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序 論 

 

肝臓は糖質代謝や脂質代謝、血液凝固因子の生成、解毒等に関わる主要臓器の一つ

である。生体内に摂取された過剰なエネルギーは、グリコーゲンあるいはトリグリセ

リド（TG）として肝臓組織、脂肪組織、筋肉組織内に貯蔵される。食事摂取により

腸管から吸収された TG および生合成されたコレステロールは、リポタンパクによ

り門脈を通って肝臓に輸送される。リポタンパクは、血液中において水に不溶な脂質

を遠隔組織へ運搬するための複合体粒子である。粒子の外縁側に親水性の部分をもつ

リン脂質やアポリポタンパクが存在し、粒子の内側には疎水性のコレステロールエス

テル、遊離コレステロールや TG などの脂質成分が含まれた構造を有している。リ

ポタンパクは、粒子径あるいは比重により、カイロミクロン（CM）、超低密度リポ

タンパク（VLDL）、低密度リポタンパク（LDL）、高密度リポタンパク（HDL）の

主要 4 分画に分類される。中間密度リポタンパク（IDL）は、VLDL から LDL への

代謝が遅延した時のみ増加し、健常者ではほとんどみられない。 

 リポタンパク代謝に関わる脂質代謝経路は、外因性経路と内因性経路が存在する。

外因性経路は、食事および胆汁由来のコレステロールおよび脂肪酸が小腸で吸収され、

TG およびコレステロールエステルが形成されて CM 粒子に組み込まれ、門脈を通

って肝臓まで運搬される経路である。CM に含まれる TG の一部は、血管内皮細胞

表面に存在するリポタンパクリパーゼ（LPL）により加水分解され、遊離脂肪酸とな

る。TG 含量が低下した CM 粒子は粒子径が縮小し、コレステロールに富んだ CM 

レムナントとなり、最終的にレムナント受容体を介して肝臓組織中に取り込まれる。

内因性経路は、肝臓から末梢組織に TG とコレステロールを輸送する経路である。

リポタンパクとして取り込まれたものに加え、肝臓組織内で生合成されたコレステロ

ールと TG が、VLDL 粒子として肝臓組織から血液中に分泌される。血液中に放出
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された VLDL の TG は、血管内皮細胞表面の LPL あるいは 肝性トリグリセリドリ

パーゼ（HTGL）により遊離脂肪酸に加水分解されて TG を失い、コレステロールに

富んだ LDL となって、末梢組織の LDL 受容体を介して取り込まれ、コレステロー

ルを供給する。血液中の余剰の LDL 粒子は、肝臓組織に発現する LDL 受容体を介

して取り込まれる。また、肝臓組織内で産生されるアポリポタンパク A-I は、血液

中で HDL 粒子を形成し、末梢組織の余剰の遊離コレステロールを回収し、肝臓組織

内に輸送する。末梢組織から肝臓組織へコレステロールを輸送することを、コレステ

ロール逆転送と呼ぶ（Figure 1）。 

 

外因性経路（Extrinsic pathway）  内因性経路（Intrinsic pathway） 

 

Figure 1. Extrinsic and intrinsic pathways of lipoprotein metabolism. 
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臨床において、LDL および HDL は動脈硬化性疾患の発症の重要な危険因子およ

び防御因子として認知され、いわゆる悪玉コレステロールおよび善玉コレステロール

として広く知られている。即ち、脂質代謝異常の中でも、高 LDL-コレステロール 

（LDL-C）は動脈硬化性疾患などの循環器疾患の発症と密接に関連し、高 TG 血症は、

脂肪肝および脂肪肝炎、膵炎などの発症に関わり、生命予後を悪化させる原因となる。

一般的に高 LDL-C 血症の治療では、食事療法および運動療法などの生活習慣の是正

に加え、スタチン系薬剤、コレステロール吸収阻害薬エゼチミブ、胆汁酸吸着レジン

剤、抗プロタンパク質転換酵素サブチリシン/ケキシン 9 型（PCSK9）阻害抗体薬な

どの服薬により生命予後の改善が図られる。一方、高 TG 血症の治療では、食事療

法および運動療法などの生活習慣の是正に加え、脂質低下薬として、フィブラート系

薬剤やニコチン酸製剤、イコサペント酸エチル製剤などが使用される。しかしながら、

リポタンパク代謝の異常に起因する肝臓疾患における脂肪蓄積および動脈硬化形成

の引き金となる脂質異常症の発症の分子機構は未だ未解明の点もあり、新規な機構が

存在する可能性も考えられる。脂肪肝、脂肪肝炎に対しては、既存の治療薬では十分

な治療効果を得ることが困難である。また、重症の家族性高コレステロール血症の場

合、既存の治療薬では十分な治療効果があげられないこともある。さらに、高リスク

の動脈硬化性疾患の場合、十分な効果を得るために極端に低い血清 LDL-C の管理目

標値が診療ガイドライン上で設定されているため、既存の治療薬のみでは管理目標値

に到達できないこともある。このような病態において、より詳細な病態の分子機構の

解明が新規の治療につながる可能性がある。 

そこで本研究は、脂肪肝および肝炎を呈する非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）

における CDAHFD 負荷動物モデルの有用性、脂質異常症におけるコレステロール代

謝に対するナルディライジン（NRDC）の役割について検討した。 
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本 論 

 

第 1 章 コリン欠乏高脂肪食負荷非アルコール性脂肪性肝炎マウスモデルにおける

血清コレステロールおよびトリグリセリド値の解析 

 

1-1. 緒 言 

脂肪肝は、肝臓に脂肪が過剰に蓄積した状態であり、アルコール摂取量によりアル

コール性脂肪肝と非アルコール性脂肪肝に大別される。さらに、非アルコール性脂肪

性肝疾患（NAFLD）は、その病態により単純性脂肪肝（simple steatosis）と NASH 

に大別される。NAFLD の中で、NASH は最終的に肝硬変と肝細胞癌に発展する生命

予後不良の病態である。 

NAFLD の診断は、CT あるいは超音波検査などの画像診断で肝臓組織での脂肪沈

着を認める症例で、飲酒量がエタノール換算で男性 30 g/day、女性 20 g/day 未満で

あり、加えて抗原抗体検査によりウイルス性肝炎の可能性が除外され、さらにヘモク

ロマトーシスあるいはウイルソン病などの代謝性疾患が否定されることで行われる。

NAFLD が単純性脂肪肝あるいは NASH であるのかの鑑別には肝生検による病理組

織診断が必要である。肝臓組織の病理組織検査において、NASH 症例では炎症性細胞

の浸潤や脂肪沈着、肝細胞の膨張、Mallory 小体、線維化が観察される1)。肝生検は 

NASH の確定診断および線維化の程度を評価する際の重要な診断法であるが、NAFL

D の全ての症例に対して侵襲性の高い肝生検を適用することは現実的ではなく、NA

SH に対する特異的かつ非侵襲的で簡便な検査・診断方法あるいは NASH の病態を

忠実に反映する信頼性の高いバイオマーカーの早急な開発が期待されている。しかし

ながら、現在までに NASH に特異的かつ信頼性の高い診断バイオマーカーは未だ開

発に至っておらず、アラニンアミノトランスフェラーゼ（ALT）およびアスパラギン
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酸アミノトランスフェラーゼ（AST）で代替的に肝機能を評価している。また、食事

や運動などの生活習慣の改善による肥満の解消および体重の減少を除いて、NASH 

に特異的かつ有効性の高い治療法は未だ確立されておらず、その治療薬剤の誕生が望

まれている。 

単純性脂肪肝を有する一部の患者は、ヒト NASH の特徴である肝炎と肝線維症を

発症し、肝硬変に至ることで、最終的に肝細胞癌に進展する4)。しかし、多くの場合

は単純性脂肪肝に留まり、NASH あるいは肝細胞癌にまで進行することは少数である。

NASH の病態進展に関与する分子メカニズムは、従来より two-hit theory が提唱され

てきた2)。即ち、first hit は肝臓での脂肪蓄積であり、second hit は腸管からの細菌性

エンドトキシンの混入あるいは Kupffer 細胞および肝星細胞の活性化などによる炎

症反応とその後の肝線維化である。肝臓組織における脂肪蓄積は、脂肪組織から肝臓

組織への脂肪酸の流入量の増加、肝臓での de novo 脂肪酸合成の亢進、肝臓での脂

肪酸 β 酸化の減少、TG に富む VLDL の肝臓組織から血液中への分泌の減少による

ものと考えられている。一方、最近では脂質、腸管からの細菌性エンドトキシン、酸

化的ストレス、炎症性サイトカインなどの種々の刺激に反応し、脂肪肝、肝炎、肝線

維症が並行して進行する multiple parallel hit 仮説が提唱されている3)（Figure 2）。

実際に、ヒト NASH の患者で脂肪蓄積が軽度であるにもかかわらず著明な線維化を

呈する症例も存在する。これまでに NAFLD/NASH の病態と関連する候補分子が明

らかになりつつあるが、病態の進展を規定する鍵となる分子は未だ明らかにされてお

らず、その分子機構の解明が望まれている。それゆえ、NAFLD/NASH の分子機構の

解明および新規の予防や治療法を確立するために、ヒト NASH の病態を忠実に反映

するマウスモデルの開発が必要である。 

NAFLD/NASH の病態の進展を規定する分子機構の解明のために、遺伝子改変ある

いは食餌供与により誘発される複数の NASH マウスモデルが提唱されている5-7)。こ
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れらのモデルの中で、レプチン欠損（ob/ob）およびレプチン抵抗性（db/db）マウス

などの遺伝的肥満モデルは、過食症に起因する肥満、高血糖、インスリン抵抗性およ

び脂肪肝を示すことが報告されている8,9)。食餌栄養モデルである高脂肪食負荷マウス

は、容易に脂肪肝を呈するが、肝線維症に至らないことが知られている。これらのマ

ウスモデルでは、共通して通常食供与下では脂肪肝を発症するものの、ヒト NASH 

の特徴的な所見の一つである顕著な肝線維化を示さない。また、別の遺伝子改変モデ

ルであるステロール応答配列結合タンパク質（SREBP）1c トランスジェニックマウ

スは、脂肪肝および肝線維症を示すものの、肝臓組織に限局した脂肪蓄積を示し、内

臓肥満は示さないことが報告されている10)。肝炎や肝線維化へ進展させるにはメチオ

ニンおよびコリン欠乏食（MCD）などの実験食餌の供与が必要である。通常、肝臓中

の脂質が循環血液中に VLDL として分泌されるには、メチオニンおよびコリンから

合成されるホスファチジルコリン（PC）が必要である。MCD モデルは、メチオニン

およびコリンの欠乏により PC の合成が低下し、肝臓組織内への脂肪蓄積あるいは肝

炎を誘発させる NASH モデルとして考案された実験食餌である11-13)。しかしながら、

MCD は脂肪肝、肝炎および肝線維症を呈し、ヒト NASH に類似する所見が見られ

る一方で、ヒト NASH では通常認められない重度な体重減少14)、血清脂質値の低下

および VLDL の分泌に重要なミクロソームトリグリセリド転送タンパク質（MTP）

の肝臓組織での発現量の低下が見られた15)。即ち、MCD モデルでは、通常ヒトでは

肥満に起因する NASH の特性とは異なる点が存在することが明らかとなった。また、

遺伝子改変および食餌栄養モデルを組み合わせた MCD 供与 db/db マウスモデルは、

脂肪肝を発症した後に顕著な肝線維化を示したことから、NASH の分子機構の解明に

有用なマウスモデルとなる可能性が示唆されている15)。しかしながら、このモデルは

レプチン受容体の遺伝的異常を有するとともに、血清脂質プロファイルについては明

確には示されていない。これらの実験上の難点を克服するために、コリン欠乏 L-ア
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ミノ酸規定（CDAA）食餌モデルが開発されたが、ヒト NASH の特徴である肝線維

