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学位論文の内容要旨

Acid-treated high-amylose corn starch suppresses 

high-fat diet-mduced steatosis 

酸処理したハイアミロースコーンスターチは

涸脂肪食による脂肪肝を抑制する

神戸大学大学院医学研究科医科学専攻

消化器内科学

（指導教員：児玉裕三教授）

吉田竜太郎

背景と目的

非アルコール性脂肪性肝疾患 (NA肛D)は肥満に関連した肝疾患であ

り、 NAFLDは肝硬変や肝細胞癌と強く関連していることから、世界的に

脂肪肝の発症や進展を抑制する取り組みがなされている。肥満やNAFLD

の患者では健常者と比べて腸内細菌叢が変化していることが報告されて

おり、この腸内細菌叢の変化は、様々な肥満関連疾患の原因となるとと

もに脂肪肝を悪化させる要因ともされている。

食物繊維の摂取量が少ないと肥満の割合が高くなる一方で、食物繊維

摂取量が増えると腸内細菌叢が変化し、肥満が改善する。食物繊維は腸

内細菌叢によって分解され、酢酸、プロピオン酸、酪酸などの短鎖脂肪

酸が生成される。これら短鎖脂肪酸を経口摂取することにより、高脂肪

食による肥満や脂肪肝が抑制されるとされている。

レジスタントスターチ (RS)は、小腸で消化・吸収されにくい澱粉の

総称である。 RSは澱粉であり食物繊維ではないが、消化酵素によって消

化・吸収されずに、食物繊維と同様に腸内細菌叢によって短鎖脂肪酸に

分解されて吸収可能となる。RSは、その化学的性質から4つのタイプ(RSl

~4）に分類される。アミロース含量の高いハイアミロースコーンスター

チなど、澱粉粒子自体が消化抵抗性を示す2型レジスタントスターチ

(RS2)が、脂肪肝を抑制するという報告は散見される。しかし、化学試

薬を用いて生成された加工澱粉である4型レジスタントスターチ (RS4)

は、 RS2よりもさらに小腸で消化・吸収されにくく、よりRSとしての特性

が強いが、このRS4を用いた脂肪肝抑制に関する研究は非常に少ない。こ

のため、本研究では脂肪肝モデルマウスを用いて、 RS4の脂肪肝に対する

抑制効果を調べた。

対象と方法

雄の C57BL/6]マウスを同体重の3群にグループ分けした。 7週齢か

ら22週齢まで各群のマウス (n=lO、1ケージあたり 2匹または3匹）



に、高脂肪食 (HFD)、RS4を添加した高脂肪食 (HFD+RS4)、または通

常食 (AIN93G)を与えた。 RS4には、アミロース含有量が高いトウモロ

コシ澱粉に酸処理を加えて作成したアミロファイバーSH(Jオイルミル

ズ社）を用いた。マウスの体重は毎週測定した。 21週齢の 3日間にわた

り、食物摂取量および便の重量を測定した。 22週齢で、体重、白色脂肪

組織重量、肝臓重量を測定し、血液検査、肝臓組織、肝脂肪蓄積に関与

する遺伝子の発現レベル、盲腸便検体中の短鎖脂肪酸含量、腸内細菌叢

を分析した。

血液検査は、血漿中のアラニンアミノトランスフェラーゼ (ALT)、

アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ (AST）、総コレステロール

(TC)、低密度リポタンパク質コレステロール (LDL-C)、高密度リポタ

ンパク質コレステロール (HDL-C)、 トリグリセリド (TG)濃度を測定

した。

肝組織はヘマトキシリン-•エオジン (HE) 染色し、脂肪細胞が存在す
る肝細胞の割合を評価した。また、抗 PPAR'Y抗体を用いて肝組織の免

疫染色も行った。

肝脂肪蓄積に関与する遺伝子の発現レベルについては、肝組織から

RNAを抽出、 cDNAを合成し、リアルタイム PCRにより脂肪酸合成関

連遺伝子（アセチル CoAカルボキシラーゼ： ACC、脂肪酸合成酵素：

FAS、ステロール調節エレメント結合タンパク質1:SREBPl)、脂肪蓄積

関連遺伝子であるペルオキシソーム増殖因子活性化受容体 y(PPARy) 

