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要旨 

1．はじめに 

メタボリックシンドロームでは、過剰な内臓脂肪蓄積により、脂肪細胞からのアディポサイトカイン分泌異

常を認め、高血圧、糖代謝異常、脂質代謝異常を引き起こしている。さらに病態の進行により、糖尿病、

動脈硬化症（心筋梗塞・脳梗塞）、非アルコール性脂肪肝炎（NASH）のような生活習慣病を発

症する。これら生活習慣病の予防もしくは早期治療を行うために、メタボリックシンドロームでの中心となる

脂肪組織と肝臓の病態を正確に把握するバイオマーカーが求められてきた。 

そこで、本研究では、メタボリックシンドロームに関与するバイオマーカーとして、白色脂肪細胞から分泌

されるアディポサイトカインの TNFα と Leptin、NASH バイオマーカー候補であるフラグメント化サイトケラ

チン 18（fCK18）の高感度測定系を確立した。 

 

2．TNFαと Leptin の高感度測定系の開発 

内臓脂肪が蓄積された状態で、白色脂肪組織の慢性的な炎症と、その脂肪蓄積能やアディポサイト

カイン分泌調節機能の破綻により、インスリン抵抗性を引き起こし、メタボリックシンドロームとなる。TNFα

は、インスリン抵抗性を引き起こす最も主たるアディポサイトカインであり、白色脂肪組織あるいは浸潤し

たマクロファージから分泌される。レプチンは、白色脂肪組織から分泌され、肥満を抑制する代表的なアデ

ィポサイトカインとして知られている。脂肪組織の病態を正確に把握するために、まずは脂肪蓄積とこれら

アディポサイトカイン分泌との関係性を明らかにしたいと考えた。 

そこで、本研究では、マウス白色脂肪細胞モデル系を使い検証を進めるため、マウスアディポサイトカイ

ンに対する高感度測定の開発を試みた。サンドイッチ ELISA は、1 次抗体としてヤギ抗マウス TNFα 抗

体（あるいはヤギ抗マウスレプチン抗体）、２次抗体はウサギ抗マウス TNFα 抗体（あるいはウサギ抗

マウスレプチン抗体）、3 次抗体に β ガラクトシダーゼ標識抗ウサギ IgG、そして基質には 4-

methylumbelliferyl-β-D-galactopyanoside（MUG）を用い、蛍光強度を測定した。HRPを標

識体に用いた比色検出系の感度 10 ng/mL と比較して、β ガラクトシダーゼ/MUG の蛍光検出系を

用いることにより、1 pg/mL まで感度を向上させることに成功した。これにより、白色脂肪細胞の形態変

化とアディポサイトカインの関係性を明らかにした。 

 

3．白色脂肪細胞の脂肪蓄積と TNFα の産生を抑制する化合物の探索 

TNFαはインスリン抵抗性の要因であり、白色脂肪細胞からのTNFα分泌異常の抑制は、生活習慣

病やその予備軍であるメタボリックシンドロームの予防につながる。そこで、脂肪蓄積モデルと高感度測定

法により、白色脂肪細胞の脂肪蓄積量と TNFα の分泌量を減少させる物質の探索を行った。 

脂肪細胞株（3T3-L24）は、前駆脂肪細胞 3T3-L1 を IBMX、DEX、インスリンにより分化誘導

し、転写因子の発現を確認した。内臓脂肪蓄積モデルは、3T3-L24 にオレイン酸を添加し作製した。こ

のモデルを使って、サプリメントを評価したところ、有機酸（酢酸、クエン酸）、カルニチン、タウリンにおいて、

TG蓄積量及び TNFα分泌量の減少が認められた。 

本結果より、これらの物質がインスリン抵抗性を改善し、メタボリックシンドロームを予防する可能性が
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示唆された。 

 

4．NASH バイオマーカーの fCK18 高感度測定系の開発 

NASH の確定診断には、肝生検による病理組織診断が用いられているが、侵襲的な検査であり診

断のばらつきが問題となっており、非侵襲性のバイオマーカーによる診断法の開発が強く求められてきた。   

そこで、本研究では、NASH診断のバイオマーカー候補として、肝細胞のアポトーシス誘導により放出され

る fCK18 に注目し、新たな抗体を用いて高感度 fCK18 CLEIA を確立した。 

fCK18 CLEIA は、新規モノクローナル抗体とリコンビナントタンパク質を用いて構築し、全自動免疫測

定装置へ適用させた。モノクローナル抗体は、rCK18 または合成ペプチドをマウスへ免疫し、最終的に 2

種のクローン（K18-328 と K18-624）を選択した。リコンビナントタンパク質は、N 末端側を切断させ

た 261-397aa を大腸菌で発現させ、アフィニティーカラムクロマトグラフィーにより精製し、スタンダードとし

て用いた。高感度 CLEIA により、NASH患者血清と健常者血清を測定した。 

エピトープ解析の結果、K18-328 は CK18 の 323G-340S を認識し、CK18 と fCK18 の両方と

反応した。K18-624は fCK18のC末端側を認識し、fCK18のみとの反応性を示した。IP-WBにて、

比較対照の市販抗体は1.5 ngの rfCK18を検出したが、K18-624は約1/8の0.2 ngの rfCK18

を検出し、高親和性を示した。K18-624 結合磁性粒子と ALP標識K18-328、そしてリコンビナントタ

ンパク質により、高感度 CLEIA を確立した。Standard Range は 0.465-46.5 ng/mL で検出感

度 0.056 ng/mL、同時再現性及び日差再現性は CV10%以下であった。健常者血清中 fCK18

（平均0.483 ng/mL）と比較して、NASH患者（平均5.190 ng/mL）は有意に高値を示した。  

 

5．fCK18 高感度測定系を用いた検体中 fCK18 の臨床的有用性 

非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）は、メタボリックシンドロームの肝臓における表現型であり、

非アルコール性脂肪肝（NAFL）と NASH に分類される。 NASH の病理組織像として肝細胞の

ballooning が特徴的であり、これと強い相関を持ち、尚且つ NAFL と区別できるバイオマーカーの発見

が期待されている。そこで、fCK18 CLEIA を用い、肝機能マーカーや肝組織との相関関係を解析し、

NASH診断バイオマーカーとしての有用性について検討した。 

NAFLD患者血清の fCK18 値は、肝逸脱酵素や NAFLD activity score（NAS）の構成要素

と相関するとともに、Brunt stage（p＜0.05）、Matteoni 分類（p＜0.001）と強い相関を示した。

健常者の fCK18 値と比較して NAFLD で顕著に上昇し（AUC 0.96, p＜0.0001）、NAS 0-2 と

NAS 3-8（AUC 0.81, p＜0.05）や Matteoni type 1+2 と 3+4 の分別、すなわち NAFL と

NASH の鑑別が可能であった。NAS の構成要素に fibrosis を加えた多変量解析では、ballooning

のみが fCK18値と関連する因子として抽出された。 

  

6．結論  

生活習慣病の予防もしくは早期治療を目的として、メタボリックシンドロームに関与するバイオマーカー

測定系の開発を行った。 
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TNFα と Leptin それぞれの高感度測定系は、マウス脂肪細胞内のアディポサイトカインの分泌量、蓄積

量を測定するのに十分な感度であり、脂肪細胞のアディポサイトカインの挙動を把握し、更に、カルニチン

が TNFα の産生抑制に有効であることを見いだした。  

新規K18-624抗体は、fCK18 への高い親和性を示し、その抗体を用いた高感度CLEIA は、全て

の健常者血清中の fCK18 を測定可能な感度を有した。fCK18 値は、NASH 患者における肝機能や

病理組織所見、特に hepatocyte ballooning と強い相関を示し、高い NASH診断能を認め、肝生

検に代わる診断法として大きく期待された。  
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第1章 序章 

1.1 メタボリックシンドローム 

近年、我が国において食生活の欧米化や運動不足により肥満の人が増加している。肥満とは、体重

が多い状態、あるいは体脂肪が過剰に蓄積した状態のことを言い、内臓脂肪型肥満と皮下脂肪型肥

満に分類される。内臓脂肪型肥満による慢性炎症や線維化は、インスリン抵抗性を呈する。これが引き

金となり、高血圧、耐糖能異常、脂質代謝異常など全身の様々な代謝障害を引き起こし、さらには動

脈硬化症、糖尿病、NASH のような生活習慣病を発症する（Fig.1-1）。 

1999年WHOは、生活習慣病の危険因子が組み合わさった病態を、インスリン抵抗性の観点から、

メタボリックシンドロームの概念と診断基準を提唱した。日本においても、2005 年に日本内科学会が中

心となり、メタボリックシンドロームの診断基準が作成された（Fig.1-2）。2020 年度の厚生労働省が

行った国民健康・栄養調査結果によると 40~74 歳については、男性の 2 人に 1人、女性の 5人に 1

人が、メタボリックシンドロームを強く疑われるものまたはその予備軍と考えられており、該当者数は、約

960 万人、予備群者数約 980 万人で、合わせて約 1940 万人と推定された。このうち約 10%が生

活習慣病を発症すると言われている。 

 

 

 

 

メタボリックシンドロームの病態メカニ ム

内臓脂肪蓄積

内分泌機能
アディポサイトカイン分泌異常

代謝機能
脂肪蓄積能

メタボリックシンドローム

動脈硬化症

生活習慣病

インスリン抵抗性

慢性炎症線維化

機能障害

高血圧

耐糖能異常 脂質代謝異常

NASH糖尿病

Fig.1-1 メタボリックシンドロームの病態メカニ ム 
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厚生労働省ホームページを参考に一部改変 

Fig.1-2 メタボリックシンドロームの診断基準 

 

1.2 アディポサイトカイン 

脂肪細胞は、中性脂肪を蓄積する単なるエネルギー貯蔵庫として考えられてきた。しかし、1990 年

代以降脂肪細胞は、アディポサイトカインと総称される生理活性物質を分泌する内分泌臓器として機能

していることが明らかになり、最近ではパラクラインとしての働きが注目されている。アディポサイトカインは

TNFα、Leptin アディポネクチン、IL-6、など 20 種類近いものが報告されており、免疫細胞、神経細胞、

肝細胞などの細胞に作用し、食欲のコントロールや脂質代謝、糖代謝など代謝調節を行っている。内臓

脂肪蓄積により、脂肪細胞が肥大化し、アディポサイトカインの分泌異常が起きると、炎症性サイトカイン

の過剰分泌および抗炎症性サイトカインの分泌抑制が生じて弱い慢性炎症を引き起こす。その結果、イ

ンスリン抵抗性を惹起し、メタボリックシンドロームを呈する。我々は、炎症性サイトカインとしてTNFα を抗

炎症性サイトカインとして Leptin を例にとり、脂肪細胞の形態変化とアディポサイトカインの分泌挙動に

ついて検討を行った。 

 

TNFα 

TNF-α は腫瘍壊死因子として 1975 年に Carswell ら 1により単離され、1984 年に遺伝子がクロ

ーニング 2された。TNFα は炎症性メディエーターとして全身に炎症反応を誘導する一方、アポトーシス誘

導や免疫制御、血管新生、細胞保護などさまざまな生理活性を有することが証明され、最近では炎症

による生体防御機構に広く関与するサイトカインとされている。TNF-α はマクロファージなどの免疫細胞や

脂肪細胞で、25kDa の前駆体タンパク質である膜結合型 TNF-α（mTNFα）として産生される。

      

ウエスト   

男性：     以上 女性：     以上

メタボリックシンドロームの診断基準

以下、3 目のうち、いずれか２ 目に該当

    

中性脂肪

150 mg/dL以上 または

HDLコレステロール

40 mg/dL 満

   

  期血圧

130 mmHg以上 または

  期血圧

85 mmHg以上

   

  時血糖値

110 mg/dL以上
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mTNFαは、TNF-α変換酵素（TACE）により細胞外に存在するＣ末端側が切断され、17kDaの可

溶性 TNF-α（sTNFα）タンパク質（157 アミノ酸残基）となる。mTNF-α と sTNF-α のいずれも活

性を有する。3血中では、51kDa のホモ 3 量体を形成し循環する 4。 

TNFα の受容体は、全身の組織に存在してる TNFR1（CD120a；p55/60）と主に免疫系の細胞

に発現している TNFR2（CD120b；p75/80）の 2 種類の受容体が同定されており 5、TNFα の生

理活性作用の大部分は TNFR1 を介していると考えられている。TNF-α により TNFR1 が刺激され、

IRS-1 のチロシン残基リン酸化による PI3-キナーゼの活性化が抑制され、GLUT4 を介するインスリンの

グルコースの細胞内取り込み作用が抑制され、インスリン抵抗性を引き起こす。 

 

