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略語集 

 

Abca1  ATP-binding cassette, sub-family A, member 1 

ALP   アルカリフォスファターゼ 

ALT  アラニンアミノトランスフェラーゼ 

AST  アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ 

Atp6v0d2 ATPase, H+ transporting, lysosomal V0 subunit D2 

COX-2  シクロオキシゲナーゼ-2 

DEG  発現変動遺伝子 

DMN  ジメチルニトロソアミン 

Egr2  early growth response 2 

eNOS  内皮型一酸化窒素合成酵素 

FBS  ウシ胎児血清 

FDR  False Discovery Rate 

GalN  D-ガラクトサミン 

GO  Gene Ontology 

HPRT  hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase 

IGF-1  インスリン様成長因子-1 

IL  インターロイキン 

iNOS  誘導型一酸化窒素合成酵素 

αLA  α ラクトアルブミン 

L-NAME NG-nitro-L-arginine methyl ester 

LPS  リポポリサッカライド 

MAPKs  マイトジェン活性タンパクキナーゼ 

MDA  マロンジアルデヒド 

MMP-2  マトリックスメタロプロテアーゼ-2 
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Myc  myelocytomatosis oncogene  

NO  一酸化窒素 

NOS  一酸化窒素合成酵素 

PPARγ  peroxisome proliferator-activated receptor γ 

RIN  RNA インテグリティナンバー 

SOD  スーパーオキシドジスムターゼ 

SST-RMA Signal Space Transformation-Robust Multichip Analysis 

STAT6  signal transducer and activator of transcription-6 

TAA  チオアセトアミド 

TLR    トール様受容体 

TNF-α  腫瘍壊死因子-α 

ZO-1  zonula occludens-1 
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緒論 

  

肝臓は成人で 800～1200 g と人間の体内で最大の臓器である。消化管から取り込んだ栄養

を利用しやすい形に変える代謝、毒物を分解する解毒、脂肪の乳化やタンパク質の分解を

促す胆汁の生成・分泌などの生命を支えるための重要な多くの働きを担っている[1]。 

肝臓において炎症が生じると肝細胞が破壊される状態となるが、肝炎においては特有の

症状はなく多くの場合は血液検査の異常において発見される。肝炎は B 型・C 型肝炎ウィ

ルス感染、多量・長期の飲酒、過栄養、自己免疫などにより起こる[2]。肝炎が持続すると

肝細胞が破壊された跡に線維が沈着し、肝臓が硬化する肝線維化が生じ、肝硬変になる。

肝硬変が進行すると浮腫、腹水、黄疸などの症状が見られるようになる。さらに肝線維化

の進行に伴い肝細胞がんの発生率が高くなる[3]。進行した肝臓病である肝硬変や肝癌を引

き起こす主な要因は、日本では B 型と C 型のウィルス性肝炎であり、肝硬変・肝癌の原因

の 7 割程度を占めている[4]。一方で、近年では肝細胞がんを引き起こす別の成因として非

ウィルス性、非アルコール性の脂肪性肝炎の罹患率が上昇しており問題視されている[4]。 

2014年人間ドックの現況によると生活習慣病関連の主要６項目（肝機能異常、肥満、高

コレステロール、高血圧、耐糖能異常、高中性脂肪）について成績を比較したところ、肝

機能異常者の割合が約 33％と最も高い頻度を示しており、過去約 30年間の間にその数値

は約３倍に増加していた[5]。この要因としては専門学会による判定基準ガイドラインの採

用 、人間ドック受診者の高齢化 、社会環境の悪化 、食習慣の欧米化と身体活動量の低

下等が考えられている。このように肝機能異常者の人口割合が増加している状況を鑑みて

も、肝疾患を発症する前に予防する仕組みが求められていると考えられる。 

 小腸と肝臓が連携して生体防御に関わる密接な関係を腸肝軸と呼ぶ[6]。肝臓に送り込ま

れる血液の約 70～80％が門脈を通過し小腸から供給される。肝臓は消化吸収の産物だけで

なく、リポポリサッカライド（LPS）のような菌体成分を含む腸由来の物質にもさらされ

ている[7]。腸管は有害物質や病原性微生物の侵入を阻害する腸管バリア機能を有する。腸

管バリアが障害を受け、小腸透過性が増加すると、肝臓は小腸由来の炎症性物質、毒性因
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子や菌体に曝され、肝炎ひいては肝硬変の病態を引き起こす[8-10]。肝硬変患者において

小腸粘膜の構造的、機能的変化が生じており、そのために細菌やその代謝産物の小腸透過

性が増加したことが報告されている[11]。一方で肝疾患が進行すると腫瘍壊死因子-α

（TNF-α）やインターロイキン（IL）-6 などの炎症性サイトカインが産生される[12]。これ

らの炎症性サイトカインは小腸透過性を亢進する[13]。また、小腸透過性が亢進し病原性

の LPS が血中に移行するエンドトキシン血症が発症すると肝硬変が悪化し、炎症状態が亢

進するとさらに小腸透過性が亢進するという悪循環が発生する[14]。したがってこの悪循

環を断ち切ることが腸管バリアの維持および肝疾患発症および進展の防止につながる。 

 乳製品と肝疾患との関係について定説や疫学調査報告がある。慢性肝炎の食事療法では

普通食にプラス１日コップ１杯の牛乳摂取が推奨されている[15]。慢性肝炎の患者では肝

臓のタンパク質不耐症により血清分岐鎖アミノ酸が減少しているためアミノ酸インバラン

スを生じることでさまざまな障害を引き起こす。その予防のために牛乳はアミノ酸バラン

スのよいタンパク質源を摂取することができるという観点で推奨されている。また疫学調

査に関しては、ギリシャ[16]、イタリア[17]で行われたケースコントロールスタディにおい

て、牛乳・乳製品の摂取と肝細胞癌のリスクの間に負の相関があったと報告されている。

これらの報告より、乳製品が肝疾患の発症抑制に関連する可能性が示唆されているがその

作用機序については明らかになっていない。 

 ホエイタンパク質は乳タンパク質の 20％を占め、β-ラクトグロブリン、αラクトアルブ

ミン（αLA）、イムノグロブリン、ウシ血清アルブミン、ラクトフェリンなどのタンパク質

から構成されている[18]。  ホエイタンパク質は抗酸化作用[19, 20]、抗菌作用[21]、抗ウ

ィルス作用[22]、抗癌作用[23]、血圧降下作用[24]、免疫調整作用[25]などの様々な機能が

報告されている。また、肝疾患に関する報告としてはホエイタンパク質とホエイペプチド

がガラクトサミンによる急性肝障害モデルにおいて肝障害発症を抑制することが明らかに

なっている[26]。また、ホエイペプチド含有免疫調整流動食がコンカナバリン A 誘発肝炎

[27]ジメチルニトロソアミン（DMN）誘発ラット肝硬変[28]を抑制したと報告されてい

る。 
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ホエイタンパク質中の約 20％を占める αLA は、カラゲニン足浮腫モデルおよびアジュ

バンド関節炎モデルにおいて抗炎症作用を示すことが報告されている[29]。また、αLA は

小腸虚血再灌流したラットにおいて一酸化窒素（NO）産生を介して炎症性サイトカインの

分泌を抑制したことが示されている[30]。このようにαLA は炎症抑制作用が報告されてい

るが肝障害に対する作用についての報告はこれまでなされていない。αLA は分子量約

14,100の球状タンパク質であり、セロトニン前駆体であるトリプトファン含量が高い

[31]。αLA は進化の過程でリゾチームより変化したためにリゾチームとアミノ酸配列

[32]、立体構造[33]が類似していることが報告されている。リゾチームはヒトにおいて経口

摂取後に血液循環へ移行されることが確認されている[34]。αLA についてもラットの十二

指腸内に投与後、未分解の状態で門脈血中よりαLA が検出されたことが確認されており

[30]、これはリゾチームと相同性を持つことから同様のαLA が未分解の状態でも小腸から

の吸収が起こる吸収機構を介していることが想定される。したがって、αLA は未分解の

状態で吸収されて直接肝臓へ作用する可能性と、消化・吸収される際に生じた構成アミノ

酸やペプチドが作用する可能性が考えられる。 

 本研究では乳タンパク質の一種であるαLA の肝疾患に対する機能性について研究し

た。肝疾患は急性肝炎、慢性肝炎、肝線維化へと進行すること、肝臓は腸と密接な関わり

を持つことが知られている。そこで本研究ではαLA の急性肝炎に対する作用（D-ガラク

トサミン/リポ多糖誘発急性肝炎モデル）、慢性肝炎に対する作用（ジメチルニトロソアミ

ン誘発慢性肝炎モデル）、腸肝軸機能不全に対する作用（チオアセトアミド誘発腸肝軸機

能不全モデル）に対する作用および作用機序について検討した。 
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第１章 乳タンパク質α⁻ラクトアルブミンの急性肝炎に対する影響 

 

第１節 緒言 

 

D-ガラクトサミン（GalN）と LPS の投与によって誘発される急性肝障害モデルは、ヒト

の劇症肝炎に病理学的に類似している[35] 。LPS すなわちエンドトキシンは肝マクロファ

ージに作用し、TNF-α や他の炎症性サイトカインを産生し、局所的に障害を引き起こす[36, 

37] 。一方で、GalN はウリジンヌクレオチドの貯蔵量を枯渇させタンパク合成を阻害し、

LPS の作用を増強する[38]。 GalN/LPS 誘発肝障害において TNF-α 産生は炎症、酸化亢進の

引き金となり、肝障害を引き起こすことが知られている[39-41]。 

αLA は、カラゲニン足浮腫モデルおよびアジュバンド関節炎モデルにおいて抗炎症作用

を示すこと[29]、小腸虚血再灌流したラットにおいて NO 産生を介して炎症性サイトカイン

の分泌を抑制すること[30]が示されている。したがって αLA は抗炎症作用により肝疾患に

おける炎症を抑制する可能性があると考えた。αLAの急性肝炎に対する効果、すなわち TNF-

α を中心として引き起こされる炎症に対する αLA の効果はこれまでに明らかになっていな

い。そこで、本章では GalN/LPS 誘発急性肝炎ラットモデルにおいて、αLA 混合飼料を事前

に給餌することによって急性肝炎のαLAによる肝保護作用および抗炎症作用を検討するこ

とを目的とした。 

マクロファージは、自然免疫の主要なエフェクターと考えられており、主に単球に由来し

ている。マクロファージは病原体やアポトーシス細胞を直接貪食して抗原を提示し、免疫エ

フェクターを産生することにより、組織の恒常性の維持、適応免疫反応の形成、炎症、組織

の修復において重要な役割を果たしている[42-44]。したがって、急性肝炎の発症におけるマ

クロファージによる炎症誘導を想定し、本研究ではマクロファージにおける αLA の評価を

行うことは、動物における肝炎抑制効果のメカニズムを解析する上で意義があると考えら

れる。炎症に関与するマクロファージに対する αLA の影響は完全には解明されていないた

め、本章ではDNAマイクロアレイを用いてマクロファージの遺伝子発現を網羅的に解析し、



7 

 

αLA の抗炎症作用のメカニズムを検討した。 

 

第２節 材料と方法 

 

１．試験試料 

実験１では、αLA（商品名 BioPURE Alphalactalbumin；タンパク質 97.8%、脂質 0.2%、

灰分 1.9%、水分 5.0%、αLA 94.7%（タンパク質中含量％））を Davisco Foods International Inc.