化を観察するには 20 週間以上の長期間の給餌が必要であった16)。これらの動物モデ

ルの欠点を改善するために、コリン欠乏 L-アミノ酸規定高脂肪食（CDAHFD）モデ

ルが新たに開発され、食餌供与から 6 週間で肝線維化を示し17)、24 週で肝細胞癌を

発症することが報告されている18)。しかしながら、この CDAHFD モデルがヒト NA

SH の病態とどこまで合致するのかは、未だ十分には解明されていない。 

そこで本章では、これまでの CDAHFD マウスモデルでは検討されていなかった 

NASH の病態進展と体重と血清脂質プロファイルの変動および肝細胞への脂肪酸の

取り込みを促進する CD36 や炎症性サイトカインである腫瘍壊死因子（TNF-α）、線

維症マーカーである形質転換成長因子（TGF-β）などの脂肪肝および肝炎、肝線維症

に関連する分子指標との相関性について検討し、NAFLD/NASH における CDAHFD 

マウスモデルの有用性について検討することを目的とした。 

 

Figure 2. The overview of multiple parallel hit hypothesis. 
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1-2. 実験材料および実験方法 

 

1-2-1. 動物モデル 

8 週齢の雄性の C57BL/6J 系統マウスを日本 SLC（Shizuoka、Japan）より購入し

た。標準的食餌（MF; Oriental yeast; SD） を供与して 1 週間の順応期間を設定し、

無作為に 2 群に分離した。コリン欠乏、0.1% メチオニン、62 kcal% 脂肪を含むコ

リン欠乏高脂肪食（A06071302; Research Diets Inc; CDAHFD）を与え、他方の群に

は SD を供与した。CDAHFD および SD の食餌組成は Table 1 に示した通りであ

る。自由摂水の条件に加えて両群に、マウス 1 匹あたり 5 g/day の分量で食餌を 

14 週間供与した。各食餌摂取量を測定し、食餌摂取に影響を与える食餌の変性を回

避するために、2 日間毎に新鮮な食餌と交換した。本研究における全てのマウスは、

22°C の室温と 12 時間の明暗サイクルの制御された条件下で、特定病原体を含まな

い SPF 環境下で飼育した。本研究のプロトコールは、神戸学院大学動物実験倫理委

員会の承認を取得した上で実施した。 

 

1-2-2. サンプルの調製および生化学解析 

マウスの体重は毎週測定し、実験食餌供与開始から 14 週間後に摘出した肝臓組織

の重量を測定した。一晩絶食させた後、ジエチルエーテル（Nacalai Tesque）にて麻

酔したマウスの眼窩静脈から血液サンプルを採取し、4°C で 16,000×g にて 5 分間

遠心分離して血清を得た。血清サンプルは解析に使用するまで -80°C で凍結保存し

た。血清中の TG、総コレステロール（T-Chol）、ALT 濃度および肝臓組織中の TG

 含量は、標準酵素アッセイにより測定した。マウスの肝臓組織からの総脂質は、Fol

ch 法により抽出した19)。 
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Table 1. Contents of CDAHFD and SD are shown. 

 

1-2-3. 病理組織学的解析 

マウスの肝臓組織を摘出し、10% の中性緩衝ホルムアルデヒド（Wako）で 4°C 

で 48 時間固定し、パラフィン包埋した。肝切片（厚さ 4 μm）は、70% エタノール

中に 24 時間浸し、ヘマトキシリン・エオジン（HE）およびマッソントリクローム

（MT）で染色して光学顕微鏡で観察した。 
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1-2-4. トータル RNA 抽出 および逆転写反応 

トータル RNA の抽出、単離、精製は RNAiso Plus Reagent（TaKaRa）を使用し、

製品プロトコールの手順に従って以下の通り行った。即ち、マイクロチューブに採

取した肝臓組織片 10 mg に RNAiso Plus Reagent を 500 µL 加え、バイオマッシャ

ー II（Nippi）を用いて組織片をホモジェナイズした後、クロロホルム（Nacalai Tesq

ue）を 100 µL 加え、15 秒間激しく転倒混和した。その後、氷上で 2 分間静置し、

4°C で 12,000×g にて 15 分間遠心分離した。遠心後、水層（上層）を約 500 µL 

をマイクロチューブに移し、イソプロパノール（Nacalai Tesque）を 500 µL 加えて

転倒混和した。その後室温で 5 分間静置し、4°C で 12,000×g にて 10 分間遠心分

離した。遠心後、得られた沈殿物に ジエチルピロカーボネート（DEPC）処理水（N

acalai Tesque）で希釈した 75% エタノール を 1 mL 加えて転倒混和し、4°C で 12,

000×g にて 5 分間遠心分離した。遠心後、上清を除去して室温で約 10 分間風乾し

た。沈殿物が透明になったことを確認した後に DEPC 処理水を加え、氷上で 5 分間

インキュベートして沈殿物を溶解した。得られたサンプルは、逆転写反応に使用する

まで -80°C で凍結保存した。 

 逆転写反応は、ReverTra Ace qPCR RT Kit（TOYOBO）を使用して行った。製品

プロトコールに従って、得られた トータル RNA サンプルを 65°C で 5 分間インキ

ュベートし、氷上で急冷した。その後、トータル RNA 1 µg に 5×RT バッファー  

[50 mM Tris-HCl (pH8.3), 75 mM KCl, 3 mM MgCl2, 10 mM DTT, 10 mM dNTP]、

逆転写酵素 [20 mM Tris-HCl (pH7.5), 100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 

0.01% Nonidet P-40, 50% Glycerol] 100 U/µL、プライマー混合液 [10 pmol oligo  

(dT) primer, 25 pmol random primer]、nuclease-free water を混合し、全量を 10 µL 

として反応液を 37°C で 15 分間、98°C で 5 分間の条件で反応させた。反応終了後

は 4°C で保存し、nuclease-free water で 10 倍に希釈した。 
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1-2-5. 定量的リアルタイム RT-PCR 

定量的リアルタイム RT-PCR（qRT-PCR）は、THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix

（TOYOBO）を使用し、7500 Fast Real-time PCR System（Applied Biosystems）を使

用して特定の遺伝子を増幅した。製品プロトコールに従って、逆転写反応させたテン

プレート溶液に THUNDERBIRD SYBR qPCR mix、50×ROX reference dye、6 pmol 

forward primer、6 pmol reverse primer、nuclease-free water を加えて混合し、全量を 

20 µL として反応液を 95°C で  20 秒間、95°C で  3 秒間、60°C で  30 秒

間の増幅反応を  40 サイクル行った。遺伝子発現量は、β-actin mRNA 発現量と

比較することにより正規化した。全ての反応は duplicate にて行った。qRT-PCR 解析

に使用した遺伝子特異的プライマー（Sigma-Aldrich）の塩基配列は Table 2 に示した

通りである。 

Target

TNF-α Fwd CCCTCACACTCAGATCATCTTCT

TNF-α Rev GCTACGACG TGGGCTACAG

TGF-β Fwd GCTAATGGTGGACCGCAACAAC

TGF-β Rev CACTGCTTCCCGAATGTCTGAC

Collagen I Fwd GCTCCTCTTAGGGGCCACT

Collagen I Rev ATTGGGGACCCTTAGGCCAT

Collagen IV Fwd TCCGGGAGAGATTGGTTTCC

Collagen IV Rev CTGGCCTATAA GCCCTGGT

CD36 Fwd TCTTATGGTGTGCTAGACATTGGC

CD36 Rev AGGTTCTGAAACATCTGGACTTGC

MTP Fwd CCTACCAGGCCCAACAAGAC

MTP Rev CGCTCAATTTTGCATGTATCC

β-actin Fwd CTGACTGACTACCTCATGAAGATCCT

β-actin Rev CTTAATGTCACGCACGATTTCC

Primer sequence (5' → 3')

 

Table 2. The primer sequences used in qRT-PCR are shown.   

Fwd: forward, Rev: reverse 
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1-2-6. 統計学的解析 

数値データは、平均値 ± 標準誤差（standard error of the mean; S.E.M.）として表

した。平均値間の差の統計的有意性は、Student’s t-test を用いて評価した。相関性の

統計的有意性は、Spearman’s test を用いて解析した。P 値は 0.05 未満を統計的に有

意であると判定した。 
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1-3. 結 果 

 

1-3-1. CDAHFD がマウスの体重に及ぼす影響 

CDAHFD あるいは SD を 14 週間供与したところ、CDAHFD 供与マウスの体重

は、供与期間を通して SD 供与マウスよりも有意に低値（P < 0.0001）であった（Figure 

3）。 14 週目における CDAHFD 群と SD 群の平均体重は、それぞれ 24.8 ± 0.2 g お

よび 32.0 ± 0.6 g であった（P < 0.0001）。これらの体重減少は、脂肪無添加の MCD モ

デルで報告された体重減少に比べて軽度であった。しかし、CDAHFD 群の体重減少

は、統計的に有意であり、ヒト NASH の一般的な表現型とは異なるものであった。 

 

 

 

Figure 3. Comparison of body weight changes in mice fed CDAHFD or SD. 

Weekly body weight (BW) changes in mice fed CDAHFD or SD for 14 weeks are indicated 

(n=10). Values are indicated as mean ± S.E.M. *: P < 0.0001 vs SD. 
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1-3-2. CDAHFD がマウスの肝臓重量と肝臓の肉眼的および顕微鏡的外観に与える 

   影響 

CDAHFD 群（74.9 ± 2.8 mg/体重）の肝臓重量は、SD 群（43.6 ± 1.7 mg/g）と比べ

て有意に（P < 0.0001）高重量であった（Figure 4A）。CDAHFD 供与マウスから摘出

した肝臓の外観は、SD 供与マウスと比べて淡色の色調を呈した（Figure 4B 上段）。

さらに、HE および MT 染色による組織病理学的解析の結果、CDAHFD 供与マウス

の肝臓組織における脂肪滴、白血球浸潤および線維化が認められたが、SD 供与マウ

スでは認められなかった（Figure 4B 下段）。このように、これまでの研究で報告され

てきた通り 18)、CDAHFD を供与したマウスの肝臓はヒト NASH に類似する組織像

を呈した。 
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Figure 4. Liver weight, macroscopic appearance and histology in mice fed CDAHFD  

or SD. 

Liver weight relative to BW (mg/g, panel A) and representative liver macroscopic appearance 

and histopathology (panel B) in mice fed CDAHFD or SD for 14 weeks are shown. In panel 

A, liver weight in mice fed CDAHFD or SD for 14 week is shown (n=10). In panel B, upper 

panels indicate macroscopic appearance, middle and lower panels show microscopic images 

in hematoxylin-eosin (HE) staining and Masson’s trichrome (MT) staining, respectively. 

Values are indicated as mean ± S.E.M. *: P < 0.0001 vs SD.
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1-3-3. 肝臓の脂質含量と ALT および脂質濃度 

CDAHFD 供与による脂質プロファイルを検討するために、肝臓での脂肪蓄積量、

血清中の ALT、T-Chol、TG 値について検討した。肝臓 TG 含有量は、SD 供与マ

ウス（32.8 ± 24.3 mg/g、Figure 5A）と比べて CDAHFD 供与マウス（205.2 ± 9.2 mg/g）

で有意に高値であった（P < 0.0001）。血清 ALT 値は、SD（40.4 ± 5.4 IU/mL、Figure 5B）

供与マウスと比べて CDAHFD （443.6 ± 53.5 IU/mL）供与マウスで有意に高値であ

った（P < 0.0001）。血清脂質プロファイルに関しては、血清 T-Chol 値は、SD 供与

マウス（67.3 ± 3.5 mg/dL、Figure 5C）と比べて CDAHFD 供与マウス（29.3 ± 1.6 mg/dL）

で有意に（P < 0.0001）低値であった。血清 TG 値についても、SD（55.1 ± 7.6 mg/dL、

Figure 5D）供与マウスと比べて CDAHFD（28.0 ± 2.0 mg/dL）供与マウスの方が有意

に低値であった（P < 0.01）。 
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Figure 5. Intrahepatic TG content and serum ALT and lipid levels in mice fed CDAHFD 

or SD. 

