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研究成果の概要（和文）：非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）は、高血圧などの生活習慣病と関連し、NAFLD患者血
中から同定したキニノゲン断片は高血圧と関連することから、NAFLDの病態進展と高血圧やキニノゲン断片との関連を
検討した。塩分感受性高血圧ラットにコリン欠乏アミノ酸置換食と高塩分食を投与すると、高血圧は脂肪肝の程度には
影響せず、IL-10やHO-1の発現抑制を介して肝炎と肝線維化を促進した。一方、NAFLDではキニノゲン分解が亢進してい
たが、NAFLDにおいてキニノゲン断片濃度と高血圧との関連はなかった。以上のことから、高血圧はNAFLDの増悪因子で
あるが、その作用にキニノゲンは関連しないと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is associated with lifestyle-related dise
ases such as hypertension. In a previous study, we identified kininogen fragments, which are associated wi
th hypertension, in the serum of patients with NAFLD. In this study, we examined the relationship between 
the pathological conditions of NAFLD and the presence of hypertension or kininogen fragments. Administrati
on of a high-salt diet, in addition to a choline-deficient L amino-acid-defined diet, to salt-sensitive hy
pertensive rats revealed that hypertension aggravated hepatitis and liver fibrosis by suppressing the expr
ession of HO-1 and IL-10, but did not affect the degree of fatty liver. On the other hand, kininogen degra
dation was promoted in NAFLD, but there was no association between hypertension and kininogen fragment con
centration in NAFLD patients. Therefore, hypertension is an accelerating factor of NAFLD, but kininogen is
 not associated with the interaction between NAFLD and hypertension.
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１．研究開始当初の背景 
非アルコール性脂肪肝炎（nonalcoholic 
steatohepatitis; NASH）は、非アルコール
性脂肪性肝疾患（nonalcoholic fatty liver 
disease; NAFLD）の中で肝硬変や肝細胞癌へ
進展する予後不良な疾患であり、食生活の欧
米化などで、肥満人口の増加にともない NASH
患者が増加することが本邦でも危惧されて
いる。NAFLD、特に NASH は肥満、糖尿病、高
血圧などの生活習慣病と関連し、高血圧の約
40％に NAFLD を合併する。しかし、NASH の病
態や生活習慣病との関連性は十分明らかで
なく、NASH の診断には肝生検が必須であり、
治療法も確立されていない。 
 NASH の発生には、正常肝から非アルコール
性脂肪肝（nonalcoholic steatosis; NAFL）
となる“First hit’と、単純性脂肪肝から
NASH へ進行する”Second hit“が必要といわ
れている。“First hit”には、高血圧などの
生活習慣病、“Second hit”には、高インス
リン血症、TNF-αなどのサイトカインや高血
圧と関連するレニン・アンギオテンシン系の
活性化などに起因する酸化ストレスなどが
重要な因子として挙げられる。しかし、高血
圧とNASHとの関連を詳細に解析した報告や、
NASH に対する薬物治療に関して、エビデンス
レベルの高い報告はほとんどなく、推奨度の
高い治療法は十分確立していない。 
 我々は以前から、プロテオミクス研究を行
ってきており、NAFLD や NASH の診断マーカー
候補をいくつか同定しているが、本研究では、
NAFLD 患者から同定した Kininogen 断片が高
血圧と関連することに着目した。 
 
 
２．研究の目的 
 疾患の原因遺伝子から翻訳されるタンパ
ク質と、それに関連して変動するタンパク質
群を解析し、さらに翻訳後修飾情報を含めて
詳細に解析するという観点から、系統的に整
理するプロテオミクス（網羅的タンパク解
析）は診断マーカーの創出や病態の解明に有
用であると考えられる。また、新しい診断マ
ーカーを探索する上で、血液や尿中に特異的
に出現する成分を同定する方法は、臨床応用
しやすい利点がある。我々は、患者血清を用
いたプロテオミクスで、NAFLD に関連する可
能性のある蛋白の一つとしてKininogen断片
を同定したが、NAFLD や NASH におけるこれら
の分子の臨床的意義は解明されていない。 
 血圧降下作用を持つ生理活性物質の一種
である Bradykinin はノナペプチドで、
Kininogen から組織 Kallikrein（カリクレイ
ン）やトリプシンによって産生される。NAFLD
の約 40%に高血圧が認められ、血圧調整を司
る種々の因子が NAFLD/NASH の発症・増悪に
関与し、特にレニン・アンギオテンシン（RA）
系の活性亢進やアディポサイトカイン分泌
異常が病態進展に重要と推測されている。し
かし、NAFLD/NASH における高血圧の意義や、

NAFLD/NASHの病態進展におけるKininogenや
Bradykinin の関与は十分明らかでない。 
本研究では、NAFLD や NASH における高血圧
の臨床的意義を、プロテオミクスで同定した
Kininogen 断片やその関連分子である
Bradykinin、Kallikrein に着目して、高血圧
モデル動物を用いて解明する。本研究により、
高血圧からみた NAFLD/NASH の病態解明や新
しい診断・治療法を創出する。 
 