Leptin 

Leptin は 1994 年に Friedman ら 6 によるポジショナル・クローニング法によって遺伝性肥満マウス

（ob/ob）の病因遺伝子産物として発見され、アミノ末端部に21 アミノ酸からなるシグナル配列を含む

167 アミノ酸から構成される。Leptin は主に成熟脂肪細胞で分泌され、末梢の脂肪貯蓄量を視床下

部に伝達し、摂食・代謝調節因子をコントロールし、体重を一定に保つ働きを有している。Leptin の発

見により食欲調節分子メカニ ムに関する研究が急速に加速し、肥満の成因から治療へ展開されてきた。

Leptin が欠損している ob/ob マウスに Leptin を投与すると体重が減少するが、その機序は視床下部

を介した食欲抑制と交感神経を介したエネルギー消費亢進量、さらには脂肪細胞への直接脂肪分解

作用によることが知られている。また Leptin 発見後視床下部領域から Leptin 受容体がクローニングさ

れ 7、本受容体が遺伝性肥満マウス（db/db）の病因遺伝子であることが判明した。Leptin は視床

下部に存在する Leptin 受容体に作用することによって強力な飽食シグナルを伝達する。このシグナルと

同時に Leptin は交感神経活性化を介してエネルギー消費を促進し、体重調節に重要な役割を果たし

ている。さらに Leptin は栄養状態を感知し、接触促進分子（NPY、AgRP、MCH など）や、接触抑

制分子（POMC-MC、CRH、CART など）に作用することによって食欲を調節している。このことから、

Leptin は脳の視床下部、特に弓状核において栄養状態を探知する伝達物質であり、接触量やエネル

ギー 支を調節すると考えられている。 

血中レプチン値は体脂肪量や血中インスリン値に相関して上昇するため、肥満やインスリン抵抗性状

態を呈する症例では高レプチン血症を認める。しかし、これらの症例では高レプチン血症であるにもかかわ

らず、レプチンによる接触抑制は起こらず、インスリン分泌も抑制されない作用不全の状態にあり、いわゆ

るレプチン抵抗性を呈している。8 レプチン抵抗性により生じた高レプチン血症は血圧上昇作用や、肝の

炎症線維化を誘発することも報告されている。9,10 

 

1.3 メタボリックシンドロームと非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD） 

NAFLD 発症の重要な因子は肥満であり、NAFLD 患者の内臓脂肪量と肝細胞内脂肪量には正の

相関がある。NAFLD の主な背景としてインスリン抵抗性の増悪、およびメタボリックシンドロームとその関

連疾患の 2 型糖尿病、脂質異常症、高血圧症があり、中でも 2 型糖尿病は NAFLD の発症・病態

進展との関連性が強い。NAFLD の病態進展には“two hit theory”という 2 段階のメカニ ムが支持
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されてきた。１nd hit として肝臓の脂肪沈着、2nd hit として酸化ストレス、脂質過酸化、エンドトキシン

により惹起されるサイトカインの放出、インスリン抵抗性などが肝機能障害をさらに進展させ非アルコール

性脂肪肝炎（NASH）にいたると考えられていた 11。しかし、必ずしもすべての症例が NAFL（非アルコ

ール性脂肪肝）を経由しないことから”multiple parallel hits hypothesis”という概念が提唱されて

いる 12。これは肝の脂肪化と炎症・線維化進展に関与する様々な要因が並行して肝臓に作用し、

NASH を発症するという考え方である。肝臓と脂肪細胞、腸管など多臓器との相互作用が NAFLD の

病態進展に寄与しており、脂質の肝細胞への流入増加による酸化ストレス亢進、インスリン抵抗性増加、

脂肪細胞からのアディポサイトカイン分泌異常、腸管からのエンドトキシン流入などが挙げられ、これらが同

時進行的にNAFLD発症及び病態進展に関与している。 

日本の NAFLD 患者は約 25%と推定され、2016 年時点で 2300 万人、うち NASH は 400 万

人であり、今後2030年に向けて緩やかに増加すると予想される。現在F3以上の高度線維化群は60

万人おり、2030 年には 100 万人、米国においては 800 万人に達する。米国では肝線維化の進行に

よる肝移植が増加しており、NASHは、その原疾患の上位を占めている（女性第1位、男性第２位）。

肝細胞癌（HCC）においても、NASH はその原疾患の 1/3 を占め、NAFLD からの肝発癌率は 10

年で 0.4％、NASH で５％と推定され、10 年で 9 万人が肝癌を発病すると予想される。NAFLD から

の HCC は進行した状態で発見されるケースが多く、予後不良となるため、HCC 予備群の絞り込みや早

期スクリーニング等対策が必要である。 

 

1.４ NAFLD/NASH診断基準とスコアリング 

1980 年にMayo Clinic の肝臓病理医 Ludwig ら 13が、飲酒歴がないにもかかわらず肝組織がア

ルコール性肝障害に類似し、steatohepatitis の変化をきたした 20 例をまとめ、その疾患概念を

NASH として提唱した。また、1985 年に Schaffner14 らは NASH を含めた非飲酒者の脂肪肝関連

の病態を NAFLD として命名し、現在に至っている（table1-1）。NAFLD は組織学的に NAFL と

NASH に分類されるが、NAFL は肝細胞の 5%以上に脂肪蓄積を認め、肝細胞障害がないものとされ、

NASH は肝細胞の５％以上に脂肪蓄積を認め、肝細胞障害および炎症を伴うものと定義される 15–17。 

NASH の病理所見として、大滴性脂肪変性、好中球を中心とした炎症性細胞浸潤、肝細胞の風船

様変性、Mallory-Denk 体、巨大ミトコンドリア、好酸性壊死、核の 洞化、大小の脂肪肉芽種、線

維化としては肝細胞 辺の線維化、類洞に沿った線維化が特徴的とされている。NASH の病理分類に

関しては 1999 年の Matteoni ら 17によって提唱された分類同年の Brunt ら 18による staging（線

維化の重症度）、grading（壊死炎症性変化の重症度）の分類、2005 年に NASH Clinical 

Research Networkから発表されたNAS、2012年Bedossaら 19が報告したアルゴリ ム（FLIP）

アルゴリ ムが用いられている（Fig.1-3）。 
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Table1-1 

 

 

 

 

。 

 
Fig.1-3 NAFLD の定義とスコアリングシステム 
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1.５ NAFLD の非侵襲性バイオマーカー 

NAFLD の非侵襲性バイオマーカーとして、世界においては、血小板数、ヒアルロン酸、4 型コラーゲン

７s が有用とされている。日本においては、M2BPGi、オートタキシンなどが肝線維化マーカーとして保険

適用されており、線維化進行診断の有用性が報告されている。高度線維化（肝線維化ステージ 3、4）

での診断能はM2BPGi が AUC：0.876、オートタキシンが AUC：0.75 である。線維化を予測するス

コアリングシステムは、FIB-4 Index、NFS、APRI、BARD score があり、高度線維化例の診断能につ

いては、FIB-4 Index と NFS が AUC：0.84 であり、APRI の 0.77、BARD score の 0.76 より高

値であった 20。そのため、ガイドラインでは FIB-4 Index およびNAFSの使用が推奨されている。しかし、

いずれのバイオマーカーも肝線維化を反映するものであり、炎症を反映するバイオマーカーは存在しない。

非侵襲的な診断法として、バイオマーカー以外に画像診断も行われているが、脂肪肝は確認できるもの

の風船様変性（Ballooning）は検出できないため、今もなお NASH の診断には肝生検が必要とされ

ている。Ballooning が非侵襲的に診断できるようになれば、肝生検を施行する必要がなくなり、患者へ

の負担が軽減される。 

 

1.６ 本研究の目的 

メタボリックシンドロームでは、過剰な内臓脂肪蓄積により、脂肪細胞からのアディポサイトカイン分泌異

常を認め、高血圧、糖代謝異常、脂質代謝異常を引き起こしている。さらに病態の進行により、糖尿病、

動脈硬化症（心筋梗塞・脳梗塞）、NASH のような生活習慣病を発症する。これら生活習慣病の予

防もしくは早期治療を行うために、メタボリックシンドロームでの中心となる脂肪組織と肝臓の病態を正確

に把握するバイオマーカーが求められてきた。 

そこで、本研究では、メタボリックシンドロームに関与するバイオマーカーとして、白色脂肪細胞から分泌さ

れるアディポサイトカインの TNFα と Leptin、NASH バイオマーカー候補であるフラグメント化サイトケラチ

ン 18 の高感度測定系を確立することを目的に研究を行った。 

第 2章では、白色脂肪細胞から分泌されるアディポサイトカインとして TNFαと Leptin の高感度

測定系を立ち上げ、脂肪細胞から産生されるアディポサイトカインの測定を行った。そして、第 3章で

は、TG蓄積モデル系を作製し、第 2章で得られた測定法を利用してメタボリックシンドロームを抑制

する化合物の探索を行った。一方、第４章では、NASH バイオマーカー測定系を構築するため、新

たに fCK18 のモノクローナル抗体、リコンビナントタンパク質を作製し、これらを組み合わせて高感度

fCK18 CLEIA を構築した。そして、第５章では、派生コホートとして三重大学で肝生検を施行し

た臨床検体 54 例、バリデーションコホートとして東京大学で肝生検を施行した 67 例を用いて、高

感度 fCK18 CLEIAの臨床有用性を評価した。 
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第2章 アディポサイトカインの 感度測定系の構築 

2.1 緒言 

メタボリックシンドロームは、内臓脂肪蓄積を背景としたインスリン抵抗性により、糖尿病、高血圧症、

高脂血症など様々な病態を引き起こす。内臓脂肪の蓄積は、運動・食事など生活習慣が大きく関係し

ており、摂取量と代謝量のアンバランスにより引き起こされる。白色脂肪組織（WAT）は、トリグリセリド

を蓄積するエネルギー貯蔵組織としてのみ機能すると考えられてきた。しかし、1990 年代に脂肪細胞に

よって産生されたアディポサイトカインが発見されて以来、WAT は内分泌組織としてさらに重要な役割を

果たすことが分かってきた 21。腫瘍壊死因子 α（TNFα）、レプチン、アディポネクチンなどアディポサイトカ

インの分泌異常は、脂肪細胞への脂質の蓄積を伴い、インスリン抵抗性とグルコース消費の減少をもたら

し、メタボリックシンドロームを誘発する 22。 

アディポサイトカインの産生量の調節は、肥満関連疾患の制御に重要である。アディポサイトカインの一

つであるレプチンは、ニューロンに作用することで食欲を抑制する 23,24。レプチン投与は、先天性脂肪萎

 症マウスのインスリン抵抗性に効果が認められた 25。 

脂肪細胞で大量に産生されるアディポネクチン 26 とインスリン抵抗性 26–28 の関係では、2 型グリコー

ゲン合成と虚血性心疾患患者でアディポネクチンの血中濃度が減少しているという報告がある。これらの

患者は血中アディポネクチン濃度を高めるような治療戦略が行われている 29。 

TNFαはインスリン受容体であるチロシンキナーゼ活性を阻害することにより、インスリン抵抗性を引き起

こす 30 インスリン抵抗性に関与するマクロファージ輸送阻害因子（MIF）の濃度は TNFαとともに上昇

する 31。白色脂肪細胞により活性化されたマクロファージも TNFαを分泌し、インスリン抵抗性に関与す

る 32。 

したがって、インスリン抵抗性は TNFαの誘導とレプチン抑制、白色脂肪細胞による脂肪沈着によって

引き起こされる。ただし、インスリン抵抗性のメカニ ムの詳細は明らかになっていないため、脂肪細胞、マ

クロファージ、肝細胞など細胞間のクロストークの関与を精査する必要がある。このメカニ ムを解明しメタ

ボリックシンドロームを予防するためにはアディポサイトカインの定量的な分析が必要である。 

マウス前駆脂肪細胞3T3-L1 は、Green and Kehinde33によってスイスアルビノマウス線維芽細胞株

3T3 から単離され、前駆脂肪細胞から脂肪細胞への分化が容易であるため 34脂肪細胞とアディポサイ

トカインの特性を調べるための最も有用な細胞株として用いられてきた。アディポサイトカインの mRNA お

よびアディポサイトカインの発現に関しては、RT-PCR 法やウエスタンブロッティング法により報告されている
35–37。  しかし、アディポネクチンを除くほとんどのアディポサイトカインは分泌量が低く、モノクローナル抗体

を取得することが困難であるため、ELISA法を用いたTNFαやレプチンの定量的研究は行われていない。

本研究では、3T3-L1 細胞から分泌されたアディポサイトカインを定量するために、1 pg/mL まで測定で

きる、高感度 ELISA 法の開発を行うことを目的とした。 
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2.2 方法 

2.2.1 比色法を用いた TNFαの ELISA 

ヤギ抗マウスTNFαポリクローナル抗体（R&D Systems）を PBS（-）（pH7.4）で 10 µg/mL

に希釈し、96 well プレート（COSTER）に 100 µL/well 添加後、4℃で 12時間反応させた。PBS 

で 4 回洗浄後、5% カゼイン-PBS を 380 μL 添加し、室温で２時間ブロッキングした。PBS で洗浄

後、マウス TNFα（Techene Technol Corp.）またはサンプルを 100 µL 添加し、室温で 1時間反

応させた。PBS で 6回洗浄したのち、希釈溶液（Blocking one（ナカライ）：PBS, pH7.4＝1：

9）で 4 µg/mL に調製したウサギ抗マウス TNFαポリクローナル抗体（Pierce Biotechnology）を

100 μL 添加後、室温で 1 時間反応させた。PBS で 6 回洗浄し、希釈溶液で 4 µg/mL に調製し

た HRP標識抗ウサギ IgG抗体（American Qualex Manufacturers）を 100 µL 添加後、1時

間反応させた。PBS で 6 回洗浄後、200µL の基質液（0.3 mg/mL ABTS, 0.03% H2O2 125 

mM クエン酸 Buffer, pH4.0）を添加し、マイクロプレートリーダー（Bio-Rad）で 420 nm の吸 

を測定した。 

 