Intrahepatic TG content (A), serum ALT (B), TG (C) and total cholesterol (T-Chol) (D) levels 

in mice fed CDAHFD or SD for 14 weeks are shown. Values are indicated as mean ± S.E.M. 

(n=10). *: P < 0.01, **: P < 0.0001 vs SD. 
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1-3-4. 肝臓組織における炎症、線維症、TG 取り込みに関連する遺伝子発現 

肝臓組織での炎症、線維症、TG 取り込みに関連する遺伝子発現量の変化を検討する

ために、qRT-PCR 解析を実施した。肝臓組織における炎症性サイトカインの TNF-α 

の mRNA 発現量は、SD 群（0.10 ± 0.02 a.u. Figure 6A）と比べて CDAHFD 群（0.74 ± 

0.12 a.u.）で有意に増加した（P < 0.0001）。線維化の指標である TGF-β mRNA 発現量

は、SD 群（0.32 ± 0.05 a.u. Figure 6B）と比較して、CDAHFD 群（1.23 ± 0.20 a.u.）

で有意に（P < 0.0001）増加した。同じく線維化の指標の collagen I および IV mRNA 

発現量についても、SD 群（0.02 ± 0.003 a.u. および 0.68 ± 0.11 a.u. それぞれ Figure 

6Cおよび Figure 6D）と比べてCDAHFD 群（1.30 ± 0.21 a.u. および 3.69 ± 0.58 a.u.）

で有意に（それぞれ P < 0.0001 および P < 0.0001）顕著に増加した。さらに、CDAHFD 

群（0.96 ± 0.15 a.u. Figure 6E）では、SD 群（0.18 ± 0.03 a.u.）と比較して、肝臓にお

ける CD36 mRNA 発現量が有意に（P < 0.0001）増加した。一方で、MTP mRNA 発

現量は、SD 群（2.4 ± 0.38 a.u. Figure 6F）と比較して CDAHFD 群（1.8 ± 0.29 a.u.）で

有意に（P < 0.05）減少した。 
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Figure 6. Relative expression levels of genes related to lipid accumulation, inflammation 

and fibrosis in mice fed CDAHFD or SD. 

Relative mRNA expression levels of TNF-α (A), TGF-β (B), collagen I (C), collagen IV (D), 

CD36 (E) and MTP (F) in the liver of mice fed CDAHFD or SD for 14 weeks. Expression 

levels were normalized to β-actin mRNA expression levels. Values are indicated as mean ± 

S.E.M. (n=10). *: P < 0.05, **: P < 0.0001 vs SD. 
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1-3-5. 肝臓での脂質蓄積と体重および血清脂質値との相関性の検討 

CDAHFD モデルにおける血清脂質値の変動と NAFLD/NASH の病態進展との関

連性を検討するために、体重あるいは血清脂質値と NAFLD/NASH の病態の指標と

の相関性を検討した。肝臓重量は、体重（Figure 7A; Spearman’s rho = -0.644、P < 0.001）

および血清 T-Chol 値（Figure 7B; Spearman’s rho = -0.785、P < 0.001）との間で有意な

逆相関を示した。しかし、血清 TG 値とは統計的に有意な逆相関ではなかった（Figure 

7C; Spearman’s rho = -0.304、P = 0.193）。肝臓内での TG 含有量は、体重（Figure 7D; 

Spearman’s rho = -0.774、P < 0.001）および血清 T-Chol 値（Figure 7E; Spearman’s rho = 

-0.799、P < 0.001）と有意な逆相関を示した。一方で、肝臓内 TG 含有量は、血清 TG 

値と逆相関する傾向にあったが、統計的に有意ではなかった（Figure 7F; Spearman’s 

rho = -0.330、P = 0.155）。 
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Figure 7. Relationship of liver weight or intrahepatic TG content with body weight  

or serum lipid levels. 

Correlation of liver weight (A-C) or intrahepatic TG content (D-F) with body weight (A, D), 

serum T-Chol (B, E) or TG (C, F) levels in mice fed CDAHFD or SD for 14 weeks (n=10) is 

shown. 
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1-3-6. 血清 ALT および肝臓での TNF-α 発現量と体重あるいは血清脂質値との 

   相関性の検討 

血清 ALT 値および肝臓組織での TNF-α 発現量と体重あるいは血清脂質値との相

関性を検討した。血清 ALT 値は、体重（Figure 8A; Spearman’s rho = -0.728, P < 0.001）、

血清 T-Chol 値（Figure 8B; Spearman’s rho = -0.675、P < 0.001）および血清 TG 値

（Figure 8C; Spearman’s rho = -0.508、P < 0.05）との間で有意な逆相関を示した。また、

肝臓組織における TNF-α mRNA 発現量は、体重（Figure 8D; Spearman’s rho = -0.774、

P < 0.001）、血清 T-Chol 値（Figure 8E; Spearman’s rho = -0.770、P < 0.001）および血

清 TG 値（Figure 8F; Spearman’s rho = -0.505、P < 0.05）との間で有意な逆相関を示し

た。 
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Figure 8. Relationship of serum ALT or hepatic TNF-α expression levels with body 

weight or serum lipid levels. 

Correlation of serum ALT (A-C) or hepatic TNF-α mRNA expression (D-F) levels with body 

weight (A, D), serum T-Chol (B, E) or TG (C, F) levels in mice fed CDAHFD or SD for 14 

weeks is shown (n=10). 
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1-3-7. 肝臓での TGF-β および CD36 発現量と体重および血清脂質値との相関性 

   の検討 

肝臓組織での TGF-β および CD36 mRNA 発現量と体重あるいは血清脂質値との間

の相関性を検討した。肝臓組織における TGF-β mRNA 発現量は、体重（Figure 9A; 

Spearman’s rho = -0.859、P < 0.001）、血清 T-Chol 値（Figure 9B; Spearman’s rho = -0.826、

P < 0.001）および血清 TG 値（Figure 9C; Spearman’s rho = -0.537、P < 0.05）との間で

有意な逆相関を示した。さらに、肝臓組織における CD36 mRNA 発現量は、体重

（Figure 9D; Spearman’s rho = -0.844、P < 0.001）、血清 T-Chol 値（Figure 9E; Spearman’s 

rho = -0.764、P < 0.001） および血清 TG 値（Figure 9F; Spearman’s rho = -0.478、P < 

0.05）との間で有意な逆相関を示した。 
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Figure 9. Relationship of hepatic TGF-β or CD36 expression levels with body weight  

or serum lipid levels. 

Correlation of hepatic TGF-β (A-C) or CD36 (D-F) mRNA expression levels with body 

weight (A, D), serum T-Chol (B, E) or TG (C, F) levels in mice fed CDAHFD or SD for 14 

weeks is shown (n=10). 
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1-4. 考 察 

NAFLD/NASH の特異的かつ有効な予防法と治療法を確立するためには、臨床で観

察されるヒト NAFLD/NASH の特徴的所見を忠実に模倣する動物モデルが必要であ

る。従来の HFD や MCD などの栄養モデルやレプチン欠損（ob/ob）およびレプチ

ン抵抗（db/db）マウスなどの遺伝子改変モデルでは、肥満や脂肪肝が共通して再現

される 8,9,11)。しかし、HFD モデルやこれらの遺伝子改変モデルでは、NASH の特徴

の一つである肝線維症には進展しないことが報告されている 16-19)。また、MCD によ

る食餌モデルでは、脂肪肝、炎症および線維症を呈する一方で、肥満の表現型を示さ

ず、重度の体重減少が報告されている 16)。これらの点は、ヒト NASH の臨床的特徴

とは異なるものであり、これらの実験上の難点を克服するために、CDAHFD モデル

が確立された。 

本章では、NASH の病態進展と CDAHFD マウスモデルにおける体重と血清脂質

プロファイルの変動および脂肪肝、肝炎、肝線維症に関連する分子指標との相関性に

ついて検討し、NAFLD/NASH における CDAHFD マウスモデルの有用性について検

討した。本章における検討では、CDAHFD 供与マウスが SD 供与マウスと比較して

ヒトでの臨床所見とは異なる有意な低体重、血清 T-Chol 値および TG 値が減少す

ることを明らかにした。さらに、従来の NAFLD/NASH 動物モデルを用いた検討で

は、病態進展に関わる遺伝子発現量について解析されているものの、体重および血清

脂質の変動との相関性は十分に検討されていなかった。本研究は、体重および血清脂

質と脂肪肝、肝炎および肝線維症に関連する分子指標との相関性は、本研究で初めて

明らかされ、体重低下と血清脂質値の低下は、肝臓組織における TG 含有量、TNF-α 

および TGF-β の遺伝子発現量、血清 ALT 値などの NASH の重症指標と有意な逆

相関を示し、これらの要因間の重要な関連を示唆した。 
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リポタンパク代謝の恒常性を維持する上で、ヒトやマウスは VLDL の形成と分泌

に重要な役割を果たす PC を合成するために、食物からコリンを摂取する必要があ

る。また、MTP は肝臓での VLDL の形成と放出に必須のタンパク質であり、実際

にヒトではホモ接合型家族性高コレステロール血症を含む極めて重度の高コレステ

ロール血症の治療薬剤として MTP 阻害剤であるロミタピドが開発され、臨床使用さ

れている 20)。その作用機序から予測される通り、ロミタピドの重要な副作用として、

肝臓での TG の蓄積が報告されている 20)。また、ホスファチジルエタノールアミン 

N-メチルトランスフェラーゼ（PEMT）および MTP には遺伝子多型が存在し、

NAFLD/NASH に対する感受性に影響することが報告されている 21-23)。MCD 供与マ

ウス 15) と同様に、CDAHFD 供与マウスにおいても肝臓組織での MTP 発現量の著

しい減少がみられ、少なからずヒトの病態と異なる点が存在するものの、MTP 阻害

剤により誘発される NAFLD/NASH および PEMT あるいは MTP の遺伝子異常を

背景とする NAFLD/NASH の病態を模倣するモデルとなる可能性が考えられた。 

また、NAFLD を伴う高インスリン血症患者の肝臓中の TG の約 60% が血清中の

遊離脂肪酸から合成されるが、空腹時にはそれが約 80% に及び、脂肪組織での TG

分解と遊離脂肪酸の放出に関わるホルモン感受性リパーゼは、インスリンにより活性

が抑制されるが、インスリン抵抗性が生じるとその活性化の抑制がかからない 24)。

また、肝臓への遊離脂肪酸の取り込みは制御を受けずその血中濃度に依存するといわ

れる 24)。さらに、このような患者では肝臓での脂肪酸合成も亢進されており、肝臓

中の TG の約 26% 程度が肝臓組織内で生合成された遊離脂肪酸であり、その割合

は空腹時でも高いこと（健常者では空腹時には肝臓組織内で合成された脂肪酸の割合

は 5 %未満）から、脂肪組織からの遊離脂肪酸の放出や肝臓内での脂肪酸合成をも加

えた実験的動物モデルが必要かもしれない 24)。この TG の基となる脂肪酸の由来の

比率の相違は、肝臓組織における脂肪蓄積あるいは炎症反応の組織像の変動に加え、
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脂肪組織を含めた包括的な類似性を有する疾患モデルの重要性を示唆すると思われ

