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第 1 章 緒言 

第 1 節 我が国の健康施策上の課題 

欧米諸国をはじめとした，世界各国において，肥満人口は増加を続けており，

大きな社会問題となっている．1980 年から 2013 年までの世界人口に対する肥

満と過体重の割合の推移をシステマチック分析によりまとめた報告では，Body 

Mass Index（BMI）25 以上の成人男性の割合は 28.8％から 36.9％，成人女性の

割合は 29.8％から 38.0％に増加したことが報告された 1)．  

我が国では，近年，肥満者の増加は横ばいの傾向にあるものの，過去 30 年

間の肥満者の割合は，特に男性で増加傾向にあることが知られている 2)．平成

25 年度の国民健康栄養調査 3)の結果からも，肥満者（BMI≧25）の割合は，男

性 28.6％，女性 20.3％であることが報告された．肥満に至った経緯や背景は様々

であり，遺伝的な要因が原因であるケースも存在するが，多くは，日常生活で

調節可能な外的因子（食生活や運動習慣など）によることが多い． 

我が国では，2000 年から健康づくり施策である「健康日本 21」が進められ，

2008 年の改訂，2013 年からの「健康日本 21（第 2 次）」の施行を経て，国民

の健康推進に関する基本的方向性や目標が示されてきた 4)．「健康日本 21」で

は，適性体重の維持に関して，「児童，生徒の肥満の割合」，「20 歳代女子の

やせの割合」，「20～60 歳代の男性肥満者の割合」などの目標値が設定され，

取り組まれたが，これらの点に関しては最終評価時に，改善が見られなかった

ことが報告された（「児童，生徒の肥満の割合」：2000 年策定時ベースライン

値 10.7％に対して目標値を 7％に設定し，2009 年最終評価で 9.2％，「20 歳代

女子のやせの割合」：ベースライン値 23.3％に対して目標値 15％以下と設定さ

れ，最終評価で 22.3％）．「20～60 歳代の男性肥満者の割合」：ベースライン

値の 24.3％に対して目標値 15％と設定され，最終評価で 31.7％．）．同時に，

身体活動・運動についての評価項目「日常生活における歩数の増加」に関して
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も，「健康日本 21」で取り組まれたものの目標値には大きく及ばずベースライ

ン値を下回る結果であった（「一日あたりの歩数」：ベースライン値男性 8202

歩，女性 7282 歩に対して目標値男性 9200 歩，女性 8300 歩と設定され，最終評

価で男性 7243 歩，女性 6431 歩）．加えて，運動習慣のある者とない者で比較

すると，一日の平均歩数に有意な差が認められたことが報告され，運動習慣の

有無により，日常生活における歩数は二極化していることが明らかとされた．

さらに，評価項目の「運動習慣者の増加」に関しては，性・年齢階級別にみる

と，60 歳代は有意に運動習慣のある者が増加したが，40～50 歳代女性では有意

に減少するなどの違いが生じており，特に 20 歳から 60 歳までの若者や働き盛

りの世代に対する運動啓発の必要性が指摘された． 

これらの「健康日本 21」の最終評価を受け，平成 25 年からスタートした「健

康日本 21（第 2 次）」においても，「適正体重を維持している者の増加」，「適

切な量と質の食事をとる者の増加」，「日常生活における歩数の増加」，「運

動習慣者の歩数の増加」などが引き続き目標項目として挙げられている．平成

25 年度の国民健康栄養調査の結果 3)では，男性 20～60 歳代の肥満者の割合は

29.0％（健康日本 21 第 2 次の目標値 28％），20 代女子のやせの割合は 21.5％

（目標値 20％），20～64 歳の運動習慣のある者の割合は男性 26.2％（目標値

36％）女性 23.1％（目標値 48％），1 日の歩数の平均値は男性 7099 歩，女性

6249 歩（目標値 20～64 歳男性 9000 歩，女性 8500 歩，65 歳以上男性 7000 歩，

女性 6000 歩）と報告された．したがって，適正体重の維持や運動習慣・食生活

の改善は，我が国の健康政策上の長年の課題となっている． 

第 2 節 身体活動量と健康 

肥満の増加の背景には，運動不足や過食といったライフスタイルの変化が体

内のエネルギー過剰状態を引き起こしている場合が多い．このエネルギー過剰

状態を改善する方法として，一般的に，身体活動量の増加に伴うエネルギー消
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費量の増大や，食事由来のエネルギー摂取量の制限が挙げられる．どちらの方

法を選択しても，エネルギー収支のバランスを整え，肥満を解消することが可

能であると思われるが，運動不足状態では必ずしも健康的な肥満の解消につな

がらないことが過去の研究報告から明らかとされている． 

1989 年に Blair ら 5)は，大規模なコホート研究によって，肥満と身体活動量，

死亡率の関係を追跡し，肥満であっても活発な日常生活を送っている者は，標

準体型で運動不足の者よりも死亡率が低いことを報告した．また，Lee ら 6)は，

虚血性心疾患のリスクを低下させるために身体活動が重要であることを示し，

体重管理のためには，食事コントロールに頼るだけではなく，運動を実施する

ことの重要性を指摘した．このように，肥満度とは独立して，身体活動量（運

動量）の増加が，健康状態の維持に不可欠であることが報告されてきた． 

同様に，肥満や生活習慣病に対する食事や運動条件の介入研究からも，運動

習慣の重要性を示す研究結果が複数報告されている 7-10)．例えば Tamura ら 8)は，

2 型糖尿病患者に対し，2 週間の食事コントロール（60％炭水化物，25％脂肪お

よび 15％タンパク質，27.9 キロカロリー/ kg）と運動（5～6 日/週の頻度で 30

分の運動を 2～3 セット）の介入を行い，食事コントロールのみの実施に比較し，

食事コントロールと運動を併用した方が肝内脂肪や筋細胞内脂肪が減少し，骨

格筋のインスリン誘導性糖取り込みが増加することを報告した．また，

Larson-Meyer ら 9, 10)は，過体重の男女に対し，5 週間のベースライン調査後に

食事制限単独（ベースラインに対して 25％制限食）と，食事制限と運動の併用

（ベースラインに対して 25％制限食とベースラインに対してエネルギー消費

量 12.5％増の運動の実施）の条件で 6 ヶ月間の介入研究を行った．結果として，

食事制限単独条件と食事制限と運動の併用条件は両者ともに体脂肪の減少効果

が確認され，その値に両群間に有意な差は認められなかった 9)．一方，インス

リン感受性の改善や，LDL コレステロールと拡張期血圧の低下は，食餌制限と

運動を併用させたことによってのみ観察されたことが報告された 10)．このよう



和洋女子大学大学院総合生活研究科 

 

4 
 

に，肥満や糖尿病の予防・改善には，食事コントロールのみでも一部の効果は

認められるが，運動習慣を取り入れることでより効果的であることが示されて

いる． 

しかしながら，肥満や生活習慣病に対する食事コントロールと運動習慣の介

入効果の違いについて，それぞれの作用メカニズムは，現在のところまだ十分

に明らかにされていない．特に，運動の実施と食事制限を比較した基礎的研究

は限られている．そこで，運動と食事条件の効果の違いについて，外観からは

判断のできない組織レベル，細胞レベルにおいてどのような違いがあるのかを

検討することが必要であると考えられた． 

第 3 節 異所性脂肪蓄積 

近年，外観的な肥満の進行度だけでなく，脂肪の蓄積する部位によって健康

障害が異なることが指摘されている 7, 11-14)．内臓脂肪蓄積は，皮下脂肪蓄積に

比較してインスリン抵抗性が惹起されやすく，高血糖，脂質異常症，高血圧等

のメタボリックシンドロームの要因となりうることが知られている 7)．さらに，

近年では，非脂肪組織（肝，膵，心臓，骨格筋など）への脂肪沈着（異所性脂

肪蓄積）が生活習慣病リスクを高める因子として注目されている． 

Despres ら 13)は，異所性脂肪蓄積は脂肪組織の機能不全により適切な脂肪蓄

積が不可能となった結果であるという脂質代謝モデルを示し，肝，心臓，骨格

筋などは脂肪蓄積部位として望ましくないことを説明した．その理由として，

異所性脂肪蓄積は，内臓脂肪や皮下脂肪への脂肪蓄積と比較し，インスリン抵

抗性を強く惹起し，また臓器の機能不全が生じるなど，生活習慣病との関連が

強いことが指摘された 13)．さらに，骨格筋内への脂肪蓄積に関しては，

Goodpaster ら 14)と Kelly ら 12)が，インスリン抵抗性との関連を検討し，骨格筋

内の脂肪蓄積の抑制は骨格筋内のエネルギー代謝を改善し，全身のインスリン

抵抗性の改善に寄与することを報告した．また，肝脂肪蓄積に関しては，
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Kotronen ら 15)が，腹腔内脂肪蓄積と肝脂肪蓄積のメタボリックシンドローム構

成因子としての貢献度について多変量線系回帰モデルを用いて検討した．その

結果，肝脂肪蓄積は，血糖値の増加と肝酵素異常の独立した予測因子であるこ

とが報告された．このように，脂肪の蓄積箇所により健康障害のリスクは異な

るため，一概に BMI を用いた肥満の程度の判定のみで，健康障害のリスクを判

断することは難しいことが指摘されている． 

我が国で 2008 年より導入された特定保健指導のスクリーニングでは，その

第一段階として，腹囲（男性 85cm，女性 95cm）と BMI（25 以上）の判定基準

が設けられており，この条件に当てはまらない者は対象者から除外される制度

となっている 16)．しかしながら，この制度の中では対象からは除外される非肥

満者の中にも，疾病リスクを有する者は少なくなく，その対応の必要性が検討

されている．非肥満者であっても異所性脂肪蓄積が観察されるケースが存在し，

生活習慣病リスクの１つとなる 17)．したがって，異所性脂肪蓄積に着目した生

活習慣病の予防・改善方法に関する研究の蓄積が求められている． 

第 4 節 肥満と脂肪肝 

異所性脂肪蓄積の一つとして挙げられる肝脂肪蓄積の増加は，全身の代謝異

常を引き起こし，非アルコール性脂肪肝，肝硬変，肝がんなどの疾患へと発展

する 18-20)．一般的に，脂肪肝の発症は肥満との合併が多いことが知られている

が，一方で，非肥満者であっても脂肪肝が観察されるケースが存在し，肝機能

異常やインスリン抵抗性などが生じることが知られている 21)．例えば，過度な

食事制限や低栄養状態では肝脂肪蓄積が誘発されることが知られており，タン

パク質失調の病態であるクワシオルコルでは，低体重と共に，脂肪肝が観察さ

れる 22)．また，脂肪肝の罹患率については，人種による違いが指摘されており，

アジア系の人種は，BMI が正常であっても脂肪肝の罹患率が高い遺伝的要素を

持つと報告されている 23, 24)．Azuma ら 23)は，非ヒスパニック系白人との比較に
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おいて，日本人は BMI が低い者が多いにも関わらず，脂肪肝や脂質異常症，イ

ンスリン抵抗性を示す者が多いことを報告した．さらに，BMI 階層別に脂肪肝

の有病率を比較した場合，日本人男性の標準体重に匹敵する BMI 23.5-25 の者

のうち 33.3％が脂肪肝であったことを認めた 23)．これは，非アルコール性脂肪

肝の発症リスクは，肥満や極度の低体重（栄養失調）に伴うものだけでなく，

体重に依存しない発症要因が存在することを意味している．非肥満者でも観察

される肝への過剰な脂肪蓄積は，肝機能の異常やインスリン抵抗性の促進によ

り全身の糖・脂質代謝異常を介して更なる代謝疾患へとつながる 21)．そのため，

適切な体重の維持と同時に肝への脂肪蓄積を回避することが，生活習慣病予防

に有効であると考えられる．しかしながら，肥満を抑制するだけでなく，肝脂

肪蓄積を抑制するための手段に関する研究は乏しい．適性体重の維持と同時に，

肝脂肪蓄積を回避するために必要な生活習慣の改善点に関して，その基礎とな

る研究の蓄積が必要であると考えられた． 

第 5 節 Zucker Fatty ラット 

（1） Zucker Fatty ラットの特徴 

 Zucker Fatty（ZF）ラットは，遺伝的に肥満を発症する研究用の肥満モデル動

物として広く用いられている 25)．1961 年に Zucker ら 26, 27)は，Merck M-strain

ラットと Sherman ラットの交配による雑種 13M 系ラットの中に，肥満となる自

然発症型肥満モデルラット（ZF ラット）を観察した．この ZF ラットは，レプ

チン受容体の細胞外ドメイン，269 番目のコドンがグルタミンからプロリンに

置き換わっており，原因となった単一突然変異劣性遺伝子は，fa（fatty）と名

付けられた 28, 29)．  

 このように，ZF ラットは，レプチンの受容体の変異によりレプチン抵抗性を

示すために，食欲抑制が効かず肥満を発症するモデルとして利用されている代

表的な肥満モデルラットである．この ZF ラットに対して，Cusin ら 30)は，レプ



和洋女子大学大学院総合生活研究科 

 