（Eden Prairie, MN, USA）より入手した。GalN、LPS は和光純薬株式会社（大阪）より入手

した。イソフルラン吸入麻酔液はファイザー（東京）より入手した。試験飼料には販売飼料

である AIN-93M[45]（対照飼料）、改変 AIN-93M飼料（αLA 含有飼料）を使用し、これらは

フナバシファーム株式会社（千葉）より購入した(Table 1-1)。 

実験２では実験１と同様のαLA を使用した。LPS、ダルベッコ改変イーグル培地（DMEM）、

ペニシリン、ストレプトマイシンは和光純薬株式会社（大阪）より入手した。 

Table 1-1. Diet compositions 

 

 

  Ingredients Control diet αLA-containing diet 

 Corn starch 46.6 % 46.6 % 
 Casein 14.0  % 7.0  % 
 α-Lactalbumin 0.0  % 7.0  % 
 α corn starch 15.5  % 15.5  % 
 Sucrose 10.0  % 10.0  % 
 Soy oil 4.0  % 4.0  % 
 Cellulose powder 5.0  % 5.0  % 
 Mineral mix (AIN-93M) 3.5  % 3.5  % 
 Vitamin mix (AIN-93) 1.0  % 1.0  % 
 L-cystine 0.18 % 0.18  % 
 Choline bitartate 0.25 % 0.25  % 
 Tertiary butylhydroquinone 0.0008 % 0.0008 % 

  Total 100 % 100 % 
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２．αLA の GalN および LPS 惹起急性肝炎ラットモデルに対する効果の検討 

Sprague-Dawley系の雄性ラット（6 週齢）を日本 SLC 株式会社（静岡）より購入し、1 週

間の馴化期間を経て試験に使用した。飼育環境は室温 22 ± 1℃、湿度 55 ± 15 %、明期 7:00

から 19:00、暗期 19:00 から 7:00 とした。すべての動物実験は、株式会社 明治の動物実験

倫理委員会のガイドラインに則り実施した（動物実験承認番号 2017_3878_0078）。 

馴化期間終了後、平均体重が均等となるように３群に群分けした。群構成は１群：正常群

（n=4）、２群：GaLN/LPS 群（n=8）、３群：GalN/LPS+αLA 群（n=8）とした。馴化期間終了

後、１、２群は対照飼料である AIN-93M 飼料、３群はαLA 含有飼料に切り替え、自由摂取

させた。飼料を切り替えて 1 週間経過後、GalN/LPS 処理のラットには 400 mg/kg の GalN 

と 30 μg/kg の LPS を腹腔内投与し、正常群のラットには生理食塩水を投与した。血液サン

プルは GalN/LPS 投与 2、4、6、8 時間後に尾静脈から採取した。GalN/LPS 投与 10 時間後

に 3%イソフルラン吸入麻酔下にて腹部大動脈から血液を採取し、安楽死後、肝臓を摘出し

た。採取した血液をヘパリン処理後 1,500×g、4℃で 15分間遠心分離し、血漿を得た。 

血漿中のアスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（AST）およびアラニンアミノトラン

スフェラーゼ（ALT）の活性をフジドライケム（富士フィルム、東京）を用いた比色スライ

ド法で測定した。肝臓の中間葉を 3倍量の PBS と混合し、ホモジナイズした後、10,000×g、

4℃にて 10 分間遠心分離した。得られた上清を用いて IL-6、TNF-α の濃度を測定した。IL-

6、TNF-α 濃度は ELISA キット（R&D systems, Minneapolis, MN, USA）を用いて添付のプロ

トコルに従って測定した。上清中のタンパク質濃度は BCA protein assay kit（タカラバイオ、

滋賀）を用いて測定した。 

 

３．αLA のマウスマクロファージに及ぼす影響の検討 

（１）細胞培養 

マウスマクロファージ由来細胞 RAW264.7 は ATCC（Manassas, VA, USA）から購入した。

継代維持の培地には D-MEM /10% FBS、1%抗生物質（100 U/ml ペニシリン、100 µg/ml スト

レプトマイシン）を用い、5%CO2条件下で培養した。 
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（２）細胞生存率 

細胞生存率の評価は以下の方法で実施した。96 ウェルプレートに細胞が 5×104 cells/well

となるように D-MEM /10% FBS、1%抗生物質を用いて調整、播種して 24 時間培養した。培

養後 αLA が 100、500、1000 µg/ml となるように調製した培地に上清を交換して 24時間後、

細胞生存率の評価を行った。細胞生存率の評価には The Cell Counting Kit-8（同仁化学、熊

本）を使用し、添付プロトコルに従って測定した。 

 

（３）LPS 単回刺激による炎症性サイトカイン分泌の影響 

96 ウェルプレートに細胞が 5×104 cells/well となるように D-MEM /10% FBS、1%抗生物質

を用いて調製、播種して 24 時間培養した。αLA が 100、500、1000 µg/ml となるように調製

した培地に上清を交換し 24 時間培養した。培養後、LPS が 20 ng/ml となるように調製した

培地に上清を交換して 6 時間後、上清を回収した。マウス TNF-α 測定 ELISA キット（BD 

Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA）、マウス IL-6 測定 ELISA キット（BD Biosciences）を用

いて上清の TNF-α、IL-6 濃度を測定した。 

 

（４）マイクロアレイ 

RAW264.7細胞を 12ウェルプレートに 5×105 cells/wellの密度で播種し、24時間培養した。

αLA（1000 µg/mL）で 24 時間処理した後、Maxwell RSC simplyRNA Cells キット（Promega, 

Madison, WI, USA）を用いて Maxwell RSC Instrument を使用しメーカーの指示に従って

RAW264.7 細胞から RNA を抽出・精製した。抽出・精製した RNA の量的および質的適性

は、NanoDrop ND-1000 分光光度計（NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA）を用いて、

260:280 nm の吸光度を測定することにより評価した。260:280 の比が 1.8 以上の抽出した

RNA をマイクロアレイ解析に用いた。また各サンプルの RNA について Agilent Bioanalyzer 

RNA Nano 6000 チップで追加解析し、全サンプルの RNA インテグリティナンバー（RIN）

は 7 以上であることを確認した。GeneChip Whole Transcript  Amplification kit（Thermo Fisher 
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Scientific, Waltham, MA, USA）を用いて、メーカーのプロトコルに従い RNA から cDNA を

合成した。その後、センス cDNA を断片化し、GeneChip Whole Transcript Terminal labeling kit

を用いて末端デオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼでビオチン標識した。その後、

Affyetrix Clariom™ S Assay, Mouse を用いて、Affymetrix（Santa Clara, CA, USA）のマイクロ

アレイ解析を行った。標識した DNA ターゲット約 5.5μg を 45℃で 16 時間、Affymetrix 

GeneChip Array にハイブリダイズさせた。ハイブリダイズしたアレイを GeneChip Fluidics 

Station 450で洗浄、染色し、GCS3000 Scanner (Affymetrix)でスキャンした。アレイデータの

エクスポート処理と解析は、Affymetrix® GeneChip Command Console® Software を用いて行

った。ソフトウェアは Affymetrix Power Tools (https://www.thermofisher.com/jp/ja/home/life-

science/microarray-analysis/microarray-analysis-partners-programs/affymetrix-developers-

network/affymetrix-power-tools.html )と R 3.5.1 （https://www.r-project.org/）を使用した。 

データは Affymetrix® Power Tools に実装されている Signal Space Transformation-Robust 

Multichip Analysis（SST-RMA）法を用いて正規化した。遺伝子レベルの SST-RMA 解析を行

った結果をエクスポートし、発現変動遺伝子（DEG）を決定するための解析を行った。 

発現データの統計的有意性は、帰無仮説として群間に差がないとした場合の独立 t 検定お

よび変動比を用いて判定した。得られた p 値には False Discovery Rate（FDR）を用いて補正

p 値を算出した。DEG については、完全連結法とユークリッド距離を類似性の尺度として

用い、階層的クラスタリング解析を行った。どのような機能性に関する発現変動遺伝子リス

トが有意に凝縮されているかについては、Gene Ontology （GO）(http://geneontology.org) を

用いて，アノテーション分析を行った。GO termは補正後の p値が 0.05 以下、かつ term size

が 10～500 のものを抽出した。すべてのデータ解析と DEG[46]の抽出には統計解析言語環

境 R を用いて行った。 

 

４．統計解析 

得られたデータは平均値±標準誤差で示した。有意差の検定は Bartlett の検定を用いて等

分散性を検定した後に、等分散の場合は一元配置分散分析を行い、続いて Tukey-Kramer の

https://www.thermofisher.com/jp/ja/home/life-science/microarray-analysis/microarray-analysis-partners-programs/affymetrix-developers-network/affymetrix-power-tools.html
https://www.thermofisher.com/jp/ja/home/life-science/microarray-analysis/microarray-analysis-partners-programs/affymetrix-developers-network/affymetrix-power-tools.html
https://www.thermofisher.com/jp/ja/home/life-science/microarray-analysis/microarray-analysis-partners-programs/affymetrix-developers-network/affymetrix-power-tools.html
https://www.r-project.org/
http://geneontology.org/
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検定を行った。不等分散の場合は Kruskal-Wallis 検定を用い、Steel-Dwass の検定を行った。

いずれの検定も有意水準は両側 5%とした。これらの検定には、エクセル統計（社会情報サ

ービス、東京）を使用した。 

 

第３節 結果 

 

１．αLA の GalN および LPS 惹起急性肝炎ラットモデルに対する効果 

（１）GalN/LPS 投与ラットにおける血漿 AST, ALT の変化に対する αLA の影響 

AST と ALT は肝障害のマーカーとして最もよく使われているためこれらを測定した。

GalN/LPS による血漿中の AST および ALT の活性上昇に対する αLA の効果について示す

（Fig. 1-1）。GalN/LPS 投与 4、6、8、10 時間後の AST および ALT の活性は、GalN/LPS 群

が正常群に比較して有意に高かった。同じ時点で、GalN/LPS+αLA 群の AST および ALT の

活性は GalN/LPS 群よりも有意に低かった。 

 

（２）GalN/LPS 投与ラットにおける肝臓中 IL-6、TNF-α に対する αLA の影響 

 GalN/LPS の肝障害が発症時には、まず TNFα が上昇し、続いて IL-6 が上昇し、肝細胞が

障害を受けて ALT と AST が上昇する。そこで、肝障害のマーカーである ALT と AST の上

昇に伴う炎症性サイトカインを測定した。GalN/LPS 投与後 10 時間における GalN/LPS 投与

による肝 TNF-α および IL-6 の上昇に対する αLA の効果を示す（Fig. 1-2）。GalN/LPS によ

る肝 TNF-α 濃度の上昇は、αLA の混餌投与によって軽減された（Fig. 1-2A）。肝 IL-6 濃度

は、GalN/LPS+αLA 群で、正常群または GalN/LPS 群のいずれよりも有意に低かった（Fig. 1-

2B）。 
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Fig. 1-1. Effects of αLA on the plasma activities of AST (A) and ALT (B) in GalN/LPS-treated 

rats.  