2.2.2 比色法を用いた Leptin の ELISA 

ヤギ抗マウス Leptin ポリクローナル抗体（R&D Systems）をPBS（-）（pH7.4）で4 µg/mL

に希釈し、96 well プレート（COSTER）に 100 µL/well 添加後、4℃で 12時間反応させた。PBS

で 4 回洗浄後、0.5% カゼイン-PBS を 380 μL 添加し、室温で２時間ブロッキングした。PBS で洗

浄後、マウス Leptin（Calbiochem-Novabiochem）またはサンプルを 100µL 添加し、室温で 1

時間反応させた。PBS で 6 回洗浄したのち、希釈溶液（Blocking one（ナカライ）：PBS = 1：

9）で 4 µg/mL に希釈したウサギ抗 Leptin ポリクローナル抗体（PeproTech EC）を 100 μL 添

加し、室温で 1 時間反応させた。PBS で 6 回洗浄し、希釈溶液で 4 µg/mL に調製した HRP 標識

抗ウサギ IgG抗体（American Qualex Manufacturers）を 100 µL ずつ添加後、1時間反応さ

せた。PBS で 6回洗浄し、200 µL の基質液（0.3 mg/mL ABTS, 0.03% H2O2, 125 mM ク

エン酸 Buffer, pH4.0）を添加後、マイクロプレートリーダー（Bio-Rad）で 420 nm の吸 を測定

した。 

 

2.2.3 蛍光法を用いた TNFαの ELISA 

ヤギ抗マウスTNFαポリクローナル抗体（R&D Systems）を PBS（-）（pH7.4）で 10 µg/mL

に希釈し、96 well プレート（Greiner・黒）に 100 µL/well 添加し、4℃で 12 時間反応させた。

PBS で 4 回洗浄し、0.5% カゼイン-PBS を 380 μL 添加後、室温で２時間ブロッキングした。PBS

で洗浄後、マウス TNFα（Techene Technol Corp.）またはサンプルを 100µL 添加し、室温で 1時

間反応させた。PBS で 6回洗浄したのち、希釈溶液（Blocking one（ナカライ）：PBS = 1：9）

で 4 µg/mL に希釈したウサギ抗 TNFαポリクローナル抗体（Pierce Biotechnology）を 100 μL

添加し、室温で 1 時間反応させた。PBS で 6 回洗浄し、希釈溶液で 200 倍希釈したβ-

galactosidase 標識抗ウサギ IgG抗体（American Qualex Manufacturers）を 100 µL 添加
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し、1 時間反応させた。PBS で 6 回洗浄したのち、200 µL の基質溶液（1 mM MgCl2, 10 mM 

NaCl, 100 mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩衝液  pH7.0, 0.1 g/L BSA,  0.1 mg/L 4-

Methylumbelliferyl β-D-glucoside （MUG）） を添加し、マイクロプレートリーダーで励起波長

360 nm、蛍光波長 460 nm を測定した。  

 

2.2.4 蛍光法を用いた Leptin の ELISA 

ヤギ抗マウス Leptin ポリクローナル抗体（R&D Systems）をを PBS（-）（pH7.4）で 4 

µg/mL に希釈し、96 well plate（Greiner・黒）に 100 µL/well 添加し、4℃で 12時間反応さ

せた。PBS で 4回洗浄後、0.5% casein-PBS を 380 μL 添加し、室温で２時間ブロッキングした。

洗浄後、マウス Leptin（Calbiochem-Novabiochem）またはサンプルを 100µL 添加し、室温で

1時間反応させた。PBS で 6回洗浄したのち、希釈溶液（Blocking one（ナカライ）：PBS = 1：

9）で 4 µg/mL に希釈したウサギ抗 Leptin ポリクローナル抗体（PeproTech EC）を 100 μL 添

加し、室温で1時間反応させた。PBSで6回洗浄し、希釈溶液で200倍希釈したβ-galactosidase

標識抗ウサギ IgG抗体（American Qualex Manufacturers）を 100 µL ずつ添加し、1 時間反

応させた。PBS で 6回洗浄した後、200 µL の基質溶液（1 mM MgCl2, 10 mM NaCl, 100 mM 

リン酸ナトリウム緩衝液 pH7.0, 0.1 g/L BSA, 0.1 mg/L MUG）を添加し、マイクロプレートリーダ

ーで励起波長360 nm、蛍光波長 460 nm を測定した。 

 

2.2.5 成熟脂肪細胞への分化 

マウス前駆脂肪細胞株 3T3-L1 を 2×106 個/75 ㎠フラスコに播種し、基本培地

（DMEM+10%FBS）で 2 日間培養し、さらに誘導培地（DMEM+10% FBS＋0.5 mM 3-

isobutyl-methylxanthine （IBMX）+ 4  µM dexamethasone（DEX）  10 μg/mL 

Insulin）で4日間（対照群は基本培地で4日間）培養後、培養上清と細胞ライセートを回 した。

培養上清は、遠心分離（12,000 xg, 5 分）で細胞の残骸断片を除いたものをサンプルとした。細胞

ライセートは、細胞を 0.25%トリプシン処理後 0.02 mM EDTA-PBS に懸濁し、超音波破砕、遠心

分離（12,000 xg, 5 分）後の上澄み液をサンプルとした。 

 

2.2.6 アディポサイトカインと TG蓄積量の評価 

TNFαとLeptinの濃度は、比色法と蛍光法のELISAで測定した。細胞ライセートの総タンパク量は、

Bradford法を用い、プロテインアッセイキット（Bio-Rad）で測定した。トリグリセライド（TG）量はジエ

チルエーテルで抽出した後、ジエチルエーテルを乾燥し、トリグリセライド E-テストワコー（Wako）を用い

て測定した。 

 

2.2.7 PPARɤ と C/EBP ファミリーの遺伝子発現 

前述の方法（2.2.5）で分化誘導した前駆脂肪細胞 3T3-L1 を、0.25%トリプシン処理により細

胞を剥がし、PBS に懸濁後、遠心分離（500 rpm, 3 min）により細胞を回 し、RNeasy Lipid 
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Tissue Mini Kit（QIAGEN）の添付文書に従い RNA 抽出を実施した。次に、Omniscript 

Reverse Transcription Kit で cDNA を合成し、PCR法（Hot Start PCR キット、Qiagen）によ

り、PPARɤ、 C/EBPα、 C/EBPβ、 C/EBPδ、 GAPDH の遺伝子発現を確認した（Table 2-1）。

プライマーは Table 2-2 に示すものを合成して用いた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 2-2 RT-PCR に用いたプライマー 

Table 2-1 PCR の条件 

（１）反応液組成 

（２）PCR反応 

10×PCR　Buffer 5.0 µL

５x Q solution 10.0 µL

dNTP mix 4.0 µL

Primer F 4.0 µL

Primer R 4.0 µL

Hot Start Taq 0.5 µL

Template DNA 3.0 µL

Distilled Water 19.5 µL

50.0 µL

Initial activation step 15 min 95 ℃

Denaturation 30 sec 95 ℃

Annealing 30 sec 55 ℃ 35 cycles

Extension 1 min 72 ℃

Final extension 10 min 72　℃
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2.3 結果 

2.3.1 比色法を用いた TNFαまたは Leptin の ELISA 

HRP で標識した抗体を ABTS で発色し、比色法により検出した結果を Fig.2-1 に示す。TNFαの

Standard range は 1~100 ng/mL、Leptin は 200~1000 ng/mL であった。3T3-L1 が分泌

するアディポサイトカインの濃度は 10 pg/mL といわれており、さらなる感度向上が必要であることが分か

った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.2 蛍光法を用いた TNFαまたは Leptin の ELISA 

感度を向上させるため、酵素を HRP からβ-gal へ、基質を ABTS から MUG に変え、再度検討を行

った。蛍光法の反応時間を検討した結果を Fig.2-2 に示す。比色法は過酸化水素を用いているため、

反応開始後 2 時間で閾値に達するが、蛍光法では反応開始後 21 時間を超えても蛍光強度上昇が

認められた。TNFαの反応時間は 130 分、Leptin の反応時間 15 時間とし、蛍光法により測定した

Standard cure の結果を Fig.2-3 に示す。 

この方法を用いることで Standard Range が 1~100 pg/mL となり、マウス前駆脂肪細胞株 3T3-

L1 から分泌されるアディポサイトカインの測定に必要な感度 1 pg/mL以下を達成した。 

 

Fig.2-1 比色法を用いた TNFαまたは Leptin の Standard curve 
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2.3.3 脂肪細胞の遺伝子発現とアディポサイトカインの産生量 

次に、得られた高感度法を用いて細胞内に産生されたアディポサイトカインの測定を行った。マウス前

駆脂肪細胞株 3T3-L1 を、IBMX と DEX、Insulin を含む培地で培養し、分化誘導して得られた脂

肪細胞を 3T3-L2 とした。 

3T3-L1 と 3T3-L2 それぞれの細胞について、脂肪細胞に関連する転写因子である C/EBPα、

C/EBPβ、C/EBPδ、PPARɤ の遺伝子発現を PCR 法で解析した。その結果、3T3-L1 では、C/EBP

β、C/EBPδ、PPARɤ の発現が認められず、C/EBPαでのみわずかに発現が認められた。一方で 3T3-

L2 は、C/EBPα、C/EBPβ、C/EBPδ、PPARɤ いずれも発現が認められた。（Fig.2-4）この結果は

既報 38–40の結果と一致していることから、3T3-L2 は成熟脂肪細胞に分化していることを確認した。 

Fig.2-3 蛍光法を用いた TNFαと Leptin の Standard curve 

Fig.2-2 TNFαの蛍光法の反応時間の検討 

比色法 蛍光法 

 Reaction time (hr) 
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次に、3T3-L1 と 3T3-L2 の TNFαと Leptin の産生量を測定した。細胞に含まれるタンパク量当たりの

TNFαと Leptin の量を算出した結果をFig.2-5 に示す。TNFαの産生量は、3T3-L1 から 3T3-L2へ

の脂肪細胞分化に伴い上昇が認められた。Leptin の産生量は、分化に伴いわずかに減少し、TNFαの

約 1/500 であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2-5 TNFαと Leptin の産生量の比較 

Fig.2-4 3T3-L1 と 3T3-L2 の転写因子の遺伝子発現 
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2.4 考察 

脂肪細胞から分泌されるアディポサイトカインを定量するため、TNFαと Leptin の高感度測定系を構

築した。本測定系には 2 つの特徴がある。一つは、1 次抗体、2 次抗体、検出抗体すべてにおいてポリ

クローナル抗体を用いたことである。ポリクローナル抗体を使うことで、1 分子の抗原に対し、複数の抗体を

結合させることができ、さらに検出抗体を用いることにより、感度を増強させることができた。二つ目は、基

質と酵素の組み合わせ、および反応時間を最適化させたことである。HRP を用いた ELISA 法の反応時

間は 1~2 時間 41–43であるが、β-galactosidase の安定性を確認した結果、少なくとも 21 時間活

性が安定であり、反応時間を最適化することにより、感度を０.1~1 pg/mLまで上げることに成功した。

蛍光法では、長時間反応させることにより、低濃度まで検出が可能であることを示唆している。 

本研究を進めた当時は、TNFαや Leptin のモノクローナル抗体を入手することは困難であり、市販の

TNFαや Leptin の ELISA Kit はほとんど存在しなかった。本測定系は、市販のポリクローナル抗体を用

いているため、抗体の入手が可能であり、安価で汎用性の高く、アディポネクチンや PAI-1 など他のサイト

カインにも応用可能である。このことが本測定の最大の長所である。 

また、前駆脂肪細胞から脂肪細胞に分化すると、TNFαの産生量が増加し、Leptinの産生量がわず

かに減少した。本測定系を構築することにより、脂肪細胞から産生されるアディポサイトカインの挙動を明

らかにすることができた。TNFα、Leptin アディポネクチンは、メタボリックシンドロームの原因となるインスリン

抵抗性に関連する重要な因子と考えられている。これまでの研究により、肥満によりインスリン抵抗性が

惹起し TNFαが上昇、Leptin、アディポネクチンが減少することが明らかになっており 35–40、Fig.2-5 はこ

れらの知見を支持するものであった。 

白色脂肪細胞の肥大化は、アディポサイトカインの異常な産生をもたらすと考えられていたので、分化

の過程とアディポサイトカインの分泌挙動を調べることが重要である。これまでに前駆脂肪細胞 3T3-L1

を用いたアディポサイトカインの研究は行われていたが、RT-PCR法やWestern Blotting 法のような定

性的であり、定量的な報告はなかった。成熟脂肪細胞のTNFαおよび Leptin の産生量は、それぞれ約

15000 pg/ｍL と約 5.5 pg/mL であり、本測定法で十分に検出可能であったが、Leptin は検出限

界に近かった。さらなる Leptin の感度上昇には、親和性の高い抗体が必要であると考えられる。 

インスリン抵抗性の複雑なメカニ ムを解明するためには、脂肪細胞と肝細胞、神経細胞とのクロスト

ークを調べる必要がある 44,45。そのためには定量的な解析が重要であり、蛍光法を用いた測定系はこれ

らの解明に大きく貢献できるツールとなると考えられる。 

 