7 
 

チンの脳室内注射を行い，レプチン受容体が変異している状態でも，体重の減

少，および Neuropeptide Y（NPY）濃度の減少が生じることを確認した．しか

しながら，ZF ラットが正常のラットと同様の効果を引き出すためには明らかに

多量のレプチンの投与が必要であった．また，Yamashita ら 31)は，ZF ラットの

変異型レプチン受容体の特徴を明らかにするために，レプチン変異型と野生型

のクローン細胞を用いて，レプチンにより安定的に誘導される初期遺伝子 c-fos

と c-jun の mRNA 発現を検討した．この実験では，変異型の細胞は，野生型の

細胞に比較し，レプチンに対する結合親和性の低下とシグナル伝達の減少が生

じていることが確認された 31)．これらの報告から 30, 31)，ZF ラットのレプチン

受容体の変異の影響は，レプチンシグナルの全てが阻害されているのではなく，

レプチンシグナルが減弱されていることが示唆された． 

 レプチンは，脂肪細胞より分泌され，主に視床下部の受容体を介して強力な

摂食抑制やエネルギー消費亢進をもたらすことから，レプチンシグナルの作用

不足は過食状態やエネルギー代謝異常を誘発し，肥満症の成因となることが知

られている 32)．したがって，レプチンシグナルが減弱している ZF ラットは，

過食，エネルギー代謝異常，過剰な脂肪蓄積などが慢性的に観察される．ZF

ラットは 17 日齢時にはすでに，Zucker Lean（ZL）ラット（ZF ラットの対照と

して用いられる同系統の非肥満ラット）と比較して食餌量や体重が明らかに増

加しており 33)，3～5 週齢で著しい肥満状態となる 34)．14 週齢時の ZF ラットの

体脂肪率はおよそ 40％であると報告され 35)，最終的には ZL ラットが 20％程度

の体脂肪率であるのに対し，ZF ラットは 50％ほどに達する．このように，ZF

ラットは生まれてから 14 週齢頃までの期間に過食や肥満の進行が著しいのが

特徴である．加えて，ZF ラットは，肥満の進行に伴い，高脂血症，高コレステ

ロール血症 36, 37)，高インスリン血症，脂肪肝 38)，脂肪細胞の肥大および過形成

が生じることが報告されている 37, 39)．そのため，ZF ラットは，自然発症型の
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肥満モデルとして，生活習慣病のための創薬研究や肥満研究において多用され

ている 40)．  

 一方，高血糖を示す ZF ラット同士の交配によって派生したのが Zucker 

diabetic fatty（ZDF）ラットである 41)．ZDF ラットは，インスリン抵抗性を示す

肥満モデル動物であり，レプチン受容体異常，高レプチン血症，空腹時高血糖

を示す 2 型糖尿病モデルである．この点において，ZF ラットは，わずかなイン

スリン抵抗性を示すものの，空腹時高血糖を示さない．したがって，ZF ラット

は単純性肥満モデルとして，ZDF ラットは 2 型糖尿病モデルとして区別して用

いられている． 

（2） ZF ラットの肝 

 ZF ラットは，脂肪肝のモデルラットとしても多く用いられており，脂肪肝予

防・改善のための栄養学的な研究 42)や，肝移植に関する脂肪肝ドナーの使用に

関する研究 43-45)などで広く用いられている． 

 ZL ラットと ZF ラットの肝組織については，形態学的な観察より，その特徴

が捉えられている．ZL ラットの肝組織では，ほとんど脂肪沈着は確認されず，

肝細胞は正常な形を保っていることが報告されている 44)．また，毛細胆管が肝

組織全体に等しく分布しており，ミトコンドリアとグリコーゲン顆粒が豊富に

確認される 44)．一方，ZF ラットの肝組織は，肝門脈周囲に大滴および微小空

胞脂肪滴が多数確認され 46)，過度な脂肪肝 44, 47, 48)と，脂肪滴による肝細胞の形

態の歪み 44)が観察される．また，毛細胆管とグリコーゲン顆粒は門脈周囲の肝

細胞に限定して観察され，脂肪蓄積が生じている領域ではあまり確認されない

ことが報告されている 44)．このように，ZF ラットの肝では，細胞の形態学的

な乱れが観察されている． 

 また，ZF ラットの肝は，ZL ラットと比較した際に，過剰な脂肪蓄積と共に，

Signal tranducer and activator of transcription 3 （STAT3）の核へのトランスロケ
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ーション（活性化）48)，Fatty acid translocase/cluster of differentiation 36（FAT/CD36）

の細胞膜上へのトランスロケーション（活性化）49)，PPAR-γ co-activator-1 α 

（PGC1α）の遺伝子発現の低下 50)が報告されている．ZF ラットの肝組織は，過

剰な脂肪蓄積が生じるものの，通常飼育下では脂肪性肝炎に進行することは少

なく，肝炎への進行には，高脂肪食 51)や Lipopolysaccharide（LPS）への曝露 52)

などの要素が必要となることが報告されている． 

 これらの現象は，非アルコール性脂肪肝で観察される変化と類似している．

したがって，ZF ラットの肝は脂肪肝の有用な実験モデルとして用いることが可

能と考えられた． 

（3） ZF ラットと OLETF ラット 

 広く用いられている肥満モデルラットとして，ZF ラットの他に Otsuka 

Long-Evans Tokushima Fatty（OLETF）ラットがある，OLETF ラットは，コレシ

ストキニン-A 受容体欠損が肥満発症の原因であることが報告されている 53)． 

ZF ラットと OLETF ラットは共に，過食，肥満，脂肪肝などが観察され，その

表現型は類似しているが，一時的な絶食に対する応答が異なることが報告され

ている 54)．Bi ら 54)は，OLETF ラットは，急性的な絶食状態に応答して，その

後の再摂食時に餌の摂取量が増加したことを報告した．それに対し，Sanacora

ら 55)は，ZF ラットは，絶食後の代償的な摂取量の増加が誘発されなかったこ

とを報告した．ZF ラットは，レプチンの下流に存在する摂食促進神経ペプチド

の NPY（空腹時に増加することで知られている 56)）が慢性的に亢進状態である

ことが報告されている 57)．一方で，OLETF ラットは，空腹時に NPY に対して

標準ラット以上に敏感に反応することで過食となることが報告されている 58)．

これらの過食メカニズムの違いから ZF ラットと OLETF ラットの特徴を解釈す

ると，ZF ラットは，体内のエネルギー状態に対する調節機構を一部失っている

ことにより慢性的に過食状態であり，OLETF は，食欲調節が保たれているもの
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の NPY により過敏に反応することで摂餌量が増加するモデルであると考えら

れる． 

（4） ZF ラットの食餌制限に関する先行研究 

 ZF ラットに対する食餌量の調節に関する先行研究では，ナロキソニン 59)や

コレシストキニン 60)の投与など，薬理学的な作用により食欲を減弱させた研究

や，強制的な食餌制限によって ZF ラットの過食や体重を抑制した報告が存在

するが，いずれも，体重の増加が抑制されても体脂肪率の改善が生じていない． 

 先行研究では，Azain ら 61)が 5 週齢の ZF ラットに対して餌を飽食条件の 75％

量に制限した条件で 6 週間，Chiba ら 50)が，4 週齢の ZF ラットに対して餌を 60

～70％量に制限した条件で 20 週間飼育を行ったが，いずれも食餌制限により体

重の増加が抑制されても，体脂肪率は減少しなかったことが報告された．また，

Chiba らの実験では 50)，食餌制限において，血中遊離脂肪酸（Free fatty acid；

FFA），肝の Phosphoenolpyruvate carboxykinase（PEPCK），PGC1α，Carnitine 

palmitoyltransferase 1A（CPT1A），Glucose-6-phosphatase（G6Pse）の遺伝子発

現の増加が観察された．さらに，Cleary ら 62)は，3 週齢の ZF ラットに対し，3

週間食餌制限－3 週間自由摂取のサイクルを 4 回繰り返す実験を行った．ZL ラ

ットと ZF ラットの食餌制限期間中と再摂食期間中（食餌制限期間後の自由摂

取期間）の肝脂肪酸合成系酵素の比較が行われ，グルコース 6 リン酸脱水素酵

素，リンゴ酸酵素，脂肪酸合成酵素（Fatty acid synthase；FAS）の活性は，ZF

ラットで再摂食時に高い活性を示したことが報告された．一方，ZL ラットは，

食餌制限期間と再摂食期間に肝の脂肪酸合成系酵素の活性に差はなく，食餌制

限に対する肝の酵素活性の応答が ZL ラットと ZF ラットでは異なることが示さ

れた．このように，ZF ラットに対する食餌制限は，体重の増加を抑制するもの

の体脂肪の蓄積や脂質代謝に関連した応答は必ずしも改善されていない報告が

多い． 
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 その一方で，インスリン抵抗性に関しては，Zheng ら 63)により，5 週齢から

25 週齢までの期間に 60％量に制限した食餌制限を実施した結果，肝の

Extracellular signal-regulated kinase （ERK）活性と p70 S6 kinase 活性の抑制を介し

てインスリン抵抗性が改善されたことが報告された． 

 このように，ZF ラットに対する食餌制限は，インスリン抵抗性に対して有効

に作用する可能性があるが，体脂肪の減少にはつながらないことが報告されて

いる．ZF ラットの食餌制限の実施による，肝脂肪蓄積の結果は，現時点で報告

が見当たらず，研究データの蓄積の必要性が考えられた． 

（5） ZF ラットの活動量・運動に関する先行研究 

 先行研究により，ZF ラットは骨格筋が発達不良であること 64)と活動量が低

いこと 65)が報告されている．本来，哺乳類は自身の体重を重力に拮抗して支える

必要があるため，体重の増加に見合うだけの骨格筋の発達が恒常的に生じる機構が

備わっているとされている．その骨格筋の発達調節には，トロポニン T が関与している

ことが知られているが，Schilder ら 64)は ZF ラットには部分的なトロポニン T の欠如が生

じていることを報告した．すなわち，ZF ラットの骨格筋は，通常のラットに比較して未発

達であることが示された．この報告に関連すると考えられるのが，Towa ら 65)の ZF ラッ

トと ZL ラットの 24 時間の活動量をパワースペクトル解析にて比較した報告で

ある．ZL ラットは暗期で活動的なるのに対し，ZF ラットは 24 時間低活動状態

が維持されたことが報告された．また，24 時間の心拍数の推移を観察した結果，

ZF ラットは 24 時間常に ZL ラットより低く推移した．このことから，ZF ラット

は通常飼育下で非常に低い活動状態を維持しており，恐らく，骨格筋が未発達である

ことと関連していると考えられた．以上のことから，ZF ラットは，我が国の近年の生活状

態を反映しうるような，運動不足・不活動状態，骨格筋不足のモデルとして有効である

と考えられた． 
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 ZF ラットに対する運動の介入については，糖代謝の改善を中心に比較的良好

な効果が報告されている．Deb ら 66)は，6 週齢の ZL ラットと ZF ラットに対す

る 11 週間の強制走運動の効果を食餌制限条件下（ZL ラットの通常飼育群との

ペアフィーデング）で検討した．食餌制限と運動を合わせて実施したことによ

り，体タンパク質量の増加と体脂肪量の減少が確認された．また，運動習慣が

糖代謝に及ぼす影響について，Friedman ら 67)が 6 週齢または 18 週齢から 36 週

齢までの期間，Saengsirisuwan ら 68)が，6 週齢からの 12 週齢までの期間，Christ

ら 69)が 7 週齢から 14 週齢の期間に ZF ラットに強制走運動を実施させた実験を

行った．その結果，習慣的な運動の実施は，骨格筋の糖取り込みに関与する輸

送担体タンパク質である Glucose transporter type 4（GLUT4）の発現を増加させ

たこと，骨格筋でのインスリン抵抗性とインスリン受容体シグナル伝達が改善

されたことが報告された．また，Chang ら 70)は，ZF ラットに 8 週間の強制走運

動を実施させ，グルコース負荷試験と，肝の PEPCK の発現を検討した．その

結果，ZF ラットの運動によるインスリン抵抗性改善メカニズムについて，運動

により肝の PEPCK が抑制されたことが関係している可能性が報告された．こ

のように，ZF ラットに対する運動の効果に関しては，糖代謝を中心に多くの研

究がされており，ZF ラットの糖代謝異常の予防や改善には運動の実施が有効に

作用する可能性が示唆されている 67-70)．  

 一方，肝の脂質代謝に関しては，ZF ラットを用いた研究は少なく，Fiebig ら

71)の報告が唯一であると思われる．Fiebig ら 71)は，雌の ZF ラットを用い，高

コンスターチ食条件下における運動の効果を検討した．その結果，ZF ラットで

亢進している肝デノボ合成酵素の１つである FAS の活性は，運動の実施によっ

て抑制されたことが明らかとなった．したがって，ZF ラットに運動を実施した

際の肝脂肪蓄積への影響は，肝脂肪蓄積の抑制に有効に作用することが予想さ

れるものの，その詳細については先行研究では明らかにされていない． 
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 以上のことから，ZF ラットは，不活動，骨格筋の発達不良モデルとして，近

年，身体活動量の低下が問題となっている我が国の国民の状況により近いモデ

ルであると考えられた．ZF ラットの肝脂肪蓄積に対する運動の効果が明らかと

なれば，普段身体活動量が低い者に対する運動習慣の重要性を示すことにつな

がると考えられた． 

第 6 節 本研究の目的 

 先行研究では，肝脂肪蓄積に対する運動と食餌制限の影響について，ZF ラッ

トを用いた比較・検討が行われていない．運動と食餌制限は共通して体重の増

加を抑制する手段であるが，体重の増加を抑制する手段の違いにより肝脂肪蓄

積抑制効果に違いがあるのかどうかは現在のところ不明である．そこで，本研

究では，ZF ラットを用い，食餌制限単独と食餌制限に運動を併用した場合の影

響の違いについて，体重が一致した条件で比較し，食餌制限と運動実施が肝脂

肪蓄積に及ぼす影響，および，その作用メカニズムを検討することを目的とし

た． 
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第 2-1 章  運動習慣と食餌制限が肝脂肪蓄積に及ぼす影響 

 

第 1 節 目的 

 これまでにも，肥満に対する運動の効果 10, 72-75)や食餌制限の効果 10, 72, 76)に対

する研究成果は数多く報告されてきた．ヒトを対象とした研究では,すでに肥満

を発症している対象者に対しての改善効果の検討が多く 7-10, 72, 77)，肥満が発症

していく過程における予防効果に着目した研究は乏しい．また，実験動物を対

象とした研究では，食餌制限の効果 50, 61-63)と運動の効果 66-69, 71, 78-80)に対して

様々なメカニズムが明らかにされているものの，運動の効果と食餌制限の効果

の違いを比較した研究は限られており，特に肝臓内の脂肪蓄積に着目した研究

は少ない． 

 そこで，本章では，運動習慣と食餌制限が肝脂肪蓄積に及ぼす影響の違いに

ついて ZF ラットを用いて検討することを目的とした. 