Rats were fed a standard AIN-93M diet or an αLA-enriched diet for 7 days. After one week from 

starting the diets, rats were intraperitoneally injected with GalN/LPS or saline. Blood samples were 

obtained at 2, 4, 6, 8, and 10 h after the GalN/LPS injection. The activities of AST and ALT in plasma 

were measured by colorimetric slides using Fuji Dri-Chem. Each value represents the mean ± SEM (n 

= 4–8). The different letters at each measured time represent the statistical differences at p<0.05 among 

the groups by Tukey-Kramer test or Steel-Dwass test. 
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Fig. 1-2. Effects of αLA on the hepatic levels of TNF-α (A) and IL-6 (B) in GalN/LPS-treated 

rats.  

Rats were fed a standard AIN-93M diet or an αLA-enriched diet for 7 days. After one week from 

starting the diets, rats were intraperitoneally injected with GalN/LPS or saline. Livers were excised at 

10 h after the GalN/LPS injection. Hepatic TNF-α and IL-6 were measured by ELISA. Each value 

represents the mean ± SEM (n = 4–8). The different letters at each measured time represent the 

statistical differences at p<0.05 among the groups by Tukey-Kramer test or Steel-Dwass test. 
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２．αLA のマウスマクロファージに及ぼす影響の検討 

（１）LPS 刺激 RAW264.7 マクロファージ細胞における上清中 TNF-α、IL-6 濃度に対する

αLA の影響 

 肝マクロファージが産生する炎症性サイトカインは、炎症の重要な因子であり、肝臓の炎

症時に作用することから、in vitro 試験では炎症の指標として炎症性サイトカイン TNF-α と

IL-6 を測定した。LPS 未処理の場合、αLA は 1000 μg/mLの濃度まで RAW264.7 マクロファ

ージに対して細胞傷害作用を示さなかった（データ非表示）。また，αLA を前処理すると、

LPS によって誘導される TNF-α および IL-6 の産生が用量依存的に有意に抑制された（Fig. 

1-3）。これらの結果から、αLA は RAW 264.7 マクロファージの細胞障害作用を示さない濃

度において、LPS による炎症性サイトカインの産生を抑制することが明らかになった。 
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Fig. 1-3. Effects of αLA on LPS-stimulated production of TNF-α (A) and IL-6 (B) in RAW 264.7 

macrophages.  

Cells were preincubated with 100-1000 µg/mL αLA for 24 h and then treated with 20 ng/mL LPS for 

6 h. Concentrations of TNF-α and IL-6 in the conditioned medium were determined by ELISA. Each 

value represents the mean ± SEM of three independent experiments. The different letters at each 

measured time represent the statistical differences at p<0.05 among the groups by Tukey-Kramer test 

or Steel-Dwass test. 
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（２）マイクロアレイ解析 

 RAW264.7 細胞に αLA を 1000 µg/ml、24 時間処理した後、マイクロアレイを実施した結

果、階層的クラスタリング解析では発現パターンが異なることが明らかになった（Fig. 1-4）。

また、合計 84個の DEG が同定された（fold change ≥1.5、≤－1.5、p＜0.05）。このうち αLA

処理により発現が亢進した遺伝子が 62 個、αLA 処理により発現が抑制された遺伝子が 22

個であった。発現が亢進あるいは抑制していた各々上位20個の遺伝子について示した（Table 

1-2、1-3）。 

 

Fig. 1-4. Heat map of differentially expressed genes (DGEs) with fold-change expression > 1.5.  

RAW 264.7 macrophages were treated with 1000 µg/mL αLA for 24 h (n = 3) or with the vehicle 

control (n = 3). Rows represent genes and columns represent samples. Yellow blocks represent high 

and blue blocks represent low expression relative to the vehicle-treated cells. 
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Table 1-2: List of the 20 genes upregulated by αLA 

 

  

Gene symbol Fold-change p-value Gene description 

Myc 3.1761 4.5.E-04 myelocytomatosis oncogene 

Olfml3 2.6369 9.6.E-04 olfactomedin-like 3 

Abca1 2.5640 6.5.E-04 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 1 

Itgax 2.5163 3.5.E-02 integrin alpha X 

Egr2 2.4663 2.4.E-03 early growth response 2 

Egr1 2.3076 2.2.E-03 early growth response 1 

Dcstamp 2.2408 2.8.E-02 dentrocyte expressed seven transmembrane protein 

Mmp12 2.2008 6.8.E-04 matrix metallopeptidase 12 

Atp6v0d2 2.0057 4.6.E-05 ATPase, H+ transporting, lysosomal V0 subunit D2 

Il13ra2 1.9762 1.2.E-03 interleukin 13 receptor, alpha 2 

Nes 1.9701 7.9.E-04 nestin 

Ocstamp 1.9532 7.7.E-03 osteoclast stimulatory transmembrane protein 

Prss46 1.9484 2.3.E-04 protease, serine 46 

Tmem26 1.9303 4.8.E-03 transmembrane protein 26 

Il1rn 1.9064 2.5.E-05 interleukin 1 receptor antagonist 

Irg1 1.8817 4.0.E-04 immunoresponsive gene 1 

Cd3d 1.7601 1.3.E-02 CD3 antigen, delta polypeptide 

Plk2 1.7526 9.0.E-03 polo-like kinase 2 

Olfr1045 1.7348 3.1.E-03 olfactory receptor 1045 

Dusp1 1.7178 2.3.E-03 dual specificity phosphatase 1 
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Table 1-3: List of the 20 genes downregulated by αLA 

 

（３）Gene Ontology (GO) 解析 

 Gene ontologyは、多様な遺伝子データベース間の情報の共有を目的に 1998 年に設立され

た Gene Ontology Consortiumによって管理されている遺伝子機能の表現方法であり、いくつ

かのキーワード（term）の組み合わせにより、個々の遺伝子機能を表現するものである[47]。

αLA の処理後、遺伝子発現の変化に関与した上位 14 の GO terms を示す（Table 1-4）。変化

した遺伝子数が多かった GO termsとして、LPSに対する応答（response to lipopolysaccharide）、

細菌分子に対する応答（response to molecule of bacterial origin）、生物刺激に対する細胞応答

（ cellular response to biotic stimulus）、 LPS に対する細胞応答（ cellular response to 

lipopolysaccharide）、細菌分子に対する細胞応答（cellular response to molecule of bacterial origin）、

白血球分化の調節（regulation of leukocyte differentiation）が見出された。 

Gene symbol Fold-change p-value Gene description 

Tsga13 −1.9957 4.7.E-02 testis specific gene A13 

Angptl3 −1.8219 1.6.E-02 angiopoietin-like 3 

Gm10377 −1.7667 1.7.E-02 predicted gene 10,377 (Gm10377), mRNA. 

Sspn −1.7232 2.7.E-02 sarcospan 

Cldn34-ps −1.7211 4.0.E-04 claudin 34, pseudogene 

Plekhg3 −1.6966 1.0.E-02 
pleckstrin homology domain containing, family G  

(with RhoGef domain) member 3 

Tbx22 −1.6404 3.6.E-02 T-box 22 

Abcd2 −1.6278 6.0.E-03 ATP-binding cassette, sub-family D (ALD), member 2 

Gm19549 −1.6143 2.7.E-02 PREDICTED:  predicted gene, 19,549 (Gm19549), miscRNA. 

Vmn1r72 −1.6143 4.1.E-02 vomeronasal 1 receptor 72 

Gas6 −1.6081 1.6.E-03 growth arrest specific 6 

Ift122 −1.6048 7.0.E-03 intraflagellar transport 122 

Dgkg −1.5796 3.7.E-02 diacylglycerol kinase, gamma 

Rangrf −1.5602 1.3.E-02 RAN guanine nucleotide release factor 

Nccrp1 −1.5396 1.3.E-02 non-specific cytotoxic cell receptor protein 1 homolog (zebrafish) 

Gpr22 −1.5382 4.3.E-02 G protein-coupled receptor 22 

Tlr8 −1.5359 4.1.E-02 toll-like receptor 8 

Vmn2r71 −1.5286 1.7.E-02 vomeronasal 2, receptor 71 

Tgtp2 −1.5215 3.8.E-02 T cell specific GTPase 2 

Tll1 −1.5187 2.1.E-04 tolloid-like 
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Table 1-4: Enrichment of gene GO categories 

1The number of transcripts overexpressed in each GO category. 

 

第４節 考察 

 

げっ歯類に GalN と LPS を投与するモデルは急性肝障害モデルとしてよく用いられてい

る[41, 48]。このモデルは様々な食品素材の肝保護作用について評価するためによく使用さ

れている[49-52]。GalN/LPS 誘発肝障害は、免疫反応に関与しており、肝臓への単核球の浸

潤や、AST、ALT などの血漿中アミノトランスフェラーゼの増加を伴う[41, 53, 54]。本試験

においても GalN/LPS の投与によって GalN/LPS 群では有意に ALT および AST の活性が有

意に上昇したが、GalN/LPS+αLA 群ではその上昇が抑制された。 

TNF-α は GalN/LPS 誘発肝炎において産生される最も重要な炎症性サイトカインである

[55, 56]。TNF-α は IL-6 などの他のサイトカインや NO を誘導する炎症カスケードのトリガ

ーとなる[39, 57]。様々な薬剤が TNF-α を制御することによって GalN/LPS による肝障害を

予防することが示されている[58, 59]。本試験の結果において、αLA は GalN/LPS による肝

TNF-α、IL-6 の上昇を抑制した。これまでに、αLA には抗炎症作用があり，げっ歯類の虚血

Gene ontology term  Term No.genes1 Adjusted p-value 

response to lipopolysaccharide GO:0032496 9 0.032 

response to molecule of bacterial origin GO:0002237 9 0.036 

cellular response to biotic stimulus GO:0071216 7 0.036 

cellular response to lipopolysaccharide GO:0071222 7 0.036 

cellular response to molecule of bacterial origin GO:0071219 7 0.036 

regulation of leukocyte differentiation GO:1902105 7 0.039 

response to glucocorticoid GO:0051384 6 0.036 

response to corticosteroid GO:0031960 6 0.038 

response to retinoic acid GO:0032526 5 0.036 

anion homeostasis GO:0055081 4 0.036 

phospholipid homeostasis GO:0055091  3 0.021 

negative regulation of cell division GO:0051782  3 0.032 

membrane disruption in other organism GO:0051673  3 0.032 

natural killer cell differentiation GO:0001779  3 0.039 
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再灌流モデルにおいてサイトカインの放出が減少することを報告している[30]。また、アゾ

