

aminotransferase; P-0.5; the HFC diet with 0.5% phycocyanin; P-1.5, the HFC diet with 1.5% 

phycocyanin 



Group Rat no. Steatosis 
Lobular 

inflammation 

Hepatocyte 

ballooning 
NAS* Fibrosis 

Control 1 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 0 

4 0 0 0 0 0 

5 0 0 0 0 0 

NASH 1 3 2 1 6 3 

2 3 3 1 7 4 

3 3 3 1 7 2 

4 3 3 1 7 3 

P-0.5 1 3 2 1 6 3 

2 3 3 1 7 2 

3 3 3 1 7 4 

4 2 2 1 5 4 

5 2 2 1 5 4 

P-1.5 1 2 2 1 5 4 

2 2 3 2 7 4 

3 2 3 1 6 4 

4 3 3 1 7 3 

5 2 2 1 5 3 

  6 3 3 1 7 4 

Table 3-11 Histopathological assessment of hepatic steatosis, lobular inflammation, 

hepatocyte ballooning, NAS and fibrosis in the Control, NASH, P-0.5 and P-1.5 groups 

*Non-alcoholic fatty liver disease activity score (NAS) is defined as unweighted sum of 

scores for steatosis, lobular inflammation and hepatocyte ballooning. Final scores range from 

0 to 8. NAS scores ≥ 5 and ≤ 2 are considered diagnostic and not diagnostic, respectively, for 

steatohepatitis according to the NASH Clinical Research Network Scoring System80). 



Figure 1-1 Chemical structure of phycocyanobilin in phycocyanin 

Phycocyanin contains phycocyanobilin, an open-chain tetrapyrrole chromophore 

that  is covalently attached to apoprotein by thioether bonds to cysteine residues. 



Figure 2-1 Growth curves of SHR/NDmcr-cp rats in the Control, Low, Middle 

and High group 

SHR/NDmcr-cp rats were fed the normal diet with or without phycocyanin (2,500, 

5,000 or 10,000 mg/kg diet)  for 24 weeks. 

Figure 2-2 Systolic blood pressure in SHR/NDmcr-cp rats at 34 weeks of age  

Values are expressed as means ± SE. n=6-7/group. Phycocyanin-fed groups (Low, 

Middle, and High groups) exhibited a dose-dependent decrease in systolic blood 

pressure but these differences were not statistically significant, at P = 0.215 by 

ANOVA. 

100

120

140

160

180

200

Control Low Middle High

Sy
st

o
lic

 b
lo

o
d

 p
re

ss
u

re
 (

m
m

H
g)

 

200

300

400

500

600

700

800

900

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

B
o

d
y 

w
e

ig
h

t 
(g

) 

Time (week) 

Control

Low

Middle

High



0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

Control Low Middle High

R
el

at
iv

e 
 m

R
N

A
 le

ve
ls

 

0

1

2

3

Control Low Middle High

R
el

at
iv

e 
 m

R
N

A
 le

ve
ls

 

Figure 2-3   Relative adipose mRNA levels of adiponectin and C/EBPα measured by real-

time PCR in the Control, Low, Middle and High groups at 34 weeks of age  

The mRNA levels, measured relative to 18S rRNA levels used as an internal control, were 

determined using the 2-ΔΔCt method and expressed as a fold of levels in the control group. Values 

are expressed as means ± SE. n=6-7/group. The mRNA levels of adiponectin and C/EBPα were 

high in the phycocyanin-fed groups compared to the Control group, but the differences were not 

statistically significant, at P = 0.138 and P  = 0.330, respectively, by ANOVA. C/EBPα, 

CCAAT/enhancer binding protein α 
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eNOS grade 

P = 0.002 
r = 0.573 

Figure 2-4  Representative immunohistochemistry for eNOS in the aorta of SHR/NDmcr-cp 

rat, and correlation between eNOS expression levels and serum adiponectin levels 

(a) Representative immunohistochemistry for eNOS in the aorta of the SHR/NDmcr-cp rats at 34 

weeks of age. Arrows indicate vascular endothelium (original magnification, 400×; scale bars = 

100 μm).  