第 2 節 方法 

（1） 対象と群分け 

 本実験は，和洋女子大学における和洋女子大学動物を対象とする研究に関す

る倫理委員会により審査され承認を得て実施した（和洋女子大学動物を対象と

する実験研究に関する倫理委員会規定 第 1015 号）．実験動物は，5 週齢の雄

性 ZL （fa/+ または +/+） ラットおよび ZF（fa/fa） ラット（日本チャールズ

リバー）を用い（図 1），供給後，1 週間の適応期間をおいて実験を開始した．

ZL ラットを対象群（Lean；L, n=6）とし，ZF ラットは各群平均体重が一致す

るように，肥満群（Obese；Ob，n=6），食餌制限群（Dietary Restricted；DR, n=6），

食餌制限+運動群（Dietary Restricted ＋ Exercise；DR＋Ex, n=6）に群分けした． 
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図 1  実験動物 

 

（2） 飼育条件 

 L 群，Ob 群，DR 群のラットは，ステンレス製のメッシュケージ内で，DR+Ex

群のラットは，居住空間を有する加負荷式回転自発運動量測定装置（円周 1ｍ）

（YTS 山下技研）内でそれぞれ個別飼育した（図 2）．DR+Ex 群の運動装置に

は，春日ら 81)の報告を参考に，ラットに体重の 30％の負荷がかかるよう設定し

た．飼料は，げっ歯目動物用固形飼料（NMF：オリエンタル酵母工業）を用い

た（表 1）．L 群，Ob 群の餌は自由摂取とし，DR 群の餌は Ob 群の摂取量の

30%減となるように制限給餌を行った．この食餌制限量は，DR 群の最終体重が

Ob 群より有意に低値になるように，先行研究を参考とした上で予備実験を行い

決定した．DR+Ex 群は，運動を実施させた上で DR 群と体重が一致するように

給餌量をコントロールした．飲料水は全ての群において，水道水の自由摂取と

した．飼育室は 7：00 点灯，19：00 消灯とした．室温は，21.8±0.6℃，相対湿

度は 45.3±4.0％に維持された．体重，摂餌量，走行距離の計測は毎日同時刻に

行った． 

 

12 週齢時の Zucker lean ラット（A），Zucker Fatty ラット（B）を示した． 
自然発症の過食性肥満モデルラットとして，肥満研究において良く用いられている． 
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図 2  実験で使用したラットのケージ 

 

 

表 1  餌の組成 

 

 

 

 

 

 

 

（3） 試料採取 

 全てのラットは，6 週間の飼育期間終了時（12 週齢時）にイソフルランを用

いた全身麻酔下で後大静脈より血液を採取し，心臓を摘出することにより安楽

死させた．直ちに摘出した肝臓，精巣上体周囲脂肪，下腿骨格筋は，湿重量を

測定後，分析まで－80℃で保存した．採取した血液は，血清を得た後，組織と

同様に凍結保存した． 

 図は，L 群，Ob 群，DR 群が使用した通常のケージ（A），DR + Ex 群が使用した加負荷式回転自発走装置

（B）を示した． 

一般成分 100gあたり

水分（g） 7.3
粗蛋白質（g） 27.5
粗脂質（g） 4.6
粗灰分（g） 7.4
粗繊維（g） 4.4
可溶性無窒素物（g） 48.9
カロリー（kcal） 347

げっ歯目動物用固形飼料（NMF：オリエンタル酵母工業） 
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（4） 血中分析 

 血中トリグリセライド（TG）濃度の定量には，トリグリセライド E－テスト

ワコー（TG E-test wako, 和光純薬）を，血中 FFA 濃度の定量には，NEFA C-

テストワコー（和光純薬）を，血中レプチン濃度の定量は，Rat Leptin ELISA

キット（矢内原研究所）を，血中インスリン濃度の定量には，モリナガラット

インスリン測定キット（森永生科学研究所）を用いて行った． 

 血中総コレステロール（TCHO；Total cholesterol）濃度，血中高比重リポタ

ンパクコレステロール（HDLC；High-density lipoprotein cholesterol）濃度，血中

グルコース濃度，アスパラギン酸アミノ基転移酵素（AST；Aspartate transaminase）

値，アラニンアミノ基転移酵素（ALT；Alanine transaminase）値は，ドライケ

ム（富士フイルム）を用いて測定した．Homeostasis model assessment ratio，

homeostasis model assessment as an index of insulin resistance（HOMA-IR）の値を

血中グルコース及び血中インスリン濃度から算出した 82)．  

（5） 肝組織中の脂質分析 

 肝組織中の脂質抽出は，Folch ら 83)の方法に準じて行った．すなわち，肝組

織 1g あたりクロロホルム／メタノール（2：1,v/v）を 15ml 加え，ポリトロン

ホモジナイザーを用いてホモジネートした．濾紙を用いて濾過し，脂質抽出液

と肝臓残渣に分離し，得られた脂質抽出液にクロロホルム／メタノール（2：

1,v/v）を加えることで 20ml の一定容量とした．さらに，0.37％塩化カリウム水

溶液 4ml を添加し，転倒混和により懸濁させ，4℃で一晩静置した．その後，

水層を除去し，クロロホルム／メタノール／D.W 抽出液（3：48：47,v/v）4ml

を添加して再度転倒混和し，しばらく静地させて再び分離した後に水層とフラ

ッグを除去した．その後，1ml メタノールを加え，さらにクロロホルム／メタ

ノール（2：2,v/v）を加えることで 25ml の一定容量とし脂質抽出液とした．脂

質定量用サンプルの調整は，脂質抽出液から 0.2ml を採取し，窒素気流下で濃
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縮凝固させた後，0.1ml イソプロピルアルコールに懸濁させた．得られた試料

中の TG を測定キット（TG E-Test Wako，和光純薬株式会社）を用いて定量し，

肝組織 1g あたりの含有量として算出した． 

（6） 肝組織の組織学的分析 

 肝組織のパラフィン切片の作成および HE 染色は，肝組織を 20％ホルマリン

液で固定後，株式会社エスアールエルに委託した．組織像は，光学顕微鏡

（Microphot-FX，ニコン）を用いて定性的な観察を行い，顕微鏡にセットした

デジタルカメラによって対物レンズ 40 倍で撮影した． 

（7） 統計処理 

 すべての結果は，群ごとに平均値±標準誤差で示した．群間の平均値の差の

検定には，一元配置の分散分析を用い，有意な F 値が検出された場合には，群

間の差を検定するために，Tukey-Kramer 法による多重比較検定を行った．いず

れも，有意水準は P<0.05 とした． 

第 3 節 結果 

（1） 実験期間中の体重変動 

 実験期間中の Ob 群の体重は著しい増加を示したのに対し，DR 群，DR+Ex

群の体重は緩やかな増加であった（図 3，A）．最終体重において L 群と比較

して Ob 群（P<0.001），DR 群（P<0.05），DR+Ex 群（P<0.05）の体重は有意

に高値を示し，DR 群と DR＋Ex 群は Ob 群と比較して低値を示した（P<0.001）．

なお，DR 群と DR＋Ex 群の間に有意差がないことが確認された（図 3，B）． 
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図 3  体重の変化 

 

（2） 1 日あたりの摂餌量，DR＋Ex 群の走行量 

 1 日当たりの摂餌量は，L 群に比較し Ob 群，DR 群，DR+Ex 群で有意に多く

（P<0.001），Ob 群に比較して DR 群と DR+Ex 群は食餌制限を行ったことによ

り有意に少量であった（P<0.001）．また，DR 群と DR+Ex 群の食餌制限量は，

それぞれ Ob 群の摂餌量の 71.18％と 71.38％であり，結果的に DR 群と DR+Ex

群の摂餌量に有意差は認められなかった（図 4，A）．DR+Ex 群の平均走行距

離は，1 日あたり 2553±425m であった（図 4，B）． 

 

 

 

 

 

 

 

図 4  1 日あたりの餌の摂取量と DR+Ex 群の走行距離の推移 

 6 週間の体重の推移（A）と解剖時の体重（B）を示した． 
 *：P<0.05，***：P<0.001．平均±標準誤差，n=6 
 
 

1 日あたりの餌の摂取量  （A） は，6 週間の平均の値を示した．DR+Ex 群の走行距離  （B） は，1
日あたり平均すると 2553±425m であった． 
 ***：P<0.001．平均±標準誤差，n=6 
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（3） 組織湿重量の比較 

 体重あたりの肝湿重量は，L 群に比較し Ob 群（P<0.001）と DR 群（P<0.05）

は有意に高値を示し，Ob 群と比較し DR+Ex 群は有意に低値を示した（P<0.01）

（図 5，A）．体重あたりの精巣上体周囲脂肪組織の湿重量は，L 群に比較し，

Ob 群，DR 群，DR+Ex 群で有意に高値を示した（P<0.001）（図 5，B）．体重

あたりのヒラメ筋湿重量は，L 群に比較し Ob 群，DR 群，DR+Ex 群で有意に低

値を示し（P<0.001），Ob 群と DR 群に比較し DR+Ex 群は有意に高値を示した

（P<0.001）（図 5，C）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5  肝，精巣上体周囲脂肪，ヒラメ筋湿重量 

 

 肝（A），精巣上体脂肪（B），ヒラメ筋（C）の体重あたりの湿重量を示した． 
*：P<0.05，**：P<0.01，***：P<0.001．平均±標準誤差，n=6 
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（4） 血中分析 

1． 血中 TG，TCHO，HDL-C 濃度 

 血中 TG 濃度は，L 群に比較し，Ob 群（P<0.001）と DR（P<0.01）群で有意

に高値を示した（図 6，A）．血中 TCHO 濃度は，L 群に比較し，Ob 群（P<0.001）

と DR 群（P<0.001）で有意に高値を示し，DR+Ex 群は Ob 群（P<0.05）と DR

群（P<0.001）に比較し有意に低値を示した（図 6，B）．血中 HDL-C 濃度は，

L 群に比較し，Ob 群（P<0.001）と DR 群（P<0.001）で有意に高値を示した．

また，Ob 群に比較し，DR 群は有意に高値を（P<0.05），DR+Ex 群は有意に低

値を示し（P<0.05），DR 群に比較し，DR+Ex 群は有意に低値を示した（P<0.001）

（図 6，C）．血中グルコース濃度は，L 群に比較し，Ob 群で有意に高値を示

した（P<0.001）．また，Ob 群に比較し，DR 群（P<0.05）と DR+Ex 群（P<0.01）

で有意に低値を示した（図 6，D）．血中インスリン濃度は，L 群に比較し，

Ob 群（P<0.001），DR 群（P<0.001），DR+Ex 群（P<0.05）で有意に高値を示

した（図 6，E）．HOMA-IR は，L 群に比較し，Ob 群，DR 群で有意に高値を

示した（P<0.001）．また，Ob 群に比較し，DR+Ex 群は有意に低値を示した

（P<0.001）． 
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図 6  血中 TG，T-CHO，HDL-C，グルコース，インスリン濃度とインスリン抵抗性 

 
血清中の TG：中性脂肪（A），T-Cho：総コレステロール（B），HDL-C：HDL コレステロール（C），グルコース

（D），インスリン（E）濃度を示した．血清グルコース血清インスリン濃度から HOMA-IR（インスリン抵抗性）を算

出した． 
*：P<0.05，**：P<0.01，***：P<0.001．平均±標準誤差，n=6 
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2． 血中 FFA，レプチン濃度 

 血中 FFA 濃度は，L 群に比較し，Ob 群と DR 群で有意に高値を示し（P<0.001），

DR 群に比較し，DR+Ex 群で有意に低値を示した（P<0.05）（図 7，A）．血中

レプチン濃度は，L 群に比較し，Ob 群，DR 群，DR+Ex 群で有意に高値を示し

（P<0.001），DR+Ex群は，Ob群と DR群に比較し，有意に低値を示した（P<0.001）

（図 7，B）． 

 

 

 

 

 

 

図 7  血中遊離脂肪酸とレプチン濃度 

 

 

3． 血中 AST，ALT 値 

 血中 AST 値は，L 群に比較し DR 群が有意に高値を示した（P<0.05）（図 8，

A）．血中 ALT 値は L に比較し，DR 群が有意に高値を示し（P<0.05），DR 群

に比較し DR+Ex 群が有意に低値を示した（P<0.05）（図 8，B）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

血清中の FFA：遊離脂肪酸（A）とレプチン（B）濃度を示した． 
*：P<0.05， ***：P<0.001．平均±標準誤差，n=6 
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図 8  血中 AST と ALT 濃度 

 

 

（5） 肝 TG 含有量と肝組織所見 

 HE 染色を行った肝組織の光学顕微鏡像を示した（図 9）．L 群の肝実質細胞

には，ほとんど脂肪滴は観察されなかった．Ob 群は，肝実質細胞内に泡沫状の

脂肪滴が多く観察され，DR 群で脂肪滴の蓄積が改善している様子は観察され

なかった．DR＋Ex 群は，Ob 群や DR 群に比較すると観察される脂肪滴は少な

く，肝への脂肪蓄積が改善している様子が観察された．肝 TG 含有量は，L 群

に比較し，Ob 群，DR 群で有意に高値を示した（P<0.001）．また，Ob 群に比

較し，DR 群で有意に高値を示し（P<0.05），DR+Ex 群で有意に低値を示した

（P<0.05）．また，DR 群に比較し，DR+Ex 群は有意に低値を示した（P<0.001）

（図 10）． 

 

 

 

 

 

 

AST：アスパラギン酸アミノ基転移酵素（A）と ALT：アラニンアミノ基転移酵素（B）濃度を示した． 
*：P<0.05，平均±標準誤差，n=6 
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図 9  肝組織の光学顕微鏡所見（ヘマトキシリンエオジン染色） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 10  肝 TG 含有量 