を評価した。

盲腸便中の短鎖脂肪酸（酪酸、酢酸、プロピオン酸）をガスクロマト

グラフィーにより測定した。また、盲腸便から 16SrRNAシーケンス解

析によって腸内細菌叢を解析した。

データは平均値士平均値の標準誤差 (SEM)で示し、 2群問の差異を

評価するために一元配置分散分析に続いて Tukeyの検定で評価した。 P

< 0.05を統計的に有意であるとみなした。

結

HFD群と HFD+RS4群の間で、餌の摂取最と排便量にはいずれも

有意差が認められなかった。 22週齢時での 7週齢時に対する体重比は、

HFD+RS4群 (148.8土5.66%）では HFD群 (167.2士3.87%）に比べて有

意に抑制された (p=0.0076)。また、 22週齢時の肝重量も HFD+RS4群

(1.37土0.047g)はHFD群 (1.62土0.053g) より低く (p=0.0112)、白色

脂肪組織の重量も、HFD+RS4群 (1.06土0.llg)はHFD群 (1.73土0.14g)

より低かっだ (p=0.0003)。

肝組織の組織所見では、 HFD群の約半数に脂肪肝を認めたが、

HFD+RS4群およびコントロール群では脂肪肝は認めず、 RS4が高脂肪

食によるマウスの脂肪肝の発生を抑制する可能性を示した。

血液検査では、 HFD+RS4群と HFD群を比較すると、 AST値に

有意差は見られなかったが、 ALT値 (12.0土0.69vs. 19.1土2.46IU/L, 

p=0.0115)、総コレステロール値 (99.9土7.88vs. 165.5土9.45mg/dL, 

p<0.0001)、LDL-C値 (6.5士0.93vs. 10.2土Cl:96mg/ dL, p<0.0001)、HDL-
c値 (58.0土2.81vs. 76.4土2.15mg/ dL, p<0.0001)、TG値 (29.1土5.27vs.
61.0士8.80mg/ dL, p=0.0303)は、いずれも HFD+RS4群ではHFD群に