2.5 結論 

抗原をヤギとウサギのポリクローナル抗体でサンドイッチし、MUG とβ-galactosidase の反応により生

成される蛍光シグナルを測定することで、TNFαまたは Leptin の新規高感度測定系を構築した。反応

時間を検討することにより、高感度（約1 pg/mL）まで測定できる系を構築することができた。アディポ

サイトカインの分泌挙動を調べるために 3T3-L1 と 3T3-L2 の濃度を測定した結果、前駆脂肪細胞か

ら脂肪細胞への分化に伴い、TNFαの産生量が増加し、レプチンの産生量はわずかに減少した。脂肪細

胞で産生された TNFα は 3 ng/mg protein で、Leptin の 500 倍近く高かった。 
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本結果より、アディポサイトカインの分泌量を定量的に測定でき、インスリン抵抗性の複雑なメカニ ム

解明のための大きな一助になると考えられる。 
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第3章   細胞における  の  およびアディポサイトカインの分泌特性の解析 

3.1 緒言  

肥満は、体内に脂肪が過剰に蓄積した状態のことをいい、皮下脂肪型肥満と内臓脂肪型肥満に分

類される。特に内臓脂肪型肥満は、メタボリックシンドロームの原因になると言われている。 

脂肪細胞は、TNFαやLeptin、Adiponectinなどアディポサイトカインと呼ばれる様々な生理活性物質

を分泌する内分泌臓器としての機能 26,46–48と、血中に存在する遊離脂肪酸やグルコースを取り込み中

性脂肪としてエネルギーを貯蔵する機能を持つ。過栄養状態では、脂肪細胞が肥大化し、アディポサイト

カインが分泌異常となり、脂質代謝やグルコース取り込みが低下し、インスリン抵抗性を呈し、メタボリック

シンドロームを引き起こす。 

肥満者のメタボリックシンドローム予防には、脂肪細胞の形態変化とアディポサイトカインの関係性を知

ることが重要である。しかし、脂肪細胞において、完全に分化した脂肪細胞株はほとんど単離されていな

いため、これらについては、十分な研究が行われていない。 

本研究では、細胞の形態変化とアディポサイトカインの関係性を明らかにするために、脂肪細胞株を単離、

TG 蓄積モデルを作製し、アディポサイトカインである TNFαの分泌挙動を検討した。さらに、本モデルを使

って、TG蓄積を抑制する物質のスクリーニングを行った。 

 

3.2 方法 

3.2.1 細胞株および培養条件 

マウス前駆脂肪細胞株 3T3-L1 は、大日本住友製薬より購入した。細胞は、DMEM＋10％FBS

に懸濁し、2×106 cells/75 ㎠フラスコに播種した。  

 

3.2.2. 脂肪細胞への分化と成熟脂肪細胞株の作製 

脂肪細胞への分化は、Gregoire らの文献 49に従って実施した。マウス前駆脂肪細胞株3T3-L1 を

2×106 個/75 ㎠フラスコに播種し、基本培地（DMEM+10%FBS）で 2 日間培養し、誘導培地

（DMEM+10% FBS＋0.5 mM IBMX+ 4 µM DEX）で２日間、さらに分化誘導培地

（DMEM+10% FBS＋10 μg/mL Insulin）で 2 日間、最後に基本培地で 2日間培養を 1 サイ

クルとした。分化効率を向上させるため、この一連の操作を 3 回繰り返した。成熟脂肪細胞株を単離す

るため、分化誘導した細胞を 10 ㎠ dish に播種し、顕微鏡観察にて脂肪を多く蓄積したいくつかの細

胞株をピックアップした。その後、3 ㎠ dish に播種し、さらに 大培養後、ピックアップした細胞株の中か

ら、脂肪の蓄積量の多い細胞株を選択し、新規脂肪細胞株3T3-L24 と命名した。 

 

3.2.3 遺伝子発現の解析 

脂肪細胞への分化誘導は、下記の方法で実施した。マウス前駆脂肪細胞株 3T3-L1 を 5×105 

cells/25 ㎠ フラスコに播種し、基本培地（DMEM+10%FBS）で 2 日間培養し、誘導培地

（DMEM+10% FBS＋0.5 mM IBMX+ 4 µM DEX）で２日間、さらに分化誘導培地

（DMEM+10% FBS＋10 μg/mL Insulin）で 2 日間、最後に基本培地で 2日間培養し、本細
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胞を脂肪細胞 3T3-L2 とした。前駆脂肪細胞3T3-L1、または単離した脂肪細胞株 3T3-L24 は、 

5×105 cells/25 ㎠ フラスコに播種し、基本培地（DMEM+10%FBS）で 6日間培養した。 

各細胞を、0.25%トリプシン処理後 PBS に懸濁し、遠心分離（500 rpm 3 min）にて細胞を回 、

RNeasy Lipid Tissue Mini Kit（QIAGEN）の添付文書に従い total RNA を抽出した。次に、逆

転写反応(Omniscript Reverse Transcription Kit）により cDNA を合成し、その後リアルタイム

PCR（Rotor-GnenCYBR Green PCR Kit、Qiagen）にて遺伝子発現量を測定した。β-actin、 

AP2、C/EBPα、C/EBPβ、PPARγのプライマーは、QuanTech Orimer Assay（Qiagen）に付属

のものを用いた。PCR は、Rotor-Gene（Qiagen）を用い、95℃ 5 sec, 65℃ 10 sec で 70 サ

イクル行った。閾値線とCt値の解析は、Poter-Gene 6000シリー ソフトウエアで行った。遺伝子発現

量の比較は、β-actinで補正した3T3-L1に対する3T3-L2もしくは、3T3-L24のΔΔCt値で行った。

有意差検定は T検定を用いた。 

 

3.2.4 Triglyceride 蓄積モデルの作製 

前駆脂肪細胞3T3-L1 と新規脂肪細胞株3T3-L24 を、それぞれ 5×106 cells/75 ㎠ 播種し

た。24時間後、以下の条件で 3日間培養し、培養上清のグルコース濃度の測定により 90%以上のグ

ルコース消費が行われたのを確認し、培養上清と細胞ライセートを回 した。添加濃度は予備検討によ

り決定した。 

①3T3-L1 

・ コントロール；DMEM+10%FBS（基本培地） 

・ オレイン酸；0.28 mM オレイン酸＋基本培地 

②3T3-L24 

・ コントロール；基本培地 

・ オレイン酸；0.28 mM オレイン酸＋基本培地 

・ オレイン酸ナトリウム；0.28 mM オレイン酸ナトリウム＋基本培地 

・ リノレン酸；0.28 mM リノレン酸＋基本培地 

・ グリセロール；22 mM グリセロール＋基本培地 

細胞内の油滴染色は、上記と同様に 3T3-L24 をそれぞれ 5×106 cells/75 ㎠ 播種し、24 時間

後にオレイン酸を添加、3 日後、オイルレッド染色（Adipogenesis Assay Kit、Chemicon 

International Inc.）し、顕微鏡観察を行った。 

 

3.2.5 Triglyceride 蓄積モデルにおける抑制物質のスクリーニング 

前駆脂肪細胞3T3-L1 と新規脂肪細胞株3T3-L24 を、それぞれ 5×106 cells/75 ㎠ 播種し

た。24 時間後、以下の条件で 3 日間培養し、90%以上のグルコース消費が行われたのを確認し、培

養上清と細胞ライセートを回 した。添加濃度は予備検討により決定した。 

・ コントロール；DMEM+10%FBS（基本培地） 

・ アセチレン酸；0.5 mM アセチレン酸＋基本培地 
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・ クエン酸；0.5 mM クエン酸＋基本培地 

・ カルニチン；0.5 mM カルニチン＋基本培地 

・ タウリン；0.5 mM タウリン＋基本培地 

・ オレイン酸ナトリウム；0.28 mM オレイン酸ナトリウム＋基本培地 

・ オレイン酸ナトリウム＋クエン酸；0.28 mM オレイン酸ナトリウム＋0.5 mM クエン酸＋基本培地、 

・ オレイン酸ナトリウム＋カルニチン；0.28 mM オレイン酸ナトリウム＋0.5 mM カルニチン＋基本培地 

・ オレイン酸ナトリウム＋タウリン；0.28 mM オレイン酸ナトリウム＋0.5 mM タウリン＋基本培地 

 

3.2.6 TNFα濃度と TG蓄積量の測定 

TNFαは、培養上清を遠心分離（12,000 xg, 5 分）により細胞の残骸断片を除いた上澄み液を

蛍光法の ELISA で測定した。細胞ライセートは、75 ㎠のフラスコで培養した細胞を 0.25%トリプシン

処理後 0.02 mM EDTA-PBS に懸濁し、超音波破砕（強度 8で 30 sec、TOMY）、その後タンパ

ク定量（Protein assay kit：Bio-rad）と TG測定（トリグリセライド E-テストワコー、Wako）を行

った。細胞ライセート中の TG量は、総タンパク量に基づいて算出した。有意差検定は T検定を用いた。 

 

3.3 結果 

3.3.1 新規脂肪細胞株の作製と遺伝子発現解析 

完全に分化した脂肪細胞を取得するため、分化誘導した細胞の中から脂肪を多く含む細胞を単離し、

脂肪細胞株（3T3-L24）を得た。3T3-L24 の脂肪蓄積は、オイルレッド染色により、脂肪滴が観察

され、オレイン酸を添加すると脂肪滴の増加が認められた（Fig.3-1）。 

 

 

Fig.3-1 3T3-L24 のオイルレッド染色 
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3T3-L1、3T3-L2、3T3-L24 それぞれにおいて、脂肪細胞の分化に関連する遺伝子発現をリアル

タイム PCRで解析した（Fig.3-2）。3T3-L1 と比較し、3T3-L2 も 3T3-L24 も遺伝子発現の増加

が認められ、脂肪細胞への分化が認められた。3T3-L24は、3T3-L2 と比較し、脂肪細胞分化時に一

過性発現する C/EBPβは約 1.6 倍、分化後期に発現する C/EBPα、PPARγは、23.2 倍、5.0 倍、

成熟脂肪細胞に発現する aP2 は 8.8 倍であり、成熟脂肪細胞株の単離に成功した。 

 

  

 

 

3.3.2 Triglyceride 蓄積モデルの作製 

TG 蓄積モデルを作製するため、3T3-24 に添加する化合物のスクリーニングを行った。TG は脂肪酸

とグリセロールにより構成されるため、各種脂肪酸（0.28mM オレイン酸、0.28mM オレイン酸ナトリウ

ム、0.28mM リノレン酸）と 22mM グリセロールを添加し、それぞれの TG 蓄積量を比較した。Fig.3-

3 より、3T3-L1 においては、オレイン酸添加（添加あり：0.090 mg/mg protein vs 添加なし：

0.031 mg/mg protein）となり、TG蓄積量の増加はわずかであった。これに対して、3T3-L24 では、

オレイン酸を添加した時の TG 蓄積量は非常に高く、0.51 mg/mg protein であり、添加無し

（0.086 mg/mg protein）の約 5倍になった。また、脂肪酸とグリセロールの比較では、グリセロール

0.12 mg/mg protein に対し、リノール酸 0.29 mg/mg protein、オレイン酸ナトリウム 0.16 

mg/mg protein であり、脂肪酸の方が TG蓄積量の増加が認められた。 

 

 

 

 

 

Fig.3-2 3T3-L1 に対する 3T3-L2、3T3-L24 の脂肪細胞分化に関連する遺伝子発現 
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3.3.3 TG 蓄積モデルにおける抑制物質スクリーニング 

次にTＧ蓄積を抑制する物質のスクリーニングを行った（Fig.3-4）。TG蓄積モデルに対する抑制効

果を確認するため、0.28 mM オレイン酸ナトリウム、0.5 mM クエン酸、0.5 mM カルニチン、0.5 mM

タウリンを組み合わせて培養した時の TG 蓄積量の変化を調べた。その結果、0.28 mM オレイン酸ナト

リウム添加のみ（TＧ蓄積モデル：対照）に対し、クエン酸 44%、カルニチン 33%、タウリン 46%の

TG 蓄積量へと減少した （p<0.01）。3T3-L24 においても、0.5 mM 酢酸ナトリウム（57%）、

0.5 mM クエン酸（39%）、0.5 mM カルニチン（79%）、0.5 mM タウリン（26%）を添加した

際、内在性の TG 蓄積量の減少が認められた（p<0.01）。本結果より、スクリーニングに用いたこれら

の物質は、TG蓄積を抑制する効果があることが分かった。 

TG 蓄積モデルを用いて、TG 蓄積抑制効果と TNFα分泌量の関係について検討を行った（Fig.3-

5）。クエン酸、カルニチン、タウリンのいずれを添加した場合でも、TG蓄積が抑制された際にTNFα分泌

量が減少し、特にカルニチン（9%）、タウリン（33%）で顕著な分泌抑制効果を示した

（p<0.01）。 

 

 

 

 

Fig.3-3 ３T3-L1 および３T3-L24 の TG蓄積量の比較 
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Fig.3-4 TG の蓄積を抑制する化合物のスクリーニング 