 

L 群（A，E），Ob 群（B，F），DR 群（C，G），DR+Ex 群（D，H）の代表的な所見を示した． 

肝組織中の肝重量 1g あたりの TG：中性脂肪含有量を示した． 
*：P<0.05，***：P<0.001 平均±標準誤差，n=6 
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第 4 節 考察 

（1） 肝脂肪蓄積の抑制に対する運動と食餌制限の効果の違い 

 本研究では，ZF ラットを用いて，食餌制限単独あるいは食餌制限と運動の併

用による肝脂肪蓄積への影響を検討した．本実験モデルの特徴は，食餌制限群

と食餌制限+運動群を等しい体重において比較した点である．この両群の比較

における主要な結果は，食餌制限群では肝脂肪蓄積の抑制効果が認められなか

ったが，食餌制限+運動群では肝脂肪蓄積の抑制効果が認められたことである．

加えて，肥満群で高値であった血中 AST，ALT 値は，食餌制限群でも高値を維

持しており，その一方で食餌制限+運動群では低値であった．このことから，

肥満群と食餌制限群では肝脂肪蓄積と肝機能障害が進行していることが確認さ

れ，習慣的な運動はそれらを抑制する効果があることが明らかとなった． 

 本研究の飼育期間中の平均摂餌量と実験終了時の体重は，食餌制限群と食餌

制限+運動群の間に有意な差が認められなかった．このことから，食餌制限+運

動群で実施した習慣的な運動は，体重の減少に貢献しないレベルのものであっ

たと考えられた．一方，下肢骨格筋の一つであるヒラメ筋重量は，肥満群，食

餌制限群に比較し，食餌制限+運動群で有意に増加した．従って，食餌制限+運

動群で実施した自発走運動は，体重に影響を及ぼさなかったものの，下肢骨格

筋の肥大を誘導するものであったことが確認された．このような運動の実施に

より，食餌制限＋運動群では，肝脂肪蓄積に関して食餌制限群と対照的な結果

が導かれた．すなわち，食餌制限+運動群に観察された肝脂肪蓄積抑制効果は

運動習慣によるものであると推測された． 

さらに本研究では，ZF ラットで観察される耐糖能異常に対する運動習慣と食

餌制限の影響について，血中グルコース濃度，血中インスリン濃度，HOMA-IR

の検討から評価を行った．食餌制限群に比較し，食餌制限+運動群で，耐糖能

の悪化に対する抑制効果が顕著に観察されたものの，食餌制限単独であっても，
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耐糖能異常を抑制する傾向が確認された．耐糖能異常が観察された肥満群に比

較し，食餌制限群と食餌制限+運動群共に耐糖能異常が抑制されたことから，

食餌制限に加えて，習慣的な運動を併用することで特異的に生じる効果は，主

に脂質代謝に観察されると考えられた． 

体重の増加に影響を与えないレベルの運動によって効果が得られている先

行研究として，Delghingaro-Augusto ら 79)が，ZDF ラットに自発走運動を実施し

た結果，ZDF ラットにおいて観察される膵 β 細胞の障害が抑制されたことを報

告している．この研究の自発走運動の走行距離は平均して 4200m と本研究より

も若干多かったが，この運動習慣による体重や摂餌量の変化は本研究と同様に

認められていない．本研究において，運動習慣の効果が体重の抑制よりも，内

臓組織の代謝改善で先行して認められた点については，Delghingaro-Augusto ら

79)の報告と一致するものであった．本研究の食餌制限＋運動群の一日あたりの

走行量の平均値は 2553m±425m であり，6 週間を通して最も走行量の少なかっ

た個体で 1 日あたり平均 1861m，最もよく走った個体で 4594m とばらつきがみ

られた．加えて，同一個体でも日により 2～3 倍の差が生じていた．このように，

本研究の走行量には大きなばらつきがあったにも関わらず，食餌制限＋運動群

の全てのラットで例外なく肝脂肪蓄積が抑制された．このことは，ZF ラットの

肝脂肪蓄積の抑制に限定していえば，運動を実施すること自体が重要であった

ことを示していると考えられる． 

 時間，速度，頻度を決めてトレッドミルで行う強制走運動の手法を採用した

先行研究では，ZF ラットに対し，Deb ら 66)は，速度 1mph(＝26.8m/min)，傾斜

4 度で 60 分，Chang ら 70)は，速度 20 m/min で 60 分，Friedman らは，20 m/min，

傾斜 15 度で 90 分，それぞれ週 5～7 回の頻度で強制走運動を実施している．い

ずれも肝脂肪蓄積への検討は行われていないものの，糖代謝に関する項目つい

ては本研究と同様に運動の実施によって良好な結果が報告されている．これら

先行研究のトレッドミル強制走運動の条件を一日あたりの走行量に換算すると，
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いずれも本研究の 1 日あたりの走行量の平均値である 2553m よりも少ない値で

あった．本研究の自発走運動については，走行速度や，1 回の継続時間などの

走行運動の詳細な特徴は明らかではない．そのため，走行距離のみからの考察

となるが，本研究の自発走運動は，体重には影響を与えなかったものの，糖・

脂質代謝には十分に運動の効果が生じる量が確保されていたと考えられた．そ

れは，慢性的に低活動状態である 65)ZF ラットであるからこそ，運動を行うこ

と自体が重要であり，体重に影響を与えないレベルの運動であっても得られる

効果が大きかったのかもしれない．ZF ラットの肝脂肪蓄積を顕著に抑制した本

研究の自発走運動の特徴（量，強度，頻度等）を明確にしていくことが，本研

究結果の発展に繋がると考えている． 

本研究の食餌制限群と食餌制限+運動群は，異なる体重抑制手段によって，

同じ程度に体重の増加が抑制された．その結果，肝脂肪蓄積は，食餌制限+運

動群で抑制されたが，食餌制限群では進行した．このことは，単に体重を抑制

するのではなく，どのような手段で体重を抑制するかが重要であることを意味

すると考えられる．これらの結果から，運動習慣により体重に影響が現れない

場合であっても，肥満に伴う肝脂肪蓄積に対する予防効果が認められることが

明らかとなった． 

（2） OLETF の先行研究と比較して 

先行研究において，食餌制限と運動の効果を比較した研究は，肥満モデルラ

ットである OLETF（コレシストキニン-A 受容体欠損）を用いた研究において

報告されている．Rector ら 84)と Fletcher ら 85)は，OLETF ラットを 4 週齢から

40 週齢までの期間，餌の量を飽食時の 70％で飼育した群と自発走運動条件で飼

育した群で比較を行った．Rector ら 84)と Fletcher ら 85)の実験条件は，本研究と

同じ程度の食餌制限を負荷しており，また，運動の方法も本研究と同じ自発走

運動を採用しているが，本研究に比較し，介入期間が長期であった．Rector ら



和洋女子大学大学院総合生活研究科 

 

29 
 

84)は，この実験の結果，食餌制限単独でも，運動単独でも肝脂肪蓄積の改善が

認められたことを報告した 84)．ところが，空腹時に肝で発現し，非アルコール

性脂肪肝の治療薬としても知られる FGF21（fibroblast growth factor 21）の肝で

のタンパク質発現が抑制されたのは，運動を実施した群のみであった 85)．この

ことは，運動と食餌制限それぞれの効果の違いを部分的に説明する知見として

報告された 85)．  

 本研究は，食餌制限により体重の増加が抑制されたにも関わらず，食餌制限

群で肝脂肪蓄積の改善は認められなかったが，運動を併用することで著しい改

善が認められた．すなわち，食餌制限で体重の増加を抑制した際の運動習慣の

併用の有無が，肝脂肪蓄積の抑制効果を大きく左右することを確認した．これ

は，運動の実施には，食餌制限のみでは得られない肝脂肪蓄積抑制作用がある

ことが示唆された結果であり，本研究が初めての報告である． 

 食餌制限による肝脂肪蓄積の結果が OLETF を用いた先行研究 4, 84)の結果と

異なった理由としては， ZF ラットと OLETF ラットの肥満発症メカニズムの違

いが影響していると考えられる．さらに，本研究では，体重の増加が著しい 6

週齢から 12 週齢までの介入結果であったのに対し，Rector ら 84)と Fletcher ら

85)は 40 週齢までの長期間にわたる介入であった点も，食餌制限と運動に対する

応答の違いを生んだ可能性が考えられる．また，OLETF ラットと ZF ラットは，

対照群（Long-Evans Tokushima Otsuka（LETO）ラットおよび ZL ラット）に対

する過食の程度が異なり，OLETF ラットに比較し ZF ラットの方が過度な過食

状態が観察されることも先行研究との結果の違いに関連している可能性がある．

OLETF ラットと同じ割合で食餌制限を実施しても，元々の過食状態が重度であ

る ZF ラットは，生体内で飢餓状態に近い過度な食餌制限と認識された可能性

も否めない．栄養不良や過度な絶食による肝脂肪蓄積の亢進は，ヒトにおいて

も観察されていることから 22)，今後，飢餓状態を示すマーカー等の分析を追加

することも必要であると思われた． 
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 これらのことを考慮した上で，体重の増加が著しい時期における ZF ラット

の食餌制限の実施は，肝脂肪蓄積を悪化させるリスクあり，運動は，ZF の肥満

や食餌制限によって悪化した肝脂肪蓄積を顕著に改善する効果を有することが

明らかとなった． 

（3） レプチン抵抗性と運動 

ZF ラットは，レプチン受容体が変異していることによりレプチンの作用不全

が生じ，過食となる肥満モデル動物である 27)．レプチンは，脂肪細胞より分泌

されるサイトカインであり，主に視床下部の受容体を介して強力な摂食抑制や

エネルギー消費亢進をもたらす 86)．レプチンの作用不全は肥満症の成因となる

ことが知られており，実際にヒトにおいても，遺伝的なレプチンの分泌異常や

レプチン受容体の変異・欠損により肥満が生じた症例報告がなされている 87, 88)．

また，一般的に，肥満者では血中レプチン濃度の増加が観察されるが，一方で

肥満が進行すると，レプチンによる摂食抑制作用やエネルギー消費亢進作用が

減弱する状態（レプチン抵抗性）が観察されることが知られている 89)．したが

って，レプチン抵抗性は，多くの肥満者で観察される一般的な病態であり，生

活習慣病の悪化やさらなる肥満の進行を助長する． 

レプチン抵抗性に対する運動の効果について，飼育環境により活動量の増加

がみられた C57/BL6 マウス（通常マウス）は，非活動的なマウスより外因性の

レプチン投与に対するレプチン感受性が高いことが報告されている 90)．また，

Bi ら 91)は，肥満である OLETF ラットに自発走運動を実施させたところ，レプ

チン下流にある視床下部の摂食調節シグナルが強化され，食欲の抑制が導かれ

たことを報告している．このように，レプチン抵抗性の改善に対する運動の効

果が指摘されている． 

レプチンは，レプチン受容体を介して働く経路が主であるが，受容体を介さ

ない作用機序があることも示唆されており，レプチン受容体に変異が生じてい
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る ZF ラットにおいても，レプチン抵抗性状態にありながら外因性レプチンに

対する反応性が存在することが報告された 30)．本研究で，血中レプチン濃度は

肝脂肪蓄積とパラレルな変動を示しており，血中のレプチンは受容体を介さな

い経路によって，肝脂肪蓄積に何らかの影響を及ぼした可能性が考えられた．

また，食餌制限+運動群の運動習慣は，レプチンシグナル伝達経路を強化する

ことによって，ZF ラットの摂食調節や体内のエネルギー調節の異常を改善した

可能性も考えられた．本研究の食餌制限や運動による肝脂肪蓄積へ影響は，肥

満病態のなかでも特にレプチン作用不全を特徴とする病態において観察される

現象であるのかもしれない． 

 

以上のことから，本章では，ZF ラットを用いた実験によって，食餌制限単独

で肥満を抑制した場合には肝脂肪蓄積抑制効果が認められなかったが，食餌制

限と運動を併用することで肝脂肪蓄積抑制効果が認められたことを報告した．

食餌制限群と食餌制限+運動群が，同じ体重であっても，肝脂肪蓄積に対して

異なる結果を示したことは，単に体重の増加を抑制するだけでなく，体重のコ

ントロール手段の選択が重要であることを指摘する根拠となりうると考えられ

る．そこで，本研究では，第 2－2 章，第 2－3 章において，本章の結果のメカ

ニズムの追究を行った． 
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第 2-2 章 運動と食餌制限による肝脂肪蓄積予防メカニズムの解明 

－肝組織脂質代謝機構の検討－ 

 

第 1 節 目的 

 第 2－1 章において，ZF ラットにおける運動と食餌制限の肝脂肪蓄積への影

響を明らかにした．しかしながら，そのメカニズムに関しては明らかではない．

肝への脂肪蓄積は，肝への FFA の取り込みの増加，TG の分解および脂肪酸β

酸化の低下，脂肪酸デノボ合成系および TG 合成系の亢進が複合的に生じるこ

とによって進行する．本章では，これらの点に着目し，肝組織における分子生

物学的な分析を行うことによってそのメカニズムを検討することを目的とした． 

第 2 節 方法 

（1） 肝組織の分子生物学的分析 

1． サンプル調製 

第 2-1 章でラットより摘出した肝組織を用いて分析を行った．ホモジネート

バッファーは，HEPES バッファー（50 mM HEPES，10 mM EDTA，4 mM EGTA，

50 mM b-glycerophosphate，25 mM NaF，5 mM Na3VO4，1% Triton X-100，pH 7.4） 

にホスファターゼインヒビター （PhosSTOP tablet，Roche Diagnostics）とプロ

テアーゼインヒビター （Complete tablet，Roche Diagnostics）を加えたものを

使用した． 

肝組織の血液や結合組織を氷上で除去し，ディスポメスと鋏で裁断した後，

肝湿重量 1mg あたり 7µl の氷上で冷却したホモジネートバッファーを加え，ト

リポロンホモジナイザーを用いてホモジネートした．一度，凍結融解処理を行

った後に 4℃，10000×g で 20 分間遠心分離し，その上清を得た．上清は，ウシ

γグロブリンをスタンダードとして Protein Assay（BioRad）を用いてタンパク
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質濃度の定量を行った．タンパク質濃度が決定した上清サンプルにホモジネー