る。また、肝細胞における CD36 の発現は、肝臓組織への脂肪酸の取り込みおよび

NAFLD/NASH の発症に関与することが示唆されている 25)。さらに、U937 細胞を用

いた研究で示されたように、CD36 の発現は TNF-α による炎症性刺激により誘導さ

れることが明らかにされている 26)。本研究の CDAHFD モデルでみられた血清脂質

値の低下は、肝臓での CD36 発現量の増加と MTP 発現量の低下が寄与することが

示唆された。 

本章における検討により、実際に、従来の実験食餌供与モデルを改善し、ヒト 

NASH に類似するとされる CDAHFD においても、ヒト NASH の臨床像とは異なる

有意な体重増加の抑制および血清脂質の低下が明らかとなった。これらの臨床像の相

違点は、遺伝的異常や MTP 阻害薬での治療下ではないヒト NASH の病態を反映す

るバイオマーカーあるいは治療標的分子を探索する際の重大な障壁となるものと考

えられた。また、体重および血清脂質と脂肪蓄積、肝炎および肝線維症に関連する分

子指標との相関性は、本研究で初めて明らかされた。従来の NAFLD/NASH 動物モ

デルを用いた検討では、病態進展に関わる遺伝子発現量について解析されているもの

の、体重および血清脂質の変動との相関性は十分に検討されていなかった。この研究

成果は、NAFLD/NASH の分子機構の解明に直接的に寄与するものではないが、今後

の動物モデルを用いた NAFLD/NASH の研究において、体重と血清脂質プロファイ

ルの変動および病態進展に関連する分子指標との相関性を明らかにし、ヒトの病態と

類似した実験動物モデルにすることの重要性を示した。一方、MCD 供与レプチン抵

抗（db/db）マウス 15) では、内臓肥満とインスリン抵抗性を呈するヒト NASH の臨

床所見に類似する一方で、それらの血清脂質プロファイルは未だ明らかにされておら

ず、今後の解明が期待される。 
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第 2 章 肝細胞におけるナルディライジンによる低密度リポタンパク（LDL）- 

コレステロールの代謝制御の検討 

 

2-1. 緒 言 

第 1 章では NAFLD/NASH の臨床所見として認められる脂肪肝、肝炎、肝線維

症に関連する分子指標と血清脂質との相関性について明らかにした。しか

しながら、リポタンパク代謝の異常に起因する脂質異常症では、主として

血液中の  VLDL 粒子に由来する  TG 濃度に加えて  LDL 粒子に由来する

コレステロール濃度の是正が重要である。そこで本章では、リポタンパク

およびコレステロール代謝において中心的な役割を果たす肝細胞における

NRDC について検討することとした。   

アテローム性動脈硬化症（ASCVD）は、世界中の先進国および発展途上国におけ

る主要な死因である。特に血清 LDL-コレステロール（LDL-C）値の上昇に代表され

る脂質異常症は、ASCVD の強力な危険因子の一つである。即ち、血清 LDL-C 値の

低下は、ASCVD への進展予防に寄与することが示されている27,28）。しかし、実際的

な臨床における血清 LDL-C 値の管理目標値の達成は、全ての症例において実現され

ているものではなく、目標値を上回る濃度で推移する症例も散見されている29,30）。 

血清 LDL-C 値は、主として肝臓の LDL 受容体を介した LDL 粒子のエンドサイ

トーシスによる LDL の取り込みにより制御されている31,32）。 細胞表面における L

DL 受容体の発現量は、上流の転写因子である SREBP2 により制御されている。SR

EBP2 は細胞内のコレステロールプールが減少することにより前駆体から

活性型に変換され、細胞質から核内に移行した後に標的遺伝子のプロモー

ター領域に結合することにより遺伝子発現量を増加させる。また、LDL 受容

体の細胞表面での発現量は PCSK9 および E3-ユビキチンリガーゼである LDL 受
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容体の誘導性分解タンパク質（IDOL）による翻訳後調節（タンパク質分解）によっ

ても制御される。PCSK9 および IDOL の発現は、それぞれ SREBP2 および肝臓 X 

受容体（LXR）により誘導される33,34）。 PCSK9 は主に肝臓で合成され、循環血液中

に放出されるタンパク質である。細胞膜表面の LDL 受容体と結合することで LDL 

受容体のエンドソームからライソゾームへのリクルートを促進することにより分解

を増加させる35)。一方で IDOL は、細胞内に取り込まれた LDL 受容体をポリユビキ

チン化することによりプロテアソーム依存的な分解を促進する36)。また、LDL は V

LDL がリポタンパクリパーゼ（LPL）および肝性トリグリセリドリパーゼ（HTGL）

により含有する TG が加水分解を受けることで生じるため、血清 LDL-C 値は細胞表

面の LDL 受容体発現に加え、MTP による肝臓から血中への VLDL 分泌によっても

調節されている37)。MTP には  2 種類の一塩基多型が同定されており、血中

のリポタンパク脂質濃度への関連が示されている 38)。  

 NRDC は、膜型増殖因子であるヘパリン結合型上皮増殖因子（HB-EGF）の特異的

受容体タンパク質として同定された分子量約 140 kDa の M16 ファミリーに属する

メタロエンドペプチダーゼである39)。その後、膜結合型の HB-EGF を遊離型に変換

する細胞外ドメインのシェディング活性化因子として機能することが示された40) 。 

NRDC は、酵素ドメインの内部に高度酸性ドメインを有する特徴的なタンパク質であ

り、全身に広範囲に存在する。特に肝臓や心臓、精巣、肺組織で強く発現し、細胞内

では主に細胞質に存在するが、核内にも移行し、また細胞外にも分泌され、その一部

は細胞膜表面に存在している41)。全身での遺伝子欠損マウスの作製により、マウスで

の NRDC 欠損は、成長遅延、神経系の発生分化障害などが生じることが最初に示さ

れたが42)、その後の研究により NRDC が細胞内局在に依存して多様な生理的役割を

果たしていることが明らかにされている（Figure 10）。細胞膜表面に存在するNRDC

は、HB-EGF に加え、TNF-α43)、アミロイド前駆体タンパク質（APP）44) などの膜結
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合型タンパク質を遊離型に変換する細胞外ドメインのシェディング活性化因子とし

て機能する。TNF-α の細胞外への遊離は、a disintegrin and metalloproteinase（ADAM）

ファミリーに属する TNF-α 変換酵素（TACE/ADAM17）により促進され、NRDC は

ADAM17 の細胞外ドメインに直接的に結合し、ADAM17 の切断酵素活性を直接的に

促進する43）。マウスでの病態モデルを用いた研究により、胃癌45)、アルツハイマー病

46)、関節リウマチ47) における炎症反応の誘発に関連することが明らかにされている。 

一方で、核内の NRDC は、ジメチル H3K4（H3K4me2）結合タンパク質に作用し

て翻訳後ヒストン修飾に関与する48)。また、褐色脂肪組織では、NRDC と脱共役タン

パク質（Ucp）1 エンハンサー上のペルオキシソーム増殖剤活性化受容体コアクチベ

ーター（PGC）-1αでの相互作用が転写を抑制し、熱発生を制御する49)。さらに、膵臓

 β 細胞の NRDC は、Mafa エンハンサー上の islet-1 と協調して転写を活性化し、β

 細胞の分化およびインスリン分泌を調節することが明らかにされている50)。 

さらに、NRDC の欠損はマウスの胃癌の進行、転移に加えて、炎症性疾患増悪の抑

制とともに51）、H3K9 のアセチル化の減少および H3K4me2 の増加を誘導し、細胞

周期関連の遺伝子発現を制御していることも明らかにされている52）。NRDC の全身

欠損マウスを用いて、NASH の食餌供与モデルである CDAA を NRDC 欠損マウス

および対照マウスに供与したところ、対照マウスと比べて NRDC 欠損マウスにおけ

る脂肪肝、肝炎、肝線維化、肝障害が有意に抑制されることが明らかにされた53)。こ

の NRDC 全身欠損マウスを用いた研究では、肝臓の Kupffer 細胞および浸潤した炎

症性細胞における NRDC が TNF-α のシェディング活性化を介して NASH の進展

に寄与することが示唆されている。 

このように、NRDC は全身の臓器や組織における細胞内局在に依存してシェディ

ング活性化あるいは転写制御など多様な生理活性を有し、NRDC の全身欠損あるいは

臓器特異的欠損マウスを用いて各臓器や細胞における NRDC の役割が検討されてい
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る。しかしながら、肝臓の大部分を占有する肝細胞における NRDC の生理的役割は

明らかにされていない。そこで本章では、肝細胞特異的な NRDC ノックアウト（N

RDCLKO）マウスを用いて、リポタンパクおよびコレステロール代謝における肝細胞

の NRDC の役割について検討した。 

 

 

 

Figure 10. Multiple function of NRDC depending on subcellular localization. 
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2-2. 実験材料および実験方法 

 

2-2-1. 肝細胞特異的 NRDC 欠損および対照マウスの作製 

NRDCLKO マウスは Cre-loxP 法を用いて作製した。遺伝子ターゲッティング法を用

いて Nrd1 遺伝子の exon 1 の両端に loxP 配列を挿入した Nrd1 floxed（NRDCf/f）

マウス（Accession No. CDB1019K, http://www.clst.riken.jp/arg/mutant%20mice%20list.h

tml）を作製し、アルブミンプロモーターの下流に Cre-recombinase 遺伝子カセットを

挿入した Alb-Cre トランスジェニックマウスと交配した。それらのマウスの交配によ

り得られた C57BL/6J 系統の NRDCLKO および NRDCf/f 雄性マウスは 4 週齢で離

乳し、その後の標準食餌（MF; Oriental yeast; SD）の摂取および飲水の機会は自由と

した。10-12 週齢で、NRDCLKO および  NRDC f/ f  マウスを遺伝子型毎に無作為に 2

群に分離した。1 群には 1.25% コレステロール、40 kcal% 脂肪含有およびコール酸

無添加の組成から成る高コレステロール食餌（D12108C; Research diet; HCD）に変更

し、他方の 1 群は、SD を継続して 20 週間供与した。本研究における全てのマウス

は、22°C の室温と 12 時間の明暗サイクルの制御された条件下で、特定病原体を含

まない SPF 環境下で飼育した。マウスの体重および食餌摂取量は 1 週間毎に測定し

た。トータル RNA およびタンパク質抽出のために採取した肝臓組織片は、液体窒素

で急速凍結し、解析に使用するまで -80°C にて保存した。本研究のプロトコールは、

神戸学院大学動物実験倫理委員会の承認を得た上で実施した。NRDCLKO および  N

RDCf / f マウスの遺伝子型の判別は、以下に示したハウスキーピング遺伝子の myoge

nin および Alb-Cre プライマー並びにマウス尻尾から抽出した DNA を用いたジェ

ノタイピング PCR 解析により実施した。 



34 

 

2-2-2. 肝細胞特異的 NRDC 欠損および対照マウスのジェノタイピング PCR 解析 

 PCR チューブに 10×バッファー [20 mM Tris-HCl (pH8.8), 10 mM (NH4)2SO4, 10 mM 

KCl, 2 mM MgSO4, 0.1% Triton X-100]、10 mM dNTPs、10 pmol Myogenin forward primer、

10 pmol Myogenin reverse primer、10 pmol Alb-Cre forward primer、10 pmol Alb-Cre 

reverse primer、テンプレート DNA 50 ng、Taq DNA polymerase [10 mM Tris-HCl (pH7.4), 

100 mM KCl, 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, 50% Glycerol, 0.5% Tween-20] 5 U/µL（BioLab）、

nuclease-free water を入れて混合し、全量を 25 µL とした。次いで、Thermal Cycler

（Bioer Technology）を用いて、94℃ で 2 分間、98℃ で 10 秒間、60℃ で 30 秒

間、72℃ で 30 秒間を 35 サイクルの条件で増幅させた。ジェノタイピング PCR 反

応で使用した遺伝子特異的プライマー（Sigma-Aldrich）の塩基配列は、Table 3 に示

した通りである。 

PCR 遺伝子増幅産物は、アガロースゲル電気泳動法を用いて単離した。

臭化エチジウム（Nacalai Tesque）添加  1% agarose（Nacalai Tesque）ゲル

を  TAE バッファー  [tris (hydroxymethyl) aminomethane（Nacalai Tesque）

242 g, acetic acid（Nacalai Tesque）57.1 mL, 0.5 M EDTA（Nacalai Tes

que）100 mL] を用いて作製し、定電圧135 V の条件で電気泳動して  100%

UV 照射下で  Cre-recombinase および  myogenin の遺伝子増幅バンドを検

出し、NRDCLKO および NRDCf/f マウスの遺伝子型を同定した。  

 

 

 

 

Table 3. The primer sequences used in genotyping PCR analysis are shown. 

