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略語一覧 

12OH 12-Hydroxylated 

α-SMA α-smooth muscle actin 

ABCG5 ATP binding cassette subfamily G member 5 

ABCG8 ATP binding cassette subfamily G member 8 

ACC1 Acetyl-CoA carboxylase 1 

ALT Alanine aminotransferase 

ANOVA Analysis of variance 

ApoA-I Apolipoprotein A-I 

ASBT Apical sodium-dependent bile acid transporter 

AST Aspartate aminotransferase 

B6 C57BL/6J 

BA Bile acid 

BBOX1 γ-Butyrobetaine hydroxylase 1 

BMI Body mass index 

BMP6 Bone morphogenetic protein 6 

BSEP Bile acid export pump 

BW Body weight 

c-Jun Proto-oncogene c-Jun 

cAMP Cyclic adenosine monophosphate  

CAR Constitutive androstane receptor 

CCL2 CC motif chemokine ligand 2 

Chol Cholesterol 

CPT1α Carnitine palmitoyl transferase 1α 

CPT2 Carnitine palmitoyl transferase 2 

CYP27A1 Cytochrome P450 family 27 subfamily A member 1 

CYP2C70 Cytochrome P450 family 2 subfamily C member 70 

CYP3A11 Cytochrome P450 family 3 subfamily A member 11 

CYP7A1 Cytochrome P450 family 7 subfamily A member 1 

CYP8B1 Cytochrome P450 family 8 subfamily B member 1 

DMT1 Divalent metal transporter 1 

DNL De novo lipogenesis 

DPEP1 Dipeptidase1 

ER Endoplasmic reticulum 

eWAT Epididymal white adipose tissue 

FASN Fatty acid synthase 

FC Free cholesterol 
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FFA Free fatty acid 

FGF15 Fibroblast growth factor 15 

FGF19 Fibroblast growth factor 19 

FGFR4 FGF receptor 4 

FOXO1 Forkhead box O1 

FPN1 Ferroportin 1 

FTH1 Ferritin heavy chain 1 

FXR Farnesoid X receptor 

GAPDH Glyceraldehyde-3-phoshate dehydrogenase 

GCLC Glutathione-cysteine ligase catalytic subunit 

GCLM Glutathione-cysteine ligase modifier subunit 

GGT1 γ-Glutamyl transferase 1 

GPBAR1  G protein-coupled bile acid receptor 1 

GPCR G protein coupled receptor 

GPX1 Glutathione peroxidase 1 

GPX2 Glutathione peroxidase 2 

GR Glucocorticoid receptor 

GR1 Glutathione synthase 1 

GSH Reduced glutathione 

GSS Glutathione synthase 

GSSG Oxidized glutathione 

GSTA1 Glutathione S-transferase α 1 

GSTM1 Glutathione S-transferase μ 1 

GSTP1 Glutathione S-transferase π 1 

GSTT1 Glutathione S-transferase θ 1 

HAMP Hepcidin antimicrobial peptide 

HC High cholesterol 

HDL High density lipoprotein 

HF High fat 

HFHC High fat high cholesterol 

HFE2 Hemojuvelin 

HMGCR 3-Hydroxyl-3-methylglutaryl-CoA reductase 

HMOX1 Heme oxygenase 1 

HNF4α Hepatocyte nuclear factor 4 

HP Haptoglobin 

HPX Hemopexin 

IL1β Interleukin 1β 

IL6 Interleukin 6 
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INSIG Insulin-induced gene 1 protein  

LCN2 Lipocalin-2 

LCN2R Lipocalin-2 receptor 

LDL Low density lipoprotein 

LDLR LDL receptor 

LRH1 Liver receptor homolog-1 

LXR Liver X receptor 

MAPK Mitogen activated protein kinase 

MASH Metabolic dysfunction-associated steatohepatitis 

MASL Metabolic dysfunction-associated steatotic liver 

MASLD Metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease 

MDR2 Multidrug resistance-associated protein 2 

MMP9 Matrix metalloproteinase-9 

MRP1 Multidrug resistance protein 1 

MRP2 Multidrug resistance protein 2  

mTORC1 Mechanistic target of rapamycin complex 1 

n12OH Non-12 hydroxylated 

NADH Nicotinamide adenine dinucleotide 

NADPH Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate  

NASH Non-alcoholic steatohepatitis 

NF-κB Nuclear factor κB 

NPC1L1 Niemann-Pick C1-like intracellular cholesterol transporter 1 

NTCP Sodium taurocholate cotransporing polypeptide  

OATP Organic anion transporter 

OSTα Organic solute transporter α 

OSTβ Organic solute transporter β 

PCSK9 Proprotein convertase subtilisin kexin 9 

PGC1-α Peroxisome proliferator-activated receptor γ coactivator 1 

PPARα Peroxisome proliferator-activated receptor α 

PXR Pregnane X receptor 

qRT-PCR Quantitative reverse-transcription polymerase chain reaction 

ROS Reactive oxygen species 

RXR Retinoid X receptor 

SCAP Sterol regulatory element-binding protein cleavage-activating protein 

SDGs Sustainable development goals 

SHP Small heterodimer partner 

SIC Small intestinal contents 

SREBF1 Sterol regulatory element binding transcription factor 1 
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SREBF2 Sterol regulatory element binding transcription factor 2 

STAR Steroidogenic acute regulatory protein  

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3 

TC Total cholesterol 

TFR1 Transferrin receptor 1 

TFR2 Transferrin receptor 2 

TG Triacylglycerol 

TNFα Tumor necrosis factor α 

UHPLC-MS Ultra-high performance liquid chromatography-mass spectrometry 

VLDL Very low density lipoprotein 

ZIP14 ZRT/IRT-like protein 14 
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Sustainable development goals (SDGs) 

地球温暖化や貧富の差、資源不足等の様々な社会課題への解決に向けて、2015年の国連会議におい

て SDGsが採択された (UN General Assembly, 2015)。その中で、「すべての人に健康と福祉を」が掲げら

れ、この目標の達成を目指して「2030年までに、予防または治療によって非感染性疾患による死亡率を

1/3に減少させること」が定められた。疾患予防には、発症初期段階で疾患を発見することが必要であ

ると考えられる。疾患の初期症状は「自覚症状はないが検査では異常がある状態」と「自覚症状はある

が検査では異常がない状態」の二つの状態が存在し、これらは共に未病状態と見なされている (福生吉

祐, 2018)。自覚症状のある未病状態は、問診で発覚することが多い。しかし、これは主観的かつ非定量

的な診断手法であるため、精度の高い診断は難しい。一方、自覚症状のない未病状態は検査を行わない

限り発見が困難である。より正確な診断を行うためには、疾患初期に変動する定量的な診断マーカーの

確立が不可欠である。近年、分析装置及び技術の向上により様々な網羅的分析手法が確立されつつあ

る。特に生命活動状態を反映する代謝物の変動は、体内の代謝動態を説明する指標になり得る。したが

って、疾患発症に関与する代謝物を同定し診断マーカーとして利用することは、効率的な疾患予防に寄

与できる。未病状態における生体内の代謝動態を捉えることで、疾患予防のための診断マーカーとなり

得る代謝物を見出せる可能性がある。 
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Metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease (MASLD) 

非感染性疾患は WHOによって定義された疾患分類で、がんや糖尿病、循環器疾患等の慢性疾患の

総称である。この非感染性疾患に含まれる MASLDに世界人口の約 30％が罹患している (Younossi ZM et 

al., 2023)。その有病率は 25.3％ (1990~2006年) から 30.1％ (2016年～2019年) と年々増加しているため、

この疾患の治療または予防法の確立が急務とされる (Younossi ZM et al., 2023)。ウイルス感染及び過剰な

飲酒歴がないにも関わらず生じるアルコール性肝炎様の症状を呈する疾患に対して non-alcoholic 

steatohepatitis (NASH) という概念が Ludwigにより提唱された (Figure 0-1) (Ludwig J et al., 1980)。その後

の変遷を経て現在では、その発症機構を反映しつつ患者への偏見を生まない MASLDという表現が使わ

れるに至っている (Renilla M et al., 2023)。MASLDは、単純性脂肪肝 (metabolic dysfunction-associated 

steatotic liver; MASL)、肝炎 (metabolic dysfunction-associated steatohepatitis; MASH)、および肝硬変・肝が

んへと進行する一連の疾患を包括的に示す名称である (Rinella ME et al., 2023)。この疾患の発症は、生活

習慣の乱れ等による代謝異常以外に、エピジェネティクスや遺伝的要素に影響を受けると考えられてい

る (Buzzetti E et al., 2016)。これまで、肝疾患の進行機序として、肝脂質蓄積の増大を first hit、これに続

く炎症や線維化である second hitが生じることで段階的に進行すると考えられてきた (Two-hit theory) 

(Day CP et al., 1998)。しかし、疾患の進行は必ずしもこの順番通りに進行するものではないことが明ら

かとなり、近年においては様々なイベントが並行して発症に関与する multiple parallel hits hypothesisが広

く支持されるようになった (Tilg H et al., 2010; Buzzetti E et al., 2016)。今日までに肝疾患に関する多様な

研究が行われてきたが、未だに MASLDのみを対象とした医薬品の確立には至っていない。現在の

MASLDに対する治療法としては、進行を抑えるためにインスリン抵抗性改善薬や肝庇護剤、抗酸化剤

や生活習慣指導が用いられる (Rinella ME et al., 2023)。肝臓における慢性炎症や慢性肝脂質蓄積は肝臓の

線維化につながるため、NASHは肝硬変や肝がんに進展する恐れがある (Younossi ZM et al., 2016)。線維

化肝組織やがん化肝細胞では肝機能異常が生じ、その回復は困難である。一方、MASLの場合には、発

症後でも肝脂質蓄積を改善することで肝臓の機能を正常に回復させることができる (Romero-Gómez M et 

al., 2017)。これらの疾患が今後も増加する可能性を考慮すると、MASLDの早期発見・治療が非感染性

疾患による死亡率の減少に寄与するものと期待される。 

MASLDの未病状態である MASLを診断するためには、肝脂質蓄積に先んじて変化するパラメータ
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を見出す必要がある。しかし、現時点では MASLを診断する定義は設定されていないため、MASLが発

症した際の特徴的な代謝動態を捉える必要がある。MASLの診断項目の一つになり得るものとして、腹

部エコー検査を用いた肝脂質蓄積検査が考えられる。ただし、この手法では軽度の肝脂質蓄積 (肝細胞

全体の 30％以下の脂肪蓄積) を検出できず、MASLを診断することは困難であると考えられる (日本肝臓

学会、2021)。さらに、この検査手法は画像を基に診断技師または医師の主観的な判断に依存するため定

量的ではない。これらの問題点があるため、腹部エコー検査は血中トランスアミナーゼ活性等の他の診

断パラメータと併用して診断に使用される (日本肝臓学会、2021)。そのため、MASLを定義するために

はいくつかの指標が必要であると考えられる。したがって、未病としてのMASLDの診断基準を設定す

るためには、MASLにおいて特徴的な代謝を明らかにし、MASLD発症初期の代謝動態を理解すること

が重要であると考えられる。 

Figure 0-1. History of terminology related to MASLD 
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Bile acid (BA) 

MASLD患者の約 9割は肥満患者であり、脂質代謝異常や肝脂質蓄積はその発症に重要な因子であ

ると推察される (Younossi ZM et al., 2016; Loomba R et al., 2021)。したがって、MASLD発症機構の理解に

は脂質代謝機構の解明が不可欠であると考えられる。食事脂質は小腸に到達すると胆膵液と混合され、

これに含まれる BAが複合ミセルを形成しリパーゼによる分解を経て体内へと吸収される (Iqbal J et al., 

2009)。BAは食事脂質の消化や吸収に関与する一方、肝臓や小腸における脂質代謝やコレステロール 

(Chol) 代謝にも関与することが明らかにされた (Fiorucci S et al., 2021)。BAは肝臓で Cholを基に合成さ

れ、グリシンまたはタウリンで抱合された形で小腸管腔内に分泌される。小腸に分泌された後には腸内

細菌により脱抱合化及び脱水酸化等の代謝を受けるため、BAには多数の分子種が存在する (Ridlon JM et 

al., 2006)。これらの BA分子種はそれぞれ、核内受容体や Gタンパク質共役受容体 (GPCR) に対するリ

ガンドとしても機能する (Fiorucci S et al., 2021)。これらの受容体へのアゴニスト/アンタゴニストとして

の役割が BA分子種により異なることから、詳細な BA代謝動態の把握は肝脂質代謝の理解に繋がると

考えられる。そこで当研究室では、BA組成変動が食事誘導性肝脂質蓄積の誘導に関わる可能性を考慮

した研究が行われてきた (Hori S et al., 2020;  Lee JY et al., 2020)。 

主な BA生合成経路は「classical pathway」と「alternative pathway」である。Classical pathwayでは

cytochrome P450 family 7 subfamily A member 1 (CYP7A1) によって Cholが水酸化されることに始まり、

classical pathwayによって合成された BAは生合成 BA量の大半を占める (Lefebvre P et al., 2009)。一方、

alternative pathwayと呼ばれる経路では cytochrome P450 family 27 subfamily A member 1 (CYP27A1) によっ

て開始され、これは健康なヒトにおける総 BA合成の 3～18％に当たると報告されている (Sonne DP et 

al., 2016; Haeusler RA et al., 2013)。BA生合成の第一段階を担う CYP7A1は BA生合成の律速酵素と考え

られている。 CYP7A1によって産生された 7α-hydroxycholesterol (7α-OH) は、更に cytochrome P450 

family 8 subfamily B member 1 (CYP8B1) や CYP27A1等によって水酸化を受け、最終的にタウロコール酸 

(TCA) 及びタウロケノデオキシコール酸 (TCDCA) 等へと合成される (Russell DW, 2003)。この二つはヒ

トの肝臓で作られる主要な BAである (Lefebvre P et al., 2009)。これに対しマウスやラットでは、CDCA

やウルソデオキシコール (UDCA) からミュリコール酸 (MCA) を合成する酵素 cytochrome P450 family 2 

subfamily C member 70 (CYP2C70) を有するため、コール酸 (CA) およびMCAが肝臓で合成される (de 
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Aguiar Vallim TQ, et al., 2013)。ヒトは CYP2C70持たないため、内因性の MCAは合成されないことにな

る。これらのように肝臓で合成された BAを一次 BAと呼ぶ。一次 BAは通常タウリンやグリシンの抱

合体として存在し、非抱合型 BAと比較して親水性であるため (Hanafi NI et al., 2018)、胆汁を介した排

泄が可能となる。一次 BAは肝細胞から、BAエクスポーターである、bile acid export pump (BSEP) や

multidrug resistance protein 2 (MRP2) を介して毛細胆管へと分泌される (Sepe V et al., 2016)。BAは胆のう

でプールされた後、摂食に応じて胆のうから排出され、総胆管内で膵液と混ざり胆膵液として十二指腸

に分泌される (Lefebvre P et al., 2009)。BAは両親媒性物質であるため、胃排出物と胆膵液が混ざると BA

は脂質とミセルを形成し、小腸での脂質消化・吸収に対して補助的に働く (Iqbal J et al., 2009)。分泌され

た BAは概ね小腸上皮細胞に吸収される (Chávez-Talavera O et al., 2017)。抱合型 BAは親水性分子である

ため、回腸上皮細胞の管腔側の細胞膜に発現している apical sodium-dependent bile acid transporter (ASBT)

により能動輸送で取り込まれる (Zhang Y et al., 2006)。BAの一部は腸内細菌によって二次 BAに変換さ

れる (Guzior DV et al., 2021)。ヒトにおいて豊富に存在する TCAは、脱抱合化及び脱水酸化を受けてデ

オキシコール酸 (DCA) に、TCDCAはリトコール酸 (LCA) へとそれぞれ変換される (Guzior DV et al., 

2021)。親水性の BA分子は細胞膜に浸潤することが出来なくなるため、細胞毒性が比較的弱いと考えら

れる。脱抱合型 BAは ASBTへの親和性が低くなるため、再吸収されにくい (Schiff ER et al., 1972)。その

一方で脱水酸化された二次 BAは疎水性が増すため、トランスポーターを介さず細胞内に侵入する可能

性がある。消化管上皮細胞に再吸収された BAは、上皮細胞の基底膜側細胞膜に局在する heterodimeric 

transporter (OSTα/OSTβ) によって毛細血管に流れ込み (Dawson PA  et al., 2010)、門脈血を介して肝臓へと

到達した BAは sodium-taurocholate cotransporing polypeptide (NTCP) および organic anion transporter 

(OATP) によって肝細胞へと取り込まれ、再利用される (Slijepcevic D et al., 2017) 。このように消化管内

と肝臓内を循環するシステムを BAの腸肝循環と呼び、肝臓に再吸収されなかった一部の BAが肝静脈

を経て体内を巡る経路を体循環と呼ぶ。消化管上皮細胞に吸収されなかった BAは糞中へと排泄され

る。 

この BAの生合成・利用・輸送・排泄機構は、腸肝内の BA濃度によるフィードバック制御を受け

ることでその恒常性が維持されている。主要な BA恒常性制御因子は farnesoid X receptor (FXR) である 

(Wang H et al., 1999)。FXRは肝臓、腸、腎臓、副腎、白色脂肪組織、免疫細胞などのいくつかの臓器で
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発現するタンパク質である (Lefebvre P et al., 2009)。FXRは BAと結合し活性化されるが、そのリガンド

活性は BA分子種により異なる。疎水 BAは単純拡散によって核内受容体まで到達できる一方で、親水

性の強い BAはトランスポーターを介する能動輸送により細胞内へ入らなければ核内受容体に作用する

ことが出来ないため、一般的に核内受容体に対する活性化能力は疎水性 BAの方が強いと考えられる。

したがって、FXRに対するアゴニスト活性は CDCA＞DCA＞CA＞LCAの順である (Makishima M et al., 

1999)。一方で、TαMCAおよび TβMCAは FXRにアンタゴニストとして作用する (Sayin SI et al., 2013)。

FXRはリガンドと結合すると retinoid X receptor (RXR) と結合し、プロモーター領域に結合して標的遺伝

子の転写活性化を行う (Krężel W et al., 2019)。FXRの標的遺伝子の一つは small heterodimer partner (SHP) 