(b) Correlation between eNOS expression levels and serum adiponectin levels. eNOS expression 

levels were positively correlated with serum adiponectin levels by Pearson’s correlation 

coefficient. eNOS, endothelial nitric oxide synthase 
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Figure 2-5 Growth curves of SHRSP/ZF rats fed the Ath, Ath+P0.5 or Ath+P1.5 diet 

for 9 weeks 

SHRSP/ZF rats were fed the atherogenic (Ath) diet with or without phycocyanin (5,000 or 

15,000 mg/kg diet) for 9 weeks. 
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Figure 2-6  Systolic blood pressure in SHRSP/ZF rat fed the Ath, Ath+P0.5 or 
Ath+P1.5 diet 
Each point represents means ± SE. There was no significant difference among groups. Ath, 
atherogenic diet; Ath+P0.5, the Ath diet with 0.5% phycocyanin; Ath+P1.5, the Ath diet with 
1.5% phycocyanin 
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Figure 2-7 Concentration-response curves for ACh- (a) and SNP- (b) induced relaxation of 

thoracic aortas from SHRSP/ZF rats fed the Ath, Ath+P0.5 or Ath+P1.5 diet for 9 weeks 

Each point represents means ± SE of 2-10 preparations (3-6 animals). Relaxation induced by 

papaverine (Pap) was taken as 100%. There was no significant difference among groups. ACh, 

acetylcholine chloride; Ath, atherogenic diet; Ath+P0.5, the Ath diet with 0.5% phycocyanin; 

Ath+P1.5, the Ath diet with 1.5% phycocyanin; SNP, sodium nitroprusside 
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Figure 2-8 Representative histopathological findings of thoracic aorta from 

SHRSP/ZF rats fed the Ath, Ath+P0.5 or Ath+P1.5 diet for 9 weeks 

Atherosclerotic lesion was not observed in all groups (HE stain; original 

magnification, 200×; scale bars = 200 μm). Ath, atherogenic diet; Ath+P0.5, 

the Ath diet with 0.5% phycocyanin; Ath+P1.5, the Ath diet with 1.5% 

phycocyanin 
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Figure 2-9 Quantitative real-time PCR for representative genes involved in vasodilating 

response in the aorta of SHRSP/ZF rats 

The mRNA levels, measured relative to GAPDH mRNA levels used as an internal control, 

were determined using the 2-ΔΔCt method and expressed as a fold of levels in the Ath group.  

Values are expressed as means ± SE. n=3-6/group. There was no significant difference 

among groups. AMPK, adenosine monophosphate-activated protein kinase; Ath, atherogenic 

diet; Ath+P0.5, the Ath diet with 0.5% phycocyanin; Ath+P1.5, the Ath diet with 1.5% 

phycocyanin; eNOS, endothelial nitric oxide synthase 
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Figure 3-1 Representative liver histology shows criteria for ballooning hepatocytes according to 

NASH Clinical Research Network Scoring System 

Scores of 0, 1 and 2 indicate no ballooning, a few and many ballooning cells/prominent ballooning, 

respectively 80). Arrows indicate ballooning hepatocytes (HE stain; original magnification, 400×; 

scale bars = 100 μm). 

Score 0 Score 1 Score 2 



Figure 3-2 Growth curves of SD rats fed the control, HF, HFC1.25 or HFC2.5 

diet for 18 weeks 

SD rats were fed the control, HF, HFC1.25 or HFC2.5 diet from 9 to 18 or 27 

weeks of age. HF, high fat diet without cholesterol; HFC1.25, the HF diet with 

1.25% cholesterol; HFC2.5, the HF diet with 2.5% cholesterol 
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Figure 3-3 Hepatic TG,TC and FFA levels in SD rats at 18 and 27 weeks of age 

SD rats were fed the control, HF, HFC1.25 or HFC2.5 diet from 9 to 18 or 27 weeks of age.  