トバッファーを加えることで，サンプル間でタンパク質濃度が等しくしなるよ

う調製し，2 倍濃縮サンプルバッファー（125mM Tris，10%SDS，30%グリセロ

ール，0.1% BPB）で 1：1 に希釈した．調製したサンプルをドライブロックバ

スで 90℃10 分間加熱し，タンパク質を変性させた． 

2． SDS-PAGE およびウエスタンブロット法 

それぞれのタンパク質を分離するために， SDS アクリルアミドゲル電気泳

動（SDS-PAGE: SDS-polyaclylamidegel electrophoresis）を行った．濃縮ゲルは全

て 4％とし，分離ゲルの濃度は，Fatty acid synthase（FAS）と ATP citrate lyase

（ATP-CL）は 6％，FAT/CD36 と CPT1A は 8％，Diacylglycerol O-acyltransferase 

2（DGAT2）は 10％，COXⅣ（Cytochrome c oxidase subunitⅣ）は 15％とした．

10µg のタンパク質を含むようサンプルをゲルにロードし，電気泳動装置（パワ

ーパック HC，BioRad）を用いて 150V 定電圧下で 60 分間電気泳動した後，ニ

トロセルロースメンブレンに 100V 定電圧下で 60 分転写した．タンパク質を転

写後，メンブレンを T-TBS（25mM Tris，137mM NaCl，0.1% Tween-20）で 5

分×3 回洗浄し，5％スキムミルク含有 T-TBS 内にて 1 時間ブロッキングした．

再び，メンブレンを T-TBS で 5 分×3 回洗浄し，標的タンパク質に特異的に反

応する 1 次抗体を用いて，4℃で 16 時間インキュベートした．1 次抗体は，そ

れぞれの条件に適切な濃度になるよう 5％スキムミルクまたは 5％BSA 含有

T-TBS で希釈して使用した（FAT/CD36：SC-9154，Santa cruz biotechnology．

CPT1A：SAB2100476，Sigma Aldrich．COXⅣ：#4150，FAS：#3180，ATP-CL：

#4332，Cell Signaling．DGAT2：ab96094，Abcam）．その後，メンブレンを T-TBS

で 5 分×3 回洗浄し，5％スキムミルク含有 T-TBS で希釈した 2 次抗体（HRP

標識 抗ウサギ IgG 抗体：#7074，Cell Signaling）を用いて室温で 1 時間インキ

ュベートした．メンブレンを T-TBS で 5 分×3 回洗浄し，発光検出試薬（ECL 
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Prime Western Blotting Detection System，GE ヘルスケア）に反応させ，CCD イ

メージャー（ImageQuant LAS 4000，GE ヘルスケア）でバンドを検出し，デジ

タル画像としてコンピュータに取り込んだ．各バンドの定量は，イメージ解析

ソフトウェア（ImageQuant TL，GE ヘルスケア）にて行った．SDS-PAGE およ

びウエスタンブロット分析は，各項目 3 回以上行い，L 群を 100 とした時の相対値

で示した． 

（2） 脂肪酸酵素活性 

肝の FAS 活性の測定は，肝組織を Tris-HCl 緩衝液（pH 8.0）でホモジナイズ

後，105,000×g で 1 時間遠心分離した上清を酵素液とした．活性の測定は，

Nepokroeff ら 92)の方法に従って，酵素液を加えた反応液（0.1M リン酸カリウム

緩衝液，0.2mM EDTA，0.3mM NADPH，0.05mM アセチル CoA）に 0.2mM マ

ロニル CoA を加えることによる NADPH の減少速度を 340nm の吸光度の減少

により求めた．分子吸光係数 6.22×103 から NADPH の減少量を求め，各サン

プルのタンパク質濃度で標準化した値を得た． 

（3） 統計処理 

 すべての結果は，群ごとに平均値±標準誤差で示した．群間の平均値の差の

検定には，一元配置の分散分析を用い，有意な F 値が検出された場合には，群

間の差を検定するために，Tukey-Kramer 法による多重比較検定を行った．いず

れも，有意水準は P<0.05 とした． 

第 3 節 結果 

（1） FAT/CD36 

 肝組織中の FAT/CD36の相対的タンパク質発現量は，L群に比較しOb群（P<0.05），

DR 群（P<0.001），DR+Ex（P<0.01）群で有意に高値を示した．まだ，DR 群は Ob 群，

DR+Ex 群に比較し，有意に高値を示した（P<0.001）（図 11）． 
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図 11  肝組織の FAT/CD36 相対的タンパク質発現量 

 

 

（2） COXⅣと CPT1A 

 肝組織中の COXⅣの相対的タンパク質発現量は，Ob 群と DR 群に比較し，DR+Ex

群で有意に高値を示した（P<0.05）（図 12，A）．肝組織中の CPT1A の相対的タンパク

質発現量は L 群，Ob 群に比較し，DR 群で低い傾向が認められ，DR 群に比較し，

DR+Ex 群は有意に高値を示した（P<0.01）（図 12，B）． 

 

 

 

 

 

 

 

図 12  肝組織の COXⅣおよび CPT1A の相対的タンパク質発現量 

 

FAT/CD36：Fatty acid translocase/Cluster of Differentiation 36 のタンパク質発現量を L 群を 100 と

した時の相対値で示した． 
*：P<0.05，**：P<0.01，***：P<0.001 平均±標準誤差，n=6 

COXⅣ：Cytochrome c oxidase subunit Ⅳ（A），CPT1A：Carnitine palmitoyltransferas 1A（B）のタ

ンパク質発現量を L 群を 100 とした時の相対値で示した． 
*：P<0.05，**：P<0.01，***：P<0.001 平均±標準誤差，n=6 
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（3） ATP-CL，FAS，DGAT2 

 肝組織中の ATP-CL の相対的タンパク質発現量は，L 群に比較し DR 群で有意に

高値を示した（P<0.01）．また，Ob 群と DR+Ex 群に比較しても，DR+Ex 群は高値を示

す傾向があった（図 13，A）．肝組織中の FAS の相対的タンパク質発現量は，L 群

（P<0.01）と Ob 群（P<0.05）に比較し，DR+Ex 群で有意に高値を示した（図 13，B）．

肝組織中の DGAT2 の相対的タンパク質発現量は，群間に有意な差は認められなか

った（図 13，C）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 13  肝組織の ATP-CL，FAS，DGAT2 の相対的タンパク質発現量 

 

 

 

ATP-CL：ATP citrate lyase （A），FAS：Fatty acid synthase （B），DGAT2：Diacylglycerol 
O-acyltransferase 2 （C） のタンパク質発現量を L 群を 100 とした時の相対値で示した． 
*：P<0.05，**：P<0.01，***：P<0.001 平均±標準誤差，n=6 
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あった．加えて，本章で行った検討により，肝 FAT/CD36 の発現は，肥満群と

食餌制限+運動群を比較すると，食餌制限群で有意に高値を示したことが明ら

かとなった．FAT/CD36 は，血中で増加した FFA を肝細胞内に取り込む働きを

する 93, 94)．従って，食餌制限群は，血中 FFA の増加と肝細胞内への FFA 取り

込みの亢進が関連して過剰な肝脂肪蓄積が生じた可能性が示唆された．一方，

この血中 FFA 濃度と肝 FAT/CD36 タンパク質発現量は，肝脂肪蓄積が抑制され

た食餌制限+運動群で，食餌制限群と比較し有意に低値であった．したがって，

運動を行わずに食餌制限のみを実施することが，増加した血中 FFA を肝細胞内

に取り込む経路を活発にし，脂肪肝を誘導した可能性が考えられた． 

 先行研究で，Clugston ら 95)は，脂肪肝を誘導する高炭水化物食やアルコール

負荷に対して，FAT/CD36 欠損マウスは耐性を示すことを明らかにした．また，

Koonen ら 96)は，高脂肪食に誘導された脂肪肝で，FAT/CD36 が高発現している

ことを報告し，肝脂肪蓄積の亢進に FAT/CD36 が関与していることを報告した．

また，ヒトにおいては，肥満者から肝生検で摘出した組織の分析により，非ア

ルコール性脂肪性肝炎（NASH）の組織学的所見と血中 FFA レベル，そして肝

FAT/CD36 レベルの関連性が報告された 97)．このように，FAT/CD36 は肝脂肪

蓄積を調節する重要な因子であることが示唆されている．その一方で，

Goudriaan ら 98)は，FAT/CD36 欠損マウスにおいて，FAT/CD36 の存在がなくて

も肝への FFA 取り込みや TG 蓄積が生じることを報告した．この結果について，

Goudriaan ら 98)は，肝では，FFA 取り込みに対する FAT/CD36 の貢献が小さく，

他の脂肪酸輸送タンパク質の貢献が大きいことを指摘した．同様に，Coburn ら

99)も，FAT/CD36 欠損マウスでは，下肢骨格筋，心筋，脂肪組織の TG 蓄積は抑

制されるが，肝の TG 蓄積は抑制されず，肝は FAT/CD36 欠損の影響が小さか

ったことを報告した．この Goudriaan ら 98)と Coburn ら 99)の研究で使用された

FAT/CD36 欠損マウスは，脂肪肝は発症していない．脂肪肝が発症していない

肝では FAT/CD36 の発現は少なく 100)，通常の生理的範囲での肝 FFA 取り込み
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には，FABP（肝臓脂肪酸結合タンパク質）の貢献が大きいことが報告されてい

る 101, 102)．したがって，健常な肝は，FAT/CD36 に依存ぜずに脂肪酸の取り込

みが行われるが，肥満や脂肪肝，またエネルギー過剰など脂質代謝に異常が生

じた際には FAT/CD36 の発現の増加や活性化が生じる可能性が考えられた．す

なわち，本研究で使用した ZF ラットは，脂肪肝を発症するモデルであるため，

FAT/CD36 に依存した肝への FFA の取り込みが行われた可能性が高いと考えら

れた． 

 骨格筋や心筋においては，運動や食事などの条件により体内の代謝状況が刺

激されることで FAT/CD36 が細胞膜と細胞質 FAT/CD36 プールとの間を移動し，

脂質代謝を調節することが報告されている 103-106)．また，ZF ラットから単離し

た肝細胞で FAT/CD36 の細胞内局在を検討した先行研究では，インスリン刺激

により生じる FAT/CD36 の細胞膜上へのトランスロケーションが ZL ラットと

比較して ZF ラットで活発であったことが示されている 49)．したがって，

FAT/CD36 の発現量のみならず，細胞内での FAT/CD36 の局在も脂肪酸の取り

込みの調節には重要であると考えられた．これらの先行研究から推察すると，

ZF ラットの脂肪肝では，FAT/CD36 が高発現していると共に，細胞膜上へのト

ランスロケーションが活発であり，FAT/CD36 が肝脂肪蓄積の調節に大きく関

与していると考えられた． 

 本研究において，非肥満群（ZL ラット）の FAT/CD36 はわずかにしか発現が

認められていない．体内の代謝異常により肥満群で過剰発現した FAT/CD36 は，

食餌制限のみの実施によりさらに発現が増加した．一方，その食餌制限に運動

習慣を組み合わせたことにより，食餌制限による FAT/CD36 の増加分が抑制さ

れた．本研究では，運動習慣のみの条件で検討ができていないため明らかでは

ないが，運動習慣は，肝で過剰に発現した FAT/CD36 を抑制する可能性が考え

られた．今後，肝の FAT/CD36 以外の脂肪酸の取り込みに関係する因子（FATP-1
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や L-FABP の発現），および FAT/CD36 の細胞内局在について追究していきた

いと考えている． 

（2） COXⅣおよび CPT1A 

 グルコースや脂肪酸からのエネルギーの産生は主としてミトコンドリアで行

われる．肝のミトコンドリアで脂肪酸β酸化が低下すると，TG の蓄積が亢進

し，脂肪肝を誘発することが知られている．本研究では，ミトコンドリアマー

カーである COXⅣとミトコンドリア外膜に局在し，脂肪酸から代謝されたアシ

ル CoA をミトコンドリア内へ輸送する CPT1A のタンパク質発現の検討から，

肝組織におけるβ酸化能について考察した． 

 食餌制限+運動群の COXⅣは，肥満群，食餌制限群に比較し有意に高値を示

し，食餌制限+運動群では，肝組織中のミトコンドリア量の増加が生じたこと

が示唆された．本実験モデルにおける食餌制限+運動群の肝のミトコンドリア

の増加は超微形態学的な手法においても確認されており 107)，COXⅣのタンパ

ク質発現量の検討からも同様の結果が確認された．CPT1A のタンパク質発現量

は，先行研究において，ZL ラットと ZF ラットで差がないことが報告されてい

る 50, 108)．本研究では，先行研究に一致して非肥満群（ZL ラット）と肥満群（ZF

ラット）の間には有意な差は認められなかった．また，食餌制限+運動群は，

食餌制限群に比較して高値を示し，運動習慣を併用することによる CPT1A の

増加が示唆された． 

 先行研究では，ラット初代培養肝細胞と高脂肪食誘導肥満ラットに CPT1 を

過剰発現させた結果，肝脂肪蓄積が抑制されたことが報告された 108)．また，

OLETF ラットを用いた実験では，LETO ラットと比較して OLETF ラットの肝

CPT1 の活性 109)やタンパク質発現 84)が低いことが報告されており，脂肪肝を有

する個体における CPT1 活性の低下が示された．このように，CPT1 は，肝脂肪

蓄積の調節に重要な役割を果たすことが明らかとされている． 
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 運動の影響を検討した研究では，Cintra ら 110)は，8 週間高脂肪食で飼育した