キシメタンおよびデキストラン硫酸ナトリウムによって誘発される大腸の炎症および発癌

においても αLA は血漿 TNF-α、IL-1β の上昇を抑制することにより抗炎症作用を示すことを

報告している[60]。本試験結果は、αLA が TNF-α や IL-6 を抑制することによって抗炎症作

用を示した点で、これまでの試験結果と一致している。 

 αLA を十二指腸に投与すると、血漿中に未分解の状態で移行されることが示されている

[30]。したがって、本試験においても混餌投与した αLA の一部は未分解の状態で吸収され肝

臓に直接影響を及ぼす可能性があると考えられる。また、αLA の消化吸収後に血中に移行

したアミノ酸やペプチドが、本試験の結果に寄与している可能性もある。タンパク質を構成

するアミノ酸として、αLA はカゼインと比較してアスパラギン酸/アスパラギン、システイ

ン、グリシン、ヒスチジン、イソロイシン、ロイシン、リジン、スレオニン、トリプトファ

ンを多く含有する（フナバシファーム株式会社提供資料と Davisco Foods International Inc.開

示資料より比較、データ非表示）。これらのアミノ酸の中には肝保護作用を持つものも報告

されている[61-64]。例えば、メチオニン、システイン、セリンのアミノ酸混合物がアセトア

ミノフェン惹起肝炎マウスにおいて肝毒性を改善したことが報告されている[61]。また、分

岐鎖アミノ酸が肝虚血再灌流による肝不全ラットにおいて保護作用を示したことも報告さ

れている[62]。さらに、各種アミノ酸の GalN 誘発肝炎に対する影響について検討した結果、

アスパラギン、グルタミン、グリシン、ヒスチジン、リジン、セリン、トリプトファンに肝

保護作用があったと報告されている[63]。またリジン、トリプトファン、ヒスチジン、アル

ギニンが培養肝細胞および GalN/LPS 処置ラットにおいて NF-κB 活性の抑制によって炎症

性メディエーターの発現を抑制したことが報告されている[64]。血漿中のアミノ酸濃度が不

均衡になるとアミノ酸濃度の特異的なプロファイルが得られることから、このアミノ酸濃

度プロファイルが特定の病態の診断または予測マーカーとして使用されている[65]。これよ

り、病態異常を防ぐためには適切なアミノ酸の供給が有効な手段としてあげられている[66]。

本試験で用いた αLA 含有飼料を構成するアミノ酸が血漿アミノ酸の均衡を保つ役割を担い、

最終的に急性肝炎の発症には予防的な働きとして肝保護的な効果を示した可能性も考えら
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れる。 

ラットにおいて αLA 混餌投与により GalN/LPS 誘発血漿 ALT、AST、肝臓中 TNF-α、IL-

6 の上昇が有意に抑制された。この結果より、αLA は炎症性サイトカインの産生を抑制し、

肝炎を抑制する作用をもつことが示唆された。サイトカイン産生に主に関与している細胞

はマクロファージ細胞、すなわち肝臓においてはクッパー細胞である。そこでマウスのマク

ロファージ細胞である RAW264.7 細胞を用いて、αLA の抗炎症作用メカニズムについて検

討した。αLA は LPS 刺激による RAW264.7 細胞の炎症反応の誘導時に TNF-α、IL-6 産生量

増加を有意に低減し、抗炎症作用を示した。この結果は動物試験の結果と一致するものであ

る。続いて、αLA がマクロファージ細胞の遺伝子発現に与える影響を網羅的に解析するた

めに DNA マイクロアレイを実施した。 

本研究は αLA のマクロファージ細胞に対する作用について網羅的遺伝子発現解析を使用

して検討した初めての研究である。解析には αLA 処理群と未処理群を用いて比較解析を行

った。得られた DNA マイクロアレイのデータを用いて、初めに階層的クラスタリング解析

を実施した結果、αLA 処理群と未処理群とで遺伝子発現パターンが異なることが明らかに

なった。続いて、発現量に変化のあった次の遺伝子、myelocytomatosis oncogene (骨髄細胞腫

症腫瘍遺伝子：Myc)、ATP-binding cassette, sub-family A, member 1（ATP 結合カセットトラン

スポーターA1：Abca1）、early growth response 2（初期成長応答タンパク質 2：Egr2）、ATPase, 

H+ transporting, lysosomal V0 subunit D2（ATPase、H +輸送、リソソーム V0 サブユニット D2：

Atp6v0d2）、toll-like receptor 8（トールライクレセプター8：Tlr8）について後述する。 

Myc は αLA 処理によって発現が亢進した。Myc は、細胞、組織、生体レベルで細胞死、

増殖、代謝を調整するために多数の標的遺伝子の発現を促進する転写因子として機能する

[67, 68]。Myc は IL-4 下流のシグナル伝達メディエーターである signal transducer and activator 

of transcription-6 (シグナル伝達性転写因子 6： STAT6)および peroxisome proliferator-activated 

receptor γ（ペルオキシソーム増殖因子活性化受容体 γ：PPARγ) と協調して、代替活性化プ

ログラムに関連する遺伝子の主要サブセットの発現を誘導する[69]。これらの研究によって

Mycがマクロファージにおいて免疫調節機能を担う上で重要であることが示唆されている。
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本試験においても Myc の発現が上昇することによって各種遺伝子発現が活性化し、αLA 処

置後の LPS 投与に対する免疫応答に順応性を発揮した可能性が考えられる。 

Abca1 は αLA 処理によって発現が亢進した。Abca1 欠損マウスおよび Abca1 欠損マクロ

ファージにおいて、LPS 刺激による炎症反応が増強することが報告されている[70-73]。さら

に Abca1 発現の増加により LPS の排出が促進されることが報告されている[74]。本試験に

おいても LPS に対する炎症反応の低減、LPS の排出促進に Abca1 の発現量増加が関与した

可能性が考えられる。 

Egr2 は αLA 処理によって発現が亢進した。IL-4 や IL-13 などによる M2 マクロファージ

の極性化の刺激は Egr2 の発現の増加をもたらす[75]。M2 マクロファージは IL-10 などの抗

炎症性サイトカインを発現し、炎症の制御や炎症後の組織修復に関与する[76, 77]。また

EGR2は EGR3とともに SOCS1や SOCS3などの抗炎症調節因子の発現を誘導することも報

告されている[78, 79]。本試験において Egr2 発現が増加していたことから αLA 処理により

M2 マクロファージへの極性化が亢進し、炎症を制御する方向に動いた可能性が考えられる。 

Atp6v0d2は αLA 処理によって発現が亢進した。ATP6V0D2 は細胞内小胞の酸性化におい

て中心的な役割を果たしている液胞型H+アデノシントリホスファターゼの構成成分である

[80]。ATP6V0D2 欠損細胞においてトール様受容体（TLR）4アゴニストである LPS に対し

て、炎症性サイトカイン産生および NF-κB 活性化が亢進した[81]。この結果より ATP6V0D2

依存性小胞内酸性化が TLR4 インターナリゼーション（内在化）に必要であり、過剰な LPS

誘発性炎症の予防に重要である可能性が示されている。また、ATP6V0D2 はオートファゴソ

ーム‐リソソーム膜融合を促進することも報告されており、細菌のクリアランスに重要であ

る可能性がある[82]。 

Tlr8 は αLA 処理によって発現が低下した。TLR8 はウィルスや細菌由来の一本鎖 RNA を

認識する[83]。TLR8 認識によって Myd88 を経由して下流のマイトジェン活性タンパクキナ

ーゼ（MAPKs）および IκB キナーゼ複合体に作用し、NF-κB の発現が亢進する[84]。NF-κB

の発現亢進は TNFα や IL-6 などの炎症性サイトカイン産生を促進する。また、多価不飽和

脂肪酸や色素を含む藻類抽出物が LPS 刺激 THP-1 マクロファージにおいて炎症を低減し、
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この際 TLR8 の発現量が低減していたことが報告されている[85]。本試験においても αLA 処

理による Tlr8 の発現量の低下が、Tlr8 リガンドの Tlr8 への結合の低減につながり結果的に

炎症抑制の方向に働いた可能性が考えられる。 

GO 解析は多くのハイスループット実験研究において標準的な手法として用いられる。本

試験において GO terms として LPS に対する応答（response to lipopolysaccharide）、白血球分

化の調節（regulation of leukocyte differentiation）が検出された。上述した発現が亢進あるい

は低減した Myc、Abca1、Egr2、Atp6v0d2、Tlr8 の遺伝子は、検出された GO terms の機能に

関与していると考えられる。 

本章では αLA 処理マクロファージのマイクロアレイ解析により、LPS 応答と白血球分化

に関与する種々の遺伝子の発現の変化が明らかになった。動物実験における αLA の混餌投

与が GalN/LPS 誘発肝障害を抑制する機構は、LPS に対する肝マクロファージの反応性の変

化とマクロファージの分化能に関連する可能性が示唆された。 
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第２章 乳タンパク質α⁻ラクトアルブミンの慢性肝炎に対する影響 

 

第１節 緒言 

 

肝線維化はウィルス性肝炎、アルコール性肝炎、自己免疫性肝炎、非アルコール性脂肪性

肝疾患などから起こる様々な肝疾患の最終像である[86, 87]。肝線維化は進行すると肝硬変、

最終的には肝細胞癌へと移行する。肝線維化の原因にかかわらず、細胞外マトリックスタン

パク質の蓄積が認められ、肝線維化に伴い、肝細胞壊死、炎症が生じることがわかっている。

肝線維化が進展する過程において、肝星細胞は活性化されて細胞外マトリックス、特にコラ

ーゲンを過剰に産生する[88, 89]。肝星細胞はコラーゲン沈着や線維化の進展を引き起こす

だけでなく、類洞内皮細胞の収縮により肝臓中の血流を制御する[88, 90]。肝星細胞の収縮

は血管弛緩性物質である NO と拮抗する[91]ことから、NO 産生を誘導することは肝星細胞

活性化の抑制、肝線維化の抑制につながると考えられている。 

αLA は、シクロオキシゲナーゼ-２抑制による抗炎症作用[29]、大腸癌抑制作用[60]、乳癌

抑制作用[92]、耐糖能改善作用[93]、胃粘膜保護作用[94]などの機能が報告されている。また、

αLA は小腸虚血再灌流したラットにおいて NO 産生誘導により炎症性サイトカインの分泌

を抑制したことが示されている[30]。 しかし αLA が NO を介して肝線維化を抑制するかど

うかは明らかにされていない。 

 第１章にてαLA が炎症性サイトカイン産生を抑制することにより急性肝炎の発症、悪化

を抑制すること、急性肝炎抑制機序として、マクロファージにおける M2 型への分化誘導、

LPS に対する応答性改善が関与する可能性を示した。急性肝炎から慢性肝炎へと進行し、さ

らに肝線維化にまで発展する段階においては炎症に加えて肝血流阻害が生じる。そこで、本

章では炎症と肝血流阻害の両者に関与すると考えられる NO に着目し、αLA が NO 産生を

介して肝硬変抑制効果を示すか検討した。まずはジメチルニトロソアミン（DMN）誘発ラ

ット肝硬変モデルを用いて αLA の肝臓の炎症および肝線維化に対する影響について検討し

た。次に、NO 合成阻害薬を同時に投与したときの影響について検討し、αLA の肝線維化抑



25 

 

制メカニズムに NO が関連するか評価した。 

 

第２節 材料と方法 

 

１．試験試料 

αLA は第１章で用いたものを使用した。DMN は和光純薬株式会社（大阪）から入手した。

NG-nitro-L-arginine methyl ester（L-NAME）は Sigma（St.Louis, MO, USA）から入手した。ペ

ントバルビタールナトリウム溶液（Somnopentyl）は共立製薬（東京）から入手した。試験

飼料には第１章で用いた飼料を使用した (Table 1-1)。 

 