Values are expressed as means ± SE. n = 5-6/group. *P < 0.05 and **P < 0.01 vs. Control group; 
†P < 0.05 and ‡P < 0.01 vs. HF group. FFA, free fatty acid, HF, high fat diet without cholesterol; 

HFC1.25, the HF diet with 1.25% cholesterol; HFC2.5, the HF diet with 2.5% cholesterol; TC, total 

cholesterol; TG, triglyceride 
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Figure 3-4 TLC analysis of the hepatic DG in SD rats at 27 weeks of age 

(a) Representative TLC of total lipid extract from the liver of SD rats fed the control, HF, HFC1.25 

or HFC2.5 diet for 18 weeks. The spots are different three samples in each group. Standard contains 
25% (wt/wt) each monoolein, 1,2-diolein, 1,3-diolein, and triolein. 

(b) Quantification of TLC with ImageJ. Results represent the means ± SE from at least three 
independent TLC plates with n = 3 in each group. 

DG, diglyceride; HF, high fat diet without cholesterol; HFC1.25, the HF diet with 1.25% 

cholesterol; HFC2.5, the HF diet with 2.5% cholesterol; TLC, thin layer chromatography  
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Figure 3-5 Representative liver histopathology in SD rats at 18 and 27 weeks of age 

SD rats were fed the control, HF, HFC1.25 or HFC2.5 diet from 9 to 18 or 27 weeks of age.  

HE-stained section; original magnification, 200×; scale bars = 200 μm. Azan-stained section; original 

magnification, 100×; scale bars = 400 μm. Immunohistochemical detection of desmin and CD68; 

original magnification, 400×; scale bars = 100 μm. HF, high fat diet without cholesterol; HFC1.25, 

the HF diet with 1.25% cholesterol; HFC2.5, the HF diet with 2.5% cholesterol 
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Figure 3-6 Enzyme activities involved in hepatic lipid metabolism in SD rats at 18 and 27 

weeks of age 

SD rats were fed the control, HF, HFC1.25 or HFC2.5 diet from 9 to 18 or 27 weeks of age.  

Values are expressed as means ± SE. n = 5-6/group. *P < 0.05 and **P < 0.01 vs. Control group; 
†P < 0.05 and ‡P < 0.01 vs. HF group. CPT, carnitine palmitoyltransferase; G6PDH, glucose-6-

phosphate dehydrogenase; HF, high fat diet without cholesterol; HFC1.25, the HF diet with 1.25% 

cholesterol; HFC2.5, the HF diet with 2.5% cholesterol; PAP, phosphatidate phosphohydrolase 
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Figure 3-7  Cholesterol content in hepatic mitochondrial fraction, and correlation between 

mitochondrial cholesterol levels and CPT activity in mitochondria in SD rats at 18 weeks of 

age 

(a) Total cholesterol (TC) content in hepatic mitochondria in SD rats fed the control, HF, HFC1.25 

or HFC2.5 diet for 9 weeks. Values are expressed as means ± SE. n = 5/group. *P < 0.01 vs. 

Control group; †P < 0.01 vs. HF group.  

(b) Correlation between mitochondrial cholesterol levels and CPT activity in the HF, HFC1.25 and 

HFC2.5 groups. CPT activity was negatively correlated with TC levels in mitochondria by 

Pearson’s correlation coefficient. CPT, carnitine palmitoyltransferase; HF, high fat diet without 

cholesterol; HFC1.25, the HF diet with 1.25% cholesterol; HFC2.5, the HF diet with 2.5% 

cholesterol 
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Figure 3-8 Cholesterol content in hepatic mitochondrial and microsomal fractions in SD rats 

at 27 weeks of age 

(a) Total cholesterol (TC) and free cholesterol (FC) content in hepatic mitochondria in SD rats fed 

the control, HF, HFC1.25 or HFC2.5 diet for 18 weeks. Values are expressed as means ± SE. n = 

5-6/group.*P < 0.01 vs. control; †P < 0.01 vs. HF.  

(b) Correlation between mitochondrial cholesterol levels and CPT activity in the HF, HFC1.25 and 

HFC2.5 groups. CPT activity was negatively correlated with TC levels in mitochondria by 

Pearson’s correlation coefficient. 