マウスに 8 週間の運動を負荷させたところ，高脂肪食で低下していた肝

Phospho-Acetyl-CoA Carboxylase（p-ACC）と CPTI のタンパク質発現量が増加

し，肝脂肪蓄積の抑制に貢献したことを認めた．また，Gonçalves ら 111)は，高

脂肪食による脂肪肝において，運動の実施がミトコンドリア膜のリン脂質プロ

ファイルの変化と共に，ミトコンドリア呼吸能を改善させることを報告した．

従って，本研究の食餌制限+運動群で観察された COXⅣおよび CPT1A のタンパ

ク質レベルの増加は，先行研究と一致して，運動の実施によりミトコンドリア

機能が強化された結果である可能性が考えられた． 

 また，食餌制限と運動の比較において，OLETF ラットを用いた Rector ら 84)

の実験では，運動群でより大きな肝脂肪蓄積抑制効果と，肝におけるβ酸化系

酵素の活性化，Oxidative phosphorylation（OXPHOS）complex IV のタンパク質

発現の増加を認めたが，CPT1 関しては，運動群と食餌制限群で同様にタンパ

ク質発現量の増加が観察され，両群に差はなかった．さらに Chiba ら 50)は，ZL

ラットと ZF ラットの餌を飽食時の 60～70％量に制限して飼育し，食餌制限に

よる肝 CPT1A の遺伝子発現の増加を観察した．したがって，本研究の食餌制

限群で肥満群に比べ減少傾向にあった CPT1A タンパク質発現量は，食餌制限

の実施により CPT1 が増加したという先行研究 50),84)とは異なる結果であった．

この結果の違いについては，食餌制限期間の違いが考えられる．Rector ら 84)は，

4 週齢から 40 週齢まで，Chiba らは，6 週齢から 24 週齢まで食餌制限を行って

おり，本研究の 6 週齢から 12 週齢までの食餌制限に比較し長期であり，解剖時

の週齢も異なった．本研究は ZF ラットの体重の増加が最も著しい時期に食餌

制限を行ったが，ZF ラットは本研究で解剖を行った 12 週齢時以降に体重の増

加や過食が減弱し始めることが知られており，代謝特性の変化が生じる時期で

あったと考えられる．さらに，ミトコンドリアの機能やβ酸化系の酵素活性は，

加齢により減弱することが知られている 112)．これらのことから，本研究と先行
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研究との比較において，食餌制限を介入した期間や週齢が異なったことで，

CPT1A 周囲の代謝状況に違いが生じた可能性が考えられた． 

 本研究では，脂肪酸β酸化活性を直接評価できていないことが限界点である

が，CPT1A と CPXⅣの結果から，食餌制限+運動群のミトコンドリア内でのβ

酸化の亢進が推測され，肝脂肪蓄積を抑制したことのメカニズムの一つとして

考えられた． 

（3） ATP-CL，FAS，DGAT2 

 ヒトの健康的で特別な刺激のない条件下では，肝脂肪蓄積に対するデノボ脂

肪酸合成（内因性の脂肪合成経路）の関与は 5％未満であることが報告されて

いる 113)．その一方で，脂肪肝の病態では肝脂肪蓄積に対するデノボ脂肪酸合成

の関与が高まっていることが報告されている．Donnelly ら 114)は，脂肪肝患者を

対象にした研究において，複数の安定同位体を用いた方法で肝脂肪含量に対す

るデノボ脂肪酸合成由来の脂質の割合を推定した．その結果，約 60％が脂肪組

織から分解された FFA 由来，10％強が食餌由来であり，残りの 30％近くがデ

ノボ合成由来であることを明らかにした．このように，脂肪肝患者ではデノボ

脂肪酸合成が増加していることが知られている 115)．  

 本研究では，肥満群と食餌制限群で脂肪肝が進行していたことから，デノボ

脂肪酸合成系のタンパク質発現も肥満群と食餌制限群で増加した可能性が予想

された．結果として，デノボ合成の初期段階に関与する ATP-CL の肝でのタン

パク質発現量は，食餌制限群が最も高い値を示し，肥満群と食餌制限+運動群

はそれに続き，非肥満群は低値であった．一方，FAS のタンパク質発現量は，

食餌制限+運動群が非肥満群，肥満群に比較し，有意に高値を示した．TG 合成

の最終段階を触媒する DGAT2 のタンパク質発現は，本研究では群間に有意な

差は認められなかった．FAS のタンパク質発現量が予想に反して食餌制限+運

動群で高値を示したことから，酵素活性の測定によってその詳細を検討した．
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その結果，FAS の活性は，L 群に比較し，Ob 群，DR 群で高い活性を示し，DR+Ex

群は DR 群に比較して有意に低い活性を示した．多くの報告では，FAS は，正

常な肝組織においても発現が認められるが，肥満や糖尿病病態では，特に発現

が増加し 116)，また，運動習慣によって抑制される 8,17 ことが示されている．ま

た，FAS の基質となるマロニル CoA は，CPT1A の働きを強力に抑制すること

で脂肪肝の発症に寄与することが明らかとされている 114)．本研究の食餌制限群

では，FAS のタンパク質発現量は増加していないものの，FAS 活性化が認めら

れた．その理由として，CPT1A が食餌制限群で低値であった結果を考慮すると，

食餌制限群の肝では，FAS の基質となるマロニル CoA が豊富に存在した可能性

も考えられ，マロニル CoA の存在による FAS の活性化が生じたのかもしれな

い．しかしながら，本研究の結果からはこの点については十分な説明ができな

い．FAS のタンパク質発現量と酵素活性の結果の違いについては，今後のマロ

ニル CoA の含有量や，FAS の反応性など検討の余地が残された． 

 本研究のデノボ脂肪酸合成系の結果は，ATP-CL のタンパク質発現量と FAS

の活性において，食餌制限群で増加し，食餌制限+運動群で増加が抑制された

傾向が観察された．しかしながら，FAS と DGAT2 のタンパク質発現量の結果

からは，脂肪肝におけるデノボ合成系の亢進は確認されなかった．デノボ脂肪

酸合成は糖代謝との関連が非常に強く，高糖質食の摂取 117, 118)や血中グルコー

ス，インスリン濃度の増加 116)によりデノボ脂肪酸合成が亢進することが明らか

とされている．本研究の全身の糖質代謝の結果は，食餌制限群と食餌制限+運

動群とも改善がみられた（第 2-1 章）．一方，肝の脂質代謝は食餌制限+運動群

でのみ改善し，運動の有無によって両群の効果の違いが明確であった．したが

って，このデノボ合成系は，糖代謝と脂質代謝の影響を総合的に受け，糖代謝

に強く影響された因子と脂質代謝に強く影響を受けた因子とで傾向が異なった

ものと考えられた．  
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 本研究では，ZF ラットに対する食餌制限単独の実施により ATP-CL のタンパ

ク質発現量と FAS の活性の亢進が認められたが，脂肪合成の最終段階を調節す

る DGAT2 の亢進が伴わなかった．一方，食餌制限と運動を併用させた場合に

は，FAS のタンパク質発現量の増加を認めたが，ATP-CL のタンパク質発現量

と FAS の活性の亢進は認められなかった．内因性の脂肪酸合成の結果がどこま

で肝脂肪蓄積を説明するかについては，さらなる検討の必要性が示唆された． 
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第 2-3 章 運動と食餌制限による肝脂肪蓄積予防メカニズムの解明 

―脂肪細胞サイズと脂肪分解能に着目した検討― 

第 1 節 目的 

 第 2-1 章にて，ZF ラットの肝脂肪蓄積は，運動により抑制されるが，食餌制

限のみでは抑制されなかったことを報告した．しかしながら，そのメカニズム

に関しては十分な説明ができていない．先行研究により，脂肪細胞サイズの肥

大は，肝臓をはじめとした他臓器への脂肪蓄積を誘導するが，小型の脂肪細胞

の数が増加した場合には他臓器への脂肪蓄積は起こりにくいことが報告されて

いる 119, 120)．本章では，肝脂肪蓄積に対する運動と食餌制限の影響について，

脂肪組織を介したメカニズムについて検討した． 

第 2 節 方法 

（1） 脂肪組織の組織学的分析 

 第 2-1 章でラットより摘出した，精巣上体周囲の脂肪組織を分析に用いた．

脂肪組織のパラフィン切片の作成および HE 染色は，脂肪組織を 20％ホルマリ

ン液で固定後，株式会社エスアールエルに委託した．組織像は，光学顕微鏡

（Microphot-FX；ニコン）を用いて定性的な観察を行い，顕微鏡にセットした

デジタルカメラによって対物レンズ 40 倍で撮影した． 

 脂肪組織の細胞サイズの比較は，交点間距離法 121, 122)により行った（図 15）．

画像解析ソフト Image J software （version 1.46; National Institutes of Health, 

http://rsb.info.nih.gov/ij/）にて平行線を画像の上に重ね，平行線と細胞壁が交わ

る部分を交点としてその距離をソフトウェア上で各群 2000 本（n=3）を計測し

た． 
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図 15  交点間距離法による脂肪細胞サイズの推定 

 

（2） 脂肪組織の分子生物学的分析 

1． サンプル調製 

第 2-1 章でラットより摘出した精巣上体周囲の脂肪組織を分析に用いた．市

販の 10 倍濃縮 RIPA バッファー（RIPA Buffer 10×；Cell Signaling Technology，

＃9806）を DTT（和光純薬）と PMSF（Cell Signaling Technology）を加えて希

釈し（最終濃度：20 mM Tris-HCl （pH 7.5），150 mM NaCl，1 mM Na2EDTA，

1 mM EGTA，1% NP-40，1% sodium deoxycholate，2.5 mM sodium pyrophosphate，

1 mM β-glycerophosphate，1 mM Na3VO4，1 µg/ml leupeptin，5mM DTT，1mM 

PMSF），プロテアーゼインヒビター（コンプリート プロテアーゼインヒビターカクテ

ル；ロシュ），フォスファターゼインヒビター（ホスファターゼ阻害剤カクテル；

ナカライテスク）を加えたものをホモジネートバッファーとした． 

脂肪組織の血液や結合組織を氷上で除去し，ディスポメスと鋏で裁断した後，

脂肪組織湿重量 1mg あたり 4µl の氷上で冷却したホモジネートバッファーを加

え，トリポロンホモジナイザーおよび超音波ホモジナイザーを用いてホモジネ

ートした．一度，凍結融解処理を行った後に 4℃，10000×g で 20 分間遠心分離

し，その上清を得た．上清は，ウシγグロブリンをスタンダードとして Protein 

Assay （BioRad）を用いてタンパク質濃度の定量を行った．タンパク質濃度が

決定した上清サンプルに，ホモジネートバッファーを加えることで，サンプル

 平行線を画像の上に重ね，平行線と細胞壁が交わる部分を交点としてその距離をソフトウェア上

で各群 2000 本（n=3）を計測した． 
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間でタンパク質濃度が等しくしなるよう調製し，2 倍濃縮サンプルバッファー

（125mM Tris, 10%SDS, 30%グリセロール，0.1% BPB）で 1：1 に希釈した．調

製したサンプルをドライブロックバスで 90℃10 分間加熱し，タンパク質を変性

させた． 

2． SDS-PAGE およびウエスタンブロット法 

それぞれのタンパク質を分離するために，SDS-PAGE を行った．濃縮ゲルは

全て 4％とし，分離ゲルの濃度は，Adipose triglyceride lipase （ATGL）は 12％，

Phospho-hormone-sensitive lipase（p-HSL）は 7.5%，Monoacylglycerol lipase 

（MAGL）とアディポネクチンは 15％とした．12.5µg のタンパク質を含むよう

サンプルをゲルにロードし，150V 定電圧下で 60 分間電気泳動した後，ニトロ

セルロースメンブレンに 100V 定電圧下 60 分で転写した．タンパク質を転写後，

メンブレンを T-TBS で 5 分×3 回洗浄し，5％スキムミルク含有 T-TBS 内にて 1

時間ブロッキングした．再び，メンブレンを T-TBS で 5 分×3 回洗浄し，標的

タンパク質に特異的に反応する 1 次抗体を用いて，4℃で 16 時間インキュベー

トした．1 次抗体は，それぞれの条件に適切な濃度になるよう 5％スキムミルク

含有 T-TBS で希釈して使用した（ATGL：ab109251，MAGL：ab24701，Abcam．

p-HSL：#4126，アディポネクチン：#2789，Cell Signaling）．その後，メンブ

レンを T-TBS で 5 分×3 回洗浄し，5％スキムミルク含有 T-TBS で希釈した 2

次抗体（HRP 標識抗ウサギ IgG 抗体：＃7074，Cell Signaling）を用いて室温で

1 時間インキュベートした．メンブレンを T-TBS で 5 分×3 回洗浄し，発光検

出試薬（ECL Prime Western Blotting Detection System；GE ヘルスケア）に反応

させ，CCD イメージャーでバンドを検出し，デジタル画像としてコンピュータ

に取り込んだ．各バンドの定量は，イメージ解析ソフトウェアにて行った．

SDS-PAGE およびウエスタンブロット分析は，各項目 3 回以上行い，平均値を代表

値とし，L 群を 100 とした時の相対値で示した． 
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（3） 統計処理 