Fig.3-5 TG 蓄積における抑制物質と TNFαの関係 
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3.4 考察 

メタボリックシンドロームは内臓脂肪蓄積により、脂肪細胞から分泌されるアディポサイトカインの分泌異

常を生じ、インスリン抵抗性が惹起し、様々な疾患を引き起こす症候群である。メタボリックシンドロームの

予防には、脂肪組織における TＧ蓄積とアディポサイトカインの関係を明らかにすることが重要であるが、

アディポサイトカインが低濃度であること、完全に分化した脂肪細胞がないことから、詳細な研究が行われ

ていなかった。本研究では、第 2章でアディポサイトカインの TNFαと Leptin において、1 pg/mL まで検

出できる高感度測定系を確立し、培地中および細胞内のアディポサイトカインを測定可能であることを示

した。第 3 章では、この測定系を利用し、細胞の形態変化とアディポサイトカインの関係性を明らかにし

た。 

まず、単離した脂肪細胞の転写因子の発現を確認したところ、 分化細胞と比較し、脂肪細胞分化

後期に発現する C/EBPαおよび PPARγ、成熟脂肪細胞に発現する aP2 の発現上昇が認めらた。オイ

ルレッド染色では、TG 蓄積量は、 分化細胞よりも増加していた。一方で、単離前の細胞は、転写因

子の発現や TG蓄積量が 3T3-L24 よりも低く、 分化細胞が残っており、 純粋な脂肪細胞の特徴を

示さないと考えられる。本研究で新たに単離した 3T3-L24 は、前駆脂肪細胞をほとんど含まず、脂肪

細胞に関する in vitro 研究の最適なモデルとなった（Fig.3-2）。  

さらに、TG 蓄積モデルを作製において、TG 蓄積量と TNFα分泌量の関係について調べた。TG は脂

肪酸とグリセリンで構成されるため、脂肪酸としてオレイン酸、オレイン酸ナトリウム、リノール酸を 3T3-

L24 の培地に添加し、TG 蓄積量を比較したところ、オレイン酸が最も多かった。このモデルにおいて、肥

満防止効果が報告されている有機酸（酢酸、クエン酸）、カルニチン、タウリンは、白色脂肪細胞の TG

蓄積量と TNFα の分泌量を抑制する効果が認められた。特に、カルニチン、タウリンが TG 蓄積と TNFα

分泌を抑制したことから、メタボリックシンドロームを予防するサプリメントとして大きな期待が寄せられた。カ

ルニチンは骨格筋や心筋に多く存在し、長鎖脂肪酸をミトコンドリア内に運搬し、酸化することでエネルギ

ーを産生している。カルニチンを培地に添加することで、オレイン酸ナトリウムがミトコンドリア内に取り込まれ、

TG の蓄積を抑制したと考えられる。タウリンはアミノ酸類似物質といわれており、炎症性サイトカインの分

泌を抑制し、インスリン抵抗性を改善すると報告されていた。本研究結果においても TNFαの分泌抑制

が認められ、既報を支持するものであった。 

 

3.5 結論 

細胞の形態変化とアディポサイトカインの関係性を明らかにするために、脂肪細胞株を単離、TG 蓄積

モデルを作製し、アディポサイトカインである TNFαの分泌挙動を検討した。 

3T3-L1 を IBMX、DEX、Insulin を用いて脂肪細胞に分化させ、単離することにより成熟脂肪細胞

（3T3-L24）の獲得に成功した。3T3-L24 は、メタボリックシンドローム研究の重要なツールとして期

待される。 

3T3-L24 を用いて、脂肪酸添加により TG蓄積モデルを作製した。TG蓄積抑制物質のスクリーニン

グを行った結果、カルニチン、タウリンで TG の蓄積抑制効果が認められた。本モデルにおいて、TG 蓄積

量の減少に伴い、TNFα分泌量が抑制され、脂肪細胞の形態変化とアディポサイトカインの関係性を示
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した。本研究で見出した TG 蓄積抑制物質は、脂肪細胞から分泌される TNFα量を抑制することから、

インスリン感受性を向上させ、メタボリックシンドロームを予防する可能性が示唆された。 
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第4章 新規モノクローナル抗体によるフラグメント化サイトケラチン18の 感度測定法

の確立 

4.1 緒言  

サイトケラチン 18（CK18）は、430 アミノ酸残基（MW 48028.50）の Type1 ケラチンで、上

皮細胞の中間 フィラメント（IF）の構成要素である。報告では、CK18 はアポトーシスにより、細胞内

プロテアーゼのファミリーの 1 つであるカスパーゼ-6 によって 237D で切断され、26kD のN末端フラグメン

トと 22kD の C 末端フラグメントになる。 更に、22kD の C 末端フラグメントは、カスパーゼ-3 および-7

によって 396D で切断され、19kD のフラグメントとなる 50。Cell Line を用いた実験ではアポトーシス誘

導により、これらのフラグメントが細胞外へ放出されることが確認されており、体内においても血中へ放出さ

れ循環する 51。市販の M30 抗体は 396D50で切断された CK18f と反応し、この抗体を用いた M30 

ELISA Kit により、様々な患者血中CK18f 濃度が測定され、乳がん 52、結腸直腸がん 53、虚血性脳

卒中 54、外傷性脳損傷 55、移植片対宿主病、56、特にNASHや急性肝不全などのさまざまな肝疾患

と関連することが報告されてきた 57。NAFLDは、NAFL と NASHの 2種に分類され、肝硬変や肝細胞

がんへ進行することもあり、世界中の子供から大人まで発症する慢性肝疾患である。CK18f は、

NAFLD の活動性をモニターする非侵襲的バイオマーカーとして有用であると報告されている 58,59。 しか

し、NASH患者とNAFL患者もしくは NASH患者と健常者を鑑別できるが、NAFL患者と健常者間を

区別することができない 51。更に、NASH 病理組織特有である肝細胞のバルーニングと相関せず、臨床

で採用されていない 16,60。従って、これら２つの課題を解決するためには感度を向上させる必要があり、

新たな高感度測定系の開発が求められていた 61。 

本研究では、新たに K18-624 および K18-328 モノクローナル抗体を作製し、CK18 フラグメントの

高感度 CLEIA を確立することを目的とした。 

なお、既存キットの測定対象は CK18 フラグメント（CK18f）（238A-396D）であるのに対し、本キ

ットの測定対象はフラグメント化 CK18（fCK18）（239A-397D、開始メチオニンを追加）とした。 

 

4.2 方法 

4.2.1 モノクローナル抗体の作製 

モノクローナル抗体は、合成ペプチド（381RRLLEDGEDFNLGDALD397）もしくはリコンビナント

CK18（Prospec, Israel）を免疫原に用い、マウスに免疫し作製した。免疫マウスから摘出した脾臓

細胞とミエローマ細胞（X63）を融合させ、ハイブリドーマを作製した。合成ペプチドとリコンビナント

CK18 を用いた Direct ELISA により、陽性クローンを選抜した。陽性クローンの中から 2 クロ-ンを選択

し、fCK18のみと反応したK18-624抗体、CK18と fCK18の両方と反応したK18-328抗体とした。 

 

4.2.2 リコンビナントタンパク質の作製 

fCK18のN末端側を切断した2種類のリコンビナントタンパク質を作製した。CK18の 241R-397D、

261R-397D を遺伝子合成した。制限酵素（NdeⅠ、EcoRⅠ）（Takara）で処理し、発現ベクタ

ーpBLC（Inhouse）に組み込んだ。得られたベクターpBLC（241R-397D）と pBLC（261R-
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397D）を JM109 に形質転換し、組換え体を作製した。 

組換え体は、アンピシリンを含む LB 培地を用い、37℃で培養した。600nm の OD が 0.6 に到達した

ときに、IPTG を終濃度 500 mM になるように添加し、さらに 12 時間培養した。その後、10,000xg 

15 min 遠心分離し、沈殿を-80℃で保管した。 

大腸菌をLysis Buffer（5 mM Tris–HCl, pH 8.0, inhibitor cocktail, 0.2 mg/mL lysozyme）

に懸濁し、超音波破砕後、10,000xg 15 min で遠心分離して可溶性画分を抽出した。 

fCK18（241R-397D）と fCK18（261R-397D）の発現量は、SDS-PAGE とウエスタンブロッティ

ング（WB）で確認した。 

その後、 K18-624 抗体結合カラム（HiTrap NHS-activated HP column）を作製し、アフィニ

ティーカラムクロマトグラフィー法により精製を行った。結合 Buffer は PBS （pH 7.4）、溶出 Buffer 

は 0.1 M Glycine–HCl （pH 2.8）を用いた。最後に、PD-10（Cytiva）で TBS（pH 7.5）に

置換し、精製品 rfCK18 とした。fCK18（261R-397D）の純度は、SDS-PAGE後、オリオール染色

（Bio-Rad）で確認した。 

 

4.2.3 ウエスタンブロッティング、免疫沈降 

WB は、20 ng の rCK18 または rfCK18 を 4-20％のグラジエントゲルにアプライし、SDS-PAGE

後、PVDF膜に転写し、PVDF Blocking Reagent（TOYOBO）で室温、2時間ブロッキングを行っ

た。TBS-T で膜を 3回洗浄し、2 µg/mL の K18-624抗体または K18-328 抗体を室温1時間反

応させた。さらに、HRP 標識したヤギ抗マウス IgG ポリクローナル抗体（MBL）を TBS-T で 10,000

倍希釈し、室温で 1時間反応させた。基質溶液（HRP substrate reagents ：nakarai）を加え、

Amersham™ Imager 600（Cytiva）で検出した。 

免疫沈降（IP）の抗体結合磁性粒子は、K18-624 抗体または M30 抗体（VLVbio）を磁性粒

子Magnosphere MS300/Carboxyl（JSR）に結合させたものを用いた。検出抗体は、K18-328

抗体をFab‘化させたものにアルカリフォスファターゼ（ALP）を1:1で結合させたものを使用した。免疫沈

降-ウエスタンブロッティング（IP-WB）は、rfCK18 または血清サンプルと抗体結合磁性粒子を室温で

1 時間反応させた。洗浄した後、反応液を 4–20% Ready GEL （Bio-Rad）にアプライし、SDS-

PAGE後 PVDF膜に転写し、PVDF Blocking Reagent（TOYOBO）で室温2時間ブロッキングを

行った。TBS-T で 3 回洗浄し、0.1 µg/mL の検出抗体と反応させた。TBS-T で 3 回洗浄後、基質

（ colorimetric alkaline phosphatase substrate reagents ： Roche ） を 加 え 、

Amersham™ Imager 600（Cytiva）で検出した。 

 

4.2.4 エピトープ解析 

K18-328抗体について、合成ペプチドを用いたエピトープマッピング解析を行った。25種の合成ペプチ

ド（ペプチド鎖長：16AA）は、fCK18 の 158 アミノ酸残基に基づいて設計した。設計したペプチドに

対する反応性はELISAで解析した。ストレプトアビジンが固相化されたプレートに、PBS-Tで1 μg/mL

に希釈した 100 µL のビオチン化ペプチドを室温で 1時間静置して固相化させた。PBS-T で 3 回洗浄
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し、BufferⅠ（Inhouse）を 200 µL 加え、4℃ O/N ブロッキングした。PBS-T で 3回洗浄した後、

2 μg/mL に調製した K18-328抗体を 50 μL添加し、室温で 1時間振とうした。PBS-T で 3回洗

浄し、5000倍希釈した50 μLのHRP標識Anti-Mouse IgG（Jackson Immuno Research）

を加え、室温で 1時間振とうした。PBS-T で 3回洗浄後、TMB Mix（Thermo）を 100 μL 加えて

10 分間反応させたのち、２N H2SO4を 100 μL 加えて反応を停止させた。反応液の 450nm吸光

度をプレートリーダーで測定した。 

 

4.2.5 高感度測定系の確立 

IP-WB で用いた抗体結合磁性粒子と検出抗体、キャリブレーターは rfCK18 を HISCL-5000 

CLEIA system（Sysmex）に適応させ、ヒト血清サンプルを測定した。 

性能評価として、再現性試験、検出限界（LoD）、定量下限（LoQ）を求めた。再現性試験は、ヒ

ト血清を含む Low（0.7 ng/mL）、Middle（4.0 ng/mL）、High（27.6 ng/mL）の 3 ポイン

トをそれぞれ 10 回測定し、変動係数（CV）（%）を算出した。LoD は、Blank の平均値+ 3 SD

と任意のサンプルの平均値- 3 SD が重ならない最も低い濃度と定義した。LoQ は、任意のサンプルの

CV が 5%以下となる最も低い濃度と定義した。 

 

4.2.6 血清サンプル 

健常者 100 例と NASH 患者 11 例は、Discovery Life Sciences（CA、USA）からインフォー

ムドコンセントを得たものを購入した。 

 

4.2.7 統計解析 

2 群間の比較は、Manny-Whitney U test 検定を使用した。統計解析は、Prism（GraphPad 

Software、Inc. La Jolla、CA）を用いた。P<0.05 で有意差ありとした。 

 