Fwd: forward, Rev: reverse 
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2-2-3. 細胞培養およびマウス初代肝細胞の単離  

 マウス肝細胞株 AML12 細胞は、American Type Culture Collection（CRL-2254）か

ら購入し 5 µg/mL insulin、5 µg/mL transferrin、5 ng/mL selenium mixture（Roche）、40 

ng/mL dexamethasone（Sigma-Aldrich）、10% 熱非働化ウシ胎児血清（FBS; Sigma 

Aldrcih）、100 U/mL penicillin、100 µg/mL streptomycin mixture（PS; Nacalai Tesque）添

加 DMEM and Ham’s F12 medium 1:1 培地（Nacalai Tesque）を用いて 37°C で 5% CO2 

条件下で培養した。マウス初代肝細胞は、2 段階コラゲナーゼ灌流法により、8-10 週

齢の NRDCf/f および NRDCLKO 雄性マウスの肝臓から単離した。マウスを isoflurane

（Wako）で麻酔後、24 G 留置針（TERUMO）を門脈に穿刺し、37°C で予熱した EGTA 

バッファー [137 mM NaCl（Nacalai Tesque）, 5.4 mM KCl（Nacalai Tesque）, 0.34 mM 

Na2HPO4・12H2O（Nacalai Tesque）, 0.44 mM KH2PO4, 4.2 mM NaHCO3（Nacalai Tesque）, 

5.6 mM glucose（Nacalai Tesque）, 10 mM pH7.5 HEPES（Sigma-Aldrich）, 0.5 mM EGTA

（Nacalai Tesque）] を注入して肝臓を灌流した。次に、EGTA バッファーに 2 mg/mL 

collagenase-type II（Worthington）を添加した collagenase バッファーを肝臓に灌流し

て取り出した肝細胞懸濁液を採取し、25°C にて 400 rpm で 1 分間遠心分離した。

上清を捨て、FBS/PSG-free 1.0 g/dL 低グルコース含有 DMEM 培地に再懸濁し、70 μm 

セルストレーナー（Falcon）を用いて未消化の肝臓組織を除去した。その後、濾液を 

25°C にて 400 rpm で 1 分間遠心分離して上清を捨て、10% 熱非働化 FBS、100 

U/mL penicillin、100 μg/mL streptomycin、0.3 mg/mL L-glutamine mixture（PSG; Nacalai 

Tesque）を添加した低グルコース含有 DMEM 培地で再懸濁し、単離した初代肝細胞

を I 型コラーゲンコートディッシュ（IWAKI）に 7.0×104 cells/cm2 で播種した。37°C 

で 24 時間インキュベートした後、細胞を PBS で 2 回洗浄した。次に、培地を新

鮮な培地に交換し、初代肝細胞からの PCSK9 分泌量を測定するために 24 時間イン

キュベートした後、培養上清を回収した。 
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2-2-4. 肝細胞株 AML12 細胞での NRDC 強制発現 

 マウス NRDC をコードする  cDNA の全長を V5 タンパク質が標識化された

pcDNA3.1/V5-His ベクターにサブクローニングして、NRDC 強制発現ベクターを作

製した。HilyMax Transfect Reagent（Dojindo）の製品プロトコールに従い、

pcDNA3.1/V5-His ベクターに NRDC cDNA をサブクローニングしたもの、またはし

ていない対照の pcDNA3.1/V5-His ベクターをリポフェクション法により AML12 

細胞に遺伝子導入した。即ち、マイクロチューブに FBS/PS-free DMEM and Ham’s F12 

medium 1:1 培地（Nacalai Tesque） 100 µL に pcDNA3.1/V5-His ベクター 1 µg、Hily 

Max Reagent 20 µL を入れて混合し、全量を 150 µL として 15 分間室温でインキュベ

ートしたものを、AML12 細胞の培養液 1 mL に全量を添加した。37°C で 6 時間イ

ンキュベートした後、細胞毒性の回避のため、新鮮な 10% FBS および 1% PS 添加 

DMEM and Ham’s F12 medium 1:1 培地に交換した。遺伝子導入から 24 時間後に新鮮

な培地と交換し、さらに 24 時間インキュベートした後に培養上清を回収した。培養

上清を 25°C にて 3,000 rpm で 5 分間遠心分離して細胞沈殿物を除去し、ELISA 解

析に使用するまで -80°C にて凍結保存した。 

 

2-2-5. トータル RNA 抽出および逆転写反応 

 肝臓組織からのトータル RNA の単離および精製は、組織片 10 mg に RNAiso Plus 

Reagent（TaKaRa）を用いて 1-2-4. に記載の通り実施した。初代肝細胞および NRDC 

強制発現肝細胞株 AML12 細胞からのトータル RNA の単離および精製は、培養上

清を捨て、PBS [137mM NaCl（Nacalai Tesque）, 2.7 mM KCl（Nacalai Tesque）, 1.5 mM 

KH2PO4（Nacalai Tesque）, 8.1 mM Na2HPO4（Nacalai Tesque）] で細胞を洗浄した後

に RNAiso Plus Reagent を 1 mL 加え、マイクロチューブに細胞溶解液の全量を回収

し、以降の手順および逆転写反応は 1-2-4. に記載の通り実施した。 
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2-2-6. 定量的リアルタイム RT-PCR 

 定量的リアルタイム RT-PCR（qRT-PCR）は THUNDERBIRD SYBR qPCR 

Mix（TOYOBO）を使用し、7500 Fast Real-time PCR System（Applied Biosystems）

を用いて特定の遺伝子を増幅した。製品プロトコールに従って、逆転写反応で得られ

たテンプレート溶液に THUNDERBIRD SYBR qPCR mix、50×ROX reference dye、

6 pmol forward primer、6 pmol reverse primer、nuclease-free water を加えて混合し、

全量を 20 µL として反応液を 95°C で 20 秒間、95°C で 3 秒間、60°C で 30 秒

間の増幅反応を 40 サイクル行った。遺伝子発現量は、β-actin mRNA 発現量と比較

することにより正規化した。全ての反応は duplicate にて行った。qRT-PCR 解析に使

用した遺伝子特異的プライマー（Sigma-Aldrich）の塩基配列は、Table 4 に示した通

りである。 

Target

NRDC Fwd ATGGATGGCCTTTCCCTTG

NRDC Rev CGCGAAGTTCAGCTTGTCAA

LDLR Fwd CTGTGGGCTCCATAGGCTATCT

LDLR Rev GCGGTCCAGGGTCATCTTC

IDOL Fwd AGGAGATCAACTCCACCTTCTG

IDOL Rev ATCTGCAGACCGGACAGG

MTP Fwd CCTACCAGGCCCAACAAGAC

MTP Rev CGCTCAATTTTGCATGTATCC

ABCG5 Fwd TTGCGATACACAGCGATGCT

ABCG5 Rev TGACTGCCTCTACCTTCTTGTTGT

ABCG8 Fwd CCGTCGTCAGATTTCCAATGA

ABCG8 Rev GGCTTCCGACCCATGAATG

SREBP2 Fwd CCAAAGAAGGAGAGAGGCGG

SREBP2 Rev CGCCAGACTTGTGCATCTTG

β-actin Fwd CTGACTGACTACCTCATGAAGATCCT

β-actin Rev CTTAATGTCACGCACGATTTCC

Primer sequence (5' → 3')

 

Table 4. The primer sequences used in qRT-PCR are shown. 

Fwd: forward, Rev: reverse 
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2-2-7. タンパク質の抽出および精製  

 肝臓組織片および培養肝細胞の細胞全溶解物は、complete mini protease inhibitor 

cocktail（Roche）添加 Lysis IP バッファー [25 mM Tris-HCl (pH7.6), 150 mM NaCl, 1% 

Sodium deoxycholate（Nacalai Tesque）, 0.1% SDS（Nacalai Tesque）, 1% Nonidet P-40

（Nacalai Tesque）]を用いてホモジナイズして抽出した。その後、4°C にて 14,000 rpm 

で 10 分間遠心分離し、上清を回収した。 

 細胞膜画分のタンパク質を抽出するために、採取した肝臓組織片  50 mg に 

complete mini protease inhibitor cocktail（Roche）添加バッファー A [250 mM sucrose

（Nacalai Tesque）, 2 mM MgCl2（Nacalai Tesque）, 20 mM Tris-HCl (pH7.6)] を 500 μL 

加え、バイオマッシャー II（Nippi）を用いてホモジェナイズした後、4°C にて 2,000

×g で 10 分間遠心分離した。得られた上清を超遠心チューブ（Hitachi Koki）に移

し入れ、超遠心チューブをバッファー A で満たした後、4°C にて 120,000×g で 1 

時間遠心分離した。その後、上清を除去して得られた沈殿物に complete mini protease 

inhibitor cocktail（Roche）添加バッファー B [80 mM NaCl, 2 mM CaCl2（Nacalai Tesque）, 

50 mM Tris-HCl (pH7.6), 1% Nonidet P-40（Nacalai Tesque）] 300 μL で沈殿物を再懸濁

し、4°C にて 10,000×g で 5 分間遠心分離して上清を膜画分タンパク質として回収

した。 

細胞質および核画分タンパク質を抽出するために、初代培養肝細胞を PBS で洗浄

した後に complete mini protease inhibitor cocktail（Roche）添加バッファー A [50 mM 

KCl（Nacalai Tesque）, 25 mM HEPES (pH7.8), 0.1 mM DTT, 0.5% Nonidet P-40] を 100 

μL 加え、氷上で 10 分間インキュベートし、細胞溶解液を得た。マイクロチューブ

に全量を回収し、4°C にて 3,000×rpm で 5 分間遠心分離して得られた上清を細胞

質画分として回収した。その後、上清を除去して得られた沈殿物に complete mini 

protease inhibitor cocktail（Roche）添加バッファー B [500 mM KCl, 25 mM HEPES 
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(pH7.8), 0.1 mM DTT, 10% Glycerol（Nacalai Tesque）] を 50 μL 加えて沈殿物を再懸

濁し、氷上で 1 時間インキュベートした。その後、4°C にて 14,000×rpm で 5 分

間遠心分離して得られた上清を可溶性核画分として回収した。得られたサンプルは、

TaKaRa BCA Protein Assay Kit（TaKaRa）を用いて総タンパク質濃度を測定し、ウエス

タンブロットに使用するまで -80°C にて凍結保存した。 

 

2-2-8. ウエスタンブロット 

 肝臓組織および培養肝細胞から抽出したタンパク質 15-20 μg に LDS サンプルバ

ッファー（Thermo Fisher Scientific）を加え、95°C で 5 分間インキュベートして熱変

性した。次に、8% ポリアクリルアミドゲルを用いて SDS-PAGE で分離した。次に 

PVDF 膜（Immobilon-P; Millipore）に電気的に転写した。その後、PVDF 膜を PBS に 

0.05% Tween 20（Sigma-Aldrich）を添加した PBS-T に 3% 脱脂粉乳を加えたブロッ

キングバッファーに浸し、室温で 1 時間インキュベートした。次いで、PVDF 膜を

PBS-T で 10 分毎に 3 回洗浄し、1% 脱脂粉乳添加 PBS-T に一次抗体として、rabbit 

anti-NRDC polyclonal Ab (1:2,000, kindly gifted from prof.Nishi)、rabbit anti-LDL receptor 

monoclonal Ab (1:5,000, Abcam)、rabbit anti-SREBP2 polyclonal Ab (1:200, Abcam)、mouse 

anti-V5 monoclonal Ab (1:4,000, Invitrogen)、mouse anti-β-actin monoclonal Ab (1:5,000, 