である (Goodwin B et al., 2000)。同報告において、SHPは liver receptor homolog1 (LRH-1) や hepatocyte 

nuclear factor 4 α (HNF4α) と結合することで、これらの転写因子のプロモーター領域への結合を阻害する

ことが明らかになっている。この LRH-1および HNF4αは CYP7A1や CYP8B1の発現を正に制御するた

め、FXRの活性化は BA生合成を抑制する (Goodwin B et al., 2000; Zhang M et al., 2001)。FXRは腸上皮細

胞にも発現しており、腸管腔から BAが多量に吸収され FXRが活性化されると、fibroblast growth factor 

15, Fibroblast growth factor 19 (FGF15/19) の発現が増加する (Inagaki T et al., 2005)。FGF15/19は腸上皮か

ら門脈血中に分泌されると、肝細胞の類洞側細胞膜上に発現する FGF receptor (FGFR4) /β-Klotho複合体

によって肝細胞に取り込まれる (Ito S et al., 2005)。FGF15/19は Proto-Oncogene C-Jun (c-Jun)のリン酸化や

mitogen activated protein kinase (MAPK) の活性化を抑制することで、CYP7A1および CYP8B1の発現を抑

制する (Kliewer SA et al., 2015)。肝細胞内において FXRの活性化は BAエクスポーターの BSEPや ATP 

binding cassette subfamily B member 1 (ABCB1) (Ananthanarayanan M et al., 2001; Schuetz EG et al., 2001)、ビ

リルビンやグルタチオン、硫酸抱合された BAのエクスポーターの MDR-related protein 2 (MDR2) (Kast 

HR et al., 2002) および、ATP binding cassette subfamily C member 2 (ABCC2) の発現を正に制御すること

で、FXRは BA輸送を制御する (Donkers JM et al., 2019)。また、FXRの活性化は BAのインポーターで

ある NTCPや OATPの発現を減少させる (Denson LA et al., 2001; Jung D et al., 2003)。これらのことは、肝

臓内における FXRの活性化が肝臓内 BAの排泄促進に繋がることを意味する。また、消化管上皮細胞に

おける FXRの活性化は、BAインポーターである ASBTの発現を阻害することで BA吸収を減弱させ、

BAの排泄を促して腸肝循環を抑える (Chen F et al., 2002)。このように、体内 BA濃度を FXRがモニター



18 

 

しつつ BAの量的恒常性維持に寄与する機構がある。 

肝臓における FXRの機能は BA代謝にとどまらず、脂質代謝やグルコース代謝にも関与する 

(Chávez-Talavera O et al., 2017)。FXRは高脂肪 (high fat; HF) 食摂取条件において、SHPを介して sterol 

regulatory element binding transcription factor 1c (SREBP1c) の発現を負に制御する (Watanabe M et al., 

2004)。SREBP1cは脂肪酸合成 (de novo lipogenesis; DNL) 関連の酵素発現を正に制御するため、FXRの活

性化は fatty acid synthase (FASN)、acetyl-CoA carboxylase 1 (ACC)、stearoyl-CoA desaturase (SCD) 等の遺伝

子発現を抑制する (Watanabe M et al., 2004)。更に、FXRの活性化は β酸化を促進する peroxisome 

proliferator activated receptor α (PPARα) の発現を正に制御する (Pineda Torra I et al., 2003)。肝細胞における

FXRの活性化は、新規脂肪酸合成の抑制と、遊離脂肪酸の消費を促進するため、肝脂質の減少に繋がる

と考えられる。FXRは肝臓ステロール代謝にも関与する可能性も報告されている。FXR欠損マウスの肝

臓において、Cholエクスポーターの ATP binding cassette subfamily G member 5及び 8 (ABCG5/8) 発現が

減少することが報告されている (Repa JJ et al., 2002)。また、マウスにおける FXRのアゴニスト処理は、

Chol生合成酵素である 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase (HMGCR) の発現量を減少させる (Niesor 

EJ et al., 2001; Ong TP et al., 2005)。更に、FXRの活性化は proprotein convertase subtilisin kexin 9 (PCSK9)

の発現を減少させることが報告されており、low density lipoprotein receptor (LDLR)による低密度リポタン

パク質 (LDL) の取り込み促進に繋がる (McNutt MC et al., 2007; Zhang DW et al., 2007)。FXR欠損マウス

において高カロリー摂取条件で高血糖及びインスリン抵抗性を発症することから、FXRはグルコース代

謝にも関与する可能性がある (Cariou B et al., 2006; Zhang Y et al., 2006)。この現象は肝臓特異的 FXR欠損

マウスでは認められず、全身 FXR欠損マウスでのみ認められたため、グルコース代謝調節には肝臓以外

の部位での FXRが寄与すると予想されている(Zhang Y et al., 2006)。特に消化管上皮細胞における FXR

は、FGF15/19- peroxisome proliferator-activated receptor-γ coactivator 1α (PGC1α) 経路の阻害により糖新生

遺伝子の発現を抑制する (Potthoff MJ et al., 2011)。また、消化管上皮の L細胞における FXRの活性化が

G protein-coupled bile acid receptor 1 (GPBAR1)を介して GLP-1分泌を促進させ、これが膵臓に作用するこ

とでインスリン分泌を促進する (Pathak P et al., 2017)。しかし、FXRと GPBAR1の活性化がインスリン

分泌に対して及ぼす効果については、相反する報告も存在する (Pathak P et al., 2017; Trabelsi MS et al., 

2015)。 
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BAをリガンドとする FXR以外の受容体として、GPBAR1 (Kawamata Y et al., 2003)、ビタミン D受

容体 (Makishima M et al., 2002)、pregnant X receptor (PXR) (Staudinger JL et al., 2001)、スフィンゴシン-1-

リン酸受容体 2 (Nagahashi M et al., 2016)、ムスカリン受容体 (Sheikh Abdul Kadir SH et al., 2010) 等が報告

されている。GPBAR1は小腸の L細胞、褐色および白色脂肪組織、胆のう等で発現するタンパク質であ

る (Reimann F et al., 2008; Thomas C et al., 2009)。肝臓における活性型肝星細胞、類洞内皮細胞、及びクッ

パー細胞等の非実質細胞で発現し、肝実質細胞では発現しないとする報告が多い (Keitel V et al., 2008a; 

Keitel V et al., 2007: Keitel V et al., 2008b)。GPBAR1 は二次 BAとの結合能力が高いことが知られてお

り、アゴニストとしての能力は LCA>DCA>CDCA>CAの順である (Fiorucci S et al., 2021)。GPBAR1は活

性化されると、アデニル酸シクラーゼを活性化することにより cyclic adenosine monophosphate (cAMP) を

産生し、細胞内シグナル伝達を行う (Kawamata Y et al., 2003)。GPBAR1はエネルギー消費、グルコース

恒常性、免疫系に関与することが報告されている (Ridlon JM et al., 2006)。ビタミン D受容体および PXR

は、LCAをアゴニストとする核内受容体であり、活性化すると FXRと同様に RXRとヘテロダイマーを

形成し、FGF15/19を含む標的遺伝子の転写活性を示す (Wistuba W et al., 2007)。また、スフィンゴシン-

1-リン酸受容体 2は肝細胞膜上に発現し、GCAや TCAなどの抱合型 BAにより活性化される受容体であ

り、この活性化は、スフィンゴシンキナーゼ 2を細胞膜へ移行させてスフィンゴシンをスフィンゴシン-

1-リン酸に変換する (Studer E et al., 2012)。スフィンゴシン-1-リン酸はヒストン脱アセチル化酵素の活性

を抑制することで FXRや SHP、CYP7A1、ApoB-100等の遺伝子の発現を抑制する (Kwong EK et al., 

2019)。以上のように BAは、グルコース代謝や脂質代謝、Chol代謝にも関与することが示されている。

しかし、各受容体が制御する機構は先述した代謝機構だけにとどまらず、免疫細胞や神経細胞、骨格筋

組織においても免疫や熱産生等に関与することも報告されている (Fiorucci S et al. 2021)。 

BAは脂質・糖・エネルギー代謝の制御因子となるため (Chávez-Talavera O et al., 2017)、BA代謝異

常は様々な疾患の発症に関与する可能性がある。実際に、BA関連疾患として、胆汁うっ滞関連肝疾

患、アルコール性肝疾患、2型糖尿病、肥満、MASLD、がんなどが報告されている (Chiang JYL et al., 

2018)。メタボリックシンドロームは BA代謝異常との関連が報告されている (McGlone ER et al., 2019)。

摂取脂質や Cholの増加は、脂質吸収や過剰 Chol排泄のために BA合成および分泌が促進されること

で、BA組成が変動する (Hori S et al., 2020; Nakade Y et al., 2021)。多くの研究は、インスリン抵抗性が高
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いⅡ型糖尿病患者において肝臓 CA濃度が高いことや空腹時総循環 BA値が高くなる傾向があることを報

告している (Haeusler RA et al., 2013; Cariou B et al., 2011)。また、2型糖尿病ではないにも関わらずインス

リン抵抗性が高い患者において血漿中 12 水酸化 (12OH) BA/非 12OH (n12OH) BA比が増加することも報

告されている (Haeusler RA et al., 2008)。更に、血漿中総 BA濃度は肥満患者で増加し body mass index 

(BMI) と相関する (Lefebvre P et al., 2009)。NASH患者においては肝臓 BAだけでなく、血漿 BAも増加す

ることが報告されている (Ferslew BC et al., 2015)。NASH患者における過剰 BAへの暴露は細胞損傷の原

因となり、NASH進行の原因にもなる可能性が示唆されている (Lefebvre P et al., 2009)。これらの報告

は、体内での BA量や組成の変動が疾患発症に寄与する可能性を示すものの、解析時間や摂食条件やコ

ホートサイズなどの検証方法は必ずしも統一されていない。このように、BAが MASLDの診断マーカ

ーになり得る可能性が示されつつあるものの、疾患発症における BA代謝変動の役割についての全容は

解明されていない。 
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Chol 

Cholは主に細胞膜構成要素として細胞膜に局在し、そこで隣接する脂質と相互作用して、細胞膜の

剛性や流動性、透過性を調節する (Luo J et al., 2020)。細胞の総 Cholの大部分は、スフィンゴ脂質やグリ

コシルホスファチジルイノシトールアンカー型タンパク質として細胞膜上に存在することが多い 

(Liscum L et al., 1999)。Cholは細胞内にも遊離 Cholとして存在するが、その一部は酵素によって BAや

ステロイドホルモン等へと異化され生理活性物質として利用される (Luo J et al., 2020)。体内 Cholレベル

は生合成、取り込み、輸送、貯蔵における相互作用によって決定されると考えられる。Chol生合成には

アセチル CoAを基質として ATPや酸素、nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) および

nicotinamide adenine dinucleotide (NADH) を多量に必要とし、エネルギー的に高価な同化反応であると考

えられている (Luo J et al., 2020)。食事 Cholは、小腸上皮の頂端表面にある Niemann-pick C1-like 

intracellular cholesterol transporter 1 (NPC1L1) によって吸収される (Altmann SW et al., 2004)。吸収された

Cholの大部分は長鎖脂肪酸と結合して Cholエステルとなり、キロミクロンに取り込まれて血流を介し

て全身の組織へと運ばれる (Iqbal J et al., 2009)。そして、脂質を各組織へと受け渡すとキロミクロンはキ

ロミクロンレムナントとなりやがて肝臓へと取り込まれる (Iqbal J et al., 2009)。また、肝臓に取り込まれ

た Cholは、リポタンパクや脂質と共に超低密度リポタンパク質 (VLDL) として分泌され、末梢組織へと

分配される (Goldstein JL et al., 2009)。末梢組織における余剰 Cholはアポリポタンパク質 AI (ApoA-I) に

導入され、高密度リポタンパク質 (HDL)となり血流を介して肝臓へと輸送される (Phillips MC, 2014)。肝

臓における過剰な Cholは、acyl-CoA cholesterol acyltransferase  (ACAT) によってエステル化され、Cholエ

ステルとしてサイドゾル脂肪滴に貯蔵されるか胆汁中へ分泌される (Chang TY et al., 2009)。または、先

述したリポタンパク質として体循環へと放出されるか、BAに合成されて体外へと排泄される。これら

の恒常性維持は主に遺伝子の転写および翻訳後修飾によって行われる (Luo J et al., 2020)。 

Chol生合成に関わる酵素の殆どは、Sterol regulate element binding protein-2 (SREBP2)/ sterol regulatory 

element-binding protein cleavage-activating protein (SCAP) / insulin-induced gene 1 protein (INSIG) により転写

が制御される (Luo J et al., 2020)。SREBP2は小胞体 (ER) 膜状で SCAPおよび INSIGと結合して三量体と

して局在する (Gong X et al., 2016; Yang T et al., 2002)。SREBP2、SCAP、INSIGはそれぞれ細胞内 Chol結

合領域を有し、細胞内 Chol濃度が高い時には、これらのタンパク質に Cholや酸化 Cholが結合すること
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で、SREBP2の転写活性は抑制される (Luo J et al., 2020)。低 Chol時には、三量体から SREBP2/SCAPが

ERから放出されてゴルジ体へ輸送される (Horton JD et al., 2003)。ここで SREBP2はプロセシングされ、

成熟型 SREBP2となることで転写活性化能を持ち、核内へ移行しプロモーター領域にある SRE領域へ結

合し標的遺伝子の転写を活性化する (Brown MS et al., 2018; Gong Y et al., 2006)。SREBP2は HMGCRや

squalene synthaseを含む Chol生合成酵素の多くを転写活性化することで、Chol生合成を促進する (Wong 

LH et al., 2019; Liscum L et al.,1999)。したがって、SREBP2、SCAP、INSIGの発現量やタンパク質分解系

からの保護、ER膜での保持されやすさ、ゴルジ体への輸送、プロセシング、核内への輸送、SREへの

SREBP2のリクルートなどを制御する因子は Chol生合成を制御することが出来る (Luo J et al., 2020)。 

細胞内外への Cholの輸送はリポタンパク質を介して行われる (Kwiterovich PO Jr., 2000)。LDLは細

胞膜上に存在する LDLRに受容されると、エンドサイトーシスによって細胞内へ取り込まれる(Goldstein 

JL et al., 2009)。LDLRも SREBP2の標的遺伝子であるため、細胞内 Chol濃度が低下する際に発現が促進

される (Lopez D et al., 2007)。逆に、細胞内 Cholが高い時、LDLRの発現は抑制されると同時に、LDLR

分解を担う myosin regulatory light chain interacting protein (IDOL)の発現が増加することで更に Cholの取り

込みを抑制する (Zelcer N et al., 2009)。IDOLの発現量は liver X receptor (LXR) による活性化、または

ubiquitin specific peptidase 2 (USP2) との相互作用による LDLR分解抑制によって制御される (Zelcer N et 

al., 2009; Nelson JK et al., 2016)。一方、細胞からの Chol排泄は ABCトランスポーターファミリーであ

る、ABCA1、ABCG1、ABCG5、ABCG8によって行われる (Luo J et al., 2020)。マクロファージでは

ABCA1および ABCG1が、消化管上皮細胞では ABCA1、ABCG5および ABCG8が、肝細胞では

ABCG5および ABCG8が主に発現している (Gelissen IC et al., 2006; Kennedy MA et al., 2005; Graf GA et al., 

2003)。ABCA1や ABCG1は血中の ApoA-Iへの Chol輸送を仲介することで、HDL産生を仲介する 

(Gelissen IC et al., 2006)。ABCG5および ABCG8はヘテロ二量体を形成して肝細胞または腸上皮細胞膜状

に存在し、胆管または腸管腔へ Cholを排泄する (Graf GA et al., 2003)。特に胆管に流出する Cholは BA

ミセルに取り込まれ、最終的に消化管内へと排泄される (Vrins C et al., 2007)。しかし、ABCG5および

ABCG8を介した Chol流出の正確なメカニズムの解明はなされていない。ABCG5および ABCG8は共通

プロモーターを有し (Lu K et al., 2001; Berge KE et al., 2000)、この領域には LXR (Berge KE et al., 2000)、

LRH1 (Freeman LA et al., 2004)、HNF4α (Sumi K et al., 2007)、GATA binding protein (Remaley AT et al., 2002; 
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Sumi K et al., 2007)、forkhead box O1 (FOXO1) (Biddinger SB et al., 2008) 、nuclear factor-kappa-B (NF-κB) 

(Kikuchi T et al., 2016) の結合領域が存在する。特に LXRはこのプロモーター領域に結合し、ABCG5お

よび ABCG8の発現を正に制御する因子である (Berge KE et al., 2000; Repa JJ et al., 2002; Yu L et al., 

2003) 。 

Cholのエステル化は acetyl-CoA acetyltransferase 1 (ACAT1)または ACAT2によって触媒される 

(Rogers MA et al., 2015)。肝臓において ACAT1または ACAT2によって産生された Cholエステルは、脂

肪滴へ Cholを貯蔵する形態であるとともに、ABCG5および ABCG8によって認識されやすくなること

から、細胞内から容易に排泄することが出来ると考えられている (Nguyen TM et al., 2012)。ヒト ACAT1

は LXRや SREBP-2が結合するプロモーター領域を有さない一方で、ACAT2は LXRによって負の制御

を受けることが報告されている (Li BL et al., 1999)。したがって LXRは Cholのエステル化を介して細胞

外への Chol排泄や脂肪滴への取り込みを促進させることが出来る。 
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酸化 Chol 

Cholの異化経路において産生される酸化 Cholは Cholと同様に Chol恒常性維持に関与することが知

られている (Samadi A et al., 2021)。酸化 Cholは、先述した LXRや SREBP-2/SCAP/INSIGと結合すること

に加え、核内受容体 (Lehmann JM et al., 1997; Umetani M et al., 2007; Soroosh P et al., 2014; Voisin M et al., 

2017) や Gタンパク質共役受容体 (Hannedouche S et al., 2011; Liu C et al., 2011; Nachtergaele S et al., 2012) 