4.3 結果 

4.3.1 抗体の反応性 

CK18 または fCK18 に対する 2 種抗体（K18-328 抗体、K18-624 抗体）の反応性を確認す

るため、リコンビナントタンパク質を用いて、WB を行った。K18-328 抗体は、CK18 と fCK18 の両方と

反応性を示したのに対し、K18-624 は、fCK18 のみ反応性が認められた（Fig.4-1A）。 

大腸菌で作製した rfCK18 を用い、 IP-WB にて、市販抗体（M30 抗体）と K18-624 抗体の

fCK18 への親和性を比較した。M30 抗体は 16 ng の rfCK18 をわずかに検出したが、K18-624 は

その 1/10 量である 1.6 ng を充分に捕捉し、更に 0.2 ng まで検出された（Fig.4-1B）。 

さらに、高い親和性を示した K18-624抗体は、健常者血清、NASH患者血清中のfCK18を捉えるこ

とができ、その分子サイ は健常者、NASH患者ともに約24 kDaであった（Fig.4-1C）。 

以上より、K18-624 抗体は、fCK18 へ特異的な反応性を示し、かつ高いアフィニティーを認めたことか

ら、固相抗体として用いることにした。 
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Fig.4-1 K18-624 抗体および K18-328 抗体の反応性 

A：WB における rCK18 または rfCK18 に対する K18-624 抗体、K18-328 抗体の反応性 

B：市販抗体と K18-624 抗体の反応性の比較 

C：NASH患者血清および健常者血清の IP-WB 
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4.3.2 エピトープ解析 

K18-328抗体の認識エピトープを明らかにするために、合成ペプチドを用いたエピトープマッピング解析

を行った。ELISA 法により、合成ペプチドとの反応性を確認したところ、323-340 の合成ペプチドのみと

の反応を認めた（Fig.4-2）。 

 

 

4.3.3 リコンビナント fCK18 の作製 

rfCK18（239-397 アミノ酸（aa））を大腸菌で発現させると封入体として発現したため、N 末端

側のアラニンとプロリンを除いた 241-397aa と、更に疎水領域を除いた 261-397aa を発現させた。

rfCK18（241-397aa）の一部は可溶性画分に発現したが、大部分は封入体であった。rfCK18

（261-397aa）は rfCK18（241-397aa）と比較し、可溶性分画への発現割合が高かった。した

がって、こちらをスタンダードとして採用した（Fig.4-3 A）。 

rfCK18（261-397aa）の可溶性画分を、K18-624 抗体結合カラムを用いて、アフィニティーカラムク

ロマトグラフィー精製した結果、高純度の rfCK18 が得られた（Fig.4-3 B）。 

 

 

 

Fig.4-2 K18-328 抗体のエピトープマッピング 
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4.3.4 高感度化学発光酵素免疫測定法（CLEIA）の確立 

K18-624 抗体結合磁性粒子と ALP 標識 K18-328 抗体（Fab‘）を用いて高感度 CLEIA を

構築し、全自動免疫測定装置 HISCL-5000 に適用させた。 

rfCK18（261-397aa）をキャリブレーターとして用い、検量線範 を 0.465-46.5 ng/mL と設定し

た（Fig.4-4）。 

また、試薬性能評価は、日差再現性は n=5 で測定した結果 CV5%以下（Low：1.7%、 

Middle：3.4%、High：4.2%）であった。LoQ と LoDはどちらも 0.056 ng/mLであった。また、全

Fig.4-3 キャリブレーターの作製 

A：WB による rfCK18（241-397aa）と rfCK18（261-397aa）の発現確認 

B：アフィニティー精製した rfCK18（261-397aa）の SDS-PAGE 
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長の CK18 と反応しないことも確認した。  

 

 

4.3.5 ヒト血清の fCK18 測定 

高感度 CLEIA でヒト血清中の fCK18 を測定した結果、健常者は 0.085~2.501 ng/mL で、

NASH 患者は 0.460~15.331 ng/mL であり、NASH 患者血清中の fCK18 値は、健常者よりも

高値を示した（P<0.0001）（Fig.4-５）。本結果より、全血清中の fCK18 レンジは、

0.085~15.531 ng/mL であり、本測定系は、血清サンプルを測定するのに十分な感度と測定範 

を有することが示された。 

Fig.4-4 fCK18 高感度 CLEIA の検量線 
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4.4 考察 

本研究では、新たに fCK18 に対するモノクローナル抗体を作製した。K18-624 抗体は、市販されて

いる抗体よりも、fCK18 への親和性が高いことから、高感度 CLEIA 法を構築することができた。 

市販抗体は、抗原としてアポトーシス誘導した細胞から精製したものを用いており、fCK18 の 387E-

396D がエピトープである。一方 K18-624 抗体は、免疫原として合成ペプチドを用いており、381R-

397D にエピトープがある。実際に、WB にて rfCK18 と反応することを確認し、IP-WB より健常者およ

び NASH 患者血清中の fCK18 を認識することを確認した。市販抗体では、健常者および NASH 患

者血清中の fCK18 を検出できず、過去に市販抗体以外の抗体を用いて検出したという報告事例もな

い。市販抗体と比較し、K18-624 抗体の親和性が高い理由として、免疫原に使用した立体構造の相

違も考えられるが、純度の高い免疫原を用いたことにより抗原性が向上した可能性が考えられた。検出

抗体に用いた K18-328 抗体は、CK18 の 323S-340G の中にエピトープがあり、全長とフラグメントの

CK18と反応する。市販のCK18f ELISAキットに使用されるM5抗体は、文献情報では300L-380T

にエピトープがあると記載があり、抗体が認識するエピトープは限定されていない。本研究では、エピトープ

が既知の K18-624 抗体と K18-328 抗体を用いて fCK18 の高感度測定系を構築した。 

rfCK18 は、CK18 の 239-397aa を大腸菌で発現させると封入体になるため、他の手段を検討した。 

N末端側の疎水性アミノ酸であるアラニンとプロリンを除いて 241-397aa を発現させたが、依然として大

Fig.4-５健常者および NASH患者血清の fCK18測定結果 

**** P<0.0001 
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部分が封入体として発現した。そこで、N 末端側の疎水性領域を除いた 261-397aa で発現させた結

果、可溶性画分に発現した。一方、可溶性の fCK18 を取得するために、239aa-397aa を哺乳細胞

での発現を試みたが、SDS-PAGE で凝集体が認められた。この結果から、哺乳細胞の fCK18 は血清

中ではキャリアタンパク質が存在し、それにより凝集していないことが予想される。今回使用した疎水性アミ

ノ酸や疎水性領域を除いてリコンビナントタンパク質を発現させるストラテジーは他のタンパク質にも応用で

きる。 

fCK18 の測定において、市販 Kit での LoQ は 0.04 U/mL であるのに対して、我々の測定系であ

る高感度 CLEIA は 0.056 ng/mL（約 0.006 U/mL）であり、約 7 倍感度上昇を認めた。高感

度化が実現できたのは、新規抗体K18-624 の親和性が高いこと、HISCL システムで感度の高い発光

基質を使用し、B/F 分離の精度が高いことが要因である 62,63。それだけではなく、高感度 CLEIA は、

同時再現性や日差再現性も既存キットより精度が高く、健常者血清、及び NASH 患者血清において

も希釈なしに測定することが可能であった。過去に報告された健常者血清の中央値は 0.090–0.145 

U/mL であったが 58,63、本測定系では、さらに低い濃度まで測定できる。 

Fig.4-5 の fCK18測定結果より、過去に報告されている通り 58,59 NASH患者で fCK18 が上昇する

ことを確認した。より信頼度を高めるには今後症例数を増やし、臨床検体により有用性を判断する必要

がある。既存キットでの CK18f 測定では、NASH のバイオマーカーとして有用性が報告 64–66 されてきた

が、健常者と NAFL 患者間を分けられないこと、肝細胞のバルーニングと相関しないため、臨床では採用

されていないという問題があった 16,60,67。これに対して、親和性の高い抗体を登用したことや、それによっ

て低濃度検体の検出を可能とした高感度CLEIA は、既存キットの課題を克服し、カットオフ値の設定が

実現化する。 

 

4.5 結論 

新規K18-624抗体とK18-328抗体を作製し、これらの抗体を用いて高感度CLEIAを確立した。

本測定系は、既存の測定キットの課題を克服し、全ての健常者の fCK18 を検出可能とする感度を有

することにより、カットオフ値の設定を実現化する。よって、この高感度 CLEIA は、NASH 診断に有用と

思われる。 
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第5章 フラグメント化サイトケラチン 18の臨床有用性 

5.1 緒言 

非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）は、現在、世界中で最も一般的な慢性肝疾患で、大人

も子供も罹る疾患である 68,69。NAFLD は肥満と密接に関連しており、脂肪肝、NASH、肝硬変など、

肝臓での脂肪の過剰蓄積に関連するさまざまな病態のことを言う。 NASH は、患者の約 5％〜25％

が門脈圧亢進症、肝不全、肝細胞癌（HCC）などの合併症を伴う肝線維症および肝硬変に進行す

る 70。NASH患者の中には、肝硬変にならずに肝細胞癌を発症する患者がいる。これは、B型肝炎ウイ

ルス（HBV）または C型肝炎ウイルスに感染した患者とは異なる点である。 

肝生検は、脂肪肝と NASH を鑑別し、疾患のステージや治療効果をモニタリングできる唯一の信頼でき

る方法で、NAFLD診断のゴールドスタンダードとなっている 71。しかし肝生検は、重大な合併症を引き起

こす可能性のある侵襲的な方法で、サンプリングエラーも問題となっている 72,73。したがって、NAFLD の

診断における非侵襲的な方法が求められている。また、NASH と肝線維症の診断において、フィブロスキ

ャン検査や磁気共鳴エラストグラフィなどのイメージング技術は、線維症の診断に有用であるが、脂肪性

肝炎の診断には不十分である 74,75。 

アポトーシスによる肝細胞死は、脂肪肝から NASH、結果としての線維症に進行にする重要なイベン

トである 76。アポトーシスの過程で、活性化された caspase が上皮細胞の中間 フィラメント成分である

cytokeratin 18（CK18）を含む多くの細胞質タンパク質を切断する 50,77。 報告によると、CK18 は

caspase-6 で切断されると、26kD の N 末端フラグメントと 22kD の C 末端フラグメントになる。次に、

C末端側の 22kD のフラグメントが caspase-3 または caspase-7 によって切断され、19kD のフラグメ

ントになる 50。 

In vitro では、アポトーシスを受けた細胞が CK18 を細胞外に放出し、血液を循環することが示され

ている 51。実際、カスパーゼで切断されたCK18フラグメントは、NAFLDの進行、特にNAFLからNASH

への移行を診断する非侵襲的なバイオマーカーとして有用性が報告されている。しかし、既存の ELISA

キットは、臨床でNASH診断には採用されていない。その理由は、健常者とNAFL患者間を分けられな

いこと、肝細胞のバルーニングと相関しないため、NASH の診断が難しいことである 60,63,78,79。 

本研究では第 4 章で、CK18 または fCK18 に対する新規モノクローナル抗体を使用した fCK18 高感

度CLEIA を開発した 80。そこで、第5章では、高感度CLEIA を使用し、NASH診断における fCK18

測定の有用性評価および生活介入指導による治療効果を検証することを目的とした。 

 

5.2 方法 

5.2.1 ヒト血清サンプル 

派生コホート研究用に、肝生検にて NAFLD と診断された 54 人の患者のサンプルが集められ、2 人

の病理医（Y.H.と A.H.）が病理診断を行った。バリデーションコホート研究では、東京大学より 67 人

の NAFLD と診断された診断患者の血清が集められた。肝生検は臨床診断基準によって実施された。

NAFLD の診断は、肝細胞の 5%以上に脂肪肝が存在するもの、アルコールの摂取量が 1 日に男性

30 g  満、女性 20 g  満と定義した。糖尿病、高血圧、高脂血症の有無について医師が診断を行
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った。 

 

5.2.2 肝生検 

NAFLD の組織学的診断は、Nonalcoholic Steatohepatitis Clinical Research Network 

Scoring System81に基づいて、疾患の重症度段階を評価した。NAFLD Activity Score（NAS）

は、脂肪肝、肝障害、および炎症活動の程度を 8 段階（脂肪肝:0〜3、小葉の炎症:0〜3、肝細胞

のバルーニング変性:0〜2）で評価し、合計スコアで算出した。 NAS 2 以下はNAFL、NAS 3、4、は

borderline NASH、NAS 5〜8 は NASH とした 81,82。さらに、NAFLD は、Matteoni 分類 17およ

び Brunt's grade/stage に従って定義した 83。Matteoni 3〜4 に分類したケースは、NASH とした。 

 

5.2.3 血清サンプルの測定 

血液サンプルは、肝生検の 24 時間以内に採取し、ALT、AST、ɤ-TG、T-bil 、Na、BUN、Cr を測

定した。血清サンプルは、肝生検から 14 日以内に採取され、fCK18 CLEIA system （HISCL-

5000、sysmex）80 での測定まで-80℃保存した。生活習慣指導を受けた 25 サンプルに関しては、

治療期間中に 2 回測定を行った。線維化の指標は、（Fibrosis-4）FIB-4 Index に従って算出し

た。 

 