Wako)、goat anti-laminA/C monoclonal Ab (1:1,000, Santa Cruz) を加え、4°C で一晩イ

ンキュベートした。次に、PVDF 膜を PBS-T で 10 分毎に 3 回洗浄し、1% 脱脂粉

乳添加 PBS-T に二次抗体として NRDC、LDL receptor、SREBP2 には goat anti-rabbit 

IgG HRP-conjugated Ab (NRDC; 1:5,000, LDL receptor; 1:10,000, SREBP2; 1:2,000, Santa 

Cruz)、V5 および β-actin には goat anti-mouse IgG HRP-conjugated Ab (V5; 1:5,000, 

β-actin; 1:10,000, Santa Cruz)、laminA/C には mouse anti-goat IgG HRP-conjugated Ab 

(1:10,000, Santa Cruz) を加え、室温で 1 時間インキュベートした。その後、PBS-T で 
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10 分毎に 3 回洗浄した後、Chemi-Lumi One（Nacalai Tesque）を用いて化学発光さ

せ、VersaDoc 5000 MP（Bio-Rad）を使用して目的バンドを検出した。目的バンドの

発光強度は、Image J ソフトウェアにより定量化した。 

 

2-2-9. HPLC 法による血清リポタンパク質中のコレステロール濃度および 

     ELISA 法による血清 PCSK9 濃度の測定 

 一晩絶食させた後 isoflurane（Wako）にて麻酔したマウスの眼窩静脈から血液サン

プルを採取し、4°C にて 16,000×g で 5 分間遠心分離して血清を得た。血清および

細胞培養液中の PCSK9 濃度は、Mouse PCSK9 DuoSet ELISA Kit（DY3985; R&D 

Systems）を使用した。 96 well プレートに PBS に溶解した PCSK9 capture antibody 

を加え、室温にて 12 時間インキュベートし、抗体をプレートに固相化した。次に、

PBS-T による洗浄を 4 回行い、PBS に溶解した 1% BSA を入れ、室温にて 2 時間

インキュベートしてブロッキングした。その後、PBS-T による洗浄を 4 回行い、マ

ウス PCSK9 標準液および血清あるいは培養上清サンプルを加え、室温にて 2 時間

インキュベートした。次いで、PBS-T による洗浄を 4 回行い 1% BSA に溶解した 

PCSK9 detection antibody を入れ、室温にて 2 時間インキュベートした。その後、PBS-T 

による洗浄を 4 回行い、1% BSA に溶解した avidin-HRP を入れ、室温にて 30 分

間遮光の上インキュベートした。最後に、PBS-T による洗浄を 4 回行い、POD 基

質 TMB キット（Nacalai Tesque）を入れ、室温にて 30 分間遮光の上インキュベー

トし、Multiscan FC（Thermo Fisher Scientific）にて測定波長 450 nm で吸光度を測定

した。ELISA 法による測定は triplicate にて行った。また、血清中の総コレステロー

ルおよび LDL サブクラスを含むリポタンパク質コレステロール濃度は、HPLC 法

（LipoSEARCH, Skylight Biotech）により解析した。 
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2-2-10. 肝臓組織におけるコレステロール含量の測定 

 肝臓組織中のコレステロール含量は、Folch 法により脂質を抽出して測定した。バ

イオマッシャーII（Nippi）を用いて 50 mg の組織片をホモジェナイズした後、クロ

ロホルム/メタノール（2:1 v/v）混合液で均質化し、超純水を加えた。25°C にて 3,000 

rpm で 10 分間遠心分離して上層を除去し、ドラフト中で 8 時間風乾した。沈殿物

をイソプロパノール（Nacalai Tesque）で溶解し、次いで 96 ウェルプレートに脂質溶

液を入れ、LabAssay Cholesterol（Wako）を用いて Multiscan FC にて測定波長 595 nm 

で吸光度を測定した。得られた測定値は、総コレステロール濃度として細胞内総タン

パク質濃度で除した。 

 

2-2-11. 統計学的解析 

数値データは、平均値 ± 標準誤差（standard error of the mean; S.E.M.）として表

した。平均値間の差の統計的有意性は、Student’s t-test を用いて評価した。P 値は 

0.05 未満を統計的に有意であると判定した。 
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2-3. 結 果  

 

2-3-1. 肝細胞における NRDC の遺伝子型および発現抑制の同定 

 NRDCf/f マウスと Alb-Cre トランスジェニックマウスの交配により生誕したマウ

スのジェノタイピング PCR 解析の結果、NRDCLKO および NRDCf/f マウスにおける 

myogenin 遺伝子に加え、NRDCLKO マウスに特異的に存在する Cre 遺伝子を同定し

た（Figure 11A）。qRT-PCR 解析の結果、肝臓組織における NRDCf/f マウス（1.1 ± 0.1 

a.u.）の NRDC の mRNA 発現量は、NRDCLKO マウス（0.1 ± 0.01 a.u., P < 0.01）で

有意な抑制がみられた（Figure 11B）。また、NRDC のタンパク質発現量を解析した

結果、NRDCLKO マウスにおける肝臓特異的な発現抑制がみられた（Figure 11C）。さ

らに、NRDCLKO および NRDCf/f マウス由来の初代肝細胞の NRDC mRNA 発現量は、

NRDCf/f（10.1 ± 0.4 a.u.）と比較して NRDCLKO （0.2 ± 0.01 a.u., P < 0.001）において顕

著な抑制がみられた（Figure 11D）。NRDC のタンパク質発現量についても NRDCLKO 

マウスにおける著明な発現抑制がみられた（Figure 11E）。 
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Figure 11. Liver specific NRDC deleted (NRDCLKO) mice showed negligible hepatic 

NRDC expression. 

A representative image of genotyping PCR products from NRDCLKO and NRDCf/f mice is 

shown (A). NRDC mRNA expression levels were measured by qRT-PCR in the liver tissue 

from NRDCLKO and NRDCf/f mice (n=5 per genotype) (B). NRDC protein expression levels 

were measured by immunoblot analysis in the liver, brain, kidney, lung and intestine from 

NRDCLKO and NRDCf/f mice (n=5 per genotype) (C). In primary cultured hepatocytes from 

NRDCLKO and NRDCf/f mice (n=5 per genotype), NRDC mRNA (D) and protein (E) 

expression levels were determined by qRT-PCR and immunoblotting , respectively. 

Expression levels of mRNA were normalized to β-actin mRNA expression levels.  
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Representative images are shown (A, C, E). Expression levels of mRNA were normalized to 

β-actin mRNA expression levels, and values are indicated as mean ± S.E.M (B, D) . *P < 

0.01, **P < 0.001 vs NRDCf/f. 



45 

 

2-3-2. NRDCLKO による表現型への影響 

 NRDCLKO および NRDCf/f マウスに SD あるいは HCD を 20 週間供与した際の 

1 週間毎の体重推移を  Figure 12A に示した。SD を供与した NRDCLKO および 

NRDCf/f 群における体重推移は、全ての週において有意な差はみられず同等であった。

一方で、HCD を供与した NRDCLKO および NRDCf/f 群における体重は、2 週目以降

より NRDCf/f  群と比較して NRDCLKO 群において有意に低下した。しかし、体重当

たりの食餌摂取量は、SD あるいは HCD を供与した NRDCLKO （SD; 25.5 ± 0.3 mg/g, 

HCD; 24.5 ± 1.0 mg/g）および NRDCf/f（SD; 25.7 ± 0.5 mg/g, HCD; 24.5 ± 0.8 mg/g）群

で有意な差はみられなかった（Figure 12B）。また、食餌供与 20 週目における体重当

たりの肝臓重量は、SD を供与した NRDCLKO（45.9 ± 1.9 mg/g）および NRDCf/f（45.5 

± 1.4 mg/g）群では、有意な差はみられなかったが、HCD を供与した群では、NRDCf/f 

群（64.4 ± 4.4 mg/g）と比較して NRDCLKO 群（46.9 ± 2.9 mg/g, P < 0.01）で有意に低

下した（Figure 12C）。さらに、肝臓中のコレステロール含量は、SD あるいは HCD を

供与した NRDCLKO （SD; 0.6 ± 0.1 mg/g, HCD; 1.9 ± 0.9 mg/g）と NRDCf/f（SD; 0.6 ± 0.1 

mg/g, HCD; 1.5 ± 0.4 mg/g）との間で有意な差はみられなかった（Figure 12D）。 
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Figure 12. Body weight, liver weight and food intake in NRDCLKO mice were almost 

equivalent to NRDCf/f mice. 

Weekly changes in the body weight are shown in NRDCLKO and NRDCf/f mice fed SD or 

HCD (SD; NRDCf/f n=16, NRDCLKO n=12, HCD; NRDCf/f n=12, NRDCLKO n=11, *P < 0.05, 

NRDCf/f vs NRDCLKO mice fed HCD (A). Amounts of food intake per body weight are 

shown in NRDCLKO and NRDCf/f mice fed SD or HCD (SD; NRDCf/f n=16, NRDCLKO n=12, 

HCD; NRDCf/f n=12, NRDCLKO n=11) (B). Liver weight per body weight is shown in 

NRDCLKO and NRDCf/f mice fed SD or HCD (SD; NRDCf/f n=16, NRDCLKO n=12, HCD; 

NRDCf/f n=12, NRDCLKO n=13), **P < 0.001 vs NRDCf/f. (C). Total cholesterol levels in the 

liver tissue are shown in NRDCLKO and NRDCf/f mice fed SD or HCD (SD; NRDCf/f n=16, 

NRDCLKO n=12, HCD; NRDCf/f n=12, NRDCLKO n=13) (D). Values are indicated as mean ± 

S.E.M. 
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2-3-3. NRDCLKO による血清総コレステロールおよび LDL-C 値への影響 

 血清総コレステロール値は、SD あるいは HCD のいずれの食餌供与においても 

NRDCf/f 群（SD; 76.2 ± 3.9 mg/dL および HCD; 135.8 ± 15.6 mg/dL）と比較して、

NRDCLKO 群（SD; 56.7 ± 2.9 mg/dL, P < 0.01 および HCD; 67.7 ± 8.1 mg/dL, P < 0.01）

で有意に低下した（Figure 13A）。次に、血清リポタンパク質の主要分画におけるコレ

ステロール濃度を解析した結果、SD および HCD を供与した LDL 画分における 

NRDCf/f 群（SD; 10.1 ± 0.5 mg/dL および HCD; 25.6 ± 4.1 mg/dL）のコレステロール濃

度は、NRDCLKO 群（SD; 6.3 ± 0.3 mg/dL, P < 0.001 および HCD; 11.3 ± 0.8 mg/dL, P < 

0.01）で有意に低下した（Figure 13B）。さらに、LDL 画分の粒子径によるサブクラ

スにおけるコレステロール濃度を解析したところ、SD および HCD を供与したマウ

スの血清中の large、medium、small 画分におけるコレステロール濃度は、NRDCf/f 群

（各々 SD; 3.1 ± 0.1 mg/dL, 2.4 ± 0.5 mg/dL, 1.3 ± 0.1 mg/dL および HCD; 6.6  ± 0.7 

mg/dL, 5.1 ± 0.5 mg/dL, 3.1 ± 0.4 mg/dL）と比較して、NRDCLKO 群（各々 SD; 2.0 ± 0.1 

mg/dL, 35.5% 低下, P < 0.001, 1.6 ± 0.1 mg/dL, 33.3% 低下, P < 0.001, 0.9 ± 0.1 mg/dL, 

30.8% 低下, P < 0.001 および HCD; 3.9 ± 0.4 mg/dL, 40.9% 低下, P < 0.01, 3.1 ± 0.3 

mg/dL, 39.2% 低下, P < 0.01, 1.5 ± 0.1 mg/dL, 51.6% 低下, P < 0.01）で有意に低下した

（Figure 13C,D,E）。また、LDL サブクラス分類の中で、動脈硬化形成作用の関連性

の高い very small LDL 画分におけるコレステロール濃度は、NRDCf/f 群（SD; 1.0 ± 0.1 

mg/dL および HCD; 2.6 ± 1.2 mg/dL）と比較して、NRDCLKO 群（SD; 0.5 ± 0.1 mg/dL, 

50.0% 低下, P < 0.01 および HCD; 0.8 ± 0.2 mg/dL, 69.2% 低下, P < 0.05）において有

意に低下した（Figure 13F）。このように、肝臓での NRDC の欠損により、すべての 

LDL サブクラスで有意にコレステロール濃度は減少したが、催動脈硬化作用が最も

強い very small LDL 分画で最も顕著な減少がみられた。 
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Figure 13. Serum total cholesterol and LDL-C levels were significantly lower in 

NRDCLKO mice than in NRDCf/f mice. 