に結合し、その機能制御に関わる。特に酸化 Cholは Cholと構造上の違いからタンパク質への結合能力

が異なるため、効果的な Chol恒常性維持物質として注目されている (Schroepfer GJ Jr, 2000; Javitt NB, 

2004)。酸化 Cholは様々な CYPやヒドロキシステロイド脱水素酵素等を介した酸化、または、活性酸素

種 (reactive oxygen species; ROS) 等による自然酸化によって産生される (Russell DW, 2003; Zerbinati C et 

al., 2017a; Xu L et al., 2013; Zerbinati C et al., 2017b)。酵素酸化によって産生される主要な酸化 Cholには、

24(S)-OH、27-OH、7α-OH、4β-OH、25-OH、24(S)-OH, 25-epoxycholesterolがある。7α-OHは CYP7A1に

より合成される BA前駆体であり (Björkhem I et al., 2001)、4β-OHはヒトにおいて CYP3A4と呼ばれる解

毒の中心酵素によって合成されるため、他臓器と比較して肝臓での産生量が多いと考えられる (Bodin K 

et al., 2002; Diczfalusy U et al., 2011)。ROSは Chol骨格の 7位の炭素に結合する水素に作用しやすいた

め、自動酸化型の酸化 Cholでは 7β-OHや 7-keto、7α/β-hydroperoxycholesterolが産生されやすい (Brown 

AJ et al., 1997)。また、6-oxo-cholestan-3β-5α-diolや triol、β-epoxy、α-epoxyなども自動酸化により生成さ

れる酸化 Cholである (Brown AJ et al., 1999; Lordan S et al., 2009; Zhang HF et al., 1990)。酸化 Cholは発

生、糖代謝、炎症、分化におけるシグナル伝達物質として機能することが報告されてきた。Chol輸送や

DNL関連遺伝子発現を制御する LXRは 24(S)-OH、27-OH、25-OHによって活性化される (Lu R et al., 

2009; Holy P et al., 2018; Liu Y et al., 2018)。また、これらの酸化 Cholが INSIGと結合すると、

SREBP2/SCAP/INSIG複合体を安定化させ、は SREBP2の ER膜からの放出を阻害し、Chol生合成を抑制

する (Saito H et al., 2023)。LXRや SREBP-2の活性を制御する酸化 Cholは、脂質代謝及び Chol代謝を制

御することが予想される。実際に 27-OH, 7-keto, 7α-OH, 7β-OH, β-epoxyは 2型糖尿病発症との関連が報

告されている (Zarrouk A et al., 2014; Kloudova A et al., 2017; Menéndez-Carreño M et al., 2011)。また、糖尿

病患者では肝臓内に酸化ストレスが生じており、これは 7α-OH、7β-OH、7-keto濃度上昇によって引き
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起こされる可能性が示されている (Zarrouk A et al., 2014; Menéndez-Carreño M et al., 2011)。マウスの場

合、高脂肪高 Chol (HFHC) 食を与えると、血漿中の α-epoxy、4β-OH、7α-OH、7β-OH、27-OH濃度が有

意に上昇する (Wooten JS et al., 2014)。 
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研究目的と概要 

先述したようにマウスやラット、ヒトにおいて種々のステロール代謝異常は MASLD初期症状に繋

がる可能性が明らかになってきた。その一方でステロール代謝は生物種間で異なることも明らかになっ

ており、マウスやラットで得られた知見を単純にヒトに当てはめることはできない。しかし、ステロー

ル代謝が異なるラットとマウスの間で共通する代謝経路が存在するならば、それは生存戦略上重要な代

謝経路である可能性が高く、ヒトにおいても共通する経路が存在する可能性があるとも考えられる。そ

こで本研究では、第１章において、C57BL/6J (B6)マウスにおいて HF食摂取が BA組成を変動させるか

を検証し、12OH BAと肝脂質蓄積量の関係について解析を行った。続いて第２章では、B6マウスにお

いて Cholや CAを添加した食事によりステロール代謝負荷させた肝臓で生じる脂質及びステロール代謝

変動について検証を行った。これらの検証を基に、マウスにおける肝臓でのステロール代謝と肝脂質蓄

積の関係について、特に肝脂質蓄積や関連イベントに及ぼす 12OH BAの影響を評価した。これらの知

見を基に、ラットとマウスにおけるステロール代謝の共通性や相違点について考察した。  



27 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第１章 HF食摂取マウスでの肝脂質蓄積における 

12OH BAの関与 
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第１節 背景および目的 

脂肪肝を予防することは、糖尿病、肝炎、肝細胞癌などの疾患発症リスクを軽減する効果的な対策法

として期待されている (Chrysavgis L et al., 2022; Perry RJ et al., 2014; Geisler CE et al., 2017)。しかし、発症

初期段階の肝臓で起こる代謝の変化、特に末梢血中の triacylglycerol (TG)と Cholが増加する以前の代謝

の変化についての知見はない。当研究室の以前の研究では、HF食がラットの胆汁中の BA、特に 12OH 

BAの分泌を増加させること (Yoshitsugu R et al., 2019) 、門脈血中や肝臓での 12OH BA濃度が肝 TG濃度

と相関することが見出されている (Hori S et al., 2020)。一方ヒトにおいても、末梢血清中での 12OH 

BA/n12OH BA比は肝脂質蓄積と相関することが報告された (Haeusler RA et al., 2013)。これらのことは、

体内での 12OH BA代謝と肝脂質蓄積との間に関係があることを示唆している。様々な疾患の発症機序

に関わる特定の遺伝子の関与を明らかにするためにマウスが用いられており、B6マウスを用いたノック

アウト技術やトランスジェニック技術が広く普及している(Zhong F et al., 2020)。動物種間で BA代謝の

相違が観察されているため (de Aguiar Vallim TQ et al., 2013)、ラットを用いて得られた知見がそのままマ

ウスに当てはまる保証はない。そこで本章では、HF食を与えた B6マウスにおける BA代謝変動と肝脂

質代謝との関連について検証を行った。 
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第２節 実験材料および方法 

２.１ 動物実験 

4週齢の B6雄性マウス (日本 SLC、日本) 16匹を 1週間通常食で馴化した。飼育環境は 12時間の明暗

周期 (明期：8:00~20:00)、室温を 22 ± 2 ℃、湿度を 55 ± 5%に維持し、自由摂食及び自由給水として飼育

した。馴化後、平均体重 (BW) が均一になるよう 8匹ずつに群分けし、Table1-1に示す通常食または HF

食を与え 13週間飼育した。食事中 Cholはカゼイン (0.26 mg Chol/g casein)、大豆油 (0.01 mg Chol/g 

soybean oil)、ラード (1 mg Chol/g lard) に由来する (文部科学省、2023)。BWおよび摂食量を 2日に一度

測定し、これらを基に総摂食量および Chol摂取量を算出した。13週の飼育終了の前日から当日にかけ

て糞便を回収した。50 mg/kg body weight (BW) のペントバルビタールナトリウム腹腔内投与で麻酔した

マウスを開復し、門脈血及び心臓血を採取した後放血屠殺し、肝臓、副睾丸脂肪組織および小腸内容物

（SIC）を採取した。血液サンプルにはヘパリンナトリウム (陽進堂、日本) を添加し、2000 × g、4 ℃で

15分間遠心分離することで血漿サンプルを得た。BA解析用サンプルは-30 ℃で保存し、それ以外のサン

プルは-80 ℃で保存した。すべての動物実験は国立大学法人北海道大学動物実験に関する規定 (北海道大

学安全衛生本部) 及び北海道大学動物実験マニュアル (国立大学法人北海道代諾動物実験委員会) に定め

られた規定に則り行った。(承認番号：17-0119および 19-0161) 

 

２.２ 血漿トランスアミナーゼ活性解析 

 血漿トランスアミナーゼとして、アラニンアミノトランスフェラーゼ (alanine aminotransferase ; ALT) 

およびアスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ (aspartate aminotransferase; AST) を測定した。測定には

トランスアミナーゼ CIIテストワコー (富士フィルム和光純薬株式会社、日本) を使用し、手順書に従い

解析を行った。 

 

２.３ 脂質解析 

肝臓組織 100 mgまたは凍結乾燥糞に 5 mLのクロロホルム/メタノール (2：1, v/v) を添加し、2日間静

置することで脂質を溶出した (Folch J et al., 1957)。回収した上清を乾固させたものをイソプロパノール
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に再溶解し、TG、total Chol (TC)、free Chol (FC) および free fatty acid (FFA) の測定を行った。測定にはそ

れぞれトリグリセライド E-テストワコー (富士フィルム和光純薬、日本)、コレステロール E-テストワコ

ー (富士フィルム和光純薬、日本)、遊離コレステロール E-テストワコー (富士フィルム和光純薬、日

本)、NEFA C-テストワコー (富士フィルム和光純薬、日本) を用いた。 

 

２.４ 酸化 Chol組成解析 

酸化 Cholは九州大学大学院農学研究院栄養化学研究室 (佐藤匡央教授、田中愛健助教) で分析された 

(Hori S et al., 2020; Shirouchi B et al, 2017)。概要としては以下の通りである。ブチルヒドロキシトルエン

含有クロロホルム/メタノール (2：1,  v/v) を用いて凍結乾燥肝臓粉末 100 mgから脂質を抽出した。この

脂質抽出物をけん化後、ヘキサンを用いて非けん化画分を回収した。Sep-Pak Silica Vac cartridge (日本ウ

ォーターズ、日本) を用いて、この非けん化画分から Cholと酸化 Cholを分離した。窒素ガスを用いてこ

の酸化 Chol画分を乾固させた後、トリメチルシリル化を行った。測定にはガスクロマトグラフィー質量

分析装置 (GC-MS) を用いた。GC装置として Shimadzu GC-2010 Plus (島津製作所、日本)、MS装置とし

て QP2020 series mass-selective detector (島津製作所、日本)、カラムとして Inert Cap 5MS/NP capillary 

column (30 m × 0.25 mm i.d.、0.25 μm thick、 ジーエルサイエンス、日本) を使用した。内部標準として

19-OHを使用し抽出効率を補正し、Table 1-2に示す酸化 Chol濃度を定量した。 

 

２.５ 遺伝子発現解析 

肝臓からの RNA抽出には RNeasy mini kit (Qiagen, オランダ) を用いた。抽出した RNAの濃度を測定

後、RiverTra Ace RT master mix with gDNA remover (TOYOBO, 日本)を用いて cDNAを合成した。各遺伝

子発現は、TB Green Premix Ex Taq II (Takara, 日本) 及び Mx3000P real time PCR system (Agilent 

Technologies, アメリカ) を用い quantitative reverse-transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR) 法で測

定した。qRT-PCRに使用したプライマーは Tabel 1-3に示した。 

 

２.６ BA組成解析 

 BAの分析は既報に則り実施した (Hori S et al., 2022)。肝臓、SIC、門脈血漿、動脈血漿および糞を凍結
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乾燥し、肝臓と糞は乳棒ですりつぶし粉末化した。SIC及び血漿サンプルはポリトロンを用いてホモジ

ナイズした後に、すべてのサンプルを超音波破砕機によって更に解砕した。これらのエタノール抽出画

分をメタノールで再溶解し、HLB 1 cc (10 mg) Extraction cartridges (日本ウォーターズ、日本) を用いて固

相抽出した。BA分子種の測定は超高速液体クロマトグラフィー質量分析装置 (UHPLC-MS) を用いた。

UHPLC装置として Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific、アメリカ)、MS装置として Q ExactiveTM Plus 

Hybrid Quadrupole-OrbitrapTM Mass Spectrometer (Thermo Fisher Scientific、アメリカ)、カラムには

ACQUITY UPLC BEH C18 1.7 μm column (日本ウォーターズ、日本)を使用した。溶離液には 10 mM酢酸

アンモニウム含有 20%アセトニトリル及び 10 mM酢酸アンモニウム含有 80% アセトニトリルを使用し

た。内部標準として添加した Nordeoxycholic Acid (NDCA) により抽出効率を補正し、Table 1-4に示す 31

種類の BAスタンダードを用いて標準曲線を作成することで、各サンプル内の BA濃度を定量した。各

胆汁酸分子種の略称は、Table 1-4に示した。 

 

２.７ メタボロミクス 

肝臓組織 50 mgにメタノール (4 mL/g sample) 及びMilli-Q水 (0.85 mL/g sample) を加え、超音波破砕

機を用いてホモジナイズした。これにクロロホルム (4 mL/g sample) およびMilli-Q水 (4.4 mL/g) を添加

し、ボルテックスで充分混合した後に氷上で静置した。遠心分離により有機層及び水層を回収し、

Millex 0.2 μLフィルター (Millipore, アメリカ) でろ過した。得られた抽出液のうち有機層は窒素ガスで乾

固させ、水層は濃縮遠心機により乾固させた。 

水層画分のメタボローム測定に用いた装置は以下の通りである。UHPLC装置として Ultimate3000 

(Thermo Fisher Scientific, アメリカ)、MS装置として Q ExactiveTM Plus Hybrid Quadrupole-OrbitrapTM Mass 

Spectrometer (Thermo Fisher Scientific, アメリカ)、カラムには ZIC-pHILIC column (150×4.6 mm, 5μm 

polymer, Merck, ドイツ) を使用した。溶離液には 10 mM酢酸アンモニウム含有 5% アセトニトリル及び

10 mM酢酸アンモニウム含有 95%アセトニトリルを用いた。有機層画分の代謝物解析においても、上記

同様の装置を使用した。カラムには Hypersil GOLD column (1.9μm, 150 × 2.1 mm, Thermo Fisher 

Scientific)、溶離液として 10 mMギ酸アンモニウム含有 60%アセトニトリル及び 10 mMギ酸アンモニウ

ム含有アセトニトリル/イソプロパノール (10 : 90, v/v) 溶液を使用した。水層及び有機層いずれの解析に
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おいても、Compound Discoverer 3.0を用いて分子種の同定を行った。 

 

２.８ 統計解析 

 全ての結果は平均値 ± SEMで示した。JMP14.0 (SAS Institute, アメリカ) を用いて、Student’s t-testによ

る二群間の有意差検定を行い、P値が 0.05未満であるものを有意差があるとみなした。また、一部の結

果では Smirnov-Grubbs rejection testにより外れ値を除外した。 
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第３節 結果 

３.１ 摂食量・重量・血漿トランスアミナーゼ活性 

 HF食摂取マウスにおいて、摂食量の減少が認められたが、エネルギー摂取量は有意に増加した (Table 

1-5)。BW及び副睾丸脂肪組織重量は HF食摂取群で増加したが、BW当たりの肝重量には有意な差は認

められなかった。血漿 ALT活性は HF食摂取マウスにおいて増加したが、AST活性に有意差は見られな

かった。 

 

３.２ Chol代謝変動 

 肝 TG濃度と Chol摂食量が HF食摂取マウスで増加した (Figure 1-1A, 1-1B)。それに伴い肝臓総 Chol

濃度、遊離 Chol濃度、血漿 Chol濃度、および糞中 Chol排泄量がそれぞれ HF摂取マウスで増加した 

(Figure 1-1C)。また、肝臓内酸化 Cholはほとんどの分子種で増加していた (Figure 1-1D)。Chol代謝関連

遺伝子の発現解析を行ったところ、HF食摂取群において、ステロール 12水酸化酵素である Cyp8b1  

(Björkhem I et al., 1983)が有意に増加し、ステロール 27位水酸化酵素である Cyp27a1 (Twisk J et al., 1995)

の発現は有意に減少した。一方、7位水酸化酵素である Cyp7a1 (Li YC et al., 1990)、Cholを代謝するため

にミトコンドリアへ輸送する steroidogenic acute regulatory protein (Star) (Stocco DM et al., 2001)や Chol生

合成の律速酵素である Hmgcr (Goldstein JL et al., 1990) の発現には有意な差は認められなかったが、

Cyp7a1及び Starは増加する傾向を、Hmgcrは減少する傾向が認められた (Figure 1-1E)。また、HF摂取

マウスにおいて糞中コプロスタノール排泄が減少し、糞中中性 Chol排泄は増加した (Figure 1-1F)。 

 

３.３ BA組成変動 

 肝臓において BA合成関連遺伝子の発現では 12OH BAを合成する方向に変動する可能性が推察された

ため、肝臓、SIC及び糞中の BA組成を評価した。HF食摂取マウスにおいて、肝臓の 12OH BA濃度に

有意な増加は認められなかった (Figure 1-2A)。一方、対照群においてマウス肝臓で最も豊富に存在する

TβMCAだけでなく、TUDCA、βMCA、TωMCA、ωMCAを含む n12OH濃度は有意に減少した。これに

伴い肝臓内の総 BA濃度及び n12OH濃度は HF食摂取群において有意に減少し、12OH BA/n12OH BA比
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は有意に増加した。SICにおいては TαMCAの有意な減少等多少の違いは認められたものの、肝臓と同

様に 12OH BA /n12OH BA比は有意に増加した (Figure 1-2B)。糞中では DCAや 3o12α、CA、12oLCA、

7oDCAを含む 12OH BAの濃度は HF食摂取群において有意に増加し、逆に βMCAや ωMCAは有意に減

少した (Figure 1-2C)。これらに伴い糞中においても HF食摂取群において 12OH BA/n12OH BA比は増加

した。この傾向は門脈血漿中 BA組成でも認められた一方、動脈血漿中では認められなかった (Figure 1-

2D, 1-2E)。 

 

３.４ BA組成と肝 TG及び TC蓄積量の相関解析 

腸肝循環に関わる組織において、HF食摂取群で 12OH BA /n12OH BA比が増加した。ラットでは HF

食摂取で門脈や肝臓・糞での 12OH BA濃度と肝 TG濃度との間に有意な正の相関が観察された (Hori S 

et al., 2020)。マウスにおいても同様な関係が見られるかを検証するため、各部位での 12OH BA 濃度や

12OH BA /n12OH BA比と、肝 TG量との間の相関を解析した。各部位の 12OH BA濃度と肝臓 TG濃度

の間には有意な正の相関は観察されなかった。むしろ、糞の 12OH BA /n12OH BA比と肝 TG濃度とが正

の相関を示し、肝臓・SIC・門脈血漿中・動脈血漿中での 12OH BA /n12OH BA比と肝 TG濃度の間に有

意性は認められなかったものの、概ね正の相関を示す傾向が認められた (Figure 1-3)。 

 また、肝臓総 Chol濃度と肝臓 12OH BA /n12OH BA比との間に相関関係は認められなかったが、

SIC、糞中の 12OH BA /n12OH BA比は肝臓総 Chol濃度と負の相関を示した (Figure 1-4)。 

 