２．DMN 惹起肝線維化ラットモデル 

Sprague-Dawley系の雄性ラット（7 週齢）を日本 SLC 株式会社（静岡）より購入し、1 週

間の馴化期間を経て試験に使用した。飼育環境は室温 22±1℃、湿度 55±15 %、明期 7:00か

ら 19:00、暗期 19:00 から 7:00 とした。すべての動物実験は、株式会社 明治の動物実験倫

理委員会のガイドラインに則り実施した（動物実験承認番号  2013_3871_0173、

2014_3871_0248）。 

実験１では、ラットを 1 群：正常群、2 群：DMN 群、3 群：DMN＋αLA 群の 3 群（各 n

＝9）に群分けし、AIN-93M 標準飼料または αLA 含有飼料を与えた(Table 1-1)。飼料を開始

して 1週間後、ラットに DMN（10 mg/kg）を毎週 3 日連続で 3 週間腹腔内投与し、正常群

のラットには生理食塩水を投与した。最初の DMN 投与から 6 日後、13 日後、20 日後に尾

静脈から血液を採取した。最初の DMN 投与から 28 日後に、ペントバルビタールナトリウ

ム溶液（50 mg/kg）腹腔内投与による麻酔下にて腹部大動脈から血液を採取し、安楽死後に

肝臓と脾臓を摘出した。採取した血液をヘパリン処理後、1,500×g、4℃で 15 分間遠心分離

し血漿を得た。肝臓と脾臓を摘出し、重量を測定した。肝臓は組織切片作製のために 10％

中性緩衝ホルマリンで直ちに固定した。 

実験２ではラットを１群：DMN 投与群、２群：DMN および αLA 投与群、3 群：DMN、
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αLA および L-NAME 投与群、４群：DMN および L-NAME投与群の 4 群（各 n＝9）に群分

けした。ラットには AIN-93M 標準飼料または αLA 含有飼料を給餌した(Table 1-1)。飼料を

開始して 1週間後、ラットに DMN（10 mg/kg）を毎週 3日連続で 3 週間腹腔内投与し、正

常群のラットには生理食塩水を投与した。L-NAME 投与群には DMN 投与 1 週間前から実

験終了まで 0.02％L-NAME 混合水を飲水投与した。最初の DMN 投与から 3日後、10 日後、

17 日後に尾静脈から血液を採取、20日後にペントバルビタールナトリウム溶液（50 mg/kg）

腹腔内投与による麻酔下にて腹部大動脈から血液を採取し、安楽死後に肝臓と脾臓を摘出

した。採取した血液をヘパリン処理後、1,500×g、4℃で 15 分間遠心分離し血漿を得た。 

 

３．生化学的分析 

血漿中の AST、ALT、アルカリホスファターゼ(ALP)の活性および総ビリルビン濃度につ

いてフジドライケム（富士フィルム、東京）を用いた比色スライド法で測定した。血漿中の

ヒアルロン酸濃度は、ELISA キット(Biotech Trading Partners, Encinitas, CA, USA)を用いて、

添付のプロトコルに従って測定した。血漿中のマトリックスメタロプロテアーゼ-2（MMP-

2）濃度は蛍光アッセイキット（Anaspec, Fremont, CA, USA）を用いて添付のプロトコルに

従って測定した。 

 

４．肝組織所見 

肝臓標本を固定しパラフィン包埋した後に脱パラフィンし、マッソントリクローム染色

を行った。線維化はグレード化（グレード－：検出されない、グレード±：稀少に発現、グ

レード＋：軽度発現、グレード＋＋：中等度発現、グレード＋＋＋：顕著に発現）すること

によってスコアリングした[95]。 

 

５．統計解析 

得られたデータは平均値±標準誤差で示した。順序変数は累積 χ2 検定を用いて統計解析

を行った。連続変数は Bartlett の検定を用いて等分散性を検定した後に、等分散の場合は
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Dunnett の検定、不等分散の場合は Steelの検定を用いて分析した。いずれの検定も有意水準

は両側 5%とした。 

 

第３節 結果 

 

１．血中 ALT および AST 活性に対する αLA の影響  

DMN 投与により、血漿中の ALT および AST の活性が顕著に上昇した（Fig. 2-1）。13 日

目の DMN+αLA 投与ラットの血漿中 ALT および AST の活性（73.6 ± 12.6 IU/L、138.8 ± 13.9 

IU/L）は、DMN 群（123.2 ± 12.6 IU/L、230.0 ± 21.5 IU/L）に比べて有意な低値を示した（p 

< 0.01）。 
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Fig. 2-1. Effect of αLA on ALT (A) and AST (B) activities in plasma of DMN-treated rats.  

Rats were fed a standard AIN-93M diet or an αLA-enriched diet. The plasma parameters were 

determined at 6, 13, 20 days after first intraperitoneally administration of DMN (1% dissolved in 

saline; 1 mL/kg). DMN was administered consecutively for three days each week for three weeks. 

Data are presented as mean ±SEM (n = 9). *, ** Significant difference from the DMN group (p < 0.05, 

p < 0.01). 
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２．肝臓および脾臓の重量に対する αLA の影響  

DMN 投与により、肝臓の臓器重量および相対臓器重量が有意に減少した（Table 2-1）。脾

臓の臓器重量および相対臓器重量は、DMN 処理により有意に増加した。DMN+αLA 投与ラ

ットの肝臓の絶対臓器重量は、DMN 投与群に比べて有意な高値を示した。DMN+αLA 投与

ラットの脾臓の絶対臓器重量および相対臓器重量は、DMN 投与群に比べて有意な低値を示

した（p < 0.01）。 

 

Table 2-1. Effect of αLA on the weights of the liver and spleen in rats treated with DMN. 

 

DMN was administered consecutively for three days each week for three weeks. Rats were sacrificed 

at 28 days after the first DMN injection. Data are presented as mean ± SEM (n = 9). *, ** Significant 

difference from the DMN group (p < 0.05, p < 0.01). 

 

３．血漿成分に対する αLA の影響  

血漿中の ALT、AST、総ビリルビン、ヒアルロン酸、MMP-2 レベルは DMN 処理により

有意に上昇した(Fig. 2-2)。DMN+αLA 投与ラットの剖検時の血漿中の総ビリルビンおよび

MMP-2 レベル（0.14 ± 0.02 mg/dL、21.7 ± 1.3 ng/mL；p < 0.01）は、DMN 群（0.33 ± 0.10 mg/dL、

32.6 ± 3.4 mg/dL；p < 0.01）に比べて有意な低値を示した。 

Body weight(g) 401.9 ± 5.7 ** 316.1 ± 10.0 330.8 ± 7.3

Absolute organ weight (g)

　Liver 13.82 ± 0.37 ** 9.27 ± 0.82 11.84 ± 0.76

　Spleen 0.63 ± 0.03 ** 1.20 ± 0.07 0.94 ± 0.07 *

Relative organ weight　(g/kg body weight)

　Liver 34.4 ± 0.7 * 28.9 ± 1.9 35.6 ± 1.8 *

　Spleen 1.57 ± 0.06 ** 3.83 ± 0.26 2.88 ± 0.25 *

Normal DMN DMN+αLA
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Fig. 2-2. Effects of αLA on ALT (A), AST (B), ALP (C), total bililbin (D), MMP-2 (E), and 

hyaluronic acid (F) levels in plasma of DMN-treated rats.  
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Rats were fed a standard AIN-93M diet or an αLA-enriched diet for 35 days. DMN was administered 

consecutively for three days each week for three weeks. Blood samples were collected from the 

abdominal aorta at 28 days after the first DMN injection. Data are presented as mean ± SEM (n = 9). 

*, ** Significant difference from the DMN group (p < 0.05, p < 0.01). 

 

４．肝線維化に対する αLA の影響  

マッソントリクロームで染色した正常な肝臓では、小さな中心静脈壁周辺にのみコラー

ゲンが観察された（Fig. 2-3(A)）。一方、DMN を投与したラットの正常肝では、門脈部から

小葉部にかけてコラーゲンが沈着していた（Fig. 2-3(B)）。これらの変化は、DMN+αLA 処理

したラットの肝臓では顕著に減少した（Fig. 2-3(C)）。最初の DMN 投与から 28 日後、DMN

群の 9個体のラットのうち 3 個体では、肝線維化の程度が＋＋＋：「顕著に発現」を示した

（Table 2-2）が、αLA 投与により線維化のグレードが有意に低下した。 
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Fig. 2-3. Histological analysis of liver sections. 

The liver of the normal rat (A), the DMN-treated rat (B) and the DMN + αLA-treated rat (C). The 

sections were stained with Masson trichrome. DMN was administered consecutively for three days 

each week for three weeks. Rats were sacrificed at 28 days after the first DMN injection. 
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Table 2-2. Effect of αLA on the fibrosis grade in Masson trichrome-stained liver sections prepared 

from rats at 28 days after the first DMN injection. 

 

DMN was administered consecutively for three days each week for three weeks. Rats were sacrificed 

at 28 days after the first DMN injection. *Significant difference from the DMN group (p < 0.05). 

 

５．αLA による ALT および AST 値の抑制に対する NO 阻害剤の効果 

血漿中の ALT および AST レベルの抑制は、L-NAME によって部分的にだが有意に減少し

た（Fig. 2-4）。また、L-NAME は、DMN による血漿中の ALT および AST 濃度の上昇には

影響しなかった。 

 

 

 

 

 

－ ± + ++ +++
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Fig. 2-4. Effect of αLA on ALT (A) and AST (B) activities in plasma of DMN-treated rats. 

Rats were fed a standard AIN-93M diet or an αLA-enriched diet for 17 days. The plasma parameters 

were determined at 10 days after first intraperitoneally administration of DMN (1% dissolved in saline; 

1 mL/kg). DMN was administered consecutively for three days each week for three weeks. The L-

NAME-treated groups given 0.02% L-NAME in drinking water, starting one week before the DMN 

injection. Data are presented as mean ± SEM (n = 9). *, ** Significant difference from the DMN group 

(p < 0.05, p < 0.01). 
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６．αLA による脾臓の重量増加抑制に対する NO 阻害剤の効果 

αLA による脾臓の重量増加の抑制は、L-NAME によって部分的に、しかし有意に抑制さ

れた（Fig. 2-5）。L-NAME は、DMN による脾臓の重量増加に影響を与えなかった。 

 

Fig. 2-5. Effect of αLA on relative spleen weight in rats treated with DMN. 

Rats were fed a standard AIN-93M diet or an αLA-enriched diet for 27 days. DMN was administered 

consecutively for three days each week for 3 weeks. The L-NAME-treated groups were given 0.02% 

L-NAME in drinking water, starting one week before the DMN injection. Rats were sacrificed at 20 

days after the first DMN injection. Data are presented as mean ± SEM (n = 9). *, ** Significant 

difference from the DMN group (p < 0.05, p < 0.01). 