Serum total cholesterol (A) and LDL-C (B) levels are shown in NRDCLKO and NRDCf/f mice 

fed SD or HCD (n=7-12 per genotype). Cholesterol content in each LDL fraction, which was 

measured by HPLC, is indicated in NRDCLKO and NRDCf/f mice fed SD or HCD (SD; 

NRDCf/f n=16, NRDCLKO n=12, HCD; NRDCf/f n=12, NRDCLKO n=11, (C-F). Values are 

indicated as mean ± S.E.M. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs NRDCf/f. 
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2-3-4. NRDCLKO によるコレステロール代謝関連遺伝子発現量への影響 

 肝臓組織における脂質代謝関連遺伝子群の発現量を qRT-PCR 法を用いて解析し

た。血中 LDL-C の肝臓内への取り込みに関わる LDL 受容体の mRNA 発現量は、

SD および HCD を供与した NRDCf/f 群（SD; 1.0 ± 0.1 a.u. および HCD; 1.0 ± 0.1 

a.u.）と比較して、NRDCLKO 群（SD; 1.2 ± 0.1 a.u., P < 0.01 および HCD; 1.4 ± 0.1 a.u., 

P < 0.01）で有意に増加した（Figure 14A）。一方で、プロテアソーム依存的な LDL 受

容体の分解に関わる  IDOL の  mRNA 発現量は、SD および  HCD を供与した 

NRDCf/f 群（SD; 1.0 ± 0.1 a.u. および HCD; 1.0 ± 0.1 a.u.）と比較して、NRDCLKO 群

（SD; 0.8 ± 0.02 a.u., P < 0.01 および HCD; 0.7 ± 0.1 a.u., P < 0.05）で有意に減少した

（Figure 14B）。さらに、肝臓から血液中へのリポタンパク排出に関わる MTP の 

mRNA 発現量は、SD および HCD を供与した NRDCf/f 群（SD; 1.0 ± 0.1 a.u. および 

HCD; 1.0 ± 0.1 a.u.）と比較して、NRDCLKO 群（SD; 0.7 ± 0.1 a.u., P < 0.001 および 

HCD; 0.7 ± 0.1 a.u., P < 0.01）で有意に減少した（Figure 14C）。また、肝臓から胆道へ

のコレステロール排泄に関わる  ABCG5 および  ABCG8 トランスポーターの 

mRNA 発現量は、SD および HCD を供与した NRDCf/f 群（各々 SD; 1.0 ± 0.1 a.u., 

1.0 ± 0.1 a.u. および HCD; 1.0 ± 0.1 a.u., 1.0 ± 0.1 a.u.）と比較して、NRDCLKO 群（各々 

SD; 1.4 ± 0.1 a.u., P < 0.05, 1.3 ± 0.1 a.u., P < 0.05 および HCD; 1.4 ± 0.1 a.u., P < 0.05, 

1.8 ± 0.1 a.u., P < 0.01）で有意に増加した（Figure 14D, E）。 
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Figure 14. Relative expression levels of genes involved in cholesterol metabolism in 

NRDCLKO mice fed SD or HCD. 

Relative mRNA expression level of LDL receptor (A), IDOL (B), MTP (C), ABCG5 (D) and 

ABCG8 (E) in the liver tissue of NRDCLKO and NRDCf/f mice fed SD or HCD (SD; NRDCf/f 

n=16, NRDCLKO n=12, HCD; NRDCf/f n=7, NRDCLKO n=9) as determined by quantitative 

RT-PCR. Expression levels were normalized to β-actin mRNA expression levels. Values are 

indicated as mean ± S.E.M. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs NRDCf/f. 
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2-3-5. NRDC による SREBP2 の遺伝子発現および活性化への影響 

 肝臓組織における SREBP2 の遺伝子発現量を qRT-PCR 法を用いて解析した。肝

細胞の LDL 受容体の転写因子である SREBP2 の mRNA 発現量は、SD および 

HCD を供与した NRDCf/f 群（SD; 1.0 ± 0.03 a.u. および HCD; 1.0 ± 0.1 a.u.）と比較

して、NRDCLKO 群（SD; 1.2 ± 0.1 a.u., P < 0.01 および HCD; 1.3 ± 0.1 a.u., P < 0.01）で

有意に増加した（Figure 15A）。また、初代肝細胞における SREBP2 の核内移行をウ

エスタンブロット法を用いて解析した。細胞質における前駆体型の SREBP2 のタン

パク質発現量は、NRDCf/f 群由来の初代肝細胞（0.4 ± 0.1 a.u.）と NRDCLKO 群由来の

初代肝細胞（0.3 ± 0.1 a.u.）との間で有意な差はみられなかった（Figure 15B）。一方

で、細胞質の活性型および核内の SREBP2 のタンパク質発現量は、NRDCf/f 群由来

の初代肝細胞（0.4 ± 0.1 a.u. および 0.5 ± 0.1 a.u.）と比較して NRDCLKO 群由来の初

代肝細胞（0.7 ± 0.1 a.u., P < 0.05 および 1.5 ± 0.4 a.u., P < 0.05）で有意に増加した

（Figure 15C,D）。 
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Figure 15. Relative mRNA expression levels of SREBP2 in liver tissues from NRDCLKO 

and NRDCf/f mice fed SD or HCD, and precursor, mature and nuclear 

SREBP2 protein levels in primary cultured hepatocytes derived from 

NRDCLKO and NRDCf/f mice. 

Relative mRNA expression level of SREBP2 in the liver tissue of NRDCLKO and NRDCf/f 

mice fed SD or HCD (SD; NRDCf/f n=16, NRDCLKO n=12, HCD; NRDCf/f n=7, NRDCLKO 

n=9) as determined by quantitative RT-PCR. Expression levels were normalized to β-actin 

mRNA expression levels (A). Precursor (125 kDa) and mature (55 kDa) forms of SREBP2 

protein expression levels in cytosol and nuclear fractional cell lysates were determined by 

immunoblot analysis in primary cultured hepatocytes derived from NRDCLKO and NRDCf/f 

mice at 8-10 weeks of age (n=4 per genotype) (B-D). Values are indicated as mean ± S.E.M. 

*P < 0.05, **P < 0.01 vs NRDCf/f. 
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2-3-6. NRDC による細胞表面の LDL 受容体タンパク質発現量への影響 

 肝臓組織における LDL 受容体タンパク質発現量をウエスタンブロット法を用い

て解析したところ、SD および HCD を供与した NRDCf/f 群（SD; 1.0 ± 0.2 a.u. およ

び HCD; 1.0 ± 0.3 a.u.）と比較して、NRDCLKO 群（SD; 1.9 ± 0.4 a.u., P < 0.05 および 

HCD; 2.3 ± 0.6 a.u., P < 0.05）で有意に増加した（Figure 16A, B）。また、初代肝細胞に

おける LDL 受容体タンパク質発現量について解析したところ、NRDCf/f マウス由来

の初代肝細胞と比較して、NRDCLKO マウス由来の初代肝細胞での発現量の増加がみ

られた（Figure 16C）。一方で、NRDC を強制発現させた肝細胞株 AML12 細胞

（NRDC-V5）における LDL 受容体タンパク質発現は、NRDC を強制発現させてい

ない AML12 細胞（Mock）と比較して、NRDC タンパク質の発現量の増加と LDL 受

容体タンパク質の発現量の減少がみられた（Figure 16D）。 
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Figure 16. Hepatic NRDC affects LDL metabolism via regulation of hepatic LDL 

receptor expression. 

LDL receptor expression levels were determined by immunoblot analysis in the plasma 

membrane fraction of the liver tissue of NRDCLKO and NRDCf/f mice fed SD or HCD (SD; 

NRDCf/f n=16, NRDCLKO n=12, HCD; NRDCf/f n=12, NRDCLKO n=13) (A), and the 

representative image is shown (B). LDL receptor expression levels in whole cell lysates were 

determined by immunoblot analysis in primary cultured hepatocytes derived from NRDCLKO 

and NRDCf/f mice at 8-10 weeks of age (C), as well as in AML12 cells transfected with 

V5-tagged NRDC expression vector (D). Expression levels were normalized to β-actin 

expression levels. Values are indicated as mean ± S.E.M. *P < 0.05 vs NRDCf/f. 
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2-3-7. NRDC による 肝細胞からの PCSK9 分泌制御 

 血清中および培養肝細胞の培養上清中の PCSK9 濃度を ELISA 法を用いて測定

した。血清 PCSK9 濃度は、SD および HCD を供与した NRDCf/f 群（SD; 214.5 ± 8.1 

ng/mL および HCD; 298.1 ± 37.0 ng/mL）に比べて、NRDCLKO 群（SD; 165.4 ± 9.1 ng/mL, 

P < 0.001 および HCD; 157.9 ± 20.4 ng/mL, P < 0.001）で有意に低下した（Figure 17A）。

また、初代肝細胞からの培養上清中への PCSK9 の分泌量を解析したところ、PCSK9 

分泌量は、NRDCf/f 群由来の初代肝細胞（119.6 ± 7.3 ng/mL）に比べて、NRDCLKO 群

由来の初代肝細胞（84.7 ± 7.1 ng/mL, P < 0.01）において有意に減少した（Figure 17B）。

一方で、NRDC を強制発現させた 肝細胞株 AML12 細胞（19.7 ± 0.7 ng/mL, P < 0.05）

からの培養上清中への PCSK9 の分泌量は、NRDC を強制発現させていない AML12 

細胞（17.4 ± 0.9 ng/mL）と比較して有意に増加した（Figure 17C）。 
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Figure 17. NRDC expression in hepatocyte reduced PCSK9 production and secretion 

levels. 

Circulating serum PCSK9 levels are shown in NRDCLKO and NRDCf/f mice fed SD or HCD 

(SD; NRDCf/f n=16, NRDCLKO n=12, HCD; NRDCf/f n=12, NRDCLKO n=13) (A). Secreted 

PCSK9 levels in cell-conditioned media of primary cultured hepatocytes derived from 

NRDCLKO and NRDCf/f mice at 8-10 weeks of age (n=4 per genotype) are shown (B). 