5.2.4 統計分析 

すべてのデータは、平均値±SEM もしくは、連続因子の 25、75 パーセンタイルで示した。 

2 つのグループ間のデータは、Mann–Whitney U test を、3 つのグループ間のデータは、Kruskal–

WallisTest または chi-square test、fCK18 と臨床パラメーターは Spearman rank-sum test を

行った。多変量回帰分析においては、fCK18 と病理学的パラメーターの関係を算出した。多変量線形

分析で計算された独立変数は、バルーニング、脂肪肝、小葉の炎症、線維症を用いた。各連続変数に

ついて、感度と特異度の合計を最大化する最適なカットオフ値を設定し、ROC曲線分析を行った。統計

分析は、Prism（GraphPad Software Inc., USA）と SPSS Statistics 27.0（IBM Armonk、

USA）を使用し、p<0.05 で有意差ありとした。 

 

5.3 結果 

5.3.1 患者データ 

患者データを Table 5-1 に、肝生検の組織学的診断結果を Table 5-2 に示す。患者の 44.4%が

男性で、年齢の中央値 62.5 歳、BMI 中央値 26.1 kg/㎡であり、NAFL、 borderline NASH、

NASH の 3 つのグループ間で統計学的な有意差はなかった。糖尿病、脂質異常症、高血圧症の有病

率に関しても有意差は認められなかった。一方で、ALT および AST は、3 つのグループ間で有意差が認

められた（AST中央値：NAFL 28.0 U/L、Borderline NASH 41.0 U/L NASH 67.0 U/L、 p 

= 0.00257、ALT 中央値：NAFL 24.0 U/L、Borderline NASH 45.0 U/L NASH: 72.5 

U/L、 p = 0.0087）。 FIB-4 Index に関しては、NAFL から borderline NASH、 NASH へと進
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行するにつれて、増加傾向を示した（中央値 NAFL 1.53、Borderline NASH 1.92、NASH 

2.75）が、有意差は認められなかった。ALB、T-bil、ɤ-GT、Na、BUN、Cr は、3 つのグループ間で有

意差を示さなかった。  

 

 

 

Factor Number (%)

Steatosis

0 (<5%) 3 (5.6) 

1 (5–33%) 14 (25.9)

2 (>33–66%) 26 (48.1)

3 (>66%) 11 (20.4)

Lobular Inflammation

0–1(<2 foci/20× field) 28 (51.8)

2 (2–4foci/20× field) 23 (42.6)

3 (>4 foci/20× field) 3 (5.6) 

Ballooning 

0 (None) 11 (20.4)

1 (Few) 25 (46.3) 

2 (Many) 18 (33.3) 

NAS

0 1 (1.9)

1 2 (3.7)

2 2 (3.7)

3 9 (16.6)

4 10 (18.5)

5 15 (27.8)

6 12 (22.2)

7 1 (1.9)

8 2 (3.7)

Fibrosis Number (%)

1 20 (37.0)

2 18 (33.3)

3 15 (27.8)

4 1 (1.9)

NAFL

Borderline NASH

NASH

Table 5-1 派生コホートの NAFLD患者情報 

Table 5-2 派生コホートの組織学的診断 
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5.3.2 血清中の fCK18 値と肝機能マーカー 

CLEIA で測定した血清中の fCK18 と肝機能マーカーの値の相関を検討した。血清中の fCK18 値

は、肝障害マーカーであるALT（r = 0.722、p < 0.0001）、AST（r = 0.737、p < 0.0001）、

γ-GT（r = 0.518、p < 0.0001）、それぞれと相関が認められた（Fig.5-1 A–C）。FIB-4 

Index とは弱い相関を示した（r = 0.250、p =  0.068）。一方、年齢（r = −0.233、p = 

0.089）、BMI（r = 0.234、p = 0.091）、ALB（r = 0.152、p = 0.274）、T-bil（r = 

0.240、p = 0.081）、Na（r = −0.097、p = 0.504）、 BUN（r = −0.262、p = 0.056）、

Cr（r = −0.009、p = 0.950）とは相関が認められなかった。これらの結果から、血清中の fCK18

値が肝臓の障害を反映することが示唆された。 

 

 

 

Fig.5-1 血清中の fCK18 値と肝機能マーカーの相関 
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5.3.3 NAS と血清中の fCK18 値  

NAS と血清中の fCK18 値の関連性を検討した。NAS の上昇に連れ、fCK18値の上昇が示された

［NAFL（NAS 0–2）中央値 0.864 ng/ml、Borderline NASH（NAS 3–4）中央値

1.242 ng/ml、NASH（NAS 5–8）中央値 6.290 ng/ml］。特に、NAFL または Borderline 

NASH に対し、NASH で有意な上昇が認められた（NAFL or borderline NASH vs. NASH p < 

0.01）（Fig.5-2 A）。 

NAS は、脂肪肝、風船様変性、小葉炎症で構成される。NAS を構成するこの３要素についても解析

した。脂肪肝（Steatosis）のステージにおいて、脂肪肝なし（Stage 0）中央値 0.596 ng/ml に

対し、中程度の脂肪肝（Stage 2）中央値 5.857 ng/ml と重度の脂肪肝（Stage 3）中央値

2.876 ng/ml は有意に上昇した（Stage 0 vs. 2 or 3, p < 0.05）。また、脂肪肝なし（Stage 

0）と比較して、軽度の脂肪肝（Stage 1）中央値1.272 ng/ml では、緩やかに上昇した（Fig.5-

2 B）。  

バルーニングスコアでの比較では、Stage 1（中央値 2.950 ng/ml）よりも Stage 2（中央値

6.663 ng/ml）の方が高値であった（Stage 0 vs. 1 p < 0.01、 0 vs. 2 p < 0.001）

（Fig.5-2 C）。 

小葉炎症（lobular inflammation）で比較したところ、小葉炎症のない患者（Stage 0–1）中

央値1.182 ng/ml に対し、軽度の小葉炎症（Stage 2）中央値 5.709 ng/ml もしくは中程度の

小葉炎症（Stage 3）中央値10.05 ng/ml の方が、fCK18 は高値を示した（Fig.5-2 D）。 

以上の結果より、NAFLDの診断に最も使用されている NAS の上昇に伴い、血清中の fCK18 値も上

昇した。 
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5.3.4 NASH診断スコアリングシステムと血清中の fCK18 値 

NAS は脂肪肝、小葉炎症、風船様変性の 3 つの因子で構成されるが、肝線維症は含まれない。肝

線維症を含む Brunt’s grade/stage や Matteoni 分類のような他の NASH スコアリングシステムの

関係性についても検討を行った。その結果fCK18値は、Brunt gradeと相関した（なし（Grade 0）

中央値 0.869 ng/ml、軽度（Grade 1）中央値 2.818 ng/ml、 中程度（Grade2）中央値

5.857 ng/ml）、重度（Grade 3）中央値12.98 ng/ml（Grade 0 vs. 1 and 1 vs. 3、 p 

< 0.05、 0 vs. 2 or 3, p < 0.01））（Fig.5-3 A）。中心静脈および門脈領域で認められる線

維症を指標とした Brunt Stage においても、NAFLD 患者の fCK18 値の上昇が認められた

Fig.5-2 NAS と fCK18 値（平均値±標準誤差） 

（A）NAS、（B）脂肪肝、（C）風船様変性、（D）小葉炎症 
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（（Stage 1）中央値 1.076 ng/ml、（Stage 2）中央値 5.558 ng/ml、（Stage 3–4）中

央値 5.857 g/mL、（Stage 1 vs. 2 or 3–4, p < 0.05））（Fig.5-3 B）。  

Matteoni分類では、脂肪肝（Type 1）中央値 1.893 ng / ml と炎症を伴う脂肪肝（Type 

2）中央値 0.866 ng / ml では違いが認められなかったが、肝細胞バルーニングを伴う（Type 3）

で中央値 2.567 ng/ml、肝線維化と浸潤性炎症細胞を伴う（Type 4）で中央値 6.663 ng / 

ml であり有意に上昇した（Type 2 vs. 3 p < 0.01、2 vs. 4 p < 0.001）（Fig.5-3 C）。

本結果より、CLEIAによるfCK18測定値は、肝細胞のバルーニングのステージを反映していることが示さ

れた。 

一方、Brunt grade における門脈炎症では、fCK18 値は軽度の門脈炎症（中央値 1.242 

ng/ml）よりも中程度の門脈炎症の NAFLD患者が高く（中央値5.709 ng/ml）（p < 0.05）

（Fig.5-3Ｄ）、脂肪形成においても（中央値 5.709 ng/ml） 0%–30%の脂肪量（中央値

1.243 ng/ml）よりも、40%–90%の脂肪量（中央値 5.558 ng/ml）の方が高値であった（p < 

0.05）（Fig.5-3Ｅ）。 

これらの結果より、fCK18値はNAS以外のNAFLD診断におけるスコアリンクシステムとも相関してい

ることが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.5-3  NASH診断スコアリングシステムと fCK18 値（平均値±標準誤差） 

（A） Brunt‘s grade、（B）Brunt’s stage、（C）Matteoni‘s classification、 

（D）門脈炎症、（E）脂肪量 
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5.3.5 病理組織診断と血清中の fCK18値との相関 

病理組織診断パラメーターの中で、fCK18 と最も影響が大きい因子を解析した。独立変数として、バ

ルーニング、脂肪肝、小葉炎症、線維症を用い、多変量回帰分析を行った。その結果、バルーニングが

fCK18 値と相関する唯一のパラメーターであった（Standard β = 0.452、p < 0.001）。一方で、

脂肪肝、小葉炎症、線維症などのほかの変数は fCK18 値と相関を示さなかった（Table 5-3）。本

結果より、fCK18 値は、バルーニングと強く相関することが示された。 

 

注）多変量解析における決定係数（R2）＝0.204、P<0.001 

P<0.05 を統計的に有意とする。 

 

5.3.6 NAFL/NASH の診断 

高感度 CLEIA で測定した血清中の fCK18 値が、NAFL 及び NASH の診断の可能性について、

健常者、NAFLD（NAFL＋NASH）、NAFL、NASH 間それぞれについて fCK18 値の比較と ROC

解析を行った。健常者と比較し、NAFLD 患者の fCK18 値は有意に高く（NAFLD 中央値 2.528 

vs. Healthy 中央値0.250 ng/ml、p < 0.0001）（Fig.5-４A）、ROC解析における AUC は

0.961 であった（Fig.5-４A、Table 5-4）。健常者と NAFL 患者（NAFL 中央値 0.864 vs. 

healthy 中央値 0.250 ng/ml、p = 0.0023）では、AUC は 0.913 であり、これらを識別できた

（Fig.5-４B、Table 5-4）。本結果から、カットオフ値は、0.46 ng/mL（健常者と NAFLD）、

0.57 ng/mL（健常者と NAFL）と定めた。 

NAFL と borderline NASH & NASH を比較すると、fCK18 値は有意に上昇し（NAFL 中央

値 0.864 vs. borderline NASH & NASH 中央値 2.876 ng/mL、p = 0.022）（Fig.5-

４C）、AUC は 0.808、カットオフ値は 1.0 ng/mL であった（Fig.5-４C、Table 5-4）。NAFL と

NASH の比較では、NAFL（NAS 0-2）に対し NASH（NAS 5-８）は、fCK18 値が有意に上昇

し（NAFL & borderline NASH 中央値 0.910 ng/mL vs. NASH 中央値 6.290 ng/mL、

p = 0.0008）（Fig.5-４D) 、AUC は 0.763、カットオフ値は 5.2 ng/mL（Fig.5-４D、Table 

5-4）であった。 

NASH と NAFL を分類できるもう 1 つのスコアリングシステムである Matteoni 分類では、NAFL に対

し NASH で fCK18 値は高値を示し（NAFL type 1–2 vs. NASH type 3–4:中央値 0.873 vs. 