３.５ 肝臓のメタボロミクス解析 

 HF食摂取により変動した代謝物を調査するためメタボロミクス解析を実施した。長鎖セラミド及び

d18:1/20:0セラミド及び d18:1/22:0 (n-9) セラミドの量が HF食摂取群において減少した (Figure 1-5A)。ま

た、様々な種類のアセチルカルニチン量が増加していた (Figure 1-5B)。ほとんどのアミノ酸量に変動は

認められなかった一方、スレオニンは僅かに増加しており、リジンの著しい減少が認められた (Figure 1-

5C)。脂肪酸組成についても変動が認められ、ジアシルグリセロール (DG) 及び TGは多くの分子種で増

加する傾向を示した一方、ホスファチジルコリン (PC) とフォスファチジルエタノールアミン (PE) では

種々の分子種が減少する傾向を示した (Figure 1-6)。 
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３.６ 食餌効率 

 摂食量が BW増加に及ぼす影響を検証するために、BW増加量から摂食量を除することで食餌効率を

算出した。ラットに HF食を摂取させた場合の数値は当研究室で以前実施されたデータを用いた (Hori S 

et al., 2020)。その結果、HF食摂取マウスの食餌効率は、ラットの場合と比較して有意に低い値を示した

(Figure 1-7)。 
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Table 1-1. Diet compositions 

       C HF 

 g/kg diet 

 Corn starch 1 397.5 167.5 

 Casein 2 200.0 200.0 

 Dextrin 3 132.0 132.0 

 Sucrose 4 100.0 100.0 

 Soybean oil 5 70.0 70.0 

 Cellulose 6 50.0 50.0 

 Mineral mixture 7 35.0 35.0 

 Vitamin mixture 8 10.0 10.0 

 L-Cystine 9 3.0 3.0 

 Choline hydrogen tartrate 10 2.5 2.5 

 Lard 11 - 230.0 

 
1 Amylalpha (Chuo Shokuryo Co., Ltd.) 

2 NZMP Acid Casein (Fonterra Co-Operative Group Limited.) 

3 TK-16 (Matsutani Chemical Industry Co., Ltd.) 

4 Nippon Beet Sugar Manufacturing Co., Ltd. 

5 J-Oil Mills, Inc. 

6 Microcrystalline cellulose (Ceolus PH-102, Asahi Kasei Corporation) 

7 AIN-93G mineral mixture (MP Biomedicals) 

8 AIN-93 vitamin mixture (CLEA Japan, Inc.) 

9 L-Cystine (Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation) 

10 Choline Hydrogen Tartrate (Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation) 

11 Bell Shokuhin Co., Ltd. 
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Table 1-2. Measured oxysterols in this study 

Systemic name Trivial name Abbreviation 

Cholestan-3β,5α,6β-triol  β-Triol β-Triol 

Cholestan-3β,5α-diol-6-one 5α-hydroxy-6-ketocholesterol 5α-OH-6-keto 

Cholestan-5α,6α-epoxy-3β-ol 5α-Epoxycholesterol α-Epoxy 

Cholestan-5β,6β-epoxy-3β-ol 5β-Epoxycholesterol β-Epoxy 

5α-Cholestan-3β-ol-6-one 6-Ketocholestanol 6-Keto 

5-Cholesten-3β,4β-diol 4β-Hydroxycholesterol 4β-OH 

5-Cholesten-3β,7α-diol 7α-Hydroxycholesterol 7α-OH 

5-Cholesten-3β,7β-diol 7β-Hydroxycholesterol 7β-OH 

5-Cholesten-3β,22(R)-diol 22(R)-Hydroxycholesterol 22(R)-Diol 

5-Cholesten-3β,24(S)-diol 24(S)-Hydroxycholesterol 24(S)-Diol 

5-Cholesten-3β,25-diol  25-Hydroxycholesterol 25-OH 

5-Cholesten-3β-ol-7-one 7-Ketocholesterol 7-Keto 

5-Cholesten-3β,7α,25(R)-triol 7α,25(R)-Dihydroxycholesterol 7α,25-Triol 

25R-Cholest-5-en-3β,26-diol 27-Hydroxycholesterol 27-OH 

5-Cholesten-3β,19-diol (19-OH) was used as an internal standard. 

  



38 

 

Table 1-3. Primer sequences for qRT-PCR 

Gene Forward primer Reverse primer 

Cyp7a1  CCTGCAACCTTCTGGAGCTTA  AGCCTCCTTGATGATGCTATCTAGT 

Cyp8b1  ATGAGCTGTTCAGGAAGTTC TGTCCTGCATGGATGAAGC 

Cyp27a1  CCAATGTGGACAACCTCCT CTTGTGGTCTCGGTGGTC 

Star GGAGCTCTCTGCTTGGTTCTC CTTGTGGTCTCGGTGGTC 

Gapdh TGACCTCAACTACATGGTCTACA CTTCCCATTCTCGGCCTTG 

Bbox1 TTCTCAACAGGCCAGAGCAA TTCAGAGTTGGCAGCTGGAG 
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Table 1-4. BAs analyzed in this study 

 Systemic name Trivial name Abbreviation 

Primary 12OH BAs 

 5β-Cholanic acid-3α,7α,12α-triol Cholic acid CA 

 5β-Cholanic acid-3α,7α,12α-triol-N-(2-sulfoethyl)-amide Taurocholic acid TCA 

 5β-Cholanic acid-3α,7α,12α-triol-N-(carboxymethyl)-amide Glycocholic acid GCA 

Secondary 12OH BAs 

 5β-Cholanic acid-3α,12α-diol Deoxycholic acid DCA 

 5β-Cholanic acid-3α,12α-diol-N-(2-sulfoethyl)-amide Taurodeoxycholic acid TDCA 

 5β-Cholanic acid-3α,12α-diol-N-(carboxymethyl)-amide Glycodeoxycholic acid GDCA 

 5β-Cholanic acid-3α,7β,12α-triol Ursocholic acid UCA 

 5β-Cholanic acid-3α,12α-diol-7-one 7-Oxo-deoxycholic acid 7oDCA 

 5β-Cholanic acid-3α-ol-12-one 12-Oxo-lithocholic acid 12oLCA 

 5β-Cholanic acid-12α-ol-3-one 3-Oxo-12α-hydroxy-5β-cholanic acid 3o12α 

 

Primary n12OH BAs 

 5β-Cholanic acid-3α,7α-diol Chenodeoxycholic acid CDCA 

 5β-Cholanic acid-3α,6α,7α-triol Hyocholic acid HCA 

 5β-Cholanic acid-3α,6β,7α-triol α-Muricholic acid αMCA 

 5β-Cholanic acid-3α,6β,7β-triol β-Muricholic acid βMCA 

 5β-Cholanic acid-3α,7α-diol-N-(2-sulfoethyl)-amide Taurochenodeoxycholic acid TCDCA 

 5β-Cholanic acid-3α,7α-diol-N-(carboxymethyl)-amide Glycochenodeoxycholic acid GCDCA 

 5β-Cholanic acid-3α,6β,7α-triol-N-(2-sulfoethyl)-amide Tauro-α-muricholic acid TαMCA 

 5β-Cholanic acid-3α,6β,7β-triol-N-(2-sulfoethyl)-amide Tauro-β-muricholic acid TβMCA 

Secondary n12OH BAs 

 5β-Cholanic acid-3α,6α,7β-triol ω-Muricholic acid ωMCA 

 5β-Cholanic acid-3α,6α,7β-triol-N-(2-sulfoethyl)-amide Tauro-ω-muricholic acid TωMCA 

 5β-Cholanic acid-3α,7β-diol Ursodeoxycholic acid UDCA 

 5β-Cholanic acid-3α,7β-diol-N-(2-sulfoethyl)-amide Tauroursodeoxycholic acid TUDCA 

 5β-Cholanic acid-3α,7β-diol-N-(carboxymethyl)-amide Glycoursodeoxycholic acid GUDCA 

 5β-Cholanic acid-3α-ol Lithocholic acid LCA 

 5β-Cholanic acid-3α-ol-N-(2-sulfoethyl)-amide Taurolithocholic acid TLCA 

 5β-Cholanic acid-3α-ol-N-(carboxymethyl)-amide Glycolithocholic acid GLCA 

 5β-Cholanic acid-3α-ol-7-one 7-Oxo-lithochoic acid 7oLCA 

 5β-Cholanic acid-3α,6α-diol Hyodeoxycholic acid HDCA 

 5β-Cholanic acid-3α,6α-diol-N-(2-sulfoethyl)-amide Taurohyodeoxycholic acid THDCA 

 5β-Cholanic acid-3α,6α-diol-N-(carboxymethyl)-amide Glycohyodeoxyxholic acid GHDCA 

23-Nor-5β-cholanic acid-3α,12α-diol was used as an internal standard. All BA standards analyzed in this study were obtained 

from Steraloids, Inc., except for UCA, which was obtained from Toronto Research Chemicals. 
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Table 1-5. Food intake, weights, and plasma transaminase activities 

 C HF 

Total food intake (g) 329.5 ± 29.9 282.9 ± 12.1* 

Total energy intake (kcal) 1266.0 ± 115.0 1524.9 ± 65.3* 

Final BW (g) 29.4 ± 0.8 46.5 ± 1.0* 

Organ weight (g/100 g BW) 

Liver 4.2 ± 0.1 4.5 ± 0.2 

Epididymal adipose tissue 2.9 ± 0.2 5.3 ± 0.2* 

Plasma ALT (IU/L) 3.0 ± 0.2 10.7 ± 2.4* 

Plasma AST (IU/L) 65.5 ± 9.6 77.0 ± 14.8 

* Significant different from the values in control (Student’s t-test, P < 0.05, n=7-8) 
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Figure 1-1. Distribution of Chol-related molecules in mice fed control or HF diet. (A) Hepatic TG 

concentration. (B) Daily Chol intake. (C) Chol concentration in the liver, blood, and feces. (D) Concentration 

of liver oxysterols. (E) mRNA expression of genes involved in Chol metabolism. (F) Coprostanol and neutral 

steroid excretion per day. Open bars, n = 8 for control; filled bars, n = 8 for HF. Data presented in E was 

normalized to Gapdh mRNA expression. Values are shown as the mean ± SEM (n = 8). Asterisks indicate a 

significant difference compared with the control (P < 0.05).  
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Figure 1-2. BA compositions in the liver, small intestine contents, and feces of mice fed control and HF diet. 

BA composition; 12OH BA, n12OH BA, and total BA concentrations; and the ratio of 12OH BA/n12OH BA 

in the (A) liver, (B) small intestinal contents, (C) feces, (D) portal plasma, and (E) aortic plasma. Open bars 

represent control (n = 8) and filled bars represent HF (n = 8). Values are shown as mean ± SEM (n = 8). 

Asterisks indicate a significant difference compared with the control (P < 0.05).  
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Figure 1-3. Correlation between the ratio of 12OH BA/n12OH BA and hepatic TG concentration. Correlation 

in the liver, small intestine contents, feces, aortic plasma, and portal plasma. Filled bars represent HF (n = 8). 

P-values are shown in the inset. 
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Figure 1-4. Correlation between the ratio of 12OH BA/n12OH BA and hepatic total Chol (Total Chol) 

concentration. Correlation in the liver, small intestine contents, feces, aortic plasma, and portal plasma. Filled 

bars represent HF (n = 8). P-values are shown in the inset. 
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Figure 1-5. Composition of various metabolites in the liver of the mice fed control and HF diet. Relative 

abundances of (A) ceramides, (B) acylcarnitine, and (C) amino acids. Open bars represent control (n = 8) and 

filled bars represent HF (n = 8). Values are shown as mean ± SEM (n = 8). Asterisks indicate a significant 

difference compared with the control (P < 0.05). 
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Figure 1-6. Composition of various metabolites in liver of the mice fed control and HF diet. 

(A) Triacylglycerol (TG); (1) 20:0/20:1 (n-9)/20:4 (n-6), (2) 18:2 (n-6)/18:2 (n-6)/18:2 (n-6), (3) 16:1 (n-

7)/18:1 (n-9)/18:1 (n-9), (4) 16:0/18:2 (n-6)/18:2 (n-6), (5) 17:1 (n-8)/20:2 (n-6)/20:2 (n-6), (6) 18:4 (n-3)/19:4 

(n-6)/18:4 (n-3), (7) 18:3 (n-3)/14:0/18:3 (n-3), (8) 18:1 (n-9)/18:2 (n-6)/18:1 (n-9), (9) 18:2 (n-6)/18:2 (n-

6)/20:2 (n-6). (B) Diacylglycerol (DG); (1) 18:2 (n-6)/18:2 (n-6), (2)18:3 (n-3)/20:3 (n-6), (3) 14:0/14:1 (n-5), 

(4) 15:0/16:1 (n-7), (5) 16:1 (n-7)/18:1 (n-9). (C) Phosphatidyl choline (PC) and lyso-PC; (1) 18:3 (n-3)/18:2 

(n-6) PC, (2) 16:0/18:3 (n-3) PC, (3) 16:1 (n-7) lyso-PC, (4) 18:3 (n-6)/p-18:1 (n-7) PC, (5) p-16:0/16:0 PC, 

(6) 22:5 (n-3) lyso-PC, (7) 20:4 (n-6) lyso-PC, (8) 18:2 (n-6) lyso-PC, (9) 14:0/18:1 (n-9) PC, (10) 20:5 (n-

3)/24:1 (n-9) PC, (11) 18:1 (n-9) lyso-PC, (12) 16:0/18:0 PC, (13) 16:0 lyso-PC, (14) 18:3 (n-3)/18:3 (n-3) 

PC, (15) 17:0 lyso-PC. (D) Phosphatidyl ethanolamine (PE), phosphatidyl serine (PS), and lyso-PE (1) 20:4 

(n-6)/22:6 (n-3) PE, (2) 22:6 (n-3) lyso-PE, (3) 18:1 (n-7)/20:4 (n-6) PE, (4) 18:1 (n-9)/18:2 (n-6) PE, (5) 18:4 

(n-3)/24:1 (n-9) PE, (6) 18:2 (n-6)/24:0 PE, (7) 24:0/24:0 PS. Each marker size indicates range of area values 

shown in inset. Markers in red indicate a significant difference between the dietary groups (n = 8, P < 0.05).  
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Figure 1-7. Difference in feed efficiency between mice and rats 

The ratio of weight gain to food intake over 8 weeks was calculated. The values in rats were calculated with 

the data in our previous study.  

 

Feed Efficiency (%) =  
Weight gain (g)

Total food intake (g)
× 100 

 

Open bars for mice (n = 8) and filled bars for rats (n = 6-7). Values were shown as the mean with the SEM. 

Asterisks indicate a significant difference compared to control (P < 0.05). 
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Figure 1-8. Graphical abstract in Chapter 1 
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第４節 考察 

ヒトでは糞中 12OH BAの濃度は n12OH BAよりも高いことが報告されているが (Hashimoto N et al., 

2020)、体循環血中では n12OH BAの方が豊富に存在する (Jiao N et al., 2018)。これらのことは、BAの濃

度だけでなく、それらの組成が組織間で大きく異なることを示している。ラットでは 12OH BAの濃度

は腸肝循環関連部位において高い (Lee JY et al., 2020)。B6マウスにおいて n12OH BAは糞便中に豊富に

含まれていた (Figure 1-2)。HF食摂取ラットでは肝脂質蓄積と門脈血漿中および糞中 12OH BA濃度との

間に正の相関があることが見出されている (Hori S et al., 2020)。このような 12OH BAと肝脂質蓄積との

関係はマウスを用いたいくつかの研究でも同様に示唆されている。Cyp8b1欠損マウスは 12OH BAが極

端に少なく、このマウスに西洋食を与えると肝 TG濃度の増加が抑えられ、この飼料に TCAを加えると

肝 TG濃度が増加に転じる (Bertaggia E et al., 2017)。別の研究においても、肝臓における Cyp8b1の欠損

が high Chol (HC) 食を与えたマウスの肝脂質蓄積を改善することが示された (Patankar JV et al., 2018)。本

研究では、HF食摂取 B6マウスにおいて糞中の 12OH BA /n12OH BA比と肝 TG濃度との間に正の相関

が観察されたことから、糞中の 12OH BA /n12OH BA比が肝脂質蓄積を反映する指標となり得る可能性

が示された。また、Horiらによる HF食摂取ラットのデータを基に再解析を行った結果、HF摂取ラット

の糞中 12OH BA/n12OH BAと肝 TG蓄積量は正の相関を示した (R = 0.77, P = 0.0019) (Hori et al., 2020)。

BMIが 27以上のヒト肥満患者において、糞中 CA/CDCA比は肝臓脂肪量と正の相関傾向を示すが、統

計的な有意差は確認されていない (Chen L et al., 2020)。この報告での肝臓脂肪量は局在プロトン磁気共

鳴分光法を用いて解析されており、肝臓の右葉の定点での肝脂肪量測定であった。肝臓への脂肪沈着は

肝臓組織全体に一様に溜まるとは限らない。本研究では肝臓組織の内側葉 (median lobe) を切り出して解

析しており (Martins P et al., 2007)、動物種だけでなく採取部位の違いが結果の違いの原因となっている

可能性がある。 

マウスの糞中 12OH BA/n12OH BA比と肝 TG濃度との間に正の相関が見られた一方、肝臓・SIC・大

動脈血漿・門脈血漿ではこのような明確な相関関係は認められなかった (Figure 1-3)。これは糞と他組織

とのサンプリング条件の違いによるものと考えられる。糞は 24時間の総糞を採取したが、他は解剖時

点での採取である。つまり糞便中の BAは 1日の累積値であり、他の部位の BAは解剖時点の BA組成
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を反映していると考えられる。肝臓の Cyp8b1発現の増加に関わらず、肝臓中の 12OH BA濃度には変化