比べて有意に低かった。

リアルタイム PCRによる肝組織を用いた脂肪蓄積に関連する遺伝

子の発現レベルについては、 ACC、FAS、SREBPlにはいずれも 3群間

に有意差は認められなかった。 PPARッに関しては、リアルタイム PCR

で HFD+RS4群と HFD群で有意差はないが、差がある傾向が見られた

(0.73士0.069vs.0.99士0.087,p=0.1915)。しかし免疫染色ではPPARッの

発現は 3群間で同程度であり、 HFD+RS4群と HFD群で違いは認めら

れなかった。

165 rRNAシーケンスによって腸内細菌叢を解析すると、 a

diversity (Chao 1 index, Shannon index)に関しては3群間で有意差は

なかったが、 Bdiversityは 3群でそれぞれ異なる傾向が見られた。 ま
た、 HFD+RS4群は HFD群と比較して、短鎖脂肪酸を産生する

Bifidobacterium (17.99土1.94% vs. 3.59土0.69%,p=0.0019) および

Lactobacillus (14.79土3.44% vs. 0.72土0.23%,p=0.0045)の割合が有意に

増加していた。



盲腸便中の短鎖脂肪酸に関して、 HFD+RS4群では HFD群と比較

して、酢酸 (18.83士1.lOvs.13.28土1.20μ mo!/ g, p=0.0027)およびプロ

ピオン酸 (3.50土0.45vs. 1.77士0.16μ mo!/ g, p=0.0159)が有意に多かっ

た。酪酸では、有意差は認められないもののHFD+RS4群ではHFD群と

比較して、百多い傾向は見られた (4.00土0.60vs. 2.98土0.31μ mo!/ g, 

p=0.5978)。

登

RS4による脂肪肝の抑制には、いくつかのメカニズムが考えられる。

今回の検討では、脂肪酸合成関連遺伝子 (ACC、Fadsl、SREBPl)の発

現量はいずれも 3群間で有意差は認められなかった。また、脂肪蓄積関

連遺伝子 (PPARりは、リアルタイム PCRでHFD+RS4群と HFD群

で差がある傾向は見られたが、肝組織の免疫染色では 3群いずれにおい

ても同程度にPPARッの発現が組織学的に確認され、HFD+RS4群と HFD

群を比べてPPARッの発現に有意差はなかった。これらの結果から、 RS4

は脂肪酸合成や TG蓄積に関連する遺伝子に直接影響を与えないことが

示唆された。

腸内細菌叢の改善は、 RS4が脂肪肝を抑制する重要なメカニズムで

あると考えられる。本研究では、便中の細菌組成において、 HFD+RS4群

はHFD群と比較して BifidobacteriumとLactobacillusが有意に増加す

ることが確認された。また、 BifidobacteriumやLactobacillusなどの腸内

細菌が生産する短鎖脂肪酸である酢酸と酪酸も有意に増加することが確

認された。一般に、短鎖脂肪酸が作用するメカニズムには、 GPR41や

GPR43などの短鎖脂肪酸の受容体が関与しているといわれている。短鎖

脂肪酸は交感神経節では GPR41を介してエネルギー消費を増加させる

こと、白色脂肪細胞ではGPR43を介して脂肪蓄積を抑制することが報告

されている。また、短鎖脂肪酸の一つである酪酸は、 GPR43を介して肝

グリコーゲン代謝を促進することが報告されている。これらの知見から、

短鎖脂肪酸は白色脂肪細胞の GPR43、交感神経節の GPR41、肝臓の

GPR43を介して体重増加や脂肪肝を抑制している可能性があると思われ

る。

本研究にはいくつかの limitationがある。 RS4摂取による身体活動

や代謝最の変化は調べていないこと、 RS4量による脂肪肝改善の違いは

検討できていないこと、使用するコントロール食や宿主要因によって

RS4の効果に違いがある可能性があること、 RS4を長期間投与した場合

の効果は不明であることが挙げられる。 RS4の効果を解明し、これらの

疑問に答えるためには、さらなる研究が必要である。

結

脂肪肝モデルマウスを用いた研究により、 RS4は腸内細菌叢を変化さ

せ、腸内での短鎖脂肪酸の産生を促進し、脂肪肝の発症を抑制すること

が示唆された。
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ー非アルコール性脂肪性肝疾患 (NAFLD)は茫満に関連した肝疾患であり、 NAFLDは肝硬変や肝卸胞

癌と強くOO連していることから、世界的に脂肪肝の発症や進展を抑制する取り組みがなされている。レ

ジスタントスターチ (RS)は小服でifi化・吸収されにくい澱粉の総称である。 RSは、その化学的性質

から4つのタイプ (RSl~4)に分類される．今回、申前者は化学試薬を用いて生成された加工澱粉であ

る4型レジスタントスクーチ (RS4)の脂肪肝に対する抑制効果を検討した。

C57BU6Jマウスに、高脂肪食(HFD)、RS4を泊加した高脂肪食 (HFD+RS4)、または通常食 (AIN93G)

を与えた。RS4には、アミロース含打泣が石1いトウモロコシ澱粉に酸処理を加えて作成したアミロファ

イパーSH (Jオイルミルズ社）を用いた。マウスの体直は毎週測定した。 21週齢の3uru1にわたり、女

物摂取iJl:および便の巫足を測定した。 22追齢で、体瓜、山色脂肪組紐瓜伍、肝臓直位を測定し、血液検

査、肝臓組織、肝脂肪苔栢に関与する迂伝7-の発現レペル、百脱便検体中の短鎖脂訪酸含凪、脱内細凶

苫を分析した。HFD群とHFD+RS4群の間で、餌の摂取泣と排使位にはいずれも布迂災が認められなか

った。22週齢時での7週齢時に対する体昭比は、 HFD+RS4群(148.8士5.66%）ではHFD群 (167．2±3.87%)

