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抄録 

【目的及び方法】メタボリックシンドロームと共に近年急増しているのが，肝臓に過度な脂肪が蓄積す

る非アルコール性脂肪肝炎(NASH)である．NASH モデルマウスの作製では高脂肪食を与える方法が多か

ったが，飼育期間が長期にわたってしまうという問題点があった．そこで，ストレプトゾトシン(STZ)を

生後に投与して発生させるモデルが開発され，人間と同じ進行で脂肪肝を進行することが出来るという

論文が発表された．そこで，新生児雄マウスに STZ を投与して NASH モデルマウスを作製し，発症状態

を検討した．【結果】体重は，STZ 群でコントロール群よりも有意に低下した．しかし，肝臓重量は STZ

群でコントロール群よりも有意に増加した．Oil Red O 染色による脂肪滴数は，STZ 群で有意に増加した．

血清脂質は，血中総コレステロール濃度が有意に増加した．【考察】肝臓重量が有意に増加しているにも

関わらず体重が減少した理由としては，糖尿病の発症が進行したためだと思われる．本研究において，

STZ を新生児に投与すると，早期に NASH を発症することが確認された． 

 

 

１．序論 

近年，食の欧米化や運動不足など生活習慣の乱

れに伴い，肥満と診断される人が増えている．厚

生労働省の平成 22 年の国民健康・栄養調査 1)によ

ると，肥満者(BMI≧25)の割合は男性 30.3%，女性

21.5%となっており，前年度と比べるとほぼ横ばい

であるが，健康日本 212)で掲げられている目標を

大きく上回っている．2008 年 4 月より，メタボリ

ックシンドロームに着目した特定健診・特定保健

指導が実施され，それに伴い，メタボリックシン

ドロームにおいて併発する頻度の高い非アルコー

ル性脂肪肝(NAFLD)が着目され始めた．日本での

NAFLD 患者数は約 1000 万人とされており，今後

さらに増加していくと予測されている．NAFLD は，

飲酒量がエタノール換算で 20g 以下/日で，アルコ

ール性肝障害に類似した肝病変のことであり，単

純性の脂肪肝と，炎症状態である非アルコール性

脂肪肝炎(NASH)が含まれている．診断には腹部エ

コーや CT，生検が用いられ，中心静脈周囲肝細胞

を中心に 1/3 以上の肝細胞に脂肪沈着があれば脂

肪肝と診断し，それに加えて肝細胞の風船様腫大，

炎症性細胞浸潤，肝細胞周囲線維化などが認めら

れると NASH であると診断される． 

NAFLD から NASH への発生機序としては，現

在 two-hit theory が広く支持されている．これは，

まず肝細胞へのトリグリセリドの沈着が起こり

(first hit)，そこに酸化ストレスやエンドトキシンな

どの曝露(second hit)が加わり発症するというもの

である 3)．つまり，長期間による食習慣の乱れは，

肝臓へ脂質を沈着させ，インスリン抵抗性を惹起

させ，耐糖能を悪化させる．また，肝臓では，酸

化ストレスが増大し炎症が起こると NASH の状態

になり，進行すると不可逆性の肝硬変，肝細胞ガ

ンへと発展する．それだけでなく，内臓脂肪から
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放出された遊離脂肪酸とグリセロールは，門脈を

介して肝臓に直接流入し，脂質異常症や高血糖な

どを引き起こし，インスリン抵抗性につながる可

能性が示唆されている 4)． 

 これまでにも，NASH モデルのマウスの作成は

いくつかの方法がある．代表的なものは，メチオ

ニン・コリン欠乏(MCD)食である．これは，肝臓

から組織に脂質を輸送するリポたんぱく質の合成

ができなくなるため，肝臓に脂肪が蓄積し，脂肪

肝になるというメカニズムである．ところが，

MCD 食は体重減少が起きることが問題点として

挙げられる．それに対し，高脂肪食を与え続ける

とメタボリックシンドロームの症状が現れると共

に，脂肪肝になり，NASH を発症させることがで

きるが，NASH を発症させるまで飼育するには 24

週間と時間がかかることが問題である． 

 ストレプトゾトシン(STZ)とは，膵臓の β細胞を

破壊することで糖尿病モデルを作成するときに用

いられる試薬である．しかし，先行研究により，

この STZ を仔マウスに注射することによって人間

と同じ進行で脂肪肝を進行することが出来ること

が報告された．この方法では，6 週齢で脂肪肝に

なり，8 週齢で風船様腫大や炎症が発生する．そ

こで，本研究では STZ を新生児マウスに投与する

ことによって，体重や血中脂質の変化，また 6 週

齢時での脂肪肝の発症程度について検討を行った． 

 

２．方法 

2.1. 動物実験 

生後 2 日目の C57BL/6J 新生児雄マウス(日本チ

ャールズ・リバー株式会社)に，pH4.0 に調製した

クエン酸緩衝液とストレプトゾトシン(和光純薬

工業)を 5 ㎎/ml になるように溶解し，調整したス

トレプトゾトシン試薬を 0.3ml 皮下注射した．コ

ントロール群にはクエン酸緩衝液を 0.3ml 皮下注

射した．新生児は離乳後(生後 4 週)，HFD32(日本

クレア)を 2 週間摂取させた．飼育期間中，飼料と

水は自由摂取とした．なお，クエン酸緩衝液を投

与した群をコントロール群(n=5)，STZ を投与した

群を STZ 群(n=10)とする． 

 