が認められなかった (Figure 1-1E, 1-2A)。さらに、小腸および糞便中の 12OH BA濃度は増加し (Figure 1-

2B, 1-2C)、小腸および糞中の総 Chol濃度と 12OH BA /n12OH BA比との間には負の相関が観察された 

(Figure 1-3)。これらの結果は、HF食摂取状態ではステロール排泄形態が 12OH BAに傾く方向に代謝が

変動した可能性を示している。 

Cholは構造的に安定した強固なステロイド骨格を持ち、体内では分解されないため、エネルギーを

取り出すことができない (Wang HH et al., 2017)。エネルギー制限が肝臓 Cholを減少させることを踏まえ

ると (Rocha-Gomes A et al., 2021)、十分なエネルギー摂取があれば Chol合成は促進されると考えられ

る。しかし、エネルギーも Cholも十分量存在する場合、Cholは排泄される可能性がある。水酸基を比

較的多く有する 12OH BAは水系に排泄しやすいステロイド排泄形態の一つと考えることができる。ま

た、食を介して潤沢にエネルギーが供給される場合には肝脂質蓄積が誘導されるため (Hori S et al., 

2020)、肝臓の脂質蓄積と糞便中の 12OH BA濃度に正の相関関係があることに不思議はない。実際、ヒ

トでは脂肪肝指標と大動脈血漿中の 12OH BA /n12OH BA比との正の相関が報告されている (Haeusler RA 

et al., 2013)。マウスにおいては糞中 12OH BA /n12OH BA比のみが肝 TG濃度を反映することから、動物

種の壁を超えた肝脂質蓄積の指標として、糞中の 12OH BA /n12OH BA比が利用できる可能性が示され

た。 

HF食摂取ラットでは Cholの 12OH BAへの変換が亢進し、肝臓における Hmgcr発現が低下する (Hori 

S et al., 2020)。一方で、マウスで同様な実験を行った場合には糞中への Chol排泄が亢進しており、肝臓

でいくつかの酸化 Cholの濃度が増加した (Figure 1-1C, 1-1F)。これらの結果から、HF食摂取マウスでは

Cholを BAの合成に使うのではなく、むしろ Cholそのものを直接排泄することにより体内での Cholの

恒常性を維持している可能性がある。このようなマウスとラットでの Chol排泄形態の違いには、エネル

ギー消費の相違が関わる可能性が考えられる。マウスの食餌効率はラットよりも有意に低く (Figure 1-

7)、体温維持のためにより多くのエネルギーが消費されると推察される。HF食を摂取した場合には、肝

臓における TGは燃焼に用いることができる一方で、相当量の Cholが残存することになる。この際、マ

ウスのエネルギー要求量に関わらず、肝臓で Cholを BAに変換するには一定の NADPHが要求されるた

め (Dashty M, 2013)、その排泄も合わせるとかなりの NADPH消費となることが推察される。そこで、
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Cholそのものを直接排泄する方が、エネルギー消費の観点ではマウスにとって無駄が少ない選択となる

のかもしれない。NADPHの減少は酸化ストレス防御の減弱につながることから (Ju HQ et al., 2020)、HF

摂取マウスにおける血中 ALT活性の増加は、酸化ストレスの増大に起因することが考えられる。 

HF食摂取 B6マウスでは、多くの種類のアシルカルニチンレベルが増加していた (Figure 1-4B)。カル

ニチン生合成に関わるリジン (Tanphaichitr V et al., 1973; Kunau WH et al., 1995) は HF食摂取 B6マウスの

肝臓で特異的に減少していた(Figure 1-4C)。カルニチンはミトコンドリア内への長鎖脂肪酸の輸送を介

して脂肪酸の β酸化を促進する (Ling B et al., 2012)。カルニチンレベルの増加が、過剰な脂肪に応答して

肝細胞が脂肪酸を異化できるように仕向ける可能性がある。しかし、カルニチン生合成の律速酵素であ

る γ-ブチロベタイン水酸化酵素 1 (Bbox1) の発現には差は認められなかった。高脂血症ラットにおい

て、BBOX1のタンパク質発現量はポリアデニル化による mRNAの安定化、翻訳効率の増加を通じて増

加するため (Rigault C et al., 2013)、本研究においても BBOX1タンパク質の量の増加を介したカルニチン

生合成の促進が生じている可能性は否定できない。 

メタボローム解析では、TG、DG、PC、PEおよび PSの脂肪酸組成に一定の変化が観察されたが、パ

スウェイ解析を行ってもこれらの変動に対応する経路は同定されなかった。組織から解析用サンプルを

抽出する際、親水性と疎水性の分子の抽出効率は分子ごとに異なることが問題になり得る。本来、抽出

溶媒は対象脂質によって設定する必要があるが、リン脂質のような両親媒性の物質であれば、その親水

性度合いは分子種によって多様であるため、脂質の網羅的解析には自ずと限界があると予想される。本

試験では、メタボローム解析用に抽出したサンプルを用いて遊離 Chol濃度を予備的に分析したところ、

群間に有意な差は認められなかった。これに対し、Folch法で抽出した脂質画分は HF食摂取マウスの肝

臓において遊離 Cholの増加が認められた (Figure 1-1C)。一般に、リピドミクスは脂質組成の変化を推定

するのに有用であるが、脂質中のあらゆる分子種に適応できる抽出条件は存在しないことに留意すべき

である。有機溶媒の適切な選択と慎重な評価が、特にリピドミクスの応用には必須であると考えられ

る。 

本章では、B6マウスにおいてもラットのステロール代謝の共通点として、糞中の 12OH BA組成が肝

脂質蓄蓄積に関与する可能性を見出した。一方相違点として、HF食摂取によって体内で増加した Chol
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に対し、マウスでは胆汁酸合成だけでなく Cholの直接排泄および種々の酸化 Chol代謝に関わる経路が

活性化される可能性を明らかにした。  



53 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第２章 Chol及び CA添加食摂取マウスにおける 

肝脂質蓄積とステロール代謝変動の関係 
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第１節 背景および目的 

第一章において、B6マウスでは糞中 12OH BA /n12OH BA比は肝脂質代謝と関連することが示され

た。しかし、体内の Cholの量的恒常性維持のためのメカニズムについては依然不明な点が多い。特に、

ラットとマウスを比較した場合、HF食摂取状態では Chol排泄形態および酸化 Chol産生形態に差異が認

められた。そこで、本章ではステロール負荷時に生じる Chol代謝変動と肝脂質代謝変動について検証を

行うことを目的とした。 

ラットの胆膵液中で最も豊富な BAは TCAであり (Yoshitsugu R et al., 2019)、TβMCAおよび TωMCA

を含む n12OH BAの濃度は、TCAの約 3分の 1にとどまる (Yoshitsugu R et al., 2019)。ラットに HF食を

8週間以上摂取させたところ、胆膵液において TCAの選択的増加が観察され、門脈血漿や糞便において

n12OHの有意な増加は観察されなかった (Hori S et al., 2020)。第１章で示したように、B6マウスでは肝

臓・門脈血漿・糞便では n12OH濃度が高く、門脈血漿では体循環血漿よりも高濃度の BAが検出され

た。HF食摂取マウスの糞便中では 12OH濃度の増加と n12OH BA濃度の減少が観察された (Figure 1-

2)。また、ラットにおいて CA添加飼料 (0.5 g/kg飼料) を与えた場合、腸内細菌による BAの 7位の脱水

酸化を阻害せずに、肝脂質蓄積、消化管バリアの脆弱化、血圧上昇、腸内細菌の変化、および肝臓での

酸化 Chol濃度の増加が誘導された (Lee JY et al., 2020; Liu H et al., 2022; Shimoda T et al., 2023)。したがっ

て、Chol及び CA添加食摂取によるステロール負荷は、マウスにおいても肝臓におけるステロール代謝

を変動させ、その後の代謝産物やサイトカイン環境等に影響を及ぼすことが予想される。 

Chol添加食は、動脈硬化、胆石形成、NASHの動物モデルを誘導するために使用されている 

(Hartvigsen K et al., 2007; Wang TY et al., 2018; Fujihira E et al., 1978; Radhakrishnan S et al., 2021)。飼料に

Cholを添加する場合、その吸収を促進するために、しばしば CAが同時に添加される (Woollett LA et al., 

2004)。NASHモデルにおいては、Cholと CAを添加した HF食が用いられることがある (Radhakrishnan S 

et al., 2020)。しかし、これらの Chol負荷モデルでは、Cholの添加量は 10～25 g/kg食餌であることが多

く、Cholの添加量や BA添加量の妥当性について合理的な基準が定められているとは考えにくい 

(Santhekadur PK et al., 2018) 。また、Cholと CAを同時に摂取させた場合のステロール及び脂質代謝変化

に関する情報を文献で見出すことができない。食餌への Cholおよび CAの単独または同時添加による代
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謝変動の評価は、肝脂質蓄積とその後の炎症などのイベントにおけるそれぞれの寄与を明らかにする上

で重要である。 

したがって本章では、飼料への Cholと CAを添加する場合の組み合わせの差異が、肝脂質蓄積やステ

ロール代謝に関連する因子に及ぼす影響を検討した。 
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第２節 実験材料および方法 

２.１ 動物実験 

実験動物として B6雄性マウス (日本 SLC、日本) を選択し、4週齢のマウスを 1週間通常食で馴化

した。飼育環境は 12時間の明暗周期 (明期：8:00~20:00)、室温を 22  ±  2 ℃、湿度を 55 ± 5%に維持

し、自由摂食及び自由給水として飼育した。馴化後平均 BWが均一になるよう群分けし、Table 2-1に

示す通常食 (C) または Chol添加食 (Ch)、CA添加食 (CA)、Chol及び CA添加食 (ChCA)を与え 6週間

飼育した。Chol添加量については既報を参考に肝脂質蓄積が誘導される Chol添加量を 最大 6 g/kg 

dietとし (Hashimoto N et al., 2020)、CA添加量を 0.5 g/kg dietとした (Lee JY et al., 2020)。本試験では

胆石による炎症を避けるため (Hashimoto N et al., 2020)、Chol添加量を 3 g/kg dietに減らした群につい

ても検証を行った。BWおよび摂食量を 2日に一度測定し、第１章と同様に総摂食量および Chol摂

取量を算出した。6週の飼育終了２日前から当日にかけて 2日分の糞便を回収した。ペントバルビタ

ールナトリウム (50 mg/kg BW) の腹腔内投与で麻酔したマウスを開腹し、門脈血及び心臓血を採取し

た後放血屠殺し、肝臓、副睾丸脂肪組織および SICを採取した。胆のうは胆管を結紮後に肝臓から分

離し採取した。血液サンプルにヘパリンナトリウム (陽進堂、日本) 添加後し、2000 × g、4 ℃で 15分

間遠心分離することで血漿サンプルを得た。BA解析用サンプルは-30 ℃で保存し、それ以外のサン

プルは解析に使用するまで全て-80 ℃で保存した。すべての動物実験は国立大学法人北海道大学動物

実験に関する規定 (北海道大学安全衛生本部) 及び北海道大学動物実験マニュアル (国立大学法人北海

道代諾動物実験委員会) に定められた規定に則り行った (承認番号：19-0161) 。 

 

２.２ 脂質解析 

  「第 1章実験材料および方法」の「2.3 脂質解析」に記す方法と同様に実施した。 

 

２.３ BA組成解析 

  「第 1章実験材料および方法」の「2.7 BA組成解析」に記す方法と同様に実施した。 
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２.４ 酸化 Chol組成解析 

 「第 1章実験材料および方法」の「2.4 酸化 Chol組成解析」に記す方法と同様に実施した。ただ

し、分析装置としては Shimadzu GC-2030 (島津製作所、日本) 及び QP2020 NX series mass-selective 

detector (島津製作所、日本) を用いた。 

 

２.５ 遺伝子発現解析 

「第 1章 実験材料および方法」の「2.5 遺伝子発現解析」に記す方法と同様に実施した。使用

したプライマーの配列を Table 2-2に示した。 

 

２.６ 血漿トランスアミナーゼ解析 

「第 1章 実験材料および方法」の「2.2 血漿トランスアミナーゼ活性測定」に記す方法と同様

に実施した。 

 

２.７ 血漿 Lipocalin2 (LCN2) 測定 

血漿における LCN2量は ELISA法によって測定した。測定には門脈血漿を 50 μLの使用し、LCN2

測定 ELISAキットとして MLCN20 (Biotech R&D、アメリカ) を使用した。 

 

２.８ 脂肪酸組成解析 

既報 (横山史佳、2023) にしたがって脂肪酸の抽出及び解析を行った。「2.2 脂肪酸解析」で得た

脂質抽出物を乾固させたものに 0.3 M水酸化カリウム含有 90%メタノールを添加し、80 ℃で 1時間

加熱することで脂肪のけん化を行った。ギ酸により中和後、けん化した脂質画分はヘキサンを用いて

回収した。濃縮乾固後メタノールに再溶解し、Millex 0.2 µmフィルター (Millipore、アメリカ) を用い

てろ過した。メタノールにより 10倍希釈して分析サンプルとした。UHPLC-MS (UHPLC：

Ultimate3000 、Thermo Fisher Scientific、アメリカ、MS：Q ExactiveTM Plus Hybrid Quadrupole-

OrbitrapTM Mass Spectrometer , Thermo Fisher Scientific, アメリカ) を使用して解析した。カラムには

Hypersil GOLD column (1.9 µm, 150 × 2.1 mm) (Thermo Fisher Scientific, アメリカ) を使用した。溶離液
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として 10 mMギ酸アンモニウム含有の 60%アセトニトリルと、100 mMギ酸アンモニウム含有アセ

トニトリル/イソプロパノール (10 : 90, v/v) を用いて、アセトニトリル濃度が減少するようにグラジエ

ントをかけて分離を行った。カラム温度は 60 ℃、流速は 0.3 mL/minとし、サンプル温度は 4 ℃に保

った。MSはスキャン範囲を m/zを 67～1000とし、ニードル電圧を positive mode: 4.5 kV、negative 

mode: -4.0 kV、キャピラリー温度は 320 ℃として分析を行った。Trace Finder (Thermo Fisher Scientific, 

アメリカ) を用いて脂肪酸分子種の同定およびエリア値の算出を行った。内部標準として添加したマ

ルガリン酸 (17 : 0) のエリア値を用いて抽出効率を補正し、Table 2-3に示す脂肪酸分子種の標準曲線

を利用して定量した。 

 

２.９ メタボロミクス 

肝臓からの代謝物抽出はMaddocksらの論文 (Maddocks et al., 2013) を基に一部改変して行った。肝

臓組織 50 mgに内部標準として 1 mg/mL ノルロイシン溶液を 10 µL及び氷冷したメタノール : アセト

ニトリル : 水＝5：3：2を 1.5 mL加え、ポリトロンを用いてホモジナイズした後に超音波破砕機によ

って更に組織を解砕した。4 ℃で 1時間おくことでタンパク質を沈殿させ、16000 × g、4 ℃で 10分間

遠心分離した。上清を回収し、Millex 0.2 µmフィルター (Millipore, アメリカ) を通してろ過した。得

られた抽出液にアセトニトリルを等量加え、2倍希釈した後、UHPLC-MS (UHPLC; Ultimate3000 , 

Thermo Fisher Scientific, アメリカ)、MS：Q ExactiveTM Plus Hybrid Quadrupole-OrbitrapTM Mass 

Spectrometer , Thermo Fisher Scientific, アメリカ) を使用して解析を行った。ガードカラムとして

SeQuant® ZIC®-pHILIC Guard 20 × 2.1 mm PEEK coated guard column (5 µM polymer) (Merck, ドイツ) を

使用し、分離カラムとして SeQuant® ZIC®-pHILIC HPLC Column 150 × 4.6 mm (5 µM polymer) (Merck, 

ドイツ) を接続して使用した。移動相 Aは 20 mM (NH4)2CO3 in H2O、移動相 Bはアセトニトリル溶液

を使用し、アセトニトリル濃度を 80％～40％の間でグラジエントをかけることで代謝物の分離を行

った。カラム温度は 30 ℃、流速は 0.3 mL/minとし、サンプル温度は 4 ℃に保った。MSを用いた検

出については Thermo Fischerのメタボロミクス解析メソッドを参考に、スキャン範囲を m/zが 67～

1000とし、ニードル電圧を positive mode: 4.5 kV、negative mode: -4.0 kV、キャピラリー温度は 320 ℃

として分析を行った。各サンプルの測定毎にカラム内を洗浄し、quality controlを随時行うことで測定
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の精度をモニターした。得られたデータは Compound Discoverer 3.3 (Thermo fisher scientific, アメリカ) 

のメタボロミクス解析フローに従い解析を行った (Workflow Templates/Metabolomics/Untargeted 

Metabolomics with Statistics Detect Unknowns with ID using Online Databases and mzLogic)。この解析によ

り各ピークに対応する分子種を予測した後、当該分子のエリア値を算出して相対量とした。 

 

２.１０ 統計解析 

特に言及しない限り、平均値±SEMで示した。JMP14.0 (SAS Institute、アメリカ) を用いて二元配置

分散分析 (Two-way ANOVA、Ch × CA) を行い、交互作用が認められた場合には、Tukey-Kramer testに

よる群間の有意差検定を行った。一部の結果では Smirnov-Grubbs rejection testにより外れ値を除外し

ている。P値が 0.05未満を有意差があるとみなした。  
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第３節 結果 