(c) TC and FC content in hepatic microsome in SD rats fed the control, HF, HFC1.25 or HFC2.5 

diet for 18 weeks. Values are expressed as means ± SE. n = 5-6/group.*P < 0.01 vs. Control 

group; †P < 0.05, ‡P < 0.01 vs. HF group. CPT, carnitine palmitoyltransferase; HF, high fat diet 

without cholesterol; HFC1.25, the HF diet with 1.25% cholesterol; HFC2.5, the HF diet with 2.5% 

cholesterol 
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Figure 3-9 Quantitative real-time PCR for representative genes involved in lipid and bile acid 

metabolism, and fibrogenesis in the liver of SD rats at 18 weeks of age 

SD rats were fed the control, HF, HFC1.25 or HFC2.5 diet from 9 to 18 weeks of age.  

Levels of mRNA were determined relative to those of glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH) as internal control using 2-ΔΔCt method and are expressed as fold control levels. Values 

are expressed as means ± SE; n = 5/group. *P < 0.05 and **P < 0.01 vs. Control group; †P < 0.05 

and ‡P < 0.01 vs. HF group; §P < 0.05 vs. HFC1.25 group. Only P values < 0.05 are shown. 

ABCG5, adenosine triphosphate-binding cassette transporter G5; BAT, bile acid CoA: amino acid 

N-acyltransferase; BSEP, bile salt export pump; COL1A1, procollagen type I α 1; COL4A1, 

procollagen type IV α 1; CYP7A1, cytochrome P450 7A1; FAS, fatty acid synthase; FATP5, fatty 

acid transport protein 5; FXR, farnesoid X receptor; HF, high fat diet without cholesterol; 

HFC1.25, the HF diet with 1.25% cholesterol; HFC2.5, the HF diet with 2.5% cholesterol; 

HMGCR, 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase; LDLR, low-density lipoprotein 

receptor; LXR-α, liver X receptor α; MRP2, multidrug resistance-associated protein 2; MTP, 

microsomal triglyceride transfer protein; SREBP, sterol regulatory element-binding protein; TGF-

β1, transforming growth factor β1; VLDL, very low-density lipoprotein   
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Figure 3-9  (continued) 

At 18 weeks of age 
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Figure 3-10 Quantitative real-time PCR for representative genes involved in lipid and bile acid 

metabolism, and fibrogenesis in the liver of SD rats at 27 weeks of age 

SD rats were fed the control, HF, HFC1.25 or HFC2.5 diet from 9 to 27 weeks of age.  

Levels of mRNA were determined relative to those of glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH) as internal control using 2-ΔΔCt method and are expressed as fold control levels. Values are 

expressed as means ± SE; n = 5-6/group. *P < 0.05 and **P < 0.01 vs. Control group; †P < 0.05 and 
‡P < 0.01 vs. HF group. ABCG5, adenosine triphosphate-binding cassette transporter G5; BAT, bile 

acid CoA: amino acid N-acyltransferase; BSEP, bile salt export pump; COL1A1, procollagen type I α 

1; COL4A1, procollagen type IV α 1; CYP7A1, cytochrome P450 7A1; FAS, fatty acid synthase; 

FATP5, fatty acid transport protein 5; FXR, farnesoid X receptor; HF, high fat diet without 

cholesterol; HFC1.25, the HF diet with 1.25% cholesterol; HFC2.5, the HF diet with 2.5% 

cholesterol; HMGCR, 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase; LDLR, low-density 

lipoprotein receptor; LXR-α, liver X receptor α; MRP2, multidrug resistance-associated protein 2; 

MTP, microsomal triglyceride transfer protein; SREBP, sterol regulatory element-binding protein; 

TGF-β1, transforming growth factor β1; VLDL, very low-density lipoprotein   
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Figure 3-10  (continued) 
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Figure 3-11 Representative liver histopathology in the Control, NASH, P-0.5 and P-1.5 groups  

The Control, NASH, P-0.5 and P-1.5 groups fed the normal, high fat diet with 2.5% cholesterol 

(HFC diet) and the HFC diet with 0.5% or 1.5% phycocyanin for 9 weeks, respectively. HE- and 

Azan-stained sections; original magnification, 100×; scale bars = 400 μm.  