Secreted PCSK9 levels in cell-conditioned media of AML12 cells transfected with V5-tagged 

NRDC expression vector or mock-transfected are shown (n=4 each) (C). PCSK9 

concentrations were determined by ELISA. Values are indicated as mean ± S.E.M. *P < 0.05, 

**P < 0.01, ***P < 0.001 vs NRDCf/f. 
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2-4. 考 察 

本章では、リポタンパクおよびコレステロール代謝における肝細胞の NRDC の役

割について検討した。本章の検討において NRDCLKO マウスの血清総コレステロー

ルおよび LDL-C 濃度は、対照マウスと比較して有意に低下することを見出した。血

清中のコレステロール濃度の低下は、肝細胞における LDL 受容体の発現量および再

利用の増加による血中 LDL の肝臓内への取り込みの増加に起因するものと考えら

れた。実際に、高コレステロール血症の治療薬剤としてスタチン系の脂質低下薬が臨

床使用され、HMG-CoA 還元酵素を阻害することによる LDL 受容体の発現増加の分

子機構が応用されている 31,32)。LDL 受容体の発現量の増加は、in vivo における

NRDCLKO による SREBP2 の転写の亢進および初代肝細胞における NRDC 欠損に

よる SREBP2 の核内移行の増加を介した活性化が寄与し、さらに細胞膜表面におけ

る LDL 受容体の安定性の調節因子である血清 PCSK9 濃度の減少および IDOL の

発現減少によるものと考えられた。初代肝細胞および NRDC 強制発現肝細胞株を用

いた検討から、NRDCLKO マウスでみられた血清 PCSK9 濃度の低下には、PCSK9 の

主要産生組織である肝臓における肝細胞の NRDC が PCSK9 の産生あるいは分泌の

低下に寄与し、LDL 受容体の発現量を制御することが示唆された。しかしながら、

肝細胞の NRDC による PCSK9 の細胞内輸送あるいは分泌制御の詳細な分子機構に

ついては今後の研究で詳細に検討する必要があるものと考えられた。実臨床において

も、PCSK9 阻害抗体薬であるエボロクマブおよびアリロクマブ（2-4 週おきの皮下

注射）が HMG-CoA 還元酵素阻害剤のスタチンに加えて、ヘテロ接合体家族性高コ

レステロール血症（HeFH）を含めた重症の高コレステロール血症の治療薬剤として

使用されており、血清 LDL-C 値の約 60-70% ほどの劇的な低下に加え、急性冠症候

群（ACS）発症後の心血管イベントの再発を抑制することが大規模臨床試験において

示されている 54-57)。最近では、PCSK9 に対する siRNA の注射製剤インクリシラン
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も開発され、3-6 ヶ月おきの皮下注射で、血清 PCSK9 濃度の持続した約 80% ほど

の顕著な低下に加え、血清 LDL-C 値の約 50-60% ほどの著明な低下が示されている

が 58)、その心血管イベント発症予防に関する大規模臨床試験の結果はまだ示されて

いない。FH の多くはヘテロ接合体の LDL 受容体遺伝子変異であり、複数の遺伝子

変異が報告されている 59)。稀ではあるが、LDL 受容体ホモ接合体変異の患者も存在

する。LDL 受容体の遺伝子変異には、極めて機能が低下しているものの若干は LDL 

受容体 の機能を保持している機能低下（LDL 受容体-defective）変異と、LDL 受容

体の機能を全く有さない機能欠落（LDL 受容体-negative）変異とがある 60)。LDL 受

容体の機能低下変異の場合、スタチンや PCSK9 阻害抗体薬の効果がある程度は期待

できるが 55,61)、LDL 受容体機能欠落変異の場合は理論上も期待できず、脂肪肝など

の副作用の懸念の高い MTP 阻害薬ロミタピドが使用されるか、薬物治療ではない 

LDL 吸着カラムを使用したプラブマフェレーシスが適応となる 62-65)。本研究の成果

から、NRDC の抑制が MTP の発現抑制を介して、このような重症の患者の治療に

貢献できる可能性があると思われた。 

さらに、肝臓での NRDC の抑制による IDOL の発現低下は、PCSK9 の血中濃度

の低下に加えて細胞表面の  LDL 受容体発現量の増加に相乗的に寄与し、血清 

LDL-C 濃度を低下させることが示唆されている 66）。興味深いことに、IDOL と MTP 

の遺伝子発現は、LXR の活性化により制御されている 67）。これまでの研究で明らか

にされているように、核内の NRDC の欠損によるエピジェネティック機能 48,52)の欠

落が、LXR の活性化を抑制し得ることが示唆されるが、その詳細な分子機構につい

ては今後の研究が待たれる。 

本章における検討では、肝細胞での NRDC 欠損が、LDL 受容体の mRNA 発現を

誘導することに加え、PCSK9 の分泌を抑制することを明らかにした。NRDC による

SREBP2 の活性化抑制は LDL 受容体と同様に PCSK9 の発現を抑制するが、NRDC 
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は PCSK9 に対してはその遺伝子発現抑制よりも細胞外への分泌促進の方に強く作

用していることが示された。細胞外への PCSK9 の分泌は、放出制御因子の sortilin 1

（SORT1）68）および細胞内輸送因子の小胞体カーゴ受容体 SURF4 69）が重要な役割

を果たしていることがこれまでの研究で示唆されている。即ち、肝細胞の NRDC は 

PCSK9 の細胞外への分泌過程における SORT1 あるいは SURF4 の発現量あるいは

活性化を制御している可能性があるものと考えられた（Figure 18）。 

また、LXRα のリン酸化が障害されたマウスでは、肝臓の NRDC 欠損と同様に、

高コレステロール食餌供与下における血清コレステロール濃度の低下および  LDL 

受容体 mRNA 発現量の増加が報告されている 70）。即ち、肝臓での NRDC 欠損は、

LXR の活性化、あるいはその下流の細胞内情報伝達を抑制することで、その標的を

制御している可能性がある。さらに、LXR は脂肪酸代謝においても重要な役割を果

たすことが知られ、HCD を供与した肝臓で NRDC を欠損するマウスでの体重増加の

抑制は、LXR による SREBP1c 活性化が抑制されることで、肝臓での脂肪合成が減

少した可能性が考えられた。肝細胞における NRDC は、LXR に関わる可能性がある

ことで、コレステロールに加えて TG 代謝にも深く関与し、脂質代謝を包括的に制

御し得る可能性が考えられた。しかしながら、肝細胞の NRDC による SREBP2 の

活性化抑制および LXR の活性化促進の分子機構の詳細は、今後さらに詳細に検討す

る必要があるものと思われた。 

 血清 LDL サブクラスにおけるコレステロール濃度は、large LDL、medium LDL、

small LDL、very small LDL のいずれの画分において NRDCLKO マウスでいずれも有

意に減少したが、その中でも動脈硬化形成作用との関連性が最も高い very small 

LDL71) で最も強い減少を示した。Very small LDL は、ヒトでは健常者に比べて高 TG 

血症を合併する患者において著明に増加することが明らかにされており 72)、このこ

とから、マウスでも血中 TG 値の低下に随伴してみられた現象である可能性が示唆
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された。即ち、肝細胞の NRDC は、血中 LDL-C に加えて TG 濃度の制御にも関与

する可能性が示されたが、特にヒトの病態生理においての意義については、さらなる

検討が必要であると思われた。 

 本章では、肝細胞の NRDC が細胞膜表面における LDL 受容体の発現量に対し、

SREBP2 の活性化抑制による遺伝子転写の抑制と、PCSK9 と IDOL の発現促進によ

る受容体分子の分解の促進との二つの機序で減少させることを明らかにした。また、

それに加えて、MTP の発現促進により VLDL 産生を増加させることで血中 LDL-C 

濃度を上昇させていることを明らかにした（Figure 18）。また、ヒトにおける NRDC 

の役割の解明には今後の検討を待たねばならないが、ヒトでも同様の分子機構が明ら

かになれば、脂質異常症における LDL-C 低下作用を有するこれまでにない新規の薬

剤の治療標的となる可能性が示された。さらに本章の結果は、従来より報告されてき

た NRDC の膜タンパク質のシェディング活性化および転写因子機能に加えて、

PCSK9 などの細胞内における分子輸送制御あるいは分泌制御機能を有する可能性を

明らかにした。本章における研究成果は、肝細胞の NRDC が脂質リポタンパク代謝

において重要な制御因子であることを示し、既存の PCSK9 阻害抗体薬および MTP 

阻害薬に次ぐ脂質異常症の新規の治療標的となる可能性を示した。LDL 受容体を全

く発現しない遺伝子型の家族性高コレステロール血症の場合、PCSCK9 阻害抗体薬

でも効果がなく、副作用の懸念が大きい MTP 阻害薬が必要になる。本研究の結果で

は、肝臓での NRDC の抑制により MTP の発現低下と血清 LDL-C 値の低下が期待

できると考えられる。さらに、今後はこれらの結果を基に肝細胞の NRDC が LDL-C 

に加え、血清 TG 値などの脂質検査値の変動にも寄与するのかを検討し、NRDC に

よるリポタンク代謝の全容を明らかにすることが必要であると考えられた。 
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Figure 18. Hypothesical illustration of LDL receptor expression regulation through 

transcriptional regulation of SREBP2 and LXR, and PCSK9 secretion 

regulation by NRDC in hepatocytes. 
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総 括 

 

本研究は脂肪肝および脂肪肝炎の動物実験モデルにおける新知見と、動脈硬化性

疾患などの循環器疾患の発症と密接に関連する高 LDL-コレステロール血症などの

リポタンパク代謝および脂質代謝異常に関わる分子の新たな知見を見出した。 

第 1 章では、脂肪肝および肝炎を呈する NASH における CDAHFD 負荷動物モ

デルの有用性について、ヒトとの類似性および血清脂質プロファイルと病態進展に関

連する分子指標との相関性の点から検討した。その結果、従来の実験食餌供与モ

デルの欠点を改善した  CDAHFD モデルにおいても、有意な低体重および

血清脂質の低下などヒト  NASH の臨床像とは大いに異なる点が存在し、血

清脂質と NAFLD/NASH の病態進展には有意な相関性が複数存在すること

を明らかにした。これらの結果は、今後の動物モデルを用いた  NAFLD/NA

SH の研究において、体重と血清脂質値の変動に加えて病態進展に関連する

分子指標との相関性についても検討することの重要性を明示した。しかし

ながら、NAFLD/NASH に特異的な検査、診断あるいは治療法は現在までに

確立されておらず、それらに有用な候補分子が明らかにされつつあるが、

臨床応用に至るには未だ病態に対する知見が乏しいのが現状である。NAFL

D/NASH の発症機構の解明にはヒトにおける病態を忠実に反映する動物モ

デルを用いた検討が必要であり、本研究の成果を含めた各々の動物モデル

の特性を明らかにし、ヒトと実験動物との病態の相違点を最小限に留めた

モデルを用いた検討が今後重要であると考えられた。  

第 2 章では、リポタンパクおよびコレステロール代謝における肝細胞の多機能プ

ロテアーゼ NRDC の役割について検討した。その結果、肝細胞の NRDC は LDL 受

容体の発現抑制、MTP の発現促進と、PCSK9 および IDOL などの LDL 受容体の分
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解促進因子の分泌を亢進することで血中 LDL-C を増加させることを明らかにした。

また、肝細胞における NRDC は、これまでに明らかにされてきた細胞表面でのシェ

ディング活性化や核内での転写制御機能に加え、細胞内の分子輸送あるいは分泌制御

に関わる新たな機能を有する可能性を明らかにした。これらの結果は、肝細胞の 

NRDC がコレステロールや TG などの脂質代謝において既存の脂質低下薬に次ぐ脂

質異常症の新規の薬剤の治療標的となる可能性を示し、各臓器および各細胞種におけ

る NRDC の生理機能を今後解明していく上での新たな知見を提示した。 

 本研究の第 1 章と第 2 章とを通して考察する。第 1 章では、コリン摂食を低下

させることで肝臓での MTP の発現が低下し、脂肪肝炎が惹起されるが、血清中の総

コレステロールおよび TG 値は低下することが示された。第 2 章では、肝細胞の 

NRDC を欠損させることで、肝臓での MTP の発現が低下し、血清中の LDL-C 値が

低下することが示され、LDL-C のサブクラスの値の変化から、おそらくは血清 TG

値も低下している可能性が推察された。肝臓での MTP の発現と、血清脂質の変動は、

第 1 章と第 2 章とで偶然にも同様であった。しかしながら、肝臓特異的ではなく全

身での NRDC の欠損であり、またその実験モデルも、第 1 章での CDAHFD では

なく、高脂肪を含まない CDAA であり、必ずしも同一とは言えないが、全身の NR

DC 欠損マウスでは脂肪肝炎が抑制されることが先行論文で報告され53)、 MTP の発

現と脂肪肝炎との関係については本研究とは逆の結果を示している。この事実からも、

さらにヒトの病態に近い実験動物モデルが必要であると考えられた。 

 最後に、本研究で得られた知見からは、既存の薬剤でも十分に管理しきれない重症

の脂質異常症に対する新たな創薬ターゲットを提供する可能性が提起されたことが

意義深いものと考えられた。しかしながら、ヒトにおいても NRDC が本研究の結果

と同様に作用しているかについての今後の検討が必要であろうと思われた。 
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