 

第４節 考察 

 

実験１の結果より、DMN 投与後すぐに ALT、AST の値が上昇し、剖検時には肝臓が萎縮、

脾臓は肥大し、血中ヒアルロン酸、MMP-2 が上昇していることから DMN 誘発肝線維化が

進行していることが確認された。αLA の投与により、DMN による肝臓の萎縮、脾臓の肥大

化が抑制され、肝臓組織所見上においても線維化の抑制が認められた。また、生化学値にお
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いても αLA の投与により ALT、AST、総ビリルビン、MMP-2 の上昇が抑制された。 

DMN は肝毒性、発癌性、変異原性物質であることが知られている[96]。DMN 惹起肝硬変

モデルでは、門脈圧上昇、腹水、病理組織、生化学的変化においてヒトの肝線維化の進展と

類似している[97]。このように DMN 惹起肝硬変は肝線維化を評価するために適した動物モ

デルである。そこで本試験では DMN 惹起肝硬変モデルを用いて αLA の効果を評価した。 

DMN 惹起肝線維化モデルでは肝臓の萎縮、脾臓の肥大[98]、生化学値の変動すなわち ALT、

AST、ALP、総ビリルビン、ヒアルロン酸の上昇が引き起こされる[28, 99]。また、MMP-2は

活性化肝星細胞から分泌され、タイプⅠコラーゲン存在下で増加する酵素であるが、DMN 誘

発肝線維化ラットにおいて MMP-2 遺伝子発現の上昇が認められている[100, 101]。本試験に

おいても DMN によって血漿中 MMP-2 濃度の上昇が認められ、αLA がその上昇を抑制した

ことが明らかになった。 

実験２の結果より、αLA の DMN によって誘発された ALT、AST の上昇を抑制する効果

が、NO 合成酵素阻害薬である L-NAME により減弱した。また、臓器重量の結果においても

αLA の DMN によって誘発された脾臓の肥大化を抑制する効果が、L-NAME により減弱し

た。すなわち、αLA の肝線維化抑制メカニズムには NO 産生誘導が関与することが示唆さ

れた。 

DMN 誘発肝障害ラットにおいても NO 産生と肝硬変進展との関連についていくつかの報

告がある[102-104]。NO 合成阻害薬である L-NAME を投与することによって NO 産生を抑

制すると血管内で血液が凝固し、肝障害が悪化したこと[102]、NO ドナーである亜硝酸ナト

リウムの投与により、血清中マーカーおよび組織所見が改善したこと[103]が報告されてい

る。一酸化窒素合成酵素（NOS）には内皮型 NOS（eNOS）と誘導型 NOS（iNOS）のアイソ

フォームがあり、eNOS は肝臓内で血行を改善するが、一方で iNOS は肝障害を悪化させる

[105]。DMN 惹起肝硬変マウスにおいても、肝星状細胞の活性化が起こり、eNOS 発現が低

下、iNOS 発現が亢進したことが報告されている[104]。本試験では、αLA が NO 誘導するこ

とによってDMN誘発肝硬変を抑制したことが示唆されたが、NOが誘導された中でも eNOS

発現が誘導されたことによって肝臓の血流抵抗が減弱した可能性がある。今後は肝線維化
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における NO 産生細胞の同定が検討課題であると考える。 

αLA は小腸虚血再灌流後の NO 産生を増加することによって IL-6 を抑制する[30]。また、

NO は NF-κB の転写活性を抑制することによって、TNF-α、IL-8、IL-1b、IL-2、IL-6 などの

炎症性サイトカインの産生を抑制することが報告されている[106, 107]。したがって、本試

験においても αLA が NO 産生を介して NF-κB 転写活性を抑制することによって DMN 誘発

肝障害を抑制したことが示唆される。 

DMN 誘発肝障害において、マロンジアルデヒド（MDA）の増加、スーパーオキシドジス

ムターゼ（SOD）の減少など酸化が亢進する [108]。ホエイペプチドを多く含有した流動食

が DMN 誘発肝障害において、MDA の上昇を抑制し抗酸化作用を示す[28]。また、αLA を

酵素処理して得られたぺプチドはインドール基を持つトリプトファンやフェノール基を持

つチロシンを多く含有することから高い抗酸化能を示す[109]。本試験においては MDA、

SOD の測定を実施しなかったが、先の報告のように混餌で給与した αLA が消化、吸収され

る過程で生じたペプチドやアミノ酸が抗酸化作用を示す可能性はあると推測する。  

本章では、DMA 誘発の肝線維化を αLA が抑制すること、またそのメカニズムの一環とし

て NO 産生誘導が影響している可能性が示唆された。αLA の長期摂取が肝障害予防に有効

である可能性が考えられる。 
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第３章 乳タンパク質α⁻ラクトアルブミンの腸肝軸に対する影響 

 

第１節 緒言 

 

小腸と肝臓が連携して生体防御に関わる密接な関係を腸肝軸と呼ぶ[6]。腸管バリアが障

害を受け、透過性が増加すると、肝臓は小腸由来の炎症性物質、毒性因子や菌体に曝され、

肝炎ひいては肝硬変の病態を引き起こす[8-10]。一方で肝疾患が進行すると TNF-αや IL-6な

どの炎症性サイトカインが産生され、これらの炎症性サイトカインは小腸透過性を亢進す

る[13]。また、小腸透過性が亢進しエンドトキシン血症が発症すると肝硬変が悪化し、炎症

状態が亢進するとさらに小腸透過性が亢進するという悪循環が発生する[14]。したがってこ

の悪循環を断ち切ることが腸管バリアの維持および肝疾患発症および進展の防止につなが

る。 

腸管上皮を通過して腸管内細菌が体内に移行する状態をバクテリアルトランスロケーシ

ョンと呼ぶ。シクロオキシゲナーゼ-2（COX-2）阻害剤[110]、多糖類[111 ]、インスリン様成

長因子-1（IGF-1）[112, 113 ]など腸管上皮バリアの維持に寄与する物質が、バクテリアルト

ランスロケーションを阻害することによって肝硬変を改善することが報告されている。αLA

は COX-2 阻害作用によりカラゲニン足浮腫モデルおよびアジュバンド関節炎モデルにおい

て抗炎症作用を示すことが報告されている[29]。また、乳タンパク質のホエイタンパク質に

は小腸バリアを増強することが in vitro[114, 115]、in vivo[116]の系で報告されている。しか

し、αLA のバクテリアルトランスロケーションに対する作用や、小腸バリア機能に対する

作用についてはこれまで明らかにされていない。 

肝障害に対する効果としては、これまで第１章においてαLA がマクロファージに作用す

ることによって炎症性サイトカイン産生を抑制しGalN/LPS誘発急性肝炎を抑制することを

報告した。さらに第２章において αLA の混餌投与が NO 産生を介して DMN 誘発肝線維化

を抑制することを報告した。そこで第３章では肝臓と密接な関係性を持つ小腸との関連性

について調べるために αLA が腸肝軸の機能不全を改善することによって小腸透過性を改善
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し、肝硬変の進行を抑制するという仮説を立て検証した。 

 

第２節 材料と方法 

 

１．試験試料 

第１章で用いた αLA と同じものを使用した。チオアセトアミド（TAA）は和光純薬株式

会社（大阪）より入手した。イソフルラン吸入麻酔液はファイザー（東京）より入手した。

試験飼料は第１章で用いた飼料を使用した（Table1-1） 

 

２．TAA 惹起腸肝軸不全モデル 

Sprague-Dawley系の雄性ラット（6 週齢）を日本 SLC 株式会社（静岡）より購入し、1 週

間の馴化期間を経て試験に使用した。飼育環境は室温 22 ± 1℃、湿度 55 ± 15 %、明期 7:00

から 19:00、暗期 19:00 から 7:00 とした。動物実験は、株式会社 明治の動物実験倫理委員

会のガイドラインに則り実施した（動物実験承認番号 2017_3878_0038）。 

馴化期間終了後、平均体重が均等となるように各群 15 匹になるよう 3 群に群分けした。

群構成は１群：正常群、２群：TAA 群、３群：TAA＋αLA 群とした。馴化期間終了後、１、

２群は AIN-93M 飼料、３群は αLA 含有飼料に切り替えた。飼料を切り替えて 1 週間経過後

から、生理食塩水あるいは TAA（200 mg/kg）を 1週間あたり 2 回、14週間、腹腔内投与し

た（Fig3-1）。TAA を投与してから 14 週間後に 3%イソフルラン吸入麻酔下で門脈から採血

し、安楽死後、肝臓、小腸を採取した。採取した血液はヘパリン処理後、1,500×g、4℃で 15

分間遠心分離し血漿を得た。肝臓と小腸組織は組織染色のために直ちに 4%パラホルムアル

デヒド溶液に浸漬した。また小腸の一部を mRNA 発現評価のために、RNAlater® Stabilization 

Solution (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)に浸漬し、－80℃に保存した。 
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Fig. 3-1. Experimental protocol for injection of TAA or saline and administration of the diet to 

Sprague-Dawley rats. 

 

 

３．血漿中 AST、AST 活性、ヒアルロン酸濃度、LPS 濃度の測定 

血漿 AST、ALT 活性はフジドライケム（富士フィルム、東京）を用いた比色スライド法で

測定した。血漿ヒアルロン酸濃度を ELISA キット（R&D systems, Minneapolis, MN, USA）を

用いて添付のプロトコルにしたがい測定した。血漿 LPS 濃度を ELISA キット（LifeSpan 

BioSciences, Inc. Seattle, WA, USA）を用いて添付のプロトコルに従い測定した。 

 

４．小腸組織からの RNA 抽出および cDNA の合成 

小腸からの RNA 抽出には、Nucleo spin RNA (Macherey- Nagel, Duren, Germany)を使用した。

total RNA 抽出後 RNA 6000 Nano LabChip kit (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA)を用

いて Bioanalyzer 2100 により濃度の測定及び品質の確認を行った。次に Takara PrimeScript RT 

Master Mix (タカラバイオ、滋賀)を使用して逆転写反応を行い cDNA を合成した。液量が 10 

µLになるように 5X PrimeScript RT Master Mix を 2 µL、RNA を 500 ng、RNase-free dH2O を

混合し、37℃15分間で逆転写反応させ、85℃、5秒間で逆転写酵素を失活させた。 

 

Acclim
ation

AIN-93M (Normal and TAA group)
or 

α-lactalbumin enriched diet (TAA+αLA group)

6 7 8 22 (weeks)

saline (normal group)
or

TAA 200 mg/kg (TAA and TAA+αLA group)
i.p. twice/week for 14 weeks

Dissection
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５．定量リアルタイム PCR による遺伝子発現解析 

mRNA の解析には定量リアルタイム PCR を用いた。反応溶液は SYBR premix Ex Taq II (2×) 

(タカラバイオ)が 12.5 μl、鋳型 cDNA (最終濃度 0.5 ng/μl)が 2 μl、滅菌水 8.5 μl、各種プライ

マーが最終濃度 400nM となるように調製した。リアルタイム PCR の増幅反応には Thermal 

Cycler Dice Real Time System Software (タカラバイオ)を用いた。PCR 反応は 95℃、30 秒間加

熱後、90℃、5 秒間（変性反応）と 60℃、30 秒間（アニーリングと伸長反応）を 40 サイク

ル繰り返し、各サイクルの終了時に反応液の蛍光強度を測定した。その後、融解曲線分析を

行い、増幅反応の特異性を検証した。cDNA 定量化のために、増幅曲線から交点を決定する

ために二次導関数を使用し、発現レベルを検量線法により算出した。検量線を作成するため

に、鋳型 cDNA の 4 倍希釈系列を使用した。この時同時に、内部標準に hypoxanthine guanine 

phosphoribosyl transferase (HPRT) を用いて遺伝子発現量を補正し、結果は正常群に対する比

として示した。プライマーの配列は Table 3-1 に示す。 

 

Table 3-1. List of primers for qRT-PCR 

 

F, Forward primer; R, Reverse primer; ZO-1, zonula occludens-1 

The primers for HPRT were purchased from Takara Bio (Rat Housekeeping Gene Primer Set). 