 
３．研究の方法 
(1)高血圧モデルを用いた肝炎と肝線維化に
及ぼす高血圧の影響の解析 
6 週齢の高血圧自然発症ラット(SHR)に普
通食±高塩分食(8%)を７週間投与し、その後、
CDAA±高塩分食(8%)を 8 週間、もしくは 24
週間投与した。肝脂肪化は Oil red O 染色と
肝中性脂肪含有量で、肝線維化は Sirius red
染色と Azan 染色で評価した。肝線維化や炎
症に関連する遺伝子発現はリアルタイム PCR
法で評価した。インスリン抵抗性指数
(HOMA-R)は空腹時血糖(mg/dl)×血清インス
リン(mU/ml)/405 で算出した。 
 
(2)プロテオミクスから同定した非アルコー
ル性脂肪性肝疾患の分子マーカーの臨床的
意義と新しい診断法の確立 
 NAFLD 患者 44 例と健常者 26 例の血清を用
いて、プロテオミクスによりタンパク質を比
較検討し、有意差のある蛋白の一つである
Kininogen 断片（Kini-F）を同定し、ELISA
測定系を構築した。さらに、健常者 41 例、
非アルコール性脂肪肝（NAFL）30 例、非アル
コール性脂肪肝炎（NASH）101 例における
Kini-F 濃度を測定した。また、CK-18F、ApoE
も同時に測定し、マルチマーカー解析（決定
木）を用いたNASH診断の有用性を検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 飼育期間中の食餌摂取量は高塩分負荷
の有無で差はなかったが、体重増加は高塩分
群で有意に低かった。高塩分群では週齢とと
もに血圧は徐々に上昇し、7 週目から高塩分
群は、普通塩分群と比較して有意な血圧の上
昇を認めた。空腹時血糖、HOMA-R は高塩分群
で有意に高値であった。CDAA 8 週間投与によ
り、肝に脂肪沈着と肝細胞風船様腫大を認め
たが、高塩分群と普通塩分群で肝脂肪化の程
度に明らかな差はなかった。一方、血清 ALT
値は普通塩分群と比較して高塩分群で有意
に高値であった。また、肝組織中の tumor 
necrosis factor（TNF）-α、interleukin（IL）
-6 の遺伝子発現レベルは高塩分群と普通塩
分群で差はなかったが、IL-10 と heme 
oxygenase（HO）-1 は高塩分群で有意に低か
った。さらに、CDAA24 週間投与後の肝線維化
は、高塩分群で有意に進行し、α-SMA の肝遺
伝子発現は高塩分群で有意に増加し、TGF-β



1、TIMP-1 の肝遺伝子発現は高塩分群で増加
していた。また、IL -10 と H0-1 は高塩分群
で有意に低かった。 
 以上のことから、高血圧は脂肪肝の発症や
脂肪沈着の程度への影響は少ないと考えら
れた。一方、高血圧はインスリン抵抗性の増
悪や IL-10 と HO-1 の遺伝子発現低下による
抗炎症作用の抑制を介して肝障害や肝線維
化を増悪させると考えられた。 
本研究は、高血圧と NAFLD との関連を高血
圧動物モデルで検討したものであり、その結
果、高血圧は two hit theory の second hit
として作用することが示唆され、インスリン
抵抗性の増大や IL-10 と HO-1 の発現低下を
介した機序が存在する可能性を明らかにし
た。また、適正な血圧コントロールは高血圧
を有する NAFLD/NASH 患者の肝炎や肝線維化
の予防につながると考えられた。 
 
(2) プロテオミクスにより、健常者より
NAFLD で有意に高い蛋白ピークの一つは
Kini-F であった。また、Western Blot と ELISA
で検討した全長キニノーゲン濃度は、NAFLD
患者では低下し、ELISA 測定した Kini-F 濃度
は健常者より NAFLD 患者で高値であったが、
NASHはNAFLよりむしろ低値であった。また、
Kini-FはALTやCK-18Fとは相関しなかった。
一方、CK-18F と ApoE は健常者より NAFLD で
有意に高く、NAFL より NASH は高い傾向であ
った。Kini-F、CK-18F、ApoE および 3つのマ
ーカーを組み合わせた決定木による NASH の
正診率は、それぞれ 50%（50 例/101 例）、55%、
38%、77%で、NAFL の正診率も決定木が最も高
値で、健常者は同等であった。 
 以上のことから、NAFLD では Kininogen 分
解が亢進しているが、NASH 特異的ではないと
考えられた。また、Kini-F や既知の NASH マ
ーカー候補を組み合わせて作製した決定木
は、診断や治療効果判定に有用な新しい分子
マーカーになる可能性があると考えられた。 
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