中央値 5.138 ng/ml, p = 0.0014）（Fig.5-４E）、AUC 0.796、カットオフ値 1.6 ng/mL

であった（Fig.5-４E、Table 5-4）。 

Table 5-3  病理組織診断のパラメーターと fCK18 値の多変量回帰分析 
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これらの結果より、新規高感度 CLEIA は、健常者と NAFL 患者、健常者と NASH 患者、NAFL 患

者と NASH患者をそれぞれ鑑別できることが示された。 



49 

 

 

 

 

 

 

Fig.5-４  NAFL/NASH診断（血清中の CK18値の比較と AUROC解析） 

（A）健常者 対 NAFLD 患者、（B）健常者 対 NAFL 患者、（C）NAFL 対 Borderline 

NASH患者と NASH患者、（D）NAFL 患者と Borderline NASH患者 対 NASH患者、 

（E）NAFL患者 対 NASH患者、fCK18 値は平均値±標準誤差 
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注）Type1-2：Matteoni‘ｓ分類 type1-2、Type3-4 Matteoni‘ｓ分類 type3-4 

Area Under the curve（AUC）、Confidence interval（CI）、P<0.05 を統計的に有意とする。 

 

5.3.7 バリデーションコホート 

バリデーションコホートとして 67 人の患者に対し、血清中の fCK18 値と肝組織学検査との関連を検

証した。コホートに用いた患者データを Table 5-5 に、組織学的診断結果を Table 5-6 に示した。 

NAFLD 患者を NAS に従い、NAFL、Borderline NASH、NASH の 3 つのグループに分け、血清中

の fCK18 値と患者データとの相関を求めた結果、派生コホートと同様に ALT、AST で相関が認められ

た（Table 5-5）。 

fCK18 値と NAS の関係では、NAS の上昇につれて、fCK18 値が増加した（NAFL vs. borderline 

NASH、 p < 0.05）（NAFL or borderline NASH vs. NASH, p < 0.0001 or p < 0.01）

（Fig.5-５A）。 

また、NAS の構成要素である脂肪肝、バルーニング、小葉炎症について、それぞれ解析を行った。脂

肪肝のステージについて、脂肪肝なし（Stage 0）と比較し、軽度（Stage 1）、中等度（Stage 

2）、重度（Stage ３）の脂肪肝で fCK18 値が上昇した（Fig.5-５B）。バルーニングスコアの比

較では、Stage 0 に対し、Stage 1（p < 0.001）または Stage 2（p < 0.01）において fCK18

は高値を示した（Fig.5-５C）。小葉炎症においては、Stage 0–1 と比較し、Stage２で fCK18 値

が有意に高かった（p < 0.001）（Fig.5-５D）。 

さらに、Brunt scoring system を基準とした線維症を伴う NAFLD患者において、線維化が認められ

ない患者よりも fCK18 値が有意に高いことが示された（Stage 0 vs 1 または 3-4、p<0.05）

（Fig.5-５E）。Matteoni 分類では、Type 上昇に伴い fCK18値が上昇し、Type 2 と Type 4 と

の間で有意差が認められた（p < 0.01）（Fig.5-５F）。 

ROC 解析の結果、NAFL（NAS 0-2）に対する borderline NASH（NAS 3-4）＋NASH

（NAS 5-8）では、AUC 0.818（p = 0.0023）（Fig.5-５G）であった。NAFL＋borderline 

NASH に対する NASH の比較では、AUC 0.769（p = 0.0004）（Fig.5-５G）であった。 

Matteoni 分類の NAFL（Type 1-2）と NASH（Type 3–4）においては、AUC 0.787（p = 

0.0008）（Fig.5-５G）であった。 

これらのバリデーションコホートの結果は、派生コホートの結果を再現していた。このことは、CLEIA で測

Table 5-4 ROC解析 
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定した血清中の fCK18 値が NASH 診断に有用であり、肝細胞バルーニングの有無、NASH 患者と

NAFL患者の識別も可能であることが示された。 

 

注）数値は、（％）または中央値（25％tile-75％tile）、糖尿病・高脂血症・高血圧症の患者数は Kruskal 

Wallis test、性別・糖尿病・高脂血症・高血圧症は Chi-square test で実施、P<0.05 で有意差ありとした。 

 

 

Factor Number (%)

Steatosis

0 (<5%) 1(1.5)

1 (5–33%) 30(44.8)

2 (>33–66%) 27(40.3)

3 (>66%) 9(13.4)

Lobular Inflammation

0–1(<2 foci/20× field) 49(73.1)

2 (2–4foci/20× field) 17(25.4)

3 (>4 foci/20× field) 1(1.5)

Ballooning 

0 (None) 17(25.4)

1 (Few) 35(52.2)

2 (Many) 15(22.4)

NAS

0 0(0.0)

1 2(3.0)

2 7(10.4)

3 17(25.4)

4 19(28.3)

5 16(23.9)

6 5(7.5)

7 1(1.5)

8 0(0.0)

Fibrosis Number (%)

0 10(14.9)

1 23(34.3)

2 9(13.4)

3 22(32.9)

4 3(4.5)

NASH

NAFL

Borderline NASH

Table 5-5 バリデーションコホートの NAFLD 患者データ 

Table 5-6 バリデーションコホートの組織学的診断 
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Fig.5-5 バリデーションコホートの病理組織診断と血清中の fCK18値の関係 

（A）NAS、（B）脂肪肝、（C）風船様変性、（D）小葉炎症、（E）Brunt‘s stage、

（F）Matteoni’s classification、（G）fCK18 の ROC  カーブ、左上：NAFL 患者 対 

Borderline NASH 患者と NASH 患者、右上：NAFL 患者と Borderline NASH 患者 対 

NASH患者、左下：NAFL患者（Type1-2）対 NASH患者（Type 3-4） 

Receiver operating characteristic （ROC）、Area Under the receiver operating 

characteristic curve（AUROC） 

Type1-2：Matteoni‘ｓ分類 type1-2、Type3-4 Matteoni‘ｓ分類 type3-4 

Confidence interval（CI）、P<0.05 を統計的に有意とする。 
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5.3.8 fCK18 と肝機能マーカーの変化量 

生活指導による治療効果とfCK18値の変化を調べた。その結果、生活指導を受けたNAFLDの25

人の患者に対し、治療前後の fCK18 値は、25 人のうち、8 人（32%）は上昇し、16 人（64%）

は減少、1 人（４％）は変化しなかった。さらに、fCK18 と肝機能マーカーのそれぞれの変化量（デル

タ）を算出し、相関を調べた（Fig.5-6 A）。ALT と AST の変化量は、FIB-4 Index の変化量と相

関し、ALB、T-bil の変化量とも弱い相関を示した。一方で、fCK18 の変化量は、AST、ALT、FIB-4 

Index と相関を認め、ALB、T-bli と相関を示さなかった。 

以上の結果から、fCK18 は、肝逸脱酵素が指標となる肝障害を反映していることが示唆された（ALT 

変化量との相関（r = 0.648、p = 0.0005）（Fig.5-6 B）、 AST の変化量との相関（r = 

0.585、p = 0.002）（Fig.5-6 C）、FIB-4 Index 変化量との相関（r = 0.424、p = 0.035）

（Fig.5-6 D））。したがって、CLEIAで測定したfCK18値は、肝細胞障害程度を反映することから、

治療効果などのモニターに活用できることが示された。 

 

 

Fig.5-6 肝機能マーカーとの相関 

（A）各因子それぞれの変化率（デルタ）の相関、（B）fCK18 変化量に対する ALT の変化量

の相関、（C）fCK18 変化量に対する AST の変化量、（D）fCK18 変化量に対する FIB-4 の

変化量 
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5.4 考察 

本研究より fCK18値は、肝逸脱酵素と相関し、NASで定義されたNASH患者で上昇した。NAS、

Brunt や Matteoni 分類のような NASH スコアリングシステムとの相関を示した。高感度 fCK18 

CLEIA は、fCK18 の産生メカニ ムであるアポトーシスによる、肝細胞バルーニングを含む肝細胞障害

のモニタリングが可能であった。実際に多くの研究において、fCK18 値は肝臓の病理組織診断結果と相

関しており、NAFLD診断の有用な非侵襲性バイオマーカーと報告されていた 50,58,84。 しかしながら、既

存の ELISA キットでは、健常者と NAFL を鑑別できず、肝細胞のバルーニングスコアとも一致しないため

臨床で採用されていない[18, 22] 。これらの課題を解決するためには、独自の検出システムを開発する必

要があった。 

本研究で用いた CLEIA プラットフォームは、CK18/fCK18 に対するモノクローナル抗体を使用し、

K18-624 抗体は、市販の抗 CK18f 抗体（M30）と比較して親和性が高かった。高感度 CLEIA で

測定した fCK18 値は、肝細胞バルーニング Stage０と比較すると Stage１や Stage２で高く、

Matteoni 分類においても、Stage１と２に対し、Stage３および４で有意に増加した。肝細胞バルー

ニングは、多変量回帰分析で示された唯一の独立変数であった。これらの結果は、M30 ELISA Kit が

成しえなかった肝細胞バルーニングスコアを強く反映し、高感度したことにより早期の NASH を捉えること

ができる可能性が高い 63。 

Fibro scan や磁気共鳴画像システムのような非侵襲性画像プラットフォームは、肝線維症の診断に

は有用であるが、肝細胞の障害は、 水や皮下脂肪組織で干渉を受け、診断できていない。それゆえ、

初期を含む NASH 診断において、肝細胞の障害やバルーニングの診断は重要である 16,85。fCK18 値

は、Brunt Stage 2–4 で高値を示し、結果的に線維化を検出したが、これは、肝臓全体の状態を反

映したものと考えられる。 

肝細胞の損傷は、NAFLDの進行に寄与する重要なイベントである。したがってNASHの初期段階で

ある肝臓、肝細胞の障害全体をモニタリングするには非侵襲性バイオマーカーが必要である。高感度

CLIEA で測定した fCK18 値は、肝逸脱酵素の値と有意に相関しており、これまでの報告とも一致する
58,63。これらの結果は、fCK18 の測定が、患者の短期および長期間における肝細胞障害のモニタリング

に重要なインパクトを持ち、確定診断である肝生検の代わりになるかもしれない。NASH 治療薬の臨床

試験では、薬物の有効性を示すため、脂肪肝、線維化、炎症などの肝臓の障害を評価するために、肝

生検と ALT のような一般血液検査が用いられている。肝細胞の少ない障害や、回復が、肝病理像の変

化の前に起こるため、fCK18 を用いた肝細胞障害のモニタリングは、現在使われている診断システムに代

わり、NASH治療薬の有効性を判断するうえでも有意性がある。 

健常者に対し、NAFL、Borderline NASH、NASH を区別する方法として、fCK18 のカットオフ値が

段々と上昇することが分かった。死亡率の高い 17 Matteoni 分類 Type 3、4 および肝線維症を持つ

Brunt Stage 3、4 に分類された NASH患者において、fCK18 値の上昇が認められた。 

CK18 は、NAFL（NAS 0-2）と Borderline NAS & NASH（NAS 3-8）を鑑別することができ

た。特に NASH 患者と健常者を識別するためのカットオフ値における AUC、感度、特異度は、M30 

ELISA Kit に勝っている。本測定系は、臨床での採用が今後大いに期待される。 

https://aasldpubs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/hep4.1971#hep41971-bib-0018
https://aasldpubs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/hep4.1971#hep41971-bib-0022
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これらの結果は、新しいCLEIAシステムで測定された fCK18 値が、肝線維化を診断し、NAFLD患

者の予後を予測するのに強力な非侵襲的ツールとなる可能性が示された。 

本研究は、レトロスペクティブに 2 つのセンターからのみサンプルを 集したもので、今後、他施設共同研

究により、多数のNAFLD患者、特にNAFL患者検体を使用して、カットオフ値を含むこれらの結果を検

証する必要がある。 

 

5.5 結論 

高感度CLEIA で測定した fCK18値は、肝逸脱酵素（ALT、AST、γ-GT）と相関し、NASH スコ

アリングシステム（NAS、Brunt’s grade/stage、Matteoni 分類）と相関した。新しく確立した

fCK18 CLEIA は、NAFL および NASH診断において、肝生検に代わり、幅広く臨床で採用されること

が期待される。 
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第6章 総括と今後の展望 

生活習慣病の予防もしくは早期治療を目的として、メタボリックシンドロームに関与するバイオマーカー

測定系の開発を行った。 

TNFα と Leptin それぞれの高感度測定系は、マウス脂肪細胞内のアディポサイトカインの分泌量、蓄積

量を測定するのに十分な感度であり、脂肪細胞のアディポサイトカインの挙動を把握し、更に、カルニチン

が TNFα の産生抑制に有効であることを見いだした。  

新規 K18-624 抗体は、fCK18 への高い親和性を示し、その抗体を用いた高感度 CLEIA は、全ての

健常者血清中の fCK18 を測定可能な感度を有した。fCK18値は、NASH患者における肝機能や病

理組織所見、特に hepatocyte ballooning と強い相関を示し、高い NASH診断能を認め、肝生検

に代わる診断法として大きく期待された。  

今後、本研究で構築したメタボリックシンドロームに関与するバイオマーカー、TNFα、Leptin そして

fCK18 を用いて、メタボリックシンドロームでの中心となる脂肪細胞と肝臓の病態を把握することにより、

糖尿病、動脈硬化症（心筋梗塞・脳梗塞）、非アルコール性脂肪肝炎（NASH）のような生活習

慣病の予防もしくは早期治療の一助になることを期待したい。 
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略語表 

 AUC Area Under the Curve 

 BMI body mass index 

 C/EBP CCAT/enhancer binding protein 

 CK18 cytokeratin 18 

 CK18f cytokeratin 18 fragment （238A-396D） 

 DEX dexamethasone 

 FBS Fetal Bovine Serum 

 fCK18 fragmented Cytokeratin 18  

（CK18 のアミノ酸配列の開始メチオニンを付加し、239A-397D とした） 

 FLIP the fatty licer inhibition of progression  

 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  

 GLUT４ glucose transporter 4 

 IBMX 3-isobutyl-1-methylxanthine 

 IP Immunoprecipitation 

 IRS-1 insulin receptor substrate-1 

 LoD Limit of quantitation 

 LoQ Limit of detection 

 NAFL nonalcoholic fatty liver 

 NAFLD nonalcoholic fatty liver diseases 

 NAS NAFLD activity score 

 NASH non-alcoholic steatohepatitis 

 MUG 4-Methylumbelliferyl β-D-glucoside 

 M2BPGi Mac-2 binding protein glycosylation isomer 

 TG triglyceride 

 PPAR peroxisome proliferator activated receptor 

 rCK18 recombinant cytokeratin 18 

 rfCK18 recombinant fragmented cytokeratin 18 

 SD standard deviation 

 WB Western blotting 

 WHO world health organization 
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