 

６．組織染色 

剖検時に固定した肝臓、小腸組織をパラフィン包埋し、4 µm に薄切した。薄切した切片を

脱パラフィン化し、肝臓切片はヘマトキシリンエオジン染色とマッソントリクローム染色

Table 2.　List of primers for qRT-PCR

Gene GeneBank Accession NO. Sequence Primers(5'-3'）
Claudin-4 NM_001012022.1 F ACGAGACCGTCAAGGCCAAG

R GTCCAGGACACAGGCACCATAA
E-cadherin NM_031334.1 F GAGCCAGACACATTCATGGAACA

R CTCAGCCCGAGTGGAAATGAC
Occludin NM_031329.2 F ACCACTATGAAACCGACTACAC

R ATTCATCAGCAGCAGCCA
ZO-1 NM_001106266.1 F CTGCCAAGCCAGTCCATTCTC

R CCATAGCATCAGTTTCGGGTTTC
F, Forward primer; R, Reverse primer; ZO-1, zonula occludens-1  
The primers for HPRT1 were purchased from Takara Bio (Rat Housekeeping Gene Primer Set).
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を行い、小腸切片はヘマトキシリンエオジン染色を行った。 

 

７．統計解析 

得られたデータは平均値±標準誤差で表示した。正常群と TAA 群間、TAA 群と TAA＋αLA

群間の等分散性について F 検定を用いて検定した後に、平均値間の有意差検定を群間の等

分散性が仮定できる場合は、Student’s t 検定により、群間の等分散性が仮定できない場合は

Welch の方法を用いて行った。いずれの検定も有意水準は両側 5%とした。 

 

第３節 結果 

 

１．αLA の血漿 AST、ALT、ヒアルロン酸に及ぼす影響 

 剖検時に採取した血漿中の AST、ALT、ヒアルロン酸の結果を Fig 3-2 に示す。AST、ALT、

ヒアルロン酸において、正常群に比較して TAA 群は有意な高値を示した。αLA の給餌によ

って TAA 投与による AST、ALT、ヒアルロン酸の上昇が抑制された。 
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Fig. 3-2. Effects of dietary αLA on the plasma levels of AST (A), ALT (B) and hyaluronic acid 

(C) in rat. 

Rats were fed a standard AIN-93M diet or an αLA-enriched diet for 15 weeks. TAA was administered 
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twice each week for 14 weeks. Blood samples were collected from the abdominal aorta at 14 weeks 

after the first TAA injection. Each value is the mean ± SEM (n = 15 in each group). *, ** Significant 

difference from the TAA group (p < 0.05, p < 0.01, respectively). 

 

２．肝臓組織における病理変化に及ぼす αLA の影響 

αLA の TAA 誘発肝線維化に対する効果について、肝臓組織のマッソントリクローム染色

により評価した（Fig 3-3）。コラーゲンが沈着している箇所はマッソントリクローム染色に

より青色に染色される。正常群では門脈周辺のみのわずかな範囲にのみコラーゲン沈着が

観察された。TAA 群では主に小葉中心部および門脈路でコラーゲン沈着の箇所が広範囲で

見られ、線維架橋および再生結節の形成が観察された。一方、TAA＋αLA 群ではコラーゲン

組織の沈着が TAA 群より少ないことが観察された。 
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Fig. 3-3. Representative histopathological changes in liver tissues following treatment with 

dietary αLA assessed using Masson trichrome staining. 

Sections were examined at a magnification of 100 x. Normal (A), TAA treatment (B), and TAA+αLA 

treatment (C). The sections were stained with Masson trichrome. TAA was administered twice each 

week for 14 weeks. Rats were sacrificed at 14 weeks after the first TAA injection. 

 

３．αLA の血漿 LPS に及ぼす影響 

 剖検時に採取した血漿中の LPS の結果を Fig 3-4 に示す。正常群と TAA 群の間に有意差
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は認められなかったが、TAA 群に比較して TAA＋αLA 群は有意な低値を示した。 

 

 

Fig. 3-4. Effects of dietary αLA on the plasma levels of LPS. 

Rats were fed a standard AIN-93M diet or an αLA-enriched diet for 15 weeks. TAA was administered 

twice each week for 14 weeks. Blood samples were collected from the abdominal aorta at 14 weeks 

after the first TAA injection. Each value is the mean ± SEM (n = 15 in each group). * Significant 

difference from the TAA group (p < 0.05, p < 0.01, respectively). 

 

４．αLA の小腸 occludin、ZO-1、claudin-4、E-cadherin の mRNA 発現レベルに及ぼす影響 

 タイトジャンクションを構成する occludin、zonula occludens-1(ZO-1)、claudin-4、アドヘレ

ンスジャンクションを構成する E-cadherin の小腸 mRNA 発現比率についての結果を Fig. 3-

5 に示す。Occludinの mRNA 発現比率の結果、正常群と TAA 群の間に有意差は認められな

かったが、TAA群に比較して TAA＋αLA群は有意な低値を示した。ZO-1、claudin-4 のmRNA

発現比率の結果、正常群と TAA 群間、TAA 群と TAA＋αLA 群間のいずれも有意差は認め

られなかった。E-cadherin の mRNA 発現比率の結果、正常群に比較して TAA 群は有意な低

値を示したが、TAA 群と TAA＋αLA 群間には有意差は認められなかった。 
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Fig. 3-5. Effects of dietary αLA on the mRNA levels of occludin (A), ZO-1(B), claudin-4 (C) and 

E-cadherin (D) in rat intestine tissues. 

Rats were fed a standard AIN-93M diet or an αLA-enriched diet for 15 weeks. TAA was administered 

twice each week for 14 weeks. Intestine tissues were collected at 14 weeks after the first TAA injection. 

Each value is the mean ± SEM (n = 15 in each group). * Significant difference from the TAA group (p 

< 0.05, respectively). 

 

５．小腸組織における病理変化に及ぼす αLA の影響 

αLA の TAA 誘発腸肝軸不全に対する効果について、小腸組織のヘマトキシリンエオジン

染色により評価した（Fig. 3-6）。小腸組織像において TAA 投与によって、小腸の絨毛が萎

縮しており、粘膜下筋層径が短縮している像が確認された。一方、TAA＋αLA 群では小腸の

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

Normal TAA TAA+αLA

O
cc

lu
d

in
 m

R
N

A

*

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

Normal TAA TAA+αLA

ZO
-1

 m
R

N
A

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

Normal TAA TAA+αLA

E
-C

ad
h

er
in

 m
R

N
A

*

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

Normal TAA TAA+αLA

C
la

u
d

in
-4

 m
R

N
A

A B

C D



48 

 

絨毛の萎縮および筋層径の短縮が抑制された。 

 

Fig. 3-6. Histopathological changes in intestine tissues.  

The stained sections were examined at a magnification of 40 x. Representative intestine images are 

Normal (A), TAA group (B), and TAA+αLA group (C). The sections were stained with hematoxylin 

and eosin. TAA was administered twice each week for 14 weeks. Rats were sacrificed at 14 weeks 

after the first TAA injection. 

  

(A)

(B)

(C)
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第４節 考察 

 

肝硬変は線維化と再生結節の形成を特徴とし、あらゆる慢性進行性肝疾患の終末像であ

る。肝硬変のモデルとして TAA を使用した研究が行われており、天然由来成分や食品成分

の有用性についても報告がなされている[117, 118]。ALT、AST は肝臓の炎症とともに上昇

し、血中ヒアルロン酸は肝線維化のマーカーとして用いられる[119]。本試験において、TAA

群では血漿 ALT、AST、ヒアルロン酸が上昇したが、TAA＋LA 群では ALT、AST、ヒアル

ロン酸の上昇が抑制された（Fig. 3-2）。また、肝臓の組織切片の結果、TAA 群では肝の線維

化が観察されたが、TAA+LA 群では線維化が減少していた（Fig. 3-3）。これらの結果より、

αLA は TAA 誘発肝炎および肝線維化の進行を抑制したことが示唆された。 

腸管上皮細胞は、細菌の侵入を防ぐ腸管バリアを形成している。TAA モデルでは肝硬変

の発症とともに腸管バリアが破綻し、バクテリアルトランスロケーションが発生する[111, 

120, 121]。腸管バリアが破綻すると細菌が血液中に侵入し、血中 LPS が増加する[122]。さ

らに LPS は、TNFα や IL-6 などの炎症性サイトカインの分泌を促進し、肝臓の炎症を惹起

する[7]。本試験において血中 LPS 量を TAA+LA 群は TAA 群に比較して正常群より低い濃

度にまで低減した（Fig. 3-4）。LPS の上昇を抑制することによって炎症性サイトカインの産

生が抑制されることが示唆されている[123, 124]。また、これまでに第２章の LPS/ガラクト

サミン誘発急性肝炎モデルに加えて、小腸虚血再灌流モデル[30]、デキストラン硫酸ナトリ

ウム/アゾキシメタン誘発大腸癌モデル[60]において、αLA によって TNF-α や IL-6 などの炎

症性サイトカインの産生が抑制されることが報告されている。このことから αLA の直接的

な炎症性サイトカイン産生抑制効果が本試験結果に寄与した可能性もあると考えられる。 

タイトジャンクションとアドヘレンスジャンクションは細胞間接着構造であり、細胞間

の透過性を制御している。小腸のタイトジャンクションバリアやアドヘレンスジャンクシ

ョンバリアが破綻すると、身体に有害な物質が透過し、粘膜の免疫システムの脆弱化や炎症

が起こり、最終的に腸疾患や全身疾患が生じる可能性がある[13]。主要なタイトジャンクシ

ョンタンパクの一つである occludin の機能はまだ完全には明らかになっていないが、タイ
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トジャンクション構造、小腸透過性において重要な役割を担っていることが動物や細胞を

用いた試験において明らかになっている[125]。本試験において、タイトジャンクションと

アドヘレンスジャンクションの RNA 量を測定した結果、TAA 群に比較して TAA+LA 群で

は occludinの mRNA 量が有意に高値であった（Fig. 3-5）。この結果より、αLA は occludinの

mRNA 発現を増加させることによって腸管バリア機能を維持している可能性が示唆された。

COX-2阻害薬であるセレコキシブがCOX-2/プロスタグランジン E2/プロスタグランジン E2

レセプター2/リン酸化 ERK を制御するメカニズムを介してタイトジャンクションに関与す

るタンパク質発現を亢進したことが報告されている[110]。αLA は COX-2 阻害作用を持つこ

とが明らかとなっていること[29]から、COX-2 阻害薬と同様のメカニズムを介して αLA が

タイトジャンクションに関与するタンパク質の発現を増強した可能性も考えられる。αLAの

タイトジャンクションに対する影響について COX-2 阻害作用が関与しているかより詳しい

検討が今後必要である。 

 小腸上皮組織において炎症が生じることによって絨毛径が短縮化することが報告されて

いる[126]。TAA モデルにおいても炎症が生じることによって小腸の粘膜重量が減少するこ

と[127]や、絨毛が短縮化すること[111]が明らかになっている。本試験においても、先の報

告と一致して、TAA 群では絨毛が短縮化していたが、αLA 投与により抑制されることが示

された。 

 本試験では αLA を混餌投与したことから、消化吸収時に生じたペプチドやアミノ酸が結

果に影響した可能性も考えられる。αLA はトリプトファンやシステインを多く含有するタ

ンパク質である[128]。本試験では、摂餌量よりトリプトファンおよびシステインの摂取量

を計算すると、トリプトファン摂取量は TAA 群：24 mg/day、TAA+αLA 群：61 mg/day、 シ

ステイン摂取量は TAA 群：10 mg/day、TAA+αLA 群：51 mg/day であった。Caco-2 細胞を

用いた試験においてトリプトファンが電気抵抗値を上昇させたこと、ラットを用いた試験

においてトリプトファンが小腸バリア機能を向上し、卵白アルブミン経口感作を抑制した

ことが報告されている[129]。Watanabe らはラットにトリプトファンを 10mg/day、10 週間経

口投与することによって小腸バリア機能が向上したことを示している。本試験における
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TAA 群のラット 1 匹あたりの平均食餌量、トリプトファン摂取量、システイン摂取量は、