３.１ 摂食量・重量・脂質代謝 

 CA添加では摂食量が低下し、これに伴い BWが減少した (Table 2-4)。Chol添加では摂食量に有意な

差が認められないにもかかわらず、BWが減少した。また、Cholと CA摂取は肝臓の相対重量を増加さ

せた。CAの摂取は副睾丸周囲白色脂肪組織 (eWAT) 重量を減少させた。このことが CA添加における肝

臓の相対重量の増加に寄与した可能性がある。いずれの食餌も、胆のうの相対重量には有意な影響を及

ぼさなかった。 

 Chol添加では肝 TG、Chol、および FFA濃度の増加が認められた。Chol添加により肝臓 Chol濃度が

増加し、この増加は CAとの組み合わせでさらに増加した (Figure 2-1)。一方で、CA添加だけでは肝臓

への Chol濃度の増加は認められなかった。糞中 TG排泄は Chol添加で増加した。糞中 Chol排泄量のパ

ターンは TG排泄量のそれと似た傾向を示したが、糞中 Chol排泄量では TGに比べて明確な統計的有意

差が認められた。更に、Chol添加により増加した糞中 Chol排泄は、CAとの組み合わせにより減少する

ことが示された。Chol添加により糞中 FFA排泄量は増加し、その程度は CAとの組み合わせで顕著に増

加した。門脈血漿中の TG濃度には有意な差は認められなかった。門脈血漿中の Cholおよび FFAの濃度

は CA添加により有意に減少した (Figure 2-1)。 

 このような体内脂質代謝への Cholおよび CA添加の影響について、より高い Chol負荷 (6 g/kg diet) で

検証を行った (Figure 2-S1A)。その結果、高 Cholを添加としても肝脂質濃度の明確な増加が見られず、

CAとの組み合わせにおいてはむしろ低下する傾向を示した (Figure 2-S1A)。より高い Chol添加では糞中

の Chol排泄量が増加した。更に、肝臓での脂質代謝 (Srebf1; SREBP1のマウスオーソログ, Fasn) 及び

Chol代謝 (Srebf2; SREBP2のマウスオーソログ, Hmgcr, Abcg5, Abcg8) 関連遺伝子のうち、Cholの添加量

を上げることで顕著な発現増加を示したものは Cholの排泄に関わる遺伝子 (Abcg5, Abcg8) であることを

見出した (Figure 2-S1B)。したがって、Chol添加量を 6 g/kg dietに増やしたとしても、負荷した Cholは

糞中に排泄され、肝脂質濃度増加の更なる促進には必ずしもつながらないことが示された。そこで、こ

れ以降の実験では Chol添加量を 3 g/kg dietとしたグループで検証を行った。 
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３.２ BA組成変動 

 肝臓において、Cと比較して TβMCA量は Chol添加で有意に増加したが、CAとの組み合わせで有意

に減少した (Figure 2-2)。CA添加は胆汁や SICにおけるにおける TCA濃度を増加させた。特に SICにお

いて、Cholと CAの組み合わせは TβMCA濃度を相乗的に増加させた。糞便中の 12OH BA濃度は、Chol

および CAの添加にかかわらず、顕著な増加は認められなかった。その一方で、Chol添加により糞中

βMCAの顕著な増加が認められた。以上の結果は 12OH BAと n12OH BAの分類からも確認することが

出来た (Figure 2-4)。Chol添加において肝臓および糞中 n12OH BAは増加するが、CA添加では腸肝循環 

(SICおよび胆汁) での 12OH BAを増加させた。Cholや CAの添加は、門脈血漿における主要な BAであ

る TβMCAおよび TCA濃度をそれぞれ増加させた (Figure 2-3)。一方、動脈血漿では TβMCA の存在比が

著しく低下し、摂取飼料による影響としては CA添加により TCA濃度の増加が見られたものの、門脈血

漿で見られたような Chol添加による TβMCA濃度の増加は観察されなかった。12OH BAと n12OH BA

の比率の結果より、CA添加では腸肝循環内 12OH BAが増加していることが確認できた (Figure 2-4)。 

 

３.３ 酸化 Chol変動 

 Chol添加では、肝臓内の α-Epoxy、7α-OH、7β-OH、 4β-OH、6-Ketoの濃度が増加した (Figure 2-5)。

一方、CA添加により、肝臓中の β-Epoxy、7-Keto、α-Epoxy、β-Triol、7β-OH、4β-OH、5α-OH-6-keto 、

6-Keto濃度が増加した。Cholと CAの組み合わせでは、7β-OHと 4β-OHの濃度において交互作用が認め

られた。 

 

３.４ 脂質代謝に関わる遺伝子発現変動 

Chol添加により Srebf1の発現が増加する一方、Fasn、acetyl-CoA carboxylase 1 (Acc1)、carnitine 

palmitoyl transferase 1α (Cpt1a)、Srebp2および Hmgcrの発現が有意に減少した (Figure 2-6A)。その一方

で、CA添加では Cpt1aおよび Cpt2の発現が減少した。Chol添加では Cyp7a1、Cyp2c70、Abcg5、Abcg8

および cytochrome P450 family 3 subfamily A member 11 (Cyp3a11)  (ヒト CYP3A4のオーソログ) の発現が

増加し、Cyp8b1の発現は減少した (Figure 2-6B)。一方、CA添加では Cyp27a1の発現が減少し、Abcg5

および Abcg8の発現が増加した。更に Abcg5および Abcg8の発現については、Cholと CAの組み合わせ
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による交互作用が認められた。 

 

３.５ 血中トランスアミナーゼ活性・炎症性サイトカイン発現 

 Chol添加および CA添加のいずれにおいても AST活性を増加させたが、ALT活性には有意な変化を及

ぼさなかった (Figure 2-7A)。一方、肝臓での炎症性サイトカイン等の発現では、Lcn2、tumor necrosis 

factor α (Tnfa)、interleukin 6 (Il6)、interleukin 1β (Il1β)、CC motif chemokine ligand 2 (Ccl2) の発現に交互作

用が認められた (Figure 2-7B, C)。 

 

３.６ グルタチオン代謝及びステロール代謝の関連解析 

メタボロミクスの結果、Chol添加により還元型グルタチオン (GSH) および酸化型グルタチオン (GSSG) 

レベルが有意に減少した (Figure 2-8A)。興味深いことに、Chol添加では GSH/GSSG比が増加しており、

Cholと CAの組み合わせではその増加が鈍化した。肝臓におけるグルタチオン代謝に関わる遺伝子のう

ち glutathione S-transferase μ 1 (Gstm1) および glutathione S-transferase α 1 (Gsta1)のみ Cholと CAの組み合

わせで有意な増加が認められた (Figure 2-8B)。Gstm1や Gsta1の遺伝子発現パターンは、肝臓における

酸化 Chol量増加の場合と似た傾向を示したため、これらの間の相関解析を行うと、Gstm1及び Gsta1が

7β-OHおよび 4β-OH濃度とそれぞれ強い正の相関を示した (Figure 2-8C)。更に、同様の遺伝子発現パタ

ーンを示す Abcg5および Abcg8は 4β-OH濃度と強い正の相関関係があることを見出した。一方、肝臓内

メタボローム解析でのアミノ酸組成では、Chol添加によってセリンの量が減少し、GSSGと似た変動傾

向を示した (Figure 2-9)。また Chol添加により、ロイシンの量が増加した。 

 

３.７ 脂肪酸解析 

Chol添加によりパルミチン酸、オレイン酸、ステアリン酸、リノール酸、リグノセリン酸、パル

ミトレイン酸、ドコサヘキサエン酸、α-リノレン酸のレベルが増加した。CA添加によりここで示す全

ての脂肪酸のレベルが減少した。Cholと CAの組み合わせによる交互作用は認められなかった (Figure 

2-10)。 
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３.８ LCN2関連のパラメータ評価 

CA添加では、transferrin receptor 1 (Tfr1)、ZRT/IRT-like protein 14 (Zip14)、divalent metal transporter 1 

(Dmt1)、haptoglobin (Hp)、Hemopexin (Hpx)、Hepcidin antimicrobial peptide  (Hamp) の発現が増加した 

(Figure 2-11A)。Cholと CAの組み合わせでの交互作用が認められた遺伝子は Fthのみであったが、発現

変動は極めて僅かであった。血漿中 LCN2の濃度には有意な変化は認められなかった (Figure 2-11B)。

Lipocalin-2 receptor (Lcn2r)の発現や、NF-κB以外の LCN2制御性転写因子 glucocorticoid receptor (GR) や

その標的遺伝子の発現を解析したものの、有意な発現変動は認められなかった (Figure 2-11C)。 
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Table 2-1.  

Diet composition 

       C Ch CA ChCA 

  g/kg diet 

 Corn starch 1 397.5 394.5 397.5 394.5 

 Casein 2 200 200 200 200 

 Dextrin 3 132 129 131.5 128.5 

 Sucrose 4 99.5  100 99.5 99.5 

 Soybean oil 5 70  70  70  70 

 Cellulose 6 50  50 50 50 

 Mineral mixture 7 35  35 35 35 

 Vitamin mixture 8 10  10 10 10 

 L-Cystine 9 3  3 3 3 

 Choline hydrogen tartrate 10 2.5  2.5 2.5 2.5 

 Cholesterol11 0  3 0 3 

 Cholic acid12 0 0 0.5 0.5 

1 Amylalpha (Chuo Shokuryo Co., Ltd.) 

2 NZMP Acid Casein (Fonterra Co-Operative Group Limited.) 

3 TK-16 (Matsutani Chemical Industry Co., Ltd.) 

4 Nippon Beet Sugar Manufacturing Co., Ltd. 

5 J-Oil Mills, Inc. 

6 Microcrystalline cellulose (Ceolus PH-102, Asahi Kasei Corporation) 

7 AIN-93G mineral mixture (MP Biomedicals) 

8 AIN-93 vitamin mixture (CLEA Japan, Inc.) 

9 L (-)-Cystine (Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation,) 

10 Choline Hydrogen Tartrate (Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation) 

11 Cholesterol (Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation) 

12 Cholic acid (Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation) 
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Table 2-2.  

The primer sequences for qRT-PCR 

Gene Forward primer Reverse primer 

Abcg5 GTCATCGCCACGGTCATTTT GGCCAAAAGAGCAGCAGAGA 

Abcg8 ATCCATTGGCCACCCTTGTC CTTTGCTGCGTCTGTCGATG 

Acc1 AGCCTCCGTCAGCTCAGATACA GTTTTACTAGGTGCAAGCCAGACA 

Atgl GCCAACGCCACTCACATCTA GCCTCCTTGGACACCTCAAT 

Bmp6 TCTTGCAGGAGCATCAGCAC TTCCAGCCAACCTTCTTCTGA 

Ccl2 ATGCAGGTCCCTGTCATGCT GAGTGGGGCGTTAACTGCAT 

Cpt1a GACTCCGCTCGCTCATTCC ACCAGTGATGATGCCATTCTTG 

Cpt2 CACAGCATCGTACCCACCAT TCATTCAAGAGAGGCTTCTGTGC 

Cyp27a1 CCAATGTGGACAACCTCCT CTTGTGGTCTCGGTGGTC 

Cyp2c70 AAGCTCTGATTGACCAGGGAGA TCCATTGCTGAAGACGATGC 

Cyp3a11 CAAACGCCTCTCCTTGCTGT TATCCCCACTGGGCCAAAAT 

Cyp7a1 CCTGCAACCTTCTGGAGCTTA AGCCTCCTTGATGATGCTATCTAGT 

Cyp8b1 ATGAGCTGTTCAGGAAGTTC TGTCCTGCATGGATGAAGC 

Dmt1 TTCCAGGATGTGGAGCACCT CAGGCTTGTGAACGTGAGGA 

Dpep1 CATGAGAACCACACCGGTCA TGGTCTCAGCAGCTGGTTGT 

Fasn CTTCGGCTGCTGTTGGAAGT TCGGATGCCTCTGAACCACT 

Fpn1 ACCTGACCTCAGCAAAATTCC CACTGCAAAGTGCCACATCC 

Fth1 CATCAACCGCCAGATCAACC GAGCCACATCATCTCGGTCA 

Gapdh TGACCTCAACTACATGGTCTACA CTTCCCATTCTCGGCCTTG 

Gck CCTTCCCTGTAAGGCACGAA TCGGAGAAGTCCCACGATGT 

Gclc AGAAGATGCGGAGGCATCAA ATGCTGCAGGCTTGGAATGT 

Gclm CAAATCAGCCCCGATTTAGTCA CGGGATTTATCTTCTCCACTGC 

Ggt1 AAGCGCTGCTCAGAGATTGG CATGAGCCCCATACACAGCA 

Gpx1 GGTTTCCCGTGCAATCAGTT ACCAGGTCGGACGTACTTGA 

Gpx2 GAGCTGCAATGTCGCTTTCC GCTGTTCAGGATCTCCTCGTTC 

Gr1 CACCACGACCATGATTCCAG GTGGCCCTTTTCATCCGTCT 

Gss TGGATGCTGTCAGCCAGAAC TGCCCTCTTTCAGGACTTGC 

Gsta1 TGGGAAGGACATGAAGGAGAGA TCTCTTTGGTCTGGGGGACA 

Gstm1 TTCCCAAACCTGAGGGACTTC CTCCAGTGGGCCATCTTTGA 

Gstp1 TCGCGGCAAATATGTCACC GGGACAGCAGGGTCTCAAAA 
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Table 2-2. continued 

Gene Forward primer Reverse primer 

Gstt1 TACCTGGCATGGCAGCATAC AACGTGGCTGCCAGTGTTTC 

Hamp AGCAGCACCACCTATCTCCATC GCAATGTCTGCCCTGCTTTC 

Hfe2 TGGCTCGAGAACCCAGTATCA CCGGTTCTTCCCAGATGATG 

Hmgcr ATGGCAGGACGCAACCTCTA AGCTTCAGCAGTGCTTTCTCC 

Hmox1 CAGATGGCGTCACTTCGTCA AGTGCTGATCTGGGGTTTCC 

Hp  GCAATGGGTGAACACAGTCG CATCCATAGAGCCACCGATGA 

Hpx CTGGAATCCCATACCCACCA TGGCAAAGTCCCAGAACCAC 

Il1b CAATGTCACCTCCATCCTGGT CAATGTCACCTCCATCCTGGT 

Il6 TGATGGATGCTACCAAACTGG TTCATGTACTCCAGGTAGCTATGG 

Lcn2 CAATGTCACCTCCATCCTGGT CCCTGGAGCTTGGAACAAAT 

Lcn2r CCTCTTCATCTTGGGCTTTGC CCCAAGGTCAGCAGCACAAT 

Mrp1 ACACTGCTGGGCATCACCAT GCATAATTCCCGAGGATTGGA 

Pde3b CCTGGATTTTATCCCTGCTCTG TCAGCTGTGGAGTTGGGAAA 

Srebf1 GCACAGCAACCAGAAGCTCA ACTGCCACAAGCTGACACCA 

Srebf2 TCTCAACGTCAGCGGCACTA CCTGCTTTTGCCAGAGTGCT 

Star GGAGCTCTCTGCTTGGTTCTC ACCTCCAAGCGAAACACCTT 

Tfr1 TTCCGCCATCTCAGTCATCA GCAGGACAGCTTCCTTCCATT 

Tfr2 ACGCCTTGTGGTCAACAACC GGGCCCCAATGACAACATAG 

Tnfa ACTGAACTTCGGGGTGATCG TGAGGGTCTGGGCCATAGAA 

Zip14 GAGTGGGCCGGGATAATGTT TCTGAGATCGCTCGCTCAAG 
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Table 2-3.  

Measured fatty acids in this study 

 Numerical symbol common name  

 12:0 Lauric acid 

 14:0 Myristic acid 

 16:0 Palmitic acid 

 16:1 Palmitoleic acid 

 18:0 Stearic acid 

 18:1 Oleic acid 

 18:2  Linoleic acid 

 18:3 Linolenic acid 

 20:1 Eicosenoic acid 

 20:4 Arachidonic acid 

 22:1 Erucic acid 

 22:4 Docosatetraenoic acid 

 20:0 Arachidic acid 

 22:0 Docosanoic acid 

 24:0 Lignoceric acid 

17:0 margarinic acid was used as an internal standard. 
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Table 2-4.  