2.2. 動物解剖とサンプル採取 

解剖は，エーテル麻酔下で開腹し，心臓より採

血，肝臓を摘出し，重量を測定した．血液は氷中

保存し，6000rpm，15 分間，4℃で遠心分離し，血

清を採り，－80℃で保存した． 

 

2.3. 分析方法 

(1)血清分析 

採取した血液は，血清を分離し，トリグリセ

リド，遊離脂肪酸，総コレステロール濃度を酵

素法にて分析した．トリグリセリドの定量には

「トリグリセライド E-テストワコー」，遊離脂肪

酸の定量には「NEFA C-テストワコー」，総コレ

ステロール濃度の定量には「コレステロール E-

テストワコー」(いずれも和光純薬工業株式会社)

を使用した． 

 

(2)肝細胞の脂肪滴数の計測 

摘出された肝臓は，中性ホルマリン液中で固

定した後，栄養・病理学研究所に Oil Red O 染色

を委託した．染色後の各肝臓切片は，光学顕微

鏡下で写真撮影した．切片の画像は，Win 

Roof(ver6.0.1，Mitani Corp)を用いて，1mm2 当た

りの細胞数を計測した． 

 

2.4. 統計解析 

すべての測定結果は平均±標準偏差で示した．平

均値の差の検定は，Student の t 検定を用いた．統

計解析は JMP 9.0.0(SAS Institute 社)を用いた． 

 
３．結果 

(1)成長結果および臓器重量 

最終体重は，STZ 群でコントロール群よりも

有意に低かった．しかし，肝臓重量は STZ 群で

コントロール群よりも有意に増加した(Table1)． 
Table1 最終体重と肝臓重量 

  コントロール群 STZ 群 

最終体重(g) 19.5±1.7 17.4±1.3 * 

肝臓重量(g) 1.1±0.1 1.3±0.2 * 

*はコントロール群と比べて有意差があることを

示す．(p<0.05) 

 

(2)組織染色および血清分析 

Oil Red O 染色による脂肪滴数は，STZ 群で有

意に増加した． 

血清脂質は，血清トリグリセリド濃度，血清

遊離脂肪酸濃度について有意差は見られなかっ

たが，血清総コレステロール濃度については

STZ 群でコントロール群よりも有意に増加した． 
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４．考察 

本実験は，生後 2 日目の新生児雄マウスに STZ

を投与し，4 週齢から高脂肪食を与えることによ

る NASH モデルマウスの作成し，発症状況を検討

した．最終体重は，STZ 群がコントロール群と比

べて有意に低下した．これは，糖尿病による体重

減少が原因だと思われる．STZ を投与すると膵臓

の β 細胞が破壊されることによって，インスリン

の分泌が減少する．すると，糖が組織に取り込め

ない状態が継続する．それが慢性化すると，組織

のエネルギー不足が発生し，脂肪や筋肉からエネ

ルギーを得ようとするため，体重減少が発生する

ことがある．しかし，肝臓脂質の蓄積と，は STZ

群がコントロール群と比べて有意に増加した．

Fujii5)らの報告によると，持続的な食餌性脂質は，

脂質生成と脂肪酸酸化の増加に伴う肝臓脂質を沈

着させ，酸化ストレスを引き起こすと考察してい

る．STZ による糖尿病が発症しているにも関わら

ず，持続的に高脂肪食を摂取しているため，蓄積

と Oil Red O 染色による脂肪滴数が有意に増加し

たと考える．血中コレステロール濃度の有意な増

加に関しては，高脂肪食の継続的な摂取と，イン

スリン分泌の減少によってホルモン感受性リパー

ゼが優位となり，脂肪組織が分解されて脂質異常

症が起きているためであると思われる． 

STZ を投与することによる NASH のメカニズム

としては，高脂肪食を与える事による脂肪の蓄積

と，STZ の投与によって糖尿病が早期に発症した

ことによる酸化ストレスの蓄積よるものだと示唆

された． 

 
付記 

 本研究は，大妻女子大学人間生活文化研究所「共

同研究プロジェクト」(D026)の助成を受けたもの

である． 
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Abstract 
The occurrence of non-alcoholic fat hepatitis (NASH) is increasing: it is a disease associated with metabolic 

syndrome, and leads to excessive fat accumulation in the liver. Several methods concerned with the development of 

a NASH mouse model have been reported, however, long-term feeding of a high-fat diet is required. Recently, a 

NASH mouse model produced by injection of STZ solution to new-born pups was reported. We examined this 

method and assessed the development of NASH parameters: body weight in the STZ group was significantly lower 

than the control group, however, liver weight in the STZ group was significantly higher than the control group. The 

average area stained with Oil Red O in the STZ group was significantly greater than the control group. Serum total 

cholesterol levels in the STZ group were significantly higher than the control group. It is considered that the rapidly 

developed diabetes in the new-born pups caused growth retardation and excess liver lipid accumulation, suggesting 

STZ injection causes NASH development at an early age. 
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