それぞれ 14.2 g/日、24 mg/日、10 mg/日であった。TAA+αLA 群では，14.6 g/日，61 mg/日，

51 mg/日であった。本試験では、TAA+αLA 群のトリプトファン摂取量が TAA 群に比べて

37mg/日多かったことから、腸管バリア機能の改善に寄与したと考えられる。さらに，ブタ

を用いた試験において 0.25%L-システイン添加飼料の給餌により、NF-κB および NF-E2 関

連因子 2（Nrf-2）のシグナル伝達経路を介して、LPS によって引き起こされる腸管バリア機

能の低下が改善したことが示されている[130]。本研究では，システインの比率は，AIN-93M

よりも αLA 含有飼料の方が 0.28%多かった。したがって，動物種による違いはあるものの

システインが多く含まれていることが腸管バリア機能維持に寄与した可能性がある。しか

し、αLA の構成成分であるこれらのアミノ酸が、本研究で認められた効果を説明すること

ができるかは不明であり、更に詳細なメカニズムを解明するために αLA の酵素分解物の腸

管バリア機能に対する影響について検討していくことが望ましいと考えられる。 

本章により αLA が腸肝軸不全を改善し、腸管バリアの破綻および肝硬変を抑制すること

が明らかとなった。長期間の αLA 摂取は腸肝軸不全リスク低減に有用である可能性がある

ことが示唆された。 
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総合的考察 

 

第１章、第２章、第３章いずれにおいても薬剤による肝疾患惹起前にαLA 混餌飼料を給

与させることによって、急性肝炎、肝線維化を伴う慢性肝炎、腸肝軸機能不全に対して抑制

効果を示すことを明らかにした。これらは肝疾患を発症する前の段階より αLA を摂取して

いることから、本研究では αLA の肝疾患予防効果を明らかにしたものと考える。第１章で

はマクロファージ細胞にαLA を作用させることによって LPS に対する応答性やマクロフ

ァージ分化能に関連する各種遺伝子の発現に変化が見られた。この結果より、動物試験の結

果においても、肝疾患が発症する前からαLAを予防的に摂取することによってマクロファ

ージ細胞の機能に変化が生じ肝疾患の発症・悪化を抑制することにつながったと考えられ

る。第２章では DMN 投与初日から 6 日後、13 日後、20 日後における肝炎指標の ALT、

AST を測定した。６日目では DMN群とDMN+αLA群との間に有意差はなかったが、13

日後、20 日後では有意に抑制していることから発症後の肝障害の進展を αLA は遅らせて

いると考えられる。すなわちαLA の肝障害の進展を抑制する効果については期待すること

ができる。 

αLAの肝疾患治療効果については今後の検討課題であると考える。GalN/LPS 急性肝炎

モデルにおいて、GalN/LPS 投与とほぼ同時にαLAを経口投与してその後の肝炎指標であ

る ALT、ASTを測定した結果、αLA投与群の ALT、ASTの値は対照の水投与群と同等レ

ベルで推移した(データ非表示）。この結果より、GalN/LPS 急性肝炎モデルのような急激に

肝障害が進行するようなモデルにおいては、発症と同時にαLAを摂取する条件では急性肝

炎を抑制する効果は見られなかった。しかしながら、DMN 惹起肝線維化モデル、TAA 惹

起腸肝軸不全モデルにおいては治療効果を検討した経験がないことから、比較的緩慢に肝

障害が進行するモデルにおいて αLA に肝疾患治療効果があるのか検討する必要があると

考える。 

各種動物モデルにおける肝障害発症機序とαLAの肝障害抑制機序について以下に考察す

る。第１章で用いたGalN/LPS 誘発急性肝炎モデルでは、LPSが肝マクロファージの TLR
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４に結合することによってTNFαが産生され、それがトリガーとなり肝臓の炎症が生じる

[41]。さらにGalN は肝実質細胞中のヌクレオチドに結合し、アポトーシスを惹起するため、

より炎症が悪化する状態となる[41]。αLA は肝マクロファージに作用してM2 型への分化

誘導、LPSに対する応答性改善に関与することによって炎症性サイトカイン産生を抑制し、

急性肝炎の発症、悪化を抑制することが示唆された。第２章で用いた DMN は代謝産物が

メチル化作用を示し、肝毒性や変異を引き起こす[96]。さらに DMN 誘発肝線維化ラットモ

デルは、門脈圧の亢進、腹水、組織学的および生化学的な異常を起こすなどの特徴を有し、

ヒトの肝線維化を反映する[97]。αLA は NO 産生亢進による炎症性サイトカイン産生抑

制、肝血流増進に関与することによって慢性肝炎、肝線維化の発症・悪化を抑制する可能性

が示唆された。第３章で用いた TAAは生体内でモノオキシゲナーゼによる変換後に活性酸

素種を産生し肝細胞壊死を引き起こす[131]。TAA誘発肝硬変ラットモデルでは、小腸バリ

ア破壊が生じ、それによりバクテリアルトランスロケーションが起こる[111, 120] αLAは

肝の炎症、線維化を抑制することにより、腸管バリアを維持し腸肝軸機能不全を改善するこ

と、さらに腸管バリア機能の維持により血中 LPS を低く保ち、肝臓の炎症抑制に寄与する

ことが示唆された。また高コレステロール血症治療薬であるシンバスタチンは TAA 処理ラ

ット生存率を改善する作用があり、この作用はNO 阻害薬 L-NAMEによって相殺されるこ

とから、NOS が保護的な役割を担っていることが示唆されている[131]。第２章においてα

LA は NO 産生を介してDMN 惹起肝線維化を抑制したことを示したが、第３章の TAA 投

与モデルにおいても NO 産生を介した改善作用が影響した可能性が考えられる。 

αLA はラットの十二指腸内に投与後、未分解の状態で門脈血中より検出されたことが確

認されている[30]が、さらにαLA の経口投与後に尾静脈から採取した末梢血中よりαLA

が検出されることを確認している（データ非表示）。この結果より、αLAの一部は胃や腸で

の消化を免れて未分解の状態で血液中に取り込まれることが示された。同試験において血

漿中のαLA濃度は約 250 ng/ml まで上昇することを確認しており、投与したαLA から算

出すると投与後に血中に取り込まれるαLA の割合は約 0.0016%となる。しかしこの試験条

件は単回投与であったため、日常的に混餌投与する場合はαLA の血中濃度や臓器蓄積量が
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多い可能性はある。またαLA の分解されたあとのペプチドやアミノ酸が効果を示した可能

性もある。ペプチドに関してはαLAから得られたペプチドが高い抗酸化能を示すことが報

告されている[109]ことから、肝障害においてもペプチドが抗酸化能により改善作用を示し

た可能性が考えられる。αLA はトリプトファンを多く含有することが特徴であるが、その

他にもシステインや分岐鎖アミノ酸も多く含有する[31]。トリプトファンやシステインの摂

取により小腸バリア機能が向上したこと[129, 130]、分岐鎖アミノ酸の摂取により肝障害が

改善したこと[62]が報告されている。したがって、αLA は肝障害の発症・悪化に予防的に

作用するペプチド・アミノ酸から構成されるため、それらを効率的に摂取することができる

タンパク質源であるとの考え方をすることもできる。 

本研究では試験飼料中の 7%をαLA に置換していた。これよりラットの体重を 200g と

して算出すると１日あたりのαLA 摂取量は約 7.0 g/kgとなる。この値をヒトの摂取量に外

挿すると7.0 g/body摂取することになる。αLAは牛乳中に240mg/200ml含有されており、

ホエイタンパク質中には 20％配合されている。プロテイン製品であるザバスホエイプロテ

イ ン の 1 食 分 21 g 中 に ホ エ イ プ ロ テ イ ン は 15.0 g 含 ま れ る

（https://www.meiji.co.jp/sports/savas/products/bodymake/whey100.html）。20%が αLA

と換算すると 3.0 g となり、この量を毎日摂ることは安全上問題ないと考えられる。本試験

ではαLAの投与量は 1点のみであったため、さらに低い投与量でも肝障害抑制効果を示す

可能性はあり、今後はαLAの有効用量についても検討することが課題であると考える。 

本研究ではαLAを予防的に摂取することによって急性肝炎、肝線維化、腸肝軸不全を抑

制することができることを示した。本研究の成果はαLAの肝疾患発症予防のための食品開

発における基礎的な知見を提供するものである。今後さらにαLAの活性本体を明らかにす

ること、肝疾患予防に加えて肝疾患治療効果についても明らかにすることができれば、医家

向けサプリメントや治療薬としての開発に繋がることも期待される。 
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総括 

 

肝臓は生体内最大の臓器であり、タンパクの合成、有害物質の解毒、胆汁の合成など多岐

に渡る機能を有している。B 型・C 型肝炎ウィルス感染、多量・長期の飲酒、過栄養、自己

免疫などにより肝炎が生じ、肝炎が持続すると線維化が生じ肝硬変になり、さらに進行する

と肝細胞がんの発生率が高まる。したがって肝疾患を進展させる炎症や肝線維化を制御す

ることは肝硬変や肝癌に対する防御にもつながるため重要である。 

本研究では牛乳中のタンパク質に約 4%含まれる αLA の機能性に着目して肝疾患に及ぼ

す影響を検討した。αLA は未分解の状態で吸収されて生体内で生理機能を発揮すると考え

られており、抗炎症作用を持つことが報告されている。これより、肝疾患に対しても機能性

を発揮する可能性があると考え、αLA の急性肝炎、慢性肝炎、肝線維化、腸肝軸の関係性に

及ぼす影響について検討した。 

第１章では、αLA が炎症性サイトカイン産生を抑制することにより急性肝炎の発症、

悪化を抑制することを明らかにした。急性肝炎抑制機序として、マクロファージにおける

M2 型への分化誘導、LPS に対する応答性改善が関与する可能性が示唆された。 

第２章では、αLA が NO 産生を介して慢性肝炎、肝線維化の発症、悪化を抑制するこ

とを明らかにした。NO 産生亢進が炎症抑制、肝血流改善に寄与している可能性が示唆さ

れた。 

第３章では、αLA が肝炎、肝線維化を抑制することにより、腸管バリア機能を維持す

ることを明らかにした。また、αLA は腸管バリア機能の維持により血中 LPS を低く保ち、

肝臓の炎症抑制に寄与する可能性が示唆された。本結果より、αLA が腸肝軸不全を改善す

ることを明らかにした。 

以上のように本研究ではαLA を摂取することにより、急性肝炎、肝線維化、腸肝軸不

全を抑制することができることを示した。本研究は αLA の肝疾患発症の予防のための食品

開発における基礎的な知見を提供するものである。 
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