に比べて布慈に抑制された (1,=0,0076)。また、 22週齢時の肝爪茄もHFD+RS4群 (1.37却．047g)はHFD

群 (1.62±0,053g)より低く (p=0.0112)、白色脂肪組織の爪放も、 HFD+RS4群（1.06±0.11g)はHFD

群 (i.73却 14g)より低かった (p=0,0003).)If組織の組織所見では、HFD群の約半数に脂肪肝を認め

たが、HFD+RS4群およびコントロール群では脂訪肝は認めず、 RS4が麻脂肪食によるマウスの）l訊/jJlf

の発生を抑制する吋能性を示した。血液検社では、 HFD+RS4群と HFD群を比較すると、 AST紺に布

慈差は見られなかったが、ALT/l'i(12.0士0.69vs. 19.1士2.46IU/L,p=0.0115)、稔コレステロールfi'f(99.9士7.88

vs. 165.5均 ．45n屯Idし，p<0.0001)、LDしCfii. (6.5=0.93 vs. 10.2±0.96 mg/dL,p<0.0001)、HDL-C値 (58．紐2.81

VS. 76.4士2.15mg/dL.p<0.0001)、TG伍 (29.1士5.27vs. 61.0士8.80m匹L．炉0.0303)は、いずれも HFD+RS4

群ではHFD群に比ぺて布慈に低かった．リアルクイムPCRによる肝釦磁を用いた脂訪苦栢に関速する

迎伝子の発視レペルについては｀ ACC、FAS、SREBPlにはいずれも 3群間に有慈迫は認められなかっ

た，PPARyに関しては、リアルタイムPCRでHFD+RS4群と HFD群で打意丑はないが、差がある傾向

が見られた (0.73士0.069vs. 0.99士0.087.p=0.1915)． しかし免疫染色では PPARyの発現は3群1間で同

程であり、 HFD+RS4群と HFD群で違いは認められなかった．16SrRNAシーケンスによって腸内細

函遵を鮮析すると、 adiversity(Chao I index, Shannon index)にIll!しては3群IUlで有窓迄はなかったが、

師versityは3群でそれぞれ臭なる傾向が見られた。また、HFD+RS4群はHFD群と比較して、短ffiJll:illfi

酸を疎生する Bifidobacterium(17.99士1.94%vs. 3.59珀．69%，炉0.0019)およぴLactobacillus(14.79丑．44%

vs. 0.72±0.23%. p=0.0045)の割合が打意に増加していた。白股使巾の短鎖脂肪酸に関して、 HFD+RS4群

ではHFD群と比較して、酌酸(18.83士1.IO vs. 13.28士1.20μ11101/g．炉0.0027)およびプロヒオン酸(3.50±0.45

vs. 1.77却．16μmol/g.p叫 0159)が1T．在に多かった．酪酸では、布慈辺は認められないもののHFD+RS4

群ではHFD群と比較して、多い傾向は見られた (4.00玲 60vs. 2.98却．31μmol/g, p--0.5978)．すなわち｀

脂肪肝モデルマウスを用いた研究により、 RS4は股内細菌叢を変化させ、腸内での短鎖脂肪酸の租生を

促辿し、脂肪肝の発症を抑制することが示唆された。

本研究は RS4の脂肪肝抑制効果について検討し、従来はとんど検討が行われていなかった RS4(l）脂肪

肝抑問作用における腸内緬（ijや短鎖脂肪酸の閑与を示したものとして伍伍ある業射9であると認める．よっ

て本研究者は、博士（医学）の学位を得る没格があるものと認める．