Food intake and growth parameters 

 C Ch CA ChCA Two-way ANOVA P-values 

     Ch CA Ch×CA 

Food intake (g) 133.8 ± 6.3 125.2 ± 4.6 119.0 ± 4.7 113.9 ± 5.1 NS 0.0221 NS 

Chol intake (mg) 7.1 ± 0.3 382.1 ± 14.1 6.3 ± 0.3 347.8 ± 15.6 <0.0001 NS  NS 

Final BW (g) 25.1 ± 0.6 23.1 ± 0.4 22.0 ± 0.6 20.7 ± 1.2 0.0412 0.0017  NS 

Organ weight (g/100 g BW) 

Liver 3.9 ± 0.1 4.2 ± 0.2 4.2 ± 0.2 5.0 ± 0.4 0.0306 0.0385  NS 

eWAT 2.4 ± 0.3 2.1 ± 0.1 1.6 ± 0.1 1.5 ± 0.1 NS <0.0001  NS 

Gallbladder 0.05 ± 0.02 0.08 ± 0.02 0.04 ± 0.01 0.10 ± 0.10 NS NS  NS 

Values are presented as mean ± SEM (n = 6). 
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Figure 2-1. Lipid parameters in liver, feces, and portal plasma 

Each data plot in control mice (C), Chol-fed mice (Ch), CA-fed mice, and ChCA-fed mice is shown as open 

circles, open triangles, closed circles, and closed triangles, respectively. Values are presented as the means ± 

SEM (n = 5 - 6). Two-way ANOVA P-values are shown in the inset table. Post hoc test with the Turkey-

Kramer was performed when the interaction was significant in two-way ANOVA (P < 0.05). Values not 

sharing the same letter are significantly different (P < 0.05, Tukey-Kramer test). 
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Figure 2-2. BA compositions in liver, bile, SIC, and feces 

Each data plot in control mice (C), Chol-fed mice (Ch), CA-fed mice, and ChCA-fed mice is shown as open 

circles, open triangles, closed circles, and closed triangles, respectively. Values are presented as the means ± 

SEM (n = 5 - 6). Two-way ANOVA P-values are shown in the inset table. Post hoc test with the Turkey-

Kramer was performed when the interaction was significant in two-way ANOVA (P < 0.05). Values not 

sharing the same letter are significantly different (P < 0.05, Tukey-Kramer test). BAs account for less than 1% 

of the total BA concentration are not presented in this graph. 
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Figure 2-3. BA compositions in aortic plasma and portal plasma 

BA compositions in aortic plasma and portal plasma. Each data plot in control mice (C), Chol-fed mice (Ch), 

CA-fed mice, and ChCA-fed mice is shown as open circles, open triangles, closed circles, and closed 

triangles, respectively. Values are presented as the means ± SEM (n = 5 - 6). Two-way ANOVA P-values (Ch 

× CA) are shown in the inset table. Post hoc test with the Turkey-Kramer was performed when the interaction 

was significant in the two-way ANOVA (P < 0.05). Values not sharing the same letter are significantly 

different (P < 0.05, Tukey-Kramer test). BAs account for less than 1% of the total BA concentration are not 

presented in the graphs. 
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Figure 2-4. Concentration of total BA and the proportions of 12OH and n12OH BAs in liver, bile, SIC, feces, 

portal plasma and aortic plasma 

Each data plot in control mice (C), Chol-fed mice (Ch), CA-fed mice, and ChCA-fed mice is shown as open 

circles, open triangles, closed circles, and closed triangles, respectively.  Total BA concentration and the 

proportions of 12OH and n12OH BAs. Values are presented as the means + SEM (n = 4 - 6). 12OH and 

n12OH BAs are shown in black and white bar, respectively. Two-way ANOVA P-values are shown in the inset 

tables. Values not sharing the same letter are significantly different (P < 0.05, Tukey-Kramer test). 
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Figure 2-5. Hepatic oxysterol compositions 

Each data plot in control mice (C), Chol-fed mice (Ch), CA-fed mice, and ChCA-fed mice is shown as open 

circles, open triangles, closed circles, and closed triangles, respectively. Values are presented as the means ± 

SEM (n = 5 - 6). Two-way ANOVA P-values are shown in the inset table. Post hoc test with the Turkey-

Kramer was performed when the interaction was significant in two-way ANOVA (P < 0.05). Values not 

sharing the same letter are significantly different (P < 0.05, Tukey-Kramer test). 
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Figure 2-6. Hepatic gene expressions 

 (A) Lipid metabolism-related genes. (B) Chol metabolism-related genes. Each data plot in control mice (C), Chol-

fed mice (Ch), CA-fed mice, and ChCA-fed mice is shown as open circles, open triangles, closed circles, and 

closed triangles, respectively. Values are presented as the means ± SEM (n = 5 - 6). Two-way ANOVA P-values are 

shown in the inset table. Post hoc test with the Turkey-Kramer was performed when the interaction was significant 

in two-way ANOVA (P < 0.05). Values not sharing the same letter are significantly different (P < 0.05, Tukey-

Kramer test).  
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Figure 2-7. Plasma transaminase activities and hepatic inflammation-related gene expressions 

(A) Plasma AST and ALT activities. (B) hepatic Lcn2 expression, and (C) hepatic inflammation-related gene 

expressions. Each data plot in control mice (C), Chol-fed mice (Ch), CA-fed mice, and ChCA-fed mice is 

shown as open circles, open triangles, closed circles, and closed triangles, respectively. Values are presented as 

the means ± SEM (n = 5 - 6). Two-way ANOVA P-values are shown in the inset table. Post hoc test with the 

Turkey-Kramer was performed when the interaction was significant in two-way ANOVA (P < 0.05). Values 

not sharing the same letter are significantly different (P < 0.05, Tukey-Kramer test). 
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Figure 2-8. Relationships between glutathione metabolism and oxysterol metabolism in the liver 

(A) The levels of GSH and GSSG with the ratio of GSH/GSSG in the liver. (B) hepatic gene expressions in 

relations to glutathione metabolism. (C) Correlation among oxysterol concentrations, glutathione-related gene 

expressions, and the expressions of Chol transporters Each data plot in control mice (C), Chol-fed mice (Ch), 

CA-fed mice, and ChCA-fed mice is shown as open circles, open triangles, closed circles, and closed 

triangles, respectively. Values are presented as the means ± SEM (n = 5 - 6). Two-way ANOVA P-values are 

shown in the inset table. Post hoc test with the Turkey-Kramer was performed when the interaction was 

significant in two-way ANOVA (P < 0.05). Values not sharing the same letter are significantly different (P < 

0.05, Tukey-Kramer test).  
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Figure 2-9. Alterations of amino acid abundance in the liver 

Each data plot in control mice (C), Chol-fed mice (Ch), CA-fed mice, and ChCA-fed mice is shown as open 

circles, open triangles, closed circles, and closed triangles, respectively. Values are presented as the means ± 

SEM (n = 5 - 6). Two-way ANOVA P-values are shown in the inset table. Post hoc test with the Turkey-

Kramer was performed when the interaction was significant in two-way ANOVA (P < 0.05). Values not 

sharing the same letter are significantly different (P < 0.05, Tukey-Kramer test). 
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Figure 2-10. Alterations of fatty acid compositions in the liver 

Each data plot in control mice (C), Chol-fed mice (Ch), CA-fed mice, and ChCA-fed mice is shown as open 

circles, open triangles, closed circles, and closed triangles, respectively. Values are presented as the means ± 

SEM (n = 5 - 6). Two-way ANOVA P-values are shown in the inset table. Post hoc test with the Turkey-

Kramer was performed when the interaction was significant in two-way ANOVA (P < 0.05). Values not 

sharing the same letter are significantly different (P < 0.05, Tukey-Kramer test). 
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Figure 2-11. Hepatic gene expressions related with iron metabolism and LCN2 transcription 

(A) The expressions of iron metabolism-related genes. (B) LCN2 protein concentration in portal plasma. (C) The 

expressions of LCN2 metabolism-related genes. Each data plot in control mice (C), Chol-fed mice (Ch), CA-

fed mice, and ChCA-fed mice is shown as open circles, open triangles, closed circles, and closed triangles, 

respectively. Values are presented as the means ± SEM (n=5-6). Two-way ANOVA P-values are shown in the 

inset table. Post hoc test with the Turkey-Kramer was performed when the interaction was significant in two-

way ANOVA (P < 0.05). Values not sharing the same letter are significantly different (P < 0.05, Tukey-

Kramer test). 
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Figure 2-S1. Lipid parameters and hepatic mRNA expressions in mice fed a higher level of cholesterol 

supplementation to the diet 

(A) The concentrations of TG, Chol and FFA in liver, feces, and portal plasma. (B) Relative mRNA 

expressions in the liver. Additional groups of mice were fed with diets with a higher level of Chol at 6 g 

Chol/kg diet (HCh) without or with CA at 0.5 g CA/kg diet (HChCA). The additional Chol was supplemented 

at the expense of dextrin. Each data plot in control mice (C), Chol-fed mice (Ch), CA-fed mice, ChCA-fed 

mice, HCh-fed mice, and HChCA-fed mice is shown as open circles, open triangles, closed circles, closed 

triangles, open square, and closed square, respectively. Values are presented as the means ± SEM (n=5 - 6). 

Two-way ANOVA P-values (Ch × CA) are shown in the inset tables. Post hoc test with the Turkey-Kramer 

was performed when the interaction was significant in the two-way ANOVA (P < 0.05). Values not sharing the 

same letter are significantly different (P < 0.05, Tukey-Kramer test). 
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Figure 2-S2. Graphical abstract 
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考察 

Cholまたは CAの食餌への添加は、マウスにおける食餌誘導性肝脂質蓄積のモデルとして用いら

れている (Santhekadur PK et al., 2018)。しかし、これらを利用した実験において、酸化 Cholや BAを含

むステロール代謝に関する情報はほとんどない。BAの多様な生理作用に加えて、CAの添加食がラッ

トの肝脂質蓄積を促進することが示されている (Lee JY et al., 2020)。マウスでの食餌誘導性肝脂質蓄積

におけるステロールの作用を明らかにするためには、Cholや BAの代謝変動と関連症状との関係を評

価する必要がある。本研究においては、Cholと CAの組み合わせにより、肝臓における酸化 Chol濃度

の顕著な増加、Abcg5/8の発現上昇、炎症関連遺伝子発現の亢進が引き起こされることを見出した。 

当初、より高い Chol添加レベルとして 6 g/kg食餌を用いた群も設定した。しかしこの群では、3 

g/kg の Chol添加食群と比較して、糞便中の Chol排泄量は有意に増加した一方で肝脂質蓄積量は増加

せず、負荷された Cholの多くが排出されてしまう結果となった。また、過剰な Chol補給は胆石の形

成につながる可能性がある (Hashimoto N et al., 2021)。ChCA食を与えたマウスの胆のうからは 1個体の

み小さな胆石が検出されたが、それ以外のマウスで胆石は検出されなかった。過剰な Chol負荷は、胆

石のような肝脂質蓄積以外の症状を引き起こす可能性があり注意を要する。日常の食習慣における多

様な経路を介した微妙な代謝変動の積み重ねが肝脂質蓄積の誘導に関与することを考慮すると、より

現実的なステロール負荷条件において Chol代謝の変動に伴って増減する代謝物を評価する必要があ

る。本研究では、マウスの場合には 3 g/kgの Chol負荷が妥当であることを見出した。 

BA合成は、Cytochrome P450 (CYP) 酵素による Cholの水酸化反応により進行するが、この反応に

は NADPH、すなわち NADPによる還元力が必要である (Pandey AV et al., 2013)。したがって、肝細胞

での酸化還元バランスがステロール代謝の亢進で変動することが示唆される。本試験では Chol添加食

を与えたマウスでは GSH/GSSG比が上昇したが、CAとの併用では GSH/GSSG比が低下した (Figure 2-

8A)。NADPHは GSHの産生と DNLにも使用される (Ju HQ et al., 2020)。GSH/GSSG比は Chol単独で

は増加するものの、CAの組み合わせによりその増加が減弱する方向になることから (Figure 2-8A)、酸

化ストレスを受けやすい状態に遷移していることが示唆された。また Chol添加では、基質の減少によ

ってグルタチオン生合成が抑制される可能性が示され、酸化還元バランスが破綻しつつあることが考
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えられる (Figure 2-8A, Figure 2-9)。血中 ALT活性に差がみられないことから重篤な炎症は惹起されて

いないことが推察される一方で、Cholと CAの組み合わせでは ROSによって産生される 7β-OH (Dyer 

RG et al., 1997) や 7-Keto (Vejux A et al., 2009) の濃度が相乗的に上昇し、NF-κB活性化に応答する遺伝子

の発現が増加した (Figure 2-5, Figure 2-8B, C)。特に、NF-κBの標的遺伝子である LCN2 (Zhao P et al., 

2014; Borkham-Kamphorst E et al., 2021) の発現は他遺伝子と比較して非常に強く増強されており、Lcn2

発現が NF-κBの転写活性化によって優先的に誘導された可能性を示す。また、Cholおよび CAの組み

合わせによる 4β-OH濃度と Abcg5/8発現の相乗的発現増加は、Cholと酸化 Cholの排出を促進する

LXRの活性化によるものと考えられる (Figure 2-8C)。Cholと CAの共摂取による Chol吸収量の増加時

には、Chol排泄の亢進が起こり、Cholと CAの同時摂取によって必ずしも肝脂質蓄積が促進されなか

った理由の一つと考えられる。また、Chol摂取による肝 TG蓄積は LXRα/SREBF1の発現増加を介し

た DNLの促進によるものであると推察できる (Figure 2-1, Figure 2-6A) (Luo J et al., 2020)。しかし、

SREBF1の標的遺伝子である Fasnや Acc1の発現は、Chol摂取により有意に減少しており、遺伝子発

現のみで解釈できる状況ではなかった (Figure 2-6A)。核内の成熟型 SREBF1タンパク質は絶食後 3時

間程度で著しく減少する (Horten JD et al., 1998)。更に、Fasnや Acc1は miR-27aによって翻訳抑制され

るため、これらの発現制御機構が働いたことで、Srebf1の発現量との整合性が認められなかった可能

性がある (Zhang M et al., 2017)。Chol添加により肝臓に蓄積された脂質分子種では、アラキドン酸やベ

ヘン酸では有意な増加は認められず、合成される脂肪酸の特異性が示唆された (Figure 2-10)。本試験に

おける脂肪酸組成の解析サンプルは溶解/濃縮を繰り返しており、この回数が C・Ch群と CA・ChCA

群で異なることが各分子種の量的変動に影響した可能性があり解釈には注意を要する。 

Cholを摂取したマウスの肝臓および糞便中の BAプロファイルにおいて、肝臓および糞便中の

TβMCAおよび βMCA濃度はそれぞれ増加した (Figure 2-3)。このことは、Cholを負荷した場合にマウ

スの肝臓では Cholを TβMCAなどの n12OH BAに優先的に変換し、これを糞中に βMCAとして排泄し

ている可能性が示された。本研究では、Cyp2c70発現増加は顕著ではなかったにもかかわらず、Chol

を摂取したマウスでは βMCAの糞中排泄量が非常に増加した (Figure 2-6B)。その一方、Cyp8b1の発現

量には Chol摂取で有意な減少が観察されたが、群間でそのレベルに大きな変化は認められなかった 

(Figure 2-6B)。これらの結果は、このレベルの Chol負荷では Cholを n12OH BAに変換するのに十分な
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CYP2C70活性があり、マウスでは 12OH BA合成よりもむしろ n12OH BA合成経路が優勢であること

を示唆している。 

Cyp3a11の発現は、Chol添加により増加した (Figure 2-6B)。CYP3A11は、4β-OHを産生し、LXR

の活性化を介して、肝臓や小腸で Abcg5や Abcg8などの Chol排出因子の発現を誘導すると考えられる 

(Janowski BA et al.,1996; Repa JJ et al., 2002)。4β-OH濃度の顕著な増加は Cholと CAの組み合わせ群で

相乗的に増加したため、摂取 CAの増加が BA合成を部分的に抑制することが酸化 Chol産生を増やし

ているのかもしれない (Figure 2-5)。したがって、Cholと CAの組み合わせでは過剰な食餌性 Cholおよ

びそれを基に作られる酸化 Cholが ABCG5および ABCG8を介して肝臓および小腸から BAとしての形

態を介さずに排泄されることが示唆された。 

マウスでは肝臓に TβMCAを蓄積する能力がある可能性を考えることもできる。これは胆汁や SIC

では、肝臓で認められた TβMCAの増加が認められなかったことと表裏一体の関係にあると考えられ

る。本研究では、2日間にわたり採取された糞便を糞中 BA分析に用いているため、ここで糞中 BA組

成は、腸管内に分泌された BAの日内変動を累積した値と考えられる。一方、胆汁と SICは解剖時に

採取されたものであり、これらの組織内 BA組成は解剖時点の一時的な BA組成を反映する。CA摂取

では胆汁、SIC、門脈血漿において高濃度の TCAが観察された (Figure 2-2, Figure 2-4)。BA取り込みを

担う ASBTは、MCAなどの n12OH BAと比較して TCAを効率よく取り込むことが報告されている 

(Kramer W et al., 1999)。これらのことから、TCAは選択的に腸肝循環に関わる部位で循環する一方、

βMCAは排泄されやすいことが示唆される。 

本章の結論として、食餌性 Chol負荷における CAの添加は、単に Chol吸収を促進するだけではな

く、ステロール代謝変動を介して酸化還元状態や炎症関連遺伝子の発現亢進に関わることが示され

た。本研究における食餌への Cholと CAの添加量は、従来使用されている添加量より低かったもの

の、肝臓での酸化 Chol濃度、酸化還元状態、Cholトランスポーター発現増加において、Chol及び CA

添加による相乗効果が認められた。これらの現象に NF-κB/LCN2経路が関わる可能性が示された。 
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本研究では、MASLDの未病状態における 12OH BAの役割を明らかにすることを目的とし、マウスに

おける肝脂質蓄積とステロール代謝変動を HF食と Chol・CA添加食を用いて検証した。そして、ラッ

トの先行研究 (Lee JY et al., 2020, Hori et al., 2020) との比較で、動物種間でのステロール代謝の相違を検

証した (Table 3)。第 1章では、ラットにおいて HF食摂取が腸肝循環内 12OH BA濃度の増加を引き起こ

すことを踏まえて、HF食を摂取させた B6マウスにおける BA組成の変動を評価した。その結果、B6マ

ウスの BA組成は HF食摂取によって明確な 12OH BA濃度の増加は観察されず、むしろ n12OH BA濃度

が減少することが明らかとなった。肝臓、SICおよび門脈血漿での 12OH BA濃度と肝 TG蓄積量との間

に相関は認められなかったが、糞中の 12OH BA /n12OH BA比のみ肝 TG濃度との間に正の相関が認めら

れた。このことは、マウスにおいても糞中の 12OH BAの相対濃度を用いることで肝脂質蓄積の程度を

予測しうる得ることを示している。第 1章ではエネルギー摂取過多でのステロール代謝変動についての

解析であったため、第 2章ではステロール負荷のみを誘導した際の B6マウスにおける肝脂質及びステ

ロール代謝の変動を解析した。摂取 Chol量の増加は、門脈血漿での n12OH BA濃度の増加や糞への

n12OH BA排泄の増加を引き起こしたが、12OH BAの代謝には影響を及ぼさなかった。CA摂取は 12OH 

BA /n12OH BA比は増加させたものの、肝脂質蓄積を誘導しなかった。これらのことは、糞中 12OH BA 

/n12OH BA比の増加が肝 TGと相関関係を示すのは、エネルギーが潤沢に存在することが必要条件であ

ることが示唆された。また、Cholと CAを組み合わせた食餌は肝脂質及び酸化 Chol濃度、炎症関連の遺

伝子発現をより強く増加することが明らかとなった。 

これらの結果を踏まえると、ラットとマウスでは過剰脂質や過剰ステロール摂取に対しステロール代

謝変動が異なることが示唆された。本研究で使用した B6マウスにおいて肝臓、小腸、門脈血漿中にお

いて最も豊富な BAは TβMCAであった (Figure 1-2, Figure 2-2)。その一方で、WKAH/HkmSlcラットを用

いた先行研究では、TCAまたは CAが豊富であった (Hori S et al., 2020)。これらの BA組成の違いは消化

管上皮細胞または肝細胞における FXRの転写活性の違いを生じさせている可能性がある。FXRは BAと

結合し転写活性化されると、肝臓においては BA合成酵素や門脈血から BAを取り込むインポーターの

発現抑制、消化管上皮細胞においては管腔からの BA取り込みを担うトランスポーターの発現抑制等を

誘導し、腸肝循環内の BA量を減少させる代謝変動を誘導する (Lefebvre P et al., 2009)。そのため、FXR
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のアンタゴニストであるMCAが恒常的に多い B6マウスのような生物種は FXRが常に抑制される環境