 すべての結果は，群ごとに平均値±標準誤差で示した．群間の平均値の差の

検定には，一元配置の分散分析を用い，有意な F 値が検出された場合には，群

間の差を検定するために，Tukey-Kramer 法による多重比較検定を行った．いず

れも，有意水準は P<0.05 とした． 

第 3 節 結果 

（1） 脂肪組織の形態学的分析 

 図 16 に精巣上体脂肪組織の HE 染色像を，図 17，18 に精巣上体脂肪組織の

脂肪細胞の交点間距離法で算出したサイズの分布を，図 19 に精巣上体脂肪組織

の脂肪細胞サイズ（交点間距離の平均値）を示した．精巣上体脂肪組織の脂肪

細胞のサイズの分布は，DR 群と DR+Ex 群の比較において，DR 群では大型の

脂肪細胞が多く観察され，DR+Ex 群では，小型の脂肪細胞が多く観察された（図

18）．各群の脂肪細胞の交点間距離の平均値を比較すると，L 群と比較して，

Ob 群，DR 群，DR+Ex 群で肥大化が観察された（P<0.001）．また，DR+Ex 群

は Ob 群，DR 群に比較し肥大化は抑制された（P<0.001）（図 19）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 16  精巣上体周囲脂肪組織の光学顕微鏡像（ヘマトキシリン・エオジン染色） 
各群の代表的な図を示した．L 群（A），Ob 群（B），DR 群（C），DR+Ex 群（D）． 
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図 17  精巣上体脂肪組織の脂肪細胞サイズの分布 

 
交点間距離法により各群 2000 本測定した結果をヒストグラムで示した．n=3． 
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図 18  DR 群と DR+Ex 群の脂肪細胞サイズの分布の比較 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 19  精巣上体脂肪組織の脂肪細胞サイズの平均 

 

 

 

交点間距離法により各群 2000 本測定した結果のヒストグラムを DR 群と DR+Ex 群で比較した．黒い

カラムが DR 群，灰色のカラムが DR+Ex 群を示す．データは図 17 の再掲である． n=3 
 

交点間距離法により各群 2000 本測定した結果の平均値を示した．平均±標準誤差．***：P<0.001
平均±標準誤差，n=3． 
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（2） アディポネクチン 

 精巣上体脂肪組織のアディポネクチンのタンパク質発現量は，L 群に比較し，

DR 群が有意に低値を示した（P<0.05）（図 20）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 20  精巣上体脂肪組織アディポネクチンタンパク質発現量 

 

 

（3） ATGL，p-HSL，MAGL 

 精巣上体脂肪組織の ATGL のタンパク質発現量は，L 群に比較し，DR 群で

有意に高値を示した（P<0.01）．また，DR 群に比較し，DR+Ex 群は有意に低

値を示した（P<0.05）．p-HSL のタンパク質発現量は，群間に有意な差は認め

られなかった．MAGL のタンパク質発現量は，L 群に比較し，Ob 群と DR 群で

有意に高値を示した（P<0.01）．（図 21） 

 

 

 

 

 

 

L 群を 100 とした時の相対値で示した． 
*：P<0.05 平均±標準誤差，n=6 
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図 21  精巣上体脂肪組織 ATGL，p-HSL，MAGL タンパク質発現量 

 

 

 

第 4 節 考察 

 本研究では，ZF ラットに食餌制限を単独で実施することで肝脂肪蓄積が促進

され，食餌制限と運動を併用することで肝脂肪蓄積が抑制されたことを明らか

にした．また，血中レプチン濃度と血中 FFA 濃度は，食餌制限群で高値を示し，

食餌制限+運動群では低値を示した．血中のレプチンと FFA は共に，脂肪組織

から分泌され，特に大型の脂肪細胞から多く分泌されることがよく知られてい

る 123, 124)．血中レプチン濃度と血中 FFA 濃度は，それぞれ肝 TG 含有量の結果

 精巣上体脂肪組織の ATGL：Adipocyte triglyceride lipase （A），p-HSL：Phospho-hormone-sensitive 
lipase （B），MAGL：Monoacylglycerol lipase，（C）タンパク質発現量を L 群を 100 とした時の相対値で

示した． 
*：P<0.05，**P<0.01．平均±標準誤差，n=6 
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と同じ傾向を示したことから，食餌制限と運動が肝脂肪蓄積に与える影響を説

明するメカニズムの一つとして脂肪組織との関連が予想された．そこで，ZF

ラットに対する食餌制限や運動習慣が肝脂肪蓄積に及ぼした影響のメカニズム

追究のために，脂肪組織の脂肪細胞サイズと脂肪分解能に着目にした分析を実

施した． 

（1） 肝脂肪蓄積と脂肪組織の脂肪細胞サイズ 

 ZF ラットは，肥満の進行に伴い脂肪細胞の極度な肥大が観察され，脂肪組織

の炎症反応や悪玉アディポサイトカインの分泌の増加など，脂肪組織の機能的

変化が生じていることで知られている 123, 124)．これらの脂肪組織の形態的・機

能的変化は，全身のインスリン抵抗性やエネルギー代謝異常を惹起し，生活習

慣病の要因となることから，近年ではこの脂肪組織の形態的・機能的変化は「脂

肪毒性」と表現されている．ZF ラットは，脂肪細胞数の増加よりも脂肪細胞サ

イズの増加が顕著であり，脂肪組織の蓄積と脂肪細胞サイズの肥大は，およそ

14 週齢がピークであることが示されている 39)． 

 本研究では，先行研究 123, 124)と同様に ZF ラットの脂肪細胞で明らかな肥大が

確認された．その上で，食餌制限を実施しても脂肪細胞サイズの肥大は抑制さ

れず，一方，食餌制限と運動習慣を組み合わせたことにより，脂肪細胞の肥大

が有意に抑制された．脂肪細胞に対する運動の影響について，Miyazaki ら 125)

は，運動により脂肪組織のレプチン mRNA 発現の減少が誘導されることを報告

し，そのメカニズムの一つとして，脂肪細胞の大きさとの関連を指摘した．本

研究の結果は，運動を実施させた食餌制限+運動群で，血中レプチン濃度の低

下と脂肪細胞サイズの小型化を観察しており，Miyazaki ら 125)の報告と一致し

た．これらのことから，食餌制限群と食餌制限+運動群は，体重と脂肪組織重

量が等しかったものの，脂肪組織の脂肪細胞の形態が異なることが明らかとな
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り，食餌制限＋運動群で観察された脂肪細胞肥大化の抑制効果は，運動習慣に

起因したものであると考えられた． 

 Hoffstedt ら 120)は，肥満者の脂肪細胞の形態を調べ，大型の脂肪細胞を有す

る肥満患者（脂肪細胞肥大型肥満）と小型の脂肪細胞を多く有する肥満患者（脂

肪細胞増殖型肥満）の代謝特性を比較したところ，グルコース，インスリン，

脂質などの血中パラメータは脂肪細胞増殖型肥満でいずれも低値を示したこと

を報告した．本研究では， T-CHO，HDL-C，レプチン，FFA，AST，ALT の血

中レベルは食餌制限群に比較し，食餌制限+運動群で低値であり，Hoffstedt ら

120)の報告と同様に脂肪細胞サイズが小さい食餌制限+運動群で，血中の脂質代

謝状況が良好であった．さらに，本研究では，血中レベルの結果に加え，肝 TG

含有量も，脂肪細胞の肥大が抑制された食餌制限+運動群で低値であった．本

研究では，肝 TG 含有量と脂肪細胞サイズの関係性を直接評価できていないが，

肝 TG 含有量と血中レプチン濃度，並びに肝 TG 含有量と血中 FFA 濃度に強い

正の相関関係を認めた．血中レプチン濃度の動態は，おおよそ脂肪細胞サイズ

を反映する指標として有効であることが知られている 125)．また，本研究の食餌

制限群で低値であった脂肪組織アディポネクチンのタンパク質発現は，大型の

脂肪細胞で発現が低下することが知られている 126)．これらのことを考慮すると，

運動習慣により脂肪細胞の肥大化が抑制されたことが，肝脂肪蓄積の抑制に貢

献した可能性が考えられた． 

 脂肪組織の脂肪蓄積状況は，他臓器の脂肪蓄積状況に影響を及ぼすことが報

告されている 119, 120)．例えば，脂肪組織と肝脂肪蓄積との関連について，

Shimomura ら 127)と Seip ら 128)は，脂肪萎縮症の病態では脂肪肝が観察されるこ

とを報告した．また，Wang129)らは，db/db マウス（レプチン受容体欠損により

過食や肥満症が生じる肥満モデル動物）に対して，脂肪組織の aPe-Lepr プロモ

ーターに leptin receptor-b遺伝子を導入することでレプチン受容体を過剰発現さ

せた db/db トランスジェニックマウスを作成し，実験を行った．このトランス
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ジェニックマウスでは，本来 db/db マウスに観察される脂肪組織の増加が明ら

かに抑制されていたが，同時に通常の db/db マウス以上に過剰な肝脂肪蓄積が

確認された．さらに，Xia ら 130)は，高脂肪食摂取によって肥満になったマウス

に対して，内視鏡的大網切除手術によって内臓脂肪を除去する実験を行った．

その結果，切除したのは脂肪組織のみであったにも関わらず，脂肪肝が改善し

たことを報告した．これらの先行研究の共通点は，脂肪組織の脂肪蓄積の抑制

と肝脂肪蓄積の亢進が同時に観察されたことである．このことから，脂肪萎縮

症などの病的な要因や Wangら 129)の研究のような遺伝子操作による脂肪組織へ

の脂肪蓄積の抑制，または，肥満の進行による極度な脂肪組織への脂肪蓄積な

ど，これ以上脂肪組織に脂肪を蓄積できない状況では，肝に脂肪蓄積が生じる

というメカニズムが存在する可能性が推測された．一方，脂肪組織への脂肪蓄

積が少ない状況や，Xia ら 130)の研究のように脂肪組織を除去した場合，または，

脂肪組織の有する脂肪蓄積能力が大きい場合など，脂肪組織に脂肪を蓄積する

余力が残っている状況では，肝への脂肪蓄積を回避できる可能性が考えられた． 

 先行研究では，脂肪細胞の肥大は，通常のサイズの 3 倍程度が限界であるこ

と 131)，脂肪細胞への FFA の取り込みは同じ組織内では小さな脂肪細胞で優先

的に生じていること 132)が示されており，脂肪細胞の肥大に限界点が存在すると

考えられている．本研究の食餌制限群は，脂肪細胞の肥大化と過剰な肝脂肪蓄

積が確認され，脂肪細胞の肥大が限界に達していた可能性が考えられた．その

結果，脂肪細胞は脂肪を蓄積する余力を失い，脂肪肝が誘導されたのではない

かと推察された．また，食餌制限+運動群では，運動習慣により脂肪細胞の肥

大が抑制されたため，脂肪組織に脂肪を蓄積する余力が残されていた可能性が

考えられた．その結果，食餌制限＋運動群は，新たに蓄積すべき脂肪を脂肪組

織に受け入れることが可能であり，肝脂肪蓄積につながらなかったのではない

かと考えられた．この脂肪組織の脂肪蓄積能力に関する考察は，先行研究 127-130)

によって示唆された脂肪組織と肝脂肪蓄積との関係をサポートする可能性があ
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る．しかしながら，現時点では，脂肪細胞の形態的・機能的変化と肝脂肪蓄積

との因果関係を示すデータが不足しており，決定的な結論は出せない．この点

については，今後の検討課題と考えている． 

（2） 脂肪組織の機能 脂肪組織の脂肪分解能 

 脂肪細胞サイズの違いは，脂肪組織の性質的変化を引き起こすことがよく知

られている．本研究では，ZF ラットで観察される脂肪細胞の肥大化が食餌制限

+運動群で抑制されたことを明らかにした．食餌制限群と食餌制限+運動群で脂

肪細胞サイズに差が認められたことから，脂肪組織の性質的変化が生じている

と予想された．第 2-1，2-2 章では，血中 FFA 濃度の結果が，肝脂肪蓄積の結果

を説明する可能性が示唆された．血中 FFA 濃度は，脂肪組織の脂肪分解能の直

接的な影響を受けることが知られている．そこで，ZF ラットに対する食餌制限

や運動習慣が肝脂肪蓄積に及ぼした影響のメカニズム追究のために，脂肪組織

の脂肪分解能に着目して検討を行った． 

 通常，脂肪組織に蓄積された脂質は，TG として細胞内に存在している．脂

肪細胞内の TG の分解に関しては，ATGL133), p-HSL134), MAGL135) が TG 分解の

律速酵素として同定されている．TG は，ATGL によってジアシルグリセロール

に分解され，さらに p-HSL によってモノアシルグリセロールに分解され，最後

に MAGL によってグリセロールに分解されると考えられている 136)．また，こ

の過程において，1 分子の TG から 3 分子の FFA が生じ，血中に分泌される 137)．

本研究において，ATGL, p-HSL, MAGL の脂肪組織内タンパク質発現量を検討

したところ，ATGL と MAGL は，食餌制限群で高値であり，一方，食餌制限+

運動群では，発現が抑制されていた．このことから，脂肪組織の TG に対する

分解反応は，食餌制限群で促進されていることが推察された． 

 肥大した脂肪細胞では，小型の脂肪細胞と比較し，脂肪分解反応が増強して

いることが知られている 138)．Laurencikiene ら 138)は，ヒトの皮下脂肪から得た
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脂肪細胞を単離し，脂肪細胞の大きさごとに HSL や ATGL のタンパク質発現と

脂肪分解速度を比較した．その結果，HSL や ATGL のタンパク質発現は，いず

れも小型脂肪細胞より大型脂肪細胞で高値であった．加えて，この研究で，大

型脂肪細胞は，細胞あたりの脂肪分解速度が小型脂肪細胞に比較し高いことが

報告された．ATGL, p-HSL, MAGL のタンパク質発現の増加は，脂肪分解率お

よび脂肪分解活性の増大を導くことが報告されている 139, 140)．本研究は，肥満

群と食餌制限群で脂肪組織 ATGL と MAGL の発現が増加しており，脂肪細胞

の肥大化が生じた群で脂肪分解反応の亢進が確認された点で先行研究 138)の結

果と一致した．  

 一方で，運動は，脂肪細胞サイズの肥大を抑制するにも関わらず，脂肪組織

の脂肪分解反応を増強することが知られている 141-145)．例えば，Huijsman ら 142)