にあることが推察される (Sayin SI et al., 2013)。この環境を有する生物はそうでない生物と比較して、肝

臓において BAが合成されにくく、腸管に分泌された BAは再吸収されにくい代謝動態をとる可能性が

ある。本研究では HF摂取および Cholまたは Cholと CAの組み合わせ食摂取の全てで、B6マウスの

Chol排泄量が有意に増加することを見出している (Figure 1-1C, 1-1F, 2-1)。一方、HF食摂取

WKAH/HkmSlcラットにおいてこの傾向は認められていない (Hori S et al., 2020)。Cholを BAに代謝しに

くい状況では、容易に肝臓内に Cholが蓄積される可能性がある。このことは、マウスにおいて様々な酸

化 Cholが増加する要因の一つとなることを示唆している (Figure 1-1D, 2-5)。肝臓での Cholや酸化 Chol

の濃度増加は、LXRの活性化を介して、Chol生合成の抑制および肝外への Chol排泄を促進する (Lu R et 

al., 2009; Holy P et al., 2018; Liu Y et al., 2018)。したがって、B6マウスのような FXRを抑制しやすい体内

環境を有する生物では、BAを介した Chol排泄よりも Cholの直接排泄や生合成の抑制を行うことで

Chol恒常性を維持している可能性がある。Schwarzらの報告によると、マウスにおける一日の肝臓 Chol

収支の内訳は、生合成から約 3.3 mg、食餌からは約 0.4 mg増加し、BAとして約 0.9 mg、胆汁中への直

接排泄として約 1.6 mg減少することが報告されている (Schwarz M et al., 1998)。マウスが Chol生合成を

中心に肝臓内の Chol量を増加させる代謝動態をとるのは、酸化 Cholを介して LXRまたは SREBP2によ

る Chol生合成を制御しやすいことに起因するのかもしれない。LXRの活性化は DNLを促進させる 

(Repa JJ et al., 2000)。しかし、LXRのリガンドである 4β-OH濃度が増加する CA添加食摂取マウスにお

いて、肝脂質蓄積が更に増加する傾向は認められなかった (Figure 2-1, Figure 2-5)。一方ラットでは、CA

添加食摂取によって 4β-OH濃度が増加し、肝脂質蓄積が増加していた (Lee JY et al., 2020)。ラットと比

較して、マウスは体重当たりの体表面積が大きいため熱放散が起こりやすく、また運動量が異なる可能

性がある。このことから、BWに対して同程度のエネルギーを摂取した場合でも、肝臓へ蓄積できるエ

ネルギー量はマウスの方が少ないことが推察される。つまり、両生物種とも 4β-OHの増加によって

DNLは促進されるものの、マウスではエネルギー消費量の差異から肝脂質蓄積が観察されなかった可能

性がある。 

マウス  (Figure 1-3)・ラット (Hori S et al., 2020) では共に、HF食摂取において肝 TG濃度と糞中 12OH 
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BA /n12OH BA比が正の相関を示した。しかし、CA摂取マウスにおいてはこの関係は認められなかっ

た。この結果を受けて、マウスにおいては摂取脂質量が過多となる場合に 12OH BA /n12OH BA比と肝

TG濃度とが相関すると予想した。アデノウィルスを用いて CYP8B1を過剰発現させた B6マウスにおい

て、胆のう中の TCA濃度は約 1.5倍程度増加し、MCA濃度は約 2割減少する (Pathak P et al., 2019)。こ

のマウスを通常食で飼育すると、肝臓での SREBF1及び Fasnの発現が増加するが、肝脂質蓄積量に有

意な差は生じない。しかし、HF食摂取 CYP8B1高発現マウスでは、BWの変化なしに肝 TG濃度が増加

した (Pathak P et al., 2019)。CYP8B1欠損 B6マウスでは、腸、肝臓、胆のうの平均 12OH BA濃度が、野

生型の 1割以下に減少し、n12OH BA濃度が約 2倍に増加した。12OH BA /n12OH BA比は野生型では

1.87であったが CYP8B1欠損マウスでは 0.06にまで減少した (Bertaggia E et al., 2017) 。この状態のマウ

スに通常食を与えると、脂肪組織の減少により BWが僅かに減少し、血中インスリン量が減少し耐糖能

異常が認められた。一方で、このマウスに西洋食 (4.5 kcal/g, エネルギー比として 42%が 脂質由来) を摂

取させると、肝臓中アシルグリセロールと Cholの濃度は通常食摂取マウスと同程度で、血漿中の Chol

および TGの濃度にも差は認められなかった。更に、このマウスに無脂肪食を給餌しても BW、脂質重

量、肝脂質蓄積濃度に際は見られない。この時、摂取エネルギー量にも差異は認められない。これらの

知見をまとめると、12OH BAの代謝変動に伴い肝脂質蓄積量が変動するのは、HF食を摂取している条

件下であり、12OH BA /n12OH BA比と肝 TG濃度との関係は摂取エネルギー量よりも摂取脂質量に依存

する可能性が考えられる。BAには消化管での脂質吸収の促進作用がある一方で、CYP8B1過剰発現マウ

スでは mechanistic target of rapamycin complex 1 (mTORC1)/pS6Kの活性化が SREBF1誘導性の DNLを促

進することが報告されていることから (Pathak P et al., 2019)、12OH BAが肝脂質蓄積の亢進に関わる機構

が吸収促進以外にもあるものと推察される。 

CA添加食によって 4β-OHが増加する代謝変動はマウスとラットで共通するため、4β-OHが関与する

経路に関しても興味が持たれる。4β-OHは CYP3A11によって合成される酸化 Cholである (Diczfalusy U 

et al., 2011)。CYP3Aサブファミリーは消化管上皮細胞および肝臓において特に発現量が多い CYP酵素

であり、NASH誘導食摂取マウスの肝臓において発現が増加する (Suzuki S et al., 2016) 。PXRまたは

constitutive androstane receptor (CAR) の活性化により CYP3A11の転写が活性化される (Zanger UM et al., 
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2013)。CARおよび PXRはどちらも BAをリガンドとして活性化される転写因子である (Moore JT et al., 

2003)。しかし、本研究において、測定したいずれの BAの濃度も 4β-OH濃度との間に相関関係は認めら

れなかった。CARおよび PXRはリガンド特異性が低く、生物種によってリガンド特性に差があるた

め、in vivoでリガンドを明確に特定することは困難である (Moore JT et al., 2003)。更に、in vitroにおい

てはリガンド非結合状態であっても CARは自発的に核内へ移行し、コアクチベーターをリクルートし

て遺伝子の転写制御を起こすことも問題となる (Kanno Y et al., 2010)。また、ヒト肝細胞癌由来の細胞で

ある HuH7に 4β-OHを作用させると SREBP1c発現が増加し、DNLの促進を介して TG蓄積量が増加し

た (Moldavski O et al., 2021)。しかし、この機構はラットの初代培養化肝細胞においては確認されていな

い (Salonurmi T et al., 2020)。この違いは、発現しているコアクチベーターまたはコリプレッサーが異な

ることが原因であると予想されている。LXRはリガンドと結合すると、LXR-RXR ヘテロ二量体はプロ

モーター領域へ結合する。このときコアクチベーター (peroxisome proliferator-activated receptor gamma 

coactivator 1-α、transformation/transcription domain-associated protein、acyl-CoA synthetase short chain family 

member 2、E1A binding protein p300、tyrosine-protein kinase SRC-1) またはコリプレッサーである nuclear 

receptor corepressor 2と結合することで、対象となるプロモーター領域が選択される (Hu X et al., 2003; 

Huuskonen J et al., 2004; Oberkofler H et al., 2003; Wagner BL et al., 2003; Zhang Y et al., 2004) 。LXRに結合

したリガンドはコアクチベーターやコリプレッサーとも相互作用する可能性があり、親和性次第では転

写複合体の形成に影響を及ぼすことが予想される。しかし、マウスまたはラットの肝細胞内で発現する

LXRに対するコアクチベーターやコリプレッサーの同定やそれらに対する酸化 Cholの作用の全容は解

明されていないため、今後の検証が期待される。結合するリガンドの種類によって LXRが転写活性化

する遺伝子の種類に特異性が生じることが明らかになれば、MASLD治療に応用できる可能性がある。 

Cholや酸化 Cholの肝臓への蓄積は、細胞毒性の原因となり得る (Minowa K et al., 2023)。HF摂取ラッ

トでは、7α-OHを除く酸化 Chol濃度に変化は認められない一方 (Hori S et al., 2020)、HF摂取マウスでは

酸化 Cholの増加と血漿 ALT活性が増加した (Table 1-5)。したがって、マウスはラットと比較してステロ

ール負荷による炎症誘導性が高い可能性が考えられる。また、Cholと CA組み合わせにより、マウス肝

臓では酸化 Cholの増加に加え、炎症性サイトカインの遺伝子発現が亢進した (Figure 2-7)。発現増加を



90 

 

示した遺伝子のうち、顕著に発現増加を示した LCN2は CA添加食ラット肝臓においても発現が増加す

ることが示されている (Hori S et al., 2021)。ステロール負荷による LCN2の発現増加もマウスおよびラッ

トにおいて共通して認められた機構であるため、生体内において重要な応答である可能性がある。

LCN2は疎水性ポケットを有する約 25 kDaのタンパク質である (Flower DR., 1996)。このポケットに小さ

な疎水性分子やステロイドを結合し様々な物質を輸送する機能を持つ (Flower DR., 1996)。また、シデロ

フォアと結合することで鉄を捕捉するため、肝臓内鉄代謝に関与する可能性がある (Lim D et al., 2021)。

このような LCN2の特性は、MASLDを含む様々な疾患の発症に関わる可能性がある (Asimakopoulou A 

et al., 2016)。マウス肝実質細胞において脂質蓄積条件において、LCN2を過剰に発現させると DNL・炎

症・線維化関連遺伝子の発現抑制と脂肪分解関連遺伝子の発現増加を誘導し、LCN2欠損マウスにおい

ては DNL・炎症・線維化関連遺伝子の発現が誘導され、脂肪分解関連酵素の発現が抑制される (Xu Y et 

al., 2019)。したがって、LCN2の発現増加は肝臓を脂質蓄積やそれに伴う炎症や線維化に対して保護的

に働くと予想されている。その一方で、HF食摂取 ob/obマウスで α-smooth muscle actin (α-SMA)/ matrix 

metalloproteinase-9 (MMP9)/ signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3)シグナルを介して肝星細

胞を活性化させ線維化を進行させる (Kim KE et al., 2023)。したがって、肝星細胞での LCN2はMASHを

進行させる可能性が考えられる。LCN2自体は分泌性のタンパク質であり、肝臓における LCN2の役割

を解明するためには、その標的を明らかにする必要がある。本研究における肝臓の遺伝子発現解析は、

肝臓を切り出しその組織片の全てをホモジナイズし RNA抽出を行っている。肝臓組織に占める肝実質

細胞の割合は 8割程度であるため、総肝臓の遺伝子発現を肝実質細胞の発現とみなして解析を行った。

しかし厳密には、本研究では肝星細胞やクッパー細胞、浸潤した好中球が含まれていた可能性は否定で

きない。LCN2は特に好中球に豊富に発現しているため (Cowland JB et al., 1997)、好中球マーカーの測定

を行ったが検出されなかった。また、肝星細胞やクッパー細胞由来である可能性は否定できない。この

解決のためには、CA添加食で誘導される LCN2はどの細胞由来かを特定する必要がある。 

ヒトでは CYP2C70は発現しないため、主要な n12OH BAは CDCAであり、これは FXRの強力なアゴ

ニストである (Makishima M et al., 1999)。また、ヒトの血漿や糞中では n12OH BAと比較して 12OH BA

の方が多いためマウスほど FXRが抑制されている環境ではないことが予想される (Hamilton JP et al., 
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2007; Angelin B et al., 1982)。Schwarzらの報告によると、ヒトの肝臓内 Chol量は約 100 gであり、一日当

たりの新規生合成として 600～900 mg、食事からは 300~500 mgの Cholが増加する。一方、一日当たり

BAとして 500～600 mg、胆汁への Cholの直接排泄として約 600 mgが減少する (Schwarz M et al., 

1998)。前述したように、肝臓での Cholの濃度増加において、マウスでは生合成による寄与が殆どであ

る一方、ヒトでは食事からの寄与がマウスに比べて大きい。ヒトでは肝臓からの Chol排泄形態は、BA

と Cholとしての直接排泄が同程度である (Schwarz M et al., 1998)。これらをふまえると、ヒトと比較し

てマウスは肝細胞内に Cholを溜め込み易い可能性がある。MASHモデルとして、Chol (1.25％) と CA 

(0.5％) を添加した飼料をマウスに与える試験系がある (Matsuzawa N et al., 2007)。この食餌を摂取したマ

ウスは、6～24週間にかけて時間依存的に脂肪変性や炎症、肝細胞のバルーニングを伴う肝線維症等の

MASH様症状を呈する。さらにこの食餌に 60％の脂質を添加すると、12週で脂質異常症、脂質過酸

化、酸化ストレスが誘導される (Matsuzawa N et al., 2007)。しかし、この食餌組成で使用する Chol添加

量は生理学的な条件に対して高いことが懸念される。これらのことを踏まえると、マウスではヒトと比

較してステロール負荷による肝臓での炎症等の応答が早期あるいは低い負荷量で現れる可能性が考えら

れる。 

胆のうを有するという点はマウスとヒトの共通点であり、ラットとの差異である (Kruepunga N et al., 

2019)。胆のうは肝臓から分泌された BAやビリルビン、Cholを胆汁として濃縮・貯蔵し、摂食に応じて

十二指腸に分泌する組織である (Housset C et al., 2016)。マウスにおいて、胆のうを回収することで胆汁

の採取は容易であるが、ラットは胆管へのカニュレーションに技術を要するため、胆汁のみを採取する

ことは困難であり、正確な胆汁流量を測定することは難しい。加えて、マウスではヒトの BA組成を模

倣したトランスジェニックマウスの研究が行われており、これらのモデルは 12OH BAによる肝脂質代

謝変動機構の解明に寄与するものと期待される (Honda A et al., 2020)。一方ラットとヒトでは、門脈血に

おいて 12OHが多く存在するという点が共通するため、BA代謝に関する研究で利用されている (Hori S 

et al., 2020; Angelin B et al., 1982) 。ラット肝臓では CYP2C70が発現するが、肝臓や小腸においては TCA

の方が豊富に存在する  (Takahashi S et al., 2016; Hori S et al., 2020)。これらのことから、ラットの小腸お

よび肝臓における定常的な FXRの応答性や Chol代謝はヒトと似た動きを示すことが予想される。ヒ
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ト・マウス・ラットでは先述したような共通点・相違点があるため、BA代謝機構およびそれに付随す

る機構に関する研究で利用する実験動物は解析したい事象に合わせて選択する必要がある。 

本研究において、マウスにおいても糞中の 12OH BA /n12OH BA比を算出することで HF食摂取条件で

は肝脂質濃度との間に正の相関が観察された。飼料への Cholと CAの組み合わせ添加は、ステロール代

謝変動を介して肝臓の酸化還元状態や炎症関連遺伝子の発現亢進に関わることが示された。ステロール

代謝と肝脂質蓄積に関するこれらの知見は、MASLD未病状態において特徴的な代謝の一つであると考

えられる。今後、未病時に変動する他の代謝物を明らかにし、MASLD未病の全容を捉えることで、診

断および予防法の確立に繋がることが期待される。さらに、BAは構造的に安定で扱いやすいことや、

糞中 BAを利用した検査は非侵襲的に行えることを踏まえると、MASLD未病状態の判断基準に BA組成

を利用できる可能性が考えられる。代謝物の組成は生命活動の結果を反映していると考えられるため、

未病症状の程度をより明確に反映するパラメータの探索は今後も引き続き行われると考えられる。未病

状態には自覚症状はあるが検査で異常が認められない状態が存在する。このような状況の患者において

も、代謝物を利用した診断によって未病状態を検出することが可能になるかもしれない。近年、質量分

析装置は高感度化や解析の高速化、小型化や安価なモデルの登場により、医療機器としてより応用しや

すい状況になりつつある。一方で、実用化を進めるためには抽出方法や分析条件の明確化、わかりやす

い情報として提供するためのデータ解析システムの構築も不可欠である。特に、検査結果を解釈するた

めには代謝物の組成変動と疾患の関与に関する知見の集約が必要になる。様々な代謝物と疾患の関連性

が明らかになれば、メタボロミクスを利用して未病状態の網羅的診断が可能となる。医療機関で様々な

未病状態を検出することが可能になれば、非感染性疾患等の発症を未然に防ぐことに繋がり、これが

SDGsにおける目標達成の礎にも寄与するものと期待される。  
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Table 3-1. Metabolic differences and similarities between mice and rats 

 

 

  

 Rat Mouse 

Main BA species in enterohepatic circulation 12OH BA n12OH BA 

HF diet   

Excretion form in sterols BA Chol 

Sterol oxidation in the liver 
Enzymic 

oxidation 

Auto-oxidation & 

enzymic oxidation 

Enterohepatic 12OH/n12OH BA circulation Increased Increased 

Relationship between of the hepatic TG concentration and fecal 

12OH/n12OH BA ratio 
Correlated Correlated 

CA diet   

Hepatic TG concentration Increased No change 

Relationship between of the hepatic TG concentration and fecal 

12OH/n12OH BA ratio 
No No 

Sterol oxidation in the liver 
Enzymic 

oxidation 

Auto-oxidation & 

enzymic oxidation 

GSH/GSSG ratio in the liver Increased Increased 

Susceptibility to inflammation Enhanced Enhanced 
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