は，ATGL ノックアウトマウスと HSL ノックアウトマウスを用いて，運動の実

施による脂肪組織の ATGLと HSLの働きを検討した．ワイルドタイプマウスは，

疲労困憊運動後に血中遊離脂肪酸濃度の上昇が生じたのに対し，ATGL ノック

アウトマウスと HSL ノックアウトマウスは共に，運動による血中 FFA 濃度の

増加が抑制された．このことから，運動による脂肪分解反応の亢進には ATGL

と HSL が両方とも重要な役割を果たしていることが報告された．また，

Hashimoto ら 141)と Ogasawara ら 145)は，習慣的な運動の実施により，脂肪組織

の HSL や ATGL が増加したことを報告している．Hashimoto ら 141)は，高スク

ロース食条件において，運動トレーニングを行うと脂肪組織中の HSL と ATGL

のタンパク質発現量が増加したことを報告した．また，Ogasawara ら 145)は，

Wister ラットに対する 9 週間のトレッドミル運動により脂肪組織の ATGL の

mRNA 発現とタンパク質発現が増加することを報告した．このように，運動は，

脂肪細胞サイズとは無関係に，脂肪分解反応を調節する作用が報告されている． 

 本研究の結果は，これらの運動による脂肪分解反応の亢進を示した先行研究

141-145)とは異なり，肥満群と食餌制限群に比較し，食餌制限+運動群で，脂肪組
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織の ATGL と MAGL タンパク質発現が低値であった．したがって，本研究で

は，運動習慣による脂肪分解反応の亢進は確認されなかった．運動時の脂肪分

解反応亢進のメカニズムの一つとして，運動時のカテコールアミン分泌の上昇

による，HSL の活性化（リン酸化）が知られている 146)．しかしながら，運動

時の血中カテコールアミン濃度の上昇は，運動強度に大きく影響されることが

知られており 147)，低強度の運動では観察されないことが報告されている．本研

究で食餌制限+運動群に実施させた運動は，運動習慣による体重への影響が生

じない程度の運動量であった（第 2-1 章）．食餌制限+運動群の ATGL と MAGL

のタンパク質発現は，脂肪細胞の肥大した状態（肥満群と食餌制限群）と比較

すると脂肪分解反応が抑制されているものの，非肥満状態（非肥満群）と比較

すると高値であった．運動による脂肪分解反応の促進は，エネルギー消費に伴

うものであるのに対し，肥満群や食餌制限群で観察された ATGL や MAGL の

発現増加は，脂肪細胞の脂肪蓄積能力の破綻によるものであると推測された．

このことから，本研究の条件では，運動習慣による脂肪分解反応の促進が生じ

たものの，脂肪細胞の肥大による脂肪分解反応の亢進の方が大きく貢献した可

能性が考えられた． 

 肝に蓄積される脂肪の約 60％は脂肪細胞で分解されて血中に分泌される

FFA 由来であることが報告されている 114)．したがって，脂肪細胞の脂肪分解

反応の亢進による血中 FFA の増加は肝脂肪蓄積の増加に大きく影響すると考

えられる．第 2-2 章において，食餌制限群では，血中 FFA 濃度の増加と肝

FAT/CD36 タンパク質発現の増加が確認され，一方，食餌制限+運動群では血中

FFA 濃度と肝 FAT/CD36 タンパク質発現の増加が抑制されたことが確認された．

先行研究では，肝脂肪蓄積が生じるメカニズムの一つとして，脂肪組織の脂肪

分解反応の亢進が，血中 FFA 濃度の増加を誘導し，さらに，この血中 FFA を

FAT/CD36 の存在下で肝細胞内に取り込むことによって肝脂肪蓄積が生じるこ

とが示唆されている 93, 94)．このメカニズムに当てはめて考察すると，本研究の
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食餌制限群で確認された肝脂肪蓄積の亢進は，脂肪組織での脂肪酸分解反応の

亢進に依存し増加した血中の FFA が，効率よく肝に取り込まれた結果である可

能性が示唆された．また，食餌制限+運動群で確認された肝脂肪蓄積の抑制は，

脂肪組織の脂肪分解反応の低下による血中 FFA の低下が影響した可能性が示

唆された． 
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第 3 章 総合考察 

 本研究の目的は，運動習慣と食事制限による脂肪肝予防メカニズムを検討す

ることであった．食事制限や運動は，一般的に良く用いられている体重コント

ロール方法であり，また，脂肪肝の予防や改善のためにも実施されている．こ

れまでにも，食事制限または運動が肝脂肪蓄積に及ぼす影響を検討した研究は

多く存在するが 111, 148-152)，これらを同時に実施した研究は乏しい．特に，体重

の増加が著しい ZF ラットの肝脂肪蓄積に対して，運動と食餌制限の効果を比

較した研究は他に例がなく，本研究がはじめての報告である． 

 本研究の重要な知見は，食餌制限単独あるいは食餌制限と運動の併用により

体重の増加を同じ程度抑制した場合，その体重抑制方法の違いによって肝脂肪

蓄積への影響が大きく異なった点である．本研究において，ZF ラットに対する

食餌制限単独の実施は，体重の増加を抑制したものの，肝脂肪蓄積の抑制効果

は認められなかった．一方，食餌制限と運動を併用したことにより，体重の増

加の抑制と共に，顕著な肝脂肪蓄積の抑制が観察された．さらに，そのメカニ

ズムについて，本研究の食餌制限群で確認された肝脂肪蓄積の亢進は，脂肪組

織の脂肪分解反応に依存して増加した血中の FFA が，肝 FAT/CD36 の働きによ

って効率よく肝に取り込まれた結果である可能性が示唆された．また，食餌制

限+運動群で確認された肝脂肪蓄積の抑制は，運動による脂肪組織の脂肪分解

反応の減弱と血中 FFA の抑制，肝β酸化の亢進が寄与した可能性が示唆された．

以上の結果から，同じレベルで体重の増加を抑制した場合でも，食餌制限単独

と食餌制限と運動の併用では，肝への FFA の取り込みや脂肪酸β酸化への影響

の違いを介して肝脂肪蓄積への影響が異なることが明らかとなった．この結果

は，脂肪肝の予防には，体重の増加を抑制するだけでなく，運動習慣を有する

ことが重要であること示す科学的根拠となり得ると考えられた． 

 本研究の特徴は，ZF ラットを用いた点と，食餌制限単独と食餌制限と運動の

併用の 2 条件を同時に介入し，同じ体重で比較した点にある．本研究で使用し
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た ZF ラットは，通常の飼育条件では，他の実験動物に比べ活動量が少ないこ

とが報告されている 65)．そのため，食餌制限群は，低活動状態（運動不足）で，

かつ，エネルギー摂取量が制限されたために肥満が抑制されたモデルとして，

食餌制限＋運動群は，運動不足状態を解消したモデルとして考えることが可能

であった．そこで，ZF ラットによる食餌制限群と食餌制限+運動群の比較によ

り，食事のみで肥満を抑制した場合と運動を取り入れながら肥満を抑制した場

合の効果の違いを指摘し，運動不足が引き起こすリスクや肝脂肪蓄積の抑制に

運動習慣が重要である理由を考察した．食餌制限群と食餌制限+運動群の比較

で肝脂肪蓄積に明確な差が生じたことは，運動習慣が，食事制限のみでは得ら

れない肝脂肪蓄積の抑制に必要な要素を担っていることを示している． 

 本実験で得られた新たな知見の一つとして，ZF ラットの場合，食餌制限の実

施により肝脂肪蓄積の増加が生じたことが挙げられる．食餌制限の実施により

脂肪肝が進行したという本研究の結果は，他の肥満モデル動物を用いて同程度

の食餌制限を行った先行研究 84, 85)と比較しても他に例を見ない．極度の過食状

態となる ZF ラットに対し，本研究の約 30％の食餌制限が飢餓状態に近い代謝

状態を引き起こした可能性があり，それが肝脂肪蓄積の進行の要因となった可

能性が推測された．今後，本研究の食餌制限群において，飢餓状態と共通した

代謝的特徴の有無を確認することが求められる． 

 一方，ZF ラットは骨格筋の発達不良が生じていることや 64)，ZF ラットの食

餌制限によって進行した脂肪肝は骨格筋の増量を伴う運動によって抑制された

本研究の結果を考慮すると，運動不足と食餌制限の組み合わせにより肝脂肪蓄

積が進行した可能性も考えられた．Hong ら 153)は，骨格筋の減少と脂肪肝のリ

スクが関連する可能性を報告した．DEXA（dual-energy X-ray absorptiometry）

法とコンピュータによる断層撮影によって健常者とサルコペニア患者の肝を比

較し，骨格筋量の少ないサルコペニア患者で高い脂肪肝リスクを示したことを

明らかにした．骨格筋量の低下を抑制することが脂肪肝の予防・改善に有効で
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あるとすれば，本研究の ZF ラットで観察された結果はそれを裏付けることに

なる．本研究で，食餌制限の実施により肝脂肪蓄積が促進した背景には，ZF

ラットの特徴である骨格筋の発達不足と活動量の低下が関連している可能性が

考えられた．ZF ラットは，慢性的に運動不足かつ骨格筋が発達不良のモデルと

しても有効であると考えられ，ZF ラットに自発走運動を負荷したことは，運動

不足者が運動不足を解消することと近い現象を観察したのかもしれない． 

 本研究の限界点として，レプチンの受容体の変異という特徴を持つ疾患モデ

ル動物を使用した点が挙げられる．ヒトにおけるレプチンの受容体の遺伝的変

異 87, 88)は非常に稀であり，肥満の一般的な症状とは異なる．しかしながら，肥

満が進行すると多くの者は，後天的にレプチン抵抗性の状態になることが知ら

れている 89, 154, 155)．したがって，レプチン抵抗性状態が生じている点では，ZF

ラットも，肥満者も共通しており，本研究ではレプチン抵抗性状態での脂肪肝

に対する運動の有効性を示したと考えている．また，運動を単独で実施させた

群を設定していない点も本研究の限界である．食餌制限群と食餌制限+運動群

の結果の違いについては，主に運動の有無による違いであると推測されたが，

運動を単独で実施させた場合はどのような影響が生じるのかは本研究からは明

らかではない．肝脂肪蓄積の抑制に関して，運動と食餌制限の併用が有効であ

るのか，あるいは，運動単独の実施であっても同様の効果が期待できるのか，

については今後の検討課題である． 

 

ヒトへの応用の可能性 

 本研究では，実験動物を用いた手法により，脂肪肝は肥満度とは独立して運

動や食餌条件に影響される可能性があることを明らかにした．本研究の結果は，

体重の増加を抑えられたとしても，生活習慣によっては必ずしも脂肪肝をはじ

めとした生活習慣病リスクを減らせる訳ではないことを指摘し，運動習慣や適

切な食習慣が重要であることを示す科学的根拠の一つとなると考えられる． 
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 近年，我が国では運動不足が問題となっていることに加え，エネルギー摂取

量の減少傾向や，若齢者の痩せ願望の強い傾向などが問題視されている 3)．ZF

ラットを用いた本研究は，このような我が国にみられる生活習慣の特徴を部分

的に反映した． 

 まず，低活動状態を維持する ZF ラット 65)を用いたことにより，身体活動量

が不足している者への運動の重要性についての示唆が可能であった．食餌制限

＋運動群に実施させた運動は自発的に行われたものであり，かつ，体重に影響

を及ぼさない程度のものであったことからも，身体を追い込むような激しい運

動ではなく，日常生活の中で大きな負担なく実行できる程度のものに相当する

と考えられた．特に，日常的に身体活動が不足している者にとっては，普段十

分な運動を行っている者に比べ，低強度，短時間であっても運動を取り入れる

ことの意義は大きい．本研究の結果は，その意義を示唆する一つの科学的知見

であると考えられた． 

 また，本研究の結果は，食事コントロールのみに頼った体重コントロール方

法の限界点を指摘した．若年女性を中心に，理想の体型を得るために食事量の

コントロールに取り組む者が多い現状もあり，それが行き過ぎた場合には，健

康障害に繋がる恐れが懸念される．実際に，本研究では食餌制限によって肥満

を回避できたとしても，外見からはわからない組織レベル，細胞レベルにおい

ては病態が進行していた．これらの結果は，やせ願望や極度な食事制限に取り

組む者に対しての過剰な食事制限によるリスクの理解を促す基礎資料として有

効であると考えられた．さらに，肝脂肪蓄積の亢進が観察される低栄養状態 22)

や拒食症患者 156)，脂肪萎縮症患者 157)への疾患治療研究において，運動が肝脂

肪蓄積に及ぼした影響のメカニズムが，研究発展のための一助となり得る可能

性が示唆された．  

 本研究では，肥満を回避できたとしても生活習慣によっては，肝脂肪蓄積を

はじめとした生活習慣病リスクを低減できない可能性があることを指摘し，運
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動不足の状況では肝脂肪蓄積が生じ易い可能性があることを示した．今後，肝

脂肪蓄積の抑制に有効な運動の条件を検討していくことが，本研究の結果をヒ

トに応用していくために必要な課題であると考えている． 
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第 4 章 結語 

 本研究は，ZF ラットに対し，食餌制限単独あるいは食餌制限と運動の併用により

体重の増加を同じ程度抑制した場合，その体重抑制方法の違いによって肝脂肪

蓄積への影響が異なることを明らかにした．食餌制限単独の実施により，肝脂肪

蓄積は進行し，そのメカニズムとして，脂肪細胞の脂肪分解反応の亢進による血中

FFA の増加と，肝への FFA の取り込みの増加が関与していることが示唆された．一方，

食餌制限と習慣的な運動の併用により，肝脂肪蓄積は抑制され，そのメカニズムとし

て，血中 FFA の抑制と肝への FFA の取り込みの抑制，肝の β 酸化の亢進が関与して

いることが示唆された．したがって，運動習慣には，食事制限のみでは得られない肝脂

肪蓄積抑制効果があることが明らかとなった．本研究の結果は，体重のコントロー

ルだけでなく，運動習慣を有することの重要性を示す科学的根拠として，成長

期からの過食や運動不足，それによる肥満や脂肪肝の予防に応用できる可能性

が考えられた． 
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